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緒緒  言言  

 
様々な外的要因によって引き起こされる DNA 損傷は、細胞が有する「DNA 修復」の機能により復元される。しか

しながら、そのDNA修復は完全ではなく、不完全なDNA修復が起こることにより、がんを含めた様々な疾患が生じ

る。ここ数十年の分子生物学的研究から、DNA 修復に関わる分子群は同定されつつあるが、生命がどのようにして正

確な「DNA修復」を保障しているかは未だ明らかになっていない。我々のこれまでの研究から、DNA損傷近傍に集積

する修復分子である 53BP1 が、正確なDNA 修復を導くための最も重要な役割を果たしていると考えている。そこで

本研究では、53BP1 がどのようにして正確な DNA 修復経路を制御しているのか、その分子機構解明を目的とし研究

を行った。 
DNA損傷の中でも、DNA二本鎖切断（DSB：DNA double strand break）は欠失・挿入変異や染色体転座を誘発す

ることから最も重篤な損傷の一つと考えられている。これまでの我々の研究から、非相同末端連結（NHEJ：non-
homologous end joining）および相同組換え（HR：homologous recombination）が、「DSB末端の削り込み」によっ

て制御されていることが明らかになってきた。さらに我々は、NHEJ と HR の両方の修復経路が利用可能な G2 期に

おいて、NHEJ が第一経路として働き、NHEJ が停滞した場合に、DSB 末端を削りこむ DNA ヌクレアーゼ

MRE11/CtIPがHRを開始させ、修復経路をHRへと向かわせることを発見した［1］。また、DSB近傍のクロマチン

構造を蛍光イメージングにより解析すると、乳がん原因遺伝子であるBRCA1 が53BP1 の空間的再配置を促進させ、

DSB末端の削り込みを促進することを見出し報告している［2～4］。すなわち、DSB発生直後、53BPはDSB近傍に

集積しDSB 末端の削り込みを一時的に抑制し、その後 HR の進行時に伴い、53BP1 は DSB 遠位へと移動していた。

一連の研究により得られた知見を統合することで、我々は「DSB発生後、53BP1が一過性にDNA損傷部位に集積し

不必要な削り込みを抑制することで、正確なDSB修復経路へと導いている」という仮説が現在導き出されている［5］。
一方、その他の研究グループから 53BP1 は液-液相分離により DNA 損傷部位に集積することが示された［6，7］。ま

た、次世代シーケンスを用いたChIP-seq解析から、1か所のDSBに対して53BP1は1～2 Mbpと非常に広範囲にわ

たり分布することが明らかになってきた［8，9］。このように最新の知見を統合すると、53BP1 は DSB 部位に 1～2 
Mbp と広範囲にわたり集積し、それらが液-液相分離を使い、DNA 修復に最適なクロマチン構造を再構築している可

能性が考えられた。そこで本研究では、53BP1およびその関連DNA修復分子について、超解像顕微鏡を使いその複合

体の解析を行った。 
 

方方法法  

  

11．．細細胞胞培培養養 
ヒト正常網膜色素上皮（RPE：Retinal Pigment Epithelium）をダルベッコ改変イーグル培地：栄養混合物 F-12 

（DMEM/F-12、FUJIFILM）で培養した。培地には、10％ウシ胎児血清（FCS、Sigma-Aldrich）、1×ペニシリン-ス
トレプトマイシン-L-グルタミン溶液（FUJIFILM）、および重炭酸ナトリウム（FUJIFILM）を添加し使用した。細胞

は37℃、5％CO２の条件下で培養を行った。X線照射は MX-160Labo（160 kVp、1.07 Gy/min、3.00 mA、mediXtec）
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を使用して実験を行った。 
 

22．．蛍蛍光光免免疫疫染染色色おおよよびび33DD--SSIIMM解解析析 
細胞を3％パラホルムアルデヒド–2％スクロースで10分間固定した後、固定した細胞を0.2％ Tritonで3分間透過

処理を行った。次に、細胞を PBS で洗浄し、2％ウシ血清アルブミン（BSA）-PBS 中の一次抗体とともに 37℃で       
30 分間インキュベートした。PBS で洗浄した後、細胞をAlexa‑Fluor‑488 およびAlexa‑Fluor‑594 にコンジュゲー

トした二次抗体（2％ BSA‑PBS で 1：500 に希釈）とともに 37℃で 30 分間インキュベートした。細胞を再び PBS
で 2 回洗浄し、Vectashield（Vector Laboratories）を使用してスライドにマウントした。超解像イメージング解析は

3D-SIM顕微鏡（DeltaVision OMX バージョン 4、GE Healthcare UK Ltd）を使いPlan Apo N×60、1.42 を使用

して画像取得した。オプティカル Z セクションは 0.125μm にて取得した。得られた画像は Imaris 8.1.2（Bitplane）
により解析を行った。 

 

結結果果おおよよびび考考察察  

  
11．．超超解解像像イイメメーージジンンググ解解析析にによよるる5533BBPP11ナナノノドドメメイインンのの可可視視化化とと定定量量 

RPE細胞に対し、1 GyのX線を照射し、30分後の53BP1シグナルを3D-SIM OMXを用いて超高解像イメージン

グを行った。その結果、53BP1 はDSB 周囲に微小な集積体（ナノドメイン）を形成していた（図 1A）。53BP1 ナノ

フォーサイの空間的分布を独自の検出系であるDPS解析（Distance of Proximal Spot）を用いて検討した結果、平均  

0.3μmの距離でそれぞれのナノドメインが分布していることが明らかになった（図1B）。53BP1ナノフォーサイの経

時的変化を検討した結果、時間経過に伴う53BP1ナノフォーサイの数の増大を認めた。しかし空間分布は、DNA発生

後の時間経過では変化は認められなかった。これらの結果は、DSB近傍のヌクレオソーム間の距離は大きく変動せず、

DSB修復分子の集積が広範囲に拡大することが示唆された。 

 
図1．超高解像イメージング3D-SIMによる53BP1ナノドメインの可視化 

RPE 細胞に対し、1 Gy の X 線を照射し、30 分後の 53BP1 シグナルを 3D-SIM 
OMXを用いて超高解像画像を取得した。 

 
22．．5533BBPP11欠欠損損時時ののDDNNAA修修復復応応答答をを補補填填すするるRRAAPP8800 
次に 53BP1 が欠損している細胞での DNA 修復分子の応答性を解析したところ、53BP1 欠損細胞では RAP80

（UIMC1：ubiquitin interaction motif containing 1）が異常に集積していることが見出された（図2A）。RAP80も

DNA 修復分子として知られていることから、この結果は、正常細胞では 53BP1 が意図的にRAP80 の集積を抑制し、

53BP1が欠損した際にのみ、別の修復分子であるRAP80が集積され53BP1の機能を補填している可能性が考えられ

た。正常細胞において53BP1がどのようにRAP80を抑制しているか明らかにするため、53BP1変異体を発現させた

細胞でRAP80集積を解析した結果、53BP1におけるTudor/UDR領域がRAP80の集積抑制に必要であることが明ら

かになった（図2A、B）。 
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図2．DNA修復分子53BP1欠損下におけるRAP80集積メカニズム 
A） 野生型または53BP1欠損のRPE細胞に対して1 GyのX線を照射し、30分後のRAP80 fociを検討した。 
B） 53BP1 欠損のRPE 細胞に対して各種53BP1 変異体を発現し、1 Gy のX 線を照射30 分後のRAP80 foci

を検討した。統計は two-tailed Student’s t-testsによって行い、P値は、*P＜0.05、***P＜0.001を示す。

F 検定が棄却された場合は、Mann-Whitney U 検定を用いた。 また、ボンフェローニ補正に従ってP 値

の補正を行った。 
 
33．．5533BBPPととRRAAPP8800のの同同時時欠欠損損にによよりり生生じじるる異異常常ななDDNNAA修修復復ククロロママチチンン構構造造体体 

53BP1とRAP80がDNA修復部位に相補的関係で集積していたことから、我々は53BP1/RAP80が適切にDNA損

傷部位に集積することでクロマチン構造を維持している可能性を考えた。53BP1 単独欠損および 53BP1/RAP80 二重

欠損時における DSB 近傍のクロマチン状態を解析するため、53BP1 同様、DSB 周囲でリン酸化され、ナノドメイン

を構築するH2AX リン酸化体（γH2AX）を指標として超高解像イメージング解析を行った。その結果、53BP1 また

はRAP80 単独欠損では有意な変化は認められなかったものの、53BP1/RAP80 二重欠損細胞ではナノドメインの形成

範囲が異常に拡大し、それぞれのナノドメインが疎な状態になっていることを見出した（図3）。以上の解析から、正常

細胞ではDNA損傷に伴い適切なクロマチン構造が構築されるが、53BP1/RAP80二重欠損細胞ではそれらのクロマチ

ン構造形成が破綻することが明らかになった。つまり、正常細胞では適正なクロマチン構造を構築することで、DNA
修復の正確性を担保している可能性が示唆された。今後は 53BP1/RAP80 二重欠損時における異常なクロマチン構造

が、DNA修復の正確性に影響を及ぼすかどうかを、欠失変異および染色体転座の解析を行うことで明らかにする。 

図3．53BP1およびRAP80同時欠損下におけるγH2AX foci構造 
A） 3D-SIM OMX顕微鏡によるγH2AX foci構造の可視化。RPE細胞に対して1 GyのX線を照射し、30分後の

γH2AX fociを検討した。統計は two-tailed Student’s t-testsによって行い、P値は、***P<0.001を示す。 
B） モデル図。 
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