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研究成果の概要（和文）：ER陽性進行再発乳癌では、32％においてESR1遺伝子変異が認められ、内分泌治療耐性
のメカニズムの一つであると考えられている。本研究では再発転移巣生検検体22例中16例（64％）に変異を認
め、そのうち7例でアロマターゼ阻害薬の投与が行われていた。さらにexon8の変異のうち、Leu536Arg, 
Tyr537Ser, Asp538Glyの３種類のESR1変異遺伝子をMCF7に導入して変異株の作成を行い、機能解析を行った。そ
の結果ESR1変異細胞株ではTAMの効果はほとんどなく、FUL＋PALの組み合わせにおいて最も効率的にRB-E2F1の経
路が遮断され、細胞周期の停止が行われていた。  

研究成果の概要（英文）：In ER-positive advanced breast cancer, ESR1 gene mutation is found in 32%, 
which is considered to be one of the mechanisms for endocrine treatment resistance. In this study, 
mutations were found in 16 of 22 (64%) relapsed metastatic biopsy specimens, of which 7 were treated
 with aromatase inhibitors. Furthermore, among the mutations of exon 8, three ESR1 mutant genes of 
Leu536Arg, Tyr537Ser, and Asp538Gly were introduced into MCF7 to prepare mutant clones, and 
functional analysis was performed. As a result, in the ESR1 mutant cell line, TAM had little effect,
 and in the combination of FUL + PAL, the RB-E2F1 pathway was most efficiently blocked and cell 
cycle arrest was observed.

研究分野： 乳腺外科

キーワード： 乳癌　ESR1　遺伝子変異　CDK4/6阻害薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
転移巣におけるER遺伝子変異についての研究は、欧米を中心に盛んに行われているが、本邦におけるまとまった
データは存在しない。また、内分泌治療耐性との関係を中心に研究がなされており、本研究で取り上げるCDK4/6
阻害剤との関係性についての基礎・臨床データは報告が認められていない。さらに、バイオマーカーとしての有
用性が示されれば、高額な薬剤費が予想されるCDK4/6阻害剤の使用に一定の根拠を示すことができ、学術的な成
果のみならず、医療経済的なインパクトも高いと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ホルモン受容体陽性/HER2 陰性の進行再発乳癌に対する薬物治療においては、臨床的に生命

の危機が無い限り、内分泌治療を優先して施行する。この期間を可能な限り延長することで、
Quality of Life を保ちながら、より長期の延命を図ることが治療戦略として一般的である。し
かし、転移巣に対して継続して薬剤をもちいることで、内分泌治療薬に対する耐性を獲得する
ことが知られており、その耐性獲得機序について様々な研究が世界中で行われている。 
 エストロゲン受容体(ESR1: ER)は転写活性ドメインである activation function 2(AF-2)にエ
ストラジオールが結合し、2 量体を形成して核内で標的因子の転写を促進することが知られて
いる。乳癌の増殖・進展に関わる遺伝子の発現はこの AF-2 の活性に依存しており、タモキシ
フェンは同部位に結合することで、co-repressor を集めて転写を抑制する。これまで、原発巣
における ER の遺伝子変異は 0.4-0.6%と報告されていたが、内分泌治療後の転移巣における検
体から採取した genomic DNA (gDNA)を、次世代シーケンサーによりディープシーケンスを行
ったところ、32％において遺伝子変異が認められることが報告された。(Toy, Nature Gene, 
2013) 遺伝子変異の部位にはある特定の hot spot が存在し、Val534Glu, Leu536Arg, 
Tyr537Ser, Asp538Gly と AF-2 ドメインを形成する exon8 に集中していることが示された。
また、これら hot spot の遺伝子変異を in vitro において作為的に作成した ER を発現する細胞
株では、エストラジオール(E2)の非存在下で ER の活性が恒常的に認められることが報告され
た。これにより複数の内分泌治療を施行された転移巣の薬剤耐性機序の一つとして、遺伝子変
異の結果 ER が恒常的に活性化し、下流の遺伝子発現を促進することが提唱されている。この
機序による薬剤耐性では、アロマターゼ阻害薬(AI 剤)は理論上効果が認められず、in vitro の
実験では高容量のフルベストラントのみで、ER の活性を抑制することが可能であった。 

ER の活性によって転写される標的遺伝子の一つに、細胞周期の調節を行う cyclinD1 が存在
し、CDK4/6 と結合することで、RB のリン酸化を通じて転写因子である E2F1 をリリースす
ることが知られている。そのため、我々は CDK4/6 阻害剤が恒常的に活性化した ER の下流を
効率的に阻害する効果があり、ER の遺伝子変異を同定することで、CDK4/6 阻害剤の効果を
予測可能であるとの仮説を立てた。この仮説が示されることで、CDK4/6 阻害剤の効率的な活
用が見込まれると考えられる。 
  
２．研究の目的 

ER 陽性進行再発乳癌の内分泌治療後の転移巣の検討では、32％において遺伝子変異が認め
られ、エストロゲン非存在下で ER の活性が恒常的に認められることから、内分泌治療耐性の
メカニズムの一つであると考えられている。cyclinD1はERによって転写促進されることから、
我々は CDK4/6 阻害剤が ER の下流を効率的に阻害する効果があり、ER の遺伝子変異を同定
することで、薬剤の効果を予測可能であるとの仮説を立てた。これを検証すると同時に、再発
巣生検検体を対象として、日本人特有の遺伝子変異の有無と薬剤耐性との相関を検証すること
が本研究の目的である。 
現在までの ER 遺伝子変異の知見はいずれも海外のデータであり、本邦における ER 変異に

ついての報告は未だに認めていない。そこで、本研究では ER の AF-2 ドメインに対するディ
ープシーケンスを行い、日本人において特有の遺伝子変異が認められるか否かを同時に検証す
る。この結果を臨床データと統合して解析することで、ER 遺伝子変異の内分泌治療耐性との
相関が明らかになると同時に、新たな遺伝子変異を基礎研究によりその機能を明らかにするこ
とが可能となると考えられた。 
転移巣における ER 遺伝子変異についての研究は、欧米を中心に盛んに行われているが、本

邦におけるまとまったデータは存在しない。また、内分泌治療耐性との関係を中心に研究がな
されており、本研究で取り上げる CDK4/6 阻害剤との関係性についての基礎・臨床データは報
告が認められていない。さらに、バイオマーカーとしての有用性が示されれば、高額な薬剤費
が予想されるCDK4/6阻害剤の使用に一定の根拠を示すことができ、学術的な成果のみならず、
医療経済的なインパクトも高いと考えられる。 
 欧米を中心として、乳癌転移巣の生検検体の遺伝子変異に対応した薬剤を使用することで、
予後の延長が見込めるか否かの臨床試験が施行中であり(SAFIR02 試験、UMBRELLA 試験な
ど)、近未来の乳癌治療コンセプトとして、受け入れられつつある。 しかし、これら臨床試験
のベースとなる遺伝子変異と対応薬剤の奏効の関連性は、必ずしも高いエビデンスを持つわけ
では無く、見切り発車的な要素も伺える。そのため将来的に本邦において、同様の臨床試験を
行う際の基礎的な知見を蓄積することも大きな目的である。 

 
３．研究の方法 
(1) 日本人の ER陽性/HER2 陰性乳癌患者における転移巣 ER変異の検証 
これまでに報告された ER の遺伝子変異の知見はいずれも海外のデータであり、本邦における
ER 変異についての報告は未だに認めていない。本研究では再発巣生検検体を対象として、ER
の AF-2 ドメインに対するディープシーケンスを行い、日本人において特有の遺伝子変異が認め
られるか否かを検証する。 
 既に AF-2 ドメインを構成する ER遺伝子の exon4 から exon8 までのプライマーデザインを設
定し、針生検検体のパラフィン包埋切片から抽出した gDNA をテンプレートとして、PCR による



増幅が確認された。PCR はバーコー
ド標識を含む特定のプライマーに
より 2 回増幅され、MiSeq Reagent 
Kit v3 (Illumina)を用いてシーケ
ンスライブラリーの作成を行う。 
 解析に使用するサンプルを採取
した患者の臨床データは全て揃っ
ており、変異の有無と病勢について
の統合解析を行う。特に、ホルモン
治療・化学療法の前治療数・検体採
取直前の治療薬とその病勢・採取直
後の治療薬とその効果判定、につい
て注目して解析を行い、ER遺伝子変
異の有無と相関が認められるかを
検証していく。 
 
(2) 細胞株における ER変異の導入と形質の検証 
ER 陽性/HER2 陰性の二種類の細胞株に対して、現在判明している変異の好発部位である ① 
Leu536Arg, ② Tyr537Ser, ③ Asp538Gly の 3 種類の遺伝子変異を導入する。我々は以前施行
した実験で、任意の部位に遺伝子変異を挿入する技術を確立しており、今回も本手法により変
異を作成する。作成した細胞株については、増殖能力、タモキシフェン・フルベストラントへ
の増殖抑制効果に対する感受性、Estrogen Responsive Element (ERE) luciferase 法によるエ
ストロゲン受容体活性の評価、これら薬剤による ERE luciferase 活性への影響を評価、ER の
標的遺伝子である cyclinD1 の発現検討、などを施行する。 
 上記の評価はプラスミドによる変異 ER発現を導入して行うが、余裕があればノックイン法に
よりゲノム上の ER 遺伝子に直接遺伝子変異を導入し、endogenous な発現下で同様の現象が生
じるか否かを検討していく。 
 
(3) ER 変異細胞における RB-E2F1 経路の活性化検証と CDK4/6 阻害剤の効果判定 
我々は既に CDK4/6 阻害剤が E2F1 発現に与える影響について細胞株で検証し、2014 年に報告し
ている。(Zhussupova, Takahashi et al., PLOS ONE) この実験環境をそのまま応用し、ER 変
異細胞株について、cyclinD1, CDK4/6 の発現解析。さらに RB 蛋白とそのリン酸化の状態、遊
離 E2F1 の増減について検証していく。さらに、これらをタモキシフェンおよびフルベストラン
トを添加した状態で、どのような変化が生じるかを検討する。また、細胞周期回転の亢進が生
じているか否かをフロウサイトメトリーにて検討する。 
 さらに、in vivo マウスモデルを用いて CDK4/6 阻害剤の添加による腫瘍増大抑制の評価を行
う。我々の仮説では、ER遺伝子変異を認める腫瘍では、CDK4/6 阻害剤の腫瘍抑制効果が大きい
と考えているが、単剤の効果のみならず、タモキシフェン・フルベストラントなどの内分泌治
療の併用や、各種チロシンキナーゼ阻害薬・mTOR 阻害薬・IGFR 阻害薬・FGFR 阻害薬などとの
併用についても検証を行う。これにより、ER遺伝子変異を生じた細胞株が、どの増殖エンジン
を用いて耐性を獲得したかの同定を行い、今後の検証につなげていく。 
 
４．研究成果 
(1) 日本人の ER陽性/HER2 陰性乳癌患者における転移巣 ER変異の検証 
慶應義塾大学病院において、進行再発乳癌と診断され、再発転移巣の生検で ER陽性乳癌と診

断された 22 例について、これら転移巣における ER 遺伝子のシーケンスを行った。22 例中 16
例（64％）に変異を認め、そのうち 7例で進行再発乳癌に対するアロマターゼ阻害薬(AI 剤)の
投与が行われていた。一方で 6例の変異陰性症例では、1例のみで AI剤の投与が施行されてい
た。手術時の年齢が低く、術後補助療法としてタモキシフェンを使用している患者に、ER 変異
を多く認めたが、それら症例では進行再発乳癌に対して AI の使用が行われる頻度が高いからで
あると考えられた。 
 
(2) 細胞株における ER変異の導入と形質の検証 

図 1 ER変異株における pRBの亢進はTAMによる抑制を受けない 



ER 陽性乳癌における内分泌療法耐性に ESR1 遺伝子変異が関与しているとの報告があり、そ
の変異部位には特定の hot spot があることが知られている。我々はこれら変異と乳癌治療に使
用される薬剤感受性の相関を検討するため、AF-2 ドメインを形成する exon8 の変異のうち、
Leu536Arg, Tyr537Ser, Asp538Gly の３種類の ESR1 変異遺伝子を ER陽性乳癌細胞株 MCF7 に導
入し変異株の作成を試みた。これら変異株を用いて CDK4/6 阻害剤等の感受性と、細胞増殖に関
わる蛋白(CyclinD1・CDK4およびCDK6・Rb・pRb・E2F1)発現の変化について検討した。ESR1 plasmid
にそれぞれ 3種類の遺伝子変異(mut536/mut537/mut538)を導入し、MCF7 細胞にトランスフェク
ション後、薬剤によるセレクションを行って stable clone (mut537 /mut538)の作成に成功し
た。変異 ESR1 の高発現下では、細胞増殖能の亢進が観察され、pRb および E2F1 蛋白の発現が
上昇していた。 
 
(3) ER 変異細胞における RB-E2F1 経路の活性化検証と CDK4/6 阻害剤の効果判定 
上記で作成した変異株に対して複数の条件下で 3 種類の薬剤(Tamoxifen;TAM, 

Fulvestrant;FUL, Palbociclib;PAL)を投与し、MTT 法を用いて各薬剤の IC50 を確認した後に
細胞周期への影響について検討した。さらに、その際の蛋白発現の結果を western blotting
法で検討した。TAM の投与では ESR1 の発現に影響はなく、下流の蛋白発現に影響は示さなかっ
たが(図 1)、FUL もしくは PAL を投与することで pRb および E2F1 の発現低下を認め、FUL 投与
下では ESR1 発現の低下も認めた。変異株 D538G においては、wt と比較して PAL の効果が有意
に高いが（図 2）、阻害ポイントの違いからか、PAL 投与では pRb の発現低下に反比例して Rb
の発現上昇が特徴的であり、フィードバック機構が働いていると考えられた。また PAL＋FUL
の併用ではこれら pRb、Rb、E2F1 いずれの発現も抑制された。これらの結果から、ESR1 変異細
胞株では TAM の効果はほとんどなく、FUL＋PAL の組み合わせにおいて最も効率的に RB-E2F1 の
経路が遮断され、細胞周期の停止が行われることが示唆された。   
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