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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに、ブロモドメインタンパク質ファミリーに属するBRD8が腫瘍組織で
発現増加していることや、BRD8が調節する遺伝子群を明らかにしてきたが、その主要な機能ドメインであるブロ
モドメインについては不明な点が多かった。本研究において、細胞内でBRD8がヒストンタンパク質と相互作用す
ること、さらに既に開発されているブロモドメイン阻害剤（BETファミリー阻害剤）に対して感受性を示さない
ことが明らかとなった。加えて、BRD8ノックアウト大腸がん細胞はスフェロイド形成を抑制することが明らかに
なった。BRD8の機能阻害は大腸がんの有力な治療戦略になり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our recent studies have disclosed that BRD8, a member of bromodomain family 
proteins, is accumulated in cancer cells, and that BRD8 plays a role in transcriptional events. 
However, the fundamental function of its bromodomain is largely unknown. In this study, we found 
that BRD8 interacts with histone protein(s) in cells, and their interactions are insensitive to the 
BET (bromodomains and extra-terminal domain) inhibitor which targets a bromodomain in BRD4. In 
addition, we generated BRD8-knockout colorectal cancer cells using CRISPR-Cas9 system, and examined 
in vitro spheroid formation of the cells. The spheroid formation was significantly suppressed by the
 knockout of BRD8. Our data suggest that BRD8 might be a novel therapeutic target for colorectal 
cancer.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 大腸がん　分子標的治療　エピジェネティクス　ブロモドメイン　遺伝子発現

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アセチル化修飾を受けたタンパク質を認識するブロモドメインは、有望な創薬（druggable）ターゲットであ
る。BRD8はアミノ酸配列の違いから、創薬開発が進んでいるBETファミリー(BRD2、BRD3、BRD4およびBRDT)のブ
ロモドメインとは区別され、その生物学的な役割は不明な点が多かった。これまでの我々の研究成果は、がんの
発生や進展におけるBRD8の関与を裏付けるものであり、今後、BRD8のエピジェネティック情報認識機能や転写調
節機能を標的（阻害）とする新しい抗がん剤開発への展開が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
クロマチンの後天的な修飾を介したエピジェネティック制御システムは、多数の遺伝子の転写調節に関
与している。このエピジェネティック修飾に関わる因子は、修飾を導入する酵素(epigenetic writer)や脱
修飾する酵素(eraser)、修飾を認識する因子(reader)に大別される。最近、これらの酵素を標的とする薬
剤の開発に加え、クロマチン修飾を認識する機能領域もまた創薬の標的(druggable)となり得ることが示
された。ブロモドメインはアセチル化されたリジン残基を認識する多くのタンパク質に共通して見られる
構造であり、多くのがんでブロモドメインをコードする遺伝子の発現異常や構造異常が報告されている。
具体的には、BRD4 は悪性黒色腫で遺伝子増幅が認められることや、 BRD4 の転座によって生じる融
合タンパク質(BRD4-NUT)は扁平上皮がんを引き起こすことが報告されている 1。実際、BRD4 のブロモ
ドメインを標的とする薬剤はがん細胞をアポトーシスに導くことや細胞周期の進行を停止させることが明
らかとなり、エピジェネティックリーダー、特に BET ファミリータンパク質(BRD2、BRD3、BRD4 および
BRDT)を標的とする治療薬開発は既に始まっている 2。 
 
 
２．研究の目的 
我々は以前の研究で、BRD8 が大腸がんで高頻度に発現亢進していることを明らかにしている。しかし
ながら、BRD8 のブロモドメインタンパク質としての機能や、大腸がんの発生や進展に関わるメカニズム
は未だ不明である。本研究では、BRD8 の詳細な機能や、大腸がんの発生・進展に対する BRD8 の関
与を調べ、BRD8 が細胞内で果たす役割を明らかにすると共に、がん治療の標的やバイオマーカーとし
て有望かどうかを検討することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ブロモドメインについての検討 
プロメガ社の NanoBRET システムを利用し、生細胞内で全長 BRD8 のヒストンに対する結合の有無を検
討した。BRD8 またはブロモドメインを欠失した変異型 BRD8 とルシフェラーゼの融合タンパク質を産生
するレポーターベクターと、ヒストン H3 または H4 と HaloTag の融合タンパク質を産生するベクターを作
製し、一過性に細胞内に導入した。ルシフェラーゼ基質の存在下、この 2 つの融合タンパク質が細胞内
で近接すると生物発光共鳴エネルギー転移(BRET)が起こることを利用して、BRD8 とヒストン H3 あるい
は H4 の結合を調べた。尚、BRD4 とルシフェラーゼの融合タンパク質を産生するベクターも作製し、ポ
ジティブコントロールとして用いた。また、BET 阻害剤が BRD4 とヒストンとの相互作用を阻害することを
確認するとともに、BRD8 とヒストンとの相互作用も阻害するかどうか検討を加えた。 
 
(2)標的候補遺伝子群のバリデーション 
以前に BRD8 の ChIP-seq データと BRD8 ノックダウン細胞の遺伝子発現データを統合し、BRD8 が直
接調節する候補遺伝子群を同定した。リアルタイム PCR によって、これら候補遺伝子群のバリデーショ
ンを行った。 
 
(3) BRD8 ノックアウト（KO）細胞の樹立 
BRD8 の gRNA を設計し、pSpCas9(BB)-2A-Puro にクローニングした。大腸がん細胞株 HCT116 にこの
プラスミドを導入し、GFP+細胞を FACS でソーティングした。限界希釈によって単一細胞クローンからな
る細胞群を得た。BRD8 の発現はウェスタンブロット法により確認した。 
 
(4) スフェロイド培養とアッセイ 
野生型あるいは KO 細胞を細胞低吸着プレートで数日間培養し、プロメガ社の CellTiter-Glo 3D Cell 
Viability Assay を用いて生存細胞数を測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1)アミノ酸配列の分子系統樹解析を行ったところ、BRD8 ブ
ロモドメインは他のブロモドメインと異なる特徴的なアミノ酸
配列を有することが分かった(図 1)。このブロモドメインがア
セチル化ヒストン認識に関わる機能領域であるかどうかを検
討するために、本研究では NanoBRET システムを採用し
た。まず、機能的なブロモドメインを持つ BRD4 をポジティ
ブコントロールとして、NanoBRET システムの評価を行っ
た。HCT116 細胞にルシフェラーゼ-BRD4 融合タンパク質
およびその欠失変異体と、HaloTag-ヒストンH3あるいはH4
融合タンパク質を共発現させ、蛍光強度を測定したところ、
野生型 BRD4 (BRD4-WT)は pNLF1-N ベクターのコントロ
ールと比較して有意に高い BRET 比率を示した。このこと
から、BRD4-WT がヒストン H3 あるいは H4 と相互作用する



ことが示された(図 2)。一方、ブロモドメイン欠失変異体(BRD4-ΔBD)では、コントロールと同程度の
NanoBRET 比率を示した。これらの結果は、ブロモドメインがヒストン H3、H4 との結合に必須であること
を示唆し、以前の報告と一致していた。 

JQ1 は選択的な BET ブロモドメイン阻害剤として知られている 1。次に、JQ1 が BRD4 とヒストンとの結
合を阻害するかどうかを検討したところ、JQ1 処置は有意に BRD4-WT とヒストン H4 への結合を阻害し
た。JQ1 はアセチル化修飾されたリジン残基と類似した構造を持ち、BRD4 ブロモドメインのアセチルリジ
ン結合ポケットと競合して阻害作用を示すことが明らかになっている。したがって、本アッセイはヒストン
のアセチル化リジン残基と BRD8 の結合を特異的に検出できるものと考えられる。 

次に、BRD8 がヒストンタンパク質と結合するかどうか検討した。同様に HCT116 細胞にルシフェラー
ゼ-BRD8 融合タンパク質あるいはその変異体と、HaloTag-ヒストン融合タンパク質を共発現させ、蛍光
強度を測定した。野生型 BRD8 は pNLF1-N ベクターのコントロールと比較して、明らかに高い BRET 
比率を示した（図 2）。またブロモドメイン
を欠失した変異型 BRD8(BRD8-ΔBD)
は、その野生型に比べ有意に BRET 
比率が低下した。BRD8 は BRD4 と同様
にそのブロモドメインを介してヒストン
H3、H4 と結合していることが示唆され
た。また、JQ1 は BRD8 とヒストンとの結
合を阻害しないことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
(2)以前に BRD8 の ChIP-seq データと BRD8 ノックダウン細胞の遺伝子発現データを統合し、BRD8 が
結合し、且つ発現調節を受ける遺伝子群を同定した。その中からマニュアルのキュレーションによって
10 個の候補遺伝子を選び出した。siRNA によるオフターゲット効果を排除するため、BRD8 に対する
siRNA を 4 つ合成し、BRD8 ノックダウンによって候補遺伝子の発現が低下するかどうかをリアルタイム
PCR にて検討した。その結果、すべての siRNA で一貫して発現が低下する 3 個の遺伝子を同定した。
この 3 遺伝子は、がん細胞における BRD8 の役割を解明する鍵となるものと考えられる。 
 
(3)図 3A では、野生型 HCT116 と BRD8-KO 細胞から抽出した細胞溶解液のウェスタンブロッティング
の結果を示した。これらの細胞を低吸着プレートで培養するとスフェロイドを形成した。このスフェロイド
に含まれる生存細胞数を測定したところ、有意に BRD8-KO 細胞においてスフェロイド形成が抑制され
ることが明らかとなった（図 3B）。今後は BRD8-KO 細胞のトランスクリプトームデータなどを用いて、
BRD8 とがんの発生や進展との関連を詳細に検討する予定である。 
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