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研究成果の概要（和文）：染色体転座は、がんや不妊症など、さまざまな疾患の原因となる。ヒ

トで繰り返し起こる染色体転座を例に、その発生機構を明らかにする目的で、メダカの減数分

裂細胞を用いた解析を試みた。また、ヒト細胞を使った転座モデル系を用いて、転座の発生に

関わる因子の同定を試みた。その結果をふまえて、転座発生の新たなメカニズムを提唱した。

この成果はまた、将来の遺伝子導入の新しい手法としても応用できると考えられる。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Chromosomal translocations often cause a variety of diseases, such 
as cancers or infertility. To find mechanism of a frequently occurring translocation in 
humans as an example, I used medaka germ cells as a model. In addition, I made a 
translocation model system of a human cell line and made an attempt to find factors 
involving the translocation. As a result, I proposed a novel mechanism of the recurrent 
translocation. This result might lead to a new gene transfer technique in the future. 
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１．研究開始当初の背景 
 染色体転座は、ゲノムの恒常性を維持する
機構が破綻した結果起こる現象で、がんを始
めとするさまざまな疾患の原因となる。ほと
んどの染色体転座は DNA 鎖のランダムな場

所での切断に起因すると考えられている。一
方、染色体のある領域に集中して切断箇所が
見つかる例も存在する。生殖細胞系列の非ロ
バートソン型転座 t(11;22)は、保因者はほぼ
健康であるが、配偶子形成過程での染色体不
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分離に起因する、染色体数の異常な子供の出
生によってはじめて見つかる、頻度の高い転
座である。この保因者の切断点は約 100bp以
下の領域に集中し、その部位に AT 含量の高
い特徴的なパリンドローム（逆向き反復）配
列が存在した(Palindromic AT-rich Repeat, 
PATRR)。筆者の研究グループでは、以前の
研究成果から、この特徴的な配列が DNA の
特殊な高次構造、すなわち十字架型構造を形
成し、それが切断の原因となると考えた。 
 しかしながら、この転座発生機構には謎な
部分が多い。この t(11;22)は健常人の精子で
も数万分の１の頻度で検出されるほど頻度
の高い転座である。しかしながら体細胞や培
養細胞では検出限界以下で見つからない。以
前の研究から、体細胞でも転座を引き起こす
反応は起こりうることがわかっており、環境
としてはお膳立てができていると思われる。
すなわち、体細胞では DNA が十字架型構造
を形成しないために検出されず、精子形成過
程の段階でこの高次構造を形成することに
より、精子特異的な転座が引き起こされるの
ではないか、と考えられる。 
 ではなぜ体細胞ではなく精子で特異的に
起こるのか？いくつかの可能性が考えられ
た。 

(a) 精巣は体温よりも低い温度が維持され
ている器官であること 
哺乳類の体温よりも数度低い温度が維持
されていることが、パリンドロームの高
次構造を安定化させる働きをしている。
PATRR は 37℃よりも 25℃の方が in 
vitro での十字架型構造を形成しやすい
（Kurahashi et al., JBC 279:35377, 
2004）。 

(b) 減数分裂細胞での相同組換え機構によ
り、DNAの DSBを起こしやすい環境に
ある。 
SPO11 などの組換え酵素の働きが強い
ため、特に減数分裂細胞で切られやすい。 

(c) 精子形成時のクロマチン構造の変化に
より、一時的に DNAにゆるみが生じる。 
パリンドローム配列が高次構造を形成す
るためには、負の超らせんが必要である。
精子形成の最終段階にて、ヒストンが外
され DNA の凝集が起こる。この時に
DNA 構造に大規模な変化が生じ、十字
架型構造形成の引き金になると考えられ
る。 

 
 
２．研究の目的 
 そこで、高次構造を伴う DNA 配列に起因
する染色体転座の発生メカニズムを探るた
めに、モデル動物としてメダカを用い、
PATRR配列が実際に十字架型構造を in vivo
で形成するにはどのような条件が必要であ

るかを探ることが本研究の目的である。そし
て、その条件下で DNA 切断が頻繁に起こる
のであれば、その部位に外来遺伝子を導入す
ることが原理的には可能である。ヒトでは
PATRR 配列の周辺には遺伝子が存在しない
ことから、ガン化などの危険の無い、遺伝子
導入の新たな手法として実現させることも
本研究の目標として掲げる。そのため、転座
の一連の反応に関わる内部因子（すなわち
DNA 切断酵素）を明らかにすることも平行
して実施することとした。 
 ゲノムの不安定化が、生体内での DNA の
高次構造形成に起因するという説は、古くは
原核生物で示唆されて来た。しかし高等生物、
とくにヒトの疾患と関連づけて提唱されて
来たのは最近になってからである。それでも、
実際に生体内で安定な DNA の二重らせんが
変形し、果たして non-B型の高次構造を取り
うるのかどうか、未だ議論の分かれていると
ころである。その上で、本研究をおこなうこ
とで、生体内での non-B高次構造の形成条件
を明らかにし、その存在を証明することがで
きれば、ゲノムの恒常性と変動のメカニズム
について重要な知見が得られると考えてい
る。 
 
 
３．研究の方法 
(1) トランスジェニックメダカの作製 
 転座モデルメダカを作製する目的で、ヒト
の de novo 転座を誘発する配列 PATRR11、お
よび PATRR22 を導入した。各ラインを掛け合
わせることで、両者を有する個体を作製、選
抜した。 
 
(2) 転座頻度の計測 
 各個体より、転座を起こしていると想定さ
れた精巣およびコントロールとして肝臓を
取り出し、DNA を常法で抽出した。PCR はヒ
トの t(11;22)転座検出と同じ方法で実施し
た 
 
(3) 転座を引き起こす因子の解明 
 転座モデル動物を確立するのと平行して、
転座を引き起こすメカニズムを解明し、将来
の遺伝子導入法として利用可能かどうかの
検討をおこなった。材料は筆者が確立した実
績のあるヒト培養細胞のモデル系を用いた。
候補遺伝子をノックダウンし、転座頻度への
影響を測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) トランスジェニックメダカの作製  
 通常は遺伝子導入を行うにあたり、マーカ
ーとなる遺伝子を用いて、導入の可否を簡便
にスクリーニングする系を使用するのであ



るが、今回の転座においては、そのマーカー
の遺伝子発現がDNA の高次構造形成に影響を
与える等の何らかの負の要因となる可能性
があった。ヒトの転座を引き起こす PATRR11
および PATRR22 はいずれも染色体上の遺伝子
間あるいは繰返し配列の内部に位置してお
り、その領域を転写因子が通過することは無
いと考えられた。 
 そのため、当初の計画を修正し、配列その
ものだけを導入して近隣のマーカー遺伝子
の影響を排除するように工夫をした。導入の
可否は、トランスジーンそのものを検出する
PCR にておこない、いくつかのラインを得る
ことができた。これらを組み合わせて作製し
た F2 世代から、二種類の PATRR を有する個
体を選抜した。 
 
(2) 転座頻度の計測 
 ヒト以外で実際に転座が起こるかどうか、
現時点では全くの未知数であったため、転座
を計測する方法は従来のヒトで行っている
PCR の系をそのまま用いて、他の障害となる
要因を排除した上でおこなった。DNA の品質
等は問題ないことを、別の領域に対する PCR
にて検証した上で、転座の検出を試みた。し
かしながら、複数のラインで繰り返しおこな
ったにも関わらず、現時点では転座が検出で
きなかった。 
 検出できない理由について、いくつか挙げ
られた。 
(a) 転座頻度の問題 
用いた PATRR 配列は、ヒトに於いては転
座頻度としておよそ 1/30000 という数
値を得ているが、この頻度がトランスジ
ェニック動物で維持されるかどうかが
不明である 

(b) 細胞数の問題 
メダカ精巣より得られる DNA の量から、
2x105 個の細胞に相当する精子、あるい
は精原細胞が得られていると考えられ
た。これは転座検出を試みるには若干少
ない量である 

(c) ヒトと異なる環境 
メダカの飼育温度は 20-25℃であり、ヒ
トの精巣の温度よりはかなり低い。当初
はこの温度が重要なファクターである
と考えていたが、温度低下によって当初
の想定とは逆に、転座が起きにくくなる
ことが考えられた 

 以上の結果から、現時点では転座モデルを
作製する目標には達することができていな
い。しかしながら、上記の問題をふまえて、
転座頻度を上げるような構築を用いる等し
て工夫して行うことで、ヒトと同様な転座を
起こすことが可能であると考えられ、今後の
研究の道筋を作ることができたと考えてい
る。 

 
(3)転座を引き起こす因子の解明 
 転座に関わる因子として、前述の十字架型
構造形成のファクター以外にも、DNA 切断酵
素、修復酵素など、細胞内因子が関わる。こ
れらの同定を試みた。いくつかの DNA 構造特
異的ヌクレアーゼや、DNA 修復酵素を選抜し、
siRNAを用いたRNAiの手法でノックダウンし、
その影響を転座モデル系の細胞内転座様反
応の頻度の変化として計測した。 
(a) １段目の切断 
つい最近その実体が明らかにされた
Holliday Junction resolvase である
GEN1 が、PATRR を介した染色体転座に関
与しているという知見を得ることがで
きた。十字架型の DNA 構造は、その根元
に相当する部位が、DNA 相同組換え中間
体の Holliday 構造と相似形のため、こ
の結果は確からしく思われた。事実、大
腸菌で発現させたヒト GEN1 は、in vitro
で PATRR の十字架型構造を斜めに切断
(resolution)することが確認された。 

(b) 2 段目の切断 
GEN1 によって切断された断端は閉じた
ヘアピン構造を有していると思われた。
ヘアピン構造に特異的に働き、先端を切
り開く Artemis 遺伝子のノックダウン
を行った結果、転座頻度が減少すること
を確認した。これは V(D)J 組換えの中間
体に働く Artemis の機能に極めて類似
した反応であった。 

(c) 切断端の融合 
Artemis による切断で切り開かれた DNA
末端は、非相同末端結合で融合すると考
えられた。DNA LigIV をノックダウンし
た結果、予想通り転座頻度が減少するこ
とが明らかとなった。 

 以上の結果から、PATRR の介する染色体転
座の反応について、次のような反応で進む経
路が考えられた。それぞれ DNA の高次構造に
特異的なヌクレアーゼによって、1)まず GEN1
が十字架型構造を認識して斜めに切断し、2)
その後出現した閉じたヘアピン末端を
Artemis が切り開き、3)最終的に出来上がっ
た二重鎖切断末端が非相同末端結合によっ
て融合されることで転座反応が完了する、と
いう一連の経路およびその関与する因子が
モデル系から確かめられた。このような染色
体転座のメカニズムは今まで報告が無く、新
しい知見である。これらの成果はアメリカ人
類遺伝学会を始めとするいくつかの学会で
報告し、また論文として発表予定である。 
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