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研究成果の概要（和文）： 

  

本研究では、乳癌細胞における薬剤耐性機構を明らかにするため、単一細胞レベルでの分子ネ
ットワークを実験と理論解析を通じて明らかにすることを目的とした。文献情報や細胞実験を
もとに、エストロゲン受容体ネットワークに関わる 35 種の分子種を選定し、細胞平均および
単一細胞での測定を行った。その結果、薬剤耐性細胞で EGFR、ErbB2、ErbB3 膜受容体、エ
ストロゲン受容体、GSK3 beta、E2F1、CREB、Fos、Jun、JunB のリン酸化またはタンパ
ク量の変化が見られた。単一細胞で計測すると、ErbB3、ERK,、Akt の活性化に細胞間の不均
一性が見られた。この結果をもとに Akt を中心としたシグナル伝達系のモデルを構築し、ネッ
トワークのシステム的な性質を調べている。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 
In this study, we try to investigate heterogeneic cellular response in tamoxifen-treated 

breast cancer cell using experimental measurement and mathematical modeling. First, we 

measured phosphorylation or/and protein level of 35 mediators in signaling network 

related to estrogen receptor. We identified dysregulated activities in EGFR, ErbB2, ErbB3 

receptor, estrogen receptor, GSK3beta, E2F1, CREB, Fos, Jun, JunB in averaged cell 

population. Furthermore, ErbB3, ERK and Akt showed cell-to-cell variation in their 

activities. We constructed mathematical model of this signaling network and investigate 

system properties of the network that may induce heterogeneic response. 
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１．研究開始当初の背景 

 乳癌は先進国において女性の約８−１０人
に１人の割合で起こる社会的に非常に重要
な疾患である。７割の患者の細胞はホルモン
受容体依存性であり、タモキシフェンなどの
拮抗薬剤の投与が第一選択肢として選ばれ
る。しかしながら、タモキシフェン治療を長

期間行ったおよそ３割の患者には、この薬剤
に対する抵抗性が生じ再発が起こるとも言
われている。ホルモン薬剤感受性の低くなっ
た細胞では、しばしば別のシグナル受容体や
その下流のキナーゼが活性されている。この
ことは、乳癌におけるホルモン受容体の機能
は、ホルモン受容体単体ではなく、大きなネ
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ットワークとして考える必要があることを
示唆している。 

 また一方で、乳癌細胞ではホルモン感受性
が細胞間で大きく異なることが長年問題視
されている。しかし、この感受性はホルモン
受容体の発現量そのものとは無関係である。
今まで、乳癌細胞の研究は、ほかの細胞研究
と同じように細胞集団の平均の研究しか行
われてこなかった。そのため、乳癌細胞のホ
ルモン応答性に対する不均一性の問題は重
要視されながらも手付かずのままである。 

 申請者等は、この細胞集団の不均一性が、
遺伝子制御ネットワークの変化によって生
じ、癌細胞の生存にとっては有利な仕組みと
して働いていると考えている。遺伝子間の制
御ネットワークを繋ぎかえるだけで出力を
変えられれば、細胞はさまざまな環境で柔軟
に生き残ることができる。薬剤耐性の乳癌細
胞において、ホルモン受容体の量が十分あっ
ても、ホルモン受容体として機能していない
ということはネットワークの回路の変化が
起こっている可能性が考えられる。回路が変
化すれば、分子のダイナミクスに変化が生じ、
同じ入力に対しても細胞の出力は大きく変
化する。このような分子ダイナミクスの違い
を、細胞毎に捕捉できれば、ホルモン薬剤耐
性の問題も解ける可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、乳癌細胞におけるホルモン受
容体の遺伝子制御ネットワークの機械的な
制御を明らかにする。そのために、薬剤耐性
を説明しうるモデルを構築する。その上で、
この耐性の回路を寸断するような分子ター
ゲットを見出すことを長期的な目的とする。
期間内では、様々な分子活性を一細胞レベル
の質量分析計などを用いて、定量し、その数
理的解析を行う。このようなデータを元に乳
癌のネットワークを構築する（下図）。ホル
モン受容体ネットワークの機械的な回路を
明らかにし、薬剤抵抗性のメカニズム解明の
端緒としたい。一細胞レベルの解像度で、ホ
ルモン受容体の役割がわかれば、乳癌の各ス
テージにおける病理から、より良い治療方針
が決定できるようになると期待できる。 

 

 

３．研究の方法 

 
まずはウェスタンブロット等を用い、野生株
およびタモキシフェン耐性株 MCF-7ヒト乳癌
細胞内で活性化されている各種受容体およ
びシグナル分子の活性を明らかにする。その
上で様々な条件下における分子活性化やタ
ンパク量を一細胞ごとに収集する。細胞集団
における、各細胞の分子ネットワーク同定を
可能にする数理モデルを開発する。細胞測定
データと文献情報をもとに、ホルモン感受性
の差異が生じるネットワークを明らかにす
る。得られた仮説は、実験によって検証を行
う。 
ネットワークの同定：  
エストロゲン受容体ネットワークに関わる
分子制御の情報を文献や公共データベース
から集める。基本となる実験測定分子を決定
する。  
細胞分析： 
ウェスタンブロットを用い、野生株およびタ
モキシフェン耐性株の細胞集団における約
30 種類の分子活性を調べる。その上で、分子
のリン酸化およびタンパク量を、一細胞レベ
ルで測定する。一細胞測定はフローサイトメ
トリーまたは CyTOF(一細胞質量分析計)を用
いる。そのために抗体選定を行う。成長因子、
阻害薬剤を加えた条件で、分子活性化の時系
列、定量データを収集する。 
数理解析： 
分子ネットワークの制御関係を予測する統
計的なアルゴリズムを開発する。このアルゴ
リズムや常微分方程式モデルを用いてデー
タをもとにネットワークの解析を行う。 
 
４．研究成果 
 文献情報や細胞実験をもとに、エストロゲ
ン受容体ネットワークに関わる 35 種の分子
種を選定した。先の研究(Oyama et al. JBC 
2010)にて埼玉医科大学 井上聡教授が構築
されたタモキシフェン耐性 MCF-7 細胞(TamR)
とその野生株細胞について、これらの分子の
ウェスタンブロットを行い、10nM エストロ
ゲン（E2）および成長因子（HRG）をそれぞ
れ投与後 5分のリン酸化状態とタンパク量を
測定した(下図)。 



 

 

 その結果、TamR では EGFR, ErbB2, ErbB3
膜受容体およびエストロゲン受容体がタン
パク量、リン酸化量共に上昇していた。また
今回測定した下流の転写因子のGSK3b, E2F1, 
CREB, Fos, Jun, JunB のリン酸化も上昇して
いた。しかし、これらのタンパク量は必ずし
もリン酸化活性と一致しておらず、GSK3b, 
E2F1, Jun などのタンパク質ではむしろ野生
株のほうがタンパク量が多かった。 
 興味深いことに、エストロゲン受容体や膜
受容体活性およびその下流の転写因子の発
現量や活性が野生株と薬剤耐性株の 2つの細
胞で大きく異なるのにも関わらず、中間のシ
グナルである ERK,Ak やアダプタータンパク
のリン酸化には大きな違いはなかった。この
２つの細胞間で違いの見られたものは PLCg
および ERK のタンパク量、および PI3K p85
のリン酸化量であった。特に ERK では ERK2
のタンパク量が薬剤耐性株 TamR で顕著に増
加していた。 
 ここで、上流の膜受容体活性が細胞間で大
きく異なるのにも関わらず、中間のキナーゼ
リン酸化活性に大きな変化が見られないの
は矛盾しているように思われた。考えられる
のは、ウェスタンブロットのような細胞集団
の平均でそれぞれの個別の細胞の活性が平
均化されてしまって変化が見えなくなって
いることである。よって、次に、HRG 刺激条
件の時間と濃度を変えて一細胞レベルでの
分子活性を観察することとした。 
 
 ま ず は 野 生 株 の ERK リ ン 酸 化 を
0.025-0.5nM の範囲で HRG 濃度を変えてフロ
ーサイトメトリーで測定した。その結果、ERK
活性が全くない細胞と活性の高い細胞の２
つの集団に分かれることがわかった。さらに
この２峰の活性ピークごとに細胞を分取し、
ウェスタンブロットを行うと、細胞の高い集
団では ErbB3 および Akt リン酸化が高いこと
が示された 
（下図）。つまり、細胞の不均一性に ErbB3
受容体活性そのものが大きく関与する可能
性が示された。このことを確かめるべく、リ
ン酸化 ERK, リン酸化 Akt, リン酸化 ErbB3
共染色の CyTOF を試みたが、残念ながら、こ
の手法に適した ErbB3 および Akt リン酸化の
市販の抗体やそれに対応した最適化実験条
件を期間内に見出すことができなかった。 

 ただこのリン酸化 ERKのフローサイトメト
リーとウェスタンブロットの実験からはこ
のネットワークの制御系式として、今までシ
グナルネットワークでよく見られるような
フィードバック制御というよりも、受容体の
フィードフォワード制御がこれらの細胞の
不均一性に関与しているのではないかとい
うことが推測された。 
さらに、このような２峰性の細胞活性をリン
酸化 Akt抗体を用いてフローサイトメトリー
および免疫染色で調べた。リン酸化 ERK のよ
うな２つのピーク活性はリン酸化 Aktでも同
様に見られ、さらに Akt(pan)抗体を用いて免
疫染色を行うと、成長因子 HRG を添加する前
から Aktの細胞局在に細胞間の大きな違いが

あることが見出された（下図）。特にこの局
在は核で顕著であり、ほかのリン酸化 Akt 抗
体(Ser473)を用いても同様の傾向が見られ
た。また Akt は活性時に細胞膜に移行してい
ることが知られているが、HRG 刺激後５分で
は膜で強いシグナルが観察されていた。この
細胞ごとの Akt 局在の違いはむしろ HRG 添加
後 180 分のほうがばらつきが少ないようにも
思われた。また、このような細胞間の不均一
性はリン酸化 ERKではそれほど顕著ではなく、
Akt およびリン酸化 Akt で嫌儲であった。 こ
れらの実験結果を統合すると、MCF-7 細胞で
は ErbB3 膜受容体の活性化量の不均一性が
Akt 活性の不均一性を引き起こしているよう
に思われた。ハーバード大のグループは PI3K
のタンパク発現量が Aktの活性化の不均一性
を決定しているという報告をしており、本研
究結果はそれとは多少異なる結果となった。
これらを詳細に突き止めるためには細胞毎
のタンパク量を定量的に調べる実験が必要
だと考えている。 
 
 これらの情報を理論的に整理するために、
膜受容体から Akt 活性化、それによる転写制
御を加えた MCF-7野生株細胞を対象とした数
理モデルを用いて作成した（前ページ図）。



 

 

この際にパラメータの問題が少ない定微方
程式モデルをまずは用いた。モデルには、Akt
の挙動を表現するために細胞膜、細胞質、細
胞核のコンパートメント情報も加えた。現在、
シミュレーションを行いながら、実験結果の
検証実験とモデルの精密化を進めている。こ
の野生株モデルの作成後、エストロゲン受容
体やタモキシフェン耐性株のパラメータ（受
容体の高活性等）を入れてシミュレーション
を行う予定である。 
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