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研究成果の概要（和文）：FoxA1はクロマチンリモデリングの制御を介して遺伝子発現を調節するクロマチン制
御因子である。FoxA1は乳癌細胞において高発現し細胞の生存や増殖に寄与することが知られている。しかし、
悪性度の高い乳癌細胞ではFoxA1の発現が消失していることも知られており、FoxA1発現の有無と乳癌の悪性化と
の関連性についてはよくわかっていなかった。本研究において、FoxA1の発現消失が乳癌細胞の薬剤抵抗性に関
与することが判明し、FoxA1が乳癌の悪性化の促進と抑制の両面に作用する分子であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：FoxA1 is a pioneer factor that regulates chromatin remodeling and gene 
expression. FoxA1 is known to be involved in  breast cancer progression through expression of genes 
controlling cell survival and growth. However, FoxA1 expression is reduced or lost in malignant 
types of breast cancer cells, and the relationship between the presence of FoxA1 expression and the 
malignancy of breast cancer cells has not been clarified. In this study, we found that loss of FoxA1
 expression causes acquisition of chemo-resistance in breast cancer cells. This finding suggests 
that FoxA1 has both promotive and suppressive roles in breast cancer progression. Specific 
inhibition of its promotive roles in breast cancer progression is required for the treatment of 
breast cancer patients.  

研究分野：分子生物学

キーワード： シグナル伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、クロマチン制御因子FoxA1が乳癌細胞の悪性化の促進と抑制の二面的な役割を持つことが明らか
となった。これまでの解析によってFoxA1が乳癌細胞の生存や増殖に寄与することが判明していたため、FoxA1の
機能抑制が乳癌の治療に役立つと考えられてきたが、本研究によってFoxA1の機能抑制が薬剤抵抗性を誘導し乳
癌の治療をより困難にする可能性が示された。今後、乳癌悪性化におけるFoxA1の促進的機能と抑制的機能につ
いて分子レベルの詳細な解析を進め、促進的機能のみを阻害する治療法開発を行う必要がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 乳癌は女性の罹患率一位の重要な癌である。乳癌の多くは女性ホルモンのエストロゲンに依

存して増殖しており、エストロゲン受容体（ERα）阻害薬やアロマターゼ阻害薬によるエストロ

ゲン機能抑制が治療に用いられている。しかし、長期治療後に頻発するエストロゲン非依存性乳

癌の再発が問題となっており、乳癌細胞のエストロゲン非依存性獲得の分子機構の解明と、エス

トロゲン非依存性乳癌に対する新規治療薬の開発が必要とされている。 

 我々はこれまでに、ERα陰性のエストロゲン非依存性乳癌細胞では、転写因子 NF-κBを活性

化するタンパク質キナーゼ NF-κB-inducing kinase(NIK)が高発現し NF-κB の持続的活性化を

誘導して細胞増殖を促進していることを明らかにした（Cancer Sci. 2009）。さらに、NIK 依存

的な NF-κB の活性化が NOTCH や β-catenin を介して乳癌幹細胞の維持に寄与していることを

明らかにした（Nat Commun. 2013, Cancer Res. 2015）。また、エストロゲン非依存性乳癌細胞

では、NF-κB 抑制因子として知られるユビキチン化修飾酵素 A20 が NIK タンパク質の安定化を

誘導して NF-κBを活性化することも明らかにした（Sci Rep. 2013）。このように、我々は、NIK

の高発現による NF-κB 持続的活性化がエストロゲン非依存性の乳癌細胞の増殖に重要であるこ

とを明らかにしてきた。しかしながら、エストロゲン依存性乳癌細胞が NIK 遺伝子を高発現しエ

ストロゲン非依存性を獲得する分子機構についてはわかっていなかった。 

  

２．研究の目的 

 Forkhead box(Fox)型転写因子 FoxA1 は、ヘテロクロマチンを開いて他の転写因子を動員して

遺伝子発現を誘導するクロマチン制御因子として知られている。ERα の機能は FoxA1 に依存し

ており、FoxA1 は ERαの標的遺伝子発現に重要である。さらに、FoxA1 はエストロゲン依存性乳

癌細胞の増殖にも必要である（Biochem Biophys Res Commun. 2009）。エストロゲン依存性乳癌

細胞では ERαと FoxA1 の両方が発現しているが、ERα陰性のエストロゲン非依存性乳癌細胞で

は FoxA1 の発現も欠損していることが知られている。そこで、我々は、FoxA1 発現の消失が乳癌

細胞のエストロゲン非依存性獲得に関与しているのではないかと予想し、本研究において FoxA1

発現の消失とエストロゲン非依存性獲得との関連について解析を行なった。 

 

３．研究の方法 

 エストロゲン依存性乳癌細胞がタモキシフェン耐性を獲得する過程を解析するにあたり、ERα

陽性且つエストロゲン依存性のヒト乳癌細胞株 MCF7 を用いタモキシフェン存在下で１年以上培

養して MCF7 のタモキシフェン耐性株(tamoxifen-resistant, TAM-R)を樹立した。比較のために、

ホルモン欠乏培地にて MCF7 を１年以上培養した長期エストロゲン欠乏株(long-term estrogen-

deprived, LTED)も樹立した。まず、親株、TAM-R 株、LTED 株それぞれの ERαや ERαの活性化

に必要なクロマチン制御因子 Forkhead box A1 (FoxA1)の発現を解析すると、TAM-R 株において

のみこれらの発現が顕著に低下していることがわかった。ERαの標的遺伝子である XBP-1, TFF1, 

Cyclin D1 の発現を解析すると、TAM-R 株においてこれらはどれも抑制されており、TAM-R 株で

はエストロゲンシグナルが顕著に抑制されていることが明らかとなった。次に NF-κB シグナル

の活性化を解析すると、TAM-R 株においてのみ無刺激下でも NF-κB シグナルが持続的に活性化

していることがわかった。NF-κB の標的遺伝子であり乳癌の増殖に関わる炎症性サイトカイン

Interleukin-6 (IL-6), IL-8 (CXCL8)が TAM-R 株において高発現していることがわかった。TAM-

R 株に NF-κB 阻害薬の SC-514 を処理すると、IL-6 の発現が顕著に低下し細胞増殖も抑制され

たことから、TAM-R 株では NF-κBが持続的に活性化し特に IL-6 の発現を促して細胞増殖を促進

していることが示唆された。 

 次に、TAM-R 株における NF-κBシグナル持続的活性化と IL-6 発現の分子機構を解析した。そ

の際、TAM-R 株にて発現が低下していた ERαと FoxA1 に着目した。ERαと FoxA1 は癌悪性化を

抑制することが報告されており、これらの発現低下が NF-κB シグナル持続的活性化や IL-6 発

現に関与している可能性を検討することにした。ERα 陰性のエストロゲン非依存性乳癌細胞株

MDA-MB-231 および樹立した TAM-R 株に ERα もしくは FoxA1 をそれぞれ安定発現し、NF-κB シ

グナルと IL-6 発現への影響を解析した。その結果、FoxA1 を安定発現した場合のみ、NF-κB シ

グナル活性化に変化は認められなかったものの IL-6 発現が顕著に低下することがわかった。内

在性 FoxA1 の役割を解析するために、MCF7 細胞の FoxA1 を RNAi にてノックダウンし NF-κB シ

グナルと IL-6 発現への影響を解析した。その結果、NF-κBシグナル活性化には大きな変化は認

められなかったが、IL-6 発現が顕著に誘導された。これらのことから、FoxA1 は NF-κB シグナ

ルには大きな影響を与えないものの IL-6 発現を抑制する機能を有することが示唆された。 

 FoxA1 による IL-6 発現抑制の分子機構を解析するために、クロマチン免疫沈降(ChIP assay)

を行なった。ヒトIL-6遺伝子転写開始点の上流5,000bpを転写因子結合部位解析ツール(JASPAR)

にて解析し、FoxA1 結合部位候補３ヶ所を特定した。ChIP assay にて FoxA1 の結合を解析した結

果、転写開始点に近い２ヶ所への結合が検出された。次に、IL-6 遺伝子転写開始点の近傍に存



在する結合部位への NF-κB の結合を ChIP assay にて解析すると、MCF7 細胞の FoxA1 ノックダ

ウンにより NF-κB結合が増加する一方で、TAM-R 株の FoxA1 発現では NF-κB結合が減少するこ

とがわかった。これらのことから、FoxA1 は IL-6 遺伝子プロモーター領域に結合し、NF-κB の

結合を阻害することで IL-6 発現を抑制することが示唆された。 

 最後に、TAM-R 株における IL-6 の役割について解析を行なった。IL-6 は乳癌幹細胞の増殖や

維持を促進することが知られていることから、TAM-R 株において IL-6 によって乳癌幹細胞様の

形質が誘導されている可能性について検討した。幹細胞様形質を解析する方法として Sphere 

assay を行なったところ、TAM-R 株では有意に Sphere 形成が誘導されていた。興味深いことに、

NF-κB シグナルや IL-6 シグナルの阻害によって TAM-R 株の Sphere 形成は抑制された。以上の

ことから、TAM-R 株では持続的に活性化した NF-κB と発現低下した FoxA1 の両者によって誘導

された IL-6 が乳癌幹細胞様の形質を導き、細胞増殖を促進していることが示された。この乳癌

幹細胞様の形質がタモキシフェン耐性化にも関与しているのではないかと考えている（図）。 

 

４．研究成果 

 本研究において、タモキシフェン耐性を獲得した TAM-R 株では NF-κB シグナルが持続的に活

性化しIL-6の発現を誘導して細胞増殖を促進していることを見出した。また、TAM-R株ではFoxA1

の発現が低下していることが明らかとなり、その後の解析によって、FoxA1 は NF-κB シグナル

の活性化には影響しないものの、NF-κB の IL-6 プロモーターへの結合を阻害して IL-6 発現を

抑制する転写抑制因子として働くことが判明し、TAM-R 株における FoxA1 の発現低下が IL-6 発

現の一因となっていることがわかった。TAM-R 株における NF-κB 持続的活性化の分子機構は不

明であるが、FoxA1 の発現低下が NF-κB の機能亢進に寄与していることが本研究によって明ら

かとなった。FoxA1 はヘテロクロマチンを開くことによって ERα の活性化を促進するクロマチ

ン制御因子として知られているが、本研究によって FoxA1 が転写抑制因子としても働くことが

示された。本研究より、タモキシフェン耐性を獲得した乳癌に対しては、NF-κBシグナルや IL-

6 の阻害、さらには遺伝子治療などによる FoxA1 の発現低下の回復が有効な治療法になるのでは

ないかと考えられる。 

 

図, FOXA1 発現減少による NF-κB活性化亢進のモデル図 
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