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研究成果の概要（和文）：細胞内におけるBAP1と結合するタンパク質の同定を行った。複数の細胞株を用意しFLAGタグ
付きのBAP1タンパク質が発現するように遺伝子を導入した後に細胞がDNA損傷を起こすように薬剤又は放射線を照射し
細胞を溶解しFLAG抗体にて免疫沈降を行い、プロテアーゼ処理をしてBAP1タンパク質に結合している相互作用因子をペ
プチド化した。このペプチドを2次元HPLCにて陽イオンカラムと逆相カラムを用いて分画してLC-MSにて分析を行った。
51種類の相互作用因子を同定する事が出来た。本実験においてBAP1との相互作用因子としてヒストンシャペロン、クロ
マチンリモデリング関連のタンパク質が複数見つかった。

研究成果の概要（英文）：I went to the identification of proteins that bind to the BAP1 in the cell. 
It was possible to identify the interaction factor of 51 types. Histone chaperone protein, the chromatin r
emodeling association was found as multiple interacting factors and BAP1 in this experiment.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 癌抑制遺伝子

外科学一般　乳腺外科学
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１．研究開始当初の背景 

家族性乳癌の原因遺伝子で癌抑制遺伝子

であるBRCA1の機能は近年急速に明らかにな

りつつある。米国では変異を調べる遺伝子検

査が 10 年前から一般に行われている。変異

がある人は将来、5～8割が乳癌になるとされ

ている。同様に日本人でも研究段階ながら遺

伝子検査が有効とされている。しかし、BRCA1

遺伝子がどの様なメカニズムで癌を抑制し

ているのか、変異が起きることで癌化する理

由について不明な点は多い。本研究の目的は

癌抑制遺伝子 BRCA1 及び BAP1 が DNA 損傷応

答時にどの様に関与するか明らかにし、DNA

損傷時にユビキチン化と脱ユビキチン化が

担う役割を解明することで、乳癌での癌化の

メカニズムが解明できると考えた。 

また、DNA 損傷時の役割を解明すれば DNA

を傷つけるタイプの癌化学療法や放射線療

法における効果の改善に役立ち抗癌剤の適

応の指標となると考え研究を行った。 

 
２．研究の目的 

乳癌及び卵巣癌の癌抑制因子 BRCA1 は

BARD1 と RING Finger Domain を介して 2量体

を形成する。研究代表者らは、この RING2 量

体形成が BRCA1 の E3 活性に必須であること

を2001年に報告したが、それより以前の1998

年に BRCA1 Associated Protein１（BAP1）

は BRCA1 の RING Finger Domain と結合する

UCH（脱ユビキチン化酵素）として同定され

ていた。しかしながら BAP1 が BRCA1/BARD1

の E3 活性にあたえる影響は不明であった。

研究代表者は平成 18～19年度及び 20～22年

度文部科学省科学研究費補助金での成果と

して BRCA1/BARD1/BAP1 の関係を明らかにし

た。 

BAP1 が BARD1 と結合することによって

BRCA1/BARD1 の RING ヘテロダイマー形成を

阻害し、E3 リガーゼ活性を失活させることを

発見した。BAP1 は BRCA1 だけでなくアミノ酸

残基 182‐365 を介して BARD1 の Ring 

Finger にも結合することが分かった。次に

BAP1 が BARD1 に結合することにより

BRCA1/BARD1 複合体の形成を阻害する事が判

明した。（図 1A）これにより BAP1 は

BRCA1/BARD1 の自己ユビキチン化および基質

である NPM1 のユビキチン化を阻害した。（図

１B,C）また、in vitro において BAP1 はユ

ビキチン化した BRCA1（BRCA1/BARD1 による

自己ユビキチン化）を脱ユビキチン化するこ

とが分かった。（図 1D）また酵素活性を失活

させた C91S 変異の BAP1 でも BRCA1/BARD1 の

E3 活性を阻害することから、BAP1 は E3 活性

の直接阻害と脱ユビキチン化の２つの機序

でBRCA1/BARD1によるユビキチン化を抑制す

ると考えられる。E3/DUB 複合体でこの様なメ

カニズムを持っているものはこれまでに報

告が１例しかなく、興味深い構造と考えられ

る。 

ショウジョウバエを用いた研究では、ヒト

のBAP1を コードする特徴が明らかにされて

いないショウジョウバエPcG遺伝子 calypso

が生化学的に精製した Calypso は PcG タンパ

ク質 ASX を含む複合体に存在しており、

Polycomb 抑制脱ユビキチン化酵素（PR- DUB）

と命名されたこの複合体は、ショウジョウバ

エの PcG 標的遺伝子に結合する。構成したシ

ョウジョウバエとヒトの組み換え PR-DUB 複

合体は、 ヌクレオソームの H2A からモノユ

ビキチンを除去するが、H2B からはしない。

PR-DUB を欠失したショウジョウバエ複合体
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では、モノユビキチン化 H2A レベルの強い上

昇がみられる。Calypso の触媒活性を破壊す

る変異や ASX サブユニットの欠失では、 in 

vitro で H2Aの脱ユビキチン化の消失が、 in 

vivo で HOX 遺伝子抑制解除がみられる。し

たがって Polycomb 遺伝子抑制により、PRC1

と dRAF による H2A ユビキチン化と、PR-DUB

による H2A脱ユビキチン化の間の動的なバラ

ンスがとられている事が示唆された。以上の

実験結果、論文発表を踏まえて本研究課題で

は E3/DUB 複合体という特異的な形態が DNA

修復でどの様な役割を担っているか解明す

る。具体的には 

 

（１）BAP１の基質（脱ユビキチン化する相

手）の同定 

IP-LC-MS/MS 及び SPR－LC-MS/MS にて

網羅的に BAP1 結合タンパクを同定す

る 

（２）DNA 相同組換え修復時の役割を解明 

DNA 障害時のコメットアッセイ、感受

性試験、蛍光免疫染色にて BAP1 の役割

を解明 

 
３．研究の方法 

（１）DNA 損傷時に BAP１が何を脱ユビキチ

ン化するか、又はしなくなるかを検討する。

免疫沈降法、又は SPR（分子間相互作用）法

と LC-MS/MS を組み合わせて検討を行った。 

免疫沈降-液体クロマトグラフィ-タンデム

マススペクトロメトリー (IP-LC-MS/MS)法

を用いて実験を行う（図 3）。この方法は培養

細胞に目的遺伝子（BAP1）を導入してタンパ

ク質を発現させ、DNA 損傷をおこさせた後に

細胞を溶解し BAP1 に結合するタンパク質を

免疫沈降し直接プロテアーゼ処理して複合

体の混合ペプチドを作成する。作成したペプ

チドを LC-MS/MS にて分析し質量データを得

る。この混合ペプチドの質量データを MATRIX 

Science 社の MASCOT 及び X!Tandem の２つの

プログラムを用いてデータベース検索を行

い結合タンパクを同定する。混合ペプチドを

用いるため検索結果に非特異的な結合タン

パク質が混ざるため結果閲覧プログラム、

MATRIX Science 社の SCAFFOLD にて特異的、

非特異的なタンパク質の結合を見極める。タ

ンパク質同士の結合を保ちながら核及びク

ロマチンタンパク質を可溶化する為に細胞

溶解には 150ｍM 以下の塩濃度に調製した溶

解液に低温下で機能するエンドヌクレアー

ゼ（ベンゾナーゼ）を用いる。 

（２）DNA 相同組換え修復における BAP1 の

役割を解明する。コメットアッセイ、感受性

試験、免疫染色による蛍光観察を行い DNA 修

復を観察して BAP1 の役割を解明する。 

①コメットアッセイ 

培養細胞にて内在性 BAP1 を減少又は消失

させた状態でDNA障害を起こしコメットアッ

セイにて DNA 切断を修復するのか検討する。

siRNA,shRNA安定発現細胞,BAP1-Null細胞を

用いて内在性 BAP1 の減少又は消失条件を作

成し IR、抗癌剤で DNA 障害を作成する。BAP1

による脱ユビキチン化がDNA修復に直接作用

するか検討する。 

②DNA 障害感受性試験 

 培養細胞を用いて上記１のコメットアッ

セイと同様に BAP1 減少又は消失条件下での

DNA 障害後の細胞生存率を測定する。測定は

BIORAD 社の CellTiter Blue を使用して蛍光

測定を行う。 

③免疫染色 

 ①及び②と同じく培養細胞を用い、同一条

件下で蛍光免疫染色し共焦点レーザー顕微

鏡にて観察を行う。すでに発表のあるγ

H2AX,BRCA1,PolyUbiquitin,Rad51などの DNA

障害に応答のあるタンパク質を染色して DNA

損傷部位での集合を観察する。 

②ルシフェラーゼアッセイ 

BAP1 が転写に関わるかルシフェラーゼアッ

セイを用いて検討する。23 年度での BAP1 結

合タンパク質が転写関連のタンパク質であ



ればその結合プロモーターを用いる。 

 
４．研究成果 

研究計画に従って、細胞内における BAP1 と

結合するタンパク質の同定を行った。複数の

細胞株を用意し FLAG タグ付きの BAP1 タンパ

ク質が発現するように遺伝子を導入した後

に細胞がDNA損傷を起こすように薬剤又は放

射線を照射し細胞を溶解し FLAG 抗体にて免

疫沈降を行い、プロテアーゼ処理をして BAP1

タンパク質に結合している相互作用因子を

ペプチド化した。このペプチドを 2次元 HPLC

にて陽イオンカラムと逆相カラムを用いて、

40 分画にして LC-MS にて分析を行った。 

まず過剰発現した BAP1 の同定率から実験系

が正しく機能しているか判断しコントロー

ル、薬剤、放射線の 3サンプルが正しく測定

されている事を確認した。（図 2） 

同定されたタンパク質は５１種類になり、細

胞内局在、生化学的な区分、分子生物学的な

区分を行った。（図 3） 

結果 DNA 損傷を起こす前後にて BAP1 との結

合が変化するタンパク質を複数発見する事

が出来た。細胞内では DNA 損傷を認識し損傷

部位のクロマチン構造を変換する事により

DNA 修復課程を進行させると考えられている。

本実験において BAP1 との相互作用因子とし

てヒストンシャペロン、クロマチンリモデリ

ング関連のタンパク質が複数見つかった。

（図 4）BAP1 が DNA 損傷応答時においてヒス

トンシャペロンと作用する事においてDNA修

復を行っている事が示唆された。 

 

細胞免疫染色を行い、BAP1 と質量分析にて

同定された相互作用因子を染色し変化を観

察した。BAP1 タンパク質が複数の因子と共局

在することが観察された。（図 5） 
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また、DNA 損傷を与えてから BAP1 タンパク質

の集積や共局在の時間が各々違う事からク

ロマチンリモデリング関連の相互作用因子

と結合し様々な役割を担っていると考えら

れる。 
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