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研究成果の概要（和文）：健常人精子由来のDNAを鋳型にして、Genome Walking法やハイブリダイゼーション用
のオリゴを用いた方法により、未知のPATRRやPATRRを介した染色体転座の検出と同時に、PATRRを介した染色体
転座を網羅的に検出する系の確立を目指した。しかし、これらの方法ではPATRRを介した染色体転座を高感度、
かつ網羅的に検出するには至らなかった。また並行して、個々の細胞を解析する手法として、全ゲノム増幅と次
世代シーケンサーによる染色体解析を組み合わせ、1細胞レベルでの網羅的な染色体解析の実験系を確立した。
この実験法を確立したことにより、個々の精子の核型の解析が可能となった。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of the PATRR-mediated translocation, I attempted to
 establish comprehensive PATRR-mediated translocations detection system using normal male sperm DNA 
as a template. Genome walking methods and hybridization capture for PATRR sequence enrichment system
 were used to identify unknown PATRRs and PATRR-mediated translocations. However these methods are 
limited to minimize nonspecific sequences. Therefore, I could not established the high sensitivity 
detection system of unknown PATRRs and translocations using these methods. Comprehensive PATRR and 
PATRR-mediated translocation detection system remains a future subject. I also attempted to 
establish single cell comprehensive chromosome analysis system using whole genome amplification and 
low coverage whole genome sequence by next generation sequencing. This system enable to analyze 
chromosome copy number alterations of individual germ cells. This result might lead to a chromosome 
copay number analysis in the future.

研究分野：細胞遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 パリンドローム配列などの繰り返し配列
がゲノム不安定性を誘発することが知られ
ており、t(11;22)(q23;q11)をはじめとして、パ
リンドローム配列を介した染色体転座が数
多く報告されている。パリンドローム配列を
介した染色体転座の両染色体の転座切断点
には、Palindromic AT-rich repeats (PATRRs)と
呼ばれる AT 含量の高い数百塩基対のパリン
ドローム配列が存在し、この繰り返し配列が
染色体転座を誘発すると考えられている。
t(11;22)(q23;q11)転座が高頻度に見つかるの
は、高頻度に転座が de novoに発生すること
に起因する。実際に、健常男子由来の精子
DNA で、転座産物を特異的に増幅する PCR
法を用いて新生転座を高感度に検出するこ
とに成功している。さらに近年、t(11;22)以外
の PATRR を介した染色体転座においても、
同様の PCR 法を応用することで検出に成功
している。PATRRを介した染色体転座のほと
んどが 22 番染色体の PATRR を介しており、
パートナー染色体の切断点にはサイズや配
列は異なるが、同様の特徴を持つ類似の
PATRR 配列が同定されており、PATRR の関
与する染色体転座は PATRR 同士で特異的に
切断・再結合する特殊な転座発生メカニズム
により発生していることが予想される。しか
し PATRR を介した染色体転座は、ヒトゲノ
ム中からどのように PATRR 配列を認識し、
出会い、そして再結合し転座染色体を生成す
るのか、その発生機序は依然として不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、PATRR を介した染色体転座
の発生機序に関して、30億塩基対ものヒトゲ
ノム中からどのように互いの PATRR配列を
認識し、出会い、そして再結合し転座染色体
を生成するのか、PATRR 特異的な染色体転
座の発生機序の全貌を解明するために、 1. 
PATRR を介した染色体転座を網羅的に検出
する。 2. 各 PATRR の核内局在の距離を測
定する。1, 2の実験から転座発生時における
各 PATRR間の相対距離と転座発生頻度の相
関関係を示し、転座発生時の染色体ダイナミ
クスを解明し、PATRR を介した染色体転座
の発生機序を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
  本研究では、PATRRを介した染色体転
座が、健常人の精子中に新生転座として数
多く含まれており、転座特異 PCRによって
高感度に検出できるという特徴を利用して、  
(1). ヒト精子ゲノムDNAを材料に、PATRR
特異的なプライマーと ambiguous なプライ
マーを組み合わせた PCRにより、ゲノムウ
ォーキング法を応用した網羅的に染色体転
座を検出する方法を確立し、未知の PATRR
や染色体転座の有無を明らかにする。  

(2). PATRRを介した新生転座の発生が、精
子細胞中における各 PATRR の核内相対距
離に相関して発生しているのか、各 PATRR
の核内局在の相対距離を Chromosome 
conformation capture法や、網羅的に解析す
るEnrichment of Ligation Product法で測定す
る。 
(3). 1,2の実験結果から、各 PATRRを介し
た染色体転座の発生頻度と核内相対距離の
相関関係の有無を調べ、PATRRを介した染
色体転座の発生機序を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 健常人精子由来の DNA を鋳型にして、
PATRR特異的なプライマーと ambiguousなプ
ライマーを組み合わせた PCR やハイブリダ
イゼーション用のオリゴを用いた方法によ
り、PATRRを介した染色体転座を網羅的に検
出する系の確立を目指した。しかしながら
PCR 法では非特異的な産物が多数検出され、
目的の新生転座を検出するに至らなかった。
またハイブリダイゼーションによる濃縮法
では、わずか 1分子の新生転座を効率的にキ
ャプチャーすることができず、ハイブリダイ
ゼーションされた DNAには、非特異的な AT
含量の高い配列が濃縮されていた。したがっ
て、これらの方法では PATRR を介した染色
体転座を高感度、かつ網羅的に検出するには
至らなかった。また並行して de novoの染色
体異常を網羅的に検出するためには、1 細胞
レベルでの染色体解析法の確立が必要であ
るため、複数の全ゲノム増幅法とアレイ CGH
や次世代シーケンサーなどの染色体解析ツ
ールを組み合わせ、1 細胞レベルでの染色体
解析の実験系を確立した。この実験法を確立
したことにより、個々の精子の核型の解析が
可能となった。 
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