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研究成果の概要（和文）：乳癌は癌幹細胞により形成されると考えられるが、未だ癌幹細胞を標的とする治療薬は実現
していない。本研究では、ALDH陽性の癌幹細胞モデルの遺伝子解析により、癌幹細胞の新規標的分子としてCHIPを明ら
かにした。CHIPのノックダウンによりALDH陽性細胞が増加し、逆にCHIP過剰発現により減少したことから、CHIPは癌幹
細胞を負に制御することが示唆された。次に、CHIP発現を上昇する化合物により、濃度依存的にALDH陽性細胞の増殖が
抑制された。さらに、CHIPによる制御機構を明らかにするため、現在、CHIPの基質の探索を進めている。以上により、
CHIPによる乳癌幹細胞の増殖制御を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Growing evidence suggest that breast cancer is originated form a minor population 
which is called cancer stem cells (CSCs). However, there is no agent for CSCs. Here, using microarray 
screening in aldehyde dehydrogenase (ALDH)-positive CSC model, we identified a novel role for a 
CHIP/Stub1 ubiquitin ligase in breast CSC regulation. Knockdown of CHIP increased ALDH-positive cells in 
MCF-7 cells. In contrast, overexpression of CHIP reduced ALDH-positive cells. These data suggest that 
CHIP negatively regulate breast CSCs. We next examined the effect of compounds that increase expression 
levels of CHIP. The compound decreased the proportion of ALDH-positive cells in MCF-7 cells. Since 
knockdown of CHIP did not affect the target gene for the stem cell signaling pathway (Notch, Hedgehog, 
and Wnt), CHIP is considered to regulate other stem cell target. Taken together, our findings suggest a 
novel target of CHIP in breast CSCs. CHIP might be a target for drug development against breast cancer.

研究分野：幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
女性の乳癌罹患率は胃癌を超え現在第

1 位である。罹患率・死亡率ともに上昇

傾向にあり、乳癌の克服は社会的に見て

も極めて重要な課題である。現在、乳癌

の治療にはエストロゲン受容体等を標的

とした医薬品が使用されているが、抗癌

剤による治療には限界があり、長期投与

による薬剤抵抗性など解決すべき課題が

残されている。 

近年の研究により、既存の薬剤に対し

て抵抗性を示す「癌幹細胞」（または腫瘍

始原細胞とも呼ばれる）が存在し、薬剤

による治療後も数パーセントの癌幹細胞

が残存して癌が再発・転移することが明

らかになってきた。癌幹細胞は、正常組

織における幹細胞と同様に、未分化状態

で増殖する「自己複製能」と多様な細胞

を生み出す「多分化能」を有する細胞と

定義される。癌の治療の際、薬剤や放射

線、外科手術などにより多くの癌細胞を

除去できるが、治療抵抗性が高い非常に

わずかな癌幹細胞が残存してしまうと癌

の再発や転移がおこると考えられる。従

って、癌幹細胞を標的とした創薬や診断

法の開発が急務である。 

癌幹細胞は細胞数が少なく同定・単離

が困難であり、その実体が不明であった。

現在は、細胞表面抗原、スフィアと呼ば

れる細胞塊を形成する方法、薬剤排出能

を利用する方法（SP 細胞）、細胞内アル

デヒド脱水素酵素（ALDH）の酵素活性

を利用する方法など様々な技術開発によ

り癌幹細胞を同定あるいは濃縮できるよ

うになりつつある。しかしながら、癌幹

細胞の増殖制御機構など明らかになって

いない点も多く、癌幹細胞の増殖を選択

的に抑制できるような治療薬もいまだ開

発されていない。 
 
 

２．研究の目的 
本研究において、ヒト乳癌細胞株から

乳癌幹細胞のモデル細胞を作製し、自己

複製を誘導するシグナル経路の検討を行

う。特に、エストロゲンによって乳癌幹

細胞の増殖が誘導されることから、エス

トロゲン受容体に結合する分子に着目し

て、乳癌幹細胞の増殖の関連を検討した。 

本研究では、癌幹細胞を負に制御する

分子として CHIP ユビキチンリガーゼを

新たに見出した。CHIPは新たな乳癌治療

薬の標的分子として期待される。 

 

３．研究の方法 

1) 細胞培養 

ヒト乳癌細胞株 MCF-7 あるいは

MDA-MB-231（ATCC より購入）は、

10%FBSを添加したDMEM培地で培養し

た。 

2) ALDH染色 

  MCF-7 あるいは MDA-MB-231 細胞を

用いて、Aldefluor アッセイキット (Stem 

Cell Technologies) により染色を行った。

具体的には、ALDH 酵素の蛍光基質であ

る BODIPY-aminoacetaldehyde（BAAA）

を細胞に取り込ませて 37℃で 30 分間培

養したあと、ALDHによる代謝産物 BAA

の蛍光を FACS Aria II (BD Bioscience)に

より解析した。ALDH 選択的阻害剤であ

る diethylaminobenzaldehyde（DEAB）の

存在下で BAA による蛍光が認められな

いことを確認した。 

2) SPアッセイ 

  MCF-7細胞を用いて、SPアッセイを行

った。具体的には、Hoechst 33342を細胞

に取り込ませて UV レーザー（407nm）

で細胞を照射し、放出される蛍光を

Hoechst BlueおよびHoechst Redにより展

開した。ABCトランスポーター阻害剤で

消失する細胞分画を SP細胞とした。 
 



４．研究成果 
1) ヒト乳癌細胞株を用いた ALDH 陽性

細胞の割合 

我々は転移能の異なるヒト乳癌細胞株

を用いてALDH染色を行った。その結果、

MCF-7細胞には約 1%、MDA-MB-231細

胞には約 2％の ALDH陽性細胞が存在す

ることを明らかにした。 

 

図 1. MCF-7細胞、MDA-MD-231細胞におけ

る ALDH陽性細胞の割合 

 

2) 乳癌幹細胞株の ALDH 陽性細胞の割

合を指標としたシグナル分子の探索 

癌幹細胞の増殖を誘導するホルモンを

探索したところ、エストロゲンによって

増殖されるが、プロゲステロンなどでは

増殖が誘導されなかった。過去の報告に

より、エストロゲンの下流で PI3 キナー

ゼを介して増殖制御されることが報告さ

れ て い る の で （ PNAS 2009, 107, 

21737-21742）、エストロゲン受容体に結

合する分子の中から負に制御する因子の

探索を行った。ALDH 陽性細胞において

親細胞よりも発現が低い分子に焦点を当

てて探索したところ、新たに CHIP ユビ

キチンリガーゼを見出した。 

 

 

 

図 2. ALDH陽性細胞における CHIPの発現 

MCF-7 細胞から ALDH 陽性細胞をソートし

て、ER結合する分子の中から陽性細胞 

に発現が低い分子を探索した。 

 

次に、MCF-7 細胞の CHIP ユビキチン

リガーゼのノックダウンを行った。その

結果、ALDH陽性細胞が増加した。一方、

もともと陽性の細胞の割合の多い

MDA-MB-231 細胞に関しては、CHIP を

過剰発現することによりALDH陽性細胞

の増加が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. CHIPと ALDH陽性細胞の関連 

MCF-7 細胞の CHIP をノックダウンすると

ALDH 陽 性 細 胞 が 増 加 し た 。 逆 に

MDA-MB-231細胞に CHIPを過剰発現すると

ALDH陽性細胞が減少した。 

 



さらに、ALDH アッセイの結果を確認

するために、別の癌幹細胞のアッセイで

ある SP アッセイを行った。その結果、

ALDHの結果と同様に、CHIPのノックダ

ウンにより SP細胞の増加が認められた。

従って、CHIPが癌幹細胞を負に制御する

ことが示唆された。 

 

図 4. CHIPと SP細胞の関連 

CHIP ノックダウンにより SP 細胞の増加が

認められた。 

 

3) 乳癌幹細胞に対する CHIPを標的とし

た化合物の影響 

過去の報告にもとづき、CHIP発現を亢

進させる化合物の探索を行った。その結

果、いくつかの化合物が ER 陽性の乳癌

細胞において CHIP タンパク質の発現を

有意に増加させることを見いだした。 

さらに、化合物 Aを用いて、MCF-7細

胞の ALDH アッセイを行った結果、

ALDH 陽性細胞の割合が濃度依存的に顕

著に抑制された（n=2）。一方、既存のエ

ストロゲン受容体アンタゴニストである

タモキシフェンではこのような作用は認

められなかった（data not shown）。 

従って、CHIPユビキチンリガーゼは乳

癌幹細胞の新規標的分子となる可能性が

示唆された。 

 

 

図 5. 化合物による MCF-7 細胞における

CHIP発現亢進 

化合物 Aあるいは B（1µM、48時間）の処理

により CHIP 発現が増加した。同じ濃度のタ

モキシフェン（TAM）では作用は認められな

かった。 

図 6. ALDH 陽性細胞の割合に対する化合物

の影響 

MCF-7 細胞に化合物 A を添加して、96 時間

後に ALDHアッセイを行った（n=2）。 

 

4) CHIP ユビキチンリガーゼによる乳癌

幹細胞の増殖制御 

CHIP ユビキチンリガーゼの下流で作

用する幹細胞シグナルの探索を行った。

既存の幹細胞シグナルである Notch, 

Hedgehog, Wnt などの標的遺伝子はいず

れも影響されなかった。この結果から、

CHIP により従来のシグナルとは異なる

新たな幹細胞シグナルが存在すると考え

られた。 

そこで、CHIPユビキチンリガーゼの基

質の探索を試みた。既報の中から CHIP



の基質の候補となる分子を調べて、過剰

発現によりALDH陽性細胞の割合が増加

する分子を探索した。しかしながら、調

べた範囲では、CHIPの基質と考えられる

分子は特定できなかった。現在、異なる

アプローチとしてタンパク質の網羅的な

解析を進めて、ALDH 陽性細胞において

発現が多いタンパク質の検討を行ってい

る。基質の同定により、新たな癌幹細胞

の制御機構の解明につながると考えられ、

将来的治療薬の開発などが期待される。 
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