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研究成果の概要（和文）：トリプルネガティブ乳癌（TNBC）において乳癌のオンコプロテインであるYB-1のリン
酸体はエストロゲン受容体（ERα）の発現を抑制するメカニズムを明らかにしてきた。本研究では、TNBC細胞株
の同所移植モデルにおいてYB-1のリン酸化標的薬が腫瘍微小環境中の腫瘍促進的マクロファージ（M2マクロファ
ージ）においてERα発現を誘導していることを明らかにした。さらに、in vitroでのM2マクロファージへの分化
実験系においてリン酸化YB-1標的薬とERα標的薬はM2マクロファージの生存を相乗的に抑制することを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：YB-1 is oncoprotein for breast cancer and YB-1 is phosphorylated by 
AKT/p70S6K/p90RSK. The phosphorylated YB-1 (pYB-1) is localized at nucleus and YB-1 act as 
transcriptional factor of cell cycle related genes and drug resistance related genes. I found that 
inhibition of YB-1 phosphorylation stabilized ERα protein and enhanced the ERα protein expression 
in tumor associated macrophages (TAM). The combination of pYB-1 inhibitor and ERα inhibitor showed 
synergetic suppressive effect on macrophage survival in vitro an. The present study demonstrated 
that the combination of pYB-1 inhibitor and ERα inhibitor is potent therapeutics 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、さらなる有効な治療薬の創出が必要とされている。リン酸
化YB-1阻害薬はTNBC腫瘍内の腫瘍促進的（M2）マクロファージのERαを誘導した。さらに、腹腔内マクロファー
ジからの分化実験では、YB-1リン酸化標的薬はM2マクロファージのERα発現を誘導し、ERα標的薬はM2マクロフ
ァージの生存を抑制した。以上より、リン酸化YB-1標的薬は癌細胞だけでなくM2マクロファージのERα発現に関
わり、両者のERαを標的とすることでERα標的薬の抗腫瘍活性を増強していると考えられる。本研究の成果が、
TNBC治療の発展に貢献できることを期待している。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
 
1. 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。 

2. 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申請者を含む国内外の研究グループに
より報告されている。 

3. 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)。 

4. 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。また、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)。 

 
さらに、その後の研究により以下の点について明らかにしている。 
 
1. 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。さらに、ERα 発現上昇メカニズムとし
て、リン酸化 YB-1 が ERα タンパクの安定性を上昇させることで、ERα 発現を増加させる
ことを明らかにした。 

2. また、マウス同所移植モデルによる検討において、YB-1 リン酸化阻害薬は TNBC 腫瘍の腫
瘍増殖を抑制するとともに、腫瘍内の乳癌細胞における ERα 発現が増加することを明らか
にしている。さらに、がん細胞以外の細胞群である間質細胞での ERα 発現が上昇すること
を免疫組織化学染色により観察している。しかし、ERα の発現細胞群やその機能解析につ
いては解明できていない。 

3. 既存の TNBC 治療薬であり殺細胞性の抗がん剤であるパクリタキセルは TNBC 細胞株及び
TNBC 患者において YB-1 のリン酸化を上昇させることを観察している。 

 
以上の検討により、TNBC においてリン酸化 YB-1 標的薬と既存の ERα 標的薬の併用療法が有
効である可能性が示された。 
 
２．研究の目的 
 
これまでの研究結果より、がん細胞自身における ERα 発現制御メカニズム及び適正化治療の創
出に関してメカニズムや治療法を提示出来つつある。しかし、腫瘍微小環境中の ERα 発現が上
昇している細胞群及びその細胞における ERα の機能については不明なままである。さらに、パ
クリタキセル等の既存の治療薬によるリン酸化 YB-1 発現上昇が ERα 発現に与える影響に関し
ても治療法の創出に向けて解明する必要がある。そこで、本研究では、間質細胞におけるリン酸
化 YB-1 阻害薬による ERα 発現上昇メカニズム及びその機能解明することで、リン酸化 YB-1 標
的薬を中心とした新たな治療方針を創出することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 乳癌細胞株マウス同所移植実験 
BALB/c nu/nu nude マウスに TNBC 細胞（1.0×106cells）を皮下移植した。移植後 6 日目に腫瘍
径を測定し、Control 群、AKT/RSK/S6K 阻害薬（50 mg/kg/mouse、連日経口投与）投与群、
tamoxifen（500μg/mouse、連日皮下投与）投与群に分け、14 日間投与を行った。腫瘍系は 3 日
おきに計測した。AKT/RSK/S6K 阻害薬は 0.5% hydroxypropyl methylcellulose (Shin-Etsu 
Chemical Co., Ltd) McIlvaine buffer solution (pH 3.0;ナカライテスク)に溶解した。Tamoxifen は、
100%エタノールに溶解後、peanuts oil （sigma）に懸濁し、250mg/50ml に調整し用いた。投
薬開始後 14 日目に、麻酔下で腫瘍を回収した。腫瘍体積（mm3）は、長径×短径×短径×0.5 とし
て近似した。回収した腫瘍は、4% paraformaldehyde で固定を行い、一部を-80°C で保存しタン
パク及び mRNA を回収した。 



 
(2) 腫瘍内タンパク回収 
腫瘍塊にプロテアーゼ阻害剤混合物を添加した T-PER™ Tissue Protein Extraction Reagent
（Thermo Fisher Scientific、MA）を添加後、30 秒間ソニケーションにより破砕。20 分間氷上に
静置し、15000rpm 10 分間遠心後、上清を回収。その後、Western-Blot 法によりタンパク発現を
検討。 
 
 
(3) がん間質細胞の FACS 解析 
腫瘍組織をコラゲナーゼ及び DNaseI 含有の DMEM 中でホモジナイザーにより粉砕後、37℃で
30 分インキュベート。その後、10%FBS DMEM により中和し、ピペッティングを行った後、
100μm のセルストレーナーを用い single cell suspension を回収。PBS により 1 回洗浄後、
1×106cells/100μl となるように懸濁した。細胞に蛍光標識抗 ERα 抗体及び各免疫細胞を標的と
した抗体（マクロファージ：F4/80・CD11b、好中球：Gr-1・CD11b、樹状細胞：CD11c、T 細
胞：CD3、B 細胞：CD19、NK 細胞：CD56）を 4℃で 20 分間浸し、遠心により洗浄した。PBS
に懸濁後、CYTEK NL-3000 を用いて解析を行った。 
 
(4) 免疫染色 
MDA-MB231 皮下移植腫瘍は 4%パラホルムアルデヒド溶液で 6 時間固定後 20%スクロース溶
液に 18 時間浸した。その後 OCT compound（Sakura finetek,Inc.,Torrance,CA）に包埋し、液体
窒素で凍結を行い、凍結切片を作製した。凍結切片を PBS で洗浄後、冷アセトンで 3 分間処理
した。PBS で洗浄後 1%BSA 含有の PBS で 10 分間ブロッキングを行った後、抗 ERα 抗体、抗
F4/80 抗体、抗 CD86 抗体、抗 CD206 抗体を用いて、4℃で一晩反応させた。PBS で洗浄後、
fluoromount/plus（Diagnostic Biosystems, Pleasanton,CA）を用いて封入した。共染色陽性部位
を 5 視野以上撮影し、定量化を行った。染色陽性部位のピクセル数を Image J を用いて計測し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) リン酸化 YB-1 阻害により ERα 発現が上昇し ERα 標的薬に対する感受性を獲得すること

を明らかにした。また、TNBC 細胞におけるリン酸化 YB-1 による ERα 発現制御メカニズ
ムを検討した結果、リン酸化 YB-1 が ERα タンパクを安定化させ発現を上昇させることを
明らかにした。さらに、リン酸化 YB-1 阻害薬が TNBC 細胞株マウス同所移植腫瘍内のが
ん細胞及び間質細胞の ERα 発現に影響することを観察している。 
 

(2) TNBC 細胞株同所移植モデルを用い、YB-1 リン酸化標的薬と ERα 標的薬の併用効果につ
いて検討を行ったところ、相乗的な増殖抑制効果があることが観察された。さらに、がん微
小環境中の細胞群の中でマクロファージでの ERα 発現がリン酸化 YB-1 阻害薬により増加
していることがフローサイトメトリー解析により観察された。また、TNBC 腫瘍を回収し
凍結切片を作成後、蛍光免疫染色を行った。その結果、腫瘍内のマクロファージにおいて
ERα が発現しており、リン酸化 YB-1 阻害薬によりその発現が上昇していることが観察さ
れた。 
 

(3) 腫瘍内のマクロファージに関してさらに詳細な解析を行ったところ、腫瘍内の腫瘍促進的
マクロファージ（M2 マクロファージ）において ERα が発現しており、リン酸化 YB-1 阻害
薬によりその発現が上昇していることが観察された。 
 

(4) マウス腹腔内よりマクロファージを単離し、腫瘍促進的マクロファージ（M2）への分化実
験を行った。その結果、YB-1 リン酸化標的薬は M2 マクロファージの ERα 発現を誘導し、
ERα 標的薬は M2 マクロファージの生存を抑制することが明らかになった。 

 
以上の結果から、リン酸化 YB-1 標的薬は癌細胞だけでなく腫瘍促進的マクロファージの ERα
発現に関わり、両者の ERα を標的とすることで ERα 標記薬の抗腫瘍活性を増強していると考
えられる。 
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