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Estrogen receptor α(ERα)および human epidermal growth factor receptor-2 (HER2)
いずれも陰性の乳癌について検討し、細胞周期関連転写因子E2Fの高発現が認められること

を明らかにした。E2F-5遺伝子変異 (E2F-5遺伝子点突然変異解析、E2F-5遺伝子増幅)の有

無について検討し、E2F-5陽性乳癌の臨床病理学的特徴を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
乳癌において、ホルモン受容体とくに

estrogen receptor α(ERα) と human 
epidermal growth factor receptor-2 
(HER2)は、代表的な細胞の分化増殖調節

因子であり、また多くの治療薬開発の標的

分子である。一方、乳癌の約20%を占める

ERα、HER2いずれも陰性の乳癌は予後不

良である。これらの症例に対する治療は一

般的な化学療法剤であり、分子標的薬剤の

開発や新たな治療戦略の展開は見られて

いない。また、ERα陰性・HER2陰性乳癌

は、他群の乳癌に比較し細胞増殖マーカー 
(Ki-67 labeling index (LI))が高く、ERαや
HER2を介さない細胞増殖機構が存在する

ことは確実であるが、その詳細は明らかに

なっていない。ERα陰性・HER2陰性乳癌

の細胞増殖機構に関する研究は、生物学的

意義のみならず新たな治療法開発に寄与

しうる重要な課題である。われわれは、基

盤研究(C) 平成15～17年度「ホルモン非依

存性(ER陰性/HER2陰性)乳癌の生物学的

特性に関する研究―特異的細胞増殖機構の

解明について―」の研究成果として、ERα



陰性・HER2陰性乳癌における転写因子

E2F-5の高発現を明らかにしてきている。 
 
２．研究の目的 
期間内における目的は、ERα陰性・HER2
陰性乳癌の細胞増殖機構に、とくに細胞

周期関連転写因子E2Fの異常がどのよう

に関与しているかを明らかにすることで

ある。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト乳癌組織を用いた観察的検討 
① E2Fの遺伝子異常検出:direct sequence
法による点突然変異解析およびFISH法

による遺伝子増幅の検出 
② E2F-5蛋白複合体を形成蛋白 (DP1,2, 

Rb, p107, p130など)の異常検出 
③ ヒト乳癌培養細胞、初代培養細胞を用い

た、Ki-67 LIと細胞増殖速度との関連性 
 

(2) (1)の検討で明らかになったE2F-5遺伝子、

あるいは複合体形成蛋白の異常が、ERα
陰性・HER2陰性乳癌の細胞増殖調節破

綻に関与していることを証明する。 
① E2F-5 mutant遺伝子導入：E2F-5蛋白

の細胞内局在の変化、細胞周期との関係

についての解析 
以上の研究計画により、ERα陰性・HER2陰
性乳癌における転写因子E2F-5の異常が明ら

かになり、細胞増殖調節の破綻への関与が証

明されると考えた。 
 
４．研究成果 

(1) E2F-5遺伝子異常の有無 
① E2F-5遺伝子点突然変異解析：ヒト乳癌

組織からDNAを抽出し、E2F-5 
(Accession No. 278409) Exon 1-8に
ついて設計されたprimerを用いPCR法

により増幅した。得られた産物について

塩基配列を解析した。Exon 1にsilence 
mutation(A44A)および Exon 6 - 7 
にsplicing variant (A295 delition)が
確認された。 

② E2F-5遺伝子増幅の有無：E2F-5 BAC 
cloneおよび nick translation kitを用

いて、E2F-5  FISH probeを作成し、 
FISH法による遺伝子増幅を検索した。

乳癌43症例中5例にE2F-5遺伝子増幅が

確認され、2例には  c-myc geneの 
co-amplificationが確認された (図参照)。 
 

(2) ヒト乳癌培養細胞株を用いた検討 
① ER陽性細胞 (MCF-7), ER陰性細胞 (M

DA-MB231, Hs578T)を細胞周期を同調

させて培養し、核および細胞質内のE2F-
5蛋白量を解析した。いずれの培養細胞

株においても、G1期において E2F-5蛋
白量が多く、S期において低下する傾向

が確認された。 
② E2F-5の細胞内局在を細胞周期関連蛋白

発現状況 (Ki-67, cyclin B1)との関連に

おいて観察した。E2F-5はG0期において

核に陽性となったが、G0以外では細胞質

に陽性所見を示した。 
 

(3) E2F-5陽性乳癌の臨床病理学的特徴 (表
参照) 

① 正常組織におけるE2F-5陽性細胞の分布

は、平滑筋細胞 (腸管壁)、気管支軟骨細

胞、円柱上皮 (胃、結腸、膵管上皮、胆

嚢上皮、乳腺)、扁平上皮細胞であった。 
② 細胞内陽性局在は、平滑筋細胞の一部と、

授乳期乳腺細胞で核内であったが、その

他の正常細胞および乳癌細胞において

は、細胞質内が多かった。 
③ E2F-5陽性乳癌は、TNBC (ER/PgR/HE

R2陰性乳癌), BLBC(basal-like breast
 cancer) に高頻度に見られること。 

④ E2F-5陽性乳癌はKi-67 labeling index
が高いこと。 

⑤ E2F-5陽性乳癌は、リンパ節陰性群につ

いて再発症例が多いこと。 
が明らかになり、これらの内容について論文

投稿し掲載された (Umemura S, et al.  B
r. J. Cancer 100; 764-771, 2009)。 
 
 
 
 



Clinicopathological features of 
 E2F-5-positive breast cancers. 

 
   E2F-5   
 positive   negative  p-value 
 n=19       n=38 

 
Tumor size                                 N.S  N.S. 

N.S. 

これらの結果から明らかになったことは、第
一に転写因子 E2F-5 遺伝子自体に有意な点
突然変異はなかったこと(結果(1)①)、また、
遺伝子増幅が確認されたが、必ずしも ERα
陰性・HER2 陰性乳癌に限定した異常ではな
かったこと(結果(1)②)から、E2F-5 遺伝子自
体の異常が、ERα陰性・HER2 陰性乳癌の
Ki-67 LI 高値の直接の原因となっている可
能性は低いと考えられた。次に、乳癌におけ
る E2F-5 細胞内局在が、細胞質であったこと
(結果(3)①②)については、E2F-5 が G0 期に
おいて核内で機能する蛋白であること(結果
(2)②)と、ERα陰性・HER2 陰性乳癌では G0
期(Ki-67 陰性)の癌細胞が少ないことから、
E2F-5 蛋白の機能異常というよりは、細胞周

期を反映する所見と考えられた。しかしなが
ら、ERα陰性・HER2 陰性乳癌においては、
E2F-5 の高発現が確認されていることから、
何らかの転写促進因子が存在することは確
実であろう。E2F-5 転写促進因子が、高度な
細胞増殖活性の原因か結果か、G0 期への移
行障害の可能性はないか、また、
mesenchymal epithelial transitionとの関連
性など、細胞の分化と増殖の分岐点における
調整機序解明という重要な意義を有する課
題として、継続して研究を進める。 

T1 9           17 
T2 7 14 
T3 3         6 

Lymph node metastasis                      N.S 
Absent 6  15  
Present 13  23 

Histological grade                          0.049 
I 0  6 
II 6 21 
III 13 11 

Estrogen receptor    0.039 
Positive   3        16 
Negative  16        22 

Progesterone receptor   0.010 
Positive 2        17 
Negative 17           21 

HER2      N.S 
Positive 5        14    
Negative 14        24 

Pathological characteristics   
TNBC  14         13  0.0049 
non-TNBC  5        25 
BLBC 14        11  0.0012 
non-BLBC  5         27 
Apocrine ca 1         3   N.S 
Metaplastic ca  4         0  0.0034 

Ki-67 labeling index (%)    
 59.5 ± 20.4  36.3 ± 26.3 0.001 

  
TNBC ; triple negative breast cancer (ER/PgR/HER2 
negative) 
BLBC ; basal-like breast cancer 
 

(4) ERα陰性・HER2陰性乳癌のシグナル伝

達の特徴 
① ERα陰性・HER2陰性乳癌においては、

他群に比較してAktのリン酸化が有意に

高い症例群があることが明らかになり、

免疫組織化学的にも確認された(Cancer
 Science 98; 1889-2283, 2007) (知的

財産所有権を出願し、国内外ともに手続

きが完了した)。 
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