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研究成果の概要（和文）：放射線が誘発するDNAの局所的な多重損傷部位(クラスター損傷)は、放射線の生物学
的影響と密接に関係していると考えられている。しかしながらこれまでクラスター損傷を解析する方法がなかっ
た。そこで我々はDNA損傷にラベルをすることでDNA損傷位置を原子間力顕微鏡(AFM)で可視化可能なサイズにし
AFMによるDNA損傷の観察および解析を可能にした。この手法を用いて、電離放射線を照射したTK6細胞から抽出
したゲノムDNA中に生じる個々の種類のDNA損傷の生成量及び修復速度を計測することで、個々のDNA損傷の修復
機構を明らかにすることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Radiation-induced localized multiple damage sites in DNA, known as clustered
 DNA damage, are believed to be closely related to the biological effects of radiation. However, 
there has been no established method for analyzing clustered damage until now. In response, we 
developed a technique to label DNA damage sites, making them visible at a size detectable by atomic 
force microscopy (AFM). This advancement allows for the analysis of these sites using AFM. By 
applying this method, we were able to measure the production and repair rates of various types of 
DNA damage in the genomic DNA extracted from irradiated TK6 cells. Consequently, we successfully 
elucidated the repair mechanisms for individual types of DNA damage.

研究分野：放射線生物学

キーワード： DNA損傷　cluster DNA damage　irradiation

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、鎖切断を伴わないクラスターDNA損傷（シンプルクラスター損傷や高密度クラスター損傷）
は効率的に修復される一方で、DSBを伴う高複雑度DSB（DSB＋塩基）は特に高LETの鉄イオン照射後に長期間生体
内に存在し続けることを明らかにした。これにより、クラスターDNA損傷の定量と修復効率の評価が可能とな
り、電離放射線の生物学的影響を理解する上で極めて重要な知見が得られた。本研究は、放射線治療や化学療法
による腫瘍治療、および正常細胞の発がんリスクに関連するクラスター損傷の生物学的影響を評価する上で重要
な進展をもたらすと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 

放射線はその飛跡に沿って分子を電離し、これにより照射された細胞内では飛跡と重なる

DNA 部位に高密度な損傷（クラスター損傷）が生じると考えられている。しかし、この高密

度損傷の存在を実験的に実証した研究はこれまで存在しなかった。申請者はこれまでに、原

子間力顕微鏡（AFM）を用いてクラスター損傷を個別に可視化・検出する方法を確立し、放

射線照射によってプラスミド DNA に生じた損傷の解析を行ってきた。その結果、線エネルギ

ー付与（LET）の増加に伴い、クラスター損傷を伴う損傷が増加することが明らかとなった。

その後、さらにこの技術を発展させ、AFM による DNA 損傷の可視化分析技術を簡素化しつつ

正確さを向上させ、放射線照射された細胞や腫瘍中の DNA でもクラスター損傷や DSB 末端

に塩基損傷を含む新たな DNA 損傷の観察を可能にした。この技術を用いることで、損傷ごと

の修復速度や修復欠損細胞での修復機構の解明、及び個々の DNA 損傷が生物に及ぼす影響

を明らかにすることを目指した。 

 

 

２．研究の目的 
 

放射線は飛跡に沿って分子を電離することから，照射された細胞では，飛跡と重なる DNA

部位に高密度な損傷（クラスター損傷）が生じると考えられている。しかし，実験的に高

密度損傷の存在を実証した研究はなかった。そこで申請者はこれまでに，原子間力顕微鏡

（AFM）を用いクラスター損傷を個別に可視化・検出する方法を確立し，放射線を照射し

たプラスミドに生じた損傷の解析を行い，線エネルギー付与(LET)の増加によりクラスタ

ー損傷を伴う損傷が増加している事を明らかにした。本研究では、さらに系を発展させ，

AFM による DNA 損傷の可視化分析技術を観察方法の簡素化及び正確さの点で大きく展開し，

放射線を照射した細胞や腫瘍中の DNA でも検討する方法を確立し，細胞や腫瘍中に生じた

塩基損傷，クラスター損傷，DSB 末端に塩基損傷を含む新たな DNA 損傷の観察を可能にす

る。これにより放射線による高密度損傷の存在を実証し、その修復速度および修復欠損細

胞での修復機構を解明することを目的とした。さらに、個々の DNA 損傷が生物に及ぼす影響

を明らかにすることで、放射線損傷の生物学的影響に関する新たな知見を提供する。 

 
 
３．研究の方法 
 

DNA 損傷部位に特異的に結合するビオチン化プローブを使用し、これにアビジンを結合させ

た後、原子間力顕微鏡（AFM）を用いて可視化・解析する方法を確立した。この方法により、

試験管内でのプラスミド DNA 照射によってクラスターDNA 損傷が生成されることを示した

【図 1】。次に、細胞内での DNA 損傷解析においては、照射された細胞からゲノム DNA を単

離し、数千塩基対(bp)サイズに切断した後、損傷部位をビオチン/アビジン標識し、AFM で

観察した。また、低線量の照射では損傷を含まない DNA断片の割合が高く、損傷の観察が困

難であるため、損傷を含む DNA を選択的に濃縮する方法を確立した。 具体的には、ビオチ

ン標識された損傷を含む DNA をストレプトアビジン磁気ビーズと結合させて精製し、損傷



のない DNA 断片を除去することで、損傷を持つ DNA 断片のみを選択的に回収した。この方

法により、細胞内の DNA 損傷のタイプを分類し、線エネルギー付与（LET）の異なる放射線

によって生じる DNA 損傷誘発頻度の違いを調べ、各 DNA 損傷の修復速度を評価することが

可能になった。 

 

      

図 1. DNA 損傷可視化の解析方法               図２. AFM により観察された様々 
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研究方法 

(1) 放射線(X線、鉄イオン線)による DNA 損傷 

TK6 培養細胞（ヒトリンパ細胞）に対して、X 線および鉄イオン線をそれぞれ 0Gy、20Gy、

40Gy、60Gy の線量で照射した。コントロールとして過酸化水素 0-1mM で 1時間処理した（フ

ェントン反応）。照射後、細胞から DNA を精製し、ビオチン標識したクラスターDNA 損傷を

原子間力顕微鏡（AFM）で観察した。そして、損傷の頻度（損傷/Mbp）およびクラスターDNA

損傷内の損傷数を解析した。 

 

(2) 放射線によって生じた DNA 損傷の修復機構の解明 

X線および Fe イオンビーム（40Gy）を用いて細胞を照射し、照射後 0 時間、1時間、6 時間、

18 時間の各時間点で DNA を回収した。各時間点におけるクラスターDNA 損傷頻度（損傷/Mbp）

とクラスターDNA 損傷内の損傷数、さらに孤立損傷頻度（損傷/Mbp）を原子間力顕微鏡（AFM）

で観察し解析した。 

 
４．研究成果 

 

(1) X線、鉄イオンビーム、過酸化水素による損傷の定量 

AFM 解析の結果、磁気ビーズにより精製された DNA 中には、以下の損傷が含まれていること

が明らかとなった：孤立塩基損傷、シンプルクラスター損傷（塩基損傷を 2つ含むクラスタ

ー）、高密度クラスター損傷（塩基損傷を 3 つ以上含むクラスター）、および高複雑度 DSB

（DSB＋塩基損傷）【図 2】。DNA 精製の回収率は約 30％であったため、これらの損傷を考慮

して全体の DNA 量を算出した。定量結果を【図 3】に示す。X 線照射された TK6 細胞では、

孤立塩基損傷、シンプルクラスター損傷、および高複雑度 DSB（DSB＋塩基損傷）の割合が

それぞれ 83.5％、12.2％、5.3％となった。各 DNA 損傷の割合は、X線照射量が増加しても



ほとんど変化しなかった。鉄イオンビーム照射では、孤立塩基損傷が 60.3％、シンプルク

ラスター損傷が 20.2％、高密度クラスター損傷が 4.8％、高複雑度 DSB が 5.3％であった。

鉄イオンビームは、過酸化水素や X線処理よりも多様なタイプのクラスターDNA 損傷を生成

することがわかった。電離放射線（X線や鉄イオン線）は多くのクラスターDNA 損傷を生じ

る一方で、フェントン反応ではほとんどクラスターDNA 損傷が生じなかった。この結果は、

電離放射線の生物効果を理解する上で、クラスターDNA 損傷の重要性を実験的に示す。孤立

塩基損傷とクラスターDNA 損傷の比率は、鉄イオンビームでは 11.0：1.0、X 線では 2.1：

1.0であった。一方、鉄イオンビームは、低 LET の X線よりも多くのクラスターDNA 損傷を

生成することが明らかとなった。 

 

 

 

図 3. 各 DNA 損傷タイプの割合（上）と DNA 損傷収量（下） 

 

(2) X線と鉄イオンビームによる DNA 損傷の修復 

電離放射線照射後、一定時間の培養を行い、生じた DNA 損傷の修復速度を観察した（図 4）。

X線 40Gy照射後の DNA 損傷量を観察すると、1時間後には孤立塩基損傷が修復され始め、6

時間後には損傷が 20%以下に減少した。照射後 18 時間では、わずかに孤立塩基損傷が残存

するものの、損傷数は照射前とほぼ同等のレベルに戻った。一方で、クラスターDNA 損傷も

孤立塩基損傷と同程度の速度で修復され、高複雑度 DSB も同様の割合で修復された。全ての

タイプを含む DSB は、6 時間までに急速に修復が進行し、その後は緩やかな修復が続いた。 

一方、40Gy の鉄イオンビーム照射の場合、1 時間後には半数以上の孤立塩基損傷が修復さ

れ、6 時間後には 20%以下に減少した。同様に、シンプルクラスター損傷や高密度クラスタ



ー損傷も孤立塩基損傷と同程度の速度で修復された。高複雑度 DSB は 1 時間後にわずかに

増加し、その後はゆっくりとした速度で修復が進んだ。これは修復途中での高複雑度 DSB の

増加は、シンプルクラスター損傷や高密度クラスター損傷内の塩基損傷が塩基除去修復機

構によって修復される際に生じる DNA切断が DSB を引き起こしたためであると考えられる。

鉄イオンビーム照射後 18 時間では、孤立塩基損傷とシンプルクラスター損傷、および高密

度クラスター損傷の大半が修復されたが、高複雑度 DSB は約 50%が修復されなかった。 

 

 

 
図 4. 各 DNA 損傷の修復速度の比較 

 

まとめ 

AFM を用いて、損傷した細胞内 DNA を選択的に濃縮し、生体内における DNA 損傷の種類別定

量法を確立した。この方法を用いて解析した結果、X線や鉄イオンビームなどの電離放射線

が生体内で様々なタイプのクラスターDNA 損傷を引き起こすことが明らかになった。一方で、

フェントン試薬による処理ではクラスターDNA 損傷はほとんど生じなかった。さらに、高 LET

の鉄イオンビーム照射は X線よりも頻繁にクラスターDNA 損傷を誘発するだけでなく、その

複雑性も X線より高くなることが明らかになった。また、鎖切断を伴わないクラスターDNA

損傷（シンプルクラスター損傷や高密度クラスター損傷）は効率的に修復される一方で、DSB

を伴う高複雑度 DSB（DSB＋塩基）は特に高 LET の鉄イオン照射後に長期間生体内に存在し

続けることが示された。クラスターDNA 損傷の定量を可能にし、修復効率を明らかにした本

研究の結果は、電離放射線の生物学的影響を理解する上で極めて重要である。本研究により、

放射線治療や化学療法による腫瘍治療、および正常細胞の発がんリスクに関連するクラス

ター損傷の生物学的影響を評価するための重要な進展がもたらされると考えられる。 
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電離放射線を照射したTK6細胞におけるゲノムDNAの原子間力顕微鏡(AFM)による直接可視化

放射線照射した細胞に生じるDNA損傷の分子レベルでの可視化と解析

Direct visualization of isolated and clustered DNA damage using atomic force microscope (AFM) in TK6 cells exposed to
ionizing radiation

放射線照射した細胞に生じるDNA損傷の可視化
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azadCによって生じるDNMT1-DPC損傷の修復に関わるSPRTN経路とプロテオーム依存的な経路の解明


