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研究成果の概要（和文）： DNA 損傷修復におけるユークロマチン領域のクロマチン制御機構
の解析を行なった。その結果、ユークロマチン特異的にヒストン H3 の K9 メチル化を欠損さ
せても、ヘテロクロマチンの場合とは異なり、DNA 損傷応答速度は低下しなかった。このこ
とから、ユークロマチン領域は H3K9メチル化に非依存的に損傷応答を活性化させていること
が考えられる。さらに、これには別のヒストン修飾が関与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：It has been reported that the efficient DNA damage response in 
heterochromatin requires histone H3 K9 methylation. However, in this study, it is 
suggested that H3 K9 methylation is not required for damage response signaling in 
euchromatin. Furthermore, the other histone modification is indicated to be involved in 
this regulation.  
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１．	 研究開始当初の背景	 

	 

	 二本鎖DNA	 切断などの損傷が正常に修復さ

れなかった場合、細胞は細胞死やガン化等の

重大なダメージを受ける。損傷が起こるとチ

ェックポイント因子ATM	 が活性化されて下流

因子をリン酸化し、細胞周期制御やDNA	 修復

を促進することが知られている。	 

	 申請者はこれまで、ヒストンH3	 の56	 番目

のリジン（H3K56）のアセチル化修飾について

研究してきた。このアセチル化は、染色体安

定性／DNA	 修復に重要な役割を果たしている

（坪田智明、実験医学、2008）。最近、卵巣

癌、甲状腺癌、咽喉頭癌、皮膚癌でそのレベ

ルが異常に増大していることが報告され、ガ

ン化との関連が示唆されている（Das	 et	 al.,	 

Nature,	 2009）。申請者は、このH3K56	 アセ
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チル化酵素を酵母細胞より同定し、その分子

基盤を明らかにした（Tsubota	 et	 al.,	 Mol	 

Cell,2007）。	 

	 

	 

	 最近、密集した構造を取るヘテロクロマチ

ン領域でDNA	 損傷が生じた場合、ATM	 の活性

化にヒストンメチル化酵素SUV39H1/H2	 によ

るヒストンH3	 の9	 番目のリジン（H3K9）のト

リメチル化修飾が必用であることが示された

（Sun	 et	 al.,	 Nat	 Struct	 Mol	 Biol,	 2009）。

しかし、細胞内の二本鎖DNA	 切断損傷は比較

的緩やかな構造を取るユークロマチン領域内

でも多く発生している。ユークロマチンとヘ

テロクロマチンは性質が大きく違うため、DNA	 

損傷に対するクロマチン制御も異なる可能性

が考えられた。	 

	 

	 

	 

	 	 

２．	 研究の目的	 

	 

	 そこで、本研究の目的は、DNA 損傷修復に

おけるユークロマチン領域のエピジェネティ

ックな制御機構の解明を行なうことである。	 

研究期間内には、以下の項目について明らか

にする。	 

	 

(1)	 ユークロマチン領域特異的な H3K9 メチ

ル化酵素である G9a を欠損させた場合に、DNA

損傷に対して損傷応答経路がどのように活性

化されるのかについて明らかにする。	 

	 

(2)	 ユークロマチン領域における新規のエピ

ジェネティック制御機構を明らかにする為に、

G9a 欠損細胞における他のヒストン修飾への

影響および細胞内機能の検討を行なう。	 

	 

	 

	 

	 

	 

３．	 研究の方法	 

	 

(1)	 ヘテロクロマチン領域の H3K9 メチル化

酵素である SUV39H1/H2 のノックアウト細胞

では、DNA 損傷に対する ATM の活性化が遅延

することが報告されている。そこで本研究で

は、ユークロマチン領域特異的な H3K9 メチル

化酵素 G9a を欠損させた場合の DNA 損傷に対

する損傷応答シグナルの活性化速度の評価を	 

行う。	 	 

	 

(2)	 G9a 欠損細胞を用いてユークロマチン領

域特異的に H3K9 メチル化を低下させた場合

における他のヒストン修飾への影響、および

細胞内機能について検討を行なう。	 

	 

	 

	 

	 

４．	 研究成果	 

	 

(1)	 G9aを欠損させた場合における損傷応答

速度を検証するために、G9a欠損細胞にDNA傷

害剤を加えた後、ATMのリン酸化速度について

ウエスタンブロッティング法を用いて解析を

行なった（図1）。コントロールとして、野生

型およびSuv39H1/H2ノックアウト細胞を用い

た。	 

	 その結果、Suv39H1/H2ノックアウト細胞で

はDNA損傷後のATMのリン酸化速度は、野生型

のものよりも低下していた（図1）。この結果

はこれまでの報告と同様のものであった。そ

こで次に、G9a欠損細胞を用いて解析を行なっ

たところ、G9a欠損細胞では野生型細胞よりも

ATMの活性化速度は低下するどころか、逆に促

進されていた。これはSuv39H1/H2ノックアウ

ト細胞の場合とは逆の現象である。以上のこ

とから、１）ユークロマチン領域はヘテロク

ロマチン領域とは異なり、H3K9メチル化に非

依存的にATMを活性化する機構を持つことが

示唆される。また、2）G9a欠損細胞では、む

しろ損傷応答速度が増加していることから、

G9a欠損下では染色体／クロマチン構造が不

安定化しており、より損傷を受けやすくなっ

ている可能性が考えられる。	 

	 

	 

	 

	 



 

 

	 

	 

	 

	 

	 	 	 	 	 	 	 	 図 1.	 DNA 損傷応答速度解析	 

	 

	 

	 

(2)	 そこで次に、ユークロマチン領域におけ

る新規の制御機構を明らかにする為にG9a欠

損細胞を用いて他のヒストン修飾への影響を

検討した。	 

	 その結果、G9a欠損細胞ではヒストンH3の56

番目のリジン（K56）のアセチル化修飾に増加

傾向がみられた。これまでに、H3K56アセチル

化の亢進はゲノムの不安定性や細胞の癌化と

の関連が報告されている。そのため、G9a欠損

細胞にみられるゲノム不安定性にH3K56アセ

チル化の亢進が関与している可能性が考えら

れる。	 

	 さらに、H3K56のアセチル化と競合する可能

性があるH3K56のメチル化レベルを解析した

ところ、G9a欠損細胞ではこれが有意に低下し

ていた。加えて、G9aは直接的にH3K56メチル

化修飾を行なっていることが示唆された。こ

れらのことから、G9a欠損細胞では、H3K56の

メチル化レベルが低下することによって、

H3K56アセチル化の亢進が引き起こされる可

能性が考えられる。	 

	 以上のことから、ユークロマチン領域特異

的なメチル化酵素であるG9aは、H3K56のメチ

ル化を通してH3K56アセチル化レベルを制御

することにより、ゲノムの安定性に寄与して

いることが示唆される。	 
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