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研究成果の概要（和文）：TREX2複合体構成分子GANPの欠損によりマウス乳癌が自然発症することを明らかにし
た。ヒト乳癌発症にGANPの機能不全が関与するのかを明らかにする目的で、ganp遺伝子多型（SNPs）を複数同定
し、これらが連鎖平衡の関係にあることを示した。乳癌患者と非がん対照者との症例対照研究で、ganp SNPsは
乳癌発症に予防的に関わり、またこれらのSNPsを有する群は正常アレルの群と比較して予後良好で、ヒト乳癌発
症と悪性進展に関わる可能性がある。ヒト乳癌検体でganp mRNAを解析したところHATドメインを欠失するスプラ
イシング異常を認め、乳癌発症にはGANPのHAT活性が関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that the deficiency of GANP, a member of TREX2 complex, resulted in
 the spontaneous development of mammary gland tumors in mice. To examine if GANP insufficiency is 
associated with human breast cancer development, we identified several SNPs of ganp and demonstrated
 one of the SNPs at the ganp locus was significantly associated with reduced breast cancer risk and 
longer disease-free survival in breast cancer patients. These results suggest that GANP is critical 
for the occurrence and progression of sporadic breast cancer. In addition, spliced variants in ganp 
mRNA lacking HAT enzymatic activity was observed in human breast cancer cases, suggesting that the 
development of sporadic breast cancers is involved in HAT activity of GANP. 

研究分野：腫瘍生物学、実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
乳癌は日本人女性の約15人に1人が罹患
するが、約 95%を占める非遺伝性散発性乳
癌は多因子疾患のためその発症機構は不
明な点が多い。我々は散発性乳癌の臨床
検体を用いた解析で、TREX2 複合体の構成
分子GANPの発現が独立予後因子であるこ
と、さらに二種類の GANP 欠損マウスで乳
癌を自然発症することを明らかにし、発
症した乳癌ではエストロゲン受容体と
HER2 陽性率がヒト乳癌と類似しているこ
とを発見した。この発症には TREX2 複合
体の発現抑制による「転写共役型 DNA 傷
害」の誘導が重要であることが示唆され
た。 
 
２．研究の目的 
(1) 乳癌発症に相関するヒトganp遺伝子
多型（SNPs）の有無の検証：ganp 遺伝子
座は染色体21番上のダウン症候群関連領
域に存在している。ダウン症候群は 21 番
トリソミーが見られ、疫学解析から乳癌
発症が極めて低いことが知られている。
ganp 欠損マウスと臨床検体の後ろ向き研
究の結果から、GANP 分子の発現異常が乳
癌発症に関わっている可能性が高い。非
遺伝性散発性乳癌は多因子疾患であり、
これまでの研究結果からganpが疾患感受
性遺伝子の可能性が考えられる。そこで、
ganp SNPs を同定し、ケース・コントロー
ル研究によりこの可能性を検討する。 
(2) 乳癌臨床検体におけるganp遺伝子の
スプライシング異常の検証：乳癌発症と
GANP 発現が相関することから、乳癌細胞
でganp遺伝子変異がある可能性を最初に
考えた。ヒト乳癌細胞株 8 種類から mRNA
を抽出してganp翻訳領域6kbの全塩基配
列を解析した。すべての細胞株でアミノ
酸置換を伴う変異は認めなかったが、2
種類の細胞株のカルボキシル末端側で複
数のタイプのスプライシング異常を認め
た。スプライシング異常が乳癌患者検体
においてもみられるのかを検討する。 
(3) GANP による標的分子 BRCA2 の制御の
検証：乳癌細胞株において GANP 分子の発
現を siRNA により低下させると BRCA2 の

発現が抑制されることがこれまでに判明
している。GANP は mRNA 核外輸送に関わる
ため、ganp ノックダウン細胞において
brca2 mRNA の核外輸送障害の可能性も考
えたが、細胞質分画と核分画由来の RNA
を用いた定量的 PCR において、両分画と
も転写産物が激減していた。このことは
mRNA 核外輸送障害というよりは、転写そ
のものを抑制している可能性が考えられ
る。GANP の HAT 活性がこれに関与するの
か、あるいは GANP が brca2 mRNA の安定
化に関与するのか、を明らかにする。 
(4) TREX2 複合体分子 PCID2 と DSS1 の乳
癌発症や悪性進展への関与の検証：GANP
以外の TREX2 複合体分子 PCID2と DSS1 の
乳癌発症や悪性進展への関与の検証に関
して、これまでに wap-cre マウスと
pcid2-floxed マウスの交配により、乳腺
特異的pcid2欠損マウスを作製してきた。
ganp 欠損同様 pcid2 欠損でも乳腺上皮の
障害による乳管構築異常を認め、この乳
管構築異常に遺伝子変異が加わることで 
乳癌発症に至る可能性がある。乳腺特異
的 ganp 欠損マウスにおいては、乳腺上皮
におけるGANP分子の欠損から約一年で乳
癌が発症したため、乳腺特異的 pcid2 欠
損マウスでも腫瘍発症に同程度の時間が
かかることが予想された。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト ganp 遺伝子多型の同定 
愛知県がんセンター疫学・予防部では、
乳がん症例約 700 例と年齢を適合させた
非がん対照者約1400例の症例対照研究を
行ってきた。これらの症例に ganp の SNPs
が含まれているかを調べ、含まれていな
い場合は SNPs を同定する。これらの情報
を用いて症例対象研究を行い、乳癌疾患
感受性に関わる SNPs を明らかにする。 
(2) 乳癌臨床検体におけるganp遺伝子の
スプライシング異常 
ヒト乳癌細胞で 8種類のうち、2種類の細
胞株で ganp mRNA のカルボキシル末端側
で複数のタイプのスプライシング異常を
認めた。これらはいずれも GANP のカルボ
キシル末端側に存在する HAT 活性に影響



を及ぼす。このスプライシングの異常が
実際にヒト乳癌検体において見られるの
か、手術摘出検体 50例から抽出した mRNA
を用いてシークエンス解析する。 
(3) GANP による標的分子の制御 
ganp ノックダウン細胞における brca2 
mRNA stability の解析を行うが、GANP が
brca2 mRNA の 安定化に関与しない場合
は、GANP の HAT 活性が brca2 遺伝子の転
写に影響を与える可能性がある。
CRISP-Cas システムを用いたゲノム編集
により HAT 領域を欠失させ乳癌細胞株を
作製し、コントロール細胞と比較して
BRCA2 の発現変化が見られるかを解析す
る。GANP 発現低下がもたらす BRCA2 発現
低下の臨床的意義を明らかにするために、
熊本大学乳腺内分泌外科学分野で保存さ
れている RNA を用いて brca2 の発現を定
量的 PCR によって解析する。BRCA2 の発現
は複数の経路で調節されていることが予
想されるが、以前に解析した GANP タンパ
クの免疫染色による発現データと照合し、
非遺伝性散発性乳癌における BRCA2 発現
の意義を明らかにする。 
(4) TREX2 複合体分子 PCID2 と DSS1 の乳
癌発症や悪性進展への関与 
wap-cre マウスと pcid2-floxed を交配し
て得られた乳腺特異的 pcid2 欠損マウス
の観察により、乳癌発症の有無を解析す
る。DSS1 に関しては、これまでに DSS1
高発現乳癌ではDSS1低発現乳癌と比較し
て無再発生存期間が短いことが明らかと
なっている。この理由として、DSS1 過剰
発現細胞では化学療法抵抗性が増加する
ことが考えられ、実際抗がん剤による DNA
傷害を受けにくいことが示されている。
DSS1 は BRCA2 の安定化因子であり、DSS1
の発現低下により BRCA2 の分解が促進さ
れ、DNA 傷害が誘導される可能性も考えら
れる。また最近、BRCA2 が PCID2 の R-ル
ープ形成を抑制することで腫瘍発症に関
わる可能性が示された（Bhatia et al., 
Nature, 2014）。PCID2 や DSS1 を過剰発
現させた乳癌細胞株、あるいは両者をノ
ックダウンした乳癌細胞株を作成し、DNA
傷害における BRCA2 の関与を解析する。

さらに in vitro の解析も進め、PCID2 や
DSS1 を過剰発現させた乳癌細胞株、ある
いは両者をノックダウンした乳癌細胞株
を用いて、DNA 傷害における BRCA2 の関与
を解析する。 
 
４．研究成果 
これまでに非遺伝性散発性乳癌発症に関
わる候補分子としてGANPを同定した。１）
乳癌発症にGANPが関与しているかをヒト
ganp 遺伝子多型（SNPs）により解析、２）
乳癌臨床検体におけるヒトganp遺伝子の
スプライシング異常の解析、３）GANP の
標的分子の同定とその制御、の三点から
解析した。１）に関して、愛知県がんセ
ンター研究所疫学・予防部との 共同研究
により、乳癌症例約 700 例と非がん対照
者約 1400 例においてヒト ganp ゲノム遺
伝子上に13カ所のSNPsが存在すること、
これらはお互いに連鎖平衡の関係にある
ことが明らかとなった。さらに ganp SNPs
は非遺伝性乳癌発症リスクと強く相関す
ることが明らかになった（オッズ比 0.4）。
この相関は乳癌のフェノタイプとは関係
なく、また様々な発症リスクとも相関が
みられなかった。興味深いことに発症リ
スクのみならず乳癌患者予後との相関が
みられることも判明した（論文投稿中）。
現在これらのSNPsが乳癌発症リスクにど
のように影響しているかを解析している。
２）に関して、臨床検体においてもヒト
ganp 遺伝子の異常スプライシングが存在
するかを検討した。これまでの解析でヒ
ト乳癌細胞株 8 種類のうち 2 種類でスプ
ライシング異常を認め、この異常はカル
ボキシル末端側（HAT 領域）に集中してい
た。さらに約 50 例のヒト乳癌臨床検体か
ら抽出したmRNAを用いてシークエンス解
析を行ったところ、約 20％でスプライシ
ング異常が起こっており、ほとんどが HAT
ドメインに影響することを確認した。実
際にganp遺伝子でHATドメインを欠失さ
れたリコンビナントは HAT 活性が消失し
ていた。すでに遺伝子欠損マウスを用い
た解析でGANP欠損が乳癌発症に関わるこ
とを示しているが、この原因として GANP



の HAT 活性が重要である可能性が示唆さ
れた。３）に関して、乳癌細胞株におい
て GANP の発現を siRNA により低下させ、
様々な乳癌発症に関連する分子の発現に
影響するかを調べた。その結果、BRCA2
の発現は再現よく低下することが判明し
た。この低下は転写レベルで起こってい
ることが示された。本研究期間では GANP
の HAT ドメインを欠失させた細胞株の樹
立には成功しなかったので、この点は今
後の重要なポイントとなる。 
PCID2 欠損が乳癌発症に関わるかどうか
は、現時点で否定的である。これまでに
約 30 匹の wap-cre-pcid2fl/flマウスの観
察では乳癌発症はみられていない。ヒト
乳癌臨床検体を用いた解析で、PCID2 も
DSS1 も高発現群が低発現群に比べて無再
発生存期間が短縮することが明らかとな
り、この点は GANP の結果と反対である。
最近 BRCA2 と TREX2 複合体との関連が報
告されたが、BRCA2 の発現レベルと無再発
生存期間とは有意な相関がないことがわ
かった。現時点で PCID2 と DSS1 の発現が
乳癌発症に影響を与えているというデー
タはなく、悪性進展にこれらの分子が関
わる可能性が示されたため、今後化学療
法感受性の観点からさらなる解析を行う。 
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