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研究成果の概要（和文）：がんや生殖細胞系列で見つかる染色体転座は、異なる染色体の切断端が再結合して形成され
る。しかしなぜ物理的に遠位にある染色体同士が再結合されるのか、不明な点が多い。本研究では、ヒト男性精子中に
数万分の１で発生する均衡型相互転座の原因となるパリンドローム配列に着目し、その特殊なDNA配列が形成するDNA高
次構造が核内でどのような相互作用を起こすかどうかを検討した。その結果、核内で内在の２つのDNA修復酵素によっ
て切断されることが確認され、また別の特殊なDNA構造についても核内代謝に影響を及ぼすことを明らかにした。核内
配置はその配列の特殊性からくる困難さにより今後の検討課題となった。

研究成果の概要（英文）：Chromosomal translocations are mediated by illegitimate joining between distal 
parts of the different chromosomes. But the mechanism of proximity of these ends remains unknown which 
should have been repaired precisely. In this study, I used a palindromic sequence that induces frequent 
(1/20,000) de novo translocation in sperm from healthy men, and analyzed the interaction of these 
specific sequences that form DNA secondary structures in vivo. I found that the secondary structures were 
cleaved by two endogenous DNA repair enzymes, that the other DNA secondary structure also influences the 
chromosome metabolisms. Because of the difficulty of the DNA secondary structure, the chromosome 
conformation analysis remains a future subject.
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１． 研究開始当初の背景 
 がん、あるいは生殖細胞系列で見つかる染
色体転座は、ランダムな DNA 切断とその後
に続く間違った再結合によって引き起こさ
れると従来は考えられてきた。ところが近年、
ランダムではなく、特定の部位で繰り返し起
こる DNA 切断の例が報告されている。その
部位では特殊な DNA 高次構造（non-B 型
DNA）、すなわち三重鎖や十字架型構造が形
成され、構造特異的な DNA 切断酵素によっ
て切断を受けることが明らかにされた
（Raghaven, Nature 2004; Bacolla, PNAS 
2004; Inagaki, Genome Res 2009）。しかし、
切断直後は元の DNA 末端同士が物理的に近
接しており、細胞内の DNA 修復系によって
通常は速やかに元通りに繋ぎ戻されるはず
である。遥か彼方の染色体上の２カ所の切断
端が互いにつながる確率は非常に低いと考
えられる。 
 
２． 研究の目的 
 ヒトの t(11;22)(q23;q11)は、繰り返し起こ
る生殖細胞系列の相互転座で、世界に 100 例
以上の独立した家系が報告され、さらに、た
いていの健常人の男性では de novo の転座が
１万の精子中から１つという高確率で発見
されている（ Kurahashi, Nature Genet 
2001; Kato, Science 2006）。この転座の頻度
は、転座切断点に存在する数百塩基のパリン
ドローム配列(Palindromic AT Rich Repeat, 
PATRR)の、長さと対称性に依存しているこ
とから、パリンドローム配列が DNA 高次構
造を形成するによって、高頻度で切断が誘発
されて発生すると考えられている。さらに、
均衡型転座として観察されていることから、
11,22 番染色体の切断端同士が相互に入れ替
わって結合するような何らかの特殊な機構
がはたらいていることが推測された。 
 そこで本研究では、染色体転座の発生時に、
将来の転座染色体となるペアの染色体を、切
断前あるいは切断後にあらかじめ物理的に
近接させるような機構が作用しているので
はないかという仮説を立て、その機構を現象
面と分子メカニズムの両方から解明するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) パリンドローム配列の関わる染色体転
座の発生機構に関して、ヒトの培養細胞を用
いたモデル系を用いて、その DNA 構造を認
識するタンパク分子、あるいはその分子の起
こす DNA 代謝についてさらに詳細を検討し

た。 
 
(2) パリンドローム配列などの DNA 高次構
造形成配列をもとに、これらの細胞内での動
態を観察するため、蛍光を用いた検出系を立
ち上げ、また高次構造を認識する細胞内分子
の影響をノックダウンなどの手法で解析し
た。 
 
(3) パリンドローム配列以外での高次構造に
ついて、プロモータ部位に存在する４重鎖
DNA を例に検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒトパリンドローム配列が引き起こす
染色体転座に関わる因子の同定 
先行研究において、ヒト培養細胞における転
座モデル系を開発し、安定した転座発生モデ
ルを利用することが可能となった。これを利
用して、ヒト細胞において siRNA を導入し
て遺伝子ノックダウンをおこなう系の条件
を確立し、DNA トランスフェクションと遺
伝子ノックダウンを両立させながら、転座発
生に関わる因子を同定した。その結果、細胞
に内在の DNA 代謝酵素、GEN1 と Artemis
の２つがこの転座モデル系のカギとなるこ
とが示唆された。 
 そこでまず、これらの酵素の DNA 切断機
構を詳細に検討し、転座モデル系での DNA
の切断端の配列と比較することにより、前述
の候補タンパク質がの関与が正しいかどう
かを検討した。切断はパリンドローム配列が
作り出す十字架型構造（ホリデイ構造に似た
配列）の根元を切る特殊な酵素 GEN1 によっ
て始まる。転座モデル系でわずかに残る切断
残存物を PCR で増幅し、その切断位置をマ
ッピングし詳細に観察したところ、この酵素
の切断配列の選択が、既報の活性と一致して
いたことから、１段階目は GEN1 による斜め
切り（ホリデイ構造の resolutionに相当する）
であることが裏付けられた。 
 次に、その後のヘアピン構造を切り開く活
性を有する Artemis の切断機構を同様に転
座モデル系で検討した。この酵素の切断残存
物は通常の方法では検出不可能であったた
め、切断後に再結合した配列を塩基レベルで
検討した。パリンドローム配列のユニット間
でわずかに異なる塩基を指標にし、結合から
逆にたどりながら、切断時の配列を推測する
方法で明らかにした。その結果、ヘアピン先
端から２塩基程度内側に切れ目を入れるこ
とが判明した。このことは、先端２塩基が場



 
 

合によっては本来の向きと逆向きになって
再結合することから導き出された。この活性
は報告されている Artemis の酵素の活性そ
のものであり、２段階目での切断が Artemis
によって引き起こされることが裏付けられ
た。 
 以上の結果をまとめ、先行実験の結果と合
わせた成果を Nature Communications に報
告し、新聞紙上にも掲載された。 
 
(2) DNA 高次構造の細胞内での動態の観察 
 細胞内での観察を可能にするため、DNA
に結合するタンパク質として LacO/LacI と
tetO/tetR の系を用いた。結合配列ユニット
（Operator）をパリンドローム配列に並列に
組み合わせ、同時に EGFP や DsRed（ある
いは mCherry）を核移行シグナルおよびリガ
ンド結合配列と組み合わせた遺伝子を挿入
したベクターを用いて、細胞に導入し、細胞
株の樹立を試みた。いくつかのラインについ
て、その配列を確認したところ、蛍光タンパ
クの発現は確認され、DNA への結合も検出
されたものの、パリンドローム配列の欠失し
たラインがほとんどであった。配列の不安定
さがライン樹立を困難にした。 
 その頃、新たな遺伝子ノックダウン手法と
して急速に浸透してきた CRISPR/CAS9 を
利用して、パリンドローム配列の挿入をこの
系を用いて実施を試みた。利点の１つはトラ
ンスジーンのコピー数制御が可能であり、も
う１つは位置効果をそろえた複数のライン
樹立ができるからである。この試みは、数多
くのクローンの選抜が必要となり、現在も検
討中の課題となっている。 
 なお同様の解析手法において、細胞内で
DSB を発生させてその挙動を観察した結果
が 2013 年に Science に掲載された 1。その結
果はいわゆる contact-first と breakage-first
の両方の性質を示すものであった。パリンド
ロームを介した転座は breakage-first では説
明しにくいところが多く、今後の解析が待た
れるが、ヒトで起こる転座のメカニズムを正
確に解明するためには種による特異性を排
除した、ヒト細胞におけるモデル系の確立と
その解析手法の開発が必要ではないかとも
考えている。 
 
 (3) パリンドローム以外の DNA 高次構造の
検討 
DNA 高次構造はパリンドローム配列以外に
も、G（グアニン）の集中しやすいプロモー

タ部位に存在するとされる４重鎖 DNA が知
られる。先行研究にて ANXA5 遺伝子のプロ
モータに４重鎖 DNA を取りうるコンセンサ
ス配列が見つかった。そこでこの構造が生体
内で存在するかについて検討した。４重鎖
DNA が形成されると、片側の DNA 鎖が余る
ことで１本鎖 DNA が形成される。この１本
鎖を検出するために、Sodium Bisulfite 処理
をおこなって塩基置換を起こさせ、その部位
を mapping したところ、確かにコンセンサ
ス配列部位での１本鎖の存在を確認した。こ
の成果はまだプリミティブであるため、今後
の裏付け実験を待ち、DNA 構造と代謝に関
する新しい知見として報告する予定である。 
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