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概要　 ヒ ト高分化型内膜腺癌 Ishikawa株か ら長期間の estrogen （E）欠乏状態で培養す る こ とで E 非依

存性株の分離を試み ， そ の 形質 の 検討 を行 っ た．そ の 結果 ；1．長期間 の E 欠乏状態 で E 非依存性 の 株 E
非依存性 Ishikawa株 ：Estrogen　Independent　Ishikawa　Line （EIIL）を分離 した．2．こ の 株は E 負荷

に よ っ て も核内 estrogen 　receptor （ER ）の 集積な らび に progesterone 　receptor （PR ） の 誘 導 は起 こ ら

なか っ た ．3．“ i
　estern 　blotに よ る解析で は lshikawa株に は 65Kd の 単一

　band を検出し た が EIIL で は

65Kd と43Kd の 二 つ の balldを 認 め た ．4．　 Reversc　trang．cription 　polymerase 　chain 　 reaction （RT ，

PCR ） に よ る ERmRNA 発現 の 解析 で は EIIL に お い て は Ishikawa株 の 60％程度 の 発現 に 低下 し て い

た．5．Gel　 shift　 assay に よ る Estrogen　 Rcsponsive　 Elemellt （ERE ）結合蛋白 の 発現 の 検討 で は Ishi−

kawa 株 ，
　 EIIL の両者に 130Kd 相当の ERE 結合蛋 白を検出した が

，
　EIIL で は こ の 蛋白は ホ ル モ ン 結合

領域認識抗体 II222 と 反応 し な か っ た．以 上 の 結果 よ り Ishikawa株 を長期間 E 欠 乏 状 態 に お く と E 抵

抗性が発現 し，ER の 質的 ， 量的変化 が起 こ る こ と を初め て 報告 した．

Synopsis　An 　 estrogen 　independent　 sub −clone 　 of 　hし1man 　 cndometrial 　 carcinoma 　 Ishikawa　 was

established 　by　culturing　the　mother 　cells　iTl　the　absence 　of　estrogen 　over 　a　year．　The 　daughter　cells

（designatcd　as 　EIIL）possessed 　truncated 　estrogen 　reccptors 　of 　an 　apparent 　size 　of 　43Kd　as 　well 　as

normal 　65Kd 　receptol
‘
s　and 　had　lost　sensitivity 　to　estrogell 　or　tarnoxifen　but　remained 　sensitive 　to

ICI　164，384．Analysis　of 　the　expl 甲
ession 　of 　the　estrc ）gen 　responsive 　element 　bi1ユding　protein　showed

the　presence 　of　variant 　proteins　which 　can 　recognize 　ERE ．　These　observations 　illdicate　that　Iong

timc　estrogen 　deprivation　may 　alter 　the 　expression 　of 　ER 　and 　this，　in　turn，　alters 　cell 　response 　to

estrogen 　as 　we1 ］as 　antleE 　trogens ．

Key 　words ：　Ishikawa　struin
・Estrogen　receptol ・・Estrogen　responsive 　element

　　　　　　　　　緒　　言

　休 癌 は 子 宮内膜 由来 の 腫 瘍 で あ り ，
estrogen

（E ）依存性が そ の本来の 性質 と考 え られ る．しか

し体癌症例 の 必ず し もす べ て に estrogen 　rece −

pt（，r （ER ）は検出されず ， さら に は E 依存性の
一

つ の パ ラ メ ー
タ
ーと も い え る progesterone　rece −

ptor （PR ）も検出 され な い 場 合が少な くな い ．こ

の こ とは ER の 有無 に よ り体癌 を二 つ に分類す る

こ と が 可能で あ る ．す なわ ち E 依存型 と E 非依存

型 で あ る． こ の 分 類 は す で に Deligdisch　 and

Holinkai ）に よ っ て検討 さ れ て お り，臨床的な体癌

の経過 と の 関連 も検討 さ れ て い る．そ れ に よ る と ，

高 E 状態 を示 す 内膜増殖症 を伴 っ た体 癌 は高分

化型 の もの が 多 く，PR も陽性で 予後が よ い とさ

れ て い る．し か し本来 E 依存性 で あ っ た内膜細胞

が癌化 の 過程 で どの よ う に し て E 非依存性の 増

殖能 を獲得 す る の か ， また そ の 形質の 変化 に ほ か

の どの よ うな変化が伴 うの か は明 らか で はな い ．

我々 は こ の 点 を検討する 目的で ヒ ト高分化型内膜

腺癌 lshikawa株 か ら E 非依存 性株 の 分離 を 試
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み ，そ の形質の 検討 を行 っ た ．

　　　　　　　　　 研究方法

　 1．細胞培養 ：Ishikawa 株 は樹立
．
者で あ る筑波

大学臨床医学系産婦人科西田正人博十 よ り供
’

弄を

受 け た
zl
．　 Ishikawa株 は phenol 除 去 Eagle’s

MEM 培 地 ［1．iで CO ，
：〔，t

＝＝ 5 ：95気相 下 で 1〔）％

仔 ／卜lli1清 （以 下 FCS ：最終 estradiol （Ez）濃度

1｛广 1〔エ〜 109M ）と共 に 培 養維持 を行 っ た．また E

非依存性 Ishikawa株 の 分離 に は 野生株 を チ  
・一

コ
ー

ル で 処 理 し た 1｛｝％FCS （最終 E2濃 度 10
− nM

以 ド）を添加 した phCn （，1除去 Ea91e’s　MEM 培地

を用 い
， 350日間以上 の 継代培 養を行 っ た．以 ド，

分 離 し た 細 胞 は E 非 依 存 性 lshikawa 株 ：

Estrugen　Independent　 Ishikawa 　 Line（EIIL）と

略 す．

　 2．抗 E 剤 の 増殖 に 対す る影響 ：細胞 は 24時間

｛〕．5％FCS （dextran −charcol 処 理 ）含 有 Eagle ’
s

MEM 培地で 培養 し ， そ の 後同 じ条件 Fで 10− 11
，

1010 ，
1〔｝
一一LIM

（最終濃度）の Tamoxifen （TMX ＞

又 は ICI164，138，t（い ず れ も ICI　 t’harnia よ り供

与〉添加の 培養 を48時間行 い ，そ の 後の 細胞 数を算

定 した 〔n ＝3）．

　3．受 容 体 Assay ： i：記 条件 で L4時 問 培 養後

1011，10
．1°

t10

−PM
（最終濃度）の estradiol 存在

一
ドで 12時間培

．
養 した ．細胞 を トリブ シ ン

ーEDTA

法 で 回収 し ， 核 内 total　 ER と cytos （

．
，1に お け る

PR を同時 測 定 し だ ）．す な わ ち lsllikawa株，

EIIL を3｛｝Optlの TEGDB 　buffer（50mM 　Tris−

HCI ， 1．5mM 　EDTA ，
　 lmM 　DTT

， 10％ （V，〆V ）

glycerol，　lm9 ／ml 　Bacitracin，　pH 　7．4）　pll で

hom （．レgenize し，全 h〔，mogenate を 5（1〔｝μ 1σ）S

buffer（1．5M 　 sucrose ，
　 lrl1M　 KH2PO1

， 3mM

MgCl2
，

1mM 　DTT ， ユO％ glycerol ， 1mg ／ml

Bacitracin，　 pII　7．3）に 重 層 し2｛），〔）Oogに て 60分

間遠 心 した．最上 層を分取 し， さ ら に 105，0（｝Og に

て 3（1分問遠心 し，cytc ）so］を得た．また核 pellets

は 10｛｝μ 1の TEGI ）B　bufferに再懸濁 した後 ， 等單：

の TEGDBK 　 buffer（1．OM 　 KC ］を 含 む TEGDB

buffer） と 混 和 し30分 問 核 内 ER を抽 出 し た．

cytoso 】分 画 に お け る PR
， 抽出 した核 内 ER は そ

れ ぞ れ
ill −R5020（87Ci／mmol ，　 NEM ）お よ び

：，H 一

estradiol （】15Ci／ln11101 ，
　 NEM ）で既報 の 方法

3）に

て 測 定 した．

　 4．ER 蛋 白 の Western　bl（｝t 解析 ：約 lO6個 の 細

胞 を そ れ ぞ れ 1％ SI）S ， 1〔〕％glycerol を 含 む 25

mM 　Tris−HCI 　buffer（pll　6”r，）中で 4℃ 2時間処

理 し 25miM 　Tris・base，192mM 　glyci11， 0．1％ SDS
，

pH 　8．3泳動緩衝液で 60mA ， 450V に て 4 〜 20％ の

濃度勾配 ポ リア ク リル ア ミ ド電 気泳動 （Multi　Gel

412〔〕，Daiichi　Pu1『e　C．hemical　Co．）を行 っ た．分

離 さ れ た 蛋 白 は 二 ト ロ セ ル ロ ース 膜 に 25mM

Tris−base，192mM 　glycin ， 20％ nコethanol 　pH 　8．3

中で 100hnA ， 500V に て 2 時間 セ ミ ドラ イ転写 し

た．転写物は ヒ ト ER の ホ ル モ ン 結 合領域 を 認識

す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ナ
ー

ル 抗体 H222 ， あ る い は

N 末端 を認識 す る H226 抗体 （い ずれ も J．Greelle
の 好意 に よ り提供）で 4 ℃

一
晩 反 応 させ た 後に

Westenl 　blot解析 を了ラ
ニ

っ た．転写 さ れ た免疫複合

体 は Vectastail1．kit（フ ナ コ シ社）を用 い ABC 法

に よ り検出 した．

　5．ERmRNA の 検 出 ：約105個 の 細 胞 か ら

RNA 　ZolB 法 （Bioteck　Lab ．　Inc．）にて mRNA を

抽出 し ， そ の 後 First　strand 　cDNA 　svnthesis −kit

（Pharnnacia）を用 い て cDNA を作成 した．異 な っ

た時期 に 調整 した cDNA を用 い て 検 討 を計 3 回

行 っ た．RT −PCR の 反応系 は全量2〔1μ 1と し最終濃

度 は dNTP （50μ M ），
　 Taq 　polymerasc 　O．25units

（TOYOBO ），　 lmM 　MgCl21 μ 1に ヒ ト ER 　cl）NA

L塩 基 配列 2　C｝5〜973を増 幅 す る
一

対 の primer

（5
’−AACGCGCAGGTCTACGGTCAG −31， 5

厂一

GGG 　GCT 　CAG 　CAT 　CCA 　ACA 　AGG −3
厂
）を 10p

m 〔｝les加 え ，
　 clenaturation 　94℃ 1 分，　 annealing

55℃ 1分 ， extention 　 72℃ 2分 を 1 サ イ ク ル と し

て ， 計35サ イ ク ル 増幅 し た （標的 DNA 長 さ 769塩

基 対）． ま た 同 時 に β一actil1 も増 幅 し （5
’−TGT

ATT 　CCC 　CTC 　CAT 　CGTGG −3
’
， 3

’−CAA 　ACT

CTG 　GAA 　GTT 　GTG 　GG −Jr
’
）PCR 効率の 指標

と し た ．増幅 さ れ た DNA は 2 ％agarose 電気泳

動 に て分 離 し ，
エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ドに て検 出 し

た．PCR に よ り増幅 さ れ た cDNA の 定量 は 既知

量 の 鋳型 ヒ ト ERcDNA （plasmid 　cDNA 使用）を

用 い 検 量線 を作成 し，直線性が 得 ら れ る範囲で 施

N 工工
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行 した ．

　 6．Gcl　shift 　assay に よ る Estrogen 　Respon −

sive 　 Element （ERE ）結 合蛋 白の 発現 の 検討 ：

DNA 上 の ER 結合部 位 の 塩 基 配 列 を Kumar

and 　Chambo11 の 報告
4｝
に 基づ き合成 した．そ の 長

さ は 35塩基対 と し ， 中央 に ERE 　consensus 　sequ −

ence を 配
．
置 し た （GTC 　 CAA 　 AGT 　 CAG 　 GTC

ACA 　GTG 　ACC 　TGA 　TCA 　AAG 　TT ）．作成 し

た プ ロ
ー

べ は
32P

に て標識 した．約106個の細胞 を

rubber 　policeman に て剥離 し ， 2倍容量の 氷冷し

た TEGDB 　 buffer 中 で homogenize し た 後 ，

TEGDBK 　buffer等 量を加 え ， 氷 中に て 30分間核

内の ER を抽出 した．抽出液 を 10J「 ，OOOgに て 45分

間遠心 し ， そ の 上澄 の 蛋 白濃 度を 測定後 こ れ を

ER 試料 と し た ．試料5μ 1 （蛋 自量約1μg）を 20nM

E 、 と incubate （38℃ ， 10分 間）し， さ ら に 3μ 1

polydeoxyinosinic 　deoxycytidylic　acid 　（1mg ／

ml
，
　 Sigma ）を加え氷上 で IO分間反応 させ た ．続

い て
32P −ERE （約 104cpm ）を加 え室温で 30分 間反

応 させ た。そ の 5μ 1の 反応 液 を 10％ポ リア ク リル

ァ ミ ドゲ ル を用 い TBE 　buffer（50mM 　 Tris， 50

mM 　bolic　acid
，

1mM 　EDTA
，
　 pII　8．2） に て 泳

動 し た後 ゲル を乾燥 し，FUJI　X −RAY 　film　RNX

（Fuji　Film）を使用 し
一30℃ に て 約 2 時 問 auto −

radiography を行 っ た ．ヒ トERcDNA を NIH3T3

細胞 に 挿入 し （3T3 。1。ne 　1。 と略），陽性 コ ン ト ロ ー

ル と し た ．

　　　　　　　　　 研究成績

　 1．細 胞 増殖 ：E 除
・
去培 地 で の EIIL の 増 殖 は

E 存在下の Ishikawa 株 と有意 の 差 は なか っ た．
一・方 Ishikawa 株 は E を除 去 した 環 境 （E 濃 度

1〔〕
− nM

以下）で は そ の増殖 は抑制 さ れ た が死滅 は

せ ず継代時の 細胞数 を維持 した （図 1a）．一方低濃

度の E 存在下 （10
− 1°〜 10

−9M
）で も EIIL の 増殖は

Ishikawa 株 と同様 で あっ た （図 1b）． しか し高濃

度 の E2（10μ M ）で は EIIL，
　 Ishikawa株の 増殖 は

抑制され た （図 2a）．培養系 へ の TMX の 添加 で は

Ishikawa 株 の 増殖 は 容量依存性 に 抑制 さ れ た が ，

EIIL の 増 殖 は影響 を受 けな か っ た （図 2b）．一
方

ICI164，384の 添 加 で は Ishikawa 株 な ら び に

EIIL の い ずれ も が 容量依 存性 の 増殖抑制 を受 け

白1［「他
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口　EI［し

△　lshikawa＋ E2

一一

　 　 　 　 　 　 　 4
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図 1　 Effects　of　estradiu1 〔m 　the　gr 〔｝wth 　 of 　Ishika．

wa 　 and 　 EIH 、

64Kd レ

45Kd ＞

1 2 3 4

蜘

　　 　　1 ：EllL＋ 　H226

　　 　　2 ：EllL＋ 　H222

　　 　 3 ：lshikawa ＋ H226

　　　 4 ：lshikawa ＋　H222
写真 ユ　 Western　 1⊃lot　 analyg ．　is　 usillg 　 two　 nN ）no ・

　 clonal 　 antibodies 　 H222 　 and 　 H226

　 11226に よ る Western 　biot解析 に お い て ，
　 lshikawa

　株 は65Kd の 単 ・
の band を ，

EIIL は 65Kd ， 43Kd の

　 2本 の band を検 出 し た．　 H222 で は 共 に 単
．一

の 65

　Kd 　band を検出 した．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

142 子 宮体癌 lshikawa 棟由 来の Estrogen 非依存性株 の 研究 H 産 婦誌48巻 2 号

た （図 2c）．

　2．ER の 核 内移 行 と PR 誘 導 ：10
− u

，
　 IO

』i°

，

10
．．9M

の E と共 に 12時 間 培 ．養 し た lshikawa 株

で は 容量 依存性 に 核 内 へ の ER の 集積 を 認め た

が，EIILで はわ ずか な増加傾向を認 め た の み で

あ っ た （図 2d＞．また PR の 誘導 も Ishikawa 株 で

は容量 依存性 の 増加 が み られ た の に対 し ，
EIIL で

は PR の 増加 は明 らか で はな か っ た （図 2e）．

3．Westem 　blot解析 ：N 端 の A 領 域 を認 識

す る II226抗 体 に よ る “i　estern 　blot解 析 で は
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cDNA （ER）を鋳型 と し て PCRを行 っ た。ERの

定 量 に 際 して は未知 試料の Densitemetryの
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60± 23％ 〔mean ± SEM ）

P 〈 0．05，n ＝5

「
一一

Ishikawa EIIL

　　　　　写真 2　 Comparison　 of 　ERmRNA 　 expression 　by　RT ・PCR

Ishikawa株，　EIIL に お い て769塩基対 の DNA 断片を検出 し た．EIILに お け る発現 は

約60％ に 減 少 し て い る．

Ishikawa株 に お い て 65Kd の 単
一 band を，

　 EIIL

に お い て は 65Kd に 加 え 43Kd の band を検 出 し

た．
一

方 ER の ホ ル モ ン結合領域 認識抗体 H222

で は Ishikawa株，　 EIIL の い ずれ に お い て も65

Kd の band の み を検出 した （写真 1 ）．

　 4，ERmRNA の 発 現 ：RT ・PCR に よ り ER ・

mRNA の 検出を行 っ た結果 は写真 2 に 示 す よ う

に lshikawa 株，
　 EIIL い ずれ に も769塩基対 の 長

さ をもっ DNA 断片 を検出 し た ．β一actin の signal

と の 比 較 で は EIIL に お け る ER 発 現 は Ishika・

wa 株の 発現 を 100％ とす る と， そ の 約60％（ll＝5，

60±23％ （mean ±SEM ），　 p 〈 0．05，　 student
’

s　 T

test＞ に減少 して い た．

　5．Gel　 shift　 assay に よ る ERE 結 合蛋 白 の 発

現の 検討 ：Gel　shift 　assay に よる解析で は ， 写真

3 に 示 す よ う に Ishikawa
，
　 EIIL い ずれ も正 常 ヒ
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← 100Kd

厂
ゲ真 3　　Gel　 shift 　assay 　of 　ER 　⊂｛月／、petiti【）11　by　n 〔）Tl．

　 Iabeled　ERE

　lshikawal 朱，
　 EIIL　j1；に ［i｛“常 ヒ　トER を 挿 人 し，た

　3T3 ．h 。1、 1〔、と 1司じf1
」
1「lt1Tに 130Kd の balldを極！1」1し た．

ト ER を挿 入 した 3T3d 。。 。 ］〔b と同 じ130Kd の 位置

に ERE 結合蛋 白を検出 した．こ の band は過 剰の

ERE の 添加 に て 消失 した ．　 ER 抗体の 添加 で は写

真 4 に 示 す よ う に EIIL の 13〔〕Kd 　band は H226 で

shift し，　 II222で は shift し な か っ た．　
一
方 lshi−

kawa 株 で は ill航 体の 添加 で shift が観察 され た．

　　　　　　　　　考　 案

　体 癌 は ER と PR の 発現 が 臨 床経 過 と関連 す

る．す なわ ち 内膜増殖 症 を伴 い E 依 存性 が あ る

Type 　I の 体癌 は ，
　 E 依存性 が な く肥満 ， 不妊症 な

ど の 典型的な E 優位 の 既往 の な い ，高齢者 に 発生

す る Type　llの 体癌 ．よ り予 後が よ い
1〕

．　ER ，
　PR の

有無 か ら の 検討で も加 藤は ER 陽性 あ る い は PR

陽性症例 の 予後が ER ，　PR 共に 陰性の そ れ に 比 較
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　 　 σ 丶　 卜3

← shift

← 130Kd

写：真　4　　SuPel
−

shift 　c）「　ERE 　biviclinR　pr〔｝tein　by

　H2220r 　II22611川 ユoclonal 　 antibudy

　 EIILは II2　26a〕添 力［］に よ り shift す る が rI222に

　 よ ・ て は shi1
．
1 し な い ．　 Ishikawa 株 で は 共 に shir1

　 が み ら れ る．

し良好 で あ る と報告 し て い る
51
． し か し体癌 の 予

後を直接左 右す る因子 は リ ン パ 節転移で あ り ， こ

の 転移巣 に お い て は 転移癌細胞 の 多 く は原発 巣 と

異な り ER を発現 し て い な い こ と が 報 告 され て い

る
［i］
．すなわ ち非 E 依存性の 獲得が 腫瘍増 殖や転

移形 成の 過程 で 起 こ
一
っ て い る可能性が あ る．Hc）r−

owitz 　 et　 al．は 乳癌 で ，　 E に 結 合す る こ と な く

DNA に 結合 す る転 写活性囚
．
子 （Positive　domi −

nant ）と して の 変異 ER を報 告 し て い る
T ）

．しか し

そ の 後乳癌，体癌 あ る い は正 常内膜 に お い て さ え

種々 の エ ク ソ ン 欠失 ER 変異株 の 存在 が 報告 さ

れ
N ）

， 「変 異 ER の 発現陽性
一
非 estrogen 　｛∫（存性」

とい う従来の 概念が 見直 され て きだ
1
． こ σ）よ う

な 1Lテ景 ‘、二お い て は，　 E 依存性 の 定義 も ER の 有無

や ERmRNA 発現 を根拠 と す る の み で は 不 十分

で あ り， 我 々 は E 非存在下 で 増殖 が抑制 され 生理

的濃度 の E を培 養環境 に 添加 す る こ と に よ っ て

増 殖が 回復 され る こ と を も っ て E 依 存性 を満 た

す も の と考え て以 ドの検討 を行 っ た．E 非依 存性

増殖能 を 得た 株 を lshikaWa 株よ IV分 離 し た が
，
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EIILの 増 殖 は E の 有 無 に 影 響 され な か っ た．

lshikawa 株 も E 欠損状態 で 死滅 は せ ず ， 極め て

緩徐 に増殖す るた め ， 親株 自身 も E を絶対 的に 要

求す る もの で は な い ． こ の こ とは androgen 依存

性な どの 検討
1° ）

で も知 られ て い る こ とで あ り， ホ

ル モ ン 依存 性の 変化 は動 的 な癌 細胞の adapta −

tion の 程 度 を示 し て い る に 過 ぎな い と も 考え ら

れ るが ， 今回の 我々 の 検討で は，こ の adaptation

の 過程に お い て幾つ か の 機能的変化が起 こ っ て い

る こ とが 観察 され た．す な わ ち Ishikawa 株に お

い て は E 添 加 に よ り核 内 へ の ER の 集 積 と

cytoso1 で の PR の 誘 導 を認め た の に 対 し，　 EIIL

で は ER の 集積が み られ ずそ の 結果 PR の 誘導 も

起 こ っ て い な い ．さ ら に は Ishikawa 株の 増殖を

抑制 す る TMX は EIIL に 対 し て は 何 ら増殖 に 影

．響 を及ぼ し て い な い ．こ れ らの 現象か ら導か れ る

推測 は ， EIILで の ER の 発現 消失又 は著 しい 低 ト

で ある．しか し実際 は EIIL に お け る ERmRNA

の 低下は Ishikawa株 の 40％の 低下 で あ り，
　 EIII、

に み られ る 変化 は ER の 量的 な減少 に よ っ て の み

で は 説明で きな い ．む しろ E 非依存性 と み られ た

増殖 は ER の 質的変 化 に よ る E 抵抗性 を側 面 に

も っ て い る こ と が 明 ら か と な っ た が ，Western

blot解析の 結
．
果 ，

　EIILで は Ishikawa株 に はみ ら

れ な い 43Kd の 蛋 白が通常の 65Kd 　ER に加 え検 出

さ れ た． こ の 蛋 白は H226 抗体で は検出 され る も

の の ，
H222 抗体 に は反 応 しな か っ た こ と か ら ホ ル

モ ン 結合領域 に欠損が ある変 異受容体 と 考え ら れ

る．こ の 変 異受容体 は negative 　dominantな性格

を も つ も の とも推察され るが ， Gel　shift 　assay で

は H222 抗体で shift しな い 蛋 自を EIILに 認 め て

お り， 長期 間の E 欠乏環境 に 置か れ た Ishikawa

株で は ホ ル モ ン 結合領域 に 欠損が あ るが DNA に

は結合す る受容体が 発現す る と考え られ る．また

ICI164，384が EIILの 増 殖を抑 制 し た こ と か ら

EIIL の 増殖の
一一

部 は ER の 2 量体 形成 に 依 存 し

て い る と推測 され た．
一

方 Gel　shift 　assay に お い

て 観 察され た ERE 結合蛋 白の 分子 量 は 130Kd 近

くで あ り， Western 　blot解析で み られ た 43Kd の

蛋白が事実 ERE 結合蛋 白で あ るか否 か は今回 の

検討 で は明 らか で はない ．次に 10μ M の E は lshi・

kawa 株 と EIIL の 両方の 増殖 を抑制 した．こ の こ

とは E の Type　H 結合 を介す る増殖抑制効果
H ）が

両者 に保 たれ て い る こ とを示唆 して い る．Type　H

結合 の 意義 に つ い て は い まだ
一

定の 見解が な い

が ， フ ラ ボ ノ イ ドなど の 抗腫瘍作用 の あ る生理 活

性物質 を iigandとす る との 報告 もあ り， 今後の体

癌 に お け る研 究が 期 待 され る．以上 の 結果 よ り

Ishikawa株 を長期間 E 欠乏状態 に お く と E 抵抗

性が発現 し， ER の 質的，量的変化が 起 こ る こ とを

我々 は初 め て 報告 した。今回の jIl　vitro の 観察が

体癌 の 病態 に ど の よ う に 関連 する の か は 明 ら か で

は な い ．しか し閉経後，E 分泌が 著 し く低下す る こ

とが体癌の 進行 に 何 らか の 影響 を与 える こ とは容

易に推察され る．腫瘍の ER 解析が体 癌の 病態生

理の 理解の
一．・助 に な る もの と考え る ．

　 ヒ ト ERcDNA の NIII3T3細胞 へ の 導 入 に 関 して 岡 山

大学 【：学部金沢　浩教授の 御協力 を深 謝致 し ます．また位

ド幸子 氏 の 技術的援助に 対 し 感謝致 し ます．本論 文 の 要 旨

は 第45回 11本産科婦入 科学会学 術講 演会 に て 発表 した，本

研 究 の
一

部 は 文 部 省
一一

般研 究 B （054544567 ）に よ り行 わ れ

た．
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