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研究成果の概要（和文）：これまでに、植物の染色体タンパク質複合体であるコンデンシンIIにDNA損傷を緩和する作
用があることが分かっている。本研究では、コンデンシンIIがどのようにしてDNA損傷の緩和に作用するのかを明らか
にすることを目的とした。解析の結果、コンデンシンIIはDNA損傷修復には関わっていない可能性が高いこと、そして
、コンデンシンIIにクロマチンを凝縮させる作用があることを発見した。このことから、コンデンシンIIには、クロマ
チンの凝縮を通じて物理的にDNA損傷を引き起こす因子からDNAを守る作用があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：A plant chromosomal protein complex, condensin II, is known to function in allevia
ting DNA damage. However, it is still unclear that how condensin II acts in DNA damage response. To reveal
 the detailed function of condensin II in the alleviation of DNA damage, we characterized Arabidopsis cond
ensin II mutants. As a result, it was found that Arabidopsis condensin II is unlikely to be required for t
he DNA damage repair but functions in the high compaction of genome-wide chromatin. These findings indicat
e that Arabidopsis condensin II is considered to physically protect DNA through the high compaction of chr
omatin.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) DNA 損傷応答における Cnd の役割 
 コンデンシン（以下 Cnd と略す）は真核生
物に広く保存された染色体構造維持に重要
な役割を果たすタンパク質複合体である。こ
の複合体は 2つのコアタンパク質及び 3つの
制御タンパク質で構成され、異なる制御サブ
ユニットの組み合わせを持つ 2 種類の Cnd、
タイプ I（Cnd I）及びタイプ II（Cnd II）
を有する（図 1）。Cnd の広く知られる機能と
しては、染色体凝集と乖離があげられるが、
それ以外にも動物培養細胞を用いた実験か
ら、Cnd II が相同組換えの足場となることで
DNA 損傷修復に関与することが示されている。
植物においては、申請者がこれまでに、シロ
イヌナズナ Cnd II が DNA 損傷の緩和を通じ
てホウ素過剰ストレス耐性に寄与すること
を明らかにした。しかし、植物 Cnd II がど
のような作用機序でDNA損傷緩和に寄与する
かは不明なまである。 
 
(2) Cnd の活性制御機構 
 Cnd は DNA の supercoiling 活性を持つ。ヒ
トのCndでは、この活性や染色体への局在が、
種々の分裂期キナーゼやホスファターゼに
よって分裂期特異的に制御される。近年、ヒ
ト培養細胞において、分裂期キナーゼの一つ、
オーロラキナーゼ（AUR）は Cnd I をリン酸
化することで分裂期後期の染色体動態制御
をするが、Cnd II をリン酸化しないことが示
された。一方で、DNA 損傷応答が起こる間期
におけるCndの制御機構については不明であ
る。植物間期核において Cnd II 及び AUR は
共に核に局在することから、申請者が生物情
報学的解析を行ったところ、植物 Cnd II の
サブユニット CAP-H2 でのみ保存される AUR
リン酸化候補サイトをいくつか発見した（図
2）。また、申請者はこれまでに、AUR3 の RNAi
株が Cnd II 変異株よりもより DNA 損傷感受
性であることを見出している。以上のことは、
間期の DNA 損傷応答において、Cnd II が AUR3
による制御をうけて機能する可能性を示唆
している。 
 
２．研究の目的 
(1) DNA 損傷応答における植物 Cnd II の作
用機序の解明 
 植物の Cnd II はホウ素過剰や UV によって
もたらされるDNA損傷の緩和に寄与すること
が明らかとなっている。Cnd II の DNA 損傷緩
和の作用機序を明らかにすることは、植物が
どのようにして環境ストレスに対応するか
を知る上で重要な知見となると予測される。
そこで、本研究では、これまでの多生物種に
おける Cnd II の知見から導いた以下の仮説
に基づいて Cnd II の作用機序の解明に迫る
ことを目的とした。 
 
① 上述した動物細胞の場合同様に、Cnd II
は DNA 損傷修復を促進する作用がある。 

② クロマチンの高度な凝集により、Cnd II
は DNA 損傷の原因物質（反応）から DNA を物
理的に防御する。 
 
(2) DNA 損傷に応答した植物 Cnd II の制御機
構の解明 
 シロイヌナズナの Cnd II サブユニット 
CAP-H2にはAURによるリン酸化認識配列があ
り、AUR による Cnd II のリン酸化制御の可能
性が考えられる。また、AUR3 の機能抑制は
DNA 損傷感受性を引き起こすことが明らかと
なっている。そこで、Cnd II が AUR3 によっ
てリン酸化されることによってDNA損傷応答
に寄与していると仮説をたて、この検証によ
り、Cnd II の DNA 損傷応答機構を議論する。 
 
３．研究の方法 
(1) DNA 損傷修復への Cnd II の関与の検証 
 DNA損傷修復に Cnd II が関与するかどうか
を検証するために、野生型株及び Cnd II 変
異株（cap-h2-2）を用いて、γ線照射による
DNA 損傷の誘発後の DNA 損傷応答遺伝子の発
現変化の解析を行った。DNA 損傷応答に比例
して発現量が変化することが知られている
遺伝子 BRCA1、RAD51、GR1 を解析に用いた。 
 
（2）クロマチン強度維持への Cnd II の関与
の検証 
 クロマチン構造の安定性を、野生型株及び
Cnd II 変異株（cap-h2-2）の実生から抽出し
たクロマチン DNAの DNase に対する感受性で
検証した。クロマチンの弛緩や、構造の不安
定性は、クロマチン DNA の DNase に対する感
受性を引き起こすと考えられる。また、弛緩
したクロマチンの指標となる、ヒストン H3
及び H4 のアセチル化のレベルを、花芽を用
いた抗体免疫染色法及び画像解析ソフト
ImageJ による解析により比較検証した。さら
に、染色体レベルでの凝縮度を、FISH
（Fluorescence in situ hybridization）法
によるゲノム上の特定の2領域の同時可視化
により検証した。特定の 2領域として、セン
トロメアと 5S あるいは 45S rDNA 領域の組み
合わせとした。セントロメアとそれぞれの領
域間の位置関係を、ImageJ を用いて解析し、
野生型株及び Cnd II 変異株（cap-h2-2 及び
cap-g2-1）の比較により、染色体レベルでの
凝縮への Cnd II の寄与を議論した。 
 
（3）AUR による Cnd II リン酸化の検証 
 シロイヌナズナゲノムには 3つの AURがコ
ードされており、これまでに AUR1 及び AUR2
は機能重複することが知られている。そこで、
大腸菌で発現・精製した Cnd II サブユニッ
ト CAP-H2、AUR 及び AUR3 を用いて、in vitro
リン酸化アッセイを行った。アッセイには、
non-RI でリン酸化を検出できる、ATPγS 及
び抗チオリン酸化エステル抗体を用いた方
法を採用した。また、リン酸化部位を特定す
るために、in vitro で AUR によるリン酸化を



行った CAP-H2 の質量分析を行った。  
 
４．研究成果 
(1)植物 Cnd II の DNA 損傷緩和作用機序 
 野生型株（Col-0）及び Cnd II 変異株
（cap-h2-2）における100Gyのγ線照射後0、
6、12 時間後の DNA 損傷応答遺伝子 BRCA1、
RAD51、GR1 の発現レベルの経時変化を解析し
た。その結果、野生型株及び Cnd II 変異株
ともに、DNA 損傷誘導直後に上記 3 種の DNA
損傷応答遺伝子の発現レベルの急上昇がみ
られ、照射後 12 時間でほぼ照射前の発現レ
ベルに戻り、Cnd II を欠損しても、DNA 損傷
の修復速度には影響がないことが示された。
このことから、シロイヌナズナの Cnd II は
DNA 損傷修復には貢献していないであろうと
考えられた。 
 そこで、クロマチンの高度な凝集を介した
Cnd II による DNA 損傷の原因物質（反応）か
らのDNAの物理的防御の可能性について検証
した。実生から抽出したクロマチン DNA の
DNase 感受性は、野生型株と比べて、Cnd II
変異株で高いことが分かった。また、クロマ
チンの弛緩の指標となるヒストン H3 及び H4
のアセチル化の程度が、Cnd II 変異株におい
て野生型株よりも上昇していた（図 1）。以上
のことから、シロイヌナズナの Cnd II は、
クロマチンの凝集に機能することが示され
た。 
 

図 1. 抗体免疫染色によるヒストン H3 及び H4 の
アセチル化の程度の検出。 
上図は、抗ヒストン H3 あるいは H4 アセチル化抗
体を用いた代表的な免疫染色画像。 
下図は、蛍光の輝度値をもとに、アセチル化の程
度を定量化したもの。アセチル化の程度が高けれ
ば高い程、高い輝度値となる。 
 
 
 さらに、FISH 法により、セントロメアと
5S あるいは 45S rDNA 領域間の位置関係を解
析したところ、野生型株ではセントロメアの
近傍に位置する 5S 及び 45S rDNA 領域が、Cnd 
II 変異株においては離れて位置することが
分かった（図 2）。これらのことから、Cnd II

はクロマチンの高度な凝集を介して、染色体
レベルでもその凝集に機能していることが
示唆された。 
 

図 2. FISH 法を用いたセントロメア（180bp）及び
45S rDNA 領域の可視化。 
左図は、代表的な FISH 画像。野生型株では、45s 
rDNA領域はセントロメアのシグナルに近接してい
るが、Cnd II 変異株ではセントロメアとは離れた
場所に位置する 45S rDNA シグナルが検出される。 
右図は、セントロメアから離れた場所に位置する
45S rDNA シグナルの検出頻度を定量化したもの。 
 
 
 以上の結果から、シロイヌナズナの Cnd II
は、クロマチンの高度な凝集を介して、染色
体レベルでのDNAの安定性維持に寄与し、DNA
損傷応答から、DNA を保護する働きがあると
推測された。 
 
 
（2）AUR による植物 Cnd II のリン酸化制御 
 in vitroリン酸化アッセイを行ったところ、
AUR1 及び AUR3 いずれによっても、Cnd II サ
ブユニット CAP-H2 がリン酸化を受けること
が示された（図 3）。 
 

図 3. in vitro リン酸化アッセイによる、AUR に
よる Cnd II サブユニット CAP-H2 のリン酸化の検
出。 
 
 
 次に、質量分析により、リン酸化部位の同
定を試みた。その結果、12カ所のリン酸化候
補部位が同定された。それぞれの候補部位に
あるスレオニンあるいはセリンをアラニン
に置換した、変異 CAP-H2 タンパク質を作製



し、AUR によるリン酸化部位の特定を試みた
ところ、少なくとも 2カ所以上の AUR による
リン酸化部位の存在が示されたが、完全に部
位を特定するには至らなかった。現在、引き
続き解析を継続している。 
 
 
 動物細胞では、Cnd II が DNA 損傷からの
DNA の保護に寄与しているかどうかは示され
ていない。また動物細胞の Cnd II サブユニ
ット CAP-H2 は AUR によるリン酸化を受けな
いことが明らかとなっている。本研究の成果
は、植物のみに特異的に保存された Cnd II
の機能があることを示唆するものである。 
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