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研究成果の概要（和文）：細胞周期のＭ期（分裂期）には、ＤＮＡは凝縮した染色体の形に詰め

込まれ、転写因子はＤＮＡから脱落し、全遺伝子の転写が停止する。このため、Ｍ期の染色体

の凝縮はＤＮＡ関連のすべての代謝活動を不可能にしていると想定されてきた。しかし、Ｍ期

におけるＤＮＡ修復活性について検討したところ、意外なことに、ＤＮＡ修復は効率よく起こ

ること、すなわちＤＮＡ修復因子は凝縮した染色体上でも働きうることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：During the mitotic phase of the mammalian cell cycle, DNA is tightly 
packaged in condensed chromosomes, transcription factors are displaced from DNA, and all 
genes are silenced.  Accordingly, the condensed condition of mitotic chromosomes has been 
assumed to inhibit all kinds of DNA metabolism.  In the present study, DNA repair activity 
in mitotic cells was investigated.  Unexpectedly, it was observed that some modes of DNA 
repair were functional in mitotic cells, suggesting that the proteins involved in these 
DNA repair modes could function in condensed mitotic chromosomes. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)高等真核生物の細胞では、細胞周期のＭ
期（分裂期）には、クロマチンは高度に凝縮
した染色体の形をとり、ＤＮＡとヒストンは
ほとんど隙間なく詰め込まれた状態となる。
この時期、すべての遺伝子の転写は停止し、
活性遺伝子のプロモーターなど転写関連装

置の構築は失われ、転写因子などの核タンパ
ク質の多くも染色体から脱落する。しかし、
Ｍ期が終了すると、Ｍ期以前にもともと転写
されていた遺伝子のみ構築を再建し転写を
再開すると考えられている。Ｍ期前後の転写
因子の振る舞い―Ｍ期開始時にプロモータ
ーから脱落し、Ｍ期終了時にもともと活性で
あったプロモーターにのみ再び結合する―
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は、各遺伝子の活性／不活性に関するエピジ
ェネティックな情報維持に重要と考えられ
るが、これを制御する機構については全く不
明である。 
 
(2)上記のＭ期における染色体凝縮、転写因
子の脱落、転写の停止に加え、ＤＮＡ複製に
ついてもＭ期には起こらないことから、「Ｍ
期には、染色体の凝縮のためにＤＮＡにさま
ざまな機能タンパク質がアクセスすること
ができず、ＤＮＡの代謝活動はすべて不可能
になっている」とこれまで想定されてきた。
ＤＮＡの代謝活動のうち、転写、ＤＮＡ複製
については、Ｍ期に起こらないことが証明さ
れているが、一方、ＤＮＡ修復については、
そのように想定されているが実験的証拠は
ほとんどない。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1)Ｍ期前後のエピジェネティック情報の維
持と転写因子の振る舞いが、ヒストン修飾に
依存している可能性を検討する。具体的には、
細胞周期を通して変化しないヒストン修飾
（たとえばヒストンＨ３のリジン４のメチ
ル化）がエピジェネティック情報の保持およ
び転写因子のリクルートを行い、一方、Ｍ期
に特異的に起こるヒストン修飾の変化（たと
えばヒストンＨ３のスレオニン３およびセ
リン１０のリン酸化）が、Ｍ期における転写
因子の脱落を指示しているという可能性を
考え、とくにＭ期特異的ヒストンリン酸化を
阻止した時の影響を検討する。 
 
(2)ＤＮＡ代謝活動の一種であるＤＮＡ修復
がＭ期に起こるか否かを検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)転写因子の脱落とヒストンリン酸化 
①細胞培養：Hela 細胞を用いた。 
②転写因子の局在：蛍光抗体法を用いた。転
写因子などのＤＮＡ結合核タンパク質
（TATA-binding protein、heat shock factor 
1、CTCF、Ku70）に対する一次抗体、蛍光二
次抗体、ＤＮＡ結合色素 DAPI を用い、転写
因子が染色体上に存在するか、細胞質に散ら
ばっているかを判別した。 
③ヒストンリン酸化の人工的制御：Ｍ期には、
ヒストンＨ３のスレオニン３およびセリン
１０がそれぞれ haspin キナーゼおよび
aurora Bキナーゼによってリン酸化されるが、
haspin に対する siRNA および aurora B キナ
ーゼに対する阻害剤 ZM447439 を用いてＭ期
のリン酸化を妨げた。それぞれのリン酸化の

レベルは、リン酸化ヒストンに対する抗体を
用い蛍光抗体法で確認した。 
 
(2)Ｍ期のＤＮＡ修復 
①細胞培養：HeLa 細胞をノコダゾールで処理
し、ほとんどＭ期細胞のみの集団を調製した。 
②紫外線損傷の修復：殺菌灯の紫外線（波長
254nm）を 10J/m2 細胞に照射した。ゲノム全
体におけるシクロブタン型ピリミジン二量
体および (6-4)光産物の修復を、ELISA 法を
用いて定量した。DHFR（ジヒドロ葉酸還元酵
素）遺伝子および c-MYC 遺伝子の領域におけ
るシクロブタン型ピリミジン二量体の修復
を、サザン法およびＴ４エンドヌクレアーゼ
Ｖを用いて定量した。 
③放射線損傷の修復：200kV のＸ線を 15Gy 細
胞に照射した。ゲノム全体におけるＤＮＡ二
本 鎖 切 断 の 修 復 を static-field gel 
electrophoresis 法を用いて定量した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)転写因子の脱落とヒストンリン酸化 
転写因子は、Ｍ期にはＤＮＡから脱落し細

胞質中に拡散するが、このことは蛍光抗体法
で容易に確認できる（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ｍ期には、ヒストンＨ３はスレオニン３お

よびセリン１０の位置でリン酸化されるが、
このリン酸化はさまざまな染色体機能を調
節していると考えられている。とくに、染色
体構成タンパク質のひとつ、ヘテロクロマチ
ンタンパク質（ＨＰ1）のＭ期における染色
体からの脱落は、ヒストンＨ３セリン１０の
リン酸化によって引き起こされることが明
らかになっている。転写因子のＭ期における
脱落が、類似の機構によるものである可能性
を検討した。HeLa細胞を薬剤もしくは siRNA
処理し、Ｍ期特異的なヒストンＨ３のリン酸
化のレベルを蛍光抗体法で検出できない程
度まで低下させた場合の、転写因子（TATA- 
binding protein、heat shock factor 1、CTCF、
Ku70）の振る舞いを蛍光抗体法で調べた。結

 

図１．HeLa 細胞の蛍光顕微鏡写真。
転写因子はＭ期には染色体から脱
落し細胞質全体に拡散する。 



 

 

果は、Ｍ期特異的ヒストンリン酸化を阻害し
ても、転写因子の脱落は妨げられないという
ものであった。すなわち、ヒストンリン酸化
は、ＨＰ１の脱落を指示しているとされてい
るが、同様の機構は必ずしも転写因子には当
てはまらないと考えられる。 

 
(2)Ｍ期のＤＮＡ修復 
Ｍ期におけるＤＮＡ損傷修復の定量的解

析を行い、そのほかの時期（間期）の場合と
比較した。Ｍ期の HeLa 細胞に紫外線照射後
の(6-4)光産物の修復を定量したところ、間
期の場合と同様に非常に効率のよい修復が
見られた（図２）。このことは、Ｍ期の高度
に凝縮した染色体においても、ヌクレオチド
除去修復系（とくに global genome repair
と呼ばれる経路）の酵素は、ＤＮＡの損傷部
位に効率よくアクセスし酵素活性を発揮す
ることができることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、Ｍ期細胞にＸ線照射後のＤＮＡ二本

鎖切断の修復を定量したところ、間期の場合
よりは遅いもののやはりかなり効率よく修
復されることがわかった（図３）。このこと
は、ふたつある二本鎖切断修復の主経路
（homologous recombination および non- 
homologous end joining）のうち少なくとも
ひとつは、やはりＭ期の凝縮した染色体にお
いて作動可能であることを示唆している。 
これらの結果から、Ｍ期染色体はＤＮＡを

完全に不活性な状態で格納しているわけで
はないということができる。ただ、すべての
ＤＮＡ修復経路がＭ期染色体において働く
わけではないようである。紫外線によって誘
発されるシクロブタン型ピリミジン二量体
はヌクレオチド除去修復系のうちのひとつ

の経路である転写共役修復によっておもに
修復されるので、転写されている遺伝子領域
でのみ効率よい修復が見られることがわか
っている。実際、間期細胞では DHFR および
c-MYC 遺伝子で効率のよい修復が観察された
が、Ｍ期細胞では認められなかった（図４）。
これは、Ｍ期にはこれら遺伝子の転写が停止
しているため、転写共役修復も起こらないこ
とを示していると考える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図２．10J/m2 の紫外線を照射した
HeLa 細胞ゲノムにおける(6-4)光
産物の修復。ELISA 法で損傷を定
量。●：間期細胞、○：Ｍ期細胞。 

 

図３．15Gy のＸ線を照射した HeLa
細胞ゲノムにおけるＤＮＡ二本鎖
切断の修復。 Static-field gel 
electrophoresis 法で損傷を定量。
●：間期細胞、○：Ｍ期細胞。 

 

図４．10J/m2の紫外線を照射した間
期およびＭ期の HeLa 細胞の DHFR
および c-MYC 遺伝子におけるシク
ロブタン型ピリミジン二量体の修
復。サザン法とＴ４エンドヌクレア
ーゼＶを用いて損傷を定量。 



 

 

 本研究の成果を概観すると、Ｍ期における
転写因子の振る舞いに関する機構について
は、当初予想した結果は得ることができなか
った。一方、Ｍ期染色体の凝縮した構造と機
能の関係については、凝縮したＭ期染色体は
ＤＮＡの代謝活動に関して不活性なもので
あるとするこれまでの通念を否定する結果
が得られた。 
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