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研究成果の概要（和文）：ホルモン受容体陽性、HER2陰性のいわゆるluminal type乳癌における癌幹細胞(CSCs)にを中
心としたbiologyの解明は急務である。本研究では、乳癌細胞株およびヒト乳癌組織より樹立した乳癌細胞におけるCSC
sの機能解析を行い、幹細胞性に影響する要因および薬物療法の影響を検討した。患者検体由来細胞においては、細胞
株と異なりheterogeneityが保たれており、治療及び転移再発の過程でER発現の不安定性が認められた。FOXA1はLumina
l type乳癌幹細胞のホルモン耐性及び増殖能に関与している可能性が示唆された。また低酸素環境がHIF1を介し、癌幹
細胞性の増強に寄与する。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that ER‐positive and HER2‐negative breast cacer patients, 
so‐called luminal type breast cancer, can lead to late recurrence compared to other BC subtypes, 
possibly due to the presence of dormant tumor cells. The mechanisms that maintain cancer stem cells 
(CSCs) in luminal breast cancer remains obscure. We established luminal breast cancer cells derived from 
patient tissue and analyzed the potency of CSC and related factors with established luminal breast cancer 
cell lines. Our findings showed that the CSC population in luminal breast cancer induces ectopic 
expression of FOXA1. The expression of FOXA1 appears to be involved in the proliferation of immature 
breast cancer cells. Hypoxic stimuli promote the induction of ALDH activity, suggesting the function of 
hypoxia on tumor environment may influence BCSC fate.

研究分野：乳腺腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
本邦の乳癌罹患率の上昇は著しい。近年

の乳癌治療は、エストロゲン受容体（ER）、
プロゲステロン受容体（PgR）、HER2 発
現もしくは遺伝子増幅、Ki67発現状況に基
づく臨床的 subtypeに細分化され、一定の
局所奏功率や予後延長効果をみとめている

が、なお死亡率は上昇傾向にある。その背

景として、有効な再発転移後の治療が確立

していないこと、ホルモン受容体陽性、

HER2 陰性乳癌である luminal A と
luminal Bサブタイプの判別が困難であり、
適切な治療選択に至っていないことなどが

あげられる。また、近年固形癌における癌

幹細胞（CSCs）の概念が注目されており、
これらの有する高い腫瘍形成能及び転移能、

治療抵抗性により再発転移後の治療が困難

となっている可能性が考えられる。乳癌に

おける CSCsのマーカーとしてはこれまで
CD44+/CD24-, aldehyde dehydrogenase
（ALDH）などが報告されており、CSCs
に対する化学療法・放射線療法抵抗性につ

いての報告は数多くされているが，その多

くがトリプルネガティブ乳癌細胞株を対象

としたものであり、luminal type乳癌にお
ける CSCsに関する検討は未だ不十分であ
る。ホルモン受容体陽性乳癌は全乳癌の約

70％とされる、晩期再発が比較的多いこと
も明らかとなっている。今後乳癌の多くを

占める luminal type 乳癌への治療戦略を
考慮するにあたり、CSCs を中心とした
biologyの解明は急務であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、乳癌手術検体または再発乳
癌症例の胸水より初代培養した乳癌細胞に
おける CSCsの機能解析を行い、ホルモン
治療及び抗癌剤、分子標的薬剤の位置づけ
を行うことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
研究には、細胞株を用いた実験では ER

陽性 HER2 陰性乳癌細胞株である MCF7

及び HCC1500を用いた。 さらに乳癌手術

検体または再発乳癌症例の胸水より初代培

養した原発性乳癌細胞の株化を試みた。

CSCs の機能解析検討では、本研究で樹立

したホルモン陽性乳癌再発患者胸水由来細

胞 BC#1 を用いた。樹立された BC#1 の

characterize には、細胞免疫化学染色によ

るホルモン受容体、HER2、サイトケラチ

ン(CK)8 及び 5/6、並びに qPCR における

ER発現を用いて評価した。 

 癌幹細胞マーカー解析：Aldefluor を用

いた FACSでのALDH発現解析を行った。

遺伝子発現解析には quantitative RT-PCR

を、タンパク発現解析には western blotま

たはセルブロックに対する免疫組織化学染

色を用いた。       
 4-hydroxytamoxifen(4-OHT)の幹細胞

性に対する影響の検討：MCF7 cell 及び

BC#1 を 用 い て 4-OHT 添 加

mammosphere培養を行った。添加 4-OHT

濃度は growth inhibition curveを作成し 5

μM とした。これにより生成された

mammosphere に対しても RNA 抽出を行

い、qPCRにより TAM添加/非添加におけ

る多能性遺伝子及び ER、FOXA1の発現を

比較した。 

 FOXA1 の幹細胞性への影響の検討：

shFOXA1 MCF7 cell 及び shControl 

MCF7 cellを樹立した。Knock down効果

はFOXA1 protein発現の低下及びFOXA1

下流遺伝子であるER, AGR2遺伝子の抑制

により確認した。これらの細胞を用いて、

mammosphere assay, colony-formation 

assayを用いて CSCsの自己複製能及び増

殖能を評価した。 

 低酸素環境が乳癌幹細胞性に与える影響

の検討：MCF7 cell及び BC#1を用いて低

酸素環境に対する反応性を FACS による

ALDH発現、その要因を HIF1ノックダウ

ンモデルにより評価した。 
 
４．研究成果 

  （１）BC#1の初発乳癌組織における

ホルモン受容体等の発現は、ER陽性、PgR

陽性、HER2陰性乳癌であったが、樹立細

胞は ER陰性、PgR陽性、HER2陰性と初

発組織と発現状況が異なる結果であった。



ER発現を qPCRで解析した結果、ER陰

性乳癌株であるMDA-MB-231と比較する

と有意に高発現であった。BC#1と初発乳

癌組織におけるホルモン受容体発現の乖離

は、転移再発の過程での発現強度の変化ま

たは培養環境における ER発現の不安定性

が影響しているものと考えた。ER下流因

子である PgRの発現がみられることから、

BC#1は luminal type乳癌と考え今回の研

究に使用した。サイトケラチン発現解析に

関しては、CK8強陽性、CK5/6も 5%程度

陽性であり、乳癌細胞に一致する結果であ

るとともに、患者検体由来細胞においては、

細胞株と異なり heterogeneityが保たれて

いることが示唆された。 

 （２）MCF7, HCC1500, BC#1の 3細胞

系における癌幹細胞性の検討では、癌幹細

胞マーカー発現及びmammosphere assay

においていずれも BC#1が最も癌幹細胞性

が高い結果であり、両指標は癌幹細胞の存

在に関し相関すると考えられた。また、

MCF7の接着培養細胞及びmammosphere

培養細胞における ALDH活性の比較によ

り、mammosphere培養が癌幹細胞を濃縮

していることを確認した。 

 （３）ALDH活性を指標に flow 

cytometerで分取した ALDH-high群と

ALDH-low群における多能性遺伝子及び

ER関連遺伝子発現の比較では、明らかな

統計学的有意差は認めなかったが、

ALDH-high群で FOXA1の発現が高い傾

向にあった。接着培養群とmammosphere

培養群における比較では、統計学的有意差

をもってmammosphere培養群において

多能性遺伝子及び FOXA1遺伝子、FOXA1 

proteinが高発現していた。 

 （４）4-OHT添加mammosphere assay

では、4-OHT添加群において非添加群と比

較し明らかにmammosphere形成数が低

下したが、残存し形成された

mammosphereに対する遺伝子発現解析で

は、非添加群と比較し 4-OHT添加群にお

いて多能性遺伝子及び FOXA1遺伝子の高

発現が認められた。このことから 4-OHT

耐性mammosphereがFOXA1を高発現す

ることが示唆された。 

 （５）FOXA1 knockdown MCF7 cellを

用いた解析では、mammosphere 形成数に

おいて 2群間に差を認めなかったが、

colony-formation assayでは knockdown 

cellにおいて明らかな colony形成低下を認

め、mammosphere特異的な FOXA1の過

剰発現機序の存在及び colony-formation 

assayに反映されるFOXA1依存性CSC増

殖能維持が示唆された。 

 （６）ALDH陽性細胞は陰性細胞に比較

して低酸素応答性が強く、HIF1のノック

ダウンにより、幹細胞性の低下が認められ

た。（論文投稿中） 

 まとめ：本研究結果より、FOXA1 は

Luminal type 乳癌幹細胞のホルモン耐性

及び増殖能に関与している可能性が示唆さ

れた。Mammosphere 培養系における

FOXA1 過剰発現の機序及びその細胞生物

学的意義につき更なる検討を行うことで、

luminal type乳癌における乳癌幹細胞及び

晩期再発の制御に寄与すると考える。 
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