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研究成果の概要（和文）：本研究は、脳皮質形成過程の形態形成運動の機械的ストレスにより生じるDSBが、特
定のクロマチン構造やDNA配列を標的とするかをマルチオミックス解析により検証することを目的とした。
END-seq法、gH2AXに対するChIPseqおよびCUT&Tag法を確立し、in vitro遊走アッセイで隘路通過後に増加する
DSBのピークの同定を試みた。しかし上記培養系は回収率と実験操作で生じるDNA損傷のため不適であることが判
明した。そこで脳組織を凍結後に核を採取し、精製過程にDNA損傷修復反応が起こらない条件でクロマチン精製
する方法を最適化して検証したところ、転写活性領域にDSBが集積することを確認した。

研究成果の概要（英文）：We previously found that newborn neurons undergo DNA double strand breaks 
(DSBs) by mechanical stress during morphegenetic movement in the developing mouse brain. To examine 
if the mechanical stress-induced DSBs are associated with frequent somatic mutations in the brain, 
we performed END-seq, ChIP-seq and CUT&TAG for gH2AX to detect DSB sites after confined migration in
 an in vitro transwell assay. However, the transwell assay was found to be unsuitable due to low 
cell recovery rate and unexpected DNA damage during cell harvesting. Therefore, we isolated nuclei 
from frozen brain tissue and purified chromatin to eliminate the possibility of de novo DNA damage 
during experimental processes. Using the mouse cerebellum at postnatal day 20, we found that DSBs 
accumulated in the transcription start sites.

研究分野：神経発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞遊走は発生、免疫、がん転移などの様々な生理・病理過程に必須の過程である。隘路遊走に伴うDNA損傷が
体細胞突然変異を誘発する可能性は株化細胞を用いた研究で議論されているが、生体での意義については推論の
域を出ない。本研究は、生体内のニューロンで初めて捉えた3D隘路遊走に伴うDSB形成の生理的病理的意義を明
らかにする画期的な挑戦であり、DSBの詳細なマッピングの手法を確立した。今後野生型とDSB修復の起こらない
遺伝子改変動物を用いて隘路遊走により生じるDSBがニューロン特有のゲノム不均一性に関わる可能性を検証す
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 

生物の誕生から死に至るまで、DNA は複製、転写、紫外線、薬物など内外のストレスで確率的

に損傷して体細胞変異を蓄積し、時として発癌に至ることが知られている。個体の生涯を通じ

て維持される哺乳類脳のニューロンには、増殖期の複製エラーによると考えられる単塩基置換

以外に、コピー数増加や indel、転座などの大規模な体細胞突然変異がモザイクに蓄積してゲ

ノム不均一性を生じており、ニューロン機能の多様性や精神神経疾患との因果関係に注目が集

まっている。これらの変異の多くは発生期に生じると考えられるが、その誘因は一部を除いて

明らかでない。 

哺乳類の脳皮質は、分裂層で最終分化したニューロンが神経組織を大規模に移動し、秩序正

しく重層することで形成される。新生ニューロンは、核を柔軟に変形させてその直径よりはる

かに狭い組織間隙の隘路をすり抜けて遊走する。応募者は小脳皮質形成過程における顆粒細胞

をモデルとした予備研究で、狭い組織間隙を通過する機械的ストレスが DNA 二重鎖切断 (DSB)

を高頻度で誘発することを見出した。さらにこれらの DSB は非相同末端結合(NHEJ)でニューロ

ンの細胞死を起こさず速やかに修復されることを見出した。NHEJ による修復は不完全でエラー

を起こしやすいことが知られており、遊走後に生じる DSB の一部は変異を残す可能性が高い。

これらの予備知見と予測から、正常脳発生の生理的な機械的ストレスがニューロンに不可避の

ゲノム損傷を引き起こし、その確率的修復エラーが成体脳のニューロン機能遺伝子発現の揺ら

ぎを生む一因となるという仮説が浮かび上がった。 

 

２．研究の目的 

本研究は、正常脳発生のニューロン遊走に伴う生理的な機械的ストレスがゲノム損傷を引き起

こし、その確率的修復エラーが成体脳のニューロンのゲノム不均一性を生む一因となる可能性

を検証することを目的とした。小脳皮質発生における顆粒細胞ニューロンの遊走をモデルに、マ

ルチオミックス解析により遊走中の DSB 形成のホットスポットを同定し、その修復エラーが特

定の遺伝子発現に影響を与え、精神神経疾患やニューロンの個性獲得に結びつくかを明らかに

することを目指した。 

 

３．研究の方法 

予備研究で、多孔性メンブレンを用いて組織間隙の隘路遊走を再構成したtranswell遊走アッ

セイを確立して分子経路を探索した結果、隘路通過後に生じるDNA二重鎖切断 (DSB)はTop2b活

性に依存しており、一過的にTop2bと共有結合 (Top2 cleavage complex;Top2cc) を形成するこ

とを見出した。申請研究ではまずChIP-seqでゲノム上のTop2b依存的DSBの分布の描出を試み

た。またTop2ccに限らず全DSBを１塩基レベルで特定できるEND-seq法を用い、DSBの詳細なゲノ

ムワイドマッピングを試みた。並行してChIP-seq(H3K4me3, H3K27me3など)を行い、ゲノム・エ

ピゲノムプロファイルとDSB部位の相関を明らかにした。同様に転写活性分布をRNA-seqにより

描出して上記DSBマップと照合し、機械的ストレスによるDSBがゲノムの特定の領域や配列で起

こるかを、特にニューロン機能遺伝子の制御領域との相関に注目して検証した。 



予備実験で隘路遊走によるDSBがNHEJ経路で修復されることを確認しているので、最終分化し

た顆粒細胞でのみNHEJ責任分子Ligase IVが欠損する動物（NeuroD1-Cre; Ligase IV 

flox/flox, 各ライン共入手済）を作出した。本動物では遊走後DSBの修復エラー蓄積が増加す

るかどうかを確認した。 

 

４．研究成果 

トランズウェル遊走アッセイにおいて、隘路遊走した小脳顆粒細胞に DSB 形成が上昇する現象

に着目し、１塩基の精度で DSB サイトの検出が可能な END-seq を用いて隘路遊走後に増加する

DSB のピークの同定を試みた。しかし細胞回収時の機械的ストレスにより DNA 損傷が起こると考

えられ、隘路遊走させない対照群にも多くの DSB が検出されて有意な差が得られなかった。 

次に少数の細胞で感度高くChIPseqができるCUT&Tag法を合わせて検証した。CUT&Tag法はDNA

結合活性の強いヒストンや一部転写因子では強力であるが、DNA 損傷修復分子についてはほとん

ど報告がなかったので、複数の分子の抗体を用いて解析を行ったが、いずれも特異的なシグナル

を得ることができず、分子と DNA の結合が十分でなく方法が適合しないことが判明した。 

一方、並行して DSB 修復が起こらない Lig4 変異マウスの表現型を解析したところ、野生型で

は DSB が消失している生後２週間を過ぎても、多くの顆粒細胞で DSB が残存していることを見

出した。そこで野生型と変異動物の脳組織を凍結後に核を採取し、精製過程で生じる DNA 損傷の

影響が見られない条件で END-seq および ChIP-seq を行ったところ、いずれの条件でもニューロ

ンで DSB 頻度が高いとされている転写開始点に強いピークが検出され、方法が適切であること

が明らかになった。現在 Lig4 変異マウスで特異的に高い DSB ホットスポットを探索している。

今後、DSB ホットスポットの周辺に定型発達および精神神経疾患脳で確認されている体細胞突然

変異が高頻度で見られるかをデータベースを用いて検証し、遊走期の DSB がニューロン特有の

生理的病理的ゲノム不均一性に寄与しているかを明らかにする。 
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