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研究成果の概要（和文）：細胞核高次構造と、細胞の放射線応答やDNA修復機構の制御との関連は十分には理解
されていない。本研究では、核構造を形作る「核骨格」タンパク質の1つであるNuMAに着目し、放射線感受性や
DNA修復に関与することを示した。一方で、NuMAは細胞核内に一様に存在するものの、DSBs部位近傍に存在する
ものだけが、DNA修復の過程において早い段階からリン酸化修飾を受け、経時的に増幅していくことを明らかに
した。さらに、放射線量依存的に存在量が減少することを見出し、放射線被ばくによりDNA以外にも細胞核、特
にその高次構造が損傷を受けうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The functional connectivity between higher-order nuclear architecture and 
responses to radiation exposure or DNA repair mechanisms of cells has been poorly understood. In 
this study, we focused NuMA, one of the “nucleoskeleton” proteins, and showed its involvement in 
both radiation susceptibility and DNA repair. We also revealed that the phosphorylation of NuMA 
occurs in the early stage of DNA damage responses and then amplified. This modification is limited 
to the vicinity of damage sites albeit their distribution throughout the entire nucleus. Besides, we
 found the radiation dose-dependent reduction of NuMA proteins, suggesting the effect of radiation 
exposure on the higher-order nuclear architecture together with chromosome DNA.

研究分野：放射線生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞核高次構造と、細胞の放射線応答やDNA修復機構との、機能の関連については、これまで十分には理解され
ていない。本研究は、ゲノム修復という「核機能」の制御に「核構造」を担う因子が関わっている具体例を示し
たことで、「構造による機能制御」の新しいモデルの提唱・確立に貢献した。また、放射線被ばくによりDNA以
外にも細胞核、特にその高次構造が損傷を受けうるという研究結果は、今後放射線生物学に新たな展開をもたら
すものと考えている。放射線治療という観点からも新たな知見であり、将来的な応用が期待される.

※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 
放射線の生物作用の標的は、生命の設計図たる DNA である。放射線被ばくにより多様な DNA 損傷
が誘発されるが、中でも DNA 二本鎖切断(DNA Double-Strand Breaks:DSBs)は最も重篤な DNA 損
傷の 1つで、細胞死や発がんの原因となる。骨髄・消化管をはじめ、臨床的に観察される臓器・
組織および個体レベルの急性障害の原因は細胞死である。一方、発がんなどの晩発障害について
も DNA の変異に起因する現象であり、生体への放射線影響を議論する際に、細胞レベルでの放射
線応答、特に DSBs 修復機構に着目するという観点は、非常に重要となる。 
DSBs 修復機構は上記の通り、生命が活動を存続するうえで不可欠なメカニズムである。このた
め、遺伝学的スクリーニングやオミクス解析を用いた網羅的な検証による修復因子の同定、ある
いはハイスループットな自動イメージング機器や超解像度顕微鏡など、最先端の実験技術が導
入され、DSBs 修復機構に関する知見は、飛躍的に蓄積してきた。さらに近年、発生や細胞分化
の過程・細胞周期の進行などに伴いクロマチンや核内構造の相互作用がダイナミックに変化す
ることが、次世代シーケンサーを用いた Chromosome Conformation Capture(3C)アッセイ法の開
発などにより明らかになってきた。このような研究から、細胞核内の「構造による機能制御」の
仕組みが注目されている。しかし、DSBs 誘導後のクロマチン構造の変化や修復因子との相互作
用の変化は、未解明な点が多い。顕微鏡観察により、DSBs 部位や修復因子が核膜などの核内構
造と相互作用することが報告されているが、その多くが酵母を用いた実験系からもたらされた
知見である。ヒトをはじめとした高等真核生物の細胞核には、PML ボディなど酵母にはない核内
高次構造体も存在しており、さらに細胞核のサイズも酵母と比べて約 1,000 倍と大きく異なる
ことから、ヒト細胞には酵母とは異なる独自の細胞核構造に関連する修復制御機構が存在する
可能性が考えられていた。 
 
２．研究の目的 
細胞核高次構造と、細胞の放射線応答や DNA 修復機構との、機能の関連の解明を目指す。核構造
を形作る「核骨格」タンパク質が、ゲノム修復という核機能の制御にどのように関与しているか
を検証する。本研究では核骨格タンパク質の 1つである NuMA に着目し、解析を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1) NuMA の発現を抑制した細胞に放射線を照射し、放射線感受性や DNA 修復機構への影響につ
いて検証する。放射線感受性への影響の評価には、コロニーフォーメーションアッセイを用いる。
DNA 修復機構への影響に関しては、DSBs のマーカとして知られているリン酸化ヒストン
H2AX(H2AX)抗体を用いた間接蛍光免疫染色法により解析する。 
 
(2) DNA 損傷依存的な NuMA のリン酸化について解析を行う。放射線に被ばくさせた細胞内のリ
ン酸化 NuMA を、ウェスタンブロット法により検出する。また、DNA 損傷部位とリン酸化 NuMA の
時空間的な位置関係を検証するため、紫外線レーザによって核内の任意の場所に DSBs を誘発さ
せた細胞に対し、リン酸化 NuMA 抗体を用いた間接蛍光免疫染色法を行う。 
 
(3) 被ばくさせた放射線量と NuMA タンパク質との関連を調べる。照射する放射線量を変化させ
た場合、細胞内の NuMA タンパク質に量的・質的な差異が生じるかをウェスタンブロット法によ
り検証する。 
 
４．研究成果 
(1) NuMA の発現を抑制した細胞に 1Gy、3Gy、5Gy の X 線を照射し、コロニーフォーメーション
アッセイにより放射性感受性への影響を検証した。NuMA の発現を抑制すると、放射線感受性が
有意に上昇した。続いて、NuMA の発現を抑制した細胞を 2Gy の X 線に被ばくさせ、照射後 1 時
間および 10 時間の時点でH2AX 抗体を用いた間接蛍光免疫染色法を行ない、DNA 修復機構への影
響を調べた。対照実験と比較して、NuMA の発現を抑制することにより、照射後 10 時間を経過し
てもH2AX のシグナルが多く観察された。以上より、NuMA が細胞の放射線応答や DNA 修復機構に
関与していることが示唆された。 
 
(2) 2 Gy の X 線に被ばくさせた細胞の抽出液を、被ばく後 5分、10 分、15分、30分、60 分の
各時点で作成し、DNA 損傷依存的な NuMA のリン酸化の経時変化をウェスタンブロット法により
検証した。リン酸化は照射後 5 分の時点で既に観察され、60 分後までシグナル強度は増加し続
けた。この結果から、DNA 損傷依存的な NuMA のリン酸化は早い段階で起こり、その後増幅して
いくという動態が示唆された。次に、DNA 損傷部位とリン酸化 NuMA の時空間的な位置関係を間
接蛍光免疫染色法により観察した。紫外線レーザによって細胞核内の任意の場所に DSBs を誘発
させたところ、DSBs 部位に合致するようにリン酸化 NuMA のシグナルが検出された。NuMA タンパ
ク質自体は DNA 損傷とは無関係に核内に一様に観察されたことから、DSBs 部位近傍でのみリン
酸化が起こるということが考えられる。今後、超解像度顕微鏡を用いた観察を行い、より詳細な
解析を進めていくことが肝要である。なお、経時変化については、上述の結果と一致するデータ
が得られた。 
 



(3) 細胞に 3 Gy、6 Gy、9 Gy、12 Gy、15 Gy の X線を照射して、1時間後に細胞抽出液を作成
し、放射線量と NuMA タンパク質との関連をウェスタンブロット法により検証した。結果として、
線量依存的に細胞内の NuMA タンパク質存在量が減少することが明らかになった。このことから、
放射線被ばくにより DNA 以外にも細胞核、特にその高次構造が損傷を受けうることが示唆され、
今後の詳細な解析が期待される。 
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