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研究成果の概要（和文）：子宮筋腫は低酸素に長期間暴露されているためにミトコンドリアの機能に異常が起こ
るとの仮説を立て、子宮筋腫における低酸素反応を検討した。筋腫組織では、子宮筋よりも低酸素誘導因子
Hypoxia inducible factor-1α(HIF-1α)の発現が有意に高く、培養筋腫細胞では、低酸素によるHIF-1α発現量
の増加、核内HIF-1α発現の誘導、HIF標的遺伝子のプロモーター領域への結合増加が確認された。さらにHIF標
的遺伝子のmRNA発現が増加し、アポトーシスが誘導された。以上より子宮筋腫ではHIFを介した低酸素反応が起
こっていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Severe hypoxia may cause mitochondrial dysfunction in uterine leiomyoma; 
therefore, we clarified hypoxic responses in uterine leiomyoma. Expression of hypoxia inducible 
factor (HIF)-1α was significantly higher in uterine leiomyoma tissues than those in the adjacent 
myometrium. Hypoxia significantly induced HIF-1α protein expression and intranuclear distribution 
of HIF-1α in primary cultured uterine leiomyoma cells. Hypoxia also induced recruitment of HIF-1α
binding to the putative HIF response element on the promoter of HIF-responseive genes and subsequent
 mRNA expression of the HIF-responsive genes in uterine leiomyoma cells. Hypoxia significantly 
induced apoptosis of uterine leiomyoma cells. Taken together, hypoxia may induce HIF-mediated 
hypoxic responses in uterine leiomyoma.

研究分野：婦人科学
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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 
 
子宮筋腫は豊富な細胞外マトリックスと
無血管領域を有し、著しい低酸素環境
（hypoxia）にある。癌細胞では低酸素下で、
転写因子 Hypoxia inducible factor-1 α
（HIF-1α）が誘導されて嫌気性解糖、血管
新生などが起こり、細胞は hypoxia に順応す
る。ところが、筋腫では HIF-1αの発現はみ
られないとの報告があり、hypoxia に対して
HIF-1 非依存性の代謝調節系が機能している
可能性がある。一方、筋腫で HIF-1αの発現
があるという別の報告も存在し、HIF-1αの
発現を再検討する必要が生じた。 
われわれは、子宮筋腫細胞を低酸素下に培
養し、発現アレイ-Gene ontology 解析を行っ
た。その結果、筋腫細胞では、解糖と糖新生
に関わる遺伝子群と、免疫関連シグナル、呼
吸鎖関連遺伝子群の発現が変化しているこ
とを見いだした。 
また、筋腫細胞を用いて、C12 酢酸による
トレーサー解析（GC-MS）およびメタボロー
ム解析を行った。その結果、筋腫では多くの
解糖系中間代謝物質が増加し、逆に TCA 回路
の代謝産物が減少していた。また、解糖系か
らの側反応の結果と思われるペントースリ
ン酸経路代謝産物、N-アセチルアスパラギン
酸などの増加が観察された。以上より筋腫で
は TCA 回路に障害があり、代償性に解糖系に
よるエネルギー産生が亢進していることが
示唆された。TCA 回路と酸化的リン酸化によ
るエネルギー産生反応は、ミトコンドリアが
担当していることから、われわれはミトコン
ドリアの機能異常が筋腫と関連していると
の仮説を立てた。 

 
２．研究の目的 
 
（１）子宮筋腫における HIF-1αの発現を再
検討する 
（２）子宮筋腫における低酸素誘導反応を明
らかにする 
（３）子宮筋腫におけるミトコンドリア異常
を明らかにする 
 
３．研究の方法 
 
(１) 子宮筋腫・子宮筋組織の採取と初代培
養細胞の作成 
本研究の実験プロトコールはすべて千葉
大学大学院医学研究院倫理委員会の承認を
得た。動物実験プロトコールは千葉大学動物
実験委員会の承認を得た。また、臨床検体を
採取する際には事前に患者から口頭と文書
にて本研究の同意を得た。子宮筋腫のために
摘出された子宮から採取した筋腫と正常子
宮筋組織を実験に用いた。また、組織を消化
し、初代培養細胞として実験に用いた。 
（２）子宮筋腫平滑筋細胞・子宮筋細胞の低
酸素培養 

初代培養細胞を低酸素（hypoxia, 1% 酸素）
と通常酸素（normoxia, 21% 酸素）で培養し、
全 RNA とタンパクを抽出した。Hypoxia を模
倣するために normoxia で培養した初代培養
細胞に 100μMの塩化コバルトを添加した。 
 
（３）子宮筋腫組織、細胞における HIF-1α
発現の検討 
 子宮筋腫組織における HIF-1αタンパク発
現をウエスタンブロット法で、正常子宮筋腫
組織と比較した。筋腫は大量の細胞外マトリ
ックスを含むため、全タンパクを抽出すると
細胞外マトリックス関連タンパクの影響を
受けると考えられた。そこで筋腫、正常子宮
筋組織から核タンパクを抽出した。HIF-1α
タンパク発現量はβ-actin タンパク発現量
で補正し、Image-J ソフトにより定量化した。 
 次に培養細胞を用いてhypoxiaによる子宮
筋腫平滑筋細胞のHIF-1αタンパク発現誘導
を検討した。培養細胞は細胞外マトリックス
を持たないため、全タンパクを用いてウエス
タンブロット法を行った。初代培養細胞を継
代し、hypoxia で 2、4、6、12 時間培養した
後、あるいは normoxia で 6 時間培養した後
にタンパクを抽出した。さらに塩化コバルト
を添加後 normoxia で 6 時間培養し反応を止
め、陽性対照とした。 
 次に、子宮筋腫平滑筋細胞で hypoxia によ
る HIF-1αタンパク発現の局在の変化を、蛍
光細胞免疫染色を用いて検討した。Hypoxia、
normoxia で 6 時間培養した後、細胞を 2%パ
ラホルムアルデヒドで固定し、抗 HIF-1 抗体
添加後、蛍光 2次抗体にて発色させ、蛍光顕
微鏡により HIF-1αタンパクの細胞内局在を
観察した。 
 
（４）子宮筋腫細胞における HIF 標的遺伝子
発現の検討 
 KEGGデータベースからHIF標的遺伝子のう
ち、解糖系、グルコース輸送、血管新生にか
かわる 9 遺伝子を選択し、hypoxia 培養時の
mRNA 発現の変化を検討した。解糖系関連遺伝
子として、ALDOA, ENO1, GAPDH, PFKL, HK1, 
LDHA, PFKB3 の 7 遺伝子、グルコース輸送関
連遺伝子として SLC2A1, 血管新生関連遺伝
子として VEGFA の発現を検討した。細胞を
hypoxia, normoxiaで培養し6時間後に全RNA
を抽出し、定量的 RT-PCR 法を行った。各 mRNA
発現量は ACTB（β-actin をコードする遺伝
子） mRNA 発現量で補正した。 
 
（５）子宮筋腫細胞における HIF-1 と HIF 標
的遺伝子の結合量の検討 
 HIF 標的遺伝子のうち、プロモーター領域
の推定されるHIF反応配列が明らかになって
いる 3 遺伝子（ENO1, LDHA, VEGFA）の HIF
反応配列への HIF-1αタンパクの集積をクロ
マチン免疫沈降法にて検討した。 
（６）子宮筋腫細胞低酸素培養下の増殖、ア
ポトーシスの検討 



 子宮筋腫平滑筋細胞をhypoxiaで培養した
際の細胞増殖、アポトーシスの変化を
normoxia と比較した。子宮筋腫平滑筋細胞を
hypoxia で 2,6,12,24 時間培養した後、細胞
増殖は Cell Counting Kit-8、アポトーシス
は Caspase 3/7-Glo Assay kit を用いて測定
した。 
 
（７）統計学的解析 
統 計学的解析には  JMP statistical 
software (SAS Institute Inc. USA)を用い
た。 子宮筋腫・正常子宮筋のペアとなるサ
ンプル、同一細胞における hypoxia と
normoxia の比較を paired t-test を用いて検
討した。統計学的有意差は P < 0.05 とした。 
 
４．研究成果 
 
（１）子宮筋腫組織、細胞における HIF-1α
タンパクの発現 
 
 HIF-1 は hypoxia により発現が誘導される
HIF-1αと、細胞内に恒常的に発現している
HIF-1βのヘテロダイマーから成る。これを
中心とした HIF 転写複合体が、HIF 標的遺伝
子の HIF 反応配列に結合し、その標的遺伝子
の転写を調節する。Normoxia では HIF-1αは
ユビキチン・プロテアソーム系で分解されて
いるが、hypoxia ではこの分解が阻害され
HIF-1αの発現量が上昇する。 
 筋腫で HIF-1αの発現がみられないとされ
た報告では全タンパクを用いた検討が行わ
れていた。しかしながら、子宮筋腫は大量の
細胞外マトリックスを含んでおり、全タンパ
クでは細胞内タンパクの検出感度が大幅に
下がると考えられた。したがって本研究では、
核タンパクを用いて HIF-1αタンパクの検出
を試みた。その結果、HIF-1αタンパクは子
宮筋腫組織で正常子宮筋よりも有意に高発
現していることが明らかとなった（図 1a,b） 
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M：子宮筋 

            L：子宮筋腫 
 
            *P<0.05 

（図 1）子宮筋腫・正常子宮筋組織における
HIF-1αタンパク発現 
(a) 代表的ウエスタンブロット：β-actin 発
現は筋腫と正常筋で差がみられなかった。 
(b) 6 ペア検体による HIF-1α タンパク発現
量の検討：HIF-1α タンパク発現量はβ
-actin タンパク発現量で補正した。 
 
（２）子宮筋腫平滑筋細胞における hypoxia
による HIF-1αの発現誘導 
 
 次に初代培養細胞を用いて、子宮筋腫にお
ける hypoxia による細胞内 HIF-1αタンパク
発現誘導を検討した。 
 Normoxiaでは HIF-1αタンパクの発現を検
出することができなかったが、hypoxia では
培養開始 2 時間で HIF-1αタンパクの発現が
みられた（図 2a）。この HIF-1αタンパクの
発現は、12 時間後もみられた。塩化コバルト
添加後 6 時間では、HIF-1αタンパクの発現
増加はさらに顕著となった（図 2b）。 
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（図 2）子宮筋腫平滑筋細胞におけるhypoxia
による HIF-1αタンパクの発現誘導 
(a)代表的ウエスタンブロット：細胞を
hypoxia で 2, 4, 6 時間培養し、核タンパク
を抽出した。陽性対照として 100μM の塩化
コバルトを添加し normoxia で 6 時間培養し
た（CoCl2 レーン）。 
(b)6検体のhypoxiaによるHIF-1αタンパク
発現量：HIF-1α タンパク発現量はβ-actin
タンパク発現量で補正した。 
 
（３）子宮筋腫平滑筋細胞における hypoxia
による HIF-1α細胞内局在の変化 
 
 Hypoxia 培養 6 時間後の細胞内 HIF-1αタ



ンパクの局在変化を検討した。Hypoxia によ
り核内の HIF-1αタンパクの発現が有意に増
加した（図 3）。塩化コバルト添加でも同様に
核内の HIF-1αタンパクの発現が増加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 3）子宮筋腫平滑筋細胞におけるhypoxia
による HIF-1αタンパク細胞内局在の変化 
（上段）位相差顕微鏡所見 
（下段）蛍光顕微鏡所見 
陽性対照として 100μM 塩化コバルトを添加
後 normoxia で 6 時間培養した（CoCl2）。 
 
（４）子宮筋腫平滑筋細胞における HIF 標的
遺伝子発現の検討 
 
 9 個の HIF 標的遺伝子のうち、Hypoxia に
より 6 遺伝子（ALDOA, ENO1, LDHA, VEGFA, 
PFKFB3, SLC2A1）の mRNA 発現量が有意に増
加した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 4）子宮筋腫平滑筋細胞におけるhypoxia
による HIF 標的遺伝子 mRNA 発現量の変化 
Hypoxia 培養を行い、6 時間後に全 RNA を抽
出した。各遺伝子の mRNA 発現量は ACTB mRNA
発現量で補正した。 
 
（５）子宮筋腫細胞における HIF-1 と HIF 標
的遺伝子の結合量の検討 
 
 Hypoxiaにより、HIF標的遺伝子であるENO1, 
LDHA, VEGFA のプロモーター領域への HIF-1
αタンパク集積の有意な増加がみられた（図
5）。これらの遺伝子の mRNA 発現量も hypoxia
により増加することから、HIF 反応配列に
HIF-1αを含む HIF 転写複合体が結合し、転
写を調節していると考えられた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（図 5）子宮筋腫平滑筋細胞におけるhypoxia
による HIF 標的遺伝子の HIF 反応配列への
HIF-1α集積の変化 
Hypoxia 培養 6時間で反応を停止させ、ChIP-
ｑPCR 法にて ENO1, LDHA, VEGFA のプロモー
ター領域への HIF-1αの結合をみた。 
 
（６）子宮筋腫平滑筋細胞の hypoxia による
細胞増殖、アポトーシスの変化 
 
 子宮筋腫平滑筋細胞をhypoxiaで培養して
も細胞増殖には変化がみられなかった（図
6a）。一方、アポトーシスは hypoxia 培養 24
時間で normoxia よりも有意に亢進した（図
6b）。 
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（図 6）hypoxia による子宮筋腫平滑筋細胞
の細胞増殖、アポトーシスの変化 
(a)細胞増殖： Cell Counting Kit-8 
(b) アポトーシス：Caspase 3/7-Glo Assay 
kit 
以上の結果から、子宮筋腫および子宮筋腫
平滑筋細胞では、hypoxia により HIF-1αの
発現が増加し、核内の HIF-1αの発現が誘導
されることが明らかになった。また、HIF 転
写複合体がHIF標的遺伝子のプロモーターに
ある HIF 反応配列に結合することで、この標
的遺伝子の転写を調節することが示唆され
た。 
子宮筋腫においても HIF-1 と HIF 標的遺伝
子の発現調節による低酸素誘導反応が起こ
り、細胞が hypoxia に順応していると考えら
れた。一方、hypoxia による HIF-1αの発現
上昇はhypoxia12時間後からは減弱する傾向
にあり、HIF を介さない低酸素誘導反応の存
在も示唆された。また、hypoxia により子宮
筋腫平滑筋細胞のアポトーシスが亢進する
ことが明らかとなった。しかしながら、本研
究では子宮筋腫のミトコンドリア機能異常
を検討することができなかったため、今後の
検討課題としたい。 
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