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研究成果の概要（和文）：子宮頸部腺がんでは、ER発現は予後に関連せず、膜型エストロゲン受容体GPR30高発
現群は予後不良であった。エストロゲン-GPR30に発現調節されるclaudin-1の欠損株では、細胞接着分子の発現
が抑制されるとともに、細胞形態が変化した。頸部腺がん細胞株で、エストロゲン依存性に発現増加するタンパ
ク質を複数同定し、がん悪性化に強く関与するタンパク質を同定した。頸部腺がん周囲には、ER陽性CAFが確認
され、間質反応が高度な頸部腺がんは有意に予後不良であり、エストロゲンのがん微小環境への寄与が示唆され
た。エストロゲンが複数の細胞、カスケードを介して頸部腺がんの悪性化に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In cervical adenocarcinoma, ER expression was not associated with prognosis,
 and the high expression group of the membrane estrogen receptor GPR30 had a poor prognosis. In cell
 lines with a deletion of claudin-1, which expression is regulated by estrogen-GPR30, the expression
 of cell adhesion molecules was suppressed and the cell morphology was affected. In the cervical 
adenocarcinoma cell line, we identified several proteins that are upregulated in an 
estrogen-dependent manner and are intensely involved in the malignant transformation of cancer. 
ER-positive CAFs were recognized around cervical adenocarcinomas, and cervical adenocarcinomas with 
strong stromal response had a significantly poor prognosis, suggesting a contribution of estrogen to
 the cancer microenvironment. Estrogen was suggested to be involved in the malignant transformation 
of cervical adenocarcinoma via several cells and cascades.

研究分野：人体病理

キーワード： 子宮頸部　子宮頸部腺がん　エストロゲン　細胞接着　GPR30　比較プロテオーム解析　がん微小環境

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮頸部腺がんは増加傾向にあり、若年者で予後不良を示すことが問題となっている。また、通常型の頸部腺が
んは、ER発現が陰性であり、エストロゲンの悪性化への関与はほとんど議論されてこなかった。我々は頸部腺が
んで膜型エストロゲン受容体GPR30が高発現し、エストロゲン依存性を示すことを初めて明らかにし、その機序
の解析を行った。その結果、エストロゲンで発現誘導される複数のタンパク質が悪性化に関与していることを確
認した。更に、がん微小環境に関与している可能性を見出した。本研究成果により、頸部腺がんの悪性化機序の
理解が深まり、患者の治療戦略の再構築へ向けた知見を得ることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年、頸部腺がんの患者数は増加し、子宮頸がん全体の 20%を占めている。頸部扁平上皮がんに比べ、

頸部腺がんは早期から浸潤・転移し、治療抵抗性が高く、その予後は悪い。さらに最近日本で行われた

疫学研究で、頸部腺がんの罹患率、死亡率ともに増加傾向にあり、とくに更年期前の若年層(40 歳未

満)では相対的に予後不良であることが報告された (Yagi A et al. Cancer Res, 2019) 。これらのこ

とから、子宮頸部腺がんの理解、予後改善のための新たな治療戦略の確立が求められている。 

ホルモン依存性悪性腫瘍である乳がん、子宮体がん(類内膜腺がん)などでは、核内エストロゲン受容

体(ER)が悪性化に関与することが知られており、乳がんでは、その機序に基づいたホルモン療法が行わ

れている。一方、頸部腺がんは、ER 陰性の婦人科がんとされている。実際、子宮体がんと頸部腺がん

との鑑別困難な症例の病理診断では、免疫組織化学(以下、免疫染色)で ER 陰性であることが頸部腺が

んと診断するうえで一助となる。エストロゲンが作用する受容体 ER の発現が見られないことから、頸

部腺がんのほとんどはエストロゲン非依存性のがんと考えられてきた。 

我々は、これまでに頸部腺がんにおけるタイト結合関連タンパク質の発現とその意義を、手術材料、

細胞株などを用い解析してきた。その結果、claudin-1 が頸部腺がんにおいて過剰発現していることを

明らかにした (Histol Histopathol, 2016) 。その発現解析の過程で、ER 陰性の頸部腺がん細胞株にお

いて、エストロゲン曝露に応答して claudin-1 の発現が用量依存的に増加することを見出し、頸部腺が

ん細胞株には膜型エストロゲン受容体 GPR30 が発現しており、GPR30 がエストロゲンによる claudin-1

の発現を調節し、悪性化に寄与していることを明らかにした (Neoplasia, 2018)(図 1) 。 

 

２．研究の目的 

本研究では、子宮頸部腺がんの GPR30 を軸にエストロゲンが寄与する悪性化メカニズムを明らかにし、

頸部腺がんがエストロゲン依存性であることを再定義することを目指した。 

そのために、子宮頸部腺がん切除材料での免疫組織学的検討と細胞株を用いた網羅的な解析、標的分

子の発現欠損株などを用いた機能解析などを行い、それらの結果を統合して解析することとした。 

 

3．研究の方法 

・子宮頸部腺がん切除材料を用いた免疫組織化学 

札幌医科大学附属病院で切除された子宮頸部腺癌症例に対して、各種抗体を用いた免疫組織化学を行

い、陽性強度・染色範囲をスコア化して評価した。 

・タンパク質発現欠損子宮頸部腺癌細胞株の樹立の試み 

Claudin-1, GPR30, Protein X などの gRNA を設計し、CRISPR-Cas9 システムを用いて発現欠損株の樹

立を試みた。 



・細胞株の機能解析 

野性株と樹立した欠損株、薬剤曝露細胞で、増殖能、遊走能、浸潤能、造腫瘍能といったがん悪性化

能の評価を行った。 

・プロテオーム解析 

各種細胞株、欠損株、薬剤刺激株などの培養細胞を対象として、ペプチド試料を調製し、LC-MS/MS

を用いた比較プロテオーム解析を行った。 

・超微細構造観察 

培養細胞を用いて透過電子顕微鏡、走査型電子顕微鏡観察用の試料を作製し、観察した。 

 

 

4．研究成果 

 子宮頸部腺癌の切除材料に抗GPR30抗体、抗ERα抗体を用いた免疫組織化学を行った。ERαは頸管

腺上皮で主に発現が見られる一方で、頸部腺がんでは陰性症例が多かった。GPR30 は頸管腺上皮では、

ほとんど発現が見られなかったが、頸部腺癌では高発現している症例が多くみられた。また、予後解析

においては、有意差は見られないものの ERαの発現が低い症例ほど予後が悪い傾向が見られた。GPR30

が高発現している症例では優位に予後不良であった。 

 次に、子宮頸部腺癌でエストロゲン-GPR30 経路によ

り発現誘導される claudin-1 の機能解析を行った。子宮

頸部腺がん細胞株 OMC-4 を用いて claudin-1 発現欠損株

を樹立した。悪性化能を解析したところ、増殖能、遊

走・浸潤能、造腫瘍能が claudin-1 発現欠損により顕著

に抑制された。さらに、claudin-1発現回復株を樹立し、

それらの細胞を用いた比較プロテオーム解析を行った。

その結果、claudin-1の発現欠損により、細胞間及び細胞

接着に関連する分子群が発現低下することが明らかとな

った。また、claudin-1が主要な構成タンパク質であるタ

イト結合の機能を解析したところ、claudin-1欠損により

バリア機能、フェンス機能は抑制された。さらにシスプ

ラチン暴露を行ったところ、claudin-1 欠損株でシスプ

ラチンへの感受性が増すことがわかった。次に、細胞株

の形態変化を解析したところ、細胞表層の微絨毛が

図 1. Claudin-1 欠損による微絨毛形
成への影響. Claudin-1 により微絨
毛形成が制御される. 



claudin-1 の欠損で減少し、その回復により微

絨毛形成も回復することが確認された(図 1)。

以上の結果は、子宮頸部腺がんでは、エスト

ロゲン-GPR30-claudin-1 経路が、がん悪性

化、抗がん剤感受性、細胞間接着や微絨毛形

成の変化など、さまざまな機能や形態変化に

寄与していることを示していた(図 2)。 

次に、エストロゲン-GPR30 で誘導される

claudin-1 以外のタンパク質の同定と解析を行

った。子宮頸部腺がん OMC-4, HCA1, Hela229

を用いて、低濃度エストロゲン曝露、GPR30 作

動薬曝露を行い、比較プロテオーム解析を行った。エストロゲン、GPR30 作動薬曝露で、３細胞株に共

通して発現が増加するタンパク質は確認されなかったが、２細胞株で共通して発現増加するタンパク質

は複数同定された。我々は、そのうち、公共データベースやバイオインフォマティクスの結果から、

Protein X に注目した。切除材料を用いた免疫組織化学で、Protein X は子宮頸部腺上皮と比較して腺

がん病変で高発現していた。そこで、細胞株を用いた検討を行ったところ、用いた細胞株全てでエスト

ロゲン依存性に Protein X の発現増加が確認された。Protein X の発現抑制で、がん悪性化能が抑制さ

れることから、エストロゲン-GPR30 を介した子宮頸部腺がんの進展・悪性化に Protein X が関与してい

ることが強く示唆されており、現在、これらの結果を論文としてまとめている。 

子宮頸部腺がん細胞株で、GPR30発現欠損株の樹立を目指して、多数のgRNAを用いてCRISPR-Cas9で

の発現欠損実験を、複数回にわたり試みた。現在までに発現欠損株は得られていない。この結果は、

GPR30 が子宮頸部腺がん細胞株の維持・増殖に必須である可能性を示唆していると考え、現在は 

conditional knockout 株を樹立すべく、研究を進めている。 

図 2. Claudin-1 欠損株のインタラクトーム解析. 
E-Cadherin、FAK、EPCAM など細胞接着分子
の発現に影響を与えている. 

図 3. 頸部腺がんにおける間質反応と予後との関連. 頸部腺がん症例の一部で高度な間質反応が観
察される(左). 間質反応が高度な症例では、RFS(中)、OS(右)ともに有意に予後不良となる. 



前述のように、我々は、子宮頸部腺がんはER陰性、GPR30陽性である一方、がん周囲の線維芽細胞が

ER 陽性、GPR30 陰性であることを報告している。このことから、エストロゲンが影響を与える対象とし

て、腺がんだけではなく、がん微小環境を構成するがん関連線維芽細胞の存在が重要となる可能性を考

えた。そこで、子宮頸部腺がんの切除材料を用いて、間質反応、炎症反応と臨床病理学的因子や予後に

関連があるのかについて、解析を行った。間質反応としてがん関連線維芽細胞が関与するとされる

desmoplastic reaction の多寡、炎症細胞浸潤の多寡を評価した。その結果、desmoplastic reaction

が強い症例群では、有意に生命予後が悪いことが明らかとなった(図 3)。 

以上の結果から、子宮頸部腺がんおよび微小環境内線維芽細胞で、エストロゲンが GPR30、ER を介し

て、様々な機序で頸部腺がんの悪性化に関与していることが示唆された。 
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