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研究成果の概要（和文）：ユビキチンリガーゼFbxo22によるリジン脱メチル化酵素KDM4B制御が乳癌および子宮
内膜癌の発癌と治療に果たす役割について解析した。その結果、AKTによるKDM4Bのリン酸化が、Fbxo22による
KDM4Bのユビキチン化を阻害し、KDM4Bを介したエストロゲンシグナルを助長した。キナーゼXがKDM4BのDNA２本
鎖損傷部位への集積に重要で、その阻害剤により、DNA修復が抑制され、相同組換え修復不全を有する細胞と合
成致死が生じた。タモキシフェンによる子宮内膜の変化では野生型が増殖症にとどまるのに対し子宮内膜上皮特
異的なFbxo22-cKOマウスでは全例に異形性増殖症ないし内膜癌の発症を認めた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of the regulation of lysin demethylase KDM4B by 
ubiquitin ligase Fbxo22 on the carcinogenesis and the treatment of breast and endometrial cancers 
and found the following issues. Phosphorylation of KDM4B by AKT protected KDM4B from Fbxo22-mediated
 ubiquitination and prolonged KDM4B-mediated estrogen signaling. Phosphorylation of KDM4B by kinase 
X was critical for the retention of KDM4B at DNA double-strand breaks, and the DNA repair failure 
caused by inhibitors of kinase X renders synthetic lethality for cells with homologous recombination
 deficiency. All the mice with endometrial epithelium-specific knockout of Fbxo22 exhibited atypical
 endometrial hyperplasia or endometrial cancer, whereas wild-type mice treated with tamoxifen only 
developed hyperplasia.

研究分野： 腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AKTによるKDM4Bのリン酸化がKDM4Bを介したエストロゲンシグナルを助長することはLuminal/HER2乳がんが内分
泌療法に抵抗を示す機序として臨床的に非常に重要である。キナーゼX阻害剤が、相同組換え修復不全を有する
がんの治療薬として有望である可能性が示唆された。Fbxo22欠失により、タモキシフェン投与や、E2が低下する
発情後期においてもエストロゲンシグナルが継続して子宮内膜上皮の増殖を誘導して発がんすることは、乳がん
タモキシフェン治療における合併症としての子宮内膜発がん発症のメカニズム解明に向けたモデルとして重要で
ある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）    
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）臨床的背景 
 エストロゲン受容体（ER）陽性の Luminal 乳がんは乳がん全体の約 7割を占め、抗エストロゲ
ン療法に対する感受性が高く、他のタイプに比較して予後のいいがんであるが、約 2割程度、内
分泌療法に抵抗性で再発を来す高リスク群が存在する。高リスク群には化学療法など、術後に追
加の補助療法が必要となるが、現状では Ki-67 以外に有効なバイオマーカーはなく、高リスク群
を的確に選択できず、必要な患者に追加の補助療法が行われないだけでなく、多くの患者が不必
要な化学療法を受けている。この点を補うために遺伝子発現解析のアルゴリズムを利用した高
リスク群予測マーカーが開発されているが、それらの有用性は日本では未だに確立しておらず、
コストが高く、検査の所要時間が長いことから実臨床では問題点が多い。この問題を解決し、的
確な内分泌療法感受性バイオマーカーを開発するとともに、非感受性群に特異的に効果のある
創薬を開発することが求められているが、そのためには内分泌療法耐性の背景にある分子メカ
ニズムを解明することが必要で、これがこの研究課題の学術的な「問い」である。研究代表者ら
は、内分泌療法感受性の新規メカニズムとともに、感受性マーカーとして Fbxo22 を同定した。
Fbxo22 が陰性の Luminal 乳がんは内分泌療法抵抗性で予後が不良であった（J Clin Invest. 
128:5603-5619, 2018）。 
 
（２）基礎メカニズムに関する背景 
 ユビキチンリガーゼ（E3）は細胞内で標的蛋白質をユビキチン化し、特異的に分解する酵素で
ある。SCF は SKP1, CUL1, F-box 蛋白質, ROC1 の４つのサブユニットからなる細胞内蛋白質分
解機構の主体をなす E3 複合体で、F-box が基質を規定するレセプターである。研究代表者らは
転写調節因子であるリジン脱メチル化酵素 KDM4B が SCFFbxo22の基質であることを同定した。 
 ER 陽性乳がんが内分泌療法耐性を獲得する機序として、ER 経路と HER2/PI3K/AKT 経路のクロ
ストークが古くより知られている。Luminal/HER2 乳がんが内分泌療法耐性を獲得しやすいこと、
Luminal乳がんにおいてもPIK3CAの変異などによるPI3K/AKT経路の活性化が内分泌療法耐性の
獲得と密接に関連していることは、このクロストークメカニズムによると考えられている。その
もっとも重要な分子機構として AKT による ER のリン酸化によって、ER がリガンド非依存的に転
写活性を持つことが提唱されてきた。しかし、ERの Ser167 残基（ER S167）が AKT によってリ
ン酸化されること、HER2/PI3K/AKT 経路の活性化によって ER の下流シグナルが亢進することは
立証されているものの、実際に細胞内で Ser167 を非リン酸化残基に置換しての内分泌療法抵抗
性の獲得の証明はこれまでに成功しておらず、ER のリン酸化は単に付随的に起こるもので AKT
による他の因子のリン酸化が ER 下流シグナルを亢進させ、内分泌療法抵抗性の原因となる可能
性がある。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らは、Fbxo22 がエストロゲンシグナルの停止に必須で、乳がんの内分泌療法感受
性の制御に重要な役割を果たしていることを発見した（J Clin Invest. 128:5603-5619, 2018）。
タモキシフェンに代表される選択的 ER モジュレーター（SERM）がアンタゴニスト作用を発揮す
るためには、ER に結合した転写活性化因子(SRC)が解離し、抑制化因子（N-CoR）に変換される
必要があり、この解離・変換に ER の AF1 ドメインに結合した転写調節因子 KDM4B が Fbxo22 に
よりユビキチン化され、分解される必要があることを見出した。Fbxo22 陰性の高リスク乳がん
では SRC から NCoR への変換が起こらず、SERM はアゴニスト作用を発揮する。一方、アロマター
ゼ阻害剤（AI）によりエストロゲンが枯渇した際にER作用が停止するのにもFbxo22によるKDM4B
の分解が必要で、Fbxo22 がないと SRC は結合し続け、シグナルも維持される。したがって、Fbxo22
陰性の Luminal 乳がんは内分泌治療抵抗性で予後不良である。さらに、AKT による KDM4B のリン
酸化が KDM4B を Fbxo22 によるユビキチン化から防御し、SERM 投与、あるいはエストロゲン枯渇
状況においても KDM4B のユビキチン化が起こらないことが判明した。このことから Fbxo22 存在
下であっても AKT による KDM4B のリン酸化が ERシグナルを継続させることが予想され、これが
ER 経路と HER2/PI3K/AKT 経路のクロストークの本体であると考えられた。  
 本研究はこれらの新規に発見したメカニズムに基づき、AKT による KDM4B のリン酸化が内分泌
療法抵抗性を決定する因子であること、Fbxo22によるKDM4B制御が、Fbxo22陽性のLuminal/HER2
乳がん、あるいは PI3K/AKT 経路が活性化した Luminal 乳がんでもキーメカニズムとして重要な
役割を果たしていることを明らかにすることを当初の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）抗体の作成 
KDM4B Ser666 残基のリン酸化（pS666）ペプチドを作成しこれに対するウサギポリクローナル抗
体を作成した。抗体の特異性は KDM4B 免疫沈降物のウェスタンブロットおよびそれに対する AKT
阻害剤による抑制にて検証した。また、新規マウス抗 Fbxo22 モノクローナル抗体を作成した。 



（２）細胞株の作成 
CRISPR/Cas9 にて KDM4B をノックアウトした乳がん細胞株 MCF-7 と T-47D 細胞を樹立した。さら
に、CS-RfA-ETBsd ベクターをレンチウイルスで導入する方法にて、Doxycyclin 誘導性に野生型、
非リン酸化（S666A）および疑似リン酸化（S666D）変異型の KDM4B を発現する MCF-7 と T-47D 細
胞を樹立した。 
（３）免疫沈降・ウェスタンによる解析：クロマチン分画を Benzonase にて可溶化し、KDM4B 抗
体にて免疫沈降し、共沈する結合タンパク質を解析した。 
（４）DNA 二本鎖切断部位へのタンパク質の集積を、BrdU 処理後の細胞にレーザーマイクロ照射
を行い、蛍光免疫染色、共焦点顕微鏡にて解析した。 
（５）DNA 損傷修復の経過を、放射線照射後の蛍光免疫染色による γH2AX 核内 foci の消失に
て観察した。 
（６）薬剤感受性の観察 
各種薬剤感受性を clonogenic survival アッセイ、および CellTiter Glo にて解析した。 
（７）マウスでの解析 
CRISPR/Cas9 にて Fbxo22-flox マウスを作製し、Lactoferin 誘導性に Cre を発現する Ltf-iCre
マウスを掛け合わせ、乳腺と子宮内膜特異的な Fbxo22 コンディショナルノックアウト（cKO）マ
ウス（Fbxo22-flox/flox; Ltf-Cre/+）を作成した。 
（８）オルガノイド 
上記の Fbxo22-cKO マウスおよび野生型マウスの発情期の子宮内膜上皮を分離し、WNT3a, Noggin, 
R-spondin1, FGF10, EGF, ROCK 阻害剤、TGFβ阻害剤等の存在化にオルガノイドを作成した。 
 
４．研究成果 
 KDM4B-S666 リン酸化に対する抗体を作成し、KDM4B および AKT を過剰発現した系で抗 KDM4B 抗
体での免疫沈降、抗 KDM4B-S666 リン酸化によるウェスタンブロット、AKT 阻害剤によるその抑
制にて抗体の特異性を確認した。また、免疫染色診断薬用に新たに高感度の Fbxo22 モノクロー
ナル抗体を作製し、乳癌臨床検体を用いてその至適条件を確立した。 
 ER と HER2/PI3K/AKT 経路のクロストークのメカニズムとして、AKT による KDM4B の S666 のリ
ン酸化が KDM4B と Fbxo22 の結合および Fbxo22 による KDM4B のユビキチン化を阻害し、Fbxo22
の発現が正常な状態であっても KDM4B を介したエストロゲンシグナルを助長することを証明し
た（Autophagy,17: 3776-3793, 2021）。 
 一方、KDM4B の核内局在を解析している中で、KDM4B が DNA 損傷局所に集積し、KDM4B ノック
アウト（KO）MCF-7 細胞では放射線照射後のγH2AX 核内 foci の消失が遅延することから、その
集積が DNA 損傷修復に重要な役割を果たしていることが判明したため、令和 3 年からはこの機
能に着目して解析を進めた。また、AKT に加えて MAPK の下流因子であるキナーゼ X によっても
KDM4B の S666 残基がリン酸化され、キナーゼ X 阻害剤によって抑制されることが判明した。内
因性の KDM4B S666 リン酸化を質量分析計および pS666 特異抗体を用いたウェスタンブロットに
て同定し、このリン酸化がキナーゼ X阻害剤によって抑制されることを確認した。興味深いこと
に、このキナーゼ X 阻害剤は KDM4B のレーザーマイクロ照射による DNA 二本鎖切断部位への集
積を抑制し、放射線照射後の γH2AX 核内 foci の消失も有意に遅延した。そこで、MCF-7 に加
え、T47D 細胞から KDM4B-KO 細胞を作成し、さらに両細胞に doxycyclin（Dox）誘導性に野生型、
非リン酸化変異 S666A、疑似リン酸化変異 S666D が発現する安定細胞株を作成した。野生型に比
べて S666A 変異細胞では DNA 損傷局所への集積が抑制されるのに対して、S666D 変異細胞では集
積が著明に亢進し、キナーゼ X阻害剤によって抑制されないことから、KDM4B がキナーゼ Xによ
ってリン酸化され、このリン酸化が KDM4B の DNA 損傷局所への集積に必要なことが判明した。こ
のことはクロマチン分画の免疫沈降/ウェスタンブロットにて内因性の KDM4B とヒストン H3 の
結合が放射線照射後に著明に亢進し、キナーゼ X 阻害剤によって完全に阻害されることからも
裏付けられた。さらに、キナーゼ X阻害剤で遅延した放射線照射後の DNA 修復（γH2AX 核内 foci
の消失）が、S666D によってレスキューされることから、キナーゼ Xが KDM4B のリン酸化を介し
て KDM4B を DNA２本鎖損傷部位への集積に重要な役割を果たしていること、その阻害剤により、
修復が抑制することが示された。KDM4B は BRCA1 などの修復因子の損傷局所への集積に必須で、
DNA２本鎖損傷修復における相同組換え修復に関与しているという報告があるが、KDM4B-KO 細胞
では相同組換え修復の指標である BRCA1, BARD1 および RAD51 の集積には影響はなく、PARP 阻害
剤との合成致死も生じないことなどから、非相同末端再結合ないし代替非相同末端再結合に必
要と考え、キナーゼ X と Dox 誘導性 shRNA による BRCA1 および BARD1 のノックダウンとの合成
致死性を解析したところ、MCF-7、T47D、HeLa および U2OS 細胞全てで著明な合成致死を認めた。
以上より、キナーゼ X 阻害剤が相同組換え修復不全を有するがんの治療薬として有望である可
能性が示唆された。 
 上記とは別途、in vivo における Fbxo22 の機能とエストロゲン依存性発がんにおける役割を
解析するために乳腺と子宮内膜上皮に特異的な Fbxo22-cKO マウスし、発情周期及び発がんに及
ぼす影響を解析した。その結果、膣スメアを用いた発情周期の解析では、野生型マウスが全て 4
日の周期を示したのに対し、Fbxo22-cKO マウスでは８匹中７匹は各周期が非常に遷延しており、
明らかな発情周期の異常を認めた。また、妊馬血清性性腺刺激ホルモン(PMSG) とヒト絨毛性ゴ



ナドトロピン（hCG）で発情周期を同調させた後の子宮内膜の経時的な変化を解析した結果、cKO
マウスでは間質細胞は浮腫を伴う分泌期の形態であるのに上皮細胞のみが Ki-67 の異常高発現
を伴う増殖期の形態を示す、ヒトにおける不規則成熟子宮内膜様の形態が認められた。このこと
から、Fbxo22 欠失により、E2 が低下する発情後期においても ERシグナルが継続し上皮特異的な
増殖が続いていることが示唆された。 
 子宮内膜増殖性病変に関する解析では、Fbxo22-cKO マウスは生後 3 ヶ月で 5 例中 1 例に内膜
増殖症（endometrial hyperplasia: EH）、1 例に内膜異型増殖症（atypical endometrial 
hyperplasia: AEH）、生後 4ヶ月で 5例中 2例に EH、1 例に AEH、生後 6ヶ月で 2例に EH、1例
に AEH を認めた。さらに、生後 2ヶ月より TAM を投与したところ、1ヶ月投与にて 5例中 2例に
AEH, 3 例に内膜がん（endometrial cancer: EC）を認め、2ヶ月投与では 5例中 3例に AEH, 2
例に EC を認めた。一方、野生型マウスでは 1 ヶ月投与 3 例、2 ヶ月投与 5 例、計 8 例全例とも
に内膜変化は構造異型（complex）が顕著な EH にとどまり、AEH、EC は認められなかった。以上
より、Fbxo22 の欠失は TAM 誘導性子宮内膜発がんを誘導することが判明した。上記表現型の分
子生物学的なメカニズムを解明するために野生型と Fbxo22-cKO マウス子宮内膜上皮のオルガノ
イド作成に取り組み、野生型についてはオルガノイドの作成に成功した。 
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