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緒緒  言言  

 
我々ヒトを含め生物にとり遺伝情報を担う DNA の安定性を維持することは種を保存するために最も重要なことで 

ある。我々の生体は多くの外的・内的要因な刺激にさらされ常にDNA損傷が誘発されている。これらの損傷を適切に

修復することはガンをはじめとする遺伝的変異を原因とする疾病を防ぐために必要となる。ヌクレオチド除去修復

（NER）は紫外線により DNA に生じるピリジン二量体を筆頭に DNA の立体構造の歪みを感知して損傷部位を除去

修復するDNA修復機構である［1］。NERには損傷の認識方法に二種類がある。その一つは転写が行われているDNA
鎖上に 損傷があるとRNAポリメラーゼⅡが衝突してNERを惹起する転写共役NER（TC-NER）と呼ばれるもので

ある［2］。もう一つの損傷認識機構は DDB1 と DDB2 からなる UV-DDB 複合体と Xeroderma pigmentosum, 
complementation group C（XPC）によりDNAらせんの歪みが感知され修復が促進される全ゲノムNER（GG-NER）
と呼ばれる［3］。最近のNERに関する研究から細胞内でNERが適切に働くためにはクロマチン構造の変換が必要と

されることが明らかになってきた。筆者は紫外線（UV）照射後のチェックポイント反応の研究からヒストンアセチル

トランスフェラーゼ（HAT）の一つ、HBO1がリン酸化された後DDB2タンパクと結合することを明らかにした［4］。      
DDB2 は GG-NER において働く既知の修復因子であることから HBO1 の NER への関与を予測し、HBO1 の HAT  
活性が GG-NER に必須であることを報告している［5］。HBO1 はヒストン H3 リジン 14（H3K14）を主に      

アセチル化するHATでありH3K14のアセチル化（H3K14AC）がヒストンH3K4トリメチル化を誘引しクロマチン          
リモデリング因子を DNA 損傷部位へリクルートすることが示唆されている。このようにヒストン H3K14 の        
アセチル化と NER の関係が明らかになる一方、H3K14 脱アセチル化が NER に関与するのか否かについての報告は

ない。筆者は GG-NER による損傷の除去・DNA 再合成後 H3K14 の脱アセチル化が必要となるのではないかと    

予想し、その活性も染色体安定性に寄与するものと考えヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）とNERの関係について

研究を開始した。筆者の予想に反し UV 照射後の細胞内において HDAC は NER 初期の XPC の DNA 損傷部位への

集積に必要であることが明らかとなった。これまで XPC の集積に関しインヒビターを用いて検討した報告があるが 

筆者は RNA 干渉（siRNA）を用いて特異的な mRNA 発現抑制を行い、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC3）が   

UV照射後のH3K14の脱アセチル化に必要とされることを明らかにしたので報告する。 
 

方方  法法  

 
11.. 細細胞胞培培養養  
ヒトU2OS細胞、HeLa細胞をDulbecco’s modified Eagle’s mediumに10％FBSを添加し培地として培養した。 

22.. 抗抗体体  
次の抗体を実験に用いた。anti-HBO1 antibody（sc-13284、Santa Cruz、Dallas、TX、USA）、anti-DDB2 antibody 

（sc-81246、Santa Cruz）、anti-XPC antibody（sc-74410、Santa Cruz）、anti-TFIIH p89 antibody（sc-293、Santa 
Cruz）、anti-CSB antibody（sc-166042、Santa Cruz）、anti-CPD antibody（NMDND001、Cosmo Bio、Tokyo、Japan）、
anti-acetyl-Histone H3K14 antibody（A-4023、EPIGENTEK、NY、USA）、anti-Histone H3 antibody（39763、
ACTIVE MOTIF、Carlsbad、CA、USA）、anti-Chk1 antibody（sc-8408、Santa Cruz）、phospho S317 Chk1 antibody
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（ab59239、Abcam、Cambridge、UK）、anti-HDAC1 antibody（sc-7872、Santa Cruz）、anti-HDAC2 antibody     
（sc-7899、Santa Cruz）、anti-HDAC3 antibody（sc-11417、Santa Cruz）、anti-HDAC3 antibody（ab7030、Abcam）、

and anti--actin antibody（sc-47778、Santa Cruz）。 
33.. 局局所所的的UUVV照照射射実実験験  
コラーゲンコートしたカバースリップ上で培養した細胞に 8μm ポアサイズのポリカーボン製のフィルターを    
被せ245 nm UVを照射した。細胞は培養後固定され実験に用いられた。 

44.. ココロロニニーーアアッッセセイイ法法  
500細胞を直径10 cmプラスチックディッシュに播種し24時間後UV照射を行った。37℃、CO２インキュベーター

で 10～14 日培養しメタノール：酢酸溶液で固定し、クリスタルバイオレッドでコロニーを染色した。UV 照射無しの

コロニー数に対する相対コロニー数を計算し紫外線感受性を求めた。 
55.. CCPPDD  rreeppaaiirrアアッッセセイイ  
カバースリップ上の細胞に 15 Jm２ UV を照射し、示された時間培養後パラフォルムアルデヒド溶液で固定した。

DNA上に残存するシクロブタン型ピリミジン二量体（CPD）を抗CPD抗体で免疫染色しCPD量を定量した。 
 

結結  果果  

 
11．． HHDDAACC33ははUUVV照照射射後後ののヒヒスストトンンHH33KK1144をを脱脱アアセセチチルル化化すするる  

UV照射された細胞内の核ではヒストンH3K14のアセチル化に変化が生じるのかを検討した。方法としてUV照射

された核のヒストン H3K14AC を特異的抗体を用いて定量した。その結果、UV 照射により照射部位の H3K14 は     
脱アセチル化された（図 1）。このとき脱アセチル化を担う HDAC を同定するため、主に核に存在する HDAC1、2     
および 3 をノックダウン（KD）した細胞を用いた。その結果、試験した HDAC KD 細胞の脱アセチル化は       

減弱したが、なかでもHDAC3 KDは最も脱アセチル化を抑制した。 

 

図1．UV照射後ヒストンH3K14は脱アセチル化される 
コントロールおよびHDAC1、2、3 KD細胞は50 Jm－２ UV照射後30 minで固定され特異的抗体

（anti-acetyl-Histone H3K14 antibody）で免疫染色された。コントロール細胞の脱アセチル化と   
比較して脱アセチル化活性は定量された。*P＜0.05、**P＜0.01（Student’s t-test）。 

 
22．． HHDDAACC33ははCCPPDD  rreeppaaiirrにに必必要要ととさされれ、、そそのの欠欠損損ははUUVV感感受受性性をを招招くく  

UV 照射後に照射部位の H3K14AC が脱アセチル化されたことより、脱アセチル化が正常な NER に必要とされる 
のか試験した。コントロールとHDAC1、2、3およびDDB2 KD細胞にUV照射し、24時間までのCPD除去修復を

モニターした（図2左）。するとHDAC3 KD細胞ではCPD除去に欠損を持つことが知られているDDB2 KD細胞と

共に 24 時間後においても除去修復が遅延していた。また HDAC3 KD 細胞の UV 感受性は増加していることも確認  
された（図2右）。これらの結果はHDAC3がNERに関与しCPD除去修復を促していることを示唆した。 
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図2．HDAC3はCPD除去修復に必要とされその欠損はUV感受性を招く  
（左） 15 Jm－２ UV照射後、コントロール、HDAC1、2、3およびDDB2 KD細胞のCPD残存量は24時間ま

でモニターされた。CPDは特異的抗体（anti-CPD antibody）で免疫染色された。照射後1時間のCPD量

に対する相対量をプロットした。*P＜0.05、n.s.：not statistically significant（Student’s t-test）。 
（右） 0、7 および 13 Jm－２ UV を照射し 10 days 培養した。生存したコロニー数を 0 Jm－２に対する相対値    

としてプロットした。*P＜0.05、n.s.：not statistically significant（Student’s t-test）。 
 

33．．HHDDAACC33はは損損傷傷部部位位へへののXXPPCCのの集集積積にに必必要要ととさされれるる  
HDAC3 が NER 経路のどのステップで関与するのかを既知の修復タンパクである DDB2、XPC および TFIIH の

local UVした部位への集積量を定量することで明らかにした。するとDDB2集積にHDAC3 KDは影響しなかったが

XPC の集積に欠損があることが明らかとなった（図 3）。さらに下流の因子であるTFIIH の集積もHDAC3 KD 細胞

では低下していた（data not shown）。 

 
図3．HDAC3は損傷部位へのXPCの集積に必要とされる  

50 Jm-2 local UV照射後、コントロール、HDAC3 およびDDB2 KD細胞の損傷部位へのXPCの

集積を特異的抗体（anti-XPC antibody）で免疫染色し定量した。コントロール細胞照射後10 min
の集積量に対する相対量（％）をプロットした。*P＜0.05、**P＜0.01、（Student’s t-test）。 

 
44．．HHDDAACC33ととHHBBOO11はは共共にに損損傷傷部部位位へへののXXPPCCのの集集積積をを促促すす作作用用ががああるる    
ヒストンH3K14に関し互いに相反する活性を持つHDAC3とHBO1のNERに対する関係を調べるためにHDAC3、

HBO1 ダブル KD を行い、XPC および TFIIH の集積をそれぞれ単独の KD と比較した（図 4、data not shown）。   
興味深いことにダブル KD はそれぞれ単独の KD を相補しないことから、UV 照射後にクロマチン上では H3K14AC
と脱AC が起こることがXPC の集積に必要とされることがわかった。またダブルKDはHDAC3 KDと比べXPC の

集積能にさらなる低下を誘導しないことから、HDAC3 と HBO1 は共に同じ経路において機能していることが       
示された。 
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図4．HDA34HBO1と共に同じ経路において損傷部位へのXPCの集積に機能している  

50 Jm－２ local UV照射後、コントロール、HBO1、HDAC3およびHDAC3 HBO1KD細胞の損傷

部位への XPC の集積を特異的抗体（anti-XPC antibody）で免疫染色し定量した。コントロール    
細胞照射後30 minの集積量に対する相対量（％）をプロットした。 
*P＜0.05、**P＜0.01. n.s.：not statistically significant（Student’s t-test）。 

 
考考  察察  

 
UV照射によりDNA上に生じるCPDはNERにより除去修復される。細胞内においてこのシステムが機能するために

クロマチン構造が柔軟に変換する必要があることが明らかにされつつある。筆者はヒストンのアセチル化に注目し、  
まだよく研究されていないHDACについて検討を行った。筆者は以前ヒストンH3K14のアセチル化がGG-NERに必須

であることを報告し、このヒストン修飾にはHBO1が働いていることを明らかにしている。今回この部位の脱アセチル

化に注目し、いくつかのHDACを検討したところHDAC3がUV照射後に働くことを見出した。NERにおいてHDAC3
はXPCの損傷部位への集積に必要とされていた。興味深いことにこの点についてはH3K14ACを行うHBO1と同じ影響

を及ぼしていた。HDAC3、HBO1をダブルでKDしてもHDAC3、HBO1単独のKDを相補せず、また相乗的な欠損も

示さないことから両タンパク質は共に同じ経路においてXPC集積に関与していることが示唆された。そのモデル     
として筆者は次のように二つの可能性を考えている。1．XPCは非ダメージ存在下でRNA polⅡと共局在していると  

報告されている［6］ことから、DNA損傷後HDAC3により転写活性化遺伝子のヒストンが脱アセチル化されることで

転写抑制時に遊離されDNA損傷部位へリクルートされるのではないか？その損傷部位ではHBO1がヒストンの     
アセチル化を行いXPCのローディングを促進していることが予想される。あるいは2．XPCはヌクレオソーム内のCPD
よりも裸のDNA内のCPDをよく認識する［7］ことからUVにより生じた損傷部位に効率よく集積するために     

非損傷部位のヒストンは脱アセチル化されタイトなヘテロクロマチン化される必要があるのかもしれない。このとき

HDAC3が脱アセチル化を担っていると考えられる。これらについてより詳細に検討をするために、細胞内において

XPC1分子の可視化と部位特異的にCPDを生じさせるアッセイ系の確立が必要になるであろう。 
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