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研究成果の概要（和文）：すでに構築した細胞株を用いた転座発生アッセイシステムを利用して調べると、複製開始点
を欠失したプラスミドでもt(11;22)転座発生が観察され、t(11;22)転座はDNA複製に非依存的で、FoSTeSの経路とは無
関係であると判断された。一方で、非反復性の、非パリンドロームの構造異常に関しては、その切断点の解析により、
1例の欠失と1例の重複では結合部位にマイクロホモロジーが同定され、FoSTeSの概念に合致するものであった。もう1
例の欠失では、結合部位に複製のスリップ現象を同定し、FoSTeSで提唱されたDNA複製のエラーが関与している可能性
を強く示唆する状況証拠が得られた。

研究成果の概要（英文）：We examined the mechanism of palindrome-mediated t(11;22) translocation using 
plasmid-based assay. Even in the plasmid lacking the replication origin showed translocation when 
transfected into the human cell line, suggesting that the t(11;22) translocation mechanism is independent 
of the DNA replication-based mechanism such as FoSTeS. On the other hand, we also examined breakpoints of 
three non-palindrome gross chromosomal rearrangement. One interstitial deletion and one duplication 
showed microhomology at the junction, suggesting the rearrangement took place via FoSTeS. In the third 
deletion case, we identified 11-13 nucleotide sequence at the upstream breakpoint that was repeated four 
times at the deletion junction. The backward replication slippage or serial replication slippage is the 
predicted mechanism. These data suggests that the aberrant DNA replication is involved in the generation 
of a major subset of deletion/duplication.

研究分野：細胞遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 染色体の構造異常の発生メカニズムは、ま
だよくわかっていない。近年、DNA 複製の停
止、近傍の別の複製フォークへマイクロホモ
ロジーを介した侵入、引き続いておこる複製
の再開、という一連の修復過程が構造異常の
発生に関与するという仮説が提唱され、
FoSTeS とよばれている。本研究では、ヒトで
発生頻度の高い生殖細胞系列の転座
t(11;22)をモデルとして、ヒト染色体転座が
FoSTeS によって発生しているのかどうかを
検証するとともに、そうであれば FoSTeS の
メカニズムの本態を詳細に解明し、そうでな
ければ FoSTeS 以外のどのようなメカニズム
で発生しているのかを検討しようと考えた。 
 

２．研究の目的 
 染色体の構造異常（転座、欠失、重複など）
の発生メカニズムは、よくわかっていない。
反復性の構造異常は早くから研究が進んで
おり、 low-copy-repeat (LCR) も し く は
segmental duplication (SD)と呼ばれている
領域特異的な重複配列間の、非アリル間相同
組換え（NAHR）が原因である。多くは第１減
数分裂相同組換え時の不均衡交差として発
生するとされている。研究代表者も 22q11 欠
失症候群の染色体欠失が NAHR によって発生
していることを示してきた。一方、非反復性
構造異常に関しては、近年、Lupski らが新た
に Fork Stalling and Template Switching 
(FoSTeS)という概念を提唱している。DNA 複
製の停止、近傍の別の複製フォークへマイク
ロホモロジーを介した侵入、引き続いておこ
る複製の再開、という一連の修復過程が構造
異常の発生に関与するという仮説である。こ
のような構造異常では、（１）新生転座や欠
失（NAHR 以外の）は父親由来の染色体におこ
っていることが多い、（２）父親の年齢依存
性に発生頻度が増加する、という事実があり、
精子形成が生体内で最多のDNA複製を経て行
われることから、これらの事実は構造異常の
発生にDNA複製が関与しているという状況証
拠となっているが、現時点で FoSTeS の関与
を示す直接的な証拠はほとんどない。本研究
では、これらに関して、転座発生のモデル系
を用いて、直接的な証拠を得ようとするもの
である。 
 
３．研究の方法 
 染色体の構造異常の患者サンプルを用い
て、マイクロアレイや次世代シーケンシング
により、その切断点と結合部位の情報を得た。 
 また、２つのプラスミドを用いた t(11;22)
転座発生モデル系を構築した。一方には、11
番染色体側の転座切断点のパリンドローム
配列（PATRR11）と GFP 遺伝子の上流転写調
節領域、もう 一方には 22番染色体側の転座
切断点のパリンドローム配列（PATRR22）と
GFP 遺伝子の翻訳領域を連結し、これら２つ
のプラスミドを HEK293 細胞に共導入し、転

座起これば GFP 遺伝子が発現し、蛍光強度で
判定できる転座発生アッセイシステムを構
築した。 
 
４．研究成果 
 すでに構築した細胞株を用いた転座発生
アッセイシステムを利用して、反復性
t(11;22)転座発生を調べると、２つのプラス
ミドを導入すると転座は発生し、このプラス
ミドにトポイソメラーゼIを用いて十字架型
の2次構造をとらせなくすると転座発生が抑
制された。これらのプラスミドは複製開始点
を欠失しており細胞内で複製されないため、
t(11;22)転座は DNA 複製に非依存的で、2 次
構造依存的に発生すると考えられた。FoSTeS
の経路とは無関係であると判断された。 
 この十字架型DNAが誘発する転座発生パス
ウエイを解析した。siRNA を用いたスクリー
ニングにより、十字架型 DNA は 2段階で切断
され、非相同末端結合で誤修復されることで
転座が発生することがわかった。第 1段階で
は十字架型 DNA は、GEN1 という相同組換えの
あとでできるホリデー構造切断酵素により
ななめ方向に切断される。できたヘアピン型
の DNA 末端を、第 2段階として、Artemis が、
ヘアピンの先端を開裂する。そのあと、
ligase IV が互い違いに修復する、というの
が転座に至る全経路であることを示した（論
文#16）。 
 また、t(8;22)転座や t(3;8)転座の切断点
の解析を行い、同じくパリンドローム配列同
士による染色体転座であることを示した（論
文#3、#5）。 
 一方で、非反復性の、非パリンドロームの
構造異常に関しては、その切断点の解析によ
り、1 例の欠失と 1 例の重複では結合部位に
マイクロホモロジーが同定され、FoSTeS の概
念に合致するものであった（論文#10、#17）。
もう 1 例の欠失では、欠失の上流側の切断
点にある 11-13塩基の配列が 4回繰り返し
た後、6 塩基のマイクロホモロジーを介し
て下流側と結合していた。「backward 
replication slippage」もしくは「serial 
replication slippage」と呼ばれる複製のス
リップ現象に合致し、FoSTeS で提唱された
DNA 複製のエラーが関与している可能性を強
く示唆する状況証拠が得られた（論文#4）。 
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