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研究成果の概要（和文）：様々な環境要因によってDNAは損傷を受けており、複数の機構によってDNA損傷は修復
されている。転写領域において、RNAポリメラーゼがDNA損傷と遭遇することが修復開始のシグナルになることが
あるが、その詳細なメカニズムについては不明な点が多い。ここで、細胞内におけるDNA損傷とRNAポリメラーゼ
が遭遇しているゲノム上における部位特異的な現象を評価する実験系が無いことが研究上の大きな課題となって
いる。本研究計画では、RNAポリメラーゼによる損傷認識機構を解明すべくDNA損傷に衝突したRNAポリメラーゼ
を評価する新しい実験系の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：Exposure to various environmental factors give rise DNA damage, which is 
repaired by multiple mechanisms. The encounter of DNA damage by RNA polymerase in the transcription 
region initiate DNA repair, but the detailed mechanism remains unclear because of the lack of 
experimental system for evaluating the site-specific phenomenon on the genome where RNA polymerases 
encounter against DNA damage. In this research project, we aim to develop a new experimental system 
for evaluating RNA polymerase that encounter against DNA damage in order to elucidate the damage 
recognition mechanism by RNA polymerase.

研究分野： 転写

キーワード： 転写
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAポリメラーゼによる損傷認識に伴うDNA修復機構（TCR）の破綻は、コケイン症候群（CS）と紫外線高感受性
症候群（UVSS）を来す。CSおよびUVSSともに光線過敏を示すが、CSでは光線過敏以外に認知機能の異常や運動機
能障害等、様々な神経症状を有する。ここで、同じTCR機能の異常を原因とする疾患群で異なる臨床像を示すメ
カニズムについては未解明である。本研究によりTCR機能異常の詳細を明らかにすることが可能となり、CS並び
にUVSSの治療法開発に貢献することが可能となる。

※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 
 
太陽光線中の紫外線は、DNA 損傷を誘発することが知られている。DNA 損傷の蓄積はゲノム不安
定性を増加し発癌の原因となるため、ヌクレオチド除去修復（NER）機構で損傷 DNA は修復され
る。NER は損傷の認識機構の違いによりゲノム全体の損傷を認識する全ゲノム修復（GGR）と、
転写中の RNA ポリメラーゼ II（PolII）が損傷を認識して遺伝子領域だけを修復する転写共役修
復（TCR）とに分けられるが、GGR の分子機構が概ね理解されているのに対し、TCR には不明な点
が多い。 
 
TCR 機構の破綻はコケイン症候群（CS）と紫外線高感受性症候群（UVSS）を来す。CS および UVSS
ともに光線過敏を示すが、CS では光線過敏以外に認知機能の異常や運動機能障害等、様々な神
経症状を有する。ここで、同じ TCR 機能の異常を原因とする疾患群で異なる臨床像を示すメカニ
ズムについては未解明である。これまでに、DNA 損傷後における PolII のユビキチン化および分
解が、健常者、CS、UVSS 由来の線維芽細胞において異なること、UVSS の原因遺伝子産物である
UVSSA が PolII のユビキチン化に関与することが報告されている。このため DNA 損傷後に起きる
PolII のユビキチン化状態が TCR 異常疾患群の病態に深く関与すると考えられている。 
 
ここで DNA 損傷が発生した細胞内では、UVSSA を含む複数の E3 リガーゼ（CS 複合体、BRCA 複合
体、等）によって PolII がポリユビキチン化される。そして DNA 損傷部位で停止した転写伸長中
の PolII はユビキチンシグナルによる分解を受ける、もしくはバックトラッキング（PolII が
DNA 上をスライドして後退すること）を行い、NER 因子が DNA 損傷部位にアクセスできる空間を
創ると考えられている。しかしながら PolII には様々な状態が存在し（転写開始時、伸長中、お
よび停止時）、DNA 損傷後、どの状態の PolII にどの様なポリユビキチン鎖（K48, K63, 他）が
形成されるかは十分に理解されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
これまでの研究では DNA 損傷部位特異的な PolII のユビキチン化を検証できていないため、以
下の学術的問いを解明することが困難であった。 
（1）損傷部停止 PolII は本当にポリユビキチン化しているのか？ 
（2）損傷部停止 PolII は分解されているのか？バックトラッキングしているのか？ 
（3）TCR に関与する未知の因子は存在するか？ 
上記問いの解明に必要な、DNA 損傷部位で停止した PolII を認識・評価する“新しい実験系”の
確立を、本研究の目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
新しい実験系を構築するに当たり、光架橋性オリゴ CNVシリーズⓇ（北海道システムサイエンス）
を使用する。光架橋性オリゴは、長波紫外線（UVA）照射により相補鎖のチミンと共有結合をす
る CNV-X 塩基を含有する。NLSペプチドを付加した光応答性オリゴを細胞内に導入して UVA を照
射することで、ゲノム配列上の任意の場所に DNA架橋を作成でき、転写中の PolII を停止させる
ことが可能となる。この際 NLS にビオチンを付加しておくことで停止した PolII を認識する事
ができる。 
 
光架橋オリゴが DNA 二重鎖に取り込まれやすいように、転写が活性化しているハウスキーピン
グ遺伝子内の鋳型鎖を認識するオリゴを設計する。その際オリゴの 5’末端付近には鋳型鎖のチ
ミンに対応する CNV-X 塩基を配置する。また認識配列は 20nt 長で設計し、NLS を付加する 3’
側はスペーサーとして 10nt長だけ非特異的配列を設け、3’末端はチオール化を施す。このチオ
ール化合成オリゴとマレイミド化 NLSペプチドを混合・架橋させ、Sephadex G-25カラムにて精
製を行い実験に用いる。 
 
合成した NLS 付加オリゴをリポフェクション法にて細胞内に導入するが、ビオチンを標的とし
た蛍光染色にて至適導入条件を決定する。光架橋オリゴを導入した細胞に UVA を照射すること
で部位特異的な DNA 損傷（架橋）を誘導するが、UVA照射後、NLS に付加しているビオチンを標
的としたクロマチン沈降法および定量的 PCR を実施し、ゲノム DNA と合成オリゴとの架橋効率
を検証する。 



 

 

４．研究成果 
 
（1）光架橋オリゴ導入条件の決定： 
条件検討には HeLa細胞を用いた。リポフェクション法によって導入する光架橋オリゴの濃度、
および導入後のオリゴの細胞内局在を免疫染色法にて確認した。リポフェクション法には、
Lipofectamin RNAiMaxを使用した。 
オリゴはハウスキーピング遺伝子である ACTB 遺伝子を標的としてデザインしたが、その全長は
33塩基からなり、5’末端から 2 番目の塩基に紫外線（UVA）と反応する CNV塩基を導入した。
RNA の安定性を図るため全ての塩基を S化し、3’末端側にはビオチン修飾を施した。 
導入するオリゴの濃度を決定するために、0 から 200nMまでの 6 段階に濃度を設定して細胞内に
オリゴを導入した。導入後 18 時間の時点で固定を行い、蛍光染色を行った。25nM から細胞核内
での蛍光シグナルが確認され、濃度依存的に蛍光シグナルは強くなった。100nMでの導入で核内
の蛍光シグナルが非常に強く認められ、それ以上の濃度では 100nMとあまり変化が無かった。 
またオリゴ濃度を 25nMで導入し、その後のオリゴの細胞内局在を確認したところ、導入後 8 時
間の時点で細胞核内の蛍光シグナルが最も強かった（図 1）。 
以上より、以降の実験で使用するオリゴの濃度は 100mM とし、導入後 8 時間の時点で UVA 照射
による部位特異的 DNA 損傷の導入を図ることとした。 
 
図 1：オリゴ局在の経時的変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2）DNA 損傷部位で停止した RNA ポリメラーゼの検出： 
DNA 損傷部位で停止した RNA ポリメラーゼを検出すべく、CSB 遺伝子をノックアウトした TCR欠
損 HeLa 細胞および、TCR が正常な WT-HeLa 細胞に光架橋オリゴを導入し、UVA にて DNA 損傷を
ACTB 遺伝子内に誘導させた。その後、細胞をホルマリン固定し、通常のクロマチン免疫沈降法
に準じてストレプトアビジン結合磁気ビーズにて RNA ポリメラーゼと結合している分子の複合
体を沈降させた。沈降物から断片化した DNA の抽出精製を行い、光架橋オリゴが認識する付近の
ゲノム DNA 領域を標的としたプライマーで qPCR を実施した。 
qPCR の結果から、CSB ノックアウト HeLa細胞では誘導 DNA 損傷部位付近に RNA ポリメラーゼが
集まっていることが明らかとなり（図 2）、今回開発した実験系が有効であることが示唆された。 
ここで、DNA 損傷を誘導するに当たり使用した UVA は 200J/m2と比較的低いエネルギー量の照
射を行ったが、紫外線による細胞への影響は否定できなかった。このため 0 から 1600J/m2

までのエネルギ量の UVA を WT および CSB ノックアウト HeLa 細胞に照射し、生存率を確認
した。その結果、200J/m2の UVA では細胞の生存率に影響が全く出ないことを明らかとした。 
現在、RNA 沈降法を用いて、ストレプトアビジンビーズで沈降した RNA ポリメラーゼが内包
している RNA の抽出・精製を行い、RNA シークエンスでその配列解析を行っており、これに
より TCR 異常のため DNA 損傷部位で停止したままの RNA ポリメラーゼがゲノム DNA 上にて
どのような挙動をとるかが明らかになると考えられる。 
 
図 2：DNA 損傷部位で停止した RNA ポリメラーゼの検出 
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