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研究成果の概要（和文）：（１）腫瘍部において異常高メチル化を認める子宮内膜癌患者と認めない子宮内膜癌
患者の末梢血DNAにおける遺伝子プロモーター領域のメチル化をゲノムワイドに比較した結果、Differentially 
Methylated CpG (DMC) およびDifferentially Methylated Region (DMR)としてmiR-663aを同定した。
（２）プロゲスチン製剤および2型糖尿病薬を併用することにより、子宮内膜癌細胞に対し殺細胞効果が認めら
れることをin vitroおよびin vivo実験にて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：(1) Based on genome-wide bisulfite sequencing, peripheral blood cells(PBCs) 
DNA in M-H cases had significant hypermethylation in the miR-663a promoter region, compared to U 
cases (meth. Diff. > 25%, q-value < 0.01). Consistent with this methylation status, miR-663a 
expression was lower in M-H PBCs than in U PBCs. DNMTs expression levels in M-H endometrial cancer 
were higher than those in U endometrial cancer. 
(2) Metformin had a dose-dependent anticancer effect on endometrial cancer cell lines. Moreover, the
 combined treatment also caused lower cell viability.The microarray analysis indicated that EDN2 
expression was upregulated in cells subject to the combined treatment. EDN2 expression was 
upregulated in each cell line upon treatment with a demethylating agent.

研究分野： 婦人科腫瘍学

キーワード： 子宮内膜癌　異常メチル化　miR-663a　メトホルミン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
（１）腫瘍部において異常高メチル化を認める子宮内膜癌患者は、正常細胞においても一部の遺伝子に異常メチ
ル化を認めた。正常細胞における異常メチル化が癌のフェノタイプに寄与する可能性が示唆された。今後、癌の
予防や早期発見に繋がる結果と考えられる。
（２）本研究において抗癌剤としての有用性を検討した薬剤は、既に他の疾病に対し処方されているため、安全
性や副作用の情報が蓄積されている。新規の抗癌剤開発にかかる時間短縮・費用削減など、臨床応用されれば意
義は大きいと考えられる。
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１．研究開始当初の背景 
 

子宮内膜癌は我が国を含めて、近年罹患数および罹患率ともに増加傾向を示している。全婦
人科悪性腫瘍の約半数を占めるとされ、2011 年では米国において約 8000 人が子宮内膜癌で死
亡していると推測されている。日本産科婦人科学会の統計でも、昨年の子宮内膜癌の新規登録
数は約 9000 人と 10年前に比べ、約 3倍となっている。さらに、子宮内膜癌の発生のピークも
若年化の傾向が認められ、女性の妊孕性とも密接に関連する子宮内膜癌の征圧は急務とされる。 

子宮内膜癌の征圧には、その発癌機構の解明が最も重要である。従来、子宮内膜の発癌には
肥満、多嚢胞性卵巣などのエストロゲン過剰刺激が重要とされてきたが、詳細な分子機構は遺
伝子変異、いわゆる genetic な異常だけでは十分に説明されていない。2013 年には TGCA 
Research Network が子宮内膜癌の統合的ゲノム解析を用いて、遺伝子変異とマイクロサテライ
ト不安定性により 4 つのカテゴリーに分類した (Cancer Genome Atlas Research Network. 
Nature 497, 2013)。しかしながら、この分類には遺伝子変異によらない、いわゆるエピゲノム
異常の視点が反映されていない問題点がある。 
 
 
２．研究の目的 
 

がん細胞に存在するエピゲノム異常には、DNA のメチル化異常、ヒストン修飾異常、非翻訳
RNA 制御異常、そしてクロマチンの構造異常が知られている。この中でもがん関連遺伝子のプ
ロモーター領域の異常高メチル化による発現抑制はよく研究されており、我々も以前よりこの
DNA 異常メチル化が子宮内膜癌、とくに類内膜腺癌において高率に存在していること、発癌の
早期に生じていること、この epigenetic な異常が genetic な遺伝子変異を誘発していること
などを報告してきた（Kawaguchi M, Banno K, et al. Int J Oncol 35, 2009.、 Banno K, et al. 
Epigenomics 4, 2012.）。chromatin writer (書き込み)とも称される DNA 異常メチル化は、他
のエピゲノム異常に比べ安定した修飾とされ、癌の個性に影響していると考えられており癌の
リスク診断のマーカーとしての応用が期待されている。また、DNA のメチル化は可逆的であり
メチル化酵素阻害薬により脱メチル化が可能であることから、アザシチジンが骨髄異形成症候
群の治療薬として登場してきたように、DNA メチル化を標的としたがん治療も期待されている。 

今回、我々は子宮内膜癌において約80%を占める類内膜癌におけるエピゲノム異常、特に DNA
異常メチル化に注目し、新たに登場した次世代シークエンサーを用いた全ゲノムレベルでのバ
イサルファイトシークエンスを用いて、新たな子宮内膜癌の発癌機構の解明による内膜癌のリ
スク診断への可能性を検討する。また、子宮内膜癌に対する DNA メチル化制御による新たな薬
物治療の可能性とその標的分子の探索を行う目的で、以下の研究を遂行する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）エピゲノム解析による子宮内膜
発癌の標的探索とリスク診断への応
用 
①DNA 異常高メチル化子宮内膜癌患
者の選出 

当院で子宮内膜癌と診断された患
者のうち、書面による同意を得られた
類内膜腺癌症例から末梢血および子
宮内膜癌組織を得る。得られた子宮内
膜癌組織から DNA を抽出し、hMLH1、
E-cadherin および APC の DNA 異常メ
チル化を MSP(Methylation Specific 
PCR)法にて解析する。 
3 種のうち 2種以上の遺伝子に異常メ
チル化が認められる子宮内膜癌を
Methyl-High (M-H)群、hMLH1 にのみ
異常メチル化が認められる子宮内膜
癌を Methyl-Low (M-L)群、１つも異常
メチル化が認められない子宮内膜癌
を Unmethyl (U)群として選別する。 
 
②次世代シークエンサーを用いた各
群の正常細胞および腫瘍細胞におけ
る DNA メチル化解析 

Fig. 1



 

 

解析により選別された各群の患者のうち、年齢、組織型、分化度、進行期に偏りが生じない
ように各群５例程度を選別する。選別された患者の正常細胞DNA および腫瘍細胞DNAを用いて、
Methyl-seq を行う(Fig.1)。 
 得られたシークエンスデータから、各群の正常細胞におけるメチル化と腫瘍細胞におけるメ
チル化を比較し、各群に共通して発癌に寄与する遺伝子および各群独自に発癌に寄与する遺伝
子の同定を行う。さらに、各群の正常細胞におけるメチル化を比較することで、より多くのメ
チル化異常により子宮内膜癌を発症した M-H 群の特徴を明らかとし、DNA 異常メチル化による
子宮内膜癌の発癌機構を解明し、標的遺伝子を同定する。 
 
 
（２）エピゲノム治療薬としてのメトホルミン、ジエノゲスト併用療法とその標的の探索 
①子宮内膜癌細胞に対するメトホルミンとプロゲスチン製剤の併用効果 

子宮内膜癌細胞株のうち、PR（プロゲステロンレセプター）発現陽性細胞株であるIshikawa 
と PR 発現陰性細胞株であるHEC-1B に対し、メトホルミン単剤・MPA 単剤・内因性プロゲステ
ロン単剤をそれぞれ段階的に希釈し作用させる。MTT アッセイにより、単剤処理時における細
胞生存率を測定する。その後、単剤処理ではほとんど効果の無い濃度（細胞生存率 80％程度）
を用いてメトホルミンとプロゲスチン製剤をそれぞれ併用し、細胞生存率を測定し、併用効果
が得られるか検討する。 
 
②子宮内膜癌細胞におけるメトホルミン・ジエノゲスト併用による DNA メチル化に対する影 
響と標的の探索 

これまでの報告により、メトホルミンやジエノゲストは DNA のメチル化に影響を及ぼす可能 
が示唆されている（L Yan, et al. Oncogene 34, 2015.）。そこで、Ishikawa および HEC-1B を
用いて通常培養時、メトホルミン単剤、ジェノゲスト単剤、メトホルミン・ジエノゲスト併用
時のゲノムのメチル化変化を Methyl-seq にて全ゲノムレベルで解析する。２つの細胞株に共
通して併用時にのみメチル化変化を認めた遺伝子を同定する。さらに、同定された標的遺伝子
の発現制御実験を行い、併用効果の機序解明、および抗腫瘍効果を検討する。 
 
③In vivo でのメトホルミン・ジエノゲストの併用効果の検討 

６週齢の雌ヌードマウス皮下に子宮内膜癌細胞（HEC-1B）を移植し腫瘍を形成させる。その
後、未処理群、メトホルミン単剤群、ジエノゲスト単剤群、メトホルミン・ジエノゲスト併用
群の 4群（各群 n=5）に分け、薬剤投与を行う。薬剤投与後から経時的に皮下腫瘍径を測定し、
メトホルミン・ジェノゲスト併用効果が in vivo でも認められるか検討する。 観察終了後に
皮下腫瘍を摘出し、TUNEL・Ki67 染色を行い、in vivo での抗腫瘍効果を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）エピゲノム解析による子宮内膜発癌の標的探索とリスク診断への応用 
①DNA 異常高メチル化子宮内膜癌患者の選出 

106人の子宮内膜癌患者のうち癌部組織および末梢血の両方が研究に使用可能であった25人
より書面による同意を得た上で各サンプルより DNA および RNA を抽出した。子宮内膜癌組織に
おける MLH1, APC, E-cadherin 遺伝子のプロモーター領域の異常メチル化を MSP 法にて解析し
た結果、25例中 2例が M-H 群、7例が M-L 群、16例が U群であった。 

 
②次世代シークエンサーを用いた各群の正常細胞および腫瘍細胞における DNA メチル化解析 

異常高メチル化子宮内膜癌の発癌メカニズム解明のため、M-H 群子宮内膜癌患者 2 例と U 群
子宮内膜癌患者 2例の末梢血 DNA を用いて Methyl-seq 用 library を作成し、CpG アイランドを
中心とした 370 万個の CpG について targeted bisulfite sequence を行った。M-H 群と U 群間
における DMC(Differentially methylated CpG)および DMR(Differentially methylated region)
を解析した結果、DMC と DMR に共通して同定されたのは miR-663a プロモーター領域のみであっ
た(Fig.2A)。 

miR-663a のプロモーター領域は、ヒト成人正常組織では低メチル化領域と報告されているこ
とから、M-H 症例に見られるメチル化は異常メチル化と推測された。さらに、miR-663a プロモ
ーター領域のうち M-H 群のメチル化が U 群に比し高い傾向を示した領域 A(Fig.2B)について、
バイサルファイトシークエンスを行い Methyl-seq のバリデーションを行った。その結果、M-H
症例の末梢血 DNA のメチル化率が高いことが確認された(Fig.2C)。また、この領域は同一患者
の癌部において 72.2%メチル化されていることから、癌化と深く関わっている可能性が示唆さ
れた。さらに、semi-quantitative RT-PCR の結果、M-H症例の末梢血における miR-663a の発現
は、他の群に比べ低いことが明らかになった。また、CIMP 陽性大腸癌では DNMT 群の発現が亢
進しているとの報告があることから、M-H 症例および U 症例の子宮内膜癌部における
DNMT1,3a,3b の発現をRT-qPCRにて解析した。その結果、子宮内膜癌部ではDNMT1 およびDNMT3b



 

 

の発現が M-H 群の方が高いことが明らかとなった。これらの結果から、DNMT 群の発現亢進がM-H
子宮内膜癌の phenotype に寄与している可能性が示唆された。 

 
今回、子宮内膜癌患者末梢血 DNAにおいて、miR-663aが異常メチル化されていることを初め

て報告した。今後、miR-663a の発現消失が子宮内膜癌の発癌に寄与するかどうか functional 
assay 等による解析を行いたい。 
 
 
（２）エピゲノム治療薬としてのメトホルミン、ジエノゲスト併用療法とその標的の探索 
①子宮内膜癌細胞に対するメトホルミンとプロゲスチン製剤の併用効果 
 ヒト子宮内膜癌細胞株に対し、メトホルミンとジエノゲストを作用させ、MTT アッセイによ
り細胞生存率を測定した結果、それぞれ単剤では殺細胞効果の無い濃度でも併用することで、
細胞生存率の低下を引き起こすことが明らかとなった。 
 
②子宮内膜癌細胞におけるメトホルミン・ジエノゲスト併用による DNA メチル化に対する影 
響と標的の探索 

併用効果に寄与する遺伝子を検索するためマイクロアレイ解析を行った結果、２薬剤併用時
にのみ特異的に発現上昇する遺伝子として Endothelin-2(EDN2)遺伝子を同定した（Fig.3）。子
宮内膜癌細胞において EDN2はプロモーター領域のメチル化により発現が抑制されており、脱メ
チル化処理またはメトホルミン・ジエノゲスト併用により発現が回復することが明らかになっ
た（Fig.4）。さらに、メトホルミン・ジエノゲスト併用時には DNA 全体の脱メチル化が確認さ
れた。 
 

0
10
20
30
40
50
60

26
18

89
20

26
18

89
64

26
18

89
77

26
18

90
11

26
18

90
15

26
18

90
24

26
18

90
35

26
18

90
40

26
18

90
46

26
18

90
51

26
18

90
59

26
18

90
62

26
18

90
64

26
18

90
73

26
18

90
80

26
18

91
03

26
18

91
09

26
18

91
16

26
18

91
22

26
18

91
26

26
18

91
33

26
18

91
38

26
18

91
44

26
18

91
60

26
18

91
76

26
18

91
78

26
18

91
83

26
18

92
51

26
18

92
72

26
18

92
93

26
18

93
09

26
18

93
22

26
18

93
25

26
18

93
32

26
18

93
36

26
18

93
48

26
18

93
58

26
18

94
01

26
18

94
27

26
18

94
49

M-H  No.69 PBC

M-H  No.88 PBC

U   No.86 PBC

U   No.07 PBC

MIR663a

promoter region

Bisulfite sequence 
DMR 

�

�

�

�
(%)

m
et

hy
la

tio
n 

ra
te

U��
No.7
(PBC)
14.3%

M-H��
No.88
(PBC)
40.7%

methylated CpG

unmethylated CpG

CIMP-high ave.

CIMP (-) ave.

� �

Fig.2

A

B

C

Venn diagram
(HEC-1B and Ishikawa)

HEC=1B Ishikawa

59 entities expression was changed in both HEC-1B and Ishikawa.

up-regulation in both cells: 15 entities
down-regulation in both cells: 31 entities  

Fig.3

Expression analysis of EDN2 (RT-PCR)

M       N       HEC-1B    Ishikawa       HHUA         KLE           SW48         MCF-7    
� � � � � � � � � � � � 5-aza

EDN2 

β-actin 

M; maker N; negative control 1; control 2; metformin (5mM)
3; dienogest (10μM)  4; metformin (5mM) + dienogest (10μM)

M       N          1        2        3         4 1         2        3         4
HEC-1B Ishikawa

EDN2

β-actin

Demethylation treatment

Drug treatments

Fig.4



 

 

③In vivo でのメトホルミン・
ジエノゲストの併用効果の検
討 

ヌードマウスを用いた検討
では、薬剤投与後 21 日目でメ
トホルミン・ジエノゲスト併用
群は、メトホルミン単剤群およ
びジエノゲスト単剤群に比し
皮下腫瘍の増殖抑制傾向が認
められた（Fig.5）。 
 本研究により、メトホルミン
およびジエノゲストの抗腫瘍
効果のメカニズムを明らかに
することができた。今後は、臨
床検体でも EDN2 に異常メチル
化が認められるか等、臨床応用
に向けた解析を行いたい。 
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