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研究成果の概要（和文）：本研究では、トリプルネガティブ乳ガン (TNBC) に着目し、分子標的となりうるマスターシ
グナル伝達物質の同定を目的として検討を行った。目的を達成するため、TNBC のモデル細胞株 MDA-MB-231 細胞から
タンパク質を抽出し、陰イオン交換カラムを用いて分画し、回収した。脱塩・濃縮後のタンパク質をTATシステムを利
用し、エストゲン非依存性乳がん株 HCC38 細胞に導入した。各フラクションについて細胞増殖活性を測定したが、顕
著な変化は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Triple-negative breast cancer (TNBC) is one of breast cancer subtype and often 
shows more malignant phenotype compared to other subtype of breast cancer. Although there are many 
reports about TNBC, the master regulator involved in malignancy of TNBC is unclear. In this study, we 
paid our attentions to TNBC and tried to identify the master regulator involved in proliferation activity 
of TNBC. To achieve our purpose, we extracted the proteins from TNBC cell line, MDA-MB-231 cells, and 
fractionated them using ion-exchange chromatography. We transfected the each fractionated proteins into 
HCC38 cell by TAT system, and measured cell proliferation activity. However, the remarkable change was 
not detected.

研究分野： 分子生物学

キーワード： TNBC　TAT protein
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１．研究開始当初の背景 
 我が国の死因の第一位は、ガンである。ガ

ンは、染色体に様々な変異が発生し、細胞増

殖や細胞死などのシグナル伝達分子活性が

異常に上昇する（あるいは抑制される）こと

が知られている。特定のシグナル伝達分子の

活性化が下流のシグナルを制御しており、ガ

ン細胞の増殖に決定的な役割を果たしてい

る。これら上流のシグナル伝達分子をマスタ

ーシグナル伝達分子と呼び、その分子の同定

は、死因第一位であるガンの根本的な治療法

として最も注目を集めている。 

ガンの中でも乳ガンは、日本を含めた先進国

で、女性の羅患率トップのガンである。乳ガ

ンはエストロゲンレセプター (ER)、プロゲ

ステロン受容体（PgR）、Human epidermal 

growth factor receptor 2 (HER2) の発現解

析によって分類され、ホルモン療法、トラス

ツズマブなどの分子標的薬の開発により、比

較的予後が改善された。しかしながら一方で、

乳ガンには、上記 3 分子の発現がすべて低い

トリプルネガティブと呼ばれる乳ガン 

(TNBC) が存在する。TNBC は、新規に発

見される乳ガンの 10-20％を占めるとも言わ

れ、進行・再発率が高く、極めて予後が不良

であり、乳ガンによる患者死亡の主な原因で

ある。従って、TNBC に対する治療薬の開発

が強く望まれているが、未だ一つも開発され

ていない。 
２．研究の目的 
本研究では、TNBC の治療薬開発を最終目

標とし、TNBC の治療標的となりうる、いわ

ゆるマスターシグナル伝達分子の同定を行

うことを目的とした。本研究では、エイズウ

ィルスの Trans-activator of transcription 

(TAT) タンパク質を利用したタンパク質導

入法により、TNBC における活性タンパク質

の同定を試みた。 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 

TNBC モデル細胞株 MDA-MB-231 細胞

の培養には、 Dulbecco’s modified eagle 

medium (DMEM) high glucose (Life 

technologies) に、56 ℃で 30 分間加熱して

非動化した Fetal bovine serum (FBS) 

(Biowest)を 10%になるように添加した培養

液を用いた。 

 

(2) タンパク質回収 

TNBC モデル細胞株 MDA-MB-231 細胞

(8.0×107 cells/150×25 mmセルカルチャーデ

ィッシュ (Falcon))を回収し、 1×Phosphate 

buffered saline (PBS) (-) にて洗浄し、遠心

機 CF7D (HITACHI) で 4 ℃、600 rpm の条

件で 20 分間遠心を行った。遠心後のペレッ

トは、使用するまで -80 ℃ に保存した。タ

ン パ ク 質 を 抽 出 す る た め 、

Phenylmechylsulfonyl fluoride (PMSF) 、

Protease inhibitor cocktail, Phosphatase 

inhibitor cocktail (sigma) を加えた 10mM 

Tris-HCl pH 8.5 に懸濁した。SONIFIER 

250 (BRASON) による超音波処理後、遠心

機 CR21 (HITACHI) で 4 ℃、7850 rpm の

条件で 15分間遠心を行い、上清を回収した。 

 

(3) 陰イオン交換クロマトグラフィーによ

る分離 

① クロマトグラフィー装置 (BIO-CAD) の

セットアップ 

タンパク質分離の前に高速液体クロマトグ

ラ フ ィ ー 装 置 BIO-CAD (Perseptive 

Biosystems) のセットアップを行った。今回

の分離では A ラインと B ラインの 2 つを使

用するため、この 2 つの流路に脱気水をセッ

トし、Purge バルブに 50 ml シリンジを挿し

て流路のエアー抜きを行い、サンプルループ

を含む流路全体に脱気水を流して流路洗浄

を行った。その後、A ラインに 10 mM 

Tris-HCl pH 8.5 (以降 A バッファーとする) 

をセットし、B ラインに 10 mM Tris-HCl pH 

8.5 に 1 M NaCl を加えたもの (以降 B バッ



ファーとする) をセットした。サンプルルー

プを含む流路全体に A→B→A の順でバッフ

ァーを流して流路を洗浄した。陰イオン交換

カラム Hi-TRAP HQ 5 ml (GE Healthcare) 

を A ラインのバッファーを流しながら

BIO-CAD に取り付けた。吸光度の波形がベ

ースラインに戻るまで A→B→A の順でバッ

ファーを流し、カラムの平衡化を行った。 

② 陰イオン交換カラムによる分離 

セットアップした BIO-CAD および陰イオ

ン交換カラム Hi-TRAP HQ を用いてタン

パク質の分離を行った。細胞より抽出したタ

ンパク質 24 mg を A バッファーで平衡化し

た陰イオン交換カラム Hi-TRAP HQ に吸

着させた。その後、吸着させたタンパク質を、

B バッファーの濃度にグラジエントをかけ、

タンパク質を溶出した。バッファー流速は 2 

mL/min、タンパク質は、280 nm の波長で検

出した。各フラクションは 2 mL ずつ分注し

た。分離したフラクション溶液 500 µL を、

それぞれ限外ろ過スピンカラム UFV5BG00 

(MILLIPORE) を用いて脱塩・濃縮し、約 50 

µL のサンプルを得た。サンプル溶液の一部

は、SDS-PAGE に使用し、残りのサンプルは

4 ℃に保存した。 

 

(4) SDS-PAGE 及び CBB 染色によるバンド

の検出 

 脱塩・濃縮後のサンプル溶液 5 µL に、そ

れぞれ 2.5 µl の 3×Sodium dodecyl sulfate 

(SDS) Sample Buffer (3 % v/v β―メルカプト

エタノール) を加え 96 ℃ヒートブロックで

1 分間ボイルし、サンプルを調製した。調製

したサンプルについて、10% ポリアクリルア

ミドゲルを用いた電気泳動を行った。電気泳

動後、ゲルを容器にいれ、DW を用いた洗浄

を行い、CBB Stain One (nacalai tesque) を

用いてゲルの染色を行った。容器から染色液

を回収し、DW を用いてバンドがはっきりと

確認できるようになるまで DW を交換し脱

色を行った。脱色後のゲルは Amasham 

imager (GE Healthcare) を用いて撮影した。 

 

(5) TATタンパク質を用いたタンパク質導入 

96 ウェルプレートにエストロゲン非依存

性乳がん細胞株 HCC38 細胞を 1 ウェル当

たり 2.0×105 /mL の濃度で撒き、TAT タン

パク質を用いたタンパク質の導入を行った。

タンパク質導入試薬には  Xfect Protein 

Transfection Reagent (Takara Bio) を用い

た。また、今回の実験では導入するフラクシ

ョンに加え、タンパク質導入コントロールと

して蛍光色素 Cy3 を導入に用いた。 

① 導入タンパク質の調製 

まず、空の 96 ウェルプレートを用意し、脱

塩・濃縮後のタンパク質溶液または Cy3 溶

液 1.5 L と Xfect Reagent 溶液 5 L を

混合した。その後、室温にて 30 分間インキ

ュベートした。 

② HCC38 細胞へのタンパク質導入 

HCC38 細胞をまいた 96 ウェルプレートか

ら、培養液を取り除き、各ウェルに暖めた

1×PBS (-) 100 µLを加え洗浄した。1×PBS (-) 

をデカントにより除去し、DMEM serum (-) 

40 µL を各ウェルに加えた。タンパク質と

Xfect Reagent の混和物全量を各ウェルに加

えた。その後 37 ℃で 1 時間培養を行い、

DMEM serum (+) を各ウェルに 100 µL ず

つ加えた。2 時間後、蛍光顕微鏡 IX70 

(OLYMPUS)でCy3の細胞内への導入を確認

した。 

 

(6) ミトコンドリア活性測定 

 タンパク質導入後、48 時間培養を行った。 

培養プレートから培養液を除き、DMEM 

serum (+) を各ウェルに 100 µL を用いた洗

浄を行った。その後、1 mg/mL Hoechst 

33342、5 mg/mL JC-1 の最終濃度が、1 

µL/mL となるように DMEM serum (+) に

溶解し、混合液 100 L を各ウェルに加えた。



37 ℃で 60 分間インキュベートし、マイクロ

プレートリーダーFlex Station3 (Molecular 

Device) を用いて Hoechst 33342 は励起 355 

nm、吸収 465 nm、JC-1 は励起 550 nm、吸

収 600 nm の波長で測定した。 

 
４．研究成果 

(1) 陰イオン交換カラムによる分離 

 TNBC モデル細胞株 MDA-MB-231 より

抽出したタンパク質 24 mg を陰イオン交換

カラム Hi-TRAP HQ を用いて分離し、40 本

のフラクションに分画した (図 1)。その結果、

フラクション 20 番から、40 番の間で、280 

nm に吸光を示すビークが認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 陰イオン交換カラムを用いた抽出タン

パ ク 質 の 分 画  TNBC モ デ ル 細 胞 株

MDA-MB-231 より抽出したタンパク質を陰

イオン交換カラムにインジェクションし、リ

ニアグラジェントによりタンパク質を溶出

させた。図は、ピークのグラフを模式的に表

したもの。実線は 280 nm の吸光度、破線は、

塩濃度を示す。 

 

分画したフラクションについて SDS-PAGE 

後 CBB 染色を行い、バンドを検出した。そ

の後、分離したフラクションの活性を細胞レ

ベルで確認するために、各フラクションを脱

塩・濃縮し、タンパク質導入に用いた。 

 

(2) 各フラクションによるミトコンドリア

活性測定 

 分離したタンパク質の中に TNBC の細胞

増殖に関与するタンパク質の有無を確認す

るため、分離したフラクション 20 番から 40

番について、Xfect reagent を用いた HCC38

へのタンパク質導入を行った。 細胞増殖活

性を確認するため、各フラクションタンパク

質導入後のミトコンドリア活性を測定した。

まず、核を染色する Hoechst および、ミトコ

ンドリアの膜電位を測定する JC-1 を用いた

タンパク質導入細胞の染色を行った。 

次に、マイクロプレートリーダーFlex 

Station3 (Molecular Device) を用いて、

Hoechst および JC-1 の蛍光を検出し、得ら

れたデータをもとに細胞あたりのミトコン

ドリアの活性を測定した。このとき、タンパ

ク質が含まれていない 20 番のフラクション

におけるミトコンドリアの活性をコントロ

ールとして検討を行った。その結果、どのフ

ラクションを導入した場合においても、細胞

あたりのミトコンドリア活性に顕著な変化

は認められなかった。 

 
(3) 結論 

 本研究では、TNBC のマスターシグナル伝

達分子の同定するために、MDA-MB-231 細

胞から抽出したタンパク質をエイズウィル

スの TAT タンパク質を利用したタンパク質

導入を行い、活性タンパク質の同定を試みた。

今回の実験では、TNBC の増殖活性に関与す

る活性タンパク質を見出すことはできなか

った。これは、細胞から抽出し、分離できた

タンパク質量が想定よりも少なかったこと

が原因の一つであると考えている。しかしな

がら、本検討により、タンパク質抽出から活

性測定までの一連の新手法を確立すること

ができた。今後は、抽出、分離条件を精査し、

検討を行っていきたいと考えている。 
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