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緒　言

　DNA 修復機構の一つであるヌクレオチド除去修復機構（nucleotide excision repair: NER）には、ゲノム全体で働く
NER（global genome NER: GG-NER）と転写と共役して働く NER（transcription-coupled NER: TC-NER）の２つの
パスウェイがある。これらは、 DNA 損傷の認識様式は異なるものの、損傷切り出し以降のメカニズムは同一であると
考えられている。ヒトにおいて、先天的に GG-NER に異常を持つ場合、好発がん性の色素性乾皮症（xeroderma
pigmentosum: XP）を発症する事が知られている。一方、TC-NER 欠損性の遺伝性疾患であるコケイン症候群（Cockyne
syndrome: CS）は、早期老化症状や発育異常など全身性の重篤な臨床症状を示すが、発がん性は認められていない。
さらに興味深い事に、患者細胞レベルでは CS と同様に TC-NER が完全に欠損しているにも関わらず、臨床所見では
早期老化症状や発がん性などの重篤な症状は一切示さず、軽微な皮膚症状（日光過敏やしみ･そばかす等）のみが認め
られる紫外線高感受性症候群（UV-sensitive syndrome: UVSS）が知られている。このように、NER という共通した
DNA 修復機構の異常が原因である遺伝性疾患において、その臨床症状が全く異なる理由については未だに解明されて
いない。
　研究代表者らは、UVSS の新規責任遺伝子として UVSSA を同定し、報告した１）。この新規責任遺伝子 UVSSA は、
CS と UVSS の食違う臨床所見の原因を解明する鍵になると考えられ、現在も機能解析を進めている。しかし、UVSSA
だけでは説明できない現象があり、他の同定されていない新たな NER 関連因子、あるいは既知の遺伝子であっても認
識されていない新規機能があると考えられる。実際に著者らは、NER 因子である XPF が DNA 鎖間架橋（interstrand
crosslinks: ICL）の修復にも関与している事を確認した症例について報告した２）。通常 ICL の修復異常はファンコーニ
貧血（Fanconi anemia: FA）を発症するが、我々は XP/CS/FA 合併症を発症した患者を解析した結果、それまで XP
の責任遺伝子として知られていた XPF 遺伝子に同定された変異が、XP だけでなく CS および FA の臨床症状も引き起
こす原因となる事を明らかにした。通常、DNA 修復機構･損傷応答関連因子を調査する研究では、特定の修復機構に
着目して進められる事が多く、横断的な解析は少ない。しかし、上述のように、ある因子が複数の DNA 修復機構にま
たがって機能している事例もあることから、調査する修復機構を狭く限定せず、より広範に探査する必要があると考え
られる。
　著者らは、これまでの研究において、NER による修復活性を効率よく評価する技術を確立している他３,４）、DNA 二
重鎖切断（double-strand break: DSB）修復、ICL 修復活性を簡便に評価するシステム５）も構築している。また、これ
らの技術と次世代シークエンサーを使用した exome 解析を組み合わせて利用する事により、複数の新規疾患責任遺伝
子変異の同定に成功している１,２,６-８）。これらのシステムを活かし、これまでに収集･蓄積した責任遺伝子未知の DNA
修復機構欠損性疾患疑い症例を対象として、幅広い視点での新規疾患責任遺伝子変異の大規模探索、および既知遺伝子
の新規機能調査を実施し、DNA 修復･損傷応答メカニズムを詳細に理解する事を目指した。

方　法

　XP、CS、UVSS などの NER 欠損性疾患、ゼッケル症候群、LIG ４（ligase Ⅳ）症候群等の DNA 損傷応答異常性疾
患が疑われるものの、その責任遺伝子変異が未同定である検体を収集した。これらの症例のうち、NER の欠損が疑わ
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れる検体に関しては、TC-NER の活性を調査する RNA 合成回復試験（recovery of RNA synthesis: RRS Assay）及
び、GG-NER の活性を調査する不定期 DNA 合成試験（unscheduled DNA synthesis: UDS Assay）を実施した。DNA
二重鎖切断（DSB）修復の欠損が疑われる症例に関しては、DSB 修復に関わる因子を時系列に観察する事で、修復の
キネティクスを調査し、異常の有無を評価した。これらの解析の結果、DNA 修復機構に欠損が認められた場合には、
ウイルス相補性試験にてその責任遺伝子の同定を試みた。ウイルス相補性試験とは、既知の修復関連遺伝子を組み込ん
だレンチウイルスを、修復が欠損した患者細胞に感染させ、特定の遺伝子を強制発現させることにより修復活性が回復
するかを調べる方法である。これにより既知の遺伝子が責任遺伝子であるかどうかを調査した。既知の遺伝子で相補
した場合には、サンガーシークエンシングにより責任変異の特定を実施した。同定された変異が新規である場合には、
変異解析により、臨床症状と責任遺伝子変異との関係を分子生物学的に明らかにし、既知遺伝子の新規機能の可能性を
探った。既知の遺伝子で相補しなかった場合には、新規責任遺伝子の変異が原因であると考えられるため、次世代ゲノ
ム解析によりその責任遺伝子変異を探索した。同定した新規疾患責任遺伝子変異に関しては、詳細な機能解析（細胞生
物学/分子生物学/生化学的解析やモデルマウス作製等）を実施し、DNA 修復機構における働きの解明に取り組んだ

（図 1）。

図 1． 研究の方法と概略
　

結　果

　UDS Assay 及び RRS Assay によって、NER の欠損が認められた症例に関して、ウイルス相補性試験を実施したと
ころ、XP-A 群、XP-C 群、XP-D 群、XP-G 群である XP 症例と、CS-B 群である CS 症例がそれぞれ確定した。サンガ
ーシークエンシングの結果、一部既知の遺伝子上に新規の変異を持つ症例が同定されており、現在、疾患発症との関連
を調査中である。また、RRS Assay により TC-NER に部分的な欠損が見られた症例で、ウイルス相補性試験でいずれ
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の既知遺伝子の導入でも修復活性の相補が見られなかった検体について、次世代ゲノム解析を実施したところ、新規遺
伝子（Gene X）上に疾患原因変異が同定された。ウエスタンブロット法により、本遺伝子産物（Protein X）の発現量
を確認したところ、患者細胞において顕著な低下が確認された（図 2）。さらに、Protein X が相互作用すると考えられ
る因子（Protein Y）の低下も確認された。現在、Protein X と相互作用する他の因子を質量分析法により探索中である
他、Protein X の精製を進め、in vitro での修復機構の再現を試みる事で、生化学的に DNA 修復時の機能を明らかにし
たいと考えている。さらに、Gene X 欠損/変異モデルマウスを作製しており、本遺伝子の機能異常がもたらす病態に
ついて詳細に検討を進めているところである。

図 2． ウエスタンブロット法による Protein X の発現量調査
　

考　察

　本研究によって同定された新たな DNA 修復関連遺伝子の機能解明が進む事で、DNA 修復機構の理解が進むだけで
なく、今後の関連疾患の診断にも大きく貢献する事になると考えられる。さらに、Gene X の他にも、複数の症例にお
いて、次世代ゲノム解析の結果、疾患発症原因と考えられる遺伝子変異が多数検出されてきている。これらの変異解析
と遺伝子機能についても、順次解析を進める予定であり、これらにより DNA 修復機構の新たな一面が明らかになって
いくと期待される。
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