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研究成果の概要（和文）：放射線照射により生じたDNA二本鎖切断部位 (DSB) において53BP1 fociが形成される
が、超解像度蛍光顕微鏡により、このfociはナノドメインから形成されることが知られている。本研究では、超
解像度蛍光顕微鏡3D-SIM (OMX) を用いて53BP1ナノドメイン間の距離 (DMS) を3次元的に測定する実験系を構築
した。本実験系を用いてDMSの放射線照射後の経時的な変化を解析し、DSB損傷後の時間に関わらず、53BP1ナノ
ドメイン間の距離は維持されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that 53BP1 foci are composed of 53BP1 nanodomains at 
radiation-induced DNA double-strand break (DSB) sites using super-resolution fluorescence 
microscopy. In this study, we developed an experimental system to measure the distance between 53BP1
 nanodomains in three dimensions (DMS: Distance from the Median Spot) using a super-resolution 
fluorescence microscope 3D-SIM (OMX). Using this experimental system, we analyzed the changes in DMS
 over time after irradiation and found that the distance between 53BP1 nanodomains is maintained 
regardless of the time after DSB damage.

研究分野：シグナル伝達

キーワード： DNA修復 　53BP1　超高解像度解析　DNA二本鎖切断　クロマチン動態
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA二本鎖切断部位 (DSB) に集積する53BP1は、DSBを中心として左右に約1~2 Mb分布するが、その意義は明らか
となっていない。本研究において構築された実験系および成果は、未だ多くが未知である53BP1の機能解明やゲ
ノム安定性維持機構に関わる知見に貢献すると考えている。

※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 
 放射線照射は多種多様な DNA 損傷を誘発する。その中でも DNA 二本鎖切断 (DSB：DNA double 

strand break) は、欠失変異や染色体転座などの突然変異を誘発し、細胞死やがん化を引き起こ

す。したがって、放射線照射による人体影響を理解するためには、その分子機構の全容解明が必

要不可欠であると考える。これまでの DSB 修復研究から、DSB の近傍では多数の DNA 修復分子が

集積することが明らかになっている。特にγH2AX（ヒストンバリアント H2AX のリン酸化）及び

53BP1 は蛍光免疫染色により可視化され、DSB 近傍に多数集積することでフォーサイと呼ばれる

円形のシグナルを示す。近年の報告から、その分布は１つの DSB を中心として約 1-2Mbp におよ

び、その 3次元空間的分布は直径約 1 μm にまで及ぶことが明らかになってきた。53BP1 が広範

囲に局在する理由として、多数集積した 53BP1 が DSB 近傍のクロマチン構造を弛緩させ、その他

の DNA 修復分子の集積を円滑にする役割があると考えられているが、未だそのクロマチン変換

を可視化した例は無い。DSB 近傍のクロマチン制御欠損は放射線照射後に重篤な染色体異常を示

すことから、DSB 近傍のクロマチン制御機構の解明は、放射線影響を理解する上で重要な研究テ

ーマである。実際、53BP1 欠損細胞は放射線高感受性を示す。このような背景から、申請者は放

射線誘発 DSB 近傍の 53BP1 ナノドメインがゲノム安定性に果たす役割について興味を持ち、本

研究課題を立案した。 

 
２．研究の目的 
 これまで様々な先行研究により、放射線誘発 DSB に対する修復過程において、DSB 近傍でクロ

マチン構造変換が生じることは示唆されている。しかしながら、おそらくそのクロマチン変化は

53BP1 フォーサイの中でも局所的であり、空間サイズ的に約 1マイクロメートルの範囲内の微小

なイベントであると想定されるため、通常の蛍光顕微鏡では解析が不可能であった。申請者はこ

れまでに、超解像蛍光顕微鏡 3D-SIM を用いて 53BP1 ナノドメインを可視化することに成功して

いる。そこで本研究では超解像蛍光顕微鏡 3D-SIM を用いて 53BP1 ナノドメイン間の空間的配置

を解析し、53BP1 フォーサイ内の局所的な構造変化を明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 RPE 細胞を接触阻害作用により G1 期に同調した後、X線を照射した。照射一定時間後に細胞を

固定し、53BP1 の免疫染色を行った。その後、超解像蛍光顕微鏡 3D-SIM (OMX) により 53BP1 の

蛍光画像を取得した。その後、高精細 3D/4D 画像解析ソフトウェア Imaris を用いて、53BP1 フ

ォーサイの中心座標からの 53BP1 ナノドメインの距離を算出した。また、53BP1 ナノドメインの

数についても解析を行った。ATM 阻害剤は X線を照射する 30 分前に処理した。また RIF1 のノッ

クダウンは Dharmafect を用いて行った。 

 
４．研究成果 

(1) 53BP1 ナノドメイン間距離の経時的変化 

 X 線 1 Gy を照射した場合、照射 0.5 時間時点においては 53BP1 フォーサイは観察されるが、

照射 24 時間後では DSB が修復されるため観察されない。そこで、53BP1 ナノドメインが観察可

能な 10 Gy 照射 24 時間後の条件と 1 Gy 照射 0.5 時間後の条件を比較した。X線 1 Gy 照射 0.5

時間後に 53BP1 フォーサイは 26 個程度形成され、X線 10 Gy 照射 24 時間後では 14 個程度形成

されることが確認できた (図 1A)。それぞれのフォーサイの 53BP1 ナノドメイン数を測定した結

果、照射 0.5 時間後と比較して照射 24 時間後で 53BP1 ナノドメイン数が増加した (図 1B)。一



方でDMSを測定した結果、照射0.5時間後と照射24時間後で変化は認められなかった (図 1C)。

したがって、DSB が生じた後の時間に関わらず、53BP1 ナノドメイン間の距離は維持されること

が示唆された。 

図 1 X 線照射一定時間後の DMS 

 

(2) ATM が 53BP1 ナノドメイン間距離に及ぼす影響 

 これまでにヘテロクロマチンに生じた DSB 部位は、損傷後時間が経ってから ATM 依存的に修

復されることが知られている。そのため、ATM は損傷後期で 53BP1 ナノドメインを制御している

可能性が考えられた。そこで、X線 5 Gy を照射した 24 時間後に 53BP1 フォーサイを解析した。

ATM 阻害剤により DSB 修復の遅延が確認された (図 2A)。また、ATM 阻害剤により、53BP1 ナノド

メインの数は減少した (図 2B)。一方で DMS を測定した結果、ATM 阻害剤の有無で変化は認めら

れなかった (図 2C)。したがって、ATM の阻害により 53BP1 ナノドメインの距離は変わらないま

ま、53BP1 フォーサイのサイズが減少したと考えられる。 

図 2 ATM 阻害剤処理後の DMS 

 

(3) RIF1 が 53BP1 ナノドメイン間距離に及ぼす影響 

 これまでに超解像蛍光顕微鏡を用いた解析により、53BP1 ナノドメインは RIF1 により環状構

造を維持していると報告されている。RIF1 が 53BP1 ナノドメイン間の距離を維持している可能

性が考えられたため、RIF1 をノックダウンし DMS の解析を行った。その結果、RIF1 のノックダ

ウンにより 53BP1 ナノドメインの数は減少した (図 3A)。一方で、RIF1 をノックダウンしても

DMS に変化は認められなか

った (図 3B)。そのため、

RIF1は 53BP1ナノドメイン

の位置関係の維持に影響し

ないことが示唆された。 

 

        図 3 RIF1 ノックダウン後の DMS 
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