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研究成果の概要（和文）：乳癌の大部分を占める非遺伝性散発性乳癌の発症には、エストロゲンの長期暴露が関与する
。乳腺上皮にエストロゲン刺激が加わるとDNA傷害が誘導されるが、ヒト乳癌細胞株MCF7においてGANPの発現を低下さ
せるとエストロゲン刺激後に過剰なDNA傷害を誘導した。このことが乳腺特異的GANP欠損マウスで見られる乳腺構築異
常と密接に関わると考えられ、乳腺上皮におけるGANPの発現は乳癌発症に抑制的に働くことが示唆された。実際、ヒト
非遺伝性散発性乳癌416例の検体を用いてGANPの発現低下が予後不良因子となることを証明した。

研究成果の概要（英文）：The occurrence of sporadic breast cancers is involved in long-term exposure of 
estrogen, which induces DNA damages in the epithelial cells of mammary glands. Estrogen stimulation 
induced rigorous DNA damages in ganp-depleted MCF7, suggesting that these damages is asoociated with 
abnormal development of mammary glands in mammary-specific ganp-deficient mice. GANP may be a tumor 
suppressive factor in mammary gland epithelia. Accordingly, it has been proved that low expression of 
GANP is an indicator of poor patients' prognosis in sporadic breast cancers.

研究分野：病態医化学

キーワード： 非遺伝性散発性乳癌　DNA傷害
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（1）乳癌発症の病因としての DNA 修復異常 
 乳癌発症にはホルモン、生活習慣などが危
険因子となることが知られているが、大多数
を占める非遺伝性散発性乳癌ではその原因
には未だ不明な点が多い。遺伝性乳癌の原因
遺伝子として Brca1 と Brca2 が単離され、詳
細な解析から両者が DNA 修復に関与する
caretaker であることが示された。これらの
結果から乳癌が「DNA 修復機構の異常による
疾患」として認知されている。しかし、非遺
伝性散発性乳癌発症においてDNA修復異常が
どのように関与しているか、そしてどのよう
なDNA修復系関連分子に異常があるのかにつ
いては明らかにされていない。 
（2）転写に共役した DNA 傷害 
 生体内では、細胞分裂時と遺伝子転写時に
DNA 傷害を受けやすくなると知られている。
近年、後者は「転写に共役した DNA 傷害」と
して出芽酵母でそのメカニズムの解析が進
み、mRNA 核外輸送機構の障害が原因であるこ
と が 示 さ れ て い る （ Aguilera & 
Gómez-González, Nat. Rev. Genet., 2008）。
出芽酵母で mRNA 核外輸送に関わる分子群と
して SAC3、Thp1、Sus1 などから構成される
TREX2 複合体のどの構成分子を欠損させても、
出芽酵母では全て過剰なDNA組換えを引き起
こす。これは遺伝子転写時に受けた DNA 傷害
を修復するために過剰なDNA組換えが誘導さ
れ、その結果ゲノムに不安定性が生じるため
と考えられる。mRNA 核外輸送に関わる分子群
は、ヒトなど高等哺乳動物でもそれらの相同
分子がほぼ同定されており、類似したメカニ
ズムで転写に共役したDNA傷害が起こるもの
と考えられるが、その詳細は報告されていな
い。 
（3）GANP の発現異常と乳癌発症 
 申請者らは免疫系の末梢リンパ組織の胚
中心で発現が上昇する新規核内分子
germinal center-associated nuclear 
protein（GANP）を同定し、以下のことを明
らかにしてきた。 
①GANP は 210−kDa の核内分子で、出芽酵母で
mRNA 輸送に関わる分子 SAC3 の哺乳動物相同
分子である（Kuwahara et al., Blood, 2000; 
PNAS, 2001; PNAS, 2004）。 
②GANPは転写に共役したDNA組換えを抑制し、
その発現低下は染色体不安定性を誘導する
（Yoshida et al., Genes Cells, 2007）。 
③GANP は Shugoshin-1 mRNA の核外輸送に関
与する（Okamoto et al., Genes Cells, 2010）。 
これらのことから GANP は出芽酵母 SAC3 と類
似した機能を有し、「転写に共役した DNA 傷
害」を制御し、ゲノムの安定化に関わると考
えられる。ganp ホモ欠損マウスは胎生 12 日
までに全例死亡する。一方、ganp ヘテロ欠損
は正常に成育するものの、一年を過ぎると約
30％の雌ヘテロ欠損マウスに乳癌が発症す
る。この結果は、ヒト乳癌臨床検体を用いた
解析で、悪性度の高い乳癌では GANP の発現

が低下し、GANP 低発現群は高発現群に比べて
予後が悪い、という結果に合致する。さらに
乳癌発症において、ganp 欠損が乳腺上皮のみ
に重要なのか、乳腺上皮と間質（微小環境）
の両方に重要なのか、を明らかにするために
wap-cre マウスと ganpfl/flマウスとの交配に
より乳腺特異的 GANP 欠損マウス（C57BL/6 背
景）を作成した。このマウスでは妊娠後期か
ら授乳期終了までwapプロモーターが働くこ
とで乳腺特異的に遺伝子欠損を誘導するこ
とができる。このマウスを一回妊娠させ、長
期観察を行うと約一年後から乳癌の発症を
認めるようになる（約 35％）。興味深いこと
に、発症した乳癌の 80％は肺転移を伴ってお
り、ganp ヘテロ欠損マウスよりも悪性度の高
い乳癌が発症することが判明した。 
 
２．研究の目的 
（1）正常乳腺上皮細胞においてどのような
刺激により GANP は発現上昇するのか。 
 ganp/gfp ノックインマウス（未発表）より
乳腺細胞を摘出して初代培養を行い、種々の
外的因子を与えた後、フローサイトメーター
解析により GFP シグナルを測定する。この系
によりどのような外的刺激が GANP の発現を
上昇させるのか、リアルタイムにスクリーニ
ングすることができる。 
（2）「転写に共役した DNA 傷害」が乳腺上皮
細胞の増殖、分化にどのような影響を及ぼす
のか。 
 wap-cre-ganpfl/fl マウスを妊娠させて乳腺
上皮で GANP の発現を抑制し、乳腺の組織学
的解析を行う。乳腺の摘出は、妊娠後期、出
産直後、出産後 1週間、など様々な時期で行
い、その組織学的変化、増殖、細胞の異型性
の出現等を調べる。 
（3）ヒト乳癌臨床検体における GANP タンパ
ク発現低下の原因は何か。 
 ganp mRNA の発現レベルが低下しているの
かを調べる。ヒト ganp プロモーター領域の
メチル化の有無やヒト ganp 遺伝子座を含む
21 番染色体のヘテロ接合性の消失（Loss of 
heterozygosity）の解析を中心に行う。転写
レベルで ganp の低下が見られない場合は、
GANP 分子の分解によるタンパク質低下が起
こっているかを調べる。また GANP 分子が翻
訳後分解を受けるのか、に関しては in vitro
での解析が必要となる。 
（4）GANP が制御する乳癌発症に関与する分
子は何か。 
 GANP の二つの機能ドメイン着目し、mRNA
核外輸送とヒストンアセチル化酵素活性の
点から GANP が制御する分子（群）を遺伝子
発現プロファイルにより網羅的に解析する。
DNA 修復に関わる分子あるいはゲノム不安定
性に関わる分子に焦点をあて、実際に乳癌発
症に関与する可能性のある分子を追求する。 
 
３．研究の方法 
（1）正常乳腺上皮細胞において GANP の発現



上昇を誘導する外的刺激の検証 
 GANP は正常組織では発現量は低いが、リン
パ組織の胚中心や正常乳腺上皮では高い発
現を認める。GANP の発現が胚中心で上昇する
理由の一つとして、転写に共役した遺伝子傷
害を保護するためであることを見出した(発
表論文⑨)。乳腺上皮でも同様の現象が見ら
れるのかを正常マウスと wap-cre-ganpfl/flマ
ウスを妊娠させて乳腺組織から乳腺細胞を
調整して遺伝子傷害をコメットアッセイで
検討する。このアッセイでは、比較的少数の
細胞の遺伝子傷害を定量的に評価すること
ができ、乳腺上皮細胞における遺伝子傷害誘
導に GANP が関与するかを直接示すことが可
能である。次に、ganp/gfp ノックインマウス
（未発表）より乳腺細胞を調整して初代培養
を行い、種々の外的因子（ホルモン、紫外線、
放射線など）を与えた後、フローサイトメー
ター解析により GFP シグナルを測定する。こ
の系によりどのような外的刺激が GANP の発
現を上昇させるのか、容易にスクリーニング
することができる。 
（2）「転写に共役した DNA 傷害」が乳腺上皮
細胞の増殖、分化に及ぼす影響の検証 
 遺伝性乳癌の原因である Brca1 は DNA 修復
に関与し、乳腺特異的に欠損させると乳腺上
皮にゲノム不安定性が誘導され、乳腺上皮細
胞の分化異常によりアポトーシスが誘導さ
れる。これまで「転写に共役した DNA 傷害」
が誘導する遺伝子組換えが、Brca1 が関わる
二重鎖切断が誘導する遺伝子組換えとどの
ように異なるのかは分子レベルで明らかに
されていない。この情報を基に、「転写に共
役した DNA 傷害」が乳腺上皮の増殖、分化に
どのように影響するかを正常マウスと
wap-cre-ganpfl/fl マウスを妊娠させて乳腺組
織を摘出し、組織学的解析を行う。wap プロ
モーターは妊娠後期から作動し、出産後二週
間程度までその効果は続くことが知られて
いる。乳腺の摘出は、妊娠後期、出産直後、
出産後 1週間、などの様々な時期で行う。 
まず通常の H-E 染色で比較し、異常がある場
合は増殖マーカー（Ki67 や PCNA）や腺上皮、
筋上皮に特異的なマーカーで免疫染色を行
い、詳細な組織構築の解析を行う。 
 GANPは上述のように出芽酵母TREX2複合体
の一員 SAC3 の哺乳動物相同分子だが、TREX2
の他の構成分子 Thp1 の哺乳動物相同分子
Pcid2 の機能も申請者らは明らかにしている。
Pcid2 は GANP と異なり MAD2 mRNA の核外輸送
に関与し、B 細胞特異的 Pcid2 欠損マウスで
は高度な B細胞分化障害が起こる。この表現
型にも「転写に共役する DNA 傷害」が関与す
ることが考えられる。そこで wap-cre マウス
と Pcid2fl/fl マウスを交配して乳腺特異的
Pcid2 欠損マウスを作成し、wap-cre-ganpfl/fl

マウス同様妊娠させたマウスから乳腺組織
を摘出し、組織学的解析を行う。 
（3）ヒト乳癌臨床検体における GANP タンパ
ク発現低下の原因の探索 

 申請者らはこれまでに 92 例の非遺伝性乳
癌の検体を抗 GANP 抗体により免疫染色し、
リンパ節転移を伴う悪性度の高い癌は正常
乳腺や上皮内癌と比較して GANP の発現が著
しく低いことを見出した。最初に ganp mRNA
の発現レベルが低下しているのか、をリアル
タイム PCR で解析する。臨床検体で GANP 同
様に ganp mRNA も発現と悪性度が逆相関する
場合は、ヒト ganp プロモーター領域のメチ
ル化の有無やヒト ganp 遺伝子座を含む 21番
染色体のヘテロ接合性の消失（Loss of 
heterozygosity）の解析を行う。ganp の低下
が転写レベルで見られない場合は、GANP 分子
の分解によるタンパク低下などの可能性が
ある。GANP 分子がユビキチン化を受けて分解
を受けるのか、など細胞株を用いた in vitro
の解析が必要となる。 
（4）GANP が制御する乳癌発症に関与する分
子（群）の確定 
 C57BL/6背景GANPヘテロ欠損マウスの乳癌
発症率は約 30％でその発症には一年以上か
かる。このことは GANP の機能不全に何らか
の遺伝子異常が加わって発症する可能性を
示唆する。乳腺特異的 Brca1 欠損マウスでも
p53 変異が加わることで乳癌を発症すること
が示されている。これまでに GANP 結合分子
の同定を解析したが、現時点で DNA 修復、細
胞周期、ゲノム安定性などに関与する分子は
同定されていない。そこで、乳癌細胞株 MCF7
を用いた ganp ノックダウンにより GANP 発現
を低下させ、核外輸送が障害される mRNA を
網羅的遺伝子発現プロファイルにより解析
する。この際、使用する RNA は細胞質分画か
ら調整する。 
 さらに GANP のカルボキシル末端側に存在
するヒストンアセチル化酵素活性（HAT）に
も注目し、全長 ganp cDNA あるいは HAT 領域
を欠失させた変異体（ΔHAT）をレトロウィ
ルスベクターに組み込んで MCF7 に感染させ
て安定発現株を作成する。両者で発現に差が
ある遺伝子を網羅的遺伝子発現プロファイ
ルにより解析する。 
 
４．研究成果 
（1）正常乳腺上皮細胞においてGANPの発現
上昇を誘導する外的刺激。 
GANPはリンパ組織の胚中心で高い発現を認
め、その理由として転写共役型遺伝子傷害を
保護するためであることを見出した(発表論
文⑨)。乳腺上皮でGANPの発現が高い理由と
してエストロゲンの関与を考えたが、ヒト乳
癌細胞株MCF7を用いた解析ではエストロゲ
ン刺激前後でGANPの発現に変化を認めず、他
の外的刺激（紫外線、放射線など）でもGANP
の発現に変化は見られなかった。乳腺上皮に
おいてもGANPの発現が遺伝子傷害の抑制に
関与する可能性を考え、MCF7をエストロゲン
で刺激後、コメットアッセイを行った。GANP
をノックダウンしたMCF7はコントロールの
細胞と比較してエストロゲンによる遺伝子



傷害が増加し、逆にGANPを過剰発現させた細
胞はコントロール細胞に比べて遺伝子傷害
が減少した。ganp/gfpノックインマウス由来
の乳腺細胞を用いたin vitroの実験でもGANP
発現上昇を誘導する外的刺激を明らかにす
ることはできなかったが、乳腺上皮における
GANP発現上昇はエストロゲンが誘導する遺
伝子傷害を保護するために関与することを
示した。 
（2）乳腺上皮細胞の増殖、分化に及ぼす「転
写共役型DNA傷害」の影響。 
正常マウスと乳腺特異的GANP欠損マウスを
妊娠させて乳腺組織を摘出し、組織学的解析
を行った。(1)の結果から妊娠時のエストロ
ゲンによる遺伝子傷害が乳腺組織に影響を
与える可能性が考えられた。妊娠後期、出産
直後、出産後1週間、出産後２週間で乳腺を
摘出し、ヘマトキリン－エオシン染色による
組織解析を行った。その結果、乳腺特異的
GANP欠損マウスでは乳腺構造の発達障害が
起こることが判明した。免疫組織染色では
Ki67の陽性率が低下しており、細胞増殖低下
を伴う組織構築異常を認めた。またganpノッ
クダウンMCF7では、エストロゲン刺激後の細
胞増殖が低下し、TUNEL陽性細胞が増加した。
この結果は、乳腺特異的GANP欠損マウスで見
られる乳腺組織構築異常と関連することが
示唆された。この表現型がGANP以外のTREX2
複合体であるPCID2欠損でも認められるかを
検討した。乳腺特異的PCID2欠損マウスを作
成し、妊娠、出産後の乳腺組織構築を解析し
た。平成26年度に所属機関を異動したため、
十分な解析数ではないものの、GANP欠損同様
組織構築異常を認める結果が得られている。 
（3）ヒト乳癌臨床検体における GANP タンパ
ク発現低下の原因探索。 
これまで名古屋市立大学乳腺外科の非遺伝
性乳癌 92例の検体を抗 GANP 抗体で免疫染色
し、悪性度の高い乳癌は正常乳腺や上皮内癌
に比べて GANP の発現が著しく低下している
ことを見出した。さらに別のコホートとして
熊本大学乳腺内分泌外科の416例の検体を免
疫染色にて解析し、ほぼ同様の結果を得た。
臨床データとの相関を検討し、GANP 発現低下
が独立予後因子であることを明らかにした。
さらに ganp mRNA の発現解析をリアルタイム
PCR で行ったが、ganp mRNA の発現と悪性度
に相関は見られなかった。従って、GANP タン
パクの低下が ganp mRNA 低下に因らない可能
性が考えられた。約 40 例の乳癌検体の ganp 
mRNA を解析したところ、約 25％でスプライ
シング異常を認めた。遺伝子転写に伴う ganp
スプライシング異常が GANP タンパク発現低
下の一因として考えられた。 
（4）GANP が制御する乳癌発症に関与する分
子（群）。 
MCF7を用いたganpノックダウンによりGANP
の発現を低下させ、核外輸送が障害される
mRNAを網羅的遺伝子発現プロファイルによ
り解析した。数十種の候補が得られたため、

次にganpノックダウン細胞で実際にmRNAレ
ベルが低下している遺伝子をPCRで確認した。
この中から乳癌発症という観点から、BRCA2
に着目した。当初、GANPがBRCA2 mRNAの核外
輸送を制御している可能性が考えたが、ganp
ノックダウン細胞においてBRCA2 mRNAの核外
輸送に異常は認めなかった。BRCA2を転写レ
ベルで制御していることは明らかだが、その
詳細な制御機構は現時点では不明である。現
在、BRCA2 mRNA安定性にGANPが関与するかど
うか検討している。 
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