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研究成果の概要（和文）：染色体転座メカニズムの解明を目的とし、LacO-I-SceI-TetO細胞株を樹立して新規転
座アッセイ系の構築を試みたが、技術的な問題点により、最終的に作製はできなかった。一方で重粒子線ではX
線照射に比べ高い頻度で染色体転座が引き起こされる点に注目し、重粒子線照射後の転座発生メカニズムの解析
を試みた。染色体領域とDSB部位をそれぞれFISHと蛍光抗体法により可視化して解析し、重粒子線照射細胞では
複数の染色体にまたがった形状の特徴的なDNA損傷形態が観察されることを明らかにした。この特徴的DNA損傷で
は、染色体転座の初期段階であるDNA末端の削りこみがおこっていることが示された。

研究成果の概要（英文）：We established LacO-I-SceI-TetO cell line and tried to set up a new system 
for monitoring chromosomal translocation, however unfortunately, it was not working well because of 
technical problems. It is well known that the particle irradiation more frequently causes 
chromosomal translocation compared with X-ray irradiation. Therefore we simultaneously visualized 
the site of IR-induced DSBs and chromosome position by combining Immunofluorescence and FISH after 
C-ion or X-rays irradiation. We found that the frequency of gH2AX foci at the chromosome boundary of
 chromosome 1 after C-ion irradiation was >4-fold higher than that after X-ray irradiation, and 
gH2AX foci at chromosome boundaries after C-ion irradiation contain DSBs undergoing DNA-end 
resection, which promotes repair utilizing microhomology mediated end-joining during translocation. 
These data suggest that the spatial proximity between breaks is an important factor in translocation
 formation.

研究分野： DNA損傷応答
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１．研究開始当初の背景 
染色体転座は最も重篤な染色体異常に位
置づけられ、高頻度にがん化を導くと考えら
れている。特にフィラデルフィア染色体等に
代表される血液腫瘍では、多くの転座が観察
される。転座の発生は DNA 二本鎖切断
（DSB:DNA double strand break）に起因す
る。染色体転座形成は大きく 3つの行程に分
類される。1) DSB発生後の DSB末端の削り
こみ（DSB end resection）、2) 異なる染色体
に生じた二つの DSB 切断対の探索と会合、
3) DSBの連結。研究開始当初の知見として、
DSB end resectionのメカニズムについては
CtIP/MRE11 の関与が明らかになっていた
(Zhang Y, NSMB, 2011)。また、染色体転座
時の連結反応に関しても、DSB修復の主要経
路の一つである NHEJ によって引き起こさ
れることが報告されている（Ghezraoui H, 
Mol Cell, 2014）。しかしながら、どちらの点
においてもそのメカニズムの詳細に関して
は未だ不明な点が多かった。更に、3 つある
行程中の「DSB末端の探索と会合」について
はほとんど明らかとなっていなかった。その
理由として DSB 末端の会合を解析する適切
なアッセイ系が無いことが考えられた。群馬
大学では、平成 26年 11月に次世代 3D超解
像度顕微鏡 Deltavision OMXが導入された。
OMXは xy軸解像度の改善だけでなく、z軸
の解像度を飛躍的に向上させており、現在世
界で最も高い空間解像度を有する蛍光顕微
鏡の１つである。OMX を用い、染色体転座
部位の可視化を含めた独自の新規アッセイ
系を構築することで、特に未解明な部分が多
い「DSB 末端の探索と会合」に焦点をあて、
染色体転座発生の分子メカニズムの一端を
解明できるのではないかと考えた。本研究の
推進により、転座に関する基礎研究を前進さ
せるだけでなく、染色体転座が好発する血液
腫瘍の原因究明にもつながるのではないか
と考え、発案した。 
 
２．研究の目的 
染色体転座発生の分子メカニズム解明の
ため、群馬大学が新たに導入した次世代 3D
超解像度顕微鏡 OMXを用いて新規転座アッ
セイ系を開発する。開発したアッセイ系を用
い、染色体転座発生の分子メカニズムの解明
を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 新規転座アッセイ系の構築 
LacO-I-SceI-LacO 配列を持つベクターを
構築し、U2OS 細胞に導入した。同様に
TetO-I-SceI-TetO 配 列 及 び
LacO-I-SceI-TetO 配列を持つベクターも構
築し、U2OS 細胞に導入してクローンを取得し
た。それら細胞株に 4OHT 誘導型の I-SceI 発
現ベクターを導入した。培地への 4OHT 添加
後、固定した細胞に対して gH2AX の蛍光抗体
法を行うことで DSB を可視化し、同じく細胞

に導入した LacR-EGFP 及び TetR-mCherry シ
グナルとの共局在を確認することで、目的部
位に DSB が生成されていることを確認した。
染色体転座に際しての53BP1の影響を解析す
る目的で、53BP1 野生型及び BRCT ドメイン欠
損、S28A（非リン酸化）、Tudor ドメイン欠損
等の様々な変異体 cDNA を作製し、TetR 発現
ベクターにサブクローニングした。 
(2) IF-FISH 法を用いた重粒子線誘発転座メ
カニズムの解明 
実験にはヒト正常繊維芽細胞 1BR hTERT を
用い、細胞を播種して 5日後に接触阻害によ
り細胞周期が G0 期に停止した細胞により実
験を行った。１Gy の X 線(100kV)または炭素
線(LET:70keV/m)照射を行った。炭素線の照
射時は炭素粒子の軌跡に沿ったDNA損傷を検
出するために、炭素線照射方向と細胞接着面
の傾斜が5度となるスライドホルダーを使用
した。照射後 15 分、2 時間、24 時間後に細
胞を冷メタノール固定し、gH2AX の蛍光抗体
法を行って DSB 部位を可視化及び RPA T21 リ
ン酸化抗体により一本鎖DNAの可視化を行っ
た後、再びメタノール酢酸固定を行い、1 番
染色体に対するプローブを用いて FISH を行
った。画像取得には Deltavision OMX を用い、
DNA 損傷部位と染色体との位置関係の画像解
析には Imaris を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 新規転座アッセイ系の構築 
4OHT 誘導 I-SceI 発現ベクターを導入した
LacO-I-SceI-LacO 及 び LacO-I-SceI-TetO 
U2OS細胞のDSB部位の可視化をgH2AX蛍光抗
体法により行ったところ、高い頻度で LacR, 
TetR シグナルとの共局在が観察され、4OHT
添加によりDSBが誘導されていることが示さ
れた。更に、一本鎖 DNA を認識する RPA に対
する蛍光抗体法を行い、得られた画像を OMX
によりデコンボリューション処理したとこ
ろ、LacR/TetR シグナルと RPA シグナルの共
局在がしばしば観察されたことから、この
DSB 領域で末端の削りこみが起きていること
が確認された（図１）。一方で、転座頻度の 

定量のため、LacO, TetO 配列近辺にプライ



マーを設定し、qPCR による測定を試みたが、
おそらく LacO, TetO 配列は多数のリピート
配列より成ることが原因で、PCR がうまくか
からないことが明らかとなった。そこで
I-SceIとリピート配列の間に500bpのスペー
サーを挿入したベクターを作製した。また、
切断効率を更に上昇させるために I-SceI を
I-PpoI に置換した 4OHT 誘導発現ベクターも
構築した。これらを用いて、同様に細胞株を
樹立し、様々な条件検討を行ったが、やはり
定量測定系を構築することはできなかった。
本研究の新規転座アッセイ系には、転座頻度
定量が不可欠であったため、系の構築を断念
することとなった。 
 最終的に、qPCR による染色体転座頻度定量
のシステムは構築できなかったが、染色体転
座の可視化という面では、複数の LacO/TetO
細胞のみならず、本実験系で使用予定であっ
た種々の 53BP1 変異体や DSB近傍のクロマチ
ン構造に影響を及ぼす関連タンパク質変異
体等の発言ベクターの作製を行った。今後、
これらを使用し、主に可視化によるアプロー
チを用いて染色体転座メカニズムの解析を
進めていきたいと考えている。 
(2) IF-FISH 法を用いた重粒子線誘発転座メ
カニズムの解析 
重粒子線照射細胞では、X 線照射に比べて
高い頻度で染色体転座がおきることが知ら
れている。染色体転座の分子メカニズムの一
端を解明する目的で、重粒子線の照射により、
なぜ細胞内の転座頻度が高まるのかについ
て解析を行った。特異的プローブを用いた
FISHを行うことで間期細胞核内における1番
染色体領域の可視化を行い、gH2AXによる DSB
損傷部位の可視化と合わせて位置関係の比
較解析を行った。X 線照射細胞では、gH2AX 
foci の大部分は 1番染色体の内部、もしくは
外部に存在したが、重粒子線照射細胞では同
様のシグナルに加え、更に 1番染色体領域の
境界線に重なる大型の gH2AX foci がしばし
ば観察された（図２）。これは、重粒子線照

射により、複数の染色体にまたがる形で密集
した DSB（クラスターDSB）が形成されている
ことを示唆している。放射線照射後 15 分、2
時間、24 時間後に細胞を固定し、更に解析を
行ったところ、どの時間のサンプルにおいて
も、重粒子線照射細胞では複数の染色体にま
たがる形での gH2AX foci の割合が有意に上

昇していることが明らかとなった（図３）。
これらの結果から、このタイプの損傷が重粒
子線に特徴的であることが示唆された。更に、
この特徴的損傷形態が染色体転座に関与し
ているのかを調べるため、RPA T21 リン酸化
シグナルの検出を行った。染色体の転座には
DSB 末端の削りこみが行われる必要があるが
RPA T21 リン酸化は削り込みによって露出し
た一本鎖DNAのマーカーとなることが知られ
ている。重粒子照射後 24 時間の細胞を用い
て解析を行ったところ、複数の染色体にまた
がる特徴的な損傷の内部にしばしば RPA T21
リン酸化シグナルが検出されることが明ら
かとなった（図４）。これらの結果から、重

粒子線照射細胞では、染色体領域の境界面に
またがる形でクラスターDSB が形成され、さ
らにクラスターDSB の末端のいくつかでは、
しばしば削りこみがおきるため、染色体転座
頻度が高まっているのではないかと考えら
れた。転座生成において、二つの異なる染色
体上にあるDSBの会合は近接した染色体テリ



トリーで行われるとされる「contact first
モデル」が最も有力なモデルとして提唱され
ているが（Soutoglou, NCB, 2008）、本研究
においてもこのモデルが支持される結果と
なった。 
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