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研究成果の概要（和文）：　ゲノムDNAの高度な繰り返し配列を含む領域は、複製されたDNAが絡まりやすく、分
裂期において、これらのDNA領域にはDNAヘリカーゼ活性をもつ分子によってコートされ、ultra-fine bridge 
(UFB)構造が形成される。本研究において、電離放射線照射後の分裂期細胞のセントロメア間にUFB構造が発達す
ることを見出した。また、分裂期チェックポイント分子BubR1は放射線誘導性UFB構造の形成に必要であり、その
欠損細胞では放射線照射後の染色体断片化が亢進することを見出した。本研究では、FIB-SEM(集束イオンビーム
ー走査電子顕微鏡)による細胞内微細観察フローを構築した。

研究成果の概要（英文）： In highly repetitive genomic sequences, the replicated DNAs tend to be 
catenated, and during mitotic phase, these DNA regions are coated by DNA helicase molecules to form 
ultra-fine bridge (UFB) structures. In this study, we found that UFB structures develop between 
centromeres in mitotic cells after ionizing radiation. We also found that the mitotic checkpoint 
molecule BubR1 is required for the formation of radiation-induced UFB structures, and that 
chromosome fragmentation is enhanced in cells lacking BubR1 after irradiation. In this study, we 
established an intracellular microscopic observation flow using FIB-SEM.

研究分野： 放射線生物学

キーワード： UFB構造　BubR1　FIBーSEM
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　UFB構造は、ゲノム安定性を維持する上で必要な構造である。本研究では、放射線によってUFB構造が誘導され
ること、分裂期チェックポイントBubR1はUFB構造の形成を介して放射線による染色体断片化を回避する活性があ
ることを見出した。これらの知見は、新たな放射線発がんの分子機構の理解を深めるだけでなく、放射線治療で
生じるUFB構造を標的とした革新的な医薬品開発に繋がることが期待される。また、本研究で整備したFIB-SEMに
よる細胞微細構造解析フローは、染色体構造の可塑性や形態的多様性の理解を進めるための重要な解析手法と位
置付けられ、さらに発展していくと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 遺伝情報を正確に娘細胞に伝達するためには、S期のゲノム複製とそれに続く分裂期での姉妹

染色分体の均等分配が必須である。ゲノム DNA の大部分は S期で複製を完了するが、高度な繰り

返し配列を含むセントロメア領域、テロメア領域や脆弱部位（fragile site）は G2/M 期におい

ても複製が継続されている。複製直後のこれらの染色体領域は、高度に DNA が絡まり合った状態

（catenated）であり、正確な染色体分配には、DNA の“絡み”が解消（decatenation）される必

要がある。正常細胞では、Catenated DNA は DNA ヘリカーゼ活性をもつ分子（BLM や PICH）によ

ってコートされ、ultra-fine bridge (UFB)構造が形成される。分裂期が進むと、Ⅱ型トポイソ

メラーゼが UFB 構造に取り込まれて、DNA の“絡み”が解消されると UFB 構造も消失すること

で、正常な染色体分配が完了する。興味深いことに、電離放射線照射後の分裂期細胞には、セン

トロメア間に UFB 構造が発達することを見出した。しかし、UFB 構造の微細構造は明らかになっ

ていなかった。 

 研究代表者らは、染色体数の不安定性を特徴とする PCS/MVA（染色分体早期解離/多彩異数性

モザイク）症候群の研究に取り組んできた。本疾患は、分裂期チェックポイントの主要分子であ

る BubR1 遺伝子の欠損により、紡錘体微小管とキネトコア接続の異常を感知できないために娘

細胞の「染色体異数化」が生じて、Wilms 腫瘍や横紋筋肉種などの小児がんが好発する。興味深

いことに、Drosophila では、BubR1 と分裂期キナーゼ PLK1 が協調して染色体断片を元の染色体

に繋ぎ止める微細構造(DNA tether構造)が発達するが（引用文献①:Rouyou et al., Cell 2010）、

ヒト細胞では BubR1-tether 構造は誘導されないため、BubR1 による放射線誘導性染色体断片化

回避機構については不明な点が多かった。 

 

２．研究の目的 

 UFB 構造は動的な構造体であり、従来の電子顕微鏡による観察が困難であったために、その超

微形態は未解明な点が多い。UFB 構造は、DAPI など既知の DNA 染色剤では検出できないため、通

常のクロマチン構造とは異質な形態特性をもつことが示唆された。そこで、本研究では、培養細

胞におけるゲノム編集技術と集束イオンビーム-走査電子顕微鏡（FIB-SEM）を駆使した動的染色

体微細構造解析フローを確立して、多様なゲノムストレスによって誘導される動的な UFB 構造

の形態特性の解明を研究目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) UFB 構造蛍光タンパク質標識細胞の樹立 

より生理的な条件で放射線誘導性 UFB 構造を観察する目的で、本研究では UFB 分子 PICH 遺伝

子座、セントロメア分子 HEC1 遺伝子座およびヒストン分子 H2B 遺伝子座にそれぞれ異なる蛍光

タンパク質遺伝子をノックインする。そこで、研究分担者の山本卓博士らが開発した、マイクロ

ホモロジー媒介末端結合（MMEJ）を介した高効率な遺伝子ノックイン技術である CRISPR-

PITCh(Precise Integration into Target Chromosome) / LoAD (Local Accumulation of DSB 

repair molecules system)法 (引用文献②:Nakade et al., Nat Commun, 2018)を活用して UFB

構造可視化ヒト培養細胞株（HCT116, RPE1 細胞）を作製する。本法が不調な場合は、PICH-

EGFP/HEC1-mCherry 恒常発現細胞で代替する。 

(2) FIB-SEM による微細構造観察フローの確立 



 標的構造の蛍光タンパク質標識細胞をグリッド付きガラスボトム・ディッシュに播いて、放射

線照射直後に化学固定して、光学顕微鏡下で UFB 構造とグリッドの位置関係を特定する。その

後、FIB-SEM を用いて、10 µm×10 µmの XY平面、10 nm×2000(10 µm)の Z方向の形態情報を取

得して、UFB 構造の 3D 画像構築を行う。 

 

４．研究成果 

(1)分裂機チェックポイント分子による放射線誘導性 UFB 構造の形成 

まず最初に、ヒト培養細胞株（結腸癌細胞株 HCT116 細胞、網膜色素上皮細胞株 hTERT-RPE1 細

胞株）放射線照射後 30 分以内に生じる分裂期染色体の微細構造を光学顕微鏡レベルで観察す

る目的で、各種マーカー抗体を用いた免疫染色を行った。その結果、姉妹染色分体のセントロ

メア間に PLK1/PICH/BLM 陽性の強固な UFB 構造が発達することを見出した。また、セントロメ

アに局在し、紡錘体形成（分裂期）チェックポイントの主要分子である BubR1 遺伝子を

CRISPR/Cas9システムを用いて破壊したHCT116細胞やPCS/MVA症候群患者細胞を放射線照射後

25 分で抗 PICT,ACA(セントロメアマーカー)抗体で免疫染色を行ったところ、PICH 陽性 UFB 構

造が優位に低下することが明らかになった。また、これらの細胞では、放射線照射後の微小核

形成や環状・二動原体染色体などの不安定型染色体形成頻度がコントロール細胞に比べて優位

に増加していた。これらの知見から、BubR1 は、染色体数だけでなく、UFB 構造形成を介して染

色体構造の安定化を担うことが示唆された。 

(2) UFB 構造蛍光タンパク質標識細胞の作製 

次に、UFB 構造を蛍光標識するために、PICH 遺伝子座への GFP 遺伝子のゲノム編集技術を介し

たノックインを試みた。PICH 遺伝子の終始コドン付近に存在する SpCas9 の認識配列のうち、

DNA 二重鎖切断活性が最も高い標的配列を heterodeuplex mobolity assay (HMA)を用いて決定

した。その後、GFP 遺伝子を挿入するためのターゲティングベクターを作製して、SpCas9 およ

びガイド RNA を発現する px330 ベクターとともに、HCT116 細胞、hTERT-RPE1 細胞に共導入し

て、薬剤選択を行い、EGFP 発光シグナルを指標にして PICH-EGFP 発現細胞の探索を行った。し

かし、PICH-EGFP 遺伝子ノックイン細胞の樹立には至らなかった。また、BLM 遺伝子座への EGFP

遺伝子のノックインも同様に試みたが成功しなかった。そこで、CMV プロモーターで駆動する

EGFP-PICH 遺伝子発現ベクターを作製して、HCT116 細胞および hTERT-RPE1 細胞に導入して、

EGFP-PICH の一過性及び安定的な発現を確認した。間期においては、EGFP-PICH は核に局在し

た。一方、分裂期に入ると、先行文献(引用文献③:Ke et al.,EMBO J 2011)や内在性 PICH タン

パク質とは異なり、染色体上に有意な EGFP-PICH シグナルが検出されなかった。 

(3) FIB-SEM による微細構造観察フローの確立 

 細胞内構造体の微細構造観察フローを確立するために、一次繊毛(細胞外情報のセンサーとし

て機能する細胞小器官)、中心体とペルオキシソームをそれぞれMCHR1-EGFP,DsRed2-PACT, ECFP-

SKL で蛍光標識した hTERT-RPE1 細胞をグリッド付きガラスボトムディッシュに準備した。化学

固定後に、一次繊毛とペルオキシソームがコンタクトしている視野を共焦点レーザー顕微鏡下

で特定したのちに、染色、樹脂包埋を行った。樹脂ブロックに転写されたグリッド情報を手がか

りにして、同じ視野の樹脂ブロック表面を集束イオンビームで 10 nm 程度切削して、ブロック表

面の SEM 画像を取得した。本操作を 200〜2000 回繰り返して得られた画像を、3次元構築して解

析したところ、ペルオキシソームが一次繊毛の基部（繊毛ポケット構造）に接近して、動的なオ

ルガネラ間コンタクト構造を形成することを先駆けて見出した（引用文献④:Miyamoto et al., 

EMBO J 2020）。本構造は、コレステロールを一次繊毛に積極的に輸送する機能を持っており、ペ



ルオキシソーム形成不全症で多発性嚢胞腎などの繊毛病が発症する機序を解明する上で極めて

重要な構造体であることが示された。 

 これらのことから、本研究成果として、BubR1 が放射線誘導性 UFB 構造を形成する活性をもつ

ことが示唆された。また、ヒト培養細胞における微細構造の FIB-SEM 解析フローを確立できた。

今後、安定的に UFB 構造を蛍光標識することができれば、放射線誘導性 UFB 構造の微細形態の解

明に繋がることが期待された。 
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