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研究成果の概要（和文）：Progesteron receptor: PRは、膵神経内分泌腫瘍(pancreatic neuroendocrine 
tumor: PNETに高率に発現し、良好な予後に関与するが、その機序は解明されていない。
PNET組織において、PRサブタイプA(PRA)発現は増殖能および複数の細胞周期関連因子発現と負の相関を示した。
さらにPNET培養細胞 (QGP1)では、PRA発現が複数の細胞周期関連因子(CCNA2, CCNB1, CDK1, CDK2)発現ならびに
細胞周期を抑制することが確認された。PRAが細胞周期の抑制と密に関与することを示し、PNETにおける治療標
的となる可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Progesteron receptor: PR is frequently expressed in pancreatic 
neuroendocrine tumor: PNET and is related to a longer prognosis of the patients. However, its 
mechanism is not clarified. Expression of PR subtype A (PRA) was negatively associated with multiple
 cell cycle regulators and with proliferative activities in PNET tissues. In addition, expression 
induced decrease expression of multiple cell cycle related gene (CCNA2, CCNB1, CDK1, CDK2) and 
inhibited cell cycle in a PNET cell line (QGP1). 
These results suggested that PRA is closely associated with inhibition of cell cycle and can be a 
target molecule in treatment for patients with PNET.
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１． 研究開始当初の背景 
性ステロイドホルモン受容体であるプロゲ
ステロン受容体は乳腺、卵巣、子宮など女性
生殖器に発生する悪性腫瘍において高率に
発現し、その腫瘍増殖に密接に関与するとと
もに、治療標的として重要な臨床的意義を有
する。膵神経内分泌腫瘍では、プロゲステロ
ン受容体が性別に関わらず高率に発現する
ことが報告され、さらにプロゲステロン受容
体発現を有する膵神経内分泌腫瘍はプロゲ
ステロン受容体を発現しない腫瘍に比して
良好な予後を示すこと示され、プロゲステロ
ン受容体が膵内分泌腫瘍において抗腫瘍効
果を有する可能性が示されている(Arnason T 
et al. Neuroendocrinology 2011, 
93:249-25)。一方で、一般的に膵神経内分泌
腫瘍の起源と考えられているランゲルハン
ス島細胞においては、プロゲステロン受容体
の発現がインスリン産生の抑制やβ細胞の
増殖抑制に関与していることが示されてお
り、正常ランゲルハンス島細胞においてもプ
ロゲステロン受容体がその増殖や機能に重
要な役割を有することが示されている(Zhou 
R et al. Steroids 2013, 78:987-995)。し
かし、プロゲステロン受容体がどのように膵
神経内分泌腫瘍の増殖に関与するか全く明
らかでない。 
 
２． 研究の目的 
プロゲステロン受容体が神経内分泌腫瘍に
おいて抗腫瘍効果を示す機序を解明する。 
 
３．  研究の方法 
(1)対象 
東北大学病院において 1992 年から 2015 年ま
でに外科的切除の施行された膵神経内分泌
腫瘍のホルマリン固定パラフィン包埋検体 
計 87 症例およびその臨床情報を収集した。
パラフィン包埋検体は、ヘマトキシリンエオ
ジン染色標本の他、クロモグラニン A、シナ
プトフィジン、Ki67 の免疫染色を行った上
で、2010 年に出版された WHO 分類の診断基準
に準拠して再評価を行った。腫瘍組織と非腫
瘍組織を対比する目的で、他疾患のために切
除された非腫瘍性膵組織 14 症例を使用した。 
(2)免疫組織化学法 
免疫組織学的に、プロゲステロン受容体サブ
タイプ A (PRA, hPRa7, NeoMarkers, Fremont, 
Calif., USA), サブタイプ B(PRB, hPRa2, 
NeoMarkers) および サイクリン D1 (CCND1, 
Abcam, Tokyo, Japan), A2(CCNA2, Abcam), 
B1(CCNB1, Abcam), B2(CCNB2, Abcam), サイ
クリン依存性キナーゼ1(CDK1, Abcam), サイ
クリン依存性キナーゼ 2(CDK2, Abcam), E2F1 
(Life Technolgies, ) を染色し定量的に評
価した。 
(3)培養細胞 
神経内分泌腫瘍の 4 種類の培養細胞 QGP-1
（膵由来）、NCL-H727(肺)、COLO 320DM(大腸)、
KRJ-1(小腸)におけるプロゲステロン受容体

発現を qPCR 法によって定量した。 
(RT-PCR 法、培養細胞の PRA transfection、
細胞増殖アッセイ、細胞周期 分析方法の詳
細については参考文献に記載) 
 
４． 研究成果 
 患者から摘出された膵神経内分泌腫瘍組
織では、PRA が 47%, PRB が 30%の症例に陽
性を示し、このうち PRA の発現頻度は、ラン
ゲルハンス島細胞における陽性率に比して
低かった(71%, p=0.09, 有意差なし)。また、
PRA は臨床的悪性度と相関することが知られ
ている WHO 分類で、グレードの低い腫瘍、す
なわち悪性度の低い腫瘍組織において高頻
度に発現していた（p=0.04）。さらに、PRA 発
現は、細胞の増殖能を示す Ki67 指数と負の
相関を示すことが確認された (p=0.02)。ま
た、細胞周期に促進的に作用する CCND1 は、
腫瘍組織中において、ランゲルハンス島細胞
に比較して発現が高く（p=0.035）、WHO 分類
でグレード毎に比較した場合、PRA と CCND1
の発現動態は相反することが確認された 
(p<0.05)。これは、膵神経内分泌腫瘍におい
て、PRA 発現が腫瘍組織では正常組織(ランゲ
ルハンス島細胞)に比して低下しさらに、腫
瘍組織中では腫瘍細胞の増殖に対して抑制
的に作用していることを示す結果といえる。 
 次に、PRA が細胞周期に関与する機序を調べ
るために、培養細胞を用い、PRA 発現の有無
によって、複数の細胞周期関連蛋白の発現、
細胞周期関連遺伝子の発現および、細胞周期
の解析を行った。まず、4 種類の培養細胞に
おける PRA, PRB 発現の有無を調べた所、膵
由来のQGP-1 および 大腸由来の COLO 320DM
において高い PR 発現を認めた。しかし、い
ずれの細胞株においても、PRB のみを発現し、
PRA の発現は確認されなかった(PRA-/PRB+細
胞)。そこで、Invitrogen 社の Lipofectamin 
試薬を使用し、PRA の強制発現を行い、2 つ
の培養細胞(QGP-1、COLO 320 DM)に、PRA 遺
伝子を導入し、PRA 発現を有する細胞株、
PRA+/PRB+細胞を作製した。 
 PRA-/PRB+細胞と PRA+/PRB+細胞では、プロ
ゲステロンの存在下において、PRA+/PRB+細
胞において、PRA-/PRB+細胞に比べて、細胞
周期関連因子である、CCND1, c-fos, c-jun
の mRNA 発現が有意に低下した(いずれも 
p<0.05)。また細胞増殖能を定量するために
行った、細胞活性アッセイ(Cell Counting 
kit-8; Dojindo Inc., Kumamoto, Japan)を
用いた実験においても、プロゲステロンの存
在 下 に お い て  PRA+/PRB+ 細 胞 で は 
PRA-/PRB+細胞よりも、有意に細胞活性が低
下していた(p=0.03)。 
 これらの結果から、プロゲステロン受容体
が細胞周期と密接に関連して腫瘍細胞増殖
抑制を示すことが明らかとなった。 
 そこで、細胞周期に関連する複数の遺伝子
発現状況を調べるため、82個の主要な細胞周
期関連遺伝子を網羅的に解析することがで



き る cell cycle PCR array (QIAGEN, 
PAHS-020Z)を使用し、PRA+/PRB+細胞および
PRA-/PRB+細胞における細胞周期関連遺伝子
発現状況を詳細に解析した。この結果、プロ
ゲステロン投与下において、PRA-/PRB+細胞
では、CCNA2, CCNB1, CDK1, CDK2 を含む、
合計 37 の細胞周期関連遺伝子の発現増加が
確認され、反対に PRA+/PRB+細胞においては、
30 の細胞周期関連遺伝子の発現抑制が確認
された。PRA 発現の有無によって、増加・抑
制を示した細胞周期関連因子の多くは、CCNA, 
CDK であった。 
 次に、これらの細胞の細胞周期における分
布を定量化するために、Tali® Cell Cycle 
Solution (Invitrogen, Tokyo, Japan) およ
び  Tali™ Image-Based Cytometer 
(Invitrogen, Tokyo, Japan) を用い、細胞
周期の分布が PRA 発現の有無によりどう変
化するか調べた。 この結果、PRA-/PRB+細胞
においては、S期から G2/M 期への移行が認め
られたが、PRA+/PRB+細胞においてはこれら
の遺伝子発現が低下し、細胞周期の移行が抑
制されていることが確認された。 
 これらの結果は、PRA が細胞増殖に深く関
与する細胞周期と密に関与し、細胞周期の抑
制を介して膵神経内分泌腫瘍の増殖を抑制
していることを示している。PRA が今後の膵
神経内分泌腫瘍の治療標的となる可能性を
示唆するものと考えられる。 
 これらの研究成果は下記に示す国際誌、学
会等で発表された他、新たに国際誌に投稿中
である。さらに、現在は、他臓器に発生する
神経内分泌腫瘍の性ステロイドホルモンの
発現動態や、ホルモン産生を有する神経内分
泌腫瘍における性ステロイドホルモン受容
体の関与について、詳細に解析を行っている。 
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