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研究成果の概要（和文）：疾患特異的な染色体転座と、その結果生じる融合遺伝子は肉腫の発がんに寄与すると
考えられている。染色体転座の発生には、DNA二本鎖切断修復系（相同組換え修復：HR、非相同組換え修復：
NHEJ）の異常が関与していると考えられ、本研究ではHR及びNHEJを担う分子群の発現および機能異常を網羅的に
解析することを目的とした。各種肉腫細胞における上記因子の発現をGeneChip Arrayにより解析、HRを担う中核
因子であるRAD51の細胞内局在とDNA二本鎖切断修復を検討した。その結果、これまで染色体転座はNHEJにより発
生すると考えられてきたが、予想に反しHR径路の活性化がみられることが観察された。

研究成果の概要（英文）：Disease specific chromosomal translocation and the resulting fusion gene are
 essential for the oncogenesis of sarcomas.  Abnormality of DNA double strand break repair (DSBR) 
system, including HR and NHEJ, play important roles in formation of chromosomal translocation. The 
expression of the factors involved in DSBR was explored by DNA microarray analysis in sarcoma cells 
with disease-specific chromosomal translocations. Focus assays were also carried out to examine the 
expression and subcellular localization of DSBR proteins. The results indicated that the enhancement
 of the expression of some DSBR factors and activation of the certain DSBR pathways in sarcoma 
cells.

研究分野：整形外科
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１．研究開始当初の背景 

疾患特異的染色体転座 t(11;22)はユーイング肉

腫の約 90％に存在し、その結果生じた融合遺

伝子産物 EWS-Fli1 がユーイング肉腫の発がん

に寄与すると考えられている。同様の疾患特異

的染色体転座による発がんは造血器腫瘍でも

広く認められており、肉腫を含めた普遍的な発

がんメカニズムの一つとして極めて重要と考えら

れる。しかし、肉腫発がんの真の原因とも言うべ

き染色体転座が形成される分子機構は十分な

解明がなされていない。 

疾患特異的な染色体転座が生じるためには、ま

ず 特定の染色体部位におけるDNA二本鎖切断

(Double Strand Break: DSB)を生じる必要がある。

通常生体内には、このようなDSBが生じてもそれ

を修復するための二つの機構、相  同組換え

(Homologous Recombination: HR)経路 および非

相同末端結合 (Non-Homologous End  Joining: 

NHEJ)経路が存在する。前者は配列情報を正確

に維持可能であるため、通常 DSB は HR により

修復されていると考えられている。しかし、染色

体転座を生じる肉腫細胞においては、このような

正常な修復が起きておらず、誤った染色体間で 

HR或いはNHEJによる修復が行われる ため、結

果として染色体転座が生じている。これらの異常

な DNA 修復が起きるためには、これらの経路を

担う様々な分子に異常が生じてい ると考えられ

る。即ち、NHEJ による修復の場合、なぜ HR は

使われないのか?、また、HR によ  る修復の場合

は、なぜ NHEJ は使われないの か?、そしてなぜ 

HR は正常に作動しないのか?、が 重大な問題と

なる。さらに、HRによる修復の場合、間違った染

色体間での組換えが起きないよう、通 常は DNA

ミスマッチ修復(DNA mismatch repair, MMR)がこ

れを抑止しているが、HR によ り染色体転座が生

じるとすれば、なぜ MMR は正常に働かないの

か?、も大きな問題となる。肉腫での染色  体転座

の生成過程における、これらの DNA 修復諸因

子の不均衡と異常についてはこれまで全く研究

されていない。我々は既に、ユーイング肉 腫 細

胞株において、HR 経路及び NHEJ 経路の因子

群において、著しい遺伝子発現異常が生じてい

ることを世界で初めて見いだしている。 

 

２．研究の目的 

上述のように、DNA 二本鎖切断修復の 2 経路

(HR、NHEJ)およびDNAミスマッチ修復(MMR)の 

3 システム間の不均衡が、肉腫発生の真の原因

である染色体転座に繋がっている可能性が考え

られる。従って本研究の目的は、肉腫細胞にお

ける、HR、NHEJ および MMR を担う分子群の発

現および機能異常を網羅的に解析し、DNA 修

復不均衡の存在とその意義を明らかにすること

にある。  

 

３． 研究の方法 

本研究においては、染色体転座を有するヒト

肉腫細胞株および手術等により得られたヒト組

織標品を用いて、以下のDNA修復系を構成す

る分子の発現および機能異常を網羅的に解

析する。 

 

A. 相 同 組 換 え 経 路 (Homologous 
Recombination, HR) 

: MRE11, NBS1, RAD50, RAD51, RAD52, 

RAD54, BRCA1, BRCA2 

B. 非相同末端結合経路(Non Homologous 
End Joining, NHEJ) 

:  DNA-PKcs, Ku70, Ku80 

C. ミスマッチ修復(Mismatch repair, MMR) 
:  MSH2, MSH3, MLH1, PMS2, EXO1 

 

これらの各分子について、以下のような系統

的解析をおこなう。 

 

I. 発現解析 
i) mRNA レベルの解析 
ii) タンパク質レベルの解析 

II. 機能解析 
i) 分子局在の解析 
ii) 細胞形質の解析 
iii) 修復活性の解析 
 

得られた結果から、各DNA修復系の機能状態と

相互の均衡について考察を加えることとした。 

 

４．研究成果 

初年度であるH27年度は、ヒト初代培養肺線維

芽細胞MRC-5を正常対照として、ヒトユーイング

肉腫細胞株(RD-ES, SK-ES1, SCCH196)、ヒト滑

膜肉腫細胞株(HS-SY-II)、ヒト横紋筋肉腫細胞

株(NRS1)における上記DNA修復系分子群の発

現状態をAffymetrix社GeneChip Human Genome 

U133 Plus 2.0 Arrayを用いて網羅的に解析した。

H28年度においては、DNA二本鎖切断修復にお



ける相同組換え修復を担う中核因子である

RAD51の各種細胞株における発現をウエスタン

ブロットで確認し、さらにfocus assayのシステム構

築によりRAD51の細胞内局在が評価できるシス

テムを確立した。ヒトユーイング肉腫細胞株

(WE-68、SK-N-MC)におけるDNA修復分子群

の遺伝子発現状態をAffymetrix社GeneChip 

Human Genome U133 Plus 2.0 Arrayを用いて網

羅的に解析した。最終年度のH29年度において

は、これまでの成果を踏まえ、染色体転座を有す

る肉腫細胞株におけるRAD51、53BP1の細胞内

局在とDNA二本鎖切断修復のkineticsを評価し

た。 

本研究の結果、これまで染色体転座はNHEJによ

り発生すると考えられてきたが、予想に反しHR径

路の活性化がみられることが観察された。また、

MMR系因子の発現上昇も認められた。今後は、

この活性化したHR経路の意義を検証するため、

in vitroのHR assay系を確立し、HR経路因子の

機能的異常についての解析を行いたいと考えて

いる。 
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