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研究成果の概要（和文）：閉経後に発症するエストロゲン受容体（ER）陽性乳癌のホルモン療法ではエストロゲ
ン代謝酵素アロマターゼの阻害剤が奏効するが、３分の１では耐性を獲得することが課題となっている。本研究
では治療と同様にエストロゲンレベルを低下させるため、卵巣を摘出した免疫不全SICDマウスにER陽性ヒト乳癌
細胞株MCF-7を移植し、長期飼育後in vivo で生じた腫瘍からAI耐性モデル細胞14株を樹立した。ERの発現は3株
では陰性化し、11株では高発現を認め、遺伝子発現やmiRNA発現の網羅的な解析および乳癌幹細胞マーカーの発
現解析からAI耐性機序は一様でないことを明らかにした。次治療の選択への鍵となる。

研究成果の概要（英文）：To investigate the mechanisms of resistance to hormonal therapy using 
aromatase inhibitor in postmenopausal breast cancer, we established several 
estrogen-deprivation-resistant cell lines from xenograft of estrogen receptor-positive human MCF-7 
cells transplanted into ovariectomized SCID mice by reflecting clinical microenvironment of 
estrogen-depleted therapy. Several AI cell lines were isolated from each palpable tumor detected at 
more than 150 days after transplantation. Most of these cell lines overexpressed ER and some lost ER
 expression. They showed different expressions of breast cancer stem cell markers and sensitivities 
to signal cascade inhibitors, suggesting that AI resistant mechanisms might be different for each 
case.

研究分野：細胞腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌は女性罹患率第一位であり、現在も増加傾向にある。乳癌の3分の2はエストロゲン受容体（ER)陽性でホル
モン療法が有効であるが、その３分の１で治療耐性を獲得し、再発となる症例が少なくない。本研究は閉経後乳
癌におけるアロマターゼ阻害剤(AI)によるホルモン療法に注目し、その耐性機序を解明するため、卵巣を除去し
た免疫不全SICDマウスに乳癌細胞を移植し、生体内に近い環境下でin vivoでモデル細胞株を樹立して解析し
た。耐性機序は一様ではないことが判明した。個々の症例について耐性機序を診断することは多様化して来てい
る次治療薬の選択に重要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
乳癌は estrogen receptor(ER)や HER2（ERbB2）の発現、増殖能によって５つの subtype に分類
され、それぞれの治療法が推奨されている。乳癌の 2/3 を占める ER陽性乳癌ではホルモン療法
が中心となり、閉経後乳癌では乳腺局所におけるエストロゲンの供給を断つため、エストロゲ
ン代謝酵素 Aromatase の阻害剤（Aromatase Inhibitor, AI）が広く用いられるが、耐性を獲得
し再発する例も少なくなく課題となっている。ホルモン療法でエストロゲンシグナルが断たれ
た乳癌細胞は PI3K/Akt-ｍTOR 経路や MAPK 経路のシグナルに依存して増殖することや乳癌幹細
胞性が影響することが示唆されているが詳細は不明である。われわれは、AI耐性獲得メカニズ
ム解明のため、エストロゲン枯渇培地で ER陽性ヒト乳癌細胞株 MCF-7 を長期培養してエストロ
ゲンシグナル非依存性に増殖する AI耐性モデル細胞株を複数 in vitro で樹立し、耐性機序は
一様でないことを報告してきた。一方、生体内における癌の増殖にはその微小環境が大きく影
響することが報告され、乳癌においても癌細胞を取り囲む繊維芽細胞がアロマターゼを発現し、
閉経後もエストロゲンを供給する他、増殖因子を産生するなど、乳癌特異的微小環境の機能が
報告されてきた。そこで、AI 耐性獲得機序をより生体内に近い環境下で解析するため、卵巣摘
出したマウスに MCF-7 細胞を移植し、AIによる治療と同様、エストロゲンレベルを低下させた
環境下で耐性のモデル細胞株を樹立し耐性機序を解析した。乳癌における治療薬の開発の進歩
は目覚ましく、ホルモン療法の耐性機序を明らかにすることは次治療の選択、耐性克服に向け
て重要であると考えられる。 
２．研究の目的 
ヒト ER陽性乳癌細胞株の xenograft からより生体内に近い微小環境下で樹立した AI 耐性モデ
ル細胞株を用いて耐性機序を解明する。卵巣摘出免疫不全マウスにヒト ER陽性乳癌細胞株を移
植しても、エストロゲンペレットの皮下移植等によってエストロゲン供給がない場合、乳癌の
形成は認められないが、長期間飼育したところ複数の腫瘍が観察され、それぞれからエストロ
ゲン非依存性に増殖する AI 耐性モデル乳癌細胞株を樹立することができた。これらの細胞株に
ついて増殖シグナルカスケード、乳癌幹細胞の動態などを中心に耐性獲得機序を解析し、耐性
克服への応用を目指す。 
３．研究の方法 
（１）AIによるホルモン療法中の体内を模して卵巣摘出によりエストロゲンレベルを低下させ
た 4-5 週令の SCID マウスの皮下にヒト ER陽性乳癌細胞株 MCF-7 細胞を移植し、約 150 日以上
の長期飼育後に形成された腫瘍をコラゲナーゼ処理した後、乳癌細胞のみを単離し、エストロ
ゲン枯渇培地で増殖する AI 耐性モデル細胞株を複数樹立した。これらの AI 耐性モデル細胞株
を再び卵巣摘出マウスの皮下または乳腺の fat pad へ同所性に移植し、エストロゲン依存性の
腫瘍形成能（tumorigenicity）を解析した。 
（２）増殖因子のシグナルカスケードの阻害剤や抗エストロゲン剤を用いて AI耐性モデル細胞
株の増殖機構を検討した。 
（３）耐性モデル細胞株について各種乳癌幹細胞マーカーをフローサイトメトリーにより、遊
走性を Body chamber assay により解析した。 
（４）耐性モデル細胞株における遺伝子発現を RT2 qPCR Primer Assays（QIAGEN 社）を用いて
解析した。 
（５）耐性モデル細胞株の miRNA の発現は Agilent 社製 SurePrint G3 Human miRNA マイクロ
アレイ 8x60K を用いて GeneSpring Ver.13.1 により解析した。 
（６）HER3, HER4 のリガンドである heregulin-1beta(HRG)は乳癌幹細胞を制御することが知ら
れている。親株や AI 耐性モデル細胞株の増殖や乳癌幹細胞性について HRG の作用機構を検討し
た。 
４．研究成果 

（１）AI 耐性モデル細胞株の tumorigenicity の解析 

卵巣摘出によりエストロゲンレベルを低下させたマウスに ER陽性乳癌細胞 MCF-7 を移植し、AI

耐性モデル細胞株１４株を樹立した。 卵巣摘出したマウスでは ER陽性乳癌形成されないが、

５ヶ月以上長期飼育すると複数の腫瘍が形成され、それぞれからエストロゲン枯渇培地中で増

殖する AI 耐性モデル細胞株を樹立することができた（図１A）。耐性細胞株は細胞認証テスト

により親株の MCF-7 由来であることを確認している。耐性細胞株のうち３株は ER が陰性化し、

１１株では高発現が認められた。これらの細胞株を再び卵巣摘出マウスの皮下または fat pad

の同所性に移植すると、短期間に腫瘍を形成し、強い tumorigenicity を認めた（図１B）。 in 

vivo 継代後も ERの発現レベルや強い tumorigenicity は維持されていた。 

 
 
 

  



 

（２）AI 耐性モデル細胞株の増殖機構の解析 

ER 高発現の耐性細胞の増殖は抗エストロゲン剤 fulvestrant により阻害されたが ER 陰性耐性

細胞は影響されず、前者はエストロゲン非依存性ではあるが ER依存性に増殖することが示唆さ

れた。一方、MAPK 経路、PI3K/Akt 経路の阻害剤を検討したところ、PI3K 阻害剤 LY294002、mTOR

阻害剤 rapamycin、MEK 阻害剤 U0126 により耐性細胞の増殖は阻害されたが ER高発現の耐性細

胞の方が高い感受性を示した（図２）。AI 耐性細胞株は HER2, HER3, HER4 の発現が増加し、

増殖因子のシグナル経路への依存が示唆された（図３）。 

 

 
 

（３）AI 耐性モデル細胞株における遺伝子発現解析 

PCR Arrayにより耐性細胞株が発現する遺伝子を親株と比較解析した結果、ER陰性細胞株では、

ALDH1A1 を含む癌幹細胞関連遺伝子４個、JUN を含む乳癌関連遺伝子７個の増加が認められた。

ER 高発現耐性細胞株では大きな変

動はなかった。 

（４）AI耐性モデル細胞株の miRNA

発現解析 

ホルモン療法耐性に伴い変動する

miRNA の報告は多いが AI 耐性獲得

に関連するmiRNAは未だ確定してい

ない。 AI 耐性モデル細胞株におけ

るmiRNAの発現をmiRNAアレイを用

図１．乳癌xenograft由来のAI耐性モデル細胞株の樹立とtumorigenicity 

（A） （B） 

図２．抗エストロゲン剤とシグナルカスケード阻害剤の作用 

図３． HER ファミリーの発現 

図４．AI耐性モデル細胞株の miRNA 発現解析 



いて網羅的に解析したところ、親株と耐性細胞株は異なる発現パターンを示し、耐性に伴い４

個の miRNA が増加し、76 個が減少することが判明した（図４）。標的遺伝子の解析を進めてい

る。 

（５）AI 耐性モデル細胞株に対する HRG の作用 

われわれは HER3、HER4 のリガンド Heregulin-1beta(HRG)が ER 陽性乳癌細胞株 MCF-7 や T47D

の ER の発現を抑制し、HER family の発現を増加させる

ことを明らかにしている。AI 耐性細胞株に HRG の作用を

解析したところ、MAPK と Akt、p70S6K のリン酸化が亢進

し、ER 陰性細胞株では HER3 のリン酸化が顕著に認めら

れた（図５）。 HRG は ER、PgR、HER2 が陰性のトリプ

ルネガティブ乳癌細胞で発現が高いことが知られている

が、ER 陰性耐性細胞株でも HRG の発現を認めた。 ER が

陰性化して AI耐性となった乳癌細胞が HRG を産生し、ER

陽性乳癌細胞の ER 陰性化を誘導する可能性が示唆され

た。また、HRG は耐性細胞株の乳癌幹細胞の割合を増加

させ、遊走能も促進した。乳癌の進展、再発における HRG の機能解析が今後の課題である。 
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図５．HRG のシグナル解析 
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