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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、癌抑制遺伝子 BRCA1 の変異によるヒト遺伝性乳癌発生の分子基盤を理解するた
め、当該研究に寄与しうる実験系の作出を目指した。まず、BRCA1 ホモ変異を有する 2 種類の
ヒト遺伝性乳癌由来細胞株に対して遺伝子ターゲッティング法による BRCA1 変異の修正を試み
た。また、野生型 BRCA1 遺伝子を有する不死化ヒト気道上皮細胞株 MCF-10Aに対して同遺伝子
ミスセンス変異 2種類の導入（ノックイン）を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we sought to generate experimental platforms that help to understand 
the mechanism of how a mutation of BRCA1 tumor suppressor gene leads to the onset of human 
hereditary breast cancer.  To this end, we used the technology of human somatic cell gene 
targeting in an attempt to perform the targeted correction of BRCA1 mutations in 2 cell 
lines derived from human hereditary breast cancers harboring homozygous BRCA1 mutations, 
as well as the targeted knock-in of 2 missense mutations into an immortalized human breast 
epithelial cell line MCF-10A which carries wild-type BRCA1. 
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１．研究開始当初の背景 

 

(1) 癌抑制遺伝子 BRCA1 は、多くの遺伝性乳
癌・卵巣癌において 2本のアレルの両方に癌
原性不活化変異をきたし、正常な機能を喪失
している。BRCA1 タンパク質の果たす生物学

的機能は、DNA 障害の修復、細胞周期チェッ
クポイント、染色体安定性、クロマチン構造
の保持、X 染色体不活性化、エストロゲンレ
セプターの発現制御など多岐にわたること
が知られている。その一方、これらの機能の
うちどれが真に癌抑制に重要であるかは未
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だ確定的ではなく、また完成した癌がその癌
形質を維持するために依然として BRCA1変異
に依存しているのか否かも明らかでない。 

このような疑問点について解明の端緒を
開き、多彩な BRCA1 遺伝子の機能を正確に理
解するためには、アーチファクトを極力排除
し、確定的な結論を導くことのできる実験系
を作成する必要がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) 上述のような状況を考慮し、本研究では
BRCA1 ホモ変異を持つ遺伝性乳癌由来のヒト
細胞株に対して遺伝子ターゲッティングを
行い、一方の BRCA1 アレルを野生型に修正す
ることにより機能性 BRCA1タンパク質を復元
することを計画した。また、野生型 BRCA1 遺
伝子を持つ不死化ヒト乳腺上皮細胞株に対
して BRCA1 の機能を全面的に、または部分的
に不活化する 2 つのミスセンス変異を導入
（ノックイン）することも計画した。これら
の計画の実施により樹立される遺伝子改変
細胞クローンと対照細胞（親株など）とは、
改変される BRCA1アレルだけを遺伝学的な相
違点とし、他は理論上まったく同一である。
したがってこの細胞クローンと対照細胞と
のペアは、今後 BRCA1 遺伝子機能の解明に向
けて様々な生物学的解析を行う際に有用な
研究資材として使用できる。たとえば、同細
胞クローンペアに DNA 障害刺激を加え、DNA
修復や細胞周期チェックポイントの分子機
構が正常に機能するか否かを検討すること
や、DNA 修復能の破綻の結果ゲノムの数的・
構造的異常が蓄積するか否かを検討するこ
とができる。 
 
(2) また、同細胞クローンペアの増殖因子・
足場非依存性増殖能や免疫不全マウスの皮
下に細胞を接種した際の造腫瘍能・遠隔臓器
への転移能の検討を行うこともできる。この
ような癌形質の指標を測定することにより、
BRCA1 変異の結果完全に形質転換を遂げた乳
癌細胞が、癌形質の維持のためになおも
BRCA1 変異に依存しているか否かの手がかり
を得ることができる。 

また、BRCA1 の転写制御因子としての機能
に鑑み、樹立した細胞クローンペアの遺伝子
発現解析を行うことも有用と考えられる。発
現変動をきたす遺伝子を同定することによ
り、BRCA1 下流の転写制御ネットワークを明
らかにすることができる。 

 
 

３．研究の方法 
 
(1) BRCA1 遺伝子修正の対象には、異なる

BRCA1 変異を有する 2 つの遺伝性乳癌由来細
胞株 HCC1937 と SUM1315MO2 を採用した。
HCC1937 は BRCA1 不活化細胞株として最も高
頻度に使用される細胞株であり、BRCA1 両ア
レルのエクソン 20 に一塩基対挿入によるフ
レームシフト変異 5382insC を有する。また
SUM1315MO2 は、BRCA1 両アレルのエクソン 2
に二塩基対欠失によるフレームシフト変異
185delAGを有する。5382insC と 185delAGは、
BRCA1 遺伝子全体に広く分布する不活化変異
スペクトラムの中でも特に高頻度に見られ
る変異である。 
 
(2) また、BRCA1 変異ノックインの対象には、
自然不死化した非癌ヒト乳腺上皮細胞株
MCF-10A を採用した。現在までに、BRCA1 の
他の不活化変異のノックインや KRAS や
PIK3CAなど他の遺伝子の改変に MCF-10Aが用
いられてきたため、本研究の遺伝子ターゲッ
ティングにも同細胞株を採用することとし
た。導入する遺伝子変異は 2 種類とし、ひと
つは、遺伝性乳癌患者で高頻度に検出される
ため腫瘍原性の明らかな BRCA1遺伝子エクソ
ン 5 上の一塩基置換を選択した。他方は、
BRCA1 タンパク質の BARD1 タンパク質との結
合能は保持しつつユビキチンリガーゼ機能
をほぼ廃絶させるエクソン 2上の二塩基置換
を選択した。 
 
(3) BRCA1 遺伝子変異修正および遺伝子変異
ノックイン用のターゲッティングベクター
は、それぞれアデノ随伴ウイルスの骨格を用
いて作成した。薬剤選択用マーカー遺伝子に
はネオマイシン耐性遺伝子を使用した。両側
のホモロジーアームとしてそれぞれ約 1 kb
のゲノム配列を PCRによって増幅し、プラス
ミドに連結した後、塩基配列確認を行った。
構築したベクター作成用プラスミドはヘル
パータンパク質発現ベクター、RepCap タンパ
ク質発現ベクターとともに HEK293 細胞に一
過性導入し、産生したアデノ随伴ウイルスベ
クターを型通りに回収して遺伝子ターゲッ
ティングに使用した。 
 
(4) 遺伝子ターゲッティングは、ターゲッテ
ィングベクターをそれぞれの実験に応じて
HCC1937 や SUM1315MO2、MCF-10A に感染させ
ることによって行った。感染細胞を多数の 96
穴細胞培養用プレートに播種し、G418による
薬剤選択を行った。過去の報告に従い、形成
された単一細胞由来クローン群を多重プー
ルし、抽出した DNA 検体に対する PCRスクリ
ーニングによって遺伝子改変クローンの探
索を行った。 
 
 
４．研究成果 



 

 

 
(1) まず、BRCA1 ホモ変異を持つ遺伝性乳癌
由来ヒト細胞株に対して遺伝子ターゲッテ
ィングを行い、同変異アレルの一方を修正し、
野生型 BRCA1タンパク質を復元することを目
指した。アデノ随伴ウイルスの骨格を持つ
BRCA1 遺伝子修正用ターゲッティングベクタ
ーを HCC1937と SUM1315MO2 細胞に感染させ、
G418選択の後、遺伝子修正クローンを同定す
るため PCRスクリーニングを行った。しかし
遺伝子修正クローンの単離が容易でなかっ
たため、実験行程を見直し、プロモータート
ラップ法の導入、調整培地の使用、ベクター
と宿主細胞の比率の調整、薬剤選択時の G418
濃度および薬剤開始のタイミングの調節な
ど、様々な実験条件を検討しつつ遺伝子ター
ゲッティングを繰返し試行した。しかし、最
終的にこの方法では目的とする BRCA1遺伝子
改変クローンを単離することはできないと
判断した。HCC1937 細胞においては、スクリ
ーニング PCR陽性の細胞集団数個は確保され、
塩基配列の確認によっても DNA相同組換えに
よる遺伝子修正が起きていることは確認さ
れた。しかし、そこから目的の単一細胞クロ
ーンを得る過程で遺伝子改変細胞を失うこ
とが続き、機能性 BRCA1 遺伝子の復元が何ら
かの理由で細胞の増殖または生存に不利に
働く可能性が示唆された。一方、SUM1315MO2
細胞ではスクリーニング PCRの段階で明瞭な
陽性の結果を得ることはできなかった。この
ことは SUM1315MO2 が HCC1937 以上に機能性
BRCA1 遺伝子によって不利益を被る可能性を
示唆すると考えられるが、一方でターゲッテ
ィングベクターの構築など技術的な面に問
題があった可能性も否定できない結果とな
った。 
 
(2) 次に、2 本の野生型 BRCA1 アレルを持つ
非癌ヒト乳腺上皮細胞株を対象とし、BRCA1
アレルの一方にミスセンス変異を導入（ノッ
クイン）する試みを行なった。エクソン 5と
エクソン 2のミスセンス変異を導入するため、
前述の実験と同様、アデノ随伴ウイルスに基
づく 2種類の遺伝子変異ノックイン用ターゲ
ッティングベクターを構築し、不死化ヒト乳
腺上皮細胞株 MCF-10A に感染させた。細胞の
G418選択後、単一細胞由来クローンのスクリ
ーニングを PCRに基づくアッセイによって行
った。これらの試行のうち、エクソン 5 の一
塩基置換に関しては、複数回の試行にもかか
わらず BRCA1変異ノックインクローンを得る
ことができなかった。原因は明らかでないが、
BRCA1 遺伝子は 5’末端近傍のエクソン 1、2
を除きほとんどのエクソンが密度の濃い多
数の繰返し配列の中に散在しているため、ひ
とつの仮説として、ホモロジーアーム中で繰
返し配列の占める割合が高くなることが正

確な相同組換えを阻害し、遺伝子ターゲッテ
ィングを困難にしていると考えられた。 
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