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放射線照射によって生じた DNA損傷の構造解析と修復速度
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Radiation-induced locally multiply damaged site in DNA
(clustered DNA damage) is thought to be closely related
to the biological effects of radiation. A method has
been established to evaluate the complexity of clustered
DNA damage in genomic DNA extracted from TK6
cells irradiated with a low-dose ionizing radiation. This
was achieved by isolating and concentrating the DNA
molecules with lesions from the whole irradiated DNA
molecules also containing intact ones, and subsequently
visualizing lesions by atomic force microscopy (AFM).
The purpose of this study is to estimate the level of
damage clustering in vivo. We found that ionizing ra-
diation produced clustered DNA damage in TK6 cells,
whereas hydroperoxide treatment did not, highlighting
the importance of clustered DNA damage as a signature
of ionizing radiation. We further observed that Fe-ion
beams (high-LET radiation) produced various types of
clustered DNA damage with higher complexity consisting
of more than 2 lesions, which were quite few in the
case of X-rays. Surprisingly, analyses of repair of DNA
damage revealed that non-DSB clustered DNA damage
were repaired efficiently in TK6 cells after irradiation of
either X-rays and Fe-ion beams. The repair efficiency
of complex DSBs, which were frequently produced after
Fe-ion beams, were low.
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1 はじめに

放射線は，DNA損傷を引き起こし，その量は放射線
の種類によって異なる．これらの染色体 DNA の損傷
は，細胞死，突然変異，癌などの生物学的影響をもた
らす可能性がある．誘発される DNA 損傷には，塩基
損傷，脱塩基（AP）部位，一本鎖切断（SSB），二本鎖
切断（DSB），DNA–蛋白質架橋（DPC）などが含まれ
る．特に，細胞内で過酸化水素を用いたフェントン反
応によって生じる酸化的 DNA損傷や，内因性の DNA
損傷は，電離放射線による損傷と化学的にほぼ同一で
あることが知られている1, 2)．しかし，放射線と過酸
化水素による損傷の種類や総量に大きな差異がない場
合でも，その生物学的効果は著しく異なる3)．これら
の観察結果から，電離放射線の特徴は DNA損傷のク
ラスター化であり，一方，内因性および化学物質によ
る DNA損傷は主に孤立した損傷であると考えられて
いる．一方，クラスター化された DNA 損傷（クラス
ター DNA損傷）は修復が困難であり，電離放射線の
有害な影響の主な要因であると推測されてきた4)．
これまでの試験管内の研究は，化学的に合成された

DNA損傷を用いて，クラスター DNA損傷は修復が困
難であることを明らかにしてきた．修復の効率は，損
傷間の距離の広がり，損傷の種類，クラスター内の損
傷数に依存する．また，損傷の種類によっては，損傷
の除去機構の違いが存在する可能性もある．修復が困
難なクラスター損傷による立体的な障害は，複製抑制
や突然変異誘発などの細胞にとって重大な影響をもた
らすことが考えられる．
塩基損傷，AP部位，SSB，DSB，DPCなどの電離放
射線で誘発される代表的なDNA損傷を定量的に測定
する方法は既に開発されている．しかしながら，従来
の手法では DNA損傷の空間配置を調べることができ
ず，クラスター化された DNA損傷を測定することは
できなかった．そこで，筆者らはまず，クラスター化
された DNA損傷を直接的に可視化する手法を確立し
た5, 6)．次に，その手法を用いて過酸化水素や放射線照
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射によって生じる DNA損傷を定量することで，クラ
スター DNA損傷の誘発の有無や修復速度を測定した．

2 細胞内 DNA損傷の可視化の方法

DNA 損傷の可視化には DNA 損傷そのままでは
DNA との違いが小さいため，顕微鏡で観察するこ
とができない．そこで，DNA 損傷の位置に目印を結
合させることで損傷の位置の指標とした．方法は，ま
ず，DNA損傷部位を DNAグリコシラーゼによって脱
塩基部位（AP site）に置換した．次に，AP siteに特異
的に結合するビオチンを有するアルデヒドリアクティ
ブプローブ（ARP），さらにアビジン（53kDa）を結合
させ，原子間力顕微鏡（AFM）で観察可能なサイズと

した．この方法を用いて DNA 損傷を可視化し，放射
線照射によりプラスミド DNA に生じた孤立 DNA 損
傷やクラスター DNA損傷，高複雑度 DSB，高密度ク
ラスター損傷が生成されることを示した5, 6)．
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 で観察する必要がある．しかし，細胞の照
射に用いる線量は低いため，損傷を含まない DNA 断
片の割合が非常に高くなり，損傷の AFM観察が極め
て煩雑かつ困難となる．そこで，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精製することで，損傷のない

Figure 1. Outline of the experiment.
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free DNAを除去し，損傷を持つ DNA断片のみを選択
的に回収する方法を確立した（Fig. 1）．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，さらに各 DNA損傷の修
復速度を評価することを可能とした．

3 実験手順

3.1 過酸化水素，X線，鉄イオンビームによる DNA
損傷

TK6 培養細胞（ヒトリンパ細胞）に対し，過酸化
水素を 30分，0 mM，0.25 mM，0.5 mM，1 mM処理
し，X線および鉄イオンビームを 0 Gy，20 Gy，40 Gy，
60 Gy照射した．照射後，DNAを精製し，ビオチン標
識したクラスター DNA 損傷を AFM で観察し，損傷
頻度（損傷/Mbp）とクラスター DNA損傷内の損傷数
を求めた．

3.2 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 イオンビームで照射（40 Gy）を行
い，照射後 0時間，1時間，6時間，18時間の時間点で
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，および孤立損傷頻度（損傷/Mbp）を AFM観察
により求めた．

4 研究結果と解析結果

4.1 過酸化水素，X線，鉄イオンビームによる損傷の
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，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）が含まれていることが
明らかになった（Fig. 2）7)．DNA 精製の回収率が約
30 %であるため，これらの損傷を考慮に入れて全体の
DNA量を算出した．定量結果を Fig. 3に示す．
過酸化水素で生じるフェントン反応においては，塩

基損傷の割合が 90 %，高複雑度（DSB＋塩基損傷）の
割合が約 8 % であった．これらの DNA 損傷割合は，
過酸化水素濃度が 0.25から 1 mM の範囲で変化が見
られなかった．ただし，塩基損傷の数は過酸化水素濃
度が高くなるにつれて増加した．一方，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

Figure 2. AFM images of genomic DNA dam-
age in irradiated TK6 cells.

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
（60.3 %），シンプルクラスター損傷（20.2 %），高密度
クラスター損傷（4.8 %），高複雑度 DSB（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．X線や鉄イオンビームなどの電離放
射線では多くのクラスター DNA 損傷を生じる一方，
フェントン反応ではほとんど生じない．この結果は，
電離放射線の生物効果を理解する上でのクラスター
DNA 損傷の重要性を実験的に示したものである．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．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示された．
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Figure 3. The spectra（left）and yields (right)
of DNA damages in treated TK6 cels.

4.2 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（Fig. 4）．X線 40 Gy
照射後 1時間では孤立塩基損傷が修復され，6時間後
には 20 %以下まで減少した．照射後 18時間では，わ
ずかに孤立塩基損傷は残存するが，損傷数は X線処理
前とほぼ同等であった．一方，クラスター DNA損傷

Figure 4. Repair rate of Fe ion beam-induced
DNA damages.

は孤立塩基損傷と同程度の割合で修復された．また，
高複雑度 DSB も，塩基損傷とほぼ同じ割合で修復さ
れた．電気泳動で調べ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み，その後はゆっくりと
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したペースで修復が続いた．
40 Gy鉄イオンビームの場合，照射後 1時間で半数

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行した．
電気泳動検出 DSBでは，6時間後までに迅速に修復が
進み，その後は徐々に修復が見られた．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
引き起こしたため生じたと考えられる．鉄イオンビー
ム照射 18時間後では，孤立塩基損傷とシンプルクラ
スター損傷や高密度クラスター損傷の大半が修復され
るが，高複雑度 DSBは約 50 %が修復されず残ること
が示された．

5 まとめと考察

筆者らは，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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