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研究成果の概要（和文）：DNA修復活性を測定する手法の開発は、基礎研究や臨床診断のみならず、抗がん剤の開発な
どの応用研究にも有用である。本研究では、収集した症例をUDS/RRS、細胞DNA損傷感受性試験、チェックポイント誘導
試験などのDNA修復機能を包括的に調査するアッセイ系を確立した。DNA修復機構に関与する遺伝子を発現するレンチウ
イルスを細胞に感染させ、上記エンドポイントで評価することで、疾患責任遺伝子相補性群の決定が可能である。相補
性群が未知であるものについは、次世代ゲノム解析を実施して変異決定を実施する。これら典型的な解析により、患者
細胞を受領後、変異同定まで最短で1週間で実施可能であった。

研究成果の概要（英文）：Nucleotide excision repair (NER) is most versatile DNA repair process: it 
prevents cells from genomic instability as it removes various DNA damages arose in the genome. DNA repair 
assays that can directly measure NER activities are useful for clinical diagnoses and clinical researches 
including anticancer drug discovery. Unscheduled DNA synthesis (UDS) and recovery of RNA synthesis (RRS) 
are two commonly used DNA repair endpoints for assessing the activity of NER. We developed a 
comprehensive procedure for measuring UDS, RRS and cell-sensitivity by the incorporation of 
ethynyl-nucleoside analogs (EdU and EU) followed by the click-chemistry reaction.
　The developed system is suitable for a virus-based UDS / RRS / cell-sensitivity complementation tests, 
by which we can systematically determine the pathogenic gene of a patient with defect in the DNA repair 
pathways. A typical clinical diagnosis, using human primary fibroblast cells, takes less than 1 week.
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの DNA修復経路の一つ、ヌクレオチ
ド除去修復機構 (nucleotide excision repair: 
NER)の先天的な欠損は、日光過敏症を示す
遺伝性疾患である、色素性乾皮症 
(xeroderma pigmentosum: XP)やコケイン
症候群 (Cockayne syndrome: CS)、紫外線高
感受性症候群 (UV-sensitive syndrome: 
UVSS)などの原因となる。CS及び UVSS患
者由来の細胞は、メッセンジャ RNAの転写
領域に発生した DNA 損傷に対して作用する、
転写共役 NER (transcription-coupled NER: 
TC-NER)が欠損しており、CSと UVSSの両
者では、患者細胞の紫外線感受性や DNA修
復活性の欠損は同質である。しかしながら、
CS患者が全身性の症状、各種神経症状や発
達障害等の重篤な症状を示すのに対して、
UVSS患者では日光過敏症/そばかす等の皮
膚に局所的な病態のみがみられる。UVSSの
原因遺伝子は 1990年代より不明であり、CS
とUVSSに見られる細胞応答と病態の矛盾の
説明も不可能であった。研究代表者らは 2012
年に、日本人由来の UVSS症例の全エキソー
ム解析を実施し、UVSSの新規疾患責任遺伝
子変異を KIAA1530遺伝子に同定し、
UVSSAと命名した。UVSSの責任遺伝子同
定の過程で、研究代表者らはヌクレオチド除
去修復による DNA修復活性 (unscheduled 
DNA synthesis: UDS; recovery of RNA 
synthesis: RRS)を非放射性のエチニル化ヌ
クレオシド標識により正確に定量する技術
開発をおこなった (DNA Repair, 2010年/研
究代表者は責任著者; Nucleic Acids 
Research, 2009年/研究代表者は責任著者)。
また、研究代表者らは、国内外の皮膚科/遺伝
診断ラボに DNA修復測定技術を提供するこ
とで、XP/CS/UVSS等の DNA修復欠損性光
線過敏症例を多数収集するネットワークの
構築をおこなっている。 
 
２．研究の目的 
紫外線により DNA中に生じた、シクロブ
タン型ピリミジン 2量体、6-4光産物などの
光 DNA損傷を修復する、ヌクレオチド除去
修復機構 (NER)は、生物の DNA修復系の中
でも、もっとも多能であり、様々な形状の損
傷を DNA 鎖から除去することが可能である。
NERの欠損は、色素性乾皮症、コケイン症
候群、紫外線高感受性症候群等の種々の日光
過敏症を伴うヒトの遺伝性疾患の原因とな
っている。研究代表者らは、紫外線高感受性
症候群の新規責任遺伝子としてUVSSAを同
定した。本申請研究は、日光過敏症の患者に
由来する細胞に、DNA修復に関連する各種
遺伝子を発現するレンチウイルスを感染さ
せるウイルス相補性試験により網羅的に解
析する。これまでに収集した日光過敏症例の
うち、責任遺伝子が同定されていない NER
欠損性疾患症例を抽出し、それらについてゲ
ノム解析を実施することで新規 NER関連遺

伝子を発見することを目標としている。 
 
３．研究の方法 
研究は、以下のサブテーマについて平行して
実施した。 
 (1)国内外の臨床医と共同で、XPや CS、
UVSSを中心に、「NER欠損性を示す日光過
敏症」患者に由来する初代培養細胞を継続的
に収集して、セルバンク化する。  
 (2)既知のNER機構に作用する遺伝子
(cDNA)を発現するレンチウイルスライブラ
リーを作製する。これらを先述の NER欠損
性疾患患者に由来する細胞に感染させ、NER
の指標となる、UDS/RRS活性を測定するウ
イルス相補性試験を実施することで、既知の
NER遺伝子が疾患責任遺伝子であるかを迅
速に判定する臨床診断システムを構築する。  
 (3)上述の検査により、既知の NER関連遺
伝子の変異が疾患の責任ではないと考えら
れるケースについて、順次、次世代ゲノム解
析を実施することにより、新規 NER因子関
連遺伝子を探索する。 
 
４．研究成果 
 DNA修復システムはゲノムの不安定化と
発がんを抑制するため、DNA修復活性を測
定する手法の開発は、基礎研究や臨床診断の
みならず、抗がん剤の開発などの応用研究に
も有用である。NERは DNA修復機構の主要
経路の一つであるが、これは不定期 DNA合
成 (unscheduled DNA synthesis: UDS)と
RNA合成回復 (recovery of RNA synthesis: 
 RRS)の 2つの試験法により評価される。
UDSは、DNA修復に伴う非常に微量のDNA
合成を定量する手法で、これまでは放射性同
位体を用いたアッセイ方法でのみ定量が可
能であった。本研究で我々は、臨床診断用途
に適した非放射性 (エチニル化合物と蛍光ア
ジ化物のカップリング反応を利用する)の、包
括的かつ、簡便で高精度な UDS/RRSアッセ
イ技術の開発に取り組み、実際に皮膚科臨床
研究室と共同で、疾患責任遺伝子変異が未知
である XPと CSの責任遺伝子、責任変異の
決定に適用した。開発した手法は、UDS/RRS
活性の測定のみならず、S期の DNA合成を
指標とすることで、細胞の DNA損傷感受性
を測定することが可能である。 
 これらの DNA修復活性に関する細胞機能
アッセイと、ゲノム解析を併用することで臨
床診断の包括的プロトコルを作成した (Jia
ら Nature Protocol, 2015)。本システムでは、
まず収集した症例は、UDS/RRS、細胞 DNA
損傷感受性試験、チェックポイント誘導試験
をおこない、機能欠損のある DNA修復機構
の決定を試みる。この結果、細胞レベルでの
エンドポイントが確立される。その後、既知
の DNA修復機構に関与する遺伝子を発現す
るレンチウイルスを個別に細胞に感染させ、
上述したエンドポイントで評価することで、
疾患責任遺伝子相補性群を決定する。この結



果、相補性群が未知であるものについは、次
世代ゲノム解析を実施して変異決定を試み
る。典型的な解析は、細胞を受領後、変異同
定まで最短で 1週間で実施可能であった。 
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