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研究成果の概要（和文）：放射線照射後の突然変異の中でも染色体転座は最も重篤な変異であるが、その検出は
染色体実験に関する熟練した技術が必要であり、その技術を臨床現場に広く普及させることは極めて困難であ
る。本研究では部位特異的制限酵素I-PpoIを用いて、迅速かつ簡便な転座検出法の開発を目指した。タモキシフ
ェン誘導体4-OHTによりI-PPoIを誘導するHT1080細胞を用いて、rDNA部位およびDAB1遺伝子間での染色体転座を
PCRにより検出することを試みたが、明らかな増幅は認められなかった。その他の実験結果を合わせた総合的解
釈として、転座検出のためにはより高い効率でI-PpoI部位を切断する必要があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Among the several IR-induced mutations, chromosomal translocation is one of 
the critical mutations, however, the conventional assay requires a highly-trained skill. Here, we 
aim to establish a new method to measure chromosomal translocation by using a site specific 
endonuclease, I-Ppo1. HT1080 cells, which express an inducible I-Ppo1 vector, were used in this 
study. I-PpoI was induced by 4-OHT treatment. The efficiency of translocation was accessed by PCR 
using primer sets between rDNA and DAB1 locus, however, an obvious signal was not detected by the 
primer sets. By considering other data, we concluded that more efficient digestion is required to 
detect I-PpoI induced translocation. 

研究分野： DNA修復
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１．研究開始当初の背景 
2000年代から革新的に進歩しているDNA修復
研究の中でも染色体転座発生機構の解明は
大きな目標の一つである。転座は DNA 二本鎖
切断(DSB:DNA double strand break)末端の
削り込み(resection)から始まる。申請者は
これまでresection開始のメカニズムについ
て研究を行い、resection には MRE11 エンド
ヌクレアーゼ活性及び CtIP が必要であるこ
とを見出している(Shibata, Mol. Cell, 
2013; Shibata, EMBO J, 2011)。さらに申請
者らの研究から、放射線誘発転座にはクロマ
チン構造が関わっていることが明らかにな
りつつある（Yamauchi, Sci. Rep., 2017)。
また、DSB 修復とクロマチン構造の関連につ
いては、ヘテロクロマチン領域で生じた DSB
の連結には ATM やシグナル増幅因子である
53BP1 必要であることが明らかになっている
(Noon and Shibata, Nat. Cell Biol., 2010; 
Shibata, MCB, 2010)。一方、白血病患者の
がん細胞内では転写活性領域間の転座が多
く認められるが、放射線照射後に転写領域同
士で転座が好発するかどうかは全く未明で
ある。 
遺伝子診断の進歩により放射線誘発転座頻
度をある程度予測することは可能であるが、
転座は上記の様に複数のステップを経るた
め、患者由来の細胞を用いた直接的な転座頻
度の測定が望ましい。しかしながら現在まで
行われている放射線誘発転座検出法は染色
体実験に関する熟練した技術が必要であり、
その技術を臨床現場に広く普及させること
は極めて困難である。また放射線誘発 DSB は
ゲ ノ ム 中 に ラ ン ダ ム に 生 じ る た め
FISH(fluorescence in situ hybridization)
解析が必要であり、検出のための更なる技術
と時間が要求される。本案では申請者が DSB
修復研究で使用している放射線誘発DSBを模
倣する部位特異的制限酵素 I-PpoI を用い、
DSB 誘導後、選定した転座連結部位上で PCR
を行うことにより転座頻度を測定する方法
を開発することを研究目的とした。本アッセ
イ系を発展させることで、同一個体の各臓器
から細胞を採取し、臓器別の転座率測定が出
来るなど、その他の実験系への応用の可能性
が大きいと考えられたため、本研究を発案し
た。 
 
２．研究の目的 
放射線晩発性影響は数か月‐数年に及ぶ潜
伏期間を経て出現する。近年、定位放射線や
重粒子線等の近代的照射技術の導入により、
放射線治療の治療成績は格段に上昇してい
る。一方で完治したがん経験者、特に小児が
ん経験者は乳がん、甲状腺がん、肉腫、皮膚
がん等の二次性固形がん発症のリスクが高
いことが知られている。これら二次発がんを
導く要因としてDNA修復ミスによる突然変異
があり、その中でも二つの異なる染色体が連
結される染色体転座は最も重篤な遺伝子変

異として知られている。従って、がん患者が
転座を誘発しやすい遺伝的背景を有するか
どうかを治療前に診断することが出来れば、
治療方針の変更や二次性がん発症までの経
過を注意深く観察することが出来る。また腫
瘍内がん細胞における転座頻度を事前に知
る事が出来れば、その腫瘍が放射線照射によ
りゲノム不安定化しやすいかどうかや致死
感受性の判別にも繋がると考えられる。一方
で、速やかな治療の開始が望まれるがん患者
に対して染色体転座診断法を普及させるた
めには、迅速かつ簡便な診断方法の開発が必
要である。 
 
３．研究の方法 
転座発生原因となる放射線照射誘発DNA二本
鎖切断(DSB)を模倣且つ制御するために、
15bp と長い認識配列を有するゲノム内在性
制限酵素 I-PpoI を用いた。制限酵素導入に
よる DNA の切断は、認識部位のクロマチン構
造に大きく左右される。そのため本アッセイ
で は 既 に 切 断 が 報 告 さ れ て い る 配 列
Chr.1(DAB1)及び rDNA 配列部位を用いた。全
細胞集団において I-PpoI を同時期に誘導す
るため、細胞はタモキシフェン誘導体
4-OHT(4-hydroxytamoxifen) で誘導可能な
I-PpoI-HT1080 細胞を用いた(研究協力者・長
崎大学 山内基弘博士から分与)。4-OHT を 4
時間添加し I-PpoI 配列に DSB を誘導後、各
染色体上の DSB 切断効率を測定するために、
I-PpoI 配列を跨ぐプライマーおよび転座後
の連結部位を跨ぐプライマーを設計した（図
1：プライマーA及び Bは rDNA 近傍の I-PpoI
切断部位周辺に設置、プライマーC 及び D は
DAB1 遺伝子近傍の I-PpoI 切断部位周辺に設
置）。 

 
４．研究成果 
タモキシフェン類似化合物である 4OHT 誘導
型 I-PpoI-細胞(HT1080細胞株)を用いて本実
験を行った。まず、4OHT により DSB が誘導さ
れるかどうかをγH2AX foci の生成により確



認した。1 μM 4OHT を添加し、2, 4, 6, 24
時間後のγH2AX を検出した結果、2時間後の
時点からγH2AX foci の形成が始まり、24 時
間後にピークに達した（data not shown）。
また I-PpoI タンパク質に付随しているタグ
であるHAに対する抗体で免疫染色した結果、
γH2AX foci 形成のタイミングと一致して、
2-24 時間で徐々に細胞核内での発言量が上
昇した（data not shown）。 
 次に 1 μM 4OHT を添加後 6 時間の時点で
の転座の有無を確認するため、転座が起こっ
た場合に増幅されるプライマーの組み合わ
せにより PCR を行った。その結果、転座が発
生していれば検出されるプライマーの組見
合わせであるA及びD,またC及びBの組み合
わせでは増幅が認められなかった（図2上）。
また C及び Aの組み合わせを用いて PCRを行
ったが、こちらについても増幅は認められな
かった（data not shown）。次に DAB1 遺伝子
近傍における I-PpoI 切断効率を測定するた
め、切断部位を跨ぐプライマーを設置し、リ
アルタイム PCR を行った（図 2 下）。リアル
タイム PCR の結果、最大でも 40%程度の割合
で DAB1 部位が切断されていることが明らか
になった。以上の結果から、転座を誘導する
ためにはより効率の高い方法で I-PpoI を導
入し、rDNA 及び DAB1 部位を切断する必要が
あると考えられた。  
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