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研究成果の概要（和文）：プロゲステロン受容体(PR)陽性（Ishikawa）・PR陰性（HEC1B、AN3CA）子宮内膜癌細
胞株においてHDAC阻害剤LBH589はPR mRNA・タンパク発現、PR下流因子MIG6 mRNA発現を増強させ、酢酸メドロキ
シプロゲステロン（MPA）併用でMIG6発現は相乗的に増加した。LBH589・MPA併用は相乗的に細胞増殖を抑制し、
HEC1Bのヌードマウス異種移植腫瘍の増大を相乗的に抑制した。この腫瘍では、LBH589投与によりPRとMIG6発現
の陽性化、Ki67陽性細胞の減少が観察された。以上から、LBH589併用はMPA療法の効果を相乗的に高めることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Panobinostat (LBH 589), an HDAC inhibitor, enhances the expression of 
progesterone receptor (PR) mRNA (P<0.05) and protein in the PR-positive (Ishikawa) and PR-negative 
(HEC1B, AN3CA) endometrial cancer cell lines. Combination treatment of LBH589 and 
medroxyprogesterone acetate (MPA) synergistically enhances the expression of MIG6 mRNA, a downstream
 factor of PR, and synergistically suppresses cell proliferation/viability of those cell lines. In 
addition, the combination therapy of LBH589 and MPA synergistically suppresses the growth of the 
HEC1B-xenograft tumor in nude mice. In these tumors, positive staining of PR and MIG6 and reduction 
of Ki67-positive cells are observed by LBH589 administration. These results suggest that the 
combined administration of LBH589 may enhance the effect of MPA therapy and may lead to the 
extension of indications for fertility preservation therapy.

研究分野：産婦人科学
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モン受容体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、日本では子宮内膜癌患者が急激に増加し、40歳未満の若年成人患者も増加傾向であり、酢酸メドロキシプ
ロゲステロン（MPA）による妊孕性温存療法の重要性が増している。MPA療法の適応は筋層浸潤のないIA期で、黄
体ホルモン受容体（PR）陽性率の高い類内膜癌Grade1に限定されており、病変完全消失率も55%と十分な効果と
は言えず、黄体ホルモン療法の効果を高める治療法の開発が望まれる。本研究結果はHDAC阻害剤がMPA療法の効
果を高め、同剤の併用により妊孕性温存療法の適応拡大につながる可能性を示したものであり、意義が大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 日本において子宮内膜癌（EC）は増加傾向にあり、2010 年の統計では年間 10000 例以上の新
規患者が発生し、39歳未満の若年 EC罹患数も 1200 人以上に達している（国立がん研究センタ
ーがん対策情報センター）。EC 治療の基本方針は子宮全摘術であるが、妊孕性温存を希望する
場合には、病変が子宮内膜に限局した高分化型類内膜癌である場合に限り、酢酸メドロキシプ
ロゲステロン（MPA）を用いた黄体ホルモン療法が施行される。しかしながら、MPA 療法では病
変完全消失率 55%、再発率 47％と報告されており（Ushijima et al. J Clin Oncol, 2007）、満
足できる効果ではない。また MPA 療法の適応拡大も望まれるが、黄体ホルモン受容体（PR）発
現率が低い低分化型や非類内膜癌では効果が期待できない。 
 このようなことから黄体ホルモン療法の効果を増強する治療法開発が期待されるが、そのた
めには黄体ホルモンの ECに対する抗腫瘍効果の作用機序の解明が必要である。我々はこれまで
に、黄体ホルモンが PR を介して、ユビキチンリガーゼである Skp2 の発現を抑制し、p27 の分
解抑制・蓄積から細胞増殖を抑制すること（Miyamoto et al. Gynecol Endocrinol. 2010）、エ
ストロゲン受容体（ER）の負の共役因子 NCoR の発現を増強させ、エストロゲンによる増殖を抑
制すること（Kashima et al. Anticancer Res. 2009 ）などを報告してきた。 
 さらに、PR の下流分子として働き、上皮成長因子受容体（Epidermal Growth Factor Receptor; 
EGFR ）に対する陰性制御因子であり、癌抑制遺伝子として知られている MIG6 
(mitogen-inducible gene-6)に注目した。閉経前正常子宮内膜 19例での MIG6 発現を免疫染色
で評価したところ、内因性に黄体ホルモンが分泌される分泌期では、増殖期より発現が増強し
ていた（陽性率：増殖期 6.4±11.1% vs.分泌期 54.3±23.9%、p<0.05）。また、正常子宮内膜腺
上皮細胞の初代培養細胞に対して MPA 100nM を添加すると、MIG6 mRNA の発現が上昇した（fold 
change±SD、2.9±0.73、p<0.001）。次に、MPA 療法を受けた EC の前癌病変である子宮内膜異
型増殖症（AH）および ECの 18 例における MIG6 発現を免疫染色スコア（IRS：0～12）で評価し
たところ、MPA 施行中では施行前に比べ増強した(mean IRS：4.1 vs 1.8、p＝0.001)。さらに、
子宮内膜癌細胞株 Ishikawa、HEC1B、AN3CA に対して MIG6 を強制発現させると細胞増殖が抑制
され、siRNA で MIG6 発現を抑制すると細胞増殖が上昇した。また、Ishikawa に対する MPA の増
殖抑制効果が、MIG6 の発現抑制により一部キャンセルされた。これらのことから、MIG6 は PR
シグナル伝達経路を仲介し、子宮内膜癌細胞株の細胞増殖を抑制していると考えられた。 
 一般的に PR 発現が低下すると MPA の有効性は低下するが、PR 発現低下には DNA メチル化や
ヒストン脱アセチル化といった epigenetic な機構が中心的に作用しているとされる（Xiong et 
al. Gynecol Oncol. 2005）。また最近、肺癌細胞において MIG6 発現がヒストン脱アセチル化で
抑制されており、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤により発現が増強することが報告
された（Zhang et al. PLoS One. 2012）。このようなことから PR 発現および下流因子である
MIG6 発現はヒストン脱アセチル化で epigenetic に抑制されることで MPA の有効性を低下させ
る一因となっている可能性があり、その関与の解明は、新たな MPA 療法の感受性増強治療法の
開発につながる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から、本研究では子宮内膜腺上皮でのPR経路におけるMIG6の作用を明らかにし、
HDAC 阻害剤の PR発現、MIG6 発現と MPA の EC 抑制効果への影響について検討することを目的と
する。さらに、MPA と HDAC 阻害剤の併用による新たな治療法開発のための基礎的検討をする。 
 
３．研究の方法 
(1) 子宮内膜癌細胞の PRおよび MIG6 の発現に対する HDAC 阻害剤の効果の検討：PR 陽性子宮
内膜癌細胞株 Ishikawa、および PR 陰性子宮内膜癌細胞株 HEC1B、AN3CA に、HDAC 阻害剤
Trichostatin A（TSA）、suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA)、Panobinostat (LBH589)
を 10 nM、100 nM、1 µM で添加し、 PR 発現を RT-PCR、Western blotting (WB)で確認した。ま
た、これらの細胞に PR siRNA を導入し、MPA 100nM および LBH589 10nM 添加下に MIG6 発現を
RT-PCR で確認した。 
 
(2) MPA と HDAC 阻害剤の併用効果の検討：Ishikawa、HEC1B、AN3CA に HDAC 阻害剤（TSA 500nM、
SAHA 1µM、LBH589 10nM）および MPA 100nM を添加し、細胞増殖・生存を WST-1 assay で検討し
た。また、同様の条件で培養した細胞を Propidium Iodide（PI）による flow cytometry を用
いて Sub-G1 分画の apoptosis 細胞の割合を検討した。また HEC1B については AnnexinV/PI 2
重染色でもapoptosisを検討した。さらにMIG6-siRNAによるMIG6発現抑制により、MPAとLBH589
併用効果への影響を WST-1assay と flow cytometry で検討した。 
 
(3) マウス異種移植モデル（HEC1B）における LBH589 と MPA の併用効果の検討：6週齢のヌー
ドマウス（BALB/c nu-nu）の腰背部皮下に HEC1B 106 cell/body を異種移植し、その 1 週間後
より MPA 100mg/kg 経口投与および LBH589 10mg/kg 腹腔内投与を 5 回/週で 4 週間行い、形成
された異種移植腫瘍の体積を検討した。また、有害事象の変化を形成された腫瘍を摘出し、PR、
MIG6、Ki-67 発現を免疫染色で検討した。 
 



４．研究成果 
(1) HDAC 阻害剤の PR 発現に対する
効果：HDAC 阻害剤は子宮内膜癌細胞株
Ishikawa、HEC1B、AN3CA の viability
を濃度依存性に抑制し(図 1a-c)、PR 
mRNA 発現を有意に増強したが、その効
果は LBH589 で最も強かった（図 1d-f、
*: NT, DMSO との間に有意差あり。P
＜0.05）。LBH589 による PRタンパク発
現増強も WB で確認された。このこと
からHDAC阻害剤はPR発現陰性株であ
っても子宮内膜癌細胞の PR 発現を増
強させることが示された。 
 
(2) HDAC 阻害剤の MIG6 発現に対す
る効果：３種の子宮内膜癌細胞株にお
いて、MIG6 mRNA 発現は MPA 添加のみ
では有意な増強を認めなかったが、
LBH589 添加で有意に増強を認めた。さ
らに Ishikawa と HEC1B では MPA と
HDAC 阻害剤の併用により MIG6 発現は
相乗的に増強した（図 1 g-i、*: NT
との間に有意差あり、P＜0.05）。この
併用の相乗効果は PR siRNA で PR 発現
を抑制することでキャンセルされた
ことから、PRを介していると考えられ
る。これらのことから、HDAC 阻害剤、
特にLBH589は MIG6発現を増強させる
が、その作用は特に MPA との併用で、
より強く認められることが示された。 
 
(3) MPA と LBH589 併用の効果：MPA は
Ishikawa、HEC1B、AN3CA 細胞の増殖を
殆ど抑制しないが、LBH589 との併用に
より相乗的に有意な増殖抑制作用を
示した（図 1j-l）。Flow cytometry を
用いた sub-G1 分画の解析では、特に
Ishikawaと HEC1Bにおいてapoptosis
細胞の sub-G1 分画が、MPA と LBH589
併用療法で有意に増加しており（図 2）、
AnnexinV/PI 2 重染色でも同様の結果
であった。この LBH589 による sub-G1
分画増加は MIG6 siRNA 導入によりキ
ャンセルされることから、MIG6 を介し
ていると考えられる。 
 
(4) in vivo での MPA と LBH589 併用
療法の効果：PR陰性子宮内膜癌細胞株
HEC1B の異種移植片に対する治療効果
の検討では、MPA と LBH589 併用療法は
MPA 単剤および LBH589 単剤より大き
な腫瘍増殖抑制効果を示し、in vivo
でも両剤の相乗効果を認めた。また摘
出腫瘍の免疫染色結果では、control
群ではPR発現陰性でMIG6発現もほと
んど認めないが、LBH589 治療群では
PR 発現を認めるようになり、MIG6 発
現の増強、Ki67 陽性細胞の減少が観察
された（図３）。 
 
 以上の結果から、HDAC阻害薬LBH589
は、子宮内膜癌細胞に対し、それ自体
による細胞障害性作用のみでなく、PR



発現の増強や MIG6 発現の増強から
MPA 療法に対する感受性を高めると
考えられる。LBH589 により PR陰性
子宮内膜癌細胞株 HEC1B の PR 発現
回復も認めており、LBH589 併用によ
り、PR陰性の子宮内膜癌に対しても
ホルモン療法の適応を拡大できる
可能性があり、今後さらなる研究が
必要であると考えられる。 
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