
私たちは，そのようなアクチン制御因子を同定し，その活

性がどのようにエンドソーム経路と関連しているのかを明

らかにすることにより，細胞極性化の過程で広く観察され

る膜輸送系による細胞骨格系制御機構に対する新たな知見

を提供できるのではないかと期待している．今回行った

Vasaタンパク質の局在を指標とした変異体のスクリーニ

ングからは Rbsn-５の他に，アクチン骨格やエンドサイ

トーシスの制御に関わる因子が多数単離されている．これ

らの因子の解析により，生殖質因子を後極につなぎ止める

機構の理解が進むことが期待される．
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DNA鎖間架橋（ICL）の修復機構

は じ め に

生命の遺伝情報を担うゲノム DNAは外的・内的要因に

より絶え間なく損傷を受けている．DNA損傷はそのまま

固定されると，突然変異の原因となり，ひいてはがんなど

の疾患を引きおこす可能性がある．細胞は DNA損傷に対

する防御機構を備えており，DNA修復はその一つである．

DNA鎖間架橋（interstrand crosslink；ICL）は細胞にとっ

て最も重篤な DNA損傷であるが，他の DNA修復系に比

図２ エンドサイトーシスを介したアクチン構造制御による生
殖質因子の係留のモデル

卵母細胞後極において，エンドサイトーシスは Oskarタンパク
質（長鎖アイソフォーム）により活性化される．活性化された
エンドサイトーシスは，アクチン繊維束の形成を促し，生殖質
因子の後極への係留を制御する．エンドソーム経路の下流では
アクチン制御因子が機能していることが予想されるが，それら
の実体は不明である．
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べ分子レベルでの理解があまり進展していない．その理由

として，ICL修復が単一経路でないこと，細胞内の ICL修

復を反映するよい生化学的アッセイ系が存在しないことな

どが挙げられる．

以前から ICL修復は細胞周期 S期や DNA複製との関連

が指摘されている．最近，アフリカツメガエル Xenopus

卵抽出液無細胞 DNA複製系を用いて ICL修復を直接解析

した報告がなされ，多くの知見がもたらされた．また，高

等真核細胞の ICL修復経路の中では，ファンコニ貧血

（Fanconi anemia；FA）経路の研究の進展がめざましい．FA

遺伝子は現在１３個の原因遺伝子が同定されている

（FANCA，B，C 等）が，最も新規な FA経路分子 FANCI

の解析から，筆者らは FANCIリン酸化による FA経路の

活性化機構を明らかにした．本稿ではこの二つのトピック

を中心に紹介したい．

１． ICL修復とは

ICLは二本鎖 DNA間が共有結合でつながった DNA損

傷であり，遺伝子の転写，DNA複製などを阻害するため，

細胞にとって最も重篤な DNA損傷である．事実，ICL修

復に欠損があると， バクテリアや酵母では１個の ICLで，

ほ乳類細胞では４０個の ICLで致死になると報告されてい

る１）．その性質を利用して，臨床ではマイトマイシン C

（MMC），シスプラチン等の DNAクロスリンク薬剤が抗

がん剤として広く利用されている１，２）．また，ICL修復遺伝

子の変異が早老症，がんなどの疾患の原因となる例が報告

され，ICL修復と染色体安定性，加齢などとの密接な関連

が明らかになってきた４～７）．

ICL修復は単一経路ではなく，複数の DNA修復経路が

関与し，さらにクロストークが存在するため，よく研究さ

れている大腸菌（E. coli）と酵母（S. cerevisiae）を比較し

てもその機構は大きく異なる．生化学的解析と遺伝学的解

析から，大腸菌の ICL修復の主要経路はヌクレオチド除

去修復（nucleotide excision repair：NER）と相同組換え（ho-

mologous recombination：HR）であり，これらが協調的に

働く１，３）．酵母の場合，遺伝学的解析から少なくとも NER

（RAD３XPD経路），HR（RAD５２経路），複製後修復（post

replication repair：PRR，RAD６経路）の三つの主要経路が

必要である１，３）．なお，本稿では遺伝子・タンパク質の名称

は基本的にヒトの名称を使用し，酵母などで名称が異なる

場合は右肩にヒト・ホモログの名称を付した．

NER経路は，まず酵母 RAD４XPC-RAD２３RAD２３Bと酵母 RAD

１４XPAによる損傷認識，それに続く酵母 RAD１０ERCC１-RAD１XPF

と酵母 RAD２XPGヌクレアーゼによる損傷の近傍への切り

込み反応（incision），続いて損傷除去を行う１～７）．なお，XP

はヒトの色素性乾皮症（xeroderma pigmentosum）患者，

ERCC はチャイニーズハムスター CHO細胞由来の DNA

修復欠損細胞を相補する遺伝子（excision repair cross-

complementing rodent repair deficiency）として単離された

経緯に由来する．

PRRは DNAポリメラーゼが損傷に遭遇し停止した際に

複製の再開始を行う機構であり，PRRはさらに損傷バイ

パス（translesion synthesis：TLS）と HRの二つの経路に分

岐する．TLSは RAD６-RAD１８ユビキチン化酵素と損傷バ

イパス DNAポリメラーゼを用い，損傷の存在する塩基の

複製をひとまず完了する機構である．TLSではゲノムに

残存した損傷は後に別の機構で除かれる．HRは組換え反

応を用い，損傷のない娘 DNAを鋳型としてヌクレオチド

ギャプを合成する１～７）．

これらに加えて，酵母では PSO（psoralen sensitive），

SNM（sensitivity to nitrogen mustard）等の ICL薬剤感受性

変異体が複数単離されている１，３）．例えば，PSO１遺伝子産

物は TLS DNAポリメラーゼ ζを構成する REV（reversion-

less）３タンパク質である．PSO２／SNM１はヌクレアーゼで

あるが，酵母 pso２変異体は ICLの切り込み反応や DNA

複製反応に依存した DNA二重鎖切断（DNA double strand

breaks：DSBs）の形成は正常であり１，３），これ以降の反応に

欠損があると予想されるが，その作用点は明らかではない．

２． 高等生物の ICL修復

高等真核生物の ICL修復はさらに複雑であり，実体は

よくわかっていない．その原因として，遺伝子パラログの

存在（RAD６，RAD５１，SNM１など）や，原核生物や下

等真核生物に存在しない FA経路などの寄与が挙げられ

る．

ニワトリ DT４０細胞を用いた遺伝解析から，脊椎動物細

胞の ICL修復には，HR，TLS，FA，SNM１の少なくとも

４経路が存在する７～９）．中でも TLSの損傷バイパス DNAポ

リメラーゼ遺伝子をコードする遺伝子の変異細胞，特に

REV１，DNAポリメラーゼ ζ（REV３と REV７）と，FA

経路遺伝子の変異細胞はとりわけ ICL薬剤感受性が高

い７～９）．FAについては後に詳しく述べる．

脊椎動物の SNM１遺伝子は三つ存在し８），いずれも β-

CASP／メタロ-β-ラクタマーゼ（metallo-β-lactamase）ドメ

インをもつヌクレアーゼである．ICL修復には SNM１A，

SNM１B／Apolloが関与し，SNM１C／Artemisは DSB修復に
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関与する．SNM１Aノックアウトマウスは腫瘍を形成する

が，ICL修復における SNM１Aの作用点は不明である．

SNM１Aの ICL修復機能と核内フォーカス形成は，SNM１A

のヌクレアーゼドメイン（SNM１ドメイン）が必須であ

り，これらの機能発現には SNM１ドメインへの SUMO化

酵素 PIAS１の結合が必須であるが８），その生理的意義は明

らかではない．我々は SNM１B／Apolloは染色体テロメア

に存在し，テロメア末端に結合し末端を保護しているシェ

ルタリン（shelterin）複合体の構成要素 TRF２と直接結合

していることが報告されている４）．SNM１Bと TRF２はテロ

メア部位以外にも存在する．既に，我々は SNM１Bが ICL

修復において明らかに SNM１Aと別経路で働くことを示し

ているが８），その詳細は不明である．

ほ乳類細胞の解析から，ICL修復における他の修復経路

の関与も明らかである．一つは XPF／MUS（mutagen-

sensitive）８１ファミリーに属する XPF-ERCC１，MUS８１-

EME１であり，どちらも特定の DNA構造に特異的に作用

するヘテロ二量体のエンドヌクレアーゼである５）（先に書

いた方が触媒サブユニット，後が調節サブユニット）．

XPF-ERCC１は NER因子であるが，酵母の場合と異なり，

脊椎動物細胞では XPF-ERCC１以外の NER因子は ICL感

受性ではない１～６）．MUS８１は DNA複製に伴う ICL損傷部

位の DSBの形成に必要であり５，１０），どちらも ICL近傍の切

り込み反応に関与すると考えられている．ごく最近同定さ

れた SLX（synthetic lethal of unknown function）４は，構造

特異的なヌクレアーゼ SLX１と結合する調節サブユニット

であるが，SLX４は異なる領域でMUS８１-EME１や XPF-

ERCC１とも結合するスキャフォールド（足場）タンパク

質であった１１～１４）．ヒト細胞での SLX４遺伝子抑制による

ICL感受性がすでに示されており１１～１３），今後の展開に注目

しておきたい．

他にも，ヒトの早老症として有名なウエルナー症候群

（Werner syndrome）患者細胞の ICL感受性が知られている．

その原因遺伝子WRN は RecQファミリータイプの DNA

ヘリカーゼをコードしている．ICL修復とWRNの関連を

示す知見は，まず，ICL損傷の初期修復反応におけるヒト

PSO４複合体とWRNの相互作用が知られている．ICLに

よる複製フォーク停止部位においてWRNと HR因子であ

る RAD５１，RAD５４，RAD５４Bとチェックポイントキナー

ゼ ATR（ataxia-telangiectasia- and Rad３-related）が巨大複合

体を形成することが報告されている３，４）．

ICL修復因子と早老症の関連は他にも見られる．例え

ば，ヒトの色素性乾皮症（XP）で早老症の症状を併せ持

つ例が報告された５，６）．この患者は XPF 遺伝子に変異があ

り，そのため ERCC１と結合できず，NERと ICL修復のど

ちらにも欠損が見られた．通常の XP患者細胞は NER欠

損を示すが，多くの場合 ICL修復はほぼ正常である．マ

ウスモデルはこの事実と良く一致する．ERCC１と XPF

のノックアウトマウスはいずれも早老症の症状が見られた

が，NER経路の他のノックアウトマウスではこれらの症

状は観察されない５，６）．さらに，ERCC１ノックアウトマウ

ス細胞では，寿命・加齢の指標として他のモデル生物でも

よく研究されているインシュリン／IGF-１（insulin-like

growth factor１）の産生やテロメア長に異常が見られた５，６）．

これまでの遺伝解析や修復タンパク質の生化学的解析の

知見をもとに高等真核細胞の ICL修復モデルが提唱され

ている２，６，１５）（図１左）．まず，ICL修復は（一つの）DNA

複製フォークが ICLで停止することより開始される．ヌ

クレアーゼMUS８１-EME１あるいは XPF-ERCC１が親鎖の

片側鎖の ICLの両側に切り込みをいれる．結果として

DSBがおこり，複製により生じた一つの姉妹染色分体

（sister chromatid）が分離される．切り込み反応により生じ

た親ストランドは TLSポリメラーゼにより，残った損傷

を乗り越えて伸長し，損傷は後のステップでおそらく

NER因子により除去される．最終的に，HRにより複製

フォークは再構成される．ただし，これはあくまで仮想さ

れたモデルに過ぎない．

３． DNA複製に依存した ICL修復系

ICL修復は細胞周期 S期に活性化され，DNA複製との

カップリングを示唆する知見が蓄積しているが１～３，６），これ

までの ICL修復の検証では，S期を反映したアプローチと

は言い難い．Xenopus 卵抽出液は Cdk２依存的な DNA複

製開始を示すなど S期の生理的な状態により近いと考え

られる．Walterらは，この Xenopus 卵抽出液と特定部位に

一つの ICL損傷を持つプラスミド基質を使用し，DNA複

製にカップルした in vitro ICL修復系を構築した１５）．これ

までの ICL薬剤に対する細胞感受性実験と異なり，この

実験系では，基質は ICL以外の DNA損傷を持たないた

め，ICL修復をより直接的に解析できる．解析により得ら

れた知見とそのモデルを示す（図１右）．

まず，ICL損傷部位に二つの DNA複製フォークの集積

が見られた．両フォークのリーディング鎖が ICLの手前

２０―４０ntで停止し，ラギング鎖も停止していた．しばらく

して，二つのリーディング鎖のうち一つが ICLの数ヌク

レオチド内まで伸長し，新生リーディング鎖は ICLより１
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塩基先に伸長する．時間をおいて，ICL近傍の切り込み反

応により姉妹染色分体が離れ DSBがおこる．そのすぐ後，

新生リーディング鎖は ICLを超えて伸長し，下流にある

最初の岡崎フラグメントと結合する．この伸長反応は

DNAポリメラーゼ ζ（REV７）依存的であった．つまり，

従来モデル（図１左）と違い，損傷バイパス反応は新生リー

ディング鎖におこり，ICLの切り込み反応の前に損傷バイ

パス機構が開始される．

始めのフォーク停止後には一体何がおこっているだろう

か？ おそらく複製装置のリモデリングであると思われ

る．次の段階でリーディング鎖が ICL損傷の１―４bp手前

まで伸長できることを考えると，MCM（maintenance of

minichromosome）２―７DNAヘリカーゼは複製装置からは

ずれる必要がある．２回目のフォーク停止は TLSポリメ

ラーゼがリクルートされるための時間と思われる．さらに

新生リーディング鎖が伸長され，この反応が DNAポリメ

ラーゼ ζ（REV７）依存性１５）であることと，ICL感受性細胞

の解析結果を考慮すると，最初にリクルートされる TLS

ポリメラーゼはおそらく REV１であると推測される．

この論文で提示された新モデルと従来モデルの大きな違

図１ 高等真核生物の細胞周期 S期の ICL修復モデル
左：遺伝学的，生化学的知見から構築された従来モデル２，６）．ICL損傷に複製フォークは一つ．ICL損傷部位で
は，切り込み反応が完了しないと DNA鎖の伸長ができないことに注意．詳細は本文を参照．文献１５より改変．
右：文献１５より提示された新モデル．ICL損傷に両側から複製フォークが二つ来ている．詳細は本文を参照．
文献１５より改変．
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いは，ICL損傷に二つの複製フォークがあること，新生

リーディング鎖が伸長されること，損傷バイパスが切り出

し反応の前におこることである．では，その利点は何であ

ろうか？ MUS８１のフォーク上の作用点５）を考慮に入れる

と，新モデルでは，リーディング鎖上の複製ポリメラーゼ

（あるいは TLSポリメラーゼ）はフォーク上に連続して存

在でき，切り込み反応のヌクレアーゼはフォーク上で同時

に働くことが可能である．一方，従来モデルでは，ICL損

傷部位で複製ポリメラーゼ，ヌクレアーゼ，TLSポリメ

ラーゼが順次置き換わる必要があり，さらに DNA鎖の伸

長反応のためには新たに DNA複製装置のリクルートが必

要となり，非常に効率の低いモデルを考えねばならない．

この論文では ATRや FANCD２の活性化など ICL修復に

伴う細胞内の状況を反映するデータも提示され１５）興味深

い．PCNA（proliferation-associated nuclear antigen）のユビ

キチン化と各段階で予想されるポリメラーゼスイッチとの

対応など，今後の解析が楽しみである．しかし，この論文

の中核である「ICL損傷部位での二つの複製フォークの存

在」が用いた DNA基質の構造や Xenopus の in vitro 複製

系という特殊な実験系に由来するのか，実際に通常の細胞

内でもおこっている普遍的な現象なのかという疑問が残

る．今後，ヒト細胞などでの検証が必要であろう．

４． FA経路活性化の新規モデル：FANCIリン酸化

による FA経路の分子スイッチ

高等真核生物の ICL修復の特徴は FA経路の存在であ

る．FAは，臨床的には骨格異常，進行性の先天性骨髄不

全，白血病・扁平上皮性などの高発がん性の病態を示し，

ゲノム不安定症候群に分類される．患者由来の細胞は，

DNAクロスリンク薬剤に高感受性を示し，ICL薬剤によ

り特徴的な染色体断裂を高頻度に認める．これらの特徴は

FAの診断基準でもある６，７）．

FA 遺伝子は現在１３の相補性群に分類され，その全て

の原因遺伝子が同定されている．その産物は FAコア複合

体と呼ばれるユビキチン E３リガーゼ複合体を形成するな

ど，協調して機能すると考えられ，これを FA経路と呼ん

でいる６，７）（図２）．

プロテオミクス解析により ATR／ATM（ataxia telangiecta-

sia mutated）キナーゼの生理基質候補として同定された

FANCIは最も新規な FA経路の構成因子であり，FA経路

のキーファクターである FANCD２のパラログである．両

者は会合し，D２-I複合体を形成する．DNAダメージや S

期ストレスにより，FANCIは FANCD２と同様モノユビキ

チン化され，クロマチン移行する．細胞生物学的には，こ

れらのタンパク質の核内の局所的なドット状の集積，所

謂，核内フォーカスとして観察される６，７）．これは，DNA

損傷部位への DNA修復タンパク質の集積を反映したもの

と考えられている．

我々は DT４０細胞を用いて fanci 欠損細胞を作製し，

FANCIのモノユビキチン化の生理的意義を検討した１６）．

FANCIのモノユビキチン化は FA経路の活性化に必須な

FANCD２のモノユビキチン化に影響せず，FANCIの

フォーカス形成や ICL薬剤感受性に重要ではなかった．

これらのことから，FANCIのモノユビキチン化は，

FANCD２とは異なり，FA経路の活性化に必須ではないと

結論した１６）．

それでは，FANCIの生理機能の調節はどのように行わ

れているのであろうか？ FANCIは ATM／ATRキナーゼ

の基質として報告され，ATM／ATRは Ser／Thr-Gln（S／TQ）

部位をリン酸化することが知られている７，８）．ヒトとトリ

FANCIを比較すると８個の S／TQ部位が保存されており

そのうち６個は７０アミノ酸領域に集中している１６）（図３）．

我々は，これら６個を全てリン酸化できない Alaに置換

した変異体（Ax６）を作製し，fanci 欠損細胞に発現させ

た（図３）．FANCI Ax６発現細胞は，ICL薬剤感受性，染

色体異常，核内フォーカス形成を相補できず，Ax６は

FANCIの機能を失ったものと考えられる．一方，６個を全

図２ ファンコニ貧血経路活性化モデル
詳細は本文を参照．
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てリン酸化状態を反映する Aspに置換したリン酸化ミ

ミック変異体（Dx６）は ICL薬剤感受性や染色体異常を野

生型と同程度まで回復した．また，FANCI Dx６細胞では，

DNAダメージの有無にかかわらず，恒常的に FANCI，

FANCD２のモノユビキチン化が見られ，両者のフォーカ

ス形成も見られた１６）（図３）．

以上のことから，我々は，FANCIのリン酸化が FA経路

「分子スイッチ」として機能し，FA経路のキーイベント

である FANCD２のモノユビキチン化をもたらすという新

たな FA経路の制御モデルを提唱した１６）．

お わ り に

FAを始めとする新規 ICL修復因子の同定・解析や「停

止した複製フォーク」に関する研究を含め，この数年での

ICL修復研究の進展はめざましい．本稿で解説した「DNA

複製にカップリングした ICL修復モデル」は ICL修復制

御を考える上で大いに刺激的であり，これを転機としてそ

の分子レベルの理解が深まることを期待したい．一方，

ICL修復は S期以外にもおこることが知られており１，３），上

のモデルだけでは説明がつかないのも事実である．紙面の

都合で詳しく触れなかったが，ICL修復は塩基除去修復や

ミスマッチ修復などの別の DNA修復経路，チェックポイ

ント，DNA損傷シグナル伝達，クロマチン制御，ユビキ

チン化・SUMO化・リン酸化などのタンパク質修飾とも

密接に関連する．

一方，臨床面に視線を移すと，ICLはがん化学療法の抗

がん剤として広く使用され，がんや早老症などの疾患とも

関連が深い．事実，FANCD１／BRCA２，FANCJ ／BRIP１，

FANCN ／PALB２は家族性乳がんの原因遺伝子でもある．

高等真核生物の ICL修復は複雑である．その研究が DNA

修復・ゲノム安定性研究の新たな展開をもたらすと共に，

その破綻が引きおこす疾患の病態理解や新たな治療・診断

図３ FANCIの構造と FANCIリン酸化部位変異体の核内フォーカス形成
上：トリ FANCIの構造．S／TQクラスターの６個の Serを同時に Ala（Ax６）ま
たは Asp（Dx６）に置換した．Ax６：リン酸化がおこらない変異体，Dx６：リン
酸化状態を反映したリン酸化ミミック変異体．
下：GFP-FANCI Ax６または Dx６の核内フォーカス．GFP-FANCIはマイトマイ
シン C（MMC）による DNAダメージ依存的に活性化され核内にフォーカスを形
成する１６）（データ省略）．Ax６は DNAダメージ存在下でも FANCI，FANCD２共
にフォーカスが形成されないが，Dx６では DNAダメージの有無によらず
FANCI，FANCD２フォーカスが形成され，FA経路の恒常的な活性化を示してい
る．
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の開発の手がかりとなることを期待している．

脱稿後，別グループからの同様な Xenopus 卵抽出物と

ICL基質 DNAを用いた in vitro 系の解析結果が報告され

た１７）．２つの論文では異なる ICL基質を用いているが，本

稿で解説した Raschle等の論文１５）では p２７Kipによる複製開

始阻害で ICL修復が抑制されたのとは対照的に，この文

献１７）では Gemininとロスコビチン（roscovitine）処理によ

る DNA複製開始阻害に ICL修復反応は抵抗性であると報

告している．つまり，ICL修復は DNA複製に依存する系

としない系が存在する．他にも，ICL損傷はチェックポイ

ント・シグナルを生じさせ，それは DNA複製フォークの

形成やヘリカーゼ，DNAポリメラーゼとは独立であるこ

と，FAは ICL損傷の修復だけでなくチェックポイントへ

の寄与も大きいこと，FAは RPA-ATR-Chk１チェックポイ

ント・シグナルの上流であることなどが報告されてい

る１７）．細胞周期などの細胞の特性，DNA損傷による基質

DNAの構造変化，用いるアッセイ系の特徴などの様々な

パラメーターを考慮に入れたデータの比較・検証が必要で

あるが，他の論文データとの整合性を含め，しばらく目が

離せない状況である．
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TRICチャネルの生理的機能

１． は じ め に

細胞質の Ca２＋濃度上昇は，細胞外からの Ca２＋流入と細

胞内ストアからの Ca２＋放出により構成される．多機能オ

ルガネラである小胞体はタンパク質合成・修飾，脂質合

成，小胞体ストレス反応などに加えて，細胞内 Ca２＋スト

アとしても機能しており，Ca２＋シグナル形成に深く寄与す

る．小胞体が Ca２＋ストアとしての機能を発揮するために

は，Ca２＋取り込み，Ca２＋貯蔵，Ca２＋放出を担当する分子群

とともに，その分子群の働きを調節または支援する分子機

構が必要となる．小胞体 Ca２＋放出を担うチャネルとして

は，一般的に細胞質側の Ca２＋濃度上昇を感知して活性化

するリアノジン受容体チャネル（RyR）と，リン脂質代謝
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