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研究成果の概要（和文）：我々は、アポトーシス細胞において53BP1がカスパーゼ依存性にTudor domain を含ん
だC末断片になること、この53BP1C末断片がクロマチンと共に細胞表層へ露出することを見出した。アポトーシ
ス細胞において、53BP1のTudor domain がメチル化ヒストンH4(H4K20me2)と結合している可能性があるが、
H4K20me2を覆っているJMJD2A、L3MBTL1が、アポトーシスの際どのような機序でH4K20me2から離れるかは不明で
あった。本研究で、アポトーシス細胞においてJMJD2Aはカスパーゼ依存性に分解され、L3MBTL1は核から細胞質
に移動することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：DNA repair protein 53BP1 accumulates at DNA double-strand break (DSB) sites 
through binding to di-methylated histone H4 (H4K20me2). JMJD2A and L3MBTL1 also bind H4K20me2 and 
prevent 53BP1 from binding to H4K20me2. JMJD2A is degraded by the proteasome and L3MBTL1 is released
 from H4K20me2, following the DNA damage in an E3 ubiquitin ligases RNF8 and RNF168 dependent 
manner. We found that 53BP1 binds histone H4 after induction of apoptosis triggered by non-DNA 
damaging apoptosis-inducer staurosporine. After apoptosis induction, JMJD2A was degraded in a 
caspase-dependent manner, and L3MBTL1 altered its localization from the nucleus to the cytoplasm. 
These data suggest that there are apoptosis-specific mechanisms to unmask the 53BP1 binding site of 
histone H4.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： アポトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アポトーシス細胞においてクロマチンが細胞表層に露出することは、1994年にすでに見出されているが、核から
細胞表層へ移動するメカニズムは全く不明である。一方、代表的自己免疫疾患であるSLEは、クロマチンの構成
成分であるDNAやヒストンなどに対する自己抗体の出現がその原因であると考えられている。本研究は、SLEの発
症機序の解明に貢献することが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
53BP1 は、Tudor domain を介して DNA 二重鎖切断(以下 DSB)部位に出現するメチル化ヒスト

ン H4(以下 H4K20me2)と結合し、DSB 部位に集積する。H4K20me2 は JMJD2A または L3MBTL1 に覆
われているが、DSB が発生すると、ユビキチンリガーゼである RNF8 と RNF168 依存性に、JMJD2A
は分解され L3MBTL1 は H4K20me2 から離れる。我々は、アポトーシス細胞において 53BP1 がカス
パーゼ依存性に Tudor domain を含んだ 60 kDa の C 末断片になること、この 53BP1C 末断片が
クロマチンと共に細胞表層へ露出することを見出した。53BP1C 末断片が Tudor domain を含ん
でいることから、アポトーシス細胞においても 53BP1 は Tudor domain を介してヒストン H4 と
結合している可能性があるが、クロマチンの細胞表層露出は、RNF8、RNF168 非依存性であった。
もしアポトーシス細胞においても 53BP1 が Tudor domain を介してヒストン H4と結合するなら
ば、アポトーシス細胞においては、ユビキチン化非依存性に JMJD2A および L3MBTL1 が H4K20me2
から離れる機序が存在することが考えられた。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究は、H4K20me2 を覆っている JMJD2A および L3MBTL1 が、アポトーシス細胞において、

どのようなメカニズムで H4K20me2 から離れるかを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）アポトーシス細胞の誘導 
 ヒト T リンパ球由来白血病細胞株 Jurkat を、プロテインキナーゼ C阻害剤スタウロスポリン
で処理し、アポトーシスを誘導した。カスパーゼ阻害剤 z-VAD-fmk は、スタウロスポリン添加
1時間前に加えた。 
 
（２）ウェスタンブロッティングおよび免疫蛍光染色 
アポトーシス誘導後の細胞から細胞溶解液を抽出し、JMJD2A に対する抗体を用いてウェスタ

ンブロッティングを行った。細胞内の L3MBTL1 の局在は、細胞を固定し膜透過処理を行った後
に免疫蛍光染色法で調べた。細胞表層の 53BP1 及びヒストン H4は、細胞を固定後、膜透過処理
を行わずに免疫蛍光染色法で検出した。 
 
（３）免疫沈降 
 アポトーシス誘導前後の Jurkat 細胞から細胞抽出液を抽出し、抗 53BP1 抗体を用いて免疫沈
降を行った。免疫沈降物中のヒストン H4をウェスタンブロッティングで検出した。 
 
４． 研究成果 
 
（１）アポトーシス細胞における 53BP1 とヒストン H4 との相互作用 
 アポトーシス誘導前後の Jurkat 細胞から細胞抽出液を抽出し、抗 53BP1 抗体を用いて免疫沈
降を行った。免疫沈降物中のヒストン H4をウェスタンブロッティングで検出した。 
アポトーシス前細胞では、核質分画で 53BP1 とヒストン H4 が共沈した。一方、アポトーシス誘
導後に出現する 60 kDa の C 末断片は、細胞質分画でストン H4 と共沈した。アポトーシスによ
り断片化したクロマチンが、53BP1 断片と複合体を形成していることが明らかになった。 
 
（２）アポトーシス細胞における JMJD2A のカスパーゼ依存性の分解 
Jurkat 細胞にアポトーシスを誘導し、JMJD2A の蛋白量の変化をウェスタンブロット法で調べ

た。アポトーシスの誘導に伴い、JMJD2A の蛋白量は経時的に減少し、アポトーシス誘導の 4時
間後には殆ど JMJD2A は検出されなくなった。このアポトーシス細胞で見られる JMJD2A 蛋白量
の減少は、カスパーゼ阻害剤である z-VAD-fmk の存在下では部分的に抑制された。このことか
ら、アポトーシス細胞において、JMJD2A はカスパーゼ依存性に分解されることが示唆された。
JMJD2A は、JMJD2A の Tudor domain を介して H4K20me2 と結合するが、JMJD2A の Tudor domain
には、少なくとも 6ヶ所のカスパーゼ標的配列が見出されている。 
 
（３）アポトーシス細胞における L3MBTL1 の細胞内局在の変化 
 Jurkat 細胞にアポトーシスを誘導し、L3MBTL1 の細胞内局在の変化を免疫蛍光染色法で調べ
た。アポトーシス誘導後も L3MBTL1 の蛋白量に変化は見られなかったが、細胞内での局在が変
わった。即ち、アポトーシス誘導前には核内に広く分布していた L3MBTL1 が、アポトーシスの
誘導後細胞質に移動し、細胞質に粒状に集積した。さらに L3MBTL1 は、細胞質の粒状部位でス
トレス顆粒タンパク質である TIA-1 と共局在した。以上より、L3MBTL1 はアポトーシス刺激後
に、何らかの機序でクロマチンから離れてストレス顆粒に格納されることが示唆された。 
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