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研究成果の概要（和文）：　RARαとERαに直接結合する新規共通転写制御領域に着目し、その同定を行い、新たな分
子機構の解明を試みた。
　初めに、RARαとERαの互いに相反する作用が明らかにした。次に、クロマチン免疫沈降cloningの手法を用いてAM58
0添加後にRARαとERαの標的結合領域を同定したところ、SMAD3遺伝子のプロモーター領域が得られた。そして、RARα
をノックダウンしAM580を添加したところ、ノックダウンしない状況と比較してSMAD3の発現が有意に低下した。以上よ
り、SMAD3はRARαとの関連によりRA治療に関連すると期待された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the novel target areas of mutual transcription factor for RARa and E
Ra. And then, we tried to detect the genes and its novel molecular mechanism.     
At first, we revealed the opposite functions between RARa and ERa. And then, we studied the target binding
 area of RARa and ERa using ChIP cloning technique, and found the promoter lesions of SMAD3. In addition, 
SMAD3 was significantly decreased after knock-down for RARa and addition of AM580 treatment compared with 
the control data.
Our findings suggested that SMAD3 genes, which were deeply correlated with AM580 treatment, might play imp
ortant biological roles in endometrial cancer. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
レチノイン酸(RA)はビタミン Aの誘導体 

で、核内受容体であるレチノイン酸受容体

(RAR)およびレチノイドX受容体(RXR)に結合

することによりその転写活性を調節し、個体

の発生レベルでの制御を担うと考えられて

いる。さらに、レチノイン酸は様々な細胞の

増殖を停止し、分化・アポトーシスを誘導す

る。RAR と RXR にはそれぞれ３つのサブタイ

プ（α、β、γ）が存在するが、全てヘテロ

二量体を形成し、特異的な標的遺伝子群プロ

モーターに結合する。また、RAR を介するシ

グナル伝達の阻害により、癌の発症や増殖・

進展が引き起こされると報告されている。と

ころが最近になり、RARαはエストロゲンレ

セプター（ERα）と標的結合領域を広範囲に

共有していることが乳癌で相次いで報告さ

れ、互いに拮抗または相補的な作用を有する

こと、また種々の co-factor がその作用発現

に深く関与していることが明らかになって

きた(図 1)。 

 

子宮内膜癌は乳癌と同様にエストロゲン依

存性の疾患であり、本邦での罹患数は著しい増

加傾向にある。我々はこれまでに、子宮内膜

癌において RARαが強発現していること、レ

チノイン酸投与により局所におけるエスト

ロゲン活性が減弱すること、さらに RARαを

knock downすることにより腫瘍局所のエスト

ロゲン活性が有意に上昇することを報告し

てきた。また、子宮内膜癌細胞株に RAR 特異

的なレチノイン酸(AM580)を添加し(100nM: 1, 

3, 6 時間）、マイクロアレイにて網羅的解析

を行いその変動を定量PCRにて検証したとこ

ろ、RA 代謝酵素や細胞周期調節因子、アポト

ーシス誘導因子に有意な変動が認められた。

以上より、子宮内膜癌の増殖・進展の抑制に

おいて、乳癌同様に RARαが非常に重要な役

割を果たしていると仮定し、ERα陽性の子宮

内膜癌細胞株を使用し、RARα標的結合領域

に焦点を当てて検討した。 

 

 
２． 研究の目的 
 
代表的な子宮内膜癌細胞株を用いて、RAR

αおよびERαと共に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。

そして、子宮内膜癌に対する新しい治療法の

可能性を探る。 

 
 
３． 研究の方法 
 

(1) ERα陽性子宮内膜癌細胞株における

RARαおよび ERαノックダウンによる、細胞

増殖やアポトーシス誘導に及ぼす影響 

 RARαおよびERαに対する20～23 bpの 

Short Interfering (si)RNAをデザインし、 

Dharmacon社へ合成を委託した。さらに、 

Lipofectamine 2000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した。トリパ

ン・ブルーを用いて死亡細胞数を確認し、さ

らにpoly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 

cleavage Western Blot assayを用いてアポ

トーシス誘導を検討した。 

 

(2)クロマチン免疫沈降(ChIP)クローニング 

ERα陽性の子宮内膜癌細胞株２種類

（Ishikawa, RL95-2）を使用した。手法は以

前にERα標的遺伝子を同定した際のものを若

干変法して施行した。これまでの我々の検討

と他施設の報告より、AM580処理は100nM, 1

時間とする。実験のため、これらの細胞にホ

ルマリンを用いて架橋構造を作り、1.5mlチュ

ーブに回収し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、これらの細胞株

を用いて、クロマチン免疫沈降クローニング

を行った。 

① 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、500～3000bp と

長く切断して使用した。 

② RARα抗体による免疫沈降を行う際、抗 

体の選択がこの実験の成否に大きく関わ

ると言われている。これまでの MCF-7 細胞

を用いた検討で使用されていた SantaCruz

社の抗体を使用した。 

③ 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予想される。通常の

ChIP assay では回収した DNA-Antibody 複

合体に対し 4～5回の洗浄を行うが、クロ

ーニングを行う際には 8～10 回洗浄し、可

能なかぎり非特異的なものを除去した。 

④ 回収した DNA（RARα結合領域）を制限 

酵素で処理し、linker ligation や pGEM-T 

Easy Vector System を使用してクローニン

グした。さらに、シークエンスを確認し 

BLAT search function (University of 

California Santa Cruz genome browser)

を用いて遺伝子を同定した。 

 

(3) real-time PCR を用いた SMAD3 発現の 

変化 

 RL95-2 細胞を用いて RARαを siRNA 法でノ

ックダウンし、AM580 を添加して SMAD3 の発

現変化を検討した。 

 

４． 研究成果 

 

(1) Ishikawa 細胞、RL95-2 細胞における 

RARαおよび ERαノックダウンによる、細胞

増殖やアポトーシス誘導の変化 

 初めに 2つの子宮内膜癌細胞株を用いて

siRNA法でRARαおよびERαをknockdownし、

mRNA およびタンパクの発現変化を見た。する

と mRNA レベルで約 80-90％、タンパクレベル

で 50-60％のノックダウン効率が得られた

（図２）。 

 

  図２．siRNA 法による mRNA 発現低下率 

 

 また、RARαをノックダウンすると細胞増

殖は亢進し、アポトーシスは抑制された。一

方、ERαをノックダウンすると細胞増殖は抑

制され、強いアポトーシスの誘導を認めた

（control vs. 96h, p<0.05）（図３）。以

上より、子宮内膜癌細胞において RARαおよ

びERαは相反する働きがあると推察された。 

 
図３．siRNA 法による細胞増殖率 

 

(2) クロマチン免疫沈降(ChIP)クローニン 

グによる Ishikawa 細胞や RL95-2 細胞におけ

る RARαおよび ERα結合部位の同定 

RARα結合部位を同定するために、RARα抗

体を用いて ChIP クローニングを行い、236 個

の標的遺伝子が同定された。ERαに関しては

従来の検討で 47 個の標的部位が得られてい

る。今回の検討では以前に行った ERα抗体

を用いた検討と同様に、RARα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。そして、最終

的に RARα抗体および ERα抗体に共通する

物には、SMAD3 や GATA3 などに関連する重要

な遺伝子が含まれていた。 

 

(3) RARα knockdown 後のレチノイン酸投与 

による SMAD3 の発現変化 

 今回、AM580 および ATRA を用いて、子宮内

膜癌で強発現しているRARαおよびERαに直

接結合する新たな共通の転写制御領域を同

定し、その機能解析を行うために ERα陽性の

2種の子宮内膜癌細胞株を用いて検討を行っ

た。その結果、RL95-2 細胞を用いた共有標的

遺伝子の検討で、SMAD3 遺伝子のプロモータ

ー領域が候補としてあがった。この領域は、

以前に行ったレチノイン酸添加後の遺伝子

発現変化を時間ごとに調べた検討でも指摘

された遺伝子領域であった。また、RL95-2 細

胞を用いて RARαをノックダウンし AM580 を

添加したところ、ノックダウンしない状況と

比較し SMAD3 の発現が有意に低下した

（control vs. 48h and 96h, p<0.05）（図４）。 

 

 
図４．siRNA 法による細胞増殖率 
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