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研究成果の概要（和文）：本研究課題において、クラスターDNA 損傷を構成する DNA 損傷の位置、
種類が放射線の生物作用に強く関与することを明らかにした。また、損傷のクラスター化は放
射線による電離の空間密度に依存して生じることがわかった。これらの結果は、放射線の生物
作用を理解し、放射線のリスク評価、放射線治療の高度化に資するための重要な基礎的知見で
ある。

研究成果の概要（英文）：We have found that the position and types of lesions within the
clustered DNA damage are strongly relevant to the biological consequences of clustered
DNA damage. We have also demonstrated that the clustering of DNA damage is strongly
related to the ionizing density of the radiation. These results have important implications
for both the understanding of underlying mechanisms of radiation action to cells and the
practical application of ionizing radiation (ie. assessment of low dose risk, improvement of
radiation therapy etc.).
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１．研究開始当初の背景
細胞中での修復機構との関連においてなぜ
非２本鎖切断型クラスターDNA 損傷が高い生
物効果をもつのか、そのメカニズムについて
は未解明であった。我々は興味深い現象とし
て、大腸菌 fpgmutY 二重変異株では、8-oxoG

及び DHT という 2種類の DNA 損傷から構成さ
れるモデルクラスターDNA 損傷は単独の
8-oxoGよりもさらに高い頻度でGからTへの
トランスバージョン（8-oxoG 由来の変異）が
誘発されることを見いだしていた。DHT は変
誘発能がないことが知られており、fpgmutY 二重
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変異株では、8-oxoG の変異抑制作用がほとんどな

いと考えられるため、8-oxoG が単独の場合とクラ

スター内にある場合で変異頻度に差はないはずで

ある。そのためこの結果は大変意外であった。

２．研究の目的

非 2 本鎖切断型のクラスターDNA 損傷の生物作用

に関与する因子／経路の同定、さらにはその生物

学的意義の解明を目指すため、（１）8oxoG と DHT

以外の損傷から構成されるクラスターDNA 損傷の

生物作用（２）各種の修復欠損変異株におけるク

ラスターDNA 損傷の生物作用、（３）線質の異なる

放射線による非 2 本鎖切断型のクラスターDNA 損

傷の収率、を明らかにするための研究を行った。

３．研究の方法

DNA 損傷をもつオリゴヌクレオチドを合成し、モ

デルクラスターDNA 損傷を作成した。このモデル

クラスターDNA 損傷を薬剤耐性遺伝子をもつプラ

スミドに連結後、野生株及び各種突然変異体に形

質転換した。形質転換後、薬剤耐性下で大腸菌を

生育させコロニー形成を行い、コロニー形成率か

らクラスターDNA 損傷の複製効率を測定した。ま

た、形質転換された大腸菌からプラスミドを抽出

し、生じた突然変異の頻度及び塩基配列変化を調

べた。各種の DNA 修復欠損株は、大腸菌ストック

センター等から大腸菌株を入手し、P1 形質導入法

により isogenic な一重、二重、三重変異株を作成

した。

放射線によって誘発されるクラスターDNA 損傷の

測定においては、水和プラスミド(pUC18)を用い、

日本原子力研究開発機構高崎量子応用研究所のイ

オン照射施設(TIARA)にて He イオンの照射を行っ

た。クラスターDNA 損傷の収率は、照射後のプラ

スミドに塩基除去修復酵素（Fpg,Nth）を処理し、

その後の２本鎖切断量を測定することによって算

出した。

４．研究成果

8-oxoGとチミングリコールや 1本鎖切断からな

るモデルクラスターDNA 損傷を用い、8-oxoG と対

合したアデニンを取り除く活性をもつ MutY がク

ラスターDNA 損傷の変異抑制に最も重要であるこ

とを明らかにした。さらに、チミングリコールの

除去に深く関与する Nth 及び Nei 及びその両方を

欠損させた変異株での変異誘発を調べ、これらの

酵素の欠損は 8-oxoG の変異抑制に効果がなく、生

体内ではチミングリコールの存在下で 8-oxoG の

除去は阻害されることを見い出した。さらに各種

変異体を用いた研究から、8-oxoG を含むクラスタ

ーDNA 損傷では、主要な塩基除去修復酵素 Fpg,

MutY, Nth, Nei 以外の作用で変異頻度が増大する

経路があることを明らかにした。

損傷の配置によって変異誘発効果が影響を受け

るかどうかを野生株及び各種除去修復欠損株で調

べたところ、２つの損傷が互いに相補鎖上にある

ときは単独損傷に比べ変異誘発頻度の増加がみら

れる一方、2 つの損傷を同一鎖に配置させると変

異頻度は変化しないことを見い出した。この結果

は、同一鎖の損傷修復に一本鎖切断修復(SSBR)の

関与を示唆するものである。また、２つの損傷間

の距離が離れるにしたがって損傷のクラスター化

の効果は減少することを確認した。これらの結果

は損傷の相対的な配置や数がどのように生物効果

につながるのかを示すものであり、放射線生物学

的に非常に重要な知見である。

一方、塩基損傷を含まない、脱塩基部位や一本

鎖切断より構成されるクラスターDNA 損傷に関し

て、その生物作用を野生株で詳細に調べた。これ

らの実験から、塩基損傷を含まないクラスターDNA

損傷の作用は塩基損傷を含むクラスターDNA 損傷

の作用と大きく異なり、（１）複製効率が非常に低

いこと、（２）生き残ったコロニーでの変異頻度が

非常に高いこと（３）損傷間が互いに３’方向に

配置されているときの方が 5’方向に配置されて

いるときに比べ生物作用が高くなること、を見い

出した(Fig. 1.)。

Fig.1. 鎖切断と脱塩基部位（AP）が相補鎖

上に配置されたクラスターDNA 損傷の大腸菌

野生株における複製効率。AP 及び鎖切断は単

独損傷、鎖切断+AP クラスターはクラスター

DNA 損傷を表す。鎖切断+AP の数字は AP に対

する鎖切断の相対位置を示す（-:損傷が互い

に 3’方向に配置、+:損傷が互いに 5’方向

に配置、数字：損傷間の塩基対数）

これらの結果は、クラスターDNA 損傷を構成

する損傷の種類及び配置が生物作用に強く

関連することを示すものである。

以上、本研究で、クラスターDNA 損傷を構

成する DNA 損傷の位置、種類を変化させなが

ら生物作用を詳細に調べた結果、8-oxoG の変

異抑制に塩基除去修復酵素以外の因子が関

与すること、相補鎖にある 2 つの損傷の生物

効果は高いが同一鎖にある２つの損傷の生

物作用は低いこと、さらに生物作用は損傷位

置の方向に左右されること、が明らかになっ

た。これらのことから、クラスターDNA 損傷

の生物作用には SSBR もしくは DNA 複製時の

DNA 合成過程が深く関与する可能性が考えら

れる。



また、様々な線質の放射線によるクラスタ
ーDNA 損傷の収率を明らかにするため、水和
DNA を様々な線エネルギー付与(LET)の He イ
オンで照射し、非 2 本鎖切断型を含むクラス
ターDNA 損傷の検出を試みた。その結果、LET
の増大によってクラスターDNA 損傷の収率の
増大が生じることが明らかになった。これは、
放射線による電離の空間密度に依存して損
傷のクラスター化が生じることを示唆する
ものであり、放射線の生物作用を考える上で
重要な知見である。
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