
1 
 

（報告様式４）                                   

【16ck0106085h0003】 

平成 29年  5月 15日 

 

 

平 2 8 年 度  委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

 

 

I. 基本情報 

 

事  業  名 ： （日本語）革新的がん医療実用化研究事業 

      （英 語）Practical Research for Innovative Cancer Control 

 

研究開発課題名： （日本語）難治性乳癌のＥＲ非依存性病態の解明に基づく新規治療法の開発基盤研究 

      （英 語）Study on development of novel treatment for refractory breast cancer  

based on analysis of ER independent growth. 

 

研究開発担当者  （日本語）東京医科歯科大学難治疾患研究所 教授 三木 義男 

所属 役職 氏名： （英 語）Medical Research Institute, Tokyo Medical and Dental University,  

Professor, Yoshio Miki,  

      

実 施 期 間： 平成２６年 ４月 １日 ～ 平成２９年 ３月３１日 

 

分担研究     （日本語）TN 乳癌の生物学特性の解明と新規治療法開発研究 

開発課題名：  （英 語）Development of novel therapeutic modality and clarification of  

molecular features of triple negative breast cancer 

     

研究開発分担者   （日本語）徳島大学先端酵素学研究所ゲノム制御学分野 教授 片桐 豊雅 

所属 役職 氏名： （英 語）Division of Genome Medicine, Institute for Genome Research,  

                           Tokushima University, Professor, Toyomasa Katagiri 

 

分担研究     （日本語）DNA 損傷修復と化学療法感受性解析及び新たな薬剤標的の研究 

開発課題名：  （英 語）Analyses of DNA damage repair, chemosensitivity and candidates for  

novel therapeutic targets. 

     

研究開発分担者   （日本語）聖マリアンナ医科大学大学院医学研究科応用分子腫瘍学 教授  

太田 智彦 

所属 役職 氏名： （英 語）Department of Translational Oncology, St.Marianna University  

Graduate School of Medicine, Professor, Tomohiko Ohta 

 



2 
 

分担研究     （日本語）相同組換え抑制を利用した新規治療法開発のための研究 

開発課題名：  （英 語）A new strategy for cancer therapy by suppressing homologous 

                           recombination 

     

研究開発分担者   （日本語）大阪大学大学院医学系研究科 准教授 中田 慎一郎 

所属 役職 氏名： （英 語）Graduate School of Medicine, Osaka University, Associate Professor,  

Shinichiro Nakada 

 

分担研究     （日本語）内分泌療法耐性の分子機序解明と TN乳癌への応用 

開発課題名：  （英 語）Molecular mechanism of endocrine resistance and its application to  

triple negative breast cancer 

 

研究開発分担者   （日本語）東北大学大学院医学系研究科 教授 林 慎一 

所属 役職 氏名： （英 語）Tohoku University Graduate School of Medicine, Professor,  

Shin-ichi Hayashi 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
乳癌の ER 非依存性が引き起こす難治病態の解明とそれに基づく新規治療法の基盤開発を遂行した。 

１．BRCA変異陽性 TN 乳癌の新規合成致死療法の展開 

三木は、BRCA 変異乳癌の合成致死に基づく新規標的分子の探索を進め、微小管脱重合阻害剤が BRCA2

機能欠損と合成致死効果を示し、BRCA1機能欠損に対しては低感受性であることを見出した。 

２．TN 乳癌の生物学特性の解明と新規治療法開発研究 

片桐は、TN乳癌で発現亢進する pathwayにて共通に認められる TN乳癌関連遺伝子のうち、プロテアソ

ーム関連因子 PAG1 について、その抑制が 26S プロテアソーム活性を低下させ、p27 及び p21 の安定化、

顕著な増殖抑制を誘導すること、また、PAG1 が核に局在する症例は無再発および全生存期間が顕著に低

下することを示した。さらに、追加 TN乳癌のエクソームシーケンス情報から、10％以上の症例において

体細胞変異を認める 36遺伝子を同定、特に、メチル化抑制遺伝子として報告のある Zinc-finger protein 

X (ZNFX) 遺伝子は TNBC症例にて体細胞変異に加えて、高頻度のプロモーター領域上のメチル化による

発現低下を認めることから、TNBC細胞におけるがん抑制遺伝子の可能性が示唆された。 

３．DNA 損傷修復と化学療法感受性解析及び新たな薬剤標的の研究 

太田は、ヒストンメチルトランスフェラーゼ(HMT)阻害剤およびヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻

害剤が DNA相同組換え修復を撹乱するメカニズムを解析した。その結果、HMT阻害剤 chaetocin と UCN0638

は H3K9me2 を介した BRCA1 の DNA 二本鎖損傷部位への集積を抑制し、相同組換え修復を選択的に阻害す

るために PARP 阻害剤 olaparib との合成致死性を来すのに対して、HDAC 阻害剤 MS-275 と FK228 は

H3K9me2 の阻害によって BRCA1 の集積を抑制し、相同組み替え修復を阻害するが、ヒストン H4 のアセチ

ル化によって H4K20me2 を介した 53BP1 の集積も抑制し、非相同末端再結合も阻害するため olaparib と

の合成致死性を来さないことが判明した。すなわち、PARP 阻害剤との併用効果において HMT 阻害剤は

HDAC阻害剤より優れていた。 
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４．相同組換え抑制を利用した新規治療法開発のための研究 

中田は、HR 回復による合成致死療法抵抗性を克服するための標的分子として、DNA 損傷応答因子 DRF-

A（仮称）を挙げた。DT40細胞を用いて BRCA1・53BP1ダブルノックアウト細胞を樹立し、さらに BRCA1・

53BP1・DRF-A トリプルノックアウト細胞も樹立した。トリプルノックアウト細胞はダブルノックアウト

細胞よりもマイトマイシン C、シスプラチン等 DNA架橋剤に強い感受性を示した。DNA修復経路の分子機

構の解析では、BRCA1・53BP1・DRF-Aトリプルノックアウト細胞では DNA修復過程における RAD51の集積

が欠如していることが示された。このことから、BRCA1 欠損細胞において DRF-Aは相同組換え修復を促進

していることが示された。以上の結果から、DRF-A 依存性の HR を抑制することで、合成致死療法抵抗性

を克服する新たな分子標的療法の可能性が示された。 

５．ホルモン療法耐性の分子機序解明と TN乳がんへの応用 

林は、ER 陽性乳がん培養細胞株(MCF7-E10,T47D-TE8)を親株として合計８種類(アロマターゼ阻害薬耐

性株 6種と fulvestrant耐性株 2種)の機序の異なるホルモン療法耐性細胞株を樹立し、それぞれの分子

機序を明らかにするとともにホルモン療法耐性の機序は大きく 3段階に分類できることを明らかにした。

特に ER発現が陰転化した細胞株に着目し、TN乳がんと共通の性質を示すものを見出した。また、これら

に対して分子標的治療薬の効果を in vitro 及び in vivoで検討し、ER陰転化 AI耐性では、mTOR阻害

薬などの細胞内リン酸化シグナル因子阻害薬が、AR依存性 ER陰転化細胞では抗アンドロゲン薬が有効で

あることが示され、ER 陰転化 fulvestrant 耐性株では、エピゲノム制御薬の可能性が示唆された。この

ことは TN乳がんの新規治療の可能性に繋がるものと思われる。  

 

We analyzed the refractory breast cancer caused by ER independent growth and studied on the 
development of novel treatment. 
1. Development of novel synthetic lethal therapy for BRCA mutated TN breast cancer. 

Miki searched for new targets of synthetic lethality partner for BRCA dysfunction and discovered 
that inhibitors of microtubule depolymerization showed synthetic lethality with BRCA2 dysfunction 
but did not with BRCA1 dysfunction 
2. Development of novel therapeutic modality and clarification of molecular features of triple negative 
breast cancer(TNBC) 

Katagiri identified that 19S proteasome associated gene 1 (PAG1) is commonly overexpressed in 
various pathways associated with proliferation of TNBC. Notably, immunohistochemical staining of 
nuclar-PAG1 (nPAG1) was associated with the poor survival of TNBC patients. Knockdown of PAG1 
expression led to upregulation of p27 and p21 tumor suppressors expressions in TNBC cells. 
Furthermore, whole-exome sequencing analysis of TNBC identified 36 genes that were recurrently 
mutated (>10% of cases) in TNBC. Among genes associated with epigenetic-related genes, we focused 
on Zinc-finger protein X gene (ZNFX) which was frequently hypermethylated and transcriptionally 
silenced in TNBC cases and cell lines.   
3. Analyses of DNA damage repair, chemosensitivity and candidates for novel therapeutic targets. 

Ohta investigated the mechanism underlying the disturbance of homologous recombination 
pathway mediated by histone lysine methyltransferase (HMT) inhibitors and histone deacetylase 
(HDAC) inhibitors. HMT inhibitors chaetocin and UCN0638 exhibited synthetic lethality with PARP 
inhibitor olaparib. On the other hand, HDAC inhibitors MS-275 and FK228 did not exhibit synthetic 
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lethality with olaparib. The results suggest that HMT inhibitors have superior effect when compared 
to HDAC inhibitors in terms of synthetic lethality with PARP inhibitors. 
4. A new strategy for cancer therapy by suppressing homologous recombination 

Nakada found that DNA repair factor DRF-A could be a molecular target for PARP-inhibitor 
resistant cancer cells. We established BRCA1-/-53BP1-/- cells and BRCA1-/-53BP1-/-DRF-A-/- DT40 cells. 
BRCA1-/-53BP1-/-DRF-A-/- cells were more sensitive to mitomysin C and cisplatin than BRCA1-/-53BP1-

/- cells. In contrast, DRF-A-/- cells were not sensitive to these DNA damaging reagents. Mechanistically, 
BRCA1-/-53BP1-/-DRF-A-/- cells did not show RAD51 assembly at MMC-induced DNA damage sites. 
We propose that inhibition of DRF-A-dependent HR may overcome PARP-inhibitor and platinum drug 
resistance of BRCA1-negative breast cancer cells. 
5. Molecular mechanism of endocrine resistance and its application to triple negative breast cancer 

Hayashi has established 8 kinds of hormonal therapy resistant cell lines from ER-positive breast 
cancer cells. The analysis of these cell lines clarified that the mechanisms of resistance are categorized 
to three steps. Especially, we examined the cell lines lost ER expression, and found various common 
characters to TN breast cancer. The inhibitors for intracellular phosphorylation signal pathway such 
as mTOR inhibitor (evelorimus) was effective to ER-negative AI resistant cells, and antiandrogen 
drugs showed strong growth inhibition to androgen receptor dependent ER negative hormonal 
resistant cells. Analysis of ER-negative fulvestrant resistant cells showed efficacy epigenome 
modulator drugs.  
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133. 閉経後進行・再発乳癌における SERD の可能性～基礎研究より～，口頭，林慎一， 第 22 回日本乳

癌学会学術総会イブニングセミナー（大阪） 2014/7/11, 国内． 
134. ホルモン感受性乳癌における Aromatase 非依存的 Steroid 代謝経路の役割，ポスター，花村徹、

丹羽俊文、遠藤恵、郷野辰幸、山口ゆり、黒住昌史、武井寛幸、伊藤研一、林慎一，第 22 回日本乳

癌学会学術総会（大阪） 2014/7/10, 国内． 
135. アロマターゼ阻害剤耐性再発乳癌症例におけるアンドロゲン受容体関連蛋白発現の検討，ポスター，

藤井里圭、鈴木貴、柴原裕紀子、丹羽俊文、石田孝宣、笹野公伸、大内憲明、林慎一：. 第 22 回日

本乳癌学会学術総会（大阪） 2014/7/10, 国内． 
136. ER 陽性乳癌における ER, PR, HER2 の mRNA 発現と臨床病理学的因子との関連，ポスター，樋

口徹、長友隆将、郷野辰幸、時庭英彰、丹羽俊文、堀口淳、小山徹也、林慎一、竹吉泉，第 22 回日

本乳癌学会学術総会（大阪） 2014/7/10, 国内． 
137. 乳癌の化学療法効果におけるエストロゲンレセプター蛋白発現と活性による評価の検討，ポスター，

徳田恵美、齊藤光江、清野祐子、山口ゆり、林慎一， 第 22 回日本乳癌学会学術総会（大阪） 2014/7/10, 
国内． 

138. フルべストランと耐性乳癌細胞株の分子生物学的特徴，ポスター，金子陽介、花村徹、藤井里圭、

坪井洸樹、長友隆将、丹羽俊文、林慎一，第 22 回日本乳癌学会学術総会（大阪） 2014/7/10, 国

内． 
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139. ER 陽性乳癌細胞株 MCF-7 におけるエストロゲン枯渇耐性かつ mTOR 阻害剤耐性の分子生物学的

特徴，ポスター，木村万里子、金子陽介、藤木夏、丹羽俊文、山口ゆり、遠藤格、林慎一，第 22 回

日本乳癌学会学術総会（大阪） 2014/7/10, 国内． 
140. 乳癌細胞におけるモルモン療法耐性と癌幹細胞性，口頭，内海加奈美、佐藤望、山口ゆり、林慎一，

第 22 回日本乳癌学会学術総会（大阪） 2014/7/10, 国内． 
141. ホルモン療法耐性乳癌の分子機構, 口頭，林慎一， 第 22 回日本乳癌学会学術総会シンポジウム（大

阪） 2014/7/10, 国内． 
142. ERα 遺伝子の CpG island shore に存在する特定のメチル化部位がホルモン療法耐性乳癌細胞にお

ける ERα 発現を規定している. 口頭，坪井洸樹、長友隆将、郷野辰幸、樋口徹、丹羽俊文、林慎一： 
第 15 回ホルモンと癌研究会（宮城） 2014/7/4, 国内． 

143. 閉経後進行再発乳癌の治療戦略～基礎研究より～，口頭，林慎一，第 10 回東北 Breast Cancer 
Workshop（宮城） 2014/6/21，国内． 

144. Androgen receptor acquires an oncogenic role in the AI resistance mechanism in breast cancer. 
ポスター，Rika Fujii, Toru Hanamura, Tatsuyuki Gohno, Toshifumi Niwa, Yuri Yamaguchi, 
Takanori Ishida, Hironobu Sasano, Noriaki Ohuchi, Shin-ichi Hayashi, AACR Annual Meeting 
2014 (San Diego,USA) 2014/4/5, 国外． 

145. Molecular characterization of everolimus-resistant cell lines eatablished from estrogen 
depletion-resistant MCF-7. ポスター，Mariko Kimura, Toru Hanamura, Yosuke Kaneko, 
Toshifumu Niwa, Yuri Yamaguchi, Itaru Endo, Shin-ichi Hayashi, AACR Annual Meeting 2014 
(San Diego,USA) 2014/4/5, 国外． 

146. Estrogen Receptor(ER) 陽 性 乳 癌 に お け る  Steroid Sulfatase(STS) と  Organic Anion 
Transporter Peptide(OATP)4A1 の新規バイオマーカーとしての可能性，ポスター，樋口徹、遠藤

恵、花村徹、郷野辰幸、丹羽俊文、山口ゆり、堀口淳、竹吉泉、林慎一，第 114 回日本外科学会定

期学術集会（京都） 2014/4/3, 国内． 
 
 

（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
 
1. 乳がんにおけるゲノム解析の最新知見~トリプルネガティブ乳癌について∼、 片桐 豊雅、あけぼの

徳島 乳がん講演会、 2016 年 11 月、国内 
2. 最新の乳がん研究について、片桐 豊雅、あけぼの徳島 乳がん講演会、 2015 年 11 月、国内 
3. がんを知り、がんに挑む-最新がんゲノム情報、 片桐 豊雅、リレー・フォー・ライフ・ジャパン

2015 とくしま 講演会、 2015 年 10 月、国内 
4. 家族性乳がんとは？ー その診断と治療について ー、三木 義男、第 20 回 日本家族性腫瘍学会学

術集会 市民公開講座、コラッセ福島（福島県福島市）、2014/6/14、国内 
5. 遺伝性乳がん卵巣がん－遺伝子情報をがんの診療に活用する－「遺伝性乳がん卵巣がんの遺伝子検

査」、三木 義男、厚生労働科学研究（がん政策研究）推進事業一般向け発表会（「わが国における

遺伝性乳がん卵巣がんの臨床遺伝学的特徴の解明と遺伝子情報を用いた生命予後の改善に関する研

究」研究班）、がん研究会吉田富三記念講堂（東京都江東区）、2014/12/20、国内 
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6. 遺伝性乳がん卵巣がん－がんと遺伝を正しく知ろう－「遺伝性乳がん卵巣がんの遺伝子検査」、三

木 義男、厚生労働科学研究がん対策推進総合研究推進事業（がん政策研究推進事業）一般向け発

表会（「わが国における遺伝性乳がん卵巣がんの臨床遺伝学的特徴の解明と遺伝子情報を用いた生

命予後の改善に関する研究」班）、ホテルサッポロ芸文舘（北海道札幌市）、2016/1/10、国内 
7. HBOC の最新知見―HBOC の分子診断と病態に基づく治療戦略―、三木 義男、厚生労働科学研究

「わが国における遺伝性乳癌卵巣癌の臨床遺伝学的特徴の解明と遺伝子情報を用いた生命予後の改

善に関する研究」［主催］信州大学医学部附属病院遺伝子診療部 ◆ 公益財団法人 日本対がん協会 
がん対策推進総合研究推進事業、長野市東部文化ホール（長野県長野市）、2016/10/29、国内 

8. 知っておきたいがんと遺伝の正しい知識～乳がん・卵巣がんから学ぶ～、三木 義男、平成 28 年
度東京医科歯科大学公開講座『健康を考える』、東京医科歯科大学 M&D タワー第 1 講義室（東京

都文京区）、2016/11/16、国内 
 

 

（４）特許出願 

該当するものなし 

 




