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二、研究計畫內容(以 10頁為限): 

題目: 乳癌幹細胞內熱休克蛋白 90調節 EZH2表現的機制探討 

(一) 摘要 

癌症幹細胞是癌症組織中具有幹細胞特性的癌細胞，具有自我更新及細胞分化

的能力，並與癌症的抗藥性與轉移有關，因此標靶癌幹細胞是目前癌症治療的

重點發展項目之一。Heat shock protein 90 (Hsp90)是一種熱休克蛋白，具有穩定

蛋白質結構的功能，有許多致癌基因是Hsp90的客戶蛋白，許多癌症中都發現具

Hsp90的過度表現。17-dimethylaminoethylamino-17-demethoxy-geldanamycin (17-

DMAG)為Hsp90的抑制劑，透過競爭性結合Hsp90蛋白內ATP結合區，抑制

Hsp90活性，進而影響Hsp90客戶蛋白的功能。我們實驗室先前發現17-DMAG在

乳癌幹細胞內能藉由抑制c-myc來下調 BMI1蛋白的表現，由初步結果發現調控

BMI1的機制中也有EZH2的參與，因此本研究目標為探討Hsp90在乳癌幹細胞內

如何調控EZH2的表現，以及EZH2或c-myc的轉錄活性是否需要Hsp90參與，以

釐清17-DMAG抑制乳癌幹細胞的分子機制。我們的實驗室以前發現，17-

DMAG可以透過降低乳癌幹細胞中c-myc與BMI1啟動子的結合來抑制BMI1的表

達。我們進一步發現一種組蛋白甲基轉移酶EZH2參與了17-DMAG誘導的BMI1

下調。我們首先觀察到加入17-DMAG能夠導致乳癌幹細胞中EZH2的下降。過

度表達EZH2能消除17-DMAG對BMI1表達的抑制。通過免疫染色法，我們發現

EZH2能與c-myc形成複合物並結合BMI1啟動子，並且此複合體的結合作用受到

17-DMAG抑制。因此我們認為Hsp90會在乳癌幹細胞內與EZH2 / c-myc接合促

進EZH2/c-myc進入細胞核，透過細胞核蛋白的免疫沉澱，也發現經過17-DMAG

的處理後，會抑制EZH2 / c-myc的核轉位。我們的結果顯示Hsp90參與了乳癌幹

細胞中EZH2/ c-myc的核轉位，進而影響BMI1的表達。將來我們將繼續研究在

乳癌幹細胞中經過17-DMAG的處理後，Elk1或NF-B會不會下調 EZH2的表

現。 

 

(二) 研究動機與研究問題 

     研究動機來自於實驗室過去在乳癌幹細胞的研究中發現，Hsp90抑制劑

17-DMAG可以抑制 AS-B244細胞株自我更新的能力(圖一)，我們也發現到在

17-DMAG的作用下，BMI1、c-myc、Hsp90的蛋白表現量均能受到抑制且也發

現 c-myc是 Hsp90的客戶蛋白。之後我們觀察到 17-DMAG可以抑制 EZH2蛋

白的表現(圖二)，也發現 17-DMAG可以抑制 EZH2 mRNA的表現(圖三)，並發

現 Hsp90和 EZH2之間有交互作用，並且加入 17-DMAG會降低其交互作用(圖

四) 。 

本研究的目標為: 

(1) 探討過度表現 EZH2能否使乳癌幹細胞耐受 17-DMAG的抑制作用 

(2) 了解 c-myc結合至 BMI1啟動子 DNA區是否需要 Hsp90的參與 



(3) 了解 Hsp90對於 EZH2調控 c-myc表現的影響 

(4)  17-DMAG造成 EZH2的下降是否透過抑制 Elk-1或 NF-kB  

(三) 文獻回顧與探討 

癌症幹細胞是具有幹細胞特性的癌細胞，具有自我更新及細胞分化的能力，這

些細胞的存在，可能造成腫瘤的復發與轉移[1]，有文獻指出，乳癌幹細胞可造

成癌症轉移，對於化療、放射線治療具有抵抗性[2]，因此如果能夠更了解癌幹

細胞的特性與形成的途徑和機制，能有效的進行癌症治療[3]。 

熱休克蛋白主要的功能是幫助穩定蛋白質的結構，當細胞受到溫度升高，或其

他壓力時，熱休克蛋白的表現就會增加，幫助穩定蛋白質的結構，來維持蛋白

質的活性[4]，也可以幫助癌細胞適應在壓力的環境下，因此熱休克蛋白通常在

癌細胞中都是過度表現的[5]。 

EZH2 (Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit)是多梳家族的

蛋白之一，是多梳抑制複合體 2 (polycomb repressive complex 2，PRC2)中的催

化次單元，PRC2同時還包含 Suz12、EED及 YY1[6]。文獻指出過度表現的

EZH2會發生在多種的惡性腫瘤中，特別是乳癌和前列腺癌[7、8]，增加 EZH2

的表現量會增加乳癌細胞的侵略性而且會提高乳癌細胞增長的速率[8、9]。

Bmi1 (B Lymphoma Mo-MLV Insertion Region 1 Homolog)也是一種多梳基因家族

的蛋白，屬於 PRC1，能夠修飾染色質，並在幹細胞的維持和癌症的生長扮演

重要的角色[10]，Bmi1被發現它能去調節癌幹細胞自我更新和生長的能力

[11]，因此如果抑制 Bmi1基因表現，會抑制細胞增生、癌細胞轉移、癌症球體

形成，並增加對抗癌藥物的敏感性[12]。 

 

(四) 實驗方法 

細胞培養 

由乳癌細胞建立的乳癌幹細胞株(AS-B244)，以MEMα medium(含 10%胎牛血

清、1μM sodium pyruvate、1μM glutamine、5μg/ml insulin、100μg/ml 

penicillin/streptomycin)培養於 37℃含 5% CO2 之培養箱。 

 

藥劑 

1mM 17-DMAG以 DMSO稀釋成 20μM、200μM溶液，保存於-20℃。 

 

懸浮性球體培養  

先分別將 5 nM及 50 nM之 17-DMAG、DMSO與球體細胞培養用的生長因子

(1X B27 supplement, 10 ng/ml EGF, 10 ng/ml bFGF, 5 μg/ml Insulin, 1 μg/ml 



Hydrocortisone, 4 μg/ml Heparin)均勻混合，然後將藥物、生長因子及球體細胞

培養基(DMEM/F12 containing 0.5% methylcellulose)混合均勻，再加入 AS-B244

細胞(1×104/ml)混合均勻，接著將混合好的培養液以每孔 2ml加入超低附著依賴

性的 6孔盤中，進行初代球體培養(Primary Sphere)，期間每三天加入 500μl培

養基(含藥物與生長因子)，並於第八天以倒立式顯微鏡觀察並計數球體數目，

第九天收取球體細胞。 

而二級球體(Secondary sphere)培養，則是以HyQTase將初代球體分解成單細胞懸  

浮液後，取 5×103 /ml的初代球體細胞種回超低貼附培養盤中，依據初代球體培  

養方式進行培養。 

 

慢病毒感染  

取 2x105cell/wel的 AS-B244細胞種植至一般細胞培養用 6孔盤中，待其貼附

後，將培養液更換為含有 polybrene (8μg/ml)，加入適當量的 EZH2慢病毒液，

於 37°C培養箱中進行感染，24小時後將含病毒之培養基移除，更換為正常培

養基續培養 24小時後，加入 puromycin (2μg/ml)進行篩選，將存活之細胞擴

增，建立過度表現 EZH2之 AS-B244細胞株。 

 

免疫沉澱法(Immunoprecipitation)  

取 5x105之 AS-B244細胞種植至超低附著依賴性的 10 cm dish中，於第 5天加

入 50 nM 17-DMAG及控制組(0.1%DMSO)，第 7天收取球體細胞，加入 100μl

細胞裂解液破碎細胞，以得到細胞蛋白液，再定出蛋白的濃度，每種處理做兩

管樣品，各取 500μg蛋白量，一管加抗體進行免疫沉澱，另一管為 beads 

control，並以 20μg蛋白量當做 input control，再進行西方墨點法。 

 

西方墨點法(Western blot)  

取 2x105cell/well的 AS-B244細胞種植至超低附著依賴性的 6孔盤中，加入 5 

nM、50 nM 17-DMAG及控制組(DMSO)，加入細胞裂解液破碎細胞，得到細胞

蛋白液後，以 BCA當作標準去定出蛋白的濃度，每個樣品取 25μg蛋白量，進

行 SDS-PAGE電泳分離，並轉漬於 PVDF膜上，以 5%脫脂牛奶進行 blocking 1

小時，再以特異性一級抗體於 4℃培養過夜，隔日以含過氧化酶之特異性二級

抗體於室溫培養 1小時，經過適當清洗後，加入冷光顯影劑反應，以冷光照相

儀擷取冷光訊號，再進行分析。 

 

染色質免疫沉澱(Chromatin Immunoprecipitation)  



取5x105之AS-B244細胞種植至超低附著依賴性的10 cm dish中，於第5天加入200 

nM 17-DMAG及控制組(0.1%DMSO)，第7天以500μl PBS收取球體細胞。接著以

1% 福馬林(formaldehyde)固定住染色質，再將染色質超音波震盪(sonication)變

為200~1000 bp的DNA片段，每種樣品各分為免疫沉澱(IP)、beads control、input 

control，將1μg antibody加入IP group於4℃培養過夜，隔日，IP group、beads 

control group分別加入10 μl protein A beads於4℃反應2小時，再以不同buffer清

洗，最後將所有樣品以PCR cleanup kit純化DNA，以SYBR Green方式進行特定

DNA片段的即時定量PCR。本研究預計進行染色質沉澱的抗體有: rat anti-

Hsp90 monoclonal antibody (clone 16F1, Enzo Life Sciences, Inc. Farmingdale, 

NY, USA)、rabbit anti-Suz12 polyclonal antibody (ab12073, Abcam, Cambridge, 

MA, USA) 

 

定量PCR(quantitative PCR)  

取 2x105cell/well的 AS-B244細胞種植至超低附著依賴性的 6孔盤中，於第五天

加入 5 nM、50 nM之 17-DMAG處理 AS-B244細胞及控制組(0.1%DMSO)，第

六天收取細胞。以 Quick-RNATM MiniPrep Kit進行 RNA純化後，測出 RNA的

濃度，每個樣品取 1 μg 與 RNARevertAid First Strand cDNA Synthesis 

Kit(Fermentas)進行反轉錄成 cDNA，接著取 10ng/μl之 cDNA，以 KAPA SYBR 

FAST qPCR Kit進行 qPCR。本研究將使用的引子序列如下: 

EZH2： 

EZH2-F： 5’-CCCTGACCTCTGTCTTACTTGTGGA-3’  

EZH2-R：5’-ACGTCAGATGGTGCCAGCAATA-3’  

hsp90： 

hsp90-F：5’- ATCACTGGTGAGAGCAAGAAGGC-3’  

hsp90-R：5’- TTAGTCGACCTCCTCCATCTTGCT-3’ 

MRPL19(internal control) ： 

MRPL19 -F：5’- GGGATTTGCATTCAGAGATCAG -3’  

MRPL19 -R：5’- GGAAGGGCATCTCGTAAG -3’ 

ChIP使用的引子序列如下: 

Bmi1-P-Ebox-F: 5’-ACGGGCCTGACTACACCGACACT-3’ 

Bmi1-P-Ebox-R: 5’-CTGAAGGCAGAGTGGAAACTGACAC-3’ 

cMyc-PRC2-F: 5’- TCCTCTCTCGCTAATCTCCGC-3’ 

cMyc-PRC2-R: 5’- CCCTCCGTTCTTTTTCCCG-3’ 

 

(五) 結果與討論 

(1)17-DMAG可抑制乳癌幹細胞的自我更新 



   A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.  

 

圖一、17-DMAG可抑制 AS-B244乳癌細胞內癌幹細胞活性 

A.將 AS-B244細胞以 0.1%DMSO或 20nM、200nM的 17-DMAG進行癌症球

體培養，七天後以倒立式顯微鏡觀察、拍照及計數。顯示 17-DMAG具有抑制

乳癌幹細胞自我更新的效果。顯示 17-DMAG具有抑制乳癌幹細胞自我更新的

效果。 

B.球體數目的量化表，200nM的 17-DMAG會抑制 AS-B244的形成能力。*, 

p<0.05; **, p<0.01. 

 

(2) 17-DMAG能抑制 EZH2蛋白的表現 

 
圖二、17-DMAG能抑制 AS-B244癌症球體細胞內 EZH2的蛋白表現。將



AS-B244細胞加入 0.1%DMSO或 17-DMAG (20, 200nM)並培養成癌症球體 5

天後，以西方點墨法分析 EZH2的蛋白表現。結果發現，17-DMAG在

200nM濃度下可以抑制 EZH2的蛋白表現。 

 

(3) 17-DMAG能抑制 EZH2的 mRNA表現 

 

圖三、17-DMAG能抑制 AS-B244癌症球體細胞內 EZH2的轉錄。將 AS-

B244細胞加入 0.1%DMSO或 17-DMAG (20, 200nM)並培養成癌症球體 48小

時後，收集細胞總 RNA，以即時定量 PCR分析細胞內 EZH2的 mRNA表

現。**, p< 0.01. 結果發現 17-DMAG能抑制 EZH2的轉錄。 

 

(4) 17-DMAG可抑制乳癌幹細胞內 Hsp90與 EZH2的交互作用 

 

 

 

 

 

 

 

圖四、將 AS-B244細胞加入 0.1%DMSO或 17-DMAG (200nM)並培養成癌

症球體 5天後，收集細胞總蛋白，以抗 Hsp90抗體進行免疫沉澱，將沉澱

下之蛋白以西方點墨法分析 EZH2的表現，17-DMAG在 200nM濃度下能

抑制 Hsp90與 EZH2的結合。 

 

(5) 探討過度表現 EZH2能否使乳癌幹細胞耐受 17-DMAG的抑制作用 



我們利用帶有 EZH2或 BMI1的慢病毒感染MDA-MB-231細胞後，進行癌症

球體培養，結果發現，過度表現 EZH2或 BMI1並沒有辦法使 17-DMAG減

少對乳癌幹細胞自我更新的抑制作用(圖五)。 

 

  圖五、EZH2或 BMI1的過度表現並無法改善乳癌幹細胞對 17-DMAG的

敏感性。將帶有 EZH2或 BMI1基因之慢病毒感染MDA-MB-231乳癌細胞，

加入 0.1%DMSO或 17-DMAG (5nM、50nM)處理並進行癌症球體培養，七天

後以倒立式顯微鏡觀察。 

 

(6) 過度表現 EZH2使 17-DMAG對於 BMI1的抑制效果下降 

我們利用帶有 EZH2的慢病毒感染MDA-MB-231細胞後，培養成癌症球

體，將球體細胞以 17-DMAG處理 48小時後，收取細胞蛋白進行西方點墨

法分析，結果發現，17-DMAG對於 BMI1或 c-myc的抑制，隨著 EZH2的

過度表現，有減少的現象(圖六)。 



 

  圖六、過度表現 EZH2使 17-DMAG對於 BMI1的抑制效果下降。利用攜

帶 EZH2基因的慢病毒，感染三陰性乳癌細胞株MDA-MB-231，使細胞過度

表現 EZH2，將MDA-MB-231細胞培養成癌症球體後，加入 0.1%DMSO或

17-DMAG (5nM或 50 nM)並培養 48小時後，以西方點墨法分析的 EZH2、

HSP90、c-myc、Bmi1蛋白表現。 

 

(7) 17-DMAG能抑制 EZH2結合至 BMI1啟動子區域內 c-myc結合位 

我們接著想了解 c-myc結合到 BMI1啟動子區域使否需要 EZH2協同，以及

Hsp90是否又對於此結合作用有所影響。利用染色質免疫沉澱法，以抗

EZH2抗體對MDA-MB-231癌症球體之染色質進行免疫沉澱後，以即時定量

PCR法分析，發現 EZH2抗體能同時沉澱 BMI1BMI1啟動子的 c-myc結合區

域 DNA，顯示 EZH2可能與 c-myc形成複合體並調控 BMI1的表達(圖七，

藍色柱狀)。而使用 Hsp90抗體也同時能沉澱 BMI1啟動子的 c-myc結合區域

DNA，顯示 Hsp90也可能存在在此 EZH2/c-myc複合體中(圖七，紅色柱

狀)。當癌症球體以 17-DMAG處理後，EZH2結合至 BMI1啟動子的 c-myc

結合區域的情況明顯受到抑制(圖七，綠色柱狀)；但 Hsp90結合至 BMI1啟

動子的 c-myc結合區域的情況則有增加(圖七，紫色柱狀) 



 

  圖七、17-DMAG能抑制 EZH2結合至 BMI1啟動子區域內 c-myc結合位。將

MDA-MB-231癌症球體細胞加入 0.1%DMSO或 17-DMAG (50n M)並培養 48小

時後，以福馬林固定並收集細胞染色質裂解液，接著利用染色質免疫沉澱法以

抗 Hsp90或抗 EZH2抗體進行免疫沉澱，將沉澱下 DNA純化後，以 Bmi1啟

動子片段內 E-box區域 (c-Myc結合之 DNA區域)特異性引子進行即時定量

PCR分析。 

(8) 17-DMAG能抑制 EZH2或 c-myc進入乳癌幹細胞的細胞核內 

為了瞭解 Hsp90對於 EZH2或 c-myc調控 BMI1表現的影響，以及進一步證實

Hsp90能在乳癌幹細胞的細胞核內與 EZH2/c-myc形成複合體，我們分離經 17-

DMAG處理後的乳癌幹細胞之細胞質與細胞核蛋白，由圖八(A)可以證明細胞

質或細胞核蛋白分離效果良好(tubulin蛋白只在細胞質樣品被偵測到，而

Histone蛋白只在細胞核樣品被偵測到)。接著我們利用抗 Hsp90抗體對細胞質

或細胞核蛋白進行免疫沉澱，透過西方點墨法分析發現，抗 Hsp90抗體能同時

從細胞核蛋白中沉澱下 EZH2及 c-myc，顯示與 EZH2與 c-myc在細胞核內形

成複合體；而 17-DMAG能明顯抑制 EZH2或 c-myc與 Hsp90的在細胞核蛋白

中的共免疫沉澱，但在細胞質蛋白中則仍可見到 EZH2/c-myc/Hsp90的複合體

(圖八 B)。因此我們推測，Hsp90在乳癌幹細胞內能協助 EZH2/c-myc的核轉

位，並此核轉位協助作用是需要 Hsp90上 ATP的結合。 



       

 

       

圖八、17-DMAG能抑制 EZH2或 c-myc進入乳癌幹細胞的細胞核內。將

MDA-MB-231癌症球體細胞加入 0.1%DMSO或 17-DMAG (50nM)並培養 48小

時後，收集細胞並且作細胞質或細胞核蛋白質的分離。(A)以抗 tubulin或抗

histone1抗體驗證細胞質或細胞核蛋白的分離效率。(B)以抗 Hsp90抗體進行免

疫沉澱，將沉澱下之蛋白以西方點墨法分析 EZH2或 c-myc蛋白的免疫共沉澱

情況。 

 

由我們的結果發現，17-DMAG能夠導致乳癌幹細胞中 BMI1、c-myc及 EZH2

的下降，但過度表達 EZH2能消除 17-DMAG對 BMI1表達的抑制。通過染色

質免疫沉澱法，我們發現 Hsp90能與 EZH2及 c-myc形成複合物結到 BMI1啟

動子，而此結合能力會被 17-DMAG抑制。此外，17-DMAG會抑制乳癌幹細胞

A 

B 



內 EZH2 / c-myc的核轉位，顯示 Hsp90會調控 EZH2及 c-myc在乳癌幹細胞的

核轉位，進而影響 BMI1的表達。 
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