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研究成果の概要（和文）：H2AXのアセチル化 は、主に低線量率のゲノムストレスの対応に重要であり、H2AXの
リン酸化は、低線量率および高線量率のゲノムストレスの両方に重要であること、さらにH2AXのリン酸化の低線
量率および高線量率の役割の違いをH2AXのアセチル化が規定していることが今回明らかになった。TRRAPは、そ
の担い手であり、低線量率のDNA損傷においては、DNA-PKcsをH2AXのアセチル化に導き、相同組み換え修復(HR)
を促す。一方、高線量率のDNA損傷時には、DNA-PKcs は、TRRAPには依存せずにH2AXのリン酸化に関与し、非相
同末端結合修復(NHEJ)の促進に関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have shown that acetylation of H2AX is primarily important
 in response to low-dose-rate genomic stress, while phosphorylation of H2AX is crucial for both 
low-dose-rate and high-dose-rate genomic stress. In the present study, we found that acetylation of 
H2AX defines the differential role of H2AX phosphorylation at low and high dose rates. TRRAP, which 
is the component of TIP60 histone acetylase complex, leads DNA-PKcs to acetylation of H2AX and 
promotes homologous recombination repair (HR) in low-dose-rate DNA damage. On the other hand, at 
high dose rate DNA damage, DNA-PKcs is involved in the phosphorylation of H2AX independently of 
TRRAP, and promotes non-homologous end joining repair (NHEJ).

研究分野：放射線生物学

キーワード： 線量率効果　アセチル化シグナル　多様性　エピジェネティクス　TRRAP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
同一の吸収線量であるのに、その線量率の違いで生物学的効果が大きく異なる線量率効果に着目して研究を進め
てきた。今回、H2AXのリン酸化の低線量率および高線量率の役割の違いをH2AXのアセチル化が規定していること
が、TIP60複合体の構成因子であるTRRAPに着目することで、明らかにした。生物が、多様で複合的なストレスに
対応している様が、次第に明らかになりつつあり、エピジェネティクス制御の担い手であるヒストンの化学修飾
の分子機構について検討することは、次世代への影響や多様な個々の放射線応答も明らかにすることに繋がるこ
とから、学術的、社会的に意義があると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ゲノムストレスに伴う損傷応答シグナルは、損傷部位に集積したチェックポイント蛋白質に

よって発動し、細胞増殖の停止とその間に DNA 修復が行われることは、すでに明らかになって

いる。興味深いことに、DNA 損傷を与えなくても、人為的に DNA 損傷を感知するチェックポイ

ント蛋白質 NBS1 をクロマチンに結合させるだけで、ゲノムストレス応答シグナルを活性化さ

せることが可能であるという報告など、最近では、損傷応答シグナルの活性化におけるクロマチ

ン制御の重要性が数多く報告されるようになった。実際、申請者らも、TIP60 ヒストンアセチル

化酵素による H2AX のアセチル化が、ポリ ADP-リボシル化酵素 PARP-1 のポリ ADP-リボシル

化活性を制御し、DNA 損傷のセンサー蛋白質 NBS1 の損傷クロマチンへの結合を制御している

ことを報告した(Ikura, M., et. al., Mol. Cell. Biol. 2015. Ikura, M., et al., Mol. Cell. Biol. 2016) 。チェ

ックポイント蛋白質とクロマチンとの結合が、ゲノムストレス応答シグナルの活性化に如何に

重要かがこれらの知見から伺える。またクロマチンの構成蛋白質であるヒストンの化学修飾は、

エピジェネティック制御の担い手でもあることから、線量率効果の違いをクロマチンレベルで

解明することは、低線量率放射線の次世代影響を見定める上で極めて重要である。 

Transformation/Transcription Domain Associated Protein (TRRAP)は、PCAF に代表される GCN5 フ

ァミリーと TIP60 に代表される MYST ファミリーに分類されるヒストンアセチル化酵素のコフ

ァクターとして知られ、その構造的特徴からリン酸化酵素 ATM スーパーファミリーに属する。

興味深いのは、リン酸化酵素活性を担う活性中心に変異があり、TRRAP そのものには、リン酸

化活性は存在しない。これまでの申請者の研究により、TRRAP は、アセチル化シグナルの過剰

な働きを抑制する、言わば、アセチル化シグナルのチューナーとしての働きがあることが明らか

になり、TRRAP が、損傷領域のアセチル化と H2AX のリン酸化の絶妙なバランスを取っている

可能性が見出された。今回、申請者は、放射線照射後のヒストン H2AX のリン酸化の責任酵素

である ATM と DNA-PKcs の H2AX を含むクロマチンに対する結合カイネティクスが、高線量率

あるいは低線量率で互いに異なることを明らかにした。興味深いことにヒストンアセチル化の

制御因子である TRRAP を細胞内でノックダウンすると、これらの結合カイネティクスにそれぞ

れ異なるインパクトをもたらすことが見出された。TRRAP に着目することで、アセチル化シグ

ナルと H2AX のリン酸化の連携機構における線量率効果の違いを見定めることが可能であるこ

とを示唆している。今回は、これらの知見を踏まえ、線量率効果における生体応答の仕組みにつ

いて TRRAP を介したアセチル化制御の視点から解明したいと考えている。 

 

２．研究の目的 

本課題では、TIP60 ヒストンアセチル化酵素複合体の構成因子である TRRAP を介したアセチル

化シグナルに着目して、放射線の異なる線量率の違いによって、いかにゲノムストレス応答の多

様性が生み出されるのかについて、その分子基盤をヒストン H2AX のアセチル化とリン酸化に

視点をおいて明らかにすることが目的である。 

 

３．研究の方法 

高線量率と低線量率で H2AX のリン酸化に対する ATM と DNA-PKcs の優位性が異なり、高線量

率では、主に ATM が、一方、低線量率では、DNA-PKcs が、H2AX のリン酸化を担うことを示



唆する結果を得た。この優位性が生まれる仕組みについて TRRAP に着目して研究を展開する。 

 

1) TRRAP のノックダウン細胞において低線量率の場合は、H2AX のリン酸化が亢進し、照射後

60min では、DNA-PKcs のクロマチンへの結合が増強する。GFP-DNA-PKcs は、活性化状態にな

るとクロマチンへの結合と離脱がダイナミックになることが報告されている。従って、この増強

は、DNA-PKcs の活性が阻害されたことにより生じた可能性も考えられる。そこで、GFP-DNA-

PKcを発現させた野生型およびTRRAPのノックダウン細胞に低線量率放射線照射（1.33mGy/min, 

total 3Gy）を施して、FRAP を用いたバイオイメージング解析で比較検討する。すでに酵素活性

をバイオイメージングで解析するシステムおよび低線量率放射線照射後のダイナミクス解析は、

GFP-PARP1 を用いて検証、セットアップ済みである。GFP-DNA-PKcs の細胞内発現系はすでに

完了し、405nm レーザーによる集積は確認済みである。 

 

2) TRRAP をノックダウンした細胞で低線量率の放射線を細胞に照射し、H2AX のアセチル化お

よびリン酸化への影響を western blotting 法により検討する。 

 

3) DNA-PKcs は、アセチル化結合に関与するブロモドメインを持っている。そこで H2AX のア

セチル化に結合する活性化があるか否かを生体分子間相互作用解析システムであるバイオレイ

ヤー干渉法により検討する。結合が確認できれば、結合ドメインに変異を導入し、H2AX のアセ

チル化に結合しない DNA-PKcs の変異体を作製する。 

 
4) ASHRA (Assay for site-specific HR activity) 

細胞内の相同組み換え活性は Crispr/Cas9 システムで ACTB 遺伝子座に二本鎖 DNA 切断を導入

し、切断部位への組み込み効率を定量 PCR で測定により算出する ASHRA法を用いた(Yoshino Y 

et al., Sci. Reports, 2019)。まず、ACTB遺伝子座の Cas9/gRNA 発現ベクター、ACTB遺伝子座の

ドナーベクター（pBS-ACTB-GFP-DV）を細胞に共トランスフェクションさせ、48時間後に、細

胞を採取し、赤血球ゲノム DNA抽出キット（SciTrove）を用いて、ゲノム DNA を採取した。回

収したゲノム DNA を組み換えの可否の違いを見分けるプライマーセットを用い、Eco リアルタ

イム PCR システム（イルミナ社製）と KAPA SYBR Fast PCRキットを用いて、リアルタイム PCR

により解析する。 

 

４．研究成果 

本課題では、TIP60 ヒストンアセチル化酵素複合体の構成因子である TRRAP に着目して、放射

線の線量率の違いによって、いかにゲノムストレス応答の多様性が生み出されるのかについて

解析した。これまでの研究によって TIP60 を介した H2AX のアセチル化は、主に低線量率で DNA

損傷に関与することが明らかになりつつある。TRRAP は、ヒストンアセチル化酵素 TIP60複合

体のみならず、同じくヒストンアセチル化酵素 PCAF およびMOF の構成因子でもある。TRRAP

は、これらアセチル化酵素をクロマチンに誘導し、ヒストンのアセチル化を促すことがすでに報

告されている。今回、TRRAP をノックダウンした細胞では、放射線による DNA 損傷によるガ

ンマ H2AX(リン酸化 H2AX)へのインパクトは、低線量率の方が、高線量率の DNA 損傷よりも

大きい。この結果は H2AX のアセチル化が、主に低線量率の DNA 損傷応答に関与することと合



致している。 

アセチル化シグナルと H2AX のリン酸化との関係については、H2AX のアセチル化 は、主に

低線量率のゲノムストレスの対応に重要であり、H2AX のリン酸化は、低線量率および高線量率

のゲノムストレスの両方に重要であること、さらに H2AX のリン酸化の低線量率および高線量

率の役割の違いを H2AX のアセチル化が規定していることが今回明らかになった。 低線量率に

おいては、H2AX のリン酸化は、主に DNA-PKcs が担い、その際の DNA 修復は相同組換え修復

(HR)が誘導されることが示唆された。さらに今回、H2AX のアセチル化に結合する DNA-PKcs の

ドメインを同定し、 そのドメインに変異を導入し、H2AX のアセチル化との結合を阻害した

DNA-PKcs 変異体を導入した細胞では、DNA-PKcs のダイナミックな挙動および HR が抑制され

ることを明らかにした。 

TRRAP をノックダウンした細胞では、放射線照射による DNA 損傷によるガンマ H2AX(リ

ン酸化 H2AX)へのインパクトは、低線量率の方が、高線量率の DNA 損傷よりも大きい。このこ

とは H2AX のアセチル化が、主に低線量率の DNA 損傷応答に関与することと合致している。

我々は、TIP60 による H2AX のアセチル化は、H2AX が損傷クロマチンから放出されてから起き

ることを数理モデルで実証した（投稿中）。一方、TRRAP をノックダウンした細胞に低線量率で

の放射線を暴露させると、H2AX のアセチル化は、コントロールの細胞と比較してむしろ亢進し

ているという結果を得た。この結果は、TRRAP が、損傷クロマチンへの TIP60 の結合を促し、

H4 のアセチル化を促進させる、言わば、損傷クロマチンへのリクルーターとして機能があると

いう先行研究の結果と一致しない。今回、我々は、TRRAP を細胞内でノックダウンすると DNA-

PKcs のクロマチンとのダイナミックな結合が抑制され、さらに H2AX のアセチル化が亢進し、

HR が抑制されることを見出した。この結果は、先に述べた DNA-PKcs の H2AX のアセチル化へ

の結合ドメインに変異を導入した時の結果と一致する。これらの実験結果を総合的に考え合わ

せると、これまでの研究では非相同組換え修復(NHEJ)にのみ関与すると考えられてきた DNA-

PKcs は、線量率の違いによって異なった役割があり、TRRAP は、低線量率の DNA 損傷におい

ては、DNA-PKcs を H2AX のアセチル化に導き、HR を促す。一方、高線量率の DNA 損傷時に

は、H2AX のリン酸化に関与し、NHEJ の促進に関わることを明らかにした (図参照）。 
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