
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

平成 23年 5月 18日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：DNA 損傷応答における TIP60ヒストンアセチル化酵素複合体

のダイナミクス  

 我々は、TIP60ヒストンアセチル化酵素複合体のDNA損傷応答における役割を明らかにするた

めに、その構成因子を探索した。その結果、ブロモドメイン蛋白質p120を同定した。これまでの

実験結果から、p120が、DNA損傷依存的にヒストンH2AXに結合することを明らかにし、さらに

その結合によってユビキチン化酵素UBC13が損傷クロマチンへ誘導されることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Dynamics of TIP60 histone acetyltransferase complex in DNA 

damage response 
 To elucidate the role of the TIP60 histone acetyltransferase complex in DNA damage 
response, we analyzed the component of TIP60 complex by MS analysis. We identified 
the p120 bromodomain protein in the TIP60 complex. We found that p120 binds the 
acetylated histone H2AX in vitro and is required for the recruitment of UBC13 to 
damaged chromatin.  
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１．研究開始当初の背景 

 クロマチン構造はすべてのDNA代謝に対し

て抑制的に働くため、ゲノム損傷においても

修復関連因子が損傷部位にアクセスするた

めにはクロマチンの構造変換が必要である。

これまでヒストンアセチル化酵素に代表さ

れる数多くのクロマチン構造変換因子がク

ローニングされ、ゲノム修復においてもこれ

らクロマチン構造変換因子が重要な役割を

持つことが次第に明らかになりつつある。特

にクロマチンの構造変換機構の一つである

ヒストンの化学修飾は、アセチル化、メチル

化、リン酸化、あるいはユビキチン化などが

知られており、これら個々の化学修飾の組み
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合わせが様々なクロマチン動態を規定する

ヒストンコードとして働くことがクロマチ

ン構造変換にとって重要であることが示唆

されている。これまでにヒストンのアセチル

化に結合する因子が幾つか同定され、ブロモ

ドメインと呼ばれる共通のモチーフを持つ

ことが明らかとなっている。これらのブロモ

ドメインを持つ因子が他の修飾酵素をリク

ルートし、ヒストンコード形成のメカニズム

の一端を担っていると考えられる。 

 これまでに申請者らは、TIP60ヒストンア

セチル化酵素複合体がゲノム損傷応答に関

与していることを報告した(Ikura, T. et al, 
Cell 2000)。さらにTIP60複合体がいかなるメ

カニズムでゲノム損傷応答機構に関与して

いるかを明らかにするために、TIP60をDNA損

傷下で精製し、TIP60複合体が、ヒストンH2AX

と結合することを見出した。またX線により

DNA損傷を与えたHeLa細胞よりH2AXを精製し、

MS解析を行うことによりH2AXがアセチル化

およびポリユビキチン化されることが明ら

かとなった。興味深いことに H2AXの損傷依

存的なポリユビキチン化はアセチル化に依

存しており、ゲノム損傷応答におけるH2AXの

新たなヒストンコードを形成していること

が示唆された(Ikura, T. et al. Mol Cell Biol. 
2007)。さらにDNA損傷により促進されるH2AX

のアセチル化とポリユビキチン化はTIP60ヒ

ストンアセチル化酵素とUBC13 ユビキチン

結合酵素により制御され、H2AXの損傷クロマ

チンからの放出に関与していることをFRAP

とmicro-irradiationを用いた方法により明

らかにした(Ikura, T. et al. Mol Cell Biol. 2007)。
このH2AXのクロマチンからの放出は、損傷直

後の現象であり、損傷クロマチンの構造変換

の一端を担っている可能性が高い。しかしな

がら如何なるメカニズムで損傷依存的な 

H2AXのアセチル化がポリユビキチン化を誘

導し、損傷クロマチンからの放出を促すのか、

また H2AX放出の意義については不明な点が

多い。 

 

２．研究の目的 

 本申請課題では、ゲノム損傷下で精製され

た TIP60および H2AX 複合体よりブロモドメ

イン因子を同定することによりH2AX のアセ

チル化がいかにポリユビキチン化を誘導す

るのかを明らかにする。さらに同定したブロ

モドメイン因子を複合体として精製し、その

構成因子を MS 解析により同定することによ

り H2AX の損傷クロマチンからの放出の詳

細なメカニズムに迫り、その生物学的な意義

を解明する。 

 

３.研究の方法 

a.すでに精製された TIP60および H2AX 複合

体のコンポーネントを MS解析することによ

りブロモドメインモチーフを保持した因子

を同定する。 
b.同定したブロモドメイン因子についてのノ

ックダウン細胞を作製し、損傷依存的な

H2AX のポリユビキチン化への影響を検討す

る。同時に放射線に対する感受性も検討する。

またH2AX のポリユビキチン化を制御する酵

素 UBC13との結合を解析する。 
c.ブロモドメイン因子とアセチル化された

H2AX との結合活性を in vitro で検討する。 
同定したブロモドメイン因子の複合体精製

とその構成因子の MS解析を行う。 

 

４．研究成果 

 我々は、TIP60ヒストンアセチル化酵素複合

体の構成因子としてブロモドメイン蛋白質

p120がDNA損傷依存的にヒストンH2AX複合

体に含まれることを明らかにした。また我々

は、p120ノックダウン細胞を作製し、このノ

ックダウン細胞が放射線感受性を示すこと、

さらにこの細胞では、ユビキチン化酵素 

UBC13と損傷クロマチンとの結合が阻害され

ることを生化学的に明らかにした。またp120
蛋白質のブロモドメイン領域の組換え蛋白質

を作製し、H2AXのアセチル化ペプチドとの結

合実験を行い、p120が直接H2AXのアセチル化

に結合することを明らかにした。今後は、こ

の知見をもとにクロマチン免疫沈降法によっ

てp120がDNA二本鎖切断によるUBC13の
DNA損傷領域への誘導に関与するか否かを詳

細に解析する必要がある。H2AXのクロマチン

からの放出は、ヒストンシャペロンによって

も制御されることを我々は示しているが、今

後は、p120とこのヒストンシャペロンとの関

係を明らかにすることにより、H2AXのアセチ

ル化を介したクロマチンからの放出のさらな

る詳細な分子機構とその意義を明らかにする

必要がある。P120蛋白質の複合体は、精製を

終了し、現在その構成因子のMS解析を行って

いる。 
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