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研究成果の概要（和文）：遺伝性乳癌卵巣癌症候群（HBOC）の原因遺伝子であるBRCA遺伝子に変異を有する卵巣
癌、乳癌に対して、ポリADPリボースポリメラーゼ（PARP）阻害薬の有効性が示された。また、PARP阻害薬のコ
ンパニオン診断あるいはがん遺伝子パネル検査としてBRCA遺伝子が解析されるようになった。しかし、BRCA遺伝
子のミスセンスバリアントはその臨床的意義を判断することは困難な場合が多い。本研究ではBRCA1遺伝子に関
して既報のミスセンスバリアントのライブラリーを作成し、細胞株を用いた感受性試験のデータベースを構築す
る。

研究成果の概要（英文）：The efficacy of poly ADP-ribose polymerase (PARP) inhibitors has been 
demonstrated for ovarian and breast cancers with mutations in the BRCA gene, the gene responsible 
for hereditary breast-ovarian cancer syndrome (HBOC). The BRCA gene is now also analyzed as a 
companion diagnosis to PARP inhibitors or as a cancer gene panel test. However, missense variants of
 the BRCA gene are often difficult to determine their clinical significance. In this study, we will 
create a library of previously reported missense variants of the BRCA1 gene and establish a database
 for susceptibility testing using cell lines.

研究分野： 臨床腫瘍学

キーワード： BRCA1　バリアント

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
2018年より本邦において開始されたがんゲノム医療においては、エキスパートパネルにより、検出されたバリア
ントの臨床的意義を検討し有効な薬剤を探索することが求められている。しかしその際に最も参照されている世
界的なデータベースであるClinVarにおいて、明確に病的意義が記載されたバリアントはごく一部である。した
がって、細胞株などを用いたモデル系においてバリアントの機能や薬剤感受性への影響を解析することは、エキ
スパートパネルにおける判断の根拠となるデータを増やすことになり、広く医療現場に貢献できる情報といえ
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、研究者個人に帰属します。



１． 研究開始当初の背景 
(1) 2018年よりBRCA遺伝学的検査が、PARP阻害薬のコンパニオン診断として保険収載さ

れ、2019年にはがん遺伝子パネル検査が保険収載された。これにより、BRCA遺伝子
の解析件数が飛躍的に増加したが、BRCA遺伝子にミスセンスバリアントが検出され
た場合、臨床的意義不明のバリアント(VUS)として報告されることが少なからずあ
る。BRCA遺伝子のミスセンスバリアントに対する機能的評価あるいは薬剤感受性へ
の影響を解析することは臨床の現場において遺伝学的検査の結果を解釈する上で有用
な情報を提供することになる。 

(2) 遺伝子バリアントの意義に関して、現在最も参照されているデータベースである
ClinVarにおいて、BRCA1遺伝子のミスセンスバリアントは4956種類あり、Benign156
種類, Likely Benign 55種類, Likely Pathogenic 33種類, Pathogenic102種類と比較的明
確に評価がなされているものが少数あるものの、VUS 2879種類, Conflicting 
interpretations of pathogenicity 330種類,と確定的な評価が困難なものが大多数を占め
る。したがって、ClinVarを参照してもミスセンスバリアントの評価は難しい。 
 

２． 研究の目的 
BRCA1遺伝子のミスセンスバリアントを作成し、細胞株に発現しPARP阻害薬に対す
る感受性を解析することにより、ミスセンスバリアントがBRCA1の機能に与える影響
を評価する。 
 

３． 研究の方法 
BRCA1遺伝子のミスセンスバリアントの作成は、メガプライマー法による部位特異的
バリアント導入と出芽酵母を用いたギャップ修復法によるクローニングにより行う。 
バリアント導入後のBRCA1 cDNAフラグメントをエピゾーマルベクターに挿入し、
BRCA1欠損卵巣癌細胞株UWB1.289細胞に発現する。PARP阻害薬であるオラパリブ
に対する感受性を、コントロールとして購入したUWB1.289+BRCA1細胞と比較し解
析する。 
 

４． 研究成果 
(1) BRCA1ミスセンスバリアント発現細胞のオラパリブへの感受性 

BRCA1遺伝子のミスセンスバリアントを30種類作成し、エピゾーマルベクターに挿入
し、リポフェクションにより、UWB1.289のオラパリブに対するIC50は0.25μM程度であ
り、BRCA1遺伝子バリアント発現によりIC50が10μM以上になる場合を機能保持型とし
た。30種類のBRCA1バリアントに関して、解析を行い、C61G, C64RなどRINGドメインの
3種類, R1699Q, M1775RなどBRCTドメインの10種類が機能喪失型と判定され、それ以外
は機能保持型と判定された。各バリアントにおいて発現量に差があることなど、評価
確定には検討課題が残されている。また、少なくとも一部のバリアントに関しては、



別の細胞株でも同様の結果が得られるかと検討する必要があると考えられる。BRCA1遺
伝子バリアント導入に関しては効率のよいシステムが構築でき、バリアントを増やす
ことは可能であるが、本研究中にBRCA1バリアントに関する大規模な機能解析の論文が
報告され、本研究の新規性が出しづらい状況になっている。引き続き研究を継続する
意思はあるものの、研究計画の見直しが必要と考えられる。 

 

(2) BRCA1ミスセンスバリアントのデータベース上の解析から得られたこと 

 
BRCA1 cDNA は 5592bp すなわち 1864 コドンからなり、N 末付近に RING ドメイン、C
末付近に BRCT ドメインをもつ。上記の図は ClinVar に掲載されている BRCA1 遺伝子の
ミスセンスバリアントは 4956 種類をアミノ酸ごとに縦のバーで表し、Benign を緑, Likely 
Benign を黄緑, Likely Pathogenic をオレンジ, Pathogenic を赤、VUS を黄色, Conflicting 
interpretations of pathogenicity を白にしたものである。明らかに Pathogenic variant は、
RING ドメインと BRCT ドメインに集中していることがわかる。これは、すでに何度も報
告されていることであり、この 2 つのドメインが BRCT の機能に重要と考えられる。ここ
で、一つのアミノ酸に対して複数のアミノ酸置換が報告されている場所は、縦のバーが積
み重なることになるが、明らかに RING ドメインと BRCT ドメインにおいて、バーが積み
重なっている。これが普遍的なこととすれば、「Pathogenic バリアントが生じる部位には
アミノ酸の変化が多種類報告される」という事象が導かれるかもしれない。進化の過程で
保存された場所が機能的に重要な場所と推定されることを考えると上記の現象は理にかな
っていないように思われる。現在、上記の現象か他の遺伝子でも認められるかどうか検討
している。この事象が真実であれば、なぜそうなるのかを検討することで、次の研究のヒ
ントが得られるかもしれない。 
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