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研究成果の概要（和文）：BRCA2は DNA修復、複製、中心体増幅、および細胞分裂において

重要な多機能の腫瘍抑制タンパク質である。我々はヒト乳がん細胞株MCF7において、野生型

BRCA2（分子量：384 kDa）の他に分子量 250 kDaの BRCA2フラグメントを見出した。こ

れは他の乳がん細胞株 SK-BR-3や子宮頸がん由来のHeLaS3でも同様に観察されが,良性乳腺

繊維嚢胞症由来のMCF10Aや正常乳腺上皮由来のHMECでは検出されなかった。我々は多重

反応モニタリング法（MRM）によりこの 250 kDaのタンパク質が BRCA2であることを確認

した。次に BRCA2 を切断する可能性のあるプロテアーゼとして細胞膜結合型マトリクスメタ

ロプロテアーゼMT1-MMPを考え、BRCA2のN末から約 250 kDaの位置にMT1-MMPによ

る切断部位を見出し、この推定切断部位を含むリコンビナントタンパクを基質とした in vitro 

解析で、MT1-MMPによるリコンビナントタンパクの切断を確認した。この切断は、MT1-MMP

の阻害剤によって抑制された。そこで、切断型 BRCA2の機能を明らかにするために、BRCA2

の切断端に対する抗体を作成し、各々N端側BRCA2フラグメント（N-BRCA2）、C端側BRCA2

フラグメント（C-BRCA2）を特異的に認識することを確認した。これを用いて、C-BRCA2が

核 foci を形成すること、10Gy の放射線照射後、野生型 BRCA2 の核 foci は核中心部から核膜

に向かい蛍光強度が増加するのに対し C-BRCA2の核 fociの蛍光強度は核内均一であった。以

上より、我々は BRCA2がMT1-MMPの基質であり、切断型 C-BRCA2が組換え修復や乳がん

発生に重要な役割を果たす可能性を示した。 

 

研究成果の概要（英文）：BRCA2 is a multifunctional tumor suppressor protein with critical 

roles in DNA repair, replication, centrosome amplification, and cytokinesis. We previously 

identified the complexes of BRCA2 and membrane type-1 matrix metalloproteinase 

(MT1-MMP). In addition, we found the cleaved BRCA2 by MT1-MMP in cancer cells. To 

examine the role of the cleaved BRCA2 fragments, we generated cleavage-site-directed 

antibodies, which specifically recognize each of the fragments of BRCA2 (N-BRCA2 or 

C-BRCA2). Immunofluorescence analysis revealed that C-BRCA2 localizes to discrete 

nuclear foci. We measured the fluorescence intensity of the wild-type BRCA2 and C-BRCA2 

nuclear foci in HeLa cells exposed to 10 Gy of ionizing radiation at several time points after 

irradiation. Interestingly, the intensity of wild-type BRCA2 foci was stronger near the 
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nuclear envelope compared with the central part, but the intensity of cleaved C-BRCA2 foci 

was distributed evenly in the nucleus after irradiation. We suggest that BRCA2 is a 

cleavage target of MT1-MMP and that cleaved C-BRCA2 may play an important role in HR 

and breast oncogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

MT1−MMP の生理的機能は、細胞外マト

リックス（ECM）成分の破壊や膜タンパク質

のプロセッシングを介して細胞の遊走・浸潤

を促進させることである。これまで

MT1−MMPの基質は、ECM成分や細胞表面

分子が報告されてきたが、近年、MT1−MMP

が中心体に局在して、中心体の構成タンパク

質であるペリセントリンを切断することが

報告されたことは、非常に驚きである。この

ような背景のもと、申請者らはこれまでの研

究から、中心体に局在する BRCA2タンパク

質が、MT1-MMP によって切断され、約

250kDの切断型BRCA2を乳癌細胞株MCF7

と SK-BR3細胞において検出した。興味深い

ことに、正常ヒト乳腺上皮細胞の HMEK か

ら切断型 BRCA2は検出されなかった。MMP

は、多くの癌細胞で発現亢進が見られること

から、この切断システムは中心体で癌細胞特

異的に作用している可能性がある。中心体に

おける MT1-MMP の活性を調べることは、

新しい MT1-MMP の細胞制御機能とその機

能破綻による中心体制御異常、延いては発癌

メカニズムの解明に繋がる 

 

２．研究の目的 

近年、細胞膜結合型マトリックスメタロプ

ロテアーゼの MT1-MMP は細胞膜以外に中

心体にも局在することが報告されており、

MT1-MMPの機能は、細胞外マトリックス成

分の分解にとどまらず、中心体という新たな

作用機序の場が示された。申請者らもこれま

でに、中心体に局在する遺伝性乳癌原因遺伝

子産物の BRCA2タンパク質が、MT1-MMP

によって切断されることから、MT1-MMPの

中心体局在を見出していた。本研究では、こ

れまでに報告されてきた MT1-MMP の細胞

外マトリックス成分を基質とした細胞浸

潤・転移、血管新生での作用機構に加え、全

く新しい中心体での細胞制御機構に焦点を

あてその機能解明を目的とする。MT1−MMP

の制御因子である BRCA2を１つのモデルケ

ースと考えた場合、次のような問題が考えら

れる。1) 切断型 BRCA2は野生型の BRCA2

に比べて生理的機能に違いはあるのか、この

点について現段階で明確な答えはないが、遺

伝性乳癌患者の中には、遺伝子の変異で C末

端が欠損したタイプの BRCA2が検出されて

いることから、C末端切断型 BRCA2が乳癌

の発癌形質転換に関与している可能性は十

分考えられる。また、2)細胞膜結合型のメタ

ロプロテアーゼである MT1−MMPは、どの

ようなメカニズムで中心体に移動するのか、

この点に関しては、エンドサイト－シスによ

って取り込まれた MT1−MMP が細胞内を移

動すると考えられているが、詳細は明らかで

はない。現時点で本研究は、多くの未解決問

題を含んでいるが、中心体における

MT1−MMP の新しい基質の発見が、中心体

制御機構を明らかにして、MT1−MMP の新



しい発癌形質転換機構を解明する大きなチ

ャンスである。 

 

３．研究の方法 

（1）切断型 BRCA2の同定 

 切断型 BRCA2の生理的機能を調べるため、

MT1-MMPによるBRCA2の切断パターンを

解析して切断部位を同定する。 

a. MT1-MMPによるBRCA2の切断パター

ンを調べる。 

現時点で BRCA2 の切断は、N 末端から

約 250k 付近が切断されることを見出し

た。切断箇所がこの１点だけなのか、他

の箇所でも切断されているのか調べるた

め、HA-BRCA2に活性型 MT1-MMPを

反応させて HA 抗体で免疫沈降した沈降

物を質量分析計で解析する。 

b. BRCA2の切断部位の同定 

  切断付近の情報から、１０アミノ酸程度

の合成ペプチドを作製して、これを直接

活性型MT1-MMPと反応させて、質量分

析計で切断部位を同定する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）切断型 BRCA2 の細胞内の局在、およ

び発現パターンの解析 

  切断型 BRCA2認識抗体を用いて、以下

の項目を明らかにする。 

a.  切断型 BRCA2特異的認識抗体の作製 

切断型 BRCA2の発現、および機能解析

のため、切断型認識抗体を作製する。切

断部位のペプチドを抗原としてポリク

ロ－ナル抗体を作製する。 

b. 正常、および乳癌組織での切断型BRCA2

の発現の比較 

組織アレイを用いて、正常と乳癌組織で

の切断型 BRCA2の発現比較を行うため

組織免疫染色を行う 

c.  切断型 BRCA2 の細胞内の局在および機

能解析 

  野生型を BRCA2と切断型 BRCA2の局

在の比較を行うため間接蛍光抗体法を用

いて乳癌細胞株でその局在を観察し、ま

た癌の浸潤に切断型 BRCA2 が影響を及

ぼすのかを明らかにする。 

d.  切断型 BRCA2 の細胞周期での切断時期

の解析 

    切断型 BRCA2が細胞周期依存的に起き

るのかを調べるため、S 期に同調させた

MCF７細胞を経時的にサンプリングし

て、イムノブロットにて切断型の検出を

行う 

e.  切断型 BRCA2 と結合するタンパク質の

同定 

   切断型 BRCA2の生理的機能を調べるた

め、これらのポリペプチドと結合するタ

ンパク質を同定する。切断部位を決定後、

切断型 BRCA2発現系を構築し、細胞内

で発現して免疫沈降法で沈降物を質量

分析計で同定する。 

f.  切断型 BRCA2 を細胞内で過剰発現させ

て、細胞の浸潤性への影響を調べる 

  浸 潤 性 の MCF7 と 非 浸 潤 性 の

MDA-MB231細胞での切断型BRCA2の

発現を比較する。さらに切断型 BRCA2

を過剰発現させた時に細胞の遊走、およ

び浸潤能に影響を及ぼすのかを調べる。 

 

（3）中心体におけるMT1-MMPの新しい基

質を探索 

a.  中心体における MT1-MMP の基質の探

索として、プロテアーゼ活性を阻害した

細胞から中心体を調製する。その後、

MT1-MMP 抗体を用いて免疫沈降を行

い、質量分析計で網羅的にタンパク質を

同定する。 

b.  同定した新規基質タンパク質に関し、

BRCA2 をモデルとした解析方針と同様

に、切断型タンパク質の確認とその中心



体ダイナミクスにおける制御機構およ

び機能を解析し、さらに複数の候補基質

タンパク質を系統的に解析して得られ

た情報を統合し、MT1-MMPの中心体ダ

イナミクスにおける制御機構の全容の

解明を目指す。 

 

４．研究成果 

BRCA2 は DNA 修復、複製、中心体増幅、

細胞質分裂における重要な役割を持つ多機

能な癌抑制タンパク質である。我々はこれま

でに BRCA2 と membrane type-1 matrix 

metalloproteinase (MT1-MMP)との複合体

を確認した。さらに我々は癌細胞において

BRCA2がMT1-MMPにより切断されること

をみいだした。切断された BRCA2断片の機

能を解析するために、我々は切断された

BRCA2 のそれぞれの切断点を特異的に認識

する抗体を作製した。それらの抗体を使用し

た免疫染色解析により、BRCA2の C端側断

片タンパクが、核内 fociを形成することを明

らかにした。さらに 10Gy の放射線照射後、

正常型 BRCA2とC端BRCA2の核内 fociの

蛍光強度を測定した結果、正常型 BRCA2は、

核の中心部に比べ核膜近傍の fociの蛍光強度

が強く、C端 BRCA2は変化が認められない

ことが確認された。以上より、BRCA2 は

MT1-MMPの基質であり、C端 BRCA2断片

タンパクは DNA 損傷の組換え修復、及びそ

れに基づく乳腺発癌に重要な役割を果たし

ている可能性を示した。 
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