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研究成果の概要（和文）：乳癌幹細胞分画（CD44+CD24-細胞）において、CD44+CD24+細胞と比較し、腫瘍形成能、腫瘍
増殖能が高かったが、Hh阻害剤添加によりCD44+CD24-細胞の高い腫瘍形成能、腫瘍増殖能は有意に低下した。CD24を抑
制した乳癌細胞は浸潤能、コロニー形成能およびShh、Gli1の発現が有意に高かった。CD24を抑制した乳癌細胞におい
てShh を抑制すると腫瘍形成能および腫瘍増殖能が有意に低下した。
ERa陽性乳癌においてはERa経路がHhシグナル系の活性化機序の１つとして相乗的に働いており、ER経路が乳癌の進展に
関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Tumorigenesis and proliferation in breast canecr stem cell population; CD44+CD24- 
cells were higher than those in CD44+CD24+ cells. Hedgehog inhibitor treatment significantly abrogated the
se increases. Invasiveness, colony formation, and expressions of Shh and Gli1 in CD24 siRNA transfected ce
lls were significantly higher than those in control. Shh suppression in CD24 siRNA transfected cells signi
ficantly reduced tumorigenesis and proliferation. 
ERa pathway plays an important role for Hh signaling activation, suggesting that ER pathway contributes to
 the progression in breast cancer.
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１．研究開始当初の背景 
乳癌は癌の形質特性（ホルモンレセプターや
HER2 発現状態など）に基づいて細かく治療法
が選択されている癌腫の一つである（乳癌診
療ガイドライン、薬物療法 2010 年度版、日
本乳癌学会編）。しかしながら、２）ER 陰性
乳癌、ホルモン耐性乳癌、Triple negative
乳癌など、現在の治療戦略では必ずしも満足
できる成果が得られない病態が存在する( 
Bosch A, Cancer Treat Rev 36:206-15,2010）。
また、３）乳癌は術後の病歴の長い癌腫であ
り、治療中に生物学的形質が変化する症例や、
再発例においては、原発巣と転移巣の形質が
異なる症例も少なくない。更には、４）抗癌
剤耐性を有する乳癌幹細胞が存在し、現在の
治療戦略の効果を改善するには乳癌幹細胞
に対する治療法開発が必要とも考えられて
い る （ Liu R, New Engl J Med 
356:217-226,2007）。これら乳癌に対しては、
個々の形質特性別に基礎研究や治療法開発
が進められているのが現状である。すなわち、
現在の治療法開発は個々の症例の形質特性
に応じた治療法を整えていくという視点か
ら進められている。この方向性は極めて重要
であるが、裏返せば、乳癌に共通した包括的
な治療法の開発の重要性をも暗に指摘して
いる。本研究は、後者の視点（より包括的な
治療）に立った研究である。 
 
２．研究の目的 
現在の乳癌治療は、個々の癌のホルモンレセ
プター発現状態などの特性に基づいて細か
く区別されている。我々は、乳癌の形態形成
シグナル系を解析中、現在の治療選択の指標
となっている乳癌の特性を越えて、二つのシ
グナル系（Estrogen receptor 経路および
Hedgehog 経路）が幅広い乳癌で機能している
可能性を見出した。したがって、現在の治療
戦略とは異なった上記二つのシグナル系を
標的とする包括的な乳癌治療法および予防
法の開発の可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）乳腺組織における ERおよび Hhシグナ
ル関連分子発現プロファイル作成： 
手術時摘出乳腺組織（乳腺炎、線維線腫、非
浸潤性乳管癌症例（DCIS）、微小浸潤癌
(DCISM)、浸潤性乳管癌（IDC）における ER
発現、Hh シグナル関連分子発現を解析し、両
シグナル系抑制療法の治療標的となる乳腺
疾患およびその頻度（包括的治療となりえる
か）を検証する。 
 
（２）乳癌組織における乳癌幹細胞同定と
ERおよび Hh シグナル関連分子発現の解析： 
乳癌幹細胞に対する治療法としての可能性
を検証する目的で、乳癌組織における乳癌幹
細胞分画（CD44+CD24-細胞）の存在および ER
および Hh シグナル関連分子の発現を半定量
的三重蛍光免疫組織染色法にて解析する。 

（３）細胞レベルでの治療標的機能の同定： 
ERおよびHER2発現パターンの異なる乳癌細
胞株を標的として、ER および Hh 両シグナル
阻害（各種阻害剤、RNA 干渉法：siRNA）によ
る遺伝子発現ノックダウンによる増殖
（FACScan、コロニー形成）、浸潤（Matrigel 
invasion assay）、薬剤感受性（FACScan、コ
ロニー形成）に及ぼす影響を解析し、治療標
的となり得る機能を同定する。 
 
（４）免疫不全マウス移植系における包括的
治療法としての検証：細胞移植系； 
現在、治療法選択に難渋する形質特性を有す
る乳癌（CD44+CD24-乳癌細胞など）細胞株を
中心に、免疫不全マウス移植系を用いてシグ
ナル阻害剤による治療効果を検証する。 
 
４．研究成果 
（１）非腫瘍性乳腺組織、DCIS、微小浸潤を
伴う DCIS(DCISM)および IDC における sonic 
Hh(Shh)および Gli1の発現を免疫組織学染色
を行い解析した。IDC における Shh 陽性の割
合は、他より有意に高かった。Gli1 の陽性率
は、非腫瘍性乳腺組織から IDC まで、段階的
に増加した。 
 
（２）乳癌組織において乳癌幹細胞分画
（CD44+CD24-細胞）に Gli1 の発現が主に認
められた（図１）。FACSで分取したCD44+CD24-
細胞および CD44+CD24+細胞をヌードマウス
に皮下移植する実験では、CD44+CD24-細胞を

移植した群の腫瘍増殖が有意に高く、Hh阻害
剤シクロパミンの前処理によりこの腫瘍増

 

図１. 手術切除乳癌組織の蛍光免疫染色組織像。

CD44+CD24-細胞に Gli1発現（矢印）が認められる。 

 

図２．CD44+CD24-細胞における腫瘍増殖能は高いが、

Hh 阻害剤シクロパミン前処理によりこの腫瘍増殖能

は抑制された。 



殖は有意に低下した（業績①、図２）。 
 
（３）MCF-7 細胞株に CD24 siRNA を導入した
細胞はコントロールと比較し、浸潤能、コロ
ニー形成能が有意に高く、また、Hh シグナル
との関連では、CD24 siRNA を導入した細胞は
Shh、Gli1 の発現が有意に高かった（図３）。

CD24 siRNA を導入した細胞に Shh siRNA を用
いて、Shh を抑制すると、浸潤能およびコロ
ニー形成能は有意に低下した（図４）。これ
らの結果より、CD24-分子の制御に Shh が関
与していることが示唆された。 

 
（４）CD24 siRNA を用い CD24 を抑制した
MCF-7 細胞株にさらに Shh siRNA を導入した

細胞をマウスに皮下移植した実験では、CD24

を単独で抑制したものと比較し、Shh siRNA
を導入した CD24-細胞を皮下移植した群にお
いて、腫瘍形成能および腫瘍増殖能が有意に
低下する結果が得られた（図５）。 
 
（５）ER陽性乳癌においては ER経路が Hh
シグナル系の活性化機序の１つとして相乗
的に働いており、ER 経路が乳癌の進展に関与
している可能性が示唆された。 
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図３.realtime PCR による CD24 siRNA を導入した

MCF-7 細胞の Shh および Gli1 mRNA 発現の解析。 
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図４．CD24 siRNA を導入した細胞に Shh siRNA を

用いて、Shh を抑制すると、浸潤能およびコロニー

形成能は有意に低下した。 
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