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研究成果の概要（和文）：なぜ性成熟期女性10人に一人が子宮内膜症を発症し、そのうちの1％が発癌するの
か？を解明するため、以下の4項目を検討した。①インプリンティング遺伝子から子宮内膜症候補遺伝子を同定
した。②酸化ストレスの影響を受ける遺伝子群を同定した。その結果、DNA修復障害に関与するATRおよびChk1遺
伝子を同定した。③細胞死を免れるストレス抵抗遺伝子の同定：HNF-1beta下流遺伝子としてHNF-1beta→
Claspin→Chk1シグナル伝達系を発見した。④細胞周期停止と遺伝的不安定性蓄積機構：内膜症における細胞周
期停止機構の解明と遺伝的不安定性蓄積による癌化のプロセスを解明した。

研究成果の概要（英文）：Hepatocyte nuclear factor (HNF)-1beta enhances checkpoint kinase 1 (Chk1) 
activation and promotes G2/M cell cycle progression in ovarian clear cell carcinoma (CCC) following 
exposure to diverse genotoxic agents including bleomycin. Loss-of-function studies using 
RNAi-mediated gene silencing indicated that HNF-1beta facilitated the Claspin expression after 
treatment with a genotoxic agent bleomycin, resulting in accumulation of phosphorylated Chk1 
(p-Chk1) and promotion of survival in CCC cell lines. This study showed for the first time that 
USP28, a de-ubiquitinase crucial for Claspin expression, is one target gene of HNF-1beta. Knockdown 
of endogenous USP28 suppressed the Claspin and p-Chk1 expression and cell viability. Our findings 
identify a novel pathway of the HNF-1beta―Claspin―Chk1 axis in checkpoint signal amplification in 
response to DNA damage. Targeting this pathway may represent a putative, novel, anticancer strategy 
in CCC.

研究分野： 婦人科腫瘍

キーワード： 子宮内膜症　卵巣癌
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
子宮内膜症の病因として月経血逆流説や

化生説が提唱されているが、なぜ性成熟期女
性 10 人に一人が子宮内膜症を発症するのか
の疑問に答えることはできない。 
我々は子宮内膜の脱落膜化を規定する 127

個の遺伝子候補を抽出し、この遺伝子群と子
宮内膜症候補遺伝子群を比較したところ、内
膜症では通常子宮内膜間質細胞に発現して
いる脱落膜化遺伝子が発現低下していた。す
なわち脱落膜化機能不全により内膜症が発
生している可能性を報告した。 
内膜症で発現低下した遺伝子にはインプリ
ンティング遺伝子が多く含まれていること
を発見した。インプリンティング遺伝子の中
には生殖や胎盤形成に関連する遺伝子が多
く含まれ、複数の遺伝子はインプリンティン
グ遺伝子が密集している染色体 11p15.5近傍
に存在していた。染色体 11p15.5 近傍は胎児
期成人病説（バーカー説）で有名な部位であ
る。すなわち、胎児期のダイエットやストレ
ス等の環境要因が胎児子宮内膜の脱落膜化
機構に影響を与え、将来子宮内膜症や不妊症、
流産、妊娠高血圧症候群を引き起こす可能性
が強く示唆された。 
さらに我々は子宮内膜症の発癌機序解明

に取り組んでいる。11 万人をスクリーニング
した卵巣癌検診の結果、本邦における癌化の
頻度は 0.72％であることを報告した。その発
癌機序は以下のように考えている。子宮内膜
症は毎月嚢胞内に出血し、ヘモグロビンの鉄
がフェントン反応を介して酸化ストレスを
起こす。したがって、本来子宮内膜症は鉄に
よる酸化ストレスで細胞死が誘導され、閉経
すると通常内膜症は治癒する。我々の予備実
験で内膜症の初期の段階では嚢胞内の鉄は
Fe3+（三価の鉄）優位で「急性炎症」を惹起
し、鉄による酸化ストレスの結果、主に G（グ
アニン）塩基⇒T（チミン）塩基変異（トラ
ンジション）が起こり、ARID1A 遺伝子変異
機序を確認した。しかしこれだけでは発癌し
ない。ARID1A や PIK3CA の遺伝子変異は
passenger mutation で あ り 、 driver 
mutation ではないからである。 
続いて「慢性炎症」の時期になると

HNF-1beta という転写因子が過剰発現し解
毒・抗酸化が促進され、細胞死から免れよう
とする。この環境では、Fe3+から Fe2+優位
へと鉄成分の変化が起こる。すなわち持続す
る酸化ストレス環境下（Fe3+増加）で、本来
死滅すべき内膜症細胞のなかの約 1%のポピ
ュレーションが抗酸化ストレス機構（Fe2+
増加）を獲得した結果、細胞周期停止中に非
二重鎖 DNA 切断やクロマチン再構築不全を
もたらし、passenger mutation の蓄積が重な
り、やがて細胞周期回転を始めることにより
遺伝的不安定性が亢進し発癌すると考えて
いる。 
 
２．研究の目的 

なぜ性成熟期女性 10 人に一人が子宮内膜症
を発症し、そのうちの 1％が発癌するのか？
を解明するため、以下の 4 項目を検討する。
①インプリンティング遺伝子から子宮内膜
症候補遺伝子を同定：男性および女性のみに
発現しているインプリンティング遺伝子群
から子宮内膜症疾患候補遺伝子を同定する。
②酸化ストレスの影響を受ける遺伝子群の
同定：嚢胞内に含まれる鉄は Fe3+（三価の
鉄）優位で、酸化ストレスの結果、G（グア
ニン）⇒T（チミン）変異が起こる。この影
響を受けやすい遺伝子群を抽出する。③細胞
死を免れるストレス抵抗遺伝子の同定：
HNF-1beta 下流の複数の解毒因子の中から
候補遺伝子を同定する。④細胞周期停止と遺
伝的不安定性蓄積機構：内膜症における細胞
周期停止機構の解明と遺伝的不安定性蓄積
による癌化のプロセスを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)子宮内膜症の新規発生説（胎児期子宮内膜
症発生説）の証明のため、子宮内膜間質細胞
の脱落膜化に関与するインプリンティング
遺伝子の中から疾患責任遺伝子を同定する。 
(2)酸化ストレスの影響を受ける遺伝子群の
同定を行うため、嚢胞内の鉄が Fe3+から
Fe2+へスイッチするタイミングとトランジ
ション変異を起こす遺伝子を同定しその機
能を検証する。 
(3)細胞死を免れるためのストレス抵抗遺伝
子の特定と抗酸化遺伝子の発現調節機構を
解明する。 
(1)細胞周期停止と遺伝的不安定性蓄積を証
明するため、鉄による細胞周期調節機構と非
二重鎖 DNA 切断によるクロマチン再構築異
常と遺伝的不安定性の確認する。 
(4)子宮内膜症関連卵巣癌の治療のため、
Chk1 阻害薬投与・Claspin 発現低下実験を
行う。 
 
４．研究成果 
１．子宮内膜症の新規発生説（胎児期子宮内
膜症発生説の証明） 
(1)脱落膜化関連遺伝子から子宮内膜症候補
遺伝子の同定 
 子宮内膜症と子宮筋腫（コントロール）の
ため子宮摘出した患者の同意を得て、正所内
膜組織から上皮細胞と間質細胞に分離する。
我々が報告した脱落膜化を規定する遺伝子
群（HOXA10, IL11, LIF, TGF-beta, FKBP4, 
COX2, PGs, FOXO1 and C/EBPbeta 等）に
対して、上皮細胞と間質細胞の遺伝子発現を
マイクロアレイ・プロファイリング・パスウ
エイ解析で比較し、RT-PCR で定量し、非子
宮内膜症と比べて最も発現低下を認めた間
質細胞の遺伝子を決定し機能解析する。その
結果、子宮内膜に発現する脱落膜化関連遺伝
子の多くがメチル化されておりその発現が
抑制されていた。 
内膜症からの出血に含まれた鉄により



demethylase 遺伝子が発現低下することに
より脱落膜化遺伝子のメチル化が優位にな
ることを証明した。 
 
(2)人工妊娠中絶組織を用いたインプリンテ
ィング遺伝子発現実験 
予備研究により、男性のみに発現している生
殖に関連するインプリンティング遺伝子、
DIRAS3, BMP8B, CYP1B1, ZFAT, IGF2, 
MIMT1, MIR296 の 7 遺伝子と、女性のみに
発現しているインプリンティング遺伝子、
DVL1, FGFRL1, CDKN1C の 3 遺伝子をデ
ータベースから抽出し、免疫組織学的にタン
パク発現を確認した。 
・父親由来の 7 遺伝子は栄養膜組織で多く発
現し、母親由来の 3 遺伝子は胎児に多く発現
していることを in situ hybridization および
免疫染色で確認した。10 遺伝子産物の発現パ
ターンを見ると、父親由来遺伝子は胎児成長
に、母親由来遺伝子は発育抑制に作用した。 
・10 種類の候補インプリンティング遺伝子の
発現様式から、内膜特異的遺伝子を絞り込ん
だ結果、IGFBP-1 関連遺伝子に集約した。 
(3)不死化子宮内膜間質細胞を用いて脱落膜
化に関与するインプリンティング遺伝子を
同定 
不死化子宮内膜間質細胞を用いて、絞り込

まれたインプリンティング遺伝子を導入あ
るいはノックアウトした細胞を樹立する。ホ
ルモン＋cAMP添加により脱落膜化を促進し、
脱落膜化マーカーIGFBP1, PRL 発現および
形態変化を観察し、脱落膜化を抑制する機能
的遺伝子を絞り込んだ結果、IGFBP1 に集約
された。 
(4)染色体マップを作成し、インプリンティン
グ遺伝子座の相互作用を検討 
複数の候補インプリンティング遺伝子は染
色体 11p15.5 近傍に局在していた。絞り込ま
れた遺伝子の遺伝子座を正確に同定し、胎児
期成人病仮説で重要な IGF2 遺伝子座との連
関性を探索した結果、脱メチル化酵素に発現
低下を確認した。 
 
２．酸化ストレスの影響を受ける遺伝子群の
同定 
我々の先行研究により、初期の内膜症の鉄

は、Fe3+メトヘモグロビン（三価鉄）が主体
であり、Fe2+（二価鉄）がフェントン反応を
起こした後の残骸が蓄積し、Fe2+から多量の
OH ラジカルが産生された結果、主に DNA
塩基の G（グアニン）⇒T（チミン）変異（ト

ランジション）が起こっている「急性炎症」
期にあると推定され、鉄による酸化が抗酸化
機能を上回っている状況である（未発表デー
タ）。いずれ細胞死を迎える寸前でかろうじ
て生存していることが分かる。一方、「慢性
炎症」期に入ると Fe2+オキシへムが優位と
なり、過剰な酸化ストレスに対して転写因子
である HNF-1beta を過剰発現させ、CD44v9
（文献 12）などの抗酸化・解毒タンパクを産
生し、新たな抗酸化活性が機能している。す
なわち、「慢性炎症」期に入って生き延びた
内膜症細胞は過酷な環境における細胞死を
免れるため抗酸化機能を発揮すると考えら
れ、これが発癌につながることを証明した。 
(1)内膜症症例の嚢胞内容液の鉄の存在様式 
すでにサンプリングしてある内膜症(n=32)
および手術時に採取した内溶液の Fe2+、
Fe3+濃度およびフリーで存在するかタンパ
ク結合かを生化学的手法で調べ論文化した。 
(2)内膜症の癌化症例の嚢胞内容液の鉄の存
在様式 
すでにサンプリングしてある内膜症癌化例
および追加症例の Fe2+、Fe3+濃度およびフ
リーで存在するかタンパク結合かを生化学
的手法で調べた結果、ヘム鉄優位であった。 
(3)酸化ストレスによる遺伝子変異部位の同
定 
酸化ストレスをもたらす環境の変化を中心
に鉄→活性酸素→8-oxodG→複製時にトラン
ジションを惹起→発がんリスクの上昇、の仮
説を検証するため、CD44v9 発現の変異を同
定することができた。 
①遺伝子変異 ARID1A の生物機能解明 
不死化子宮内膜間質細胞にクロマチン再構
築に関与する ARID1A と ARID3A の遺伝子
導入および siRNA ノックダウン細胞を作成
し、E2F や p53 の発現変化を調べ ARID の
生物作用、特にアポトーシス、クロマチン再
構築、細胞周期変化を分子生化学的及び細胞
生物学的に解明した。その結果、H2O2 など
の酸化ストレスにより、脱メチル化酵素が発
現低下し、メチル化優位となり発現が低下し
た。 
②ARID1A、PIK3CA 変異に関してトランジ
ション変化の部位と頻度の同定 
過去に報告された ARID1A 遺伝子変異の部
位を、酸化ストレスで生じた変異 8-oxodG の
部位と重ね合わせ、両者が一致するかどうか
確認できた。 
③ARID1A によるクロマチン再構築実験と
ヒストンユビキチン化の証明 
変異 ARID1A 遺伝子によるタンパク構造変
化が本来の生物活性を消失させ、H2B ヒスト
ンタンパクのユビキチン化がうまくいかず、
クロマチン構造に変異をもたらすことを確
認した。 
・ヒトで確認された ARID1A 変異遺伝子導入
によるクロマチン再構築異常の検証を行う
ため、卵巣明細胞腺癌細胞株に遺伝子導入を
行い、クロマチン免疫沈降 (ChIP) 法により



細胞のクロマチン中の ARID1A－DNA 相互
作用を調べた。 
・ARID1A 変異の遺伝子導入、ARID1A ノッ
クアウトのみで細胞の増殖能や表現系が変
化するか調べる。さらに紫外線照射等のスト
レス環境下で同様の効果を確認する。
PIK3CA 遺伝子も変異遺伝子導入やノック
アウト細胞を用いて同様に調べた。 
・変異 ARID1A タンパクがヒストン H2B の
ユビキチン化を調節できるのか検討する。卵
巣明細胞腺癌細胞株に変異 ARID1A 遺伝子
導入を行い、ヒストン H2B のユビキチン化
をウエスタンブロットや免疫沈降法など生
化学的に検討した。その結果、HNF-1beta
の下流遺伝子として、USP28, Claspin, Chk1
経路を発見した。 
 
３．細胞死を免れるためのストレス抵抗遺伝
子の同定 
過剰発現する可能性が高い抗酸化物質と

して、CD44v9、xCT の発現変化を内膜症と
癌で比較検討した。 
(1)臨床検体を用いて代表的な抗酸化物質の
発現を免疫染色、RT-PCR で検討した。 
(2) 不 死 化 子 宮 内 膜 間 質 培 養 細 胞 に
HNF-1beta 遺伝子を導入し、CD44v9 の発現
変化をウエスタンブロットや RT-PCR で確
認した。 
４．細胞周期停止と遺伝的不安定性蓄積 
(1)細胞周期停止実験 
①HNF-1beta が Claspin を過剰発現させ、
Chk1-Claspin 複合体を形成することにより
Chk1 リン酸化を持続安定させ、細胞周期が
停止する機序を解明する。卵巣明細胞腺癌細
胞株に HNF-1beta 遺伝子導入およびノック
アウト細胞を作成し、経時的に Chk1 リン酸
化 と Claspin 発 現 を 調 べ る 。 ま た 、
Chk1-Claspin 複合体の形成を免疫沈降で調
べた。 
②HNF-1beta 遺伝子導入した、あるいはノ
ックダウンした不死化子宮内膜間質細胞を
用いて Fe2+添加あるいは紫外線照射による
DNA 障害時に Chk1 のリン酸化を指標とし
て、Claspin の影響を 1）と同様に検討した。
同時に Claspin 遺伝子導入した、あるいはノ
ックダウンした不死化子宮内膜間質細胞を
用いて細胞周期回転を生化学的に解析した。 
(2)遺伝的不安定性獲得実験 
酸化ストレスが関与するゲノムの不安定性
は染色体不安定性を惹起する酸化型塩基損
傷であり、Fe2+は非二重鎖切断(DSBs)を誘
発する。これが遺伝的不安定性を誘発した。 
①波長が 365 nm の長波長紫外線（Ultra 
Violet-A、400-4000 kJ/m2）を用いて非 DSBs 
型 DNA 損傷を誘発する。微小核細胞融合法
を用いて不死化子宮内膜間質細胞に外来の
非 DSBs 型 DNA 損傷を移入し、これにより
遺伝的不安定性を誘発した。 
②遺伝的不安定性誘発の有無を遅延性染色
体異常の生成を指標として調べ、Fe2+による

遺伝的不安定性誘発機構の解明を試みた。 
５．子宮内膜症関連卵巣癌の治療 
癌化後の治療の標的因子として Chk1 リン酸
化抑制と Claspin 発現低下が考えられる。 
(1)Chk1 をターゲットとしたがん治療として
Chk1 inhibitor（すでに米国で肉腫等を中心
に第 2 相試験が実施されており入手可能）を
用いて in vitro で細胞増殖能、浸潤能を評価
する。次にヒト卵巣明細胞腺癌担癌マウス実
験で有効性、安全性を確認したが、毒性が強
いため他の遺伝子（未発表）に標的を変更し
た。 
(2)Claspinをターゲットとしたがん治療とし
て、卵巣明細胞腺癌に Claspin siRNA を導入
し、in vitro で細胞増殖能、浸潤能を評価し
ているところである。次にヒト卵巣明細胞腺
癌担癌マウス実験で有効性、安全性を確認し
ているところである。 
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