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研究成果の概要（和文）：不死化卵巣表層上皮細胞OSE2aにおいて、TNFα100pg/ml添加72時間後のMLH1および
MSH2発現抑制が観察された。この作用はNFκB阻害薬で相殺されたことからNFκBを介していると考えられた。子
宮内膜癌細胞株Ishikawa、HEC1BではTNFα添加、鉄イオン添加によりMLH1およびMSH2発現抑制が観察され、卵巣
子宮内膜症内でこれらがミスマッチ修復（MMR）機能低下にかかわることが示唆された。子宮内に発がん物質メ
チルニトロソ尿素 (MNU)を注入することによるマウス内膜癌発生モデルでは、高エストロゲンはMMR蛋白の発現
亢進を誘導し、癌化をむしろ抑制している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：The stimulation by 100 pg/mL TNFα for 72 hours suppressed the expression of
 MLH1 and MSH2 in the immortalized ovarian surface epithelial cells, OSE2a. Because this effect was 
canceled by the addition of NFκB inhibitor, it might be mediated by NFκB pathway. In the 
endometrial carcinoma cell lines, Ishikawa and HEC1B, the addition of TNFα or ferric ion suppressed
 the expression of MLH1 and MSH2. This result suggests that these factors abundantly accumulated in 
ovarian endometriotic cyst might be involved in the mismatch repair (MMR) dysfunction. In the mouse 
endometrial carcinogenesis model by intrauterine injection of the carcinogen, 
N-methyl-N-nitrosourea, we found that high serum estrogen level induces the strong expression of MMR
 proteins and may rather inhibit carcinogenesis.

研究分野：産婦人科学、婦人科腫瘍学
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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 
 子宮内膜症は、子宮内腔・筋層以外での子
宮内膜組織の存在によって特徴づけられる
婦人科疾患で、閉経前女性の 10～15%が罹患
していると考えられている。卵巣子宮内膜症
（OEM）では、卵巣にチョコレートクリーム
状の血性貯留液による嚢胞を形成するが、 
“癌化”する可能性があることが知られてい
る。我々の卵巣癌 543 例の検討では、類内膜
癌（EMC）および明細胞癌（CCC）は OEM を合
併 し た 症 例 に お い て 高 頻 度 で あ り
(Horiuchi,et al.Gynecol Oncol.2003）、こ
れらの癌がOEMから発生する過程が存在する
ものと考えられた。 
 子宮内膜症は形態学的、内分泌学的特徴か
ら、発癌過程における子宮内膜癌との類似性
が示唆されているが、子宮内膜癌発生過程で
はミスマッチ修復(MMR)異常によるマイクロ
サテライト不安定性（MSI）を示す頻度が高
い(Koshiyama, et al, Cancer J, 1998)。OEM
に関連した卵巣癌では、子宮内膜癌同様に
PTEN、PIK3CA、ARID1A 等の遺伝子変異が報告
されている。子宮内膜癌ではこれらの変異は
MSI を伴う場合に高頻度であり、MMR 機能異
常と関連するとされ、OEMの癌化過程にもMMR
機能異常が関与している可能性がある。 
 これまでの我々の検討では、OEM 27 例、OEM
合併卵巣癌 25 例、CCC 14 例、EMC 12 例に対
し、代表的な MMR 蛋白である MLH1、MSH2 の
発現を免疫染色にて検討した結果、両タンパ
ク発現は、OEM に比較して癌で有意に低下し
ていた。さらに、MSI 陽性率は、正常子宮内
膜（NEM）0%、OEM 15%、OEM 合併卵巣癌の OEM
部分 17%、癌部分 25%、卵巣癌 41%と、NEM よ
り OEM、さらに癌で高頻度であり、OEM では
既に MMR 機能異常が存在しており、癌化に重
要である可能性を報告した(Fuseya C, et al. 
Hum Pathol. 2012)。 
 OEM の発症に伴い、TNFα、IL6、IL8 等様々
な炎症性サイトカインが OEM 内で上昇する
(Paola-Vigano, et al, Human Reprod, 2006)。
近年、サイトカインと発癌との関連が報告さ
れているが (Coussens, et al, Nature, 
2002；Balkwill, et al, Lancet, 2001)、OEM
の癌化への関与は明らかではない。我々は培
養細胞を用いた予備実験で、炎症性サイトカ
インがMMR蛋白発現を低下させる結果を得て
おり、MMR 機能異常を介して OEM 癌化に関与
している可能性がある。また近年、低酸素環
境が種々の癌の悪性度を増強させることが
報告されており、我々もこれまでに、低酸素
環境が卵巣癌細胞に与える影響を検討し 
(Imai, Horiuchi, et al, Am J Pathol, 2003)、
OEM から発生する頻度が高い CCC で低酸素関
連因子である hypoxia inducible factor 1
α(HIF-1α)核発現が高頻度であったことを
報告している(Osada, Horiuchi, et al, 
Human Pathol, 2007）。大腸癌細胞において、
HIF-1αが MMR 蛋白発現を抑制することも報
告されており（Koshiji, et al. Mol Cell. 

2005）、OEM 癌化に低酸素環境による MMR 機能
異常が関与する可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 OEM 癌化過程に重要と考えられる MMR 機能
異常が引き起こされる分子機構を、特に以下
の観点から明らかにする。 
１）OEM 内で増加している炎症性サイトカイ
ンのMMR機能異常への関与について検討する。 
２）低酸素環境などの微小環境が MMR 機能に
与える影響について検討する。 
３）鉄イオンなど、OEM 内で上昇している他
の因子がMMR機能に与える影響について検討
する。 
４）子宮内膜症治療薬が MMR 機能に与える影
響について検討する。 
５）その他の MMR 機能に影響する因子につい
て検討する。 
 
３．研究の方法 
１）TNFαおよび鉄イオンの MMR 蛋白発現へ
の影響の検討 
 正常子宮内膜上皮細胞(NEG)は患者の同意
をえて、月経開始から2週間以内の増殖期に、
子宮筋腫や子宮頸部異形成などの子宮内膜
病変を伴わない良性疾患で子宮全摘された
子宮より子宮内膜を採取し、そこから腺上皮
細胞を分離培養したものである。この NEG と
不死化卵巣表層上皮細胞(OSE2a)および子宮
内膜癌細胞株（Ishikawa）を組み換え TNFα 
50 もしくは 100pg/mL もしくは FeCl3 100µM
添加下で 24～72 時間培養した後、蛋白およ
び RNA を抽出し、MLH1 や MSH2 といった MMR
因子の発現を検討した。蛋白発現は Western 
blotting 法で、mRNA発現は real-time RT-PCR
法で検討した。 
 また、TNFαは TNF 受容体を介して、NFκB
を活性化して作用を発現する。そこで NFκB
阻害剤併用添加下に TNFαの作用が相殺され
るか検討した。 
 さらに子宮内膜症治療薬である Dienogest
が TNFα存在下での MMR 発現への影響につい
ても検討した。 
 
２）低酸素環境などの微小環境が MMR 機能に
与える影響の検討 
 NEG, OSE2a 子宮内膜癌細胞株 HEC1B を、
20％酸素の normoxia と 2%酸素の hypoxia の
条件で 72 時間培養を行い、MLH1、MSH2 蛋白
発現を Western blotting 法で検討した。 
 
３）癌化過程における MMR の関与の検討 
 発癌過程での遺伝子変異蓄積状況を検討
する目的で、同時に正常子宮内膜腺上皮（NE）、
前癌病変である子宮内膜異型増殖症（EH）、
子宮内膜類内膜腺癌 Grade1（EC）部分を併せ
持つ患者より、同意をえてこれらの部分の新
鮮凍結組織切片より、laser microdissection
で各組織を採取し、それらより抽出したゲノ
ム DNA を用いて、全エクソン配列（WES）に



よる変異解析を行った。解析に際して、NE 部
分を対照として、EH および EC での体細胞変
異を抽出した。 
 
４）発癌マウスモデルによる検討 
 Niwa らが報告した発癌マウスモデルを改
変して用いた（Niwa K, et al. Cancer Lett, 
2018）。即ち、発癌物質であるメチルニトロ
ソ尿素（MNU）を子宮内に注入し、同時に卵
巣を摘出する。その後、エストラジオール（E2）
投与の有無でグループ化し 24 週後に子宮を
摘出して癌化状況及び MLH1、MSH2 発現を検
討した。また血液採取を行い血性 E2 値を
ELISA 法で測定した。 
 
４．研究成果 
1）TNFαは MMR タンパクの発現を抑制する。 
 NEG 細胞に 50 もしくは 100pg/mL の TNFα
を添加して 24時間後および 72時間培養後の
MMR蛋白発現を Western blotting で検討した
ところ、100 pg/mL 72 時間後の時点で MLH1、
MSH2 ともに有意な発現の減弱が観察された
（図 1）。またこの発現減弱は real-time 
RT-PCR でも観察され、TNFαは転写レベルで
MMR 蛋白の発現調節に関与していると考えら
れた（図2）。またNFκB阻害薬の添加はｍRNA、
蛋白の両レベルで TNFαによる MLH1、MSH2 発
現の抑制作用を相殺したことから（図 2）TNF
αは NFκBを介してこれらの発現調節を行っ
ていると考えられた。 
 また NEGを Dienogest 添加下に培養すると
TNFαによる MLH1、MSH2 発現抑制作用は相殺
され、120 時間の培養ではさらに、これら MMR
蛋白の発現増強が観察された。 
 

図１：NEG 細胞の Western blotting 結果。下
段のグラフはバンドを densitometry で読み
取り、数値化したものである。100pg/ml の
TNFα添加 72時間後に、MLH1、MSH2 タンパク
の有意な減少が観察された。 
 
 

図 2：NEG 細胞の real-time RT-PCR および
Western blotting 結果。TNFαによる MLH1 お
よび MSH2 発現抑制は mRNA、蛋白の両レベル
で観察された。この発現抑制は NFκB阻害薬
の添加により、相殺された。 
 
2）TNFα、鉄イオンは MMR 蛋白発現を抑制す
る。 
 TNFαによる MMR 蛋白発現の抑制は OSE2a
細胞やIshikawa細胞でも観察された（図3）。
またOEM内に多量に蓄積する鉄イオンの関与
の可能性を検討するために、100µM FeCl3を添
加してIshikawa細胞を培養したところ、MLH1、
MSH2 ともに蛋白発現が抑制された（図 3）。
これらの因子はMMR機能を抑制する可能性が
示された。  

 
図 3：Ishikawa 細胞
での MLH1、MSH2 発現
（Western blotting）。
両蛋白とも TNFα、
FeCl3添加により発現
減弱が観察された。 
 
 

3）低酸素環境は MMR 蛋白発現を抑制する。 
 OSE2a 細胞、HEC1B 細胞を 20％酸素の正常
酸素と 2%酸素の低酸素の条件での正常酸素
環境で 72 時間培養したたところ、低酸素環
境でのMLH1発現の減弱が観察された（図4）。
興味深いことに、MSH2 蛋白発現には明らかな
変化を認めなかった。NEG 細胞では、2%酸素
濃度 72 時間の培養条件では細胞が死滅する
ため、結果が得られなかった。これらのこと
から、低酸素環境は MLH1 発現の抑制から MMR
機能を抑制する可能性があることが示され
た。 
 

図 4：OSE2a 細
胞、HEC1B 細胞
での各酸素濃
度による MMR
タンパク発現
（ Western 
blotting）。両

細胞とも低酸素環境で MLH1 タンパク発現の
減少が観察された。MSH2 には明らかな変化は
なかった。 
 



4）MMR および POLE 変異は癌化の初期段階で
の遺伝子不安定性に関与する。 
 前癌病変である EHおよび EC部分の WESに
よる変異解析では、EHに2751カ所、ECに3977
カ所の変異を認め、そのうち 1512 カ所と多
くの変異が両者に共通していたことから（図
5）、EH と EC は連続した病変として矛盾しな
い結果であった。MMR 遺伝子および遺伝子不
安定性に関与する POLE 遺伝子の機能喪失変
異を、EHとECに共通した変異として認めた。
また、本例は遺伝子頻度が EH の段階で既に
非常に高く、PTEN、ARID1A の機能喪失変異、
PIK3CA 活性化型変異などの変異が認められ
た。これらのことから、MMR 遺伝子や POLE 遺
伝子変異による遺伝子不安定性が癌化過程
の初期段階で重要であり、それによる PTEN
や PIK3CA などの変異の蓄積により癌化に至
ったと考えられた。 
 

図 5：EH、EC の
WES による変異
解析結果。EH に
2751 カ所、EC に
3977 カ所、その
うち1512カ所と
多くの両者に共
通の変異（黒）
であった。 
 
 

 
５）高エストロゲン環境は MMR 蛋白発現を亢
進させる。 
 発癌マウスモデル 29 匹中、8匹に EH、5匹
に EC が発生していたが、それらの平均血清
E2 値はそれぞれ 190pg/mL、6.7pg/mL であっ
た。高 E2 の方がむしろ癌化に至っていない
ことが示された。また、MMR 蛋白発現は、血
清 E2 値が高値ほど増強する傾向を認め、特
に MLH1 では有意差も認められた（図６）。こ
のことから E2 は MMR 活性に影響がある可能
性が示され、血清 E2 高値では MMR 活性が増
強し、癌化に抑制的に作用する可能性が考え
られた。 

 
図６：マウス血清 E2 値と MMR 蛋白発現。血
清 E2 値が高いほど MMR 蛋白発現が増強して
いる傾向が認められた。 
 
本研究の成果をまとめる。 
①. OEM 内で上昇している TNFαや鉄イオン
は MMR 蛋白発現を抑制し、これによる遺

伝子不安定性がOEM癌化に促進的に作用
する可能性が考えられた。またこの MMR
発現抑制はNFκBを介していると考えら
れた。 

②. 低酸素環境や血清 E2 値の低下は MMR 発
現に抑制的に作用する可能性が示され
た。OEM 癌化が E2 値の低下してくる 50
歳代に多いことと関連する可能性が考
えられた。 

③. 子宮内膜症治療薬 Dienogest は、TNFα
による MMR 蛋白発現抑制作用を相殺し、
さらに MMR 発現増強に作用することで、
OEM 癌化に抑制的に作用する可能性が考
えられた。 
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