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研究成果の概要（和文）：ファンコニ貧血は、代表的な染色体不安定性疾患で、小児期における

白血病などの高発がんをその特徴とする。ファンコニ貧血の原因遺伝子群の形成するファンコ

ニ貧血経路は、DNA 損傷によって活性化し、発がん抑制に機能していると思われる。我々は、
ファンコニ貧血経路の分子機能を、主にニワトリ DT40 細胞株による遺伝子破壊株の樹立によ
って解析し、ファンコニ貧血経路の DNA修復機能とその調整機構の一端を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Fanconi anemia is a hereditary disorder characterized by increased incidence 
of cancer and leukemia. FA is caused by a mutation in any one of the 14 FA genes. Their products form a 
nuclear biochemical network called FA pathway. We analyzed molecular function of the FA pathway by 
making knockout mutant cell line from chicken DT40 cells. We have partially clarified molecular details 
of the FA pathway and its regulatory mechanism in the DNA damage response. 
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１．研究開始当初の背景 

ファンコニ貧血（FA）は小児の劣性遺伝性疾

患で、進行性骨髄不全と骨格異常を呈し、高

発がん性を示す代表的ゲノム不安性性疾患

である。細胞レベルでは、染色体不安定性と、

マイトマイシン C（MMC）などの DNA クロスリ

ンカー剤に対する高感受性が特徴的である。

こ れ ま で に ８ つ の 原 因 遺 伝 子
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（A/C/D1/D2/E/F/G/L など）が同定されたが、

その機能解明は遅れている（注：2010 年現在、

同定済みの FA原因遺伝子は 14個となった）。

我々はニワトリ B細胞株 DT40 において FA 遺

伝子をノックアウトし、FA 遺伝子群が相同

DNA 組み換え（homologous recombination、

HR）による DNA 二重鎖切断（DSB）修復に重

要であることを見いだした。また、FancD1 が

家族性乳がん遺伝子 BRCA２（HR 中心分子

Rad51 の調節因子でもある）に等しいことが

報告され、FA が DNA 損傷応答に欠損をもつ病

態であることが明らかとなった。しかし、FA

遺伝子の機能の本質はいまだに明らかでは

なく、その調節機能の解明も不十分である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、FA 遺伝子群の機能と、その調節

機構の解明を通じて、染色体の維持安定化装

置とその破綻による発がん機構の理解を深

めることを目指す。 

 

３．研究の方法 

主にニワトリB細胞株であるDT40細胞をモ

デル系として使用し、ノックアウト細胞の

解析、さらにダブルノックアウトによるエ

ピスタシス解析を行った。また、2hybrid

法などで同定した新規遺伝子の機能検討、

D2 蛋白の精製、ユビキチン化 FANCD2 受容

体の単離などを試みた。 

 

４．研究成果 

（１）FANCD2 モノユビキチン化の機能的意義

について： 

 FANCD2 のモノユビキチン化サイトである

リジンをアルギニンに変換する（K563R）よ

うにデザインしたノックインベクターでジ

ーンターゲティングを行い、変異型の FANCD2

のみを発現する細胞を作成したところ、

FANCD2 欠損細胞、E3 リガーゼである FANCL

の欠損細胞などと同程度にシスプラチン感

受性であり、FANCD2 のフォーカス形成もみら

れなかった。また、細胞を分画して、核の可

溶性分画とクロマチン分画にわけて調べる

と、クロマチンに移行した FANCD2 のみモノ

ユビキチン化されており、可溶性分画ではさ

れていないという関係が見いだされた。した

がって、フォーカス形成、クロマチン移行、

そして DNA修復機能はすべてモノユビキチン

化に依存しているものと考えられた。 

 そこで、我々はニワトリ FANCD2 のモノユ

ビキチン化サイト変異体（D2KR）のＣ末端に

ユビキチンを一つだけ融合させ、FANCD2 欠損

細胞に発現させることを試みた。この蛋白

（D2KR-Ub）はクロマチン移行し、シスプラ

チン感受性を野生型に近いレベルにまで相

補した。また、D2KR-Ub がコア複合体欠損細

胞を相補できるかどうか調べたところ、

FANCG、FANCC、FANCL のいずれの細胞も全く

相補されず、しかもクロマチンへの移行がみ

られなかった。ヒストン H2B-GFP との融合に

より D2KR を強制的にクロマチンに移行させ

たところ（D2KR-H2B-GFP）機能相補ができた

のは FANCD2 欠損細胞のみで、FANCC、FANCG、

FANCL 欠損細胞では全く相補がみられなかっ

た。以上の結果から我々は、FA コア複合体は

以下の３つの機能を持つと結論した（図）

（Matsuhista et al. Mol Cell 2005）。まず

コア複合体は FANCL サブユニットによって
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FANCD2 をモノユビキチン化する。さらに、コ

ア複合体はモノユビキチン化された FANCD2

のクロマチン移行に関与する。このステップ

でモノユビキチン受容体(UbR)が働くはずで

ある。最後に、コア複合体は DNA 損傷局所で

FANCD2とともにDNA修復機能を担っていると

考えられた。 

 

（２）FANCD2会合因子の同定と解析： 

 上記のモノユビキチン受容体（UbR）を同定

し、さらにFANCD2の機能に迫るため、FANCD2 

の会合分子の同定を試みた。まず、ユビキチ

ンを融合させたFANCD2 をベイトとして、酵母

２ハイブリッド法によりスクリーニングを行

ったところ、陽性クローンの中にFANCEが見つ

かった。しかし、その後の解析でFANCEは

FANCD2自体とは結合できるが、ユビキチン結

合能がないことが判明し、UbRではないと考え

られた。そこで、TAPタグを用いてFANCD2をプ

ルダウンし、銀染色して会合分子の同定をマ

ススペック解析したところ、KIAA1794が同定

された。なお、現在ひきつづきFANCD2, FANCI, 

FANCL の複合体調整と、マススペクトロメト

リによる会合因子の同定を進めている。 

 

（３）FANCI分子の機能解析 

 2006年１１月ハーバード大のElledge博士

から、彼らが同定した新規分子FANCIについて

の共同研究の申し込みがあり、驚いたことに

（あるいは残念なことに）、これがKIAA1794

と同一の分子であった（Cell. 2007 Apr 

20;129(2):289-301.）。彼らは、FANCIがFANCD2

のパラログでFANCD2に会合してI-D2複合体を

形成し、コア複合体によってモノユビキチン

化され、クロマチンに移行してフォーカスを

形成すること、また、FANCIとFANCD2はモノユ

ビキチン化に関して相互依存の関係にあると

報告している。したがって、この時点で、我々

が提唱したコア複合体の新規機能は、FANCI

のモノユビキチン化を通じた機能である可能

性が指摘された。一方、一次構造からみて、

FANCIにはユビキチン結合ドメインが存在せ

ず、FANCIがユビキチン受容体であることは否

定的である。 

 我々は、FANCIの欠損細胞を作成し、FANCI

の各種変異体をノックアウト株に発現させ検

討した。FANCI欠損細胞におけるFANCD2のモノ

ユビキチン化はモノユビキチン化サイト変異

体（K525R）発現でも正常化し、少なくともDT40

において、FANCIのモノユビキチン化はFANCD2

モノユビキチン化と機能に必須とは言えなか

った。実際、ElledgeらのCell 論文において

も、モノユビキチン化サイト変異型FANCIの発

現で、変異細胞の感受性、染色体断裂ともか

なり正常化している。また、上記のD2KR-Ub、

D2KR-H2Bを発現させたFANCD2欠損細胞は、シ

スプラチン感受性はかなり正常化しているが、

FANCD2、FANCIともモノユビキチン化は検出さ

れず、やはりFANCIはモノユビキチン化されな

くてもある程度機能すると思われる。したが

って、我々の提唱したコア複合体の新規機能

が実はFANCIのモノユビキチン化酵素として

の役割とは考えにくい。 

 また、我々は、FANCIとFANCD2の複雑な依存

関係を明らかにするため、そのダブル欠損細

胞を作成した。FANCIはFANCD2のモノユビキチ

ン化に必須であるが、クロマチン移行とDNA

修復にも必要なのかどうか、ダブル欠損細胞

にD2KR-UbとD2KR-H2B融合蛋白を発現させて

検討した。両者ともFANCI欠損を相補できず、

FANCIは、ユビキチン化FANCD2のクロマチン移

行と、クロマチン上のFANCD2によるDNA修復そ

のものにも必須であると考えられた（未発表）。 

 

（４）FANCIリン酸化の意義 



 

 

FANCI は DNA 障害により活性化される 
ATM/ATR キナーゼの基質の候補として同定
され、そのリン酸化も報告されている。我々
は、リン酸化候補部位の変異体のシリーズと、
リン酸化セリン、スレオニン、チロシン残基
に結合するフォスタグを含んだ SDS-PAGE
（広大薬学部小池教授、木下准教授との共同
研究）での泳動度の変化により FANCI のリ
ン酸化を検出した。モノユビキチン化サイト
（K525R）変異体はリン酸化されること、６
つのリン酸化候補部位をすべて変異させた
FANCI （Ax６型）においてリン酸化とモノ
ユビキチン化がどちらも検出不能になるこ
とを見いだした。 
さらに Ax６型 FANCI は FANCI 欠損細胞に
おける FANCD2 モノユビキチン化欠損とシ
スプラチン感受性を相補できなかった。した
がって、FANCI リン酸化は、FANCD2 と
FANCI の両者のモノユビキチン化に必須で
あり、FA 経路の「スイッチ」として働くと
考えられる。このスイッチを人為的に操作で
きれば、FA 自体の治療、家族性乳がんにお
ける発がん予防、FA 経路の抑制を利用した
抗がん剤効果の飛躍的増強等への応用の可
能性があり、さらにその分子機構を明らかに
する必要がある。現在引き続き、FANCI の
リン酸化酵素の同定、その分子機構等につい
て、解析を進めている。 
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