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研究成果の概要： 
 
ファンコニ貧血は骨髄不全，高発がん性，DNA クロスリンク修復欠損を特徴とする遺伝性

疾患である．本研究では DNA 損傷後誘導される FANCI 蛋白質のリン酸化が，DNA 修復に重

要な FANCD2 蛋白質モノユビキチン化の分子スイッチとして機能することを明らかにした．

現在，FANCI リン酸化が上流のコア複合体（ユビキチン E3 リガーゼ）の活性をいかなるメ

カニズムで制御するのか，検討を進めている． 
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１．研究開始当初の背景 
 

 ファンコニ貧血（FA）はまれな小児の遺伝

病で，DNA 損傷応答に欠損を持つ代表的な疾

患である．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

ク剤に対する高感受性が特徴的である．現在

その本質は，DNA 損傷による複製フォーク停

止に対する応答メカニズムの欠損と考えら

れている． 

 FA には現在１３の相補群/原因遺伝子が同

定されている１）．A群，Ｂ群・・の原因遺伝

子はそれぞれ FANCA，FANCB・・と呼ばれる．

新規 FA 遺伝子の探索は今も続いており，そ

の数は，今後さらに増える見込みである（私

信）．D1(=BRCA2)，J（=Brip1），N（=PALB2）

の 3 つの遺伝子は健常人における乳がんの

５％を占める家族性乳がんの原因にもなっ

ている．一方，患者が見つからない FA 関連

遺伝子が二つ同定されている（FAAP24，

FAAP100）． 

 いずれの FA 遺伝子の欠損においても，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

疾患が出現すると考えられている．現在知ら

れている FA 遺伝子のうち，８つの産物は

FAAP24およびFAAP100とともに核内で会合し

FA コア複合体を形成する．FA コア複合体は

複製フォーク停止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，下流因子

である FANCD2 と FANCI をモノユビキチン化

する．両者は会合し，I-D2 複合体を形成して

いる．FANCD2 のユビキチン化は，I-D2 複合

体をクロマチンに移行させる局在シグナル

であり，損傷部位への集積（フォーカス形成）

と，相同組換えと損傷乗り越え複製による

DNA 修復活性に必須である． 

 ATM と ATR は，ゲノム傷害を検知し下流

のエフェクター群を活性化する最上流のチ

ェックポイントキナーゼと考えられている．

前者はおもに DNA 二重鎖切断に応答し，後

者は複製フォークの進行を阻害する DNA 傷

害（UV 損傷やクロスリンク損傷）によって

活性化される．FA経路を活性化する薬剤は，

共通して複製フォーク停止と ATR 活性化を

引き起こすし，ATR 変異細胞（Seckel 症候

群細胞）や ATR ノックダウンで D2 モノユビ

キチン化が低下するため，FA 経路の上流に

あるのはおそらく ATR キナーゼであると考

えられている．しかし，実際にどの FA 分子

がFA経路活性化においてATRでリン酸化さ

れる基質分子なのかは不明であった． 

 
２．研究の目的 
 
 我々は，新規に同定された FANCI 遺伝子に

着目して，DNA 損傷による複製フォーク停止

後、FA 原因遺伝子の形成する FA 経路がどの

ように活性化されるのか検討した． 

 
３．研究の方法 
 
 ニワトリ DT40 細胞において，FANCI 遺伝子

をノックアウトし，FANCI 欠損細胞を作成し

た．さらにニワトリ FANCI の cDNA をクロー

ニングし，GFP との融合蛋白質として発現ベ

クターを構築した．FANCI の複数のリン酸化

候補部位のセリンないしスレオニンを，単独

ないし同時にアラニンないしアスパラギン

酸に置換した変異体や，モノユビキチン化部

位の変異体発現ベクターを作成し，FANCI 欠

損細胞に発現させた．発現の確認はフローサ

イトメトリと抗 GFP抗体によるウェスタンブ

ロットで行った． 

 野生型や変異型の FANCIを発現した細胞を

シスプラチン含有培地で培養し，24 時間後の



 

3 

生存率を propidium iodide 染色とフローサ

イトメトリによって測定した。またメチルセ

ルロース培地におけるコロニー形成率を測

定した。 

 細胞を MMC 処理し，ライセート調整後，ウ

ェスタンブロッティングで FANCD2，GFP—

FANCI のモノユビキチン化を検討した．また，

フォスタグ試薬を含んだゲルによるウェス

タンブロッティングで，リン酸化 FANCI の検

出を行った． 

 GFP-FANCI，FANCD2，γH2AX，Rad51 の細胞

内分布を蛍光顕微鏡により観察し，フォーカ

ス形成を検討した． 
 
４．研究成果 
 
 ニワトリ DT40 細胞株由来の FANCI 欠損

細胞は，FANCI 欠損ヒト細胞と同様に，

FANCD2 のモノユビキチン化とフォーカス

形成ができず，高度なシスプラチン感受性を

示した．したがって，FANCI 欠損 DT40 細

胞は，FANCI 遺伝子の機能を解析するのに

適切なモデル系と思われた． 

 ニワトリ FANCI cDNA をクローニングし，

ヒト FANCI とアミノ酸配列レベルで比較し

たところ，モノユビキチン化部位（K525）の

近傍に，6 つの S/TQ モチーフがクラスター

を形成して保存されていることを見いだし

た（S/TQ クラスタードメイン）．これらのリ

ン酸化候補部位を様々な組み合わせでアラ

ニンに置換した変異体を作成し、GFP 融合蛋

白質として FANCI 欠損細胞に発現させた． 

また K525 をアルギニンに置換した 変異体

(K525R)も用意した。 

 まず、FANCI モノユビキチン化の機能的

意義を探るため，GFP-FANCI K525R 発現細

胞の表現型を調べたところ，野生型の FANCI

（GFP-FANCI WT）とほぼ同様にシスプラ

チン感受性を相補した．また，DNA 損傷後

のFANCIとFANCD2のモノユビキチン化と

フォーカス形成も正常に起こっており，

FANCI のモノユビキチン化は機能的上それ

ほど重要ではないことが判明した． 

 次に，FANCI リン酸化が FA 経路活性化に

果たす役割を調べるため，アラニン置換体発

現細胞を解析した．S/TQ クラスタードメイ

ン中の 6カ所のリン酸化候補部位をアラニン

に置換すると（GFP-FANCI Ax6）は，FANCI

欠損細胞とほぼ同等のシスプラチン感受性

を示した．予想通り FANCI と FANCD2 のモ

ノユビキチン化とフォーカス形成は，Ax6 変

異体発現細胞では強く抑制されていた． 

 これらの変異体において実際に FANCI が

リン酸化されているかどうかを検討するた

め，フォスタグ試薬を用いてウェスタンブロ

ッティングを行った（図）．フォスタグは広

島大学薬学部の小池教授，木下准教授により

開発された試薬で，リン酸化アミノ酸に特異

的に結合する．そのためフォスタグを含んだ

ゲルを用いれば，リン酸化ペプチドを電気泳

動度がシフトしたバンドとして検出可能で

ある．MMC 刺激後，野生型の FANCI にお

いては，2 本のシフトしたバンドを認め，そ

れぞれリン酸化 FANCI と，リン酸化され，

かつモノユビキチン化された FANCI に相当

すると思われた．実際，GFP-FANCI K525R

発現細胞では，上方にシフトしたバンドが消

失していた．したがって，FANCI はリン酸

化されるためモノユビキチン化される必要

はないと結論できる．反対に，Ax6 発現細胞
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では，リン酸化された FANCI に相当するバ

ンドを認めず，リン酸化がモノユビキチン化

の必須条件であるが，逆は真ではないことを

示している．また，このデータにより DNA

損傷後の FANCI リン酸化は，6 カ所の S/TQ

部位に主に起こることも明らかとなった

（図）． 

 FANCIリン酸化のFANCD2のモノユビキ

チン化における役割をさらに検討するため，

様々な組み合わせで Ax６変異体のアラニン

をアスパラギン酸と置換する変異体を作成

した．アスパラギン酸は酸性アミノ酸であり

リン酸化をミミックする可能性がある．6 カ

所のアラニンをすべてアスパラギン酸に置

換した変異体（Dx6）ではシスプラチン感受

性が野生型に近いレベルにまで回復し，

FANCD2 と FANCI のモノユビキチン化が

DNA 損傷を与えなくても恒常的に起こって

いた．さらに，GFP-FANCI Dx6 は恒常的に

フォーカスを形成し，DNA 損傷を与えても

それほどフォーカスの増加は見られなかっ

た．面白いことに，これらのフォーカスは，

DNA二重鎖切断マーカーであるγH２AXや

相同組換え蛋白質である Rad51 とは共局在

しなかった．Dx6 蛋白質は，複製中に自然に

形成される DNA 損傷（一本鎖 DNA が考え

やすい）に集積している可能性がある． 

 以上の結果は， FANCI リン酸化が

FANCD2 モノユビキチン化の分子スイッチ

として機能していることを強く示唆してい

る．我々は，FANCD2 欠損細胞において，

ATR によるリン酸化候補部位（S/TQ モチー

フ）のすべて（10 カ所）をアラニンに置換し，

この変異体が野生型 FANCD2 とほぼ同等の

シスプラチン感受性を相補できることを観

察しており，FANCD2 自体のリン酸化はそれ

ほど重要ではなさそうである．またこの結果

は，ある蛋白質のリン酸化がパートナー蛋白

質のモノユビキチン化の引き金となるとい

ういままでに知られていないユニークな現

象を明らかにした．FANCI リン酸化により

他の FA 蛋白質との相互作用が変化しコア複

合体の活性化につながるものと予想される．

強制発現系で FANCD2 と Dx6 変異体の免疫

沈降法で調べたが FANCI リン酸化は

FANCD2 との会合には影響しなかった．いか

にFANCIがFANCD2のモノユビキチン化の

引き金を引くのか，今後明らかにしていく必

要がある． 
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