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研究成果の概要（和文）： これまでERE-GFP導入ER陽性乳癌細胞から樹立した8種類のホルモン療法耐性モデル
細胞の研究から、ドライバーシグナル経路の変化による複数の耐性機序の関与を明らかにした。そこでAI耐性
株、fulvestrant耐性株等を用いて、その癌幹細胞性を、スフェア形成能、SP画分解析、CD44/CD24発現のFACS解
析などから検討したところ、ER発現を有するホルモン療法耐性株は一様に高い癌幹細胞性を示すのに対して、ER
発現を失ったホルモン療法耐性株は従来の癌幹細胞性マーカーは低いことが明らかとなった。進行再発乳癌の新
規治療法開発に重要な知見と思われる。

研究成果の概要（英文）：We have established 8 kinds of hormonal therapy resistant cell lines from 
ER-positive breast cancer cells which were stably introduced ERE-GFP reporter plasmid. The analysis 
of these cell lines revealed individual molecular mechanisms of hormonal therapy resistance. Then, 
we analyzed cancer stemness property of these resistant cell lines (AI-resistant and fulvestrant 
resistant cell lines) in terms of sphere formation, side population, CD44/CD24 expression etc. The 
resistant cell lines which have high ER expression showed high cancer stemness property, but cell 
lines which lost ER expression indicated low cancer stemness marker expression. These findings will 
provide useful information to develop new therapeutic strategy for metastatic breast cancer.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
乳癌の罹患率は我が国において急速に上

昇している。乳癌の発生・進展にはエストロ
ゲンが深く関与しており、またエストロゲン
とその受容体(ER)がホルモン療法の標的と
なっており、進行再発癌、術後補助療法、術
前治療と、幅広い局面で施行され、良い成績
を上げている。そのホルモン療法の中心とな
っている薬剤が AI 剤である。しかし近年、
その耐性が問題となっている。 
エストロゲンは各種標的臓器においてリ

ガンド依存性転写因子でもある ER を介して
標的遺伝子の発現を制御することにより、細
胞の増殖分化を調節しており、その機序が乳
癌の増殖・進展にも関与している。特に閉経
後乳癌においては癌部周囲の間質繊維芽細
胞内のアロマターゼによって E2 が生合成さ
れ癌細胞に供給されており、これが AI 剤の
標的となっている。また、以前から培養細胞
を用いた基礎的な研究からも ER の活性化は
リガンドのみでなく、リン酸化などの蛋白修
飾によっても起こることが示唆されており、
これがホルモン療法耐性と関係していると
考えられている。 
我々はこれまでの ER に関する様々な研究

から、乳癌における ER の機能と重要性を明
らかにし、その臨床応用を目指してきた(総説 
Cancer Sci., 100: 1773-1778, 2009)。それら
の研究の中で細胞にERE-GFPを安定導入し
た ER 陽性乳癌細胞を樹立して生細胞の ER
活性をモニターできるレポーター細胞とし
て 用 い た ( 原 著 論 文 Cancer Res., 65: 
4653-4662, 2005)。先の文科省科研費(平成
23 年~25 年)の支援を受け、この細胞を親株
として、長期エストロゲン枯渇状態や in vivo
に近い、アンドロゲン添加状態や AI 剤添加
状態で生き残ったコロニーを ER 活性による
GFP 蛍光を指標にして複数株を単離・樹立す
ることによって６種類の耐性機序の異なっ
た 耐性モデル細胞を作製した。そしてそれ
らの characterization を詳細に行った結果、
従来も報告されていた PI3K-Akt 経路を介し
た ER のリガンド非依存的活性化による耐性
細胞が得られたが、他にもエストロゲン様活
性を有するアンドロゲン代謝産物を産生し
て利用する耐性株(原著論文 Breast Cancer 
Res. Treat. 139: 731-740, 2013)やアンドロ
ゲンそのものに依存してアンドロゲン受容
体を介して増殖促進するものなど、これまで
に知られてない複数の新規耐性機序を明ら
かにした。 
 今後、さらに研究を進めて、それぞれの機
序を識別するバイオマーカーを明らかにし
再発乳癌の個別化を可能にすることで２次
治療の奏効性を上げ得るかもしれない。しか
し一方で、実臨床においては、これらの複数
の多様な耐性機序に完全に対応するのはか
なり困難と思われる。また、２次治療におい
てもシグナルの可塑性を利用して他の耐性
機序を容易に獲得する可能性が高い。そこで、

より根本的な耐性克服の解決策が望まれる。 
 我々はこの間の研究の中で、ホルモン療法
耐性細胞のスフェロイド培養やFACS解析の
結果から、ER 陽性細胞のホルモン耐性獲得
に癌幹細胞性が関係することを示唆する観
察結果を得ている。そこで、この乳癌幹細胞
性とホルモン耐性の関係を分子生物学的レ
ベルで明らかにし、そこを標的とした治療戦
略を見出すことでホルモン療法耐性獲得を
根本的に回避する方法を確立したい。また、
現在臨床開発中の ER 陽性進行再発乳癌を対
象とした新規分子標的薬についてもホルモ
ン療法耐性に関する乳癌幹細胞性について
検討していきたい。 
 
２．研究の目的 
近年の閉経後乳癌の内分泌治療の中心で

ある第 3 世代のアロマターゼ阻害剤(AI)が臨
床に用いられるようになって 10 年以上が経
過し、近年ではその再発や耐性が大きな問題
となっている。これまで我々は ERE-GFP 導
入 ER 陽性乳癌細胞から樹立した各種耐性モ
デル細胞の研究から、細胞内エストロゲンシ
グナル経路の変化による複数の機序が本耐
性に関与していることを明らかにした。その
中で、ホルモン耐性と乳癌幹細胞性との関係
も疑われた。そこで、この乳癌幹細胞性とホ
ルモン耐性との関係を分子生物学的に明ら
かにし、耐性克服のための根本的解決策を得
るヒントとしたい。 
 
３．研究の方法 
ERE-GFP レポーター遺伝子を安定導入した

ER 陽 性 乳 癌 細 胞 MCF7(MCF7-E10) や
T47D(T47D-TE8)から生細胞中のエストロゲ
ン活性をモニターしながら樹立した機序の
異なる6種のホルモン療法耐性細胞を用いて、
各種の方法によってその幹細胞性を解析す
る。それによって ER 陽性乳癌細胞の幹細胞
性とエストロゲンシグナルの多様性との関
係、シグナルの可塑性の原因を探る。仮説と
して luminal 型乳癌の癌幹細胞の存在が、
alternative エストロゲンシグナルの起源と
なっているのではないかと考えている。まず
このことを明らかにしたい。そしてその
luminal 型乳癌幹細胞由来の可塑性を遮断す
る戦略を見出したい。さらに ER 陽性乳癌の
臨床検体（手術試料）を用いて、幹細胞性と
ER 活性や各耐性と関連する因子の解析から
培養細胞で得た結果の検証を行う。 
(1) 6種のホルモン療法耐性細胞のFACS解析

による SP 画分の解析、CD44/CD24 発現の
FACS 解析、スフェア形成能解析、各種幹
細胞関連遺伝子、EMT 関連遺伝子の mRNA
発現解析等を行い、幹細胞性に関する基
本的データを集める。 

(2) SP 画分の見られるものからは、SP 細胞を
分取し、上記と同様の解析を行い、その
character を明らかにする。 

(3) 6 種の耐性細胞の耐性機序の特徴によっ



ていくつかのカテゴリーに分類し、上記
のすべてのデータをカテゴリー間に着目
することによってその特徴を詳細に解析
する。特に ER の有無、そして ER 活性の
強弱（GFP 蛍光のモニタリングによって
容易に追跡可能）は、Luminal 型乳癌に
おいては重要な指標となるので、この点
を重視する。他には、細胞内リン酸化シ
グナル経路依存性のもの、ステロイド代
謝経路の変化による耐性などがあり、そ
れらが幹細胞性とどのような関係にある
のか推察する。必要に応じ、それらの経
路に関わる遺伝子の発現を検討する。 

(4) これら耐性株のin vitroでの浸潤能など
のバイオアッセイやスフェア培養下での
各種薬剤感受性などを検討し、前年度に
得られた各種幹細胞性の指標と比較検討
を行う。特に各種ホルモン療法剤のみで
なく、耐性機序との関係が推察される細
胞内リン酸化シグナル因子を標的とした
分子標的治療薬の効果と、その幹細胞性
に与える影響を検討する。 

(5) これら耐性株のin vitroでの浸潤能など
のバイオアッセイやスフェア培養下での
各種薬剤感受性などを検討し、前年度に
得られた各種幹細胞性の指標と比較検討
を行う。特に各種ホルモン療法剤のみで
なく、耐性機序との関係が推察される細
胞内リン酸化シグナル因子を標的とした
分子標的治療薬の効果と、その幹細胞性
に与える影響を検討する。 

 
４．研究成果 
 乳癌幹細胞分画の指標として、細胞表面マ
ーカーの CD44+/CD24-の発現パターンを解析
した。その結果、各種ホルモン療法耐性株は
親株とは大きく異なる発現パターンを呈し
た。ER 陽性の AI 耐性株では高く、ER 陰性の
AI 耐性株では低かった。SP 分画の解析でも
下図のようにほぼ同様の結果を示した。 

図１．各種耐性株の SP 画分 
 
一方、ALDH 活性は ER 活性陰転化の耐性株に
おいて高かった。すなわち、耐性株において 
は ER 発現の有無によって癌幹細胞性が異な
ることが示唆された。これらの結果をまとめ
ると次の表のようになる。 

 

 次に、親株 E10 細胞と各種ホルモン療法耐
性細胞株について細胞遊走能、浸潤能を検討
した。その結果、ER が陰転化した細胞、なら
びにfuivestrant耐性細胞において細胞遊走
能、浸潤能ともに親株や ER 陽性耐性株に比
べて低かった。 
 さらにエストロゲンを添加して ER 活性を
上昇させた際に ER 陽性のホルモン療法耐性
株の乳癌肝細胞分画においてどのような因
子が関与しているかを検討した。その結果、
癌幹細胞性との関連が報告されている上皮
間葉転換関連遺伝子や幹細胞関連遺伝子の
うち、Zeb1 と Snail,KLF4 が誘導された。一
方、CD24 の発現は低下した。特に Zeb1 の mRNA
のエストロゲン誘導性が CSC 分画の
CD44+/CD24-分画で高く、、ホルモン療法耐性
細胞の ER を介した癌幹細胞性の上昇に関与
する可能性が示された。 
 一般的に乳癌幹細胞性が高いといわれる
ALDH 活性陽性細胞の割合が特に高かった
Fulvestrant耐性細胞（FR細胞）に着目して、
FR 細胞の ALDH 活性陽性分画の維持に関わる
因子の検索を試みたところ、FR 細胞は HER 
familyの発現とSrcのリン酸化レベルが高く、
Her 阻害剤である Lapatinib と Src 阻害剤で
あるDasatinibによって増殖が抑制されるこ
とがわかった。これらの薬剤の ALDH 陽性分
画への影響を検討したところ、Dasatinib と
Wntシグナル阻害剤であるXAV939添加によっ
て ALDH 活性陽性の割合が上昇した。FR 細胞
における ALDH 活性陽性分画の維持に HER 
family、Src、Wnt シグナルが関与しているか
更なる検討が必要である。 
 これまでに結果から ER 陰転化ホルモン療
法耐性細胞の癌幹細胞性は CD44+/CD24-の指
標では低下が示されるものの ALDH 活性は上
昇しすることが示され、また ER 陰転化乳癌
細胞の予後は一般的に悪いことから、予後と
関連する悪性化に関する幹細胞性は ALDH を
指標とするべきかもしれない。すなわち、ホ
ルモン療法耐性の生じる起源と耐性獲得後
の癌幹細胞に下図のように考えられた。 
またホルモン療法が期待できない ER 陰転

化細胞の新規治療手段として、ER を陽転化さ
せ、予後の良い幹細胞性を回復する手段とし
てエピゲノム制御の可能性を探った。ER陰転
化 AI 耐性細胞や FR 細胞の ESR1 遺伝子の上
流を解析したところ、特に FR 細胞において
プロモーター領域の広範なメチル化が確認
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された。HDAC 阻害剤、HMT 阻害剤、EZH2 阻害
剤などの各種エピゲノム制御薬の効果を検
討したところ、EZH2 阻害剤である DZnep によ
って AI 耐性 ER 陰転化細胞において ER の再
発現が認められた。その機序についてはさら
なる検討が必要であるが、このようなエピゲ
ノム修飾薬によってホルモン療法耐性株の
幹細胞性を変化させることも可能かもしれ
ない。 
 また、現在臨床開発中である細胞内リン酸
化シグナル制御因子である PI3K や mTOR の阻
害薬、また細胞周期阻害薬 CDK4/6 阻害剤の
効果についても検討を行い、それぞれ、特定
のホルモン療法耐性機序に有効であること
が確認されたが、癌幹細胞性との関係は今後
さらなる検討を要する。 
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