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研究成果の概要： 

家族性乳癌原因因子 BRCA2 と、その N 末端領域に結合する因子 PALB2 の遺伝学的相互作用

を、脊椎動物細胞で容易に遺伝子破壊を行うことができるニワトリ B リンパ球 DT40 細胞を用

いて解析した。PALB2 の相同組換えにおける機能は、いずれも BRCA2 の持つ機能の一部に含

まれていた。このことから PALB2 遺伝子は BRCA2 遺伝子の下で、BRCA2 と同じ相同組換え

経路で働いていると結論した。 
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１．研究開始当初の背景 

（１）染色体 DNAが被る損傷の中で、最も重
篤なものは、DNA の二本鎖切断である。相同
DNA 組換え修復は、放射線による DNA 二本鎖
切断を修復するのみならず、ゲノム DNA の複
製を滞りなく遂行するために必須の機構で
ある。 

（２）相同 DNA組換え修復において最初の重
要な段階は、RA51蛋白が DNA 損傷部位に集合
することである。家族性乳癌原因因子 BRCA2
は RAD51 蛋白の集合を促進して、相同 DNA組
換え修復に関与している。 

（３）BRCA2 蛋白の C 末端側領域は、RAD51
蛋白結合部位を初めとして、重要な機能ドメ
インが知られていたが、N 末端側領域につい
ては、細胞内での機能は不明であった。 

（４）我々は、この領域に種を超えてアミノ
酸配列が保存されているドメインを発見し
た。ニワトリ B リンパ球細胞株 DT40 を使っ
て実際にこのドメインを欠失した変異細胞
は、BRCA2 の C 末端領域を欠失した細胞と非
常によく似た性質を示した。 
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（５）ハーバード大学の Livingston 博士の
グループが、生化学的手法により BRCA2 の N
末端に結合する蛋白 PALB2（Partner and 
Localizer of BRCA2）を同定し、PALB2 遺伝
子をノックダウンすると、相同 DNA 組換え組
換え能が低下することを報告した。また
PALB2 が結合する BRCA2 の領域は、我々が同
定した N 末端側保存領域と重複していた。つ
まり BRCA2の N末端側保存領域の機能の一つ
は、PALB2 との相互作用によるものであるこ
とが予想された。 
 

２．研究の目的 

 

（１）相同 DNA 組換えにおける PALB2 の
機能を、ニワトリ DT40 細胞のノックアウト
細胞を用いて、遺伝学的手法で明らかにする。 

（２）PALB2 との相互作用を含め、BRCA2

の N 末端保存領域の機能を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 

（１）PALB2 cDNA のクローニング 

DT40 細胞の cDNA から、ニワトリ PALB2

の cDNA 断片が単離できた。これをもとに、
cDNAの 5’末端、3’末端をそれぞれ 5’RACE、
3’RACE 法を用いて単離し、全長の PALB2 
cDNA を明らかにする。 

（２）PALB2 破壊細胞の樹立 

異なる種の PALB2 蛋白の間で、アミノ酸配
列の保存度が高いエクソン 3 の途中に、薬剤
選択マーカーを導入したノックアウト用プ
ラスミドを構築する。これを DT40 細胞に導
入して、PALB2 破壊細胞を作製する。 

（３）PALB2 と BRCA2 遺伝子の二重変異
株作製 

（４）PALB2 破壊細胞、PALB2/BRCA2 二
重破壊細胞の表現型解析 

①各種 DNA 損傷に対する感受性 

②染色体分析 

③遺伝子標的組換え効率の測定 

④ScNeo カセットによる相同組換え能の評
価 

⑤チェックポイント 

⑥RAD51 蛋白などの相同 DNA 組換えに関
係する蛋白の、DNA 損傷後の核内局在 

（５）PALB2 のポリクローナル抗体の作製 

作製した抗体を用いて、相同 DNA 組換えに
関与する他の遺伝子欠損細胞における
PLAB2 の局在を解析する。 

 

 

４．研究成果 
 

（１）ニワトリ PALB2 cDNA の同定 
先にクローニングしたニワトリ PALB2 cDNA
の断片を元に RACE 法を行っていた最中に、
NCBIのデーターベースに全長のニワトリ
cDNA配列が報告された（accession # 
XM_414873）。ヒトとニワトリ PALB2 蛋白は、
ほぼ同じ大きさで、C末端半分に高い相同性
を持つ領域があった。 

（２）PALB2 破壊細胞の樹立 
図１に示したように、ニワトリ PALB2 の C 末
端が欠失するような破壊細胞を樹立するこ
とができた。すなわち、PALB2 遺伝子は DT40
細胞の増殖に必須ではなかった。 
 

 

（３）PALB2・BRCA2 の二重破壊細胞の樹立 
２つの BRCA2対立遺伝子の一方を完全ナルに、
もう一方を Cre recombinase-loxPのシステ
ムによって条件的に破壊できるような DT40
細胞を利用した（図２）。 

 
 
この細胞を出発材料として、PALB2 遺伝子の
両 allele を破壊した。その後で、培養液に
タモキシフェンを添加し、再クローニングす
ることによって PALB2・BRCA2 の二重遺伝子
破壊細胞を樹立することができた（図３）。 
 



 

 

 
 
（４）PALB2 破壊細胞、PALB2・BRCA2 二重破
壊細胞の表現型解析 
①増殖速度 
増殖の早い順に、野生型（倍加時間 8時間）
＞PALB2破壊株（同 10.6 時間）＞BRCA2 破壊
株（同 11.7 時間）＝PALB2・BRCA2 二重破壊
株であった（図４）。 

 
②DNA 二本鎖切断を起こす薬剤であるシスプ
ラチンやカンプトテシンに対する感受性 
PALB2 破壊細胞は、シスプラチンやカンプト
テシンに対して、野生型細胞より高い感受性
を示したが、BRCA2 破壊細胞ほど高い感受性
ではなかった（図５，６）。 
また PALB2・BRCA2 二重破壊細胞はこれらの
薬剤に対して、BRCA2 破壊細胞と全く同じ高
感受性を示した。 
 

 
 
 
 

 
③DNA 損傷後の RAD51 蛋白の細胞内局在 
細胞に電離放射線を照射して染色体 DNAに二
本鎖切断を導入すると、野生型細胞では核内
に RAD51蛋白の集合が複数の焦点として確認
できる（図７A）。BRCA2 破壊細胞では、放射
線照射後いくら時間をおいても RAD51焦点が
観察できない（図７C）。PALB2 破壊細胞では、
照射後 6 時間経つと、野生型と比較すると焦
点の数、強さともに劣るが、一部の細胞で
RAD51 蛋白の焦点が観察できた（図７B）。 
PALB2・BRCA2 二重破壊株では、BRCA2 破壊細
胞と同様に、RAD51 蛋白の焦点は全く認めら
れなかった。 
 

 
④染色体分析 
外からの DNA損傷が無い増殖状態で発生する
spontaneous な染色体異常を調べた。異常が
少ない細胞から、野生型細胞（100個の細胞
あたり異常が～0個）＜PALB2 遺伝子破壊細
胞（同～8個）＜BRCA2遺伝子破壊細胞≒
PALB2・BRCA2 二重破壊細胞（同 14～18 個）
であった。これは①の増殖速度によく対応し
ており、増殖速度の遅い原因は染色体異常に
よるものであると推察できた。 
 
（５）PALB2と BRCA2 遺伝子の epistasis 
BRCA2 遺伝子破壊細胞の表現型は、いずれも
PALB2 遺伝子破壊細胞より強く表れており、
両遺伝子の二重破壊細胞は、BRCA2 遺伝子破
壊細胞と同じ表現型を示している。 
以上より、PALB2 遺伝子は BRCA2 遺伝子の下
で、BRCA2 と同じ経路で働いていると結論づ
けた。 



 

 

また PALB2 遺伝子破壊細胞は、BRCA2 遺伝子
の N末端領域を欠失した細胞と表現型が似て
おり、BRCA2の N末端側保存領域の機能のほ
とんどは、PALB2 との相互作用であると結論
した。 
 
（６）今後の展望（PALB2 と FANC-C遺伝子の
二重破壊細胞の作製） 
PALB2 遺伝子は、染色体不安定性を示す遺伝
疾患である Fanconi貧血の原因遺伝子の一つ、
FANC-N遺伝子と同一であることが、当該研究
期間中に報告された（Nat Genet 39, 159-161, 
2007; Nat Genet 39, 162-164, 2007）。そこ
で FANC因子経路を介した DNA 修復における
PALB2 の役割を明らかにするために、FANC-C
破壊細胞で PALB2遺伝子の破壊を試みている
が、現時点では両遺伝子の二重破壊細胞はま
だ樹立できていない。 
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