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研究成果の概要（和文）：TNBC患者において乳癌のオンコプロテインであるYB-1のリン酸化体の発現が他のサブ
タイプの乳癌に比べ有意に増加していることを明らかにした。また、TNBCにおいてリン酸化YB-1阻害薬がERα発
現を上昇させ、ERα発現制御メカニズムとしてリン酸化YB-1がERαと結合することでERαタンパク質の安定性を
低下させることを明らかにした。さらに、リン酸化YB-1標的薬とERα標的薬が相乗的にTNBCの増殖を抑制した。
本研究は、TNBC細胞においてリン酸化YB-1がERα発現を制御するメカニズムを明らかにし、YB-1標的薬とERα標
的薬を中心としたTNBCの新たな治療戦略の可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：YB-1 was expressed at similar levels in four subtypes of breast cancer, but 
phosphorylated YB-1 expression was found to be significantly higher in tumors of patients with 
triple negative breast cancer (TNBC) as compared with other subtypes. Inhibition of YB-1 
phosphorylation (pYB-1) stabilized ERα protein. Moreover, the phosphorylated YB-1 bind to ERα 
protein and promoted ERα protein degradation. The combination of pYB-1 inhibitor and ERα inhibitor
 showed synergetic suppressive effect on TNBC growth in vitro and in vivo. The present finding 
demonstrated that pYB-1 is a potential therapeutic target for treatment of TNBC.

研究分野：腫瘍生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
TNBCは治療標的となる因子を発現する場合が少なく、有効な治療薬の創出が必要とされている。本研究では、リ
ン酸化YB-1標的薬はTNBCにおいてYB-1とERαの複合体形成を阻害しERαの安定性を上昇させ、タンパク質発現を
上昇させることを明らかにした。さらに、動物実験においてリン酸化YB-1標的薬がERαのタンパク質発現を上昇
させ、ERα標的薬に対する感受性を得ることを見出した。本研究は、HER2やERα等の標的がないTNBCの一部のサ
ブタイプにおいてERαが標的になり得ることを示すことが出来た。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 乳癌細胞の増殖は ERαと HER2発現に緊密に依存しており、乳癌の 60-70%を占める ERα
陽性乳癌は、ERα 標的のタモキシフェンやフルベストラント、レトロゾールなどの内分泌
治療が行われる。他方、20%を占める HER2 陽性乳癌は、HER2 標的薬のトラスツヅマブ
やペルツヅマブなどの分子標的治療が施行され、がん治療の向上に大きく貢献している。
その結果、ERα又は HER2を発現している約 80%の乳癌は 90%以上の 5年生存率を示す。 

(2) しかし、乳癌の約 20%を占めるトリプルネガティブ乳癌（TNBC）は乳癌の他のサブタイプ
と比べ 5年生存率が 70%と依然として予後が悪い(Garrido-Castro et al., Cancer Dis. 2019)。
その要因として、他のサブタイプと異なり標的分子がなく有効な分子標的薬がないこと、
浸潤能・転移能が高く多臓器への転移が起こりやすいことが挙げられる。 

(3) Y-ボックス結合タンパク質-1（YB-1）は細胞周期関連遺伝子や増殖因子受容体の発現を制
御する転写因子であり、さらに、YB-1の高発現や活性化（核内局在）は乳癌をはじめとし
た様々ながん種において予後不良因子であることが当研究室を含む国内外の研究グループ
により報告されている。 

(4) 申請者は、YB-1の活性化と核内移行に PI3K/AKTシグナルが関与することを報告している。
近年、申請者はフルベストラント耐性乳癌細胞株において、AKT/mTOR/S6Kシグナルが活
性化し YB-1 リン酸化を促進することで、内分泌治療耐性を誘導することを報告した
(Shibata et al., Cancer Res., 2017)。さらに、内分泌治療後の再発乳癌において YB-1の核
内発現とリン酸化 YB-1 の発現が上昇していることを明らかにした (Shibata et al., Mol 
Cancer Ther. 2020)。 

(5) The Cancer Genome Atlas(TCGA)データベースを駆使した乳癌組織での解析から YB-1が
予後不良因子を正に制御し、予後良好因子を負に制御することを観察している。さらに、
YB-1 及びその制御因子が乳癌の予後を予測するバイオマーカーとなることを明らかにし
た (Shibata et al., Oncotarget. 2018)。 

(6) TCGAデータベースを駆使したさらなる解析により、TNBCにおいてリン酸化 YB-1発現が
亢進していることを見出している(Shibata et al., Mol. Cancer Ther. 2020)。そこで、TNBC
におけるリン酸化 YB-1に着目し、YB-1リン酸化標的薬の TNBCに対する効果について検
討を行った。その結果、YB-1 リン酸化阻害により ERα の発現上昇とともに、内分泌治療
薬に対する感受性が増強することを観察している。 

 
２．研究の目的 
 
これまでの結果から、TNBCの進展にリン酸化YB-1が関与していることが示唆された。さらに、
TNBC においてリン酸化 YB-1 が ERα 発現を制御するとともに内分泌治療薬の感受性を変化さ
せることを観察している。しかし、TNBCにおいて YB-1が活性化する詳細なメカニズムやリン
酸化 YB-1の治療標的としての有用性は明らかになっていない。 
本研究は、TNBCの悪性化に関与する YB-1の活性化シグナルを明らかにし、それを標的とした
新規 TNBC克服治療薬の創出を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 薬剤感受性の測定（WST法） 
対数増殖期にある細胞を 96 well プレートに 播種し（1.0×103 cells）、24時間培養した後、AKT
阻害薬、ERK阻害薬、ERα標的薬、リン酸化 YB-1阻害薬を添加した。薬剤を添加後 37℃で 72 
時間培養した。生細胞数測定試薬 Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所、熊本、日本）を各 well 
に 20μl 加えて 37℃で 2-3時間培養し、450 nmの吸光度を測定した。IC50 値は吸光度の値が
コントロールの半分になる薬剤濃度を生存曲線から決定した。 
 
(2) siRNAによる発現抑制 
YB-1 siRNAは Lipofectamine RNAiMAX（Invetrogen）と Opti-MEM medium（Invitrogen）を使
用して、細胞を抗生物質非含有培地で播種してから 24時間後に細胞導入し、その後タンパクの
回収又は 96 wellプレートに細胞を播種。96 wellプレートに播種後 24時間で薬剤を添加し、そ
の後 72時間培養した。細胞数の測定はWST法に従い実施した。 
 
(3) 共免疫沈降法 
MDA-MB231細胞を氷冷 PBSで 2回洗浄した後、PBS 2ml/15cm dishを加えスクレイパーによ
り回収後、1500rpm で 5 分間遠心。ペレットにプロテアーゼ阻害剤混合物を添加した IP Lysis 
buffer 200μl（50 mM Tris-HCl buffer（pH 7.5）, 250mM NaCl, 1mM EDTA, 10% glycerol, 0.3% 



NP-40）を添加して氷上で 30分静置し、溶解した。3000rpmで 15 分間遠心分離した。回収し
たタンパク質溶液を NET-gel buffer（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
0.25% gelatin, 0.02% sodium azide, 1 mM PMSF, 10 mg/ml leupeptin, 10 mg/ml aprotinin）によ
り全量 1ml （2mg/ml）に調整した。Protein-G Sepharose 4Bを添加し、1時間緩やかに撹拌し
プレクリアを行い、2000rpmで 2分間遠心分離し上清を使用した。続いて抗 YB-1抗体をタンパ
ク質 1mg当たり 4μg添加し、4℃で一晩緩やかに撹拌した。Protein-G Sepharose 4Bを添加し
て 4℃で 1時間緩やかに撹拌した。Protein- G Sepharose 4Bを 3回 NET-gel bufferで洗浄し、
SDSサンプル buffer 30μlで溶出し、Western-Blot法で検討した。 
 
(4) ERαタンパクの安定性の測定 
MDA-MB231（2.0×105 cells/35mm2 dish）を播種し、一晩培養後リン酸化 YB-1阻害薬含有培地
に培地交換。12時間培養後 CHX（10 μg/ml）と MG-132（10μM）を添加。CHXと MG-132を
添加後、4、6、8、12、24時間でタンパク回収しWestern-Blot法で検討した。 
 
(5) 臨床検体を対象とした免疫組織化学染色 
乳癌患者におけるYB-1とその活性化シグナル及び治療効果との相関について、切除がん由来の
組織標本を対象に、免疫染色による検討を行った。すなわち、YB-1のリン酸化及び
RSK/AKT/mTOR/S6Kのリン酸化を評価し、YB-1と上流シグナルの関連を評価した。 
同時に、再発乳癌患者でのYB-1とその活性化シグナルRSK/AKT/mTOR/S6Kの発現を評価し、
YB-1発現とYB-1活性化シグナルが再発率と関連するか検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) TNBC全般にリン酸化YB-1によってERα発現が制御されているか否か明らかにするため、

TNBC細胞株 7株を用いリン酸化 YB-1阻害薬の ERα発現に対する影響について検討を行
った。その結果、7 株中 3 株において ERα 発現が上昇し ERα 標的薬に対して感受性が増
加することを観察した。さらに、YB-1 siRNAを用いた検討においても、リン酸化 YB-1標
的薬により ERα発現が誘導された細胞株で、同様に ERα発現が上昇することを観察した。 
 

(2) リン酸化 YB-1阻害薬により ERα発現が増加する株に着目し、ERαの発現制御メカニズム
について検討を行った。その結果、リン酸化 YB-1阻害薬は ERαの mRNA発現に影響を与
えなかったが、ERαタンパクの安定性を上昇することを明らかにした。 

 
(3) リン酸化 YB-1標的薬は ERαのタンパク質発現を上昇させたが、mRNA発現には影響を与
えなかった。さらに、YB-1と ERαとの結合が ERαのタンパク質の安定性に関与している
ことから、リン酸化 YB-1 標的薬の YB-1 と ERα の結合に与える影響について検討を行っ
た。その結果、リン酸化 YB-1 標的薬のより YB-1 と ERα との結合が抑制されることが共
免疫沈降法を用いた検討により明らかになった。 

 
(4) YB-1 リン酸化部位の恒常活性化体及び不活化体を用いた検討により、YB-1 のリン酸化体
が ERαと結合することでタンパク質の安定性を低下させることを明らかにした。 

 
(5) マウス同所移植モデルを用いた TNBC 腫瘍の治療実験において、リン酸化 YB-1 標的薬と

ERα 標的薬の併用は相乗的な腫瘍増殖抑制効果を示した。さらに、リン酸化 YB-1 標的薬
により腫瘍内の ERα発現が増加することが、免疫組織化学染色法及びウエスタンブロット
法により観察された。 

 
(6) TNBCの臨床検体を用い、リン酸化 YB-1発現及び ERα発現を免疫染色により検討を行っ
たところ、リン酸化 YB-1発現と ERα発現に有意な負の相関があることが観察された。 

 
以上の検討により、TNBC 細胞においてリン酸化 YB-1 が ERα 発現を制御するメカニズムの一
部を明らかにすることができた。 
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