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研究成果の概要（和文）：ゲノムDNAの２重鎖切断を修復する経路、相同組換え（HR）は、すべての増殖細胞に
おいて機能する。HR因子、BRCA2の機能低下がなぜ乳腺と卵巣のみ発癌を大きく増加させるか不明である。これ
らの組織の上皮細胞はエストロゲンが強く増殖を刺激する。本研究の目的は、この臓器選択的な発癌機序を解明
することであり、研究成果は、その機序を解明したことである。BRCA2が機能低下すると、エストロゲンが細胞
増殖をより強く刺激した。その原因は、エストロゲン によるc-MYC発現誘導が増強することであった。増強の原
因は、c-MYC 遺伝子のエンハンサーに発生した切断が修復されないことである事を証明した。

研究成果の概要（英文）：BRCA2 is a key player in homologous DNA recombination (HR), repairing 
double-strand breaks (DSBs) only at S/G2 in all cycling cells. It is unclear why loss of BRCA2 leads
 to an increase in carcinogenesis only in the mammary gland and ovary in HBOC syndrome. Our working 
hypothesis is that (i) TOP2 generates DSBs at E2-dependent enhancers during treatment with E2, (ii) 
BRCA2 play a crucial role in repairing TOP2-dependent DSBs independent of its function in HR, (iii) 
unrepaired breakage dysregulates transcriptional response to E2 in many genes, (iv) resulting 
overexpression of c-Myc oncogene in response to E2 explains oncogenesis in estrogen-regulated 
tissues, which explains the tissue specificity of HBOC. We have shown that (ii), (iii), and (iv) 
hypotheses are correct by analyzing the repair of TOP2-dependent DSBs in BRCA2-depleted G1 cells, 
transcriptome during response to E2, and c-Myc expression in BRCA2-deficient mice in cooperation 
with the Netherland Cancer Center, respectively.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳がんは、日本も含め東アジア全体で患者数が増加している。乳癌の問題点は、若い患者が多いことにある。
BRCA1やBRCA2の変異のキャリアは乳癌の発症率が増加する（HBOC症候群）。BRCA1やBRCA2は、腫瘍抑制遺伝子で
あるにもかかわらず、なぜキャリアで発癌率が増加するのか不明である。この増加の原因は、キャリアの乳腺上
皮がごくまれにloss of heterozygosityが起こるや否や、BRCA1やBRCA2の欠損によって一気に癌化が進む為と推
定されている。この「一気に癌化が進む」分子機構が解明できれば、HBOC症候群の予防法開発と治療法開発に貢
献できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．	研究開始当初の背景 
(1) HBOC症候群の原因遺伝子である BRCA1や BRCA2は、S/G2期でのみ機能する相同組
換え（HR）で機能すると考えられてきた。 一方、我々は、BRCA1 が G1 期 においても
HRとは独立してゲノム切断の修復に関与することを発見した（PNAS USA 2018、BRCA2は
未発表データ）。BRCA1は、G1期 において DNA トポイソメラーゼ２（Top2） が作る切
断を修復することを見つけたのである。 
 
DNAトポイソメラーゼ２（Top2）についての既知の知見 
1-1. Top2は、 触媒反応中に一過性にゲノム切断する

（図 1、①）。 
1-2. Top2 は２種類（Top2α と Top2β）存在し、両者

は重複した機能を持つ 
1-3. Top2α は休止期にはほとんど発現しない。Top2α

は細胞増殖に必須。 
1-4. Top2βは、休止期細胞も含む全ての細胞では発現。 
1-5. Top2αと Top2βは、転写の制御や転写の伸長反応

に関与。 
 
Top2について我々の発見 
2-1.  Top2αと Top2βは、頻回に触媒反応に失敗し（図 1、

③）、大量の難治性切断（Top2 が切断端に共有結合
した DNA切断-Top2複合体、図１、④）を自然
発生させる（Mol Cell 2016, PMID: 27912094） 

2-2.  BRCA1/2は、この難治性切断の修復を促進（図
１、⑤）（PNAS USA 2018、BRCA2は未発表デー
タ） 

2-3.  生理濃度のエストロゲンでヒト乳がん MCF-7
細胞を刺激した時に、BRCA1が欠損すると、病
的 DNA切断-Top2β複合体が大量に蓄積（PNAS 
USA 2018）。 

2-4.  BRCA1 が機能低下すると、MCF-7 細胞におい
てエストロゲン刺激後の転写プロフィールが変
化する。エストロゲン刺激後の、c-MYC 発がん
遺伝子の発現誘導が、BRCA1が機能低下すると、
約３倍高まる（未発表データ）。 
 

(2) 本研究を遂行中に他のグループが新たに解明したこと 
我々は、エストロゲン曝露時の Top2 触媒のホットスポッ
トを、エンハンサーと仮定した。エンハンサーについて 
2018 年から 2020 年にかけて新たに解明された点を記載す
る。 エンハンサーとは、同一の DNA 上に乗ったプロモー
ターを活性化する数百塩基からなる DNA 配列のことであ
る (図２)。１つの遺伝子に対して複数個のエンハンサーが
ある。ホルモンなど細胞外の刺激に反応して一過性に活性
化されるエンハンサーに関しては、事実上 何もわかってい
ない。 一過性に活性化されるタイプのエンハンサーを同定
する手法が 2019年に新規に開発された (Nature Genet 2019, 
PMID:31477927)。 この手法（NET-CAGE法）は、 活性化
されたエンハンサーのみが発現する、エンハンサーRNA 
(eRNA) 超高感度に検出する（図３）。NET-CAGE 法は、ホ
ルモン刺激時に一過性に活性化されるエンハンサーを網羅
的に検出できる唯一の手法である。我々はこの方法を、エ
ストロゲンで刺激された細胞において一過性に発現する
eRNA の検出に利用した。 
 
(3) 研究を遂行中に我々が新たに解明したこと 
BRCA1が欠損すると、病的 DNA切断-Top2β複合体が大量
に蓄積するが、この DNA損傷を BRCA1とともに再結合す
る酵素群を網羅的に解析した。この成果を iScience 2020に発表した。 

 
図１ Topoisomerase II (TOP2) は

DNA の切断（①）と再結合（②）を高

速で繰返す。切断部位において別

の DNA 鎖を通過させ、DNA 間のも

つれを解消する。TOP2 が再結合に

失敗する（③）と、再結合を非相同

末端結合経路がする。この再結合

の前に ATM, BRCA1, BRCA2 が切

断端から TOP2 を剥取る (応募者

の発見)。 

 
図２ 増殖刺激による遺伝子

発現誘導時には、エンハン

サー配列が転写開始点上流

（プロモーター）に近接し、転

写（右向き矢印）が活性化。 



 

 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、BRCA1欠損乳がん細胞においてエスト
ロゲンが Top2 を活性化してゲノム切断する部位を 1000
箇所以上 Deep Sequenceにて同定する。そしてエストロゲ
ン受容体の標的遺伝子、C-MYC遺伝子に的を絞り、乳腺
選択的な発がん機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
ゲノム切断する部位を決定する方法は以下の 2 つである。
1つ目はうまくいかなかったが、2つ目の方法によってエ
ストロゲン依存的エンハンサーが切断のホットスポット
であることを示すデータを得た。 
1 つ目の決定手法は、減数分裂相同組換えが開始される
ゲノム切断部位を 10,000カ所以上決定した、Scott Keeney
博士（NY メモリアルスローンケッタリング癌研究病院
（MSKCC））が開発した手法を応用する。減数分裂開始
のゲノム切断は、Spo11と呼ばれる Top2類似酵素が作る。
切断部位の同定手法は、Spo11認識抗体を使って DNA切
断-Spo11 複合体を免疫沈降・精製した後に、Spo11 に共
有結合している DNA鎖を Deep Sequenceにかける手法で
ある。Scott Keeneyラボの山田博士が、MSKCCと申請者
のラボの両方に所属するクロスアポイント助教に着任し
た。彼らとの共同研究で、本研究の目的を達成する。 
２つ目の決定手法は、エストロゲンで刺激された細胞に
おいて一過性に発現する eRNA の発現 キネティックス
を野生型MCF-7細胞とエストロゲン依存的ゲノム切断が
効率よく修復できないミュータント細胞で比較すること
である。ミュータント細胞として DNA-PKcs 遺伝子破壊
MCF-7 細胞を選んだ。非相同末端結合は G1 期に機能す
る唯一のゲノム切断修復経路である。DNA-PKcs は非相
同末端結合に必須である。野生型と DNA-PKcs 遺伝子破
壊 MCF-7 細胞 をそれぞれ 1 日間血清飢餓状態におき G1 期に同調した後に、エストロゲンを
加える前とエストロゲンを加えて 30分と 60分後のナッセント RNAを抽出し、Deep Seq にか
けた。	
	
４．研究成果 
(1) 我々は、非相同末端結合（DNA-PKcs）が欠損すると、千以上のエストロゲン受容体（ER）
標的遺伝子のエストロゲン依存的発現が異常になり、多くのエンハンサーから作られる
eRNAの発現が E2曝露時に異常に増加することを見出した。以上の結果から ERと Top2の
両方に依存するゲノム切断のホットスポットはエンハンサーであり、切断がすぐに再結合し
ないとホルモン応答時の転写に異常が起こると結論した。 

(2) エストロゲンへの転写応答異常の 1つとして、c-MYCの高発現をマウス（DNA-PKcs欠損
マウスと TDP2欠損マウス）で確認した。TDP2は BRCA1と並行して病的 DNA切断-Top2β
複合体を修復する酵素である。 

(3) MCF-7細胞をエストロゲン刺激後に、c-MYC 発がん遺伝子のスーパーエンハンサー領域が
切断されることを見つけた（pH2AX ChiP 法による、未発表データ）。スーパーエンハンサ
ーのなかで ER 結合部位を含むエンハンサーは、c-MYC プロモーターから 67 kb 離れたと
ころに存在するエンハンサーである。このエンハンサーでエストロジェン依存的に H2AX
リン酸化抗原が出現することを確認した。この抗原の出現は、非相同末端結合欠損細胞では
さらに高まった。 

(4) このエンハンサーを MCF-7細胞において CRISPR/Cas9によって切断すると、エストロゲン
刺激後の、c-MYC 発がん遺伝子の発現誘導が数倍高まった（未発表データ）。 

 
(5) 結論 
エンハンサーにゲノム切断が起こると、ホルモンへの転写応答が狂うという新しい発癌機構を
提唱できた。 
	
	
	

 

図 ３ エンハ ン サ ーの活 性 は

eRNA 発現量を測定して解析で

きる。活性化されたエンハンサ

ーからは両向きの転写が起こ

り、 eRNA と呼 ば れる 。 eRNA
は、転写開始点の 5’末 RNA の

みをトランスクリプトーム解析す

る CAGE 法でしか検出できな

い。NET-CAGE は、半減期が 1
分しかない eRNA (mRNA は 60
分) を検出する為、細胞質に貯

まる mRNA を除去し、RNA ポ

リメラーゼ II と複合体を作る

RNA のみを精製し Deep Seq す

る。 
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