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研究成果の概要（和文）：二重鎖DNAの相補鎖間が共有結合で架橋される「DNA鎖間架橋損傷（ICL）」は、DNA複製や転
写を阻害するために細胞毒性が著しく高く、その修復は細胞死や細胞がん化の抑制に必須である。ICL修復の中心反応
は、架橋塩基の切り出しであり、この反応を担うヌクレアーゼの候補としてFAN1が同定されている。しかし、FAN1によ
る架橋塩基の認識機構や、切り出し機構はこれまで不明であった。本研究では、生化学的解析により、FAN1の基質認識
機構を明らかにした。さらに、FAN1のリクルート因子であるFANCI-FANCD2複合体による、FAN1のヌクレアーゼ活性の調
節機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：DNA interstrand crosslink (ICL) prevents the progression of DNA replication and 
transcription by covalent crosslinking between complementary strands of double-stranded DNA. ICL repair 
is essential for suppression of chromosomal aberrations that contribute to cell death and tumorigenesis. 
Dual-incision around the crosslinked bases (ICL unhook) is a central step in the ICL repair. FAN1 is a 
structure-specific endonuclease that is considered to be involved in the ICL unhook. However, the 
mechanism how FAN1 recognizes the damaged bases and mediates the ICL unhook has remained elusive. In this 
study, our biochemical analyses with the purified FAN1 protein revealed the mechanism of the 
substrate-recognition and -incision by FAN1. In addition, we found that the FANCI-FANCD2 complex that 
recruits FAN1 to ICL sites functions to regulate the nuclease activity of FAN1.

研究分野： 分子生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
 生物の遺伝情報を担う DNA は、様々な要因
により恒常的に損傷を受けている。中でも
DNA の相補鎖間が共有結合で架橋される損傷
は、「DNA 鎖間架橋（ICL）」と呼ばれ、細胞機
能に必須の DNA 複製や転写を強く阻害する。
これまでに、内因性の代謝で生じるアルデヒ
ドや、マイトマイシン Cなどの抗がん剤によ
りICLが引き起こされることが明らかにされ
ている(1,2)。ICL に高感受性を示す遺伝子疾
患としてファンコニ貧血（FA）が知られてい
る。FA は、高発がんや骨髄不全などで特徴付
けられる重篤な小児性遺伝子疾患であり、我
が国では難病に指定されている。現在まで 19
の原因遺伝子が同定されており、これらの遺
伝子産物が協働してICL修復経路を構成して
いることが示されている(3)(図 1)。 
 DNA 複製の際に複製装置が ICL に衝突する
と、8 個の FA 原因遺伝子産物からなる FA コ
ア複合体が停止した複製フォークに集積す
る。FA コア複合体はマルチサブユニット E3
ユビキチンリガーゼであり、2つの FA 原因遺
伝子産物からなる FANCI-FANCD2 (ID)複合体
の両サブユニットをモノユビキチン化する
(4)。モノユビキチン化された ID 複合体は、
ICL 近傍のクロマチンに集積し、ヌクレアー
ゼをリクルートすることでICLの切り出しを
開始させると考えられている (5)。Fanconi 
anemia-associated nuclease 1 (FAN1)は、
モノユビキチン化された FANCD2 に結合する
構造特異的エンドヌクレアーゼとして同定
され、ICL の切り出し反応を触媒する候補因
子として考えられてる(6-9)。しかし、FAN1
による架橋塩基の認識機構や、切り出し機構
の多くはこれまで明らかになっておらず、こ
のことにより、ICL 修復機構も依然として不
明瞭なままであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１. ICL 修復経路 

２．研究の目的 
 本研究の目的は、ICL 修復における中心的
な過程である「ICL の切り出し反応」の分子
基盤を生化学的手法によって明らかにする
ことである。ICL の切り出し反応には、構造
特異的エンドヌクレアーゼである FAN1 が関
与すると考えられている。さらに、FAN1 の活
性は、FAN1 のリクルート因子である ID 複合
体をはじめとする修復因子や、クロマチン構
造により制御されることが考えられている。
しかし、FAN1 による架橋塩基の切断反応や、
これら因子群による活性制御の分子基盤は、
依然として未解明である。そこで本研究では、
FAN1 および、ID 複合体をはじめとした修復
因子群を精製し、生化学的解析を行うことで、
ICL の切り出し反応の分子機構を解明するこ
とを目指す。本研究の成果は、FA やがんの
発症機構の理解だけでなく、これらの疾病に
対する新規治療薬の開発に解明に対しても
多大な知見をもたらすことが期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究を遂行するために、生化学的解析に
用いる FAN1、FANCI、FANCD2、そしてこれら
のタンパク質と損傷部で共局在する単鎖 DNA
結合タンパク質であるRPAをリコンビナント
タンパク質として精製する。さらに、従来の
研究過程で確立した試験管内反応系を用い
て、FANCD2 がモノユビキチン化された ID 複
合体を調製する。加えて、クロマチン上での
FAN1 の機能解析を行うために、コアヒスト
ン (H2A、H2B、H3、H4)をリコンビナントタ
ンパク質として精製する。精製したコアヒ
ストンと DNA を用いて、従来までに確立し
た手法により、高純度なトリヌクレオソー
ム基質を調製する。 
 精製した FAN1 と複製フォーク様 DNA 基質
を用いて、まず FAN1 のヌクレアーゼ活性を
解析する。次に、調製したモノユビキチン化
ID複合体を複製フォーク様DNA基質に結合さ
せ、FAN1 のヌクレアーゼ活性に及ぼす影響を
解析する。同様に、停止した複製フォークに
迅 速 に 集 積 す る こ と が 示 さ れ て い る
Replication protein A (RPA)が FAN1 のヌク
レアーゼ活性に及ぼす影響を解析し、これら
の因子による FAN1 の制御機構を明らかにす
る。さらに、調製したトリヌクレオソーム基
質に精製した FAN1 を混合し、クロマチン上
における FAN1 の活性を解析する。 
 
４．研究成果 
 本研究では、まず FAN1 の生化学的機能解
析を行うため、FAN1 を大腸菌リコンビナント
タンパク質として高純度かつ大量に精製す
る系を確立した。先行研究から、FAN1 は複製
フォークを模した 5´-flapped DNA 基質に対
し、特異的なエンドヌクレアーゼ活性を示す
ことが報告されていた。そこで次に、32P で標
識した 5´-flapped DNA と精製した FAN1 タ
ンパク質を用いて、FAN1 のヌクレアーゼ活性



を評価する解析系を確立し、5´-flapped DNA
における FAN1 の切断点を同定した。FAN1 に
よる切断は、flap 鎖と同一の鎖で生じ、その
切断点は、複製フォークの分岐点から 3-4 塩
基上流(3´側)であった (図 2A)。 
 ICLで複製フォークが停止すると、単鎖DNA
領域に迅速にRPAが集積することが知られて
いる。そこで次に、単鎖 DNA 領域に RPA が結
合した 5´-flapped DNA 基質を調製し、より
生理的な環境を模したDNA基質におけるFAN1
の活性を解析した。その結果、FAN1 はこの
DNA 基質も RPA 非存在下と同様に認識し、切
断活性を示すことが明らかになった。このこ
とから、単鎖 DNA 領域にタンパク質が結合し
ても、FAN1 が 5´-flapped DNA を認識できる
ことが示唆された (図 2B)。 
 次に、FAN1 のリクルート因子である ID 複
合体が結合した 5´-flapped DNA 基質を調製
し、FAN1 の活性を解析した。その結果、ID
複合体は FAN1 のエンドヌクレアーゼ活性を
強く阻害することが明らかになった。加えて、
モノユビキチン化 FANCD2 を含む ID複合体を
用いた解析から、FANCD2 のモノユビキチン化
により、FAN1 の活性がより強く阻害されるこ
とが明らかになった(図 2C)。これらの結果は、
FAN1 が停止した複製フォークを認識するた
めには、ID 複合体が複製フォークから解離す
る必要があることを示唆している。これらの
結果から、FAN1 の基質認識機構や ICL の切り
出し機構のモデルを構築することができ、こ
れらのICL修復機構に重要な知見を与えるこ
とができた。 

図 2. FAN1 のエンドヌクレアーゼ活性 
 
 FAN1 はエンドヌクレアーゼ活性の他に、
5´-3´エクソヌクレアーゼ活性を有すこと
が報告されている。細胞中でこの活性が制御
されなくなった場合、複製フォークが分解さ
れ、染色体異常が引き起こされることが示さ
れている(10)。FAN1 のこのエクソヌクレアー
ゼ活性は、本研究で精製した FAN1 でも観察
された。そこで次に、精製タンパク質を用い
て、FAN1 のヌクレアーゼ活性の制御機構を検
討した。従来の研究過程で、FAN1 のリクルー

ト因子である ID 複合体が、ヌクレオソーム
形成活性を有することを見出しているため、
まずヌクレオソーム構造が FAN1 のヌクレア
ーゼ活性に及ぼす影響を解析した。調製した
トリヌクレオソーム基質と FAN1 を混合した
ところ、FAN1 のエクソヌクレアーゼ活性が著
しく阻害されることが明らかになった。また、
ID 複合体が相同組換えで中心的な役割を果
たす RAD51 と直接相互作用し、RAD51-DNA 複
合体を安定化することを明らかにした。さら
に、ID 複合体によって安定化された
RAD51-DNA 複合体が、効率的に FAN1 のエクソ
ヌクレアーゼ活性を阻害することが明らか
になった。これらの解析から、ID 複合体によ
る FAN1 のヌクレアーゼ活性の制御機構に大
きな知見を与えることができた。 
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