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研究成果の概要（和文）：トリプルネガティブ乳がん(TNBC)におけるestrogen responsive finger protein 
(Efp)の作用を明らかにするため、TNBC患者由来細胞などを用いてEfpの発現を解析したところ、これらTNBC由来
の細胞でEfpが過剰発現していることを見出した。またEfpの発現低下系と過剰発現系により、Efpは細胞増殖、
細胞移動能、細胞周期の進行に関与することを明らかにした。さらに、トランスクリプトーム解析により、Efp
は細胞周期関連遺伝子などの発現制御に関わることが示された。以上より、EfpはTNBCにおいて腫瘍促進的に働
くことから、治療標的となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the effect of estrogen responsive finger protein (Efp)
 in triple negative breast cancer (TNBC), we analyzed the expression of Efp using TNBC 
patient-derived cells and cell line, and found that Efp is overexpressed in these cancer cells. 
Gain- and loss-of function analysis demonstrated that Efp is involved in the proliferation, 
migration, and cell cycle progression of TNBC cells. Furthermore, transcriptome analysis showed that
 Efp is involved in the regulation of expression of cell cycle-related genes. These findings suggest
 that Efp acts as a tumor-promoting factor in TNBC, implying a potential therapeutic target in 
clinical treatment.

研究分野：内分泌

キーワード： Efp　ステロイドホルモン　遺伝子発現　トリプルネガティブ乳がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、Efpはトリプルネガティブ乳がん(TNBC)において腫瘍促進的な役割を担っていることをはじめ
て明らかにした。また、Efpによって発現制御を受ける細胞周期関連遺伝子としてCDCA7とHELLSを明らかにし、
Efpの細胞内作用メカニズムとして新たな経路を示す学術的知見を得た。エストロゲン受容体陽性の乳がんに加
え、TNBCにおいてもEfpが治療標的となり得る可能性を明らかにしたことは、治療標的が少なく予後不良である
TNBCに対する新たな治療法開発への応用として期待され、社会的意義を有すると考えられた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

乳がん、子宮体がんの多くはエストロゲン受容体(ER)を発現し、エストロゲン依存性の

増殖を示すことが知られている。このような特徴に基づき、乳がんの治療ではホルモン療

法として ER に対する阻害剤（タモキシフェンなど）やエストロゲン産生をブロックする

アロマターゼ阻害剤などが用いられるが、治療過程において抵抗性を獲得するがんが生じ、

難治性となることが多い。興味深いことに、ホルモン療法に抵抗性を獲得した後も ER が

陽性のままであることが多く、抵抗性獲得と ER の関連について十分に明らかではない。

また、ER、プロゲステロン受容体(PR)、受容体型チロシンキナーゼ(HER2)を発現しないト

リプルネガティブ乳がん(TNBC)のように、初めからホルモン療法に抵抗性で予後不良のが

んも存在しており、内分泌制御からの逸脱のメカニズムと治療抵抗性との関連について解

明が望まれている。さらに、子宮体がんではホルモン療法による生存率の改善効果が低い

ことから、臨床でのホルモン療法の施行は限定的であり、ホルモン作用の組織特異性の観

点からも未解明な点が残されている。 

エストロゲンは標的組織の細胞内に存在するホルモン依存性転写因子である ER を活性

化することによってその作用を発揮することから、エストロゲン応答遺伝子がエストロゲ

ン作用のメディエーターとして重要な役割を担っている。従って、ホルモン療法抵抗性乳

がんにおいてはエストロゲン応答遺伝子の発現変化などが想定されるが詳細は十分に明ら

かになっていない。我々は、独自に同定・解析を行っているエストロゲン応答遺伝子 Efp

が、ER 陽性の乳がん、子宮体がんにおいて腫瘍促進因子として機能することを示してき

たが(1,2)、トリプルネガティブ乳がんをはじめとするホルモン治療薬に対して抵抗性を有

するがんについては明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

乳がんのサブタイプの１つであるTNBCは、乳がん患者全体の約15~20%を占めており、

治療薬抵抗性や転移性が高く、悪性度が高い。これまでに、TNBC の生物学的特性の解明

や効率的な治療戦略の開発を目指し、基礎から臨床に渡る研究が行われており、DNA修復

機構、免疫チェックポイント、PI3K/mTOR阻害剤、アンドロゲン除去など、いくつかの候

補因子が治療標的として探索されてきたが、十分な治療効果は得られておらず、臨床上有

効な TNBCの治療法はいまだに見出されていない現状である(3)。 

我々は以前にエストロゲン応答遺伝子として、RING finger、B-box、coiled-coilの保存さ

れた 3つのドメインからなる TRIM (tripartite motif)ファミリータンパク質の一員であるEfp

を見出し、様々ながん種におけるがんの進行に寄与していることを明らかにしてきた。乳

がんにおいては、臨床病理学的研究により、Efp の免疫染色性は無病生存期間ならびに全

生存期間の短縮と有意な相関を示すことを明らかにしている(4)。その分子メカニズムとし

て、ER 陽性の乳がんにおいて、Efp は細胞周期のネガティブレギュレーターとして働く

14-3-3σのポリユビキチン化を担うユビキチンリガーゼとして機能し、プロテアソームを介

したタンパク分解を促進することで細胞周期を進行させることを明らかにしている(1)。 

一方、Efpは ER陽性・陰性のステータスに関わらず、乳がん患者の予後に関連すること

を示しており(4)、Efp は ER 陰性の乳がんにおいても重要な機能を有することが想定され



ている。さらに最近、Efpは ERの発現ステータスとは関係なく、乳がんの転移と関連する

ことが見出され、特に乳がんの転移に関わる遺伝子発現のヒエラルキーにおいて、Efp が

最も中心的なハブとして機能することが示された(5)。しかしながら、TNBCをはじめとす

るホルモン治療薬抵抗性の乳がんにおける Efpの作用メカニズムについては十分に明らか

になっていない。本研究では、TNBCにおける Efpの作用機序を明らかにすることを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

ヒト乳がん由来培養細胞として、ER陽性の MCF-7細胞と T47D 細胞、ならびに TNBC

の臨床サンプルから樹立した患者由来細胞(TNBC-PDC; TNBC-patient derived cell)および

TNBC細胞株であるMDA-MB-231細胞を用いた。遺伝子発現量は特異的プライマーを用い

た定量的 PCR法と特異抗体を用いたウエスタンブロット法を用いて、それぞれ RNAレベ

ルとタンパク質レベルで解析を行った。Efp の機能解析を行うため、Efp に対する siRNA

を作製し、TNBC細胞にトランスフェクションして Efp発現のノックダウンを行った。ま

た、Efp を発現するプラスミドベクターを作製し、TNBC 細胞にトランスフェクションに

て導入し、過剰発現を行った。細胞増殖の解析は、細胞溶解液を Hoechst 33,258蛍光色素

を用いて染色することによって DNA 量の蛍光分析から細胞増殖を算定した。細胞移動能

の評価は、8 μm孔のトランスウェルの上側に細胞を播種した後、孔を通って下側に移動し

た細胞をギムザ染色で検出し細胞数を定量した。細胞周期の解析は、固定した細胞をヨウ

化プロピジウムで染色した後、フローサイトメトリーを用いて DNA 含量を分析し、細胞

周期の G1期、S期、G2/M期の割合を算出することによって行った。Efpによる細胞内シ

グナル経路の解析のため、Efp に対する siRNA およびコントロールの siRNA で処理した

TNBC 細胞から抽出した RNA を用いてマイクロアレイ解析を行い、包括的な遺伝子発現

プロファイリングを行った。 

 

４．研究成果 

TNBC 細胞における Efp の役割を調べるため、従前から使用されている MDA-MB-231

細胞に加えて、TNBC から樹立した患者由来がん細胞（TNBC-PDC）を用いて Efp 発現量

を解析したところ、これら TNBC 細胞において RNA レベル及びタンパク質レベルで Efp

が発現していることを明らかにし、その発現レベルは ER陽性のMCF-7細胞や T47D細胞

に匹敵する程度であった(6)。 

次に、TNBC細胞における Efpの機能を評価するため、Efpを標的とする siRNA (siEfp)

をMDA-MB-231細胞および TNBC-PDC細胞に導入して Efpの発現をノックダウンした細

胞と、コントロールの siRNA (siControl)を導入した細胞を作製し、細胞増殖試験を行った。

その結果、siEfp処理によって細胞増殖が有意に抑制されることを明らかにした。また、細

胞周期進行に対する siEfpの効果をフローサイトメトリーにより解析したところ、siControl

で処理した細胞と比較して、有意に細胞周期 S期に存在する細胞の割合が減少することを

示した。さらに、MDA-MB-231 細胞および TNBC-PDC 細胞の移動能における Efp の関与

を評価するため、siEfpまたは siControlで処理した TNBC細胞をトランスウェルに播種し

て解析したところ、siEfpは移動細胞数を有意に減少させることを明らかにした。 

一方、Efp の過剰発現による TNBC 細胞への影響を明らかにするため、Efp 発現プラス

ミドをトランスフェクションした細胞とコントロールの空ベクターをトランスフェクショ



ンした細胞を比較したところ、Efpを過剰発現させたMDA-MB-231細胞および TNBC-PDC

細胞の両方において、細胞増殖、細胞周期進行、細胞移動能がそれぞれ有意に増加するこ

とを示した。 

TNBC細胞の遺伝子発現プロファイルに対する Efpの影響を明らかにするため、siEfpま

たは siControlで処理したMDA-MB-231細胞と TNBC-PDC細胞の RNAを用いてマイクロ

アレイ法により解析を実施した。その結果、MDA-MB-231 細胞および TNBC-PDC 細胞に

おいて、siEfpによって細胞特異的に発現変化を示す遺伝子と、これらの細胞に共通して発

現変化を示す遺伝子が認められた。上記のフローサイトメトリーを用いた解析により、Efp

ノックダウンによって細胞周期進行が抑制されたことから、siEfpによって発現低下する細

胞周期関連遺伝子に注目したところ、興味深いことに TNBC-PDC細胞で最も発現低下した

遺伝子として細胞分裂のエピジェネティック制御に関連する CDCA7 (Cell division cycle 

associated 7)が認められた。さらに、CDCA7と複合体を形成し、クロマチンリモデリング

に関与する HELLS (Helicase, lymphoid specific)が、CDCA7とともに発現低下する上位 5遺

伝子に含まれていた。これらの結果の検証として定量的 PCR法を行い、Efpノックダウン

がMDA-MB-231と TNBC-PDCの両細胞においてCDCA7とHELLSの発現を有意に低下さ

せることを確かめた。そこで、CDCA7と HELLSが TNBC細胞の増殖を調節するか否か検

討するため、CDCA7と HELLSを標的とする siRNAをそれぞれ用いて細胞増殖試験を行っ

たところ、MDA-MB-231 および TNBC-PDC 細胞の増殖を有意に減少することを明らかに

した(6)。 

これらの結果より、Efpは細胞周期関連遺伝子である CDCA7や HELLSなどの発現を調

節することにより、TNBC 細胞において腫瘍促進因子として機能することが明らかとなり

(図 1)、ホルモン感受性乳がんに限らず、TNBCの治療標的としても有望であることが示唆

された。 
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