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研究成果の概要（和文）：ファンコニ貧血（FA）経路は、活性化され、その中心的役割を担うFANCD2がモノユビキチン
化されるが、モノユビキチン化FANCD2の生理的役割はいまだ充分には解明されてない。
我々はFANCD2の会合分子探索を行い、ユビキチン結合ドメインをもつUBR5とUFD1を同定した。本研究では、ubr5欠損細
胞、ならびにsiRNAによるufd1ノックダウン細胞の作製・解析、FA経路分子との相互作用、マイクロレーザー照射によ
るDNA損傷部位へのタンパク質の集積などの検討を行った。当初の予想に反し、UBR5、あるいはUFD1ならびにその関連
分子ともFA経路との機能的相関が弱いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The Fanconi anemia (FA) pathway is critically involved in DNA damage responses and
 DNA repair. A key protein, FANCD2, is monoubiquitinated and accumulates in chromatin in response to DNA i
nterstrand crosslinks (ICLs), where it coordinates DNA repair through mechanisms that are still poorly und
erstand. 
We have isolated UBR5 and UFD1 as candidate interacting proteins for FANCD2. Both proteins contain ubiquit
in-binding domains. We have established ubr5-deficient chicken DT40 cells, and SiRNA-based ufd1-knock down
 human cells. Unexpectedly, ubr5-deficient or ufd1-knock down cells showed little sensitivity to ICL reage
nts compared to wild type cells. Laser microirradiation experiments using GFP-UBR5 or GFP-UFD1 expressing 
human cells showed little GFP-protein accumulation after DNA damage. These results suggested that function
al relationship between FA pathway and UBR5, or UFD1 including related proteins was not strong, at least i
n ICL repair.
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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
ゲノム不安定症候群に分類され、骨格形成異
常、再生不良性貧血、高発がん性などの臨床
症状を特徴とする稀な遺伝性疾患である。患
者由来の細胞はマイトマイシン C（MMC）やシ
スプラチンなどの DNA クロスリンク（ICL）
を生じる薬剤に対して高感受性であり、in 
vitroでFA経路分子が実際にICL損傷を修復
する活性を持つことが示されている。また、
ヒトおよびマウスを用いた最近の研究によ
り、代謝により生じる内在性アルデヒドがも
たらす DNA 損傷の修復に FA 経路が大きく寄
与することが明らかにされている。現在、そ
の本質は停止したDNA複製フォークに対する
応答メカニズムの欠損と考えられている。 
 現在 16 個の原因遺伝子が同定・クローニ
ングされており、いずれの FA 遺伝子の欠損
も FA という同一の表現（症状）を示すこと
から、同一の生化学・遺伝学的経路で機能す
ると考えられる。これを「FA 経路」と呼ぶ。 
 ８個の FA遺伝子産物はユビキチン E3リガ
ーゼである FA コア複合体を形成する。FA コ
ア複合体の基質は FA 経路の中心的役割を担
う FANCD2, FANCI であり、両者は複合体を形
成する（ID 複合体）。DNA 損傷や DNA 複製ス
トレスにより ID 複合体はモノユビキチン化
される。ID 複合体のモノユビキチン化は ID
複合体のクロマチン局在と核内のDNA損傷部
位への集積（フォーカス形成）に必要なシグ
ナルで、機能的には相同組換え（HR）と損傷
乗越え複製（TLS）機構による DNA 損傷応答、
DNA 修復に必須である。 
 FANCD2 のモノユビキチン化部位変異体は
fancd2 ヌル変異細胞と同様の機能欠損を示
し、FANCD2 とユビキチンの融合タンパク質の
発現で機能相補されるため、FANCD2 のモノユ
ビキチン化が FA 経路活性化の本質である。
しかし、モノユビキチン化 FANCD2 の生理的
役割は未だ充分に解明されていない。 
 モノユビキチン化 FANCD2 の生理機能を明
らかにする目的で、我々は FANCD2 結合タン
パク質を探索し、ユビキチン結合ドメインを
持つ UBR5 と UFD1 を同定した。UBR5 は
FLAG-HA-FANCIを発現するヒトHeLa細胞から
FANCI 複合体を精製し、プロテオミクス解析
により同定した（首都大学東京との共同研
究）。FANCI は FANCD2 と ID 複合体を形成して
おり、UBR5 は FANCD2 とも結合していること
を確認した。UBR5 はユビキチン結合ドメイン
とユビキチン E3リガーゼ活性を示す HECT ド
メインを持ち、細胞周期チェックポイントや
DNA 複製ストレス応答への関与が報告されて
いる。 
 一方、UFD1 は FANCD2 をベイトとした酵母
ツーハイブリッド（y2h）法によるトリ DT40
細胞由来の cDNA ライブラリー・スクリーニ
ングにより得られた。UFD1 は進化的によく保
存されており、NPL4 ならびに p97/VCP と複合

体を形成する。UFD1, NPL4, p97/VCP はいず
れもポリユビキチン、モノユビキチンとの結
合が示されている。UFD1-NPL4-p97/VCP 複合
体はタンパク質の品質管理システムである
小胞体でのタンパク質分解（ERAD）での機能
がよく解析されており、ポリユビキチン化さ
れたタンパク質をプロテアソームへ導き、分
解させる。一方、線虫の研究から、
UFD1-NPL4-p97 複合体は、DNA 損傷応答、細
胞周期チェックポイント、DNA 複製、DNA 修
復に関与し、少なくとも DNA 複製への影響は
ERAD とは独立であると報告されていた。また、
カエルでは p97/VCP とヒストンシャペロン
FACT の結合が報告されており、クロマチンと
の関連が予想された。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は DNA 損傷、中でも ICL 損傷に対す
る細胞応答・DNA 修復における UBR5、および
UFD1 の機能解析を行うとともに、FA 経路、
特に FANCD2 との機能相関を明らかにするこ
とを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）UBR5, および UFD1 の欠損細胞、ある
いはノックダウン細胞の樹立と機能解析 
 ニワトリ DT40 細胞を用いた欠損細胞の樹
立、あるいは siRNA によるヒト HeLa 細胞の
ノックダウンを行い、表現型を解析する。 
 
（２）UBR5, および UFD1 と FANCD2 との会合
様式の決定とその必要領域の決定 
 Y2h 法、FANCD2-FLAG 発現ヒト U2OS 細胞な
どでの免疫沈降-ウエスタン法により分子間
の相互作用を検討する。 
 
（３）UBR5, および UFD1 の核内動態解析 
 GFP-UBR5,UFD1 を用いた生細胞イメージン
グにより、UBR5, UFD1 の動態を解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）UBR5,および UFD1 の欠損細胞あるいは
ノックダウン細胞の樹立と機能解析 
① Ubr5 欠損 DT40 細胞の樹立と解析 
 データベース上の遺伝子情報をもとにト
リ UBR5 遺伝子のゲノム DNA をクローニング
し、ターゲティングコンストラクトを構築し、
ニワトリ DT40 細胞にてノックアウト細胞を
樹立した。トリ UBR5 遺伝子は第２染色体に
位置し、DT40 細胞は第２染色体がトリソミー
であるため、トリ UBR5 遺伝子は３アリル存
在する。サザンブロットで３アリル全てがタ
ーゲティングされていることを確認し、
RT-PCR 法により UBR5 mRNA の発現が欠損して



いることを確認した。UBR5 と FANCD2 の機能
的相関が強ければ、ubr5 欠損細胞は fancd2
欠損細胞と類似した表現型を示すことが期
待される。このため、fancd2 欠損細胞が強い
感受性を示すことが知られている放射線（
線）、ICL 薬剤であるシスプラチンに対する影
響を調べた。当初の見込みに反し、ubr5 欠損
細胞は野生型 DT40 細胞と比較し、有意な差
が見られなかった。 
② Ufd1 ならびに関連遺伝子ノックダウン細
胞の表現型解析 
 当初 UFD1 遺伝子についても①の UBR5 遺伝
子と同様、トリ DT40 細胞を用い、ノックア
ウト細胞の作製を試みていたが、第１アリル
のターゲティングは成功するものの、第２ア
リルのターゲティングが達成できず、致死遺
伝子の可能性が疑われた。従って方針を転換
し、ヒト細胞を用い、siRNA によるノックダ
ウン実験を行った。ヒト UFD1 siRNA を 293T
細胞、HeLa 細胞などへ導入し、ウエスタンブ
ロットによりノックダウン効率を評価した。
同様に、UFD1 と複合体を形成する NPL4, 
p97/VCP、加えて p97/VCP のアダプターであ
り複数のDNAダメージに感受性を示すことが
最近報告された DVC1 を加え、同様に siRNA
によるノックダウン実験を行った。①と同様、
UFD1がFA経路と機能相関を示すならばFA経
路分子と類似した表現型が期待される。HeLa
細胞由来のノックダウン細胞を用い、ICL 薬
剤であるマイトマイシン C（MMC）への感受性
を検討したが、いずれのノックダウン細胞も
対照細胞と有意な差は見られず、少なくとも
ICL感受性についてUFD1およびその関連タン
パク質と FANCD2 の機能的相関は弱いことが
示唆された。 
 
（２）UBR5,および UFD1 と FANCD2 との会合
様式の決定 
① UBR5 と FANCD2 の相互作用の検討 
 １に記載した様に、我々は以前 UBR5 を、
ヒドロキシウレア（HU）処理した HeLa 細胞
からFANCIの結合分子としてプロテーム解析
により同定していたが、（１）①の結果を受
けて、ICL 損傷下での UBR5 と FANCD2 の相互
作用を再検討した。ヒト U2OS 細胞に
FANCD2-FLAG を発現する細胞を構築し、MMC
処理した細胞から FLAG 抗体で FANCD2-FLAG
を免疫沈降し、ウエスタン法により結合分子
を検討した。我々が最近論文発表した
FANCD2-CtIP の相互作用が確認できる条件下
でも、FANCD2-UBR5 の相互作用は確認できな
かった。また、ヒト 293T 細胞でのほ乳類細
胞ツーハイブリッド法により、UBR5と FANCD2、
ならびに FANCI との相互作用を検討したが、
いずれの場合も UBR5 との相互作用は確認で
きなかった。 
② UFD1ならびに関連タンパク質とFANCD2の
相互作用の検討 
 Y2h 法により、トリ UFD1 と FANCD2 の結合
を検討し、UFD1 は FANCD2 の N 末側約半分の

領域に結合することを明らかにした。また、
UFD1 と FANCD2 の結合がモノユビキチン化の
影響を受けるかどうかを FANCD2 とユビキチ
ンの融合タンパク質、ならびに単独のユビキ
チンタンパク質を対照として用いた。検討の
結果、UFD1 は FANCD2 本体に結合し、ユビキ
チンは結合に影響しないと結論された。同様
の解析により、NPL4 はユビキチンに結合し、
p97/VCP単独ではFANCD2にもユビキチンにも
結合しないことが判明した。 
 一方、FANCD2-FLAG 発現ヒト U2OS 細胞を用
い（２）①と同様の手法で検討を行ったが、
FANCD2 と UFD1, NPL4, p97/VCP, DVC1 の相互
作用はいずれも検出できず、y2h 法による解
析とは一部異なる結果となった。 
 
（３）UBR5,および UFD1 の核内動態解析 
我々は共焦点レーザー顕微鏡を用い、生細胞
内の局所（細胞核内）にレーザー照射で DNA
損傷を誘導し、レーザー照射部位における損
傷応答反応を可視化するシステムを構築し
ている。GFP-UBR5, GFP-UFD1 などの発現プラ
スミドを構築し、ヒト GM02063 細胞や U2OS
細胞に導入し、DNA 損傷部位への集積の有無
を観察した。検討した条件下では、
FANCD2-GFPは2-5分程でDNA損傷部位への集
積が見られた。GFP-DVC1 は、文献でも報告さ
れている様に数 10 秒で集積が観察された。
一 方 、 GFP-UBR5, GFP-UFD1, GFP-NPL4, 
GFP-p97/VCP はレーザー照射による DNA 損傷
部位への集積は観察できなかった。 
 以上の結果から、ユビキチン結合ドメイン
を持つ UBR5,および UFD1 について、FA経路、
中でも FA 経路活性化の中心的な役割を担う
（モノユビキチン化）FANCD2 との機能連関を
調べたが、当初の見込みに反し、少なくとも 
検討した範囲内では UBR5, UFD1 ならびにそ
の関連タンパク質とも、FA経路との機能相関
は弱いことが示唆された。 
 なお、解析の過程で、HA-FLAG-FANCD2 発現
ヒトHeLa細胞のプロテーム解析から、FANCD2
の新規結合分子として CtIP を同定した。In 
vivo, in vitro の両方の解析から、CtIP の
166-273アミノ酸残基領域とFANCD2のモノユ
ビキチン化が、FANCD2とCtIPの直接結合と、
CtIP のフォーカス形成に必須であること。
ICL 修復において、FANCD2 と CtIP は相同組
換えの初期反応である２本鎖DNA末端からの
削り込み（エンド・リセクション）に必要で
あり、クロマチン上のユビキチン化 FANCD2
が CtIP をクロマチンにつなぎ止める役割を
担うことなどを明らかにした。これらの成果
は、論文として発表した。 
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