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　Cells　have　various 　DNA 　repair 　pathways ，　which 　rcsolve

specific 　DNA 　lesions　created 　by　endogenous 　or　exogenous

genotoxic　agents 　and 　maintain 　genome　integrity，　NucleQtide
excision 　repair （NER ）is　one 　of 　them ，　which 　is　an 　important
DNA 　repair 　pathway　that　resolves 　numerous 　DNA 　lesions

generated 　by　UV 　radiation 　or 　chemical 　agents ，　particularly
base　modifications 　that　distort　the　normal 　helical　structurc 　of

duplex　DNA ．　For　example ，　cyclobutane 　pyr正midine 　dimers
and （6−4）photoproducts，
　 XP 　is　a　rare 　autosomal 　recessive 　disease　with 　defective
NER 　characterized 　by　severe 　photosensitivlty　 and 　 ca しlses

skin 　cancers ，　Moreover，　XP 　patients　exhiblt 　an 　increased　risk

for　spontaneous 　internal　cancers ，　and 　develop　neurologicaI
symptoms ．　Agents　or 　mechanisms 　Qf　neurQloglcal 　symptoms

of 　XP 　remain 　to　be　fully　explained ，　so　far　there　is　no 　radica ［

cure ．

　Our 　airn 　 is　to　find　DNA 　damage 　 agents 　that 　 cause

neurelogical 　symptoms 　of 　XP ，　so　first，　we 　restructured 　the

assay 　that　detect　DNA 　lesions　removed 　by　NER ．　We 　would

like　to　report 　the　results ．

ヒ ト細胞抽 出液 を用 い たヌ ク レオチ ド除去修
復検出系の 再構築
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　細 胞 に は、内在 的 に また は 外 在性遺 伝物 質に よ っ て 形

成 す る 様 々 な損傷 を 修復 し、ゲ ノ ム の 安定性 を 保 つ た

め の DNA 修復機構 が多く存在す る。そ の うち の
一

つ で

あ る ヌ ク レ オ チ ド除 去 修復 （NER ） は、紫外線、化学

物質に よ っ て 生 じる 多様な DNA 損傷 を 除去す る こ と の

で きる 重 要な DNA 修復機構 で あ る 。 特 に 二 本鎖 DNA
の らせ ん 構造 に ゆ が み を与 え る 大 きな損傷、例 え ば、
cyclobutanc 　pyrimjdine　dimers、（6

−4）photoproductsな ど を

修復す る 。

　 こ の NER に 異常 を 持つ ヒ ト遺伝性疾患 と して 色素性

乾皮症 （XP） が あ る 。
　 XP 患者 は太陽光 に対 して 高感受

性を示 し、最終的 に 高頻度 の 皮膚が ん を発症す る。さ ら

に 、紫外線 に 対 して は 自然発生 的な体内 にお け る が ん の

リス ク も高まり、また精神神経症状 も発症す る 。 こ の 精

神神経 症 状の 原 因 物質や 詳 細 な発 症 メ カ ニ ズ ム は 現 在解

明 さ れ て お らず、根 本 的 な 治療法 は な い 。
　 そ こ で 本 研 究 で は、XP 患 者 の 精 神 神 経 症 状 を 引 き起

こ す DNA 損傷物質の 探索 を 目的 と し、まず NER に よっ

て 修 復 され る DNA 損 傷 の 検 出 法 を再 構 築 した。そ の 結

果 を報告 す る。
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　We 　have　established 　a　general 　reverse 　genetics　method ，
called 　TILLING 　in　Medaka ，　and 　have　obtained 　several 　kinds

of 　DNA 　damage　response 　mutants ．　It’s　possible　to　obtain 　a 　lot
of 　nonsense 　 and 　missense 　 mutants 　in　TILLING 　at　one 　tlme．
However ，　 sometimes 　we 　cannot 　get　objective 　gene　mutants
because　T［LLING 　cannot 　introduce　mutations 　at　site−specific
region ．　Thus 　we 　 need 　to　 establish 　targeted 　mutagonesis

method 　using 　TALENs （Transcript｛on 　activ 飢 or−1ike　effector
nucleases ）．　TALENs 　are 　chimeric 　proteins　which 　were 　fUsed

specific　DNA 　binding　domain　and 　catalytic 　DNA 　cleavage

domain ．　TALENs 　can 　cleave 　DNA 　in　pairs，　and 　create

targeted　DNA 　double−strand 　breaks （DSBs ）．　When 　DSBs

are 　repaired 　by 　non −homologous 　end 　joining，　small 　deletions

or 　insertions　 are 　introduced．　We 　tried　to　establish 　REV3L

and 　REV7 　mutants ．　Here，　we 　report 　the　results （mutation

spectrum ，　ef石ciencies　of　mutagenesis ，　er貪ciencjes　of　germline
transmission　and 　off．target　effects ）．

メ ダカ に おける TALENs 利用 した遺伝子破

壊に よ る損傷乗 り越え DNA 合成ポリ メ ラー
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　我 々 は、メ ダ カ に お い て 変異体作製 法 の 1つ で あ る

TILLING 法 を確立 し、損傷 応 答 に 関 わ る多くの 遺 伝子 変

異体 を作製 して きた、TILLING 法 で は一
度 に多くの ナ

ン セ ン ス ・ミス セ ン ス 変 異 体 を得 る こ とが で きる が、部

位 特 異 的 に 変 異 導入 が で きな い た め に標 的 領 域 内 の 変 異

体 が 得 られ ない 場 合 も起 こ りうる。そ こ で 我 々 は、ゲ ノ

ム 編 集 技 術 の 1 つ で あ る TALENs （Transcription　activator −

like　effヒctor 　nucleases ）を用 い た 部位特異 的 遺 伝子 改変 法

の 樹 立 を 開 始 した。TALENs は DNA 特異的結合 ドメ イ

ン と DNA 切 断 活 性 ドメ イ ン を連 結 させ た キ メ ラ タ ン パ

ク 質で あ る。TALENs をペ ア で 作 用 させ る こ とで標的箇

所 を切断 し、非相同末端結 合 を介した塩基 挿 入 ・欠失 に

よ っ て 標的 遺伝子 に変異が 引き起 こ さ れ る。こ れ が 変異

導入 の 基 本 原 理 で あ る。本 発 表 で は Rev7 及 び Rev3L 遺

伝子 に つ い て、設計 した TALENs の SSA 　assay に よる 切

断 活 性 評 価、実 際 の 変異 メ ダ カ作 製 経 過 （変 異 ス ペ ク ト

ラ ム 〆導入 効率、Germline　transmisson 効率、オ フ ターゲ ッ

ト効 果 の 有無〉 を報告す る。

130

N 工工
一Electronlc 　 Llbrary 　


