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研究成果の概要（和文）：不死化子宮内膜症上皮細胞にTGFβを添加することで、snail、αSMAの発現が上昇すること
を定量的PCR法にて確認した。TGFβ添加にて子宮内膜症上皮細胞invasion assayにて浸潤能が亢進した。さらにsnail
のoverexpressionベクターを作成し、子宮内膜症上皮細胞に導入しinvasion assayにて、その浸潤能を測定すると、浸
潤能が亢進していた。子宮内膜症組織と正所性子宮内膜との比較において、子宮内膜症においてSnailの発現が高いこ
とを免疫化学染色にて確認した。子宮内膜症において、EMT関連分子としてsnailが重要な役割を果たしている可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Transforming growth factor (TGF) βincreased the gene expression of snail 
andαSMA in immortalized endometrioal epithelial cells (EECs). And TGFβ increased invasive potential of 
EECs by invasion assay. We made the overexpression vector of snail. The overexpression of snail in EECs 
increased invasive potential by invasion assay. We checked the gene expression of snail in the 
endometrioma tissue and the endometrium. The snail expression of the endometrioma tissue was higher than 
that of the endometrium by immunohystochemistry. It is suggested that snail made the important role for 
the factor of EMT in endometoriosis.

研究分野： 子宮内膜症

キーワード： EMT　子宮内膜症
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１．研究開始当初の背景 
子宮内膜症とは、子宮内膜に類似した組織

が子宮以外の部位に異所性に発生し増殖す
る疾患である。良性疾患であるにもかかわら
ず、増殖、浸潤し、周囲臓器と癒着を形成す
る。月経痛、慢性骨盤痛、性交痛などの疼痛
の原因となり、不妊をしばしば合併すること
により生殖能の低下の原因疾患とも考えら
れている。生殖年齢の約 10％、不妊患者の約
50％に発症するといわれている(１)。最近数
十年における生活様式の変化、少子化に代表
される女性のライフスタイルの変容、検査法
の進歩などの種々の要因で子宮内膜症と診
断される女性は急速に増加している。 
骨盤内子宮内膜症の発生機序として諸説

あげられているが、今日多くの支持を得てい
るものはSampsonによって提唱された月経時
の逆流子宮内膜細胞の移植説である（２）。
これは月経時に経卵管的に月経血とともに
子宮内膜細胞が腹腔内に逆流し、腹膜、卵巣
などに移植され、そこで生着、増殖するとい
う説である。子宮内膜症が初経後に発症する
こと、患者においては少なくとも一側の卵管
が開存している頻度は極めて高いこと、卵管
を結紮した人では骨盤腹膜に子宮内膜症の
発症が認められないこと、子宮奇形などで月
経血の逆流が多くなる場合に子宮内膜症の
頻度が増すことなど、月経現象と子宮内膜症
の関係を示唆する事象は非常に多い。さらに
逆流月経血中に混ざり腹腔内に排泄された
子宮内膜細胞の中に生存している細胞が存
在することなどにより、この移植説は多くの
人に支持されてきている。しかし、月経血の
逆流は多くの婦人に起こることであるが、そ
のすべてが子宮内膜症を発症するわけでは
ない。その理由として子宮内膜症の発症また
進展には、月経血の逆流のみでなく、様々な
因子が関与しているためと考えられている。
これらの因子には腹腔内環境の変化、免疫学
的要因、正所性子宮内膜の変化、遺伝的素因
などがあげられる。正常婦人であれば逆流し
た子宮内膜細胞は免疫的な機序などにより
排除される。しかし子宮内膜症患者では逆流
した子宮内膜の細胞増殖能の増加や、腹腔内
環境の変化により子宮内膜細胞は排除され
ず、腹膜細胞への接着および浸潤が起こり、
さらに血管新生、炎症、線維化を惹起して子
宮内膜症が発症、進展すると考えられている。 
しかし、これまでに上記子宮内膜組織移植

説、体腔上皮化生説、胎生組織遺残説などの
説が唱えられてきたが、発生の本質は未だ解
明されていない。 
子宮内膜症は組織学的には子宮内膜上皮、

間質、それを取り巻く線維化組織からなる。
深部子宮内膜症ではほとんどに線維化が見
られる(３)。腎の線維化についての先行研究
により、線維化については Epithelial to 
mesenchymal transition (EMT)という現象が
その主な誘因であり、EMT の結果発生した筋

繊維芽細胞の増殖が尿細管の委縮を引き起
こすことが報告されている（４)。EMT とは、
上皮細胞が間葉系細胞に形態変化する現象
であり、初期胚発生に必須の現象である。ま
た、成体においては EMT が亢進することによ
り、細胞の運動性、浸潤能の獲得、細胞外基
質の蓄積が起こり、癌細胞の浸潤や線維症と
の関連が報告されている。子宮内膜様の上皮
細胞の存在が子宮内膜症の診断に重要であ
るのだが、線維化や間質の増殖や炎症惹起が
病態の本質であることを考えると、この EMT
という現象が、子宮内膜症の発生、進展、増
悪に関与している可能性が高いと考えられ
る。深部子宮内膜症においては病変の浸潤に
も関連していると考えられる。実際、正所性
の子宮内膜上皮と子宮内膜症の上皮細胞に
おいて EMT のマーカーの違いを調べると、子
宮内膜症上皮ではサイトケラチンやEカドヘ
リンなどの上皮系マーカーの発現が低く、
S100A4 といった間質系のマーカーの発現が
強かった。これは、子宮内膜症上皮細胞に間
質系の性格が強いことを示唆する結果であ
る(５)。 さらには、αSMA、actin stress 
fiber, vimentin、フィブロネクチン、RhoA, 
ROCK-I, ROCK-II などの分子の発現上昇が、
子宮内膜症における線維化の亢進に関連し
ているという報告もある。特にαSMA は筋繊
維芽細胞のメジャーなマーカーであり(６)、
さらに子宮内膜症性間質細胞はαSMA 陽性の
筋繊維芽細胞に分化する(７)という報告も
ある。しかし、実際に子宮内膜症における EMT
の現象を in vitro においてさえも証明した
研究はない。そこで、子宮内膜症における EMT
を実証し、EMT とそれに伴う線維化の抑制が
新規治療ターゲットになると考え、今回の研
究を行った。 
 EMT を引き起こす物質の中で最も重要と思
われている因子はTGF-βである(８)。TGF-β
は古くより線維症との関連が示唆され、さら
に子宮内膜症においても TGF-βは重要な増
悪因子である。子宮内膜症においては腹腔内
貯留液、また卵巣子宮内膜症性嚢胞内容液に
TGF-β濃度の増加がみられる(９、１０)。ま
た、TGF-βは、正所性内膜に比較し、卵巣子
宮内膜症性嚢胞の上皮細胞に強く発現して
いる(１１)。TGF-βが子宮内膜症の増悪因子
である macrophage colony-stimulating 
factor (CSF)-1 を促進し、また腹膜中皮細胞
に子宮内膜上皮細胞が侵入する細胞侵入モ
デルにおいてその作用を促進するという報
告がある(１２)。また、これまでに我々は子
宮内膜症において炎症に関与する
Proteinase-activated receptor(PAR)2 の作
用を増強し TGF-βが子宮内膜症の増悪を促
進することを示した。 
 
２．研究の目的 
子宮内膜症における EMT と TGF-βの関連

につき検討することにした。EMT 誘導転写因
子には、E-cadherin を直接抑制する zinc  



finger型転写因子のSnaiファミリー(Snail, 
Slug)がある。これらの分子と子宮内膜症に
おける EMT との関連についても検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）検体 
子宮内膜症もしくはその他の良性疾患の

ために手術を施行する患者より書面による
インフォームドコンセントの上で、切除した
子宮内膜症病変の一部、子宮全摘症例に関し
ては子宮内膜の一部を採取した。病理組織学
的に子宮内膜症と診断されたものを用いた。
月経周期が順調、かつ手術直前の少なくとも
３カ月はホルモン療法などおこなっていな
い患者を対象とした。以上の行程は、以前よ
り東京大学の研究倫理委員会の承諾を得て
いる。 
 
（２）不死化子宮内膜上皮細胞 
手術検体より採取した子宮内膜症性卵巣

のう胞の内腔よりセルスクレーパーにて上
皮細胞を回収し、さらに分離、培養した。た
だし、初代培養の後、1 回継代するとほとん
どの細胞が死滅してしまうため、子宮内膜症
上皮細胞に eric campeau らが作製したレン
チウィルスベクターの backbone(１３)に
CDK4,hTERT, CyclinD1を導入して作製したレ
ンチウィルスの発現ベクターを感染させ、不
死化子宮内膜症上皮細胞を作成した。 
 

 
（３）TGFβの作用 
上記不死化子宮内膜症上皮細胞に TGF-β

を添加し、細胞の morphology の変化、上皮
マーカー、間質系のマーカーの発現の変化を
継時的に検討した。 
また、TGF-β を添加群、非添加群に対し、

定量的 PCR 法にて snail、αSMA の発現を測
定した。 
また、TGF-β添加群、非添加群に対し、子

宮内膜症上皮細胞 invasion assay にて浸潤
能を測定した。 
 
（４）EMT 転写因子の検討 
Snail は EMT に関連する転写因子である。

この overexpression ベクターが作成した。
特にこれらの遺伝子をドキシサイクリン
(Dox)で遺伝子の on off ができるような発現
ベクターを作成し子宮内膜症上皮細胞に導
入した。Dox を添加する場合としない場合で
細胞の性質を RT-PCR, 免疫染色、細胞増殖、
遊走能などを比較検討した。 
子宮内膜症組織と正所性の子宮内膜を免

疫化学染色し Snail の発現を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）不死化子宮内膜上皮細胞 
作成した子宮内膜症上皮細胞は癌遺伝子

を用いていないため、初代培養の上皮の形態
を失わず、核型も正常であった。上記により

子宮内膜症上皮細胞の不死化細胞を5ライン
樹立することに成功した。Cytokeratin など
の上皮マーカー、ミュラー管上皮細胞である
PAX8 発現も免疫染色法にて確認した。 
 

 
（２）TGFβの作用 
TGF-βを添加により、子宮内膜症上皮細胞

がspindle様の間質細胞様に形態の変化がみ
られた。 
また、定量的 PCR 法では TGF-β を添加に

より、snail、αSMA の発現が上昇することを
確認した。 
また、子宮内膜症上皮細胞 invasion assay

では TGF-β 添加にて浸潤能が亢進すること
が分かった。 
 
（３）EMT 転写因子の検討 
Snailのoverexpressionベクターを子宮内

膜症上皮細胞に導入し、invasion assayにて、
その浸潤能を確認したところ、明らかに浸潤
能が亢進していた。 
子宮内膜症組織と正所性の子宮内膜との

比較において、子宮内膜症において Snail の
発現が高いことを免疫化学染色にて確認し
た。 
 
以上より子宮内膜症において、不死化子宮内
膜上皮は研究に有用であること、TGFβが EMT
を促進し子宮内膜症の増悪に関与している
可能性、また EMT 関連分子として snail が重
要な役割を果たしている可能性が示唆され
た。 
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