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研究成果の概要（和文）：BRCA2と合成致死効果を示す低分子化合物を見出すため、化合物ライブラリーを用いてスク
リーニングし、BRCA2と微小管脱重合阻害剤が合成致死性を示すことを見出した。このメカニズムを明らかにするため
、微小管重合アッセイを行った結果、BRCA2ノックダウン細胞にPaclitaxelを添加すると、Paclitaxel単剤に比べて重
合微小管の割合は有意に増加し、これは、微小管の過重合による合成致死を示唆するものであった。

研究成果の概要（英文）：We have reported the potential synthetic lethality relationships between BRCA2 
deficiency and paclitaxel (PTX). To date, PTX treatment of BRCA2-siRNA knockdown cells has been found to 
result in a significant increase in microtubule polymer mass. To investigate whether the BRCA2 protein 
forms the microtubule cytoskeleton complex, we performed immunoprecipitation experiments using anti-BRCA2 
antibody. Analysis of the immunoprecipitate by mass spectrometry identified the microtubule-associated 
proteins (MAP2, MAP4, and Tau) that directly bind microtubules to promote microtubule stabilization. 
Furthermore, a cell-based tubulin polymerization assay following the treatment of the siRNA knockdown of 
BRCA2 revealed microtubule stabilization by the effect of MAP4. In this study, we identified MAP4 as a 
new binding partner of BRCA2, suggesting that a synergistic effect of PTX and MAP4 on tubulin assembly 
contributes to microtubule stabilization.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
乳がんのリスク因子として、まず、遺伝的

因子が挙げられ、古くから常染色体優性遺伝
性の乳がん家系が知られており、我々は 1994
年に遺伝性乳がん原因遺伝子 BRCA1 (Miki et 
al. Science 266: 66-71, 1994) を、1995 年に
Wooster R.らが BRCA2 を同定した。これまで
の BRCA1/2 の DNA 損傷修復機能のみならず、
中心体ダイナミクスの制御、染色体分配の制
御、細胞質分裂の制御など、細胞周期の種々
のフェーズで、また、細胞内の種々の場所で
機能する BRCA の解析をさらに進め、それら
の情報から細胞周期全体に及ぶ BRCA の「ゲ
ノムの安定性維持機能」の系統的なネットワ
ーク構築が重要である。加えて、これらの情
報を駆使し、分子標的療法の有効性改善、ま
たは、新規分子標的の検出を目的として合成
致死（synthetic lethality）理論に基づく新規パ
ートナーの同定が必要である。これについて
は、BRCAのDNA損傷修復機能のみならず、
中心体制御機能、染色体分配制御機能、細胞
質分裂（cytokinesis）制御機能にも合成致死
理論を当てはめ新規標的分子の探索が可能
である。また、Cdk1はBRCA1をリン酸化し、
これは BRCA1 の DNA 修復能に必須である。
Cdk1 を阻害すると BRCA1 機能が障害され、
細胞の相同組換えによる DNA 修復能力を損
なう。これは BRCA 活性型のがんに対する
PARP 阻害剤の有用性を拡大する戦略を示唆
すると同時に、標的を BRCA の DNA 修復機
能から他の機能に広げることで BRCA 活性
型のがんに対する新たな分子標的の検出の
可能性を示すものである。 
 
２．研究の目的 
乳がん発生の分子機構に関わる BRCA1、

BRCA2 の「ゲノムの安定性維持機能」の解
明を目的とする。これまで DNA 損傷修復機
能に焦点があてられてきたが、中心体ダイナ
ミクスの制御、染色体分配の制御、細胞質分
裂の制御など、種々のフェーズ、種々の場所
で機能する BRCA の解析をさらに進め、それ
らの情報から細胞周期全体に及ぶ BRCA の
「ゲノムの安定性維持機能」の系統的なネッ
トワーク構築を目指す。加えて、これらの情
報を駆使し、分子標的療法の有効性改善、ま
たは、新規分子標的の検出を目的として、合
成致死（synthetic lethality）理論に基づくスク
リーニングを行う。その結果、BRCA 変異陽
性（不活性型）乳がんに対する新規分子標的
の検出、BRCA 活性型乳癌に対する PARP 阻
害剤併用療法の改善や新規分子標的の検出
が期待できる。 

 
３．研究の方法 
(1) 「ゲノムの安定性維持」ネットワークの
解明 
 ①中心体制御機構、染色体分配制御、
cytokinesis において BRCA と協同で機能する
分子の探索・同定 

 中心体における BRCA2 結合タンパク質
の同定、および機能解析 
HeLaS3 細胞から中心体を抽出して抗
BRCA2 抗体で免疫沈降を行い、質量分
析装置（現有機器）で網羅的に BRCA2
に結合するタンパク質を同定する(すで
に 20 種の候補を同定済み)。 

 siRNA による結合タンパク質の発現抑
制後、中心体の観察 
HeLaS3 細胞に対して、同定したタンパ
ク質を siRNA によって発現抑制させる。
その後、中心体の指標である抗 γ-Tubulin
抗体で免疫染色を行い、中心体の異常を
観察し、中心体機能に影響を及ぼす分子
を同定する。 

 中 心 体 局 在 シ グ ナ ル (Centrosomal 
Localization Signal; CLS)の中心体移行メ
カニズムについて、CLS 配列が直接モー
タータンパク質であるダイニンに結合
して中心体へ移行することを明らかに
した。詳細な機能解析を進める。 

 M 期染色体に BRCA2 が存在することは
確認しており、さらにその結合分子候補
として HP-1 タンパクを同定し、染色体
分配にかかわる機能を解析する。 

 細胞質分裂期の中間体に BRCA2 と
NMHC IIC が局在し、協同で分裂完了に
機能していることを見出している。この
知見を基盤に細胞質分裂における
BRCA 機能を解析する。 

 ヒト細胞遺伝子改変法により不死化乳
腺上皮細胞から BRCA1/2 ヘテロ欠失細
胞クローンを作製し、網羅的遺伝子発現
解析、定量的プロテオミクス解析により、
BRCA1/2 ヘテロ欠失による下流分子発
現の変化を調べる。ゲノム安定性維持に
関わる分子の発現量の変化情報から、
BRCA と関連分子の相互制御機構の探
索、同定を行う。また、BRCA1/2 ヘテロ
欠失細胞クローンに野生型 BRCA1/2 を
発現させ情報の確認を行う. 

 
(2)  BRCA を中心とするネットワークの合
成致死性スクリーニング 
「ゲノムの安定性維持」ネットワークの解明
から得られた情報を基にタンパク質ネット
ワークを開発し、新たに解明されたタンパク
質ネットワークを構成するタンパク質を標
的に低分子干渉 RNA スクリーニングを用い
て BRCA 変異陽性(不活性型)細胞株、BRCA
活性型細胞株の検討を、精力的に推進する。 
① BRCA 変異陽性(不活性型)細胞株を用い
て、中心体制御機構、染色体分配制御、
cytokinesis において BRCA と協同で機能する
新たに解明された分子を単独で抑制して、細
胞の生存性を観察し低下するものを候補と
する。 
② BRCA 活性型細胞株については、BRCA
に関わる新たに解明されたキナーゼの情報
を基に、それぞれのキナーゼの阻害剤との併



用で低分子干渉RNAを用いたスクリーニング
を行い、細胞の生存性を観察し低下するもの
を候補とする。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞増殖抑制スクリーニング 
我々は、 PARP1 阻害剤とは異なる機構で

合成致死効果を示す低分子化合物を見出す
ため、東京医科歯科大学医療機能分子開発室
所有の化合物ライブラリーを用いて、WST-1
試薬を用いた細胞増殖抑制効果のスクリー
ニングを行ってきた（図 1）。 
 

 
図 1、合成致死スクリーニングの流れ 

 
(2) 1 次スクリーニング 
これまでに BRCA2 欠失細胞（Capan-1 細胞）

に対して低分子既知化合物 1579 個の増殖抑
制効果を測定した結果、53化合物がヒットし
た。この 1次スクリーニングでヒットした抗
がん剤（33%）は、以下の３つに分類された
（図 2）。DNA 複製阻害剤、代謝拮抗剤、微小
管機能阻害剤。 
 

 
図 2、1次ｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞでヒットした化合物 

 
(3) パクリタキセルによる合成致死効果 
２次スクリーニングとして、各グループの

代表的な抗がん剤である Doxorubicin (DNA
複製阻害剤)、Paclitaxel (微小管阻害剤)、
Fluorouracil (代謝拮抗剤)に対して、BRCA2
との合成致死性を検討した結果、BRCA2 と
Paclitaxel の組合せで合成致死性が観察され
た。さらに、Paclitaxel 以外の微小管阻害剤で
ある Vincristine、Mebendazol、Albendazole、
Epothilone A、Docetaxel でも細胞増殖抑制が
見られるかを検討した結果、微小管脱重合阻

害剤の Epothilone A と Docetaxel は Paclitaxel
と同様に細胞増殖抑制を示したが、微小管重
合阻害剤の Vincristine と Mebendazol と
Albendazole は細胞増殖抑制を示さなかった。
このことから、BRCA2 と微小管脱重合阻害
剤が合成致死性を示すことが示唆された。 
 

 
図 3、パクリタキセルによる合成致死効果 
 
(4) 3 次元培養における合成致死性解析 
次に、BRCA2 ノックダウン細胞の 3 次元 

(3D) 培養に対して、パクリタキセルが合成致
死を誘導するのかを検討した。スフェロイド
を形成しやすい乳がん T-47D 細胞に対して、
BRCA2 をノックダウンさせた後、パクリタ
キセルを添加した結果、パクリタキセル単剤
に比べて 3D スフェロイド形成は有意に阻害
された（図 4）。 
 

 
図 4、3 次元培養における合成致死性解析 
 
(5) 微小管重合アッセイ 
そこで、BRCA2 の欠失とパクリタキセル

との併用による合成致死性効果のメカニズ
ムを明らかにするため、微小管重合アッセイ
を行った。その結果、BRCA2 ノックダウン
細胞にパクリタキセルを添加すると、パクリ
タキセル単剤に比べて重合微小管の割合は
有意に増加した（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
図 5、微小管重合アッセイ 

 
そこで、このメカニズムを解析するため、

抗 BRCA2 抗体を使って免疫沈降実験を行い
BRCA2 タンパク質が微小管細胞骨格複合体
を形成するかどうか調査した。質量分 
析装置による免疫沈降物の分析の結果、微小
管安定化を促進するために微小管を直接結
びつける微小管関連タンパク質（MAP2、
MAP4 と Tau）を特定した。さらに、BRCA2
の siRNA ノックダウン後の細胞による微小
管重合分析法において、MAP4 の影響によっ
て、微小管が安定化されることを明らかにし
た（図 6）。 
 

 
図 6、重合した微小管内の MAP4 存在量 

 
これらの結果は、BRCA2 の欠失とパクリ

タキセルとの併用は、パクリタキセルと
MAP4 の微小管重合に対する相乗的効果が、
微小管の重合・脱重合の動的不安定性を過剰
な重合安定性に向かわせていることで、合成
致死効果を発揮する可能性を示唆するもの
である。 
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