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研究成果の概要（和文）：本研究は、既存のアロマターゼ阻害剤とは異なるアロマターゼの遺伝子転写の抑制を
標的にした新たな作用機序を有するアロマターゼ阻害薬の基盤研究を行い、臨床上の問題の解決につなげること
を目的とした。ヒト乳癌培養細胞を用いたアロマターゼ活性測定、ルシフェラーゼアッセイ、リアルタイムPCR
解析などを用いてPCP4およびアロマターゼの関連性を検討したところ、アロマターゼの発現はPCP4によって調節
されており、その調節はアロマターゼ遺伝子からの転写を介した作用であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to conduct basic research on aromatase 
inhibitors with a new mechanism of action targeting the suppression of transcription of aromatase 
gene, which is different from existing aromatase inhibitors, and to solve clinical problems. We 
investigated the relationship between PCP4 and aromatase using aromatase activity assay, luciferase 
assay, and RT-qPCR analysis in cultured human breast cancer cells, and found that aromatase 
expression is regulated by PCP4, and the regulation is mediated by transcription from the aromatase 
gene. The results showed that the expression of aromatase is regulated by PCP4 and that the 
regulation is mediated by transcription from the aromatase gene.

研究分野： 分子生物学

キーワード： アロマターゼ　乳癌　転写制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳癌は日本人女性で最も身近に存在する癌である。乳癌診療ガイドラインでは閉経後の乳癌治療においてアロマ
ターゼ阻害薬を推奨しており、近年の本邦の高齢化社会と相まって、アロマターゼ阻害薬が重要な治療薬剤とな
っている。本研究結果から、既存のアロマターゼ阻害薬とは異なるアロマターゼ阻害の新規作用機序を明らかに
したことは学術的意義が高く、アロマターゼ阻害の新たな作用機序を提示できたことは薬剤開発につながること
が期待され、本研究成果は社会的に有意義なものとなる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

国立がん研究センター発表の本邦のがん統計によると、乳癌は日本人女性で最も身近に存在す

る癌である。乳癌全体の約 7 割はホルモン（エストロゲン）依存性であり、ホルモン療法による

薬物療法が適用される。ホルモン療法は、（１）LH-RH アゴニスト製剤、（２）抗エストロゲン剤

および（３）アロマターゼ阻害薬（以下、AI）の 3つに大別され、閉経前と閉経後でこれらを使

い分ける。閉経後は抗エストロゲン剤及び AI が用いられ、乳癌診療ガイドラインでは AIを推奨

しており（グレード A）、近年の本邦の高齢化社会と相まって、AI がますます重要な治療薬剤と

なっている。広く AI が使われるようになった一方で、AI 耐性化による乳癌再発例が報告され、

再発後の治療が大きな課題となっている 1)。AI 耐性化の発生機序は未だ不明な点が多く、再発

乳癌の治療を困難にしている。現在、AI 耐性化乳癌に対して行う薬物療法は、まだ使用してい

ない別の AI や抗エストロゲン剤を用いた治療が主な治療方法であるが、全再発症例のすべてに

適応されるわけではない。本邦で使用されている AIは同様な作用機序を持つわずか 3種類にす

ぎず、治療選択の余地は少ない。このことから、AI の治療戦略の拡大は臨床上の解決すべき課

題となっている。研究代表者は、小脳プルキンエ細胞で発見された Purkinje cell protein 4

（以下 PCP4）がヒト乳癌で高発現しており、乳癌の悪性度と進展に関与していることを明らか

にし 2-4)、PCP4 の先駆的な研究を行っている。PCP4 はアロマターゼと同様のアルドステロン合成

酵素の遺伝子転写を増強させる 5)ことから、アロマターゼ発現と PCP4 の関連性を検討した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、既存の AI とは異なる、アロマターゼの遺伝子転写の抑制を標的にした新たな作用

機序を有する AIの基盤研究を行い、臨床上の問題の解決につなげることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

PCP4 がアロマターゼ遺伝子の転写機構に及ぼす影響を検討するため、アロマターゼの各組織特

異的なプロモーター領域を含むレポーターベクターを構築し、フェノタイプの異なる複数のヒ

ト乳癌培養細胞を用いてルシフェラーゼアッセイを行った。また、プロモーター領域特異的なア

ロマターゼの mRNA 発現についてリアルタイム PCR で解析した。 

ヒト乳癌培養細胞の PCP4 発現量を RNAi 法による遺伝子ノックダウンや発現ベクターによる過

剰発現により変化させ、PCP4 がどの組織特異的プロモーター領域と関連しているかを検討した。

加えて、PCP4 と各プロモーター領域の関係性を詳細に検討するため、プロモーター領域の欠失

変異体を用いたルシフェラーゼアッセイを行った。 

さらに、アロマターゼに着目した PCP4 の臨床応用の可能性を検討するため、PCP4、アロマター

ゼおよび関連蛋白質における臨床応用の可能性を、臨床検体（病理組織検体）の免疫組織化学を

はじめとする病理組織学的検査で確認した。検査した蛋白質の発現と臨床情報を照らし合わせ、

バイオマーカーとして活用できないかを検討した。 

 

  



４．研究成果 

研究に用いるヒト乳癌培養細胞株の選択 

ヒト乳癌培養細胞株である、エストロゲン受容体（ER）陰性の SK-BR-3 および ER 陽性の MCF-7

について、本研究に使用可能であるかを検討した。いずれの細胞株も PCP4 は発現しているが、

MCF-7 と比較して SK-BR-3 の方が PCP4 発現量は高かった。 ER 陰性および陽性細胞のいずれに

おいても、PCP4 発現量はエストロゲン除去培地による培養により低下したが、それでも SK-BR-

3 の方が PCP4 発現量は高かった。このことから PCP4 発現量はエストロゲンにより影響を受け、

それは ERを介さない経路で調節されていると考えられる。 

PCP4 のアロマターゼ発現量に対する影響 

ER 陰性である SK-BR-3 では、 RNA 干渉法により細胞内 PCP4 の発現量を低下させるとアロマタ

ーゼ mRNA 量が減少し、過剰発現プラスミドを細胞内に導入して細胞内 PCP4 発現量を増加させ

ると、アロマターゼ mRNA 量も増加するといった PCP4 発現量に関連したアロマターゼ mRNA 量の

変動がみられた。しかしながら、ER陽性 MCF-7 ではこのようなアロマターゼ mRNA 量の増減は認

められなかった。これらの現象が ERに関連しているかどうかを確認するため、MCF-7 の ER 発現

量を RNA 干渉法により減少させ、アロマターゼ mRNA 量を定量した。ER 発現量の減少に伴い、ア

ロマターゼ mRNA 量の増加がみられた。このアロマターゼ mRNA 量の増加は PCP4 ノックダウンお

よび過剰発現では抑制されず、PCP4 とアロマターゼの関係性は ER 関連経路とは独立したもので

あると考えられ、SK-BR-3 における PCP4 とアロマターゼの関連性は非常にユニークなものであ

ると考えられる。 

PCP4 のアロマターゼ活性に対する影響 

アロマターゼはアンドロステンジオンおよびテストステロンから女性ホルモン（エストロゲン）

のエストロン（E1）やエストラジオール（E2）を合成する酵素である。PCP4 のアロマターゼ活性

に及ぼす影響を検討するため、SK-BR-3 細胞内のエストロンおよびエストラジオールを ELISA

（enzyme-linked immunosorbent assay）法で定量し、それらエストロゲン合成量からアロマタ

ーゼ活性を解析した。これらの結果では、PCP4 ノックダウンおよび過剰発現に伴う E1 および E2

合成量の増減がみられ、PCP4 はアロマターゼ活性に対しても影響を及ぼしていた。なお、E1 お

よび E2 を起点とする他の合成経路では合成産物量（17β－ヒドロキシステロイドデヒドロゲナ

ーゼ、スルホトランスフェラーゼおよびスルファターゼ）に変化は認められず、E1 および E2 合

成量の変化はアロマターゼ活性に起因した変化であることを確認した。 

プロモーター特異的アロマターゼの定量 

アロマターゼは多重プロモーター／エクソン１構造を持ち、それらにより選択的スプライシン

グを介して組織特異的な発現調節がなされている 6)。特に乳癌においては、正常組織で使用され

る I.4 プロモーター／エクソン１以外にも I.3 および II プロモーター／エクソン１も活性が高

く、アロマターゼの発現の増大が乳癌を悪性化させている 7)。そこで、プロモーター／エクソン

１を選択的に定量できる RT-PCR を用いて、プロモーター特異的発現調節に対する PCP4 の影響

を解析した。複数あるプロモーター／エクソン１のうち、SK-BR-3 では I.1 プロモーター／エク

ソン 1 の発現が最も高く、I.1 プロモーター／エクソン 1 の発現量は PCP4 に連動した変化を示

した。乳癌でよく知られる I.3 および IIプロモーター／エクソン 1の発現は非常に低かった。

また、各プロモーター配列を構築したルシフェラーゼベクターを用いてプロモーター活性の定

量を行った。このアッセイでも SK-BR-3 は I.1 プロモーター活性が最も高く、PCP4 の発現に連

動した活性変化が認められた。PCP4 発現量増加に伴うプロモーター活性の増加は、I.1 だけでな

く I.3/II および I.4 プロモーター活性でもみられた。 



ヒト乳癌組織における PCP4 およびアロマターゼの免疫組織化学 

アロマターゼおよび PCP4 抗体を用いた免疫組織化学において、標本 44 例のうち 75%および 52％

でアロマターゼならびに PCP4 が陽性であり、アロマターゼおよび PCP4 のいずれも陽性だった

のは 34%（15/44 例）であった。アロマターゼと PCP4 の発現パターンに傾向はなく、ER 陽性と

の関連性も認められなかった。PCP4 は核および細胞質のいずれも染色されたが、アロマターゼ

は細胞質のみ染色された。 
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