
様式 C-19

科学研究費補助金研究成果報告書

平成 21 年 5 月 7 日現在

研究成果の概要：

初年度はin vitroにおいて子宮内膜癌細胞での細胞間コミュニケーションによるバイスタンダ

ー効果を証明した。さらに性ステロイドホルモンやレチノイドなどを用いてより細胞間コミュ

ニケーションを促進させることによりバイスタンダー効果が増強されるか検証を行った。

１．RL-952 細胞におけるバイスタンダー効果の発現

HSV-tk 遺伝子を導入した RL-952-HSV-tk 細胞に対する GCV の添加実験では、20mM と 2mM の濃

度ではほとんどすべての細胞が 96 時間後には死滅し、200mM では 75%、20mM では 40%が 96 時間

後に死滅した。以降の実験では GCV の濃度は 200・M と 20・M で行った。

また、RL-952-HSV-tk 細胞と RL-952-wild の混合培養に GCV を添加した実験では、フルシー

トの RL-952-wild に RL-952-HSV-tk 細胞を 100 個、150 個、200 個、250 個と増やしてゆくとそ

れに比例して死細胞数が増加した。

２．レチノイドがコネキシンの発現に与える影響

al trans-RA の添加実験では、レチノイドが 100・M の濃度でコネキシン 26 の発現が最も強く

認められた。

３．in vitro でレチノイド投与がバイスタンダー効果に与える影響

in virto での実験を通じて生体内でのバイスタンダー効果の変動と最終的には新しい治療法の

開発について研究を進めた。本年度は腹腔内腫瘍の形成と、レチノイド投与によってコネキシ

ンの発現が変動する事を証明した。
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研究分野：医師薬

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・産婦人科
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１．研究開始当初の背景

近年、本邦において婦人科腫瘍の中でもと

りわけ子宮体癌と卵巣癌の罹患率が上昇して

いる。これら子宮体癌と卵巣癌の進行期とそ

の治療戦略は主に手術所見に基づいて決定さ

れるが、進行期決定のためには後腹膜リンパ

節転移の有無を郭清および生検によって確認

する必要があり、またリンパ転移の有無が予

後や補助療法などの治療方針決定に大きな影

響を及ばしていることは議論の余地がない。

しかし、リンパ浮腫をはじめとする術後合併

症による治療後の QOL 低下も見逃すことはで

きず、症例による縮小手術は体癌・卵巣癌の

治療戦略上の検討課題となっている。また、

手術後の放射線療法についても、放射線腸炎

や膀胱炎などの合併症が問題となる。しかし、

これらの問題を解決するには従来の病理組織

学的因子に加え、種々のバイオマーカーによ

る多面的解析によって治療の個別化を図る必

要がある。また、進行あるいは再発癌の補助

療法として放射線療法や化学療法が行われて

いるが、これらの治療が充分癌を制御してい

るとは言えず、新しい治療法の開発が待たれ

ている。

癌浸潤転移機構は細胞接着の異常、間質組

織の破壊と細胞運動性の亢進などを含む多段

階複合的な生物現象で、この解明とその阻害

は癌研究のもっとも重要な課題の一つである。

この複雑系としての転移浸潤機構も近年の分

子生物学的アプローチにより徐々に解明され

つつあり、我々も子宮体癌においてもその悪

性度や予後を規定するいくつかの分子につい

て報告してきた。子宮内膜は一層の円柱上皮

からなる腺上皮と間質細胞よりなり、子宮体

癌取り扱い規約ではこの腺構造の占める割合

によって G1（高分化型腺癌）、G2（中分化型

腺癌）、G3（低分化型腺癌）分類される。この

細胞形態の分類は強く予後を反映することが

知られている。たとえば、我々の教室のデー

タでは子宮体癌の五年生存率が G1 で 95.8%、

G2 で 83%そして G3で 56.1%と細胞形態が正常

の腺構造から離れるほど予後が悪くなる。こ

のような子宮内膜を始めとする腺上皮組織は

接着装置を有しこれらが細胞の機械的結合や

形態の維持に重要な働きを有していると考え

られる。

２．研究の目的

我々はこれまで、E-カドヘリン遺伝子の発

現・メチル化と子宮内膜癌の進展、予後との

関係について検討し、E-カドヘリン遺伝子メ

チル化の有無は子宮体部癌の筋層浸潤やリン

パ転移の予測因子となりうることが報告した。

また、細胞接着装置の一つであるギャップ結

合の正常子宮内膜、子宮内膜増殖症、子宮内

膜癌での発現について、分子生物学的に解析

した。子宮内膜上皮ではコネキシン 26 と 32

が発現しており、間質細胞には 43 の発現が認

められた。ギャップ結合を形成するコネキシ

ン 26 と 32 は正常子宮内膜増殖期ではほとん

ど観察されなかったにもかかわらず、排卵

後・分泌初期からその発現は急速に増加し、

分泌中期にピークを認めた。子宮内膜増殖症、

子宮内膜癌の免疫染色ではコネキシンの発現

は極端に減弱あるいは発現していても細胞質

に局在するなどの局在異常を認め、これらの

状態では細胞間コミュニケーションが低下し

ていることを報告してきた。In vitro の検討

ではこのギャップ結合を介する細胞間コミュ

ニケーションはE-カドヘリンの発現低下によ

ってコネキシンの局在異常を引き起こし抑制

されることが明らかになった。

これまでわれわれは主に癌組織から得られ

た遺伝子を種々の側面より解析し、臨床ある

いは病理学的パラメーターと対比し解析を行

ってきたが、本研究ではこれらの知見を元に

①治療を行う前にこれらの遺伝子の解析を行

って治療戦略の個別化を図る、②われわれが

癌組織で解析してきた遺伝子をターゲットと

した新しい治療法の開発を目的として以下に

示すように研究を進める。
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３．研究の方法

子宮体癌治療の個別化のための細胞接着分子

測定

子宮体癌の初期診断には子宮内膜細胞診が

通常行われる。これは子宮内膜ブラシで子宮

内膜細胞を採取しその形態から癌の診断を行

うが、ここで得られた細胞の一部より DNA を

抽出しE-カドヘリン遺伝子のメチル化の有無

を検討する。先にも述べたように E-カドヘリ

ン遺伝子のメチル化の有無は体癌のリンパ転

移を初めとした病理組織学的パラメーターと

関連しており、リンパ郭清を初めとした手術

の個別化に対する有用な情報となりうると考

える。また、ブラシで細胞を採取することに

より①侵襲がほとんど無い、②組織と異なり

子宮体部全体から網羅的にサンプルを集める

ことが可能で偽陰性の可能性が低くなる、③

蛋白や RNA と異なり DNA の解析なので細胞変

性などの影響を受けにくい、などのメリット

がある。また、我々はこれまでにも卵巣癌で

種々の癌抑制遺伝子メチル化に関する検討を

行ってきたが、得られた DNA を用いて E-カド

ヘリンばかりでなく p16, APC, hMLH1 などの

癌関連遺伝子の網羅的検討も行う。ここで得

られた遺伝子データを手術時に得られたリン

パ転移や筋層浸潤などの病理組織学的パラメ

ーターと対比させ、癌治療の個別化となりう

るものかどうかを検討する。

細胞接着分子の遺伝子治療への応用－最小量

のベクターで最大の効果をめざす

近年、悪性腫瘍に対する遺伝子治療の有効

性が数多く報告されその臨床応用が期待され

たが、ベクターの毒性や腫瘍に対する特異性

などの問題が未だ解決されたとはいえない。

遺伝子治療においては、通常は目的遺伝子が

組み込まれた細胞のみが障害を受けるのであ

るが、時にこの組み込まれた周辺の細胞にも

障害をおよぼすことがある。このことをバイ

スタンダー効果と言うが、このメカニズムの

一つにギャップ結合を介した細胞間コミュニ

ケーション(GJIC)が関与していることが知ら

れている。本研究ではこのメカニズムの癌治

療への応用を目指す。このことによって、①

少量のベクターで済むので副作用を最小限に

抑えることが可能になる、②GJIC は同種の細

胞（癌細胞）にしか及ばないと言う性質があ

るので投与の仕方で治療の特異性を高めるこ

とが可能になる、などの問題が解決される可

能性がある。本研究の具体目標としては、①

子宮体癌および卵巣癌細胞を用いて実際に

GJICがバイスタンダー効果に寄与しているか

を確認する、②まだコネキシンの発現などが

検討されていない卵巣癌についてこれを行う、

我々のこれまでの研究では性ステロイドが

GJICを制御することを報告してきたが③レチ

ノイドや性ステロイドなどを用いて in vitro

および in vivo で GJIC あるいはバイスタンダ

ー効果を増強する方法の検討を行う、④ヌー

ドマウスモデルを用いて実際に本研究の有効

性を検証する、を到達点として研究を進める。

４．研究成果

研究成果の概要：

(1) 細胞間コミュニケーションとバイスタン

ダー効果

初年度は in vitro において子宮内膜癌細胞

での細胞間コミュニケーションによるバイ

スタンダー効果を証明した。さらに性ステ

ロイドホルモンやレチノイドなどを用いて

より細胞間コミュニケーションを促進させ

ることによりバイスタンダー効果が増強さ

れるか検証を行った。

(2) RL-952細胞におけるバイスタンダー効果

の発現

HSV-tk 遺伝子を導入した RL-952-HSV-tk

細胞に対する GCV の添加実験では、20mM と

2mM の濃度ではほとんどすべての細胞が 96

時間後には死滅し、200mM では 75%、20mM で

は 40%が 96 時間後に死滅した。以降の実験

ではGCVの濃度は200・Mと20・Mで行った。

また、RL-952-HSV-tk 細胞と RL-952-wild

の混合培養に GCV を添加した実験では、フ

ルシートの RL-952-wild に RL-952-HSV-tk

細胞を 100 個、150 個、200 個、250 個と増

やしてゆくとそれに比例して死細胞数が増

加した。

(3) レチノイドがコネキシンの発現に与える

影響

al trans-RA の添加実験では、レチノイド

が 100・M の濃度でコネキシン 26 の発現が

最も強く認められた。

(4) in vitro でレチノイド投与がバイスタン

ダー効果に与える影響

in virto での実験を通じて生体内でのバ

イスタンダー効果の変動と最終的には新し

い治療法の開発について研究を進めた。本

年度は腹腔内腫瘍の形成と、レチノイド投

与によってコネキシンの発現が変動する事

を証明した。
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