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研究成果の概要（和文）：本研究は細胞内のエネルギーバランスを司るAMPKとその上流でAMPKをリン酸化するLKB1とが
卵巣、子宮内膜、乳腺組織などのエストロゲン標的臓器での増殖分化あるいは局所でのステロイド合成をどのように調
節しているかを明らかにするものである。また我々はAMPKのリン酸科に関連して相互作用するSIRT3に着目し、その抗
酸化作用とステロイド合成に与える影響を調査した。その結果、卵巣顆粒膜細胞ではSIRT3によりプロゲステロン生合
成が調整されていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of the study is to clarify the involvement of the LKB1-AMPK system in the 
estrogen responsive organs such as ovary, uterus, and mammary gland. The LKB1 phosphorylates AMPK1, which 
controls and senses energy balance in the cell. The regulation of both steroidogenesis and cell 
proliferation by energy sensing system were examined in these organs. We also investigated the function 
of SIRT3, one of the interacting factor of AMPK, in the ovary. The biosynthesis of progesterone is found 
to be regulated by SIRT3.

研究分野：生殖内分泌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞内のエネルギーセンサーである
AMP-activated protein kinase (AMPK)は糖
代謝または脂質代謝だけではなく、細胞増
殖にも関与している。細胞内のエネルギー
源である ATP とその代謝産物である AMP の
比を認識し、細胞内のエネルギーバランス
を認識することにより細胞レベルから個体
レベルまでホメオスタシス維持に関与して
いる。近年の飽食化、食生活の欧風化に伴
い、肥満、２型糖尿病あるいはメタボリッ
ク症候群が増加しているが、そのような病
態では AMPK の発現低下および活性化の抑
制を認めることが報告されている。現在糖
尿病治療の薬物としてビグアナイド剤であ
るメトホルミンが頻用されるが、メトホル
ミンには AMPK 活性化作用がある。 
 最近の乳癌、子宮内膜癌をはじめとする
性ホルモン依存性の癌の増加は、糖尿病あ
るいは肥満の増加との関連も示唆されてい
るが、AMPK とホルモン依存性臓器での発癌
についての報告は少なく、そのメカニズム
は明らかではない。しかし糖尿病患者に対
してメトホルミンを投与すると癌の発生が
減少すると行った臨床観察研究や、メトホ
ルミン投与により乳癌細胞、子宮体がん細
胞、卵巣がん細胞の増殖が抑制されたとの
基礎研究の報告もあり、AMPK を介した癌治
療の可能性が示唆されている。 
 一方でメトホルミンが有効な疾患として、
月経異常、高アンドロゲン血症を呈する多
嚢胞性卵巣症候群（PCOS）が知られている
が、PCOS 患者に対してメトホルミンを投与
すると、インスリン抵抗性の改善を介して
高アンドロゲン血症が改善するとともに、
排卵障害の改善および妊娠率の向上が見ら
れる。PCOS 患者では子宮内膜癌のリスクが
上昇するが、これは排卵障害によりプロゲ
ステロンの拮抗が無い状態でのエストロゲ
ン曝露（unopposed estrogen）により子宮
内膜の過増殖が促進され癌発生にいたると
考えられている。しかし、PCOS に対するメ
トホルミン治療後の血清を用いると子宮内
膜癌細胞の侵襲性が低下するとの報告もあ
り(Tan BK,et al.JCEM2011)、子宮内膜癌の
発癌予防あるいは補助療法として用いられ
る可能性も検討されている。 
 また AMPK をリン酸化し活性化させる因
子としてセリン／スレオニンキナーゼであ
る LKB1 が知られている。この遺伝子は癌抑
制遺伝子として作用し、変異体では消化管
での多発ポリープまたは悪性腫瘍を高頻度
に発生する Peutz-Jeghers 症候群を引き起

こす。また肺腺癌、子宮内膜癌でも変異を
認めるものが多く認められている。LKB1 は
AMPK の活性化を介してエネルギー代謝と
細胞増殖を結びつける因子としての役割と
同時に抗老化作用も指摘されている。 
 こうした LKB1/AMPK のエストロゲン応答
性臓器での役割については明らかではない
が、その機能異常により子宮内膜癌あるい
は乳癌の発生・進展に関与し、卵巣顆粒膜・
莢膜細胞でのステロイド合成異常につなが
っている可能性が高い。このような背景の
もと、当研究では LKB1/AMPK のエストロゲ
ン標的組織特異的な機能を明らかにすると
ともに、エストロゲンシグナルとの関連を
検討する。そのうえで LKB1/AMPK 経路の活
性化による乳癌および子宮内膜癌の予防だ
けではなく、排卵障害に対する診断治療な
どの臨床応用を展開するための基礎研究を
行う。 
２．研究の目的 
本研究は、細胞内のエネルギーバランスを

つかさどる AMPKとその上流で AMPKをリン

酸化する LKB1 とが、卵巣・子宮内膜・乳

腺組織の増殖分化あるいは局所での性ス

テロイド合成をどのように調節している

かを明らかにするものである。 

初代培養系および細胞株を用いて、エスト

ロゲン標的臓器でのLKB1-AMPK経路による

細胞増殖制御および性ステロイド合成系

への関与を明らかにする。 

１）ヒト卵巣顆粒膜細胞、子宮内膜および
乳腺細胞の初代培養系または細胞株を用
いて、 LKB1/AMPK を強制発現あるいは
siRNA 法によるノックダウンした場合、ま
たは AMPK を活性化させた場合の、性ステ
ロイド合成および細胞の増殖分化に対す
る影響を検証する。 
２）LKB1/AMPK 経路とエストロゲン受容体
を介する転写制御機構との間のクロスト
ークを明らかにし、LKB1/AMPK のエストロ
ゲン標的組織特異的な機能を解明する。 
３．研究の方法 
上記の背景およびこれまでの知見をふまえ、
本研究はヒトのエストロゲン標的臓器にお
ける LKB1/AMPK の増殖制御およびステロイ
ド合成調節ついての基礎的研究をすすめる。
LKB1/AMPK を標的とした卵巣機能不全ある
いは子宮体癌、乳癌の新しい診断方法や治
療方法の展開を目指し、その基盤となる研
究を行う。研究期間内に以下のことを明ら
かにする。 
① LKB1/AMPK 系がヒト顆粒膜細胞での性



ステロイド合成（エストロゲンおよびプ
ロゲステロン）、細胞増殖およびアポト
ーシスに関与しているかどうかを調べ
る。 
② 乳癌細胞株あるいは子宮内膜癌細胞株
を用いて、LKB1/AMPK 系が細胞増殖ある
いはアポトーシスにどのように関与し
ているかを調べる。具体的には低栄養状
態と高栄養状態での作用の違い、あるい
は AMPK 活性化剤あるいは抑制剤を用い
たとき、LKB1/AMPK の変異体を導入ある
いはノックダウンした場合に細胞の増
殖／分化が変化するかどうかを調べる。 
③ 乳癌細胞株あるいは子宮内膜癌細胞株
を用いて、LKB1/AMPK 系が細胞内のアロ
マターゼ発現に関与しているか、またエ
ストロゲン受容体の転写活性に関与す
るのかを調べる。LKB1/AMPK の抑制によ
り局所での高エストロゲン状態を引き
起こしエストロゲン依存性癌の増殖に
つながるのか、あるいは LKB1/AMPK の活
性化自体がエストロゲン受容体の活性
化を抑えて増殖抑制するのかを検証す
る。 
④ 体外受精を行う多嚢胞性卵巣症候群の
患者で顆粒膜細胞における AMPK の活性
化と血中および卵胞液中の性ステロイ
ド濃度の相関を調べる。また年齢に伴う
AMPK の顆粒膜細胞での活性化の変化を
検討し、顆粒膜細胞の機能低下あるいは
卵胞発育との関連を調べる。 
⑤ 子宮内膜癌の組織検体を使用し、リン酸
化 AMPK とエストロゲン受容体および局
所でのアロマターゼの発現との関連性
を調べる。 
 
１） LKB1/AMPK によるヒト顆粒膜細胞での
性ステロイド合成調節機構の解明 

 LKB1/AMPKを強制発現あるいはRNAiによ
りノックダウンした場合に、顆粒膜細胞に
おけるエストロゲン、プロゲステロン、あ
るいはアンドロゲンの生合成量の変化を検
討する。また活性化 AMPK の標的となるステ
ロイド合成酵素を同定し、その転写調節機
構を明らかにする。 
① ステロイド生合成系のアッセイ系
の確立（平成２５年度） 
体外受精患者の卵胞液より単離し
た初代培養系ヒト黄体化顆粒膜細
胞でのステロイド測定は ELISA法
にて十分可能であるが、個体差が大
きい。一方で細胞株を用いた系では、
安定性には優れるが性ステロイド

合成量は微量であり RIA 法による
解析法を確立しておく必要がある。 
② LKB1/AMPK 発現系あるいはノック
ダウン系の確立（平成２５年度） 
LKB1/AMPKを安定かつ高効率に導入
できる方法として、アデノウイルス
あるいはレンチウイルスによる遺
伝子導入法を検討する。細胞株対し
てには、RNAi 法あるいは発現ベク
ターのトランスフェクション法に
て LKB1/AMPK のノックダウンまた
は導入が可能であるが、初代培養系
に対しては効率が悪いため、ウイル
スによる導入法も検討する。 
③ LKB1/AMPK の標的となるステロイ
ド合成酵素の検索（平成２５年度） 
上記②の系を用いて、顆粒膜細胞で
のステロイド合成に関与するアロ
マターゼ、StAR、3-βHSD、17-α 
hydroxylseなどの mRNAの発現量変
化を定量的 PCR 法にて計測し、標的
となるステロイド合成酵素を同定
する。 
④ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 法 に よ る
LKB1/AMPKによるエストロゲン受容
体の転写活性調節の検討 
 （平成２６年度） 
  ③にて同定した標的のプロモータ   
  ー上でのエストロゲン受容体の挙   
  動を観察するため、ルシフェラー 
  ゼアッセイによりエストロゲン受 
  容体（ER）の転写活性調節能を測 
  定する。 
  SF-1,β-カテニンなどの因子はス 
  テロイド合成系に深く関与してい 
  ると言われているので、これらの 
  転写調節における LKB1/AMPK との 
  相互作用も検討する。 
⑤ 多嚢胞性卵胞症候群(PCOS)および 
高年齢不妊症患者における卵胞液
中のステロイド濃度と顆粒膜細胞
における LKB1 の発現量または活性
化 AMPK との関連（平成２６年度） 
 

２) LKB1/AMPK によるヒト顆粒膜細胞の増
殖制御機構の解明（平成２５年） 
 AMPK の活性化により顆粒膜細胞の増殖
が抑制され、AMPK の抑制により増殖するか
を検討する。  
 ここでは増殖調節を、細胞周期の調節ある
いはアポトーシスの制御という視点から評
価する。 
① MMT アッセイやコロニー形生能アッ
セ イ に よ り 、 顆 粒 膜 細 胞 株 に
LKB1/AMPK 強制発現あるいはノックダ



ウンした場合、また薬剤で AMPK を活
性化させた場合、細胞増殖能がどのよ
うに変化するかを検討する。 
② 細胞周期調節に関与しているかを確
かめるため、LKB1/AMPK 導入後あるい
は AMPK 活性化後にフローサイトメト
リーなどで細胞周期分布を評価する。
また、細胞周期促進に関与する、サイ
クリンやサイクリンキナーゼなどの
活性化を測定する。 
③ LKB1/MPK が顆粒膜細胞のアポトーシ
スに関与しているかを検討する。
AMPK/LKB1 導入後あるいは AMPK 活性
化後に Caspase-3 アッセイ、TUNEL ア
ッセイ、FACS での sub G1 分画の評価
などによりアポトーシスの評価を行
う。 
④ LKB1/AMPK を強制発現あるいは AMPK
を活性化させた場合に顆粒膜細胞の
分化に関与する細胞表面マーカーな
どがどのような変化を示すかを検討
する。 

 
３ ) 子 宮内膜および乳癌における
LKB1/AMPK の増殖あるいは局所ステロイド
合成調節機構の解明 
 （平成２５年） 

  ２）①-③と同様の手法を用いて増殖機 

    構については解析する。 

局所ステロイド合成調節機構につい
ては、乳癌細胞あるいは子宮内膜癌細
胞内のアロマターゼの発現量の変化
を LKB1/AMPK の強制発現または RNAi
ノックダウン法、あるいは AMPK の活
性化剤を用いて定量的PCR法あるいは
ウエスタンブロッティング法にて評
価する。 
また子宮内膜癌組織または乳癌組織
切片を用いてLKB1/AMPKの発現および
活性化，アロマターゼの発現量を評価
する。 

 
４）卵胞の発育に伴う LKB1/AMPK の顆粒膜
細胞での発現パターンの変化の解析（平成
２６年） 
  顆粒膜細胞の分化と LKB1/AMPK の発現 
   または活性化の関連性を免疫染色を用 
   いて評価する。 
①免疫染色に使用可能な抗体を取得し、
抗原ペプトドなどを用いてその特異性
について検証し、LKB1 または活性化
AMPK の免疫染色系を確立する。 
②ヒト卵巣の切片で様々な段階の発育卵
胞での LKB1/AMPK の発現状態あるい
は活性化状態（リン酸化状態）を評価

する。 
 
５）LKB1/AMPK のシグナル経路とエストロ
ゲン受容体を介する転写制御系との相互作
用の解析 
（平成２６年度以降） 

  リン酸化 AMPK の基質となる転写因子
あるいは転写共役因子を同定し、エス
トロゲン受容体との相互作用を検討す
る。AMPK を強制発現あるいは活性化さ
せたうえで、エストロゲン受容体の転
写活性およびリン酸化状態を評価する
とともに、免疫沈降法などを用いてエ
ストロゲン受容体と相互作用する蛋白
質を単離し、質量分析器を用いて同定
する方法を考慮している。 
① Constitutive active 型の AMPK
を導入あるいは AMPK の活性化剤を用
いて、エストロゲン受容体の転写活性
をルシフェラーゼ法にて評価する。ま
たウエスタンブロッティング法にて 
エストロゲン受容体自体のリン酸化
の変化を評価する。 
② Constitutive active 型の AMPK
を安定的に発現する乳癌細胞あるい
は子宮内膜癌を樹立し、共免疫沈降法
により AMPK およびエストロゲン受容
体と相互作用する核蛋白質を回収す
る。 
③ 同定された因子を乳癌あるいは
子宮体癌細胞培養系に発現させ、細胞
増殖調節あるいは局所でのステロイ
ド合成調節機構における機能解析を
行う。 

 
４．研究成果 
我々は AMPK のリン酸化に関連して相互作用
する SIRT3 に着目し、ヒト顆粒膜細胞に酸化
ストレスをくわえた際にSIRT3の発現量およ
び SIRT３を介したストレス応答機能につい
て解析し、プロゲステロンの賛成に関与する
ことを明らかにした。SIRT3 の卵巣における
局在を免疫組織化学染色にて明らかにし、
SIRT３が顆粒膜細胞に局在していることが
明らかとなった。ヒト顆粒膜細胞に hCG およ
び過酸化水素を添加し、酸化ストレスレベル、
SIRT３および抗酸化物質の関連性を RT-PCR, 
ウエスタンブロッティングにて検討した。カ
タラーぜ、SIRT3, superoxide dismutase 1
の発現量は過酸化水素添加で増加し、hCG 添
加で減少した。細胞内酸化ストレスレベルは
蛍光顕微鏡で解析した。内因性の SIRT3 のノ
ックダウンにて細胞内の酸化ストレスレベ
ルは上昇し、17β-HSD, StAR タンパク、
P450scc、3β-HSD の発現量は減少し、プロゲ
ステロン生合成量も減少した。 
以上より SIRT３は顆粒膜細胞の黄体化を正



に制御し、酸化ストレスレベルをコントロー
ルしていると考えられる。SIRT3 は卵子のみ
でなく顆粒膜細胞も酸化ストレスより守り
維持する役割をしていると予想される。 
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