
国立研究開発法人国立循環器病研究センター・研究所・非常勤研究員

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）

８４４０４

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

新規の乳癌発癌モデル系による発癌・進行メカニズムの解明と予防法の確立

Establishment of novel mouse early breast cancer induction model for studies of 
breast tumorigenesis and prevention

１０６３８８４４研究者番号：

伊東　潤二（Itou, Junji）

研究期間：

１９Ｋ０７６６５

年 月 日現在  ４   ６   １

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：　マウスで初期乳がんを誘導する実験系(初期乳がん誘導系)を確立し、乳がんの発生
および初期の現象を研究することを目的とした。DNA修復能の低下とエストラジオール(E2、女性ホルモンのエス
トロゲンの一種)の連続投与(30日間)を組み合わせることで、マウスの乳管に、ヒトの初期乳がんで見られるよ
うな異形成を誘導することに成功した。また、この誘導系で異形成を抑える物質を探索したところ、イソフラボ
ン類や発酵大麦エキスに初期乳がんを抑える効果があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To study early breast cancer, we aimed to establish mouse early breast 
cancer induction model. We successfully observed mammary dysplasia formation, which is also observed
 in human early breast cancer, when we daily injected E2, a female hormone, to mice having DNA 
repair deficiency for 30 days. We tested the effects of isoflavones and fermented barley extract in 
our early breast cancer induction model, and observed the their preventive effects, suggesting that 
these materials have potentials of breast cancer prevention.

研究分野： 腫瘍学

キーワード： 乳がん　マウスモデル　エストロゲン　乳がん予防

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は、初期の乳がんをマウスで調べる実験系を確立した。それにより、乳がんの発生や初期の現象を研究
できるようになった。そして、本研究はその実験系を使い、女性ホルモンのエストロゲンに起因する乳がんでは
MYC遺伝子が関わっていることを明らかにした。さらに、初期乳がんを抑える物質を探索し、イソフラボン類と
発酵大麦エキスに、その可能性があることをみつけた。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 乳がんの罹患率は高い。乳がん治療が進歩し続けているが、罹患率が上昇を続けているため、
乳がんでの死亡者数は多い(引用文献①)。その解決の 1 つとして、予防法確立による罹患率の低
下が挙げられる。しかし、乳がんの発生および初期は不明な点が多く、予防の研究が進んでいな
い。なぜなら、それを研究できるマウスモデル系がなかったからである。そこで、マウス初期乳
がん誘導系の確立とその系での初期乳がん研究および予防の研究が必要と考えた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、マウスの初期乳がん誘導系の確立を目的とした。 
(2) 確立したマウス初期乳がん誘導系で乳がんの発生および初期を調べることを目的とした。 
(3) 乳がんの発生や初期の進行の抑制が可能かどうかの検証を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養実験 
 エストロゲン(女性ホルモン)の受容体を発現している MCF-7 細胞(乳がん細胞)を ATCC より入
手し、用いた。MCF-7 細胞の培養は、10% FBS、100 units/mL ペニシリン、100 μg/mL ストレ
プトマイシン、1 nM β-エストラジオール (エストロゲンの一種、E2) を含む RPMI-1640 培地
で、37℃、5% CO2条件で行った。 
 PRKDC 遺伝子の発現抑制には、shRNA を用いた。レンチウイルスベクターpLKO.1 に PRKDC に対
する shRNA 配列を組み込み、Lenti-X 293T 細胞でウイルス粒子を作製した。そのウイルス粒子
で MCF-7 細胞を処理し、ピューロマイシンで導入細胞を選別した。 
 G1 期で DNA 二本鎖切断を調べるために、FBS 不含、E2 不含、フェノールレッド不含の培地で
24時間の飢餓状態にした後、10 nM の E2 で刺激を与え、免疫染色で DNA 二本鎖切断のマーカー
である gH2A.X を検出した。抗体は、Cell Signaling Technology 社の抗 gH2A.X抗体(#2577S)を
200倍希釈で用いた。 
(2) マウス実験 
 6〜8 週齢のメスのマウスで実験を行った。日本クレア社より、C.B17/Icr 野生型および scid
変異マウスを購入した。日本 SLC社より C57BL/6Jマウスを購入した。腹腔内への薬剤の投与に
は、30G の針を用いた。投与した薬剤と濃度は次の通りである、E2 (6 μg/day)、Progesterone 
(6 μg/day)、Fulvestrant (100 μg/day)、NU-7441 (100 μg/day)、KJ-Pyr-9 (0.2 mg/day)、
(s)-equol (6 μg/day)、genistein (6 μg/day)。発酵大麦エキス(FBE)は、8% w/wで RO水に
溶かしたものを給水で投与した。 
 解析は、マウスの第 4 乳腺で行った。組織染色のために、単離した乳腺を 10%ホルマリンで固
定し、パラフィン切片を作製し、H&E染色を行った。免疫染色のために、単離した乳腺を 4℃で、
4% PFA で 15〜20分間固定し、洗浄後に 30%スクロースで処理し、凍結切片を作製した。乳腺全
体の観察のために、4℃で、4% PFA で 2時間固定し、Carmine染色を行った。 
 免疫染色に用いた抗体は次の通りである、抗gH2A.X抗体(Cell signaling Technology、#2577S、
1/200希釈)、抗 CK8 抗体(DSHB、TROMA-I、1/200希釈)、抗 CK5抗体(Abcam、ab75869、1/200希
釈)、抗 PCNA抗体(BioLegend、307912、1/20希釈)。 
 全ての動物実験は所属機関の委員会
で承認された後、NIHのガイドラインに
従って行った。 
 
４．研究成果 
(1) E2 による DNA 二本鎖切断の検証 
 E2 により活性化したエストロゲン受
容体が、核内で DNA 二本鎖切断を起こす
ことが知られている(引用文献②)。E2刺
激で DNA 二本鎖切断が起こるかどうか
を調べるために、エストロゲン受容体陽
性の乳がん細胞株 MCF-7 を用いた。G1期
で解析するために、MCF-7 細胞を 24 時
間飢餓状態にした。その後、E2 で 2時間
刺激し、細胞を固定して免疫染色を行っ
た。DNA 二本鎖切断のマーカーの gH2A.X
を検出したところ、E2投与でシグナルが
増えていた(図 1A)。定量して評価するた 
めに、E2 で刺激後に 2時間 E2無しの培地で洗浄し、DNA 二本鎖切断の数を免疫染色で調べた(図
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図1 培養細胞系でのE2によるDNA二本鎖切断
(A)MCF-7細胞をE2で2時間処理し、免疫染色でgH2A.X(DNA二本鎖切断のマ
ーカー)を検出した。(B) MCF-7細胞をE2で2時間処理し、E2除去2時間後にDNA
二本鎖切断の数を調べた。shRNAでPRKDC(DNA修復に関わる酵素遺伝子)の
発現を抑えると、DNA二本鎖切断が有意に多かった。
(U-test、n=3 independent experiments)
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1B)。この条件では、E2刺激で生じた DNA 二本鎖切断は修復され、E2刺激無しのコントロールか
ら変化がみられなかった。しかし、shRNA で DNA修復に関わる酵素遺伝子 PRKDC の発現を抑制す
ると、DNA 二本鎖切断の有意な増加がみられた。これらの結果は、E2 で DNA 二本鎖切断が起こ
り、それが修復されることを示している。 
 E2 による DNA 二本鎖切断は、培養細胞系では確認され
ていたが、生体組織での観察の報告は少なかった。本研究
は、PRKDC 遺伝子に変異を持ち、DNA修復能が低下してい
る scidマウスで、E2 による DNA 二本鎖切断を調べた(図
2)。E2(6 μg)を腹腔内投与し、6時間後にマウスの乳腺
を採取し、凍結切片で免疫染色を行った結果、scid マウ
スの乳腺上皮細胞(CK8 陽性)で gH2A.X シグナルが検出さ
れた。野生型では、gH2A.X 陽性の乳腺上皮細胞はほとん
どみられなかった。 
 以上のことから、E2 刺激により DNA 二本鎖切断が起こることが培養細胞系とマウス個体で確
認できた(図 1A、2)。また、DNA修復能が低下した状態では、E2 による DNA 二本鎖切断が残存す
ることが示唆された(図 1B)。 
(2) Scidマウスへの E2 の連続投与で起こる乳管の変化 
 疫学研究より、乳がんの発生にエストロゲン
が関わることが示唆されている(引用文献③)。ま
た、乳がんリスクを上昇させる遺伝子変異の多
くがDNA損傷の認識や修復に関わるものである。
本研究は、DNA修復能が低下している scidマウ
スへの E2 の連続投与で、乳がんを誘導できるか
もしれないと考えた。そして、scidマウスに E2
を 30日間、毎朝投与し、乳管の形態を H&E染色
で観察した(図 3)。その結果、Scid+E2群の乳管
で二相性の喪失、核異型などの異形成がみられ
た。 
 浸潤性の乳腺上皮細胞の有無を
調べるために、CK8(乳腺上皮細胞マ
ーカー)と CK5(筋上皮細胞マーカ
ー)で免疫染色をした(図 4A)。CK5
の層が破綻して CK8 陽性細胞が間
質に浸潤している乳管断面の割合
を評価した結果、Scid+E2 で微小浸
潤を伴う異形成の頻度が増えてい
た(図 4B)。 
 Scid マウスの代わりに、野生型
マウスの DNA 修復能を薬剤(NU-
7441)で低下させた実験を行なった。
Scidマウスと同様に、薬剤でDNA修
復能を低下させても、E2 の投与で
異形成が観察された。 
 ヒトの初期乳がんでも、図 3、4 のような表現型がみられる。そのため、以上の結果は、DNA修
復能の低下+E2投与で、ヒトの初期乳がんの表現型をマウスに誘導できることを示している。 
(3) 誘導した初期乳がんでの細胞増殖 
 Scid+E2 で誘導した初期乳がん様の異形成で細
胞増殖の活性化を調べるために、免疫染色で PCNA
を検出した(図 5)。その結果、Scid+E2 で増殖して
いる乳腺上皮細胞の割合が増加していた。乳腺組
織全体の変化を調べるために Carmine染色を行っ
た(図 6)。その結果、対照群では乳管が滑らかで
あるのに対し、Scid+E2 群では、細かい隆起が複
数みられた。これらの結果は、誘導したマウス初
期乳がんで細胞増殖が活性化していることを示
している。 
(4) Mycの阻害による初期乳がんの抑制 
 エストロゲン受容体陽性細胞では、E2 で刺激す
ると Myc が発現することが知られている(引用文
献④)。本研究でも、MCF-7 細胞で E2 による Mycの 
発現上昇を確認した(図 7A)。そして、図 1 の DNA修復能低下の条件と同じ状態(shPRKDC の導入)
で調べると、Mycの発現量が増大していた。マウス乳腺組織でも、in situ hybridization で、
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図2 マウス乳腺でのE2によるDNA二本鎖切断
8~10週齢のマウスにE2(6μg)を腹腔内投与し、
6時間後に乳腺組織を採取した。免疫染色で、
CK8(乳腺上皮細胞のマーカー)とgH2A.Xを検
出した。
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図3 Scid+E2連続投与でマウス乳腺に生じる変化
マウスへのE2(6μg)の腹腔内投与を30日間行い、乳腺組織を採取した。H&E
染色で組織形態を観察した。Scid+E2連続投与で、核異型や二相性の喪失が
みられた。(n=6 mice)
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図4 Scid+E2連続投与で生じる乳管の異形成
(A)マウス乳腺の凍結切片を蛍光免疫染色した(CK8: 乳腺上皮細胞、CK5:筋上皮細胞)。
Scid+E2投与(6μg、30日間)で充実性の異形成(intraductal)や微小浸潤を伴う異形成
(invasive、矢尻)がみられた。(B)Scid+E2投与による異形成率の有意な上昇は、エスト
ロゲン受容体阻害剤(Fulvestrant)で抑制された。 (Chi-squared test 、n=6~10 mice)
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図5誘導した乳管の異形成での細胞増殖
マウス乳管の凍結切片で、PCNA陽性細胞の割合を調べた。
Scidマウスで、E2投与で増大し、Fulvestrantで抑えられた。
(t-test、n=4 mice)



 

 

Scid+E2 で Mycの発現上昇がみられた(図 7B)。 
 マウスの Scid+E2 の実験で、Myc 阻害剤(KJ-Pyr-9)を投与した結果、PCNA陽性細胞の割合の上
昇が抑えられた(図 8)。また、Scid+E2 に比べ、Myc 阻害剤で浸潤性の異形成の頻度も低下した
(図 9)。これらの結果は、Scid+E2 で誘導されるマウス初期乳がんの原因の一つが、E2 による Myc
の発現上昇であることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 初期乳がん予防物質の解析 
 本研究で確立したマウス初期乳がん誘導系を用いるこ
とで、初期乳がんの発生や進行を抑える物質を評価できる。
別の女性ホルモンであるプロゲステロン(PG)は、エストロ
ゲンの活性を調整することが知られている(引用文献⑤)。
しかし、個体に発生する乳がんに対する PG の働きは不明
であった。本研究は、マウス初期乳がん誘導系で、PG が
E2 による初期乳がん発生に影響するかを調べた(図 10)。
その結果、PG を同時投与することで初期乳がんの発生頻
度が低下した。この結果は、PG に初期乳がんを抑える効
果があることを示している。 
 疫学研究で、イソフラボン類の乳がん予防効果が示唆さ
れていた(引用文献⑥)。しかし、実験的な証明はなかった。
本研究のマウス初期乳がん誘導系でイソフラボン類の
equolと genistein の効果を調べた(図 11)。その結果、そ
れらのイソフラボン類で初期乳がんの発生頻度が低下し
た。この結果は、イソフラボン類に初期乳がんを抑える効
果があることを示唆している。 
 新たな乳がん抑制物質を同定するために、発酵大麦エキ
ス(FBE)の効果を評価した。その結果、FBE を投与するこ
とで、浸潤性の乳腺上皮細胞の発生が抑えられた(図 12)。
しかし、充実性の異形成は抑えられなかったことから、FBE
には初期乳がんの浸潤を抑える効果があると考えられる。 
(6) まとめ 
 本研究は、マウスの正常乳腺組織に初期乳がんを誘導する系を確立した、それにより、初期乳
がんの研究や初期乳がん抑制の候補化合物などの評価が可能になった。 
 本研究では、そのマウス初期乳がん誘導系を用い、E2 に誘導される Myc が初期乳がんに必要
であることを明らかにした。また、イソフラボン類が初期乳がんを抑えること、FBE が初期乳が
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図6 乳腺組織全体の変化
Carmine染色で乳腺組織を観察した。Scid+E2投与で細かい隆起が
増えており、Fulvestrantでそれが抑えられていた。(t-test、n=6~10 mice)
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図8 Myc阻害剤による細胞増殖活性化の抑制
Scid+E2投与で異形成を誘導した時に、Myc阻害剤(KJ-Pyr-9)
を同時に投与すると、PCNA陽性細胞の増大が抑えられた。
(t-test、n=6 mice)
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図9 Myc阻害剤による異形成の抑制
Scid+E2投与を行った時に、Myc阻害剤(KJ-Pyr-9)を同時に
投与すると、異形成が抑えられた。
(Chi-squared test、n=6 mice)
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図10 プロゲステロンによる乳管の異形成の抑制
Scid+E2投与時に、プロゲステロン(6μg/day)を
加えることで、異形成が抑えられた。
(Chi-squared test、n=6 mice)
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図11 イソフラボン類による異形成の抑制
Scid+E2投与時に、イソフラボン類(equol、
genistein)を加えることで、異形成が抑え
られた。(Chi-squared test、n=6 mice)

0 
1 
2 
3 
4 
5 

shScr, 
no 

shScr, 
E2 

shPK 
#2, no 

shPK 
#2, E2 

shPK 
#4, no 

shPK 
#4, E2 

E2 (10 nM)
shPRKDC #2
shPRKDC #4

- +        - +        - +
- - +       +        - -
- - - - +       +

W
T,

 E
2 

(6
μg

)
Sc

id
, E

2 
(6

μg
)

2h 6h
Myc in situ hybridization

MCF-7 細胞

A B

図7 DNA修復能低下+E2によるMycの発現増大
(A)MCF-7細胞を24時間飢餓状態にし、E2処理後6時間でMYCのmRNA発現
を調べた。(B)マウスにE2を投与し、2時間後、6時間後で乳腺組織を採取した。
Myc mRNAの発現をin situ hybridization で調べた。
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んの浸潤を抑制する効果を持つことを明らかにした。 
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図12 発酵大麦エキスによる異形成の抑制
Scid+E2投与時に、発酵大麦エキス(FBE)を給水で投与するこ
とで、浸潤性の異形成(矢尻)が抑えられた。(t-test、n=6 mice)
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