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研究成果の概要（和文）：本課題においてDNA損傷領域でTIP60ヒストンアセチル化酵素によって特異的に促進されるヒ
ストンH2AXの交換反応の分子機構とその意義について検討した。その結果、ヒストンH2AXが、クロマチン構成蛋白質と
してDNA修復反応に対してバリアーとなるのではなく、DNA損傷依存的なリン酸化シグナルと連携しながらactive playe
rとして積極的にDNA損傷応答シグナルを制御することを明らかにした。DNA代謝におけるヒストン蛋白質の新たな役割
を提示することができた。

研究成果の概要（英文）：The eukaryotic genome is tightly packed into the chromatin, a hierarchically 
organized complex of DNA, histone and nonhistone proteins. Recent findings indicates that histone variant 
eviction/exchange has an important role in DNA repair and DNA damage response. We found that the TIP60 
complex facilitates histone H2AX exchange at the sites of DNA damage. Interestingly, the phosphorylation 
of histone H2AX is not required for histone H2AX exchange. In this project, we investigated the 
physiological significance of histone H2AX exchange in DNA damage response. We found that the histone 
signaling network regulated by the acetylation-dependent histone H2AX exchange is cross-talked with the 
phosphorylation-dependent DNA damage response signaling.

研究分野： 放射線生物学
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1. 研究開始当初の背景 
遺伝情報の源である真核生物の DNA はクロ
マチン構造を形成しており、転写、複製、修

復、組換えを制御する因子が DNA にアクセ
スするためにはクロマチン構造が変換され

る必要がある。我々は、クロマチンの構成蛋

白質であるヒストン H2AXが、DNA損傷に伴
い、クロマチンから放出され、再度クロマチ

ンに取り込まれることを見出した（H2AX の
交換反応）。この交換反応は、TIP60ヒストン
アセチル化酵素と UBC13 ユビキチン結合酵
素との複合体によるH2AXのアセチル化とユ
ビキチン化によって制御され、既存の

ATM/ATR によるリン酸化カスケードには依
存しない (Ikura, T. et al. Cell. 2000. Ikura, T. 
et al. Mol Cell Biol. 2007)。これまでクロマチ
ン構造の構成蛋白質であるヒストンは、クロ

マチン構造を維持するために DNA と常に安
定に結合している蛋白質と考えられていた。

我々が見出した DNA 損傷に伴う H2AX のク
ロマチンからの交換反応の促進は、DNA損傷
認識や DNA 損傷応答シグナルの活性化に積
極的な関わりを持つことを示唆している。ヒ

ストンが DNA 代謝に対してバリアーとして
働くという従来の考え方を変える可能性が

あるが、その実体は不明であった。 
 
２. 研究の目的 
本課題では、TIP60 ヒストンアセチル化酵素
複合体によって促進されるH2AXの交換反応
の分子機構と DNA 損傷応答における意義を
明らかにする。またヒストンのアセチル化を

介した DNA 損傷応答シグナルと既存のリン
酸化カスケードやユビキチン化シグナルと

の関係を明確にし、DNA損傷初期応答のシグ
ナルネットワークの全貌を明らかにする。さ

らに H2AX の放出による DNA 損傷応答シグ
ナルが細胞老化やがん抑制シグナルとして

働くことを検討し、クロマチン動態制御を介

した新たな疾患研究の基礎を築く。 
 
３. 研究の方法 
放出されたH2AXを蛋白質複合体として精製
し、マススペクトロメトリー解析（MS解析）
によりH2AXに結合する因子を網羅的に同定
する。我々は、H2AX の交換反応を解析する
た め バ イ オ イ メ ー ジ ン グ 解 析 法 、

FRAP(Fluorescence Recovery after 
Photobleaching) お よ び iFRAP (Inverse 

FRAP)法を確立している。この系を用いて
H2AX の交換反応に関与する因子を、H2AX
複合体解析により同定した因子群の中から

同定する。また同定した因子群をノックダウ

ンし、H2AX の損傷依存的なアセチル化およ
び既知のリン酸化およびユビキチン化シグ

ナルへの影響をみる。またマウス NIH3T3細
胞を用いてコロニー形成能を検証し、アセチ

ル化を介した DNA 損傷応答シグナルの破綻
とがん化シグナルとの関係を探る。 
 
４．研究成果 
(1). クロマチン構造は、DNA代謝に対してバ
リアーになると考えられていたが、本課題研

究により、ヒストン H2AXには、バリアーで
はなく、DNA損傷応答蛋白質として、積極的
に DNA修復反応を推進する active playerと
しての働きがあることを実験的に検証する

ことに成功した。H2AX複合体の MS解析の
結果、ADP-リボシル化酵素 PARP-1、ヒスト
ンシャペロンをH2AXに結合する因子として
同定した。これら因子は、TIP60 と同様に
H2AXの交換反応に関与することを FRAPお
よび iFRAP法により明らかにした。ヒストン
シャペロンは、TIP60 と直接結合し、TIP60
を損傷クロマチンに誘導する。誘導された

TIP60 は、H2AX をアセチル化し、ヒストン
シャペロンのクロマチン上での動的変化を

促す。これら 2つのクロマチン構造変換因子
の相互制御によって生み出される Positive 
Feedback loopが H2AXの交換反応を促進し、
この促進が、TIP60 とヒストンシャペロンの
DNA損傷部位への集積、クロマチン構造の弛
緩状態の維持、S 期での相同組換え修復に必
要であることを明らかにした(in revision)。 
 
(2). DNA損傷応答におけるヒストンH2AXの
リン酸化とアセチル化についてマススペク

トロメトリー解析を用いて絶対定量を行い、

これらヒストン化学修飾が細胞ごとに異な

る制御を受けることを示した。ヒストン化学

修飾の多様性を示した最初の報告である(in 
revision)。 
 
(3). TIP60 ヒストンアセチル化酵素複合体に
よるヒストン H2AXの交換反応は、細胞核内
のプロテオソーム蛋白質分解系ともカップ

ルし、DNA損傷応答シグナルを制御すること



を明らかにした（投稿準備中）。 
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