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研究成果の概要（和文）：我々はEGF刺激時に起こるEGFシグナル抑制分子Mig-6のリン酸化による脱抑制とMAPK
の活性化がUV照射時にも起こる事を見いだし、EGFシグナリングとDNA障害応答のクロストークを実証した。
一方で、我々はUV照射によりHATの一種であるHBO1のSer50/Ser53がATRによりリン酸化されること、照射6h以降
にCUL4-DDB1/DDB2によりHBO1はユビキチン化され分解されることを見いだした。一方で、UV照射後、HBO1はH3の
アセチル化を介して損傷部位のクロマチン構造変化を誘導し、ヌクレオチド除去修復(NER)に関与する因子のリ
クルートを促すことでNERに関与する事を見いだした。

研究成果の概要（英文）：We found that Mig-6, an internal inhibitor of EGFR,is phosphorylated 
accompanied by EGF stimulation but also UV-irradiation. The results suggest that there is a 
crosstalk between EGF-signaling and DNA-damage response. Next, we found that HBO1,a histone 
acetyltransferase, phosphorylated Ser50/Ser53 of HBO1 by ATR after UV irradiation. HBO1 is 
ubiquitylated by CUL4-DDB1/DDB2 and degraded 6h after UV-irradiation. Moreover, we found that HBO1 
participated in nucleotide excision repair(NAR). UV-DNA-damege induced phosphorylation of HBO1 
promoted acetylation of histone H3 to induce structural change of chromatin in the damaged sites. 
These results suggested that the HBO1-mediated chromatin conformational change promoted recruitment 
of NER-related factors to enhanced the NER. 

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 DNA 障害応答は細胞運命決定や細胞がん
化と密接に関連する極めて重要な研究領域

である。しかしながら、DNA 障害応答から
修復完了までの全容の解明は未だされてい

ない。また種々のシグナル伝達機構と DNA
障害応答のクロストークについても不明の

点が多い。 
 
２．研究の目的 
(1)上皮増殖因子(EGF)のシグナル伝達経路
と DNA 障害応答経路のクロストークの可能
性を検証する。 

 
(2) DNA障害シグナルによるヒストンアセチ
ル化酵素の量的質的制御機構とその意義を

解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) UV、HU等の DNA障害を細胞に与え、
Chk1、Mig-6、EGFR、MAP キナーゼが活
性化するか否かを各種特異的リン酸化抗体

を用いたウエスタンブロッテイングにより

解析する。その結果を EGF 刺激時のシグナ
ル伝達と比較する。さらにMig-6に関しては
PhosTagゲル電気泳動を用いて検証する。 

 
(2) UV 照射により DNA 障害を細胞に与え、
ヒストンアセチル化酵素 HBO1 のリン酸化
を質量分析等で解析する。同定したリン酸化

pSer50/pSer53 に特異的抗体を作製する。UV
照射後の HBO1 のリン酸化や細胞内動態と
DNA 障害関連因子の挙動を蛍光顕微鏡で解
析し、HBO1と各種因子との共局在性を解析
する。UV照射後の HBO1の量的変動を解析
し、プロテアソーム阻害剤存在下でユビキチ

ン化を解析する。さらにこのユビキチン化に

関与する E3 リガーゼ候補を細胞内に発現さ
せ、HBO1のユビキチン化が亢進するか、E3
リガーゼ候補のノックダウンにより HBO1
のユビキチン化が抑制されるかで検証する

ことで、HBO1 のユビキチン化に関与する

E3リガーゼを同定する。DNA修復における
HBO1の機能の検証については、細胞を UV
照射後リン酸化型HBO1とDNA修復関連因
子の免疫染色を行い、蛍光顕微鏡で解析し、

HBO1 と各種因子との共局在性を解析する。
この時、非リン酸化型 HBO1 の共発現や、
HBO1 や ATR のノックダウンで DNA 修復
関連因子の障害部位へのリクルートが阻害

されるかを解析し、HBO1が DNA修復関連
因子の障害部位へのリクルートに必要かを

検証する。さらにこの時 UV照射後のコロニ
ー形成能（感受性解析）やコメットアッセイ

等を行い HBO1およびそのリン酸化が DNA
修復に必要かを検証する。 
 
	
 
４．研究成果	
 

(1) 申請者等の解析の結果、EGF刺激時、EGF

受容体(EGFR)は自己リン酸化が起こるが、そ

れに伴い EGFRの細胞内ドメインと直接結合

してEGFシグナルを抑制する分子Mig-6のリ

ン酸化が起こり、Mig-6 の EGFR 抑制能が低

下し、シグナルの開始に寄与することが判明

した。さらにこの Mig-6のリン酸化を行う酵

素は Chk1 である事、Chk1 の活性化は

EGFR/PI3K経路で起こる事を見いだした。 

このDNA障害非依存的なChk1の機能はEGF

シグナルの開始に関与する事が示唆された。

一方で UV照射時にも Mig-6のリン酸化が起

こる事が判明し、DNA 障害応答と EGF シグ

ナリングのクロストークが示唆された。 

 

(2) 我々は UV やハイドロキシウレア、ブレ

オマイシン等の DNA 傷害性薬剤で細胞を処

理すると、DNA傷害に伴いヒストンアセチル

トランスフェラーゼ (HAT)の一種である

HBO1のSer50/Ser53がリン酸化されることを

見いだした。siRNA を用いた ATR のノック

ダウンやATR阻害剤によりUV照射で誘導さ

れる HBO1 の Ser50/Ser53 のリン酸化が低下

することから、その責任リン酸化酵素が ATR



であることが判明した。さらに、Ser50/Ser53

がリン酸化されたHBO1はDDB2と結合する

事を見いだした。この結果から HBO1をユビ

キチン化するユビキチンリガーゼは

CUL4-DDB1/DDB2 であることが予想された。

我々は UV照射後に HBO1がリン酸化される

と 6時間以降に CUL4-DDB1/DDB2によって

ユビキチン化され、プロテアソーム依存的に

分解される事を証明した。この現象は細胞増

殖の ON/OFFと深く関係している事も示唆さ

れた。 

	
 これまで HBO1 が DNA 損傷修復機構に機

能するという報告はなかったが、我々はそれ

を示唆する予備的結果を得ていた。本研究で

はそれを基にDNAの傷を直すDNA損傷修復

機構にヒストンアセチルトランスフェラー

ゼであるHBO1が如何に関与するかの解析を

行った。まず、UV 照射後の HBO1 のリン酸

化 に 伴 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 除 去 修 復

(NER:nucleotide excision repair)に関わる因子

が DNA 損傷部位にリクルートされる事を上

記の細胞生物学的解析によって見いだした。

このとき HBO1の Ser50/53を Alanineに変異

を導入するとこの NER 関連因子のリクルー

トは阻害され、NER による修復も抑制され

る事が判明した。また障害部位において

HBO1 によるヒストン H3 のアセチル化が亢

進することが確認された。このヒストン修飾

によりクロマチン構造が開く事が示唆され、

NER 関連因子が導入されやすくなると考え

られる。 

	
 以上の解析結果により、UV 照射による塩

基の損傷は ATR による HBO1のリン酸化を

引き起こし、HBO1は損傷部位のヒストン H3

をアセチル化してクロマチン構造変化を誘

導する。それにより NER 関連因子のリクル

ートが促進され NER に寄与することが強く

示唆された。 
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