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研究成果の概要（和文）：近年本邦でも乳癌患者が増加して社会問題化しており“ピンクリボン”

などで啓蒙活動され受診勧奨が叫ばれている。我々はサイトグロビン(Cygb)を欠損したマウス

を作出したところ、高齢の雌マウスに高率で乳腺の増生・癌を発症することを見出した。本研

究では本自然乳癌発症モデルを用いて、癌発生過程における Cygb の意義、また、発癌過程にお

ける間質細胞と上皮との相互作用分子メカニズを明らかにする事を目的とした。 

 

研究成果の概要（英文）：Incidence of breast cancer has been increasing in developed 
countries including Japan and has become a world-wide health problem. To clarify the 
molecular function of cytoglobin (Cygb) in vivo, we generated Cygb-deficient mice. 
Surprisingly, we observed the spontaneous development of breast cancer and lymphoma in 
Cygb-deficient female mice at high incidence compared to the negligible detection of such 
tumors in wild-type mice. Based on these findings, we studied the molecular events leading 
to breast cancer development in Cygb-deficiency with special regards to the interaction 
between epithelial cells and mesenchymal cells.            
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１．研究開始当初の背景  

現在世界的に女性の 10人に 1人は乳癌に罹患

すると言われ、そのうち 20%が乳癌により死

亡する。本邦の平成 18年度の女性乳癌死は 1

万 1,065 人で第 4 位である。西側諸国では、

低出産、授乳習慣の枯渇、初経の低年齢化、

閉経年齢の高齢化やピルの濫用などによりエ

ストロゲンに暴露される期間が延長する傾向

があること、また、飽食による肥満により閉

経後にも脂肪組織でエストロゲン産生が持続

することなどが乳癌発生率上昇の一因と想定

されている。 
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 サイトグロビン（Cytoglobin, Cygb）はビ

タミン A貯蔵細胞系に発現するグロビン蛋白

として申請者らが世界で初めてラットから

報告した（J Biol Chem 276, 25318, 2001, 

Accession number AJ245663; Lab Invest 84, 

91, 2004）。さらに第 17番染色体上に存在す

るヒト Cygb 遺伝子も同定した（Biochim 

Biophys Acta 1577, 471, 2002）。結晶化し

た 本 蛋 白 の 立 体 構 造 は ミ オ グ ロ ビ ン

（myoglobin, Mb）と酷似しており、ヘモグ

ロビン（Hb）、ニューログロビン（Ngb）に並

んで哺乳類第 4番目のグロビンであることが

判明している（J Mol Biol 339, 873, 2004）。

Cygbは他のグロビン同様、酸素、一酸化窒素、

一酸化炭素などのガス分子と結合して生体

内 ガ ス の リ ザ ー バ ー と な り 得 る こ と

（Biochemistry 42, 5133, 2003）、Cygb はペ

ルオキシダーゼ活性を持ち、過酸化水素（H2O2）

を分解して細胞内酸化ストレスを調節する

ことも報告してきた（J Biol Chem 276, 25318, 

2001）。しかしながら、Cygb のそれ以外の蛋

白機能や他臓器の病態生理学的意義などに

ついては不明である。最近、我々は Cygb遺伝

子を欠損させたマウス（Cygb-/-マウス）の作

出に世界で初めて成功した。その表現型を解

析した結果、生後 9 ヶ月を経過した時点で、

雌 Cygb-/-マウスでは 70%で乳腺過形成（前癌

状態）／乳癌を発症した。サイトグロビンは

肝星細胞などビタミン A を貯蔵する線維芽細

胞に発現し、乳腺でも上皮細胞に接する間質

に陽性細胞が存在する。従って、本モデルは

発癌機構へ Cygbの関与の解析、ならびに間質

細胞と上皮細胞との相互作用を探索するモデ

ルとなり得る。得られた情報は抗乳癌剤など

の医薬品作出や乳癌の早期発見や診断法開発

などに利用する。 

 

２．研究の目的 

(1)ヒト乳癌モデルとして Cygb-/-マウスを確

立する：乳癌の発生率や組織型などを動物数

を増やして統計し、基本的データベースを構

築する。 

 

(2)癌における上皮—間質相互作用の解析：細

胞癌化における上皮—間質細胞の相互作用に

ついて、ビタミン A 貯蔵細胞に有意に発現す

る Cygb 欠損の立場から解析を行う。現在ま

での解析で、Cygb-/-マウスの乳癌組織の周囲

にはレチノール結合蛋白を発現する間質細胞

は存在している。従って、Cygb欠損がどのよ

うなメカニズムで細胞の癌化に関与するか

多方面から解析する。  

 

(3)乳癌マーカーの探索：Cygb-/-マウスでは、

生後の月数に従って上皮の過形成からの組織

変化を観察でき、癌化初期に著変する分子の

探索ができる。Cygb-/-マウスの乳腺をジェネ

ティックス、エピジェネティックス、蛋白質、

ペプチドなど多方面から解析検討して、新し

い乳癌の予知・診断マーカー候補分子を見出

す。それらの有用性は、大阪市立大学病院に

通院・入院中の患者を対象として、患者の同

意の下、血清、あるいは、PET などのイメー

ジングを用いて検討する。 

 

(4)抗乳癌予防法や抗癌剤の開発：上記

(1)-(3)の情報を用いて、癌の発生を予防する、

さらには、癌をコントロールする医薬品の探

索、化学合成を製薬メーカーなどとのタイア

ップで行う。 

  

３．研究の方法 

(1)Cygb-/-マウスにおける乳癌発生率の把握

と時間経過の追跡：現在までに 10匹の雌マウ

スを 9〜12 ヶ月間観察した結果、70％で乳腺

の過形成と癌を発症していることが分かって

いる。飼育数を増加させて正確な癌発生率を

把握する。現在までの観察では雄 Cygb-/-マウ

スには腫瘍が生じておらず、雌特異的であり、

野生型では発生していない。経時的発生率も

併せて検討する。また、経産マウスと処女マ

ウスでの差異について検討する。 

 ヒトでは病理組織的に非浸潤癌（非浸潤性

乳管癌、非浸潤性小葉癌）と浸潤癌（浸潤性

乳管癌、特殊型）などに分類されるので Cygb-/-

マウス乳癌の相同性を病理医と連携して分類

する。 

 既存のヒト乳癌マーカーとして CA15-3、

CEA、BCA225、NCC-ST-439、c-erbB-2(HER2)

などがあり、また、ヒト乳癌はエストロゲン

やプロゲステロンなどのホルモンとの関係

が深い。Cygb-/-マウスの発癌に関してこれら



 

 

の分子や受容体の発現変動があるかを検討し、

本モデルのヒト病態との類似性を検証する。 

 

(2)Cygb-/-マウスの乳癌発生における上皮と

ビタミン A 貯蔵線維芽細胞との相互作用の解

析：上述した様に、Cygbは肝臓の星細胞から

発見され、全身のビタミン A 貯蔵線維芽細胞

に発現するユニークなグロビン蛋白質である。

この分子の欠損がどのようなメカニズムで発

癌に関与するのかを詳細に検討する。 

 野生型のメスマウス乳腺と対比させながら、

デスミン、細胞性レチノール結合蛋白(CRBP)、

平滑筋アクチンなど線維芽細胞で発現がみら

れる蛋白発現を Cygb-/-マウスで検討する。ま

た、線維芽細胞由来から産生され、発癌との

関係が強く示唆されている transforming 

growth factor- β (TGF- β

platelet-derived growth factor (PDGF), 

fibroblast growth factor (FGF), epidermal 

growth factor (EGF)、あるいは vascular 

endothelial growth factor (VEGF)などの産

生について野生型と Cygb-/-マウス乳腺で比較

する。 

 ビタミン A 貯蔵線維芽細胞の代表的な細胞

として肝星細胞は比較的容易に分離できるた

め、この培養系を野生型あるいは Cygb-/-マウ

スから確立し、それらと乳癌細胞株（ヒト由

来、あるいは、Cygb-/-マウス由来）と共培養

して、乳癌増殖や増殖シグナル伝達に及ぼす

Cygb欠損の意義を解析する。 

 ビタミン A 貯蔵線維芽細胞の代表的な細胞

として肝星細胞は比較的容易に分離できるた

め、この培養系を野生型あるいは Cygb-/-マウ

スから確立し、TGF-β,PDGF,FGF,EGF,VEGFな

どの成長因子産生を詳細に比較検討する。 

 

(3) Cygb-/-マウスにおける乳癌特異的分子の

探索：Cygb-/-マウスでは発癌初期（上皮の増

生期）における分子変動も観察可能である。

既存マーカーとは異なる血液中分子あるいは、

放射標識などで分子イメージングできうる分

子を探索する。 

 cDNA microarray を用いて野生型、Cygb-/-

マウス、および乳癌発症マウスの乳腺組織か

ら total RNAを抽出して cDNAへと転換後チッ

プと反応させる。野生型に比して 3 倍以上に

発現が増減する遺伝子をピックアップし、そ

の転写産物を予測する。主として、細胞表面

に表出、あるいは、細胞外と分泌され得る蛋

白質に注目し、その蛋白質自体や分解ペプチ

ド、あるいは、それらに対するリガンド（抗

体）がバイオマーカーになりうる可能性を模

索する。 

 上記に加え、組織から得られる蛋白質やペ

プチドをプロテオミクスで解析して、増生し

た乳腺や乳癌で特異的に変動する分子を網羅

的に解析する。 

 Cygbは他のグロビンと同様、酸素、一酸化

窒素、一酸化炭素などのガス分子と結合する

と同時に H2O2代謝を制御する。従って、組織

で産生される活性酸素ラジカル種のスカベン

ジャーになっている可能性がある。各種酸化

ストレスマーカーやガス分子代謝酵素群に関

して網羅的に解析する。 

 

４．研究成果 

(1)Cygb-/-マウスは乳癌を自然発症する： 

申請者らは Cygb の生体内での役割を明らか

にする目的で Cygb-/-マウス（C57BL/6）を作

出した。その結果、雌マウスの乳腺組織に 70％

の割合で乳腺上皮の過形成や乳癌が発生して

いることを確認し、その中には胸部筋組織に

浸潤している癌や

肺へ転移している

ものも観察された。

現在までの知見か

ら、Cygb 欠損が乳

腺組織の酸化ストレスを過剰に発生させて細

胞癌化に関与する可能性を見出してきた。 

 Cygb に関しては世界中でも数カ所の研究

室しか機能解析していない蛋白質であり、ま

た、Cygb-/-マウスの作出は現在までのところ

申請者らのみが成功しているため本研究は

独創性が高く、当施設でのみ可能である。こ

のため Cygb-/-マウス自体が新規性の高く、か

つ、自然発症する乳癌モデルである。 

 

(2) Cygb-/-マウス乳腺における病理組織像：

現在までの申請者らの解析では、Cygb-/-マウ

ス で は 成 長 と 伴 に 、 乳 腺 の 過 形 成

（hyperplasia）が生じ、その後乳管癌を発生

し、なかには周辺の胸筋や肺へ転移する浸潤



 

 

性癌が出現して来る。従って、乳癌の発生と

密接に関与する分子の探索、乳癌発生におけ

る上皮—間質細胞の相互作用を Cygb を中心に

解析する本研究は斬新的である。  

 

(3) 乳癌組織では CRBP-1陽性細胞と Cygb陽

性細胞の相互作用が重要である：マウスの乳

癌組織において Cygbや CRBP-1が陽性である

間葉系細胞の重要性について検討した。正常

の乳腺では

上皮周囲に

これらの陽

性細胞が存

在し、毛細

血管におけ

る pericyte

と同様の配

置をしてい

た。ところ

が Cygb-/-マ

ウ ス で は

CRBP-1陽性細胞は一層であるが、癌化した上

皮細胞が重層する像が観察された。以上の結

果は、Cygb 欠損が上皮のがん化を促し、上皮

と間葉の相互作用の欠如が生じていること

を示唆した。 
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