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転写促進異常症候群の分⼦病態解明 Research Project

Project/Area Number 14771275

Research Category Grant-in-Aid for Young Scientists (B)

Allocation Type Single-year Grants

Research Field Biological pharmacy

Research Institution Kanazawa University

Principal Investigator ⽯垣 靖⼈   ⾦沢⼤学, ⾃然科学研究科, 助⼿ (20232275)

Project Period (FY) 2002 – 2003

Project Status Completed (Fiscal Year 2003)

Budget Amount *help ¥4,000,000 (Direct Cost: ¥4,000,000)
Fiscal Year 2003: ¥2,000,000 (Direct Cost: ¥2,000,000) 
Fiscal Year 2002: ¥2,000,000 (Direct Cost: ¥2,000,000)

Keywords 紫外線 / DNA修復 / 転写 / コケイン症候群 / mRNA

Research Abstract ⽣物は紫外線、放射線、化学物質などの外的要因、および⽣体内で⽣じる代謝産物などによるDNAへの損傷から⽣体を守り遺伝情報を正確に次世代へ伝えるた
めに、⽣じたDNA損傷を取り除くDNA修復系を進化の過程で獲得してきた。常染⾊体劣性遺伝疾患のコケイン症候群患者由来細胞は、特に転写と共役したDNA
修復機構に異常が認められるのに加えて、通常およびストレス時の転写機構に異常がみられる。本研究ではコケイン症候群原因遺伝⼦の機能解析を⽬的とし
て、各種遺伝⼦発現量の検索、蛋⽩質の発現解析を⾏った。その結果、定量的RT-PCR法によりHeLa細胞との⽐較においてコケイン症候群細胞の各遺伝⼦発現
量に相違が認められ、特定遺伝⼦のmRNA量の減少が確認された。コケイン症候群細胞の原因遺伝⼦にはナンセンス変異が存在するため、その変異mRNAは選
択的に分解されて消失していた。この選択的変異mRNA分解機構をシクロヘキシミド添加によって抑制したところ、コケイン症候群細胞の原因遺伝⼦mRNA量
は回復が観察されたが、愚者細胞で発現低下が確認された遺伝⼦の回復は認められなかった。また、Western blottingにより蛋⽩質量を測定した結果、コケイ
ン症候群細胞においてmRNAが消失していることが確認された遺伝⼦の蛋⽩質量は、コントロールのHeLa細胞と⽐較して有意に減少していた。この発現消失は
細胞の種類によって度合いが異なるため、今後更に機構の解明を⾏っていくとともに発症との関連を検討していきたい。さらに、発現遺伝⼦のノックアウト法
の構築を⽬指してDNA損傷修復関連遺伝⼦のRNAi誘導ベクターによるノックアウト系の構築を⽬指した。U6プロモーター下流にショートヘアピン型2本鎖RNA
を発現できる配列を挿⼊し、培養細胞へ導⼊したところ標的mRNA量の特異的な減少が観察された。さらに誘導コンストラクトの改良やアデノウイルスによる
RNAi誘導配列の導⼊法を取り⼊れて実験系を改善して⾏く予定である。
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