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研究成果の概要（和文）：　コケイン症候群が疑われたが疾患原因が不明であった症例の解析から、放射線二重
鎖切断修復機構の1つである非相同末端結合 (NHEJ)が欠損した疾患として、新たにXRCC4症候群を定義した。同
じNHEJ欠損性疾患のLIG4症候群の症例では免疫不全が認められるが、本研究で対象としたXRCC4症候群の患者で
は認められない。この原因を明らかにするため、変異型XRCC4の機能解析、患者由来細胞でのV(D)J組換えやクラ
ススイッチ反応の調査を行った。さらに、より詳細な病態の解明を目指して疾患モデルマウスの作製を実施し
た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed an uncharacterised Cockayne syndrome like patient with normal 
NER (nucleotide excision repair) activity. We performed next-generation exome sequencing and 
identified pathogenic mutations in the XRCC4 gene, which encodes a non-homologous end joining (NHEJ)
 protein required for the ligation process. Our XRCC4 syndrome patient retained normal immune 
response, although LIG4 syndrome patients usually display immunodeficiency. Fibroblast cell lines 
derived from the XRCC4 and LIG4 patients showed significant radiation sensitivity. We performed 
plasmid-based V(D)J recombination assays for the XRCC4 patient cell lines. We are currently 
establishing model mice to further study molecular pathogeneses of XRCC4 syndrome.

研究分野： DNA修復学、人類遺伝学
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１．研究開始当初の背景	
	 これまで研究代表者らは、遺伝性が疑われ
る小頭症や発育異常を示す症例の収集を実
施し、その疾患責任遺伝子変異の同定を試み
てきた。コケイン症候群も解析対象疾患の 1
つであり、小頭症、発育異常の他、早期老化
様症状、日光過敏、特徴的な顔貌などを示す。
コケイン症候群は、ヌクレオチド除去修復機
構	(NER)のサブパスウェイの 1つである、転
写共役NER	(TC-NER)の先天的な欠損によって
発症する。	
	 コケイン症候群が疑われるものの、疾患原
因が不明であった 1 症例を解析したところ、
TC-NER は正常であり、コケイン症候群とは別
の疾患であることが示唆された。そこで、次
世代ゲノム解析	(全エキソーム解析)を実施
したところ、放射線二重鎖切断	(DSB)修復の
1 つである非相同末端結合	(NHEJ)に関与す
る XRCC4 遺伝子上に疾患原因変異	(p.R225*	
/	p.D254fs*68)が同定され、新たな疾患であ
ることが示唆された	(N-of-1)。両親の gDNA
にて XRCC4 の塩基配列を確認したところ、そ
れぞれの片アリルに、患者で同定された各変
異が 1つずつ認められた。また、患者由来細
胞にて、γH2AXを指標として放射線照射後の
DSB の発生・消失のカイネティクスを調べた
ところ、健常人由来細胞と比べて損傷が長期
間残留することが確認された。一方、レンチ
ウイルスを用いて、患者由来細胞に野生型
XRCC4 を発現させたところ、放射線照射後の
γH2AX のカイネティクスが正常に戻ること
が確認された。	
	
２．研究の目的	
	 新規疾患としてXRCC4症候群を確定したこ
とから	(N-of-2)、本患者にて同定された疾
患原因変異の解析と病態の理解を目的とし
た。先天的な NHEJ の欠損は、DSB 修復活性の
低下による放射線感受性だけでなく、V(D)J
組み換え/クラススイッチ反応の異常からく
る免疫不全を呈すると予想される。NHEJ 関連
因子で XRCC4 と複合体を形成する LIG4 の先
天的な欠損により発症するLIG4症候群では、
放射線感受性と免疫不全がともに認められ
る。ところが、XRCC4 上に変異を同定した本
患者では免疫系の異常は認められていない。
そこで、XRCC4 の変異機能解析と XRCC4 症候
群の病態解明、特に NHEJ が欠損しているに
も関わらず免疫不全を示さない原因を明ら
かにすることを目指した。	
	
３．研究の方法	
	 患者由来細胞での変異型XRCC4の発現につ
いてより詳細に調査したほか、変異型 XRCC4
が他の NHEJ 関連因子へ及ぼす影響について
細胞レベルで調査を実施した。患者由来細胞
での他の NHEJ 関連因子の発現量・安定性を
確認した他、野生型 XRCC4 と変異型 XRCC4 と
で相互作用が変化する因子について免疫沈
降法等を用いて観察した。また、NHEJ に関連

する因子および野生型/変異型 XRCC4 のリコ
ンビナント蛋白質を精製し、in	vitro にてラ
イゲーション活性の評価を実施した。また、
本 XRCC4 症候群患者で見つかった変異型
XRCC4 の存在下で、V(D)J 組換え頻度や連結
部位の配列形状がどのような影響を受ける
かなど、詳細な調査を行った。平行して、
XRCC4 症候群の病態解明のため追加の症例探
索を進めた。当研究室では、本患者以外にも
コケイン症候群様の病態を示すが、NER 活性
が正常かつ原因不明の症例を数十例保有し
ていたことから、これらの症例について、γ
H2AXを指標とした放射線応答の調査とXRCC4
の変異探索を行った。さらに、国内外より同
様の症状を示す症例を多数収集し、NER 活性
及びγH2AXを指標としたDSB修復応答のスク
リーニングを実施した。スクリーニングの結
果、NHEJ 欠損が疑われた症例について、ウイ
ルス相補性試験にてXRCC4が疾患原因である
かを確認した。既知の関連因子の異常が疾患
原因ではない可能性が高まった場合には、次
世代ゲノム解析	(全エキソーム解析)にて、
疾患原因変異の同定を試みた。これらにより
追加の XRCC4 症候群あるいは新規の NHEJ 欠
損性症例の探索を実施した。さらに、個体レ
ベルでの詳細な病態解明を実現するため、
XRCC4 症候群の疾患モデルマウス作製を試み
た。	
	
４．研究成果	
	 患者由来細胞でのXRCC4蛋白質の発現につ
いて、詳細に確認したところ、野生型蛋白質
の発現はほとんど認められなかったが、
XRCC4	p.D254fs*68 変異産物が僅かに発現し
ていることが確認された。XRCC4	p.D254fs*68
は Nonsense-mediated	mRNA	decay	(NMD)を免
れ、変異部位以降に正常とは異なる 68 アミ
ノ酸が連結した全長 322 アミノ酸のC末変異
型XRCC4蛋白質を発現していると考えられた。
XRCC4 の発現は通常、核内で認められるが、
患者由来細胞の解析から、このフレームシフ
ト変異型XRCC4は細胞質に局在することが判
明した。XRCC4 欠損細胞での変異型 XRCC4 の
強制発現によっても同様の結果を得た。さら
に、変異型 XRCC4 の大部分はプロテアソーム
によって分解されていることが明らかとな
った。	
	 変異型XRCC4が僅かに発現していることが
判明したことから、変異型 XRCC4 が NHEJ 関
連因子に与える影響について調査を進めた
ところ、変異型 XRCC4 と XLF との相互作用が
弱まっていること、患者由来細胞では XRCC4
だけでなく、LIG4 の発現も低下していること
等が明らかになった。また、蛍光標識した DNA
断片と、精製した野生型 XRCC4 あるいは変異
型 XRCC4 と関連因子	(XLF、LIG4)を用いて、
in	vitro にて、ライゲーション活性の比較検
討を行った。しかし、野生型 XRCC4 と変異型
XRCC4 のライゲーション活性に差は認められ
なかった。これらのことから、本 XRCC4 症候



群では、XRCC4 の発現量低下により LIG4 が不
安定化し、LIG4の発現量も低下することで疾
患を発症していると考えられた。	
	 次に、XRCC4 症候群患者で免疫系の異常が
見られない原因を明らかにするため、患者由
来細胞で欠損している NHEJ に関して、詳細
に調査した。患者由来細胞にて NHEJ のサブ
パスウェイごとの活性について調べた結果、
Alt-NHEJ	(alternative	NHEJ)への影響はほ
とんど見られず、C-NHEJ	(classical	NHEJ)
の活性が低下していることが示唆された。ま
た、患者由来細胞での V(D)J 組換え/クラス
スイッチ反応について調査するため、患者由
来細胞中でプラスミドを用いてV(D)J組換え
反応を再現し、結合部位の配列を明らかにす
る解析や、クラススイッチ反応による結合部
位の配列形状を調査する解析等を実施した
が、免疫不全につながると考えられる異常な
応答反応・配列形状は認められなかった。	
	 XRCC4 症候群の病態についてより多くの情
報を得るため、また細胞レベルの解析対象を
増やすため、追加の症例収集を継続的に行っ
た。しかし研究期間中には、既存症例および
新規収集症例いずれからも新たなXRCC4症候
群の症例を得ることはできなかった。他方、
新規収集症例の中で、本 XRCC4 症候群と同様
にコケイン症候群を疑われたものの疾患原
因不明であった症例の解析から、未知の遺伝
子上に疾患原因変異候補を検出した。本遺伝
子は機能未知であったが、細胞レベルの解析
からDSB修復への関与の可能性が示唆された
こと、また XRCC4 症候群と病態が類似するこ
とから、XRCC4 との関連を疑ったが、現在ま
でに両者を繋ぐ直接的な証拠は得られてい
ない。ヒトの症例収集と平行して、XRCC4 症
候群のモデル動物を作製・解析することで、
直接的な個体の病態解明を目指した。ヒト疾
患型 XRCC4 変異マウスの作製に取り組み、そ
の樹立に成功した。XRCC4 ノックアウトマウ
スは胎生致死であるとの報告があることか
ら、我々の樹立したヒト疾患型マウスは、今
回の研究対象の XRCC4 症候群患者と同様に、
微量の XRCC4 蛋白質/変異型 XRCC4 蛋白質を
発現していると考えられるが、詳細な解析は
これからである。本マウスの病態解析を実施
することで、放射線感受性	(NHEJ 修復機構)
と免疫不全	(V(D)J 組換え/クラススイッチ
反応)との関係性について、新たな見解が得
られると期待される。加えて、本モデルマウ
スは、XRCC4 症候群にて見られる小頭症や発
育異常、神経変性など他の症状を発症するメ
カニズムの解明にも貢献すると期待され、引
き続き解析を進めたいと考えている。	
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