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研究成果の概要（和文）：多くの乳癌は、エストロゲン依存性があり、内分泌療法が有効である。しかし、治療
中に内分泌療法抵抗性を獲得し、治療が効かなくなる。内分泌療法抵抗性を獲得するメカニズムとして、乳癌幹
細胞の役割に注目した。そこで我々は、エストロゲンによる乳癌幹細胞の制御機構を基礎的に検討した。その結
果、エストロゲンがエストロゲン受容体及びヘッジホッグシグナル伝達経路を介して乳癌幹細胞の制御を行って
いることを解明した。

研究成果の概要（英文）：Most breast cancers are estrogen-dependent and sensitive to endocrine 
therapy. However, resistance to endocrine therapy occurs and makes endocrine therapy ineffective. We
 focused on a role of breast cancer stem cells in the development of the resistance. Regulatory 
mechanisms of estrogen on breast cancer stem cells were investigated in vitro. We found that 
estrogen regulates breast cancer stem cells through estrogen receptor and hedgehog signaling 
pathway.

研究分野： 乳腺外科
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1. 研究開始当初の背景 
 
乳癌はホルモン依存性癌の一つに分類さ

れ、エストロゲンが乳癌の発生や進展に重要

な役割を果たしている。乳癌のエストロゲン

依存性を逆手にとったのが乳癌内分泌療法

であり、発生予防から再発治療に至るまで広

く一般臨床に用いられている。しかし、内分

泌療法導入当初からに抵抗性を示す primary 

resistance や内分泌療法施行中に抵抗性を獲

得する acquired resistance が存在し、臨床

の場において大きな問題となっている。 

乳癌は mRNA expression profile により少

なくとも 5つの異なるサブタイプに分類され

ている。そのうちホルモン感受性が認められ

るサブタイプは、乳癌全体の約 70%を占める

luminal A と luminal B である。Luminal A

サ ブ タイプ は 、エス ト ロゲン 受 容 体 

(estrogen receptor, ER)のシグナル伝達が活

性化しており、内分泌療法の有効性が高い。

一方、luminal B サブタイプは、ER シグナ

ル伝達以外にも、増殖因子等のシグナル伝達

が活性化している。Luminal B サブタイプ乳

癌は、内分泌療法に反応するものの、早期に

内分泌療法抵抗性を獲得することが示され

ている。 

過去 10 年余り、乳癌を含めた多くの固形

癌においても CSC が存在し、その発生、進

展において重要な役割を果たしていること

が示されている。CSC は、抗癌化学療法や放

射線療法に対し抵抗性を示し、癌の再発・転

移の温床となる可能性がある。しかし、乳癌

内分泌療法抵抗性獲得における CSC の役割

に関する研究は少ない。 

最近の研究では、ER 陽性乳癌において、

1) CSC の比率が他のサブタイプに比べ低い、

2) エストロゲンは ER 陽性の non-CSC を介

して ER 陰性の CSC の比率を増加させる、

3) non-CSC は、fibroblast growth factor 

receptor (FGFR), epidermal growth factor 

receptor (EGFR)，Notch 経路などを介した

パラクリン機構を利用して、CSC 比率の増加

に寄与している、などが示されている。さら

に、EGFR や Notch シグナルの活性化は、

luminal サブタイプ乳癌の内分泌療法抵抗性

の獲得に寄与し、これらのシグナル伝達の阻

害は、内分泌療法抵抗性の克服につながるこ

とが基礎的に示されてきている。 

我々はこれまで、内分泌療法低感受性乳癌

細胞では、1) CSC 比率が感受性細胞に比べ

高い、2) エストロゲンの増殖促進効果ばかり

でなく CSC 比率増加作用も減弱している、

3) 抗エストロゲン薬の増殖抑制効果や CSC

比率低下作用も減弱していることを見出し

ている。また、エストロゲンにより促進され

る non-CSC を介したパラクリン機構の仲介

因子を解明するため、CSC と non-CSC をフ

ローサイトメトリーにより分離し、mRNA 

expression array による遺伝子発現プロファ

イル解析を開始している。 

以上の学術的背景を勘案し、ホルモン依存

性乳癌における CSC の制御機構、その破綻

による内分泌療法抵抗性発生のメカニズム

を解明するため、以下の研究計画を立てた。 

1) 内分泌療法感受性細胞及び低感受性細胞

におけるnon-CSCとCSC間に存在するパラ

クリン機構の差異を mRNA expression 

array を用い網羅的に分析する。 

2) 上記パラクリン機構の要となるシグナル

伝達を同定し、その経路の異常が内分泌療法

抵抗性の発生に寄与していることを基礎的

に検証する。 

3) 乳癌標本において、要となるシグナル伝達

経路の関連因子の発現プロファイル（総蛋白

及び活性化蛋白発現量を系統的に調べる）を

検討する。 

4) 以上の結果を総合的に評価し、治療の標的

としてふさわしいシグナル伝達経路が同定

されれば、その経路を阻害する薬剤を用い、

in vitro, in vivo の実験モデルにおいて、内分

泌療法抵抗性の克服が可能かどうかを検討



する。 
 
2. 研究の目的 

 

内分泌療法感受性細胞におけるエストロ

ゲン処理による遺伝子発現プロファイルの

変化をCSCと non-CSCに分離した上で検討

した研究報告はなく、きわめてユニークな研

究結果が期待される。さらに、内分泌療法低

感受性細胞においても同様な検討を加える

ため、ホルモン感受性の違いによる CSC 制

御の分子機構の変化が明確になる。 

 これまでに報告された CSC 制御に関わる

パラクリン機構としては、エストロゲン依存

性 の FGFs/FGFRs/Tbx3 経 路 、 EGFR 

ligands/EGFR/ERK 経 路 、

DLL/Jag/Noch/PEA 経路や間質系細胞との

相 互 作 用 が 推 測 さ れ て い る

CXCL7/CXCR2/Akt 経 路 、

IL-6/IL-6R/gp-130/STAT3 経 路 、

IL-8/CXCR1/Akt 経路が候補として挙がって

いる。エストロゲン処理による遺伝子発現プ

ロファイル解析により、CSC では特定の受容

体の発現促進、non-CSC ではその ligands の

発現促進がみられることが予想される。上記

経路以外のパラクリン経路の関与も考えら

れ、大変興味深い。さらに、内分泌療法低感

受性細胞において、感受性細胞とは異なるパ

ラクリン経路が存在するとすれば、内分泌療

法抵抗性発生の原因となっている可能性が

あり、そのパラクリン経路は内分泌療法抵抗

性克服を目指した治療の標的となる。 

 現在、創薬技術の進歩により、様々なシグ

ナル伝達経路を特異的に制御する薬剤が開

発されてきている。上記検索により CSC 制

御に関わる主要なパラクリン機構が解明さ

れれば、ホルモン感受性のある乳癌において、

細胞増殖ばかりでなく、CSC 制御にも有効な

特異的シグナル伝達阻害薬の選択や開発に

役立つ可能性がある。 

CSC 制御に関わるパラクリン経路の原発

乳癌組織における免疫組織化学的検討は、こ

れまでに前例がない。とりわけ、パラクリン

経路に関連した蛋白質は、CSC と non-CSC

で異なる発現・活性化状態であると予想され、

腫瘍組織内における CSC の局在や分布の解

明の一助となる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
 
 内分泌療法高感受性細胞 (MCF-7, T-47D)

のエストロゲン処理による遺伝子発現プロ

ファイルの変化をAgilent platformを用いた

網羅的 microarray で解析する。この時、

CD44/CD24/EpCAM の細胞表面抗原を利用

したフローサイトメトリーにより sorting し、

CSCとnon-CSCに分離した上でmircoarray

解析を行う。この検討により、CSC と

non-CSC 間に存在するパラクリン機構を司

る遺伝子が複数同定される。Microarray で同

定された CSC 制御関連パラクリン経路の遺

伝子発現を定量PCRで再確認する。さらに、

内分泌療法低感受性細胞 (KPL-1, KPL-3C)

においても同様の実験を行い、パラクリン機

構の反応に差異があるかどうかを分析する。 

 上記遺伝子発現プロファイル解析で同

定された CSC 制御関連パラクリン経路の機

能を確認するため、その経路を阻害（siRNA

や特異的なシグナル伝達阻害薬を投与）し、

エストロゲンによる CSC 比率の増加を阻止

できるかどうかを検討する。さらに、

expression vector やシグナル伝達促進薬を

用い、このパラクリン経路の活性化が、エス

トロゲンによる細胞増殖促進効果や内分泌

療法薬による増殖抑制効果に与える影響を

検索する。これらの検討により、エストロゲ

ンによる CSC のパラクリン経路を介した制

御機構が明確となる。また、この経路の活性

化により CSC の制御機構が破綻することと

内分泌療法抵抗性発生の関連が判明する。 

以上の実験結果から得られた研究仮説を

さらに検証するため、 



1) CSC を制御するパラクリン経路を阻害

できる薬剤を検索・入手し、in vitro 及び

in vivo（ヌードマウス移植モデル）にお

いて、その阻害薬が内分泌療法感受性細

胞ならびに低感受性細胞の細胞増殖や

CSC 比率に与える影響を検討する。また、

内分泌療法低感受性細胞において、この

パラクリン経路の破綻が内分泌療法抵抗

性に寄与しているとすれば、内分泌療法

薬とこの阻害薬の併用により、相乗的な

抗腫瘍効果や CSC 比率の変化がみられ

る。 

2) 原発乳癌標本（川崎医科大学乳腺甲状腺

外科で手術が行われた症例）を用い、免

疫組織化学的手法により、パラクリン経

路に関連する蛋白質の発現（総発現量と

ともに活性化を受けた燐酸化蛋白の発現

量）を半定量的に検討する。これらの結

果と臨床・病理学的情報（進行度、サブ

タイプ、ER、PgR, Ki-67 標識率、予後

など）との相関を統計学的に検討し、本

経路の生物学的・臨床的な意義を検索す

る。とりわけ、パラクリン経路の活性化

と術後補助内分泌療法の治療効果（再

発・癌死の有無）との関連に興味が持た

れる。 

  
４．研究成果 
 
 乳癌内分泌療法抵抗性の発生は、臨床の場

において大きな問題となっている。しかし、

内分泌療法抵抗性発生のメカニズムは、不明

な点が多い。我々は、「エストロゲンによる

CSC の制御機構の破綻」が、内分泌療法抵抗

性発生の一因となっているとの仮説を立て

た。まず、エストロゲン抗感受性細胞株及び

抵抗性細胞株を用い、エストロゲン添加によ

り発現が亢進する遺伝子及び低下する遺伝

子を網羅的に mRNA 発現マイクロアレイで

解析し、パラクリン機構を介して CSC の制

御に関わることが予想される複数の遺伝子

を 同 定 し た 。 候 補 遺 伝 子 と し て 、

amphiregulin、betacellulin 及び CXCL-12

が抽出された。しかし、これら 3 候補遺伝子

は、エストロゲンによる発現の増加や細胞増

殖促進効果と相関したが、CSC の制御とは全

く相関しなかった。そこで、「幹細胞制御機

構の要となるHedgehogシグナル伝達経路の

effector である Gli1 が、エストロゲン依存性

乳癌細胞のエストロゲンによる CSC 制御に

おいて重要な役割を果たしている」との別の

グループから報告された研究結果を検証す

ることとした。 

 新規抗腫瘍薬として注目されている

non-canonical Hedgehog シグナル伝達阻害

薬 GANT61 を入手し、本薬剤の内分泌療法

抵抗性乳癌細胞に対する抗腫瘍効果や CSC

制御作用を検討した。その結果、エストロゲ

ン→ER と結合→Gli1 mRNA を増加→Gli1

による SOX2 などの活性化→CSC 比率の増

加が検証され、さらに、GANT61 によりこの

経路が阻害され、CSC 比率の増加を阻止する

ことが示された。また、抗エストロゲン薬と

の併用により相加的な抗腫瘍効果を示すこ

とが確認された。これらの研究結果は、論文

としてまとめられ Cancer Science に掲載さ

れた。 
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