
名古屋大学・環境医学研究所・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(B)（一般）

2019～2017

DNA二本鎖切断修復機構に関与する機能未知の小頭症新規責任因子の分子機能解析

DNA double strand break repair factors mutated in a new syndrome with 
microcephaly

００５３３９０２研究者番号：

中沢　由華（NAKAZAWA, Yuka）

研究期間：

１７Ｈ０１８７７

年 月 日現在  ２   ６   ８

円    13,700,000

研究成果の概要（和文）：　我々は、DNA修復機構の障害により発症する遺伝性疾患のうち、共通する病態の1つ
である小頭症に着目して既存症例の解析を行った結果、いくつかの疾患原因遺伝子変異の同定に至った。疾患モ
デルマウスを作製して解析を行っても、期待された表現型を示さないことが多いため、DNA損傷負荷をかけるた
めに2重変異マウスを作製して解析を進めた。この結果、小頭症や神経変性を発症するメカニズムとして、DNA損
傷により転写が阻害される事が原因であるとの新たな知見を得た。RNAポリメラーゼはDNA損傷箇所で停止すると
ユビキチン化修飾を受けるが、これが障害されることで、コケイン症候群やその関連疾患を発症すると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we have focused on microcephaly as a commonly observed 
clinical feature of DNA repair deficiency disorders. We have identified several new pathogenic 
variants in DNA repair genes from microcephaly cases and tried to elucidate their molecular 
pathogenesis. We have generated mice with mutations in those newly determined genes; however, we 
often experienced lack of expected phenotypes. This is partly due to greater tolerance to DNA 
damages in mice; we decided to cross the animals with other mice with deficiency in different DNA 
repair processes so that overload DNA damage to elicit a phenotype. From this approach, we found 
that microcephaly and some types of neurodegeneration diseases can be explained by prolonged arrest 
of RNA polymerases at DNA damage sites during transcription. DNA damage stalled RNA polymerases are 
ubiquitinated to facilitate DNA repair; when this process is compromised, various neurodegenerative 
phenotypes, as shown in Cockayne syndrome, come up.

研究分野： DNA修復、分子生物学、人類遺伝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
DNA 損傷応答・DNA 修復機構の先天的な異常により、ゲノムが不安定化することで発症する様々な遺伝性疾患が
知られている。これらの疾患では小頭症を示す症例が多く、鑑別診断が重要である。今回、収集した症例のゲノ
ム解析などから、いくつかのDNA修復機構に新規の疾患原因変異を同定した。モデルマウスの解析から、コケイ
ン症候群などで観察される小頭症と神経変性を説明可能な転写と共役したDNA修復機構の分子メカニズムの詳細
が明らかにされた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 DNA 損傷応答・DNA 修復機構の先天異常により、ゲノムが不安定化することで発症する様々な
遺伝性疾患が知られている。日本で有病率が高く、皮膚がんを好発する色素性乾皮症も、紫外線
により生じた光DNA損傷を修復する、ヌクレオチド除去修復機構 (nucleotide excision repair: 
NER)に関与する遺伝子の機能喪失により発症する疾患の 1つである。我々は、DNA 損傷応答・DNA 
修復機構が欠損していると考えられる疾患で、特徴的に観察される、好発がん性・発育異常・早
期老化・神経変性・小頭症などの身体表現型を指標として、国内及び海外から症例を収集して疾
患原因遺伝子変異の決定 (遺伝子診断)を行いながら、新規の DNA 修復関連遺伝子の探索を進め
てきた。研究開始時までに、我々の研究グループでは 7つの新規遺伝子変異を同定して、報告し
てきた。本研究では、病態として好発する小頭症に着目して症例解析を行い、新たな疾患原因変
異の特定や分子病態の解明を目指した研究を実施する。 
 
 
２．研究の目的 
 
 DNA 損傷応答・DNA 修復機構の破綻により発症する、遺伝性疾患の症例を共同研究により国内
外より収集する。これらを病態により分類してゲノム解析等を行う事で、疾患原因となる遺伝子
変異を特定する。研究期間を通して、新規の DNA 修復関連遺伝子の探索を進めると同時に、新た
に同定された変異や関係する遺伝子機能の解析を行う。本研究では特に、DNA 修復機構の欠損に
より頻繁に観察される病態の一つである小頭症に着目して症例集取・原因探索を行い、内在性の
DNA 損傷が未修復である結果、様々な神経変性などを発症する分子病態の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 小頭症家系の症例から同定された、新規の DNA 二重鎖切断修復に関与する遺伝子 X の機能
解析: 
 蛋白質 X が関与する DNA 損傷応答シグナル伝達経路の調査を実施する。既知の DNA 修復関連
遺伝子について、蛋白質 Xの DNA 損傷部位への局在化に関与するかを遺伝子編集細胞 (DNA 修復
に関係する遺伝子を CRISPR/Cas9 法で欠損させた細胞を作製する)を用いて検討する。また、蛋
白質 Xとユビキチン鎖との相互作用を調査するため、組換え蛋白質 Xを用いて、ユビキチンとの
結合実験を行う。蛋白質 Xの相互作用因子を探索するために、安定同位体アミノ酸ラベル/質量
分析法 (SILAC-MS)によりスクリーニングを実施する。これらと平行して、疾患モデルマウスの
作製を試みる。 
 
(2) 転写領域に存在する DNA 損傷箇所で停止した RNA ポリメラーゼのユビキチン化修飾の異常
により小頭症が発症する際の分子病態の詳細解析: 
 コケイン症候群は、転写領域に生じた DNA 損傷を修復する分子メカニズムである転写共役 DNA
修復機構 (transcription-coupled nucleotide excision repair: TC-NER)の異常により発症す
ることが知られているが、その詳細な分子病態は不明である。様々な内在性の DNA 損傷が転写領
域に生じると考えられるが、TC-NER のどの分子機能が障害されると小頭症を発症するのか、以
下により調査する。① RNA ポリメラーゼユビキチン化サイトの特定: 質量分析法により DNA 損
傷処理後に誘導される RNA ポリメラーゼ最大サブユニットである RPB1 のユビキチン化修飾部位
を決定する。② RNA ポリメラーゼユビキチン化部位変異体の作製: CRISPR/Cas9 ゲノム編集法
により、RBP1 アミノ酸変異体を作製し、DNA 損傷応答を解析する。③ 特定のアミノ酸置換変異
体を有するマウスを作製し病態解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 (1) 新規の DNA 二重鎖切断修復に関与する遺伝子 Xの機能解析: 
 DNA 修復に関与する新規の小頭症原因遺伝子 X の遺伝子欠損マウスは、胎生致死であったた
め、ヒト疾患原因アミノ酸置換変異を導入した遺伝子改変マウスの作製に取り組み、これに成功
した。本 X遺伝子アミノ酸置換変異マウスはメンデル則に従い正常に出生し、生後 18 ヶ月を経
ても顕著な表現型を示さなかった。マウスでは DNA 修復活性が亢進しており、ヒトと比較して内
因性・外来の DNA 損傷に対して抵抗性を示すと考えられ、事実、コケイン症候群のモデルマウス
である Csa ないしは Csb 遺伝子欠損マウスも目立った表現型を示さない。そこで、内在性の DNA
損傷をオーバーロードすることで、DNA 修復機構に高負荷を掛けることで期待する表現型が現れ
るかどうか検証を進めている。 
 また、精密質量分析法を用いて蛋白質 Xの相互作用因子の探索を行い、併せて既知の相互作用
因子の検討を行ったところ、DNA 修復経路とは異なる因子と複合体を形成することなどが判明し



た。このため本蛋白質 Xについては、少なくとも 2つの機能を有しており、小頭症の発症にどち
らの機能喪失が関与しているかのさらなる評価が必要であることが明らかになった。 
 蛋白質 X の DNA 損傷応答シグナル伝達への関与について調査を進めるため、研究代表者らが
保有していた疾患症例で、本研究対象疾患と同様の小頭症を示すが疾患原因が不明である検体
について、網羅的なゲノム解析を実施したが、新たに遺伝子 Xに変異を有する症例は同定されな
かった。しかしながら、このスクリーニングの結果、小頭症を発症するいくつかの新規の疾患原
因遺伝子変異が同定された。 
 小頭症の原因として新たに同定された遺伝子を含め、病態解析を行うための疾患モデルマウ
スの開発を継続して実施している。 
 
(2) RNA ポリメラーゼのユビキチン化修飾の異常により発症する小頭症の分子病態解明: 
 コケイン症候群では TC-NER が欠損しているが、このことが必ずしも小頭症の原因であるとは
考えにくい。これは、他の TC-NER が欠損する疾患のうち小頭症を示さない症候群が存在するた
めであるが、例えば色素性乾皮症 A群 (XP-A)では TC-NER のほか全ゲノム修復 (global genome 
repair: GGR)も欠損しており、NER は完全に機能していないにも関わらず、患者は小頭症やコケ
イン症候群に見られる全身性の病態の多くは観察されない。さらに、紫外線高感受性症候群 (UV 
sensitive syndrome: UVSS)のうち、UVSSA 因子の欠損で発症する症例は、同様に TC-NER は完全
欠損しているにもかかわらず、皮膚に限局した病態のみを示す。これらのことから、コケイン症
候群で見られる小頭症は、TC-NER の欠損ではなく、他の分子機構の異常により生じていると考
えられる。このうち有力なモデルの一つが、DNA 損傷箇所で停止した RNA ポリメラーゼの解消が
阻害される事でアポトーシスが誘導されるというもので、UVSSA 遺伝子が欠損した UVSS 細胞で
は、DNA 損傷後に急速に RNA ポリメラーゼの分解が起こるが、コケイン症候群の細胞ではこれが
見られないことなどにより提唱されている。RNA ポリメラーゼの分解はユビキチン化修飾により
生じると考えられたため、本修飾部位の特定を試みた。DNA 損傷処理後に RNA ポリメラーゼ II
の最大サブユニットを精製し、精密質量分析法によりいくつかのリジン残基のユビキチン化を
同定した。さらに、これらのリジンをアルギニンに置換した変異体を作製し、ユビキチン化修飾
や細胞のDNA損傷に対する感受性などを調査した結果、Lys1268位をアルギニンに置換したRPB1-
K1268R 変異体では、DNA 損傷処理後のユビキチン化修飾が消失し、細胞は TC-NER 欠損と紫外線
感受性を示した。 
 RPB1-Lys1268 部位がユビキチン化により TC-NER を制御する分子機構を詳細に検討するため
に、DNA 損傷処理後に RPB1 を免疫沈降し、相互作用する蛋白質を解析した。TC-NER は、DNA 損
傷をヌクレオチド除去修復機構により切り出すが、この反応は GGR と共通である。これには、基
本転写因子である TFIIH が必要とされるが、DNA 損傷箇所への TFIIH の局在には、CSA/CSB によ
る RNA ポリメラーゼのユビキチン化と UVSSA が必要であった。UVSSA は TFIIH の p62 サブユニッ
トとの相互作用が知られているが、この相互作用部位近傍の UVSSA-Lys414 位はモノユビキチン
化修飾を受ける。本リジン残基をアルギニンに置換した UVSSA-K414R 変異体は、UVSSA 欠失細胞
の TC-NER 欠損表現型を相補することができず、また、TFIIH の DNA 損傷箇所への局在を誘導で
きなかった。これらの結果から、TC-NER 反応は① DNA 損傷箇所で停止した RNA ポリメラーゼ
RPB1 の Lys1268 部位が CSA/CSB によりユビキチン化されることで開始され、続いて② UVSSA が
ユビキチン化された RNA ポリメラーゼに局在し、p62 を介して TFIIH をリクルートし、最終的に
③ UVSSAの Lys414部位がユビキチン化されるとTFIIHの DNA損傷箇所への受け渡しが完了する
とのモデルが得られた。 
 一連の結果から、転写領域に発生した DNA 損傷により RNA ポリメラーゼの停滞が生じた際に
は、RNA ポリメラーゼをユビキチン化することで TC-NER 反応が開始されると結論された。この
プロセスが障害されて DNA 修復が不完全となる場合には、CSA/CSB が正常に作用してユビキチン
化が完了していれば RNA ポリメラーゼは分解されるが、コケイン症候群など RNA ポリメラーゼ
のユビキチン化が行われない場合にはアポトーシスが誘導されると考えられた。これらの反応
を生体内で確認するために、RPB1-K1268R 変異を有するマウスを作製して解析を行った。RPB1-
K1268R を両アリルに持つホモ変異マウスは、メンデル則に従い正常に発生し、観察期間 (24 か
月)を通して目立った表現型を示さなかった。これは、先の遺伝子 X変異や他の色素性乾皮症、
コケイン症候群モデルマウスと同様である。転写領域に DNA 損傷を過剰に誘発させ、表現型を惹
起するため、RPB1-K1268R マウスと色素性乾皮症 XPA 遺伝子欠損マウスを交配させ二重ホモ変異
マウス (DM マウス)を得た。DM マウスは、メンデル則に従って正常に発生したが、これらのマウ
スは出生時より、個体サイズが小さく、また、極端な寿命の短縮が見られた。これら DM マウス
は、4か月ほどでターミナルフェノタイプを示し、一部の動物では白内障も見られた。また、全
ての DM マウスは、3 か月齢までに、各種の神経症状を示し、特に運動神経の破壊による運動失
調が顕著であった。以上のことから、コケイン症候群などで見られる各種神経系の表現型は、TC-
NER 機能のうち、DNA 損傷箇所で停止している RNA ポリメラーゼを処理する開始反応の阻害によ
り発生していると考えられた。 
 RNA ポリメラーゼの進行を阻害する DNA 損傷は多岐にわたり、また、小頭症を発症する疾患も
多数存在することから、今後、転写阻害の解消と関連した病態に着目した研究を継続する。今回
開発した RPB1-K1268R マウスを様々な DNA 修復欠損マウスと交配させて表現型解析を実施する
ことで、各種 DNA 損傷経路の異常により発症する疾患が、どのような転写障害を起こし、これに



より病態がどのように生じるかの解明を目指す。 
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