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研究成果の概要（和文）： 

排卵誘発に用いるクエン酸クロミフェン(CC)は選択的エストロゲン受容体モジュレーター

(SERM)の一つである。CC 治療は約 80%と高い排卵率に比し、妊娠率は 20~30%と低値である。

その原因として、CC の抗エストロゲン作用による、子宮内膜細胞の増殖抑制が考えられてい

るが、詳細な分子機構は明らかではない。本研究では、子宮内膜細胞に対するエストロゲン(E2)

の増殖促進作用の CC による抑制の分子機構を検討し、その機序として、ERαとその

coactivator である SRC-1 の結合の阻害による転写活性の阻害が重要であると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Clomiphene citrate (CC), which has been used for anovulatory infertile women, is 

thought to be a selective estrogen receptor modulator (SERM). Although CC will 
restore ovulation in about 80% of anovulatory women, it will result in pregnancy in 
only about 20~30%. This discrepancy between ovulation and pregnancy success rates 
may be explained by the peripheral anti-estrogenic effects of CC at the level of the 
endometrium. However, the molecular mechanisms how CC acts to inhibit the 
endometrial cell proliferation are still remains to be elusive. We investigated the 
molecular mechanisms by which CC inhibits the estrogen (E2)-induced endometrial 
epithelial cell proliferation and CC may inhibit the E2-induced endometrial epithelial 
cell proliferation and ERα transactivation through inhibiting the recruitment of SRC-1 
to ERα. 
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１． 研究開始当初の背景 

不妊症の原因は多岐にわたるが、排卵障害
によるものが約 20％を占め、卵管因子に次い
で 2 番目に多い。40 年以上にわたり、排卵障
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害に対する第一選択薬として、クエン酸クロ
ミフェン(CC)が使用されてきた。CC 治療に
おける排卵率は良好で約 80％に及ぶが、妊娠
率は 20～30％と排卵率に比し低値に留まる
ことが知られている。CC 治療の妊娠率が低
値に留まる原因として子宮内膜及び子宮頸
管に対する CC の抗エストロゲン作用が考え
られている。すなわち、子宮頸管において、
頸管粘液を減少させることと、子宮内膜に対
して、子宮内膜を菲薄化し着床を阻害するこ
とである。 

特に、子宮内膜の菲薄化と妊娠・着床率の
低下については数多くの報告があり、Gonen

らは人工授精周期において、子宮内膜が 6 

mm未満の場合妊娠が成立しなかったと報告
している。また Dickey らは、IVF 周期にお
いて、子宮内膜が 8 mm 未満の場合有意に妊
娠率が低く、子宮内膜が 9~13 mm の時に妊
娠率が高かったと報告している。子宮内膜の
菲薄化は、受精卵の着床を障害し妊娠率の低
下を招くと考えられるが、子宮内膜の菲薄化
を予防する有効な治療法は確立していない
のが現状である。 

E2 はエストロゲンレセプター(ER)を介し
て、子宮内膜上皮細胞の増殖に重要な役割を
担っている。ER は核内受容体スーパーファ
ミリーの一種で、ERと ERのサブタイプが
存在しそれぞれ異なった標的遺伝子に作用
する。ER は A～F までの領域に分割される
が、転写促進能は A/B 領域と E 領域の 2 カ
所が担っている。特に、E 領域の転写促進能
(AF-2)はリガンド結合誘導的で、コアクチベ
ーター、コリプレッサーなどの転写共役因子
群とともに遺伝子転写を調節している。 

近年、選択的エストロゲン受容体モジュレ
ーター(SERM)という薬剤の概念が提唱され
ている。SERM は ER にリガンドとして結合
するが、標的組織によりアゴニストあるいは
アンタゴニストとして働く。CC は、子宮で
はエストロゲンアンタゴニストとして働き、
E2 による子宮内膜増殖を抑制するが、動物
実験において、骨や心血管系においてエスト
ロゲンアゴニストとして作用するとの報告
があり、SERM の一種である。 

SERM が標的組織特異的に、アゴニストあ
るいはアンタゴニスト作用を示す機序とし
て、組織により、SERM がリガンドとして結
合した際に複合体形成されるコアクチベー
ターなどの転写共役因子が異なるというこ
とが考えられている。 

これまで、CC の子宮内膜に対する抗エスト
ロゲン作用の作用機序については、ER に対
して拮抗阻害することや、ER の数を減少さ
せることなどが考えられてきた。しかし、前
述のように、CC が SERM としての作用を示
すことを考えると、従来の考え方のみでは十
分に説明がつかず、さらに詳細な分子機構の

解析が必要である。 

 

２．研究の目的 

CC がエストロゲン依存性の子宮内膜増殖
を抑制する分子機構を明らかにすること。 

 

３．研究の方法 

子宮内膜上皮由来の 2 つの細胞株、
Ishikawa 細胞（子宮内膜癌由来細胞株）、
EM-E6/E7/hTERT 細胞（子宮内膜上皮由来
細胞株）を用いて、子宮内膜細胞における E2
による増殖促進効果に対する CC の影響を以
下の項目について検討した。（1）細胞数カウ
ントと MTS アッセイを用いた、E2 および CC

の細胞増殖効果、（2）Estrogen responsive 

element (ERE)-tk-luciferase によるプロモ
ーターアッセイ、（3）Green fluorescent 

protein を結合させた ER（GFP- ER）を
細胞内に導入し、E2、CC、および抗エスト
ロゲン剤である ICI182780（ICI）投与によ
る GFP- ERの局在の変化、および(4) 
fluorescence recovery after photobleaching 

(FRAP)法による動態の観察。(5)steroid 

receptor coactivator-1(SRC-1)と ERの相互
作用の免疫沈降法および免疫蛍光染色法に
よる検討、(6)SRC-1siRNA を細胞内に導入。
SRC-1 knock down による E2 の細胞増殖効
果、および ER を介した ERE 転写活性に与
える影響の検討。 
 

４．研究成果 
 
(1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
E2は子宮内膜上皮細胞において細胞増殖効
果を示し、この増殖効果は CC と ICI により
有意に（p<0.01）抑制された。 
 
 
(2) 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
E2 は ERE-tk の転写を活性化した。E2 に
よる転写活性化は、CC あるいは ICI を E2

に同時投与することにより有意に（p<0.05）
阻害された。 
(3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
リガンド（E2、CC、ICI）非存在下では GFP- 

ERは核内に均一に分布したが、リガンド投
与後は、いずれのリガンドの投与後にも投与
5 分後から、核内での不均一な集積を示した。
しかし、その変化の程度には差があり、E2、
ICI、CC の順で大きかった。また、CC、ICI

を E2 と同時投与してみると、CC、ICI とも
に E2 による GFP- ERの核内での局在の変
化を部分的に抑制した。 
 (4) 
FRAP は、ICI、CC、E2 の順に回復が遅延
した。ICI、CC による回復の遅延は、E2 投
与により改善しなかった。 
(5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
E2によりSRC-1とERの結合は増加したが、
CCおよび ICIの投与により有意に減少した。 
 
(6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
E2 による細胞増殖効果と ERE 転写活性化
は SRC-1siRNA 導入により抑制された。 
 
E2 による子宮内膜細胞増殖効果、ならびに

ERE の転写活性化は CC の同時投与により
完全に抑制された。これまで、CC の抗エス
トロゲン作用については、ER に対して E2

を拮抗阻害することが重要であると考えら
れていた。今回、ER を介した遺伝子転写活
性において重要である転写共役因子の
SRC-1 に注目し検討したところ、CC は、E2

による ERと SRC-1 の複合体形成を完全に
抑制することが示唆された。子宮内膜細胞に
おいて ER を介したエストロゲン作用の発現
に、SRC-1 との複合体形成が必要であること
を確かめるため、siRNA の導入により SRC-1

タンパク発現を抑制すると、E2 による細胞
増殖効果と ERE の遺伝子転写活性化が抑制
された。 
以上の結果から、E2 による子宮内膜増殖効
果を CC が抑制する分子機構として、ER と
SRC-1 の複合体形成の阻害が重要であるこ
とが示唆された。今後、CC が ER の数を減
少させるか否かの検討と、減少させるとすれ
ばその分子機構についてさらなる研究が必
要であると考える。 
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