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研究成果の概要（和文）：メトホルミンは、排卵障害に投与されるが排卵率に比し着床率が低い。そこで、メトホルミ
ンは内膜細胞の増殖および関連シグナルを変化させることで着床不全をもたらすとの仮説を立てて検証した。メトホル
ミンは、子宮内膜癌細胞株の細胞増殖と関連シグナルを抑制したが、正常子宮内膜上皮由来株（EME6E7TER-ERα）には
影響を与えなかった。次に、met服用者の子宮内膜組織について、メトホルミンの影響を検討した。メトホルミンは、
癌組織のERK・mTOR経路の抑制・増殖マーカーを低下させたが、正常内膜には影響を与えなかった。以上より、メトホ
ルミンは正常内膜細胞の増殖シグナルと増殖に影響を与えないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Metformin (met) has been used for ovulation induction. The conception rate of met 
is not, however, as high as would be expected from its higher ovulation rate. We tested the hypothesis 
that met inhibits cell proliferation and and the signal pathways for implantation, thus inhibiting embryo 
implantation. We examined the met actions on EME6E7TER-ERαcells that were derived from normal 
endometrial (EM) cells. Met did not affect the cell proliferation, whereas it inhibited proliferation and 
signals in EM cancer cells. Next we examined the effect of met in vivo. Tissue specimens were obtained 
from EM cancer patients and patients with PCOS who took met. Non-cancerous EM cells showed no change 
after met intake, whereas EM cancer cells showed a decreased proliferation and related signals. Our 
results suggest that EM cells are less sensitive to the suppressive action of met and, thus the 
inhibition of the proliferation signal is not the mechanism of the relatively low conception rate of met.

研究分野： 生殖内分泌

キーワード： 産婦人科学　生殖医学　メトホルミン
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１．研究開始当初の背景 

PCOS の治療は、不妊症の重要な課題であ
る。クロミフェン無効例に、FSH 投与や卵巣
多孔術などが行われているが、OHSS や多
胎・手術にともなう負担などの問題がある。 

最近では、インスリン抵抗性のある PCOS
にメトホルミンが試みられる。メトホルミン
は、排卵率を有意に上昇させるが、妊娠率の
上昇は有意でないことがメタ解析で明らか
にされている。メトホルミンによる排卵が妊
娠に結びにつきにくい理由については、これ
まで不明であった。われわれは、メトホルミ
ン投与が子宮体がん患者の再発抑制に有効
であることを報告してきた。この研究過程で、
メトホルミンが内膜（がん）の細胞増生を強
く抑制することを発見した。MAPK および
mTOR-S6K などの内膜増殖関連のシグナル
系も抑制されていた。 

この観察から、メトホルミン投与が正常内
膜の増殖を抑制するとともに、胚接着により
誘導されるべきシグナルカスケードの不活
化をもたらすことが、メトホルミン投与にお
ける着床率低下に結びついている可能性が
あると考えるにいたった。 
 
２．研究の目的 
 
 PCOS患者に排卵誘発の目的で用いられつ
つあるメトホルミンは、排卵率を上昇させる
が、妊娠率の上昇に必ずしも結びついていな
い。この原因として、メトホルミンが子宮内
膜の増生を強く抑制すること、着床誘導に必
要なシグナルカスケードを抑制していると
の仮説を立てて、検証することを目的とした。 

メトホルミンの内膜抑制作用は、不妊治療
には欠点であるが、PCOS に合併しやすい内
膜がん予防という観点からは長所である。本
研究成果は、不妊と内膜がんの両方の問題を

抱える PCOS 患者の管理に新たな視点を拓
く。 

われわれの仮説が正しければ、メトホルミ
ン投与下に採卵し一旦凍結保存した後に、メ
トホルミン投与中断中に胚移植を行うこと
により妊娠率の上昇を計ることができる可
能性がある。 

 
３．研究の方法 

今回の研究では、in vitro と in vivo の系で
正常内膜細胞に対するメトホルミンの作用
を検討する。これまでの研究にもとづき、そ
の効果を癌細胞と比較することで、メトホル
ミンに対する反応性が評価できる。In vitro
の系では、正常内膜の代用として正常内膜よ
りE6E7抗原およびテロメラーゼを導入して
不死化した細胞にエストロゲン受容体を共
生発現させた細胞（EME6E7TERT-ER）を
用いる。また、in vivo の検討には、子宮がん
で摘出された子宮内膜のうち正常内膜が標
本中に認められた患者の手術検体を用いる。
また、PCOS 患者のうち、抗インスリン血症
や高 BMI の改善をめざして行われるメトホ
ルミン投与試験に参加する患者のうち、子宮
内膜生検標本（がんではない）が得られ研究
に同意が得られた患者についても、同様の内
膜抑制効果を検討する。 

 
４．研究成果 

(1) In vitro での検討 

① 細胞増殖に及ぼす効果 

子宮内膜初代培養細胞の確保は困難であ
ったことから、正常子宮内膜上皮由来不死化
細胞株 EME6E7TER-ERを用い子宮内膜癌
細胞株（Ishikawa, HEC）との比較を行った。 

その結果、メトホルミンの添加により



Ishikawa 細胞では容量依存性の細胞増殖抑
制が認められた(図 1A)。このメトホルミン添
加による無添加との細胞増殖数の差は、低酸
素処理により消失したこと、培地内に著明な
乳酸蓄積が見られたこと(図 2)などから、メ
トホルミンはミトコンドリアによる酸素依
存性エネルギー産生を抑制することによる
ものと考えられた。そこで、ミトコンドリア
を Mito Tracher で染色して観察したところ、
メトホルミンによりミトコンドリアの長さ
が短くなること、面積あたりの染色性の低下
が認められることが明らかとなった(図 3)。
フローサイトメトリーおよびカスパーゼ活
性の変化を検討した結果、メトホルミンの細
胞増殖抑制は、主として G1/S 停止でありア
ポトーシスの亢進の関与はわずかであるこ
とが明らかとなった。 

そこで、次に正常子宮内膜細胞での効果を
検討した。正常子宮内膜細胞の代用として
EME6E7TERT-ER(正常子宮内膜細胞に
E6, E7, TERT, Era を導入して不死化した細
胞)を用いて同様の検討を行った。その結果、
メトホルミン 10 mM の添加で僅かに増殖が
抑制されたものの、癌細胞とは異なり細胞増
殖はメトホルミンの影響をほとんど受けな
いことが明らかとなった(図 1B)。 

 

② カドヘリン発現に及ぼす効果 

次に、癌細胞との違いを明らかにする目的
で、カドヘリン発現への影響を検討した。こ
れ は 、メト ホ ルミン は 肺がん 細 胞 で
E-cadherin の増加をもたらすとの報告があ

り、メトホルミンの投与が内膜細胞の組織構
造を変化させて初期胚の着床などに影響を
及ぼす可能性があると考えられたからであ
る。図 4 に示すように、Ishikawa 細胞では
細胞表面に明瞭な E-cadherin 発現が認めら
れた。この染色性はメトホルミン 10mM の添
加によってほとんど変化しないかむしろや
や減弱した。これに対し、EME6E7TER-ER
では、E-cadherin の細胞表面への集積は認め
られず、細胞も大型で非接着性の間質細胞様
の形態を示すことが明らかとなった。メトホ
ルミン 10mM の添加により細胞全体の染色
性の亢進と、ごくわずかな細胞表面への集積
性の増加が認められた。細胞の接着性も僅か
に亢進しているように思われた。 

(2) In vivo での検討 

細胞培養による成績は、癌細胞がメトホル
ミンによる影響を強く受けて増殖性が低下
するのに対して、正常内膜細胞ではその影響
を余り受けないことを示唆する。これは、非
がん患者（PCOS 患者など）に対するメトホ
ルミン投与が内膜機能を傷害し、着床障害な
どに働く可能性が低いことを意味している。
しかしながら、カドヘリン発現の検討生成期
や細胞形態観察からは、EME6E7TERT-ER
が上皮としての特徴を失いつつあることが
示唆され、細胞増殖での結果もこれと関連し
た結果であることが否定できない。そこで、
できるかぎり生理的に近い内膜での検討を
行った。 

研究材料は、①子宮内膜癌で術前に内膜生



検が行われ、その後メトホルミンをおよそ 4
週間投与し、子宮摘出術が施行された患者 
のうち、術後の子宮検体の検索により非癌内
膜組織が確認できた症例(n=5)、②PCOS と
肥満や内膜増殖症など、内膜癌のハイリスク
と考えられた患者でメトホルミン投与によ
る代謝改善効果を評価する研究に参加した
患者のうち、メトホルミン投与前後の内膜細
胞の得られた患者(n=2)である。HE 染色のほ
か 、 Ki67 ， Topoisomerase II お よ び
MPAK-cyclin D-Rb および mTOR-S6K シグ
ナル分子による免疫染色を行って非癌内膜
組織の細胞増殖性とそのシグナルをメトホ
ルミン投与前後で比較した。さらに、内膜癌
患者では、癌組織におけるメトホルミン反応
性とも比較検討した。 

その結果、癌組織ではメトホルミン服用前
に認められた MPAK-cyclin D-Rb および
mTOR-S6K シグナルの亢進が、服用後に低
下して Ki67 の染色性の低下が認められた。
これに対して、正常組織では、投与前後でほ
とんど増殖性マーカー、シグナル分子の変化
が認められなかった。非癌患者においても正
常内膜にメトホルミン投与後の有意の変化
は見られなかった。図 5 にカドヘリン染色の
比較を示す。これらの成績は、メトホルミン
はインスリン抵抗性のない患者に投与して
も、インスリン値や血糖値など内分泌環境に
影響を与えないことと一致した所見と考え
られた。 

(3) ダグラス窩異所性子宮内膜の同定 

一連の研究過程で、婦人科疾患で摘出され
た子宮標本の観察を子細に行った。その際、
ダグラス窩腹膜に高率（子宮頸癌：6/30 例、
子宮体癌：12/41 例）に子宮内膜類似組織が
存在していることを発見した(図 6)。 

 

この組織は、正常内膜に近い細胞であるこ
とからメトホルミン作用の評価に使える可
能性がある。また、この部位の腺管は深部子
宮内膜症の起源である可能性が示唆され、今
後検討する価値が十分にある所見と考えら
れた。 

(4) まとめ 

メトホルミンが正常子宮内膜に及ぼす影
響を in vivoおよび in vitroの系で検討した。
その結果、正常内膜細胞は癌細胞と異なり、
メトホルミンによる細胞増殖抑制を受けな
いものと考えられた。したがって、少なくと
も細胞増殖の面でメトホルミン投与が不妊
治療に不利益をもたらすことはないと推定
された。これは、メトホルミンが高血糖の是
正をもたらすが血糖正常者に低血糖をもた
らすことがないのと類似している。 
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