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研究成果の概要（和文）：研究代表者はエストロゲン受容体（ER）陽性乳がんにおいて抗がん剤耐性が獲得され
る要因の１つとして非翻訳型RNAのmicroRNA-27b（miR-27b）の発現低下を報告している。その後の解析から、ホ
ルモン療法に耐性を示す乳がん細胞においてもmiR-27bの発現低下が誘導されることを見出している。本研究で
は、miR-27bの発現を指標としてタモキシフェン耐性乳がん細胞の性状解析を行うことを目的とした。その結
果、miR-27bの発現が低下した乳がん細胞ではERの発現低下と膜タンパク質のCEACAM6の発現が亢進することを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that down-regulation of microRNA-27b (miR-27b) 
induced the docetaxel resistance in estrogen receptor (ER)-positive breast cancer. After these 
findings, we found that miR-27b was down-regulated in endocrine-resistant breast cancer cells. In 
this study, we aimed to analyze the characteristics of endocrine-resistant breast cancer cells via 
evaluating miR-27b expression. We found that ER was down-regulated in miR-27b down-regulated cells. 
We also observed the elevated expression of CEACAM6 in miR-27b down-regulated cells. Therefore, our 
current study identified CEACAM6 as a novel marker for hormone therapy-resistant breast cancer 
cells.

研究分野：分子生物学, がん, 細胞老化

キーワード： 乳がん　非翻訳型RNA　薬剤耐性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ER陽性のルミナルタイプの乳がんは乳がん症例の約7割を占める。ルミナル症例の約2割ではホルモン療法に耐性
が見られ再発の可能性が高い。本研究では、ルミナル症例が予後不良となる一因としてERの発現低下などのルミ
ナル形質の喪失される可能性を示した。また、ERの発現低下した細胞においてCEACAM6の発現が亢進することも
明らかにした。以上の成果から、本研究はルミナル症例においてホルモン療法の奏効性を予測できる新規マーカ
ーとしてCEACAM6が有用である可能性を示した。また、CEACAM6陽性乳がん細胞を対象とした治療標的分子を同定
することで難治性のルミナル症例の予後不良を改善できることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
乳がんはホルモン受容体や HER2 受容体の発現に基づきサブタイプが分類され、その治療方針
が決定される。国内外においてホルモン受容体陽性乳がんであるルミナル症例は全症例中の約
70%を占めており、そのうち約 20%が予後不良症例であることが報告されている(Dai, X et al., 
Am. J. Cancer Res. 2015, がん統計’19) 。そのため、ホルモン療法および化学療法における奏
功性を予測できるバイオマーカーの開発、さらには、予後不良に関わる細胞集団を標的とした治
療方法を開発することは重要なテーマと考えられる。一方で、サブタイプ分類の課題の１つとし
て治療過程においてサブタイプの変容が生じるかどうかを十分に検討されていないことが挙げ
られる。サブタイプ変化と治療奏効性に関連性が存在した場合、その分子メカニズムを解明する
ことは新たな治療標的分子の同定につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
研究代表者はこれまでに、1) 非翻訳型 RNA である microRNA-27b（miR-27b）の発現が低下
した細胞集団においてホルモン受容体の１つである Estrogen(ER)受容体の発現が著しく低下す
ること、さらには、2) そのような細胞集団においてルミナル形質の維持に必須である転写因子
の GATA3や FOXA1の発現も低下していることを見出している。本研究では、miR-27bの発現
を指標として「ホルモン療法および化学療法に抵抗を示す細胞集団の性状解析を行うこと」、さ
らには、ER受容体などの発現が低下した乳がん細胞を標的とした治療法の開発を目指して「新
規治療標的分子の同定を行うこと」を目的に研究を行う。 
 
３．研究の方法 
1) 実験方法 1: miR-27bの発現を指標とした乳がん細胞の単離方法確立 
miRNA は主にその標的となる遺伝子
の 3’非翻訳領域（ 3’ untranslated 
region: 3’UTR）に結合することで遺伝
子発現を負に制御する。この性質を利
用し、GFP遺伝子の 3’UTRにmiR-27b
の相補鎖を挿入したプラスミド（miR-
27b Sensor vector: 27bs）を作製し、
miR-27b の発現が低下している細胞の
可視化を試みる（図 1）。 
ER陽性の乳がん細胞である MCF7 細
胞に Sensor vector を導入し細胞株を
樹立し（MCF7-27bs）、タモキシフェン耐性化に伴い miR-27b の発現が低下するかを検討する
ために、タモキシフェンを 1ヶ月間 MCF7-27bs細胞に添加した後に、セルソーターにより GFP
陽性細胞を定量する。また、GFP陽性細胞（GFP+）と GFP弱陽性あるいは発現していない細
胞（GFPlow/-）をセルソーターにより分離し、GFP+細胞と GFPlow/-細胞を用いて ER、FOXA1
および GATA3の発現をウェスタンブロットにより検討する。同様の解析をルミナルタイプのヒ
ト乳がん細胞株 T47D細胞を用いても行う。 
 
2) 実験方法 2: ER発現低下細胞を検出できる表面マーカーの同定 
ER発現低下細胞において発現が亢進する膜タンパク質を同定するため、miR-27bをノックダウ
ンした MCF7 細胞とコントロールの細胞を用いて DNA マイクロアレイにより遺伝子発現解析
を行なう。また、タンパクレベルでの発現も評価するため、セルソーターを用いた解析も行う。 
 
3) 実験方法 3: ER発現低下細胞の性状解析 
ER 発現低下細胞の性状解析を行うことを目的に実験方法 2 で同定した膜タンパク質の発現が
亢進した細胞集団と低下した細胞集団をセルソータにより単離し、RNA sequenceにより発現プ
ロファイルを作成する。また、このプロファイルを用いてどのような pathwayが活性化される
かを検討する。 
 
４．研究成果 
1) miR-27b の発現を指標とした乳がん細胞の単離方法確立につい
て 
 
miR-27bの Sensor Vectorを発現したMCF7-27bs細胞に 1 µMの

Tamoxifen（Tam）を添加し細胞培養を 1ヶ月間行なった。Tam未添
加のMCF7-27bs細胞と比較して GFP陽性細胞が有意に増加するこ
とが明らかとなった（図 2）。 
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上記と同様の解析を T47D-27bs 細胞を用いて行い、GFP+細胞と
GFPlow/-細胞をセルソーターにより分離し、ERの発現をウェスタン
ブロットにより検討した。その結果、T47D-27bs においても ER の
発現低下が確認された（図 3）。以上のことから、ERが発現低下した
細胞において miR-27b の発現が低下していることが明らかとなっ
た。 
 
2) ER発現低下細胞を検出できる表面マーカーの同定について 
ER発現低下細胞においてmiR-27bの発現が低下していたことから、
ER 発現低下細胞として miR-27b をノックダウンした MCF7 細胞
（MCF7 miR-27b KD）を用いた解析を行なった。コントロー
ルの細胞（MCF7 NC）とMCF7 miR-27b KDとを用いて DNA
マイクロアレイにより遺伝子発現解析を行なった。その結果、
miR-27b の発現が低下した MCF7 細胞では膜タンパク質であ
る CEACAM6 の発現が亢進していることが明らかとなった。
また、セルソーターを用いた解析からも同様の結果が得られた
（図 4）。 
 
3) ER発現低下細胞の性状解析について 
MCF7細胞に TAMを添加後に CEACAM6陽性細胞が増加す
るかをセルソーターにより検討した。その結果、TAMを添加して 72時間後において CEACAM6
陽性細胞が検出された（図 5）。CEACAM6 陰性細胞と陽性細胞をセルソーターにより分取し、
RNA sequenceによる発現解析を行なった。RNA sequenceの結果から pathway解析を行い、
CEACAM6陽性細胞において特異的に活性化されるパスウェイが明らかとなった（図 6）。今後
は、このパスウェイをもとに CEACAM6陽性細胞が ER陽性乳がんの悪性化にどのように寄与
するかを検討する。特に CEACAM6陽性細胞で発現亢進がみられた遺伝子群を対象として機能
解析を行い、新たな治療標的分子の探索を行う。また、CEACAM6 がホルモン療法の奏効性を
評価する有用なマーカーになりうるかについても検討を行う予定である。 
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