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研究成果の概要（和文）：我々は、DNA損傷応答に関わる非ヒストンタンパク質の中で、in vitro
でCBPおよびp300のヒストンアセチル化酵素によりアセチル化されるタンパク質を新たに数種

類同定した。その中で、Rad52 タンパク質のアセチル化は、DNA 二重鎖切断（DSB）によって誘

導された。In vitro でアセチル化させたタンパク質の質量分析により、Rad52 のアセチル化部

位を同定した。放射線によって誘導される相同組換えが、アセチル化部位の変異により阻害さ

れた。我々の結果は、Rad52 のアセチル化が相同組換えによる DSB 修復に必要であることを示

している。 
 
研究成果の概要（英文）： We have newly identified several non-histone target proteins 
involved in DNA damage response, which are acetylated by histone acetyltransferases such 
as CBP and p300 in vitro.  Among the identified acetylated proteins, acetylation of human 
Rad52 protein was induced after DNA double-strand break (DSB).  We identified the 
acetylation sites of Rad52 by mass spectrometry with the in vitro- acetylated purified 
Rad52 protein.  Radiation-induced homologous recombination was inhibited by mutations 
at the acetylated sites. Our results indicates that acetylation of Rad52 is required for 
DSB repair by homologous recombination. 
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１．研究開始当初の背景 

 生物は、放射線や化学物質などによってDNA 

に損傷を受けると、DNA 損傷に応答して、DNA

修復、細胞周期チェックポイント、アポトー

シスなどの機構を発動する。真核生物である

ヒトや酵母などでは、タンパク質のリン酸化

修飾が、DNA 損傷後のシグナル伝達などに重

要な役割を果たすことが知られているが、近

年、ユビキチン化やSUMO 化などの他のタンパ

ク質修飾の重要性も明らかになりつつある。

アセチル化修飾は、ヒストンタンパク質の修
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飾として有名であるが、ヒストンアセチル化

酵素によってアセチル化される非ヒストンタ

ンパク質も報告されつつある。DNA 損傷応答

に関わるタンパク質では、塩基除去修復に関

わるTDGやDNA 損傷後の遺伝子発現制御に関

わるp53などのアセチル化が報告されている

が、まだ報告例は10 種類にも満たない状態で

あった。我々は、CBP およびp300 によってア

セチル化されるタンパク質を探索した結果、

これまでに、DNA修復やアポトーシスに関わる

複数のタンパク質を発見していた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、DNA 損傷応答に関わる非ヒス

トンタンパク質の中で、申請者がすでにCBP 

およびp300 ヒストンアセチル化酵素によっ

てアセチル化されることを同定しているタン

パク質について、アセチル化修飾の役割を明

らかにする。さらに、放射線や化学物質など

によるDNA 損傷に応答して、DNA 修復や細胞

内シグナル伝達、アポトーシスに関わるDNA 

損傷応答関連タンパク質の中で、CBP および

p300 によりアセチル化の修飾を受けるもの

が、いったいどれだけあるのかを探索する。

これらの研究により、非ヒストンタンパク質

のアセチル化修飾が、DNA 損傷に対する細胞

内応答に、いったいどれほど深く関わってい

るのかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 無細胞系によるタンパク質合成と簡便な精

製方法により主要なDNA損傷応答関連タンパ

ク質を精製し、これらを用いて、p300 および

CBP ヒストンアセチル化酵素によって試験管

内でアセチル化されるものを網羅的に探索す

る。すでに、アセチル化部位を同定している

Rad52などについては、アセチル化部位のリジ

ンをアセチル化されないリジンやアセチル化

類似変異であるグルタミンに置換した変異に

よる影響を細胞生物学的あるいは生化学的に

解析する。さらに、試験管内でアセチル化さ

せた精製タンパク質の活性を生化学的に解析

する。このように、アセチル化によるタンパ

ク質の活性への影響を調べることにより、ア

セチル化修飾の生物学的役割を明らかにする。 

 
４．研究成果 

 我々は、DNA損傷応答に関わる非ヒストンタ

ンパク質の中で、試験管内でCBPおよびp300

のヒストンアセチル化酵素によりアセチル化

されるタンパク質を複数同定していた。同定

されたタンパク質の解析により、ヌクレオチ

ド除去修復やアポトーシス誘導におけるアセ

チル化修飾の重要性が明らかになった。 

 同定されたタンパク質の中で、ヒトRad52

タンパク質は、相同組換えによるDNA二重鎖切

断（DSB）修復に関わっている。ヒトRad52の

アセチル化はDSBにより誘導され、このアセチ

ル化誘導はHEK293細胞でもヒト間葉系幹細胞

でも起こった。この結果から、Rad52のアセチ

ル化は、分化した細胞と幹細胞の両方におい

て、DNA損傷応答に重要な役割を果たすことが

示唆された。また、試験管内のRad52のアセチ

ル化はDNAやRPAの添加により阻害されたこと

から、DSBによるRad52のアセチル化誘導は

Rad52が損傷DNAに結合する前に起きることが

示唆される。Rad52のアセチル化やアセチル化

部位のアセチル化類似変異であるグルタミン

への置換変異により、試験管内でのRad52の生

化学的活性の変化が観察された。アセチル化

されるリジンの中で、核移行に関わっていな

い10カ所をアセチル化されないアルギニンに

置換すると、野生型Rad52で観察される放射線

照射後のDSB部位への集積に異常が見られた。

この変異型Rad52発現細胞では、RPAはDSB部位

へ集積していたが、Rad51のDSB部位への集積

にも異常が見られ、放射線照射によって誘導

される細胞内相同組換えが阻害された。以上



の結果から、Rad52のアセチル化が相同組換え

の制御に重要であることが示せた。 

 アセチル化される新規タンパク質を、さら

に二つ同定し、質量分析によりアセチル化部

位を決定した。これらのタンパク質のアセチ

ル化の役割について解析を進めている。 
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