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研究成果の概要（和文）：乳がん幹細胞様細胞は、乳がん組織の中にごくわずかに潜み、長い年月を経て、転移
や再発、薬剤耐性を頻繁に引き起こす乳がんの脅威の根源である。本研究では、乳がん幹細胞様細胞の維持には
亜鉛を必要とし、その機序として、亜鉛トランスポーターZIP6とZIP7の発現バランスによる亜鉛輸送活性を起点
とした亜鉛依存的なPR domain zinc finger protein 14 (PRDM14)の機能制御が関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Breast cancer stem cell-like cells (BCSCs) lurk in very few populations 
within breast cancer tissues and can give rise to metastasis, recurrence, and drug resistance after 
a long period of time, contributing to poor clinical outcomes. We demonstrated that zinc is required
 to maintain BCSCs. Moreover, the mechanisms underlying the maintenance of BCSCs are regulated by 
zinc dependent PR domain zinc finger protein 14 (PRDM14) function through zinc transporters ZIP6 and
 ZIP7.

研究分野：医療薬科学

キーワード： 乳がん　亜鉛　亜鉛トランスポーター　がん幹細胞様細胞　PRDM14

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで謎に包まれていた乳がん幹細胞様細胞の維持機構において、亜鉛および亜鉛トランスポーターの関与を
初めて明らかにし、本研究成果は、乳がん悪性化機構の本態解明に重要な方向性を示すものである。さらに、亜
鉛ネットワークを利用した乳がん診断マーカーの開発や新たな乳がん治療方法の確立への道を切り開く突破口と
して、実用化に向けての貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 現在、日本人女性にとって、乳がんはがんの中で罹患率が最も高く、乳がん患者数は世界に類

を見ない速さで急激に増加している。乳がんは、初期治療が成功しても、長い年月を経て、転移や

再発、薬剤耐性を頻繁に引き起こし、生命予後を脅かす。これは、現在確立されている治療法に限界

があることを意味するが、乳がん悪性化機構の大部分が未だに解明されていない。 

 近年、盛んに行われている乳がん研究の中で、亜鉛イオン(Zn2+)および亜鉛トランスポーター

は、これまで説明できなかった乳がん悪性化プロセスと密接に関連しているとの報告が相次ぎ、

乳がん新戦略のターゲットとして注目を集めている。亜鉛は、生命活動に必要不可欠な必須微量

元素であり、細胞内 Zn2+濃度は、細胞膜や細胞内小器官に発現する亜鉛トランスポーターによっ

て厳密に制御されている。さらに、亜鉛トランスポーターが輸送する Zn2+は、シグナル伝達の

セカンドメッセンジャーとして働く亜鉛シグナルが標的とする分子を介して、乳がん細胞の機

能を調節し、乳がんの病態を制御していることが明らかになってきた。 

 本研究課題では、乳がんの悪性化において、亜鉛トランスポーターを起点とする亜鉛ネット

ワークが、乳がんの悪性化をどのように支配するか、亜鉛の役割とその分子機序を解明し、亜

鉛機能を利用した乳がん新治療戦略の開発に新視点から迫る。 

 

２．研究の目的 

近年、亜鉛トランスポーターによって輸送される Zn2+を介した亜鉛シグナルの理解によって、
これまで説明できなかった乳がん悪性化機序を明らかにできる可能性がある。特に、乳がんの生
命予後の鍵を握る治療耐性や再発には、乳がん幹細胞様細胞(Breast cancer stem-like cell; BCSC)の

存在が温床となることが解明されつつあるものの、未だ BCSC の性質や維持機構は不明な点が

多く、Zn2+との関連についてもこれまでに報告がない。Zn2+による新たな切り口から、BCSC の

維持機構を明らかにできれば、根治治療に繋がる有効な乳がん治療法開発の劇的な進展に貢献

できる。 

本研究では、BCSCの維持機構を解明するために、BCSCの性状に影響を与える亜鉛および亜

鉛トランスポーターについて検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) スフェア培養とその特性の評価 

 ヒト乳がん細胞Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7)は、5%CO2-95% air条件下、10%非働化

ウシ胎児血清を含むMinimum essential medium (MEM)培地で培養した(通常培養)。BCSCを調製

するため、MCF-7を非接着条件下、サプリメントを含む無血清MEM培地でスフェア培養した。

スフェアの形態は顕微鏡で観察し、細胞生存率の評価には、MTTアッセイにより評価した。BCSC

関連分子の遺伝子発現量の解析には Reverse transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR)法を、

タンパク発現量の解析にはWestern blot法を用いた。 

(2) Zn2+と亜鉛トランスポーターの機能解析 

細胞内でのZn2+の役割を解析するため、細胞透過性亜鉛イオノフォアZinc pyrithione (ZnP)、

細胞透過性 Zn2+特異的キレート剤  N,N,N,N-tetrakis (2-pyridylmethyl) ethylenediamine 

(TPEN)を用いた。細胞内遊離 Zn2+濃度は、細胞透過性 Zn2+特異的蛍光プローブ FluoZinTM-3を

細胞に導入し、蛍光顕微鏡を用いて観察後、蛍光強度を測定した。亜鉛トランスポーターの機能



評価には、遺伝子ノックダウン法あるいは ZIP7選択的阻害剤 NVS-ZP7-4を用いた。 

(3) BCSCの in vivoにおける解析 

BCSCの腫瘍形成能の評価には、MCF-7を雌性 BALB/c nu/nuの皮内あるいは同所移植するモ

デルを用いて評価した。全ての動物実験は、武庫川女子大学および文部科学省が定める動物実験

ガイドラインに従って関連規則および法令を遵守し、生命倫理・安全対策に配慮して実施した。 

 

４．研究成果 

 MCF-7を非接着条件下無血清培地でスフェア培養すると、球状集塊を形成し、BCSCの特徴で

ある幹細胞マーカーの発現、自己複製能および in vivo における高い腫瘍形成能力を示したこと

から、スフェアには BCSC を多く含むことを明らかにした。このスフェアの形成は、細胞内 Zn2+

量に依存し、Zn2+の標的分子として、BCSCの維持に必須の転写因子 PR domain zinc finger protein 14 

(PRDM14)を同定した。さらに、悪性度の高い乳がんを模倣した亜鉛トランスポーターZIP6 をノックダウ

ンした乳がん細胞は、コントロール細胞に比べてスフェアの形成効率が著しく高く、小胞体から細胞質

への Zn2+を輸送する亜鉛トランスポーターZIP7 を特異的に阻害することで、Zn2+依存的な PRDM14 の

活性を介したスフェアの形成は消失した。BCSCを乳腺内に同所移植した担がんモデルマウスに対する

ZIP7 選択的な阻害剤の投与は、副作用を生じることなく、原発巣の腫瘍の体積を著しく減少させ、腫瘍

周辺の血管新生をも抑制し、転移を抑制する傾向があった。以上より、BCSC の維持には Zn2+を必要と

し、その機序として、ZIP6 と ZIP7の発現バランスを起点とした Zn2+依存的な PRDM14の活性制御が関

与することを明らかにした。これまで、PRDM14 は様々な正常組織に見られる成体幹細胞では発現

が認められず、がん幹細胞でのみ高発現し、BCSCの維持に必須の転写因子であることが報告さ

れている。さらに、PRDM14 の発現が高いステージ 2 あるいは 3 の乳がん患者は、PRDM14 の

発現が低いあるいは検出限界以下の乳がん患者に比べて、5 年生存率は有意に低い。そのため、

PRDM14 を標的とする治療法の開発が強く求められている。しかし、PRDM14 は細胞核内で機能する

ため、抗体や低分子による標的治療薬の開発が難しい。本研究では、BCSC 移植マウスに対する ZIP7

選択的な阻害剤の投与は、ZIP7を介した細胞質への Zn2+の輸送を阻害することで、BCSCの機能を抑

制できることが示唆された。BCSC は腫瘍周辺の血管内皮細胞の成長を促し、腫瘍内の血管を構成す

る細胞をも生み出すことが報告されており、ZIP7の阻害は、BCSCが関わる腫瘍血管形成を抑制してい

るかもしれない。これらのことから、ZIP7を標的とすることで、PRDM14の機能を制御し、BCSCの機能を

抑制できる可能性がある。今後、さらなる Zn2+とBCSCの連関機序解明およびそれを利用した治療戦略

が期待される。 
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植野菜摘、松沢美恵、野口公輔、竹中智哉、杉山綾香、ベイリー小林菜穂子、橋本拓弥、中瀬朋夏、弓場英司、藤井郁雄、二木史朗、吉田
徹彦、中瀬生彦

日本薬剤学会年会第34年会

日本薬剤学会年会第34年会

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

ホウ素中性子捕捉療法（BNCT）における膜透過性ペプチドを用いたホウ素薬剤の細胞内局在制御と細胞死誘導促進

高濃度グルコース環境におけるヒト乳がん細胞MCF-7の低酸素適応性の獲得と亜鉛および亜鉛トランスポーターの役割

シスチントランスポーター阻害剤スルファサラジンによるフェロトーシス誘導を介したトリプルネガティブ乳がんの治療戦略

エクソソーム形成分泌及び細胞内移行におけるpH培養環境変化の影響

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題
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2018年

2019年

2019年

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第41回日本分子生物学会年会（招待講演）

医療薬学フォーラム2018、第26回クリニカルファーマシーシンポジウム（招待講演）

日本薬学会第139年会

Tomoka Takatani-Nakase

植野菜摘、片山未来、野口公輔、中瀬朋夏、ベイリー小林菜穂子、吉田徹彦、藤井郁雄、二木史朗、中瀬生彦

野口公輔、中瀬朋夏、Ines Neundorf、中瀬生彦

竹中智哉、中井慎也、片山未来、平野まみ、植野菜摘、 野口公輔、中瀬朋夏、藤井郁雄、小林進、中瀬生彦

日本薬学会第139年会

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Role of zinc and zinc transporters in the progression of breast cancers

ヘリックス相互作用認識を利用したエクソソームの受容体標的と細胞内導入

細胞膜透過性ペプチドsC18修飾によるエクソソームの効率的な細胞内移行とマクロピノサイトーシス誘導

抗がん剤gefitinibによるEGFR変異非小細胞肺がんにおけるエクソソームの細胞内移行促進

 ２．発表標題

 ２．発表標題



2019年

2019年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Bio Medical Forum 2019

5.The 24th Peptide Forum in Kyoto, 2018: International Mini-Symposium on Peptide-Membrane Interaction and Intracellular
Delivery（国際学会）

The 24th Peptide Forum in Kyoto, 2018: International Mini-Symposium on Peptide-Membrane Interaction and Intracellular
Delivery（国際学会）

 ３．学会等名

Miku Katayama, Tomoka Takatani-Nakase, Chihiro Matsui, Yoshihide Hattori, Koichi Takahashi, Mitsunori Kirihata, Ikuo Fujii,
Shiroh Futaki, and Ikuhiko Nakase

Natsumi Ueno, Mie Matsuzawa, Kosuke Noguchi, Tomoya Takenaka, Ayaka Sugiyama, Nahoko Bailey Kobayashi, Takuya Hashimoto,
Tomoka Takatani-Nakase, Eiji Yuba, Ikuo Fujii, Shiroh Futaki, Tetsuhiko Yoshida, and Ikuhiko Nakase

片山未来、中瀬朋夏、松井千紘、服部能英、高橋幸一、切畑光統、藤井郁雄、二木史朗、中瀬生彦

植野菜摘、松沢美恵、野口公輔、竹中智哉、杉山綾香、ベイリー小林菜穂子、橋本拓弥、中瀬朋夏、弓場英司、藤井郁雄、二木史朗、吉田
徹彦、中瀬生彦

Bio Medical Forum 2019　優秀ポスター賞受賞

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

Effective combinatorial treatment of arginine-rich cell-penetrating peptide and pyrenebutyrate for mitochondria-targeted
delivery

Development of intracellular delivery system based on exosomes derived from cells in low pH cell culture condition

膜透過性RLAペプチドを用いたミトコンドリア薬物送達における疎水性アニオンの効果的な利用

酸性環境分泌エクソソームの細胞内移行促進と薬物送達への応用

 １．発表者名

 １．発表者名



2018年

2018年

2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名
第68回日本薬学会近畿支部総会大会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

膜シンポジウム2018

片山未来、中瀬朋夏、松井千紘、服部能英、髙橋幸一、切畑光統、藤井郁雄、二木史朗、中瀬生彦

植野菜摘、松沢美恵、野口公輔、竹中智哉、中瀬朋夏、吉田徹彦、藤井郁雄、中瀬生彦

竹中智哉、中井慎也、片山未来、平野まみ、植野菜摘、野口公輔、中瀬朋夏、藤井郁雄、小林進、中瀬生彦

生嶌千菜美、中瀬朋夏、松井千紘、高橋幸一

第40回生体膜と薬物の相互作用シンポジウム　優秀ポスター賞受賞

第40回生体膜と薬物の相互作用シンポジウム

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

膜透過性RLAペプチドを用いたミトコンドリアへの薬物送達とピレンブチレートの効果的な利用

pH環境変化によるエクソソームの細胞分泌と細胞内移行への影響

EGFR変異非小細胞肺がんでの抗がん剤gefitinibによるエクソソーム細胞内移行への影響

難治性乳がん細胞に対するマラリア特効薬アルテミシニン誘導体の抗がん活性 ―難治性乳がんの新たな標的としての鉄依存性細胞死―

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



2018年

2018年

2018年

2018年

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第12回次世代を担う若手医療薬科学シンポジウム

第12回バイオ関連化学シンポジウム

第10回日本RNAi研究会、第5回日本細胞外小胞学会

竹中智哉、中井慎也、片山未来、平野まみ、植野菜摘、野口公輔、中瀬朋夏、藤井郁雄、小林進、中瀬生彦

竹中智哉、中井慎也、片山未来、平野まみ、植野菜摘、野口公輔、中瀬朋夏、藤井郁雄、小林進、中瀬生彦

植野菜摘、松沢美恵、野口公輔、竹中智哉、中瀬朋夏、吉田徹彦、藤井郁雄、中瀬生彦

Kosuke Noguchi, Ayako Aoki, Nahoko Bailey Kobayashi, Tomoka Takatani-Nakase, Tetsuhiko Yoshida, Ikuo Fujii, Shiroh Futaki,
Ikuhiko Nakase

35EPS European Peptide Symposium（国際学会）

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

EGFR変異非小細胞肺がんでの抗がん剤gefitinibによるエクソソーム細胞内移行の影響

エクソソームを基盤とした細胞内導入技術の開発と薬剤併用による影響

酸性培養由来エクソソームの細胞内移行評価と薬物送達への応用

Arginine-rich cell-penetrating peptide-modified exosomes for macropinocytosis induction and effective cellular uptake

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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2018年

2018年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

薬剤学講座の鳥井栄貴助手が、第21回日本亜鉛栄養治療研究会学術集会奨励賞を受賞しました。 
https://www.mukogawa-u.info/topics/post-1146/ 
薬学研究科修士課程の生嶌千菜美さんが、日本薬剤学会永井財団大学院学生スカラシップを受賞しました。 
https://www.mukogawa-u.info/topics/post-988/ 
薬学部の松井千紘助教が、第1回トランスポーター研究会関西部会で優秀発表賞を受賞しました。 
https://www.mukogawa-u.info/topics/post-1570/

International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) 2018 Annual Meeting（国際学会）

Society for Biomaterials 2018 Annual Meeting & Exposition（国際学会）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Urara Hasegawa, Andre J. van der Vlies, Ikuhiko Nakase, Tomoka Takatani-Nakase

松井千紘、中瀬朋夏、高橋幸一

Natsumi Ueno, Mie Matsuzawa, Kosuke Noguchi, Tomoya Takenaka, Tomoka Takatani-Nakase, Tetsuhiko Yoshida, Ikuo Fujii, Ikuhiko
Nakase

日本薬剤学会第33年会

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Polymeric Micelles for Controlled Delivery of Hydrogen Sulfide

フェロトーシス細胞死の制御を利用した難治性トリプルネガティブ乳がんの新戦略

Development of intracellular delivery system based on extracellular vesicles derived from cells in acidic environments

 １．発表者名

 １．発表者名
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