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研究成果の概要（和文）：乳がん患者の長期予後を悪化させる晩期再発・転移は、治療抵抗性の休眠がん細胞が
再増殖することが原因であるとされている。本研究では、RB不活性化により誘導される休眠細胞の誘導機構の解
明を細胞シグナルと代謝の観点から明らかにした。RB不活性化は、細胞周期にかかわる分子の発現低下ならびに
エネルギー酸性に関わる分子のリン酸化レベルの変動が一部の細胞において起こることを見出した。また、RB不
活性化はRAS成熟に関わるFNTBの発現調節を介して、RAS活性を低下させることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Late recurrence and metastasis, which exacerbate the long-term prognosis of 
breast cancer patients, are hypothesized to arise from repopulation of therapy-resistant dormant 
cancer cells. This study aimed to elucidate the mechanisms of dormant cell induction triggered by RB
 inactivation from the perspectives of cell signaling and metabolism. Our findings demonstrate that 
RB inactivation downregulates the expression of cell cycle-related molecules and alters the 
phosphorylation levels of molecules involved in energy metabolism in certain cells. Additionally, 
our results suggest that RB inactivation attenuates RAS activity through modulation of FNTB 
expression, which participates in RAS maturation.

研究分野：腫瘍分子生物学

キーワード： RB

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
休眠がん細胞は、増殖シグナルに応答しないため、HER2阻害や内分泌療法の効果は低い。そのため、長期治療後
に再発・転移した場合、予後は極めて悪い。休眠状態に移行する機構を明らかにし、その機構を阻害することで
休眠細胞が除去することができれば、新たな治療法の確立につながる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
乳がんでは、術後長期治療を経ての再発・転移が臨床上の問題となっている。主なる長期治療と
して、HER2ならびにエストロゲン受容体の阻害による細胞増殖シグナルの遮断が行われるが、
これらは、「増殖しない休眠がん細胞（休眠細胞）」には効果がない。しかし、長期間潜伏した転
移先あるいは原発巣の休眠細胞を消滅させることができれば、乳がんの長期予後を改善するこ
とができる。 
近年、栄養飢餓によって誘導される細胞の休眠は細胞内部に異常タンパクが蓄積されることが
原因であることが示された（Himeoka,Y et al., Physical Review X 2017）。栄養飢餓や異常タン
パクの蓄積は、オートファジーを誘導し、脂肪酸などの分解代謝を促進する。一方、転移先の休
眠細胞の生存維持にオートファジーが寄与することが報告された（Vera-Ramire L et al., Nature 
Commun. 2018）。これは、十分な栄養が供給されるにも関わらず、休眠細胞では飢餓応答の一
種であるオートファジーが起こることを示唆する。つまり、細胞外環境に非依存的な機構によっ
て休眠状態が誘導・維持されていることを示唆する。 
 難治性乳がん患者検体の全ゲノム解析が進み、がん抑制遺伝子 RBの欠失・変異・発現抑制に
よる不活性化が高頻度に観察されており、その不活性化は無病生存期間と相関する（Witkiewicz 
AK et al., Breast Cancer Res. 2014, Ertel A et al., Cell Cycle 2010）。 
申請者はこれまでに、乳がんにおける RB不活性化は、オートファジーを促進する AMPKの活
性化により脂肪酸合成から脂肪酸分解への代謝切り替えを誘導し、スフェロイド形成を促進す
ること等を報告した（Kitajima S, Kohno S et al., Oncogene 2017; Li F, Kohno S et al., Cancer 
Res. 2019）。さらに申請者は、乳がんや胃がんなど RBの不活性化が観察される幅広いがん種に
おいて、RBの発現抑制が解糖系酵素 PGAM1(Phosphoglycerate mutase 1)の発現低下を引き起
こすことを見出した。PGAM1の発現低下は、脂肪酸合成に必要な炭素を供給する解糖系の抑制
を介して、その合成を減少させる。PGAM1の発現抑制はまた、2D培養での細胞増殖を抑制す
る一方、3D培養ではスフェロイド形成を促進する。以前に、スフェロイドを再度 2D培養条件
下に戻すと、非常に増殖が遅く未分化な状態を維持することを見出していることから、スフェロ
イド中には休眠細胞が濃縮されていると考えた（Yoshida A and Kohno S et al., Oncotarget 
2017）。さらに、RBは OCT4や SOX2を直接的に抑制していることも報告されている（Kareta 
MS et al., Cell Stem Cell 2015）。以上のことから、『RB不活性化は、細胞増殖ではなく、PGAM1
の発現抑制によって代謝活動を低下させ、細胞の休眠（非増殖・未分化化）』を促すと推測した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、RB不活性化を介した PGAM1 発現抑制による代謝変化ならびに休眠細胞の
代謝を解析し、環境非依存的な代謝リプログラミング（代謝改変）による休眠状態への
導入機構を明らかにする。さらに、休眠細胞において活性化した代謝経路および、その
制御因子の阻害による治療効果を検討することによって、長期予後を改善できる治療の
基盤構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
様々な乳がん細胞並びに正常乳腺上皮細胞における RB を shRNA または gRNA-CAS9 を用いて不活
性化した際のフェノタイプについて、種々の細胞シグナルならびに代謝パラメータを測定する
ことで休止細胞の成立機構に対してアプローチした。特に、生細胞イメージング法を用いた休眠
細胞に特異的な代謝経路の探索については、種々の乳がん細胞株や正常乳腺細胞株の内在性
KI67 に GFP タグを CRISPR/Cas9 を用いてノックイン付加し、増殖マーカーとして利用した。
PGAM1 ノックアウトならびに RB ノックアウト細胞のスフェロイドより KI67 陽性・陰性細胞をそ
れぞれ FACS で単離すると同時にバルク細胞でも種々の代謝解析を行った。 
 
４．研究成果 
１．RB・PGAM1 ノックアウト乳がん細胞の Characterization 
これまでに、RB の発現抑制が PGAM1 の発現低下を引き起こすことを見出している。しかしなが
ら、RB1 の発現抑制をしても細胞増殖に影響はないが、PGAM1 単独でノックアウトすると細胞増
殖は著名に低下する。そこで、乳がん細胞株の内在性 Ki67 に GFP タグをノックインし、細胞増
殖をモニターできる系を構築した。RB や PGAM1 をノックアウトしても KI67 のシグナルは失われ
ることはなかった。一方で、スフェロイド培養をした場合には、RB ノックアウト細胞はコント
ロールと比較してスフェロイド数が増加したが、PGAM1 ノックアウトの場合はスフェロイド数が
減少した。一方で、いずれの場合においてもスフェロイド内に KI67 陰性の細胞は認められた。
このことから、スフェロイド培養をすることにより、KI67 陰性の静止状態の細胞が出現するこ
とが示唆された。 
次に、RBまたは PGAM1 をノックアウトした際の代謝に与えるインパクトを解析した。RB をノッ
クアウトすると PGAM1 の発現が低下するとともにグルコース刺激をした際の ECAR の応答が低下
したが、PGAM1 を過剰発現することによりグルコース刺激による ECAR の応答が回復した。一方
で、PGAM1 をノックアウトしても同様に ECAR 応答の低下が認められた。つまり、RB欠失による



グルコース利用の低下は PGAM1 によるものであるが RB欠失細胞のステータスは PGAM1 欠失細胞
とは根本的に異なることが示唆された。 
2. 正常乳腺細胞株における RB ノックアウトの効果 
正常乳腺細胞株 MCF10A では p16locus が失われているものの RBはインタクトである。そこで、
本細胞株において RB ノックアウトし、細胞の Characterization を行った。RB ノックアウトは
MCF10A 細胞の細胞増殖を２Dならびに 3D培養で抑制した。正常細胞における RB 不活性化は DNA
ダメージを引き起こす可能性があったが、RB ノックアウト細胞では、H2AX や CHK1/2 のリン酸
化は認められなかった。一方で、種々のサイクリンやジェミニンの発現は低下している反面、p27
の発現が増加していた。加えて、ピルビン酸デヒドロゲナーゼや AMP-activated protein kinase 
のリン酸化は低下していた。また、β カテニンの局在は RB ノックアウトにより細胞膜から細胞
質に移行した。βカテニンの局在の変化は上皮間葉転換(EMT)の際に観察されることから、EMT マ
ーカーの発現を確認したところ、ZEB1、TWIST、SNAI1、N-カドヘリンの発現はいずれも変化が認
められなかった。さらに、細胞老化の指標である senescence-associated β-galactosidase は
RB ノックアウト細胞では陰性であり、p21 の発現も認められなかったことから、RB ノックアウ
トによる細胞周期停止は細胞老化に起因するものではないと示唆された。S期への細胞周期進行
にはサイクリン D1 発現レベルが維持されており、RAS-RAF-MEK-ERK シグナルの活性化が必要で
ある。RBノックアウト細胞においては、MEK、ERK のリン酸化レベルが低下していると同時に MYC
タンパクの発現も減少していた。MYC の発現は ERK によるリン酸化(pT58)と GSK3βによるリン酸
化(pS62)により制御されており、RBノックアウト細胞では、pT58レベルが低下していた。加え
て、RAS活性を RAS-GTP結合アッセイで評価したところ、RBノックアウト細胞では RAS活性
が低下していることが明らかになった。そこで、RBノックアウト細胞に活性型 RASを過剰発現
すると、細胞増殖が認められるようになった。以上のことから、正常のコンテクストにおける RB
の不活性化は細胞の静的な状態を引き起こすことが明らかとなった。現在、ドライバー変異を有
するがん細胞における休眠トリガーは細胞外環境に依存して起こると考えその因子の同定を試
みている。 
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