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研究成果の概要（和文）：本課題では、TIP60によるH2AXのアセチル化が如何なるメカニズムでPARP-1のポリADP
リボシル化酵素活性を高めるのかについて検討した。H2AX複合体の精製によって同定したNAD合成酵素NADS1は、
TIP60によるH2AXのアセチル化によってDNA損傷部位に誘導される。さらにこの細胞核内のNADS1は、NADの産生を
介してPARP-1のDNA損傷領域でのダイナミクスを制御する。またNADS1のノックダウン細胞では、DNA損傷後の相
同組換え修復が抑制されることが示され、NADS1がPARP-1を介したゲノムストレス応答シグナルの活性化に関与
していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We have previously shown that the acetylation of histone H2AX by TIP60 is 
required for the ADP ribosylation activity of PARP-1 for H2AX exchange at DNA damage sites. However,
 it remains unknown how the acetylation of H2AX by TIP60 activates the ADP ribosylation activity of 
PARP-1. In this time, we identified NAD synthetase 1 (NADS1), which is responsible for de novo NAD 
production, in the purified H2AX complex. Chromatin immunoprecipitation analysis revealed that the 
acetylation of H2AX by TIP60 is required for the accumulation of NADS1 at DNA damage sites. When 
NADS1 mutant, which lacks its enzymatic activity, was overexpressed in only cell nucleus, dynamic 
binding of PARP-1 to damaged chromatin was reduced. It suggests that the NADS1 contributes to local 
production of NAD for PARP-1 dynamics at DNA damage sites. The depletion of NADS1 in cells failed to
 homologous recombination repair. Our results indicate the importance of nuclear NADS1 in damaged 
chromatin dynamics. 

研究分野： 放射線生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題により細胞核内のde novo NAD産生系がゲノムストレス損傷応答に関与することが明らかになった。これ
までNAD産生系は、細胞質にのみ存在すると考えられていたが、今回の発見は、NAD 代謝系とTIP60によるH2AXの
アセチル化によるH2AXの交換反応が細胞核内で密接に連携していることを示しており、クロマチン制御に対して
の新たな視点を提供でき、学術的に意義深い。また本研究は、エネルギー代謝との関連から将来的には生活習慣
病、老化シグナルについてクロマチン制御を介したゲノムストレス応答研究の視点からのアプローチが可能とな
り、社会的貢献度の高い研究としての発展が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
放射線によるゲノム損傷応答の研究は、蛋白質複合体のプロテオミクス解析などの網羅的な解

析手法の発展に伴い、DNA 修復、転写、複製、組換え反応間の連携や代謝反応との連携が、浮

き彫りになってきた。さらに真核生物の DNA の特徴であるクロマチンに着目したゲノム損傷応

答シグナルの研究により、それら連携によってクロマチンを介した蛋白質ネットワークが形成

されることが明らかになっている。我々は、TIP60 アセチル化酵素複合体によってアセチル化さ

れたヒストン H2AX が、損傷クロマチン領域からシグナル因子のように放出され、ストレス応

答関連因子、クロマチン構造変換因子などと複合体を形成しながら損傷部位に取り込まれるこ

と( H2AX 交換反応)を見出し、ヒストンが、単なるバリアーではなく、active player として積極

的に DNA 代謝反応に関与することを提示した。 
 最近、我々は、TIP60 と共に H2AX の交換反応に関与する因子としてポリ ADP リボシル化酵

素 PARP-1 を同定し、TIP60 による H2AX のアセチル化は、PARP-1 のポリ ADP リボシル化酵素

活性を高め、H2AX の交換反応を介して損傷領域のヒストンのアセチル化が亢進することを見出

している(Mol. Cell. Biol. 2016)。しかしながら TIP60 による H2AX のアセチル化が如何なるメカ

ニズムで PARP-1 のポリ ADP リボシル化酵素活性を高め、ゲノムストレス応答シグナルに貢献

するのかについて未だ明らかにされていない。 
これまでに我々は、クロマチン転写におけるヒストンアセチル化酵素複合体やヒストンメチ

ル化酵素複合体の研究から、アセチル化酵素の基質であるアセチル CoA やメチル化酵素の基質

である SAM の合成酵素が、クロマチン上に局在する、地産地消の仕組みが存在することを見出

し、これら代謝システムが、クロマチン転写制御機構に積極的に関わることを報告した(Mol. Cell., 
2011., NAR, 2015)。そこで我々は、損傷領域で TIP60 による H2AX のアセチル化が PARP-1 の ADP
リボシル化酵素活性を高めるメカニズムを探るために H2AX 複合体の構成因子についてさらな

る解析を進め、NAD を合成する酵素(NADS1)を同定した。さらにクロマチン免疫沈降実験を行

い、TIP60 のアセチル化活性に依存して NADS1 が損傷領域に集積することを明らかにし、地産

地消の仕組みの存在が示唆された。これらの知見から、NADS1 による DNA 損傷部位での NAD
の局所産生が、PARP-1 の活性を高め、H2AX の交換反応が促進され、その結果、損傷領域での

ヒストンアセチル化の亢進が引き起こされると推測される。 
 
２．研究の目的 
本申請課題では、放射線によるゲノム損傷ストレス応答における TIP60 によるアセチル化シグ

ナルと NAD 代謝の関係について検討し、既存の H2AX のリン酸化シグナルとの関わりを示しな

がら、アセチル化と NAD 代謝の連携機構のメカニズムとその意義を明らかにする。また放射線

照射前後の H2AX のアセチル化の状態が、放射線感受性に影響を与えている可能性を示唆する

我々の実験結果を受けて、TIP60-PARP-1 複合体による H2AX のアセチル化-NAD 代謝シグナル

の連携と放射線感受性との関係を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
a. TIP60 による H2AX のアセチル化が、NADS1 のゲノム損傷領域への誘導に関与しているの

か、あるいは維持に関与しているのかについて TIP60 による H2AX のアセチル化を細胞内

で阻害し、クロマチン免疫沈降あるいは Micro-irradiation 法で明らかにする。 
b. TIP60 による H2AX のアセチル化を介した H2AX の交換反応と NADS1 との関係を検討す

る。 
c. NADS1 の DNA 損傷部位に局在が確認できれば、実際に NAD が、損傷部位で産生されるか

否かについて円順列変異蛍光蛋白質型バイオセンサーを用いて検証する。 
d. ゲノム損傷後の H2AX のアセチル化の度合いと放射線感受性が HeLa 細胞より高い U2OS 細

胞において NADS1 ノックダウンを行い、放射線感受性の低下が起こるか否かを検討する。 
 
４．研究成果 

H2AX の複合体の構成因子をさらに詳細に解析し、de novo 経路の NAD 産生の律速酵素である

NADS1 を同定し、TIP60 のアセチル化酵素活性に依存的にこの NADS1 が DNA 損傷部位に誘導

されることを明らかにしている。そこでまず我々は TIP60 による H2AX のアセチル化が、その

誘導に関与しているのかについてクロマチン免疫沈降法により検討し、その結果、TIP60 による

H2AX のアセチル化が、NADS1 の DNA 損傷部位に誘導もしくは維持に関与していることが明

らかになった。さらに NADS の DNA 損傷部位に局在が、実際に損傷部位で NAD の産生に寄与

しているのかを示す為に円順列変異蛍光蛋白質型バイオセンサーを用いて検証したが、この系



は結果的に良好な結果を得ることができなった。このことを打開する為に細胞核内でのみ

NADS1 の酵素活性を阻害する NADS1 の変異体遺伝子を細胞核内でのみ発現させると、GFP-
PARP-1 のダイナミクスが抑制された。GFP-PARP-1 のダイナミクスの亢進は、ADP-リボシル化

酵素活性を反映していることから NADS1 によって産生された細胞核内の NAD が、PARP-1 によ

って消費されていることが示された。さらに細胞で NADS1 をノックダウンすると相同組換え修

復が阻害されることそして放射線感受性が亢進することを見出し、細胞核内の de novo NAD 産

生系がゲノムストレス損傷応答に関与することが明らかになった。 
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