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研究成果の概要（和文）：乳がんのサブタイプ分類(ホルモン受容体および HER2 受容体の有無)は治療薬の選択
にお いて重要である。一方で、近年、再発および転移巣においてサブタイプの不一致が見られることが報告さ
れてい る。また、サブタイプ不一致が解析できる実験系も十分確立されていない。
　　本研究では、サブタイプ不一致が誘導できる実験系の確立を試みるとともに、その分子機序を検討した。期
間内にホルモン受容体の1つであるエストロゲン受容体の発現低下が誘導できる実験系の確立に成功している。
また、サブタイプ不一致が観察される症例として骨転移症例が報告されているため、骨転移性乳がん細胞株の作
製も試みており、樹立にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Accumulating the lines of evidence suggest that breast cancer subtype might 
change from the primary tumor to the recurrence. Since the subtype and receptor status are critical 
factors for the consideration of the cancer treatment, it is important to understand the molecular 
mechanism of the subtype discordance. However, the experimental conditions of subtype discordance 
are still reminded to be established. 
In the present study, using the breast cancer cell lines expressing estrogen receptor (ER) that is 
one of the hormone receptors, we succeeded in the establishment of the cell culture method where 
down-regulation of estrogen receptor was observed. We also established the bone metastatic cell 
lines. Because bone metastasis is often associated with the recurrence of ER positive breast cancer 
patient. Our results might contribute the understanding of the molecular mechanism for the subtype 
discordance and improve the treatment of breast cancer patients.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
サブタイプ分類は乳がんの治療薬の選択において重要な指標となるため、治療過程あるいは再発時にサブタイプ
の変化が生じた場合は適切な治療薬を選択できていない可能性がある。一方で、サブタイプの変化を評価できる
実験系は十分に確立されていない。本研究によりサブタイプ変化の機序の一端を明らかにできた場合、治療過程
における奏功率の評価や再発予測の技術開発に大きく貢献することが期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
乳がんは遺伝子発現および免疫組織学的解析から大き

く 4つのサブタイプ(Luminal-A and B, HER2+, Basal 

型)に分類され(表 1)、ホルモン受容体であるエストロゲ

ン受容体（ER）や受容体型チロシンキナーゼ(HER2)が

その指標として用いられる。また、Basal型においては

ホルモン受容体（ERおよびプロゲステロン受容体）と

HER2 が共に陰性である Triple Negative Breast 

Cancer (TNBC)症例が多く見られる。このようなサブタ

イプ分類は治療薬（ホルモン療法、抗がん剤、分子標的薬）の選択に非常に有用である。その一

方で、再発性乳がんなどにおける予後不良症例では、サブタイプの不一致が観察されることが報

告された(Liedtke et al. Ann Oncol 2009, Dieci et al. Ann Oncol 2013)。特に、ER陽性から陰性への

変化などが見られる Luminal型から Basal型への移行が確認された場合に、有意に予後不良であ

ることが明らかにされた。 

	 	 上記のように乳がんのサブタイプ不一致とその予後に相関が見られるにも関わらず、現在

に至るまで、サブタイプ変化の機序を詳細に検討した報告はほとんどない。また、同一細胞内で

サブタイプ変化が生じるかどうかも十分には検討されていない。申請者らはこれまでに、乳がん

細胞において非翻訳型 RNAの 1つである microRNA-27b(miR-27b)の発現低下に伴い、がん幹細

胞画分（CD24low/CD44high

画分）が形成されることを報告している(Takahashi et al. Nat commun 2015)。

その後の解析から、上記の幹細胞画分が形成される際に、サブタイプ変化の重要な特徴の 1つで

ある“エストロゲン受容体（ER）の発現低下”が誘導されることを見出している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Luminal型の乳がん細胞株において ERの発現低下が誘導される機序を明らかにし、

難治性乳がんを対象とした新たな治療方法の開発に取り組むことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
1) 単一乳がん細胞内における ER の発現解析	

ER の発現低下が単一乳がん細胞内において生じるかを検討するため、ER 応答性の GFP およ

び Luciferase 遺伝子（ER-GFP-T2A-Luc）を発現するコンストラクトを作製し、ER-GFP-T2A-

Luc 陽性細胞集団から陰性細胞が形成されるかをセルソーターにより検討した。レンチウィ

ルスを用いて ER-GFP-T2A-Luc を恒常発現する ER 陽性の乳がん細胞株を 2 種（MCF7 および

ZR75-1 細胞）作製した。ER-GFP-T2A-Luc 陽性の細胞集団をセルソーターにより分取し、ER

の陰転化を誘導できる条件下で細胞培養を行った。その後、再度、ER-GFP-T2A-Luc の発現

を評価した。	

2) ER の発現変動に関わる分子の探索	

前項で使用した細胞株（MCF7-ER-GFP-T2A-Luc）を用いて、ER の陰転化に伴い変動する遺伝

子群の同定を試みた。ER の発現低下を誘導する前後で RNA を抽出し、マイクロアレイを用
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いた遺伝子発現解析を行った。	

3) 骨転移株の作製	

予後不良の Luminal 症例では骨転移を生じる割合が他の臓器への転移の割合と比較して約

3倍高いため(Kennecke	et	al.,	JCO	2010)、サブタイプ変化を示した細胞集団が骨転移に

も深く関与していると考えられた。そこで、項目 1)で樹立した細胞株を用いて骨転移株の

樹立を試みた。また、骨転移株において ER の発現低下に関わる分子の発現を検討した。	

	

４．研究成果	

1) 単一乳がん細胞内における ER の発現解析	

ER-GFP-T2A-Luc 陽性の細胞を分取後、再度 ER の

陰転化を誘導した。誘導後 96 時間後にセルソータ

ーにより ER-GFP-T2A-Luc の発現を評価した結果、

通常の培養条件と比較して ER-GFP-T2A-Luc 陰性

の細胞集団が有意に増加することが明らかとなっ

た（図 1参照）。	

2) ER の発現変動に関わる分子の探索	

マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析により、ER の発現低下により亢進する分子群の同

定に成功した。これらの分子群から膜タンパク質（分子 A）に焦点を当て解析したところ、

定量 PCR の結果からも同様の結果が得られた（図 2-1 参照）。また、臨床検体を用いた解析

からも非がん部と比較してがん部において分子 A の発現が亢進していることが観察された

（図 2-2 参照）。	

	

	

	

	

	

	

	

3) 骨転移株の作製	

免疫不全マウスとLuciferase遺伝子を恒常発現する乳がん細胞株2種

（MCF7-luc および ZR75-1-luc 細胞株）を用いて骨転移株の樹立を試

みた。現在までに骨組織に生着した細胞株を分取し、骨組織への転移

能が亢進したかを検討中である。また、骨組織に生着した細胞集団に

おいて前項の分子 A の発現を定量 PCR により評価したところ、有意に

発現が亢進していた（図 3参照）。	

以上のことから、本研究では 1)	 ER の陰転化が単一乳がん細胞で生じていることを明

らかにし、さらには、2)	ER の発現低下に伴い発現が亢進する分子 Aの同定に成功した。ま
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図1: 解析結果
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図2-1: 解析結果
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図3: 解析結果
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た、分子 A は骨転移への関与も観察された。これらの結果は、ER 陰転化の機序の理解、さ

らには、骨転移を伴う予後不良症例の改善に貢献するものと期待される。	
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