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研究成果の概要（和文）：ファンコニ貧血（Fanconi anemia, FA）に関する分子レベルの解析は、DNA損傷に対する細
胞応答および修復に関するものが多い。申請者は予備解析において、DNA損傷刺激に依存しない細胞死制御におけるFA
タンパク質の新たな機能の可能性を見出し、本研究課題ではその詳細な検証を行った。その結果、一部のFAタンパク質
はアポトーシスを抑制的に制御していることが明らかとなった。さらに、FAタンパク質の相互作用因子の網羅的探索の
結果、多数の新規候補因子を単離した。それらに対して遺伝子オントロジーによるパスウェイ解析を行ったところ、FA
経路の新たな制御経路を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Fanconi anemia (FA) is rare genetic disorder characterized by genome instability. 
Molecular mechanism of FA proteins is generally focused on the DNA damage response and repair. However, 
mechanisms of some FA symptoms are still unknown. In the pilot study, I revealed a novel possibility that 
a FA protein function in regulation of cell death. In this study, the possibility was verified more 
detail, and implying that a novel mechanism of FA proteins as a negative regulator of apoptosis in DNA 
damage independent manner. Furthermore, to explore the novel regulation of FA proteins, I challenged 
isolation of unknown FA-interaction proteins. The comprehensive screening identified more than 100 
candidates as novel FA interacting proteins. Gene ontology analysis showed that about 10% of those 
candidates belong to a specific pathway, unrelated to classic FA pathway.

研究分野： DNA損傷修復　

キーワード： ファンコニ貧血　アポトーシス
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１．研究開始当初の背景 
 ファンコニ貧血（Fanconi anemia, FA）は、
稀な先天性遺伝疾患の 1つである。カフェオ
レ斑と呼ばれる皮膚の色素沈着や多指症な
どの先天的異常に加え、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
髄性白血病へと移行する。また成人以降は頭
頚部や食道に固形がんを頻発する。造血不全
に関しては、骨髄移植が唯一治癒の期待され
る治療法として確立している。本研究の開始
当初、既に複数の責任遺伝子は同定されてい
たが、未だ発見されていない遺伝子の存在も
推測されており、現在でも新規責任遺伝子の
同定の報告がなされている。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形成し、DNA
鎖間架橋（interstrand crosslink, ICL）な
どの DNA 損傷に対する細胞応答および、その
修復に関与することが知られている。また、
FAタンパク質の中にはFANCD1、FANCJ、FANCN、
FANCS のように、それぞれ家族性乳がん・卵
巣がん責任遺伝子産物としても同定されて
いる BRCA2, BRIP1, PALB2, BRCA1 が含まれ
ており、それらの機能解析はがん発症機序の
解明と密接なつながりがあるとされている。 
 長らく FA 経路のターゲットとなる内因性
の ICL 損傷は不明であったが、比較的環境中
に豊富に存在するホルムアルデヒドやアセ
トアルデヒドに対して FA 欠損細胞が高い感
受性を示すことなどから、これらのアルデヒ
ドがその候補ではないかと考えられた。しか
し、現在に至るまで詳細は不明である。また、
FA 患者の頭頚部や食道にみられるがんは、健
常者に比べて500倍以上の発症率とされるが、
依然として発症原因も定かではなく、根本的
な治療法はおろか、効果的な予防法すら存在
せず、さらなる研究・解析が切望されている。
そのため、ファンコニ貧血は、平成 27 年に
我が国の厚生労働省の定める指定難病に加
えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 FA 患者に見られるさまざまな病態の中で、
依然として原因不明の症状の 1 つとして、
TNF-αの過剰産生が知られていた。代表的な
炎症性サイトカインの 1 つである TNF-αは、
免疫や細胞増殖、アポトーシスなど様々な細
胞の生理活性に関与することが知られてい
る。FA で見られる TNF-αの過剰産生が、血
球幹細胞のアポトーシスを誘導し、骨髄機能
不全や白血病の発症に一部関与しているの
ではないかと考えられているが、その因果関
係については依然として不明な点が多いま
まであった。 
 申請者は細胞に重度のDNA損傷を与えるこ
とによって誘導されるアポトーシスにおい
て、FA 経路で鍵となる重要な因子である
FANCD2 がカスペース依存的に複数個所で切
断されることを見出していたが（W. SAKAI et 

al, FEBS Letters 2014）、DNA 損傷に依存し
ないアポトーシス誘導における FA タンパク
質の機能やその細胞内動態については不明
であった。そのため、FAタンパク質群の DNA
損傷非依存的な刺激に対するアポトーシス
をはじめとする細胞応答に着目し、さまざま
な解析を行った。その結果、FANCD2 が TNF-
αおよびシクロヘキシミド（TNF/CHX）処理
によって誘導されるDNA損傷非依存的な細胞
死誘導に対して抑制的に制御している新た
な可能性を見出した（図1）。TNF/CHX処理は、
アポトーシスに関与する複数のカスペース
のうち、最も上流で機能するとされるカスペ
ース 8 の活性化を、DNA 損傷非依存的に引き
起こす。DNA 損傷非依存的な FA タンパク質の
機能はほとんど知られていなかったため、こ
れらの結果は FANCD2 の新規機能を示唆する
ものと考えられた。本研究は申請者が新たに
見出した FANCD2 の関与する細胞死制御機構
の可能性を明らかにすることによって、未だ
に不明な点が多い FA 諸症状の原因解明、さ
らには新たな治療法や予防法の開発の糸口
を見出し、FA患者の生活の質向上、およびそ
の家族の精神的・経済的負担の軽減を目指す。 
 

図 1. FANCD2 欠損患者由来細胞である PD20F、
およびコントロール細胞（+vec）は、TNF/CHX
処理によって誘導される細胞死に高い感受
性を示したが、野生型 FANCD2（+wtD2）を発
現させることによって有意に抵抗性を示す
ようになった。 
 
 
３．研究の方法 
（１）まず、予備実験では FANCD2 を欠損し
た患者由来細胞を用いて解析を行ったが、こ
れらは SV40 の感染によって不死化させた細
胞であり、p53 の機能が正常に反映されてい
ないと考えられた。細胞死制御に関する解析
をより詳細に行うため、p53 が正常に機能し
ているヒト骨肉腫由来の U2OS 細胞を用いて
解析を行った。 
 
(２)また、TNF/CHX 処理による細胞死誘導に
重要な因子と FANCD2 が相互作用することを
免疫沈降解析により見出していたため、GST
プルダウンアッセイによって直接的相互作
用かどうかについて検証した。 
 



(３)申請者による解析結果から、DNA 損傷応
答に直接的に関与しない FA タンパク質の新
規機能の可能性が示唆されたため、DNA 損傷
刺激を与えない条件下での FANCD2 タンパク
質との新規相互作用因子の網羅的解析を行
った。 
 
 
４．研究成果 
 申請者は FANCD2 の欠損した患者由来細胞
から、FANCD2 が DNA 損傷非依存的なアポトー
シスを抑制的に制御している可能性を見出
したが、これらの現象を以下の複数の方法に
よって検証した。 
（１）ヒト骨肉腫由来細胞株U2OSを用いて、
siRNAによって内在性FANCD2の発現抑制を行
ったところ、TNF/CHX 処理に対して有意に高
感受性を示すことが判明した（図 2）。 
 

図 2. siRNA によって FANCD2 を発現抑制した
条件下で（淡グレイ、濃グレイ）、さまざま
な濃度の TNF/CHX 処理を施した結果、いずれ
の濃度においてもコントロール（白）と比べ
て有意に高い感受性を示した。*P＜0.05 
 
（２）（１）とは逆に、U2OS 細胞に野生型
FANCD2 を高発現させた細胞株を樹立し、
TNF/CHX 処理による感受性を調べたところ、
高発現細胞は親株に比べ有意に抵抗性を示
した（図 3）。 
 

図 3.U2OS 細胞に FANCD2 を高発現させた細胞
は（グレイ）、親株である U2OS（黒）やベク
ターのみ（白）の細胞と比べて、有意に
TNF/CHX 処理に対して抵抗性を示した。 
*P＜0.05 
 

（３）FAタンパク質のひとつであるFANCIは、
FA 経路において FANCD2 とヘテロダイマーを
形成しゲノム安定性の維持に寄与すること
が知られている。そこで、上記と同様の解析
を FANCI 欠損細胞および siRNA による発現抑
制下で行ったところ、FANCD2 と同様の傾向が
見られた。 
（４）FANCA、FANCC、FANCF においても、そ
れぞれの欠損細胞とその欠損を相補した細
胞を用いて同様の解析を行ったが、FANCD2 や
FANCI のような結果は得られた。 
 
 これらの解析結果より、FA タンパク質の中
で少なくとも FANCD2 と FANCI は、TNF/CHX 処
理によって誘導される細胞死を抑制的に制
御している可能性が示された。現在 siRNA 抵
抗性 FANCD2 を安定に発現する細胞株を用い
て、siRNA のオフターゲット効果の有無につ
いても検証中である。また、これらに関連し
て、申請者は CRISPR/Cas9 システムを応用し
た FANCD2 ノックアウト細胞の樹立に成功し
ており、現在このノックアウト細胞を親株と
して、野生型 FANCD2 発現細胞を樹立し、細
胞死制御の更なる検証を行っている。 
 
 次に、上記の解析のみでは TNF/CHX 処理に
よって誘導される細胞死が、アポトーシスと
ネクローシスのどちらを主にしているか判
別することが困難であったため、それぞれの
阻害剤である Z-VAD-FMK（zVAD）および
Necrostatin-1（Nec1）で細胞を処理するこ
とによる影響を検証した。その結果、TNF/CHX
処理によって誘導される細胞死は、zVAD 処
理によってほぼ完全に抑制される一方、Nec1
処理では全く変化ないことが判明した（図 4）。
つまり FANCD2 および FANCI はアポトーシス
誘導を抑制的に制御していると考えられる。 

 
図 4.FANCD2 欠損細胞 PD20F（白）は、野生型
FANCD2 を相補した細胞（グレイ）に比べて
TNF/CHX 処理に対して高い感受性を示すが、
アポトーシス阻害剤 zVAD よって細胞死がほ
ぼ完全に抑制された。ネクローシス阻害剤
Nec1 では依然として高い感受性を示した。
（TC：TNF/CHX、TCZ: TNF/CHX/zVAD、TCN：
TNF/CHX/Nec1、TCZN：TNF/CHX/zVAD/Nec1） 
*P＜0.05 
 
 申請者は予備実験の段階において、FANCD2
が TNF-αのシグナル伝達に関与する因子と
相互作用することを免疫沈降解析によって
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示していた。しかし、精製した FANCD2 タン
パク質とのGSTプルダウンアッセイを行った
結果、直接的相互作用を示さず、何らかの他
の因子を介した相互作用である可能性が示
唆された。そこで質量分析を用いた新規相互
作用因子の探索を行った。これまで数多く報
告されている FA タンパク質との相互作用因
子のほとんどは、DNA 損傷応答に関与するも
のである。申請者は上記に示したような
FANCD2の関与するDNA損傷非依存的なアポト
ーシス制御の検討のため、DNA 損傷刺激を与
えない条件下で、FLAG タグを融合させた野生
型 FANCD2 を発現する細胞を大量に培養し、
核質を除いた細胞抽出液を調整した。これを
用いた免疫沈降によって FANCD2 複合体を単
離し、相互作用因子の網羅的解析を行った結
果、既知を含めて 100 を越える多数の新規相
互作用因子の単離に成功した（図 5、京都大
学流域圏総合環境質研究センター・松田知成
准教授との共同研究）。さらに、これらの候
補因子に対して、遺伝子オントロジーによる
パスウェイ解析を行った結果、FA 経路のみな
らず、これまで DNA 損傷応答とは直接的に関
与が示されていない制御経路に関与するも
のが 10％以上も含まれていることが判明し
た。 
 

図 5.FANCD2 複合体を SDS-PAGE で展開した結
果、多数の因子が単離された（+FANCD2）。こ
れら個々のバンドを切り出し、質量分析によ
って候補因子の同定を行った。 
 
 申請者はこれらの新規相互作用因の一部
と FANCD2 の物理的相互作用を免疫沈降解析
によって検証済みである。現在プルダウンア
ッセイによって直接的相互作用の可能性を
検討中である。今回同定した新規相互作用因
子のうち、約 10％を占める因子が関与する制
御経路と FANCD2 をはじめとする FAタンパク
質との相互制御関係については、これまで全

く報告がない。今後は、FAタンパク質の新規
制御経路との関わりをはじめ、DNA 損傷応答
との関連等について更なる解析を行う予定
である。 
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