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印象記1

第38回放生研国際シンポジウム・開催報告

　放生研の元教授である丹羽
太貫先生（京都大学名誉教授）
が「スウェーデン王立科学アカ
デミー・ゴールドメダル」を受
賞されたことを祝して、2024年
12月6日、受賞記念シンポジウ
ムが開催された。
　受賞講演に先立ち、放生研
のセミナー室において大学院
生や若手研究者たちを対象に
丹羽先生のこれまでの歩みや
興味を持って取り組んでこられたことをお話しいただいた。半世紀
前の古典的な実験においても未解決の疑問があるといった話や、
仮説と異なるデータを得たときに背後に潜む真実にどれだけ真
剣に向き合えるかといった科学者としての姿勢について数々の金
言を聞くことができた。また、若い世代が直面する様々な社会情
勢や経済的状況に憂慮を示されたが、こういう時こそcuriosity-
drivenな姿勢でサイエンスに向き合うことが大切であるというメッ
セージを送っていただいた。
　受賞講演では芝蘭会館において丹羽先生にゆかりの先生方に
丹羽先生との思い出をご紹介いただいた後、今回の受賞理由と
なった福島第一原子力発電所事故後の取り組みについて丹羽先
生にご講演いただいた。
　最初に笹谷めぐみ先生（広島大学准教授）には「丹羽先生から
の贈り物」と題して丹羽先生の教え子代表として丹羽研究室での
数々の思い出や懐かしい写真を披露していただくとともに、そこで
紡いだご縁やつながりの大切さについてお話しいただいた。次に
藤堂剛先生（大阪大学名誉教授）は「丹羽先生と放射線生物学」
の題で先生が若手研究者の頃から放生研の教授時代を経て、今
に至るまでの丹羽先生とのつながりについてお話しいただいた。ま
た、丹羽先生を評するキーワードとして、Cutting-edge science

を展開される深い「知識」と「知恵」、根底に流れる「Fighter」と
しての気概を挙げ、原発事故後の対応は丹羽先生だからこそ成し
得たことと賛辞を贈られた。最後に勝見五月先生（元福島県伊達
市立富成小学校校⻑）は「3.11からの科学と対話」と題して、原
発事故で被災した小学校の校長として子供たちのプールに入りた
いという声に応えるために除染を行ったエピソードなど、現地で実
際に復興までに行われた取り組みをお話しされるとともに、丹羽
先生が主導して立ち上げられた地域住民と世界中から来訪した専
門家たちが車座になって対話する「ダイアログ」に対する深い感謝
を述べられた。
　そして丹羽先生の受賞講演で丹羽先生は、「福島の人こそが
ゴールドメダルを受賞するべきだ」とおっしゃられ、被災して日常
が潰れ自由を失われた人たちに対するサイエンスの無力さに直面
したこと、チェルノブイリ事故後の回復を参考に住民との対話の重
要性に着目し、地域住民も専門家も車座になって平等に意見や知
識を出し合い対話する「ダイアログ」の実施に至ったことや、ダイ
アログを通じた福島の方 と々の交流が語られ、人々の主観である
日常と客観のサイエンスが重なるためには信頼が何よりも大事で
あるということをお話いただいた。

　2024年9月27日～28日に北九州国際会議場で開
催された日本放射線影響学会第67回大会にて、第38
回放生研国際シンポジウム（オーガナイザー：松本智
裕教授）を開催しました。The power of the latest 
technologies for radiation biologistsというテーマの
下、全8名の演者をお招きして（1名は演題取り下げ）、ご
講演頂きました（右ページの写真は放生研外からの演者
6名）。

丹羽先生受賞記念シンポ印象記

丹羽太貫先生と笹谷めぐみ先生

シンポジウムの趣旨説明を行う松本教授
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2024年9月27日9:30-11:30

Chair : Prof. Takaaki Yasuhara @RBC, GSB, Kyoto Univ., Japan
Speakers : Prof. Kazuhiro Aoki@Kyoto Univ., Japan
　　　　　　Dr. Martin Niklas@Heidelberg Univ., Germany
　　　　　　Dr. Josephine Galipon@Yamagata Univ., Japan
　　　　　　Dr. Marco Foiani@National Univ. of Singapore, Singapore (withdraw)

Imaging/Biosensor/Reconstruction

Session 1：The power of the latest technologies for radiation biologists-1
　　　　　（最新テクノロジーによる放射線生物学の進展）

2024年9月28日9:30-11:30

Chair : Prof. Hiroshi Harada@RBC, GSB, Kyoto Univ., Japan
Speakers : Dr. Arikuni Uchimura@RERF, Japan
　　　　　　Dr. Toshiaki Nakano@QST, Japan

Chair : Prof. Tomohiro Matsumoto@RBC, GSB, Kyoto Univ., Japan
Speakers : Dr. Tsuyoshi Ikura @RBC, GSB, Kyoto Univ., Japan
　　　　　　Dr. Igor Shuryak@Columbia Univ., USA

Genome/Chromosome analysis

Biodosimetry/Machine-learning

Session 2：The power of the latest technologies for radiation biologists-2
　　　　　（最新テクノロジーによる放射線生物学の進展）

Dr. Martin Niklas

Dr. Toshiaki Nakano

Dr. Josephine Galipon

Dr. Igor Shuryak

Prof. Kazuhiro Aoki

Dr. Arikuni Uchimura



（4）

国立がん研究センター 研究所 RI実験施設1

柳原　晃弘1*、石合 正道1

A Novel Strategy for Visualizing NHEJ Protein Foci: Overcoming the S/N Ratio Problem to Advance Our 
Understanding of DSB Repair Mechanisms.
1Central Radioisotope Division, Research Institute, National Cancer Center Japan
Akihiro Yanagihara1*, Masamichi Ishiai1

DNA二重鎖切断（DSB）の修復は、主に非相同末端再結合（NHEJ）と相同組換え（HR）の二経路で進行する。HR関連タンパク質は容
易にフォーカスとして観察され、その動態解析によって修復機構の理解が大きく前進してきた。しかし、NHEJ関連タンパク質のフォーカス
可視化は長らく困難とされ、これがNHEJ経路解明、ひいてはDSB修復全体像解明の大きな障壁となっていた。また、その原因や課題に
ついても、十分な共通理解は得られていなかった。
本総説では、この課題を整理し、それを突破するために開発した革新的なイメージング戦略を概説する。筆者らは、NHEJフォーカス不可
視化の本質的理由を、「限られた局所領域にごく少量のNHEJ因子しか集積しないことに起因するシグナル対ノイズ比（S/N比）の極端な
低さ」と見定めた。このS/N比問題に特化し、その克服を目指して独自のシグナル増幅手法（分岐型タンデムスプリットGFP）を新たに開発・
適用した結果、NHEJタンパク質フォーカスのライブセル観察をついに実現した。本成果は、NHEJ経路がDSB部位でいかに機能し、HR
と競合・協調するかを初めて時空間的に解明するための扉を開くものである。
キーワード：DNA二重鎖切断修復、NHEJ、フォーカス、イメージング

DNA double-strand break (DSB) repair primarily proceeds through two major pathways: non-homologous end joining 
(NHEJ) and homologous recombination (HR). While HR-related proteins readily form visible foci, enabling significant 
progress in elucidating repair mechanisms through dynamic analyses, visualizing NHEJ protein foci has remained a 
longstanding challenge. This difficulty has posed a substantial barrier not only to understanding NHEJ itself but also to 
comprehending the full spectrum of DSB repair pathways. Moreover, there was insufficient shared understanding of the 
causes and problems.

　10月1日、放生研セミナー室にてドイツがん研究センター・ハ
イデルベルク大学病院のMartin Niklas博士にBiosensor for 
deconvolution of individual cell fate in response to ion 
beam irradiationという題で講演していただいた。博士はイオン
ビームを用いたがん治療において腫瘍に付与されたエネルギー量
とそれに対する腫瘍の応答の関係を調べるためのデバイスを開
発している。本講演では、蛍光飛跡検出器(FNTD)を取り付けた
ディッシュと、DNA damageや細胞周期停止に関わる遺伝子の
レポーター、超解像度顕微鏡システムを組み合わせた実験系Cell-
Fit-HD4Dを紹介していただいた。イオンビーム照射後、FNTD上
のイオンビーム照射部位の座標と細胞の位置を対応させることで
個々の細胞のどの部位にどのくらいのエネルギーが与えられたか
が算出でき、またDNA損傷応答因子である53BP1タンパク質を

可視化することで個々の細胞に生じたDNA損傷とその修復過程
をタイムラプスで観察できる仕様だった。個々の細胞に付与された
エネルギー量とイオンビーム照射直後のDNA損傷の数の間には
正の相関が見られたが、4日後以降の細胞の増殖能力との間には
明確な相関関係は見られなかった。この結果は細胞応答の確率的
な側面を反映していると思われ大変興味深いが、一方でがんの治
療という側面においては付与されたエネルギーの「量」以外のパ
ラメータに注目することで応答を予測することも大変重要と考えら
れ、今後の解析の進展が期待される。また、発表後、会場からイ
オンビーム照射部位とDNAダメージ部位のずれなどについて質問
があり、照射後からDNAダメージfoci検出までの細胞の動きによ
るものだと考えている旨の回答など、活発な質疑応答も行われた。
　　　　　　　　　　　　　　　　（文責　高堂将広・小林稔）

NHEJタンパク質フォーカス可視化への新戦略：
S/N比問題克服によるDSB修復機構解明の新展開

ミニレビュー

Martin Niklas博士セミナー印象記
印象記2
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1. はじめに
　イメージング技術は生命現象を可視化し、空間・時間的な情報
を得る強力なツールとして重要な役割を担ってきた（1, 2）。DNA
二重鎖切断（DSB）の修復研究においても、損傷応答因子の動
態観察はDSB修復機構解明の要となっている（3, 4）。放射線照
射によるDSB発生時には、修復因子や制御因子が切断部位に
集積し、蛍光標識や蛍光免疫染色によってドット状（フォーカス
状）のシグナルとして観察される（図１）。これらはIRIF（Ionizing 
Radiation-Induced Foci）あるいは「フォーカス」と呼ばれる（4）。
フォーカスの観察は免疫染色によるものが一般的だが、蛍光タン
パク質を目的タンパク質に融合させることで、ライブセルで観察す
ることも可能である。DSBは、主に非相同末端再結合（NHEJ）と
相同組換え（HR）の二つの修復経路によって修復される。このう
ち、HRで中心的な役割を果たすタンパク質ではフォーカスが容易
に観察され、DSB応答経路やシグナル伝達網を理解する上で大き
な役割を果たしてきた。一方、NHEJ関連タンパク質のフォーカス
可視化は長年実現困難な壁であり、この壁はNHEJ経路の詳細や
修復制御機構の深い理解を阻んできた。筆者らは、NHEJ因子が
なぜフォーカスとして観察しにくいのかという問題の本質を明確に
し、この障壁を突破する新たなイメージング手法を開発した。我々
が確立したシステムにより、ライブセルでNHEJフォーカスが明瞭
に捉えられるようになり、これにより、NHEJ経路がDSB領域でど
のように振る舞い、HRとのせめぎ合いが如何に生じるのか、その
理解が新たな段階へと押し上げられるだろう。本総説では、従来
の問題点とその克服方法、ならびに新技術の基盤について概説し、
最後に今後の展望を述べる。

2. DSB修復研究におけるフォーカス利用の概要
　まず、DSB修復研究でフォーカス観察がどのように利用され、
何が明らかになってきたかをまとめ、その後NHEJタンパク質に特
有の問題点を整理する。

2-1. DSBマーカーとしてのフォーカス
　DSBの修復や損傷応答に関わる因子は数多く存在するが、す
べてがフォーカスを観察できるわけではない。その中で最もよく
利用されているのは、DSBの指標として知られるγH2AX（ヒス
トンH2AXのセリン139番目リン酸化体）である（5, 6）（図１A）。
γH2AXフォーカスの数はDSBの数と極めて良く相関するため
（7, 8）、DSBマーカーとして広く活用されている（9, 10）。同様
に、53BP1フォーカスもDSBマーカーとしてしばしば利用される
（11）（図１B）。γH2AXフォーカスが免疫染色でのみ観察可能
なのに対し、53BP1フォーカスはライブセルでの観察も可能である
（12）。

2-2. DSBシグナル伝達経路解析へのフォーカス活用
　フォーカス形成の有無やその変動は、遺伝子変異やノックダ
ウン、スクリーニング手法と組み合わせることで、DSB応答因子
の相互関係やシグナル伝達カスケードの解明に役立てられてき
た。γH2AXや53BP1フォーカス解析は、DSB誘導性のリン酸
化・ユビキチン化を介したシグナルネットワーク、53BP1-Rif1と
BRCA1-CtIP間の拮抗による修復経路制御機構、さらに53BP1-
Shieldinによる修復進行メカニズムなど、DSB応答を詳細に明ら
かにする上で重要なツールとなってきた（13-15）。

2-3. HRタンパク質のフォーカス形成とその利用
　HRは、MRE11-RAD50-NBS1（MRN）複合体とCtIPによっ
てDSB末端付近にニックが導入されることから始まり、このニッ
クを起点としてDNA消化が行われ、DSB末端の両側数kbに
渡って3’突出した長い一本鎖DNA領域が形成される（図2）。こ
の一本鎖DNA領域はRPAが結合することで保護され、その後
BRCA1-PALB2-BRCA2複合体の機能によりRAD51フィラメン
トへと置換される。RAD51フィラメントは、修復の鋳型となる姉
妹染色分体中の相同配列を探索し、HR過程で最も重要な役割を
果たす。その後RAD51はRAD54によって除去され、修復合成と

In this review, we clarify the nature of this issue and introduce our newly developed, innovative imaging strategy 
to overcome it. We have identified the core problem as the extremely low signal-to-noise (S/N) ratio resulting from 
the minimal accumulation of NHEJ factors within a very limited local region. Focusing on this S/N ratio problem, 
we developed and applied a unique signal amplification method, the branched tandem split-GFP system, to finally 
achieve live-cell visualization of NHEJ protein foci. Our achievement opens the door to spatiotemporal analyses of 
how NHEJ operates at DSB sites and how it competes or cooperates with HR, ultimately paving the way for a deeper 
understanding of DSB repair mechanisms.
Key words: DNA double-strand break repair, NHEJ, foci, imaging

図1. 放射線によってできる代表的なフォーカス
A. ヒトU2OS細胞におけるγH2AXフォーカス。一つ一つのドットが
一つのDSBに一致すると考えられている。B.ヒトU2OS細胞における
53BP1フォーカス。γH2AXフォーカスとよく一致する。
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末端結合が行われる（16）。これらHRに関与する主要なタンパク
質は、いずれも放射線によりフォーカスとして観察することが可能
であり（17-24）、BRCA2やRAD54はライブセルでの観察も可
能である（25, 26）。これらのうち、RPAおよびRAD51のフォー
カスは、HR進行を示す有用な指標として特に頻繁に用いられてき
た（図2）。こうした指標は、HR機構のカスケードや、DSB修復経
路選択制御の解明に大きく貢献してきた。

2-4. NHEJタンパク質のフォーカス観察が抱える問題
　NHEJ経路では、まずKu70-Ku80によってDSB末端が保護さ
れ、これを起点としてDNA-PKcs、XRCC4-Lig4、XLF、PAXX
が集積し、末端同士の近接反応であるシナプシスや、末端再結合
を行う（27-34）（図2）。しかし、HR因子が容易にフォーカスとし
て観察可能なのに対し、NHEJ因子は長年フォーカス観察が難
しく（35）、このことがNHEJ経路解明を阻んできた。2013年に
Brittonらが独自の免疫染色法でKuやXRCC4のフォーカス可視
化に成功したものの（36）、その追随例はごく少数であり（36-40）、
放射線誘発DSBで明瞭なNHEJフォーカスを得る汎用的手法は
未確立である。
　では、なぜNHEJタンパク質ではフォーカスが観察できないの
だろうか。この問題を考える前に、まず、RAD51やRPAのよう
なHR関連タンパク質、ならびにDSBマーカーであるγH2AX
や53BP1がなぜフォーカスとして観察されるのかを整理してみ
たい。まずγH2AXについては、DSBから数メガbpにわたって
H2AXがリン酸化されていると考えられ、その範囲に約2000分
子のH2AXが存在すると見積もられている（5）。その全てがリ
ン酸化されるわけではないが、一つのフォーカスにつき少なくと
も数百分子のγH2AXが含まれているとされており（41）、実際

にChIP-qPCRやChIP-seq解析によって1–2 Mbに渡る広範な
γH2AXの存在が確認されている（42-45）。同様に、53BP1も
DSBから広範囲に集積しており（42）、これにより局所的なタンパ
ク質密度が大幅に増加し、バックグラウンドとのコントラストが強
まってフォーカスとして検出可能になるのだと推測される（図3）。
HRでは、DSB末端近傍でおよそ3.5 kbにわたる長い一本鎖DNA
（ssDNA）が形成されるが（46, 47）、RPAは約30塩基あたり
一分子の割合で、RAD51は3塩基に一分子の割合でssDNAに
結合するため（48）、3.5 kbではそれぞれ100分子以上と1000
分子以上が集積することになり、同様に局所的な高密度状態が生
まれ、フォーカスとして観察可能になると考えられる（図3）。実際、
RAD51が2-4 kbの範囲に渡って集積していることがChIP-seq
によって確認されており（42, 43）、RPAの集積範囲もssDNA
の範囲と一致することが高解像度ゲノム解析によって示されている
（47）。
　一方NHEJタンパク質は、XRCC4とLig4のChIP-seq解析から、
DSB両側の約500 bp程度の範囲にしか集積せず、RAD51より
もはるかに集積が限定的であることが示されており（42, 43）、そ
のため局所的なタンパク質密度がバックグラウンドを上回るほど
高まらず、フォーカスとして識別できないと推測される。すなわち、
NHEJフォーカス可視化困難の本質は、シグナル対ノイズ比（S/N
比）の問題にあるのだ、と我々は考えた。事実、レーザーマイクロ
照射ではNHEJ因子の集積が観察可能だが（28, 49, 50）、これ
は高密度なDSB生成によって局所的な集積分子数が増え、S/N
比が高まるからと考えられる。高密度にDSBを作らせればNHEJ
因子の集積が観察できるという考えは、制限酵素I-SceIの200
リピートの認識配列によって、人為的に局所に多数のDSBを導
入することでKuの集積が観察できるという報告からも支持される

図2. DSB修復経路のモデル図
DSB修復の主要経路であるNHEJとHRのモデル図を示す。NHEJではまず末端にKu70-Ku80が結合する。その後、DNA-PKcsが結合し、long 
rangeでのシナプシスが行われる。さらにXRCC4-Lig4、XLFが集積し、short rangeでのシナプシスが行われ、再結合反応が行われる。HRでは、ま
ずMRN-CtIP複合体により末端近傍にニックが導入される。ここを起点としてDNAの消化が起こり、3’突出一本鎖DNA領域が形成される。一本鎖領
域はRPAが結合することで保護され、BRCA1-PALB2-BRCA2の働きによりRAD51に置換される。RAD51で覆われた一本鎖DNAは、姉妹染色体
中の相同配列の検索を行う。RAD51はRAD54によって除去され、末端部分の合成を終えた後、再結合が行われる。RPAとRAD51のDSBへの集積は、
いずれもフォーカスとして観察され、細胞内のHR進行の指標として頻繁に利用される。
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（51）。このように、NHEJタンパク質のフォーカス観察問題は、
S/N比をどのように向上させるかという課題に集約されると考えら
れる。その一方で、レーザーマイクロ照射実験では損傷環境が放
射線とは異なっており、再現性や汎用性には限界があるため（52, 
53）、放射線誘発DSBの実験系でS/N比を向上させる方策はや
はり必要である。

3. NHEJタンパク質フォーカス観察の実現に
向けた戦略

3-1. S/N比改善への基本的アプローチ
　S/N比を向上させるには、シグナル（S）を上げるか、ノイズ（N）
を下げる必要がある。フォーカス可視化の原理は、DSB近傍へ
の多数の分子の集積により、集積シグナル（S）がバックグラウンド
（N）を凌駕する点にある。理論的には、NHEJ因子をDSB付近
へ大量に集積させればフォーカスと
して可視化できるはずだが、そのよう
な操作は難しい。一方、バックグラウ
ンドを低減する手法は比較的実現し
やすい。免疫染色では、細胞膜や核
膜に穴を開けるpre-extraction法を
用いて、過剰な目的タンパク質を洗
い流し、バックグラウンドを下げるこ
とがよく行われる。実際、Brittonら
はKuフォーカスの観察に際してpre-
extraction法を用い、さらにRNase
処理を組み合わせることでバックグラ
ウンドを一層低減し、NHEJタンパ
ク質のフォーカス観察に成功したと
報告している（36）。
　ライブ観察での方策としては、バッ
クグラウンド光を除去できれば理
想的だが、これは技術的に非常に

困難である。より現実的な戦略として、タンパク質の発現量を細
かく調整し、発現量と集積量のバランスをとることでS/N比を改
善する方法が考えられる。例えば、GFP-NBS1やGFP-MRE11
などフォーカス観察が可能な系では、過剰発現した細胞において
フォーカスが観察されないことがある。これは、発現量が過剰にな
ることでバックグラウンドと集積シグナルのアンバランスが生じる
ためと考えられ、すなわち、バックグラウンドと集積シグナルの適
切な比率が重要であることを示唆する。具体的には、発現量の増
加により全体的なシグナルが強くなる一方で、DSB部位に集積す
るタンパク質量が飽和状態に達する。その結果、バックグラウンド
シグナルが相対的に高くなり、集積自体が起きていてもフォーカス
として識別できなくなる。このように、発現量と集積量のバランス
は、フォーカス観察において重要な要素であり、観察の基礎とな
るファクターである。特にNHEJ因子の場合、DSB部位への集積

図3. DSBへのタンパク質集積量とフォーカスとの関係の概念図
ChIP-seqとフォーカスのイメージを示す。γH2AXや53BP1はフォーカスとしてクリアに観察できるが（図下）、 ChIP解析では、これらのタンパク質が
DSB両側の広い範囲に渡って多量に集積していることが確認されている（図上）。RAD51は、γH2AXや53BP1よりは狭い範囲ではあるものの、DSB
両側の一定の範囲に渡って幅広く集積しており、そのためフォーカスとして観察できる。XRCC4はDSBのごく近傍にしか集積せず、集積量が少なすぎ
るためフォーカスとしては可視化されない。

図4. NHEJタンパク質フォーカス可視化のためのS/N 比の向上戦略
A. 現状では、バックグラウンドシグナルにフォーカスシグナルが埋もれ、フォーカスを可視化できない。S/
N比の向上が必要。B. 発現量を減らすことでバックグラウンドシグナルが下がりS/N比が向上する。一方、
暗すぎてシグナルが見えないという新たな問題が生じる。C. 一分子が持つ輝度を上げることで検出可能
なレベルまでシグナルを増強し、フォーカスを可視化する。そのためには極めて明るい蛍光標識が必要。
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量がもともと少ないため、相対的にバックグラウンドシグナルが高
くなり、フォーカスとしての可視化が困難になっていると考えられる
（図4A）。
　このアンバランスを解消するには、タンパク質の発現量を減少さ
せるのが効果的だと考えられる。これにより、フォーカスシグナル
の相対的な比率が高まり、S/N比の改善が期待される（図4B）。
しかし、DSB部位に集積する分子数自体が極めて少ない場合、発
現量を下げすぎるとシグナルが弱くなりすぎ、結果として可視化が
困難になる可能性がある。この問題は、一分子あたりの蛍光強度
を大幅に増幅させることで解決できると考えられる（図4C）。した
がって、NHEJ因子をフォーカスとして観察するためには、発現量
の最適化に加え、一分子あたりの蛍光強度を大幅に増幅させる工
夫が不可欠である。近年、より明るい蛍光タンパク質が開発されて
いるものの（2, 54）、NHEJタンパク質のフォーカス可視化に必要
な増幅度は未知数である。そこで、SunTagやタンデムスプリット
GFPなど、GFP分子数を段階的に増幅可能なシステムが注目され
る（55, 56）。これらは微弱な集積でも明瞭なシグナルが得られる
システムであり（57, 58）、NHEJ因子フォーカス可視化に有望な
ツールと考えた。

3-2. SunTagについて
　SunTagは、標的タンパク質に短いペプチドの繰り返し配列を
融合させた「ペプチドアレイ融合標的タンパク質」と、そのペプチ
ドに特異的に結合する「抗体-GFP融合タンパク質」を同時に発
現させることで、ペプチドの繰り返し数に比例してGFPを標的タン
パク質に結合させることが可能なシグナル増幅システムである（55）
（図5A）。しかし、「抗体-GFP融合タンパク質」はそれ単独で蛍
光を発するため、過剰に存在するとバックグラウンドシグナルが上
昇するという欠点がある。このため、両者の発現量を精密にコント
ロールする必要があり、技術的な難易度が高い。1リピートあたり
の分子量は、ペプチド配列と抗体とGFPの合計でおよそ60kDa
である。24個のペプチドの繰り返しで、平均24倍の輝度が得られ
ると報告されており（55）、繰り返しを56個まで増やした例も報告
されている（59）。SunTagはゲノム配列の可視化にも応用されて
いる。ライブセルにおけるゲノム配列の可視化は、CRISPR/Cas9
をベースにして近年目覚ましい発展を見せており（60）、従来の
dCas9-GFPをsgRNAによって標的ゲノムlocusに局在させる方
法では、高リピート配列のゲノムlocusしか可視化できなかったが、
GFPの代わりにSunTagを利用することで低リピートlocusの可
視化が達成されている（57）。これはSunTagによるシグナル増幅
の効果と考えられる。
　標的タンパク質に標識を融合する際には、標識が生化学的
機能に及ぼす影響に注意する必要がある。特にSunTagはその
サイズが大きいため、影響のリスクは重要な懸念事項となる。
Tanenbaumら（55）は、SunTag融合型タンパク質をいくつか
のモデルで検証している（例：運動性を要するキネシン、ミトコン
ドリア局在のMitoNEet、細胞骨格関連タンパク質Camsap2、

Histone H2B、dCas9など）。その結果、これらのモデルにおいて
は、タンパク質の活性や細胞内局在に明らかな影響は観察されな
かった。しかしながら、タンパク質ごとにその構造や機能は異なる
ため、各タンパク質において個別に影響を検証することが不可欠
である。

3-3. タンデムスプリットGFPについて
　蛍光タンパク質を複数の断片に分割し、それらが再会合するこ
とで蛍光を発するように設計されたものは、split FP（分割蛍光タ
ンパク質）と呼ばれる（61）。この分割蛍光タンパク質には、大き
く二つのタイプが存在する。一つは、分割断片が自己再会合して
蛍光を発するシステムであり、特に「split-FP」（本稿ではスプリッ
トFPと呼ぶ）とハイフン付きで呼ばれ（62）、その先駆けとなっ
たのがスプリットGFPである（63）。もう一つは、外的因子に依
存して蛍光を発するシステムである。外的因子依存型の代表例と
して、タンパク質間相互作用の検出に利用される二分子蛍光補完
法（BiFC：Bimolecular Fluorescence Complementation）
が挙げられる（64）。BiFCも分割蛍光タンパク質を利用したシス
テムであるが、スプリットFPでは分割された蛍光タンパク質断片
が自律的に再構成されて蛍光を発するのに対し、BiFCでは分割
断片が、それぞれを融合させた標的タンパク質同士の相互作用に
よって近接し、再構成されて蛍光を発する。このため、両者は性質
や利用用途が異なる。一般に、「split FP」は自己再会合型と外的
因子依存型の両方を含む分割蛍光タンパク質全般を指し、「split-
FP」は特に自己再会合型を指すことが多い。しかし、文献によって
はこの区別が明確でない場合もあり、混乱を招きやすい。本稿では、
「スプリットGFP」を自己再会合型分割GFPのみを指す用語とし
て使用する。
　GFPは11本のβストランドにより籠状の構造をしているが、スプ
リットGFPではこれを最初の10本のβストランド（GFP1-10）を
含む断片と、最後の一本のβストランド（GFP11）の二つの断片に
分ける。これらを同時に細胞で発現させると、細胞内で完全な籠
状のGFPが再構成され、GFPが光る（図5B）。ここでは、GFP1-
10とGFP11が細胞内で勝手に、自分自身で会合して光り始める
ことがポイントとなる。余計な操作や要素は不要であり、システム
はシンプルである。
　タンデムスプリットGFPは、スプリットGFP技術をベースにした
GFP連結技術である（56）。GFP11はわずか16アミノ酸とサイズ
が小さいため、これをタンデムに目的タンパク質に連結させること
が容易である。タンデムスプリットGFPでは、「GFP11リピート融
合目的タンパク質」と「GFP1-10」を同時に細胞で発現させること
で、GFP11のリピート数と同数のGFPで目的タンパク質を標識で
きる（図5C）。SunTagと異なり、どちらの部品も単独では蛍光を
発しないため、片方の部品だけによるバックグラウンドを考慮しな
くて良い点が利点である。基本的な戦略として、「GFP1-10」の方
を過剰発現させれば良いことになる。最大で7個までのデータでは
あるものの、GFP11の連結数と輝度が比例すると報告されている 
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（56）。また、GFP11を14個連結させた例ではS/N比の向上も
示されており、SunTagと同様、低リピートlocusの可視化も達成
されている（58）。1リピートあたりの分子量はおよそ26kDaなの
で、SunTagに比べて総分子量を抑えることができる。
　Kamiyamaらの報告（56）では、dCas9や繊毛内輸送に関わ
るIFT20の機能が、タンデムスプリットGFP標識によっても維持さ
れていることが示されている。しかし、SunTag同様、最終的には
各タンパク質ごとに機能検証を行う必要がある。

3-4. タンデムスプリットGFPの限界と更なる改良の必要性
　タンデムスプリットGFPでは、短いGFP11をリピートでいくつも
連結できることに利点があるが、それにも限界はある。16アミノ
酸のGFP11に5アミノ酸のリンカーを繋ぎ、この21アミノ酸を1単
位とした場合、DNAではこの1単位で63bp必要である。リピート
を100個持たせると考えた場合は6.3kb、200個で12.6kb、300
個で18.9kbとなる。標的タンパク質のcDNAも数kbになること
があることを考えると、プラスミド上でタンデムGFP11を連結させ
られるのは、100個から多くても百数十個くらいが上限になりそう
であり、これ以上のGFPを連結させようとした場合、他の手段が
必要になる。免疫染色においては、リピートと分岐の組み合わせに
よってシグナルをさらに増幅させる方法が考案されており（65）、
筆者らは、これをタンデムスプリットGFPにも適用できる可能性が
あると考えた。具体的には、GFP1-10に完全長の光るGFPを連
結させる方法である（図5D）。この方法を、分岐型タンデムスプリッ
トGFPと呼ぶことにする。この方法では、（GFP11のリピート数）
×（GFP1-10に結合させたGFPの数+1）の数のGFPが標的タン

パク質に連結されることになる。例えば、GFP11リピートが100
個で、GFP1-10にGFPを二つ繋いだ場合は、300個のGFPが連
結される。これにより、理論上は数百個単位のGFPを標的タンパ
ク質に結合させることが可能となる。ただし、莫大に増えたGFP
がアグリゲーションを起こさないか、標的タンパクや近接するタン
パクの生化学的特性に影響を与えないかなど、別の問題は考慮し
なければいけない。また、タンデムスプリットGFPの利点であった、
片方の部品だけによるバックグランドシグナルがないという特徴
が、GFP1-10に光るGFPを連結させることによって無くなってし
まうため、SunTag同様に精密な発現コントロールの必要性が生
じ、技術的な難易度は上がる。

4. NHEJタンパク質フォーカス可視化への挑戦
　我々は、NHEJフォーカス不可視の本質が極度の低S/N比に
あると判断し、これを克服すべく、SunTag、タンデムスプリット
GFP、そして独自考案の分岐型タンデムスプリットGFPなど、シグ
ナル増幅技術を活用した新戦略に挑んできた。2024年の日本放
射線影響学会第68回大会で中間成果を報告したので、ここでそ
の内容を簡単に紹介する。詳細なデータについては、現在準備中
のオリジナル論文の発表をお待ちいただきたい。
　まずSunTagに取り組んだが、フォーカスを見る以前の問題で、
発光条件の最適化に難航したため、その有用性や潜在性につい
て十分評価するまでに至らなかった。問題解決の見通しが立たな
かったため、こちらの計画は断念し、スプリットGFP法に集中する
ことにした。
　タンデムスプリットGFP法では、14リピートまでの実例しかなく、

図5. 複数のGFPを標的タンパク質に連結させる方法
A. SunTagシステムの概要。標的タンパク質に短いペプチドのアレイを融合し、GFP-抗体複合体と同時に細胞内で発現させる。ペプチドに抗体が結合
することで、標的タンパク質を多数のGFPで標識できる。B. スプリットGFPの概要。GFPを大きい断片（GFP1-10）と小さい断片（GFP11）に分割し、
同時に細胞内で発現させる。細胞内で自己会合が起こりGFPとして蛍光を発する。C. タンデムスプリットGFPの概要。GFP11リピートを標的タンパク
質に融合させ、GFP1-10と一緒に細胞で発現させる。細胞内でGFPが再構成され、標的タンパク質に多数のGFPが連結される。D. 分岐型タンデムス
プリットGFPの概要。GFP1-10の代わりに、GFP1-10に複数のGFPを融合させたものを用いることで、GFPが分岐構造で連結され、標的タンパク質
をさらに多数のGFPで標識できる。
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それ以上のリピートについては独自に検証が必要だった。また、分
岐型タンデムスプリットGFPは我々が新たに考案した手法であり、
先行例がないため自ら開発を進めることにした。そこで、数個から
数百個規模までGFP標識数を変えた広範なシリーズを用意し、リ
ンカー配列や長さ、パーツ配置など多面的な条件検討を行った。そ
の結果、予想通り非常に明るい蛍光シグナルを得ることができた。
　次に、この標識法がフォーカス観察に適しているかを簡易的
に評価するため、GFP-NBS1を対照として比較実験を行った。
U2OS細胞で放射線照射後の観察を行うと、GFP-NBS1同様、タ
ンデムスプリットGFP-NBS1でも分岐型タンデムスプリットGFP-
NBS1でも迅速にフォーカスが形成され、しかも単独GFPより数
段明るく高コントラストであった。NBS1のN末端領域を欠失する
と、いずれもフォーカス形成が消失したことから、これらの手法が
標的タンパク質本来のフォーカス形成能を忠実に反映しているこ
とが強く示唆された。
　こうしたNBS1を用いた初期検証を踏まえ、今度はKuなどの
NHEJタンパク質にこれらの手法を適用した。数個程度のGFPで
はフォーカスを確認できなかったが、レーザーマイクロ照射での局
所集積が観察されたため、標識自体がNHEJ因子のDSB集積能
を阻害することはないと考えられた。タンデムスプリットGFPでの
フォーカス可視化はできなかったが、我々独自の工夫で更なるシ
グナル増幅を施した分岐型タンデムスプリットGFPを適用するこ
とで、Kuを含む主要なNHEJタンパク質が放射線照射後に明瞭
なフォーカスを形成することが確認された。これらは線量依存的
に現れてγH2AXフォーカスとも共局在し、DSBに集積するフォー
カス特有の性質をよく示していた。また、時間経過とともにフォー
カスが消失していく様子も観察され、この新たな標識法で可視化
されたフォーカス形成が可逆的な反応であることが示唆された。
したがって、NHEJタンパク質がDSBに集積・離脱するダイナミッ
クな挙動を、リアルタイムで解析することが可能になったと考えら
れる。
　一方、本手法にはいくつかの技術的課題も残されている。現時
点ではU2OS細胞での検証に限られているため、他の細胞種で
の利用可能性については、さらに検証を進める必要がある。また、
フォーカス形成を示す細胞の割合には現状ばらつきがあり、安定
性を高める余地が残されている。これらの課題は、導入効率や発
現制御の最適化を行うことで解消できると期待される。加えて、標
識のサイズが大きいことから、特定の標的タンパク質に対する生
化学的特性への影響が懸念される場合もある。これらの課題を克
服することが、本手法をより汎用的かつ強力な技術へと発展させ
る鍵となるだろう。

5. 今後の展望
　筆者らの手法によって放射線誘発DSB上でNHEJ因子のフォー
カス可視化が実現したことは、NHEJ経路研究を大きく前進させ
る成果である。一方で、この新技術をさらに洗練させ、生理的条

件に近い環境下での反応解析や、適用範囲の拡大を図る余地が
まだ残されている。
　まず、修復レポーター（66） や生存率評価といった定量的手
法に加え、生化学アッセイによるタンパク質間相互作用や酵素活
性などの機能的評価を組み合わせることで、標識が生化学的特
性や修復活性を十分に維持しているかを見極めることが肝要であ
る。これにより、NHEJフォーカス可視化法の利用範囲を適切に
設定でき、研究精度が一段と高まる。また、標識サイズや発現制
御の最適化により、より小型で細胞への負担が少ない標識系を実
現できる可能性がある。Casilio（67）、CRISPR FISHer（68）、
SIMBA（69）、CRISPR/Pepper-tDeg（70）など、近年急速に
進歩している先端的な高S/N比イメージング技術では、バックグ
ランド低減技術が進んでおり、これらの技術を取り入れることで、
わずかなGFP分子数でも十分なシグナルを得ることが可能とな
り、より自然な細胞環境での観察が実現されるだろう。さらに、発
現調節プラットフォーム（71）の活用や導入手法の工夫によって、
フォーカス観察の安定性や再現性を向上させることも期待できる。
これらの改良は、NHEJ因子にとどまらず、レーザーマイクロ照射
で集積が示されながらフォーカスとして捉えにくかった多くの因子
にも有効であり、DNA損傷応答に関わる分子群の相互作用や協
働メカニズムを、これまで以上に的確な視点で掘り下げることを
可能にする。具体的には、NHEJ経路がDSB部位でどのように機
能するのか、またHRとどのように競合・協調するのか、さらにシ
グナル伝達や修復制御因子、クロマチンリモデリング因子、ヒスト
ン修飾といった多岐にわたる分子ネットワークが、どのようにDSB
修復に関与しているのかといった、より包括的なDSB修復機構の
理解につながる可能性がある。
　我々の取り組みがこの分野における新たな一歩となり、NHEJタ
ンパク質フォーカス可視化技術の一層の発展と、DSB修復機構
に対するさらなる理解の深化をもたらすことを心より期待したい。
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放射線生物研究センター各種委員会委員候補者の選挙結果

　標記の件、郵送投票にて実施しました。ご協力いただき有り難うございました。 
　令和6年12月1日現在の登録会員総数が269、投票数は89、投票率は33.1 %でした。

1．放射線生物研究センター運営委員候補について(以下敬称略、五十音順) 
今岡 達彦 （QST放医研）
笹谷 めぐみ （広島大・原医研）
田内 広 (茨城大）
これら3名の方々は連絡会議よりセンター長宛に推薦されました。

（次点：冨田 雅典（電力中央研究所）、次々点：小林 純也 （国際医療福祉大学））

2．放射線生物研究センター共同利用・共同研究専門委員候補について
飯塚 大輔 （QST放医研）
菓子野 元郎（奈良県立医大）
鈴木 正敏 （東北大・加齢研）
これら3名の方々は連絡会議よりセンター長宛に推薦されました。 

（次点：大塚 健介 （電力中央研究所）、次々点：柳原 晃弘 （国立がん研究センター研究所））

3．放射線生物研究センター将来検討専門委員候補について(敬称略) 
田内 広 （茨城大）
今岡 達彦氏は連絡会議よりセンター長宛に推薦されました。

（次点：松本 義久（東京科学大））

(田代、古谷　記)

投票締め切り日　令和7年1月31日　　開票日　令和7年2月5日　　開票立会人　田代 聡、古谷 寛治

　令和２～６年度の５年間に亘って進めてきた「生体内の複雑系
を対象とする統合放射線科学の国際研究拠点の形成」を狙うプロ
ジェクトを、令和７年３月をもって終了致します。８ヶ国17機関で
開始したプロジェクトが5年間で大きく発展し、8カ国78機関によ
る巨大研究ネットワークを形成するに至りました。これまでご尽力
いただいた多くの先生方にこの場をお借りしてお礼申し上げます。

　その後継プロジェクトとして申請していた「高次生体内ゲノム維
持機構学に関する国際研究拠点の形成」が採択され、令和7年度
から5年間の予定で新たな国際研究拠点の形成を目指すこととな
りました。これまでと同様、放射線生物学分野の若手研究者の国
際的な往来を強力に支援して、人材育成と国際共同研究の推進を
図ります。引き続きご支援賜ります様、お願い致します。

日本学術振興会・研究拠点形成事業
（JSPS Core-to-Coreプログラム）について

トピックス
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令和7年度放生研各種委員（数字は任期を年度で標記）

氏名 所属・職 運営委員 共同利用専門委員 将来検討
専門委員

選出人数の目安：
▽京大内部：≦7・
◎連絡会議：7・
★影響学会：1

選出人数の目安：
△放生研：4・
◇運営委員：2・
◎連絡会議：6

選出人数の目安：
△放生研：2・
◇運営委員：3・
◎連絡会議：2・
☆若手代表：1

学内

鈴木　淳 京大・iCeMS・教授 ▽7

溝脇　尚志 京大・医学研究科・教授 ▽7

小野　正博 京大・薬学研究科・教授 ▽8

放生研

松本　智裕 放生研・教授 ▽7 △◇7

安原　崇哲 放生研・教授 ▽8 △◇8 △◇8

原田　浩 放生研・教授 ▽7 △◇7 △◇8

井倉　毅 放生研・准教授 △8

連絡会議

今岡　達彦 QST放医研・部長 ◎8 ◇◎7

笹谷　めぐみ 広島大学・准教授 ◎8 ◇◎7

田内　広 茨城大学・教授 ◎8 ◇◎8

中村　麻子 茨城大学・教授 ◎7

細谷　紀子 東京大学・准教授 ◎7

鈴木　啓司 長崎大学・准教授 ◎7

松本　義久 東京科学大学・教授 ◎7

飯塚　大輔 QST放医研・グループリーダー ◎8

菓子野　元郎 奈良県立医大・准教授 ◎8

鈴木　正敏 東北大学・講師 ◎8

島田　幹男 東京科学大学・助教 ◎7

香崎　正宙 産業医科大学・講師 ◎7

影響学会

篠原　美紀 近畿大学・教授 ★7

若手研究者（将来検討専門委員）

砂押　正章 QST放医研・主任研究員 ☆8
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京都大学大学院 生命科学研究科附属 放射線生物研究センター

Tel: （075）753-7551　E-mail: 150hosei-jimu@mail2.adm.kyoto-u.ac.jp
原田 浩、小林 稔、池田 幸恵

〒606-8501 京都市左京区吉田近衛町

お問い合わせ
編 集 委 員

　放生研ニュース175号をお届けします。今年度、一番のビッグニュースはやはり、丹羽太貫名誉教授のスウェーデン王立科学アカデミー・
ゴールドメダル受賞に尽きると思います。12月6日に開催させて頂いた記念イベントには、全国から多くの皆さまにご参集頂きました。この場
をお借りしてお礼申し上げます。本175号の巻頭写真や印象記で当日の晴れやかな雰囲気を感じて頂ければ幸いです。

（はらだ）

編 集 後 記


