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研究成果の概要（和文）：遺伝情報の本体であるゲノムDNAは常に内外からの刺激により損傷を生じている。転
写と共役したDNA修復機構 (transcription coupled repair: TCR)は、転写が活発に行われている領域に生じた
DNA損傷を効率良く修復するシステムであり、生体の恒常性維持に重要なメカニズムである。本研究では、TCRの
分子メカニズムの究明およびTCRの破綻により発症するヒト疾患の病態解明に取り組んだ。その結果、いくつか
の新たな知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Genomic DNA, which contains our genetic information, is constantly exposed 
to damage from both internal and external sources. Transcription-coupled repair (TCR) is a system 
that efficiently repairs DNA damage in actively transcribed regions, playing a crucial role in 
maintaining homeostasis and preventing genomic instability. In this study, we investigated the 
molecular mechanisms of TCR and the pathogenesis of human diseases associated with deficiencies in 
this system. Our research has provided several novel insights into the critical role of TCR in 
genome maintenance.

研究分野： DNA修復学、分子細胞生物学、人類遺伝学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
TCRの破綻は、早期老化や進行性の神経変性、好発がん、発育・発達異常などを示す様々な遺伝性疾患の原因と
なることが知られており、TCRの分子メカニズム解明と各種病態との関係を明らかにすることは、遺伝性疾患の
みならず、一般的な老化やがんなどの治療薬/緩和薬/予防薬の開発に役立つだけでなく、新たな診断法の構築や
バイオマーカーの探索など、広範囲の医療分野に貢献してゆくと期待される。

※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 
 生物の遺伝情報の本体であるゲノム DNA は常に内外からの刺激により損傷を生じている。未
修復の DNA 損傷は RNA ポリメラーゼ II の進行を阻害し、遺伝子発現を妨げることで細胞機能の
維持に障害をきたす。転写と共役した DNA 修復機構 (transcription coupled repair: TCR)は、
転写が活発に行われている領域に生じた DNA 損傷を、優先的かつ効率良く修復するシステムで
あり、生体の恒常性維持に重要なメカニズムである。 
 TCR の欠損により発症するヒト遺伝性疾患には、コケイン症候群 (Cockayne syndrome: CS)、
色素性乾皮症 (xeroderma pigmentosum: XP)、紫外線高感受性症候群 (UV-sensitive syndrome: 
UVSS)などが知られており、それぞれの患者に由来する細胞では TCR 機能が欠損するにも関わら
ず、各疾患の病態は非常に異なっている。特に、CS と UVSS は、いずれも細胞レベルでの TCR の
欠損など同質であるものの、患者レベルでは、CS は全身性の発育発達異常や早期老化を示し短
寿命であるなど重篤な症状を示すのに対して、UVSS は皮膚に限局した日光過敏と色素沈着のみ
が観察され、臨床症状は軽微である。我々は、CS と UVSS では、DNA 損傷箇所で停止した RNA ポ
リメラーゼ II の分解処理の違いにより病態の差が生まれている可能性を示唆した。 
 DNA 損傷により RNA ポリメラーゼ II がユビキチン化修飾を受けること、またこの反応は
CSA/CSB 遺伝子機能が欠損した CS 細胞では見られないことが知られていたが、RNA ポリメラー
ゼ II ユビキチン化修飾の細胞生物学的な意義については不明であった。我々は、これまでに、
RNAポリメラーゼII最大サブユニットであるPOLR2Aのユビキチン化修飾を受けるリジン残基を
質量分析法で特定し、CRISPR/Cas9 遺伝子編集法により、ヒト細胞で POLR2A-KR (リジン->アル
ギニン)変異体を作製して、TCR 反応に必須な POLR2A ユビキチン化アミノ酸残基をリジン 1268
に特定した。また、POLR2A-K1268R 変異体は TCR 欠損を示し、DNA 損傷処理後の POLR2A の免疫沈
降では DNA 修復複合体である TFIIH との相互作用が見られなかった。興味深いことに、一連の反
応には UVSSA 蛋白質が調整因子として作用し、ユビキチン化 POLR2A をターゲットに UVSSA 依存
的に TFIIH が局在することなどを見いだした。平行して、マウスの Polr2a-K1268R 変異体を作製
し、病態解析を行うことで、TCR 欠損の生体影響の一部について明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究成果により、TCR 分子メカニズムの概要が明らかになったものの、その詳細は
未解明な部分も残されている。そこで本研究では、DNA 損傷箇所で停止した RNA ポリメラーゼが
ユビキチン化修飾を受けて TCR を開始・制御する分子機構の詳細解明に取り組むとともに、TCR
の破綻により発症するヒト疾患の病態を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 DNA 損傷により生じた RNA ポリメラーゼの停滞が、ユビキチン化により DNA 修復がトリガーさ
れることで解消し、転写が回復する様子をゲノムワイドに時空間的な調査を行うため、ChIPseq
による解析を実施する。既に確立している ChIPseq の実験系を応用し、DNA 損傷誘発後に種々の
TCR 因子で免疫沈降を実施し、その後 DNA フラグメントの次世代ゲノム解析を行うことで局在を
評価する。また、この特殊 ChIPseq をさらに応用し、モデルマウス個体での転写と共役した DNA
修復の遷移を評価する実験系の確立を目指すと同時に、TCR 解析のための新たな ChIPseq 技術の
開発にも取り組む。 
 TCR のより広範な分子機構を解明するため、各種モデル細胞を用いた解析を実施する。紫外線
だけでなく、他の DNA 損傷誘発因子に対する細胞・分子応答反応の解析を行う。 
 TCR の破綻による生体影響の詳細を調査するため、モデルマウスでの解析を実施する。TCR に
必須の RNA ポリメラーゼユビキチン化修飾に異常を示す Polr2a-K1268R マウスの開発は完了し
ている。Polr2a-K1268R マウスは単独で表現系を示さなかったが、紫外線 DNA 損傷修復に異常を
示す Xpa 欠損マウス (本マウスも単独では病態を示さない)との二重変異では、コケイン症と類
似の全身性の病態を示した。このことから、コケイン症候群の主要な病態は、DNA 損傷の修復異
常によるものではなく、TCR の障害、つまり、損傷で停滞した RNA ポリメラーゼがユビキチン化
修飾により処理できないことに起因していると考えられる。DNA 損傷がオーバーロードされると、
RNA ポリメラーゼの停滞も増加する。転写が再開できないことにより生じる遺伝子発現の撹乱に
ついての生体影響を調査するため、マウスの各臓器・組織から多系統の細胞を回収し、トランス
クリプトーム解析を試みる。 
 重篤な症状を示す CS、トリコチオジストロフィー (Trichothiodystrophy: TTD)、症状が軽微
である UVSS、症状が皮膚や神経症状に限局されるケースもある XP など、TCR の障害が関与する
遺伝性ヒト疾患では、既存の知見では説明のつかない病態を示す例が多数残されている。そこで、
新たな関連因子あるいは既知遺伝子の新たな機能を探索するため、TCR 関連疾患が疑われるもの
の、原因変異が特定されていない症例について、疾患原因遺伝子変異の探索を実施する。これま
で我々が用いてきた、ショートリード exome/全ゲノム/RNAseq 解析、ロングリード全ゲノム
/RNAseq 解析、DNA 修復活性評価、ウイルス相補性試験などの技術を活用し、原因変異探索に取



り組む。 
 
４．研究成果 
 これまでに特殊な ChIPseq 法を開発し、TCR の進行や DNA 損傷誘発後の RNA 合成酵素の挙動等
をゲノムレベルで解析してきたが、より詳細に TCR の制御メカニズムを理解するため、種々の
TCR 因子での ChIPseq 解析に取り組んだ。適用可能な抗体の探索と検証を実施し、複数種類の抗
体が利用可能であることが判明した。これをもとに、各種 DNA 修復関連因子が欠損したモデル細
胞を対象に、紫外線誘発 DNA 損傷後の種々の TCR 因子の ChIPseq データの取得を進め、既存デ
ータとの比較検討を行いながら詳細な解析を実施した。得られた成果は、過去のデータを裏付け
るとともに、より詳細な TCR の進行メカニズムの理解につながった。 
 また、モデルマウスを対象として、個体の TCR の詳細を調査するため、既存の特殊 ChIPseq 解
析をマウス個体レベルでの評価に応用した。各種条件検討の後、運用可能な技術となったことか
ら、データ取得を実施した。さらに、着眼点を変えた新たな ChIPseq 法の開発に取り組み、有用
な技術を構築した。今後さらに様々な検証を重ねることで、より特異的な技術になると期待され
ることから、本研究終了後も継続して技術改良に取り組む。 
 さらに、TCR のより広範な分子機構を解明するため、紫外線だけでなく、他の DNA 損傷誘発因
子に対する細胞・分子応答反応について、各種モデル細胞を用いた解析を実施したところ、ホル
ムアルデヒド処理によって生じた DNA 損傷に対しても TCR が機能していることが判明した。ホ
ルムアルデヒド処理後、野生型細胞および TCR 因子である CSB 欠損モデル細胞について、TCR 活
性測定 (recovery of RNA synthesis assay: RRS assay)を実施したところ、野生型では時間経
過とともに TCR による修復が認められたものの、CSB 欠損モデル細胞では TCR による修復がほと
んど認められなかった。このことから、ホルムアルデヒド処理によって生じた DNA 損傷に TCR が
関与すること、その際 CSB が重要な働きをすることが示唆された。今後も引き続き、当該修復反
応について詳細に検討することで、TCR が機能する DNA 損傷の種類とその分子メカニズム、各々
の損傷に対する TCR 機能の破綻により生じる生体影響について解明してゆく。 
 DNA 損傷による転写阻害がもたらす遺伝子発現の撹乱に起因する生体影響を調査するため、樹
立済みの TCR 欠損モデルマウスを活用して各臓器・組織の RNAseq 解析および病態解析に取り組
んだ。各組織からの RNA 抽出と RNAseq までの実験的手順・各種条件を検討した後、実データの
取得に取り組み、個体組織レベルでのトランスクリプトーム解析を実施した。また、シングルセ
ルトランスクリプトーム解析のためのスキーム作りにも取り組み、データ取得を実施した。一方、
樹立済みの Polr2a-K1268R マウスと、ゲノム全体で働くヌクレオチド除去修復機構 (GG-NER)あ
るいは転写と共役したヌクレオチド除去修復機構 (TC-NER)もしくはその両方が欠損したモデル
マウスとを掛け合わせ、その病態について比較検討を行った。合わせて、それぞれの単独変異マ
ウスに外的な DNA 損傷誘発処理を施し、その生体反応について調査した。これらの結果から、新
たな知見を得ることができた。 
 さらに、TCR の分子メカニズム解明に向けて、新たなアプローチでの解析技術を取り入れるた
め、必要となる遺伝子編集細胞シリーズの作製を進めた。本解析には、複数の遺伝子変異を組み
合わせて持つモデル細胞を十数種類作製する必要があるため、順次細胞樹立に取り組んだ。順調
に進捗したものの、当初予定よりも多くの変異の組み合わせが必要となったことから、引き続き
継続して作製を進めている。すべての遺伝子編集細胞シリーズが揃った後、本解析に着手し、新
たな視点からの TCR メカニズムの解明を進めてゆく。 
 これらに並行して、TCR 欠損性遺伝性疾患の原因変異探索により、新たな疾患関連因子および
既知遺伝子の新機能の同定に取り組んだ。TCR 機能の欠損が疑われており疾患原因未同定のヒト
症例について、次世代ゲノム解析や細胞機能解析により原因変異を調査したところ、既知の遺伝
子異常が疾患原因であることが判明したケースもあったが、既知の関連遺伝子上には原因と考
えられる変異が特定されない症例も複数得られた。そこで、これらの症例について、より詳細に
検討を進めたところ、既知の因子ではあるものの、イントロン上に新規の原因変異候補を特定し
た。本変異の真偽検証のため、ロングリードシーケンスによる全ゲノム配列取得など最新技術を
活用して更なる解析を実施し、XP、CS にてイントロン変異が疾患発症の原因となっていること
を突き止めた。さらに別の XP 疑い症例の解析から、これまでに報告のない新たな遺伝子上に疾
患原因変異の候補を特定した。本遺伝子変異に関して、今後も引き続き、分子・細胞生物学的解
析、疾患モデルマウスの作製と病態解析、同一遺伝子に異常を持つ症例の探索等を実施すること
で、TCR のより詳細な分子メカニズムとその破綻がもたらす生体影響を明らかにしてゆく。 
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