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研究成果の概要：放射線の被ばくは様々な影響を成体に及ぼすが、生命の基本単位である細胞

は、遺伝子の本体である DNA が放射線のエネルギーを吸収しておこる二重鎖切断を認識し、
それに応答するシステムを有している。本研究は、その DNA損傷シグナルが、DNAを含んだ
ゲノムを基本構造であるクロマチンを構成する基本単位であるヌクレオソームの構成要素の 1
つのヒストンH2AXのリン酸化を基点としたMDC1/53BP1複合体の形成とリン酸化の連鎖反
応が、DNA損傷シグナルの増幅に必須であることを突き止めた。 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・化学物質影響科学 
キーワード：放射線作用機構 
 
１．研究開始当初の背景 
 放射線などによりゲノムに損傷を与えら
れた細胞内では、最上流にある ATM キナー
ゼが DNA 二重鎖切断部位で多量体から単量
体へと変換し、セリン 1981 の自己リン酸化
により活性化して、下流の因子をリン酸化す
ることで DNA 損傷情報が伝達され、細胞応
答が誘導されることが知られている。従来、
この DNA 損傷チェックポイント経路は、
DNA 二重鎖切断の再結合が終了するのにと
もない shut-off されると考えられてきたが、
応募者が科学研究費補助金（平成１７年度か

ら平成１８年度、科学研究費補助金基盤研究
（Ｂ））の補助を受けて展開してきたこれま
で研究により、放射線照射によって誘発され
るリン酸化 ATM、リン酸化ヒストン H2AX
および MDC1/53BP1 の斑点状の存在形態、
いわゆるフォーカスは、照射直後からその数
が減少していくが、照射後 24 時間たっても
残存するものがあり、このような残存フォー
カスは、もはや DNA 二重鎖切断端には存在
せず、再結合ミスにより生じた異常なクロマ
チン構造（損傷クロマチン）部位に局在する
ことを見いだした。本研究では、このような
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結果から、細胞に存在する新規チェックポイ
ントとしてクロマチン損傷チェックポイン
トの存在を提唱した。さらに興味深いことに、
残存するフォーカスは、初期のフォーカスと
はそのサイズが有意に異なり、増大したフォ
ーカスサイズを持っていた。つまり、細胞内
にはクロマチン損傷情報を増幅する巧妙な
メカニズムが細胞内に存在することが予想
された。 
 これまでの研究により、リン酸化 ATM フォ
ーカスは MDC1/53BP1 フォーカスとその局在
性が一致することがわかっている。
MDC1/53BP1 の局在化にはヒストン H2AX のリ
ン酸化が必要であることもわかっている。そ
こで本研究では、MDC1/53BP1 複合体がクロマ
チン損傷情報増幅の場を提供しているので
はないかと考え、クロマチンコアヒストン蛋
白質の一つである H2AX の ATM によるリン酸
化を基点とした MDC1/53BP1 複合体の連鎖的
リン酸化がクロマチン損傷情報を増幅する
メカニズムであると仮定し、これを証明する
ために本研究を計画をするに至った。 
 
２．研究の目的 
 放射線照射後の細胞内で、クロマチンコア
ヒストン蛋白質の一つである H2AX の ATM に
よるリン酸化を基点とした MDC1/53BP1 複合
体の連鎖的リン酸化が、クロマチン損傷情報
を増幅するメカニズムであるとの仮定にも
とづき、これを証明するために、以下の 2点
について明らかにすることを研究の目的と
した。 
 目的の 1 つ目は、MDC1/53BP1 複合体が
クロマチン損傷情報の増幅にかかわってい
ることの証明である。MDC1あるいは 53BP1
が、リン酸化ヒストン H2AXを基点として集
積することがクロマチン損傷情報の伝達に
かかわっていると考えられるため、ヒストン
H2AX、MDC1 あるいは 53BP1 を欠損する
ノックアウトマウス由来線維芽細胞におい
て、リン酸化 ATM フォーカスのサイズ変化
があるかどうかを検討する。2つ目の目的は、
連鎖的リン酸化がクロマチン損傷情報の増
幅に必須であることの証明である。ヒストン
H2AX、MDC1あるいは 53BP1の ATMによ
るリン酸化がクロマチン損傷因子のフォー
カス形成に必要であることを、ATM の特異
的阻害剤を用いたタイムラプス解析により
検討し、クロマチン損傷情報の増幅に連鎖的
リン酸化が必須であることを証明する。 
 
３．研究の方法 
（1）ノックダウン細胞の樹立と培養 
 MDC1 および 53BP1 がクロマチン損傷情
報の増幅に関与することを証明するために
は、これら因子を欠損する細胞を樹立して、
放射線照射後のフォーカスサイズに変化が

誘導されることを明らかにする必要がある。
そこで、MDC1 あるいは 53BP1 を欠損する
ノックアウトマウス胎児由来の線維芽細胞
および野生型マウス胎児由来の線維芽細胞
を樹立した。これらマウス胎児由来細胞の培
養には、αMEM培地を用いた。細胞は、3x105

個の細胞を底面積 25cm2の T25 型フラスコ
にうえ、3 日ごとに継代培養を繰り返すこと
によって対数増殖状態を維持した。いっぽう、
げっ歯類細胞を用いた実験と平行して、ヒト
細胞における検討を可能にするため、テロメ
ラーゼ遺伝子の導入により無限増殖化した
正常ヒト二倍体細胞（BJ-hTERT；以降 BJ
細胞）を用いた。BJ 細胞はもともと増殖が
比較的遅い細胞であるため、10%FBSを含む
MEM培地中でコロニー形成を行い、14日後
に最も大きなサイズで形成されたコロニー
を単離しクローン化した。MDC1 および
53BP遺伝子発現のノックダウンには siRNA
を用いる方法を応用した。siRNAの設計およ
び合成は、Dharmacon 社のものをもちい、
10nMのオリゴヌクレオチドを 2mlの培養液
に懸濁して、細胞に添加する方法を用いた。
72 時間培養後に次項で述べる蛍光免疫染色
法により蛋白質の発現を評価した。あるいは
蛋白質を抽出しウェスタンブロット法によ
り siRNAの効果を評価した。 
（2）放射線照射 
 細胞への放射線照射は、X線発生装置によ
る X線照射により行った。線量率は、X線管
からの距離によって調整し、ラムテックチャ
ンバーによって線量の測定を行った。照射は、
プラスティック製の培養容器に細胞を付着
させたまま、ショウ社直前に X線発生装置に
移動することによって行った。 
（3）免疫蛍光染色法 
 放射線照射による MDC1、53BP1 あるい
は DNA 損傷チェックポイント関連因子のフ
ォーカス形成は、特異的抗体を用いた蛍光免
疫染色法により検討した。まず、火炎滅菌し
たカバーガラス上に 1x105個の細胞を播種し
て 24 時間培養した。細胞の接着および増殖
を確認後に 4％フォルマリン溶液を用いて細
胞を固定し、ついで 0.5%Triton-X100にて細
胞膜を可溶化し、標本を作製した。その後、
抗リン酸化 ATM 抗体、抗 MDC1 抗体、抗
53BP1 抗体を 5%Skim milk を含む TBS 緩
衝液に懸濁して細胞に反応させた。これら一
次抗体は、Alexa 蛍光分子を結合させた二次
抗体により検出することによって免疫蛍光
染色を行った。作製した標本は、蛍光顕微鏡
下で観察を行い、蛍光シグナルはデジタル画
像として取得した。DNA 損傷チェックポイ
ント関連因子のフォーカスのサイズ変化を
検討する際は、画像解析システムに内蔵され
ているマイクロメータを用いて長径および
短径を計測して平均直径を算出することに



 

 

より調べた。 
（4）ATM機能の抑制と効果の検討 
 ヒストンH2AXおよびMDC1/53BP1複合
体のリン酸化がクロマチン損傷情報の増幅
にかかわっていることを証明するために、こ
れら因子をリン酸化する ATM の活性を特異
的に抑制する低分子化合物を用いた。この特
的阻害剤は KU55933とよばれ、ATM類縁の
ATRあるいは DNA-PK活性は阻害しない。
具体的は、放射線照射 30分前から 20μMか
ら 40μMの KU55933を細胞に処理し、前項
で述べた特異的抗体によるリン酸化 ATM フ
ォーカスおよび MDC1/53BP1 フォーカスの
検出をおこなった。また、KU55933 添加後
短時間での MDC1/53BP1 フォーカスのサイ
ズ変化を追跡する必要から、タイムラプス解
析を行なった。まず、BJ細胞に EGFPタグ
の付いた 53BP1 発現ベクターを導入し、同
発現ベクター中に設計された G418耐性マー
カの発現を指標に EGFP-53BP1 発現クロー
ンを単離した。EGFP融合蛋白質の発現レベ
ルは、Ｘ線照射後のフォーカス形成を EGFP
の蛍光を指標に検出することにより確認し
た。ついで、これらクローンにＸ線照射後
KU55933（10μM）を処理し、照射１時間後
までの 53BP1 フォーカスサイズの変化をタ
イムラプス解析した。このため、細胞を薄膜
カバーグラスが底面に接着された培養ディ
ッシュに培養し、生細胞観察装置（BioStation 
ID）により、定時的に蛍光画像を取得し動画
として保存していった。 
 
４．研究成果 
（1）MDC1および 53BP1ノックダウン細胞
における DNA損傷情報の増幅 
 MDC1 あるいは 53BP1 がリン酸化ヒスト
ン H2AX を基点として集積することがクロ
マチン損傷情報の伝達にかかわっているか
どうかを明らかにするために、ヒストン
H2AX、MDC1 あるいは 53BP1 を欠損する
ノックアウトマウス由来線維芽細胞におい
て、リン酸化 ATM フォーカスのサイズ変化
があるかどうかを検討した。まず、ヒストン
H2AXのリン酸化がこれら DNA損傷因子フ
ォーカスの基点になっていることを、H2AX
ノックマウトマウス由来の線維芽細胞で確
認した。その結果、H2AXノックアウトマウ
スでは、リン酸化 H2AXのシグナルは当然の
ように消失したが、MDC1 および 53BP1 の
フォーカスも、完全に消失することが確認さ
れた。興味深いことに、リン酸化 ATM フォ
ーカスの消失を検討したところ、増幅された
シグナルを示す大きなサイズのフォーカス
は検出されなかったが、極微細な点状のフォ
ーカスは残存する可能性が示された。そこで、
通常の細胞の固定は 4％フォルマリンで行っ
ていたが、固定方法をいくつかの種類検討し

たところ、メタノールを固定に用いたときに、
明らかな尾西フォーカスの出現が確認され
た。この結果は、H2AXはフォーカス形成に
必要であるがリン酸化 ATM の初期フォーカ
スの形成には必須ではないことを意味して
いる。言い方を変えれば、ヒストン H2AXは
ATM の DNA 損傷シグナルん増幅に必須の
因子であるすることができよう。 
 つぎに、MDC1ノックアウトマウスにおい
て DNA 損傷チェックポイント因子のフォー
カス形成について検討したところ、MDC1の
発現のない細胞では、リン酸化 ATM のフォ
ーカスが完全に消失することはないことが
明らかになった。また、リン酸化 H2AX も、
H2AXノックアウト細胞と比較すると、明ら
かな消失は認められなかった。これらの結果
は、MDC1が放射線照射後の初期の ATMの
活性化には必須ではなく、その後の DNA 損
傷シグナルの増幅に必要であることを示す
ものであった。同様の結果は、正常ヒト BJ
細胞を用いた実験からも明らかになった。
MDC1 の siRNA を導入した細胞においてリ
ン酸化 ATM のフォーカス形成を確認したと
ころ、明らかな消失が認められた。またこの
とき同時に、53BP1フォーカスの消失も認め
られた。 
 以上の得られた結果から、ヒストン H2AX
のリン酸化を基点として MDC1/53BP1 の複
合体が形成され、この MDC1/53BP1 複合体
形成を介して ATM のリン酸化、すなわち
DNA 損傷シグナルの増幅が行われているこ
とが証明された。 
 
（2）ATM機能阻害による DNA損傷情報増
幅の抑制 
 放射線照射後に ATM の活性化による自己
リン酸化が始まり、その活性によりヒストン
H2AX がリン酸化され、さらに、リン酸化
H2AXを基点としてさらなる複合体形成が促
進されリン酸化 ATM フォーカスサイズが増
大することによりクロマチン損傷情報が連
鎖的に増幅されるとすると、ATM の持続的
リン酸化活性は、DNA 損傷情報の増幅にお
いて欠くことのできない反応ということに
なる。そこで、放射線照射後に ATM の活性
を特異的に阻害することにより DNA 損傷チ
ェックポイント因子のフォーカスが消失す
るかどうかを調べた。 
 まず、使用した ATM 阻害剤である
KU55933（20μM）が、ATMの活性を完全
に抑制できる条件であることを確認するた
めに、放射線照射前に阻害剤を添加し、照射
2 時間後に細胞を固定してリン酸化 ATM フ
ォーカスを検出した。その結果、フォーカス
は完全に消失することを確認した。そこで次
に、放射線照射前から阻害剤を添加し、放射
線照射 30 分後あるいは 1 時間後に阻害剤を



 

 

取り除くことによってフォーカス形成にど
のような影響が及ぶかを検討した。その結果、
照射後に阻害剤を除くことによって、フォー
カス形成およびフォーカスの増大がいずれ
も回復することを明らかにした。さらに、照
射後から阻害剤を添加する実験を行ったと
ころ、照射 1時間後からの抑制でも、リン酸
化 ATM フォーカスは消失してしまうことを
見いだした。これらの結果は、DNA 損傷情
報の増幅には ATM の持続的活性が必要であ
ることを明確に示し、また、その活性化がリ
ン酸化と脱リン酸化のバランスによって保
持されていることも明らかにしている。これ
らの結果は、EGFP-53BP1 を導入した細胞
でも観察され、放射線照射直後の微細なフォ
ーカスの形成から、照射数時間後のフォーカ
スサイズの成長まで、全ての過程に ATM の
活性が必要であることを確認した。 
 以上の結果により、クロマチン損傷情報の
増幅は、ヒストン H2AXのリン酸化を基点と
した MDC1/53BP1 複合体の形成、および活
性化 ATM による MDC1/53BP1 複合体の連
鎖的リン酸化に依存したプロセスであるこ
とを証明した。今後は、クロマチン高次構造
の視点から、どのような構造が ATM の持続
的活性化に寄与しているか明らかにする必
要があるのと同時に、MDC1/53BP1 複合体
の連鎖的リン酸化によってクロマチン損傷
がどのように修復されていくのか、またそこ
に関与する因子にはどのようなものがある
かを明らかにしていくことが必須であろう。 
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