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研究成果の概要： 
放射線による生物影響の主要な要因のひとつとされる難修復性の DNA 多重損傷（クラスター
DNA損傷）は、空間電離密度の指標である LETが 100keV/µm以上のイオンビーム照射時に
顕著に生じること、さらに大型シンクロトロン放射施設から得られる高いエネルギー分解能の

軟Ｘ線を用いて DNA分子中の特定元素の内殻電離効果を調べた結果、酸素の K殻励起エネル
ギーを超えると塩基損傷頻度が増加することを突き止めた。 
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１．研究開始当初の背景 
放射線により細胞ゲノム中に誘発される
DNA 損傷が、活性酸素などにより代謝の結果
生じる DNA 損傷と大きく異なる点は、前者が
放射線の空間的なイオン化・励起密度を反映
する“トラック構造”に強く依存し、DNA 分
子サイズに等しいナノメートル領域に複数
の損傷が集中する確率が高いことにある。こ
のようなクラスター化した DNA 損傷は、相互
に十分隔たって生じた損傷に比べ、DNA 修復
酵素による修復を受け難いとされている。し

かし、生命科学分野において DNA 修復に関す
る遺伝子やタンパク質なについての研究が
注目され大きな進展を遂げている一方、肝心
の DNA損傷の構造や難修復特性などについて
はほとんど解明が進んでいなかった。 
放射線の生物影響を正確に理解するために
は、DNA 損傷と生物影響を分子レベルで直接
連関させるための最も基礎的な理解に資す
る実験的なデータの蓄積と共に、コンピュー
タによる放射線のトラック（飛跡）構造など
の計算機シミュレーションも展開する必要
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があった。そのためには、生物物理学、物理
化学、生化学、コンピュータによる理論計算
など、専門分野を異にする研究者が共同チー
ムを構成し、放射線のトラック構造や DNA 分
子の励起・イオン化及びその緩和過程に依存
するクラスター損傷生成（物理化学過程）か
ら、DNA 修復酵素による損傷修復の阻害（生
化学的過程）に至る一連のプロセスを解き明
かすことが必須であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、放射線による生物影響の主要な

要因のひとつとされる、生体中で修復され難
い DNA の多重損傷（クラスターDNA 損傷）に
ついて、どのような放射線の電離密度 (線エ
ネルギー付与：LET)領域において、そしてど
のような物理化学的メカニズムによって生じ
るのかを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、損傷生成初期のラジカル過程、

イオン脱離による DNA 断片化の過程の二つの
物理化学的過程と DNA 修復酵素との反応であ
る生化学的過程の 3つの過程に分け、それぞ
れについて、EPR(電子常磁性共鳴)測定、イオ
ン質量分析及び酵素反応測定の各手法により
観測する。それぞれの結果を統合することで、 
1) DNA 損傷生成に至るラジカルの種類や DNA
切断（SSB）末端の化学構造、2) DNA 損傷を
生成しやすい放射線のエネルギー、3) DNA 損
傷に対する酵素的修復の難易性を調べた。 
 
４．研究成果 
① DNA 損傷生成に至るラジカルの種類や切
断（SSB）末端の化学構造を明らかにするた
め、SPring-8 のシンクロトロン軟Ｘ線ビーム

ラインに設置した EPR装置を利用し(Fig.1)、
DNA 及び関連分子に対する不対電子種の“そ
の場”測定を行った。その結果、過去に報告
されていない照射中にのみ現れる短寿命の
不対電子種を観測することができた(Fig.2)。
またその生成収率の軟Ｘ線のエネルギー依
存性を調べると、酸素の K殻イオン化閾値以
上(530eV 以上)で顕著に増大すること（雑誌
論文番号(以下番号のみ)9）、僅かであっても
水分子が配位することにより大きく影響を
受け、水分子から DNA へのホールや電子移動
が塩基損傷の誘発に大きく関与することが
明らかになった（2）。 

さらに同ビームラインにおいて、軟Ｘ線を
DNA 及び DNA 構成ユニット分子薄膜に照射し
ながら、DNA 試料から光刺激脱離するイオン
の観測を四重極イオン質量分析装置により
行った。その結果、DNA とデオキシリボース
の脱離イオンのスペクトルがほとんど同じ
であることが明らかになった（11）。この結
果から、OH ラジカルを経由しない放射線によ
る直接のイオン化による DNA 鎖切断は、デオ
キリシボースの激しい分解によるものであ
り、結果として gap タイプの鎖切断末端が生
じることが推測された。これらの切断末端構
造を明らかにするため、ヘビ毒ホスホジエス
テラーゼを利用して末端リン酸基の有無を
調べた。その結果、γ線及び軟Ｘ線照射によ
り生成した切断端について、3’末端にはリ
ン酸基が残されている確率は残されていな
い場合の 1.4～3 倍であった（10）。 
 
②特定の DNA損傷を生成しやすい放射線のエ
ネルギーを調べるため、SPring-8 から得られ
るシンクロトロン軟Ｘ線のエネルギーを、炭
素、窒素及び酸素のＫ殻イオン化エネルギー
の近傍で変えながら真空中で乾燥プラスミ
ド DNA フィルムに照射し、生じた 1本鎖切断
(SSB)、２本鎖切断(DSB)、EndoIII (Nth)及
び formamidopyrimidine DNA glycosylase 
(Fpg)により認識・除去され得る塩基損傷の
各損傷収率を測定した。その結果、どの元素
の K殻をイオン化するかによって損傷の相対Fig. 1 SPring-8 and soft X-ray beamline equipped 

with an EPR spectrometer (BL23SU)
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Fig. 2  EPR spectra of DNA film irradiated with monochromatic 
soft X-rays



 

 

比率が極めて大きく異なることが明らかに
なった。窒素 K殻吸収端低エネルギー側
(380eV)では、主として SSB が、また酸素の K
殻イオン化以上のエネルギー（560eV）では
塩基損傷が生じる（11 及び Fujii 等により現
在投稿準備中）。高いエネルギー分解能のシ
ンクロトロン軟Ｘ線を利用した、DNA の分子
修飾技術への応用展開が期待される。 
 
③原子力機構イオンビーム照射施設(TIARA)
から得られる Heイオンの LET を変えながら、
高水和したプラスミド DNAフィルムに生じる
1 本鎖切断(SSB)、２本鎖切断(DSB)、Nth 及
び Fpg の 2種類の塩基除去修復酵素により認
識・除去され得る塩基損傷の収率を測定した。
その結果、用いた 20-150 keV/µm の LET 領域
において 1本鎖切断頻度はほとんど変らなか
ったのに対して、修復酵素により認識・除去
され得る塩基損傷は LETの増加に伴い激減し
150keV/µm ではほぼゼロとなった(Fig.3)。一
方 DSB は LET の増加と伴に増加した。これら
のことから He イオンの LET が 150 keV/µm 以
上の領域では、損傷がクラスター化して生成
するため修復酵素の活性を大きく阻害する
と同時に、致死性の高い損傷と言われている
DSB の頻度が増加し、大きな遺伝学的な影響
の原因となっていることが示唆された(16)。 

  
He イオンのトラックに沿った電離・励起密度
の、モンテカルロシミュレーション計算コー
ドの整備も進めた(6)。さらに C及び Ne の各
イオンについても同様な測定を行い、同一
LET であってもイオン種の違いにより損傷の
収率に差がでることも明らかにした(8)。 
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