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研究成果の概要： 
ファンコニ貧血（Fanconi Anemia, FA）はまれな小児遺伝性疾患で、骨髄不全、骨格異常、
高発がん性が主な臨床症状である。平成 17年、新たな FA原因遺伝子として同定された FA-J
は、以前に家族性乳がん原因遺伝子 BRCA1と会合する DNAヘリケースとして同定された
BACH1 と同一であることが判明し、家族性乳がん発症と FA 経路との関連が示唆された。
申請者は、ニワトリ DT40 細胞 FA-J 破壊株を解析していたところ、免疫グロブリン重鎖
（Immunoglobulin Heavy chain; IgH）遺伝子座可変領域の VDJ組換えを完了した転写活性ア
リルが特異的に高頻度で染色体上から欠失を起こすことを見出し、平成 19年度より本助成
金を受け研究を開始した。平成 19年度は、まず FA-J破壊株で見られる IgH遺伝子座欠失
が IgH遺伝子座領域とその周辺に限局したものであることを FISH法などで明らかにした。
平成 20年に入り、FA-Jに DNA上の G quadruplexという 2次構造を解消する活性があるこ
とが報告された。IgH遺伝子座は G quadruplexを作りやすい配列を多く含んでおり、FA-J
欠損のためうまく解消されずに残ったゲノム上の 2次構造により上記表現型が現れると予
想された。実際、FA-J欠損細胞は、G quadruplexを安定化する化合物 TMPyP4に対して感
受性を示した。FA-Jと G quadruplexとの関連があることを支持する結果と考えられる。  
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１．研究開始当初の背景 
ファンコニ貧血（Fanconi Anemia, FA）はま
れな小児遺伝性疾患で、骨髄不全、骨格異常、

高発がん性が主な臨床症状である。細胞レベ
ルでは、マイトマイシン C（MMC）やシス
プラチンなどの DNA 架橋剤にきわめて高感
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受性で、MMC 処理後多数の染色体断裂を認
めることが特徴的である。2009 年現在、13
の相補群が知られており、その全ての原因遺
伝子が同定されている。これらの遺伝子群は
細胞内で 1つの共通した生化学経路で機能し
ていることが想定されており、その経路はフ
ァンコニ貧血経路（FA 経路）と呼ばれてい
る。FA 経路活性化の指標として原因遺伝子
の 1 つである FA-D2 のモノユビキチン化が
ある。この現象は核内で８つの FA 原因遺伝
子により形成される FA コア複合体の存在に
依存し、どの遺伝子が欠損しても FA-D2 の
モノユビキチン化が阻害される。FA-D2のモ
ノユビキチン化は DNA 架橋剤耐性に必須で
あることが知られており、FA 遺伝子欠損に
よる DNA 架橋剤高感受性の分子基盤となっ
ている。 
 本研究課題申請の前年の 2005 年に新たな
FA 原因遺伝子として FA-J が同定された
（Levran et al. Nat Genet 37: 931-933 
(2005)など）。驚くべきことに、FA-J は以前
に家族性乳がん原因遺伝子 BRCA1と会合す
る DNA ヘリケースとして同定された
BACH1（ BRCA1-Associating C-terminal 
Helicase）と同一であった（Cantor et al. Cell 
105: 149-160 (2001)）。FA-J 欠損細胞では
FA-D2 のモノユビキチン化は阻害されない
が、DNA 架橋剤に対して高感受性を示す
（Bridge et al., Nat Genet 37: 953-957）。
FA-JがDNA修復において FA経路の制御を
受けている新たな因子であることが示唆さ
れていたが、その具体的な分子作用機序は明
らかになっていなかった。 
２．研究の目的 
FA-J のゲノム安定性を維持するための細胞
内での機能を、分子レベルで明らかにするこ
とを目的とする。 
３．研究の方法 
ニワトリ DT40を用いて、FA-J遺伝子ノッ
クアウトした細胞を作製し、遺伝学的に FA-J
遺伝子の細胞内での機能について解析を行
う。 
４．研究成果 
（１）FA-J遺伝子ノックアウト細胞では、散
発的に IgH 遺伝子座におけるゲノム欠失が
起こることを明らかにした。 
 我々は、ニワトリ DT40 細胞を用いて、
FA-J 遺伝子破壊株（fancj）を作製した（図
１）。我々が作製した FA-J 遺伝子破壊株は、
タンパクの開始コドンを薬剤マーカーで置
換しているため、null変異体であると考えら
れる（図１A,B）。fancj では、マイトマイシ
ン C（MMC）による FA-D2のモノユビキチ
ン化は正常に誘導されたが（図１C）、シスプ
ラチンに対して高い感受性を示した（図１D）。
我々が独自に作製した fancj も既報で報告さ
れた fancj と同様の表現型を示すことが明ら

かになった。 
 
図１ 

 
 
 DT40細胞は成熟 Bリンパ腫由来の細胞株
で、細胞表面に抗体分子 IgM（surface IgM, 
sIgM）を発現しており、その可変部はゲノム
上の免疫グロブリン遺伝子（Ig）座での塩基
配列の変化によって、常時変化している（図
２A）。その結果、野生型 DT40細胞を３～４
週間継続培養を行うと、平均１％前後 sIgM
発現を失う細胞群が現れる。我々は、独自に
作製した fancj を３～４週間継続培養を行い、
その sIgM発現喪失の頻度を計測したところ、
約５倍上昇することを見出した（図２B）。他
の相補群の欠損細胞（fancc, fancd2）ではそ
のような表現型は現れなかったことから、こ
の表現型は fancj に特異的なものであること
が示唆された。 
 
図２ 

 
 次に、fancjにおいて高頻度で sIgM発現喪
失が起こる原因について検証するために、
sIgM 発現を喪失した細胞を集め、そのゲノ
ムを抽出し、Igλ鎖可変部の塩基配列を決定
し、培養開始時のものと比較を行った。fancj
において変異導入効率が亢進しているので



 

 

はないかとの予想と反し、特に変異導入効率
が亢進しているという結果は得られなかっ
た（図示さず）。次に IgH 鎖、Igλ鎖遺伝子
座可変領域（組換え完了（R）アリルと組換
え未完了（UR）アリル）について、ゲノム
PCRにより増幅を試みた。すると、驚いたこ
とに IgH R アリルのみが顕著に増幅されに
くいことが明らかになった(図３)。このこと
は、fancjの sIgM発現喪失した細胞では、IgH 
Rアリルのみが特異的にゲノム上から欠失し
ている可能性を示すものと考えられたので、
さらに検討を加えた。 
 
図３ 

 
 次に、IgH遺伝子座のプローブ（図４Aに
示す）を用いた FISH 解析を行った。sIgM
発現喪失した fancj 細胞では２つあるはずの
シグナルが１つになっていることを確認し
た（図４B）。また、IgH鎖、Igλ鎖の遺伝子
発現を RT-PCRにより調べたところ、確かに
IgH鎖遺伝子の発現が特異的に抑制されてい
た（図示さず）。これらの結果から、fancjに
おいては、通常培養によって、ゲノム上での
IgH Rアリル欠失→IgH mRNA発現喪失→
sIgM 発現喪失が野生型に比して高い頻度で
起こることが明らかになった。 
 
図４ 

 

 
（２）fancj におけるゲノム上からの IgH 鎖
遺伝子座欠失の原因の究明 
 では、なぜ IgH 鎖遺伝子座 R アリルのみ
が特異的にゲノム上から欠失するのであろ
うか。この疑問について考える上で、ヒント
となる知見が線虫の FA-J ホモログ変異体の
解析から得られていた（Cheung et al., 
Nature Genetics 31: 405-409 (2002)）。この
変異体は dog-1（deletion of guanine-rich 
sequences）と呼ばれていて、線虫の発生過
程でグアニンが連続している配列特異的に
欠失が生じ、その結果、さまざまな組織に発
生異常が生じることで知られている。昨年、
欠失が生じる領域の全ゲノムレベルでの詳
細な解析結果が報告され、グアニンが連続し
た配列が１本鎖となった場合に形成されや
すい G quadruplex構造（図５）がゲノム不
安定性の原因となっていることが示された
（ Kruisselbrink et al., Curr Biol 18: 
900-905 (2008)）。また、ヒト FA-Jタンパク
に G quadruplex構造を解消する活性がある
ことも報告され（Wu et al., Mol Cell Biol 28: 
4116-4128）、FA-J が複製時にゲノム上に散
発的に生じる G quadruplex構造を解消する
ことで、ゲノム不安定性を回避していること
が予想された。 
 
図５ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 そこで、我々は、ニワトリ IgH鎖遺伝子座
のゲノム配列について検討しようと試みた
が、データベースにこの領域の全ゲノム配列
は登録されていなかった。1989 年に Weill
のグループよりニワトリ IgH 遺伝子座の構
造が報告されているが、その中で、この領域
を含む DNA 断片は非常に不安定でクローニ
ングが困難であることが記載されていた
（Reynaud et al., Cell 59: 171-183）。おそら
く、クローニングや塩基配列決定が困難な領
域が多く含まれていることが原因で、解析で
きずに残った領域であろうと予想された。 
 そこで我々は、入手できる IgH鎖、Igλ鎖
遺伝子座の偽 V遺伝子、V遺伝子の断片的な
塩 基 配 列 情 報 を 用 い て 、 Quadfinder
（http://miracle.igib.res.in/quadfinder/）と
いう解析ソフトにより、G quadruplex を形



 

 

成する領域を検索した。その結果、IgH鎖の
VH1 遺伝子のリーダーイントロン領域に非
常に高密度に G quadruplex形成配列が存在
することが判明した(図６)。現時点でこの配
列と fancjでの表現型（IgH Rアリル特異的
な欠失）との因果関係は明らかではないが、
ニワトリにおいても FA-J が複製過程でゲノ
ム上に散発的に発生する G quadruplex構造
を解消することで、ゲノム安定性を保持する
という機構が働いていることを示唆する結
果と考えている。 
 
図５ 

 
（３） fancj は G quadruplex 安定化剤
TMPyP4に対して感受性を示す。 
 TMPyP4は、G quadruplex構造に特異的
に結合する化合物である（Mergny and 
Helene Nat Med 4:1366-7 (1998)）。我々は、
fancj のこの化合物に対する感受性について
検討を加えるため、0～26µMの濃度で感受性
試験を行った。その結果、fancj は、野生型
と比べ、特に高濃度で高い感受性を示した(図
６)。fancjにおいて特に G quadruplex構造
解消能に問題があり、その結果、 G 
quadruplex 安定化剤に対して感受性を示す
のではないかと考えている。 
 
図６ 
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