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［２］研究経過 
相同組み換え(Homologous recombination: HR) 

修復は、DNA 二本鎖切断の修復経路である。HR
因子の異常により HR の機能不全 (HR deficiency: 
HRD)となった腫瘍細胞は、DNA単鎖切断修復因子

であるPoly [ADP-ribose] polymerase (PARP)を標

的としたPARP阻害剤や、多くの悪性腫瘍の化学療

法のキードラッグである白金製剤などのDNA 傷害

性薬剤に高感受性である。 
所内対応者の千葉らは、CRISPR/Cas9 システムを

用いて、簡便で定量性の高い新規 HR 活性の測定法

Assay for site-specific HR activity (ASHRA)を開発

した (Yoshino and Endo et al. Sci Rep 2019)。
ASHRAでは、まず、測定用ベクターである、ゲノム

DNA を切断する Cas9/gRNA の発現ベクターと、切

断部位と相同な配列と検出に必要なマーカー配列を

持つドナーベクターを測定対象細胞に導入する。ゲノ

ムDNAに生じたDNA二本鎖切断が、ドナーベクタ

ーを使って相同組換え修復によって修復されると、マ

ーカー配列がDNA二本鎖切断にノックインされ、マ

ーカー配列と内在性遺伝子との融合遺伝子が生じ、こ

れを定量PCRによって検出する。 
ASHRAを用いて、遺伝性乳がん卵巣がん症候群

の原因遺伝子で、重要なHR因子であるBRCA1の 
 

 
多数のバリアントのHR活性を測定し、薬剤感受

性との相関を検討することにより、BRCA1 が転写

因子Activating transcription factor 1 (ATF1) のコ

アクチベーターとして機能し、ATF1 高発現細胞で

PARP阻害剤・白金製剤に耐性を引き起こすという

新しい薬剤耐性機構を明らかにした (Endo and 
Yoshino et al. Cancer Res Commun 2021) (図1)。 

興味深いことに、BRCA2 などの他のHR 因子の

異常によるHRD の状態で、ATF1 高発現細胞はこ

れらの薬剤に耐性を示した。加えて、ATF1/BRCA1
の転写活性化の標的遺伝子として、NRAS、BIRC2
を明らかにした (Endo and Yoshino et al. Cancer 
Res Commun 2021)。これらにより、ATF1、
ATF1/BRCA1の下流因子がPARP阻害剤、白金製

剤の感受性を予測するバイオマーカーになることが

示唆された。 
本研究は、ATF1/BRCA1 による薬剤耐性の特異

性を解析するとともに、ATF1/BRCA1 の標的遺伝

子として既に同定した NRAS、BIRC2 に加え、さ

らに標的遺伝子の同定を試みる。また、これら因子

のバイオマーカーとしての有用性を細胞学的に明ら

かにし、従来法より正確な感受性予測を可能にする

PARP阻害剤・白金製剤の感受性予測法を開発する

ことを目的とした。  
研究は、分担者である田中喬之 大学院生が、研究

代表者と研究の進捗状況について連絡を取り、千葉

研究室で主に実施した。 
 
［３］成果 
 （３－１）研究成果 



 

本年度は、ATF1/BRCA1 下流遺伝子の候補とし

て同定した X 遺伝子について解析が進んだ。ATF1
低発現細胞である MCF7 細胞で、重要な HR 因子

であるRAD51 の発現抑制によりHRD とした細胞

で、Xを発現すると、ATF1の発現と同様に、PARP
阻害剤であるオラパリブに耐性となった（図2）。一

方、BRCA1 の発現抑制では、ATF1 の発現では耐

性にならず、X の発現でのみオラパリブに耐性とな

った（図3）。よって、XがATF1/BRCA1に非依存

的にオラパリブに耐性を引き起こすことが明らかに

なり、重要な耐性予測因子となると考えられた。 

また、RNA-seq解析を行い、ATF1/BRCA1下流

因子の同定を試み、ATF1/BRCA1 の発現により、

発現の上昇する分子 107 分子と低下する分子 36 分

子の同定に成功した。いくつかのsiRNAを作製し、

発現量の変化と薬剤感受性変化を検討中である。 

 
（３－２）波及効果と発展性など 
PARP 阻害剤は、HR 因子の異常によりHRD と

なった腫瘍細胞に合成致死を引き起こす分子標的治

療薬である。近年、本邦でもオラパリブ、ニラパリ

ブが承認され、乳がん、卵巣がん、膵がん、前立腺

がんで使用されている。これらの薬剤には、

BRCA1/2 遺伝子検査や HRD スコアが感受性予測

のコンパニオン診断薬として用いられている。しか

し、これらによる患者層別化では耐性症例が含まれ、

効果予測は不十分な状況であり、さらに詳細に患者

を層別化するコンパニオン診断薬が求められている。 
白金製剤はDNA 架橋剤で、従来より、肺がん、

大腸がん、頭頸部がん、胃がん、卵巣がん、胆道が

ん、膵がん、子宮頸・体がん、原発不明がんなど多

くの悪性腫瘍の化学療法におけるキードラッグであ

ある。しかし、耐性症例は確かに存在し、かつ腎毒

性、消化器毒性などが他の抗がん剤に比較してかな

り重篤であることも臨床的に問題であり、耐性症例

をあらかじめ除外することは患者に大きなメリット

がある。白金製剤により生じるDNA 架橋の修復に

はHR経路が必要なため、PARP阻害剤と同様、白

金製剤はHRD の腫瘍に有効であることが明らかに

なっている。しかしながら現在のところ、効果予測

には活かされていない。 
本研究で開発される感受性予測法は、千葉教授ら

が明らかにしたPARP阻害剤・白金製剤の新たな耐

性機構で機能する分子をバイオマーカーにするもの

であるため、現在行われているBRCA1/2 遺伝子検

査や遺伝子パネル検査、HRD スコアで感受性と予

測されてしまう症例に存在する、耐性症例を同定す

るものである。よって、従来法のみで層別化する方

法に比べて、より精密な層別化が可能になる。 
バイオマーカーとしての使用法は、ヒト組織のホ

ルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）切片スライ

ドの免疫染色を想定しており、安価な診断薬となり、

安全性も問題がない。 
さらに、ATF1/BRCA1 の下流因子をバイオマー

カーとする場合は、ATF1/BRCA1 の転写活性化能

に依存しないため、HRD の有無に関わらず耐性と

予測されるため、耐性と判断された際は、高額で時

間を要するBRCA1/2 遺伝子検査やHRD スコアに

よるHRD を評価するための検査を実施する必要が

なく、医療コストの大きな低減になる。  

よって、本研究でPARP阻害剤・白金製剤の感受

性予測診断薬が開発されれば、多くの患者がその恩

恵を受けることになり、がん治療に大きく貢献でき

ると考えられる。 
 
［４］成果資料 

  本研究成果は、2025 年 5 月に行われる第 5 回

日本遺伝性乳癌卵巣癌総合診療制度機構学術総会で、

優秀演題賞の演題として口頭発表の予定である。 


