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研究成果の概要（和文）：ファンコニ貧血（FA）はまれな小児の遺伝病で、DNA損傷の修復に欠損を持ち、再生不良性
貧血と白血病などの高発がん性を示す。我々は、FAの病態とDNA損傷応答メカニズムの解明を目的として、FAのキー分
子であるFANCD2の会合分子を解析し、CtIPを同定した。CtIPはDNA末端の削り込みを行う重要なヌクレアーゼであり、
我々の研究によって、FANCD2がその細胞内局在の制御を行うこと、CtIPがFAに関連する重要な修復因子であることが明
らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The Fanconi anemia (FA) pathway is critically involved in the maintenance of 
hematopoietic stem cells and the suppression of carcinogenesis. A key FA protein, FANCD2, is 
monoubiquitinated and accumulates in chromatin in response to DNA interstrand crosslinks (ICLs), where it 
coordinates DNA repair through mechanisms that are still poorly understood. Here we report that CtIP 
protein is a direct interactor of FANCD2. A region spanning amino acids 166 to 273 of CtIP, and 
monoubiquitination of FANCD2, were both essential for the FANCD2-CtIP interaction and MMC-induced CtIP 
foci. Remarkably, both FANCD2 and CtIP were critical for MMC-induced RPA2 hyperphosphorylation, an event 
that accompanies end resection of double strand breaks. Collectively, our results reveal a role of 
monoubiquitinated FANCD2 in end resection, anchoring CtIP to chromatin during ICL repair.

研究分野：分子放射線生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

 細胞は放射線や環境変異原による外

因性、細胞内代謝産物による内因性の

ゲノム損傷に常にさらされている。こ

れらのゲノム損傷による DNA 鎖間のク

ロスリンク（interstrand crosslink; 

ICL）や DNA-蛋白質クロスリンク

(DNA-protein crosslink; DPC)を修復

することは、複製や転写といったゲノ

ム機能を維持し、細胞の健全な増殖生

存にとって非常に重要な生体防御シス

テムといえる。その分子機構の解明は

医学的にも重要な課題である。 

 

 ファンコニ貧血（FA）はこういった

DNA クロスリンク損傷修復に欠損を持

つ代表的な疾患の一つである。FA はま

れな小児の遺伝病で、臨床的には進行

性骨髄不全、骨格異常、さらに、白血

病などの高発がん性を示す。細胞レベ

ルでは、特異な染色体異常と、

mitomycin C（MMC）などの DNA クロス

リンカー剤に対する高感受性が特徴的

である。 

 

 本申請の背景について、DNA クロスリ

ンク修復とFAに関連する事項を以下に

まとめる。 

 

 DNAクロスリンク損傷とは：通常代表的

抗がん剤であるMMCやシスプラチンによ

るICLのことを意味するが、実際の生体内

では、内因性のアルデヒド類によるICL

やDPCがその本態であることが示唆され

て い る （ Nature. 2011 Jul 

6;475(7354):53-8.; Nat SMB in press）。

FAにおいては、これらの損傷の修復欠損

がその病態の基盤にあると思われる。 

 

多数のFA原因遺伝子がFA経路を形成す

る：FAには現在17の原因遺伝子が知られ

ており、それぞれFANCA、FANCB等と呼ば

れる。いずれのFA遺伝子の欠損でも共通

する生化学経路であるFA経路の機能が障

害され、結果としてほぼ同一の症状を呈

する疾患が出現する。 

 

FA経路の中核はユビキチンシステムであ

る：現在知られているFA遺伝子のうち、

８つの産物は核内で会合しFAコア複合体

を形成する。FAコア複合体はDNA傷害後に

活性化される複合体型ユビキチンE3リガ

ーゼであり、基質であるFANCD2とFANCI

の構成するID複合体をATRキナーゼによ

るリン酸化依存的にモノユビキチン化す

る。ID複合体はモノユビキチン化に伴っ

てクロスリンク部位に結合することで

DNA障害部位に集積し（フォーカス形成）、

相同組み換え修復（HR）経路、損傷乗り

越え複製（TLS）経路などをコーディネー

トしてクロスリンク修復の中心として機

能している。 

 

２．研究の目的 

 

 ID複合体は傷害を受けたDNAに結合す

るが、明らかな機能ドメインをもってお

らず、如何にしてクロスリンク修復に機

能するのかが問題である。我々は、この

問題に解答をあたえるべく、2003年ごろ

からFANCD2の会合分子をエフェクター分

子と想定し、その同定に様々な方法で取

り組んで来た。最近、FANCD2複合体の精

製とその成分のマススペクトロメトリー

による同定に成功し、独自に新たな会合

分子としてCtIPを同定した。CtIPはDSB

末端の削り込み（resection）にBRCA1、

MRN複合体（Mre11-Rad50-Nbs1）とともに

重要とされ、DNA修復分野で注目を集めて



いる分子である。近年の研究の進展によ

り、TLSポリメラーゼ（TLS pol）やHR分

子に加えて、モノユビキチン化型ID複合

体がFAN1やSLX4などのヌクレアーゼ分子

群をリクルートすることが、DNAクロスリ

ンク修復に重要であると示唆されている。

これらの分子に加えて、CtIPはID複合体

下流の重要なエフェクター機能分子と想

定される。本研究は、その調節機構と機

能の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

FANCD2 複合体を精製し、その成分として

CtIP を同定した。すでに、FANCD2 欠損細

胞や相補細胞、ノックダウン細胞などを

用いて、FANCD2 や CtIP の局在やクロマ

チン結合状態を調べた。また、両者の直

接会合を精製蛋白質によって検証した。

さらに変異体を用いて会合に必要なドメ

インを確定し、ID 複合体との結合様式と

細胞内局在の制御機構を明らかにしたま

た、CtIP のクロスリンク修復における機

能的意義を細胞レベルで検討した。 

 

４．研究成果 

 

FANCD2 複合体を精製し、マススペクトロ

メトリーとウェスタンブロッティングで

既知の会合蛋白質とともに、CtIP が含ま

れることを確定した。FANCD2 と CtIP の

会合を精製蛋白や PLA 法を用いて調べ、

両者が直接会合していることがわかった。

CtIP の N 末部分が FANCD2 との会合に必

要で、細胞内では、この会合は FANCD2 モ

ノユビキチン化に依存していた。FANCD2

の存在は、CtIP の DNA 損傷部位へのリク

ルートメントに必須であった。CtIP と

FANCD2は協調してクロスリンク修復に機

能しており、CtIP は FANCD2 依存的に起

こる DNA 二重鎖切断をさらにプロセスす

る過程（リゼクション）に必須と考えら

れた。FANCD2 と会合できない CtIP 変異

体は、CtIP の欠損を十分相補できず、ま

た、FANCD2 と CtIP のダブルノックダウ

ンは MMC 感受性に相加的な効果を示した。

これは、FANCD2 と CtIP が互いに依存的

な機能と、非依存的な機能の両者を持つ

ことを示している 

 

これらの結果は、FANCD2 という注目の

DNA 修復分子のあらたな機能を明らかに

するものであり、ファンコニ貧血の病態

理解においても重要である。我々はこれ

らの結果をまとめて、Cell Rep. 2014 May 

22;7(4):1039-47 において発表した。な

お、スイスの Alex Sartori のグループ、

ミネソタ大の Alex Sobeck らのグループ

も同様の所見を得て、それぞれ前後して

発表を行った。Sartori らとは緊密な連

絡を取っており、Cell Rep 誌では back to 

back の掲載となった。 
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