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家族性乳がんの原因遺伝子としてBRCA1/2が同定されているが、不明な症例も一定数存在
することから、さらなる乳がん感受性遺伝子の探索と新たな治療戦略の立案が課題である。
申請者はこれまでに家族性乳がん24家系84人におよぶ生殖細胞系列の全エクソーム解析 (W
ES: Whole Exome Sequence) から、同一もしくは複数の家系内での罹患者と非罹患者での
分離、家系内集積性を解析し、25遺伝子を選抜した。さらに、データベースを用いたリスク
予測や、がんにおける各遺伝子の機能を解析することで、single nucleotide variantとして2
個、indelとして4個、合計6個 (Gene A〜F) のがん抑制遺伝子を見出した。これらの遺伝子
の中で、遺伝子の機能欠損が予測される1塩基欠失のうち、NFkBパスウェイの活性調節因子
の一つとして知られているGene Aについて引き続き機能解析を行った。 

WESで同定したGene Aの1塩基欠失はSanger sequenceで再確認している。Gene AはC
末に既知相互作用分子と結合する重要なドメインを有しているが、この1塩基欠失によるfra
meshiftが生じることにより消失する。そのため、Gene A遺伝子産物と既知の相互作用分子
との結合をGST-pull down assayにより確認したところ、結合を認めないことを証明した。
Gene Aの野生型を過剰発現させると既知相互作用分子の核移行が抑制されるが、Gene Aの
1塩基欠失変異はこの核移行抑制活性が消失し、細胞増殖も抑制することが明らかとなった。
以上のことから、Gene Aの機能消失はがん悪性化に寄与する可能性が示唆された。 

Gene Aは他の癌種においても変異を認めており、その変異を有する患者ではGene Aの発
現量の減少が報告されている。そのため、本1塩基欠失変異を認める乳がん患者検体を用い
て、Gene Aの発現量をreal-time PCRを用いて検討したところ、非腫瘍部と比較し、腫瘍部
では発現量が有意に低下していることが明らかになった。さらに、公共の発現データベース
を用いた予後解析から、Gene Aの発現低下は予後不良と相関していることも明らかにした。
次に、この発現低下のメカニズムを解明するため、Gene Aのプロモーター領域におけるメチ
ル化についてパイロシークエンス法を用いて解析したところ、同一家系内の乳がん患者２例
において、非腫瘍部と比較し、腫瘍部においてメチル化の亢進が確認された。以上のことか
ら、Gene Aはがん化の過程で生殖細胞レベルで1塩基欠失変異が生じ、対立遺伝子はメチル
化による発現低下による2ヒット変異をみとめることが示唆され、家族性乳がんにおける新
規感受性遺伝子候補であることが強く推測された。 
今回このGeneAにおける変異の同定の頻度は低いことから、ショートリードによるWES解
析では検出困難である可能性も考え、大きなゲノム構造異常や転写調節領域などの非コード
領域の体細胞変異を検出することを考えて、ロングリードシーケンスによる解析を計画して
おり、本年度はその条件検討を行った。今後はゲノム構造異常などの癌化への寄与を詳細に
検討する予定である。また、候補遺伝子の機能解析やデータベースを用いた詳細な評価など
も引き続き実施することで、発症リスクへの寄与を検討していく。 
本解析で認められた変異には、NCCN (National Comprehensive Cancer Network) ガイ
ドラインで単一検査遺伝子として明記されている既知遺伝子群 (BRCA1/2、TP53) も含まれ
ていたが、そのうちのいくつかはリスク不明な遺伝子変異 (VUS: Variant of uncertain sign
ificance) であった。VUSの機能解釈はがんの個別化医療を進めるためにも重要であるため、
リスク評価を行ってきた。BRCA1変異は5家系に認められ、そのうち3家系で検出されたバリ
アントがVUSであった。BRCA1は様々な機能を有しているが、中でもDNA二本鎖切断の修復
機構の一つである相同組換え (HDR: Homology-directed repair) 修復に中心的な役割を果た
すことが知られている。そのため、これらのVUSについてHDRに対する影響を評価したとこ
ろ、3つのVUSはいずれもHDR活性を保持していることが明らかになった。BRCA2は２家系
において認められ、どちらもVUSであった。１つのVUSはPALB2とのbinding domainに変異
を認めたため、免疫沈降法による結合活性を検討したところ、BRCA2野生型と同程度の結合
が確認され、PALB2との相互作用において活性を保持していることが推測された。一方、BA
RD1はNCCNガイドライン上の遺伝子群には含まれていないものの、BRCA1の多くはBARD
1とRINGフィンガードメインを介して結合する。BARD1変異は3家系で認められ、そのうち
2つがVUSで、もう1つはRINGフィンガードメイン内のミスセンス変異であった。また、この
RINGフィンガードメイン内のミスセンス変異はGene Aを認めた家系で同定されている。そ
のため、BARD1の3つの変異に対してもHDR活性を測定したところ、全て野生型と同等の活
性を保持していることが観察された。さらに、BRCA1とBARD1はRINGフィンガードメイン
を介して二量体型のユビキチンリガーゼを形成することが知られているため、ユビキチンリ
ガーゼ活性を評価したところ、RINGフィンガードメインに変異を持つBARD1も野生型と同
等の活性を保持していた。以上のことから、同定されたBRCA1の3つのVUSやBRCA2の1つ
のVUS、BARD1の2つのVUS変異についてはいずれも野生型と同等の機能を有していること
が推測され、原因遺伝子を同定するにあたり影響をほとんど及ぼさないことが推測された。



BRCA2において認めたもう一つVUSについてもリスク評価を継続して進めていく。 

 

 


