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研究成果の概要（和文）：アロマターゼ阻害剤（AI）耐性機序の解明を目的とし、我々が以前樹立したERE-GFP導入ER
陽性乳癌細胞を親株にして、長期エストロゲン枯渇状態やアンドロゲン添加状態で生き残ったコロニーをER活性による
GFP蛍光を指標にして複数株を単離・樹立することによって最終的に６種類の耐性機序の異なった細胞を作製した。そ
れらの性質を詳細に解析した結果、PI3K-Akt経路を介したERのリガンド非依存的活性化による耐性細胞、エストロゲン
様活性を有するアンドロゲン代謝産物を産生して利用する耐性株やアンドロゲンそのものに依存してアンドロゲン受容
体を介して増殖促進するものなど、複数の新規耐性機序を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the aromatase inhibitor (AI)-resistant mechanism, we established 6 ki
nds of resistant cell lines having different resistant mechanisms from ERE-GFP introduced MCF-7 cells whic
h we established previously. These resistant cells were established by long-term estrogen depletion and/or
 androgen supplemented under monitoring ERE-GFP activity. The characterization of these cell lines reveale
d novel hormonal therapy-resistant mechanisms such as ligand-independent ER activation by phosphorylation 
from PI3K-Akt pathway, ER activation by estrogen-like androgen metabolite (3bHSD), or androgen receptor-de
pendent growth mechanism.
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１．研究開始当初の背景 
乳癌の罹患率は我が国において近年急速に
上昇している。乳癌の発生・進展にはエスト
ロゲンが深く関わっており、またエストロゲ
ンとその受容体がホルモン療法の標的にな
っており、進行再発癌、術後補助療法、術前
治療と、幅広い局面で施行され、良い成績を
上げている。現在そのホルモン療法の中心と
なっている薬剤が AI 剤である。しかし、近
年その AI に対する耐性が問題となってきて
いる。AI 治療再発後には、他の種類の AI や
抗エストロゲン剤を用いた治療、または化学
療法などが施行されるが、それぞれの患者に
対してどの治療法を選択すべきであるかに
関してはその機序が明らかでないため、明確
な指標はない。 
エストロゲンは本来、各種標的臓器において
リガンド依存性転写因子でもあるエストロ
ゲン受容体（ER）を介して下流標的遺伝子の
発現を制御することにより、細胞の増殖・文
化を調節しており、その機序が乳癌の増殖・
進展にも関与していると思われる。特に閉経
後乳癌においては癌周囲の間質繊維芽細胞
内のアロマターゼによってエストロゲンが
合成され癌細胞に供給されていることが重
要であり、まさにその点が AI 剤の標的とな
っており、エストロゲンを枯渇させることで
乳癌細胞の増殖を抑えている。しかし、我々
は個々の乳癌において ER 陽性の癌細胞を刺
激するシグナルがエストロゲンだけではな
い こ と も 明 ら か に し た （ 原 著 論 文 
Yamaguchi Y. et al. Cancer Res.,  65: 
4653-4662, 2005）。 
培養細胞を用いた基礎的な研究からも ER の
活性化はリガンドのみでなく、リン酸化など
の蛋白修飾によっても起こることが示唆さ
れている。すなわち、エストロゲンシグナル
経路が増殖因子等の刺激化に引き起こされ
る細胞内リン酸化カスケードの影響を受け
ることが考えられる。しかし、実際の乳癌に
おいてそのような機序が機能しているのか
は明らかでなく、また、それらのエストロゲ
ン枯渇耐性への役割も十分わかっていない。 
これまで我々は乳癌のエストロゲン受容体、
およびその標的遺伝子の役割について様々
な研究を行い、乳癌における ER の機能と重
要性を明らかにしてきた。また、それらの成
果の臨床応用として、新たな乳癌の個別化、
ホルモン療法の適応を決める新たな診断指
標の探索を行ってきた(総説 Hayashi S. et 
al. Cancer Sci.,100:1773-1778,2009)。それ
らの研究の中で、細胞に ERE-GFP を安定導
入した ER 陽性乳癌細胞 MCF7-E10 細胞を
樹立して生きたまま ER 活性をモニターでき
るレポーター細胞として用いている。そこで、
今回、この細胞を親株として、長期エストロ
ゲン枯渇状態や AI 添加状態で生き残ってき
たコロニーを GFP のコロニーを指標にして
ER 活性を保ったものとそうでないものから
それぞれ複数単離し、細胞株として樹立する

ことによって複数種の耐性モデル細胞を作
製し、それらの characterization を詳細に行
うことによって、その機序を明らかにする。
また、実際の AI 再発症例検体の ER 活性や
示唆された耐性機序について解析し、検証す
る。 
 
２．研究の目的 
近年の閉経後乳癌の内分泌治療の中心はア
ロマターゼ阻害剤（AI）である。最初の第 3
世代の AI が臨床に用いられるようになって
10 年近くが経過し、近年その再発や耐性が大
きな問題となっている。その原因には治療に
伴う細胞内のエストロゲンシグナル経路の
変化がひとつの大きな要因になっていると
思われる。そこで我々が以前樹立した
ERE-GFP 導入 ER 陽性乳癌細胞を親株にし
て各種耐性モデル細胞を作製し、そのシグナ
ル経路を解析し、また臨床検体を用いた検討
結果と合わせて詳細なメカニズムを明らか
にし、AI 耐性克服の戦略を見出す。 
 
３．研究の方法 
特に仮説として次ページの図のような 5 つ
の予想される耐性機序を想定し、研究期間
内にそれらについてひとつずつ検証してい
く。まず、GFP 陽性、陰性のそれぞれのエ
ストロゲン(E2)枯渇耐性株を複数作製し、
また、E2 枯渇で増殖因子添加による耐性
株も作成し、4 番と 5 番の機序の可能性に
ついて細胞内シグナル経路を解析すること
で検証する。また、1 番から 3 番の可能性
について調べるために、ERE-GFP を有す
る細胞株にさらにアロマターゼ発現ベクタ
ーを導入することにより、アロマターゼ酵
素を有する ER 陽性乳癌レポーター細胞を
作製し、これを E2 枯渇、テストステロン
添加、AI 剤添加にて長期培養し、新たな耐
性株を樹立し、それらを同様に詳細に解析
する。これによってどの仮説が実際に乳癌
細胞内で起こりうるのか、そのメカニズム
はどのようなものか、エストロゲンシグナ
ル経路はどのように変化するのかというこ
とについて明らかにする。それによって、
再発患者の個別化を可能にする指標の開発
に役立て、またそれぞれの機序の克服のた
めにとりうる治療法を明らかにする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
研究の目的における、ERE-GFP 導入 ER 陽
性乳癌細胞を親株にして各種耐性モデル細
胞を作製し、そのシグナル経路を解析した。
長期エストロゲン枯渇状態や invivo に近い、
アンドロゲン添加状態や AI 剤添加状態で生
き残ったコロニーを ER 活性による GFP 蛍
光を指標にして複数株を単離・樹立すること
によって、最終的に 6 種類の耐性機序の異な
った耐性モデル細胞を作製した（特許申請
中：特願 2011-152458 特願 2013-108774）。
そしてそれらの characterizationを詳細に行
った結果、従来も報告されていた PI3K-Akt
経路を介した ER のリガンド非依存的活性化
による耐性細胞が得られたが（原著論文  
J.Steriod Biochem. Mol. Biol., 139: 
61-72,2014）、他にもエストロゲン様活性を
有するアンドロゲン代謝産物を産生して利
用する耐性株（原著論文 Breast Cancer Res. 
Treat. 139:731-740,2013 及 び  Breast 
Cancer Res. Treat. 143(1),69-80,2014）やア
ンドロゲンそのものに依存してアンドロゲ
ン受容体を介して増殖促進するもの（投稿
中）など、これまでに知られていない複数の
新規耐性機序を明らかにした。 
今後、さらに研究を進めて、それぞれの機序
を識別するバイオマーカーを明らかにして
再発乳癌の個別化を可能にすることで、2 次
医療の奏効性を上げ得るかもしれない。 
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