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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゲノム損傷に応答して形成されるさまざまな放射線誘発

核内フォーカスの構造と動態、およびゲノム損傷によるクロマチンの構造変化に焦点を当て、ヒ

ト細胞の放射線応答機構の解明に取り組んだ。その結果、ゲノム修復蛋白質RAD51がゲノム損傷

領域に核内フォーカスを形成するためには、ヒストンH2AバリアントであるヒストンH2AXのアセ

チル化およびユビキチン化修飾による損傷クロマチンから放出が重要であることを報告した。さ

らに、もうひとつのヒストンH2AバリアントH2AZも、ゲノム損傷部位で損傷クロマチンから放出

されることを見いだし、現在論文投稿準備中である。 

   
 
研究成果の概要（英文）：We examined the mechanism of human cellular response against 
ionizing irradiation. For this purpose, we analyzed the structure and dynamics of the 
radiation-induced nuclear foci and reorganization of damaged chromatin. We found that 
DNA damage-induced release of histone H2AX, a variant of histone H2A, from damaged 
chromatin is required for the DNA damage-induced focus formation of RAD51. The release 
of H2AX from damaged chromatin is regulated by acetylation and ubiquitination of H2AX 
by TIP60 and UBC13, respectively, We also found that histone H2AZ, another H2A variant, 
is released from chromatin after induction of DNA damage.      
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１．研究開始当初の背景 
放射線は、直接、あるいは酸化ストレスなど

を介して間接的にさまざまな障害を細胞に

もたらす。そのなかでも最も重篤かつ放射線



に特徴的なゲノム障害のひとつである DNA
二本鎖切断は細胞にとって致死的である。こ

のため、その修復機構をより深く理解するこ

とは、現在でも放射線影響研究の重要な課題

となっている。また、致死的な放射線障害と

ともに、低線量被曝の人体影響も放射線生物

学における重要な研究課題のひとつとなっ

ている。 
 DNA 二本鎖切断修復機構については、

1990 年代にさまざまなヒト細胞の修復因子

が同定され、これらの因子のプロテオミクス

解析などの新しい生化学的手法や酵母や遺

伝子破壊マウスを用いる遺伝学的手法を用

いた研究が精力的に行われた。その結果、ゲ

ノム修復に関連する多くの蛋白質が放射線

照射後に核内ドメイン（放射線誘発核内フォ

ーカス）を形成することが明らかになってき

ていた。しかし、放射線応答に係わるさまざ

まな核内ドメインの動態やその相互関係、お

よびゲノム損傷によるクロマチンの高次構

造変化については未だ不明な点が未だ多い。

このため、放射線障害に体する細胞および個

体の応答をより深く理解するためには、ゲノ

ム損傷誘導後の細胞核高次構造の変化を検

証するという新しい生物学的アプローチが

重要であると考えられた。 
 我々は、新しい細胞生物学的手法を用いて

ヒト細胞の核高次構造とゲノム修復機構の

関連を追求してきた。1996 年には、DNA 二

本鎖切断修復の重要な因子である RAD51 が

ヒトリンパ球で DNA 合成期に核内フォーカ

スを形成することを見出し、ゲノム修復機構

と核高次構造の関連を初めて報告した。その

後、放射線誘発核内フォーカスが損傷部位に

集積した修復蛋白質により形成されている

のか、あるいは細胞核全体での反応として形

成されるのかを検証するために、核内の限局

した領域に DNA 二本鎖切断を誘導する「紫

外線レーザーマイクロ照射法」を開発した。

この新しい細胞生物学的手法を用いること

で、ゲノム損傷誘導後に形成される RAD51
フォーカスは修復の「場」に集積した RAD51
が形成していることを 2000 年に初めて報告

した。また、2003 年には、紫外線レーザー

マイクロ照射法をより使いやすく改良した(J 
Microsc., 2003)。2004 年には、最新のバイオ

イメージング技術である生細胞実験系や転

写標識法を用いて、ゲノム修復や転写調節と

の関連が示唆されている核内ドメイン PML
ボディと酸化ストレス応答における転写調

節機構の関連を明らかにし報告していた

(MCB, 2004)。 
 

２．研究の目的 
我々は、放射線被曝によるゲノム損傷誘導後

の細胞核高次構造の変化、特に損傷を受けた

クロマチンとゲノム修復蛋白質の動的変化

を詳細に解析することが、放射線応答機構の

より深い理解に結びつくと考えた。また、酵

母では遺伝学的アプローチを用いた研究を

進めやすいため、ゲノム修復や組換え機構の

解明が進んでいる。しかし、近年酵母とヒト

細胞ではゲノム修復機構に多くの異なる点

が存在することが明らかになり、ヒト細胞の

ゲノム修復機構を解明する研究の重要性が

指摘されている。この点においても、酵母に

比較して細胞核が大きいため詳細な細胞生

物学的解析を行うことができるヒト細胞で

は、放射線応答機構に関する新しい知見が得

られることが期待された。そこで、本研究で

は、我々が開発した紫外線レーザーマイクロ

照射法などの新しい細胞生物学的アプロー

チを用いることにより、 
１）ゲノム損傷に応答して形成されるさまざ

まな放射線誘発核内フォーカスの構造とそ

の動態 
２）ゲノム損傷によるクロマチンの構造変化

およびその構成成分の動態 
に焦点を当て放射線応答における細胞核高

次構造の動的構造変化の解析を行うことで、

ヒト細胞の低線量と大線量放射線照射に対

する放射線応答の違いを明らかにすること

を目指す。 
 
３．研究の方法 
ヒストン H2AX は DNA 二本鎖切断誘導数分

以内にリン酸化され（γ-H2AX）核内フォー

カスを形成し、ゲノム修復蛋白質を修復の

「場」に保持するために重要であるとされて

いる。そこで、Green fluorescence protein 
(GFP)で標識したH2AXを発現する細胞を用

いて、紫外線レーザーマイクロ照射法と生細

胞実験系を組み合わせて DNA 二本鎖切断誘

導直後に起こる H2AX の動態解析を行う。具

体的には、紫外線レーザーマイクロ照射法を

用いて核の一部に DNA 二本鎖切断を導入し

た直後に、Ar レーザーで DNA 二本鎖切断誘

導領域とそれ以外の場所の GFP を一部線状

に褪色させ、経時的に GFP シグナルの変動

を定量的に解析することで、H2AX の損傷部

位における動態の検討する。さらに、H2AX
動態の制御機構を明らかにするために、

H2AX 複合体解析を行い、H2AX の損傷依存

的蛋白質翻訳後修飾やその制御機構の解析

を行う。H2AX 複合体解析から得られた知見

から H2AX の動態制御に係わると考えられ



る因子について siRNA 法を用いた発現抑制

実験を行い、紫外線レーザーマイクロ照射法

による H2AX 動態制御へのこれらの因子の

関与を検証する。 

 

 同様の解析を、RAD51 についても行い、

代表的な放射線誘発核内フォーカスである

RAD51 フォーカスの形成制御機構の解明に

取り組む。 
 
４．研究成果 

本研究で、ゲノム損傷に応答して形成される

さまざまな放射線誘発核内フォーカスの構造

と動態、およびゲノム損傷によるクロマチン

の構造変化に焦点を当て、ヒト細胞の放射線

応答機構の解明に取り組んだ結果、RAD51がゲ

ノム損傷領域に核内フォーカスを形成するた

めには、ヒストンH2Aバリアントであるヒスト

ンH2AXのアセチル化およびユビキチン化修飾

が重要であることを明らかになった。さらに

、H2AXはアセチル化およびユビキチン化依存

的に損傷クロマチンから放出されることを明

らかにした。 
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