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研究成果の概要（和文）：乳癌組織におけるRAI2 mRNAの低発現症例は高発現症例に比べて、DFS・OSともに有意
に予後不良であった（ともにP＜0.0001）。エストロゲン受容体陽性乳癌（N=256）を対象とした検討において
も、RAI2 mRNAの低発現症例は高発現症例に比べてDFS・OSともに有意に予後不良であった（それぞれP=0.0004、
P=0.0008）。ER陽性症例をのみ対象とした臨床病理学的因子との検討では、RAI2低発現症例が、有意に組織学的
グレードが高かった（P=0.028）。

研究成果の概要（英文）：A total of 451 invasive breast cancer tissues was available for analysis of 
RAI2 mRNA . We also sought correlations between clinicopathological factors and levels of RAI2 
expression in these samples. The expression of markers associated with tumor-initiating capacity, 
such as SNAI1, SNAI2 and VIM was also analyzed. The median follow-up period was 9.0 years. Results: 
We found positive correlations between low expression of RAI2 mRNA and shorter disease-free survival
 and overall survival in breast cancer patients (P=0.003, P<0.0001, respectively), which was limited
 to ERα-positive patients (P=0.04, P=0.0009, respectively), and not seen in ERα-negative patients 
(P=0.52, P=0.27, respectively). Low RAI2 mRNA levels were positively correlated with high grade, ER
α-negativity and PgR negativity. Multivariate analysis indicated that low level RAI2 mRNA 
expression was an independent factor for survival both overall in breast cancer and in ERα-positive
 breast cancer patients.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の検討により、骨髄転移抑制遺伝子候補であるRAI2がER陽性乳癌の予後に関連することが示された。これを
もとに、今後は、乳癌細胞株を用いて、RAI2を強制発現およびノックダウンした場合のホルモン療法薬への影響
を検討している



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

乳癌全体の約 80％を占めるエストロゲン・レセプター（ER）陽性乳癌のなかには、早い段階か

ら骨髄転移を来たし、予後不良なものがあることが知られており、その転移メカニズムの解明

と治療成績の向上が緊急課題となっている。最近、ER陽性乳癌の骨髄転移には転移抑制遺伝子

（RAI2：Retinoic Acid-Induced 2）が深く関与して いることが報告された。私たちは ER陽性

乳癌の予後と RAI2 発現を検討し、RAI2 低発現の患者が予後不良であることを見出した。これ

らの研究結果を踏まえ、本研究では、アデノ随伴ウイルスを用いて、RAI2 遺伝子を標的とした

新規分子標的治療薬の開発を目指すことを目的とする。 

 
２．研究の目的 

本研究では、長期フォローアップ（中央値約 10 年）をした乳癌症例を対象に、乳癌組織にお け

る RAI2 発現と予後ならびに臨床病理学的因子との相関を検討する。次に、アデノ随伴ウイル

スを用いて、RAI2 遺伝子を標的とした新規分子標的治療薬の開発を目指すことを目的とする。 

 
 
３．研究の方法 

当施設で 2000 年～2007 年に手術を施行した初発乳癌 478 例を対象に、 乳癌 組織より 

RNA を抽出し、TaqMan real-time PCR システムを用いて、RAL2 遺伝子の mRNA 発現を定量的に

測定した。次に、RAI2mRNA 発現レベルと無再発生存 期間 （DFS）および全生存期間（OS）と

の相関、および臨床病理学的因子との関連性について検討した。 

乳癌細胞株に対する RAI2 遺伝子強制発現の影響に関する検討。A:RAI2/CtBP2 の標的遺伝子

の検討。ER 陽性乳癌 細胞株（MCF7、T-47D、BT-483、ZR-75-1）および ER 陰性乳癌細胞株

（MDA-MB-231）のうち、RAI2 低発現の細胞株 を用いて、RAI2 遺伝子の強制発現による

RAI2/CtBP2 の標的遺伝子(FOXA1、GATA3、GRHL2)発現の変化を、mRNA は R T-PCR システムを用

いて、蛋白発現はウエスタンブロットにて解析する。B:上皮・間葉系マーカーの検討。実験 4 -A

の細胞株を用いて、RAI2 遺伝子を強制発現した場合の上皮系マーカー（CDH1）および間葉系マ

ーカー（Viment in、ZEB1、Snail1、Snail2）の発現変化を mRNA および蛋白発現レベルにて検

討する。C: 細胞遊走能・浸潤能の 検討。実験 4-A の細胞株を用いて、RAI2 遺伝子を強制発現

した場合の細胞遊走能の変化を専用キット Oris Cell M igration Assay Kit（Platypus 

Technologies 社）を用いて計測する。また、浸潤能は 24 well Cell Invasion A ssay（TREVIGEN

社）を用いて解析する。D:ホルモン療法の効果の検討。最後に、実験 4-A の細胞株を用いて、

RAI 2 遺伝子の強制発現時における、ホルモン療法薬（抗エストロゲン薬：タモキシフェン、

フルベストラント）の 効果に及ぼす影響について観察する。 

 乳癌細胞株に対する RAI2 遺伝子ノックダウンの影響に関する検討。ER 陽性乳癌細胞株を用

いて、RAI2 遺伝子ノ ックダウンによる影響について、A) RAI2/CtBP2 の標的遺伝子、B) 上皮・

間葉系マーカー、C) 細胞遊走能・浸 潤能、D) ホルモン療法の効果について、それぞれ実験

4-A,B,C,D の方法に準じて解析する。なお、RAI2 発現のノ ックダウンに使用する RAI2 shRNA 

Plasmid (RAI2 shRNA Plasmid (h)-SH)はすでにSanta Cruz社より購入済みで ある 6.Xenograft 

モデルを用いた検討： ヌードマウスへ移植した乳癌細胞に対する RAI2 遺伝子強制発現の増殖

抑制 効果に関する検討。1)緑色蛍光タンパク質（EGFP）を導入した ER陽性乳癌細胞株（既に

購入済み）に、実験３で 作製したアデノ随伴ウイルス RAI2 遺伝子発現ベクターを導入する。

2)RAI2 遺伝子高発現細胞株およびコントロー ルの親株を 6 週齢雌ヌードマウスの皮下組織に



植え付ける。3)抗エストロゲン薬を投与する群としない群に分け て、腫瘍量を、翌日より 30

日まで計測し、ER陽性乳癌への抗エストロゲン薬による腫瘍増殖抑制効果について、 RAI2 遺

伝子高発現細胞株およびコントロールの親株で比較検討する。 

 
４．研究成果 

乳癌組織における RAI2 mRNA の低発現症例は高 発現 症例に比べて、DFS・OS ともに有意に

予後不良であった（ともに P<0.0001）。エストロゲン受容体陽性乳癌（N=256）を対象とした検

討においても、RAI2 mRNA の 低発現症例は高発現症例に比べて DFS・OS ともに有意に予後不

良であった（それぞれ P=0.0004、P=0.0008）。】今回の検討により、骨髄転移抑 制遺伝子候 補

である RAI2 が ER 陽性乳癌の予後に関連することが示された。今後は乳癌細胞株を用いて、RAI2

を強制発現およびノックダウンした場合のホルモン 療法薬への影響を検討する予定である。  
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