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研究成果の概要（和文）：特異的な治療法の確立されていないトリプルネガティブ乳癌（TNBC）に対する新規治
療法開発をめざし、TNBC臨床検体で特異的にコピー数減少が認められたゲノム領域にコードされているインター
フェロンガンマ（IFN-γ）に注目し、IFN-γがTNBCの増殖にどのような影響を与えるかを培養細胞を用いて検討
した。TNBC由来培養細胞の多くでIFN-γによる細胞増殖抑制効果が確認できたが、TNBC由来にもかかわらず細胞
増殖抑制効果が確認されないものもあった。また細胞増殖が抑制される機構も複数あることが細胞周期解析によ
って明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Triple-negative breast cancer (TNBC) is refractory breast cancer because 
specific therapies are not establieshed. We focused on interferon gamma (IFN-gamma) which is located
 in the genomic loss region exclusively in TNBC and investigated the effect of INF-gamma on TNBC in 
vitro. Several cell lines derived from TNBC were inhibited cell proliferation by IFN-gamma. However,
 one cell line from TNBC was not inhibited. INF-gamma altered the cell cycle and the expression 
levels of some cell-cylce associated proteins in TNBC cell lines. The pattens of change in the 
expression leves of theses proteins were different in cell lines. This suggest that IFN-gamma arrest
 cell cycles via several pathway in TNBC.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
 乳癌は日本人女性において部位別罹患率
が第 1 位の悪性腫瘍である。現在、乳癌では
手術、放射線療法、薬物療法を適切に組み合
わせて治療が行われている。その中の薬物治
療では、乳癌をホルモン受容体（エストロゲ
ンレセプター、以下 ER とプロゲステロンレ
セプター、以下 PgR）の発現の有無、および
HER2 遺伝子の過剰発現の有無によって表
１のように大きく 4 つに分け、それにあった
治療薬が選択されている。 

表１ 乳癌のサブタイプ分類（国立がん研
究センター がん情報サービスより改変） 

 
このうち、ホルモン受容体陰性かつ HER2

の過剰発現を認めないトリプルネガティブ
乳癌（Triple Negative Breast Cancer, 以下
TNBC）に対しては特異的な有効薬剤がなく、
現時点で選択される薬剤は従来の化学療法
剤であり、特異的治療法の開発が望まれてい
る。 
本研究課題に先立って、我々は外科的に切

除された乳癌組織についてゲノム解析を行
ってきたが、その中で TNBC 特異的に 12q14
領域の DNA コピー数が減少していることを
突き止めた。そこで本研究課題ではこのコピ
ー数減少が TNBC の生物学的特徴と関連が
あると考え、その領域にコードされている遺
伝子のうち、インターフェロンγ（IFN-γ）
に注目し TNBC の細胞増殖にどのような影
響を与えるのかについて検討を行った。 

 
２．研究の目的 
 TNBC に対する特異的治療法の開発を目
指して、TNBC で特異的に変化のあったゲノ
ム領域にコードされる遺伝子、特に IFN-γ
に注目し、TNBC 腫瘍細胞に対する直接的な
細胞増殖抑制効果の有無について、さらには
そのメカニズムについて TNBC 由来および
非 TNBC 由来の培養細胞を用いて明らかに
することである。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞：TNBC 由来の培養細胞 5 種類
（MDA-MB-468、HCC1143、HCC1395、
HCC1937、HCC1806）非 TNBC 由来培養細
胞３種類（MCF-7、HCC202、HCC1500）
を使用した。細胞は ATCC および JCRB 細

胞バンクより入手した。 
（２）細胞培養および IFN-γ濃度の決定：
それぞれの培養細胞は 10％仔牛血清を加え
た推奨培地で培養した。IFN-γの濃度は
TNBC由来培養細胞であるMDA-MB-468細
胞による検討で、最終濃度 5ng/ml に決定し
た。 
（３）細胞増殖曲線：それぞれの細胞は IFN-
γ添加したものと非添加のものについて、
Day0、Day1、Day2、Day3、Day4 の５時点
で細胞数を計測し細胞増殖曲線を得た。 
（４）細胞周期解析：細胞数を計測し終えた
細胞は PBS(-)で洗浄し、オートスメアでスラ
イドグラス上に張り付けた後、100％エタノ
ール、常温 10 分で固定後、風乾した。この
スライドグラスを室温で 15 分間 RNase 
(1mg/mL)処理し、50μg/mL の propidium 
iodide (以下 PI)で DNA 染色を行った。染色
後、カバーグラスをかけ透明マニキュアで周
囲に封をし、イメージサイトメーター
（RS100、オリンパス）で各細胞の核 DNA
量を測定した。DNAヒストグラムを作成し、
各細胞周期（G1 期、S 期、G2/M 期）にある
細胞数の割合を算出した。 
（５）細胞内タンパク質発現解析：サイクリ
ン B1、リン酸化ヒストン H3(Ser10)、Ki-67
などについて蛍光免疫染色（間接法）を行い、
イメージサイトメーターで細胞におけるそ
れぞれのタンパク質の発現強度を測定し、陽
性率を算出した。 
（６）BrdU による細胞増殖解析：IFN-γ添
加後4日目（Day4）の培養細胞においてBrdU
を最終濃度 10μM になるように培地に添加
し、30 分後に細胞を回収し、オートスメアで
スライドグラスに張り付けたのち 100％エタ
ノールで固定した。固定後は HCl、ホウ酸緩
衝液(pH6.0)で処理後、1 次抗体に抗 BrdU 抗
体、二次抗体に Alexa Fluor 488 標識の抗マ
ウス IgG 抗体を用いて蛍光免疫染色を行っ
た。その後 RNAse 処理および PI で核染色を
行った。BrdU 陽性細胞の割合をイメージサ
イトメーターにて計測した。 
 
４．研究成果 
（１）IFN-γの細胞増殖抑制効果について 
TNBC 由来培養細胞のうち、MDA-MB-468、
HCC1395、HCC1937 において、非 TNBC
由来培養細胞のうち HCC202 において IFN-
γによる細胞増殖抑制効果がみられた。一方
非 TNBC 由来培養細胞である、MCF-7、
HCC1500およびTNBC由来培養細胞である
HCC1806 では IFN-γによる細胞増殖抑制
効果は認められなかった。図１に例として
HCC1395 の細胞増殖曲線を示す。 



当初、IFN-γは TNBC に対して細胞増殖抑
制効果が期待できると考えていた。実際
TNBC 由来培養細胞の多くで IFN-γにより
細胞増殖が抑制されたが、抑制されない細胞
もあった。一方、非 TNBC 由来の培養細胞で
も IFN-γにより細胞増殖が抑制されたもの
もあり、TNBC であること以外の IFN-γに
より細胞増殖が抑制される細胞とそうでな
い細胞との間にどのような違いがあるのか
は今後の検討課題である。 
（２）細胞周期解析および細胞周期関連タン
パク発現レベルについて 

IFN-γにより細胞増殖が抑制された
TNBC 由来培養細胞のうち HCC1395、
HCC1937、HCC1143 について IFN-γ添加
群と非添加群とで比較した。 
①DNA 量測定による細胞周期解析と BrdU
による DNA 合成期細胞の割合の変化 
細胞集団における各期の割合は核 DNA 量

を測定して求めることができる。HCC1395、
HCC1143 では G1 期細胞の割合が若干減少
し、G2/M 期の細胞がその分増加していた。
HCC1937 では G1 期細胞が若干減少し、S
期細胞がその分増加し、G2/M 期細胞はほと
んど変化がなかった。次に BrdU 陽性細胞、
つまり DNA 合成が行われている細胞（真の
意味で S 期にある細胞）の割合を比較したと
ころ、いずれの培養細胞でも IFN-γ添加に
より S 期細胞の割合が減少しており、中でも
HCC1937は IFN-γ非添加群と比べて3分の
1程度に減少していた。この結果は HCC1937
でS期細胞が増加したことに一見矛盾するよ
うに思えるが、S 期から G2/M 期への移行の
間に細胞周期に抑制がかかっていると考え
ると Day4 の時点では DNA を合成している
細胞は減ってくる、つまり BrdU 陽性細胞は
減少するが G2 期に進めず S 期にとどまって
いる細胞がたまるため DNA 量的に S 期にあ
る細胞の数が増えてくると考えれば矛盾し
ない。HCC1395 や HCC1143 では細胞分裂
の時点で細胞周期が停止していると考えれ
ば G2/M 期の細胞が増え、G1 期の細胞が減
少することが説明できる。 
②細胞周期関連タンパクの発現レベルの変
化 
細胞周期関連タンパクのうちサイクリン

B1、リン酸化ヒストン H3(Ser10)、Ki-67 の
陽性率を IFN-γ添加群と非添加群とで比較
した。サイクリン B1 は G2 期に発現し、リ

ン酸化ヒストン H3（Ser10）は M 期に発現
するタンパク質である。Ki-67 は機能面では
不明な点が多いが細胞周期に入っている細
胞の核に陽性になり、細胞増殖能を反映して
いる。HCC1937 は細胞周期解析からは S 期
からG2/M期への移行の間に細胞周期に抑制
がかかっていると考えられたが、IFN-γ添加
群でサイクリン B1 およびリン酸化ヒストン
H3(Ser10)の発現が減少しておりこの予想を

支持するものであった(図２)。HCC1395、
HCC 1143 ではサイクリン B1 の発現が上昇
し、リン酸化ヒストン H3(Ser10)の発現が低
下していた（図３）。これは細胞分裂の時点
で細胞周期が停止していると予想した細胞
周期解析の結果に矛盾しない。 

 
 HCC1937、HCC1143、HCC1395 はいず
れも IFN-γによって細胞増殖が抑制された
が、DNA 量や BrdU による細胞周期解析や
細胞周期関連タンパクの発現レベルの解析
か ら HCC1937 と HCC1143 お よ び
HCC1395 ではそのメカニズムに差があるこ
とが示唆され、具体的にどの分子に IFN-γ
作用し細胞周期が抑制されるのか、今回検討
できなかった細胞周期関連タンパクや IFN-
γのシグナル伝達にかかわる分子の発現レ
ベルの IFN-γ添加による影響を検討する必
要があると考えている。 
（３）まとめ 
本研究課題では①IFN-γがいくつかの乳癌
由来の培養細胞について細胞増殖抑制効果
を示した、②IFN-γによる細胞増殖抑制のメ
カニズムには複数の経路が存在することが
示唆される、という２点が明らかにされた。
ただ、当初の目的であった TNBC 特異的治療
の開発を目指すことについては TNBC 由来



でありながら細胞増殖抑制が見られなかっ
た細胞が存在したことより IFN-γは TNBC
特異的治療に用いることは難しいと考えら
れる。しかしながら非 TNBC 由来培養細胞で
も IFN-γによる細胞増殖抑制が認められる
ものもあり、IFN-γによる細胞増殖が抑制さ
れる細胞とそうでない細胞には何かしら遺
伝型あるいは発現型に差があるはずで、今後
IFN-γによる細胞増殖抑制のメカニズムを
解明するとともに、IFN-γでの治療が見込め
る癌細胞のマーカーの発見（検索）を行って
いく予定である。 
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