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研究成果の概要（和文）：  

 子宮内膜癌発生過程におけるエストロゲンの関与についてはよくわかってい
ない。そこで我々は内膜細胞にエストロゲンがＤＮＡ損傷を惹起し得るかをタ
ーミナルトランスフェラーゼ依存 PCR（ TDPCR）法にて検出を試みた。TDPCR

法は煩雑であるが、キャピラリーシーケンサーを応用することで、簡便に検出
が可能となった。本法を用いた結果、エストロゲンではＰＴＥＮ領域にＤＮＡ
損傷は検出できなかったが、代謝産物ではＤＮＡ損傷が検出された。ＤＮＡ損
傷部位は内膜癌で遺伝子変異の報告されている領域と一致していた。この結果
はエストロゲン代謝産物がＰＴＥＮ遺伝子変異の誘因となる可能性を示唆する
ものである。  

 

 

研究成果の概要（英文）： 

The involvement of  estrogen in endometrial  carcinogenesis is  controversial、
therefore,  we intended to  examine estrogen or its metabolite  could induce 

DNA damage on endometrial  cel ls by using terminal transferase dependent 

PCR (TDPCR) method. At f irst,  we modif ied TDPCR by applying a capillary  

sequencer and consequently we could avoid its complicated,  time -consuming 

process.  By using modified TDPCR, we found that ca techol  estrogen caused 

DNA damages on frequently  mutated gene in endometrial  carcinoma, PTEN,  

while estrogen did not. In addition, the foci  of  DNA damage corresponded to 

known mutation site  of  PTEN in endometrial carcinoma. Taken together,  

these data suggest that metabolite  of  estrogen is  responsible  for PTEN 

mutations in endometrial  carcinogenesis.  
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１．研究開始当初の背景  

 子宮内膜癌は近年我が国で著明な
増加を示している。我々は子宮内膜癌
発生の初期過程で重要とされている
DNA ミスマッチ修復能 (MMR)とエス
トロゲンの関係を検討した。その結果、
予想に反して高エストロゲン状態は
MMR 活性を高めてむしろ癌の発生を
抑 制 し て い る 可 能 性 を 示 し た
（ Miyamoto et al .  Encocrinology 

2006）。  

 一方、エストロゲン補充療法やタモ
キシフェンが子宮内膜癌のリスク因
子であることが知られており、エスト
ロゲン類縁物質の子宮内膜癌発生へ
の関与を否定できない。さらに、子宮
内 膜 癌 発 生 に 関 与 す る と い わ れ る
p53 や K-ras、PTEN の遺伝子変異と
エストロゲンとの関係は全く解明さ
れていない。  

 遺伝子変異は癌原物質による DNA

損傷や、上述の DNA 修復異常などが
原 因 と な る 。 こ れ ら は terminal 

transferase-dependent polymerase 

chain reaction (TDPCR)法を用い、タ
モキシフェンが内膜癌細胞株の p53

遺伝子に DNA 損傷（DNA adducts）
を生じさせうることを塩基レベルで
示した。  

 

 

２．研究の目的  

 そこで我々は内膜癌の発生に関与
する遺伝子（ PTEN,K-ras,p53）を対
象に、内膜癌手術症例から得られた遺
伝 子 変 異 部 位 に 関 す る 情 報 と 、
TDPCR により実験的に得られたエス
トロゲン様物質による DNA 障害部位
情報を包括的に検討することを目的
とした。  

 

 

３．研究の方法  

 (1)TDPCR 標的遺伝子の設定  
TDPCR 法の標的遺伝子とし、現在まで
に子宮内膜癌で遺伝子変異が報告さ
れている p53 (exon 6, exon 8), 
PTEN(exon 8)、 K-ras, B-raf を標的
とした primer set を作成する。  
 (2)TDPCR 法で複数領域を同時解析
する multiplex TDPCR 法の検討：  
従来の TDPCR 法では、シーケンスゲル

への電気泳動を要するため、多検体の
処理が困難である。さらに蛍光修飾
primer を使用した場合でも複数の標
的配列を同時に電気泳動し、個々のバ
ンドを解析することは煩雑なため困
難であった。キャピラリー式 DNA シー
ケンサーを使用した TDPCR 法では、理
論上、標的配列に異なった波長の蛍光
色素標識を行うことで、同時に複数の
配列を解析可能であると考えられる。 
 また、その結果はそれぞれの配列毎、
個別に解析可能であり、その結果もデ
ータファイルとし保存、加工可能であ
る。そこで TDPCR 法に複数の primer
を用い、同時に PCR 反応を行う
multiplex PCR 法の手法が応用可能か
検討する。  
 
 
４．研究成果  
 シーケンサーを応用することでＴ
ＤＰＣＲの簡略化が得られ、ＤＮＡ損
傷部位の同定、程度の評価がより簡便
となった。  
 エストロゲンおよびエストロゲン
代謝産物であるカテコールエストロ
ゲンを細胞に添加し、TDPCR を行った
結果、エストロゲンではＰＴＥＮ領域
にＤＮＡ損傷は惹起できなかったが、
カテコールエストロゲンではＤＮＡ
損傷が検出された。  
 検出されたＤＮＡ損傷部位は内膜癌
で遺伝子変異の報告されている領域
と一致していた。この結果はエストロ
ゲンではなくその代謝産物がＰＴＥ
Ｎ遺伝子変異の誘因となる可能性を
示唆するものである。  
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