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研究成果の概要（和文）：がん細胞と間質細胞が共存するための両面培養システムを確立し、ホルモン療法施行
時と分子標的治療薬併用時の反応性について、乳癌細胞株と乳腺由来間質細胞を用いて検討した。細胞のRNAシ
ークエンスによる遺伝子発現プロファイルの解析と培養上清代謝産物のメタボローム解析を行った。ホルモン療
法の治療効果に関与すると考えられる候補分子、候補シグナルパスウェイの解析のほか、エベロリムスの治療効
果や治療抵抗性に関与すると考えられる分子、パスウェイの検討を行った。
術前ホルモン療法＋CDK4/6阻害薬の術前療法の臨床試験を完了し、結果を学会にて報告した。

研究成果の概要（英文）：A bilateral co-culture system for cancer cells and stromal cells has been 
established. The response to endocine therapy (estrogen depletion) and concomitant use of mTOR 
inhibitors was investigated using breast cancer cell lines and mammary gland-derived fibroblasts. 
Gene expression profiles were analyzed by RNA sequencing of cells and metabolomic analysis of 
metabolites in culture supernatant was perfomed. Candidate molecules and candidate signaling 
pathways that may be involved in the therapeutic effect of hormone therapy were analyzed, as well as
 molecules and pathways that may be involved in the therapeutic effects of everolimus and resistance
 to treatment.
A clinical trial of preoperative endocrine therapy plus CDK4/6 inhibitor was completed and the 
results were reported at the international conference.

研究分野：乳腺腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ホルモン受容体陽性乳がんの予後は他のサブタイプと比べると良好といわれているが、実際には術後５年以上た
った段階で再発するような場合も多く（晩期再発）、さらなる治療の改善が必要となっている。ホルモン療法は
乳がんの微小環境を変化させる治療であることから、乳がんのみでなく、微小環境も合わせて治療対象とするこ
とにより、より効果的な治療が可能になると考えられる。我々は、生体内に近い環境で乳がん細胞と間質細胞を
共培養することができる３次元培養システムを開発し、ホルモン療法や分子標的治療の効果に影響する分子やパ
スウェイの解析を行った。これらの結果は、より効果的な乳がん治療に結び付くと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
乳がんの治療は臨床的にエストロゲン受容体(ER)、プロゲステロン受容体(PgR)、HER2 発現・遺
伝子増幅による分類に基づいて治療方針が決定されているが、乳がんの多様性を十分に反映し
た治療戦略とはいえない。現在の治療戦略は、乳がん細胞における蛋白発現や遺伝子増幅のみに
基づいて治療法が決定されており、がん細胞以外の間質細胞に対する生物学的評価は行われて
いない。しかし、間質の状態により予後や治療反応性が異なることが報告されるようになり、乳
癌組織における間質の理解に対する重要性は増している。 
乳がん組織の間質における遺伝子発現を解析した研究で、予後不良群の間質には血管新生が
亢進しており、予後良好群では免疫応答に関与する遺伝子発現の増加が認められたと報告され
ている。腫瘍組織の免疫反応は、近年精力的に研究されており、化学療法や分子標的治療、さら
には内分泌療法の治療効果と関係することが報告されている。腫瘍浸潤免疫細胞については、サ
ブタイプ別に検討され、トリプルネガティブや HER2 陽性では、免疫細胞浸潤が予後良好な傾向
を示すが、ホルモン受容体陽性乳がんでは、逆に免疫細胞浸潤が低い方が予後良好な傾向を示す
ことが報告され、サブタイプにより免疫細胞浸潤の意味が異なることが示された。つまり、免疫
反応の重要性に関する報告は増えているが、サブタイプによる違いを含め、どの免疫細胞がどの
治療法で具体的に重要かについてはまだ不明な点が多い。 
分子標的治療である CDK4/6 阻害薬が、がんのインターフェロン反応や PD-L1 の発現に関与し
ていること、さらに制御性 T細胞の増殖抑制に関与することが基礎的に示唆されている。また、
低容量の化学療法を持続的に投与するメトロノミック療法はがん細胞に対する直接作用のみで
無く、免疫反応が治療効果に関連することが示唆されている。しかしこれらの薬剤の生体内にお
ける具体的な免疫反応と治療効果の関係については不明である。 
さらに、間質細胞の性質が乳がん細胞の特性（サブタイプ）をコントロールし、サブタイプを
変化させることが報告された。つまり、増殖因子の刺激を受けた間質細胞が乳がんのサブタイプ
を変化させることが報告されたが、このような乳がん細胞の生物学的特性のダイナミックな変
化が、治療に対する反応性や抵抗性に影響することが示唆される。 
以上より、乳がん細胞の生物学的特性のみでなく、間質細胞の特性が、乳がんの治療反応性や
予後に影響することは強く示唆されているが、生体内においてどの間質細胞のどのような特性
がどの治療における治療反応性や治療抵抗性に具体的に関与しているかは明確でない。つまり、
乳がんの治療で使用される代表的な治療法に対して、間質細胞のどの特性やプロファイルがど
のように治療の反応性または抵抗性に影響するか、が明らかになっておらず、その解明が急がれ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、乳がんの代表的な治療法について、具体的に間質細胞の種類や、プロファイルを明
らかにし、さらに、間質細胞のどのような状態や組み合わせが治療反応性や抵抗性に影響するか
を明らかにし、間質特性を考慮した新たな治療戦略を考案することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
a. 三次元培養系を用いた候補分子の同定 
三次元培養系により、治療反応性に影響するがん細胞、間質細胞の候補分子の同定を試みる。
具体的には、がん細胞、線維芽細胞の共培養(三次元培養)系を用い、エストロゲン枯渇条件下と、
さらに分子標的薬（CDK4/6 阻害薬）添加条件下、低用量シクロホスファミド添加条件下におい
て、がん細胞(MCF7、T47D 等)、線維芽細胞、免疫細胞のそれぞれの遺伝子発現の変化をマイク
ロアレイを用いて解析する。特に、内分泌療法耐性細胞株（長期エストロゲン枯渇培養下で既に
作成）と親株との比較解析を行うことにより、治療反応性に関与すると考えられる候補分子、候
補パスウェイの同定を試みる。 
b. 臨床検体を用いた解析 
さらに臨床試験検体において、間質細胞における候補分子の発現やその変化とがん細胞の治
療反応性について解析を行う。具体的には、三次元培養で得られた候補分子やパスウェイについ
て、組織での発現と治療反応性の関連につき検討する。さらにがん細胞と間質細胞におけるオー
トファジー関連蛋白 beclin1、LC III、ATG16L、BNIP3、Caveolin-1 や CDK4/6 阻害薬の作用に関
連する senescence 関連の NTAL、DEP1、STX4、DCR2 等の発現や変化を検討する。ミトコンドリア
のオートファジーマーカーである BNIP3L や好気的解糖のマーカーの PKM2、LDH-B や乳酸の輸送
担体である MCT1 の変化、脂質代謝に関与する FAS(fatty acid synthase)について解析を行う。
免疫細胞については、CD3、CD4、CD8、CD20、CD68、FOXP3、PD-1、PD-L1、CXCR3 と治療反応性と
の関連について解析を行う。 



 
４．研究成果 
ホルモン療法における間質細胞の反応や、分子プロファイルの変化を明らかにし、さらに、
間質細胞のどのような状態や組み合わせが治療反応性や抵抗性に影響するかを明らかにし、間
質特性を考慮した新たな治療戦略を考案することを目的として、三次元培養系を用いた候補分
子の同定を試みた。まず、三次元培養系により、治療反応性に影響するがん細胞、間質細胞の
候補分子の同定を行うため、間質細胞として、もともと使用していた皮膚線維芽細胞ではな
く、より実際の乳房環境に近い状態を作るため、乳腺線維芽細胞を使用した。乳腺線維芽細胞
の培養条件や反応性を確認し、安定して乳腺線維芽細胞の培養を行える体制を確立した。さら
に、三次元培養系での生着率や増殖能を確認し、三次元培養系での培養の適正化を行った。そ
の後、がん細胞と乳腺線維芽細胞の共培養(三次元培養)系を用い、エストロゲン枯渇条件（ア
ロマターゼ阻害薬疑似条件）において、がん細胞(MCF7、T47D)、乳腺線維芽細胞のそれぞれの
遺伝子発現の変化と代謝物の変化を解析するため、培養後の細胞と培養上清の回収をおこな
い、候補分子、候補パスウェイの同定のため、RNAシークエンスとプロテオミクス、メタボロミ
クスを用いて解析を行った。 
さらに、mTOR阻害薬であるエベロリムスの治療効果や治療抵抗性に関与する分子、パスウェイ
を検討するため、両面培養システムを用いて異なるエベルリムス濃度における乳癌細胞と乳腺
由来線維芽細胞の反応について検討を行った。３つの異なる濃度を用いて三次元培養を行い、
培養上清とRNA回収を行い、それぞれ代謝産物のメタボローム解析、RNAシークエンスによる発
現プロファイル解析とパスウェイ解析を行った。ホルモン療法の治療効果に関与すると考えら
れる候補分子、候補シグナルパスウェイの解析のほか、エベロリムスの治療効果や治療抵抗性
に関与すると考えられる分子、パスウェイの検討を行った。 
術前におけるホルモン療法と分子標的治療薬（CDK4/6阻害薬）の治療効果や治療抵抗性に関
与する分子やパスウェイについて解析を行うため、遅延していた臨床試験の促進（各医療機関
とのミーティングやレターの送付）を行い、登録と登録患者の治療が完了した。臨床的結果に
ついてサンアントニオブレストキャンサーシンポジウム2022において発表した。組織検体と血
液検体の回収を行った。今回の臨床試験結果は、術前ホルモン療法の治療効果において、
CDK4/6阻害薬による上乗せは認められないという結果となったが、ホルモン療法＋CDK4/6阻害
薬の治療効果や治療抵抗性に関与する分子やパスウェイについて解析を行うため、治療前後の
病理組織を集積した。腫瘍組織は免疫多重染色を用いた間質応答の解析や乳癌の分子細胞学的
解析を行う。両面培養で得られた結果と腫瘍組織を用いて得られた結果を統合解析し、ホルモ
ン療法にCDK4/6阻害薬を追加することにより、治療効果が改善される症例群を抽出するための
システムを作成する。 
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