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研究成果の概要（和文）：遺伝性乳癌の原因遺伝子産物である BRCA1、BRCA2 の機能解析は、乳

がんの発生機構を解明する上で不可欠である。BRCA2 は、細胞周期の S 期に DNA 修復に関与す

る。また、細胞周期のG1/S移行期からM期前期にかけて中心体の周りを取り巻く様に局在する。

細胞質分裂に入ると、BRCA2 はミッドボディに局在する。そこで、細胞周期の各時期における

役割を明らかにして、BRCA2 が乳癌の発症にどのように寄与しているのか解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：When we elucidate the molecular mechanism of breast oncogenesis, 
the functional analysis of BRCA1 and BRCA2 which are responsible protein for hereditary 
breast cancer is indispensable. BRCA2 functions in DNA damage repair at S phase, and is 
localized, surrounding around centrosome from the G1/S transition to the early M phase 
of the cell cycle. When the cytokinesis begins, BRCA2 is localized in the mid-body. 
Therefore, we tried to clarify the role of BRCA2 protein, and find out how BRCA2 
contributes to incidence of breast cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
 BRCA1、BRCA2 は遺伝性乳がんの原因遺伝子
であり、これらは二本鎖切断された DNA を修
復する機能を通してゲノムの安定性維持に
関与する。BRCA1 は、BARD1、あるいは EMSY
と複合体を形成し転写調節因子として機能

し、他の遺伝子の転写調節を行うことにより
細胞周期のコントロールやアポトーシスの
制御などを行っていることが示唆されてい
る。また、他の因子と共にゲノム中に二本鎖
切断が起きている場所を認識するセンサー
の働きを担っていると考えられている。
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BRCA2はPALB2などの因子と複合体を形成し、
二本鎖切断されたDNAを組換え修復する機構
に関与している。近年、BRCA1、BRCA2 と
Fanconi 貧血(Fanconi anemia, FA)遺伝子の
関連が明らかになり、FA/BRCA pathway とい
う概念が提唱され注目を集めている。Breast 
cancer syndrome は BRCA2 の heterozygous 
germ-line mutation 、 FA は homozygous 
germ-line mutationによって引き起こされる
という違いが、結果的には 2つの大きく異な
る病態を生み出し、Breast cancer pathway
と Fanconi pathway という機能的には異なる
pathway の存在を考え解明を進める必要があ
る。しかし、BRCA2-PALB2 は、Breast cancer 
syndrome 家系における mutation が報告され
ているが、Fanconi pathway への機能的関与
も示唆されており 今後の研究が待たれる。
そこで、更なる BRCA1、BRCA2 関連因子を単
離し、それら因子と BRCA1、BRCA2 の相互作
用の生理的意義を実験的に検証することに
よって BRCA1、BRCA2 のゲノムの安定化を中
心とした breast cancer pathway における機
能を解析し、乳腺発がんの分子機構を解明す
ることが要求されている。 
 
２．研究の目的 
 遺伝性乳癌の原因遺伝子産物である BRCA2
タンパク質は、細胞周期のS期に核内でRad51
と結合して DNA 修復に関与する。最近、この
結合解離がＭ期エントリーへの引き金とし
て働くことが報告されて、BRCA2 は DNA 修復
と細胞周期の M期進行を調整する機能をもつ
ことが示唆された。また、BRCA2 は細胞周期
の G1/S 移行期から M 期前期にかけて中心体
の周りを取り巻く様に局在する。中心体は、
M 期中期では紡錘体極に位置し、この時期な
ると BRCA2 は中心体で観察されなくなる。細
胞周期がさらに進行して細胞質分裂に入る
と、BRCA2 は母・娘細胞の間に形成されるミ
ッドボディに局在する。ところが、中心体、
ミッドボディにおける BRCA2の生理的役割に
ついては十分明らかにされていない。そこで
本研究では、BRCA2 タンパク質の機能解析か
らその役割を明らかにして、BRCA2 が乳癌の
発症にどのように寄与しているのか解明す
ることを目的とする。乳癌は二本鎖 DNA 切断
修復機構に関与する BRCA1、BRCA2 遺伝子の
異状により発生し、この両分子によって担わ
れる情報伝達の流れの解明は、乳がんの発生
機構を解明する上で不可欠である。 
 
３．研究の方法 
(1) 中心体における BRCA2 機能の解析 
①細胞の中心体分画を収集し、免疫沈降法、
グリセロール勾配遠心法の組み合わせ、ある
いは蛍光免疫染色法により、BRCA 蛋白複合体
の検出を行なう。さらに高感度 MS により、

検出されたBRCA2複合体構成分子を同定する。
BRCA2蛋白は3418個のアミノ酸から成る巨大
な分子で細胞内での強制発現、蛋白精製、ウ
ェスタンブロット解析等も困難であったが
諸条件の検討をくり返しそのシステムを確
立した。siRNA の導入による RNAi 法により乳
がん細胞株の BRCA1、BRCA2 あるいは同定し
た新規結合分子の機能を抑制し、標的タンパ
ク質発現阻害下における発現プロファイル
を cDNA microarray により解析する。また、
発現ベクターを細胞内に導入することによ
り siRNA が stable に発現するクローンを作
製することが可能となり、遺伝子サイレンシ
ングの早期の変化のみならず、長期経過後の
機能変化もとらえることが可能である。 
②単離された分子については、中心体制御に
関連する機能を解析する。中心体の制御に関
わる機能にはリン酸化 BRCA2蛋白質の関連を
明らかにしており、修飾、特にリン酸化につ
いて、電気泳動にて分離・精製後、LC-MS に
より修飾部位を決定する。さらに分裂期キナ
ーゼ群との機能的相関を解明し、細胞分裂を
進める中心的分子およびその機能ネットワ
ークとの関わりを理解し、細胞分裂における
BRCA の系統的役割を検討する計画である。ま
た、共焦点顕微鏡、タイムラプスの組み合わ
せで中心体の高精度細胞生物学的観察を行
う。 
(2) Cytokinesis における BRCA2 機能の解析
を行う。使用する解析手法は項目(1)で使用
するものと同じである。 
(3) 乳癌原因遺伝子 BRCA2に結合する新規分
子の探索による DNA 損傷修復機構の解明
BRCA2 遺伝子産物はタンパク質間相互作用部
位を複数持つ巨大分子であり，その発癌にお
ける分子機構を理解するには当分子のみに
留まらず相互作用する他分子がその機能に
関与している可能性を考えなければならな
い。これら関連遺伝子を含めた系統的な機能
ネットワークを解明するために，BRCA2 に新
規に結合する遺伝子産物の探索を行なう。 
 
４．研究成果 
(1) BRCA2 は Plectin とともに中心体の局在
を制御する 
 今回我々は、BRCA2 の新規機能を調べるた
め、グリセロール密度勾配遠心法を用いて
BRCA2 と相互作用する新規タンパク質の探索
を試みた。その結果、Plectin が同定され、
BRCA2-plectin 複合体が中心体の局在制御に
関与している可能性が示唆された。Plectin
は細胞骨格系タンパク質を架橋する他、核膜
構成タンパク質とも相互作用する。Plectin
をリン酸化させて、架橋構造を喪失させると、
中 心 体 は 核 か ら 解 離 し た 。 ま た 、
BRCA2-plectin の相互作用阻害や siRNA によ
る両タンパク質の発現抑制によっても同様



の中心体局在変化が観察され、さらに核の形
態異常も観察された。これらの結果より、
BRCA2-plectin 複合体は中心体の局在制御に
おいて重要な役割を果たしていることが示
唆された（Niwa T, et al. Cancer Sci. 2009）。 
(2) BRCA2 の細胞質分裂での機能解析 
 我々は、polo like kinase1 (Plk1)によっ
てリン酸化された BRCA2（S193）を認識する
抗体を作製して、免疫染色にてその局在を観
察した結果、BRCA2 が細胞質分裂の mid-body
に局在することを明らかにした。siRNA によ
って BRCA2 の発現を抑制させると、mid-body
の伸長化を生じて細胞質分裂時間の延長や
分裂阻害が観察された。このように BRCA2は、
細胞質分裂への関与が報告されているが、そ
の詳細は明らかにされていない。また、MCF7
細胞の cell lysate をグリセロール密度勾配
遠心法によって分画して、BRCA2 と同じフラ
クションに存在するタンパク質を質量分析
法によって解析した結果、ヒト非筋肉 II 型
ミオシン（NMHC IIC）を同定した。NMHC IIC
は、mid-body に局在して細胞質分裂に関与し
ていることが報告されていることから、
BRCA2 と NMHC IIC は、共存して細胞質分裂に
関与していることが示唆された。そこで、両
タンパク質の結合を明らかにして、さらに
A549細胞でsiRNAによってBRCA2およびNMHC 
IIC の発現を抑制させた結果、mid-body の伸
長化や形態異常、二核細胞の増加を検出した。
以上ことから両タンパク質の細胞質分裂へ
の関与は、癌細胞での多核化細胞の増加にも
関与している可能性が示唆され、さらなる検
討を行っている。 
(3) BRCA2 に結合する新規分子の探索による
DNA 損傷修復機構の解明 
 抗 BRCA2抗体による共免疫沈降物の質量分
析を行い、BRCA2 と相互作用する分子群を同
定した。そこで、相同組換え効率を定量化で
きる DR-GFP 実験系を導入し、相互作用候補
分子を siRNAを用いてノックダウンし相同組
換え効率を測定した。これにより BRCA2 と同
様に相同組換えに関与する相互作用分子を
特定した。今後はこの分子の BRCA2 と協調し
た分子機能について詳細に検討を行なう。ま
た、放射線により二重鎖切断を引き起こした
細胞の核画分からの抗 BRCA2抗体共免疫沈降
物の質量分析を開始し、これらの遺伝子につ
いても相同組換え効率の定量化を行なった。 
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