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研究成果の概要（和文）：　我々は、乳がん細胞にエストロゲン（E2）を添加した時、BRCA2が局在を変化させ
ることを見出した。そこで、これまで全く知られていなかった乳がん発生過程におけるE2とBRCA2 の機能的相互
作用を見出し解析する。 BRCA2の発現制御は、USF、Elf1及びNF-κB転写因子のBRCA2プロモーターへの結合に関
連する。本研究では、部位特異的変異誘発法を用いたSp1、NF-κB、およびUSF結合部位の変異をプロモータール
シフェラーゼベクターに導入し、乳がん細胞におけるE2誘発BRCA2プロモーター活性を解析し、E2-ER複合体活性
に応答する2つのSp1部位を同定した。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the BRCA2 gene are characterized by the predisposition to 
familial breast and ovarian cancer. BRCA2 cell cycle-dependent expression is associated with binding
 of the USF, Elf1, and NF-κB transcription factors to the BRCA2 promoter. Recent studies have 
reported that BRCA2 expression is indirectly elevated in response to estrogen-estrogen receptor (ER)
 activity, such as binding to transcription factor Sp1 binding sites. In this study, mutations in 
each of the Sp1, NF-κB, and USF binding sites using site-directed mutagenesis were introduced into 
the promoter luciferase vector, and estradiol-induced BRCA2 promoter activity and BRCA2 protein 
level in MCF7 cells was examined. We confirmed two Sp1 sites (-50 to -55 and -69 to -75) responded 
to estradiol-ER complex activity. These studies aim to elucidate the mechanism underlying breast 
cancer development by estrogen.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
(1) エストロゲンは、核内のエストロゲン受
容体に結合して活性化させるステロイドホ
ルモンである。エストロゲン作用が、乳がん
発症機構への関与は次のように考えられて
いる。①エストロゲンがエストロゲン受容体
をもつ乳腺細胞に対して、増殖促進因子とし
て働き、細胞増殖を促進し、分裂頻度が高く
なる。その結果、DNA の修復時間が短くなり、
DNA 複製時にエラーを生じる機会が増える。
②エストロゲンの代謝産物がアデニンやグ
アニン塩基と結合してDNA骨格の結合が不安
定化して、脱塩基を生じて変異を起こす。そ
こで、当初は DNA 修復能を有する BRCA2 が、
エストロゲン作用による乳がん発症に関与
することが推測された。 
 
(2) エストロゲン作用による乳がん発症機
構とBRCA2機能との関連性は全く明らかにさ
れていないと言っても過言ではない。我々は、
エストロゲン添加時に細胞内における BRCA2
の局在が変化する新しい現象を見出した。そ
こで、この作用が乳がんに対してどのように
影響するのかを明らかにして、ホルモン感受
性乳がんの発症機構におけるBRCA2の役割の
解明を目指す。 
 
２．研究の目的 
 乳がんの 60～70％は、エストロゲンが、
その発症や進展に重要な役割を担っている。
一方、遺伝性乳がん原因遺伝子 BRCA2 は、
全乳がん症例の 2～5%に関与するがん抑制
遺伝子であり、これまでに多くの機能解析の
成果が報告されている。しかし、驚くべきこ
とに、これまでエストロゲン生理作用と
BRCA2 機能との関連性は、全く明らかにさ
れておらず、両者の機能的連関には「重要性
なし」と推測されてきた。申請者らは、乳が
ん細胞にエストロゲンを添加した時、本来核
内に発現する BRCA2 が細胞内全体にその局
在を変化させることを見出した。そこで、本
研究では、乳がん細胞に対するエストロゲン
の曝露が BRCA2 の局在に及ぼす影響を詳細
に解析し、そのメカニズムと BRCA2 の局在
変化が細胞に与える影響を明らかにして、こ
れまで全く知られていなかった乳がん発生
過程におけるエストロゲンと BRCA2 の機能
的相互作用を見出し、解析する。 
 
３．研究の方法 
BRCA2 遺伝子は遺伝性乳がんの原因遺伝子で
あり、ゲノムの安定性維持に深く関与する。
BRCA2 遺伝子の発現は、DNA 損傷、細胞周期
における S期、女性ホルモンのエストロゲン
の取り込みに応じて増加し、４つの転写因子
（USF1/2、NF-ĸB、Elf1、E2-ERa：エストラ
ジオール（E2）とエストロゲン受容体（ERa）
との複合体）の関与が報告されている。特に、
E2 添加時には、エストラジオール応答性
（E2-ERa）、および細胞周期依存性（USF1/2）

の少なくとも２つのタイプの転写因子が、
BRCA2 の発現に関わることが考えられる。そ
こで、異なる転写因子が、BRCA2 の発現を制
御するその生理的意義を明らかにするため
に、エストラジオール添加時における E2-ERa
と USF1/2 による BRCA2 の発現機構を解析す
る。E2-ERa と USF1/2 は、BRCA2 プロモータ
ー領域（-943~+126）の sp1 モチーフと E-box
モチーフに結合することが報告されている。
sp1 モチーフは、BRCA2 のプロモーター領域
に 8 個存在し、E-box モチーフは１個存在す
る。 
(1) プロモーター解析用のベクターの構築、
お よ び Luciferase 活 性 の 測 定 に は 、
LightSwitchTM Luciferase Assay System 
(ACTIVE MOTIF)を用いて、E-box モチーフを
含む領域（-49~+129）と-943 から+126 領域
を含むクローンを作製し、MCF7 細胞内でプロ
モーター活性を測定する（図 1）。 

図 1．BRCA2 プロモーターの設計 
 
(2) BRCA2 プロモーターUSF1 結合領域および
SP1 モチーフに変異を導入したくローンを作
製し、E2 依存的プロモーター活性を有する領
域を探索・同定する（図 2）。 

図 2．USF1 結合領域と SP1 への変異導入プロ
モーターの作製 
 
(3) Estradiol による DNA2本鎖切断への影響
を検討する。具体的には、Estradiol (E2)、
4OHE-2、Etoposide（DNA に二本鎖切断を誘導
する）を MCF-7 細胞に添加後、DNA 二本鎖切
断マーカーのγ-H2AX（H2AX のリン酸化）抗
体で免疫染色を行い、コンフォーカル顕微鏡
（Leica TCS SP8）で Z 軸の切断面画像を取
得し、DNA 二本鎖切断の誘導を解析する。 
 
４．研究成果 



(1) E2-ERa 依存的に発現する BRCA2 のプロ
モーター領域の解析 

BRCA2 がエストロゲン依存的に発現制御さ
れるメカニズムは、 E2-ERa が SP1 部位に結
合することが知られているが、その詳細な機
構は十分明らかにされていない。E2-ERa が結
合すると考えられているBRCA2のプロモータ
ー領域の SP1 部位を上図に示した。
LightSwitch Luciferase Assay 系を用いた測
定を行い、del①（-49 から+129 領域）のプ
ロモーター活性は、細胞周期のＭ期に比べて
Ｓ期で有意に増加したことから、BRCA2 は、
USF1によって細胞周期のS期に発現誘導を制
御されることを確認した（図 3）。この時、エ
ストラジオール添加有無によるプロモータ
ー活性に差は認められなかった。 

図 3．周期依存的に BRCA2 の発現を調節する
USF1 の解析 
 
一方、E2 添加の有無による Luciferase 活

性は、WT(-943-+126)プロモーターでは有位
に増加し、del①（-49 から+129 領域）のプ
ロモーター活性と比較して顕著に増加した。
しかし、del ① ② ③ ④では E2 添加の有無
による Luciferase 活性に有意差は認められ
なかった（図 4）。 

図 4．4 種類のプロモーター領域について WT
と比較 
 
(2) E2依存的プロモーター活性を有する領域
を探索・同定 
BRCA2 プロモーターUSF1 結合領域および

SP1 モチーフに変異を導入したくローンを作
製し、E2 依存的プロモーター活性を測定する
ことにより、E2 依存的プロモーター活性を有
する領域を探索した。その結果、SP1-1 と
SP1-2 に変異を導入した BRCA2 プロモーター
の Luciferase 活性は、E2 の添加の有無によ
る差はなく、その他のプロモーター活性は、
E2添加時に有意に増加したことから（図5）、
E2-ERa は、 SP1-1 と SP1-2 に作用して BRCA2
の発現を制御している可能性を明らかにし
た。 

図 5. USF1 結合領域と SP1 への変異導入によ
る E2 依存的プロモーター活性 
 
(3) Estradiol による DNA2本鎖切断への影響 
Estradiol (E2)、4OHE-2、Etoposide を

MCF-7 細胞に添加後、DNA 二本鎖切断マーカ
ーγ-H2AX（H2AX のリン酸化）抗体で免疫染
色を行い、コンフォーカル顕微鏡（Leica TCS 
SP8）で Z 軸の切断面画像を取得した。 DNA
二本鎖切断の定量は、MetaMorph で解析した。
E2 添加による DNA の二本鎖切断は、顕著に認
められなかった（図 6）。 

図 6．E2 添加による DNA 二本鎖切断損傷 
 
(4) 結語 
・USF1 は、 BRCA2 を細胞周期の S 期に発現
誘導させることを確認した。 
・DNA 二重鎖切断は、E2誘導において有意に
認められなかったことから、 E2 誘導による
BRCA2 の発現は、DNA 損傷に対する相同組換
え修復への対応でない可能性が示唆された。 
・E2 誘導における BRCA2 発現機構を調べるた
め、E2-ERa の推定結合部位（SP1）に対して、
欠失や変異導入を施してルシフェラーゼ活
性を測定した結果、SP1 の 1と 2を除くと E2
応答性がなくなった。E2-ERa は、SP1-1 と
SP1-2 に作用する可能性が示唆された。 
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