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【目的】  

リボヌクレアーゼH2（RNase H2）は、RNA/DNA ハイブリッドの RNA鎖を加水分解する酵

素である。真核生物の RNase H2は A、B、Cの 3つのサブユニットから成るヘテロ 3量体で、

活性部位は A に存在する。近年、リボヌクレオチド（R）がヒトゲノム DNA に数千塩基対に

1塩基の割合で取り込まれていることや、RNase H2が Rの除去に関与していることが明らか

になった。RNase H2の遺伝性変異は神経疾患エカルディーグティエール症候群（AGS）を引

き起こす。我々は、CRISPR/Cas9 システムを用いてマウス線維芽細胞株 NIH3T31)およびヒ

ト胎児腎細胞 HEK2932)の RNase H2 A サブユニット（RH2A）欠損株（KO株）を作製し、

これらは野生株よりもゲノム DNA に R が多く蓄積していることを報告した。本研究では、

RNase H2 の細胞内での作用を詳細に解析する一環として、KO 株に野生型 RH2A 遺伝子を

一過性に発現させ、ゲノム DNA中の R量の経時変化を調べた。さらに、NIH3T3 KO株にヒ

トで AGS を引き起こす変異に相当する変異（G37S, N213I, R293H）を有するマウス RH2A

遺伝子を一過性に発現させ、ゲノム DNA中の R量を調べた。 

【方法】  

1. RH2A遺伝子の一過性発現：マウスまたはヒト野生型 RH2A発現プラスミドをNIH3T3 KO

株または HEK293 KO 株に導入し、1-10 日目の細胞抽出液およびゲノム DNA を回収した。

また、G37S, N213I, R293H発現プラスミドを NIH3T3 KO株に導入し、2日目の細胞抽出液

およびゲノム DNAを回収した。2. タンパク質発現：細胞抽出液に対し、RNase H2 Aサブユ

ニットに対する抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。3. 活性測定：1 塩基の R を

含む 12 bpの二本鎖 DNA を基質として、細胞抽出液の RNase H2活性を測定した。4. R量測

定：ゲノム DNAをアルカリ処理し、アルカリアガロースゲル電気泳動（AGE）に供した。 

【結果】  

KO株に野生型RH2A発現させると 1-10日目でRNase H2タンパク質が発現しており、RNase 

H2活性はNIH3T3では 1-3日目が、HEK293では 2-5日目が最も高かった。また、アルカリ

AGEでは、もとの KO株と比較してバンドが高分子側にシフトしており、ゲノム DNA中の R

が除去されていることが示唆された。KO株に G37Sを発現させると、活性の増加や R量の減

少は見られなかった。一方、N213Iあるいは R293Hを発現させると、活性や R量は野生株と

同じレベルになった。現在、HEK293においても同様の解析を進めている。 
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