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研究成果の概要（和文）：乳癌細胞株で見出したNF-kB-JAG1-NOTCH経路の癌幹細胞維持における関与が手術検体
でも確認することができた。これは本経路が癌治療の標的をなりうることを示している。さらに乳癌細胞株にお
いて上皮系と間葉系細胞集団が相互作用して双方向転換を制御しながら共存していることを明らかにした。手術
検体の解析から同様の相互作用が実際の腫瘍においても癌転移や癌幹細胞維持に関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Involvement of the NF-kB-JAG1-NOTCH pathway in the maintenance of cancer 
stem cells, which was demonstrated using cultured breast cancer cell lines, is shown to be happened 
in breast cancer cells prepared from specimens. These results suggest that the NF-kB-JAG1-NOTCH 
pathway could be a target for therapy. In basal-like breast cancer cell lines, epithelial and 
mesenchymal cell populations are demonstrated to co-exist at a constant ratio due to the mutual 
interactions that regulate both epithelial-mesenchymal transition and mesenchymal-epithelial 
transition. Similar analyses of breast cancer specimens reveal involvement of such mutual 
interactions in tumor metastasis and cancer stem cell maintenance in vivo.

研究分野：分子生物学、腫瘍生物学

キーワード： 癌　シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
わが国において、乳癌罹患者は増加の一途を
辿っており 2005 年には総女性がん罹患者の
18％を占め第一位となっている。乳癌は特に
40代女性癌患者の 40％以上にのぼり QOLの
低下も問題となっているが、ライフスタイル
の欧米化に伴って今後の更なる乳癌患者の
増加が懸念されている。乳癌は Luminal-like、
ERBB2 過剰発現、Basal-like、Claudin-low の
タイプ（病型）に分類される。各々の乳癌は
上皮細胞の異なる分化段階の細胞を起源と
していることが報告されており、同じ乳癌で
ありながら病型によって癌細胞の性質がか
なり異なっている。Luminal タイプはホルモ
ン依存性（エストロジェン、プロジェストロ
ン受容体陽性：ER+PR+）でホルモン療法が効
果的であり、ERBB2 過剰発現タイプは抗
ERBB2 抗体トラスツズマブが効果を奏して
いる。しかし、Basal-likeと Claudin-lowタイ
プは ER–PR–ERBB2–で triple negative 乳癌(以
下、TN乳癌と記載)と呼ばれ効果的な治療法
が見つかっていない。TN 乳癌は高転移性で
再発率が高いことから新規治療標的の発見
が望まれている。 
 
２．研究の目的 
本研究開始以前に、悪性度が高く有効な治療
法の無い Basal-like タイプ乳癌の特徴として
高いレベルの転写因子 NF-B の恒常的活性
化を見出していた。さらにこの NF-Bの恒常
的活性化が非癌幹細胞において NOTCHリガ
ンドである JAG1を発現誘導させ、その JAG1
が癌幹細胞の NOTCHを活性化することで幹
細胞としての性質を維持させていることを
報告した。この結果から非癌幹細胞が幹細胞
維持の腫瘍内ニッチを形成するモデルを提
唱した。また、この NF-Bと NOTCHシグナ
ルの連携による癌幹細胞の維持機構は
Basal-like タイプ特異的で他の乳癌タイプで
は見られなかった。本申請ではこれらの成果
をもとに Basal-like タイプ乳癌特異的な
NOTCH シグナル依存性癌幹細胞維持機構の
分子レベルでの解明を目指す。また、得られ
た成果を治療法開発に繋げる。 
 
３．研究の方法 
（１）所属機関の研究倫理審査委員会に承認
された方法で乳癌患者検体を入手し、次項
「４．研究成果」に記載した方法で培養し、
解析した。 
（２）HCC38 及び HCC1143 細胞を EpCAM, 
CD44, CD24 で染色し上皮系細胞集団と間葉
系細胞集団を分取し解析に用いた。 
 
４．研究成果 
（１）乳癌手術検体でのNF-B-JAG1-NOTCH
経路と癌幹細胞維持との関係 
腫瘍約 0.1 グラムの検体をメスで細断し、コ
ラゲナーゼ、ヒアルロニダーゼ、DNaseで処
理後、酵素で消化されなかった線維組織等を

フィルターによって取り除き、弱遠心によっ
て癌細胞をスフェロイドのまま回収する。こ
のスフェロイドをコラーゲンコートされた
培養ディッシュに播種し HuMEC培地で培養
し上皮様に伸展した癌細胞として以下の実
験に用いた。次に癌細胞から RNA を抽出、
BIRC5, FOXC1, ESR, FOXA1, ERBB2, GRB7
遺伝子の発現を RT-PCRにより定量しその発
現パターンから乳癌のサブタイプを決定し
た。NF-B-JAG1-NOTCH 経路のがん幹細胞
維持における関与については、癌細胞を
TNFで刺激して NF-B を活性化した後に
JAG1の発現量を RT-PCRにより定量し、癌幹
細胞の増減は FACSで CD44high/CD24low分
画の割合定量することで算出した。 
 62例の手術摘出腫瘍検体を扱い、15例の 
培養に成功した。RT-PCR によるサブタイプ
解析から 15例のうち Basal-likeサブタイプが
9 例、Luminal-like サブタイプが 2 例、
ERBB2-enrichedサブタイプが 1例、未解析が
3例である。Basal-likeサブタイプ 9例のうち
3例で TNF刺激に依存した NF-Bの活性化
により癌幹細胞分画が増大したが、
Luminal-likeサブタイプ 2例、ERBB2-enriched
サブタイプ 1 例では増大しなかった。この
TNF刺激依存的な癌幹細胞増大が Basal-like
サブタイプ特異的であることを結論するに
は例数を５倍程度増やす必要があるが、現時
点では期待できる結果と言える。一方で
Basal-likeサブタイプ 9例のうち 6例で TNF
刺激により JAG1 の発現が上昇したが、
Luminal-likeサブタイプ 2例、ERBB2-enriched
サブタイプ 1例の中でも 2例で TNF刺激に
より JAG1 の発現が上昇した。従って JAG1
の発現誘導については Basal-like サブタイプ
特異的ではないと考えられる。また、
Basal-likeサブタイプで JAG1発現誘導が認め
られた 3 例のうち、癌幹細胞が増えたのが 1
例であった。今後も解析を継続し Basal-like
サブタイプ乳癌における癌幹細胞維持機構
を in vivo腫瘍において検証する予定である。 
（２）Basal-like 乳癌における上皮-間葉双方
向転換の分子機構解明 
上皮間葉転換 EMT やその逆過程である間葉
上皮転換 MET は癌転移において重要な役割
を果たすが癌幹細胞の維持にも深く関与す
ると考えられている。我々は Basal-like 乳癌
細胞株である HCC38 細胞や HCC1143 細胞、
一部の乳癌臨床検体において Basal-like 乳癌
様の EpCAM 陽性、E-cadherin 陽性の上皮系
細胞集団と、Claudin-low乳癌様の EpCAM発
現が低く Vimentin 陽性の間葉系細胞集団が
一定の比率で共存していることを見出した。
両集団の増殖速度に大きな差があること、間
葉系細胞集団に EMT 誘導転写因子が高発現
していることから、両集団の間で EMT と
METの双方向の転換があり、かつ両集団がお
互い相互作用して双方向転換を制御してい
ることが想定された。そこでこの双方向転換
の制御機構を調べるために、各細胞集団を単



独もしくはお互いの集団を種々の比率で混
合して培養を行ったところ、間葉系細胞の集
団は周囲の上皮細胞の EMT を促進し、逆に

上皮細胞の集団は周囲の間葉系細胞の MET
を促進することが分かった。またこの
EMT/METにはTGF-1や JAK2の活性化によ
って誘導される転写因子 ZEB1, SLUGの活性
化が重要であることが明らかとなった（図）。
一般に上皮細胞は増殖能が高く腫瘍形成に
重要である一方、間葉系細胞は遊走能や細胞
生存能が高く治療抵抗性との関連が報告さ
れており、Basal-like乳癌における両細胞のバ
ランス維持機構の解明は、癌幹細胞の維持機
構の解明に繋がるばかりでなく新たな乳癌
治療戦略の創出に繋がると考えられる。 
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