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研究成果の概要（和文）：この研究では難治性乳がんの代謝特性を調査し、新たな診断・治療法開発を目指しま
した。３種類の細胞株に抗がん剤ドキソルビシンを処理したところ、HCC38が感受性が高く、MDA‐MB‐231とMCF
‐7は耐性を示しました。耐性株ではミトコンドリア膜電位が低下し、ミトファジーが活性化して活性酸素種を
抑制している可能性が示唆されました。HCC38は解糖系優位であった一方、MDA‐MB‐231とMCF‐7は酸化リン酸
化依存でした。臨床検体解析では、DRP1とParkinがホルモン受容体陰性群で高発現し、p62の低発現は再発リス
クとの関連が示唆され、FDG‐PETの予測精度には限界があることが分かりました。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the metabolic characteristics of refractory 
breast cancer to develop new diagnostic and therapeutic approaches. When the three cell lines were 
treated with the chemotherapeutic agent doxorubicin, HCC38 showed high sensitivity, whereas MDA‐MB
‐231 and MCF‐7 exhibited resistance. In the resistant lines, the mitochondrial membrane potential 
decreased, and activation of mitophagy suggested a mechanism for suppressing reactive oxygen 
species. Although HCC38 was glycolysis‐dominant, MDA‐MB‐231 and MCF‐7 were dependent on 
oxidative phosphorylation. Clinical specimen analysis revealed that DRP1 and Parkin were highly 
expressed in hormone receptor-negative cases, low expression of p62 was associated with an increased
 risk of recurrence, and FDG-PET exhibited limitations in its predictive accuracy.

研究分野：乳腺外科学

キーワード： 乳癌　メタボローム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、悪性度の高い乳がんが薬剤耐性を示す新たなメカニズムを明らかにしたものです。薬剤が効きにくい
乳癌細胞では、従来多くのがん細胞が利用する糖代謝（グリコリシス）とは異なり、ミトコンドリアの酸化リン
酸化でエネルギーを生成し、さらにミトコンドリアを分解・再利用するマイトファジー機構で薬剤ダメージを抑
制していました。この特徴は、FDG-PETなどの従来画像診断では把握しづらい代謝様式であり、悪性度の高い乳
がんの薬剤耐性を理解する学術的意義があります。これらミトコンドリア機能を標的とした新規診断法や治療薬
の開発は、難治性TNBC患者の治療成績向上に繋がると期待されます。

※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 
難治性再発乳癌は極めて予後不良であり、がんゲノム医療が導入され各遺伝子変異に対する標
的治療が進められているものの、乳癌克服には至っておらず、転移乳癌に対する新たな治療戦略
の開発は喫緊の課題であった。近年、セントラルドグマの最下流である「代謝経路・産物（メタ
ボローム）」が、がんの生存、増殖、薬物耐性という重要な機構として注目されるようになった。
特に、がん細胞が急速な増殖を維持するためには大量のアミノ酸を必要とし、その取り込みを担
うがん関連アミノ酸トランスポーター（Cancer-Related Amino Acid Transporter：CR-AAT）
の発現亢進および機能活性上昇が深く関与していることが知られている。これらの CR-AATは、
がんの診断および治療における有望な標的候補となり得ると考えられていた。 
申請者らは、乳癌におけるメタボローム解析に早期から着目し、乳癌組織を網羅的に解析するこ
とで薬物療法抵抗性とアミノ酸濃度上昇、さらに複数のCR-AATの関与を明らかにしてきた（Sci 
Rep 2021, Cancers 2021 等）。加えて、正常乳腺、非浸潤性乳管癌、浸潤性乳管癌間で代謝プロ
ファイルが異なり、乳癌の悪性度と関連することを報告している。特に、LAT1、LAT3、ASCT2 
といった CR-AAT が乳癌で発現亢進しており、LAT1 が予後および化学療法効果予測因子とな
り得る可能性を示した。さらに、CR-AATを標的とする治療薬の開発も進んでおり、CR-AAT は
バイオマーカーおよび標的分子として大きな期待を集めていた。 
CR-AAT の臨床的有用性を評価するには、組織内での発現を正確に定量し、細胞および組織内
の不均一性を解析することが重要である。しかし、従来の免疫組織化学染色やその他の蛋白解析
手法には、定量性や低濃度検出、組織内不均一性解析に限界があった。特に、日常臨床で用いら
れるホルマリン固定パラフィン包埋組織（Formalin-Fixed Paraffin-Embedded：FFPE）検体を
用いた正確な定量および不均一性解析の報告は当時存在しなかった。 
一方、申請者らのグループは蛍光ナノ粒子を用いた蛋白高感度定量化技術の開発と応用におい
て世界的に先行しており、開発した蛍光ナノ粒子 PID（Particle-Induced Detector）は高い蛍
光特性と定量性、1細胞レベルでの位置情報解析、組織内不均一性評価を可能にしていた。この
技術を用いて、HER2 やエストロゲン受容体など様々なバイオマーカーの定量化とその臨床的
意義を明らかにしていた。 
これらの背景を踏まえ、難治性乳癌における代謝特性の役割を深く解明し、新規診断法や治療戦
略開発に結びつけるため、申請者らが確立した蛍光ナノ粒子を用いた高感度蛋白定量化技術と
網羅的メタボローム解析を組み合わせた「プロテオーム・メタボローム比較解析」という独創的
アプローチを発想し、本研究計画に至った。本アプローチは、ゲノム情報だけでは捉えきれない
がんの機能的特性を詳細に明らかにし、個別化医療に貢献する可能性を秘める。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、難治性乳癌の克服に向けた新たな戦略を開発することであり、「プロテオーム・
メタボローム比較解析」を通じて、新規乳癌悪性度診断およびメタボローム標的治療の最適治療
アプローチに結びつけることであった。この包括的目的を達成するために、以下の二つの主要研
究目的を設定した。 
(1) 乳癌細胞株を用いて、細胞ごとの CR-AAT量および細胞内分布（細胞膜、細胞質、核周囲）
と、細胞内アミノ酸取り込み、がん細胞増殖能、さらに CR-AAT標的治療薬に対する治療効
果との関連性を in vitro および in vivo モデルで詳細に明らかにすること。がん細胞集団
内に存在する不均一性は治療抵抗性の大きな要因の一つであり、特に代謝における不均一性
の影響を、1 細胞レベルでの CR-AAT 発現量という定量的観点から解明することを目指し
た。 

(2) 日常臨床で入手可能なヒト乳癌組織検体（FFPE 検体）を用い、蛍光ナノ粒子を用いた高感
度定量法により CR-AAT 発現量を正確に測定し、組織内における細胞ごとの発現分布や不
均一性を含めた詳細解析を行うことで、その情報が臨床病理学的悪性度、無再発生存期間、
全生存期間といった患者予後とどのように関連するかを明らかにすること。これにより、
CR-AAT の発現量や組織内での不均一性が乳癌の悪性度評価や患者予後予測における新規
バイオマーカーとして、また CR-AAT を標的とした治療法の最適適応や治療効果予測のた
めのコンパニオン診断マーカーとして有用であるかを検証することを目的とした。 
これらの目的を達成するため、本研究では蛍光ナノ粒子を用いた蛋白高感度計測技術と網羅的
メタボローム解析という、申請者らが独自に開発・確立してきた技術と知見を組み合わせた「プ
ロテオーム・メタボローム比較解析」という学術的に独自かつ創造的アプローチを採用した。具
体的には、蛍光ナノ粒子 PID を用いた高感度蛋白定量法（PID-IHC）により CR-AATの 1細
胞レベルでの発現量と空間的な不均一性を評価し、網羅的メタボローム解析により細胞や組織
内の代謝産物プロファイルを測定する。これらのデータを統合的に解析することで、CR-AATの
発現状態と代謝状態、およびがんの生物学的特性（増殖能、悪性度、予後、治療感受性）との関
連性を包括的に解明することを目指したが、コロナ禍の影響もあり、蛍光ナノ粒子 PIDの供給
が困難となった。また、悪性度の高いトリプルネガティブ乳癌の悪性度についてミトコンドリア 



ダイナミクスが関与している可能性が予備実験で示唆され、それらの criticalな指標としてミト
コンドリアオートファジー（ミトファジー）を共焦点顕微鏡と FACS を用いた定量的評価法で
の実験に変更した。 
 
 
 
３．研究の方法 
乳癌細胞株として、トリプルネガティブ乳がん（TNBC）由来の MDA-MB-231 細胞株および 
HCC38 細胞株、そしてルミナル型乳がん由来の MCF-7 細胞株を用いた。これらの細胞は、
10％ウシ胎児血清（FBS）および 100 μg/mL ペニシリン/ストレプトマイシンを添加した RPMI-
1640 培地中で、37℃、5％ CO₂ 下において継代培養を行った。 
まず、ドキソルビシンに対する細胞感受性を評価するため、細胞増殖アッセイを実施した。MDA-
MB-231、HCC38、MCF-7 各細胞を 96 ウェルプレートに 1 ウェルあたり 4 × 10³ 個の密度
で播種し、播種後 24 時間培養した後、ドキソルビシンを 0.001 μM ～ 80 μM の濃度レンジ
で添加した。添加後は 6 時間および 24 時間インキュベートし、細胞生存率を WST-8 アッセ
イキットにより評価した。具体的には、アッセイ反応後に 450 nm 波長で吸光度を測定し、各
細胞株の薬剤耐性プロファイルを算出した。この結果をもとに、感受性の異なる細胞株を選定し
た。 ドキソルビシン処理によるミトコンドリアの変化を詳細に解析するため、共焦点顕微鏡観
察およびフローサイトメトリー解析を行った。ミトコンドリア膜電位（Δφ_M）の評価には赤色
蛍光色素 TMRM（400 nM）を用い、ミトコンドリア量の評価には緑色蛍光色素 Mito Marker 
Green（MTG、120 nM）を用いた。MDA-MB-231、HCC38、MCF-7 各細胞を 100 nM ドキ
ソルビシンで 6 時間処理した後、TMRM および MTG で染色し、Nikon Instruments A1 
Confocal Laser Microscope Series を用いて共焦点顕微鏡観察を実施した。また、活性酸素種
（ROS）産生の評価には CellROX ROS Detection Kit（希釈率 1:1000）を用い、ドキソルビシ
ン処理細胞を染色後に共焦点顕微鏡で観察した。フローサイトメトリー（BD FACS Aria™ III 
Cell Sorter）による Δφ_M およびミトコンドリア量の定量解析では、TMRM および MTG で
染色した細胞をトリプシン処理により回収し、7-AAD を用いて生細胞率が 85％ 以上であるこ
とを確認したうえで解析を行った。 
ミトファジー活性を評価するため、ウェスタンブロット解析を行った。細胞から全タンパク質を
抽出し、SDS–PAGE（12％ アクリルアミドゲル）により分離した後、PVDF メンブレンに転
写した。転写後、メンブレンをスキムミルクで 5％ ブロッキングし、一次抗体として抗 β-アク
チン（1:5000）、抗 p62（1:1000）、抗 LC3B（1:1000）を用い、4℃ で一晩インキュベートし
た。続いて、HRP 標識二次抗体と反応させ、ECL 検出試薬によってバンドを可視化し、LAS-
4000 mini-image analyzer により画像解析を行った。 
細胞の代謝特性、特に酸化リン酸化（Oxidative Phosphorylation：OXPHOS）と解糖系活性を
測定するため、Agilent Seahorse XFe96 Analyzer を用いたミトコンドリアストレスアッセイ
を実施した。Cell-Tak でコートした 96 ウェルプレートに各ウェルあたり 3 × 10⁴ 個の細胞を
播種し、37℃、CO₂ 非存在下で 30 分間プレインキュベートした。基礎状態における酸素消費
率（OCR：OXPHOS の指標）および細胞外酸性化率（ECAR：解糖系の指標）を測定し、その
後、2 μM オリゴマイシン、2 μM FCCP、1 μM ロテノン＋アンチマイシン A の各阻害剤を順
次添加し、リアルタイムで OCR と ECAR の変化を取得した。 
臨床病理学的研究としては、2015 年から 2017 年にかけてネオアジュバント化学療法（NAC）
を受けた原発性乳がん患者 107 例から得られた組織検体を解析対象とした。これらの検体は 
NAC 前（針生検検体）および NAC 後（手術検体）に採取され、FFPE（ホルマリン固定パラ
フィン包埋）標本として保存された。免疫組織化学（IHC）染色では、ミトコンドリアダイナミ
クス関連タンパク質である DRP1、Parkin、p62 の発現解析を行った。3 μm 厚のパラフィン
切片を作製後、それぞれの抗原賦活化（DRP1：pH 6 クエン酸バッファー、p62：pH 9 Tris-
EDTA バッファー、Parkin：pH 8 EDTA バッファー）を実施し、一次抗体（DRP1 1:1000、
p62 1:2000、Parkin 1:50）と反応させた。検出は HRP ベースの二次抗体システムを用い、DAB 
によって発色させた。染色強度および陽性細胞比率の定量には、デジタル解析ソフトウェア 
HALO を用い、陰性・低・中・高の四段階で評価したうえでトータルスコア（0～30）を算出し
た。得られたタンパク質発現レベルと患者の臨床病理学的特徴および無再発生存率（RFS）との
関連性は、χ² 検定や Cox 回帰分析などの統計手法を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
細胞実験の結果、各細胞株はドキソルビシンに対して異なる感受性を示した。HCC38細胞株が
最も高感受性であり、IC₅₀値は 4.21 ± 3.30 μMであった。一方、MDA-MB-231およびMCF-7
細胞株は比較的低感受性であり、IC₅₀値はそれぞれ 19.38 ± 3.14 μMおよび 26.61 ± 9.20 μMで
あった。ドキソルビシン処理によるミトコンドリア膜電位（Δφ_M）の変化を評価したところ、
高感受性のHCC38では Δφ_Mにわずかな増加傾向が認められたが、有意な変化ではなかった。
一方、低感受性のMDA-MB-231では有意な低下が観察された。MCF-7細胞株においても Δφ_M
の上昇傾向が認められた。 
活性酸素種（ROS）の産生については、HCC38においてドキソルビシン処理後に顕著な増加が



認められたが、MDA-MB-231 では変化が最小限であった。なお、MDA-MB-231 は HCC38 と
比較して基礎状態での ROS レベルが高いことが確認された。ミトコンドリア量の評価では、
HCC38はドキソルビシン処理後にもミトコンドリア量の有意な変化が認められなかったのに対
し、MDA-MB-231では有意な減少が観察された。これは、薬剤耐性の高いMDA-MB-231にお
いてミトコンドリアオートファジー（ミトファジー）が誘導されていることを示唆するものであ
った。 
ミトファジー関連タンパク質の解析では、p62 が TNBC 細胞株である MDA-MB-231 および
HCC38 で高発現していたが、MCF-7 ではほとんど発現していなかった。ドキソルビシン処理
後には、MDA-MB-231において p62発現は HCC38よりも有意に減少し、LC3B発現はMDA-
MB-231 で特異的に高かった。これらの結果は、MDA-MB-231 が過剰な ROS ストレスを軽減
するためにミトコンドリアオートファジーを積極的に活用し、これが薬剤耐性の一因となって
いる可能性を示唆している。 
細胞の代謝特性を酸化リン酸化（OXPHOS：OCR）および解糖系（ECAR）で評価したところ、
ドキソルビシン高感受性の HCC38は主に解糖系に依存している（高い基礎 ECAR）のに対し、
低感受性の MDA-MB-231 および MCF-7 は主に酸化リン酸化を代謝経路として利用している
（高い基礎 OCR）ことが明らかとなった。特に、HCC38の予備呼吸容量（Spare Respiratory 
Capacity：SRC）は、他の細胞株と比較して有意に低い値を示した。ドキソルビシン処理自体は、
全ての細胞株における代謝状態に大きな変化を与えなかった。これらの細胞実験の結果は、ドキ
ソルビシン耐性を示す MDA-MB-231 が OXPHOS 代謝に依存しつつミトファジーを活用して
ROSストレスを緩和していることを強く示唆している。 
臨床病理学的研究では、ネオアジュバント化学療法（NAC）前の DRP1発現は、50歳未満、ホ
ルモン受容体陰性（HR-）、TNBC、および高 Ki-67 率の患者群で有意に高いことが示された。
NAC 前の Parkin 発現も HR 陰性群で有意に高値であった。ただし、NAC 前の DRP1 および
Parkin発現は、無再発生存率（Recurrence-Free Survival：RFS）の危険因子とはならなかっ
た。一方、NAC前の p62低発現は統計的に有意ではなかったものの（ハザード比 = 2.459, p = 
0.082）、RFS の危険因子である可能性を示唆された。これは、ミトファジーが乳がんにおける
不良予後と関連している可能性を示す所見である。また、NAC 後の FDG-PET SUVmax 値が
2.5 未満の患者群では非 pCR（病理学的完全奏効を得られなかった）率が高かったことから、
FDG-PETはNAC後の病理学的奏効（pCR）を正確に予測する指標として限界がある可能性が
示された。 
 本研究で得られた結果は、TNBC細胞が酸化リン酸化に依存した高ミトコンドリア代謝を有し
つつ、効率的なミトコンドリアオートファジー能力も併せ持つことが、ドキソルビシンを含む化
学療法に対する抵抗性や細胞生存に寄与している可能性を示唆している。この点は、FDG-PET
の限界やミトコンドリア代謝物の研究視点から、TNBC における薬剤耐性の特殊性を初めて明
示したものであり、大きな意義を持つ。 
今後の研究においては、悪性度の高い乳癌における代謝に関わるミトファジーの影響を解明す
るため、他のミトファジー経路を含めた詳細な分子機構の解明が不可欠である。ミトファジーお
よびミトコンドリア代謝の動態をモニタリングし、標的となり得る因子を同定するには、ミトフ
ァジー関連遺伝子のノックアウトや過剰発現を用いた細胞モデルによる機能解析をさらに推進
する必要がある。また、臨床においてミトコンドリア代謝状態を非侵襲的に検出・評価するため、
PET などのイメージングに適した標的分子の同定も重要な研究目標であると考えている。ミト
ファジー活性や長期的な OXPHOS代謝状態が存在する場合に、その代謝状態を変化させ得る薬
剤の探索も不可欠である。加えて、NACレジメンに含まれる各種薬剤がミトファジー関連タン
パク質の発現に与える影響や、他の薬剤に対する腫瘍応答にミトファジーが関与するか否かを
明らかにするための検討も継続する予定である。最終的には、悪性度の高い乳癌細胞が示す独自
のメタボローム・シグネチャを標的とした新規治療選択肢を探索し、臨床応用へとつなげたいと
考えている。 
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