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研究成果の概要：①ヌクレアーゼ活性を失わせた FEN1(nuclease-defective FEN1,ND FEN1)を

コラーゲンプロモータにより発現させたトランスジェニックマウスを長期間観察した結果、一

部のトランスジェニックマウスに脱毛や体重減少、脾臓の肥大化、腎臓ののう胞形成など早期

の老化によるものと思われる形態学的変化を認めた。しかしながら脊髄の側弯や寿命の短縮は

認められなかった。②このマウスに長期間(5 か月)にわたって紫外線(UV-B)の皮膚照射を続け

た後、紫外線照射からの回復過程を観察すると NDFEN1 トランスジェニックマウスでは 22 匹中

13 匹に悪性腫瘍の発生をみた。一方、野生型マウスでは 24 匹中 7 匹に悪性腫瘍の発生が認め

られた。③ND FEN1 をテトラサイクリンの存在下で発現するように遺伝子組み替えをした細胞

では、低酸素分在環境下において、DNA 修復の制御に重要な役割を果たしている H2AX のリン酸

化を抑制できない状態であることがわかった。これらの結果から FEN1 の活性が失われると DNA

の修復が円滑に行われず、そのために更に H2AX の活性が亢進し、老化や紫外線に対する発癌作

用を助長していると考えた。 
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１．研究開始当初の背景 

Flap endonuclease 1 (FEN-1)はDNAの複製や

修復の際に生じたDNAからはみ出した余分な

“flap”部分の除去に働く酵素である。従って、

FEN-1はDNA複製に伴って生じたOkazaki断片

やDNA 2重鎖切断修復の際の組み換え修復

（recombination repair）や、紫外線やアルキ

ル化剤により、変異した塩基を取り除く際の

塩基修復除去において、endonucleaseとして

働き、5′− flapの基点を切断する。また、FEN-1

は５′→  ３′exonucleaseとしても働きDNA複製

の際に生じたRNAプライマーの５′末端のリ
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ボヌクレオチド除去に関与するとされている。 

以上の結果はその殆どが in vitro で確認さ

れてきた。しかしながら、実際に細胞内で

FEN-1 がどのように働いているかについては

不明な点が多かった。 

老化と DNA代謝とは接に関連しているといわ

れている。また、FEN1 は早老 のモデルであ

る Werner 症候群の原因遺伝子との相互関係

が示唆されている。したがって老化の FEN1

は何らかの重要な役割を果たしていると考

えられた。 

 

２．研究の目的 

(1)Ⅰ型コラーゲンプロモータの制御下でヌ

クレアーゼ活性を失った FEN1 を発現させた

トランスジェニックマウスを使って老化に

おける FEN1 の役割を調べる。 

(2)紫外線による皮膚の修復過程における

FEN1 の役割、特に紫外線誘発による癌化プロ

セスでの FEN1 の役割を調べる。 

 
３．研究の方法 

(1)トランスジェニックマウス作製について
は、改良したGordonらの方法(Proc Natl Acad 
Sci,USA77,7380,1980)で行った。使用したプ
ラスミドを下図に示す。このプラスミドには
Ⅰ型コラーゲンプロモータの下流にヌクレ
アーゼ活性を FEN1 を結合させている。 
 

 
 
 
 
(2)紫外線照射は UVB(波長 nm)は隔週毎に 34
週行った。プロトコールを下図に示す。 
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(3)細胞レベルでの解析には ND FEN-1 の発現
がテトラサイクリンの存在下のみに誘導さ
れるようにしたヒト膀胱癌細胞株 T24(T24N)
を 用 い た 。 比 較 の 為 に 野 生 型
FEN1(T24WT)PCNA結合能を失活させたFEN1を
テトラサイクリン存在下で発現するよう遺
伝子操作を行った。T24WT ならびに T24NP も
使用した。テトラサイクリン存在下での野生
型ならびに変異型 FEN1 の発現の程度を下図
のウェスタンブロットに示す。 
 
 

 
４．研究成果 

(1)FEN1 トランスジェニックマウスにおける
老化の促進 
ヌクレアーゼ活性を失った FEN1 を発現した
トランスジェニックマウスは老化が進んで
いることを示すいくつかの形態学的特徴を
もっていた。これらは a)体重の減少、b)脱毛、
c)脾臓肥大などであった。寿命の短縮、骨粗
鬆症、発癌は認めなかった。発生した個体の
代表的な例を下図に示す。 
 

 
 
(2)トランスジェニックマウスにおける紫外
線発癌誘導 
紫外線照射後の回復過程においてヌクレア
ーゼ活性を失った FEN1 を発現させたトラン
スジェニックマウスでは、22 匹中 13 匹(59%)
において、一方野生型マウスでは 24 匹中 7
匹(29%)において悪性腫瘍の発生を観察した。
典型的な発症例と全観察経過のデータをも2.25 kJ/m2 
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とにした Kaplan-Meier 解析の結果を下図に
示す。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

(3)FEN1 活性と H2AX リン酸化との関連 
次に、個体レベルでのこうした異常がどうし
て起こるのか、その原因を解析する目的でヌ
クレアーゼ活性を失った FEN1 を発現させた
ヒト膀胱癌細胞を使って、低酸素分圧環境下
において、DNA 障害修復機構がどのように働
いているのかを調べた。H2AX は DNA の修復過
程の初期の段階に関与する蛋白質である。
DNA の障害は上流の ATM あるいは ATR で感知
し、ヒストン蛋白の一種である H2AX のリン
酸を介してより下流の DNA修復酵素の働きを
調節している。野生型 FEN1 を強制発現させ
た T24 細胞(T24WT)では低酵素分圧環境下に
おかれると、24 時間後に H2AX のリン酸化が
促進される。その後リン酸化はもとの状態に
もどることがわかった(下図左パネル)。しか
しながらヌクレアーゼ活性を失った T24を強
制発現させた T24 細胞(T24ND)では、H2AX の
リン酸化がもとの状態にまでなかなかもど
らない(下図右パネル)。したがって FEN1 が
働かないことで H2AX のリン酸化の制御がこ
われてしまっていると考えた。したがってこ
れらの結果より FEN1 ヌクレアーゼ活性の失
活に伴う個体レベルにおける老化や発癌の
促進は FEN1 による H2AX のリン酸化制御がう
まく働かないために生じたものであること
が示唆された。 
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