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研究成果の概要（和文）：本研究課題においては、ヒトおよびイヌのRAD51とBRCA2相互作用能力の違いについて詳細に
検討し、RAD51高発現に起因するDNA相同組換え修復効率亢進がん細胞に対する放射線感受性復帰を促す新規治療分子創
薬構築を目指した。その過程でヒトとイヌのRAD51の性質に差異をもたらすアミノ酸を特定できた。また、イヌにおけ
るBRCA2多型の犬種における分布を精査し、乳腺腫瘍罹患率との相関を考察した。

研究成果の概要（英文）：Canine BRCA2 and RAD51 genes locus has been associated with mammary tumors in 
female dogs. The BRCA2 protein is involved in homologous recombination repair via its interaction with 
RAD51 recombinase, an interaction mediated by 8 BRC repeats. Previous structural analyses of 
cancer-associated mutations affecting the BRC repeats have shown that the weakening of RAD51’s affinity 
for even 1 repeat is sufficient to increase breast cancer susceptibility. In this study, we focused on 2 
previously reported canine BRCA2 mutations (T1425P and K1435R) in BRC repeat 3 (BRC3), derived from 
mammary tumor samples. These mutations affected the interaction of canine BRC3 with RAD51, and were 
considered deleterious. Two BRC3 mutations (K1440R and K1440E), reported in human breast cancer patients, 
occur at amino acids corresponding to those of the K1435R mutation in dogs.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 放射線照射等ににより DNA に 2 重鎖切断
が生じた際、切断部位は 3’末端突出型の 1 本
鎖 DNA を形成する。一方、DNA 相同組換え
修復（以下、HR）酵素 RAD51 は定常時の環
状ホモ会合状態から BRCA2 タンパク質内に
存在する約 30 アミノ酸からなる 8 個繰返し
配列である BRC repeat 構造（以下、BRC）
との複合体を形成する。RAD51-BRC 複合体
は 1本鎖DNA部位に移動しDNA-RAD51フ
ィラメント様構造を形成する。その後、
DNA-RAD51 フィラメントは相同 DNA 鎖を
用いた HR を行う（図 1）。本機構の破綻はゲ
ノムの不安定化を引き起こし、細胞のがん化
の引き金になると言われている。がん細胞の
DNA を破壊しアポトーシス等の細胞死を誘
導する放射線治療は、がん治療戦略の主要な
選択肢として用いられるが、臨床現場におい
ては RAD51 の高発現よる放射線治療抵抗性
がんの存在が報告されている。これは、過剰
発現した RAD51 により HR 機構が亢進し、
放射線による DNA 損傷誘導を無効化するた
めと考えられている。また、がん再発のイニ
シエータとなる「がん幹細胞」においても放
射線抵抗性が増大し治療を困難にしている
との報告もある。このような場合においては、
過剰発現した RAD51 による HR 効率を制御
することが治療戦略において重要であると
考えられる。 
 申請者らはこれまでに腫瘍性疾病が多い
イヌの BRCA2 及び RAD51 遺伝子をクロー
ニングし、その構造と機能について研究して
きた。その中で、RAD51-BRC 複合体の形成
能力に影響を与える可能性があるアミノ酸
（Val1532）をヒトとイヌの BRC 配列比較に
より世界に先駆けて特定した。このアミノ酸
を Ile に置換（V1532I）すると、BRC と
RAD51 の結合力が増強した。また、この
V1532I置換型BRC分子を株化細胞内で強制
発現させることによりHR効率の指標である
DNA 損傷時における核内の RAD51 の集合
体形成を強く阻害することが明らかとなっ
た。 
 
２．研究の目的 
本申請課題においては、腫瘍性疾病が多い

イヌより分離した種々のがん組織由来株化
細胞を用い、RAD51 の発現量と放射線治療
抵抗性の相関を探るとともに、機能分子 BRC 
repeat を用いた、RAD51 を基軸とする DNA
相同組換え修復効率の制御を標的とした新
規治療戦略の開発に向け以下を目的とした。 
 
(1) RAD51の発現量がもたらすHR効率への
影響の解析 
イヌ由来各種がん細胞株における RAD51

発現量を定量し、高発現株と低発現株におい
て放射線照射により誘導される細胞死の数
を定量する。また、HR 効率についても定量
的解析を試みる。 

(2) 機能性BRC分子によるRAD51を介した
HR 効率の制御 
 RAD51との結合力に差があるBRC分子

を強制発現したがん細胞株に放射線を照射
し、アポトーシス誘導能及び HR 効率を定量
的に解析し、放射線感受性にもたらす影響に
ついて検討する。 
 
３．研究の方法 
イヌ由来のがん組織から樹立された種々

の株化細胞を用い、 
 

(1) RAD51の発現量と放射線照射によるアポ
トーシス誘導効率との相関を解析した。 
イヌ由来各種がん細胞株における RAD51

発現量と放射線感受性の相関解析 
現在所有しているイヌ由来の各種がん細

胞株における RAD51 発現量を検索した。ま
たヒトとイヌの RAD51 分子と ssDNA およ
び dsDNA の親和性についても検討した。 
 
(2) RAD51 による DNA 相同組換え修復効率
に影響を与えるアミノ酸の同定 
ヒトとイヌ型にアミノ酸を置換した各種

RAD51 タンパク質を精製し、ssDNA および
dsDNA の親和性について検討した。 
 
(3) BRC repeat 分子のアミノ酸配列を改変
し、放射線治療感受性をより強力に増加させ
る分子を検索した。 
 申請者がこれまでに同定した V1532I 置換
[Ochiai et al., 2011 FEBS Lett.]に加え、各
種文献で言及されている RAD51 結合力増強
に 繋 が る ア ミ ノ 酸 置 換 [Rajendra and 
Venkitaraman, 2010. Nuc. Acid Res., 
Nomme et al. 2010. J. Med. Chem.]を施し
た改変型 BRC 分子を構築し、RAD51 との結
合力を、申請者を主著とする論文で使用され
て い る 実 験 方 法 で あ る Mammalian 
Two-Hybrid Assay により定量した。また、
タンパク質立体構造解析シミュレーション
ソフト UCSF-Chimera [Pettersen et al. 
2004. J. Comput. Chem.]を用いた in silico
解析を用いて RAD51 との結合力を高めるア
ミノ酸を検索する[5]。BRC 分子の構造改変
については site direct PCR mutagenesis 法
を用い、各種アミノ酸改変型 BRC 分子を構
築した。 
 
４．研究成果 
 初年度平成 24 年度においては、イヌの乳
腺腫瘍細胞株における RAD51 の発現状況お
よび放射線感受性の相関を解析に着手した。
RAD51 の発現は細胞周期等により増減する
ため、各種細胞の細胞周期を G0～G1 期に同
期化する必要があった。しかし、技術的な改
善により各細胞株が持つ RAD51 タンパク質
発現量を、細胞周期を同期化した状態で正確
に定量することが可能となった。 また、
RAD51 高発現放射線治療抵抗細胞株に対す



る DNA 相同組換え修復効率制御機能分子で
ある改変型 BRC 分子の開発に関して、イヌ
BRC3領域の多型解析からK1435E改変によ
る RAD51 親和性増加因子を発見し、詳細な
解 析 を 行 い 査 読 付 き 国 際 学 術 雑 誌
（ Yoshikawa et al., 2012, PLoS ONE 
7(10):e45833）に発表した。これにより、
RAD51 による相同組換え修復を制御できる
可能性がある機能分子の開発が加速化し、分
子創薬の基盤が構築された。 
 2 年目の平成 25 年度は先の PLoS ONE で
で明らかとなったヒト RAD51 とイヌ
RAD51 における BRCA2 との相互作用様式
の相違について研究を展開した。具体的には
ヒトとイヌの RAD51 で異なるアミノ酸に着
目し、BRCA2 との相互作用強度を定量化し、
どのアミノ酸が RAD51-BRCA2 複合体形成
に重要かを精査した。その過程でこれまでに
注目されていなかった RAD51 構成アミノ酸
が RAD51 ホモオリゴマー形成に重要である
ことを部分的に解明するに至った。この結果
は比較生物学的見地から導き出された画期
的成果であり、本研究を今後推進することに
よって RAD51 が持つ生物種を超えた普遍的
な機能の一端を解明する一助となると考え
られる。 
 最終年度の平成 26 年度においては、イヌ
BRC repeat 3（BRC3）に存在する多型配列
が他の BRC repeats と共存した場合に
RAD51 との相互作用にどのように影響する
かについても検討した。BRC3自体のRAD51
に対する結合力は強くないが BRC3 の多型
が、隣接する BRC4 と RAD51 との相互作用
に大きな影響を与えることを見出し査読付
き英文雑誌に投稿し掲載が決定した（Ochiai 
et al., 2015, Biomed Res., 36(2):155-158）。
また、ヒトとイヌの RAD51 で異なるアミノ
酸が RAD51 ホモオリゴマー形成能、BRC と
の相互作用および DNA 鎖交換効率におよぼ
す影響についての検討を試みた。コムギ由来
無細胞系タンパク質発現により得られた各
種RAD51と ssDNAおよびdsDNAの複合体
形成能の測定を行うために、市販 RAD51 と
ssDNA親和性をRAD51濃度を変化させて検
証したところ、 RAD51 濃度依存的に
ssDNA-RAD51 複合体量が増加した。この基
礎実験により、今後各種精製 RAD51 タンパ
ク質の DNA 親和性を検討することが可能と
なった。今後は、各種 RAD51 の DNA 鎖交
換能力、すなわち DNA 相同組換え修復効率
についても検討したい。 
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