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研究成果の概要（和文）：本課題の目的は、放射線耐性となった細胞においてDNA損傷領域でのヒストン化学修
飾とそれらを介した蛋白質ネットワークの存在を明らかにし、放射線耐性が生み出される仕組みをエピジェネテ
ィク制御の視点から解き明かすことである。ガンマ線照射後の細胞の中で細胞死を免れた細胞に対してI-Sce1の
アデノウイルスを感染させDNA二本鎖切断を誘導した。DNA二本鎖切断領域のH2AXあるいはH4のアセチル化、H2AX
のリン酸化の濃縮の度合いについてクロマチン免疫沈降法を用いて、またDNA修復能についてはHeLa/DR-GFPのシ
ステムを用いて検討したが、両者に大きな差異は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of acquired radio-resistance in cells after 
gamma irradiation, focusing on histone modifications and protein networks via histone modifications 
around DNA damage sites. In order to clarify this, we performed chromatin immunoprecipitation 
(Chromatin IP) after infection I-Sce1 adenovirus, which produce DNA double-strand break, in the 
acquired radio-resistance HeLa/DR-GFP cells, using anti-histone H2AX acetylation, phosphorylation or
 histone H4 acetylation antibodies. As a result, no remarkable change of histone modifications was 
observed between the acquired radio-resistance and non-resistant HeLa/DR-GFP cells. We also analyzed
 DNA repair efficiency using HeLa/DR-GFP system between these cells. As a result, DNA repair 
efficiency in acquired radio-resistance HeLa/DR-GFP cells is comparable to that in non-resistant 
HeLa/DR-GFP cells. 

研究分野： 放射線生物学

キーワード： 放射線障害　エピジェネティクス　TIP60　アセチル化　細胞ロバストネス
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１．研究開始当初の背景 
	 生物が持ち得る頑強性、すなわちロバスト

ネスは、生命が維持継承されるために必要な

性質である。放射線を細胞に照射すると、そ

の線量依存的に細胞死は、増加するが、如何

なる線量においても必ず細胞死を免れる細

胞が存在する。死滅する細胞と生き残る細胞

には、いったいどのような違いがあるのであ

ろうか？細胞間の DNA 修復能の違いか、

DNA損傷に対する応答の違いか、個々の細胞

間での DNA 修復反応の多様性が、放射線に

対するロバストネスを生み出す可能性があ

るが、未だその実体は明らかにされていない。 

	 これまでに我々は、DNA損傷領域のヒスト

ン H2AXに着目し、H2AX蛋白質複合体のプ

ロテオミクス解析により、DNA損傷領域のヒ

ストンのアセチル化、リン酸化、メチル化、

ユビキチン化などの化学修飾を介したクロ

マチン制御蛋白質ネットワークの存在を明

らかにしてきた。これら DNA 損傷領域のヒ

ストンの化学修飾とそれら修飾を介した蛋

白質ネットワークは、放射線量に応じてダイ

ナミックに変化する。この変化は、DNA損傷

応答シグナルの ON と OFF のバランスを調

整しながら DNA 損傷応答シグナルカスケー

ドに多様性を与えている。実際、我々は、

TIP60 ヒストンアセチル化酵素複合体による

H2AX のアセチル化が、H2AX に動的な変化

を与え、リン酸化を介した DNA 損傷応答シ

グナルの増幅にブレーキをかけていること

を明らかにしている。また DNA 損傷領域の

ヒストンの化学修飾は、その状況によって多

様に変化し、エピジェネティクなメモリーと

して次世代にも継承されることから、放射線

耐性に特異的なヒストンの化学修飾が存在

し、その変化が耐性を生み出すきっかけとな

っている可能性がある。 

２．研究の目的 

	 本課題では、放射線照射によって細胞死を

免れた細胞に着目し、放射線耐性の細胞にお

いて特異的な DNA 損傷領域でのヒストン化

学修飾とそれらヒストン化学修飾を介した

蛋白質ネットワークの存在を明らかにし、放

射線耐性が生み出される仕組みをエピジェ

ネティク制御の視点から解き明かす。 

３．研究の方法 

	 本課題では、DNA二本鎖切断を定量的に解

析する DR-GFP のシステム (Methods Mol 

Biol. 2005)を導入した細胞にまず放射線を照

射し、生き残った細胞を集め、その細胞に

I-Sce1 をアデノウイルスによって発現させ、

人為的に DNA 二本鎖切断を誘導する。放射

線を前照射せずに I-Sce1 をアデノウイルス

によって発現させて DNA 二本鎖切断を誘導

した細胞を対照にして、これら細胞間での

DNA修復効率については、HeLa/DR-GFPの

システムを用い、またヒストンの化学修飾に

ついてはクロマチン免疫沈降法によって定

量して比較する。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

アセチル化を介したクロマチン動的変化と

そのクロマチン制御蛋白質ネットワークを

明らかにしており、本課題では、それらの知

見を放射線耐性という現象の中で捉え、放射

線耐性の仕組みをH2AXのアセチル化を介し

たクロマチン制御蛋白質ネットワークの定

量プロテオミクス及びH2AX複合体のグリセ

ロール濃度勾配法により明らかにする。 
４．研究成果 
	 我々は、DNA 二本鎖切断領域において

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、クロマチン構

造変換を介して DNA 損傷応答シグナルの活

性化を制御していることを明らかにしてい

る。我々は、H2AX の野生型及びアセチル化

部位に変異を導入した遺伝子をそれぞれ

HeLa/DR-GFP システムの細胞に安定に発現

させた細胞を作製した。その細胞に I-Sce1

のアデノウイルスを感染させ、H2AX のアセ

チル化抗体を用いたクロマチン免疫沈降法



によって DNA 二本鎖切断領域で H2AX のア

セチル化が亢進するか否かについて検討し

た。その結果、DNA二本鎖切断領域で H2AX

のアセチル化が亢進していることを明らか

にした。TIP60及び TIP60のアセチル化酵素

活性を欠失させた変異体、TIPM の遺伝子を

HeLa/DR-GFP システムの細胞に安定に発現

させた細胞はすでに樹立し、TIPM 発現細胞

では DNA 損傷部位での H2AX のアセチル化

の濃縮は抑制されたという知見を合わせれ

ば、使用しているH2AXのアセチル化抗体が、

確かにH2AXのアセチル化を損傷部位で認識

していることを確認した。 

	 さ ら に Multiple Reaction Monitoring 

(MRM)法を用いた定量プロテオミクス法を

用いて放射線照射後のH2AXのアセチル化と

リン酸化を定量する手法を立ち上げ、H2AX

のアセチル化及びリン酸化が、異なる二種類

のがん細胞で全く異なる反応をすることを

明らかにした (Matsuda, S et al. Radiat. 

Environ Biophys. 2015)。 

	 次にこれらの細胞を用いて、まずはg線照射

によって DNA 二本鎖切断を誘導後に細胞死

を免れた細胞を回収した。その細胞に I-Sce1

のアデノウイルスを感染させ人為的に DNA

二本鎖切断を引き起こし、クロマチン免疫沈

降法によって DNA 二本鎖切断領域の H2AX

のアセチル化、リン酸化の濃縮の度合いにつ

いて、g線非照射の細胞に I-Sce1 のアデノウ

イルスを感染させた細胞をコントロールと

して比較検討した。その結果、両者に大きな

差異は認められなかった。さらに同様の細胞

を用いて DNA 修復能を比較検討した。その

結果、放射線耐性になる前後での細胞間での

DNA 修復能についても大きな差異を認める

ことはできなかった。現在、MRN 法を用い

て TIP60及びH2AXのアセチル化とリン酸化

の定量を放射線耐性細胞で検討中である。 

	 我々は、放射線照射、非照射の条件で細胞

から H2AX を蛋白質複合体として精製し、

H2AX を介した蛋白質ネットワークの構成因

子をすでに明らかにしている。この知見を用

いて放射線耐性になった細胞と耐性を獲得

する前の細胞におけるH2AXを介した蛋白質

ネットワークの違いをグリセロール濃度勾

配法によって見定めることが可能である。現

在、この方法を用いて放射線耐性を促す

H2AX を介した分子ネットワークの実態を明

らかにしつつある。 
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