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研究成果の概要（和文）：ユーイング肉腫などの染色体転座を有するヒト悪性骨軟部腫瘍由来株化培養細胞および手術
等により得られたヒト組織標品を用いて、DNA二本鎖切断修復に関わる分子異常を検索した。その結果、染色体転座を
有する肉腫細胞株においては、ほぼ同様にDNA二本鎖切断修復遺伝子の発現異常が認められることを見出した。また、D
NA二本鎖切断修復因子のタンパク質レベルの発現状態、細胞内局在についてもプローチした。その結果、一部の因子の
核内フォーカス形成が認められ、これらの因子の発現異常が単なる発現レベルの変化ではなく、実際のDNA二本鎖切断
に応答したものであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Using DNA microarray approaches, expression of the genes functioning in DNA 
double strand break (DSB) repair was explored in cell lines or tissue specimens derived from Ewing 
sarcomas and the other human soft tissue neoplasms with disease-specific chromosomal translocations. 
Expression of several DSB repair genes was similarly induced in these sarcoma cells. Furthermore, 
expression and subcellular localization of the DSB repair proteins were observed using 
immunocytochemistry, the results revealing an enhanced nuclear foci-formation in some DSB repair factors, 
which strongly suggest that the induction of the genes does reflect functional responses to DSBs occurred 
in cells.

研究分野： 整形外科学
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１．研究開始当初の背景 
悪性骨軟部腫瘍の特徴として疾患特異的な染

色体転座の存在が挙げられる。例えば t(11;22)
はユーイング肉腫の約 90％に存在し、転座によ

り生じた融合遺伝子産物 EWS-Fli1 が発がんに

寄与していると考えられている。疾患特異的な

転座とその結果生じる融合遺伝子産物の意義

は次第に明らかになってきており、染色体転座

は悪性骨軟部腫瘍発生の重要な要因であると

考えられる。また、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、腫瘍発生に

おいて大きな比重を占める極めて重要なメカニ

ズムと考えられる。しかし、悪性骨軟部腫瘍発生

の真の原因とも言うべき染色体転座が生じる分

子機構は解明されていない。 
染色体転座が生じるためには、まず DNA 二

本鎖の切断が生ずる必要があり、染色体転座を

有する悪性骨軟部腫瘍の発生においても DNA
二本鎖切断が重要な意義を持つものと考えられ

る。しかし、通常生体内には DNA 二本鎖切断

が生じても、それを修復する機構が存在する。

従って、染色体転座発生に先立ち、これらの

DNA 二本鎖切断修復機構の異常が存在する

可能性が示唆される。近年これらの DNA 二本

鎖切断修復を司る分子群が次々に同定されて

きた。しかし、悪性骨軟部腫瘍にみられる染色

体転座の生成過程における DNA 二本鎖切断

修復とその異常の意義については、全く解析さ

れていなかった。我々は、本研究に先立つ研究

により、ユーイング肉腫細胞株においては DNA
二本鎖切断修復因子の遺伝子発現に大きな異

常がみられることを初めて見出した。これらの結

果を踏まえ、本研究では、肉腫細胞における

DNA 二本鎖切断修復を担う分子の構造および

発現の異常の意義を解明することを目的とした。 
２．研究の目的 
上述のように、DNA 二本鎖切断修復を担う因子

群の発現異常、ひいては、DNA 二本鎖切断修

復経路の機能異常(経路間の不均衡もふくむ)が、

肉腫発生の真の原因とも言える染色体転座に

繋がっている可能性がある。本研究では、肉腫

細胞における、DNA 二本鎖切断修復機構の分

子の構造および発現の異常とその意義を解明

することを目的とした。具体的には、染色体転座

を有するヒト悪性骨軟部腫瘍由来株化培養細胞

および手術等により得られたヒト組織標品を用い

て、DNA 二本鎖切断修復に関わる分子異常を

系統的に検索することとした。 

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

悪性骨軟部腫瘍由来株化培養細胞および手

術等により得られたヒト組織標品を用いて、

DNA二本鎖切断修復に関わる分子異常、

DNA二本鎖切断修復経路の機能異常を系統

的に検索する。解析するDNA二本鎖切断修

復分子群は、 
 

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 
 
の 2 グループ計 11 分子が中心となる。 

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. 構造解析 
III. 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、DNA 二本鎖切断修復の 2
つの経路の機能状態と相互のバランスについて

考察を加えることとした。 
 
４．研究成果 

初年度のH24年度とはH25年度は、mRNAレベ

ルの発現解析をマイクロアレイを用いて多角的に 
おこなった。その結果、当初DNA二本鎖切断修

復因子の遺伝子発現異常をみとめたユーイング

肉腫細胞株に加え、染色体転座を有する他の肉

腫細胞株においても、ほぼ同様なDNA二本鎖

切断修復遺伝子の発現異常が認められることを

見出した。 
また、DNA二本鎖切断修復因子のタンパク質

レベルの発現状態、細胞内局在についてもプロ

ーチした。その結果、一部の因子の核内フォー

カス形成が認められ、これらの因子の発現異常

が単なる発現レベルの変化ではなく、実際の



DNA二本鎖切断に応答したものであることが示

唆された。 
最終年度の H26 年度は、これまで肉腫細胞

を用いて得られた mRNA レベルの発現解析結

果を他の遺伝学的背景をもつ腫瘍細胞と比較し

た。疾患特異的な転座をもたない大腸癌、乳癌、

肺癌等に由来する細胞株群ではそのような発現

異常を認めないことを確認した。しかしながら、

一部の大腸癌由来細胞株において、DNA 二本

鎖切断修復因子発現の異常がみられることを見

出した。このカテゴリーを特徴づける分子異常と

して DNA ミスマッチ修系の異常に着目した。現

在、DNA ミスマッチ修復異常を特徴づけるマイ

クロサテライト配列の不安定化がユーイング肉腫

細胞で観察されるか、手術等により得られたヒト

組織標品を用いて解析をおこなっている。また、

in vitro でみとめられた DNA 二本鎖切断修復

因子の核内フォーカス形成が、さまざまな電離

放射線照射によりどのように修飾されるか、分子

異常の機能的側面についてもアプローチしてい

る。 
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