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研究成果の概要（和文）：DNA二本鎖切断の誤修復によりランダムに生じる染色体異常のうち、転座(Tr)は娘細
胞に分配されるが二動原体染色体(Dic)は間期に微小核を形成して自然免疫応答を惹起し、次の細胞周期にクロ
モトリプシス（染色体破砕）を形成する。染色体異常を解析するため、予めゲノム編集を行った細胞を使った
Cre-loxやCRISPR-Cas9システムを用いて特定の染色体間にTrやDicの誘発を試みた。TrやDicの生成頻度は正常細
胞では10^-6程度と大変低く、Dic解析のため多数の細胞を得ることは困難であった。Tr誘導iPS細胞は増やすこ
とができるため遺伝子発現の変動解析を行い、変動遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：DNA double-strand break misrepair induces random chromosomal aberrations in 
cellular genome. Among aberrations, translocations (Tr) can be transduced to daughter cell genomes, 
while dicentric chromosomes (Dic) form micronuclei in interphase of daughter cells, triggering 
innate immune responses and chromothripsis in the following cell cycle. To analyze chromosomal 
aberrations, we tried to induce Tr and Dic between specific chromosomes using the Cre-lox and 
CRISPR-Cas9 systems with genome-edited cells. Tr and Dic are produced at a very low frequency of 
about 10^-6 in normal cells, and it was difficult to obtain a large number of cells for Dic 
analysis. Since Tr induced iPS cells can be multiplied, we performed gene expression analysis and 
identified altered expression of variable genes.

研究分野：放射線生物学

キーワード： 染色体異常　二動原体染色体　微小核　クロモトリプシス　染色体転座　ゲノム編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
染色体異常解析は形態学的な解析が中心で、病気の原因となる特定の染色体異常以外は影響解析が十分に行われ
ていない。本研究はランダムに生じる染色体異常のモデル系として、ゲノム編集を用いた配列特異的にデザイン
されたDSB誘導技術が、DSB修復を介した染色体異常機構の解明を効率よく進めるために有効であることがわかっ
た。またランダムに生じる染色体転座が遺伝子発現に影響する可能性を示した。今後この解析法、およびこの解
析から判明した機序を基盤に効率よくDicを誘導する技術を見出し、本研究では効率よく進められなかったDicと
その転帰の解析を行うことが可能となった。

※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 
電離放射線は細胞ゲノムに DNA 二本鎖切断(DSB)を誘発する。切断端が DSB 修復機構によ
り再結合する際、一定の確率で本来の切断端とは異なる染色体末端の組み合わせで再結合が生
じる。セントロメアを持つ断片と持たない断片が再結合した染色体転座 (chromosome 
translocation, Tr)は、配列以外の構造は正常であるため娘細胞に受け継がれる。しかし、セント
ロメアを持つ断片同士および持たない断片同士が再結合した二動原体染色体 (dicentric 
chromosome, DIC)および染色体断片は、染色体分配機構の機序に沿わないため不安定であると
考えられる。 

Dic や Tr の出現頻度は、染色体異常を用いた放射線線量評価の指標である。放射線発癌研究
では、腫瘍を惹起する特定の転座に着目した解析が多く、ランダムに生じる Trや細胞分裂増殖
の過程で失われる Dicの癌化への関与は不明である。全ゲノム DNA配列解析により染色体が複
雑に融合したクロモトリプシスが腫瘍ゲノムに発見され、M 期の異常や Dic などの不安定型異
常染色体が微小核の形成を介してクロモトリプシスを起こすと考えられるようになった。Dicは
分裂期において娘細胞の両極から牽引され、核に取り込まれない微小核(micronucleus, MN)と
なる。MN内のゲノム DNAは、細胞質内の DNAウイルス応答機構を活性化するが、他方でMN
内の DNAは断片化され、次の G1期に核内に取り込まれ斑状に融合した異常染色体となること
がある。この異常染色体では、多数の遺伝子に欠損や増幅、遺伝子融合が起こるため、細胞癌化
に必要な変異が起きる可能性が高くなる。放射線により頻度が上昇する様々な腫瘍でクロモト
リプシスは検出されていることから、放射線誘発 Dicを端緒とした異常染色体の生成が、放射線
発癌に寄与する可能性がある。この過程に、どんな因子が関与するか、この過程で誘導されたシ
グナルが細胞内・外へどんな影響を与えるか知ることは、放射線発癌機構を解析する上で重要で
ある。加えて Trの解析は腫瘍化に関与する Ph1などの特定の異常の解析は進んでいるが、ラン
ダムに生じる Trについても、細胞に与える影響については未解明である。 
 
２．研究の目的 

Trや Dic はこれまで放射線損傷に特徴的なゲノム DNAの巨視的変化の指標として用いられ
てきたが、従来法では細胞の固定・染色が必要なランダムな異常は、分子解析に必要な大量の生
細胞で追跡することは難しいため、ランダムな Trの追跡および Dic がMN となり破砕・再構
成されるクロモトリプシス過程までを精密に解析することは困難で、これらの転帰について解
析を行った研究は殆どない。本研究では、特定の染色体間で Trや Dic を人工的に誘導するため
に 2 つの染色体にゲノム編集を行って組換に必要な配列をノックインし、同期的に誘発した
Tr/Dic をモニターしながら、その転帰を継時的に定性・定量解析し、異常形成に関与する因子
や惹起される細胞内・外シグナルを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

Tr/Dicの同期的誘導を可能にするため、11番染色体 CCND1遺伝子の 5’側領域、14番染色体
の IgH 鎖 Eμ 領域の各々に特異的な gRNA 配列を CRISPRscan (https://www.crisprscan.org)
を用いてデザインし、CRISPR/Cas9により効率よく切断が起きることを確認した。また、それ
ぞれのゲノム領域に相同組換を用いて loxP配列を導入するための鋳型となるターゲッティング
ベクターを作成した。loxP配列の方向性は、Dicおよび Trが生成されるように 2種のターゲッ
ティングベクターを作成した。これら IgHおよび CCND1を標的とする CRISPR/Cas9による
特異的な切断をゲノム DNA上に起こし、相同組換修復によりそれぞれの座位にターゲッティン
グベクターを介して loxP 配列をノックインした HEK293 細胞を作成した。この細胞を用いて
Dicおよび Trを誘導するため、GFPを共発現する Creレコンビナーゼ発現ベクターを一過性に
導入し、GFP(Cre)陽性細胞のセルソーター分離を行った。加えてハイグロマイシン耐性遺伝子
を共発現する Cre発現ベクターを作成し、細胞導入して薬剤選択し、安定発現細胞を単離した。
Dic/Trの誘導の確認は、分離した細胞のゲノム DNAを単離し、DSB切断点の 5’, 3’側に設定し
た Dic/Tr を特異的に検出するプライマーを用いたリアルタイム PCRにより行った。 
また Cre-loxPを使わず IgH/CCND1に対する CRISPR/Cas9のみを導入し、Trおよび Dicを
誘導する実験も行った。この実験では阻害剤処理や予め種々の遺伝子 mRNA に対する shRNA
を導入して遺伝子発現をノックダウンした細胞株を調整し、CRISPR/Cas9 による Dic/Tr 誘導
を行った。検出は DSB切断点の 5’, 3’側に設定した Dic/Tr を特異的に検出するプライマーを用
いたリアルタイム PCRにより行った。 

Cre-loxP, あるいは CRISPR/Cas9により Trを誘導した細胞（HEK293, iPSC）については、
細胞を純化し PCRや DNA配列解析, FISHにより loxPを介した染色体転座が起こっているこ
とを確認した。 
生じた Tr が細胞に与える影響を解析するため、t(11;14)をもつ対数増殖期の iPS 細胞から

RNAを回収し、Novogene 社への依頼分析でハイスループットシーケンサーを用いた RNAseq
解析を行った。アライメントしたデータは iDep1.0 を用いて遺伝子発現量に変化がある遺伝子



群を抽出した。 
 
４．研究成果 
 本研究では、既知の染色体転座座位であり多発性骨髄腫に特徴的な IgH enhancer–CCND1遺
伝子相互転座 t(11;14) (q13;q32)領域を標的とし、任意のタイミングで誘導可能な Cre-loxPを用
いた Tr/Dic 誘導をまず試みた。IgH および CCND1 ゲノム DNA 配列特異的な CRISPR/Cas9
ベクターをデザインし、相同組換により loxP 配列を IgH および CCND１に導入するためのタ
ーゲッティングベクターとともにそれぞれ HEK293および iPS細胞に導入した。loxPの標的配
列への導入確認はゲノム DNAを用いた PCRにより行った。この細胞に Cre-EGFPを導入して
一過性の EGFP発現を示した細胞をセルソーターにより単離した。ゲノム DNAを用いた PCR
により Tr/Dicの有無を調べたが、10^6個細胞に相当するゲノム DNA 3µg（total）を解析して
も陽性シグナルが得られなかった。実験系を Cre-HygR 安定発現系に変更し、ハイグロマイシ
ン薬剤耐性細胞を得てゲノム DNA を単離して PCR により Tr/Dic の解析を行ったところ、Tr
のみを得ることができた（Fig.1, 2）。Tr領域の DNA配列を解析した所、loxPを介して IgHお
よび CCND1遺伝子ゲノム DNAが融合していることが確認できた。 

 

 
次に loxP を導入した HEK293 細
胞に、ATM阻害剤や相同組換阻害剤
(HRi)、非相同末端接合阻害剤
(NHEJi)を有効濃度で継続的に処理
しながら Cre-Hygをコードするレト
ロウイルスを感染させてハイグロマ
イシン耐性細胞を得た。ゲノム DNA
を単離しリアルタイム PCR により
Tr の有無を調べたが、阻害剤処理に
よる相互転座のどちらの染色体にも
発生頻度の違いは認められなかった
ことから Cre-loxPを介した DNA組
換による Tr には DSB 修復シグナル

や DSB修復（HRやNHEJ）は関与していないことが示された（Fig3）。 
 
 

Cre-loxP では Dic 細胞を得ることができなかったため、IgH および CCND1 遺伝子座への
loxP導入に用いた IgH-CCND1特異的 CRISPR/Cas9を用いて HEK293 細胞および iPS細胞
(BiPSC13, MIB2-6)に DSB を誘導し、染色体異常の有無について Tr を特異的に検出するプラ
イマーを用いたゲノム DNA-PCRにより調べたところ、t(11;14) Tr陽性細胞の存在を確認でき
た。Dic についてはシグナルは得られたものの結果に再現性がなかったため、まず Tr 解析を進
めることとした。Tr 細胞をコロニー形成を行ってクローニングし、ゲノム DNA-PCR および
t(11;14)特異的プローブを用いた FISH（緑/赤蛍光が重なり生じた黄色い点が Tr）により Trが
生じていることを確認した（Fig.4）。また Tr 接合配列には、CRISPR-Cas9 によるゲノム切断
で生じるNHEJによる DSB修復に特徴的な、塩基配列の欠損が認められた（data not shown）。 



 
 
 次に IgH-CCND1 特異的 CRISPR/Cas9 による t(11;14)誘導効率が細胞間に差があるかどう
か確認するため、HEK293(副腎由来トランスフォーム細胞), HepG2(肝がん細胞), BiPSC13, 

MIB2-6 (iPS 細胞 ), 
TIG-1, TIG-3細胞（線
維芽細胞）で Tr 誘導
を行ったところ（感染
効率はゲノムに組み
込まれたウイルスゲ
ノ ム 量 で 補 正 ）、
HEK293 の み が -
5x10^4 程度の高い効
率を示したが、他の細
胞株では Tr 効率は低
かった（Fig.5）。 

 
 
  高い Tr 誘導効率を示した HEK293 細胞に、ATM 阻害剤や相同組換阻害剤(HRi)、非相同

末端接合阻害剤(NHEJi)を処理
しながら IgH-CCND1 特異的
CRISPR/Cas9 をコードするレ
トロウイルスを感染させて耐性
細胞を得た。ゲノム DNA を単
離しリアルタイム PCR により
Tr の頻度を調べたところ、
NHEJ 阻害剤処理により Tr 頻
度が低下したことから、DSB修
復を介した Tr の誘導には
NHEJが関与していることが示
された（Fig6）。 
 

 
機序解析を行うため、DSB シグナルに関与する遺伝子を特異的な shRNA 発現レトロウイル
スベクターによりノックダウンした HEK293細胞をそれぞれの遺伝子について作成し、RNAを
単離して RT-PCRにより発現抑制（60-80%）を確認した。それぞれの遺伝子のノックダウン細
胞について、IgH-CCND1-CRISPR/Cas9レンチウイルスを導入して薬剤選択を行い、ピューロ
マイシン耐性細胞のゲノム DNAを回収して転座頻度をリアルタイム PCRにより確認した。実
験間でばらつきはあるものの、AMPK, MTOR, NBS1, TP53遺伝子のノックダウンでは親株に
比べて Tr 頻度の増加が認められたことから、これらの遺伝子の発現低下が Tr 頻度の増加の要
因と考えられた。 



 
 
ランダムに生じる Trが細胞機能に与える影響を解析するため、iPS細胞では発現しない IgH
遺伝子異常、すなわち t(11;14)を持つ未分化 iPS細胞(CRISPR/Cas9により誘導されたBiPSC13 
AX, MIB2-6 BG, Creにより誘導されたMIB2-6 loxP tr)と、持たない未分化 iPS細胞(BiPSC13, 
MIB2-6, MIB2-6 loxP)との間の遺伝子発現を RNAseqで比較した。6つの細胞から ncRNAを
含む約 19000 遺伝子の発現が検出され、遺伝子発現の主成分解析では t(11;14)細胞のみが集団
を作らなかったことから、t(11;14)が遺伝子発現に大きな影響を与えていないことがわかった。
Tr 細胞と正常細胞を比較したところ、Tr をもつ iPS 細胞で 25 遺伝子と 49 遺伝子が有意に増
加・減少を示した。発現量の変化が大きな遺伝子については RT-Q-PCR により発現量の確認を
行ったところ、RNAseq と同じ傾向が確認できた（Fig.8）。Tr の有無により発現差のあるこれ
らの遺伝子はゲノム全体にマッピングされた。加えて、t(11;14)(q13;q32)接合遺伝子座近傍の遺
伝子発現は RNAseq やリアルタイム RT-PCR 結果では差が認められず、t(11;14)(q13;q32)接合
遺伝子座の近傍の遺伝子発現は転座による影響がないことが確認された。Tr 細胞での変動が検
出された遺伝子については、今後変動の原因解析を行う。 
 

 
 
以上のように本研究から、特定の染色体異常を誘導する配列特異的なデザインされた DSB誘
導技術が、DSB 修復を介した染色体異常機構の解明を効率よく進めるために有効であることが
わかった。今後、染色体転座解析からわかった機序を基盤に、効率よく Dicを誘導する技術を見
出し、本研究では効率よく進められなかった Dic解析を行うことを目指す。 
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