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緒 言 
 
真核生物のDNAは、ヒストンタンパク質とクロマチン構造を形成している。DNA代謝の中でもDNA修復研究は、

がん研究と古くから密接な関わりがあり、修復因子の欠損や変異が、がん化の原因になることはすでによく知られてい

る。また網羅的な遺伝子変異解析技術の進歩により、多くの癌細胞でクロマチン構造変換因子やヒストン蛋白質の遺伝

子に変異が観察されている。我々は、DNA損傷応答に関与するTIP60ヒストンアセチル化酵素が、ヒストンH2Aの

バリアントH2AXをアセチル化し、クロマチンからの放出を促すことにより損傷領域のクロマチンをopenに維持する

ことを見出した［1～3］。その一方でH2AXは、我々が見出したアセチル化に加え、リン酸化酵素ATM/ATRによって

リン酸化され、このリン酸化によって修復因子やチェックポイント因子が損傷部位に維持され、DNA 損傷応答シグナ

ルを制御することが明らかになっている［4］。興味深いことに、H2AXのリン酸化は、損傷クロマチンからの放出には

関与しない［1］。すなわち H2AX は、リン酸化をシグナルとする修復タンパク質の維持とアセチル化をシグナルとす

るクロマチン構造変換という 2 つの重要な働きを有することになる。我々は、NIH3T3 細胞を用いたコロニーフォー

メーションアッセイでコロニー形成能が、TIP60ノックダウンで高まることを明らかにしており、これらの結果は、ク

ロマチンの動的変化を促す TIP60 による H2AX のアセチル化が、DNA 損傷応答シグナルを制御していると同時に、

がん抑制シグナルとしても働いている可能性を示唆している。本研究において、損傷領域のクロマチンの動的変化を制

御する TIP60 による H2AX のアセチル化シグナルが、癌抑制シグナルとなる可能性について NIH3T3 細胞を用いた

コロニー形成能実験、HCT116細胞を用いたHPRT遺伝子の変異原解析、フローサイトメトリー解析を用いてH2AX
のアセチル化のチェックポイント活性化への関与の有無について検討した。また既知の損傷応答リン酸化カスケードと

の関係を探る目的でTIP60 によるH2AX のアセチル化とDNA 損傷依存的に引き起こされるATM のリン酸化との関

係について、クロマチン免疫沈降法を用いて検討した。結果、TIP60 による H2AX のアセチル化を細胞内で阻害する

と、H2AXのリン酸化を阻害した時よりもコロニー形成能が増大すること、またG1/Sのチェックポイント活性化が阻

害されることが明らかになった。変異原性解析の結果においてもTIP60によるH2AXのアセチル化を細胞内で阻害す

るとHPRT 遺伝子の変異率が増大することが示されたが、低線量率放射線を与えた場合では、H2AX のリン酸化を阻

害した時の方が、その変異率が増大する結果となった。H2AX のアセチル化と ATM のリン酸化との関係については、

H2AXのアセチル化を阻害するとリン酸化ATMのDNA損傷領域への集積が過剰になり、H2AXのアセチル化とATM
のリン酸化カスケードは、互いに補完的であることが示された。以上より、H2AXのアセチル化が、がん抑制シグナル

として働く可能性があることが示唆された。 
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方法および結果 
 
1． TIP60 による H2AX のアセチル化と ATM によるリン酸化カスケードの関係についてのクロマチン免疫沈降法

（クロマチン IP）による検証 
I-Sce1 による DNA 二本鎖切断を定量的に解析する DR-GFP のシステムを導入した細胞（DR-GFP 細胞）に

TIP60、TIP60アセチル化活性欠失変体であるTIPM, H2AXの野生型（H2AX WT）H2AXのアセチル化部位の

変異体（H2AX K5R）遺伝子をそれぞれ発現させ、I-Sce1のアデノウイルスの感染前後で、ATMのリン酸化の抗

体を用いてクロマチン IPを行った。回収したDNAを定量PCRで解析し、損傷部位でのATMのリン酸化の濃縮

の度合いを野生型と変異型細胞で比較検討した。 
結果、TIPM およびH2AX K5R遺伝子を発現させた細胞において、I-Sce1によるDNA二本鎖切断領域のATM

のリン酸化シグナルの濃縮は、TIP60およびH2AX WT遺伝子の発現細胞と比較して増大していることが明らか

になった。 
2． NIH3T3細胞を用いたTIP60によるH2AXのアセチル化およびH2AXのリン酸化のコロニー形成能の検討 

TIP60の基質として知られているH2AXとがん抑制因子p53に着目し［5］、H2AXの遺伝子をノックダウンおよ

びp53の機能を阻害するDominant Negative（p53DN）の遺伝子をNIH3T3細胞に導入し、コロニー形成能を

検討した［6］。 
NIH3T3細胞を0.6×10６個/ mlで10 cm dishに播種する。24時間後にRNAi MAXにて siRNAを transfection

する。さらに36時間後に10 cm dish に500個／1 dish（10 cm）に播種する。8日間培養後に、PBS washし乾

燥、100%エタノールにて固定、4%ギムザ染色後にコロニーカウントした。p53DN 遺伝子に関しては、Lonza に

て遺伝子導入した。24 時間後に 500 個／1 dish 播種した。8 日間培養後に同様の方法で固定してコロニーカウン

トした。50個以上の細胞集団を1つのコロニーとしてカウントした。 
結果、H2AX ノックダウンあるいは p53DN 遺伝子を発現させた NIH3T3 細胞では、コントロール細胞に対し

て、コロニー形成能が増強することが明らかになった。H2AXノックダウンの細胞にp53DNの遺伝子を同時に発

現させても H2AX ノックダウンあるいは p53DN 単独で発現させた細胞と同様なコロニー形成能しか示さず、

H2AXとp53は、おそらく同一の経路で作用していることが示唆された。さらにH2AX WT、H2AX K5R、H2AX 
S139Aを遺伝子導入し、コロニー形成能を比較した。結果、H2AX K5Rを導入したものが最もコロニー形成能が

高いという結論に達した。 
3． H2AXのアセチル化とリン酸化を細胞内で阻害した時のHPRT遺伝子の変異原性解析 

ミスマッチ修復機構が欠失しているHCT116細胞にH2AX WT, H2AX K5R, H2AXS139A遺伝子をそれぞれ発

現させた細胞を樹立した。プリンサルベージ経路の酵素であるHPRT 遺伝子に変異が生じている細胞を除外する

目的でこれらの細胞をまずHAT培地（Gibco 50xHAT Supplement 21060-017）で培養し、10 cm dishに200 cells
播種し、これらについてコロニー形成能を調べた。それと同時にこれらの細胞を 5×10５cells を 10 cm dish に播

種し、24時間後に6-チオグアニン（6-TG : Sigma）を final 5μg/ml になるように加えて10日間培養した。正常

細胞では、HPRTは、6-TGを取り込んで死滅するが、HPRTが欠損あるいは変異が導入されて、その機能が阻害

されると 6-TG を取り込むことができず、生存する。この特性を利用して変異率を求めた。変異率は、6-TG 投与

後に生き残ったコロニー数／200個播種後 の実際に形成されたコロニー数／200×5×10５cellsとして算出した。 
結果、H2AX K5R遺伝子発現細胞の6-TG投与後のコロニー数が、H2AX WTおよびH2AX S139A遺伝子発現

細胞より多く、結果、HPRT遺伝子の変異率が最も高いことが明らかになった。 
4． フローサイトメトリー解析を用いたチェックポイント活性化におけるH2AXのアセチル化の役割 

H2AX WT、H2AX K5Rの遺伝子をそれぞれHeLa細胞に導入しSerum starvationによってG1／Sでarrest
後にリリース、照射後に4時間ごとに細胞を回収し、70%エタノールで固定した。その後、PI染色し、フローサイ

トメトリーで解析した。 
結果、H2AX WT遺伝子発現細胞でみられる放射線照射後のG1/S期のチェックポイント活性化が、H2AX K5R 

遺伝子発現細胞では、抑制されていることが明らかになった。 
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図1．NIH3T3細胞におけるH2AXのアセチル化、リン酸化、およびp53DNのコロニー形成能比較実験 
A）NIH3T3細胞にp53DN、siH2AX、siTIP60（上段）siH2AX+p53DN、siTIP60+p53DN（下段）をそれぞれ導入

し、10日後にギムザ染色した時のコロニー形成像 
B）A）のコロニー数をカウントし、定量した時の図（n = 3）、縦軸は、コロニー数を示す。＊P値：0.0003（t-test） 
C）NIH3T3細胞にH2AXWT、H2AX K5R、H2AX S139A（上段）H2AX WT＋p53DN、H2AX K5R＋p53DN、

H2AX S139A+p53DN（下段）をそれぞれ導入し、10日後にギムザ染色した時のコロニー形成像 
D）C）のコロニー数をカウントし、定量した時の図（n = 3）、縦軸は、コロニー数を示す。＊P値：0.0003（t-test） 

 
考 察 

 
本研究課題によって、TIP60 ヒストンアセチル化酵素による H2AX のアセチル化が、細胞増殖に対して抑制的に働

くことが示された。細胞内でアセチル化を阻害すると増殖が加速するばかりではなく、HPRT 遺伝子の変異率も亢進

することから、H2AXのアセチル化がDNAの変異の蓄積を抑止し、がん抑制シグナルとして作用している可能性が高

い。今後は、ヌードマウスなどを用いた個体解析を行い、実証して行く必要がある。 
他のグループの研究では、TIP60およびH2AXのノックアウトマウスは、p53に非依存的にB細胞リンパ腫を発症

することが報告されているが、今回の我々のNIH3T3細胞を用いた実験では、TIP60およびH2AXは、p53と同一経

路で細胞増殖に対して抑制的に働いているという結果を得た。この見解の違いは、B 細胞と NIH3T3 細胞では、これ

ら因子による蛋白質ネットワークが異なるのか、あるいは、ノックアウトとノックダウンの違いが、この相違をもたら

している可能性がある。すなわち TIP60 および H2AX のノックアウトでは、他の補完経路が活性化し、そのことが、

ノックダウンの実験結果との違いを生み出している可能性がある。今後は、これらの点を検証する必要がある。 
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H2AX のアセチル化を阻害した細胞では、コロニー形成能が高まった。その一方で H2AX のリン酸化を阻害した細

胞では、むしろ H2AX の野生型を導入した細胞に比較してコロニー形成能の低下が観察された。この理由として考え

られることは、我々は、以前、H2AXのリン酸化を阻害するとH2AXのアセチル化が亢進することを見出しており［2］、
このアセチル化の亢進が、コロニー形成能の低下の原因になっている可能性が高い。今回のリン酸化抑制によるコロニ

ー形成能の低下という結果は、H2AX のアセチル化が細胞増殖に対して抑制的に働いていることと合致しており、

H2AXのアセチル化が、がん抑制シグナルとしての機能があることを示唆している。 
最後に、本研究提案の中で当初予定していたB 細胞を用いた c-myc／IgH の転座の頻度を PCR で検討する実験が、

展開することができず、その代わりに HPRT 遺伝子の変異原性解析を行いました。この場を借りてお詫び申し上げま

す。また今回、上原記念生命科学財団にご支援頂いたことで現在、本提案に関連した論文は投稿準備中です。採択に向

けてさらなる努力を続けて参りたいと思います。 
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