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研究成果の概要（和文）：ERα陽性乳癌の治療の過程において内分泌治療耐性癌が出現することが大きな問題と
なっている。本研究ではY-box binding protein 1 (YB-1)の内分泌治療耐性癌における活性化メカニズムを明ら
かにし、YB-1活性化シグナルを標的とした新規耐性克服治療の創出を目的とし研究を行った。その結果、耐性細
胞株及び内分泌治療耐性乳癌患者においてAKT/mTOR/S6K/S6経路によりYB-1が活性化されること及び耐性癌の出
現にYB-1活性化が深く関与していることを明らかにした。本研究の成果により、活性化YB-1が耐性癌出現を予防
する新たな標的となることを示すことができた。

研究成果の概要（英文）：Nuclear expression of Y-box binding protein-1 (YB-1) is closely correlated 
with clinical poor outcomes and drug resistance in breast cancer. Phosphorylated YB-1 (pYB-1) 
promotes expression of genes related to drug resistance and cell growth. A forthcoming problem to be
 addressed is whether targeting the phosphorylation of YB-1 overcomes antiestrogen resistance by 
progressive breast cancer. Here we found that increased expression of pYB-1 was accompanied by 
acquired resistance to antiestrogens, fulvestrant and tamoxifen. Forced expression of YB-1/S102E, a 
constitutive phosphorylated form, resulted in acquired resistance to fulvestrant. IHC analysis 
revealed that expression of pYB-1 and YB-1 was augmented in patients who experienced recurrence 
during treatment with adjuvant endocrine therapies. Taken together our findings suggest that pYB-1 
represents a potential therapeutic target for treatment of antiestrogen resistant and progressive 
breast cancer.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ERα陽性乳癌の治療における内分泌治療耐性癌の耐性化メカニズムに関して様々な報告があるが、有効な耐性癌
の予防薬や克服治療薬は未だ見いだされていない。本研究で、内分泌治療耐性患者検体及び乳癌細胞を駆使した
検討から、活性化YB-1及びYB-1活性化シグナルが耐性癌の出現に関与していることを明らかにした。さらに、活
性化YB-1標的薬が内分泌治療耐性乳癌の克服に有効であることを明らかにすることができた。本研究の成果が内
分泌治療耐性乳癌治療の発展に貢献することを期待している。

※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 
1. 乳癌細胞の増殖は ERαと HER2発現に緊密に依存しており、乳癌の 60-70%を占める ERα
陽性乳癌は、ERα 標的のタモキシフェンやフルベストラント、レトロゾールなどの内分泌
治療が行われる。他方、20%を占める HER2 陽性乳癌は、HER2 標的薬のトラスツヅマブ
やペルツヅマブなどの分子標的治療が施行され、がん治療の向上に大きく貢献している。 
 

2. 現在、術後のタモキシフェン等の長期内分泌治療が推奨されているが、内分泌治療耐性がん
が出現し、再発・増悪することが大きな難関となっている。乳癌の薬剤耐性メカニズムは基
礎研究により数多く報告されているが、未だ有効な耐性克服治療は見出されていない。従っ
て、乳癌耐性克服への治療創出は極めて大切である。 

 
3. YB-1 は細胞周期関連遺伝子や増殖因子受容体の発現を制御する転写因子であり、さらに、

YB-1の高発現や活性化（核内局在）は乳癌をはじめとした様々ながん種において予後不良
因子であることが当研究室を含む国内外の研究グループにより報告されている。 

 
4. 我々は、YB-1の活性化と核内移行に PI3K/AKTシグナルが関与することを報告している。
さらに、近年、フルベストラント耐性乳癌細胞株において YB-1の活性化による HER2発現
の上昇と ERα発現の低下がフルベストラントやタモキシフェン耐性を誘導することを報告
した。 

 
5. フルベストラント耐性乳癌細胞株において YB-1 の活性化に加え、YB-1 活性化に関わる

AKT/mTOR/S6Kシグナルが活性化していることを観察している。さらに、内分泌治療後の
再発乳癌において YB-1の核内発現とリン酸化 YB-1の発現が上昇していることを観察して
いる。 

 
6. 最近、The Cancer Genome Atlasデータベースにおける多数の乳癌患者を対象とした乳癌
組織での解析から YB-1が予後不良因子を正に制御し、予後良好因子を負に制御することを
観察している。さらに、乳癌患者を対象とした検討により、YB-1及びその制御因子が乳癌
の予後を予測するバイオマーカーとなることを明らかにした。 

 
以上の背景から、乳癌の耐性や再発に YB-1の活性化と核内移行が重要な役割を果たすことが示
された。しかし、乳癌患者において YB-1が活性化する詳細なメカニズムや YB-1の治療標的と
しての有用性は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
乳癌は女性の罹患するがんの中で致死率が 2 位である。ERα 陽性の乳癌患者は全乳癌患者の
60％近くを占め、ERα 標的のタモキシフェンやフルベストラントなどの内分泌治療薬が臨床応
用されている。しかし、治療の経過とともに出現してくる耐性がんは乳癌治療において大きな難
関である。我々はこれまでに乳癌患者において、乳癌のオンコプロテインとして報告されている
Y-ボックス結合タンパク質-1（YB-1）が抗がん剤による治療後に耐性となった腫瘍内で核内発現
が増加することを報告している。さらに、フルベストラント耐性乳癌細胞株を樹立し検討を行っ
た結果、耐性株においてリン酸化 YB-1 の発現上昇に加え、AKT/mTOR/S6K 経路の活性化を観
察している。そのため、乳癌の内分泌治療耐性や治療後の再発にともなう活性型 YB-1（pYB-1）
発現亢進が耐性癌の出現に深く関与していることが示唆される。そこで、本研究では乳癌の内分
泌治療抵抗性に関与する YB-1 活性化メカニズムを明らかにし“YB-1 活性化”を標的とする治療
薬の創出を目的とし、進行性耐性乳がんの克服を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 薬剤感受性の測定（WST法） 
対数増殖期にある細胞を 96 well プレートに 播種し（T-47D：5.0×103 cells）、24時間培養した
後、AKT 阻害薬、ERK 阻害薬、ERα 標的薬を添加した。薬剤を添加後 37℃で 72 時間培養し
た。生細胞数測定試薬 Cell Counting Kit-8（同仁化学研究所、熊本、日本）を各 well に 20μl 加
えて 37℃で 2-3時間培養し、450 nmの吸光度を測定した。IC50 値は吸光度の値がコントロー
ルの半分になる薬剤濃度を生存曲線から決定した。 
 
(2) siRNAによる発現抑制 
S6 siRNA 及び YB-1 siRNA は Lipofectamine RNAiMAX（Invetrogen）と Opti-MEM medium



（Invitrogen）を使用して、細胞を抗生物質非含有培地で播種してから 24時間後に細胞導入し、
その後タンパクの回収又は 96 wellプレートに細胞を播種。96 wellプレートに播種後 24時間で
薬剤を添加し、その後 72時間培養した。細胞数の測定はWST法に従い実施した。 
 
(3) チャコール処理血清（charcoal-stripped serum, CSS）調整  
ERα標的薬の感受性を検討するために CSSを作成した。Fetal bovine serum（FBS）50 ml に
0.75 g dextran-coated charcoal（Sigma-Aldrich）を添加し、4°Cで一晩撹拌。その後、5000×g
で 20 分間遠心し上清回収。0.45-μm pore size filter で 1 回、0.22-μm pore size filter で 2 回
filtration後、使用時まで-30°Cで保存。 
 
(4) 臨床検体を対象とした免疫組織化学染色 
乳癌患者におけるYB-1とその活性化シグナル及び治療効果との相関について、切除がん由来の
組織標本を対象に、免疫染色による検討を行った。すなわち、YB-1のリン酸化及び
RSK/AKT/mTOR/S6Kのリン酸化を評価し、YB-1と上流シグナルの関連を評価した。 
同時に、再発乳癌患者でのYB-1とその活性化シグナルRSK/AKT/mTOR/S6Kの発現を評価し、
YB-1発現とYB-1活性化シグナルが再発率と関連するか検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) ERα 陽性乳癌細胞株を用い、フルベストラントを 14 日間処理したところ耐性株と同様に

YB-1 リン酸化の上昇とともに ERα 発現低下と HER2 発現上昇を示した。さらに、
mTOR/AKT/p70S6K/S6シグナルの活性化が観察された。 
 

(2) フルベストラント耐性株を用い、YB-1 又は S6 のいずれがフルベストラントの耐性に関与
するか否か明らかにするため、各々の siRNAを用い発現を抑制した際のフルベストラント
に対する感受性について検討を行った。YB-1発現抑制によりフルベストラントに対する感
受性は回復したが、S6発現抑制下ではフルベストラントに対する耐性を維持していた。 

 
(3) さらに、フルベストラント耐性株において YB-1発現抑制により ERαの発現上昇及びHER2
発現減少が観察されたが、S6発現抑制は ERα及び HER2の発現に影響を与えなかった。 

 
(4) フルベストラント耐性株に対する AKT 阻害薬である LY294002 及び ERK 阻害薬である

U0126 の感受性について検討を行った。その結果、親株と比較しフルベストラント耐性株
で LY294002 に対し高感受性を示し、一方、U0126 に対する感受性に違いは見られなかっ
た。さらに、LY294002及び U0126によりそれぞれの標的である AKT及び ERKのリン酸
化は抑制された。また、LY294002処理により YB-1リン酸化が著明に抑制されたが、U0126
は YB-1リン酸化に影響を与えなかった。 

 
ここまでの検討により、YB-1 及び YB-1 のリン酸化がフルベストラント耐性乳癌細胞のフルベ
ストラント感受性に重要であり、YB-1リン酸化シグナルを標的とした薬剤が内分泌治療耐性克
服に有用であることを示すことができた。そこで、乳癌患者を対象に YB-1の治療標的としての
有用性を評価するために検討を進め、以下の結果が得られた。 
 
(1) 乳癌患者 61 症例の原発巣を対象に、YB-1 発現について免疫染色法により検討を行った。
その結果、再発がなかった群に比べ再発が起こった群での原発巣での YB-1発現が有意に高
いことが観察された。 
 

(2) 内分泌治療前と治療後に再発が起きた乳癌患者 12症例における pYB-1、YB-1、pS6発現に
ついて免疫染色法により検討を行った。その結果、原発巣に比べ再発巣において pYB-1、
YB-1、pS6発現が有意に高いことが観察された。同時に、再発までの期間と原発巣での pYB-
1、YB-1、pS6発現との関連について解析を行ったところ、3年以内の早期に再発した患者
群では pYB-1、YB-1、pS6発現が原発巣で高いことが観察された。 

 
以上の結果から、臨床検体を用いた検討においてもリン酸化 YB-1シグナルが内分泌治療耐性癌
の出現に関与していること、リン酸化 YB-1を標的とした治療薬が耐性癌の出現を予防できる可
能性が示された。 
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