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研究成果の概要（和文）：イヌの乳腺腫瘍の発症機構について、遺伝性乳癌原因遺伝子BRCA2とそれの結合分子
であるDNA組換え酵素Rad51に焦点をあてて、イヌを含めた各種動物における新規癌治療法開発の基礎研究基盤を
構築することを試みた。イヌBRCA2について腫瘍における発現低下やRad51結合に影響する変異の保有率や腫瘍罹
患率との関係を示した。さらに、BRCA2の相互作用分子であるアンドロゲン受容体（AR）の新しい制御機構を示
した。

研究成果の概要（英文）：Towards a better understanding of the molecular mechanisms of mammary tumor 
development in dogs, this study was focused on breast cancer tumor suppressor protein BRCA2 and its 
interacting recombinase Rad51 for an attempt to provide the basis of pure research leading to novel 
drug development and therapy for various mammals including dogs. Polymorphisms of canine BRCA2 
affecting interaction with Rad51and reduced expression levels of BRCA2 in canine mammary tumors were
 found. Moreover, novel regulation mechanisms were shown for androgen receptor (AR) that is an BRCA2
 interacting molecule.

研究分野： 動物疾病制御学

キーワード： DNA損傷修復　乳腺腫瘍　放射線感受性　BRCA2　Rad51

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 BRCA2は遺伝性乳癌の原因遺伝子（breast 
cancer susceptibility gene）として乳癌
家系で同定された。代表者らは、BRCA2の遺
伝子産物が、放射線等によって受けたDNA
の損傷を修復する機能を有することを発見
し、組換え酵素Rad51を結合してDNA損傷部
位にこれを運び修復する必須の分子である
ことが判明した。この発見をきっかけとし
て、それまで癌に関連する遺伝子は、
Oncogene（癌遺伝子）、Tumor suppressor 
gene（癌抑制遺伝子）の２つに大別されて
きたものに、新たなカテゴリーとして
Genome-stability gene（ゲノム安定化遺伝
子）を加えて考えられるようになった。 
 乳腺腫瘍は、雌イヌにおいて全腫瘍の約
半数を占め、発症頻度の著しく高い重要な
疾患である。代表者らはイヌの乳腺腫瘍に
BRCA2とRad51が関与すると予想して研究を
展開してきた。そして、これまでに腫瘍症
例からBRCA2分子の機能を障害する変異の
発見等について世界に先駆けて報告してき
た。また最近、腫瘍症例を対象とした連鎖
解析の結果よりイヌBRCA2が乳腺腫瘍の発
症に関与することが報告された。しかし、
代表者らの報告を含めてイヌBRCA2で同定
された20種を超える変異が、実際に腫瘍罹
患のリスクにどの様に影響するのかなど、
詳細には不明な点が多い。 
 代表者らはこれまでにRad51-BRCA2結合
の変化をもたらすBRCA2変異の解析を、
BRCA2の結合ドメインであるBRCリピート配
列（以下、BRC）を中心に進めてきた。その
過程で偶然、イヌとヒトのRad51は、構成ア
ミノ酸339個のうち３個しか違わないにも
かかわらず、BRCA2との結合において顕著な
差異があることを発見した。 

 
２．研究の目的 
 イヌの乳腺腫瘍の発症機構について、遺伝
性乳癌原因遺伝子BRCA2とそれの結合分子で
ある DNA 組換え酵素 Rad51 に焦点をあてて、
イヌを含めた各種動物における新規癌治療
法開発の基礎研究基盤を構築することが本
研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）イヌ乳腺腫瘍において BRCA2 が Rad51
との結合に影響する変異の保有率やその腫
瘍罹患率との関係 
 無作為に選んだ236検体のイヌについて、
所有者の同意に基づき、５系統（ミニチュ
アダックス、ラブラドールレトリバー、シ
バ、トイプードル、チワワ）に分けてイヌ
のゲノムDNAを抽出し、エキソン11にコード
されるRad51結合モチーフである、BRC 
repeat 3 (BRC3)とBRC repeat 4 (BRC4)の
塩基配列を決定した。そして、この領域に
存在する多型の頻度を系統ごとに明らかに
した。さらに、この領域に存在するT1425P、 

K1435Rに注目して変異体を作製し、それぞ
れの遺伝子型について哺乳類ツーハイブリ
ッド法によりRad51との結合を解析した。 
 
（２）イヌ乳腺腫瘍サンプルにおける癌抑
制遺伝子 BRCA2 発現量の減少 
 イヌの正常乳腺及び乳腺腫瘍のサンプル
からRNAを抽出し、定量的RT-PCR法によって
BRCA2の発現量を測定した。発現量に影響を
及ぼすと考えられる遺伝子上流領域につい
て塩基配列を決定し、変異の有無を調べた。
また、上流領域をレポータープラスミドに
クローニングしてプロモーター活性を調べ
た。さらに、BRCA2発現量の多い精巣から抽
出したRNAをRT-PCRで増幅して塩基配列を
決定し、スプライスバリアントを解析した。 
 
（３）BRCA2相互作用分子として報告されて
いるアンドロゲン受容体（AR）の新規調節
因子の機能解析 
 アンドロゲン受容体の制御因子として分
担者が同定したReduced Expression in 
Immortalized Cells（REIC/Dkk-3）は、不
死化ヒト由来細胞で発現が低下する癌抑制
遺伝子である。ヒトとマウスでREIC/Dkk-3
遺伝子の発現量が多いイヌ小脳mRNAを鋳型
としてRT-PCR法によりイヌREIC/Dkk-3翻訳
領域を増幅・配列決定した。次にイヌ正常
組織におけるREIC/Dkk-3 mRNA発現量を
RT-PCR法により解析した。また、正常及び
乳腺腫瘍組織でのREIC/Dkk-3タンパク質発
現量をウエスタンブロッティングにより比
較した。さらにヒトREIC/Dkk-3発現アデノ
ウイルスベクター（Ad-hREIC/Dkk-3）を用
い、イヌ乳腺腫瘍細胞株でアポトーシス誘
導実験を行った。 
 
（４）イヌとヒトとで異なるRad51のアミノ
酸残基の機能解析 
 Rad51の動物種によって異なるアミノ酸
がRad51-Rad51あるいはBRCA2-Rad51の結合
力を変化させることを確認したが、これは
哺乳動物ツーハイブリット法という細胞内
での相互作用解析法によるものだったため、
in vitroでの解析を行うべく、無細胞タン
パク質合成法によって各種Rad51置換体を
作製し、ATP存在下で１本鎖相同DNAの鎖交
換反応を起こさせ、その反応効率（２本鎖
→１本鎖DNA量の割合）を電気泳動の移動を
指標として評価する実験系、すなわち
strand exchange assayの構築を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）イヌ乳腺腫瘍においてBRCA2がRad51
との結合に影響する変異の保有率やその腫
瘍罹患率との関係 
 今回解析したエキソン11の領域では、多
型はBRC3のT1425PとK1435Rでのみ検出され、
BRC4では検出されなかった。T1425Pと
K1435Rの多型の検出頻度は、それぞれ0.063



と0.314であり、前者に比べて後者の頻度が
著しく高いことが分かった。1425P-1435R
アリルは検出されなかったことから、それ
ぞれの多型は別々の祖先に由来する可能性
が高いと推測された。過去の文献により、
ミニチュアダックス、トイプードル、チワ
ワは乳腺腫瘍の発症頻度が高い系統と考え
られている。1425Pは乳腺腫瘍発症頻度が低
いことで知られるラブラドールレトリバー
で検出されなかったが、このことは1425P
が何らかの影響により乳腺腫瘍の頻度を上
昇させる要因となっている可能性を示して
いる。しかし、この可能性を確かめるには
もっと大規模な集団で解析を実施する必要
があろう。 
 T1425PとK1435Rについて、実際に多型が
認められた６種類の組み合わせで組換え体
を293T細胞に導入して哺乳類ツーハイブリ
ッド法によりRad51との結合を解析したと
ころ、K1435Rは結合に影響しないが、T1425P
は結合を著しく減弱させることが示された。
このことは、1425Pが乳腺腫瘍発症頻度の低
いラブラドールレトリバーで検出されなか
ったことの機能的な裏付けとなることが示
唆された。 
 
（２）イヌ乳腺腫瘍サンプルにおける癌抑
制遺伝子 BRCA2 発現量の減少 
 イヌの正常乳腺に比べ、乳腺腫瘍では
BRCA2の発現が低下していることが定量的
RT-PCR法によって示された。BRCA2遺伝子上
流領域の塩基配列には、いくつかの変異が
検出されたがいずれも遺伝子の発現を低下
させるものではないことがレポーター解析
によって示された。精巣のRNAをRT-PCRで増
幅して塩基配列を決定したところ、これま
で報告されていない新規のスプライスバリ
アントが見出された。乳腺腫瘍でBRCA2の発
現を低下させる原因は明らかでないか、ひ
とつの可能性としてnonsense-mediated 
mRNA decayによることが推測された。 
 
（３）BRCA2相互作用分子として報告されて
いるアンドロゲン受容体（AR）の新規調節
因子の機能解析 
 クローニングしたイヌREIC/Dkk-3ホモロ
グは、既に登録されているイヌREIC/Dkk-3
予測配列（XM_534060.3）より213塩基、71
アミノ酸長く、ヒトでがん細胞にアポトー
シスを誘導するN末端の78アミノ酸領域を
高度に保存していた。また、正常組織にお
けるmRNA発現解析より、イヌREIC/Dkk-3は
ヒトとマウス同様全身性に発現しているこ
とが明らかとなった。REIC/Dkk-3タンパク
質は正常乳腺組織では発現が見られたが、
乳腺腫瘍組織および乳腺腫瘍由来細胞株で
は発現が減少していた。さらに
Ad-hREIC/Dkk-3により、イヌの乳腺腫瘍細
胞株においてもcaspase-3活性化経路によ
るアポトーシス誘導が観察された。 

 
（４）イヌとヒトとで異なるRad51のアミノ
酸残基の機能解析 
 機能解析を目的としたstrand exchange 
assayの実験系を構築すべく、無細胞タンパ
ク質合成法により得られた組換え体Rad51
標品の可溶化及び酵素反応条件を検討した
が、反応に十分な量の可溶化タンパク質を
獲得できなかった。この反応を行うには、
更なる条件の検討が必要と考えられた。 
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