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研究成果の概要（和文）：　85例のTNBCに関するKLF4の発現について、免疫染色を用いて評価した。またTNBC患者のCT
Cを同定し、KLF4の発現を検討した。さらにTNBC培養細胞にKLF4のsiRNAを導入してKLF4の発現を抑制し、細胞増殖能、
およびEMT様変化について解析した。
　85例のTNBC症例において、KLF4高発現群は低発現群と比較してOS、DFSが有意に良好であった。またTNBC患者のCTCで
はKLF4の発現が低下していた。さらにKLF4の発現を抑制したTNBC細胞では細胞増殖能や細胞浸潤能が増強した。このと
き各接着因子発現も抑制されており、EMT様の変化が認められた。

研究成果の概要（英文）：We assessed the expression levels of KLF4 in 84 patients with TNBC by 
immunohistochemical staining. In addition, CTCs in the peripheral blood of TNBC patients were identified 
and compared with primary lesions in terms of KLF4 expression. Moreover, the expression of KLF4 was 
inhibited by transfecting cultured TNBC cells with the siRNA of KLF4 to analyze the effects of KLF4 on 
cell proliferation and EMT-like changes.
　In the 84 patients with TNBC, higher KLF4 expression was associated with significantly better OS and 
DFS. KLF4 expression was lower in CTCs than in cancer cells in TNBC primary lesions. TNBC cells with 
inhibited KLF4 expression exhibited a greater ability to growth. These cells also underwent EMT-like 
changes with reduced expression of epitherial factors such as E-cadherin.
　TNBC patients with reduced KLF4 expression had poor outcomes. The results of our experiments suggest 
the expression of KLF4 is one of the important factors that inhibit the EMT and growth of TNBC.

研究分野：乳癌　バイオマーカー

キーワード： TNBC　CTC　KLF4　siRNA　EMT　OS　DFS
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１． 研究開始当初の背景 
 乳癌細胞は遺伝子の発現形式により、
LuminalA、LuminalB、HER2、Basal type
（Triple negative）、 Nomal like typez
という、５つの sub-type に分類する事がで
きる。また一方では、ER、PgR、HER2、Ki67
の IHC により 4つの sub type に分類し、臨
床の場で利用している。そのうち
TNBC(Triple negative breast cancer)は転
移再発しやすく、他の sub-type と比べて予
後が悪いことが知られているが、TNBC の生
物学的特徴については未だにはっきりとは
わかっていない。  
 iPS 細胞（induced pluripotent stem cell）
は多能性を持った幹細胞であり、Oct3/4、
Sox2、Klf4（ｃ-Myc、Nanog、Lin28）などの
遺伝子を繊維芽細胞等の正常細胞に導入す
る事により発現する(Takahashi K, Yamanaka 
S. et al. Cell.126:663-76,2006)。iPS 細胞
が次世代の再生医療を担う鍵として注目さ
れている一方で、iPS 細胞は乳癌を始めとす
る種々の癌細胞に置ける発現と機能につい
ての報告もされている。 
  
２．研究の目的 
 我々は今回の研究期間に、iPS 誘導因子で
あるKLF4, Nanogの TNBC乳癌における増
殖、転移メカニズムにはたす役割について研
究した 
 
３． 研究の方法 
１. 1997年 2月より 2009年 9月までに当科
で施行された原発性乳癌切除症例208例に対
し、切除組織より作成された組織アレイを用
いてKLF４, Nanogの発現解析と subtype別
の生存分析を行った。 
2. 関連５施設による共同研究として、TNBC 
85例について、KLF4の発現とその生命予後
に関する検討を行った。 
3. TNBC 乳癌細胞株（MBA-MD-231）に
Klf-4の SiRNAを導入し、KLF4の発現を
抑制させることによる乳癌細胞増殖能の変
化について解析する。また血液中遊走癌細
胞（CTC）における KLF4の発現変化につ
いて解析した。 
 
４． 研究成果 
1. 乳癌症例 208 例における KLF4, Nanog 発
現と臨床病理学的検討を行った。その結
果、閉経、Sub-type, 組織型と KLF4, 
Nanog 発現には、明らかな相関を認めな
かった。 
2. KLF4, Nanog 発現と生命予後 
KLF４の発現と生命予後の関係を、カプラ
ンマイヤー法を用いて解析した。その結
果、乳癌症例 208 例において、KLF4 高発
現群では有意に OS, DFS が改善した。 

 

 

 

 

 
またNanog高発現群において予後が有意に増

悪した。 

 

 

 

 

3. TNBCにおけるKLF4, Nanog発現と生命予後 

TNBCにおけるKLF4の発現と生命予後の関係を

明らかにするために、多施設共同研究を行っ
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た。５つの施設から85症例に関する切除標本

のプレパラートを集めてKLF4の発現を解析す

るとともにカプランマイヤー法を用いて予後

との関連性を解析した。その結果、KLF4の発

現が高い程、生命予後が良好であった。 

 

 

 

 

3. KLF4発現抑制とTNBCにおける転移、贈職

能の変化 

TNBC細胞株であるMDA-MB231細胞は元来、KLF4

を高発現している。今回、SiKLF４遺伝子を

MDA-MB231細胞に導入し、KLF4の発現を抑制し

た。 
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SiKLF4を導入したMDA-MB231細胞 

KLF4mAbにて免疫染色した。 

SiKLF4を導入したMDA-MB231 細胞では、

controlに比べて細胞増殖能が高くなった。 
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MTTアッセイによる、細胞増殖能 

 

またこのとき、SiKLF4遺伝子を導入した

MDA-MB231細胞では、細胞遊走能（migration）、

および浸潤能（invasion）のどちらも増加し

た。 
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Tumor cell migration assay 

 

 

 

 

 

 

 
Tumor cell invasion assay 

 

4. TNBC症例におけるCTCの同定 

 TNBC患者の抹消血液中に存在するCTCを捕

捉しKLF4の発現を解析すると、原発巣の癌細

胞と比較してCTCではKLF4の発現が低下して

いた。 
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CTCチップによるCTCの同定 
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CTCではEMTマーカーであるE-cadherinの発現

が低下していた。 

 

５. 結論 

 KLF4 の発現が低下した TNBC 症例の予後は
不良であった。CTC、および siRNA の実験結

果より、TNBC では KLF4 の低下により、EMT
が誘導され、乳癌の転移増殖能が亢進すると
考えられた。KLF4 の発現を高める治療は、
TNBC の転移増殖を抑制する上で有用な戦略
になり得ると考えられた。 
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