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研究成果の概要（和文）：放射線により誘発されるDNA二重鎖切断が少数残存するような照射長時間後において、残存D
NA損傷からのシグナルを継続的に増幅して、細胞のDNA損傷応答を効率的に継続させるメカニズムが存在する。本研究
では、DNA損傷応答シグナルの継続的増幅に、ヒストンH3蛋白質の部位特異的ジメチル化酵素であるG9aが関与している
ことを同定し、DNA損傷応答持続に関与するヒストンジメチル化が、G9aの損傷クロマチンへの集積によること、ジメチ
ル化はヒストンH3リジン9残基で起こること、ジメチル化ヒストンH3リジン9が、53BP1のTudor領域により認識されるこ
とにより、DNA損傷情報が持続することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To secure genome integrity of the cells DNA damage signals are amplified and persi
sts, if DNA double strand breaks are remained. This study demonstrated that , G9a, a histone H3 dimethylas
e, is involved in persisted DNA damage signal amplification. G9a was found to be relocated to the chromati
n regions harboring DNA damage, and it executed dimethylation of histone H3 at Lysine 9. Dimethylated hist
one H3 at Lysine 9 was recognized by 53BP1 through its so-called Tudor domain, thereby amplified 53BP1 foc
i formation was maintained. The study indicated that dimethylation of histone H3 at Lysine 9 by recruted G
9a to DNA damage sites is essential for the persistence of amplified DNA damage signals.
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１．研究開始当初の背景 
放射線の晩発影響として広く知られる発が
んにかかわるゲノム不安定化には、放射線に
より誘発された DNA 二重鎖切断が深く関与
している。このため、細胞には、DNA 損傷
を有する細胞の細胞周期を停止したり、ある
いはその細胞に細胞死を誘導することによ
って、DNA 二重鎖切断を持つ細胞を生体か
ら排除し、それぞれの臓器あるいは組織、ひ
いては個体の恒常性を保持するメカニズム
が存在する。この、細胞の放射線応答におい
て必要不可欠の役割を果たしているのが、
Ataxia-telangiectasia mutated （ATM）遺
伝子産物によって制御される DNA 損傷応答
経路である。これまでに、多くの研究が DNA
損傷応答機構の解明を目指して行われ、DNA
二重鎖切断に起因するクロマチン損傷が
ATMを活性化し、活性化した ATMがヒスト
ンコアを構成するヒストン H2AX をリン酸
化するのを始め多くの DNA 損傷応答因子を
リン酸化することにより DNA 損傷応答が惹
起されることが明らかにされた。さらに、こ
れら因子は、リン酸化結合ドメインを介して
蛋白質複合体を構築することによって、蛍光
顕微鏡下で可視化できる斑点上の構造体（フ
ォーカス）を形成することが報告された。 
 このように、多くの研究によって、DNA
二重鎖切断が生成された直後の応答につい
ては極めてよく研究が進んでいるが、DNA
二重鎖切断は、細胞内に存在する DNA 損傷
修復能により効率よく修復され、照射数時間
後には初期の DNA 損傷量の大半が修復され
ている。最近、この段階で、線量に応じて初
期損傷の中で修復できなかった損傷が残存
損傷となって残り、このような残存損傷が、
細胞周期停止や細胞死の誘導等の放射線応
答に密接に関与していることが明らかにな
ってきた。本申請者は、このような少数の残
存 DNA 損傷が、効率的に DNA 損傷応答を
誘導するために、細胞内には、フォーカスの
サイズを増大することによって DNA 損傷情
報を長期間にわたって増幅し続けるメカニ
ズムが存在することを証明した（Yamauchi 
et al., 2008）。その後の研究で、この継続的
増幅には、その初期過程にこそ ATM 機能は
関与しているが、残存フォーカスにおいては、
ATM 阻害剤を用いても全てのフォーカスの
増大が抑制されず、たとえば、残存 53BP1
フォーカスの増大は全く正常に観察される
という予想外の結果を得た。そこで、リン酸
化以外のヒストン蛋白質の修飾の関与が考
えられたため、種々のヒストン修飾酵素に対
する阻害剤を用いた網羅的解析を行い、継続
的 53BP1 フォーカス増大に、ヒストン H3
蛋白質の部位特異的ジメチル化酵素、G9aが
関与していることをつきとめた。さらに、新
たに開発したマイクロ照射法により（Suzuki 
et al. 2010）、G9aが DNA二重鎖切断部位に
集積することも確認した。G9aは、これまで
に報告があるヒストン H3 リジン 79 やヒス

トン H4 リジン 20 のジメチル化活性を一切
持たないことから、フォーカス形成に関与す
る新規ヒストン修飾を仲介する因子である。
そこで本研究では、G9a による、DNA 損傷
応答持続に関与するヒストンジメチル化の
分子機構と、その生物学的意義を明らかにす
ることにより、残存 DNA 損傷におけるシグ
ナル増幅維持の分子メカニズムの全貌を解
明することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
放射線により誘発される DNA 二重鎖切断に
よって ATM 依存的 DNA 損傷応答機構が活
性化されるが、本申請者は、修復困難な DNA
二重鎖切断が少数残存するような照射長時
間後において、残存 DNA 損傷からのシグナ
ルを継続的に増幅して、細胞の DNA 損傷応
答を効率的に継続させるメカニズムが存在
することを見いだした。その後の研究で、こ
の継続的増幅に、ヒストン H3蛋白質の部位
特異的ジメチル化酵素である G9a が関与し
ていることを発見した。そこで本研究では、
DNA 損傷応答持続に関与するヒストンジメ
チル化の分子機構と、その生物学的意義を明
らかにすることにより、残存 DNA 損傷にお
ける、新規ヒストンメチル化酵素 G9aのシグ
ナル増幅の分子メカニズムの全貌を解明す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）G9a によるヒストン H3 ジメチル化のリ
ジン残基の同定 
 正常ヒト二倍体細胞核の一部に局所的に
DNA 二重鎖切断を誘導し、この領域に限局し
てヒストン H3 リジン 9 ジメチル化が誘導さ
れるかどうかを明らかにするために、新たに
確立したマイクロ照射法を用いた。このため、
あらかじめ BrdU を添加した培養液中で細胞
をおおよそ 48 時間培養し、その後、PBS で洗
浄した細胞の上に、5μｍのポアの開いた
PETF 膜をのせ、254nm の紫外線を照射した。
DNA 二重鎖切断の生成は、DNA 損傷のマーカ
ーでもある、抗リン酸化ヒストンH2AX抗体、
抗リン酸化 ATM抗体および抗 53BP1 抗体を用
いた蛍光抗体法により確認した。また、ヒス
トン H3 リジン 9 ジメチル化は、抗ヒストン
H3リジン9ジメチル化抗体を用いた免疫蛍光
染色法により検出し、これとあわせて、抗ヒ
ストン H3 リジン 9 モノメチル化あるいはト
リメチル化抗体を用いた蛍光染色法により、
ヒストン H3 リジン 9 のジメチル化が DNA 二
重鎖切断の生成に特異的な修飾かどうかを
確定した。蛍光抗体法では、一次抗体として
マウスあるいはウサギ由来の抗体を使用す
るため、二次抗体には Alexa488、Alexa594
および Alexa647 で標識した、抗マウス抗体
あるいは抗ウサギ抗体を用いた。染色後は、
DAPI を含む 10％グリセリン中に包埋して保
存し、蛍光顕微鏡により観察した。観察画像
は、デジタル画像として取得し、画像処理・



解析ソフトにより解析した。 
 ヒストン H3 リジン 9 のジメチル化が放射
線照射によって亢進することを確認するた
め、正常ヒト二倍体細胞を 137Cs を線源とする
γ線照射装置により照射し、ヒストン抽出キ
ットにより精製したヒストン蛋白質を
SDS-PAGE 法により電気泳動後、抗ヒストン
H3リジン9ジメチル化抗体を用いたウェスタ
ンブロット法によりヒストン H3 リジン 9 ジ
メチル化のレベルを確認した。 
（2）フォーカス形成におけるヒストン H3 ジ
メチル化の役割の解明 
 ヒストン H3 リジン 9 ジメチル化が 53BP1
の Tudor領域により認識されていることを証
明するため、EGFP タグのついた 53BP1 蛋白質
をコードする遺伝子に欠失突然変異を誘導
し、Tudor 領域を含む 500 アミノ酸を EGFP タ
グとともに正常ヒト細胞内で発現させるベ
クターを構築した。EGFP-Tudor 蛋白質の発現
には、CMV プロモーターと G418 耐性遺伝子を
含む pcDNA3.1 ベースのベクターを利用し、
導入細胞は、G418 耐性を指標に選別して、抗
EGFP 抗体を用いたウェスタンブロット法に
より EGFP-Tudor 蛋白質の発現を確認した。
これらと平行して、放射線照射後の細胞から
ヒストン抽出キットによりヒストン蛋白質
を精製し、EGFP タグのついた Tudor 領域を試
験管内で混合し、抗 EGFP 抗体を用いた免疫
沈降法により、Tudor 領域が認識する修飾ヒ
ストン蛋白質の中に、リジン 9ジメチル化ヒ
ストンH3が存在することをIP-ウェスタン法
により証明した。 
（3）G9a によるヒストン H3 ジメチル化の生
物学的意義の解析 
 G9aによるヒストンH3リジン9ジメチル化
が、残存 DNA 損傷部位におけるフォーカス増
大の維持に直接関与することを、G9a に対す
るshRNA発現ベクターを正常ヒト細胞に導入
することにより証明した。G9a のノックダウ
ンは、抗 G9a 抗体を用いた蛍光抗体法及びウ
ェスタンブロット法による検討から確認し
た。これまでの検討では、G9a 阻害剤の処理
は、DNA 損傷応答の初期過程には影響を及ぼ
さないことがわかっている。そこで、G9a ノ
ックダウン細胞において、γ線照射後 1時間
の段階で細胞を固定し、リン酸化ヒストン
H2AX、リン酸化 ATM および 53BP1 フォーカス
について特異的抗体を用いた免疫染色法で
検討して、初期過程に対する影響を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）G9a によるヒストン H3 ジメチル化のリ
ジン残基の同定 
 放射線による DNA 二重鎖切断の生成後に
DNA 損傷情報を増幅するため、損傷クロマチ
ン領域に集積するDNA損傷応答タンパク質は、
ATMによるヒストンH2AXのリン酸化を基点と
する、リン酸化ーリン酸化結合モティーフの
相互作用を介して蛋白質複合体を形成する。
一方、その過程で局在化するユビキチン化酵

素が仲介するヒストン蛋白質のユビキチン
化は、クロマチン高次構造の変化を介して、
ヒストン蛋白質のメチル基の露出を招来す
る。この修飾変換により最終的にリクルート
されてくるのが 53BP1 であるが、本研究の出
発点は、53BP1 が、残存する DNA 損傷部位で、
巨大な残存フォーカスを形成するという観
察であった。残存フォーカスの形成は、DNA
損傷情報を増幅するために必須であること
から、細胞の DNA 損傷応答の要ともいうべき
核内反応である。この過程に、DNA 損傷応答
で最も中心的な役割を果たしているATMの活
性が必ずしも必要ないことから、ヒストンそ
のものの修飾の関与を、酵素特異的阻害剤を
用いて網羅的に検索した。その結果、ヒスト
ンのアセチル化が重要であるということが
確認されたのと同時に、ヒストンメチル化酵
素の阻害が、53BP1 の残存フォーカス形成を
阻害するという意外な結果を得た。興味深い
ことに、ヒストンアセチル化は、初期のフォ
ーカス形成にも必要であるのに対し、ヒスト
ンメチル化は、初期のフォーカス形成には必
須ではないものの、残存フォーカスの維持に
は必須であることが判明した。したがって、
DNA 損傷因子のフォーカス形成には、初期の
フォーカス形成過程と、形成されたフォーカ
スの維持過程に異なったメカニズムが関与
していることが結論できた。 
 そこで、フォーカス維持に係わる酵素とし
て、最も阻害効果の高いメチル化阻害剤の標
的酵素である G9a に着目した。EHMT2 とも呼
ばれる G9a は、もともとユークロマチンのヒ
ストン H3 リジン 9 ジメチル化酵素として同
定されたもので、遺伝子転写制御に関わる可
能性が指摘されていた。まず、そもそも、G9a
による、ヒストン H3リジン 9のメチル化が、
DNA 二重鎖切断の生成により損傷クロマチン
部位で亢進するのかどうかを確認した。この
ため、新たに確立したマイクロ照射法により
正常ヒト二倍体細胞核の一部に局所的に DNA
二重鎖切断を誘導し、この領域に限局してヒ
ストン H3 リジン 9 ジメチル化が誘導される
かどうかを検討した。その結果、抗リン酸化
ヒストン H2AX 抗体、抗リン酸化 ATM 抗体お
よび抗53BP1抗体を用いた蛍光抗体法により、
ヒストン H3 リジン 9 ジメチル化が、これら
の蛍光シグナルと共局在することを確認し
た。一方、抗ヒストン H3 リジン 9 モノメチ
ル化あるいはトリメチル化抗体を用いた蛍
光染色では、共局在するシグナルが得られな
かったことから、ヒストン H3 リジン 9 のジ
メチル化がDNA二重鎖切断の生成に特異的な
修飾であることが明らかになった。さらに、
ヒストン H3 リジン 9 のジメチル化が放射線
照射によって亢進することを確認するため、
正常ヒト二倍体細胞を 137Csーγ線照射装置
により照射し、ヒストン抽出キットにより抽
出・精製したヒストン蛋白質を抗ヒストン H3
リジン 9ジメチル化抗体を用いたウェスタン
ブロット法により確認した。しかしながら、



ヒストン H3リジン 9ジメチル化のレベルは、
放射線照射前後にほとんど変化がなく、DNA
損傷に起因するヒストン H3 リジン 9 ジメチ
ル化は、細胞内で恒常的に起こっているヒス
トン H3 リジン 9 ジメチル化に比べると非常
に少ない割合で、その検出には、マイクロ照
射法などによる、局所的な DNA 損傷誘発が不
可欠であることが明らかになった。 
（2）フォーカス形成におけるヒストン H3 ジ
メチル化の役割の解明 
 先に述べたように、ATM 阻害剤により残存
フォーカス形成を阻害すると、大半の DNA 損
傷応答因子のフォーカスが消失する中で、
53BP1 フォーカスは全く影響を受けずに残る。
このことは、ATM 機能により仲介されるリン
酸化を介したフォーカス形成は、極めてダイ
ナミックなプロセスで、絶えず、リン酸化と
脱リン酸化のバランスによって制御されて
いることを示している。一方、53BP1 のフォ
ーカスが影響を受けないという事実は、少な
くとも 53BP1 の残存フォーカスの維持には、
リン酸化以外の修飾が関与していることを
意味する。G9a 阻害剤により残存 53BP1 フォ
ーカス形成が損なわれることを考えると、
53BP1 の残存フォーカスの形成に必須な修飾
が、ヒストン H3 リジン 9 ジメチル化である
と予想することができる。もしそうだとする
と、53BP1 蛋白質に、ヒストン H3 リジン 9ジ
メチル化を認識して結合する領域があるは
ずである。 
 実は、53BP1 蛋白質には Tudor 領域と呼ばれ
るメチル化結合モティーフがあり、これまで
にも、リジン 79 ジメチル化ヒストン H3 ある
いはリジン 20ジメチル化ヒストン H4に結合
する活性が認められていた。そこで、ヒスト
ン H3 リジン 9 ジメチル化が 53BP1 の Tudor
領域により認識されていることを証明する
ため、EGFP あるいは mCherry 等の蛍光タグの
ついた Tudor 領域を含む 500アミノ酸を正常
ヒト細胞内で発現させ、Tudor 領域が、ヒス
トン H3 リジン 9 ジメチル化を認識するのか
どうか検討した。その結果、マイクロ照射に
より誘導された局所的 DNA 損傷の部位に、蛍
光タグのシグナルが確認され、さらに、その
シグナルが、G9a の特異的阻害剤により消失
することを観察した。加えて、別に内在性の
53BP1 の局在性を、抗 53BP1 抗体で検出した
シグナルとも一致した。したがって、確かに、
53BP1 蛋白質の Tudor 領域が、ジメチル化ヒ
ストン H3 リジン 9 の認識に係わっており、
この認識と結合が、リン酸化に非依存的な
53BP1 フォーカスの残存に係わっていると結
論づけることができた。 
（3）G9a によるヒストン H3 ジメチル化の生
物学的意義の解析 
 G9aによるヒストンH3リジン9ジメチル化
が、残存 DNA 損傷部位における 53BP1 フォー
カスの維持に関与することを、G9a 蛋白質発
現をノックダウンする実験によってさらに
確認した。このため、G9a に対する shRNA を

発現するTRIPZ-shG9aベクターを正常ヒト細
胞に導入した。その結果、細胞内の G9a のレ
ベルは、コントロール shRNA 発現細胞におけ
るレベルと比較して、おおよそ、40％程度に
まで減少した。しかしながら、60％の抑制は、
細胞影響を見るためには不十分ではないか
と危惧し、より強い抑制効果をしめす shRNA
を数社から探したが、残念ながら、60％の抑
制が、現在得られる最も高い抑制効果であっ
た。 
 そこで次に、G9a ノックダウン細胞におい
て、ヒストン H3 リジン 9 ジメチル化のレベ
ルを調べたところ、細胞全体のレベルではほ
とんど減少は認められず、60％程度の酵素の
抑制は、ゲノム全体では、ほとんど影響を受
けないことが明らかになった。そこで次に、
マイクロ照射法により誘導した局所的な DNA
損傷クラスターにおいて検討した結果、コン
トロールshRNA導入細胞では、観察されるG9a
の局在化が見られなくなった。次に、抗ヒス
トン H3 リジン 9 ジメチル化抗体のでの検討
を行ったところ、局所的 DNA 損傷部位に確認
された、ヒストン H3 リジン 9 ジメチル化の
局所的シグナルが顕著に減弱することを確
認した。さらに、この DNA 損傷クラスターに
おける53BP1フォーカスの残存を検討したと
ころ、G9a-shRNA 導入細胞では、初期のフォ
ーカス形成はほぼ正常に観察されたが、
53BP1 フォーカスが長時間維持できないこと
が明らかになった。 
 以上の結果から、DNA 二重鎖切断は、クロ
マチンの高次構造変化によりATM機能を活性
化し、ヒストン H2AX のリン酸化を初めとす
る数多くの因子のリン酸化を介して、初期フ
ォーカスの形成を誘導するが、この一連の初
期過程の結果DNA損傷部位にリクルートされ
る 53BP1 は、リン酸化とは異なるヒストン修
飾、すなわちヒストン蛋白質のメチル化によ
って、DNA 損傷部位にアンカーされ、そのこ
とが、DNA 損傷応答の増幅・持続に、必要不
可欠の役割を果たしていることが明らかに
なった。本研究の結果、ヒストン蛋白質の中
でもヒストン H3 リジン 9 ジメチル化が重要
であることが初めて同定され、この新たなヒ
ストン修飾が、DNA 損傷応答ネットワークに
新たに追加されることになった。 
 今後の課題としては、まず、G9a を DNA 損
傷部位にリクルートしてくるメカニズムの
解明があげられる。G9a は、そのアミノ配列
に、FHA 領域、BRCT 領域、あるいは Tudor 領
域などの、DNA 損傷応答モティーフを含んで
いない。したがって、他の DNA 損傷応答因子
との相互作用により、DNA 損傷部位にリクル
ートされると予想できる。これまでの研究か
ら、G9a が、DNMT1 と相互作用することが報
告されていることから、DNMT1 は候補の 1 つ
であり、DNMT1 の局在性の変化などをまず調
べる必要がある。もちろん、他のメカニズム
が存在することは否定できず、例えば、
RNF8/UBC13 や RNF168 等が仲介するヒストン



蛋白質のユビキチン化などの関与も含め、今
後の解析が必要である。次の課題としては、
DNA 損傷応答持続における、G9a によるヒス
トン H3 リジン 9 ジメチル化の果たす役割の
解明がある。53BP1 は、Tudor 領域を介して、
ジメチル化ヒストン H3 リジン 9 に相互作用
するが、Tudor 領域は、他のヒストンメチル
化修飾をも認識できるため、どのような機能
分担がなされているか、興味が持たれるとこ
ろである。本研究の結果から、もともと起き
ているメチル化が、クロマチン高次構造の変
化により露出するヒストン H3リジン 79やヒ
ストン H4 リジン 20 と異なり、ヒストン H3
リジン 9のジメチル化は、メチル化酵素その
ものが DNA 損傷部位に局在化することから、
局所的なメチル化レベルが上昇するという
意味で、前 2者よりももっと積極的な関与が
あると予想される。この機能分担の意義も今
後明らかにしなければならない。最後に、ヒ
ストン H3 リジン 9 ジメチル化の脱メチル化
反応にも、言及しなければならない。DNA 損
傷応答の初期応答では、ATM によるヒストン
H2AX のリン酸化と脱リン酸化が拮抗し、初期
フォーカスの形成を制御している。また、二
次的な修飾であるヒストン蛋白質のユビキ
チン化も、ユビキチン化と脱ユビキチン化の
制御が存在する。一方で、残存フォーカス形
成の持続には、現時点でこのような拮抗メカ
ニズムが存在するかどうかは不明である。明
らかなのは、ATM 依存的なヒストン H2AX を含
む蛋白質リン酸化は、ATM の特異的阻害剤に
より、放射線照射後でも抑制され、これら因
子の残存フォーカスは消失する。一方で、そ
の条件でも53BP1フォーカスは大半が残存し
続けるため、リン酸化やユビキチン化の制御
とは別の制御経路があるはずである。最近、
多数のヒストン脱メチル化酵素が同定され
つつあることから、今後、ヒストン蛋白質の
メチル化の制御についても、より理解が深ま
ることを期待したい。 
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