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291　　　　 子宮内膜癌細胞株に対するEGF お よ

びエ ス トロ ゲ ン の 作用の解析
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292　　　　　 内膜癌細胞 ISHIKAWA 株 に お け る

　MPA ，tamoxifen の ER　exon 　skipping 　alternative

　spricing に与える影響に つ い て
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旧的仔宮内膜癌の 増殖 にはEGF や エ ス トロ ゲ ン が

関与する と考えられるが詳細 は不明で ある．そ こ で

そ れ らの作用機序を解明する ため子宮内膜癌細胞

株を用 い て検討 した．［方法ll）子宮内膜癌細胞株

〔IK，HHUA ．HOUA ・1，HEC −1，SNGM ）お よ び MCF ．7乳癌

細胞株を用 い ，Northern　blot法 によ りER，EGFRの 発

現を検討 した，2）MCF ．7，IK，SNGM に対 し，チ ャ コ
ー

ル

処理 1％或い は 10％血清条件下 で E2刺激を行 い 細

胞増殖能 を検討 した．3）E2お よび EGF 刺激時 の コ ロ

ニ ー形成能を軟寒天培養法に て 検討 した、4）Ezお よ

びEGF 刺激時の MAPkinase の リ ン 酸化 をWestern

blot法 に て 検討 した．［成績11）ER 発現は MCF ．7で の

み．EGFR の発現 は子宮内膜癌細胞株で の み認めた．

2）E2刺激に対 しMCF ．7 で は 1％ お よび 10％条件下 で

増殖を認めた．IK，SNGM で は 10％ 条件下で の み 増殖

した．3）MCF −7で は Ez．E2 ＋EGF で コ ロ ニ ー形成率が

上昇 した，IK，Hec．1で はE2，EGF ，Ep，＋ EGF で 上昇 し，IK

ではEGF とE2の 間に相加作用を認めた HHUA ，

SNGM で は EGF ，E2＋EGF で上昇 したが，　HOUA 　1で は

変化は なか っ た．4）用 い た細胞 株で EGF 刺激に対 し

MAPK の リ ン 酸化 を認めたがE2刺激に対 して は認

め な か っ た4結論11）ER発現 の ある MCF ・7で は血清

濃度に関係な くE2刺激 に よ り細胞増殖 を認めた．ER

発現が な い か顕著 に抑制 されて い る IKとSNGM で

は E2 と増殖因子 との相互 作用 に よ り細胞増殖 の 促

進が誘導され る こ とが示唆され た．2）E2刺激に対す

る コ ロ ニ ー形成率の 上昇は，ER 発現が な い か顕著 に

抑制され て い る IKや Hec ．1 で も認め，ER を介さな い

情報伝達系との ク ロ ス ト
ー

ク の存在も示 唆され

た．3）EGF 刺激に よ り，全 細胞株で MAPK の リ ン 酸化

を認めたがE2刺激で は認めず，E　2が EGFR の 下流シ

グナ ル を活性化する証拠は得 られ なか っ た，

［目的］我 々 は wild 　type 　estrogen 　receptor （WT

ER）の ligand　binding　domainで ある exon 　5 およ び

exon 　7が欠失 した alternatively 　spliced 　variant

ER （SV5 ，
　SV7 ）の 発現 に MPA

，
　tamoxifen （TAM ）が

影響を与え て い るこ とを報告 し て きた 。今 回 、DNA

binding　domain で ある exon 　3の欠失 ER （SV3 ）を同

定 し、両薬剤の 発現 へ の 影響に つ い て 検討 した。［方

法］分化型内膜腺癌 ISHIKAWA 株細胞 （ER＋ ，　PR＋ ）を

用 い 、薬剤 無添加群 、
MPA （10

−9 〜10一嗣 ）添加群、

TAM （10
−9〜10−5M ）添加群 よ り各 々 total　RNA を調

整 した 。 ER　exon 　2〜4 （exon3 ），　exon 　4 〜6

（exon5 ）および exon 　6〜8 （exon7 ）を規定 した
32P

Iabeled　primerを用 い 、　 mRNA 量 とPCR 産物 の あい

だ に定量性 の 確認 された 23cycle に おい て 定量的

RT−PCRを行 い 泳動後、　 WT ，　SV　band の 放射能活性

を測定 した 。 ［成績］薬剤無添加群、MPA 添加群 、

TAM 添加群すべ てにWr ，　SV3，SV5，　SV7 の 発現が

確認された 。 そ の発現比率は薬剤無添加群 で

WT ：SV3 ：SV5 ：SV7 ＝1：0．53 ：0．21 ：0．56で あ っ た 。

MPA （10
’9・−10−5M ）添加群 に おい て は 、　 WT ：SV3 ：

SV5 ：SV7．．1：0．54−−O．61 ：026 −O ．33 ：0．63 −−

O．74と SVの 発現比率は全 て 濃度依存性 に有意 に上

昇 した （p＜0．05 ）。量的検討 で は MPA添加に より

WT の 減少を認めたが SVに は 明 らかな変化を認めな

か っ た。丁AM 添加群 で は、各濃度ともSV／WT の発

現比率 に は有意な変化を認めず発現量はWT ，　SVと

も減少傾向に あ っ た。［結論］MPAはwr の みを減少

させ 、一方 TAM は WT ，　SV と も変動させた こ とより

ER　mRNA のalternative 　splicing にた い する効果発

現機序は両薬剤で異な っ て い る可能性が示唆された 。
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