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研究成果の概要（和文）： 

ホルモン療法に対する治療抵抗性や耐性獲得は乳癌治療の大きな障害であり、感受性予測や
治療モニタリングが不可欠である。従来細胞増殖の抑制は検討されてきたが、細胞死の態様
に関しては不明な点が多い。術前ホルモン療法前後における細胞死の態様と治療効果につ
き検討した。治療前後でアポトーシスは不変だがオートファジーは上昇を認め、治療効果
と関連していた。間質のオートファジーも増加していた。治療効果にオートファジーの関
与が示唆され、オートファジーの評価が、より詳細な治療効果の評価になる可能性がある。 
研究成果の概要（英文）： 

Endocrine therapy is a main therapeutic option for hormone receptor (HR)-positive 
breast cancer. De novo and acquired resistance to endocrine therapy is a hazard for 
efficient treatment of breast cancer, thus prediction and monitoring of therapeutic 
effect is critical. While suppression of proliferation by endocrine treatment has been 
well studied, cell death mode by endocrine therapy remains to be elucidated. The 
correlation between cell death mode and therapeutic effect was examined by using 
tissue specimens from the clinical trial with preoperative aromatase inhibitor 
treatment. Apoptosis markers did not show any change during treatment while 
autophagy markers increased by the treatment in both cancer cells and stromal cells. 
Increases in autophagy in cancer cells were associated with clinical effects of endocrine 
therapy, suggesting the involvement of autophagy in treatment effect by endocrine 
therapy, which may indicate that assessment of autophagic status might lead to 
detailed evaluation of therapeutic effects of endocrine treatment. 
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１．研究開始当初の背景 
乳癌の治療は、手術の他に化学療法、分子

標的療法、ホルモン療法、放射線療法などを
組み合わせて集学的に行われる。このうちホ
ルモン療法は、ホルモン受容体陽性の場合に
適応になり、タモキシフェンをはじめとする
選択的エストロゲン受容体モジュレーター
(SERM)や選択的エストロゲン受容体ダウン
レギュレーター(SERD)の他、アロマターゼ阻
害剤(AI)などが使用され予後の改善に効果
をあげている。しかし、ホルモン受容体陽性
であってもホルモン療法に感受性がみられ
ない場合や、ホルモン療法の継続により耐性
を獲得する現象がみられ、そのメカニズムの
解明は重要な課題となっている。臨床上、ホ
ルモン受容体発現以外の感受性予測や治療
のモニタリングを効率的に行うことが、乳癌
治療を効果的に行い治療の個別化を行う上
で欠かせないものとなっている。一方で、ホ
ルモン療法終了後何年もたってから晩期再
発がみられることがあるが、乳癌の根治を目
指す観点からは晩期再発の抑制が重要課題
となっている。この点で、癌幹細胞モデルに
おいて転移や再発の中心的役割を担うと考
えられている癌幹細胞におけるホルモン療
法の効果や影響を検討することは、乳癌治療
戦略の上できわめて重要な課題である。 

ホルモン療法はホルモン依存性乳癌の細
胞増殖を抑制するほか、細胞死を誘導するこ
とが知られている。細胞増殖の抑制について
は、Ki67 などの細胞増殖マーカーがホルモン
療法の効果を評価するのに利用されている。
一方、細胞死を誘導するメカニズムについて
は、アポトーシスによるとの報告が多いが、
実際の癌組織の中でアポトーシスが誘導さ
れているかどうかは不明であり、有効な評価
方法は確立していない。最近、様々なホルモ
ン療法や化学療法において、癌細胞死がアポ
トーシスではなく、オートファジーによると
の 報 告 が み ら れ る (Autophagy 
2006;2(2):85-90)。オートファジーは、ホメ
オスターシスの維持や、栄養枯渇状態におけ
る生存維持のために機能していると考えら
れている一方、細胞死のメカニズムとしても
重要であり、胎生期の器官形成に必要なほか、
様々な病態に関与している。このようにオー
トファジーは生存と細胞死という相反する
結果を誘導するが、いずれの場合も細胞内エ
ネルギー調節や ATPの産生が重要であると考
えられており、オートファジーによる細胞内
エネルギー調節の重要性が示唆されている
(Nat Rev Mol Cell Biol 2005;6(6):439-48)。 
以上のように、ホルモン療法の作用機序

としてオートファジーや細胞内エネルギー
調節の関与が示唆されているが、その具体
的なメカニズムは不明な点が多い。そこで、
ホルモン療法による細胞死の態様を明らか

にし、ホルモン療法の作用メカニズム、耐
性メカニズムを明らかにし、ホルモン療法
の効果予測マーカーを同定すると共に、ホ
ルモン療法耐性に関連する分子を同定する
ことを目的として本研究を企画した。 
 
２．研究の目的 
(1) ホルモン療法による細胞死の態様（ア
ポトーシス，オートファジーなど）を解析
し、ホルモン療法が癌細胞に及ぼす効果を
明らかにする。 
 
(2) ホルモン療法による細胞増殖に対する
影響を解析し、ホルモン療法が癌細胞の増
殖に及ぼす効果を明らかにする。 
 
(3) 組織中の乳癌幹細胞に対するホルモン
療法の影響を検討する。 
 
(4) 細胞死の態様、細胞増殖、乳癌幹細胞
と臨床病理学的治療効果との関連を検討す
る。 
 
(5) 以上の検討から、ホルモン療法の作用
メカニズム、耐性メカニズムを明らかにし、
ホルモン療法の効果予測マーカーを同定す
ると共に、ホルモン療法耐性に関連する分
子を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ホルモン療法による細胞死の態様（オー
トファジー、アポトーシスなど）の評価 
オートファジー関連蛋白であるbeclin1, LC 
III の発現や変化を免疫染色にて検討する。
アポトーシスに関して、サイトケラチン 18
のカスペース分解産物を認識する M30 抗体
(Roche)と、標準的な TUNEL 法を用いて組織
中のアポトーシス細胞を観察する。免疫染色
には、安定性が高いとされる自動免疫染色装
置 Ventana HX システムを用い、治療前後で
の比較を行う。 
 
(2)ホルモン療法前後の細胞増殖の評価 
 ホルモン療法の効果判定に関して Ki67 が
有用であるとの報告がみられる。そこで、
Ki67 を用いた免疫染色による評価と、
mitotic count を評価することにより、治療
前後での細胞増殖の変化や、治療反応性や治
療抵抗性との関連につき解析し、ホルモン療
法による細胞増殖と細胞死の関連を総合し
て評価する。 
 
(3)乳癌幹細胞とホルモン療法 
現在、乳癌幹細胞のマーカーと考えられて
いる CD44+CD24-/low や ALDH1 を用いて乳癌
幹細胞と考えられる細胞を同定し、それらの
細胞における細胞死の態様や細胞増殖、エネ



 

 

ルギー代謝に関して、連続切片を用いて評価
を行う。 
 
(4) 以上の細胞死の態様や増殖に関与する
分子とホルモン療法の効果や予後との相関
を調べ、ホルモン療法の反応性や耐性に関与
する分子やマーカーの解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) ホルモン療法による細胞死の態様（オー
トファジー、アポトーシスなど）の評価 
アロマターゼ阻害剤による術前ホルモン

療法前後での組織（７４症例分）を用いて、
ホルモン療法による細胞死の態様（オートフ
ァジー、アポトーシスなど）を評価するため、
オートファジー関連蛋白である beclin1, LC 
III とアポトーシスマーカーである TUNEL, 
M30 の染色を施行した。ホルモン療法前後に
おいて、アポトーシスマーカーの発現は変化
していなかったが、オートファジー関連蛋白
は共に上昇を認めた。また、間質においても
アポトーシスマーカーの変化は認めなかっ
たが、オートファジー関連蛋白は共に増加し
ていた。以上より、ホルモン療法により、腫
瘍のみでなく間質においてもオートファジ
ーが誘導されることが示された。 

 
(2)ホルモン療法前後の細胞増殖の評価 

細胞増殖の評価はKi67を用いて行ってい
るが、Ki67の変化や治療後のインデックス
と治療効果との関連が強く示唆されている
。しかし施設ごとにその染色性や評価法が
異なることが問題となっているため、複数
の施設による染色・評価の標準化を試みた
。結果は国際学会発表、論文発表を予定し
ている。 
さらに、ホルモン療法前後の組織を用いて、

細胞増殖の評価として Ki67染色を行ったが、
ホルモン療法前後で減少が認められ、オート
ファジーの増加とは独立していた。 
 
(3) ホルモン療法治療効果と細胞死、細胞増
殖との関係 

治療効果との関連においては、Ki67 は臨床
効果の有無にかかわらず減少が認められた
が、オートファジー関連蛋白は臨床的効果が
認められる症例で増加が強い傾向が認めら
れ、ホルモン療法の治療効果にオートファジ
ーが関与している可能性が示唆された。今ま
で、ホルモン療法の効果は主に細胞増殖の変
化により評価されていたが、本研究によりオ
ートファジーの誘導を評価することにより、
より詳細に治療効果を評価できる可能性が
示された。また、オートファジーの治療効果
への関与は、オートファジー耐性が治療抵抗
性に関与している可能性を示唆しており、治
療耐性克服へつながる可能性がある。以上の

結果については現在論文作成中である。また、
オートファジーに関連し減少するとされる
Caveolin1 の発現を調べ、間質における
caveolin の発現低下が予後と関連すること
(Cancer Sci. 102(8), 2011, 1590-96)、ま
たホルモン感受性乳癌とそれ以外の乳癌に
おける遺伝子不安定性（CNV)の違いについて
検討し(Expert Opin Ther Targets 16, 2012, 
S31-35)、論文報告した。 
乳癌幹細胞については、現在マーカーの染

色を行い評価を行っている。 

さらに、新たな術前ホルモン療法の臨床
試験を開始し、現在、登録、治療、サンプ
ル収集を行っている。がん細胞の細胞死の
態様と細胞増殖、エネルギー代謝を検討し
、それらと治療反応性、抵抗性との関連に
つき同様に解析を施行し、検証する予定で
ある。 
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