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研究成果の概要（和文）： 
リン酸化ヒストン H2AX の蛍光免疫染色と染色体 FISH を組み合わせた Foci on FISH 法を確

立し、染色体転座の一種である二動原体染色体上で H2AX のリン酸化が起こっていること、す

なわち ATM 蛋白質の持続的活性化が起こっていることを証明した。 
さらに ATM が p53 依存的な細胞周期チェックポイントおよび DNA-PK 依存的な DNA 二重鎖

切断修復経路を介して放射線照射後の染色体転座の頻度を抑制していることを解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I established “Foci on FISH” method, which combines immunofluorescence staining of 
phosphorylated histone H2AX and fluorescence in situ hybridization (FISH) of 
chromosomes. Using this technique, I demonstrated that H2AX phosphorylation, which 
indicates ATM activation, persists on dicentric chromosomes, a kind of chromosome 
translocation. Moreover, the present study revealed that ATM suppresses frequency of 
ionizing radiation-induced chromosome translocation via p53-dependent cell cycle 
checkpoint and DNA-PK-dependent DNA double-strand break repair pathway.  
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１．研究開始当初の背景 
ATM 蛋白質は、細胞に放射線を照射するこ
とによりリン酸化酵素として活性化し、細胞
周期チェックポイントや DNA 修復にかかわ
る多数の因子をリン酸化する、放射線応答に
おける中心的な因子である。ATM は長らく
放射線照射により生じる DNA 二重鎖切断に
応答して活性化すると考えられていたが、

2003 年に Bakkenist と Kastan により ATM
の活性化機構が報告され、DNA 二重鎖切断
を伴わないクロマチンの高次構造変化によ
っても活性化することが明らかになった。一
方、研究代表者は本補助金の申請前に、ATM
リン酸化酵素活性の阻害剤を細胞に処理す
ると染色体転座頻度が顕著に上昇するとい
う結果を得ていた。染色体転座は異なる 2 本
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の染色体にできた DNA 二重鎖切断が誤って
修復された結果、生成される染色体異常であ
る。2 本の染色体における DNA 二重鎖切断
周辺のクロマチン構造は当然異なるはずで
あり、両者が結合すれば元とは異なるクロマ
チン構造になるはずである。そこで研究開始
当初は、「染色体転座の融合部位ではクロマ
チン構造変化が起こっており、ATM はその
構造変化を認識して DNA 二重鎖切断再結合
後も持続的に活性化している」という仮説を
立て、本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
ヒストン H2A のサブタイプの一つである
H2AXは、活性化したATMによりセリン 139
にリン酸化を受ける。このリン酸化 H2AX は
特異的抗体を用いた蛍光免疫染色法により
顕微鏡下で斑点状の「フォーカス」として可
視化できる。このリン酸化 H2AX フォーカス
はγ線照射後に細胞核内において観察され
ることからγ-H2AX とも呼ばれている。γ
-H2A フォーカスは一般的には DNA 二重鎖
切断部位でのみ形成されると考えられてい
る。そこで本研究ではこのγ-H2AX を ATM
の活性化の指標として用いることとした。本
研究の目的は「染色体転座の融合部位におけ
る ATM の持続的活性化の証明」であるが、
これを達成するためには、FISH で検出した
転座染色体上でγ-H2AX フォーカスを検出
する必要がある。しかしながらこれは、染色
体を展開する時に必要な酢酸を含む固定液
がγ-H2AX のシグナルを消滅させてしまう
ため、従来は不可能であった。そこで本研究
ではγ-H2AX フォーカスの蛍光免疫染色と
染色体 FISH を組み合わせた手法（Foci on 
FISH 法）を確立し、転座染色体上における
ATM の持続的活性化を証明することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
Foci on FISH 法の確立のためには、γ-H2AX
フォーカスのシグナルを酢酸耐性にする必
要があった。そこで本研究では、酢酸を含む
固定液で染色体を展開する前に、γ-H2AX シ
グナルを「チラミドシグナル」に変換すると
いう手法をとった。この「チラミドシグナル
増幅法」は、2 次抗体に結合したホースラデ
ィッシュペルオキシダーゼ（HRP）に過酸化
水素存在下でビオチン化チラミドを作用さ
せると、ビオチン化チラミドラジカルに変換
され、このラジカルが 2 次抗体近傍の蛋白質
のチロシン残基に結合するという原理に基
づいている。このビオチン化チラミド／チロ
シン複合体は酢酸耐性であり、酢酸含有固定
液で染色体を展開し、FISH を行った後に、
蛍光標識したストレプトアビジンを作用さ
せることにより転座染色体上でγ-H2AX フ

ォーカスを検出した。 
 
４．研究成果 
図 1 に Foci on FISH 法により検出した、染
色体上に形成されているγ-H2AX フォーカ
スの画像を示す。図 1 ではセントロメア（動
原体）／テロメア FISH で染めた染色体上で
γ-H2AX フォーカスを検出している。本実験
は接触阻害により細胞周期を G0/G1 期に同
調した正常ヒト二倍体線維芽細胞に 4 Gy の
γ線を照射後すぐに細胞周期の同調を解除
し、40 時間後に現れた分裂期染色体を解析し
ている。 

 
セントロメア／テロメア FISH で染めた染色
体は正常であれば、両末端に 2 個ずつテロメ
アシグナルを持ち、さらに両末端のテロメア
にはさまれる形で 1 個のセントロメアシグナ
ルを持つ（図 1；正常な染色体（1）(2)）。放
射線照射により生じた DNA 二重鎖切断が修
復されないまま残ると、セントロメアを持っ
ているものの、片方あるいは両方の末端のテ
ロメアシグナルを失った「染色体切断」、と
セントロメアを持たない「断片」が生じる（図
1；「染色体切断」および「断片（動原体なし）」）。
また染色体転座のように 2本の染色体に生じ
た DNA 二重鎖切断同士で誤った修復が行わ
れると、セントロメアを二つ持つ「二動原体
染色体」が生じる（図 1、一番右）。 
γ-H2AXフォーカスは一般的にはDNA二重
鎖切断部位でのみ形成されると考えられて
いる。しかしながら図 1 の実験の結果、驚く
べきことに DNA 二重鎖切断を示す「染色体
切断」と「断片」のみならず、すでに DNA
二重鎖切断の再結合は完了しているはずの
一見正常な染色体や二動原体染色体上にお
いても、γ-H2AX フォーカスが形成されてい
ることが分かった。検出されたγ-H2AX フォ
ーカスがどのような染色体上に形成されて
いたかを調べた結果を図 2 に示す。 

図 1 Foci on FISH 法により検出した、様々な正常 

あるいは異常染色体上におけるγ-H2AX フォーカス 



4 Gy 照射 40 時間後の M 期染色体上に検出
されたγ-H2AX フォーカスのうち、53%は染
色体切断や断片など、DNA 二重鎖切断を示
す異常染色体上に形成されていたが、残りの
47%は一見正常な染色体および二動原体染色
体上に形成されていた。これは現在一般的に
信じられている、「γ-H2AX フォーカス＝
DNA 二重鎖切断」というパラダイムとは一
致していない。さらに転座の一種である、二
動原体染色体上でγ-H2AX フォーカスが検
出されたという結果は、本研究の仮説である、
「染色体転座の融合部位における ATM の持
続的活性化」を支持するものである。 
 図 1、2 の実験から転座染色体上では ATM
の活性化が持続しうることが分かった。染色
体転座に反応して ATM が活性化して細胞周
期チェックポイントを誘導しているならば、
ATMのリン酸化酵素活性を阻害した時には、
分裂期に進行してくる転座陽性の細胞が増
加するはずである。そこで ATM 阻害剤の転
座頻度に対する影響を調べた（図 3）。 

その結果、ATM 阻害剤処理により、2 Gyγ
線照射後の転座および二動原体染色体の頻
度は顕著に上昇した。 
 ATM には細胞周期チェックポイント誘導
および DNA 二重鎖切断修復の 2 つの役割が
あるが、ATM のチェックポイント誘導能の
転座頻度抑制における役割を調べるため、
ATM の G1 チェックポイント能を担ってい

る p53 蛋白質の転座頻度への影響を調べた
（図 4）。 

p53 mRNA に対する small interfering RNA 
(siRNA)を処理して p53 蛋白質の発現を抑制
したところ、2 Gy のγ線照射後の転座および
二動原体染色体の頻度は顕著に上昇した。こ
の結果から ATM/p53 依存的な G1 チェック
ポイントが ATM による転座頻度抑制に関与
していることが分かった。 
 しかしながら図 3 と図 4 の結果を比較する
と転座や二動原体染色体の頻度は ATM 阻害
＞p53 発現抑制であった。これは ATM が p53
依存的 G1 チェックポイント以外の機能を介
しても転座頻度抑制に関与していることを
示唆している。そこで p53 shRNA および
Chk1/2 阻害剤を処理して全ての細胞周期チ
ェックポイントがかからない条件下で ATM
阻害剤の影響を見た（図 5）。 

その結果、ATM 阻害により二動原体染色体
の頻度が少しではあるが、有意に上昇した。
これは ATM がチェックポイント以外の機能
を介しても転座頻度の抑制に関与している

 
図 2 γ-H2AX フォーカスを持つ染色体の 

スペクトラム 

 

 
   図 3 ATM 阻害による転座頻度の増加 

 
   図 4 p53 発現抑制による転座頻度の増加 

 

図 5 チェックポイントがかからない条件下における 

   ATM 阻害剤の二動原体染色体頻度に対する影響 



ことを意味する。ATM のチェックポイント
以外の機能としては DNA 二重鎖切断修復が
あるが、修復においては DNA-PK 依存的な
古典的非相同末端結合（Classical NHEJ）の
経路において DNA-PK と協調的に働いてい
ることが分かっている。そこで転座頻度の抑
制においてもATMがDNA-PKと同じ経路で
働いているかどうかを検討するため、両蛋白
質の阻害剤を用いたエピスタシス解析を行
った（図 6）。 

 
その結果、DNA-PK 阻害剤処理により二動原
体染色体の頻度は有意に上昇したが、これに
さらに ATM 阻害剤を処理しても頻度の上昇
は見られなかった。これは ATM と DNA-PK
が同じ「転座形成抑制経路」で機能している
ことを意味する。 
 本研究の主な成果は、（1）従来 DNA 二重
鎖切断部位にのみ形成されるとされていた
γ-H2AX フォーカスが、二動原体染色体のよ
うな誤った修復により生成した染色体上で
も形成されていること、すなわち誤って修復
された染色体を ATM が認識して活性化して
いること、（2）これまで明らかではなかった
ATM による転座頻度抑制機構を明らかにし
たことである。（1）については現在論文投稿
準備中であり、（2）については 2011 年、
Biochemical and Biophysical Research 
Communications に発表した。 
 今後の展望としては、(1)ATM を活性化さ
せる転座融合部位のクロマチン構造の同定、
具体的には転座融合部位特異的なヒストン
の翻訳後修飾やその部位に結合している蛋
白質を同定すること、(2)ATM や DNA-PK に
よりリン酸化を受け、転座頻度抑制に貢献し
ている蛋白質の同定などが挙げられる。 
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  図 6 二動原体染色体形成頻度における ATM と   

      DNA-PK のエピスタシス解析 
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