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研究成果の概要（和文）：siRNAライブラリーを用いたポストゲノム的なアプローチにより複製ストレス応答制御機構
に機能する遺伝子群の同定を行った結果、クロマチンリモデリングに機能する複数の遺伝子を同定し、そのうちの一つ
はファンコニ貧血原因蛋白質であるFANCD2と結合することを明らかにした。この遺伝子（D2RP:D2 related protein）
の機能の解析を行ったところ、D2RPはFANCD２と結合するが、DNA損傷時におけるFANCD2の損傷部位への移行には関与し
ていないことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified several genes that are involved in DNA replication stress response 
by siRNA library screening. These genes are reported to function as chromatin remodeling factors, but 
their roles in replication stress response are not clear. One of them is FancD2 related protein (D2RP) 
which interacts with FANCD2. According to the functional analysis, we identified that D2RP involved in 
DNA damage response. However, D2RP dose not take a role in FancD2 localization following DNA replication 
stress.

研究分野： DNA損傷修復

キーワード： DNA複製　ファンコニ貧血
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１．研究開始当初の背景 
  
 染色体 DNAの複製は細胞増殖において中心
的な役割をはたしていますが、鋳型となる
DNA の損傷や染色体上の異物、dNTP の枯渇な
どによる複製ストレスによってその進行は
阻害されます。停止した複製フォークはその
構造からゲノムの不安定性を引き起こし、遺
伝子変異の増加や染色体の欠損、再編成の原
因となることより、細胞は DNA 損傷修復機構
や複製チェックポイント機構による複製ス
トレス応答によって複製フォークを安定化
しています。 
 しかし染色体上の「脆弱部位」では複製進
行が他のゲノム領域に比較して困難であり、
複製ストレスに対する感受性も高く、DNA 合
成の部分的阻害がひきおこされます。その結
果分裂中期の染色体上で染色体断裂や構造
異常が生じやすく、ゲノム不安定性の要因と
なっており、がん細胞でみられるゲノム不安
定性や複製フォーク停止によるDNA損傷応答
反応の亢進にも関与していることがわかっ
ています。脆弱部位におけるゲノム安定性に
は複製フォーク停止に対する細胞応答が深
く関わっており、複製ストレス応答に機能す
る ATR キナーゼや BRCA1, CHK1、染色体不安
定性症候群の一つであるファンコニ貧血
(FA)の原因蛋白質である FANCD2 や、 DNA 二
本鎖断裂修復経路に働く RAD51, DNA-PKcs, 
LigaseIV, BRCA2 などの蛋白質群が機能して
いることが明らかになっています。 
 これらの蛋白質のうち、BRCA1 や RAD51 は
DNA 合成阻害剤である APH (ahidicolin) 投
与後に形成される核内 foci にリクルートさ
れますが、有糸分裂の前に Foci から解離し
ていきます。しかし FANCD2 は有糸分裂時に
おいても Foci を形成し脆弱部位と共局在が
みとめられることより、脆弱部位における
FANCD2 特有な機能があることが示唆されて
います。また現在までに脆弱部位において
DNA 合成の部分的阻害が起こりやすく、染色
体断裂や構造異常が多くみられる理由につ
いては、複製のタイミングの遅延がみられる
ことや、脆弱部位において複製開始点が見ら
れないために複製フォークの進行距離が長
くなることなどがあげられています。そのた
め FANCD2 を中心としたファンコニ貧血経路
による複製ストレス応答反応の詳細を解析
することによって、脆弱部位におけるゲノム
の安定性維持機構を明らかにするとともに、
がん細胞にみられるゲノム不安定性の発症
のメカニズムを解明する手がかりを得る事
が期待されます。 
 
２．研究の目的 
 
 染色体 DNA の複製を行うためには、多様な
細胞内複製ストレス環境下においても複製
を正確に進行させるための分子機構が必要
です。しかし、ゲノム上にある「脆弱部位」

においては複製ストレスへの感受性が高く、
複製の進行が阻害されやすく、その結果とし
てゲノム不安定性を引き起こされます。本研
究においては、DNA 損傷後におけるゲノム脆
弱部位特有な複製ストレス応答制御機構を
解明することによって、がん細胞にみられる
ゲノム不安定性や複製フォーク停止による
DNA 損傷応答反応の亢進メカニズムの解明を
目指しました。 
 
３．研究の方法 
 
 複製ストレス応答に関連している新規蛋
白質をポストゲノム的なアプローチにより
同定することを目的に実験を行いました。FA
原 因 遺 伝 子 FANCD2 欠 損 患 者 細 胞 に
GFP-FANCD2 を発現させた細胞株を用いて、
siRNAライブラリーとGFP-FANCD2をマーカー
とするイメージングを組み合わせることに
より、DNA 架橋剤投与後、GFP-FANCD2 の損傷
部位への集積、解離や細胞分裂像に異常がみ
とめられる標的遺伝子の同定を行い、その機
能解析を行いました。 
 
（１）DNA 複製ストレス応答反応に関与する
遺伝子のスクリーニング 
 DNA 複製ストレス応答反応の多くは、リン
酸化、ユビキチン化、アセチル化などの翻訳
後修飾によって制御されており、これらの可
逆的な修飾反応が修復機能とDNA複製の進行
との間にあるネットワークを制御している
ことが考えられます。これらの siRNA ライブ
ラリーを用いて新規関連遺伝子の同定を行
い、いくつかの遺伝子をすでに同定しました。
これらの遺伝子はどれもクロマチリモデリ
ングに機能する蛋白質でした。さらにスクリ
ーニングのスケールを広げておこなってい
きました。 
 
（２）新規関連遺伝子の DNA 損傷修復機能の
解析  
 現在までに同定されている遺伝子につい
て、siRNA によってそれらの発現抑制を行っ
たときに、MMC などの DNA 架橋剤に対する感
受性について検討をおこないました。既に同
定されているヒストンアセチル基転移酵素
遺伝子（D2RP:D2 related protein）と FANCL、
さらに control の siRNA によってそれぞれ発
現抑制を行い、コントロール siRNA を導入し
たときの生細胞の比率を１００％としたと
きの相対的な生細胞の比率をそれぞれの濃
度のMMCに対する感受性として検討しました。 
 
（３）ゲノムクロマチン免疫沈降シーケンス
（ChIP-Seq） 
 これまでに同定してきたクロマチンリモ
デリング因子は、DNA 架橋剤による DNA 損傷
応答反応に機能する可能性が明らかになっ
ていますが、DNA 損傷時にゲノム上の特異な
部位への結合がみられるのかを全ゲノムク



ロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-Seq）を
用いて解析を行います。また、このクロマチ
ンリモデリング因子と結合するファンコニ
貧血原因遺伝子 FANCD2、及びその他に同定さ
れている新規遺伝子についても同様に
ChIP-Seq 解析を行います。 
 さらに、同定された部位におけるそれらの
蛋白質の結合が細胞周期、あるいは DNA 損傷
に応じてどのように変化するのか時間的な
解析を行っていきます。 
 
（３）新規遺伝子の機能解析 
 現在までに同定している遺伝子及び新た
に siRNA ライブラリースクリーニングによ
って同定する新規蛋白質について、FANCD2 蛋
白との直接的、あるいは間接的な蛋白質結合
について組み替え蛋白質を用いて検討しま
す。さらに、その遺伝子を siRNA で発現を抑
制したときの、FANCD2 以外のファンコニ貧血
蛋白の核内動態を解析する。FANCD2 と同様に、
FANCC, FANCG, FANCL も DNA 損傷後核内に集
積することが報告されていることより、これ
らの蛋白の核内集積の有無について検討を
行います。 
 さらにニワトリ DT４０細胞において遺伝
子破壊を行い、同定された遺伝子の欠損細胞
を作製し、その表現型の解析を行います。ま
ず、DNA 架橋剤である MMC やシスプラチンへ
の感受性を検討します。さらに複製ストレス
となるAPH (ahidicolin)や HU (hydroxyurea)
に対する感受性についても検討をおこなっ
ていきます。次に生化学的解析方法として、
TAPやFlagの標的遺伝子へのノックインを行
い、複合体を形成する蛋白質を免疫沈降法と
質量分析装置を用いて同定します。また、ラ
イブセルイメージング方法としては、Rad51
などの修復蛋白の GFP-融合遺伝子を発現さ
せた細胞株において新規蛋白質の遺伝子破
壊を行い、その細胞株の表現型の解析を行う
と同時に、Rad51 の修復部位への集積解離な
どを解析します。さらに、この細胞に目的遺
伝子の Ds-Red monomer 融合遺伝子を挿入し、
Rad51 との相関関係を検討し、修復蛋白質群
との関連を解析します。 
 
４．研究成果 
  
 siRNA ライブラリーを使用したポストゲノ
ム的なアプローチを用いて、複製ストレス応
答に働く遺伝子群の同定とその機能解析を
目的とした実験を行ってきました。その結果、
現在までにクロマチンリモデリングに機能
する複数の遺伝子を同定し、そのうちの一つ
についてはファンコニ貧血原因遺伝子であ
る FANCD2 と結合することを明らかにしまし
た。この遺伝子（D2RP:D2 related protein）
の機能の解析を行ってきました。 
 まず、D2RP 遺伝子の発現抑制時における
MMC やシスプラチンなどの DNA 架橋剤に対す
る感受性を解析したところ、コントロールと

比較して感受性が増加していることがわか
りました。このとき、H2AX のリン酸化レベル
の増加や、DNA 損傷修復経路と複製フォーク
の安定性維持機構の2つのネットワークに共
通する因子である Rad51 タンパク質の foci
形成の増加が認められることから D2RP 発現
抑制によるDNA損傷の亢進がひきおこされる
ことがわかりました。さらに、D2RP は核内に
おいては foci 形成が認められますが、この
foci における FANCD2 との共局在と機能関連
を明らかにしています。しかしながら D2RP
遺伝子の発現抑制時において、FANCD2 のクロ
マチン上への移行は増加しており、さらに
foci 形成も増加が認められました。また、ニ
ワトリ DT40 細胞において D2R 欠損細胞を作
成してその機能解析をおこないましたが同
様な結果がえられました。このことより D2RP
は FANCD２と結合し、DNA 架橋剤による DNA
損傷修復に機能することが示唆されますが、
FANCD2のDNA損傷部位への移行には関与して
いないことが明らかになりました。 
 さらに、FANCD2 以外のファンコニ貧血蛋白
質の関連を調べるために、FANCD2 及びその結
合蛋白質であるFANCIをユビキチン化するFA
複合体蛋白質群との機能の関連を調べまし
た。FA 複合体の機能には、FANCD2、FANCI を
モノユビキチン化する E３リガーゼとしての
機能とともに、FA 複合体そのものがクロマチ
ン上に移行し、DNA 損傷修復に働くことがわ
かっています。まず、FA 複合体の詳細な機能
を明らかにするために、そのサブユニットに
ついて検討しました。その結果、FA 複合体は
３つのサブユニットに分けられることを明
らかにしました。まず、E3 リガーゼである
FANCL を中心とした FANCL-FANCB-FAAP100 の
３つの蛋白質からなる触媒サブユニットが
あります。次に、FANCA- FANCG-FAAP20 から
なるサブユニットとFANCC-FANCE-FANCFから
なるサブユニットが存在することを明らか
にし、この二つのサブユニットはクロマチン
上に移行し、DNA 損傷部位への結合に機能す
ることがわかりました。これらの３つのサブ
ユニットのうち、触媒サブユニットの欠損に
よって、FA 複合体の機能は失われますが、そ
の他のサブユニットの欠損では FA 複合体の
機能異常は認められませんでした（Huang, 
Y.,et al., Cell reports(2014)）。これらの
FA 複合体には D2RP は結合せず、また、D2RP
発現抑制時においても FA 複合体蛋白質のク
ロマチン上への移行にも異常がみられませ
んでした。このことから、D2RP は FA 複合体
との関連がないことが示唆されます。 
 次に、D2RP の予測される機能ドメインの解
析を、D2RP 変異体を作製することによって行
いました。D2RP は N末端と C末端に特異な機
能ドメインを有しており、これらの部位を欠
失させた変異体を作製し細胞内に発現させ
たところ、D2RP の N末端欠損変異体において
は FANCD2 との結合の著しい減少が認められ
ましたが、C 末端欠損変異体に関しては



FANCD2 との結合に変化が認められませんで
した。この結果より、D2RP はその N末端部位
において FANCD2 と結合することがわかりま
した。さらに、これらの変異体の核内におけ
るフォーカス形成をみたところ、野性型 D2RP
蛋白質は DNA 損傷後において核内に foci 形
成がみられ FANCD2 と共局在しますが、N末端
欠損変異体では核内 foci 形成の減少と、
FANCD2 との共局在の明らかな減少が認めら
れました。しかしながら C末端欠損変異体に
おいては foci 形成や FANCD2 との共局在には
変化が見られませんでした。 
 これらの結果から新たなFANCD2結合蛋白質
D2RP は N末端で FANCD2 と結合し、新たな DNA
損傷修復反応経路に機能していることを明
らかにしました。 
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