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研究成果の概要（和文）： 
私は DNA 損傷後のヒストン修飾の変化に着目し、さまざまな修飾の中でヒストン H3-Threonine 

11(H3-T11)のリン酸化の減少と E2F ターゲット遺伝子の転写抑制との間に相関があることを見

出した。さらに、H3-T11 を脱リン酸化酵素 PP1 が脱リン酸化すること、②Chk1 が E2F1 および

GCN5 と相互作用し、DNA 損傷後これらの相互作用は減少すること、③Chk1-GCN5 複合体にかわ

って PP1-HDAC-pRB 複合体が E2F1 ターゲット遺伝子のプロモーター領域にリクルートされるこ

と、④DNA損傷後 Cdk1の阻害によるPP1の脱リン酸化が減少し活性化されること、を見出した。

以上の結果から転写の活性化に必要なヒストン修飾を担う Chk1-GCN5 複合体が DNA 損傷後は

PP1-HDAC 複合体に置き換わり、転写が抑制される可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Transcriptional repression of E2F1 target genes is regulated by rapid reduction of histone 

H3-T11 phosphorylation, which is mediated at least in part by DNA damage induced Chk1 

dissociation from chromatin. However, molecular mechanism(s) how this dephosphorylation 

triggers transcriptional repression remains elusive. Here, we identify an 

‘acetyl/phospho’ cassette at H3-K9/T11 on E2F promoters, which is switched by 

replacement of Chk1-GCN5 complexes with protein phosphatase 1 (PP1)-HDACs complexes 

scaffolded on Rb-family pocket proteins. PP1 activity toward T11 dephosphorylation is 

regulated by Cdk1-dependent phosphorylation of PP1 at T311. Under unperturbed condition, 

Chk1/GCN5 complex existed on E2F1 promoters. After DNA damage, PP1/HADCs complex on pRb 

was recruited to E2F1. Our results thus suggest that T11 phosphorylation may function 

as a phospho-acceptor targeted by ATR-Chk1 axis and accelerate K9 acetylation, which is 

reversed by the activation of PP1 and recruitment of HDACs bound to Rb-related proteins 

by Chk1-dependent inhibition of Cdks after DNA damage.  
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１．研究開始当初の背景 
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を持つため、染色体

DNA を安定に維持しながら自己複製を行うこ

とができる。特に DNA 損傷に対しては、チェ

ックポイント、アポトーシス誘導、様々な遺

伝子発現制御を介した恒常的細胞周期停止

（早期細胞老化）がそれぞれ協調しながら作

動することで、個体レベルにおいて異常細胞

の蓄積を防いでいる。DNA 損傷に伴ってさま

ざまな遺伝子の転写が抑制されることが知

られている。我々は DNA 損傷後のヒストン修

飾の変化に着目し、さまざまな修飾の中でヒ

ストン H3-Threonine 11(H3-T11)のリン酸化

の減少と E2F ターゲット遺伝子の転写抑制と

の間に相関があることを見出した。しかしな

がらその詳細な分子機構は不明であった。 

 

２．研究の目的 
様々なゲノムストレスに対して複数の防御

機構が協調して作用することにより、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。DNA 損傷後の増殖関連因子の転写抑制

の分子機構の理解は、同じく増殖関連因子の

転写が抑制される細胞老化誘導機構の理解

につながる。本研究の目的は、クロマチン修

飾を介してどのように細胞老化の分子機構

が誘導されるのか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）H3-T11の脱リン酸化酵素はPP1である。 

フォスファターゼ阻害剤オカダ酸存在下で

UV を照射すると PP1, PP2A 両方を阻害する

100nM以上でT11の脱リン酸化が抑制された。

さらに siRNA 法を用いた実験により PP1 が

DNA 損傷後の T11 の脱リン酸化に必要である

ことが分かった。実際に PP1 の活性が DNA 損

傷後上昇することも分かった。 

 

（２）DNA 損傷後の PP1 の活性調節には Cdk

によるリン酸化制御が重要である。 

一般的にフォスファターゼの活性調節には、

Cdk によるリン酸化が重要だと考えられてい

る。Kinase assay やリン酸化部位特異的抗体

を用いたウェスタンブロットにより、①Cdk1

は PP1の T311をリン酸化する ②PP1リン酸

化フォームは不活性化型、脱リン酸化フォー

ムは活性化型である ③UV 照射後 PP1 の

T311 のリン酸化が減少し、活性化状態となる 

ことが分かった。 

 

（３）PP1 が RB, HDAC と相互作用することに

より、転写抑制を担う。 

PP1 と相互作用する HDAC を同定するために、

クロマチン画分から PP1g を IP し、検討した

ところ、HDAC3 が相互作用することが分かっ

た。さらに PP1 は HDAC3 だけでなく、Rb、E2F1, 

p107, E2F4 と相互作用し、Rb と E2F1 との相

互作用は UV 照射後上昇することなどが分か

った。従って PP1 はこのような蛋白質と相互

作用し、DNA 損傷後の転写抑制に働いている

と考えられる。ChIP アッセイにより、実際に



cdk1, cyclin B1 プロモーター領域における

量 的 変 化 に つ い て 検 討 し た 結 果 、

PP1/E2F4/HDAC3/p107/pRb は UV 照射後、これ

らのプロモーター上で増加することが分か

った。さらに Chk1/GCN5/E2F1 間の相互作用

は、DNA 損傷が生じるとクロマチン上で解離

することが分かった。 

従って DNA 損傷がない場合は Chk1/GCN5 がお

そらく E2F1 との相互作用を介して E2F ター

ゲット遺伝子のプロモーター上のヒストン

H3 の修飾を行い、転写を活性化していると考

えられる。DNA 損傷後はこれらの複合体に変

わ っ て 、 PP1/HDAC3/pRB/E2F1 も し く は

p107/E2F4 が働き、転写を抑制すると考えら

れる。 

このような増殖関連因子の転写抑制が最終

的に老化細胞特異的なヘテロクロマチン形

成や不可逆的な細胞周期の停止を導くこと

と関連がある。 

H3-T11の脱リン酸化を介した細胞周期関

連遺伝子の発現抑制に伴い、増殖関連遺

伝子のプロモーター領域のヘテロクロマ

チン化が誘導されることで、恒常的な細

胞周期停止が誘導される可能性が示され

た。 
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