
66 埼玉医科大学雑誌　第 39 巻　第 1 号　平成 24 年 8 月

学内グラント  報告書

1) ゲノム医学研究センター
2)国際医療センター　乳腺腫瘍科

次世代シーケンサーを活用した乳がんの新規診断・治療法の開発

緒　言

　乳がんの発生・増殖にはエストロゲンシグナルが
密接に関与している 1)．乳がんの多くはエストロゲン
受容体（ER）を発現しており，エストロゲン依存性
の増殖を示す．ERはリガンド依存性の転写因子で，
エストロゲンの結合により活性化され，ゲノム中の
エストロゲン応答配列（ERE）に結合し，その近傍
の標的遺伝子の転写を直接調節することで，エストロ
ゲン作用を媒介している．ERのEREを介した転写調
節には様々なcoregulatorやcofactorが関わっており，
クロマチンレベルでのダイナミックな制御メカニズム
が考えられている 2)．中でも近年，フォークヘッド
転写因子（FOX）ファミリーがステロイド受容体との
相互作用を介してホルモン依存性がんに深く関与し
ていることが明らかとなりつつある．特に，FOXA1
は乳がんにおけるERのパイオニア因子と考えられて
おり 3, 4)，クロマチンのリモデリングを介してエスト
ロゲン標的遺伝子の転写調節に関わることが注目され
ており，ER 機能とホルモン応答の重要な決定因子と
考えられている 5)．近年では，クロマチン免疫沈降法

（ChIP assay）とDNA chip 法を組み合わせたChIP -on -
chip 解析や，ChIP assayと次世代シーケンサーを組み
合わせたChIP -seq 解析など，網羅的な解析手法の目
覚ましい発展を基盤として，FOXA1に加えGATA-4や
AP-2γ，TLE1などの他の転写因子の関与が報告され，
ER 転写の複雑な調節メカニズムがゲノムワイドに明
らかにされつつある6, 7)．臨床においては，ERに対する
拮抗阻害薬である抗エストロゲン製剤タモキシフェン

（TAM）が乳がんの内分泌療法として用いられており，
エストロゲン依存性乳がんの治療に奏功している．
しかしながら，TAMの長期投与により耐性を獲得する
がんが生じることが大きな問題となっており，有効
な治療法が未だ確立されていない．このような乳がん

のエストロゲン依存性から非依存性を獲得する過程
におけるスイッチングのメカニズムとして，エストロ
ゲンにより正に制御される遺伝子がその制御から逸脱
することにより，エストロゲン非存在下でも発現し，
エストロゲン非依存性を付与している可能性が考え
られる．したがって，乳がんにおけるエストロゲンシ
グナルのさらなる解明を基盤とした，新たな診断・治
療法確立のための新規分子標的の探索が急務とされ
ている．
　 我 々 は， 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い た 解 析 に
よ り 着 目 し たFOX 転 写 因 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る
FOXP1がアンドロゲン受容体（AR）との相互作用を
介してARの転写抑制に関わることを報告した 8)が，
FOXP1はER 陽性乳がん細胞におけるエストロゲン
応答遺伝子でもあり，ERのEREを介した転写活性
を増強し，エストロゲン依存性の増殖を促進する
ことを明らかにした．さらに，乳がん臨床検体に
おいて，FOXP1の発現がERやFOXA1の発現と正に相
関し，リンパ節転移などの悪性度とは負の相関を示し，
乳がんの予後良好に関わる因子であることを報告した

（Shigekawa et al., 2011）．
　本研究では，乳がんにおける新規診断・治療法の開
発を目的として，FOXP1ならびにFOXA1に着目し，
術後タモキシフェン治療を受けた乳がん患者における
臨床的意義を検討した．

材料と方法

　乳がん臨床検体を用いた解析は，国際医療セン
ター乳腺腫瘍科との共同研究として行った．埼玉医科
大学国際医療センター乳腺腫瘍科に加え，四国がん
センター，国立がんセンターならびに東京都立駒込
病院にて集積された乳がん組織切片を対象とした．
パラフィン包埋した乳がん組織を薄切後，定法に
従って脱パラフィン処理と親水化処理を行った後，
121℃で15 分間の抗原賦活化処理を行った 9)．その後，
抗 FOXP1 抗体，抗 FOXA1 抗体を用い，ポリマー試薬
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法（Envision, Dako 社）と3,3’-diaminobenzidine（DAB）
substrate kit（Vector 社）により免疫染色を行った．
病理評価は2 名の病理医によりAllred score 法を用い
て行った．FOXP1，FOXA1の免疫反応性と各種臨床
パラメーターならびに再発・予後との相関について，
カイ2乗検定，Kaplan -Meier法，Log - rank検定，ロジ
スティック回帰分析を用いて解析した．

結果

　 乳 が ん の タ モ キ シ フ ェ ン 療 法 に お け るFOXP1
ならびにFOXA1の臨床的意義を明らかにするため，
術後タモキシフェン療法を施行され，予後情報なら
びに治療経過の判明している乳がん組織パラフィン
切片を対象に，FOXA1ならびにFOXP1の免疫組織
学的解析を行い，タモキシフェン治療効果との関連
について検討した．生存曲線解析ならびに多変量解析
から，FOXA1ならびにFOXP1の免疫染色性は，いず
れもRelapse - free 群で有意に多く観察され，Relapse -
free survival，Overall survivalのいずれの予後との間
にも有意な相関を示すことが明らかとなった．さらに
興味深いことに，FOXA1とFOXP1の共陽性の場合は
それぞれ単独の場合に比べ，より強い有意差をもって
予後良好性を示した．これらの結果から，FOXA1と
FOXP1の両方の免疫染色性が，再発乳がんのタモキ
シフェン治療効果規定因子として有用であることが示
唆された．

考　察

　乳がん臨床検体を用いた発現プロファイル解析か
ら，FOXA1はERα陽性で比較的予後良好かつ分化度
の高い luminal typeの乳がんマーカーとして認識され
ている 10 -14)．本研究における免疫組織学的検討におい
ても，ERαならびにPgR 発現との有意な正の相関が
観察された．また，FOXA1とFOXP1はそれぞれ単独
でも乳がんのタモキシフェン治療乳がん患者の予後
良好との間に正の相関関係を有することが明らかと
なった．さらに興味深いことに，これら二つの因子を組
み合わせることで，タモキシフェン治療効果を予測し
うる有用な診断マーカーとなりうることが示唆された．
　本研究から，ER 転写機構におけるFOXP1とFOXA1
の機能的関連が示唆された．これらの研究をさらに発
展させることで，乳がんのタモキシフェン耐性獲得
メカニズムの解明，ひいては治療抵抗性乳がんの診
断・治療法開発につながることが期待される．
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