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研究成果の概要（和文）：乳腺におけるカルシウムシグナルに焦点をあて、乳腺上皮細胞におけるストア作動性カルシ
ウム流入の役割を解析した。まず、乳腺上皮細胞においてストア作動性カルシウム流入が活性化していることを明らか
にした。次に、Stim1とStim2の両遺伝子を欠損するマウスの解析の結果、ストア作動性カルシウム流入が欠損した場合
、未経産メスマウスの乳腺上皮細胞の発生や形成に影響はない一方、経産メスマウスではミルク分泌などが減少するた
め、産仔が発育不良となった。以上から、ストア作動性カルシウム流入は、乳腺上皮細胞の機能を正に制御することを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the function of calcium signaling in the mammary gland, we have 
analyzed the role of store-operated calcium entry in mammary epithelial cells using cell-type specific 
Stim1 or Stim2 or both knockout mice. We found that store-operated calcium entry is activated in mammary 
epithelial cells. We then established mice in which store-operated calcium entry is ablated in mammary 
epithelial cells. The mice normally grew up and no abnormality of the development of mammary gland, 
however, new-born pups nursed by female mice ablated both Stim1 and Stim2 in mammary epithelial cells 
showed severe growth retardation because of impaired secretion or production of milk. These results 
indicate that store-operated calcium entry is essential for the function of mammary epithelial cells.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
生体は、細胞内、細胞間、あるいは組織間の
シグナル伝達を適切に行うことによって、正
常な生命活動を維持している。シグナル伝達
に異常が生じた場合、組織の機能不全あるい
は亢進、細胞死や細胞のがん化などが惹起さ
れる。様々ながんのうち、乳がんは女性の 20
人に 1 人(世界では 8 人に 1 人)が経験すると
報告されている。さらに、乳がんは再発率が
高く、肺などへの遠隔転移を起こしやすいが
んであり、その転移を防ぐことが可能となれ
ば、良好な予後につながる。したがって、乳
腺組織の形成・維持とその破綻のメカニズム
を解明することは、乳がんの発生、転移のメ
カニズムの理解を深め、乳がんの新規治療法
の開発に大きく貢献すると考えられる。 
これまでに、カルシウムシグナル経路の最も
代 表 的 な 転 写 因 子 nuclear factor of 
activated T cells (NFAT)など、様々な分子
が乳がんの転移に関与していることが報告
されている。がん細胞において NFAT が活性
化することによって、シクロオキシゲナーゼ
２などの産生、プロスタグランジン E2 の合
成が誘導され、がん細胞の転移が促進される。
さらに、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の産
生を惹起して、血管新生を促進し、がん細胞
の増殖に寄与する。 
近年、ストア作動性カルシウム流入と呼ばれ
る細胞外カルシウム流入機構の活性化が、乳
がん細胞などのがん細胞における増殖や転
移に関与するとの報告がされた。申請者は、
ストア作動性カルシウム流入を欠損する
Stim1 と Stim2 欠損マウスを世界に先駆けて
樹立し、その活性化メカニズム、T 細胞など
の免疫細胞など様々組織における生理的な
役割を明らかにしてきた。しかし、乳腺組織
の発生や機能における役割は不明である。一
方、ヒトの場合、先天的にストア作動性カル
シウム流入を欠損する患者は、重症複合免疫
不全症だけでなく、汗腺の形成不全など、外
胚葉異形成症も発症する。このことは、スト
ア作動性カルシウム流入が乳腺の形成や機
能を制御する可能性を強く示唆しており、そ
の異常が乳がんの発生や転移に関与する可
能性は十分ある。 
 
２．研究の目的 
本研究は、乳がんに対する新規がん治療戦略
の候補として、ストア作動性カルシウム流入
－カルシウムシグナルの可能性を検証する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)乳腺上皮細胞におけるストア作動性カル
シウム流入を、シングルセルイメージング法
によって測定した。 
 
(2)カルシウムシグナルによる乳腺細胞の分
化・機能の制御機構を、以下の研究方法で解
析を行った。Stim1(flox/flox)マウス、

Stim2(flox/flox)マウス、MMTV-Cre Tg マウ
スを用いて、乳腺細胞の分化、機能における
ストア作動性カルシウム流入の役割の解析
を試みた。また別ラインとして、K14-Cre Tg
マウスとも交配し、より広範な外胚葉由来細
胞でストア作動性カルシウム流入を欠損す
るマウスを作製し、その解析を行った。 
 
(3)カルシウムシグナルの標的候補分子を、
網羅的な遺伝子発現解析を用いて同定し、そ
の候補分子について、発現制御機構の解析や
遺伝子欠損マウスの作製を行った。 
 
(4)ヒト乳がん細胞でカルシウムシグナルの
活性化を可視化できるレポーター細胞を、
様々な遺伝子導入法によって試みた。 
 
４．研究成果 
(1)乳腺上皮細胞におけるストア作動性カル
シウム流入の活性化を解析した。野生型の未
経産メスマウスから腹部と鼠蹊部の乳腺を切
除し、酵素処理を行い、定法にしたがって乳
腺上皮細胞を単離した。細胞をガラスプレー
トに播種し、レシオメトリックなカルシウム
蛍光指示薬Fura-2でラベル後、灌流システム
が付属した蛍光顕微鏡下でストア作動性カル
シウム流入を測定した。ストア作動性カルシ
ウム流入は、小胞体SERCA阻害剤タプシガルギ
ン（thapsigargin）で惹起させた。その結果
、乳腺上皮細胞においてストア作動性カルシ
ウム流入が惹起された。したがって、T細胞な
どと同様に、外胚葉由来細胞である乳腺上皮
細胞においてもストア作動性カルシウム流入
が活性化していることが明らかとなった。 
 
(2)ストア作動性カルシウム流入による乳腺
器官形成・機能に関する解析を行った。
MMTV-Cre Tgマウスとの交配では、Stim1や
Stim2を欠損するマウスを得ることができな
かった。そのため、平行して作製していた
K14-Cre Tgを用いたストア作動性カルシウム
流入を欠損するマウスで解析を行った。その
結果、Stim1あるいはStim2を単独で欠損する
メスマウスは、乳腺の形成に大きな異常はな
く、妊娠可能であり、保育も正常であった。
Stim1とStim2を２重欠損するマウスは、オス
・メスともに正常に発育した。またこのマウ
スにおける爪などの他組織の発生に大きな以
上は認められなかった。しかし、Stim1とStim2
を２重欠損するメスマウスは、妊娠可能で胎
児の発生も正常であったが、遺伝形質にかか
わらず全ての産仔において、その成長が不良
であった。Stim1とStim2を２重欠損するメス
マウスは、巣作りや産仔の回収といった保育
行動は正常であった。また、コントロールの
メスマウスに比べ、２重欠損メスマウスが保
育する産仔の腹部のミルクスポットは著しく
小さかった。さらに、産仔を別のマウスに保
育させた場合、産仔は正常に成長した。一方
、Stim1あるいはStim2を単独で欠損するメス



マウスの産仔において体重の減少は認められ
なかった。以上の結果から、Stim1とStim2は
乳腺上皮細胞のストア作動性カルシウム流入
の活性化において重複して機能していること
が示唆された。さらに、ストア作動性カルシ
ウム流入が、ミルクの生成、ミルクの分泌な
ど乳腺の機能を制御していることが明らかと
なった。 
 
(3)野生型とStim1とStim2を２重欠損するT
細胞を用いて、網羅的な遺伝子解析を行った
結果、ヒストンリジン残基の脱メチル化酵素
Kdm5b をカルシウムシグナルの標的分子とし
て同定した。ストア作動性カルシウム流入が
欠損した場合、無刺激の状態でも、この分子
の発現が低下していた。本結果は、メラノー
マ細胞においてもストア作動性カルシウム
流入の減少によって、Kdm5b の発現が低下す
るという報告(Stanisz H., et al. 2014)と
一致した。Kdm5b のプロモーター領域には
NFAT で発現が誘導される early growth 
response 2 (Egr2)の結合領域が複数存在す
る。そこで、レポーターアッセイによってそ
の可能性を検証したが、有意な差は認められ
なかった。 
 
(4)Kdm5b の組織特異的ノックアウトマウス
を樹立した。エクソン６の前後に loxP サイ
トを挿入し、C57BL/6 由来の ES 細胞を用いて
マウスを作製した。キメラマウスから、ジャ
ームライントランスミッションしたマウス
を得ることができ、Flpe Tg マウスとの交配
によってneo耐性遺伝子を除去することがで
きた。現在、乳腺上皮細胞特異的 Kdm5b 欠損
マウスの樹立を行っている。 
 
(5)ヒト乳がん細胞株 MCF7 を用いて、カルシ
ウムシグナルの活性化をGFPで測定するレポ
ーター細胞の作製を試みた。NFTA プロモータ
ーによってGFPが発現するレポーター遺伝子
を通常のトランスフェクション、ウイルスプ
ロモーターを不活化したレトロウイルスを
用いた遺伝子導入で行った。しかしいずれの
方法においても、カルシウムシグナル活性化
依存的に GFPは発現するものの S/N比が低い
ために、実用に堪えられるレポーター細胞を
えることはできなかった。 
 
(6)乳腺上皮細胞において Stim1 と Stim2 が
重複して機能しており、Stim1 と Stim2 が活
性化するカルシウムチャネルの機能も同様
に重複している可能性が高いと考えられた。
そこで、Stim 分子が活性化するカルシウム遊
離活性化カルシウムチャネル Orai ファミリ
ー分子を欠損するマウスの作成を行った。特
に Orai1 遺伝子と Orai2 遺伝子は同一染色体
上に存在するため、ゲノム編集で各遺伝子の
ノックアウトマウスの作製を行い、これまで
に１ラインを作製した。作製したマウスでは、
標的とした遺伝子の mRNA およびタンパク質

の発現は消失していた。また、他の分子の発
現レベルに変化はないことも確認した。 
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