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略語一覧  

ATP: adenosine 5´-(tetrahydrogen triphosphate)  

BSA: bovine serum albumin 

DNA: 2-deoxy β-D-deoxyribonucleic acid 

ds: double-stranded  

DSB: double-strand break 

DTT: (2S, 3S)-1,4-bis(sulfanyl)butane-2, 3-diol 

EDTA: 2, 2', 2'', 2'''-(ethane-1,2-diyldinitrilo)tetraacetic acid 

HEPES: 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid  

HJ: Holliday junction 

ICL: DNA interstrand crosslink 

IPTG: isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

LB: lysogeny broth 

Ni-NTA: nickel-nitrilotriacetic acid 

NP-40: nonyl phenoxypolyethoxylethanol-40 

OD: optical density 

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis 

PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

Tris: 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1, 3-diol 

TAE: tris-acetate-EDTA 

TBE: tris-borate-EDTA 
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第 1 章  序論  

1-1. DNA損傷  

	 遺伝情報の担体である DNA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。DNA損傷の蓄積は、細胞の機能障害だけでなく、細胞

死、そして細胞のがん化を引き起こす(Jasin and Rothstein, 2013、Aparicio et al., 

2014)。DNA損傷の中でも、DNA鎖間架橋(Interstrand crosslink、以下 ICLと略)

は特に細胞毒性が強いことが示されている(Kook, 2005)。そのため、高等真核生

物は ICLを効率的に修復する機構を獲得してきた(Monyahan and Jasin, 2010)。本

研究では、ICL修復の中心的反応である、架橋塩基の切り出し反応に重要と考え

られている FAN1 ヌクレアーゼに着目し、その機能解析を行った。本章では、

まずこれまでに明らかになっている ICL 修復機構について概説し、その後、本

研究の目的について記述する。 

 

1-2. DNA鎖間架橋と Fanconi貧血  

1-2-1. DNA鎖間架橋 

	 ICLは、DNAの相補鎖間が共有結合で架橋される DNA損傷である（図 1）。

ICL は、DNA の複製や転写といった二重鎖 DNA の分離を伴う反応を阻害する

ため、細胞死や細胞のがん化を引き起こす(図 1)。この強い細胞毒性を利用して、

ICL 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(Deans and West, 2011)。ICLは細胞内代謝によっても生

じることが明らかになっており、脂質の酸化的分解により生じるアクロレイン

や、エタノールの代謝により生じるアセトアルデヒドは、ICLを形成する 
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図 1. DNA鎖間架橋(ICL) 

アルデヒドなどの細胞内代謝産物や ICL薬剤(図中はシスプラチンによる ICL:1DDP)は、

DNA複製や転写を阻害する。その結果、細胞死や細胞のがん化が引き起こされる。 
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(Kovekovet al., 2003、Brooks and Theruvathu, 2005、Stone et al., 2008、Langevin et al., 

2011)。ヒトでは 1細胞あたり１日 10個程度、以上のような内的及び外的要因に

より、ICLが生じると報告されている(Grillari et al., 2007)。 

 

1-2-2. Fanconi貧血 

	 Fanconi貧血(FA)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り、1927年にスイスの小児科医 Guido Fanconiによって初め

て報告された(Kook, 2005、Auerbach, 2009)。これまで FAの原因遺伝子として 19

の原因遺伝子が同定されている(表 1) (Deans and West, 2011、Sawyer et al., 2014、

Wang et al., 2015、Hira et al., 2015、Rickman et al., 2015)。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、ICLに対して細胞は強い感受性を示す。したがって、これらの FA 原因遺伝

子産物が、互いに連携し合って ICL修復経路を構成していると考えられている。

これまでに、DNA複製装置が ICLに衝突・停止した後にこの ICL修復経路が活

性化され、架橋塩基を切り出すことで ICL が修復されることが明らかになって

いる(Meetei et al., 2005、Ciccia et al., 2007、Räschle et al., 2008、Knipscheer et al., 

2009、Yan et al., 2010、Long et al., 2011、Wang et al., 2013)。 
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表 1 . ヒト Fanconi遺伝子  

相補グループ	   遺伝子	   	 アミノ酸数	 	 	 	 遺伝子座	 

A 

 

FANCA   1455   16q24.3 

B   FANCB   859   Xp22.2 

C 

 

FANCC 

 

558 
 

9q22.3 

D1   FANCD1/BRCA2   3418   13q12.3 

D2 

 

FANCD2 

 

1451 
 

3p25 

E   FANCE   536   6p21.31 

F 

 

FANCF 

 

374 
 

11p15 

G   FANCG   622   9p13 

I 

 

FANCI 

 

1328 
 

15q26.1 

J   FANCJ/BRIP1   1249   17q22.2 

L 

 

FANCL 

 

375 
 

2p16.1 

M   FANCM   2022   14q21.2 

N 

 

FANCN/PALB2 

 

1186 
 

16p12.2 

O   FANCO/RAD51C   376   17q22 

P 

 

FANCP/SLX4 

 

1834 
 

16p13.3 

Q   FANCQ/XPF   916   16p13.12 

R 

 

FANCR/RAD51 

 

339 
 

15q15.1 

S   FANCS/BRCA1   1863   17q21 

T   FANCT/UBE2T   197   1q32.1 
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1-3. DNA鎖間架橋修復経路  

1-3-1. ICL修復経路の概観 

	 近年、試験管内再構成系を用いた解析により、ICL修復のプロセスが明らかに

なりつつある(図 2)(Räschle et al., 2008、Knipscheer et al., 2009、Long et al., 2011)。

まず、DNA複製装置中のMCMヘリカーゼが ICLで停止することで、ICLの手

前およそ 20-40 塩基でリーディング鎖の合成が停止する(図 2(iii))(Räschle et al., 

2008、Knipscheer et al., 2009、Long et al., 2011、Long et al., 2014)。この後、停止

した複製装置から MCM ヘリカーゼが取り除かれることにより、リーディング

鎖の合成が ICLのすぐ隣の塩基まで行われる(Räschle et al., 2008、Knipscheer et 

al., 2009、Long et al., 2011、Long et al., 2014) (図 2(iii))。ICLの 1塩基手前まで

DNA 合成が行われると、その鋳型鎖の相補鎖において、ICL を囲むように架橋

塩基が切り出される(図 2(iii))(Räschle et al., 2008、Knipscheer et al., 2009)。この後、

切り出された ICLを乗り越えて DNA合成が起こる(図 2(iv))(Budzowska et al., 

2015)。切り出された架橋塩基はヌクレオチド除去修復により、DNA 鎖から取

り除かれる。最後に、架橋塩基の切り出しよって生じた DNA 二重鎖切断(DSB)

が修復されることにより ICL修復が完了する(図 2(v))。以下に、これまで明らか

になった各反応の概要を記述する。 

 

1-3-2. ICL修復経路の活性化 

	 ICL によって停止した複製フォークは、まず FANCM によって認識される(図

3(i)-(iii))(Meetei et al., 2005)。FANCMは、MHF1/2及び FAAP24と複合体を形成

することで、停止した複製フォークに強く集積することが報告されている 
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図 2. ICL修復経路 

DNA複製装置が ICL(i)に衝突すると、DNA複製が停止する(ii)。その後、ICLの手前 20

塩基まで DNA複製で働く DNAポリメラーゼεによって DNA合成が行なわれる(ii)。そ

の後、MCMへリカーゼの脱離に伴い、DNA合成が ICLの 1塩基手前まで進む(iii)。続

いて、ヌクレアーゼによって架橋塩基が切り出され(iii)、損傷乗り越え合成を担う Rev1

及び DNAポリメラーゼζによってギャップが埋められる(iv)。架橋塩基はヌクレオチド

除去修復によって取り除かれる(v)。架橋塩基の切り出しによって生じた DSBは、相同

組換え(HR)で修復される(v)。 
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(Ciccia et al., 2007、Yan et al., 2010、Wang et al., 2013)。一方、複製フォークの単

鎖 DNA領域には、Replication protein A(以下 RPAと略)が迅速に集積し(図 3(ii)

及び(iii))(Michael, et al., 2000、Walter, 2000)、これを足場にして ATR-ATRIPキナ

ーゼが ICL近傍に集積する(図 3(iii))(Zou and Elledge, 2003、Ball et al., 2005、

Shigechi et al., 2012)。集積した FANCMは HCLK2とも相互作用し、この複合体

が ATRと相互作用することで、ATRを活性化することが知られている(図 3(iii)) 

(Collis et al., 2007、Collis et al., 2008、Horejŝí et al., 2009)。その後 ATRは、多く

の FA原因遺伝子産物をリン酸化することで ICL修復経路を活性化する。 

	 FAコア複合体は、 7個の FA原因遺伝子産物（FANCA、-B、-C、-E、-F、-G、

-L）及び 2 個の相互作用因子 FAAP100、FAAP20 で構成されるタンパク質複合

体である。FAコア複合体を構成するいくつかのタンパク質は、ATRにリン酸化

されることが明らかにされている（Qiao et al., 2004、Wang et al., 2007、Collins et 

al., 2009）。別の FA 原因遺伝子産物からなるタンパク質複合体の

FANCI-FANCD2(ID)複合体も、両サブユニットが ATRによってリン酸化を受け

る(Andreassen et al., 2004、Ho et al., 2006、Ishiai et al., 2008)。特に FANCIがリン

酸化されると、FA コア複合体中の E3 ユビキチン連結酵素である FANCL とユ

ビキチン E2酵素である FANCTによって、両サブユニットがモノユビキチン化

されることが明らかになっている(図 3(iv)) (Garcia-Higuera et al., 2001、Meetei et 

al., 2004、Machida et al., 2006、Ishiai et al., 2008、Cole et al., 2010)。モノユビキチ

ン化された ID複合体は ICLの近傍に集積し、架橋塩基の切り出し反応が開始さ

れることが明らかにされている。 (Meetei et al., 2003、Smogorzewska et al., 2007、

Raschle et al., 2008、Ishiai et al., 2008、Knipscheer et al., 2009)。 
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図 3. ICL修復経路の活性化 

DNA複製装置(図では省略)が ICLで停止する(i)と、DNA複製の際に生じた単鎖 DNA

領域に RPAが集積する(ii)。FANCM複合体は停止した複製フォークを目印に、

ATR-ATRIP複合体は RPA-単鎖 DNAを目印にして損傷部位近傍に集積する(iii)。その

後、ID複合体が、ATR-ATRIP複合体によってリン酸化され、損傷部位に集積する(iv)。

ICL部位に結合した ID複合体は、FAコア複合体(図では省略)によってモノユビキチン

化される(iv)。 
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1-3-3. 架橋塩基の切り出し 

	 ICL近傍に集積した ID複合体は、モノユビキチン化された FANCD2を介して

ヌクレアーゼをリクルートすることが明らかにされている。このヌクレアーゼ

が、ICL修復の中心的な反応である架橋塩基の切り出し反応を触媒すると考えら

れている。これまでに、FAN1、SNM1A 及び SLX4(FANCP)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(図 4A)(Deans 

and West, 2011、Zhang and Walter, 2014)。以上の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 FANCD2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(Liu et al., 2010、MacKay et al., 2010、Kratz et 

al., 2010、Smogorzewska et al., 2010、Yamamoto et al., 2011、Wang et al., 2011)。

また、生化学的解析により、これらのヌクレアーゼは DNA構造特異的であるこ

とが報告されている(図 4B)(de Laat et al., 1998、Kuraoka et al., 2000、Ciccia et al., 

2003、Fricke and Brill, 2003、Liu et al., 2010、MacKay et al., 2010、Kratz et al., 2010、

Smogorzewska et al., 2010、Yamamoto et al., 2011、Wang et al., 2011、Sengerová et al., 

2012、Hodskinson et al., 2014)。しかし、これらのヌクレアーゼが架橋塩基を切り

出すプロセスは明らかになっていない。 

 

1-3-4. 損傷乗り越え合成及び相同組換え修復 

	 構造特異的ヌクレアーゼが架橋塩基を切り出すと、REV1及びポリメラーゼ

ζ(REV3/REV7複合体)によって、切り出された ICLを乗り越えて DNA合成が行

なわれる(Sharma et al., 2011、Sharma and Canman, 2012、Budzowska et al., 2015)。

REV1及びポリメラーゼζによる損傷乗り越え合成は、DNAに変異が入りやすい 
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図 4. 架橋塩基の切り出し 

(A)モノユビキチン化された FANCD2を目印に、ユビキチン結合モチーフを有するヌク

レアーゼ(SLX4複合体、FAN1及び SNM1A)が ICL部位に集積し、架橋塩基の切り出し

反応を行なう。(B) ICL修復に関わるとされるヌクレアーゼは構造特異性を有する。

SLX1-SLX4及び FAN1は 5´-flap構造、XPF-ERCC1は Y字構造、MUS81-EME1は 3´-flap

構造特異性なエンドヌクレアーゼ活性を示す。SNM1Aおよび Bは dsDNAに対するエ

キソヌクレアーゼ活性を有する。黒矢頭は各ヌクレアーゼによる DNAの切断箇所を示

す。  
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ことが報告されている(Budzowska et al., 2015)。その後、架橋塩基の切り出しに

よって生じたDSBが修復される。細胞はDSBに対し、2つの修復機構を有する。

1つは非相同末端結合であり、切断された末端同士を再結合させることで DNA

損傷を修復する機構である。非相同末端結合は、相同的な鋳型鎖を必要とせず、

切断された DNA末端をそのまま結合することから、修復の際、遺伝情報が失わ

れる可能性が高い(Lieber, 1999、Ferguson and Alt, 2001)。もう一つは、相同組換

えであり、姉妹染色分体の相同鎖を鋳型にして、遺伝情報を失うことなく損傷

を正確に修復する(Haber, 1999、Ferguson and Alt, 2001)。ICL修復において、架

橋塩基の切り出しの際に生じた DNA二重鎖切断は、相同組換えにより修復され

ることが報告されている(Long et al., 2011）。 

 

1-4. 本研究  

	 ICL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、ICL修復の他のプロセスに比べ未だ不明

な点が多い。FAN1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(Liu et al., 2010、MacKay et al., 2010、Kratz et al., 2010、

Smogorzewska et al., 2010)。生化学的解析により FAN1は、DNA複製が ICLによ

って停止した際に形成される 5´-flap 構造に対し、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(Liu et al., 2010、Kratz et al., 2010、MacKay et al., 

2010、Smogorzewska et al., 2010、Yoshikiyo et al., 2010)。また、FAN1は損傷部で、

FANCD2と高い頻度で共局在することが明らかになっている(Liu et al., 2010、

MacKay et al., 2010、Kratz et al., 2010、Smogorzewska et al., 2010)。FAN1のノッ
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クダウンまたはノックアウト細胞は、DNA 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(Liu et al., 

2010、MacKay et al., 2010、Kratz et al., 2010)。更に、ICL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、FAN1の発現量が増加していることが

報告されている(Santarpia et al., 2013、Pfäffle et al., 2013)。以上から、FAN1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。しか

し、FAN1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、FAN1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 FAN1 タンパク質の精製系を新規に確

立した。次に修復過程で見られる、RPAが結合した複製フォークを模倣したDNA

基質を用いて、精製した FAN1のヌクレアーゼ活性を解析した。また、FAN1は

ID 複合体により損傷部にリクルートされるため、FAN1 の損傷部での機能を理

解するためには、ID複合体が FAN1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、ヒト FANCI及びヒト FANCD2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

FANCI及びヒト FANCD2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、FAN1による損傷塩基の切り出し機構を考察した。 
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第 2章	 FAN1の生化学的機能解析  

2-1. 序  

	 本研究で着目する FAN1 は、1,017 アミノ酸からなるヌクレアーゼであり、N

末端領域にユビキチン結合ドメイン(UBZ; ubiquitin binding zinc finger)、中央部に

DNA結合ドメイン(SAP; SAF-A/B, Acinus and PIAS)、タンパク質間相互作用ドメ

イン (TPR; tetratricopeptide)、そして C 末端領域にヌクレアーゼドメイン

(VRR-Nuc; viral replication and repair nuclease)を有する（図 5A）。昆虫細胞を用い

てリコンビナントタンパク質として精製した FAN1は、DNA複製が ICLによっ

て停止した際に形成される 5´-flap 構造に対し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(Liu et al., 2010、Kratz et al., 2010、MacKay et al., 

2010、Smogorzewska et al., 2010、Yoshikiyo et al., 2010)。しかし、一方で、この

構造の単鎖 DNA 領域には、直ちに RPA が集積することが報告されている

(Michael et al., 2000、Walter, 2000、Long et al. 2011)。RPAは、RPA70、RPA32

および RPA14の 3つのサブユニットで構成される真核生物の単鎖 DNA結合タ

ンパク質であり、約 30塩基の DNAを保護することが明らかにされている (Kim 

et al., 1992)。したがって、架橋塩基の切り出しを担う構造特異的ヌクレアーゼは

RPA が結合した 5´-flap 構造上で機能することが考えられている。事実、FAN1

は損傷部において RPAと共局在することが報告されている(Kratz et al., 2010)。

しかし、RPAが結合した DNA基質における FAN1の活性は解析されてこなかっ

た。本研究では、この課題を生化学的手法により明らかにするために、まず大

腸菌を用いた FAN1 タンパク質の精製方法を確立した。精製した FAN1 を用い

て、RPAが結合した DNA基質における FAN1のヌクレアーゼ活性を解析した。 
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2-2. 実験方法及び材料  

2-2-1. ヒト FAN1ヌクレアーゼの発現系の構築 

	 全長の野生型ヒト FAN1(hFAN1)ヌクレアーゼタンパク質及び hFAN1 D960A

変異体は、目的遺伝子を pET21aプラスミドベクターの NdeI-XhoI制限酵素切断

部位に挿入したものを用いて発現させた。His6-Smt3 (yeast SUMO homolog)配列

を hFAN1遺伝子の上流に挿入し、N末端側に His6-Smt3タグが融合した hFAN1

タンパク質となるように設計した。hFAN1 遺伝子は京都大学の高田穣博士より

供与いただいた。hFAN1 D960A 変異体の作製には KOD -plus- Mutagenesis Kit 

(TOYOBO)を使用した。 

 

2-2-2. ヒト FAN1ヌクレアーゼの精製 

	 全長の野生型 hFAN1 遺伝子を挿入した pET21a ベクターを BL21(DE3) 

codon(+)RIL株(Stratagene)に取り込ませ、形質転換した。この菌体を、50 µg/mL 

ampicillin及び 17.5 µg/mL chloramphenicolを含む 28 Lの LBで、30℃にて OD600

の値が 0.8になるまで震盪培養を行った。その後 IPTGを終濃度が 0.25 mMとな

るように加え、培地の温度を 18℃に下げ、一晩培養した。培養した菌体は遠心

分離により集菌し、12 mM imidazole を含む 60 mL のバッファーA [50 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 500 mM NaCl, 5 mM 2-ME, 1 mM PMSF, 10% glycerol]で懸濁し

た。懸濁液を超音波破砕し、30 分間の遠心分離(27,200×g)により、破砕液を可

溶性画分と不溶性画分に分けた。バッチ法を用いて、可溶性画分と 3 mL の

Ni-NTA agaroseレジン(Qiagen)を 4℃で 1時間混合した。その後、エコノカラム

(Bio-Rad)にタンパク質が結合した Ni-NTA agaroseレジンを充填し、120 mLのバ
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ッファーAで洗浄した。タンパク質の溶出は、12-400 mM imidazoleを含むバッ

ファーA (60 mL)を用いた線形勾配により行った。His6-Smt3タグを取り除くため、

30 mLの溶出画分中に含まれるタンパク質 1 mgに対して 0.6 unitの PreScission 

Proteaseを加え、2 LのバッファーB [20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl, 5 mM 

2-ME, 10% glycerol]に対し、12時間透析した。その後、再度 2 LのバッファーB

に対し 3時間透析を行なった。透析後、40 mLのバッファーBであらかじめ平衡

化した 2mLのHeparin Sepharose Fast Flow6カラム(GE Healthcare)にタンパク質を

負荷し、100 mLのバッファーBを用いて洗浄した。その後、200-1000 mM NaCl

を含むバッファーB (100 mL)を用いた線形勾配によりタンパク質を溶出した。回

収した 20 mLの溶出画分を、2 LのバッファーBに対して 12時間透析を行なっ

た。その後、再度 2 L のバッファーB に対し 3 時間透析を行なった。透析後、     

40 mLのバッファーBで平衡化した 2 mLの Q Sepharose Fast Flowカラム(GE 

Healthcare)にタンパク質を負荷し、通過画分を回収した。通過画分を 20 mLのバ

ッファーBで平衡化した 1 mLの SP Sepharose Fast Flowカラム(GE Healthcare)に

負荷し、40 mL のバッファーB を用いて洗浄した。タンパク質の溶出は、   

200-1000 mM NaClを含むバッファーB (20 mL)を用いた線形勾配により行った。

溶出した 10 mLの試料を、Amicon Ultra-15 Centrifugal 30 K filter Unit (Millipore)

を用いて 4 mLまで濃縮し、バッファーBで平衡化した Superdex 200ゲル濾過カ

ラム(HiLoad 16/60 preparation grade; GE Healthcare)へ負荷した。その後、120 mL

のバッファーB を用いてタンパク質を溶出した。溶出画分に含まれるタンパク

質は 0.4 mg/mLまで濃縮し、10 µLずつに分注して-80℃で保存した。BSAを標

準タンパク質に用いた Bradford 法により、精製タンパク質の定量を行った
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(Bradford, 1976)。hFAN1 D960A変異体も同様の方法で精製を行なった。 

 

2-2-3. RPAタンパク質の精製 

	 RPAの精製は、既報と同様の方法を用いて行った(Henricksen et al., 1994)。

野生型RPA遺伝子が挿入されたp11dベクターをBL21(DE3) codon(+)RIL株に導

入し、形質転換した。一つのコロニーを採取し、100 µg/mL ampicillin 及び      	 	 	 	 	 

35 µg/mL chloramphenicolを添加した 10 Lの培地(1%トリプトン、0.5% NaCl)で、

37℃で静置培養した。12時間後、OD600の値が 0.6になるまで 37℃で震盪培養を

行った。その後 IPTGを終濃度が 0.4 mMとなるように加え、37℃で 2時間震盪

培養した。培養した菌体は遠心分離により集菌し、1 mM PMSFを含むバッファ

ーC [30 mM HEPES-KOH (pH 7.8), 1 M DTT, 0.25 mM EDTA, 0.25% inositol, 

0.01% NP-40]で懸濁した。懸濁液を超音波破砕し、30 分間の遠心分離     

(27,200×g)により、破砕液を可溶性画分と不溶性画分に分けた。その後、エコ

ノカラムに充填した 10 mLの Affi-Gel Blue Gel (Bio-Rad) レジンに、ペリスタポ

ンプを用いて可溶性画分を吸着させた。カラムに吸着したタンパク質を 100 mL

の 50 mM KClを含むバッファーC、150 mLの 800 mM KClを含むバッファーC

及び 500 mM NaSCNを含むバッファーCで順次洗浄した。80 mLの 1.5 M NaSCN

を含むバッファーCを用いて 40 mLの RPAを含む溶出画分を回収した。2 Lの

バッファーD [25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM KCl, 1 M DTT, 0.01% Triton X-100,    

10% glycerol]に対し 12時間透析した。その後、再度 2 LのバッファーDに対し

透析を行なった。透析後、100 mLのバッファーE [20 mM potassium phosphate  

(pH 7.5), 1 mM DTT, 0.01% Triton X-100, 10% glycerol]であらかじめ平衡化した
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10 mLの Hydroxyapatiteカラム(Bio-Rad)にタンパク質を負荷し、100 mLのバッ

ファーDを用いて洗浄した。その後、20-300 mM potassium phosphateを含むバッ

ファーC (100 mL)を用いた線形勾配によりタンパク質を溶出した。回収した   

20 mLの溶出画分を、2 LのバッファーDに対して 12時間透析を行なった。そ

の後、再度 2 LのバッファーDに対し、3時間透析を行なった。透析後、バッフ

ァーDで平衡化したMono Qカラム(GE Healthcare)にタンパク質を負荷し、10 mL

のバッファーDを用いて洗浄した。その後、50 mM-400 mM KClの直線勾配によ

り RPA を含む画分を溶出した。溶出した試料は、2 L のバッファーF [25 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM KCl, 1 M DTT, 10% glycerol]に対し、3時間透析を行った。

透析した RPAは、10 µLずつに分注して-80℃で保存した。 

 

2-2-4. 5´-flap DNA基質の作製 

	 5´-flap DNA基質の作製には、表 2に示すオリゴ DNAを用いた。ストランド 1 

(60 µM)またはストランド 2 (60 µM)と T4 Polynucleotide Kinase (TOYOBO)を   

50 µLの反応溶液 [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 2 mM KCl, 10 mM MgCl2, 5 mM DTT, 

2% glycerol,  740 kBq  [γ-32P]dATP]中で混合し、37℃で 30分間温置した。未反応

の[γ-32P]dATP を除去するため、反応物を CHROMA SPIN カラム(Clontech)に    

1回、ProbeQuant G-50 Microカラム (GE Healthcare)に 2回通し、32Pで放射性標

識されたオリゴ DNAを精製した。5´-flap DNA基質は、10 mM Bis-Tris propane 

(pH 7.5)、100 mM NaCl、1 mM MgCl2を含む溶液下で、ストランド 1、ストラン

ド 2及びストランド 3を 100℃で 3分間煮沸したのち、12時間かけて温度を室

温まで下げ、アニーリングさせることで作製した。 
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2-2-5. ヌクレアーゼアッセイ 

	 精製した hFAN1(0.1、0.2及び 0.3 nM)とストランド 1またはストランド 2の 5´

端を 32Pで放射性標識された 5´-flap DNA(1 µM)を、10 µLの反応溶液 [22 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM Bis-Tris propane (pH 7.5), 70 mM NaCl, 0.1 mg/mL BSA,          

1 mM MnCl2, 0.1 mM MgCl2, 5 mM DTT, 3% glycerol]中で混合し、37℃で 10分間

温置した。その後、2 µLの反応停止溶液[1.4% SDS, 8.5 mg/mL proteinase K]を加

え、37℃で 15分間反応させた。各サンプルに 60 µLのHi-Diホルムアミド(Applied 

Biosystems)を加え、各サンプルを 100℃で 10分間煮沸した後、直ちに氷上で	 	 	 

5分間冷却した。反応物を 1×TBE [89 mM Tris-borate, 2 mM EDTA]中の 12% 尿

素変性 PAGEにより分離した。RPA存在下におけるヌクレアーゼアッセイでは、

精製したヒト RPA(12.5、25、50及び 75 nM)とストランド 1の 5´端を 32Pで放射

性標識された 5´-flap DNA(1 µM)を、9 µLの反応溶液 [22 mM Tris-HCl (pH 8.0), 	 

1 mM Bis-Tris propane (pH 7.5), 30 mM NaCl, 10 mM KCl, 0.1 mg/mL BSA, 1 mM 

MnCl2, 0.1 mM MgCl2, 5.2 mM DTT, 3% glycerol]中で混合し、37℃で 10分間温置

した。続いて、反応溶液に 2 nMの hFAN1を 1 µL加え、37℃で 10分間反応さ

表 2.  オリゴ DNA 

ストランド 1 
5´-ATCGATGTCTCCTCGATCCTACCAACCAGATGACGCGCTGCTACGTGCTACCGGAAGTCG-3´ 

ストランド 2 
5´-CGACTTCCGGTAGCACGTAGCAGCGGCTCGCCACGAACTGCACTCTAGGCTTCGCGTAAC-3´ 

ストランド 3 
5´-GTTACGCGAAGCCTAGAGTGCAGTTCGTGGCGAGC-3´ 
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せた。その後、上述した方法で除タンパク質処理を行ない、反応物を 1×TBE

中の 12% 尿素変性PAGEにて展開した。ゲルをイメージングプレートに露光し、

DNAバンドは FLA-7000イメージングアナライザー(Fujifilm)を用いて検出した。

バンドの定量は Image Gaugeソフトウェア(Fujifilm)を用いて行なった。 

 

2-2-6. ゲルシフトアッセイ 

	 精製した RPA(12.5、25、50及び 75 nM)とストランド 1の 5´端を 32Pで放射性

標識された 5´-flap DNA(1 µM)を、10 µLの反応溶液[22 mM Tris-HCl (pH 8.0), 	 	 

1 mM Bis-Tris propane (pH 7.5), 30 mM NaCl, 10 mM KCl, 0.1 mg/mL BSA, 1 mM 

MnCl2, 0.1 mM MgCl2, 5.2 mM DTT, 3% glycerol]中で混合し、37℃で 10分間温置

した。反応物を 0.2×TBE [18 mM Tris-borate, 0.4 mM EDTA]中の 6% PAGEによ

り分離し、ゲルをイメージングプレートに露光した。DNA バンドは FLA-7000

イメージングアナライザーを用いて可視化し、バンドの定量は Image Gaugeソフ

トウェアを用いて行なった。 

 
2-3. 実験結果  

2-3-1. ヒト FAN1ヌクレアーゼの精製 

	 FAN1は、これまで、昆虫細胞・バキュロウイルスによる発現系を用いてリコ

ンビナントタンパク質として精製され、生化学的解析が行なわれてきた(Liu et 

al., 2010、Kratz et al., 2010、MacKay et al., 2010、Pizzolato et al., 2015)。しかし、

昆虫細胞を用いた精製系では、リコンビナントタンパク質に非特異的な翻訳後

修飾が導入される可能性が高い。この問題を解決するために、本研究では大腸
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菌発現系を用いた hFAN1 の精製系を確立した(図 5)。このタンパク質発現系で

は、hFAN1 は、その N 末端に His6-Smt3 タグが融合したタンパク質として産生

される(図 5B) (Ichikawa et al., 2013)。N末端側の His6-Smt3タグは目的タンパク

質の可溶性を上昇させる。このタグの直後の C 末端側には PreScission Protease

の認識配列があるため、PreScission Proteaseによって精製過程で His6-Smt3タグ

を除去することができる（図 5B）。本精製系を用いて、野生型 hFAN1及びヌク

レアーゼの活性中心である 960 番目のアスパラギン酸残基をアラニンに置換し

た hFAN1 D960A変異体を精製した結果を図 5Cに示す。図 5Cより、両タンパ

ク質がそれぞれ高い純度で精製されていることが確認された。 

 

2-3-2. 大腸菌発現系を用いて精製したヒト FAN1のヌクレアーゼ活性の解析 

	 大腸菌発現系を用いて精製した野生型 hFAN1が、既報の昆虫細胞・バキュロ

ウイルスによる発現系を用いて精製した FAN1と同様の活性を有するかを確認

するため、ヌクレアーゼアッセイを用いて本研究で精製した FAN1のヌクレア

ーゼ活性を評価した（図 6）。この試験法では、精製した hFAN1と 32Pで放射性

標識した 5´-flap DNA(図 6A)を、マンガンイオン存在下において温置した後、

proteinase Kを用いて除タンパク質処理を行なった。その後、DNA反応産物を、

尿素変性ポリアクリルアミドゲルを用いて変性条件下で分離し、解析を行った

(図 6B)。大腸菌発現系を用いて精製した hFAN1のヌクレアーゼアッセイの解析

結果を図 6Cに示す。ストランド 1の 5´端を 32Pで放射性標識した 5´-flap DNA

と hFAN1を反応させると、31ヌクレオチドマーカーより大きな単鎖 DNAフラ

グメントが検出された(図 6Cレーン 3-5)。その一方で、ストランド 2の 5´端を 
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図 5. hFAN1ヌクレアーゼの精製 

(A) hFAN1のドメイン図を示す。UBZ、SAP、TPR及び VRR Nucはそれぞれ、ubiquitin 

binding finger 4、SAF-A/B, Acinus and PIAS、tetratricopeptide及び viral replication and repair 

nucleaseドメインを示す(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.1Aより引用)。 

(B) hFAN1発現ベクターの模式図を示す。この発現システムでは、hFAN1の N末端側

に His6-Smt3タグが付加されている(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.1Bより一部改変)。 

(C) 野生型 hFAN1(レーン 2)及び hFAN1 D960A変異体(レーン 3)を 12% SDS-PAGEで展

開し、タンパク質をクーマシーブリリアントブルーで検出した(Takahashi, D., et al., 2015 

Fig.1Cより引用)。 
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32Pで放射性標識した 5´-flap DNAと hFAN1の反応産物には、hFAN1の DNA切

断反応によって生じる単鎖DNAフラグメントは検出されなかった(図 6Cレーン

8-10)。以上から、大腸菌発現系により精製した hFAN1は、5´-flap DNAにおい

て、分岐点に隣接するストランド 1の二重鎖 DNA領域に対し強いエンドヌクレ

アーゼ活性を有することが示唆された。この反応が、精製タンパク質中に存在

する夾雑物の活性に由来する可能性を排除するため、コントロール実験として、

ヌクレアーゼ活性を失うことが報告されている hFAN1 D960A変異体を用いて、

ヌクレアーゼアッセイによる解析を行なった。その結果、hFAN1 D960A変異体

はストランド 1及び 2に対しエンドヌクレアーゼ活性を示さなかった。したが

って、野生型 hFAN1のストランド 1に対するエンドヌクレアーゼ活性は、本研

究で精製した hFAN1由来による活性であることを明らかにした。この結果は、

昆虫細胞・バキュロウイルスによる発現系を用いて精製した hFAN1の過去の解

析とよく一致する(Liu et al., 2010、Kratz et al., 2010、MacKay et al., 2010)。以上

から、大腸菌発現系を用いて精製した hFAN1は、既報の活性と同様の活性を有

することが明らかになった。 

 

2-3-3. RPAが結合した DNA基質に対するヒト FAN1のヌクレアーゼ活性の解析 

	 ICL修復において、DNA複製の停止により形成された 5´-flap構造の単鎖領域

には、FAN1の集積より先に RPAが結合することが明らかになっている(Long et 

al., 2011)。このことから、RPAは FAN1のヌクレアーゼ活性に影響を与えるこ

とが示唆された。そのため、RPAが FAN1のヌクレアーゼ活性に与える影響を

解析するため、まず RPAをリコンビナントタンパク質として精製し(図 7A)、続 
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図 6. hFAN1のヌクレアーゼ活性の解析 

(A) 本実験で用いた 5´-flap DNA を示す。32P で放射性標識したストランド 1 またはス

トランド 2の 5´端を赤のアスタリスクで示す。赤矢頭は FAN1による切断部位を示し、

単鎖/二重鎖 DNAの分岐点から 3-4塩基下流を切断すると予想される。 

(B) ヌクレアーゼアッセイの実験手順を示す。hFAN1 と 32P で放射性標識した 5´-flap 

DNAを、マンガンイオン存在下において反応させた。その後、proteinase Kを用いて除

タンパク質処理を行なった。反応産物は 12%尿素変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動

で展開した(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.2Aより引用)。 

(C) hFAN1(0、0.1、0.2 及び 0.3 nM)と、ストランド 1(レーン 2-5)またはストランド
2(レーン 7-10)の 5´端を 32Pで放射性標識した 5´-flap DNA(1 µM)を反応させた。レーン

1 はオリゴヌクレオチドマーカーを示す。ネガティブコントロールとして hFAN1 を反

応系に加えずに実験を行った(レーン 2及びレーン 7) (Takahashi, D., et al., 2015 Fig.2Bよ

り引用)。右図にその定量結果を示す。hFAN1 のエンドヌクレアーゼ活性により切り込

まれた DNA量をグラフで示した。実験は独立して 3回行い、標準偏差とともに測定値

の平均をグラフに示した(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.2Cより一部改変)。 
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いてゲルシフトアッセイを用いて、RPAが反応系に存在する全ての 5´-flap DNA

に結合する条件を探索した。その結果、RPAの濃度が 50 nM及び 75 nMの条件

において、RPAは全ての 5´-flap DNAに結合することが明らかになった(図 7Bレ

ーン 4, 5及び図 7C)。RPAの濃度が 75 nMの条件では、5´-flap DNAのバンドシ

フトが2段階にわたって観察された(図7Bレーン5)。これは、1分子の5´-flap DNA

に対し、1分子及び 2分子のRPAが結合したものと考えられる。また、5´-flap DNA

に 1分子の RPAが結合した時に比べ、2つ目の RPAが結合した際のバンドの移

動度の変化はわずかであった(図 7Bレーン 5)。これは、2つ目の RPAが結合し

た際に生じた 5´-flap DNAの立体構造の変化が、1分子の RPAが結合した際に生

じたものより小さかったためと考えられる。次に RPA存在下における FAN1の

ヌクレアーゼ活性を解析した（図 8A）。この解析では、ストランド 1の 5´端を

32Pで放射性標識した 5´-flap DNAと精製した RPA(図 8Bレーン 2)を温置し、そ

の後、hFAN1を加えることで反応を開始させた(図 7B)。その結果、RPA存在下

においても hFAN1は 5´-flap DNAのストランド 1を切断できることが明らかに

なった(図 8Bレーン 4-7)。RPAが全ての 5´-flap DNAに結合した条件においても、

hFAN1の DNAの切断活性は、RPA非存在下に比べ、60％程度の効率を維持し

ていた (図 8Bレーン 7)。これらの結果より、hFAN1は、RPAが結合した 5´-flap 

DNAを効率よく認識し、DNAを切断できることが明らかになった。 

 

2-4. 考察  

	 ICLで DNA複製装置が停止すると、リーディング鎖の合成が ICLの 1塩基隣

まで行なわれ、損傷部に 5´-flap構造が形成されることが報告されている(Räschle 
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図 7. RPAの DNA結合活性の解析 

(A) 精製した RPAを 15% SDS-PAGEで展開し、タンパク質をクーマシーブリリアント

ブルーで検出した(レーン 2) (Takahashi, D., et al., 2015 Fig.3Aより引用)。 

(B) RPA(0、12.5、25、50及び 75 nM)と、ストランド 1の 5´端を 32Pで放射性標識した

5´-flap DNA(1 µM)を反応させた。コントロール実験として、RPAと DNAを反応させた

後、proteinase Kを用いて除タンパク質処理を行なった(レーン 6)。反応産物を 6%非変

性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で展開し、解析した(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.4A

より引用)。 

(C) パネル Bで行った実験を定量したグラフを示す。RPAが 5´-flap DNAに結合した量

をプロットしグラフ化した。実験は独立して 3回行い、標準偏差とともに測定値の平均

をグラフに示した(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.4Bより引用)。 
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図 8. RPA存在下における hFAN1のヌクレアーゼ活性の解析 

(A) RPA存在下におけるヌクレアーゼアッセイの実験手順を示す。RPAとストランド 1

の 5´端を 32Pで放射性標識した 5´-flap DNAを反応させた後、hFAN1を加えて DNA切

り込み反応を開始させた。その後、proteinase K を用いて除タンパク質処理を行ない、

反応産物を 12%尿素変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動で展開した。アスタリスクは

ストランド 1の 5´端の 32Pを示す(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.3Bより引用)。 

(B) hFAN1(0及び 0.2 nM)とストランド 1の 5´端を 32Pで放射性標識した 5´-flap DNA(1 

µM)を、RPA存在下(0、12.5、25、50及び 75 nM)において反応させた。ネガティブコン

トロールとして hFAN1を反応系に加えずに実験を行った(レーン 8) (Takahashi, D., et al., 

2015 Fig.3Cより引用)。右図に定量したグラフを示す。hFAN1により切り込まれた DNA

量の、RPA 非存在下におけるそれの相対値をグラフで示した。実験は独立して 3 回行

い、標準偏差とともに測定値の平均をグラフに示した(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.3D

より引用)。 
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et al., 2008、Knipscheer et al., 2009)。また、この基質の単鎖 DNA領域には、RPA

が直ちに結合することが明らかになっている（Michael, et al., 2000、Walter, 2000、

Long et al. 2011）。このことから、FAN1は RPAが結合した 5´-flap構造上で機

能することが考えられた。本研究では、RPA が結合した 5´-flap DNA に対し、

hFAN1 ヌクレアーゼは効率的に DNA を切断することが可能であることを示し

た。これは、FAN1が 5´-flap DNAの単鎖領域を認識しているのではなく、5´-flap 

DNAの二重鎖 DNA領域を主に認識していることを示している。また、25-75 nM 

RPA存在下では、FAN1による 5´-flap DNAの切断効率が、RPA非存在下と比較

して 40%程度低下していた(図 8Cレーン 5-7)。これは、RPAが、5´-flap DNAの

単鎖 DNA/二重鎖 DNA分岐点近傍の単鎖 DNAに結合し、FAN1の 5´-flap DNA

へ結合が一部阻害されたためと考えられる。以上のことは、近年明らかにされ

た 5´-flap DNAに結合した hFAN1の結晶構造と矛盾しない(Wang et al., 2014)。

この結晶構造中では、hFAN1は 5´-flap DNAの単鎖 DNA/二重鎖 DNA分岐点近

傍の二重鎖 DNA領域を主に認識し、単鎖領域で認識している塩基は分岐点に隣

接する 1塩基だけであった。これより、hFAN1は、RPAが単鎖 DNA領域に結

合した 5´-flap DNAに対しても、報告された結晶構造と同様に 5´-flap DNAを認

識し、RPAと立体障害を起こすことなく、5´-flap DNAを切断するモデルが考え

られる(図 9)。FAN1は、5´-flap DNAの単鎖 DNA/二重鎖 DNA分岐点から 3-4塩

基離れた、二重鎖 DNA領域の 1箇所だけを切断する(図 9)(MacKay et al., 2010、

Kratz et al., 2010、Smogorzewska et al., 2010、Pizzolato et al., 2015)。そのため、架

橋塩基を切り出すには、単鎖 DNA/二重鎖 DNA分岐点近傍のもう 1箇所で、DNA

が切断される必要がある。事実、5´-flap DNAの単鎖 DNA/二重鎖 DNA分岐点近
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傍を切断するヌクレアーゼに SLX1-SLX4 複合体が報告されており(Fricke and 

Brill, 2003)、FAN1は他のヌクレアーゼと協調して、架橋塩基の切り出しに関与

していることが考えられる。 
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図 9. 停止した複製フォークにおける FAN1の DNA切断モデル 

DNA複製装置が ICLに衝突し、進行が停止すると、5´-flap DNAが形成される。RPAは

5´-flap DNAの単鎖 DNA領域に集積する。FAN1は、単鎖 DNAと結合した RPAと立体

障害を起こすことなく 5´-flap DNAを正確に認識し、架橋された塩基を切り出す。矢頭

は FAN1による DNAの切断箇所を示す(Takahashi, D., et al., 2015 Fig.5より一部改変)。 
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第 3章	 ヒト FANCI及びヒト FANCD2の新規精製系の確立  

3-1. 序  

	 FAN1 は、ICL 近傍に集積したモノユビキチン化 ID 複合体によって損傷部に

リクルートされる（Liu et al., 2010、Kratz et al., 2010、MacKay et al., 2010、

Smogorzewska et al., 2010）。このことは、FAN1と ID複合体は、協調して架橋塩

基を切り出すことを示唆している。しかし、ID複合体が FAN1の活性に及ぼす

影響は未だ不明な点が多い。 

	 ヒト FANCI(hFANCI)及びヒト FANCD2(hFANCD2)はそれぞれ、1,328 アミノ

酸及び 1,451アミノ酸からなる高分子量のタンパク質である(Timmers et al., 2001、

Smogorzewska et al., 2007)。そのため、リコンビナント hFANCIタンパク質及び

hFANCD2タンパク質の精製は、これまで昆虫細胞・バキュロウイルスによる発

現系を用いて行われてきた(Park et al., 2005、Alpi et al., 2008、Longerich et al., 2009、

Roques et al., 2009、Yuan et al., 2009、Joo et al., 2011、Longerich et al., 2014、Sato 

et al., 2012b)。しかし、この精製系では、目的タンパク質に無秩序な翻訳後修飾

が導入される可能性がある。そのため、精製タンパク質を用いた生化学的解析

の結果は、そのタンパク質が本来有する機能を反映していないことが考えられ

る。また、真核細胞を発現宿主にしているため、機能解析を行なう際に、宿主

由来の因子によるコンタミネーションの影響を排除することが困難である。大

腸菌では、リン酸化などの翻訳後修飾は起こらず、加えて、FANCI及び FANCD2

のオルソログは大腸菌には存在しないため、発現宿主に大腸菌を用いることで、

これらの問題を解決できると考えた。そこで、本研究では大腸菌発現系を用い

た hFANCI及び hFANCD2の精製系を新たに構築した。本章では、まず実験方法
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について述べ、その後、大腸菌発現系を用いた hFANCI及び hFANCD2タンパク

質の生化学的解析結果について述べる。 

 

3-2. 実験方法及び材料  

3-2-1. ヒト FANCI及びヒト FANCD2タンパク質発現系の構築 

	 hFANCI タンパク質の発現には、hFANCI 遺伝子を  pET21a ベクターの

NdeI-BamHI 制限酵素切断部位に挿入したものを用いた。His6-SUMO 配列を

hFANCI遺伝子の上流に挿入し、N末端側に His6-SUMOタグが融合した hFANCI

タンパク質が発現されるように設計した。N 末端側の His6-SUMO タグは

PreScission Protease で切除が可能である。hFANCD2 タンパク質の発現には、

hFANCD2 遺伝子を pET15b ベクターの NdeI-XhoI 制限酵素切断部位に挿入した

ものを用いた。hFANCI 及び hFANCD2 発現プラスミドの増幅には XL10-Gold

株 (Agilent Technologies)を用い、菌体は 30℃で培養した。昆虫細胞・バキュロ

ウイルスを用いた hFANCD2 の発現には、Bac-to-Bac Baculovirus Expression 

System (Invitrogen)を用いてバキュロウイルスを作製した。NdeI-XhoI制限酵素切

断部位に hFANCD2 遺伝子を挿入した pFastBac ベクターを用いて DH10Bac 株 

(Invitrogen)を形質転換し、N末端に His6タグが融合した hFANCD2遺伝子を有す

るバクミドを精製した。次に、hFANCD2遺伝子を有するバキュロウイルスを作

製するため、このバクミドを Cellfectin Reagent (Invitrogen)を用いて、Sf9昆虫細

胞 (Invitrogen)に遺伝子導入した。hFANCI及び hFANCD2遺伝子は高田穣博士(京

都大学)より供与いただいた。 
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3-2-2. 大腸菌発現系を用いたヒト FANCIの精製 

	 hFANCI遺伝子が挿入された pET21aベクターを、BL21(DE3) codon(+)RIL株に

取り込ませ、100 µg/mL ampicillin及び 35 µg/mL chloramphenicolを含む LBプレ

ート上で 20-30時間培養した。この菌体を、50 µg/mL ampicillin及び 17.5 µg/mL 

chloramphenicolを添加した 10 Lの LBに植菌し、OD600値が 0.8になるまで 30℃

で震盪培養した。その後、終濃度 0.5 mM IPTGを加え、18℃で 18-20時間震盪

培養した。培養した菌体は遠心分離により集菌し、60 mLのバッファーAで懸濁

した後、超音波破砕を行なった。その後、30分間の遠心分離(27,200×g)により、

破砕液を可溶性画分と不溶性画分に分けた。バッチ法を用いて、可溶性画分と	 	 	 

3 mLの Ni-NTA agaroseレジンを 4℃で 1時間混合した。その後、エコノカラム

(Bio-Rad)にタンパク質が結合した Ni-NTA agaroseレジンを充填し、150 mLのバ

ッファーAで洗浄した。タンパク質の溶出は、12-400 mM imidazoleを含むバッ

ファーA (60 mL)を用いた線形勾配により行った。N末端側の His6-SUMOタグを

取り除くため、30 mLの溶出画分に含まれるタンパク質 1 mgあたり 15 unitの

PreScission Protease を添加した。その後、試料を 2 L のバッファーC [20 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM NaCl, 5 mM 2-ME, 10% glycerol]に対し 12時間透析し

た。その後、再度 2 LのバッファーCに対し、3時間透析を行なった。透析後、

40 mLのバッファーCで平衡化した 2mLの Heparin Sepharose CL-6Bカラム(GE 

Healthcare)にタンパク質を負荷し、260 mM NaClを含むバッファーC (120 mL)を

用いて洗浄した。タンパク質の溶出は、260-500 mM NaCl を含むバッファーC   

(40 mL)を用いた線形勾配により行った。20 mL の溶出したタンパク質は      

1.5 mg/mLまで濃縮し、1LのバッファーBに対して 3時間透析を行なった。透
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析後、タンパク質は 10 µLずつに分注して、-80℃で保存した。BSAを標準タン

パク質に用いた Bradford 法により、精製タンパク質の定量を行った(Bradford, 

1976)。 

 

3-2-3. 大腸菌発現系を用いたヒト FANCD2の精製 

	 hFANCD2遺伝子を組み込んだ pET15bベクターを、BL21(DE3) codon(+)RIL株

に取り込ませ、100 µg/mL ampicillin及び 35 µg/mL chloramphenicolを含む LBプ

レート上で 20-30時間培養した。この菌体を、50 µg/mL ampicillin及び 17.5 µg/mL 

chloramphenicolを添加した 20 LのLBに植菌し、OD600の値が 0.6になるまで 30℃

で震盪培養を行った。その後、終濃度 0.5 mM IPTGを加え、16℃で 18-20時間、

震盪培養した。培養した菌体は遠心分離により集菌し、60 mLのバッファーAで

懸濁した。その後、超音波破砕を行ない、30分間の遠心分離(27,200×g)により、

破砕液を可溶性画分と不溶性画分に分けた。バッチ法を用いて、可溶性画分と	 	 

3 mLの Ni-NTA agaroseレジンを 4℃で 1時間混合した。その後、エコノカラム

(Bio-Rad)にタンパク質が結合した Ni-NTA agaroseレジンを充填し、200 mLのバ

ッファーAで洗浄した。タンパク質は、12-400 mM imidazoleを含むバッファーA 

(60 mL)を用いた線形勾配により溶出した。N末端側の His6タグを取り除くため、

30 mLの溶出画分に含まれるタンパク質 1 mgあたり 2 unitの thrombin protease 

(GE Healthcare)を加え、試料を 2 LのバッファーBに対して 12時間透析を行なっ

た。その後、再度 2 LのバッファーCに対し、3時間透析を行なった。透析後、

50 mLのバッファーBで平衡化した 2.5mLのQ Sepharose Fast Flowカラムにタン

パク質を負荷し、150 mLの 250 mM NaClを含むバッファーBを用いて洗浄した。
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タンパク質の溶出は、250-450 mM NaClを含むバッファーB (50 mL)を用いた線

形勾配により行った。溶出したタンパク質は、Amicon Ultra-15 Centrifugal 30 K 

filter Unitを用いて 4 mLまで濃縮した。濃縮した試料を、バッファーBで平衡化

した Superdex 200 ゲル濾過カラム(HiLoad 16/60 preparation grade)へ負荷し、   

120 mLのバッファーBを用いて溶出した。溶出したタンパク質は 1.2 mg/mLま

で濃縮し、10 µLずつに分注して、-80℃で保存した。BSAを標準タンパク質に

用いた Bradford法により、精製タンパク質の定量を行った(Bradford, 1976)。 

 

3-2-4. 昆虫細胞・バキュロウイルス発現系を用いたヒト FANCD2の精製 

	 Sf9昆虫細胞(1.5×106細胞/mL; 3 L)に、hFANCD2遺伝子を有するバキュロウ

イルスを混合し、27℃で 69時間震盪培養することで感染させた。培養した細胞

は遠心分離により回収し、30 mLのバッファーAで懸濁した後、超音波破砕を行

なった。その後、30 分間の遠心分離(27,200×g)により、破砕液を可溶性画分と

不溶性画分に分けた。バッチ法を用いて、可溶性画分と 3 mLの Ni-NTA agarose

レジンを 4℃で 1時間混合した。その後、エコノカラムにタンパク質が結合した

Ni-NTA agaroseレジンを充填し、150 mLのバッファーAで洗浄した。タンパク

質の溶出は、15-400 mM imidazoleを含むバッファーA (30 mL)を用いた線形勾配

により行った。N 末 His6タグを取り除くため、30 mL の溶出画分に含まれるタ

ンパク質 1 mgあたり 2 unitの thrombin proteaseを加え、試料を 2 Lのバッファ

ーBに対して 12時間透析を行なった。その後、再度 2 LのバッファーCに対し、

3 時間透析を行なった。透析後、50 mL のバッファーB で平衡化した 2.5mL の

Heparin Sepharose CL-6Bカラムにタンパク質を負荷し、200 mM NaClを含むバッ
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ファーC (120 mL)を用いて洗浄した。タンパク質の溶出は、200-1000 mM NaCl

を含むバッファーC (50 mL)を用いた線形勾配により行った。溶出したタンパク

質は、Amicon Ultra-15 Centrifugal 30 K filter Unitを用いて 4 mLまで濃縮した。

濃縮した試料を、バッファーB で平衡化した Superdex 200 ゲル濾過カラム

(HiLoad 16/60 preparation grade)へ負荷し、120 mLのバッファーBを用いて溶出し

た。溶出したタンパク質は 1 mg/mLまで濃縮し、10 µLずつに分注して、-80℃

で保存した。BSAを標準タンパク質に用いた Bradford法により、精製タンパク

質の定量を行った(Bradford, 1976)。 

 

3-2-5. ゲル濾過カラムクロマトグラフィー 

	 大腸菌発現系を用いて精製した hFANCI (11.3 µg)、hFANCD2 (11.4 µg)及び

hFANCIと hFANCD2の等モル混合物 (22.7 µg)を、Superdex 200 10/300 GLゲル

濾過カラム (GE Healthcare)によって分画した。溶出液にはバッファーC を用い

た。ピーク画分を 7% SDS-PAGEで分離し、タンパク質は銀染色法によって検出

した。Blue dextran 2000 (2,000 kDa)、thyroglobulin (660 kDa)、catalase (232 kDa)、

conalbumin (75 kDa)及び chymotrypsinogen (25 kDa)を標準分子質量マーカーとし

て検量線を作成し、サンプルの分子質量を推定した。 

 

3-2-6. ゲルシフトアッセイ 

	 大腸菌発現系を用いて精製した hFANCI (0.1, 0.2, 0.4, 0.6 µM)、hFANCD2 (0.1, 

0.2, 0.4, 0.6 µM)及び hFANCI-hFANCD2複合体 (0.06, 0.12, 0.24, 0. 36 µM)と、ホ

リデイ構造 DNA (2.5 µM)、Y字構造 DNA (2.5 µM)及び二重鎖 DNA (2.5 µM)を、
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10 µLの反応溶液[28 mM Tris-HCl (pH 8.0), 120 mM NaCl, 0.01 mg/mL BSA, 5 mM 

DTT, 6% glycerol]中で混合し、37℃で 15分間反応させた。反応産物を 0.2×TBE

中で 8% PAGEにて展開し、DNAは SYBR Gold (Invitrogen)を用いて検出した。

バンドの定量は Image Gaugeソフトウェアを用いて行なった。コントロール実験

として、反応物に 2 µLの反応停止溶液[1.4% SDS, 8.5 mg/mL proteinase K]を加え、

37℃で 15分間反応させた後、電気泳動を行なった。 

 

3-2-7. ヌクレオソーム形成アッセイ 

	 ヒストンH2A/H2B複合体(120 ngまたは85 ng)とヒストンH3/H4複合体(120 ng

または 85 ng)を hFANCI (0.4, 0.8及び 1.2 µM)、hFANCD2(0.4, 0.8及び 1.2 µM)ま

たは hFANCI-hFANCD2複合体(0.15 µM)と、9 µLの反応溶液中 [18 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 67 mM NaCl, 2.2 mM MgCl2, 2.8 mM DTT, 3.3% glycerol]で混合し、37℃

で 15分間反応させた。その後、100 ngの弛緩したφX174環状二重鎖 DNAを加

え、37℃で 60分間温置することで、ヌクレオソーム形成反応を開始させた。弛

緩したφX174 環状二重鎖 DNA は、18 mM Tris-HCl (pH 8.0)、84 mM NaCl、       

2 mM MgCl2、0.2 mM EDTA、2.7 mM DTT、8% glycerolを含む反応溶液中に 2 unit

の topoisomerase I (Promega)を加え、37℃で 150分間反応させることで得た。そ

の後、反応溶液に 60 µLの反応停止溶液 [20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 20 mM EDTA, 

0.5% SDS, 0.5 mg/mL proteinase K]を加え、ヌクレオソーム形成反応を停止させた。

DNAをフェノール・クロロホルムにより抽出し、エタノール沈殿法により回収

した。反応物を 1×TAE [40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA]中の 1%アガロースゲ

ル電気泳動により分離し、DNAは SYBR Goldを用いて検出した。 



 43 

 

3-3. 実験結果  

3-3-1. ヒト FANCI及びヒト FANCD2の精製 

	 hFANCI を大腸菌発現系により精製するため、N 末端側に His6-SUMO タグが

融合したタンパク質が産生される pET21a ベクター(Ichikawa et al., 2013)に、

hFANCI 遺伝子を挿入したコンストラクトを構築した (図 10B)。この

pET21a-hFANCIプラスミドを BL21(DE3) codon(+)-RIL株に導入し、hFANCIの

精製を行った。BL21(DE3) codon(+)-RIL株は、アルギニン、イソロイシン及びロ

イシンに対するマイナーコドン tRNA(それぞれ argU(AGA/AGG)、ileY(AUA)及

び leuW(CUA))を発現するプラスミドを保持し、ヒトのタンパク質を大腸菌内で

より効率的に翻訳できる。His6-SUMO-hFANCI タンパク質は、18℃で発現誘導

することで、可溶性画分に多く検出された。hFANCIの精製は、図 10Cに示す 2

ステップで行った。まず、His6-SUMO-hFANCI を Ni-NTA アガロースカラムク

ロマトグラフィーカラムに通し、溶出画分を回収した(図 10D)。その後、

PreScission Proteaseで処理することによって、目的タンパク質の N末端側にある

His6-SUMO タグを取り除いた(図 10E レーン 3)。次に、hFANCI を Heparin 

Sepharose カラムクロマトグラフィーにより精製(図 9F)することで、hFANCI を

得た(図 10G)。この精製法では、10 L培養あたり 1 mgの hFANCIタンパク質を

得ることができた。 

	 hFANCD2 を大腸菌発現系により精製するため、hFANCD2 遺伝子を pET15b

ベクターに挿入し、pET15b-hFANCD2 プラスミドを BL21(DE3)	 codon(+)-RIL

株に導入した。その後 16℃において大腸菌内で発現誘導を行い、hFANCD2を N
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末端 His6-tag融合タンパク質として発現させた。hFANCD2の精製は、図 11Cに

示す 3つのステップで行った。まず、His6-hFANCD2 を Ni-NTAアガロースカラ

ムクロマトグラフィーカラムで精製し、thrombin proteaseで N末 His6タグを除去

した(図 11Eレーン 3)。その後、Q Sepharoseカラムクロマトグラフィーによる精

製を行った(図 11F)。Q Sepharose の溶出画分には夾雑物と思われるバンドが、

SDS-PAGE により確認された(図 11F)。これらの位置に対応するバンドは、抗

hFANCD2モノクローナル抗体(Santa Cruz Biotechnology, FI17)を用いた解析では

検出されなかった。このことから、これらのバンドは、大腸菌由来の夾雑物ま

たは抗 hFANCD2モノクローナル抗体認識部位を持たない hFANCD2の分解物で

あることが考えられる(図 11G)。そこで、更にゲル濾過カラムクロマトグラフィ

ーにより精製した結果、hFANCD2 は赤線で示した容量に溶出され、hFANCD2

を高純度に精製することに成功した(図 11H)。この精製法では、20 L 培養あた

り 1 mgの hFANCD2タンパク質を得ることができた。大腸菌発現系及び昆虫細

胞・バキュロウイルス発現系を用いて精製した hFANCD2タンパク質の純度を、

SDS-PAGE により比較したところ、昆虫細胞・バキュロウイルス発現系を用い

て精製した hFANCD2よりも、本研究で確立した方法で精製した hFANCD2の方

が、高純度であることが明らかになった (図 11I及び 11J)。 

 

3-3-2. ヒト FANCIとヒト FANCD2の物理的相互作用 

hFANCIと hFANCD2は ID複合体と呼ばれるヘテロ二量体を形成し、細胞内で

は ICL近傍に共局在する (Sims et al., 2007、Smogorzewska et al., 2007、Yuan et al., 

2009、Joo et al., 2011、Sato et al., 2012b)。そこで、大腸菌発現系を用いて精製し 
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図 10. hFANCIタンパク質の発現及び精製 

(A) hFANCIのドメイン図を示す。S1-Cap、HD1、S2、HD2、S3及び S4は、それぞれ、

solenoid 1 Cap、solenoid 1、helical domain 1、solenoid 2、helical domain 2、solenoid3及び

solenoid 4を示す(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.1Aより一部改変)。 

(B) hFANCI発現ベクターの模式図を示す。この発現システムでは、hFANCIの N末端

側に His6-SUMOタグが付加されている(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.1Bより一部改変)。 

(C) hFANCIの精製スキームを示す(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.1Cより引用)。 

(D) Ni-NTAアガロースカラムクロマトグラフィーにより、ヒト His6-SUMO-FANCIの粗

精製を行った。溶出画分を 12% SDS-PAGEで分離し、ゲルはクーマシーブリリアント

ブルーで染色した(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.1Dより引用)。 

(E) ヒト His6-SUMO-FANCI を含む Ni-NTAアガロースカラムクロマトグラフィー溶出

画分を、PreScission Proteaseで処理した。処理前のサンプル(レーン 2)、処理後のサンプ

ル(レーン 3)を 7%SDS-PAGEで展開し、ゲルはクーマシーブリリアントブルーで染色し

た(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.1Eより引用)。 

(F) hFANCI を含む Heparin Sepharose カラムクロマトグラフィー溶出画分を、12% 

SDS-PAGEにて展開した。ゲルはクーマシーブリリアントブルーで染色した(Takahashi, 

D., et al., 2014 Fig.1Fより引用)。  

(G)精製した hFANCI (700 ng)を 12% SDS-PAGEで展開後、バンドをクーマシーブリリ

アントブルーで検出した(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.1Gより引用)。 
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図 11. hFANCD2タンパク質の発現及び精製 

(A) hFANCD2のドメイン図を示す。各ドメインは図 10Aに示す通りである(Takahashi, D., 

et al., 2014 Fig.2Aより一部改変)。 

(B) hFANCD2発現ベクターの模式図を示す。この発現システムでは、hFANCD2の N末

端側に His6タグが付加されている(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.2Bより一部改変)。 

(C) hFANCD2の精製スキームを示す(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.2Cより引用)。 

(D) Ni-NTAアガロースカラムクロマトグラフィーにより、ヒト His6-FANCD2の粗精製

を行った。溶出画分を 15% SDS-PAGEで展開した後、バンドをクーマシーブリリアン

トブルーで検出した(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.2Dより引用)。 

(E) ヒトHis6-FANCD2を含むNi-NTAアガロースカラムクロマトグラフィー溶出画分を、

thrombin protease で処理した。処理前のサンプル(レーン 2)、処理後のサンプル(レーン

3)を 5%SDS-PAGE で展開し、ゲルはクーマシーブリリアントブルーで染色した

(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.2Eより引用)。 

(F) hFANCD2 を含む Q Sepharose カラムクロマトグラフィー溶出画分を、15% 

SDS-PAGE を用いて展開した。ゲルはクーマシーブリリアントブルーで染色した

(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.2Fより引用)。 

(G) ウエスタンブロットによる解析結果を示す。Ni-NTA アガロースカラムクロマトグ

ラフィー溶出画分(レーン 1)、thrombin protease処理サンプル(レーン 2)、Q Sepharoseカ

ラムクロマトグラフィー溶出画分(レーン 3)中に含まれる hFANCD2 を、抗 hFANCD2

抗体で検出した(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.2Gより引用)。 

(H) ゲル濾過カラムクロマトグラフィーにより hFANCD2の精製を行った。溶出プロフ

ァイルをパネルの上部に示す。破線で囲まれた溶出画分を、12% SDS-PAGEにて展開し

た。ゲルはクーマシーブリリアントブルーで染色し、赤線で示した箇所の画分を回収し

た。HiLoad 16/60 Superdex 200  preparation gradeの排他体積は、溶出プロファイル上に

‘Vo’で示した(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.2Hより一部改変)。 

(I) 大腸菌発現系を用いて精製した hFANCD2 (900 ng)を 12% SDS-PAGEで展開後、バ

ンドをクーマシーブリリアントブルーで検出した(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.2Iより

引用)。 

(J) 昆虫細胞・バキュロウイルス発現系を用いて精製した hFANCD2 (900 ng)を 12% 

SDS-PAGEで展開後、バンドをクーマシーブリリアントブルーで検出した(Takahashi, D., 

et al., 2014 Fig.2Jより引用)。 
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た hFANCIと hFANCD2の相互作用を、ゲル濾過カラムクロマトグラフィーによ

り解析した。hFANCI 及び hFANCD2 は単一のピークで溶出され(図 12A、B)、

見かけ上の分子質量はそれぞれ 209 kDaと 279 kDaであった(図 12D)。理論上の

分子質量は、hFANCIが 149 kDa、hFANCD2が 164 kDaである。これらの結果

は、hFANCI及び hFANCD2は単量体または二量体で溶出されていることを示唆

している。また、hFANCIと hFANCD2を等モル比で混合し、ゲル濾過カラムク

ロマトグラフィーにより解析したところ、見かけ上の分子質量が 370 kDa に対

応する単一ピークが得られた(図 12C、D)。このピーク画分を SDS-PAGEで分離

したところ、hFANCIと h FANCD2が 1:1の割合で含まれていた(図 12C)。この

ことから、大腸菌発現系を用いて精製した hFANCIと hFANCD2は、昆虫細胞を

用いて精製した hFANCI及び hFANCD2同様に、ID複合体を形成することが明

らかになった。 

 

3-3-3. ヒト FANCI、ヒト FANCD2及びヒト ID複合体の DNA結合活性 

	 これまでの生化学的な解析により、昆虫細胞・バキュロウイルスによる発現

系により精製した hFANCI、hFANCD2、更に hID 複合体はそれぞれ、ホリデイ

構造 DNAや Y字構造 DNA(図 12A)といった、分岐構造を有する DNAに優先的

に結合することが、ゲルシフトアッセイを用いた解析により明らかになってい

る(Park et al., 2005、Longerich et al., 2009、Yuan et al., 2009、Sato et al., 2012a、

Longerich et al., 2014)。これらの報告と同様に、分岐構造を持つホリデイ構造

DNAやY字構造DNAに対して、hFANCI(図 13Cレーン 2-5及びD)、hFANCD2(図

13Eレーン 2-5及び F)及び hID複合体(図 13Gレーン 2-5及び H)は、直鎖状の二 



 50 

 
図 12. hFANCI、hFANCD2及び hID複合体のゲル濾過解析 

(A-C) hFANCI (A)、hFANCD2 (B)及び、hFANCI と hFANCD2 の等モル混合物(C)を、

Superdex 200 10/300 GL ゲル濾過カラムで解析した。それぞれの溶出画分を 7% 

SDS-PAGEで展開し、タンパク質は銀染色法によって検出した。Superdex 200 10/300 GL

の排除体積は、溶出プロファイル上に‘Vo’で示した(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.3A-C

より引用)。 

(D) hFANCI、hFANCD2及び、hID複合体の見かけ上の分子質量を示す。Blue dextran 2000 

(2,000 kDa)、 thyroglobulin (660 kDa)、catalase (232 kDa)、conalbumin (75 kDa)及び

chymotrypsinogen (25 kDa)を標準タンパク質として、検量線を作成した(Takahashi, D., et 

al., 2014 Fig.3Dより一部改変)。 
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重鎖 DNAよりも高い親和性を示した。これらの結果より、本研究で精製した

hFANCI、hFANCD2及び hID複合体は、既報の結果と同様に、分岐構造を有す 

る DNA基質に高い親和性を有することが明らかになった。 

 

3-3-4. hFANCI、hFANCD2及び hID複合体のヌクレオソーム形成活性 

	 ID複合体は、ヒストン H3/H4複合体と相互作用し、その DNA上への着脱を

制御するヒストンシャペロン活性を有する(Sato et al., 2012b)。この触媒サブユニ

ットは FANCD2であり、FANCIがその活性を促進することも明らかにされてい

る。そのため、まず本研究で精製した hFANCD2が、ヒストンシャペロン活性を

有するかどうかを、ヌクレオソームアセンブリーアッセイによって調べた。

FANCD2 のヒストンシャペロン活性によってヌクレオソームが形成されると、

プラスミド DNAに正の超螺旋が導入される。この正の超螺旋は、topoisomerase 

Iによって解消される。その後、除タンパク質処理を行なうと、プラスミド DNA

上に形成されたヌクレオソームの数に応じて負の超螺旋が誘起される(図 14A)。

プラスミド DNA 上の超螺旋の数が多いほど、アガロース電気泳動において、

DNAの泳動距離が長くなる。このヌクレオソームアセンブリーアッセイの結果、

大腸菌発現系を用いて精製した hFANCD2により、コアヒストン存在下において

プラスミド DNA の超螺旋の増加が観察された(図 14B レーン 3-5)。これより、

大腸菌発現系を用いて精製した hFANCD2が、ヌクレオソームアセンブリー活性

を有することが明らかになった。この活性は、昆虫細胞・バキュロウイルス発

現系を用いて精製した hFANCD2と同程度であることも明らかとなった (図 14C

レーン 3-5及び 8-10)。また、hFANCIはヌクレオソームアセンブリー活性を示 
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図 13. hFANCI、hFANCD2及び hID複合体の DNA結合活性の解析 

(A) ゲルシフトアッセイに用いた各 DNA基質(HJ DNA: ホリデイ構造 DNA、Y-shaped 

DNA: Y字構造 DNA、dsDNA: 二重鎖 DNA)の模式図。数字はヌクレオチド数を示す。 

(B) 本研究で用いたゲルシフトアッセイの模式図を示す。HJ DNA、Y-shaped DNA及び

dsDNA 存在下において競合的 DNA 結合活性の解析を行った。DNA(図中では HJ DNA

及び Y-shaped DNA)にタンパク質が結合すると、それぞれの DNAの見かけ上の分子量

が大きくなるため、電気泳動度が小さくなる。 

(C) hFANCIの競合的 DNA結合活性の解析。HJ DNA(2.5 µM)、Y-shapedDNA(2.5 µM)及

び ds DNA(2.5 µM)と hFANCI(0、0.1、0.2、0.4及び 0.6 µM)を、37℃で 15分間反応させ

た(レーン 1-5)。コントロール実験として、hFANCI(0.6 µM)を含む反応溶液は、SDSと

proteinase Kで除タンパク質処理を行なった(レーン 6)。サンプルを 0.2×TBEバッファ

ー中の 8%非変性 PAGEにて展開し、DNAを SYBR Gold染色で検出した。 

(D) (C)で行った実験は独立して 3回行い、標準偏差とともに測定値の平均をグラフに示

した(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.4Aより引用)。 

(E) hFANCD2の競合的 DNA結合活性の解析。0、0.1、0.2、0.4及び 0.6 µMの hFANCD2

を用いて、(C)と同様の競合 DNA的 DNA結合活性の解析を行なった。 

(F) (E)で行った実験を、標準偏差とともに測定値の平均をグラフに示した(Takahashi, D., 

et al., 2014 Fig.4Bより引用)。 

(G) hID複合体の競合的 DNA結合活性の解析。0、0.06、0.12、0.24及び 0.36 µMの hID

複合体を用いて、(C)と同様の競合 DNA的 DNA結合活性の解析を行なった。 

(H) (G)で行った実験を、標準偏差とともに測定値の平均をグラフに示した(Takahashi, D., 

et al., 2014 Fig.4Cより引用)。 
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さない一方で(図 14B レーン 8-10)、hFANCI は、低濃度における hFANCD2    

(150 nM)のヌクレオソームアセンブリー活性を、著しく促進させることが明らか

になった(図 14Dレーン 3-5)。これらの結果も、昆虫細胞・バキュロウイルス発

現系を用いて精製した hFANCIと hFANCD2の解析結果(Sato et al., 2012b)と一致

していた。以上の解析により、大腸菌発現系を用いて精製した hFANCD2は、昆

虫細胞・バキュロウイルス発現系を用いて精製した hFANCD2と同等のヌクレオ

ソーム形成活性を有しており、大腸菌発現系を用いて精製した hFANCI も、こ

の hFANCD2のヌクレオソーム形成活性を促進させることが明らかになった。 

 

3-4. 考察  

	 これまで、hFANCI、hFANCD2及び hID複合体の生化学的解析は、昆虫細胞・

バキュロウイルス発現系を用いて精製したタンパク質により行なわれてきた

(Park et al., 2005、Alpi et al., 2008、Longerich et al., 2009、Roques et al., 2009、Yuan 

et al., 2009、Joo et al., 2011、Longerich et al., 2014、Sato et al., 2012b)。しかし、真

核細胞を発現宿主としているため、目的リコンビナントタンパク質には、非特

異的な翻訳後修飾が導入される可能性がある。さらに、精製したタンパク質に

は、昆虫細胞由来の因子の混入が考えられ、それが解析結果に与える影響を否

定することは困難である。本研究では、これらの問題を解決するため、大腸菌

発現系を用いた hFANCI及び hFANCD2の新規大量発現系を確立した(図 10及び

11)。また、これらのタンパク質が過去の報告と同様に、ヘテロ二量体を形成す

ること、分岐構造を有するDNAに優先的に結合することを示した(図 12及び 13)。

また、本研究で精製した hFANCD2が、既報と同様にヒストンシャペロン活性を  
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図 14. hFANCI、hFANCD2及び hID複合体のヌクレオソームアセンブリー活性の解析 

(A) スーパーコイリングアッセイの実験手順を示す。topoisomerase I存在下において、

ヌクレオソームは hFANCD2または hID複合体によって、弛緩したプラスミド DNA上

に形成される(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.5Aより引用)。 

(B) hFANCD2(レーン 2-5)または hFANCI(レーン 7-10)を、topoisomerase I存在下におい

て、弛緩したプラスミド DNA及びコアヒストンと反応させた。その後、サンプルを除

タンパク質処理し、1%アガロース電気泳動により DNA トポアイソマーを分離した。

DNAを SYBR Gold染色によって検出した。ヌクレオソームアセンブリー活性を、プラ

スミド DNA における超螺旋の密度の変化で評価した。hFANCD2 及び hFANCI の濃度

は、0 µM(レーン 2及び 7)、0.4 µM(レーン 3及び 8)、0.8 µM(レーン 4及び 9)、1.2 µM(レ

ーン 5、6、10及び 11)である(Takahashi, D., et al., 2014 Fig.5Bより一部改変)。 

(C) 大腸菌発現系を用いて精製した hFANCD2(レーン 2-5)または昆虫細胞・バキュロウ

イルス発現系を用いて精製した hFANCD2(レーン 7-10)を、topoisomerase I存在下におい

て、弛緩したプラスミド DNA及びコアヒストンと反応させた。その後、(B)で示した手

順に従い実験を行なった。大腸菌発現系及び昆虫細胞・バキュロウイルス発現系を用い

て精製した hFANCD2の濃度は、0 µM(レーン 2及び 7)、0.4 µM(レーン 3及び 8)、0.8 

µM(レーン 4及び 9)、1.2 µM(レーン 5、6、10及び 11)である(Takahashi, D., et al., 2014 

Fig.5Cより一部改変)。 

(D) hFANCD2 及び hFANCI を、topoisomerase I 存在下において、弛緩したプラスミド

DNA及びコアヒストンと反応させた。その後、(B)で示した手順に従い実験を行なった。

hFANCD2の濃度は 0 nM(レーン 2)及び 150 nM(レーン 3-6)、hFANCIの濃度は 0 nM(レ

ーン 2)、75 nM(レーン 3)及び 150 nM(レーン 5及び 6)である(Takahashi, D., et al., 2014 

Fig.5Dより引用)。 
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有することも明らかにした(図 14)。本精製系の確立に成功した理由として、以

下の 2点が挙げられる。1つ目に、大腸菌内において、使用頻度が低いコドンを

用いてリコンビナントタンパク質を発現させると、翻訳が遅滞し、タンパク質

の変性又は誤ったアミノ酸の取り込みが起こる(Kurland and Gallant, 1996、Baca 

and Hol, 2000)。その結果、目的タンパク質が発現しない、又は、大腸菌内で封

入体を形成してしまうため、そのタンパク質の精製が困難なものになる。そこ

で、アルギニン(AGA/AGG)、イソロイシン(AUA)及びロイシン(CUA)に対するマ

イナーコドン tRNA発現ベクターを有する大腸菌株を発現宿主とすることで、そ

れらの問題が解決され、リコンビナント hFANCI及び hFANCD2タンパク質を高

レベルで発現させることが可能になったと考えられる。2つ目に、目的タンパク

質を低温で発現誘導させると、mRNAの転写及びタンパク質の翻訳速度が低下

する。その結果、タンパク質のミスフォールディングが軽減されることで凝集

体の形成が起こりにくくなり、タンパク質の可溶性が向上する(Baneyx and 

Mujacic, 2004)。hFANCI及び hFANCD2を 18℃及び 16℃において発現誘導を行

うことで、可溶性が上昇し、これらのタンパク質の大量精製が可能になったと

考えられる。今後、コドンの最適化や、hFANCI及び hFANCD2を大腸菌内で共

発現させ、hID複合体として精製することで、タンパク質の収量改善が期待され

る。また、この方法は、これまで精製が困難であった他の高分子量のタンパク

質精製への応用が可能であると考えられる。 

  



 58 

第 4章	 総合討論  

	 本研究では、FAN1が RPAの結合した停止した複製フォークを認識し、DNA

の切断が可能であることを明らかにし、FAN1による架橋塩基の切り出し反応の

一端を解明することができた。FAN1による架橋塩基対の除去機構をより詳細に

明らかにするためには、第 3 章でリコンビナントタンパク質としての新規精製

系を確立した ID複合体が、FAN1のヌクレアーゼ活性に及ぼす影響を解析する

必要がある。FAN1の損傷部への集積には、FANCD2のモノユビキチン化と、ユ

ビキチン結合活性を有する FAN1の UBZドメインが必須である(Liu et al., 2010、

MacKay et al., 2010、Kratz et al., 2010、Smogorzewska et al., 2010、Shereda et al., 

2010)。また、FAN1は FANCD2とともに、DNA複製を阻害する薬剤であるアフ

ィデコリンにより停止した複製フォークの再開に関与すると報告されている

(Chaundhury et al., 2014)。しかし、その報告では、複製フォークの再開には、FAN1

のヌクレアーゼドメインは必須であるが、FAN1のユビキチン結合モチーフは不

要であるとされている。このことから、FAN1にはモノユビキチン化されていな

い FANCD2と相互作用するドメインまたはモチーフを有することが示唆される。

以上より、FAN1 の働きを理解するには、モノユビキチン化された FANCD2 ま

たはモノユビキチン化されていない FANCD2 を含む ID 複合体の双方を用いた

解析が求められる(図 15A(i)-(iii))。ID 複合体中の FANCD2 のモノユビキチン化

反応は、ID複合体の DNA結合がトリガーとなること、E1ユビキチン活性化酵

素、FANCT(E2 ユビキチン結合酵素)、そして FANCL(E3 ユビキチン連結酵素)

により試験管内で効率的に触媒されることが既に示されている(Sato et al., 2012a、

Longerich et al., 2014)。この反応系にリコンビナント FAN1を加えることにより、
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FAN1の損傷部への集積機構、そして FAN1による複製フォークの切り出し反応

をより詳細に解析することが可能になると考えられる。 

	 細胞内では、ICLはヌクレオソーム中の DNAに導入される可能性がある。そ

のため、架橋塩基の切り出し反応の解析には、DNA基質にヌクレオソームを用

いる必要がある。先行研究で、FANCD2 はヌクレオソームの構成因子であるヒ

ストン H3/H4 複合体と相互作用し、その着脱を行なうヒストンシャペロン活性

を有することが明らかになっている(Sato et al., 2012b)。さらに、FANCIによっ

て、FANCD2 のヒストンシャペロン活性が強く促進されることが明らかにされ

ている(Sato et al., 2012b)。以上のことから、ヌクレオソーム上に導入された架橋

塩基は、以下のステップで切り出されると考えられる(図 15B)。まず、ID複合体

がヌクレオソームのリンカーDNA に結合し、モノユビキチン化される(図

15B(ii))。続いて、FANCD2のヒストンシャペロン活性により、ヒストン H3/H4

複合体が脱離することで、ヌクレオソーム構造が解消される(図 15B(iii))。その

後、FAN1が FANCD2のモノユビキチン分子を認識して ICL部位に呼び込まれ、

露出した架橋塩基を切り出す(図 15B(iv))。この解析を行なうには、まず以下の 2

点を明らかにする必要がある。1つ目に、FAN1のヌクレアーゼ活性が、リンカ

ー部位に 5´-flap 構造を持つヌクレオソームに、どのような影響を受けるかを解

析することが求められる。本研究及び 5´-flap DNAに結合した hFAN1の結晶構

造解析(Wang et al., 2014)で得られた FAN1の DNA認識機構を考慮すると、FAN1

が結合する部位の DNAは、ヌクレオソーム中に含まれるため、FAN1はヌクレ

オソームに結合できず、DNA を切断することができないと考えられる。2 つ目

に、5´-flap構造を持つヌクレオソームを基質に用いた FANCD2のモノユビキチ
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ン化反応を解析する必要がある。DNA 基質がヌクレオソームの場合、FANCD2

のモノユビキチン化はほとんど起こらないが、リンカーDNAを有するアレイの

ヌクレオソームでは、FANCD2 のモノユビキチン化が促進されることが報告さ

れている(Longerich et al., 2014)。このことは、5´-flap構造を持つヌクレオソーム

では、FANCD2 のモノユビキチン化反応は促進されることを示唆している。以

上の解析を行なった上で、5´-flap 構造を持つヌクレオソームに対する FAN1 の

切断反応が、FANCD2 のヒストンシャペロン活性により促進されるかを解析す

ることで、ヌクレオソーム中の架橋塩基の除去機構解明が可能になると考えら

れる。 

	 このように、本研究で確立した技術は、ICL修復の中心反応である架橋塩基の

切り出し反応を明らかにするための材料となることが期待される。 
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図 15. FAN1及び ID複合体による架橋塩基切り出しの協調機構モデル 

(A) ICLに DNA複製装置が衝突すると、損傷部位に ID複合体が集積する(i)。続いて、

FAコア複合体(図中では省略)によって、ID複合体の両サブユニットがモノユビキチン

化される(ii)。その後、FAN1が FANCD2のモノユビキチン分子を目印に ICL部位にリ

クルートされ、DNAを切断する(iii)。 

(B) ID複合体は ICL部位に集積した後、FAコア複合体(図中では省略)によってモノユ

ビキチン化される((i)及び(ii))。続いて、FANCD2のヒストンシャペロン活性によりヒス

トン H3/H4複合体が脱離し、ヌクレオソーム構造が解消される(iii)。その後、FAN1が

モノユビキチン化された FANCD2にリクルートされ、DNAを切断する(iv)。 
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