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は　じ　め　に

近年，愛玩動物の寿命が長くなるにつれて腫瘍性の疾病
が増加している1,2）。イヌでは乳腺腫瘍が雌イヌの全腫瘍に
占める割合は約 40％に達するといわれており，これほど
多く乳腺腫瘍を発症する動物は他に知られていない3,4）。

ヒトでは，乳ガンが多発する家系よりポジショナルク
ローニング法によって，1994 年に BRCA1 が，1995 年に
BRCA2 がそれぞれ分離，同定され，機能に関する研究が
展開されている5,6）。BRCA1 および BRCA2 タンパク質は，
ともに乳腺だけではなく広範な組織で発現しており，減数
分裂期相同組換えや DNA 損傷修復反応で重要な働きをす
る RAD51 タンパク質と結合し，その機能発現を調節する
ことが明らかにされた7）。疫学的調査により，BRCA1 の
変異は乳線ばかりでなく消化器系など多様な組織のガン
の原因になるが，それとは対照的に BRCA2 の変異は乳
腺，卵巣，すい臓，前立腺など比較的限られた組織でガン
の原因となることが示された8）。両分子は発見当初には哺
乳動物にしか存在しないと考えられていたが，2002 年に
なってニワトリの BRCA2 がクローニングされ注目を集め
た9）。その後，植物であるシロイヌナズナや担糸菌類でも
BRCA2 の相同分子が報告された。この様に，BRCA2 は
乳腺腫瘍という特定の組織の異常と密接に関連している一
方で，乳腺を持つか否かに関わらず様々な生物種のあらゆ
る細胞に BRCA2 あるいはその相同分子が存在して DNA
の相同組換え反応に関与していることが明らかになった。

我々はイヌの乳腺腫瘍に着目し，腫瘍が高い頻度で発生
する原因の候補として BRCA2 と RAD51 に焦点を当てて
その構造と機能の関連を解析してきた10-12）。ヒトやマウス
でのこれまでの報告から，BRCA2 と RAD51 の機能が欠
損するとゲノムの不安定化が起こるといわれているが13），
イヌの乳腺腫瘍細胞では染色体に異数性の変化が認められ
ており14），近年の研究によって，乳腺腫瘍罹患イヌから分
離された BRCA2 で多型配列も見つかっており15-17），イヌ
でもこれらの分子が乳腺腫瘍と関わっている可能性が考え
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られる。また，DNA 相同組換え修復の中心的な役割を持
つ RAD51 ではあるが，腫瘍細胞内でその発現が亢進する
と，放射線治療や化学療法等の腫瘍細胞 DNA の損傷を機
序とする抗がん治療に抵抗性を獲得することが知られてい
る18）。イヌの BRCA2-RAD51 相互作用様式はヒトと異な
ることが我々の研究で明らかとなったため，その機序を特
定し，新たな分子創薬戦略の構築を試みた。

イヌの BRCA2 と RAD51 のクローニングと 
構造および発現解析

BRCA2 が RAD51 と結合することは，DNA の相同組換
えが正常に進行するために必須の反応である7）。両者の結
合は BRCA2 分子のほぼ中央に位置する BRC repeats ま
たは BRCA2 分子の C 末端で RAD51 と結合することが
明らかとなっている。乳腺腫瘍が好発するイヌにおいて
BRCA2 と RAD51 の機能を探る第一歩として，両分子を
クローニングして構造および発現の解析を行った。

イヌの BRCA2 の cDNA は全長が約 11kb で 10,341bp の
ORF を有し，推定 3,446 個のアミノ酸で構成される巨大分
子をコードしていた（NM_001006653.4）。イヌ BRCA2 の
cDNA にコードされるタンパク質のアミノ酸配列は，ヒト
BRCA2 と 68%，マウス BRCA2 と 58% の相同性を示した。
一般的に，ガン抑制遺伝子である p53 や RB1，APC など
は 80% 以上の高い種間相同性を示すことが知られており，
BRCA2 の種間相同性の低さは際立っている。この相同性
の低さがイヌ BRCA2 の機能に影響を与え，乳腺腫瘍罹患
率を高くしている可能性も考えられる。

一方，RAD51 の cDNA は全長が約 1.5kb であり，1,020bp
のオープンリーディングフレーム（ORF）に 339 個の
アミノ酸から構成されるタンパク質をコードしていた

（NM_001003043）。この ORF の長さは，ヒトおよびマウ
スのものと一致した。イヌ RAD51 タンパク質のアミノ酸
配列は，ヒトおよびマウス RAD51 と 99% の相同性を示
した。この結果より，種間で高い相同性を示す RAD51 よ
りも，互いの相同性がそれほど高くない BRCA2 に，動物



11放射線治療抵抗性がんに対する RAD51 を標的とした新規治療法の開発

種間での乳腺腫瘍発症頻度の相違に関わる機能が隠されて
いる可能性が示された。

BRCA2 と RAD51 の組織分布を調べたところ，両分子
はともに乳腺で発現していたことから，イヌでも乳腺で
なんらかの働きをしていることが推察された。また，ヒ
トとマウスで報告された結果と同様に，DNA の相同組み
換えがさかんな精巣で強い発現が見られ，卵巣にもその
発現が見られた。しかし，細胞分裂が活発ではない脳で
は BRCA2 の発現しかみられないことから，組織によって
BRCA2 と RAD51 の相互関係に違いがあることが考えら
れた。

イヌの BRCA2 と RAD51 の相互作用

これまでの報告で，BRCA2 は RAD51 と結合し，減数
分裂期や電離放射線照射による二重鎖切断（DSB）発生時
に RAD51 を DNA 損傷部位に輸送し，解離することで正
常な損傷修復が行われることが明らかにされてきた。そし
てその破綻が乳腺腫瘍発症につながることも報告されてき
た13）。

酵母および哺乳類ツーハイブリッド法の結果から，イヌ
の BRCA2 は BRC repeats および C 末端の両方で RAD51
と結合することが明らかとなった。BRC repeats の欠失変
異体を解析した結果から，repeats の数や長さが RAD51
との結合の強さに影響を与えることがわかった。さら
に，個々の repeat と RAD51 との結合を解析した結果
から，repeat ごとに結合の強さが異なることが明らかと
なった12）。ヒトやマウス以外の哺乳動物で BRC repeats
と RAD51 の相互作用について検討された例はなかった
が，このイヌでの結果をあわせるとこの 2 つの分子が種を
超えて広く相互作用を持つことがより明確なものとなっ
た。Pellegrini らは，ヒトでは 8 個の BRC repeats のう
ち repeat 4 が RAD51 との結合に中心的な役割を担うこ
とを報告した19）。そこで，イヌとヒトの BRC repeat 4 で
異なっているアミノ酸を各々置換して RAD51 との相互作
用に及ぼす影響を哺乳類ツーハイブリッド法で検討したと
ころ，ヒト型よりもイヌ型の BRC repeat 4 のほうがより
強い結合を示した。ヒトの BRC repeat 4（BRC4）の特定
のアミノ酸を置換することによって RAD51 との結合が弱
くなるという報告はあるが20），アミノ酸を置換したものが
RAD51 とより強く結合したという報告は初めてである21）。 
本研究においてはヒト BRC4 の 1532 番目の Valine をイ
ヌとの相同部位に存在する Isoleucine に置換した場合

（V1532I）に BRC4 と RAD51 の結合能力は Mammalian 
two-hybrid assay において約 5 倍以上に上昇した。また，
ヒトの乳がん患者より同定された変異である V1532F につ
いては Rad51 との結合がほぼ消失することも確認できた。
この結果について UCSF-Chimera ソフトウェア（http://
www.cgl.ucsf.edu/chimera/）による結晶構造モデルシ
ミュレーションを行ったところ，V1532I の場合は相互作
用部位である RAD51 の M210 を中心とする結合ポケット

との推定 contact 数が増加し，結合に有利になると予測さ
れたが，V1532F の場合には推定 clash が増加し結合に不
利な状態になることが予測され，Mammalian two-hybrid
との結果と一致した。本研究はイヌとヒトの BRC repeat
の構造比較から，RAD51 との結合力に影響を与えるアミ
ノ酸を特定したものであり，獣医学が持つ比較生物学的着
眼点に基づいて行われた研究である。ヒトのがん症例にお
いては，RAD51 の発現および機能亢進のため，がん細胞
での相同組換え頻度が上昇し，DNA の 2 本鎖切断を機序
とした放射線治療等に抵抗性の事例が存在する18）。これら
の症例に対しては，本研究で発見された V1532I 置換を組
み込んだ BRC repeat 分子を構築し，より強く RAD51 と
結合しその機能を抑制する分子薬剤ができれば，がん治療
の有効な補助療法としての可能性も見えてくるものと推察
される。

終　わ　り　に

近年，遺伝学・統計学的な解析により，イヌ BRCA2 の
多型配列と乳腺腫瘍発症との関連性が論じられつつある
が，具体的な配列の変異と乳腺腫瘍発症との関係はいまだ
明らかになっていない。これを解明するためには，乳腺腫
瘍に罹患したイヌにおける BRCA2 の変異の有無を大規模
解析する必要がある。しかし，BRCA2 は巨大分子である
ため，その変異解析は容易ではない。今後は積極的に変異
解析用イヌ DNA サンプルを収集し，乳腺腫瘍罹患個体か
らの BRCA2 変異分離を積極的に行う必要があると考えて
いる。我々はこれまでにイヌ BRCA2 遺伝子において，い
くつかの多型を発見しており，今後の大規模解析により，
乳腺腫瘍発症との相関を検討することが可能となる。今後
は，さらに BRCA2 の機能解析を進めるとともに，多検体
での変異解析を実施して，この分子がイヌの乳腺腫瘍にお
いて果たす役割を解明したい。そして，その結果をイヌの
乳腺腫瘍の予防や治療に活用する道を開きたいと考えてい
る。
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