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研究成果の概要（和文）： 

BRCA1 へテロ異常が乳癌発生に果たす役割を検討するため、遺伝子ターゲッティングにより
非癌ヒト乳腺上皮細胞から BRCA1ヘテロ欠失クローンを作成し、表現型を解析した。その結果、
同クローンに癌形質の獲得を示唆する徴候は認めなかったが、DNA 相同組換え修復不全、ゲノ
ム傷害性薬剤感受性亢進、ゲノム不安定性を認めた。よって、BRCA1 ヘテロ変異は直接形質転
換を誘導し癌化を進行させることはないが、ハプロ不全を介して乳癌発生の素地を形成するも
のと示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To assess the role for heterozygous BRCA1 inactivation in breast carcinogenesis, we 
created BRCA1 heterozygous knockout clones by targeting the BRCA1 gene in noncancerous 
human breast epithelial cell lines.  These clones demonstrated impaired DNA repair via 
homologous recombination, hypersensitivity to genotoxic agents, and genomic instability, 
but exhibited no properties of transformed cells.  These data suggest that 
haploinsufficiency caused by BRCA1 heterozygous mutation does not directly lead to 
cellular transformation or tumor development, but may be involved in the initiation of 
breast carcinogenesis. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

BRCA1 は、遺伝性乳癌で最も高頻度に変異
が検出される癌抑制遺伝子であり、そのヘテ

ロ変異（不活化変異）を生殖細胞系列に持つ
キャリア女性の約 85%が乳癌を発症する。し
かし、BRCA1 は DNA 修復など基本的な細胞機
能に重要な役割を果たすことから、同遺伝子
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のホモ変異を持つ細胞や個体は生存不可能
と考えられている。実際、人工的に BRCA1
の両アレルを破壊した遺伝子改変マウスは、
細胞が汎発性にアポトーシスに陥り発生早
期に胎生致死となる。 
一方、BRCA1 キャリア女性から発生する乳

癌検体では、ほぼ 100%の割合で同遺伝子の
野生型アレルが失われており、その遺伝子機
能は完全に失われている。重要な細胞機能が
破綻した状態で、BRCA1 変異乳癌細胞がどの
ように細胞死を免れ、無限増殖能を獲得し、
癌細胞としての特性を維持するのかは不明
である。マウスモデルを使用した研究からは、
p53 遺伝子などの異常が細胞に併存すると
BRCA1 欠失による細胞死が部分的に抑制さ
れることが示唆されている。しかしこの場合
でも、それらの付加的な遺伝子異常がなぜ
BRCA1 ホモ異常の成立前にゲノムに蓄積す
るのかは明らかでない。 
ひとつの仮説としては、BRCA1 ヘテロ変異

がハプロ不全を呈しゲノム不安定性を誘導
することによって、p53 遺伝子などの付加的
な異常がキャリア女性の非癌乳腺上皮細胞
に蓄積するというシナリオが考えられる。こ
の仮説を検証するためには、BRCA1 ヘテロ変
異を持つ細胞や個体とその対照である野生
型 BRCA1 アレル 2 本を持つ細胞・個体との間
で厳密な表現型比較を行い、ハプロ不全の有
無を探る必要がある。しかしながら、BRCA1
に関する遺伝子改変マウスは数多く作成さ
れ、BRCA1 ヘテロ異常マウスも多数存在する
ものの、BRCA1 キャリア女性と異なり、BRCA1
ヘテロ異常マウスでは乳癌の自然発生を認
めない。したがって、BRCA1 のハプロ不全の
有無の検討はマウス以外の生物種の細胞や
個体において行う必要がある。特に、医学の
進歩に直接つながる知見を得るためにはヒ
ト細胞を用いることが望ましい。 
 

 

２．研究の目的 

 
上記のような研究上の背景より、本研究で

は非癌ヒト乳腺上皮に由来する不死化細胞
株の遺伝子ターゲッティングを行い、BRCA1
ヘテロ欠失クローンを作成した。次に、作成
した細胞クローンと対照細胞（親株など）か
らなるクローンペアに対して DNA相同組換え
修復能、ゲノム不安定性、染色体異数性など
に関する解析を行い、BRCA1 遺伝子にハプロ
不全が存在するか否かを検討した。また、同
細胞クローンペアを腫瘍生物学的に解析し、
BRCA1 ハプロ不全がヒト乳腺上皮細胞の形質
転換を誘導するか否かを検討した。最後に、
BRCA1 の転写制御因子としての機能に鑑み、
細胞クローンペアのマイクロアレイ遺伝子
発現解析を行い、BRCA1 ヘテロ欠失によって

発現が変動する BRCA1下流遺伝子の同定を目
指した。これらの解析により、乳癌発生のご
く初期段階でBRCA1ヘテロ欠失が同遺伝子の
ハプロ不全を介して癌化の素地形成に直接
関与するのか否かについて厳密で信頼性の
高いアッセイ系を用いて検討し、手がかりを
得ることを目標とした。 

 

 

３．研究の方法 

 
(1) BRCA1ヘテロ欠失クローンの樹立 
 
本研究の準備として、不死化ヒト乳腺上皮

細胞株に由来する BRCA1ヘテロ欠失クローン
とその対照細胞群（親株など）からなる細胞
クローンペアを樹立した。まず、2 種類の非
癌ヒト乳腺上皮細胞株（自然不死化細胞株
MCF-10A および hTERT 導入による不死化細胞
株 hTERT-IMEC）に対して遺伝子ターゲッティ
ングを行い、これらの細胞株が持つ野生型
BRCA1 アレル 2 本中 1 本を BRCA1 の最も一般
的な癌原性不活化型変異アレルのひとつで
ある 185delAG フレームシフト変異アレルに
置換（ノックイン）した。これにより、MCF-10A
と hTERT-IMEC からそれぞれ複数の BRCA1 ヘ
テロ欠失クローンを樹立した。 
続いて、樹立したクローンにおいて遺伝子

ターゲッティングによる BRCA1ヘテロ欠失の
ノックインが計画通り達成されていること
を PCRなどによって確認した。また、ノック
インされた BRCA1 185delAG アレルが野生型
アレルとほぼ同程度に発現されることを逆
転写 PCR産物のキャピラリー泳動および塩基
配列決定によって確認した。さらに、ターゲ
ッティング・ベクターがゲノムにランダムに
組み込まれたクローンを MCF-10A および
hTERT-IMECからそれぞれ樹立し、対照細胞ク
ローンとして以降の実験に供用した。 
 
(2) BRCA1 ヘテロ欠失クローンにおける DNA

修復能およびゲノム安定性の解析 
 
DNA 修復能の評価は、細胞に導入したベク

ターDNA に二重鎖切断を導入し、その修復の
発生効率を定量する方法で行った。まず、そ
れぞれ GFP 遺伝子の 5’および 3’末端側部
分配列（重複あり）からなる 2つの DNA断片
を制限酵素 I-SceI切断部位の前後に配置し、
レトロウイルスベクターに組み込んだ。この
ベクターBABE-HR を細胞に導入した後、制限
酵素 I-SceI を発現するプラスミドを同細胞
に導入し、BABE-HR 内での DNA 切断と相同組
換えによる全長型 GFP遺伝子の再構築を誘導
した。発現するGFPシグナルの強度によりDNA
相同組換え修復の発生効率を定量した。 
アドリアマイシンや PARP 阻害剤（NU1025



および ABT-888）に対する細胞クローンの感
受性は、MTT アッセイに基づく方法で評価し
た。まず 96 穴組織培養用プレートに細胞を
播種した後、様々な濃度で薬剤を添加して一
定期間細胞を培養し、生存細胞の個数を MTT
アッセイで定量した。 
ゲノム不安定性の解析は、細胞クローンペ

アのゲノムコピー数を SNPアレイおよび蛍光
in situ ハイブリダイゼーションにより計測
し、結果をクローン間で比較することによっ
て行った。SNPアレイはイルミナ社の Cancer 
SNP Panelを使用した。 
 
(3) BRCA1 ヘテロ欠失クローンの腫瘍生物学

的解析および遺伝子発現解析 
 
各細胞クローンの増殖速度の計測、フロー

サイトメトリーによる細胞周期解析、軟アガ
ロース培地培養による足場非依存性細胞コ
ロニー形成能の評価は、一般的な方法により
行った。 
マイクロアレイ解析用のアレイスライド

は、Agilent Technologies社のオリゴ DNAマ
イクロアレイシステムを使用し、得られたシ
グナルは Feature Extraction ソフトウェア
によって定量した。まずそれぞれの細胞クロ
ーンから型通りにRNAを抽出し、蛍光色素Cy3
でラベリングした後アレイスライドにハイ
ブリダイゼーションした。取得したデータに
基づき、細胞クローン群のクラスタリング解
析やクローンペア間で発現量に乖離がある
遺伝子の同定を行った。 
 
 
４．研究成果 

 
BRCA1 へテロ欠失により乳腺上皮細胞に

DNA 修復能異常が誘導されるか否かを検討す
るため、まず細胞クローンに感染させたレト
ロウイルスベクターBABE-HR 上に DNA 二重鎖
切断を導入し、相同組換え修復の発生効率を
定量した。その結果、BRCA1 ヘテロ欠失クロ
ーンの相同組換え能に有意な低下を認めた。
DNA 相同組換え修復能が低下した細胞では一
般にゲノム傷害性薬剤に対する感受性が上
昇するので、次に、それぞれの細胞クローン
のアドリアマイシンおよび PARP 阻害剤
（NU1025と ABT-888）に対する感受性を計測
した。その結果、PARP阻害剤感受性には両細
胞クローン群間で有意差を認めなかったが、
BRCA1 ヘテロ欠失クローンのアドリアマイシ
ン感受性に有意な上昇を認めた。続いて、両
細胞クローン群を SNPアレイで解析したとこ
ろ、BRCA1 ヘテロ欠失クローンのゲノム各所
に散発的なコピー数低下が検出され、DNA 相
同組換え修復能の低下により同クローンに
ゲノムのコピー数異常が誘導されている可

能性が示唆された。また、癌関連遺伝子座上
に設定したプローブを用いて蛍光 in situハ
イブリダイゼーションを行ったところ、同様
に BRCA1ヘテロ欠失クローンにおけるゲノム
各所のコピー数異常が検出された。これらの
実験結果から、BRCA1 ヘテロ欠失に起因する
ハプロ不全により正常ヒト乳腺上皮細胞に
DNA 相同組換え修復不全が誘導され、その結
果、ゲノム不安定性および染色体コピー数の
異常がもたらされることが示唆された。 
続いて、DNA 相同組換え修復不全やゲノム

不安定性により BRCA1ヘテロ欠失クローンに
癌形質が誘導されるか否かを検討した。まず、
BRCA1 へテロ欠失クローン群と対照細胞群を
EGF 含有培地および非含有培地で培養し、増
殖速度を計測した。また、足場非依存性増殖
能を検討するため、両細胞クローン群を軟ア
ガロース半固形培地で培養した。その結果、
予想と異なり、EGF 含有培地で BRCA1 へテロ
欠失クローン群の細胞増殖速度が対照細胞
群に比べて有意に低下していた。これは、
BRCA1 へテロ欠失によりゲノム複製時の DNA
相同組換え修復不全が発生し、同クローン中
の一部の細胞集団が増殖停止または細胞死
をきたすことによると推察された。実際、フ
ローサイトメトリーで両細胞クローン群の
細胞周期分布を解析したところ、BRCA1 ヘテ
ロ欠失クローンの G0/G1期細胞の割合が対照
細胞群に比べて有意に高かった。一方、軟ア
ガロース培地では両群共にコロニー形成を
認めなかったことから、BRCA1 ヘテロ欠失ク
ローン群に有意な形質転換の徴候は見られ
ないものと結論した。以上により、BRCA1 ヘ
テロ欠失は細胞に DNA相同組換え修復不全と
ゲノム不安定性を誘導する結果、乳癌発生の
初期段階で癌化の素地形成に関与すること
が示唆された。しかし、BRCA1 ヘテロ欠失が
直接形質転換を誘導することはなく、したが
って BRCA1ヘテロ欠失だけでは癌化の進行に
不十分であることが示唆された。 
最後に、BRCA1 には転写制御因子としての

機能もあることから、BRCA1 ヘテロ欠失クロ
ーン群と対照細胞群の遺伝子発現をマイク
ロアレイ解析によって比較した。得られたデ
ータに基づいて細胞クローン群をクラスタ
リングしたところ、細胞クローンは BRCA1変
異の有無に従い 2つのグループに区分された。
また、個々の遺伝子の発現データから、BRCA1
ヘテロ欠失クローンにおいて発現亢進をき
たしている多数の遺伝子が見出された。 
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