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研究成果の概要（和文）：エストロゲン依存性乳癌において，その存在が示唆されながらも依然詳細が不明であ
る膜型エストロゲン受容体(ER)の機能・動態について，新規選択的リガンドを用いて解析した。その結果，膜型
ERが細胞内リン酸化経路であるMAPK系，PI3K-akt-mTOR系の双方を活性化していることが判明した。また核内ER
が膜に移動，局在したものであり，核内ERを維持しているホルモン療法耐性株にも発現していることが解った。
さらにマイクロアレイを用いた網羅的解析により膜型ERと核内ERでは応答遺伝子が大きく異なることが明らかと
なり，膜型ER信号系に特異的なバイオマーカーとなり得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The function of membrane-associated estrogen receptor (mER) in breast cancer
 cells and relation to hormone therapy resistance were investigated using a novel selective ligand, 
Qdot-6-E2. It was demonstrated that Qdot-6-E2 stimulated both MAPK and PI3K-akt-mTOR phosphorylation
 pathways resulting cell growth. Among the estrogen depletion resistant cells with different 
mechanisms, only the cells maintaining nuclear ER function were sensitive to Qdot-6-E2. This 
suggests that mER is probably a localized form of nuclear ERα. The target genes of mER were 
markedly different from those of nuclear ER and we found some candidates for the specific biomarker 
of mER signaling pathways.

研究分野： 臨床化学
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１．研究開始当初の背景 

乳癌の多くはエストロゲン依存性であ

り，現在のホルモン療法においてはエスト

ロゲン拮抗薬とアロマターゼ阻害薬が治療

の第一選択となっているが，しばしば不応

例や耐性獲得がみられ問題となっている。

ホルモン療法の要となるのはエストロゲン

受容体(ER)であり，エストロゲンシグナル

の伝達（応答遺伝子の発現）は，エストロ

ゲンが ER に結合し遺伝子発現が活性化す

る経路と，エストロゲンに依存せず ER が

直接リン酸化を受け活性化するルートが知

られている。当該の癌がどの信号経路に依

存するかを知ることは治療法を選択・決定

する上で重要な情報となる。 

従来，ER は細胞核内にあり，細胞膜表

面から核内まで浸透したエストロゲンが結

合することにより遺伝子が活性化されると

考えられてきたが，近年，同様のはたらき

をする受容体（膜型 ER）が細胞膜近傍にも

存在する可能性が示唆されている。しかし，

この膜型 ER が核内 ER と同じものである

のか，新規の蛋白質であるのか，さらには

どのような遺伝子が応答するのか等，その

実態はほとんど知られていない。この理由

として，両者の信号経路を明確に区別し得

る信頼性の高い方法が確立されていないこ

とがあげられる。 

先に我々は不溶性担体にエストロゲン

を結合させた膜型 ER に選択的なリガン

ド Qdot-6-E2 を新たに合成した(図 1)。 

 

 

 

 

 
図 1 Qdot-6-E2 の構造；直径 10 nm の螢

光粒子に 80-100 分子の estradiol 
(E2)が結合している 

 

螢光マーカーとして GFP を組込んだ培養

乳癌細胞を用いた実験から，この

Qdot-6-E2 が細胞内に侵入することなく

細胞内エストロゲンシグナル経路を活性

化し，核内 ER にも信号が伝達されるこ

とを証明した。この新規リガンドを活用

することで，膜型 ER シグナル経路に関わ

る関連分子やホルモン療法耐性との関連

の解析，さらには膜型 ER シグナル経路活

性化に特有なバイオマーカーの探索が進

展すると期待された。 
 
２．研究の目的 

核内 ER を持たず，膜型 ER のみを発現

させたモデル細胞を作製し，膜型 ER 固有

の応答分子の探索，シグナル経路の解析を

行う。 

本来のリガンドである estradiol (E2)と

Qdot-6-E2 による応答出力を比較すること

で，信号伝達経路に関与する因子や遺伝子

応答の違いを明らかにする。 

当研究室で樹立された複数のメカニズ

ムによるホルモン療法耐性モデル細胞株を

材料として，耐性獲得時における膜型 ER

の関与について検討する。 

膜型ERがホルモン療法耐性時に二次治

療を選択する際の情報を提供し，個別化治

療のためのマーカーとなる可能性を持つ因

子を探索する。 
 
３．研究の方法 

(1)膜型 ER 発現細胞株の樹立 
 ER 遺伝子上から核移行時に必要なドメ
イン(NLS)を除去し，さらに脂肪酸が付加
しやすい配列を挿入したコンストラクト
を調製した。このコンストラクトを本来核
内 ER 陽性(ルミナール型)で核内 ER を消
失した fulvestrant耐性株(MFR)に導入し，
mER 発現安定細胞株を樹立した。 

(2)乳癌細胞株における膜型 ER シグナル系
の関与 

 核内 ER 活性化を生細胞でモニタできる
よ う ERE-GFP が 安 定 導 入 さ れ た
MCF-7-E10 細胞および E10 を親株とし
て樹立された各種ホルモン療法耐性モデ
ル（枯渇耐性）細胞株(核内 ER 発現維持
株，消失株，各 2 種)を用い，エストロゲ
ン枯渇培地で４日間培養後にリガンドを
添加し，さらに２日後，GFP 陽性細胞を
カウントして核内 ER 活性を評価した。同
様に設定した培養条件下で細胞数をカウ
ントして増殖の評価を行った。 

(3)細胞内シグナル経路の検索 
 同様の培養条件にてリガンドを添加し一
定時間経過後に細胞を溶解，タンパク質を



抽出。濃度調整後ウエスタンブロットに付
し，各タンパクを検出した。また，細胞内
リン酸化経路の各種阻害剤を加え，
Qdot-6-E2 による増殖に対する抑制効果
を評価した。 

(4)膜型 ER シグナル系バイオマーカーの探
索 

 同様の培養条件にてリガンドを添加して
18 時間経過後に RNA を抽出し，マイク
ロアレイ解析に付した。 

 
４．研究成果 

(1) 膜型 ER 発現細胞株の樹立 
 当初，調製した ER 膜移行型コンストラク
トを核内 ER 陰性の細胞に感染させ，膜型
ER のみを発現した安定細胞株の樹立を
試みたが，空ベクターでは問題がないもの
の，発現ベクターでは困難であった。そこ
で，宿主細胞側に問題がある可能性を考慮
し，本来核内 ER 陽性である MCF-7 細胞
で fulvestrant 長期処理によって ER を消
失した耐性株(MFR 細胞)を宿主として利
用したところ，安定導入株を得ることがで
きた。細胞分画により ER の局在を確認し
たところ，核にも存在が認められるものの，
細胞質，細胞膜に多く分布が認められた。
しかし，Qdot-6-E2，E2 いずれによって
も増殖は亢進せず，抗エストロゲン剤の効
果も認められなかった。このことから
MFR 細胞では ER のみならず，活性発現
に必要な共役因子も消失してしまってい
ることが示唆された。そこで内因性 ER 陽
性株を用いて以下の研究を続行した。 

 一方，上記とは逆に脂質付加阻害剤である
2-bromopalmitate (2-BP)を培地に添加し
たところ，増殖抑制効果がみられた。この
2-BP に対しては ER 陰性株よりも ER 陽
性，すなわち Qdot-6-E2 に応答する株に
おいて感受性がより高く，ER の膜移行に
脂質付加が重要であることが示唆された
(図 2)。また，ER 発現を維持している各
種エストロゲン枯渇耐性株間での差は認
められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 各種細胞株に対する 2-BP の増殖阻

害効果；細胞株名を上から順に右に
示す 

 
(2)細胞内シグナル経路の探索 
 膜型 ER はリン酸化経路を介して核内 ER
その他を刺激していると考えられた。代表

的なリン酸化経路である PI3K-akt- 
mTOR 系，MAPK 系の因子活性化につい
て，Western blot 法により解析した。そ
の結果，いずれの経路についても亢進が認
められ，各主要因子に対する阻害剤で細胞
増殖の抑制がみられた(図 3)。さらに膜型
ER シグナル経路に関与しているとされ
る src に対する阻害剤によっても増殖抑
制がみられた。これらの結果より，膜型
ER に対する刺激は，PI3K-akt-mTOR 系，
MAPK 系の両経路を経由して増殖に寄与
していることが示された。このことから膜
型 ER がホルモン療法耐性に関与してい
る場合，PI3K-akt-mTOR 系に対する分子
標的薬のみでは十分な効果が得られない
可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 リン酸化経路阻害剤の効果； 
 (A) mTOR 阻害剤, (B) PI3K 阻害剤

と MEK 阻害剤，** p<0.01 
 
(3) 各種ホルモン療法耐性モデル株におけ
る膜型 ER シグナル系の関与 

 これまで我々が確立した各種耐性株につ
いて，膜型 ER の関与を検討したところ，
核内 ER の機能を維持している細胞株は
いずれも Qdot-6-E2 に応答した。これに
対して核内 ER 蛋白あるいはその機能を
消失した細胞では応答が見られなかった
(図 4)。 

 また，トリプルネガティブ型，HER2 型，
ルミナール型（各種耐性株を含む）につい
て，これまで膜型 ER の候補として議論さ
れている ER66(野生型)，ER36(スプラ
イシングバリアント)，GPR30 の発現を観
察したところ，ER66 の発現のみが
Qdot-6-E2 に対する応答と一致しており，
他の分子は不応答株でも発現が認められ
た(図 5)。この結果は膜型 ER として応答
しているのはER66であることを支持し
ている。 
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図 4 ホルモン療法耐性モデル細胞におけ

る膜型 ER の関与；Type I, Type IV
は核内 ER 機能維持，Type II, MFR
は核内 ER 機能低下または消失， 

 ** p<0.01 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 各種細胞における膜型 ER 候補分子

の 発 現 ； (A) 通 常 細 胞 株 ， (B) 
MCF-7-E10(親株)とホルモン療法耐
性モデル株 

 
 (4) 膜型 ER シグナル系バイオマーカーの
探索 

 マイクロアレイを用いてエストロゲン応
答遺伝子発現の網羅的解析を行った。
Qdot-6-E2(膜型 ER のみを刺激)，E2(細胞
内に侵入し膜型 ER，核内 ER 双方を刺激
し得るが，量的には核内 ER がメインとな
る)によって発現が 10 倍以上上昇した遺
伝子を比較したところ，両者で応答遺伝子
は大きく異なることが明らかとなった。共

通に上昇がみられた遺伝子は各々で上昇
がみられた遺伝子のうち20-25%に過ぎな
かった(図 6)。Qdot-6-E2 によってのみ上
昇がみられた遺伝子のいくつかについて
バイオマーカーとしての可能性が期待で
きるものを選び，引き続き検討を進めてい
る。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 Qdot-6-E2，E2 による応答遺伝子の

発現；マイクロアレイ解析の結果，
それぞれのリガンドにより10倍以上
の発現上昇がみられた遺伝子数を示
す 
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