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研究成果の概要：未産・経産ラットをN-methyl-N-nitrosourea（50mg/kg体重）発癌刺激7日後に
屠殺し、乳管上皮の増殖活性をBrdU取り込み率にて比較すると、未産個体3.6±1.4％、経産個体
1.3±0.4％と経産個体で細胞増殖が有意に抑制されていた。これと相関して、経産乳腺でのMyc
抑制因子Mntの発現上昇、Mnt-ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC1）複合体形成の促進がそれぞれ
イムノブロット法、免疫沈降法により認められた。また両乳腺間でのヒストンアセチル化パター
ンの差異がイムノブロット法により検出された。以上の結果から、経産による乳腺発癌抑制には
ヒストンアセチル化機構を介する細胞増殖関連遺伝子群の発現修飾が関与するものと考えられ
る。 
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１．研究開始当初の背景 
本邦における近年の乳癌罹患者数の急激な
増加に鑑み、有効な乳癌一次予防法の確立は
医療費抑制の観点からも緊急かつ重要な課
題である。MacMahon ら（1970）による広範な
疫学研究によると、初回満期妊娠が若年齢で
あると乳癌発症を減少させ、20 歳未満で満期
妊娠を経験した女性は、未産婦に比して乳癌
の発症は 1/2 である。経産（妊娠と出産）に
よる乳癌の抑制は最も生理的かつ強力な一

次予防効果であり、ゆえに、その標的（遺伝子
とその産物）ならびに分子基盤を解明すること
は未産婦へも応用し得る生理的かつ安全な乳癌
予防法の確立に必須である。経産による乳癌抑
制はラットの乳腺化学発癌モデルを用いてくり
返し実証されている。申請者らは、ras 遺伝子
変異が未産・経産ラット乳腺で同等に認められ
ること、両ラット間でラテント癌（前癌病変~
微小癌）の発生数に差がないこと、経産乳腺で
は発癌刺激後の細胞増殖が抑制されていること
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を発見し、経産による乳癌抑制は発癌イニシ
エーション期ではなく、主にプロモーション
期での増殖抑制によることを他に先駆けて
提唱した。この事実は、ヒトにおいてもプロ
モーション期での乳癌予防が可能であるこ
とを強く支持している。経産により獲得され
る乳癌抵抗性形質の重要な特徴は、1 回のみ
の満期妊娠によっても獲得され、また長期
（おそらく生涯）にわたって持続することで
ある。これまで、経産による乳癌抑制の分子
機構について多くの仮説が提起されてきた
が、実験的に妥当性の示された仮説として、
1）癌抑制因子 p53 の核内移行亢進によるア
ポトーシス誘導（Medina ら）、2）IGF-1 低下
による細胞増殖抑制（Talamantes ら）の 2つ
がある。しかしながら、仮説 1）は発癌イニ
シエーション期での作用を主張しており、プ
ロモーション期での強い抑制効果を見出し
た我々や Nandi らの実験結果と整合しない。
さらに重要なことは、p53 の核内移行、IGF-1
の低下ともに出産後（離乳 1ケ月後までに）
には妊娠前の状態へ復するため、両仮説とも
経産による乳癌抑制効果の持続性を十分説
明できない。そこで申請者らは、この抑制効
果の持続性を説明するため、乳腺上皮が妊
娠・出産という情報をゲノムに記録し、この
ゲノム情報が細胞世代を超えて安定的に伝
達され、その情報の 1つに乳癌抵抗性なる形
質が含まれているものと想定するに至った。 
 
２．研究の目的 
乳腺は性成熟期から本格的な発育・分化を始
め、妊娠・出産を経て最終的な分化段階に至
る。細胞分化は発現オン・オフ状態の遺伝子
セットの組み合わせで規定され、さらにこの
発現パターンは細胞世代を超えて安定的に
伝達される。事実、我々は、未産・経産ラッ
ト乳腺の遺伝子発現には差があり、経産乳腺
での抑制および亢進遺伝子群にそれぞれ一
部の増殖関連遺伝子と分化関連遺伝子が含
まれ、発癌刺激後の細胞増殖活性も経産乳腺
で抑制されていることを見出した。すなわち、
乳腺上皮での“経産型”遺伝子発現パターン
と発癌抵抗性形質との密接な関連が示唆さ
れる。本研究では、未産および経産ラット乳
腺から単離した DNA（特にプロモーター領域）
のメチル化状態に焦点を絞って比較し、1）
両乳腺間で差次的にメチル化・脱メチル化さ
れているプロモーターをゲノム網羅的に同
定する。次いで、2）既に解析を終えた両乳
腺の遺伝子発現プロフィールと比較検討し、
プロモーターメチル化の変動により特異的
に差次的発現を示す分化関連遺伝子群を決
定する。最終的に、プロモーション期での発
癌抑止を念頭に置き、3）同定した遺伝子を
単独あるいは種々の組み合わせで乳癌細胞
へ導入あるいは発現を阻害し、癌予防遺伝子

としての機能を確認する。 
 
３．研究の方法 
（1）免疫沈降 
乳腺組織および 3Y1 細胞の可溶化は免疫沈降緩
衝液(50mM Tris-HCl pH 7.5, 150mM NaCl, 5mM 
EDTA, 1% TritonX-100, 0.5% IGEPAL-CA630, 1mM 
dithiothreitol, 1mM Na3VO4, 1µM okadaic acid, 
1mM PMSF, and 10µg/ml leupeptin)にて行った。
乳腺組織については各時点 5 匹分の試料を混和
し、以下の手順に賦した。1ml 可溶性画分を 50ml
プロテイン G 磁性ビーズにて前処理後、各抗体
と 4℃、2 時間反応させた。抗原抗体複合体をプ
ロテイン G ビーズにて捕捉し、低塩洗浄液（20mM 
Tris-HCl, pH 8.1, 150mM NaCl, 2mM EDTA, 0.1% 
SDS, 1% Triton X-100）1ml×2回、TE緩衝液(10mM 
Tris-HCl, pH 8.0, 1mM EDTA) 1ml×1 回の洗浄
後、ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供した。 
（2）イムノブロット 
イムノブロットは以下の抗体を使用し、以前記
載の方法に従い行った。ヤギ抗 ODC 抗体 
(sc-21515), ウサギ抗 HDAC1 抗体(sc-7872), 
ウサギ抗 c-Myc 抗体(sc-764), ウサギ抗 Mnt 抗
体(sc-769), ウサギ抗 Mad1 抗体(sc-222), ウ
サギ抗 Max 抗体(sc-765) 以上 Santa Cruz 
Biotechnology 、ウサギ抗アセチル化ヒストン
H3K9 抗体(＃9671)、ウサギ抗アセチル化ヒスト
ン H3K18 抗体(＃9675)、ウサギ抗アセチル化ヒ
ストン H3K23 抗体(＃9674)、ウサギ抗ヒストン
H3 抗 体 ( ＃ 9715) 以 上 Cell Signaling 
Technology、マウスモノクロナル抗 β-actin 抗
体 (A5441; Sigma). 

（3）メチル化 DNA 断片の単離 

未産ならびに経産ラット乳腺からゲノム DNA

を単離、精製後、制限酵素 MseI 消化により断

片化する。DNA 断片と抗メチル化シトシン抗体

（Calbiochem）を混和、インキュベートし、

抗体に結合したメチル化 DNA 断片のみを

Protein G ビーズにて回収。回収 DNA の 1 部

は以降のスクリーニングに使用するため MseI

断端相補的プライマーにより PCR 増幅後、ビ

オチン標識する。また、全 DNA 断片につき PCR

後 TA クローニングし、未産・経産乳腺それぞ

れの“メチル化 DNA”ライブラリーを作製する。

DNA メチル化はプロモーター領域に焦点をし

ぼり、未産・経産ラット乳腺間で、メチル化

既知の80プロモーターの比較ならびに差次的

にメチル化されるプロモーターの検索を実施

する。 

（4）プロモーターマイクロアレイによるメチ

ル化の比較 

既に網羅的 DNA アレイ解析により経産乳腺で

発現抑制されていることを見出した遺伝子

（cdc2、Igf2、Igfbp4）を含む CpG メチル化

既知の代表的 80 プロモーター（ヒト、マウス



 

 

で確認されたもの）を選び、そのアンチセ

ンス DNA（40mer）をシグマアルドリッチジ

ャパンへ合成委託する。アンチセンス DNA

をナイロンメンブランヘスポットし、プロ

モーターアレイを作製する。ヒト、マウス

については同様のアレイが市販されている

がラットのものは未発売である。ビオチン

標識した未産・経産乳腺由来メチル化 DNA

断片をそれぞれプロモーターアレイにハイ

ブリダイズし、HRP 標識ストレプトアビジン

にてプロモーター相補鎖（メンブランスポ

ット）に結合したメチル化 DNA を検出、比

較のためデンシトメーターにて結合 DNA 量

（メチル化量に相関）を定量化する。未産・

経産乳腺間でプロモーターのメチル化に差

を認めた場合は遺伝子発現差をリアルタイ

ム PCR にて確認し、シーケンスにてメチル

化部位を決定する。 

 
４．研究成果 
（1）発癌刺激後の未産・経産乳腺における
細胞増殖と細胞死の比較 
 未産・経産乳腺を MNU にて発癌刺激後、乳
管上皮の経時的な細胞増殖活性を BrdU 取り
込み率にて比較した。MNU 投与前 19 週齢時の
未産・経産乳腺での細胞増殖活性は低くそれ
ぞれ 2.4±0.6％、2.3±0.5％であった。MNU
投与後 3日でも両乳腺とも低値のままであっ
たが、投与後 7 日で未産乳腺 3.6±1.4％、経
産乳腺 1.3±0.4％と未産乳腺でのみ有意な
（P＜0.05）増殖活性の上昇が認められた。
投与後 35 日では未産乳腺 1.7±0.5％、経産
乳腺 1.3±0.5％と両乳腺とも低値であった。
MNU 投与後 7 日の細胞死には両乳腺間で有意
差を認めなかった（未産乳腺 1.07±0.46％、
経産乳腺 0.93±0.09％）。 
（2）MNU 投与後経産乳腺における Myc 抑制因
子 Mnt の発現上昇と HDAC1/c-Myc/Mnt/Max 複
合体形成 
 経産によって発癌刺激後の細胞増殖の一
過性上昇が抑制される機構の解析を行った。
まずはじめに、細胞増殖の制御に重要な
c-Myc、Mnt、Mad1、Max の発現量を両乳腺に
つき MNU 投与前と投与後 7 日で比較した。両
乳腺間での最も重要な相違は投与後 7 日の
Mnt 発現量に認められ、Mnt 発現が経産乳腺
で有意に高かった。経産乳腺では Mnt は投与
前と比較して投与後上昇傾向を示す一方、未
産乳腺では投与後顕著に低下した。Max が経
産乳腺でのみ投与後有意に発現上昇したこ
とは興味深い。投与前両乳腺間で上記 4 分子
の発現に差はなく、c-Myc、Mad1 の発現には
投与前後で変動は認めなかった。 
 Mnt は Myc 標的遺伝子のプロモーター
（E-box）上で Max および HDAC1 と複合体を
形成し遺伝子発現を抑制する。そこで、MNU

投与後経産乳腺で高発現している Mnt と HDAC1
が複合体を形成しているかにつき抗 Mnt 抗体に
よる免疫沈降法で検討した。予想通り、投与後
7 日の未産乳腺に比較して経産乳腺でより多く
の HDAC1 が Mnt-Max 複合体に結合していた（図
1）。さらに驚くべきことに、投与後の経産乳腺
由来 HDAC1/Mnt/Max 複合体には明らかに c-Myc
も結合していた。抗 HDAC1 抗体、抗 c-Myc 抗体、
抗 Max 抗体による免疫沈降実験でも投与後経産
乳腺での HDAC1/c-Myc/Mnt/Max 複合体形成が確
認された（結果未提示）。MNU 投与前の両乳腺で
もこの複合体は確認されるが、未産乳腺では投
与後 c-Myc が複合体から遊離するようである
（図 1）。さらに、投与前経産乳腺ではより大量
の Mad1 が Mnt-Max 複合体に結合していた。以
上のことから、経産乳腺では MNU 投与前形成さ
れていた HDAC1/Mad1/Mnt/Max 複合体が投与後
HDAC1/c-Myc/Mnt/Max 複合体により置換される
と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  MNU 投 与 後 経 産 乳 腺 に お け る
HDAC1/c-Myc/Mnt/Max 複合体形成 
 
（3）HDAC1/c-Myc/Mnt/Max 複合体が転写抑制活
性をもつ可能性 
 HDAC1/c-Myc/Mnt/Max 複合体形成と細胞増殖
抑制ならびに Myc 標的遺伝子の転写抑制が直接
関連しているか検討した。3Y1 ラット線維芽細
胞を低血清培地で培養すると経時的に核内の
c-Myc、Mnt が増加し、これと平行して Myc 標的
遺伝子 ODC、Ccnd2、Tgfb1の発現が低下した。
この静止期細胞では抗 Mnt 抗体による免疫沈降
物に HDAC1 とともに c-Myc も共沈し、血清添加
による増殖刺激でこの複合体は解離した。すな
わち、 MNU 投 与 後 経産乳腺においても
HDAC1/c-Myc/Mnt/Max 複合体形成が細胞増殖抑
制ならびに Myc 標的遺伝子の転写抑制に関わっ
ていることを示唆する。 



 

 

（4）未産・経産乳腺におけるヒストンアセ
チル化の比較 
 著者は、経産による乳癌抑制効果の持続性
を説明するため、乳腺上皮が妊娠・出産とい
う情報をエピジェネティクスによりゲノム
に記録し、この情報が細胞世代を超えて安定
的に伝達され、その情報の 1つに乳癌抵抗性
なる形質が含まれるものと想定している。上
述のごとく、経産乳腺では発癌刺激後の細胞
増殖が強く抑制されており、その機構にエピ
ジェネティクス制御の重要分子であるヒス
トン脱アセチル化酵素HDAC1 の関与が示唆さ
れた。そこで、未産・経産乳腺におけるヒス
トンアセチル化の比較検討を行い興味深い
結果を得た。MNU 投与前経産乳腺においてヒ
ストン H3 リジン 9、リジン 23 のアセチル化
亢進ならびにリジン 18 の脱アセチル化が認
められた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2 未産・経産乳腺におけるヒストンアセチ
ル化の比較 
（acH3K9：リジン 9アセチル化ヒストン H3； 
acH3K18：リジン 18 アセチル化ヒストン H3 ； 
acH3K23：リジン 23 アセチル化ヒストン H3 ； 
H3：ヒストン H3 ） 
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