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研究成果の概要： 
乳癌では形態形成シグナル系である Hedgehog（Hh）シグナルが再活性化し、治療標的と
なることを報告したが、本研究において、Estrogen receptor α (ERα)経路活性化による
Shh（Hedgehog シグナルのリガンド）の発現誘導が、リガンド依存性の Hh シグナル活
性化をもたらす機序を初めて報告した。両シグナルの連関は、乳癌組織においても稼動し
ている可能性が示され、両シグナル系の連関を視野に入れた治療法開発の可能性を示した。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
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  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・外科学一般 
キーワード： 
乳癌、Hedgehog シグナル、ERα経路、Sonic hedgehog、シグナル・クロストーク、増殖抑制、
治療 
１．研究開始当初の背景 
（１）我々は、「癌は一種の奇形組織であり、
発癌および進展に胎生期の臓器形成を司る
形体形成シグナル系が関与している」という
作業仮説のもとに、癌と形体形成シグナル系
再活性化の関係を解析してきた。（２）2003
年頃より、膵癌を初め複数の癌腫において形
態形成シグナル系の一つである Hedgehog 
(Hh)シグナル系の再活性化が報告されるよ
うになってきた。我々も 2004 年に乳癌にお
いて Hh シグナルが高率に再活性化している

こと、および治療標的となることを見出した
（Kubo et al. Cancer Res 64:6071-4,2004）。
（３）我々は、膵癌における Hh 再活性化の
機序の一つに炎症性刺激による Nuclear 
factor kappaB (NF-κB)経路が関与している
可能性を初めて明らかにした（Nakashima H 
et al. Cancer Res 66:7041-9,2006）。（４）し
かし、何故乳癌において Hh シグナルが再活
性化するかは不明であった。 
 
２．研究の目的 



本研究の最終目的は、乳癌において Hh シグ
ナル系が再活性化する機序を明らかにし、乳
癌に対する新たな治療法を開発することで
ある。我々は、既に手術時摘出乳癌組織の病
理学的検索により、Hh シグナル活性化とエ
ストロゲンレセプター（ER）発現に正の相関
を示唆するデータを得ている。 
 したがって、具体的な主目的は、ER シグ
ナル系と Hh シグナル系のクロストークを想
定し、ER シグナルと Hh シグナルの関連を
分子レベルで解析し、抗エストロゲン剤に耐
性となった ER 陽性乳癌などに対する Hh シ
グナル伝達系を標的とした次世代の治療法
の可能性を検討することである。 
 
３．研究の方法 
（１）手術時摘出標本および乳癌細胞を用い
て、ER 経路および Hh 経路の抑制系（阻害剤、
抗体、siRNA など）および活性系（遺伝子導
入、活性化物質など）を応用し、両シグナル
間のクロストークを解析する。 
（２）上記結果をもとに、細胞増殖を指標と
して治療標的となる分子群を検索し、各種乳
癌細胞（ER陽性乳癌、ER 陰性乳癌、抗エス
トロゲン剤耐性乳癌、多剤耐性乳癌）に対す
る細胞増殖抑制効果を検討する。 
（３）初期の乳癌と考えられる非浸潤性乳管
癌（DCIS）において両シグナル系のクロスト
ークを検証し、発癌および乳癌予防の観点か
ら解析する。 
 
４．研究成果 
（１）乳癌における ER シグナル活性化によ
る Hh シグナルの活性化と細胞増殖亢進：ER
陽性および陰性乳癌細胞を標的細胞とし、①
ER陽性乳癌での特異的な ER活性化による Hh
系のリガンドである Shhの発現誘導を確認し
た。一方、ERシグナル抑制による Shh 発現抑
制を確認し、両シグナル系の連関を明らかに
した。②さらに、ER 経路の活性化による Shh
発現を介したリガンド依存性 ER 陽性乳癌細
胞特異的な Hh 経路活性化を確認した。③手
術時乳癌乳癌組織において両シグナルのク
ロストークの可能性（mRNA レベル）を支持す
るデータを得た。以上の成果の詳細は論文 3
を参照。 
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MCF-7 MDA-MB-231

②ER経路活性化によるER陽性乳癌特異的Hhシグナル活性化

ER陽性乳癌（左）におてはE2添加にてGli1発現亢進とER阻害剤
（ICI）による抑制が認められる。
ER陰性乳癌（右）では上記のような現象はみられない。
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③乳癌組織におけるER発現とShh発現の正の相関
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③乳癌組織におけるER発現とShh発現の正の相関 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ER 経路と Hh シグナルのクロストーク
を利用した治療法開発への基礎的成果：①ER
陽性乳癌細胞における ER 経路活性化による
細胞増殖亢進と ER 経路阻害による増殖抑制
を明らかにし、ER 経路と Hh シグナル系の連
関を視野に入れた治療法開発の可能性を示
した。②低重力培養装置を応用し手術時採取
乳癌組織を 3日間培養するシステムを用いて、
ER シグナル阻害剤や Hh シグナル阻害剤によ
る細胞増殖抑制を Ki-67染色によって確認し
た。 
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①ER経路活性化によるShh依存性細胞増殖

ER陽性乳癌細胞の増殖（■）は遺伝子組み換えshh蛋白に

より、量依存性に増殖亢進を認める（左グラフ）。
Estrogen (E2)添加による乳癌細胞増殖は、shhに対する抗体

により抑制される（右グラフ）
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①ER経路活性化によるShh依存性細胞増殖

ER陽性乳癌細胞の増殖（■）は遺伝子組み換えshh蛋白に

より、量依存性に増殖亢進を認める（左グラフ）。
Estrogen (E2)添加による乳癌細胞増殖は、shhに対する抗体

により抑制される（右グラフ）
E2 3nM

Shh
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pSG5 ERα

①乳癌におけるHhシグナル活性化におけるERシグナル系の関与

ERa陰性乳癌細胞にERa遺伝子を導入し、Estriol (E2)を
添加。コントロール（左下）に比べ導入細胞（右下）では、
ERaのリン酸化が認められる。また、コントロール（左上）
に比べ導入細胞（右上）ではShhの発現亢進が認められる。
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①乳癌におけるHhシグナル活性化におけるERシグナル系の関与

ERa陰性乳癌細胞にERa遺伝子を導入し、Estriol (E2)を
添加。コントロール（左下）に比べ導入細胞（右下）では、
ERaのリン酸化が認められる。また、コントロール（左上）
に比べ導入細胞（右上）ではShhの発現亢進が認められる。

（３）非浸潤性乳管癌（DCIS）における ER
経路および Hh 経路の活性化解析と癌進展お
よび予防標的としての両シグナル系の関与
の検証：手術時摘出乳腺組織（浸潤癌 56 例、
DCIS50 例、良性病変 34 例、計 140 例）を用
いて、Hh 関連分子および ER 発現を免疫組織



染色にて解析した。その結果、①Hh シグナル
活性化（Gli1 核内移行）は、良性病変ではほ
とんど認めず、浸潤癌では高率に認められた。 
予想通り、DCIS は両者の中間に位置しており、
Hh シグナル活性化は、癌の進展と正の相関を
示した。②浸潤性乳癌では ER 発現と Hh 経路
活性化に正の相関が認められたが、DCIS にお
いては両者は逆相関を認めた（学会発表１）。 
この両病変における相違は現在検討中であ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（ ４ ） 浸 潤 性 乳 管 癌 の 乳 管 内 進 展 部
（Intraductal component:IDC）における両
シグナル系の解析：部分的浸潤を伴う微小浸
潤性乳管癌症例を用いて、浸潤部と非浸潤部
の両シグナル系の発現解析を実施中である。
①免疫組織染色の結果では、浸潤部での Hh
経路活性化の増強を示唆する結果を得てい
る。②現在、定性的、定量的比較を可能にす
るため micro-dissection 法による解析、お
よび③蛍光免疫組織染色による解析を開始
した。 
 
（５）Hh シグナル抑制のための抗体作成：新
たな乳癌治療および乳癌予防のため、Hh受容
体 Patched1 のペプチドに対する抗体を作成
した（論文 4）。本抗体は、Hh シグナル活性
化を抑制し、乳癌細胞および膵癌細胞の増殖
を抑制した。 
 
（６）その他の重要な成果：①Hh 活性化が乳
癌の増殖促進に加え浸潤能亢進にも関与し
ていること（論文 2）、および同様のシグナル
系のクロストークが ERa陽性胃癌においても
認められることが細胞株および胃癌組織レ
ベルで明らかになりつつある（学会発表 2）。
この成果は、内分泌経路と形態形成シグナル
経路の連関に焦点を当てた新たな治療法開
発の可能性へと進展している。 
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良性乳腺組織（左）では、Gli1の核内移行を示す細胞は見当たらない。
DCIS症例（右）では、Gli1核内移行を示す癌細胞（→）が散見される。
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