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研究成果の概要（和文）：エストロゲン感受性およびホルモン治療的抵抗性モデル乳がん細胞を用いて、次世代
シーケンス解析によりエストロゲン受容体結合領域近傍にてホルモン応答性発現を示す複数個の長鎖非コード
RNAを同定した。これらの発現を抑制することにより、治療的抵抗性を含む乳がん細胞の増殖を抑制することを
見出し、マウスにおける乳がん細胞移植実験において、長鎖非コードRNAを標的とするsiRNAにより腫瘍増殖が抑
制された。機能的スクリーニングにより、ホルモン治療的抵抗性獲得にかかわる因子、またマイクロRNAとその
標的遺伝子を複数個同定し、乳がん予後との相関性から診断・治療標的として臨床応用できる可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Based on high-throughput sequencing using estrogen-sensitive and hormone 
therapy-refractory model breast cancer cells, we identified several long noncoding RNAs that are 
transcribed from the vicinity of estrogen receptor binding sites and exhibit estrogen-dependent 
expression. We found that the siRNA-mediated knockdown of these noncoding RNAs inhibited the growth 
of breast cancer cells including hormone therapy-refractory types and the growth of breast cancer 
cell-derived tumors inoculated in nude mice. Based on functional screenings, we identified several 
relevant factors and microRNAs together with their target genes, which have associations with 
prognosis of breast cancer patients. Those molecules could be clinically applied to diagnostic and 
therapeutic targets for breast cancer management.

研究分野： 内分泌学、分子生物学、腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 

 乳がんは診断時において大多数がエストロ
ゲン受容体陽性であり、ホルモン療法の応答
性にはエストロゲン受容体α（ERα）の発現性
が強く関連している。しかし、元々ERα陽性
であってもホルモン療法抵抗性乳がんが存在
し、またホルモン療法応答性の乳がんの約半
数においても耐性へと移行することが観察さ
れている。研究代表者らは、ERα標的遺伝子
の一つであるEfp/TRIM25が強発現する乳が
んにおいては、内因性エストロゲンが分泌さ
れない環境においても腫瘍増殖することを明
らかにし、乳がん臨床検体においてもEfpの強
発現が予後不良因子となることを報告してき
た。また、ERα蛋白質自体のリン酸化シグナ
ルもERαの転写制御機構において重要である
ことを報告してきた。ERαの共役因子である
SRC-3の過剰発現も、乳がんの増殖と浸潤性
に深く関与することが報告されている。従っ
て、乳がんにおけるERαの転写制御機構・下
流シグナル経路の解明は、特にホルモン療法
耐性に至る乳がんや転移性がんの病態を理解
する上で必須で、臨床上の重要な課題である。 

 研究代表者らは、これまでエストロゲンお
よびアンドロゲン標的遺伝子とその関連因子
の同定と機能解析を行い、乳がんや前立腺が
んなどのホルモン依存性がんの新規診断・治
療法の開発に応用できることを示してきた。
特に、エストロゲン受容体標的遺伝子として
Efp、EBAG9、COX7RP等を同定し、Efpは細
胞周期チェックポイントである14-3-3の蛋
白分解に関わるユビキチンリガーゼであり乳
がんの増悪因子であること、EBAG9は細胞性
免疫監視からの回避により腫瘍増殖に関わる
因子であることを示してきた。COX7RPは、
ミトコンドリア酸化的リン酸化を行う呼吸鎖
酵素群の超複合体形成を促進する因子である
ことを明らかにした。さらに、ERαや転写因
子等のゲノム結合領域を明らかにする手法と
して、国内外にも先駆けてクロマチン免疫沈
降(ChIP)法や次世代シーケンサーを活用した
ChIPシーケンスを施行し、これら転写因子の
結合領域近傍に標的遺伝子を同定し、ホルモ
ン依存性がんの増殖、悪性化、臨床的予後に
関わる因子の機能を発見してきた。その１つ
として、非コードRNA分子のCTBP1-ASを新た
にホルモン受容体標的遺伝子として同定し、
エピゲノム制御に作用することにより、前立
腺がんの病態進展につながるメカニズムを明
らかにした。また、ホルモン受容体結合領域
における転写因子のモチーフ解析の結果から、
他の転写因子結合配列の共存を予測し、OCT1

をはじめとした、がんのホルモン応答性にか
かわる転写因子の新たな機能についても明ら
かにしている。以上のような背景に基づき、
本研究ではERαの転写制御メカニズム、下流
応答シグナルを包括的に解析し、乳がんの予
後予測などの診断への応用、ならびにホルモ
ン療法耐性となり難治性に至る乳がんの病態
に対する、新規治療標的への応用を目指すこ

とを目標とした。本研究により、ERαの下流
シグナルの全貌の解明がより一層深化するこ
とに加え、治療抵抗性乳がんへの治療への応
用に至る研究が進むことが期待され、ERαの
転写調節機構に関わる因子、それらの相互作
用を研究することで、ホルモン療法耐性乳が
んにおけるERαの過敏性獲得へのメカニズム
解明、およびそれを標的とした治療戦略を構
築することが期待できると考えた。 

 

２．研究の目的 

エストロゲン受容体α（ERα）は、乳がんの増
殖・進展を制御する転写因子として重要であ
り、ERαの発現性はホルモン療法応答性に深
く関連する。本研究では、統合的ゲノム解析
方法に基づき、乳がんにおいてERαの転写制
御機構に共役する転写因子、およびホルモン
療法耐性へ至る乳がんの病態において作用す
るERα下流のシグナル経路を明らかにし、各
経路において指令役を担う分子を同定してそ
の機能を解明することを目的にした。体系的
に同定されたERα関連転写因子群とERαシグ
ナル分子群の相互作用、およびERα転写制御
機構へのフィードバック作用について解析し、
乳がんにおけるERα転写ネットワークの解明
を目指すものとした。さらに乳がん臨床サン
プルを用いて、ERα関連転写因子とERαシグナ
ル分子を用いた新たな診断法の確立を目指し、
かつホルモン療法耐性乳がんのマウスモデル
を用いて分子標的治療への応用を目指すもの
とした。 

 

３．研究の方法 

 次世代シーケンス解析は、mRNAおよび長
鎖非コードRNAの解析を目的とした RNAシ
ーケンスと、マイクロ RNA の解析を目的と
した小分子 RNA シーケンスを施行した。各
種乳がん細胞および臨床浸潤性乳がん検体
（所属先臨床部門の IRB承認下で文書による
同意を得られた症例）から精製された RNA

を用いて、 HiSeq2000 または HiSeq2500

（Illumina 社）のプラットフォームにより施
行し、独自のパイプラインを用いて解析を行
った。ホルモン治療的抵抗性モデル乳がん細
胞としては、１）MCF7 細胞から抗エストロ
ゲ ン 薬 で あ る tamoxifen ま た は
hydroxy-tamoxifen (OHT)存在下での長期培養
（＞6 ヶ月）により確立した TamR または
OHTR細胞、２）長期エストロゲン欠乏状態
の培養により得られた LTED 細胞、を研究代
表者らが独自に確立し、本研究に使用した。 

 乳がんの診断・治療標的として注目される
mRNA および長鎖非コード RNA に対する
siRNA については、RNAi 社の独自の siRNA

配列設計システムを用いて設計を行い、それ
ぞれの標的分子の発現抑制について定量的
PCRを用いて検討を行った上で、抑制効率が
良好なものを選択して本研究に使用した。細
胞動態については、細胞増殖性を WST-8 アッ
セイ、細胞周期およびアポトーシス誘導性を



FACS により検討した。ERα シグナル解析と
してエストロゲン応答配列レボーター遺伝
子を用いたルシフェラーゼアッセイ、ERαへ
の結合性解析としてクロマチン免疫沈降法
を施行した。 

 tamoxifen 感受性または耐性にかかわる機
能的スクリーニングについては、System 

Biosciences 社の miRNA 前駆体レンチウイル
スライブラリー、または Thermo Scientific 社
のレンチウイルス shRNA ライブラリーを使
用し、乳がん細胞に感染させた数日後、ウイ
ルスベクターに含まれる GFP 蛋白質の発現
性により、FACS を用いて感染効率を検討し
た。1 M の OHT または対照溶媒で１ヶ月培
養し、細胞に取り込まれたウイルスベクター
の骨格に対する PCR から、細胞内に取り込ま
れている miRNAまたは shRNAを抽出し、カ
スタムマイクロアレイにより miRNA または
shRNAの種類と発現量を検討した。 

 

４．研究成果 

[エストロゲン応答性 RNAの同定] 

 エストロゲン感受性乳がん細胞MCF7およ
び T47D を用いて、ERαのゲノム結合領域近
傍にエストロゲン応答性に発現が増強する
転写産物をストランド特異的な RNA シーケ
ンス法を用いて体系的に同定した。このうち、
蛋白質をコードしない長鎖非コード RNA に
着目し、エストロゲン受容体の標的となりう
る転写産物の同定を複数個行い、エストロゲ
ン応答性について、細胞レベルで発現の検証
を行った。これらの転写産物のうち、特に注
目される RNA に対する発現抑制実験を行う
ため、各々に対する複数個の siRNAを独自に
作製し、ホルモン感受性およびホルモン治療
的抵抗性モデル乳がん細胞における細胞増
殖や浸潤能、細胞周期等の影響を検討した。 

 これらの解析からエストロゲン応答性長
鎖非コード RNAとして注目される候補 RNA

（BClnc-X, BClnc-Y）については、さらに臨床
浸潤性乳がん検体における発現を RNA シー
ケンス法により解析し、乳がん臨床検体にお
ける病態的意義について検討を行った。これ
ら候補 RNA に対する各数種類の siRNA のう
ち、細胞増殖を効果的に抑制する核酸製剤に
ついては、ヌードマウスにおけるホルモン治
療的抵抗性モデル乳がん細胞の腫瘍形成へ
の治療効果を検討し、注目するこれら RNA

が乳がんの治療標的候補になりうることを
見出した。エストロゲン感受性乳がんおよび
ホルモン治療的抵抗性乳がん細胞において、
siRNA を用いてこれら候補 RNA の発現を抑
制し、細胞動態を検討したところ、いずれも
細胞周期の進行抑制およびアポトーシス誘
導作用が認められ、候補 RNA ががん増殖に
直接寄与する可能性が示唆された。また、候
補 RNA の発現調節によるエストロゲン受容
体シグナルの変化については、クロマチン免
疫沈降やプロモーター活性試験、マイクロア
レイ解析によって検討を行った。また、

BClnc-Xについては siRNAによりエストロゲ
ンシグナルが抑制され、エストロゲン受容体
ERαを介する転写制御の調節に直接関与する
可能性が示唆された。これら候補 RNA に結
合する蛋白質について、質量分析により数種
類の同定に成功しており、今後さらに乳がん
病態における RNA 結合蛋白質の機能解析に
結びつく研究シーズを見出している。 

 

[乳がん細胞のホルモン治療抵抗性獲得にか
かわる因子の同定] 

 乳がん細胞のホルモン治療抵抗性獲得に
かかわる因子の同定に関しては、RNAと蛋白
質の両面から解析を行った。RNAのうち、小
分子のマイクロ RNA については、エストロ
ゲン感受性乳がん細胞とホルモン治療的抵
抗性モデル乳がん細胞（TamR および LTED

細胞）における発現プロファイルを、次世代
シーケンサーを用いた小分子 RNA シーケン
ス法により解析した。そこから、ホルモン治
療抵抗性獲得に伴って発現低下するマイク
ロ RNAの１つとして miR-378a-3p を同定し、
マイクロ RNA の標的遺伝子を同定する複数
のアルゴリズムから候補標的遺伝子として
ゴルジ体蛋白質 GOLT1A を同定した。臨床乳
がん検体における定量的 PCR により、
miR-378a-3p と GOLT1A の発現には逆相関の
傾向が認められ、さらに臨床乳がんデータベ
ースにより、miR-378a-3p の低発現および
GOLT1A の高発現は予後不良に相関すること
が認められた。 

 また、マイクロ RNA ライブラリーを用い
た機能的スクリーニングによって、OHT 長期
存在下で、エストロゲン感受性乳がん細胞に
取り込まれているマイクロ RNA のリストか
ら脱落したマイクロ RNA を同定し、さらに
OHT 耐性がん細胞と臨床乳がん検体におい
ても発現低下しているマイクロRNAとして、
miR-574-3p を同定した。このマイクロ RNA

の候補標的遺伝子として複数のアルゴリズ
ムから CLTCを同定し、CLTC mRNAの 3’非
翻訳領域に含まれる miR-574-3p 結合配列を
組み込んだレポーター遺伝子によるルシフ
ェラーゼアッセイで、実際にこのマイクロ
RNAがCLTCを標的とすることが明らかにな
った。さらに miR-574-3p の発現調節により、
乳がん細胞において CLTC の発現が逆相の変
化をきたし、臨床乳がんデータベースによる
予後との相関解析により、CLTC の高発現が
乳がん症例群および tamoxifen 治療を行った
乳がん症例群の予後不良と有意に相関する
ことが明らかになった。 

 ホルモン治療抵抗性獲得にかかわる
mRNAについては、mRNA の発現抑制を目的
とした shRNA ライブラリーをエストロゲン
感受性細胞に導入し、抗エストロゲン薬であ
る OHT の存在の有無で長期培養し、生き残
った細胞に含まれる shRNA から、OHT 存在
下で細胞が生存するために必要な mRNA を
複数個同定した。臨床乳がんにおける生存曲



線解析データベースから、予後に相関する
mRNAに絞込みを行い、そのうちの１つにつ
いては、蛋白分解機構のサブユニット遺伝子
であることが同定され、がん増殖を調節する
蛋白質に対する特異的な作用を含め、機能解
析を進めている。 

 蛋白質については、特にエストロゲン受容
体陽性乳がんにおいて、免疫組織科学的検討
から、Efp と構造上の類似性がある蛋白質の
予後予測因子を複数見出すことに成功した。
これら因子の蛋白質レベルでのバイオマー
カーとしての有用性を示すとともに、乳がん
における機能解析を進めている。 
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