
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2015～2011

複製フォークの安定化機構とその破綻による病態の解析

Analysis of disorders defective in the mechanisms for fork stabilization

３０２８１７２８研究者番号：

高田　穣（Minoru, Takata）

京都大学・放射線生物研究センター・教授

研究期間：

２３１１４０１０

平成 年 月 日現在２８   ６ ２５

円   100,100,000

研究成果の概要（和文）：高等真核細胞における染色体の様々な非コードDNA領域には、「脆弱部位」が進化上保存さ
れており、生命維持に必須な何らかの機能が想定されている。本研究ではcommon fragile site をはじめとした脆弱部
位のクロマチン動態や、複製フォークの安定化機構について、ヒト疾患との関連に着目して解析を行った。具体的には
、染色体ストレス高感受性部位のゲノムワイドな解析、複合体プロテオミクスによる複製フォーク安定化と崩壊機構、
染色体ストレス下のチェックポイントキナーゼATRIP-ATR初期活性化機構などについて、重点的に解析した。

研究成果の概要（英文）：It has been known that there are chromosomal fragile sites such as common fragile 
sites (CFS) among non-coding DNA regions that are prone to break upon replication stress and are 
conserved throughout evolution. Therefore these fragile sites are supposed to have a critical function 
for sustaining life, but its exact role remains unknown. In this study, we focused on chromatin dynamics 
at the fragile sites and the mechanisms of checkpoint signaling that stabilizes stalled replication 
forks. In particular, we analyzed (1) genome wide distribution of a key Fanconi anemia factor FANCD2 upon 
replication stress, (2) mechanisms of fork stabilization and breakage by proteomics analysis, (3) 
activation mechanisms of ATR-ATRIP replication checkpoint kinase.

研究分野：分子生物学、放射線分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 

高等真核細胞における染色体の様々な非コ

ード DNA領域には、「脆弱部位」が進化上保

存されており、生命維持に必須な何らかの機

能が想定されている。染色体は、内因性代謝

産物、放射線、低線量紫外線、オンコジーン

活性化、抗がん剤や複製阻害剤投与などによ

り DNA 損傷や複製ストレスを受ける。これ

らをまとめて本研究では「染色体ストレス」

とよぶ。ヒト染色体には、こういったストレ

ス下に断裂を示す common fragile site（CFS）

と呼ばれる脆弱部位が数十カ所以上同定さ

れ、FRA3B（3番染色体）、FRA16D（16番染

色体）などが代表的である。また複製と転写

装置の衝突部位やテロメア、セントロメア、

インターメア（非コード機能配列）、複製開

始点、G-quadruplex(G4)なども、ストレスを受

けやすい高感受性部位であると予想される。 

 数百キロベースにおよぶ巨大ゲノム領域

である CFS は、一般にイントロンに存在し、

低用量の複製阻害剤アフィディコリン処理

によって染色体断裂を来す。興味深いことに、

CFSはがんにおけるゲノム再編成と変異のホ

ットスポットでもある。CFSがなぜ染色体ス

トレスに高感受性なのかは、よくわかってい

ないが、最近の報告では、CFSでは複製の開

始がほとんど起こらず、ストレス下で複製が

完了しないまま M 期に突入して染色体断裂

を引き起こすというモデルが提唱されてい

る(Nature 470:120-3, 2011)。 

 私はこの 10 年間、染色体ストレス応答欠

損を示す特異な遺伝性疾患ファンコニ貧血

(FA)の原因遺伝子群の機能と、その活性化分

子機構の解析を行ってきた。FAはまれな小児

遺伝性疾患で、白血病などの悪性疾患、骨髄

幹細胞不全などを発症する。現在、20種にお

よぶ FA 原因遺伝子産物が同定されており、

FAコア複合体による FANCD2/FANCI複合体

のモノユビキチン化を中核としたシグナル

伝達経路を形成している。脆弱部位に染色体

ストレスがかかると、複製フォークの停止に

伴い、チェックポイントキナーゼの

ATRIP-ATRが集積して活性化し、チェックポ

イント応答が開始され、DNA 修復機構、FA

経路などが発動する。これらの分子ネットワ

ークがフォーク崩壊を防いで進行を再開始

し、染色体を安定に維持しており、この機構

が破綻した場合には、反復配列間での組換え

による染色体再編成など、様々なゲノム不安

定性が生じる。内外の研究動向は、染色体ス

トレス応答の分子機構と、悪性腫瘍、幹細胞

不全、早期老化などの疾患がリンクすること

を強く示唆している。しかし、CFSなどの非

コード DNA 領域におけるその分子機構の詳

細や、初期の ATR活性化機構と、具体的に複

製フォークを崩壊から保護するメカニズム

は十分に理解されていない。 

 

２．研究の目的 

 高等真核細胞染色体の非コードDNA領域に

は、複製を阻害する薬剤の影響を受けやすい

“染色体ストレス”高感受性領域のいわゆる

「脆弱部位」が存在する。脆弱部位には代表

的な common fragile site（CFS）の他に、反復

配列やヘテロクロマチン部位があり、進化上

保存され、何らかの必須な役割が想定される。

通常これらの部位で進行を止められた複製

フォークは修復のネットワーク（チェックポ

イント、ファンコニ貧血経路、DNA組換え修

復など）により維持されているが、それらが

破綻すると発がん、幹細胞不全、早期老化な

どの病態が出現する。本研究では、非コード

DNA 領域における CFS をはじめとした脆弱

部位のクロマチン動態を、クロマチン免疫沈

降法（ChIP）や生細胞イメージングによって

解析し、非コード DNA 上で展開される染色

体ストレスの応答因子と各脆弱部位の位置

関係を同定し、ゲノム配列の面からその実体

を探る。さらに、非コード領域安定化のため
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の分子機構の初期活性化とエフェクター機

構を含めた全貌解明を行う。また、他班と連

携した「病態解析チーム」を主導して領域の

基礎的な知見を老化やがんなどのヒト疾患

理解へと展開する。 

 

３．研究の方法 

１）染色体ストレス高感受性部位の網羅的解

析：染色体ストレス下における DNA 損傷応答

タンパク質のクロマチン集積を指標に、スト

レス高感受性部位を同定し、その性状を解析

すし、脆弱部位機能の解明をめざす。 

２）複合体プロテオミクスによる複製フォー

ク安定化と崩壊機構の解析：ATRIP や FA 因子

の複合体精製や、フォスフォプロテオミクス

によって染色体ストレス応答のネットワー

クの同定を試み、複製フォーク崩壊を防いで

非コードDNA領域を安定化するエフェクター

機構の解明を目指す。 

３）染色体ストレス下のチェックポイントキ

ナーゼ ATRIP-ATR 初期活性化機構の解析：染

色体ストレスの初期応答においては、中心分

子である ATR がクロマチンに集積し、さらに

様々な因子が ATR を活性化するが、その分子

機構はいまだに十分理解されていない。そこ

で、染色体ストレス後の初期応答における

ATR 制御の分子メカニズムの解明を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 領域内共同研究により、遺伝病ファンコニ

貧血の原因遺伝子FANCD2が複製ストレス下

で染色体脆弱部位である巨大遺伝子の中央部

分のイントロン領域に結合することが明らか

となった。またこの結合には、転写とそれに

伴うR-loop形成を必要としていた（論文準備

中）。 

(2) 国際共同研究で、新規ファンコニ貧血遺伝

子としてリングフィンガー型ユビキチンリガ

ーゼであるRFWD3を同定した。さらに

RFWD3のターゲットとしてRPAとRAD51を

同定し、そのユビキチン化が相同組換え後期

における分解を引き起こし、シナプス形成後

のDNA修復合成が進むことを明らかにした

（論文準備中）。 

(3)日本人患者の解析によってファンコニ貧血

の新規原因遺伝子としてFANCTを同定した

（Hira et al. Am J Hum Genet 2015）。 

(4)日本人患者においてアルデヒド分解酵素

ALDH2の遺伝子型を調べ、活性を失ったバリ

アント型遺伝子をホモに持つ患者が極度に重

症で生後すぐにMDS発症すること、ヘテロ型

でも骨髄不全の進行が促進されていることを

明らかにした（Hira et al. Blood 2013）。 

(5)ファンコニ貧血のキー分子FANCD2の会合

分子を探索し、DNA二重鎖切断末端をプロセ

スするヌクレアーゼであるCtIPを同定した。

CtIPはFANCD2によってその局在を調節され

ていることがわかった（Unno et al. Cell Rep 

2014）。 

（6）ATR初期応答におけるFA分子の役割を

解明した（Tomida et al. NAR 2013）。 
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