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研究成果の概要（和文）：乳癌はエストロゲン依存性増殖を症例が多く、エストロゲン受容体（ER）が治療標的因子の
一つとして確立されてきた。ERは二量体を形成することでその作用を発揮する。しかしこれまでに病理組織標本上でこ
の二量体の形成を直接で観察する手段がなかった。近接ライゲーション法は、近接（＜40nm）している二つのタンパク
を検出することができ、近年、タンパク相互作用を観察する目的で開発された技術である。本研究はこの近接ライゲー
ション法を応用し、ER二量体の存在を可視化する技術を構築した。

研究成果の概要（英文）：Examination of estrogen receptors (ER) is important to determine appropriate 
treatment options for breast cancer. ERα and ERβ dimers bind DNA with comparable affinities as either 
homo- or heterodimers to the same estrogen response elements. ER dimers have been identified by molecular 
technique but no in situ methodologies have been reported. Proximity Ligation Assay (PLA) could 
demonstrate the molecular proximity of two proteins in situ in tissue specimens. In this study, we 
established detection method of ER dimerization using PLA between specific antibodies for ERα and ERβ 
in breast cancer cell lines and breast carcinoma tissues.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
代表的なホルモン依存性増殖を示す乳癌

の多くはエストロゲン受容体（ER: Estrogen 
Receptor）が発現し、エストロゲンにより癌
細胞の増殖、進展が促される。ER には二つ
のアイソフォーム（ERα, ERβ）が存在し、
ホモ二量体（α/α, β/β）もしくはヘテロ二
量体（α/β）を形成する事でその作用を発揮
する。免疫組織化学での ER の検出では単に
抗原抗体複合体を検出するだけである事か

ら、二量体と単体とを区別するのは不可能で

ある。病理組織標本上でこれら二量体を評価

することで、実際に活性化された機能的 ER
の存在を知ることができ、抗エストロゲン療

法が著効する症例の選定につながるのでは

と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、近年新たに開発された技術で

ある「近接ライゲーション法（図 1）」を用い、
ER の二量体の発現様式を病理組織標本上で
可視化する技術を構築することを目的とす

る。さらにこの技術を駆使して乳癌での ER
ホモもしくはヘテロ二量体（α/β）発現と
種々の乳癌の臨床病理学的因子（細胞増殖、

浸潤、予後など）との関連を明らかにする。 
今まで ER の二量体の存在を病理組織標本
上で直接証明した報告はなく、今回の研究で

可視化技術を構築する事によりこれからの

乳癌をはじめとするヒト性ステロイド依存

性腫瘍における ER 研究の発展につながると
期待される。さらにアロマターゼ阻害剤療法

が確立されてきた事を踏まえ、乳癌の内分泌

療法の研究は耐性の克服、再発への適応、個

別化などの次のステップへ移り始めている。

そこで本研究ではこのような状況を念頭に

おき、新規診断技術としての ER 二量体評価
方法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 近接ライゲーションアッセイ (PLA: 

proximity ligation assay)： 
 PLA法は事なるタンパク質が 40 nm以内に
近接している場合に組織化学的に可視化出

来る技法である。最初に標的に対する一次抗

体（ERα, ERβ）にオリゴヌクレオチドを連
結した PLA Probe（＋鎖、－鎖：図 1A）を反
応させた。この二つの異なる一次抗体同士が

40 nm以内に近接した場合（図 1B）にのみ、

PLA Probe核酸のライゲーション反応が生じ、
環状構造が形成される。さらにポリメラーゼ

反応によって増幅を行い、特定の塩基配列に

結合する蛍光プローブをハイブリダイズさ

せ蛍光顕微鏡にて観察した。二つの異なるタ

ンパクが 40 nm 以上離れて存在する場合は、
ハイブリダイズとそれ以降の反応が進まず

シグナルが認められない（図 1C）。 

 ERのホモダイマーER、6F11、Leica、
×50; ER、SP-1、abcam、×100または
ERヘテロダイマー (ER、SP-1、abcam、
×100; ER、14C8、Gena Tex、×300) を
検出する一次抗体を用いて 4℃で一晩反応
させた。その後、Duolink In Situ PLA 
probe MINUSおよび PLUS (オリゴヌク
レオチドを連結した二次抗体) 溶液を添加
し、37℃で 1時間インキュベートし、2種
類のオリゴを含有している Ligation 
solutionとリガーゼを加えて 37℃で 30分
間反応させた。その後、Amplification 
solutionとポリメラーゼを加え 37℃で 100
分間反応させ、DAPI による核染を行い、
蛍光顕微鏡  (オリンパス ) にて red 
(Ex/Em: 594/624nm) 、 blue (Ex/Em: 
345nm/455nm) のそれぞれの波長で陽性
画像を検出した。 

(2) 乳癌症例： 
 東北公済病院で外科的切除された乳癌組

織 25 例および東北大学病院で外科的切除さ
れた乳癌組織 2例を解析に用いた。本研究は
東北公済病院倫理委員会 (No. H17. 8. 5)、東
北大学医学部医学系研究科倫理委員会 (No. 
2009-323) の承認を得ている。 

(3) 培養細胞： 
 培養細胞の検討では、MCF-7（東北大学医
用細胞資源センター、仙台)、T-47D（American 

図 1.近接ライゲーションアッセイ 



type cell cultures、VA、USA)、MDA-MB-231
（American type cell cultures）、COS-7（財団法
人ヒューマンサイエンス振興財団、大阪）を

用いた。  

(4) 免疫組織化学： 
1) 明視野での観察 

Histofine SAB-PO (M) kitを使用し、ストレ
プトアビジンビオチン法にて免疫組織化学

を行った。一次抗体は ERα：1D5、Dako、1000
倍希釈 または ERβ：14C8、Gene Tex、1000
倍希釈を用いた。 
2) 暗視野での観察 
一次抗体は ERα：6F11、Leica、50倍希釈
または ERβ：14C8、Gene Tex、1000倍希釈
を用いた。一次抗体の反応後、蛍光標識され

た抗マウス IgG抗体と抗ラビット IgG抗体を
用いて室温で 1時間インキュベートした。蛍
光顕微鏡  (オリンパス、東京 ) にて red 
(Ex/Em: 590nm/617nm) 、 green (Ex/Em: 
490nm/525nm)、blue (Ex/Em: 345nm/455nm) の
それぞれの波長で陽性画像を検出した。                                                                                                           
 
４．研究成果 

(1) 培養細胞における ERαのホモダイマー
の発現 
ERα陽性のMCF-7では核にERαのホモダ
イマーの発現が確認でき、10nM エストロゲ
ン（E2）添加後 15分、45分後での核におけ
るホモダイマーの増加が認められた（図 2）。
また、ER antagonist ICIの添加ではコントロ
ールと比較して時間経過と共に ERαのホモ
ダイマーの発現が減少した。MCF-7と同様に
T-47DとMDA-MB-231を用いて 10nM E2添
加後に PLA 法を施行し、ERαホモダイマー
の発現を検討した（図 2）。ウエスタンブロッ
ティングの結果から、T-47D は ERα陽性、
MDA-MB-231 は ERα陰性であった。T-47D
では MCF-7 と同様に E2 による ERαホモダ
イマーの誘導が検出されたが、MDA-MB-231
ではコントロール及び E2 添加後の細胞いず
れにおいても ERαのホモダイマーは検出さ
れなかった。さらに、ERα陰性の COS-7 で
も PLA を行ったが、MDA-MB-231 と同様に
ERαのホモダイマーの発現は認められなか
った。 

 
 

(2) 乳癌組織における ERαホモダイマーの
検出 
乳癌組織を用いて PLA法にて ERαホモダ
イマーの発現を検討した。さらに、

Hematoxylin-Eosin染色と ERαの免疫染色、2
種類の ERαの抗体を用いた蛍光二重染色を
行った。ERα陽性乳癌で ERαのホモダイマ
ーが検出できた（図 3）。また、ERα陰性乳
癌では ERαのホモダイマーは検出されなか
った。ERα陰性乳癌組織中の正常乳腺上皮で
ERαのホモダイマーが検出されたが、その数
は ERα陽性乳癌細胞で検出された数と比較
すると明らかに少なかった。乳癌培養細胞で

検出された陽性像と比較すると、乳癌組織が

ホモダイマーの発現する細胞数は多いが、細

胞 1個当たりの陽性像の数は逆に少なかった。
PLA 法と ERαの蛍光染色を組み合わせて染
色を行ったところ、ERα陽性の細胞で ERα
のホモダイマーの発現が認められた。 
 

図 2.乳癌培養細胞における 
ERホモダイマーの PLA 

図 3.乳癌組織における ERの免疫組
織化学と ERホモダイマーの PLA 



(3) ERαホモダイマーと乳癌におけるバイオ
マーカーとの関係 
乳癌組織25症例を用いてPLA法を施行し、
他のバイオマーカーとの関係について統計

解析を行った。乳癌細胞 1 個当たりの ERα
のホモダイマーの発現は ERαと PgRの LIと
有意に正の相関を示し、Ki67 の LI とは有意
に逆相関を示した。 

(4) 乳癌培養細胞における ER ヘテロダイマ
ーと ERβホモダイマーの検出 
ERα/β陽性のMCF-7と T-47Dではヘテロ
ダイマーが検出され、ERβがより高く発現し
ている T-47Dの方がより多くのヘテロダイマ
ーが検出できた。ERα陰性の MDA-MB-231
ではヘテロダイマーの発現は確認できなか

った。E2添加により添加後 15分でヘテロダ
イマーの誘導は確認できたものの、その後 
(45分、90分後) は減少した。ERβの発現が
高い T-47Dでは多くのホモダイマーが検出で
きたが、MCF-7、MDA-MB-231でも陽性像は
確認できた。ER 陰性の COS-7 において ER
のヘテロダイマーと ERβのホモダイマーの
発現を検討したが、いずれも陰性であった。 

(5) 乳癌組織における ER ヘテロダイマーの
検出 
培養細胞と同様に乳癌組織における ER ヘ
テロダイマーの発現を検討した。ER ヘテロ
ダイマーは ERα、ERβともに陽性の細胞で
検出され、どちらかあるいは両方が陰性の細

胞では発現が認められなかった。また、乳癌

組織内の正常の乳腺上皮での発現も検討し

たが、ER ヘテロダイマー発現は検出されな
かった。 

(6) ERヘテロダイマーと乳癌におけるバイオ
マーカーとの関係 
ERαホモダイマー検討時と同様にパラフ
ィン包埋された乳癌組織 25 症例を用いて
PLA法を施行し、他のバイオマーカーとの関
係について統計解析を行った。乳癌細胞 1個
当たりのERヘテロダイマーはERα高発現群
で高い発現が認められた。 

以上、PLA法を用い、乳癌培養細胞と乳癌
組織における ER のダイマーを可視化し、そ
の発現パターンを初めて明らかにした。培養

細胞に関しては ER agonist/antagonist によっ
てダイマーの発現パターンとそれによる細

胞内での局在の変化が認められた。現在、乳

癌診断の日常業務において、パラフィン切片

を用いた ERα、PgR、HER2、Ki67の免疫組
織化学は必須の検査項目となっている。ER
のホモダイマーのパターンによる解析が乳

癌病理組織診断の一助になる可能性が高い

と今回の研究から考えられた。 
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