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研究成果の概要（和文）：ファンコニ貧血（Fanconi anemia, FA）は骨髄不全，高発がん性，

ユビキチンシステムにより活性化される DNA 修復の欠損を特徴とする遺伝性疾患である．

本研究では 、FA の病態に関連した DNA 修復の活性化が、チェックポイントキナーゼであ

る ATR によって制御されていることを確定し、その分子機構について一端を解明した．さ

らに、一部の FA 分子が ATR の必須会合分子 ATRIP のクロマチン結合において重要な役割を

果たすことを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：Faconi anemia (FA) is a hereditary disorder characterized by 

progressive bone marrow failure, increased incidence of cancer, and deficiency of DNA 

repair driven by the ubiquitin system. In this study, we have clarified a role of checkpoint 

kinase ATR in triggering DNA damage-induced activation of the FA DNA repair pathway. 

Furthermore, we have discovered that some FA proteins promote association of essential 

ATR interacter ATRIP to chromatin. 
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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15の相補群/原因遺伝子が同定

されている．A 群，Ｂ群・・の原因遺伝子は

それぞれ FANCA，FANCB・・と呼ばれる．新規
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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蛋白質とともに核内で

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．我々

は、今回の研究に先行して、FA 経路活性化の

分子スイッチが FANCI蛋白質のリン酸化であ

ることを見出して報告した（Nat SMB 2008）。 

 

２．研究の目的 

 

 FANCD2 のモノユビキチン化を起こす FA 経

路の活性化分子機構を明らかにすることが

本研究の目的である。すなわち、どのように

FANCIリン酸化がFAコア複合体を活性化して

FANCD2 をモノユビキチン化するのか、また、

さらに上流の ATR キナーゼと、FA 経路がどの

ようにリンクするのか、その分子機構の解明

をめざした。 

 

３．研究の方法 

 酵母 2 ハイブリッド法や、複合体精製によ

って FA 分子や ATRIP-ATR との相互作用を調

べた。また、DT40 細胞におけるノックアウト

を駆使して、これらの分子間の関係を明らか

にすることを試みた。 

 

４．研究成果 

（１）FANCI と FA 分子間の相互作用の検討 

 FANCI のリン酸化とそれによるコア複合体

の活性化の分子機構を明らかにするために

は、FANCI リン酸化に伴う分子間相互作用の

変化を捕まえる必要がある。我々は、既知の

ヒト FA 分子(BRCA2 以外)をすべて酵母２-ハ

イブリッドベクターにクローニングし、総当

たり戦でヒト FANCI との相互作用について検

討を行い、あらたに FANCI と FANCL の相互作

用を見いだした。 

 この相互作用は、ヒトにおいてはリン酸化

をミミックする変異体 FANCA-Dx6 により増強

する証拠が実験的に得られたが、ニワトリの

系では再現できず、最終的に FANCI リン酸化

が直接 FA コア複合体との相互作用を調節す

るというわかりやすいストーリーは正しく

ないと考えられた。これに関連して、最近報

告された FANCD2-FANCI 複合体の結晶構造解

析（Science 2011）においては、ユビキチン

化サイトが D2-I 複合体のインターフェイス

に当たる部分にあり、FANCI リン酸化により

複合体が安定化されると脱ユビキチン化酵

素 Usp1 によるアタックからユビキチンが保

護されるという。彼らが提案したメカニズム

では、リン酸化が Usp1 の作用を抑制するこ

とでユビキチン化が誘導されるということ

になる。これ自体魅力的な仮説であるが、そ

うであればなぜ脱ユビキチン化がそもそも

起こりうるのか、追加のメカニズムが必要に

なるだろう。今後の解析が必要である。 

 

（２）FANCI リン酸化の遺伝的要求性の解析 

 我 々 は 、 ATRIP 分 子 の conditional 

knockout 細胞を作成し、ATRIP を除去した細

胞では著明に FANCD2 のモノユビキチン化、

また FANCIリン酸化が低下することを確定し

た（Can Res 2012）。また、インビトロのキ

ナーゼ反応で、FANCI が ATR キナーゼにより

直接リン酸化を受ける証拠を得ることがで

きた。さらに、ATRIP の RPA 会合ドメインが

FA 経路活性化と chk1 リン酸化の両方に必要

なのに対し、TopBP1 との会合は Chk1 リン酸

化には必要なものの、FANCD2 モノユビキチン

化には必要でないことを明らかにした。これ

らの結果と一致して、FA 経路活性化には、ATR

の活性化（Chk1 リン酸化）に通常必須とされ

る Rad17 と Rad9 が不必要であった。 

 さらに、面白いことに、コア複合体成分と、



 

 

FANCD2がともにFANCIリン酸化に必須である

ことがわかった。これらの結果は、コア複合

体のモノユビキチン化以外の新たな役割を

証明し、さらにコア複合体と FANCD2 が、分

子間相互作用によって FANCI をそのキナーゼ

近傍にリクルートする可能性と、ATR キナー

ゼとコア複合体自体が密接な関係を持つこ

とが示唆される。 

 

（３）コア複合体と ATRIP の密接な関係 

 我々は、FANCI リン酸化に必要なコア複合

体のクロマチン結合メカニズムを探索する

ため、上記のごとく酵母２-ハイブリッド法

により、各 FA 分子と RPA、ATR、ATRIP との

総当たり戦による相互作用の有無の検討を

行い、多数の FA 分子が実は RPA と会合する

こと、さらに ATRIP と FANCL が会合すること

を見いだした。しかも、ATRIP のクロマチン

局在にコア複合体の各分子が必須で、コア複

合体の欠損細胞では、ATRIP のリン酸化、

FANCI のリン酸化という重要な ATR 下流の応

答が欠損していた。これらの結果は、コア複

合体自体が ATRシグナリングにおいて重要な

役割を果たすことを強く示している。 
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