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研究成果の概要（和文）：遺伝性乳癌のBRCA1遺伝子5382insC変異は、1塩基挿入により、フレームシフトを起こ
す。この変異を内在性にもつHCC/1937細胞を用いて、TG003や、同じCLK阻害活性をもつCX-4945を添加しエキソ
ンスキップによる読み枠の修正を検討したが、BRCA1エキソン20のスキッピングを認めず、アンチセンスオリ
ゴ、modified U1 snRNAやmodified U7 snRNAも試みたが、効果はなかった。ウエスタンブロットを行なうと、
TG003は、修正BRCA1蛋白質を増加させ細胞増殖を抑制した。TG003によりエキソン20以外のエキソンがスキップ
された可能性があり検討中である。

研究成果の概要（英文）：Hereditary breast cancer caused by the BRCA1 mutation 5382insC is due to a 
one base pair insertion in exon 20 and results in a frame shift. In order to correct this, we tried 
various ways to skip exon 20, eventually which corrects the frameshift.We tried small splice 
modifying compounds,antisense RNA, modified U1 snRNA, and modified U7 snRMA, but all ended up in a 
failure. However, when we evaluated BRCA1 protein (C term Ab)by Western blot, we found TG003 
increased the corrected in-frame BRCA1 protein accompanying decreased cell viability of HCC1937 
cells which harbor the BRCA1 5382insC mutation endogenously.Exon skipping may have been induced in 
other exons besides exon 20 by TG003, which we are still persuing.

研究分野： スプライシング

キーワード： スプライシング
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性乳癌の遺伝子変異という単一のイベ
ントに着目し、遺伝子変異による異常スプラ
イシングを改変することにより乳癌を予防
することを目的とした研究である。 
 
２．研究の目的 
 
癌抑制遺伝子である BRCA1 (breast cancer 
susceptibility gene-1)の遺伝子変異である
BRCA1 5382insC は、ロシアやポーランド
において遺伝性乳癌・卵巣癌の半分以上に認
められる報告があり、遺伝子乳癌のもっとも
多い変異の 1 つである。この遺伝子変異によ
り BRCA1 エキソン 20 に 1 塩基挿入が生
じ、フレームシフトにより下流のエキソン 24 
に停止コドンが生じ、BRCA1 蛋白の発現が
減少する。この遺伝子変異の影響を回避する
ために下記の 2 つの方法をとった。 
● 低分子化合物による変異エキソンの   
  エキソン除外を誘導する方法（図１）。 
 BRCA1 5382insC の変異が存在する   
 エキソン 20 は、長さが 84 塩基対で 3 の 
 倍数であるため、低分子化合物により   
 エキソン 20 の除外を誘導できれば、   
 エキソン 21 から下流の読み枠が、もとの 
 BRCA1 全長蛋白と同じになり、癌抑制 
 遺伝子産物としての機能が認められれば、 
 新規治療法としての可能性がある（図１）。 

３．研究の方法 
BRCA1 5382insC 変異を内在性にもつ
HCC/1937 乳癌細胞を用いた。 
 
(1) BRCA1 exon 20 のエキソン除外誘導 
 ① TG003 

 TG003 は、スプライシングに重要なリン
酸化酵素である CLK1 の阻害薬で、
BRCA1 exon 20 除外を試みた。 

 ② CX-4945 
CX-4945 は、casein kinase 2 の阻害薬で
あるが、CLK1 阻害活性が最近報告され、
TG003 よりも強いこと、casein kinase 2
阻害薬として臨床研究もはじまっており、
ヒトへの投与も可能ということで、
BRCA1 exon 20 除外を試みた。 

 

 ③ その他、 
アンチセンスオリゴ、modified U1 snRNA
や modified U7 snRNA も試みた。 

 
(2) TG003によるBRCA1蛋白質の発現誘導、
細胞増殖に対する影響 
 ① ウエスタン解析、RT-PCR 解析 

HCC1937 細胞において TG003 を添加し、
Trizol (Ambion)を用いて、蛋白質および
total RNA を抽出し、それぞれ、ウエスタ
ン解析  (anti-BRCA1: ab191042)および
RT-PCR 解析に用いた。 

 ② 細胞増殖アッセイ 
MTT[3-(4,5-Dimethylthial-2-yl)-2,5-Di
phenyltetrazalium Bromide](BioAssay 
Systems)を用いて記載されたプロトコー
ルに従って OD570を測定した。 

 
４．研究成果 
 
(1) BRCA1 exon 20 のエキソン除外 
 HCC1937 細胞において、BRCA1 exon 20 のエ
キソン除外を誘導することができなかった。
以下、詳細を示す。 
 
① TG003 

<実験１>HBRCA1 5382insC 変異を内在性に
もつ HCC/1937 細胞にコントロール(DMSO)
および TG003 を添加し、BRCA1 exon 20 の
エキソン除外に対する影響を調べたが効
果を認めなかった（図 2）。 

 
② CX-4945 

CX-4945 も TG003 同様、HCC/1937 細胞に対
し、BRCA1 exon 20 のエキソン除外を誘導
しなかった。 

 
③ アンチセンスオリゴ、 
   modified U1 snRNA、modified U7 snRNA 
＜アンチセンスオリゴ＞ 

BRCA1 exon 20 の 5’スプライス部位の配
列（5’-AAGguaaag-3’）に対し、下記の修
飾オリゴを作製した。 

(5’-C*T*T*T*ACCTTTCTGTC*C*T*G*G*G-3) 
*は、2’-O-メチル基で、位置は家族性高コ
レステロール血症の mipomersen と同じ。
下線部は、BRCA1 exon 20 の 5’スプライ
ス部位のアンチセンス配列、残りの部分も
exon 20 5’スプライス部位上流の配列と
相補的である。赤太字は、5382insC 変異。
このアンチセンスオリゴを HCC/1937 細胞
に添加したが、効果を認めなかった（図 3） 

 
 



 
 
 
 
 
 

 
＜BRCA1 exon 20 の 5’スプライス部位を標
的にした modified U1 snRNA BRCA1＞ 
効果認めず。 
 
 
 
 
 
 

＜BRCA1 exon 20 前後のイントロンを標的
にした modified U7 snRNA BRCA1＞ 
効果認めず。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) TG003 による BRCA1 蛋白の発現誘導の可
能性と細胞増殖抑制 

① TG003 は、修正された BRCA1 蛋白質の発
現を誘導している可能性がある（図 6）。
5382insC 変異のため、HCC1937 細胞では、
BRCA1 蛋白質（C端）抗体では、全長 BRCA1
蛋白質を検出することができなかった 
(lane 3,4, FL BRCA1) 。Hs578T 細胞では、
既報通り、発現は低いが、全長 BRCA1 蛋白
質を認めた (lane 1,2, FL BRCA1) 。 
TG003 添加時に BRCA1 C 端抗体で認識され
る短いｱｲ ｿ ﾌ ｫ ｰ ﾑの発現増強を認めた
（Hs578T: TR180とTR150,HCC1937: TR150）。 

 
 
 
FL BRCA1)(Hs578T 細胞では、発現は低いが検
出可（lane 1,2 FL BRCA1)）。TG003 添加によ
り、Hs578T 細胞でとくに TR150（図 6 lane 1,2 
TR150）が発現上昇を示した。HCC1937 細胞に
おいても TG003 により TR150 が、わずかに発
現 が 上 昇 し て い た 。

 
② さらに、このｱｲｿﾌｫｰﾑを mRNA レベルで
検出するために RT-PCR 解析を試みた（図
7）。TG003 や他のスプライシング関連化合
物 1-10 のうち、3,5,10 は、BRCA1 エキソ
ン 11-24 の RT-PCR で、バンドが二つ検出
された。また、エキソン 11-17 においても
バンドが二つ認めたことより、エキソン除
外が示唆された（図 7：赤枠）。しかし、長

さの差は、100bp 前後であった。TR150 は、
全長と 50Kd の差があり、1.6kb のエキソ
ン除外が必要である。エキソン 11 の除外
が報告されているが、分子量は 100ｋD 前
後である。エキソン 11 は、3.4kb であり、
現在、エキソン 11 内のスプライス部位が
使われた検討中である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
③ TG003 は、HCC1937 細胞の増殖を阻害
する。TG003 を含めたスプライシング関連
化合物のHCC1937細胞への影響を調べるた
め、添加3日後にMTTアッセイを行なった。
TG003 は、他のスプライシング関連化合物
に比べ、細胞増殖を有意に阻害した。 
 
 
 
 
後に MTT アッセイを行なった（図 8）。 
 
 
 
 

 
＜今後＞ 
TG003 の BRCA1 におけるエキソン除外を特
定し、HCC1937 細胞だけでなく、Hs578T な
どの乳癌細胞において、このエキソン除外
による細胞増殖抑制の機序を明らかにし、
論文化したいと考えている。 
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