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研究成果の概要（和文）：ERBB2(HER2)の遺伝子増幅は癌の診断・治療標的として重要視されてきたが、ERBB2近
傍の50にもおよぶ遺伝子群も共に遺伝子増幅されることの意義はほとんど明らかになっていなかった。本研究の
成果として、ERBB2アンプリコン辺縁部に位置するHNF1Bは複数の臓器への転移を誘導する乳癌多臓器転移の責任
遺伝子であることが明らかになった。また、転移組織より単離培養した腫瘍細胞のRNA-seq解析より、細胞をマ
ウス乳房に同所移植した時点で、顕著なin vivoセレクションが起きていることが明らかになった。さらに、原
発巣、転移巣それぞれに特徴的に発現する遺伝子を抽出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Gene Amplification of ERBB2(HER2) is important as a diagnostic and 
therapeutic target for cancer. However, the implication of co-amplification of ERBB2 neighbor 50 
genes remains unclear. 
As a result of this study, HNF1B, located at the margin of ERBB2 amplicon, induced multi-organ 
metastasis in breast cancer. In addition, RNA-seq analysis of tumor cells isolated from metastatic 
tissue revealed that in vivo selection occurred when the cells were transplanted into the mammary 
fatpad. Furthermore, we succeeded in extracting genes that are characteristically expressed in each 
of the primary and metastatic lesions.

研究分野：分子腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌におけるがん遺伝子であるERBB2（HER2）は遺伝子増幅によって遺伝子のコピー数が増大している。この
ERBB2の遺伝子増幅は癌の診断・治療標的として重要視されてきたが、ERBB2近傍の50にもおよぶ遺伝子群も共に
遺伝子増幅されることの意義はほとんど明らかになっていない。ERBB2アンプリコン（17q12.21）に含まれる遺
伝子が乳癌遠隔転移においてどのような役割をもつか明らかにすることで、乳癌におけるアンプリコン領域長の
治療・診断への応用が期待できる。

※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 
 ERBB2(HER2)の遺伝子増幅は癌の診断・治療標的として重要視されてきたが、ERBB2 近傍の 50
にもおよぶ遺伝子群も共に遺伝子増幅されることの意義はほとんど明らかになっていない。こ
れまでの研究成果から、ERBB2 と共に遺伝子増幅する遺伝子の中に、HER2 陽性乳癌において脳・
肺・骨などの多臓器転移を誘導する遺伝子で存在する結果を得たことに着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ERBB2 アンプリコン（17q12.21）に含まれるホメオボックス遺伝子 HNF1B が
どのようなシグナル伝達経路や下流因子を介して、HER2 陽性乳癌の遠隔転移を亢進するのかを
明らかにすることである。網羅的な下流因子探索として、次世代シークエンサーを用いた HNF1B
転移組織における遺伝子発現解析を行い、各転移組織に特徴的な HNF1B 下流遺伝子を明らかに
する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）NMuMG-ERBB2V659E 細胞を用いた HNF1B の機能解析 
 活性型 ERBB2 を発現させた正常乳腺上皮細胞株 NMuMG を用いた転移評価系を行い、HNF1B の転
移能を明らかにする。マウス乳腺脂肪組織中に移植する同所性移植手法（原発巣形成、全身転移
の評価）、尾静脈注射手法（肺転移の評価）、尾動脈注射手法（骨転移の評価）、頭蓋内移植手法
（脳転移の評価）を行った。 
 またこれら転移巣から腫瘍細胞を単離培養し、HNF1B 転移指向性細胞を複数樹立した。この転
移細胞に対する RNA-seq 解析を行うことで、HNF1B の下流遺伝子を同定する。 
 
（２）HNF1B 転移巣由来腫瘍細胞の樹立と網羅的遺伝子発現解析 
 得られた転移細胞から RNA を回収し、次世代シークエンサーを用いた RNA-seq 解析を行った。
Kallisto/Tximport を用いて遺伝子発現量を定量化し、DEseq2 による DEGs（Differential 
Expression Genes）の抽出を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）NMuMG-ERBB2V659E 細胞を用いた HNF1B の機能解析 
 まず造腫瘍能を評価した結果から、HNF1B 発現細胞は原発部位における顕著な造腫瘍能の増大
が確認された。HNF1B を単独で発現させただけで腫瘍形成に至ることはないが、ERBB2 などのが
ん遺伝子でトランスフォームされた細胞においては、造腫瘍能を促進することが明らかになっ
た。次に、活性型 ERBB2 のみを発現させた細胞は肺転移しか起こさなかったことに対し、HNF1B
発現細胞は肺・骨・脳への転移を引き起こすことがわかった。 
 以上の動物実験の結果から、ERBB2 アンプリコン辺縁部に位置する HNF1B は複数の臓器への転
移を誘導する乳癌多臓器転移の責任遺伝子であることが明らかになった。 



 

 

 これらの動物実験により作製した転移巣から、腫瘍細胞を単離培養し、HNF1B 原発腫瘍、HNF1B
肺転移、HNF1B 骨転移、HNF1B 脳転移細胞をそれぞれ樹立した。興味深いことに、脳転移から樹
立した細胞は、プラスチックディッシュ上で特徴的な突起をもつ細胞形態を示しことがわかっ
た。この特徴的な突起構造は、他の細胞では観察されなかった。脳微小環境は細胞増殖の足場も
ほとんどなく、乳がん細胞にとっては過酷な増殖環境でもあることから、突起伸長の細胞形態変
化を獲得したことは非常に興味深い結果である。 

 

 
（２）HNF1B 転移巣由来腫瘍細胞の樹立と網羅的遺伝子発現解析 
単離培養・樹立した転移細胞および腫瘍細胞22種に対して、次世代シークエンサーを用いたRNA-

seq 解析を行った。Kallisto-Tximport を用いた遺伝子発現の定量化と比較解析の結果から、細

胞をマウスの乳房に移植した時点で、顕著な in vivo セレクションが起きていることが明らか

になった。さらに、移植前の親株、原発巣、転移巣それぞれに特徴的に発現する遺伝子を抽出す

ることに成功した。 

 

 これらの成果に関連して、尾動脈注射手法による in vivo セレクション法と新規溶骨性乳が

ん細胞株の樹立（Han and Nakayama et al., Genes Cells, 2020）HER2 陽性乳がん細胞株にお

ける脳転移能の評価（Kuroiwa et al.,Cancers, 2020）、新規ルシフェリンアナログを用いた乳

がん転移イメージング技術の開発（Nakayama and Saito et al., Int J Mol Sci.,2020）、乳が

んの発がんにおける 17q12.23 アンプリコンに位置するホメオボックス遺伝子の機能解析

（Sakamoto et al., bioRxiv, 2021）を報告した。さらに、乳がんにおける in vivo セレクショ

ン法・高転移株の樹立、転移メカニズムに関する総説（Nakayama et al,. Int J Mol Sci., 2021）
を執筆した。本研究成果については現在投稿準備中である。 
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