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研究成果の概要（和文）：本研究では、エピゲノム情報の再構築によるDNA損傷修復反応の分子基盤を明らかに
することを目的とし、エピゲノム制御因子によるDNA損傷応答遺伝子の制御機構の解明を目指してきた。その結
果、放射線照射や抗がん剤投与によるDNA損傷により、転写活性が変化するエピゲノム制御因子を明らかにして
きた。さらに、このエピゲノム制御因子のプロモーター領域をルシフェラーゼ遺伝子の上流に導入したレポータ
ーコンストラクトを作製し、ルシフェラーゼベースのレポーターアッセイを行なってきた。その結果として、こ
のエピゲノム因子を阻害し、DNA損傷修復を制御する新たな化合物を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, I aimed to elucidate the molecular mechanism of DNA damage 
repair responses by reconstructing epigenomic information and to elucidate the regulatory mechanism 
of DNA damage-responsive genes by epigenetic regulators. As a result, I identified epigenetic 
regulators whose transcriptional activity was altered by DNA damage induced by irradiation or 
anticancer drugs. In addition, I created a reporter construct in which the promoter region of the 
epigenomic regulator was introduced upstream of the luciferase gene and performed a luciferase-based
 reporter assay. Therefore, I identified compounds that inhibit this epigenetic factor and regulate 
DNA damage repair.

研究分野： 分子生物学

キーワード： DNA損傷修復　エピゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
加齢や放射線などの環境要因によるゲノムDNA損傷の蓄積が、細胞にエピジェネティックな変化をもたらし、が
んの発症や老化を促進することが報告され始め、DNA損傷修復とエピジェネティックスの関連の解明は生命科学
の重要な課題に浮上している。本研究の目的は、エピゲノム制御因子によるDNA損傷修復応答制御機構を明らか
にすることであり、DNA損傷後にどのようなメカニズムによってエピゲノム制御因子の転写が活性化され、ヒス
トン修飾を行い、DNA損傷修復応答の指標として機能するのか、エピゲノム情報の再構築によるDNA損傷修復反応
の分子基盤を明らかにすることは癌の発症のメカニズムの解明に有用である。

※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 
紫外線や大気汚染などの環境の変化や過労、睡眠不足などが引き起こす様々なストレスは精

子の機能低下をもたらし、男性不妊の主要な原因となる。このときみられる精子の機能低下の大

きな要因として精子 DNA の損傷であり、一見正常にみえる精子でも DNA の損傷があることが最

近明らかになってきた。また抗がん剤治療における男性不妊の影響は、特に若年者においては大

きな問題となっている。環境やライフスタイルの変化によるストレスは細胞にエピジェネティ

ックな変化をもたらすことより精巣においても同様な変化がおきていることが考えられる。ま

た、遺伝子発現の転写制御を行っているエピゲノム修飾が、DNA 損傷修復応答の新たな機構とし

て重要であり、これらのエピゲノム修飾の異常によってゲノム不安定性をひきおこすことが最

近報告され始めた。これらのことより、精巣においてもエピゲノム制御因子による DNA 損傷修復

応答制御が示唆されるが、その詳細な機能は未だ不明である。 

 
２．研究の目的 
  加齢や放射線などの環境要因によるゲノム DNA 損傷の蓄積が、細胞にエピジェネティック

な変化をもたらし、がんの発症や老化を促進することが報告され始め、DNA 損傷修復とエピジェ

ネティックスの関連の解明は生命科学の重要な課題に浮上している。本研究の目的は、エピゲノ

ム制御因子による DNA 損傷修復応答制御機構を明らかにすることであり、DNA 損傷後にどのよう

なメカニズムによってエピゲノム制御因子の転写が活性化され、ヒストン修飾を行い、DNA 損傷

修復応答の指標として機能するのか、エピゲノム情報の再構築による DNA 損傷修復反応の分子

基盤を明らかにすることである。さらに精巣には多くのエピゲノム制御因子が発現しているこ

とから、生体における DNA 損傷応答に機能するエピゲノム制御因子の機能を解明することを目

指す。 

 
３．研究の方法 
本研究においては DNA 損傷応答に機能するエピゲノム制御因子の転写活性化制御機構を明ら

かにすることにより、DNA 損傷後にどのようなメカニズムによってエピゲノム制御因子の転写が

活性化され、ヒストン修飾を行い、DNA 損傷修復応答の指標として機能するのか、エピゲノム情

報の再構築による DNA 損傷修復反応の分子基盤を明らかにすることを目指していた。そのため

に次のような実験を行った。 

(1) エピゲノム制御因子の転写制御機構の解析  

放射線照射による DNA 損傷により、その転写活性が増減するエピゲノム制御因子を同定し、そ

の制御機構の解析を行う。まず、エピゲノム制御因子の転写活性に必要なプロモーター領域を明

らかにし、この部位をルシフェラーゼ遺伝子の上流に導入したレポーターコンストラクトを作

製し、ルシフェラーゼベースのレポーターアッセイを行なう。 

(2) エピゲノム制御因子欠損細胞の解析とエピゲノム制御因子による DNA 損傷修復機構の解明 

 同定したエピゲノム制御因子をノックダウンした細胞における放射線感受性を検討する。さ

らに、CRISPR-Cas9 システムを用いてエピゲノム制御因子欠損細胞と、その欠損細胞にエピゲノ

ム制御因子遺伝子を恒常的に発現させた細胞を作製し、これらの細胞における放射線や抗がん

剤への感受性を検討する。また IR後におけるヒストンの翻訳後修飾について網羅的に解析する。 

(3)エピゲノム制御因子の転写活性を特異的に制御する化合物の探索 

 96 穴プレートにヒト線維芽細胞を播種し、化合物ライブラリを添加し抗がん剤投与後、ルシ

フェラーゼベースのレポーターアッセイを行い、エピゲノム制御因子の活性化を制御する化合

物について探索する。 

 

４．研究成果 

DNA 損傷応答に関与する可能性のあるエピゲノム制御因子を同定し、その転写活性化制御機構

を明らかにすることにより、DNA 損傷後のエピゲノム制御因子の転写活性制御とヒストン修飾を



解析し、エピゲノム情報の再構築による DNA 損傷修復

反応の解析を行った。 

(1) エピゲノム制御因子の転写活性化制御機構の解析  

放射線照射(IR)による DNA 損傷により図１のよう

に、その転写活性が増加するエピゲノム制御因子を同

定した。さらに図１に示す様にリアルタイム PCR 法に

より mRNA 量を計測し、Ataxia telangiectasia-

mutated (ATM) キナーゼ依存的に転写が活性されるこ

とを見出した。また、抗癌剤である MMC 添加によって

も同様な結果が得られた。 

さらに、このエピゲノム制御因子の転写活性に必要

なプロモーター領域を明らかにし、この部位をルシフ

ェラーゼ遺伝子の上流に導入したレポーターコンスト

ラクトを作製し、ルシフェラーゼベースのレポーターアッセイを行なった。 

 

(2) エピゲノム制御因子欠損細胞の解析とエピゲノム

制御因子の DNA 損傷修復機構の解明 

 同定したエピゲノム制御因子をノックダウンした細

胞における放射線感受性を検討した。その結果、図２の

ようにエピゲノム制御因子をノックダウンした細胞で

は、コントロール細胞と比較して放射線照射(IR)に対す

る感受性が亢進した。さらに、CRISPR-Cas9 システムを

用いてエピゲノム制御因子欠損細胞と、その欠損細胞に

エピゲノム制御因子遺伝子を恒常的に発現させた細胞

を既に作製しており、これらの細胞においても放射線や

抗がん剤への感受性の亢進が認められた。 

 

(2) DNA 損傷後のエピゲノム制御因子の転写活性を特異的に制御する化合物の探索 

化合物ライブラリを添加し抗がん剤投与後、ルシフェラーゼベースのレポーターアッセイを

行い、標的となるエピゲノム制御因子の活性化を制御す

る化合物を同定した。この化合物の添加によって図３に

示すように、濃度依存的に標的となるエピゲノム制御因

子のプロモーター領域の転写活性が抑制された。この結

果より同定した化合物によって、DNA 損傷後にその転写活

性が亢進するエピゲノム制御因子の転写活性が抑制され

ることを明らかにした。さらに mRNA量だけではなく、タ

ンパク質量についても同様に抑制されることを明らかに

した。 

これらの結果より、本研究では放射線照射や抗がん剤によって引き起こされるゲノム DNA 損

傷によって転写が活性化されるエピゲノム因子を同定することができた。このエピゲノム因子

の増加によって、DNA 損傷が蓄積した細胞においては何らかのエピジェネティックな変化が起こ

っていることを示唆することができる。その結果としてがんの発症や老化を促進される可能性

が考えられる。さらに本研究の目的は、エピゲノム制御因子による DNA 損傷修復応答制御機構を

明らかにすることであるが、このエピゲノム因子をノックダウンすることによって放射線や抗

がん剤に対する感受性が亢進することから、エピゲノム情報の再構築による新たな DNA 損傷修

復反応の制御機構が考えられる。また、今回同定することができた、このエピゲノム因子の阻害

剤については、DNA 損傷修復反応を抑制する新たな抗癌剤としての可能性があり、今後は動物実

験を用いた研究をさらに進めていきたい。 
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2.2. Inhibitory Effects of 1 on HBO1 Expression and Cell Proliferation
MCF-HBO1Luc cells were created by stable transfection of MCF7 cells with a human

HBO1-Luc construct. The cells were treated with increasing concentrations of 1 for 24 h;
luciferase activity was reduced by about 50 and 70% at 5 and 10 µM, respectively, compared
to the control (Figure 5a). The WST-8 assay was performed to confirm that the decrease in
luciferase activity was not due to reduced cell viability. Treatment with 10 µM of 1 for 24 h
did not alter cell viability compared to the control, while 10 µM etoposide decreased cell
viability (Figure 5b). To investigate the effects of 1 on the expressions of endogenous HBO1,
mRNA and protein levels were evaluated by RT-qPCR and Western blotting, respectively.
Treatment with 1 (10 µM) for 24 h significantly reduced both mRNA and protein levels by
about 30% compared to the control (Figure 5c,d).

Figure 5. Inhibitory activities of retusone A (1) on HBO1 expression in MCF 7 cells. (a) Luciferase
reporter expression from pHBO1p(-640/-1)-Luc, (b) cell viability, (c) mRNA, and (d) protein level of
endogenous HBO1 after treatment with (0.5–10 µM) for (a) and 10 µM for (b–d) with or without 1.
Dimethylsulfoxide (DMSO) was used as a vehicle control. The quantitative data are shown as
mean ± standard deviation (SD, n = 4). * p < 0.05 or ** p < 0.01 vs. control.

The long-term effect of 1 on MCF7 proliferation was evaluated by the colony formation
assay. After treating the cultured MCF7 cells with 1 (10 µM) for 14 days, a decrease in
the number of MCF7 colonies was observed when assessed by the crystal violet staining
method (Figure 6) [17].

同定した化合物の添加によって、
濃度依存的にエピゲノム制御因子
の転写活性が抑制された

図３
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