
 

 

 

 

博士論文 

 

 

ホルモン受容体陽性乳癌における 

Palbociclib の Activin-SMAD シグナルへの影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

原田 真悠水 

 

  



 

 

 

論文題目： ホルモン受容体陽性乳癌における Palbociclib の 

Activin-SMAD シグナルへの影響 

 

所属：   外科学専攻 

 

指導教員： 瀬戸 泰之 教授 

 

申請者：  原田 真悠水  

 



1 

 

目次 

略語一覧  ......................................................................................................................... 2 

要旨  ................................................................................................................................. 3 

1．序文  ........................................................................................................................... 4 

1.1. 乳癌のサブタイプ分類 ...................................................................................... 4 

1.2. CDK4/6 阻害薬 ................................................................................................... 6 

1.3. Activin-SMAD シグナル .................................................................................... 8 

1.4. 研究の目的 ........................................................................................................ 12 

2．材料と方法  ............................................................................................................. 13 

3．結果 ........................................................................................................................... 24 

3.1. Palbociclib は Activin と相加的に細胞増殖を抑制する ............................... 24 

3.2. Palbociclib が SMAD2 のリンカー領域 Ser255 のリン酸化を阻害する ... 30 

3.3.  ホルモン受容体陽性乳癌 T47D細胞株において Palbociclibは SMAD2の

ゲノム上への結合を増強する ..................................................................................... 33 

3.4. Palbociclib が Activin-SMAD シグナルを増強させる ................................. 38 

3.5. Palbociclib 及び Activin は SMAD2 の標的遺伝子として CCNG2 を誘導し

細胞増殖を抑制する ..................................................................................................... 48 

3.6.  トリプルネガティブ乳癌 Hs578T 細胞株において Palbociclib は SMAD2

のゲノム上への結合を増強する ................................................................................. 55 

4．考察  ......................................................................................................................... 64 

5．結論  ......................................................................................................................... 69 

6．引用文献 ................................................................................................................... 71 

7．補遺 ........................................................................................................................... 75 

8．謝辞 ........................................................................................................................... 77 

  



2 

 

略語一覧 

CDK (cyclin dependent kinase)：サイクリン依存性キナーゼ 

HR (hormone receptor)：ホルモン受容体 

HER (human epidermal growth factor receptor) 2：ヒト上皮増殖因子受容体 2 

ER (estrogen receptor)：エストロゲン受容体 

PgR (progesterone receptor)：プロゲステロン受容体 

PFS (progression free survival)：無増悪生存期間 

TGF (transforming growth factor)- β：トランスフォーミング増殖因子 β 

EMT (epithelial-mesenchymal transition)：上皮間葉転換 

OS (overall survival)：全生存期間 
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要旨 

Palbociclib は HR 陽性、HER2 陰性乳癌の治療薬として注目されている薬剤であ

る。主な作用機序は CDK4/6 を阻害することで Rb-E2F 経路を抑制し細胞増殖を

抑制する。本研究では Palbociclib が第二の作用機序として Activin-SMAD シグナ

ルを増強することで細胞増殖を抑制することを明らかにした。その機序は

SMAD2のリンカーリン酸化を阻害することにより SMAD2のゲノムへの結合を

強化するものと考える。また、Palbociclib が Activin の細胞増殖抑制作用を増強

するうえで CCNG2 が重要であることを見出した。 

  



4 

 

1. 序文 

1.1. 乳癌のサブタイプ分類 

  乳癌は、Perou らによる遺伝子発現プロファイリングに基づき luminal A、

luminal B、HER2—enriched、basal—like、normal breast—like の intrinsic subtype に分

類される[1]。現在の乳癌診療では、intrinsic subtype を病理組織学検査で得られ

る免疫組織化学的方法によって代替的に定義し、ER、PgR の発現と程度、HER2

タンパクの発現の有無、Ki-67 の発現程度により luminal A-like、luminal B-like

（HER2 陰性）、luminal B-like（HER2 陽性）、HER2 陽性（非 luminal）、triple negative

に分類し、治療方針を決定している[2]。サブタイプによる治療方針は下記表 1

の通りである。 
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Intrinsic subtype 臨床病理学的代替定義 推奨療法 

luminal A luminal A-like 

 ER 陽性かつ PgR 陽性 

 HER2 陰性 

 Ki-67 低値 

内分泌療法 

luminal B luminal B-like (HER2 陰性) 

 ER 陽性かつ HER2 陰性 

 PgR 低値または陰性 

 Ki-67 高値 

内分泌療法 

化学療法 

luminal B-like (HER2 陽性) 

ER 陽性かつ HER2 陽性 

化学療法 

抗 HER2 療法 

内分泌療法 

erb-B2 過剰発現 HER2 陽性 (非 luminal) 

 HER2 陽性 

 ER 陰性かつ PgR 陰性 

化学療法 

抗 HER2 療法 

basal-like triple negative (ductal) 

 HER2 陰性 

 ER 陰性かつ PgR 陰性 

化学療法 

表 1．乳癌のサブタイプ分類（乳癌診療ガイドラインより引用） 



6 

 

1.2. CDK4/6 阻害薬 

 HR 陽性、HER2 陰性乳癌における新規治療薬として CDK4/6 阻害薬が注目

されている。現在、CDK4/6 阻害薬として Palbociclib、Abemaciclib、Libociclib

の 3 剤が米国で承認されており[3]、本邦では 2017 年 9 月に Palbociclib が内分泌

療法との併用で HR 陽性、HER2 陰性手術不能または再発乳癌を対象に承認され

た。 

これまでの臨床試験では、PALOMA-2 試験（国際共同第Ⅲ相試験）において

HR 陽性、HER2 陰性の閉経後進行乳癌患者を対象に、1 次治療として CDK4/6

阻害薬 Palbociclib とレトロゾールの併用群がレトロゾール単独群と比較して有

意な PFS の延長を認めた[4]。また、PALOMA-3 試験（国際共同第Ⅲ相試験）で

は、内分泌療法抵抗性の HR 陽性 HER2 陰性進行乳癌患者を対象に、Palbociclib

とフルベストラント併用群がフルベストラント単独群と比較して有意な PFS の

延長を認めた[5]。これらの結果から、2015 年 2 月、乳癌治療薬として米国食品

医薬品局（FDA）に迅速承認され、2016 年 11 月には欧州医薬品庁（EMA）に

承認された[6]。現在米国をはじめ多くの国で使用され、本邦では 2017 年 12 月

に使用が可能となった。 

がん細胞増殖における CDK4/6 の役割は、サイクリン D1 と結合し Rb タンパ

クをリン酸化する。Rbタンパクのリン酸化によって転写因子 E2Fが活性化され、
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E2Fが細胞周期G1/S期への移行を促進する。Palbociclibの主な作用機序として、

CDK4/6 を選択的に阻害することによって Rb タンパクのリン酸化を阻害し、E2F

が不活性化され細胞増殖を抑制することが知られている（図 1）[7]。さらに内分

泌療法と併用することでエストロゲン受容体からのシグナル経路が遮断され、

抗腫瘍効果が増強することから、現在 Palbociclib は内分泌療法と併用して使用

されている。 

 

  

図 1．CDK4/6 阻害薬の作用機序 
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1.3. Activin-SMAD シグナル 

  Activin は下垂体前葉から卵胞刺激ホルモン（FSH）の分泌を促進するタン

パク質ホルモンであり、TGF-β ファミリーに属するサイトカインの一つである

[8], [9]。TGF-β ファミリーには Activin の他、TGF-β、Nodal、BMP（bone 

morphogenetic protein）が含まれ、その生理作用は細胞増殖、分化、運動、アポ

トーシスの誘導、免疫調節など多岐に及ぶ。Activin は性腺機能、胚発生、乳腺

の発達、膵機能、骨形成等で重要な役割を果たす。Activin は 2 種類の受容体に

結合し、細胞内の SMAD タンパクを介してシグナル伝達を行う。Activin はⅡ型

受容体に結合し、Ⅰ型受容体をリン酸化する。リン酸化されたⅠ型受容体が

SMAD2 と SMAD3（以下 SMAD2/3）の C 末端をリン酸化することによって

SMAD4 と複合体を形成し、核内へ移行する。核内へ移行した SMAD 複合体が

様々な転写因子・転写共役因子と結合して，標的遺伝子の転写調節領域に結合

し、標的遺伝子の転写を制御する（図 2）。また、SMAD は構造上 MH1 ドメイ

ン、MH2 ドメイン及びその間を結ぶリンカー領域によって構成される。リンカ

ー領域は様々なシグナル経路によってリン酸化を受け、SMAD の機能に影響を

与える[10]。これまで知られているものでは、CDK2/4 の他、CDK8/9、RAS-MAPK

シグナル、ERK シグナルがリンカー領域のリン酸化に関与している[10], [11], 

[12]。リンカー領域のリン酸化が SMAD に与える影響は諸説あるが、SMAD の
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分解を促進する、SMAD を核から細胞質へ移行させ機能を喪失させる等、転写

活性の抑制にはたらくと考えられている[13], [14]。 

 Activin の作用はがん細胞によって異なるが、乳癌細胞では TGF-β と同様、細

胞増殖に対して抑制的にはたらくことが知られている[15], [16], [17]。一方で悪

性度の高いがんでは、上皮細胞の運動能・浸潤能を亢進させ、EMT を促進する

という報告がある（図 3、4）[18] 。また、乳癌組織では非乳癌患者の正常乳腺

組織と比較し Activin A（INHBA）の発現が高値であり、免疫化学染色で Activin A、

pSMAD2、pSMAD3 の発現が高いという報告や[18]、乳癌骨転移症例において血

清アクチビン値が高値であるという報告もあるが[19]、その機序は明らかではな

い。 
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図 3．TGF-β/Activin の作用の二面性 

図 2．TGF-β/Activin シグナルの伝達経路 
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図 4．TGF-β/Activin による上皮間葉転換 



12 

 

1.4．研究の目的 

 本邦において、2017 年 12 月より CDK4/6 阻害薬のひとつである Palbociclib が

HR 陽性、HER2 陰性手術不能または再発乳癌に対して内分泌療法と併用して使

用されるようになった。CDK4/6 阻害薬の主な作用機序は前述の通り、Rb-E2F

経路の抑制による細胞増殖抑制であるが、その他の作用機序はほとんど知られ

ていない。本研究では、サイクリン依存性キナーゼが SMAD のリンカー領域を

リン酸化するという既存の報告をもとに[20], [21]、Palbociclib が SMAD の機能

に何らかの影響を与えるものと予測した。そこで、HR 陽性乳癌である T47D 細

胞を用い、Palbociclib が Activin-SMAD シグナルへ与える影響を解明することを

目的とした。Activin の作用である増殖抑制作用への影響、または EMT 促進作用

への影響を明らかにすることは、Palbociclib の新たな作用機序の解明につながる。

さらに、トリプルネガティブ乳癌における Palbociclib の Activin-SMAD シグナル

への影響を HR 陽性乳癌細胞株と比較検討することとした。 
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2． 材料と方法 

2.1. 細胞培養 

下記の細胞株はすべて 37℃、5%CO₂の条件下で培養した。 

T47D 細胞 (HTB-133)、Hs578T 細胞 (HTB-126)、HEK293T 細胞は American Type 

Culture Collection (ATCC) より購入した。MCF7 細胞 (JCRB0134) は JCRB cell 

bank より購入した。HEK293FT 細胞は Invitrogen (Thermo Fisher Scientific) より

購入した。HaCaT 細胞はドイツ癌研究センターNorbert E. Fusenig 教授より譲渡

を受けた。human mammary epithelial HMLE 細胞はカリフォルニア大学サンディ

エゴ校 Ting Yang 教授より譲渡を受けた。用いた乳癌細胞株の HR 及び HER2 発

現状況とサブタイプを表 2 に示す。 

T47D 細胞は ATCC の推奨に基づき、10% fetal bovine serum (FBS) (HyClone, GE 

Healthcare Life Sciences)、0.2 U/ml insulin (Gibco)、100 U/ml penicillin-streptomycin 

(Gibco) を含む RPMI 1640 medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific) により培養し

た。 Hs578T 細胞は ATCC の推奨に基づき、10% FBS、10 μg/ml insulin、100 U/ml 

penicillin-streptomycin を含む Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (Gibco) 

により培養した。 MCF7 細胞は JCRB の推奨に基づき 1% non-essential amid acids 

(NEAA) (Gibco)、1 mM sodium pyruvate (Gibco)、10% FBS、10 μg/ml insulin、100 

U/ml penicillin-streptomycin を含む DMEM により培養した。HEK293T 細胞、
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HEK293FT 細胞、HaCaT 細胞は 10% FBS、100 U/ml penicillin-streptomycin を含

む DMEM により培養した。human mammary epithelial HMLE 細胞は 10 µg/ml 

insulin、10 ng/ml EGF 、0.5 µg/ml hydrocortisone を含む Mammary Epithelial Cell 

Growth Basal Medium (MEBM) (Lonza) により培養した。  

培養細胞株 HR、HER2 の発現状況 サブタイプ 

T47D 細胞 ER+、PgR+、HER2- luminal  

MCF7 細胞 ER+、PgR+、HER2- luminal 

Hs578T 細胞 ER-、PgR-、HER2- triple negative 

表 2．各培養細胞株の HR、HER2 の発現状況とサブタイプ 

 

2.2. 試薬と抗体 

Recombinant human activin A 及び TGF-β は R&D Systems より購入した。 

Palbociclib (PD0332991) 及び SB431542 は Sigma-Aldrich より購入した。抗体は下

記を使用した。 

anti-FLAG M2 (F3165; Sigma-Aldrich)、 anti-tubulin (AC-15; Sigma-Aldrich)、

anti-HDAC1 (clone 2E10, #05-100, Millipore, Merck)、anti-Smad2 (D43B4, Cell 

Signaling Technology)（免疫ブロッティングに使用）、 anti-Smad2 (EP567Y, 

ab207451, Abcam)（ChIP に使用）、anti-Smad3 (C67H9, Cell Signaling Technology)、

anti-phospho-Smad2 (Ser465/467) (clone A5S, #04-953, Millipore, Merck)（図 5、図
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12 において pSMAD2C として記載）、anti-phospho-Smad3 (ab50923, Abcam, 

Cambridge, UK)（図 5 において pSMAD3C として記載）、anti-Smad2 + Smad3 (pT8) 

(ab63399, Abcam)、anti-Smad2+Smad3 (pT220/T179) (clone 1A1, #10385, IBL)、

anti-Smad2 (pS250) (clone EPR2855(2); ab184557, Abcam)、anti-Smad2 (pS255) 

(clone EPR2856(N); ab188334, Abcam)、 anti-phospho-Rb (S780) (#9307S, Cell 

Signaling Technology)、anti-E cadherin (#610182, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 

USA)、anti N-cadherin (#610920, BD Biosciences)、anti-Fibronectin (#610077, BD 

Biosciences) 

 

2.3. プラスミド、レンチウイルス作成 

human SMAD2 (NM_005901) のコンストラクトは既存の報告のものを用いた

[22]。human CCNG2 (NM_004354.2) のコーディング領域を PCR によって増幅さ

せ pcDEF3 ベクター [23] にサブクローニングを行った。レンチウイルス発現ベ

クターは理研バイオリソース研究センター三好浩之博士（現所属：慶應義塾大

学）より譲渡を受けた。fluorescent, ubiquitination-based cell cycle indicator (Fucci)  

レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、  pCS-EF-mAG-hGeminin (1-110) 及 び

pCS-EF-mKO2-hCdt1 (30-120) は理化学研究所の宮脇敦史博士より譲渡を受けた

[24]。 
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HEK293T または HEK293FT 細胞に上記プラスミドを Lipofectamine 2000 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) を用いてトランスフェクションした。ウイル

ス液は Lenti-X Concentrator (Clontech, TaKaRa Bio) により濃縮した。  

 

2.4. リアルタイム PCR（ quantitative real-time reverse transcription-PCR ; 

qRT-PCR)  

Total RNA の抽出に RNeasy Mini Kit (QIAGEN)を使用し、cDNA の合成に

PrimeScript Ⅱ 1st strand cDNA Synthesis Kit を用いた。qRT-PCR は StepOnePlus 

Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) を使用した。

GAPDH で補正し、検量線法またはΔΔCt 法により定量した。プライマー配列

は表 3 に示した。 

 

RT-PCR primer 

human CDH1 (E-cadherin) Fwd TGCACCAACCCTCATGAGTG 

    Rev GTCAGTATCAGCCGCTTTCAG 

human CDH2 (N-cadherin) Fwd TTCCTTGCTTCTGACAATGG 

    Rev ATGTCATAATCAAGTGCTG 

human ZEB1 Fwd CAATGATCAGCCTCAATCTGCA 

    Rev CCATTGGTGGTTGATCCCA 

human SNAI1 (Snail) Fwd ACTGCAGCCGTGCCTTCG 
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    Rev GTGCTTGTGGAGCAGGGACAT 

human FN1 (Fibronectin) Fwd GACAGGAGGAAATAGCCC 

    Rev CATCGTGCAAGGCAACCAC 

human PMEPA1 Fwd TGTCAGGCAACGGAATCCC 

    Rev CAGGTACGGATAGGTGGGC 

human CDKN2B (p15) Fwd GGATCCCAACGGAGTCAACC 

    Rev CATCATCATGACCTGGATCGC 

human CCNG2 Fwd ACTTGGCAGGTCATGAAGGG 

    Rev CCGGGGTAGCCTCAATCAAA 

human GAPDH Fwd GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 
  

Rev GAAGATGGTGATGGGATTTC 

ChIP primer 

human PMEPA1 Fwd CTAACCGGCCAATCCCAAGT 

    Rev ATTTAAAACCCACGCAGCCG 

human CDKN2B (p15) Fwd GTCGCGGAGTCCTCACTG 

    Rev CGGAATTCTTTGCCGGCTG 

human CCNG2 Fwd CTTAGGGGCGGGACTCTTTT 

    Rev CCGAGCCCCTTGTTTTTGTT 

human SOBP Fwd TCCCTTCCCTGAAGGAGCATGCA 

    Rev GGGCAAGACCTGAGGGCCCA 

表 3．プライマー配列一覧 

 



18 

 

2.5. RNA シーケンシング (RNA-seq) 及び RNA-seq データ解析 

cDNA ライブラリー作成に RNeasy Mini Kit with the On-Column DNase Digestion 

Set (Qiagen)、Dynabeads mRNA DIRECT Purification Kit、the Ion Total RNA-Seq Kit 

v2 (Thermo Fisher Scientific)を使用した。RNA シーケンシングには the Ion Proton 

sequencer (Thermo Fisher Scientific)を使用した。ヒトゲノムのレファレンス配列 

(NCBI Build 37/hg19, February 2009)及び GTF アノテーションファイルは

iGenomes (http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/igenome.html)

より入手した。遺伝子発現レベルは Tophat/Cufflinks (version 2.0.10 and 2.1.1, 

respectively) を使用し fragments per kilobase of exon per million fragments mapped 

(FPKM) を算出した。 

 

2.6. 免疫ブロッティング 

すべての培養細胞は 50 mM Tris/HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、1% NP-40、0.1% SDS、

0.5% sodium deoxycholateを含むRIPA Bufferに protease inhibitor cocktail (cOmplete, 

EDTA-free, Roche Applied Science) を加えて溶解した。細胞成分分画には NE-PER 

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit (Pierce, Thermo Fisher Scientific) を使用し、

手順通りに行った。サンプルは SDS-PAGE によってタンパク質を分離し、

polyvinylidene difluoride membrane (Pall) に転写した。luminescence image analyzer 

http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/igenome.html
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(LAS-4000; Fujifilm) にて化学発光を検出した。 

 

2.7. フローサイトメトリー解析 

フローサイトメトリーでは Cell Sorter SH800S (Sony Corporation) を使用し、解析

に FlowJo software を使用した。 

T47D-Fucci (Fluorescent Ubiqutination-based Cell Cycle Indicator) の樹立にあたり、

まず S/G2/M 期に発現する Geminin に monomeric Azami-Green 1 蛍光タンパクを

融合した mAG-hGeminin と G1 期に発現する Cdt1 に Kusabira-Orange 2 蛍光タン

パクを融合したmKO2-hCdt1をレンチウイルスベクターを用いてT47D細胞に導

入することで細胞周期を可視化した[24]。次に、mAG-hGeminin 発現レンチウイ

ルス非感染細胞を除去するためmAG陽性細胞のみ選別した細胞を 1週間以上培

養した。T47D-Fucci 細胞に Palbociclib 50 nM 投与、非投与及び Activin A (ActA) 50 

ng/ml 刺激、無刺激の 4 条件で 24 時間経過後、解析を行った。 

 

2.8. BrdU、EdU 細胞増殖アッセイ 

BrdU 細胞増殖アッセイでは Cell Proliferation ELISA, BrdU kit (Sigma-Aldrich) を

使用し BrdU 取り込みに対する化学発光を検出することで細胞増殖を評価した。

T47D 細胞は 500 cells/well、Hs578T 細胞は 500-1000 cells/well を播種した。
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Palbociclib 50 nM 投与、非投与及び ActA 50 ng/ml 刺激、無刺激の 4 条件で 24 時

間経過後、10 µM BrdU (Roche) を加え一晩静置した。細胞固定後、anti-BrdU 

peroxygenase antibody を 1.5 時間反応させ、peroxygenase の発光強度をルミノメ

ーターMithras LB940FP (Berthold technologies) を用いて測定した。 

EdU 細胞増殖アッセイでは、Click -iT EdU Imaging Kits (invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific) 及び Cell Sorter SH800S (Sony Corporation) を使用した。上記 4 条件で

24時間経過後、10 µM EdUを加え1.5時間静置した。EdUにAlexa Fluor 488-picolyl 

azide を結合させ、推奨されたプロトコールに従って Cell Sorter SH800S で測定し

た。 

 

2.9. ルシフェラーゼアッセイ 

T47D 細胞を 24-well plates に 1×10⁵ cells/well 播種し、9×CAGA luciferase vector (1 

µg) 及び pGL4.74-TK-Renilla (10 ng) を  Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher 

Scientific) を用いてトランスフェクションした。トランスフェクションより 24

時間後、Palbociclib 1 µM 投与し, 4–6 時間後に ActA 50 ng/ml 刺激した。ActA 刺

激より 24 時間後に測定した。非投与、Palbociclib 1 µM、ActA 50 ng/ml、及び

Palbciclib 投与後 ActA 刺激の 4 条件でルミノメーターMithras LB940FP を用いて

測定した。 Hs578T 細胞ではトランスフェクション効率のばらつきが大きかっ
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たため、レンチウイルスを用いて 9×CAGA-Luc 及び CMV-Renilla の安定発現株

を作成し、T47D 細胞と同条件で測定した。 

  

2.10. GSEA (Gene set enrichment analysis) 解析 

GSEA 解析は GSEA ソフトウェア (http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) を

使用した。 

2 条件間での発現比（log₂ FC）を計算し、Molecular Signatures Database v6.1 

(MSigDB, http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/collections.jsp) の C6 

(oncogenic signatures) に含まれる遺伝子群の変動を解析した。p-value < 5%かつ

FDR q-value < 25%を有意差ありと設定した。 

 

2.11. ChIP 及び ChIP シーケンシング解析 

T47D 細胞及び Hs578T 細胞を 10 cm プレートで培養し、1 条件あたり 5-10×10⁶

細胞使用した。1％ホルムアルデヒドにより 10 分間常温で振盪させ細胞固定し

た後、125 mM グリシンを加えて 5 分後振盪させ、冷却した PBS で洗浄した。

細胞を回収し、50 mM Tris-HCl pH 8.0、10 mM EDTA、1% SDS、cOmplete 

EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche Applied Science) を含む lysis buffer 1ml

で氷冷しながら懸濁した。続いて、DNA 断片が約 200-500 bp となるように、ク

http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp
http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb/collections.jsp
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ロマチンを Bioruptor sonicator を用いて 30 秒間隔 3 サイクルで超音波処理した。

細胞抽出液を ChIP dilution buffer  (20 mM Tris-HCl pH 8.0、2 mM EDTA、1% 

Triton X-100、150 mM NaCl、cOmplete EDTA-free) で 10 倍希釈した。予め

Anti-SMAD2 抗体 5-10 µg を 2 時間以上結合させた Protein A Dynabeads (30 µl; 

Invitrogen Life Technologies) を加え、4℃下で 4-8 時間反応させた。Dynabeads を

RIPA buffer (50  mM HEPES-KOH pH 7.0、0.5 M LiCl、1 mM EDTA、0.7% 

deoxycholate、1% NP-40) で 5 回、TE buffer (pH 8.0) で 1 回洗浄した後、elution 

buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0、10 mM EDTA、1% SDS) に溶出し、65℃で一晩静

置し、脱クロスリンクさせた。ゲノム DNA は QIAquick PCR purification kit 

(Qiagen) を用いて抽出した。 

ChIP シーケンシング解析にあたり、IonXpress Plus Fragment Library Kit (Thermo 

Fisher Scientific) を用いてライブラリーを作成した。アダプターライゲーション

したサンプルを PCR 15 サイクルで増幅させ、E-Gel SizeSelect (Thermo Fisher 

Scientific) にて精製した。シーケンシングには Ion Proton sequencer (Thermo Fisher 

Scientific) を使用した。ヒトゲノムのレファレンス配列 (NCBI Build 37/hg19, 

February 2009) 及 び GTF ア ノ テ ー シ ョ ン フ ァ イ ル は iGenomes 

(http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/igenome.html) より入手

した。 ChIPデータはすべて 50 bpに縮小し、Bowtie (version 1.0.0) (Langmead et al, 

http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/igenome.html
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2009) を利用してマッピングした。MACS2 software (Model based analysis of 

ChIP-seq) (version 2.0.9) で q値 0.05未満を標準として SMAD2の結合領域を同定

した。結合部位モチーフの解析に MEME-ChIP (MEME-ChIP version 4.12; 

http://meme.nbcr.net/meme/cgi-bin/meme-chip.cgi) を使用した。SMAD2 の結合領域

におけるリード数をカウントするにあたり、Picard MarkDuplicates (version 1.103) 

(http://broadinstitute.github.io/picard/) を使用し重複リードを除外した。bedtools 

multicov tool (version 2.17.0) で計算したリード数を reads per million reads (RPM) 

を単位として表示した。 

 

2.12. 統計解析 

GraphPad Prism 6 を使用して統計解析を行った。2 群間比較では Welch's t-test を

行い、多群間比較は analysis of variance (ANOVA) 検定のうえでTukey-Kramer post 

hoc test を用いて解析した。 (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001) 

 

2.13. データ利用 

RNA-seq 及 び ChIP-seq の 生 デ ー タ は  NCBI GEO database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) にて公表されている（識別子 GSE117502）。 

  

http://meme.nbcr.net/meme/cgi-bin/meme-chip.cgi
http://broadinstitute.github.io/picard/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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3. 結果 

3.1. Palbociclib は Activin と相加的に細胞増殖を抑制する 

まず ER 陽性ヒト乳癌細胞株 T47D 細胞、MCF7 細胞を使用し、TGF-β/Activin

シグナル活性を評価した。Activin A (ActA) は TGF-β と同様、CDK inhibitor であ

る p21 や p27 を誘導し、SMAD 経路を介して細胞周期停滞を起こすと考えられ

ている。ActA では T47D 細胞、MCF7 細胞いずれにおいても SMAD2、SMAD3

の C 末端がリン酸化されるのに対し、TGF-β では T47D 細胞においてリン酸化

されないことがわかった。この結果より本研究において ActA をリガンドとして

使用することとした。また MCF7 細胞では ActA によって SMAD2、SMAD3 の C

末端いずれもリン酸化を受けるのに対し、T47D 細胞では主に SMAD2 の C 末端

がリン酸化していることがわかった（図 5）。次に、T47D 細胞において BrdU、

EdU 細胞増殖アッセイ及び Fucci システムを利用し、Palbociclib 及び ActA の細

胞周期への影響を評価した。Palbociclib は両細胞において感受性が高く、T47D

細胞の IC50値が 127 nM、MCF7の IC50値は 148 nMという報告がある[25]。BrdU

細胞増殖アッセイでは、コントロールに対し Palbociclib（50 nM）、ActA（50 ng/ml）

を投与した 24 時間後に、BrdU を投与しルミノメーターで測定したところ、そ

れぞれ BrdU の取り込みが減少し、細胞の増殖が抑制されていることがわかった。

さらに Palbociclib及びActAを併用すると相加的に細胞周期を停滞させることが
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示された（図 6、図 7）。次に EdU incorpration assay を行った。Palbociclib（50 nM）、

ActA（50 ng/ml）を投与した 24 時間後に、EdU を投与した。EdU 取り込み細胞

に Alexa Fluor 488-picolyl azide（AF-488）を結合させ、AF-488 陽性細胞の割合を

フローサイトメトリーで測定することによって細胞増殖能を評価した。

Palbociclib 及び ActA が相加的に細胞増殖を抑制し、BrdU incorporation assay と

同様の傾向が得られた（図 8 、図 9）。 

さらに、Fucci システムによるフローサイトメトリーを用いた細胞周期解析を

行った。T47D 細胞に S/G2/M 期に発現する mAG-hGeminin と G1 期に発現する

mKO2-hCdt1 による Fucci システムを導入した。 コントロールに対し Palbociclib 

(50 nM) 及び ActA (50 ng/ml) を投与すると、mAG 陽性細胞（S/G2/M 期）の割

合が減少し、mKO2 陽性細胞（G1 期）が増加した。さらに両者の併用により相

加的に mAG 陽性細胞が減少し、細胞周期を停滞させた（図 10）。独立した 7 回

の実験において mAG 陽性かつ mKO2 陰性細胞の割合を見ると（図 11）、

Palbociclib と ActA が相加的に細胞増殖を抑制させることがわかった。 

  



26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

pSMAD2C 

pSMAD3C 

SMAD2 

αTub 

SMAD3 

HaCaT   MCF7 T47D 

control ActA TGF-β control ActA TGF-β control ActA TGF-β 

図 5．免疫ブロット法によるリン酸化 SMAD2 及び SMAD3 の検出 

 ホルモン陽性乳癌細胞 MCF7, T47D 及びヒト表皮角化細胞 HaCaT 細胞で

TGF-β 1 ng/ml または ActA  50 ng/ml を 1.5 時間刺激した。 
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図 6．BrdU 細胞増殖アッセイ 

  T47D 細胞に Palbociclib 50 nM 及び ActA 50 ng/ml 投与し 24 時間後、BrdU

を加え一晩静置した。抗 BrdU 抗体を 1.5 時間刺激後、アッセイを行った。独

立した 6 回の実験の平均値を示した。 

図 7．BrdU 細胞増殖アッセイ 

 T47D細胞にPalbociclib 0-200 nM及び ActA 50 ng/ml投与し24時間後、BrdU

を加え一晩静置した。抗 BrdU 抗体を 1.5 時間刺激後、アッセイを行った。独

立した 4 回の実験の平均値を示した。 
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図 8．EdU 細胞増殖アッセイ 

 T47D 細胞に Palbociclib 50 nM 及び ActA 50 ng/ml を投与し 24 時間後、EdU

を加え 1.5 時間後にフローサイトメトリーにて測定した。独立した 2 回の実

験における 5 回の biological replicates より代表的な結果を示した。 

図 9．EdU 細胞増殖アッセイ 

 T47D 細胞に Palbociclib 50 nM 及び ActA 50 ng/ml を投与し 24 時間後、EdU

を加え 1.5 時間後にフローサイトメトリーにて測定した。5 回の biological 

replicates における Alexa Fluor 488-picolyl azide（AF-488）陽性（S/G2/M 期）

細胞の割合の平均値を示した。 
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図 10．Fucci システムによる細胞増殖アッセイ 

 T47D 細胞に Palbociclib 50 nM, ActA 50 ng/ml を投与し、24 時間後にフロー

サイトメトリーを用いて細胞周期解析を行った。独立した 7 回の実験より代

表的な結果を示した。 

図 11．Fucci システムによる細胞増殖アッセイ 

 図 10参照。独立した 7回の実験におけるmAG陽性かつmKO2陰性（S/G2/M

期）細胞の割合の平均値を示した。 
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3.2. Palbociclib が SMAD2 のリンカー領域 Ser255 のリン酸化を阻害する 

これまでに、CDK4 が SMAD3 の Thr8、Thr220、SMAD2 の Ser255 をリン酸化し

ているという報告がある[20]、[21]。そこで本研究ではT47D細胞においてCDK4/6

がリン酸化する SMAD2 のリン酸化アミノ酸残基について検証した。T47D 細胞

に Palbociclib 1 µM 投与し 1.5 時間後、SMAD2 のリンカー領域 Ser255 のリン

酸化が阻害されていることがわかった。その他、既存の報告があるものでは

SMAD2/SMAD3 の MH1 ドメイン領域の Thr8 のリン酸化がわずかに阻害される

のみであった（図 12）。また、Palbociclibの投与濃度を 0 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, 

250 nM, 500 nM, 1 µM, 2 µM として濃度毎にリン酸化の程度を観察した。

Palbociclib 250 nMの投与濃度で SMAD2 のリンカー領域 Ser255のリン酸化の阻

害効果が得られ、これは Rb Ser780 のリン酸化阻害効果と同程度であった（図

13）。 

次に、SMAD2 のリンカー領域 Ser255 のリン酸化を阻害することによる核内移

行への影響を検証するため核／細胞質分画キットを使用し免疫ブロットを行っ

た。T47D 細胞で無刺激、ActA 刺激 1.5 時間、Palbociclib 1 µM 投与し 24 時間

培養後 ActA 刺激 1.5 時間の 3 条件で行った。Palbociclib を投与することによっ

て SMAD2 のリンカー領域 Ser255 のリン酸化を阻害したが、Palbociclib 非投与

と比較し SMAD2 の核内移行を促進することはなかった（図 14）。  
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図 13．SMAD2 S255 及び Rb のリン酸化に対する Palbociclib の濃度の影響 

 T47D 細胞において Palbociclib を濃度毎（0 nM-2 µM）に 24 時間刺激した

後、上記抗体にて検出した。 

図 12．SMAD2 リンカー領域に対する免疫ブロッティング 

T47D 細胞において Palbociclib 1 µM で 24 時間刺激した後、上記抗体により

検出した。 
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図 14．細胞分画法を用いた免疫ブロッティング 

 T47D 細胞において Palbociclib 1 µM 投与 24 時間後、ActA 50 ng/ml で 1.5

時間刺激し、上記抗体にて検出した。 
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3.3. ホルモン受容体陽性乳癌 T47D細胞株において Palbociclibは SMAD2のゲ

ノム上への結合を増強する 

Palbociclib が Activin-SMAD 経路へどのような影響を与えるかを検討するため、

クロマチン免疫沈降（ChIP）によって SMAD2 結合領域の網羅的解析を行った。

T47D 細胞を使用し、Palbociclib 非投与の細胞と Palbociclib 1 µM 投与下で 24 時

間培養した細胞において、ActA 1.5 時間刺激した後、SMAD2 抗体を用いて ChIP

を行った。ChIP は同条件で 2 回繰り返し、それぞれ 2 回分の共通領域を選択し、

解析することとした。Palbociclib 投与下と非投与下の共通の結合箇所に対し、

SMAD2 の結合量の増減を散布図で示した（図 15）。Palbociclib 投与下では非投

与下と比較し結合量が増加しており、Palbociclib を投与することによって

SMAD2 のゲノム上への結合を増強すると考えられた。Activin-SMAD の標的遺

伝子として代表的な PMEPA1 や CDKN2B に着目すると、いずれも Palbociclib を

投与することによって結合量が増加した（図 16）。ChIP-qPCRにおいてもPMEPA1

及び CDKN2B の fold enrichment の値は有意に上昇した（図 17）。結合箇所によ

る検討では、Palbociclib 非投与下での SMAD2 の結合箇所 36457 箇所に対し、

Palbociclib 投与下では 44671 箇所と結合箇所の増加を認めた。また、両者の共通

領域は 29539 箇所であり、Palbociclib 非投与下における結合箇所の 81％が共通

していた（図 18）。続いて、motif enrichment analysis によって結合箇所のモチー
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フ解析を行った。Palbociclib 投与下・非投与下いずれにおいても FOX ファミリ

ーの転写因子が上位にあがった（図 19）。特に FOXA1 は ER 陽性乳癌において

クロマチン制御に関わるパイオニア転写因子と考えられており、エストロゲン

標的遺伝子の転写調節因子の一つである[26], [27]。ER 陽性乳癌において FOXA1

が結合するエンハンサー領域に SMAD 複合体が結合している可能性が考えられ

た。また、SMAD2 はゲノム上に直接結合しないことが知られているが、SMAD2

結合箇所のうち、Palbociclib 非投与下では 36.5% (13324/36475) 、Palbociclib 投

与下では 39.8% (17785/44671) 、共通領域では 37.4% (11039/29539) に SMAD モ

チーフが存在していることからも SMAD2が SMAD3または SMAD4と複合体を

形成してゲノム上に結合していることが想定される。上記 ChIP シーケンシング

の結果から Palbociclib は SMAD2 のゲノム上への結合を増強する一方で、結合部

位の変化への影響は少ないものと考えられた。 
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図 15．T47D 細胞における Palbociclib の SMAD2 ゲノム結合強度への影響 

 Palbociclib 1 µM 24 時間投与と非投与の T47D 細胞に Act A 50 ng/ml で 1.5 時

間刺激し、SMAD2 結合領域におけるそれぞれの結合量を散布図で示した。 
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図 17．ChIP-qPCR による fold enrichment 

 独立した 4回の実験より PMEPA1, CDKN2Bにおける fold enrichmentを示し

た。SOBP を negative control とした。 

図 16．遺伝子座 

 T47D 細胞で SMAD2 の標的遺伝子 PMEPA1, CDKN2B における結合量を示

した。 
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図 18．SMAD2 の結合領域 

 Palbociclib 投与、非投与下で ActA 1.5 時間刺激し、それぞれの SMAD2 結

合領域の数を示した。 

29539 15132 6963 

Palbo (-) Palbo (+) 

4.2e-801 

7.0e-678 FOXD2 

FOXA2 

3.5e-658 FOXA1 

4.0e-703 FOXA1 

Palbociclib (+) 
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Palbociclib (-) 

4.1e-744 FOXD2 

4.8e-772 FOXA1 

e-value 

図 19．モチーフ解析 

 SMAD2 結合領域に対してモチーフ解析の結果を示した。  
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3.4. Palbociclib が Activin-SMAD シグナルを増強させる 

続いて、T47D 細胞において RNA-シーケンシングによるトランスクリプトーム

解析を行った。トランスクリプトーム解析は次世代シーケンサーを使用し、

Palbociclib 非投与下と Palbociclib 1 µM 投与下で 24 時間培養した後、それぞれ

ActA  50 ng/ml を 24 時間刺激・無刺激の 4 条件下で行った。Gene set enrichment 

analysis 解析ソフトを使用し、the oncogenic signature  (C6, MSigDB) にて解析し

た。NOM p-value<0.05 かつ FDR q-value<0.25 を有意とし、各条件において有意

に濃縮した遺伝子群を図 20 に示した。Palbociclib を投与することによって

RB_P107_DN.V1_UP（RB1 または RBL1 をノックアウトすることにより上昇す

る遺伝子群）[28] が濃縮しており、この解析の妥当性が確認できた（図 20b、20f）。

ActA 刺激・無刺激いずれの場合でも Palbociclib を投与することで

TGFB_UP.V1_UP [29]が有意に濃縮し（図 20a、20e）、さらに ActA 刺激した方が

有意であった。また、Palbociclib 非投与下において ActA 刺激をした細胞では

TGFB_UP.V1_UP が有意ではなかったが（図 21c）、Palbociclib を投与した条件で

は ActA 刺激によって TGFB_UP.V1_UP が有意に濃縮した（図 21g）。さらに、

ChIP シーケンシングにおける SMAD2 の結合領域に限定した遺伝子発現解析で

も同様に、ActA 刺激下で Palbociclib を投与した方が TGFB_UP.V1_UP が有意に

濃縮した（図 22）。この結果より Palbociclib と ActA が相加的に TGF-β/Activin
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シグナルを増強し、CDK4/6 経路及び Activin-SMAD 経路がクロストークしてい

る可能性が示唆された。次に、9×CAGA ルシフェーラーゼレポータープラスミ

ドを使用したレポーターアッセイによって PalbociclibのActivin-SMADシグナル

への影響を評価した。Palbociclib投与 4-6時間後に Activin刺激をしたものでは、

Palbociclib 非投与下で Activin 刺激したものに対し Activin-SMAD シグナル活性

が有意に上昇した（図 23）。 

Activin-SMAD の標的遺伝子として前述の PMEPA1、CDKN2B の発現変化を

RT-PCR で評価したところ、Palbociclib と ActA を投与することで相加的な発現

上昇がみられた（図 24）。これに対し、DMSO 0.1%または ALK4/5/7 阻害薬

SB431542 10 µM を投与 24 時間後、それぞれ無刺激、Palbociclib 1 µM 24 時間、

ActA 50 ng/ml 24 時間、ActA 50 ng/ml +Palbociclib 1 µM 24 時間刺激した計 8 条件

で観察したところ、SB431542 によって Activin-SMAD 経路を遮断させた条件で

PMEPA1、CDKN2B の発現は有意に抑えられた（図 25）。 

次に、TGF-β/Activin の作用の一つである腫瘍促進作用への影響を検討した。EMT

や浸潤能に関連する代表的な遺伝子群について、RT-PCR 及び免疫ブロット法に

より発現変化を評価した。RT-PCR では Palbociclib を投与することで CDH1 

（E-cadherin）がわずかに上昇したが、その他 CDH2（N-cadherin）、ZEB1、FN1

（Fibronectin）等は明らかな上昇を認めなかった（図 26）。この結果は、RNA-Seq
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の発現データと同様であり、CDH1 でわずかに上昇したほか、間葉系マーカーと

して代表的な遺伝子 CDH2、ZEB1、FN1、SNAI1、SNAI2 についてはほとんど発

現していなかった（表 4）。免疫ブロット法では E-cadherin は明らかな変化を認

めず、N-cadherin、Fibronectin はほとんど発現していなかった（図 27）。以上よ

り、T47D 細胞において Palbociclib は Activin-SMAD シグナルを増強することに

よって細胞増殖抑制作用を増強する一方で、腫瘍促進作用への影響は明らかで

はなかった。 
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(a) Palbo+ enrichment (b) Palbo- enrichment 

(c) ActA+ enrichment (d) ActA- enrichment 

Palbo+/- without 

ActA 

ActA+/- without 

Palbo 

 (no enrichment) 
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Palbo+/- with 

ActA 

ActA+/- with 

Palbo 

(e) Palbo+ enrichment (f) Palbo- enrichment 

(g) ActA+ enrichment (h) ActA- enrichment 

図 20．遺伝子発現解析（Gene set enrichment analysis :GSEA) 

 Palbociclib 1 µM 48 時間投与、ActA 50 ng/ml 24 時間投与後の T47D 細胞で

遺伝子発現解析を行い、有意に濃縮した遺伝子群を示した（p-value<0.05 か

つ FDR q-value<0.25 を有意とした）。 
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(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) (h) 

Palbo+/-  

without ActA 

ActA+/-  

without Palbo 

ActA+/- 

 with Palbo 

Palbo+/- 

with ActA 

図 21．GSEA 解析 

 図 20 よ り TGFB_UP.V1_UP 及 び RB_P107_DN.V1_UP ( 一 部

E2F3_UP.V1_UP) の遺伝子群に注目した。 

 

図 22．SMAD2 結合領域における GSEA 解析 

 SMAD2 結合領域に限定し、Palbociclib 投与、非投与での遺伝子発現解析結

果を示した。 
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図 23．ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

 T47D 細胞において Palbociclib 1 µM 投与した 4-6 時間後に、ActA 50 ng/ml 

を 24 時間刺激した。9×CAGA プラスミドを使用し Activin-SMAD シグナル

活性を評価した。上記は独立した 3 回の実験の平均値を示した。 
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図 25．ALK4/5/7 阻害薬併用による RNA 発現変化 

T47D 細胞に ALK4/5/7 阻害薬（SB431542）10 µM または DMSO を投与し

た 24 時間後に、Palbociclib 1 µM、ActA 50 ng/ml 投与した。さらに 24 時間

後、RT-PCR で PMEPA1、CDKN2B の RNA 発現変化を示した。上記は独立

した 3 回の実験の平均値を示した。 

図 24．RNA の発現変化 

T47D 細胞に Palbociclib 1 µM、ActA 50 ng/ml 投与し 24 時間後に RT-PCR

で PMEPA1、CDKN2B の RNA 発現変化を示した。上記は独立した 3 回の実

験の平均値を示した。 
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図 26．EMT 関連遺伝子の RNA 発現変化 

 T47D 細胞に Palbociclib 1 µM、ActA 50 ng/ml 投与し、24 時間後に RT-PCR

で RNA 発現変化を示した。上記は独立した 3 回の実験の平均値を示した。 
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 control Palbo ActA ActA/Palbo 

CDH1 165.80 190.37 150.20 197.08 

CDH2 0.06 0.06 0.14 0.11 

ZEB1 0.02 0.00 0.03 0.01 

SNAI1 1.45 1.08 1.66 0.88 

SNAI2 0.00 0.04 0.02 0.04 

FN1 4.90 4.25 6.51 5.62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

control ActA Palbo TGF-β(-)TGF-β(+) 

T47D HMLE 

表 4．RNA-Seq データ 

 RNA-Seq データにおける代表的な EMT 関連遺伝子の RNA 発現変化を示

した。 

135 

58 

kDa 

100 

135 

190 

46 

E-cad 

N-cad 

Fibronectin 

αTub 

図 27．EMT 関連遺伝子蛋白に対する免疫ブロッティング 

 T47D 細胞に ActA 50 ng/ml、Palbociclib 1 µM 24 時間刺激し、EMT 関連遺

伝子蛋白の発現変化を示した。HMLE 細胞に TGF-β 1 ng/ml を 18 日間刺激し

たものを positive control として使用した。 
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3.5. Palbociclib及びActivinは SMAD2の標的遺伝子としてCCNG2を誘導し細

胞増殖を抑制する 

これまでの結果から Palbociclib は Rb-E2F 経路に加え、Activin-SMAD 経路を介

して細胞増殖抑制作用を増強している可能性が示唆された。そこで、ChIP シー

ケンシングデータよりPalbociclibを投与することでSMAD2の結合が増強する領

域を特定し、RNA シーケンシングによる遺伝子発現プロファイリングデータを

組み合わせて解析した。まず、ChIP シーケンシングデータより Palbociclib 投与

によって SMAD2の結合強度が 2倍以上に増加するものは 3345遺伝子であった。

mRNA発現プロファイリングデータでは Palbociclib 投与によって mRNA 発現が

2 倍以上に増加するものは 171 遺伝子、ActA 刺激によって 2 倍以上に増加する

ものは 134 遺伝子であった（図 28）。すべての条件を満たすものは 12 遺伝子で

あり、代表的な遺伝子オントロジーを表 5 に示した。さらに、これらの 12 遺伝

子 を METABRIC (the Molecular Taxonomy of Breast Cancer International 

Consortium) [30]による患者データで解析したところ、12 遺伝子の中から CCNG2、

CLIC3、H3F3A の 3 遺伝子が ER 陽性乳癌の全生存期間（OS）において予後良

好な因子であった（図 29）。この中で細胞周期に関連する Activin-SMAD2 の標

的遺伝子として CCNG2 （サイクリン G2）に着目した[31]。ChIP シーケンシン

グの結果から CCNG2 の転写開始点付近に SMAD2 が結合し、Palbociclib によっ
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て結合が増強していることを示した（図 30）。また ChIP-qPCR でも Palbociclib

によって fold enrichment の値が有意に上昇することを確認した（図 31）。RT-PCR

では ActA、Palbociclib によって相加的に mRNA の発現レベルが上昇しているこ

とがわかった（図 32）。続いて、CCNG2 が細胞周期へ与える影響を評価するた

め、T47D 細胞に CCNG2 を強制発現させ、BrdU 取り込みアッセイを行った。

CCNG2 発現株ではコントロールと比較し、BrdU の取り込みを有意に減少させ、

CCNG2 は細胞周期の停滞を誘導すると考えられた（図 33）。これらの結果から

Palbociclib が Activin-SMAD シグナルを介して CCNG2 を誘導し細胞増殖抑制に

関与している可能性が示唆された。また、ホルモン受容体陽性乳癌において

CCNG2 は臨床的にも重要な遺伝子であると考えられた。 
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(a) Palbociclib (171 genes) 
(c) SMAD2 bound (3345 genes) 

12 

(b) ActivinA (134 genes) 

図 28．Palbociclib、Activin A による RNA 発現変化及び SMAD2 結合量に関す

るベン図 

 (a) RNA-Seq データより Palbociclib 投与によって RNAの発現が 2 倍以上に

上昇する遺伝子（171 遺伝子）、(b) Activin A 刺激によって RNA の発現が 2 倍

以上の上昇する遺伝子（134 遺伝子）、(c) ChIP-Seq データより Palbociclib 投

与によって SMAD2 の結合量が 2 倍以上に増加する遺伝子（3345 遺伝子）の

関係をベン図で示した。 
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gene name Function 

(a) CCNG2 
regulation of cell cycle 

(b) CLIC3 
chloride transport, signal transduction 

(c) FAM127B/RTL8A 
Unknown 

(d) FAM25A 
Unknown 

(e) GGT7 

glutathione biosynthetic process, negative regulation of 

response to oxidative stress 

(f) H3F3A 

DNA replication-independent nucleosome assembly, 

positive regulation of cell growth, telomere organization 

(g) KRTCAP2 
protein N-linked glycosylation via arginine 

(h) NDUFS6 

mitochondrial electron transport, fatty acid metabolic 

process 

(i) S100A11 

signal transduction, negative regulation of DNA 

replication 

(j) SELM 
hormone metabolic process 

(k) TMSB10 

regulation of cell migration, sequestering of actin 

monomers 

(l) TRAPPC2L 
protein complex oligomerization 

表 5．遺伝子オントロジー 

 Figure 5A (a) (b) (c)すべてに共通する 12 遺伝子の代表的な遺伝子の機能

を示した。 
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図 29．Kaplan-Meyer 生存曲線 

 ER 陽性乳癌において、12 遺伝子の発現状況による全生存期間（overall 

survival :OS）を Kaplan-Meyer 曲線で示した。（Molecular Taxonomy of Breast 

Cancer International Consortium :METABRIC より） 

(no data) 

(no data) 

（a）CCNG2 (b)CLIC3 (c)FAM127B/RTL8A 

(d)FAM25A (e)GGT7 (f)H3F3A 

(g)KRTCAP2 (h)NDUFS6 (i)S100A11 

(j)SELM (k)TMSB10 (l)TRAPPC2L 
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図 30．遺伝子座 

 ChIP-Seq データより CCNG2 における SMAD2 の結合量を示した。 

図 31．ChIP-qPCR による fold enrichment 

 独立した 4 回の実験より CCNG2 における fold enrichment を示した。 
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図 32．RNA の発現変化 

 T47D 細胞に Palbociclib 1 µM、ActA 50 ng/ml 投与し 24 時間後に CCNG2 の

RNA 発現変化を RT-PCR で示した。上記は独立した 3 回の実験の平均値を示

した。 

図 33．BrdU 細胞増殖アッセイ 

 CCNG2 発現株と親株で細胞増殖を比較した。Palbociclib 50 nM 及び ActA 

50 ng/ml 投与し 24 時間後、BrdU を加え一晩静置した。抗 BrdU 抗体を 1.5

時間刺激後、BrdU アッセイを行った。上記は独立した 3 回の実験の平均値

を示した。 
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3.6. トリプルネガティブ乳癌 Hs578T細胞株において Palbociclibは SMAD2の

ゲノム上への結合を増強する 

TGF-β/Activin の作用として増殖抑制作用がある一方で、悪性度の高いがんでは

浸潤・転移促進作用をもつことが知られている。そこで Palbociclib が高悪性度

の乳癌において腫瘍促進作用を示すのではないかと推測し、トリプルネガティ

ブ乳癌 Hs578T 細胞における Palbociclib の Activin-SMAD シグナルへの影響を

T47D 細胞と比較し検討した。これまでの報告から Hs578T 細胞は EMT 転写因子

の発現が高く、E-cadherin の発現が低いと知られている[32]。また、Rb proficient

株であり、Palbociclib に対する感受性は IC50 値 524 nM という報告がある[25]。

TGF-β/Activinシグナル活性では T47D細胞と同様に、ActAによって主に SMAD2

の C 末端がリン酸化されることがわかった（図 34）。Hs578T 細胞において BrdU

細胞増殖アッセイを行った。コントロールに対し ActA（50 ng/ml）投与したも

のでは BrdU の取り込みが減少したが、Palbociclib（50 nM）投与では明らかな差

は認めなかった（図 35）。また、Palbociclib を 0 nM-5 µM の濃度毎に投与すると、

濃度依存的に Rb Ser780 及び SMAD2 Ser255 のリン酸化が阻害されたが、T47D

細胞と比較すると阻害効果が低かった（図 36）。続いて、T47D 細胞と同条件

（Palbociclib非投与の細胞と Palbociclib 1 µM投与下で 24時間培養した細胞にお

いて、ActA 50 ng/ml 1.5 時間刺激）の下、SMAD2 抗体を用いて ChIP を 2 回行い、
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それぞれ 2 回分の共通領域を選択して解析した。Hs578T 細胞における SMAD2

の結合箇所に対し、Palbociclib 投与による結合量の増減を散布図で示した（図

37）。T47D 細胞と同様に、Palbociclib 投与下では非投与下と比較し結合量が増

加しており、一般的に Palbociclib を投与することによって SMAD2 のゲノム上へ

の結合を増強するものと考えられた。また、Activin-SMAD の代表的な標的遺伝

子 PMEPA1 において、Palbociclib を投与することによって SMAD2 の結合量の増

加を認めたが（図 38）、Palbociclib による mRNA の発現上昇は認めなかった（図

39）。さらに、Activin-SMADシグナル活性の評価として、Hs578T細胞で 9×CAGA

ルシフェーラーゼレポータープラスミドを使用しレポーターアッセイを行った。

Palbociclib 投与 4-6 時間後に Activin 刺激をしたものでは、Palbociclib 非投与下で

Activin刺激したものに対しActivin-SMADシグナル活性が有意に上昇し、Hs578T

細胞でも Palbociclib を投与することによって Actvin-SMAD シグナル活性が増強

することが示された（図 40）。続いて、ChIP シーケンシングの結果から腫瘍促

進作用について検討した。EMT に関連する代表的な遺伝子では、T47D 細胞と

同様、Hs578T 細胞でも ZEB1、SNAI1 で SMAD2 の結合を認め、Palbociclib 投与

によって結合量の増加を認めた（図 41）。しかし、ZEB1、SNAI1 の mRNA の発

現量は、ActA 刺激でわずかに上昇するものの、Palbociclib の投与による明らか

な上昇は認めなかった（図 42）。T47D 細胞で注目した ActA/SMAD2 の標的遺伝
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子 CCNG2 についても ActA 刺激によって上昇を認めたが、Palbociclib 投与では

有意な変化を認めなかった（図 43）。しかし、図の結果からも示されるように

Hs578T細胞において Palbociclib 1 µMが Rb Ser780及び SMAD2 Ser255のリン酸

化を十分に阻害できていないことから、Palbociclib が至適濃度に達していない可

能性がある。その原因としてトリプルネガティブ乳癌では AKT-PI3K-mTOR シ

グナル経路によって CyclinD-CDK4/6 が亢進している可能性、他のサイクリン依

存性キナーゼ（CDK2/8/9）や Ras-MAPK、ERK によって SMAD2 のリンカー領

域をリン酸化している可能性など、他のシグナル経路の関与の可能性も考えら

れる。 

以上より、サブタイプの異なる 2 細胞株において Palbociclib によって SMAD シ

グナルが増強することが示されたが、腫瘍促進作用への影響は明らかではなか

った。 
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HaCaT Hs578T 

control ActA TGF-β control ActA TGF-β 

pSMAD2C 

pSMAD3C 

SMAD2 

αTub 
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58 
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図 34．免疫ブロット法によるリン酸化 SMAD2 及び SMAD3 の検出 

 トリプルネガティブ乳癌細胞 Hs578T 細胞及びヒト表皮角化細胞 HaCaT 細

胞で TGF-β 1 ng/ml または ActA  50 ng/ml を 1.5 時間刺激した。 

図 35．BrdU 細胞増殖アッセイ 

  Hs578T 細胞に Palbociclib 50 nM 及び ActA 50 ng/ml 投与し 24 時間後、

BrdU を加え一晩静置した。抗 BrdU 抗体を投与し 1.5 時間後、ルミノメー

ターで測定した。独立した 3 回の実験の平均値を示した。 
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Palbociclib   0 nM  50 nM  250 nM  500 nM  1 μM  5 µM 

 Rb pS780 

SMAD2 pS255 

αTub 

SMAD2 

Cell: Hs578T 

58 

135 

58 

46 

kDa 

図 36．Palbociclib 濃度毎投与による免疫ブロッティング 

 Hs578T 細胞において Palbociclib を濃度毎（0 nM-5 µM）に投与し 24 時間

後に上記抗体にて検出した。 

図 37．Hs578T 細胞における Palbociclib の SMAD2 ゲノム結合強度への影響 

 Palbociclib 1µM 24時間投与と非投与のHs578T細胞にActA 50 ng/ml 1.5時間

刺激し、SMAD2 結合領域におけるそれぞれの結合量を散布図で示した。 
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図 38．遺伝子座 

 Hs578T 細胞で SMAD2 の標的遺伝子 PMEPA1 における結合量を示した。 

図 39．RNA 発現変化 

 Hs578T 細胞に Palbociclib 1 µM、ActA 50 ng/ml 投与し、PMEPA1 の RNA

発現変化をRT-PCRで示した。上記は独立した 3回の実験の平均値を示した。 
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図 40．ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

 Hs578T細胞においてPalbociclib 1 µM投与した4-6時間後に、ActA 50 ng/ml 

24 時間刺激した。9×CAGA プラスミドを使用し Activin-SMAD シグナル活

性を評価した。上記は独立した 4 回の実験の平均値を示した。 

 

図 41．遺伝子座 

 T47D 細胞、Hs578T 細胞で EMT 関連遺伝子 ZEB1, SNAI1 における SMAD2

の結合量を示した。 
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図 42．EMT 関連遺伝子の RNA 発現変化 

 Hs578T 細胞に Palbociclib 1µM、ActA 50 ng/ml 投与し 24 時間後、RT-PCR

で RNA の発現変化を示した。上記は独立した 3 回の実験の平均値を示した。 
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図 43．CCNG2 の RNA 発現変化 

 Hs578T 細胞に Palbociclib 1 µM、ActA 50 ng/ml 投与し、CCNG2 の発現変

化を RT-PCR で示した。独立した 3 回の実験の平均値を示した。 
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4. 考察 

4.1．Palbociclib の適応症例への検討 

 Palbociclib は HR 陽性、HER2 陰性乳癌の新規治療薬として注目されており、

本邦では 2017 年 12 月より HR 陽性、HER2 陰性の手術不能または再発乳癌を対

象に内分泌療法と併用での使用が開始された。これまで HR 陽性、HER2 陰性の

転移再発乳癌の治療選択として、Hortobagyi のアルゴリズムに基づき、閉経前で

はタモキシフェンと LH-RH アゴニストの併用療法、閉経後ではアロマターゼ阻

害薬による内分泌療法が推奨されてきた[33]。ただし生命を脅かす転移、例えば

広範な肝転移・肺転移・癌性リンパ管症などを認めた場合は化学療法を選択す

べきとされている。今回、転移再発乳癌の治療選択として内分泌療法単独に加

え、内分泌療法と Palbociclib を併用するという選択肢が広がったことにより化

学療法開始までの期間を延長する可能性が期待される。しかし、どのような転

移再発の状況において Palbociclib を併用すべきかという指標は今後の検討課題

である。 

本研究では、Palbociclib の投与によって SMAD2 のゲノム上への結合を強め、

Activin-SMAD シグナルを増強し、T47D 細胞で相加的に細胞増殖を抑制するこ

とを示した。一方で、Palbociclib 投与による EMT への影響は明らかではなかっ

たが、悪性度の高い細胞株では腫瘍促進作用を増強する可能性も考えられた。
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乳癌組織では非乳癌患者の正常乳腺組織と比較し Activin A（INHBA）の発現が

高値であるとされている[18]。また、乳癌骨転移症例において血清アクチビン値

が高値であるという報告がある[19]。Activin A 高値例や骨転移を認める再発乳癌

に対して内分泌療法と Palbociclib を併用することで腫瘍抑制効果を増強する可

能性、もしくは Activin-SMAD シグナルを増強することでさらに骨転移を増悪さ

せる可能性のいずれも考えられ、この点に関しては今後の臨床データにより検

証が必要である。 

 

4.2．EMT への関与 

がんにおける Activin A の生理作用は、TGF-β 同様、細胞増殖を抑制する作用が

ある一方、悪性度の高いがんでは腫瘍促進作用を示すと考えられている。また、

乳癌においては Actvin A が運動能・浸潤能を亢進させ、EMT を促進するという

報告がある[18] 。このことから Palbociclib が Activin-SMAD シグナルを増強した

場合、EMT を促進する可能性が考えられる。これまでの文献では膵癌細胞にお

いて CDK4/6 阻害薬が TGF-β シグナルを亢進させ、EMT を誘導したという報告

があり[34]、本研究では乳癌細胞における Palbociclib の EMT への関与を検討し

た。RNA シーケンシングの結果（表 4）で示したように、T47D 細胞では間葉系

マーカーで知られる CDH2、ZEB1、SNAI1、SNAI2、FN の発現は極めて低く、ま
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た、Palbociclib 投与による EMT 関連遺伝子の RNA 発現、蛋白発現に有意な変

化はみられなかった。同様に、トリプルネガティブ乳癌細胞株 Hs578T でも検討

したが、RT-PCR において EMT 関連遺伝子の RNA 発現に有意な変化はみられな

かった。しかし、T47D 細胞、Hs578T 細胞でルシフェラーゼレポーターアッセ

イにおいて TGF-β/Activin シグナルが増強しており、またいずれの細胞株でも

ChIPシーケンシングのデータより Palbociclib投与によって SMAD2のDNAへの

結合を増強した。EMT 関連遺伝子では、SNAI1、ZEB1 で SMAD2 の結合量が増

加しており、EMT を促進させる可能性は否定できない。特に、Hs578T 細胞では、

図 36 の結果から示されるように Palbociclib 1µM が Rb Ser780 及び SMAD2 

Ser255 のリン酸化を十分に阻害できていないことから、Palbociclib に対し感受性

が低いことがわかる。その原因としてトリプルネガティブ乳癌では

AKT-PI3K-mTORシグナル経路によってCyclin D-CDK4/6が亢進している可能性、

Cyclin E-CDK2 など他のサイクリン依存性キナーゼによって細胞周期が促進さ

れている可能性など他のシグナル経路が関与している可能性が示唆される。ま

た、本研究では多くの実験で Palbociclib 投与から 24-48 時間で評価を行っている

が、Palbociclib を長期間投与した場合に EMT にどのような影響を与えるか検討

の余地がある。 
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4.3．ALK4/5/7 阻害薬との併用について 

本研究において ALK4/5/7 阻害薬として使用した SB431542 は、Ⅰ型受容体

（ALK4/5/7）のキナーゼに結合して TGF-β 及び Activin シグナルのみ抑制する特

異性の高い化合物である。図 25 で示した通り、Activin の標的遺伝子である

PMEPA1、CDKN2B の RNA の発現量が Activin A、Palbociclib によって相加的に

増加したが、SB431542 を投与することで発現を抑制し、SB431542 が Activin シ

グナルを抑制した。この結果から、Activin による腫瘍促進作用が顕在化してい

るがんの場合には、Palbociclib と併用して ALK4/5/7 阻害薬を投与することで、

Activin シグナルの腫瘍促進作用を抑制しつつ、腫瘍細胞の増殖を抑制する可能

性が考えられ、臨床への応用に向けて今後検討すべき点と考えられる。 

 

4.4．CCNG2 の意義 

CCNG2 はサイクリンファミリーの一つであるが、細胞周期を促進させる典型

的なサイクリン A, B, D, E と異なり、細胞周期を停滞させ、腫瘍抑制の作用を示

すことが知られている。これまでの文献では、卵巣癌において CCNG2 が細胞増

殖、遊走能、浸潤能を抑制したという報告や[35]、乳癌細胞では抗 HER2 薬、PI3K

阻害薬、mTOR 阻害薬投与によって CCNG2 の発現が上昇したという報告もある

[36]。細胞増殖に関連する様々なシグナル経路を抑制することで発現が上昇する
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が、CDK4/6 阻害薬である Palbociclib を投与することでも Activin-SMAD シグナ

ルを介して CCNG2 を上昇させている可能性がある。また、Palbociclib の有効性

に関して、Rb 欠損や CCNE1 の増幅例で抵抗性を示す一方、CCND1 の増幅、

CDKN2A の低発現で PFS の延長を認めたと報告されているが、Palbociclib のバ

イオマーカーは特定されていない[37]。本研究では CCNG2 が Palbociclib の有効

性を予測するバイオマーカーとなりうるかという検討には至らなかったが、今

後の更なる研究により新たなバイオマーカーとなる可能性が期待できる。

METABRICからもER陽性乳癌においてCCNG2高発現は有意に全生存期間が延

長しており、CCNG2 は生命予後にも関係する重要な遺伝子と言える。 
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5. 結論 

5.1．ホルモン受容体陽性乳癌において Palbociclib は Activin-SMAD シグナルの

細胞増殖抑制作用を増強することを示した。 

5.2．Palbociclib は SMAD2 のリンカー領域 Ser255 のリン酸化を阻害した。 

5.3．2 つの異なるサブタイプの乳癌細胞株において、Palbociclib は SMAD2 の

DNA への結合を増強させた。 

5.4．Palbociclib 及び Activin の増殖抑制作用において SMAD2 の標的遺伝子とし

て CCNG2 が重要な役割を担っている可能性が示唆された。 

 

  

図 44．推定される Palbociclib の Activin-SMAD シグナルへの影響 

 Palbociclib が SMAD2 のリンカー領域 S255をリン酸化し Activin-SMAD シ

グナルを増強することで細胞抑制作用を増強させる。 
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Limitations 

・本研究で Palbociclib が Activin-SMAD シグナルの増殖抑制作用を増強すること

がわかったが、その機序が SMAD2 のリンカー領域 Ser255 のリン酸化阻害によ

るものとは断定できない。今後、変異 SMAD2（S255A、S255D）を用いて

Palbociclib の増殖抑制作用や DNA 結合能への影響を検討することでその因果関

係が明らかになる可能性がある。 

・ChIP シーケンシング、RNA シーケンシングの結果から Palbociclib が

Activin-SMAD シグナルの増殖抑制作用を増強するうえで SMAD2 の標的遺伝子

として CCNG2 が関与しているものと推測した。CCNG2 の Activin-SMAD 下流因

子としての位置づけについては内因性 CCNG2 の loss of function 等による検討が

今後必要と考える。  
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7．補遺（図 5、図 13 について免疫ブロッティングの全体像を以下に示す。） 

図 5 
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図 13 

  Palbociclib     0n M 25 nM 50 nM 100 nM 250 nM 500 nM 1 μM 2 µM 

58 

135 

75 

kDa 

100 

46 

58 

135 

75 

100 

46 

75 

100 

135 

58 

46 

Rb pS780 

SMAD2 pS255 

SMAD2 



77 

 

謝辞 

本研究の指導教官である東京大学胃食道・乳腺内分泌外科教授 瀬戸泰之先

生、東京大学乳腺内分泌外科科長 田辺真彦先生、ならびに前任の多田敬一郎

先生より多くのご指導・ご鞭撻を賜り、感謝申し上げます。 

そして、本研究は主に東京大学大学院医学系研究科 病因・病理学専攻分子

病理学分野で遂行されたものであり、快く研究の機会を与えて下さった分子病

理学分野教授 宮園浩平先生をはじめ、准教授 鯉沼代造先生ならびに研究室

の皆様より多大なご指導・ご支援を賜りましたこと、心より感謝致します。 

また、今回の研究計画の立案・遂行から論文に至るまで分子病理学分野助教 

森川真大先生より多大なご指導を頂きました。深く御礼を申し上げます。 

 


