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研究成果の概要（和文）：乳癌は、遺伝子発現プロファイルにより5つのサブタイプに分類される。腫瘍増殖お
よび悪性化を促進するために異なるサブタイプ間での協同作用が重要であるという「癌の不均一性モデル」が提
唱されており、乳癌治療を困難にしている原因の一つであると考えられている。我々は、NFYAがEMT進行に伴
い、スプライシングバリアントの発現パターンを変えることで、段階的に2つの機能を果たし、癌の不均一性の
形成を促進していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Breast cancer is classified into five subtypes by gene expression profile. 
In case of breast cancers, cancer heterogeneity that some different subtypes cooperate to enhance 
malignant progression is proposed. It is suggested that cancer heterogeneity makes it difficult to 
develop cancer therapy. We elucidated that NFYA plays two different roles by switching the 
expression of splicing variants, thereby NFYA induces the switching of breast cancer subtypes and 
enhances the acquisition of cancer heterogeneity. 

研究分野：腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 

乳癌細胞は、遺伝子発現プロファイルにより

5 つのサブタイプに分類される。乳癌は、単

一のサブタイプで構成される均一な集団で

発生・増殖するが、悪性化に伴い複数のサブ

タイプが混在する不均一な癌組織を形成す

る。この不均一性は、腫瘍増殖および薬剤・

治療抵抗性を高めることが示唆されており、

乳癌治療を困難にしている根源である。しか

し、単一のサブタイプから発生する乳癌が、

『どのように不均一性を獲得するのか』など

不均一性形成制御機構は不明な点が多い。 

乳癌において、不均一な癌組織を構成してい

る細胞集団には、上皮性・間葉性の違いがあ

り、上皮間葉転換（Epithelial-Mesenchymal 

Transition: EMT）によりサブタイプ転換が

制御されている可能性が示唆されるが、両者

の間の制御メカニズムは明らかになってい

ない。 

 

２．研究の目的 

本研究は、サブタイプ間での上皮性・間葉性

の違いに着目し、上皮間葉転換（EMT）によ

りサブタイプ転換が誘導され、不均一性が構

築・維持される機構を明らかにするものであ

る。EMT と癌の不均一性を結ぶ機構を明らか

にするために、乳腺上皮細胞と比較して、

H-RAS 導入乳腺間葉細胞で高発現している遺

伝子の同定を試みた。その結果、Nuclear 

transcription factor Y subunit alpha 

（NFYA）を同定した。NFYA は NFYB、NFYC と

三量体転写因子を形成し、転写プロモーター

内の CCAAT ボックスに結合する。CCAAT ボッ

クスは、ほ乳類プロモーターの約 30%が保有

しているため、NF-Y は多種の遺伝子の転写を

誘導できると考えられている。しかし、NF-Y

が EMT/サブタイプ転換に関与しているかど

うかは明らかになっていない。  

本研究の目的は、乳癌において NFYA が EMT

を介した癌の不均一性獲得・維持を制御して

いる機構を明らかにすることで、乳癌の新規

創薬標的を見つけ出し、治療方法を確立する

ための基盤を築くことである。 

 

３．研究の方法 

 本研究を遂行するために以下のような方

法で実験を行った。 

（1）NFYA の発現解析 

我々は、スクリーニングにより EMT により発

現を変化させている遺伝子 NFYA を同定して

いる。しかし、乳癌サブタイプ間および EMT

進行中の遺伝子発現の挙動は明らかにでき

ていない。全サブタイプを含む複数の乳癌細

胞株および EMT 誘導を用い、Real-time PCR

およびウエスタンブロット解析を行うこと

で発現パターンを解析した。 

（2）スプライシングバリアントの機能解析 

我々は、NFYA には 2種のスプライシングバリ

アントが存在し、乳癌サブタイプ間および

EMT 進行に伴い発現パターンをスイッチして

いることを明らかにした。これらの結果を基

に、各バリアントを乳癌上皮細胞に強制発現

させることで、サブタイプ転換が引き起こさ

れるか FACS による解析を行った。さらに、

CRISPR/Cas9 システムを用い、乳癌上皮細胞

および乳癌間葉細胞における NFYA 欠損細胞

を作製し、細胞増殖能・腫瘍増殖能および各

スプライシングバリアントの機能解析を行

った。 

（3）in vivo モデルの構築および機能解析 

本研究では、生体内での自発的な乳癌におけ

る NFYA の機能を明らかにするために、新規

乳癌マウスモデルの構築を行った。

CRISPR/Cas9システムによるNFYAのノックア

ウトと Wnt1 の強制発現を組み合わせたレン

チウイルスをマウス乳管内に注入し、乳腺特

異的に感染させ、乳癌を発症させる。このモ

デルを用い、乳癌発生段階における癌の不均

一性形成機構における NFYA の機能解析を行

った。 



 

４．研究成果 

ほぼ研究計画どおり順調に進み以下の成果

を得た。 

（1）NFYA の発現パターン 

NFYA の発現パターンを調べる中で、NFYA に

は 2種のスプライシングバリアントが存在す

ることが明らかになった。さらに Real-time 

PCR およびウエスタンブロット解析により、

これら 2 種のスプライシングバリアントが、

乳癌サブタイプ間およびEMT進行に伴い発現

パターンをスイッチさせていることを明ら

かにした。 

 

（2）スプライシングバリアントの機能解析 

乳癌上皮細胞（Luminal 細胞）に各スプライ

シングバリアントを発現させた結果、上皮性

NFYAはLuminal細胞をLuminal-Basal中間細

胞 に 転 換 さ せ た 。 間 葉 性 NFYA は

Luminal-Basal 中間細胞を Basal 細胞に転換

させ、サブタイプ転換を完了させることを明

らかにした。これらの結果は、各スプライシ

ングバリアントが、サブタイプスイッチング

を開始させる「スターター」およびサブタイ

プスイッチングを促進させる「ブースター」

として機能し、協調的・段階的に役割を果た

していることを示唆している。 

さらに、CRISPR/Cas9 システムにより各バリ

アントの欠損細胞を作製し、機能解析を行っ

たところ、間葉性 NFYA の欠損は、細胞増殖・

腫瘍形成能を著しく減少させた。しかし、上

皮性 NFYA の欠損による、細胞増殖・腫瘍形

成能への影響は確認されなかった。また、各

バリアント特異的な転写標的遺伝子の存在

も確認しており、これら 2種のスプライシン

グバリアントがサブタイプ転換において異

なる役割を果たしていることが明らかとな

った。 

 

 

（3）in vivo モデルの構築および機能解析 

本研究により CRISPR/Cas9 システムと Wnt1

の強制発現を組み合わせたレンチウイルス

による自発的な乳癌を解析できる簡便なマ

ウスモデルを構築することができた。このマ

ウスモデルを用い、乳癌発生過程における

NFYA の機能を解析した結果、NFYA を欠損さ

せることで、Wnt1 により誘導される TEB の肥

大化（乳癌発生の初期段階）が抑制された。

さらに、間葉性 NFYA バリアント特異的欠損

により、乳腺の分枝が増加することを明らか

にした。また、FACS 解析によりその乳腺の分

枝の増加が、幹細胞の蓄積によるものである

ことが示唆された。 

これらの結果は、NFYA 各バリアントが、別々

の機能を段階的に果たし、癌進展過程におけ

る不均一性の形成を協調的に促進している

ことを示唆している。 
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