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研究成果の概要（和文）：難治性の乳癌subtypeであるトリプルネガティブ乳癌の治療抵抗性を特徴付ける細胞
集団として癌幹細胞が知られている。我々は乳癌幹細胞集団に特異的に発現しRNA階層で癌幹細胞性を特徴づけ
るRNA結合タンパク質としてRBD24を同定した。
RBD24は各種遺伝子mRNAの3’UTRのcis-elementsを介して標的mRNAを安定化し、腫瘍形成能や薬剤抵抗性の獲得
に寄与することを明らかにした。また、RBD24の発現を制御する転写因子としてZEB1が同定され、RBD24とZEB1が
RNA階層と転写階層とを結びつけるポジティブフィードバックを形成することが腫瘍形成に重要であることを示
した。

研究成果の概要（英文）：The presence of cancer stem cells characterizes the treatment resistance of 
triple-negative breast cancer, a subtype of breast cancer known for its treatment resistance and low
 survival rate. We identified RBD24 as an RNA-binding protein specifically expressed in the breast 
cancer stem cell population, thereby characterizing its cancer stem cell properties at the 
post-transcriptional layer. RBD24 stabilizes target mRNAs by binding to cis-elements in the 3’UTR 
of various gene mRNAs, and contributes to tumorigenic potential and acquisition of drug resistance. 
We found ZEB1 as an upstream transcription factor that regulates RBD24 expression and serves as a 
target of RBD24, forming a positive feedback loop linking RNA layer and transcriptional layer. We 
showed that the RBD24-ZEB1 axis contributes to treatment resistance and tumorigenecity in vitro and 
in vivo.

研究分野： 分子生物学

キーワード： RNA binding protein　breast cancer　cancer stem cell

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性で知られるトリプルネガティブ乳癌は抗癌剤に対して治療抵抗性を有し、有効な治療標的を持たないこと
から新規治療標的の探索が求められてきた。今回の研究成果はRBD24がトリプルネガティブ乳癌治療における新
規治療標的となりうることを示唆するものである。また、RNA階層における癌の進展の制御の重要性を示してお
り、今後RNA階層を標的とした核酸医薬等による新規治療戦略の創出が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

乳がんは、日本で年間 9 万人以上が罹患する、女性において最も頻度が高いがんである。中でも

トリプルネガティブ乳がんは乳がん全体の約 20%を占め、他のタイプの乳がんと異なり、十分な

治療法が確立されていないため、予後不良な疾患である。本研究では、このトリプルネガティブ

乳がんの病態をあらたな切り口から解明し、その知見に基づく新しい治療法の開発を行うもの

である。 

 

２．研究の目的 

トリプルネガティブ乳がん（Triple Negative Breast Cancer：TNBC）は、悪性度が高く有効な

治療法がないため、その分子病態の解明とそれに基づく新しい治療法の開発は急務である。我々

は、予備実験において、TNBCのがん幹細胞において特異的に高発現する RNA結合タンパク(RBD24)

を同定し、RBD24 が RNA 階層において、乳がん幹細胞を規定する可能性を見出した。これらを基

に、本研究においては RBD24 による TNBC におけるがん幹細胞の機能維持機構と創薬ターゲット

としての可能性を検討した。 

 

３．研究の方法 

1）RBD24 の TNBC 癌幹細胞の遺伝子発現プロファイルにおける機能解析： 

既報の scRNAseq データの再解析を行い、RBD24 の発現が乳がん幹細胞において強くみられるこ

とを確認した。さらに、scRNAseq データの再解析より RBD24 と共局在する遺伝子群の同定を行

い、病理検体に対して免疫染色をおこなった。患者由来検体を免疫不全マウスに対して皮下移植

を行い、限界希釈の系で腫瘍形成能の変化を解析した。さらに、これらの形成された腫瘍に対し

て single cell RNA sequence 解析を行い、RBD24 の標的下流遺伝子群の発現変化を１細胞レベ

ルで解析した。また、RBD24 の上流制御因子を探索するため、MDAMB231 に対する Hi-C 解析のデ

ータを再解析し、RBD24 のエンハンサー候補領域を同定した。エンハンサー候補領域において結

合する転写因子候補を同定し、ChIP Seq の再解析等を施行し、上流転写因子の詳細な解析を行

った。 

 

2）RBD24 の TNBC 癌幹細胞の遺伝子発現プロファイルにおける機能解析： 

RBD24 を発現する MDAMB231細胞を用いて PAR-CLIP 解析を行うことで、RBD24 が結合する標的遺

伝子および塩基配列を transcriptome wide に 1 塩基レベルの解像度で同定した。標的遺伝子の

3’UTR を搭載したレポーターを用いてレポーターアッセイを行った。ActD 試験や BRIC-Seq を

用いて RBD24 による標的 mRNA の安定性への寄与を評価した。 

3）化合物スクリーニング： 

High Contents タグがノックインされた細胞を用いて、LOPAC library (Sigma Aldrich 社)内の

化合物 1280 種に対して化合物スクリーニングを行った。特に発現上昇・下降させる化合物につ

いては RBD24 の発現制御メカニズムの同定を試みた。さらに、RBD24 に対する siRNA と同定化

合物を併用投与し、MDAMB231 細胞株などを移植した腫瘍皮下移植モデルに対して治療実験を行

うことで治療効果増強の有無を検証した。 

  



 
４．研究成果 
 

1）RBD24 の TNBC 癌幹細胞の遺伝子発現プロファイルにおける機能解析： 

RBD24TNBC 患者の手術検体に対して

RBD24 および ZEB1 に対する免疫染

色を施行した。その結果として、

RBD24 発現細胞の多くに ZEB1 が共

局在して発現している様子が確認さ

れ、ZEB1 と RBD24 とが共通して腫

瘍組織内で発現する傾向があること

を明らかにした。 

実際に RBD24 の発現をノックダウン

させた細胞について免疫不全マウス

に皮下移植した生体モデルにおいて

は腫瘍形成能が明らかに減少すること

が明らかとなった。さらに、患者由来検体に対して RBD24 をノックダウンし免疫不全マウスに

皮下移植した腫瘍について、single cell RNA seq 解析を施行したところ、乳癌幹細胞分画が

著しく減少し ZEB1 をはじめとした RBD24 の標的遺伝子群の発現が減少していることを明らかに

した。これらの結果は RBD24 が転写因子 ZEB1 とともに共発現し機能することによって乳癌幹細

胞性を維持し腫瘍形成能を特徴付けることを示唆する。 

2）RBD24 の TNBC 癌幹細胞の遺伝子発現プロファイルにおける機能解析： 

RBD24 を発現する MDAMB231 細胞を用いて PAR-CLIP 解析

を施行した。その結果として、RBD24 が ZEB1、NOTCH2、

NRP1、CD44 の cis-element配列（UGUAHAUA）に結合して

いることが明らかになった (図 2)。実際に MDAMB231 細

胞株に対して RBD24 をノックダウンしたサンプルに対す

る RNA-Seq 解析と共に照らし合わせると、RBD24 の mRNA

上の結合箇所が多ければ多いほど、該当遺伝子の発現が

減少する傾向にあることが明らかとなった。さらに、標

的遺伝子の 3’UTR を搭載したレポーターを用いてレポ

ーターアッセイを行ったところ、RBD24 が cis-elements

配列特異的にレポーター活性を上昇させることを強制発

現および siRNA を用いたノックダウンの系にて明らかに

した。 

次に RBD24 の mRNA の安定性への寄与を評価するために、ActD 試験を行なった。その結果とし

て、RBD24 に対する siRNAを用いてノックダウンすると CD44, NOTCH2, NRP1, ZEB1 の mRNA の安

定性が減少することが明らかとなった。さらに transcriptome wide に RBD24 によって発現制御

される遺伝子群を評価するために核酸アナログであるブロモウリジンを用いて BRIC-Seq を施行

した。その結果として RBD24 に対する siRNA によるノックダウンによって、乳癌幹細胞性を特徴

づける遺伝子群の mRNA の半減期が減少することが明らかとなった。これらの結果は、RBD24 が

標的遺伝子 mRNA の 3’UTR 上の cis-elements への結合を介して、標的遺伝子 mRNA を安定化さ

せることを強く示唆する。 

図 2 PAR-CLIP 解析 

図１ 皮下移植腫瘍に対する single cell 解析 



 

3）化合物スクリーニング： 

High Contents タグがノックインされた細胞を用いて、LOPAC library (Sigma Aldrich 社)内の

化合物 1280 種に対して化合物スクリーニングを行った。その結果として TNBCに対する標準治

療化合物であるアントラサイクリン系の化合物や BET inhibitor が RBD24 の発現を上昇させる

ことを明らかにした。これらの化合物と RBD24 に対する siRNA を共に使用することによって相

乗的に TNBC に対する治療効果が得られることを in vitro および in vivo の系において明らか

にした（図 3）。これらの結果は、化学療法に対して治療抵抗性を示す TNBC に対して RBD24 を

標的とした治療が効果的である可能性を強く示唆する。 
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図 3 BET inhibtor と siRBD24 の併用には相乗効果がある 
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