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研究成果の概要（和文）：本課題では、新規分子CAMPが、液-液相分離および2本鎖DNA切断修復にどのように関
与するのかを明らかにすることを目的とした。CAMPは、液-液相分離を起こすことが報告されたヘテロクロマチ
ン因子HP1と結合し、CAMP自身も液滴を形成することがわかった。CAMPの液滴形成にはC末端の領域が必要であ
り、またCAMPが形成する液滴中には、HP1が含まれることが明らかになった。一方CAMPは2本鎖DNA切断の相同組
換えによる修復に関与し、これにはCAMPのC末端が必要であることがわかった。これらのことから、CAMPがC末端
を介して液-液相分離および相同組換え修復の双方に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to elucidate how a novel protein CAMP contributes 
to liquid-liquid phase separation and DNA double-strand break repair. CAMP interacts with a 
heterochromatin factor HP1, which was reported to undergo liquid-liquid phase separation, and we 
found that CAMP itself forms droplet as well. The C-terminal region of CAMP was required for the 
droplet formation, and HP1 was included in the droplet formed by CAMP. On the other hand, CAMP plays
 a role in homologous recombinational repair of DNA double-strand breaks, and the C-terminal region 
of CAMP is required for the function. Collectively, it was suggested that CAMP is involved in both 
liquid-liquid phase separation and homologous recombination through its C-terminus. 

研究分野： 細胞生物学・分子腫瘍学

キーワード： 細胞・組織　DNA損傷応答　ヘテロクロマチン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、液ー液相分離が様々な生命現象に関与することが急速に明らかになっている。本研究では、研究代表者が
発見した新規分子CAMPに着目し、液ー液相分離とDNA損傷修復との関連について研究を行った。その結果、CAMP
が細胞内の不活性化領域であるヘテロクロマチンの形成に関与するHP1と共に液滴を形成すること、CAMPのC末端
領域が液滴形成と相同組換えによるDNA2本鎖切断修復の双方に関与することが明らかになった。最近HP1による
液ー液相分離がヘテロクロマチン形成に関与することが報告されており、本研究の成果はヘテロクロマチン領域
のDNA2本鎖切断にCAMPが関与する可能性を示すものである。

※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 

近年、溶液が混じり合わずに分離する現象である液-液相分離(liquid-liquid phase separation)が、
様々な生命現象と関連することが明らかになってきている。細胞内には核・ミトコンドリア・ゴ
ルジ体など膜に包まれたオルガネラ以外に、核小体・中心体・PML body・Cajal body・P body な
ど膜を持たないオルガネラが多数存在し、これらは液-液相分離によって液滴(liquid droplet)を形
成していることが明らかになってきている。液滴内では、特定のタンパク質や DNA, RNA など
が濃縮されかつ自由に出入りすることにより、様々なストレスに応じて転写や翻訳など種々の
プロセスをダイナミックに調節することを可能にしている。 

DNA2本鎖切断(double strand breaks; DSBs)は最も
重大な DNA 損傷であり、これを修復する機構とし
て非相同末端結合 (non-homologous end joining; 
NHEJ)と相同組換え(homologous recombination; HR)
が存在する。非相同末端結合と相同組換えの使い分
けの制御(pathway choice)は、最近の大きなトピック
であり、DNA2 本鎖切断末端が削られて 1 本鎖 DNA
が生成されること(DNA end resection)により、相同
組換えが開始されることが知られている。しかし、
DNA end resectionがどのように制御されているかに
ついては不明な点が多い。我々は、以前染色体分配
に関連する分子として同定した CAMP(chromosome alignment-maintaining phosphoprotein; EMBO J  
2011)が、間期の細胞においては、DNA end resection を促進するこ
とによって相同組換え修復に関与することを見出した（未発表; 
図１）。CAMP は、凝縮され不活性な DNA 領域であるヘテロク
ロマチンの構成因子である HP1(heterochromatin protein 1)と結合
する。興味深いことに、最近 HP1 が液-液相分離を起こし、ヘテ
ロクロマチン領域を周囲から隔てている可能性が示された
(Nature 547:236, 241, 2017)。CAMP は、液-液相分離を起こしやす
いことが知られている天然変性領域(intrinsically disordered region; 
IDR)が大部分を占めるタンパク質であり、我々は実際精製した
CAMP が単独で液滴を形成することを見出した（未発表; 図２）。
このことから、CAMP が HP1 と共にヘテロクロマチン領域の液-液相分離に関与しているのでは
ないかという着想に至った。 
 
２．研究の目的 

上述のように、我々は CAMP が DNA2 本鎖切断の相同組換え修復に関与すること、また HP1
同様液-液相分離を起こすことを見出した。一方 HP1 も DNA 損傷部位に集積し、相同組換えに
関与することが知られている(J Cell Biol 193:81, 2011)。そこで本研究では、CAMP や HP1 による
液-液相分離と、DNA2 本鎖切断の相同組換えによる修復との関連を明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) CAMP, HP1が液-液相分離を起こす条件の検討 

 昆虫細胞で発現させた CAMP を精製し、濃度・温度・塩濃度など、CAMP が液-液相分離を起
こす条件を調べる。また種々の変異体を作成することにより、液-液相分離に必要な CAMP の領
域、およびリン酸化の影響について検討する。さらに CAMP と HP1 が液滴に共存するかを明ら
かにする。 
(2) CAMP, HP1による液滴形成と相同組換えによるDNA2本鎖切断修復との関連 
 U2OS 細胞などのヒト細胞株で CAMP の発現を抑制し、X 線照射や薬剤処理によって生じた
DNA2 本鎖切断の修復への影響を調べる。またレーザー照射によって生じた DNA2 本鎖切断へ
の CAMP の集積を検討する。CAMP の DNA end resection への関与について、CAMP 発現抑制細
胞に生じさせた DNA2 本鎖切断へのリン酸化 RPA の局在により解析を行う。1. で検討した
CAMP の変異体を CAMP 発現抑制細胞に発現させることによって、相同組換えに関する機能と
液-液相分離との関連を明らかにする。 
 
４．研究成果 



(1) CAMP, HP1が液-液相分離を起こす条件の検討 

 CAMP が液-液相分離を起こす条件を検討したところ、CAMP の濃度が 10 M 以上、塩濃度が
150 mM 以下で液滴を形成することがわかった（図３）。また種々の変異体をを用いた検討によ

り、CAMP の C 端側の領域が液滴形成に必要であることがわかった。リン酸化部位をアラニン
に置換した変異体では、野生型よりも液滴を形成しやすい傾向が見られた。さらに CAMP の液
滴中には、HP1, , の全てが共存することがわかった（図４）。 
(2) CAMP, HP1による液滴形成と
相同組換えによるDNA2本鎖切断
修復との関連 
 U2OS 細胞で CAMP の発現を抑
制すると、camptothecin処理によっ
て生じたDNA2 本鎖切断へのリン
酸化 RPA の集積の遅延が見られ
たことから、DNA end resection の
障害により相同組換えによる修復
が遅延することが示唆された（図
５）。また CAMP はレーザー照射
によって生じた DNA2 本鎖切断
へ集積することがわかった。1. 
で検討した CAMP の変異体を
CAMP 発現抑制細胞に発現させ
たところ、C 端側の領域を欠く変
異体では camptothecin 処理によ
る DNA2 本鎖切断へのリン酸化
RPA の局在が回復しなかったこ
とから、C 端側の領域が相同組換
えに関する機能と液-液相分離と
双方に関与することが明らかに
なった。 
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