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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、新規のDNA損傷修復因子としてディエーター複合体のゲノム安定性
維持における役割を明らかにした。具体的には、網羅的スクリーニングで、メディエーター複合体因子を新規
DNA損傷候補因子として抽出し、DNA損傷修復経路のどの段階を制御するかを同定した。また、共焦点顕微鏡によ
るライブセルイメージング技術を用いて新規因子のDNA損傷部位における動態を観察する実験系を確立し、阻害
剤やsiRNAにより上流制御経路を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we revealed the role of the mediator complex as a 
novel DNA damage repair factor in maintaining genomic stability. Specifically, in  comprehensive 
genome wide screens, we extracted mediator complex factors as novel DNA damage candidate factors and
 identified which steps in the DNA damage repair pathway are regulated. In addition, we established 
an experimental system for observing the dynamics of a novel factor at the DNA damage site using  
live cell imaging technique by a confocal microscope, and identified the upstream regulatory pathway
 by inhibitors and siRNA. The mRNA processing pathway involving the mediator complex is frequently 
mutated in multiple cancer types, suggesting that it may become a novel therapeutic marker or target
 in the future.

研究分野：婦人科悪性腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新規のDNA損傷修復因子としてmRNAプロセッシングに関わるメディエーター複合体を同定した。DNA損傷修復、特
に相同組換え修復能の異常は卵巣癌の治療標的として確立されており、メディエーター複合体の機能失活が相同
組換え修復異常につながる可能性を初めて示すことになる。メディエーター複合体を含むmRNAプロセッシング経
路は複数の癌種で高頻度に変異を呈しており、将来的には新規の治療マーカーや治療標的につなげられる可能性
がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
卵巣癌において、相同組換え修復経路の低下している状態(HRD; homologous recombination 

deficiency)にある遺伝性乳がん卵巣がん症候群患者に PARP 阻害剤が選択的に高い奏巧性をも

つことが明らかになり、PARP 阻害剤である Olaparib や Niraparib が卵巣癌において既に臨床導

入されている。卵巣漿液性癌を対象としたゲノムワイド解析研究では、約 25%に BRCA1/2 の生殖

細胞変異・体細胞変異が認められただけでなく、BRCA1 のプロモーター領域のメチル化や EMSY

の発現増幅、PTEN の欠失、その他の相同組換え修復因子の変異等でおよそ 50%弱の漿液性癌で相

同組換え修復能が低下していることが明らかになった。PARP 阻害剤の Niraparib に関する臨床

試験（ENGOT-OV16）では BRCA1/2 の生殖細胞変異が無くても白金製剤に感受性があれば PARP 阻

害剤が有効であることが明らかにされた。既知の相同組換え修復因子の異常では無く他経路の

遺伝子異常により、HRD の状態にあり PARP 阻害剤に感受性があるという可能性や、PARP 阻害剤

に HRD 以外の複雑な治療メカニズムがある可能性が示唆されている。本申請者は複雑な制御を

受けている相同組換え修復機序の解明のため、siRNA ライブラリを用いた網羅的スクリーニン

グを行い、多数の mRNA プロセッシング因子(転写因子・スプライシング因子・メディエーター複

合体構成因子)を新規の DNA 損傷修復候補因子として同定した。 

２．研究の目的 
本研究では、siRNA library による網羅的スクリーニングにより同定された DNA 損傷修復・相

同組換え修復の新規候補因子として同定された mRNA のプロセッシングに関わる因子、特にメデ

ィエーター複合体のゲノム安定性維持への役割を解明し、卵巣癌及び乳癌における発病や治療

効果へのバイオマーカーあるいは新規の創薬の標的になる可能性を探索することを目的とした。

本研究では、卵巣癌発症に重要な役割を担う BRCA1/2 やスプライシング因子の新規の機能であ

る DNA/RNA hybrid(R-loop)の積極的処理と卵巣癌の関連を解明することも目的とした。 

３．研究の方法 

新規の DNA 損傷修復候補因子の siRNA によるノックダウン下で pATM, CtIP, BLM, BRCA1, RPA, 

RAD51 の DNA 損傷部位への集積を蛍光免疫染色で評価し、同経路において寄与する段階を同定し

た。相同組換え修復能は DNA 相同組換え修復能評価アッセイにて検討した。このアッセイでは無

機能 GFP カセット内にエンドヌクレアーゼ I-SceI 認識サイトを安定発現する DR−GFP U2OS 細胞

を用いた。本研究ではメディエーター因子が BRCA1 と協調して転写調節を行うことに着目して、

BRCA1の BRCT領域との結合を GST-BRCT プラスミドを作成して GST-pull down 法にて結合を確認

した。DNA 損傷修復経路への直接的寄与を示すために Laser microirradiation 法を用いた。候

補因子の GFP fusion プラスミドを細胞にトランスフェクションし Laser microirradiation で

細胞に DNA 損傷を与え、共焦点顕微鏡でリアルタイムにて観察した。候補因子が DNA 損傷部位に

集積する場合は、PARP・ATM・ATR・DNA-PK 等の DNA 損傷シグナルの上流にある因子の阻害剤を

使用して新規因子の集積動態がどのように変化するかも解析した。本研究では、メディエーター

因子及び BRCA1 の R-loop 処理への関与を検討するため、細胞内・臨床検体内での R-loop 蓄積

を蛍光免疫染色法で検討した。R-loop を同定する方法は特異的抗体である S9.6 抗体を使用し

た。臨床検体としては、全エクソンシークエンスの解析で判明した mRNA のプロセシングに変異

を認める卵巣癌臨床検体を使用した。 

4．研究の成果 

本研究では、DNA損傷修復、相同組換え修復の新規候補因子であるスプライシング因子・メデ

ィエーター因子が pATM・H2AXのリン酸化、いわゆる DNA損傷シグナルの最上流で制御して

いることを解明した。これらの因子のノックダウンにより、DNA損傷シグナルが著しく抑制さ



れ、BRCA1, RPA, RAD51 等の既知の相同組換え修復因子の DNA 損傷部位への集積が抑制さ

れ、相同組換え修復能が著しく低下することが示された。新規修復因子が BRCA1 と BRCT領

域を介して結合することを示し、一部の候補因子が Laser microirradiationで誘導される DNA

損傷部位に集積することを示した。細胞及び臨床検体の解析では、R-loop が BRCA1 変異やメ

ディエーター因子・スプライシング因子に変異がある卵巣癌の細胞核内で蓄積することを示し

た。 
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