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[略 号] 

 

本論文中以下の略号を用いる 

 

Akt: protein kinase B 

ATP: Adenosine-5'-triphosphate 

BMI1: B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog 

cDNA: complementary DNA 

c-Met: c-Mesenchymal-Epithelial Transition factor 

ChIP: Chromatin Immunoprecipitation 

CHX: Cycloheximide 

CSS: Charcoal Stripped Serum 

DEPC: diethyl pyrocarbonate 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA: deoxyribonucleic acid 

Dox: Doxycycline 

DISH: Dual in situ hybridization 

DTT: Dithiothreitol 

EDTA: Etylene Diamine Tetraacetic Acid 

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor 

EGFR-TKI: EGFR-tyrosine kinase inhibitor 

ERα: Eestrogen Receptor α 

Erk: Extracellular signal-Related Kinase  

FBS: Fetal Bovine Serum 

Fig: Figure 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase 

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 

HER3: Human Epidermal Growth Factor Receptor 3 

HRP: horseradish peroxidase 

mRNA: messenger RNA 

PBS: Phosphate Buffered Saline 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride 

PVDF: poly vinylidene difluoride 

RNA: ribonucleic acid 
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RPMI: Roswell Park Memorial Institute 

RT-PCR: Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

RSK2: Ribosomal S6 Kinases 2 

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 

siRNA: small interfering RNA 

Tam: Tamoxifen 

TBS: Tris Buffered Saline 

Ub: Ubiquitin 

YB-1: Y-box binding protein-1  
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【要旨】 

 

現在、がんの上皮増殖因子受容体 EGFR ファミリー分子（EGFR、HER2、HER3、HER4）

を標的とした分子標的薬が数多く開発されており、治療方針を決定する上でがん細胞での

EGFR ファミリー分子の発現や変異の有無が非常に重要となっている。EGFR ファミリーの

1つであるHER2の遺伝子増幅又は過剰発現は乳癌や胃癌患者の予後不良因子として知られ

ている。近年、抗 HER2抗体である Trastuzmab （Herceptin®）の登場により HER2陽性乳癌

患者や胃癌患者の予後が大きく改善された。そのため、治療標的として HER2 が乳癌や胃

癌を含む様々ながん種で大きな注目を集めている。 

YB-1は Cold Shock Domainを含む原始的な多機能制御因子であり、がんの多剤耐性獲得、

増殖及び細胞周期に重要な役割を担っている。これまでに当研究室において、YB-1 は抗が

ん剤耐性に関わる MDR1/PgP や EGFR ファミリーの発現を制御する転写因子であることを

報告してきた。また、核内での YB-1の発現が乳癌や肺癌細胞において EGFR ファミリーの

なかで HER2 の発現をより特異的に制御していることを報告した。 

さらに、YB-1 は乳癌のオンコプロテインであり、乳癌患者で核内 YB-1 発現は乳癌の増

殖に関わる ERα 及び HER2 発現と関連することが報告されている。乳癌細胞の増殖及び悪

性進展は HER2 発現とともにホルモン受容体であるエストロゲン受容体 ERα 発現に緊密に

依存しており、乳癌患者の約 90%は ERα及び HER2のいずれかを発現している。そのため、

ERα 及び HER2 は乳癌の治療標的として非常に重要であり、治療薬選択の際のバイオマー

カーとして用いられる。しかし、YB-1による ERα及び HER2発現制御の詳細なメカニズム

は明らかになっていない。そこで、第 1部では乳癌細胞を用い YB-1による ERα及び HER2

発現制御メカニズムの解明とYB-1がHER2標的薬の治療感受性と関連するか否かについて

検討を行った。 

他方、近年 HER2 陽性胃癌患者に対する Trastuzmab の有効性が報告され、臨床応用され
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ている。そのため、HER2の発現制御メカニズムの解明と治療感受性を規定する因子を同定

することは胃癌の治療戦略の発展につながると考えた。そこで、第 2 部では胃癌における

YB-1の HER2発現への関与や HER2標的薬の感受性との関連について検討を行った。 

第 1部では、乳癌において、【1】ERα陽性乳癌細胞で、核内 YB-1発現誘導は HER2 発現

を亢進し ERα発現が低下した。【2】ERα 標的薬（tamoxifen、fulvestrant）は YB-1の HER2

プロモーター領域への結合を増加させ、HER2発現が亢進した。【3】YB-1発現誘導は、ERα

のユビキチン化の増加と ERαのプロテアソームでの分解が亢進した。【4】マウス皮下移植

モデルにおいて、YB-1発現誘導は tamoxifen治療に抵抗性を示した。第 1部において、乳

癌において、YB-1による ERα及び HER2発現制御メカニズムを明らかにし、YB-1が内分

泌治療薬の感受性の指標となることを示した。 

第 2部では、胃癌において、【1】siRNA を用いた YB-1発現抑制条件下においては胃癌細

胞の HER2発現が特異的に低下した。【2】HER2 遺伝子増幅を示す胃癌細胞株における YB-1

発現抑制により、HER2 標的薬 lapatinibに対する感受性の低下と下流シグナル因子 Aktの活

性化が維持された。【3】クロマチン免疫沈降法により YB-1の HER2プロモーター領域への

結合が観察された。第 2部において、胃癌において YB-1による HER2発現制御メカニズム

を明らかにし、HER2 標的薬の感受性の指標となることを示した。 

今後、これらの知見を基盤にして、核内 YB-1 発現の有無を検討することにより乳癌と胃

癌の分子病態を把握することが、HER2標的薬や内分泌治療薬の治療適正化を目指した新規

がん治療戦略の創出へ貢献できると考えている。 
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【序論】 

現在、がんの上皮増殖因子受容体（EGFR）ファミリーを標的とした分子標的

薬が数多く開発されており、がんの治療方針を決定する上でがん細胞での EGFR

ファミリーの発現や変異の有無が非常に重要となっている(1)。EGFR ファミリー

は、ErbB1/EGFR/HER1、ErbB2/HER2、ErbB3/HER3 及び ErbB4/HER4 の 4 種類

に分類される。EGFR ファミリーを標的とした分子標的薬は様々ながん種で既に

臨床応用されており、EGFR を標的とした薬剤は主に EGFR に増殖が依存してい

る肺癌や大腸癌に対し、また、HER2 を標的とした薬剤は HER2 に増殖が依存し

ている乳癌や胃癌に対し用いられている（表 1）(1)。 

HER2 の遺伝子増幅又は過剰発現は乳癌患者の予後不良因子として知られて

いる(2,3)。2001 年、抗 HER2 抗体薬である Trastuzmab（Herceptin®）の登場により

HER2 陽性乳癌患者の予後が大きく改善された(4,5)。また、HER2 標的小分子薬と

してEGFR及びHER2チロシンキナーゼ阻害薬であるLapatinib（Tykerb®）がHER2

陽性乳癌に対し投与され、Trastuzmab 耐性乳癌に対する有効性が報告されてい

る(6-8)。さらに、HER2 の遺伝子増幅又は過剰発現は胃癌の予後不良因子として
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も知られている。胃癌の約 20-30%に HER2 の遺伝子増幅が起こることが報告さ

れており、HER2 陽性胃癌患者に対する Trastuzmab の有効性を検討した第三相

臨床試験（ToGA trial）では、5-FU を中心とした既存の化学療法と Trastuzmab

の併用が有意に予後を延長することが示された(9-12)。現在も乳癌や胃癌を対象に

HER2 を標的とした治療薬の開発が活発に進められている。 

 

Y-ボックス結合タンパク

-1（YB-1/dbpB）は、細菌

からヒトにまで保存され、

DNAや RNAとの結合に重

要な Cold Shock Domain 

（CSD）を持つ 49kDaの原

始的タンパク質である(13,14)。

YB-1 は、DNA との結合能

が高く、転写因子の 1つで

あることを我々の研究グループより報告している（図 1）(13,14)。さらに、YB-1

は転写因子としてだけでなく DNA障害修復、mRNA安定化、ゲノム不安定化な

ど多様な機能を有している(15,16)。また、YB-1 のノックアウトマウスは胎生致死

であり、ノックアウトマウスの胎児より単離された線維芽細胞（MEF）は野生

型マウスと比較し、増殖能が有意に低下していることが報告されている(17)。こ

のことは、YB-1が細胞の生存や増殖においても非常に重要な役割を担っている

ことを示している。 
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一方 YB-1 のがん悪性進展への関与に

ついて、当研究室及び Royerらは、がん

の多剤耐性を担う ABC トランスポータ

ー ABCB1/MDR1/P-gp の発現制御に

YB-1 が関与するということを明らかに

した(18,19)。その後我々を含む多くの研究

室により、YB-1 の核内高発現や発現上

昇が卵巣癌や骨肉腫、肺癌、小児グリオ

ーマなどの多くのがん種の患者におけ

る予後不良因子であり、薬剤耐性の獲得

やがんの増殖及び転移を亢進することが報告された（表 2）(20-24)。また、YB-1

のがん細胞における重要な役割の 1つは転写因子として cyclin A、cyclin B、CDC6、

EGFR、HER2 発現を制御し、細胞の増殖や細胞周期に寄与することである(25-30)。

さらに、乳癌及び肺癌細胞において① YB-1 が EGFR や HER2 のプロモーター

領域へ結合すること、② YB-1 の発現抑制は EGFR 及び HER2 の発現を減少さ

せることを我々の研究グループより報告している(28,29)。 

 

YB-1は乳癌において、腫瘍形成や悪性進展に深く関わることが多数報告され

ている。2005 年に Bergmann らは、YB-1 のノックインマウスは様々な病理像を

示す乳癌を 100%発症することから、YB-1 は乳癌のオンコプロテインの 1 つで

あることを報告した(31)。さらに、乳腺上皮細胞は、YB-1強制発現により段階的

に乳癌の形質を獲得することが報告されている(32)。初期段階では、YB-1がヒス

トンアセチル化酵素である p300の発現を誘導することで、自己複製能に関わる

B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog（BMI1）などのプロモーターへの
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結合が促進し、後期段階では RSK2 シグナルやホルモン受容体の発現低下を誘

導しトリプルネガティブ乳癌の形質の獲得を引き起こすことが報告されている。

これらの報告は、YB-1が乳癌の腫瘍形成や悪性進展に深く関与していることを

示唆している。 

 

他方、乳癌細胞の増殖及

び悪性進展は HER2 発現と

ともにホルモン受容体であ

るエストロゲン受容体（ERα）

発現に緊密に依存しており

(33)、乳癌患者の約 90%は

ERα または HER2 のいずれ

かを発現している(34)。ERα

は乳癌患者の約 70%に発現し、リガンドである 17β-エストラジオール（E2）が

結合し活性化体となることで転写因子として細胞周期関連因子や増殖因子の発

現を誘導する(35)。この ERαと HER2 の発現を指標にして、ERα 陽性乳癌患者に

対しては、E2/ERα標的薬である Tamoxifen（Nolvadex®）や Fulvestrant（Faslodex®）、

Anastrozole（Arimidex®）などを中心としたホルモン治療が行われ、HER2 陽性乳

癌患者に対しては HER2 標的薬が用いられる（表 3）(36)。そのため、ERα 及び

HER2 発現は乳癌治療薬選択の際のバイオマーカーとして非常に重要である。乳

癌に関して、我々の研究グループは YB-1核内発現が HER2 発現と正の相関（P = 

0.0153）を示し、ERα 発現と負の相関（P = 0.0122）を示すことを報告している(28)。

しかし、YB-1による ERα及び HER2 発現制御の詳細なメカニズムは明らかにな

っていない。 
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以上の背景より、第 1 部では乳癌細胞を用い YB-1 による ERα 及び HER2 制

御メカニズムの解明と YB-1 が乳癌治療薬の治療感受性と関連するか否かにつ

いて検討を行った。 

 

また、胃癌おいても HER2 は非常に重要な標的因子であり、HER2 の発現制御

メカニズムの解明と治療感受性を規定する因子の同定は胃癌の治療戦略の発展

に重要である。そこで、第 2部では、胃癌細胞において YB-1が HER2 発現を制

御するか否かを明らかにし、HER2 標的薬の治療感受性と関連するか否かを検討

した。 
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【本論】 

 

第 1部 乳癌細胞における YB-1による ERα及び HER2 

発現制御とそのメカニズム 

 

第 1章 YB-1誘導 HER2 発現に対する ERαの関与 

 

2008 年に当研究室から、① YB-1 発現抑制により ERα 陽性細胞でのみ HER2

発現が抑制されること、② 乳癌患者における核内 YB-1 発現が HER2 発現と正

の相関を ERα 発現と負の相関を示すこと、③ 乳癌患者において HER2 発現が

ERα発現と負の相関を示すことを報告した(28)。そのため、HER2 発現に YB-1や

ERαが関わっていることが考えられるが、YB-1と ERαと HER2 間の関連につい

ては明らかになっていない。そこで、まず HER2 発現に ERα が関与するか否か

検討を行った。 

 

乳癌細胞株での HER2 発現に対する ERα 標的薬の効果検討 

 

本研究では、ERα 陽性乳癌細胞株 3株（KLP-1、MCF-7、T-47D）と ERα陰性

乳癌細胞株 3株（SKBr-3、MDA-MB231、MDA-MB453）を用い検討を行った（Fig.  

1A）。 

ERα 標的薬による HER2 発現への関与を検討するため、 tamoxifen（ERα 

antagonist）処理後の HER2 発現を検討した。その結果、ERα陽性細胞で tamoxifen

の濃度依存的に HER2 発現の上昇が観察された。一方、ERα 陰性細胞では

tamoxifen 処理による HER2 発現に変化は観察されなかった（Fig. 1B）。 
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また、fulvestrant（ERα down regulator）処理により ERα 陽性細胞 T-47D での

HER2 発現上昇が観察された（Fig. 1C）。さらに、T-47Dでの tamoxifen、fulvestrant

処理後の HER2 mRNA 発現量を検討したところ、薬剤処理により濃度依存的に

HER2 mRNA発現量の増加が観察された（Fig. 1D）。 

以上の結果より、ERα陽性乳癌細胞における ERαの阻害は mRNAレベルでの

HER2 発現を増加させることが明らかになった。 

 

 

Figure 1 乳癌細胞株における、HER2発現に対する ERα標的薬の影響 

(A) 乳癌細胞株での ERα、HER2、YB-1発現を Western-Blot 法で検討した。 

(B) Tamoxifen 72 時間処理後の ERα、HER2、YB-1発現。 

(C) Fulvestrant 72 時間処理後の ERα、HER2、YB-1発現。 

(D) T-47Dにおける tamoxifen 又は fulvestrant 48 時間処理後の HER2 mRNA発現

を real-time RT-PCR 法により検討。Mean±S.D., n=3. **P<0.01 
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HER2 発現に対するエストラジオールの効果検討 

 

次に、ERα の活性が HER2 発現に関与するか否かを検討するため、ERα の

agonist である 17β-エストラジオール（E2）処理後の HER2 発現を検討した。T-47D

を E2 処理すると HER2 タンパク及び mRNA 発現量の減少が観察された（Fig. 

2A,B）。E2 が機能的に作用しているか否かのコントロールとして、E2 により発

現亢進するタンパクの 1つである E2F-1を用いた。この E2による HER2 タンパ

ク及び mRNA 発現量の減少は tamoxifen 又は fulvestrat により回復した（Fig. 

2C,D）。 

以上の結果から、ERα活性化はHER2発現を抑制することが明らかになった。 

Figure 2 乳癌細胞株における、HER2発現に対するエストラジオールの影響 

(A) T-47Dをチャコール処理血清含有培地で 24時間培養後、E2（10nM）を 24-72

時間処理後の HER2、E2F-1発現をWestern-Blot 法で検討した。 

(B) T-47D における E2（10nM）48 時間処理後の HER2 mRNA 発現を real-time 

RT-PCR 法により検討。Mean±S.D., n=3. **P<0.01 

(C)(D) T-47D をチャコール処理血清含有培地で 24 時間培養後、E2（10nM）と

tamoxifen 又は fulvestrant を同時処理後 72 時間での HER2 発現と 48 時間での

HER2 mRNA発現をそれぞれ Western-Blot 法と real-time RT-PCR 法で検討した。

Mean±S.D., n=3. **P<0.01  
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HER2 発現に対する ERα siRNA による ERα 発現抑制の効果検討 

 

次に、ERα発現の抑制がHER2発現に影響を与えるか否かERαに対する siRNA

を用いて検討した。ERα siRNA処理による ERα発現抑制は 2種類の ERα siRNA

（#1、#2）それぞれで濃度及び時間依存的に HER2 タンパク発現を上昇された

（Fig. 3A,B）。同様に、ERα siRNAの濃度及び時間依存的に HER2 mRNA発現上

昇が観察された（Fig. 3C）。 

以上の結果から、ERα 陽性細胞では、ERα が HER2 発現を負に制御している

と考えられる。 

 

Figure 3 ERα発現抑制の HER2発現に対する影響 

(A) T-47D 細胞に対し、ERα siRNA（2、10、30nM）導入後 72 時間での ERα、

HER2 発現をWestern-Blot 法で検討した。 

(B) T-47D細胞に対し ERα siRNA（10nM）導入後 24、48、72時間での ERα、HER2

発現をWestern-Blot 法で検討した。 

(C) T-47D細胞に対し ERα siRNA（10nM）導入後 48、72時間での ERα mRNA、

HER2 mRNA発現を real-time RT-PCR 法で検討した。Mean±S.D., n=3. **P<0.01  
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核内 YB-1 誘導時の ERα 発現と HER2 発現に対する効果検討 

 

次に、核移行シグナルを有する YB-1の発現誘導系（FLAG-YB-1 Tet-Onシス

テム、産業医科大学 和泉弘人准教授との共同研究で作成）を駆使し、YB-1の

核内発現を誘導した際の HER2 と ERαの発現について検討を行った。 

まず、YB-1 Tet-On システムを導入した際に doxycycline（Dox）処理により核

内の YB-1発現が誘導されることを確認した（Fig. 4A）。YB-1 Tet-On システムを

乳癌細胞株6株に導入しYB-1発現を誘導したところ、ERα陽性細胞でのみHER2

発現の上昇が観察されたが、ERα 陰性細胞では HER2 発現に変化は観察されな

かった（Fig. 4B）。また、ERα陽性細胞で YB-1発現誘導により ERα 発現が減少

した（Fig. 4B）。発現誘導された YB-1が機能的に作用しているか否かのコント

ロールとして、YB-1 により発現誘導されるタンパクの 1つである CDC6 を用い

た(30)。いずれの乳癌細胞においても YB-1発現誘導により CDC6 発現が増加した

（Fig. 4B）。また、T-47D 細胞に YB-1 Tet-On システムを安定的に導入した

T-47D/Tet YB-1株及び T-47D/mock株を作成した。T-47D/Tet YB-1 でのみ Dox 処

理により HER2 発現上昇と ERα 発現減少が観察された（Fig. 4C）。一方、

T-47D/mock では Dox を処理した場合でも HER2、ERα に変化は認められなかっ

た（Fig. 4C）。また、Dox 処理により T-47D/Tet YB-1でのみ HER2 mRNA発現上

昇が観察された（Fig. 4D）。KPL-1/Tet YB-1 及び T-47D/Tet YB-1に対し、Dox と

tamoxifenの併用実験を行ったところ、それぞれ単独処理でHER2発現が上昇し、

併用により HER2 発現はさらに増加することが観察された（Fig. 4E）。 
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以上の結果より、ERα 陽性乳癌細胞における YB-1 発現の誘導は ERα 発現を

減少させた。さらに、HER2 発現を増加させ、tamoxifen の併用によりその効果

がさらに増強されることを示した。 

 

Figure 4 YB-1 Tet-On システムを用いた核内 YB-1誘導時の ERα発現と HER2

発現 

(A) KLP-1、T-47Dの YB-1 Tet-Onシステム安定導入株（KPL-1/Tet YB-1、T-47D/Tet 

YB-1）を作成。Dox（1μg/ml）72 時間処理後、細胞質分画と核分画に分離し、

核分画の FLAG-YB-1 発現を Western-Blot 法で検討した。核分画の control とし

CREBを、細胞質分画の control とし α-tubulin を用いた。 

(B) 乳癌細胞株 6 株に対し、YB-1 Tet-On システムを導入し、Dox（1μg/ml）72

時間処理後の FLAG-YB-1、CDC6、HER2、ERα 発現を Western-Blot 法で検討し

た。 

(C) T-47Dの Tet-On システム安定導入株を用い、Dox（1μg/ml）72 時間処理後の

HER2、ERα発現を Western-Blot 法で検討した。 

(D) T-47Dの Tet-On システム安定導入株を用い、Dox（1μg/ml）48 時間処理後の

HER2 mRNA発現を real-time RT-PCR 法で検討した。Mean±S.D., n=3. **P<0.01 

(E) KLP-1、T-47Dの YB-1 Tet-Onシステム安定導入株を用い、Dox（1μg/ml）又

は tamoxifen（1μM）72時間処理後の HER2、ERα発現をWestern-Blot 法で検討

した。  
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核内 YB-1 発現誘導時の HER2 遺伝子増幅に対する効果検討 

 

2011 年に Davies らは、正常乳腺上皮細胞において YB-1 の強制発現により弱

いHER2の遺伝子増幅（HER2/CEP17 ratio > 1.7）が誘導されることを報告した(37)。

そこで、我々は T-47D/Tet YB-1を用い、YB-1が HER2 の遺伝子増幅に関与する

か否か検討した。Dox を短期間（2-6日間）処理し YB-1発現を誘導すると、HER2

タンパク発現の増加が Western-Blot 法及び免疫組織化学染色（IHC）法により観

察された（Fig. 5A）。一方、HER2 の遺伝子増幅の有無を Dual in situ hybridization

（DISH）法により検討した結果、HER2/CEP17 ratio が全て 1.7以下であり HER2

の遺伝子増幅は観察されなかった（Fig. 5B）。さらに、Dox を長期間（14-30 日

間）処理し YB-1発現を長期間誘導した。その結果、HER2 タンパク発現の増加

が Western-Blot 法及び IHC 法により観察されたが、短期間処理と同様に HER2

の遺伝子増幅は認められなかった（Fig. 5C,D）。 

以上の結果より、YB-1は遺伝子増幅なしで HER2 発現上昇を誘導することを

明らかにした。 

 

ここまでの結果から、ERα 陽性細胞でのみ ERα は HER2 発現を負に制御し、

YB-1は ERα発現を負に制御し HER2 発現を正に制御していた。 
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Figure 5 YB-1 Tet-On システムを駆使した核内 YB-1誘導時の HER2 遺伝子増

幅に対する影響 

(A)(B) T-47D/Tet YB-1 を用い、Dox（1μg/ml）又は tamoxifen（1μM）2、4、6日

処理後の FLAG-YB-1 と HER2 発現を Western-Blot 法で検討した(A)。Dox 又は

tamoxifen 2 日処理後の HER2 発現を免疫組織化学染色（IHC）法により、HER2

遺伝子増幅の有無を DISH法により検討(B)。 

(C)(D) T-47D/Tet YB-1 を用い、Dox（1μg/ml）又は tamoxifen（1μM）14、21、30

日処理後の FLAG-YB-1と HER2 発現をWestern-Blot 法で検討した(C)。Dox 又は

tamoxifen 30 日処理後の HER2 発現を IHC 法により、HER2 遺伝子増幅の有無を

DISH法により検討(D)。  
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YB-1 の HER2 プロモーター領域への結合に対するエストラジオールの効果検討 

 

YB-1 発現誘導時の HER2 発現に ERα が関与するか否かを明らかにするため、

ChIP アッセイにより YB-1 の HER2 プロモーター領域への結合の有無と ERα の

発現や ERα標的薬の影響を検討した。HER2 のプロモーター領域には YB-1の結

合領域である Y-box が多数存在しており(27,38,39)、この Y-box（#1、2）への YB-1

の結合を検討したところ、T-47D 細胞で領域#1 と領域#2 へ YB-1 が結合してい

ることが明らかになった（Fig. 6A,B）。さらに、tamoxifen 処理により HER2 プロ

モーター領域（#1、#2）への YB-1の結合がさらに上昇した（Fig. 6A,B）。次に、

ERα 陰性である MDA-MB231 の ERα 強制発現株を作成し、YB-1 の HER2 プロ

モーター領域への結合を検討したところ、ERα 強制発現株で HER2 タンパクの

発現減少とともに、HER2 プロモーター領域（#1、#2）への YB-1 の結合が減少

した（Fig. 6C）。 

さらに、ERαの活性化が YB-1の HER2 プロモーター領域への結合に影響する

か否か検討した。その結果、ERα陽性細胞である T-47Dでは E2処理により YB-1

の HER2 プロモーター領域（#2）への結合が減少した（Fig. 6D）。さらに、tamoxifen

又は fulvestrant 処理により YB-1の HER2 プロモーター領域（#2）への結合が回

復した（Fig. 6D）。一方、ERα 陰性細胞である SKBr-3 では、E2 や tamoxifen、

fulvestrant を処理した場合でも YB-1 の HER2 プロモーター領域（#2）への結合

に変化は観察されなかった（Fig. 6D）。 

次に、MDA-MB231 の YB-1 Tet-Onシステムと ERα Tet-Onシステムを用い、

HER2 プロモーター活性をルシフェラーゼ活性により評価した。YB-1 のみを誘

導した場合には、HER2 のプロモーター活性が有意に上昇したが、YB-1 と ERα
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の両者の発現を誘導すると HER2 のプロモーター活性は有意に減少した（Fig.  

6E）。これらの結果は Fig. 1-3で観察された現象と一致していた。 

以上の結果から、ERαは YB-1誘導の HER2 発現を転写の段階で負に制御して

いると考えられる。 

Figure 6 YB-1の HER2プロモーター領域への結合に対するエストラジオール

及び ERα標的薬の影響 

(A) HER2 プロモーター領域の Y-box（ATTG、ATTGG、CAAT）。 

(B) T-47Dを用い、tamoxifen（1μM）24時間処理後、抗 YB-1抗体を用いた CIhP 

assayにより DNA単離。各領域（#1、#2）のプライマーを用い PCR により増幅

後、アガロースゲル電気泳動により検討。 

(C) MDA-M231 の ERα強制発現株（MDA-M231-ER-1、MDA-M231-ER-2）を作

成。抗 YB-1抗体を用いた CIhP assayにより DNA単離。各領域（#1、#2）のプ

ライマーを用い PCRにより増幅後、アガロースゲル電気泳動により検討。 

(D) T-47D 及び SKBr-3 を用い、チャコール処理血清含有培地で 24 時間培養後、

E2（10nM）と tamoxifen（1μM）、fulvestrant（0.1μM）を 24 時間処理。抗 YB-1

抗体を用いた CIhP assay により DNA 単離後、#2 領域のプライマーを用い PCR

により増幅。アガロースゲル電気泳動により検討。 

(E) T-47Dを用い、YB-1 Tet-On システムと ERα Tet-On システムを導入し、Dox 

（1μg/ml）24時間処理後の HER2 プロモーター活性をホタルルシフェラーゼ活

性により検討。Mean±S.D., n=3. *P<0.05 
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YB-1 と ERαの結合とその結合ドメインの検討 

 

ERαの YB-1誘導 HER2 発現への詳細な関与メカニズムを検討するため、まず

YB-1と ERαが結合するか否かを共免疫沈降法により検討した。その結果、細胞

内で YB-1と ERαの結合が観察された（Fig. 7A）。次に、YB-1 と ERαの結合に

tamoxifen または E2 が影響するか否か検討した。その結果、tamoxifen は YB-1

と ERαの結合を阻害し、E2 は YB-1と ERαの結合を増加させた（Fig. 7B）。こ

のことより、YB-1 は活性化型の ERαへの結合能が大きいと考えられる。 

YB-1は、① N末端の mRNAとの結合能が高い（A/P repeat）領域、② DNA

上の Y-box と結合する Cold Shock Domain（CSD）、③ C 末端のタンパクとの結

合能の高い（B/A repeat）領域の 3領域から構成される(13,14)。そこで、次に、YB-1

における ERα との結合部位を同定するため YB-1 の欠失変異体を用い、大腸菌

による pull down assayを行った（Fig. 7C,D）。その結果、GST-YB-1タンパクと

ERαタンパクは直接結合しており、GST-YB-1 Δ3のみが ERαとの結合が観察さ

れなかった（Fig. 7E）。このことより、YB-1は CSDを介し ERαと直接結合して

いると考えられる。さらに、YB-1 と ERα の直接結合は tamoxifen により抑制さ

れた（Fig. 7F）。この結果から、tamoxifenは YB-1と ERαの直接結合を阻害する

と考えられる。 

ERαは、① N末端領域（AF-1）のリン酸化部位が多数存在する領域、② DNA

上の Estrogen Response Element（ERE）と結合する DNA binding domain 、③ C

末端領域（AF-2）の E2結合領域である Ligand Binding Domain（LBD）の 3領域

から構成される(40)。AF-1のリン酸化及び LBD への E2の結合が ERα の核内移行

や co-factor と ERα の結合の増加を誘導する。そこで、次に、ERαにおける YB-1

との結合部位を同定するため、ERαの欠失変異体を作成した（Fig. 7G）。Pull down 
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assay により FLAG-ERα と FLAG-ERα Δ2 だけが YB-1 と結合していたことから

ERαは LBDを介し YB-1と結合していると考えられる（Fig. 7H）。 

  

以上の結果より、YB-1 と ERα はそれぞれ CSD と LBD を介して直接結合し、

ERαは YB-1と直接結合することで YB-1の HER2プロモーター領域への結合を

抑制していると考えられる。 
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Figure 7 YB-1と ERαの結合に対するエストラジオール及び 

ERα標的薬の影響 

(A) T-47Dを用い、抗 ERα 抗体で免疫沈降後、抗 YB-1抗体で結合を検出（上）。

T-47Dを用い、抗 YB-1抗体で免疫沈降後、抗 ERα抗体で結合を検出（下）。 

(B) T-47Dを用い、tamoxifen（1μM、左）又は E2（10nM、右）を処理し、抗 ERα 

抗体で免疫沈降後、抗 YB-1抗体で結合を検出。 

(C) YB-1欠失変異体の模式図。 

(D) YB-1欠失変異体の誘導を Western-Blot 法で検討。 

(E) GST-pull down assay を行い、GST-YB-1 欠失変異体と ERα の結合を

Western-Blot 法で検討。 

(F) GST-pull down assayのグルタチオンビーズによる沈降時に tamoxifen（20nM）

を添加し、GST-YB-1 と ERαの結合をWestern-Blot 法で検討。 

(G) ERα欠失変異体の模式図。 

(E) GST-pull down assay を行い、GST-YB-1 と FLAG-ERα 欠失変異体の結合を

Western-Blot 法で検討。  
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第 2章 乳癌細胞における YB-1による ERα発現制御 

 

YB-1 の ERα タンパク発現と ERα mRNA 発現に対する効果検討 

 

以前当研究室でのヒト臨床検体を用いた検討から、YB-1発現と ERα発現が負

の相関を示すことを報告した(28)。本研究においても、YB-1発現誘導により ERα

発現が減少することを観察している（Fig. 4B）。そのため、YB-1 が ERα発現を

負に制御していることが考えられるが、そのメカニズムは明らかになっていな

い。そこで、YB-1 による ERα発現抑制メカニズムについて検討した。 

T-47D/Tet YB-1 を用い Dox 処理による YB-1 誘導後の ERα 発現について検討

した結果、YB-1誘導後時間依存的に ERαタンパク発現が低下した（Fig. 8A,B）。

一方、ERα mRNA 発現を検討した結果、Dox 処理後 72 時間までの ERα mRNA

発現量に変化は観察されなかった（Fig. 8C）。そのため、YB-1による ERα発現

制御は翻訳後の制御であると考えられる。 
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Figure 8 YB-1誘導時の ERαタンパク発現と ERα mRNA発現に対する影響 

(A) T-47D/mockと T-47D/Tet YB-1における、Dox（1μg/ml）処理後の FLAG-YB-1

と ERα発現をWestern-Blot 法で検討した。 

(B) (A)でのWestern-Blot 法の結果を定量。ローディングコントロールの GAPDH

で補正し、Dox 未処理群を 100%とし補正。 

(C) T-47D/mockと T-47D/Tet YB-1における、Dox（1μg/ml）処理後の ERα mRNA

発現を real-time RT-PCR 法で検討した。 
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YB-1 誘導時の ERα タンパクの安定性の検討 

 

YB-1による ERα の詳細な翻訳後制御メカニズムを検討するため、タンパク合

成抑制剤である Cycloheximide（CHX）処理後の ERαタンパクの安定性を検討し

た。Dox 未処理時の ERα タンパクの半減期は約 8－10 時間であったが、Dox 処

理による YB-1誘導時は ERαタンパクの半減期が約 5時間となり、YB-1発現誘

導により ERαの分解速度が亢進していた（Fig. 9A,B）。 

ERα は主にユビキチン（Ubiquitin、Ub）‐プロテアソーム系を介した経路に

より分解されることが報告されている（Fig. 9C）(40)。そこで次に、プロテアソ

ーム阻害剤（MG-132）処理時の ERαタンパクの発現を検討した。 

MG-132と CHXを処理すると、Dox 未処理時に ERα発現にほとんど変化は観

察されなかった（Fig. 9D）。これは、既存の報告と一致し ERαがプロテアソーム

で分解されていることを示している。一方、Dox 処理による YB-1 誘導時におい

ても同様にMG-132とCHX処理によりERα発現に変化は観察されなかった（Fig. 

9D）。IκBα はリン酸化されることでプロテアソームにより分解されることが知

られており、p-IκBαをプロテアソーム阻害剤の効果の指標とした。 

以上の結果より、YB-1 は ERαのプロテアソームでの分解を促進していると考

えられる。 

ERαは、E3 ligaseが結合し E2 conjugateによりユビキチン化を受けることでプ

ロテアソームでの分解が誘導される（Fig. 9C）(40)。そのため、YB-1 誘導時の

ERαのユビキチン化を共免疫沈降法により検討した。その結果、YB-1発現誘導

により、ERαのユビキチン化が亢進していることが観察された（Fig. 9E,F）。こ

れらの結果から、YB-1 は ERαのユビキチン化を誘導することでプロテアソーム

での分解を促進し、ERα発現を負に制御していると考えられる。  
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Figure 9 YB-1誘導時の ERαの安定性と ERαのユビキチン化に対する影響 

(A) T-47D/Tet YB-1 に対し、Dox（1μg/ml）12時間処理後、CHX（10μg/ml）処理

後の FLAG-YB-1と ERα発現をWestern-Blot 法で検討した。 

(B) (A)でのWestern-Blot 法の結果を定量。ローディングコントロールの GAPDH

で補正し、CHX未処理時を 1とし補正。 

(C) ERαのユビキチン‐プロテアソーム系での分解過程モデル。 

(D) T-47D/Tet YB-1 に対し、Dox（1μg/ml）12 時間処理し、CHX（10μg/ml）と

MG-132（10μM）処理後の FLAG-YB-1と p-IκBα、ERα発現をWestern-Blot 法で

検討した。 

(E)(F) T-47D/Tet YB-1 に対し、Dox（1μg/ml）12時間処理後、MG-132（10μM）8

時間処理。抗 ERα 抗体で免疫沈降し、抗ユビキチン（Ub）抗体で検出 (E)。抗

Ub抗体で免疫沈降し、抗 ERα抗体で検出 (F)（Western-Blot 法）。 
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YB-1 と ERα の結合が ERα 安定性に与える影響を検討 

 

ERα は、N 末端領域のリン酸化又は C 末端領域への E2 の結合により、E2 ユ

ビキチン conjugateによるモノユビキチン化が亢進し、ERαの分解が誘導される

ことが報告されている（Fig. 9C）(40)。また、YB-1は E2により活性化された ERα

への結合が増加する（Fig. 7B）ことから、E2誘導の ERα分解への YB-1の関与

を検討した。E2非存在下での ERαタンパクの半減期は約 12時間であり、E2存

在下での ERα タンパクの半減期は約 4 時間と E2 により分解が亢進した（Fig.  

10A,B）。また、E2存在時に YB-1発現を誘導すると ERαの分解速度がさらに亢

進した（Fig. 10A,B）。さらに、YB-1発現が ERαの分解に直接関与するか否か検

討した。その結果、FLAG-YB-1 を一過性に導入後 48 時間、72 時間において

FLAG-YB-1の濃度依存的に ERα発現が減少した（Fig. 10C）。 
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Figure 10 YB-1と ERαの結合が ERα安定性に与える影響 

(A) T-47D/Tet YB-1 におけるチャコール処理血清非含有（左）又は含有（右）培

地で 24 時間培養後、E2（10nM）24 時間処理。その後、Dox（1μg/ml）を 12 時

間処理し、CHX（10μg/ml）処理後の FLAG-YB-1 と ERα 発現を Western-Blot 法

で検討した。 

(B) (A)でのWestern-Blot 法の結果を定量。ローディングコントロールの α-tubulin

で補正し、CHX未処理時を 1とし補正。 

(C) T-47Dに対し、FLAG-YB-1（0.5、1、2μg/ml）導入後、24、48、72時間での

FLAG-YB-1と ERα 発現を Western-Blot 法で検討した。 
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YB-1 と ERα の直接結合が ERα のプロテアソームでの分解に与える 

影響を検討 

 

次に、YB-1 と ERα の結合が ERα の分解に関与するか否かを検討するため、

ERαと結合しないCSDを欠損した FLAG-YB-1 Δ3を導入時の ERαの発現につい

て検討を行った。その結果、FLAG-YB-1導入により ERα発現の減少が観察され

たが、FLAG-YB-1 Δ3導入時には ERα発現に変化は観察されなかった（Fig. 11A）。 

この結果から、YB-1 の ERα への直接結合は ERα 発現抑制に重要であること

が示された。 

 

次に、YB-1 と ERα の結合が ERα のユビキチン化に関与するか否かを検討す

るため CHX処理後の ERαの発現を検討した。 

pcDNA3 導入時は ERα の半減期は約 10 時間であったが、FLAG-YB-1 導入時

にはERαの半減期が約 7-8時間となりYB-1により分解が促進されていることが

観察された（Fig. 11B,C）。しかし、FLAG-YB-1 Δ3導入時には ERαの半減期は

約 10時間であり pcDNA3 導入時とほぼ同程度であった（Fig. 11B,C）。 

さらに、MG-132 処理により FLAG-YB-1 により ERαがプロテアソームで分解

されるか否かを検討した。FLAG-YB-1 導入時においても pcDNA3 及び

FLAG-YB-1 Δ3導入時とほぼ同等に ERαの分解は誘導されなかった（Fig. 11D）。 

YB-1は ERαのユビキチン化を促進することから、YB-1と ERα の結合が ERα

のユビキチン化に関与するか否か検討した。FLAG-YB-1導入により ERαのユビ

キチン化が増加していることが観察されたが、FLAG-YB-1 Δ3 導入時には ERα

のユビキチン化の亢進は観察されなかった（Fig. 11E）。  
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Figure 11 YB-1と ERαの結合が ERαのユビキチン化に与える影響 

(A) T-47Dに対し、FLAG-YB-1 又は FLAG-YB-1 Δ3（0.5、1、2μg/ml）導入後 72

時間での FLAG-YB-1 と ERα発現をWestern-Blot 法で検討した。 

(B) T-47Dに対し、FLAG-YB-1 又は FLAG-YB-1 Δ3（2μg/ml）導入後 24時間で、

CHX（10μg/ml）処理し、その後の FLAG-YB-1 と ERα 発現を Western-Blot 法で

検討した。 

(C) (A)でのWestern-Blot 法の結果を定量。ローディングコントロールの α-tubulin

で補正し、CHX未処理時を 1とし補正。 

(D) T-47Dに対し、FLAG-YB-1 又は FLAG-YB-1 Δ3（2μg/ml）導入後 24時間で、

CHX（10μg/ml）と MG-132（10μM）処理し、その後の FLAG-YB-1と ERα発現

をWestern-Blot 法で検討した。 

(E) T-47D/Tet YB-1に対し、FLAG-YB-1 又は FLAG-YB-1 Δ3（2μg/ml）を導入し

24時間後、MG-132（10μM）8時間処理。抗 ERα抗体で免疫沈降し、抗 Ub抗体

で検出（Western-Blot 法）。  
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YB-1 と ERα の結合が ERα の安定性に重要であるか否かを、ERα との結合能

を有する FLAG-YB-1 Δ1と ERαとの結合能を有さない FLAG-YB-1 Δ3の欠失変

異体を用いさらに検討を行った。 

FLAG-YB-1導入によりERαの分解が促進しその半減期は約 6時間であった（Fig. 

12A,B）。また、ERα との結合能を持つ FLAG-YB-1 Δ1導入時も、FLAG-YB-1導

入時と同程度の半減期を示したが、ERα との結合能を持たない FLAG-YB-1 Δ3

導入時には pcDNA3 導入時と同程度の半減期を示し、ERα の分解は促進されな

かった（Fig. 12A,B）。 

以上の結果から、YB-1 は ERα と結合することで ERα のユビキチン化を誘導

し、プロテアソームでの分解を促進していると考えられる。 
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Figure 12 YB-1と ERαの結合が ERαの安定性に与える影響 

(A) T-47Dに対し、FLAG-YB-1 、FLAG-YB-1 Δ1、FLAG-YB-1 Δ3（2μg/ml）導

入後 24 時間で、CHX（10μg/ml）処理し、その後の FLAG-YB-1 と ERα 発現を

Western-Blot 法で検討した。 

(B) (A)でのWestern-Blot 法の結果を定量。ローディングコントロールの GAPDH

で補正し、CHX未処理時を 1とし補正。  
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第 3章 乳癌における YB-1発現と治療薬感受性 

 

2000 年代前半から現在までにかけて分子標的薬によるがん治療が発展してき

た。しかし、分子標的薬による治療にはがん細胞の増殖が依存する標的分子の

同定とその発現制御メカニズムの解明が必要不可欠である。そのため、現在、

乳癌患者に対し、ERα 標的薬や HER2 標的薬を使用する上で、針生検や切除検

体を用い、ERα 発現や HER2 発現の有無により治療方針が決定されている(36)。

しかし、外科切除前後又は薬物治療前後で ERα や HER2 の発現が変化し治療抵

抗性となることが報告されている(41,42)。第 1章と第 2章よりYB-1はERαやHER2

発現をそれぞれ負と正に制御することを明らかにした。そこで、乳癌の標的分

子の発現を制御する YB-1 発現の薬物治療感受性への関与を明らかにし、YB-1

が分子標的薬の選択やがん細胞の特性を判断する上で有用なバイオマーカーと

なるか否か検討することが重要であると考え、YB-1が乳癌治療薬の感受性に関

与するか否か検討を行った。 

 

YB-1 発現誘導時の fulvestrant と lapatinib 感受性の検討 

 

T-47D/mock 及び T-47D/Tet YB-1 を用い、Dox 処理後 24 時間、120 時間後の

ERαと HER2 発現を検討した。これまでの結果と同様に Dox 処理後 24時間、120

時間後のいずれの場合も T-47D/Tet YB-1において ERα発現の低下と HER2 発現

の上昇が観察された（Fig. 13A）。この条件下で、fulvestrant と lapatinib の感受性

について検討したところ、YB-1発現誘導により lapatinibに対し高感受性を示し、

fulvestrant に対し耐性となった（Fig. 13B）。 
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この結果より、YB-1は乳癌の治療標的である ERαと HER2 の発現を制御する

ことで、乳癌治療薬の感受性を変化させたと考えられる。 

 

Figure 13 乳癌細胞株における、YB-1 発現誘導の fulvestrant と lapatinib 感受

性に与える影響 

(A) T-47D/mock 及び T-47D/Tet YB-1 に対する、Dox（1μg/ml）24 時間又は 120

時間処理後の FLAG-YB-1と ERα、HER2 発現を Western-Blot 法で検討した。 

(B) T-47D/mock 及び T-47D/Tet YB-1 を用い、Dox（1μg/ml）24 時間し、その後

fulvestrant又は lapatinibを 96時間処理後の細胞数をCoulter Counterにより計測。

Mean±S.D., n=3. **P<0.01 
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次に、マウス皮下移植モデルにおいて YB-1 誘導時の tamoxifen 感受性につい

て検討を行った。すべてマウスに対し Dox を投与し、T-47D/mock を比較対照と

し用いた。T-47D/mock（mock）及び T-47D/Tet YB-1（Tet-YB-1）を用い皮下移植

を行った。その結果、mock 腫瘍では tamoxifen 投薬により腫瘍体積が抑制され

た（Fig. 14A）。一方、Tet YB-1腫瘍では tamoxifen 投薬による腫瘍体積の減少は

ほとんど観察されなかった（Fig. 14A）。 

次に、腫瘍内での HER2 発現を比較したところ、HER2 mRNA 発現は、mock

腫瘍と比較して、mock 腫瘍 tamoxifen 投薬群及び Tet YB-1腫瘍で有意に上昇し

ていた（Fig. 14B）。さらに、腫瘍内の HER2 タンパク発現量をWestern-Blot 法で

検討したところ、HER2 mRNA 発現と同様に mock 腫瘍と比較して mock 腫瘍

tamoxifen投薬群及び Tet YB-1腫瘍で HER2タンパク発現が上昇していることが

観察された（Fig. 14C）。  

腫瘍内の ERα及び HER2 発現を IHC 法により検討を行った。その結果、mock

腫瘍と比較し Tet YB-1腫瘍で ERα発現が低下し HER2発現が増加していた（Fig. 

14D）。さらに、mock 腫瘍と比較し mock 腫瘍 tamoxifen 投薬群において HER2

発現が増加した（Fig. 14D）。また、HER2 遺伝子増幅に関しても検討したが、皮

下移植モデルにおいても YB-1 発現や tamoxifen 投薬は HER2 の遺伝子増幅に影

響を与えなかった。 

 

以上の結果から、マウス皮下移植モデルにおいて YB-1発現の誘導により ERα

発現が低下し、HER2 発現が上昇することで tamoxifen に対し抵抗性を示したと

考えられる。 
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Figure 14 乳癌皮下移植モデルにおける、YB-1発現誘導の tamoxifen 感受性に

与える影響 

(A) T-47D/mock及び T-47D/Tet YB-1（5.0×106cells/mouse）皮下移植後、腫瘍体積

が 100-150mm3に達したマウスに対し、Dox（1mg/mouse、1日 1 回経口投与）と

tamoxifen（500μg/mouse、1日 1回皮下投与）の投薬を行った。投薬開始後 14日

で腫瘍を回収。腫瘍体積は投薬開始時を 100%として補正。  

(B) (A)の腫瘍内の HER2 mRNA 発現量を real-time RT-PCR 法により検討。

Mean±S.D., n=4（T-47D/mock）, n=5（T-47D/Tet YB-1） 

(C) (A)の腫瘍内の HER2 タンパク発現量を Western-Blot 法で検討。 

(D) (A)の腫瘍内の YB-1、ERα、HER2 発現量を IHC 法により検討。HER2 遺伝

子増幅の有無を DISH 法により検討。HER2/CEP17 は平均値を示した（n=5）。  
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[結果と考察] 

 

第1部では乳癌細胞を用いYB-1によるERα及びHER2制御メカニズムとYB-1

発現が ERα 標的薬と HER2 標的薬の治療感受性に関与するか否かについて検討

を行った。 

その結果以下のような知見を得た。 

① ERα が LBD を介して YB-1 の CSD に結合することで YB-1 の HER2 プロモ

ーター上の Y-box への結合が減少し、YB-1 誘導の HER2 の転写が抑制され

る（Fig. 15A,B）。 

② Tamoxifen や fulvestrant などの ERα標的薬は YB-1 と ERαの結合を阻害し、

遊離した YB-1 が HER2 の転写を促進する（Fig. 15C）。 

③ YB-1の高発現により、YB-1誘導の HER2 転写が促進する。と同時に、YB-1

は ERα との結合を介し ERα のユビキチン化を亢進することで、プロテアソ

ームでの分解を誘導する（Fig. 15D）。 

④ YB-1の高発現により、in vitro及び in vivo のいずれの条件下においても ERα

標的薬に対し耐性を示した（Fig. 13,14）。 

⑤ 久留米大学病院病理部（河原明彦博士、鹿毛政義教授）との共同研究により、

閉経前の乳癌患者では核内 YB-1発現と HER2 発現、ERα発現の間に関連は

なかったが、 閉経後の乳癌患者では核内 YB-1 発現と HER2 発現に有意な

正の相関が、ERα 発現と有意な負の相関があることが明らかになった（未発

表データ）。 

以上の結果から、YB-1 が乳癌の治療標的分子である ERα発現を負に HER2 発現

を正に制御し、乳癌治療薬感受性の有用なバイオマーカーとなり得ることを示

した。  
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Figure 15 本研究から考えられる YB-1による HER2と ERα発現制御機序 

(A) E2/ERαの発現が低い状況下では、YB-1 は HER2 のプロモーターに結合する

ことで、HER2 の転写を誘導する。 

(B) E2/ERαの発現が高い状況下では、ERαがYB-1のCSDに結合することでYB-1

の HER2 プロモーター上の Y-box に結合することが抑制される。 

(C) Tamoxifen や fulvestrant などの ERα標的薬は YB-1と ERαの結合を阻害する

ため、遊離した YB-1 が HER2 の転写を促進する。 

(D) YB-1を強制発現すると、YB-1は ERα との結合を介し ERαの分解を誘導す

るとともに HER2 発現を誘導する。  
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本研究において、YB-1 は HER2 発現を転写レベルで制御し、HER2 の遺伝子

増幅には影響しないことが明らかになった。乳癌患者の約 20%に HER2 の遺伝

子増幅又は過剰発現が見られ、HER2 標的薬は HER2 遺伝子増幅陽性や HER2 

IHC（3+）又は（2+）の患者に使用される。HER2 IHC（3+）の患者は約 90%に

HER2 遺伝子増幅があり、約 10%に遺伝子増幅を伴わない HER2 過剰発現が認め

られる。一方、HER2 IHC（2+）の患者では約 20%に遺伝子増幅があり、約 80%

に遺伝子増幅を伴わない HER2 過剰発現が認められる(43,44)。そのため、本研究

により明らかになった YB-1による HER2 転写促進は、10%の HER2 IHC（3+）

や 80%の HER2 IHC（2+）の HER2 遺伝子増幅がない患者群の HER2 過剰発現に

寄与していることが考えられる。それゆえ、HER2 遺伝子増幅を伴わない HER2

陽性乳癌の出現予測やHER2標的薬の感受性の指標としてYB-1発現を検討する

ことが有用であると考えられる。 

さらに、近年、ERα 陽性乳癌患者に対する術後の tamoxifen による補助療法は

5 年間で中止した場合と比較し、10 年間継続した場合で再発率及び死亡率が抑

制されることが報告された(45,46)。しかし、最近、術後に tamoxifenを含めたホル

モン療法を行った患者群の中で、約 10-30%で ER 陽性/HER2 陰性であった患者

が ER 陰性/HER2 陽性の乳癌に性質が変化することが報告された(41,42)。このよう

な患者群ではホルモン治療によりYB-1とERαの結合が阻害され、遊離したYB-1

による HER2 発現誘導が起きている可能性が考えられる（Fig. 15C）。 

ホルモン治療を継続的に行う場合には、定期的な針生検などによる YB-1の核

内発現の検査が乳癌のサブタイプの変化や乳癌治療薬の感受性を予測するバイ

オマーカーとして用いられることを期待している（図 2）。そのため今後、臨床

検体を用いた検討によりホルモン治療経過による核内 YB-1 と ERα 及び HER2

発現の追跡調査を行いたい。さらに、転移巣や再発巣での核内 YB-1発現と ERα
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発現、HER2 発現を検討し、核内 YB-1発現が転移や再発と関連するか否か検討

する。その結果、YB-1を臨床での診断マーカーとして応用を目指す。 

  

ERα陰性細胞においてなぜYB-1によりHER2発現が誘導されないかについては

依然明らかになっていないため、さらなる検討が必要である。ERα 陰性細胞に

おいて YB-1 により HER2 発現が誘導されない要因として、ERα 陰性細胞では

YB-1 以外の転写因子により HER2 発現が制御されている可能性が考えられる。 

HER2 の転写因子として、AP-2や ETS が報告されている(47,48)。そのため、YB-1

でなく AP-2 や ETS などの転写因子が ERα 陰性細胞において HER2 の転写に優

位に働いている可能性がある。 

ユビキチン‐プロテアソーム系での分解機構では、標的タンパクに E3 ligase

が結合し、E3 ligaseに E2 conjugateが結合することで E2 conjugate により標的タ

ンパクがユビキチン化され、プロテアソームでの分解が誘導される（Fig. 12C）

(40)。ERαの E2 conjugateとして UBCH7が、また、ERαの E3 ligaseとしてMDM2、

SCFSKP2、E6AP、EFP、BRCA1、CRL3SPOP、CRL4B、CRL5 の 8種類が ERαのユ

ビキチン‐プロテアソーム系での分解に関わることが報告されている(40)。 
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本研究では、YB-1が ERαを分解するメカニズムとして、YB-1 が ERαと直接

結合し ERα のユビキチン化を促進することで、プロテアソームで分解されるこ

とを明らかにした。そのため、YB-1が ERα の E2 conjugate又は E3 ligaseとして

働くことで ERαのユビキチン化を促進している可能性が考えられる。 

YB-1 は、現在までに p73 や p53、PCNA など数多くのタンパクと結合するこ

とが報告されており(15,16)、YB-1が ERαの E3 ligaseとして働き、E2 conjugateと

結合しユビキチン化を誘導することも考えられる。しかし、YB-1 が既報の E2 

conjugate 又は E3 ligase の ERα への結合を促進させるか、または、YB-1 自身が

E2 conjugate又はE3 ligaseとして働いているかの詳細は不明でありさらなる検討

が必要である。 

 

乳癌患者において、閉経後でのみ YB-1と HER2、ERαに関連が見られること

から、閉経後では E2/ERα の活性が低く YB-1 が優位に働いていることが示唆さ

れる。今回の基礎研究、臨床検体を用いた検討から明らかになった YB-1による

HER2 及び ERα発現制御メカニズムを基盤とし、核内 YB-1発現を HER2 標的薬

及びホルモン治療薬の効果を予測するバイオマーカーとして臨床応用を目指す。 
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第 2部 胃癌細胞での HER2標的薬感受性に対する 

YB-1の関与メカニズム(39) 

 

近年 HER2 陽性胃癌患者に対する Trastuzmab の有効性が報告され、臨床応用

されている。そのため、HER2 の発現制御メカニズムの解明と治療感受性を規定

する因子を同定することは胃癌の治療戦略の発展につながると考えた。そこで、

第 2部では胃癌におけるYB-1の HER2発現への関与やHER2標的薬の感受性と

の関連について検討を行った。 

 

第 1章 胃癌細胞における YB-1による HER2発現制御と機序 

ヒト胃癌細胞株における増殖因子受容体の発現と HER2 標的薬の感受性の検討 

 

HER2 陽性胃癌細胞株において EGFR/HER2 チロシンキナーゼ阻害剤である

lapatinib の感受性について検討した。細胞株は HER2 遺伝子増幅を有する

SNU216、NCI-N87 を用いた。また、Met の遺伝子増幅を有する MKN45 を用い

た。SNU216 と NCI-N87 は lapatinib に対し非常に高い感受性を示し、IC50はそれ

ぞれ 0.08 µM と 0.05 µM であった（Fig. 16A）。一方で、MKN45 は lapatinib に

対する感受性が低かった（Fig. 16A）。 

続いて、lapatinib 処理後の下流シグナル変化について検討した。Lapatinib 処理

により高感受性を示した SNU-216 及び NCI-N87 では EGFR と HER2、Akt、Erk

のリン酸化が抑制された（Fig. 16B）。一方、低感受性であるMKN45 では lapatinib

処理による下流シグナルの変化は観察されなかった。Aktや Erkなどの下流シグ

ナルは細胞の生存・増殖に重要であるため、SNU-216及び NCI-N87 では lapatinib
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処理により EGFR や HER2 に加え、これらの下流シグナルが抑制されたために

増殖が抑制されたと考えられる。 

以上の結果より、lapatinib に高感受性を示した HER2 遺伝子増幅を有する

SNU216 と NCI-N87 を用いて YB-1の HER2 発現制御メカニズムを検討した。 

 

Figure 16  胃 癌 細 胞 株 （ MKN45 、 SNU216 、 NCI-N87 ） の lapatinib

（EGFR/HER2-TKI）感受性と下流シグナル 

(A) Lapatinib処理後72時間での薬剤感受性をWST法で検討した。Mean±S.D., n=3 

(B) Lapatinib 処理後 6 時間で EGFR ファミリー及び下流シグナル発現を

Western-Blot 法で検討した。 
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ヒト胃癌細胞株における YB-1 発現抑制時の増殖因子受容体発現の検討 

 

YB-1 発現抑制時の EGFR ファミリータンパクの発現を検討した。SNU216 と

NCI-N87において、YB-1 siRNAにより YB-1の発現を抑制すると HER2 発現が

減少した。一方、SNU216 では EGFR の減少が観察されたが HER3 の発現は変化

しなかった。また、NCI-N87 では EGFR と HER3 の発現に大きな変化は観察さ

れなかった（Fig. 17A）。このため、YB-1 は EGFR ファミリータンパクの中で

HER2 をより特異的に制御していると考えられる。 

さらに、YB-1発現抑制時のHER2 mRNA発現を検討した結果、SNU216でYB-1

発現抑制により YB-1 mRNA発現の減少とともにHER2 mRNA発現が有意に減少

した（Fig. 17B）。以上の結果から、YB-1は HER2 発現を転写の過程で制御して

いる可能性が考えられた。 

そこで、YB-1が HER2 の転写に関与するか否かを明らかにするため、ChIP ア

ッセイにより YB-1 の HER2 プロモーター領域への結合を検討した。HER2 のプ

ロモーター領域には YB-1 の結合領域である Y-box が多数存在しており、この

Y-box（#1、2）への結合を検討したところ、領域#1 と領域#2 へ YB-1 が結合し

ていることが明らかになった。 

以上の結果から、YB-1は HER2 の転写因子として HER2 のプロモーター領域

へ結合し、HER2 の転写を促進していると考えられる。 
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Figure 17 胃癌細胞株における YB-1発現抑制による EGFRファミリータンパ

ク発現への影響 

(A) SNU216及び NCI-N87を用い、YB-1siRNA導入後 48時間での EGFR ファミ

リータンパク及び下流シグナルを Western-Blot 法で検討した。 

(B) SNU216を用い、YB-1siRNA（10nM）導入後 48時間での YB-1 mRNA発現と

HER2 mRNA発現を real-time RT-PCR 法で検討した。Mean±S.D., n=3 

(C) HER2 プロモーター領域の Y-box（ATTG、ATTGG、CAAT）（左）。SNU216

で抗 YB-1抗体（st1968、#1）又は抗 YB-1抗体（ab76149、#2）を用いた CIhP assay

により DNA 単離後、各領域（#1、#2）のプライマーを用い PCR により増幅。

アガロースゲル電気泳動により検討（右）。 
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第 2章 胃癌における YB-1発現と治療薬感受性 

 

YB-1 発現抑制時の HER2 標的薬感受性の検討 

 

YB-1 発現が HER2 標的薬の感受性に影響するか否かを明らかにするため、

YB-1 発現抑制時の HER2 標的薬の感受性を検討した。その結果、NCI-N87 で

Control siRNA処理時には IC50が 0.1 μMであったが、YB-1siRNA処理時には IC50

が 9.5 μM となり YB-1発現抑制により HER2 標的薬に対し約 100 倍の耐性を示

した（Fig. 18A）。次に、耐性メカニズムを明らかにするため、YB-1発現抑制時

の lapatinib 処理による下流シグナルの変化について検討した。その結果、YB-1

発現抑制により HER2 発現の減少が観察された（Fig. 18B）。また、lapatinib 処理

時の Akt と Erk のリン酸化が Control siRNA と比較して YB-1siRNA 処理時に維

持されていることを観察した（Fig. 18B,C）。このため、YB-1 発現抑制時には

lapatinib の標的分子である HER2 の発現が減少し、Akt、Erk のリン酸化が維持

されていることが、lapatinib に対し耐性となった原因であると考えられる。 
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Figure 18 NCI-N87 での YB-1発現抑制時の lapatinib感受性と下流シグナル 

(A) YB-1siRNA を 24 時間処理し、lapatinib を 72 時間処理後の細胞数を Coulter 

Counterにより計測。Mean±S.D., n=3 

(B) YB-1 発現抑制時の増殖因子受容体及び下流シグナルの発現と lapatinib によ

る効果（Western-Blot 法）。 

(C) (B)でのWestern-Blot 法の結果を定量。ローディングコントロールの GAPDH

で補正し、Control siRNA 及び YB-1 siRNA を各々lapatinib（0μM）を 100%とし

補正。 
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[結果と考察] 

 

第 2部では、胃癌細胞において YB-1発現の抑制が EGFR ファミリータンパク

の中で HER2 を特異的に負に制御し、YB-1 発現が HER2 標的薬の感受性の指標

となることを示した。 

HER2標的薬である lapatinibはHER2陽性の胃癌細胞において増殖抑制効果が

高いことが報告されている。さらに、近年、Wu らにより胃癌において YB-1 が

肝臓への転移及び予後と有意に相関することを報告した(49)。そのため、胃癌に

おける YB-1と HER2 の役割に注目が集まっており、胃癌での YB-1と HER2 の

関連を明らかにすることは胃癌の病態（予後や転移能）の把握や治療方針の発

展に重要であると考えられる。 

SNU216 と NCI-N87 は HER2 に生存・増殖を依存しており、lapatinib に対し高

感受性を示した（Fig. 16A）。さらに、lapatinib は EGFR や HER2、HER3 のリン

酸化を抑制し、下流シグナルの Akt と Erk のリン酸化を抑制した（Fig. 16B）。

EGFRファミリータンパクからのAktや Erkを中心とする下流シグナルは細胞の

生存と増殖に重要である。そのため、チロシンキナーゼ阻害薬による細胞の増

殖抑制効果を評価する指標として用いられる。 

本研究では、YB-1発現抑制時に lapatinib を処理すると lapatinib に対し耐性と

なることを初めて明らかにした（Fig. 18A）。この結果は、YB-1発現抑制により

HER2 発現を特異的に抑制し、標的因子が減少したことが要因と考えられる。

YB-1発現抑制時は si Controlと比較して lapatinib処理のAkt及び Erkのリン酸化

が維持していたため lapatinib に対し耐性を示したと考えられる（Fig. 18B）。 

Lapatinib 処理時に Akt、Erkのリン酸化が維持されていたメカニズムは明らか

でないが、HER3 のリン酸化がコントロール（si Control）と比較し、YB-1発現

抑制時においてわずかに増加している傾向が観察された。そのため、HER2 から
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の生存・増殖シグナルが減少したことの代償として他の受容体からのシグナル

が増加し、Aktや Erk のリン酸化が維持されている可能性が考えられる。 

 

乳癌や肺癌で殺細胞性の抗がん剤（Paclitaxel、Cisplatin）により、YB-1 の核

内移行が誘導され YB-1 により制御される因子が誘導されることが多数報告さ

れている(14,19,20)。さらに、胃癌において 5-FU 系抗がん剤を中心とした治療後に、

約 10%の患者で HER2 陽性胃癌へ性質が変化することが報告されている(50)。そ

のため、胃癌で用いられる殺細胞性の抗がん剤が YB-1の活性化を誘導し、HER2

発現を増加させている可能性が考えられる。そこで、YB-1の核内発現の有無を

検査することで HER2 陽性胃癌の出現の予測や今後 HER2 標的薬の予防的投与

を行う際に、その指標となることを期待している。胃癌患者において YB-1 が

HER2 標的薬使用の際のバイオマーカーとなり得るか否かについてさらなる検

討が必要である。 
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【方法】 

細胞 

MCF-7、T-47D、SKBr-3、MDA-MB231、MBA-MB453 は American Type Culture 

Collection（Manassas, VA）から、KPL-1は Health Science Research Resources Bank

（大阪、日本）から購入した。 

MKN45、SNU216、NCI-N87は Japanese Collection of Research Bioresources（大阪、

日本）から購入した。 

KPL-1、MCF-7、T-47D、SKBr-3、MDA-MB231、MBA-MB453 は 10%FBS 含有

DMEMで培養しMKN45、SNU216、NCI-N87は 10%FBS含有 RPMIで培養した。

SKBr-3、SNU216、NCI-N87 は HER2 遺伝子増幅を有し、MKN45 は c-Met 遺伝

子増幅を有している。 

 

試薬 

試薬は以下に示す会社から購入した。 

Lapatinib、MG132：Calbiochem（Darmstadt, Germany）。Fulvestrant、cycloheximide：

Sigma-Aldrich Co.（St. Louis, MO）。Protein-G Sepharose 4B：Upstate Biotechnology

（Lake Placid, NY）。Hygromycin B、tamoxifen、17β-エストラジオール、doxycycline

（Dox）：和光純薬工業（大阪、日本）。 

抗 YB-1 抗体（st1968）は我々の研究室で作成したものを使用した(19)。抗 YB-1

抗体（st1968）は、細胞質及び核内の YB-1 を認識するため、免疫組織化学染色

法に使用した。その他の抗体は以下に示す会社から購入した。 

抗 YB-1 抗体（EP2708Y; ab76149）：Abcam（Cambridge, UK）。抗 YB-1 抗体

（EP2708Y; ab76149）は、Western-Blot 法、ChIP アッセイ、共免疫沈降法で用い

た。抗 HER2 抗体（1:1,000; 06-562）、抗 phosphor-HER2（Tyr1248）抗体（1:1,000; 
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06-229）抗体、抗 HER3抗体（1:1,000; 05-390）：Upstate Biotechnology（Lake Placid, 

NY）。抗CDC6抗体（1:1,000; C42F7; 3387S）、抗CREB抗体（1:1,000; 48H2; 9197L）、

抗 ubiquitin（Ub）抗体（1:1,000; 3933S）、抗 EGFR 抗体（1:1,000; 2232）、抗

phospho-EGFR （Tyr1068）抗体（1:1,000; 3777）、抗 phoshpo-HER3（Tyr1248）抗体

（1:1,000; 4791）、抗 Erk1/2抗体（1:1,000; 9102）、抗 phospho-Erk1/2（Thr202/Tyr1204）

抗体（1:1,000; 9101）、抗Akt抗体（1:1,000; 9272）、抗phospho-Akt（Ser 473）（1:1,000; 

9271）抗体、抗 phosho-IκBα（Ser 32/Ser 36）抗体：Cell Signaling Technology（Beverly, 

MA）。抗 ER抗体（1:400; HC-20; sc-543）、Control Mouse IgG：Santa Cruz 

Biotechnology（Santa Cruz, CA）。抗-tubulin 抗体（1:5,000; B-5-1-2; T6074）、抗

FLAG（M2）抗体（1:1,000; F1804）：Sigma-Aldrich（St Louis, MO）。抗 GAPDH

抗体（1:5,000; 2275-PC-100）：Trevigen（Gaithersburg, MD）。抗 rabbit IgG HRP 抗

体（Rabbit TrueBlot）（1:1,000; 18-8816-33）：eBioscience（San Diego, CA）。抗 rabbit 

IgG HRP 抗体は、共免疫沈降法の 2次抗体とし用いた。 

 

siRNAによる発現抑制 

YB-1 siRNA（5’-GGUUCCCACCUUACUACAU-3’）は QIAGEN Inc.（Valencia, CA）

から購入した。ER siRNA #1（5’-AAACGUGUCUGUGUUGUAGGUGACC-3’）、

ER siRNA #2（5’-GGCAGUGUAUAAUCUAUCUCCACUA-3’）、control siRNA 

（medium GC complex）は Invitrogen から購入した。 

siRNAは Lipofectamine RNAiMAX（Invetrogen）と Opti-MEM medium（Invitrogen）

を使用して、細胞を抗生物質非含有培地で播種してから 24時間後に細胞導入し、

24時間後に等量培地を添加することで中和した。 

 

薬剤感受性の測定 
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対数増殖期にある細胞を 96 well プレートに 播種し（MKN45：2.5×103 cells、

SNU216：2.0×103 cells、NCI-N87：7.0×103 cells）、24時間培養した後、薬剤を添

加した。薬剤を添加後 37C で 72 時間培養した。生細胞数測定試薬 SF（ナカラ

イテスク、京都、日本）を各 well に 20μl 加えて 37C で 2-3時間培養し、450 

nm の吸光度を測定した。IC50 値は吸光度の値がコントロールの半分になる薬剤

濃度を生存曲線から決定した。 

 

チャコール処理血清（charcoal-stripped serum, CSS）調整  

Fetal bovine serum（FBS）50 ml に 0.75 g dextran-coated charcoal（Sigma-Aldrich）

を添加し、4°C で一晩撹拌。その後、5000×g で 20分間遠心し上清回収。0.45-μm 

pore size filterで 1回、0.22-μm pore size filter で 2回 filtration 後、使用時まで-30°C

で保存。 

 

細胞増殖アッセイ（第 1部） 

T-47D/mock又は T47D/Tet YB-1を 24 well プレートに 播種し（2.0×105 cells/500 

μl）、24 時間培養した後、Dox（1μg/ml）を添加。24 時間後薬剤を各濃度に調整

し添加した。薬剤を添加後 37C で 96 時間培養した。PBS で洗浄した後、トリ

プシンを 500μl/well 入れ、生細胞数を計測した。IC50 値は生細胞数の値がコン

トロールの半分になる薬剤濃度を生存曲線から決定した。 

 

細胞増殖アッセイ（第 2部） 

対数増殖期にある細胞（NCI-N87）を 24 well プレートに 播種し（4.0×105 

cells/400 μl）、24時間培養した後、siRNAを 100μl に調整し、細胞導入した。24

時間後薬剤を各濃度に調整し、500μl/well で添加した。薬剤を添加後 37°C で 72 
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時間培養した。PBS で洗浄した後、トリプシンを 500μl/well 入れ、生細胞数を計

測した。IC50値は生細胞数の値がコントロールの半分になる薬剤濃度を生存曲線

から決定した。 

 

タンパク質の回収 

細胞は氷上で PBS により 2 回洗浄し、Lysis buffer（50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 

50 mM NaF, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 5 mM EDTA, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF）, 0.1 µg/mL leupeptin, 0.1 µg/mL aprotinin, 1 

mM Na3VO4）を添加し 30分間静置した。スクレイパーでチューブに回収した細

胞懸濁液を、15000 rpm で 10分間遠心し上清を回収した。 

 

タンパク質濃度の定量 

回収した細胞のタンパク質を含むサンプルは Bio-Rad Protein assay（Bio-Rad 

Laboratories, Inc., CA）を用い、プロトコールに従って定量した。それぞれのサ

ンプルに Sample Buffer（500 mM Tris-HCl（pH6.8）, 16% Sodium Dodecyl Sulfate

（SDS）, 20% saccharose, 0.016% Bromophenol blue）を 4 倍希釈にして加え、 

Lysis Buffer を用いて濃度を調整した。 

 

Western-Blot法 

濃縮ゲル及び 10% アクリルアミドの分離ゲルからなるゲルの各レーンに濃度

調整したサンプルを同量になるようにアプライし、定電流条件下で電気泳動に

よりタンパク質を分離した。泳動には TGS Buffer（2.5 mM Tris, 19.2 mM glycine, 

0.1% SDS）を用いた。続いて、泳動したアクリルアミドゲルから定電流条件下 

5% メタノールを含む TG Buffer（2.5 mM Tris, 19.2mM glycine）を用いてポリフ
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ッ化ビニリデン（PVDF）膜（Immobilon membranes, Milipore Corp., MA）に転写

した。転写後の PVDF 膜を 5% スキムミルク（明治乳業、東京、日本）を含む 

TTBS Buffer（20 mM Tris, 13.5 mM NaCl, 0.01 % Tween20）中で室温、45分間ブ

ロッキングし、1% スキムミルクを含む TTBS Buffer を用いて適切な濃度に希

釈した一次抗体に一晩浸した。1% スキムミルクを含む TTBS Buffer で 3 回洗

浄した。さらに、PVDF 膜をそれぞれの二次抗体に室温で 3 時間以上浸した。

1% スキムミルクを含む TTBS Buffer で 3 回洗った後、Western LightningTM 

Plus-ECL （Perkin Elmer Life Science, Inc., MA）を用いて、LAS-4000 mini（GE 

Healthcare UK Limited）により検出した。 

 

核タンパク質の抽出 

細胞を氷上で PBS により 2 回洗浄し、PBS を用いてチューブに回収した。細

胞懸濁液を入れたチューブを 15000 rpm で 10 分間遠心し、細胞ペレットを得

た。ペレットに対して 1:1 の体積となるように Buffer A（10 mM HEPES, 10 mM 

EDTA, 0.4% IGEPAL, 1 mM dithiothreitol（DTT）, 1 mM PMSF, 0.1 μg/ml leupeptin, 

0.1 μg/ml aprotinin, 1mM Na3VO4）を加え、よくピペッティングした後 10 分間氷

上で静置し、3000 rpm で 10 分間遠心した上清を細胞質分画として回収した。

さらに、残ったペレットに Buffer A を 300 μl 加えてよく洗いこみ、3000 rpm で 

10 分間遠心した後ペレットを得た。ペレットに対して 3:2 の体積となるように 

Buffer B（20 mM HEPES, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% glycerol, 1 mM DTT, 1 

mM PMSF, 0.1 μg/ml leupeptin, 0.1 μg/ml aprotinin, 1mM Na3VO4）を加えて、4°C

で 2 時間ボルテックスをかけた。その後、15000 rpm で 10分間遠心し上清を核

分画として回収した。 
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YB-1/Tet-On システム 

pEB-Tet-On YB-1は、pcDNA3（Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA）よ

り生成した Amp耐性及び hygromycin 耐性配列を pEB-multi vector（Clontech）へ

挿 入 し た 。 TRE-Tight 、 rtTA 、 YB-1-3×NLS 

（AGATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTA

GATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGATACGGCC 

）-3×FLAGは、pEB-multi vectorのBamHI-EcoRV  siteに挿入した。 

 

YB-1/Tet-On システムによる YB-1発現誘導系 

KPL-1, MCF-7, T-47D, SKBr-3, MDA-MB231, MDA-MB453に対し、Lipofectamine 

LTXを使い、pEB-Tet-On YB-1 plasmid DNA を導入し 24時間後抗生物質非含有

培地に交換。さらに、24時間後 200 μg/mL の hygromycin Bを培地に添加し、一

晩培養後 Dox（1 μg/ml）を添加。72時間 Dox 処理後細胞を回収しWestern-Blot

法によりタンパク発現を検討。 

 

Tet-Onシステム安定導入株（KPL-1/Tet YB-1, T-47D/mock, T-47D/Tet YB-1）は、

200 μg/mL hygromycin B により選別後、クローニングにより安定導入株を樹立。 

 

ER強制発現株樹立 

ER陰性細胞株である MDA-MB231に対し、Lipofectamine LTX を用い pRc/CMV 

vector又は pRc/CMV ER（東北大学林慎一先生より供与）を導入し、24時間後

抗生物質非含有培地に交換。さらに、24時間後 500 μg/mL G418 disulfate（ナカ

ライテスク）を培地に添加し、その後クローニングにより安定導入株を樹立。 
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全 RNA の抽出 

回収する細胞は PBS で 2 回洗った後、ISOGEN（和光純薬工業）を用いて 1.5 

ml チューブに回収した。室温で 5 分静置した後、開始容量の 0.2 倍量のクロ

ロホルムを加えボルテックスをかけた。それを室温で 5 分静置した後 12000 

rpm で 15 分間遠心し、最上層を新しい 1.5 ml チューブに移した。そこへ開始

容量の 0.8 倍のイソプロパノールを加えて 10 回転倒混和し、12000 rpm で 10 

分間遠心した。チューブの底のペレットに、70% エタノールを加えて 12000 rpm 

で 5 分間遠心した。沈殿したペレットを乾燥させ、適量のジエチルピロカルボ

ネート（diethyl pyrocarbonate; DEPC）処理水（ナカライテスク）に溶解した。 

 

Real-time RT-PCR 

抽出した全 RNA は TaqMan® One-Step RT-PCR Master Mix Reagents Kit（Applied 

Biosystems）とそれぞれの TaqMan® Gene Expression Assay（Applied Biosystems） 

（Gene; Assay ID: HER2; HS100599ml）を加え、7300 Real Time PCR System（Applied 

Biosystems）により定量化した。 

 

共免疫沈降法 

細胞は氷冷 PBS で 2回洗浄した後、PBS 2ml/15cm dish を加えスクレイパーによ

り回収後、1500rpm で 5分間遠心。ペレットにプロテアーゼ阻害剤混合物を添加

した IP Lysis buffer 200μl（50 mM Tris-HCl buffer（pH 7.5）, 250mM NaCl, 1mM 

EDTA, 10% glycerol, 0.3% NP-40）を添加して氷上で 30 分静置し、溶解した。

3000rpm で 15分間遠心分離した。回収したタンパク質溶液を NET-gel buffer（50 

mM Tris-HCl（pH 7.5）, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.25% gelatin, 0.02% sodium 

azide, 1 mM PMSF, 10 mg/ml leupeptin, 10 mg/ml aprotinin）により全量 1ml 
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（2mg/ml）に調整した。Protein-G Sepharose 4Bを添加し、1時間緩やかに撹拌し

プレクリアを行い、2000rpm で 2分間遠心分離し上清を使用した。続いて表記の

免疫沈降用抗体をタンパク質 1mg 当たり 4μg 添加し、4C で一晩緩やかに撹拌

した。Protein-G Sepharose 4Bを添加して 4C で 1時間緩やかに撹拌した。Protein- 

G Sepharose 4Bを 3 回 NET-gel bufferで洗浄し、SDS サンプル buffer 30μl で溶出

し、Western-Blot 法で検討した。 

 

Luciferase Assay 

HER2プロモーター配列は胎盤のDNAより以下のプライマーを用い PCRを行っ

た 。 Primer pair ： 5′-CTCGAGTTCTTGCTATCTTACTCCCTTCCT-3′ 、 

5′-GGATCCGCCTTCCCTTAACCCTATCGCC-3′.  

PCR 産物は、クローニングし pGL3 basic vector（Promega）の XhoI-BamHI site

に 組み換えた。 

pGL3 HER2-luc vector、pEB-Tet-On YB-1、pEB-Tet-On ER、renilla luciferase 

expression vector を Lipofectamine LTX（ Invetrogen）と Opti-MEM medium 

（Invitrogen）を使用して同時にトランシフェクション。 

24時間後細胞を PBS で wash し、Dox（1 μg/ml）を 24時間処理。 

トランスフェクション後 48 時間で、Dual-Luciferase® Reporter Assay System 

（Promega）を用いルシフェラーゼ活性を検討。 

 

Chromatin Immunoprecipitation（ChIP）アッセイ 

ChIP アッセイは EZ ChIP kit（Millipore Corp.）を用い行った。 

37%ホルムアルデヒドにより固定後、90秒間ソニケーション（15秒 on, 30秒 off）

を行い、DNA断片を回収。Protein- G Sepharose 4Bを添加し、1時間緩やかに撹
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拌し、プレクリアを行った。2000rpm で 2分間遠心分離し、上清を使用した。溶

出したクロマチンは抗 YB-1抗体を 2μg/ml の濃度となるよう添加し、4C で一晩

緩やかに撹拌した。Protein-G Sepharose 4B を添加して 4C で 1時間緩やかに撹

拌した。Low salt wash buffer で 1回、High salt wash buffer で 1回、LiCl bufferで

1回、TE-bufferで 2 回洗浄し、DNAを QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN 

Inc.Valencia, CA）により抽出。 

精製した DNA 1μl を 50 µl の H2Oに溶解し、以下のプライマーで PCR を行った 

PCR は、95°C 2分、95°C 1分 56°C 30秒 72°C 30秒×38-40サイクル、72°C 30秒

12°C 10分で行い、サイクル数は以下のサイクルで行った。 

（T-47D: 38cycles, SKBr-3, MDA-MB231: 40cycles）  

Primer pairs: HER2#1, 5-AAAAGGCTCATGTCCCCGTG-3 (forward) 、

5-GGTGTACCGCGACTGCGTAC-3 (reverse); HER2#2, 

5-AGGGGCTCCAATAGAA-3 (forward) 、 5-AATTTGGGAGGAGACAG-3 

(reverse)。PCR 産物は 2%アガロースゲルで泳動後、エチジウムブロマイドで染

色し解析。 

 

Pull down assay 

YB-1の欠失変異体は以前に報告されたものを用いた(51)。 

GST 融合タンパクを 1mM Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside（IPTG、ナカライテ

スク）により誘導した大腸菌（BL-21、Invitrogen）は、プロテアーゼ阻害剤混合

物を添加した X-buffer （50 mM Tris-HCl at pH 8.0, 1 mM EDTA, 120 mM NaCl, 

0.5% NP-40, 10% glycerol, 1 mM PMSF）に懸濁後、30秒間ソニケーションにより

破砕。15000rpm 10 分間遠心後、Glutathione Sepharose 4B（GE Healthcare）を添

加し 4°C で 4時間撹拌。X-buffer で 4回洗浄（2000rpm 2 分間）後、大腸菌によ

http://www3.gehealthcare.co.jp/
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り生成された FLAG-ERタンパクを添加し 4°C で一晩撹拌。その後、X-buffer

で 5回洗浄し、SDS サンプル buffer 30μl で溶出した後、Western-Blot 法で検討し

た。 

 

ER欠失変異体 

pTH-FLAG-ERは、pTH-ERα（産業医科大学和泉弘人先生との共同研究にて供

与）より ER geneを生成し、pTH-FLAG vector に挿入した。ER欠失変異体は、

PrimeSTAR® Mutagenesis Basal Kit を用い、以下のプライマーを用い PCR を行っ

た。 

Primer pairs: Δ1, 5-GCTACTGTTGAGAATTCGCGGCCGCT-3 and 

5-ATTCTCAACAGTAGCGAGTCTCCTT-3; Δ2, 

5-TGGAATTCTCTGCTGGAGACATGAGA-3 and 

5-CAGCAGAGAATTCCAATTCGCCCTT-3; Δ3, 

5-TGGGGTCTTGAGAATTCGCGGCCGCT-3 and 

5-ATTCTCAAGACCCCACTTCACCCCT-3. 

 

ER分解能の測定 

T-47D/Tet YB-1（4.0×105 cells/35mm2 dish）を播種し、一晩培養後 Dox（1 μg/ml）

含有培地に培地交換。12時間培養後 CHX（10 μg/ml）とMG-132（10μM）を添

加。CHXとMG-132 を添加後、4、6、8、12、24時間でタンパク回収し Western-Blot

法で検討した。 

 

ERユビキチン化の測定 

T-47D/Tet YB-1（3.0×106 cells/15cm2 dish）を播種し、一晩培養後 Dox（1 μg/ml）
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含有培地に培地交換。12時間培養後、MG-132（10 μM）を添加し 8時間培養。 

その後、抗 ERα抗体又は抗 Ub抗体により免疫沈降を行い、Western-Blot 法で検

討した。 

 

実験動物 

6～7週齢のメスの BALB/c nu/nu nudeマウスは CLEA（佐賀、日本）より購入した。

購入した実験動物は、12時間サイクルの明暗条件下、ビニールアイソレーター

で飼育した。餌及び水は滅菌したものを与えた。 

 

ヌードマウス皮下移植実験 

BALB/c nu/nu nudeマウスの首元の皮下に 60 日間徐放性 17β-estradiol pellet

（0.72mg）（Innovative Research of America, Sarasota, FL）を移植。17β-estradiol pellet

を移植 3日後に、右側腹部皮下に、T-47D/mock 又は T-47D/Tet YB-1細胞

（5.0×106cells）を 50% Matrigel（BD Bioscience, Moutain View, CA）に混合し移植

した。移植後 7日目より 3日おきに腫瘍径を測定した。腫瘍体積（mm3）が 100-150 

mm3になった時点で Dox（1mg/mouse、連日強制経口投与）又は tamoxifen

（500μg/mouse、連日皮下投与）の投与を行った。Tamoxifen は、100%エタノー

ルに溶解後、peanuts oil （sigma）に懸濁し、250mg/50ml に調整し用いた。投薬

開始後 14日目に、麻酔下で腫瘍を回収した。腫瘍体積（mm3）は、長径×短径 2×0.5

として近似した。 

回収した腫瘍は、10% paraformaldehyde で固定を行い、一部を-80°C で保存しタ

ンパク及び mRNAを回収した。 

 

腫瘍内タンパク回収 

腫瘍塊にプロテアーゼ阻害剤混合物を添加した T-PER™ Tissue Protein Extraction 
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Reagent（Thermo Fisher Scientific、MA）を添加後、30秒間ソニケーションによ

り破砕。20分間氷上に静置し、15000rpm 10 分間遠心後、上清を回収。その後、

Western-Blot 法によりタンパク発現を検討。 
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