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研究成果の概要（和文）：本研究では、ゲノム損傷部位が修復のために動くのか、という仮説の検証に取り組んだ。こ
のために、まず特定の染色体部位にDNA損傷を誘導するとともに損傷DNAをFISH法により可視化する手法を確立した。現
在、これらの実験により得られた画像データの統計的解析を進めている。一方、我々は過剰発現されたゲノム修復酵素
RAD51が、細胞核内の束状領域に集積されることを見いだしている。損傷DNA結合タンパク質RPAとRAD51の免疫蛍光抗体
法を用いた解析により、RPAがRAD51が束状に集積する場所に移動することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the movement of damaged DNA. For this purpose, we have 
established a method to induce DNA damage at a specific DNA sites and to visualize the region by FISH 
technique. We are now analyzing the numerous images obtained by these experiments.
 We also found that over-expressed DNA repair protein RAD51 is accumulated at bundle like nuclear 
compartments. Immunofluorescence analysis revealed that RPA, a single strand binding protein, moved into 
the bundle like nuclear zone after induction of DNA damage. We are now preparing a manuscript including 
these new findings obtained by this project.
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１．研究開始当初の背景 
 
DNA 二本鎖切断(DSBs)の修復エラーは、染
色体転座などの形成から発がんに繋がる。
DSBs の相同組換え修復は、無傷の相同部位
を鋳型として修復するため、エラーが起きに
くい修復機構と考えられている。しかし、ヒ
ト細胞では相同染色体が別々の染色体領域
を形成し近接しておらず、また複製直後の姉
妹染色体についても近傍にはあるが接して
いないため、相同組換え修復のため相同部位
を損傷部位に近づける必要がある。しかし、
その詳細は未だ不明である。最近、ゲノム損
傷部位における non-coding RNA の転写が、
ゲノム損傷応答に重要である事が報告され
た。この報告では、修復関連蛋白質による核
内フォーカスの形成に DICER など
non-coding RNAの転写機構が必要であると
しているが、相同組換え修復との関連は不明
である。一方、酵母の減数分裂期における組
換え反応では、特異的な部位の転写反応が相
同部位の近接に必要であることが報告され
ている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、「相同組換え修復では、相同部
位を損傷部位に近づけるために転写反応が
必要である。」という仮説を検証するため、
１）損傷部位とその相同部位の位置関係の経
時的変化、 
２）転写関連因子や DICERや DROSHAな
ど non-coding RNAに関わる因子の発現抑制
などによるゲノム損傷部位での相同部位近
接への影響、 
を検討することを目的とした。 
 
 本研究は、損傷部位とその相同部位を近接
させるメカニズムに転写反応が用いられる
と い う 仮 説 の 証 明 に 、 FISH 法 や
Chromosome Conformation Capture 
Technology を用いて取り組む新しい角度か
らゲノム修復研究である。相同組換え修復は
様々なゲノム損傷の修復に関与しているた
め、本研究を推進することでその分子機構が
解明されることは、細胞がん化やがん細胞の
悪性化に関連するゲノム不安定性の分子機
構の解明に繋がると考えた。 
 
３．研究の方法 
 
平成２５年度は、TALEN法や I-SceIなどを
用いた特定の染色体部位に DNA 損傷を誘導
する手法を確立するとともに、FISH 法を用
いた相同部位の近接についての評価法を確
立する。 
1) 染色体 DNA の特定部位へのゲノム損傷
誘導法の確立 
染色体 DNA の特定部位へのゲノム損傷誘導
法特定の染色体領域にゲノム損傷を誘導す

るために、以下の２つの実験系を確立する。 
（１）二次性白血病の疾患特異的染色体転座
11q23 の転座切断点集中領域である MLL 遺
伝子 BCR 領域に TALEffector Nucleases
（TALEN）法を用いて特異的な DNA二本鎖
切断を誘導する。 
（２）ヒト細胞には存在しない制限酵素部位
I-SceI siteを組み込んだ培養細胞を用いて、
I-SceIの発現によりゲノム損傷を誘導する。 
 
２）FISH 法を用いたゲノム損傷誘導後の相同
部位近接の検討 
TALEN による MLL 遺伝子 BCR 領域への
DNA 二本鎖切断誘導後、FISH 法を用いて
MLL遺伝子座間の距離を経時的に解析する。
転写関連因子や non-coding RNA に関わる
RNase である DICER や DROSHA の
siRNA を用いた発現抑制実験を行い、MLL
遺伝子座間の距離への影響を検討する。さら
に、相同組換え修復に関わる RAD51 などの
因子や、DSBs 修復のもう一つの主要な経路
である非相同末端融合に関連する Ku70/80、
DNA-PKcs や ligaseIV についても発現抑制
実験や欠損細胞などを用いて、損傷部位とそ
の相同部位の距離への影響を検討する。
RNase処理によるRNA欠乏状態の誘導の損
傷部位と相同部位との距離に与える影響に
ついても検討する。 
 
平成 26年度は、Chromosome Conformation 
Capture Technology を用いた相同部位の近
接についての評価法の確立に取り組む。 
３）Chromosome Conformation Capture 
Technology を用いたゲノム損傷誘導後の相
同部位近接の検討 
I-SceIや TALEN法を用いてゲノム損傷を誘
導した細胞における相同染色体領域の近接
を Chromosome Conformation Capture 
Technologyを用いて解析する。FISH法によ
る検討と同様に、転写関連因子、DICER や
DROSHA、相同組換え修復に関わる RAD51
などの因子や、非相同末端融合に重要な
Ku70/80、DNA-PKcs や ligaseIV について
の siRNA による発現抑制細胞や欠損細胞な
どを用いて、あるいは RNase 処理による
RNA 欠乏状態の誘導による相同染色体の近
接への影響を検討する。さらに、I-SceIの実
験系では、相同組換えを GFP の発現により
確認できる細胞を用いて、これらの条件の相
同組換えへの影響を検討する。 
 
４．研究成果 
本研究では、「相同組換え修復では、相同部
位を損傷部位に近づけるために転写反応が
必要である。」という仮説を検証した。この
ために、１）損傷部位とその相同部位の位置
関係の経時的変化、２）DICERや DROSHA
など non-coding RNAに係わる RNaseの発
現抑制によるゲノム損傷部位での相同部位
近接への影響を検討した。 



平成 25 年度には、TALEN 法や I-SceI など
を用いた特定の染色体部位に DNA 損傷を誘
導する手法を確立した。平成 26 年には、切
断された DNA断片を FISH法により可視化
することで局在の解析を行った。特に、画像
解析を効率的に進めるために、画像取得、解
析のプロセスの自動化を進めた。現在、これ
らの実験により得られた画像データの統計
的解析を行っている。また、DNA 可視化に
は、特定の DNA塩基配列に結合する TALE
タンパク質に蛍光タンパク質を融合するこ
とで、特定の DNA 領域を蛍光標識する実験
系の開発を試みたが、シグナル・ノイズ比が
低く、特異的なシグナルを検出することが困
難であった。このため、米国NIH Tom Misteli
博士から、2 カ所の DNA 二本鎖切断部位の
両端を蛍光標識が可能な細胞の供与を受け、
現在切断された DNA 断片がどのような動態
を示すのか、検討を行っている。 
一方、我々は過剰発現された RAD51 が、細
胞核内の束状の領域に集積されることを見
いだしている。興味深いことに、DNA 二本
鎖切断の相同組換え修復のために、一本鎖に
されたDNAに特異的に結合するRPAタンパ
ク質と相同組換えの組換え酵素である
RAD51 の免疫蛍光抗体法を用いた解析によ
り、RPA のシグナルが時間経過とともに
RAD51 が束状に集積する場所に移動するこ
とが明らかとなり、現在論文の投稿準備中で
ある。 
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