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研究成果の概要（和文）：本研究では、乳がんの標的分子である HB-EGFの発現を制御する遺

伝子として翻訳の際に HB-EGF mRNA の exon junction に結合し、HB-EGFのタンパクへの

翻訳を増進する遺伝子(X)を同定した。遺伝子(X)が in vivoモデルで造腫瘍能を亢進させ、乳が

ん患者の予後因子となることから、HB-EGFと同様にがんの診断と治療において有用であるこ

とが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we identified the gene (X) involved in regulation of the 

expression of HB-EGF, a target molecule of breast cancer therapy. The gene (X) enhanced 

translation of HB-EGF mRNA into protein by the function of binding the exon junctions of 

HB-EGF mRNA, resulting in increasing the tumorigenic potential in vivo model and 

associating with prognosis of breast cancer patients. Therefore, gene (X) might be a potent 

diagnostic marker and therapeutic target molecule for breast cancer as well as HB-EGF. 
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１．研究開始当初の背景 

  EGF Family は増殖因子とその受容体から
構成され、増殖因子の一つである HB-EGF

が乳癌、卵巣癌、胃癌などの多くの悪性腫瘍
の標的分子となることが報告されている。さ
らに、HB-EGFに結合しその増殖活性を抑制
する作用をもつ CRM197 は臨床試験におい
て期待どおりの抗癌効果を示している。 

 したがって、HB-EGF発現を制御する転写
因子を同定することは、その転写因子が単な

る腫瘍マーカーになるだけでなく、HB-EGF

を標的とする治療の有効例の選定や新たな
標的分子の検索につながる情報を提供する
重要な研究となると考えられる。 

 

２．研究の目的 

  癌の存在診断に有用な腫瘍マーカーは癌
診断の補助的な指標や治療経過のモニタリ
ングなどに応用されているが、腫瘍マーカー
の臨床的意義が改めて問い正されるととも
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に、新規腫瘍マーカーの出現に期待が寄せら
れ、とくに治療の標的にもなりうる抗原の開
拓が望まれている。そこで、上皮性細胞増殖
因子の一つである HB-EGF が種々の悪性腫
瘍の癌標的分子であることから、本研究はそ
の HB-EGF 発現に関与する転写因子を同定
し、その転写因子が HB-EGF と同様に癌の
診断と治療において有用であることを明確
にすることである。 

 

３．研究の方法 

(1) HB-EGFの発現に関連する遺伝子群のス
クリーニング 

 転写因子及び転写共役因子群の探索のた
めに特定の細胞機能に関連する遺伝子を網
羅的にスクリーニングする方法として注目
されている short hairpin RNA (shRNA)ライ
ブラリー(System Biosciences 社製)を用いて
HB-EGF 発現に関連する遺伝子群を明らか
にする。遺伝子を抑制することによって網羅
的に解析する shRNA 発現ライブラリーの具
体的方法を下図に示す（図 1）。 

①レンチウィルスに感染効率の高い
HB-EGF 高 発 現 乳 癌 細 胞 株 で あ る
MDA-MB-231、BT549 に shRNA ライブラ
リーを導入し、感染細胞をピューロマイシン
で選別する。 

②CRM197 を細胞上清に加え、72 時間培養
後に生存細胞を取り出し、継代培養する。 

③生存細胞、すなわち CRM197 耐性細胞は
HB-EGF の発現亢進を引き起こす遺伝子が
発現抑制された細胞であり、その RNA を抽
出する。 

④shRNA特異的配列をPCRで増幅させた後、
Affymetrix 社の Gene Chip を用いて解析す
る。 

⑤解析によって得られた遺伝子群の発現抑
制効果については Real-Time PCR 法で確認
する。 

 

(2) HB-EGF発現に関連する遺伝子の同定 

①(1)でスクリーニングした遺伝子群を用い
てミニアレイを作成し、HB-EGFの発現が高
いヒト乳癌組織を用いて、HB-EGFの発現に
関わる遺伝子をさらに絞り込む。 

②①で絞り込まれた遺伝子群の中で、
HB-EGF の発現を亢進させる遺伝子を同定
するため以下の方法を用いる。 

・HB-EGF低発現乳癌細胞に遺伝子をそれぞ
れ導入し、HB-EGF の発現について mRNA

の発現は RT-PCR法、蛋白量は細胞培養上清
中のタンパク量を ELISA法にて解析する。 

・HB-EGFのプロモーター領域とルシフェラ
ーゼ遺伝子を組み込んだコンストラクトを
乳癌細胞に導入し、遺伝子をそれぞれ導入し
て、その発光強度を測定することで転写活性
を解析する。 

③最終的に、上記の方法で同定された
HB-EGF の発現を亢進させる遺伝子が標的
分子として妥当であるか以下の方法を用い
る。 

・遺伝子の発現を恒常的に抑制した細胞株を
樹立し、細胞増殖能ついては MTT 法を用い
て、また腫瘍形成能についてはヌードマウス
を用いて解析する。 

・ヒト乳癌組織における遺伝子の発現を
Real-Time PCR法で解析し、臨床病理学的因
子との関連を検証する。 

 
４．研究成果 
(1) HB-EGFの発現に関連する遺伝子群のス
クリーニング 

 HB-EGF の転写に関わる遺伝子群を HB-EGF
の発現を抑制させることと、逆に発現を亢進
させることの 2種類の方法で網羅的にスクリ
ーニングした。まず、HB-EGFの発現を抑制さ
せる実験系として、HB-EGF特異的抑制剤であ
る CRM197 を用いた。HB-EGF 高発現細胞株に
shRNA 発現ライブラリーを導入し、培養上清
中に CRM197（10μg/ml）を添加し、72 時間
後に生存細胞から RNAを回収した（A）。また、
HB-EGF の発現を亢進させる実験系として
HB-EGF低発現乳癌細胞に HER2や Kras遺伝子
導入し、HB-EGF の発現を亢進させた（B）。A
と B の RNA を用いた発現アレイ解析により、
HB-EGF の発現に関与する候補遺伝子として
HB-EGF の受容体である EGFR の下流に位置す
る遺伝子（MAPK及び Akt）や乳癌において癌
増殖に関連する遺伝子、癌の血管新生に関連
する遺伝子が同定された。また、核内転写因
子として PPARγや他の転写因子（特許のため
遺伝子名は伏せさせていただく）も同定され
た。最終的に HB-EGF高発現細胞株に対して、
上記で抽出された遺伝子の発現を抑制し、
CRM197 に対して抵抗性を示すことができた
115遺伝子を HB-EGFの発現に関連する遺伝子
群とした。 
 
(2) HB-EGF発現に関連する遺伝子の同定  

 (1)でスクリーニングした HB-EGFの発現に
関与する 115遺伝子のヒト乳癌組織での発現
解析を行い、HB-EGFの発現に関わる遺伝子を



 

 

さらに絞り込み、それらの遺伝子が HB-EGF
の発現及び癌増殖機構に関与するかを検討
した。HB-EGF の発現が高いヒト乳癌組織 30
例と低いヒト乳癌組織 17 例を用いて前述の
115 遺伝子の発現量を解析したところ、
HB-EGF の発現量と相関する遺伝子として翻
訳の際に HB-EGF mRNAの exon junctionに結
合し、HB-EGFのタンパクへの翻訳を増進する
遺伝子 X（特許のため遺伝子名は伏せさせて
いただく）が同定された。HB-EGF高発現乳癌
細胞株を用いて siRNA法による遺伝子 Xの発
現量を抑制すると、HB-EGF mRNA の断片化を
認め、細胞培養上清中に分泌される HB-EGF
タンパク量が抑制された。また、遺伝子 Xの
発現が恒常的に抑制された乳癌細胞を作製
し、in vivo での造腫瘍能抑制効果を検討し
たところ、コントロールの細胞と比較して遺
伝子 Xの発現が抑制された細胞では造腫瘍能
は抑制された。さらに、ヒト乳癌組織におけ
る遺伝子 Xの発現量は無病増悪期間と有意な
相関を示した。以上より、本研究で同定され
た遺伝子 X は HB-EGF の発現にタンパクへの
翻訳を増進することで関与し、乳癌における
新たな標的分子となることが示唆された。今
後は遺伝子 Xを特異的に抑制する低分子化合
物を同定し、臨床応用への可能性を追求して
いく予定である。 
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