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研究成果の概要（和文）： 

アセチル化を介した損傷クロマチンのダイナミクス制御を明らかとするため、TIP60ヒスト

ンアセチル化酵素複合体の構成因子である TAP54 複合体の精製を行った。結果、TIP60 複合

体に含まれない新規アセチル化酵素が TAP54 複合体に含まれ、ヒストンバリアント H2AZ の

アセチル化を行う可能性が考えられた。このことからアセチル化を介した TIP60 複合体と

TAP54複合体の連携が、損傷クロマチンのダイナミクス制御の新たな局面として見出された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

To understand the role of acetylation in chromatin dynamics upon DNA damage, we purified the DNA 

helicase TAP54, which is the component of the TIP60 histone acetyltransferase (HAT) complex, from 

nuclear extract of HeLa cells. We found that TAP54 complex has HAT activity. Mass spetrometry (MS) 

analysis indicated that histone acetyltranferase, which is different from TIP60, and histone variant H2AZ 

were identified in the TAP54 complex. Since we have already shown that TIP60 acetylates histone 

variant H2AX upon DNA damage, these findings suggest that the cross talk between acetylation of 

H2AX and H2AZ has important roles in DNA damage response. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞が持つ染色体は放射線などによって、

常に損傷の危機にさらされており、細胞はこ
のような DNA 損傷を修復する機構を有してい
る。しかし、DNA 損傷をいかに認識し、DNA
を修復するかは、DNA 修復研究における未だ
解明されていない課題である。最近の知見と
して、DNA 損傷を感知するセンサータンパク
質がクロマチンに結合することが、DNA 損傷
シグナルの活性化に必須であることが示さ
れている。これらのことから、DNA 損傷初期
応答シグナルを解明するためには、DNA 損傷
領域におけるクロマチンの動態を明らかと
する必要があると考えられる。申請者は DNA
初期応答におけるヒストンのアセチル化を
介した損傷クロマチンの制御機構に注目し
た。これまでに申請者のグループは TIP60 ヒ
ストンアセチル化酵素複合体が DNA損傷依存
的にヒストンバリアント H2AX をアセチル化
し、クロマチンから放出させることを示して
いる。この TIP60 複合体の損傷クロマチンに
おけるアセチル化の機能をさらに詳細に解
析するために、TIP60 複合体に含まれる DNA
ヘリガーゼである TAP54 に着目し、TAP54 複
合体の精製を行った。その結果、TAP54 複合
体は高いアセチル化活性を有しているもの
の、予想外にも Tip60 ヒストンアセチル化酵
素は含まれていなかった。また TAP54 複合体
には、ヒストンバリアント H2AZ が含まれる
ことから、TAP54 複合体には TIP60 とは異な
るアセチル化酵素が含まれており、その酵素
が H2AZをアセチル化することが示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
本課題ではヒストンバリアント H2AZ のア

セチル化の可能性を検討し、Tip60 による
H2AX のアセチル化との関係を明らかにする
ことによって、DNA 損傷応答シグナルにおけ
るアセチル化の役割を明らかとすることを
目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
(1)TAP54 複合体精製 

HeLa 細胞から TAP54 複合体の精製を行い、
マススペクトロメトリー解析により、新規ア
セチル化酵素を同定する。 
 
(2)新規アセチル化酵素の DNA 損傷修復への
関与 

Micro irradiation、クロマチン免疫沈降
法（ChIP）により、新規アセチル化酵素の DNA
損傷修復への関与を明らかとする。 

(3)新規アセチル化酵素とヒストンバリアン
ト H2AZ との関与 
新規アセチル化酵素とヒストンバリアン

ト H2AZ との関与を解析する為、それぞれの
リコンビナントタンパク質を作成し、In 
vitro HAT assay により、新規アセチル化酵
素が H2AZ をアセチル化するかどうかを検討
する。 

 
(4)新規アセチル化酵素と Tip60 との連携の
解析 

Tip60 と新規アセチル化酵素との連携を解
析するため、Tip60 のアセチル化変異体を発
現した細胞内における新規アセチル化酵素
の DNA 損傷領域への集積を ChIP により解析
する。 
 
 
４．研究成果 

TIP60 ヒストンアセチル化酵素複合体の損
傷クロマチンにおけるアセチル化の機能を
さらに詳細に解析するため、HeLa 細胞から
TAP54 複合体の精製を行い、グリセロールグ
ラジエント密度勾配法により、より詳細な解
析を起こったところ、TAP54 には非常に高い
HAT 活性を有していることを確認した。この
結果から、この HAT 活性は Tip60 アセチル化
酵素によるものではないかと予想されたが、
予想に反して、Tip60 アセチル化酵素は含ま
れていないことが示された。 
 

 

図１：グリセロール密度勾配精製後の TAP54
複合体を用いたヒストンアセチル化酵素活
性 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図２：TIP60 と TAP54 複合体を用いた TIP60
と TAP54 の Western Blotting 

 
TAP54 複合体には、ヒストンバリアント

H2AZ が含まれていることから、TAP54 複合体
に含まれる Tip60とは異なるアセチル化酵素
は H2AZ をアセチル化している可能性が考え
られた。そこで、精製した TAP54 複合体から
マススペクトロメトリー解析を行ったとこ
ろ、Tip60 とは異なるアセチル化酵素と考え
られるいくつかのアセチル化酵素を同定し
た。現在までに大腸菌からアセチル化酵素を
精製し、In vitro HAT assay により、H2AZ
をアセチル化するかどうかの検討を行って
いる。 

これまでに複合
体同士の比較解析
の結果から、新規
タンパク質と H2AZ
との関連の解析を
進めたが、さらに
Tip60 と新規アセ
チル化酵素の関連
を解析するため、
Tip60 変異体を発
現した細胞で新規
アセチル化酵素の
ChIP を行い、新規
アセチル化酵素と
Tip60のDNA損傷領
域のクロマチンへ
の結合におけるヒ
エラルキーについ
て現在解析を進め
ている。 
 
 
 
 
 
 
 
図３. TIP60および
TAP54 複合体のク
マシー染色 
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