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研究成果の概要（和文）：本研究課題の目的は、TIP60ヒストンアセチル化酵素複合体の構成因子であるブロモドメイ
ン蛋白質BRDXに着目し、クロマチン構造変換を介したDNA損傷応答シグナル活性化機構を解明することである。これま
でに我々は、TIP60複合体が、ブロモドメイン蛋白質BRDXを介してDNA損傷領域のヒストンのアセチル化に結合し、さら
なるヒストンのアセチル化とTIP60の誘導を促すこと、さらにTIP60の集積によるヒストンのアセチル化が、DNA損傷の
センサー蛋白質NBS1の損傷領域での維持に必要であることを明らかにした。現在、TIP60-BRDXを介したクロマチン構造
変換とがん抑制シグナルとの関係を検討中である。

研究成果の概要（英文）：We and other group have shown that TIP60 histone acetyltransferase complex regulat
es hyperacetylation of histone H2AX and H4 at DNA damage sites, which is crucial for the higherorder chrom
atin alteration. However, it remains unclear how assembly of TIP60 is regulated at DNA damage sites. We ha
ve previosuly identified the bromodomain protein, BRDX, in the purified TIP60 complex. We found that the d
epletion of BRDX in cells impairs the assembly of TIP60 at DNA damage sites. This finding suggest that BRD
X is required for the assembly of TIP60 at DNA damage sites. Moreover, we showed that the acetylation of h
istone H2AX by TIP60 is required for the retention of NBS1 at DNA damage sites. Since it has been reported
 that TIP60 functions as anti-cancer signaling molecule, we are now investigating whether chromatin reorga
nization via TIP60-BRDX complex is involved in the anti-cancer signaling pathway or not. 

研究分野：

科研費の分科・細目：
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様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 放射線による DNA 二本鎖切断は、染色体
の不安定化を招き、その不安定化が時として

がん化を招く。DNA損傷は、センサー蛋白質
によって認識され、PI3 リン酸化酵素群の損
傷領域への誘導による DNA 損傷応答シグナ
ルの活性化と増幅によって細胞周期の停止

を引き起こす。その間に細胞は、DNA損傷を
修復するか、あるいは細胞死を実行するかを

決定する。真核生物の DNA は、ヒストン蛋
白質と DNA の複合体であるクロマチン構造
を形成し、通常、ヒストンと DNA の結合は
安定に保たれている。しかし、転写、複製、

組換え、修復といった DNA 代謝が展開され
る時、ヒストンと DNA の結合はダイナミッ
クに変化し、クロマチン構造は、大きく変換

される。最近では、DNA の損傷がなくとも
DNA 損傷を認識するセンサー蛋白質をクロ
マチンに結合させるだけで、DNA損傷応答シ
グナルが活性化することが明らかにされ、ク

ロマチン構造に視点をおいた DNA 損傷応答
シグナルの研究が益々重要度を増してきて

いる。 
 我々は、クロマチン構造変換因子である

TIP60 ヒストンアセチル化酵素複合体が、ヒ
ストン H2AXをアセチル化し、そのアセチル
化がユビキチン化シグナルを誘導すること

によりヒストンH2AXのクロマチンからの放
出を促すことを明らかにした。この H2AXの
クロマチンからの放出は、損傷領域のクロマ

チン構造変換の一端を担い、放出されたヒス

トン H2AX は、DNA 損傷応答シグナルの活
性化に関与することが示されつつある。しか

しながら TIP60 が、如何なる機構で DNA 損
傷領域に集積し、クロマチン構造変換を促し

て DNA 損傷応答シグナルを活性化させるの
かについては不明な点が多い。 
 我々は、TIP60 複合体にブロモドメイン蛋
白質BRDXが、DNA損傷の有無に関わらず、
常に含まれていること、また in vitro では、
H2AXのアセチル化にBRDXのブロモドメイ
ンが直接結合することを明らかにしており、

これらの知見から TIP60が損傷部位に集積す
る機構について以下のモデルを考えている。

一般的にブロモドメイン蛋白質は、ヒストン

のアセチル化部位に結合し、アダプター蛋白

質として、クロマチン構造変換因子やシグナ

ル因子をリクルートすることが知られてい

るが、もし仮に TIP60 と常に結合している
BRDXが、実際に細胞内で損傷領域のアセチ
ル化ヒストン H2AX に結合するのであれば、
その事をきっかけに TIP60による H2AXのア
セチル化のポジティブフィードバック機構

が TIP60 そのものの損傷領域への集積と
DNA 損傷応答シグナルの増幅を促している
可能性がある。 
２．研究の目的 
 本課題では、TIP60 複合体の構成因子であ
るブロモドメイン蛋白質 BRDX に着目し、
TIP60 が如何なる機構で損傷領域に集積する
のかについて先に述べたモデルを検証し、明

らかにする。そしてヒストンのアセチル化を

介した損傷クロマチンの構造変換と DNA 損
傷応答シグナル活性化の連携機構の解明に

迫る。さらに BRDXが、大腸がんの細胞株で
その発現が亢進しているという事実を踏ま

え、これら細胞株での H2AXのアセチル化の
亢進の可能性とそれによるがんシグナルと

の関係についても検討を加える 
３．研究の方法 
 TIP60の損傷部位へのリクルートが、BRDX
に依存しているかについて Micro-irradiation
法によるバイオイメージング解析と I-Sce1を
用いたクロマチン IP により検討する。次に
BRDXが TIP60と連携して H2AXのクロマチ
ン放出を促すのかについて FRAP解析を用い
たバイオイメージング解析と損傷依存的に

見られる TIP60 によるヒストン H4 のアセチ
ル化を生化学的に検討することにより明ら

かにする。さらにがん細胞において BRDXが
高発現していることをもとに、BRDXを介し
た TIP60によるアセチル化の亢進とがん化シ
グナルとの関係についても検討を加える。 
1) BRDXが TIP60によるH2AXのアセチル化
に依存して損傷部位集積するか否かの検討 
 BRDX が損傷領域に集積するか否かを

GFP-BRDX を発現させた細胞を用いて

micro-irradiation のシステムを用いて検討す
る。この際、使用する細胞については、H2AX
のノックアウト mouse embryonic fibroblast 



cells (MEF cells)に H2AX 野生型遺伝子

(H2AXWT, wild-type)あるいは H2AX のアセ
チル化部位のリジンをアルギニンに置換し

た変異遺伝子(H2AXKR)をレトロウイルスで
遺伝子導入したものを用いておこなう。

GFP-BRDXが H2AXWT発現細胞でのみ損傷
領域に集積し、H2AXKR発現細胞で集積が見
られなければ、GFP-BRDXは、H2AXのアセ
チル化に依存して集積することが予想され

る。さらに TIP60の野生型の遺伝子を安定に
発現させた細胞と TIP60のアセチル化活性の
ない変異遺伝子を安定に発現させた細胞で、

同様の方法で実験し、この集積が、TIP60 に
よるH2AXのアセチル化に依存しているかを
検証する。次に BRDXのノックダウン細胞を
作成し、GFP-TIP60 の集積が阻害されるか否
かを 1の実験と同様のシステムを用いて検討
する。TIP60 によってアセチル化されたヒス
トンにBRDXが結合し、さらにBRDXがDNA
損傷に関わらず TIP60の複合体に含まれるこ
とを考え合わせれば、BRDXが TIP60による
損傷領域のヒストンH2AXのアセチル化に結
合し、TIP60 を損傷部位に順次集積させる働
きがある可能性があるが、これらの実験から

この可能性を探る。 
2) I-Sce1を用いたクロマチン免疫沈降を用い
ての検討 
 1)の実験結果を検証するために、I-Sce1 を
用いてゲノム上に一カ所だけ二本鎖切断を

導入し、TIP60および BRDXが損傷部位に集
積することをクロマチン免疫沈降によって

確認する。使用する細胞は、I-Sce1 の切断サ
イトをゲノムに挿入した細胞に H2AXWT, 
H2AXKR, TIP60WT, TIP60HAT mutantの遺
伝子を各々発現させたものを用いて行う。 
3) BRDXが TIP60による H2AXの evictionに
関与しているか否かの検討 
 BRDXが TIP60の損傷領域への集積に関与
しているのであれば、BRDXノックダウン細
胞においては、Micro-irradiation による DNA
損傷によるヒストンH2AXのクロマチンから
の放出が抑制されるはずである。 Inverse 
fluorescence recovery after photo-bleaching 
(iFRAP) 法によりその抑制効果を検証する。
この実験により、BRDXが TIP60を損傷領域

に集積させてヒストンH2AXのクロマチンか
ら放出を制御していることが明らかになる。 
4) BRDX のノックダウン細胞を用いた損傷
依存的なヒストン H4のアセチル化の検討 
 TIP60 ヒストンアセチル化酵素は、ヒスト
ンH2AXのみならずヒストンH2AとH4をア
セチル化することが明らかにされている。

BRDXが TIP60の損傷クロマチンへの集積に
関与しているのであれば BRDX のノックダ
ウン細胞において TIP60 によるヒストン H4
のアセチル化の増強が抑制されるはずであ

る。我々は、C末に Flag-HAを付与したヒス
トンH2AXの遺伝子を恒常的に発現する細胞
株を樹立し、DNA損傷前後のクロマチン分画
よりヒストンH2AXを含んだモノヌクレオソ
ームの精製をすでに行っている。そこで、

BRDXのノックダウン細胞からH2AXを含む
モノヌクレオソームを精製し、損傷依存的な

ヒストン H4 のアセチル化の増強が抑制され
るかどうかを生化学的に検討する。 
5) 高発現 BRDX 細胞におけるがん化シグナ
ル活性化の検討 
 転移性大腸がんの細胞において BRDX の
発現が亢進していることが明らかになって

いる。BRDXの亢進ががん化の原因なのか結
果であるのかは不明である。考えられる可能

性として BRDXの発現の亢進は、より多くの
TIP60をクロマチン領域へ誘導し、その結果、
ヒストンH2AXのアセチル化の亢進が行われ
ている可能性がある。そのことを明らかにす

るために BRDX の発現の亢進している細胞
株のH2AXのアセチル化状態をBRDXの亢進
していない他のがん細胞株のそれと比較し

て検討する。また同時に BRDXのノックダウ
ン細胞を用いてコロニー形成能を検討し、

BRDXとがん化との関わりを検討する。 
４．研究成果 
 DNA 損傷領域での TIP60 ヒストンアセチ
ル化酵素複合体の役割を明らかにするため

に I-Sce1の認識部位を持つ HeLa細胞を用い
てクロマチン免疫沈降法を立ち上げ、1) 
TIP60 が DNA 損傷領域に集積すること 2) 
H2AX および H4 のアセチル化が DNA 損傷
領域で亢進すること 3) これらヒストン
H2AXおよびH4のアセチル化の亢進がTIP60



のアセチル化酵素活性に依存していること

を明らかにした。これらの結果は、TIP60が、
DNA損傷領域に集積し、H2AXおよび H4の
アセチル化を制御することによりクロマチ

ン構造変換を促すことを示している。また

BRDX の DNA 損傷部位への集積についても
クロマチン免疫沈降法と Micro-irradiation 法
を行い、BRDX の DNA 損傷領域への集積を
確認した。次に BRDXの DNA損傷領域への
TIP60 のアセチル化酵素活性の影響を検討し、
BRDXの DNA損傷領域への集積には、TIP60
のアセチル化活性が必要であることを明ら

かにした。 
 我々は、すでに BRDXが、アセチル化ヒス
トンに in vitro で結合することを見出してい
るが、この結果と BRDXが DNA損傷の有無
に関わらず TIP60に結合していることを考え
合わせれば、TIP60複合体が、DNA損傷領域
に集積し、ヒストン H2AXおよび H4をアセ
チル化し、そのアセチル化に BRDXを介して
さらなる TIP60がアセチル化ヒストンに結合
し、この結果、TIP60が DNA損傷領域に集積
するというフィードバック制御モデルが考

えられた。またこれら DNA 損傷領域におけ
る TIP60のアセチル化を介したポジティブフ
ィードバック制御と DNA 損傷応答シグナル
活性化との関係においても検討し、我々は、

TIP60 のアセチル化が損傷領域におけるセン
サー蛋白質 NBS1の維持に必要であることを
明らかにした。 
 以上より、TIP60 ヒストンアセチル化酵素
複合体は、その構成因子であるブロモドメイ

ン蛋白質 BRDXを介して DNA損傷領域に集
積することが示され、この集積が、センサー

蛋白質である NBS1 の DNA 損傷領域での維
持に必要であることが明らかになった。また

TIP60 によるアセチル化を介した DNA 損傷
応答シグナルの活性化とがん抑制シグナル

との関連については、NIH3T3 細胞を用いた
コロニー形成能が、TIP60 のノックダウンに
より高まることから TIP60によるアセチル化
制御が、がん抑制シグナルとして働くことが

示唆された。TIP60が BRDXを介した損傷ク
ロマチンの変化が、がん抑制シグナルと関連

しているか否かについては、同じく NIH3T3

細胞を用いたコロニーアッセイで現在検討

中である。 
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