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研究成果の概要（和文）：BRCA1変異によってなぜ乳癌と卵巣癌のみを発症するか、臓器特異性の原因は不明である。
本研究ではdoxycyclin誘導性BRCA1欠損エストロゲンレセプターα（ERα）陽性diploidヒト乳腺細胞を樹立し、BRCA1
欠損下にERαによってもたらされるゲノムおよびエピゲノムの変化とその分子機構を解析した。BRCA1欠損ER陽性細胞
ではコントロールのER陽性あるいはBRCA1欠損細胞に比較してdox誘導によってクロマチンの脱凝縮、G2/M期の増加、ア
ポトーシス誘導の誘導を認め、これに伴う著明な細胞数の低下を認めた。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of tissue specificity; how BRCA1 mutation specifically triggers 
only breast and ovarian cancer, has been unrevealed. In this study we established doxycyclin-inducible 
BRCA1 deficient and estrogen receptor α (ERα) positive diploid human breast cell lines and investigated 
the effect of estrogen receptor expression on genomic and epigenomic stability in BRCA1-defective 
cellular background. BRCA1-depleted/ERα-positive cells exhibited chromatin de-compaction, increase of 
G2/M phase population and apoptosis, accompanied by significant cell number reduction, in response to 
doxycyclin treatment when compared to control BRCA1-depleted or ERα-positive cells.

研究分野： 産婦人科学
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１．研究開始当初の背景 
 
1994 年に BRCA1 が家族性乳癌および卵巣
癌の原因遺伝として同定されて以来 20 年近
くが経過したが、いまだに BRCA1 変異によ
ってなぜ乳癌と卵巣癌のみを発症するか、臓
器特異性の原因は不明である。エストロゲン
との関連が示唆されているが、卵巣はエスト
ロゲン産生臓器であり癌発生母地である卵
巣上皮は Estrogen Receptor-α(ER)陰性でエ
ストロゲンの標的ではない。これに対して最
近、予防的卵巣付属器切除検体の病理所見か
ら、これまで卵巣癌と考えられていた癌は、
実は卵管より発生する可能性が指摘されて
いる。興味あることにヒト卵管上皮は ER が
陽性であることから、BRCA1 欠損によって
発生する癌はエストロゲンと関連するとい
う仮説が成り立つ。一方、以下にあげるよう
に分子生物学的にこの仮説を支持する根拠
がある。a) ER が転写を行う際に TopoII によ
る DNA 二本鎖切断が生じる。b) Androgen 
Receptor(AR)転写では TopoII による DNA
損傷が前立腺癌の原因となる。a, b から ER
によって生じた DNA 二本鎖損傷を BRCA1
欠損細胞では修復できず、これにより癌が生
じる可能性がある。さらに、c) ER によるヒ
ストン H3 リン酸化が LSD1 による H3 の
Lys9 残基 (H3K9) の脱メチル化を引き起こ
し、ヘテロクロマチンを解除する。d) BRCA1
のユビキチンリガーゼ（E3）活性欠損によっ
てヒストンH2Aのユビキチン化が阻害され、
サテライト領域 DNA（H3K9 メチル化領域）
の脱ヘテロクロマチンが生じ、これによって
癌が発症する。c, d から BRCA1 欠損とエス
トロゲンの相乗効果によってヘテロクロマ
チンが解除され、癌が生じることが考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では乳腺および卵管の上皮細胞から
BRCA1欠損ER陽性 diploidヒト細胞を樹立
し、BRCA1 欠損下にエストロゲンレセプタ
ーによってもたらされるゲノムおよびエピ
ゲノムの変化とその分子機構を解析する。こ
れにより BRCA1 欠損細胞がエストロゲンに
よって癌化しうることを証明し、臓器特異性
の謎を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)BRCA1 欠損 ER 陽性 diploid ヒト細胞の
樹立：手術にて余剰検体として切除された卵
管の上皮細胞からROCK阻害剤を用いてER
陽性の不死化正常ヒト卵管上皮細胞株を樹
立する。BRCA1 を TALEN および CRISPR
を用いてノックアウトし、BRCA1 欠損 ER
陽性正常ヒト上皮細胞株を樹立する。 
(2)Doxyxyclin 誘導性 BRCA1 欠損 ER 陽性
乳腺細胞の樹立：BRCA1 野生型 ER 陰性の

正常乳腺細胞株である MCF10A より、レン
チウィルスベクターを用いて、doxycyclin 誘
導性のBRCA1欠損ER陽性乳腺細胞を樹立。 
(3)R-loop の同定：  GFP タグをつけた
RNaseH1 の DNA-RNA hybrid binding 
(HB) ドメインを発現させ、フローサイトメ
ータにて R-loop の集積を検出。 
(4)DNA 二本鎖切断の集積：蛍光免疫染色法
によるγH2AXの核内 foci形成によって解析。 
(5)分裂期クロマチン架橋：EdU を添加して
蛍光発色によって Anaphase DNA 架橋を検
出。 
(6)クロマチンの脱凝縮：マイクロコッカルヌ
クレアーゼ（MNase）アッセイにてクロマチ
ン凝縮の有無を解析。 
(7)細胞周期：フローサイトメーターにて細胞
周期を解析。 
(8)細胞生存性測定：生存細胞率を Cell 
Titer-Blue® (Promega)にて解析。 
 
４．研究成果 
 
(1)BRCA1 欠損 ER 陽性 diploid ヒト細胞の
樹立：当初計画どおり、乳腺線維腺腫の正常
乳腺上皮余剰検体および卵管余剰検体より
ER 陽性 diploid ヒト細胞の樹立を試みた。正
常乳腺上皮より多数の細胞株を樹立し、その
うちの３株が ER 陽性であったが、継代をす
ると ER が陰転化することを繰り返し、目的
の細胞株の樹立には至らなかった。ウェスタ
ンブロットによる各種タンパク質発現状況
から、ROCK 阻害剤による
Epithelial-mesenchymal transition が原因
として考えられた。代替する方法として、以
下(2)によって実験を継続した。 
(2)Doxyxyclin 誘導性 BRCA1 欠損 ER 陽性
乳腺細胞の樹立：まず、Dox 誘導性 BRCA1
欠損細胞を作成した。BRCA1 遺伝子に対す
る shRNA のオリゴ DNA をエントリーベク
ターpENTR4-H1tetOx1 にクローニングし、
Gateway 相同組換えによりレンチウィルス
ベクターに組換え、blasitidin で選択可能な
CS-RfA-ETBsd-shBRCA1 を作成した。293T
細胞よりレンチウィルスを作成、MCF10A 細
胞に感染させた後、blasitidin で選択して細
胞株(MCF10A-Dox-shBRCA1)を樹立した。
次にドキシサイクリン誘導性 ERα発現細胞
を作成した。エントリーベクターpENTR1A1
に ERαをクローニングしたのち、上記同様
に puromycin で選択可能な
CSIV-TRE-Rfa-Ubc-puro-ERαを内包する
レンチウィルスを作成した。上記
MCF10A-Dox-shBRCA1 細胞に感染させた
のち blasitidin と puromycin で選択し
MCF10A-Dox-shBRCA1-ERα細胞を樹立し
た。Dox 添加 48 時間後のウェスタンブロッ
トにて、BRCA1 の発現が消失し、ERαが出
現することを確認した。また、蛍光免疫染色
による解析では、発現した ERαは核内に局
在し、RT-qPCR にて ERαによって転写制御



されている下流因子であるFosの発現誘導が
確認された。 
(3)細胞増殖低下・アポトーシス誘導：親株の
MCF10 細胞、MCF10A-dox-ERα細胞では
dox 添加が細胞数増加に与える影響はほとん
どないのに対して、 MCF10A-dox-ER α
-shBRCA1 細胞では dox 誘導によって G2/M
期の顕著な増加とアポトーシス誘導を認め、
これに伴う著明な細胞数の低下を認めた。 
(4)ゲノム不安定性が生じるメカニズムの解
析：dox 誘導時の R-loop の集積、γH2AX の
核内 foci形成、分裂期クロマチン架橋形成は、
コントロール細胞と BRCA1 欠損 ER 陽性乳
腺細胞の間に明らかな差は認めなかった。 
(5)ヘテロクロマチンに与える影響：MNase
アッセイにて BRCA1 欠損 ER 陽性乳腺細胞
細胞ではdox添加によってクロマチンの脱凝
縮が生じていることが示唆された。 
 以上より、BRCA1 機能不全細胞では ERα
によりクロマチン構造の異常が誘発されて
染色体不安定性に繋がる可能性が示唆され
た。 
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