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研究成果の概要： 
 
本研究では、子宮体癌における遺伝子異常・シグナル異常に基づいた癌細胞が作り出す免疫抑
制機構の解明、その結果に基づいた新しい治療法開発の可能性を検討した。子宮体癌細胞株を
用いて、免疫抑制性サイトカインと免疫抑制性膜分子の発現、子宮体癌細胞におけるシグナル
経路の亢進を明らかにした。子宮体癌では IL6、VEGF、TGFβ、PD-L1などの免疫抑制性分
子が産生され、子宮体癌においても悪性黒色腫同様にこれら免疫抑制性分子を制御することに
よる免疫療法の開発の可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
子宮体癌患者は増加傾向にあるが、進行・
再発子宮体癌では化学療法の効果は限られ、
放射線療法も効果は低く、予後不良である
ことから、新しい治療法の開発が望まれて
いる。そのために、近年、各種癌において、
癌細胞の性質の分子レベルでの解析に基づ
く分子標的療法の開発が盛んに試みられて
いる。子宮体癌では、K-RAS変異、PTEN
不活性化、β-catenin、p53変異、P16不活

性化、E-cadherin変異などが認められて
いる。また、MSI陽性と陰性の子宮体癌の
GeneChip解析により、MSI陽性では
WNT/ β-cateninシグナルの亢進などが報
告されている。しかし、子宮体癌において
は、これらの解析に基づいた新規治療はま
だ十分に開発されていない。 
 
 我々は、これまで、悪性黒色腫を中心に、
免疫療法や分子標的治療の開発を目指して、
癌細胞における分子異常を DNAチップな
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どの各種網羅的遺伝子発現解析や SEREX
法などの DNA クローニング法を駆使して、
治療の標的となる分子の同定に成功してき
た。その成果として、1)抗原分子が癌細胞
の増殖生存などに関与する場合は、比較的
免疫原性が高く抗原消失が起こりにくく、
分子標的治療の標的にもなること(Cancer 
Met Rev 2005)。  2) 現在の癌ワクチンで
は、十分な抗腫瘍効果は得られない主な原
因は、癌細胞の免疫回避機構であることを
明らかにした(Cancer Sci 2004)。3)癌細胞
の遺伝子異常・シグナル異常が、癌細胞か
らの複数の免疫抑制性分子の産生に関与し、
RNA干渉法や特異的阻害剤を用いて複数
の免疫回避機構を同時抑えることができ、
それにより、担癌生体の免疫抑制の改善や、
癌細胞の免疫回避機構の解除により、免疫
療法の大幅な改善が期待できることなどを
示してきた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、子宮体癌における治療の標的
分子の同定と、癌細胞の遺伝子異常・シグ
ナル異常に基づいた癌細胞の悪性形質の分
子機構の解明、その結果に基づいた新しい
治療法開発の可能性を検討する。子宮体癌
は、他の癌種と共通の異常と特有な異常を
もつことが知られており、免疫抑制性分子
においては、まだ、十分な解析がなされて
いないので、不明な点が多いが、他の癌種
とは異なる特徴をもつ可能性がある。 
 
３．研究の方法 
 
子宮体癌細胞株 Ishikawa, Hec1B, Hec108, 
SNG2, HHUA, HOOUA, AN3ca, SNGW, 
SNGSを用い、10%FCSで培養した。サイ
トカインは、24時間後の培養上清を用いて
ELISA法にて測定した。IL6、IL10、
TGFβは BD社(米国 Franklin Lakes, NJ)
の OptEIAキット、VEGFは R&D 
Systems社（米国 Minneapolis、MN）の
DuoSetキットを用いて測定した。B7ファ
ミリー分子の測定は、細胞を回収後、細胞
を PD-L1、PD-L2、B7-H4は e-Bioscience
社（米国 SanDiego, CA）抗体を用いて染
色し、BD社の FACScalibarを用いてフロ
ーサイトメトリー法にて測定した。 
 
シグナル伝達系分子の測定は子宮体癌細胞
を培養後、細胞からタンパク質を lysisバッ
ファーで抽出し、SDS-PAGEの後、ウエス
タンブロット法により行った。ERK1/2、
GAPDHは Santa Cruz Biotechnology 社
（米国 Delaware Avenue、CA）、
pTyr705、STAT3、p65、pp65、pERK、

AKT、PTENは Cell Signaling社（米国 
Beverly、MA）の抗体を用いて発光法にて
検出した。 
 
PI3Kの阻害は、子宮体癌細胞株 SNG1、
Hec1b、Hec108、Ishikawaを、10nM 
LY24002または 1nM wortmanninで 24
時間処理後、タンパク質を抽出し PD-L1と
pAKTを測定した。 
 
４．研究成果 
 
子宮体癌における癌細胞の遺伝子異常・シ
グナル異常に基づいた癌細胞の悪性形質の
分子機構の解明するために、子宮体癌細胞
株 9種（Ishikawa, Hec1B, Hec108, SNG2, 
HHUA, HOOUA, AN3ca, SNGW, SNGS）
を用いて、各細胞における免疫抑制に関与
する分子の発現と、シグナルを解析し、免
疫抑制性分子の産生抑制する標的分子を検
討した。 
 
免疫抑制性分子の発現 
免疫抑制に関与するサイトカインとして培
養液中の IL6、IL10、VEGF、TGFβを
ELISA法で、膜タンパクとして B7-H1、
B7-DC、B7-H4をフローサイトメトリー法
により調べた。培養液中の IL6は 4株で、
IL10は 1株で、TGFβは 5株で、VEGFは
3株の細胞で分泌が認められた。VEGFは
いずれの細胞株でも高い分泌が認められた。
TGFβは分泌量は細胞株により異なった。
これらサイトカインに関して他の婦人科腫
瘍株と比較した場合、子宮体癌に特徴的な
抑制性サイトカインの産生は認められなか
った。次に膜分子である B7ファミリーに
ついて FACS法にて検討したところ、
PD-L1は子宮体癌 9種のうち 7株で発現が
認められ、PD-L2、PD-L4の発現は認めら
れなかった。サイトカインの発現とPD-L1
の発現の間に関係は認められなかった。ま
た、これら 9種の細胞株でのMSIは、
MSI-Hが 7株、MSI-LとMSSがそれぞれ
1株で、MSIとサイトカイン分泌、PD-L1
の発現に相関は認められなかった。この結
果は、子宮体癌細胞株においても、悪性黒
色腫など他の癌同様に、IL6、VEGF、TGFβ、
PD-L1などの免疫抑制性分子を産生し、が
ん細胞自身が免疫回避に関与していること
が明らかとなった。 
 
子宮体癌で亢進しているシグナル経路 
 
子宮体癌でK-ras/MAPK、STAT3、
PTEN/PI3K-AKT、β-catenin/WNT、NF-kB
経路のシグナル亢進について調べるために、
β-catenin、NFNB、ERK、STAT3、AKT に



 

 

つて上述した 9株についてウエスタンブロ
ット法で検討した。RASが関与する
MAPK/ERK経路に関与する ERK1と
pERK1/2を検討したところ、6株で
pERK1/2が検出された。STAT3経路の活
性化については、STAT3のリン酸化を調
べたが、すべての細胞株で pSTAT3は認め
られなかった。NF-kB経路では、NF-kB
は 7種で観察されそのうち 3株で高発現し
ていたが、NF-kBのリン酸化はすべての
株で観察されず、活性化は認められなかっ
た。β-catenin/WNT経路では、9株中 7株
で β-cateninの上昇が認められた。子宮体
癌では PTENの異常が知られており、
PTEN/Akt経路について PTENと pAKT
の発現を検討したところ、Ishikwa、Hec108、
Hec1b 、SNG2で両タンパクの発現が認め
られ、pAKT陽性株では PTEN が検出され
ず、PTEN陽性株では pAKTは検出されな
いことから、PTENと pAKT発現の逆相関
が認められた。これは PTENが PI3Kを抑
制することから AKTのリン酸化を抑制す
るとの考えと一致した。今回の子宮体癌細
胞で K-ras/MAPK、PTEN/PI3K-AKT、
β-catenin/WNT経路の活性化が認められた
ことはこれら報告を支持した。子宮体癌細
胞において、PTENや rasの変異が報告さ
れており、これらシグナル経路の亢進と矛
盾しなかった。 
 
免疫抑制性分子とシグナル経路 
 
子宮体癌における免疫抑制性の IL6、VEGF、
TGFβなどサイトカイン発現および免疫抑
制膜分子 PD-L1発現と、亢進しているシグ
ナル経路について比較し、免疫抑制解除の
分子標的の可能性を検討した。IL6、VEGF、
TGFβの発現増強とシグナル経路の亢進一
致は観察されなかった。このことから、子
宮体癌におけるこれら免疫抑制性のサイト
カイン発現増強には、他のシグナル経路の
関与や複数のシグナルによるものと考えら
れた。 
 
PTEN/AKTの系の発現が認められた 4つ
の細胞株についてPD-L1の PTEN/AKTに
ついての関連を検討すると、pAKTが認め
られると PD-L1の発現が認められ、PTEN
が検出された細胞では PD-L1の発現が認
められないことから、この 4種の細胞株に
おいては PD-L1発現に PTEN/AKT系の関
与が示唆された。PD-L1発現にPTEN/AKT
の関与が示唆された 4種の体癌細胞株に対
して、PI3K阻害剤および shRNAを用いて、
PD-L1発現に対しする PI3K/AKT系の関
与を計画した。SNG1、Hec1b、Hec108、
Ishikawa細胞株を用いてPI3K阻害剤であ

る wortmanninと LY294002を用いて、
PI3Kを阻害し pAKTの変化をウエスタン
ブロット法により調べたところ、PTENが
発現していて pAKTが検出されないHec1b
を除いて pAKTの減少が認められ、この阻
害効果は細胞により強弱があり、Ishikawa
では両阻害剤により強い pAKTの阻害が、
Hec108では LY294002による強い阻害効
果が示された。しかし、いずれの細胞でも
PD-L1発現の変化は観察されなかった。こ
の PI3K阻害により他の免疫抑制性分子に
対する効果を検討する必要がある。腎癌を
など多くの腫瘍で PD-L1の発現亢進が知
られているが、その発現亢進機構は明らか
ではなく、子宮体癌における PD-L1発現機
構は PTEN/AKT経路以外の可能性が示さ
れた。 
 
本研究では、有効ながん免疫療法開発にお
いて最大の課題となっている免疫抑制機構
の克服法を開発するために、子宮体癌細胞
が産生する免疫抑制分子とその機構につい
て検討した。その結果、子宮体癌は IL6、
VEGF、TGFβ、PD-L1などの免疫抑制性
サイトカインと膜分子を産生し免疫抑制環
境を構築している可能性が示され。また
K-ras/MAPK、PTEN/PI3K-AKT、
β-catenin/WNT経路の活性化が認められた。
これら結果から、子宮体癌においても免疫
抑制解除による免疫療法の増強の可能性が
提示され、各種シグナル阻害剤や RNAi を
併用した有効な免疫療法の開発が期待でき
る。 
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