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研究成果の概要（和文）：DNA修復経路における合成致死性を利用した治療に応用可能な基礎的な知見として、乳癌に
おいて相同組換え修復経路の遺伝子プロモーターのメチル化と化学療法感受性が関連すること、PLK1の過剰発現はBRCA
1のユビキチンリガーゼ活性を阻害し、CPT11とPARP阻害剤に対する感受性を亢進させることを明らかにした。さらにBA
RD1がヘテロクオマチンプロテイン1(HP1)γを介してDNA損傷依存的にLys9ジメチル化ヒストンH3（H3K9me2）に結合す
ることを解明した。

研究成果の概要（英文）：In this project we studied the DNA damage repair pathways to employ the synthetic 
lethality caused by the factors in the pathway for breast cancer therapy. We found that promoter methylati
on of genes implicating in the homology-directed DNA repair are associated with chemosensitivity. We also 
discovered that overexpression of PLK1 causes cellular hypersensitivity to CPT-11 and PARP inhibitor throu
gh suppression of the E3 ubiquitin ligase activity of BRCA1, and that BARD1 interacts with Lys9-dimethylat
ed Histone H3 through heterochromatin protein 1 (HP1) gamma in response to DNA damage.
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１．研究開始当初の背景 
 
＝国内外の研究動向と本研究の位置づけ＝  
遺伝子発現プロファイルによって分類され
た乳癌のサブタイプのうち、Luminal 型およ
び HER2 型の予後は改善したが、全乳癌の約
15％を占める basal-like型は依然として予後
不良で治療の向上が急務である。一方、乳癌
の約 7 割をしめる Luminal A 型はホルモン
療法感受性で予後がよく、化学療法の奏功率
が低いにもかかわらず、一部に感受性群が存
在するために、ほとんどの症例に化学療法が
施行されている。予後良好な Luminal A 乳癌
を化学療法から回避する意味でも化学療法
感受性マーカーの同定が急がれる。 
 遺伝子発現プロファイル解析を含む臨床
乳癌検体の解析や(Proc Natl Acad Sci U S A 
100:8418-23, 2003, Oncogene 26:2126-32, 
2007)BRCA1 や BARD1 を欠失させたマウス
モデルの解析（Proc Natl Acad Sci U S A 
104:12111-6, 2007、Proc Natl Acad Sci U S A 
105:7040-5, 2008）から basal-like 乳癌の主な
原因が BRCA1 機能不全であることが明らか
となった。一方、BRCA2 変異による家族性
乳癌の多くが Luminal A 型を発症すること
から（J Clin Oncol 20:2310-8, 2002）、Luminal 
A の散発性乳癌の中に BRCA2 の機能不全に
起因するものが含まれると考えられる。Poly 
(ADP-ribose) polymerase (PARP) 阻害剤が
BRCA1/2 変異のある家族性乳癌に著効を示
すことから（N Engl J Med., 361:123-34, 2009）、
これらの散発性乳癌に対してもPARP阻害剤
や他の DNA 損傷性化学療法剤が奏功する可
能性が注目されている。さらに、BRCA1/2
に変異のある癌において抗癌剤に起因する
２度目の変異による reading frame の回復が、
これらの抗癌剤に対する耐性獲得のメカニ
ズムとして報告され(Nature, 451:1116,2008, 
Cancer Res., 68:2581, 2008)、 DNA 修復機構
と薬剤感受性の相関関係が明らかとなった。
BRCA1とBRCA2の主な機能はDNA相同組
換え修復（homologous recombination:HR）
であり、おもしろいことに HR 経路に関わる
多くの遺伝子の変異が家族性乳癌ないし乳
癌の易罹患性を起因することから、BRCA1/2
の機能不全以外に、この経路の他の 1 個ある
いは複数の因子が原因で乳癌が生じている
と考えられる。 
 PARP 阻害剤の作用機序として DNA 一本
鎖損傷修復(PARP による)と、DNA 二本鎖切
断に対する HR（BRCA による）の、補完し
合う２経路の機能不全による合成致死性が、
副作用を最小限に抑え癌のみに優位に作用
しうる点から注目されており (Nature, 
434:913,2005)、癌において損傷を補完する因
子の機能不全が感受性のバイオマーカーと
なることが予想される。しかし、DNA 損傷
修復は多岐にわたり、薬剤の種類によってそ
の経路が微妙に異なることから、散発性乳癌
においてこのマーカーを同定することは容

易ではない。本研究はこの問題に取り組む。 
 
２．研究の目的 
 
 PARP 阻害剤が BRCA1/2 変異乳癌に著効
を示すことから DNA 一本鎖損傷修復と
DNA 二本鎖切断に対する相同組替え修復
HR の、補完し合う 2 経路ないし 2 因子の機
能不全による合成致死性が注目されている。
DNA 修復には複数の経路が存在し、理論的
に合成致死を来す組み合わせが多数存在す
る。本研究では DNA 損傷性薬剤に対してそ
れを補完する因子の機能不全を同定するた
め の マ ー カ ー を 解 析 す る 。 大 多 数 の
Basal-like と少数の Luminal A 乳癌が DNA
修復不全を有すると予想される。Basal-like
乳癌のみならず Luminal A 乳癌においてこ
の群を同定することは他の非感受性乳癌を
化学療法から回避する意味でも臨床的にき
わめて重要である。また、従来奏功率が低い
と考えられていた低薬価の既存の薬剤に対
する感受性群が同定できれば患者にとって
有益なだけでなく、社会的な医療コストを下
げる意味で重要である。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では各種DNA損傷性化学療法剤に対し
て合成致死性を生じ得る遺伝子機能不全の
バイオマーカーを同定する為に以下の解析
を行う。①各種スクリーニング法にて候補因
子あるいは候補となる翻訳後修飾を同定。②
同定した候補因子の欠損細胞における薬剤
感受性を解析。③これと平行して同定した因
子の分子生物学的機能解析を行い、合成致死
を起こしうるDNA修復経路での機能について
解析する。④臨床検体における候補遺伝子の
発現、エピジェネティクス解析、奏功率との
相関を解析する。⑤マウスモデルを用いて合
成致死の組み合せによる副作用と主作用の
解析をする。 
 
４．研究成果 
 
(1) DNA 二本鎖切断に対する相同組換え修復
に必須な遺伝子のプロモーターメチル化に
ついて検討を行った。Epirubicin を含む術前
化学療法を施行した原発性乳癌のうち、
Luminal A 乳癌の病理学的完全奏功（pCR）症
例、非奏功（SD）症例、および Triple 
negative(TN)乳癌の pCR症例および SD症例、
各 15 症例（計 60 症例）の癌部分を
microdissection にて採取し、HR に必須な 16
遺伝子,BRCA1, BRCA2, BARD1, MDC1, RNF8, 
RNF168, UBC13, ABRA1, PALB2, RAD50, RAD51, 
RAD51C, MRE11, NBS1, CtIP および ATM 遺伝
子 プ ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 を
Bisulfite-pyrosequence 法にて解析した。そ
の結果、BRCA1 と RNF8 のメチル化は TN 乳癌
に有意に高頻度に認められた。治療効果との



関係では TN 乳癌において BRCA1 のメチル化
はpCR症例に高頻度に認められる傾向にあっ
た。一方、RNF8 と ATM のメチル化は非奏功例
に有意に高頻度に認められた。以上より TN
乳癌においてBRCA1プロモーターのメチル化
は化学療法高感受性のマーカーとなる可能
性が示唆された。一方、Luminal A 乳癌にも
相同組換え修復遺伝子のメチル化によって
化学療法感受性が生じる症例が一部存在す
ると考えられる。  
 
(2) BRCA1 のユビキチンリガーゼ（E3）活性
が欠損すると CPT11 および PARP 阻害剤によ
る DNA損傷時に Chk1 のリン酸化が起こらず、
DNA 相同組換えが阻害される。そのメカニズ
ムとして BRCA1 による Claspin のユビキチン
化によってClaspinがクロマチンに誘導され
ることが必須であることがわかった。さらに
PLK1高発現癌細胞ではBRCA1のユビキチンリ
ガーゼ活性が抑制されているために、CPT11
と PARP 阻害剤に対する感受性が亢進してい
ることが判明した。PLK1 の一過性過剰発現は
in vivo にて BRCA1 の自己ユビキチン化を阻
害し、この阻害効果は PLK1 阻害剤で消失し
た。20 種類の細胞株の PLK1 発現をウェスタ
ンブロットにて解析し、PLK1 高発現および低
発現群に分け、CPT-11, PARP 阻害剤、マイト
マイシンCおよびシスプラチンに対する感受
性をIC50にて解析し、代表的な細胞を選び、
ヌードマウスの皮下腫瘍を作成し、in vivo
における感受性の解析を行ったところ、PLK1
高発現癌細胞においては CPT11 と PARP 阻害
剤に対する感受性が亢進するが、マイトマイ
シン C に対する感受性には変化がいという、
BRCA1 E3活性欠損細胞と同様の表現型を示し
た。さらに EGFR が非相同末端連結に必要な
ことからこれを阻害するエルロチニブの作
用を解析したところ、BRCA1 欠損細胞では感
受性が亢進することが判明した。 
 
(3) 平成 25年度は DNA二本鎖切断損傷（DSB）
局所への BRCA1 の安定維持に必要な、BARD1
と Lys9 ジメチル化ヒストン H3（H3K9me2）の
結合を介した新規メカニズムを発見した。放
射線照射した HeLa 細胞のクロマチンを
Benzonase にて可溶化、BARD1 抗体にて免疫
沈降し、これに結合するヒストン修飾のうち、
DNA 損傷修復およびヘテロクロマチン形成に
関連するものをウェスタンブロットにてス
クリーニングしたところ、Lys9 ジメチル化ヒ
ストン H3(H3K9me2)を同定した。この結合は
H3K9me2 と結合するヘテロクロマチンプロテ
イン 1(HP1)γを介しており、HP1γの発現を
siRNA にて抑制すると BARD1 と H3K9me2 の結
合は阻害された。蛍光蛋白質である Venus を
N 末端と C 末端に 2 分割してそれぞれ BARD1
と HP1γに連結した蛋白質を細胞内に強制発
現させたところ、レーザーマイクロ照射にて
生じた DNA二本鎖切断部位で Venus の蛍光を
発し、この部位で BARD1 と HP1γが結合する

ことが証明された。また、大腸菌より BARD1
と HP1γのリコンビナント蛋白質を精製し、 
in vitro にて直接結合していることを
GST-pull down 法と Biacore 解析にて確認し
た。さらに、結合部位のマッピングを行った
ところ、BARD1 の BRCT ドメインに存在する
PxVxL モチーフと HP1γの Chromoshadow ドメ
インの結合が明らかとなった。HP1 との結合
を阻害する BARD1 のミスセンス変異体は DNA
損傷局所への集積が阻害された。このことよ
り、BARD1 と HP1γの結合はがん治療におい
て標的となり得ることが示唆された。 
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