
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

 平成２３年５月１３日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

Ras/ ERα/ MDM2/ p52/ p21 シグナロソームにはゲノム多様性が存在し対立遺伝子間発現量に

差異があることを明らかにした。特に MDM2 p1プロモータ活性には AEDが関与し、その機能に

影響を与えていることが判明した。子宮体癌幹細胞で発現を更新する遺伝子を同定した。その

うち細胞表面で発現するものを標的に抗体を作成し幹細胞を同定する MACS システムを構築し

た。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
There is genome diversity in Ras/ ERα/ MDM2/p53/ p21 signalosome. Genome diversity in 
these signalosome influences each gene function due to allelic expression difference. 
AED of MDM2 p1 promoter activity is defected frequently and influences MDM2 gene function 
in several genes are upregulated in endometrial cancer stem cells. Among these genes, 
antibodies are prepared against gene products expressed in all surface, establishing the 
efficient method to identify the cancer stem cells. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究は細胞老化誘導シグナロソームの機
能的破綻にゲノム多様性がいかに関与する
を明らかにする。さらに癌幹細胞における不
死化能獲得の分子機構を解明し細胞老化の

逸脱という側面から癌化メカニズムを研究
する。細胞老化に関与するシグナロソームの
破綻には従来明らかとされてきた体細胞変
異のみではなく、ゲノム多様性（DNA 多型）
も大きく関与する。最近では各遺伝子プロモ
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ータ領域に存在する一塩基多型の独特の組
み合わせ、さらには微小欠失により対立遺伝
子間での発現量に顕著な相違がもたらされ
ることも判明している。癌細胞で認められる
体細胞変異の多くは AEDを示す遺伝子群に集
中することも示唆されている。これらの結果
は正常細胞においてゲノム多様性により AED
が導かれ、特定の細胞腫において細胞老化プ
ログラム破綻の原因となることを意味する。
細胞老化回避の後、ゲノム多様性に代わる体
細胞変異が出現し、老化シグナルの完全な破
綻により不死化細胞の選択的増殖を導くと
考えられる。一方「癌は組織幹細胞に体細胞
変異が集積することにより発生する」ため、
元来癌細胞は不死化能を有しているとの考
えも発表されている。組織幹細胞ではテロメ
レース発現が維持され、老化回避機構が作動
しているためである。様々な癌腫において癌
幹細胞が単離され、通常の組織幹細胞と増殖
特性さらには分化能を共有することが判明
している。これらのことから癌幹細胞が示す
特性は体細胞変異による幹細胞への脱分化
あるいは組織幹細胞由来であることに起因
とすると推測されている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では従来から私たちにより細胞老化
との関連が明らかにされてきた、Ras/ ERα/ 
MDM2関与を明らかにし、ゲノム多様性に基づ
く AEDが癌化に伴い出現する体細胞変異を誘
導し、癌細胞における不死化能獲得に至る過
程を解明すること、組織及び癌幹細胞の容易
な単離システムを開発し癌幹細胞における
不死化能獲得に細胞老化関連 3シグナロソー
ムがいかに関与するかを明らかにすること
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
1）MDM2 SNP 309 G/T 
末梢血より DNAを抽出し、ERα、MDM2、p53、
p21など子宮体癌の発生に関与すると考えら
れる遺伝子について PCR-RFLP法または
Direct sequence法を用いて遺伝子多型解析
を行った。得られたデータについてはロジス
ティック回帰分析によりオッズ比 95％信頼
区間を算出し、遺伝子多型と子宮体癌のリス
クとの関連を調べた。 
 
2）MDM2 AED 
 
正常子宮内膜、子宮体癌組織からゲノム DNA
と RNAを抽出した。抽出した RNAを逆転写に
より cDNAとした後、ゲノム DNAと cDNAを鋳
型として SSCPを行った。SSCPに日本人集団
でヘテロ接合が多いと判明している SNPをマ

ーカーとして用いることで対立遺伝子の区
別を可能とする。通常の対立遺伝子に由来す
る RNA量は 1：1であるため、対立遺伝子別
転写量が大きく偏移するサンプルがあるか
否かを調べた。さらにプロモータ領域のシー
クエンス解析を行い、AEDサンプルに特徴的
な SNPハプロタイプの解析を行った。正常子
宮内膜 36例、子宮体癌組織 38例について解
析した。 
 
3）子宮体癌幹細胞の生物学的特性 
私たちは既に正常子宮内膜に Hoechst33342
により染色されない SP細胞分画で大きく発
現変化する遺伝子集団が存在することを明
らかにしている。これらの遺伝子集団の中か
ら膜型蛋白を発現する遺伝子に着目し、簡易
な幹細胞単離システムを開発し、子宮体癌幹
細胞における細胞老化逸脱機構の解明を行
った。このため正常子宮内膜及び体癌組織を
完全に細胞分散した後 Hoechst33342 2.5μ
g/ml存在下で 90分培養し、FACS 
VantageFluorescence-activated cell 
sorterで SP細胞分画を抽出した。SP細胞分
画で大きく発現変化した遺伝子産物に対し
作成した抗体を FITCあるいは PEラベルし
magnetic microbeadsにコートし magnetic 
cell sorting幹細胞単離システムを開発した。
SP細胞分画を用い再度MCSによる細胞抽出を
行い SP分画に集積した細胞数と、MCSにより
回収された細胞数を比較することにより MCS
を用いた幹細胞単離システムの効率を解析
した。 
 
４．研究成果 
 
1）MDM2 SNP 309 G/T 
症例群と対照群の年齢分布、閉経年齢、出産
歴、BMI、症例群の進行期と組織型の分布に
関しては、統計学的に有意ではないが MDM2 
SNP309 G/Gの T/Tに対する子宮体癌オッズ比
の高まりを認めた。P53 codon72, ERα
PvuII・XbaI, p21 codon31の遺伝子多型と子
宮体癌との関連は認めなかった。MDM2 SNP309
と p53codon72の combination解析では MDM2 
SNP309 T/G, G/Gと p53 codon72 Arg / Arg
の組み合わせで子宮体癌オッズ比の有意な
上昇を認め(OR 2.53  95%IC 1.03 – 6.21)、 
MDM2 SNP309 と p53 codon72 の多型間には統
計学的に有意な遺伝子間の相互作用を認め
た( interaction  p=0.04 )。この遺伝子間
の相互作用は症例と対照を閉経後(OR 2.96  
95%IC 1.04 – 8.44、interaction  p=0.03)
または、症例を Type1に限定した解析でも認
められた(OR 2.51  95%IC 0.97 – 6.53、
interaction  p=0.01)。 
 
2）MDM2 AED 



 

 

 
マーカーSNPとして Exon１上に存在する
SNP(rs937283 A/G)を用いた。正常子宮内膜
36検体及び子宮体癌組織 38検体を解析した
結果 A/A15検体・A/G18検体・G/G3検体であ
った。A/G18検体で SSCPを行ったところ、子
宮正常内膜 4検体、子宮体癌 3検体に 20％以
上の AEDが認められ、すべて A-alleleに比
べ G-alleleからの転写が弱い結果であった。
この発現量相違に関連するプロモーター領
域の SNPを確認したところ、18検体全て
-173bpに SNP(rs937282C/G)が存在し、さら
に SNPの変化により転写因子の結合配列の変
化がもたらされることも判明した（図２)。
また C/C・G/Gのレポータープラスミドを作
成しルシフェラーゼアッセイを行ったとこ
ろ、G/Gの転写活性が弱いことが判明した。 
 
3）子宮体癌幹細胞の採取と生物学的特性 
 マイクロアレイ法により同定されたがん
幹細胞マーカーに対する抗体を用いて MACS 
しすてむを開発した。MACSにより採取された
細胞集団を Hoedut33342で染色し。FACSを行
い SP, non-SP細胞の出現を解析した結果、
両方の細胞集団に MACS回収細胞は出現し、
従来の SP細胞を採取する方法より感受性の
高いものではなかった。 
 子宮体癌細胞株（Ishikawa, Hecなど）か
ら SP、non-SPを採取しそれぞれ細胞増殖特
性及び活腫瘍性の変化を解析した。培養一週
間を超えると、SP細胞はnon-SP細胞に比べ、
明らかな細胞増殖能の亢進を示した。ヌート
マウス皮下にそれぞれの細胞を移植し造腫
瘍性の変化を解析した。Non-SP細胞は間質成
分が腫瘍を明瞭に取り囲む分化型腺癌を形
成した。SP細胞により形成された腫瘍は境界
不明瞭で間質への浸潤が顕著な低分化型腺
癌を形成した。同時に腫瘍間質組織を
Microdissection法で単離し、K-Ras遺伝子
について塩基配列を決定した。また SP細胞
について種々の EMT関連マーカーの発現が亢
進しており、EM表現を示していることが示唆
された。 
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