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研究成果の概要（和文）：トリプルネガティブ乳癌 (TNBC)の新規治療薬として期待されるpoly ADP-ribose polymeras
e（PARP）1阻害薬 olaparibとmTOR阻害薬everolimus（EVE）に注目し、乳癌細胞株を用いて基礎研究を行った。olapar
ibはTNBC細胞ばかりでなくER+HER2-乳癌細胞に対しても抗腫瘍活性を示し、CSC比率の低下をもたらし、DNA傷害性薬剤
と相加的抗腫瘍効果を示した。ER+HER2-乳癌細胞において抗エストロゲン薬とolaparibは相加的抗腫瘍効果を示した。
EVEはBRCA1変異を伴うTNBCで強い抗腫瘍効果を示した。

研究成果の概要（英文）：We conducted experimental studies to investigate anti-tumor activity of a poly-ADP
-ribose polymerase (PARP) 1 inhibitor olaparib and a mTOR inhibitor everolimus (EVE) using breast cancer c
ell lines. We also investigated the effects of the agents on the ratio of CSC. Olaparib possesses growth i
nhibitory activity in not only TNBC cell lines but also ER-positive, HER2-negative cell lines. A combined 
treatment of olaparib with antiestrogen (AE) rendered an additive growth inhibitory effect in ER-positive 
cell lines. Anti-tumor activity of EVE was investigated using a panel of human breast cancer cell lines of
 various subtypes. EVE possessed a drastic growth inhibitory effect on a BRCA1-mutated, TNBC cell line and
 also exhibited a moderate growth inhibitory effect on a part of ER-positive breast cancer cells lines. EV
E tended to decrease the ratio of CSC in most cell lines. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 乳癌患者の内分泌療法、抗HER2療法に

対する治療効果を予測するため、乳癌組

織における estrogen receptor (ER), 

progesterone receptor (PgR), HER2の

発現が臨床の場でルーチンに検査され

ている。これら 3つの因子すべてが陰性

の乳癌が triple negative (TN)乳癌であ

り、内分泌療法や抗HER2療法が無効で

あり、今のところ抗癌化学療法のみが治

療に用いられている。TN 乳癌は、生物

学的悪性度が高く、早期に遠隔転移を起

こしやすく、きわめて予後が悪い。その

ためTN乳癌の新たな治療法の開発が急

務となっている。 

(2) 最近の基礎的研究により、多くの TN 乳

癌は、遺伝子発現プロファイルを用いた

乳癌の分類の一つ”intrinsic subtype”に

おける basal-like subtypeと類似した遺

伝子発現プロファイルを有している。ま

た、家族性乳癌の原因遺伝子 BRCA1の

変異保因者に発生する乳癌の多くは、

TN乳癌に分類される。すなわちBRCA1

の機能異常とTN乳癌の発生に関連があ

ることが推測されている。また、多くの

TN乳癌では、HER1や c-KITの過剰発

現、Src シグナル伝達の亢進などが認め

られている。これらの TN乳癌の特徴を

標的とした分子標的薬を用いた多くの

前臨床・臨床試験が進められている。 

(3) 平成 20-22 年度に研究代表者らは、①乳

癌細胞株パネルの生物学的特徴の解析、

②本パネルを用い Src 阻害薬 dasatinib

が TN 乳 癌 細 胞

（ epithelial-mesenchymal transition 

[EMT]を示す basal B subtypeで有効性

が高い）に対し強い抗腫瘍活性を示すこ

と 、 ③ dasatinib は 、 aldehyde 

dehydrogenase 1 (ALDH1)陽性細胞、す

なわち乳癌幹細胞に対し、より強い増殖

抑制効果を示すことを見出した。さらに、

臨床乳癌標本を用い c-Src や p-Src 

(Y416, Y527)の腫瘍細胞における発現

を検討し、Src シグナル伝達の亢進が多

くの乳癌で認められ、遠隔転移の発生と

相関することを見出した。また、TN 乳

癌で高頻度に見られるBRCA1を代表と

する DNA double stand break修復異常

を標的とした PARP 阻害薬 olaparib を

入手し、上記パネルを用い細胞増殖抑制

効果や乳癌幹細胞に与える影響を検討

し始めている。 

(4) 血液腫瘍と同様に固形腫瘍においても癌

幹細胞 (cancer stem cells, CSC)が存在

し、この CSC が抗癌化学療法薬や放射

線療法に対する抵抗性を示し、遠隔転移

や再発の原因となっていることが推測

されている。従って、CSCに対しより強

い抗腫瘍効果を示す薬剤の使用は、治療

効果の延長や癌の治癒につながる可能

性がある。 

 

２．研究の目的 

(1) 今回の基礎研究においては、①BRCA1

機能低下を代表とした DNA double 

strand breakの修復障害を有するTN乳

癌細胞に対するPARP-1阻害薬olaparib

の細胞増殖抑制作用及びその作用機序

の解明、②TN 乳癌以外のサブタイプの

乳癌細胞に対する olaparib の細胞増殖

抑制効果とその作用機構の解明、③

olaparib と抗癌化学療法薬との併用効

果（DNA 傷害を誘導する薬剤との相乗

効果）とその作用機構の解明、④以上の

細胞増殖抑制効果と CSC 比率の変化と

の関連を検討する予定である。 

(2) 臨床例において PARP1 阻害薬に感受性

のある集団を同定するために、BRCA1, 

PARP1, PTEN, 活 性 型 Src, 

focal-adhesion kinase (FAK)などの発



現を系統的に免疫組織化学的に検討す

る。 

(3) 本研究は、平成 20-22 年度に研究代表者

らが整備してきた遺伝子発現プロファ

イルで分類される各種 subtype を網羅

したヒト乳癌細胞株パネルを用い、TN

乳癌の新規治療薬として世界的に注目

されている PARP1阻害薬の in vitroに

おける抗腫瘍効果及びその作用機構を

検討する。さらに、臨床材料を用いてこ

れらの新規分子標的薬の標的及び関連

因子の発現を系統的に分析する。本研究

において、TN 乳癌に対して有効な治療

法が見出されれば、その治療法の臨床導

入を進めることの科学的根拠が構築で

きる。 

 

３．研究の方法 

(1) ”Intrinsic subtype”分類の4種類のサブタ

イプを網羅する7種類のヒト乳癌細胞株

パネルを用い、PARP1 阻害薬 olaparib

及びmTOR阻害薬 everolimus (EVE)の

単剤における抗腫瘍活性（細胞数カウン

ト、時間・濃度依存性）を検討する。同

時に、CSCの比率（mammosphere assay、

CD44/CD24 flow cytometery解析）に

与える影響を検討する。さらに、抗癌化

学 療 法 薬 （ paclitaxel, doxorubicin, 

etoposide, SN38, 5-fluorouracil, 

cisplatinなど）との併用が抗腫瘍活性・

CSC 比率に与える影響を系統的に検討

する。また、抗腫瘍活性の作用機構を検

討するため、これらの単独または併用投

与が、細胞周期や apoptosisに与える影

響を解析する。以上の実験により、TN

乳癌細胞に対し有効性の高い（抗腫瘍活

性ばかりでなく CSC 比率低下を伴う）

治療法が選別される。 

(2) 上記 in vitro 実験により選別された「分

子標的薬と化学療法剤の良好な組み合

わせ」の作用機構を解明するため、これ

らの薬剤の単独または併用投与が、細胞

内シグナル伝達因子（とくに Erkシグナ

ルや FAK シグナル）やアポトーシス関

連因子（Bcl-2, Bax, Bcl-xL）の発現に与

える影響を検討する。また、これら分子

標的薬の標的因子（PARP1, BRCA1/2, 

リン酸化 Src）や関連したシグナル伝達

因子（PTEN, Erk, FAK）の臨床標本に

おける発現量を免疫組織化学的に半定

量化し、薬剤感受性予測因子の将来の候

補としてのデータを蓄積しておく。 

 

４．研究成果 

(1) 平成 23 年度は、 PARP 1 阻害薬 

olaparib に関する基礎研究を行い、

olaparibはTNBC細胞ばかりでなくER

陽性 HER2 陰性乳癌細胞に対しても抗

腫瘍活性を示し、細胞周期における

G2/M分画への集積、アポトーシスの誘

導、CSC比率の低下をもたらし、さらに

DNA 傷害性化学療法薬 SN38 と相加的

に抗腫瘍効果を示した。また、ER 陽性

HER2 陰性乳癌細胞において抗エスト

ロゲン薬と olaparib が相加的な抗腫瘍

効果を示すことが判明した。 

(2) 平成 24年度は、ER陽性HER2陰性乳癌

細胞におけるエストロゲン、各種内

分泌療法薬、olaparib の細胞増殖や

癌幹細胞に与える影響を探索的に

検討した。その検討の中で、内分泌

療法抵抗性獲得のメカニズムの一つと

して、CSC制御機構の異常が関わってい

る可能性が示唆された。また、内分泌療

法薬とmTOR阻害薬 EVEの併用が、相

加的抗腫瘍効果とともに CSC 比率減少

効果の増強をもたらすことも示された。 

(3) 平成 25 年度は、様々なサブタイプの

乳癌細胞株パネルにおける EVE の抗腫

瘍効果、細胞周期、アポトーシス、さら



に CSC 制御に与える影響について検討

した。EVEは、BRCA1遺伝子変異を伴

うTNで極めて強い抗腫瘍効果を示した。

また、ER 陽性細胞の一部に対しても、

中等度の抗腫瘍活性を示した。多くの細

胞株において、G1-S 移行阻害およびア

ポトーシスの誘導がみられた。CSC比率

は、低下する細胞株が多かったが、著変

は認められなかった。さらに、平成 24

年度に得られたER陽性乳癌細胞株にお

ける抗エストロゲン薬 （AE）による

CSC 抑制の作用メカニズムに関する研

究も行った。AE は、ER 陽性の乳癌細

胞株全てにおいて、エストロゲンによる

CSC比率増加作用を阻害した。しかし、

その阻害効果は、ホルモン感受性の低下

した細胞株では、弱い傾向を示した。ま

た、ER陽性の non-CSCによる ER陰性

CSC に対するパラクリン経路による制

御機構の解明を目指す pilot study を開

始した。ホルモン感受性が高い MCF-7

細胞株にエストロゲンを暴露させ、CSC

と non-CSC をフローサイトメトリーで

sorting し 、 mRNA expression 

microarray で発現プロファイルを比較

検討した。その結果、non-CSC におい

てエストロゲンにより CSC に比べより

強く発現が促進されるパラクリン因子

の候補遺伝子が同定された。今後、さら

に本研究を進めていく予定である。 
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