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研究成果の概要（和文）：　 BRCA1-A複合体と拮抗してDNA二本鎖切断の相同組換え修復(HDR)を遂行するBRCA1
がBARD1/HP1結合 (BRCA1-H複合体)を介して、ヘテロクロマチンDSB局所に集積する。BRCA1-H複合体の形成には
ATM依存的で、ヒストンH3Lys9のジメチル化（H3K9me2）も必要。ヒストンメチル基転移酵素阻害剤（HKMTi）に
よるH3K9me2の阻害は、BRCA1のDSB局所への集積を阻害し、癌細胞のPARP阻害剤に対する感受性を亢進させる。
　BRCA1-B複合体およびBRCA1-C複合体の形成にもBRCA1-H複合体の形成に依存し、ヘテロクロマチン領域のDNA修
復に司る。

研究成果の概要（英文）：Stable retention of the BRCA1/BARD1 complex at sites of DNA damage is 
required for a proper response to DNA double-strand breaks. In this study, we found that the BRCT 
domain of BARD1 is also required for the retention of the complex at damaged sites through its 
interaction with HP1γ. In response to DNA damage, BARD1 interacts with Lys9-dimethylated histone H3
 (H3K9me2) in an ATM-dependent manner. This interaction is mediated by HP1γ. A conserved 
HP1-binding motif in the BARD1 BRCT domain directly interacts with the chromoshadow domain of HP1γ;
 mutations in this motif disturb the retention of BRCA1/BARD1 at damaged loci. The histone lysine 
methyltransferase (HKMT) inhibitors abolish this retention and demonstrated synergetic inhibition of
 clonogenic cell growth with poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitor olaparib.
  FANCJ and CtIP localize at DSB sites through BARD1-HP1 interaction. In conclusion, HP1 regulats HR
 through retention of FANCJ and CtIP, mediated by BRCA1/BARD1.

研究分野： 病態医化学
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１． 研究開始当初の背景 
  BRCA1 は DSB に対する相同組換え修復で必

須の役割を果たしており、その機能不全は乳

癌および卵巣癌の原因となると同時に PARP

阻害剤等による合成致死性を利用した化学

療法の標的としても重要である。精力的な解

析により、BRCA1 が DSB 局所に集積するメカ

ニ ズ ム は 明 ら か に な り つ つ あ る 。

Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN)複合体が DSB を検

知して ATM を活性化、ATM によって DSB 局所

のヒストン H2AX がリン酸化され、これに結

合した MDC1 をさらに ATM がリン酸化する。

リン酸化した MDC1 にユビキチンリガーゼ

(E3)である RNF8 が結合し、RNF8-Ubc13(E2)

および RNF168 によりヒストン H2A の

Lys(K)13-15 残基がポリユビキチン化される。

このポリユビキチン鎖を UIM (ubiquitin 

interacting motif)を有する RAP80 が認識し、

RAP80-ABRA1-BRCA1 複合体がリクルートされ

る。このように非常に複雑なメカニズムによ

ってBRCA1がリクルートされると考えられて

いるが、BRCA1 をリクルートするメカニズム

はこれだけではない。BRCA1 は N末端の RING

フィンガードメインを介して BARD1 と RING

二量体型の E３を形成するとともに C 末端の

BRCT ドメインを介してリン酸化特異的に３

つの異なった蛋白質、すなわち前述の ABRA1

と、BACH および CtIP と結合し BRCA1-A, -B,

および-C 複合体を形成する。BRCA1-A 複合体

が上述 RAP80-ABRA1-BRCA1 経路に DSBにリク

ルートされるのに対してBRCA1-B複合体と-C

複合体がDSBにリクルートされる経路は未だ

に明らかにされていない。一方、ATM はヘテ

ロクロマチン領域におけるDSB修復には必須

であるが、ユークロマチン領域の DSB 修復に

は必要ない。すなわち、損傷後後期に ATM 依

存的に集積するBRCA1複合体はヘテロクロマ

チンに特化した役割を果たしている可能性

が考えられる。申請者は上述の RAP80 とユビ

キチン鎖の結合に加え、BRCA1-BARD1 が DNA

損傷後後期に集積するために必須なBARD1と

ヘテロクロマチンプロテイン１（HP1）γを

介した新規メカニズムを発見した。本研究で

はこの新規の結合が、BRCA1 三つの複合体が

ヘテロクロマチン領域に特化した役割にど

う関わっているかを検討する。 

 
２． 研究の目的 
 家族性乳癌および卵巣癌の原因遺伝子産

物である BRCA1 は、ATM 依存的に生じる DNA

損傷周囲クロマチンのヒストンH2Aのポリユ

ビキチン化を介してDSB局所へ集積すること

がよく知られている。ATM はヘテロクロマチ

ン領域での DSB 修復には必須とされる一方、

ユークロマチン領域のDSB修復には必要ない

とされている。これに関連して最近申請者ら

は BRCA1 の DSB 局所への集積にヘテロクロマ

チン蛋白質が必須の役割を果たしているこ

とを見出した。そこで本研究では、この機能

の 中 で 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る

BARD1(BRCA1-associated RING domain 1)を

中心に、クロマチンの高次構造に特異的な

BRCA1 を介した相同組換え修復メカニズムを

解析する。 

 
３． 研究の方法 

① 免疫沈降法を用いたBRCA1/BARD1ユーク
ロマチン領域とヘテロクロマチン領域にお
ける DNA 損傷部位集積の検討：クロマチン分
画を溶解し、BRCA1/BARD1 抗体を用いた免疫
沈降を行い、ユークロマチン領域及びヘテロ
クロマチン領域における特異的な蛋白質と
の結合を検討し、DNA 損傷前後のサンプルを
比較解析した。 
② shRNA にて内因性野生型蛋白質の発現を
抑制すると変異体を発現させる add-back 実
験が行えるよう、BARD1 に対する shRNA 配列
が組み込まれる CS-Rfa-ETB ベクターとHP1γ
と結合しないEGFPタグ付きのBARD1変異体を
組み込んだ CSIV-TRE-RfA ベクターを構築し、
レンチウイルスを作製して、同時に細胞を感
染させ、その安定発現細胞株を樹立した。樹
立した細胞が doxycyclin 添加により野生型
と変異体の発現が入れ替わることを RT-PCR
およびウェスタンブロットにて確認し、いず
れもコントロールとして野生型も作成した。 
③ 上記BARD1変異細胞を用いてIR照射ない



しレーザーマイクロ照射を行い、DSB 後に
BACH1 および CtIP が DSB 局所に集積すること
を蛍光免疫染色にて、BRCA1 と BACH1 および
CtIP が結合していることを免疫沈降—ウェス
タンブロットにて解析した。ABRA1-RAP80 の
集積が阻害されるか否かについても解析を行
った。 
④ invitro ユビキチン化反応実験系の再構
築し、BRCA1/BARD1 に依存するユビキチン反
応基質を検討した。 
⑤ BARD1 変異細胞の PARP 阻害剤や、DNA 架
橋剤、放射線およびヒストンメチルトランス
フェラーゼ阻害薬に対する薬剤感受性を
Clonogenic survival アッセイにて解析した。 
 

４． 研究成果 

 BRCA1-A複合体と拮抗してDNA二本鎖切断の

相同組換え修復(HDR)を遂行する BRCA1 が

BARD1/HP1 結合 (BRCA1-H 複合体)を介して、

ヘテロクロマチンDSB局所に集積することを

明らかにした。この複合体の集積にはヒスト

ン H3Lys9 ジメチル化（H3K9me2）が必要であ

り、ヒストンメチル基転移酵素阻害剤

（HKMTi）による H3K9me2 の阻害は、BRCA1 の

DSB 局所への集積を阻害し、癌細胞の PARP 阻

害剤に対する感受性を亢進させたことを発

見し、癌治療へ新しいアプローチ方法を提示

することができた。 

 また、BRCA1-B 複合体および BRCA1-C 複合

体の形成も BRCA1-H 複合体の形成に依存し、

ヘテロクロマチン領域のDNA修復に司ってい

ることを本研究によって明らかにし、今まで

明らかにされていなかったBRCA1-B複合体と

-C複合体のDSB局所へのリクルートメカニズ

ムに新しい知見を得た。 

 

① DNA損傷後、BRCA1はBARD1を介してLys9

ジメチル化ヒストン H3（H3K9me2）の結合が

誘発され、BRCA1/BARD1/H3K9me2 複合体が形

成され、BRCA1/BARD1 がヘテロクロマチン領

域 の DSB 局 所 へ 集 積 し た 。

BRCA1/BARD1/H3K9me2 複合体の形成は、BARD1

とヘテロクロマチン蛋白質(HP1)の直接結合

に依存しており、BARD1 と H3K9me2 の結合は

HP1 を介したものだった。 

② BARD1/HP1 の結合は、BARD1 の BRCT ドメ

インに存在する PxVxL モチーフと HP1 の

Chromoshadow ドメイン間で起き、PxVxL モチ

ーフの変異体である PEELI 及び PAALI では

BARD1/HP1 の結合が阻害された。PEELI と

PAALI 変異体は DSB 局所への集積も阻害され

た。 

③ Doxcyclin 誘導 shRNA による内因性

BARD1 の抑制と同時に BARD1 のミスセンス変

異体の安定発現細胞株を用いて解析では、

BRCA1 の DSB 局所への集積も BARD1/HP1 の結

合に依存していた。 

④ BARD1/HP1 の結合は ATM に依存し、

RNF8/RNF168 ユビキチン化パスウェイに依存

せず、非相同末端連結 DNA 修復(NHEJ)を抑止

すると同時に HDR を促進した。 

⑤ BARD1/HP1 の結合阻害や、ヒストンメチ

ルトランスフェラーゼ阻害剤UCN0638による

H3K9me2 の抑制で、BRCA1/BARD1 の DSB 局所

への集積が阻害され、癌細胞の PARP 阻害剤

に対する感受性を亢進させた。 

⑥ BACH1 は BARD1/HP1 の結合に依存的に

HP1 と結合し、DSB 局所へ集積した。CtIP の

DSB 局所への集積は BARD1/HP1 の結合に依存

的であった。 

⑦ ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン 蛋 白 質 (HP1) は

BRCA1/BARD1 によってユビキチン化された。 
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