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研究成果の概要（和文）：子宮内膜症からの癌化機序として遺伝子不安定性等を検討した。繰り返す月経血の逆流によ
る酸化ストレスにより、子宮内膜症自体に遺伝子変異が生じており、脱落膜化機能に関連した遺伝子群がメチル化され
発現低下していた。これはすでに子宮内膜症患者の正所子宮内膜においてもその発現変化を確認できた。毎月おこる月
経血に含まれるヘモグロビンによるヘムや鉄により酸化ストレスによりG→T変異を起こし遺伝子変異が惹起された。元
来胎児期から子宮内膜に遺伝子変異を有していると推定された女性が、生後に繰り返す出血により広範囲な遺伝子変異
が発生し、鉄による酸化ストレスの影響を受けて子宮内膜症から発がんする機序を検討した。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to describe genomic instability, genetic polymorph
isms and their haplotype, epigenetic alterations associated with endometriosis predisposition, and the key
 factors that have been linked to endometriosis-related ovarian neoplasms. Retrograde menstruation leads t
o iron overload, which facilitates the accumulation of somatic mutations through a Fenton reaction-mediate
d oxidative stress. There seems to be at least three spatiotemporally distinct phases of endometriosis dev
elopment: The initial phase of genetic background inherited from parents would be followed by the second b
ig wave of epigenetic modifications in the female offspring and the final phase of the iron overload that 
is subject to dynamic modulation later in life. The dramatic regulation of endometriosis susceptibility ge
nes may come from a mechanism responsible for epigenetic and genetic mutations based on the microenvironme
ntal changes.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
子宮内膜症は月経困難症や不妊症など若

年女性の QOL を損なう疾患であり、本邦で約
200 万人の潜在患者が存在する。我々の 21 年
間に及ぶ前方視的臨床研究により、6,398 人
の卵巣子宮内膜症患者から、46 人の卵巣がん
患者が発生し、本邦におけるがん発生頻度は
0.72％で、自然発生卵巣がんに比べ 8倍以上
の高率でがん化が起こることを初めて証明
した。その病理組織型は明細胞腺癌と類内膜
腺癌が大半を占めた。 
欧米では卵巣がんに占める明細胞腺癌の

頻度は 6％であり、日本人では 22％と 3～4
倍高率に発症する。この組織型は漿液性癌や
類内膜腺癌と異なり、抗がん剤耐性を示し予
後不良であるため、発がん機序の解明ならび
に治療法の確立が急がれる。 
子宮内膜症のがん化に関する話題は現在

ホットトピックスであるがそのメカニズム
については未だ不明な点が多い。我々は DNA
マイクロアレイによる網羅的解析により、卵
巣明細胞腺癌においてのみ転写遺伝子
Hepatocyte nuclear factor-1beta 
(HNF-1beta)が過剰発現していること、さら
に酸化ストレス・解毒関連酵素・抗アポトー
シス・グリコーゲン合成遺伝子も過剰発現し
ていることを報告した。解毒酵素および抗ア
ポトーシスタンパクの過剰発現により抗が
ん剤耐性となり、さらに明細胞腺癌の病理学
的特徴であるグリコーゲン蓄積も説明でき
ることより、明細胞腺癌の臨床的・病理学的
特徴を明確にとらえることができた（図１）。 

 
過剰発現遺伝子の約 70％は解毒関連酵素

であり、その過半数は HNF-1beta 下流遺伝子
群と判明し、本転写因子の重要性を証明した。 
我々が今までに行った基礎研究の結果、微

小環境の変化、すなわち嚢胞内容液に含まれ
る「鉄」による持続的酸化ストレスが発がん
に密接に関連していることを見出した。 
 

２．研究の目的 
 
卵巣子宮内膜症性嚢胞から悪性化をきた

す多段階発がんの各ステップにおいて、活性
酸素種によるゲノムDNAの酸化ストレスの視

点から、その発がん候補遺伝子の突然変異し
やすい特定部位の同定と発がんに及ぼす影
響を調べる。次に「鉄」投与による卵巣明細
胞腺癌の自然発がん動物モデルを作成し、が
ん化のメカニズムの解明と治療法を確立す
ることを目的とする。 
そこで、発がん機序を解明するために以下

の仮説を立てた。子宮内膜症は月経のたびに
異所内膜から出血し、ヘモグロビンに含まれ
る「鉄 (iron)」が Fe 2+ H2O2-→Fe 3+ + OH- 
+ OH. で示される「フェントン反応」により
強力な活性酸素種 ROS を放出する。この活性
酸素により持続的・慢性的な炎症と酸化スト
レスを受け続け、 DNA、脂質、タンパクが障
害を受け発がんする（図１）。 
 
【平成 23 年度内】・・・「鉄」が遺伝子変異
を起こし得ることを証明する 
① 子宮内膜症と明細胞腺癌において

「鉄」および関連遺伝子の局在を PCR と免疫
染色で確認する 
② 酸化ストレス、特に「鉄（Fe-NTA）」

添加により変化する遺伝子群とその突然変
異を同定する 
③ 転写因子 HNF-1beta の過剰発現・ノ

ックアウトによる癌細胞の性格（増殖能、浸
潤能、アノイキス抵抗性）の変化を調べる 
 
【平成 24 年度以降】・・・遺伝子の特定を元
に発がんマウスモデルの樹立を行う 
④ HNF-1beta の発現を修飾する薬剤に

よるがん細胞機能変化の解析を行う 
⑤ 今までに我々が検討してきた発が

ん関連遺伝子 (PPP2R1A、ARID1A、PIK3CA 、
KRAS、MAPK、PTEN) 発現を調節する因子（環
境因子および調節遺伝子）の網羅的解析 
⑥ 塩基除去修復酵素遺伝子 OGG1 ノッ

クアウトによる突然変異に対する酸化スト
レスの影響を検討 
⑦ クロマチン再構築に及ぼす酸化ス

トレスの影響を検討 
⑧ 子宮内膜症がん化モデル動物を作

成し、遺伝子操作によらない自然発がんモデ
ルを樹立する 
 
３．研究の方法 
 
子宮内膜症の嚢胞内に蓄積した「鉄」によ

るフェントン反応の結果、活性酸素種が産生
され、持続的酸化ストレス状態が惹起される。
多くの内膜症細胞はこの微小環境のもとで
死滅するが転写因子HNF-1betaの過剰発現能
を獲得した細胞のみが、より多くの解毒酵素
を産生し、生存のシグナルを獲得するととも
にグリコーゲンを蓄積し生存のためのエネ
ルギーを獲得できる。 
過剰な酸化ストレスにより我々が想定し

ている発がん遺伝子のグアニン塩基 G が
8-oxoG に修飾され、チミン塩基 Tと誤翻訳さ
れ突然変異を起こし、抗アポトーシスを介し



て生存を獲得する。これが子宮内膜症からの
発がん機序であるとの仮説を証明するため
の実験計画を立案した。最後に「鉄」による
明細胞腺癌発がんマウスモデルを3種類の独
立した方法で作成する（図４）。 

 
４．研究成果 
 
１．「鉄」および関連遺伝子産物の局在を免
疫染色と遺伝子発現で確認 
正常子宮内膜（増殖期、分泌期、妊娠期、

閉経期）、子宮内膜症（卵巣チョコレート嚢
胞、腹膜病変）（計 90 例）、卵巣がん（計 120
例：漿液性・粘液性・類内膜・明細胞腺癌）
組織のパラフィンブロックおよび各種培養
細胞を用いて、鉄染色およびヘム、フェリチ
ン重鎖・軽鎖、トランスフェリン受容体、ヘ
ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ (HO-1, HO-2) 、 Iron 
regulatory protein (IRP-1, IRP-2)の免疫
染色と遺伝子発現を検討した。その結果、チ
ョコレート嚢胞内にはメトヘモグロビンが
優位であり、Fe3+が豊富に存在していた。一
方、明細胞腺癌ではオキシヘムが優位であり、
Fe2+が豊富に存在した。明細胞腺癌における
「鉄」関遺伝子の特異的抗酸化ストレス過剰
発現を立証した。 
 
２．酸化ストレス、特に「鉄（Fe-NTA）」添
加により変化する遺伝子群とその突然変異
の同定 
使用する培養細胞株は卵巣漿液性腺癌細

胞 SKOV、粘液性腺癌細胞 RMUG-S、明細胞腺
癌 ES2、KOC、RMG1、TOV、TUOCC、およびヒト
胎児腎細胞 HEK293 と子宮頸癌細胞 HeLa であ
る。 
（1） 培養細胞に「鉄」（フェジンまたは
Fe-NTA (硝酸第二鉄九水和物＋ニトリロ二酢
酸二ナトリウム)）を添加しマイクロアレイ
により動いた遺伝子群を網羅的を解析する。
さらに、メチル化アレイを行いメチル化の程
度を比較した。特に明細胞腺癌細胞のうち
HNF-1beta 非発現細胞 ES2 および漿液性癌
SKOV（HNF-1beta 非発現）に「鉄」を添加し、
HNF-1beta 遺伝子の低メチル化（過剰発現）、
mRNA・タンパク過剰発現が再現できるかメチ
ル化アレイ・マイクロアレイ・PCR・ウエス
タンブロットで確認した。その結果、G→T変
異を確認した。 
（2） 明細胞腺癌培養細胞および臨床検体

（90例）においてPPP2R1A、ARID1A、PIK3CA 、
KRAS 遺伝子の遺伝子変異ホットスポット領
域にグアニン G→チミン T 突然変異が起こっ
ているかどうか塩基配列を調べた。さらに突
然変異が起こっていない SOKV（HNF-1beta 非
発現）に「鉄」を添加し、上記遺伝子の突然
変異のホットスポット領域にグアニン G→チ
ミンT変異が起こるかどうかその塩基配列を
調べた。 
予想通り、Fe2+による酸化ストレスの結果

グアニン G→チミン T変異を確認した。 
（3） 8-oxoG 特異抗体を用いて酸化ストレ
ス修飾遺伝子を免疫沈降しそのゲノムDNA領
域の解析から、より詳細な酸化ストレス修飾
遺伝子マップを作成した。 
 
３．転写因子 HNF-1beta の過剰発現・ノック
アウトによる癌細胞の性格（増殖能、浸潤能、
アノイキス抵抗性）の変化 
5 種類の明細胞腺癌細胞のうち HNF-1beta

非発現細胞 ES2 および漿液性癌細胞 SKOV
（HNF- 1beta 非発現）を用いて、ウイルスベ
クター導入によるHNF-1beta恒常的発現株の
樹立を行った。 
次に明細胞腺癌細胞のうち 4 種類の

HNF-1beta過剰発現細胞KOC、RMG1、TOV、TUOCC
を用いて siRNA によるノックダウンを行う
（KOC はすでに成功している）。 
これらの細胞での増殖能、浸潤能、アノイ

キス抵抗性、抗がん剤耐性を比較する。増殖
能は MTT アッセイ法と ELISA 法で、浸潤能は
ボイデンチャンバーアッセイ法で、アノイキ
ス抵抗性は Tunnel 法で検討した。HNF-1beta
の過剰発現により細胞周期が停止し、DNA 障
害修復を行いやすい環境を構築することが
判明した。 
 
４．HNF-1beta の発現を修飾する薬剤による
がん細胞機能評価 
HNF-1beta を直接抑制するあるいはその下

流遺伝子発現を抑制する薬剤、試薬を培養細
胞に添加しその増殖能、浸潤能、アノイキス
抵抗性、抗がん剤耐性の変化を比較した。こ
の薬剤が発見できればsiRNAを導入しなくて
も抗がん剤感受性促進に関する臨床的なア
プローチが可能となる。 
次に抗酸化薬やスカベンジャー（ビタミン

C・E、ポリフェノール、カテキンなど）を前
投与することにより、「鉄」投与による HNF-1 
beta 発現、遺伝子突然変異、細胞機能の抑制
効果を in vitro で調べた。その結果、我々
は HNF-1beta 下流遺伝子である Chk1 を抑制
するインヒビターを入手し抗癌活性の増強
を確認した。 
 
５．発がん関連遺伝子(PPP2R1A、ARID1A、
PIK3CA 、KRAS、MAPK、PTEN)発現を調節する
因子の網羅的解析 
ヒト卵巣明細胞腺癌の臨床検体における

これらの遺伝子の一塩基突然変異率は数％



から数十％であり決して高率ではない。遺伝
子自体に突然変異が起こらなくてもこれら
の遺伝子産物タンパク機能を制御している
因子が酸化ストレスで影響を受けた場合で
も発がんを起こす可能性があることが乳が
んや肺がんで報告されている。 
候補としてリン酸化ERKを抑制するMKP-3、

PTEN 活性を低下させる DJ-1 などの調節因子
が「鉄」の酸化ストレスでどのような影響を
受けるのか、その遺伝子・タンパク発現、突
然変異レベルを網羅的に解析した。その結果、
これらの遺伝子変異を惹起する鉄は Fe2+で
あり、オキシヘモグロビンの自動酸化および
フェントン反応に依存していた。 
 
６．塩基除去修復酵素遺伝子 OGG1 ノックア
ウトによる突然変異に対する酸化ストレス
の影響 
通常8-oxoGが産生されても8-oxoG トリフ

ォスファターゼ(OGG1 遺伝子産物など)によ
り塩基除去修復され発がんは抑制されてい
る。これには OGG1 に代表される複数の酸化
ストレス塩基除去タンパクが関与している
が、我々の予備実験により、明細胞腺癌では
酸化ストレス塩基除去酵素 OGG1 遺伝子発現
が抑制されていることを発見した。すなわち
酸化ストレスにより発がんしやすい微小環
境が作られている可能性がある。 
そこで、ヒト不死化卵巣表層上皮細胞 OSE

に OGG1 siRNA を導入しノックダウン後に
「鉄」添加により酸化ストレスが増加し、発
がん関連遺伝子の塩基配列に突然変異が起
こりやすくなるかどうか調べているところ
である。 
酸化ストレスが亢進している細胞は細胞

死を招くが、抗酸化ストレスが発現した細胞
は細胞死を免れ、遺伝子不安定性を持ったま
ま生存することにより癌化することが判明
した。 
 
７．クロマチン再構築に及ぼす酸化ストレス
の影響 
発がん関連遺伝子のうち、一塩基突然変異

率の最も高いのが ARID1A 遺伝子である。こ
れは高次のクロマチン構造に応答して特定
遺伝子に結合するタンパクである。したがっ
て明細胞腺癌の発がんにはクロマチン再構
築異常に伴う発がん遺伝子変化が強く関与
していると思われる。 
この現象を培養細胞で再現するために、ヒ

ト不死化卵巣表層上皮細胞 OSE・明細胞腺癌
細胞 ES2（HNF-1beta 非発現）に「鉄」を添
加し、ARID1A 遺伝子突然変異の確認、抗
8-oxoG抗体による酸化修飾ゲノムDNAの解析、
免疫沈降によるクロマチン再構築応答実験
を行う。現在継続実験中である。 
 
８．遺伝子操作によらない子宮内膜症がん化
モデル動物の確立 
C57BL/6 マウスに持続的酸化ストレス状態

を再現するため、約 3 か月間連日腹腔内に
「鉄」（フェジンまたは Fe-NTA(硝酸第二鉄九
水和物＋ニトリロ二酢酸二ナトリウム)）を
注入し、卵巣がん、腎がん、腹膜中皮腫の発
生を観察する。予備実験により雄マウスは腎
がんが発生したため過排卵雌マウスで再度
実験したが、悪性中皮腫が発生してしまった。 
子宮内膜症モデルマウス（マウスの子宮を
反転させる方法と腎被膜下ヒト子宮内膜移
植を用いるヌードマウス法）に約 3か月間連
日腹腔内に「鉄」を注入し、卵巣がん、腎が
ん、腹膜中皮腫の発生を観察しているところ
である。 
解毒酵素である Mn-SOD、OGG1 遺伝子欠損
マウスに連日腹腔内に「鉄」を注入し、卵巣
がん、腎がん、腹膜中皮腫の発生を観察する。
いずれも病理学的・遺伝子学的な評価を行う。 
この 3通りの方法で卵巣明細胞腺癌のモデ

ルマウスの作成を行っている。OGG1 遺伝子欠
損マウスでは自然発症肺がんが認められ、
「鉄」による卵巣癌発がんは容易であると推
定され、今後実施していく予定である。遺伝
子操作をすることなく子宮内膜症がん化マ
ウスモデルを樹立するのが理想であり1およ
び２番目の方法に期待する。 
 いずれもマウスに対して悪性中皮腫や腎
癌が先に発生するため、卵巣癌の発生は確認
できなかったため、新たなモデルを考察した
い。 
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