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研究成果の概要（和文）：DNA損傷応答システムの破綻によって、様々な病態を示す遺伝性疾患を発症すること
が知られている。昨今の大規模ゲノム解析研究から、健常人のゲノムにも数多くの機能変化を生じうる遺伝子変
異が多数存在することが明らかになってきた。全エキソーム解析を行ったとしても、疾患原因遺伝子変異の絞り
込みが困難なため、確定診断に至るのは30%程度といわれており、疾患原因因子の同定のための新たな探索技術
の開発が喫緊の課題である。本研究では、ゲノム解析結果とプロテオーム解析データを統合することで、全エキ
ソーム解析のみでは同定に至らなかった症例から、イントロン深部の新規RNASEH2B変異を同定した。

研究成果の概要（英文）：DNA damage response is prerequisite for the maintenance of genomic 
stability. Mutations in genes encoding many components of DNA damage response can result in a number
 of genetic disorders. Recent extensive studies using NGS analysis identify pathogenic mutations in 
patients with genomic instability. Because the average healthy person has dozens of genetic variants
 predicted to severely disrupt protein-coding genes, known as loss-of-function variants, and WES is 
not able to detect chromosomal translocations, large chromosomal deletions and non-canonical 
splicing mutations, it is difficult to narrow down and identify pathogenic mutations from patients 
with extremely rare genetic diseases using only NGS technologies. Using deep proteome analysis, we 
found the novel disease-causing mutation in the RNASEH2B gene from the patient with microcephaly, 
cerebral atrophy, and basal ganglia calcification, who was undiagnosed using a WES analysis. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： DNA損傷応答システム　ゲノム不安定性　遺伝性疾患　プロテオーム解析　疾患ゲノム解析　マルチオミ
クス解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、全エキソーム解析のみでは疾患発症因子の同定に至らなかった症例について、プロテオーム解析を
実施することで、原因因子を特定することが可能となった。全エキソーム解析に加えて、全ゲノム解析、RNAシ
ーケンス解析、本研究で実施したプロテオーム解析を組み合わせた、マルチオミクス解析を実施することによ
り、診断率の向上ならびに未診断遺伝性疾患の病態解明へと繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
DNA 損傷応答システムの破綻により、Fanconi 貧血、Seckel 症候群、Cockayne 症候群、色素性
乾皮症、Werner 症候群、毛細血管拡張性運動失調症など、多様な病態を示す遺伝性疾患を発症
することが知られている (発症頻度は数万〜100 万人に 1 人程度)。これら疾患発症に関連する
遺伝子は、現在までに少なくとも数十個以上が同定されているが、いまだに疾患発症の責任遺伝
子変異が見つかっていないが、強く遺伝性疾患が疑われる患者が多数存在するのが現状である。 
 昨今の大規模ゲノム解析研究の成果から、健常人においても遺伝子変異/バリアントが無数に
存在し、このうち、蛋白質の機能変化を生じる可能性のあるアミノ酸置換を伴うホモ接合/複合
ヘテロ接合変異が、1個人のゲノムあたり数十個程度存在することが明らかとなってきた。この
ため、発症頻度が極めて低い遺伝性疾患 (数万〜100 万人に 1 人程度)の弧発例で、ゲノム解析
データのみを用いて、過去に報告の無い疾患発症原因となる遺伝子変異を絞り込むことは極め
て困難である。事実、希少遺伝性疾患患者とその近親者のトリオ全エキソーム解析を行ったとし
ても、確定診断に至るのはおよそ 30%程度といわれている。また、遺伝子発現はゲノム解析のみ
では予想が困難な、イントロン深部 (エキソンーイントロン境界から離れた部位)のスプライシ
ング配列や、DNA のメチル化/ヒストンの翻訳後修飾などのエピジェネティックな変化、染色体
の核内三次元配置などにより高度に制御されている。このため、従来のゲノム解析のみでは責任
因子の同定に至らなかった希少遺伝性疾患の症例が数多く残されており、これらの疾患発症要
因を特定するための新たな解析アプローチが必要とされている。 
 
２．研究の目的 
従来は、遺伝性疾患の原因因子を同定するために『ゲノム DNA 上の変異を探す』という手法が
広く用いられてきた。本研究の目的は、ゲノム DNA を設計図として作られた『蛋白質の発現量』
を網羅的に調べ、DNA配列情報と蛋白質発現情報を統合解析した結果から、DNA 損傷応答システ
ムの破綻によって生じた遺伝性疾患の発症原因を特定することである。 
 
３．研究の方法 
サンプル調整と質量分析測定 
JCRB 細胞バンクより購入したヒト健常人由来の不死化細胞ならびに患者末梢血から Epstein-
Barr virusにより不死化した細胞から、全蛋白質を抽出した。抽出蛋白質はfilter-aided sample 
preparation (FASP)法によりトリプシン・リシルエンドペプチダーゼ分解ならびにペプチド精
製を行った (Wiśniewski et al., 2009)。精製ペプチドは、高 pH 逆相クロマトグラフィーによ
り分画した後に、それぞれの分画を低 pH 溶媒を用いたナノフロー逆相高速液体クロマトグラフ
ィーにより分離してから精密質量分析装置 (Q Exactive Orbitrap mass spectrometer, Thermo 
Fisher Scientific)を用いて、マススペクトラムを取得した。 
プロテオーム解析 
Rawデータは MaxQuantを用いてラベルフリー定量解析を行い (Cox et al., 2011)、得られた
ラベルフリー定量値は Perseusを用いて統計解析を実施した (Tyanova et al., 2016)。  
 
４．研究成果 
胎児期からの発育不全、小頭症、大脳基底核と脳室
周囲の石灰化、多発関節脱臼、血球減少 (血小板減
少、貧血)、両側難聴などが見られた症例の解析を実
施した。TORCH症候群は陰性であったが、両親が近親
婚で、3人の子どもが全員死産であったことから、劣
性遺伝性疾患であることが予想され、当初はゼッケ
ル症候群疑いと診断されていた。患者とその両親の
トリオ全エキソーム解析を行ったが、既知の病的変
異は見つからず、候補因子を絞り込むことはできな
かった。   
そこで、健常人ならびに患者由来の不死化血球系細
胞から全蛋白質を回収し、トリプシン・リシルエンド
ペプチダーゼを用いて分解した後、高 pH 逆相クロマ
トグラフィーにより分画したペプチドに対して、精
密質量分析装置を用いたショットガンプロテオーム
解析を行った (図 1)。 
およそ 7000 個の同定することができた蛋白質の中から (図 2)、健常人と比較して患者細胞特
異的に発現量が低下したものを 58個に絞り込んだ後に (P<0.05, Difference<-3)、DAVID なら
びに STRINGを用いた遺伝子オントロジー解析を実施した (Huang et al., 2009, Szklarczyk 
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図1: 患者細胞のプロテオーム解析



 

 

et al., 2021)。その結果、DNA:RNAハイブリッド中の
RNA の分解に関与することが知られている RNASEH2 複
合体が、疾患原因因子の候補として得られた。ウエスタ
ンブロット法にて、健常人と比較して、患者細胞では
RNASEH2複合体の構成因子である RNASEH2A、RNASEH2B、
RNASEH2C の発現量が著しく低下していること、定量的
逆転写 PCR 法により、患者細胞では RNASEH2B の mRNA
量が低下していることを明らかにした。 
RNASEH2B は Aicardi-Goutières 症候群の疾患関連遺
伝子である。Aicardi-Goutières症候群は、早期発症型
の脳症で、頭蓋内石灰化病変と幼少期からの慢性的な
髄液内 I 型インターフェロンの増加、霜焼け様の皮膚
症状を特徴とする遺伝性疾患である。これまでに、7個
の Aicardi-Goutières 症候群の責任遺伝子が報告され
ており、いずれも細胞内の核酸代謝に関与することが知られている。RNASEH2B の分子機能は、
RNASEH2A と RNASEH2C と複合体を形成し、DNA/RNAハイブリッドの分解やゲノム上のリボヌクレ
オチドの除去に関与することで、ゲノムの安定化を維持することである。RNASEH2B の変異によ
って発症する 2 型 Aicardi-Goutières 症候群は、これまでに 100 を超える症例報告があるが、
患者の臨床症状は TREX1 変異で発症する 1 型 Aicardi-Goutières 症候群と比較して、軽度であ
ることが多く、またその発症時期は比較的遅いと言われている (Rice et al., 2007)。また、こ
れまでに RNASEH2複合体を構成する RNASEH2A、RNASEH2B、RNASEH2C の両アリルの機能喪失型変
異は報告されておらず、また、Rnaseh2b 遺伝子のノックアウトマウスは胎生致死であることが
知られている (Reijns et al., 2012)。以上のことから、本疾患の臨床症状が、これまでの 2 型
Aicardi-Goutières 症候群の症例と比較してより重篤である原因が、RNASEH2B の両アリルの機
能喪失型変異のためではないかと考え、さらに詳細な解析を実施することにした。 
上述のように、全エキソーム解析では RNASEH2B 遺伝子コード領域に変異が検出されなかった
ことから、non-canonical なイントロン上の変異によるスプライシング異常が生じている可能性
を検討するため、全ゲノム解析を実施した。その結果、RNASEH2B遺伝子の exon 6の上流、およ
そ 1 kb付近に既存のデータベースには載っていない機能未知の変異を同定した。次に、患者細
胞より cDNA を回収し、当該変異を挟むようにいくつかのプライマーをセットし PCRを行った結
果、健常人とは異なったサイズの
PCR 産物が得られた (図 3) 。こ
の PCR 産物をダイレクトシーケ
ンス法により解析した結果、exon 
6の上流、およそ 1 kb付近で、
全ゲノム解析により同定した変
異に伴い、新たなスプライシング
供与部位が生じたことが明らか
になった。 
 次に、2 型 Aicardi-Goutières
症候群の典型例の細胞と当該患
者由来細胞の RNASEH2 複合体の
リボヌクレアーゼ活性に違いがあるかを検討した。RNASEH2複合体の DNA/RNAハイブリッド分解
活性を測定するため、片側 1塩基を RNA に置換した DNA/RNAハイブリッド２本鎖に、FITC とク
エンチャーとして DABCYLを付加したものを合成し、細胞より抽出した蛋白質と混合した後に、
リボヌクレアーゼ活性を測定した (Reijns et al., 2012)。その結果、当該患者由来の細胞で
は、既知の変異を持った 2 型 Aicardi-Goutières症候群典型例の細胞と比較した場合、よりリボ
ヌクレアーゼ活性が低下していること明らかになった。これらの結果は、当該患者で見つかった
イントロン深部の変異が、これまでに報告されている 2 型 Aicardi-Goutières 症候群で見つか
った変異と比較して、RNASEH2複合体のリボヌクレアーゼ活性により影響を与えることを示唆し
ている。 
 全エキソーム解析のみでは同定に至らなかった症例について、プロテオーム解析を実施した
結果、新規の RNASEH2B変異が原因で発症する重症型の Aicardi-Goutières症候群を同定した。
Rnaseh2bのノックアウトマウスが胎生致死であること (Reijns et al., 2012)、これまでに報
告されている RNASEH2B遺伝子変異により発症した Aicardi-Goutières症候群患者の表現型が比
較的軽度であることから (Rice et al., 2007)、本症例は、胎生期の発達過程において最低限
の RNASEH2複合体のリボヌクレアーゼ活性を残した症例であると考えられる。 
また、今回のプロテオーム解析では、遺伝子変異が生じている RNASEH2Bの蛋白質発現量の低下
のみならず、RNASEH2Bと複合体を形成する RNASEH2A と RNASEH2C の蛋白質発現量の低下を検出
した。DNA 損傷応答システムの異常が原因で発症する疾患では、蛋白質発現量の低下を伴う両ア
リルの機能喪失型変異が多いことが知られている。プロテオーム解析を実施することで、ゲノム
解析のみでは同定に至らなかった症例について、疾患原因因子と複合体を構成する蛋白質発現
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図2: プロテオーム解析により得られた
患者細胞の蛋白質発現プロファイル

図3: 患者細胞でのRNASEH2Bイントロン深部
の変異により生じた異常な転写産物
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量の低下を検出することが可能となり、責任遺伝子変異の同定率の向上に繋がることが期待さ
れる。 
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 ４．発表年

 ４．発表年

VPS35Lの両アレルにおける機能喪失型バリアントは 3C/Ritscher-Schinzel 症候群に類似の先天異 常症候群の原因となる

希少未診断疾患におけるゲノム解析およびデータ評価パイプラインの構築
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Alterations in RNA polymerase IIo ubiquitination cause Cockayne syndrome-like premature aging phenotype in mice due to TC-
NER defect.
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DNA損傷依存的なRNAポリメラーゼのユビキチン化修飾の異常はDNA修復経路の欠損マウスで老化表現型を示す.

ゲノム不安定性を示す遺伝性疾患の分子病態.
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