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研究成果の概要（和文）：大腸がんを促進するとされるprostaglandin E2（PGE2）は、E型プロスタノイド
（EP）受容体サブタイプ1（EP1）からサブタイプ4（EP4）に結合する。本研究により、実際のヒト大腸がん組織
にはEP受容体高発現クラスターが存在することが明らかとなり、この内EP3受容体高発現クラスターは転移性が
んである可能性が明らかとなった。一方EP4受容体の刺激は、細胞内代謝の変化や免疫抑制因子の発現誘導など
を引き起こし、がんの発生に関与する可能性が考えられた。さらに、EP4受容体とEP2受容体の活性比較により、
受容体刺激時に活性化する細胞内シグナル系が明確に異なることも明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Prostaglandin E2 (PGE2), which is believed to promote colorectal cancer 
development and malignant transformation, binds to four receptor subtypes: E-type prostanoid (EP) 
receptor subtype 1 (EP1) through subtype 4 (EP4). This study revealed the presence of EP 
receptor-high expression clusters in actual human colorectal cancer tissues, of which EP3 
receptor-high clusters may be metastatic carcinomas. Stimulation of EP4 receptors, on the other 
hand, induces intracellular metabolic changes and expression of immunosuppressive factors, which may
 be involved in cancer development. Furthermore, comparison of the activities of EP4 and EP2 
receptors revealed that the intracellular signaling pathways activated upon receptor stimulation are
 different.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PGE2は大腸がんマーカーと考えられてきたが、実際のヒト大腸がん細胞は、EP受容体の発現パターンによって
PGE2刺激時の細胞内シグナル応答や遺伝子応答が違い、がんの病毒性や性質が異なる可能性が高い。本研究で明
らかとなったEP4受容体およびEP3受容体の下流因子は、これらの型のがんに対する精密医療を考える際の、具体
的な治療標的となる可能性がある。今後、本研究で明らかとなった因子を中心に、各受容体下流の細胞内シグナ
ルを詳細に解明してゆくことで、大腸がんの発生や悪性化段階におけるEP受容体の役割を解明できるものと期待
される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 大腸がんは、日本における年間死亡者数が 2 番目に多いがん疾患である。一般にがん疾患の進
行は、がんの発生とがんの悪性化の２つの段階に分けられる。大腸がんの治療法・予防法開発の
ためにも、発生・悪性化段階双方のメカニズム解明が求められている。大腸がん組織では、炎症
性メディエーターである prostaglandin E2（PGE2）の産生が亢進している。そのため、PGE2が大
腸がんの発生や悪性化を促進していると考えられている。PGE2は E 型プロスタノイド（EP）受
容体サブタイプ 1（EP1）からサブタイプ 4（EP4）の 4 つの EP 受容体サブタイプに作用する。
これまでに、EP1～EP4 受容体のノックアウトマウスを用いた研究により、大腸がんの形成を抑
制することなどがわかっている。また、研究代表者の所属グループはこれまでに、初期大腸がん
細胞では EP4 受容体の過剰な活性化により、大腸がんの発生に関わるシクロオキシゲナーゼ-2
の発現が増大することや（①）、PGE2が EP3 受容体に作用すると、大腸がんの浸潤や転移に関わ
る血管内皮増殖因子（VEGF）シグナルが増強されることなどを報告している（②）。このことか
ら、EP4 受容体は特にがんの発生を促進し、EP3 受容体は特にがんの悪性化を促進する可能性が
考えられる。しかしながら、実際のヒト大腸がん組織における EP4 /EP3 受容体の発現パターン
や、受容体シグナル下流の具体的ながん促進因子については十分には明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、大腸がんの発生と悪性化のメカニズムについて、PGE2が作用する EP4 受容体下流
の大腸がん発生因子、および EP3 受容体下流のがん悪性化因子を明らかとし、その制御メカニ
ズムの解明を目的とする。また、他の EP 受容体サブタイプの活性や遺伝子応答と比較すること
で、EP4 受容体および EP3 受容体に特徴的な性質を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）がんゲノムビッグデータ解析 
 The Cancer Genome Atlas よりヒト大腸がん組織の遺伝子発現情報を取得した。遺伝子発現量を
transcripts per million（TPM）として算出した。EP1、EP2、EP3 および EP4 受容体の発現量を対
象とした k-means 法により、各大腸がん組織のクラスタリング解析を行った。EP 受容体低発現
クラスターを基準として、各クラスターの発現変動遺伝子を同定した。Gene set enrichment analysis
および gene ontology 解析により、同定した発現変動遺伝子の性質を分類した。また、大腸がん
サンプルを EP2 受容体発現量を基準とした EP4 受容体発現量の比率で 2 群に分類し、この 2 群
間の生存率を比較した。 
 
（２）in vitro 評価系による EP 受容体下流の細胞内シグナルの評価 
 ヒト初期大腸がん HCA-7 細胞を PGE2 で刺激し、細胞内タンパク質を経時的に回収した。
Western-blotting 法により各タンパク質の発現量を評価した。グルコース測定キットを用い、PGE2

刺激時のグルコース取り込み量を定量した。EP4 受容体もしくは EP2 受容体を安定的に発現し
たヒト HEK293 細胞株を用い、PGE2で刺激した際の細胞内 cAMP 濃度をラジオアイソトープを
用いた競合法により評価した。同様に、extracellular signal-regulated kinase（ERK）のリン酸化強
度を western-blotting 法により評価し、-catenin/ T cell factor（TCF）シグナルの活性化を luciferase 
reporter assay にて評価した。また、各シグナル系の EC50値および Emax 値をそれぞれ算出した。 
 
（３）in silico 評価系による EP 受容体下流の細胞内シグナルの評価 
 HCA-7 細胞を PGE2 で刺激し、細胞内 mRNA を経時的に回収した。次世代シークエンサーを
用いた RNA-seq 解析により、PGE2刺激時の遺伝子応答を網羅的に解析した。各遺伝子の発現量
を TPM として算出し、PGE2 で刺激していないサンプルを基準とした発現変動遺伝子を同定し
た。Gene ontology 解析や Gene set enrichment 解析により、同定した発現変動遺伝子の性質を分類
した。また、EP4 あるいは EP2 受容体刺激時の各種シグナルの EC50値および Emax 値に対して、
schild 回帰解析および Black/Leff operational model を用いることで、EP2 および EP4 受容体の存
在比が異なる際の各細胞内シグナルの活性化強度をシミュレートした。 
  



４．研究成果 
（１）EP 受容体発現量に基づくヒト大腸がんのクラスター解析 
 大腸がんにおける EP 受容体の分布を明らかとするた
め、実際のヒト大腸がん組織の遺伝子発現を解析した。
がんゲノム・ビッグデータに対して教師なし学習を行
い、遺伝子の発現量に基づいたヒト大腸がんのクラスタ
リングを行った。その結果、ヒト大腸がんのうち、およ
そ 25％が EP 受容体を高発現しており、さらにこれらの
大腸がんは、EP 受容体サブタイプの発現パターンで 5
種類のクラスターに分類される可能性が明らかとなっ
た（図 1）。5 種類のクラスターのうち 4 種類は、EP1、
EP2、EP3 あるいは EP4 受容体のいずれかのみを高発現
していた（CL-EP1, CL-EP2, CL-EP3, CL-EP4）。残りの 1
種類のクラスターは、EP2 と EP4 受容体の両方を高発現
していた（CL-EP2/4）。さらに、これらのクラスターの遺
伝子発現を比較したところ、お互いに顕著に異なる発現
パターンを示した。すなわち、実臨床には EP 受容体サ
ブタイプ毎に、明確に性質が異なる大腸がんクラスター
が存在する可能性が考えられた（③）。 
 
（２）EP3 受容体を高発現するヒト大腸がんクラスターの解析 
（１）で明らかとなった 5 種類の

EP 受容体高発現大腸がんクラスター
のうち、遺伝子発現パターンが最も顕
著に異なっていた EP3 受容体高発現
クラスター（CL-EP3）に着目し、EP
受容体低発現がん（CL-EPlow）を基準
とした発現変動遺伝子を抽出して解
析した。その結果、EP3 受容体高発現
クラスターは、WNT シグナルや MYC
シグナルの抑制が認められた一方で、
TWIST1 や SNAI1 などの epithelial 
mesenchymal transition（EMT）関連転
写因子の活性化や、mesenchymal マー
カーの発現亢進、epithelial マーカーの
発現抑制などが認められ、EMT を引
き起こした転移性がんである可能性が明らかとなった。さらに、低酸素誘導因子 HIF1-や形質
転換増殖因子 TGF-シグナル系の活性化および Runt 関連転写因子である RUNX3 の抑制が認め
られ、これらのシグナル系が EMT を誘導することで、がんの転移能獲得に関わる可能性が考え
られた（③）。 
以上の結果より、EP3 受容体シグナルが大腸がんの転移に関わる可能性が明らかとなった。一

方で、見いだされた因子が実際に EP3 受容体刺激時に応答されるかについては断定できず、さ
らなる研究が必要と思われる。 
 
（３）EP4 受容体シグナル下流のがん原因子の探索 

EP4 受容体が優位となる初期段階のヒト大腸がん細胞において、EP4 受容体を PGE2で刺激し
た際にどのような遺伝子応答が生じるのか評価した。低密度培養条件下の初期ヒト大腸がん
HCA-7 細胞を PGE2で刺激し、未刺激群を基準とした発現変動遺伝子を経時的に同定した。さら
に、（１）で明らかとなった EP4 受容体高発現クラスターの発現変動遺伝子を同定し、HCA-7 細
胞の発現変動遺伝子と比較した。その結果、EP4 受容体を刺激した HCA-7 細胞と EP4 受容体高
発現クラスターに共通の発現変動遺伝子として、補体抑制因子や糖代謝関連遺伝子の発現亢進、
および遺伝子修復因子の発現抑制などが認められ、これらの因子が EP4 受容体下流のがん原因
子である可能性が考えられた。そこで次に、HCA-7 細胞のタンパク質発現と糖代謝活性を評価
したところ、EP4 受容体を刺激すると補体抑制因子の発現がタンパク質レベルでも発現亢進し、
さらにグルコース取り込み活性が亢進することが明らかとなった。また、EP4 受容体高発現クラ
スターの遺伝子解析により、これらの大腸がんでは遺伝子の不安定性を示す指標である
microsatellite instability スコアが有意に大きいことなどが明らかとなった。 
以上の結果より、EP4 受容体による刺激は、①補体抑制因子の発現亢進による免疫回避、②グ

ルコース代謝の亢進による細胞内代謝変化、③ゲノム修復因子の発現抑制などを介したゲノム
不安定性の増大、などのメカニズムにより大腸がんの発生に関与する可能性が考えられた。それ
ぞれの機構がどの程度がん発生に寄与しているか明らかにするため、さらなるメカニズムの解
明が求められる。 
 



（４）EP4 受容体と EP2 受容体の細胞内シグナルの比較 
 EP2 受容体あるいは EP4 受容体を安定発現させたヒト HEK293 細胞を用いて、これらの受容
体をリガンドで刺激したときの cyclic AMP（cAMP）産生活性、ERK のリン酸化活性、β-catenin/ 
TCF シグナルの活性化の強度を評価した。その結果、受容体を PGE2で刺激すると、EP2 受容体
は強い cAMP 産生活性と弱い ERK のリン酸化活性を示す一方で、EP4 受容体は強い ERK のリ
ン酸化活性と弱い cAMP 産生活性を示すバイアス性が明らかとなった。β-catenin/TCF シグナル
の活性化については、2 つの受容体で同程度の活性を示した。また、PGE2 の代謝物である 15-
keto-PGE2は、EP2 受容体においては cAMP 産生活性のほぼ最大反応を示し、β-catenin/TCF シグ
ナルの活性化のおよそ 80%程度の活性を示す full agonist もしくは強い partial agonist として振る
舞うのに対して、EP4 受容体に対してはすべてのシグナル系で 50%以下程度の活性しか示さな
い弱い partial agonist として振る舞うことが明らかとなった。さらに、これらの活性評価の結果
と、各リガンドの各受容体への親和性パラメータを組み合わせた計算モデルを構築し、EP2 およ
び EP4 受容体の存在比が異なる際の細胞内シグナルの活性化をシミュレートした。その結果、
PGE2が 15-keto-PGE2へと経時的に代謝される過程において、EP2 受容体優位な細胞では ERK の
リン酸化が殆ど起こらず cAMP 産生活性が強く持続する一方で、EP4受容体優位な細胞ではERK
のリン酸化活性が顕著に増強する可能性が示された。これらの生体内での意義を探るため、がん
ゲノムビッグデータを用いた解析を行ったところ、EP4 受容体の存在比が大きい大腸がんでは予
後が悪いことが明らかとなった（④, ⑤）。 
 EP2 受容体と EP4 受容体は共に Gs タンパク質に共役すると考えられてきたが、細胞内シグナ
ル応答が顕著に異なることが明らかとなった（図 3）。cAMP の活性化をコントロールする EP2
受容体は大腸細胞の恒常性維持を担い、一方で ERK のリン酸化をコントロールする EP4 受容体
はがんの発生や悪性化を促進する可能性が考えられた。EP2 受容体が減少するか、あるいは EP4
受容体が過剰に発現することによって細胞の恒常性が破壊され、がん化の原因となる可能性が
考えられる。 

 
（５）まとめ 
 研究代表者らの研究により、実際のヒト大腸がん組織には EP 受容体高発現クラスターが存在
することが明らかとなり、この内 EP3 受容体高発現クラスターは転移性がんである可能性が明
らかとなった。一方 EP4 受容体の刺激は、細胞内代謝の変化や免疫抑制因子の発現誘導などの
細胞応答を引き起こし、がんの発生に関与する可能性が考えられた。さらに、PGE2 刺激時の活
性を比較することにより、EP4 受容体は EP2 受容体とは細胞内応答が顕著に異なることも明ら
かとした。これらの結果は、大腸がん細胞の EP 受容体の発現パターンによって、がんの病毒性
や性質が顕著に異なる可能性を示唆するものである。今後、各 EP 受容体下流シグナルのさらな
る解明により、大腸がん発生・悪性化段階における EP 受容体の役割をより詳細に解明できるも
のと期待される。 
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