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研究成果の概要（和文）：我々は、試験管内でp300とCBPによってアセチル化される複数の非ヒストンタンパク
質を発見した。これらの中で、ヒトの相同組換え（HR）に関わるRAD52は、DNA二重鎖切断（DSB）部位で、
p300/CBPによりアセチル化された。RAD52の13箇所のアセチル化部位を同定した。アセチル化されないRAD52は、
最初はDSB部位に集まるが、途中でDSB部位から離れた。また、RAD52がアセチル化されないと、RAD51がDSB部位
から途中で解離し、HRが阻害された。さらに、RAD52のアセチル化がATMシグナルとリンクしていた。このよう
に、RAD52のアセチル化がHRに重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We newly identified several non-histone proteins involved in DNA damage 
response, which are acetylated by p300 and CBP histone acetyltransferases in vitro. Among the 
identified acetylated proteins, we showed that p300/CBP acetylate RAD52, a human homologous 
recombination (HR) DNA repair protein, at DNA double strand break (DSB) sites. We identified 13 
acetylation sites in RAD52. We revealed that non-acetylated RAD52 initially accumulates at DSB 
sites, but dissociates prematurely from them. In the absence of RAD52 acetylation, RAD51, which 
plays a central role in HR, also dissociates prematurely from DSB sites, and hence HR is impaired. 
Furthermore, we demonstrated that the acetylation of RAD52 is linked to ATM signaling. Our findings 
clarify the importance of RAD52 acetylation in HR.

研究分野： 分子生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 ヒストンアセチル化酵素（HAT）によるヒ
ストンタンパク質のアセチル化修飾は、遺
伝子発現の制御などに重要であることが知
られている。DNA 損傷応答においても、ヒ
ストンのアセチル化修飾によるクロマチン
の構造変換が、DNA 修復に重要であること
が明らかになりつつある。一方、DNA 修復
タンパク質などの非ヒストンタンパク質の
アセチル化修飾の重要性は、他のタンパク
質修飾程には、まだ十分には解明されてい
なかった。そこで、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、精
製した p300 および CBP の HAT によって in	
vitro でアセチル修飾を受けるタンパク質
を探索した。その結果、新規のアセチル化
修飾を受けるタンパク質を複数発見してい
た。	
 
２．研究の目的 
	 本研究では、我々が新たに同定したタン
パク質のアセチル化修飾の役割を明らかに
することが目的である。特に、ヒト RAD52
タンパク質のアセチル化修飾の役割を明ら
かにすることによって、DNA 二重鎖切断
（DSB）修復における非ヒストンタンパク質
の重要性を解明することが本研究の目的で
ある。	
 
３．研究の方法 
(1)	タンパク質のアセチル化部位同定	
	 In	vitro の HAT アッセイによりアセチル
化させたタンパク質を用いて、質量分析に
よりアセチル化部位を同定する。	
	
(2)	アセチル化部位変異遺伝子の作製	
	 同定したアセチル化修飾を受けるリジン
を、アセチル化修飾されないがリジンと同
様の正電化を持つアルギニンに置換した変
異体を作製する。また、アセチル化類似変
異体として利用されているグルタミンに置
換した変異体についても作製する。	
	
(3)アセチル化部位変異体発現細胞の作製	
	 Tet リプレッサーが安定に発現する
HEK293 細胞などのヒト培養細胞を用いて、
テトラサイクリンにより、FLAG や HA タグ
などが付加した野生型やアセチル化部位変
異型の遺伝子の発現が誘導する Tet-on 細
胞を作製する。また、ヒトの幹細胞を用い
た実験では、レンチウイルスを使って、安
定発現細胞を作製する。さらに、
CRISPR-Cas9 の技術を用いて、内在性のプ
ロモーターにより目的遺伝子が発現するノ
ックイン細胞を作製する。	
	
(4)組換えタンパク質の精製	
	 大腸菌を用いた遺伝子発現系により、野
生型とアセチル化部位変異型の組換えタン

パク質を発現させて、カラムクロマトグラ
フィーにより精製する。また、p300 や CBP	
ついては、バキュロウイルスを用いた発現
系により精製する。	
	
(5)	細胞内のアセチル化修飾の解析	
	 アセチル化部位を含むペプチドを用いて、
特異的なアセチル化抗体を作製する。アセ
チル化リジン抗体と、作製した特異的アセ
チル化抗体を用いて、ウエスタンブロット
あるいは細胞染色により、細胞内でのアセ
チル化修飾を調べる。	
	
(6)	細胞内でのアセチル化変異の影響解析	
変異体が安定に発現する様々なヒト培養細
胞を用いて、タンパク質の細胞内局在、DNA
修復などの DNA 損傷応答、細胞死などに対
して、変異の影響を解析する。	
	
(7)タンパク質活性に対する生化学的解析	
	 野生型と変異型の精製タンパク質を用い
て、変異によるタンパク質活性への影響を
調べる。また、in	vitro でアセチル化させ
たタンパク質と非修飾のタンパク質の活性
を生化学的に比較することにより、アセチ
ル化修飾による活性への影響を調べる。	
	
(8)	脱アセチル化酵素の探索	
	 脱アセチル化（HDAC）酵素の組換えタン
パク質を用いて、in	vitro の HDAC アッセ
イにより、脱アセチル化に関わる酵素を探
索する。同定された HDAC が、細胞内での脱
アセチル化に関わっているのかについて、
siRNAによるノックダウンを用いて調べる。	
	
(10)	タンパク質間相互作用の解析	
	 精製タンパク質を用いたタンパク質間相
互作用の解析について、プルダウンアッセ
イを行う。また、細胞内タンパク質相互作
用の検出には、DSP の架橋剤を用いた in	
vivo クロスリンクを行う。さらに、酵母
two-hybrid法によるβガラクトシダーゼ活
性の測定によりタンパク質間相互作用を定
量する。	
	
４．研究成果	
(1)	In	vitro におけるヒト RAD52 のアセチ
ル化	
	 ヒト RAD52 タンパク質は、in	vitro で
p300 および CBP と特異的に相互作用するこ
とにより、これらの HAT によってアセチル
化修飾を受けた。質量分析の結果、全部で
13箇所のアセチル化修飾を受けるリジンを
同定した。C末端側の３箇所のアセチル化
部位は、核移行シグナル（NLS）配列の中に
存在していた。RAD52 の 11 箇所のアセチル
化部位をアルギニンに置換した 11xR 変異
体の精製タンパク質は、野生型と同程度の
1本鎖 DNA 結合活性を示していたことから、
複数のアセチル化部位をアルギニンに置換



しても、生化学活性に大きな影響は無いと
考えられた。	
	
(2)	In	vivo におけるヒト RAD52 のアセチ
ル化	
	 ヒト RAD52 のアセチル化は、細胞内では、
DSB により誘導されることが明らかになっ
た。8Gy のガンマ線照射１時間後に、細胞
内の DSB 部位で、RAD52 のアセチル化が検
出された。しかし、照射６時間後では、RAD52
のアセチル化が消失していた。したがって、
RAD52 は、DSB 部位で一時的にアセチル化が
誘導されるが、その後は、脱アセチル化さ
れることがわかった。	
	 DSB 部位で、RAD52 と p300/CBP が共局在
していた。また、in	vivo クロスリンクの
実験により、細胞内での RAD52 と p300 及び
CBP との特異的相互作用が確認できた。さ
らに、p300/CBP をノックダウンすると、DSB
により誘導される RAD52 のアセチル化が阻
害された。以上の結果から、細胞内で、
p300/CBP により RAD52 がアセチル化される
ことが証明できた。	
	
(3)	DNA や RPA との結合による RAD52 アセ
チル化修飾の抑制	
	 In	vitro の HAT アッセイにより、DNA と
の結合が RAD52 のアセチル化にどのような
影響を与えるのかを調べた。その結果、特
に DNA 結合に関わる N 末側のドメインが、
DNA との結合により、アセチル化修飾が阻
害された。C末側は 1 本鎖 DNA 結合タンパ
ク質複合体の RPA との相互作用に関わる。
RAD52 の C 末側半分のアセチル化は、RPA の
添加により阻害された。このことから、RPA
との相互作用により、C末側のアセチル化
修飾がマスクされると考えられた。	
	
(4)	SIRT2 と SIRT3 よる RAD52 の脱アセチ
ル化	
	 DNA との結合により RAD52 のアセチル化
が阻害されるという実験結果を応用して、
RAD52 の HDAC を探索する実験を行なった。
まず、in	vitro の RAD52 の HAT アッセイを
行なった後、反応溶液に 1本鎖 DNA を添加
することによりアセチル化反応を抑制し、
次に、この反応液を分けて、あらゆる HDAC
酵素による HDAC アッセイを行なった。その
結果、in	vitro では、HDAC3、SIRT2、SIRT3
が、RAD52 を脱アセチル化した。次に、こ
れら３種類の HDAC の中で、放射線照射後に
DSB 部位に集積するものを調べた結果、
SIRT2とSIRT3だけがDSB部位に集積した。
そこで、siRNA で SIRT2 あるいは SIRT3 を
ノックダウンして、細胞内での RAD52 の脱
アセチル化への影響を調べた結果、これら
のノックダウンにより DSB 部位での RAD52
の脱アセチル化が阻害された。したがって、
SIRT2 と SIRT3 が、DSB 部位での RAD52 の脱
アセチル化に関わることが明らかになった。	

	
(5)	DSB による ATM の活性化に依存した
RAD52 のアセチル化誘導	
	 DSB によるリン酸化を介したシグナル伝
達において、ATM キナーゼが中心的な役割
を担っている。ATM を阻害すると、RAD52 の
アセチル化も阻害され、RAD52 のアセチル
化誘導は、ATM の活性化が引き金になって
いることが明らかになった。この理由は、
ATMが阻害されると、RAD52、p300/CBP、SIRT2、
SIRT3 の DSB 部位への集積が阻害されるた
めであった。	
	
(6)RAD52 のアセチル化は、DSB 部位への正
常な局在に関わる	
	 RAD52 の NLS を含む 13 箇所のリジンをア
ルギニンに置換した 13xR 変異体は、核に以
降することができず、中心体に集積した。
そこで、NLS の３箇所のリジン以外の 10 箇
所をアルギニンに置換した 10xR 変異体の
影響を調べた。10xR 変異体は、放射線照射
直後は DSB 部位に集積するが、修復途中で
DSB 部位から離れた。同様に、RAD52 の N 末
端側にNLSを付加した野生型と13xRのタン
パク質の局在を調べや結果、NLS が付加し
た 13xR 変異体は核に移行したが、10xR と
同様に DSB 部位への正常な局在を示さなか
った。	
	
(6)RAD52 のアセチル化は、RAD51 の DSB 部
位への正常な局在に必要	
	 RAD52 が DSB に集積した後、DNA 相同組換
え(HR)において中心的な役割を担う RAD51
タンパク質の DSB への局在が観察される。
RAD52の非アセチル化変異体発現細胞では、
RAD51 も、照射後、一時的に DSB 部位に集
積していたが、修復途中で DSB 部位から解
離していた。一方、RAD52 よりも前の段階
で DSB に集積して、1 本鎖 DNA に結合する
RPA については、RAD52 のアセチル化が DSB
への局在に影響を与えなかった。また、HR
に関わる BRCA1 についても、RAD52 のアセ
チル化が局在に関わっていなかった。	
	
	
(7)RAD52 のアセチル化は、HR に必要	
	 ヒトの HR において、これまで RAD51 の
DSB 部位への集積には、主に BRCA2 が関わ
ることがわかっていた。ヒトの RAD52 は、
HR にあまり重要でないか、サブ経路で関わ
っていると報告されていた。一方、通常の
細胞の増殖においては、BRCA2 と RAD52 は
合成致死になることが報告されていた。そ
こで、RAD52 の 10xR 変異体発現細胞におい
て、BRCA2 の発現抑制による細胞増殖への
影響を調べた。RAD52 の野生型タンパク質
発現細胞では、BRCA2をノックダンしても、
細胞増速に影響は現れなかったが、RAD52
の 10xR 変異体発現細胞では、BRCA2 の発現
抑制により、細胞増殖が抑制された。	



	 DNA の架橋による損傷修復には、HR が必
要である。RAD52 の 10xR 変異体発現細胞は、
野生型発現細胞よりも、架橋剤であるシス
プラチンにより感受性を示したことから、
RAD52 のアセチル化が HR に関わることが示
唆された。実際、いくつかの細胞実験によ
り、RAD52 の 10xR 変異体の発現により、HR
が阻害されることを確認した。	
	
(7)	アセチル化による RAD52 の活性制御	
	 アセチル化より、RAD52 の活性がどのよ
うに変化するのか調べた。その結果、RAD52
はアセチル化することにより、1本鎖 DNA
に対する結合活性が上昇した。また、酵母
two-hybrid 法による解析の結果、10 箇所の
グルタミン置換した 10xQ 変異により、
RAD52 同士の相互作用、および、RAD52 と
RAD51 または RPA の各サブユニットとの相
互作用が上昇した。	
	
(8)	RAD52 のアセチル化を介した HR 修復の
分子機構	
	 我々の詳細な解析結果から、RAD52 のア
セチル化を介した新たな DSB 修復機構が明
らかになった。RAD52 や p300/CBP は、DSB
誘導により、ATM 依存的に DSB 部位に集ま
り、そこで相互作用して RAD52 のアセチル
化が誘導される（図 1）。DNA や RPA との相
互作用により RAD52 のアセチル化は抑制さ
れ、DSB 部位に集積した SIRT2 と SIRT3 に
よって、脱アセチル化される（図 2）。RAD52
のアセチル化は、DNA との結合や HR に関わ
る RAD51 や RPA との相互作用の制御に必要
である。RAD52 がアセチル化されない場合
は、RAD52 と 1 本鎖 DNA や RPA、RAD51 との
相互作用が上昇しないために、DSB 部位か
ら修復途中で RAD52 と RAD51 が解離してし
まい、それにより HR が阻害される。今回の
研究成果により、ヒトの HR において RAD52
のアセチル化修飾の重要性を初めて明らか
にした。また、本研究から、BRCA2 の変異
が原因である乳ガンなどの治療において、
RAD52 のアセチル化修飾の阻害が、ガン細
胞の増殖抑制に有効であると示唆された。	
	
(9)	今後の展望	
	 本研究では、RAD52 以外のアセチル化修
飾を受けるタンパク質についても、アセチ
ル化修飾部位の変異がタンパク質の活性に
影響を与える結果が得られてきている。ま
た、本研究の過程で、ヒストンシャペロン
での BCNT がアセチル化されることを新た
に発見した。さらに、本研究の過程で、当
初は予想していなかった、RAD52 のアセチ
ル化が引き金となる重要な現象を発見して
いる。このように、本研究をさらに継続し
て発展させることにより、DNA 損傷によっ
て誘導される様々な現象について、非ヒス
トンタンパク質のアセチル化修飾の重要性
が解明できると期待される。	

	
	
	

図 1.	ATM に依存したヒト RAD52 のアセチル

化修飾	

	

	
図 2.	ヒトRAD52のアセチル化を介したDNA

相同組換え修復機構	
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