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研究成果の概要（和文）：我々はBARD1がDNA損傷後にATM依存的かつRNF168非依存的にK9ジメチル化ヒストンH3
と結合することを明らかにした。この結合はBARD1のBRCTドメインとHP1のchromoshadowドメインの直接結合を介
していた。この結合部位が変異した細胞では相同組換え修復に必須なBRCA1、BARD1、CtIP、FANCJ、RAD51の
DNA２本鎖切断部位（DSB）への集積および姉妹染色分体交換が抑制され、非相同末端再結合のエフェクター分子
であるRIF1の集積が増強した。以上より、BARD1-HP1結合はDSBの相同組換え修復に重要な役割を果たしているこ
とが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that BARD1 interacts with Lys9-dimethylated histone 
H3 (H3K9me2) after DNA damage in an ATM-dependent but RNF168-independent manner. This interaction is
 mediated by HP1-gamma. A conserved HP1-binding motif in the BARD1 BRCT domain directly interacts 
with the chromoshadow domain of HP1 in vitro; mutations in this motif disrupt the retention of 
BRCA1/BARD1 at DNA double-strand break (DSB) sites. The inhibition of BARD1-HP1 interaction also 
inhibits accumulation of CtIP, FANCJ and RAD51 at DSB sites, suppressed damage-induced sister 
chromatid exchange, and allow ectopic accumulation of RIF1, an effector of non-homologous end 
joining, at the damaged loci in S-phase. The results indicate that the BARD1-HP1 interaction is 
critical to mediate homologous recombination repair of DSB.

研究分野：応用分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
BRCA1 の機能不全は、家族性および散発性乳
癌の原因となる。いずれも乳癌のなかで最も
予後の悪いサブタイプである basal-like 乳
癌を発症し、現在の治療法では十分な効果は
得られておらず、新しい治療戦略が必要とさ
れている。BRCA1 の機能不全は治療標的とし
ても注目されており、2005 年に BRCA1 欠損細
胞に PARP 阻害剤が合成致死性をもたらすこ
とが報告された(Nature, 434:917-, 2005)。
その根拠として、PARP 阻害剤によってもたら
されるDNA 一本鎖損傷（sigle-strand break: 
SSB）の修復不全と BRCA1 欠損による DNA 二
本鎖切断(double-strand break: DSB)の修復
不全による合成致死が提唱されていたが、
PARPはDSBの修復にも関わっていることから、
このような単純なモデルでは説明がつかな
い可能性が指摘されていた。これに対して最
近、BRCA1 の DSB 局所への集積メカニズムに
ついて重要な知見が報告された。相同組換え
修復においてBRCA1が損傷局所で働くには早
期（20秒〜）の局所へのリクルートとその後
の安定維持（10分〜数時間）の２つの event
に関わる複合体が存在するが、この早期のリ
クルートには BRCA1 と二量体を形成する
BARD1 の BRCT ドメインと poly(ADP)ribose 
(PAR)との結合が必要であることが示された
(Cancer Cell, 23:693-, 2013)(図１上段)。
すなわち、PARP 阻害剤は SSB の修復を阻害す
るのみでなく、DSB 修復における BRCA1 の機
能の一部を阻害することになる。一方、DNA
損傷後後期の BRCA1 の局所への維持には ATM
依存的に生じるユビキチン鎖に結合する
RAP80-ABRA1 複合体が必須であるが(Science, 
316:1194-, 1198-, 1202-, 2007)、これに加
え研究代表者らは最近、BARD1 とヘテロクロ
マチンプロテイン１(HP1γ)の結合も必須で
あることを発見した(図１下段)(未発表、後
述)。これに関連して BRCA1 のユビキチンリ
ガーゼ（E3）活性欠損によってヒストン H2A
のユビキチン化が阻害され、サテライト領域
DNA（H3K9 メチル化領域）の脱ヘテロクロマ
チン化が生じて癌が発症することが報告さ
れており(Nature, 477:179-, 2011)、BRCA1
の機能としてDNA修復とともにヘテロクロマ
チン形成における役割が注目されてきてい
る。 
 
２．研究の目的 
BRCA1 の機能不全は予後不良乳癌の原因とな
るが、一方、DNA 損傷性化学療法剤の治療標
的として重要である。BRCA1 欠損と PARP 阻害
剤の合成致死性モデルが提唱されて久しい
が、最近の分子メカニズムの解析結果からは
当初のモデルは必ずしも正しくなく、治療戦
略上BRCA1機能のより深い理解が必要とされ
る。本研究では BRCA1 の２つの機能、すなわ
ちDNA相同組換え修復とヘテロクロマチン形
成における機能に照準を絞り、さらにこれら
の機能のクロストークの解析を進め、機能を

阻害する薬剤とその機能を補完する分子メ
カニズムの異常による合成致死性あるいは
相補機能を阻害する２つの薬剤の相乗効果
について検討する。DNA 損傷応答とヘテロク
ロマチンに関連する基礎生命科学分野とと
もに乳癌治療に関連する臨床分野に貢献す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①細胞株の樹立。Doxycyclin 誘導性に BARD1
に対する shRNA と変異型 BARD1 を同時に発現
し内因性の野生型BARD1が変異型に置換する
HeLa および U2-OS 細胞を樹立した。
Doxycyclin 誘導性にヘテロクロマチンプロ
テイン−１（HP1）の３つのサブタイプ（α、
β、γ）に対する shRNA が発現し、サブタイ
プ全てがノックダウンされる HeLa および
U2-OS 細胞を樹立した。Doxycyclin 誘導性に
HERC2 がノックダウンされる HeLa、U2-OS、
HCT116 細胞を樹立した。CRISPR/Cas9 を用い
てHERC2のユビキチンリガーゼ活性部位を欠
損したノックアウトHCT116-HERC2ΔE3/ΔE3細胞
を樹立した。 
②in vivo におけるタンパク質間の結合を免
疫沈降、ウェスタンブロットにて解析した。
クロマチンタンパクについてはクロマチン
分画を benzonase にて可溶化して解析した。 
③タンパク質の DNA 二本鎖切断損傷（DSB）
部位への集積を BrdU 投与後のレーザーマイ
クロ照射あるいは放射線照射の後、蛍光免疫
染色法にて解析した。 
④in vitro におけるタンパク質間の結合を
GST-pulldown お よ び surface plasmon 
resonance 法にて解析した。 
⑤相同組換え修復能を姉妹染色分体交換
（Sister chromatid exchange: SCE）にて解
析した。具体的には細胞を 48 時間 BrdU 標識
した後、1 時間 colcemid 処理し、核を展開、
紫外線照射した後、ギムザ染色にて解析した。 
⑥薬剤感受性を Clonogenic survival アッセ
イにて解析した。 
 
４．研究成果 
BRCA1/BARD1 複合体の DSB 局所への集積に
BARD1 の BRCT ドメインと HP1γとの結合を介
した Lys9 ジメチル化ヒストン H3（H3K9me2）
への結合が必要あることが明らかとなった。
さらに、この経路を介して集積する BRCA1 は
CtIP および FANCJ を DSB に誘導し、相同組換
え修復に必須な役割を果たすのに対して、従
来より知られるRNF8/RNF168経路を介して集
積するBRCA1は相同組換え修復をむしろ抑制
することがわかった。 
 
 BARD1のBRCTドメインに存在するPxVxLモ
チーフが HP1 と結合することをその変異体
（L570E/V571E および L570A/V571A）を用い
て in vitro および in vivo にて確認した。
Doxycyclin誘導性に内因性のBARD1がこの変
異体に置換される HeLa および U2OS 細胞を樹



立したところ、これらの細胞ではBRCA1のDSB
への集積が著しく阻害された。この際、BRCA1
の BRCT ドメインに結合し、DNA 5’末端の削
り込みに必須な CtIP および FANCJ の DSB 局
所への集積も顕著に阻害されることから
BARD1/HP1 結合は相同組換え修復に必要な
BRCA1 の集積に必要であることが示唆された。
これを裏付けるように変異型BARD1発現細胞
では相同組換え修復の指標であるRAD51核内 
foci 形成および SCE 形成は有意に低下し、
PARP 阻害剤 olaparib に対する感受性が亢進
していた。これらの表現型は Doxycyclin 誘
導性にHP1のサブタイプ全てがノックダウン
される HeLa および U2-OS 細胞でも同様に観
察された。一方、RNF168 をノックダウンする
と BARD1 と HP1γおよび H3K9me2 の結合が著
名に増強することから、この BARD1/HP1γ経
路はRNF8/RNF168経路の下流にはないことが
判明した。さらに BARD1 変異（L570E/V571E
および L570A/V571A）細胞および HP1 ノック
ダウン細胞においてRNF8/RNF168/BRCA1経路
の下流で働くRAP80および結合型ユビキチン
の DSB への集積は全く阻害されず、非相同末
端再結合のエフェクター分子である RIF1 核
内 foci はむしろ増強した。さらに、RNF168
抑制 HeLa 細胞においては RAP80 と結合型ユ
ビキチンの集積は阻害されるのに対して
CtIP と RAD51 の集積は阻害されなかった。 
 
 BRCA1 および BARD1 の抑制によって相同組
換え修復不全が生じ、PARP 阻害剤に対する感
受性が亢進するのに対して、HERC2 ノックダ
ウン細胞はSCEが亢進することから相同組換
え修復が過剰になっている可能性が示唆さ
れた。そこで、BRCA1 あるいは BARD1 不全に、
さらにHERC2不全を加えた場合に相同組換え
修復能が改善し、PARP 阻害剤に対する抵抗性
が生じるか否かの解析を試みた。Doxycyclin
誘導性に HERC2 に対する shRNA を発現する
HeLa 細胞に、CS-RfA-ETPuro-shBRCA1 あるい
は shBARD1 をトランスフェクションし、
blasticidinと puromycinでセレクションし、
Doxycyclin添加によってHERC2とBRCA1ある
いは HERC2 と BARD1 を同時に抑制しうる細胞
を樹立した。これらの細胞を用いて放射線照
射後の RAD51 の foci 形成を解析したところ、 
BRCA1あるいはBARD1を単独で ノックダウン
した細胞がコントロールに比較して foci 形
成が抑制されているのに比較してBRCA1ある
いは BARD1 と HERC2 を同時にノックダウンし
た細胞は RAD51 foci 形成が増加しており、
相同組換えが回復する傾向にあることが確
かめられた。しかし、これらの細胞はノック
ダウンを継続すると細胞死が誘導されるこ
とから SCE および PARP 阻害剤感受性の解析
は困難であった。CRISPR/Cas9 で作成した
HERC2変異HCT116細胞を用いてBRCA1, BARD1, 
BRCA2 のノックダウンを試みたが、Dox 誘導
性 shHERC2細胞と同様の結果であった。一方、
我々が作成した HERC2 の C末端に対する抗体

を用いて原発性乳がんにおける免疫染色の
条件設定を行い、良好な染色条件が得られた。 
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