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研究成果の概要（和文）：X線照射したEGFPプラスミドを“非照射”の細胞導入し、ライブセル観察によりEGFP
蛍光の発現速度の低下から難修復性のクラスターDNA損傷が生じていることを示した。また軟X線を照射しながら
水和デオキシリボース(dR)からの脱離イオンを測定し、水分子が分子の激しい分解を抑制すること、またその理
由がdRから配位水への高速のプロトン移動によることを分子動力学計算により示した。さらに放射線トラックエ
ンドで生じる多数の低速2次電子は、発生位置から数nm以上離れたところに塩基損傷を誘発し、修復過程を経て
DNAの2本鎖切断に変換され得るクラスター損傷を生成することを示した。

研究成果の概要（英文）：Repair process of clustered DNA damage induced by X-irradiation was 
investigated using EGFP-plasmid DNA transfected into non-irradiated mammalian cells. The repair 
kinetics of the irradiated plasmids in the cells visualized as the EGFP fluorescence emission 
indicates that the damage was hardly repaired. Hydrated deoxyribose (dR) films were irradiated with 
soft X-rays. Yields of desorbed ions from the films were significantly suppressed by water. 
Molecular dynamics calculation indicates that the fast proton transfer from dR to the hydrated water
 might cause the suppression. Furthermore, dynamics of low energy secondary electrons around DNA 
molecule was investigated using a dynamic Monte Carlo code. The results show that pre-hydrated 
electrons are formed over a few nm from the parent cations and result in additional base lesions, 
which may be finally converted into a harmful double strand break by base excision processes.

研究分野：放射線生物物理学

キーワード： クラスターDNA損傷　EGFP　ライブセルイメージング　修復速度　放射線トラックエンド　低エネルギー
二次電子　水和前電子　塩基損傷
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１．研究開始当初の背景 
放射線による生物影響の主要な要因のひ
とつが、ゲノム DNA 上の数ナノメートル程
度のごく局所に塩基損傷などが多重に生じ
る重篤な損傷形態（以下、クラスター損傷）
であることが指摘され、その複雑な DNA 損
傷形態は DNAの 2本鎖切断損傷と共に大き
な関心を集めてきた。しかし、塩基損傷や
AP サイトから成る非 2 本鎖切断型のクラス
ター損傷がどのような生物応答を誘発する
のかについては、未だ明らかにされていない。
これまでオリゴ DNA 中に損傷塩基のクラス
ターを人工合成し、これに対する in vitroで
の修復酵素との反応と、これを導入した大腸
菌の突然変異頻度についての研究が行われ
てきたが、実際に放射線で誘発されたクラス
ター損傷の修復に関する知見はほとんど無
い。放射線照射された DNA を生きた細胞中
に導入し、さらにその修復動態を調べること
ができれば、その生物学的意義の理解は飛躍
的に進むと期待されてきた。 
一方、我々のこれまでの研究から、DNA
分子上の電荷やラジカルの移動を通じて、ど
のような放射線の線質であっても、特定パタ
ーンのクラスター損傷が生じる可能性が浮
上してきた。特に DNA に強く配位している
水和水との水素結合ネットワークを介した、
プロトンなどのイオンの高速移動が損傷局
在化（クラスター化）に大きく寄与している
と推測された。さらに、全ての放射線に共通
する低エネルギーの 2次電子もクラスター化
に寄与する可能性が示唆され、これら損傷生
成の物理化学的初期過程の解明が切望され
てきた。 

 
２．研究の目的 
本研究では次の二つのテーマを目標に設
定した。 
(1) 細胞中でのクラスター損傷に対する修
復動態の解明： 放射線照射した DNAを非照
射の動物培養細胞中に導入する手法を新た
に開発する。この手法で作成した照射 DNA
導入細胞に対してライブセル観察を行い、ク
ラスター損傷に対する修復動態及び修復阻
害の性質を明らかにする。 
(2) 損傷の局在化機構の解明：DNA に結合
している水和水がどのようにクラスター化
に寄与しているかを実験的に追求すると同
時に、コンピュータによる理論計算及びシミ
ュレーションにより DNA 中での損傷局在化
（クラスター化）の基本パターンモデルを構
築する。 
 
３．研究の方法 
上記の(1)の目標に対して、放射線照射し
た DNA を“非照射の細胞”に導入する新しい
アッセイ方法を開発した。照射する試料とし
て蛍光タンパク質（EGFP）遺伝子を含むプラ
スミド DNA を使い、これをクローニングベク
ターとして用いることで細胞の修復応答を

可視化し、ライブセル観察により DNA 損傷の
難修復性の定量解析を実施した（図 1）。 

 
(2) クラスターDNA 損傷の構造と生成機構
に関する研究: 水和状態のDNA試料に対して
特定元素をイオン化し、水和水と DNA の間の
プロトンや電子の移動とその損傷局在化へ
の寄与を、シンクロトロン軟 X線を利用した
分光実験を実施する。また時間依存分子動力
学法により、実験結果を理論計算の結果と比
較することで、損傷パターンを調べた。さら
にトラックエンドで多数生じる低エネルギ
ーの2次電子がどのようにクラスター化に寄
与するかを、動的モンテカルロシミュレーシ
ョンにより調べた。 
 
４．研究成果 
 EGFP プラスミド DNA を試料として用い、こ
れに実際にX線を照射した後に非照射のヒト
細胞中に導入し、蛍光強度の時間変化をライ
ブセルイメージングすることで修復効率を
定量する方法を確立した。照射により DNA に
鎖切断が入り開環状構造になった EGFP プラ
スミドを細胞導入した場合、EGFP 発現速度は
線量依存的に小さくなった。1.2kGy を照射し
た場合の EGFP 発現速度は、コントロールの
およそ 40％となった。ニッキング酵素により
人工的に DNA に 1 本鎖切断（SSB）を 1 ヵ所
入れたプラスミドの場合、コントロールと比
べ EGFP 発現速度低下は僅か 10％程度であっ
たことから、酵素による単純な末端構造の
SSB に比べ、X 線照射により難修復性のクラ
スターDNA 損傷が生じている可能性が示され
た。 
 DNA 主鎖の一部であるデオキシリボース薄
膜を試料とし、これに対する酸素 K吸収端の
軟X線照射と脱離イオン分析をシンクロトロ
ン放射光施設（SPring-8）において実施した。
その結果、デオキシリボース薄膜に 1分子層
程度の僅かな水分子を配位させるだけで、分
子の破壊的なフラグメンテーションが抑制
されることを明らかにした。この実験を時間
依存分子動力学法により理論解析した結果、
デオキシリボース分子から水分子へ 10fs 程
度の高速のプロトン移動が起こり、このエネ
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ルギー消費により分子の破壊的分解が抑制
されることが推定された（図２）。 
 

 
一方、放射線トラックエンドで生じる多数
の低速 2次電子が DNA損傷のクラスター化に
果たす役割を、動的モンテカルロ法を用いて
シミュレートした。その結果、電子が減速し
完全に熱化する直前に水和前電子となり、初
期イオン化位置から数 nm 以上離れたところ
にも塩基損傷が誘発される可能性を明らか
にした。クラスターを構成するこのような
個々の損傷の空間分布は、細胞内の塩基除去
修復の過程で2本鎖切断に変換され得るため、
細胞致死等の原因となると予想された（図 3）。 
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