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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、放射線や抗ガン剤によるゲノムストレスが、記憶・継承される可能性を検証するた

め、ゲノム修復関連タンパク質 RAD51 のクロマチン結合について網羅的解析を行った。抗がん

剤処理 2時間後の細胞では損傷部位や染色体のテロメア近傍などへの RAD51の結合が確認され

が、2週間後にはほとんど認められなかった。ヒストン H2AZなどの因子について、様々なゲノ

ム修復因子やヒストンについて同様の解析を行うことで、長期間に渡る損傷クロマチンの変化

について解析を進めている。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study is to test whether there is a system to memory the 
information of genome damage induced by ionizing radiation or anti-cancer drugs in 
human cells or not. We performed genome-wide analysis of the binding of DNA repair 
protein RAD51 to chromatin after induction of DNA damage. We could detect the 
binding of RAD51 to damaged sites and sub-telomeric regions at 2 hours after 
induction of DNA damage. The RAD51 binding to the damaged sites were reduced at 
two weeks after induction of DNA damage. We are now examining the binding of other 
repair factors and histones to the damaged sites at two weeks after induction of DNA 
damage.   
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１．研究開始当初の背景 

悪性腫瘍治療法の進歩により、長期生存する

小児がん経験者数が急速に増加しているた

め、放射線や抗がん剤を用いた治療による二

次性悪性腫瘍の発症や次世代への影響の有

無の検証が重要な問題となってきた。二次性

白血病などの発症には、治療に用いられる放

射線や抗ガン剤などによる様々なゲノムス

トレスが重要な因子となっているとされて

いる。しかし、治療によるゲノムストレスが
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どのように二次性悪性腫瘍などの発症に関

与しているのか、あるいは次世代にどのよう

な影響をあたえるのかについては未だ不明

な点が多い。 

 

２．研究の目的 

我々は、ゲノムストレスが記憶・継承される

ためには、損傷ゲノムを含むクロマチンに何

らかの刻印がなされる、すなわちゲノムスト

レスをエピジェネティックに記憶するシス

テムが存在するのではないかと考えた。そこ

で、本研究では、「放射線や抗ガン剤による

ゲノムストレスの記憶や継承は、ヒストン、

ゲノム修復タンパク質などのクロマチンへ

の結合により維持される」という仮説をたて、

これを検証するため 

１）ゲノム損傷誘導後のゲノム修復タンパク

質のクロマチンへの結合 

２）ゲノム損傷誘導後クロマチンでのヒスト

ン構成の変化 

について、全染色体 DNAを対象としたクロマ

チン免疫沈降シークエンス法による解析を

行う。 

 

３．研究の方法 

１） 組換え修復関連タンパク質 RAD51の損

傷誘導後のクロマチンへの結合の解析 

RAD51は、DNA二本鎖切断の相同組換え修復

で染色体の組換え反応を促進するために重

要な DNAに結合するタンパク質である。また、

RAD51を過剰発現することにより、染色体転

座など染色体異常の頻度が上昇することが

報告されている。そこで、ヒト繊維芽細胞株

GM0637に放射線照射や抗がん剤処理を行い、

抗 RAD51抗体を用いたクロマチン免疫沈降法

により RAD51に結合したクロマチンを経時的

に精製する。ついで、精製されたクロマチン

から DNA を抽出し PCR 法により増幅した後、

次世代シークエンサーを用いて、RAD51のク

ロマチン結合について全染色体 DNA領域を対

象にクロマチン免疫沈降シークエンス解析

を行う。ゲノム損傷誘導後 RAD51のクロマチ

ンへの結合上昇が持続的に認められた領域

については、定量 PCR法を用いたクロマチン

免疫沈降法により RAD51の当該領域への結合

について検証を行う。 

 

２）ゲノム損傷誘導後のヒストン結合変化の

解析 

我々は、ゲノム損傷誘導後のクロマチン構造

変換の解析から、ヒストン H2のバリアント

である H2AXが損傷クロマチンから放出され

ることが明らかにしている。さらに、最近ヒ

ストン H2Aのもう一つのバリアントである

H2AZも損傷依存的にクロマチンから放出さ

れることを見出した。そこで、放射線照射な

どによるゲノム損傷誘導後、経時的に抗 H2AX

および H2AZ抗体を用いてヒストン H2AXと

H2AZを含むクロマチンを精製し、全染色体

DNAを対象とした免疫沈降シークエンス解析

を行う。 

 
４．研究成果 

平成 23 年度には、ヒト繊維芽細胞株に抗が

ん剤処理によるゲノム損傷誘導後、経時的に

ゲノム修復関連タンパク質 RAD51のクロマチ

ンへの結合について、抗 RAD51抗体を用いた

クロマチン免疫沈降シークエンス法による

検証に取り組んだ。まず、トポイソメラーゼ

II 阻害作用を持つ抗がん剤エトポシド処理

後 30 分後の RAD51 抗体を用いた免疫沈降シ

ーケンス解析では、二次性白血病の疾患特異

的染色体異常として知られている 11q23転座

の染色体転座切断点集中領域への RAD51の結

合が確認された。この結合は、ゲノム損傷応

答因子 ATMの欠損細胞でより強く認められて

いた。さらに、11q23 転座の染色体転座切断

点集中領域以外にも、一部の染色体のテロメ



ア近傍などへの RAD51 の結合が認められた。

さらにクロマチン免疫沈降用の新しい RAD51

抗体を作成し、エトポシド処理 2週間後の細

胞を用いた RAD51のクロマチンへの結合の解

析を行ったが、残念ながら特異的なクロマチ

ン領域への RAD51の結合はほとんど認められ

なかった。このため、RAD51 以外の修復関連

蛋白質のクロマチン免疫沈降法を用いた損

傷クロマチンへの結合を検討している。 

 ヒストン H2 のバリアントの損傷クロマチ

ンへの結合の検討では、H2AZ-1と H2A.Z-2の

2 種類の H2AZ が存在することが報告された。

我々は、H2A.Z-2 が損傷依存的にクロマチン

から放出されることを確認した。しかし、現

在 H2AZ-1と H2AZ-2を区別できる抗体は存在

しない。このため、現在 FLAG などで標識し

た H2A.Z-2 を発現させた細胞での H2AZ-2 の

損傷クロマチンへの結合について検討を開

始した。 
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