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研究成果の概要（和文）：　ヌクレオチド除去修復機構 (NER)は、DNA修復機構の1つで、紫外線により誘発され
るDNA損傷の修復に機能する。NERの欠損により発症する遺伝性疾患には、本邦で罹患頻度が高い色素性乾皮症 
(XP)や、2015年に指定難病に認定されたコケイン症候群 (CS)などが含まれる。NER欠損性疾患が疑われるが疾患
責任遺伝子変異が未確定の症例について解析を実施し、新規の疾患関連因子を同定することを目指した。その中
で、2例の興味深い症例を見いだした。

研究成果の概要（英文）：　Nucleotide excision repair (NER) removes DNA lesions generated by 
ultraviolet irradiation. Xeroderma pigmentosum and Cockayne syndrome are the representative 
disorders associated with NER deficiency.
 We performed DNA repair assays on potentially NER-deficient cases without definite diagnosis 
before, and we aimed to identify new disease responsible genes. From the screening, we found two 
intriguing cases.

研究分野： DNA修復学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 ヌクレオチド除去修復機構	(Nucleotide	
Excision	Repair:	NER)は、DNA 損傷修復機構
の 1つで、太陽光に含まれる紫外線により誘
発される光 DNA 損傷のほか、環境変異原によ
る付加型損傷などを除去・修復する。ヒトで
NER が先天的に欠損した場合、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)
などの遺伝性疾患を引き起こす。NER は DNA
損傷の認識に関わるメカニズムの違いから、
2 つの経路に分けられる。1 つは、ゲノム全
域で機能する NER	 (global	 genome	 NER:	
GG-NER)であり、もう 1 つは、メッセンジャ
ーRNA の転写が活発に行われている領域で機
能する NER	 (transcription	 coupled	 NER:	
TC-NER)である。NER 欠損性疾患の中でも、CS
及びUVSSはTC-NERの機能異常により発症し、
それぞれの患者に由来する初代培養細胞は
紫外線照射に強い感受性を示すことが知ら
れている。しかしながら、これらの患者の病
態を比較すると、CS 症例では重篤な神経症状
や早期老化症状を呈するのに対して、UVSS 症
例では日光過敏としみ・そばかす等の軽微な
皮膚に限定した症状のみが観察され、全身性
の重篤な症状は見られない。なぜ、これら 2
疾患の患者に由来する細胞では、どちらも
TC-NER が欠損するという共通の細胞機能の
異常を示しながら、その個々の病態には大き
な差異が生じるのかについての合理的な説
明は、現在でもなされていない。	
	 研究代表者らのグループは、疾患原因は不
明であるが、同一相補性群に属すると考えら
れた日本人 UVSS 患者 2 症例に対して、全エキ
ソーム解析を実施することにより、当時機能
未知の遺伝子であった UVSSA 上に疾患原因と
なる変異を同定し、報告している	(Nature	
Genetics,	44:	586-592,	2012)。この UVSSA
の機能解析を行う中で、CS あるいは UVSS 様
の臨床症状を示すが、CSの発症に関わる CSA,	
CSB 遺伝子、UVSS の発症に関与する CSA,	CSB,	
UVSSA 遺伝子のいずれにも変異が認められな
い十数症例を見いだしていた。	
	 CS や UVSS、XP など NER が欠損する遺伝性
疾患の診断には、患者細胞の NER 活性の測定
が有効である。GG-NER と TC-NER の活性は分
離して評価することが可能であり、GG-NER の
活性調査には不定期に起こる DNA 合成	(S 期
以外で起きるDNA合成)の量を指標とするUDS	
(Unscheduled	DNA	Synthesis)試験が用いら
れ、TC-NER の活性調査には DNA 損傷によって
停止した RNA 合成の再開を指標とする RRS	
(Recovery	of	RNA	Synthesis)試験が用いら
れる。研究代表者らのグループでは、この
UDS/RRS 試験を改良し、核酸アナログである、
EdU	(エチニルデオキシウリジン)/EU	(エチ
ニルウリジン)の取り込みと、Click カップリ
ング反応で直接蛍光標識する技術により、各

修復活性を蛍光強度として評価する方法を
確立していた。また、UVSSA の機能解析の際、
UVSSA 欠損患者由来細胞は、RRS 試験にて
TC-NER の活性低下が検出されること、レンチ
ウイルスを用いて、この患者由来細胞に野生
型 UVSSA を強制発現させると、TC-NER 活性の
回復が見られることを確認していた。	
 
２．研究の目的 
	
	 本研究の目的の 1つは、近年新たに報告さ
れた遺伝子を含む、NER に関連する既知の全
遺伝子について、それぞれの野生型 cDNA を
レンチウイルスに組み込んだ、「NER 関連レン
チウイルス cDNA ライブラリー」を作成し、
これを NER 欠損性疾患の診断に応用すること
である。背景の項で記述したように、蛍光標
識による UDS/RRS 試験での修復活性の評価及
び、レンチウイルスを用いた修復活性回復試
験	(相補性試験)の有効性は実証済みであり、
これらの手法を診断技術として発展させる
ことを目指した。	
	 また、この「NER 関連レンチウイルス cDNA
ライブラリー」を利用したスクリーニングを
実施することで、(1)	疾患原因未知の NER 欠
損性疾患症例を抽出し、(2)	次世代シークエ
ンサーを利用した全エキソーム解析等によ
り、新規疾患責任遺伝子変異を探索・同定し、
(3)	この新規因子の分子機能を明らかにす
ることを目的とした。	
	
３．研究の方法 
	
	 NER 関連遺伝子を発現するレンチウイルス
cDNA ライブラリーの作成:	 NER 関連遺伝子
には、その異常によって NER 関連疾患を発症
することが知られている古典的な XP 責任遺
伝子群、ERCC 遺伝子群などが存在するが、こ
れ以外にも、クロマチンリモデリング因子、
DNA 修復共通遺伝子なども多く存在する。こ
れら NER 関連遺伝子の cDNA をレンチウイル
スベクターへクローニングし、レンチウイル
ス cDNA 発現ライブラリーを作成した。	
	 症例スクリーニング：	 研究室で保有する
DNA 修復欠損性疾患のうち、UDS/RRS スクリ
ーニングの結果 NER 欠損が疑われる症例、あ
るいは他施設にて臨床検査などから XP や CS
が疑われるとして本所で NER 活性/疾患原因
遺伝子変異の特定を依頼された症例を対象
に解析を行うこととした。作成した NER 関連
cDNA 発現レンチウイルスを対象初代培養細
胞に個別に感染させ、UDS	/RRS を指標に NER
活性の回復を調査する。	
	 次世代ゲノム解析：	 既知の NER 関連遺伝
子を発現するレンチウイルスの感染によっ
て NER 機能が回復したケースでは、その後
Sanger 法によって疾患原因変異の特定を行
った。既知の NER 相補性群以外であった症例
については、次世代エキソーム解析を実施し
た。	



	 分子機能解析：	 本研究は主に診断手法開
発の一貫として NER 遺伝子の多くをカバーす
るレンチウイルスベクターの作成とそれを
用いたスクリーニングに取り組んだ。スクリ
ーニングの結果同定された新規疾患原因遺
伝子の分子機能解析については本研究期間
では導入部分の解析を実施し、詳細な分子機
能解析については引き続き他のプロジェク
トとして継続して取り組む予定である。	
	
４．研究成果	
	 NER 関連遺伝子を発現するレンチウイルス
を用いた UDS/RRS アッセイは、全研究期間を
通して、XP/CS/UVSS およびその他 NER 関連疾
患の診断に供した。DDB2 遺伝子変異により
XP を発症する XP-E 群症例は臨床症状も軽症
であり、診断は難渋することが多い。DDB2 欠
損 XP細胞は正常細胞の70%程度のUDS活性を
保持しており、cell	reactivation	assay な
ど、既存の手法では正確な相補性診断が不可
能であった。本研究では、複数の未確定 DDB2
欠損 XP-E 群症例についても、DDB2 発現レン
チウイルスを用いたウイルス相補性試験で
UDS 活性の回復を指標に正確な診断が可能で
あった。また、矮小変異により軽微な表現形
を示した、他の XP 相補性群や CS の症例につ
いてもウイルス相補性試験で良好な診断結
果を示したことから、NER 欠損性疾患全般の
診断に有用であることが示された。本成果を
元に、現在のプロトコルでは、通常 UDS/RRS
の欠損が見られた症例は、ほぼ全例について
ウイルス相補性試験を実施している。	
	 既存症例のスクリーニングにより新規 NER
欠損性疾患原因遺伝子を探索する課題につ
いては、疾患原因遺伝子変異が確定していな
い、XP/CS/UVSS 症例を中心にスクリーニング
を実施した。これまでに、CS 様の紫外線感受
性/小頭/低身長/早期老化などを示し RRS 活
性が欠損する症例や、紫外線感受性/日光暴
露部の好発がん性を示し UDS 活性が低下する
症例を相当数抽出することができたが、1 例
を除き、全てが既知の NER 関連遺伝子のウイ
ルス相補性試験により相補し、疾患原因遺伝
子が確定した。スクリーニングの結果 UDS が
低下し既知の NER 関連遺伝子で相補しない 1
例については、エキソーム解析を実施した結
果、既知の他疾患の原因遺伝子に変異が同定
された。本疾患原因遺伝子変異により、dNTP
プールの枯渇が生じたため UDS 欠損を示した
ことが判明している。	
	 スクリーニングの結果、NER 正常であるこ
とが確定した症例について、エキソーム解析
を実施したところ、NER 欠損ではないが、他
の DNA 修復機構に疾患原因を持つと考えられ
る症例を 1例認めた。現在、分子機能解析を
実施している。	
	 以上、本研究開発により、既知の NER 関連
遺伝子 cDNA を発現するレンチウイルスライ
ブラリーを用いた NER 相補性試験と、症例ス
クリーニングが有用であることが示され、こ

れらは既存の手法と比較しても高精度な診
断を提供可能であることが明らかにされた。	
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