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研究成果の概要（和文）：本研究は我々がこれまでに正常子宮内膜上皮細胞より作製した不死化

〜癌化細胞を用いて内膜癌化の経路を解明し、新たな分子標的を探索することを目的とした。す

でに不死化細胞を癌化させることが明らかとなっているK-ras変異導入による癌化の経路を明ら

かにすることを第一の目的とし、K-ras変異導入細胞ではNF-kBの転写活性化能が亢進しているこ

と、NF-kBのDNA結合能が上昇していること、NF-kB活性を阻害するIkBを強制発現すると浸潤能の

低下、マウス腫瘍サイズの著明な減少など癌化のphenotypeの減弱が確認された。この結果より

、子宮内膜癌のK-ras遺伝子下流ではNF-kBの活性化が起こっており、これが内膜癌化における重

要な分子機構であること、K-ras遺伝子変異のある症例におけるNF-kB阻害剤の分子標的治療薬と

しての有用性が示された。 
 

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the molecular targets of 

KRAS signals using tumorigenic cells with oncogenic KRAS mutation established from 

TERT-immortalized endometrial epithelial cells.  We first confirmed that the Raf-Erk 

pathway, but not the PI3K-Akt pathway, was activated in KRAS-tumorigenic cells.  However, 

the introduction of constitutively active MEK into immortalized cells to mimic Raf-Erk 

activation failed to obtain tumorigenic phenotypes, indicating the existence of other 

carcinogenic pathways triggered by KRAS.  Recent evidence suggestive of linkage with KRAS 

signals prompted us to examine the involvement of NF-κB in endometrial carcinogenesis.  

We found that the DNA binding activity of NF-κB was markedly elevated in KRAS-tumorigenic 

cells compared to TERT-immortalized cells.  Furthermore, the ability of NF-κB to 

activate the target gene promoters significantly increased in KRAS-tumorigenic cells.  

Introduction of a mutant IκB that is resistant to degradation and thereby enhances the 

inhibitory effect on NF-κB largely abrogated the transformed phenotypes of 

KRAS-tumorigenic cells.  Thus, oncogenic KRAS signals contributed to the tumorigenic 

phenotypes of endometrial cells by activating the transcription function of NF-κB.  

These findings clearly show that NF-κB activation is a novel target of oncogenic KRAS 

in endometrial carcinogenesis, implying the potential utility of NF-κB inhibitors for 

endometrial cancer chemoprevention, especially with KRAS mutation.  
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１．研究開始当初の背景 
 子宮内膜癌の発癌分子機構は、これまでの
組織検体を用いた遺伝子解析の結果から、
PTEN などの遺伝子異常が報告されている。し
かしながら最も高率に異常が認められる
PTEN 遺伝子においても変異を認める症例は
全体の３０％前後であり、内膜癌化の分子機
構は多くが謎に包まれている。また PTEN の
遺伝子変異がどのような経路を介して癌化
に結びつくのかも明らかにはなっていない。
PTEN 以外にも K-ras, TGF-beta 受容体などの
遺伝子変異やマイクロサテライト不安定性、
p53 遺伝子変異、ER のメチル化異常などが報
告されているが、これらが排他的に作用し、
その総和が癌化を引き起こすのか、あるいは
特定の経路上でこれらが共通の pathwayを形
成しているのか、全くわかっていないのが現
状である。 
 そもそも内膜癌の発癌機構解析が他の領
域の癌より遅れをとっている原因の一つに
in vitro癌化モデルが存在しなかったことが
上げられる。すわなち、内膜癌の発生母体で
ある正常内膜上皮の長期培養が非常に困難
で、遺伝子導入実験や遺伝子抑制実験が事実
上不可能であった背景が存在する。正常内膜
上皮は極めてデリケートな細胞であり、試験
管内培養では１−２週間で増殖を停止する。
これまでにも正常内膜上皮細胞に遺伝子導
入を試みた報告はあるが、死にゆく細胞への
遺伝子導入実験ゆえ、十分な成果を示せなか
った。 
 これまで我々はヒト正常細胞が一定の培養
期間後に増殖を停止するメカニズムとして
染色体末端に存在するテロメアの短縮によ
る細胞老化(replicative senescence)を詳細
に解析してきた。その結果、多くの細胞が約
３０−５０回の細胞分裂にてテロメアが限界
までの短縮し、それによる DNA ダメージシグ
ナルの惹起が細胞周期を停止させ、細胞老化
に導くことを明らかにしてきた。 

さらに多くの上皮細胞ではテロメア短縮に
よる senescence の前段階として、細胞分裂
１０回前後の若い時期に RB 蛋白の活性化に
起因する premature senescence という細胞
分裂停止の機構が働くことを明らかにして
きた。子宮内膜上皮細胞もこの例に漏れず、
培養早期で premature senescence に陥る。
子宮内膜上皮細胞の培養が不可能な理由は
この premature senescence と replicative 
senescence の２つの障壁の存在による。 
 そこで我々は RB 蛋白の活性化を防ぐ遺伝
子操作(HPV E6/E7 遺伝子の導入)とテロメア
を伸張させる酵素テロメレース(hTERT)の導
入により、世界で初めて正常子宮内膜上皮細
胞を不死化することに成功した（図１）(Kyo 
et al., Am.J.Pathol, 2003)。 
この不死化細胞はステロイドホルモン受容
体を発現し、エストロゲンによる増殖刺激と
プロゲステロンによる増殖抑制というオリ
ジナル細胞の性質を維持しており、またマト
リゲル上では腺管類似構造を呈する（図２）。
このように我々が樹立した子宮内膜上皮不
死化細胞は機能的にも構造的にも正常子宮
内膜上皮の性質をほぼ完全に保持したまま
永久に継代培養が可能である。 
一方、これらの子宮内膜上皮不死化細胞は軟
寒天培地上でのコロニー形成能もなく、ヌー
ドマウスでの造腫瘍能も持たない。したがっ
て癌化形質は獲得していない。そこで我々は
この不死化細胞に内膜癌組織においても高
頻度に変異が見られる K-ras遺伝子の変異型
アレルの導入を試みた。その結果ヌードマウ
スでの造腫瘍性を獲得し、完全な癌形質を有
する癌化細胞を作製することに成功した（図
３）(Mizumoto et al., Oncogene 2006)。す
わなち、正常内膜上皮細胞から特定の
genetic factorの導入により世界で初めて内
膜癌細胞の作製に成功した。 
 
 



２．研究の目的 
 以上の背景を踏まえて、これらの一連の不
死化〜癌化細胞を用いて内膜癌化の経路を
解明し、新たな分子標的を探索することを目
的とした。具体的にはすでに不死化細胞を癌
化させることが明らかとなっている K-ras変
異導入による癌化の経路を特に明らかにす
ることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 K-ras 遺 伝 子 変 異 の 下 流 と し て
conventionalな経路であるRAS-ERK経路の関
与について検討した。最近 Cell 誌(vol 129; 
1065-1079, 2007)に K-ras 遺伝子と関連して
NF-KB の調節因子（不活化因子）IKB のリン
酸化を司る IKB kinase (IKK)が遺伝子増幅な
どにより過剰発現していることが報告され
た。IKK の過剰発現は IKB をリン酸化し、こ
のリン酸化により IKB は分解され、抑制がは
ずれて NF-KB の活性化が起こる。 
 そこで、まず K-ras 遺伝子変異細胞を用い
て、NF-KBが活性化されているか否かを NF-KB
結合配列をプローブとしたゲルシフト法、お
よび NF-KB responsive element を配した
luciferase reporter に よ る luciferase 
assay にて検討する。これらの活性変化はベ
クター導入した内膜不死化細胞との比較で
検討する。以上より K-ras 遺伝子変異の下流
に NF-kBの経路が存在するか否かを明らかに
した。 
 
４．研究成果 
 K-ras 変 異 導 入 細 胞 (oncogenic-Kras 
allele導入細胞)ではvectorコントロール細
胞に比べ、NF-kB の転写活性化能が亢進して
いること、NF-kB の DNA 結合能が上昇してい
ること、NF-kB 活性を阻害する IkB を強制発
現すると浸潤能の低下、マウス腫瘍サイズの
著明な減少など癌化の phenotypeの減弱が確
認された。 
以上の結果より子宮内膜癌化、特に K-ras 遺
伝子変異のある細胞では活性化 K-ras遺伝子
のシグナルとして下流で NF-kB経路が活性化
され、これが癌化形質の獲得に重要な役割を
演じていること、また K-ras 遺伝子変異のあ
る症例では分子標的薬として NF-kB阻害剤が
有用である可能性が示された。 
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