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研究成果の概要（和文）： 
転写因子HOXB9が上皮間質転換(EMT)を誘導することで、癌細胞それ自身の悪性度を高めると同
時に、血管新生を通じて腫瘍微小環境を変化させることで、腫瘍増大や転移先における生着を
促進していることが確認された。この効果に TGFβ経路の活性化の寄与が重要であることが示
されると同時に、臨床検体病理学的にもHOXB9発現乳癌は悪性度が高く、予後が悪いことが示
され、今後予後予測因子として有用である可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we demonstrated that HOXB9, a member of homeobox genes, expression promoted 
tumor neovascularization and metastasis in in vitro and in vivo assay. These findings 
imply that overexpression of HOXB9 contributes to tumor progression through activation 
of signaling pathways that alter both tumor-specific cell fates like 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) and tumor-stromal microenvironment. Moreover, 
Clinical outcomes were significantly different between the patients with HOXB9 positive 
and negative, suggesting HOXB9 might be a significant prognostic factor for clinical 
outcomes in breast cancer patient. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
転写因子 HOXB9 はヒトゲノム上に 39 種存在
するHOX遺伝子群の一つであり、この遺伝子
群は近年腫瘍の発生・進展に深く関わってい
ることが多数報告されている。同じ HOXB ク
ラスター上のHOXB7 (Wu et al, Cancer Res, 
2006)や HOXB13 (Ma et al, Cancer Cell, 
2004)が乳癌の進展に重要な役割を担ってい
ることが報告されているが、HOXB9 と癌の関
係については未だ知見が得られていない。

我々は特に癌幹細胞理論やEMT及び血管新生
による微小環境の改変にHOXB9が重要な役割
を持つと考え、乳癌の悪性化に寄与するメカ
ニズムを解明すべく本研究を企画した。さら
に、HOXB9 発現とヒト乳癌における臨床病理
学的因子や予後との関連性は未だ報告され
ていないため、乳癌におけるHOXB9の臨床病
理学的因子や予後との関連性も合わせて検
討する。 
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２． 研究の目的 
 

本研究の目的は以下の通りである。 
(1) HOXB9 が乳腺上皮細胞に Epithelial to 
mesenchymal transition (EMT;上皮間質
移行)を誘導すること、またこの現象に
TGFβ経路の活性化が深く関与すること
を確認する。 

 
(2) EMT による癌幹細胞分画の増大は既に報
告されているが、HOXB9によるTGFβ経路
活性化を通じた EMT においても、本現象
が生じることを明らかにする。 
 

(3) 乳癌細胞における HOXB9 発現により、血
管新生を通じて腫瘍微小環境の変化がも
たらされることを確認する。 

 
(4) これら現象を通じて、HOXB9 が乳癌の悪
性化に寄与することを基礎研究の観点か
ら明らかとし、さらに乳癌臨床検体を用
いて、HOXB9 発現が予後因子となり得る
かどうかを検証する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 乳癌患者検体から癌部と非癌部をlaser 
capture micro-dissection法により分離
し、HOXB9の発現をPCRにて検討した。
次にその機能を解析するため、乳腺上皮
細胞株MCF10Aにレンチウィルスベクタ
ーを用いてHOXB9を導入し、EMT誘導を
確認すると共に血管新生促進因子の発現
とこれによる新生血管の誘導を確認した。 

 
(2) MCF10AへのHOXB9導入により、smad2の
リン酸化促進とTGFβ2プロモータ領域
へのHOXB9の結合とそれによる転写活性
化を確認を行う。これに引き続き、TGF
β経路の標的遺伝子群の発現亢進の検討、
及びMDA-MB231細胞でのHOXB9発現抑制
モデルを用いてTGFβ経路の抑制が生じ
るかを検証する。 

 
(3) CD44(+)CD24(-)細胞群を精製し、
mammosphere形成能を検証する。その際
に上記のTGFβ経路阻害薬を用いて、
sphere形成能に差異が生じるかを検討す
る。 

 
(4) 2004年１月から2005年1月までに当院
で手術を施行した浸潤性乳管癌患者141
例を対象とし、抗ヒトHOXB9抗体を用い
て免疫組織化学染色を行った。HOXB9陰
性とHOXB9陽性に分類し、両群間におけ
る臨床病理学的因子および予後との関連
性を検討した。 

４．研究成果 
 
(1) 乳癌患者検体 40 例中 17 例で癌部での
HOXB9 発現亢進があり、核異型度と有意
な相関を認めた。MCF10AへのHOXB9導入
により、細胞形態の変化と上皮系マーカ
ーの喪失・間質系マーカーの獲得を認め、
さらに細胞遊走能・浸潤能の亢進を認め、
これらの現象がErbB-AKT経路及びTGFβ
経路の活性化に深く依存していることを
示した。特に TGFβ経路に関しては、乳
腺上皮細胞 MCF10A にレンチウイルスベ
クターを用いて HOXB9 を高発現させると、
EMTの誘導と同時にTGFβ1及びβ2の高
発現が認められ、後者の HOXB9 プロモー
ター領域への結合が CHIP 法により確認
された。これに伴い smad2 のリン酸化と
TGFβ経路の標的遺伝子の高発現を確認
し、特異的 TGFβ阻害剤の添加により、
こ れ ら が 抑 制 さ れ る と 同 時 に 、
Mesenchymal to Epithelial Transition 
(MET)が認められ、かつ細胞遊走能の抑制
が観察された。 

 
(2) HOXB9高発現に伴いVEGF, bFGF等の血管
新生促進因子の発現が亢進したため、in 
vivoにおける腫瘍増大・転移を検討する
ため、変異H-RAS-IRES-GFPをMCF10Aに
導入して癌化を誘導し、これに HOXB9 高
発現を誘導した細胞をマウス乳腺に異種
移植し、肺転移能・血管新生等を評価し
た。in vitroにおいてMCF10A-HRAS-HOXB9
の細胞増殖能はむしろ抑制されたが、in 
vivo の系では著明な腫瘍増大を認め、
CD31の蛍光染色で腫瘍血管新生の亢進が
認められた。さらにコントロール群では
認められない肺の微小転移が 75%で観察
された。逆に、HOXB9 高発現乳癌細胞株
MDA-MB231に2種のsh-HOXB9を感染させ、
それぞれ 80%以上の発現抑制を得た細胞
では血管新生因子発現の抑制が認められ、
異種移植モデルでコントロール群では認
めた肺の微小転移が観察されなかった。 

 



(3) 乳癌における癌幹細胞のマーカーである
CD44(+)CD24(-)群が HOXB9 の導入により
増加を認め、一方で HOXB9 高発現細胞株
であるMDA-MB231細胞においてshRNAを
レンチウイルスで導入すると、このHOXB9
発現のノックダウンにより、癌幹細胞分
画の低下を認め、これらの現象に TGFβ
経路の関与が必須であることが示された。 
 

(4) 抗ヒト HOXB9 抗体を用いて免疫組織化学
染色を行い、非染色を HOXB9 陰性、弱染
色と強染色を HOXB9 陽性に分類し、両群
間における臨床病理学的因子および予後
との関連性を検討した。HOXB9 陽性は 69
例 (48.9%)であり、２群間を比較すると
腫瘍径・ホルモン受容体状況・HER2状況・
腋窩リンパ節転移・nuclear grade で有
意差を認めた。luminal type に比べ
basal-like type では有意に HOXB9 陽性
乳癌の比率が高かった。Kaplain-Mayer
法で Disease-Free Survival (DFS)およ
びOverall Survival (OS)を比較すると、
HOXB9 陽性では有意に予後不良（DFS; 
HR=20.7, p=0.001, OS; HR=9.21, 
p=0.003）であり、多変量解析ではHOXB9
陽性は DFS における独立した予後不良因
子であった。(HR=15.532, p=0.009) 
腫瘍の大きさを T2 症例に限ったサブグ
ループ解析では、HOXB9 強発現腫瘍にお
いては、発現の無い腫瘍に比較して、血
管内皮のマーカーである CD31 および
CD34発現細胞が有意に増加し、血管新生
の亢進が示唆され、それに伴いKi67発現
細胞の割合も有意に増加しており、前記
の基礎研究による知見と臨床検体におけ
る所見が一致する結果となった。 
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