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要旨 

現代社会において、宇宙での活動が盛んになってきている。宇宙飛行士の国際宇宙ステ

ーションでの活動に加え、2021 年には民間人の宇宙旅行も行われ、さらには月軌道プラッ

トフォームの建設計画も始動している。今後、宇宙での人類の活動がより活発になること

は疑いの余地がない。しかしながら、宇宙環境でヒトが体験するストレスは、人体に大き

な影響をもたらし、特に宇宙放射線による生物学的影響は無視できないものと想定される。

宇宙空間における放射線は、地上の自然放射線よりも線量率が高く、国際宇宙ステーショ

ンにおける一日の被ばく線量は 0.5~1.0 mSv になり、地上における自然放射線の約半年分

の被ばく線量に相当する。さらに、宇宙放射線の構成成分である He イオン線や C イオン

線などの粒子線は、地上の自然放射線と比較してより複雑な DNA 損傷を与える事がこれ

までの研究により報告されている。宇宙放射線による生物学的な影響を正確に捉える為に

は、宇宙放射線による DNA 損傷に対する詳細な修復メカニズムの解明が非常に重要であ

る。そこで本研究では、地上での模擬宇宙放射線として、プロトン線、He イオン線、そし

て、C イオン線を細胞に照射し、DNA 損傷の中でも最も重篤な損傷である DNA 二本鎖切

断 (Double Strand Break: DSB) の修復について注目した。 

 本研究では、正常ヒト胎児肺由来線維芽細胞 TIG-3 に各粒子線を照射し、DSB 修復カイ

ネティクスを調べるために、DSB のマーカーとして知られる γ-H2AX の免疫蛍光染色を経

時的に行った。我々のデータは、プロトン線や He イオン線と比較して、LET の高い C イ

オン線照射で誘導された DNA DSB の修復カイネティクスが顕著に遅いことを明確に示し

た。興味深いことに、平均 γ-H2AX focus サイズは LET に依存して大きくなることが示さ

れた。サイズの大きい γ-H2AX には複数の DSB が含まれていることが報告されていること

から、LET に依存して増加する大きいサイズの γ-H2AX focus には複数の DSB が含まれて

いる可能性がある。また、本研究では LET に依存して DSB 末端のリセクションを示す

RPA32 focus が増加することが示された。G1 期における DSB 末端リセクションを介した

DSB修復は、誤りがちな修復を表している可能性がある。 

宇宙放射線は複数の線種の粒子線が含まれており、より正確な宇宙放射線による影響を

調べるためには、異なる粒子線を受けた時の複合影響についても解明する必要がある。そ

こで、宇宙放射線を構成する He イオン線と C イオン線について、カクテルビーム加速に

よる短時間切り替え照射を利用して、混合照射による DNA 損傷の修復について解析した。

興味深いことに、本研究のデータは He イオン線と C イオン線の混合照射サンプルの DSB

修復カイネティクスは Heイオン線と C イオン線の中間の速度であることを示した。 

まとめると、本研究は、粒子線の LET に依存して修復が難しい DSB の発生頻度が上昇

し、DSB 末端リセクションを介した誤りがちな修復が行われることを示唆した。また、異

なる粒子線の被ばくは DSB 修復カイネティクスに影響を与えないことを示した。本研究の

結果は、宇宙放射線で生じる DSB の修復機構についての洞察を提供し、宇宙放射線による

生物学的影響を理解するうえで有用な知見を提供する。 



 

 

Abstract 

In modern society, space activity has been developing. Astronauts work on the 

International Space Station, in addition, there were civilian space travel in 2021, and plans are 

underway to build a lunar orbital platform. There is no doubt that human activity in the space will 

become more active in the future. However, it is assumed that humans are exposed to various 

stresses in the space environment. In particular, the biological effects of space radiation cannot be 

ignored. The space radiation has a higher dose rate than natural radiation on the ground, and the 

daily exposure dose on the International Space Station is 0.5~1.0 mSv which equivalent to about half 

a year of the natural radiation on the ground (2.4 mSv/year). Furthermore, there were reported that 

particle beams such as He ion beams and C ion beams, which are components of the space radiation, 

cause more complex DNA damage than natural radiation on the ground. It is important to elucidate 

for the detailed repair mechanisms of DNA damage caused by space radiation to understand the 

biological impact of the space radiation. In this study, we focused on the repair kinetics of DNA 

double strand break (DSB) which is the most serious DNA damage, after exposure the cells to proton, 

He ion, and C ion beams as simulated the space radiation. 

TIG-3 cells (normal human fetal lung-derived fibroblast) were performed by 

immunofluorescent staining for γ-H2AX which is a marker of DSB, to elucidate DSB repair kinetics. 

Our data clearly show that the repair kinetics of DNA DSBs induced by high linear energy transfer 

(LET) C-ion irradiation were significantly slower than those induced by proton and He ion beams. 

Interestingly, the average γ-H2AX focus size increased in the LET-dependent manner. It has been 

reported that larger sized γ-H2AX contain multiple DSBs, thus it is possible that the number of 

DSBs in a single γ-H2AX focus may increase depending on the LET. Further, the number of RPA32 

focus which indicate DSB end resection also increased in a LET-dependent manner. The DSB repair 

via DSB end resection during G1 phase might represent error-prone repair. 

Since space radiation contain multiple types of particle beams, it is necessary to 

understand the combined effects of exposure to different types of particle beams. Therefore, we 

analyzed the repair of DNA DSB after the mixed irradiation of He and C ion beams. The DSB repair 

kinetics of the mixed beam irradiated samples were intermediate in speed between the He and C ion 

beam kinetics. 

In summary, this study suggests that the frequency of difficult to repair DSBs and error-

prone repair due to DSB end resection, increase depending on the LET of the particle beam. Our data 

also indicate that the mixed irradiation does not affect DSB repair kinetics. Our data provide new 

insight into the understanding of mechanisms repair of DSB induced by space radiation and the 

biological effects of space radiation. 
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1. 序論 

宇宙飛行士のみならず民間人が宇宙旅行する現代社会において、人類の宇宙活動がさら

に活発になることは容易に予想できる。しかしながら、人類が宇宙で活動するうえで問題

となるのが宇宙放射線の被ばくである。地上での年間の放射線被ばく線量の平均は 2.4 

mSv であるのに対し、国際宇宙ステーション (International Space Station: ISS) では一日で

0.5~1 mSv の被ばくをする[1]。また、3 年間かかると想定される火星ミッションでは 1~2 

mSv/day の被ばくが予想されており、被ばく総線量は 1 Sv にも及ぶと推定されている[2]。

宇宙放射線は、主に太陽エネルギー粒子（SEP）と銀河宇宙線（GCR）から構成されてお

り、地上とは異なり、80~90%のプロトン線と 10~20%のヘリウム (He) イオン線、約 1%の

リチウムよりも重い原子番号を持つ重粒子線が含まれる[3] (図 1)。粒子線の大きな特徴の

一つがブラッグピークを持つことである[4]。粒子線は物質を通過する際に、周囲を電離や

励起することでエネルギーを失いながら進み、飛程の終点地点でエネルギー損失が最大に

なり、粒子線のエネルギーはほぼゼロになる。この飛程終点付近での大きなエネルギーを

与える領域はブラックピークと呼ばれる。さらに、粒子線のブラックピーク付近での単位

長さあたりの物質に与えるエネルギー (線エネルギー付与, Linear Energy Transfer: LET) は X

線や γ 線よりも高く、重粒子線は高 LET 放射線として知られている。宇宙放射線に含まれ

る高 LET を持つ粒子線は、DNA 分子の 1〜2 ヘリックスターン内に複数の損傷を与えるよ

うな複雑な損傷であるクラスター損傷を与えることが知られている[5–9] (図 2)。細胞には

DNA 損傷を修復する能力が備わっているが、低 LET である X 線や γ 線と比較して、高

LET である重粒子線は二動原体、転座および欠失などを含む染色体異常をより多く引き起

こすことが示されている[10–15]。そのため、ゲノム不安定をより誘導する重粒子線は、生

物学的影響が比較的大きい。以上のように、地上よりも高い線量率であり、生物学的影響

が大きい重粒子線を含む宇宙放射線は、宇宙活動における人類の健康を脅かす大きな要因

である。  

電離放射線によって生じうる複数の DNA 損傷の中で、最もゲノム安定を脅かすのが

DNA の二本鎖切断 (Double Strand Break: DSB) である。放射線によって生じた DSB は、標

準的な非相同末端結合 (Canonical Non-Homologous End Joining: NHEJ) もしくは相同組み換

え (Homologous Recombination: HR)、 代替的な末端結合 (Alternative End Joining: a-EJ)、 一

本鎖アニーリング (Single-Strand Annealing: SSA) のいずれかの修復経路を利用することで修

復される[16–20] (図 3)。いずれの DSB修復経路においても、DSB 発生後に初期反応として

DSB部位周辺のヒストン H2AX (H2A のバリアント) のリン酸化が起こる[21,22]。電離放射

線によって DSB が誘導された後、リン酸化 H2AX (γ-H2AX) に対する免疫蛍光染色を行っ

た場合 (図 4)、数分以内で γ-H2AX focus が観察され、照射後 30 分から 60 分で focus 数と

focus サイズが最大になることが知られている[23]。哺乳類細胞の場合、γ-H2AX は DSB 周

辺の数数千万塩基対の範囲で形成されることが報告されており、γ-H2AX は DSB 修復タン

パク質のリクルートや DSB 修復タンパク質が正しく働くための足場的役割を有している
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[22–25]。NHEJではまず、DSB 末端に Ku70/80 ヘテロダイマー (Ku) が結合し、続いてリク

ルートされる DNA-PKcs は Ku と複合体を形成する[18,26,27]。また、DSB 発生後、53BP1

も直ちに DSB 部位にリクルートされ、NHEJ の前駆体である Pro-NHEJ が形成される

[16,18,28,29]。その後、Artemis による DSB 末端リセクションと XRCC4、XLF および DNA 

ligase IV を含む複合体によって DSB 末端同士が再結合される[16,29]。通常、NHEJ での

DSB 末端リセクションは 20 塩基以内で行われる[16]。Ku および 53BP1 は広範囲な DSB 末

端リセクションを抑制すると考えられている因子である[18] (図 5)。Ku は RNF138 依存的

なユビキチン化や MRE11 によって DSB 末端から除去されると考えられている[27,30]。ま

た、DSB 末端からの 53BP1 の除去は、BRCA1 と PP4C による 53BP1 の脱リン酸化により

起こる[18] (図 4)。高解像度イメージングにより、BRCA1 依存的に 53BP1 focus は、時間経

過に伴い DSB の中心から周辺に再配置され、53BP1 focus の拡大が起こることが明らかに

されている。拡大した 53BP1 focus の中心には、DSB 末端リセクション後に形成される一

本鎖 DNA (single strand DNA: ssDNA) に局在化する RPA focusが形成されることが証明され

ている[18] (図 6)。 

CtIP と MRN（MRE11-RAD50-NBS1）複合体は、二本鎖 DNA (double strand DNA: 

dsDNA) の 5’から 3’方向へ広範囲の DSB 末端リセクションを行い、3’突出の一本鎖 DNA

を生成することで、a-EJ や SSA、HR による修復経路が利用可能になるための反応を起こ

す[16,29,31]。NHEJ 因子に変異がある、もしくは DSB 末端への局在異常が生じて、NHEJ

が利用できない場合に利用される a-EJでは、DSB末端リセクションにより生成された 3’突

出の ssDNA のマイクロホモロジーを利用して DSB 末端の再結合を行う[16,32]。a-EJ では

DNA polymerase θ (Pol θ) と DNA ligase Iもしくは DNA ligase III が利用される[16]。CtIPと

MRN 複合体による DSB末端リセクションに続いて、BLM と EXO1はより広範囲に 3’突出

の ssDNA を形成、RPA が ssDNA に結合し、相同配列を利用して再結合する SSA、もしく

は姉妹染色分体を利用する HRにより DSBが修復される[16,33–35]。 

以上のように、電離放射線によって誘発された DSB の修復には様々な修復経路が存在す

ることが知られている。DSB 修復経路の選択には、DSB が生じた周辺のクロマチン構造や

クラスター損傷の有無、そして細胞周期が大きく関与している[16–18,20,28–30]。ヘテロク

ロマチン領域で DSB が生じた場合や、クラスター損傷を伴う DSB に対しては、CtIP や

MRN 複合体による DSB 末端リセクションが起こりやすい[18,29,36]。また、姉妹染色分体

が存在する S/G2 期では HR が利用される頻度が上昇する[20]。しかしながら、宇宙放射線

によって生じた DSB に対して、どのような修復機構が働くかは不明な点が多い。特に高

LET を持つ粒子線によって生じた DSB は、低 LET 放射線と比較して、より多くの DNA損

傷を含むクラスター損傷が DSB 修復タンパク質のリクルートを妨害して、正常な DSB 修

復のプロセスが行えない可能性が高い[36]。宇宙放射線による生物学的な影響を正確に捉

える為には宇宙放射線による DNA 損傷の修復の詳細なメカニズムの解明が非常に重要で

ある。そのため、宇宙放射線を模擬した地上での実験によって、宇宙放射線により生じる
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DNA 損傷の修復について詳細に解析を行う必要がある。国立研究開発法人量子科学技術研

究開発機構の高崎量子応用研究所のイオン照射研究施設  (Takasaki Ion Accelerators for 

Advanced Radiation Application: TIARA) では宇宙放射線を構成するプロトン線、He イオン

線そしてカーボン (C) イオン線を細胞に照射することができる[37]。さらに、宇宙放射線

が複数のイオン種で構成されていることに関して、TIARA ではカクテルビーム加速による

短時間切り替え照射技術により、He イオン線と C イオン線を 30 分以内に同じサンプルに

照射することが可能である[37]。 

本研究の目的は、宇宙放射線を模擬した地上での実験から宇宙放射線によって生じる

DNA 損傷の修復解析を行うことである。そこで本研究では、模擬宇宙放射線として、

TIARA においてプロトン線、He イオン線、そして、C イオン線を細胞に照射し、DNA 損

傷の中でも最も重篤な損傷である DSB の修復について注目した。まず、各粒子線で生じた

DSB の修復カイネティクスを調べるために、照射後 12 時間までで細胞を固定し、DSB マ

ーカーである γ-H2AX に対する免疫蛍光染色を行った。γ-H2AX は DSB 周辺で形成される

ため、免疫蛍光染色で観察できる γ-H2AX focusをカウントすることで、DSB数を評価する

ことができる[22,23,25] (図 4)。また、γ-H2AX focus は DSBの修復に伴い消失することが分

かっており[22]、γ-H2AX focus 数から DSB修復を追跡できる。さらに、γ-H2AX focus サイ

ズは、focus 内に含まれる DSB 数に依存し、X 線よりも C イオン線照射サンプルで複数の

DSBを含む比較的サイズの大きい γ-H2AX focusの数が増加していることが近年報告された

[38]。粒子線は、LET に依存して電離の密度が高くなることから、一つの γ-H2AX focus 内

に含まれる DSB の数が LET に依存し、γ-H2AX focus サイズが変化することが予想された。

そこで、γ-H2AX focus サイズへの線種の影響を調べるために、γ-H2AX focus サイズを各粒

子線照射サンプルで比較した。次に、宇宙放射線が複数のイオン種で構成されていること

を考慮し、複数の線種を被ばくしたことによる DSB 修復カイネティクスへの影響について

調べた。ここでは、30 分以内に He イオン線と C イオン線を同じ細胞に対して照射を行い、

γ-H2AX に対する免疫蛍光染色を行うことで DSB 修復カイネティクスについて解析した。

また、粒子線で誘導された DSB の修復について、どのような DSB 修復経路が使われてい

るのかを調べるために、修復経路の選択に重要なタンパク質である 53BP1 と DSB 末端リ

セクションのマーカーで、RPA のサブユニットである RPA32 について免疫蛍光染色を行っ

た。 
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図 1. 宇宙放射線の概要  

宇宙環境において人は、太陽エネルギー粒子と銀河宇宙線からなる宇宙放射線にさらされ

ることになる。放射線の線量率は地球の地上では平均 2.4 mSv/year であるが、国際宇宙ス

テーション (International Space Station: ISS) では 0.5-1 mSv/dayである[1]。また、3 年間かか

ると想定される火星ミッションでは 1-2 mSv/day の被ばくが予想されており、被ばく総線

量は 1 Sv にも及ぶと推定されている[2]。宇宙放射線には 80~90%のプロトン線と 10~20%

の Heイオン線、約 1%のリチウムよりも重い原子番号を持つ重粒子線が含まれる[3]。 
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図 2. 一本の放射線飛跡の通過で生じる DNA 損傷のタイプの概略図 [参考文献[9]の Figure 1

より引用、一部改変] 

低 LET 放射線である X 線や γ 線と比較して、高 LET 放射線は高密度に電離作用を引き起

こすため、複数の DNA 損傷が近距離で形成されるようなクラスター損傷を誘導しやすい。

右側の概略図の橙色の星印は、DNA の塩基または糖の損傷を表している。本稿において、

DNA 分子の 1〜2 ヘリックスターン内に複数の DNA 損傷が形成されることを DNA のクラ

スター損傷として定義する[5]。 
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図 3. DSB修復経路選択の概略図  

初めに DSB 末端に Ku と DNA-PKcs および 53BP1 がリクルートされ、NHEJ の前駆体であ

る Pro-NHEJ が形成される[16,18,28,29]。また、DSBが生じた際、DSB周辺の H2AXがリン

酸化され、γ-H2AX が DSB 周辺に形成される[21–23]。γ-H2AX は、DSB 修復タンパク質の

リクルートや働きを補助する役割を持つ。非相同末端結合 (canonical Non-Homologous End 

Joining: NHEJ) による修復では、Pro-NHEJ が形成された後、Artemis による DSB 末端リセ

クションと XRCC4、XLFおよび DNA ligase IVを含む複合体によって DSB末端同士が再結

合される[16,29]。通常、NHEJ では広範囲なリセクションが必要なく、DSB 末端リセクシ

ョンは 20塩基以内で行われる。Ku や 53BP1 は DSB末端リセクションを制限する役割を持

つ[18]。一方、CtIP と MRN 複合体は、Pro-NHEJ の状態から一本鎖アニーリング(Single-

Strand annealing: SSA) や相同組み換え (Homologous Recombination: HR) を利用できる環境を

作るために ssDNA の伸張を生成する、DSB 末端リセクションを行う[18,39]。CtIP と MRN

複合体に続いて、BLM と EXO1 はさらなるリセクションを行い、RPA が ssDNA に結合す

る。その後、SSA と姉妹染色分体を鋳型として修復を行う HR を促進する[16,33–35]。代替

的な末端結合 (alternative End Joining) は NHEJ 因子に変異がある、もしくは DSB 部位への

局在異常が生じて NHEJ が利用できないときに利用される。a-EJ では、CtIP と MRN 複合

体による DSB 末端リセクション後、25 塩基以下のマイクロホモロジーを利用して DSB 末

端の再結合を行う[16,32]。 
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図 4. γ- H2AX focus形成の概略図 

DSB 発生後、直ちに H2AX のリン酸化が DSB 部位周辺で起こる[21–23]。そのため、γ-

H2AX 特異的抗体による免疫蛍光染色を用いると DSB 部位を γ-H2AX  focus として検出す

ることが可能であり、γ-H2AX focus 数は DSB 数を反映している。下の図は実際に γ-H2AX

について緑色の蛍光色素を用いて免疫蛍光染色を行い、蛍光顕微鏡で観察した時の写真で

ある。赤色はヨウ化プロピジウムで染色された核 (DNA) であり、緑色 (赤色と重なり、写

真は黄色に見える) は γ- H2AXを表している。 
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図 5 照射された G2 期細胞における NHEJ 前段階から HR への環境構築の制御 [参考文献

[18]の Figure 4より引用] 

DSBが生じると、DSB末端に Ku や DNA-PKcs、53BP1 が結合することで、NHEJ の前駆体

である Pro-NHEJ が形成される。低 LET 放射線による DSB 誘導から 2 時間以内に、約

70％の DSB は NHEJ によって速やかに修復される。この時間内では、リン酸化された

53BP1 と RIF1 がクロマチン上に維持される。RIF1 の存在は 53BP1 の再配置を抑制する。

DSB 誘導後 1-2 時間以上経過すると、53BP1 は PP4C などの脱リン酸化酵素により脱リン

酸化される。この反応は BRCA1 によって促進される。この脱リン酸化により RIF1 はクロ

マチン上から除去され、53BP1 の再配置がおこり、DSB部位に DSB末端リセクションに必

要な EXO1 などのヌクレアーゼが存在できるようになる。 
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図 6. 高解像度イメージングによる G2 期の 53BP1 focus の再配置 [参考文献[18]の Figure 3

より引用] 

(A) 照射後 5 分において、G2 期細胞内の 53BP1 は小さな focus を形成している。一方、照

射後 2 時間では、BRCA1依存的に 53BP1が DSB中心から周辺に再配置される。 

(B）照射後 2 時間の G2 期細胞における 53BP1 および RPA の拡大された染色画像。再配置

され、拡大した 53BP1 focus の中心に DSB 末端リセクションを示す RPA が局在する。 
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2. 材料と方法 

2-1 細胞培養 

ヒト胎児肺線維芽細胞 TIG-3-20 は、国立研究開発法人医薬基盤研究所の JCBR セルバン

クから購入した。TIG-3-20 は、10％牛胎児血清 (Lot: 173012, Sigma-Aldrich) 及び 100 μg/ml 

penicillin/streptomycin（09367-34, ナカライテスク）を含む Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium（043-30085, Wako）で、37℃、5％CO2の湿潤下で培養された。TIG-3-20 は 35 から

45 の間の population doubling levels (PDL) のものを使用した。 

 

2-2 粒子線の照射 

量子科学技術研究開発機構の高崎量子応用研究所の TIARA において AVF930 サイクロト

ロン（住友重機械工業）で加速した 20 MeV のプロトン線、63 MeV の He イオン線および

190 MeV の Cイオン線を細胞に照射した。細胞表面における LET 値は、プロトン線が 2.73 

keV/μm、He イオン線が 13.2 keV/μm、C イオン線が 117 keV/μmである。また、各粒子線の

線量率は、プロトン線が 4.0 Gy/min、He イオン線が 1.4 Gy/min、C イオン線が 3.4 Gy/min

である。本研究で用いている粒子線はブラックピーク手前の領域を使っているため、サン

プルのわずかな位置のずれは、照射された線量にほとんど影響されないように設定されて

いる。また、培地によって粒子線のエネルギーを損失しないように、照射直前に培養容器

から培養液を一時的に抜き取った。さらに、室温での照射中に試料が乾燥および汚染され

ないように、ポリイミドフィルム（東レ・デュポン株式会社）の薄いシートで容器に蓋を

した。対照細胞は照射細胞と同時に培地を抜き取り、照射細胞に培地を戻すタイミングで

対照細胞にも培地を戻した。照射後、培地を戻された細胞は 5 %の CO2 下でインキュベー

トした後に培地をアスピレートし、1× PBS (137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 68 mM KCl, 

1.47 mM KH2PO4) で洗浄し、4 % パラホルムアルデヒド (paraformaldehyde: PFA) (163-20145, 

Wako) で 10 分間の固定を室温で行った。RPA32 について染色する場合には PFA 固定の前

に、0.2% tween-20 (P-1379, Sigma-Aldrich)/1×PBS溶液で室温 5 分間処理した。 

 

2-3 免疫蛍光染色 

照射後 PFA で固定された細胞を 70 % エタノールを用いて一晩 4℃下で膜透過処理した。

親水処理のために 30 分間室温で 1×PBS 中に浸した後、4 % bovine serum albumin (A7184, 

Sigma-Aldrich)、0.5 % TWEEN20 及び 0.1% Triton X-100 (X-100, Sigma-Aldrich)/1×PBSの溶

液下で 1 時間室温反応させた。その後、一次抗体溶液と 2 時間室温で反応させた: γ-H2AX  

(1:1000, 05-636, Millipore)、53BP1 (1:500, NB100-305, Novus Biologicals)、RPA32 (1:1000, 

GTX70258, Gene Tex)。一次抗体反応後、1×PBSの入れ替えを二回行うことで洗浄し、続け

て二次抗体溶液と 1 時間室温で反応させた: Anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-Absorbed 

secondary Antibody, Alexa 488 (1:400, A-11029, Thermo Fisher Scientific)、Anti-Mouse IgG 

(H+L) Highly Cross-Absorbed secondary Antibody, Alexa555 (1:500, A-21424,Thermo Fisher 
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Scientific)、Anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Absorbed secondary Antibody, Alexa 555 (1:500, 

A-21429, Thermo Fisher Scientific)。二次抗体反応後、1×PBSの入れ替えを三回行うことで洗

浄し 500 μg/ml RNaseA (740505, Macherey-Nagel) で 37℃、15 分間処理した。一次抗体反応

および二次抗体反応、RNaseA 処理は保湿チャンバー内で行った。RNaseA 処理後、1×PBS

の入れ替えを二回行うことで洗浄し、マウント剤を滴下した。マウント剤には

VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with Propidium Iodide (H-1300, Vector 

Laboratories) もしくは、VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI (H-1200, 

Vector Laboratories)  を使用した。落射蛍光顕微鏡（BX53, OLYMPUS）を用いて蛍光を観察

した。γ-H2AX および 53BP1、RPA32 focus は、無作為で撮影した撮影領域から 100 個の細

胞について目視によりカウントし、各実験条件におけるカウントしたすべての細胞で平均

化した。γ-H2AX focus や 53BP1 focus サイズは、倍率 400 倍で撮影した画像について

ImageJを用いてピクセル単位で求めた。 

 

2-4 データ処理 

γ-H2AX、53BP1 および RPA32 の focus 数について、照射群間の差は、Microsoft excel 

2016 を用いて、各時点で F 検定によって二群間の分散について検定した後、等分散の場合

は Studentの t-test、等分散でない場合には Welchの t-testを用いて解析した。いずれの t-test

も両側検定で行った。また、γ-H2AX focus や 53BP1 focus のサイズの分布や中央値をサン

プル間で比較するために R version 4.0.2 を用いてボックスプロットを作成した。 



12 

 

3. 結果 

3-1 粒子線で誘導された DSB の修復カイネティクス 

宇宙放射線に含まれる重粒子線の占める割合は 1%であるが、重粒子線は DNA にクラス

ター損傷を誘導するためその生物学的影響は大きいと考えられる[3,5–9] (図 2)。宇宙放射

線による生物学的影響を正確に評価するためには、プロトン線や He イオン線、重粒子線

の被ばくによって細胞がどのような応答を示すのかを明確にしなければならない。そのた

め、本研究では、放射線被ばく後の初期イベントである DNA 損傷応答、特に DSB の修復

について注目した。初めに、粒子線で生じた DSB の修復カイネティクスについて調べるた

めに、プロトン線、He イオン線、もしくは C イオン線を TIG-3 細胞に照射し、γ-H2AX に

対する免疫蛍光染色を行った (図 7A)。照射後 1 時間における一細胞あたりの平均 γ-H2AX 

focus数はプロトン線が 15.9 ± 2.2 (γ-H2AX foci/cell  ±  標準偏差) 個、He イオン線が 14.0 ± 

1.0個、Cイオン線が 11.8 ± 3.0個であった (図 7B)。いずれの線種による照射においても照

射後 1 時間と比較して、照射後 12 時間にかけて γ-H2AX focus 数が減少していることから、

DSB の修復が行われていることが示された。照射後 12 時間における細胞あたりの平均 γ-

H2AX focus 数はプロトン線が 3.5 ± 0.5個、He イオン線が 2.5 ± 1.3 個、C イオン線が 5.0 ± 

0.5 個であった。照射後 1時間に対して照射後 12時間に残存している γ-H2AX focus数の割

合は、プロトン線が 22%、He イオン線が 18%、Cイオン線が 42%であり、Cイオン線照射

によって生じた γ-H2AX focus はプロトン線や He イオン線と比較して多く残存しているこ

とが分かった。以上のことから、C イオン線照射によって生じた DSB の修復カイネティク

スは遅いことが示唆された。 
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図 7. 粒子線照射後の経時的な細胞当たりの平均 γ-H2AX focus数の変化 

(A) γ-H2AXの免疫蛍光画像 (緑: γ-H2AX, 赤: ヨウ化プロピジウム)。TIG-3-20 細胞に、エネ

ルギー20MeVのプロトン線 (LET: 2.73 keV/μm)、63MeV の He イオン線 (LET: 13 keV/μm)、

190MeVの Cイオン線 (LET: 117 keV/μm) を 1 Gy照射した。混合照射サンプルは、C イオ

ン線 0.5 Gy を照射した後に He イオン 0.5 Gy を照射した。ビームの切り替えに 20-30 分程

度を要した。(B) 1Gy 照射後の細胞あたりの γ-H2AX focus の平均個数。100 個の細胞につ

いて γ-H2AX focusをカウントしてデータを取得した (proton: n=2, He ionsおよび C ions: n=3, 

C ions→He ions: n=2, Error bars: SD., t-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001）。 
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3-2 複数種の粒子線の照射による DSB 修復への影響 

宇宙においては様々な線種の被ばくを受けるため[3] (図 1)、宇宙放射線によって生じた

DSB の修復をより正確に理解するうえで、複数の線種を照射された細胞における DSB 修

復について解析を行う必要がある。そこで、本研究では、Cイオン線照射後に Heイオン線

照射を行うことで、複数の線種の混合照射による DSB 修復カイネティクスへの影響を調べ

た。C イオン線 0.5 Gy 照射した後、He イオン線 0.5 Gy 照射した混合照射サンプルの γ-

H2AX focus 数は、特に照射後 8、12 時間で C イオン線と He イオン線のおよそ中間の値を

とることが示された (図 7B)。C イオン線と He イオン線の照射後 8 時間の一細胞あたりの

平均 γ-H2AX focus 数はそれぞれ 6.52 ± 1.4 (γ-H2AX foci/cell ± 標準偏差) 個、4.4 ± 0.4個で

あるのに対し、混合照射では 5.3 ± 1.8個であった。また、照射後 12 時間後では、Cイオン

線と He イオン線がそれぞれ 5.0 ± 0.5個と 2.5 ± 1.3個であるのに対し、混合照射では 3.6 ± 

1.2 個であった。以上のことから、C イオン線と He イオン線の混合照射によって生じた

DSB は、それぞれ単一の線種で照射した場合の中間の修復カイネティクスで修復されるこ

とが示唆された。しかしながら、C イオン線と He イオン線の照射の間隔がおよそ 30 分あ

るため、照射の順番で修復カイネティクスが変化する可能性が考えられた。そこで、C イ

オン線照射後に He イオン線を照射されたサンプルと He イオン線照射後に Cイオン線を照

射されたサンプルについて γ-H2AX の免疫蛍光染色を行い、照射の順番で修復カイネティ

クスが変化するのかを調べた。C イオン線照射後に He イオン線を照射されたサンプルと

He イオン線照射後に C イオン線を照射されたサンプルの平均 γ-H2AX focus 数はそれぞれ、

照射後 1時間では 19.3 ± 0.6 個と 18.9 ± 1.7 個、2 時間では 16.2 ± 0.9 個と 15.6 ± 0.6個、4 時

間では 11.4 ± 1.0 個と 11.4 ± 1.9個、8 時間では 7.9 ± 0.4 個と 8.1 ± 1.1個、12時間では 5.9 ± 

0.7個と 5.9 ± 0.9 個であった (図 8)。以上のように、細胞当たりの平均 γ-H2AX focus数は照

射の順番で変化しないことが明らかになり、照射の順番で修復カイネティクスが変化しな

いことがわかった。以上の結果から、混合照射によって生じた DSB は、それぞれ単一の線

種で照射した場合の中間の修復カイネティクスで修復されること、照射の順番で修復カイ

ネティクスが変化しないことが示され、DSB 修復カイネティクスに混合照射による影響は

ないと考えられる。 
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図 8. 異なる線種の粒子線を照射した後の経時的な γ-H2AX focus数の変化 

TIG-3-20 細胞に C イオン線 0.5 Gy を照射した後に He イオン 0.5 Gy を照射 (C ions→He 

ions)、もしくは He イオン線 0.5 Gy を照射した後に C イオン 0.5 Gy を照射 (He ions→C 

ions) をした。ビームの切り替えに 20-30 分程度を要した。照射後の細胞あたりの γ-H2AX 

focusの平均個数は、100個の細胞について γ-H2AX focusをカウントしてデータを取得した 

(n=3, Error bars: SD.)。 
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3-3 粒子線で誘導された DSB に対する γ-H2AX および 53BP1 focus動態の解析 

γ-H2AX focus サイズへの線種の影響を調べるために、γ-H2AXの focus サイズを各粒子線

照射サンプルで比較した。照射後 1 時間における γ-H2AX focus サイズは、プロトン線 

(LET: 2.73 keV/μm) が 14.1 ± 3.2 (focusの平均 pixel ± 標準偏差) pixels、Heイオン線 (LET: 

13.2 keV/μm) が 15.0 ± 5.1 pixels、C イオン線 (LET: 117 keV/μm) が 21.9 ± 5.3 pixels であった 

(図 9A)。γ-H2AX focus サイズは LET のレベルと正の相関性があり、LET が高いほど生じ

る γ-H2AX focus サイズが大きくなることが示された。 

 次に、時間経過に伴う γ-H2AX focus サイズの変化を調べるために、個々の focus サイズ

の分布を表現できるボックスプロットを行った。いずれの照射群においても γ-H2AX focus

サイズの中央値は照射後 1 時間から照射後 12 時間までで大きく変化しなかった (図 9B, C, 

D)。また、プロトン線と He イオン線照射サンプルでは、照射後 1 時間の第三四分位数と

比較して、照射後 12 時間の第三四分位数が増加していることから、サイズの大きい γ-

H2AX focus の割合が増加していることが示唆された。一方で、プロトン線や He イオン線

照射サンプルと比較して、四分位範囲の大きさから C イオン線照射サンプルの focus サイ

ズの分布は照射後 1 時間で、ばらつきが大きく、照射後 12時間でもばらつきの大きさは変

化しなかった。このことは、C イオン線照射によって生じた γ-H2AX focus サイズの分布は

ほとんど変化しないことを示唆している。  

次に、粒子線で誘導された DSB の修復に使われる修復経路について調べるために、

53BP1 の免疫染色を行った。53BP1 は、DSB 末端リセクションを制御することで DSB 修復

経路のスイッチングを制御する、DSB 修復プロセスにとって重要なタンパク質である

[29,39–41]。照射後 1時間での細胞当たりの平均 53BP1 focus数は、プロトン線が 14.5 ± 1.0 

(53BP1 foci/cell ± 標準偏差) 個、He イオン線が 12.0 ± 2.9 個、C イオン線が 8.4 ± 1.5 個であ

った (図 10A, B)。また、照射後 12 時間における細胞あたりの平均 53BP1 focus 数はプロト

ン線が 2.3 ± 0.2 個、Heイオン線が 2.3 ± 0.5個、Cイオン線が 4.8 ± 1.4 個であった。照射後

1 時間に対して照射後 12 時間に残存している 53BP1 focus 数の割合はプロトン線が 16%、

Heイオン線が 19%、Cイオン線が 57%であり、γ-H2AX focus と同様に、Cイオン線照射に

よって生じた 53BP1 focus はプロトン線や He イオン線と比較して多く残存していることが

分かった。これらのデータは、γ-H2AX focus に見られる C イオン線照射サンプルでの遅い

DSB修復を支持するものである。 

照射後 1 時間における 53BP1 focus サイズは、γ-H2AX と同様に LET 依存的に増加した 

(図 11A)。興味深いことに、プロトン線および He イオン線照射サンプルでは、53BP1 focus

サイズの中央値は照射後 1 時間から 4 時間で増加した (図 11B, C)。プロトン線および He イ

オン線照射サンプルの第三四分位数が 2 時間から 4 時間で増加していることから、サイズ

の大きい 53BP1 focus の割合が増加していることが明らかになった。一方、Cイオン線照射

サンプルでは、照射後 1時間の 53BP1 focusサイズの中央値は、プロトン線および Heイオ

ン線照射後 4 時間と同等であり、時間の経過とともに focus サイズのわずかな増大が見ら
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れた(図 10D)。しかしながら、C イオン線照射 1 時間から 12 時間までで四分位範囲の大き

さがほとんど変わらないことから、C イオン線によって誘導される 53BBP1 focus のサイズ

のばらつきは変化しないことが示唆された。 

これらの結果は、特にプロトン線と He イオン線照射サンプルにおいて、大きな 53BP1 

focus は残りやすく、小さな 53BP1 focus は減少しやすい、もしくは時間経過に伴い focus

サイズが拡大することを示唆しているのかもしれない。実際、53BP1 focusの拡大に関して、

BRCA1 活性化に伴う 53BP1 の再配置により、電離放射線の照射直後よりも照射後 2 時間

でより大きな focus サイズをもたらすことが報告されている[18]。 
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図 9. 粒子線照射後の γ-H2AX focusサイズ変化 

(A) 照射後 1 時間における平均 γ-H2AX focus サイズと LET の関係。破線は近似直線 

(R2=0.995) を示す (proton: n=2, He ions および C ions: n=3, Error bars: SD.)。(B-D) 照射後の時

間と γ-H2AX focus の大きさの関係についてのボックスプロット: (B)はプロトン線、(C)は 

Heイオン線、(D) は Cイオン線について表している。 
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図 10. 粒子線照射後の経時的な細胞当たりの平均 53BP1 focus 数の変化 

(A) 53BP1の免疫蛍光画像 (緑: 53BP1, 赤: ヨウ化プロピジウム)。TIG-3-20細胞に、エネル

ギー20MeVのプロトン線 (2.73 keV/μm)、63MeVの Heイオン線 (13 keV/μm)、190MeV の C

イオン線 (117 keV/μm) を 1 Gy 照射した。混合照射サンプルは、C イオン線 0.5 Gy を照射

した後に He イオン 0.5 Gy を照射した。ビームの切り替えに 20-30 分程度を要した。(B) 

1Gy 照射後の細胞あたりの 53BP1 focus の平均個数。100 個の細胞について 53BP1 focus を

カウントしてデータを取得した (proton: n=2, He ions および C ions, C ions→He ions: n=3, 

Error bars: SD., t-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001）。 
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図 11. 粒子線照射後の 53BP1 focusサイズ変化 

(A) 照射後 1 時間における平均 53BP1 focus サイズと LET の関係。破線は近似直線 

(R2=0.7336) を示す (proton: n=2, He ions および C ions: n=3, Error bars: SD.)。(B-D) 照射後の

時間と 53BP1 focus の大きさの関係についてのボックスプロット: (B)はプロトン線、(C)は 

Heイオン線、(D) は Cイオン線について表している。 
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3-4 粒子線で誘導された DSB の修復における DSB 末端リセクションの解析 

53BP1 focus サイズの拡大に関して、G2 期細胞では BRCA1 活性化に伴う 53BP1 の再配

置により、電離放射線の照射直後よりも照射後 2 時間でより大きな focus サイズをもたら

すことが報告されている[18] (図 6)。53BP1 focus の再配置が起きた後、DSB 末端リセクシ

ョンにより ssDNA が形成され、ssDNA には RPA がローディングされることが知られてい

る[38]。そこで、本研究で確認された時間経過に伴う 53BP1 focus サイズの中央値増加が

53BP1 の再配置を表している可能性について検討した。本研究において、C イオン照射サ

ンプルで 53BP1 focus サイズの最大の中央値が 24 pixels になるため、25 pixels 以上の focus

を大きいサイズの focus として扱った。従って、本研究では 53BP1 の再配置が起きていな

いと考えられる小さいサイズの focus を 1-24 pixelsの範囲、53BP1の再配置を示すと考えら

れる大きいサイズの focus を 25-100 pixels の範囲と定義して、各サイズに共局在する RPA

陽性率について評価した。 

初めに、RPA のサブユニットである RPA32 についての免疫蛍光染色を行った後、細胞当

たりの平均 RPA32 focus 数を求めた。He イオン線照射後 1 時間での細胞当たりの平均

RPA32 focusは 1.1 ± 0.4 (RPA32 foci/cell ± 標準偏差) 個、照射後 4時間で 2.2 ± 0.5 個、12 時

間で 1.2 ± 0.4 個であった。また、C イオン線照射後 1 時間での細胞当たりの平均 RPA32 

focusは 1.7 ± 0.4 個、照射後 4 時間で 3.6 ± 0.8個、12時間で 2.1 ± 0.3個であった。いずれ

のタイムポイントにおいても、細胞当たりの RPA focusは He イオン線よりも C イオン線照

射サンプルの方が多いことが分かった (図 12A, B)。以上の結果は、Heイオン線と比較して

C イオン線照射サンプルではより多くの DSB 末端リセクションが起こることを示唆してい

る。 

本研究で観察された時間経過に伴う 53BP1 focus サイズの中央値の増加が、DSB 末端リ

セクションのための 53BP1 の再配置を示しているかを調べるために、53BP1 focus と共局

在する RPA32 focus の割合に注目した。53BP1 focus サイズの中央値の増加が観察された 4

時間以降において、He イオン線照射サンプルでは、小さいサイズの 53BP1 focus (1-24 

pixels) に共局在している RPA32 focus の割合は 20.4%に対して、大きいサイズの 53BP1 

focus (25-100 pixels) に共局在している RPA32 focus の割合は 9.2%であった (図 12C)。また、

照射後 12 時間で 53BP1 focus に共局在している RPA32 focus の割合はそれぞれ小さいサイ

ズでは 27.8%、大きいサイズでは 22.0%であった (図 12C)。以上のことから、He イオン線

照射サンプルにおいて、53BP1 focus サイズの中央値の増加は、DSB末端リセクションのた

めの 53BP1 の再配置とは関係がないことが示された。一方、C イオン線照射サンプルの照

射後 12 時間では、小さいサイズの 53BP1 focus に局在している RPA32 focus の割合が

37.1%に対して、大きいサイズの 53BP1 focus に局在している RPA32 focus の割合は 58.7%

であった (図 12D)。このことは He イオン線照射サンプルと異なり、照射後 12 時間におい

て C イオン線照射サンプルでは小さいサイズよりも大きいサイズの 53BP1 focus でより多

くの RPA32 focus が共局在していることを示している。しかしながら、C イオン線照射サ
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ンプルで見られるわずかな 53BP1 focus サイズの中央値の増加は照射後 1時間から 4時間の

間で起こり、照射後 4 時間では 53BP1 focus サイズによって RPA32 の共局在の割合は変化

しないことから、53BP1 focus の再配置とわずかな 53BP1 focus サイズの中央値の増加は関

係ない可能性が高い。 

次に、He イオン線照射サンプルと C イオン線照射サンプルの 53BP1 focus に共局在して

いる RPA32 focusの割合について比較を行った。Cイオン線照射１時間での 53BP1 focusに

共局在している RPA32 focus の割合は、それぞれ小さいサイズでは 24.6%、大きいサイズ

では 16.8%であった (図 12D)。対して、He イオン線照射 1 時間での共局在の割合はそれぞ

れ小さいサイズでは 9.1%、大きいサイズでは 9.2%であり (図 12C)、Cイオン線照射サンプ

ルの方が 53BP1 により多くの RPA32 focus が共局在していた。さらに C イオン線照射１時

間での 53BP1 focus に共局在している RPA32 focus の割合は、He イオン線照射 4 時間での

共局在の割合 (それぞれ 20.4%と 9.2%) よりも多いことも示された (図 12C, D)。このことは、

C イオン線照射サンプルでは He イオン線照射サンプルよりも DSB 末端リセクションが早

く起こることを示唆している。 
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図 12. 粒子線照射後の細胞当たりの平均 RPA focus 数と 53BP1 focus に共局在する RPA32 

focusの割合 

(A) 53BP1と RPA32 の免疫蛍光画像 (緑: 53BP1, 赤: RPA32)。TIG-3-20 細胞に、エネルギー

63MeVの Heイオン線 (LET: 13 keV/μm) もしくは 190MeVの C イオン線 (LET: 117 keV/μm) 

を 0.5 Gy照射した。(B) 0.5 Gy照射後の細胞あたりの RPA32 focusの平均個数。100個の細

胞について RPA32 focusをカウントしてデータを取得した (n=3. Error bars: SD., t-test: * p < 

0.05, *** p < 0.001)。(C, D) Image J で 53BP1 focusサイズを測定した。Cイオン照射サンプ

ルで 53BP1 focusサイズの中央値は最大で 24 pixelsになるため、本実験では、小さい focus

サイズとして 1-24 pixels、大きい focus サイズとして 25-100 pixels に分けて、53BP1に共局

在している RPA32 focusの割合をプロットした (n=3)。  
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4. 考察 

DNA のクラスター損傷は、DNA 分子の 1〜2 ヘリックスターン内の複数の DNA 損傷と

して定義されており、DNA のクラスター損傷の修復は困難であることが知られている[5–

9]。そこで、初めに本研究ではプロトン線、He イオン線または C イオン線照射後の DSB

修復カイネティクスについて調べるために、各粒子線照射を行った後、γ-H2AX に対する

免疫蛍光染色を行った。電離放射線によって DSB が誘導された後、γ-H2AX に対する免疫

蛍光染色を行った場合、数分以内で γ-H2AX focusが観察され、照射後 30分から 60 分で細

胞当たりの focus 数が最大になることが知られている[23] (図 4)。また、γ-H2AX focus は

DSB の修復に伴い消失することが分かっており[22]、γ-H2AX focus 数から DSB 修復を追跡

できる。各粒子線照射後の経時的な γ-H2AX focus 数の変化から、プロトン照射または He

イオン細胞と比較して、より高 LET の C イオン線が照射された細胞の DSB 修復カイネテ

ィクスが有意に遅いことが示された (図 7B)。これらの結果は、比較的より多くのクラスタ

ー損傷を誘発すると予想される高 LET の C イオン線によって誘発された DSB は、修復す

ることが難しいことを明確に示している。 

今回、粒子線のイオン種に関係なく LET と γ-H2AX focus サイズに正の相関があること

が確認された (図 9A)。γ-H2AX focus サイズに関して、照射後数分の間に γ-H2AX focus が

形成された後、時間経過とともに focus サイズが拡大することが知られている[22,42]。哺

乳類細胞において、最終的に γ-H2AX は DSB 周辺の数千万塩基対の範囲で形成される[23]。

γ-H2AX focus の拡大には MDC1 による ATM シグナル強化が関与することが報告されてお

り、一般的には放射線照射後 1時間で focusサイズが最大になることが知られている[42,43]。 

本研究における γ-H2AX focusサイズの評価は、照射後 1 時間以降で行っているため、今

回確認された γ-H2AX focusサイズの違いは、時間経過に伴う MDC1および ATMによる γ-

H2AX focus の拡大とは異なる現象であると考える。一方で、低 LET 放射線である X 線と

高 LET 放射線である C イオン線を照射された細胞の γ-H2AX focus のサイズを比較した研

究では、Cイオン線照射後の γ-H2AX focusの体積が X 線で観察されたものよりも有意に大

きかったことが報告されている[38]。Three-Dimensional Structured Illumination Microscopy 

(3D-SIM) の超解像度イメージングによる分析は、γ-H2AX focus の体積の増加と γ-H2AX 

focusに含まれる RPA focus の数に相関があることを示した。RPAは DSB末端がリセクショ

ンを受けた後の ssDNA に局在するため、RPA focus は DSB末端を示すといえる。以上の報

告から、γ-H2AX focus のサイズは、focus に含まれる DSB 数に依存する可能性があると考

えられる[38]。照射された粒子線の線種によって一つに含まれる DSB 数が異なることを考

えると、粒子線照射後 1 時間における γ-H2AX focus 数は、誘導された DSB 数を正確に反

映しないかもしれない。しかしながら、照射後 12 時間において、C イオン線照射サンプル

の有意な γ-H2AX focus 数の残存は、C イオン線で生じた DSB の修復が遅いことを示して

いる可能性が高い。 

電離放射線で誘導された DSB は、早いプロセスおよび遅いプロセスの二相性の動態を介
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して修復される[18,44,45] (図 5)。DSB が生じると、DSB 末端には Ku と DNA-PKcs が結合

し、続いて DSB 末端に 53BP1 がリクルートされ、NHEJ の前駆体、Pro-NHEJ の状態が形

成される[18]。早い修復プロセスでは Pro-NHEJの状態から Artemis による DSB末端切除と

XRCC4、XLF および DNA ligase IVのリクルートによって NHEJが進行することで DSBが

修復される[16,18,26,27]。遅いプロセスでは pro-NHEJ の状態から BRCA1 の活性化に伴う

53BP1 の再配置によって DSB 末端リセクションが開始され、NHEJ とは別の修復経路が利

用される環境になる[18,39]。遅い修復プロセスは、主にヘテロクロマチン領域またはクラ

スター損傷を伴う DSB 部位で起こることが知られている[26,46]。本研究において、プロト

ン線や He イオン線と比較して C イオン線が照射された細胞の DSB 修復カイネティクスが

有意に遅いため、C イオン線照射サンプルでは遅いプロセスによる修復が多く利用される

と示唆された。 

次に本研究では、修復経路選択に重要な 53BP1 について免疫蛍光染色をしたところ、

53BP1 focus のサイズは照射後 4 時間以降で増加することが示された (図 11)。G2 期細胞の

高解像度イメージングにおいて、BRCA1 活性化を介した 53BP1 の再配置は、電離放射線

の照射直後よりも照射後 2 時間でより大きな focus サイズをもたらすことが報告されてい

る[18] (図 6)。再配置によってサイズが拡大した 53BP1 focus の内側に、DSB末端リセクシ

ョンで生成された ssDNA に局在する RPA が focus を形成することも報告されている[18]。

そのため、本研究で確認された時間経過に伴う 53BP1 focus サイズの中央値増加が 53BP1

の再配置を表している可能性について検討した。53BP1 と RPA32 について免疫蛍光染色を

行ったところ、He イオン線照射サンプルでは、いずれのタイムポイントにおいても小さい

サイズの focus と比較して、大きいサイズの 53BP1 focus に共局在する RPA32 focus の割合

が増加しないことが示された (図 12C)。また、C イオン線照射サンプルに関しては、照射

後 12 時間でのみ、小さいサイズの focus と比較して大きいサイズの 53BP1 focus に共局在

する RPA32 focus の割合が増加していた (図 12D)。特に 53BP1 focus サイズの変化が明らか

であった Heイオン線照射後 4時間において、53BP1 focusサイズによって RPA32 の共局在

の割合が変化しないことから、本研究で観察された 53BP1 focus サイズの増加は、BRCA1

活性化を介した 53BP1 の再配置とは関係しないことが考えられた。 

一方で、本研究では He イオン線と比較してより高い LET を持つ C イオン線で、細胞当

たりの平均 RPA32 focus 数が多いことが示された (図 12A)。このことは、LET 依存的に

DSB 末端リセクションを伴う修復が利用されやすくなることを示唆している。G1 期細胞

において、クラスター損傷を伴う DSB 修復には CtIP のリン酸化が必要であることが示さ

れており、G2 期のみならず G1期においても DSB末端リセクションが起こることが報告さ

れている[8,20,39,47]。また、G2 期と同様に G1 期において、DSB 末端リセクションで形成

される ssDNA には RPA が局在することも報告されている[26,48]。さらに G1 期における

CtIP 依存的な DSB 末端リセクションは、誤りがちな修復が促進されることが報告されてい

る。DSB が近距離に複数ある場合、DSB 末端リセクションで形成された ssDNA がマイク
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ロホモロジーなどを利用して間違った染色体同士を結合してしまう可能性がある[48,49]。

例えば同じ染色体内で間違った末端同士の結合は染色体の欠失を引き起こし、異なる染色

体間での結合は二動原体及び転座などの染色体間交換などが起こると考えられる。以上の

ことから、LET依存的に DSB 末端リセクションを介した誤りがちな修復が起こりやすくな

ると考えられる。 

興味深いことに、He イオン線照射後 4 時間と比較して、C イオン線照射後 1 時間で

53BP1 に共局在する RPA32 focus の割合が高かった (図 12C, D)。このことは、C イオン線

を照射されたサンプルでは、He イオン線よりも早い段階で DSB 末端リセクションが起き

ていることを示唆するのかもしれない。クラスター損傷を伴う DSB において、DSB の付

近に DNA 一本鎖切断 (Single Strand Break: SSB) が存在する場合、SSB をきっかけにして

EXO1 依存的な DSB 末端リセクションが早い段階で起こる[36]。また、DSB 付近に塩基損

傷があり、塩基除去修復によって SSB が発生した場合でも DSB 末端リセクションのきっ

かけになりうる。DSB 末端リセクションによって形成された ssDNA に RPA がローディン

グされ、DSB 末端リセクションを介した修復に続くと考えられる。SSB を伴う DSB 部位

では、Ku が DSB 末端に結合できない、もしくは 3’から 5’方向にヌクレアーゼ活性を持つ

MRE11 などによってすみやかに Ku が除去されることで[36,50,51]、Pro-NHEJ の状態を省

略して、DSB 末端リセクションが起きているかもしれない。Pro-NHEJ を介さない修復は、

NHEJ のバックアップ的役割を持つ a-EJ のような修復につながる。以上のことを踏まえる

と、より複雑な損傷を誘導する Cイオン線を照射されたサンプルで、He イオン線よりも早

い段階で DSB末端リセクションが起きていても不思議ではない。 

本研究ではさらに、宇宙放射線を構成する He イオン線と C イオン線について、TIARA

のカクテルビーム加速による短時間切り替え照射技術[37]を利用して、混合照射による

DSB修復カイネティクスへの影響を調べた。混合照射サンプルの γ-H2AX focus数はそれぞ

れ He イオン線と C イオン線照射サンプルの中間の値を示した (図 7B)。さらに、照射の順

番を入れ替えても DSB 修復カイネティクスが変化しないことから (図 8)、異なる線種の混

合照射が DSB 修復のカイネティクスに影響を与えない可能性が示された。しかしながら、

本研究では細胞毒性などの他の影響については評価していないため、混合照射が DSB 修復

カイネティクス以外の側面に影響を与える可能性を排除するべきではない。Hada M. et al.

は、混合照射の間隔によって染色体異常の頻度が異なることを報告しており、プロトン線

照射と鉄イオン線照射の間隔が 30 分の時に染色体異常の頻度が最大になることを示した

[52]。したがって、混合照射の効果は、DSB 修復のカイネティクスではなく修復の精度に

影響を与えている可能性がある。 

まとめると本研究では、LETに依存して修復の難しい DSB が誘導されることを明確化し

た。本研究では LET に依存して γ-H2AX focus の平均サイズが増加することを示し、大き

いサイズの γ-H2AX focus には複数の DSB とクラスター損傷が含まれていると推察された。

さらに LET に依存して DSB 末端リセクションが起こる頻度が高くになることを示し、
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DSB 末端リセクションを介した誤りがちな修復が起こる可能性を示した。複数の DSB が

近接して形成された場合、DSB 末端リセクションによって形成された ssDNA がマイクロ

ホモロジーを利用して間違った DSB 末端同士を結合してしまう可能性がある。加えて、本

研究では、異なる粒子線を被ばくしたことによる DSB 修復カイネティクスへの影響はない

可能性をはじめて示した。本研究結果とこれまでの報告から示唆される粒子線で生じた

DSBの修復経路の概要を図 13 に示した。 

以上の結果から、宇宙放射線に含まれる高 LET を持つ粒子線によって生じた DSB 対し

ては、DSB 末端リセクションを介した誤りがちな修復を起こしやすいことが明らかになっ

た。本研究で得られた知見は、宇宙放射線で生じる DSB の修復機構についての洞察を提供

し、宇宙放射線による生物学的影響の評価や生物学的影響を低減させる方策を考えるうえ

で有用となるはずである。 
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図 13. これまでの報告と本研究結果から考えられる粒子線で生じた DSBの修復経路の概要 

放射線によって DSB が発生した場合、DSB 末端には Ku や DNA-PKcs、53BP1 がリクルー

トされ、NHEJ の前駆体である Pro-NHEJ が形成される[18]。クラスター損傷を伴わない

DSB もしくは Artemis による 20 塩基以内の DSB 末端リセクションで末端が再結合できる

場合、最終的に NHEJ によって DSB が修復される[16]。一方、クラスター損傷を伴う DSB

では、Pro-NHEJ 形成後に、53BP1 や Ku が DSB 末端から除かれ、CtIP や MRN 複合体によ

り DSB 末端リセクションが起こり、3’突出の ssDNA が形成される[18,29,36]。また、図に

は示していないが Ku などが結合できないような DSB末端の場合には、Pro-NHEJの状態を

介さないで DSB 末端リセクションが起こる可能性も考えられる[36,50,51]。DSB 末端リセ

クションが起こる頻度は LET に依存し、さらに LET 依存的に一つの γ-H2AX focus に含ま

れる DSB 数が増加する可能性[38]を考えると、LET依存的に異なる DSB末端同士を結合す

る確率が上昇することが考えられる。なお、細胞周期が S 期後半から G2 期で、姉妹染色

分体が無傷の場合には、DSB 末端リセクション後に HR によって正確に修復されることも

考えられる[18]。 
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