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緒緒  言言  
 
がんは、がん遺伝子の活性化とがん抑制遺伝子の不活性化に加えて、DNA 損傷に対して的確に応答し修復する役割

を担うゲノム安定化遺伝子の機能不全によって、発生・進展すると考えられている。実際に、がんの全ゲノム解析が  

進み、がん細胞でDNA損傷が相当に蓄積していることがわかってきた［1］。しかし一方で、損傷修復に関わるゲノム

安定化遺伝子の機能がいかに制御されているのか、不明な点が多い。 
野澤はこれまでに、転写の抑制に伴いクロマチンが収縮し、一方で転写の活性化の際にはクロマチンが弛緩すること

見出し、それぞれの分子メカニズムの一端を明らかにした［2，3］。凝縮と脱凝縮のどちらのクロマチン構造変換も、

タンパク質が局所に集合することで作り出される微小環境により誘導される。特に転写に誘導されるクロマチン構造変

換は、スプライシングをはじめとした適正な転写制御に重要であった。こうした観察から、DNA 損傷修復の制御に  

おいても、その局所に適切な場が作り出されることが必要であると考えた。そこで本研究では、適正なDNA損傷修復

反応がいかに制御されているのか、その局所に作り出される微小環境についての理解を目指し、DNA 損傷に伴って  

クロマチンにいかなる構造変換が誘導されるのかを解析した。 
 

方方  法法  
 
11．．材材料料  
本研究では、DNA損傷に伴うクロマチンの構造変換を解析することを目的とした。研究を進めるにあたりFlpINお

よびT-REx（tetracycline-regulated mammalian expression）システムが導入された、正常2倍体のヒト培養細胞の

hTERT-RPE1を用いた［4］。Flp-INは、FRT（flippase recognition target）サイトに相同組換えを介して目的遺伝子

を挿入できるシステムであり、T-REx は、Doxycycline の添加により目的遺伝子の発現を誘導できるシステムである。 
22．．OOlliiggooppaaiinntt  DDNNAA--FFIISSHH法法をを用用いいたたククロロママチチンンのの可可視視化化  

DNA 損傷に誘導されるクロマチン構造変換を解析するために、標的クロマチン領域全体を蛍光標識する手法である

Oligopoint DNA-FISH（Fluorescence in situ hybridization）法を用いた［5］。DNA損傷の標的としたヒト3番染色

体 3q29; 194,500,000～196,500,000（Ch3Rep）の2 Mbのゲノム領域に対して、DNA oligoを1 Kbあたり平均10個

の密度で設計し、それらに蛍光分子である Cy3 を付加した。これらの Oligopaint プローブをゲノム DNA に対して  

ハイブリダイズすることで、標的クロマチン領域を蛍光標識した。 
33．．vveerryy  ffaasstt  CCRRIISSPPRR法法をを用用いいたたDDNNAA損損傷傷誘誘導導  
同調的かつ効率的に DNA 損傷を誘導するために、UV 照射により DNA 損傷を誘導可能な very fast CRISPR 

（vfCRISPR）法［6］を用いた。vfCRISPR法は、光感受性の化合物が修飾された shot guide RNA（sgRNA）を用い

ることで、その立体障害によりDNA切断活性が不活性な状態でCas9を標的ゲノム領域にターゲットすることができ、

その後365 nmのUV照射により sgRNAの化学修飾を除去することでCas9を活性化させ、標的DNAの二本鎖切断

を誘導する手法である。ヒト3番染色体のCh3Rep領域に分布する高度な繰り返しDNA配列をその標的とした。 
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結結  果果  
  
11．．DDNNAA損損傷傷にに伴伴っったた5533BBPP11のの局局在在変変化化のの解解析析  

DNAに損傷が生じると、DNA損傷応答が誘導され速やかにDNA修復経路が活性化される。53BP1（p53-binding 
protein 1）は、主要なDNA損傷応答タンパク質の1つであり、DNA二本鎖切断が生じたクロマチン領域に蓄積し、

他のDNA 損傷関連タンパク質を呼び込む足場として働く［7］。そこで、どのくらいの時間で 53BP1 がDNA 二本鎖

切断を認識するかを調べるために、生細胞観察により 53BP1 の挙動を解析した（図 1a）。GFP-53BP1 の発現誘導細

胞を用いて、GFP-53BP1の発現をドキシサイクリンの添加により誘導してから24時間後に、1 Gyの放射線照射によ

り DNA 損傷を導入した。その結果、放射線照射後 10 分で GFP‐53BP1 の点状のシグナルが観察され、その数は    
30分で最大となり、その後徐々に減少した。この観察結果は、DNA損傷導入後から30分までの間に、53BP1がDNA
損傷を認識しその局所に高度に集合していることを示している。次に、53BP1 の集合体の形態が時間経過につれて変

化するどうかを検討するために、共焦点レーザー顕微鏡を用いて解析を行った（図 1b）。放射線照射から 3 分後では

53BP1 は小さく丸みのある集合体を形成し、DNA 損傷のマーカーであるリン酸化ヒストンH2AX（gH2AX）と共局

在した。そしてその30分後では、53BP1の集合体は細長いフィラメント状へと形を変え、またgH2AXとは部分的に

共局在した。さらにその 2 時間後では、53BP1 の集合体は gH2AX を取り囲むように観察された。これらの観察結果

から、53BP1はクロマチンに結合する性質を持つことより、53BP1集合体の形の変化はクロマチンの構造変化を反映

していると考えられ、損傷を受けたクロマチンは時間経過とともに修復に向けてその構造を再編成することが示唆され

た。 
 

 
 

図1．53BP1のDNA損傷領域への蓄積とその局在変化 
a） 生細胞観察により放射線照射後からGFP-53BP1の局在を10分おきに観察した。スケールバーは

10μm。（上図）。細胞核内のGFP-53BP1の点状のシグナルの個数を数えた（下図）。 
b） 共焦点レーザー顕微鏡によりgH2AZと53BP1の局在を観察した。スケールバーは10μm。 
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22．．OOlliiggooppaaiinntt  DDNNAA--FFIISSHH法法をを用用いいたたククロロママチチンン構構造造解解析析手手法法のの構構築築  
DNA 損傷によってクロマチンの構造変換が誘導されることが予想されたので、クロマチン構造変換の解析手法を確

立する目的で、標的クロマチン全体を標識する Oligopaint DNA-FISH 法を検討した。ヒト 3 番染色体の 3q29；
194,500,000～196,500,000（Ch3Rep）領域に対して約16,000種のオリゴDNAを設計し、Cy3で標識した（図2a）。
続いて、細胞に対して転写阻害剤である a-amanitin を添加後 5 時間培養し、Ch3Rep 領域をOligopaint DNA-FISH
により可視化した（図2b）。これまで、野澤は転写活性なクロマチン領域は弛緩した状態にあり、転写阻害処理により

顕著に凝縮することを明らかにしている［3］。そこで遺伝子密度が高く転写活性であるCh3Rep領域について、転写阻

害によって誘導されるクロマチン構造変換を Oligopaint DNA-FISH 法により評価できるかどうか検討した。その結

果、α-amanitin 処理により蛍光標識された Ch3Rep の領域が顕著に縮小した。さらに、Ch3Rep の体積を定量する

と、α-amanitin 処理すると未処理と比較して約 1.9 倍減少した（図 2c）。これらの解析により、転写阻害に誘導され

るクロマチンの凝縮を定量的に解析することができたため、Oligopaint DNA-FISH法を用いた定量解析が、クロマチ

ン構造変換の解析に有効であることを検証できた。 

 
図2．Oligopaint DNA-FISH法によるクロマチン構造解析系の構築 

a） 3q29；194,500,000～196,500,000（Ch3Rep）に、合計16,428箇所のOligopaintプローブを設計

した。 
b） 転写阻害剤α-amanitinを50μg/mLの濃度で5時間処理した細胞と、未処理の細胞に対して

Oligopaint DNA-FISHによりCh3Rep領域を可視化した。スケールバーは10μm。 
c） Z軸0.3μm間隔で11切片の画像を取得し、ImageJ plugin 3D object counterを用いて、標識さ

れたクロマチンの体積を計測した。****p<0.0001（Wilcoxon test）。 
  
33．．DDNNAA損損傷傷にに誘誘導導さされれるるククロロママチチンン構構造造変変換換のの解解析析  

DNA損傷に誘導されるクロマチン構造変換を解析するために、DNA損傷を同調的に誘導する手法としてvfCRISPR
法を導入した。光感受性の化合物が修飾された sgRNA とCas9 の複合体をエレクトロポレーション法により細胞内に

導入し、その16時間後にUV照射によりCas9を活性化することでDNA損傷を誘導し、さらにその30分後に観察を

行った（図3a）。その結果、Ch3Repの領域にDNA損傷のマーカーであるgH2Aの局在が観察され、vfCRISPR法に

よりDNA損傷を迅速に導入できることを確認した。そこで、vfCRISPR法を用いてDNA損傷を誘導した時のCh3Rep
領域のクロマチンの構造変換をOligopaint DNA-FISH法により解析した（図3b）。53BP1が最も高度にDNA損傷ク

ロマチンに集合することが観察された、DNA損傷誘導から30分後にCh3Rep領域のクロマチンを観察すると、Ch3Rep
は顕著に収縮して観察された。Ch3Repのクロマチンの体積を解析すると、UVを照射していない細胞と比較して、約

1.3倍減少した。この結果から、DNA損傷によりクロマチンの凝縮が誘導されることか明らかとなった。 
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図3．DNA損傷に伴うクロマチン構造変換の解析 
a） vfCRISPR 法を用いて DNA 損傷を誘導し、BAC クローン RP11-1082E19（3q29；194,462,692～

194,689,993）を用いた DNA-FISH により Ch3Rep の一部を可視化し（赤矢頭）、免疫染色により

gH2AXを可視化した。スケールバーは10μm。 
b） UV 照射を介した Cas9 を活性化により DNA 損傷を誘導し、Ch3Rep 領域を Oligopainting DNA-

FISH 法により可視化し、クロマチンの体積を定量解析した。スケールバーは 10μm。***p＜0.001
（Wilcoxon test）。 

 
考考  察察  

 
本研究では、Cas9によるDNAの二本鎖切断を誘導する実験系を用いることで、DNA損傷誘導後から30分で損傷

を受けたクロマチンが顕著に凝縮することを明らかにした。これまで、DNA が損傷を受けると、損傷領域に特異的に

蛍光標識されたヒストンは、損傷導入後からおよそ 10 分間で損傷部位を中心に広がるが、その後に顕著に収束するこ

とが観察されていた［8］。このDNA損傷領域のヒストンの収束は、本研究により見出されたDNA損傷に伴ってクロ

マチンが凝縮するタイミングとよく一致している。このことから、ヒストンの動態がクロマチンの構造変換を反映して

いると考えられ、これに基づくと、損傷を受けたクロマチンは弛緩しその後凝縮するというダイナミックな構造変換を

進めながら DNA 損傷の修復反応の場を作り出していることが推察される。また、DNA 損傷クロマチンに集合し、時

間の経過とともにその局在を変化させた53BP1は、自己集合活性を持つことが近年報告された［9，10］。クロマチン

に結合した53BP1どうしが互いを引き寄せ合うことでクロマチン構造の制御に寄与する可能性がある。 
本研究で立ち上げたOligopaint DNA-FISHとvfCRISPR法を組み合わせることで、任意のクロマチン領域のDNA

損傷に伴うクロマチンの構造変換を解析することが可能である。これらの技術を用いることにより、クロマチンの構造

変換が DNA 損傷修復反応にいかに寄与するかを問うことで、DNA 損傷修復反応を制御する微小環境の理解への進展

が期待される。さらに正常細胞とがん細胞との間でDNA損傷に伴うクロマチン構造変換の動態を比較し、クロマチン

の再編成とDNA損傷修復反応の効率や確度と結びつけることができたならば、なぜがんでDNA損傷が蓄積している

のかという未だ解明されていない謎にアプローチするための足がかりが得られるだろう。 
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