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研究成果の概要（和文）： 

 紫外線によって誘発された DNA 損傷は、ヌクレオチド除去修復機構により修復される。この

NER 活性を評価する方法として、修復 DNA 合成量を測定する UDS 法と、RNA 合成の回復を見る

RRS法がある。現在、これらの測定には RIを用いるのが一般的であるが、その手技は非常に煩

雑である。そこで、我々は非放射性物質のエチニル化合物を蛍光標識する手法を応用すること

で、従来の方法と比較して、簡便で迅速に NER の活性を評価でき、NER に欠損のある患者の診

断にも応用可能な精度を持つ測定技術を確立した。この測定法を用いて siRNAライブラリース

クリーニングを行い、NERに関与する新たな因子の探索を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Nucleotide excision repair (NER) removes the major UV-photolesions from cellular 
DNA. Two assays commonly used in measurement of NER activity are ‘unscheduled DNA 
synthesis (UDS)’, and ‘recovery of RNA synthesis (RRS)’. Reliable methods for these 
assays involved measurements of incorporation of radio-labeled nucleosides. We have 
established non-radioactive procedures for determining UDS and RRS levels by 
incorporation of alkyne-conjugated nucleoside analogues, 5-ethynyl-2 ′
-deoxyuridine (EdU) and 5-ethynyuridine (EU). We assessed the UDS and RRS levels of 
several fibroblasts derived from NER-deficient patients by this non-radioactive 
assay system. Our results were in good agreement with those obtained by conventional 
assays, indicating that the system provides a convenient, but sensitive and accurate 
assay. We also demonstrated the utility of this technique for a large-scale 
siRNA-screening to identify novel NER factors. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヌ ク レ オ チ ド 除 去 修 復 (Nucleotide 
excision repair: NER)は生物が獲得した
DNA 修復機構の中でも最も汎用性が高い修復
システムの 1つであり、多種多様な DNA損傷
を修復することが出来る。このため微生物か
ら高等生物まで、基本的な分子メカニズムを
含めて高度に保存されている。また、ヒトに
おいては紫外線によって生じるシクロブタ
ン型ピリミジン 2 量体(CPD)や 6-4 光産物
(6-4PP)もこの NER により修復される。 
z NERの欠損は、ヒトでは日光過敏症や皮膚
がんを好発する色素性乾皮症 (Xeroderma 
Pigmentosum: XP)、早発老化症、発達障害及
び精神疾患を併発するコケイン症候群
(Cockayne’s Syndrome : CS)等の遺伝性疾
患の原因となる。これらの疾患に特徴的な臨
床所見は、不正確な DNA修復がゲノムの不安
定化を引き起こすため、あるいは未修復の
DNA 損傷が細胞機能の維持に必要な遺伝子の
転写を阻害するために生じると考えられて
いる。XPは現在までに少なくとも 8 つの原因
遺伝子(XP-A〜G、XP-V)が同定されている。
(ただし、XP-V は NER の欠損ではなく損傷乗
越え複製(Translesion Synthesis: TLS)の欠
損である) 
 NER には、大きく分けて、ゲノム全体で働
く NER (Global Genome Repair; GG-NER)と転
写と共役して起こる NER (Transcription 
Coupled Repair; TC-NER)の 2 つの経路があ
る。 

 
 そ れ ぞ れ の 活 性 は DNA 修 復 合 成
(unscheduled DNA synthesis： UDS)量と RNA
合 成 の リ カ バ リ ー (Recovery of RNA 
Synthesis: RRS)量を測定する事で評価が可
能である。NER は非常に広範な DNA 損傷を修
復することで、ゲノムに関わる様々な疾患を
防御しており、この機構が正常に機能しなく
なることは生物にとって極めて重大な問題
となることから、これまでに様々な研究が報
告されてきた。しかし、意見の対立した報告
も少なくなく、NER のメカニズム及び関連因
子について未知の部分が多数残っているこ
とが考えられる。そこで、スクリーニングに

よる関連因子探索がひとつの切り口になる
と考えられるが、スクリーニングの指標とな
る修復活性（UDS 及び RRS）の計測に現行の
方法を採用した場合、放射性物質を用いる事
による種々の制限や、処理・観察・解析にか
かる時間的問題、多検体同時処理の困難さか
ら、これまでスクリーニングは不可能とされ
てきた。 
 
２．研究の目的 
 現在一般的に用いられている修復活性の
測定法は、修復パッチへの 3H-チミジンの取
り込みをオートラジオグラフィーにより計
測するものである。この手法は、正確である
反面、サンプル処理が煩雑であり、また活性
の測定も顕微鏡下で核内に生じた銀粒子の
個数を計測するため多検体処理が不可能で
ある。よって、修復活性を指標としたスクリ
ーニングを行う事は不可能であった。しかし、
研究代表者の所属する研究室では、UDS を簡
便かつ正確に測定する手法を新たに開発し
た -特許申請中 -(Limsirichaikul et al. 
Nucleic Acids Res 2009 37, e31)。この手
法は、チミジン誘導体であるエチニルデオキ
シウリジン(5-ethynyl-2′-deoxyuridine: 
EdU)を DNA損傷後に細胞に取り込ませ、アル
キル-アザイドカップリング反応により蛍光
色素を直接塩基に導入するものである。 

 
 この反応は簡便かつ低バックグラウンド
で、3H-チミジン法と同程度以上の検出感
度・精度であることが確認されている。この
新規修復合成活性測定法を、96ウェルプレー
ト上で In Cell Analyzer を用いて解析でき
るよう改良し、異なる siRNA を導入した多数
の検体を同時に比較検討することで、NER に
関わる新たな因子を網羅的に探索すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）スクリーニングに適した DNA 修復合成
活性測定法の確立 
 Limsirichaikulらが開発した、スライドグ
ラスと顕微鏡を用いた DNA修復活性測定法 
(Limsirichaikul et al. Nucleic Acids Res 
2009 37, e31)を、96 ウェルプレートと In 
Cell Analyzerに応用するため、ウェルあた



りの細胞密度、EdU の濃度、EdU 取り込み時
間、EdUの標識方法(固定方法やブロッキング
方法等)、得られたデータの解析法(核認識や
S 期細胞の除外など In Cell Analyzer 上の設
定及び統計処理)等について、紫外線照射お
よび非照射の正常細胞を用いて検討する。さ
らに、siRNA の濃度、siRNA の導入時間及び
インターバル等についても最適な条件を決
定する。 
（2）siRNAライブラリースクリーニングによ
る修復合成に関与する因子の探索 
 購入した siRNAをそれぞれ 96 ウェルプレ
ート上で正常細胞に導入し、各タンパク質の
発現を抑制する。紫外線照射後、上記 DNA損
傷修復活性測定法により EdUの取り込みと標
識を行い、In Cell Analyzer で各ウェルにつ
き数視野をランダムに観察する。得られた画
像は、ウェルごとに集計・解析し、コントロ
ール(擬似的 siRNAを導入したもの)と比較し
て DNA修復合成活性に変化のあったものを特
定する。この siRNA で抑制されている遺伝子
を修復合成に関与する候補因子とする。 
 
４．研究成果 
 チミジン誘導体を、と蛍光色素を用いた
UDS 測定法を、96 ウェルプレートと In Cell 
Analyzer に応用し、自動的に修復活性を計測
できるよう条件設定とシステム開発を行っ
た。 

 
その結果、わずか 1 日で約 300サンプルの測
定及び解析が可能となった。現在一般的に用
いられている放射性同位体の取り込みを指
標とする UDS法は、測定に数週間を要するの
に対して、我々の開発した新規 UDS 測定法は
比べ物にならないほど短時間で結果が得ら
れるうえ、その検出感度及び定量性は現行の
方法に引けを取らない事も証明された。 
 さらに、EdU の代わりにエチニルウリジン
(EU)を細胞に取り込ませることで、RRS を観
察する事にも成功した。これら新規 UDS及び
RRS 測定法を併用することで、色素性乾皮症
やコケイン症候群患者の診断を、ごく短時間

で正確に行う事が可能となった。また、NER
への関与が確認されているタンパク質の
siRNA 処理による UDS と RRS の変化量を、新
規 UDS及び RRS測定法を用いて調べたところ、
十分に検出可能である事が確認された。以上
の事から、新規 NER 因子のスクリーニングに
適した UDS/RRS測定法が確立されたと考えら
れる。 
 この UDSおよび RRS 測定法を用いて、核酸
結合タンパク関連 310遺伝子をターゲットと
した siRNAライブラリーおよび、ライゲース
関連 949遺伝子をターゲットとした siRNAラ
イブラリーによるスクリーニングを行った
ところ、UDS あるいは RRS 活性に変化をもた
らす数十個の因子が特定された。 
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