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研究成果の概要（和文）：同定されたERRα転写活性抑制化合物Xを子宮体癌細胞株に投与したところ、抗腫瘍効
果を示した。パクリタキセルとの相互作用を検討したところ、パクリタキセル感受性を高めることが示された。
ERRαは癌-間質相互作用を介してTGF-βを誘導することを示した。ERRαはEMT関連因子（E-cadherin, Snailな
ど）の発現を制御することで、遊走・浸潤能を促進することが示された。以上より、ERRαを介した系は子宮体
癌の新たな治療ターゲットとして有望である。

研究成果の概要（英文）：Compound X, identified as an inhibitory transcriptional effect on ERRα,  
showed an anti-tumor effect. X also enhanced  paclitaxel sensitivity in uterine endometrial cancer 
cells. ERRα induces TGF-β via cancer-stromal interaction. ERRα also promotes migration and 
infiltration ability by controlling the expression of EMT-related factors (E-cadherin, Snail, etc.).
 Taken together, the ERRα-mediated system is promising as a new therapeutic target for endometrial 
cancer.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮体癌に対してこれまで多くの分子標的薬が試行されてきたが、いずれも満足できる結果は得られていない。
近年の網羅的遺伝子解析の結果から（Nature, 2013）、子宮体癌は単一の強い癌遺伝子変異では癌化しにくいこ
とが示されており、腫瘍の生物学的特性に基づいた治療戦略が求められている。子宮体癌の腫瘍学的特徴はホル
モン依存性であり、その増殖や発癌にエストロゲンやプロゲステロンが深く関与する。本研究は新規エストロゲ
ン受容体であるエストロゲン関連受容体（ERRα)に着目し、ERRαが子宮体癌における浸潤・進展に関与してお
り治療ターゲットとして有望であることを示した。

※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 

わが国において子宮体癌は著しく増加している。特に手術不能な進行例や再発例が増加して
おり、このような場合には化学療法が施行されるものの予後はきわめて不良である。一方、初期
例は比較的予後良好のものが多いが、子宮全摘および付属器摘出術を治療の原則とするため将
来的な妊娠を断念せざるを得ない。子宮内膜に限局する病変に対して妊孕能温存療法としてプ
ロゲスチン療法が行われているが、その再発率は高い。このように子宮体癌に対する新たな治療
法の開発が切望されている。 

子宮体癌における遺伝子異常の特徴は The Cancer Genome Atlas (TCGA)の網羅的統合解析で
示されたように、癌の発生初期にミスマッチ修復/ポリメラーゼ遺伝子の変異に伴って癌化能の
弱い遺伝子変異が多数集積している点である（Nature, 2013）。このことは、子宮体癌は単一の
強い癌遺伝子の変異ではむしろ癌化しにくいことを表している。子宮体癌に対する新規治療法
を確立させるためには、その腫瘍学的特性をより捉えたバイオマーカーを見つけ出しそれを標
的とした治療戦略を立てることが極めて重要である。 

子宮体癌の腫瘍学的特徴で最も重要な点はホルモン依存性であり、その増殖や発癌にエスト
ロゲンやプロゲステロンが深く関与する。エストロゲンはエストロゲン受容体（ER）と結合して
プロモーター上のエストロゲン応答配列（ERE）を認識することでさまざまな遺伝子の転写を制
御する。乳癌ではエストロゲン受容体拮抗薬やエストロゲン生合成酵素（アロマターゼ）阻害剤
が広く用いられるのに対して子宮体癌ではその有用性は確立されておらず、より複雑なエスト
ロゲン伝達経路の存在が疑われる。エストロゲン関連受容体（ERR）は ERとよく似た構造を有す
るがエストロゲンのような強力なリガンドを持たないオーファン核内受容体として知られてい
る。研究代表者はこれまでにこの ERRsに注目し子宮体癌における発現や機能を明らかにしてき
た。特に近年では ERRαを抑制する系が子宮体癌細胞株（HEC-1A, KLE）における細胞増殖や浸
潤・遊走能を抑制し、G2/M 期停止からカスパーゼ-3依存性アポトーシスを誘導することを明ら
かにした。同じ G2/M期停止によりアポトーシスを引き起こすパクリタキセルとの併用で増感効
果を示すことを見出している（Matsushima H, Mori T, et al, Oncotarget, 2016）。これらの
結果から ERRα は子宮体癌に対する標的として好適であると考えられる。 

ERR はオーファン受容体として知られ今のところリガンドは同定されていない。われわれは
ERR の結合領域とされるエストロゲン応答配列（ERE、ERRE）を有するルシフェラーゼアッセイ
ハイスループット法を樹立し、これによって ERRα抑制能を有する新たな低分子化合物を同定し
た。本研究ではこの薬剤を用いてその抗腫瘍効果、浸潤・遊走能、アポトーシス遊走作用を明ら
かにする。また ERRαが引き起こす浸潤作用には TGF-βシグナルを介した上皮間葉分化転換現
象（EMT）が関与している。EMT は腫瘍の浸潤および転移の引き金を引く重要なイベントであり、
子宮体癌において ERRα発現の有無がその制御機構を担うことは極めて興味深い。 
 本研究では上皮間質相互作用を検証するため、子宮体癌細胞株と子宮内膜間質細胞株との共
培養法を用いて ERRαが子宮体癌の浸潤転移を制御する未知の機構を明らかにする。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ERRαが子宮体癌の浸潤転移を制御する未知の機構を明らかし、ターゲット化合
物として同定された薬剤の抗腫瘍効果について検証することを目的とする。① 同定された低分
子化合物を用いた子宮体癌に対する抗腫瘍効果の検証、② 上皮間葉細胞間相互作用による子宮
体癌浸潤メカニズムの解明、を大きな目標とし、ERRαをターゲットとする新たな治療戦略を構
築するための基盤を確立させる。 
 

３．研究の方法 
① 同定された低分子化合物を用いた子宮体癌に対する抗腫瘍効果の検証 

1. エストロゲン関連応答配列（ERRE: 5’-AGGTCA-3’）をレポーターとしたルシフェラーゼ
アッセイ、 ERR/ER結合アッセイ、リアルタイム PCR法を用いて ERRαに対するリガンド
としての特性を評価する。 

2. WST-8細胞増殖アッセイ、コロニー形成アッセイ法を用いて細胞増殖作用を明らかにする。 
3. マトリゲル浸潤アッセイを用いて浸潤・遊走能を評価する。 
4. フローサイトメトリー法を用いて細胞周期解析を行う。 
5. 他剤（パクリタキセルやシスプラチン、ビンクリスチン、その他の抗がん剤治療薬）との

併用効果について検討する。 
6. 子宮体癌細胞株を皮下移植したモデルマウスを用いて上記作用について検証する。 

 
② 上皮間葉細胞間相互作用による子宮体癌浸潤メカニズムの解明 

1. 子宮体癌細胞株（Ishikawa, HEC-1A, AN3CA, KLE他）と子宮内膜間質細胞（ヒト子宮内膜
間質細胞; T-HSEC）を用いて共培養系を作製する。 

2. ERRαプラスミドあるいはsiRNAを用いて遺伝子導入を行い、リアルタイムPCR、ELISA、ウ
エスタンブロット法により EMT関連因子（ E-cadherin, N-cadherin, vimentin, 



Snail/Slug, ZEB-1, Twistなど）を同定する。 
3. ERRα過剰発現下あるいは抑制下での浸潤・遊走能について評価する。 
4. ERRα導入による細胞形態変化について3次元培養法を用いて解析する。 
5. TGF-β添加時における上記因子についてそれぞれの細胞における発現レベル変化を評価

する。 
 
４．研究成果 
① 同定された低分子化合物を用いた
子宮体癌に対する抗腫瘍効果の検証 

同定された合成化合物 X は細胞毒性
試験において、細胞毒性を示すことな
く濃度依存的に ERREを介した転写活性
を抑制した(P＜0.01)。さらに ERRE を
プロモーター領域にもつ血管内皮増殖
因子の転写活性も有意に抑制した(P＜
0.01)。次に細胞増殖能への影響につい
て WST-8 assayを用い検討したところ，
濃度および時間依存的に有意な増殖抑
制効果を認めた(P＜0.01)。その機序に
ついて flow cytometry(FCM)および免
疫蛍光染色を行い，Xが M期停止を誘導することを示した(P＜0.01)。さらに Western blotting
では Xによって M期特異的タンパクである histone H3 が増加し，G2-M 期 check point で M期へ
の移行を促進することを示した。また，X は FCMで Sub-G1期細胞を増加させ，caspase-3/7を活
性化させたことから X による apoptosis 誘導が示唆された。次に子宮体癌において高頻度に異
常活性化している PI3K/Akt/mTOR シグナル伝達系への影響について Western blotting で評価を
行なったところ，Xは PI3Kに影響を与えることなくリン酸化 Akt，mTOR，そしてその下流の p70S6K
を抑制した。微小管阻害薬と Xの併用効果を WST-8で検証したところ，パクリタキセルとの併用
で細胞増殖抑制作用の相乗効果を認めた(P＜0.01)。子宮体癌細胞株移植マウスに Xの経静脈投
与を行ったところ，マウスの体重減少を惹起することなく腫瘍発育を抑制した(P＜0.01)。摘出
腫瘍を用いた免疫染色法（TUNEL assay, Ki-67, CD31抗体）では Xによる apoptosis 誘導効果、
細胞増殖抑制作用および血管新生阻害作用を認めた(P＜0.01)。 
 
 
② 上皮間葉細胞間相互作用による子宮体癌浸潤メカニズムの解明 

子宮体癌細胞株である Ishikawa細胞および HEC-1A細胞と、子宮内膜間質細胞株である THESCs
を共培養した。ERRα/PGC-1α を一過性導入した系で癌細胞における ERRα が THESCs に及ぼす
影響について評価した。ERRα/PGC-1αを過剰発現させた癌細胞と共培養した THESCsにおいて、
ERRαと強力な EMT誘導因子である TGF-βの発現が有意に上昇した(P＜0.01)。siRNAを導入し、
ERRα 抑制下での THESCs に及ぼす影響について検討したところ、TGF-βの発現が有意に低下し
た（P＜0.01)。ERRα/PGC-1α を過剰発現させた癌細胞では、間葉系細胞マーカーである vimentin
の発現や EMT 誘導転写因子である
Snailや ZEB1の発現が有意に上昇し
た(P＜0.01)。一方、単培養では弱い
反応しか観察できなかった。ERRα抑
制下では、Ishikawa 細胞の Snail以
外の EMT 関連因子の発現は有意に低
下した （P＜0.01)。これらの所見か
ら、間質細胞から分泌される TGF-β
が子宮体癌細胞の EMT を誘導すると
考えられた。 
 子宮体癌細胞における ERRα と
TGF-βによる EMT誘導効果との関連
について検証するため、単培養で
ERRα/ PGC-1α を過剰発現させた癌
細胞に TGF-β 10 ng/mL を添加し、
EMT 関連因子の発現を定量 PCR と
Western blotting を用いて調べた。
ERRα/PGC-1α を過剰発現させた癌細胞では、TGF-β を添加時には vimentin,Snail,ZEB1 の発
現が有意に上昇し(P＜0.01)、Western blotting でも同様の変化と上皮細胞マーカーである E-
cadherin 発現の低下を認めた。一方、ERRα 抑制下で TGF-β を添加すると vimentin, Snail, 
ZEB1の発現が低下し、E-cadherinの変化は認めなかった。すなわち、子宮体癌細胞において ERRα
の発現上昇が TGF-β 誘導性の EMT を促進することを見出した。さらに Matrigel invasion 
chamber system を用いて浸潤・遊走への影響を検討した。TGF-βの添加は癌細胞の遊走能を有



意に促進し(P＜0.01)、さらに浸潤能も有意に促進した 一方、ERRα 発現を抑制すると TGF-β
誘導性の遊走能および浸潤能は有意に低下した (P＜0.01)。 

以上の研究成果から ERRαを介した系は新たな子宮体癌治療ターゲットとして有望であると
考えられた。 
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