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研究成果の概要（和文）：乳がんでは、寛解後10年以上してからがんの転移性再発がみられることがある。このような
再発には、転移先の臓器で細胞周期が停止した休眠状態を維持して潜在するがん細胞が関与するとされる。本研究では
、ヒト乳がん組織を直接移植したヒト乳がん異種移植マウスのがん細胞の多くが細胞周期の停止したG0期にあること、
がん細胞の細胞周期の停止と一次繊毛の有無には関連がないこと、およびケモカインレセプターCXCR4の発現低下が細
胞周期の停止と関連することを解明した。さらに、ヒト乳がん異種移植マウスのがん細胞に特徴的な発現を示す一連の
マイクロRNAを同定し、それらが制御する遺伝子およびシグナル伝達系の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Metastatic cancer may emerge more than 10 years after complete remission in human 
breast cancers. It is considered that these very late relapses are caused by the latent tumor cells that 
remain dormant in the organs of metastases. In this research, we revealed that the cancer cells in the 
patient-derived xenografts of human breast cancers are mostly in a G0 phase; the presence of primary 
cilia is not associated with the cell-cycle arrest; and the downregulation of the chemokine receptor 
CXCR4 is associated with the cell-cycle arrest. Furthermore, we identified the microRNAs that are 
preferentially expressed in the cancer cells in the patient-derived xenografts of human breast cancers 
and revealed a part of the genes and signaling pathways regulated by these microRNAs.
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１．研究開始当初の背景 

乳がんや前立腺がんでは、治療後 10 年以上

の寛解期を経てがんの転移性再発がみられ

ることがある。このような再発の原因となる

がん細胞は、長期間増殖も細胞死も起こさな

いまま、あるいは増殖と細胞死がバランスを

とったまま、転移先の組織で存在していたと

考えられる。特に血液系腫瘍を中心とした研

究から、休眠状態の維持とその破綻には、増

殖因子による刺激、血管新生因子の働き、免

疫監視機構の変化、炎症による細胞間基質の

変化などが関与すると考えられてきた

（Aguirre-Ghiso JA, Nature Reviews Cancer, 

2007）。また、動物モデルによる検討では、

抗β1 インテグリン抗体による乳がん細胞の

表現型の正常化や（Weaver VM et al. Journal 

of Cell Biology,1997）、がん遺伝子 Myc を

発現する肝細胞がんではMycの発現抑制によ

り肝がん細胞の分化誘導および休眠化がお

こることが報告されてきた（Shachaf CM et al. 

Nature, 2004）。 

がん幹細胞は、がん組織中に存在する自己再

生能と高い腫瘍原性をもつがん細胞であり、

化学療法や放射線療法により高い抵抗性を

もつ。多くの腫瘍ではがん幹細胞は比較的少

数しか存在しないが、治療後も長期間にわた

り休眠状態を維持したまま潜伏できるがん

細胞は、がん幹細胞ではないかと推測されて

きた(Hermann PC et al. Cell Stem Cell, 

2007)。 

マイクロ RNA は 21 塩基前後からなるタンパ

クをコードしない RNA であり、ヒトでは 1000

種以上が存在すると推測されている。私は、

ヒトの固形がんにおけるがん幹細胞の存在

を初めて報告した米国スタンフォード大学

の Michael Clarke 教授の研究室において、

ヒト乳がん組織由来がん幹細胞に特徴的な

37種のマイクロRNAからなるプロファイルを

同定した。その中でも特に miR-200c は、自

己再生能に関わるポリコーム遺伝子 BMI1 の

発現を抑制してヒト乳がん幹細胞の幹細胞

性を抑制することを解明した（Shimono Y et 

al. Cell, 2009）。マイクロ RNA は、細胞増

殖、細胞死、代謝、分化の制御など多彩な機

能をもつ。したがって、マイクロ RNA が、が

ん細胞の休眠状態の維持機構に関与する可

能性は十分に考えられるが、細胞の休眠化に

関わるマイクロ RNA は解明されていない。 

本研究では、ヒト乳がんの病態をより忠実に

反映できるヒト乳がん異種移植マウスの解

析を通じて、休眠状態にあるヒト乳がん細胞

とがん幹細胞に特徴的に発現するマイクロ

RNA を同定し、マイクロ RNA を中心とした分

子機構の解析をすすめる。 

 

２．研究の目的 

ヒトの乳がんの長期寛解後の再発に関わる

がん細胞をより忠実に解析するモデルとし

て、ヒト乳がんの組織を直接移植したヒト乳

がん異種移植マウスを作製する。次に、原発

巣および転移巣のヒト乳がん細胞の解析を

通じて、休眠状態にあるがん細胞やがん幹細

胞を特徴づけるマイクロRNAおよび遺伝子の

発現を解明する。これらの解析を通じて、ヒ

ト乳がん細胞の休眠状態の制御に関わる分

子機構を解明する。 

 

３．研究の方法 

ヒト乳がん異種移植マウスの腫瘍またはそ

の肺転移巣から、休眠状態にあるがん細胞ま

たはがん幹細胞をセルソーターで分離し、が

ん細胞の休眠状態と関連するマイクロRNAや

遺伝子の発現を網羅的に解析した。また、マ

イクロRNAが標的とする遺伝子候補やシグナ

ル伝達系の解析を通じて、休眠状態の制御に

関わる分子機構を解析した。さらに、同定さ

れたマイクロRNAをヒト乳がん細胞に導入し

て、マイクロ RNA がヒト乳がん組織のがん細

胞の休眠状態に与える影響を検討した。 

(1) ヒト乳がん異種移植マウスの樹立と転

移巣の検索 

ヒト乳がん検体を直接移植したヒト乳がん

異種移植マウスの腫瘍は、ヒト腫瘍を構成す

るがん細胞の多様性および組織像をより忠

実に反映することが可能である。私たちは以

前、ヒト乳がん異種移植マウスの解析を通じ

て、その一部に肺転移巣の形成がみられるこ

とを明らかにした（Liu H et al. PNAS, 2010）。

また、マウスにおけるがん細胞の転移の有無

は元となった患者の予後を反映することも



報告されている（DeRose YS et al. Nature 

Medicine, 2011)。 

本研究では、ヒト乳がんの異種移植マウスモ

デルを作成するため、神戸大学病院腫瘍・血

液内科および乳腺内分泌外科より、倫理委員

会の承認に基づいた同意の得られた乳がん

患者の手術検体を収集し、それらをマウスの

乳腺領域に移植してヒト乳がん異種移植マ

ウスを作製する（図１）。移植に使用する免

疫不全マウスは、NOD/SCID マウスまたはより

免疫不全度の高い NOG マウスを使用する。樹

立されたヒト乳がん異種移植マウスの原発

巣および肺の組織標本を作製して、がん細胞

の有無を蛍光免疫染色法により検索する。さ

らに、セルソーターを用いてより効率的にが

ん細胞を分離するために、GFP 発現レンチウ

イルスを用いてヒト乳がん腫瘍を標識する。 

(2) ヒト乳がん異種移植マウスのがん細胞

の細胞周期制御の分子機構の解析 

臨床でみられる長期寛解後の再発により近

いモデルとして、ヒト乳がん異種移植マウス

の肺転移巣で休眠状態にあるがん細胞に着

目して解析する。まず、Hoechst 3342 や

Pyronyn Y などの染色および細胞周期に関わ

るタンパク質の発現を指標に、原発巣および

肺転移巣のがん細胞の細胞周期をフローサ

イトメーターにて解析する（図１）。つぎに、

ヒト乳がん細胞の細胞周期の制御に関わる

分子機構を解明するため、細胞増殖、細胞周

期、細胞死、転移などの制御に関わる遺伝子

に着目してそれらの発現を単細胞レベルで

解析する（図１）。さらに、細胞周期の停止

との関連が示されてきた一次繊毛の有無と、

がん細胞の細胞周期との関連を、ヒト乳がん

異種移植マウスの腫瘍を用いた蛍光免疫組

織学的解析により明らかにする。 

(3) 原発巣および転移巣のヒト乳がん細胞

に特徴的なマイクロ RNA の解析 

ヒト乳がん異種移植マウスの腫瘍および肺

転移巣に存在するがん細胞およびがん幹細

胞を、セルソーターを用いて収集する。得ら

れたがん細胞からRNAを分離し、マイクロRNA

発現量を定量的PCR法にて網羅的に解析する。

これらの解析を通じて、休眠状態にあるヒト

乳がん細胞に特徴的に発現するマイクロ RNA

を同定する（図１）。つぎに、これらのマイ

クロＲＮＡを発現するヒト乳がん細胞をマ

ウスに移植して、マイクロＲＮＡががん細胞

の休眠状態の維持におよぼす影響を解析す

る。 

(4) ヒト乳がん幹細胞に特徴的に発現する

マイクロRNAによる細胞増殖制御の分子機構 

がん幹細胞に特徴的な発現のみられるマイ

クロRNAの標的遺伝子の候補から、細胞増殖、

細胞周期、細胞死、幹細胞性などと関連のあ

る候補遺伝子を選び、実際にマイクロ RNA に

より遺伝子発現が制御されるかを検討して、

細胞増殖の制御および休眠状態の維持に関

わる分子機構の解明をすすめる。 

 

４．研究成果 

本研究では、ヒト乳がん手術検体を直接移植

したヒト乳がん異種移植マウスを作製し、そ

の原発巣と肺転移巣には休眠状態にあるが

ん細胞が高率に存在することを解明した。さ

らに、細胞周期の停止が一次繊毛の有無とは

関連がないこと、ケモカインレセプター

CXCR4 の発現低下が原発巣および肺転移巣の

がん休眠と関わること、およびがん細胞で特

徴的な発現がみられるマイクロRNAによる細

胞周期制御の分子機構を解明した。 

 (1) ヒト乳がん異種移植マウスの樹立と転

移巣の検索 

① ヒト乳がん異種移植マウスの樹立 



同意の得られた乳がん患者の手術検体を 118

症例収集し、マウスに移植した。luminal A/B、

basal-like、HER2 タイプなど各種の組織型か

らなるヒト乳がん異種移植マウスを樹立し

た。 

② 転移巣の検索とがん細胞の標識 

樹立したヒト乳がん異種移植マウスの各臓

器の組織標本を作製して、がん転移巣の有無

を検索した。さらに、セルソーターを用いて

より正確にがん細胞を分取するため、転移巣

が観察されたヒト乳がん異種移植マウスの

腫瘍細胞をGFP発現レンチウイルスにより標

識した。 

 (2) ヒト乳がん異種移植マウスのがん細胞

の細胞周期制御の分子機構の解析 

① 原発巣および肺転移巣の細胞周期解析 

樹立されたヒト乳がん異種移植マウスの原

発巣および転移巣よりがん細胞を分離し、が

ん細胞の細胞周期を解析した。解析したヒト

乳がん異種移植マウスの原発巣と肺転移巣

のがん細胞ではそれぞれ73%と 65％が細胞周

期が停止した G0 期にあることを解明した

（Nobutani K et al. Genes Cells,2013)（図

２）。 

② 一次繊毛に依存しないヒト乳がん細胞

の細胞周期制御 

一次繊毛は、ほとんどの哺乳類細胞の細胞表

面にみられ、細胞分化やシグナル伝達に関わ

る。特に培養細胞を用いた検討などから、一

次繊毛が細胞周期の停止と関連するという

報告がされてきた。本研究では、ヒト乳がん

異種移植マウスの原発巣および転移臓器を

免疫組織学的に解析し、ヒト乳がん細胞の一

次繊毛の有無を解析した。この解析からは、

がん細胞の細胞周期の停止と一次繊毛の有

無には関連が見られなかった。したがって、

ヒト乳がん組織においては、一次繊毛は、が

ん細胞の細胞周期の停止や休眠とは関連が

乏しいと考えられた（Nobutani K et al. 

Genes Cells,2013)。 

③ ヒト乳がん細胞の休眠に関わる分子機

構の単細胞レベル解析 

ヒト乳がん組織において単細胞レベルでが

ん細胞の細胞周期に影響を与える遺伝子を

明らかにするため、セルソーターを用いてヒ

ト乳がん異種移植マウスの原発巣および肺

転移巣のがん細胞を単細胞レベルで分離し

た。原発巣および肺転移巣のがん細胞の両者

において、細胞周期の進行に関わる MKI67 遺

伝子の発現低下とケモカインレセプター

CXCR4 の発現低下に単細胞レベルで強い相関

を認めた。また、ヒト乳がん異種移植マウス

の腫瘍においてCXCR4の発現量は細胞周期の

進行との関連を認めた（Nobutani K et al. 

PLoSOne, 2015, in press）（図３）。 

④ CXCR4 の阻害によるがん休眠の誘導 

CXCR4 の阻害分子である AMD3100 を投与した

ヒト腫瘍異種移植マウスの原発巣および肺



転移巣では、Ki-67 陽性細胞が減少し、がん

細胞の休眠状態がより強く誘導された

（Nobutani K et al. PLoSOne, 2015, in 

press）。したがって、CXCR4 を介したシグナ

ル伝達系は、ヒト乳がんの原発巣および転移

巣において、ともにヒト乳がん細胞の細胞周

期の制御に特に重要な役割を果たしている

ことが明らかになった。 

(3) 原発巣および転移巣のヒト乳がん細胞

に特徴的なマイクロ RNA の解析 

① ヒト乳がん細胞を特徴づけるマイクロ

ＲＮＡの解析 

ヒト乳がん異種移植マウスのがん細胞の多

くが休眠状態にあることを踏まえ、セルソー

ターにより分離したがん細胞およびがん幹

細胞に発現するマイクロ RNAを定量的 PCR法

にて網羅的に解析した。これらのがん細胞で

特徴的な発現の変化が認められる一連のマ

イクロ RNA を同定し、さらにマイクロ RNA の

標的となる、細胞増殖、細胞周期、細胞死、

幹細胞性の制御に関わる遺伝子候補を解明

した。 

② マウス移植モデルを用いた休眠関連マ

イクロ RNA の機能解析 

レンチウイルスを用いて、同定された一連の

マイクロRNAを発現するヒト乳がん幹細胞を

作製した。これらのがん幹細胞をマウスに移

植して、マイクロ RNA ががん細胞の休眠維持

におよぼす影響の解析をすすめている。 

(4) ヒト乳がん幹細胞に特徴的に発現する

マイクロRNAによる細胞増殖制御の分子機構 

① miR-142 による WNT シグナル伝達系制御 

古典的 WNT シグナル伝達系は、特に乳がん幹

細胞の維持および細胞増殖に重要な役割を

もつ。本研究では、ヒト乳がん幹細胞に特徴

的に発現が上昇している miR-142 が、古典的

WNT シグナル伝達系の構成タンパク質である

APC を標的として、古典的 WNT シグナル伝達

系を増強し細胞増殖を促進することを解明

した（Isobe T et al. eLife, 2014）。さら

に、miR-142 は、乳がん幹細胞で特徴的に発

現が上昇しており、乳がん細胞の増殖促進作

用をもつ miR-150 の発現を古典的 WNTシグナ

ル依存的に転写誘導して、細胞増殖を促進す

ることを解明した。 

② miR-199 と miR-214 を介した ErbB2/ErbB3

シグナルの制御 

ヒト乳がん幹細胞では miR-199 および

miR-214 の発現が上昇している。miR-214 は

がん抑制遺伝子として知られる細胞表面タ

ンパク質 Necl-2 を直接標的としてその発現

を抑制した。一方、miR-199a は、糖鎖修飾酵

素 ST6GAL1 の発現抑制を介して間接的に

Necl-2 の発現を抑制した（Minami A et al. J. 

Biol. Chem. 2013; Momose K et al. Genes 

Cells 2013）。さらに miR-214 と miR-199a

はともに、Necl-2 の発現を抑制することで、

ErbB2/ErbB3 シグナル伝達系を活性化した。

したがって、miR-214 と miR-199a は、異なる

機構で細胞増殖、細胞運動や細胞死の制御に

関わることが明らかになった。 
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