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研究成果の概要： 
DNA 損傷により様々な遺伝子の発現が変化することが知られている。これまで転写誘導 
を引き起こす機構について多くの報告があるが、転写抑制をもたらす機構はほとんど知ら 
れていない。私は DNA 損傷後、クロマチンから Chk1 が解離するため、ヒストン H3-T11 
のリン酸化が急速に減少し、サイクリンや Cdk など増殖関連遺伝子の転写が抑制されるこ 
とを見出した。哺乳類の細胞周期静止期の維持において、増殖関連遺伝子の転写を抑制す 
る機構においても同様に Chk1 を介したヒストン修飾が関与している可能性を示した。 
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１．研究開始当初の背景 
DNA 損傷によってさまざまな遺伝子の発現が変化

する。実際、紫外線を照射後、発現量が３倍以上

変化する遺伝子は全遺伝子の 4%にもおよび、この

うち９０%は転写が抑制される遺伝子である。DNA 

損傷後、転写が活性化される機構については p53 

や NFkB のような転写活性化因子の解析から多く

の知見が得られているが、転写が抑制される機構

はほとんど知られていない。私は転写に重要な役

割を果たすヒストンの修飾が DNA 損傷後どのよ 
 

うに変化するかに注目した。Chk1 はDNA 損傷
時にセントロソームに移行し、Cdc25 をリン
酸化することでCdk1 の活性を抑制するとい
う重要な機能を持つが、DNA 損傷非存在下に
おいては約20%がクロマチンに結合している。
このクロマチンに結合しているChk1 の機能
はこれまで知られていなかった。 
２．研究の目的 
多細胞真核生物は様々なゲノムストレスに対
して複数の防御機構（チェックポイント、 
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DNA 修復、アポトーシス誘導、早期細胞老化）
を持っており、これらの協調した作用により
染色体DNAを安定に維持しながら自己複製を
行っている。これらの防御機構の破綻は発ガ
ンや様々な遺伝子疾患に大きく寄与してい
る。ストレス応答機構の分子基盤は、タンパ
ク質分解、翻訳後修飾、タンパク質細胞内局
在変化、転写調節により制御されており、ク
ロマチン修飾は細胞増殖、分化、老化など多
くの重要な生命現象に関わることが示され
ている。早期細胞老化は、最も重要な癌防御
機構であると認識されその重要性がますま
す注目されている。しかしながら制御機構に
ついてある程度理解が進んでいるチェック
ポイント、DNA 修復およびアポトーシス誘導
に対して、細胞老化の分子機構はほとんど分
かっていない。私は①細胞増殖に必要な Chk1
キナーゼがヒストン H3-Thr11(H3-T11)をリ
ン酸化することにより転写制御を担うこと、
②DNA損傷に反応した転写抑制機構にH3-T11
の脱リン酸化が重要であることを発表した
（Shimada M et al. Cell 2008）。この転写
抑制機構は、同じく細胞増殖因子の転写が強
く抑制される細胞老化の分子機構の解明に
大きく貢献すると考えられる。そこで、どの
ような分子機構により、DNA 損傷後の転写抑
制が引き起こされるのかについて検討し、そ
の分子機構を通じて、細胞老化誘導機構を明
らかにしたいと考えた。本研究の目的は、申
請者が世界に先駆けて報告したヒストン修
飾(H3-T11 の脱リン酸化)に注目し、いかにし
てクロマチン構造の変化を伴った不可逆的
な増殖停止が導かれ、細胞老化が誘導される
のか、細胞老化の分子機構を明らかにするこ
とである。そして得られた知見を基盤として
細胞分化、増殖、老化の分子機構の全体像を
解明し、癌治療や癌予防などの応用を最終的
な目標としている。 
 
３．研究の方法 
HCT116 細胞は McCoy’s 5A 培地で、MEF 細胞、
MJ90 細胞、Hela 細胞は DMEM 培地で 37 度、
CO2 濃度 0.5%にて培養した。DNA 損傷方法と
しては、紫外線照射、X線照射、ブレオマイ
シン、ヒドロキシ尿素、アフィディコリン処
理を行い、処理後は細胞をトリプシンにより
回収し、タンパク抽出、RNA 抽出を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ヒストン H3 の T11 のリン酸化は DNA 損
傷後減少する 
 
N 末端側のヒストン（ヒストンテール）は、
細胞内でアセチル化、メチル化、リン酸化、
ユビキチン化などのさまざまな化学修飾を
受け、クロマチンの多様な機能を生み出して
いる。ヒストン H3 の K9 と K14 のアセチル化

は転写の活性化に重要でヒストン H3 の S10
のリン酸化がこれらのアセチル化反応を促
進することが知られている。逆に K9 のメチ
ル化は転写の抑制に働く。またヒストン H2A
の K5 のアセチル化やヒストン H4 の K8 のア
セチル化も転写の活性化に重要である。私は
ヒストンの修飾が DNA損傷後どのように変化
するかを検討した結果、ヒストン H3 の K9、
ヒストン H2A の K5、ヒストン H4 の K8 のア
セチル化の減少とともに、ヒストン H3 の T11
のリン酸化が急激に低下することを見出し
た。S10 のリン酸化は M 期における染色体の
凝縮や、間期においては転写の活性化に重要
である。T11 はこれらの転写に影響を与える
修飾部位に近接して存在していることから、
転写において何らかの働きを持つ可能性が
あるが、その機能は全く分かっていない。私
は T11 のリン酸化と DNA 損傷との関係につい
て興味を持ち、まず細胞周期のどの時期にこ
のリン酸化がおきるかを同調実験により検
討した。その結果、M 期特異的な S10 のリン
酸化とは対照的に、間期の細胞でも T11 はリ
ン酸化されることが分かった。 
 
(2) T11 のリン酸化を担うキナーゼはチェッ
クポイントキナーゼ Chk1 であった 
 
DNA 損傷後、急激に T11 のリン酸化は減少す
る。どのキナーゼが T11 をリン酸化し、DNA
損傷後なぜ脱リン酸化されるのか？これま
で T11をリン酸化するキナーゼとしてはセン
トロメアに局在する M期キナーゼ、Dlk1 が報
告されているが、in vivo におけるこのキナ
ーゼの重要性は示されていない。興味深いこ
とに T11 はチェックポイント因子の Chk1 に
よってリン酸化されるコンセンサス配列に
なっている。Chk1 は細胞の増殖とチェックポ
イントに必要で、その重要な機能の一つは、
G2 から M への進行に必要な Cdk1 を、Cdc25
のリン酸化を介して不活性化することであ
る。試験管内におけるキナーゼ活性測定結果
より Chk1 は H3 をリン酸化でき、その主な部
位は T11 であった。さらにコンディショナル
Chk1 欠失細胞の解析から、細胞内においても
T11のリン酸化にChk1が必要であることが分
かった。 
 
(3) DNA 損傷後にクロマチンから Chk1 が遊離
し、H3-T11 のリン酸化が減少する。 
 
DNA 損傷がおきると、ATR によりクロマチン
上の Chk1 はリン酸化され、セントロソーム
へ移行する。そこで DNA 損傷後、クロマチン
上の Chk1 とリン酸化された T11 の量的変化
について調べると、Chk1 は紫外線を照射後、
ただちにクロマチンから遊離し、これと一致
して T11のリン酸化も減少していくことがわ



かった。さらに、DNA 損傷後に Chk1 のクロマ
チンからの解離を阻害したときの変化を調
べた。Chk1 のクロマチンからの解離には ATR
によってリン酸化されることが必要なので、
ATR をカフェインにより阻害すると、紫外線
照射後も Chk1 がクロマチンから解離しなか
った。このとき T11 のリン酸化の減少と、転
写の抑制も阻害された。私はさらに ATR によ
るリン酸化部位 S317 と S345 をアラニンに置
換したChk1(非リン酸化型Chk1はクロマチン
からの解離が阻害される)を発現させると、
紫外線を照射した場合においても T11のリン
酸化の減少と転写の抑制が阻害された。この
結果は、DNA 損傷後 Chk1 がクロマチンから遊
離することが、T11 の脱リン酸化と転写の抑
制に重要であることを示している。 
 
(4) H3-T11 のリン酸化は H3分子と GCN5 ヒス
トンアセチラーゼとの結合を促進する。 
 
どのようなメカニズムにより、T11 のリン酸
化の減少が転写の抑制を引き起こすのだろ
うか？私は T11 のリン酸化とともに DNA 損傷
後減少する、転写の活性化に重要な K9 のア
セチル化に着目した。K9 をアセチル化するヒ
ストンアセチル化酵素は GCN5 である。そこ
で GCN5 と T11 のリン酸化の関係を調べると、
T11をリン酸化させたH3ペプチドは非リン酸
化型と比べて GCN5 との相互作用が 20倍上昇
するという結果を得た。またサイクリン B1, 
cdk1 プロモーター領域を用いた ChIP 解析か
ら、DNA 損傷後これらのプロモーター領域か
ら Chk1 が離れ、T11 のリン酸化が減少し、さ
らに GCN5 の結合と K9のアセチル化も減少し
た。すなわち、Chk1 のクロマチンからの解離、
T11 のリン酸化の減少と GCN5、K9 のアセチル
化の減少には相関があることが示された。以
上の結果より私は Chk1 による転写制御につ
いて以下のようなモデルを提唱した。通常は
Chk1 がクロマチンに存在するので、T11 がリ
ン酸化されており、GCN5 を介した K9 のアセ
チル化が上昇し、cdk1 などの転写が活性化さ
れる。DNA 損傷が生じると、Chk1 がクロマチ
ンから離れるので T11 のリン酸化が減少し、
GCN5 の結合が弱くなるため、K9 のアセチル
化が減少し転写が抑制される。Chk1 にはチェ
ックポイントキナーゼとしての働きととも
に、ヒストンのリン酸化により、細胞増殖に
関わる遺伝子の転写にも重要であることが
明らかとなった。私の発表と同時期に
PRK1(Protein kinase C Related Kinase 1)
が T11 をリン酸化し、このリン酸化はアンド
ロジェンレセプター依存的な転写に重要で
あることが報告された。現在、T11 のリン酸
化は転写に重要な新たなヒストン修飾とし
て注目を浴びている。 
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