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研究成果の概要（和文）：放射線によって生じるクラスターDNA損傷は狭い範囲に損傷が集中するために修復さ
れにくく、DNA二本鎖切断（DSB）を誘発しやすいと考えられる。本研究では、DSB修復過程の初期段階において
切断されたDNA末端を認識するKuタンパク質がクラスターDNA損傷によって誘発されるDSBをどのように認識し、
結合するのかを、計算化学的手法、および分子細胞生物学的手法を用いて検討することで、Kuが認識・結合しや
すい／しにくい末端形状の特徴を明らかにしたいと考えた。

研究成果の概要（英文）：Ionizing radiations generate multiple lesions along a single radiation 
track, that is known as a clustered DNA damage, and those multiple lesions are supposed to develop 
into DNA double strand breaks (DSBs). In the current project, we constructed models of the clustered
 DNA damage assembling several DNA lesions and estimated the binding efficiency between damaged DNA 
and Ku that is a key protein to recognize and bind to the DSB site, using both experimental and 
theoretical approaches. In addition, we examined the dynamics of Ku in the nucleus of canine 
cultured cells using the live cell imaging method, and succeeded in observing the accumulation of 
Ku70 and Ku80, subunits of Ku, at DNA damage sites produced by laser-microirradiation.

研究分野：放射線・化学物質影響科学

キーワード： クラスターDNA損傷修復　DNA二本鎖切断　Ku　分子シミュレーション　ライブセルイメージング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線被曝によって生じるDNA損傷は狭い範囲に集中しやすい特徴があり、単独損傷に比べて修復されにくいと
言われている。複数の損傷が修復されないまま蓄積すると二本鎖切断(DSB)に発展しやすい。DSBは正常に修復さ
れなければ強力な突然変異原となり細胞死の一因にもなることから、細胞にとって最も重篤な損傷の一つと考え
られる。本研究課題を通してDSB修復酵素であるKuが認識・結合しやすい末端形状の特徴を明らかにすることが
できれば、放射線被曝によるDNA損傷が誘発する生物現象と、細胞内代謝や化学物質への曝露といった他の損傷
誘発要因によって生じる現象との違いを明らかにできるのではないかと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
電離放射線による DNA 損傷には放射線の飛跡に沿って損傷が集中しやすい特徴があると考えられ、
クラスターDNA 損傷と呼ばれる。単独の損傷の場合と比べるとクラスターDNA 損傷は修復酵素が作用
しにくいために修復されにくく、また、複数の損傷が近傍に存在することから二本鎖切断 (double strand 
break: DSB)を誘発しやすいと考えられる。DSB は正常に修復されなければ強力な突然変異原となり細
胞死の一因にもなることから、細胞にとって最も重篤な損傷の一つと考えられる。Ku は DSB 末端を認
識し、これに結合するタンパク質であり、Ku の結合を発端として DNA-PKcs 等の修復関連酵素が誘導
され、DSB 修復の主要な経路の一つである non-homologous end-joining (NHEJ)が開始されると考えら
れている。NHEJにおけるKu結合後の修復プロセスは生化学的、分子細胞生物学的実験により詳細な
報告がなされているが、その最も初期の過程である Kuによる DSB末端認識結合機構には未だ不明な
点が多い。そこで本研究では、クラスターDNA 損傷によって誘発される DSB を Ku タンパク質がどのよ
うに認識し結合するのかを、従来の分子細胞生物学的手法に加え計算化学的手法を導入することで明
らかにしたいと考えた。 
２．研究の目的 
クラスターDNA 損傷によって生じた個々の損傷部位は、単独に損傷が生じた場合と比べると修復酵
素が作用しにくく、修復されにくいことが知られている。このため数塩基以内に複数の損傷が生じた場合、
その内のいくつかは修復されないまま放置されるか、または修復酵素が結合できたとしても塩基除去修
復等の機構によって損傷塩基が取り除かれた脱塩基部位(apurinic/apyrimidinic site: APサイト)として残
る可能性がある。APサイトは放置されると自発的に一本鎖切断(single strand break: SSB)に変化しやす
いことが知られており、クラスターDNA 損傷のように複数の損傷が狭い範囲に集中して発生した場合、
数塩基の間隔をおいて SSB が蓄積し、結果として DSB に発展しやすいと考えられる。これまでの研究
では Ku タンパク質に作用させる DNA の末端構造には平滑末端を用いることが多かったが、実際の
DSB 末端は上記の理由から一本鎖の突出、末端近傍塩基の損傷等、DNA 切断時の状況よって様々
なバリエーションが考えられる。そこでクラスターDNA 損傷が生じた場合に想定される二本鎖切断末端
構造をもつ DNA の分子モデルを Ku タンパク質と作用させ、Ku-DNA 間の相互作用を計算化学的手
法を用いて解析し、各 DNA末端と Ku タンパク質との結合能力を実験的に確認することで Ku タンパク
質が結合しやすい、もしくは結合しにくい DNA末端形状の特徴を明らかにしたいと考えた。 
３．研究の方法 
挿入する酸化損傷塩基にこれまでモデリングを行ってきた酸化損傷プリンである 8oxoG に加えて、酸
化損傷ピリミジンの例として新たに Thymine glycol (TG) を含む DNA 分子のモデリングを行った。TG
には２種類の光学異性体、TG (5R, 6S)，TG (5S, 6R)が存在する事が報告されている。そこで、両異性
体の分子構造に対して GAUSSIAN を用いて分子軌道計算を行い、得られた電子状態を反映させた力
場パラメーターを作成、既報の Ku-DNA 複合体モデル中の Thymine と置換した分子モデルを作成し
た。非損傷DNAとKuとの複合体モデルも加え、３種類の分子モデルに対して、AMBERを用いてそれ
ぞれ 3ナノ秒間の分子動力学計算を行い、得られた座標データから Ku-DNA間の結合力を推定した。
また、計算に用いたTGを含むDNA配列を実際に合成し、Kuを作用させてゲルシフトアッセイを行い、
DNA の末端形状が Ku タンパク質との結合力に与える影響の評価を行った。さらに、ライブセルイメー
ジング法を用いて細胞内における Ku タンパク質の挙動を検証するためのモデルとして、マウス、ヒトに
続きイヌの Ku タンパク質の挙動を追跡する実験系を確立した。 
４．研究成果 
クラスターDNA 損傷が生じた場合に想定される二本鎖切断末端構造の例として、5'突出末端一本鎖
上、もしくは二本鎖領域に損傷塩基を配置した DNA 分子のモデリングを行った。これまでモデリングを
行ってきた SSB、8oxoG 等の力場パラメーターを利用し、5'側に 1 塩基〜5 塩基突出した DNA 末端を
設計し、二本鎖領域中に 8oxoG を配した DNA モデルを作成した。各分子モデルに対し数ナノ秒間
MD シミュレーションを行い、末端が平滑な DNA の計算結果と比較すると、突出末端側二本鎖領域中
の塩基対が解離する等、やや不安定な挙動を示すものの明瞭な分子構造の崩壊は観察されなかった。
TG の２種類の光学異性体、TG (5R, 6S)，TG (5S, 6R)を導入した DNA分子を設計し、Ku-DNA複合
体モデルに導入して分子動力学計算を実行
し、得られた座標データを用いて分子力学計
算を行いKu-DNA間の結合力を推定した。そ
の結果、非損傷 DNA-Ku > TG (5S, 6R)を含
む DNA-Ku > TG (5R, 6S)を含む DNA-Kuの
順で両分子間の結合力がわずかに減少する
傾向がみられた[図 1]が、計算結果の妥当性
を検証するために、計算に用いた TG を含む
DNA 配列と同じ構造を持つ DNA 分子を合
成し、Kuを作用させてゲルシフトアッセイを行
ったところ、Ku-DNA 間の結合力には大きな
差異は観察されなかった。また、同様に 5'突
出末端を有する DNA分子を突出塩基数を 4
〜10 塩基変化させて設計し、分子シミュレー
ションとゲルシフトアッセイの両手法を用いて
DNA-Ku 間の結合力を検証したが、実験的、

[図１]TG を含む DSB 末端(A)に対する Ku の結合
力の推定(B) 



計算化学的いずれの手法を用いた場合でも両分子間の結合力には大きな差異は観察されなかった。
したがって、Kuはこれまで考えられているより多くの複雑な末端を認識して結合できる能力を有している
可能性が高いと考えられる。 
また、細胞内における Ku タンパク質の挙動を
検証するためのモデルとして、マウス、ヒトに続き
イヌの Ku タンパク質の挙動を追跡する実験系
を確立し、マイクロビーム照射により誘発された
DSBにKuタンパク質が凝集される様子をライ
ブセルイメージング法を用いて観察した[図
2]。 
本研究課題を遂行する過程で、計算化学的手法と、その結果を検証可能な分子細胞生物学的手法
を確立することができたと考えている。今後は、本実験系を用いて DNA 二本鎖内、もしくは二本鎖間に
架橋構造、末端塩基ミスマッチ、ループ構造等、さらに修復が困難だと想定される DNA 損傷に、これま
で検証を行ってきた酸化損傷塩基や一本鎖切断や、5'もしくは 3'突出末端を組み合わせることで、引き
続き Kuが結合する末端形状の特徴を明らかにしたいと考えている。 
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[図２]イヌ培養細胞に対するマイクロビーム照射
(A)による Ku80 集積(B:白矢印) 
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