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研究成果の概要（和文）：発がんに大きく関わる染色体転座は、DNA二本鎖切断（DSB)の修復エラーにより生じ
る。しかしながら、発がんに繋がる遺伝子領域間での染色体転座がどのような過程で生じるかは未だ多くが明ら
かになっていない。本研究課題では、任意の場所とタイミングでDSBを人為的に誘導するヒト培養細胞実験系を
確立し、転写活性を有する遺伝子間における染色体転座アッセイ系を構築することで、染色体転座を引き起こす
分子機構解明を目指した。タモキシフェン誘導体40HTにて制限酵素AsiSIが核内に誘導されるシステムを網膜色
素上皮細胞において構築し、DSB染色体転座の検出手法を作成した。

研究成果の概要（英文）：Chromosomal translocations that are critical to tumorigenesis are caused by 
misrepair of DNA double-strand break (DSB). However, the processes by which chromosomal 
translocations between gene loci that lead to tumorigenesis is largely unknown. In the research 
project, we aimed to examine DSB-induced chromosomal translocation between transcriptionally active 
loci by  establishing a human cultured cell experimental system that artificially induces DSBs at 
arbitrary locations and timings. We constructed a system in which the restriction enzyme AsiSI is 
induced into the nucleus by tamoxifen analog, 40HT, in retinal pigment epithelial cells, and created
 an assay for detecting DSB chromosomal translocation.

研究分野： DNA損傷応答

キーワード： DNA二本鎖切断　放射線　染色体転座
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA二本鎖切断（DSB: DNA double strand break）は、その修復エラーにより重篤なゲノム不安定化を引き起こ
す。実際、DSB修復異常によって引き起こされるゲノム不安化はがん発症に強く繋がることから、DSB修復研究は
人の健康維持に必要不可欠な研究課題である。本研究課題では、発がんに繋がるゲノム不安定化の中でも特に重
篤な染色体転座の発生機構の研究を行った。その原理解明は、人体における発がん抑制のための治療戦略の開発
に繋がる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がんは二人に一人が罹患する国民病であり、その発症予防方法の確立は国民の健康維持のため
には必要不可欠である。ゲノム不安定化は発がんの原因の一つして挙げられ、特に二つの異なる
染色体が融合する染色体転座は様々ながんの発症に関わることが分かっている。染色体転座は、
二つの異なる染色体に DNA二本鎖切断（DSB: DNA double strand break）が発生することから始
まる。それぞれの DSBが正確に修復されれば問題が生じないが、DSB修復は時に修復エラーを引
き起こし、染色体転座を発生させる。しかしながら現在まで、DSB誘発の染色体転座発生メカニ
ズムは明らかになっていない。その原因として、染色体転座を解析するための解析手法が確立さ
れていないことが挙げられる。そこで本研究では簡便かつ高感度の染色体転座解析方法の確立
を目標として研究を行った。 
 
２．研究の目的 
発がんに大きく関わる染色体転座は、DSBの修復エラーにより生じる。しかしながら、発がんに
繋がる遺伝子領域間での染色体転座がどのような過程で生じるかは未だ多くが明らかになって
いない。我々は、DSB 修復の際の R-loop 解消異常が染色体転座に関わることを示唆するデータ
を得ていたが（Yasuhara et al. &Shibata*, Cell, 2018)、転写共役型 DSB修復と遺伝子領域
間転座を繋ぐ分子メカニズムの解明までには至っていない。そこで本研究課題では、任意の場所
とタイミングで DSB を人為的に誘導するヒト培養細胞実験系を確立し、転写活性を有する遺伝
子間における染色体転座アッセイ系を構築することで、染色体転座を引き起こす分子機構解明
を目指した。本研究の達成により、人体における転座を介したゲノム安定性の分子機構を解明す
るための染色体転座解析方法が確立され、その方法を介して分子メカニズムを解明することに
より、実際に人体がどのようにして発がんを抑制しているかの一端が明らかになると考えてい
る。 
 
３．研究の方法 
タモキシフェン誘導体 4OHT にて制限酵素 AsiSIが核内に誘導されるシステムを、網膜色素上皮
細胞（RPE細胞：Retinal Pigment Epithelium)において構築し、また DSB 発生を停止させるた
めの AID タグ法を組み合わせた実験系を確立した。RPE 細胞は接触阻害法により GO/G1 期に同調
することが出来、G0/G1 期に 40HT を処理することで DSB を誘導することに成功した。これらの
アッセイ系を用いて染色体転座アッセイ系の構築を中心に行い、染色体転座が起こりやすい DSB
部位の組み合わせの同定を試みた。さらに CRISPR によりゲノムの２か所を切断し、染色体転座
アッセイ系の構築を試みた。 
 
細胞培養：RPE 細胞および A549 細胞は 10%FBS および抗生物質を含む、DMEM または MEM により
培養した。 
4OHT処理：最終濃度が 300 nM となるように添加した。 
ゲノム DNAの回収：DNeasy Blood & Tissue Kit(Qiagen)にて回収した。 
qPCR：PowerTrack™ SYBR Green Master Mix(Applied Biosystems)を用い、StepOne™リアルタイ
ム PCRシステムにて行った。 
 
４．研究成果 
（１）RPE細胞における ER-AsiSI発現細胞の樹立 
タモキシフェン誘導体 4OHT にて制限酵素 AsiSIが核内に誘導されるシステムを構築するため、
Neomycin耐性プラスミドに ER-AsiSI 発現遺伝子を挿入したベクターを作製した。RPE細胞に対
し当該ベクターをエレクトロポレーション法により導入し、G418 存在下で ER-AsiSI 発現細胞を
樹立した。4OHT 処理により、DSB が経時的に上昇することを確認した。 
 
（２）G0/G1 期同調の確認 
ヒト細胞の多くは G0/G1期にあり、染色体転座は G0/G1 期におい
て生じると考えられる。そこで本研究では RPE細胞を G0/G1期に
同調し（図１）、以下の実験を行った。 
 
（３）AsiSI により DSBを誘導後、PCR による染色体転座部位の検
討 
RPE 細胞を G0/G1 期に同調し、4OHT 処理後 72 時間の時点でゲノ
ム DNA を回収した。図２に示す 24 か所の AsiSI 切断部位を選択
し、他予備実験で切断が確認された部位（PIP5KL1, CHIC1, RXRA, 
UBE2G1, LYRM2, LINC00271, ASXL1, TIM37）を中心に、染色体転



 

 

座後に PCRで増幅されるようにプライマーを設定し、PCRの増幅確認を行っ
た。その結果、予測される塩基対サイズで増幅された組み合わせを陽性とし
た。図３に PCR にて増幅が認められた組み合わせの遺伝子を赤字とし、いず
れの組み合わせにおいても増幅されたなかった遺伝子を青字として示す。こ
れらの結果から、図３の赤で示す遺伝子間においては、AsiSIによる DSB誘
導の染色体転座が起こりえる可能性が示唆された。今後の研究により、これ
らの増幅が転座領域間の特異的増幅であるかどうかを精査する。 
 
（４）既知の遺伝子融合部位に DSB を誘導した場合の染色体転座アッセイの
構築 
ALK および EML4 遺伝子間では DSB 依存的な染色体転座が起こることが知ら
れている。本研究では ALK および EML4 遺伝子の領域に対し CRISPR-Cas9 を
用いて DSB を誘導し、染色体転座頻度を Droplet digital PCR にて検出し
た。さらに分子メカニズム解明のため、非相同末端結合因子である DNA-PKcs
に対する阻害剤（図４A）、一本鎖切断修復因子である PARP に対する阻害剤
の存在下にて本アッセイを行った（図４B）。その結果、DNA-PKcs阻害剤存在
下では ALK-EML4 の転座頻度の低下が認めらえた。この結果から、ALK-EML4
の転座には非相同末端結合が必要であることが示唆された。 
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