
 

 

 

 

 

核小体内の力学環境における 

DNA アンツイスティング機構の解明 

 

福手 淳平 

 

  



1 

 

目次 

要旨 ···························································································································· 3  

略語一覧 ···················································································································· 5  

第１章 序論 ·············································································································· 6  

1-1 力による DNA二重らせん構造の変化 ·········································· 7  

1-2 DNAアンツイスティングによる核内プロセスの制御 ······················ 8  

1-3 RNAポリメラーゼを駆動力とした DNAアンツイスティング ·········· 11  

1-4 DNAアンツイスティングに必要となる DNAの軸回転の拘束 ·········· 13 

1-5 核内構造体へのアンカリングによる DNAの軸回転拘束の可能性 ····· 14 

1-6 核小体内の力学環境 ································································ 14 

1-7 本論文の目的 ········································································· 17 

第２章 手法 ············································································································ 18 

2-1 Underwound DNAの蛍光標識および標的特異性の検証 ··················· 19  

 2-1-1 Bio-psoralenに対する in vitro crosslinking assay ························· 19 

 2-1-2 細胞培養 ·········································································· 21 

 2-1-3 Bio-psoralenを用いた underwound DNAの蛍光標識 ·················· 21 

 2-1-4 Bio-psoralenを用いた underwound DNAの回収························· 22 

2-2 Underwound DNAおよび関連タンパク質の空間分布の解析 ············· 23 

 2-2-1 免疫蛍光染色および化学染色 ·············································· 23 

 2-2-2 リボソーム DNAに対する FISH ··········································· 23 

 2-2-3 顕微鏡観察および画像解析 ················································· 24 

2-3 核小体内の力学環境への摂動およびその効果の確認 ······················ 25 

 2-3-1 細胞に対する阻害剤処理 ···················································· 25 

 2-3-2 クロマチン免疫沈降··························································· 26 

 2-3-3 定量 PCR解析 ··································································· 27 

  



2 

 

第３章 結果 ············································································································ 28 

3-1  Underwound DNAの蛍光標識における標的特異性の検証 ··············· 29 

 3-1-1 In vitroにおいて bio-psoralenは underwound DNAに結合する ······ 29 

 3-1-2 細胞核内の bio-psoralen結合 DNAを蛍光標識した ··················· 31 

 3-1-3 細胞核内において bio-psoralenは underwound DNAに結合する ··· 38 

3-2 細胞核内における DNAアンツイスティングの発生領域の同定 ········ 40 

3-2-1  DNAアンツイスティングは RNAポリメラーゼおよび 

 トポイソメラーゼの近傍で生じる ········································ 40 

 3-2-2 トポイソメラーゼ阻害により underwound DNAは減少する ······· 43 

 3-2-3  DNAアンツイスティングはリボソーム DNAにおいて生じる ··· 45 

 3-2-4  Underwound DNAは核小体コアを中心に分布する ··················· 47 

3-3 核小体における DNAアンツイスティング機構の検証 ···················· 50 

 3-3-1 核小体コアの RNA ポリメラーゼ Iによるトルク発生が 

 DNAアンツイスティングに寄与する ···································· 50 

 3-3-2 核小体シェルへのアンカリングによる DNAの軸回転拘束が 

  DNAアンツイスティングに寄与する ···································· 54 

第４章 考察 ············································································································ 59 

4-1 核小体内の力学環境における DNAアンツイスティング機構 ··········· 60 

4-2 G4形成の DNAアンツイスティングへのフィードバックの可能性 ··· 62 

4-3 核小体において DNA軸回転拘束に寄与する力学的・生化学的因子 ·· 62 

4-4 RNAポリメラーゼ Iおよび IIの DNAアンツイスティングへの寄与 · 63 

4-5 トポイソメラーゼによる under/over-wound DNAの解消 ·················· 63 

4-6 本研究で用いた手法の改善点 ···················································· 64 

4-7 メカノバイオロジー分野への貢献 ·············································· 64 

4-8 進化生物学分野への波及効果 ···················································· 65 

文献 ·························································································································· 67 

関連業績 ·················································································································· 79 

謝辞 ·························································································································· 82 



3 

 

要旨 

遺伝子の転写・複製などの核内プロセスは、DNA とタンパク質の相互作用の

変化により制御される。これまで、in vitro再構成系を用いた研究から、DNA上

の分子モーターが発生する力が、DNA 二重らせん構造の変化（伸び・ねじれ）

を誘導し、DNA に対するタンパク質の結合に影響を及ぼすことが示されてきた。

しかしながら、多種多様な生体分子が存在する細胞内において、DNA の二重ら

せん構造が変化する機構は未だ明らかでない。本論文では、核内構造体の１つ

である核小体に着目し、核小体内の力学環境においてDNAアンツイスティング

（二重らせんのねじれ角の減少）が生じる機構を解明することを目的とした。 

DNA アンツイスティングが生じるためには、トルクの発生に加え、DNA の

軸回転拘束が必要となる。本研究では、核小体内において、RNA ポリメラーゼ

I（RNAPI）によるトルクの発生、および、タンパク質集合体へのアンカリング

による軸回転拘束が連成することで、リボソーム DNA（rDNA）のアンツイス

ティングが生じるとの仮説を立て、in situイメージングに基づき検証した。 

まず、細胞内に存在する underwound DNA（二重らせんのねじれ角が小さい

DNA）を in situ で蛍光標識し、その標的特異性を検証した。Underwound DNA

に結合する低分子であるビオチン化ソラレンを細胞に取り込ませたのち、蛍光

アビジンにより標識した。Underwound DNA を解消させる薬剤の処理に応じて、

ビオチン化ソラレンが結合したDNAの存在量、および、蛍光イメージングにお

ける蛍光輝度が変化したことから、本手法の標識特異性が確かめられた。 

次に、核小体内における rDNA のアンツイスティングを確認するため、

underwound DNAとともに、rDNAに対する蛍光 in situハイブリダイゼーション

を行い、格子構造化照明顕微鏡による超解像イメージングを実施した。その結

果、rDNA において DNA アンツイスティングが生じることが示された。核小体

は、リボソームRNAの転写・修飾が行われるコアと、リボソームの合成が行わ

れるシェルから構成される。コア－シェル構造の構成タンパク質との共染色を
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行った結果、underwound DNA は核小体コアを中心に分布し、核小体シェルよ

り外側では内側に比べて underwound DNA が少ないことが明らかとなった。こ

れらの結果から、核小体コアにおけるトルクの発生と、核小体シェルにおける

DNA の軸回転拘束が連成することで、核小体内において rDNA のアンツイス

ティングが生じる可能性が示唆された。 

さらに、核小体内において rDNA がアンツイスティングする機構を検証した。

核小体コアに局在するRNAPIの活性に対する摂動実験を行った結果、RNAPIに

よるトルクの発生が、核小体内における rDNA のアンツイスティングを導くこ

とが示された。また、核小体内において rDNA の軸回転拘束を担う因子として、

核小体シェルの構成分子である nucleophosmin（NPM）に着目した摂動実験、お

よび、クロマチン免疫沈降実験を行った。その結果、NPM の集合体が rDNA 上

のグアニン四重鎖（G4）に結合することで、DNA の軸回転拘束を介して、

rDNAのアンツイスティングを誘導することが示された。 

以上の結果から、核小体コアの RNAPIによるトルクの発生、および、核小体

シェルの NPM 集合体へのアンカリングによる DNA の軸回転拘束が連成するこ

とで、rDNA のアンツイスティングが生じることが明らかとなった。本研究は、

個々の核内構造体において動的に変化する力学環境のもとで核内プロセスが制

御される可能性を示唆しており、外部からのシグナルに応じた細胞分化などの

運命選択機構を理解する一助となる。また、生物進化の過程においては、外部

環境に適した遺伝子群が発現するように、DNA 二重らせん構造を力学的に制御

する仕組みが獲得されてきたと考えられる。今後、進化の方向性を決定する因

子として、DNA の塩基配列に加え、力の作用下の DNA 二重らせん構造の変化

に着目したアプローチの提案が期待される。 
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略語一覧 

5’ ETS  5’ external transcribed spacer 

ActD   actinomycin D  

Bio-psoralen  Psoralen-PEG3-Biotin 

BLM   bleomycin 

BSA   bovine serum albumin 

bTMP  biotinylated trimethylpsoralen 

ChIP   chromatin immunoprecipitation（クロマチン免疫沈降） 

CPT   camptothecin 

CTCF  CCCTC結合因子 

DFC   dense fibrillar component 

ETO   etoposide 

FBL   fibrillarin 

FC   fibrillar center 

FISH   fluorescence in situ hybridization 

G4   G-quadruplex 

GC   granular component 

IDR   intrinsically disordered region（天然変性領域） 

Lattice-SIM  Lattice-pattern structured illumination microscopy 

   （格子構造化照明顕微鏡） 

NPM   nucleophosmin 

PBS（-）/（+） リン酸緩衝生理食塩水（Ca2+, Mg2+不含有/含有） 

PFA   パラホルムアルデヒド 

PQS   putative quadruplex-forming sequence（推定 G4形成配列） 

qPCR   quantitative polymerase chain reaction（定量 PCR） 

rDNA  リボソーム DNA 

RNAPI/II  RNA ポリメラーゼ I/II 

RNAPIIS2P  セリン 2 リン酸化型 RNA ポリメラーゼ II 

SSC   塩化ナトリウム・クエン酸ナトリウム溶液 

TopI/II  トポイソメラーゼ I/II 

UBF   upstream binding factor 
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1-1 力による DNA 二重らせん構造の変化 

遺伝子の転写・複製などの核内プロセスは、様々な細胞活動の基盤である。

例えば、細胞の分化は、分化状態特異的な遺伝子群が転写されることで進み、

細胞の増殖は、細胞周期に従って DNA が複製されることで実現する [1]。核内

プロセスの制御においては、タンパク質とDNAの間の相互作用が重要な役割を

担う。代表的な例として、ヒストンとDNAの相互作用が挙げられる。真核細胞

においては、DNA にヒストンが巻き付くことでヌクレオソームを形成しており、

転写装置や複製装置が DNA に接近する際に立体障害として働く [2]。しかし、

ヒストンの尾部がアセチル化などの化学修飾を受けると、ヒストンとDNAとの

間に働く静電相互作用が弱くなり、転写装置や複製装置がDNAに結合すること

が可能となる [3]。このように、DNA とタンパク質の相互作用の変化を介して、

遺伝子の転写・複製などの核内プロセスが制御されている。 

タンパク質と DNA の相互作用に影響を与える要素の１つとして、力による

DNA二重らせん構造の変化に着目した研究が行われてきた [4]–[6]。例えば、光

ピンセットを用いて DNA に 10 pN 以上の引張力を作用させると、DNA 二重ら

せん構造に伸びが生じることで、ヒストンの結合が妨げられることが知られて

いる [7]。さらに、ヘリカーゼや RNA/DNAポリメラーゼなどの分子モーターが

DNA に力を作用させることが知られており、例えば、RNA ポリメラーゼ

（RNAP）は 15-25 pNの引張力を発生させる [8]–[10]。このことから、遺伝子転

写において、RNAP は自らが発生させる引張力によりヒストンの結合を抑制す

ることで、ヌクレオソームによる障壁を乗り越えながら移動していると推測さ

れる。以上のように、分子モーターが発生する力によりDNA二重らせん構造が

変化することで、タンパク質との相互作用、ひいては核内プロセスが制御され

ると考えられている。 

これまで、in vitro 一分子実験の発展により、分子モーターによる力の発生と、

DNA 二重らせん構造の変化、そしてタンパク質の結合の関係が理解されてきた。
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しかしながら、in vitro 実験系においては、数種類の DNA や分子モーターが整

然と配置されている一方で、細胞内においては、種々の分子モーターがゲノム

DNA 上の各所で力を発生しており、さらに、様々な DNA 結合タンパク質が

DNA の並進・回転運動を局所的に拘束していると考えられる。このように、

DNA に作用する力や、DNA を取り巻く拘束条件が複雑に絡みあう細胞内の力

学環境において、DNA二重らせんの構造が変化する機構は未だ明らかでない。 

 

1-2 DNA アンツイスティングによる核内プロセスの制御 

DNA に生じる「ねじれ」は、遺伝情報の読み出しに直結する重要な構造変化

である。通常の DNA においては、1 塩基対あたりの回転角（ねじれ角）は約

34.3°である。DNAのらせん軸の周りに力のモーメント（トルク）が作用すると、

ねじれ角が変化し、underwound DNA（ねじれ角が小さい DNA）または

overwound DNA（ねじれ角が大きい DNA）が生じる [11]。本論文では、前者の

構造変化を DNA アンツイスティング、後者の構造変化を DNA オーバーツイス

ティングと呼称する。後述するように、特にDNAアンツイスティングは核内プ

ロセスの制御において中心的な役割を担っていることから、本論文ではDNAア

ンツイスティングに着目する。 

DNA アンツイスティングは、DNA 二本鎖の開裂を誘導することで、RNAP 

[12]や、転写因子 [13], [14]のプロモーター領域への結合を促進することが知ら

れている（図１左）。例えば、c-Myc 遺伝子のプロモーター領域には、far 

upstream elementと呼ばれる配列が存在し、DNAアンツイスティングにより開裂

する[15], [16]。ここにアクティベーターおよびリプレッサーが結合することで、

遺伝子転写の開始が制御されている。さらに、DNA アンツイスティングは、

Cas9などのヌクレアーゼの結合を促進することも知られており [17], [18]、ゲノ

ム編集のオフターゲット効果の原因として注目されている [19]。  

また、DNA アンツイスティングは、様々な非 B 型 DNA の形成に寄与するこ
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とが知られている（図１中央）。例えば、DNA アンツイスティングを介した

DNA 二重らせんの開裂がグアニン含有量の高い塩基配列で起きた場合、一本鎖

DNA 内の四つのグアニン分子がフーグスティーン型水素結合を介して G カル

テットと呼ばれる平面構造をとる [20], [21]。そして、G カルテットが積み重な

ることで、代表的な非 B 型 DNA であるグアニン四重鎖（G4）が形成される。

この他にも、DNA アンツイスティングは、R-loop [22]、cruciform [23], [24]、Z-

DNA [25], [26]など、様々な非B型DNAの形成を促進することが知られている。

非 B型 DNAは、転写因子の結合の標的として、または、DNA/RNAポリメラー

ゼの移動における障害物として働くことで、遺伝子転写や複製の制御に寄与す

ると考えられている [27]。 

さらに、DNA アンツイスティングは、超らせんと呼ばれる高次構造の形成を

誘導する [28] （図１右）。例えば、磁気ピンセットを用いて DNA アンツイス

ティングを誘導すると、超らせんが形成される [29]。超らせんを形成した領域

は DNA の密度が局所的に高くなるため、DNA の蛍光試薬を添加すると、蛍光

輝度の高い点として観察することができる。この輝点を蛍光顕微鏡により経時

観察することで、超らせんの形成・移動・解消などのダイナミクスの理解が進

められている [29], [30]。細胞核内においては、超らせんの形成は、エンハン

サーとプロモーターの近接化 [31], [32]や、数 Mbpサイズのクロマチン構造単位

であるトポロジカルドメインの発生 [33], [34]に寄与する可能性が示されている。

これにより、生物の発生における組織特異的な遺伝子群の転写が制御されると

考えられている [35]。 

以上のように、DNA アンツイスティングは、DNA とタンパク質の間の相互

作用を変化させるだけでなく、非 B 型 DNA（～数十 bp）および超らせん（～

数 Mbp）の形成を介して、ゲノム DNA の立体構造をマルチスケールに変化さ

せることで、核内プロセスの制御に寄与している。 
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図１ DNAアンツイスティングによる核内プロセスの制御機構 
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1-3 RNA ポリメラーゼを駆動力とした DNA アンツイスティング 

細胞内においてDNAアンツイスティングが生じる機構の解明を目指し、数多

くの研究が行われてきた。Liu と Wang [36]は、DNA アンツイスティングが

RNAP を駆動力として生じるとするモデルを提唱した。遺伝子転写において、

DNA のらせん軸を中心とした RNAP の回転が拘束されている状況（核膜に

RNAP が結合している状況など）においては、RNAP は鋳型 DNA を読み取るた

めに二重らせんをほどく。このとき RNAP によりトルクが発生するが、これだ

けでは DNA が回転するだけであり underwound DNA は生じない（図２上）。し

かしながら、RNAPの後方において DNAの軸回転が拘束される箇所が存在する

場合、RNAPとの間で underwound DNAが発生する（図２下）。すなわち、DNA

アンツイスティングは①RNAP によるトルクの発生と、②DNA の軸回転の拘束

が連成することで生じる。また、RNAPの前方において DNAの軸回転が拘束さ

れている場合、overwound DNA が発生する。このように、RNAP の後方と前方

において、それぞれ DNA アンツイスティングと DNA オーバーツイスティング

が生じると考えられている。 

DNAアンツイスティングにおける RNAPの役割については、一分子実験およ

び細胞実験により理解が進められている。光ピンセットを用いた測定の結果、

RNAPは最大で 5-11 pN nmのトルクを発生させることで、DNAアンツイスティ

ングを誘導することが示されている [37], [38]。細胞実験においては、

underwound DNA に結合する低分子であるソラレンを用いたアプローチが行わ

れてきた [39]–[48]。ソラレンは DNA二本鎖の間に挿入され、UV照射下で主に

チミン基と共有結合を形成する [49]。ソラレン、および、その誘導体が DNAに

結合する確率は DNA アンツイスティングにより上昇することが知られている 

[45], [46]。細胞にソラレンを添加した後、ソラレンが結合した DNA に対する

シーケンス解析を行うことで、DNA アンツイスティングが生じているゲノム領

域を明らかとすることができる。これにより、真核生物では転写開始地点より
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上流約 10 kbにわたって DNAアンツイスティングが生じていることが示されて

おり [39], [40]、さらに、RNAP の活性の阻害により underwound DNA が減少す

ることが確かめられている [40]。以上の結果は、遺伝子転写により RNAP の後

方においてDNAアンツイスティングが生じることを意味しており、LiuとWang

のモデル [36]の妥当性を裏付けている。 

 

 

  

図２ Liu と Wang [36]によって提唱された DNA アンツイスティング機構

のモデル。ここでは RNAP の回転と移動が拘束されている状況を想定して

いる。遺伝子転写により DNA が右から左に移動するとき、RNAP の後方

（図中では左側）にトルクが発生する。DNA の軸回転拘束が存在しない

場合（上）では DNA 末端が回転するだけであり、DNA アンツイスティン

グは生じない。その一方で、RNAP の後方に DNA の軸回転拘束が存在す

る場合（下）では、DNAアンツイスティングが生じる。 
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1-4 DNA アンツイスティングに必要となる DNA の軸回転の拘束 

DNA アンツイスティングの発生には、RNAP によるトルクの発生に加え、

DNA の軸回転拘束が必要である。これまで、細胞内における DNA の軸回転拘

束の仕組みとして、DNA のループ形成が注目されてきた。原核生物において、

ラクトースオペロンのリプレッサーであるLacIは、DNA上の離れた２点と結合

することでループを形成する。そのLacIの結合箇所では、DNAの軸回転が拘束

されることが知られている [50]–[54]。例えば、in vitro 再構成系においてラク

トースオペロンに LacI を結合させた状態で RNAP による転写を誘導すると、

RNAPの後方で DNAアンツイスティングが生じることが示されている [54]。さ

らに、ラクトース誘導体の存在下で LacI がラクトースオペロンに結合できない

状態では、DNA アンツイスティングは生じないことも確かめられている [54]。

LacI以外にも、HU [53]や Fis [55]などの DNA結合タンパク質が、ループ形成を

介して DNAの軸回転拘束に寄与することが示されている。 

真核生物では、リング状のタンパク質複合体であるコヒーシンが CCCTC 結

合因子（CTCF）と協同して働くことで DNAループが形成される [56], [57]。手

錠のように組み合わさった２個のコヒーシンが CTCF結合DNAと相互作用する

ことで、DNAの軸回転拘束が生じると推測されている [34], [58]。しかしながら、

ソラレン結合 DNA に対するシーケンス解析の結果、コヒーシンによる DNA

ループ（> 1 Mb）の内部に、DNA アンツイスティングおよび DNA オーバーツ

イスティングの発生領域（約 100 kb）が複数存在することが示されている [39]。

したがって、真核生物においては、ループ形成以外にもDNAの軸回転を拘束す

る仕組みが存在し、DNA アンツイスティング発生領域の制御に寄与していると

考えられるが、その詳細は未だ明らかでない。 
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1-5 核内構造体へのアンカリングによる DNA の軸回転拘束の可能性 

細胞核内には、スーパーエンハンサーやカハール体、核スペックルなどの核

内構造体が存在する [59]。それぞれの核内構造体には、遺伝子の転写、RNA 修

飾、スプライシングなどの特定の機能に寄与する生体分子が集積している。多

種多様な生体分子が混在している細胞核内において、核内構造体の形成により

特定の生体分子が区画化されることで、連続かつ複雑な生化学反応が可能とな

ると考えられている [59]。膜を有さない核内構造体が生体分子を区画化するメ

カニズムとして、液―液相分離を介した液滴の形成が注目されている [60]。配

列特異的な転写因子、コアクティベーター、RNAポリメラーゼ II（RNAPII）な

どは、天然変性領域（IDR）と呼ばれる特定の構造を持たないドメインを有し

ている [61], [62]。それらのタンパク質が IDR を介して、他のタンパク質や、

RNA、DNAと多点的に相互作用することで、特定の生体分子が濃縮された液滴

が形成され、核内構造体として機能することが知られている [61], [62]。 

本論文では、ループ形成とは異なるDNAの軸回転拘束の仕組みとして、核内

構造体へのアンカリングに着目した。核内構造体にDNAがアンカリングされる

と、巨大なタンパク質集合体の結合を介して表面積が増加することで、DNA の

軸回転に対して大きな粘性抵抗が生じると予想される [63], [64]。これにより

DNA の軸回転の速度が局所的に低下することで、RNAP を駆動力とした DNA

アンツイスティングが生じる可能性が考えられる。 

 

1-6 核小体内の力学環境 

最も研究が進められている核内構造体の１つが、リボソーム合成機能を担う

核小体である。核小体は、３つの層からなるコア－シェル構造を有しており、

fibrillar center（FC）と dense fibrillar component（DFC）からなるコアが、

granular component（GC）からなるシェルに内包されている（図３）。リボソー

ムの合成においては、まず、FC/DFC の界面に存在する RNA ポリメラーゼ I
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（RNAPI）によりリボソーム RNA（rRNA）が転写される [65]。続いて、DFC

において rRNA は fibrillarin（FBL）などによるプロセシングおよび化学修飾を

受ける。最後に、GC において nucleophosmin（NPM）などの補助により rRNA

はリボソームタンパク質と合体する [66], [67]。FBLは N末端に、NPMは中央に

IDR を有しており、それぞれを rRNA とともに in vitro で混合すると液滴を形成

する [68]。さらに、FBLと NPMを混合すると、より疎水的な FBLが NPMに内

包されたコア－シェル構造を形成することが確かめられている [68]。  

液－液相分離に基づく核小体のコア－シェル構造は、リボソームの多段階の

合成プロセスにおいて重要である。例えば、FC/DFC 界面において合成された

rRNAは、5’ external transcribed spacer（5’ ETS）を介して FBLと結合することで

優先的に DFCに運ばれ、プロセシングおよび化学修飾を受ける [67]。その後、

GC において rRNA がリボソームサブユニットに組み込まれると、NPM との相

互作用を失い、核小体の外へ排出される [69]。このように、リボソーム合成の

段階に応じて、各層のタンパク質と rRNA の相互作用が変化することで、核小

体コアから核小体シェルへ、そして核小体外へと rRNAが運ばれる。 

核小体内の力学環境においては、RNAPI による転写にともないトルクが発生

するとともに、種々のタンパク質集合体の結合により、DNA の軸回転が拘束さ

れていると推測される。したがって、核小体のリボソーム DNA（rDNA）にお

いてアンツイスティングが生じている可能性が考えられる。しかしながら、こ

れまで核小体内のDNAアンツイスティング機構に着目した研究は行われてこな

かった。その原因の一つは、ソラレン結合DNAに対するシーケンス解析では、

タンデムリピートを含む rDNA を解析することが困難であることが挙げられる。

また、細胞核内においてソラレン結合 DNA を蛍光標識することで DNA アンツ

イスティング発生領域を同定する試みも行われてきたが [34], [39], [47], [70]、蛍

光標識の標的特異性は十分に検証されておらず、高解像度での観察は未だ成功

していない。 
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図３ 核小体のコア―シェル構造およびリボソーム合成過程。核小体コア

において、リボソーム RNAの転写・修飾・プロセシングが行われ、核小

体シェルにおいて、リボソーム RNAはリボソームタンパク質と合体す

る。完成したリボソームサブユニットは核小体外へと排出される。 
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1-7 本論文の目的 

本論文では、核小体内の力学環境においてDNAアンツイスティングが生じる

機構を解明することを目的とした。特に、①RNAPI によるトルクの発生、およ

び、②タンパク質集合体へのアンカリングによるDNAの軸回転拘束が連成する

ことで、rDNAのアンツイスティングが生じるとの仮説を立て、in situ超解像イ

メージングに基づき検証した。 
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第２章 手法 
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2-1 Underwound DNA の蛍光標識および標的特異性の検証 

2-1-1 Bio-psoralen に対する in vitro crosslinking assay 

本研究では、underwound DNA の蛍光イメージングのため、ビオチン化ソラ

レンである Psoralen-PEG3-Biotin（bio-psoralen）を用いた [34], [39], [47], [70]（図

４A）。Bio-psoralen の underwound DNA への結合を検証するため、in vitro 

crosslinking assayを行った [45]。Bio-psoralenは、DNA二本鎖の間に挿入され、

２本のポリヌクレオチド鎖に含まれるチミン基と共有結合を形成する（図４B）。

したがって、bio-psoralen が結合した DNA においては、２本のポリヌクレオチ

ド鎖が架橋される。本実験では、この性質を利用して、bio-psoralen が結合した

DNAの量を測定する。以下に実験の手順を記す。 

まず、プラスミド pBR322（4.2 kb）に対してトポイソメラーゼ I（TopI）およ

びジャイレースを加え、37℃で 1時間反応させることで relaxed DNA（通常のね

じれ角の DNA）および underwound DNAを作製した。その後、NucleoSpin® Gel 

& PCR Clean-up kit（Macherey-Nagel）を用いて DNA を精製した。Bio-psoralen

（EZ-Link® Psoralen-PEG3-Biotin, Thermo Fisher Scientific）を最終濃度 200 µMで

DNAに添加した後、氷上で 360 nm UV（3.6 kJ/m2）を 20分間照射することで、

２本のポリヌクレオチド鎖の架橋を誘導した。EcoRI（Toyobo）を 37℃で 1 時

間処理し、DNA を線状化した。サンプルの半分は静置し、残る半分のサンプル

は 100℃で 5 分間処理した後、直ちに氷水中で冷却した。1%アガロースゲルに

熱処理・非熱処理 DNA を注入した後、Mupid®-exU（Mupid）を用いて、50 V

（約 4 V/cm）の出力電圧で 1時間電気泳動を行った。0.1 µg/mLエチジウムブロ

マイド溶液（Nacalai Tesque）により 30 分間ゲルを染色した後、ImageQuantTM 

LAS500（Cytiva）を用いて撮影した。画像処理ソフト Fiji [71]を用いて、4.2 kb

の位置のバンド輝度を測定し、熱処理サンプルにおける輝度を非熱処理サンプ

ルにおける輝度で除することで、bio-psoralen結合 DNAの割合を算出した。 
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図４ Bio-psoralenの DNAに対する結合。（A）Bio-psoralenの化学構造。

（B）Bio-psoralen とチミン基の間の共有結合。 
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2-1-2 細胞培養 

マウス頭蓋冠由来骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1（RIKEN CELL BANK；継代数 

25-34）を実験に用いた。αMEM（Gibco）に、10% fetal bovine serum（Gibco）

および 1% 抗生物質‐抗真菌剤混合溶液（Nacalai Tesque）を添加した培地を用い

て、37℃, 5% CO2 の条件下で培養した。蛍光染色（第 2-1-3 項）では、1×104 

cellsを Φ35 mm ガラスボトムディッシュ（Φ7 mm glass, MatTek）に播種し、ゲ

ノム DNA の回収（第 2-1-4 項）では、1×106 cells を Φ100 mm プラスチック

ディッシュ（Thermo Fisher Scientific）に播種し、クロマチンの回収（第 2-3-2 項）

では、2.5×106 cellsを Φ150 mm プラスチックディッシュ（Corning）に播種した。

それぞれ 16-24時間培養した後、実験に供した。 

 

2-1-3 Bio-psoralen を用いた underwound DNA の蛍光標識 

Bio-psoralen を用いた underwound DNA の蛍光標識について、先行研究 [34], 

[39], [47], [70]の手法に修正を加えた以下の手順で行った。ディッシュからの細

胞の剥離を防ぐために、ジギトニンおよび bio-psoralenの希釈液としてカルシウ

ム・マグネシウム含有リン酸緩衝生理食塩水（PBS（+））を使用した。PBS（+）

については、リン酸緩衝生理食塩水（PBS（-）; Gibco）にカルシウム・マグネ

シウム溶液（Nacalai Tesque）を 1:100 で加えることで作製した。まず、50 

µg/mLのジギトニン（Cayman Chemical）を 37℃で 1分間処理し、細胞膜の透過

処理を行った。PBS（+）で洗浄した後、最終濃度 20 µM の bio-psoralen を添加

し、37℃で 20分間静置した。氷上で 365 nm UV（3.6 kJ/m2）を 30分間照射し、

bio-psoralen と DNA の架橋を誘導した後、PBS（+）で洗浄した。4% パラホル

ムアルデヒド/PBS（-）（PFA; Nacalai Tesque）を加え15分間固定した。続いて、

0.5% TritonX-100/PBS（-）（MP Biomedicals）を加え 30分間脱膜処理を行った後、

1% bovine serum albumin/PBS（-）（BSA; Sigma-Aldrich）を加え 30分間ブロッキ

ング処理を行った。そして、NeutrAvidin Protein, FITC conjugate（Thermo Fisher 
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Scientific）、または、NeutrAvidin Protein, DyLightTM 488/650（Thermo Fisher 

Scientific）を、それぞれ最終濃度 25 µg/mL および 2.5 µg/mL で 1%BSA, 0.03% 

TritonX-100/PBS（-）に希釈した後、サンプルに添加し、遮光下にて 4℃で 12時

間以上静置した。RNA および DNA が分解されたサンプルを作製するため、細

胞をメタノールで 5 分間固定し、0.5% Triton X-100/PBS（-）を加え、15 分間静

置した後、1 mg/mL RNase A（ニッポンジーン）および 50 U/mL DNase I（Takara）

を添加し、37℃で 1 時間静置した。ビオチン－アビジン相互作用を阻害したサ

ンプルを作製するため、ブロッキング後に遊離アビジン（Avidin/Biotin Blocking 

Kit, Vector Laboratories）を添加し、室温で 1時間静置した。 

 

2-1-4 Bio-psoralen を用いた underwound DNA の回収および定量 

以下の手順に従って、細胞核から bio-psoralen結合 DNAを回収した。第 2-1-3

項に記載した手順で bio-psoralenを DNAに架橋させた後、NucleoSpin® Tissue kit

（Macherey-Nagel）を用いてゲノム DNA を回収し、100 µL の Tris-EDTA buffer

（pH 8.0）に溶解した。1 mg/mL RNase A（ニッポンジーン）を添加し、37℃で

1 時間処理することで RNA を分解した。Bioruptor® II（BM Equipment）を用い

て、氷水中で High powerにて 30秒間の超音波破砕と 30秒間の休止を 30サイク

ル行い、DNA を断片化させた。断片化した DNA を 2×Binding buffer（20 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA, 2 M NaCl, 0.1% Tween 20）と混合した後、100 µLのアビジ

ン磁気ビーズ（MagnosphereTM MS300/Streptavidin; JSR Life Sciences LLC）に添加

した。遮光下で室温にて 1 時間回転させながらインキュベートし、その後 4°C

で 12時間以上回転させながらインキュベートした。1×Binding bufferを用いて磁

気ビーズを洗浄し、非結合DNAを除去した。Bio-psoralen結合DNAを磁気ビー

ズから解離させるために、Elution buffer（10 mM EDTA, 95%ホルムアルデヒド）

を加え 95°Cで 10分間静置した。最後に、Qubit™ ssDNA Assay Kit（Invitrogen）

および QubitTM Fluorometer（Invitrogen）を用いて一本鎖 DNA量を測定した。 
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2-2 Underwound DNA および関連タンパク質の空間分布の解析 

2-2-1 免疫蛍光染色および化学染色 

DNA アンツイスティングの関連タンパク質の空間分布を解析するため、免疫

蛍光染色を行った。第 2-1-3 項と同様の方法で固定、膜透過、ブロッキングを

行った後、一次抗体を 1%BSA, 0.03% TritonX-100/PBS（-）で希釈して加え、

4℃で 12 時間以上インキュベートした。一次抗体として、Anti-RNA polymerase 

II CTD repeat YSPTSPS（phospho S2）（5095, Abcam; 1:500）、anti-topoisomerase I

（85038, Abcam; 1:500） 、anti-RPA194 monoclonal（48385, Santa Cruz 

Biotechnology; 1:100）、anti-fibrillarin monoclonal（2639, Cell Signaling Technology; 

1:500）、anti-NPM 1 monoclonal（32-5200, Invitrogen; 1:500）を用いた。PBS（-）

で洗浄した後、二次抗体を 1% BSA, 0.03% Triton X-100/PBS（-）にて希釈して

加え、室温で 1時間インキュベートした。二次抗体として、Goat Anti-Rabbit IgG 

H&L-Alexa Fluor® 568（175471, Abcam; 1:500）、および、Goat Anti-Mouse IgG 

H&L-Alexa Fluor® 568（175473, Abcam; 1:500）を用いた。 

DNA の染色のため、4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI; Invitrogen）を 1:500

の希釈倍率にて加え、二次抗体とともに室温で 1 時間インキュベートした。

RNA の染色のため、StrandBriteTM（AAT Bioquest）を 1:4000 の希釈倍率にて加

え、30分間室温でインキュベートした。細胞の生死判定のため、最終濃度 1 μM

の SYTOX OrangeTM（Thermo Fisher Scientific）および最終濃度 20 μg/mL の

bisBenzimide H 33342 trihydrochloride（Hoechst33342; Sigma-Aldrich）を培地に加

えた後、37℃, 5% CO2 の条件下で 30分間インキュベートした。 

 

2-2-2 リボソーム DNA に対する FISH 

Underwound DNA、核小体タンパク質、rDNA を同時に観察するため、

Immuno-FISH [72]を行った。まず、bio-psoralen および核小体タンパク質（FBL）
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の蛍光染色を第 2-1-3項および第 2-2-1項に記載した手法で行った。ただし、4% 

PFAによる固定時間は 15分間から 20分間に変更した。その後、細胞を再度 4% 

PFAにより 10分間処理し、抗体をサンプルに固定した。0.05% TritonX-100/PBS

（-）で 3 回洗浄した後、1 mg/mL RNase A を 37℃で 30 分間処理した。次に、

0.1 N HCl を加え、室温で 2 分間変性処理を行った後、1% PFA で 5 分間再固定

した。70%および 100%エタノールを 5 分間ずつ処理することでサンプルを脱水

した後、5 分間風乾した。rDNA を標的とした Cy3 標識 FISH プローブ

（Chromosome Science Laboratory; BACクローン RP23-225M6から作製）をサン

プルに加え、40℃で 2 時間処理した。70℃で 5 分間熱変性処理を行った後、

37℃で 12 時間以上インキュベートした。最後に、0.01% TritonX-100/2× SSC 

buffer（Nacalai Tesque）を用いて 3回洗浄した。 

 

2-2-3 顕微鏡観察および画像解析 

倒立蛍光顕微鏡（IX-83, EVIDENT）を用いて蛍光サンプルの撮影を行った。

超解像イメージングにおいては、格子構造化照明顕微鏡（Elyra7 with Lattice 

SIM; Zeiss）を用いた。40倍または 60倍の Plan-Apochromat油浸対物レンズを用

いて、スライス厚 0.2-0.4 μmの三次元スタック画像を取得した。 

取得した蛍光画像をもとに、細胞核内の bio-psoralenの蛍光輝度を定量した。

画像解析ソフトとして Fiji [71]を使用した。まず、細胞核の輪郭を得るため、

DAPI染色画像に対して Rolling Ball Algorithmに基づく背景の減算を行った後、

ガウス関数を用いた畳み込みによるスムージングを行った。手動で設定した閾

値を用いて二値化を行った後、粒子解析を行い細胞核の輪郭を取得した。続い

て、bio-psoralen の蛍光画像に対して背景を減算した後、細胞核の輪郭の内部に

おける蛍光輝度の平均値を取得した。 

核小体における bio-psoralen および NPM（核小体シェルの構成タンパク質）

に対する蛍光プロファイル解析を以下の手順に従って行った。まず、NPM 蛍光
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画像に対して上記の方法で背景の減算を行った後、”Default”アルゴリズムによ

り設定した閾値を用いて二値化を行った。次に、3D Objects Counter [73]を用い

て NPM シグナルの重心を同定し、これを核小体の重心とした。3D suite [74]を

用いて核小体の重心の座標を得た後、重心から左右に引いた 100 ピクセルの直

線上の NPMおよび bio-psoralenの蛍光プロファイルを取得した。NPMの蛍光輝

度の極大点を Find Peak機能にて同定した後、重心から極大点までの距離が１と

なるよう、NPM および bio-psoralen 蛍光プロファイルを正規化した。重心から

の正規化距離 dについて、（d ≤ 0.5）の範囲を核小体の内側、（1.5 ≤ d ≤ 2.0）の

範囲を核小体の外側として、それぞれの範囲における bio-psoralenの蛍光輝度の

平均値を取得した。 

 

2-3 核小体内の力学環境への摂動およびその効果の確認 

2-3-1 細胞に対する阻害剤処理 

Bio-psoralen の underwound DNA に対する標的特異性を検証するため、

bleomycin（BLM; Cayman Chemical）を最終濃度 100 µMで培地に加え 37℃で 15

分間培養した。BLM は DNA 一本鎖および二本鎖の切断を誘導し、underwound 

DNAを relaxed DNA へと構造変化させることが知られている [39], [75]。細胞核

内におけるトポイソメラーゼ Iおよび II（TopI/II）の役割を検証するため、それ

ぞれの活性阻害剤である camptothecin [76]（CPT; Cayman Chemical）および

etoposide [77]（ETO; 東京化成）を、ともに最終濃度 10 µM で培地に添加し、

37℃で 15 分間インキュベートした。RNAPI による転写開始および転写伸長を

阻害するため、CX-5461 [78], [79]（ChemScene LLC）および actinomycin D [79]

（ActD; Nacalai Tesque）をそれぞれ最終濃度 3 µMおよび 50 nMで培地に加え、

37℃で 15 分間培養した。NPM と G4 の相互作用を阻害するため、G4 選択的リ

ガンドである TMPyP4 [80]（Abcam）を最終濃度 100 µMにて培地に加え、37℃

で 15分間培養した。 
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2-3-2 クロマチン免疫沈降 

TMPyP4処理/非処理条件下における NPM と G4の相互作用を解析するために、

クロマチン免疫沈降（ChIP）を行った。実験には Simple ChIP Enzymatic 

Chromatin IP Kit（Cell Signaling）を用いた。まず、以下の手順に従って、単離

核からクロマチン断片を回収した。ホルムアルデヒドを最終濃度 1％にて培地

に添加し、10 分間静置することでタンパク質と DNA を架橋させた。10X グリ

シンを 10 倍希釈で加え 5 分間静置し架橋反応を止めた後、氷冷した PBS（-）

で洗浄した。スクレイパーを用いて細胞を剥離させ、Proteinase Inhibitor Cocktail

を加えた PBS（-）に回収した。サンプルに 0.25 µL の Micrococcal Nuclease

（2000 gel units/µL）を加え、37℃で 20分間処理することでクロマチンを断片化

した。Bioruptor® II（BM Equipment）を用いて、氷水中で High powerにて 30秒

間の超音波破砕と 30秒間の休止を 3サイクル行い、核膜を破砕した。 

さらに、以下の手順に従って、NPM が結合したクロマチン断片から DNA を

回収した。クロマチン断片を含むサンプルを 500 µL にメスアップした後、10 

μL を別のチューブに移し、インプットサンプルとした。残りのサンプルに 10 

µgの Anti-NPM 1 monoclonal（32-5200, Invitrogen）を加えた。さらに、ポジティ

ブコントロールおよびネガティブコントロールとして、Anti-Histone H3 

monoclonal（4620, Cell Signaling）を 2 µg、Normal rabbit IgG（2729, Cell Signaling）

を 10 µg 添加した。抗体を添加したサンプルを回転させながら 4℃で 12 時間以

上インキュベートした。Protein G 結合磁気ビーズを用いて、抗体に結合したク

ロマチン断片を回収した後、1X ChIP Elution Bufferを加え、65℃で 30分間イン

キュベートし、クロマチン断片を磁気ビーズから解離させた。その後、イン

プットを含むすべてのサンプルに対して、NaCl および Proteinase K を添加し、

65℃で 2 時間インキュベートすることで脱クロスリンクを誘導した。最後に、

スピンカラムを用いて DNAを精製した。 
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2-3-3 定量 PCR 解析 

ChIPにより回収した DNAに対して定量 PCR（qPCR）解析を行った。まず、

プライマーを設計するため、rDNAにおける G4形成配列を推定した。G4 hunter 

web [81]にマウス rDNA 配列 [82]（GenBank: BK000964.3）を入力し、得られた

結果から、遺伝子間領域における 4つの推定 G4形成配列（PQS）を選択した。

さらに、ネガティブコントロールとして非 PQS を加えた計５配列に対して、プ

ライマーを作製した（表１）。続いて、ChIP 回収 DNA およびインプット DNA

を鋳型として、TB Green Premix Ex Taq GC（Takara）および StepOne Real-Time 

PCR System（Thermo Fisher Scientific）を用いて qPCR 解析を行った。それぞれ

のサンプルについてパーセントインプット（%）を求め、TMPyP4 非処理サン

プルに対する相対値を算出した。 

  

Target region Strand Sequence (5’-3’) 

PQS-1 
Forward ACCAGTACTCCGGGCGACACTT 

Reverse AAAAGAGTCCAGAGTGAGCCCGC 

PQS-2 
Forward AGGAACATTTGCAGTCAGTCAGT 

Reverse TCTGCCTCCGAAGTGCTGGGAT 

PQS-3 
Forward TGGACTGACTGGCTGCCTTCCT 

Reverse TGGTGCCCTCGTCTAGTGTGTC 

PQS-4 
Forward TGGCCAAAGCAGACCGAGTTGC 

Reverse TGACGGGGACAAGAGAGGGCTT 

Non-PQS 
Forward AACGCTCCAGGCCTCTCAGGTT 

Reverse ACGACACCATCTCCGAGACGCT 

表１ rDNA上の PQS および非 PQSを標的としたプライマー 
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第３章 結果 
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3-1  Underwound DNA の蛍光標識における標的特異性の検証 

3-1-1 In vitro において bio-psoralen は underwound DNA に結合する 

本研究では、underwound DNA の蛍光イメージングのために、ビオチンを付

加したソラレンである Psoralen-PEG3-Biotin（bio-psoralen）を用いた。Bio-

psoralenが underwound DNAに結合することを確かめるため、in vitro crosslinking 

assay [45]を行った（図５A）。この実験では、bio-psoralen が DNA 内の２本のポ

リヌクレオチド鎖を架橋させる性質を利用して、bio-psoralen の DNA への結合

量を検証する。まず、プラスミド pBR322（約 4.2 kb）を TopIとジャイレースで

処理することで、relaxed DNAと underwound DNAをそれぞれ作製した。次に、

bio-psoralen を添加し、UV を照射することで bio-psoralen を介した２本のポリヌ

クレオチド鎖の架橋を誘導した。最後に、制限酵素処理によりプラスミド DNA

を線状化し、サンプルの半分はそのままゲルに注入し、残る半分は 100℃で加

熱した後ゲルに注入し、電気泳動を行った。Bio-psoralen と結合していない

DNAは、熱により一本鎖に解離するため、約 3.0 kbの位置のバンドとして現れ

る一方で、bio-psoralen と結合した DNA は、二本鎖構造が保持されているため、

約 4.2 kb の位置のバンドとして現れる（図５B）。Bio-psoralen が結合した DNA

の割合を比較すると、underwound DNAが relaxed DNAに比べて高い値を示した

（図５C）。この結果から、bio-psoralen が relaxed DNA に比べ underwound DNA

に優先的に結合することが確かめられた。 
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図５ In vitro crosslinking assayによる bio-psoralenの underwound DNAへの結

合の検証。（A）In vitro crosslinking assay の実験手順。(B) 非熱処理 DNA

（Input）および熱処理 DNA（Heat）に対するアガロースゲル電気泳動。約

4.2 kbの位置のバンドは二本鎖構造を保持している DNAを示している。Bio-

psoralen 結合 DNA は２本のポリヌクレオチド鎖が架橋されているため、熱

処理後においても二本鎖構造を保持している。その一方で、約 3.0 kbの位置

のバンドは熱処理により一本鎖に解離した DNA を示している。（C）各サン

プルにおける bio-psoralen結合 DNAの割合。Bio-psoralen結合 DNAの割合に

ついては、熱処理 DNA のバンド輝度を非熱処理のバンド輝度で割ることで

算出した。３回の独立した実験を行った（n = 3）。 
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3-1-2 細胞核内の bio-psoralen 結合 DNA を蛍光標識した 

In vitroにおいて underwound DNAに結合することが確かめられた bio-psoralen

を用いて、細胞核内における underwound DNA の蛍光標識を試みた。蛍光標識

の実験手法を図６A に示す。まず、界面活性剤であるジギトニンを用いて細胞

膜の透過処理を行い、bio-psoralenの取り込みを促進した [47], [48]。次に、細胞

を bio-psoralen で処理した後、UV を照射することで DNA に対する bio-psoralen

の結合を誘導した。PFAによる固定および TritonX-100による膜透過処理を行っ

た後、NeutrAvidin-FITC により bio-psoralen を蛍光標識した。それぞれの試薬の

濃度・処理時間は先行研究を参照した [34], [39], [47], [48]。 

蛍光標識の特異性を検証するため、ジギトニン処理、bio-psoralen 添加、UV

照射、NeutrAvidin Protein-FITC 処理の各ステップを省略して染色を行った（図

６B 左１－４列）。しかしながら、ジギトニン処理、bio-psoralen 添加、UV 照射

を省略したサンプルにおいても、染色ステップを全て経たサンプル（図６B 最

右列）と同程度の蛍光シグナルが確認されたことから、非特異的シグナルが支

配的であることが明らかとなった。また、ジギトニン処理によりほとんどの細

胞がディッシュから剥離する問題も生じた。 

これらの問題を解決するため、蛍光標識の各種条件の改良を図った（表２）。

まず、ジギトニン処理濃度を低くするとともに処理時間を短くすることで、

bio-psoralen の取り込みが行われつつも細胞の剥離が抑えられるようにした。ま

た、改良前においては、ジギトニンおよび bio-psoralen の希釈液として PBS（-）

を用いていたが、改良後では、カルシウム・マグネシウム含有の PBS（+）を

用いることで、細胞―細胞間および細胞－ディッシュ間の接着結合が保持され

るようにした。次に、bio-psoralen の結合が十分でない可能性が考えられたため、

UV 照射時間を延長した。最後に、NeutrAvidin-FITC に代わり、より蛍光輝度が

高い NeutrAvidin Protein, DyLightTM 488を用いるとともに、非特異的結合を抑え

るため、処理濃度を 1/10にした。 
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以上の改良を加えた手法により bio-psoralenの蛍光標識を行った結果、染色ス

テップを全て経たサンプル（図６C 最右列）では強い核内シグナルが見られた

一方で、それ以外のサンプルでは微弱な蛍光シグナルしか検出されなかった

（図６C左１－４列）。この結果から、改良した手法により、bio-psoralenが蛍光

標識されていることが示された。 

Bio-psoralen の蛍光標識における標的特異性を検証するため、遊離アビジンの

添加によりビオチン－アビジン相互作用を阻害したサンプル（図７A）、および、

DNase I 処理により DNA を分解したサンプル（図７B）を作製した。これらの

サンプルでは、コントロールに比べて細胞核の bio-psoralenシグナルが低下した

ことから、ビオチン－アビジン相互作用を介して bio-psoralen 結合 DNA が蛍光

標識されていることが確かめられた。 

また、bio-psoralenは underwound DNAだけでなく二次構造を形成した RNAに

も結合することから [83]、本手法において bio-psoralen が核内 RNA に結合して

いる可能性を検証した。RNA マーカーである StrandBriteTMとの共染色を行った

結果、bio-psoralen と StrandBriteTM シグナルとの間に顕著な共局在は観察されな

かった（図８A）。さらに、RNase A 処理により RNA を分解した結果、

StrandBriteTMのシグナルは有意に低下した一方で（図８B, C）、bio-psoralen の核

内シグナルに有意な変化は見られなかった（図８B, D）。これらの結果から、細

胞核内の bio-psoralen 結合 DNA が特異的に蛍光標識されていることが確かめら

れた。 
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図６ Underwound DNAの蛍光標識における手法の妥当性の検証。（A）Bio-

psoralenを用いた underwound DNA蛍光標識の手法。（B） 改良前の手法によ

る DAPI および NeutrAvidin-FITC の蛍光染色画像。ジギトニン処理、bio-

psoralen添加、UV照射、NeutrAvidin-FITC 処理のいずれかの染色ステップを

行わないサンプル（左から１－４列）と全ての染色ステップを行ったサン

プル（最右列）を作製した。（C）改良後の手法による DAPI および

NeutrAvidin-DyLightTM 488の蛍光染色画像。 
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Staining step Before improvement After improvement 

Mild 

permeabilization 

100 µg/mL digitonin 

in PBS (-) 

5 min 

50 µg/mL digitonin 

in PBS (+) 

1 min 

Bio-psoralen 

incorporation 

20 µM bio-psoralen 

in PBS (-) 

20 min 

20 µM bio-psoralen 

in PBS (+) 

20 min 

UV 

irradiation 

360 nm UV 

12 min 

360 nm UV 

30 min 

Fluorescent 

labeling 

25 µg/mL NeutrAvidin- 

FITC 

overnight 

2.5 µg/mL NeutrAvidin-

DyLightTM 488 

overnight 

表２ Bio-psoralenを用いた underwound DNAの蛍光標識法の改良点。 
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図７ Bio-psoralen を用いた underwound DNA の蛍光標識における標的特異

性の検証。（A）DAPI および bio-psoralen の蛍光染色画像。コントロールの

サンプル、および、遊離アビジン処理によりビオチン－アビジン相互作用

を阻害したサンプルを作製した。（B）DNase I非処理/処理サンプルに対する

DAPIおよび bio-psoralenの蛍光染色画像。 
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図８ 細胞核内において bio-psoralenがRNAと結合する可能性の検証。（A）

Bio-psoralen および StrandBriteTM（RNA 蛍光試薬）の蛍光染色画像。画像中

の点線に沿った bio-psoralen および StrandBriteTM の蛍光プロファイルを右に

示した。Bio-psoralen および StrandBriteTM の蛍光輝度のピークの位置を矢頭

で示した。（B）RNase A 非処理/処理サンプルに対する DAPI, StrandBriteTM, 

bio-psoralen の蛍光染色画像。（C）RNase A 非処理/処理サンプルの細胞核に

おける StrandBriteTMの蛍光輝度（n = 150細胞）。２群間の平均値の差に対す

る統計検定として、マン・ホイットニーの U検定を行った。 P** < 0.01（P = 

5.53 ×10-47）.（D）RNase A 非処理/処理サンプルの細胞核における bio-

psoralen の平均蛍光輝度（n = 150 細胞）。２群間の平均値の差に対する統計

検定として、マン・ホイットニーの U 検定を行った。n.s., not significant（P 

= 0.38）. 
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3-1-3 細胞核内において bio-psoralen は underwound DNA に結合する 

続いて、細胞核内における bio-psoralenの underwound DNAへの結合を検証し

た。DNA の一本鎖切断および二本鎖切断を導入する薬剤である bleomycin

（BLM）は、underwound DNA の解消を誘導することが知られている [39], [75]。

Naughtonら [39] は、ヒト細胞に対して biotinylated trimethylpsoralen（bTMP）を

用いた蛍光イメージングを行い、BLM 処理による蛍光シグナルの減少を示すこ

とでイメージングの特異性を確かめた。bTMP とは異なるソラレン誘導体であ

る bio-psoralenを用いたイメージングにおいても標的特異性を示すか検証するた

め、Naughton らの手法に倣い、BLM 処理時の bio-psoralen 結合 DNA 量および

bio-psoralen 蛍光輝度の変化を検証した。その結果、BLM 処理によって、bio-

psoralen 結合 DNA 量（図９A）、および、核内の bio-psoralen 蛍光輝度（図９B, 

C）が有意に減少することが示された。これらの結果から、細胞核内において

bio-psoralenが underwound DNAに結合していることが確かめられた。 
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図９ 細胞核内における bio-psoralen の underwound DNA への結合の検証。

（A）DMSO/BLM 処理細胞から回収した 1000 ng のゲノム DNA 中の bio-

psoralen結合 DNA量。３回の独立した実験を行った（n = 3）。２群間の平均

値の差に対する統計検定として、対応のある t 検定を行った。 P* < 0.05（P 

= 0.0366）（B）DMSO/BLM 処理サンプルに対する DAPI および bio-psoralen

の蛍光染色画像。（C）DMSO/BLM 処理サンプルの細胞核における bio-

psoralen の平均蛍光輝度（n = 150 細胞）。２群間の平均値の差に対する統計

検定として、マン・ホイットニーの U 検定を行った。 P** < 0.01（P = 3.05 

×10-50）. 
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3-2 細胞核内における DNA アンツイスティングの発生領域の同定 

3-2-1  DNA アンツイスティングは RNA ポリメラーゼおよびトポイソメラー

ゼの近傍で生じる 

細胞核内における DNA アンツイスティング発生領域を同定するため、

underwound DNA の蛍光染色サンプルに対して、Lattice-SIM を用いた超解像イ

メージングを行った。その結果、bio-psoralen により標識された underwound 

DNA は、一般的な DNA 染色試薬である DAPI とは異なる分布を示すことが確

かめられた（図１０）。これは、bio-psoralenと DAPIの結合様式の違いに起因す

ると考えられる。Bio-psoralen が DNA 二本鎖の間に挿入する形で結合するのに

対して、DAPIは DNAの副溝に結合する。DAPIは、副溝の幅が狭い overwound 

DNA [84]と強く相互作用する可能性が示唆されており [85]、これにより bio-

psoralenとの分布の違いが生じたと考えられる。 

核内タンパク質との共染色の結果、underwound DNA の一部が、転写伸長中

の RNAPII であるセリン 2 リン酸化型 RNA ポリメラーゼ II（RNAPIIS2P）の近

傍に分布することが明らかとなった（図１１A）。この結果は、転写伸長中に

RNAPIIの後方で DNAアンツイスティングが生じるという報告と一致する [39], 

[40]。さらに、細胞核内において underwound DNAが蓄積する領域が存在するこ

とを見出した（図１１B矢印）。これらの領域は、under/over-wound DNAを解消

するタンパク質であるトポイソメラーゼ I（TopI）[86]と隣接して分布していた

（図１１B）。以上の結果から、DNA アンツイスティングの発生・解消に寄与

する核内タンパク質である RNAPII および TopI の近傍に underwound DNA が存

在することが明らかとなった。 
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図１０ DAPI（左）および bio-psoralen（右）の蛍光染色画像。XY 平面

（上）および、中央の黄色の点線に沿った XZ 断面（下）を示した。Bio-

psoralenの蛍光染色画像についてはヒートマップで示した。 
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図１１ DNA アンツイスティングの発生・解消に寄与する核内タンパク質

と underwound DNAの核内分布。（A）DAPI, bio-psoralen, RNAPIIS2Pの蛍光

染色画像。（B）DAPI, bio-psoralen, TopIの蛍光染色画像 。Bio-psoralenの蛍光

輝度が高い核内領域を矢印で示した。 



43 

 

3-2-2  トポイソメラーゼ阻害により underwound DNA は減少する 

DNAアンツイスティングの制御におけるTopIとトポイソメラーゼ II（TopII）

の役割を検証するため、それぞれの活性阻害剤である camptothecin（CPT）と

etoposide（ETO）を処理した後、underwound DNAの蛍光イメージングを行った

（図１２A）。トポイソメラーゼの阻害は underwound DNA を増加させると考え

られるため [40]、阻害剤処理細胞では蛍光シグナルが高くなると予想していた。

しかしながら、予想に反して、阻害剤処理細胞ではコントロールに比べて核内

の bio-psoralen シグナルが低いことが明らかとなった（図１２B）。この結果か

ら、トポイソメラーゼ阻害により underwound DNA が減少する可能性が示唆さ

れた。先行研究においても、トポイソメラーゼ阻害により転写開始地点におけ

る bTMP 結合量が減少することが報告されている [39]。DNA 鎖の切断[87]や

RNAP活性の低下 [40], [88]などの TopI/II阻害剤処理による副次的効果によって、

underwound DNAが減少した可能性が考えられる。 
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図１２ トポイソメラーゼ阻害が underwound DNAの存在量に与える影響。

（A）DMSO/CPT/ETO 処理細胞における DAPI および bio-psoralen の蛍光染

色画像。（B）DMSO/CPT/ETO処理細胞の細胞核内の bio-psoralenの平均蛍光

輝度（n = 100 細胞）。２群間の平均値の差に対する統計検定として、ス

ティール・ドゥワス検定を行った。P** < 0.01 （DMSO vs. CPTおよびDMSO 

vs. ETOともに P = 0.001）. 
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3-2-3  DNA アンツイスティングはリボソーム DNA において生じる 

第 3-2-1項で示したように、underwound DNAが蓄積する領域が TopIに隣接し

て存在していた。TopI は核小体において顕著に存在することが知られているた

め [89]、DNA アンツイスティングが核小体の rDNA において生じている可能性

が示唆された。この可能性を検証するため、underwound DNA の蛍光標識を行

うとともに、rDNA を標的とした蛍光プローブを用いて（図１３A）、DNA-

FISHを行った。その結果、bio-psoralenのシグナルが rDNAのシグナルと一部重

なることが明らかとなった（図１３B）。このことから、rDNAにおいて DNAア

ンツイスティングが生じることが示された。 
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図１３ rDNAにおいて DNAアンツイスティングが生じる可能性の検証。

（A）FISHプローブの標的領域。（B）Bio-psoralenおよび rDNAの染色画

像。Merge画像に示す点線に沿った bio-psoralenおよび rDNAの蛍光プロ

ファイルを右に示した。 
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3-2-4  Underwound DNA は核小体コアを中心に分布する 

核小体内の力学環境におけるDNAアンツイスティングのメカニズムを探る足

掛かりとして、核小体のコア－シェル構造における underwound DNA の分布を

検証することを目指した。まず、underwound DNA の蛍光標識後においても、

核小体のコア－シェル構造が保持されているのか確かめた。特に、bio-psoralen

の取り込みを促進するために用いたジギトニンは、核内タンパク質の局在に影

響を与える可能性が指摘されているため [90]、ジギトニン処理がコア－シェル

構造に与える影響を検証した。50 μg/mL のジギトニンを 1 分間処理した細胞と、

非処理細胞に対して、核小体コア構成タンパク質（FBL）および核小体シェル

構成タンパク質（NPM）の免疫蛍光染色を行った（図１４A）。その結果、核質

においては、ジギトニン処理により FBL および NPM のシグナルが低下した一

方で（図１４B, C）、核小体においては、ジギトニン処理の有無にかかわらず、

NPMが FBLを内包するコア－シェル構造が観察された。したがって、核質に存

在するタンパク質画分の一部が流出している可能性はあるものの、核小体のコ

ア－シェル構造は保持されていることが確かめられた。 

同じジギトニン処理条件下で、RNAPI（FC マーカー）、FBL（DFC マーカー）、

および、NPM（GC マーカー）と bio-psoralen を共染色した。その結果、

underwound DNA は核小体のコア（FC と DFC）を中心に分布することが明らか

となった（図１５A）。また、NPM および bio-psoralen の蛍光プロファイルを作

成した結果、核小体シェルの内側に比べ、核小体シェルの外側では bio-psoralen

の蛍光輝度が低いこと、すなわち underwound DNA の存在量が少ないことが明

らかとなった（図１５B, C）。核小体シェルを境として underwound DNAの存在

量に有意な差が見られたことから、核小体シェルにおいてDNAの軸回転が拘束

されている可能性が示唆された。 
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図１４ ジギトニン処理が核小体のコア－シェル構造に与える影響。（A）

ジギトニン非処理細胞（上）および処理細胞（下）における DAPI, FBL, 

NPMの染色画像。（B）ジギトニン非処理細胞における FBLおよび NPMの

蛍光プロファイル。FBLおよび NPMの蛍光輝度のピークを矢頭で示した。

（C）ジギトニン処理細胞における FBLおよび NPMの蛍光プロファイル。 

FBLおよび NPMの蛍光輝度のピークを矢頭で示した。 
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図１５ 核小体内における DNA アンツイスティングの発生領域。（A）Bio-

psoralen および RNAPI（上段）、FBL（中段）、 NPM（下段）の蛍光染色画

像。（B）Bio-psoralenおよび NPMに対する蛍光プロファイル（n = 68核小体

/11細胞）。（C）核小体の内側（d ≤ 0.5）および外側（1.5 ≤ d ≤ 2.0）における

bio-psoralenの平均蛍光輝度（n = 68核小体/11細胞）。２群間の平均値の差に

対する統計検定として、マン・ホイットニーの U検定を行った。 P** < 0.01

（P = 1.58 ×10-25）. 
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3-3 核小体における DNA アンツイスティング機構の検証  

3-3-1 核小体コアの RNA ポリメラーゼ I によるトルク発生が DNA アンツイス

ティングに寄与する 

核小体コアを中心にDNAアンツイスティングが生じていたことから、核小体

コアに存在する RNAPIによりトルクが発生する可能性が考えられた。この可能

性を検証するため、RNAPIに対する阻害剤を処理した細胞に対して underwound 

DNAの蛍光イメージングを行った。CX-5461および actinomycin D（ActD）を用

いて、RNAPI の転写開始および転写伸長を阻害した。ただし、細胞死を避ける

ため、阻害剤の処理時間は 15分間とした。細胞の生死判定を行った結果（図１

６A）、ポジティブコントロール（最終濃度 30 µM の CX-5461 を 24 時間処理し

たサンプル）では生存率が 10%未満であったのに対して、最終濃度 3 µMのCX-

5461 および最終濃度 50 nM の ActD を 15 分間処理したサンプルでは生存率は

100%であり、細胞死が起きていないことが確かめられた（図１６B）。

Underwound DNA に対する蛍光イメージングを行った結果、RNAPI の転写開

始・伸長を阻害した細胞において、核小体内の underwound DNA が減少するこ

とが明らかとなった（図１７A）。蛍光プロファイルの定量を行った結果からも

（図１７B-C）、阻害剤処理細胞では、核小体内における bio-psoralenの蛍光輝度

が有意に低いことが確かめられた（図１７D）。これらの結果から、核小体コア

の RNAPI によるトルクの発生が、DNA アンツイスティングに寄与することが

明らかとなった。 
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図１６ RNAPI 活性に対する阻害剤を処理した細胞に対する生死判定。

（A）DMSO/CX-5461/ActD 処理細胞に対する Hoechst および SYTOXTM 

Orange 蛍光染色画像。Hoechst は生細胞と死細胞の両方を染色する一方で、

SYTOXTM Orangeは死細胞のみを染色する。（B）生細胞の割合（n = 3染色画

像）。各画像につき 45 個以上の細胞に対して計測を行った。 エラーバーは

標準偏差を示す。 
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図１７ RNAPI 活性が核小体内における DNA アンツイスティングの発生に与

える影響。（A）DMSO/CX-5461/ActD 処理細胞に対する bio-psoralen および

NPM の蛍光染色画像。Merge 画像に示す点線に沿った bio-psoralen および NPM

の蛍光プロファイルを右に示した。（B）CX-5461処理細胞におけるbio-psoralen

および NPMの蛍光プロファイル（n = 135核小体/19細胞）。点線は DMSO処理

細胞（コントロール）における bio-psoralen および NPM の蛍光プロファイルの

平均値を示す（n = 89核小体/13細胞）。（次ページに続く） 



53 

 

  （C）ActD処理細胞の bio-psoralenおよび NPMの蛍光プロファイル（n = 120 核

小体/17 細胞）。点線は DMSO 処理細胞（コントロール）における bio-psoralen

およびNPMの蛍光プロファイルの平均値を示す（n = 89核小体/13細胞）。（D） 

核小体の内側（d ≤ 0.5）および外側（1.5 ≤ d ≤ 2.0）における bio-psoralenの平均

蛍光輝度（DMSO: n = 89核小体/13細胞、CX5461: n = 135核小体/19細胞、ActD: 

n = 120 核小体/17 細胞）。２群間の平均値の差に対する統計検定として、ス

ティール・ドゥワス検定を行った。P** < 0.01（P = 0.00118 for DMSO vs. CX-

5461, P = 0.001 for DMSO vs. ActD）, n.s., not significant,（P = 0.9 for DMSO vs. 

CX-5461, P = 0.353 for DMSO vs. ActD）. 
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3-3-2 核小体シェルへのアンカリングによる DNA の軸回転拘束が DNA アン

ツイスティングに寄与する 

前項では DNA アンツイスティングに必要な条件の１つである「トルクの発

生」を RNAPI が担うことを明らかとした。続いて、もう１つの条件である

「DNA の軸回転の拘束」が核小体において生じる仕組みを検証した。第 3-3-1

項で示したように、核小体シェルを境として underwound DNA の存在量に変化

が見られたことから、核小体シェルにおいてDNAの軸回転が拘束されると予想

した。さらに、核小体シェルの構成タンパク質である NPM は、rDNA に形成さ

れる G4と相互作用することから [80]、NPM-G4の相互作用を介した核小体シェ

ルへのアンカリングが DNAの軸回転拘束を担う可能性が示唆された。 

この可能性を検証するため、NPM-G4の相互作用を阻害するG4選択的リガン

ドである TMPyP4 を細胞に処理した [80]。細胞の生死判定の結果、TMPyP4 の

処理後も細胞が生存していることが確かめられた（図１８）。TMPyP4 処理によ

りNPM-G4の相互作用が阻害されていることを確認するため、NPM抗体を用い

た ChIPおよび qPCR解析を行った。その結果、TMPyP4処理によって、推定G4

形成配列に対する NPMの結合が妨げられることが示された（図１９）。 

さらに、TMPyP4処理細胞および非処理細胞に対して、NPMと bio-psoralenの

蛍光染色を行った（図２０A）。TMPyP4処理細胞ではNPMの蛍光輝度が低かっ

たが、これは G4 に結合できなくなった NPM が核小体から流出し、核質に拡散

したことに起因すると考えられる [80]。Bio-psoralen の蛍光輝度を比較すると、

TMPyP4 処理によって核小体内における bio-psoralen シグナルが有意に減少する

ことが明らかとなった（図２０B, C）。この結果から、NPM-G4 の相互作用の阻

害により、DNA が自由に軸回転できるようになったことで、underwound DNA

が解消された可能性が示唆された。しかしながら、TMPyP4 処理により rDNA

が核質に分散したことで、bio-psoralen の見かけ上の蛍光輝度が減少したに過ぎ

ない可能性も考えられた。この可能性を検証するため、核小体タンパク質



55 

 

（FBL）と rDNA に対する Immuno-FISH 染色を行った。その結果、TMPyP4 処

理後も rDNAが核小体に存在することが確かめられたことから（図２１）、この

可能性は排除された。これらの結果から、NPM-G4 相互作用を介した核小体

シェルへのアンカリングが、DNA の軸回転を拘束することで、DNA アンツイ

スティングに寄与することが明らかとなった。 

  

図１８ TMPyP4 非処理/処理細胞に対する生死判定。（A）TMPyP4 非処理/

処理細胞に対するHoechstおよび SYTOXTM Orange蛍光染色画像。Hoechstは

生細胞と死細胞の両方を染色する一方で、SYTOX™ Orange は死細胞のみを

染色する。（B）生細胞の割合（n = 3 染色画像）。各画像につき 45 個以上の

細胞に対して計測を行った。エラーバーは標準偏差を示す。 
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図１９ TMPyP4 非処理/処理細胞に対する ChIP および qPCR 解析の結果。

qPCR 解析の標的とした４つの PQS と、１つの非 PQS を上図に示した。 そ

れぞれの配列について、転写開始地点からの位置（bp）を括弧中に記載し

た。各サンプルについてパーセントインプット（%）を求め、TMPyP4 非処

理（water）サンプルに対する相対値を示した。独立した実験を 3 回行った

（n = 3）。各群の平均値に対する統計検定として、1 標本 t 検定を行った。

P*1 < 0.05（P = 0.0132）, P*2 < 0.05（P = 0.0177）, P**3 < 0.01（P = 0.000997）, 

P**4 < 0.05（P = 0.00175）, n.s., not significant（P = 0.185）. エラーバーは標準

偏差を示す。 
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図２０ 核小体シェルへのアンカリングが核小体内の DNAアンツイスティ

ングに与える影響。（A）TMPyP4非処理/処理細胞に対する bio-psoralenおよ

び NPMの蛍光染色画像。Merge画像に示す点線に沿った bio-psoralenおよび

NPMの蛍光プロファイルを右に示した。（B）TMPyP4処理細胞における

bio-psoralenおよび NPMの蛍光プロファイル（n = 84核小体/16細胞)。 点線

は water処理細胞（コントロール）における bio-psoralenおよび NPMの蛍光

プロファイルの平均値を示す（n = 108核小体/15細胞）。（C）核小体の内側

（d ≤ 0.5）および外側（1.5 ≤ d ≤ 2.0）における bio-psoralenの平均蛍光輝度

（TMPyP4: n = 84核小体/16細胞, water: n = 108 核小体/15細胞）。 ２群間の

平均値の差に対する統計検定として、マン・ホイットニーの U検定を行っ

た。 P** < 0.01 (P = 3.35 ×10-26), P* < 0.05 (P = 0.0148).  
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図２１  TMPyP4 非処理/処理細胞に対する bio-psoralen, FBL, rDNA の

Immuno-FISH 染色画像。 
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第４章 考察 
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4-1 核小体内の力学環境における DNA アンツイスティング機構  

本研究では、核小体内の力学環境におけるDNAアンツイスティング機構の解

明を目指し、underwound DNAに対する in situ蛍光イメージングを行った。その

結果、①核小体コアの RNAP I によるトルクの発生と、②核小体シェルへのア

ンカリングによる DNA の軸回転の拘束が連成することで、rDNA のアンツイス

ティングが生じることを明らかとした（図２２）。DNA の軸回転拘束において

は、核小体シェルの構成タンパク質であるNPMが重要な役割を担うと考えられ

る。NPMは N末端に五量体化ドメインを、中央に IDR を、そして C 末端に G4

結合ドメインを有する [68], [80], [91], [92]。核小体シェルにおいては、NPM 五

量体が IDR を介して rRNA や RNA 修飾タンパク質と相互作用するとともに、

NPM 五量体どうしで結合することで巨大な集合体を形成しており[91]、さらに、

NPM 集合体は rDNA 上の G4 と結合している [80]。したがって、核小体シェル

において rDNA が軸回転するためには、NPM 集合体も DNA のらせん軸を中心

として回転する必要があると考えられる。直径が数 µmに及ぶ巨大な NPM集合

体 [68]が回転するとき、周囲の流体との間には大きな粘性抵抗が生じると推測

される [63], [64]。これにより、rDNA の軸回転の速度が局所的に低下すること

で、RNAPI を駆動力とした rDNA のアンツイスティングが生じると考えられる。 

DNA 結合タンパク質による集合体の形成は、スーパーエンハンサー[93]など

の、RNAPII による転写が行われる核内構造体においても広く見られる現象で

ある。したがって、核内構造体へのアンカリングによるDNAの軸回転拘束は、

核小体に特有のものではなく、DNA アンツイスティングの発生に寄与する普遍

的なメカニズムであると考えられる。細胞核内の力学環境においては、ゲノム

DNA が近傍の核内構造体にアンカリングされることで、局所的に DNA の軸回

転拘束が生じ、DNA アンツイスティングの発生領域が制御されていると推測さ

れる。また、核内構造体の形成・分散は、タンパク質のリン酸化 [94], [95]や、

リガンドの結合 [62]に応じて動的に制御されている。これにより、DNA の軸回



61 

 

転拘束が変化することで、DNA アンツイスティングが時間的・空間的に制御さ

れると考えられる。したがって、本研究は、個々の核内構造体において動的に

変化する力学環境の下で核内プロセスが制御される可能性を示唆しており、外

部からのシグナルに応じた細胞分化などの運命選択機構を理解する一助となる。 

  

図２２ 核小体内の力学環境における DNA アンツイスティング機構。遺伝

子転写において、rDNA は核小体コア（FC/DFC）に存在する RNAPI により

巻き取られる（図中では右から左向き）。このとき RNAPI 後方の DNA にト

ルクが作用する（青矢印）。さらに、NPM-G4 相互作用を介した核小体シェ

ル（GC）へのアンカリングにより DNA の軸回転が拘束される。以上によ

り、RNAPIが存在する箇所と、DNAの軸回転が拘束される箇所の間で DNA

アンツイスティングが生じる。 
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4-2 G4 形成の DNA アンツイスティングへのフィードバックの可能性 

核小体シェルへのアンカリングを介した DNA の軸回転拘束においては、G4

が重要な役割を担うことが明らかとなった。G4は、遺伝子のプロモーターに多

く存在することから [96]、DNA アンツイスティングは rDNA のプロモーターを

中心に生じていると考えられる。序論にて述べたように、G4 の形成は DNA ア

ンツイスティングにより促進される [20]。したがって、DNA アンツイスティン

グによりG4が形成されることで、DNAの軸回転拘束を介して、さらにDNAア

ンツイスティングが誘導される正のフィードバックが存在すると考えられる。

G4 は rDNA 以外のゲノム領域にも広く存在する二次構造であり、例えばヒトゲ

ノムには G4形成配列が 30万個以上存在すると推定されている [97], [98]。した

がって、G4 形成によるフィードバックは、DNA アンツイスティングの制御に

おいて中心的な役割を担うと考えられる。 

 

4-3 核小体において DNA 軸回転拘束に寄与する力学的・生化学的因子 

NPM-G4 相互作用を介した核小体シェルへのアンカリング以外にも、DNA の

軸回転拘束に寄与する因子が存在すると考えられる。例えば、転写因子の一種

である upstream binding factor（UBF）は rRNA のコード領域に結合し、

enhancesomeと呼ばれる 140塩基対ほどのループ構造を形成することが知られて

いる [99]。LacI [53]などと同様に、UBFによるループ形成が DNAの軸回転拘束

に寄与している可能性が考えられる。また、G4 の形成自体が DNA の軸回転を

拘束する可能性が示唆されている。例えば、G4 が形成されることで DNA アン

ツイスティングの伝達が妨げられることが in vitro 実験により示されており[20]、

DNA の局所的な剛性の増加が原因として考えられている。核小体シェルへのア

ンカリングに加え、これらの力学的・生化学的因子がDNAの軸回転拘束に寄与

することで、DNA アンツイスティングの発生領域を決定していると考えられる。 
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4-4 RNA ポリメラーゼ I および II の DNA アンツイスティングへの寄与 

本研究では、RNAPI が核小体における DNA アンツイスティングの駆動力で

あることを明らかとした。RNAPI は転写伸長を促進するサブユニットを有して

おり、RNAPII よりも転写速度が速いことが知られている [100]。さらに、転写

伸長中に RNAP の後戻り（backtrack）が起きた際に、転写伸長を再開させるま

での時間も RNAPI の方が短いことが知られている [100]。これらの結果から、

RNAPI は RNAPII よりも効率的にトルクを発生させる可能性が指摘されており 

[101]、核小体における underwound DNA の蓄積の一因となっていると考えられ

る。RNAPの種類以外にも、それぞれの遺伝子における転写活性も DNAアンツ

イスティングに影響を与えると考えられる。例えば、真核細胞の rDNA は 100

以上のタンデムリピートからなるが、そのうち 20-50%のみが転写活性を示すこ

とが知られている [102]。このように、rDNA リピートの転写活性にばらつきが

あることで、図１３で示したような、rDNAに沿った underwound DNAの不均一

な分布が生じると考えられる。 

 

4-5 トポイソメラーゼによる under/over-wound DNA の解消 

DNAアンツイスティングは RNAPのプロモーターへの結合を促進する一方で

[15], [16]、過剰な DNAアンツイスティングは転写開始地点の下流で RNAPの異

常な進行を誘導することが知られている[48]。細胞核内においては、under/over-

wound DNA はトポイソメラーゼによって解消される[39]。本研究では、TopI が

核小体において underwound DNA の近傍に分布することを明らかとした。さら

に、超らせんを解消する TopII も、核小体に偏在することが知られている [103]。

したがって、核小体において発生した under/over-wound DNAが TopI/IIにより積

極的に解消されることで、rRNA の転写が実現していると考えられる。今後、

DNA アンツイスティングの発生と、トポイソメラーゼによる解消がどのように

カップリングされているのかを明らかとする必要がある。 
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4-6 本研究で用いた手法の改善点  

ここでは、ビオチン化ソラレンを用いた underwound DNA の蛍光イメージン

グ法の改善点について述べる。第一に、本研究では、ビオチン化ソラレン

（bio-psoralen）を細胞に取り込ませるために、ジギトニンを処理したが、これ

により DNAやタンパク質が細胞核から漏出する可能性がある [90]。実際に、ジ

ギトニン処理細胞では、非処理細胞に比べて、核質における FBL および NPM

のシグナルが低いことが確認された（図１４）。改善策の１つとして、膜透過

性の高いソラレン誘導体の利用が考えられる。例えば、アルキン基およびアジ

ド基を付与したソラレンはジギトニンによる膜透過処理がなくとも細胞に取り

込まれることが示されており [104], [105]、クリック反応 [106]を介して蛍光アジ

ドおよび蛍光アルキンにより標識できると考えられる。第二に、ソラレンを用

いたアプローチでは、overwound DNA を検出することが困難である。したがっ

て、核小体内の力学環境において DNA アンツイスティングだけでなく、DNA

オーバーツイスティングも生じているのかは依然として不明である。改善策と

しては、GapR [107]などの overwound DNA に結合するタンパク質を利用するこ

とが考えられる。GapRを蛍光タンパク質と融合させた状態で発現させることで、

細胞核内におけるDNAオーバーツイスティングの発生領域を観察することが可

能となると考えられる。 

 

4-7 メカノバイオロジー分野への貢献 

メカノバイオロジー分野では、細胞に負荷された外力（引張力・圧縮力など）

により遺伝子転写が制御され、細胞運命が決定されるメカニズムの研究が行わ

れてきた [108], [109]。これまでの研究から、イオンチャネルや細胞接着分子な

どのメカノセンサ分子の構造・活性の変化を介して力学刺激が伝達されること

で、細胞運命を司る遺伝子群の転写が制御されることが明らかとなっている 

[110]。さらに、近年、ゲノム DNA 自体がメカノセンサ分子として働き、力の
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下で構造を機能的に変化させることで、遺伝子転写が制御される可能性が示唆

されている [111]。しかしながら、細胞核に負荷された外力が、どのようにして

特定の遺伝子群におけるDNAの構造変化を誘導するのかは未だ明らかでない。

本研究では、核小体シェルへのアンカリングによる DNA の軸回転拘束が DNA

アンツイスティングに寄与することを示したが、同様のメカニズムにより外力

作用下のDNAの構造変化が制御されている可能性が考えられる。すなわち、近

傍の核内構造体へのアンカリングの有無が、外力作用下のDNA二重らせん構造

の変化に影響を及ぼし、ひいては遺伝子の力学応答性を決定しているのかもし

れない。また、G4などのアンカリングに必要な塩基配列が、力学応答性を示す

遺伝子群にコードされている可能性も考えられる。これらの可能性を検証する

ことで、メカノバイオロジー分野の中心課題の１つである、力の下で特定の遺

伝子群が発現するメカニズムが紐解かれると期待される。 

 

4-8 進化生物学分野への波及効果 

生物は、ゲノムDNAの突然変異と自然選択を繰り返すことで、環境に適した

形質を獲得してきた。このような進化の過程において、DNA の二重らせん構造

を力学的に制御するメカニズムも、環境に応じて変化してきたと考えられる。

例えば、温泉地帯や熱水噴出孔などの高温・高圧の環境下では、DNA 二重らせ

んは一本鎖に解離する [112]。しかし、それらの環境に生息する古細菌はリバー

スジャイレースを有しており [113]、DNA オーバーツイスティングを誘導する

ことで一本鎖への解離を防いでいることが知られている [114]。このような、

DNA 二重らせん構造の力学的制御メカニズムの進化について、さらに議論する。 

生物進化と DNA アンツイスティングの関連を窺い知ることができる例とし

て、ゲノムDNA中のG4形成頻度を生物種間で比較した研究がある [20]。Zhang

らは、恒温動物のプロモーター領域における推定 G4 形成配列の頻度が、変温

動物に比べ高いことを示した。変温動物から恒温動物への進化においては、代
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謝関連タンパク質の発現量の増加により、体温の恒常性が確保されたと考えら

れている [115], [116]。恒温動物は、G4 形成を介した DNA アンツイスティング

のフィードバック制御機構（第 4-2 節）を獲得することで、RNAP のプロモー

ターへの結合を促進し [12]、代謝関連遺伝子の効率的な転写を実現した可能性

が考えられる。また、DNA アンツイスティングは DNA の切断と修復を促進す

ることから [17]–[19]、突然変異の確率の上昇に寄与すると考えられる。DNAア

ンツイスティングは、突然変異の促進を介してゲノム多様性の拡大をもたらし、

ひいては、新たな器官の獲得などの大進化を駆動するのかもしれない [117]。 

G4などのシス因子に加え、トポイソメラーゼなどのトランス因子も進化の過

程で変化してきたと考えられる。例えば、大腸菌やシアノバクテリアなどの原

核生物には、DNA アンツイスティングを誘導するトポイソメラーゼであるジャ

イレースが存在するのに対して、真核生物には基本的にジャイレースは存在し

ない [118]。しかしながら、真核生物の中でも例外的に、シロイヌナズナなどの

高等植物のゲノム DNA にはジャイレースの相同遺伝子がコードされている 

[119]。高等植物は、シアノバクテリアなどの原核生物と細胞内共生を進める過

程で、ジャイレース遺伝子を取り込んだと推測されている。ジャイレースの獲

得を介してDNAアンツイスティングの能動的な誘導が可能となったことが、植

物の環境への適応にどのように貢献したのかは興味深い問題である。 

以上に示したように、DNA オーバーツイスティングまたは DNA アンツイス

ティングの制御機構の獲得を通じて、突然変異の速度や遺伝子転写の効率が変

化することで、環境変化に応じた生物進化が駆動されてきた可能性が考えられ

る。また、DNA 二重らせんのねじれ以外にも、曲げ・伸びなどの構造変化を力

学的に制御する機構が進化の過程で獲得された可能性も十分に考えられる。こ

れまでの進化生物学研究では、DNA の塩基配列の変化によるタンパク質の機

能・発現パターンの変化が注目されることが多かった。今後、生物進化の方向

性を定める因子として、力の下でのDNA二重らせん構造の変化に着目する新た

な研究アプローチの提案が期待される。 
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