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研究成果の概要（和文）：BAP1 が BARD1 と結合することによって BRCA1/BARD1 の 2 量体

形成を阻害し、E3 リガーゼ活性を失活させることを発見した。BAP1 は BARD1 にも結合する

ことが分かった。BAP1 が BARD1 に結合し BRCA1/BARD1 複合体の形成を阻害する事が判

明した。BAP1 は BRCA1/BARD1 の自己ユビキチン化を阻害した。また、ユビキチン化した

BRCA1 を脱ユビキチン化することが分かった。酵素活性を失活させても BRCA1/BARD1 を阻

害することから、BAP1 は活性の直接阻害と脱ユビキチン化の２つの機序で BRCA1/BARD1
によるユビキチン化を抑制する事を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）：BAP1 interacts with BARD1. 
BAP1 inhibits the E3 ligase activity of BRCA1 by interfering the BRCA1/BARD1 RING 
heterodimer formation.  
BAP1 is capable of deubiquitinating BRCA1 autoubiquitinated. 
BAP1 and BRCA1/BARD1 coordinately regulate ubiquitination during the DNA damage 
response and the cell cycle. 
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１．研究開始当初の背景 
家族性乳癌の原因遺伝子で癌抑制遺伝子で
ある BRCA1の機能は近年急速に明らかになり
つつある。米国では変異を調べる遺伝子検査
が 10 年前から一般に行われている。変異が
ある人は将来、5～8割が乳癌になるとされて
いる。同様に日本人でも研究段階ながら遺伝

子検査が有効とされている。しかし、BRCA1
遺伝子がどの様なメカニズムで癌を抑制し
ているのか、変異が起きることで癌化する理
由について不明な点は多い。 
BRCA1 に結合するタンパク質も色々と解明さ
れており、特に N 末端側にある RING Finger
モチーフについては BARD1と結合しヘテロダ
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イマー型ユビキチンリガーゼとして機能す
る事が明らかになっている。同じく RING 
Finger に結 合 す るタ ン パク 質 と して
BAP1(BRCA1 associated protein 1)が同定さ
れ て い る (Oncogene Vol16,No9 
p1097-1112,1998)。BAP1は BRCA1のリングフ
ィンガーモチーフに結合する事、脱ユビキチ
ン化酵素である事がしかし BRCA1/BARD1複合
体に対して脱ユビキチン化しない事、乳癌細
胞（MCF7）で BRCA1と共に一過性強発現させ
ると成長抑制効果が５倍程度上がる事から
癌抑制遺伝子として報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
(1)BAP1の脱ユビキチン化機能の解明 
Nat Struct Mol Biol. 2007 Vol14,N10p41-48
の論文を参考に、BRCA1/BARD1を Lys-6,48,63
を介したポリユビキチン化させ BAP1 の脱ユ
ビキチン化活性を解析する。これにより BAP1
の脱ユビキチン化機構が解明される。 
(2)BAP1の機能部位の解明 
BRCA1/BARD1 が関わる細胞内機能について
BAP1がどの様に関わるか解析する。BRCA1は
様々な細胞内機能に関わっているが研究代
表者が受けた平成１８～１９年度、文部科学
省科学研究費補助金での結果を元に DNA修復、
細胞周期（チェックポイント機構）に着目し
て機能解析を行う。これにより BAP1 の癌抑
制遺伝子としての役割が解明される。 
(3)BAP1の BRCA1に対する安定化の解明 
 平成１８～１９年度、文部科学省科学研究
費補助金での結果から BAP1 が BRCA1 の安定
化に深く関わることが判明した。この結果を
元に BAP1 が与える BRCA1 の安定化機構を解
明する。上記実験の結果と合わせて BAP1 の
癌抑制遺伝子としての役割が解明される。 
 
 
３．研究の方法 
(1)BRCA1/BARD1/BAP1の遺伝子を培養細胞

内に過剰発現させた後 
ウエスタンブロティング 
ユビキチンアッセイを行った。 
(2)shBAP1を用いて培養細胞での 
細胞周期の解析 
IRの感受性試験を行った。 
(3)BRCA1/BARD1/BAP1の組換えタンパク質

を作成し 
GSTプルダウンアッセイ 
SPR解析 
ユビキチンアッセイ 
脱ユビキチン化アッセイを行い、BAP1の機

能を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)BAP1 が BARD1 と結合することによって

BRCA1/BARD１の RING ヘテロダイマー形成を
阻害し、E3リガーゼ活性を死活化させること
を発見した。 

 
 
(2)BAP1 は BRCA1 だけでなくアミノ酸残基
182‐365 を介して BARD1 の Ring Finger 
にも結合することが分かった。 

 
 
(3)BIAcore 解析、Pull Down 実験から BAP1
が BARD1 に結合することにより BRCA1/BARD1
複合体の形成を阻害する事が解明された。こ
れにより BAP1 は BRCA1/BARD1 の自己ユビキ
チン化および基質である NPM1 のユビキチン
化を阻害した。 

 

 

 

 



 

 

 
 
(4)in vitro において BAP1 はユビキチン化
した BRCA1（BRCA1/BARD1 による自己ユビキ
チン化）を脱ユビキチン化したが、酵素活性
を死活させた C91S 変異の BAP1 でも

BRCA1/BARD
1の E3活性
を阻害する
ことから、
BAP1 は E3
活性の直接
阻害と脱ユ
ビキチン化
の２つの機
序 で

BRCA1/BARD1 によるユビキチン化を抑制する
事が解明された。 
E3/DUB 複合体でこの様なメカニズムを持っ
ているものはこれまでに報告がなく、新しい
タンパク質複合体の発見となった。 
 

 
 
 

(5)shRNA を用いた BAP1 ノックダウン細胞に
おいて細胞周期の
S期進行の遅延、放
射線感受性の亢進、
という BRCA1 ノッ
クダウンと同様の
表現型を示すこと
から、これらの細
胞機能の中で、
BAP1 と BRCA1 は協

調してユビキチン化の調節を担っているも
のと考えられる。 
 

 

 
研究成果をまとめると BAP1 が BARD1 と結

合することによって BRCA1/BARD1 の RING ヘ
テロダイマー形成を阻害し、E3リガーゼ活性
を失活させることを発見した（下図-A）。 
 
BAP1は BRCA1だけでなくアミノ酸残基 182

‐365を介して BARD1のRing Finger にも
結合することが分かった。次に BAP1が BARD1
に結合することにより BRCA1/BARD1複合体の
形成を阻害する事が判明した(下図 2-A)。 

 
これにより BAP1 は BRCA1/BARD1 の自己ユ

ビキチン化および基質である NPM1 のユビキ
チン化を阻害した（下図 2-B,C）。 
 
また、in vitro において BAP1はユビキチ

ン化した BRCA1（BRCA1/BARD1 による自己ユ
ビキチン化）を脱ユビキチン化することが分
かった(下図 2-D)。 
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