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 遺 伝 情報の担体である D N A は、電離放射線や紫外線、細胞内代謝産物により、

日々損傷を受けている。D N A 損傷の蓄積は、細胞の機能障害だけでなく、細胞死、

細 胞 の が ん 化 を 引 き 起 こ す 。 D N A 損 傷 の 中 で も 、 D N A 鎖 間 架 橋 ( I n t e r s t r a n d  

c r o s s l i n k、以下 I C L と略 )は、 D N A 複製や転写といった二重鎖 D N A の分離を伴う

反応を阻害するため、特に細胞毒性が強いことが示されている。この強い細胞毒

性を利用して、 I C L を導入するマイトマイシン C やシスプラチンなどの薬剤は、

抗がん剤として臨床に用いられている。 I C L は細胞内代謝によっても生じ、脂質

やアルコールの代謝により生じるアルデヒドは、 I C L を導入することが報告され

ている。ヒトでは 1 細胞あたり１日 1 0 個程度、以上のような内的及び外的要因に

より、 I C L が生じる。そのため、高等真核生物は I C L を効率的に修復する機構を

獲得してきた。 	
  

	
 I C L 修復機構が破綻すると、ヒトでは先天的な骨格形成異常、骨髄不全及び高
発がんが特徴の劣性遺伝性疾患である F a n c o n i 貧血 ( F a n c o n i  a n e m i a、以下 F A と略 )

を発症する。これまで F A の原因遺伝子として、 1 9 の原因遺伝子が同定されてお

り、それぞれ FANCA、 -B、 -C、 -D1、 -D2、 -E、 -F、 -G、 - I、 - J、 - L、 -M、 -N、 -O、

-P、 -Q、 -R、 - S、 - T と命名されている。これらの遺伝子は、脊椎動物において保

存されており、この内 1 つの原因遺伝子産物の機能が欠けても、 I C L に対して細

胞は強い感受性を示す。したがって、これらの F A  原因遺伝子産物が、互いに連

携し合って I C L 修復経路を構成していると考えられている。 I C L 修復機構は以下

のプロセスを経て進行する。まず、I C L の両方向から進行してくる D N A 複製装置

は、ヘリカーゼが I C L で停止することで、 I C L の手前およそ 2 0 - 4 0 塩基でリーデ

ィング鎖の合成を停止させる。この後、停止した複製装置からヘリカーゼが取り

除かれることにより、どちらか 1 つのリーディング鎖の合成が I C L のすぐ隣の塩

基まで行われる。I C L によって停止した複製フォークは、F A N C M によって認識さ

れる。その後、停止した複製フォークに集積した F A N C M を足場にして、 7 個の

F A 原因遺伝子産物、 2 個の相互作用因子で構成されるタンパク質複合体である

F A コア複合体及び、別の F A 原因遺伝子産物からなるタンパク質複合体の

F A N C I - F A N C D 2 ( I D )複合体が I C L 部位に集積する。一方、複製フォークの単鎖 D N A

領域には、 R e p l i c a t i o n  p r o t e i n  A (以下 R P A と略 )が迅速に集積し、これを足場にし

て A T R - A T R I P キナーゼが I C L 近傍に集積する。 A T R は、 I D 複合体をはじめ、多

くの F A 原因遺伝子産物をリン酸化する。リン酸化された I D 複合体の両サブユニ

ットは、 F A コア複合体中の E 3 ユビキチン連結酵素である F A N C L とユビキチン

E 2 酵素である F A N C T によって、モノユビキチン化される。モノユビキチン化さ

れた I D 複合体は I C L の近傍に集積し、架橋塩基の切り出しを担うヌクレアーゼ

をリクルートする。これまでに、 F A N 1、 S N M 1 A 及び S L X 4 ( F A N C P )複合体の 3 つ

ヌクレアーゼが架橋塩基の切り出しに関与することが示唆されている。これらの  
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ヌ ク レ ア ー ゼ は 全 て ユ ビ キ チ ン 結 合 ド メ イ ン を 有 し 、 モ ノ ユ ビ キ チ ン 化 さ れ た

F A N C D 2 によって損傷部位にリクルートされることが示されている。ヌクレアー

ゼが架橋塩基を切り出すと、R E V 1 及びポリメラーゼ ζ ( R E V 3 / R E V 7 複合体 )によっ

て、切り出された架橋塩基を乗り越えて D N A 合成が行なわれる。その後、架橋

塩基の切り出しで生じた D N A 二重鎖切断損傷が、相同組換えによって修復され

ることで、 I C L 修復が完了する。  

	
 I C L 修復の中で中心的なプロセスは架橋塩基の切り出し反応である。しかし、

架橋塩基の切り出し反応の分子基盤は、 I C L 修復の他のプロセスに比べ未だ不明

な点が多い。 F A N 1 は架橋塩基切り出しへの関与が示唆された、近年新たに同定

されたヌクレアーゼである。生化学的解析により F A N 1 は、D N A 複製が I C L によ

って停止した際に形成される 5 ´ - f l a p  構造に対し、構造特異的なエンドヌクレア

ーゼ活性を示すことが報告されている。また、 F A N 1 は I C L 修復に関与する 3 種

のヌクレアーゼの中でも、損傷部で F A N C D 2 と高い頻度で共局在することが明ら

かになっている。 F A N 1 の不活性化細胞は、 D N A 鎖間架橋剤に対し高感受性を示

し、染色体の断裂や連結といった染色体異常が高い頻度で観察される。更に、I C L

を誘導する抗がん剤への耐性をもつようになったがん細胞では、 F A N 1 の発現量

が増加していることが報告されている。以上から、 F A N 1 は架橋塩基の切り出し

反応を触媒する主要なヌクレアーゼと考えられているが、 F A N 1 による架橋塩基

の切り出し機構は未だ不明瞭な点が多い。そこで本研究では、 F A N 1 による架橋

塩基の切り出しの分子機構を明らかにするため、まず大腸菌発現系を用いたヒト

F A N 1 タンパク質の精製系を新規に確立した。 D N A 複製が I C L によって停止した

際に形成される 5 ´ - f l a p 構造の単鎖 D N A 領域には、 R P A が直ちに集積する。これ

を模倣した D N A 基質を用いて、精製した F A N 1 の D N A 切断活性を解析した。ま

た、 F A N 1 は I D 複合体により損傷部にリクルートされるため、 F A N 1 の損傷部で

の機能を理解するためには、I D 複合体が F A N 1 の活性に及ぼす影響を解明する必

要がある。本研究ではその解析へ向け、従来困難であったヒト F A N C I 及びヒト

F A N C D 2 リコンビナントタンパク質の精製系を独自に確立した。更に、この新規

精製系により調製したヒト F A N C I 及びヒト F A N C D 2 の生化学的活性を解析した。

最後に、本研究で得られた結果を総括し、 F A N 1 による損傷塩基の切り出し機構

を考察した。  

	
 本 論 文は、 4 つの章から構成される。序論である第 1 章では、 I C L と F A の関係

及び I C L 修復機構に関して、現在までに得られている知見を詳述する。続いて、

本研究に至る背景とその概要を述べ、 I C L 修復機構解明における本論文の意義を

記述する。第 2 章では、ヒト F A N 1 の D N A 切断機構の解析について述べる。まず、

本研究で新たに確立した大腸菌発現系を用いたヒト F A N 1 タンパク質の精製法に

ついて記述する。続いて、ヒト F A N 1 の試験管内における D N A 切断反応の生化学
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的解析の手法を記述したのち、その解析結果を述べる。まず、大腸菌発現系を用

いて、ヒト F A N 1 をリコンビナントタンパク質として大量に精製することに成功

した。次に、ヒト F A N 1 による D N A 切断反応を試験管内で行った。その結果、ヒ

ト F A N 1 は 5 ´ - f l a p  D N A に対し、強い D N A 切断活性を有することが明らかになっ

た。更に、 I C L の修復過程で見られる、 R P A が結合した 5 ´ - f l a p  D N A を基質に対

しても、ヒト F A N 1 は D N A を切断できることを明らかにした。最後に、 F A N 1 に

よる架橋塩基認識機構について考察した。第 3 章では、大腸菌発現系を用いたヒ

ト F A N C I 及びヒト F A N C D 2 の新規精製系について記述する。まず、これまでの

ヒト F A N C I 及びヒト F A N C D 2 の調製における問題点を述べ、次にヒト F A N C I 及

びヒト F A N C D 2 精製系の構築について詳述した。続いて、精製したタンパク質を

用いた生化学的解析の手法について記述し、その後、これらの解析結果を記述し

た。本研究ではまず、大腸菌を発現宿主としたヒト F A N C I 及びヒト F A N C D 2 の

大量精製系を独自に確立した。次に、これらヒト F A N C I 及びヒト F A N C D 2 の生

化学的解析を行い、ヒト F A N C I 及びヒト F A N C D 2 は安定なヘテロ二量体を形成

すること、分岐構造を有する D N A に対し、優先的に結合することを明らかにし

た。更に、ヒト F A N C D 2 はヌクレオソーム形成活性を有することを明らかにした。

最後に、ヒト F A N C I 及びヒト F A N C D 2 タンパク質の精製法について考察した。

第 4 章では、今後の展望として、F A N 1 と I D 複合体による架橋塩基除去の協調機

構について記述する。  
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