
 

様式Ｆ－１９ 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 
平成 24 年 6 月 20 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究は、悪性骨軟部腫瘍の特徴的な染色体転座の発生メカニズムを

明らかにするために、染色体転座を有する悪性骨軟部腫瘍細胞を用いて、DNA 二本鎖切断修

復に関わる分子異常を明らかにすることを目的とした。ヒトユーイング肉腫より樹立された 2
細胞株を DNA マイクロアレイにより解析したところ、DNA 二本鎖切断修復遺伝子の多くで、

発現レベルの上昇が観察された。これら遺伝子の発現異常がもつ病因論的意義は現時点では明

らかではないが、染色体転座の発生メカニズムを考察する上で、極めて興味深い知見といえる。 
 
研究成果の概要（英文）：Chromosomal translocations to generate chimaeric fusion genes 
are a hallmark of a group of soft tissue sarcomas. Whereas the pathogenic significance 
of these anomalous genes has been generally established in tumours of this category, 
the origin of gene fusion still remains unknown. Using DNA microarrays, we observed 
expression of the genes participating in the DNA double-strand break repair pathways. 
In two cell lines established from human Ewing’s sarcomas, their expression was 
uniformly elevated. Aberrant expression of double-strand break repair genes may be 
generally associated with tumourigenesis by the chimaeric fusion genes. 
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１．研究開始当初の背景 
悪性骨軟部腫瘍の特徴として疾患特異的な

染色体転座の存在が挙げられる。例えば

t(11;22)はユーイング肉腫の約 90％に存在し、

転座により生じた融合遺伝子産物 EWS-Fli1
が発がんに寄与していると考えられている。
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疾患特異的な転座とその結果生じる融合遺

伝子産物の意義が次第に明らかになってき

ており、染色体転座は悪性骨軟部腫瘍発生の

重要な要因であると考えられる。また、染色

体転座による発がん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比

重を占める極めて重要なメカニズムと考え

られる。しかし、悪性骨軟部腫瘍発生の真の

原因とも言うべき染色体転座が生じる分子

機構は解明されていない。 
染色体転座が生じるためには、まず DNA

二本鎖の切断が生ずる必要があり、染色体転

座を有する悪性骨軟部腫瘍の発生において

も DNA 二本鎖切断が重要な意義を持つもの

と考えられる。しかし、通常生体内には DNA
二本鎖切断が生じても、それを修復する機構

が存在する。従って、染色体転座発生に先立

ち、これらの DNA 二本鎖切断修復機構の異

常が存在する可能性が示唆される。近年これ

らの DNA 二本鎖切断修復を司る分子群が

次々に同定されてきた。しかし、悪性骨軟部

腫瘍にみられる染色体転座の生成過程にお

ける DNA 二本鎖切断修復とその異常の意義

については、全く解析されていない。 
 
２．研究の目的 
上述のように、悪性骨軟部腫瘍において、

DNA 二本鎖切断修復の異常が、肉腫発生の

真の原因とも言える染色体転座に繋がって

いる可能性がある。従って本研究では、悪性

骨軟部腫瘍細胞における、DNA 二本鎖切断

修復を担う分子の構造および発現の異常を

網羅的に解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究においては、染色体転座を有する悪性

骨軟部腫瘍細胞を用いて、DNA 二本鎖切断

修復に関わる分子異常を系統的かつ網羅的

に明らかにすることを目的とした。 
解析する DNA 二本鎖切断修復分子は、 

 
A. 共通経路: MRE11, NBS1, RAD50 
B. 相 同 組 換 え 経 路 (Homologous 

recombination: HR): RAD51, RAD52, 
RAD54 

C. 非相同末端結合経路（Non-homologous 

end joining: NHEJ): DNA-PKcs, Ku70 
Ku80 

 
の 3 グループ計 9 分子とした。 

これらの各分子について、以下の発現解析、

構造解析、修復活性解析を予定した。 
 
1) 発現解析 

染色体転座を有する代表的悪性骨軟部腫

瘍 で あ る ユ ー イ ン グ 肉 腫 細 胞 株

(SK-N-MC, RD-ES, SK-ES1, WE-68, 
VH-64)および滑膜肉腫細胞株(SYO-1, 
HS-SY-II)を用いる。これらユーイング肉

腫細胞株および滑膜肉腫細胞株より

total RNA を抽出し、DNA microarray
等を用い、上述の遺伝子群の発現状態を

網羅的に解析する。また、異常がみられ

たものについては、各細胞株より細胞抽

出液を調製し、蛋白質レベルの発現量を

Western blotting にて定量的に解析する。

さらに、蛍光抗体を用いた免疫細胞化学

的手法によりフォーカス形成を観察、細

胞内の各蛋白質の局在を明らかにする。 
2) 構造解析 

ユーイング肉腫細胞株および滑膜肉腫細

胞株より genomic DNA を抽出し、発現

異常がみとめられた DNA 二本鎖切断修

復遺伝子座について、genomic PCR によ

り、コピー数の変化、塩基配列変化の有

無について解析する。 
3) 修復活性解析 

B. 相同組換え経路(HR) 
各種ユーイング肉腫細胞株および滑

膜肉腫細胞株を用い、HR における修

復活性について、 
(1) 電離放射線照射に対する感受性

測定系 
(2) トポイソメラーゼ II 阻害剤に対

する感受性測定系 
(3) ネオカセット導入プラスミド修

復活性測定系 
により解析する。 

C. 非相同末端結合経路(NHEJ) 
NHEJ における修復活性については、 
(1) 電離放射線照射に対する感受性

測定系 



(2) プラスミドを用いた末端結合活

性測定系 
により解析する。 

 
４．研究成果 

初年度は、ユーイング肉腫細胞株 SK-N-MC、

WE-68 細胞より total RNA を抽出し、正常

ヒト初代培養線維芽細胞 MRC-5 を対照とし

た DNA マイクロアレイ解析を行った。さら

に平成 22 年度は、同様な染色体転座が観察

される典型例として、慢性骨髄性白血病細胞

株 K-562 について、末梢単核球を対照として

同様な解析をおこなった。その結果、DNA
二本鎖切断修復遺伝子の多くで、発現異常、

とくに発現レベルの上昇が観察された。これ

ら遺伝子の発現レベルの上昇がもつ病因論

的意義は現時点では明らかではないが、疾患

特異的な染色体転座を有する 2つの独立した

疾患において、共通な発現異常がみとめられ

たことは、染色体転座の発生メカニズムを考

察する上で、極めて興味深い知見といえる。

現在、このような特徴が疾患に普遍的な現象

なのか、実際の臨床検体を用いて、免疫組織

化学などによる検証を開始した。また、平行

して培養細胞を用いた解析をすすめるため、

SK-N-MC、WE-68 細胞における DNA 二本

鎖切断修復遺伝子発現を免疫細胞化学によ

り観察している。 
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