
23埼玉医科大学雑誌　第 36 巻　第 1 号　平成 21 年 9 月

学内グラント  終了時報告書

1) 埼玉医科大学　ゲノム医学研究センター
2) 埼玉医科大学　国際医療センター　乳腺腫瘍科

はじめに

　乳癌は近年増加傾向を示しており，わが国において
は女性が罹る癌の中で最も頻度が高くなっている．乳
癌の発症原因としては性ステロイドホルモンであるエ
ストロゲンによる暴露が重要な危険因子として考え
られている 1)．すなわち，初潮年齢の低下，初産年齢
の上昇，出産児数の減少，遅い閉経などが乳癌の発生
率を上昇させていると考えられている．乳癌の多くは
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ことが知られている．ERは
細胞核内に存在するリガンド依存性の転写因子であ
り，ゲノム中のエストロゲン応答配列 (ERE)に結合し
てその近傍の標的遺伝子の発現量を直接制御するこ
とによりエストロゲンの作用を媒介していると考え
られている 2)．従って，ERとその機能を制御する関連
因子ならびにエストロゲン標的遺伝子の発現制御と
機能を明らかにすることは，乳癌の診断と治療に密接
に関わると考えられる．現在，乳癌の内分泌療法とし
て抗エストロゲン製剤であるタモキシフェンやアロ
マターゼ阻害剤が臨床応用されており，効果を発揮し
ている．しかしながら，これらの内分泌治療薬の長期
投与によって耐性を獲得する癌が生じることが問題と
なっており，このような癌に対しては有効な治療方法
が存在しない．加えて，乳癌の中にはもともとERを発
現していないものも存在しており，内分泌療法が奏効
しない症例も存在している．このような乳癌のエスト
ロゲン非依存性の増殖機構，ならびに，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に関しては全く解明されていない
現状である．
　乳癌の多くはエストロゲン受容体 (ER)およびプロ
ゲステロン受容体 (PR) 陽性であり，エストロゲン応
答性の増殖を示すことが知られている．ERとPRはリ

ガンド依存性の転写因子として機能する核内受容体
のメンバーであり，ヒトでは48 種の核内受容体ファ
ミリーが存在している．そのうち，ERとの相同性が
最も高いエストロゲン関連受容体α (ERR α )は，乳
癌の55％で発現しており，予後不良のバイオマーカー
として報告されている 3)．しかしながら，ERを除くそ
の他の核内受容体の乳癌における作用はほとんど明
らかになっていない．また，核内受容体は，その他の
転写因子と相互作用し，複雑なネットワークを形成し
ていると考えられている．最近，フォークヘッド転写
因子（FOX）が，ERまたはアンドロゲン受容体 (AR)と
結合し，転写を調節することが明らかになり注目され
ているが 4)，乳癌におけるその転写ネットワークの解
明は十分ではない．本研究では，乳癌サンプルならび
に内分泌療法抵抗性の乳癌細胞モデルを用いて，ER
をはじめとする核内受容体およびそれらを制御する関
連因子の発現機能解析を行い，乳癌の内分泌療法抵抗
性獲得に関わる分子の解析を行った．

研究方法

　乳癌の臨床サンプルを用いた解析は，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．
パラフィン包埋した乳癌組織を薄切後，定法に従っ
て脱パラフィンと親水化を行った後，121℃で10 分
間の抗原賦活化処理を行った．その後，抗 ER α抗
体，抗 ERR α抗体をはじめとし，ERに関連する因
子の抗体を用いて免疫染色を行い，ポリマー試薬法
(Envision, DAKO社 )で発色を行い，解析した．
　ER αを発現し，エストロゲン応答能を有するこ
とが知られているMCF-7 細胞を抗エストロゲン剤で
あるタモキシフェン (10 -6M)を含むDMEM 培地で2 ヶ
月間継代培養することにより，タモキシフェン耐性株
(Tam-R)を複数樹立した．また，MCF-7細胞をフェノー
ルレッドを含まないDMEM 培地にチャコール処理血
清を添加した培地で4 ヶ月間培養することにより，エ
ストロゲン枯渇耐性株 (Long Term Estrogen Deprived, 
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LTED)を複数樹立した．
　Tam-R 細胞の細胞増殖速度の解析は生細胞数測定試
薬 SF(ナカライテスク社 )を用いて行った．4000 個の
細胞を24 well-plateに播種してタモキシフェン存在下
または非存在下で培養した．その後，24，72，120 時
間後にWST-8 試薬を10 μl 混合し，2 時間 37℃で培養
した後，450 nmの吸光度を測定し，細胞増殖を評価
した．また，Tam-R 細胞をウエスタンブロット用サン
プルバッファーにて溶解し，SDS-PAGEを用いて分離
後，抗ERα抗体（Cell Signaling Technology社）を用い
てウエスタンブロット解析を行い，ERαタンパク質の
発現量を定量化した．Tam-R 細胞およびLTED 細胞に
おける遺伝子のmRNAの発現量は，これらの細胞より
採取したRNAからcDNAを合成し，遺伝子特異的プラ
イマーを用いた定量的 PCR 法（ABI PRISM 7000, アプ
ライドバイオシステムズ社）により解析を行った．

研究結果と考察

　はじめに，内分泌療法を施行し臨床効果が評価で
きる乳癌サンプルを用いて免疫染色を行い，ERなら
びに関連因子の発現と臨床効果とに関連があるか解析
を行った．本研究では，2004 年 11 月から 2007 年 7 月
までに乳腺腫瘍科において浸潤性乳癌と診断され治療
を行った閉経後患者のうち，内分泌療法を施行し， 臨
床効果が評価可能であった20 例を用いた．これら20
症例は年齢：57 ～ 89歳（中央値 77歳），病期：Ⅰ～Ⅲ
期18症例，IV期2症例であり，ホルモン受容体の発現
はER 陽性且つPR 陽性が13 症例，ER 陽性でPR 陰性が
7 症例であった．治療薬としてはアロマターゼ阻害剤
であるレトロゾール投与：2 症例，アナストロゾール
投与：3症例，エキセメスタン投与：15症例であった．
これらの症例においてERR α陽性は12 症例 (60％ )で
あったが，ERR αの発現と治療効果との相関には一
定の傾向は認められなかった．今後さらに症例数を増
やして検討する必要があると考えられた．
　MCF-7 細胞をタモキシフェン存在下 (10-6M)で2ヶ
月間継代培養することにより，タモキシフェン耐性
株 (Tam-R)を18 個樹立した．このうち6クローンに
ついて，細胞増殖アッセイ(WST-8 aasay)とエストロ
ゲン受容体などの発現量を解析し，基礎的な性状解
析を行った．その結果，これらのタモキシフェン耐性
株はMCF-7 細胞に比較して，タモキシフェン存在下
においても，エストロゲン存在下においても細胞増
殖速度が亢進していることが明らかになった．また，
これらのタモキシフェン耐性株においてはER αタン
パク質の発現がやや亢進している傾向がウエスタン
ブロット解析によって観察された．また，Tam-R 株
とMCF-7 細胞におけるエストロゲン受容体を含めた
核内受容体の発現変化ならびにエストロゲン応答
性について定量的 PCR 法を用いて解析を行った．そ

の結果，ER α mRNAの発現およびエストロゲン応
答性は両者で大きく変化しなかった．前述のウエス
タンブロット解析においてはTam-R 細胞でER αタン
パク質の発現量の亢進が観察されたことから，タン
パク質レベルでの制御機構の関与が示唆された．一
方，ER β mRNAの発現はTam-Rで上昇傾向が観察さ
れた．また，その他の核内受容体においては，プロ
ゲステロン受容体 (PR)の発現量がTam-R 株で低下し
ている一方で，グルココルチコイド受容体 (GR)の発
現量が亢進していることなどが明らかとなり，複数の
核内受容体の発現変動が検出された．PRはエストロ
ゲン受容体と同様に多くの乳がんで発現しており，内
分泌療法施行の診断マーカーと考えられている．GR
は乳がんの進行に伴い発現量が減少することが報告
されているほか，そのリガンドであるグルココルチコ
イドは乳腺細胞に対してはアポトーシスを抑制する
ことが知られている 5)．Tam-R 細胞においてこれらの
核内受容体の発現変動が生じていることは，内分泌療
法抵抗性獲得との関係に関与している可能性が示唆
された．また，最近のゲノム研究から，Forkhead box 
(FOX) 転写因子群が核内受容体と相互作用してその
転写活性を調節することが判明し，注目されている4)．
特に，FOXA1はERおよびアンドロゲン受容体 (AR)と
結合してERの転写を促進する作用を有することが知
られている．Tam-Rにおいては，FOXA1の発現亢進
が観察された．
　さらにMCF-7 細胞をチャコール処理血清とフェノー
ルレッド無添加培地で長期間培養することによりエス
トロゲン枯渇耐性株 (LTED)を数クローン樹立した．
これらのLTEDにおけるER α，ER β，FOXA1の発現
を解析したところ，ER βとFOXA1の発現はTam-Rの
場合と同様に親株であるMCF-7 細胞より発現が上昇
していた．一方，ER αの発現はTam-Rと異なる傾向
を示し，LTEDではER αの発現が増加していた．これ
らの結果から，タモキシフェン耐性乳がんの細胞モデ
ルとなるTam-Rならびにアロマターゼ阻害剤耐性モデ
ルとなるLTEDの解析によって，ER α，ER β，PR，
GRの核内受容体ならびにそれらの活性を制御すると
想定されるFOX 転写因子の発現変動が示されたこと
は，核内受容体とFOX転写因子による遺伝子発現ネッ
トワークが，乳癌細胞の治療薬抵抗性と密接に関連し
ていることが示唆された．

おわりに

　臨床サンプルおよび内分泌療法抵抗性の細胞モデル
を用いた解析により，乳癌のエストロゲン応答性に関
わる遺伝子がエストロゲン非依存性を獲得した際に発
現変動を示すことを明らかにした．これらの解析は，
乳癌が治療に対して抵抗性を獲得する際のスイッチン
グ機構の解明をもたらし，内分泌療法に抵抗性を示す
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乳癌の新たな診断や創薬に応用可能な分子標的へと展
開できると考えられた．
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