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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、エストロゲンによって生じるDNA損傷の原因とその修復分子機構の
解明にあった。本研究によって、性ホルモンが、DNA二重鎖切断端に共有結合したTop2(Top2 cleavage complex,
 Top2cc)を大量に作ること、その修復にBRCA1が重要な働きをしていることを見つけた。BRCA1は、Top2ccをDSB
末端から切除するMRE11ヌクレアーゼの制御因子であることも明らかにした。以上の結果は、BRCA1を欠損する
と、エストロゲンのDNA毒性が増強することを示す。BRCA1欠損によるエストロゲンのDNA毒性の増強は、乳がん
卵巣がんを選択的に起こすのかを説明できる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to characterize the DNA damages induced by estrogen
 and clarify the molecular mechanism of how estrogen-induced DNA damages are repaired. To this end, 
we generated BRCA1 and TOP2b deficient cells using breast cancer MCF-7 cells. We found that estrogen
 induced Top2b; covalently bound to DSB ends, named TOP2cc, in serum starved G1-phase cells. The 
loss of BRCA1 caused the accumulation of TOP2cc induced by estrogen, indicating an important role of
 BRCA1 in the repair of estrogen-induced DSBs. We have previously demonstrated that MRE11 nuclease 
also functions in the removal of Top2cc from DSB ends. BRCA1 promotes the recruitment of MRE11 onto 
Top2cc sites for subsequent removal of Top2cc. Our results suggest the loss of BRCA1 enhances 
estrogen’s genotoxicity. This function of BRCA1 may help explain the female organ-specific 
carcinogenesis of BRCA1-mutation carriers.

研究分野： 放射線生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
家族性乳がん卵巣がん症候群は、30代ぐらいから発がん率が上昇します。BRCA変異がなぜ女性臓器特異的がんを
発症するかはわかっていませんでした。エストロゲンは、細胞増殖促進作用があることは知られていましたが、
DNAを傷つける毒性については知られていませんでした。本研究では、BRCA1が欠損することによってエストロゲ
ンのDNA毒性が増強し、発がんに繋がることを明らかにしました。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
MRE11 欠損によって細胞が死滅すること(つまり生存に必須である)ことは知られていたが、そ
の理由は不明であった。申請者は、MRE11 の条件的欠損細胞を作製し、MRE11 遺伝子を欠損
した後で、何が起こっているかを調べることから始めた。驚くべきことに、MRE11 遺伝子を
欠損した細胞では、相同組換えの初期過程である。必要な DSB 末端からの削り込み(3’末端の
突出形成)には、必要がないことがわかっていた。本研究提案書を提出する時点で、申請者は
MRE11 欠損によって、トポイソメラーゼ II 型(TopII)による大量の DNA 二重鎖切断(DSB)が
細胞内に発生していることを突き止めていた。 
 
 
２．研究の目的 
トポイソメラーゼ II 型(TopII)は、転写と複製に必須である。TopII は、ゲノム DNA に２重鎖
断裂を入れ、もう１本のゲノム DNA を断裂のあいだをすり抜けさせ、断裂を塞ぐ。この触媒
反応は TopII のみで十分で、１細胞において 100 万回/日以上起こっている。触媒反応中にエラ
ーが稀に起こると、DNA 二重鎖断裂が残る。生理的な状態で「２重鎖断裂が残る」ことが実
際にどの程度の頻度で起こっているか不明だった。我々は、Mre11 ヌクレアーゼを欠損させる
と、TopII がゲノム上で大量に蓄積する(ゲノム DNA に共有結合した状態の TopII)ことを発見
した。本研究課題の目的は、ゲノム中に蓄積した TopII が、ヒト細胞増殖、さらには細胞の癌
化に与える影響を TALEN, CRISPR ゲノム編集技術を駆使して調べることである。 
 
３．研究の方法 
TopII による DSB は、切断端に TopII が共有結合している特殊な DSB(Top2-cleavage complex, 
TopIIcc)である。TopIIcc を検出するアッセイ系を立ち上げた。このアッセイでは、細胞溶解
後、超遠心によって TopII が共有結合している DNA と共有結合していない DNA を分離する。超
遠心後、分画し、TopIIcc(図１の Top2-DNA complex のこと)が蓄積しているかどうかを slotblot
法によって調べる。このアッセイ系を使い、MRE11 ほか様々な変異細胞での TopIIcc の蓄積を
定量的に調べることが可能となった。 
また遺伝子破壊には、CRISPR/Cas9 あるいは TALEN 技術を用いた。 
４．研究成果 
TopII の切断を大量に作る抗がん剤、エトポ
シドを処理し発生する DSBの修復過程を、DSB
マーカーであるH2AX foci を観察することに
より調べた。ニワトリ DT40 細胞とヒト TK6
細胞の MRE11 欠損細胞や DSB 修復因子(LIG4, 
RAD54)細胞を解析した。エトポシドによって
発生する DSB 修復には、MRE11 と非相同末端
結合(NHEJ)に関わる LIG4 が必要であること
を明らかにした。MRE11 と LIG4 の二重欠損で
は、LIG4 単独変異とエトポシドによって誘導
される染色体断裂数が同じであることから、この二つは同一経路で機能することがわかった。 
TopIIcc が NHEJ 経路によって修復されるためには、DSB 末端に共有結合した TopII を除去する
必要がある。MRE11 が、TopIIcc 除去に関わるかどうかを直接調べるため、「方法」で記載した
アッセイを使い MRE11 欠損細胞で TopIIcc が蓄積するかどうか調べた。MRE11 欠損すると、3
日目から TopIIcc の蓄積が観察され(図１、図では Top2-DNA complex と記載)、5日目から細胞
死を起こす。 
以前の報告で、TopIIcc 除去に TDP2 が関わることが知られていた。そこで申請者は、MRE11 と
TDP2 欠損の二重変異細胞を作成し、TopIIcc 検出を試みた。TDP2 経路と MRE11 経路は、TopIIcc
除去において独立して働いていることがわかった。 
MRE11 欠損細胞に TDP2 を過剰発現すると、TopIIcc の蓄積量が減少すること(図１)、細胞死を
起こすタイミングが遅くなることから、TopIIcc の蓄積が MRE11 欠損細胞の細胞死の原因の一
つであると結論づけた。申請者は、この研究成果を 2016 年 M.Cell 誌に発表した。 
図１のアッセイを使い、TopIIcc 除去に関わる遺伝子を探索した結果、BRCA1 を見つけた。BRCA1
欠損細胞では、MRE11 と同様に TopIIcc が蓄積した。MRE11 と BRCA1 経路は、TopIIcc 除去に関
して同一経路であり、BRCA1 欠損により、TopIIcc 部位に MRE11 の蓄積が低下する。 

性ホルモンである、エストロゲンは細胞増殖を促進する効果がある。申請者は、エストロゲン
受容体陽性ヒト乳腺 MCF-7 細胞を使い、G1期細胞において、エストロゲンが核 DNA に大量の DSB
を作ることを見つけた。G1 期に機能する TOPII欠損細胞では、エストロゲンによる DSB は検
出されないことから、TOPII依存的であった。BRCA1 欠損細胞では、この TOPIIが作る gH2AX 
foci が残ったままになり、DSB 修復が遅延する。このことは、BRCA1 が欠損するとエストロゲ
ンの DNA 毒性が強まることを示唆している。 

図１ 



BRCA1 遺伝子は、家族性乳がん卵巣がん症候群
の原因遺伝子である。BRCA1 は相同組換えに必
須な機能を持ち、相同組換えはすべての増殖細
胞に必要な経路である。もし相同組換え欠損が
原因だとしたら、全身がん(特定の臓器がんでは
ない)を発症する可能性がある。現状では、BRCA1
欠損によって、なぜ女性臓器特異的がんが発症
するかはわかっていなかった。エストロゲン本
研究は、エストロゲンが本来持つ細胞増殖促進
効果に加えて、BRCA1 欠損によるエストロゲン
DNA 毒性の増強が、女性臓器特異的がんを発生
させているのではないかと考えている(図２)。
申請者は、この研究成果を 2018 年 PNAS 誌に発
表した。 
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