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研究成果の概要（和文）：私たちはこれまでに基本的転写共役複合体メディエーターのサブユニットMED1がERα
の特異的コアクチベーターとして作用し、思春期乳腺の発育とERα陽性乳癌細胞の増殖に関与することを示し
た。
本研究はこの成果を基に、MED1が乳癌の発症と特性、予後、治療反応性・抵抗性にどのように寄与するかを各種
MED１変異マウスを用いて乳癌モデルマウスを作成し検討した。MED1の核内受容体認識モチーフ欠損マウスで
は、乳癌の発症が遅延し、核内のERα局在にも変化が見られた。MED1の核内受容体結合能がERα陽性乳癌細胞の
増殖に関与する新しい分子メカニズムを提案するものである。

研究成果の概要（英文）：We have previously shown that Mediator subunit MED1 acts as a specific 
coactivator of ERα and is involved in the proliferation of pubertal mammary epithelial cells and ER
α-positive breast cancer cells.
In order to determine the role for MED1 in the property of breast carcinomas, prognosis, response to
 therapy, and therapeutic resistance, we have prepared mouse models of mammary tumorigenesis 
harboring mutation of MED1. MED1 mutant mice lacking the nuclear receptor binding motifs had delayed
 tumor onset and changed localization of ERα. We proposed a new molecular mechanism by which the 
nuclear receptor-binding ability of MED1 contributes to growth of ERα-positive breast cancer cells.

研究分野：腫瘍検査学

キーワード： 転写メディエーター　MED1　乳癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌の約80%はERαを発現し、タモキシフェン等の抗エストロゲン製剤は臨床で広く使用されているが、MED1は
そのシグナル伝達を担うことから治療抵抗性にも関与する。本研究ではMED1がERαの核局在化を調節することに
より、MED1の核内受容体結合能力がERα陽性乳癌細胞の増殖に関与する新しい分子メカニズムを提案した。本研
究の先に、MED1を標的とする治療アプローチがありうることを示すものであり、今後の研究の動向に期待した
い。

※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 
メディエーターは約 30 のサブユニットで構成されるRNA ポリメラーゼⅡ ホロ酵素複合体の
サブ複合体である。多くのアクチベータは様々なサブユニットを介してメディエーターに物理
的に結合し、アクチベータのシグナルが統合される。メディエーターを構成し 1581 アミノ酸残
基から成るサブユニットMED1 は、604~649 アミノ酸残基にある２つの核内受容体結合モチー
フ LxxLL (Lx ドメイン)を介してエストロゲン受容体 α(ERα) 等の核内受容体と結合し、受容体
をメディエーターにリガンド依存性に架橋する特異的コアクチベータとして機能することが知
られている。乳腺特異的 MED1 KO マウスは思春期と妊娠中の乳腺発育や乳汁産生に異常を認
め(J Biol Chem 280:10766-73, 2005)、LxxLL を LxxAA に改変したMED1(Lx)KI マウスで思春期
乳腺の発育が遅延し(PNAS 13:107, 2010)、乳癌の発症と増殖の遅延が報告されていることから
(Cancer Res 78:422, 2018)、MED1 に ER 結合能依存性および非依存性の両方の機序が存在し、
MED1 が正常乳腺上皮や乳癌の増殖を担うことが示されたが、その詳細な機序は未だ不明であ
る。 
またMED1 の N 端 truncation 変異が乳癌のタモキシフェン抵抗性患者に見つかり、ヒト乳癌の
特性における MED1 の核内受容体結合能の重要性が証明された (Nature 2013, doi: 
10.1038/nature12065, Epub ahead of print)。このようにMED1 は乳腺組織の恒常性と乳癌の病態を
決定する鍵であり、新しい分子治療標的の可能性をもつ。 
 
２．研究の目的 
私は、私達が発見したRNA ポリメラーゼII ホロ酵素の構成成分である基本的転写共役複合体
メディエーターが、そのサブユニットMED1 とMED24 が協調して働くことにより、エストロ
ゲン受容体を介する正常マウスの思春期乳腺上皮細胞およびヒトの乳癌細胞の増殖を特異的に
担うことを報告した(Mol Cell Biol 32:1483-95, 2012)。一方、ヒト乳癌で約半数の症例にMED1 
やMED24 遺伝子の増幅がある(ibid; PNAS 96:10848-53)。MED1 のN 端truncation 変異がタモキ
シフェン耐性乳癌患者に検出され、同変異は末梢血中DNA で測定でき、臨床検査へ応用の可
能性がある(Nature 2013, doi: 10.1038/nature12065, Epub ahead of print)。しかしこれらの変異が乳
癌の発症・特性にどう関与するのか、個体レベルでの検討はこれまで皆無である。 
本研究は、私達が作製した種々のMED1 変異マウス(MED1 KO, MED1(LX) KI, MED1(1-530) 

KI, MED1/MED24 double KO)の遺伝型を加えた乳癌モデルマウスで、乳癌発症率・増殖・致
死率等を検討することで、乳癌におけるERαとMED1の役割に関する先行研究を深化し、乳癌
の発症・増殖・転移・治療反応性に関する新しい分子治療標的の可能性を追求した。 
さらに乳癌研究の成果を同じくホルモン依存性癌として知られる女性の肺腺癌にも応用し、同
様の生物学的特性が肺腺癌にも成立するのか解析し、ER や ER 特異的コファクターを標的にし
た分子標的療法開発を目指す。 
 
３．研究の方法 

MED1 は 1581 個のアミノ酸残基から成り、MED1(1-530)が複合体形成に必須である。私達は、
その aa1～530 に CCAR1 と GATA2 の結合部位が、aa604～649 に 2 か所の核内受容体結合部
位が、C 端にミトコンドリア機能に重要な PGC1 結合部位が、それぞれ存在するなどし、生体
内で様々な生理機能を持つことの証拠を既に掴んでいる(下図、未発表データを含む)。 
私達はMED1 KO マウス(Mol Cell 5:683, 2000)のほか、MED1 のN 端530アミノ酸のみを発現
するMED1(1-530) KI マウス(未発表)、2 つの核内受容体結合モチーフLxxLL をLxxAA に変異
を加えたMED1(LX) KI マウ
ス(Proc Natl Acad Sci USA 
107:6765, 2010) 、
MED1/MED24 ダブルKOマ
ウス(Mol Cell Biol 32:1483, 
2012)、およびCCAR1 KO マ
ウス(未発表データ)を作製し
た。以上を基盤にして、下
に具体的な計画を述べる。 
まずMED1 変異マウス

[MED1 KO, MED1(LX) KI, 
MED1(1-530) KI, 
MED1(ΔPGC1) KI, 
MED1/MED24 double KO] お
よびCCAR1 KO マウスを乳
癌モデルマウス(FVB/N-
Tg(MMTVneu)202Mul/J)と交



配し、乳癌の発症率、乳癌の増殖速度や転移、致死率、治療への反応性等を検討した。 
また、乳癌モデルマウスから得られた腫瘍をヌードマウスへ移植して同様の実験を行い、前文
の方法で判明した乳癌の特性が腫瘍自身に由来するのか環境によるのかを検討した。 
これらの方法でMED1 分子内で乳癌の発症・特性に関わるドメインを同定し、今後はそのド
メインの乳癌特性における機序について、分子細胞生物学的・生化学的方法で詳細に解析予定
である。 
１．マウスを用いたMED1の乳癌の発症における役割の解析 

MED1 が乳癌の発症とその特性にどのように寄与するかを検証するため、各種MED1 変異マ
ウスを乳癌発症モデルマウスと交配して検討した。乳癌発症モデルマウスとして、発症率が
100％近いものや悪性度が非常に高いものはMED1の関与をoverride してしまって観察できない
ことが予想される。そこで、発症がやや遅く、発症率が50％程度であり、また発生した腫瘍を
触診等で比較的長い期間観察できるマウスモデルとして、MMTV プロモーターの下に組み込
まれたHER2/ErbB2 遺伝が乳腺特異的に高発現するトランスジェニックマウスFVB/N-
Tg(MMTVneu)202Mul/J (Proc Natl Acad Sci USA 89:10578, 1992)を選択した。同マウスはJackson 
Laboratory から入手し、FVB/N で維持され既知の乳癌発症と特性はこのStrain にて調べられて
いるので、本研究もFVB/N の遺伝背景で解析するのが望ましい。そこでまず私達の持つMED1 
変異マウス[MED1(1-530) KI, MED1(LX) KI, MED1/MED24double KO]をFVB/N にバッククロス
した。少なくとも4 回バッククロスして遺伝学的背景を統一した後にFVB/N-
Tg(MMTVneu)202Mul/J と交配し、MED1 変異乳癌マウスモデルを作製した。これらのマウス
について、MED1 が野生型の乳癌マウスと、週齢別乳癌発症率、触診による乳癌の増殖速度の
定量、転移の有無、致死率について比較した。次に、各genotype で典型的な動態を示す腫瘍に
ついて、ヌードマウスに移植して腫瘍増殖速度の定量、転移、致死率、Tamoxifen や
Fulvestrant、Trastuzumab に対する感受性について同様に比較検討し、先に得られたデータが腫
瘍自体の表現型なのかニッチ等腫瘍を取り巻く環境によるのかを検討した。 
２．乳癌細胞培養系を用いたMED1変異の細胞増殖における役割の解析  

ERα陽性(MCF7)、EGFR2/HER2陽性(BT474)、および両者陰性(BT549)の乳癌細胞株を用い、
CRISPR-Cas9 (KO)やsiRNA (KD)を用いてMED1やCCAR1の発現を抑制し、各種MED1を導入し
てレスキューすることにより、分子細胞生物学的・生化学的にマウス表現型の分子機序を証明
することを試みた。 
３．マウス乳癌組織の免疫染色による解析 
１．の乳癌発症モデルマウスで得られた乳癌組織を用い、詳細な免疫染色により乳癌増殖や ERα 
局在の変化を解析した。 
 
４．研究成果 
まず、種々の MED1 および MED24 変異マウスと乳癌発症モデルマウスを交配し、MED1 
変異乳癌マウスモデルを作成した。 
得られた乳癌発症モデルマウスを解析した結果、MED1 シングルヘテロ KO マウスおよび

MED1/MED24 ダブルヘテロ KO マウスでは MED1 野生型マウスと比較し、乳癌発症に差を
認めなかった。一方、核内受容体結合部位を廃絶したMED1(LX) KI マウスでは野生型MED1マ
ウスと比較して乳癌発症に遅延を認め、腫瘍の増殖速度も低下した。 
変異マウスで発生した乳癌組織を詳細に解析したとこと、MED1 野生型マウスと比較し

MED1(LX) KI マウスでは BrdU 取り込みの減少と Ki-67 陽性細胞の減少が明らかとなった。驚
くべきことに、MED1 野生型乳癌と比較し、ERα の核内局在に変化を認めた。このことはMED1 
と ERα の結合が ERα 標的遺伝子の転写を活性化するだけでなく、ERα の局在を調節すること
により転写活性化に必要な転写因子の分子密度を増加させることを強く示唆している。すなわ
ち MED1 の核内受容体結合能が ERα 陽性乳癌細胞の増殖に関与する新しい分子メカニズムを
提案した。 
一方で乳癌細胞培養系を用いたMED1の細胞増殖における役割解析のため、ERα 陽性(MCF7)、

EGFR2/HER2陽性(BT474)、および両者陰性(BT549) の乳癌細胞株を用い、CRISPR-Cas9 (KO) で
MED1 KO 細胞株の確立を目指した結果、BT549 のMED1 KO 細胞株は得られたものの、MCF7 
MED1 KO 細胞株は得られなかった。これは ERα陽性乳癌細胞株であるMCF7にとりMED1 の
役割が極めて重要であったためと考えられる。今後は siRNA を用いてMED1やその結合タンパ
ク質の発現を抑制(KD) し、我々のもつ乳癌モデルマウスの乳癌細胞をヒト乳癌細胞株の系でも
再現し、マウス表現型をヒト乳癌でも検証予定である。さらにマウス体外受精技術を用いて各種
変異マウスの胎児繊維芽細胞(MEF) を株化し、ルシフェラーゼアッセイで核内受容体機能を解
析する。 
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