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研究成果の概要（和文）：乳房外ページェット病は細胞生物学的な解析がなく多くの点が不明である。申請者らは本疾
患患者病変部由来の細胞株の樹立を世界に先駆けて成功した（EMPE cell）。今回、EMPE cellを用いて細胞生物学的な
検討、特に増殖因子について検討した。EMPE cellは男性ホルモンレセプター（AR）を発現し、EMPE cellは男性ホルモ
ン依存性の増殖を示した。またEGFが強い増殖促進効果を示した。EMPE cellにおいてはEGFなどの増殖因子による別経
路のリガンド非依存的なARの活性化が主経路である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We established Extramammary Paget’s disease cell line (EMPE cell), and 
characterized their growth behavior. EMPE cells expressed androgen receptor (AR) and androgen enhanced 
their growth. EGF also enhanced their growth, but EGF receptor was not expressed in EMPE cell. It is 
suggested EGF may play a role of ligand &#8211;independent of AR activation pathway in EMPE cell.

研究分野：皮膚科学
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１．研究開始当初の背景 

乳房外ページェット病は皮膚がんである。高

齢者に好発し、近年の高齢化にともないその

罹病率は上昇の傾向にある。しかし乳房外ペ

ージェット病は、その由来や、その他細胞生

物学的な解析が現在まで多くの点が不明であ

る。その理由として、がん研究に必須である、

細胞株がこれまで存在しなかったことが大き

な原因である。申請者らは本疾患患者病変部

由来の細胞株を樹立することに世界に先駆け

て成功した（EMPE cell）。現在のところ本疾

患はアポクリン腺由来の腺がんとされており、

乳がんもしくは腺がんに準じた抗がん剤を用

いる化学療法がなされている。しかし、乳が

んその他腺がんに有効な抗がん剤は本疾患に

対しては有効率が低いことが問題となってい

る。すなわち、本疾患は腺がんのなかでも、

その他の腺がんとは異なる特異な性質をもつ

がんと考えられる。 

 乳房外ページェット病は、これまで切除標

本を用いてなされた組織化学・免疫組織化学

的検索のみがなされてきた。しかしいまだに

その由来も不明であり、乳房外ページェット

病の腫瘍細胞の細胞生物学的性状に関する研

究はこれまで皆無である。その理由は明快で

ある。これまで乳房外ページェット病病変部

から樹立された細胞株が存在しなかったため

である。がん研究においては、各種がんそれ

ぞれの固有の細胞株や動物レベルのモデルが

必須である。われわれは、数年前に世界初と

なる乳房外ページェット病病変部皮膚から細

胞株を得た（２００９年、日本研究皮膚か学

会にて発表、論文作成中）。この細胞株は、８

２歳の男性の陰部の乳房外ページェット病病

変部から樹立された。この症例は下床のがん

を伴わない、皮膚原発の症例である。腫瘍部

皮膚を酵素処理した後、マイトマイシン処理

をしたNIH 3T3細胞をフィーダーとして、EGF

存在下の高カルシウム培養液で培養を開始し

た。培養開始後から、正常表皮細胞とは明ら

かに形態が異なる細胞が増殖してきた。培養

後、半年後には正常表皮細胞が増殖を停止し、

腫瘍細胞由来と思われる細胞のみが増殖した。

その後、数回のクローニングを経て、安定に

増殖する細胞株を数種類得ることができた。

各細胞株は樹立後数年間経た現在なお、安定

に増殖している。経代数代目でフィーダー細

胞は不要となった。細胞は付着性で敷石状に

増殖し、細胞密度が飽和すると、細胞集塊を

形成し半浮遊性に増殖する。乳房外ページェ

ット病での免疫組織化学的検索でこれまで報

告されている細胞マーカーであるCEA陽性、単

層上皮型ケラチンのK15陽性である。細胞は

PAS陽性で、ジアスターゼ消化性である。透過

型電子顕微鏡による検索では細胞内小器官が

発達し、細胞質内に電子密度の高い、大きな

嚢胞を有する。細胞間の接着装置は未熟であ

る。これらの所見は、これまでに患者病変部

皮膚において、国内外で報告されてきた所見

に合致する。すなわち、本細胞株は、乳房外

ページェット病の腫瘍細胞由来の細胞株であ

ると考えられる。近年、乳房外ページェット

病の病変部の腫瘍細胞は、男性ホルモンレセ

プター（アンドロジェン•リセプター：AR）を

発現しているとする報告が相次いでなされて

いる。われわれは本細胞株のARの発現の検討

を免疫組織化学的検索および全細胞抽出サン

プルを用いたウエスタンブロットによる検索

をおこなった。その結果、本細胞株が、ARを

発現していることが明らかとなった。 

 現在のところ、乳房外ページェット病に有

効な抗がん剤は見いだされていない。乳房外

ページェット病は、皮膚の付属期であるアポ

クリン腺に由来する腺がんのひとつとされ

ており、臨床の現場では、乳がんもしくは腺

がんに準じた抗がん剤を用いる化学療法が

なされている。しかし、乳がんその他腺がん

に有効な抗がん剤は乳房外ページェット病

に対しては有効率が低いことが問題となっ

ている。乳房外ページェット病と同じく、高



齢者に好発するがんのひとつに、前立腺がん

がある。前立腺がんは、以前から腫瘍細胞に

おいて AR の発現がみられることや、細胞レ

ベルでの男性ホルモン依存性の細胞増殖が

確認され報告されてきた。そして前立腺がん

の治療のひとつとして、抗男性ホルモン療法

が確立し、臨床の現場で用いられている。わ

れわれが確認した細胞レベルでの乳房外ペ

ージェット病における AR の発現は、１. 乳

房外ページェット病腫瘍細胞が男性ホルモ

ン依存性に増殖する可能性、２.抗男性ホル

モン薬により、乳房外ページェット病腫瘍細

胞の増殖阻害がおこる可能性がありうるこ

とを示唆する。すなわち、乳房外ページェッ

ト病における新たなる、かつ有効な治療法の

開発の糸口を見いだすことができる可能性

が十分期待される。 

 

２．研究の目的 

今回、われわれが樹立した乳房外ページェッ

ト病細胞株を用いてその細胞生物学的な検討、

特に増殖因子について検討をおこなった。本

疾患はその一部の症例では男性ホルモンリセ

プター(AR)が発現しており、EMPE cellもAR

を発現している。そのためin vitroの系で

EMPE cellにおける男性ホルモンの増殖活性

の有無について検討した。 

(1) 乳房外ページェット病腫瘍細胞の男性ホ

ルモン依存性についての検討：われわれが樹

立した乳房外ページェット病由来細胞株が、

細胞培養系において男性ホルモン依存性の増

殖を示すか否かを検討する。乳がんと異なり、

乳房外ページェット病は免疫組織化学的にエ

ストロゲン・リセプターの発現はないか、あ

っても陽性率は低いことがすでに報告されて

いる。われわれの細胞株でエストロゲン・レ

セプターの発現を免疫組織化学的とウエスタ

ン・ブロットにて検索をしたが、本細胞株は

エストロゲン・レセプターの発現は認めなか

った。そのため、男性ホルモンに着目して検

討をおこなった。われわれが樹立した乳房外

ページェット病由来細胞株の男性ホルモン依

存性について細胞培養系で検討し、乳房外ペ

ージェット病腫瘍細胞の男性ホルモン依存性

について検討した。 

(2)乳房外ページェット病腫瘍細胞に対する

男性ホルモン阻害剤の増殖阻害作用について

の検討：われわれが樹立した乳房外ページェ

ット病由来細胞株を用い、細胞培養系にて男

性ホルモン阻害剤の腫瘍細胞の増殖阻害効果

があるかどうかを検討する。これら１と２の

実験により、乳房外ページェット病腫瘍細胞

における男性ホルモンの及ぼす影響が細胞生

物学的に明らかとなりうる。 

 

３．研究の方法 

(１)乳房外ページェット病腫瘍細胞の男性

ホルモン依存性についての検討 

 前立腺がんにおいて男性ホルモンが腫瘍

増殖性をもち、男性ホルモン阻害剤が、抗腫

瘍作用を示すことが明らかとなり、すでに臨

床応用されている。われわれが樹立した世界

初の乳房外ページェット病腫瘍細胞株を用

い、in vitro および in vivo の系における

乳房外ページェット病腫瘍細胞に対する男

性ホルモンの増殖活性の有無について検討

した。 

具体的には、まず、in vitro の系では本細胞

株を DHT(0.0001nM-1mM)存在下に培養し、

各々の DHT 濃度での増殖曲線を得、増殖能を

検討する。また、フローサイトメーターをも

ちいて細胞周期を測定し、併せて検討する。

さらにウエスタンブロット法により、細胞周

期関連タンパク質の発現動態を経時的に定

量し、詳細な検討をおこなった。 

 

(２)乳房外ページェット病腫瘍細胞に対す

る男性ホルモン阻害剤の増殖阻害作用につ

いての検討 

 前年度に得られた結果を考察し、本年度は



おもに乳房外ページェット病腫瘍細胞株に

おける男性ホルモン阻害剤の増殖阻害作用

について検討する。具体的には、まず、in 

vitro の 系 で は 本 細 胞 株 を

DHT(0.0001nM-1mM)存在下または非存在下に

培養する。この系に男性ホルモン阻害薬を

各々加えたのち増殖曲線を得、増殖能・増殖

抑制能を検討した。また、フロサイトメータ

ーをもちいて細胞周期を測定し、男性ホルモ

ン阻害薬による細胞周期の変化を計測し、さ

らに細胞周期関連タンパク質の発現動態を

ウエスタンブロット法にて経時的に定量し

てより詳細な検討をおこなった。  

 すでに前立腺がん細胞株で報告され、実際

の臨床の現場で問題となっているのが、前立

腺がんにおける、男性ホルモン反応性の差異

である。これは AR の遺伝子変異が大きな原

因のひとつであることが指摘されてきた。ま

た近年、前立腺がんの男性ホルモン不応性腫

瘍において、男性ホルモン以外の増殖因子に

よる増殖機構の存在が明らかにされた。これ

らの事実と、前年度の実験結果を踏まえて、

本細胞株について前年度と本年度に最初に

おこなう男性ホルモン反応性の検討に加え、

他の増殖因子による増殖制御効果について

も検討した。 

 

４．研究成果 

今回、われわれが樹立した乳房外ページェッ

ト病細胞株を用いてその細胞生物学的な検

討、特に増殖因子について検討をおこなった。

本疾患はその一部の症例では男性ホルモン

リセプター(AR)が発現しており、EMPE cell

も AR を発現している（図１）。 

 

そのため in vitro の系で EMPE cell におけ

る男性ホルモンの増殖活性の有無について

検討した。その結果、EMPE cell は、細胞培

養系において男性ホルモン25nM〜100nMの濃

度において濃度依存性の増殖を示すことが

確認された。また、男性ホルモンの阻害薬で

ある flutamide は 10μMで増殖阻害効果を示

した（図２）。 

EMPE cell は男性ホルモン依存性の増殖を示

す一方、他の増殖因子、EGF について検討し

た結果、EMPE cell は EGF の主たるレセプタ

ーであるEGFレセプターの発現がないにもか

かわらず、EGF は強い増殖促進効果を示した。

AR はリガンドである男性ホルモンにより活

性化されるが、それとは別経路で、EGF など

の増殖因子がリガンド非依存的に AR の活性

化を起こすことが知られており、EMPE cell

においてはEGFなどの増殖因子による別経路

のリガンド非依存的な AR の活性化が主経路

である可能性が示唆された。 
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