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研究成果の概要（和文）：　DNA修復・損傷応答システムの異常により発症し、ゲノムの不安定化を伴う様々な
ヒト疾患が知られている。疾患原因不明のゲノム不安定性疾患症例を収集し、次世代ゲノム解析・精密質量分
析・高精度DNA修復活性の測定を組み合わせた次世代マルチオミクス解析システムを用いて、疾患原因の特定を
試みた。新規の遺伝子異常を同定した症例について、分子生物学的・細胞生物学的解析および疾患モデルマウス
を用いた解析により、疾患発症メカニズムの解明を進めた。これらの結果、DNA修復機構の1つである転写と共役
したヌクレオチド除去修復機構 (TC-NER)の開始反応の詳細を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　We have investigated on human genetic disorders associated with genome 
instability. Patients with these syndromes have developed various clinical manifestations due to 
malfunctions of DNA repair and damage response system. We have collected undiagnosed cases and tried
 to elucidate the genetic cause of diseases using the Multi-omics approach that involves 
next-generation sequencing, high-accurate mass spectrometry, and precise DNA repair assays. Once we 
identified pathogenic variants, we have performed in vitro and in vivo analyses as well as animal 
studies so that we could get new insights into the molecular pathogenesis of the diseases. Recently,
 we have reported a detailed molecular mechanism of the initiation of transcription-coupled repair, 
which is compromised in Cockayne syndrome.

研究分野：人類遺伝学、分子生物学、DNA修復学

キーワード： ゲノム不安定性疾患　DNA修復　DNA損傷応答　次世代オミクス解析　転写共役修復 (TC-NER)

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ゲノム不安定性疾患群とは、DNA修復・損傷応答システムの先天異常により発症する疾患の総称であり、多数
の疾患が含まれ、また各々の病態が類似することから臨床診断に難渋することも多い。オミクス解析により、ゲ
ノム不安定性疾患の発症メカニズムを遺伝子・分子レベルで詳細に理解することは、難病患者の確定診断技術の
開発や疾患緩和薬/治療薬開発へ寄与するとともに、ゲノムの安定維持機構の作動原理の理解を通して、がんや
老化といった人類が直面している医学上の未解決課題に挑戦する上で欠かすことのできない基礎科学知識の蓄積
に貢献することが可能である。

※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 
 生物のゲノム DNA は常に内的 (酸化ストレスや各種代謝産物)・外的要因 (放射線や化学物質
など)により損傷を受けている。遺伝情報を安定に維持・伝達するには「DNA 修復・損傷応答シ
ステム」が必須である。本システムの異常により発症するヒトの遺伝性疾患は多く知られており、
身体精神発育異常・好発がん性・早期老化などの多様な病態を示すが、これらの疾患の本質はゲ
ノムの不安定化である。 
 これまでに、ゲノム不安定性を示す様々な疾患症例の解析から、多くの DNA 修復・損傷応答に
関与する遺伝子が同定され、分子機能が明らかにされてきた。これらにより、関連する遺伝性疾
患の病態理解のみならず、ゲノム安定維持のメカニズム、DNA 修復機構や DNA 複製システムをタ
ーゲットとした薬剤の開発にも貢献している。 
 2015 年のノーベル化学賞は、DNA 修復機構の中でも古くから研究されてきた普遍的なパスウ
ェイである、ヌクレオチド除去修復 (NER)、塩基除去修復 (BER)、ミスマッチ修復 (MMR)の基本
原理を明らかにしたサンカ、リンダール、モードリッチの 3氏に贈られたが、ゲノム安定維持の
分子メカニズムは多種多様であり、多くの未解明の問題に世界中の研究者が精力的に取り組ん
でいる。 
 我々の研究グループでは、ゲノムの不安定性を示す様々な遺伝性疾患を研究モデルとし、分子
生物学的・細胞生物学的なアプローチにより、収集した症例の解析を実施している。疾患原因と
なる遺伝子の異常を特定することで、分子病態の解明と「DNA 修復・損傷応答システム」全体の
理解を目指した研究を進めている。本研究課題で取り扱うゲノム不安定性疾患の多くは、有病率
が出生数万〜100 万人に 1名程度と極めて希少であるため、国内外の関係者と連携して、症例収
集と臨床診断拠点の構築を進めてきた。また、我々はこれまでに、次世代ゲノム解析・次世代プ
ロテオーム解析 (精密質量分析)・精密 DNA 修復活性測定を組み合わせた「次世代マルチオミク
ス解析」技術を確立し、新規の疾患遺伝子変異を効率的に同定して分子機能解析を行ってきた。
これらの技術的背景を活かして、世界規模での希少症例の収集・臨床診断・リソース共有を推進
する研究ネットワークを構築している。 
 
２．研究の目的 
 ゲノムの不安定性を示す様々なヒト疾患の分子病態解析を通して、生物の遺伝情報を安定に
維持するのに欠かすことのできない、「DNA 修復・損傷応答システム」の作動原理の詳細を理解
することを目指した。我々がこれまでに収集した希少なゲノム不安定性疾患症例について、次世
代ゲノム解析・精密質量分析・高精度 DNA 修復活性の測定を組み合わせた「次世代マルチオミク
ス解析」を実施することで、疾患原因変異・疾患因子を同定する。これにより、DNA 修復・損傷
応答機構に関与する新規遺伝子やヒトで新規となる疾患原因変異について、分子生物学的・細胞
生物学的アプローチにより解析し、ゲノム不安定性疾患の分子病態の解明とゲノム安定維持機
構の理解に取り組む。特に、近年我々がヒトで疾患責任変異を同定した DNA 修復・損傷応答関連
遺伝子である、UVSSA、XRCC4 や、新たに同定した DNA 修復・損傷応答システム関連因子等につ
いては、これまでの研究をさらに発展させ、より詳細な分子機能解析や遺伝子改変マウスの解析
等により、DNA 修復・損傷応答システムの未解明問題の解決に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノム不安定性疾患の分子病態とゲノムの安定維持に寄与する DNA 修復・損傷応答の分子
メカニズムの詳細を解析する。(i) RNA polymerase II (RNAPII)の DNA 損傷依存的修飾機構と
転写共役ヌクレオチド除去修復 (TC-NER)開始の分子メカニズムを解明する。RPB1 のユビキチン
化に関与するリジン残基を個別にアルギニンに置換した変異体を作製し、TC-NER 活性の測定、
DNA 損傷後の RPB1 のユビキチン化状態を指標としたスクリーニングを実施し、TC-NER に必須の
ユビキチン化部位を同定する。また、これら RPB1-KR 変異体を用いて、ユビキチン化修飾による
DNA損傷後のRNAPIIのクロマチン上での挙動の違いや、TFIIH複合体などTC-NER後期因子のDNA
損傷箇所へのリクルートの可否、その他 DNA 損傷応答への影響と転写回復に関与する UVSSA に
よるユビキチン化反応制御の詳細を解析する。(ii) 新規の小頭症関連遺伝子の分子機能解明と
疾患モデルマウスの作製・解析を通して、新たな DNA 修復・損傷応答の分子メカニズムとその破
綻による生体影響を調査する。各種分子生物学・細胞生物学的解析のほか疾患モデルマウスの作
製をおこない、個体機能の解析を実施する。ゲノム不安定性疾患は有病率が低く、詳細な病態理
解には疾患モデル動物を用いた解析が必須であることから、遺伝子改変マウスを作製し病態解
明を試みる。遺伝子編集は CRISPR/Cas9 法により行い、Cas9 mRNA と合成ガイド RNA をマウス胚
にマイクロインジェクションすることにより遺伝子改変個体を得る。発生必須遺伝子について
は、HDR 法によりアミノ酸置換変異マウスを作製する。 
(2) 収集済のゲノム不安定性疾患症例を解析し、新規の DNA 修復・損傷応答関連遺伝子の異常を
同定する。次世代ゲノム解析・精密質量分析・ハイコンテント DNA 修復機能解析を組み合わせた
マルチオミクス解析と、Human Phenotype Ontology (HPO)タグに基づいた身体表現系の分析に
より、既存の症例を網羅的に調査することで、新たな疾患原因因子を同定する。また、新規のゲ
ノム不安定性疾患症例の収集を進め、既存サンプルと同様にオミクス解析により疾患原因因子
の特定を進める。 
 



４．研究成果 
 RNA polymerase II (RNAPII)の DNA 損傷依存的修飾機構と TC-NER 開始の分子メカニズムを明
らかにした。RNAPII は、mRNA 転写時に DNA 損傷箇所で停止すると、RPB1 サブユニットがユビキ
チン化修飾を受ける事が知られていたが、その制御機構は解明されていなかった。そこでまず、
精密質量分析により、紫外線照射によってユビキチン化を受ける RPB1 のリジン残基の同定を試
みたところ、6 箇所が抽出された。これら 6 箇所を含む RPB1 のユビキチン化に関与するリジン
残基を個別にアルギニンに置換した KR 変異細胞を CRISPR/Cas9 法により作製し、RNA 合成回復
試験 (RRS Assay)による TC-NER の活性測定および DNA 損傷後の RPB1 のユビキチン化修飾の有
無を指標としたスクリーニングを実施した結果、精密質量分析で抽出された 6箇所のうちの 1つ
であるRPB1-Lys1268部位がTC-NERに関与している事が明らかとなった (図1)。これまでの我々
の研究から、RNAPII のユビキチン化には CSA/CSB 複合体や UVSSA が関与している事が示されて
いる 1)。そこで、RPB1-K1268 のユビキチン化と NER 因子との相互作用を RPB1-K1268R 変異細胞
を用いた免疫沈降法により調査したところ、TFIIH の DNA 損傷部位へのリクルートには、RPB1-
K1268 位でのユビキチン化に引き続き、UVSSA-K414 位でのユビキチン化が必須である事が判明
した。また、特殊な ChIP seq 法を開発し、紫外線照射後の RNAPII の挙動を次世代ゲノム解析に
よって評価したところ、RPB1-K1268R 変異細胞では紫外線誘発 DNA 損傷の除去が滞り、DNA 損傷
箇所に複数の RNAPII が滞留し長時間蓄積していることを確認した。さらに、RPB1-K1268R 変異
を持つモデルマウスを作製し、その病態解析を試みたが特徴的な表現系は認められなかった。そ
こで、RPB1-K1268R 変異マウスと NER 関連因子の１つである XPA 蛋白質の欠損マウスとを掛け合
わせることで、潜在的に DNA 損傷が好発するモデルマウスを作製して再検討したところ、体が小
さく、短命であったほか、骨格異常や下肢の機能異常、白内障などの症状が確認された。特に、
下肢の機能異常に関しては、
運動ニューロンの廃退が原因
である事が示唆された。以上
のことから、TC-NER の開始に
は RPB1-K1268 のユビキチン
化修飾が必須であり、続いて
UVSSA-K414 のユビキチン化が
起こることで TFIIH が損傷部
位へアクセスし修復が進行す
ること、これらの反応が円滑
に行われないと、DNA損傷が長
期間残留し損傷部位に RNAPII
が滞留することで転写障害が
誘発されること、これらの障
害が先天的に生じた場合には
神経変性などコケイン症候群類似の症状を呈することが示され、Cell 誌に報告した 2)。 
 小頭症を示す遺伝性疾患の解析から同定された新規遺伝子に関して、ヒトで同定された病的
変異と等価となる矮小変異をもつモデルマウスを樹立した。また、DNA 二重鎖切断修復に関わる
XRCC4 の異常により小頭症を発症する XRCC4 症候群のモデルマウス作製にも取り組み、ヒトで同
定された病的変異を持つマウスの作製に成功した。これらのモデルマウスに関して、病態解析を
継続している。 
 これらの解析と並行して、ゲノム不安定性を示す遺伝性疾患症例の追加収集を行い、次世代オ
ミクス解析 (次世代ゲノム解析・精密質量分析・高精度 DNA 修復活性の測定の併用)を実施した。
その結果、いくつかの症例で新規の遺伝子異常を同定し、分子生物学的・細胞生物学的解析によ
り、疾患発症メカニズムの解明を進めた。特に、ブルーム症候群疑い症例の解析から得られた新
規の疾患原因遺伝子変異は、希少疾患では非常に珍しい形式をとっており、興味深い成果が得ら
れると期待された。そこで、分子・細胞生物学的解析のほか、モデルマウスの作製にも取り組ん
だところ、顕著に全身が小さいだけでなく、患者にも共通する外見的な変化や生体機能の異常も
確認された。これらのモデルマウスについて引き続き詳細に検討することで、分子病態を明らか
にするとともに、疾患発症メカニズムの解明を目指してゆきたい。 
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Ogi T.

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

RNA polymerase IIのユビキチン化修飾による転写共役修復開始反応の分子機構とその破綻により発症する哺乳類の神経変性のメカニズム.

転写共役ヌクレオチド除去修復機構に重要なRNAポリメラーゼユビキチン化部位の同定.

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.

Alterations in RNA polymerase IIo ubiquitination cause Cockayne syndrome-like premature aging phenotype in mice due to TC-
NER defect.
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Alterations in RNA polymerase IIo ubiquitination cause Cockayne syndrome-like premature aging phenotype in mice due to TC-
NER defect.

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.

マルチオミクス解析により同定した重症アイカルディ・ゴーティエ症候群の分子病態解析.
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Human genetic disorders associated with TC-NER deficiency.
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