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研究成果の概要（和文）：申請者が独自に単離したFANCD2タンパク質と相互作用を示す因子との解析では、遺伝
子破壊細胞株を用いた遺伝学的解析により、これまで報告されていなかったアルデヒド分子のゲノム安定性にお
ける影響について明らかにした。また、脂質代謝に応答したFANCD2の細胞内動態の解析として、脂質代謝制御に
重要なオルガネラの形成に連関したFANCD2の局在変化を見出した。このようなFANCD2の細胞内動態はこれまで他
に報告がなく、脂質代謝環境の変化に応答した新規の細胞応答である。これらの結果は、DNA損傷応答とは独立
したFANCD2の機能を検証する上で、重要な研究成果である。

研究成果の概要（英文）：In this project, an interaction factor with FANCD2 protein was identified 
from mass spectrum-based proteome screening. Genetic analysis with knockout cell lines of the FANCD2
 interacting factor revealed the impact of endogenous fatty aldehyde molecules on genome stability. 
In situ proximity ligation assay revealed co-localization of FANCD2 and the interacting factor in 
not only the nucleus but also cytoplasm. Moreover, live cell imaging of EGFP-FANCD2 expressing cell 
line recognized a novel intracellular dynamics of FANCD2 in response to formation of organelles that
 are important for the regulation of lipid metabolism. This intracellular dynamics of FANCD2 have 
not been reported previously, and this is a novel cellular response of FANCD2 upon the lipid 
metabolism. These results indicate a possible function of FANCD2 independent of the DNA damage 
response.

研究分野：分子生物学、細胞生物学、化学物質影響

キーワード： ファンコニ貧血　アルデヒド代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
稀な遺伝疾患であるファンコニ貧血は多種多様な病態を示すことが知られている。それらは責任遺伝子産物FAタ
ンパク質の機能異常に起因するが、脂質代謝異常に関してはその病態発症機序は依然として明らかでなく、根本
的な治療法や予防法の開発も進んでいない。本研究課題ではFAタンパク質のひとつであるFANCD2と協調して機能
する因子の同定およびその解析から、FANCD2の脂質代謝制御における新たな細胞応答を明らかにした。これらの
研究成果は、ファンコニ貧血の病態発症機序の解明、および分子メカニズムに基づいた病態緩和法の開発の基盤
になると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
稀な遺伝疾患の一つであるファンコニ貧血（Fanconi anemia, FA）は、幼少期から造血不全に
起因する重度の貧血を呈し、多くは急性骨髄性白血病を発症する。現在までのところ 22 種類の
責任遺伝子が同定されており、これらの遺伝子産物（FA タンパク質）は、「FA経路」と呼ばれる
細胞内シグナル伝達経路を構成し、主に DNA 上に発生した鎖間架橋（interstrand crosslink, 
ICL）損傷の修復および、その細胞応答に関与することが判明している。 
 
しかし、FA タンパク質の DNA 損傷応答に関する解析が大きく進展する一方で、ファンコニ貧
血において明らかにされていない課題が依然として複数存在している。ファンコニ貧血患者は
上述の症状のみならず多様な病態を示すことが報告されている。その代表的な病態として、ファ
ンコニ貧血患者の半数以上でみられる内分泌機能や脂質代謝の異常については、FA タンパク質
の DNA 損傷応答の異常だけでは発症機序の説明が困難である。また、ファンコニ貧血の研究にお
いてもっとも重要な課題の一つとして、FA 経路が標的とする ICL 損傷が何か、またそれらがど
のような機序で発生しているのか判明していないことが挙げられる。このような状況の中、本研
究課題が開始された頃に、代謝産物として生体内で生成されるホルムアルデヒドやアセトアル
デヒドが内因性 ICL 損傷を発生させる原因物質の一つであることを示す論文が発表された。分
子内にアルデヒド基（-CHO）を有する化合物であるアルデヒドは、核酸やタンパク質などの生体
分子に対する反応性が非常に高く、細胞毒性が強い。国際がん研究機構では、複数のアルデヒド
分子が「最も発がんリスクの高い物質」として分類されている。しかし、生体内で生じるアルデ
ヒドは多種多様に存在するため、FA 経路の標的となる ICL 損傷の実態やその発生メカニズムに
関しては、依然として不明な点が多く残されていた。 
 
２．研究の目的 
生体内で生じるアルデヒドの無毒化に寄与するアルデヒド脱水素酵素（ALDH）は、ヒトでは 19
種類存在し、それぞれ細胞内での局在や基質とするアルデヒドが異なる。また、一部のアルコー
ル脱水素酵素（ADH）に関してもホルムアルデヒドなどの代謝に関与していることが判明してい
る。ファンコニ貧血における影響が最も研究されているのは、主にアルコール代謝によって生じ
るアセトアルデヒドを基質とする ALDH2、およびホルムアルデヒドの代謝に関与する ADH5 であ
る。ALDH2 または ADH5 の機能異常は、アセトアルデヒドやホルムアルデヒド代謝が顕著に阻害
されるため、FA ノックアウトマウスでは病態の重篤化を引き起こす。また、ヒトにおいても不
活性型 ALDH2 を発現しているファンコニ貧血患者では病態発症の早期化が報告されている。し
かし、これらのアルデヒド以外に生体内で生じるアルデヒドは多数存在するにも関わらず、ファ
ンコニ貧血における影響は ALDH2、ADH5 以外には、十分に解析されていなかった。 
 
申請者は本研究課題の申請時において、脂質代謝の結果として生じるアルデヒドを基質とし
て働く ALDH の一つを、FA タンパク質である FANCD2 の相互作用因子として同定していた。脂質
過酸化反応等によって生じるアルデヒドがファンコニ貧血の病態発症に関与する可能性につい
ては以前から指摘されているが、それらに関する研究はきわめて少なかった。そこで、本研究課
題は脂質代謝における FA タンパク質の機能的影響を解析することによって、ファンコニ貧血の
病態における脂質代謝由来のアルデヒドの影響を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ゲノム編集技術を用いた遺伝子破壊細胞の樹立、および遺伝学的相互作用の解析 
 申請者が FANCD2 の相互作用因子として同定した因子の機能異常が及ぼす影響を解析するため、
クリスパー・キャス 9を利用したゲノム編集技術を用いて遺伝子破壊細胞株の樹立を試みた。さ
らに FANCD2 との遺伝学的相互作用を解析するため、FANCD2 との二重遺伝子破壊細胞株の樹立も
あわせて実行した。 
 
（２）細胞内共局在領域の解析 
当該因子と FANCD2 の相互作用が細胞内のどこで見られるのか不明であったため、細胞内におけ
る共局在を検証する目的として、蛍光タンパク質 mCherry を融合した ALDH と EGFP-FANCD2 を共
発現させた細胞を樹立し、両因子の局在を共焦点レーザー顕微鏡により詳細に観察した。さらに、
細胞内における微弱なタンパク質間相互作用および共局在を高感度に検出することが可能な
Proximity ligation assay（PLA）を利用した共局在解析もあわせて行った。 
 
（３）相互作用に必要な機能領域の解析 
 申請者は予備検討の段階で、当該因子と FANCD2 は安定的に相互作用することを免疫沈降解析
で明らかにしていたが、その相互作用に必要な機能領域は不明であった。そのため、FLAG タグ
を付加したさまざまな変異型 FANCD2 を安定的に発現する細胞を樹立し、免疫沈降解析を行うこ



とにより、機能領域の特定を試みた。 
 
（４）脂質代謝に応答した FANCD2 の細胞内動態の解析 
 申請者はこれまでの解析において FANCD2 の欠損が細胞の脂質代謝制御に変化を引き起こすこ
とを明らかにしていたが、逆に脂質代謝環境の変化に応答した FANCD2 の細胞内動態については
不明であった。そのため、EGFP-FANCD2 を安定に発現する細胞を樹立し、脂肪酸の一つであるオ
レイン酸を添加した培地で細胞培養した時の FANCD2 の細胞内局在の変化を共焦点レーザー顕微
鏡で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）ゲノム編集技術を用いた遺伝子破壊細胞の樹立、および遺伝学的相互作用の解析 
 相互作用因子として同定した当該因子の遺伝子破壊細胞株の樹立を、ヒト骨肉腫由来の U2OS
細胞を用いて試みた。当初、遺伝子破壊細胞の樹立は難航したが、ガイド RNA のターゲットとな
るゲノム DNA 領域の再検討を行い、新たなガイド RNA を用いた遺伝子破壊を行った結果、当該因
子の発現が消失したクローンを複数単離することに成功した。さらに、その原因となるゲノム
DNA 上の変異もサンガーシークエンス解析によって特定した。次に、FANCD2 との二重遺伝子破壊
細胞株の樹立に関しても、最終的に二株のクローンの樹立に成功し、ゲノム DNA 上の変異も特定
し遺伝子破壊を確認した。当該 ALDH の遺伝子破壊によって細胞内のアルデヒド代謝が欠失し、
ゲノム DNA の安定的な維持・継承に異常をきたすことが予想されたため、まず申請者は FANCD2
単独の遺伝子破壊細胞の樹立も行い、これらの一連の遺伝子破壊細胞株を用いて、通常培養条件
下における内因性の DNA 損傷レベルの検証を行った。この解析のため、ヒストンバリアントであ
る H2AX の 139 番目のセリンのリン酸化状態（gamma H2AX）を DNA 損傷の指標として解析を行っ
た。その結果、親株の U2OS 細胞と比較して、それぞれの遺伝子破壊細胞株で有意に DNA 損傷レ
ベルが増加する結果が得られた。特に、二重遺伝子破壊細胞において高い DNA 損傷レベルが検出
された。これは当該因子によるアルデヒドの無毒化（代謝）と FANCD2 をはじめとする FAタンパ
ク質が機能する FA 経路（DNA 修復）が、アルデヒドに対するゲノム安定性の維持に重要である
ことを示唆している。また、近年提唱されているアルデヒドに対する代謝と DNA 修復（FA経路）
による二段階防御モデルが、当該因子においても適応されることを意味する。 
 
今後は、本解析の条件下で細胞内に生じている DNA 損傷がどのようなものかを同定を進める
と共に、当該因子と FANCD2 の相互作用の機能的な側面に関しても明らかにする予定である。ALDH
はヒトにおいて 19 種類存在するが、一部の ALDH を除いてゲノム安定性への影響については十
分に理解されていない。本研究課題で得られた結果は、これまで明らかにされていない ALDH の
機能解析の重要性を示唆するデータと言える。 
 
（２）細胞内共局在領域の解析 
 FANCD2 の相互作用因子として同定された当該因子との細胞内局在を解析するため、それぞれ
の因子に蛍光タンパク質（mCherry または EGFP）を付加したものを共発現した細胞を用いた生細
胞イメージング解析を共焦点レーザー顕微鏡により行った。さまざまな条件下における観察を
行ったが、両因子の明確な細胞内共局在は観察されなかった。そこで Proximity ligation assay
（PLA）による in situ 共局在解析を検討したが、当該因子を特異的に認識する抗体が得られな
かったため、PLA による細胞内共局在の解析は当初想定した条件では検出できなかった。そのた
め HAタグを付加した当該因子を安定発現する細胞を樹立し、抗 FANCD2 抗体と抗 HA抗体を用い
た PLA を試みた。その結果、両因子の共局在を示す PLA シグナルが、核内のみならず細胞質中に
おいても有意なレベルで検出された。今回は抗 HA抗体を用いた間接的な PLA による検出であっ
たが、HA による非特異的なシグナルはほぼ検出されなかったため、本解析結果は両因子の特異
的な細胞内共局在を検出できていると判断した。当該因子は細胞質中の脂質代謝に関与するオ
ルガネラ領域に存在することが報告されているが、核内での機能は報告されていない。そのため、
今後は核内における脂質代謝の可能性を含めて、より詳細な解析が必要になると考えられる。一
方、FANCD2 は核内における DNA 損傷応答における機能解析は知られているが、細胞質中におけ
る他の因子との相互作用および機能ついては不明な点が多い。FA タンパク質の DNA 損傷応答と
は独立した細胞質中の機能解析において、これらの結果は重要な手がかりとなる可能性が考え
られる。 
 
（３）相互作用に必要な機能領域の解析 
 さまざまな変異型 FANCD2 を安定発現する細胞を樹立し、当該因子との相互作用を免疫沈降に
より解析した。その結果、FANCD2 の DNA 損傷応答に必須な翻訳後修飾である 561 番目のリジン
のモノユビキチン化部位に変異を導入した変異型 FANCD2（K561R）では、野生型 FANCD2 と同程
度の共沈降を示し、当該因子との相互作用に影響がみられなかった。この結果は、両因子の相互
作用は FANCD2 の DNA 損傷応答に必須の翻訳後修飾に依存しないことを示唆しており、これまで
に知られている DNA 損傷に応答した FANCD2 の機能とは独立した相互作用である可能性が考えら
れる。さらに、FANCD2 の C末端領域を欠失した変異型 FANCD2 を安定に発現する細胞を用いた免
疫沈降解析では、両因子の相互作用が著しく減弱した。これらの結果から、当該因子との相互作



用には FANCD2 の C 末端領域が必要であると考えられる。今後はより詳細な FANCD2 の機能領域
の特定を進めると共に、当該因子における相互作用領域の特定についても同様に解析を進める
予定である。 
 
（４）脂質代謝環境の変化に応答した FANCD2 の細胞内動態の解析 
 脂肪酸の一つであるオレイン酸を培地に添加した培養条件下では、細胞の脂質代謝環境の変
化によりさまざまな細胞応答が見られることが既に知られている。このような条件下における
EGFP-FANCD2 の細胞内局在の解析を行った結果、脂質代謝制御に重要なオルガネラの一つである
脂肪滴の形成に連関した FANCD2 の局在変化が観察された。FANCD2 は DNA 損傷に応答して核内で
点局在を示すことがひろく知られているが、その DNA 損傷応答が欠損している変異型 FANCD2
（K561R）においても脂肪滴形成に連関した同様の細胞内動態が観察された。また、本解析を行
ったオレイン酸を添加した培養条件下では、DNA 損傷レベル（gamma H2AX）が上昇しないこと、
および内在性 FANCD2 も同様の局在変化を示すことも免疫染色解析により明らかにした。このよ
うな FANCD2 の細胞内動態はこれまで他に報告がなく、脂質代謝環境の変化に応答した新規の細
胞応答である。これらの結果は、DNA 損傷応答とは独立した FANCD2 の機能を検証する上で、重
要な細胞応答であると考えられる。 
 
 本研究課題で得られた以上の研究成果は、脂質代謝制御における FA タンパク質の新たな機能
的側面を明らかにするものである。今後はさらに詳細にこれらの解析を進めることにより、ファ
ンコニ貧血に見られる発症機序の不明な脂質代謝異常の分子メカニズムの解明、さらにそれら
の病態の予防法・緩和法の開発の基盤になると期待される。 
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