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研究成果の概要（和文）：研究代表者は、DNA修復機構の1つである、ヌクレオチド除去修復(NER)機構の分子メカニズ
ム解明に取り組んでおり、NER欠損性疾患の責任遺伝子変異同定と、その機能解析に取り組んだ。現在、NER欠損性疾患
としては、発達障害等を示すコケイン症候群(CS)、好発がん性の色素性乾皮症 (XP)、日光過敏を示す紫外線高感受性
症候群 (UVSS)等が知られている。本研究では、責任遺伝子が特定していない、コケイン症候群(CS)様の症状を示す症
例、CSとXPを併発した症例、CS/XP/ファンコーニ貧血(FA)を併発した症例において、それぞれ新規疾患責任遺伝子変異
を同定した。

研究成果の概要（英文）：Nucleotide excision repair (NER) removes sunlight-induced photolesions from DNA. 
There are several NER-deficient human disorders: Cockayne syndrome (CS) is characterised by developmental 
abnormalities as well as sun-sensitivity, while xeroderma pigmentosum (XP) is associated with skin cancer 
predisposition. UV-sensitive syndrome (UVSS) patients only display mild skin photosensitivity.
 We have previously identified 12 CS-patients who did not have mutations in any of known CS-genes. In 
this research, we further analysed the CS-cases and characterise three CS patients deficient in ERCC1 or 
ERCC4 (XPF) genes. Interestingly, one of these patients with mutations in XPF had clinical features of 
CS, XP, and Fanconi anemia (FA). Our results indicate a multifunctional role for the ERCC1-XPF 
endonuclease.

研究分野： 病態医化学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者らは、ヒトの DNA 修復機構の
1 つである、ヌクレオチド除去修復 (NER)
機構の分子メカニズム解明に取り組んでお
り、NER 欠損性疾患の責任遺伝子変異の同
定を進め、新規に見つかった NER 遺伝子の
分子機能解析を進めている。ヒトの NER の
先天的な欠損は、色素性乾皮症 (XP)やコケ
イン症候群 (CS)、紫外線高感受性症候群 
(UVSS)などの遺伝性疾患を引き起こす。
NER は、DNA 損傷の認識メカニズムの違い
により、ゲノム全体で働く NER (GG-NER)
と、アクティブな転写領域で、基本転写と共
役して働く NER (TC-NER)とに分けられる。
CS 患者細胞と UVSS 患者細胞は、いずれも
TC-NER 活性が完全に欠損しているが、CS
患者が重篤な神経症状や早期老化症状を示
すのに対して、UVSS 患者は日焼けなどの軽
微な皮膚に局所的な症状のみがみられる。な
ぜ、病態がこれほど大きく異なるのかについ
ては、いまだに明らかになっていない。 
 研究代表者は、疾患責任遺伝子が未知の
UVSS 症例について、次世代ゲノム解析を用
いて調査した結果、新規疾患責任遺伝子
UVSSA を同定した (当時は KIAA1530 と呼
ばれていた)。さらに、CS あるいは UVSS の
症状を示すにも関わらず、既知の CS 及び
UVSSの原因遺伝子として知られているCSA、
CSB、新たに同定した UVSSA のいずれにも
変異が確認されない症例を 12 例抽出した。 
 
２．研究の目的 

責任遺伝子が未知の CS あるいは UVSS
症例について、責任遺伝子変異を同定し、そ
の機能を明らかにする事を目的とする。CS
症例及び UVSS 症例は、いずれも細胞レベル
では TC-NER 活性が完全に欠損している一
方で、臨床症状の重篤度が全く異なっている
事から、未知の TC-NER 関連因子が存在す
るか、あるいは既知の遺伝子であっても、
TC-NER に関する機能が明らかにされてい
ない可能性がある。そこで、 責任遺伝子が
未知の CS あるいは UVSS 症例について、1）
新規疾患責任遺伝子の同定を試みる、2）そ
の分子機能解析を行う、3）既知遺伝子の新
規疾患原因変異の同定を試みる、4）新規疾
患原因変異の変異解析を行う。これらにより、
TC-NER の詳細を明らかにするとともに、病
態の解明にもつなげる。 
 
３．研究の方法 
通常、GG-NER による DNA 修復活性は、

不 定 期 DNA 合 成 (Unscheduled DNA 
Synthesis: UDS)で調査し、TC-NER による
修復活性は RNA 合成の回復試験(Recovery 
of RNA Synthesis: RRS)で調査する。研究代
表者らは、患者細胞の UDS・RRS の活性を
迅速に計測し、比較検討する評価系を確立し
ている(DNA Repair, 2010/研究代表者は筆頭
著者)。また、本システムを応用し、既知の

NER 関連遺伝子を患者初代培養細胞へレン
チウイルスで導入し、UDS、RRS 活性の回
復が見られるかを調べることで、責任遺伝子
の同定が可能である(ウイルス相補性試験)。
CSA、CSB、UVSSA に病的変異の見つから
ない12症例に関して、これら3つ以外のNER
関連遺伝子について、ウイルス相補性試験を
実施する。DNA 修復活性が回復する遺伝子
が同定された場合には、その遺伝子上の病的
変異を決定する。新規変異であった場合には、
詳細な変異機能解析を実施し、既知遺伝子の
新規機能の有無について調査する。既知の
NER遺伝子でDNA修復活性のウイルスによ
る相補が見られなかった細胞では、次世代ゲ
ノム解析を実施することで、新規疾患責任遺
伝子変異の同定を試みる。 
平行して、新たな CS、UVSS 症例の収集と、

その原因遺伝子変異同定も実施する。 
 
４．研究成果 
 CS 様の症状を示すが、CS の原因遺伝子と
して報告のある CSA、CSB に変異が確認さ
れない症例について、UDS／RRS 解析と、
NER 関連因子のウイルス相補性試験を実施
したところ、3 症例において、新規疾患責任
遺伝子変異を同定した。 
 
症例 1(CS 疑い症例) 

UDS・RRS ともに低下。ウイルス相補性
試験の結果、機能異常により XP を発症する
事が知られている XPF 遺伝子に変異がある
可能性が示された。サンガーシークエンシン
グ法により、XPF 遺伝子上の変異を調査した
ところ、新規のアミノ酸置換変異(p.C236R)
とフレームシフト変異(p.Y577X)が見つかっ
た。定量 PCR の結果、患者細胞において、
XPF p.C236R は発現が確認されたが、XPF 
p.Y577X は発現が非常に低下している事が
示された。また、XPF p.C236R は、ウイル
ス相補性試験の結果、修復活性が無い事が示
され、免疫沈降の結果、NER 因子の一つで
ある XPB との相互作用が低下していること
が確認された。以上の結果から、XPF の機能
異常が CS の原因となる事が初めて示された。 
 

症例 2(XP と CS の併発) 
 UDS・RRS ともに低下。ウイルス相補性
試験の結果、NER 関連因子の一つである
ERCC1 の機能異常が示された。サンガーシ
ークエンシング法により、ERCC1 上に新規
のアミノ酸置換変異(p.F231L ホモ)を同定
した。本アミノ酸置換変異をもつ ERCC1 は、
修復活性は正常であったが、患者細胞は、本
アミノ酸置換変異 ERCC1 蛋白質は発現して
いなかった。この事から、本変異により
ERCC1 の蛋白質発現量が低下する事で、修
復活性が欠損したものと考えられた。また、
ERCC1の機能異常によりXPとCSを併発す
る事が初めて示された。 
 



症例 3(XP、CS、FA:ファンコーニ貧血の併
発) 
 UDS・RRS ともに低下。ウイルス相補性
試験の結果、XPF の機能異常が示され、サン
ガーシークエンシング法により、2 種類のア
ミノ酸置換変異(新規変異 p.C236R, 既知変
異 p.R589W)が確認された。本患者由来細胞
は、紫外線感受性だけでなく、DNA 間に架
橋を形成するマイトマイシン C への感受性
も示された。FA 患者細胞では、DNA 鎖間架
橋修復に欠損が見られる。本患者は FA 様の
症状も見られる事から、DNA 鎖間架橋修復
に必要な、DNA 損傷部位への切り込み活性
を、生化学的な手法により調査したところ、
XPF p.C236R では活性が著しく低下してい
た。これらの結果から、XPF の機能異常が、
XP、CS、FA を併発する稀な疾患の原因とな
る事が明らかとなった。 
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