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研究成果の要旨 

G-rich な(GGGCA)反復配列が大腸菌内で複製阻害を起こすことと、sacB(+)の miniF プラスミドに

(GGGCA)反復配列を挿入したプラスミド pFS を野生型大腸菌および recA 破壊株に導入したところ、

反復配列を含まない pFS に比較して 2-3 倍の頻度でプラスミドの脱落を示した。神経芽腫での MYCN

の高発現状態はγ線等の DNA 損傷下において中心体複製と DNA 複製のカップリングの障害を生じ、

中心体数の異常複製を起こすことが分かった。Aurora-A の過剰発現によるがん化の誘導には、p53

変異などの分裂期チェックポイント機能の障害によるアポトーシス誘導の解除が必要であること、

がんにおいてAurora-Aの働きを阻害することで正常細胞よりもはるかに高い感受性で細胞死や細胞

分化を誘導できる可能性が示唆された。DNA 修復関連の遺伝子群では、二本鎖切断修復の”場”の形成

において NBS1 が重要な役割を果たしていることが示唆された。さらに、損傷乗越え修復に関わる

REV1L 遺伝子のアミノ酸置換を伴う多型が肺扁平上皮がんの易罹患性と相関することが示唆された。

酵母を用いた解析では、rDNA 領域での転写強度が、変異原による DNA 損傷の細胞致死性に大きな影

響を与えることを発見した。抗がん剤などの細胞毒性の機序を理解する上で重要な知見と考える。
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反復配列を介した染色体不安定化機構、及び Parp-1 欠失

と染色体多倍体化 

発がんにおける染色体動態、細胞周期異常の研究 

分裂期キナーゼの機能異常に伴う染色体不安定化と発が

んとの関連に関する研究 

NBS1 によるゲノム安定化機構 

発がんにおける DNA 修復因子に関する研究 

染色体複製開始制御異常による染色体異常の誘発 

 

  

総括研究報告 染色体分配異常などのゲノム不安定化が高頻度に出現し、

がん発生の早期段階から重要な役割を果たしていると  

１ 研究目的 考えられている。染色体の安定性維持には、DNA 複製の

制御機構、組み換え修復機構、細胞分裂の際の種々のチ

ェックポイント機構が複雑に絡んでいる。特に、DNA 損

傷のチェックポイント機構による染色体安定化機構の解

明は、内在性及び外的環境要因による DNA 損傷がもたら

 本研究の目的は、染色体の安定性維持機構のための分

子機構の包括的解明を目指し、その破綻とがん化との関

連を明らかにすることである。ヒトの発がん過程におい

て、染色体の多倍体化や異数化、転座や欠失・増幅、 
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す複製フォークの進行阻害による染色体不安定化と、そ

のがん化における意義を解明する上で極めて重要と考え

ている。将来的には、染色体不安定化に関わる分子種の

構造および機能異常を高感度に検出するための診断法を

開発し、がんの早期診断或いは予防への応用やがんの薬

物治療におけるあらたな分子標的としての可能性につい

ても追究していく。 

 

２ 研究成果 

(1) (GGGCA)反復配列を有するプラスミドDNAの大腸菌内

及び in vitro 哺乳動物 DNA 複製系での複製阻害 

 (GGGCA)配列の 8 回或いは 12 回の繰り返し配列を

leading 鎖及び lagging 鎖に有するプラスミド pYA4/6 

(leading 鎖), pYA5/7（lagging 鎖）を作成し大腸菌に導

入した。増殖期の大腸菌からプラスミドを回収し、2 次

元のアガロースゲル電気泳動で解析したところ、反復配

列をもつプラスミドでは、leading 鎖或いは lagging 鎖

の何れの場合においても、ほぼ同程度に複製フォークの

停止像が認められた。反復の回数による有意な違いは検

出されなかった。(GGGCA)反復配列が形成する G4構造を

解除する hnRNPA1 蛋白質の発現誘導ベクターを導入した

ところ、十分量の hnRNPA1 蛋白質を発現できたにもかか

わらず、(GGGCA)リピート配列における複製フォーク停止

の解消は認められなかった。次に、哺乳動物細胞の DNA

複製系として、SV40-ori プラスミドの DNA 複製に及ぼす

(GGGCA)反復配列の影響について 2 次元電気泳動で検討

した。8 回及び 12 回の反復配列を leading 鎖および

lagging 鎖に有する何れの場合においても、明らかな複

製フォークの停止を示すスポットは観察されなかった。

正常の哺乳動物細胞においては、G4構造などの DNA 高次

構造の存在による DNA 複製阻害を解消する仕組みが存在

することが示唆された。 

(2) (GGGCA)反復配列の大腸菌内における複製阻害の定

量的評価 

 sacB(+)のminiF プラスミド (pFS)に(GGGCA)の8回な

いし 12 回の繰返し配列を挿入したプラスミドを大腸菌

野生株、および recA 破壊株に導入し、蔗糖添加培地下で

のプラスミドの脱落の割合（loss rate；LR）を測定した。

野生株においては、8回および 12回繰返し配列を有する

プラスミドの LR は 0.42～0.44 %となり、(GGGCA)8-12の

リピート配列を有しない場合（対照群）に比べて 1.82～

1.92 倍に上昇することが分かった。８回繰り返し

(40mer)と12回繰り返し(60mer) 間ではLRに有意な差は

認めなかった。ランダムな 40mer または 60mer を導入し

たpFSプラスミドのLRは対照群と有意な差を認めなかっ

た。以上の結果から、(GGGCA)のリピート配列が挿入され

たことにより、pFS プラスミドの LRが上昇したものと結

論された。複製後の相同組換え修復に必須な遺伝子であ

る recA 遺伝子の破壊株を用いた場合では、8 回及び 12

回の反復配列を有する場合の LR はそれぞれ 0.52 及び

0.76%と対照群の 2.16 倍及び 3.14 倍に上昇した。さら

に、recA 破壊株では(GGGCA)のリピート配列の長さによ

り LRに差が見られることが分かった。 

(3) hnRNPA3 のテロメア配列 (GGGTTA)n への結合 

 一本鎖(GGGCA)配列に結合する蛋白質として、

UP1/hnRNPA1 とともに同定された hnRNPA3 の結合配列の

特異性について検討した。hnRNPA3 は、(GGGCA)配列より

も(GGGTTA)の反復配列であるテロメア配列に対しより特

異的に結合することが分かった。さらに、(GGGTTA)配列

を有する template DNA の複製が、in vitro において

hnRNPA3 の量依存的に強く阻害されることが分かった。 

(4) 神経芽腫細胞での MYCN 発現亢進と中心体複製過剰 

MYCN蛋白質を発現せず中心体の数の正常な神経芽腫

由来のSH-EP細胞株に、レトロウイルスベクター

(pGCDNsamIRES-EGFP)を用いて、MYCNを導入した細胞株 

（MYCN-EGFP細胞）と空ベクターを導入した細胞株 

（vector-EGFP細胞）を樹立した。これらの細胞株を用い

て、中心体のマーカーであるγ-tubulin の免疫染色を用

いて中心体数を計測した。何れの細胞株においても中心

体数の増加は見られず、MYCN蛋白質の発現単独では中心

体数の増加は見られないことが分かった。次に、10グレ

イのγ線照射24時間後の中心体数を計測したところ、

MYCN-EGFP細胞では照射後72時間で36個の分裂細胞のう

ち14個 (39％)で異常な多極分裂を示す細胞が見られた。

一方、vector-EGFP細胞では32個の分裂細胞のうちで3個 

(9％)であった。γ線の代わりに、DNA障害性薬剤である

aphidicolin (0.5μg/ml)の処理を行った場合も同様に、

MYCN-EGFP細胞ではvector-EGFP細胞に比べて中心体数の

異常が多かった。MYCNの高発現状態でDNA障害を伴った場

合に、細胞分裂時の中心体複製とDNA複製とのカップリン

グの解除が惹起され、その結果、中心体数の異常複製を

起こすことが示唆された。 

(5) Aurora-A キナーゼの機能異常に伴う染色体不安定化

と発がんとの関連 

Aurora-A-トランスジェニックマウスの乳腺では、授

乳時にAurora-Aの過剰発現、過形成性変化及び二核細胞

の出現など見られたが、15か月の観察期間において悪性

腫瘍形成は確認されなかった。Aurora-Aの過剰発現によ
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り、p53依存的な細胞死が誘導されることが分かった。

Aurora-A発現マウスとp53不活化マウスを交配したとこ

ろ細胞死は有意に抑制され、一部に腫瘍性変化が観察さ

れた。これらの結果より、Aurora-Aの過剰発現により細

胞質分離が障害され二核細胞が多数出現すること、これ

ら二核細胞は分裂期後チェックポイント(postmitotic 

checkpoint) によってアポトーシスを誘導され排除され

るためがん化に至らないこと、がん化の誘導にはp53変異

など分裂期後チェックポイントの障害が必要であること

が示唆された。尚、多くのがん細胞ではAurora Aが全細

胞周期に渡って高く発現している。がん細胞で高発現し

ているAurora Aは、がん細胞が生きるために不可欠にな

っていることが考えられ、その働きを阻害することで正

常細胞よりはるかに高い感受性で細胞死や分化を誘導で

きる可能性が示唆された。 

(6) NBS1 によるゲノム安定化機構 

 NBS1蛋白質のＮ末側ならびにＣ末側欠損細胞で、

Ser-957およびSer-966のリン酸化の有意の低下が見られ、

これと一致して放射線照射後のＳ期チェックポイント異

常が出現した。放射線抵抗性NBS細胞およびAT細胞でも

SMC1のSer-957およびSer-966のリン酸化の低下が見られ

ることから、放射線照射後のＳ期チェックポイントは

NBS1およびSMC1リン酸化経路を介して起こることが示唆

された。更にこれらの変異細胞では、放射線照射後の染

色体異常が高頻度に誘発されることから、チェックポイ

ント異常がNBS細胞のゲノム不安定化の原因と考えた。 

 乳がんのがん抑制遺伝子であるBRCA1もNBS1とSMC1と

の免疫沈降体に含まれていることが判明した。さらに、

NBS1抗体沈殿物にワーナー症候群の原因遺伝子WRNのコ

ードするWRN蛋白質が見いだされた。NBS細胞ではWRN蛋白

質とMRE11/RAD50蛋白質の結合が見られないことから、

MRE11/RAD50はNBS1を介してWRN蛋白質と結合しているこ

とが明らかになり、DNA二本鎖切断の修復の”場”を形成す

る上でNBS1が重要な役割を果たしていることを明らかに

した。NBS1のFHA/BRCTドメインはヒストンH2AXの結合に

必須の領域であり、H2AXのリン酸化により損傷部位がラ

ベルされ、その後にNBS1が損傷部位に集結、さらにその

他のBRCA1ならびにSMC1,WRNと結合する。SMC1は姉妹染色

体間の組換えを容易にし、WRNはそのヘリケース活性で相

同組換えに必要な単鎖DNAを生成するモデルが示唆され

る。一方、NBS1とSMC1との結合はSMC1のリン酸化を引き

起こして、Ｓ期チュックポイントを誘導するのに役立つ

と考えられる。AT細胞およびNBS細胞の特徴である放射線

抵抗性DNA合成および染色体不安定性は、SMC1との結合お

よびリン酸化を介したNBS1およびATMの機能によって説

明が可能となった。 

(7) 発がんに関わるDNA修復系遺伝子の網羅的SNPs解析 

 説明文書・同意文書により同意を得た健常者約 20人お

よびがん患者約 100 人から提供された末梢血からゲノム

DNA を精製した。この DNA を用いて約 150 個の遺伝子の

DNA 修復系遺伝子の全てのエクソン領域とイントロン-

エクソン境界領域の塩基配列の解読を試みた。一塩基の

変異をともなった多型（SNP）を多数検出し、そのうち、

アミノ酸に変化を与える SNPs が 1562 か所存在した。こ

の中から50か所のSNPsを選び出し、肺がん患者数1,000

名を用いた相関解析を行ったところ、扁平上皮がん患者

（約 200 名）の易罹患性と相関する SNPs を、3種類の遺

伝子に合計 4 か所同定した。この内、出芽酵母の REV1

遺伝子のヒトホモログであり乗越え修復に関与すること

が知られている REV1 遺伝子は、チミンダイマー (T-T)

を含め多くの DNA 損傷部位において、シトシン（C）を相

補鎖に導入し DNA の合成を助ける活性がある。そこで、

REV1L 遺伝子に見出されたアミノ酸変異をもたらす蛋白

質の活性を検討した。昆虫細胞を用いて大量精製した組

換え体 REV1L 蛋白質の活性を比較したところ、肺扁平上

皮がんで偏りの見られた SNP 型の REV1L 蛋白質は、野生

型に比べて約 70％の活性しかないことがわかった。DNA

修復系遺伝子群は抗がん剤や放射線等の治療効果と密接

に関与することが知られており、REV1L 遺伝子の多型解

析はがんの治療薬選択の一つの指標になることが期待さ

れる。 

(8) rDNA 領域短縮株の DNA 損傷感受性 

 出芽酵母において、orc2-1 変異の温度感受性は rDNA

のコピー数が減少することにより顕著に抑制され、DNA

損傷チェックポイント制御の誘導も抑制する。今年度は、

rDNA 領域が複製開始制御異常以外の、化学変異原などに

よる DNA 損傷の感知にも関与しているかについて検討し

た。rDNA 短縮株はアルキル化剤や紫外線に感受性を示す

ことが見いだされたが、損傷チェックポイント制御の発

動そのものには rDNA 短縮株と野生株の間で顕著な差異

は見いだされなかった。興味深いことに、rDNA 短縮株に

おいては、rDNA 領域での転写を抑制した場合に、変異原

に対する高感受性が強く抑制されることが分かった。野

生株においても、rDNA 領域での転写抑制により変異原に

対する感受性が通常よりも低下した。これらの結果から、

rDNA領域の転写の強度が変異原によるDNA損傷の細胞致

死性に大きな影響を与えていることを明らかにした。こ

の結果は、抗がん剤などの細胞毒性を理解する上で重要
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な新しい知見である。 

 

３ 倫理面への配慮 

 本研究で行う動物実験については、各々の分担研究者

が、各研究機関および大学において定められた「動物実

験に関する指針」を遵守し、実験に用いる動物も統計学

的検定に必要最小限の個体数を用いた。動物遺伝子から

ヒトの原因遺伝子に到達した場合や、ヒト腫瘍サンプル

を用いる解析の実施に当たっては、「ヒトゲノム・遺伝子

解析研究に関する倫理指針」を遵守し、指針適用範囲内

に該当する研究計画については、各機関の遺伝子解析研

究倫理審査委員会において研究計画に対する審査を受け、

承認を得た上で実施した。個人識別情報はコンピュータ

ーの外部記憶装置に保管し、厳重に保管している。NBS

患者細胞は過去に米国の細胞供給機関 Coriel Cell 

Repository から購入されたものであり、倫理規定は適用

されないと考えられるが、可能な限り倫理指針に沿って

適正に対処した。 
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