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研究成果の概要（和文）：本研究は、進捗状況から当初予定を変更し、ヒトグルカゴン様ペプチド-1（GLP-1）
アナログ・リラグルチドを用いて、子宮体癌細胞株に対する生理的影響と、GLP-1受容体の子宮体癌における病
態的意義を検討した。リラグルチドはヒト子宮体癌培養細胞株Ishikawaの細胞増殖を抑制したが、オートファジ
ーを誘導しかつ細胞死をもたらすことが明らかとなった。子宮体癌病理組織においてGLP-1受容体が高いと無増
悪進展期間が延長するため、子宮体癌におけるGLP-1受容体の病的意義とリラグルチドが糖尿病またはインスリ
ン抵抗性があるような子宮体癌症例に対するアジュバント療法としての臨床応用への基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：The pathophysiological role of glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) in 
endometrial cancer has not been fully elucidated. Here, we investigated the effects of the GLP-1R 
agonist liraglutide in endometrial cancer cells and examined the association between GLP-1R 
expression and clinicopathological characteristics in endometrial cancer patients. Liraglutide dose 
dependently suppressed the cellular growth of Ishikawa endometrial cancer cells and the effect was 
turned out to be the induction of autophagy and subsequent cell death. Immunohistochemical analysis 
revealed that GLP-1R expression was associated with positive estrogen and progesterone receptor 
status, and higher GLP-1R expression was significantly correlated with better progression-free 
survival. The use of liraglutide to target autophagy in endometrial cancer cells may be a novel 
potential treatment for endometrial cancer, and higher GLP-1R expression may be associated with 
better prognosis in endometrial cancer patients.

研究分野： 産婦人科学

キーワード： 子宮　糖代謝　オートファジー　インクレチン　GLP-1受容体
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１．研究開始当初の背景 
 本研究は、当初妊娠関連乳癌（pregnancy 
associated breast cancer: PABC）に関した検討
をおこなうことを予定していた。PABC は妊
娠期間中または分娩後 1 年以内に診断される
乳癌と定義され、初婚年齢の上昇と社会環境
の変化から妊娠・出産が高年齢化している現
在の社会状況を考えると、今後 PABC の発生
頻度は確実に増加するものと見込まれるた
め、PABC に罹患した患者の検体を用いて免
疫組織化学染色を行ないサブタイピングす
ることと、本申請者がこれまでの研究で明ら
かにしてきた SIRT1 および DBC1 の PABC に
おける生物学的役割と予後との関連を明ら
かにすることで、PABC の分子細胞生物学的
性格を明らかにすること、両者の発現が
PABC の予後とどのように相関するかについ
て検討することを本研究の主要な目的とし
ていた。しかし本研究の柱であった胎盤組織
の初代培養がうまくいかないことから、同じ
ホルモン依存性疾患である子宮体癌の研究
内容にするよう変更して研究を継続するこ
ととした。 
 子宮体癌は婦人科悪性腫瘍の中で最も発
症頻度が高く、近年の社会傾向から考えても
今後さらなる罹患頻度の上昇が危惧される。
また生活様式の変遷により日本人における
糖尿病の頻度は増加の一途を辿っている。近
年 II型糖尿病治療標的として近年ヒトグルカ
ゴン様ペプチド-1（GLP-1）アナログが臨床
応用されるようになった。リラグルチドは。
血糖値の高い場合にのみインスリン分泌効
果等を発揮し、臨床的に有意な血糖降下作用
を示す。リラグルチドが各種癌細胞種におい
てを用いて、子宮体癌細胞株に対する生理的
影響と、GLP-1 受容体の子宮体癌における病
態的意義を検討した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、子宮体癌培養細胞株 Ishikawa 細
胞を用いて GLP-1 受容体の子宮体癌におけ
る病態的意義を検討することを目標とした。
GLP-1 受容体アゴニストであるリラグルチド
を用いて、リラグルチドの抗腫瘍効果の有無
を検討することとした。また子宮体癌手術検
体における GLP-1 受容体発現状態を検討す
ることで、リラグルチドの臨床応用の可能性
も検討した。 
 
３． 研究の方法 
(1.) 以下の手法で検討をおこなった。ヒト子

宮体癌培養細胞株 Ishikawa および子宮
体癌患者における GLP-1 受容体発現と、
GLP-1受容体アゴニストの効果に関する
検討 

 Ishikawa 細胞を含む代表的な子宮体癌培養
細胞株においてウェスタンブロット法をお
こなうことで GLP-1 受容体の存在を検討し
た。 

 
(2.) GLP-1受容体アゴニストであるリラグル

チドによる細胞増殖抑制メカニズムの
解明 

 既報によると膵臓癌細胞株 X はリラグル
チドにより細胞増殖能が抑制されることが
知られている。またリラグルチドと同じ
GLP-1 受容体アゴニストであるエキセナチド
が子宮体癌培養細胞株に対し抗腫瘍効果を
もつことが報告されていたことから、本研究
においてはリラグルチドの抗腫瘍効果をみ
ることとした。細胞増殖抑制効果については
MTT アッセイをおこなった。またコロニー形
成アッセイをおこなうことで、長期投与にお
けるリラグルチドの効果をも検討すること
とした。 
 リラグルチドも含めた GLP-1 受容体アゴ
ニストがどのようなメカニズムで抗腫瘍効
果を持つかという点については既報では検
討が不十分であったため、細胞内糖レベルの
マスター制御因子である AMPK に着目し
AMPK のリン酸化状態をウェスタンブロッ
ト法で検討した。また、細胞内オートファジ
ー状態を検討するためLC3および p62レベル
をウェスタンブロット法で検討した。細胞の
オートファゴソーム集積はオートファジー
が起きているかどうかの指標であるため、リ
ラグルチドを投与した培養細胞に対し傾向
免疫染色法をおこなった。 
(3.) GLP-1受容体の子宮体癌における病態的

意義 
当院で子宮体癌の手術を受けた 154 名の手術
時検体は既に tissue microarray の状態にして
あった。この検体を用いて、GLP-1 受容体発
現と年齢、病期、筋層浸潤、リンパ節および
遠隔転移、BMI、脂質異常症、糖尿病などの
有無、ホルモン受容体（エストロゲン受容体
α、プロゲステロン受容体）、p53 および PTEN
変異などの臨床的パラメーターとの相関を
検討した。本検討をおこなうにあたり患者か
ら同意を得ており、当院における IRB 承認を
得ている。 
 
４．研究成果 
(1.) ヒト子宮体癌培養細胞株 Ishikawa およ

び子宮体癌患者における GLP-1 受容体
発現と、GLP-1 受容体アゴニストの効果
に関する検討 

 予備実験として、Ishikawa、HEC1B、RL95-2
など代表的な子宮体癌培養細胞株において
ウェスタンブロット法をおこなったところ、
いずれも GLP-1 受容体の発現を認めた。これ
ら細胞株において、本研究はホルモン受容体
陽性子宮体癌においての検討をおこなうこ
ととしたため、以降培養細胞としては
Ishikawa 細胞を用いた。Ishikawa 細胞にリラ
グルチドを control, 10 nM, 100 nM, 1000 nM
で 96 時間処理したところ、濃度依存性の
GLP-1 受容体発現増加を認めた。 



(2.) リラグルチドによる細胞増殖抑制メカ
ニズムの解明 

 細胞増殖抑制効果については MTT アッセ
イをおこなった。Ishikawa 細胞にリラグルチ
ドを control, 10 nM, 100 nM, 1000 nM で 96 時
間処理したところ、cell viability は濃度依存性
に低下した。また長期投与におけるリラグル
チドの効果を検討するためコロニー形成ア
ッセイをおこなった。Ishikawa 細胞にリラグ
ルチドを control, 10 nM, 100 nM, 1000 nM で
処理し、10 日間曝露したが、MTT アッセイ
と一致して濃度依存性にコロニー数の減少
を認めた。 
 リラグルチドがどのようなメカニズムで
抗腫瘍効果を持つかという点について検討
するため、細胞内糖レベルのマスター制御因
子である AMPK に着目し AMPK のリン酸化
状態をウェスタンブロット法で検討した。ま
た、細胞内オートファジー状態を検討するた
めLC3および p62レベルをウェスタンブロッ
ト法で検討した。Ishikawa 細胞をリラグルチ
ド control, 10 nM, 100 nM, 1000 nM で処理し
たところ、リン酸化 AMPK 発現は濃度依存性
に上昇した。また LC3 発現も同様に上昇した
が、p62 発現は低下したため、リラグルチド
は AMPK 経路の活性化を引き起こすことで
細胞のオートファジーを誘導することが明
らかとなった。細胞のオートファゴソーム集
積はオートファジーが起きているかどうか
の指標であるため、リラグルチドを投与した
培養細胞に対し蛍光免疫染色法をおこなっ
た。Positive controlとしてAICARを用いたが、
リラグルチドはそれ単独および AICAR の存
在下いずれの条件においてもオートファゴ
ソームの集積を促進した。フローサイトメー
ターを用いて細胞動態を更に検討したとこ
ろ、リラグルチド 1000 nM＋AICAR 1 nM 処
理により早期細胞死分画が増加しており、リ
ラグルチドにより S 期の停止が生じているこ
とも判明した。 
(3.) GLP-1受容体の子宮体癌における病態的

意義 
 まず、正常子宮における GLP-1 受容体の存
在を免疫組織化学染色法にて確認したとこ
ろ、子宮内膜上皮、間質の細胞質において
GLP-1 受容体の発現を認めた。月経周期にお
ける変化は検討していない。癌組織における
GLP-1 受容体発現は Allred score 法にて評価
した。当院で子宮体癌の手術を受けた 154 名
の手術時検体は既に tissue microarray の状態
にしてあった。この検体を用いて、GLP-1 受
容体発現と年齢、病期、筋層浸潤、リンパ節
および遠隔転移、BMI、脂質異常症、糖尿病
などの有無、ホルモン受容体（エストロゲン
受容体α、プロゲステロン受容体）、p53 およ
び PTEN 変異などの臨床的パラメーターとの
相関を検討した。本検討をおこなうにあたり
患者から同意を得ており、当院における IRB
承認を得ている。GLP-1 受容体低発現群は
12.3% (19/154) 、髙発現群は 87.7% (135/154) 

においてみられた。19 例の GLP-1 受容体低
発現群において 52.6% (10/19) は GLP-1 受容
体 発 現 を ほ と ん ど 認 め な か っ た 。
Kaplan–Meier法により生存曲線を評価したが、 
検討対象のうち 25 例は原病死、32 は再発を
認めていた。GLP-1 受容体発現と全生存率
(OS)については特に関係を認めず、無増悪進
展期間 (PFS)は GLP-1 受容体発現が高い方が
長いことが明らかとなった。また、GLP-1 受
容体発現は子宮体癌分化状態、grade、エスト
ロゲン受容体、プロゲステロン受容体などと
関連することが明らかとなった。 
GLP-1 受容体発現は低分化群 90.8%、組織学
的低 grade 群 76.4%  
 本研究により GLP-1 受容体の子宮体癌に
おける意義が明らかとなった。GLP-1 受容体
は子宮体癌の予後規定因子として有用なバ
イオマーカーとなり得ることを示し、リラグ
ルチドと同じ糖尿病治療薬であるメトフォ
ルミンが抗腫瘍的効果があることを考慮す
ると、今後リラグルチドが子宮体癌のアジュ
バント療法として検討され得る基盤を構築
することが本研究により達成された。 
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