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研究成果の概要（和文）：IL2-R/DRGFPカセットをU2OS細胞に安定に発現させ、I-SceIによるDNA二本鎖切断後にGFP Po
sitive細胞をソーティングして回収した。クロマチン免疫沈降によってDNA損傷領域でのヒストンの化学修飾の状態を
検討した。その結果、H2AXのリン酸化については、DNA損傷に伴い、損傷領域で増幅が確認され、その後DNA修復の完了
とともに減弱していくことが明らかになった。DNA損傷領域のアセチル化を含めた他の化学修飾とDNA損傷前後でのクロ
マチン構造の変化は、同じくクロマチン免疫沈降法とMNaseの感受性を定量PCRの系で現在検討中である。

研究成果の概要（英文）：It is known that histone modifications including the phosphorylatin, acetylation, 
ubiquitination and methylation have been detected after induction of DNA damage. However, it is unclear 
whether these modifications are removed or still observed after DNA damage-repair. Thus we investigated 
the status of these modifications including the phosphorylated H2AX at the DNA damage-repaired sites by 
the chromatin immunoprecipitation (Chromation IP). As a result, the phosphorylated histone H2AX was 
decreased as DNA damage is repaired. We are still analyzing the status of some other histone 
modifications by using chromatin IP method. As for the chromatin status at the DNA damage site by I-Sce1 
by using real-time PCR for the sensitivity for MNase, we observed the chromatin opening at the damage 
site. We will analyze the chromatin status after DNA repair in the near future.
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１．研究開始当初の背景 
 
 真核生物の DNA は、ヒストン蛋白質と
複合体を形成し、クロマチン構造を形成し
ていることはよく知られた事実である。ク
ロマチン構造の最小単位は、約 146 bp の
DNAが、8量体のヒストン蛋白質に巻き付
いたモノヌクレオソームで、このモノヌク
レオソームどうしの間隔が狭く、非常に密
になれば、クロマチンは凝集した状態にな
り、いわゆる、ヘテロクロマチンになる。
テロメアやセントロメアなどは常にヘテロ
クロマチン化状態が維持されている。逆に
モノヌクレオソームどうしの間隔が、広く
保たれた状態は、ユークロマチンと言われ、
immediate early genes など常に転写が活発
なところは、ユークロマチン化状態が維持
される。このようにクロマチン構造は、染
色体の部位によって様々であり、世代を超
えて維持されなければならない箇所もある。
また複製や一過的に起きる転写反応におい
てもクロマチン構造が変換されるが、それ
ら反応が終了すれば、クロマチンの構造も
元のポジションに戻ると考えられているが、
その詳細は明らかにされていない。 
 放射線による DNA 二本鎖切断は、染色
体上でランダムに生じる。放射線による
DNA 二本鎖切断領域のクロマチン構造変
換が、DNA 修復あるいは DNA損傷応答シ
グナルの活性化に関与していることは知ら
れているが、DNA修復が完了した後に修復
された箇所のクロマチンが損傷前と全く同
じように元に戻るのか、あるいは損傷修復
前とは異なる状態のクロマチン構造になり、
それが維持されてしまうのかなどは、未だ
に殆ど明らかにされていない。我々は、
TIP60 ヒストンアセチル化酵素複合体によ
るヒストン H2AXのアセチル化が、損傷領
域からヒストン H2AXを放出させ、クロマ
チン構造変換を促すことを見出している
(Cell. 2000. Front Biosci. 2003. Mol.Cell.Biol. 
2007)。興味深いのは、DNA 損傷依存的に
起こるヒストン H2AX のリン酸化は、
H2AX のクロマチンからの放出には関与し
ない。このことから DNA 損傷依存的にヒ
ストンH2AXに施されるアセチル化とリン
酸化は、DNA損傷応答に対してお互いに異
なった役割をもっていることが示唆される。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、損傷領域で増幅される
ヒストンH2AXのアセチル化とリン酸化お
よび H4 のアセチル化に焦点をあて、それ
らヒストンの化学修飾が、DNA修復完了後
に消去されるのか、あるいは修復完了後も
維持されるのか、またそれに伴い損傷領域
のクロマチン構造は変化するのかについて
検討し、DNA損傷メモリーのエピジェネテ
ィクス制御の実体について明らかにしたい。 
先にも述べたが、TIP60による H2AXのア

セチル化は、クロマチン構造変換に関与し、
H2AXのリン酸化は、関与しない。そこで
クロマチン構造変換に対して役割の異なる
この２つの修飾に着目して、DNA損傷領域
でのヒストンH2AXのアセチル化とリン酸
化について DNA修復完了前と後での変化
をクロマチン免疫沈降法で検討する。この
ときH2AXのアセチル化の責任酵素である
TIP60および TIP60によってアセチル化さ
れるヒストン H4についての変化も同様に
検討する。さらに DNA損傷時に損傷領域
で生じるヒストンの化学修飾の中には、損
傷前のヌクレオソームの位置をメモリーす
る為に存在しているものもあるかも知れな
い。この化学修飾の存在をクロマチン構造
の変化を修復完了前後で解析することによ
り探る。 
 
３．研究の方法 
 Jasin 博士による DR-GFP のシステム
(Methods Mol Biol. 2005).は、HRによって修
復された細胞のみが GFP を発現する仕組
みで DNA 二本鎖切断を定量的に解析する
手段として非常に優れている。本課題で
我々は、このシステムに IL2R をマーカー
とした細胞選択システムを組み合わせて、
DNA二本鎖切断後にHRによって修復され
た細胞のみを選択的に集める系を確立する。
損傷領域周辺のヒストンの化学修飾の変化
を損傷前の状態と比較し、修復完了後も
DNA 二本鎖切断領域で増幅されたヒスト
ンの化学修飾が、メモリーとして維持され
るのか、あるいは修復に伴い消去されるの
かをクロマチン免疫沈降法を用いて解析す
る。今回は、DNA二本鎖切断領域でのヒス
トン H4および H2AXのアセチル化修飾に
ついて検討する。また DNA 修復完了後の
ヌクレオソームのポジショニングの変化を
マイクロコッカスヌクレアーゼの感受性を
指標に修復完了領域のクロマチン構造の変
化についても検討する。DNA修復完了後に
かつての損傷領域に存在しているヒストン
の化学修飾は、２つの意味合いがある。一
つは、修復完了後に消去されるべきものが
残ってしまい、不具合を生じさせるもの、
もう一つは、損傷によって位置が変化した
ヌクレオソームの位置を損傷前の状態に戻
すためのものである。これを区別するため
には、それら化学修飾に対する抗体で免疫
沈降し、マイクロコッカスヌクレアーゼ
(MNase) 処理後に修復領域近傍のプロー
ブでのサザンブロット解析により、クロマ
チン構造の変化を損傷前後で比較する。損
傷領域のクロマチン構造の変化は、MNase
に対する感受性で解析することが可能であ
る。MNaseは、モノヌクレソーム間のみを
切断し、ヌクレソーム上での DNA は切断
することができない。すなわち、クロマチ
ンが緩んだ状態では、MNaseの感受性は増
し、PCRでの反応は遅くなり、またサザン



 

 

では、クロマチンが、モノヌクレソームに
なる割合が増す。凝縮されたクロマチン領
域は、感受性は低下する。この性質を利用
する。この解析法で、クロマチン構造が損
傷前の状態になっていれば、その化学修飾
は、ヌクレオソームメモリーに関与してい
る可能性が高い。クロマチン構造が損傷前
と大きく異なれば、それは消去されるべき
修飾と判断できる。 
４．研究成果 
IL2-R/DRGFPカセットをU2OS細胞に安
定に発現させ、I-SceI による DNA 二本鎖
切断を行い、DNA 修復が完了したことを
示す GFP Positive 細胞をマグネットビー
ズを付与した IL2-Rの抗体で、ソーティン
グした。ソーティングによって回収した細
胞を用いて、クロマチン免疫沈降によって
DNA 損傷が修復した領域でのヒストンの
化学修飾の状態を検討した。その結果、
H2AX のリン酸化については、DNA 修復
の完了とともに減弱している様子が確認で
きた。その他の化学修飾であるアセチル化
については現在検討中である。その一方で、
我々は、定量プロテオミクス解析によって
放射線障害によって引き起こされるH2AX
のアセチル化とリン酸化の度合いが、細胞
ごとに異なることを見出しており、このこ
とから、DNA 損傷が修復された領域での
ヒストンの化学修復の状態は、多様である
ことが示唆された (Matsuda, S., et al., 
Radiat. Environ. Biophys. 54: 403-411)。従っ
て、細胞の種類によって結果が異なる可能性
があり、その点は今後検討していきたい。 
 また、IL2-R/DRGFPカセットが挿入され
ている領域が、ヘテロクロマチン領域かあ
るいはユークロマチン領域かで、得られる
結果に違いが生じる可能性があるので、こ
の点に関してはいくつかのクローンで、検
討することも昨年より始めているが、この
点については、クロマチン免疫沈降法で、
ヘテロクロマチン蛋白質 HP1 の濃縮を見
定めることにより解決しようと考えている。 
 DNA 損傷前後でのクロマチン構造の変
化は、サザンブロティッングでの方法は、
うまくいかなかったが、MNase の感受性
を定量 PCR で検討する方法は系が確立で
きた。現在は、DNA 損傷前後でのクロマ
チン構造の変化を検討中である。 
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