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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒストン H3 分子のトレオニン 11 のリン酸化が DNA
損傷に応答した E2F 標的遺伝子群の発現制御に重要な役割を果たしていることを明らかにし

た。DNA 損傷非存在下においては E2F 転写因子に Chk1/GCN5 複合体が結合し、トレオニン

11 のリン酸化とリジン 9 のアセチル化を誘導して E2F 標的遺伝子の転写を活性化しているこ

とが分かった。DNA 損傷がおこると Chk1/GCN5 複合体が解離し、かわりに Rb/PP1 ガンマ

ー/HDAC3 複合体が結合し、トレオニン 11 の脱リン酸化とリジン 9 の脱アセチル化を協調し

て制御することで E2F 標的遺伝子の転写を不活性化することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we found that dephosphorylation of histone H3-pT11 
(H3-pT11) plays an essential role in DNA damage-induced transcriptional repression of 
various E2F-targeting genes. In the absence of DNA damage, Chk1/GCN5 complexes bound to 
E2Fs and cooperatively catalyzed T11 phosphorylation and K9 acetylation on E2F promoters, 
thereby activating their transcription. In the presence of DNA damage, Chk1/GCN5 
complexes released from E2Fs and in place, Rb-PP1 gamma-HDAC3 complexes bound to E2Fs, 
leading to dephosphorylation of T11 and deacetylation of K9, which resulted in the 
transcriptional repression of E2F-targeting genes. 
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１． 研究開始当初の背景 
真核細胞は様々な変異原ストレスに晒され

ており、このストレスに適切に対応すること

で自己の染色体を安定に維持しながら増殖

している。変異原ストレスに対する反応には、

DNA 修復、細胞周期停止、アポトーシス、

あるいは早期老化等があるが、これらの細胞
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表現の分子基盤は、タンパク質分解、翻訳後

修飾、タンパク質細胞内局在変化、転写制御

等により制御されている。DNA 損傷に反応

した転写制御は全遺伝子の 4%程度の転写が

3 倍以上変化し、そのうち 90%は転写抑制で

あることが知られている。DNA 損傷に反応

した転写活性化機構については p53, NF-kB, 
AP-1 を介した経路について広く研究されて

おりその詳細について理解されつつあるが、

転写抑制機構の本体については、抑制を受け

る遺伝子数が活性化されるものに比較して

圧倒的に多いにもかかわらず全く分かって

いない。我々は、Chk1 は DNA 損傷非存在

下においてはクロマチンに結合しており、

DNA 損傷に反応して直ちに解離することを

見いだした。このことから Chk1 は正常状態

においてクロマチン上で機能していると考

え、その基質がヒストン H3 でトレオニン

11(H3-T11)を特異的にリン酸化することを

見いだした。このことは H3-T11 の脱リン酸

化が転写抑制を制御している可能性を示唆

していると考えられた。 
 
２． 研究の目的 
Chk1 が H3-T11 のリン酸化を介して様々な

遺伝子の転写制御に関与していることを明

らかにし、Chk1 に拮抗するフォスファター

ゼ経路の存在とその分子を同定する。すなわ

ち DNA 損傷に反応して活性化（あるいは局

在化変化）する H3-T11 フォスファターゼが

存在し、Chk1 経路と同調して H3-T11 のリ

ン酸化程度、ひいては GCN5 のクロマチンへ

の結合と転写活性化を制御していると考え

られる。本研究期間内においては 1.このフォ

スファターゼ経路の全貌を同定し、ストレス

反応に対する細胞応答に如何なる機能を果

たすかを明らかにする。さらに、2.E2F 遺伝

子群の発現調節に関与しているエピジェネ

ティック複合体を同定し、DNA 損傷に応答

した E2F プロモーター上での動的変動につ

いて、CHIP-on-ChIP 法を用いたゲノムワイ

ドな解析を行っていく。 
 
３． 研究の方法 
（１）H3-T11 脱リン酸化酵素を同定する目的

で、In vitro でのフォスファターゼ活性測定

系を確立する。すなわち、昆虫細胞から発現

精製した Chk1 キナーゼを用いて試験管内で

T11をリン酸化した精製ヒストンH3を基質と

して、DNA 損傷存在下、非存在下の核抽出液

を用いて H3-T11 の脱リン酸化の程度を、抗

H3-pT11 抗体を用いて解析する。 

（２）上記測定系を用いて、オカダ酸、

Fosteiecin、Tautomycin 等の阻害剤を使用し

て、DNA 損傷に反応した T11 脱リン酸化酵素

の種類が PP1, PP2A, PP2B, PP2C のどれかを

同定する。 

（３）H3-T11 の脱リン酸化を介したサイク

リン B1, cdk1 発現低下の生理学的意義を明

らかにする目的で、外来的にサイクリン

B1,cdk1 遺伝子を導入した後に、Chk1 遺伝

子を欠損させて細胞表現を解析する。Chk1
遺伝子の欠損は MEFs 細胞に早期細胞老化

を誘導し、S 期における細胞周期停止をきた

すことが明らかとなっている。 
 
４． 研究成果 

（１）DNA 損傷に応答したヒストンH3-T11 

の脱リン酸化を触媒する酵素を同定する目的

で、細胞をオカダ酸等のプロテインホスファ

ターゼ阻害剤で処理したところ、PP1 ファミ

リーがDNA 損傷に応答したT11 の脱リン酸

化酵素であることが示唆された。 

（２）PP1 ファミリーのプロテインホスファ

ターゼは3 種類のアイソザイムが存在してい

ることが知られているため、それぞれのアイ

ソザイム特異的なsiRNA によりそれぞれのア



 

 

イソザイムを発現抑制して解析したところ、

PP1 ガンマーが特異的にDNA 損傷に応答し

てH3-T11 を脱リン酸化する酵素であること

が明らかとなった。 

 

（３）DNA 損傷後のPP1 ガンマーの活性変化

を解析したところ、DNA 損傷1 時間後にその

脱リン酸化活性が著しく上昇していることが

分かった。またこの時、PP1 ガンマー分子の

T311 のリン酸化がDNA 損傷後に大きくて以

下していることが分かった。 

 

（４）DNA 損傷後のPP1 ガンマーのT311 残

基の脱リン酸化を介した活性化機序を明らか

にする目的で，DNA 損傷後のATRChk1-Cdk 

経路によるPP1 ガンマーT311 の脱リン酸化

に及ぼす役割について、それぞれのsiRNA 法

によるノックダウン、あるいは恒常的な活性

化変異体を用いて解析を行った。その結果、

ATR の活性化によるChk1 のリン酸化、その

後のCdk 活性の抑制が、PP1 ガンマー分子の

T311 の脱リン酸化を制御していることが明

らかとなった。 

 

図1 ATR-Chk1 経路によるPP1 ガンマー活

性化機構の模式図 

 

（５）Cdk 依存的なT311 残基のリン酸化以外

にPP1 ガンマー活性を制御する因子がNIPP1 

であることを同定した。NIPP1 とPP1ガンマー

との結合はDNA 損傷に反応して解離するこ

とも明らかとした。 

 

（６）DNA 損傷に応答したヒストン

H3-T11/K9 のリン酸化/アセチル化のバイナ

リーコードを制御する複合体を解析する目的

で、Chk1 およびPP1 ガンマー分子と結合する

ヒストンアセチル化、脱アセチル化酵素の同

定を行った。その結果、DNA 損傷非存在下に

おいてはChk1 分子はGCN5 ヒストンアセチ

ル化酵素と，またDNA 損傷存在化においては、

Chk1 分子はGCN5 と解離するが、PP1 ガンマ

ー分子がHDAC3 分子と会合することを見出

した。 

 

（７）Chk1/GCN5 複合体，およびPP1 ガンマ

ー/HDAC3 複合体がE2F プロモーター上にお

いて，DNA 損傷に反応してどのように動的変

動を示すかを明らかにする目的で、サイクリ

ンB1 およびCdk1 遺伝子上のE2F 結合サイ

トを用いてChIP 解析を行った。その結果、こ

れらE2F サイトにおいてはDNA 損傷に応答

してT11 の脱リン酸化とK9 の脱アセチル化

が連動して起こること、さらに，DNA 損傷に

応答してChk1 分子がE2F プロモーター上か

ら解離し、一方HDAC3 分子が結合すること

が明らかとなった。また，PP1 ガンマーおよ

びHDAC3 複合体をE2F プロモーター上に誘

導する役割を果たしていると考えられるRb 

タンパク質が，DNA 損傷に応答してE2F プロ

モーター領域に結合することが明らかとなっ

た。 



 

 

 

図2 E2F プロモーター上におけるヒストン

H3-T11/K9 のリン酸化、アセチル化制御複合

体のDNA 損傷存在下、非存在下での動的変動

の模式図 
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