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研究成果の概要（和文）：子宮内膜癌細胞株を用いてERαが直接結合する新たな転写制御領域

を同定しその機能解析を行うことにより、新たな分子機構の解明を試みた。 

始めに転写制御領域を同定するために ChIP クローニングを行い、47 の標的部位を得た。そ

れらの中には、従来まで重要でないとされてきたイントロンも多数含まれていた。そして、ERα

転写コアクチベーターである GRIP1 に着目しその機能を検討したところ、子宮内膜癌細胞株に

おいて GRIP1 はアポトーシスを抑制することにより生存細胞数を増加させる可能性が示唆され

た。 

 

研究成果の概要（英文）：             Significant progress has been made in understanding
 

the role 

of ERα as a transcription factor that regulates the expression of target genes by directly 

binding to an estrogen

 

response element or by association with other

 

transcription factors 

on promoter targets. Until recently,

 

however, little had been known about the distribution 

of ERα-binding sites within the genome and the identity of genes regulated

 

by these 

cis-acting elements.

 

Our aims were to determine the nature of ERα binding relative

 

to 

the structure of a gene and increase our understanding of

 

ERα action in Ishikawa 

endometrial cancer cell line.  

    Here, we used ChIP

 

cloning technique and identified 47 ERα target loci in Ishikawa 

cells. The great majority of the binding

 

sites were located in either introns or far  

distant to coding

 

regions of genes. Among estradiol-induced genes, GRIP1 was found to 

increase cell survival by significantly reducing apoptosis in Ishikawa cells.  

    Our findings suggest that at least

 

a subset of these genes may play important

 

biological roles in endometrial cancer.  
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１．研究開始当初の背景 

子宮内膜癌は更年期前後を好発年齢とす

るエストロゲン依存性腫瘍であり、日本にお

いて近年著しい増加傾向にある。Estradiol

(E2)は女性の発育および生殖機能に関して必

要不可欠であり、従来から子宮内膜癌や乳癌

の発症および増殖・進展に深く関わっている。 

エストロゲンに関連する遺伝子の発現は、

核内受容体スーパーファミリーの一員であ

るEstrogen Receptor(ER)αを介して制御さ

れている。核内受容体はリガンド誘導性転写

制御因子であって、それぞれの特異的な標的

遺伝子群プロモーターに結合することで、標

的遺伝子群の発現を正負に転写レベルで制

御する。これまでにERαの構造やその機能が

明らかになり、さらにDNAとの相互関係など

の研究も行われてきた。その結果、クラスの

異なる巨大タンパク複合体群と相互作用す

ることで、ERαが染色体構造調節を伴う転写

を制御することが分子レベルで確認された。 

従来、プロモーター領域に存在するEREと

いう短い配列の領域をERαが認識すること

によって、標的遺伝子の転写調節を担う能力

が獲得されると考えられていたが、最近にな

ってERαが直接結合する領域は非常に広範

囲に存在すると考えられるようになってき

た。 

 

２．研究の目的 

代表的な子宮内膜癌細胞株のIshikawa細

胞を用いてERαに直接結合する新たな転写

制御領域を同定する。さらに同定された遺伝

子に関して機能解析を行い、子宮内膜癌にお

けるERαを介した新たな分子制御機構の可

能性を検討した。 

 

３．研究の方法 

(1)クロマチン免疫沈降(ChIP)クローニング 

 ERα陽性のIshikawa細胞株を培養しE2（閉

経前の正常子宮組織E2濃度に近い10

-８

M）を添

加した。次にこれらの細胞にホルマリンを加

え架橋構造を作り、1.5mlチューブに回収・

タンパク分解酵素阻害剤を添加し-80度で保

存した。そしてそれらを用いて下記の手順で

クロマチン免疫沈降クローニングを行った。 

 

① クロマチンの断片化（ソニケーション） 

  Sonic Dismembrator Model 100 (Fisher 

Scientific 社)を使用して断片化を行った。

通常の ChIP assay では 200～1000bp のサ

イズに切断するが、その長さではクローニ

ング不可能なことも多く、今回は 500～

3000bp に切断して行った。 

② ERα 抗体を用いた免疫沈降 

  acetyl-histone H4 ChIP assay kit 

(Upstate 社)のプロトコールに従い、

Upstate 社のモノクローナル抗体で免疫沈

降を行った。 

③ 沈降物を回収、クロスリンクの解除 

  この際、回収された DNA には非特異的な

ものが多く含まれることが多いためクロ

ーニングを行う際には 8～10回洗浄し (通

常の ChIP assay では回収した

DNA-Antibody 複合体に対し 4～5回の洗浄

を行う）、可能なかぎり非特異的なものを

取り除いた。65 度で一晩置きクロスリンク

を解除する。 

④ 回収した DNA（ERα 結合領域）をクロ

ーニング、標的遺伝子の特定 

  DNA を制限酵素で処理後 linker 

ligation し pGEM-T Easy Vector System を

使用して PCR を行う。シークエンスを確認

し, 得られた塩基配列より BLAT search 

function (University of California 

Santa Cruz genome browser)を用いて遺伝

子を特定した。 



(2)ChIP assay および real-time PCR を用い

た ERα 結合領域の確認 

 保存しておいた同一の細胞を用いて E2 を

添加後、ERα 抗体で免疫沈降を行い、ERα 結

合領域の DNA を回収。その結合部位に設定し

たプライマーを用いて ChIP assay を行い、

定量的 PCR を施行し DNA 結合部位の発現強度

を確認した。 

 

(3)siRNA と Cell viability and apoptosis 

assay 

 標的遺伝子に対する 20～23 bp の siRNA を

デザインし、合成を委託する（Dharmacon 社）。

Lipofectamine 2000 (Invitrogen 社) を用い

て transfection し、遺伝子ノックダウンに

よる細胞の活動性およびアポトーシス誘導

を検討する。 

 トリパン・ブルーを用いて死亡した細胞数

を確認し、さらに poly(ADP-ribose) 

polymerase (PARP) cleavage Western Blot 

assay を用いてアポトーシスを検討した。さ

らに propidium iodide (PI)染色および flow 

cytometry により細胞周期における S期の細

胞数を検討し、活動性のある細胞数の変化が

アポトーシスによるものか細胞増殖による

ものかを検討した。 

 

４． 研究成果 

(1)Ishikawa細胞におけるERα結合部位の同

定 

ERα 結合部位を同定するために、ERα 抗

体を用いて ChIP クローニングを行い、47 の

標的遺伝子が同定された（表１）。それらの

標的遺伝子は、1) 従来からエストロゲンの

働きに深く関わると考えられている遺伝子、

2) これまで関連の認められなかった遺伝子、

3) これまで重要と認識されていなかったイ

ントロン内の ERα結合領域、に分類された。

その中には Glutamate receptor interacting 

protein 1 (GRIP1), Cathepsin D (CTSD), 

V-myc myelocytomatosis viral oncogene 

homologue (MYC)などエストロゲンに関連す

る重要な遺伝子が含まれていた（表２）。ま

た一方で、19 の結合領域（全体の 40％）は

従来まで重要でないとされてきたイントロ

ンに存在していた。 

 

 

 

 

(2)代表的な ERα 結合部位の発現確認 

 ERα 抗体を用いて、重要な遺伝子と考えら

れる GRIP1、CTSD、 MYC、P21-activated kinase 

7 (PAK7)をランダムに選択し、ChIP  assay

を行った。E2 添加により４つの遺伝子全ての

ERα との結合能が有意に上昇することが確

認された（図 1）。なかでも GRIP1 は著しい上

昇を認めた。 



 

(3)GRIP1 ノックダウンと Ishikawa 細胞生存

率との関連 

 E2 添加により最も大きな変化を示した

GRIP1 が細胞に及ぼす影響を検討するため、

siRNA 導入による GRIP1のノックダウンを

行った。始めに GRIP1のノックダウン効率を

確認した（図2-a）。次に、GRIP1およびcontrol 

siRNA による Nonviable 細胞の比率を検討し

たところ、E2 添加の有無にかかわらず有意に

GRIP1 siRNA で Nonviable 細胞の比率が増加

した(図 2-b)。さらに活動性のある細胞数の

変化がアポトーシスによるものか細胞増殖

によるものかを検討した。GRIP1 siRNA によ

り poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 

cleavage の発現が上昇したことより、GRIP1

のノックダウンでアポトーシスが増加する

ことが示された（図 2-c）。また、GRIP1およ

び control siRNA による S期の細胞比率を確

認したところ、E2 添加に関わらず細胞増殖に

差はなかった（図 2-d）。 
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