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研究成果の概要（和文）：　必須栄養素である脂質は、DNA損傷を引き起こす種々のアルデヒドの発生源として
知られているが、それらを無害化する分子機構については不明な点が多く残されている。本研究課題では、脂質
代謝に関与する酵素の一つがファンコニ貧血責任遺伝子産物（FAタンパク質）の一つと協調し、内因性のDNA損
傷の発生を未然に防いでいる新たな可能性を見出した。また本研究期間内に行われたFAタンパク質と脂質代謝に
おける解析において、FAタンパク質の当初予想していなかった新規の細胞内動態変化を見出すに至った。これら
の知見はファンコニ貧血のみならず種々の疾患・病態発症機序の解明に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）： Lipid is known as a source of various aldehydes that cause DNA damage such 
as DNA adduct and DNA crosslink. However, it still remains unclear how those genotoxic stresses are 
repaired and suppressed in the cell. This research project obtained a new possibility that one of 
the enzymes in lipid metabolism cooperates with the Fanconi anemia proteins (FA proteins) to prevent
 the occurrence of endogenous DNA damage. Surprisingly, a novel cellular dynamics of FA proteins 
were unveiled that some FA proteins translocates and accumulates onto surface of the organelle 
membranes in response to lipid metabolism. Detail molecular mechanism of this novel phenomenon is 
unknown, but this finding will contribute to the elucidation of the pathogenic mechanism of not only
 Fanconi anemia but also other diseases.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　希少遺伝疾患であるファンコニ貧血患者の多くが若年期から脂質代謝異常を示すことが報告されている。FAタ
ンパク質のDNA損傷応答に関する研究・理解が進む一方、それらの発症機序については依然として不明な点が多
い。本研究課題では一部のFAタンパク質が脂質代謝環境の変化に応答して細胞内での局在を変化させることを見
出した。特に核内外に存在する細胞小器官周辺への局在変化はこれまで他に全く報告がなく特出すべき研究成果
の一つである。今後はファンコニ貧血に見られる病態との関連性についても解析していく予定である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ファンコニ貧血（Fanconi anemia, FA）は、我が国の厚生労働省により難病指定されている希

少遺伝疾患の 1つである。皮膚の色素沈着や身体奇形などの先天的異常に加え、幼少期から骨髄
機能不全に起因する重度の貧血が見られ、多くは急性骨髄性白血病を発症する。2020 年 5 月ま
でに責任遺伝子が 22種類同定されており、これらがコードする遺伝子産物（FAタンパク質）は、
「FA経路」と呼ばれる細胞内シグナル伝達経路を構成し、DNA 上に発生した DNA 損傷、特に DNA
鎖間架橋（interstrand crosslink, ICL）損傷に対する細胞応答および修復に関与することが判
明している。ファンコニ貧血に見られる多様な病態は ICL 損傷応答の異常に起因すると考えら
れている。しかし、半数以上のファンコニ貧血の患者において内分泌機能や脂質代謝異常などの
症状が報告されている。これらの発症機序はこれまでに知られている DNA 損傷応答機構の異常
だけでは説明が困難なものも存在し、FA タンパク質の未知の機能の異常が関与する可能性が示
唆されている。 
 
近年、生体内で生じるホルムアルデヒドやアセトアルデヒドが DNA と反応することで FA 経路

の標的となる ICL 損傷を引き起こしている可能性が報告されている。分子内にホルミル基（-CHO）
を含む化学物質の総称であるアルデヒド類の多くは、発がんリスクの高い物質として分類され
ているが、生活環境中にも豊富に存在する。しかし、そのような化学物質の曝露に関係なくファ
ンコニ貧血の病態が見られることから、ICL 損傷の真の発生源に関しては依然として不明な点が
多く残されている。 
 
２．研究の目的 
研究代表者の予備実験の結果から、FA タンパク質は脂質代謝を起因として生じる内因性アルデ

ヒドの発生とその影響（ICL 損傷）を監視・制御する機構を構成しており、従来の FA 経路（修
復）はその一部であるという新たな可能性を着想するに至った。本研究課題はこれらの可能性を
検証することによって、FA 経路と脂質代謝の未知の分子制御機構を明らかにすると共に、その
破綻によって引き起こされるゲノム不安定性や種々の病態発症機序との関連性の解明を目指す。
さらに、これらの新たな機序に基づいたファンコニ貧血の治療法や薬剤の開発、さらにはファン
コニ貧血患者の生活の質の向上とその家族の負担軽減に資することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）質量分析による FANCD2 相互作用因子の単離と解析 
 FA 経路で働く多数の FA タンパク質の中でも FANCD2 は鍵となる重要な因子として知られてい
る。しかし、その機能は多様で依然として不明な点が多い。そこで本研究課題では、FANCD2 と
相互作用を示す因子を網羅的に単離・同定するため、N末端に FLAG タグを付加した FANCD2 を発
現する細胞をヒト骨肉腫由来 U2OS を用いて樹立した。FLAG タグを利用した免疫沈降によって
FANCD2 複合体を単離した後、これらを SDS-PAGE で展開し、その構成成分を質量分析によって解
析した。 
 
（2）脂質代謝関連因子に着目した解析 
 質量分析によって得られた多数の FANCD2 相互作用因子に対して、遺伝子オントロジー解析に
よるパスウェイ解析を行った。遺伝子オントロジー解析には、National Institute of Allergy 
and Infectious Diseases (NIAID)から無償で提供されているデータベースである The Database 
for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID, 
https://david.ncifcrf.gov）を利用した。 
 
（3）脂質代謝における FAタンパク質の新規機能について 
リアルタイムでの FANCD2 の細胞内動態の観察を可能にするため、蛍光タンパク質 EGFP を N 末

端に付加した FANCD2 を発現する U2OS 細胞を樹立した。また FANCD2 とヘテロ二量体を形成して
FA 経路において機能することが知られている FANCI タンパク質についても同様に、蛍光タンパ
ク質 mCherry を N末端に付加したものを発現する U2OS 細胞を樹立した。樹立したそれぞれの細
胞を用いて脂質代謝環境に応答した FA タンパク質の細胞内動態を共焦点レーザー顕微鏡により
詳細に解析した。 
 
（4）天然由来ポリフェノールを用いた内因性 DNA 損傷の発生抑制の試み 
 生体内で生じる種々のアルデヒド類は、DNA やタンパク質などの生体分子に結合することによ
って、様々な病態の起因になると考えられている。通常の脂質代謝や脂質の酸化反応によっても
種々のアルデヒド類が発生することから、研究代表者は、既にアルデヒドの毒性を抑制する効果
が多数報告されている天然由来のポリフェノールに着目した。まず、安全に摂取可能な身近なポ
リフェノールによって内因性 DNA 損傷の発生抑制が可能かどうかについて、培養細胞を用いて
予備的な解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）質量分析による FANCD2 相互作用因子の単離と解析 



 FLAG-FANCD2 を発現する U2OS 細胞から単離した FANCD2 複合体の構成成分を質量分析によっ
て解析した結果、既知を含めて 130 を超える FANCD2 相互作用因子の単離に成功した。それらの
因子に対して遺伝子オントロジーに基づいたパスウェイ解析を行った結果、FANCD2 複合体の構
成成分として脂質代謝に関連する因子が約 10％近く含まれることが明らかになった。FANCD2 を
含む FAタンパク質は細胞の核内における ICL 損傷に対する細胞応答や修復に関する因子との相
互作用が多数知られているが、この結果は想定外であった。しかし、改めてファンコニ貧血に見
られる病態について文献等を調査した結果、ファンコニ貧血患者の半数以上に原因不明の脂質
代謝異常が見られることが報告されていた。そのため、遺伝子オントロジーによって得られた結
果は、FA タンパク質と脂質代謝の未知の機能的連関を示唆するのではないかと考えられた。そ
こで、今回単離された脂質代謝に関連する因子の一つに着目して、FANCD2 との相互作用を免疫
沈降解析によって改めて確認した。その結果、500 µM 以上の塩濃度のバッファーで洗浄を複数
回繰り返しても、FANCD2 との安定な相互作用が依然として検出された。以上の解析結果から、
FANCD2 の相互作用因子として単離された脂質代謝に関連する因子は、これまでに報告されてい
ない未知の機能的連関の可能性を示すものであると考え、さらに以下の解析を行った。 
 

（2）脂質代謝関連因子に着目した解析 
FANCD2 相互作用因子として単離された複数の脂質代謝関連因子の中から、生体内の脂質由来の

アルデヒドの代謝に関連する酵素の一つに着目して解析を行った（以降この因子を FANCD2 
Binding Protein 1, FABP1 と表記する）。FA 経路が標的とする内因性 ICL 損傷は生体内の代謝
過程で生じるホルムアルデヒドやアセトアルデヒドなどが原因ではないかと考えられている。
一方で、脂質代謝や脂質過酸化反応によって生じる脂質由来の様々なアルデヒドも、内因性 ICL
損傷の原因の一つと考えられている。そこで、まず FABP1 を siRNA によって発現抑制したとこ
ろ、FANCD2 のみならず他の FA タンパク質の発現レベルも減少する現象が得られた。多様な複合
体を形成して機能する FA タンパク質は、いずれかの因子を発現抑制すると他の FA タンパク質
のタンパク質安定性も失われ、それらの発現レベルが連動して減少することが知られている。本
解析で得られた FABP1 の発現抑制の結果は、これまでの報告と一致する。これらの結果は、FABP1
が FANCD2 や他の FAタンパク質と共に細胞内で安定な複合体を形成する可能性を示唆している。 
 
さらに、FABP1 を発現抑制した時のゲノム安定性への影響を調べるため、DNA 損傷マーカーであ

るヒストンバリアント H2AX のリン酸化（gamma H2AX）を免疫染色によって解析した。その結果、
FABP1 を発現抑制した細胞では、gamma H2AX の核内点局在がコントロール細胞と比較して顕著
に増加することが判明した。同様の結果は FABP1 に対する複数の siRNA を用いた発現抑制でも
得られた。これより、FABP1 が DNA 損傷の抑制または DNA 修復に関与する新たな可能性が示唆さ
れた。FABP1 の発現抑制による DNA 損傷の増加の分子メカニズムやどのような DNA 損傷が生じて
いるかは不明である。しかし FABP1 と FA タンパク質の相互作用についてはこれまでに報告はな
く、内因性の DNA 損傷、特に ICL 損傷の発生制御に関連する新規のメカニズムの可能性があり、
今後さらなる解析を行う予定である。 
 
（3）脂質代謝制御における FA タンパク質の新規機能について 
 FA タンパク質の機能解析の多くは主に核内の ICL 損傷応答に関するものが世界的に行われて
いる。一方で、ファンコニ貧血の患者の多くが成人前の若年期から脂質代謝異常を示すことが報
告されているが、それらの病態発症機序については DNA 損傷応答の異常では説明が困難であり、
依然として不明な点が多く残されている。そのような研究背景の中、研究代表者は樹立した様々
な細胞を用いて、脂質代謝と FA タンパク質の細胞内動態の変化を共焦点レーザー顕微鏡で詳細
に解析した。その結果、脂質代謝に関係する細胞培養の条件を変化させることによって、FANCD2
および FANCI が細胞内での局在を変化させることが判明した。驚くべきことに、この局在変化は
核内だけでなく細胞質中においても検出された。細胞質におけるこれら FA タンパク質の局在変
化は、脂質代謝に関与する細胞小器官に局在した動態変化であると考えられた。このような脂質
代謝環境の変化に応答した FA タンパク質の局在変化はこれまで他に全く報告がなく特出すべき
研究成果の一つである。今後はその他の FA タンパク質の動態を調べると共に、細胞質での局在
を電子顕微鏡レベルで詳細に分析する。さらに、ファンコニ貧血に見られる病態との関連性につ
いても解析していく予定である。 
 
（4）天然由来ポリフェノールを用いた内因性 DNA 損傷の発生抑制の試み 
 脂質に由来するアルデヒド類の代謝に関与する FABP1 の発現抑制によって、DNA 損傷マーカー
である gamma H2AX のレベルが上昇したことから、脂質由来のアルデヒド類の蓄積が内因性 DNA
損傷の起因となる可能性が考えられた。そこで、研究代表者は様々なアルデヒドに対してその毒
性の抑制効果が報告されている天然由来のポリフェノールを培地中に加えることで、FABP1 の発
現抑制による DNA 損傷の発生を抑制できるのではないかと考えた。一般的に摂取される様々な
フルーツ類に多く含まれるポリフェノールの一種を培地中に添加して、同様の FABP1 の発現抑
制を行った結果、gamma H2AX のレベルの上昇が有意に抑制された。これらの結果はファンコニ
貧血の病態の起因となる内因性 DNA 損傷の発生を抑制し、病態緩和や発症抑制などへの応用が
期待される。今後は使用したポリフェノールの適性濃度の検討を行うとともに、将来的にはモデ



ル動物を用いた解析へと発展する予定である。 
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