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研究成果の概要（和文）：小児遺伝病ファンコニ貧血(FA)の原因遺伝子産物であるSLX4は、ユビキチン結合ドメ
インを介し、未知のユビキチン化経路依存的にDNA損傷部位に集積して、DNA修復に寄与すると考えられている。
本研究では、SLX4集積（フォーカス形成）に必要なアミノ酸配列を決定後、siRNAライブラリーを用いて集積に
必要な因子のスクリーニングを行い、ユビキチンE3リガーゼRNF168を同定した。一方、ヒットした遺伝子群にFA
コア複合体やFANCD2は含まれていなかった。以上から、SLX4はcanonicalなFA経路から独立して、RNF168による
ユビキチン化依存的に損傷部位に集積すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the SLX4 gene cause Fanconi anemia (FA-P). SLX4 encodes a large
 scaffold protein that possesses ubiquitin-binding domain and contributes to DNA interstrand 
crosslink (ICL) repair. Its recruitment to DNA damage site is required for ICL repair, and is 
mediated by an unidentified ubiquitination pathway.
To elucidate mechanisms to recruit SLX4 to the ICL lesion, we first determined SLX4 amino acid 
residues essential for the recruitment during ICL repair. Using GFP fusion with this region of SLX4,
 we carried out siRNA screening to find novel factors that are required for SLX4 recruitment to 
damage site and identified E3 ubiquitin ligase RNF168, which is known to function in DNA repair 
pathways. However, any components of the FA core complex or FANCD2 were not found as a hit candidate
 in our screening. Thus we concluded that SLX4 might be recruited to ICL site by a mechanism 
dependent on RNF168-mediated ubiquitination but independent on the canonical FA pathway during ICL 
repair.

研究分野： DNA修復
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SLX4集積に必要なユビキチン結合ドメインの欠損はファンコニ貧血(FA)を引き起こすため、その集積メカニズム
は、FAの発症抑制に密接にかかわっている。このメカニズムを明らかにすることは、ゲノムの安定性や造血幹細
胞の維持に役立つと考えられ、本課題にアプローチするための実験系を構築し、新規因子を同定したことに、本
研究の学術的意義があるといえる。またファンコニ貧血をモデルとしたICL修復の研究を基に、内因性の化学物
質がゲノム不安定性を引き起こすことで発がんに至るメカニズムをあきらかにすることは、広くがんの発生、予
防や治療を考察するうえでも貴重な検討材料となり、社会的貢献につながると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

哺乳類においてゲノムの損傷を修復する遺伝子の欠損は、重篤な先天性遺伝病や、遺伝性発

がんの原因となる。本研究の研究対象であるファンコニ貧血(FA)は、臨床的には骨格異常、再

生不良性貧血、高発がん性の三主徴を呈し、細胞学的には染色体断裂と DNA 架橋剤に対する

高感受性が特徴である。患者の造血幹細胞でみとめられるゲノム損傷は、細胞内のアルデヒド

による DNAクロスリンク損傷（interstrand crosslink, ICL）の修復欠損に起因することが示唆さ

れている。すでに 22の原因遺伝子が同定されているが、FA発症の分子基盤には多くの不明点

が残されている。 

FAの原因遺伝子産物 SLX4 /FANCPは、酵母からヒトまで保存された DNA修復因子で、様々

な分子と複合体をつくるスカフォールドタンパク質である（Fekairi S et al. Cell 2009）。ICL修復

において、SLX4 は DNA 切断酵素である構造特異的エンドヌクレアーゼと複合体を形成し、

DNA切断によってクロスリンク損傷を取り除く重要なステップで働く。そのために必要な機能

ドメインのひとつが、ユビキチン結合ドメインである UBZ4である（Kim Y et al. Blood 2013）。

UBZ4ドメインが欠損する SLX4変異は修復異常を引き起こし、患者は FAを発症する（Kim Y 

et al. Nat Genet 2011, Stoepker C et al. Nat Genet 2011）。SLX4の UBZ4ドメインは、ユビキチン化

された基質分子との会合を介して、SLX4 の損傷部位への集積を促進することが示唆されてい

る。このドメインは線虫やカエル、トリ、哺乳類の SLX4 で保存されているが、いずれの種に

おいても、結合するユビキチン化基質タンパク質、またその E3 ユビキチンリガーゼ等のユビ

キチン化経路因子は明らかにされておらず、また FAコア複合体や FANCD2など、canonicalな

FA経路因子が SLX4の集積に必須であるか否かも不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、SLX4 の ICL損傷部位への集積（以降、「フォーカス形成」と表記する）に必要な、

①最小アミノ酸配列の決定、②新規ユビキチン化酵素の同定、③ユビキチン化基質の同定、およ

び ICL修復における機能解析を目的とした。これらの発見により、SLX4の集積を介して ICL修復

を司る、未同定のユビキチン化経路を明らかにしたいと考えた。 

 

３．研究の方法 

（１）GFP融合 SLX4-N発現細胞株の樹立と ICL損傷によるフォーカス形成 

SLX4は核内でテロメアや PMLボディとよばれる構造体に局在することが知られており、そ

の局在に必要なドメインやアミノ酸残基が C末にあることが報告されている。申請者らは、ICL

修復における SLX4の核内フォーカスに焦点をあてるため、UBZ4を含む N末の短い SLX4を

GFP と融合させ、レンチウイルス感染によって U2OS 細胞に発現させた。ICL 損傷誘導は、

100ng/mLマイトマイシン Cを用いて行った。この細胞株は後にスクリーニングに用いた。 

（２）UBZ4ドメイン変異体のフォーカス形成能の解析 

ICL修復において、SLX4は UBZ4ドメインを介して損傷部位に集積することが示唆されてい

る。そこで、UBZ4 ドメインの機能欠損変異体を作製し、フォーカス形成能が減弱するか検討

した。解析には IN Cell analyzer2000を用いた。 

（３）SLX4-N 発現による FANCP 患者由来細胞株(SLX4 機能欠損細胞)のクロノジェニックア

ッセイ 

共同研究者である Younghwan Kim 博士（淑明女子大学、韓国）によって、hTERT およびヒ

トパピローマウイルス E6E7を用いて不死化された FANCP患者由来線維芽細胞に SLX4-N野生



型および UBZ4変異型を導入し、ICL誘導剤シスプラチン感受性の検討をおこなった。 

（４）siRNAライブラリーを用いた SLX4フォーカス形成に必要な因子のスクリーニング 

安倍昌子博士（京都大学）の協力を得て、800未満の siRNAライブラリーを用いたスクリー

ニングを行った。３－１で樹立した細胞株において、SLX4-N フォーカス形成能を IN Cell 

analyzer2000で解析した。 

（５）ソラレン添加時における UV-Aレーザー照射による ICL損傷誘導実験 

共同研究者である太田智彦博士・呉文文博士（聖マリアンナ医科大学）の協力のもと、ICL レ

ーザー実験を行い、SLX4-N集積の RNF168依存性を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）申請者らは UBZ4ドメインを含む短い SLX4-Nを発現する細胞株を樹立したところ、全

長 SLX4 では明瞭でなかった DNA 損傷局所への集積（フォーカス形成）をはっきりと確認で

きる系の構築に成功した。これは、SLX4の C末側にテロメアへの結合や SUMOとの結合モチ

ーフなど、UBZ4 ドメイン以外の SLX4 核内局在に機能する部分が存在しているためと解釈し

ている。GFPタグにより可視化した SLX4を用いた結果、SLX4の N末（1-900アミノ酸残基）

が ICL損傷依存的にフォーカスを形成するのに必要で、この N末 SLX4は ICL誘導剤への患者

細胞の感受性をレスキューできることが確認された。N末端にあるいくつかのドメインをさら

に欠失させたところ、SLX4のダイマー形成に必要な BTBドメインも、損傷後のフォーカス形

成に影響を与えることが示唆された。 

（２） 前述の系を用いて、研究協力者である安倍博士の協力のもと siRNA スクリーニングを

行い、SLX4のフォーカス形成に必要なユビキチン化酵素 RNF168を同定することに成功した。

一方、canonical な FA 経路の因子は、本スクリーニングでは同定されなかった。またスクリー

ニングの結果から、候補遺伝子は複数存在するが、ユビキチン化基質の同定には至らなかった。 

（３）ユビキチンリガーゼ活性をもたない RNF168 変異体は、ICL 損傷後にフォーカス形成す

るが、この細胞では SLX4の集積は障害された。CRISPR/Cas9システムにより RNF168欠損細

胞株を樹立したところ、ICL 損傷剤であるシスプラチンへの感受性が認められた。またソラレ

ン処理後に UV-Aを照射することで核内局所に ICL損傷を誘導すると、SLX4 のリクルートが

確認されたが、UBZドメイン変異や RNF168ノックダウンによって、SLX4の集積が減弱する

ことがあきらかになった。 
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