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研究成果の概要（和文）：電離放射線により引き起こされる様々な影響の中でも、放射線発がん

につながると考えられている遺伝的不安定性の原因因子を特定する事は、放射線の生物影響を

明らかにするだけでなく発がん過程を解明する上でも重要である。本研究は、遺伝的不安定性

の誘発原因を明らかにするため、電離放射線によって生じる DNA 損傷の中でも非 DSB 型のクラ

スター損傷に着目し、その遺伝的影響について、染色体異常を指標とした解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Ionizing radiation induces genomic instability in the progeny of irradiated
cells. The evidence has been accumulated to suggest that the induction of DNA double-strand breaks
(DSBs) and subsequent repair processes play a key role in inducing genomic instability. In the present
study, we hypothesize that some DNA lesions remained after repair of DSBs might be related to the
induction of genomic instability. To study a role of clustered damage in the induction of chromosomal
instability, we transferred an UVA-irradiated human chromosome 21 into unirradiated mouse m5S cells
derived from mouse fibroblasts, using a microcell-mediated chromosome transfer.
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１．研究開始当初の背景
電離放射線の照射は直接細胞死を引き起

こす一方で、死を免れた細胞の子孫細胞にも
細胞死、染色体異常、突然変異等を誘発する。
これら遅延性に見られる影響は遺伝的不安
定性と呼ばれ、放射線の晩発影響の一つであ
る放射線発癌に関与し、発癌機構解明の手が
かりであると考えられている。一般に、遺伝
的不安定性の誘発には DSBが関係していると
言われているが、電離放射線が及ぼす影響は、

DSB はもとより塩基損傷、脱塩基部位、一重
鎖切断等、DNA 損傷だけでも多岐に亙り、DSB
だけが原因とは限らない。さらに、DSB は細
胞死をもたらすことから、子孫細胞における
遺伝的不安定性の誘発には DSBそのものでは
なくその修復産物が関わっていると考えら
れる。その理由の一つとして、2 つの DSB 修
復機構のうち、非相同末端結合修復を欠損す
るマウス細胞を用いて、遅延性に生じる染色
体異常を指標とした遺伝的不安定性の解析
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を行うと、非相同末端結合修復欠損細胞は、
野生型の遺伝子形質を持つ細胞に比べて少
ない DSB量で野生型細胞よりも高い遺伝的不
安定性を示すことから、非相同末端結合修復
機構が欠損した場合に行われる DSB 修復は、
本来の修復に比べて誤りが多く正確性の低
いものであり、この DSB 修復産物こそが遺伝
的不安定性を誘発する要因であると考えら
れる。さらに電離放射線の照射がテロメア不
安定化を引き起こし、遅延性染色体異常の生
成に関与することも明らかになった。これに
より、遺伝的不安定性誘発に関与する要因の
一つが DSB そのものではない損傷であり、そ
れがテロメアに蓄積又は残存することによ
りテロメア不安定化を誘発する可能性が示
唆された。そこで本研究では、DNA 損傷が近
接して複数個存在する事で修復され難く、高
い生物効果を示すと言われるクラスターDNA
損傷に着目した。クラスターDNA 損傷には、
DSB を伴う DSB 型と DSB を伴わない非 DSB 型
の 2種類があり、特に非 DSB 型の損傷は電離
放射線により細胞内で DSB の少なくとも 4倍
以上生成されると推定される。従って、この
非 DSB 型のクラスター損傷の中に不安定性を
誘発する主要因が含まれているのではない
かと予想した。中でも、テロメア配列中に多
く存在するグアニンは他の塩基に比べて酸
化されやすく、その酸化体である 8-オキソグ
アニン(8-oxo-7,8-dihydroguanine；8-oxoG)
は、シトシンだけでなくアデニンとも塩基対
を形成して突然変異を誘発する一方で、塩基
除去修復による修復過程で鎖切断を生じる
事が知られている。また、in vitro では、ヒ
トテロメアの「TTAGGG」配列中に 8-oxoG が
クラスター化すると、テロメア結合タンパク
質と DNAとの親和性を低下させることが報告
されている。

以上のことから、電離放射線による遺伝的
不安定性の誘発には DSB よりも非 DSB 型のク
ラスターDNA 損傷が重要であり、テロメアに
優先的に生じた 8-oxoG によるクラスター損
傷が、テロメア不安定性を始めとする遺伝的
不安定性を誘発するのではないかと考える
に至った。

２．研究の目的
本研究は、非 DSB 型クラスターDNA 損傷

が細胞内で及ぼす影響について明らかにす
ることを目的とする。特に、テロメア部分に
生成するクラスター損傷によって引き起こ
されるテロメア不安定化を始めとする様々
な遅延性の影響を調べ、遺伝的不安定性が誘
発されるかどうかを調べる。クラスター損傷
を細胞内に導入する方法として微小核細胞
融合法を用い、酸化損傷の可視化による染色
体上の分布の解析に加え、クラスター損傷を
有する染色体を移入し、遺伝的不安定性の指

標である染色体異常を解析する実験系を確
立し、非 DSB 型クラスターDNA 損傷と遺伝
的不安定性の関係を明らかにし、テロメア不
安定性及び遺伝的不安定性を引き起こす損
傷の同定を試みる。

３．研究の方法
(1) UV-A 照射による 8-oxoG の生成

電離放射線は、DSBを生じるとともに非 DSB
型のクラスターDNA 損傷を生じているが、DSB
を生じることなく電離放射線と同程度のク
ラスター損傷を生じさせるため、8-oxoG を生
じ、DSB は生じない UV-A を用いる。本研究で
は、微小核細胞に UV-A を照射した後にレシ
ピエント細胞に移入するが、クラスター損傷
を生成させるのに必要な UV-A の線量は分か
っていない。そこで、UV-A 照射によって生成
する 8-oxoG を、8-oxoG 特異的な抗体を用い
た蛍光免疫染色によって可視化し、染色体上
における 8-oxoG の検出を行った。
(2) 微小核細胞融合法によるクラスターDNA

損傷導入細胞の作成
微小核細胞融合法の染色体ドナー細胞に

は、ヒト 21 番染色体を含有するマウス A9 細
胞を用い、レシピエント細胞にはマウス線維
芽細胞由来の不死化細胞株である m5S細胞を
用いた。微小核細胞は、50%生存率を示す線
量(4000kJ/m2)を照射したもの、コントロール
として未照射のものをそれぞれレシピエン
ト細胞に移入した。移入後は、目的染色体が
移入された細胞をヒト 21 番染色体上にある
Hygromycin B耐性遺伝子を利用した薬剤によ
るセレクションによりクローニングし、クラ
スター損傷移入クローンを得た。

(3) 遺伝的不安定性の解析

クラスター損傷移入クローンにおいて、染
色体異常の解析を行った。染色方法は、移入
した染色体の不安定性を調べる為に、特定の
染色体に特異的なプローブを用いた Whole
Chromosome Painting(WCP) FISH 法により、
移入したヒト 21 番染色体を染色し、切断及
び転座等の染色体異常について解析した。さ
らに、不安定性がクラスター損傷の生じた染
色体にのみ見られるのか、それとも他の染色
体にも影響を及ぼすのかを調べるために、レ
シピエント細胞由来であるマウス染色体に
ついて、その染色体数（倍数性）と染色体異
常についても解析を行った。

４．研究成果
(1) U-A 照射により生じる 8-oxoG の影響

600kJ/m2のUV-Aを照射したマウスm5S細胞
の染色体標本では、8-oxoG 特異的な抗体を用
いた蛍光免疫染色により染色体上に 8-oxoG
のシグナルが顕著に増加する事が示された。
また、UV-Aのm5S細胞に対する致死感受性は、
D0=6781kJ/m

2であり、この生存率曲線から50%



致死感受性を示す線量が 4000kJ/m2 である事
が明らかとなった。

(2) 微小核細胞融合法によるクラスターDNA
損傷の細胞への移入

微小核細胞融合法を用いて、UV-A 照射
(4000kJ/m2)ヒト 21 番染色体をマウス m5S 細
胞へ移入した。その後、薬剤によるセレクシ
ョンによって、UV-A 照射ヒト 21 番染色体移
入クローンの作製に成功した。作製したクロ
ーンは、それぞれ染色体標本を作製した。ま
た、染色体の移入による影響を知るため、非
照射のヒト 21 番染色体を移入したクローン
も同様に作製した。これらクローンはいずれ
も個別の細胞を由来とするものとしてクロ
ーニングを行ったものである。また、照射、
非照射染色体移入クローンのいずれも 10 ク
ローン以上を作製した。

(3) 遺伝的不安定性の解析
染色体移入細胞は、移入したヒト 21 番染

色体特異的なプローブを用いた WCP-FISH 法
による染色を行い、移入したヒト 21 番染色
体とレシピエントであるマウス染色体のそ
れぞれについて、染色体異常、及び染色体数
の安定性について解析を行った。解析は、作
製したクローンの中からコントロールの 3ク
ローン、照射染色体移入クローンの 4クロー
ンについて行った。その結果、コントロール
である非照射染色体の移入では、移入したヒ
ト 21 番染色体と、マウス染色体のいずれに
も染色体異常の顕著な増加などは見られな
かった。また、染色体数についても、移入に
よる染色体数の安定性に大きな変化はなく、
ほぼ 2倍体のままであることが分かった。そ
れに対して、UV-A を照射したヒト 21 番染色
体の移入では、まずその倍数性において、い
ずれのクローンも 4倍体ないし 8倍体となっ
ており、さらには染色体数そのものにもばら
つきが生じており、異数体化が見られた。ま
た、染色体異常についても、UV-A 照射を受け
たヒト 21番染色体に生じる異常だけでなく、
非照射環境にあったはずのレシピエント由
来のマウス染色体においても染色体異常が
増加していた。

以上の結果は、UV-A 照射によって染色体上
に生じる 8-oxoG からなる非切断型の DNA 損
傷の移入が、非照射環境下における細胞にお
いて照射染色体自身の不安定化だけでなく、
同一環境下におかれた他の染色体にたいし
ても何らかの影響を及ぼし、不安定化させる
ことを示したものである。また、その影響は
染色体異常だけでなく、細胞における染色体
数の維持機構の破綻にも関与することが示
された。これはすなわち、非切断型の DNA 損
傷によって遺伝的不安定性が誘発される事
を示したものである。
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