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研究成果の概要（和文）：乳癌組織から単離した癌特異的繊維芽細胞（CAF)を中心に、乳癌特異的微小環境の機能を解
析し、乳癌細胞の増殖および乳癌幹細胞のmammosphere形成を促進する活性を明らかにした。乳癌幹細胞がERを発現し
ていることも明らかにした。さらに、生体の微小環境下でホルモン療法耐性獲得の機構を解析するため、卵巣摘出SCID
マウスにMCF-7-E10乳癌細胞を移植し、ERの発現や増殖能が異なる複数の細胞株をin vivoで樹立した。これらの細胞株
の乳癌幹細胞をCD44陽性CD24陰性の幹細胞マーカーで解析した結果、ER陽性耐性細胞株の方がER陰性の細胞株よりより
幹細胞が多い傾向にあることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Estrogen and various growth factors are present in the breast cancer 
microenvironment, but their effects on breast cancer stem cells and the sensitivity to hormonal therapy 
remain unclear. We first analyzed the presence or absence of estrogen receptor (ER) in breast cancer stem 
like-cells derived from ER-positive MCF-7-E10 breast cancer cells transfected with ERE-GFP. Breast cancer 
stem like-cells express ER that could be activated by estrogen. Carcinoma-associated fibroblasts obtained 
from breast cancer tissues stimulate mammosphere growth of breast cancer stem like-cells derived from 
MCF-7-E10 cells. To analyze the mechanisms of in vivo development of estrogen-depletion resistance (EDR), 
we established several EDR cell lines from xenografts of MCF-7-E10 cells in ovariectomized SCID mice. ER 
expressions are decreased in some of EDR cell lines. ER positive EDR cell lines have more breast cancer 
stem like-cells than ER-negative ones.

研究分野： 腫瘍生物学　内分泌学　
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１．研究開始当初の背景  
閉経後乳癌において腫瘍周辺の線維芽細胞
CAF（Carcinoma-Associated Fibroblast）は
エストロゲン代謝酵素アロマターゼを発現
し、局所的にエストロゲンを供給する。アロ
マターゼ阻害剤(AI)は閉経後乳癌に高い奏
効性を示すがエストロゲン受容体(ER)陽性
乳癌の1/3では奏効しない。その理由として、
CAF などの間質細胞が癌微小環境で種々の因
子を産生し、癌の進展、転移に影響すること
が指摘されているが詳細は不明である。また、
近年、自己複製能と多分化能を有する乳癌幹
細胞は抗がん剤や放射線治療に抵抗性を示
し、転移、再発の原因として報告され、治療
の標的として注目されているが、ER の発現の
有無、微小環境の影響などその制御は明らか
ではない。 
 
２．研究の目的 
我々はCAFを中心に乳癌における微小環境の
個性を明らかにし、癌微小環境の治療の標的
としての重要性を報告してきた。乳癌幹細胞
に対する微小環境（ニッチ）の機能について
は不明な点が多く、本研究では、①乳癌幹細
胞の ER 活性の有無、②乳癌特異的かつ個々
の症例に特異的な癌微小環境（ニッチ）の乳
癌幹細胞に対する機能解析、③ホルモン療法
耐性獲得における乳癌幹細胞の機能を解析
するための AI 耐性モデル乳癌細胞株の樹立
を行う。 
 
３．研究の方法 
我々は、ヒト乳癌細胞株に ERE(estrogen 
response element)-GFP を安定導入した ER活
性のレポーター細胞株 MCF-7-E10 細胞を樹
立し（図１）、CAF による ER 活性化能を定量

するシステムを構築し、CAF の個性を報告し
てきた。本研究ではこの細胞を用いて乳癌幹
細胞における ER の機能、CAF の培養上清（CM）
による乳癌幹細胞への影響を解析する。さら
に、ホルモン療法耐性のメカニズムを解析す
るため、卵巣摘出 SCID マウスの Xenograft
から in vivo で AI 耐性を獲得したモデル細
胞株を樹立する. 
 
４．研究成果 
（１）はじめに、ERE-GFP を導入した ER 陽性
乳癌培養細胞株 MCF7-E10 から乳癌幹細胞を
単離し、ER の発現および乳癌微小環境の液性
因子の効果を検討した。乳癌幹細胞は、薬剤
を排出する機能が高く、Hoechst 陰性の細胞
集団(side population cells; SP 細胞)とし

て同定する
ことができ
ることから、
MCF7-E10 細
胞のSP細胞
集団をフロ
ーサイトメ
トリーで検
出し、ソー
ティングに
より単離し
た。SP 細胞
のER活性を
GFP の発現
で解析した

結果、正常乳腺幹細胞はERを発現しないが、
MCF-7-E10 細胞由来の乳癌幹細胞は非癌幹細
胞集団 MPと同様の ER活性を示した（図２）。
ALDH1（アセトアルデヒド脱水素酵素タイプ
１）をマーカーとして MCF7-E10 細胞から単
離した乳癌幹細胞においても同様の結果が
得られ、以上の結果から乳癌幹細胞は ER 陽
性であることが分かった。 
（２）次に乳癌幹細胞に対する微小環境の影
響を CAF の培養上清を用いて解析した。 SP
の 細 胞 は癌 幹 細 胞 の マ ー カ ー で あ る
mammosphere(乳癌細胞塊)形成能を示すが、
CAF の培養上清（CM）を添加したところ、細
胞増殖およびmammosphere形成が促進された
（図３）。ALDH1 陽性細胞に対しても同様に
CAF の CM はその増殖を促進した。乳癌組織由
来の液性因子も同様に SP の mammosphere 形
成を促進した。 

 
（３）我々は in vitro で AI 耐性モデル乳癌
細胞株を樹立し、複数の耐性機構があること
を報告してきた。今回は、AI 耐性獲得におけ
る微小環境の機能をより生体内に近い条件
で解析するため、卵巣摘出 SCID マウスに
MCF-7-E10 細胞を移植し、耐性モデル細胞株
の樹立を行った。エストロゲン供給の無い卵
巣を摘出した状況下ではMCF-7-E10細胞はエ
ストロゲンを投与しないと腫瘍は形成しな



い。しかし、移植した卵巣摘出 SCID マウス
を長期飼育したところ、５ヶ月以上経過して
腫瘍形成を認め、複数の細胞株が得られた

（図４）。腫瘍から単離した細胞株はin vitro
においてもエストロゲン非依存性に増殖し
た。 
親株は ER 陽性であるが、これらの AI 耐性モ
デル細胞株について、ER、PgR、HER2 の発現
を免疫染色（図５）および Western（図６）
で解析したところ、発現レベルは細胞株によ
って異なり、頻度は少ないが ER、PgR、HER2
すべて陰性の細胞株もあることがわかった。 

それぞれの細胞株を再度卵巣摘出 SCID マウ
スに移植しても（図４）これらの特性が変化
することはなかった。ER 陽性の耐性細胞株は
エストロゲン非依存性に増殖し、ER がエスト
ロゲン非依存的に活性化されていることが
示唆された。これらの細胞株ではエストロゲ
ンを添加すれば ER の活性は増加し（図６）、
ER 阻害剤 Fluvestrant で阻害された。一方、
AI耐性モデル細胞株について、CD44陽性CD24
陰性の幹細胞マーカーで乳癌幹細胞を解析
した結果、ER陽性の耐性モデル細胞株の方が
ER 陰性の細胞株よりより幹細胞が多い傾向
にあることが判明した。 
以上、本研究により、乳癌幹細胞は正常乳腺
幹細胞とは異なり、ER を発現し、活性化され

ること、CAF が産生する因子をはじめとし、
乳癌微小環境中の因子が乳癌幹細胞の増殖
を促進することが示唆された。また、in vivo
の微小環境下で、耐性機構の異なる複数の AI
耐性モデル細胞株を樹立することができた。 
今後はこれらの細胞株を用いて、耐性獲得機
構を解析する。 
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