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研究成果の概要（和文）：　子宮内膜癌の増殖は腫瘍局所で合成されたエストロゲンが関与するとされるが詳細な解明
には至っていない。本研究は腫瘍局所環境を再現する共培養法を用いて、スルファターゼ経路に着目して子宮内膜癌局
所のエストロゲンの合成メカニズムの解明を試みた。さらにスルファターゼ経路の阻害剤であるSTS阻害剤の効果を検
討した。
　間質細胞と共培養した子宮内膜癌細胞株でスルファターゼ経路の関連酵素の発現上昇を認め上皮と間質の相互作用が
示唆された。共培養した子宮内膜癌細胞株にSTS阻害剤を添加したところ細胞増殖抑制効果を認めた。以上よりSTS阻害
剤の有効性が示唆され、子宮内膜癌の新規内分泌治療薬となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Estrogen contributes toward the growth and development of endometrial cancer. 
The steroid sulfatase pathway may be related to estrogen-dependent biological characteristics. However, 
the role of the steroid sulfatase pathway and the possible effect of steroid sulfatase inhibitor on 
endometrial cancer are unclear.
 Cell proliferation in endometrial cancer cells was significantly decreased by steroid sulfatase 
inhibitor in co-culture with stromal cells. Estrogen receptor and steroid sulfatase mRNA levels were 
significantly higher in co-culture with stromal cells. These data indicated the local biosynthesis of 
estrogens through the steroid sulfatase pathway and tumor-stromal interactions. Steroid sulfatase 
inhibitor may be a promising novel endocrine therapy for endometrial cancer. Our results may provide 
important information on the metabolism and synthesis of intratumoral estrogens with regard to the 
etiology and progression of endometrial cancer.

研究分野：産婦人科学
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１．研究開始当初の背景 

子宮内膜癌は乳癌と並ぶ代表的なエストロ

ゲン依存性腫瘍である。子宮内膜癌の標準治

療は手術療法だが、妊孕能温存希望症例や手

術後の再発症例に対して内分泌療法は大き

く期待されている。しかし、現在子宮内膜癌

において本邦で認可されている内分泌療法

は高用量酢酸メドロキシプロゲステロンの

みで、その奏効率は限定的で治療後の再発が

多いことが問題となっている。 

子宮内膜癌の増殖、進展には癌局所で合成さ

れる高濃度のエストロゲンが深く関与して

いるとされる（Berstein LM. et. al. 2003）。

子宮内膜癌組織局所におけるエストロゲン

合成は 2 つの主要な経路からなる（図 1）。1

つはコレステロールから合成されたアンド

ロゲンからアロマターゼを介してエストロ

ゲンが合成されるアロマターゼ経路で、もう

1つは、血管内の硫酸化エストロゲン(硫酸化

エストロン:E1S、硫酸化エストラジオー

ル:E2S)からステロイドスルファターゼ

(STS)を介してエストロゲンが合成されるス

ルファターゼ経路である。このスルファター

ゼ経路は、エストロン（E1）、エストラジオ

ール（E2）合成とは別に、アンドロステンダ

イオール(Adiol)合成に関わる経路にも関与

する。 

 

子宮内膜癌と同じエストロゲン依存性腫瘍

である乳癌は以前より腫瘍局所のエストロ

ゲン合成におけるスルファターゼ経路の重

要性が報告され、閉経後エストゲンレセプタ

ー陽性、進行・再発乳癌患者を対象とした STS

阻害剤の第1相試験まで進んでいる（Stanway 

SJ. et. al. 2006）。一方、子宮内膜癌にお

けるスルファターゼ経路の解明は発展途上

である。1993 年に Yamamoto らが子宮内膜癌

の STS 活性は正常子宮内膜の 12 倍と報告し

た（Yamamoto T. et. al. 1993）。さらに 2004

年に我々は子宮内膜癌においてSTS免疫染色

陽性率 86％、EST 陽性率 29％と STS 発現が有

意であり、STS/EST 活性の比が臨床予後と有

意に相関することを報告した（Utsunomiya H. 

et. al. 2004）。また正常内膜、子宮内膜癌、

乳癌の STS 活性、EST 活性を比較し、子宮内

膜癌の STS 活性が正常内膜、乳癌と比較して

有意に高いこと、子宮内膜癌における EST 活

性は正常内膜と比較して有意に低く、乳癌と

有意差を認めないこと、子宮内膜癌における

STS/EST 活性比は正常内膜および乳癌に比較

して有意に高いことを確認した。以上より子

宮内膜癌におけるスルファターゼ経路は乳

癌よりも局所のエストロゲン産生に重要な

役割を果たしている可能性が示唆され、子宮

内膜癌に対するSTS阻害剤の治療効果が期待

できる。しかし、今まで STS 阻害剤により子

宮内膜症、子宮内膜癌において STS 活性を抑

制した報告はあるものの（Purohit A. et, al. 

2008, Day JM. et. el. 2009）、in vitro で

子宮内膜癌細胞株の細胞増殖抑制効果を明

らかにした報告はない。子宮内膜癌のアロマ

ターゼ経路の重要性とアロマターゼ阻害剤

の効果については我々がすでに報告してい

る（Shiga N. et. al. 2009）。 

 
２．研究の目的 

子宮内膜癌局所のエストロゲン合成にスル

ファターゼ経路がどのように関わっている

のかを解明し、STS 阻害剤が新たな内分泌治

療薬になり得るか模索することが本研究の

目的である。最終的にはアロマターゼ経路と



スルファターゼ経路の両方から総合的に子

宮内膜癌局所のエストロゲン合成、代謝を検

討し新たな内分泌療法を構築したい。子宮内

膜癌局所のエストロゲン合成、代謝経路に癌

細胞と間質細胞がどのように関わっている

のか検証するために、Yamaguchi らが構築し

た共培養法を採用した（Yamaguchi Y. et. al. 

2005）。共培養法とは細胞培養プレート内に

おいて上皮細胞と間質細胞を同時に培養す

る手法のことで、生体内の微小環境を再現す

る目的で構築された手法である。本研究では

子宮内膜癌細胞株と間質細胞を共培養し、子

宮内膜癌局所の微小環境を再現する。初めに、

間質細胞と共培養した子宮内膜癌細胞株に

ついて酵素や受容体の発現を検討し、子宮内

膜癌細胞株の単独培養と比較する。また、培

養により合成された E2 や Adiol 産生量を測

定する。そして、2 種類の基質（①硫酸化エ

ストロゲン: E1S＋E2S、②硫酸化デハイドロ

エピアンドロステロン（DHEAS））を用いて子

宮内膜癌細胞株に対するSTS阻害剤とアロマ

ターゼ阻害剤の細胞増殖抑制効果を比較検

討する。 

 
３．研究の方法 

（1）試料 

①細胞株 

茨城県霞ケ浦病院の西田正人先生より分与

された、子宮内膜癌細胞株 Ishikawa 細胞を

使用した。 

②間質細胞 

2011 年から 2012 年にかけて東北大学医学部

産婦人科学教室にて子宮内膜癌と診断され

外科的に摘出された子宮内膜癌組織 10 例か

ら間質細胞を初代培養した。用いた子宮内膜

癌組織は免疫組織学的に ERαの発現を検討

し本研究に適当であることを確認した。エス

トロゲン受容体には ERαと ERβが存在する

ことが知られているが子宮内膜癌や正常子

宮内膜においては ERα発現が優位であるこ

と、またエストロゲン作用は ERαを介する経

路が主体であることが報告されているため、

本研究においては ERαのみの検討とした。 

共培養には Grade1(高分化型)、Grade2(中分

化型)、Grade3(低分化型)を 1 症例ずつ検討

した。本研究は東北大学大学院倫理委員会の

承認を得ている(承認番号 2009-75)。 
 

（2）単独培養、共培養における ERα、STS

発現およびホルモン産生量の検討 

6 穴の細胞培養プレートに培養液を静置した

後 Ishikawa 細胞を 6 穴の細胞培養用プレー

トの上段へ、間質細胞を下段へ播種し、これ

を共培養群とした。単独培養群は Ishikawa

細胞を 6穴の細胞培養用プレートの上段へ播

種した群とした。72 時間単独培養、もしくは

共培養した後に単独培養群と共培養群から

培養液を回収して E2 と Adiol 濃度を

LC-MS/MS 法(液体クロマトグラフィー質量分

析法)で測定し比較検討した。さらに単独培

養群、共培養群それぞれの Ishikawa 細胞か

ら RNA を抽出し Real-time quantitative 

RT-PCR にて ERα、STS の mRNA 量を比較定量

した。 

 

（3）細胞増殖試験 

初めに単独培養した Ishikawa 細胞を 96穴細

胞培養用プレートに播種した。基質として

E1S＋E2S、DHEAS を添加し、STS 阻害剤とし

て STX64、アロマターゼ阻害剤とてレトロゾ

ール、エキセメスタンを使用した。これら使

用薬剤の濃度については全て過去の文献を

参考に、臨床的に許容される濃度で施行した

（Ishida H. et. al. 2007, 2008）。次に間

質細胞と 72時間共培養した Ishikawa 細胞を

96 穴細胞培養用プレートに播種し単独培養

群と同条件で基質、阻害剤を添加した。細胞

増殖試験については WST-8 法を用いて、Day6 

と Day8 で測定した。本研究ではコントロー

ルとしてエタノールを使用した。 

 



（4）解析方法 

2 群間の有意差検定は全て t 検定を用い、

p<0.05 を有意差ありとした(JMP Pro 9 

software program(SAS Institute Inc., 

Tokyo, Japan)。 

 

４．研究成果 

（1）単独培養と共培養における ERα、STS

発現およびホルモン産生量の比較検討 

間質細胞の Grade1、Grade2、Grade3 の各症

例と共培養した Ishikawa 細胞は、全てにお

いて単独培養群と比較して ERαと STS の

mRNA 発現が有意に上昇した。 (図 2)。 

さらに、E2、Adiol 産生濃度は単独培養群よ

りも共培養群において有意な上昇を認めた

(図 3)。 

 

共培養することにより癌細胞と間質細胞と

の間で相互作用がおこり、単独培養群と比較

して共培養群で ERα、STS の mRNA レベルが

高発現し、E2、Adiol の産生がともに有意な

上昇を示したことは新しい知見であり、微小

環境を再現する共培養法は非常に有用であ

ると考えられた。ただし、相互作用の要因に

ついて詳細な機序を検討するまでには至ら

なかった。子宮内膜癌においても FGF や EGF

含め様々な因子が腫瘍の増殖に関与してい

るとする報告があり（Wesche J. et. al. 2011, 

Ejskjaer K. et. al. 2007）、これらの因子

が共培養することにより過剰発現し相互作

用に寄与した可能性があると考えられた。 

 

（2）細胞増殖試験 

①単独培養での細胞増殖試験 

基質として E1S＋E2S または DHEAS の添加に

より細胞増殖が引き起こされ、STS 阻害剤で

細胞増殖が抑制されることを確認した(図 4)。

また、基質として DHEAS、阻害剤として STS

阻害剤、アロマターゼ阻害剤を各々添加した

ところ、両剤で細胞増殖抑制効果を認め、そ

の効果はほぼ同等であった(図 5)。次に基質

として E1S＋E2S と DHEAS を添加し、STS 阻害

剤、アロマターゼ阻害剤を各々投与したとこ

ろ、両剤で細胞増殖抑制効果を認めたものの、

STS 阻害剤でのみ有意差を認めた(図 6)。基

質が E1S＋E2S の場合はスルファターゼ経路

しか介さないが、DHEAS の場合スルファター

ゼ経路とアロマターゼ経路の両経路を介す

る。よって E1S＋E2S と DHEAS を添加した場

合、両経路とも阻害する STS 阻害剤のほうが

より細胞増殖抑制効果を示した可能性があ

る。なお、この検討に用いた 2剤のアロマタ

ーゼ阻害剤間で細胞増殖抑制効果は同等で

あったため、以後の検討においてはレトロゾ

ー ル の み を 使 用 し た 。

 



（2）共培養後の細胞増殖試験 

共培養群を用いて、基質は DHEAS を、阻害剤

として STS 阻害剤、アロマターゼ阻害剤を

各々投与したところ、単独培養時と比較して

STS 阻害剤、アロマターゼ阻害剤ともにより

強い細胞増殖抑制効果を認めた(図 7)。 

 

STS 阻害剤とアロマターゼ阻害剤の間におい

ては細胞増殖抑制効果に有意差は認めなか

った。単独培養に比較して共培養の方が STS

阻害剤、アロマターゼ阻害剤共に著明な細胞

増殖抑制効果を認めたのは、共培養によって

STS が高発現し癌細胞の STS 阻害剤に対する

感受性が増強したためと推察された。 

以上より、子宮内膜癌局所では癌細胞と間質

細胞の相互作用があり、スルファターゼ経路、

アロマターゼ経路を介したエストロゲン合

成がダイナミックに行われている可能性が

示唆された。さらに STS 阻害剤が単独培養、

共培養共に、そしてどの基質の組み合わせに

おいても有意な細胞増殖効果を認めたこと

から、子宮内膜癌の新たな内分泌治療薬にな

る可能性が示唆された。また、生体内では基

質として E1S＋E2S、DHEAS 全てが供給されて

いると想定され、2 種類の基質を添加した場

合が最も生体内の微小環境に近いと考える。

2 種類を基質として添加した実験でアロマタ

ーゼ阻害剤よりもSTS阻害剤の方が有意な細

胞増殖抑制を認めた。これは、STS 阻害剤は

E1S、E2S からエストロゲンへの経路、DHEAS

からテストステロンを介して E2 への経路、

そして DHEAS から Adiol への経路すべてを阻

害するのに対して、アロマターゼ阻害剤は

E1S、E2S からエストロゲンへの経路、そして

DHEAS から Adiol の経路を阻害しないためと

推察された。よって in vivo においても STS

阻害剤はアロマターゼ阻害剤よりも有用な

可能性がある。しかし本研究では基質にコレ

ステロールの代替物を添加しておらず、腫瘍

局所でアロマターゼ経路が働く微小環境を

再現できていない限界性があり、癌局所のエ

ストロゲン合成におけるアロマターゼ経路

の真の寄与度は本研究からは検討できない。

今後は、より子宮内膜癌局所の微小環境を再

現した共培養法、ならびに子宮内膜癌モデル

マウスなどを使用して、子宮内膜癌局所にお

けるエストロゲン合成機序の解明をさらに

すすめ、子宮内膜癌に有効な内分泌治療法の

構築に貢献したい。 
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