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研究成果の概要（和文）：乳癌特異的足場タンパク質BIG3による腫瘍抑制因子PHB2の抑制機能制御が、エストロ
ゲン依存性乳癌の細胞増殖に必須であること、さらに、BIG3-PHB2相互作用を標的とした結合阻害ペプチドを開
発し、その投与によってBIG3から解放されたPHB2の腫瘍抑制機能の再活性化を利用した新たな治療法を提唱して
いる。本研究は、BIG3-PHB2複合体が乳癌細胞のミトコンドリアにも局在し、活性酸素種（ROS）を介して耐性獲
得シグナルを制御している可能性を示した。したがって、ミトコンドリアにおけるBIG3-PHB2複合体のROS産生制
御が、包括的な薬剤耐性獲得機序の解明に繋がるキーポイントになると期待される。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that Brefeldin A-Inhibited Guanine 
nucleotide-exchange protein 3 (BIG3) functions as an A-kinase anchoring protein that binds PKA and 
PP1Cα in luminal-type breast cancers, thereby dephosphorylating and inactivating tumor suppressor, 
prohibitin2 (PHB2). We developed stERAP, a peptide inhibitor targeting the BIG3-PHB2 interaction, 
resulting in growth suppression through transcriptional regulation by the nuclear-translocation of 
PHB2. Notably, we newly observed that BIG3-PHB2 complex is localized in the mitochondria of 
refractory breast cancer cells, and regulates the mitochondrial reactive oxygen species (MtROS). 
Treatment with stERAP suppressed the MtROS production by estrogen stimulation, leading to global 
suppression efficacy of gene expression. It is suggested that regulation of MtROS production by 
mitochondrial BIG3-PHB2 complexes contribute to malignancy and/or acquired resistance to hormone 
therapy.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 乳癌　活性酸素　薬剤耐性　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ホルモン依存性乳癌の治療は主に内分泌療法が施行されるが、奏功症例でも長期服用による耐性獲得を生じてし
まい、二次内分泌療法がほとんど奏功せず、化学療法に頼らざるを得ない。これらの原因として、エストロゲン
受容体（ERα）の陰転化、細胞膜直下のERαと膜型受容体のクロストークよるリン酸化カスケードの活性化など
複数のエストロゲン・シグナルの活性化や血管新生因子の発現亢進などが報告されているが、その解明には未だ
至ってない。したがって、ホルモン療法耐性獲得機序の包括的な解明は、効果的な治療成績の向上に繋がり、多
大な社会的、経済的インパクトを提供できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
我が国において女性が罹る癌のなかで最も頻度の高い乳癌の約 70％は女性ホルモンであるエス
トロゲン（E2）依存性であり、E2 によって発生、増殖、進展が促進される。その治療薬として
は、抗 E2製剤であるタモキシフェン、アロマターゼ阻害剤、フルベストラントや mTOR 阻害剤
エベロリムスが近年臨床応用され、乳癌の薬物治療に大きく貢献している。しかしながら、約 30%
の患者は不応性であること、その長期投与は耐性獲得に至り再発を来すこと、再発後の内分泌療
法が奏効せず、化学療法に頼らざるを得ないことが臨床上大きな課題となっているが、ホルモン
療法に対する耐性獲得機構は未だ解明されていない。近年、乳癌をはじめとする癌細胞や癌組織
における活性酸素種（ROS）の顕著な増加が観察され（Nat Rev Drug Discov, 8, 579, 2009）、
細胞増殖シグナルの活性化、生理的な細胞死経路の抑制、血管新生の亢進、薬剤耐性の獲得など
多様なシグナルへの関与が報告されており、ROS の主な産生源であるミトコンドリアを制御す
ることが癌細胞の悪性形質化および薬剤耐性獲得機序の包括的な解明に繋がることが推論され
る。 

 
２．研究の目的 
乳癌は、内分泌療法に対して不応な症例や治療初期には奏効するものの経過とともに耐性を獲
得して再発する症例があり、臨床上大きな問題となっている。これまでに乳癌に高頻度に発現亢
進している BIG3 が癌抑制分子 PHB2 の抑制機能を制御してエストロゲン依存性の乳癌細胞の増
殖を促進していること、さらに、BIG3-PHB2 相互作用阻害ペプチドを開発し、その投与が BIG3 か
ら PHB2 を遊離させ、その抑制機能の再活性化を利用した乳癌抗腫瘍効果を証明してきた。本研
究は、BIG3-PHB2 複合体がミトコンドリアにも局在することから、BIG3-PHB2 結合阻害ペプチド
のミトコンドリア由来活性酸素種（ROS）制御に着目し、乳癌細胞における ROS 動態関連シグナ
ルの網羅的解析を通じて、乳癌におけるホルモン療法耐性機構の解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）BIG3およびPHB2の局在 
BIG3およびPHB2の局在は、サイトゾル/核/ミトコンドリアの単離キットを用いて、各画分を精製
し、BIG3およびPHB2のタンパク質発現をwestern blottingにより検討した。また、BIG3-PHB2結
合阻害ペプチドによりBIG3から遊離したPHB2の挙動を蛍光顕微鏡で評価した。 
 
（２）活性酸素の測定法 
癌細胞はミトコンドリア由来 ROS の細胞質への過剰産生により悪性化を獲得するという知見か
ら、ミトコンドリアの BIG3-PHB2 複合体がミトコンドリア ROS の産生亢進に関与して細胞増殖
亢進や薬剤療法耐性を導くという仮説を立てた。そこで、細胞質内 ROS 産生およびミトコンドリ
ア内 ROS 産生を、酸化感受性プローブ dihydrodichlrofluorescein およびミトコンドリア局在
性酸化プローブ dihydrorhodamine123 を用いて FACS により算出した。 

 
４．研究成果 
（１）BIG3-PHB2複合体の局在 
これまでにBIG3は細胞質に局在するアンカータンパク質として機能することを報告し、腫瘍抑
制因子PHB2の抑制機能制御がエストロゲン依存性乳癌の細胞増殖に必須であることを明らかに
してきた。今回、BIG3およびPHB2の局在を、サイトゾル・核・ミトコンドリアの各画分のwestern 
blotting、および蛍光顕微鏡で詳細に検証した。その結果、BIG3とPHB2はサイトゾルに加えてミ
トコンドリアにも局在することが明らかになり、ミトコンドリア関連シグナルを制御している
可能性を示唆していた。また、BIG3-PHB2結合阻害ペプチド処理は、大部分のPHB2を細胞質およ
びミトコンドリアから核に移行することを認めた。これらのPHB2の挙動は、蛍光顕微鏡の免疫染
色図からも裏付けられた。したがって、BIG3は乳癌細胞の細胞質およびミトコンドリアにPHB2を
係留することで、PHB2の抑制活性を喪失させて乳がん細胞の増殖・進展に寄与していると考えら
えた。 
 
（２）PHB2の抑制機能を再活性化したときの遺伝子発現解析 
BIG3-PHB2相互作用の阻害によりPHB2を再活性化したときのタンパク質および遺伝子発現の変動
をプロテオーム解析およびトランスクリプトーム解析により調査した。BIG3-PHB2結合阻害ペプ
チドによりBIG3から遊離したPHB2は、E2依存性に核に移行し、E2応答遺伝子の発現抑制に加え、
グローバルに迅速な遺伝子発現の抑制効果を示した。さらに、結合阻害ペプチドは、既報のエス
トロゲン・シグナルに加え、耐性獲得機序を解除できる膜型受容体を介した細胞増殖関連パスウ
ェイやミトコンドリア関連シグナルを制御している可能性を見出している。このことは、BIG3に
よるPHB2の抑制機能の喪失が包括的な発癌進展機構に関与することを示唆するものである。 
 
（３）ミトコンドリア内ROSの制御による腫瘍抑制の可能性 
BIG3-PHB2 複合体がミトコンドリア内に局在することに着目し、BIG3-PHB2 複合体とミトコンド
リア内活性酸素（MtROS）の関連性、および BIG3-PHB2 結合阻害ペプチドがエストロゲン刺激に
よるミトコンドリア内活性酸素の産生に及ぼす影響を検討した。まず、24 時間のエストロゲン



刺激により ROS が産生されるどうかを評価したところ、細胞質内 ROS が顕著に産生され、結合阻
害ペプチドにより 81％の抑制を示した。また、コントロールとして用いた H2O2 刺激による ROS
産生に対しても結合阻害ペプチドは抑制する傾向にあった（73%の抑制率）。さらに、エストロゲ
ン刺激により MtROS の産生も認められたが、結合阻害ペプチドは顕著に抑制していた（84%の抑
制率）。これらの事実は、結合阻害ペプチドにより BIG3 から遊離したミトコンドリア内 PHB2 が、
ミトコンドリア由来の ROS 産生を強く抑制することを強く示唆しているが、ミトコンドリア以
外（細胞膜 ERαおよび膜型受容体を介した）ROS 産生機構を制御する可能性も考えられた。 
 
（４）トラスツズマブ耐性HER2陽性乳癌におけるミトコンドリア内活性酸素の関与 
TCGA データセットによると、BIG3 は HER2 陽性乳癌患者の腫瘍部位でも強く発現していること、
特に、再発患者で強く発現していること、BIG3 の発現強度と無再発生存期間には有意な相関関
係が存在することが明らかになっている。そこで、抗 HER2 抗体トラスツズマブに対する耐性細
胞株を入手し、ミトコンドリア内ROSの感受性プローブDHR123によりMtROSの産生を比較した。
その結果、トラスツズマブ耐性細胞株の MtROS 産生は親株より顕著に高いことが認められ、MtROS
がトラスツズマブ耐性に関与することが考えられた。次に、親株と耐性細胞株の MtROS に対する
BIG3-PHB2 結合阻害ペプチドおよびトラスツズマブの影響を検討した。トラスツズマブ処理は
MtROS の産生にほとんど影響しなかったのに対して、結合阻害ペプチドは各細胞株の MtROS 産生
を 80％、81%まで顕著に抑制できたことから、結合阻害ペプチドは MtROS 産生の抑制を介して耐
性獲得シグナルを制御できることが示唆された。 
 
（５）結論 
公共データベースの統計解析から BIG3 は乳癌のすべてのサブタイプ（luminal 型、HER2 型、TNBC
型）で予後と相関することを認め、BIG3-PHB2 複合体の存在が乳癌の進展・悪性化に関与してい
ることが考えられた。興味深いことに、BIG3-PHB2 複合体は難治性乳癌細胞のミトコンドリアに
局在し、ROS を介して耐性シグナルを制御している可能性を示した。したがって、ミトコンドリ
アにおける BIG3-PHB2 複合体の ROS 産生制御機構の解明が、悪性形質化および薬剤耐性獲得機
序の包括的な解明に繋がるキーポイントのひとつになると期待される。 
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