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研究成果の概要（和文）：放射線誘発核内ドメインRAD51フォーカスについては、核膜裏打ち構造タンパク質の
一つであるLaminBがRAD51の分解を抑制することでRAD51フォーカス形成を促進することなどを見出し、論文発表
した。新しい生物学的線量評価法についての研究としては、放射線治療症例についてのFISH法などを用いた放射
線被ばく影響の20年にわたる追跡調査の結果や心臓CTによるリンパ球DNA損傷のgammaH2AX免疫染色を用いた放射
線影響評価などを報告した。
超解像顕微鏡を用いた放射線誘発核内ドメインの動的構造解析では、放射線照射によりRAD51フォーカスの形が
変わることなどを明らかにし、現在論文投稿中である。

研究成果の概要（英文）：In this study, I have published papers concerning the mechanism of RAD51 
focus formation involving nuclear proteins such as LaminB, a nuclear lamina related protein, after 
induction of DNA damage. I have also reported the result of the long time follow-up of a patient 
receiving radio-iodine treatment using cytogenetical analysis and estimation of radiation effect by 
a cardiac CT scan using immunofluorescence analysis using anti-gH2AX antibodies. I have also 
performed a dynamic structural analysis of radiation-induced nuclear domains using super-resolution 
microscopy. We found that the shape of RAD51 foci is changed by ionizing irradiation. We are now 
preparing a manuscript concerning the effect of ionizing radiation on the fine structure of 
radiation-induced nuclear domains.  

研究分野：放射線生物学
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１． 研究開始当初の背景 
原爆被ばく者では、被ばく後数年を経て悪性
腫瘍の発症が認められるとともに、被ばく線
量に相関して染色体転座や二動原体染色体
などの染色体構造異常が認められることが
知られている。白血病をはじめとする多くの
悪性腫瘍には、疾患特異的な染色体異常が存
在する。被ばく者の白血病では、複雑な染色
体構造異常が認められることが知られてい
る。染色体構造異常は、細胞増殖や分化の制
御に係っている遺伝子の変異をもたらすこ
とで、発がんに繋がると考えられている。こ
のような染色体構造異常の一部には、染色体
脆弱部位や免疫グロブリン遺伝子座など特
定の染色体領域が関与していることが知ら
れている。しかし、どのようなしくみで放射
線被ばくにより染色体構造異常が形成され
るか、という本質的な疑問については、未だ
不明な点が多い。我々は、白血病の疾患特異
的染色体転座の切断点の解析から、転座切断
点が生理的にDNA組換え反応が起りやすい部
位に存在することなどを明らかにしてきた。
さらに、高度な技術と経験を要する染色体構
造異常の解析を効率的に行うために、我々は
染色体セントロメアとテロメアを可視化す
る PNA-FISH 法を開発した。PNA-FISH 法を用
いることにより、従来困難であった大量のサ
ンプルでの染色体構造異常の解析が可能と
なった。 
放射線によるゲノム損傷は、細胞に備わっ
たゲノム修復機構により損傷前の状態に修
復される。しかし、DSBs の修復過程で切断端
の「つなぎ間違い」が発生した結果、染色体
構造異常が形成される。染色体構造異常の出
現率は、DSBs の相同組換え修復で重要な
RAD51 タンパク質の過剰発現でも、逆に発現
抑制によっても上昇することが知られてい
る。さらに、我々は、二次性白血病の疾患特
異的染色体転座の転座切断点集中領域に
RAD51 が過剰に結合していることを見いだし
ている。これらの知見から、染色体構造異常
の形成にはRAD51などのゲノム修復機構が深
く関わっていることが明らかである。 
RAD51 などの修復関連蛋白質は、ゲノム損傷
部位に集積し「放射線誘発核内ドメイン」を
形成する。DSBs の切断端も放射線誘発核内ド
メインに含まれるので、放射線誘発核内ドメ
インは修復の「場」であるとともに、染色体
構造異常が形成される「場」と考えることが
できる。このため、染色体構造異常の形成機
構を理解するには、放射線誘発核内ドメイン
の構造構築を解析することが重要であると
考えられる。 
 我々は、RAD51 がゲノム損傷部位に集積し
RAD51 フォーカスを形成することなどを、世
界に先駆けて報告した。さらに、RAD51 フォ
ーカス形成には、クロマチン構造変化や SUMO
化蛋白質修飾システムが重要であることを
報告している。 

従来の光学顕微鏡では、解像度の限界のた
め 300 nm 以下の放射線誘発核内ドメインの
内部構造や染色体DNAが形成するクロマチン
領域など微細な構造体の解析は困難であっ
た。2014 年のノーベル化学賞の受賞で知られ
る超解像顕微鏡は、従来の顕微鏡の数倍の解
像度を持つので、放射線誘発核内ドメインの
内部構造や損傷クロマチンとの局在関連の
詳細な解析が可能となった。そして、平成 26
年度には、我々の研究室には共通機器として
超解像顕微鏡 ELYRA が設置された。 
特定の染色体異常形成には、つなぎ間違わ
れる切断端が隣接した位置関係にある必要
がある。このため、染色体異常の形成機構を
解明するためには、特定の染色体 DNA の位置
関係の解析が重要である。従来、染色体 DNA
の位置の解析には、特定の DNA 領域を蛍光色
素で可視化する FISH 法が用いられていた。
最近、次世代シーケンサーを用いて特定の染
色体DNA領域の位置関係を網羅的に解析する
Chromatin Conformation Capture (3C)技術
などが開発された。この手法を用いることで、
特定の染色体DNA領域の位置関係の放射線被
ばくによる変化について網羅的解析を行う
とともに、FISH 法により得られたデータの検
証を行うことが可能となる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、放射線照射などによりゲノム損
傷を誘導したヒト細胞を用いて、 
１）超解像顕微鏡を用いた放射線誘発核内ド
メイン内部構造の解析 
２）3C 技術などを用いた染色体 DNA 位置関係
の解析 
を行う。 
これらの解析からゲノム修復機構や染色
体DNA位置関係と染色体構造異常の関連につ
いて検討することで、放射線被ばくによる染
色体構造異常の形成機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）超解像顕微鏡を用いた放射線誘発核内ド
メインの微細構造解析 
超解像顕微鏡を用いて、正常ヒト培養細胞で
の放射線誘発核内ドメイン内部の微細構造
の解析を行い、染色体構造異常形成に関わる
放射線誘発核内ドメインの微細構造を同定
する。 
放射線による染色体構造異常形成と放射線
誘発核内ドメインの関連を検討するために、
まず放射線照射あるいは紫外線レーザーマ
イクロ照射法を用いてヒト正常培養細胞に
ゲノム損傷を誘導する。これらの細胞での染
色体構造異常の形成を、PNA-FISH 法と染色体
ペインティング FISH 法を用いて解析する。
さらに蛍光免疫染色を行い、超解像顕微鏡を
用いて gH2AX、ATM、53BP1、MRE11、RAD51 な
どが形成する放射線誘発核内ドメインの微
細構造画像を取得し、画像解析ソフト Imaris
を用いて定量的に解析する。解析のパラメー



ターには、放射線誘発核内ドメインの数、大
きさ、シグナル強度、クロマチン領域および
他の放射線誘発核内ドメインとの局在関連
を用いる。同様の実験をヒト末梢血リンパ球
について行うことで、培養細胞を用いて得ら
れたデータの検証を行う。  
ゲノム修復因子の染色体異常形成への関与
を検討するために、ATM、ATR、Ku70/80、 
DNA-PKsc、MRE11、RAD51 や SUMO 化修飾酵素
などゲノム修復に関連する蛋白質について
薬剤やsiRNAを用いた発現抑制による機能抑
制を行い、染色体異常形成への影響を
PNA-FISH 法と染色体ペインティング FISH 法
などを用いて検討する。次いで、これらの細
胞における放射線誘発核内ドメイン内部構
造の定量的解析を行い、放射線誘発核内ドメ
インの構造構築と染色体構造異常の形成に
ついての関連を検討する。 
 超解像顕微鏡は、最新の光学顕微鏡システ
ムであり未だ非常に調整が難しい顕微鏡な
ので、研究の進行が予想より遅れる可能性が
ある。平成２５年度後半に、全学共通機器と
してELYRAとは異なるタイプの超解像顕微鏡
(OMX version4, GE)が、国内で初めて原医研
に隣接するビルに設置されている。OMX も併
用して研究を遂行することで、研究の効率化
をはかる。 
さらに OMX では、現在我々が使用している
ELYRA より高速な超解像画像が取得可能であ
るため、生細胞を用いた超解像画像解析が可
能である。そこで、ゲノム損傷誘導後に放射
線誘発核内ドメインが形成される過程や、放
射線誘発核内ドメイン内外での関連タンパ
ク質の動態について、生細胞を用いた定量的
解析を行う。固定細胞を用いた実験のデータ
と生細胞実験から得られたデータを総合し
て解析することで、染色体異常形成に関与す
る放射線誘発核内ドメインの構造構築につ
いて、様々な角度から検討することが可能と
なる。 
 
２）染色体 DNA 核内位置情報の解析 
3C 技術では、既知の２つの染色体 DNA 領域
について位置関係の解析が可能であり、この
手法をもとに多領域間や未知の染色体領域
間の位置関係を解析することが可能な 4C、5C、
6C 法など、いわゆる HiC 技術が開発されてい
る。 
放射線被ばくによる染色体 DNA 領域の位置
関係の変化については、ほとんど知られてい
ない。そこで、さまざまな疾患の染色体転座
切断点集中領域、染色体脆弱部位や免疫グロ
ブリン遺伝子座など特定の染色体DNA領域に
ついて、放射線による位置関係の変化を定量
的に検討するため、従来から用いられている
FISH法による特定の染色体DNA領域の可視化
とともに、次世代シーケンサーを用いた 3C
をはじめとする HiC 技術による解析を行う。 
 
３）放射線被ばくの新しい線量評価法の確

立 
緊急被ばく医療での生物学的線量評価法と
しては、二動原体染色体の解析がゴールデン
スタンダードとされている。しかし、従来の
ギムザ染色による二動原体染色体の解析は、
分裂期細胞を用いるため最低2日間の細胞培
養をする必要があり、また非常に高度な技術
と経験を必要とするため、特定の研究室、検
査室のみで実施可能である。そこで、被ばく
線量と放射線誘発核内ドメインの内部構造
や染色体DNA位置関係の相関について解析を
行い、細胞培養を必要としない分裂間期細胞
を用いた効率的な生物学的線量評価法の確
立に取り組む。 
 
４．研究成果                                                                                                                             
超解像顕微鏡を用いた放射線誘発核内ドメ
インの動的構造解析を行ったところ、放射線
照射細胞では代表的な放射線誘発核内ドメ
インとして知られているRAD51フォーカスの
形が変わること、損傷ゲノムの一部は RAD51
がもともと集積していた場所に移動するこ
と、などを明らかにすることができた。これ
らの研究成果については、現在論文投稿中で
ある。 
放射線誘発核内ドメイン RAD51 フォーカス
については、核膜裏打ち構造タンパク質の一
つである LaminB が RAD51 の分解を抑制する
ことでRAD51フォーカス形成を促進すること
（文献 14）、細胞質―核間輸送関連因子
hCAS/CSE1L が、RAD51 の細胞内分布を制御す
ることにより、RAD51 フォーカス形成の抑制
的制御からゲノム修復活性を制御すること
（文献 13）を、損傷部位での RAD51 フォーカ
ス形成を促進することで相同組換え修復を
制御するヒストンH2A.Z-2の損傷部位での交
換反応が、タンパク質翻訳後修飾の一つであ
るSUMO化修飾により制御されていること（文
献 3）などを見出し、論文発表した。さらに、
損傷シグナル因子ATMキナーゼによるクロマ
チン再構成因子複合体の活性制御により、損
傷クロマチンへの適切なRAD51の結合を調節
していることを明らかにした。この研究成果
については、現在論文のリバイス中である。
さらに、RAD51 タンパク質複合体に含まれる
細胞核構造構築に関連する因子が、RAD51 の
機能制御を介して染色体異常形成の抑制に
関与していることを見出し、現在論文投稿準
備中である。 
HiC技術を用いた染色体DNA核内位置情報の
解析については、現在ゲノム損傷誘導後の特
定の染色体領域の位置関係について検討を
進めているところである。 
 新しい生物学的線量評価法についての研
究としては、放射線治療症例についての FISH
法などを用いた放射線被ばく影響の 20 年に
わたる追跡調査の結果（文献９）や心臓 CT
によるリンパ球 DNA損傷の gammaH2AX 免疫染
色を用いた放射線影響評価（文献６）などを
報告した。 
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