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研究成果の概要（和文）：エストロゲン依存性乳癌において，その存在が示唆されながらも詳細が不明であったた膜型
エストロゲン受容体(ER)の信号経路を解析するために選択的リガンドを開発した。このリガンドにより刺激された膜型
ERの信号系にはERK系のリン酸化経路が関与しており，核内ERをリン酸化して活性化するほか，Elk-1など他の転写因子
をも活性化していることが示唆された。さらにエストロゲン枯渇耐性株を用いた研究から，耐性株では極微量のエスト
ロゲンを効率よく利用するために膜型ERの発現が増加し，より低濃度で増殖可能であるなど，膜型 ERはホルモン療法
耐性に一定の関与をしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The existence of membrane-associated ER (mER) in breast dancer cells and relation 
to hormone therapy resistance has been suggested. However, it is uncertain because of difficulty in distin
guishing the signals from nuclear ER (nER) and mER. We developed a selective ligand to mER, Qdot-6-E2. mER
 is related to cell proliferation in nER positive breast cancer cells via phosphorylation pathway such as 
ERK and activate nER function. We visually confirmed Qdot-6-E2 diffused in plasma membrane by confocal flu
orescence microscopy. nER positive estrogen-depletion resistant cells established from MCF-7 (nER+) treate
d by Qdot-6-E2 showed dose dependent growth in lower dose than parental cells.  These results suggest that
 ER certainly exists at plasma membrane and makes some contribution to cell growth in nER+ estrogen-deplet
ion resistant cells.
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１．研究開始当初の背景 
乳癌の多くはエストロゲン依存性

であり，現在のホルモン療法において

はエストロゲン拮抗薬とアロマターゼ

阻害剤が治療の主流となっているが，

しばしば不応例や耐性獲得がみられ問

題となっている。ホルモン療法の要と

なるのはエストロゲン受容体(ER)であ

り，エストロゲンシグナルの伝達（応

答遺伝子の発現）は，エストロゲンが

ER に結合し遺伝子発現が活性化する経

路と，エストロゲンに依存せず ER が直

接リン酸化を受け活性化するルートが

知られている。当該の癌がどの信号経

路に依存するかを知ることは治療法を

選択・決定する上で重要な情報となる。	 

従来，ER は細胞核内にあり，細胞膜

表面から核内まで浸透したエストロゲ

ンが結合することにより遺伝子が活性

化されると考えられてきたが，近年，

同様のはたらきをする受容体（膜型 ER）

が細胞膜表面にも存在する可能性が示

唆されている。しかしながら，この膜

型 ERが核内 ERと同じものであるのか，

新規の蛋白質であるのか，さらにはど

のような遺伝子が応答するのか等，そ

の実態はほとんど知られていない。こ

の理由として，両者の信号経路を明確

に区別し得る信頼性の高い方法が確立

されていないことがあげられる。	 

我々は不溶性担体にエストロゲン

を結合させた新規リガンドを数種試

作し，螢光マーカーとして GFP を組
込んだ培養乳癌細胞を用いた予備実

験を行い，細胞内エストロゲンシグナ

ル経路を活性化するリガンドの合成

に成功した。今後担体との結合位置に

よる立体配位，流動性・作用効率など

さらに改良を施し，膜型 ERを選択的
に刺激することでこの新規シグナル

経路に関わる関連分子の解析に有用

なツールとなることが期待された。	 

 

２．研究の目的 
膜型 ER を特異的に刺激することで

核内ERとのシグナル伝達経路を区別し

得る機能性リガンドを開発・改良し，

これらを用いて信号伝達経路に関与す

る因子や遺伝子応答の違いを明らかに

する。	 

当研究室で樹立されたホルモン療

法耐性モデル細胞株を材料として，ホ

ルモン療法耐性における膜型ERの関与

について検討する。	 

膜型 ER がホルモン療法耐性時に二

次治療を選択する際の情報を提供する，

個別化治療のためのマーカーとなり得

る可能性について検討する。	 

	 
３．研究の方法 

(1)膜型 ER選択的リガンドの合成 
 6-oxoestradiol 6-O-carboxymethyloxime
と量子ビーズ Qdot® amino(1粒子当たり
80-100 アミノ基)をカルボジイミド法に
よ り 結 合 さ せ ， Qdot-6-estradiol 
(Qdot-6-E2)を合成した(図 1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 1	 Qdot-6-E2の合成 
 
(2)乳癌細胞株に対する Qdot-6-E2の効果 
 核内 ER 活性化を生細胞でモニタできる
よう ERE-GFP が安定導入された各種細
胞株を用い，エストロゲン枯渇培地で４日
間培養後にリガンドを添加し，さらに２日
後，EFP陽性細胞をカウントして核内 ER
活性を評価した。同様に設定した培養条件
下で細胞数をカウントして増殖の評価を
行った。 

(3)細胞内シグナル経路の検索 
 同様の培養条件にてリガンドを添加し一
定時間経過後に細胞を溶解，タンパク質を
抽出。濃度調整後ウエスタンブロットに付
し，各タンパクを検出した。 

(4)細胞と Qdot-6-E2の作用部位 
 培養した細胞をHoechst色素で核染色し，
共焦点レーザー顕微鏡を用いて Hoechest
の青，GFPの緑，Qdotの赤色螢光を観察



した。 
	 
４．研究成果	 

(1) 乳癌細胞株に対する Qdot-6-E2の効果 
 核内 ER 活性化を生細胞でモニタできる
よう ERE-GFP レポーター遺伝子が安定
導入された MCF-7-E10 細胞にエストロ
ゲン枯渇培養下で Qdot-6-E2 を加えた。
その結果，遊離の(soluble)E2 よりは弱い
ものの，濃度依存的に増殖刺激効果が認め
られ，またERE活性が増大した(図2A,B)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2	 膜型 ER選択的リガンドQdot-6-E2
による増殖刺激(A)と核内 ER への信号伝
達(B) 

	 
	 これらの効果は同じ ER 陽性の T-47D-TE8	 
(ERE-GFP 安定導入株)でも観察されたが，
ER 陰性株では認められなかった。	 
	 ER 陽性細胞を分画し，Western	 blot 法で
解析したところ，膜画分にも少量の ERα
の存在が確認されたため，Qdot-6-E2 と細
胞の相互作用を共焦点レーザー顕微鏡で
観察した。E2 を結合していない担体 Qdot
のみを培地に添加した場合，その赤色螢光
はまばらで集塊状に分布していたのに対
し，Qdot-6-E2 添加時には GFP 陽性細胞の
細胞膜に沿って螢光が確認された(図 3)。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
 図 3	 Qdot-6-E2と GFP陽性細胞(MCF- 

7-E10)の相互作用。緑:GFP(ERE活性化)，

赤:Qdot，青:Hoechst色素(核染色) 
	 
	 さらに，Qdot-6-E2 添加により核内 ER の
標的遺伝子であるプロゲステロン受容体
PgR および pS2 のｍRNA 発現の上昇が確認
された。	 
	 これらの結果より，核内 ER 陽性細胞では
ERαが細胞膜にも sublocalize しており，
Qdot-6-E2 は膜型 ER を刺激することによ
って細胞増殖等に関与していることが示
唆された。	 
	 
(2) Qdot-6-E2 が細胞内へ移行しないこと
の確認 

 核内 ERαは A~Fの 6つのドメインから
校正されており，A/Bドメインはリン酸化
シグナルなどにより刺激を受けるリガン
ド非依存的な活性化領域，E/Fドメインは
E2などによって刺激を受けるリガンド依
存的な活性化領域であることが知られて
いる。そこで，ER遺伝子より E/Fドメイ
ンを切り出し，GAL4 DBDと結合させて
作製したイフェクタプラスミドと，
GAL4-Luciferase を組み込んだレポータ
プラスミドを cotransfection させる
mammalian one-hybrid assay を実施し
た。その結果，脂溶性で細胞内に移行可能
なE2添加時にはE/Fドメインが活性化さ
れたのに対し，Qdot-6-E2添加では活性化
はみられず，Qdot-6-E2は細胞内に移行し
ておらず，また E2が切断されて細胞内に
移行する可能性もないことが確認された。
このことは，Qdot-6-E2が膜型 ERに結合
し，リン酸化カスケードなどによって細胞
内部に信号を伝達していることを示して
いる。 

 
(3) 膜型 ERシグナル経路の探索 
	 膜型 ER はリン酸化経路を介して核内 ER
その他を刺激していると考えられた。そこ
で，代表的なリン酸化経路の因子 ERK1/2，
Akt およびこれらによってリン酸化を受
ける ER の A/B ドメインのリン酸化領域に
ついて，Western	 blot 法により解析した。
その結果，ERK1/2 の活性化(リン酸化)と
ともに，ERK1/2 によってリン酸化を受け
るとされている核内ERのSer118のリン酸
化亢進が確認された(図４)。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 図 4	 膜型 ER シグナル経路に関わる因子	 
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	 これに対して Akt およびその下流である
ERの Ser168のリン酸化には変化が見られ
なかった。これにより膜型 ER シグナルは
ERK 経路を介して核内 ER のリン酸化に関
与していることが示唆された。さらに ER
以外で ERK シグナルによって活性化を受
け，乳癌の進行に関与しているとされる転
写因子 Elk-1 の活性化やその標的遺伝子
との報告があるヒストン脱メチル化酵素
EZH2，EMT 関連遺伝子 Snail の mRNA 発現
量の上昇が観測され，膜型 ER のシグナル
は核内 ER のみならす種々の転写因子の活
性化に関与していることが示唆された。	 

	 
(4) 膜型 ERのホルモン療法耐性への関与 
	 引き続き，近年示唆されながらも未だ統一
的見解が得られていない膜型 ER とホルモ
ン療法耐性の関連について検討を行った。
先に当研究室ではホルモン療法を擬した
エストロゲン枯渇条件下で MCF-7-E10 細
胞を長期に培養することで，同じ親株から
耐性機序の異なる 2 種の枯渇耐性株を得
ている。これらのうち核内 ER の発現が恒
常的に亢進しており，リン酸化経路に依存
して増殖している A1 細胞では Qdot-6-E2
および E2 添加時に細胞増殖の亢進，ERE
活性の増加がみられたが，核内 ER が陰転
化し ER 非依存的増殖をする細胞ではこの
ような変化はみられなかった。そこで，膜
型ERの関与が示唆されたA1細胞について，
分画を行い ERαの発現を Western	 blot 法
により解析したところ，発現が増加してい
たばかりか，核画分に対する細胞膜，細胞
質画分での発現量が亢進していた(図 5)。	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 図 5	 MCF-7-E10 細胞(親株)と枯渇耐性 A1
細胞(ERE 活性を保持)における ERαの発
現。Western	 blot 法でタンパクを検出後，
化学発光法により数値化した。	 

	 
	 このような現象は同じ親株から同時に樹
立された核内 ER 陰転化細胞では見られな
かった。エストロゲン枯渇培地には添加す
る牛胎児血清中のエストロゲン除去を目
的としたチャコール処理する際に除去し
きれなかった極微量のエストロゲンが含
有されている。この細胞外の極微量のエス

トロゲンを最大限に利用するため，膜型
ER が関与していると考えられた。そこで，
細胞増殖に対するエストロゲン濃度依存
効果について検討した。その結果，膜型
ER を特異的に刺激する Qdot-6-E2 添加で
は親株に比べ枯渇耐性株においてより低
濃度での増殖応答が観察された(図 6)。こ
れに対し細胞内に取り込まれ得る遊離 E2
添加時に両者の応答性に差は見られなか
った。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 図 6	 MCF-7-E10 細胞(親株)と枯渇耐性 A1
細胞における Qdot-6-E2 添加時の増殖効
果。	 

	 
(5) まとめ 
	 本研究の結果より，Qdot-6-E2 は細胞内に
は侵入せず，膜型 ER を選択的に刺激しう
る有用なツールであることが示された。こ
の選択的リガンドを用いることにより，膜
型ERがER陽性乳癌細胞においてその増殖
や核内 ER の活性化にも関与していること
が確認された。またその螢光特性を活かし，
細胞膜近辺でリガンドと ER が相互作用し
ていることを視覚的に示し，膜型 ER（の
少なくともひとつ）は核内 ERαが
sublocalize したものであると考えられ
た。	 
	 さらに独自に樹立したエストロゲン枯渇
耐性細胞株を用い，ERαは細胞膜における
発現比が上昇し，親株よりも低濃度で増殖
可能であることが明らかとなった。このよ
うに膜型 ER は枯渇条件下に存在する極微
量のエストロゲンを有効に活用するよう，
ホルモン療法耐性にある程度関与してい
ることが示唆された(図 7)。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 図 7	 MCF-7-E10 細胞(親株)と枯渇耐性 A1
細胞における ER 細胞内動向の概念。	 
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	 このため，膜型 ER はホルモン療法耐性時
に二次治療を選択する際の情報を提供す
る，個別化治療のためのマーカーとなり得
る可能性があり，種々耐性メカニズムにお
ける膜型 ER の関与についてさらなる研究
を続けていきたい。	 
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