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研究成果の概要（和文）：　転移・再発乳癌の大部分はエストロゲン受容体（ER）が陽性で、エストロゲン作用の重要
性が推察される。本研究の結果、(1)　ER陽性乳癌では転移・再発の有無に応じて遺伝子やmicroRNAの発現プロファイ
ルが異なっていること、(2) miR-1、GATA4、thymidylate synthase、TACC2等は転移・再発に重要な役割を担っており
、その発現が予測因子となりうること等が明らかとなった。本研究によってER陽性乳癌における転移・再発の分子機序
の一端が明らかとなり、このような因子が今後重要な治療標的となりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Metastatic / recurrent breast cancer remains a highly lethal disease, and it is 
very important to evaluate the biomarkers associated with the distant metastasis. A great majority of 
metastatic / recurrent breast carcinomas expresses estrogen receptor (ER), suggesting importance of 
estrogeic actions. However, the molecular features have remained largely unclear in the metastatic / 
recurrent breast carcinomas. Results our present study have demonstrated that expression profiles of 
microRNA and genes in the breast carcinoma were different according to the metastatic or recurrent 
status. Especially, miR-1, GATA4, thymidylate synthase and TACC2 played important roles in the metastasis 
and/or recurerence in the breast carcinoma, and they were demonstrated as potent prognostic factors of 
breast cancer patients. Therefore, these factors may become important therapeutic targets to improve the 
clinical outcome of metastatic / recurrent breast cancer patients in future.
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１．研究開始当初の背景 
 我が国における乳癌の発生頻度は増加の

一途をたどっている。画像診断の進歩や検

診の普及とともに早期乳癌の割合が増え、

治療成績も著しく向上してきたが、依然と

して進行した乳癌に接する機会も多い。特

に転移・再発乳癌は治療が困難で、遠隔臓

器へ転移した症例は化学療法を行なっても

10 年生存率は 5-25%程度にとどまるのが

現状である。従って転移・再発乳癌の特性

を理解し治療法を向上させることは、乳癌

を克服する上できわめて重要な課題である。 

 乳癌の増殖や進展には女性ホルモンであ

るエストロゲンが深く関与しており、その

作用を阻害する内分泌療法は重要な治療法

となっている。転移・再発乳癌でも、他の

乳癌と同様に大部分の症例でエストロゲン

受容体（ER）が陽性であり、エストロゲン

作用の重要性が推察されている。しかし遠

隔臓器への転移や再発に関するエストロゲ

ン作用はほとんど研究されておらず、その

分子機序も不明のままである。 
 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、遠隔臓器転移例を中

心に転移・再発乳癌におけるエストロゲン

作用を詳細に検討し、内分泌療法に新たな

視点を与えることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
  (1) 検索対象。(1-1) 外科手術で得られ

た乳癌組織（ホルマリン固定パラフィン包

埋検体：211 例）、(1-2) ER 陽性遠隔転移症

例（凍結検体：８例）、(1-3) 乳癌培養細胞

（MCF-7、MDA-MB-453）。 

 (2) 網羅的マイクロアレイ。Whole 

Human Genome Oligo Microarray (アジ

レント)。 

 (3) microRNA PCR アレイ。miScript 

miRNA PCR Array (キアゲン)。 

 (4) 発現解析。(4-1) Real-time PCR：

cDNA は RT キ ッ ト (Superscript II 

preamplification system、Gibco BRL) で

合成され、LightCycler System (Roche 

Diagnostics) を 用 い た 。 (4-2) 

immunoblotting：抽出タンパクは Hybond 

PVDF membranes (GE Healthcare) にト

ランスファーされ、ECL- Plus Western 

Blotting Detection Reagents (GE 

Healthcare) 及 び  ChemiDoc XRS+ 

system (BioRad Laboratories) を用いて、

目的のバンドを検出した。(4-3) 免疫組織

化学：ヒストファインキット（ニチレイ）

を用いてストレプトアビジンービオチン法

で行った。 

 (5) 機能解析。(5-1) 細胞増殖能実験：

Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所）を

用 い て  WST-8 (2- (2- methoxy- 4- 

nitrophenyl)- 3- (4- nitrophenyl)- 5 

- (2,4- disulfophenyl)- 2H- tetrazolium, 

monosodium salt) 法 で 行 っ た 。 (5-2) 

5-Bromo-2-deoxyuridine (BrdU) assay： 

BrdU Labeling and Detection Kit II 

(Roche Diagnostics)を用いて行った。(5-3) 

Wound-healing assay：コンフルエントに

なった培養細胞をP-200ピペットチップで

傷 つ け た 後 、 細 胞 の 遊 走 領 域 を

MultiGauge v3.1 Software（フジフィル

ム）で評価した。 
 
 
４．研究成果 

(1) 再発乳癌における遺伝子発現プロファ

イルの解析。術後再発をきたした ER 陽性

乳癌（20 例）の遺伝子発現を網羅的マイク

ロアレイで解析し、GATA4 と thymidylate 

synthase (TS) を新たな再発関連遺伝子と

して見出した。乳癌組織における GATA4

の発現意義を免疫組織化学的に検討した結

果、GATA4 は 27%の非浸潤癌及び 31%の

浸潤癌に発現し、異型度、遠隔転移、HER2



と相関する一方、プロゲステロン受容体 

(PR) と逆相関した。さらに術後療法に関

わらず独立した予後不良因子であった（発

表論文６）。一方 TS はエストロゲン依存性

増殖に関与し、非浸潤癌においてアロマタ

ーゼ阻害剤投与後に発現が有意に低下した。

またER陽性浸潤癌症例においてTSはPR

と相関し、独立した予後良好因子であった

（発表論文３）。 

 

(2) 転移性乳癌における microRNA 発現プ

ロファイルの解析。手術時に遠隔臓器転移

をきたしていた 11 例の ER 陽性 Stage IV

症例における microRNA の発現を PCR ア

レイで網羅的に解析し、miR-1 を新たな転

移関連 microRNA として見いだした。そこ

で121例の乳癌組織を用いてmiR-1の発現

を in situ hybridization 法で解析した結果、

miR-1 は 20%の症例で過剰発現し、病期、

リンパ節転移、遠隔転移、異型度、ER、

PR、Ki-67 等と相関する一方、独立した予

後不良因子であった（発表論文２）。miR-1

が予後不良性を示す機序を探索したところ、

transforming acidic coiled-coil protein 2 

(TACC2) の関与が想定された。そこで乳癌

組織における TACC2 の発現意義を精査し

たところ、TACC2 は乳癌細胞 (MCF-7 及

び MDA-MB-453 細胞）の増殖を促進した。

免疫組織化学的には TACC2 は 51%の乳癌

組織に発現し、Ki-67 と相関する一方、独

立した予後不良因子であることが明らかと

なった（発表論文１）。 

 

(3) 転移性乳癌における遺伝子発現プロフ

ァイルの解析。ER 陽性遠隔転移症例の凍

結検体を用いて網羅的マイクロアレイを行

った。その結果、遠隔転移の有無によって

遺伝子プロファイルが異なることが明らか

となり、転移例で高発現する遺伝子 85 個、

低発現する遺伝子 114 個を同定した。 

 

以上の実験結果より、(1) ER 陽性乳癌で

は、転移・再発に応じて遺伝子やmicroRNA

の発現プロファイルが異なっていること、

(2) miR-1、GATA4、TS、 TACC2 等は転

移・再発に重要な役割を担っており、それ

らの乳癌原発巣における発現が重要な転移

予測因子となりうることが初めて示された。

これは転移・再発乳癌の分子機序を理解す

る上できわめて重要な新知見であるばかり

でなく、治療困難な転移・再発乳癌の克服

のため、このような因子が今後重要な治療

標的となりうる可能性が示唆された。 

 乳癌は骨、肺、肝、脳等に転移し、遠隔

転移患者の臨床病態は転移臓器に応じて多

彩である。従って本研究の成果を受け、今

後は臓器に応じた転移機序の解明が重要に

なってくると思われた。  
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