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研究成果の概要（和文）：家族性乳癌原因遺伝子 BRCA1は、変異により乳癌、卵巣癌を引き起こ

す癌抑制遺伝子で、近年は散発性乳癌との関わりも注目されている。BRCA1は、BARD1とヘテロ

ダイマーを形成し、DNA 修復や中心体制御に関与する。我々は BARD1 に結合する新規分子

BARD1-interacting protein(BIP)を同定し、その機能を解析した。その結果、BIPが BRCA1、BARD1

とともに中心体制御や細胞質分裂で重要な機能を担うことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Germline mutations in the breast cancer susceptibility gene BRCA1 
predispose women to breast and ovarian cancers. BRCA1 plays important roles in DNA repair 
and centrosome regulation, along with its heterodimer partner BARD1. We identified a new 
protein that interacts with BARD1 (here we call it BARD1-interacting protein (BIP)). We 
found that BIP plays an important role in the regulation of centrosome amplification and 
cytokinesis together with BRCA1and BARD1.  
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１．研究開始当初の背景 

乳癌は、欧米では女性 8〜9 人に 1 人、日
本では 40 人に 1 人が罹患し、患者数および
死亡数は年々増加傾向にある。家族性乳癌は
乳癌全体の 5％で、家族性乳癌原因遺伝子
BRCA1はその 15～20％の原因遺伝子とされる
癌抑制遺伝子である。BRCA1 生殖細胞系列変
異による発症リスクは乳癌で約 80％、卵巣癌
で約 40％で、若年発症で、両側乳癌や多臓器
重複癌の頻度が高い。また、これらの乳癌は、

エストロゲンレセプター(ER)、プロゲステロ
ンレセプター(PgR)、HER-2が陰性で、内分泌
療法やトラスツマブに抵抗性であり、細胞障
害性薬剤には、DNA 架橋剤には高感受性で、
タキサン系薬剤には低感受性である。 
一方、散発性癌では BRCA1遺伝子変異をほ

とんど認めないが、BRCA１遺伝子のメチル化
が報告され、散発性乳癌の 30～40％、卵巣癌
の 70％で BRCA1 の mRNA やタンパク発現が減
少している。さらに、それらの癌でも ER 陰
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性の頻度が高く、遺伝子発現プロファイルが
BRCA1 変異を持つ患者の乳癌と類似する。ま
た、散発性癌の 10-15％を占める Basal-like
乳癌と言われる予後不良で、ER、PgR、HER-2
が陰性のサブグループの遺伝子発現プロフ
ァイルが BRCA1変異による家族性乳癌のもの
と酷似し、散発性癌の中に BRCA1変異による
家族性乳癌に近いサブグループが存在する
ことが明らかとなった。よって、BRCA1 は散
発性癌の発症機構、薬剤耐性機構にも関与す
ることが推察され、BRCA1、あるいはその関
連分子が散発性乳癌の診断や治療のバイオ
マーカーとなる可能性がある。 
 

２．研究の目的 

BARD1はBRCA1とヘテロダイマーを形成し、

そのユビキチン化能を増強し、BRCA1 の腫瘍

由来の点突然変異により BARD1との結合能と

ユビキチン化能は阻害される。よって、BARD1

は、BRCA1 の癌抑制機能を制御すると考えら

れる。BARD1 には、DNA 損傷後の細胞周期チ

ェックポイントや DNA修復に関与するタンパ

ク質に存在することが知られている BRCT ド

メインを持つ。そこで、BARD1の BRCTドメイ

ンと結合する分子をプロテオミクス解析で

探索したところ、BRCA1/BARD1 複合体に結合

する新たな分子を同定した。 

本研究では、この新規 BARD1 分子(BIP)の

機能を解析し、さらに本分子に相互作用する

分子をプロテオミクス解析により同定し、そ

れらの機能を解析する。これにより、乳癌、

卵巣癌の新たな発癌機構を明らかにし、診断

や治療効果予測のための新たな分子マーカ

ーや予防や治療のための分子標的となるか

どうかを検討し、臨床応用のための分子基盤

を築く。 
 

３．研究の方法 

(1) BIP、BARD1、 BRCA1の各種欠失変異体を
用いて、これらの分子の結合様式を免疫沈
降法や pull-down アッセイ法にて解析し
た。 

(2)BIPの抗体や発現ベクターを作製し、免疫
染色で、BIPの細胞内の局在部位を解析し
た。 

(3)BIPの siRNAを用いて、その発現抑制によ
る影響を解析した。 

(4)BIPの癌細胞株由来の変異体の機能の変
化について解析した。 

(5) BIP の中心体制御能の分子メカニズムに
ついて解析した。 

(6)プロテオミクス解析にて BIP に相互作用
する分子を同定し、その機能を解析した。 

 
４．研究成果 

(1) BIPはその C末端で、BARD1の BRCTドメ

インに直接結合した。また BIP は、BARD1

非依存性に BRCA1 の N 末端、C 末端と相互

作用した。BIP と BRCA1 の直接結合は認め

られなかった。また、第 2の家族性乳癌原

因遺伝子産物 BRCA2、分裂期キナーゼ

Aurora Aとも相互作用することが明らかに

なった。 

(2) BIP に対する抗体を作製し、その細胞内

局在を免疫染色にて解析したところ、BIP

は間期で細胞質と中心体に局在した。分裂

期では、その C末端依存性に紡錘体極と細

胞質分裂におけるミッドボディーに局在

した。これらの結果は、GFPを付加した BIP

や HA タグを付加した BIP を細胞に強制発

現して、その局在を観察した結果と同様で

あった。 

(3) BIP の siRNA を作製して、BIP の発現抑

制による影響を解析したところ、中心体数

の増加した細胞と多核細胞が増加してい

た。また、BRCA1 の発現を抑制すると、中

心体依存性の微小管の伸長が促進される

ことが知られているため、これについても

解析したところ、BRCA1 の発現抑制の結果

と同様に、BIP の発現抑制により、中心体

依存性の微小管の伸長が促進された。 

また、BIP の shRNA を安定発現する細胞

株を樹立した。タイムラプス観察で細胞分

裂の状態を観察したところ、細胞質分裂の

障害が観察された。また、この細胞株を用

いて、細胞増殖能について検討したところ、

BIP の発現抑制により、細胞増殖能が著し

く低下していた。以上より、BIP が、中心

体制御と細胞質分裂において機能し、細胞

の癌化と細胞増殖能に関与している可能

性が示唆された。 

(4)既に乳癌細胞株で BIPの homozygous変異

が同定されている。この変異体の発現ベク

ターを作製して細胞に導入し、その局在に

ついて、野生型の BIPを強制発現した場合

と比較して解析した。内因性 BIPの影響を

排除するため、BIP の 3’UTR を標的とし

た siRNAを同時に導入した。BIPの癌由来

の変異体を導入した細胞では、中心体数の

増加が認められ、また、中心体依存性の微

小管の伸長も促進された。 

(5) BRCA1 は、中心体の重要な構成要素であ

る-tubulin と直接結合し、BRCA1/BARD1

の複合体で-tubulin をユビキチン化し、

中心体を制御することが既に報告されて

いる。 

そこで、BIP と-tubulin との関係につ

いて解析したところ、BIP は-tubulin と



 

 

直接結合し、BRCA1 依存性に-tubulin を

安定化する機能があること分かった。この

BRCA1 依存性の-tubulin の安定化能は、

上記の乳癌細胞株由来の BIPの変異体では、

消失していた。 
(6)プロテオミクス解析で BIP に相互作用す

る分子を同定し、その１つについて解析を
進めた。この分子と BIPの直接結合は認め
られなかったが、相互作用が認められた。
また、BIPと同様に中心体、紡錘体極、ミ
ッドボディーに局在していた。この分子の
siRNAを作製し、その発現抑制の影響を観
察したところ、BIPと同様に、多核細胞が
増加していた。また、強制発現すると、中
心体数の増加と多核細胞の増加が認めら
れた。よって、この分子が BIPとともに、
中心体制御や細胞質分裂に関与している
可能性が示唆された。この分子は、その発
現量の高い乳癌ほど、高転移性で予後不良
であることが報告されており、興味深い結
果となった。 

(7)研究成果のまとめ 
以上の結果より、BIP が中心体制御と細

胞質分裂に関与することが明らかになり、
中心体制御能に関してはその分子メカニ
ズムも明らかにすることができた。興味深
いことに、乳癌細胞株由来の変異体では、
中心体制御能が低下し、BRCA1 依存性の
-tubulin の安定化能の消失していた。よ
って、BIP が BRCA1 と関連した癌抑制効果
を持つことが強く示唆された。 

今後は、他の癌細胞株や臨床検体を用い
た解析に発展させ、BIP やその関連分子が
癌抑制分子として機能しているかどうか
をさらに検討し、診断や治療の分子マーカ
ーや治療のための分子標的となるかどう
かをさらに検討していく。 
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