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1. 第一章 序論 

1-1. 転移因子（Transposable elements） 

転移因子は、ほぼ全ての真核生物ゲノム中に存在する散在性反復配列である。転移因子

は大きく 2 つのグループに分けることができる。１つは DNA トランスポゾンである

（Kleckner, 1990）(図１)。DNAトランスポゾンは自身の配列を切り出し別のゲノム部位

へ挿入する。2 つ目のグループはレトロトランスポゾンである。レトロトランスポゾンは、

自身の RNA を逆転写することで新たな cDNA を作り出し、この cDNA コピーをゲノムの別の

位置へ挿入する。レトロトランスポゾンは、長い末端反復配列（Long terminal repeat; LTR）

を持つグループ（LTRレトロトランスポゾン）(Garfinkel et al., 1985; Boeke et al., 1985; 

Eichinger at al., 1988)と LTRを持たないグループ（non-LTRレトロトランスポゾン）(Luan 

et al., 1993)に分類される。これら２つのグループのレトロトランスポゾンの間には、自

身のコピー配列をゲノムへ挿入する過程に違いがある。LTRレトロトランスポゾンはウイル

ス様粒子内で自身の RNA の逆転写を行い、その後、逆転写で生じた自身のコピー配列を標

的ゲノム位置へ挿入する（図 1）。一方、non-LTR レトロトランスポゾンは、自身のコピー

配列を挿入するゲノム位置で自身の RNA の逆転写を行う（図 1）。non-LTR レトロトランス

ポ ゾ ン に は 、 Long interspersed element (LINE) 、 Short interspersed element 

(SINE)(Kajikawa and Okada, 2002; Dewannieux et al., 2003)やレトロ偽遺伝子 (Wei et al., 

2001; Esnault et al., 2000)などが含まれる。このように、転移因子には様々な種類が存

在する。本研究では、これら転移因子の中でも転移・増幅機構の研究があまり進んでいな

い LINEに着目して研究を行った。 

 

1-2. LINEが宿主に及ぼす影響 

LINE は真核生物ゲノム中に数千から数万コピー存在する転移因子である。ヒトゲノム中

では、タンパク質をコードしているエキソン領域は 1～2%であるのに対して、LINE はヒト

ゲノム全体の約 21%（85万コピー）を占めることが明らかにされている(図 2; Lander et al., 
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2001)。この莫大なコピー数の LINE 配列は、単なるゲノムの構成要素としてのみならず、

宿主ゲノムにさまざまな変化を引き起こし、ゲノムの成り立ちやその進化に大きな影響を

及ぼしてきたと考えられている(Ostertag and Kazazian, 2001; Symer et al., 2002; 

Gilbert et al.,2002)。 

LINE転移は、宿主から見ればゲノムへの挿入変異である。LINEは言わば、内在性の変異

原であり、宿主生物ゲノムに挿入変異を引き起こすのである。また、単なる挿入変異のみ

ならず、異なる遺伝子座の LINE配列間に組み換えが起こることで、組み換えを起こす LINE

間の宿主ゲノム配列の、重複、欠失、あるいは逆位などの構造変化が起こることが知られ

ている（Kazazian, 2004）。更に、LINEを含む転移因子は、宿主ゲノムから転写された RNA

のスプライシングパターンを変化させたり、ポリ A 付加部位を変化させたりすることで、

宿主生物のトランスクリプトームの多様性にも大きな影響を及ぼしていることが示されて

いる（Moran et al., 1999; Goodier et al., 2000）。このように、LINEを含む転移因子の

存在は、宿主の遺伝情報に大きな多様性をもたらし、生物進化に大きく寄与していると考

えられている。 

LINE は内在性の変異原であり、その転移は宿主生物ゲノムの必須機能を破壊する恐れが

ある。事実、LINE転移により引き起こされたさまざまな遺伝病が報告されている（Hancks et 

al., 2012; Kaer et al., 2013）。しかし、一方で、ヒトなどの宿主生物のゲノム中には、

多量の LINE配列が蓄積している。これは、LINE配列が生殖系列細胞で転移し、その新規転

移配列が次世代の生物ゲノムに引き継がれ蓄積したものである。LINE を含む転移因子は、

自身のコピー数を増幅させつつ（＝宿主生物ゲノムに多様性をもたらす）、宿主生物の生存

を脅かすような過剰な転移を避けて、宿主生物とともに存在してきたのであろう。 

これまで、LINE の転移・増幅は、宿主生物の生殖系列細胞では‘適度’に起こり、体細

胞では高度に抑制されていると考えられてきた。なぜなら、体細胞での LINE 転移は、宿主

生物ゲノムの必須情報を破壊する恐れがあるが、その新規転移配列は次世代の生物個体へ

は引き継がれず、LINEのコピー数増加にはつながらない。すなわち、転移因子 LINEにも宿
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主生物にもどちらにも利点がないと考えられるのである。しかし、近年、いくつかの体細

胞種で LINEの新規転移が観察されている。そのひとつが、大腸がんなどのある種のがん細

胞である（Iskow et al., 2010; Lee et al., 2012）。正常細胞のがん化は遺伝情報の変異

により引き起こされるが、LINE 転移が、がん化の主要因なのか、がんの悪性化に寄与する

のか、あるいは、がん細胞の成り立ちには寄与せず細胞のがん化の結果 LINE 転移の抑制機

構が機能しなくなり起こるのか、現在統一的な見解は得られていない（Iskow et al., 2010; 

Lee et al., 2012）。体細胞転移のもうひとつの興味深い例は、ラットやマウス、ヒトなど

の哺乳類生物の脳神経細胞における LINE転移である。、正常な神経細胞の分化過程で L1転

移の活性化が起きることが示されている（Coufal et al., 2009; Muotri et al., 2005; 

Muotri et al., 2010）。これらの報告は、神経細胞分化時の LINE転移が神経系の複雑さや

個体内の遺伝的多様性を生み出す可能性を示唆する。この神経細胞での LINE 転移が、宿主

生物の発生・生存において機能を持つか否か、非常に興味深い問題である。 

 

1-3. LINEの構造 

LINEは 5´非翻訳領域(5´UTR)、タンパク質コード領域（ORF）、3´非翻訳領域(5´UTR)

から構成されている。5´UTR には RNA ポリメラーゼⅡ依存内部プロモーター配列が存在す

る（Mizrokhi et al., 1998）。この配列は LINE 転移の開始反応である LINE RNA の転写に

必要である（Swergold et al., 1990）。3´UTR の 3´末端にある polyA配列または ATに富

んだ繰り返し配列は自身 RNAの逆転写に必要である（Luan and Eickbush, 1995; Kajikawa 

et al., 2002）。LINE 配列の内部には、１つまたは 2 つの ORF が存在する。ORF1 タンパク

質(ORF1p)は核酸結合活性と核酸アニーリング活性を持つことが知られている（REF）。ORF1p

は、これらの活性により、自身の mRNAと結合することや、LINE mRNA・LINE タンパク質複

合体（LINE RNP）形成に関与することが示されている（Hohjoh, 1996; Matsumoto et al., 

2006; Kolosha, 1997）。ORF2タンパク質（ORF2p）は、エンドヌクレアーゼ（EN）活性と逆

転写酵素（RT）活性を持つ（Feng et al., 1996）。これらの活性は、それぞれ、標的ゲノ
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ム DNA の切断と自身 RNA の逆転写を行う（次項説明参照）。ORF を１つ持つ LINE の ORF は

ORFを 2つ持つ LINEの ORF2に相当する。 

 

1-4. LINEの転移機構 

LINE 転移は、LINE が自身の 5´UTR に存在する RNA ポリメラーゼⅡ依存内部プロモータ

ーから RNA ポリメラーゼⅡによって LINE mRNA へ転写されることから始まる（図 5）。転写

された LINE mRNAは核外へ輸送され、LINEタンパク質が翻訳される。LINEタンパク質は LINE 

mRNAと LINE RNPを形成し、核内へ輸送される。この LINE RNPは、LINEタンパク質以外に

様々な宿主タンパク質を伴っている。これらの宿主タンパク質のいくつかは LINE転移に関

与することが示唆されている(Dai et al., 2012; Goodier et al., 2013; Taylor et al., 

2013)。核内へ移行した LINE RNPの EN活性は、標的となるゲノム DNAの一本鎖を切断する。

この切断によって露出したゲノム DNA の 3´水酸基をプライマーとして、LINE タンパク質

の RT 活性により LINE mRNA を鋳型に逆転写が開始され、LINE cDNA が合成される。一本鎖

目のゲノム DNA 切断で生じた 3´水酸基から始まる自身の mRNA の逆転写反応は Target 

Primed Reverse Transcription (TPRT)と呼ばれる（Luan et al., 1993、 Cost et al., 2002) 。

この TPRT によって標的ゲノム DNA と LINE の 3´末端が連結される。多くの LINE は自身の

RNAの 3´末端の特異的な配列が TPRTの開始に必要であるが、哺乳類の L1クレードの LINE

では、この特異的な配列は必要ではないと考えられている（Okada et al., 1997）（クレー

ドは次項で説明）。それぞれ、前者はストリンジェント、後者はリラックスドと呼ばれてい

る（Okada et al., 1997）。TPRT後、二本鎖目の切断、LINE cDNA相補鎖の合成、新規に合

成された LINEの 5´末端とゲノム DNA切断末端の連結を経て、LINE転移が完了すると考え

られている。しかし、TPRT 後のこれらの過程がどのように進行するのか明らかにされてい

ない。本研究では、特に、TPRT 後に起こる、LINE 新規挿入配列の 5´末端とゲノム DNA 末

端との連結機構の解明を目的とした。 
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1-5. LINEの分類 

LINEは、自身のコードする RTドメインのアミノ酸配列の類似性を基にした系統解析から

５つのグループに分けることができる（図 3; R2、RandI、L1、RTE、I、Jockey; Malik et al., 

1999; Lovsin et al., 2001; Eickbush and Malik, 2002; Kapitonov et al., 2009)。こ

れらのグループはさらにクレードと呼ばれる 28 の小グループに分類される；R2 グループ

（CRE クレード、R4 クレード、Hero クレード、NeSL クレード、R2 クレード）、Randi グル

ープ（RandI/Dualen クレード）、L1 グループ（Proto1 クレード、L1 クレード、Tx1 クレー

ド）、RTE グループ（RTETP クレード、Proto2 クレード、RTEX クレード、RTE クレード）、I

グループ（Outcastクレード、Ingiクレード、I、Nimbクレード、Tad1クレード、Loaクレ

ード、R1 クレード）、Jockey グループ（Jockey クレード、Rex1 クレード、CR1 クレード、

L2 クレード、L2Aクレード、L2Bクレード、Daphne クレード、Crackクレード）。R2グルー

プは系統的に最も古い推定される LINE グループである。このグループの LINE は全て１つ

の ORF を持つ。これらの ORF には、挿入位置の切断に必要な制限酵素様エンドヌクレアー

ゼ（RLE）ドメインが RTドメインより C末端側に位置している。RLEは、特異的な DNA配列

を認識し切断する酵素活性がある。そのため、RLE を持つ LINE はリボソーム RNA、テロメ

ア、マイクロサテライトなど特異的挿入位置に転移する(Kojima and Fujiwara, 2005a)。

一方、L1、RTE、I グループは、系統的に比較的新しい LINE グループである。古い LINE グ

ループと新しい LINE グループには２つの大きな違いがある。そのひとつは ORF1 の有無で

あり、もうひとつは挿入位置を切断するヌクレアーゼの違いである（図 3）。新しいグルー

プの LINEには、アプリン／アピリミジンエンドヌクレアーゼ（APE）ドメインが RTドメイ

ンより N末端側に位置している。APEは、脱塩基（AP）部位の DNAを特異的に切断する DNA

修復酵素である。LINE が持つ APE は、EN 活性を持つが AP 部位を認識する特異性がないこ

とが示されている（Feng et al., 1996）。そのため、APE を持つ LINE の多くは、自身配列

のゲノム DNAへの挿入位置に配列特異性を持たず、ゲノムの様々な位置へ転移・増幅する。

APEをもつ LINEのほとんどは、2つの ORFをコードしているが、RandIグループ、RTETPク
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レード、RTE クレードの LINE 及び、L2 クレードのいくつかの LINE は ORF を１つのみコー

ドしている。１つの ORF が APE ドメインと RLE ドメインに挟まれている RandI グループ

（RandI/Dualenクレード）は古いグループと新しいグループの中間のように見える。RandI

グループは、進化の過程で新しく APEを獲得し RLEを破棄したと示唆されている(Kojima and 

Fujiwara, 2005b)。 

本研究では、新しい LINEグループの LINE転移における 5´連結機構の解明を目指し、ヒ

トゲノム内に存在し L1グループ（L1クレード）に属する L1（図 4B）、ゼブラフィッシュゲ

ノム内に存在し、Jockey グループ（L2 クレード）に属する ZfL2-2（図 4A）と ZfL2-1（図

4C）、ゼブラフィッシュゲノム内に存在し、Iグループ（Nimbクレード）に属する Nimb-2_DR

（図 4D）を研究対象とした。 

 

1-6. LINE転移に関与する宿主 DNA修復タンパク質 

序論 1-4.で述べたように、現在提案されている LINE 転移モデルによると（図 5）、LINE

挿入には標的ゲノム部位の 2 本の DNA 鎖が両方共切断される必要がある。そのため、LINE

転移時に DNA 二本鎖切断（Double strand break; DSB）が起こると推測されている。実際

に、哺乳類培養細胞中でヒト L1を過剰発現させると、ゲノム DNAの DSBが誘導されるとい

う報告がある(Gasior et al., 2006)。一般的にゲノム DNAが二本鎖切断されると、宿主の

DNA修復系が速やかに DSBを修復する(Misteli and Soutoglou, 2009)。LINE 転移時に生じ

るであろう DSBの連結にも宿主の DNA修復因子が関与している可能性がある。これまでに、

いくつかの DNA修復に関わる宿主タンパク質が培養細胞中での LINE転移に関与することが

示されている。例えば、Suzuki ら（2009）は、脊椎動物細胞の二本鎖 DNA 切断修復経路の

１つである非相同末端連結（Non-homologous end-joining; NHEJ）経路に関わるタンパク

質群が、効率的な LINE転移に必要であることを報告している（Suzuki et al., 2009）。DSB

応答に関与するタンパク質である ataxia telangiectasia mutated (ATM)タンパク質の場合、

LINE転移に作用する 2つの相反する報告がされている（Gasior et al., 2006; Coufal et al., 
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2011）。一方は、ATMタンパク質が哺乳類培養細胞の L1転移に必要であることを示唆する報

告である（Gasior et al., 2006）。もう一方は、ATM タンパク質がヒト神経前駆細胞中の

L1 転移を抑制することを示唆する報告である(Coufal et al., 2011）。これらの報告は異な

る細胞種間で ATMタンパク質が LINE転移に異なる働きをする可能性を示している。以上の

ように、様々な宿主 DNA修復タンパク質の LINE転移への関与は、LINE転移時に標的ゲノム

DNA 末端と LINE の 5´末端が宿主 DNA 修復タンパク質に DNA 切断部位と認識され、連結さ

れるだろうことを示唆する。 

 

1-7. 標的ゲノム DNA の変化 

LINE 挿入配列の配列的特徴は、LINE の 5´末端連結機構を反映していると考えられる。

LINE挿入配列とゲノム DNAの連結部には、標的ゲノム DNAの変化（Target site alteration; 

TSA）が見られる。TSA は、LINE 転移時に LINE 挿入位置のゲノム DNA 配列が重複や欠失を

することで生成されると考えられている。Gilbert ら（2002）は、彼らの LINE の 5´末端

連結モデル（図 6）中で、LINE 転移時に起こる二本鎖目の切断の位置の違いが様々な TSA

を生み出すことを提案している（図 6）。このモデルによれば、ゲノム DNA の二本鎖目の切

断が一本鎖目の切断位置より下流で起きると、3´突出ゲノム DNA末端が生じる。このゲノ

ム DNA末端と LINEの 5´末端が連結すると、転移した LINEの両端に標的ゲノム DNAの重複

（Target site duplication; TSD）が生じる（図 6下）。一方、ゲノム DNAの二本鎖目の切

断が一本鎖目の切断位置より上流で起きると、3´突出ゲノム DNA末端が生じる。このゲノ

ム DNA末端と LINEの5´末端が連結すると標的ゲノム DNAの欠失（Target site trancation; 

TST）が生じる（図 6 下）。また、ゲノム DNA の二本鎖目の切断が一本鎖目の切断位置と同

じ位置で起きると、平滑末端が生じる。このゲノム DNA 末端と LINE の 5´末端が連結する

とゲノム DNAの重複や欠失の生じない LINE転移（Blunt-end joining; BEJ）が起きる（図

6 下）。以上のように、生じたゲノム DNA 末端の違いにより、TSD、TST、BEJ のどのタイプ

の TSAが生じるかを決定していると考えられる。 
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バイオインフォマティックスを用いた研究によって、様々な生物種に内在する様々な

LINE の TSA が解析されている(Ichiyanagi et al., 2007; Ichiyanagi and Okada, 2008; 

Kojima, 2010）。これらの解析により、宿主に非依存的で LINE クレードに特異的な TSD 長

のピークが観察されている。例えば、L1 クレード LINE の場合、TSD 長のピークは 13-15bp

の長さであった（ヒト、ウシ、オポッサム、ゼブラフィッシュ）。L2クレード LINEの場合、

TSD 長のピークは 3-5bp の長さであった（オポッサム、ゼブラフィッシュ）。CR1 クレード

LINE の場合、L2 クレード LINE と非常に類似した TSD 長のピークであった（ニワトリ、ゼ

ブラフィッシュ）。RTE クレード LINE の場合、TSD 長のピークは 10-12bp であった（ウシ、

オポッサム、ゼブラフィッシュ）。これらの観察から、TSDの長さは LINEの種類によって決

定づけられると示唆されている（Ichiyanagi and Okada, 2008）。Gilbert ら(2002)の 5´

末端連結モデル（図 6）から考えると、この報告で観察された LINE 転移標的ゲノム DNA 部

位の一本鎖目の切断位置からの二本鎖目の切断位置までの塩基数は、LINE によって固有の

長さに特定されるように見える。 

 

1-8. LINE配列の 5´末端領域構造①：5´欠失配列 

転移した LINEの5´領域の多くは欠失（5´欠失）し、全長配列を持つ LINEは稀である(図)。

新たに転移した LINE配列が転移活性を保持するためには、LINEは全長配列を持つ必要があ

る。なぜなら、LINE の 5´末端領域には自身配列の転写に必要な内部プロモーター領域が

存在するからである（序論 1-3; 図 7A）。 従って、5´欠失 LINEは新たな LINE転移を起こ

すことができない。5´欠失 LINEの生成機構はよく分かっていないが、3´末端から開始さ

れる逆転写反応が何らかの理由で停止してしまうためだと考えられている。以前、私たち

は、NHEJ経路に関わる Ku70遺伝子の欠損 DT40細胞中で、ゼブラフィッシュ LINE、ZfL2-2

を転移させた（Suzuki et al., 2009）。この転移後配列の解析から、Ku70 タンパク質欠損

細胞で転移した ZfL2-2 は、野生型細胞で転移した ZfL2-2 よりも統計学的有意に多くの全

長配列を含んでいた。この結果は、DNA末端結合タンパク質である Ku70が LINE の 5´欠失
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配列生成に関与していることを示唆する。Ku70 タンパク質は、LINE RT が逆転写中の LINE 

cDNA 末端と相互作用し、逆転写反応の進行を妨げることで 5´欠失生じさせているのかも

しれない。また、Coufal ら（2011）は、DNA 損傷応答に関与する ATM タンパク質の欠損細

胞中で転移した L1 は、正常な細胞中で転移した L1 より長い配列長であったことを報告し

た（Coufal et al., 2011）。これらの結果は、DNA 修復に関わるいくつかのタンパク質が

LINEの転移後配列長に関与することを示唆する。以上の宿主タンパク質と LINEの転移後配

列長の研究は、LINE 転移中（逆転写反応中）の転移中間体が宿主 DNA 損傷修復因子に DNA

損傷として認識され LINE の 5´末端連結が起こるため、短い LINE 転移後配列、すなわち、

5´欠失配列が生じることを示しているのかもしれない。 

 

1-9. LINE配列の 5´末端領域構造②：5´逆位配列 

LINE 5´領域の逆位配列（5´逆位）構造は、5´欠失以外の LINE 転移不可な LINE 構造

として知られている(Ostertag and Kazazian, 2001)（図 7A）。この 5´逆位の生成機構モ

デルは、Ostertagら（2001）のヒトゲノム中に存在するヒト L1の解析から提案されている

（図 8）。5´逆位は LINE 転移する標的ゲノム DNA 部位の第一鎖と第二鎖切断によって生じ

た 2つのゲノム DNA末端から LINE RNAの逆転写が開始されるツインプライミングによって

生じると考えられている(Ostertag and Kazazian, 2001)。ツインプライミングは、次の(1)

から(4)の段階で進行する(図 8)。（1）第一鎖目の切断位置から TPRTが起こる。(2) 全ての

逆転写が完了する前に第二鎖が切断される。（3）生じたゲノム 3´突出末端をプライマーに

して LINE mRNAの内部から 2回目の逆転写反応が起きる。（4）1回目と 2回目の逆転写で生

じた 2つの cDNA末端が連結し、LINEの 5´逆位配列の転移が完了する。このツインプライ

ミングモデルから、L1 転移時に 2 本鎖が切断されて生じた 2 つのゲノム DNA 末端は、2 回

の L1 mRNAの逆転写を介して連結されると考えられる。 

 

1-10. LINEの 5´末端連結部 
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LINE 転移後配列とゲノム DNA の 5´末端連結部は、次の３タイプに分類される（図 9）。

①、数塩基の LINE配列由来かゲノム DNA由来か区別できない配列（マイクロホモロジー; MH）。

②、LINE 配列末端とゲノム DNA 末端の平滑な連結(Direct joining; DJ）。③、由来が不明

の数～数十塩基を介した連結（5´エクストラヌクレオチド; 5´EX）。これら 5´末端連結

部配列の解析は、LINE 転移における 5´末端連結機構の解明の重要な研究であると考えら

れる。これまでに、バイオインフォマティックスを用いたいくつかの研究により、ヒトゲ

ノム中に存在する L1の MHと DJが解析されている（Zingler et al., 2005; Kojima, 2010）。

これらの解析から、5´欠失 L1配列は頻繁に MHが観察され、一方、全長 L1配列では DJが

多く観察されることが報告されている。これらの報告は L1 の 5´末端連結部に見られる特

徴（MH、DJ)と L1 の転移後配列の構造が相互に関連があることを示している。以上のこと

から、MH を必要としない全長 L1 配列の 5´末端連結と MH を必要とする 5´欠失 L1 配列の

5´末端連結の少なくとも２つの 5´末端連結機構が存在することが示唆されている

（Zingler et al., 2005）。 

ゼブラフィッシュゲノム中の LINE配列解析により、およそ半分の ZfL2-2配列が、5´EX

を伴っていることが報告されている(Ichiyanagi et al., 2007; Ichiyanagi and Okada, 

2008)。一方で、ZfL2-2 を HeLa 細胞で転移させた場合、5´EX は観察されないことが報告

されている(Ichiyanagi et al., 2007)。ゼブラフィッシュゲノムとヒト HeLa 細胞の異な

る宿主間で、ZfL2-2 の 5´EX の出現頻度が異なることは、宿主因子が 5´EX の生成に関与

している可能性を示唆する。しかしながら、5´EX 生成にはどのような宿主因子が関与する

のか、5´EX がどのように生成されるのか明らかにされていない。 

 

1-11. 研究の目的と概要 

これまで LINEの転移・増幅機構に関する研究から、LINEのコードするタンパク質の機能

が主に解明されてきた。その結果、LINEタンパク質による LINEの逆転写の開始反応（TPRT）

が実験的に証明され、この反応により、LINE DNAの 3´末端とゲノム DNAの 3´末端が連結
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されることが示されている。一方で、LINEのコピーDNAの 5´末端とゲノム DNA末端がどの

ように連結されるのか、その分子機構は明らかにされていない。上述の通り、LINE の 5´

末端連結機構は、① LINE 転移に伴う標的ゲノム配列の変化（TSA）や、② LINE 転移配列

の 5´末端領域構造（5´欠失、5´逆位）、あるいは、③ 5´末端連結配列の生成（MH、DJ、

5´EX）、と密接に関係していると考えられる。これまで、LINE の 5´末端連結機構に関す

る研究は主に公開されたリファレンスゲノム配列の解析により行われてきた。しかし、リ

ファレンスゲノムからは、LINE転移後のゲノム情報のみ得られ、LINE転移前のゲノム情報

を得ることは困難である。一方で、培養細胞内で新規に転移させた LINE転移後配列の解析

の場合、LINE転移前後のゲノム情報を得ることができるため、上記の記した LINEの 5´末

端連結機構に関する配列情報を正確に解析することができる。この培養細胞内で新規に転

移させた LINE 転移後配列解析方法は、ヒト細胞で転移させたヒト L1 の解析などいくつか

報告されているのみである。これらの報告の中でも上述のニワトリ DT40細胞で転移させた

ゼブラフィッシュ LINE の解析から、私はこれまで LINE 転移に関与する宿主因子を明らか

にしてきた。そこで私は LINEの 5´末端連結の分子機構を解明するために、ニワトリ DT40

細胞とヒト HeLa 細胞中で新規に転移させた 300 以上の様々な LINE の転移後配列を決定・

解析した。  
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2.  第二章 材料と方法 

2-1. LINE転移検出用プラスミド DNA 

pHLEmH は、ヒト L1（図 4B）転移検出用プラスミドであり、米国ミシガン大学 John Moran

博士から譲り受けた pCEP4/L1.3mneol400/ColE1（Gilbert et al., 2002）の L1.3 の LINEタ

ンパク質コード領域に存在する３つの HindⅢサイトに非同義的に点変異を挿入したもので

ある。L1.3は、ヒトゲノム中のヒト L1のあるローカスから得た配列である。 

pAZ2-2は、ゼブラフィッシュ LINE ZfL2-2（図 4A）転移検出用プラスミドであり、pCEP4

を骨格としゼ ZfL2-2（ZL15）配列とその 3´UTR領域に mneol400/ColE1マーカーを含んでい

る（Suzuki et al., 2009）。 

TK109-17は、ゼブラフィッシュ LINE ZfL2-1（図 4C）転移検出用プラスミドであり、pCEP4

を骨格とし ZfL2-1とその3´UTR領域に mneol400/ColE1マーカーを含んでいる。また、ZfL2-1 

ORF1コード領域の 5´末端に 3 × FLAG コード DNA が位置している（Sugano et al., 2006）。 

Nb2A3-2 は、ゼブラフィッシュ LINE Nimb-2_DR（図 4D）転移検出用プラスミドであり、

pCEP4を骨格としゼブラフィッシュ LINE Nimb-2_DR コンセンサス配列、その 3´UTR 領域に

mneol400/ColE1 マーカーを含んでいる。Nimb-2 DR コンセンサス配列は、ゼブラフィッシュ

ゲノムデータベース (http://genome.ucsc.edu; the July 2010 zebrafish (Danio rerio) 

Zv9 assembly)より得た。この配列を参照して、ゼブラフィッシュゲノム DNA から PCR反応

によって、～150bpの 3´UTR（TCCCCCTTTCTCTCCCTTCATGTAATTTATACACTTCAGAAAGTATTCACTA 

GTTCCATACTCCATTCCAGTCGGTGGCGGTAATGCACCTATAAGTCGGTTGCCAACCGCCAGTAAAACCCAAAGAAGAAG

AAGAAGAAGAAG）を除いた Nimb-2_DR 配列断片を得た。この断片を NotI と NheI で制限酵素

処理をした AZ2-2 にクローニングした。このクローニングで得られたプラスミドを BamHI

で制限酵素処理をした後、ゼブラフィッシュゲノム DNA の PCR 反応で除いた～150bp の

3´UTR をクローニングし、Nimb2A3-2とした。 

 

2-2. 培養細胞 
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DT40野生細胞株は理研バイオリソースセンター（number RCB1464)より購入した。また、DT40

欠損細胞株である Ku70-/-（Takata et al., 1998）は京都大学の武田先生より頂いた。全

ての DT40 細胞株は、10%ウシ胎仔血清（FBS：ニチレイ）、1%ニワトリ血清（CS：インビト

ロジェン）、10μM β-メルカプトエタノール、20U/ml ペニシリン-20μg/ml ストレプトマ

イシン（Invitrogen）を含む RPMI medium 1640（Invitrogen）を深型 10cmシャーレ（アズ

ノールシャーレ：アズワン）で 5% CO2 インキュベーター中で 37℃または 33℃条件下で培

養した。細胞株ごとに増殖速度が異なるため、1日または 2日おきにそれぞれの増殖速度に

あわせて５～20倍希釈して継代を行った。G-418耐性を獲得した細胞株は、G-418 sulfate 

solution（Promega）を添加した RPMI培地（1.6mg G-418/ml）を用いて培養した。 

当研究室で継代しているヒト HeLa 細胞はオリジナルの HeLa 細胞と比較して性質が変化

しているように見える。当研究室の HeLa 細胞を LINE の転移実験に使用した際、オリジナ

ルの HeLa細胞と比較して約 10倍 LINE転移頻度が高いことが明らかとなっている。オリジ

ナルの HeLa細胞と当研究室継代の HeLa細胞を区別するため、当研究室の細胞株を HeLa-RC

（retrotransposition-competent）細胞とした(Kajikawa and Okada, 2002; Kajikawa et al., 

2005; Sugano et al., 2006)。 

HeLa-RC 細胞(2 × 105 cells/well)は 6 ウェルディッシュ中で 10%ウシ胎仔血清（FBS：

ニチレイ）を添加した L-グルタミン含有、ピルビン酸ナトリウム非含有の high-glucose 

Dulbecco's modified Eagle's medium (GIBCO)を用いて 5% CO2 インキュベーター中、37℃

の条件下で培養した。G-418耐性を獲得した細胞株は、G-418 sulfate solution（Promega）

を添加した RPMI培地（1.6mg G-418/ml）を用いて培養した。 

 

2-3. LINE転移検出系 

LINE 転移検出に用いるプラスミドには、LINE の 3´UTR に、イントロンで分断された LINE

配列とは逆向きのネオマイシン耐性遺伝子が挿入されている（図 10）。LINE mRNAが逆転写

されイントロンがスプライシングにより抜け、ゲノム DNA に挿入されるとネオマイシン耐
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性遺伝子を発現する。すなわち、LINE が転移した細胞のみネオマイシン（または、カナマ

イシン、G418）耐性となる。 

 

2-4. LINE転移実験 

ニワトリ DT40細胞（Honda et al., 2007; Suzuki et al., 2009）とヒト HeLa-RC 細胞（Sugano 

et al., 2006）中での LINE 転移実験は、AZ2-2、pLEmH、TK109-17及び Nb2A3-2コンストラ

クトを用いて行った。これらの培養細胞中で転移したそれぞれの LINE挿入配列の単離方法

を次に述べる。 

DT40 細胞へのプラスミド DNA 導入はエレクトロポレーション法を用いた。まず、200μl

培養液（3.5×104細胞個/μl）に15μlの pEGFPFLAG-1（1μg/μl）と15μlの pAZ2-2、pLEmH、

TK109-17あるいは Nb2A3-2いずれかひとつの LINE転移検出用プラスミド（1μg/μl）を懸

濁し、電極間距離 0.4cmキュベット（BIO-RAD）へ移して電気パルスをかけた。pEGFPFLAG-1

は緑色蛍光タンパク質発現プラスミドで、プラスミド DNAの導入効率測定に用いた（後述）。

電気パルスは 200V（pLEmH には 250V）、960uF、抵抗∞の条件下で Gene Pulser X cell（Bio 

Rad）を用いて行った。電気パルス直後に 10mlの培地に加えよく懸濁し、そのうちの 0.25ml

懸濁液を新しい 7.5ml の培地入りの 10cm シャーレに加え、5% CO2、33℃の条件下でインキ

ュベートした。エレクトロポレーションから 72±6 時間後、LINE 転移検出のための G-418

薬剤選択は、7×105個の細胞を新しい 5mlの培地に懸濁し、45℃にインキュベートした 5ml

の G-418薬剤選択用アガロース（Lonza）入り RPMI培地（0.24%アガロース、30%FBS、3%CS、

3.2mg/ml G-418）と懸濁し、5% CO2、37℃の条件下で 11 日間インキュベートした（最終濃

度：0.12%アガロース、20% FBS、2% CS、1.6mg/ml G-418）。遺伝子導入を確認するために、

アガロースゲル化と同時に FACSCalibur Flow Cytometry System（Becton-Dickinson）を用

いて EGFPFLAG-1から発現した緑色蛍光タンパク質の蛍光強度測定を行った（Honda et al., 

2007）。11 日後に G-418 耐性コロニー（LINE 転移したコロニー）をピックアップし、それ

ぞれのクローンを 1×106細胞個以上に達するまで懸濁培養した。 
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HeLa-RC 細胞への遺伝子導入はトランスフェクション試薬を用いた。HeLa-RC 細胞(2 × 

105 細胞個/ウェル)は 6 ウェルディッシュ中で 5% CO2インキュベーター中、37℃の条件下

で培養した。1 日後、これらの細胞に FuGENE6 Transfection Reagent (Roche)を用いて使

用説明通りに pAZ2-2、pLEmH、あるいは TK109-17（それぞれ 500ng/ウェル）のいずれかを

トランスフェクションした。1日後、pAZ2-2、pLEmH、TK109-17をそれぞれトランスフェク

ションした細胞に対してハイグロマイシン（200μg/mL）を用いて 5日間薬剤選択を行った。

この薬剤選択によって、遺伝子導入された HeLa-RC 細胞のみが選択される。このハイグロ

マイシン耐性（HygR）細胞は、トリプシン処理し、新しい 10cmディッシュに移し、薬剤 G418

（400μg/mL）入り培地で培養した。この薬剤選択によって、それぞれの LINE が転移した

コロニーのみが生き残る（G-418耐性; G418R）。この培養から 10日後、G418Rコロニーをピ

ックアップし、それぞれのクローンを 1×106細胞個以上に達するまで培養した。 

 

2-5. LINE転移後配列の回収 

1×106細胞個以上の G418R DT40細胞及び G418R HeLa-RC細胞のそれぞれのクローンから、

GenElute mammalian genomic DNA miniprep kit (Sigma)を用いて DNA抽出を行った。抽出

したゲノム DNA(20μg/クローン)を 75 U の HindIII（TaKaRa）で 37℃、6 時間制限酵素処

理を行った。制限酵素処理されたゲノム DNA (∼20μg)を T4 DNA ligase (350U; TaKaRa)を

用いて、500μL 反応液中で 16℃、一晩セルフライゲーション反応させた。環状化した DNA

を Escherichia coli ElectroMAX DH10B Cells (Invitrogen) もしくは NEB 10-beta 

Electrocompetent E. coli (New England Biolabs)へ 2500 V, 25 mF and 100 V の条件下

で GENE Pulser Xcell (Bio-Rad)を用いてエレクトロポレーション法で導入した。エレクト

ロポレーションした大腸菌株をすぐに SOC 培地（600μL）内で 1 時間培養し、その後カナ

マイシン(70 mg/ml)培地へプレーティングした。この薬剤選択で、mneol400/ColE1を持つ LINE

転移後配列（ZfL2-2、L1.3、ZfL2-1 あるいは Nimb-2_DR）とその近傍ゲノム DNA（ニワトリ

ゲノム DNA; DT40細胞または、ヒトゲノム DNA; HeLa-RC細胞）の環状 DNAを含む大腸菌の
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みが生き残る（図 10）。これらのクローンから単離した LINE転移後配列はそれぞれ LINE特

異的なプライマーを用いて LINE 挿入配列の 5´末端連結部と 3´末端連結部の DNA 配列を

決定した。LINE配列及びゲノム DNAとの連結部配列は、それぞれの LINEのコンセンサス配

列 と 、 ニ ワ ト リ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス (http://genome.ucsc.edu; the May 2006 

chicken(Gallus gallus) WUGSC 2.1/galGal3 assembly)もしくはヒトゲノムデータベース

(http://genome.ucsc.edu; the Human (Homo sapiens) Feb. 2009 (GRCh37/hg19) assembly)

を用いて決定した。 

本研究で新規転移させた LINE配列に加え、以前報告された論文から、HeLa細胞（Gilbert 

et al., 2005)及び HCT116 細胞(Symer et al., 2002)で新規転移した L1.3配列のデータを

抽出し本研究の解析に使用した。L1.3は、ヒトゲノム中のヒト L1のあるローカスから得た

配列である。今後、L1.3を L1として表記する。 

 

2-6. DT40細胞中で転移させた ZfL2-2転移後配列の単離 

DT40 細胞中で転移させた ZfL2-2 転移後配列は以前の研究（Suzuki et al., 2009）で得ら

れたデータを使用して解析を行った。 

 

2-7. ゲノムデータベースを用いた LINE配列の検索 

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ LINE RTE-1_DR 全 長 コ ン セ ン サ ス 配 列 は Repbase Update

（http://www.girinst.org/repbase/update/index.html）から取得した (Kapitonov and 

Jurka, 2005)。この配列をゼブラフィッシュゲノムデータベース（http://genome.ucsc.edu; 

The Jul. 2010 zebrafish (Danio rerio) Zv9 assembly）で検索した。この検索で 6 つの

ゼブラフィッシュ LINE RTE_DR全長配列を得た。 

ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ LINE Nimb-2_DR 全 長 コ ン セ ン サ ス 配 列 は Repbase Update

（http://www.girinst.org/repbase/update/index.html）から取得した(Kojima and Jurka, 

2010a)。この配列をゼブラフィッシュゲノムデータベース（http://genome.ucsc.edu; The 
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Jul. 2010 zebrafish (Danio rerio) Zv9 assembly）で検索した。この検索で合計 16の全

長配列及び 5´欠失配列のゼブラフィッシュ LINE Nimb-2_DRを得た。 

ト カ ゲ LINE RTEX_ACar 全 長 コ ン セ ン サ ス 配 列 は Repbase Update

（http://www.girinst.org/repbase/update/index.html）から取得した(Kojima and Jurka, 

2010b)。この配列をトカゲゲノムデータベース（http://genome.ucsc.edu; The May 2010 

Anolis carolinensis draft assembly (Broad version AnoCar2.0）)で検索した。この検

索で 9つのトカゲ LINE RTEX_ACar全長配列を得た。 
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3.  第三章 結果 

3-1. 5´EX 生成には宿主因子が関与する 

以前私たちは、DT40細胞でゼブラフィッシュ LINE ZfL2-2の転移実験を行った（Suzuki et 

al., 2009）。この実験で、私は、野生型 DT40 細胞と NHEJ 経路に関わる遺伝子欠損 DT40

細胞のゲノム DNAへ転移した 122の ZfL2-2転移後配列を決定した。まず、私は、5´EXの

生成機構に関する知見を得るため野生型 DT40 細胞で転移した ZfL2-2 の 5´末端配列を解

析した。野生型 DT40 細胞で転移した ZfL2-2 は、26 配列中 12 配列（～45％）が 5´EX を

伴っていた（図 11A）。この 5´EX 出現頻度（～45％）は、私の所属する研究室の先行研究

で示されたゼブラフィッシュゲノム中に存在する内在 ZfL2-2の 5´EX出現頻度（～50％）

と類似していた(Ichiyanagi and Okada, 2008)。この結果は、ゲノム DNA への ZfL2-2 挿

入機構が、ゼブラフィッシュ細胞（ホモ）とニワトリ DT40 細胞（ヘテロ）で類似してい

ることを示すのかもしれない。次に、ZfL2-2を HeLa-RC細胞中で新規転移させ、その 5´

末端配列を解析した。HeLa-RC細胞で転移した ZfL2-2は 20配列中 2配列（10%）のみが5´EX

を伴っており、DT40細胞での場合（～45％）と比較して優位に少なかった（図 11A; P=0.019, 

マン・ホイットニーの U 検定）。HeLa-RC 細胞と野生型 DT40 細胞間の 5´EX の出現頻度の

違いは、これらの細胞間で異なる発現量（あるいは機能）を持つ何らかの宿主因子が 5´EX

生成に関与することを示していると考えられる。 

 

3-2. 5´EX 生成と NHEJ経路の遺伝子群 

次に私は、NHEJ経路の遺伝子群が 5´EXの生成に関与するか否か検証するため、NHEJ経

路遺伝子の欠損細胞株で新規転移した ZfL2-2 の 5´EX の出現頻度を解析した。NHEJ 経路

の遺伝子群は ZfL2-2 の DT40 細胞での効率的転移に必要であることが示されている

（Suzuki et al., 2009）。しかし今回の解析から、遺伝子欠損細胞株において 5´EXの出

現頻度に違いは見られず（図 11A）、NHEJ 経路の遺伝子群は 5´EX の生成に関与していな

いと考えられた。 
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3-3. 5´EX 生成と LINE種 

次に私は、LINE 種の違いが 5´EX の出現頻度に影響を及ぼすか否か検証するため、２つ

の LINE種、ヒト L1とゼブラフィッシュ ZfL2-1を HeLa-RC細胞と DT40細胞で転移させ5´EX

の出現頻度を解析した（図 11B）。ゼブラフィッシュ ZfL2-1 の場合、HeLa-RC 細胞では 30

配列中 2 配列（～5%）しか 5´EX を伴っていなかったが、DT40 細胞中では 32 配列中 15 配

列（～45%）が 5´EX を伴っていた（図 11B）。これはゼブラフィッシュ ZfL2-2 と同様の出

現頻度である。一方、ヒト L1の場合、HeLa-RC細胞では 38配列中 4配列（～10%）が 5´EX

を伴っていたが、DT40細胞では全く観察されなかった（図 11B）。これらの結果は、HeLa-RC

細胞中では LINE 種が異なっても 5´EX の出現頻度はおよそ一定（～10%）であるが、DT40

細胞では、LINE 種が異なる（ゼブラ LINE とヒト LINE）と 5´EX の出現頻度が大きく異な

ることを示している。これらの結果から示唆されることとして、第一に、5´EX の生成には、

宿主因子のみならず LINEの違いも関与することが挙げられる。さらに第二に、LINEの違い

はいかなる場合でも 5´EX の生成に影響するわけではなく、HeLa-RC細胞でのように 5´EX

の生成に変化をもたらさない場合も存在する。 

 

3-4. 5´EX 生成にはゲノム DNAの 3´突出末端が必要である 

次に、5´EX の生成が LINE 挿入位置のゲノム DNA の切断のされ方と関係があるか否か検

証するため、5´EXと TSA（図 6）との関係性を検証した。5´EXの出現頻度の高い DT40細

胞で転移した ZfL2-2 配列の 5´EX の有無と TSA の種類を解析したところ、5´EX を伴う配

列はすべて TSD(12配列)であったが、5´EX を伴わない配列には TST（13配列中 5配列）が

含まれている結果を得た（図 11C; P=0.039、フィッシャーの正確確率検定）。TSDは、LINE

が挿入されるゲノム切断位置に 3´突出末端を伴うと考えられることから（図 6）、5´EXが

常に TSDを伴う本解析結果は、5´EXの生成にゲノム DNAの 3´突出末端が必要であること

を示唆する。 
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3-5. 5´EX は、その隣接配列に由来する 

5´EX 配列がどのように合成されるのか、その合成に鋳型配列は存在するのかしないのか、

5´EX配列の由来はこれまで明らかにされていなかった。本研究では、5´EX 配列が、LINE 

5´連結部近傍の配列に由来するのではないかとの仮説を立て DT40 細胞で転移した ZfL2-2

が伴う 5´EX 配列をホモロジー検索で解析した。短い 5´EX 配列は相同性の判定が困難な

ため、5bp 以上の 5´EX 配列について、その配列が近傍のゲノム DNA 配列あるいは ZfL2-2

配列（5´EX との連結部からそれぞれ 25bp の領域）と相同性を持つか否か解析した。この

ホモロジー検索で、5´EX 配列の少なくとも 70％がその近傍配列と相同性を持つことが明

らかとなった（表 1; 図 12A-D）。この結果は、DT40細胞中で転移した ZfL2-2の 5´EX はそ

の隣接配列を鋳型に生成されることを示唆する。これらの相同性は 4 つのタイプに分ける

ことができた。１つ目は、隣接するゲノム DNA と一致する配列であった（タイプ 1）。2 つ

目は隣接する ZfL2-2 と一致する配列であった（タイプ 2）。3 つ目は、隣接するゲノム DNA

の相補鎖と一致する配列であった（タイプ 3）。4つ目は隣接する ZfL2-2の相補鎖と一致す

る配列であった（タイプ 4）。60%以上の 5´EX 配列は、タイプ１とタイプ２であった(表 1; 

それぞれ 39%と 22%)。相補鎖と一致するタイプ 3 とタイプ 4 は稀に観察されるタイプであ

った（表 1;それぞれ 7%と 1%)。 

次に、細胞種の異なる HeLa-RC細胞で転移した ZfL2-2の 5´EX 配列についても同様の解

析を行った。解析可能な配列（5bp以上）は 1サンプルであったが、この 5´EX 配列も隣接

するゲノム DNA配列と完全に一致した（図 12E）。この結果は、ZfL2-2の 5´EX 配列は細胞

種が異なってもその形成過程は類似しており、その近傍配列を鋳型に合成されることを示

唆する。 

 

3-6. 5´EX 生成機構の一般性 

5´EXの生成機構はLINE種が異なっても同様であるか否かを明らかにするために、私は、
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ZfL2-2 と異なる LINEの転移で生じた 5´EXについても同様の解析を行った。以前 Gilbert

ら(2005)によって、HeLa細胞内で転移させたヒト L1が 100配列報告されている。そのうち

15 配列が 5´EX を伴っている（Gilbert et al., 2005）。私はこの 15 配列のうち 5bp 以上

の 5´EX を持つ 7配列について同様のホモロジー検索を行った。この解析により、7配列中

5 配列の 5´EX がその隣接するゲノム DNA 配列または挿入された L1 の 5´末端配列と相同

性のある配列を含んでいた（図 13A）。 

 次に私は、ZfL2-2 や L1 以外の LINE についても解析するため、ゼブラフィッシュゲノム

データベース（http://genome.ucsc.edu; The Jul. 2010 zebrafish (Danio rerio) Zv9 

assembly）やトカゲゲノムデータベース（http://genome.ucsc.edu; The May 2010 Anolis 

carolinensis draft assembly (Broad version AnoCar2.0）)を検索した。ゼブラフィッシ

ュゲノム中からは 6つのゼブラフィッシュ LINE RTE_DR全長配列、トカゲゲノム中からは 9

つのトカゲ LINE RTEX_ACar 全長配列を得た。これらの LINE 配列は、自身のコンセンサス

配列とほぼ一致したため、これらの LINE配列は挿入された時の配列を高度に維持している

ことが示唆された。これらの全長配列の中でも、TSD を伴う全長配列は LINE の 5´末端と

ゲノム DNA の境界が区別できる。従って、これらの TSD を伴う全長配列の解析により、私

は、2配列の RTE_DR（図 13B;RTE_DR #1は、タイプ 2、RTE_DR #2はタイプ 3）、1配列の RTEX_ACar

（図 13C;タイプ 1）がタイプ 1 からタイプ 4 までのいずれかの 5´EX を伴っていることを

発見した。以上の結果を総合すると、様々な生物種に存在する異なった種類の LINEの 5´EX

配列は共通の機構で生成されることが示唆される。 

 

3-7. 5´EX の生成機構 

上述で得られた 5´EX 配列データから、私は、どのように 5´EX が生じるか、考えられ

る可能性を探った。5´EX は隣接する配列由来であること（図 12、図 13）から考えられる

最も簡潔な解釈は、5´EX は相同性のある隣接配列を鋳型として合成されるということであ

る。加えて、5´EX 生成には、標的となるゲノム部位の 3´突出末端が必要であることから
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(図 11C)、このゲノム DNA の 3´末端と TPRT反応で生じた LINE cDNAの 3´末端がアニーリ

ングを介して相互作用する可能性が考えられる。このアニーリングは、隣接するゲノム DNA

を鋳型として 5´EX を合成する開始反応に重要であるのかもしれない。タイプ１の 4 サン

プル（図 14A、C、E、G、I）を例に、5´EX の生成機構モデルを図 14B、D、F、H、Jに示す。

まず、ゲノム DNAと LINE DNA の 2つの 3´末端がアニーリングする（図 14B、D、F、H、J）。

このアニーリング部から DNA が数塩基合成される。その後、このアニーリングは一度解離

し、新たな末端で再度アニーリングが起こる。その後、ゲノム DNAと LINE DNAの 2つの末

端は連結される。タイプ２の 5´EX 生成も同様の機構で説明できる(図 15)。タイプ 3 およ

びタイプ 4の場合、それぞれ、ゲノム DNAの 3´末端あるいは LINE cDNAの 3´末端でアニ

ーリングを介したヘアピン構造が形成され、隣接する DNA 配列を鋳型に 5´EX が合成され

る（図 16）。このヘアピン構造は一度解離し、その後、ゲノム DNA と LINE DNA の末端結合

反応が進行するのだろう。 

これら 5´EX の合成を行う DNA ポリメラーゼは同定されていないが、これら DNA ポリメ

ラーゼの役割は、LINE転移の 5´末端連結の過程で、ゲノム DNA末端と LINE DNA末端が安

定に相互作用し解離しないようアニーリング領域の長さを伸長する役目があるのかもしれ

ない。それぞれの末端が安定的に相互作用し続けることで、その後の 5´末端連結過程が進

行するのかもしれない。私は、この時、初めのアニーリングが一度も解離しなければ MHを

伴った 5´末端連結、解離が起これば、5´EX を伴った 5´末端連結が生じるのではないか

と推定している。 

 

3-8. 5´逆位配列は、ヒト細胞中で転移した L1でのみ起こる 

Ostertag ら（2001）によって提案されている 5´逆位配列生成機構、ツインプライミン

グは、ゲノム DNA の 3´突出末端と逆転写途中の LINE RNA がアニーリングし、第二の逆転

写反応が起こるモデルである（Ostertag and Kazazian, 2001; 序論 1-9; 図 7C、図 8）。こ

の 5´逆位配列生成にも宿主のなんらかの因子が関与している可能性がある。そのため私は、
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ヒト細胞（HeLa-RC、HeLa、HCT116）とニワトリ細胞（DT40）中で転移した L1、ZfL2-1、Nimb-2_DR

の 3 種類の LINE について 5´逆位配列の有無を調べた(図 17A)。まず、ヒト培養細胞中で

転移した L1 と ZfL2-1 の 5´欠失配列について調べた。その結果、L1 では、細胞種により

わずかな差はあるが、～20%の転移後配列において 5´逆位配列が観察された。しかし、ZfL2-

では解析した 30配列すべてが 5´逆位配列を持たなかった（図 17A）。ヒト L1 でのみ 5´逆

位が検出されたことから、5´逆位配列生成は、LINE の性質に依存することが示唆される。

ニワトリ DT40 細胞での転移の場合、ZfL2-1 のみならず L1 でも 5´逆位配列は観察されな

かった。唯一、Nimb-2_DR で 31 配列中 1 例のみ観察されたが、その割合は非常に低いもの

であった（図 17A）。この L1で観察された 5´逆位配列生成の細胞種特異性は、細胞種間で

異なって発現または機能している宿主因子が 5´逆位に関与することを示唆する。 

 

3-9. L1の 5´逆位配列は、10～20bpの TSDを伴う 

次に、5´逆位配列の生成が LINE 挿入位置のゲノム DNA の切断のされ方と関係があるか

否か検証するため、5´逆位配列と TSA（図 17B-D）との関係性を検証した。LINE 転移によ

って様々なタイプの TSAがどのように生じるかを説明するモデルは以前に示されている（図

6; Gilbert et al., 2002）。このモデルでは、主に見られる短い TSA と稀に観察される長

い TSAは異なったメカニズムで生じることが提案されている。そこで、私は、TSAの種類を

次の 5つに分類した; long TST(L-TST, >20 bp)、short TST (S-TST, ≤20 bp)、BEJ (0 bp)、

short TSD (S-TSD, ≤20 bp)、long TSD (L-TSD, >20 bp)。ヒト細胞で転移した 5´逆位を

伴っていない L1配列では、TSTから TSDまで様々な TSAが観察された（図 18）。一方で、5´

逆位配列を持つ L1のほとんどは、～15bpにピークのある 10から 20bpの TSD であった。こ

れらの結果と Gilbert ら（2002）の TSA 生成モデルから、L1 が 5´逆位配列を伴って転移

するためには、挿入位置のゲノム DNAの二本鎖目の切断が一本鎖目の切断位置より 10～20bp

下流の位置で起こる必要があると考えられる（図 6、図図 17B-D）。（詳細は考察 4-4で述べ

る。） 
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5´逆位配列は、２回の逆転写開始反応を必要とする。すなわち、5´逆位配列を伴う 5´

末端連結は逆転写反応が関与するのである。一方、5´逆位配列を伴わない 5´末端連結に

逆転写反応が関与する積極的証拠は得られていない。このことから、5´逆位配列を伴う

LINE転移と伴わない LINE 転移では、その 5´末端連結連結機構に大きな違いが存在すると

考えられる。そこで、以後の解析では、5´逆位配列を伴う LINE配列のデータを除外し、5´

逆位配列を伴わない LINE転移の 5´末端連結機構について解析した。 

 

3-10.  L1の TSA分布パターンはヒト培養細胞の違いで異なる 

まず、ヒト L1 配列を異なるヒト培養細胞種で転移させた場合、TSA 分布パターンには変

化が生ずるか否か解析した（図 18A）。HeLa-RC細胞中で転移した L1の TSA分布は、HCT116

細胞中で転移した L1の TSA分布（Symer et al., 2002）と類似していた（図 18A、図 18B）。

一方、HeLa細胞中で転移した L1の TSA分布（Gilbert et al., 2005）は HeLa-RC細胞およ

び HCT116細胞のものと統計学的に有意に異なっていた(図 18A-C)。特に、HeLa 細胞の L1 TSA

では、HeLa-RC 細胞と HCT116 細胞のものでは観察されなかった L-TSD がその 39％を占め、

HeLa-RC細胞と HCT116細胞では観察される 1から 9bpの TSDが存在しなかった(図 18A-C)。

これらのデータは同じヒト L1 配列であっても、転移するヒト培養細胞の種類が異なれば、

TSAの分布が変化することを示している。これは、ヒト細胞種間で異なる発現を示す宿主因

子が L1 の TSA 生成機構に関与していることを示唆する。更に、細胞種を変えて LINE を転

移させ解析することで、LINE 転移における宿主因子の機能を解明することができる可能性

を示している。 

 

3-11.  L1転移におけるゲノム DNAの切断位置 

次に、私はニワトリ DT40細胞中でヒト L1を転移させ、37個の L1転移後配列を解析した。

驚くべきことに、様々な TSA が観察されたヒト細胞での L1 転移とは異なり（図 18）、DT40

細胞での L1 転移配列は、 15bp にはっきりとしたピークを持つ 10 から 20bp の S-TSD から
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なる TSA分布を示した（図 19A）。Gilbertらによって提案された TSA生成モデルによると、

LINE挿入位置のゲノム DNAの二本鎖目切断位置の違いが様々な TSAを生み出す（図 6）。DT40

細胞で観察された片寄った L1 の TSA 分布（10 から 20bp の S-TSD）は、DT40 細胞中でのゲ

ノム DNA の二本鎖目切断が、一本鎖目の切断位置より下流 15bp の位置を中心に約 10bp の

範囲で起こる可能性を示唆する。この仮説が正しければ、HeLa-RC 細胞での L1 転移では、

DT40細胞と同様の位置で切断されたゲノムDNAの末端配列がプロセッシング（二次的切断）

を受け、様々な TSAが生じているのかもしれない。 

 

3-12.  ZfL2-1転移におけるゲノム DNAの切断位置 

次に私は、L1以外の LINEを転移させた時に、どのような分布の TSAが観察されるかを調

べるため、ゼブラフィッシュ ZfL2-1 を DT40 細胞及び HeLa-RC 細胞内で転移させその転移

後配列を解析した（図 19B、図 19C）。DT40細胞中で転移した ZfL2-1配列のほとんど（93%）

が 5bpにはっきりとしたピークのある 1から 8bpの S-TSDであり、TSTはわずかであった（7%）

（図 19B）。Gilbert ら（2002）のモデルを考慮すると、DT40 細胞での ZfL2-1 TSA 分布は、

ゲノム DNAの二本鎖目の切断が一本鎖目の切断位置より下流 5bpを中心に約 10bpの範囲で

起こると考えられる。一方で、HeLa-RC 細胞内で転移した 30 個の ZfL2-1 配列は、21 配列

（70%）が S-TSTであった（図 19C）。残りの 30%は、1つが BEJ、6つが S-TST、2つが L-TST

であった（図 19C）。HeLa-RC細胞中で転移した ZfL2-1の TSAは、DT40細胞中の TSAと比較

して（図 19B、図 19C）、明らかな 4bpのピークがあるという点では同様であった。しかし、

HeLa-RC 細胞中で転移した ZfL2-1 の TSA 分布は、DT40 細胞中での ZfL2-1 の TSA 分布と比

較して統計学的に有意に異なっていた（図 19B、図 19C; P<0.05、フィッシャーの正確確率

検定）。この結果は、L1 の TSA 分布から推定された、二本鎖目の切断は、LINE が転移する

細胞の種類によらず起こり、HeLa-RC細胞で観察された TSTは、生じた 3´突出末端のプロ

セッシングによって生じるという仮説と矛盾しない。また、L1の TSDのピークが～15bpで

あったのに対して、ZfL2-1 の TSD のピークは～5bp であったことから、二本鎖目の切断位
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置は LINEの種類によって異なることが示唆される。このことは、私の研究室で以前に報告

されたクレード特異的な TSDのピークが観察された報告と一致する（Ichiyanagi and Okada, 

2008）。 

 

3-13. LINEの TSAパターンと挿入配列長 

LINE転移を経てゲノムへ挿入された LINE配列は頻繁にその 5´領域が欠失しているため、

様々な長さの LINE挿入配列が存在する。上述の通り、私は、様々な TSAの生成は細胞種に

よって異なる働きを持つ宿主プロセッシング因子に依存する可能性があることを示した。

様々な長さに欠失している LINEの 5´末端すなわち、LINEの挿入配列長も HeLa-RC細胞と

DT40細胞の間で異なる可能性がある。私は、この 2つの培養細胞種間での L1 挿入配列長の

比較を箱ひげ図を用いて行った（図 19D、19E）。この比較によって、DT40 細胞より短い L1

挿入配列が HeLa細胞で観察された（図 19D; P<0.05、Mann–Whitney U test）。ZfL2-1の場

合も、挿入配列長を HeLa-RC 細胞と DT40 細胞間で比較した。L1 の場合と同様に、HeLa-RC

細胞では DT40細胞より短い ZfL2-1配列長が観察された（図 19E; P<0.05、Mann–Whitney U 

test）。TSAの解析結果と LINE転移後配列長の解析結果（図 18A、図 19A-C）を合わせると、

HeLa-RC 細胞では、様々な種類の TSA と短い挿入配列、DT40 細胞では、LINE の種類によっ

て特定の範囲に現れる TSD と長い挿入配列長がヒト L1 とゼブラフィッシュ ZfL2-1 両方で

観察されることが示された。これらの結果から、TSA のパターンと挿入配列長の間に関係が

あるということが示された。これらの結果は、DT40 細胞より HeLa-RC 細胞中の方がより活

性のある宿主のプロセッシング因子が LINE の 5´末端連結反応に関与するということを示

唆する。 

 

3-14. 5´末端連結の２つの経路；アニーリング連結とダイレクト連結 

ゲノム DNA と LINE 転移後配列の 5´末端連結部は、MH、5´EX、DJ の３つの場合のいず

れかが存在する（序論 1-10; 図 9）。私は 5´EX の解析（結果 3-3）から、5´EX の生成頻
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度は宿主の違いや LINEの違いによって変化することを示した。次に私は、5´末端部を MH、

5´EX、DJ の３つで分類した場合、宿主の違いや LINE の違いでこれらの割合が変化するか

否か解析した。まず、DT40 細胞内で転移した L1と ZfL2-1を解析した（図 20A）。DT40細胞

中で転移した ZfL2-1挿入配列の場合、すべての転移後配列が 5´EX もしくは MHで 5´連結

されていた（図 20A）。5´EXの生成機構（結果 3-6）の項で述べたように、5´EX あるいは

MH を伴う 5´連結機構は、どちらもその途中段階でゲノム末端と LINE末端のアニーリング

を介する連結機構であると考えられる（図 27）。一方、DT40細胞中で転移した L1挿入配列

は、その 5´末端連結部の多くがアニーリングを必要としない DJで占められていた（図 20A; 

P<0.05、Fisher’s exact test）。これらの結果は、DT40細胞では少なくとも 2つの異なる

5´末端連結経路；アニーリング連結とダイレクト連結、が存在すると考えられる。また、

その経路は LINE 種によって異なり、ZfL2-1 がアニーリング連結を、ヒト L1 がダイレクト

連結を介して転移していると考えられる。一方、HeLa-RC細胞で転移した L1 の場合、L1挿

入配列の大多数がアニーリングを介する連結である MH（55%）もしくは 5´EX（13%）が観

察され、残りがアニーリングを介さない DJ（32%）であった（図 20A）。同様に、HeLa-RC細

胞で転移した ZfL2-1 も、アニーリングを介する連結である MH（77%）と 5´EX（7%）が大

多数であり、DJ（16%）は少数であった（図 20A）。これらのデータは、ヒト細胞では、L1

と ZfL2-1の両方がアニーリング連結を介して転移していることを示唆する。すなわち、２

つの末端連結経路のうちのどちらを介して転移するのかは、LINE 種だけではなく宿主因子

も関与していると考えられる。 

ここで私は、二本鎖目の切断位置の違いがこれら２つの連結経路のどちらを介して転移

するか決定するというモデルを提案する。ヒト L1では、一本鎖目の切断位置から平均 15bp

下流で二本鎖目が切断される（図 19A;図 21A）。この切断により、ゲノム DNA は～15bpの塩

基対を介して相互作用している。一方、ZfL2-1 では、一本鎖目の切断位置から平均 5bp 下

流で二本鎖目が切断される（図 19B; 図 21B）。この切断により、ゲノム DNAは～5bpの塩基

対を介して相互作用している。言い換えれば、L1 挿入位置のゲノム DNA の相互作用は解離
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しにくく、ZfL2-1 挿入位置のゲノム DNA の相互作用は解離しやすいのだろう。アニーリン

グ連結をするためにはゲノム DNA の解離が必要だと考えられる。そのため、解離しやすい

ZfL2-1 の挿入位置ゲノム DNAは、アニーリング連結を介して LINE配列と連結され、解離し

にくい L1 の挿入位置ゲノム DNA は、ダイレクト連結を介して LINE 配列と連結されるのだ

ろうと考えられる。加えて、LINE 挿入位置のゲノム DNA の解離のしやすさは、塩基対部位

の長さだけではなく宿主因子にも依存するため、細胞種の違いで連結経路の選択に違いが

生じるのだろうと考えられる。 

 

3-15. LINE挿入位置ゲノム DNAの解離しやすさの観察① 

Ku70タンパク質は、DNAの DSB修復に関わる主要な宿主因子である。このタンパク質が、

切断された二本鎖 DNA 末端に結合することで DSB 修復が開始される。私の研究室での以前

の研究により、Ku70遺伝子を欠損させた DT40細胞中でのゼブラフィッシュ LINE ZfL2-2挿

入配列に高頻度で L-TST が観察された（Suzuki et al., 2009）。この結果は、LINE 転移時

に生じたゲノム DNA末端と Ku70タンパク質の相互作用がゲノム DNA末端を分解から保護す

ることを示していると考えられる。この保護がなくなることで、ゲノム DNA が大きく欠失

した L-TST が生成されるのだろう。そこで私は、L1 と ZfL2-1 の両方を DT40 細胞中で転移

させその転移後配列を解析した（図 20B）。LINE転移中のゲノム DNAの解離のしやすさが異

なれば、L-TST の出現率の差として検出できると考えられる。野生型 DT40 細胞では、両方

の LINE 共にほとんどすべての挿入配列（～97％）が short-TSA(≤20 bp の TSD と TST 及び

BEJ)であった(図 20B)。一方、Ku70 欠損 DT40 細胞中で転移させた ZfL2-1 挿入配列では野

生型 DT40 細胞と比較して多くの L-TST が観察され（図 20B; P<0.05、フィッシャーの正確

確率検定）、Ku70 遺伝子欠損 DT40 細胞中で転移させた L1 挿入配列では野生型 DT40 細胞中

と同様の TSAが観察された（図 20B）。これらの観察より、末端 DNAを保護する Ku70タンパ

ク質の存在しない状態では、ZfL2-1 転移時の塩基対領域（図 21B）の方が、L1 転移時の塩

基対領域（図 21A）よりもゲノム DNA 末端へ解離しやすく、そのため、ZfL2-1 において多
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くの L-TSTが形成されたと考えられる。また、L1転移では Ku70タンパク質の非存在下でも

ほとんど L-TST が観察されないことから、L1 転移時の塩基対領域は強固に結合していると

考えられる（図 20B）。これらの観察結果は、２つの 5´末端連結経路（アニーリングとダ

イレクト）が塩基対領域の解離の度合いにより決定されるという仮説と矛盾しない。 

 

3-16. LINE挿入位置ゲノム DNAの解離しやすさの間接的な観察② 

LINE転移時に ZfL2-1と L1の間で塩基対領域の解離の度合いが異なるならば、5´欠失配

列と全長配列の割合も LINE間で変化する可能性がある。なぜなら、塩基対領域が速やかに

ゲノム DNA 末端へ解離すれば、その末端が修復されるべき DNA 末端として認識され、逆転

写の完了前に 5´末端連結反応が開始されるかもしれないからである。一方、塩基対領域の

解離が起こらなければ、逆転写を行うのに十分な時間が得られ、より長い LINE配列の挿入

が起こるかもしれない。そこで、私は、DT40細胞中での全長 LINE配列転移と 5´欠失 LINE

配列転移の数を比較した（図 20C）。L1 の挿入配列の半分以上は全長配列転移(62%;図 20C)

であったが、ZfL2-1 挿入配列では全長配列転移は稀にしか観察されなかった(6%;図 20C)。

この観察結果は、２つの 5´末端連結経路（アニーリングとダイレクト）が塩基対領域解離

の度合いにより決定されるという仮説と矛盾しない。また、この観察結果は、塩基対領域

の解離の度合いが LINEの長さの決定に影響を及ぼす可能性を示唆する。 

 

3-17. ゼブラフィッシュ LINE Nimb-2_DRは 2つの 5´末端連結経路を介して転移する 

2つの 5´末端連結経路（アニーリング連結とダイレクト連結）と塩基対領域の解離の度

合いとの関係性をさらに解析するため、ゼブラフィッシュゲノム中に存在する LINE の

Nimb-2_DR（Kojima and Jurka, 2010）を用いて解析を行った。Nimb-2_DR は I グループの

Nimb クレードに属する（図 3）。この LINE の全長コンセンサス配列は ORF1 と ORF2 の構造

を持つ（kojima and Jurka, 2010a）。私は初めに、内在性 Nimb-2_DR の TSA 情報を得るた

め Nimb-2_DR のコンセンサス全長配列を用いてゼブラフィッシュゲノムデータベース
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(http://genome.ucsc.edu; the Jul. 2010 zebrafish (Danio rerio) Zv9 assembly)から

16 個の内在性 Nimb-2_DR配列を得た。序論 1-11.の説明にあるように、内在性 LINE配列の

正確な TSA情報を得ることは困難である。しかし、TSDの場合、ゲノム中の Nimb-2_DR配列

の 5´末端及び 3´末端に隣接するゲノム DNAの重複を検索することで TSDの長さを推定で

きる。一方で、BEJや TSTの場合、そのどちらであるのか判定できず、また、TSTの長さを

求めることはできない。そこで、本解析では内在性 Nimb-2_DR配列の TSAを 0（TSTまたは、

BEJ）、S-TSD、L-TSDに分類して解析した（図 22A）。この解析の結果、およそ 70%（16配列

中 11）の内在性 Nimb-2_DR 配列は 12bp付近にピークが見られる 10-15bpの TSD を持つこと

が明らかとなった（図 22A）。次に、DT40 細胞中で Nimb-2_DR 配列を転移させ、30 個の

Nimb-2_DR 転移後配列を得た（図 22B）。ゼブラフィッシュゲノム中の Nimb-2_DR 配列のデ

ータと同様に、DT40 細胞中で転移した Nimb-2_DR 配列の 70%は 12-13bp 付近にピークが見

られる 10-15bp の TSD を持っていた（図 22C）。次に 5´連結部の特徴を調べたところ、30

個の Nimb-2_DR転移後配列中、6配列（20%）が 5´EX、14配列(47%)が MH、10配列が DJ（33%）

であった（図 22C）。5´連結部に 3 つすべてのタイプが同程度出現したことは、DT40 細胞

中では Nimb-2_DRはアニーリング連結とダイレクト連結の 2つの5´連結経路の両方を用い

て転移する可能性を示唆している。 

次に、Nimb-2_DR 転移後配列の全長配列と 5´欠失の割合を調べた（図 22D）。その結果、

30 配列中 11 配列（37%）が全長配列であった（図 22D）。DT40 細胞中で転移させた LINE の

全長配列の割合が L1 では 62%（34 配列中 21 配列）、ZfL2-1 では 6%（33 配列中 2 配列）で

あった（図 20C）ことから考えると、Nimb-2_DR の全長配列の割合は、L1 と ZfL2-1 の全長

配列の割合の中間である(図 20C、図 22C)。 

L1 の全長配列と 5´欠失配列では 5´末端連結の経路が異なるといういくつかの報告

(Zingler et al., 2005; kojima, 2010)がされたため、次に、私は DT40細胞内で転移させ

た L1、ZfL2-1 及び Nimb-2_DR を全長配列と 5´欠失配列に分けてその TSA の分布を解析し

た(図 22E、図 22F)。L1 の場合、全長配列と 5´欠失配列共に DJ が多く観察された（それ
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ぞれ、76%、54%）。対照的に、ZfL2-1の場合では全長配列と 5´欠失配列の両方ともに、全

て 5´EX または MHであった。興味深いことに、全長 Nimb-2_DR配列の 5´末端は、主に DJ

（82%）を伴っていた。一方、5´欠失 Nimb-2_DR配列はその 5´末端に、5´EX もしくは MH

（95%）のどちらかを伴っていた。全長 Nimb-2_DR配列の 5´末端は、ヒト L1 配列の 5´末

端パターンと類似しており（(図 22E）、5´欠失 Nimb-2_DR 配列の 5´末端は、ZfL2-1 配列

の 5´末端パターンと類似していた（(図 22E）。これらの観察から、Nimb-2_DR は DT40細胞

中で異なった 2つの 5´連結経路の両方を用いて転移することが示された。１つは、ダイレ

クト連結により全長配列を転移させる。もう一方は、アニーリング連結を介して 5´欠失配

列を生み出す。本研究で提案した仮説、5´末端連結経路は LINE 挿入位置のゲノム DNA 塩

基対領域の解離のしやすさに支配されている、から考えると、DT40 細胞で転移した

Nimb-2_DR配列の TSDのピークが、L1（～15bp）と ZfL2-1（～5bp）の間の値（～12bp）で

あることが、Nimb-2_DR の２つの経路の使い分けに関係しているのかもしれない（図 19A、

図 19B、(図 22A）。 
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4.  第四章 考察 

本研究では、4種の異なる LINE、ヒト L1、ゼブラフィッシュ ZfL2-2、ゼブラフィッシュ

ZfL2-1、ゼブラフィッシュ Nimb-2_DRをヒト HeLa-RC細胞とニワトリ DT40細胞中で新規に

転移させ 300 以上の LINE 転移後配列を決定し、解析した。これらの配列解析から、私は、

LINE転移時における 5´末端連結の分子機構に関して新たな知見を得ることができた。 

 

4-1. アニーリングを介する 5´連結機構 

ZfL2-2 の 5´EX のデータ（図 11-図 16）から、5´EX の生成は次の一連の機構によって説

明が可能である。TPRT後、まず、LINE cDNAの 3´末端がゲノム DNAの 3´末端と相互作用

する。DNA合成は、これらの２つの DNA末端の片方または両方から起こる（図 14-図 16、図

27）。この DNA 合成の後に LINE cDNA の 3´末端とゲノム DNA の 3´末端と相互作用部が解

離し、より長くなった一本鎖 DNA 領域が露出する（図 14-図 16、図 27）。本研究では、「ア

ニーリング、DNA合成、および、解離」のサイクルが複数回起こったことを示唆する例を発

見している（図 15G-H、図 23-図 26）。この 5´EX の生成過程は、より長いアニーリング領

域の形成、すなわち、ゲノム DNAと LINE DNAの両末端の安定な相互作用に寄与しているの

かもしれない。この安定な相互作用は、宿主の DNA 修復系が LINE の 5´末端連結を完了さ

せるために必要なのだろう。このことが正しいならば、DNA合成によって生じた 5´連結部

の安定性の違いが、5´連結部の様々な構造を決定しているのであろう（図 27）。最初に形

成されたアニーリングがそれに続く連結反応のために十分に安定である時、その DNA 末端

は、アニーリング部位の解離なしで連結される。その結果、マイクロホモロジー形成され

た 5´連結部となる（図 27A-C）。一方で、形成されたアニーリングが安定でない時、より

安定となるような次の DNA 合成のためのアニーリングの解離と再アニーリングが起こる。

その結果、5´EX が生成される（図 27）。宿主が異なると 5´EXの出現頻度が異なるという

結果から、この連結部の安定性を調節する宿主因子が LINE の 5´末端連結時に働いている

のかもしれない。 
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現在、5´EXの生成に関与するポリメレースや連結部の安定性に作用する宿主因子は明ら

かにされていない。これらの宿主因子の同定は、LINE 転移機構の全容解明に重要である。 

 

4-2. LINE転移時における２つの 5´末端連結経路 

今回の研究で得られたデータから、ゲノム DNA と LINE の 5´末端が連結するためのアニ

ーリング連結とダイレクト連結の 2 つの異なった経路の存在が明らかとなった。この 2 つ

の経路は、異なった 2種類の培養細胞中でそれぞれの LINEによって区別して使われていた。

図 28で、この 2つの経路が異なった状況下でどのように区別し使用されているのかの総合

的なモデルを示す。詳細な二本鎖目切断の分子機構は今回の研究では明らかにできなかっ

たが、限定された位置で二本鎖目が切断されることが示唆された（図 19A、19B、図 28）。

また、一本鎖目の切断位置からの二本鎖目の切断位置は、それぞれの LINEによって異なる

ことが示唆された。ヒト L1の場合、二本鎖目の切断は、一本鎖目の切断位置から～15bp下

流の位置で起こる。その結果、ターゲットとなる部位に 2 つの切断で挟まれた～15bp の塩

基対領域が生じる（図 19A、図 21A、図 28）。一方で、ゼブラフィッシュ ZfL2-1の場合、二

本鎖目の切断は、一本鎖目の切断位置から～5bp下流の位置で起こる。その結果、ターゲッ

トとなる部位に 2 つの切断で挟まれた～5bp の塩基対領域が生じる（19B、図 21B、図 28）。

DT40細胞中では、L1によって生じた～15bpの塩基対領域は安定であり、その塩基対部位は

解離しにくい。その結果、主に全長配列が産み出され、ダイレクト連結経路をとる（図 28A）。

安定な塩基対形成は、おそらく、L1 mRNAが L1 RTに全て逆転写される時間を与えているの

だろう。その結果、平滑末端の LINE DNA-RNAハイブリットが形成され、ゲノム DNAとダイ

レクトに連結されることが可能となるのであろう。対照的に、DT40 細胞中では、ZL2-1 に

よって生じた～5bp の塩基対領域は不安定であり、その塩基対は解離しやすい。その結果、

主に 5´欠失配列が産み出され、アニーリング連結経路をとる。塩基対領域の解離によって

生じた 3´突出ゲノム DNA末端は、合成途中の LINE DNAとアニーリングすることで、5´末

端連結反応へ進む。アニーリング連結経路にはこの合成途中の LINE DNA と 3´突出末端が
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必要であると考えられる。言い換えれば、DT40 細胞では、ターゲットとなるゲノム位置で

生じる塩基対領域の長さが、その塩基対の解離のしやすさを決定しているということであ

る。そして、この解離のしやすさの違いがどちらの 5´末端連結経路を選択するかを決定づ

ける。一方で、HeLa-RC 細胞では、5´末端連結部の特徴が L1 と ZfL2-1 ともに類似してい

た（図 28C-D）。L1 と ZfL2-1 によって生じたそれぞれ、15bp と 5bp の塩基対領域は両方と

もに同程度で解離しているのだろう。HeLa-RC細胞では、5´末端連結部で MHと 5´欠失配

列が支配的である。このことは、HeLa-RC細胞では塩基対領域の解離が主に逆転写の完結前

に起こり、アニーリング経路による 5´末端連結反応へ進むことを示唆する。 

 

4-3. LINE転移時にゲノム DNAへ働く宿主因子 

私が提案した 5´末端連結のモデル（図 28）は、LINE 挿入位置ゲノム DNA の塩基対領域

の解離の程度が DT40 細胞では塩基対領域の長さに依存するが、HeLa-RC 細胞では依存しな

いということになる。これは、少なくとも HeLa-RC 細胞では、この解離の程度に宿主因子

が関与していることを想定している。HeLa-RC細胞では、おそらく LINE TPRT転移中間体は、

迅速に宿主 DNA 修復因子に認識されるのであろう。その結果、塩基対領域の解離が速やか

に進行し、次のアニーリング経路へと続くのだろう。HeLa-RC 細胞中での LINE 転移後配列

は、DT40 細胞中の LINE 転移後配列より短いものが多く観察された（図 19D-E）。これは、

HeLa-RC細胞で見られたなだらかで広い範囲の TSA（図 18A、図 19C）および DT40細胞で見

られた狭い範囲の TSA（図 19A、図 19B）と相互に関連する。このことは、HeLa-RC 細胞で

標的となるゲノム DNA の塩基対領域の解離が進行して露出した DNA 末端は、頻繁に宿主プ

ロセッシング因子の作用を受けているが、DT40 細胞では露出した DNA 末端は、宿主プロセ

ッシング因子の作用を受けていないことを示唆する。TPRT 中間体に働く宿主プロセッシン

グ因子の活性は、DT40細胞より HeLa-RC細胞の方がより強い可能性がある。反対に、5´EX

が HeLa-RC細胞より DT40細胞の方に高頻度で生じていたことから、TPRT中間体に働く（あ

る種の）ポリメレース活性は、HeLa-RC細胞より DT40 細胞の方が強い可能性がある。 
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4-4. 5´逆位配列生成機構 

今回の研究で、Nimb-2_DR の 1 サンプルを除いて、5´逆位配列はヒト細胞中で転移した

ヒト L1 配列でのみ観察された。5´逆位は第一鎖と第二鎖切断によって生じた 2 つのゲノ

ム DNA末端から LINE RNAの逆転写が開始されるツインプライミングによって生じると考え

られている（Ostertag et al., 2001）。第二鎖切断位置から逆転写が始まる（二回目の逆

転写反応）ためには、第一鎖切断位置から始まる逆転写（一回目の逆転写反応）が完了す

る前に LINE 挿入位置のゲノム DNA の塩基対領域が解離し、3´突出末端とならなくてはな

らない（図 28B）。興味深いことに、5´逆位を伴わない L1 の転移配列は様々な TSA が観察

されたが（図 18A-C）、5´逆位を伴う L1 の転移配列は、主に 10-20bp の TSD が観察された

（図 17B-D）。この結果は、塩基対領域の解離により生じた 3´突出末端が、宿主プロセッ

シング因子より先に L1 の RT に認識されなくてはならないことを示唆する（図 28B-C）。一

方で、プロセッシングされて生じた短い L1 の 3´突出末端は、二回目の逆転写反応開始に

利用できないのであろう（図 28C）。また、DT40細胞では、5´逆位を伴う L1 配列は観察さ

れなかった（図 17A）。L1の～15bpの塩基対領域が解離されず、ツインプライミングが起こ

らなかったことが考えられる。ZfL2-1の場合、一回目の逆転写反応で全ての LINE RNAの逆

転写が完了する前に ZfL2-1の～5bpの塩基対領域が解離され、3´突出末端を生じたように

見えるが、HeLa-RC細胞と DT40細胞両方ともに、5´逆位配列は観察されなかった（図 17A）。

解離によって生じた～5 塩基の 3´突出末端は、二回目の逆転写の開始に必要な LINE RNA

と安定にアニーリングするには短すぎる可能性がある。このことは、ヒト細胞中での L1の

5´逆位配列が 10-20bpの長い TSDのみであったことと関係しているのかもしれない。 

 

4-5. 5´末端連結機構の一般性 

本研究のデータ（図 20A）は、HeLa-RC細胞では主にアニーリング連結が優先的であるこ

とを示しており、ダイレクト連結の存在は明らかにできていない。しかしながら、Zingler



36 

 

ら（2005）は以前に、ヒトゲノムに存在する L1 の解析により、5´欠失した L1 は、5´末

端連結に MH を必要とし、全長 L1 は、5´末端連結に MH を必要としない（すなわち、DJ）

ことを報告した。また、Kojima（2010）は、ヒトゲノム中の 5´欠失した L1 と比較して全

長 L1でははっきりしたピークのある TSDを持つことを報告している。加えて、Beckら（2010）

によって解析された個々のヒトゲノムに異なって存在する 66 の全長 L1 中で、私は、64 の

全長 L1 配列が 10～20bp の TSD を伴っていることを発見した。これらの報告はヒト細胞で

もアニーリング連結とダイレクト連結の 2 つ 5´末端連結経路が存在することを示唆する。

これらの報告及び本研究は、アニーリング連結とダイレクト連結の 2つの 5´末端連結経路

はどのような細胞種においても普遍的に存在し LINE 転移に使用されていることを示唆する。

しかし一方で、LINE 挿入部位で起こる 2 本鎖目の切断位置の違いや（様々な）宿主因子の

関与により、この２つの経路の LINE転移における関与の度合いは様々に異なるようである。

今後、これらの連結経路に関与する宿主因子を同定しその機能を解明していくことで、LINE

の転移機構においてその機構がほとんど明らかにされていない 5´末端連結の全容が解明

されるだろう。 
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図 1.転移因子種類と転移様式 

A. DNAトランスポゾンの転移様式 

B. LTRレトロトランスポゾンの転移様式 

C. non-LTRレトロトランスポゾンの転移様式 
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図 2.ヒトゲノム中の LINE の内訳 
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図 3.LINEの分類 

LINE は、自身のコードする逆転写酵素（RT）ドメインのアミノ酸配列系統解析を基に５つ

のグループに分けることができる。これらのグループはさらにクレードと呼ばれる 28の小

グループに分類される（Malik et al., 1999; Lovsin et al., 2001; Eickbush and Malik, 

2002; Kapitonov et al., 2009)。制限酵素様エンドヌクレアーゼ（RLE）ドメイン; アプ

リン／アピリミジンエンドヌクレアーゼ（APE）ドメイン; L2クレード中のいくつかの LINE

ファミリーにのみ存在する ORF1はグレーで示されている。 

  



47 

 

1 kbp

ZfL2-1 RTEN

ORF2ORF15´ UTR 3´ UTR

Nimb-2_DR EN RT

ORF2ORF15´ UTR 3´ UTR

L1 EN RT

ORF2ORF15´ UTR 3´ UTR
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図 4.本研究で使用した LINEの構造 

A.ゼブラフィッシュゲノム内に存在する L2クレードに属する ZfL2-2の構造。ORFを 2つも

つ LINEの ORF2に相当する ORFを１つだけ持つ。 

B.ヒトゲノム内に存在する L1クレードに属する L1 の構造。 

C.ゼブラフィッシュゲノム内に存在する L2クレードに属する ZfL2-1の構造。 

D.ゼブラフィッシュゲノム内に存在する Nimbクレードに属する Nimb-2_DRの構造。  



48 

 

 

EN RT

ORF2ORF1

EN: エンドヌクレアーゼ
RT: 逆転写酵素

転写

翻訳

LINE mRNA- LINE タンパク質複合体

5´ 末端連結?

第一鎖切断と逆転写

= 3´末端連結

新たに転移したLINE

LINE

AAAA

AAAA

AAAA

細胞質

核

 

図 5.LINE転移機構のモデル 

LINEは、ORF1と ORF2の 2つのタンパク質をコードしている。この ORF2タンパク質は自身

の転移に必要なエンドヌクレアーゼと逆転写酵素活性を持つ。LINE 転移は、LINE mRNA の

転写で開始さる。この LINE mRNA は核外へ輸送され、LINE タンパク質が翻訳される。この

LINE タンパク質は LINE RNA と複合体を形成する。この複合体は核内へ輸送され、ゲノム

DNAのLINE挿入位置の一本鎖を切断する。生じたゲノムDNA末端の3´水酸基からLINE RNA

を逆転写する。この反応により、LINEの 3´末端と宿主ゲノム DNAが連結される。続いて、

ゲノム DNA の LINE 挿入位置の二本鎖目の切断、二本鎖目の LINE DNA の合成がされると考

えられている。これらの反応の詳細は未解明である。その後、LINE 5´末端と宿主ゲノム

DNA が連結されるが、連結させる活性のない LINE タンパク質だけでは連結できないため、

様々な宿主因子が 5´末端連結に関与していると考えられている。しかし、LINE の 5´末端

連結機構は明らかにされていない。 
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図 6.LINE転移したゲノム DNA部位の重複や欠失のモデル 

LINE の 5´連結部には、Target site alteration(TSA)と呼ばれる LINE 転移によって生じ

るゲノム DNAの欠失（Target site truncation; TST）や重複（Target site duplication; 

TSD）、が見られる。この TSA の生成は LINE の 5´連結反応と密接に関係すると考えられて

いる。この TSA 生成機構モデルは Gilbert ら（2002）によって提案された。このモデルに

よれば、ゲノム DNAの 2本鎖目切断位置の違いが様々な TSAを生み出すと考えられている。

2本鎖目切断が 1本鎖目の切断位置より下流の位置で起こると3´突出末端が生じ、この3´

突出末端は LINE cDNA と連結され、その結果 LINE 配列の両端には、ゲノム DNA の重複 TSD

が生じる。一方上流の位置で起こると 5´突出末端が生じ、LINEとの連結時に、この 5´末

端の欠失 TST が生じる。また、突出なしで 2 本鎖目の切断がされると、ゲノム DNA の変化
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なく連結される Blunt-end joining（BEJ）となる。しかし、どのように 2 本鎖目の切断が

起こるのか、TSA生成に宿主因子は関与するのかなど、TSA生成メカニズムの実験的証拠は

明らかにされていない。 
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EN RT

ORF2ORF15´ UTR 3´ UTR
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5´逆位領域

5´逆位領域

図 7.LINE配列の 5´末端領域構造 

A. LINEの全長配列 

B. LINEの 5´欠失配列 

C. LINEの 5´逆位配列 
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#

２本鎖目の切断

ツインプライミング

RNA

cDNA

標的ゲノムDNA

図 8.ツインプライミングモデル 

5´逆位は LINE 転移する標的ゲノム DNA 部位の第一鎖と第二鎖切断によって生じた 2 つの

ゲノム DNA末端から LINE RNA の逆転写が開始されるツインプライミングによって生じると

考えられている(Ostertag and Kazazian, 2001)。ツインプライミングは、次の段階で進行

する。第一鎖目の切断位置から TPRTが起こる。全ての逆転写が完了する前に第二鎖が切断

される。生じたゲノム 3´突出末端をプライマーにして LINE mRNAの内部から 2回目の逆転

写反応が起きる。1 回目と 2 回目の逆転写で生じた 2 つの cDNA 末端が連結し、LINE の 5´

逆位配列の転移が完了する。 
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LINE RNA
LINE cDNA

エクストラヌクレオチド マイクロホモロジー ダイレクトジョイニング

ゲノムDNA

図 9.LINEの5´末端とゲノム DNA末端の連結部に見られるエクストラヌクレオチド（5´EX）、

マイクロホモロジー（MH）及び、ダイレクトジョイニング（DJ）。 
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図 10. 培養細胞中で転移した LINE配列の決定 

 

A. 培養細胞内での LINE転移検出に用いるプラスミドには、LINEの 3´UTR に、イントロン

で分断された LINE配列とは逆向きのネオマイシン耐性遺伝子が挿入されている。LINE mRNA

が転写されイントロンがスプライシングにより抜け、LINE RNP の逆転写反応によってゲノ

ム DNAに挿入されるとネオマイシン耐性（Neo）遺伝子を発現する。すなわち、LINE転移し

た細胞のみネオマイシン（または、G418 、カナマイシン）薬剤耐性を獲得する。 

B. プラスミド中の LINEは細胞内で LINE転移によって宿主ゲノム中に組み込まれ、細胞は

Neo遺伝子を獲得し、G-418薬剤耐性となる。この G-418耐性細胞のシングルコロニーを培

養後、細胞を回収し、ゲノム DNAを抽出する。抽出したゲノム DNAを LINE転移によってゲ

ノム中へ挿入された配列（LINE、ColE1及び、イントロンが抜け落ちた Neo遺伝子）にはな

い切断部位をもつ HindIII で制限酵素消化する。次に、制限酵素消化産物を T4DNA ライゲ

ースでセルフライゲーションさせる。このセルフライゲージョン反応によって環状化した

DNA 産物を大腸菌にエレクトロポレーション法で導入する。LINE インサートが含まれた環

状 DNAのみ、大腸菌内で ColE1複製起点を介して複製され、カナマイシン耐性（Neo遺伝子

による）となるため、プレート上で生き残る。この薬剤選択により 1 から 100 個の大腸菌

コロニーが得られる。このシングルコロニーからLINEインサートが含まれたプラスミド DNA

を抽出する。このようにして得られたプラスミドは、LINE 挿入配列とゲノム DNA を含む。

LINE特異的なプライマーを用いて、LINE5´及び 3´連結部の配列を決定する。 
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図 11.培養細胞内で転移した ZfL2-2の 5´EX  

A. 異なる細胞種間での ZfL2-2 の 5´EX 出現頻度の比較。5´EX は長さに応じて、0bp、1

～4bp、5～10bp、11～50bp、51bp 以上の 5 つに分類した。WT は野生型 DT40 細胞、ΔKu70

は Ku70遺伝子欠損 DT40細胞、ΔArtは Artemis遺伝子欠損 DT40細胞、ΔLigIVは DNA ligase 

IV 遺伝子欠損 DT40細胞。統計解析には、マン—ホイットニーの U検定を使用した。 

B.  

C. 野生型 DT40細胞中で転移した ZfL2-2の TSA。5´EXを伴っている ZfL2-2（Extra）と5´EX

を伴っていない ZfL2-2（No Extra）の間で比較した。統計解析には、フィッシャーの正確

確率検定を使用した。  
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A 
pWA3.6a CAGAGAATAAAACAGGATAAGAGGATTAGGG-------------------------TCCAGAAACTTGCGTTCTGTGAATG 

pWA11.5a ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCT-----------------------CACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 

pWA1.17a AAGAGCAAGGGCTCCCATTTGAAGATATTTNNA-----------------------GACCATACGCTACTTGAAAACTACA 

pWA33.2a CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGAACT-------------------TAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 

pWAF14.1 TATGCTGTATAAATACATGCATGTATTTATATCTCTAC------------------ACTCTACACCATAACTTTTCAATCC 

pWA31.1a CTGCAAGCGAGTGCCGCTCCTAATCTATTAGTGAAAAAGTGTGTAAAAAGA-----GTGAAAAGCCTTGGAGTAACGATTG 

pWA27.4a GCATGTAAAGGTATGATCTTATCTAATCTAAATCTAAATCTAATCTAAATCTAAAT 
 xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxCTAATCTAATCT-------------------AAAAAATCACTTTCGCGAACGCTCA 

pWA8.6a AACAGAGCATTCCTAAGTGTTATTTAACGTCGTCGTTTAAGTGTTATATATAACGT 
 xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxCGTCGTTTAAGTGTTATATAT----------AACGTCGCCTCGTGGTTCCATCCCA 

pWA33.4 AACCAATTTCTAATAAACTGTATGTAATTTCTATGTATGTTTATGTATATATATTA 
 XxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxTGTATAAAATGTTATGTATAAAAACTGTATG 
 xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxTTTATTTCTAATAA-----------------ACTTCNTAAGCTGCAATTGCCTCTT 
 

B 
p70A4.2a CCAAACATTATATATACAAGAATTCAAGAA--------------------------TTCTTATCTGAACATGCAGCTCAAC 

p70A35.1a TGGAGAGACTTAAAGGTTAATCTCTAGGTTTAG-----------------------AGATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGC 

p70A11.1a AAAAAAGGCATAGGTTACTGTTACATCGTTACA-----------------------TCGTGGTTCCATCCCAAAGAGGGAA 

p70A15.1a TTCTGATTCATCTTCCACCAATTAATCTTCCAAT----------------------TGGCTGCCAGTTGCTGCTCGCATCA 

p70A29.2a GAAAAATGTAATTTCTGACATGCTTAGGGTTAGG----------------------GTCACTCGCTATTTTCAAGAAACGA 

p70A32.2a ATTACGACCAAATTACTTTTATCTACAAAGTAAGA---------------------AAGTCCTGGACTTTCTTACTCAAAA 

p70A9.2b GCCTCGTACAAGCAAATCTGAGGAGATTTGCTTGTACGAT----------------TCTCAACATCCACATTACTCCTGAG 

p70A14.2a TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAA-------CTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 

p70A34.1a GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACTCACCCAATAATAATAATCTTTAATAA-----TCTCACCCAATAGACTATCCACCAT 

 

C 
pAA6.1a CTCTACATAATCCATCTTTCTCTAATCTTT--------------------------GGGAAAAAATCACTTTCGCGAACGC 

pAA16.1a GAGAAAATTGTATAAGTGGATATTTCTAGA--------------------------ATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGCTG 

pAA3.5a AAAATACCTCTCTGTACCTGTAGATCTGAAC-------------------------ATCTGAACATGCAGCTCAACTCCTT 

pAA18.3a TTGTGTTATTGTCTGTCTTTGTGTTTAGATG-------------------------CCTACAGCATCTAAACACTGGGGTA 

pAA1.4a CTTTAATTCCTTATTTTTAAGCCAAATATTATT-----------------------TTTGAATATCACACTATTTGTCCAA 

pAA9.3a AAAAAAGCAGAATAATTTGAATGACACACTACAA----------------------TTTGAATATCACACTAATTGTNCAA 

pAA17.3a TTTCCTCTTTCCCTCTGATATATGTTAGATTATTAGATTA----------------TTAGATCTTACCTCTCTGACAGGTC 

pAA16.3a GATGGATTCACAGTCCTTGCAGGTAAGTGAAAACCGGGTAAGTGAAAAAACGATC-AGGACCAGTCATCCAGAGACATGGA 

pAA19.4a CAGCCACCCACCTTATTTGTCTTTGTACAAATTTTTTACAAATTTTGTACAAAACTTAATTGTACAAAAAAAAAAAAAAAA 

pAA11.4a TTTTCAATTTAAAGTATTTTAAATACTTTATGTATTTAATATAATATAATAATAAA 
 xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxTATAAAAAATATATTTATTTTTAAAT-----GATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGCT 
 

D 
p4A3.1a AAGGTAGTCCCTCAGACTGAAAATACCAGC--------------------------CTCACGCTCAATCTGCCCAGTTGGT 

p4A1.2a ATGCTGAACAGATTTTTTTTTAAATTTTTA--------------------------AAGCCTCTTCAACTGCTCCAGAATG 

p4A19.3a GTTCTCTGGCTAGGTACATTAATTCAATTAA-------------------------TTTCAAGAAACGACTAAAAACTCAA 

p4AZD21.2 TGCAATGTATTGTACTCTCTATTCTTCTGTG-------------------------ACTATACTTCTCTGACCACATTTCT 

p4A2.3a CTGAAGGAAATTTGCTGCTGAATTAGGTCATTAAT---------------------AGGTCATTCAGGGTGTCTTGGAGGG 

p4A1.4a ACTACCAGAGCATTGTATTGAGTATCTCTAGAATCTGGGT----------------AGATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGC 

p4AZ22.2 AAGCTTGATACATTTGCAGGGAAATAACATACACCATAACA---------------TACACCATAACTTTTCAATCCAGAT 

p4A1.5a GGGGTCGAATTCTTGGTTTTAAAGAACCCTTTAAAAAGAGTATAAAGAA-------ACTGGGCGTTGCGGGCACTGTTATA 

p4A1.1a ACTGAACATCTATTTAGCACAAATAAATACAAAAAAAAAAAAAAAAAATT------TCTTGGAGGGGAGAGGTGTCCAACC 

 

E 
pHA4.8a AAAAGAAATGCAATTCCTTTAAATTCCTTTAAATTCCTTT----------------AAACTCAACTATTTAGTTTCCACTT 

 

図 12.培養細胞内で転移した ZfL2-2の 5´EX 配列。DNA配列は左から、隣接するゲノム DNA

配列（黒字）、5´EX（赤字）、隣接する ZfL2-2 配列（青字）を示す。ゲノム DNA 配列と一

致した 5´EX 部分は灰色の塗りつぶし、ZfL2-2 配列と一致した 5´EX は黄色の塗りつぶし

で示されている。ゲノム DNA 配列の相補配列と一致した 5´EX 部分は黒色の下線、ZfL2-2

配列の相補配列と一致した 5´EX は青色の下線で示されている。DNA 配列中の‘N’は、決

定できなかった DNAを示す。 

A. 野生型 DT40細胞で転移した ZfL2-2の 5´EX配列 
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B. Ku70遺伝子欠損 DT40細胞で転移した ZfL2-2の 5´EX 配列 

C. Artemis遺伝子欠損 DT40細胞で転移した ZfL2-2の 5´EX配列 

D. DNA ligase IV遺伝子欠損 DT40細胞で転移した ZfL2-2の 5´EX配列 

E. HeLa—RC細胞で転移した ZfL2-2の 5´EX配列 
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A 
Clone #13 CATAATAAATAAAAATAATATAAAAATAA----------------TGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGG 

Clone #14 AGAATTAGGAGCATCTTGCAGAAGTTTTATTAT------------TTATGCAGCCATAAAAAATGATGAG 

Clone #15 AGGACAGAGGCAGAGATTGAAGAGATTGAAGATTC----------AACAGGAAGAAGTTGAATCTCTGAA 

Clone #16 CTGCTTTACCTCAAATATGTCATTTGAAGACATATTTG-------AACACATGAAGAAATGCTCATCATC 

Clone #17 TTCTGAAATAACCTTCGCAGGGGTTAATGGTTTTTAAGGGTTTT-AATGGCAATCATTAAAAAGTCAGGA 

Clone #18 CAACAGAGTGAGACCCTGTCTGTTTTATGTTTTATGTTTTAAATAAAGACATTTATGCAGCCAAAAAACA 

Clone #86 TTTCACAAGTTATCGTCTTTAATTCACAAGTTAT-----------CGTTTTATTCTGTCTTTTTATTGCC 

 

B 
RTE_DR #1 TTATGTGGACCGTACTCAGTACTTTCCAAGTTTTG----------GGTTCCAAGGTTGTCATAGCCGGGG 

RTE_DR #2 AGATAACAGTAAACTATAAAGCTATGGTTTATAGTTATAT-----GGTTCCAAGGTTGTCATAGCCGGGG 

 

C 
RTEX_ACar CTGTTTGCAAAGAAGTATTCTAGTGAAGAAGTATTC---------GGGATTGCAAGATGGCGCCGGAGTA 

 

図 13.ZfL2-2以外の LINEの 5´EX 配列。表示方法は、図 12と同様である。 

A. HeLa細胞で転移したヒト L1の 5´EX 配列 (Gilbert et al., 2005). 

B. ゼブラフィッシュゲノムに内在する RTE_DRの 5´EX配列 

C. トカゲゲノムに内在する RTEX_ACarの 5´EX 配列 
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A 
p70A4.2a 
5 CCAAACATTATATATACAAGAATTCAAGAATTCTTATCTGAACATGCAGCTCAAC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GGTTTGTAATATATATGTTCTTAAGTTCTTAAGAATAGACTTGTACGTCGAGTTG 5 
 
 

B 
5 CCAAACATTATATATACAAGAATTCAAGAATTCTTATCTGAACATGCAGCTCAAC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GGTTTGTAATATATATGTTCTTAAGTTCTTAAGAATAGACTTGTACGTCGAGTTG 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 CCAAACATTATATATACAAGAATTCAAGAATTCTTATCTGAACATGCAGCTCAAC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GGTTTGTAATATATATGTTCTTAAGAATAGACTTGTACGTCGAGTTG 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 CCAAACATTATATATACAAGAATTCAAGAATTCTTATCTGAACATGCAGCTCAAC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GGTTTGTAATATATATGTTCTTAAGAATAGACTTGTACGTCGAGTTG 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 CCAAACATTATATATACAAGAATTCAAGAATTCTTATCTGAACATGCAGCTCAAC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GGTTTGTAATATATATxxxxxxxxGTTCTTAAGAATAGACTTGTACGTCGAGTTG 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 CCAAACATTATATATACAAGAATTCAAGAATTCTTATCTGAACATGCAGCTCAAC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GGTTTGTAATATATATGTTCTTAAGTTCTTAAGAATAGACTTGTACGTCGAGTTG 5 
 

C 
pWA1.17a 
5 AAGAGCAAGGGCTCCCATTTGAAGATATTTNNAGACCATACGCTACTTGAAAACTACA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTCTCGTTCCCGAGGGTAAACTTCTATAAANNTCTGGTATGCGATGAACTTTTGATGT 5 
 
 

D 
5 AAGAGCAAGGGCTCCCATTTGAAGATATTTNNAGACCATACGCTACTTGAAAACTACA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTCTCGTTCCCGAGGGTAAACTTCTATAAANNTCTGGTATGCGATGAACTTTTGATGT 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 AAGAGCAAGGGCTCCCATTTGAAGATATTTNNAGACCATACGCTACTTGAAAACTACA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTCTCGTTCCCGAGGGTAAACTTCTGGTATGCGATGAACTTTTGATGT 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 AAGAGCAAGGGCTCCCATTTGAAGATATTTNNAGACCATACGCTACTTGAAAACTACA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTCTCGTTCCCGAGGGTAAANNTCTGGTATGCGATGAACTTTTGATGT 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 AAGAGCAAGGGCTCCCATTTGAAGATATTTNNAGACCATACGCTACTTGAAAACTACA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTCTCGTTCCCGAGGGnnnnnnnnnnTAAANNTCTGGTATGCGATGAACTTTTGATGT 5 
 

↓由来未知な T 付加を伴う 5´末端連結の完了 
 

5 AAGAGCAAGGGCTCCCATTTGAAGATATTTNNAGACCATACGCTACTTGAAAACTACA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTCTCGTTCCCGAGGGTAAACTTCTATAAANNTCTGGTATGCGATGAACTTTTGATGT 5 

E 
pAA6.1a 
5 CTCTACATAATCCATCTTTCTCTAATCTTTGGGAAAAAATCACTTTCGCGAACGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GAGATGTATTAGGTAGAAAGAGATTAGAAACCCTTTTTTAGTGAAAGCGCTTGCG 5 
 
 

F 
5 CTCTACATAATCCATCTTTCTCTAATCTTTGGGAAAAAATCACTTTCGCGAACGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GAGATGTATTAGGTAGAAAGAGATTAGAAACCCTTTTTTAGTGAAAGCGCTTGCG 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 CTCTACATAATCCATCTTTCTCTAATCTTTGGGAAAAAATCACTTTCGCGAACGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GAGATGTATTAGGTAGAAACCCTTTTTTAGTGAAAGCGCTTGCG 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 CTCTACATAATCCATCTTTCTCTAATCTTTGGGAAAAAATCACTTTCGCGAACGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GAGATGTATTAGGTAGAAACCCTTTTTTAGTGAAAGCGCTTGCG 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 CTCTACATAATCCATCTTTCTCTAATCTTTGGGAAAAAATCACTTTCGCGAACGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GAGATGTATTAGGxxxxxxxxxxxTAGAAACCCTTTTTTAGTGAAAGCGCTTGCG 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 CTCTACATAATCCATCTTTCTCTAATCTTTGGGAAAAAATCACTTTCGCGAACGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GAGATGTATTAGGTAGAAAGAGATTAGAAACCCTTTTTTAGTGAAAGCGCTTGCG 5 

G 
p4A1.2a 
5 ATGCTGAACAGATTTTTTTTTAAATTTTTAAAGCCTCTTCAACTGCTCCAGAATG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TACGACTTGTCTAAAAAAAAATTTAAAAATTTCGGAGAAGTTGACGAGGTCTTAC 5 
 
 

H 
5 ATGCTGAACAGATTTTTTTTTAAATTTTTAAAGCCTCTTCAACTGCTCCAGAATG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TACGACTTGTCTAAAAAAAAATTTAAAAATTTCGGAGAAGTTGACGAGGTCTTAC 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 ATGCTGAACAGATTTTTTTTTAAATTTTTAAAGCCTCTTCAACTGCTCCAGAATG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TACGACTTGTCTAAAAAAAAATTTCGGAGAAGTTGACGAGGTCTTAC 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 ATGCTGAACAGATTTTTTTTTAAATTTTTAAAGCCTCTTCAACTGCTCCAGAATG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TACGACTTGTCTAAAAAAAAATTTCGGAGAAGTTGACGAGGTCTTAC 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 ATGCTGAACAGATTTTTTTTTAAATTTTTAAAGCCTCTTCAACTGCTCCAGAATG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TACGACTTGTCTAAAAxxxxxxxxAAAAATTTCGGAGAAGTTGACGAGGTCTTAC 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 ATGCTGAACAGATTTTTTTTTAAATTTTTAAAGCCTCTTCAACTGCTCCAGAATG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TACGACTTGTCTAAAAAAAAATTTAAAAATTTCGGAGAAGTTGACGAGGTCTTAC 5 
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I 
p4A19.3a 
5 GTTCTCTGGCTAGGTACATTAATTCAATTAATTTCAAGAAACGACTAAAAACTCAA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CAAGAGACCGATCCATGTAATTAAGTTAATTAAAGTTCTTTGCTGATTTTTGAGTT 5 
 
 

J 
5 GTTCTCTGGCTAGGTACATTAATTCAATTAATTTCAAGAAACGACTAAAAACTCAA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CAAGAGACCGATCCATGTAATTAAGTTAATTAAAGTTCTTTGCTGATTTTTGAGTT 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 GTTCTCTGGCTAGGTACATTAATTCAATTAATTTCAAGAAACGACTAAAAACTCAA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CAAGAGACCGATCCATGTAATTAAAGTTCTTTGCTGATTTTTGAGTT 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 GTTCTCTGGCTAGGTACATTAATTCAATTAATTTCAAGAAACGACTAAAAACTCAA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CAAGAGACCGATCCATGTAATTAAAGTTCTTTGCTGATTTTTGAGTT 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 GTTCTCTGGCTAGGTACATTAATTCAATTAATTTCAAGAAACGACTAAAAACTCAA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CAAGAGACCGATCCATGxxxxxxxxxTAATTAAAGTTCTTTGCTGATTTTTGAGTT 5 
 

↓由来未知な A 付加を伴う 5´末端連結の完了 
 

5 GTTCTCTGGCTAGGTACATTAATTCAATTAATTTCAAGAAACGACTAAAAACTCAA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CAAGAGACCGATCCATGTAATTAAGTTAATTAAAGTTCTTTGCTGATTTTTGAGTT 5 

図 14.想定されるタイプ１の 5´EX生成機構。表示方法は、図 12と同様である。 

A. p70A4.2a配列 5´末端連結部 

B. p70A4.2aの 5´EX 生成機構 

C. pWA1.17a配列 5´末端連結部 

D. pWA1.17aの 5´EX 生成機構 

E. pAA6.1a配列 5´末端連結部 

F. pAA6.1aの 5´EX 生成機構 

G. p4A1.2a配列 5´末端連結部 

H. p4A1.2aの 5´EX 生成機構 

I. p4A19.3a配列 5´末端連結部 

J. p4A19.3aの 5´EX 生成機構 
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A 
pAA3.5a 
5 AAAATACCTCTCTGTACCTGTAGATCTGAACATCTGAACATGCAGCTCAACTCCTT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTTTATGGAGAGACATGGACATCTAGACTTGTAGACTTGTACGTCGAGTTGAGGAA 5 
 
 

B 
5 AAAATACCTCTCTGTACCTGTAGATCTGAACATCTGAACATGCAGCTCAACTCCTT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTTTATGGAGAGACATGGACATCTAGACTTGTAGACTTGTACGTCGAGTTGAGGAA 5 
 

↓２つの 3´末端の相互作用 
 
5 AAAATACCTCTCTGTACCTGTAGATCTGAACATCTGAACATGCAGCTCAACTCCTT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTTTATGGAGAGACATGGACATCTAGACTTGTACGTCGAGTTGAGGAA 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 AAAATACCTCTCTGTACCTGTAGATCTGAACATCTGAACATGCAGCTCAACTCCTT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTTTATGGAGAGACATGGACATCTAGACTTGTACGTCGAGTTGAGGAA 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 AAAATACCTCTCTGTACCTGTAGATCTGAACATCTGAACATGCAGCTCAACTCCTT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTTTATGGAGAGACATGGACATCxxxxxxxxTAGACTTGTACGTCGAGTTGAGGAA 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 AAAATACCTCTCTGTACCTGTAGATCTGAACATCTGAACATGCAGCTCAACTCCTT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TTTTATGGAGAGACATGGACATCTAGACTTGTAGACTTGTACGTCGAGTTGAGGAA 5 
 
 

C 
pAA16.1a 
5 GAGAAAATTGTATAAGTGGATATTTCTAGAATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGCTG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CTCTTTTAACATATTCACCTATAAAGATCTTAGAGATCTTCGACCCATGGTCGAC 5 
 
 

D 
5 GAGAAAATTGTATAAGTGGATATTTCTAGAATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGCTG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CTCTTTTAACATATTCACCTATAAAGATCTTAGAGATCTTCGACCCATGGTCGAC 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 GAGAAAATTGTATAAGTGGATATTTCTAGAATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGCTG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CTCTTTTAACATATTCACCTATAGAGATCTTCGACCCATGGTCGAC 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 GAGAAAATTGTATAAGTGGATATTTCTAGAATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGCTG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CTCTTTTAACATATTCACCTATAGAGATCTTCGACCCATGGTCGAC 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 GAGAAAATTGTATAAGTGGATATTTCTAGAATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGCTG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CTCTTTTAACATATTCACCTAxxxxxxxxxTAGAGATCTTCGACCCATGGTCGAC 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 GAGAAAATTGTATAAGTGGATATTTCTAGAATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGCTG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CTCTTTTAACATATTCACCTATAAAGATCTTAGAGATCTTCGACCCATGGTCGAC 5 

E 
p4A1.4a 
5 ACTACCAGAGCATTGTATTGAGTATCTCTAGAATCTGGGTAGATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGATGGTCTCGTAACATAACTCATAGAGATCTTAGACCCATCTAGAGATCTTCGACCCATGGTCG 5 
 
 

F 
5 ACTACCAGAGCATTGTATTGAGTATCTCTAGAATCTGGGTAGATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGATGGTCTCGTAACATAACTCATAGAGATCTTAGACCCATCTAGAGATCTTCGACCCATGGTCG 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 ACTACCAGAGCATTGTATTGAGTATCTCTAGAATCTGGGTAGATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGATGGTCTCGTAACATAACTTCTAGAGATCTTCGACCCATGGTCG 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 ACTACCAGAGCATTGTATTGAGTATCTCTAGAATCTGGGTAGATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGATGGTCTCGTAACATAACTTCTAGAGATCTTCGACCCATGGTCG 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 ACTACCAGAGCATTGTATTGAGTATCTCTAGAATCTGGGTAGATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGATGGTCTCGTAACATAACTxxxxxxxxxxxxxxxxxxxTCTAGAGATCTTCGACCCATGGTCG 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 ACTACCAGAGCATTGTATTGAGTATCTCTAGAATCTGGGTAGATCTCTAGAAGCTGGGTACCAGC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGATGGTCTCGTAACATAACTCATAGAGATCTTAGACCCATCTAGAGATCTTCGACCCATGGTCG 5 
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G 
pWA11.5a 
5 ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCTCACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGACGTAGGACCCGACGTAGTTTTCGAGTGAGAGTGTGTGTGAGTGGAGAAAAAGAGT 5 
 
 

H 
5 ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCTCACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGACGTAGGACCCGACGTAGTTTTCGAGTGAGAGTGTGTGTGAGTGGAGAAAAAGAGT 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCTCACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGACGTAGGACCCGACGGTGTGTGTGAGTGGAGAAAAAGAGT 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCTCACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGACGTAGGACCCGACGGTGTGTGTGAGTGGAGAAAAAGAGT 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCTCACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGACGTAGGACCCGACGTGTGTGTGAGTGGAGAAAAAGAGT 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCTCACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGACGTAGGACCCGACGTGTGTGTGAGTGGAGAAAAAGAGT 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCTCACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGACGTAGGACCCGACxxxxxxxxxxxxxxxxxGTGTGTGTGAGTGGAGAAAAAGAGT 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 ACTGCATCCTGGGCTGCATCAAAAGCTCACTCTCACACACACTCACCTCTTTTTCTCA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 TGACGTAGGACCCGACGTAGTTTTCGAGTGAGAGTGTGTGTGAGTGGAGAAAAAGAGT 5 
 
  

図 15.想定されるタイプ 2の 5´EX生成機構。表示方法は、図 12と同様である。 

A. pAA3.5a配列 5´末端連結部 

B. pAA3.5aの 5´EX 生成機構 

C. pAA16.1a配列 5´末端連結部 

D. pAA16.1aの 5´EX 生成機構 

E. pAA6.1a配列 5´末端連結部 

F. pAA6.1aの 5´EX 生成機構 

G. p4A1.4a配列 5´末端連結部 

H. p4A1.4aの 5´EX生成機構 

I. ZfL2-2配列 5´末端連結部 

J. pWA11.5aの 5´EX 生成機構 
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A 
p70A9.2b 
5 GCCTCGTACAAGCAAATCTGAGGAGATTTGCTTGTACGATTCTCAACATCCACATTACTCCTGAG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CGGAGCATGTTCGTTTAGACTCCTCTAAACGAACATGCTAAGAGTTGTAGGTGTAATGAGGACTC 5 
 
 

B 
5 GCCTCGTACAAGCAAATCTGAGGAG 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CGGAGCATGTTCGTTTAGACTCCTCTAAACGAACATGCTAAGAGTTGTAGGTGTAATGAGGACTC 5 
 

↓ヘアピン構造形成 
 
5 GCCTCGTACAAGCAAATCTGA 
5 ||||||||||||||||||||G|||| 
3 CGGAGCATGTTCGTTTAGAGTCCTCTAAACGAACATGCTAAGAGTTGTAGGTGTAATGAGGACTC 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 GCCTCGTACAAGCAAATCTGA 
5 ||||||||||||||||||||G|||| 
3 CGGAGCATGTTCGTTTAGAGTCCTCTAAACGAACATGCTAAGAGTTGTAGGTGTAATGAGGACTC 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 GCCTCGTACAAGCAAATCTGAGGAGATTTGCTTGTACGA 
5 ||||||||||||||||||||G|||| 
3 CGGAGCATGTTCGTTTAGAGTCCTCTAAACGAACATGCTAAGAGTTGTAGGTGTAATGAGGACTC 5 
 

↓由来未知の T 付加を伴う 5´末端連結の完了  
 
5 GCCTCGTACAAGCAAATCTGAGGAGATTTGCTTGTACGATTCTCAACATCCACATTACTCCTGAG 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CGGAGCATGTTCGTTTAGACTCCTCTAAACGAACATGCTAAGAGTTGTAGGTGTAATGAGGACTC 5 
 

C 
pAA18.3a 
5 TTGTGTTATTGTCTGTCTTTGTGTTTAGATGCCTACAGCATCTAAACACTGGGGTA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 AACACAATAACAGACAGAAACACAAATCTACGGATGTCGTAGATTTGTGACCCCAT 5 
 
 

D 
5 TTGTGTTATTGTCTGTCTTTGTGTT 
5 ??|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ??CACAATAACAGACAGAAACACAAATCTACGGATGTCGTAGATTTGTGACCCCAT 5 
 

↓ヘアピン構造形成 
 
5 TTGTGTTATTGTCTGTCTTTGTGTTnnnnnnnnnnAGG 
5 ??|||||||||||||||||||||||||||||||||T|||||||||||||||||||| 
3 ??CACAATAACAGACAGAAACACAAATCTACGGATGTCGTAGATTTGTGACCCCAT 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 TTGTGTTATTGTCTGTCTTTGTGTTnnnnnnnnnnAGGCATCTAAACAC 
5 ??|||||||||||||||||||||||||||||||||T||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ??CACAATAACAGACAGAAACACAAATCTACGGATGTCGTAGATTTGTGACCCCAT 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 TTGTGTTATTGTCTGTCTTTGTGTT 
5 ??||||||||||||||||||||||| 
3 ??CACAATAACAGACAGAAACACAAATCTACGGATGTCGTAGATTTGTGACCCCAT 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 TTGTGTTATTGTCTGTCTTTGTGTTTAGATGCCTACAGCATCTAAACACTGGGGTA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 AACACAATAACAGACAGAAACACAAATCTACGGATGTCGTAGATTTGTGACCCCAT 5 

図 16.想定されるタイプ 3(p70A9.2a)とタイプ 4(pAA18.3a)の5´EX生成機構。表示方法は、

図 12と同様である。 

A. p70A9.2a配列 5´末端連結部 

B. p70A9.2aの 5´EX 生成機構 

C. pAA18.3a配列 5´末端連結部 

D. p AA18.3aの 5´EX 生成機構 
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A

図 17.5´逆位転移後配列は、ヒト細胞で転移した L1に見られ、～15bpにピークのある TSD

を持つ。 

A. 5´逆位配列と、全長配列または 5´欠失配列に分類した LINE 配列の構造。ヒト細胞を

上部、DT40細胞を下部に示す。 

(B–D) 培養細胞内で転移した 5´逆位配列の L1 TSA 分布。TSA は 5 つのタイプに分類され

る: long TST (L-TST, >20 bp)、short TST (S-TST, ≤20 bp)、BEJ (0 bp)、short TSD (S-TSD, 

≤20 bp)、long TSD (L-TSD, >20 bp)。 

B. HeLa-RC細胞内で転移した 5´逆位配列の L1 TSA 分布。 

C. Gilbertら（2005）によって報告された HeLa-RC 細胞内で転移した 5´逆位配列の L1 TSA

分布。 

D. Symer ら（2002）によって報告された HCT116 細胞内で転移した 5´逆位配列の L1 TSA

分布。 

  



65 

 

*

H
e

L
a

-R
C

(本
研

究
)

*

ヒト L1 RTEN

ORF2ORF1

L-TST

S-TST

BEJ

S-TSD

L-TSD

H
e

L
a

(G
ilb

e
rt

 e
t 
a

l.
)

C

>2020 15 10 5 0 5 10 15 20 >20

転
移
後
配
列
数

18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

転
移
後
配
列
数

H
C

T
1

1
6

(S
ym

e
r

e
t 
a

l.
)

B

>20 20 15 10 5 0 5 10 15 20 >20

18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

A

転
移
後
配
列
数

18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

>2020 15 10 5 0 5 10 15 20 >20

図 18.ヒト培養細胞の種類によって L1の TSAパターンは変化する。 

A. HeLa-RC細胞中での L1TSAの長さの分布 

B. Gilbertら（2005）が報告した HeLa細胞中での L1 TSAの長さの分布。Gilbert ら（2005）

が報告したデータの中から L1.3のデータのみを抽出した。 

C. Symerら（2002）が報告した HCT116細胞中での L1 TSAの長さの分布。Symerら（2002）

が報告したデータの中から L1.3のデータのみを抽出した。 

統計解析は TSA それぞれのタイプに分けた分布を細胞種ごとに対してフィッシャーの正確

確率検定を Bonferroni補正して行った。この検定の結果、P<0.05の組み合わせに対してア

スタリスクで示した。図の最上部にヒト L1構造の模式図を示す。 
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図 19.L1と ZfL2-1の転移後配列は、細胞種によって異なる。 

A. DT40細胞で転移したヒト L1TSAの分布 

B. DT40細胞で転移したゼブラフィッシュ ZfL2-1TSA の分布 

C. HeLa-RC細胞で転移したゼブラフィッシュ ZfL2-1TSAの分布 

統計解析は TSA それぞれのタイプに分けた分布を細胞種ごとに対してフィッシャーの正確

確率検定を行った。この検定の結果、P<0.05の場合をアスタリスクで示した。 

D. HeLa-RC細胞と DT40細胞で転移したヒト L1の転移後配列長 

E. HeLa-RC細胞と DT40細胞で転移したゼブラフィッシュ ZfL2-1の転移後配列長 

箱ひげ図は中央値（赤線）、最大値（バーの上端）、最小値（バーの下端）、第一四分線（箱

の下端）、第三四分線（箱の下端）を示す。細胞種ごとにマン—ホイットニーの U 検定を行

った。この検定の結果、P<0.05 の場合にアスタリスクで示した。転移後配列長の分布のグ

ラフの上部にヒト L1構造とゼブラフィッシュ ZfL2-1構造の模式図を示す。 
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図 20.LINE転移時の 5´末端連結はアニーリングとダイレクトの 2つの経路で行われる。 

A. DT40 細胞（左）または、HeLa-RC 細胞（右）で転移した L1 と ZfL2-1 の 5´末端連結部

（5´EX、MH、DJ） 

B. DT40細胞（左）または、DT40 Ku70−/−細胞（右）で転移した L1と ZfL2-1 を Long (>20 

nt) TSAと short (≤20 nt)TSA に分類した。 

C. DT40細胞で転移した LINE（L1と ZfL2-1）の全長配列と 5´欠失配列の比較。 

統計解析は、フィッシャーの正確確率検定を行った。この検定の結果、P<0.05 の場合をア

スタリスクで示した。 
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２本鎖目の切断
##

～１５ｂｐの塩基対 ～５ｂｐの塩基対

RNA

cDNA

標的ゲノムDNA

BA

図 21.二本鎖目の切断で生じる塩基対領域。 

A. ～15bpの塩基対領域の生成。 

B. ～5bpの塩基対領域の生成。 
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図 22.DT40細胞中で転移したゼブラフィッシュ Nimb-2_DRは、アニーリングとダイレクト 2

つのタイプの 5´末端連結の特徴を示す。 

A. ゼブラフィッシュゲノム中の Nimb-2_DR TSAの分布 

B. DT40細胞中で転移した Nimb-2_DR TSAの分布 

C.DT40細胞で転移した Nimb-2 DRの 5´末端連結部（5´EX、MH、DJ） 

D. DT40細胞で転移した Nimb-2 DRの全長配列と 5´欠失配列の比較 

E. DT40 細胞で全長配列が転移した L1、ZfL2-1Nimb-2_DR の 5´末端連結部（5´EX、MH、

DJ） 

F. DT40細胞で 5´欠失配列が転移した L1、ZfL2-1Nimb-2_DRの 5´末端連結部（5´EX、MH、

DJ） 

統計解析は、フィッシャーの正確確率検定を行った。この検定の結果、P<0.05 の場合をア

スタリスクで示した。図の最上部にゼブラフィッシュ Nimb-2 DR構造の模式図を示す。 
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A 
70A14.2a 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCACTTGAAATTACTTTTGAAATTACTTGAAATTACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 
 

B 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCACTTGAAATTACTTTTGAAATTACTTGAAATTACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCxxxxxxxxxxACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCACTTGAAATTACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCxxTTGAAATTACTTGAAATTACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCxxTTGAAATTACTTGAAATTACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCxxxxxxxxxxxxxxTTGAAATTACTTGAAATTACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 TAAAAAGGCAGAGTGAACTTTAATGAAAACTTTAATGAACTTTAATGAACTCTTTTTCTCAGCTCTCTGAGTCT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATTTTTCCGTCTCACTTGAAATTACTTTTGAAATTACTTGAAATTACTTGAGAAAAAGAGTCGAGAGACTCAGA 5 

 

図 23. p70A14.2a配列の 5´EX生成機構。表示方法は、図 12と同様である。 

A. p70A14.2a配列 5´末端連結部 

B. p70A14.2aの 5´EX 生成機構 
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A 
p70A34.1a 
5 GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACTCACCCAATAATAATAATCTTTAATAATCTCACCCAATAGACTATCCACCAT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CGTAACATTCGAAGAAATTATTTGAGTGGGTTATTATTATTAGAAATTATTAGAGTGGGTTATCTGATAGGTGGTA 5 
 
 

B 
5 GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACTCACCCAATAATAATAATCTTTAATAATCTCACCCAATAGACTATCCACCAT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CGTAACATTCGAAGAAATTATTTGAGTGGGTTATTATTATTAGAAATTATTAGAGTGGGTTATCTGATAGGTGGTA 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACT 
5 ||||||||||||||||||||||||| 
3 CGTAACATTCGAAGAAATTATTAGAGTGGGTTATCTGATAGGTGGTA 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACTCACCCAATA 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CGTAACATTCGAAGAAATTATTAGAGTGGGTTATCTGATAGGTGGTA 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACTCACCCAATA 
5 ||||||||||||||||||||||||| 
3 CGTAACATTCGAnnnnnnnnnnAGAAATTATTAGAGTGGGTTATCTGATAGGTGGTA 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACTCACCCAATA 
5 ||||||||||||||||||||||||| 
3 CGTAACATTCGAnnnnATTATTAGAAATTATTAGAGTGGGTTATCTGATAGGTGGTA 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACTCACCCAATA 
5 |||||||||||||||| 
3 CGTAACATTCGAnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnATTATTAGAAATTATTAGAGTGGGTTATCTGATAGGTGGTA 5 
 

↓由来未知な A 付加を伴う 5´末端連結の完了 
 

5 GCATTGTAAGCTTCTTTAATAAACTCACCCAATAATAATAATCTTTAATAATCTCACCCAATAGACTATCCACCAT 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 CGTAACATTCGAAGAAATTATTTGAGTGGGTTATTATTATTAGAAATTATTAGAGTGGGTTATCTGATAGGTGGTA 5 
 

 

図 24. p70A34.1a配列の 5´EX生成機構。表示方法は、図 12と同様である。 

A. p70A34.1a配列 5´末端連結部 

B. p70A34.1aの 5´EX 生成機構 
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A 
pWA33.2a 
5 CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGAACTTAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GTCTCTCTTTAGGTGACCACTTGACGTGGTCACTTGAATTCGACGTTAACGGAGAAACTTAT 5 
 
 

B 
5 CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGAACTTAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GTCTCTCTTTAGGTGACCACTTGACGTGGTCACTTGAATTCGACGTTAACGGAGAAACTTAT 5 
 

↓2 つの 3´末端の相互作用 
 
5 CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGAACTTAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GTCTCTCTTTAGGTGACCACTTGAATTCGACGTTAACGGAGAAACTTAT 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGAACTTAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GTCTCTCTTTAGGTGGTCACTTGAATTCGACGTTAACGGAGAAACTTAT 5 
 

↓ヘアピン構造形成 
 
5 CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGAACTTAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 3 
5 |||||||||||||||||||||C|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GTCTCTCTTTAGGTGACnnnGTooooooooCACTTGAATTCGACGTTAACGGAGAAACTTAT 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGAACTTAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 3 
5 |||||||||||||||||||||C|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GTCTCTCTTTAGGTGACCACGTooooooooCACTTGAATTCGACGTTAACGGAGAAACTTAT 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGCTGCACCAGTGAACTTAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 3 
5 |||||||||||||||||||||C|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GTCTCTCTTTAGGTGACCACGnnnnnnnnnCACTTGAATTCGACGTTAACGGAGAAACTTAT 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 CAGAGAGAAATCCACTGGTGAACTGCACCAGTGAACTTAAGCTGCAATTGCCTCTTTGAATA 3 
5 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 GTCTCTCTTTAGGTGACCACTTGACGTGGTCACTTGAATTCGACGTTAACGGAGAAACTTAT 5 

図 25. pWA33.2a配列の 5´EX生成機構。表示方法は、図 12と同様である。 

A. pWA33.2a配列 5´末端連結部 

B. pWA33.2aの 5´EX 生成機構 
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A 
pWAF14.1 
5 TATGCTGTATAAATACATGCATGTATTTATATCTCTACACTCTACACCATAACTTTTCAATCC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATACGACATATTTATGTACGTACATAAATATAGAGATGTGAGATGTGGTATTGAAAAGTTAGG 5 
 
 

B 
5 TATGCTGTATAAATACATGCATGTATTTATATCTCTACACTCTACACCATAACTTTTCAAT?? 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATACGACATATTTATGTACGTACATAAATATAGAGATGTGAGATGTGGTATTGAAAAGTTAGG 5 
 

↓ヘアピン構造形成 
 
5 TATGCTGTATAAATACATGTTTATATCTCTACACTCTACACCATAACTTTTCAAT?? 3 
5 ||||||||||||||||||C|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATACGACATATTTATGTAACGTACATAAATATAGAGATTGAGATGTGGTATTGAAAAGTTAGG 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 TATGCTGTATAAATACATGTTTATATCTCTACACTCTACACCATAACTTTTCAAT?? 3 
5 ||||||||||||||||||C|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATACGACATATTTATGTAACGTACATAAATATAGAGATTGAGATGTGGTATTGAAAAGTTAGG 5 
 

↓由来未知な T 付加を伴う解離と再アニーリング 
 

5 TATGCTGTATAAATACATGCATGTATTTATATCTCTACACTCTACACCATAACTTTTCAAT?? 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATACGACATATTTATGTACGTACATAAATATTGAGATGTGGTATTGAAAAGTTAGG 5 
 

↓DNA 合成 
 
5 TATGCTGTATAAATACATGCATGTATTTATATCTCTACACTCTACACCATAACTTTTCAAT?? 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATACGACATATTTATGTACGTACATAAATATTGAGATGTGGTATTGAAAAGTTAGG 5 
 

↓解離と再アニーリング 
 
5 TATGCTGTATAAATACATGCATGTATTTATATCTCTACACTCTACACCATAACTTTTCAAT?? 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATACGACATATTTATGTACGTACATAAATATxxxxxxxTGAGATGTGGTATTGAAAAGTTAGG 5 
 

↓5´末端連結の完了 
 
5 TATGCTGTATAAATACATGCATGTATTTATATCTCTACACTCTACACCATAACTTTTCAATCC 3 
5 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3 ATACGACATATTTATGTACGTACATAAATATAGAGATGTGAGATGTGGTATTGAAAAGTTAGG 5 
 

 

図 26. pWAF14.1配列の 5´EX生成機構。表示方法は、図 12と同様である。 

A. pWAF14.1配列 5´末端連結部 

B. pWAF14.1の 5´EX 生成機構 
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5´連結（MH）

5´連結（5´EX）

A

B

C

D

E

F

図 27.LINEの 5´末端連結時の MHと 5´EX生成機構モデル。 

図は宿主ゲノム DNA（黒）、LINE RNA（緑）、LINE cDNA（青）、新規に合成された DNA（赤）

を示す。TPRT 後、二本鎖目のゲノム DNA が切断される。（A）生じたゲノム DNA の 3´突出

末端と LINE cDNAの 3´末端が数塩基のアニーリングを介して相互作用する。（B）その 3´

末端で DNA 合成が起きる。（C）この合成された相互作用部分が安定な場合、この連結部は

宿主 DNA修復系によって修復される。その結果、MHを伴った LINEの 5´末端連結部となる。

一方、この合成された相互作用部分が不安定な場合、この 3´末端の相互作用部は解離し再

度相互作用する（D,E）。その後、次の DNA 合成が起きる。その結果さらに安定な相互作用

部となった時、連結部は宿主 DNA 修復系によって修復される。その結果、5´EX を伴った

LINEの 5´末端連結部となる。 
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~15nt

LINE cDNA

LINE 

mRNA

二本鎖目の切断

ツインプライミング

HeLa-RC細胞 HeLa-RC 細胞WT DT40細胞 WT DT40細胞

A B C E

解離 解離 解離

解離前のRT反応完了 プロセッシングなしの
アニーリング (DNA-RNA) 

ダイレクト連結

プロセッシングありの
アニーリング

プロセッシングありの
アニーリング

プロセッシングなしの
アニーリング

解離

5´連結（MH）

Dアニーリング連結 アニーリング連結ダイレクト連結 ツインプライミング アニーリング連結

5´連結（MH） 5´ joining with MH5´連結（MH/5´EX）

連結

~5nt

LINE cDNA

LINE 

mRNA

二本鎖目の切断

図 28.LINEの 5´末端連結機構モデル。 

LINEは 2つの内 1つの 5´連結経路を通り連結される。2回の標的ゲノム部位切断部位に挟

まれている dsDNA 領域の解離しやすさや宿主因子によって、この 2 つの経路は支配されて

いる。詳細な説明は、考察に記述した。 
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表 1. DT40細胞中で転移した ZfL2-2の 5´EX 配列の分類。 

タイプ１、タイプ 2、タイプ 3、タイプ 4については結果 3-5.を参照。括弧内の数はそ

れぞれの 5´配列の割合を示している。 

  

細胞種 全 5´EX (bp) タイプ 1（bp） タイプ 2（bp） タイプ 3（bp） タイプ 4（bp） 由来不明 （bp） 

野生型 DT40 細胞 244 (100%) 120 (49%) 48 (19%) 22 (9%) 0 (0%) 54 (22%) 

Ku70 欠損 DT40 細胞 114 (100%) 63 (55%) 11 (10%) 21 (18%) 0 (0%) 19 (17%) 

Artemis 欠損 DT40 細胞 172 (100%) 41 (24%) 53 (31%) 0 (0%) 6 (3%) 72 (42%) 

LigaseIV 欠損 DT40 細胞 112 (100%) 26 (23%) 32 (29%) 0 (0%) 0 (0%) 54 (48%) 

合計 642 (100%) 250 (39%) 144 (22%) 43 (7%) 6 (1%) 199 (31%) 
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表 2. 培養細胞中で転移した LINE配列 

Clones  LINE Cell LR IL 

5´MH 

( bp ) 

5´EX 

( bp ) 

3´MH 

( bp ) 

3´EX 

( bp ) 

TSA 

( bp ) 

Chr. Direction Position Comment 

pWLE23.1a L1.3 DT40 WT An 8236 3 0 2 0 14 24 + 3225377 

 

pWLE25.1a L1.3 DT40 WT An 8238 0 0 2 0 11 2 + 72624351 

 

pWLE25.2a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 1 0 16 20 - 5095026 

 

pWLE25.3a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 2 0 15 1 + 75750183 

 

pWLE25.4a L1.3 DT40 WT An 8236 0 0 2 0 15 1 - 61623126 

 

pWLE27.7a L1.3 DT40 WT An 8235 * * * * * 4 - 44294761 

 

pWLE28.3a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 5 0 -32737 4 + 5016533 

 

pWLE28.5a L1.3 DT40 WT An 2250 0 0 1 0 15 20 - 5794983 

 

pWLE28.8a L1.3 DT40 WT An 4736 0 0 4 0 15 1 + 143556465 

 

pWLE30.5a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 0 0 15 2 - 134013415 

 

pWLE34.2a L1.3 DT40 WT An 4374 0 0 0 0 15 1 + 139303632 

 

pWLE34.3a L1.3 DT40 WT An 4132 3 0 1 0 17 3 - 72061595 

 

pWLE34.4a L1.3 DT40 WT An 2454 0 0 0 0 15 1 + 60201654 

 

pWLE34.5a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 0 0 10 5 + 58834606 

 

pWLE34.7a L1.3 DT40 WT An 8236 3 0 5 0 15 1 - 99439776 

 

pWLE35.1a L1.3 DT40 WT An 6734 0 0 3 0 13 1 + 45978730 

 

pWLE35.2a L1.3 DT40 WT An 2222 0 0 0 0 17 1 - 159097841 

 

pWLE35.3a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 2 0 12 4 - 36760632 

 

pWLE35.5a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 0 0 11 Z + 10602247 

 

pWLE35.7a L1.3 DT40 WT An 3219 0 0 1 0 16 4 - 1449196 

 

pWLE35.8a L1.3 DT40 WT An 6042 1 0 6 0 17 2 - 76972240 

 

pWLE35.9a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 2 0 11 1 - 62334731 

 

pWLE36.1a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 3 0 12 1 - 11371195 

 

pWLE36.2a L1.3 DT40 WT An 8236 3 0 2 0 13 12 - 1910914 

 

pWLE36.5a L1.3 DT40 WT An 8235 1 0 2 0 15 5 - 38756270 

 

pWLE36.6a L1.3 DT40 WT An 6576 1 0 2 0 15 2 + 44445952 

 

pWLE36.7a L1.3 DT40 WT An 2611 1 0 0 0 16 11 + 3425508 

 

pWLE36.8a L1.3 DT40 WT An 4554 0 0 6 0 17 7 + 17905368 

 

pWLE36.9a L1.3 DT40 WT An 7243 3 0 2 0 12 2 + 33389906 

 

pWLE36.12a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 5 0 15 1 - 92147807 

 

pWLE36.10a L1.3 DT40 WT An 8235 2 0 2 0 17 1 - 46255029 

 

pWLE36.13a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 1 0 16 1 + 183124051 

 

pWLE36.14a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 0 0 13 1 + 52483201 
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pWLE36.16a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 2 0 19 2 + 48979032 

 

pWLE36.20a L1.3 DT40 WT An 8235 0 0 2 0 12 2 - 125547059 

 

                            

p7LE13.1a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 2684 1 0 5 0 15 4 - 18206346 

 

p7LE13.2a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8234 0 0 1 0 16 2 + 137959525 

 

p7LE13.3a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8235 0 0 4 0 16 18 - 7704300 

 

p7LE13.5a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8236 2 0 7 0 18 2 - 95658631 

 

p7LE13.6a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 2242 0 2 5 0 13 9 - 17241776 

 

p7LE14.1a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 3557 0 0 1 0 16 8 + 3519554 

 

p7LE14.2a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 4019 4 0 4 0 17 10 - 13239916 

 

p7LE14.3a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 4576 1 0 2 0 16 12 - 14623953 

 

p7LE14.4a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8235 1 0 0 0 14 11 - 10437145 

 

p7LE14.5a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 3650 0 0 5 0 16 3 + 9428477 

 

p7LE14.6a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 2701 0 0 4 0 16 9 - 25387660 

 

p7LE15.1a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 3830 0 0 0 0 14 2 - 109072699 

 

p7LE15.2a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 2166 0 0 0 0 15 12 + 3983982 

 

p7LE15.3a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 6386 0 0 5 0 14 2 - 137960349 

 

p7LE15.4a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 2341 2 0 5 0 13 1 + 70209170 

 

p7LE15.5a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8236 2 0 2 0 11 4 - 44758241 

 

p7LE15.6a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 2192 2 0 2 0 19 7 - 33829319 

 

p7LE16.1a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 3820 2 0 4 0 15 2 - 16190585 

 

p7LE16.2a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8235 0 0 5 0 12 5 + 20628621 

 

p7LE16.4a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 2311 0 0 5 0 13 6 + 20010622 

 

p7LE18.2a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8235 0 0 2 0 10 2 - 48941915 

 

p7LE18.6a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8235 0 1 0 0 15 2 - 130125877 

 

p7LE19.1a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 8235 0 0 2 0 11 1 + 28353431 

 

p7LE19.3a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 2147 1 0 0 0 20 3 - 99341940 

 

p7LE19.6a L1.3 DT40 Ku70-/-  An 7512 0 0 0 0 14 3 + 1502528 

 

                            

pHLE1.2a L1.3 HeLa-RC An 8235 0 0 2 0 12 4 - 174264167 

 

pHLE1.4a L1.3 HeLa-RC An 3306 0 0 12 0 15 2 + 50237288 

 

pHLE1.5a L1.3 HeLa-RC An 2408 0 0 3 0 -1 3 + 140095592 

 

pHLE1.6a L1.3 HeLa-RC An 2272 6 0 4 0 -9 17 + 70254859 

 

pHLE2.3a L1.3 HeLa-RC An 2529 0 4 7 0 Translocation 3 + 116533961 Translocation chr3 + → chr2 + 

pHLE2.5a L1.3 HeLa-RC An 2305 1 0 0 0 13 2 - 74067970 

 

pHLE2.9a L1.3 HeLa-RC An 2405 1 0 2 0 -3 4 - 27765199 

 

pHLE2.10a L1.3 HeLa-RC An 2552 0 0 2 0 2 6 - 158574145 
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pHLE2.11a L1.3 HeLa-RC An 3379 1 0 1 0 6 12 + 60539559 

 

pHLE3.5a L1.3 HeLa-RC An 2638 2 0 0 0 0 5 + 12751859 

 

pHLE3.9a L1.3 HeLa-RC An 3039 3 0 0 0 14 7 - 125209937 

 

pHLE4.4a L1.3 HeLa-RC An 2299 2 0 3 0 5 15 + 54588828 

 

pHLE4.6a L1.3 HeLa-RC An 7737 0 0 0 0 13 5 + 33371381 

 

pHLE4.8a L1.3 HeLa-RC An 2642 2 0 3 0 Translocation 2 + 228280194 Translocation chr2 + → chrX + 

pHLE4.11a L1.3 HeLa-RC An 2427 1 0 5 0 1 20 - 17275693 

 

pHLE4.12a L1.3 HeLa-RC An 4515 0 0 1 0 16 21 + 10863481 

 

pHLE5.8a L1.3 HeLa-RC An 3402 0 0 2 0 -1111620 6 - 86521790 

 

pHLE5.9a L1.3 HeLa-RC An 4515 0 0 2 0 8 7 - 14282589 

 

pHLE5.10a L1.3 HeLa-RC An 2138 1 0 3 0 -5 1 - 50237288 

 

pHLE5.14a L1.3 HeLa-RC An 2474 2 0 3 0 11 13 - 99661284 

 

pHLE5.15a L1.3 HeLa-RC An 2307 1 0 2 0 3 6 - 100225182 

 

pHLE5.20b L1.3 HeLa-RC An 2510 0 2 4 0 -3 5 + 20358830 

 

pHLE5.21a L1.3 HeLa-RC An 2455 2 0 4 0 16 6 + 50874477 

 

pHLE6.2a L1.3 HeLa-RC An 2797 1 0 7 0 -12 8 - 78615108 

 

pHLE6.7a L1.3 HeLa-RC An 2889 3 0 4 0 6 18 + 62361366 

 

pHLE6.11a L1.3 HeLa-RC An 2324 3 0 5 0 11 7 + 51233595 

 

pHLE6.18a L1.3 HeLa-RC An 2276 0 0 4 0 6 5 - 118850203 

 

pHLE7.3a L1.3 HeLa-RC An 3362 0 0 2 0 14 9 - 76039525 

 

pHLE7.10a L1.3 HeLa-RC An 2393 0 4 0 0 4 X - 23967100 

 

pHLE7.28a L1.3 HeLa-RC An 8235 0 0 0 0 11 6 - 110222597 

 

pHLE7.30a L1.3 HeLa-RC An 2616 0 U6snRNA 0 0 9 6 - 110222597 

 

pHLE8.2c L1.3 HeLa-RC An 2533 1 0 4 0 -6 2 + 232295820 

 

pHLE8.3a L1.3 HeLa-RC An 5135 0 0 2 0 2 13 - 57285681 

 

pHLE8.15a L1.3 HeLa-RC An 2228 0 1 2 0 3 5 - 72250784 

 

pHLE8.18a L1.3 HeLa-RC An 2282 1 0 4 0 4 4 + 43485686 

 

pHLE8.22a L1.3 HeLa-RC An 4931 4 0 2 0 2 7 - 114495454 

 

pHLE8.24b L1.3 HeLa-RC An 2521 1 0 0 0 1 11 - 41434114 

 

pHLE8.30a L1.3 HeLa-RC An 2630 2 0 0 0 10 12 - 47717375 

 

                          

 

pHA1.1a ZfL2-2 HeLa-RC 19 2439 5 0 0 0 2 8 + 128420122  

 

pHA1.5a ZfL2-2 HeLa-RC 24 2421 2 0 1 0 Translocation  3 + 65883590  

 

pHA1. 6a ZfL2-2 HeLa-RC 24 2401 1 0 2 0 -4 9 - 139333224  

 

pHA1.7a ZfL2-2 HeLa-RC 25 3154 5 0 4 0 10 1 + 65495199  

 

pHA1.9a ZfL2-2 HeLa-RC 22 5472 2 0 3 0 6 11 + 41928450  

 

pHA2.1a ZfL2-2 HeLa-RC 24 5497 1 0 2 0 -5 8 - 115469670  
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pHA2.2a ZfL2-2 HeLa-RC 31 2297 2 0 6 0 1 4 - 90791096  

 

pHA2.3a ZfL2-2 HeLa-RC 23 2705 0 4 2 0 1 8 + 127010612  

 

pHA2.5a ZfL2-2 HeLa-RC 23 2450 5 0 2 0 1646 22 + 40029338  

 

pHA2. 8a ZfL2-2 HeLa-RC 23 2419 3 0 2 0 5 13 - 51112057  

 

pHA2.11a ZfL2-2 HeLa-RC 24 2750 0 0 4 0 -8 4 - 33871495  

 

pHA3.4a ZfL2-2 HeLa-RC 20 2662 2 0 2 0 -9 21 + 45552803  

 

pHA3.5a ZfL2-2 HeLa-RC 18 2487 4 0 1 0 6 22 - 29796462  

 

pHA3.9a ZfL2-2 HeLa-RC 25 2683 2 0 3 0 -1 9 + 135549475  

 

pHA3.11a ZfL2-2 HeLa-RC 26 3144 0 0 2 0 0 1 + 173187869  

 

pHA4.2a ZfL2-2 HeLa-RC 20 2748 * * * * * 17 + 22046402  

 

pHA4.3a ZfL2-2 HeLa-RC 26 2483 0 3 2 0 4 16 - 3144811  

 

pHA4.6a ZfL2-2 HeLa-RC 18 2735 2 0 1 0 6 17 - 49029297  

 

pHA4.8a ZfL2-2 HeLa-RC 23 2439 0 15 5 0 6 18 - 61132070  

 

pHA4.10a ZfL2-2 HeLa-RC 28 4174 0 0 4 0 6 6 - 64704132  

 

pHA4.11a ZfL2-2 HeLa-RC 22 2547 5 0 4 0 6 8 - 130802612  

 

                            

pWC1.1a ZfL2-1 DT40 WT 39 5072 0 1 3 0 7 4 + 14885032 

 

pWC1.2a ZfL2-1 DT40 WT 29 2318 1 0 6 0 5 3 - 25282407 

 

pWC4.1a ZfL2-1 DT40 WT 23* 3661 0 2 1* 0* 6 19 - 6265350 

 

pWC7.2a ZfL2-1 DT40 WT 25 5606 2 0 3 0 6 8 - 2345122 

 

pWC9.1a ZfL2-1 DT40 WT 22 3281 2 0 4 0 1 1 - 144812675 

 

pWC9.2a ZfL2-1 DT40 WT 25 2557 0 11 4 0 7 4 - 23242359 

 

pWC10.1a ZfL2-1 DT40 WT 25 5509 5* 0* 1* 0* * *2 + 111993962 

 

pWC10.2a ZfL2-1 DT40 WT 15 4820 2 0 2 0 2 4 - 55056605 

 

pWC10.4a ZfL2-1 DT40 WT 23 5597 0 4 2 0 -2643 4 + 41775045 

 

pWC10.6a ZfL2-1 DT40 WT 18 6365 0 3 3 0 5 3 - 27147736 

 

pWC11.2a ZfL2-1 DT40 WT 26 5606 0 2 2 0 1 17 + 7803614 

 

pWC11.6a ZfL2-1 DT40 WT 23 5598 1 0 2 0 5 17 - 2451977 

 

pWC12.1a ZfL2-1 DT40 WT 22 6084 3 0 2 0 6 4 + 59499361 

 

pWC13.1a ZfL2-1 DT40 WT 22 5405 0 1 2 0 7 7 - 10415731 

 

pWC14.1a ZfL2-1 DT40 WT 23 3130 0 17 3 0 6 1 - 9179165 

 

pWC12.4a ZfL2-1 DT40 WT 20 5613 1 0 2 0 3 3 + 73285080 

 

pWC12.5a ZfL2-1 DT40 WT 21* 2333 0 8 1* 0* 8 3 + 71146657 

 

pWC13.2a ZfL2-1 DT40 WT 20 5594 2 0 1 0 1 14 + 8190351 

 

pWC13.4a ZfL2-1 DT40 WT 24 3792 1 0 1 0 4 4 + 3111857 

 

pWC13.5a ZfL2-1 DT40 WT 21 5676 3 0 2 0 2 2 - 101087287 

 

pWC13.6a ZfL2-1 DT40 WT 24 2253 0 20 4 0 5 1 + 186772972 
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pWC14.3a ZfL2-1 DT40 WT 19 5592 0 4 1 0 5 5 - 10370532 

 

pWC14.5a ZfL2-1 DT40 WT 20 5452 2 0 1 0 7 2 + 120175640 

 

pWC14.6a ZfL2-1 DT40 WT 21 4736 0 43 2 0 6 1 + 101462742 

 

pWC15.1a ZfL2-1 DT40 WT 19 2677 0 158 0 0 6 2 + 13951003 

 

pWC15.2a ZfL2-1 DT40 WT 24 2925 0 18 2 0 8 1 - 165780575 

 

pWC15.3a ZfL2-1 DT40 WT 18 6493 1 0 2 0 5 24 - 60761 

 

pWC16.1a ZfL2-1 DT40 WT 19 2342 1 0 2 0 4 2 - 26064282 

 

pWC16.2a ZfL2-1 DT40 WT 17 2516 2 0 2 0 -15 Z + 21810624 

 

pWC16.3a ZfL2-1 DT40 WT 24 4732 1 0 4 0 6 3 + 61311327 

 

pWC21.1a ZfL2-1 DT40 WT 16 6365 0 11 2 0 2 5 + 46583457 内部配列の欠失 

pWC21.3a ZfL2-1 DT40 WT 24 6376 1 0 2 0 3 10 - 7394242 

 

pWC22.1a ZfL2-1 DT40 WT 23 6494 1 0 3 0 3 15 - 3636795 

 

                            

p7C2.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  25 3271 0 2 1 0 -438 14 - 1093646 

 

p7C3.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  19 2216 0 2 0 0 -206 Z - 13282674 

 

p7C7.2a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  20 2614 1 0 2 0 10 14 - 1093646 

 

p7C24.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  20 2329 0 2 3 0 10 1 - 3986932 

 

p7C34.2a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  29 5046 0 6 1 0 -1153 1 - 160093519 

 

p7C38.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  21 4210 5 0 2 0 -1093 2 - 14679331 

 

p7C39.3a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  11 6364 0 55 1 0 10 5 - 1394378 

 

p7C42.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  21 4571 0 25 4 0 10 4 - 58092284 

 

p7C43.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  20 6207 3 0 3 0 -157 15 - 8446157 

 

p7C44.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  30 4226 0 30 1 0 7 6 + 17618477 

 

p7C45.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  43 4605 0 0 2 0 -1424 3 + 66185500 

 

p7C47.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  22 2787 0 8 4 0 3 1 - 100042704 

 

p7C48.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  19 3468 2 0 0 0 0 3 - 8330631 

 

p7C49.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  22 4322 0 31 2 0 0 8 - 17439933 

 

p7C50.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  19 6494 2 0 1 0 1 4 + 64482117 

 

p7C51.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  24 2210 0 3 3 0 2 3 - 79436066 

 

p7C52.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  20 5602 3 0 1 0 -460 2 + 47868106 

 

p7C55.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  25 5428 0 39 1 0 2 2 + 116023820 

 

p7C61.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  25 5453 0 6 2 0 2 2 + 4607884 

 

p7C62.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  26 6495 0 2 2 0 7 13 - 981739 

 

p7C63.1a ZfL2-1 DT40 Ku70-/-  24 3084 0 0 1 0 -4422 12 - 4041036 

 

                            

Ra102 ZfL2-1 HeLa-RC 26 6489 1 0 2 0 -8 13 + 90383371 

 

Ra103 ZfL2-1 HeLa-RC 35 3465 4 0 0 3 0 11 - 61758135 
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Ra105 ZfL2-1 HeLa-RC 19 2663 2 0 3 0 3 9 - 122199727 

 

Ra112 ZfL2-1 HeLa-RC 16 2613 0 0 2 0 2 13 - 110221224 

 

Ra115 ZfL2-1 HeLa-RC 16 2563 2 0 2 0 -3 1 - 54784857 

 

Ra121 ZfL2-1 HeLa-RC 18 3779 3 0 2 0 6 10 - 23753319 

 

Ra123 ZfL2-1 HeLa-RC 21 2474 0 1 2 0 -3 6 + 1547787 

 

Ra124 ZfL2-1 HeLa-RC 20 2336 2 0 2 0 3 7 + 149475024 

 

Ra125 ZfL2-1 HeLa-RC 26 5507 0 0 3 0 4 1 + 68098583 

 

Ra126 ZfL2-1 HeLa-RC 19 2337 1 0 1 0 2 12 - 21303956 

 

Ra201 ZfL2-1 HeLa-RC 19 5577 2 0 1 0 -5 8 + 75006605 

 

Ra203 ZfL2-1 HeLa-RC 26 4063 5 0 3 0 1 *1 - 194598935* 

 

Ra205 ZfL2-1 HeLa-RC 22* 2957 2 0 2* *0 5 12 + 6643780 *異常な 3´末端リピート 

Ra207 ZfL2-1 HeLa-RC 18 5449 1 0 2 0 2 2 + 135866793 

 

Ra227 ZfL2-1 HeLa-RC 25 2276 2 0 1 0 4 18 - 1538347 

 

Ra230 ZfL2-1 HeLa-RC 21 2464 3 0 2 0 -42 7 + 138849623 

 

Ra232 ZfL2-1 HeLa-RC 24 2888 0 0 2 0 -9 15 + 75924940 

 

Ra501 ZfL2-1 HeLa-RC 20 4194 4 0 1 0 4 8 + 2989176 

 

Ra506 ZfL2-1 HeLa-RC 24 5801 0 0 0 0 4 6 + 85414340 

 

Ra507 ZfL2-1 HeLa-RC 25 2335 1 0 1 0 4 5 - 124785563 

 

Ra510 ZfL2-1 HeLa-RC 25 3481 1 0 2 0 5 5 + 

  

Ra511 ZfL2-1 HeLa-RC 20 3042 3 0 1 0 4 19 - 49955315 

 

Ra512 ZfL2-1 HeLa-RC 19 6485 0 0 3 0 5 2 - 112252488 

 

Ra513 ZfL2-1 HeLa-RC 14 2918 2 0 0 0 9 1 + 1265095 

 

Ra514 ZfL2-1 HeLa-RC 19 2350 3 0 1 0 2 21 + 34821087 

 

Ra515 ZfL2-1 HeLa-RC 29 5500 2 0 3 0 -9 3 + 44446472 

 

Ra701 ZfL2-1 HeLa-RC 26 2385 2 0 3 0 5 4 - 174629124 

 

Ra705 ZfL2-1 HeLa-RC 21* 3128 0 40 1* 0* -24 3 - 1539076 *異常な 3´末端リピート 

Ra707 ZfL2-1 HeLa-RC 26* 3086 2 0 1* 0* 1 20 - 49947545 *異常な 3´末端リピート 

Ra708 ZfL2-1 HeLa-RC 21* 2986 2 0 1* 0* 6 1 + 110228418 *異常な 3´末端リピート 

                            

pWG2.3a Nimb2 DT40 WT 21 7378 *0 0 2 0 14 1 - 14886468 

 

pWG2.4a Nimb2 DT40 WT 23 2725 1 0 4 0 7 1 + 51373420 

 

pWG3.1a Nimb2 DT40 WT 15 2041 0 15 2 0 11 12 + 11297602 

 

pWG3.2a Nimb2 DT40 WT 18 6543 4 0 1 0 -21 5 + 49034845 

 

pWG3.3a Nimb2 DT40 WT 18 2361 1 0 2 0 15 2 - 100409803 

 

pWG4.5a Nimb2 DT40 WT 17 5958 0 3 1 0 12 2 - 27211870 

 

pWG5.1b Nimb2 DT40 WT 26 7378 0 0 2 0 12 4 + 55631541 

 

pWG5.2a Nimb2 DT40 WT 22 7378 0 0 2 0 -25 2 - 106046497 
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pWG5.3a Nimb2 DT40 WT 22 2903 0 4 3 0 13 1 + 17154081 

 

pWG5.4a Nimb2 DT40 WT 18 3575 6 0 2 0 13 5 - 3874075 

 

pWG5.5a Nimb2 DT40 WT 24 7378 0 0 2 0 12 20 - 7231360 

 

pWG6.3a Nimb2 DT40 WT 21 7379 1 0 1 0 13 9 + 17176134 

 

pWG7.5a Nimb2 DT40 WT 18 7378 0 0 2 0 13 2 - 151147006 

 

pWG7.2a Nimb2 DT40 WT 23 6099 2 0 2 0 14 3 + 66396868 

 

pWG7.6a Nimb2 DT40 WT 21 2563 0 3 1 0 -3 7 - 32379370 

 

pWG8.1a Nimb2 DT40 WT 25 7378 *0 0 2 0 12 2 - 107240246 

 

pWG8.2a Nimb2 DT40 WT 20 3725 2 0 2 0 -4 2 - 7962818 

 

pWG8.3a Nimb2 DT40 WT 18 2600 0 10 4 0 14 4 + 58952821 

 

pWG9.2a Nimb2 DT40 WT 23 3986 3 0 5 0 6 3 - 24931310 

 

pWG9.3a Nimb2 DT40 WT 21 2351 2 0 4 0 12 3 + 7962818 

 

pWG10.1a Nimb2 DT40 WT 13 7378 2 0 2 0 13 4 - 59955414 

 

pWG10.3a Nimb2 DT40 WT 19 7378 *0 0 2 0 12 10 - 7795479 

 

pWG11.2a Nimb2 DT40 WT 21 4450 1 0 4 0 14 1 - 79972434 

 

pWG12.2a Nimb2 DT40 WT 19 2440 0 6 2 0 14 12 + 19784079 

 

pWG13.1a Nimb2 DT40 WT 17 6407 3 0 2 0 2 13 + 3406951 

 

pWG13.2a Nimb2 DT40 WT 19 7379 0 0 0 0 13 18 - 3093921 

 

pWG14.1a Nimb2 DT40 WT 22 7378 *0 0 2 0 12 1 - 172048449 

 

pWG14.2a Nimb2 DT40 WT 21 3566 3 0 6 0 13 2 - 15111955 

 

pWG15.1a Nimb2 DT40 WT 14 2453 3 0 *0 *4 3 15 + 2079463 

 

pWG16.1a Nimb2 DT40 WT 21 2730 0 0 3 0 5 8 + 7931493 

 

                            

pHLE2.1a  L1.3 HeLa-RC An 2947 2 0 1 0 13 5 - 28052433 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (1080 bp) 

pHLE3.8a  L1.3 HeLa-RC An 3009 2 0 0 0 16 9 - 3034971 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (1288 bp) 

pHLE3.11a  L1.3 HeLa-RC An 6046 3 0 1 0 17 7 + 76875115 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (2043 bp) 

pHLE4.2a  L1.3 HeLa-RC An 7212 1 0 3 0 15 8 + 109437894 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (524 bp) 

pHLE4.5a  L1.3 HeLa-RC An 219 0 0 0 0 14 5 - 152282810 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (1959 bp) 

pHLE2.6a  L1.3 HeLa-RC An 4901 2 0 3 0 17 16 + 66873766 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (1332 bp) 

pHLE4.9a  L1.3 HeLa-RC An 2230 3 0 0 0 10 2 - 154790258 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長(4017 bp) 

pHLE5.16a  L1.3 HeLa-RC An 843 3 0 2 0 15 X + 29334865 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (1395 bp) 

pHLE6.19a  L1.3 HeLa-RC An 1220 6 0 0 0 14 11 - 54910101 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (953 bp) 

pHLE7.8a  L1.3 HeLa-RC An 828 5 0 1 0 18 5 - 107821707 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (2017 bp) 

pHLE7.20b  L1.3 HeLa-RC An -204 0 0 0 0 5 5 + 110222597 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (2870 bp) 

pHLE8.12a  L1.3 HeLa-RC An 3554 2 0 3 0 13 11 + 101662258 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (177 bp) 

pHLE8.25a  L1.3 HeLa-RC An 43 4 0 0 0 17 5 - 36306098 5´ 逆位, 5´逆位 LINE 長 (2458 bp) 

LR は、3´末端リピートの長さ（bp）を示す。LR中で表示されている Anは長さ未知のポリ
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A を示す。ILは LINE配列長（bp）を示す。5´ MH は 5´MH の長さ（bp）を示す。 length 

of the 5´ microhomology. 5´ EX は 5´EX の長さ（bp）を示す。 3´ MH は 3´MH の長

さ（bp）を示す。3´ EX は 3´EX の長さ（bp）を示す。TSAのプラスの数字は TSD、ゼロは、

BEJ、マイナスの数字は TST の長さ（bp）を示す。Chr は、LINE 転移が起きた染色体番号、

Direction（+/-）は、LINE 配列の挿入向き、Position は LINE 転移が起きた染色体中の位

置を示す。NDは決定できなかったものを示す。 
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