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研究成果の概要（和文）：染色体転座は放射線や化学物質などによるDNA二本鎖切断の誘導とその修復エラーに
より形成されると考えられているが、その詳細は未だ不明である。我々は、抗がん剤エトポシドによる11q23転
座形成をモデルシステムとして、染色体転座形成の分子機構の解明に取り込んだ。本研究では、クロマチン構造
変換因子INO80がRAD51の11q23転座切断点集中領域（BCR）への過剰な集積を促進すること、及びDNA損傷修復に
関与するリン酸化酵素ATMがINO80複合体の構成因子をリン酸化することによりINO80及びRAD51の11q23 BCRへの
過剰な集積を抑制し、転座形成を阻止することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Chromosome translocations induced by ionizing radiation and chemotherapeutic
 agents, has been shown to lead to malignant transformation. However, the mechanism of chromosome 
translocations is still unclear. Chromosome translocations involving the MLL gene on 11q23 are the 
most frequent chromosome abnormalities in secondary leukemias associated with chemotherapy employing
 etoposide. Dysfunction of ATM, a DNA damage signaling regulator, increases the incidence of 11q23 
chromosome translocations. We showed that ATM deficiency results in the excessive binding of the DNA
 recombinase RAD51 at the translocation breakpoint cluster region (BCR) of MLL gene after etoposide 
exposure. In this study, we showed that a phosphorylated subunit of INO80 complex by ATM, plays an 
important role in the appropriate regulation of INO80 and RAD51 binding to the BCR of MLL gene and 
prevention of 11q23 chromosome translocations after etoposide treatment. 

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

染色体 DNA は、放射線などさまざまな外因に

よる損傷を受けているが、通常は損傷の種類

に応じたDNA修復機構により適切に修復され

染色体の安定性が維持される。放射線や一部

の抗がん剤は染色体 DNA の二本鎖切断(DNA 

double strand breaks: DSBs)を誘導するこ

とが知られている。ヒト細胞での DSBs 修復

機構には、主に損傷部位と相同的配列を持つ

染色体 DNA を鋳型として用いて DSBs を正確

に修復する相同組換え修復機構（homologous 

recombinational repair: HR）と、断端を直

接 融 合して 修 復する 非 相同末 端 結 合

(non-homologous end joining: NHEJ)が存在

することが知られている。一般に、染色体転

座形成には、遺伝子塩基配列を確認しないた

め修復エラーが多い NHEJ 経路が関与してい

るとされている。一方、HR経路で最も重要な

DNA 組換え酵素 RAD51 の過剰発現が一部のが

ん細胞で認められており、さらに染色体不安

定性を増悪させる可能性も示唆されている。

しかし、HR 経路がどのように染色体転座の形

成に関与するのかについては、未だ不明な点

が多い。 

 抗がん剤エトポシドなどを用いた化学療

法後に発症する治療関連性白血病では、

11q23 に切断点を持つ染色体転座が最も多く

認められる。我々は、エトポシドによる 11q23

転座形成をモデルシステムとして、染色体転

座形成の分子機構の解明に取り込んできた。

DNA 損傷シグナル伝達調節因子ATM変異の患

者は白血病を含む悪性腫瘍の発症が高頻度

であることが認められる。我々は、ATM の欠

失細胞を用いた解析で、エトポシドによる

11q23 転座形成の増加と 11q23 転座点集中領

域（BCR）への RAD51 、INO80 クロマチン変

換因子など HR 経路に関連する因子の過剰な

結合を見出した。これらの知見は、ATM が HR

関連因子のBCRへの結合を制御することによ

り転座形成を抑制している可能性を示唆し

ている。 

 

２．研究の目的 

INO80 複合体は ATP 依存的にクロマチン構造

の再構成を行うたんぱく質複合体であり、ク

ロマチン構造を不安定化させることによっ

て転写因子の結合を促進することや、DNA 損

傷場所に修復因子の集積に関連すると言わ

れている。一方、DNA 損傷シグナル伝達調節

因子ATMは様々なたんぱく質分子をリン酸化

することで、細胞周期の停止や、DSBs 修復の

生化学反応を活性化させる。このため、我々

は、ATM による INO80 のリン酸化がエトポシ

ド処理後の RAD51 の BCR への過剰な結合を抑

制し、11q23 転座形成の阻止に重要な働きを

しているのではないかとの仮説を立てて染

色体転座形成の分子機構の解明に取り組ん

だ。(図１) 

 

３．研究の方法 

⑴、RAD51 が DNA 損傷後 foci 形成すること

が知られている。短鎖 RNA 干渉による INO80

発現抑制の RAD51 foci 形成への影響につい

て免疫細胞染色法を用いて検討する。 

 

⑵相同組み換え修復の制御におけるINO80の

役割を検討する。相同組換え活性測定法

DR-GFP reporter システムを用いて相同組

み換え修復によりGFP発光する細胞の割合を

FACS(fluorescence activated cell sorting)

で INO80 発現抑制による HR 活性への影響を

定量的に解析する。同様に、姉妹染色分体交

換(SCE)頻度の定量的解析を行う。 

 

⑶生化学的解析及び細胞生物学的解析法を

用いて、エトポシド処理前後の細胞について

RAD51 と INO80 の相互作用を解析する。 

 

⑷INO80 発現抑制細胞について、クロマチン

免疫沈降法を用いて INO80 による RAD51 の

BCR に集積の調節についての役割を検討する。 

 

⑸11q23 染色体転座を検出するプローブを用



いた FISH 法により、INO80 の発現抑制によ

る11q23染色体転座形成の影響について検討

する。 

 

⑹ATM による INO80 及び INO80 複合体の構成

因子のリン酸化について検討する。放射線照

射もしくはエトポシド処理によるリン酸化

されたタンパク質について、イムノブロット

法や最近開発されたリン酸化たんぱく質を

検出する Phos-tag 技術などを用いた検討を

行う。 

 

４．研究成果 

⑴INO80 が RAD51 foci 形成に関連するかどう

かについて、放射線照射した細胞を免疫蛍光

抗体法を用いて検討した。その結果、INO80

発現抑制により RAD51 foci の形成が低下す

ることが明らかになった。（図 2） 

 

⑵HR 活性への INO80 の関与を検討するため、

INO80 発現抑制により、DR-GFP reporter 細

胞を用いた実験では HR 活性の低下が示され

た。また、姉妹染色分体交換(SCE)頻度の低

下も観察された。これらの実験結果から、

INO80 は、HR を促進することが確認された。

（図 3） 

 

⑶酵母では、INO80 が HR の早期段階の end 

resection及びRAD51とreplication protein 

A の交換を促進することが報告されている。

しかし、哺乳類細胞では後者の作用について

不明である。本研究は、共免疫沈降法を用い

て、INO80とRAD51との相互作用を見出した。

また、INO80 と RAD51 の相互作用に必要なド

メインについて、INO80 変異体を用いた実験

で同定した。INO80 と RAD51 との相互作用に

ついてほ乳類細胞で初めて確認することが

でき、INO80 より RAD51 の損傷場所への集積

に関与する可能性が示唆された。 

⑷エトポシド処理による BCR 領域への RAD51

集積を、INO80 が促進することを INO80 発現

抑制細胞のクロマチン免疫沈降法で確認し

た。また、DR-GFP reporter システムを用い

た実験においても、RAD51 のゲノム損傷部位

への集積がINO80の発現抑制により減少する

ことがわかった。 これらの結果から、INO80

が RAD51 の DNA 損傷場所への集積を促進する

ことが示された。（図 4） 

 

⑸エトポシド処理による11q23染色体転座形

成における INO80 の関与を検討した。FISH

法を用いて 11q23 染色体転座の頻度を調べ

たところ、ATM 欠失細胞ではエトポシドによ

る 11q23 染色体転座頻度の上昇が INO80 の発

現抑制により抑制されることが観察された。

一方、ATM 正常細胞では、INO80 の発現抑制

により転座頻度が明らかに高くなった。これ

らの結果から、ゲノム損傷部位への INO80 に

よる RAD51 の過剰な集積により 11q23 染色体



転座を引き起こされる可能性が示された。 

⑹ 抗 INO8 抗体で免疫沈降された産物をイ

ムノブロット法や Phos-tag 技術で得られた

実験結果から INO80 が直接的な ATMのリン酸

化標的ではないことが示唆された。 

⑺INO80はATMによりリン酸化されないため、

INO80 複合体において ATM によるリン酸化タ

ーゲット配列を有する構成因子について検

討した。その結果、構成因子のひとつで、ゲ

ノム損傷依存的にATMによりリン酸化される

タンパク質が確認された。さらに、この構成

因子のリン酸化部位に変異を導入して作成

したリン酸化模倣変異体を用いた解析では、

ATM 欠失細胞での INO80 及び RAD51 の BCR の

過剰の集積及び11q23染色体転座形成が抑制

された。現在、その詳細な分子機構について

解析を進めている。 
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