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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者らが開発したNET-CAGE法(Nature Genet 2019) を用いて、女
性ホルモン（エストロゲン）依存的なエンハンサー（転写制御配列）を新規に数多く同定した。そして、米国メ
モリアルスローンケタリング癌研究病院との国際共同研究により、上記エンハンサーにみられる乳癌ゲノムの変
異や、精巣癌に関連するエンハンサーを網羅的に解析する基盤を作った。さらにATM遺伝子が欠損したヒト乳癌
細胞とマウスの解析を行った。結果、ATMが、エンハンサーに入るDNA切断の修復を促進し、エストロゲン曝露後
の癌遺伝子の過剰発現を抑制する新しいモデルを提唱した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we first identified a number of new female hormone (estrogen)
-responsive enhancers (transcriptional regulatory sequences) by the NET-CAGE method developed by the
 principal investigator and his colleagues (Nature Genet 2019). Then, our international 
collaboration with Memorial Sloan Kettering Cancer Center (USA) laid the foundation for 
comprehensive analysis of breast cancer genomic variants found in the above enhancers and 
comprehensive analysis of enhancers associated with testicular cancer. Furthermore, we analyzed 
human breast cancer cells and mice deficient in the ATM gene, and proposed a new model in which ATM 
promotes repair of DNA breaks in enhancers and suppresses oncogenes overexpression after estrogen 
exposure.

研究分野： ゲノムサイエンス

キーワード： エンハンサー　発現　早期転写応答　乳がん　c-MYC　ATM　エストロゲン　ノンコーディングRNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子の発現は、エンハンサーという塩基配列が制御する。本研究は、乳癌と精巣癌に関わるエンハンサーに着
目し、既知エンハンサーの10倍以上と考えられる未知エンハンサーを数多く同定した。またエンハンサーに入る
ゲノム切断の修復をATMキナーゼが促進すること、ATMの欠損によりエストロゲンによる癌遺伝子の発現や細胞増
殖刺激効果が上昇することを示した。エストロゲンは乳癌発生の必須因子である。また乳癌の５－１０％は遺伝
性で、変異遺伝子の一つがATMである。本研究の成果は、エンハンサーを介した発癌機序の理解、そしてATM遺伝
子の変異によるエストロゲン依存的な乳腺の特異的発癌促進機構の解明に貢献した。

※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 

エンハンサーは、300 塩基程度の機能 DNA 配列であり、同じゲノム DNA 上にある転写開始部位
（プロモーター）を活性化する。エンハンサーとそれが制御するプロモーターは、１MB 距離が
離れていることもある。各遺伝子の転写は、平均５ヶ所のエンハンサーによって制御されている。
未同定のエンハンサーが多く存在すると推定され、「５ヶ所」という数字は今後増加する。本研
究では、乳癌や精巣腫瘍のエンハンサー解析を通して、発癌プロセスの根本的な理解を深めた。 

遺伝性乳癌卵巣癌（ hereditary breast and ovarian 
cancer：HBOC）は、特定の遺伝子のヘテロ接合体変異を持つ
保因者に発症する癌である。乳癌、卵巣癌の他に、前立腺癌
や膵癌が高頻度で発症することもある。変異が HBOC症候群
の原因になる遺伝子は、BRCA1, BRCA2, ATM, PALB2, CHEK2
がある。これらの遺伝子のヘテロ接合体変異がホモ接合体
変異になった時（Loss of heterozygosity: LOH と呼ぶ）
に、発癌が促進される（図 1）。LOHは、105細胞にたった１
細胞程度しか生じない。故に、乳腺上皮は正常 BRCA1, 
BRCA2, ATM 蛋白分子を失うやいなや、その発癌が一気に促
進されるはずである。「発癌が一気に促進」の分子機構は不
明である。なぜ肺癌や大腸癌ではなく、乳癌、卵巣癌か、発
癌の臓器特異性の分子機構も不明である。特に本研究の対象である ATMキナーゼは、ホモ欠損の
場合、毛細血管拡張性運動失調症（Ataxia Telangiectasia）を発症する。一方、変異の保因者
では乳癌発症が増加する。ATMの既知機能は、ゲノム切断時の P53活性化と DNA複製時に自然発
生するゲノム切断の修復である。これらは、すべての増殖細胞で機能し発癌を抑制するが故に、
なぜ、保因者では特定の臓器（乳腺上皮）で発癌が増加するのか、その分子機構は不明だった。 

エストロゲンは、女性ホルモンの１つで、乳腺上皮細胞の増
殖を強く刺激する。乳癌の発症においても重要な役割を持
つ。エストロゲン受容体の阻害剤は、乳癌の主要な治療法の
１つである。エストロゲンなどの様々な外部刺激（ホルモン、
サイトカイン、ニューロトランスミッター、熱ショックなど）
が、細胞を刺激した直後（１５分から６時間）に誘導される
遺伝子転写を早期転写応答と呼ぶ。細胞がエストロゲンに曝
露すると、エストロゲンに結合したエストロゲン受容体が直
接に転写因子として機能し、早期転写応答を起こす。早期転
写応答時には、ゲノム 3次元構造の動的変化が起こり、エン
ハンサーとプロモーターが相互作用する。この動的変化に
DNAトポイソメラーゼ II（TOP2）の非常に活発な触媒反応
（ゲノム切断とその再結合の繰返し）が必要である（図２）。
本研究の発見は、早期転写応答中に TOP2 が原因のゲノム
切断がエンハンサーに発生することと、その切断がすぐに
修復されないと、異常な早期転写応答が起こることである。 

２．研究の目的 
乳がんや精巣腫瘍のエンハンサーの網羅的同定と解析を通
して、発癌プロセスを根本的に理解することを目的とした。 

３．研究の方法 
乳癌発生に重要な、（１）エストロゲン依存的エンハンサー
の網羅的同定とエンハンサーに頻発する DNA変異の解析と、
（２）エンハンサーにおける ATM キナーゼの役割の解明、
さらに、（３）マウス精子発生の各発生段階で活性化するエ
ンハンサーの網羅的な同定により、目的の達成を目指した。 

４．研究成果 
エストロゲン依存的エンハンサーに存在する乳癌の変異を解析するためのデータベースの構築 
エストロゲンによる増殖刺激は、乳癌発生に必須の因子である。エストロゲンにより活性化され
た受容体は転写因子として、エンハンサーを活性化する。恒常的に活性化されているエンハンサ
ーはよく解明されているが、エストロゲンへの転写応答を含めて、早期転写応答に関与するエン
ハンサーは、その一過的な活性化状態を定量することが技術的に難しいため、未解明な点が多い。 
 エストロゲン依存的に活性化される機能的なエンハンサーは、研究代表者が開発した NET-
CAGE法（Nature Genet 2019, PMID:31477927; 国際特許 WO/2017/130750）を使って同定できる。
活性化されたエンハンサーは、エンハンサーRNA（eRNA）と呼ばれる noncoding RNA を発現する。

図 1 HBOC 症候群の発症機構 

図 2 TOP2 の触媒反応 TOP2 は
①→②→③の反応で、もつれた
２本の DNAのもつれを解消する。
解消時に一過性に２本の DNA の
片方を切断する（②）。TOP2 は切
断端に共有結合する（ Gated 
break, ②）。もう一方の DNA が
Gated break を通過して、もつ
れを解消する（③）。TOP2は再結
合（②→③）に失敗し、病的ゲノ
ム切断を作ることがある（②→
④）。不活性化した TOP2 は病的
ゲノム切断（④）を再結合できな
い。このゲノム切断を再結合す
る分子の１つが ATM である。 



eRNAはその半減期が１分しかなく、その検出は通常の RNA Seq 法では無理である。eRNAの感度
を向上する為に、細胞の核を単離し、試験管内で転写された eRNA を Deep Seq する手法（GRO-
Seq、Pro-Cap）がある。この手法は、恒常的に活性化されている eRNA を高感度に検出できる。
しかし、プロモーターで転写を停止している Paused RNA polymerase II（Pol2）が、試験管内
では転写を始めるというアーチファクトによる偽陽性が起こる。早期転写応答では、Paused Pol2
による転写再開が主要な転写応答機構である。それ故に、GRO-Seq、Pro-Cap は、早期転写応答
に関与するエンハンサーの検出に不適である。この問題を克服したのが、研究代表者の開発した
NET-CAGE 法である。この手法は、Pol2 の阻害剤を用いて、RNA 抽出中に新たな RNA 合成が始ま
ることを阻害しながら、Pol2 と細胞内で複合体を作っている長い RNA（Paused Pol2 由来でない
RNA）のみを Deep Seq する。NET-CAGE法が早期転写応答に関与する eRNAの定量に最適である。 
 研究代表者は分担研究者と共同し、エストロゲンに曝露したヒト乳癌細胞 MCF-7 の eRNA 発現
を NET-CAGE 法で定量することで、エストロゲン刺激で活性が変化するエンハンサーを 7,715箇
所同定した。さらに、エストロゲンに依存的なエンハンサーに存在する乳癌のドライバー変異を
同定するため、Ekta Khurana 助教授（メモリアルストーンケタリング癌センター、MSKCC）と協
同して、乳癌の全ゲノム配列情報を恒常的に収集できる体制を築いた。今後、全ゲノムデータが
さらに蓄積し、乳癌発生の主役であるエストロゲン依存的に活性化されるエンハンサーに頻発
する乳癌のゲノム変異が見つかれば、エンハンサーの異常が原因となるエストロゲンへの早期
転写応答の異常の観点から、ドライバー変異による乳癌発生の機序を理解できる可能性がある。 

生理的濃度のエストロゲン（E2）はゲノム切断を誘導し、ATM がそのゲノム切断の再結合を促進 
Atm欠損マウスを持つ Scott Keeney 教授（MSKCC）と協同し、ヒト乳癌細胞とマウスを E2に短
時間曝露させて、ゲノム切断発生を免疫染色によって定量
した。その結果、ATM が欠損すると、短時間曝露時に生じた
ゲノム切断が乳癌細胞とマウス乳腺上皮において１日近く
修復されないまま残ることを発見した。切断発生には、エス
トロゲン受容体と TOP2（図２）の両方が必要であった。切
断の再結合には ATMと非常相同末端結合経路（G0/G1期に発
生したゲノム切断の修復に必須）が両方共同する必要があ
る（図３）ことを確認した。 

ATM キナーゼの基質タンパク質と、リン酸化サイトの決定 
データマイニングから、ATM の基質とそのリン酸化サイトを
CtIP の Thr847 と Thr859 と予測した。その予測を遺伝学的
手法で検証した。具体的には、予測したリン酸化サイトに変
異（CtIPT847A/T859A変異）をノックインし、 ATM-/-、CtIPT847A/T859A、
薬剤で ATM を阻害した CtIPT847A/T859Aが TOP2 依存的ゲノム切
断の修復についてよく似た表現型であることを示した。
CtIP の DNA 切断活性（既知）は、ゲノム切断端に共有結合
した TOP2を剥せる（図３、④）。この既知データと、我々の
遺伝学的解析データから、ATMの基質は CtIPと結論した。 

ATM 欠損がゲノム切断修復の機能を低下させると、E2 応答
性エンハンサーの活性化が異常になり早期転写応答が変化 
E2 曝露時に生じた TOP2 依存的ゲノム切断（図３、③）が E2
応答性エンハンサーに発生したという仮説を立てた。早期
転写応答中にエンハンサーが切断され、それがすぐに再結
合されないと、早期転写に異常が生じる可能性がある。この
可能性を検証するために、NET-CAGE 法によって、E2曝露後
の、エンハンサー活性と早期転写応答を継時的に調べた。
ATM 欠損細胞を含め、TOP2 依存的ゲノム切断が効率よく修
復できない細胞（図３、④と⑤が機能低下）では、野生型細胞に比べ、E2曝露後のエンハンサー
の活性化と早期転写応答が大きく変化した。この結果は、① E2 曝露への早期転写応答中にエン
ハンサーにゲノム切断が発生すること、② ゲノム切断がすぐに修復されないと早期転写応答が
異常になること、の２点を示唆した。 

E2 刺激後に c-MYC 遺伝子のエンハンサーに切断が発生し、再結合の遅延で c-MYC の発現が亢進 
c-MYC 発癌遺伝子は、転写因子をコードする。c-Mycタンパク質は多くの悪性腫瘍で高発現する。
３倍程度、c-MYC をマウスで高発現させると、発癌を確実に増加できる。c-MYC のエンハンサー
は、 30 以上の配列が１MBのゲノム上に分布し、全体をスーパーエンハンサーと呼ぶ。各配列の
役割分担は不明である。我々は、ヒト ATM欠損乳癌細胞が、野生型に比べて E2曝露による c-MYC
の発現誘導がさらに３倍程度亢進し、長く続くことを見つけた。そこで、c-MYCのエンハンサー
上で、TOP2依存的なゲノム切断が E2曝露中に起こると考えた。ゲノム切断を検出する為に、ゲ
ノム切断のマーカーであるγH2AX抗原をクロマチン免疫沈降法で定量した。非相同末端結合（⑤）
に必須の遺伝子が欠損した細胞を用いて、E2 曝露で活性化する c-MYC のエンハンサーを解析し
た結果、E2 曝露中にエンハンサーが切断されることを確認した。さらに、CRISPR/Cas9 によって

図 3 TOP2 は、DNA 切断（①）、
再結合（②）を高速で繰り返す 
早期転写応答時に TOP2触媒反応
が活発化し、再結合失敗（③）が
頻発する（図２、②→④に相当す
る）。失敗すると、非相同末端結
合経路（⑤）が切断を修復する。 
修復には切断端からの TOP2の剥
ぎ取り (④)が必要である。本研
究は ATMが切断端から TOP2を剥
ぎ取る (④) ことを証明した。 



野生型乳癌細胞のエンハンサー上でゲノム切断を
人為的に発生させると、ATM 欠損乳癌細胞が E2 へ
曝露した時と同じように、E2 曝露中に、c-MYCの発
現が亢進することを見つけた。以上の実験結果か
ら、前段階の 2 つの結論（①E2 曝露への早期転写
応答中にエンハンサーにゲノム切断が発生するこ
と、②ゲノム切断がすぐに修復されないと早期転写
応答が異常になること）が、c-MYC の E2 曝露への
早期転写応答において、正しいことを証明した（図
4）。 

ATM が欠損すると、E2 刺激時の c-Myc タンパク質
の発現誘導が、マウスの乳腺上皮細胞で亢進する 
我々は、E2 を野生型マウスと Atm 欠損マウスに腹
腔注射し、マウス乳腺上皮細胞の c-MYC発現を組織
免疫染色法によって解析した。E2 注射をすると、
乳腺上皮中の c-Mycの陽性細胞の割合が、野生型マ
ウスでは 4％から 10％に増加したのに対し、ATM欠
損マウスでは 4％から 30％にも増加した。そして、
E2 を毎日 1 回ずつ３日連続して腹腔注射すると、
3 日間に 1回以上細胞分裂した細胞が、野生型マウ
スでは 6％から 14％に増加したのに対し、ATM欠損
マウスでは 6％から 36％に増加した。この増殖細
胞の増加は、E2 と同時にエストロゲン受容体阻害
剤もしくは c-MYC阻害剤も注射すると、完全に抑制
された。以上の実験結果から、ATMが欠損すると、
E2 刺激時の c-MYC 発現誘導がマウス乳腺上皮細胞
で亢進し、上皮細胞が異常増殖すると結論した。 

マウス精子発生の各発生段階で活性化するエンハ
ンサーの網羅的な同定と精巣発癌への寄与の解析 
精巣の発癌では、他の臓器の発癌に比べ noncoding 
RNA（ncRNA）が重要な働きをする（Lancet. 2016, 
PMID: 26651223）。本研究では、ncRNA の１つ、eRNA
の中で精巣発癌に関与するものを同定することを
最終目標にした。この最終目標達成のために、NET-
CAGE法を用いて eRNA解析をマウス精巣で実施する
ことが有効である。重要なことに、トランスクリプ
トーム解析では、細胞からの RNAの迅速な精製が必須である。迅速な精製には組織から特定の細
胞集団を素早く集める必要がある。素早く集める為に、各分化段階で精子発生が完全停止する遺
伝子破壊マウスが必要である。その遺伝子破壊マウスを持つ Scott Keeney 教授（MSKCC）と協同
し、特定の分化段階の精子前駆細胞のトランスクリプトーム解析を進めている。そして、マウス
の各段階の生殖前駆細胞において発現する eRNAs のデータベース化を進めている。生殖細胞の
発生過程では、エピジェネティックなマーカーのリセットが起こり、染色体構造が大きく変わる。
精巣は他の臓器に比べて ncRNAが著しく高発現している（Cell Rep 2013, PMID: 23791531）。し
かし ncRNAの多くの機能は不明である。本研究の成果は、精子の発生の各段階（例、減数分裂開
始）を正確に定義するバイオマーカーになる eRNAs の発見と、精巣発生に関与するエンハンサー
の同定につながる。さらに、精巣癌に頻発する変異の場所と比較することにより、精巣発癌に関
与するエンハンサーの同定にも貢献する。 

本研究の意義と今後の展望 
本研究は、ATM欠損が乳癌発症を促進する機序を解明した。本研究は、早期転写応答中にエンハ
ンサーにゲノム切断が発生することと、その切断再結合経路を解明した。これまでに、ヒトゲノ
ムは、生理的な状態でも多数の切断が各細胞で毎日発生することが知られていた。自然発生する
ゲノム切断の原因の１つは、TOP2 の触媒反応の失敗（図２, ④）である（Mol Cell 2016, PMID: 
27814490）。ゲノムの切断は、染色体転座など変異を起こして発癌を促進することが知られてい
た。しかし、切断が早期転写応答に影響することは未知だった。この解明によって、ゲノム切断
修復経路と早期転写応答という、これまで無関係と考えられてきた２つの生化学反応のあいだ
に密接なクロストークが存在することを明らかにした。このクロストークは、ATM 欠損による前
立腺癌発症と進行性小脳失調、および HBOC 症候群の発癌機序の解明に貢献する。BRCA1、BRCA2
も ATMと同様に、その変異が乳癌発生のリスクを高める。また全ての増殖細胞において DNA複製
時にゲノム切断修復に重要な働きをする。なぜ BRCA1, BRCA2 が機能欠損すると、特定の臓器に
のみ発癌が促進されるのか、その機序は不明である。現在、BRCA1, BRCA2 もエストロゲン曝露
後の早期転写応答におけるゲノム切断時の TOP2の剥取りに関与すると考え、実験を進めている。 

図 4 ATM 遺伝子が欠損すると、c-MYC 発
癌遺伝子のエストロゲンへの早期転写応
答が異常に高まり、細胞が過剰増殖する 
本研究では、ATM キナーゼの欠損が、エス
トロゲン（E2）の細胞増殖刺激効果を大き
く上昇させることを示した。さらに、その
分子機構を解明した。具体的には、E2 刺
激時に、c-MYC発癌遺伝子のエンハンサー
DNA 配列にゲノム切断が発生することを
発見した。そして ATM は、この切断の再
結合を促進することを証明した。ATM が欠
損し、切断の再結合が遅れると、E2 曝露
による c-MYC転写因子の発現誘導（中段）
がさらに亢進する（下段）ことを、ヒト乳
癌細胞株と、マウスで確認した。この亢進
が ATM 欠損による乳腺特異的な発癌の分
子機構であるモデルを、本研究で提唱し
た（Cell Rep 2023, PMID: 36640339）。 



 本研究で、エストロゲン依存的エンハンサーに存在する乳癌の変異をデータベース解析する
基盤を作った。細胞増殖に関与するエストロゲン依存的エンハンサーの変異に着目して癌の全
ゲノム変異解析をすることにより、乳癌のドライバー変異の同定と発癌機序の解明を促進する。 
 精巣の eRNA 同定は、精巣腫瘍の病態解析に以下のように貢献する。精巣腫瘍は、他の臓器由
来の悪性腫瘍と異なり、Noncoding RNA（ncRNA）が精巣の発癌に重要な役割を持ち、DNA がほと
んどメチル化されていないという特徴を持つ（Cell 2017 PMID: 29245011; Lancet. 2016, PMID: 
26651223）。eRNA（ncRNA の１種）は、エンハンサー活性化の副産物ではなく、eRNA が転写制御
に関与する可能性もある（Nature 2013, PMID:23728302; Nature 2020, PMID:32499643）。本研
究の eRNAデータベースは、発癌機序の解明や、予後を予測するバイオマーカーの同定に役立つ。 
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