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研究成果の概要（和文）：本研究は光照射によりヌクレオソーム上のDNAに二本鎖切断を誘導し、その挙動の確
認を試みるものである。二本鎖切断は致命的なDNA損傷の一つであり細胞内でこれが起こった場合、直ちにDNA複
製が停止し修復系が働くことが知られている。本研究ではこれについて詳細に調べるため、独自に開発した光切
断修飾DNAを用いて任意のタイミングでDNA二本鎖切断を起こし修復の様子を観察した。2’位にセレノ基とニト
ロベンジル基修飾を施すことで光切断DNAの合成を達成し、細胞内における鎖切断を確認した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to induce double-strand breaks (DSBs) in nucleosomal DNA 
through light irradiation and to observe their behavior. Double-strand breaks are one of the most 
lethal forms of DNA damage, and when they occur within cells, DNA replication immediately halts, 
triggering the activation of repair mechanisms. To investigate this phenomenon in detail, we used a 
uniquely developed photo-cleavable modified DNA to induce DSBs at specific timings and monitored the
 repair processes. By incorporating seleno and nitrobenzyl groups at the 2' position, we 
successfully synthesized photo-cleavable DNA and confirmed the occurrence of breaks within cells.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： DNA光切断　DNA二本鎖切断　ニトロベンジル光保護基
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA二本鎖切断は最も致命的なDNA損傷であり細胞死や発癌につながることが知られている。二本鎖切断が起こる
と周辺にヒストンバリアントであるH2A.Xがリン酸化されたγH2A.Xがマーカーとして集積することはわかってい
るものの、詳しい集積メカニズムは不明である。詳細な研究を行うためには任意のタイミングで二本鎖切断を起
こせるin vitro実験系の構築が求められており、本研究では化学修飾DNAを用いることでこれを達成した。また
細胞をもちいたin vivoにおいても光切断の導入が可能でありDNA安定性、修復系の検討に応用可能な技術である
と言える。

※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 
 真核細胞の DNAはヒストンタンパク質に巻き取られてヌクレオソームを形成し、これの集合
体であるクロマチンとして存在している。ヌクレオソームの形成位置移動やヒストンバリアン
トの置換によってクロマチンは動的に変化し、遺伝子発現制御や遺伝情報の保持に関与してい
る。特に DNA の修復において重要であり、二本鎖切断が生じた部位にはH2AX とよばれるヒ
ストンバリアントが配置され、これを足掛かりに種々の修復タンパク質が集積し、修復の完了と
共にH2AXが取り除かれることが知られている。しかしながらこれらの知見は主に細胞の顕微
鏡観察から得られており、詳細なメカニズムについては不明な点が多い。特に放射線照射によっ
て引き起こされた二本鎖切断を観察することが多く、切断位置の制御ができないためH2AXの
詳細な挙動解析が困難である。このことから DNA二本鎖切断修復のメカニズムの解明には光照
射によって特定の位置で DNA二本鎖切断を起こす実験系の構築が必要である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では真核細胞における DNA修復メカニズムの一端を解明することを目的とし、光照射
によって任意のタイミングでDNA二本鎖切断を起こす実験系とこれを利用したDNA二本鎖切
断修復系の構築を行う。我々は 2’位に Seとニトロベンジル光保護基を導入することで光照射に
よって切断される化学修飾 DNAの開発に成功したため、これを用いた in vitro, in vivoにおけ
る DNA 二本鎖切断系の構築とこれを利用した二本鎖切断修復のメカニズムの解明を行う実験
系の構築を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 2’位に Seとニトロベンジル光保護基
を導入したホスホロアミダイトの合成
に成功しているため、これをDNA固相
合成に用いることで任意の位置で光切
断を起こすDNAの合成を行った。相補
鎖部分も同様に合成することで光照射
によって二本鎖切断を起こす DNA 断
片を用意できる。またこの化学修飾は
切断前の構造では DNA ポリメラーゼ
の伸長を阻害する。よってこれを PCR
のプライマーとして用いることで、接
着末端の形成が可能となる。さらにこ
の接着末端部分は光照射によって切断
可能である。よって接着末端を介して
PCR産物を連結することで任意の位置
において二本鎖切断を起こす長鎖
DNAの作成も可能となる（図 1a）。セ
ルフライゲーションをさせることで環
状 DNA を直鎖状 DNA に変換するこ
とも可能であり、後述の DNA 二本鎖
切断の修復実験ではこれを利用した。
二本鎖切断の確認は in vitro実験系においてはゲル電気泳動によるバンドシフトで確認した。一
方で細胞を用いた in vivo実験系では FAMと Cy5を導入した DNA断片を作成し、FRETによ
って鎖切断を検出した。また導入する DNA断片の末端部分に相同配列を配置することで二本鎖
切断の修復についても分析を試みた。この場合、プロモーターとレポーターをコードした環状
DNAを用意し、光照射による切断と直鎖化によって相同組み換え修復（HDR）を起こし、レポ
ーターの発現によって修復を評価した（図 1b）。 
 
 
４．研究成果 
 まず初めに緩衝液中で 2’位に Seとニトロベンジル光保護基を導入した DNAの切断条件につ
いて検討を行った。ゲル電気泳動の結果から 4 mW/cm2、365 nmの光照射を 10分行うことで
97%の効率で光切断が起こることが確認され、本化学修飾を用いることで定量的な光切断を実現
できることが分かった（図 2a）。続いて同様の切断が細胞中でも進行することを確認するため、
光切断 DNAの両端に FAMと Cy5を導入し、FRETによる切断確認を行った。こちらの実験で

図１(a) 光切断を起こす二本鎖 DNA (b) 光切断と相同組み換え

修復を利用したレポーター発現 



は蛍光特性の変化から HeLa 細胞内におい
て定量的な光切断を確認できた（図 2b）。最
後に光照射による切断と修復を確認するた
めプロモーターとレポーターをコードした
環状 DNA断片を用意し、光照射によって切
断と修復が起こるとプロモーターとレポー
ター間で相同組み換え修復が起こる実験系
の構築を行った。プロモーターとしては
CMV プロモーター、レポーターとしては緑
色蛍光タンパク質である emGFPを利用し、
内部に光切断修飾をもつ環状DNAを用意し
た。これらを HeLa細胞に導入し、光照射に
よるDNA切断と相同組み換え修復を試みた
が、種々の条件を試みたにもかかわらず、相
同組み換え修復とレポーターの発現は確認
できなかった。FRET の結果から鎖切断は
起こっていることが示唆されているため配
列設計に課題があると考えられる。 
 
 

図 2 (a) in vitroにおける光切断(b) in vivoにおける光切断 
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