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研究成果の概要（和文）：乳癌幹細胞スフェア培養の系で、HER2-NFkBパスウエイもしくはHER2-PI3Kパスウエイを阻害
し、詳細な時系列をとってRNAを抽出し、DNAマイクロアレイ解析を行った。得られた分子IGF2, AR, GDF15などが癌幹
細胞維持に重要な役割を果たしていることを、乳癌臨床検体を用いて確かめた。HER2/ErbB2乳癌自然発症モデルMMTV-E
rbB2マウスとFRS2betaノックアウトマウスを交配させたマウスを用いて解析を行い、FRS2betaによってErbBシグナルを
効果的に減弱させることにより、癌幹細胞の自己複製能が維持させる仕組みを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to analyze HER2/ErbB2-PI3K-NFkB pathway in breast cancer stem cells, DNA 
microarray analysis was performed by using breast cancer cells stimulated with HER2 in the presence or 
absence of NFkB inhibitor or PI3K inhibitor. We identified several candidate molecular targets in breast 
cancer stem cells, IGF2, AR, GDF15, for example. We confirmed that these molecules play important roles 
for stemness of breast cancer cells.
 We analyzed FRS2beta knockout mice in the background of MMTV-ErbB2 mammary tumor model. We found that 
FRS2beta play important roles for stemness of mammary tumors through fine-tuning of ErbB2 signaling.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： がん幹細胞　受容体　チロシンキナーゼ　乳がん　増殖因子　アダプター
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１.	 研究開始当初の背景 
	 癌の病態は、癌幹細胞の発生、ニッチによ

る癌幹細胞の制御とその破綻、浸潤、増殖、

そして転移へと時間経過とともに推移する

複雑性がその本体である。この全貌を明らか

にするためには、癌を「癌幹細胞システム」

としてとらえ、統合的に解明する必要がある。

癌幹細胞の特異的な性質を明らかにする手

法として、一般に網羅的遺伝子発現プロファ

イルが行われている。マイクロアレイを用い

た発現プロファイルの解析には、発現量の大

小比較を用いることが多い。しかし、生命現

象に関わる分子の重要性は、それをコードす

る遺伝子の発現量と必ずしも相関するわけ

ではないため、重要な遺伝子が抜け落ちるこ

とが多く、この手法のボトルネックになって

いる	 [Physiol. Genomics 25: 355-363, 2006]。例え
ば、正常から癌幹細胞への時系列変化におけ

る key	 event を明らかにするなど、分子機構

の詳細を明らかにするには不十分である。	 

	 近年、生物学に応用することを目的に開発

された数理統計学理論（バイオインフォマテ

ィクス）が飛躍的に向上し、これを活用した

「システム生物学」が注目されている。申請

者は数年前から、この萌芽期にあるシステム

生物学を癌の生物学に取り入れ、癌の統合的

解明を試みてきた。その結果、網羅的遺伝子

発現プロファイル情報を元に、癌に関わる増

殖因子のシグナル伝達を時系列で推移する

複数のパスウエイに分解する手法として１）

MetaGP 法や２）Gene	 Set	 Enrichment	 

Analysis	 (GSEA)、さらには、時系列で推

移する遺伝子発現パターンを予測（シミュレ

ーション）する３）状態空間数理モデルな

どが、特に有用であることを、世界に先駆け

て見出してきた。これらの方法に依れば、先

に述べたマイクロアレイのボトルネックを

大きく広げることができる。	 

	 

２.	 研究の目的 
	 本研究では、システム生物学的手法を癌幹

細胞システムの解明に適用することにより、

従来法では見いだし得ない鍵分子を同定す

る。これらの鍵分子が癌幹細胞システムを制

御する分子機構を明らかにし、癌の根治につ

ながる新規分子標的を見いだすことを目指

す。	 

(1) in	 vitro 乳癌スフェア培養系の解析からは、
癌幹細胞の自己複製能や未分化性維持に働

く転写因子などの内因性鍵分子や、分泌蛋

白質などの外因性鍵分子を明らかにする。

生体内ホメオスタシスの制御を受けて存在

する組織幹細胞と異なり、癌幹細胞は、自

分自身のみが生き残るために、ニッチを利

己的に制御していると考えられる。得られ

た鍵分子を手がかりに、その分子機構の詳

細を明らかにする。これらの情報を基に、

癌幹細胞特異的な新規分子標的を抽出する。	 

(2) 乳癌モデルマウスの解析からは、HER2 陽性
乳癌が癌幹細胞から癌化する分子機構の詳

細を明らかにし、新規分子標的を明らかに

する。	 

(3) 本学術領域メンバーの解析を共同して推進
することにより、それぞれの系の癌幹細胞

システムを制御する鍵分子の同定を加速し、

最終的に癌根治への分子基盤を確立する。	 

	 

３．研究の方法 
(1)乳癌幹細胞システムを制御する鍵分子の

同定	 

	 ①in	 vitro 乳癌幹細胞システムの系におけ

る鍵分子の同定	 

	 具体的には、乳癌細胞株のスフェア形成培

地に、NFkBの特異的阻害剤DHMEQを添加して、

乳癌幹細胞内で活性化する NFkB パスウエイ

を阻害する。この条件下で乳癌スフェアを形

成させ、詳細な時系列（少なくとも数時間お

き）をとって RNA を抽出し、DNA マイクロア

レイ解析を行い、網羅的に mRNA の発現情報

を取得する。この詳細な時系列遺伝子発現デ

ータを状態空間モデル、MetaGP 解析並びに

GSEA にて解析し、鍵分子の抽出を行う。	 

	 ②HER2 乳癌の自然発症モデルの鍵分子同定	 

	 MMTV-neu マウスは、マウス乳腺特異的に活

性化するプロモーターの下流に HER2 遺伝子

が組み込まれたトランスジェニックマウス

であり、妊娠、出産、授乳後の乳腺リモデリ

ングの時期に乳癌を自然発症する。このマウ

スと FRS2beta ノックアウトマウスを交配さ

せたマウスの解析を行った。その結果、

FRS2beta が癌幹細胞化を促進することが示

唆されている。そこで、このマウスを詳細に

解析し、鍵分子を同定する。	 

	 

(2)得られた鍵分子の評価	 

	 得られた鍵分子候補については、まず、先

に述べた in	 vitro 乳癌幹細胞培養の系や、

免疫不全マウスを用いた移植の系を用いて、

機能解析を行う。cDNA 過剰発現あるいは

shRNA を用いたノックダウンを行い、乳癌幹

細胞の自己複製能や未分化性維持に与える

影響について詳細に調べる。ヒト臨床検体を

用いた発現解析も行う。新規分子標的候補と

なり得る分子に絞り込めたら、遺伝子破壊マ

ウスの作製を行い、個体レベルの機能評価を

行う。	 

	 

(3)他の人工癌幹細胞モデルへの展開	 

	 乳癌幹細胞プロジェクトと共に、他の実験

室内癌幹細胞モデルにこの手法を展開する。

腫瘍形成細胞群と、非腫瘍形成細胞群の遺伝



子発現プロファイリングデータに、GSEA や

MetaGP 解析を適用し、腫瘍形成細胞群におい

て活性化するパスウエイ群を抽出する。そこ

から鍵分子候補を同定し、その評価を行う。	 

	 

４．研究成果	 

（１)乳癌幹細胞システムを制御する鍵分子

並びにパスウエイの同定	 

	 乳癌幹細胞スフェアの系を用いて、

Heregulin のみの添加にて、自己複製能が維

持されることを見いだした。そして、

Heregulin が PI3	 kinase-AKT-NFkB 経路を介

して、IL-8 の産生を起こし、これが自己複製

能の維持に重要であることがわかった。さら

に 、 ヒ ト 乳 癌 臨 床 検 体 を 用 い て 、

Heregulin-ErbB2/3-PI3	 kinase-Akt-NFkB パ

スウエイの活性化による自己複製能維持パ

スウエイを確認することができた。	 

	 

（２）乳癌幹細胞スフェア培養の系に、PI-3	 

kinase あるいは NFkB の特異的阻害剤を添加

して、PI-3	 kinase あるいは NFkB パスウエイ

を阻害し、この条件下で乳癌スフェアを形成

させ、詳細な時系列をとって RNA を抽出し、

DNA マイクロアレイ解析を行い、網羅的に

mRNA 発現情報を取得した。約 200 個の鍵分子

候補が得られた。さらに、ヒト新鮮臨床検体

の乳癌幹細胞スフェアの系を用いて、

Heregulin-ErbB2/3-PI3	 kinase-Akt-NFkB パ

スウエイの活性化によって、自己複製能を維

持するとともに、癌幹細胞ニッチを熟成させ

る分子機構を見いだした。これらの分子が癌

幹細胞の新規分子標的となる可能性につい

て、詳細な解析を行った。同時に、バイオイ

ンフォマティクス解析に供して、乳癌幹細胞

シグネチャーが乳癌の悪性度に強く関わる

ことがわかった。	 

	 

（３）乳癌幹細胞シグネチャーである

HRG-HER-NFkB シ グ ネ チ ャ ー な ら び に

HRG-HER-PI3K シグネチャーから、得られた鍵

分子候補である、IGF2,	 AR,	 GDF15 などにつ

いて、乳癌臨床検体のスフェア培養の系を用

いて解析した結果、癌幹細胞維持に重要な役

割を果たしていることがわかった。分子機構

を詳細に解析した結果、IGF2-ID1-IGF2 サー

キットの形成が、乳癌幹細胞の幹細胞性の維

持に重要であることがわかった。	 	 

	 

（４）AR は、EGFR のリガンドである。そこ

で、EGFR の代表的なリガンドである EGF とス

フィア形成能を比較した。その結果、AR のほ

うに、EGF よりも強いスフィア形成能が認め

られた。その分子機構を詳細に調べたところ、

リガンド刺激に伴う EGFR の蛋白レベルのダ

ウンレギュレーションが、EGF 刺激ではおこ

るが、AR 刺激ではほとんどおこらないことが

わかった。蛋白質のダウンレギュレーション

に重要な役割を果たす E3 ユビキチンリガー

ゼ Cbl が、EGF 刺激によって EGFR との結合が

促進される一方、AR 刺激によっては EGFR と

の結合が促進されないことがわかった。Cbl

と EGFR との結合の違いによって、AR と EGF

のスフィア形成能に違いが生じることが示

唆された。	 

	 

（５）癌幹細胞とニッチの相互作用を調べる

には、個体の発癌モデルを用いることが重要

である。そこで、HER2/ErbB2 乳癌自然発症モ

デルである MMTV-neu マウスと FRS2beta ノッ

クアウトマウスを交配させたマウスを用い

て解析を行い、FRS2beta によって ErbB シグ

ナルを効果的に減弱させることにより、癌幹

細胞が自己複製能を維持する機序が考えら

れた。FRS2beta は、乳腺幹細胞あるいは前駆

細胞にもともと発現しており、この細胞が癌

幹細胞化する可能性が示唆された。	 

	 

（６）FRS2beta は、正常乳腺では luminal 細

胞の前駆細胞に発現する一方、がん組織では

癌幹細胞に発現していることがわかった。

FRS2beta が発現している細胞は、ERK の活性

が比較的低く、そのために細胞の未分化性が

保たれていることがわかった。その際に、ID3,	 

Hes1 の発現が上昇することがわかった。	 
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