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研究成果の概要（和文）：本研究は、女性に特有なホルモン依存性がんである乳がんと子宮体がんについて、臨
床がん組織から生体に近い３次元培養法で患者由来がん培養系とその移植腫瘍系を確立し、これらの患者由来が
んモデルおよびレファレンスとして女性がん細胞株を用いて分子生物学的解析を行い、エネルギー産生経路等の
代謝作用を中心にがんの病態進行に関わるメカニズムの解明を行った。これら女性がんモデルにおいて、がん病
態進行に重要なエピゲノム制御と遺伝子発現プロファイルを解析し、それらの統合的解析に基づき、Efpとその
類縁TRIMファミリー蛋白質、RNA結合蛋白質、長鎖非コードRNA等の働きに注目し、それらのがん促進的作用を明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed preferential metabolism-related mechanisms
 associated with the pathophysiology of hormone-dependent female cancers including breast and 
endometrial tumors utilizing original patient-derived cancer culture and xenograft systems 
established by our research group. We performed integrative studies of gene expression and 
epigenetic regulations in these cancer models based on high-throughput sequencing and identified 
candidate diagnostic and therapeutic targets including TRIM family proteins, RNA-binding proteins, 
and novel long noncoding RNAs identified by this group, whose tumor-promoting actions were further 
characterized. The preclinical relevance of some candidate cancer targets was shown by in vivo 
cancer models and by clinicopathological studies of cancer patient cohorts.

研究分野： 内分泌学

キーワード： 乳がん　子宮体がん　エストロゲン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦の中高年女性を中心に、罹患数・死亡数が増え続ける女性がんの乳がんと子宮体がんは、現在の治療法に対
して抵抗性が獲得されると難治化して予後不良になり、その対策が希求されている。新しい診断・治療・予防法
の確立のためには、より臨床に近いがんモデルを用いて、難治性がんの標的を見つけることが重要である。本研
究では、臨床のがん組織から長期に培養できるがんモデルを用いて、がんが進行する時に変化する代謝などに関
わる遺伝子の種類と量、またそれらを決める仕組みは何かを詳しく調べ、その中で重要な働きを担うがんの標的
分子となりうるシーズを複数見つけることに成功し、それらの臨床への応用が期待される。

※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。



１． 研究開始当初の背景 

 ホルモン依存性の女性がんである乳がんと子宮体がんは、本邦では死亡数が年間約 1.5 万人
と 2.5 千人であり、社会の中軸を担う年代層の罹患が多いことから、その対策は社会的課題で
ある。乳がんのうち、主要な女性ホルモンのエストロゲンに対する受容体を発現する約 7-8 割
の病型では、抗エストロゲン薬やエストロゲン産生を抑制するアロマターゼ阻害薬等の内分泌
療法が有効であるものの、長期経過において治療抵抗性が獲得されると、その後の治療選択は
限られ、予後不良に至る。また、エストロゲン受容体、プロゲステロン受容体、HER2（human 
epidermal growth factor receptor 2）を発現しないトリプルネガティブ乳がんに対しては内分泌療
法が有効でないため、新規治療戦略が求められている。子宮体がんもエストロゲン依存性に子
宮内膜が増殖して発症に至る病型のほか、ホルモン非依存性にがん関連遺伝子異常等により発
症する病型があり、前者は子宮を温存し妊孕能を維持することを希望する比較的若年女性の初
期がんに対しては内分泌療法適応があるが、進行期がんおよびホルモン非依存性がんについて
は治療法の開発が必要とされている。 
 近年、がん研究においては実臨床を模倣できる患者由来がんモデルに基づいて分子メカニズ
ムの解明が進められており、米国国立がん研究所における抗がん薬スクリーニングにおいて
も、従来のがん細胞株パネルを用いた検討に代わり、患者由来がん移植腫瘍（patient-derived 
cancer xenograft: PDX）レポジトリを用いた検討が行われるようになってきた。本研究グループ
は、国立がん研究センターや金沢大学等の共同研究者と立ち上げた「がん三次元培養研究会」
(https://square.umin.ac.jp/cancer3dculture/index.html)のネットワークを通じて、独自に開発した３
次元スフェロイド培養法により、長期継代可能な患者由来がん培養系（patient-derived cancer 
cells: PDC）の樹立に各種固形がんにおいて成功しており、このがん培養系から超免疫不全マウ
スへの移植により in vivo がんモデル（PDC-based xenograft: PDCX）を確立している。PDCX は
PDCからほぼ確実に確立できる in vivoがんモデルであり、一般的な PDXモデルと同様に宿主側
からの微小環境が提供された状態で臨床がん組織の特徴と多様性が維持され、がん病態メカニ
ズムの解明と前臨床試験のための研究ツールとして活用でき、さらに PDX モデルのようにマウ
スからマウスへの継代を必要とせず、PDCX から二次的 PDC を作製することができる点におい
て優れている。女性がんが治療抵抗性へ至る過程においては、がん病態特異的な代謝機構への
シフトが注目されていることから、本研究では、女性がん患者由来がんモデルを用いて、各種
オミックス解析と機能解析により、女性がん特異的代謝ネットワークの解明とその臨床応用を
目指すことを考案した。 
 ホルモン依存性がんの病態特異的メカニズムの解析について、本研究グループは、乳がん、
前立腺がんにおけるホルモン受容体標的因子を中心に、多数のがん標的因子を同定し機能解明
を行ってきた実績がある。近年では、増殖との相関が強くホルモン依存性の長鎖非コード RNA
として TMPO-AS1 の機能を明らかにし、エストロゲン受容体 ER mRNAの安定性に寄与して乳
がんの増悪に結び付くメカニズムを報告した[Mol Cell Biol 39, e00261-19, 2019]。RNA 転写後調
節を担う RNA結合蛋白質もがん標的因子として注目されており、本研究グループは前立腺がん
において、ショウジョウバエ行動/ヒトスプライシング（Drosophila behavior human splicing: 
DBHS）ファミリーRNA 蛋白質の１つである PSF(polypyrimidine tract-binding protein-associated 
splicing factor) が治療抵抗性獲得に重要な役割を担っていることを明らかにした [EMBO J 2013; 
32, 1665; Cancer Res]。代謝解析については、乳がんと子宮体がんにおいて、ホルモン依存性発
現を示すミトコンドリア関連因子 COX7RP が、呼吸鎖複合体間の超複合体形成を促進して、エ
ネルギー産生の効率化と低酸素下におけるグルタミン代謝を促進することを明らかにしてきた
[Nat Commun 10, 4108, 2019]。オミックス解析に向けてのバイオインフォマティクスとしては、
手法ごとのデータ情報処理方法の改良を重ね、自前のパイプラインを開発しており、がん標的
因子の同定を可能にしてきた。このような研究背景に基づき、実臨床に近似した患者由来がん
モデルを活用して、女性がん病態特異的メカニズムの解明を開始した。 
 
２． 研究の目的 

 本研究では、倫理基準を満たした乳がんと子宮体がん臨床検体から樹立した患者由来がんモ
デルと、レファレンスとして女性がん細胞株を用いて、次世代シーケンス解析等によるトラン



スクリプトームとエピゲノムの統合的解析と得られたがん標的候補因子の機能解析により、が
ん代謝作用を中心に、女性がん病態特異的メカニズムを解明することを目的とした。有望なが
ん標的候補因子については、臨床的意義を検討するため、独自に集積した臨床がん組織におけ
る発現性を、免疫組織化学や in situ ハイブリダイゼーションにより検討し、これらの発現性と
がん患者予後との相関性を統計学的に解析することを計画した。さらに、女性がんモデルにお
ける発現調節を行ってがん病態への作用を検討し、がん分子標的治療における新たなシーズと
して臨床応用を目指すことを目的とした。 
 
３． 研究の方法 

研究代表者所属機関の臨床部門および関連機関での倫理審査委員会承認の下、診断・治療目
的で得られる倫理基準を満たした乳がん・子宮体がんの臨床検体から樹立した患者由来がん培
養系と、リファレンスとしてのがん細胞株において、各種シーケンス・マイクロアレイ技術を
用いてトランスクリプトーム解析、RNA 免疫沈降解析、クロマチン免疫沈降解析等を行い、こ
れらのデータを統合しがんゲノム情報と比較して、女性がん病態に重要な働きを担うことが予
想されるがん標的候補因子を同定した。各種 RNA 結合蛋白質の標的因子を同定するための
RNA 免疫沈降解析については、先進ゲノム支援を受け、国立遺伝学研究所豊田敦教授研究室に
シーケンス解析を依頼し、得られたデータのバイオインフォマティクスは研究代表者が行っ
た。同定された標的候補因子の発現調節については、特異的 siRNA を用いた発現抑制および遺
伝子導入による過剰発現をがん培養系において行い、がん培養系における増殖・遊走能、細胞
周期・アポトーシス動態を解析し、有望な候補因子については、in vivo がんモデルにおいて核
酸製剤によるがん制御作用を検討した。さらに同定された標的分子の乳がんにおける診断的意
義を、独自に集積した臨床がん組織のコホートを用いて、免疫組織化学および in situ ハイブリ
ダイゼーションによる発現解析を行い、がん患者予後との相関性を統計学的に解析した。 
 
４． 研究成果 

①女性がんにおける DBHS ファミリーRNA 結合蛋白質の機能解析 

本研究グループは、DBHS ファミリーRNA 結合蛋白質 PSF がホルモン依存性乳がんにおい
て、エストロゲン受容体(ER)遺伝子 ESR1 と結合し、エストロゲン受容体シグナルを増強
し、ホルモン感受性および内分泌治療抵抗性乳がんの増殖、増悪に寄与することを示してきた
[Cancer Res 80: 2230, 2020]。本研究課題において、同じ DBHS ファミリーRNA 結合蛋白質であ
る PSPC1(paraspeckle component 1)において、ESR1 と SCFD2(sec1 family domain containing 2)を標
的 RNAとして、これら遺伝子の転写後調節に作用し、ホルモン感受性および内分泌治療抵抗性
乳がんの増殖、増悪に寄与することを示した[Sci Rep 12: 9495, 2022]。PSPC1 と共に、PSPC1 標
的因子の SCFD2 自体も乳がんの診断マーカーとして、免疫組織化学における強染色性が患者予
後不良と正に相関すること、SCFD2 発現抑制によるトランスクリプトーム解析により、その下
流遺伝子として抗アポトーシス因子である DDIAS(DNA damage induced apoptosis suppressor)と転
写因子 MYBL1(MYB proto-oncogene like 1)を同定し、SCFD2 は内分泌治療抵抗性 in vivo 腫瘍モデ
ルにおける治療標的になることを明らかにした。DBHS ファミリーRNA 結合蛋白質は子宮体が
んにおいてもがん病態進行に関与する可能性が高いと考えられるため、先進ゲノム支援を受け
て、乳がんと共に子宮体がんの患者由来がん培養系と細胞株における PSF、PSPC1、NONO、
さらに後述の tripartite motif(TRIM)ファミリー蛋白質である Efp/TRIM25 と TRIM47 の標的 RNA
の探索を、各蛋白質に対する特異的抗体を用いた RNA免疫沈降シーケンス解析により行った。
同定された各種 RNA結合蛋白質の標的因子のうち、がん増殖や転写制御に関わる分子等に着目
し女性がんの新たな診断、治療のシーズとして機能解析を進めており、その知見の一部につい
ては、第 30 回日本ステロイドホルモン学会にて発表を行った（優秀演題賞受賞）。 

 
②女性がんにおける TRIM ファミリー蛋白質の機能解析 

TRIM ファミリー蛋白質 Efp は、エストロゲン受容体標的因子であり、E3 ユビキチンリガー



ゼとして蛋白修飾に関わり、標的蛋白質のユビキチン依存性蛋白分解をもたらす他、RNA ウイ
ルス感染症等における RNA センサーとして機能する RIG-I(retinoic acid-inducible gene-I)に対し
て、ユビキチン化によりその作用を活性化させることを、本研究グループは明らかにしてき
た。子宮体がんについても、子宮内膜は本来エストロゲン応答性であることから、ホルモン依
存性の Efp 作用ががん病態に関与する可能性が考えられる。 
 本研究では、ホルモン感受性患者由来子宮体がん培養系（endometrial cancer patient-derived 
cells: EC-PDC）を用いて、エストロゲン刺激により発現変動する TRIM 蛋白質をトランスクリ
プトーム解析により検討したところ、TRIMファミリー蛋白質の中で Efpが最も発現増加してお
り、TRIM47遺伝子も発現増加が大きい主要なTRIM蛋白質であった。ホルモン感受性を示す子
宮体がん細胞株はこれまでに Ishikawa 細胞以外ほとんど樹立されておらず、子宮体がんのホル
モンシグナルを解析する上では、内分泌学的にホルモン感受性の患者由来がん培養系の樹立が
求められてきた。本研究グループで樹立したホルモン感受性 EC-PDC 培養系は、Ishikawa 細胞
と同等の著明な Efp 発現上昇が認められ、さらに本培養系では Efp 発現性が遷延し、子宮体が
んのホルモン応答性を検討するがんモデルとして優れていることが認められた。Efp は遺伝子
3’-非翻訳領域（3’-UTR）に位置するエストロゲン応答エレメント(ERE)により、エストロゲン
受容体による転写制御を受けることから、Efp プロモーター下流にルシフェラーゼ遺伝子、さ
らにそのすぐ下流に Efp の 3’-UTR ERE を組み込んだレポーターベクターを作製し Ishikawa細胞
に導入したところ、エストロゲン刺激によるプロモーター活性の上昇が認められ、ERE に変異
を組み込んだレポーターベクターにおいては活性上昇しないことが見出された。クロマチン免
疫沈降解析により、EC-PDC 培養系と Ishikawa 細胞ともにエストロゲン受容体結合性はエスト
ロゲン刺激 180 分後より 90 分後で濃縮することが認められた。EC-PDC において特異的 siRNA
により Efp 発現を抑制したところ、細胞周期進行に重要な CDK6 や炎症/免疫作用に関わる
IL10RA、IL26 や IL6ST の発現抑制が認められた。以上の内容を英文原著論文として発表した
[Biochem Biophys Res Commun 548: 204, 2021]。 
 Efpは元来、ER標的因子であるが、ホルモン受容体陰性乳がんにおいても高発現する症例が
あり、Efp 発現性と患者予後不良が有意に相関することを本研究グループは明らかにしてお
り、本研究課題においては、トリプルネガティブ乳がんの患者由来細胞 TNBC-PDC と MDA-
MB-231 細胞株において、Efp 発現抑制により細胞周期関連因子の CDCA7 (cell division cycle 
associated 7)と HELLS (helicase, lymphoid specific)、CDK2 の発現が抑制されることを明らかにし
た[Biochem Biophys Res Commun 624: 81, 2022]。 
 Efp は C末端側に RNA結合領域を含む SPRYドメインを有しており、Efpと同様に SPRYドメ
インを有する TRIM 蛋白質の一つとして TRIM47 があげられる。本研究グループは TRIM47 が
ホルモン依存性乳がんにおいて、特に内分泌治療抵抗性に至る際に重要な役割を担うことを明
らかにした[Proc Natl Acad Sci U S A 118: e2100784118, 2021]。外科治療後に抗エストロゲン薬の
tamoxifen 治療を行った乳がん患者のコホートにおいて、TRIM47 の免疫組織化学染色性の高ス
コアはがん再発性と有意に相関していた。ER 陽性乳がん MCF-7 およびその tamoxifen 治療抵抗
性細胞において、TRIM47 は細胞増殖をもたらし、NF-κB シグナルを活性化するとともに、
TRIM47自身の発現がさらに増加する正の feedback作用が認められた。TRIM47は NF-κBシグナ
ルを活性化するプロテインキナーゼ PKC-ε と PKD3 に直接結合し蛋白を安定化して三者の複合
体形成をもたらし、その際に PKC-εは TRIM47 によりリジン 27 依存性のポリユビキチン化を受
けることを明らかにした。TRIM47 も蛋白修飾酵素として作用する一方で、Efp と構造的に類似
することから RNA 結合蛋白質として機能する可能性が考えられ、上述のように RNA 免疫沈降
シーケンス解析により標的 RNA を探索し、機能解析を進めている。また、Efp がユビキチン化
により RNA センサーの RIG-I を活性化する際に作用することが近年報告された共役因子につい
て、女性がんにおける Efp との相互作用の詳細と診断的意義について解析を進めており、その
知見の一部を令和 5 年度に学会発表を行い、論文投稿準備中である。 
 
③ホルモン依存性女性がんの病態に寄与する長鎖非コード RNA の解析 

女性がんのホルモン応答性において、エストロゲン受容体 ER下流の標的因子と共に、ER
上流で受容体の発現制御を担う因子の役割も重要である。本研究課題においては、ERの下流
標的因子である共に、ER蛋白質に結合して ERの転写活性化をもたらし、ホルモン依存性乳



がんの病態進行に関わる新規長鎖非コード RNA として BNAT1(breast cancer associated ESR1 
regulating natural antisense transcript 1)を同定した[Cells 11: 3610, 2022]。MCF7 細胞のエストロゲ
ンおよび 4-hydroxytamoxifen 処理による遺伝子発現変化を RNA シーケンス解析にて検討し、
COL18A1 遺伝子の転写開始点近傍にエストロゲン刺激 4 時間後に著明な発現上昇を示すアンチ
センス RNA を見出し、BNAT1 と命名した。BNAT1 は MCF7 細胞由来の内分泌治療抵抗性モデ
ル OHTR 細胞において、親細胞よりも発現上昇していた。ER 陽性乳がん臨床検体での BNAT1
の in situ hybridization シグナル陽性は患者予後不良と有意に相関することから、ホルモン依存性
乳がんの診断マーカーとなりうることが示された。BNAT1 に対する特異的 siRNA の導入によ
り、MCF7 細胞および OHTR 細胞の細胞増殖と細胞周期進行は抑制され、アポトーシスは促進
された。in vivo 内分泌治療抵抗性乳がんモデルにおいて、BNAT1 特異的 siRNA の腫瘍内投与に
より、腫瘍増殖は抑制され、治療効果が認められた。BNAT1 は ERによって転写制御されると
共に、BNAT1 が ER蛋白質に結合して、ERが転写関連因子と複合体形成する際の足場として
機能する可能性が考えられ、今後さらにホルモン依存性の代謝変容においてどのように作用す
るかを解析していく予定である。 
 乳がんの増殖性と強い相関を示す長鎖非コード RNA として本研究グループが見出した
TMPO-AS1 は、ホルモン依存性がんにおいては ESR1 RNA の安定性に寄与する一方で、米国が
んデータベース The Cancer Genome Atlas において basal-like タイプの乳がんにも高い発現性が認
められるため、本研究課題において、TMPO-AS1 はトリプルネガティブ乳がんの進行に関わる
かについて検討を行った。TMPO-AS1 の発現抑制はがん細胞増殖を抑制すると共に、トランス
クリプトーム解析により、TMPO-AS1 の発現抑制は transforming growth factor-β シグナルと E2F
増殖関連シグナルを低下させることが明らかになった。さらにナノテクノロジーのドラッグデ
リバリーシステムを用いることにより、in vivo 皮下腫瘍モデルと転移腫瘍モデルにおいて、
TMPO-AS1特異的 siRNAを効率よく導入して、腫瘍増殖抑制の治療効果が認められ、TMPO-AS1
はホルモン不応性乳がんの診断・治療標的になりうることを明らかにした [Cancer Sci 111: 2440, 
2020]。 
 
④患者由来女性がん培養系におけるエピゲノム解析 

 本研究グループが独自に開発した患者由来女性がんの３次元スフェロイド培養系は、長期継
代が可能であり、がん幹細胞性が濃縮した細胞分画が得られるため[Endocrinology 160: 1895, 
2019]、治療抵抗性等の実臨床における難治性を説明しうるがん幹細胞性におけるエピゲノム変
化を解析する上で優れたツールになると考えられる。本研究グループは患者由来女性がん培養
系のヒストン H3K27 アセチル化についてクロマチン免疫沈降シーケンスを行い、米国マサチュ
ーセッツ工科大学 Young 教授研究室が開発した ROSE(RANK ORDERING OF SUPER-
ENHANCERS)アルゴリズムを用いて、細胞固有のマスター転写制御領域と考えられる数百か所
のスーパーエンハンサー領域の抽出を行った。スーパーエンハンサー領域にはがん幹細胞性に
関与する転写因子等が含まれる他、他のがん種において本研究グループが治療抵抗性への寄与
を明らかにした転写調節因子を同定しており、現在、子宮体がんの臨床検体における発現性と
患者予後との相関性、代謝経路の変化に伴うがん病態メカニズムの解析を進めている。その一
部の知見については令和 5 年度に学会発表を行い、論文投稿準備中である。 
 以上、本研究課題の成果を踏まえ、ホルモン依存性女性がんにおける各種の次世代シーケン
ス解析、蛋白発現解析、同定されたがん標的因子の機能解析等を通じて、乳がんと子宮体がん
の病態特異性と共通性の理解が深まり、さらにがん病型別の新規診断・治療法の開発が可能に
なると考えられる。今後は患者由来がん培養・移植系を用いて、シングルセル解析や、本研究
グループが最近開発したミトコンドリア呼吸鎖複合体形成の生細胞モニタリングシステム等
[Nat Commun 14: 312, 2023]の先進的技術を用いて、より詳細にホルモン依存性女性がんの病態
を解明し、創薬に結びつくがん標的因子の同定を進めていく方向を考えている。 
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