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研究成果の概要（和文）：乳がん幹細胞を制御する重要な分子メカニズムのひとつとして、HRG/ErbBシグナルを同定し
た。ErbBシグナルはPI3K/NF-κBを介して乳がん幹細胞の維持に関わっていることを見出し、増殖因子と炎症応答パス
ウェイのクロストークが重要であることを示した。さらにPI3K下流ではIGF2シグナルが活性化することが乳がん幹細胞
の維持に必要であることを明らかにした。また、HRGおよびIGF2によって発現誘導される遺伝子signatureは乳がん悪性
度や転移／再発等の予後と強く相関したことから、これらの増殖因子シグナルにより乳がん幹細胞が維持されることで
乳がん悪性化につながることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified HRG/ErbB signaling as a key molecular mechanism on regulating breast
 cancer stem cell properties. ErbB signaling maintains breast cancer stem cell properties via PI3K/NF-kapp
aB pathway, suggesting that crosstalk between growth factor signaling and inflammatory response pathway is
 important for such regulation. Moreover, IGF2 signaling is required for maintenance of the breast cancer 
stem cell properties as a downstream mediator of PI3K signaling. Also, HRG signature and IGF signature ide
ntified by microarray analysis is strongly associated with both breast cancer grade and prognosis such as 
metastasis or relapse. These observations suggest that these growth factor signaling have important roles 
on malignant progression of breast cancer through maintenance of breast cancer stem cell properties.
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１．研究開始当初の背景 
本研究を開始する前年までに、われわれは乳
がん幹細胞において NF-κB をはじめとする
炎症性免疫応答パスウェイが活性化してい
ることを見出していたが、なぜそれらが活性
化しているのかは不明であった。また増殖因
子やサイトカインシグナルと乳がん幹細胞
の関わりについても十分な解析がなされて
いない状況であった。 
 
２．研究の目的 
乳がん幹細胞において炎症性免疫応答がな
ぜ活性化しているのかを明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
炎症性免疫応答を誘導すると考えられるサ
イトカインおよびケモカインを乳がん細胞
にふりかけ、その後形成されてくる sphere（浮
遊球状細胞塊）を詳細に解析することで、乳
がん幹細胞におけるその役割を明らかにす
る。同様の系に適応可能な増殖因子等のリガ
ンドについても併せて検討を行なう。見出し
た新規リガンド分子による遺伝子発現制御
パターンを解析し、下流の鍵分子を同定する
ことで、乳がん幹細胞の維持に関わる新たな
パスウェイを明らかにする。 
 
４．研究成果 
IL8, CCL5 等のケモカイン、TNFα 等のサイト
カイン、EGF, bFGF, HRG 等の増殖因子を乳が
ん細胞株にふりかけ、その後の sphere 形成を
検討したところ、HRG のみが多くの乳がん細
胞株の sphere形成を誘導することがわかった
（図 1）。これらの細胞株は HRG の受容体で
ある ErbB3 とそのパートナー分子である
ErbB2 の発現レベルがそれぞれ異なる（MCF7
は ErbB2 低発現、HCC1954 は高発現など）が、
この受容体レベルと sphere誘導効率に相関性
は見られなかった。 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
図 1. HRG 刺激により誘導される乳がん細胞
株の sphere 形成 
 
またこれらの知見は患者由来の乳がん幹細

胞の培養においても同様に観察されたが、非
がん幹細胞の培養においては sphereの形成が
認められなかったため、HRG による sphere
形成誘導はがん幹細胞に特異的なものと考
えられた（図 2）。 
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図 2. HRG により誘導される患者由来乳がん
幹細胞の sphere 形成 
 
さらに HRG 下流のシグナル伝達について
sphere 細胞を用いて解析したところ、
ErbB2/ErbB3 へテロダイマーを通じて PI3K
を活性化し、その下流で NF-κB にシグナルが
伝わっていることがわかった（図 3、図 4）。 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

図 3. HRG 刺激による ErbB2/ErbB3 のヘテロ
ダイマー形成 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. HRG 刺激による PI3K と NF-κB の活性
化 



患者由来乳がん細胞を HRG で刺激した際に
形成される sphere は、NF-κB inhibitor もしく
は PI3K inhibitor 処理によって形成されなく
なることから、HRG/PI3K/NF-κB パスウェイ
が乳がん sphereの形成に必要であることが示
唆された（図 5）。 
 

 
図 5. HRG 刺激による sphere 形成における
NF-κB inhibitor(DHMEQ) と PI3K 
inhibitor(LY294002)の影響 
 
さらに興味深いことに、これらの sphere 形成
はErbB2の発現が低い患者群においても認め
られ（図 6）、ErbB2 低発現細胞株 MCF7 にお
ける結果と一致した。このことは、ErbB2 低
発現患者においても、HRG/ErbB2 経路はがん
幹細胞の維持において重要な役割を持つ可
能性があることを示唆するものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. ErbB2 低発現乳がん患者（IDC1, IDC2, 
IDC3, ILC1,計 4 名）由来細胞の sphere 形成 
 
 
次に、PI3K 下流の遺伝子発現変化を解析する
ために、HRG 刺激および PI3K inhibitor 投与
後の乳がん細胞のマイクロアレイ解析を行
なった。その結果同定した PI3K signature は
乳がんのグレードや CD44 乳がん幹細胞
signature と有意に相関した（図 7）。 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

 

 
 
 
 

図 7. PI3K signature と Grade3(G3)signature、
CD44 signature との相関 
 
この PI3K signature には IGF2 が含まれていた
が、IGF2 を中和抗体により阻害すると HRG
による sphere 形成が阻害されることから、
IGF2 が HRG/PI3K 下流の鍵分子であること
が想定された。そこで IGF2 についてさらに
詳細な解析を進めたところ、やはり IGF2 も
乳がん患者由来細胞の sphere形成を促進する
効果を持つことがわかった（図 8）。 
 

 
図 8. IGF2 による乳がん患者由来細胞の
sphere 形成誘導 
 
また、IGF2 は MCF7 乳がん細胞株の造腫瘍
能を高めることもわかった（図 9）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    図 9. IGF2 による造腫瘍能の増加 



以上より下記の事柄が明らかとなった。 
１、HRG は ErbB/PI3K シグナルを介して
NF-κB を活性化しており、このシグナル伝達
により乳がん幹細胞は維持されている。 
２、ErbB2 受容体の発現レベルが低くても、
HRG により sphere 形成は誘導されることか
ら、ErbB2 低発現患者においても HRG/ErbB2
経路が重要な役割を持つ可能性が示唆され
た。 
３、HRG/PI3K 経路はダイナミックに遺伝子
発現を制御しているが、その発現変化のパタ
ーンは乳がんの悪性化やがん幹細胞性との
相関を示した。 
４、PI3K 下流分子のひとつである増殖因子
IGF2 も乳がん幹細胞の維持において重要な
働きをしていることが示された。 
 
これらの知見は、乳がん幹細胞をターゲット
とした治療法を確立する上でも重要なもの
であり、将来的に HRG や IGF2 の免疫染色等
を通した患者の簡便なグループ分けなどを
行なうことにより、よりレスポンスのよい治
療を行なうことにつながることが期待され
る。さらには現在 Lapatinib や Herceptin など
の適応対象外であるErbB2低発現患者の中に
も、HRG 高発現で治療応答性のグループがい
る可能性が示唆されるため、今後臨床的な研
究も進めていく事で、さらなる重要な知見が
得られることが期待される。 
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