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研究成果の概要（和文）：ヘテロクロマチンでは、その凝縮した構造から、DNA損傷時にはクロマチン構造の再
編が行われた後に修復因子がアクセスできるようになる。ヘテロクロマチンの基盤を担う構造体として、R-loop
 (DNA-RNA hybrid) が近年着目されており、R-loopの過剰な蓄積はDNA損傷を誘発することも知られている。本
課題により、ヘテロクロマチンの構造変換活性を有するAHDC1が、DNA修復に関わるタンパク質と結合すること、
R-loopの解消に関わることを見出し、ヘテロクロマチンとDNA修復を結ぶのに重要な因子であると結論付けた。 

研究成果の概要（英文）：High condensed structure chromatin, it’s called heterochromatin, results in
 a resolution of chromatin structure upon DNA damage, making it accessible to repair factors. R-loop
 (DNA-RNA hybrid) has recently be focused on one of structure that plays a platform of condensation 
in heterochromatin, and excessive accumulation of R-loop is known to induce DNA damage. Through this
 study, we found AHDC1, which has heterochromatin conformational conversion activity, binds to DNA 
repair proteins and is involved in the resolution of R-loop, and concluded that it is an important 
factor in linking heterochromatin and DNA repair.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： ヘテロクロマチン　DNA損傷修復　R-loop
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA修復に関わる遺伝子の変異は様々な疾患の原因となることが知られている。また、R-loop解消に関わる遺伝
子の変異は、DNA複製、転写、DNA修復といったDNAの上で起こる様々な生命現象に異常が生じ、その結果とし
て、がんや神経系の発達異常など様々な疾病の原因となると考えられている。AHDC1はDNA修復に関わるタンパク
質と結合することや、R-loop解消に関わること、加えて、AHDC1変異が精神遅滞を引き起こす報告もあることか
ら、AHDC1の機能解析が、それらの疾患の解決への糸口になり得る。

※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 
生命現象の根幹である遺伝情報を担う DNA を、正確に継承、維持、発現するために、DNA 複製、
転写、DNA 損傷修復機能は必須のメカニズムである。真核生物において、DNA 複製、転写、DNA 損
傷修復といった反応は、裸の DNA 上ではなくクロマチンというヒストンをはじめとした様々な
タンパク質と結合した高次構造体の上で行われる。そのため、DNA 上でおこるイベントに関与す
るタンパク質はそのままの状態では DNA にアクセスできず、クロマチン構造の再編がイベント
毎に行われている。DNA 損傷修復においても、損傷領域周辺の構造が再編された後に、修復因子
が集積し、修復後には元の構造に戻すというサイクルが考えられ、その現象やメカニズムの一端
が明らかにされつつある。しかしながら、リモデリング複合体がどのような仕組みで損傷応答や
修復反応と連携しているのかは未だ不明な点が多い。 
 マウスのセントロメア近傍には major satellite と呼ばれるリピート配列の巨大な領域が広
がっており、間期の細胞核では、いくつかの染色体の major satellite 領域が集まり、クロモセ
ンターと呼ばれる球状のヘテロクロマチンを形成している。ヘテロクロマチンは細胞周期を通
して凝縮した特殊なクロマチン領域として知られており、その凝縮した性質から不活性な領域
と考えられてきたが、現在では様々な遺伝子の発現制御、染色体の維持や伝達に重要な働きをし
ていることが明らかとなっている (Saksouk et al., 2015)。最近、特に、major satellite 領
域の転写産物 (major satellite RNA; MSR) がクロマチンに取り込まれることで、ヘテロクロ
マチン化を促進していると報告されており (Velazquez Camacho et al., 2017)、おそらく R-
loop 構造などの DNA-RNA hybrid を形成していると考えられている。また、その凝縮した構造か
ら、ヘテロクロマチンで DNA 損傷が発生した場合、修復装置がアクセスするために、修復と共に
ヘテロクロマチンの解除と再構成が一連の反応として行われると考えられており、損傷依存的
なリン酸化酵素である ATM、ATR の活性化や BAF クロマチンリモデリング複合体が損傷チェック
ポイントの下流において重要な働きを示すことが分かってきているが (Shen et al., 2015: 
Tsai et al., 2021)、それらの分子リンクや機能については依然として不明な点が多い。 
ヘテロクロマチンの主要な構成因子として知られる HP1 は、ヒストン H3 の９番目のリジンの

トリメチル化 (H3K9me3) に結合し、一方で様々なタンパク質と結合しクロマチン領域にリクル
ートすることでヘテロクロマチンの構築と維持を行っていると考えられている。また、HP1 は DNA
損傷部位に集積し、DNA 修復を促進することが報告されているが (Bartova et al., 2017)、そ
の詳細なメカニズムに関しては未だ不明である。また、クロマチンリモデリングや液-液相分離
活性といったクロマチンの高次構造に関わる機構が DNA 損傷修復制御においても重要な役割を
示すことが近年の研究で明らかとなって来ているが (Hauer et al., 2017: Soutoglou et al., 
2007)、これらの連携がどのような分子メカニズムで行われているかは未だに不透明である。 
 
 
２．研究の目的 
これまでに、HP1 結合タンパク質として同定した AHDC1 が、DNA 修復の調節に関わる SCAI や DNA
修復時や R-loop 解消に働く BAF クロマチンリモデリング複合体 (ARID1A/B) と相互作用するこ
とを見出した。SCAI は、DNA 二重鎖切断修復に重要な 53BP1 と結合して修復反応の調節を行なっ
ていることが明らかになっており (Isobe et al., 2017, 2021)、また、ARID1A は、BAF クロマ
チンリモデリング複合体のコア DNA 結合サブユニットであり、ATR やトポイソメラーゼ(Top2)な
どのゲノム安定性制御因子とも結合すること、DNA 複製、遺伝子領域の転写や DNA 損傷応答にお
けるクロマチンリモデリングや R-loop 構造の解消に寄与していることが報告されている(Hauer 
et al., 2017: Soutoglou et al., 2007: Tsai et al., 2021) 。また、興味深いことに、AHDC1
を過剰発現させると HP1 の局在促進と共に、HP1 結合、自己集合活性に依存して、球状に凝縮し
たヘテロクロマチン領域 (クロモセンター) がほどけて観察されるといった、AHDC1 がクロマチ
ン構造変化に関わることを見出した。 
これらの知見から、本研究では、AHDC1 は、DNA 修復機構や、損傷応答性クロマチンリモデリン

グ複合体に、クロマチンの高次構造変換活性、自己集合活性を付与することにより、修復装置が
働くための環境を整えているのではないかという仮説を着想し、その実態を明らかにすること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
Flag-tag を N 末端に付与した AHDC1、または ARID1A を安定に発現するヒト 293 細胞を樹立し、
抗 Flag 抗体の免疫沈降産物を質量分析により解析することにより、AHDC1、ARID1A 結合タンパ
ク質を同定した。同様に AHDC1 の部分断片に Flag-tag を付与し、一過性発現、または安定発現
株を樹立し、その免疫沈降産物を各種抗体によるウエスタンブロットで解析した。 
AHDC1 の表現型を解析するために、CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集により AHDC1 をノックアウ
トしたマウス NIH3T3 細胞を樹立した。免疫沈降法、ウエスタンブロット (WB) 、免疫染色法 



(IF) は、Nozawa et al., (2010)の条件で行った。gamma-H2AX の免疫染色は、Cyclin A の共染
色、EdU 染色を組み合わせることで、細胞周期を G1、S、G2 期に顕微鏡下で判別できるように行
った。 
クロマチン免疫沈降法 (ChIP) 、RNA-FISH 法は、基本的には Nozawa et al., (2013)の条件で
行った。 RNA-FISH で使用した Major satellite probe は、以下の配列の primer で増幅された
PCR 産物を Nick translation によって作製した。 
(Fwd: 5’-CACTTTAGGACGTGAAATATGGCG-3’; Rev: 5’-CATATTCCAGGTCCTTCAGTGTGC-3’) 
DNA-RNA Hybrid 免疫沈降法 (DRIP)は、Tsai et al., (2021)を参考に、5% PFA の条件で固定
後、断片化や DNA の精製は ChIP のプロトコルによった。 
これらの実験は、以下の抗体を用いて行った ; anti-FLAG (mouse; M2; Sigma; 1/10000 for 
WB), anti-AHDC1 (rabbit; 46-1; laboratory made; 1/100 for WB), anti-ARID1A (mouse; 
PSG3; Santa curz;1/3000 for WB), anti-SCAI (mouse; 17C3; laboratory made; 1/100 for 
WB), anti-HP1-alpha (mouse; MAB3446; Merck; 1/10000 for WB) anti-gamma-H2AX (rabbit; 
20E3; Cell Signaling; 1/300 for IF), anti-gamma-H2AX (rabbit; 20E3; Cell Signaling; 
1/300 for IF), anti-gamma-H2AX (mouse; 20A8; gift from Hiroshi Kimura; 1 ug for ChIP), 
anti-H3K9me3 (mouse; 2F3; gift from Hiroshi Kimura; 1 ug for ChIP), anti-DNA-RNA Hybrid 
(mouse; S9.6; Merck; 1 ug for DRIP) 
 
 
４．研究成果 
まず、AHDC1 の相互作用ネットワークを明らかとするた

めに、Flag-ARID1A 安定発現細胞を樹立し、ARID1A の免
疫沈降産物の解析を質量分析計で行ったところ、BAF ク
ロマチンリモデリング複合体構成因子に加え、AHDC1 が
検出され、AHDC1-ARID1A の結合を確かにした。また、ヒ
ト AHDC1 は 1603 アミノ酸残基のタンパク質であり、その
各部分断片に Flag-tag を付与し、一過性発現、または安
定発現株を樹立し、その免疫沈降産物を各抗体で解析し
たところ、N 末側に 2 箇所の HP1 結合部位、中央に１箇
所の SCAI 結合部位、C末側に ARID1A 結合部位を同定し、
HP1、SCAI に関しては点変異体の作製にも着手し、実際に
結合できない変異体を得ることができた。 
次に、マウス NIH3T3 細胞で AHDC1 ノックアウト細胞 

(AHDC1 KO)を樹立し、表現型探索を行った。AHDC1 の過剰発現は、ヘテロクロマチン領域 (クロ
モセンター) の構造変化に関わることから、クロモセンター領域に着目して解析したところ、
RNA-FISH 法や定量 PCR(qPCR)によって、クロモセンター領域からの転写産物 (major satellite 
RNA; MSR)が AHDC1 KO で増大していることを見出した。MSR は、クロマチンに取り込まれること
でヘテロクロマチン化を促進することが知られていることから、ChIP-qPCR、または DRIP-qPCR
により、クロモセンター領域の H3K9me3、R-loop の変化を解析したところ、AHDC1 K/O で増大が
確認された。このことから、AHDC1 はヘテロクロマチンや R-loop の解消に寄与していることが
分かった。 
間接蛍光法により、細胞周期を分けて DNA 損傷に集積するヒストン修飾の gamma-H2AX を観察

したところ、G1、G2 期の自然発生的な gamma-H2AX の核内全体の輝点が減少していた (図 1)。そ
こで gamma-H2AX について、ChIP-qPCR により解析すると、野生型の細胞では、ユークロマチン
領域と比べ、major satellite 領域で gamma-H2AX の蓄積が見られるが、AHDC1 KO では蓄積が見
られなくなった。しかしながら、野生型の細胞においても、顕微鏡観察下では、gamma-H2AX の
輝点は、クロモセンターのような凝集度の高い領域ではほとんど見られないことから (図 1)、
クロモセンターで生じた DNA 損傷はクロマチン構造の再編によってクロモセンター領域からル
ープアウトしていると考えられた (図 2)。ヘテロクロマチンで生じた DNA 損傷は、ユークロマ
チンとは違い、gamma-H2AX などの比較的初期に働く因子が直ぐには集積せず、ヘテロクロマチ
ンの解消や損傷部位のループアウトによってユークロマチン化してから損傷応答が進行してゆ



くことが知られている (Goodarzi et al., 2012)。そのため、クロモセンターで DNA 損傷が生
じた際、AHDC1 はヘテロクロマチンや R-loop 構造を解消することで、損傷 DNA をヘテロクロマ
チンからループアウトさせることに関与し、DNA 損傷応答を促進するのに役立っているのではな
いかと考えられた (図 2)。今後は、クロモセンターでの解析を通して、AHDC1 が RNA を介したク
ロマチン構造変換に関わっていることの実態を示すとともに、AHDC1 結合因子である BAF リモデ
リング複合体や SCAI とのリンクを欠損させた際の表現型を解析し、AHDC1 のクロマチン構造変
換の分子機構を示したいと考えている。 
R-loop 解消に関わる変異は様々な疾病を引き起こすことが知られており (Garcia-Muse and 

Aguilera, 2019)、AHDC1 の突然変異も、Xia-Gibbs 症候群という精神遅滞を引き起こす症例が報
告されている (Khayat et al., 2021)。本研究の発見は基礎的な知見に留まっているが、将来的
にはこれらの疾患の原因究明の糸口になるのではないかと思われる。 
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