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研究成果の概要（和文）： 
子宮癌のEMTに影響を与える候補遺伝子として子宮体癌においてMYEOを選択し、子宮頸癌では

HOXD9を選択した。子宮体癌細胞株でMYEOVの遺伝子発現を抑制すると、運動能および浸潤能が低

下した。EMT関連分子をsiRNAでMYEOVを発現抑制した細胞株で評価したところ、Snail、Snail2

、ZEB１は低下し、fibronectinは上昇した。子宮頸癌細胞株4種でHOXD9を抑制したところ、全て

の細胞で増殖が停止ししたが、EMTマーカーに共通した変化は認められなかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To analyze immunosuppressive tumor microenvironment associated with EMT, novel 
cancer-associated genes MYEOV and HOXD9 were investigated. After the transfection of 
MYEOV siRNA into the endometrial cancer cell lines, migration index and invasion index 
were both significantly lower than that in the control group. mRNA expression of Snail1, 
Snail2, ZEB1 was significantly reduced, while fibronectin was significantly increased. 
Silencing of HOXD9 inhibits cell proliferation in 4 of 4 cervical cancer cells, but there 
were no EMT related gene that was commonly inhibited nor stimulated in 4 cervical cell 
lines. 
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１． 研究開始当初の背景 
進行・再発子宮癌に対しては、標準的治療に
加えて、新しい治療法の開発が期待されてい
る。我々は、子宮体癌および子宮頸癌に対す
る免疫療法や分子標的治療、あるいは診断法
の開発を目指して研究を続けてきた。子宮癌
に対する免疫療法の開発に向け、腫瘍抗原の
同定を行ってきた。また、我々が並行して進
めている悪性黒色腫の免疫療法開発では、多

数の臨床試験の結果から、癌組織では、癌細
胞が惹起する多様な機序による免疫抑制的
環境の構築のために、患者体内で抗腫瘍免疫
応答を誘導しようとする能動免疫法（癌ワク
チン）では、十分な抗腫瘍効果が得られない
ことが判明した。しかし、癌患者の局所的ま
た全身性の免疫抑制状態を解除することで、
免疫療法の効果を大幅に改善できる可能性
がある。我々は癌細胞の転移に基本的に重要
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な EMTが、癌細胞の遊離や浸潤能亢進によ
る転移促進機序だけでなく、強い免疫抑制活
性により転移を促進している可能性を見い
だした(Cancer Cell in revision)。本研究では、
子宮体癌や子宮頸癌においても EMT が免疫
抑制環境の構築に関与し、癌の悪性化、浸
潤・転移の促進につながる可能性を分子・細
胞学的に解明し、その結果に基づいた子宮癌
に対する新しい診断法（悪性度、予後など）
や治療法（EMT 細胞や発現分子を標的とし
た分子標的治療法や免疫療法）の可能性を検
討する。 
 
２．研究の目的 
本研究では子宮癌(体癌・頸癌)において、癌
細胞が構築する免疫抑制がん組織環境、特に
上皮－間葉転換(EMT)の意義に焦点を当て
て、その可能性と分子・細胞機構を解明する。
その成果に基づいて、子宮癌に対する新しい
診断法（悪性度、予後診断など）や治療法
（EMT 細胞や発現分子を標的とした分子標
的治療や免疫療法）の開発の可能性を検討す
る。EMT による免疫抑制機構に関与する分
子が同定できた場合、各種臨床病理学的因子
との相関解析により、新規診断法のマーカー
となり得る分子を選択し、細胞発現分子は免
疫染色法、分泌分子に関しては血清中測定法
などの開発を検討する。血清診断法の開発は、
癌の悪性度診断だけでなく、患者の免疫抑制
状態の評価につながると考えられる。また、
分子標的治療の標的候補分子に対して、
siRNA法や特異的阻害剤などを用いて、癌細
胞の悪性形質を減弱させる可能性を検討し、
免疫療法の標的候補分子に対しては、癌患者
血清抗体への反応性による免疫原性を検討
する。 
 
３．研究の方法 
(1)子宮体癌細胞株・頸癌細胞株でのEMT関
連遺伝子の発現と運動能・浸潤能の解析 
①子宮体癌細胞株であるHec-Ib、Hec-108、
SNG-2、SNG-S,SNG-W,HHUA、HOOUA、AN3CA、
Ishikawa株、子宮頸癌細胞株であるSKG-1、
SKG-2、SKG-3a、SKG-3b、C33A、Hela、Siha
株を用いて、snail1、E-cadherin、vimentin
の発現を定量的PCR法によって検討した。 
②子宮体癌・頸癌細胞株でxCELLigence RTCA 
DP device （Roche Diagnostice）によって
浸潤・転移能を検討した。 
③snail1の発現調節に関与するNFkB、ERK、
Wnt/b-cateninの発現についてwestern blot
法で検討し、EMT関連遺伝子の発現との関連
を検討した。 
(2)子宮体癌におけるMYEOV遺伝子の発現と
機能解析 
EMTは浸潤・転移能に関与する。そのため、
我々は以前、子宮体癌の予後因子として同定

したMYEOVに着目した(図)。 
 

①siRNAによりMYEOV遺伝子の発現を子宮体
癌細胞株SNG-ⅡおよびHHUAで抑制し,増殖能
と運動能に与える影響を検討した. 
②siRNAを用いてMYEOVの遺伝子発現を
SNG-2で抑制し、3D-gene chip（Toray）にて
約27000種の遺伝子の発現変化を検討した。
MYEOV遺伝子を抑制したSNG2株とコントロー
ル株のTotal RNA(O.5μg)を用いてRNAを増
幅し、この増幅RNAをCyDyeによりそれぞれ
Cy3とCy5で標識した。各lμgを混和して
3D-gene chipでハイブリダイゼーションを行
い、スキャナーを用いて数値化して遺伝子発
現量を測定した。これにより、EMT関連分子
および浸潤関連遺伝子の発現を検討した。 
(3)子宮頸癌におけるHOXD9の発現と浸潤・
転移能およびEMT関連遺伝子との関連 
HOX familyはDNA結合部位 (Homeobox 
domain)を有し,遺伝子転写を制御する遺伝
子群である.現在23種の遺伝子が属し,癌の
増殖・浸潤・転移や抗がん剤耐性への関与が
報告されている.このうち、HOXD9は子宮頸癌
で後発現しているとの報告がある。このため
HOXD9の子宮頸癌での発現と臨床病理学的因
子との関連,および細胞増殖に与える影響を
検討することとした。 
①正常子宮頸部組織10例および広汎子宮全
摘術を施行したIb1-Ⅱa期の子宮頸癌組織56
例（扁平上皮癌:26例,腺癌：25例,神経内分
泌癌：5例）について,HOXD9遺伝子の発現を
定量的PCR法で検討した。 
②子宮頸癌細胞株SKG-1,SKG-2,SKG-3a, 
SKG-3bでshRNAによってHOXD9の発現を抑制
し,細胞増殖能に与える影響を検討した。 
③si-RNAによるHOXD9抑制によってEMT関連
遺伝子がどのように変化するか定量的PCR法
で検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 子宮体癌細胞株・頸癌細胞株でのEMT関
連遺伝子の発現と運動能・浸潤能の解析 
①子宮体癌細胞株9株、子宮頚癌細胞株8株
について snail1、E-cadherin、vimentinの
発現を検討したところ、snail1の発現は全て
の細胞株で認められ、その発現量に大きな差



 

 

は認められなかった。一方、E-cadherinと
vimentinはその発現に逆相関があり、それぞ
れの細胞の状態を反映していると考えられ
た。 
②子宮体癌細胞株である Hec-Ib、Hec-108、
SNG-2、HHUA、HOOUA、AN3CA、Ishikawa株を
用いて、xCELLigence DPシステムにより、運
動能および浸潤能を評価した。その結果、
SNG-2株は浸潤能・運動能をともに有し、当
研究に使用することとした。 
子宮頸癌細胞株であるSKG-1、SKG-2、SKG-3a、
SKG-3b、C33A、Hela、Siha株を検討したとこ
ろ、運動能は SKG-2と SKG-3bが有しており
浸潤能はSKG-2が他の細胞株に比べて高かっ
た。 
③snail1の発現調節に関与する NFkB、ERK、
Wnt/b-cateninなどについて検討したところ、
E-cadherinの発現とb-cateninの発現に相関
が認められ、体癌・頸癌の EMTに GSK-3bの
関与が考えられた。また同一患者から細胞の
形態だけで分離・樹立したSNG-SとSNG-Wに
ついて、それぞれ E状態、M状態が有意に観
察され、細胞株を用いた解析だけでなく、患
者検体での解析の重要性が示唆された。 
(2)子宮体癌におけるMYEOV遺伝子の発現と
機能解析 
①遺伝子MYEOVの発現を子宮体癌細胞株で
siRNAにより抑制し,増殖能と運動能に与え
る影響を検討した.siRNAにより SNG2では
XX%, HHUAではYY%,MYEOVの発現が抑制され
た。SNG2においてはproliferation assay, 
migration assayおよびinvasion assay  の
いずれにおいてもMYEOVを抑制することで増
殖能・運動能・浸潤能それぞれが低下した。
migration/invasionのassayで24時間にお
ける値を用いてt検定で比較すると、それぞ
れ有意な低下(p=0.001, p=0.026)が認められ
た。HHUAはwild typeで浸潤能を有しないた
め運動能のみ評価したが、HHUAにおいて運動

能)の低下を認めた。これらの結果はMYEOV
の機能が運動能・浸潤能と関連することを示
している。 
 
②siRNAを用いてMYEOVの遺伝子発現を
SNG-2で抑制し、3D-gene chip（Toray）にて

約27000種の遺伝子の発現変化を検討した。
EMT関連遺伝子では、Snail、Snail2、ZEB１
は約50%に発現が低下し、Fibnronectinは4
倍に上昇した。E-cadherinおよびVimentin、
Twistに変化はなかった。また、浸潤・転移
と関連する遺伝子のうち、2倍以上に発現が
増強したものはTGF-BR1やIL-6など6種で、
50%以下に発現低下していたものは、MYEOVの
ほか5種であった。 
 

(3)子宮頸癌におけるHOXD9の発現と浸潤・
転移能およびEMT関連遺伝子との関連 
①子宮頸癌組織では正常頸部組織に比して
有意にHOXD9が高発現していた(中央値比2.2
倍,p=0.003). 

②SKG-1,SKG-3, SKG-3a,SKG-3b株でHOXD9の
発現を抑制すると,全細胞株で増殖が抑制さ
れた (p<0.01)。 

 
③si-RNAによるHOXD9抑制によるEMT関連遺
伝子の発現をSKG-1,SKG-3, SKG-3a,SKG-3b
株検討したところ、一定の傾向は得られなか
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