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研究成果の概要（和文）：Cyclin D1 が DNA メチル基転移酵素（Dnmt1, Dnmt3a 及び Dnmt3b）の

発現を誘導し、その結果 Musashi1 のプロモーターのメチル化を亢進させる可能性が示された。

これにより、Cyclin D1 がエピジェネティックな機構により、Musashi1 を介して Notch1 シグナ

ルを制御し、乳腺幹細胞の癌化において重要な役割を果たしている可能性が考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：Cyclin D1 induces the expression of Dnmt1, Dnmt3a and Dnmt3b, and 
increases methylation in the promoter region of Musashi1. These results demonstrate that 
Cyclin D1 may play an important role in tumorigenesis of breast stem cells by 
epigenetically affecting Notch1 signaling through Musashi1. 
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１．研究開始当初の背景 

Cyclin D1 は 30-50％の乳癌で過剰発現が
認められており、乳癌の発生に深く関与して
いる癌遺伝子 ERBB2 から発するシグナル伝達
の重要なターゲット分子であると考えられ
ている。Cyclin D1 が細胞周期を制御する機
能を持つことは発見当初から知られていた
ことだが、最近では、Cyclin D1 の新たな機
能に関する報告も増えてきており、Cyclin D1
が関与する発癌に対し、これらの機能の寄与
が注目されている。 
一方で、最近、癌における幹細胞の重要性が
注目されて来ており、乳癌を含む様々な癌で

癌幹細胞の存在が確認されている。幹細胞は
自己複製能と多分化能を有しており、従来の
癌治療で除去されなかった癌幹細胞が癌再
発の引き金になっている可能性も指摘され
ている。乳癌の癌幹細胞では、CD24、CD29、
CD44、Aldehyde dehydrogenase 1 などの分子
が幹細胞のマーカーとして考えられている
が、我々の共同研究や別のグループの研究は、
Notch シグナルの正の制御因子である
Musashi1 を介して、Notch シグナルが乳癌幹
細胞で重要な働きをしている可能性を報告
している。さらに我々は、乳腺上皮細胞に
Cyclin D1 を過剰発現させた際に、DNA メチ
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ル基転移酵素 Dnmt3a 及び Dnmt3b の発現量が
増加することを見出した（未発表データ）。
また最近の共同研究では、ErbB2 シグナルが
乳癌細胞において Notch1 シグナルを活性化
することを見出し、そこで Cyclin D1 が
Musashi1あるいはNotchシグナルの負の制御
因子である Numb の発現を制御することによ
って関与している可能性を報告した。以上か
ら、ErbB2 による乳腺の癌化において、この
Cyclin D1 による DNA メチル基転移酵素の発
現制御が何らかの重要な働きをしているの
ではないか、またこの働きが Notch1 シグナ
ルという幹細胞の維持に重要なシグナルと
リンクしているならば、乳腺幹細胞の癌化に
も関与しているのではないかと考えて、本研
究を起案した。 
 

２．研究の目的 

(1)Cyclin D1 は、DNA メチル化に影響を与え
ることにより、Notch1 シグナルを制御してい
るか、(2)ErbB2 は、幹細胞において Notch1
シグナルを活性化しているか、(3)ErbB2 によ
る乳腺の癌化に、幹細胞における Notch1 シ
グナルの活性化が関与しているか、(4)ErbB2
による乳腺の癌化に、幹細胞において Cyclin 
D1 による DNA メチル化の影響により、Notch1
シグナルの活性化が起こることが関与して
いるか、という目的を設定し、本研究を開始
した。 
 

３．研究の方法 

(1)ヒト乳腺上皮細胞株 MCF10A に Cyclin D1
を過剰発現させた細胞（MCF10A/Cyclin D1）
及びそのコントロール細胞を用いて、DNA メ
チル基転移酵素（Dnmt1, Dnmt3a 及び Dnmt3b）
の発現をリアルタイム RT-PCR 及びウエスタ
ンブロッティングにより解析した。 
 
(2) MCF10A/Cyclin D1 細胞及びそのコントロ
ール細胞を用いて、Notch1 シグナルの制御に
関与する Musashi1 のプロモーターのメチル
化状況の変化について比較検討を行った。細
胞から、ゲノム DNA を精製した後 Bisulfite
処理をし、Musashi1 のプロモーター配列から
CpG アイランドを検索した後、適切なプライ
マーを設計し、上記の Bisulfite 処理したサ
ンプルをテンプレートとして PCR を行った。
PCR産物をTAクローニングベクターに組み込
んだ後、DNA 配列を解読し、メチル化の度合
いを MCF10A/Cyclin D1 とそのコントロール
細胞間で比較した。 
 
(3)雌の野生型 FVB マウスから乳腺上皮細胞
を初代培養し、Sca-1 に対する抗体を反応さ
せた後、MACS マグネティックセルソーター
（Miltenyi Biotec）を用いて、陽性細胞及
び陰性細胞を分離・培養した。得られた陽性

細胞及び陰性細胞から RNA及びタンパク質を
抽出し、リアルタイム RT-PCR 及びウエスタ
ンブロッティングを用いて、Notch1 の発現を
解析した 
 
(4)(3)で得られたマウス乳腺幹細胞様細胞
に ErbB2 を発現するベクターをトランスフェ
クションし、ErbB2 を過剰発現させた。ErbB2
を過剰発現させたマウス乳腺幹細胞様細胞
とコントロールベクターをトランスフェク
ションした細胞間では発現する分子の相違
を調べるために、それぞれの細胞から total 
RNA を抽出・精製した。 
 
４．研究成果 
(1) MCF10A/Cyclin D1 細胞では、Cyclin D1
の過剰発現に伴って、Dnmt1, Dnmt3a 及び
Dnmt3b の発現が増加することが、リアルタイ
ム RT-PCR 及びウエスタンブロッティングの
いずれにおいても認められた。 
 
(2) MCF10A/Cyclin D1 細胞及びそのコントロ
ール細胞を用いてゲノム DNA の bisulfite シ
ークエンス解析により、それぞれ 10 個のク
ローンのシークエンスが調べたところ、
MCF10A/Cyclin D1 細胞では、Musashi1 プロ
モーターの中でメチル化の亢進が見られる
領域があった。 
 
(3)初代培養した乳腺上皮細胞から分離した
Sca-1 陽性及び陰性細胞のリアルタイム
RT-PCR 及びウエスタンブロッティング解析
の結果、Sca-1 陽性細胞では Notch1 の発現が
有意に上昇した。 
 
(4)マウス乳腺上皮細胞から分離した Sca-1
陽性細胞に ErbB2発現ベクターを導入した細
胞から、total RNA を精製し、マイクロアレ
イによる発現分子の網羅的解析を進行して
いる。 
 
上記の結果から、マウス乳腺の幹細胞様細胞
では、Notch1 シグナルが亢進している可能性
が考えられる。また、Cyclin D1 による
Musashi1 のエピジェネティックな発現制御
が Notch1 シグナルに影響を与える可能性が
考えられる。 
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