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緒緒  言言  
 
最近、抗がん化学療法剤の殺細胞効果とその発現レベルがよく相関する遺伝子として SLFN11 が同定された［1］。

SLFN11 は、発がんプロセスの複製ストレスに応答して細胞死をもたらすが、がん細胞において発現はしばしば      
失われ、細胞は抗がん剤耐性となるなどがん抑制遺伝子的な挙動を示す。汎用される細胞株の多くで SLFN11 発現は

失われており、その機能は従来詳細な解析を免れてきた。SLFN11 の DNA 損傷応答機能を探る基礎研究においては、

主な知見として、Jun Huangらの中国からの論文と［2］、米国NIHのPommier研からのものがある［3］。これらの

論文は SLFN11 の機能について価値の高い情報を提供しているが、SLFN11 機能の統合的かつ本質的な理解にはまだ

及んでいない。 
我々は、SLFN11の造血系における高発現に着目し、DNA損傷修復欠損病態であるファンコニ貧血（FA）において、

SLFN11 が停止複製フォークの分解を促進して、病態悪化因子として機能することを報告した［4］。同様の機能は、  
野生型の細胞においても認められ、SLFN11がDNA損傷と複製ストレスに応答して、複製フォークを不安定化するこ

とを示している。SLFNファミリーは、Interferon添加で発現増大する interferon stimulated gene（ISG）であり、

特定の tRNA を分解することでウイルスタンパク質の翻訳を阻害し免疫効果を発揮する自然免疫因子とも報告されて

いる［5］。 
一方、細胞質DNAセンサーである cGAS（cyclic GMP-AMP synthase）も ISGであり、cGASを介した自然免疫応

答は生体防御機構において重要な役割を果たしている。がん、ウイルス感染や自己免疫疾患との関与が多数報告されて

いる。cGASは核内にも存在し、近年、CryoEMによる構造解析によってヒストンに会合してDNA結合による活性化

が抑制されることが解明された（論文多数）。cGASはあらたなクロマチン因子であり、相同組換えやDNA複製に影響

することが示唆されている。 
我々はヒト白血病由来細胞株 HAP1 における SLFN11－／－細胞と野生型の細胞の RNA−seq 解析を行い、SLFN11

の転写調節ターゲット候補として、cGAS遺伝子を同定した。SLFN11は、cGAS等の発現制御を行うことで、自然免

疫分子の発現制御因子として重要な機能を果たしている可能性が浮上した。SLFN11 と cGAS の相互作用メカニズム

やその生物学的意義についての研究が期待される。 
本研究では、複製ストレス応答における SLFN11 と cGAS の関連性の解析を目的とした。そして、cGAS は細胞の

薬剤感受性を高める一方、SLFN11による複製フォーク分解には抑制的に働くことが分かった。さらに、複製フォーク

分解と薬剤感受性が必ずしも一致しないのではないかという問題を新たに提起する結果となった。また、SLFN11 の 
機能解析及びマウスにおけるヒトのSLFN11のホモログを同定し、論文を発表した［6，7］。 
 

方方  法法  
 
11．．SSLLFFNN1111にによよるる ccGGAASS転転写写制制御御機機構構のの解解明明  

cGAS 遺伝子プロモーターをLuciferase につないだレポータを作製し、SLFN11 発現の cGAS プロモーター活性に

及ぼす影響を検討した。SLFN11を、TY1（tag）をノックインし、anti-TY1によりChIP-seqを実行した。 
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22．．複複数数のの細細胞胞株株ににおおけけるるSSLLFFNN1111－－／／－－株株のの作作製製とと ccGGAASS発発現現のの検検討討  
SLFN11 欠損により cGAS 発現が消失したことがHAP1 細胞における特異的な現象の可能性があるため、両因子を

発現している細胞株として、肺がん由来細胞株A549 を用いて、SLFN11－／－細胞を作製し cGAS の発現レベルを調べ

た。 
 
33．．SSLLFFNN1111－－／／－－細細胞胞ににおおけけるる ccGGAASSのの戻戻しし発発現現とと ccGGAASS－－／／－－細細胞胞作作製製にによよるる解解析析  

cGAS発現ベクターやレンチウイルスを用意し、SLFN11－／－HAP1細胞に発現させた。また、cGAS－／－HAP1細胞

を作製した。これにより、SLFN11のDNA複製フォーク保護因子への影響は直接か、cGASを介する間接的なものか

DNAファイバーアッセイを用いて検証した。 
 
44．．SSLLFFNN1111とと ccGGAASSののDDNNAA損損傷傷部部位位集集積積解解析析にによよるるそそのの相相互互作作用用解解明明  

cGAS はDNA 損傷部位に集積することが知られている。405 nm の紫外線レーザーを備えたコンフォーカル顕微鏡

によって、SLFN11 が DNA 損傷に迅速に集積することを検出した。この系を用いて、cGAS と SLFN11 集積に、     
互いの発現が与える影響の検出を続けた。cGASのクロマチン結合変異体や、DNA結合変異体の影響の検討を続けた。 
  
55．．iiPPSS細細胞胞ににおおけけるるノノッッククアアウウトトととイインンビビトトロロ造造血血分分化化系系にによよるる機機能能検検証証  
正常人由来 iPS 細胞を用いて、SLFN11－／－、cGAS－／－、SLFN11－／－cGAS－／－のノックアウト細胞株を作製した。

これらの細胞を用いて、造血分化への影響の検討を続けた。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．．ccGGAASSははSSLLFFNN1111ノノッッククアアウウトト細細胞胞ににおおいいてて発発現現がが低低下下すするる  
所属研究室からの先行研究では、SLFN11 が FA 細胞において複製フォーク分解の促進によりゲノム不安定性を    

高め、DNA損傷の増悪に関与していることが明らかとなった。SLFN11が複製フォーク分解を促すメカニズムとして、

SLFN11 による停止フォークへの RAD51 のリクルート低下を検出しており、RAD51 のフォーク保護効果の低下に  
よる効果の可能性を提案した［4］。しかし、その分子メカニズムの詳細の解明には至っていない。SLFN11による複製

フォーク分解は、SLFN11 が複製フォークに直接作用しているのか、あるいは SLFN11 が他の因子と相互作用して   
複製フォーク分解を促進しているのかといった点は明らかになっていない。 

図1．HAP1細胞SLFN11－－／／－－におけるRNA-seq解析 
RNA-seq解析により cGASを同定した。また、ウェスタンブロッティングによりSLFN11とcGAS

の発現量を確認した。 
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SLFN11－／－細胞の特徴を解明するため、HAP1 野生型細胞と HAP1-SLFN11－／－細胞から、RNA シークエンス    
解析が行われた（図1）。そこで、SLFN11－／－細胞において発現が低下するいくつかの遺伝子が得られ、その一つとし

て cyclic GMP-AMP synthase（cGAS）が同定された。また、ウェスタンブロットによって、SLFN11－／－細胞に        
おける cGASタンパク質発現の低下が確認された（図1）。cGASはdsDNAセンサーとして作用し、主に免疫に関与す

る因子として知られている。一方で、近年では核内で DNA ストレス応答に影響しているという報告がされている。   
そのため、本研究において、SLFN11と相互作用して複製フォーク分解を促進させる因子であると仮定し、SLFN11と

の関連性を分析することとした。 
  

22．．SSLLFFNN1111がが ccGGAASS転転写写にに及及ぼぼすす影影響響のの検検討討  
SLFN11はC末側のドメインにWalker AとWalker Bモチーフと呼ばれる、ATPase活性を持つ領域が含まれてい

る。これは、SLFN11 がRNA/DNA ヘリカーゼ活性によって、クロマチンリモデリングに作用することが示唆されて

いる。そこで、SLFN11が cGASの転写活性化因子としての働きを持つ可能性があると仮定し、研究を開始した。この

仮説を検証するため、cGASのプロモーター領域をルシフェラーゼの上流に接続してプラスミドを構築し、レポーター

アッセイを実施した。 
293T 細胞では SLFN11 の発現が消失しているため、SLFN11 発現するプラスミドを同時にトランスフェクション

した。また、SLFN11－／－HAP1 細胞においてドキシサイクリン誘導的に SLFN11 を発現する HAP1-SLFN11－／－-
SLFN11GFP を用意した。これにより、内因性と外因性の SLFN11 によるルシフェラーゼ発現への影響を検討した。

HAP1-WTでは、cGASプロモーター付きルシフェラーゼプラスミドを導入した細胞では、穏やかではあるがルシフェ

ラーゼ発光が観察された（図2a）。しかし、293T細胞とHAP1-SLFN11－／－-SLFN11GFPにおいても、ルシフェラー

ゼの発光量はSLFN11の有無によって有意な変化は見られなかった（図2b）。したがって、今回の結果からはプロモー

ターの発現の有無によって、cGASプロモーターがドライブするGAS転写が大きな影響を受けておらず、SLFN11が

cGAS mRNAの転写因子として作用しているとは考えにくいと結論される。  

 
図2．cGASレポーターアッセイの結果 

a） HAP1-WT細胞とHAP1-SLFN11-/-細胞を使用した。HAP1-SLFN11－／－では、SLFN11-
WTを発現するプラスミドの有無によるルシフェラーゼ発光強度を比較した。 

b） cGASプロモーター配列を持つ、あるいは持たないプラスミドを293T細胞にトランスフ

ェクションし、SLFN11の有無によるルシフェラーゼの発光への影響を測定した。 
**p＜0.05、ns=not significant（P-valueの算出にはone-way ANOVA pair-wise comparisonを

用いた）。 
 
33．．SSLLFFNN1111はは ccGGAASSとと相相加加的的ににHHyyddrrooxxyyuurreeaa（（HHUU））感感受受性性をを増増大大ささせせるる  
先行研究において、HAP1野生型と比較してSLFN11－／－細胞ではHUやシスプラチン（CDDP）などによるDNA

損傷や複製ストレスに対する細胞の生存率が高まることが明らかになった［4］。そこで、DNA 損傷薬剤に対する      
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感受性において、SLFN11 と cGAS が与える影響について調べるため、HU 感受性アッセイを行った。HAP1-WT、
HAP1-SLFN11－／－+SLFN11-GFP、HAP1-SLFN11－／－＋cGAS-Flag、HAP1-SLFN11－／－＋SLFN11-GFP/cGAS-
Flag 細胞を doxycycline（DOX）存在あるいは非存在下で 24 時間培養後、HU を加えて 72 時間複製ストレスを与え

た。その後、生細胞をCell Count Reagent（nacalai tesque）を用いて測定した。HUを加えていない（0μM）におけ

る生存率を100％として細胞生存率をグラフに表した（図3）。 
先行研究で示されたように、SLFN11－／－細胞では、野生型と比較してHU処理後の細胞の生存率が高いことが確認

された。また、HAP1-SLFN11－／－細胞において、SLFN11 を単独で補完すると生存率が低下し、先行研究と同様な    
結果が得られた。さらに、cGAS を単独発現させた細胞でも、SLFN11 の単独発現細胞と同様な HU 感受性の増大が 
確認された。この結果から、複製ストレス下において、SLFN11と cGASはそれぞれ独立して細胞生存率を低下させて

いると考えられる。一方で、HAP1-SLFN11－／－細胞に SLFN11 と cGAS を両方過剰発現させた細胞では、      
SLFN11－／－細胞にそれらの因子を単独で発現させた細胞と比較して生存率がさらに低下した。つまり、SLFN11 と

cGASが相加的に働き、DNA損傷に対する感受性を高めていると考えられる。したがって、SLFN11と cGASは細胞

の複製ストレスに応答して独立した影響を与えているが、それぞれの単独発現と比較して両方が発現しているときは複

製ストレス感受性をより高めていることを示唆している。また、この知見は、SLFN11－／－細胞のHU感受性をSLFN11
単独では部分的にしか相補できないのは、cGASの発現が戻っていないためであることを示唆している。 

 
図3．1HAP1細胞におけるHU感受性アッセイの結果 

HUを、0、50、100、150μM加え、非添加時に比しての生細胞数の%
をグラフに表した。 

  
44．．SSLLFFNN1111はは停停止止複複製製フフォォーークク分分解解をを促促進進しし ccGGAASSはは保保護護すするる  

HU処理によって複製停止と、RAD51、BRCA1、BRCA2、FANCD2などが停止した複製フォークに集積し、DNA2
や MRE11 などのヌクレアーゼから複製フォークが分解されることを防ぐ働きをしている。停止複製フォークの保護

は、ゲノムの安定化と細胞の抗がん剤耐性化の原因となるとされている。先行研究から、HAP1-FANCD2－／－細胞に  
おいて観察される複製フォークの過剰分解は、SLFN11 をノックアウトすることにより解除されることが明らかに   
なった。さらに、DNA2 ノックダウンや MRE11 インヒビターの添加によって、SLFN11 を発現している         
HAP1-FANCD2－／－細胞でも複製フォークの短縮が起こらなくなることが示された［4］。これらのことから、SLFN11
はDNA2やMRE11などのヌクレアーゼ依存的に複製フォークの分解を促進し、細胞のHU感受性に寄与しているこ

とが分かった。そこで、SLFN11による複製フォーク分解における cGASの影響を調べるため、DNAファイバーアッ

セイを行い、複製フォークダイナミクスを観察した。 HAP1-WT、HAP1-SLFN11－／－、HAP1-SLFN11－／－＋SLFN11-
GFP、HAP1-SLFN11－／－＋cGAS-Flag、HAP1-SLFN11－／－＋SLFN11-GFP/cGAS-Flagの5種類の細胞を用意した。

IdU、CldU でそれぞれ 30 分間新生鎖DNA をラベリングし、続けて 5 時間のHU 処理によって複製ストレスを与え

た（図4）。HU処理によって起こる複製フォーク分解の程度を、CldUにラベルされたDNAの長さが短縮することに

よって測定できる。 

4



 

野生型と比較して、SLFN11－／－細胞ではHU処理後のCldUファイバーの短縮は見られなかった。さらに、SLFN11
－／－細胞にDOXを添加してSLFN11を単独発現させると、CldUファイバーの長さは著明に短くなった（図4）。これ

らの結果は、SLFN11をノックアウトすると複製フォーク分解が抑制されるが、DOX誘導的にSLFN11を発現させる

ことで再び複製フォーク分解が起こったことを示唆しており、先行研究と同様な結果が得られた。 
さらに、HAP1-SLFN11－／－細胞に cGAS を単独発現させた細胞では、SLFN11－／－細胞と比較して CldU ファイバ

ーが短縮した（図 4）。しかし、これはSLFN11－／－にSLFN11 単独発現細胞と比較するとCldU ファイバーの短縮は

軽度であった。さらに、HAP1-SLFN11－／－細胞にSLFN11と cGASを両方発現させた場合も同様に、WTと比較して

CldUの短縮が起こるものの、SLFN11単独発現細胞と比較すると短縮は抑えられていることが分かった。この結果は、

cGASは複製フォーク分解を促進する作用を持つ一方で、SLFN11によるフォーク分解には抑制的な働きをすることを

示唆している。 

 
図4．DNAファイバーアッセイによるCldUファイバーの長さの比較 

全てのサンプルで、300以上のDNAファイバーをカウントしている。P-valueの算出には

one-way ANOVA pair-wise comparison を用いた。観察者バイアスを低減するため、DNA
ファイバーの計測はブラインドで行った。****P＜0.001、ns=not significant。 
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