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研究成果の概要（和文）：電離放射線によって複数の損傷が局所的に近接して生じると考えられている「複雑損傷」を
検出するために、蛍光共鳴エネルギー移動現象を利用した新たな手法を確立し、複雑損傷の分子構造に関する研究を進
めた。また、複雑損傷の修復が難しい原因をDNA分子構造に基づいて理解することを目指し、損傷DNA分子構造と修復酵
素の結合能を分子動力学計算によって明らかにするとともに生体内の突然変異誘発頻度を詳細に調べることで、複雑損
傷の修復に関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）：It is proposed that ionizing radiation induces complex damage, which is a type of 
damage that multiple DNA lesions are localized within 1-2 helical turns of DNA. To detect complex damage, 
we developed a new method based on fluorescence resonance energy transfer, and assessed the structure of 
the complex damage comprised of abasic sites. We also analyzed the binding potential of repair enzymes 
with molecular dynamics simulations as well as the mutagenic potentiail of various types of complex 
damage, in order to understand the underlying mechanism(s) of the retardation of repair of the complex 
damage.

研究分野：放射線生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 複数の DNA損傷が数 nm以内に近接する
「複雑損傷」が放射線生物影響に深く関与す
るという仮説は既に 1980 年代に提示されて
いたが、ようやく近年になって我々を含む幾
つかのグループにより、放射線により複雑損
傷が生成され、生物効果に深く関わっている
ことが実験的に示唆されてきた。 
 放射線で生じる複雑損傷の検出は、塩基除
去修復酵素や APエンドヌクレアーゼで塩基
損傷や脱塩基部位を鎖切断に変換した後の
二本鎖切断量の増加によって行われていた。
そのため、二本鎖の両方に損傷がある複雑損
傷のみしか検出できず、また鎖切断を生じさ
せる塩基除去修復酵素や APエンドヌクレア
ーゼが複雑損傷内に位置する近接する DNA
損傷により酵素活性が阻害されるという、複
雑損傷検出において本質的な限界を突破で
きない、という課題があった。このため、放
射線によって誘発される複雑損傷はどのよ
うな分子構造を持っているのかその詳細に
関して不明な点が残されていた。 
 また、複雑損傷の修復に関しては、含まれ
る損傷の種類、損傷間の距離が異なる様々な
一次構造に依存して、塩基除去修復酵素や
AP エンドヌクレアーゼといった DNA 修復
酵素の活性が阻害されることを示す結果が
得られていた。このことは、放射線生物影響
において複雑損傷の重要性を示唆してはい
るが、何が複雑損傷の修復を妨げているのか、
複雑損傷のどのような特徴が生物影響に深
く関与するのかという本質的な問いに対し
ての答えを与えるものではなかった。 
 
２．研究の目的 
（１）放射線誘発複雑損傷の検出 
 放射線によって生じる複雑損傷を検出す
るために、酵素活性の阻害や二本鎖の両鎖に
損傷が位置するタイプのみ検出可能な複雑
損傷検出手法に代わる、新たな検出手法を確
立し、複雑損傷の収率さらには分子構造に関
する知見を得ることを目的とする。 
 
（２）複雑損傷の分子構造と修復 
 本研究では、複雑損傷の修復が難しい原因
を DNA 分子構造に基づいて理解することを
目指す。すなわち、損傷 DNA 分子構造と修
復酵素の結合能の関連を明らかにする。さら
に、複雑損傷を有する分子の突然変異誘発頻
度を詳細に調べることで、複雑損傷の生体内
修復に関する知見を得る。 
 
３．研究の方法 
（１）放射線誘発複雑損傷の検出 
 複雑損傷を構成する DNA損傷は nmオー
ダーの間隔で近接しているため、放射線誘発
複雑損傷を測定するためには DNA の構造を
保持したまま DNA 損傷が極近傍にある状態
を検出する必要がある。また、修復酵素など
複雑損傷の微細構造によって検出効率が下

がることのない手法が望ましい。そこで我々
は、DNA 損傷を蛍光標識し、蛍光分子間の
蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)の効率を測
定することで複雑損傷の収率や分子構造を
測定可能な手法の確立を行った。 
（２）複雑損傷の分子構造と修復 
 放射線による DNA 損傷は種類が多様でラ
ンダムな位置に生ずるため、複雑損傷の微細
構造をそろえて損傷密集化の効果を調べる
ことは困難である。また、分子動力学計算を
行う観点からも、様々な形態の DNA 損傷を
調べるのは計算時間が莫大になり現実的で
はない。そこで本研究では、特定の損傷を特
定の位置に挿入したモデル複雑損傷、及び、
立体構造が明らかになっている塩基除去修
復酵素を用い、分子動力学シミュレーション
により分子レベルの修復過程の知見を得る
ことを目指す。また、損傷を有する DNA 分
子の構造変化を調べるための手法としてテ
ラヘルツ分光測定の確立を試みた。さらに、
複雑損傷の生体内修復に関する知見を得る
ため、異なる微細構造をもつ複雑損傷による
突然変異誘発頻度を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）複雑損傷の分子構造と修復 
 放射線によって生じる検出対象の損傷に
は、放射線によって生じることが分かってい
る脱塩基部位（AP）を選択した。DNA中の
APに、二つの蛍光物質、AlexaFluor350（ド
ナー蛍光分子）、及び、AlexaFluor 488（ア
クセプター蛍光分子）で標識された O-アミノ
基と特異的に共有結合するプローブ
ARP(Aldehyde Reactive Probe)を結合させ、
FRET 効率を調べた。対照として、AP がラ
ンダムに生じている（AP 生成確率はどの塩
基対でも同じ）と予想される熱処理 DNA（直
鎖状にしたプラスミド pUC19を、pH 5, 70℃
で所定時間処理したもの）をモデルとして用
いた。AP がランダムに生じている場合の空
間分布は指数分布に従うことを利用して、AP
の平均密度（DNA単位長さあたりの APの平
均の数）に対する FRET効率の理論曲線を導
出し、実験値と理論値を比較した結果、両者
は良い一致をみることが分かった。この結果
から、本研究で開発した FRET法は DNA損
傷の局在性を調べる手法として有用である
ことがわかった[1]。 
 続いて、DNA 損傷の局在性を調べるため
に、コバルト 60ガンマー線やヘリウム線（2 
MeV/u, 70 keV/µm）、ブラッグピーク付近の
炭素線（0.34 MeV/u, 760 keV/µm）を照射し
た乾燥DNAフィルムに対して本FRET法によ
る分析を行った[2]。その結果、ガンマー線と
ヘリウム線の FRET効率は、両者間で有意差
はなかったものの、理論曲線（ランダム分布）
と平行して AP平均密度の増加にともなって
大きくなる傾向が認められた。これは、線量
が上がるにつれて近接した APが増加してい
く（放射線の飛跡同士の重なりによって孤立



AP 同士が近接する）ことを示している。一
方、炭素線の FRET効率はガンマー線、ヘリ
ウム線より有意に大きく、また、AP の平均
密度を 0に外挿するとFRET効率が0になら
ず、FRET効率 は 0.10になることが明らか
となった（図 1）。これは、炭素線の場合、放
射線の飛跡同士の重なりが生じない条件で
も、飛跡一本で APによる複雑損傷が生じる
ことを意味している。二つの APからなる AP
複雑損傷が生じていると考えた場合、FRET
効率=0.10はAP間の距離が 17塩基対である

ことに相当する。 
図 1.放射線照射後に生じる脱塩基部位(AP)
を蛍光標識したときの FRET効率 
 
 これまで「DNA 損傷の局在性」という、
DNA 鎖上の損傷分布様式に関しては、修復
酵素を用いる実験が主であったが、実験上の
複雑損傷の「複雑さ」を正確に評価できない
課題を有していた。本研究課題で開発した
FRET法は、従来の実験手法の課題を克服し、
DNA 鎖上の損傷の極微細な空間分布を測定
することができ、新たな分析手段を与えるも
のである。今後、様々な線質・エネルギー・
試料条件での DNA 損傷の局在性を調べるこ
とで、放射線によって生ずる複雑損傷の収率
や分子構造に関して有用な知見が得られる
ことが期待できる。 
 
（２）複雑損傷の分子構造と修復 
放射線によって生じる変異誘発能を有する
DNA損傷である8-オキソグアニン(8G)と一本
鎖切断(SSB)で構成された人工合成複雑損傷
では、8G の修復が阻害されることが実験的に
知られている。そこで、8Gと SSBを含む複
雑損傷と 8G を修復する酵素である hOGG1
及び Fpg との結合力を分子動力学シミュレ
ーションにより調べた。hOGG1と Fpgの２
つの酵素は、8G を取り除くという働きは同
じであるが分子構造が異なっている。 
 複雑損傷をもつ DNA の構造揺らぎを調べ
てみると、予想通り主に SSB の位置で大き
く揺らぐことが明らかになった。一方、複雑
損傷とhOGG1もしくはFpgとの複合体では
構造揺らぎが減少した。8G の相補鎖 3bp 下
流(+3 と表記する)にある場合は例外的に
hOGG1複合体でも Fpg複合体でも構造揺ら
ぎが大きいという結果を得た。この結果を詳

しく見てみると、複雑損傷と酵素の複合体で
は酵素と SSB の両側とで接触があるため構
造揺らぎが制限されるが、+3は例外で、鎖切
断の片側が酵素と接触できず、揺らぎが大き
いことが明らかとなった。 
 DNA の構造揺らぎによるエントロピーの
寄与を考慮して結合エネルギーを推定した
ところ、hOGG1及び Fpgともに 8G単独損
傷に対する結合力に比べ複雑損傷との結合
力は低下していることが明らかとなった。 
鎖切断した DNA の形と酵素の形が上手く対
応しておらず、SSB近辺の大きな構造揺らぎ
は複合体状態では自由度が制限されるもの
の、酵素と DNA 間の相互作用も減少するた
め、結果として結合力の低下が起こると考え
られた。結合力低下の程度は複雑損傷を構成
する二つの損傷(8G と SSB)の相対位置によ
り異なり、相対距離が近いと結合力が減少し
やすいとの結果が得られた。これらの結果は、
複雑損傷に対するhOGG1もしくはFpg酵素
反応の阻害を矛盾なく説明できる。複雑損傷
の分子構造が修復の難しさと深い関係にあ
ることを明らかにした意義は大きい。 
また、実験的に複雑損傷の分子構造と修復
に関する知見を得るため、DNA 分子の骨格
伸縮、変角、ねじれなどのマクロな振動を測定
するためのテラヘルツ分光測定法の開発を進
めた。水のテラヘルツ波の吸収は非常に大きい
ため、DNA 損傷分子のテラヘルツ波スペク
トルの検出は広範囲かつ高感度であること
が望まれる。そこで、テラヘルツ波発生素子
と検出素子の集光レンズに可動ステージを
導入し光学配置の最適化を行うことにより
信号強度を高めるとともに、周波数領域の拡
大、ミラー等の光学系の調整などを行った。さら
に、検出感度を上げるため、両側からマイラー
膜の窓で挟んだ間に高密度ポリエチレンの
袋構造をもつ 100µm の短い光路長の試料セ
ルを構築し、テラヘルツ波の吸収を少なくす
る工夫を施した。上記のテラヘルツ分光装置
及び試料セルを用いて、まず水と DNA 水溶
液のテラヘルツ波の吸収スペクトルを調べ
た。その結果、水と DNA 水溶液の吸収スペク
トルの差が検出された。この場合、テラヘル
ツ分光には 1％(w/v)程度のDNA 濃度が必要
であることが分かった。続いて非照射 DNA
水溶液と X線照射DNA水溶液の吸収スペク
トルを比較したところ、X 線照射の有無によ
るスペクトル変化は見られなかった。本研究
では残念ながら DNA 損傷を有する分子特有
のマクロな振動を測定することができなか
ったが、このことは DNA 水溶液の信号強度
をさらに向上させる必要があることを示唆
している。 
 複雑損傷の生体内修復を明らかにするこ
とを目的に、8G と異なる種類の損傷から構
成された人工合成複雑損傷を用い、突然変異
誘発頻度を調べた。突然変異が高いことは、
8G の修復が阻害されていることを意味する。
実験では、片方の鎖の制限酵素(Alw26I)認識
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配列中に 8G、その相補鎖に SSB、AP、チミ
ングリコール、ジヒドロチミン、8G を用い
た。複雑損傷を含むオリゴヌクレオチドを
pUC18 プラスミドにとつないだ後、野性株
の大腸菌、及びグリコシラーゼ欠損株（fpg, 
mutY, fpg mutY）に形質転換した。その後形
質転換細胞を培養し、プラスミド抽出後、
Alw26I による切断の程度から突然変異頻度
を評価するとともに塩基配列変化を調べ変
異の同定を行った。その結果、突然変異誘発
頻度は全て単独の 8G より有意に増加し、変
異はほぼ全て 8G に由来する G:C から T:A
へのトランスバージョンであった。しかし一
方で、8G の相補鎖にある損傷の種類によっ
て突然変異誘発頻度が大きく変化すること
はなかった。これらのことは、8G の修復は
相補鎖上の DNA 損傷によって阻害されるが、
阻害の程度は DNA 損傷の種類には依存しな
いことを示唆している。生体内では、8G の
相補鎖にある損傷の除去が行われた結果生
じた一本鎖切断が、8G の修復阻害に関与し
ている可能性が高い。さらに、これまでは二
つの損傷から構成される複雑損傷の生物影
響が調べられてきたが、三つの損傷からなる
複雑損傷と突然変異誘発との関連を調べた
[3]。 複雑損傷として、両鎖に一個ずつの 8G
と片方の鎖に一個の一本鎖切断を配置した。
三つの損傷をもつ複雑損傷による変異頻度
は、一方の鎖に一個の 8G、他方の鎖に一個
の一本鎖切断を配置した複雑損傷とほぼ同
程度の値であることが明らかになった。 

 図 2.複雑損傷による mutY 株における突然
変異誘発頻度。8G:8-オキソグアニン,SSB:
一本鎖切断。8G+SSB は二つ、8G+8G,SSB
は三つの損傷で構成された複雑損傷を示す。 
 
 三つの損傷からなる複雑損傷による変異
はシークエンス解析から同一鎖に鎖切断を
伴わない方の 8G に由来することが明らかと
なった。これらの結果から、三つの損傷から
なる複雑損傷による変異の誘発には、塩基損
傷の修復に先立ち一本鎖切断のプロセシン
グが関与していることが予測される。本研究
課題によって複雑損傷の修復は DNA の両方
の鎖上に損傷があることが決定的に重要で
あることが明らかになった。今後の放射線生
物影響研究の基礎となる重要な知見である。 
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