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1 緒言

われわれヒトを含む真核生物の DNA は，タンパク
質複合体であるコアヒストンに巻き付いて存在してい
る．コアヒストンは，H2A，H2B，H3，H4 と呼ばれ
るヒストンタンパク質が 2分子ずつ集まって構成され
ている．最近の研究で，DNA 損傷修復をはじめとし
た様々な細胞機能の制御にヒストンの化学修飾（翻訳
後修飾と呼ばれる）が重要な役割を果たしていること
が明らかになっている．たとえば，最も重篤な DNA
損傷のひとつである二重鎖切断損傷の修復時には，損
傷周辺の H2AX（2 %–25 % 含まれる H2Aの変異体）
のリン酸化をきっかけに，DNA 修復タンパク質が損
傷部位に集合，結合することで修復過程が進行するこ
とが知られている1)．しかしながら，修復タンパク質
や修飾酵素がどのように損傷部位と非損傷部位を区別
しているかは明らかになっていない．筆者らは，細胞
が DNA損傷に応答してヒストンの構造を変化させて
おり，修復タンパク質はそれを目印として損傷部位を
識別しているのではないかと考えた．そこで本研究で
は，X線照射により DNAを損傷させたヒトがん細胞
からヒストンを抽出し，円二色性（Circular Dichroism;
CD）スペクトル測定を用いてその構造を調べた2, 3)．

2 CD測定によるタンパク質の構造解析

CD はアミノ酸や糖などのキラル分子，あるいは，
それらが結合したタンパク質や DNA，RNAといった
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生体高分子が示すことが知られている性質であり，左
円偏光に対するモル吸光係数と右円偏光に対するそれ
の差として定義される．タンパク質中のあるアミノ酸
残基がその近傍のアミノ酸残基とともに二次構造，す
なわち，α-ヘリックス，β-ストランド，ターン，無秩
序（先の 3つの構造と断定できない部分）構造，を形
成すると，これらの残基間の距離が変化したり，残基
間で水素結合が形成されるなど，周辺の環境が変化す
る．このような結合形成や，残基間距離が変化したこ
とによる静電的な相互作用の変化に伴い，そのアミノ
酸残基近傍では二次構造形成前とは異なる電子軌道が
形成される．また，その変化の具合は形成される二次
構造によって異なるため，電子軌道の変化も二次構造
ごとに異なる4)．したがって，電子軌道の状態を反映
する電子遷移の変化（たとえば，吸収強度の変化）を
観測できれば，形成された二次構造に関する情報を引
き出すことができる．CD スペクトル測定は，円偏光
を用いてこの変化を観測し，タンパク質の構造情報を
得る手法である．
実際のタンパク質は複数種類の二次構造を個別の割
合で含んでいるので，それぞれの二次構造形成に起因
する電子状態変化とその成分比を反映したCDスペク
トルが観測される．すなわち，タンパク質の構造の違
いが CD スペクトルの形状の違いとして観測される．
したがって，複数のタンパク質の CDスペクトルを測
定し，見比べるだけで，それらのタンパク質の構造に
違いがあるのかどうかを直ちに判別することができる
という利点がある．

3 実験

培養したヒトがん細胞（HeLa-S.FUCCI 細胞）に
40 Gyの X 線を照射し，DNAに損傷を与えた．DNA
修復過程を進行させるため 30分間培養したのち，Hi-
stone Purification Kit（Active Motif）を用いてヒストン
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Figure 1. CD spectra of (a) H2A-H2B and (b)
H3-H4 extracted from unirradiated (thin line)
and irradiated (thick line) cells.

H2AとH2B（H2A-H2B）あるいはH3とH4（H3-H4）を
抽出した．比較のため，非照射細胞からも同様の方法
でヒストンを抽出した．抽出したヒストンを 250 mM
NaFを添加した 10 mM Tris-HCl buffer（pH 8.0）に溶
解し，試料とした．

CD スペクトル測定は，H2A-H2B についてはフラ
ンスの放射光施設 SOLEIL の DISCO ビームライン5)

を，H3-H4 に関しては広島大学の放射光施設 HiSOR
BL-126) を利用して行った．タンパク質の二次構造解
析プログラム SELCON37–10) を用いて CDスペクトル

から H2A-H2B および H3-H4 の二次構造成分を決定
した．

4 結果と考察

Figure 1に H2A-H2Bおよび H3-H4の CDスペクト
ルを示す．全てのスペクトルで，190 nm 付近に正の
ピーク，208 nm，222 nm付近に負のピークが確認され
た．これは，α-ヘリックス構造特有のピークであり，
H2A-H2B，H3-H4 が α-ヘリックス構造を多く含んで
いることを示す．これは，ヌクレオソーム（コアヒ
ストンと 146-147塩基対の DNAとの複合体）の結晶
構造解析の傾向と一致する11)．照射細胞から抽出した
H2A-H2Bのピーク強度は，非照射細胞の場合に比べて
増大していることが見て取れる（Fig. 1(a)）．他方，照
射細胞由来の H3-H4では，非照射細胞由来と比べて，
負のピークは誤差範囲で一致し，正のピークのみ減少
するのが見られた（Fig. 1(b)）．CDスペクトルはタン
パク質の二次構造の割合を反映する．したがって，こ
の結果は，細胞への X線照射によって細胞内でヒスト
ンの構造が変化したことを示す．また，H2A-H2Bと
H3-H4で異なるスペクトル変化が見られたことから，
細胞内で H2A-H2Bと H3-H4にそれぞれ異なる構造変
化が生じていることが明らかとなった．これらの変化
は，ヒストンに直接 X 線を照射したときに観測され
る，ヒストンの分解に起因すると思われるCDスペク
トル変化12)とは異なる．したがって，本研究で観測さ
れた CDスペクトル変化は，X線によるヒストンのダ
メージによるものではなく，細胞が DNA 損傷に応答
して，何らかの機能によりヒストンの構造を変化させ
たために生じたと結論した．
構造変化の詳細を明らかにするために，CD スペク
トルから各試料の二次構造成分を決定した．結果を
Table 1に示す．H2A-H2Bの細胞照射試料では，非照
射試料に比べて α-ヘリックス構造の割合が相対的に増
加（47.7 %→63.5 %）した．他方，H3-H4の場合には，

Table 1. Contents of secondary structures as obtained using the SELCON3 program. (U) and (I)
indicate the samples extracted from unirradiated and irradiated cells, respectively.

Structure Content (%) H2A-H2B (U) H2A-H2B (I) H3-H4 (U) H3-H4 (I)

α-Helix 47.7 63.5 61.6 48.3

β-Strand 10.7 3.3 1.9 8.0

Turn 14.8 19.6 18.2 19.1

Unordered 22.7 14.8 17.8 26.0

36 放 射 線 化 学



DNA 損傷誘起ヒストン構造変化

H2A-H2Bとは逆に，細胞への X線照射により，α-ヘ
リックス構造の割合が相対的に減少（61.6 %→48.3 %）
するのが確認された．H2A-H2Bおよび H3-H4で見ら
れた構造変化が一様でなかったことから，細胞内では
DNA損傷に応答して，通常は球形に近い構造をしてい
るコアヒストンに異方性が生じていると考えられる．
DNA修復の完了まで，DNAの転写，複製などの機能
が一時的に停止することが知られているが，コアヒス
トンの異方性がその機能停止に寄与している可能性が
考えられる．

5 結言と今後の展望

CD分光を用いて，DNA損傷に応答して誘起される
ヒストンの二次構造変化を明らかにした．ヒストンの
構造変化は，DNA 損傷の修復過程を開始させる積極
的な役割を担っていると考えられる．ヒストンの構造
変化過程を明らかにするために，個々のヒストンを分
離したうえでの CD測定や，修飾状態の変化などの調
査が重要であると考えられる．
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