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研究成果の概要（和文）：DNA2本鎖切断はゲノム情報を損傷する危険なDNA損傷であり、修復されなくては細胞
が正常に生存することができない。本研究では、DNA2本鎖切断のうち、非相同末端結合を促進し、相同組換え
（HR）を抑制する分子だと考えられてきた。RNF8が持つ新しい機能を解析した。BRCA1欠損は遺伝性乳癌で認め
られる特徴である。BRCA1が欠損した細胞では、RNF8経路はHR促進に機能することを明らかにした。ゲノム編集
において、DNA2本鎖切断が利用されている。しかし、その過程でゲノムが意図せず損傷されることが知られてい
る。そこで、DNA2本鎖切断を用いない新しいゲノム編集法を開発し、その分子機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：DNA double-strand breaks (DSBs) are deleterious DNA damage. DSBs are 
repaired by two major DNA repair pathways: Non Homologous End Joining and Homologous Recombination 
(HR). RNF8 has been known as a molecule that promotes NHEJ and suppresses HR. In this research, we 
revealed that RNF8 promotes HR in BRCA1-negative cells. 2. DSBs are utilized for gene editing 
technology. However, DSBs can induce gene mutations during gene editing with DSBs. We have developed
 DSB-free new gene editing methods and revealed molecular mechanisms working in the gene editing 
technology.

研究分野： DNA修復、ゲノム編集

キーワード： DNA修復　相同組換え　ゲノム編集　合成致死

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
BRCA1欠損癌はHR機能不全によりPARP阻害剤による治療が奏功すると知られている。しかし、中にはBRCA1非依存
的なHRの回復によりPARP阻害剤抵抗性となるものがある。この様な細胞においてRNF8がHRを促進していることを
明らかにした。これは、PARP阻害剤抵抗性を克服するための重要な分子生物学的な基盤と考えられる。DNA2本鎖
切断を用いずにゲノムの編集を可能としたことにより、疾患遺伝子の変異を安全に修正する技術の基盤を開発し
た。さらなる発展により、遺伝性疾患の細胞治療の開発につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) 細胞には日常的に多くの DNA 損傷が発生しており、細胞は常に遺伝子変異の危険にさら
されている。DNA 損傷には様々な種類があるが、中でも放射線照射などにより生じる DNA2 本鎖
損傷（DSB）は染色体構造異常の原因となり、また細胞死を強く誘導するため、特に危険である。
細胞には強固な DSB 応答機構が備わっており、損傷 DNA を修復してゲノムの恒常性を維持して
いる。  

DSB 修復には、損傷 DNA を元どおりに修復できるが、細胞周期の S-G2 期に限定され、修復に
時間を要する「homologous recombination（HR）」と全細胞終期にわたり DNA 損傷を速やかに修
復できるが、変異や欠失を伴いやすい「non-homologous end joining（NHEJ）」がある．これら
2 つの修復経路は相互排他的であり、経路選択の誤りは染色体不安定性を誘発することが知ら
れている。このことから、個々の DNA 損傷に対して適切な修復方法が存在し、細胞には修復経
路を選択する分子機構が存在すると予想される。修復経路選択機構は DNA 修復研究に携わる研
究者にとって長年の謎であったが、近年の研究成果の蓄積により、この謎に取り組む土壌が整
い、その分子機構の解明が期待されている。 

報告者は、研究開始当初までに、DSB 応答にはユビキチン依存性シグナルが必要であること、
このシグナリングを担うE3ユビキチンリガーゼとしてRNF8, RNF168を同定した（Science 2007, 
Cell 2009）。また、これらのユビキチン依存性シグナルは OTUB1, OTUB2 などの脱ユビキチン化
酵素により抑制的に制御されていることを解明した(Nature 2010, Mol. Cell 2014)。この研究
により、RNF8-RNF168 によるユビキチン化シグナリングは HR の抑制因子 53BP1 の DSB への局在
を誘導し、また、HR の促進因子である BRCA1 を DSB 局所から隔離することにより NHEJ による
DSB 修復を促進することが示された。一方、BRCA1・53BP1 の発現がともに抑制されている細胞
では、RNF8 は HR の実行因子である RAD51 の DNA 損傷部位への局在を促進することも示した
(Cancer Res 2012)。これらの研究成果を総合的に考えると、RNF8-RNF168 経路は NHEJ のみな
らず、HR をも促進する機能をもつことが示唆される。このことから、ユビキチン化による DNA
損傷応答-修復制御には未解明事項が多く取り残されていると予想された。 

(2) ノックインマウスの作成過程では HR が利用されていることが知られていた。近年、
TALEN などの人工ヌクレアーゼが開発されるに至り、その効率が大幅に上昇したことで、様々
な細胞でゲノム編集を実施することが可能となった。これは、ゲノム上の狙った部位に DSB を
発生させ、そこで外来性ドナーDNA-ゲノム間での HR 様 DNA 修復が誘導できるようになったため
である。TALEN のデザイン・作成は高度な知識と技術を要していたが、CRISPR/Cas9 が哺乳類細
胞へと適用可能となり、多くの研究者が簡単にゲノム編集を行うことが可能となった。これに
より、遺伝性疾患のゲノム編集治療といったこれまでの技術では不可能であった治療が期待さ
れるようになった。DSB の大部分は NHEJ により修復されてしまう。もし、NHEJ を抑制し、HR
効率を上昇させる操作が可能となれば、もしくは、NHEJ や MMEJ（microhomoloy-mediated end 
joining）による正確なゲノム編集が達成できれば、ゲノム編集効率の向上が期待される。 
 
２．研究の目的 
(1) DSB 応答・修復におけるユビキチン関連遺伝子の機能解析を行うことにより、DNA 修復制
御機構の詳細を明らかにする。 
(2) DNA 修復制御機構を基盤として、Crispr/Cas9 によるゲノム編集を高効率化する。 
 
３．研究の方法 
(1) DSB を利用しない高効率かつ正確なゲノム編集法の開発 
ゲノム編集効率を効率よく測定するレポーターシステムを開発した（EGFPcC>G レポーター）。
これは、EGFP 遺伝子の 321 番目の塩基を C>G とし、ナンセンス変異としたものである。この細
胞では EGFP は発現しない。ゲノム編集（G>C のヌクレオチド置換）に成功すると、EGFP が発現
する。フローサイトメトリーにより EGFP 陽性細胞の割合を測定することで、ゲノム編集成功率
を容易に解析できるシステムである。 
 このシステムにおいて、レポーター細胞に発現ベクターをトランスフェクトすることで、EGFP
遺伝子上のさまざまな部位を標的とする gRNA と Cas9 もしくは Cas9 D10A, Cas9 H840A を発現
させる。また、EGFP の変異ヌクレオチド部分を野生型とした修復鋳型を挿入したドナープラス
ミドも導入した。数日間細胞培養を続けた後にゲノム編集効率をフローサイトメトリーで解析
した。遺伝子配列については、EGFP シングル細胞由来クローンからゲノム DNA を抽出した後、
PCR-サンガーシーケンスにより同定した。サイミジンキナーゼのゲノム編集では、ゲノム編集
を実施した細胞群を CHAT（Cytidine-hypoxanthine-aminopterin- thymidine）培地中で培養す
ることで、サイミジンキナーゼ活性が回復を確認した。 
(2) 人がん細胞由来細胞株において、Dox 誘導性に siRNA に抵抗性の RNF168 変異体を RNF168
が発現できる細胞株を樹立した。siRNA で内在性 RNF168 の発現をノックダウンしたうえで、細
胞に放射線を照射し、RNF168 の DSB 局在を解析した。 
(3) ① BRCA1・53BP1・RNF8 ノックアウト細胞（KO細胞）および比較対象となる細胞を樹立し
た。BRCA1 を KO すると細胞が増殖しないため、オーキシンデグロン法（細胞培養液中にオーキ
シンを添加することで、AID タグをつけたタンパクの急速分解が誘導できるシステム。Natsume 
et al. Cell Rep. 2016）により、実験時にのみ BRCA1 発現を停止する手法を用いた。 



② 樹立した細胞に対して PARP 阻害剤感受性試験を行った。 
③ PARP 阻害剤により発生する DNA 損傷の HR による修復能を測定するため、1 細胞あたりの
RAD51 の foci 数を計測した。 
④ その他は研究成果の項目中に記載した。 
 
４．研究成果 
(1) DSB を利用しない高効率かつ正確なゲノム編集法の開発 

ニックを組み合わせることで、一本鎖 DNA がオーバーハングとなる DSB を 2 か所作成し、こ
こにアニールすることができるような 1本鎖 DNA オーバーハング断端を持つ 2本鎖 DNA オリゴ
をはめ込む（制限酵素サイトで DNA をライゲートするのと同じ様式）手法を試みた。この手法
では、遺伝子配列の一部をドナー配列へと効率的に置き換えることが可能であったが、遺伝子
配列の大きな欠損も高頻度に認められた。これは、ドナーとしてプラスミドを用いた場合も同
様であった。この実験において、コントロールとして設定したものに、レポーター遺伝子の同
側に 2か所のニックを入れたものがあった。従来、ニックでは HR は誘導されないと考えられて
きたにもかかわらず、高いゲノム編集効率を示した。このデータを手がかりとして、ニックの
位置、ドナープラスミドの配列等について検討を行った。その結果、① ゲノムの同一 DNA 鎖上
に 2つのニックを入れる。② ドナープラスミドの修復鋳型（ホモロジーアームに相当）には、
2つのターゲットのうち標的ヌクレオチドに近いCas9標的配列直後のPAM配列を破壊するよう
にサイレント変異を入れる（ドナープラスミドには 1か所のみニックが入ることになる）場合
にゲノム編集効率が最大となる。 ③ ニック間の距離は 50bp 程度でも、300bp 程度でもゲノム
編集効率にほとんど差がない。④ 2 つのニックで標的ヌクレオチドをはさんでいてもはさんで
いなくても効率的なゲノム編集を達成することができる。ことが明らかとなった。従来の DSB
を用いた手法でのゲノム編集効率は約 1%程度であるのに対し、約 5%程度と高いゲノム編集効率
が得られた。この手法をタンデムニック法と称することとした。 

この知見を考察し、さらに発展させ、① ゲノムの標的ヌクレオチドの近くに 1か所のニック、
② ドナープラスミドの修復鋳型上ではなくバックボーンに 1 カ所のニック ③ ドナープラス
ミド修復鋳型上の標的配列直後の PAM にはサイレント変異を入れ、ニックが発生しない状態と
する。この手法により、約 14%とさらに高いゲノム編集効率を得ることに成功した。この新し
いゲノム編集法を SNGD（a combination of single nicks in the target gene and donor plasmid）
法と称することとした。SNGD 法を 4回繰り返すことにより 40%以上のゲノム編集効率が得られ
た。 

SNGD 法によるゲノム編集の正確性を検証するため、EGFPcC>G レポーター遺伝子を 2コピーゲ
ノムにインテグレートした細胞株を用いて、ゲノム編集を実施した。EGFP 陽性となった細胞、
すなわち少なくとも 1コピーのレポーター遺伝子のゲノム編集に成功した細胞をクローン化し、
その細胞内のレポーター遺伝子の配列を解析した。従来の DSB 法でゲノム編集を行った場合、
92.3%の細胞においてヌクレオチド欠失・挿入が認められた。一方 SNGD 法で編集した細胞のう
ち indel が確認された細胞はわずか 3.57%であった。 

最後に、チミジンキナーゼ遺伝子の複合ヘテロ接合体である TSCER2 細胞におけるゲノム修正
を試みた。exon 4 にある 1ヌクレオチド挿入を標的とした。SNGD 法によるゲノム編集効率は約
8%であった。DSB 法を用いた場合、チミジンキナーゼ活性を回復した細胞の約 20%の細胞に意図
しないヌクレオチド欠失が認められたのに対し、SNGD 法では、チミジンキナーゼ活性を回復し
た細胞のすべてにおいてサイミジンキナーゼ遺伝子が正しく野生型に編集されていた。 

これらの研究成果から SNGD 法は高効率かつ正確なゲノム編集を可能とする新しいゲノム編
集法であることが示された (Genome Res. 2018,特願 2016-141482)。 

さらに SNGD 法を発展させたより正確なゲノム編集法開発の可能性を示唆するデータを得た
（特願 2018-215588）。 
 
(2) RNF168 の DNA 損傷部位への局在機構 
 RNF168 には Ubiquitin-dependent DSB 
recruitment module (UDM)というユビキチ
ンに特異的に結合するモジュールが２つ
存在する。１つは N末の RING ドメイン直
下にある LRM1-UMI-MIU1 からなる UDM1,も
う一つは C末にある MIU2-LRM2 からなる
UDM2 である。UDM1 には K63-linked ユビキ
チン鎖に特異性があり、DSB 部位において
RNF8 が作りだした K63-linked ユビキチン
鎖に結合し、RNF168 は DSB 部位に局在する
とされてきた。UDM2 には K63-linked ユビ
キチン鎖特異性はなく、RNF168 自体がユビ
キチン化された分子に RNF168 が結合する
のに必要なモジュールであるとされてき
た。共同研究として東京大学で行ったタンパク結合実験により、UDM2 には未知のユビキチン結



合ドメイン UAD が存在することが明らかとなった。UAD を含めた UDM2 は K63-linked ユビキチ
ン鎖への特異性が認められた。結晶構造解析により、ユビキチン鎖と相互作用するアミノ酸が
同定された。この知見を元に、RNF168 のアミノ酸置換体を多数作成し、これらを RNF168 ノッ
クダウン細胞において発現させ、その DSB 局在を解析した。RNF168 は過剰発現することで RNF8
に非依存的に DSB に局在する特性があるため、Tet-inducible のシステムにおいて、Dox の濃度
を極力低濃度で用い、生理的レベルに近いレベルで RNF168 を発現させて解析を行った。UDM1
に含まれる L116, S142, D175 の変異体は in vitro では K63-linked ユビキチン鎖結合能が著し
く低下するにもかかわらず、細胞内での DSB 局在効率は軽度低下するにとどまった。UDM2 に含
まれる E433, E439,D446 のうち、D446 変異体のみ DSB 局在能が著しく低下していた。一方、UDM1
と UDM2のアミノ酸置換を組み合わせた場合、RNF168の DSB局在能は顕著に低下した（前頁図）。
このことから、従来のモデルとは異なり、RNF168 の UDM1・UDM2 は独立した機能を持つのでは
なく、協調して機能することが示唆された（Nat Commun 2018）。 
 
(3) BRCA1 ノックアウト細胞における RNF8 依存的相同組み換え制御機構 
樹立した細胞をオーキシンおよびオラパリブ 0、1.3、2.5 もしくは 5μM中で 24 時間培養した
ときの細胞増殖効率を測定した。既報から予想されるように、BRCA1(-/AID)細胞はオラパリブ
感受性を示し、BRCA1(-/AID)・53BP1(-/-)は WT と BRCA1(-/AID)の中間レベルのオラパリブ感
受性、すなわち、中等度のオラパリブ抵抗性を示した。一方、BRCA1(-/AID)・53BP1(-/-)・
RNF8(-/-)細胞は、BRCA1(-/AID)細胞よりも強いオラパリブ感受性を示した。RNF8(-)細胞は中
等度のオラパリブ感受性を示した。 

樹立した細胞をオーキシン添加下にオラパリブを添加した。WT、53BP1(-/-)、RNF8(-/-)いず
れにおいても、オラパリブ添加により RAD51 の foci が形成された。これに対し、BRCA1（-/AID）
では RAD51 の foci 形成は著しく抑制されていた。一方、BRCA1(-/AID)に 53BP1 のノックアウト
を加えた BRCA1(-/AID)・53BP1(-/-)細胞では RAD51 の foci 形成は大きく回復した。この結果
は、RNF8(-/-)を除き、各細胞における PARP 阻害剤感受性と相容れる結果であった。 

BRCA1(-/AID)・53BP1(-/-)
お よ び BRCA1(-/AID) ・
53BP1(-/-)・RNF8(-/-)細胞
をオーキシン添加あり・なし
の条件でオラパリブ処理を
行った。その結果、オーキシ
ンにより BRCA1(-/AID)・
53BP1(-/-)・RNF8(-/-)細胞
の BRCA1-AID 分解を誘導し
たときにのみ、オラパリブに
よる RAD51 の foci 形成が著
しく抑制された（右図）。 

 
(4) その他 Topoisomerase I による DNA 損傷修復において、ある E3 が RPA および RAD51 の過
剰な DNA 損傷部位への局在を抑制することで HR を促進することを示した。RNA 結合タンパク質
の DSB 修復への関与が報告されており、RNA 依存的な DSB 修復経路の存在が示唆されている。
研究は転写阻害剤での前処理および RNaseH1 の過剰発現によって、DSB 修復経路の一つである
相同組換え経路が抑制されることを見出し、DNA-RNA hybrid の形成が、相同組換え経路へのき
っかけになると考えられた。そこで、DNA-RNA hybrid の解消に関与する Aquarius に注目して
解析して解析し、Aquarius が相同組換え経路に必要であることを報告した。また、DNA 複製を
介した断端が１つしかない DSB の修復経路解析も進め、これまで考えられていた相同組換え依
存的な経路ではなく、未知の経路が主経路として働いている可能性が示唆された。 
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