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研究成果の概要（和文）：放射線や生体に生じる内外のストレスの結果として、細胞内の活性酸素種(ROS)産生
が高まり、核内のDNA 損傷が引き起こされる。脳虚血や緑内障に伴う低酸素血症でも、放射線と同様にDNA2本鎖
損傷フォーカスを形成することが報告されている。この損傷部位に集積する53BP1 タンパク質にGFP を融合させ
たセンサータンパク質をマウスに発現させ、生きた神経組織でのDNA損傷応答を観察することを試みた。増殖す
る培養細胞とは異なり、分化した神経細胞の組織内ではDNA 損傷応答が抑制されていることが明らかとなり、分
化した組織の特殊性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Ionizing radiation and inside or outside stress induced in our body result 
in a increased ROS production and a induction of DNA double-strand breaks in the cells.  A hypoxia 
caused by cerebral ischemia or glaucoma, nuclear foci formation by DNA double-strand breaks is also 
reported.  A sensor of DNA damage foci formation using EGFP-53BP1 fusion protein makes DNA damage 
formation visible in the living mouse neuronal tissues or cells. As a result of our research, there 
is a clear difference of foci formation between differentiated tissue in vivo and culture cells in 
vitro, suggesting there exist special characteristics of foci formation and DNA damage response in 
the differentiated tissue cells.

研究分野： 放射線影響
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生体の側の種々の要因により、同じ物理
量の放射線を受けても、その生物影響は異な
っている。増殖の活発な胎児・子供の組織で
は放射線に感受性が高い。未分化で増殖が活
発な細胞が、細胞周期のDNA 複製期の状態に
ある場合である。一方、分化を達成した組織
においては、細胞は分裂･増殖を止め、G0 と
呼ばれる停止期にある。このような細胞は放
射線に抵抗性であるか、あるいは多少のDNA 
の損傷があっても、修復されずに細胞機能を
維持していることも示されている。 
(2) 特に胎児期の細胞には放射線のダメージ
は神経系の組織では大きく、精神運動発達遅
延を引き起こす。また、小児の髄膜腫に放射
線治療を行った際に、生存者では海馬の正常
発達が損なわれている。その他の小児癌でも、
骨髄移植治療などの治療を受けた子供におい
て、種々の神経発達・行動上の問題が生じる。
一方、成人の細胞では同じ線量を浴びても影
響は小さく、加齢に伴いさらにその感受性は
小さくなる。 
(3) 放射線や酸化ストレスによるDNA損傷を、
神経組織において発達段階別に、また生きた
まま観察した研究はない。一方、同じ神経系
組織である眼球の網膜では、緑内障において
網膜神経細胞に働く圧力あるいは虚血の低酸
素のストレスが、DNA2 本鎖切断損傷を引き
起こしていることも知られている(1)。このよ
うな神経組織におけるDNA損傷の果たす役割
は，未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
	 これまで放射線やストレスで生じた DNA 
の損傷とその修復過程を、「培養細胞」でリ
アルタイムに定量評価できる測定システム
を開発してきた。がんから樹立された細胞株
を用いて、細胞周期を同定し DNA 損傷を観
察できるバイオセンサー細胞の開発に成功
している。同様の観察を「分化した組織レベ
ル」で行うために、蛍光発光タンパク質を融
合させたタンパク質 GFP-53BP1 を発現す
るトランスジェニックマウスの作製を行っ
てきた。今後、これらのマウスの組織から初
代培養あるいは組織構築を保った状態で、生
きたまま観察する方法を開発する。これによ
り、分化した正常組織での放射線やストレス
による DNA 損傷・修復の変化を計測し、組
織内での生物影響を観察するシステムを開
発していく。特に今回は、マウスの海馬・網
膜の神経組織において、生きて分化した神経
細胞で損傷フォーカスをライブイメージン
グで観察する。画像からの定量解析で、スト
レスや放射線による生物影響を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
	 DNA 損傷のうち、2 本鎖切断損傷を検出す
る方法として、これまで注目されているもの
にリン酸化ヒストンであるγH2AX	 がある。こ

れは、検出のために H2AX	 の 139	 番のセリン
のリン酸化を特異的に検出する免疫組織染
色が必要となる。そのため、染色に際して組
織の固定や免疫染色などの処置が必要であ
り、手間がかかることと生きた組織での染色
や、ライブセルイメージングは困難であった。
一方、γH2AX	 とほぼ類似した挙動を示し、DNA2	 
本鎖切断損傷の部位に集積する 53BP1	 を用
いた DNA 損傷の検出方法も開発されつつある。
53BP1	 タンパク質に蛍光タンパク質 GFP	 を
融合させた遺伝子を導入することにより、が
ん細胞で生きたまま DNA	 損傷を検出するこ
とが可能となった。	 
	 しかし、この融合タンパク質は細胞に導入
することは簡単ではなく、まれに成功した細
胞を用いるしか方法がなかった。しかし我々
は、53BP1	 の遺伝子配列を一部改変すること
により、融合タンパク質が細胞で安定に発現
できる系を開発することに成功した。これに
より、まず、どのようながん細胞でも安定し
てセンサータンパク質が発現できる細胞を
作製することが可能となった。	 
	 次に、この改変 53BP1	 を用いることで、正
常なマウスの生育発達を障害することなく
バイオセンサーをいくつかの組織細胞で発
現するマウスの作製を試みてきた。
GFP-53BP1 遺伝子断片を、CMV-IE エンハンサ
ーと Chicken	 β-actin プロモーターの下流
につなぎ、マウス受精卵にインジェクション
することでトランスジェニックマウスの作
成を行った。我々が作製したマウスでは、現
在まで神経系、特に大脳皮質、海馬、ならび
に網膜の神経細胞、肺、精巣で GFP 蛍光が良
好に観察されている。この結果をもとに、マ
ウス個体における海馬と網膜の神経細胞に
おいて、放射線照射や放射線類似作用を呈す
る抗がん剤投与の結果として現れる機能障
害を、DNA	 損傷フォーカスの定量解析から評
価する手法の確立を目指した。	 
	 さらには、培養細胞系でバイオセンサータ
ンパク質を導入し、さらに PCNA-DsRed	 の細
胞周期を検出するセンサータンパク質を二
重に導入したがん細胞で、ライブセルイメー
ジングを行いながら細胞周期を同定し、DNA2	 
本鎖切断損傷を定量解析する解析プログラ
ムを開発してきた（特許取得済み）。この方
法により、細胞周期の情報を解析しながら同
時に、DNA	 損傷の形成と修復による消退の過
程を定量解析することができる。今後、マウ
ス海馬神経細胞･網膜神経細胞など正常細胞
を用いた解析に応用していく。	 
	 以上の目的達成のために研究を進めた結
果、組織内の細胞と培養条件下の細胞では、
DNA 損傷応答の仕方が異なっていることが明
らかとなった。そのため、次のような研究方
法をとって研究を進めた。	 
(1)	 海馬スライス培養での DNA 損傷応答の観
察：大脳を海馬の存在する部位で切断し、ス
ライス培養下にて共晶点レーザー顕微鏡で
観察を行う。405nm の波長のレーザー光を照



射して組織細胞の DNA に損傷を引き起こし、
その損傷部位に集積する損傷フォーカスを
GFP-53BP1 の蛍光から観察する。	 
(2)	 分散培養による海馬神経細胞の DNA 損傷
フォーカスの観察：海馬から神経細胞を分散
培養により採取し、共晶点レーザー顕微鏡下
で損傷フォーカスの形成を観察する。	 
(3)	 網膜神経節細胞の組織下での DNA 損傷応
答の観察：網膜神経節細胞を、眼球から直接
摘出した状況下で、共晶点レーザー顕微鏡下
で損傷フォーカスの形成を観察する。	 
(4)	 分散培養による網膜神経節細胞の DNA 損
傷フォーカスの観察：網膜から網膜神経節細
胞を分散培養し、培養状況下での共晶点レー
ザー顕微鏡下で損傷フォーカスの形成を観
察する。	 
(5)	 生細胞定量観察プログラムの開発：タイ
ムラプス顕微鏡撮影によって得られた生細
胞における DNA 損傷応答と細胞周期の遷移を，
画像解析で簡便迅速に定量解析できるプロ
グラムを ImageJ のマクロを用いて作成する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 海馬スライス培養での DNA 損傷応答の観
察：スライス培養下で、海馬の顕著に蛍光を
発する神経細胞が簡単に認識できる(図１A)。
しかしながら、これらの細胞にレーザー照射
や放射線類似作用薬であるネオカルシノス
タチンを投与しても、DNA 損傷フォーカスの
形成は認められなかった(図１B)。生体の in	 
vivo に近い組織の状態では、DNA 損傷フォー
カスの形成は生じないと考えられた。	 

(2)	 分散培養による海馬神経細胞の DNA 損傷
フォーカスの観察：海馬の組織を抽出した状

態では、DNA 損傷フォーカスが形成されない
のに対して、同じ神経細胞を分散培養下に持
っていくことにより、細胞株で観察されるの
と同じ DNA 損傷フォーカスの形成が認められ
た(図 2)。	 

(3)	 網膜神経節細胞の組織下での DNA 損傷応
答の観察：海馬の場合と同様に、スライス培
養下で網膜の顕著に蛍光を発する神経節神
細胞が簡単に認識できる。しかしながら、こ
れらの細胞にレーザー照射しても、DNA 損傷
フォーカスの形成は認められなかった(図 3)。	 

(4)	 分散培養による網膜神経節細胞の DNA 損
傷フォーカスの観察：	 
網膜の神経節細胞を分散培養することによ
り、海馬神経と同様に DNA 損傷フォーカスの
形成が認められた(図 4)。	 

(5)	 生細胞定量観察プログラムの開発：タイ
ムラプス動画による多量の細胞情報を迅速
に解析処理を行うための、ImageJ マクロを用
いた自動解析プログラムを作成した(図 5)。	 
	 



・考察	 
	 当初の目的にある、生体の正常組織におい
て生きた細胞で、DNA 損傷応答である DNA 損
傷フォーカスを観察することはできなかっ
た。そのため、当初の目的通りには研究を達
成できなかったが、理由は未だ明らかではな
いが同じ細胞を培養下におくことで，培養細
胞で観察できるような DNA 損傷フォーカスを
再度観察することができることが明らかと
なった。このような違いを新たに発見できた
ことで、培養系とは異なる組織における DNA
損傷応答の分子メカニズムを明らかにする
手がかりとなるのではと考えられ，この分野
での新しい展開が得られたと思われる。	 
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