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研究成果の概要（和文）：DNA2本鎖切断は少なくとも4種類の機構で修復される。Poly(ADP-ribose) polymerase
 阻害薬はDNA2本鎖切断の修復に際して、相同組換え修復と微小相同配列媒介末端接合を抑制したが、その一方
で一本鎖アニーリングによる修復を増加させた。異なる修復機構によってDNA損傷が修復されたことにより、放
射線照射による染色体転位の形成が増加した。修復機構選択を変化させることで放射線治療の効果や副作用の発
現を調節できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：There are at least four mechanisms to repair DNA double-strand breaks 
dsbs). Poly(ADP-ribose) polymerase inhibitors suppressed repair of DNA dsbs by a homologous 
recombination repair and a microhomology-mediated end joining, while increasing repair through a 
single-strand annealing pathway. The altered choice of the repair mechanism for ionizing 
radiation-induced DNA dsbs increased the formation of chromosomal translocations. The findings 
suggested that adjusting the choice of the repair pathways may enhance the efficacy of radiotherapy 
and reduce potential adverse effects.

研究分野：放射線治療学

キーワード： 放射線治療　DNA2本鎖切断修復

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放射線照射によるDNA損傷に対して複数の修復機構がどのように選択され、それぞれ修復結果がどのように異な
るのか。またそれらが癌細胞の放射線感受性にどう影響するのか。これらを明らかにすることで、がん放射線治
療の効果を予測したり、効果を増強させる方策の開発につながる可能性がある。また放射線照射の副作用として
遺伝子異常が生じることを軽減させる方法の開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 放射線照射による DNA2 本鎖切断の修復機構は大きく非相同末端接合（Non-homologous end 
joining［NHEJ］）と相同組換え修復（Homologous recombination［HR］）に分類される。近年、
NHEJ とは独立した末端接合機構の存在が明らかになり、微小相同配列媒介末端接合
（microhomology-mediated end joining [MMEJ])および一本鎖アニーリング（single strand 
annealing [SSA])としてその解明が進められている。MMEJ は alternative NHEJ あるいは back-
up NHEJ とも呼ばれ、当初は NHEJ のバックアップ機構と考えられていたが、その後 HRのバック
アップとしても機能することが示された。さらに最近では NHEJ、HR の単なるバックアップ機構
ではなく主要な修復システムとして働くことも報告されている。放射線照射後の DNA2 本鎖切断
に対する修復の成否がその後の転帰に大きな影響を与えるのは言うまでもないが、4つの修復機
構それぞれの生物学的意義について多くは未解明である。その中で poly(ADP-ribose) 
polymerase(PARP)は修復機構の選択に関与しており、HR と NHEJ のバランスを調節することが示
されている。また我々はこれまでの放射線増感作用の研究の中で、PARP 阻害薬が放射線照射後
に染色体転位を増加させることによって分割感受性（すなわち細胞生存曲線における Linear-
quadratic model のβ値あるいはα/β比）に影響を与えることを示した。これらの事から DNA2
本鎖切断の修復の成否のみでなく、どの修復機構が選択されるのかによって、放射線治療の効果
や副作用の発現が変化するのではないかと考えている。 
 
２．研究の目的 
(1) 4 つの修復機構経路の一部が抑制された場合、他経路で代償されれば、修復量全体への
影響は大きくはないと考えられる。しかし、誤修復が生じた結果としての遺伝子変異は修復経路
によってそれぞれ異なる。そこで、修復経路の選択が変化した場合に生物学的効果へどのように
影響を与えるかを明らかにする。 
(2) NHEJ と HR に加えて MMEJ と SSA が放射線照射後の DNA 修復にどのように寄与している
のかを解明する。 
(3) 4 種類の DNA2 本鎖切断修復機構を含む DNA 修復経路の遺伝子異常と放射線感受性の関
連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト大腸癌培養細胞において HR、NHEJ、MMEJ による DNA2 本鎖切断の修復効率を測定
した。DNA2 本鎖切断は CRISPR-Cas9 システムを用いて既知の塩基配列の特定部位に作成した。
その 2 本鎖切断修復に際して、HR、NHEJ、MMEJ でそれぞれ修復された場合にゲノム DNA に組み
込まれるようにデザインされた蛍光色素発現プラスミドを CRISPR-Cas9 酵素およびガイド RNA
と同時に細胞内へ導入することにより、その蛍光発現率から相対的な修復効率を分析した。 
(2) DNA2 本鎖切断に対して使用された修復機構により修復結果の塩基配列に違いが生じる。
そこで上記（1）と同様に CRISPR-Cas9 酵素を用いて既知の塩基配列の特定部位に DNA２本鎖切
断を作成し、その修復後の塩基配列を次世代シークエンサーを用いて分析した。つぎに X線照射
によって生じた DNA２本鎖切断に対する修復の結果生じる塩基配列の変化を次世代シークエン
サーを用いて分析した。 
(3) DNA2 本鎖切断修復機構の選択性を修飾する因子として PARP 阻害薬を使用して上記（1）、
（2）の実験を行った。 
(4) DNA 修復経路における遺伝子変異が放射線治療へ与える影響を調べる目的で、細胞の包
括的なゲノム変異と放射線感受性の関連について分析した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト大腸癌培養細胞 HCT116 において、DNA2 本鎖切断修復部位の塩基配列を次世代シ
ークエンサーを用いて分析した。まず Cas9 酵素とガイド RNA を用いて Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH)の標的配列に DNA2 本鎖切断を作成した。標的切断部位のす
ぐ上下流には最長 6 塩基対の微小相同配列が存在した。Cas9 およびガイド RNA の細胞への導入
後は 48時間培養を続け、切断部位修復後の塩基配列を決定した。HRで修復された場合は修復後
の配列変化はないと考えられる。NHEJ の場合は修復に相同配列は必要とされず 1-2 塩基対のラ
ンダムな欠失が修復結果として想定される。それに対して MMEJ と SSA は修復の最初に DNA 切断
部位の末端処理が必要で、まず Nuclease によって 1本鎖の糊代が形成される。ここまでは HRと
同様であるが、その後 HR が姉妹染色
体を鋳型として修復を行うのに対し
て、MMEJ と SSA では 1本鎖の相補配列
同士が接合することにより修復が行
われる。そのためMMEJの場合は4-6塩
基対の微小相同配列、SSA の場合は 10
塩基対以上の相同配列の存在が想定
される。これらに基づき修復後の塩基
配列から使用された修復経路を推定
した（図１）。分析の結果、多くの場合



再接合部の上下流に塩基配列の相同性は小さく相同配列長は 0-1 であるものの、最長で 6 まで
の相同配列がみられた。22％が相同配列長 4-6 塩基対であり MMEJ で修復されたと推定される。
PARP 阻害薬を併用することにより、配列長 4-6 の微小相同配列は 9.7％と有意に減少した。 
(2)  次に蛍光色素発現プラスミドを Cas9、ガ
イド RNA と同時に HCT116 細胞へ導入し、プラスミ
ド配列が切断修復部位のゲノムに組み込まれた場
合に発現する蛍光をフローサイトメトリーで定量
した（図 2）。DNA 切断は GAPDH 遺伝子の（1）と同じ
部位においた。3 種類の蛍光色素発現プラスミドは
ガイド RNA との組み合わせで、HR、NHEJ、MMEJ で修
復された場合にそれぞれゲノムに組み込まれ蛍光
を発現するような塩基配列を有した。蛍光発現の頻
度を PARP 阻害薬の有無で比較した。PARP 阻害薬は
MMEJ の抑制効果が最も大きく、HR も有意に抑制し
たがその差は小さかった。一方 NHEJ による修復に
変化は認めなかったが、やや増加する可能性がある
と考えられた。 
(3) X 線照射による DNA2 本鎖切断修復後の
塩基配列から使用された修復経路の分析を行っ
た。HCT116 細胞に 10Gy 照射し、24時間培養後に
次世代シークエンサーを用いて塩基配列を決定
した。まず DNA 損傷修復による染色体転位部位を
同定した（図 3）。対照と比較して 10 Gy の照射に
より染色体転位はやや増加がみられたが、統計学
的有意な差はなかった。しかし PARP 阻害薬併用
下に照射した場合は照射のみと比較して有意に
染色体転位が増加した。ここで染色体転位を生じ
た再接合部位の上下流の塩基配列の相同性を分析したところ、対照と比較して 10 Gy の照射で
は塩基配列の相同性に変化はなかった。しかし、PARP 阻害薬を併用した場合は、接合部位周囲
の塩基配列に有意な相同性の増加を認めた（図 4）。特に塩基配列長が 10 を超えるような長い相
同配列が多く見られるのが特徴であった。PARP 阻害薬により MMEJ による修復が減少し、SSA に
よる修復が増加したと考えられ、DNA2 本鎖切断後の染色体転位に SSA が関与する可能性が示唆
された。 
(4) DNA 修復経路の異常はゲ
ノム不安定性に寄与し、がん化やが
んの進行に関与している。DNA 修復
経路の遺伝子異常が放射線感受性
へ与える影響を調べる目的で、癌細
胞の包括的なゲノム変異と放射線
感受性の関連について検討した（図
5）。59 種類の癌細胞株における遺
伝子変異の種類や量は COSMIC デー
タベースを用いた。全遺伝子を
1)DNA修復に関わるCaretaker遺伝
子、2)細胞分裂や細胞死を制御する
Gatekeeper 遺伝子、3)細胞増殖に
関わるがん遺伝子、4)がん化に直接
関わらないパッセンジャー遺伝子
の４つに大きく分類し、それぞれの
群において各細胞の遺伝子変異数
を求めた（図 5上段）。さらに、各群の遺伝子変異数が全遺伝子変異数に占める割合を求めた（図
5下段）。放射線感受性は各細胞において、その細胞生存曲線から平均致死線量（MID）を計算し
その指標とした。MID はその値が大きいほど放射線抵抗性が大きいことを示している。各群の遺
伝子変異数が全遺伝子変異数に占める割合と放射線感受性の関連を調べたところ、Gatekeeper
遺伝子とがん遺伝子ではその割合が高くなるほど放射線抵抗性が示された。逆にパッセンジャ
ー遺伝子の変異数の割合が大きくなるほど放射線感受性が高いことが示された。これは遺伝子
異常の蓄積が必ずしも放射線耐性を生じるわけではなく、逆に感受性を増加させることがある
ことを示している。実際に、Gatekeeper 遺伝子やがん遺伝子を含むドライバー遺伝子における
遺伝子変異数の全遺伝子変異数に対する割合が高い場合は、放射線治療を受けた様々な癌患者
において生存率が低いことがわかった（図 6）。その一方、Caretaker 遺伝子の場合は、変異数自
体や全遺伝子変異数との割合において放射線感受性との関連は示されなかった。つまり、DNA 修
復経路の遺伝子異常そのものが直接的に放射線感受性を変化させている現象はヒト癌細胞で確



認されなかった。 
(5) 総括：DNA2 本鎖
切断は異なる機構で修復
されればその結果として
異なる遺伝子異常が生じ
る可能性がある。本研究
ではDNA2本鎖切断修復に
よる塩基配列の変化を分
析することによって、ど
の経路で損傷が修復され
たかを明らかにした。
PARP 阻害薬を用いた場合
は、HRと MMEJ による修復
が減少し SSA による修復
を介した染色体転位が増
加することが示された。
その一方で DNA 損傷修復
経路の異常と放射線感受
性の間に関連は示されな
かった。その理由の一つ
として、ある修復機構に
異常があっても代替機構での代償的修復が起こる可能性があげられる。そのため放射線治療の
分割感受性に変化が生じるものの、放射線感受性への直接的な影響は軽度であると考えられる。
しかし、修復経路の異常はゲノム不安定性を生じるため、ドライバー遺伝子変異およびパッセン
ジャー遺伝子変異の蓄積をもたらす。前者は放射線感受性を低下させ、逆に後者は感受性を増加
させるため両者のバランスが最終的な各細胞の放射線感受性に影響を与えることになる。ドラ
イバー遺伝子変異とパッセンジャー遺伝子変異の量的バランスを決める因子は現時点で不明で
あるが、修復経路の選択の変化がもたらす誤修復との関連についても今後分析を進める必要が
ある。 
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