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研究成果の概要（和文）：DNA-タンパク質クロスリンク（DPC）は，放射線や架橋性抗がん剤で生成する普遍的なゲノ
ム損傷である。本研究では，ゲノム全体にわたるDPC損傷の分布を解析するための手法を検討した。DNAにクロスリンク
したタンパク質をビオチン標識し，アビジンビーズを用いてpull downすることによりDPCを含むDNA断片（DPC-DNA）を
選択的に濃縮する方法を確立した。さらに，塩基配列解析のために，DPC-DNAにアダプターDNAを付加しPCRを行うこと
により，DPC-DNAが増幅できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：DNA-protein cross-links (DPCs) are major DNA lesions induced by ionizing 
radiation and anticancer drugs. However, it remains elusive whether some regions of the genome are more 
vulnerable with respect to DPC formation than others when cells are exposed to DNA damaging agents. In 
the present study, we developed a method for genomic mapping of radiation-induced DPCs. Mouse SCCVII 
tumors were irradiated with X-rays and DNA was purified. Proteins present in DPCs were labeled with 
biotin and DNA fragments containing DPCs (DPC-DNA) were specifically pulled down using avidin-beads. A 
synthetic adaptor was ligated at both ends of DPC-DNA. The resulting DNA was subjected to PCR. Analysis 
of reaction products with agarose gel electrophoresis showed that DPC-DNA was successfully amplified by 
PCR.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 放射線　DNA損傷
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 全ゲノムクロマチン免疫沈降シーケンス
（ChIP-Seq）は，次世代シーケンサーを用い
た主要な研究手法の一つであり，特定の DNA
結合タンパク質の DNA 結合部位をゲノム全体
にわたり同定し高分解能でマッピングする
ことができる（1）。その初段階で，DNA 結合
タンパク質とDNAを人為的に架橋しDNA-タン
パク質クロスリンク（DPC）を形成させ，抗
体により目的タンパク質-DNA 複合体を選択
的に濃縮する。	
 
	
 一方，DPC はゲノム損傷を誘発する放射線
や変異原物質でも生成する。申請者は，これ
までに DPC の修復および複製・転写影響を調
べるとともに DPC の新規な定量法を開発した
（2）。さらに，後者の研究から，fluorescein	
 
isothiocyanate などの標識化合物をクロス
タンパク質に付加することにより，単一の抗
体（抗 FITC 抗体）で全 DPC を検出できるこ
とが示唆された。したがって，ChIP-Seq にお
いて，人為的に架橋した DNA-タンパク質複合
体の代わりに，適切な標識付加した DPC-DNA
（損傷 DNA）を試料として pull	
 down を行え
ば，選択的に DPC-DNA を濃縮できると考えた。
さらに，濃縮した DPC-DNA の塩基配列を高速
シーケンサーで解析すれば，	
 DPC 形成部位の
ゲノム全体における分布に関する知見が得
られると考えた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
(1)	
 放射線照射した細胞からゲノム DNA を単
離精製し，適切な標識（ビオチン）をクロス
タンパク質に付加することにより，選択的に
pull	
 down し，DPC-DNA を濃縮する方法を確
立する。	
 
(2)	
 濃縮した DPC-DNA の塩基配列を高速シー
ケンサーで解析するための PCR 増幅条件を検
討する。	
 
(3)	
 DPC-DNA の塩基配列の解析から，DPC 形
成部位のゲノム全体における分布に関する
知見を得る。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 照射と DNA 精製	
 
低酸素状態にしたマウス SCCVII 移植腫瘍を，
X 線で 40	
 Gy 照射した。照射後，腫瘍を摘出
し，ホモジェナイズした。ホモジェナイズ試
料を CsCl 密度勾配超遠心で 2回分画し，DNA
を精製した。	
 
(2)	
 DNA 標識と pull	
 down	
 
DNA を succinimidyl-6-(biotinamido)	
 
hexanoate（NHS-LC-Biotin）とインキュベー
トし，DPC に含まれるクロスリンクタンパク
質をビオチン標識した。DNA をエタノール沈
殿により精製し，制限酵素処理（RsaI，HinfI）
により適当なサイズに消化した。得られた
DNA の一部を，T4	
 polynucleotide	
 kinase お
よび 32P-ATPとインキュベートし 32P標識した。
32P 標識 DNA を，ビオチンと可逆的に結合する
BcMag ™ 	
 Monomeric	
 avidin	
 Magnetic	
 Beads

（ BcMag ） あ る い は MagCapture ™	
 
Tamavidin®2-REV（MagCapture）とインキュ
ベート後，非結合 DNA を洗浄除去し，Beads
に結合した DNA を 2	
 mM	
 ビオチンで溶出した。
各分画に含まれる DNA 量は，32P の放射活性か
ら求めた。	
 
	
 
(3)	
 原子力間顕微鏡観察	
 
ヒストン等（11-15	
 kDa）の低分子タンパク
質はサイズが小さいため，原子力間顕微鏡
（AFM）でも直接観察しにくい。低分子タン
パク質を含め網羅的に DPC を観察するために，
ビオチン標識した DPC にアビジン（53	
 kDa）
を付加した。この目的で，BcMag 磁気ビーズ
で濃縮した DNA（RsaI 処理，32P 未標識）を，
アビジンとインキュベート後，遊離アビジン
をスピンカラムで除去し DNA を精製した。DNA
をマイカ基板上に滴下し，AFM で観察した。	
 
	
 
(4)	
 PCR	
 
BcMag 磁気ビーズで濃縮した DPC-DNA（RsaI
処理，32P 未標識）を，アダプター（二本鎖
22-mer	
 DNA）および T4	
 DNA	
 ligase とインキ
ュベートし，DNA の両末端にアダプター配列
を付加した。スピンカラムで DNA を精製し，
アダプター配列をプライマーとして PCR を行
い，生成物をアガロース電気泳動で分析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 DPC-DNA の濃縮	
 
ビオチン標識した DNA を制限酵素処理（RsaI，
RsaI	
 +	
 HinfI）し，アガロース電気泳動で分
析した結果を図 1に示す。未照射（0	
 Gy）お
よび照射（40	
 Gy）いずれの場合も，RsaI 処
理では平均サイズが 500	
 bp，RsaI	
 +	
 HinfI
処理では平均サイズが 200	
 bp の DNA 断片が
得られた。	
 

	
 	
 	
 	
 

図 1	
 制限酵素処理した DNA のサイズ分析	
 
	
 
	
 制限酵素処理したビオチン標識 DNA を
BcMagおよびMagCaptureで濃縮した結果を図
2 に示す。BcMag で pull	
 down した場合は，
未照射 DNA（0	
 Gy）の回収率は約 0.5%，照射
DNA（40	
 Gy）の回収率は約 2%であった。両者
の間に照射の有無に依存した回収率の差が
認められたことから，ビオチン標識を付加し
た DPC-DNA が回収されていることが示唆され



 

 

た。また，BcMag	
 による DNA の回収率は，DNA
のサイズ（RsaI，RsaI	
 +	
 HinfI）に依存しな
かった。一方，MagCapture で pull	
 down した
場合は，DNA の回収率は BcMag に比べ 1/100
に減少し，照射の有無に依存した明確な回収
率の差は認められなかった。以上の結果から，
DPC-DNA の濃縮には，BcMag が適していると
考えた。 BcMag はアビジンモノマー，
MagCapture は ア ビ ジ ン 様 タ ン パ ク 質
（Tamavidin	
 2 の改変体）を固定化した磁気
ビーズであり，通常のアビジン 4量体とは異
なり可逆的にビオチン標識分子と結合する。
アビジン4量体の解離定数は10-15Mであるが，
アビジンモノマーは 10-8M，Tamavidin	
 2 改変
体は 1.5×10-5	
 M である。このことから，
MagCapture の DNA 回収率が低かったのは，ビ
オチン標識 DPC-DNA に対する結合が弱かった
可能性が考えられる。	
 
	
 

	
 
	
 
図 2	
 	
 BcMag および MagCapture によるビオ
チン標識 DNA の回収	
 
	
 
(2)	
 DPC-DNA の AFM 観察	
 
BcMag 磁気ビーズで濃縮した DPC-DNA の DPC
をアビジン標識し，AFM で観察した結果を図
3 に示す。40	
 Gy 照射したサンプルでは，ク
ロスリンクタンパクが付随した DNA が多く認
められた（図 3）。一方，未照射のサンプルで
は，クロスリンクタンパクが付随した DNA の
割合は低かった。未照射のサンプルで認めら
れた DPC は，内在性の DNA 損傷因子により生
成した可能性が考えられる。以上の結果から，
BcMag 磁気ビーズにより DPC-DNA が濃縮され
ていることが直接確認された。	
 
	
 

	
 	
 	
 

図 3	
 磁気ビーズで濃縮した DPC-DNA の AFM
観察。DNA ファイバー上の輝点がアビジン標

識したクロスリンクタンパク質	
 
	
 
(3)	
 PCR	
 
付加したアダプター配列をプライマーとし
て DPC-DNA の PCR を行い，生成物をアガロー
ス電気泳動で分析した結果を図 4に示す。DNA
は，PCR のサイクル数に依存して増幅された
（図 4A）。アダプター配列を付加してない DNA
では，非特異的な増幅は起こらなかった。ま
た，DNA 増幅効率は，プロテアーゼ未処理
DPC-DNA と処理した DPC-DNA でほとんど差が
なかった（図 4B）。プロテアーゼ処理により，
DPC はペプチドクロスリンクに変化する。DPC
およびペプチドクロスリンクいずれの場合
も，損傷を含む鋳型鎖上の合成は損傷部位で
止まり全長 DNA は合成されない。一方，損傷
を含まない鋳型鎖では全長 DNA	
 が合成され
る。その結果，損傷を含まない鎖からの増幅
が起こったと考えられる。	
 
	
 

	
 	
 

図 4	
 	
 DPC-DNA の PCR 増幅。(A)	
 PCR 産物の
アガロースゲル電気泳動分析，（B）鋳型 DNA
のプロテアーゼ処理の影響	
 
	
 
本研究では，DPC-DNA を選択的に濃縮し，さ
らに PCR 増幅する方法を確立することができ
た。今後，この手法を用いて得られた増幅 DNA
断片を高速シーケンサーで解析すれば，	
 DPC
形成部位のゲノム全体における分布に関す
る知見が得られると考えられる。	
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