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研究成果の概要（和文）：変異体ERα-K303Rを発現するMB453細胞のATAC/ChIP-seqにより、K303R及び野生型共
に間接的にDNA結合FoxA1へ会合するが、K303Rのみその領域を活性化しNcoA2のFoxA1/DNA複合体への結合を促進
することを明らかにし、新規乳がん悪性化モデルを提唱した。
一方、網羅的ルシフェラーゼアッセイにより機能異常性が示された変異体9種もMB453に導入、ATAC/ChIP-seqを
行ったところ、恒常的活性化型変異体（Y537S等）同様の異常性を示すA86V/S463Pや、新規異常性（AP1転写因子
領域への結合亢進と活性化）を呈するE247K/E380Qを発見した。

研究成果の概要（英文）：MB453 inducibly expressing mutant K303R was established and ATAC/ChIP-seq 
analyses were performed. The results showed that both of wild type and the mutant K303R associated 
with DNA-bound FoxA1 indirectly, but only the mutant K303R opened those regions. Moreover, 
biochemical analyses showed that the mutant K303R induced the association of NcoA2 to FoxA1/DNA 
complex. These results proposed the novel mechanism of breast cancer development by the mutant 
K303R.
Nine ERa mutants, which were shown to exhibit functional abnormalities in the luciferase assay, were
 also introduced into MB453. ATAC/ChIP-seq analyses revealed that mutant A86V/S463P showed the 
constitutive active phenotype as Y537S, and also mutants E247K/E380Q showed the novel abnormality 
(induced association to AP-1 binding region).

研究分野： 遺伝子発現制御

キーワード： ERa　Breast cancer　Mutation　FoxA1　NcoA2　ATAC-seq　ChIP-seq　K303R

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで高頻度変異体ERαの解析によるがんの治療や診断への応用がすすんでいる。一方中程度以下の変異につ
いては、未解析かつがん化との関連性を統計学的に見出すことも難しい。本研究はこれらの問題点へ切り込むこ
とを目的とし、ルシフェラーゼアッセイやNGS等の網羅的解析を行い、複数の変異体の異常性の有無と新規異常
性について明らかにした。特に変異体K303Rの異常性の分子機構（NcoA2のFoxA1会合の促進）を解明、新規がん
化機構の提唱を行った。同時に野生型ERαの間接的FoxA1への会合を発見、野生型ERaの新機能を発見した。以
上、本研究はERaの新規機能とERα変異を有するがんの理解へつながった。

※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。



 

 

１．研究開始当初の背景 
近年、臨床検体からのがん関連遺伝子変異の検出法が発展しており、がんの診断や治療への利用

が期待されている。変異情報を臨床で有効活用するためには、各変異の病的意義を把握する必要

がある。DNA 結合性転写活性化因子（アクチベーター）である ERαは、DNA に結合し、エス

トロゲンが ERαの C 末端の活性化部位２に結合することにより活性型に構造変化し、非 DNA
結合性転写制御因子群（コファクター）を呼び込みクロマチン構造を変化させ、基本転写因子群

の DNA への会合が可能になり標的遺伝子の転写が「オン」になる。エストロゲンの ERαへの

結合を阻害するエストロゲン拮抗薬等による内分泌療法が ERα陽性乳がんの治療に使用され

ているが、約 1/3 の症例で耐性を獲得し再発、そのうち約 20%では多発変異部位（ホットスポッ

ト）をはじめとするアミノ酸置換を伴う ERαの変異（ミスセンス変異）を生じる。ホットスポ

ット変異体はエストロゲン非依存的に活性型を呈することから、この耐性獲得機構の一端を担

うと考えられているが、一方でこれら変異体も拮抗薬により阻害されること、そして他の変異体

に関しては未解析なこと等、変異体 ERαの機能異常性は不明確な部分が多い。 
２．研究の目的 

がんで見出される ERαの各変異体を網羅的体系的に比較、解析することにより、「どの変異体が

どのような作用機序で転写制御機能異常性を示すのか」を解明する。これにより各変異体の病的

意義を同定、変異体 ERαを有するがん化機構解明への貢献を目的とする。また、変異により異

常化する機構の解析は逆に正常機構の理解に繋がる。よって「ERα依存的な新規転写制御機構の

発見」も目的とする。 

３．研究の方法 

乳がん細胞株を用い、ERα の転写活性化能及び変異体の異常性を適切に検出できる細胞株を同

定、その後網羅的ルシフェラーゼアッセイにより機能異常性を有する変異体を同定する。ルシフ

ェラーゼアッセイで機能異常性が示された変異体について、誘導的に ERα を発現する細胞株を

作成、ATAC-seq及び ChIP-seq解析を用い、各変異体の異常性について解析する。異常性が検出

された変異体については、生化学的解析によりその異常機構を明らかにする。 

４．研究成果 

（１）乳がん細胞を用いたルシフェラーゼアッセイ 

変異体 ERαの異常性を検出、解析する系を樹立するため

に、多種多様な乳がん細胞を用いて、ルシフェラーゼアッ

セイを行った（図１）。その結果、Type Bの細胞群におい

て、外来性野生型 ERαのエストロゲン依存的転写活性化

と、恒常的活性化型変異体の一つである D538G のエスト

ロゲン非依存的転写活性化を検出することができた。従

って、MB453、YMB-1を以降の解析に使用した。 

（２）多種の変異体を用いたルシフェラーゼアッセイ１ 

（１）のルシフェラーゼアッセイの系を用い、79 種類の

高〜低頻度の変異体 ERαについて、転写活性化能につい

て解析した（図２）。その結果、これまで異常性が既知の

エストロゲン非依存性恒常的転写活性化（オレンジ枠）

だけでなく、エストロゲン依存的転写活性化能喪失型

（緑枠）、エ

ストロゲン

依存的転写

活性化能亢

進型（黄枠）、

細胞特異的

恒常的活性

型（赤枠）、乳

がんににお

いて高頻度

に見いださ

れる変異体

だが異常性

を呈さないもの（紫枠）等、様々な新規機能異常性や不検出性を同定することができ、これらと

がん化メカニズムとの関連性に興味が持たれる。 

図１ 

図１ 
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（３）CS-ERα/MB453細胞の樹立と NGS解析 

ドキシサイクリン誘導的に ERα（野生型及び変異体）を発現する細胞株 CS-ERα/MB453 細胞株

を樹立した。（２）において、興味深い挙動や新規異常性を呈する変異体の中から、エストロゲ

ン非依存的恒常的活性化型変異体である Y537S、中頻度の変異体 K303R、そして野生型 ERα を

CS-ERα/MB453の系に導入、ATAC-seq解析を行い、ゲノム構造から異常性の解析を行った。各細

胞株における条件特異的ゲノム活性化領域（ERα依存的、エストロゲン及び ERα依存的、エス

トロゲン(-)/(+)ERα依存的ゲノム活性化領域）を抽出（図３パネル A）、それぞれのグループに

おいてエンリッチしている転写因子結合モチーフ（TFBM）を野生型 ERα と Y537Sまたは K303R

間で比較、明確に変化している TFBMを抽出した（図３パネル B）。その結果、これまで Y537Sに

おいて報告されているように、ERE や核内受容体（NHR）の TFBM が増加していることが示され、

系の妥当性が示されたと同時に、K303R については、Y537Sとは全く異なるパターンを示してお

り、ETSや Foxファミリーの TFBMが増加（Log P-valueで 3 倍以上）していることを発見した。

次にこれらの領域について、ERαの直接的な関連性を解析する為、ERα抗体を用いた ChIP-seq

を行い、各細胞株における ERα結合領域を解析した。ATAC-seqで検出された領域（ゲノム活性

化領域）と ChIP-seq（ERα結

合領域）がオーバーラップす

る領域を ERα が結合するク

ロマチン活性化領域（ERα-

binding Active Chromatin 

Region、ERα-ACR）と定義し、

各細胞株内における細胞株特

異的かつ条件特異的ERα-ACR

（Clone-specific ERα-ACR）

（図４下段）について、それら

領域における TFBM 数をカウ

ントして割合を算出、各細胞

間で比較した（図５パネル A）。

その結果 Y537S においては

図３ 
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EREのみその割

合が大きく増

加していた一

方（〜10%→〜

30%）、K303R に

つ い て は

FoxA1/M1/K2が

有意に増加し

ており（〜10%

→〜40%）、やは

り K303R の異

常性は Fox 領

域への結合及

び活性化と関

連しているこ

とが明確とな

っ た 。 更 に

K303R の FoxA1

結合異常性やクロマチン活性化に対しての異常性の詳細を解析するために、ChIP-seq のデータ

に戻り、FoxA1の結合モチーフを有する ERα結合領域について野生型 ERαと K303R間で比較し

たところ、驚くことに野生型 ERαも FoxA1 領域に K303R と同等割合で結合していること（図５

パネル B）、しかしながら K303R の変異により、結合領域の大部分は変化しないが一部の分布が

変化していること（〜30%）（図５パネル C）、そしてこれら領域の ATAC−seqのデータを比較解析

したところ、野生型 ERαに比べて K303R 結合 FoxA1 領域はよりオープン=活性化していることが

明らかとなった（図５パネル D）。これらの結果より、K303R は ERαの FoxA1結合領域を変化さ

せ、同時にクロマチンを開放型にして活性化することが示された。 

 

（４）DNA 上結合因子解析法による K303R の Fox因子領域活性化機構の解析 

以上発見した K303R の機能異常性の分子機構を明らかにするために、FoxA1、ERα、FoxA1 結合

モチーフを有する DNAを用いた DNA 上結合因子解析法（図６パネル A）により更に解析した。ま

ず組み換えタンパク質 ERαや FoxA1（図６パネル B）を用いて解析したところ、DNA結合 FoxA1

と ERαは直接結合しないことがわかった（図６パネル C）。一方 CS-ERα/MB453細胞の核抽出液

を用いて解析したところ、野生型 ERα及び K303R ともに DNA結合 FoxA1に会合することが示さ

れ、直接結合はしないが、間接的に野生型 ERα及び K303R と FoxA1は会合していることがわか

図５ 

図６ 



 

 

った（図６パネル D、上部２パネ

ル）。これら DNA/FoxA1/ERα 複

合体に、ERα と機能的関連性が

あり、クロマチン修飾・活性化因

子と会合してゲノム領域を活性

化する因子が存在しているか解

析したところ、そのうちNcoA2が

K303R 特異的に共沈してくるこ

とがわかった（図６パネル D、下

部４パネル）。また、この変異体

K303R は 305 番目のセリンリン

酸化（p305S）を誘導することが

知られているが、CS-ERα/MB453

においてもこの現象が観察され

た（図６パネル E）。これらから、

変異体 K303R は報告されている

ようにリン酸化カスケードを活

性化、これら下流で機能変化す

ることが知られる Fox ファミリ

ーの分布を変化させ、同時に間

接的に会合しているERαの分布

も変化、さらに変異体 K303R は

FoxA1/ERα/DNA 複 合 体 へ の

NcoA2 の会合を未知の機構によ

り亢進、NcoA2がゲノム領域を活

性化する機能異常モデルが考え

られた（図６パネル F）。これら

の結果より、K303R を有する乳が

ん悪性化には、FoxA1を介した以

上のモデルが関与している可能

性が示唆された。 

（５）その他の変異体の解析 

（２）の解析で異常性が検出さ

れた、乳がんにおいて中程度〜

高頻度の変異頻度の変異体８種

について、CS-ERα/MB453システ

ムへ導入、K303R に行ったように、各クローンの ERα-ACR における TFBMを図５パネル A同様に

カウント、野生型 ERαに対して有意差あるもののみを抽出、クラスタリングを行った（図７）。

結果、変異体は３つのグループに分かれることが明らかになった。一つは Y537Sのように、NHR

の結合モチーフが ERα-ACR にエンリッチする恒常的活性化型グループ（右側）であるが、興味

深いことに、このグループには、ホルモン療法耐性乳がんで高頻度に検出され、恒常的活性化型

ということが既知の C末端変異体群（L536H/Y537S/D538G）だけでなく、全く異なる AF-1部位及

び N末端寄りの AF-2 領域に存在する変異体 A86Vや S463Pが属していた。次に、Fox結合モチー

フがエンリッチする変異体 K303R を含むグループ（青背景）であり、その中に AP-1結合モチー

フがエンリッチする変異体 E247K や E380Q があり、興味深いことに E380Q は上述の恒常的活性

化型とともにホルモン療法耐性乳がんで高頻度に発見されるが、機能異常性が全く異なる可能

性が示唆される。その他、独立した中間タイプ（黄背景）に属する変異体 V422delは、恒常的活

性化型グループ同様 NHR の結合モチーフがエンリッチしているが、ERE は全くエンリッチしてお

らず、ユニークな機能異常性を呈している。以上より、乳がんにおいて中〜高頻度見いだされる

変異体においても、機能異常性については多様性に富んでいることを明らかにした。現在この機

能異常性の多様性について、各変異体への結合因子を解析することから、機能異常分子機構の差

異の解析を目指している。 

 

以上の研究は、「各変異体の転写制御機能異常性の解明」及び「ERα依存的な新規転写制御機構

の発見」、さらには「ERα変異を有するがんの解明」につながったと考えている。 

図７ 
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