
日本医科大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６６

基盤研究(C)（一般）

2019～2016

乳癌における癌細胞の幹細胞化阻害による実験的転移抑制治療

Treatment strategy for suppression of cancer stem cell in breast cancer

２０２６０４０８研究者番号：

和田　龍一（Wada, Ryuichi）

研究期間：

１６Ｋ１０４７９

年 月 日現在  ２   ５ ２５

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：HER2のスプライスバリアントであるdelta-HER2の発現と癌幹細胞との関連を、乳癌由
来の培養細胞株と、ヒトHER2陽性乳癌の組織を用いて検討した。delta-HER2を培養細胞に発現させたところ、細
胞増殖は抑制された。ヒトHER2陽性乳癌の組織では、delta-HER2のmRNAとタンパク質を発現する細胞が散在して
見られた。これらの細胞はKi-67陰性で増殖能の低く、また、幹細胞マーカーALDH1陽性細胞と近接しており幹細
胞との関連が示唆された。delta-HER2はHER2陽性乳癌での幹細胞化と関連しており、新たな治療標的となること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The association of expression of delta-HER2, a splice variant of HER2, and 
cancer stem cell was investigated in culture cells and human HER2-positive breast cancers. The 
overexpression of delta-HER2 in culture cells suppressed the proliferation of the cell. In human 
HER2-positive breast cancers, the cells expressing delta-HER2 was scattered in the cancer tissue. 
Most of the cells positive for delta-HER2 were negative for Ki-67, and the cells were closely 
associated with the cells positive for a cancer stem cell marker, aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1). 
It was considered that the expression delta-HER2 was associated with cancer stemness, and the 
delta-HER2-expressing cells may be a therapeutic target of HER2-positive breast cancer.

研究分野：実験病理学

キーワード： 乳癌　HER2　スプライスバリアント　増殖　幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HER2は増殖と癌化に重要な役割を果たしていると考えられているが、癌幹細胞化との関わりを明らかにすること
で、悪性腫瘍の病態の理解へつながる。現在のところ、癌の幹細胞化を念頭に置いた治療法は存在しない。HER2
を標的とした分子標的治療は実用化されているが、delta-HER2を標的として幹細胞化の抑制から転移を抑制する
治療法も可能であろう。このような転移の抑制という治療戦略は、比較的若い患者の多い乳癌の長期予後を改善
するうえで重要な治療戦略となる可能性がある。また、胃癌の約20%においてもHER2の過剰発現が見られ、胃癌
の治療に対する応用も期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 乳癌は女性の悪性腫瘍の中で罹患率が高く、年間約 50,000 人の乳癌患者が登録されている。
乳癌患者の中には、手術時にすでにリンパ節転移や遠隔転移がある場合や、原発巣の切除後に転
移再発をきたすことも少なくない。このような乳癌の転移再発には、癌組織内に存在し、腫瘍形
成能を有する｢癌幹細胞｣が血流やリンパ流にのり、遠隔臓器やリンパ節にいたり、新たな増殖巣
を形成すると考えられている。癌幹細胞は、腫瘍組織内にわずかながら存在し、細胞分裂能は低
く、転移のみならず化学療法に対する耐性にも関与していると考えられている。 
 近年の研究では、タンパク質分子のスプライスバリアントの発現が、癌細胞の幹細胞化とその
維持に関与していることが示されている。現在のところ、一部のタンパク質のスプライスバリア
ントが幹細胞化に関与していることが確認されているのみであるが、新たな幹細胞化の機序の
解明は、新しい転移抑制治療につながる可能性がある。 
 HER2 は乳癌の約 20％において遺伝子増幅から過剰発現をきたして腫瘍化に関連する分子で、
HER2 を過剰発現する乳癌は HER2 陽性乳癌と呼ばれる。過剰発現する HER2 を標的分子として、
抗体療法薬や小分子標的治療薬による分子標的治療が臨床応用され、予後は改善したが、予後の
延長とともに脳転移や遠隔転移をきたす症例も少なくない。 
 HER2 陽性乳癌の癌細胞は、野生型(wt)-HER2 の他に、種々
のスプライスバリアントを発現している。この中で、細胞外
領域をコードする exon 16 の 16 アミノ酸を欠失するスプラ
イスバリアントは delta-HER2 と呼ばれている。delta-HER2
は、wt-HER2 に比較して発現量は少ないものの、シスチン残
基が化学的に分子の 2 量体化を引き起こし、細胞増殖シグ
ナルを活性化することが報告されていた。我々は、wt-HER2
に対する delta-HER2 の発現比率の高い乳癌では、リンパ節
転移や遠隔転移、そして転移再発の頻度が高い事を見いだし
た。delta-HER2 が乳癌の転移や再発といった悪性病態に関
与しており、乳癌細胞の増殖のみならず、癌細胞の幹細胞化
に関与する可能性が考えられた。delta-HER2 の発現や分子
病態を明らかにすることで、delta-HER2 を標的分子として
癌細胞の幹細胞化を抑制し、転移を抑制することが可能では
ないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目的は、乳癌細胞に発現する HER2 のスプライスバリアントの delta-HER2 と幹
細胞化の関連を明らかにし、delta-HER2 を標的とした乳癌の転移や再発に対する治療法が可能
か明確にすることである。 
 HER2 スプライスバリアント delta-HER2 を発現する乳癌の培養細胞株を樹立し、細胞増殖能の
低下や腫瘍形成能を増強を確認する。培養細胞で得られた知見が、ヒトにおける HER2 過剰発現
乳癌においても観察されるのか、切除された乳癌組織を用いて delta-HER2 の発現を確認する効
率の良い解析法を見出すとともに、delta-HER2 発現細胞の形質を確認する。 
 本研究では、乳癌の培養細胞株とヒト乳癌組織の検討から、delta-HER2 の発現と幹細胞化と
の関連と生物学的な意義を明らかにするとともに、delta-HER2 に対する標的治療の可能性を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 乳癌培養細胞株を用いた delta-HER2 発現細胞株の樹立と形質の確認 
 乳癌の培養細胞株として、HER2 を過剰発現する SKBR3 と、過剰発現のない T47D に、wt-HER2
と delta-HER2 を発現するベクターを導入する。それぞれの培養細胞株において、導入した wt-
HER2 と delta-HER2 の発現について、mRNA を TaqMan 法で、また、実際の蛋白発現をウェスタン
ブロット法で確認する。また、培養細胞の細胞増殖能について検討を行い、また、Ki-67 の発現
を免疫染色法で検討する。 
 
(2) HER2 過剰発現ヒト乳癌組織における delta-HER2 発現細胞の癌幹細胞化の確認 
 HER2 過剰発現ヒト乳癌組織において、スプライスバリアントを検出できる in situ 
hybridization 法と、delta-HER2 に対する抗体を用いて乳癌組織内における delta-HER2 発現細
胞の局在と頻度を明確にする。また、delta-HER2 と増殖能、癌幹細胞のマーカー発現について
免疫染色で検討を行う。幹細胞のマーカーには aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1)を用い、ま
た、増殖能を Ki-67 で評価する。 
 乳癌培養細胞株から得られた所見が、ヒト乳癌組織においても確認することにより、今後の幹
細胞化の抑制による実験的転移抑制治療が、臨床応用可能であることを確認する。 
 
４．研究成果 
(1) 乳癌培養細胞株を用いた delta-HER2 発現細胞株の樹立 



 乳癌の培養細胞株で、HER2を過剰発現するSKBR3と過剰発現のないT47Dに、wt-HER2と delta-
HER2を発現するベクターを導入し、SKBR3-wt, SKBR3-delta, T47D-wt, T47D-deltaを作製した。 
 これらの培養細胞株において、wt-HER2 と delta-HER2 の発現について mRNA を TaqMan 法で定
量した。HER2 の遺伝子増幅のない T47D に比較して、遺伝子増幅のある SKBR3 の wt-HER2 mRNA
の発現は 30 倍、delta-HER2 mRNA の発現は 36 倍であった。SKBR3-wt では wt-HER2 mRNA が 36
倍、SKBR3-delta では 95倍に、また、T47D-wt では wt-HER2 mRNA が 1.2 倍に、delta-HER2 mRNA
の発現が 165 倍と、発現の増加が確認された。 
 また、wt-HER2 と delta-HER2 の mRNA 発現を in situ hybridization 法で確認した。SKBR3 で
は wt-HER2 の強い発現が見られ、delta-HER2 の弱い発現が見られた。SKBR3-wt では、wt-HER2 の
発現の増強が、また、SKBR3-delta では、delta-HER2 の発現の増強が確認された。T47D では、
wt-HER2 も delta-HER2 の発現も見られなかったが、T47D-wt では wt-HER2 の発現の増強が、T47D-
delta では delta-HER2 の発現の増強が確認された。 
 
(2) 細胞増殖と Ki-67 発現 
 樹立された培養細胞の細胞増殖
能について検討した。 
 HER2 を過剰発現する SKBR3 では、
wt-HER2 の導入された SKBR3-wt の
増殖は SKBR3 とほぼ同様であった
が、SKBR3-delta の増殖は SKBR3 に
比較して抑制されていた。一方、
HER2 の発現の見られない T47D にお
いては、T47D と比較して、T47D-wt
と T47D-delta の増殖に大きな差は
見られなかった。 
 
(3) ヒト乳癌組織における wt-HER2 と delta-HER2 発現 
 ヒト HER2 陽性乳癌では、in situ 
hybridization と免疫染色により
wt-HER2 と delta-HER2 の発現を検
討した。HER2 陽性乳癌では、wt-HER2
の強い発現が確認された。delta-
HER2 を発現する腫瘍細胞は少数な
がら散在して存在していることが
確認された。また、delta-HER2 に対
する抗体を用いて免疫染色を行っ
たところ、in situ hybridization
と同様に、一部の腫瘍細胞に delta-
HER2 タンパク質発現が確認された。 
 
(4) ヒト HER2 陽性乳癌における delta-HER2 陽性細胞の形質 
 ヒト HER2 陽性乳癌組織を用いて delta-HER2 と Ki-67 の二重
染色を行ったところ、delta-HER2 陽性細胞は、細胞増殖のマー
カーである Ki-67 には陰性で、増殖能は低いと考えられた。ま
た、乳癌における幹細胞マーカーと考えられる ALDH1 と delta-
HER2 との二重染色を行った。陽性細胞と分布が一致しており、
delta-HER2 発現細胞が癌幹細胞と密接な関連を示す所見と考え
られた。 
 
 これまで、ヒト HER2 陽性乳癌において HER2 のスプライスバリ
アントである delta-HER2 が発現していることが報告され、また、
培養細胞における発現実験では、delta-HER2 が増殖を促進する
ことが報告されていた。 
 本研究では、HER2 を過剰発現する乳癌細胞株と、HER2 の発現
のない二つの乳癌細胞株に delta-HER2 を発現させることで、
delta-HER2 の発現の意義をより明確にすることを目指した。そ
の結果、HER2 の発現のない乳癌細胞株では、delta-HER2 の発現
増強は増殖には影響を与えなかったが、HER2 を過剰発現する培養細胞株では増殖を抑制してお
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り、HER2 の過剰発現の違いのある乳癌細胞株間で、delta-HER2 の発現の生物学的意義に違いの
ある可能性が示された。 
 ヒト HER2 陽性乳癌の病理組織においては、delta-HER2 の発現を確認するとともに、増殖能と
幹細胞マーカについて検討を行ったところ、delta-HER2 を発現する細胞は腫瘍組織内で一部の
細胞であるが、増殖能は低く、ALDH1 の幹細胞マーカーを発現する細胞と近接しており、幹細胞
化との関連が示唆された。癌幹細胞は化学療法の耐性や転移に関連していることが示されてい
る。HER2 陽性乳癌では delta-HER2 を発現する細胞は少数ではあるが、治療抵抗性や転移に関与
している可能性が考えられた。 
 本研究では、delta-HER2 がどのようなシグナル経路を活性化しているかは充分に明らかにす
ることはできなかった。delta-HER2 を標的として、転移を抑制する治療が可能と思われるが、
シグナル経路の解明により、より効果的な治療標的が探索される可能性がある。 
 HER2 の過剰発現は胃癌の約 20％でも認められ、癌化に関与していること、また、HER2 に対す
る分子標的治療が行われている。HER2 陽性の胃癌においても delta-HER2 が発現していることを
確認しており、胃癌における化学療法の耐性や転移に関与していると考えられる。胃癌における
delta-HER2 の意義を明確にすることで、新しい胃癌の治療が可能となる可能性がある。 
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