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研究成果の概要（和文）：本課題では、クロマチン構造変換に関わるTIP60によるH2AXのアセチル化が、DNA損傷
領域で如何に維持され、制御されるのかについて、TIP60複合体の構成因子であるTRRAPに着目して明らかにする
ことを目的とした。TRRAPは、TIP60によるアセチル化シグナルの局在化に関与し、DNA損傷部位でのアセチル化
を介したクロマチンの構造変換を促すことが示された。またTRRAPは、PI3リン酸化酵素ファミリーに属するが、
リン酸化酵素活性は有しないことから、当初、TRRAPとATMとの競合関係が予想されたが、今回、競合ではなく、
放射線の線量率によって互いの役割が異なることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We have already shown that TIP60 histone acetyltransferase complex regulates
 H2AX exchange via its acetylation at DNA damage sites. However, it remains unclear how this 
acetylation is maintained and facilitated at DNA damage sites. In this study, focusing on the 
component of TIP60 complex, TRRAP, we found that TRRAP recruits TIP60 to DNA damage sites and 
regulates acetylation-dependent H2AX exchange. Since it is known that TRRAP is a member of PI3 
kinase family but has no kinase activity, it is predicted that TRRAP competes against ATM in a DNA 
damage response.However, our study demonstrated  that TRRAP and ATM do not compete each other, but 
have distinct roles in DNA damage response under the circumstances of different radiation dose rate.
 

研究分野： 放射線生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究で、ヒストンH2AXのアセチル化の放射線ストレス応答における役割の一端が、明らかになった。アセ
チル化の責任酵素であるTIP60複合体の構成因子であるTRRAPに着目したことによって、H2AXのアセチル化とリン
酸化の関係は、異なる線量率によってそれぞれその役割が異なることが見えてきた。これらの知見は、、福島原
発事故の生体に対する放射線影響の分子レベルでの理解に貢献できると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 

放射線生物学の中で放射線障害の次世代への伝播の問題は最も重要な課題の一つである。エ

ピジェネティクスは、次世代への影響を考慮できる学問であり、ヒストン化学修飾は、エピ

ジェネティクス制御の担い手であることから、ヒストン化学修飾に視点を置いた DNA 二本鎖

切断修復の研究は、放射線障害の次世代への影響を考える上で益々重要となっている。 

我々は、TIP60 ヒストンアセチル化酵素複合体が、DNA 損傷時にヒストン H2A のバリアン

トであるH2AXをアセチル化して、H2AXの交換反応を促進することを見出している (Ikura, T. 

et al, Mol. Cell. Biol. 2007)。これまでに我々は、クロマチンから DNA 損傷依存的に放出される

H2AX に NBS1 が結合していること、また Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)

法と micro-irradiation 法(MI)を組み合わせた方法により、NBS1-GFP と損傷クロマチンとの結

合が、非常にダイナミック(結合と離脱が、クロマチン上で繰り返されること)になることを明

らかにした。そこで TIP60 による H2AX のアセチル化と DNA 損傷領域での NBS1-GFP のダ

イナミクスとの関係を検討した。TIP60 による H2AX のアセチル化を細胞内で阻害すると、

micro-irradiation 後の損傷領域での NBS1-GFP の集積に対する FRAP 後の GFP シグナルの回復

速度が、野生型細胞に対して遅延することが明らかになった。この結果は、TIP60 による H2AX

のアセチル化が、NBS1-GFP と損傷クロマチンとのダイナミックな結合に必要であること示

しており、NBS1-GFP のダイナミクスが、H2AX の交換反応と連動したものであることを示唆

している。さらに蛍光免疫組織化学的解析により、H2AX のアセチル化を阻害した細胞では、

DNA 損傷領域に集積すべき NBS1 が、正常細胞とは異なり、DNA 損傷領域に限局されず、細

胞核内で diffuse に染色されることが明らかになり、NBS1 のクロマチンとのダイナミックな

結合は、NBS1 の集積の DNA 損傷領域への限局化に必要であることが明らかになった(Ikura, 

M. et al, Mol. Cell. Biol. 2015)。興味深いことに、NBS1 の DNA 損傷領域での集積に必要と考え

られていた H2AX のリン酸化は、NBS1 の損傷クロマチンとのダイナミックな結合には関与

しない。我々のこれら一連の実験結果から、H2AX のリン酸化は、NBS1 を損傷領域に保持さ

せるための留め金であり、H2AX のアセチル化は、H2AX の交換反応を介して、リン酸化 H2AX

とそれに結合する NBS1 を損傷領域に誘導し、NBS1 が、非損傷領域に拡散しないようにして

いると考えることができる。このように TIP60 による H2AX のアセチル化が、DNA 損傷応答

シグナルの活性化に関与することは、明らかになりつつあるが、DNA 損傷の現場で H2AX の

アセチル化シグナルが如何なる機構で誘導、維持、そして増幅されるのかについては、DNA

損傷部位で同じように活性化されるリン酸化シグナルカスケードとの関係も含めて未だ明ら

かにされていない。 

TIP60 複合体と H2AX 複合体の共通の構成因子である TRRAP は、TIP60 のみならず PCAF, 

GCN5 など他のヒストンアセチル化酵素複合体の構成因子でもあり、これらアセチル化酵素

とクロマチンとの結合を促進させる働きがあると考えられている。また TRRAP は、その構造

的特徴から ATM, ATR, DNA-PKcs と同様に PI3 kinase のファミリーに属するが、興味深いこ

とに TRRAP は、リン酸化酵素の活性中心であるアミノ酸が変異し、リン酸化酵素活性は確認

できない。その一方で PI3 kinase のファミリーに属するリン酸化酵素 ATM、ATR , DNA-PKcs

は、NBS1 と DNA 損傷部位で結合することにより、DNA 損傷の現場でのリン酸化カスケード

の増幅を可能にしている。TRRAP が NBS1 と結合することは、in vitro で検証されているが、

DNA 損傷領域で NBS1 が、TRRAP と結合するか否かは現時点では定かではない。さらに我々

は、定量プロテオミクス法を用いてヒストン H2AX のアセチル化状態とリン酸化状態を定量

し、これら２つの化学修飾が逆の相関関係になることを見出している(Matsuda, S. et al. Radiat. 

Environ. Biophys. 2015)。これらの知見から、DNA 損傷領域において、TRRAP は、TIP60 を



DNA 損傷領域に誘導し、ATM などのリン酸化シグナルカスケードと拮抗しながらアセチル

化を介した DNA 損傷応答シグナルの活性化に関与している可能性がある。 

 

２．研究の目的 

我々は、DNA 損傷に伴い、TIP60 複合体によるヒストン H2AX のアセチル化が、H2AX の

クロマチン上での交換反応を促進し、それに伴って DNA 損傷のセンサー蛋白質 NBS1 の損傷

領域への集積を可能にしていることを明らかにした。しかしながら、TIP60 による H2AX の

アセチル化が、いかなる機構で、誘導、維持、そして増幅されるのかについては、未だ明ら

かにされていない。本課題では、TIP60 複合体の構成因子で、PI3 kinase ファミリーに属しな

がらもリン酸化活性のない TRRAP に着目し、DNA 損傷領域における TIP60 の集積とそれに

伴うアセチル化シグナルの活性化メカニズムを明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

TIP60 複合体の構成因子 TRRAP が、DNA 損傷領域でアセチル化シグナルの活性化に如何に

関与しているのかを明らかにするために TRRAP ノックダウン細胞を用いて、TRRAP が TIP60

の DNA 損傷領域への誘導に関与している可能性の有無、DNA 損傷領域のヒストン化学修飾

そして NBS1- GFP のダイナミクスについて、蛍光免疫組織化学的解析、クロマチン免疫沈降

法、FRAP と micro-irradiation 法を組み合わせた方法を用いて多角的に検討する。これらの結

果を見据えた上で、DNA 損傷領域において TRRAP と ATM が、NBS1 との結合に対して競合

的であるか否かについて ATM あるいは DNA-PKcs 抗体を用いたクロマチン免疫沈降法、生化

学的解析を駆使して検証する。具体的な研究計画は、以下の通りである。 

 

1) TRRAP のノックダウン細胞を用いて、放射線照射後の TIP60 の DNA 損傷領域への誘導と

集積を蛍光免疫組織化学的に解析し、さらに FRAP と micro-irradiation 法を用いて GFP-TIP60

および NBS1-GFP の損傷クロマチンとの結合ダイナミクスを検討する。 

 

2) TRRAP をノックダウンさせた HeLa/DR-GFP 細胞を用いて I-Sce I による DNA 二本鎖切断

領域の TIP60 の濃縮、あるいは DNA 損傷依存的なヒストンの化学修飾への影響をクロマチン

免疫沈降法で検討する。 

 

3) DNA 損傷領域においてアセチル化シグナルを促進させる TRRAP とリン酸化カスケードを

促進させる ATMあるいは DNA-PKcsが、NBS1 に対して競合的に作用している可能性がある。

この可能性について、ATM 抗体によるクロマチン免疫沈降法を用いて検証する。 

 

４．研究成果 

本課題では、DNA 損傷応答シグナルの活性化に関与する TIP60 による H2AX のアセチル化

が、DNA 損傷領域で如何に維持され、制御されるのかについて TIP60 複合体の構成因子であ

る TRRAP に着目して明らかにすることが目的である。 

TRRAPのノックダウン細胞を用いて、TRRAPが、放射線照射後、TIP60及びNBS1などのDNA

損傷応答関連因子の損傷部位への集積にどのような影響を与えるのかを蛍光免疫組織化学的

解析及びFRAPとmicro-irradiation (MI)を組み合わせた手法により検討した。その結果、TRRAP

ノックダウン細胞では、TIP60及びNBS1などのDNA損傷応答関連因子の集積が、野生型と比較

して、遅延することが明らかになった。さらにFRAPとMIを組み合わせた解析においても、



TRRAPノックダウン細胞では、GFP-TIP60及びGFP-NBS1のブリーチング後のGFP回復のカイ

ネティクスが野生型細胞と異なり、その回復速度が遅れることを確認した。 

またH2AX発現細胞にTRRAP shRNAを導入し、その細胞のクロマチン分画から、DNA損傷の

前後でH2AXを含むヌクレオソームを精製し、H2AXのアセチル化及びH4のアセチル化の状態

を生化学的に検討した。コントロール細胞で確認できる、H2AXのアセチル化とヒストンH4の

アセチル化の損傷依存的な増強が、TRRAP shRNAを導入したH2AX発現細胞では、抑制される

ことを確認した。さらにこの知見を検証するため、H2AXのアセチル化およびH4のアセチル化

の抗体を用いてクロマチン免疫沈降を行った。DNA損傷部位で、H2AXおよびH４のアセチル

化シグナルが抑制される事が明らかになり、TRRAPが、TIP60を介したアセチル化シグナルに

関与することが示された。 

DNA 損傷領域においてアセチル化シグナルを促進させる TRRAP とリン酸化カスケードを

促進させる ATM あるいは DNA-PKcs が、NBS1 に対して競合的に作用している可能性がある

と考えていたが、今回、異なる線量率で TRRAP と ATM との競合関係を検討した結果、当初

の予想に反して、これら因子は、決して競合関係にあるのではなく、TRRAP をノックダウン

したことによる、放射線照射後の H2AX のアセチル化とリン酸化を介したゲノムストレス応

答へのインパクトが、高線量率と低線量率の間で大きく異なることが判明した。今後は、線

量率の違いによる H2AX のアセチル化とリン酸化の役割の違いを明らかにし、線量率効果の

クロマチン制御に視点を置いた分子レベルでの研究を展開して行きたい。 
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