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Summary

Chromosomal 　double　strand 　breaks（DSBs ＞occurring 　in　mammalian 　cells 　can 　initiate　genomic 　instability．
They　are 　usually 　repaired 　through 　either 　of　two 　pathways ： end −joining（EJ）or 　homologous　recombination

（HR ），and 　their　misrepairs 　result 　in　deletion，　ampli 五cation ，　and 　translocation，　which 　are　common 　in　human
tumors．　The 　tumor 　suppressor 　protein　p53　is　involved　in　maintain   g 　genomic 　stabili 取．　We 　demonstrate
here　that　the　de丘ciency 　ofwild ・type　p53 　protein　may 　allow 　unrepaired 　DSB 　to　initiate　chromosomal 　instabili−
ty，　and 　mutant −type　p53　protein　promotes　illegitimate　recombination 　leading　to　transloca廿on ．　These　results

support 　a　model 　in　which 　p53　protein　contdbutes 　to　the　maintenance 　ofgenomic 孟ntegrity 　through 　recomb ト

na 樋onal 　repair ．　We 　also 　developed　a　system 　to　trace　the　fate　of 　DSBs 　occu 甬 ng 　in　a 　single 　copy 　gene 　of

human　genome 　using 　restriction 　endonuclease 　I−Scel．　DSBs　at　the　I−S6召I　site　were 　repaired 　100　times 　more

frequently　by　EJ　than　HR ．　This　system 　should 　be　use 血 1　for　understanding 　of　mechanisms 　of　DSB　repair 　as

well 　as 　serving　as　a　model 　for　DNA 　damage 　induced　by　low・dose　irladiation，
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緒 言

　生物 は あ ら ゆ る種類 の DNA 損傷 に 対抗す る た め，さ

ま ざ ま な修復経路 を進化 させ て きた．ヒ トに お ける それ

ら修復経路 の 異常 は
， 遺伝 子 突然 変異 を起因 とす る 遺伝

病や が ん などを引き起 こ す こ とが 知 られ て お り，その 修

復経 路 の 恒常性 の 維持 は ゲ ノ ム 安定化 の 中心 的役割 をも
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つ もの と考えられ る．多くの DNA 損傷 の 中で DNA の 二

本 鎖 切 断 （double　strand 　break ；DSB ） は
， も っ とも危

険 性 が 高 い よ うに 思 わ れ る （Khanna 　and 　Jackson，2001）．
電離放射線等 に よ っ て ほ 乳類細 胞 の 染色体 上 に 誘発 され

た DSB は ， 主 と して End−Joining（EJ），また は 相同組

換 え （Homologous　Recombination；HR ） に よっ て 修復

され る （Harber，2000 ；van 　Gent　et　aL ，2001）．　 HR は エ

ラ
ー

フ リー型の 修復機構 で ，基本的 に 染色体 の 構 造 変化

や ， 遺伝情報 の 消失 を 伴 わ な い ．一
方 ，EJ は 必ず染色

体の 部分欠失や 転座 をもた らす エ ラ
ー

発生型 の 修復機構

本 稿 は 日本 環境変異原 学会第 13 回公 開 シ ン ポ ジ ウ ム 「環 境 変 異 原 と遺 伝子不安定性」 で 発表 され た．
This　paper 　was 　presented　at　the　13th　JEMS　Annual　Symposium 　at 　the　Nagai 　Memoria1　Ha11，　Tokyo，　May 　25th，2002．　TMie　symposium 　entitled“
Environmental 　Mutagens 　and 　Genomic　lnstabihtジ，　was 　organized 　by　Minako 　Nagao 　and 　Hitoshi　Nakagama 　and 　sponsored 　by　the　Japanese
EnVironmenta1　Mutagen　Society．
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F量g．1　Ageneral 　model 　of　recessiye 　mutations 　in　the 　tk　locus．

　 　 　 ［［he　human 　tk　gene 　is　located　on 　chromesome 　17q　and 　is

　　 　heterozygous （tle−／＋）in　TK6 　ceUs ．　DSBs 　occuning 　within

　 　 　 or 　near 　the 　functional ’々 locus　 are 　 usually 　 repaired 　by

　 　 　 either 　of 　two　pathways ： end −rejoining （EJ）or 　homolo−

　　 　gous 　recombination （HR ）．EJ　brings　about 　hemizygous

　 　 　 LOH ，　 accompanied 　by　intersti廿al　deledons　or 　transloca一

　 　 　 値ons ，　 while 　HR 　brings　about 　homozygous 　LOH ，　but　no
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leFlg ．2　Mutatiens　at　the　heterorygous ’th 　 lecus ．（a） Schema 廿c　

a − 　　　 gram 　of　the　tk 　 locus 　and　location　of　 frame − shi 丘 di

r − 　　　phism 　in　TK6　cells ．（b）Representative 　exalnples 　of

LOH 　　　in　TK−de 且cient 　mutants　analyzed 　with 　an　ABI　310 　ge

tic 　　　analyzer ．　 The 　mutants　1acking 　peaks 　 cor τ espondi

　 to 　 　　負 1ncdonai 　alleles 　should　have 　LOH， 　 becoming　either

hem − 　　　 izygous 　 or 　homozygous　for 　 the 　 nonfunctiona 夏 a

ele ； 　　 　these 　 can 　be　distinguished 　 by 　comparing　the　 ratio 　

　 the 　　　peak 　area　ofthe 　 nonfunctional　tk　a

ele

162 で ある ． 一 般 的 にHR はバ クテリ アや酵

な ど の 下等 生 物で の 主 たる 修 復機構で あ り ， ほ 乳 類

胞にお い ては， DSB の 大部分は EJ によっ て 修 復 さ

ると考えられてい る　（Lin　 et 　aL ，1999；Tremblay　et　al ． ，2

0 ）．し かし なが ら ， その 正 確 な寄 与 率 に 関 して は

ら かで はない． この ような 基 本的 なDSB 修 復 経 路に

する 研 究に つ いて は，

本 稿の最後 に述 べる ． 　 近年， DSB 修復に 関 す る

解 が 高 ま り ， 修 復のメ カ ニ ズ ム やそ れ に関 与 す る タ

パ ク の 役割な ど が解 明 さ れ つ つ あ る．詳しくは他の総説に 譲

が（Jeggo ，1998； Pierce 　et　 a1 ．，2001 ；Jackson ，
2002 ），

M ， 　 H2AX ， 　 p53 な ど の 分 子 は DNA 損 傷

認 識 し，その後，切断部位にお いてRad50 − NBS1 − MRE1

｡ 合 体が形 成 さ れ る ． 　EJ によ っ て修復され る場合はKu70，　 Ku8

C　DNA − PK ，　 Xrcc4 ， DNA リ ガー ゼ な ど

働 き，　HR によっ て修 復 さ れ る 場 合 は Rad51 を中

とす る そ の パ ラロ グ の複 合 体 がその 役 割 を 担 っ て い

と 考え ら れている． こ のよ うに非 常 に 多 く の 分子 が

B 修 復 に関 与 し， ゲ ノ ム の安定 化 に寄 与し てい ると

え ら れて い る が ， その 破綻 と発がんとの関 係 は 明 ら

では ない．そ も そ も， DNA 修復 の 破綻によ る 遺伝

不 安定 に は 2つ の タ イ プ が あり ， 1 つ は修 復 機能 の

損 により 細 胞 が 致 死 性，も し
く

は DNA 損傷 に 対し

感 受 性 となるタ イ プ，も う
一

方 は 修 復 機 能 の不完全性 のため突然

異を誘発 する， い わ ゆる mutator 　 pheno − t

e を示すタ イプで あ る ．　 DSB に 関 与 する上記 タ ン パ

ク を 欠 損する細 胞 の多 く は 前 者の タ イ プ を示す
ため，発

が ん に は 直 接 繋がらな いもの と考 え ら れる．一方，後者 の 例としてはp53の
常があげ ら れ（ Livingstone 　et　al ．， 1992 ；Lu 　 a

　 Lane ， 1993 ） ， ま た ，　 DSB 修復以外には ミ スマッ

修復系の破綻などが知ら れ ている （ Reitmair 　 eta

D ， 1997 ） ．こ れ ら遺 伝 子の 異常 は 実 際 に 大 腸が ん

始 め とす る 多 く のヒト が ん組織で観察されるこ と か

も 発 が ん性と の 関係は強い．本稿では遺伝的不安 定を

者 の タ イプに定義し，主にp53 変異 ， もし くは 欠 損 細 胞 が も た

す mutator 　 phenotyp

ﾌ特徴と発 が んとの関係 につ い て

我々の研究結 果をもとに述べ

． 1 ． DSB 二 本 鎖 切断モ デルとし ての 　 　 　

TK 遺 伝 子突 然変 異 　染色 体 ゲ ノム に お ける DSB
復 機 構を 解 析す る ため の モデル系としては，常染色体上の劣性型遺伝子 突

変 異を利用し た 系が 有 用である（ Liber 　 et 　

．，1989 ）．ヒト リンパ芽 球細 胞 株TK6 は 17 番 染 色体 長 腕

に存在する thymidine 　 kinase 遺 伝 子 （ tk ）

ヘテ ロにも つ た め （ tk＋／一），この ‘た ＋ ア リ ルを タ ー

ッ ト と し た 遺 伝 子 突 然 変異の検出が可能で あ る（ Fi
C1 ） ． 　TK欠 損 の 変 異 細 胞 は トリフ ル オ ロチミジ ン （

r ） 抵 抗性細胞 と して 回 収 でき る が ， tk ＋アリ ルに

B が生
じ
，そ れ が EJ ， も しく は相 同 染 色 体問のHR に よっ て
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　 O
　 　 　 　 　 Spon 電　　　　　　　 EMS 　　　　　　　X・Ray
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〔150 μ M ｝　　　　 〔2Gy ｝

　 ■ 1・t・・g・・i・ 口 H ・mi ・yg 。・s 口 H ・m 。・yg 。・・

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 LOH　 　 　 muta ヒion 　　　 　 LOH

Fig．3　Mutation　frequencies　and 　spectra 　of　the　mutations 　sponta −

　　　 neously 　occuning 　and 　induced　by　EMS （150　pM ）a皿d　X−

　　　 ray （2　Gy）at　the　tk　locus　in　TK6 　cells．　The 　mutations 　are

　　　 class 面 ed 　into　3　types ；intragenic　muta 価ons ，　hemizygous

　 　 　 LOH ，　and 　homozygous　LOH ．

ア リ ル が 消失 し た 変異体 ，い わ ゆ る LOH （loss　of 　het−

erozygosity ）型の 突然変異体 を もた らす （Yandell　et 　 al．，

1986）．こ の 場合，EJ に よ っ て 活性 ア リル の 欠失が 生 じ

た 場合 は ヘ ミ型 LOH ，　 HR に よ っ て 不活化 ア リ ル が ホ モ

に な っ た 場 合 は ホ モ 型 LOH と な る．こ れ ら LOH 解析 は

tle遺伝子内に 存在す る 多型 性部位 を 利用 す る こ とで 可 能

で あ る．TK6 細胞 の tle遺伝子 の exon4 と 7 に は フ レ
ーム

シ フ ト型の 突然変異が 存在す る （exon4 の フ レ
ーム シ フ

トが tk不活化の 原因）（Giver　et　al．，1995） （Fig．2a）．こ

の 領 域 を PCR で 増幅し，　 DNA シーク エ ン サ ーに よ りフ

ラ グ メ ン ト解析す る こ と に よ り，両 ア リ ル を 区 別 で き

LOH を容易 に 判定 で きる （Fig．2b）．また，　 PCR を定量

化する こ と に よ り，
ヘ ミ 型 とホ モ 型を区別す る こ と もで

き る．

　Fig．3 に TK6 細胞 の 自然 お よ び ，　 EMS （150μM ），　 x

線 （2Gy）誘発 th 遺伝子 突然変異 の ス ペ ク トル を 示す．

自然 誘発 に 関 し て は ，全体 の 突然変異 の 20 ％ が 点突然

変異 で ，残 り80 ％ が LOH で あ り，そ の 大 部 分 が HR に

起因 して い た （Honma 　et　aL ，1997a ）．一
方，　 EMS は ア

ル キ ル 化剤 で あ る た め ，変異 の ほ とん ど は LOH を 伴 わ

ない 点突然変異 が 主 で あ り，X 線 で は誘発 される 変異 の

大部分 は DSB に 由来す る ため LOH 型 の 変異 が 多 い ．興

味深 い こ と に X 線 に よ る 損傷で もそ の 多 くは ホ モ 型 の

LOH を もた ら す．こ の こ と は，ほ 乳類 細 胞 に お い て も

DSB の 修復 に ，　 HR が 重要 な役割 を は た し て い る こ と を

示すもの で あ る．た だ し ，
こ の 結果か ら単純 に ヒ ト細胞

で の 突然変異 は DSB に 由来す る損傷 が 主 で あ り， そ の

多 くは HR に よ っ て 修復 され る と い い き る こ と は で き な

い ．突然変異 ス ペ ク トル と突然変異 メ カ ニ ズ ム との 関係

に つ い て は 後述 す る が ， 常染色体性劣性型突然変異検 出

系 で は HR に よ っ て LOH を 引 き起 こ す DSB は 必 ず し も

tle　wa伝子内 に 生 じる必要 がな く，組換 え 型 LOH が 検出

しや す い 系 で あ る こ とを理解 して お く必要があ る．しか

し な が ら，癌抑制遺伝子 で あ る Rb や p53 の ヒ トが ん 組

織で の LOH 頻度や ，そ の 機構は こ こ で 観察 され た もの

と一
致 し て お り，本検出系は DSB 修復の モ デ ル 系で あ

る と 同時 に ，細胞 の が ん 化過程 に お ける 遺伝子変化 の モ

デ ル で あ る こ とは確か で あ る （Li　et　al．，1992）．　 LOH は

EJ も し くは HR 以 外 に ， 遺伝 子 変換 ， 非相 同 型 組換 え，

染色体不分離等 の メ カ ニ ズ ム に よ っ て も起 こ りうる．こ

れ らメ カ ニ ズ ム は 染色体や，th 近傍 の 遺伝 マ
ーカー

等 を

解 析 す る こ と に よ り分 類 す る こ とが で き る （Honma 　et

aL ，2001）．　 LOH 発 生 の メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る こ と は，

ヒ ト細胞 に おけ る DSB 修復機構 だ け で な く，細胞癌化

を制御す る 因子の 解明 に もつ なが る もの と考 えられ る．

2．p53 による遣伝的安 定化機構

　が ん 抑制遺伝子 で あ る p53 は ヒ トが ん 組織に お い て 最

も高頻度 に 変異が 観察 さ れ る 遺伝子 で あ り （Hollstein　et

al．，1991）， そ の 役割 と し て
， 損傷 し た DNA を 認識 し，

細 胞周期 の 停 止 ，ア ポ トーシス の 誘導 を行 うこ とに よ り

損傷 を受け細胞 を 排除 し，ゲ ノ ム の安定化 に寄与 し て い

る と 考 え られ て い る （Kastan 　 et 　a1 り1991 ；Ko　 et 　al．，

1996），し か し な が ら，こ れ ら 機構 の 破綻 だ けで は p53

変 異 細 胞 の もつ 遺伝 的 不 安定性 や が ん 細胞 とし て の 特性

を 完全 に 説明す る こ と は で きな い た め，DNA 修復機構

へ の 関与 も指摘され て い る．

　我 々 は，p53 が関与する DNA 修復機搆 と，　 p53 の 異常

に よ っ て もた ら され る 遺伝 的不安定性 の 特徴 を明らか に

す る た め ，p53 欠損細胞，も し くは 変異細胞 を用 い
， そ

こ で 生 じ る 遺伝子突然変異頻度 や 特徴 を p53正 常 細 胞 と

比較 した ．TK6 細胞 は p53 正 常細胞 で あ る が ，　 TK6 と 同

一
起源 をもつ isogenic細胞 で あ る WTK −1細胞 は p53 遺

伝子 の コ ドン 237に ホ モ に 突然変異を もつ p53 変異細胞

で あ る．ま た，TK6 細胞 に ヒ トパ ピ ロ ー
マ ウ ィ ル ス の

E6 タ ン パ ク を発現 させ た TK6 ・E6 細胞 ，お よ び ベ ク タ
ー

の み を導 入 し た TK6 −20C 細胞 が 樹立 さ れ て い る．　 E6 タ

ン パ ク は 野 生 型 p53 タ ン パ ク と結合 しす み や か に 分 解す

る た め ，TK6 −E6 細 胞 は 機 能的 に p53 を 欠 損 し て い る

（Yu 　et 　aL ，1997）．した が っ て ，　 WTK −1，　TK6 −E6 細胞 は

TK6 と遺伝 的バ ッ ク グ ラ ン ドを共通 とす る p53 変異，欠

損細胞 と見なす こ とが で きる．Tablel に 各細胞 の hprt，
tk遺 伝 子 座 に お け る 自 然 突 然 変 異 頻 度 を 示 す ．　 Tk 遺 伝

子 座 に お け る WTK −1
，
　TK6 −E6 細 胞 で の 突 然 変異頻 度 は

p53 正常細胞 で あ る TK6 細 胞 に 比 べ て ，それぞれ 30倍，

10倍高 く ， p53 変異 ， 欠損細 胞 とも遺伝的 に 不安定 で あ

り，mutator 　phenotype を示 す こ とが 示唆 さ れ た．

　p53 を 欠損す る TK6 −E6 細胞 で 生 じ る突然変異 の 特徴

を明 ら か に す る た め tle変異体 の LOH 解析 を 行 っ た と こ

ろ ， p53 正常細胞 で ある TK6 で は 生 じ る 変異 の 大部分 が

ホ モ 型 の LOH だ っ た の に 対 し て
，
　 TK6E6 で は その ほ と
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Table　l　Spontaneous　mutation 　frequencies　of　TK6 　and 　related 　cell　lines

Mutation　frequency（xlOs ；mean ± SD）
Cell　linesP53 　statUs

HPRT TK

TK6WTK
−1TK6
・E6TK620C

Wild −typeMutantDeficientWild

−type

2．1 ± 2．0
17．4 ± 5，92
，3 ± L83

，8 ± 4．0

　 3．3 ± 1．1
101ユ　± 6．8
33．5 ± 9，8
　3．8 ± LO

〔cM ）
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　 　 　 　 　 　 　 　 Mutants 　from 　TK6 　 　 Mutants　from丁K6・E6　Mutants　from》叮 K−1

Fig．4 　Extent 　of　loss　of　heterozygosity（LOH ）in　the　TK −de丘cient 　mutants 　from　TK6 ，　TK6 −E6 　and

　 　 　 WTK ．1　cens ．　Twelve 　microsatellite 　loci　on 　 chromosome 　17　that　are 　heteromorphic 　in　these　cell

　 　 　 lines　were 　examined ．　The　approximate 　position　of　each 　locus　is　mapped 　on 　the　right 　of　the

　　　 schematic 　chromosome 　l7．　The 　human 　tk　locus　is　mapped 　on 　17q23 ．2．　Open 　and 　closed 　bars　rep −

　 　 　 resent 　hemizygous 　LOH 　and 　homozygous 　LOH 　mutants ，　respectively ．　Length　of　bars　indicates
　 　 　 the　extent 　of　LOH ．

ん どが ヘ ミ 型 LOH を示 し た．こ の こ と は TK6E6 細胞 で

は HR が 起 こ ら ない た め DSB の 大部分 は EJ に よ っ て 修

復 さ れ る こ と を示 し て い る．こ の LOH の 範囲 を マ イ ク

ロ サ テ ラ イ トマ ーカ ーを用 い て 17番染 色 体 上 に マ ッ ピ

ン グ し た （Fig．4）．　 p53 正 常細胞 （TK6 ）由来 の 欠失型

LOH の ほ と ん ど は tk 遺伝子 に 限局す る interstitial　dele−

tionか ，　 tk よ り末端 まで の terminal　deletionで あ り，染

色体 の 変 化 が 最 小 限 と な っ て い る の に 対 して ，p53 欠 損

細 胞 （TK6 −E6） の ほ と ん ど の 変 異 体 に は，染色 体 広 範

に わ た る terminal　deletionが起 きて い た．また，こ の よ

うな広 範 な LOH は p53 正 常細胞 で は す べ て 組換 え型

LOH として 観察 され る こ とか ら，本来 HR に よ っ て修復

さ れ る べ きDSB が ，　 p53 欠損細胞 で は EJ に よ っ て修復

さ れ ，そ の 結果，大 き な染色体異常 を もた ら して い る も

の と考 え ら れ た．実際，TK6 −E6 由来 の LOH 変異体 を ク

ロ モ ゾー
ム ペ イ ン ト法 に よ り解析す る と

， 17番染色体

の 部分欠失，転座，増幅等 の 構造異常 が 同
一

ク ロ
ー

ン 中

に モ ザ イ ク と して 観察 さ れ た ．こ の よ うな 染 色 体 異 常

は ，G2 期 に お い て 切 断 さ れ た 染色 分体 問 の 自己融合

（chromatid 　fusion） が 原因 と考 え られ る．　 chromatid

fUsionは，一
時的 に は 安定 で あ る が，細胞分裂 を迎 える

と引きち ぎられ，再び 2本鎖切断 が 生 じる．そ し て こ れ

が DNA 複製 を経 て，再 び chromatid 　fusionが 繰 り返 さ

れ る，い わ ゆ る Breakge −Fusion −Bridge （BFB ＞ cycle を

引 き起 こ す （Coquelle　et 　al．
，
1997 ；Pipiras　et　aL

，

・1998）．

こ の ように ，p53 欠損細胞が遺伝 的 に 不安定 で あ る ， そ

の 要 因 は ， す み や か に 修復 さ れ な い DSB で あ り ，
こ れ

が BFB サ イ ク ル の 引 き金 と な っ て ，種 々 の 染色体異常

を引き起 こ す もの と考え られ る （Honma 　et 　al．，　2000）．

　
一

方，p53 変異細胞 で あ る WTK −1 に 由来す る tk変異

体 を解析す る と，ヘ ミ 型 だ け で な く，ホ モ 型 の LOH の

頻度 も増加 し て い た．こ の こ と か ら WTK −1細 胞 で は
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Table 　2　Yeld 　of　spontaneous 　mutation 　frequencies　at　tk　locus　in　TK6 　cells

Type　of　mutation
Target　size 　　Mutat．　Freq．　 Mutat．　Freq．／kb
　 （kb）　　　　　　　（× los）　　　　　　（× los）

Intragenic　mutation （including
small 　interstitial　deletion）

Recombinational　LOH

Gene 　Conversion

11

35，000
　 11

1，17

2，010
．06

10．65（1805＞

α0059　（1）

α51（86）

TK6 −E6 細胞 と異な り，組換え修復能は保持 さ れ て い る

もの と 考え られ た （Honma 　et　al．，1997a）．　 LOH 変異体

の 染色体 を解析す る と （Fig．4），組換 え型 と思 わ れ た 変

異体 の 染色体 に は転 座 を 伴 うもの が多 く，そ の 転座 は 変

異体 に ク ロ ー
ナ ル に 観察 され た こ と か ら WTK −1細胞 で

は 組換 え修復 は起 こ る が，そ の fidelityが低 い た め に 非

相 同 （illegitimate）性 の 組換え に よ り，他 の 染色体 部位

と の 転 座 を誘発す る もの と考え ら れ た （Honma 　et　a1．，

1997b ＞．ま た tt　 WTK −1細 胞 で は 染色体不 分離 に よ る

aneuploid も高頻度 に 観察 さ れ ，変異型 p53 は 組換 え 修

復 の 異常 に 伴 う染色体の構造 的 変異 をもた ら すだけ で な

く，細胞分裂や 染色体分離機構 に も影響を与え ， 染色体

の 数的 異常 も導 くもの と 考 え ら れ た （Cross　 et 　aL ，

1995 ；Fukasawa　et　aL ，1996 ；Honma 　et　a1．，2001）．

　以 上 の こ と か ら p53 に よ る 遺 伝 的 安定化機構 と して ，

ゲ ノ ム 中に生 じた DSB の 相 同組換 え修復へ の 関与 を 提

唱す る．p53 欠損細胞 で は こ の 相同組換 えが す み や か に

働 か ない た め ，修復 を免れた DSB は BFB サイ ク ル を介

し て 転座，欠失，増 幅等 の さ まざまな染色体異常 をもた

ら す （Livingsto皿 e　 et　aL ，1992 ；Agapova　et 　al．，1996）．

また
， p53 変異細胞 で は 組換 え 修復能 は 保持 さ れ て い る

もの の ，そ の 正確 さが 低 い ため 逆 に染色体転座 を誘発す

る．こ の よ う に p53 の 欠損 ， も し くは 異 常に よ る遺伝的

不安定性 は 点突然変異 の よ うな小 さな遺伝子変異 よ りも

染色体 レ ベ ル の 大 きなゲ ノ ム 変化 に 関与 して い る．多段

階 発 癌 過 程 に お け る ゲ ノ ム 変 化 を 考 え る と，p53 の 異常

は ，相 同，非 相 同 性 の 組 換 え を 介 し て ，ゲ ノ ム 中 に

LOH 型 の 突然変異 や 染色体異常 の 蓄積 を促 して い る も

の と考え ら れ る．

3 ．1−Scel 発現系を利用した ほ乳類細胞

　　　　における DSB 修復機構

　 Tk 遺伝子 に お け る 突然変異 ス ペ ク トル の 結果 か らヒ

ト細胞 で 起 こ る 突然変異 の 大 部分 は DSB に 由来 し ， そ

の 多 くは HR に よ りLOH をもた ら す こ とが 示唆され た．

しか しなが ら こ の 結果 は，こ れ まで の 遺伝子突然変異研

究 で 常識と さ れ て きた突然変異 の 大部分 は外来性 の 変異

原 や ，DNA の 複 製 ，修 復 の エ ラ
ーに よ っ て 生 じ る 点 が

突 然変異 が 主 で あ る と い うこ と と矛盾す る もの で あ る．

また ，冒頭 で も述 べ たが，DSB の 修復 に お い て も，ほ

乳類細胞 に お い て EJ と HR の どち らが優先的 に 働 くの か

とい う問題 に 関 し て もこ れ まで の 多 くの 研究結果 と相反

す る もの で あ る．こ の 問 題 を理 解す る た め に は突然変異

ス ペ ク トル と，突然変異 の メ カ ニ ズ ム の 関係 を正 し く認

識す る 必要 が あ る ．突然変異 ス ペ ク トル は 必ず し もゲ ノ

ム 中 で 起 こ る すべ て の 突然 変異 の イ ベ ン トを正確に 反 映

す る もの で は なく，そ の 突然変異検出系に強 く依存す る．

た と え ば，hprtや ，トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の LacZ

遺伝子な どを タ
ー

ゲ ッ トとした突 然変異検出系 で は HR

や，大 き な 遺 伝 子 の 欠 失 を伴 う EJ を 検 出 す る こ と は で

きず，そ の 変異 は も っ ぱ ら点 突然 変異 が 対 象 と な る た め ，

当然 バ イ ア ス が 生 じる （Ikehata　and 　Ono ， 2001）．同様

に ， th遺伝子 突然変異検出系で もその ス ペ ク トル に はバ

イ ア ス が 存在す る．こ の 系は 点突然 変異 だ け で な く，EJ

や HR に よ る LOH 型突然変異 を 検 出 で きる こ と が 最大

の 特徴 で あ る が ，点突然変異 は 漉 遺伝子 内 の 損傷 を対

象とする の に対し て ， LOH は 17番染色体上 の か な りの

部分 で 生 じ る DNA 損傷 か ら 由来す る こ とが Fig．4 か ら理

解 され る．また，LOH で も EJ型 と HR 型 で は そ の 範 囲

は か な り異 な る ．こ の こ と は，Fig．3で 示 したス ペ ク ト

ル に お け る各イベ ン トの 突然変異 の ターゲ ッ トサイズ が

違 うこ と を示 して お り，こ れ を 大 まか に ターゲ ッ トサ イ

ズ 当 た りで 補 正 す る と，点突然変異 の 方が 圧倒的 に 頻度

が 高 くな り，
こ れ まで の 常識 と矛盾 が ない （Table　2）．

こ の ように突然変異ス ペ ク トル か ら ， 突然変異 の メ カ ニ

ズ ム を 論 じ る に は きわ め て 注意 が 必 要 で あ る．

　 DSB の 修復 メ カ ニ ズ ム を細胞 レ ベ ル で 理解 す る た め

に ， 放射線 の よ うな外来性 の 変異 原 に よ りゲ ノ ム 中 に ラ

ン ダ ム に DSB を 発生 させ て，特定 の 遺伝 マ ーカー
の 変

異 ス ペ ク トル を レ トロ ス ペ ク テ ィ ブ に 解析 して も上 記 の

理 由か らあ まり意味 はない ．一
つ の DSB の た ど る 運命

を完全 に ト レース す る こ とが で きて こ そ，こ の 目的は達

成 さ れ る．我 々 は ，DSB の 発 生 モ デ ル と し て 制 限 酵素 1・

Scel に 注 目して い る ．1・Scelは 出芽酵母 の ミ トコ ン ド リ

ア DNA に コ ード さ れ て い る 酵 素 で ，そ の 認識 部位 は

18bpの非パ リ ン ドロ ーム 構造をもつ （Jasin，1996）．ヒ

トゲ ノ ム 中に は こ の 配列 は 1 つ も存在 し ない た め ，
こ の

DNA 配列 を特定 の ゲ ノ ム 部位 に 挿入 し，1−Scel　St素を発

現 さ せ る こ と に よ り，そ の 部 位 に確 実 に DSB を発 生 さ

せ る こ と が で き る （Taghian　and 　Nickoloff，1997）．我 々

は こ の 1・Scel部位 を，　 TK6 細胞 の tk遺伝子内 に ジーン タ

ーゲ ッ テ ィ ン グ法 に よ り挿入す るこ と に 成功 し，こ の 部
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（tk＋／一：HAT 　Resistant）
Fig．5　Schematic　representation 　of　the　exper   ental 　system 　to　detect　EJ　and 　HR．　Open　and 　closed

　 　 　 rectangles 　represent 　the 　wild 　and 　mutant 　type　of　the 漉 gene ，　respectively ．　When 　a　DSB

　 　 　 occuning 　at　the　I−Scel　site　is　repaired 　by　EJ　and 　causes 　a 　deletion，　TK −de血cient 　mutants 　are

　 　 　 isolated　from 　TSCE5 　cells 　in　TF 　r　medium ．　When 　HR 　repairs 　it，　en 　the　other 　hand，　TK −profi−

　 　 　 cient 　revertants 　are 　generated 　from　TSCER2 　cells　under 　HAT 　selection ．

位 に 生 じた DSB の 運命を定性 ， 定量的 に解析で き る系

を確 立 し た．Tleヘ テ ロ の TSCE5 細 胞 で は 1−Scel部位 で

生 じた DSB が EJ に よ っ て 修復 さ れ る と tk遺伝子 の
一

部

が 欠失 し，細胞 は tk （一／・〉 の 変異体 と して 回収 され る．
一

方 ， コ ン パ ウ ン ドヘ テ ロ に 変異 を もつ tk （一／一） の

TSCER2 細胞 で は ，生 じ た DSB が 染色体 間 の HR に よ っ

て 修復 さ れ る と th （一／＋）の リバ ータ ン トと な る （Fig．5）．
こ れ ら細胞 に 1−Scelの 発 現 ベ ク ターを トラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン す る と ， 変異 体，リバ ータ ン トの 出現頻度 は そ れ ぞ

れ 40倍 ， 100倍増加 した ．こ の こ と は DSB が 直接 EJ お

よ び HR を誘発す る こ と を 示 して い る ．しか しなが ら，

両者 の 絶対頻度 は EJ の 方が HR の 約 100倍高 く，こ の こ

とは DSB の 99 ％ 以 上 は 町 に よ っ て 修 復 さ れ る こ と を 示

して い る ．本系は ヒ トゲ ノ ム 中で 生 じ た DSB の 運命 を

公正 に ト レース す る こ とが で き る た め ，DSB 修復 の メ

カ ニ ズ ム や，そ れ の 関与す る さまざまな生体 内因子 の 研

究 に 利用 さ れ る こ と が期待 で きる （Honma 　et　a1．，投稿

中）．

お わ り に

　 こ こ 最近，DSB の 修復 に 関す る 研 究分野は大 き く進

歩 し，ほ 乳類細 胞 に おけ る DSB の 認識 か ら修復 に 至 る

一
連 の カ ス ケ

ー
ドと， それ に 関与す る タ ン パ ク 因 子 の役

割 に つ い て は ほ ぼ 解 明 さ れ つ つ あ る ．し か し な が ら，

DSB 修復 の 基本 的 な 生物 学 的 役割 に つ い て は 不明 な 点

が 多 い ．ど の よ うな 場 合 DSB は 修復 さ れ，ま た ，修復

さ れ ずそ の 細胞 は ア ポ トー
シ ス に よ っ て 排 除 され る の

か ？　 修復 さ れ る 場合 ， なぜ ，
エ ラー発生型 の EJ が 優

先的 に 働 くの で あ ろ うか ？　 これ は ゲ ノ ム 安定性 を 考慮

す る と 生 体 に と っ て 不利 で は な い の か ？　 また ， EJ と

HR の 修 復経路 は ど の よ うに 使 い 分け られ て い る の か ？

そ れ ら は競合 した り，互 い に 相補す る の か ？　 EJや HR

以外 の 修復機構 （た とえば single 　strand 　annealing ）は，

ど の 程 度 関 与 し て い る の か ？　 こ れ ら問 題 の 解決 に は ，

従 来 の 分 子 生 物 学 的 ，生 化 学 的 手法 だ け で は 困難な よ う

に 思 わ れ る．今後，こ れ ら の 問題を解明 の た め に新 し い

細胞遺伝学的手法を用 い た Breakthroughを 目指 した い ．
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