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研究成果の概要（和文）：疾患特異的な染色体転座と、その結果生じる融合遺伝子は肉腫の発がんに寄与すると
考えられている。染色体転座の発生には、DNA二本鎖切断修復系（相同組換え修復：HR、非相同組換え修復：
NHEJ）の異常が関与していると考えられるが、その分子機構の詳細は明らかになっていない。本研究ではHR及び
NHEJを担う分子群の発現および機能異常を遺伝子発現レベルおよび蛋白質レベルで詳細に解析し、各種の転座陽
性肉腫細胞におけるHR径路の活性化を確認した。そしてそれらの実績を踏まえ、in vitroにおける染色体転座再
構成を検証できるモデル系の構築に取り組んだ。

研究成果の概要（英文）：Disease-specific chromosomal translocation and the resulting fusion genes 
are thought to contribute to the carcinogenesis of sarcomas. Abnormalities in the DNA double-strand 
break repair system (homologous recombination, HR; non-homologous end-joining, NHEJ) are thought to 
be involved in the development of chromosomal translocations, but the details of the molecular 
mechanism are still unclear. In this study, we analyzed the expression and dysfunction of the 
factors responsible for HR and NHEJ in detail at the gene and protein expression levels and 
confirmed the activation of the HR pathway in various translocation-positive sarcoma cells. 
Based on these achievements, we worked on the construction of a model system that can verify the in 
vitro chromosomal translocation in sarcoma cells.

研究分野： 整形外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍における染色体転座はこれまでNHEJにより生起しているものと考えられてきたが、我々はむしろHR径路を介
して生起しているのではないかと仮定し研究を進めて来た。その結果は、転座陽性肉腫細胞におけるHR径路の活
性化を示唆している。HR径路を介した染色体転座は複数のDNA修復過程の異常を背景にしている可能性がある
が、このようなDNA修復異常を正確にとらえ、転座の基礎となるDNA修復過程の全貌を明らかにするためには、各
種DNA修復異常の意義を検証可能なモデル系を構築する必要がある。HRによる肉腫型染色体転座を再構成するin 
vitroモデル系を構築しようとする本研究は世界初の試みといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肉腫の特徴として、ユーイング肉腫における t(11;22)や滑膜肉腫における t(X;18)をはじめと
する、疾患特異的な染色体転座の存在が挙げられる。ユーイング肉腫ではその約 90％に存在
し、第 11番染色体上の遺伝子 FLI1 と第 22 番染色体上の遺伝子 EWS との間で、異常な融合遺
伝子 EWS-FLI1 が生じる。EWS-FLI1 は強力な転写因子として働き、線維芽細胞を transform す
る活性を有するが、EWS-FLI1 によるユーイング肉腫発症のメカニズムは不明であった。これま
でに我々は、ユーイング肉腫細胞における EWS-FLI1 遺伝子発現を抑制することで細胞増殖が抑
制され、細胞は G1 期に停止することを明らかにした。その際、EWS-FLI1 が直接的、間接的に
G1 期から S期への移行を制御する細胞周期制御因子群の発現を修飾することを明らかにしてき
た。これらの一連の成果は、EWS-FLI1 によって細胞周期制御因子の発現に異常が起こり、細胞
周期が高回転に維持されることが、ユーイング肉腫の発がんや増殖に寄与する可能性を世界で
初めて示したものである。さらに我々は、これらの EWS-FLI1 標的遺伝子産物が、ユーイング肉
腫に対する治療に応用できる可能性についても明らかにした。疾患特異的な染色体転座は造血
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役割を演じる極めて普遍的なメカニ
ズムと考えられる。腫瘍疾患特異的な染色体転座とその結果生じる融合遺伝子産物の意義は長
年に亘り注目されてきたが、このような染色体転座そのものがどのような機序を介して生じる
のかについては殆ど研究されておらず、その分子機構は依然不明である。 
疾患特異的な染色体転座が生じるためには、まず特定の染色体部位における DNA 二本鎖切断
(Double Strand Break: DSB)が原因となることは想像に難くない。通常生体内には、DSB が生
じてもそれを修復する機構、A.相同組換え(Homologous recombination, HR)、B.非相同末端結
合(Non-homologous end-joining, NHEJ)、C.ミクロホモロジー介在性末端結合(microhomology-
mediated end-joining, MHMEJ)の各経路が存在する。HR は配列情報を正確に維持可能であるた
め、通常は HRによりこれらの DSB は修復されていることが想像される。しかしながら、染色体
転座を生じる肉腫細胞においては、このような修復がおこなわれず、誤った染色体間で修復が
おこなわれている可能性がある。これまで、このような腫瘍に特徴的な染色体転座は、NHEJ に
より生起しているものと考えられてきた。異なる染色体間には配列相同性が見出せないからで
ある。 
一方我々は、本申請に先立つ研究において、ユーイング肉腫細胞株では、HR 経路を構成する遺
伝子群が著しく高発現していることを世界に先駆けて見出している。実際には、A）転座は HRに
より生じていないか?という疑問が生じる。しかしながら、このような異なる染色体間での HRを
想定する上では、B）なぜ MMR は働かないのか? 、C）なぜ NHEJ は使われないのか? といった大
きな疑問も生じる。通常 HR による修復の場合、まちがった染色体間で組換えが起きないよう、
DNA ミスマッチ修復(DNA mismatch repair, MMR)がこれを抑止している。HRにより染色体転座
が生じる際、なぜ配列間に存在する非相同性は無視されるのかが疑問となる。また、このような
「高いハードル」を乗り越えてでも HR 径路が利用される理由は何か。より容易な修復であり、
活性も高い NHEJ 径路はなぜ使われないのかが疑問となる。肉腫型染色体転座が生起する過程に
おいては、これらの DNA 修復機構を構成する特定の分子の異常が背景にあることが想像される
が、転座陽性肉腫細胞における DNA 修復諸因子の異常についてはこれまで全く研究されていな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、このような肉腫型染色体転座の基礎となる分子機構の詳細を明らかにするため
に、HR により肉腫型染色体転座を再構成する in vitro モデル系を構築することを目指す。転
座 invitro モデル系が構築されれば、転座が生起する過程に対する促進・抑制効果を指標に、
転座の基礎となる DNA 修復諸因子の異常が同定できる。普遍的な発がんメカニズムのひとつ
である染色体転座の分子機構の解明が期待される。上記したように、腫瘍で見られる染色体転
座はこれまで、NHEJ により生起しているものと考えられてきた。しかし、この NHEJ モデ
ルでは、これらの転座が通常相互転座である点を説明しにくい。一般に相互転座の中間過程は
HR に特徴的な Holliday 構造で説明されるが、染色体間には高い配列相同性が見出せない点が
疑問として残っていた。一方、以前より切断近傍に比較的配列相同性の高い SINE 型レトロポ
ゾンの 1 種、Alu 配列の存在も指摘されていた。これらの知見から我々は、腫瘍に特徴的な染
色体転座はむしろ HR 径路を介して生起しているのではないかと仮定し、これまで研究を進め
て来た。既に得られているいくつかの知見は HR による機序を示唆しているだけでなく、我々
のこれまでの観察も転座陽性肉腫細胞における HR 径路の活性化を示唆している。 
しかし HR 径路にその原因をもとめる上では、上記したような疑問点も浮上してくる。HR 径
路を介した染色体転座は複数の DNA 修復過程の異常を背景にしてはじめて可能となっている
可能性がある。このような DNA 修復異常を正確にとらえ、転座の基礎となる DNA 修復過程
の全貌を明らかにするためには、各種 DNA 修復異常の意義を検証可能なモデル系を構築する
必要がある。HR による可能性を追求する研究は現在、国内外を見ても極めて少数派である



が、HR による肉腫型染色体転座を再構成する in vitro モデル系を構築しようとする研究は世
界初の試みといえる。本研究は、腫瘍細胞における分子異常を後方視的(a posteriori)に観察す
る帰納的研究とは対極的に、モデル系を用いて原因を演繹的(a priori)に証明しようとする研究
であり、アプローチを「コペルニクス的」に転換するものである。HR による転座生成機序を
演繹的に明らかにしようとする研究といえる。 
 
３．研究の方法 
（1）DNA 修復異常の網羅的解析 
モデル系が作成されても、検証する DNA 修復異常の候補が明らかでなければ、分子機構の詳細 
は明らかにできない。肉腫より樹立された各種株化培養細胞において、引き続き網羅的な遺伝
子発現解析および詳細な染色体(核型、構造異常)解析を行う。 
（2）肉腫型染色体転座 in vitro モデル系の構築 
これまでにも、染色体 DNA に integrate されたトランスジーン構造を利用して、HR 反応を観察
可能な優れたシステムが報告されている。また近年、配列特異的エンドヌクレアーゼを活用し
たゲノム編集技術が大きく進歩した。本研究では両者を活用する。具体的には、2 遺伝子座に
HR を利用してトランスジーン構造を導入することで、両遺伝子座において a)鎖切断を任意に誘
導でき、b)‘壊れた’蛍光タンパク質遺伝子が、c)‘正しい’ドナー修復配列との間の HRによ
り復旧し、発光(G蛍光)することにより HR反応が検出可能な系を構築する。さらに、d)薬剤マ
ーカー遺伝子を利用してクローンを選択した後、鎖切断を誘導し、培養を行う。2 つのトラン
スジーンに置かれた e)独立した蛍光タンパク質遺伝子(R 蛍光)により、転座に際し、G+R の
merged 蛍光を検出、転座生成が確認される基本系が構築されれば、マーカー蛍光タンパク質遺
伝子の配列異常の程度を① 短い欠失から、②塩基ミスマッチを含む配列へ、あるいは③Alu 配
列(実際に 2遺伝子座に存在するリピート配列を R蛍光のみにより検出)へと、段階を追って系
を改変し、HR反応の変化を観察する。 
 
４．研究成果 
これまで染色体転座は NHEJ により生起していると考えられてきたが、我々の研究により、転座
陽性肉腫細胞において HR径路の活性化がみられることが観察されている。本研究では、HRに
より肉腫型染色体転座を再構成する in vitro モデル系を構築し、転座の基礎となる DNA 修復過
程の詳細を演繹的に証明することを目的とした。 
代表的転座陽性肉腫としてユーイング肉腫細胞株を用い、HRおよび NHEJ の両経路の遺伝子発
現を網羅的に解析した。すなわち、ヒト初代培養肺線維芽細胞 MRC-5 およびヒト間葉系幹細胞
株 hMSC を正常対照とし、これまでのヒトユーイング肉腫細胞株(RD-ES、SK-ES1、SCCH196)、ヒ
ト滑膜肉腫細胞株(HS-SY-II)、ヒト横紋筋肉腫細胞株(NRS1)に加え、ヒトユーイング肉腫細胞
株(WE68、SK-N-MC)、他の染色体転座を有する白血病および悪性リンパ腫細胞株(K562、Raji、
Daudi)における上記 DNA 修復系分子群の発現状態を Affymetrix 社製 GeneChip Human Genome 
U133 Plus 2.0 Array を用いて網羅的に解析した。 
また、ユーイング肉腫細胞株 WE68 および RD-ES における詳細な核型解析を実施した。さらに
HR および NHEJ 両経路の構成因子の蛋白レベルの発現解析も行った。 
その結果、HR経路の活性化が確認されたのみならず、転座陽性肉腫における NHEJ 経路の不活
性化を示唆する結果が得られた。これらの実績を踏まえ、in vitro における染色体転座再構成
を検証できるモデル系の構築に取り組んだ。この活性化した HR経路の意義を検証するためのモ
デル系の確立までには至らなかったが、今後も引き続き HR 経路因子の機能的異常についての解
析を行いたいと考えている。 
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