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研究成果の概要（和文）：本課題では、損傷領域におけるTIP60複合体によるアセチル化H2AXを介した損傷クロ
マチンダイナミクスが、リン酸化カスケードによるDNA損傷応答シグナルの活性化にどのような役割を持つのか
を明らかにすることが目的である。H2AXのアセチル化とリン酸化は、共にDNA損傷のセンサー蛋白質であるNBS1
の損傷クロマチンへの誘導には関与しないが、誘導後の損傷クロマチンでの維持機構には関しては異なった役割
を持つ。すなわち、H2AXのリン酸化は、NBS1を損傷部位につなぎとめる役割を持ち、一方、H2AXのアセチル化
は、損傷部位に集積したNBS1の非損傷部位への拡散を防ぐ役割があることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We investigated how damaged chromatin dynamics via histone H2AX acetylation 
by TIP60 histone acetyltransferase complex affects the activation of DNA damage signaling via 
H2AX-phosphorylation. We found that both acetylation and phosphorylation of H2AX after induction of 
DNA damage are not required for the initial recruitment of NBS1 to DNA damage sites but for the 
maintenance of NBS1 at DNA damage sites in different ways. Our findings demonstrate that the 
phosphorylation of H2AX function as an anchor to maintain NBS1 at DNA damage sites whereas, the 
acetylation of H2AX by TIP60 complex has an important role to prevent the spreading of NBS1 
signaling to undamaged regions.  

研究分野： 放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 放射線などによる DNA 二本鎖切断によっ

て引き起こされるヒストン H2AX を介した

DNA損傷応答シグナルは、ATMによる H2AX

のリン酸化に端を発した positive feedback 

loop によるリン酸化カスケードよって増幅

されるというモデルが提唱されている。しか

しながらこのモデルでは、損傷応答シグナル

の増幅が、非損傷領域にまで及び、周辺の転

写や複製が阻害されることになる。従って、

DNA 損傷応答シグナルの活性化を損傷領域

のみに限局させる機構が存在するはずであ

るが、その実体は全く不明であった。我々は、

この問題に取り組み、TIP60 ヒストンアセチ

ル化酵素複合体によるH2AXのクロマチンか

らの放出が (Ikura, T, et al. Cell. 2000, Ikura, 

T, et al. Front Biosci, 2003, Ikura, T et al. Mol 

Cell. Biol. 2007)、H2AXを介した DNA損傷

応答シグナルを損傷領域に限局化させ、DNA

損傷応答シグナルの非損傷領域への拡散を

防いでいることを見出した。また我々は、ク

ロマチン転写の制御に細胞内の代謝が深く

関与していることを明らかにしているが 

(Katoh, Y, et al. Mol Cell. 2011)、我々は、そ

の知見を DNA 損傷応答シグナル研究に応用

展開し、損傷領域の H2AX のアセチル化が、

代謝系とクロストークすることが、クロマチ

ンの動的変化に必要であることを突き止め

た。この知見は、細胞内の代謝状態が、アセ

チル化修飾を介して DNA 損傷応答シグナル

の活性化に影響を与えることを示唆してお

り、放射線感受性の分子レベルでの検証にア

セチル化修飾が有用であることを物語って

いる。 

２．研究の目的 

	 本課題では、損傷領域における TIP60アセ

チル化酵素複合体によるアセチル化H2AXを

介したクロマチンの構造変換が、リン酸化カ

スケードによる DNA 損傷応答シグナルの活

性化の暴走を抑えるという我々独自の知見

に基づき、アセチル化連動を介した DNA 損

傷応答シグナルの活性化調節の実体とその

分子機構を明らかにする。それと同時に放射

線障害に対するアセチル化修飾の変化を定

量プロテオミクス解析より検討し、放射線障

害によるアセチル化修飾の連動の変化が、放

射線感受性の分子レベルでの評価法につな

がる可能性を探る。具体的には、以下の項目

について検討する。 

(1) 損傷部位でのヒストン H2AX のアセチル

化が、アセチル化Wave を引き起こし、その

Wave が DNA 損傷応答シグナルの損傷領域

での限局化につながることを証明する。 

(2)	 TIP60 アセチル化酵素複合体によるヒス

トンのアセチル化が、TIP60 複合体内の非ヒ

ストン蛋白質のアセチル化を促進する可能

性を検証し、低線量から高線量までの様々な

レベルでの放射線障害に対するそれらアセ

チル化修飾の変化を高感度定量プロテオミ

ク ス 解 析 法 で あ る Multiple Reaction 

Monitoring (MRM)法により検討する。 

(3)	 DNA損傷領域におけるヒストンのアセチ

ル化をトリガーとしたアセチル化の伝播“ア

セチル化 Wave”の存在について超高解像度

顕微鏡 (3D-SIM) を含めた蛍光組織化学的

解析で明らかにする。 

３．研究の方法 

	 放射線照射前後で精製したTIP60複合体の

構成因子の中でアセチル化される蛋白質を

網羅的に同定する。このアセチル化が、様々

なレベルの放射線障害によって変動するか

否かを高感度定量プロテオミクス解析 MRM

法によって検討する。これらのアセチル化が、

TIP60 複合体によるヒストンのアセチル化に

よって誘導されることを明らかにし、抗アセ

チル化リジン抗体を用いて蛍光免疫組織学

的解析、超高解像度顕微鏡を駆使して検討し、

Acetylation Waveの存在を示す。そのWave

が、H2AXによる foci構造を取り囲むように

存在するのかを検証し、損傷領域のアセチル



化修飾の連動が、リン酸化カスケードによる

DNA損傷応答シグナルの暴走を止め、損傷領

域に限局化させることを証明する。 
４．研究成果	

	 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、ヒストン

H2AX のリン酸化を介した DNA 損傷応答シ

グナルを損傷領域に限局させ、非損傷領域へ

の拡散を防いでいることを明らかにしてい

る。そこで実際に DNA 損傷応答シグナルカ

スケードに対してH2AXのアセチル化とリン

酸化が、具体的にどのような関わり方をする

のかを検証するために DNA 損傷のセンサー

蛋白質である NBS1 に着目した。NBS1 は、

リン酸化されたH2AXにチェックポイント蛋

白質 MDC1 を介して結合し、DNA 損傷領域

に集積することが明らかになっている。蛍光

免疫組織学的解析により、NBS1は、DNA損

傷領域でフォーカスを形成することが知ら

れている。そこで TIP60複合体による H2AX

のアセチル化が、DNA 損傷領域における

NBS1 のフォーカス形成にどのような影響を

及ぼすのかについて蛍光免疫組織学的解析

により検証した。その結果、TIP60 による

H2AX のアセチル化を阻害した細胞では、

NBS1 のフォーカス形成が完全に阻害される

ことはなかったが、かなりの割合で NBS1の

フォーカスの境界が、コントロール細胞に比

較して不明瞭であり、NBS1 の損傷部位での

限局化が、抑制されることが示された。この

ことは、H2AX のアセチル化が、H2AX のリ

ン酸化によるフォーカスを DNA 損傷領域に

限局させるという我々のこれまでの知見を

支持するものであった。我々は、以前、TIP60

による H2AXのアセチル化が、損傷領域での

H2AX のダイナミックな交換反応に関与して

いることを明らかにしている(Ikura, T, et al. 

Mol. Cell. Biol. 2007）。興味深いのは H2AX

のリン酸化は、こういった H2AXのダイナミ

クスに関与しない。また他のグループにより、

NBS1 を始めとする DNA 損傷応答関連因子

は、DNA損傷応答シグナルを活性化させるた

めにDNA損傷時にクロマチンに結合するが、

その結合様式が、極めてダイナミックであり、

結合と離脱を繰り返すことを明らかにして

いる。このダイナミックな結合こそが DNA

損傷応答シグナルの活性化に重要であるこ

とが示されている。これらの知見に基づき、

我々は、Fluorescence after photo-bleaching 

(FRAP)とmicro-irradiationを組み合わせた方

法を用いて、H2AX のアセチル化とリン酸化

による NBS1-GFP の損傷クロマチンとの結

合ダイナミクスへの影響について検討した。

具体的には、細胞内で TIP60による H2AXの

アセチル化を阻害した細胞、あるいは H2AX

のリン酸化を阻害した細胞を用いてH2AXの

アセチル化あるいはリン酸化が、正常細胞

（コントロール細胞）と比較して NBS1-GFP

のDNA損傷領域への集積部位でのGFPシグ

ナルの bleaching 後の回復率に対して如何な

る影響を及ぼすかについて検証した。その結

果、正常細胞と比較して H2AXのアセチル化

を阻害した細胞では優位にその回復率が抑

制されることが明らかになった。一方、H2AX

のリン酸化を阻害した細胞では、その回復率

は、正常細胞と同一であることが明らかにな

った。H2AX のアセチル化あるいはリン酸化

を阻害しても NBS1-GFP の損傷領域への集

積は、正常細胞と同様である。これらの結果

から NBS1 の損傷領域での維持に関して、

TIP60による H2AXのアセチル化とリン酸化

は異なった役割を持つことが明らかになっ

た。すなわち細胞内で H2AXのリン酸化を阻

害するとNBS1のフォーカスが全く観察され

ず、一方、H2AXのアセチル化の阻害は、NBS1

の損傷部位での限局化が阻害されることか

ら、H2AX のリン酸化は、NBS1 を損傷部位

につなぎとめるアンカーのような役割を持

ち、H2AX のアセチル化は、損傷部位に集積

したNBS1が非損傷部位に拡散しないように



していることが明らかになった（Ikura, M, et 

al. Mol. Cell. Biol. 2015）。さらに我々は、

TIP60 による H2AX のアセチル化によって

ADP-リボシル化酵素が活性化させることを

見出し、このアセチル化とリボシル化酵素の

連携が、H2AX の損傷領域での交換反応の促

進とNBS1の損傷部位での保持に関与するこ

とを見出した（Ikura, M, et al. Mol. Cell. Biol. 

2016）。またTIP60にアセチル化されるTIP60

複合体の構成因子 TBR については、そのノ

ックダウン細胞の解析からH2AXのリン酸化

の局在化に関与していることが明らかにな

りつつあり、TIP60 によるアセチル化の連携

が、クロマチン構造変換を介して H2AXのリ

ン酸化を介した DNA 損傷応答シグナルの

fine-tuningを担っていることが明らかになっ

た。 

高感度定量プロテオミクス解析 MRM 法によ

るH2AXのアセチル化とリン酸化の定量を異

なる 2種類のがん細胞で行い、これらの細胞

では同様の放射線障害に対してアセチル化

とリン酸化の程度が、異なることが明らかに

なった( Matsuda, S, et al. Radiat. Environ 

Biophys. 2015) 。細胞内での H2AXのアセチ

ル化を蛍光免疫組織学的に観察することは

困難であったが、 In situ proximity ligation 

assay 法によって克服した。これらの系を用

いて損傷部位でのアセチル化 wave を確認す

ることが可能になる。 
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3.井倉	 毅、松田	 涼、井倉正枝 「 DNA
損傷応答におけるヒストン H2AX化学修飾
の時空間的制御」第 87 回日本生化学会大
会 2014年 10月 15-16日	 京都市 
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