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研究成果の概要（和文）：性ホルモンの受容体は、転写因子として様々な遺伝子の転写を制御する。性ホルモン
刺激後の転写応答時には、標的遺伝子の転写制御配列(プロモーターとエンハンサー)でゲノム切断がDNA 
topoisomerase II依存的にしばしば発生する。細胞がこのゲノム切断を効率よく再結合できないと、性ホルモン
刺激後の転写応答が大きく変わる。本研究では、男性ホルモンであるアンドロゲンに暴露した前立腺癌細胞の早
期転写応答を解析した。その結果、難治性のゲノム切断が蓄積する変異体(TDP2)では、c-MYC癌遺伝子などの早
期転写応答が亢進することを見出した。また、それら早期転写応答と相関するエンハンサーを同定した。

研究成果の概要（英文）：Receptors for sex hormones regulate transcription of various genes as 
transcription factors. During the transcriptional response after sex hormone stimulation, genomic 
breaks often occur at transcriptional regulatory sequences (promoters and enhancers) of target genes
 in a DNA topoisomerase II-dependent manner. If cells are unable to efficiently recombine these 
genomic breaks, the transcriptional response after sex hormone stimulation is greatly altered. In 
this study, we analyzed the early transcriptional response of prostate cancer cells exposed to the 
male hormone androgen. We found that mutants that accumulate refractory genomic truncations (TDP2) 
have enhanced early transcriptional responses, such as the c-MYC oncogene. Moreover, we identified 
enhancers whose activities correlate with those early transcriptional responses.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： 性ホルモン　DNAトポイソメラーゼ　DNA二重鎖切断　DNA修復　乳癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ゲノム切断修復酵素が欠損した時の、外的刺激への転写応答変化を全ゲノムで解析した。その結
果、TDP2と同様にゲノム切断の修復が異常になるATMやBRCA1、BRCA2の変異の保因者が前立腺癌を起こしやすい
原因の一つが、アンドロゲン暴露時のエンハンサーの異常による発癌遺伝子の異常な転写応答である可能性が推
察された。得られた成果は、ATM、BRCA1、BRCA2などのDNA損傷修復遺伝子の変異の保因者が、乳癌や卵巣癌、前
立腺癌を発症しやすいか、その問いに答える分子メカニズムを解明するための基盤になる。

※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） 性ホルモンによる転写制御と DNA topoisomerase II  
性ホルモンの受容体は、ホルモンに結合すると転写因子とし
て様々な遺伝子の転写を制御する。性ホルモン刺激後30分の
転写応答時に、標的遺伝子の転写制御配列（プロモーターと
エンハンサー）でゲノム切断が DNA topoisomerase II (TOP2、
図１) 依存的にしばしば発生する（図１,④, 既知）。応募者
は、非相同末端結合（図１,⑥）が、この切断を再結合するこ
とを過去に見つけた。 
 
（２） エンハンサーとは？ 
エンハンサーは、数百塩基の長さであり、各遺伝子に複数個
存在する。活性化されたエンハンサーはプロモーターに近接
してプロモーターからの転写を活性化する（図２）。既知のエ
ンハンサー（9.3 万）の 10倍以上の未知エンハンサーが存在
する（Trends Genet. 2016, PMID: 26780995）。 
 
（３） エンハンサーの、従来の検出法の弱点 
エンハンサーは、ヒストンコードの分布やクロマチンの凝集
度、レポーターアッセイから網羅的に解析された。その結果、
同定されたエンハンサーは事実上 全部、恒常的に活性化して
いるタイプである。増殖因子等を加えた時に一時的に活性化
される遺伝子（例、発癌遺伝子、c-MYC はエストロゲン曝露中
に曝露直後直後から２時間だけ転写）の活性化に必要なエン
ハンサーは、これまで全く不明である。 
 
（４） 最新エンハンサー検出法：エンハンサー同定だけで
なく機能（どの細胞外刺激でいつ活性化するか）も解明可 
上記の弱点を克服したのがエンハンサーRNA (eRNA) の発見
である（Nature 2014, PMID: 24670763）。デンマークの研究
者は転写開始点のトランスクリプトーム解析 (CAGE 法) の
理研データベース（FANTOM）からeRNA を発見した研究協力者
の村川泰裕教授（京大と理研の兼任）は、合成中の RNA のみ
deep sequencingする NET-CAGE法を開発した（Nature Genet 
2019, PMID:31477927）。従来のトランスクリプトーム解析で
は、細胞質の mRNA の蓄積量を測定するため、mRNA の合成速
度を測定できない。NET-CAGE 法は、細胞核内で合成中の
nascent RNA のみ解析するため早期転写応答速度を継時的に
正確に解析できる。 
 従来のトランスクリプトーム解析では、エンハンサーの
eRNA 合成から 30 分-１時間遅れて遺伝子の mRNA 合成が始ま
ると結論した（Science 2015, PMID:25678556, MCF-7に HRG
因子追加後に eRNA と mRNA を継時解析）。村川教授は、NET-
CAGE法により、eRNA と mRNA の合成が全く同じタイミングで
ON→OFFされることを見出した。「全く同じタイミング」故に、
どのエンハンサーがどの転写開始点（１つの遺伝子に平均５
箇所転写開始点が存在）を推定可能である。NET-CAGE法のこ
の優位性を使うことにより、増殖刺激早期応答に必要なエン
ハンサーとそれが制御する遺伝子の組み合わせを網羅的に同
定できる。 
 
（５） 増殖因子を添加直後に遺伝子が活性化されるのに
DNA topoisomerase II（TOP2、図１）が必要 
TOP2 酵素はゲノム DNA の切断⇄再結合（図１,①⇄②）を高速
度に繰り返す。TOP2 は生存に必須であり、その阻害剤はゲノ
ム切断（図１,④）を起こし副次反応（例、p53 活性化）も起
こす。故に TOP2触媒の機能解析は困難である。状況証拠から
TOP2 は増殖因子添加直後に、エンハンサーとプロモーターが
近接し転写が活性化（図２）するのに必要と推定されている。

 
図１ DNA トポイソメラーゼ
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図２ 増殖刺激による遺伝子
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TOP2 は生理的状態でもしばしば切断の再結合に失敗する（図１,③）。失敗の結果生じた難治性
切断 (図１,④、TOP2 が DNA 切断 5’末端に共有結合) を迅速に修復（④→⑤→⑥）できないと、
エストロゲン曝露時の早期転写応答が大きく変化する。 
 
２．研究の目的 
研究開始当初の背景より、アンドロゲンやエストロゲンなどの性ホルモン受容体は、ホルモンに
結合すると転写因子として様々な遺伝子の転写を制御すること、性ホルモン刺激後の転写応答
時に、標的遺伝子の転写制御配列(プロモーターとエンハンサー)でゲノム切断が TOP2 依存的に
しばしば発生すること、所属する研究室において、非相同末端結合が、この切断を再結合するこ
とが見つかったこと、細胞がこのゲノム切断を効率よく再結合できないと、性ホルモン刺激後の
転写応答が大きく変わることも分かっていた。本研究の目的は、ゲノム切断の修復と早期転写応
答とのクロストークの分子メカニズムを明らかにすることであった。 
 
３．研究の方法 
（１） 性ホルモン刺激後の転写応答時に生じるゲノム切断の修復に必要な因子を探索 
研究開始当初の背景より、TOP2 酵素は、ゲ
ノム DNA の切断と再結合を高速度に繰り返
こと、また TOP2 はこの触媒反応にしばしば
失敗し、TOP2 が DNA の 5’末端に共有結合し
た難治性のゲノム切断が生じることが所属
研究室で明らかになっている。このゲノム
切断の修復に関与する遺伝子を同定するた
め、ゲノム修復遺伝子の遺伝子破壊やノッ
クダウンを行った。 
 具体的には、TOP2 阻害抗癌剤(エトポシ
ド)に感受性となる変異体を探索した。エト
ポシドは TOP2-DNA 複合体を大量生産する。
エトポシド処理後の TOP2-DNA を定量し、野
生型より増加していれば、候補遺伝子が
TOP2 依存的なゲノム切断の修復に関与する
と結論した。 
 ゲノムの切断端 5’末に結合した TOP2 を
除去する反応の機序は、相同組換え修復経
路の最初のステップ(切断端から 5’末 1 本
鎖 DNA を削除)と似ている（図３）。所属研究
室において、MRE11 と BRCA1 が相同組換えだ
けでなく、TOP2 の除去にも関与することが分かっていた(Mol Cell, 2016; PNAS USA, 2018; 
iScience 2020)。相同組換え修復の最初のステップ(5’末 1本鎖 DNA を削除)に関与するタンパ
ク質が同時に TOP2除去にも関与すると着想した。相同組換え修復の最初のステップに関与する
遺伝子を標的に、CRISPR/Cas9を用いた遺伝子破壊や、shRNA を用いたノックダウンを行った。 
 
（２） 性ホルモン刺激後の転写応答時に生じるゲノム切断の修復に必要な因子が欠損したと
きの、性ホルモンへの転写応答の変化の解析 
ゲノム切断修復酵素が欠損した時の、外的刺激への転写応答変化を全ゲノムで解析するため、男
性ホルモンであるアンドロゲンに暴露した前立腺癌細胞(LNCaP、男性ホルモン受容体陽性)にお
いて c-MYC などの発癌遺伝子の早期転写応答を NET-CAGE法により解析した。 
 
４．研究成果 
遺伝子破壊やノックダウンを行い、性ホルモン刺激後の転写応答時に生じるゲノム切断の修復
に必要な因子を探索した結果、難治性のゲノム切断が蓄積する ATM や TDP2 などの変異体が新た
に得られた。 
 
TOP2 の触媒反応の失敗で生じた難治性のゲノム切断が蓄積する TDP2欠損株と、野生型株におけ
る前立腺癌細胞（LNCaP）のアンドロゲン刺激依存的なプロモーター活性を比較した結果、TDP2
欠損株では、野生型株と比べ、c-MYC などの発癌遺伝子の早期転写応答が亢進することを見出し
た。同様に、c-MYC などの発癌遺伝子のエンハンサー活性も亢進していた。このことから、アン
ドロゲン依存的な難治性のゲノム切断の修復により、アンドロゲンの標的エンハンサーの過剰
な活性化が抑えられることで、アンドロゲン暴露時に起こる c-MYC などの発癌遺伝子の過剰発
現が抑制されるメカニズムが推察された。 
 
本研究により、TDP2 と同様にゲノム切断の修復に重要な ATM や BRCA1、BRCA2 の変異の保因者が
前立腺癌を起こしやすい原因の一つが、アンドロゲン暴露時の発癌遺伝子の異常な転写応答で
ある可能性が示唆された。得られた成果は、ATM、BRCA1、BRCA2 などの DNA の相同組換え修復に

 
図３ （左）ATM と BRCA1、BRCA2 は、相同組換

え修復により、ゲノム切断の再結合を S/G2 期

に促進する。（右）先行研究により、応募者ら

は、BRCA1 が、ゲノム切断 5'末端に共有結合し

た TOP2 を、切断端から剥取って切断の再結合

を促進することを発見した。 



関わる遺伝子の変異の保因者が、乳癌や卵巣癌、前立腺癌を発症しやすいか、その問いに答える
分子メカニズムを解明するための基盤になる。 
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