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研究成果の概要（和文）：子宮頸癌における転写因子HOXD9の発現を検討した。子宮頸癌組織においてHOXD9は、正常子
宮頸部組織に比べて高発現しており、臨床病理学的因子では脈管侵襲およびリンパ節転移と有意に相関した。細胞株を
用いた検討では、HOXD9を抑制すると細胞増殖が停止し、運動能および浸潤能が抑制された。Gene Chip解析ではHOXDの
抑制により、癌抑制遺伝子P53の活性化が生じていることが示唆された。HOXD9は子宮頸癌における新たな治療標的とな
る可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the expression and function of HOXD9 in cervical cancers. As a 
result, HOXD9 gene was overexpressed in cervical cancer tissues than normal cervical tissues. 
Clinicopathogical analysis using 51 cervical cancer cases revealed HOXD9 expression was associated with 
lymphovascular space invasion (LVSI) and lymph node metastasis. Silencing of the HOXD9 gene inhibited 
cell proliferation of cervical cancer cell lines. These results suggested HOXD9 gene is overexpressed in 
high risk cervical cancer cases and plays important role of cervical cancer cell growth. It has been 
shown that activation of tumor P53 has occurred by the suppression of HOXD9. HOXD9 is associated with 
malignant potential in cervical cancer and may be a novel potential target of cervical cancer therapy.

研究分野： 子宮頸癌

キーワード： 子宮頸癌　HOXD9
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１．研究開始当初の背景 
長い間、ヒトパピローマウイルス（HPV）は
子宮頸部病変につながる重要な病因因子と
して認識されてきた。 ただし、腫瘍形成の
プロセスにHPV感染だけでは発現に十分でな
い。この発がんに関与する遺伝子のクラスの
一つは、ホメオボックス遺伝子ファミリーで
あると考えられている。ホメオボックスタン
パク質は、マスター調節因子であり、増殖、
アポトーシス、細胞形状および細胞移動を含
む多くの細胞過程を制御する。ホメオボック
スタンパク質は、スーパーファミリーに属し、
SIX、MSX、PAX、LIM、および HOX といった、
多数の遺伝子によりコードされている。ホメ
オボックスタンパク質のうち、HOX 遺伝子は、
胎生期の軸パターン形成の制御に加えて、増
殖および分化、細胞間情報伝達、細胞周期進
行、造血、およびアポトーシスのような重要
な調節因子として作用する転写因子をコー
ドする。ヒトでは、39 の HOX 遺伝子が同定
されており、子宮頸癌、肺癌、神経芽細胞腫、
卵巣癌、前立腺癌、乳癌、及び白血病を含む
多くの腫瘍において誤発現することが報告
されている。Glioma において HOXD9 の発現制
御によりApotopsisが誘導されることが示さ
れているが、そのほか癌における HOXD9 と悪
性形質との関連を検討した報告はない。予備
実験で、申請者らは、HOXD9 の発現が子宮頸
癌の脈管侵襲に関与する可能性を示した。こ
れらの背景をもとに、子宮頸癌における
HOXD9 遺伝子の役割につき検討する 
２．研究の目的 
本研究では、子宮頸癌における HOXD9 の悪性
形質への関与機序を明らかとし、得られた知
見をマウスモデルで検証してHOXD9を標的と
した新たな治療法の開発を目指す。 
３．研究の方法 
(1) 子宮頸癌細胞株での HOXD9 の発現解析 
RT-PCR 法により子宮頸癌細胞株を用いて
HOXD9 の発現を mRNA の発現により検討した。 
(2) 子宮頸部組織でのHOXD9の発現解析と臨
床病理学的因子との関連 
①正常子宮頸部組織 10 例と子宮頸癌組織 51
例での HOXD9 の発現を qPCR 法で比較し、
HOXD9 が癌化による高発現するか検討した 
②子宮頸癌におけるHOXD9の発現と臨床病理
学的因子（組織型、腫瘍径、浸潤深度、リン
パ節転移、脈管侵襲）との関連を検討した。 
(3) HOXD9 が細胞の増殖・浸潤・運動能に与
える影響 
hRNA によって HOXD9 の発現を抑制し、細胞増
殖能に与える影響を増殖能、浸潤能、運動能
から検討した。実験は、XCELLigence Real 
Time Cell Analyzer DP 用(Roche Diagnostics 
GmbH, Germany)を用いて行った。増殖曲線は、
16-well plate (E-plate 16, Roche 
Diagnostics GmbH)を用いて SKGⅠ、SKGⅢb
株で構築し 72 時間で実施した。運動能およ
び浸潤能は、SKGⅢを用いて検討した。 
(4) HOXD9 が細胞周期に与える影響 

HOXD9 の抑制が細胞周期に与える影響を SKG
Ⅲb 株で検討した。細胞周期分析は、フロー
サイトメトリー（Gallios; Beckman Coulter）
を用いて行った。 siRNA で処理した細胞を、
siRNA の処理から 24 時間後に、1×10６
cell/ml あたり Vybrant DyeCycle Violet 
Stain（Invitrogen）１μlで染色し、37℃で
30 分間インキュベートしたのち、SKGⅢb の
siNegativecontrol, siHOXD9をフローサイト
メトリーで測定した。 
(5) HOXD9 遺伝子の細胞内シグナルネットワ
ーク解析 
HOXD9 の抑制による分子機構の変化を検討す
るため、shRNA で遺伝子抑制した SKGⅠ、SKG
Ⅲb の全遺伝子発現変化を網羅的に DNA チッ
プ（３D gene 2.5K（東レ））で解析し、関与
する調節遺伝子の候補をweb上の遺伝子解析
ソフトである IPA ソフトで抽出した。 
(6) HOXD9 の発現と p53 の活性化の検討 
HOXD9 の抑制によって子宮頸癌細胞部で P53
遺伝子の活性が変化するか SKGⅢb 株を用い
て検討した。siRNAによってHOXD9を抑制し、
24 時間後、NE-PER Nuclear and Cytoplasmic 
Extraction Reagents（Thermo scientific）
を使って核を抽出した。核抽出サンプル 10ul
を使い、TF-Detect™ Human P53 Activity 
Assay Kit（genecopooeia）を用いて、Envision
（Perkin Elmer）で測定した。 
(7) HOXD9 の発現メカニズムの検討 
HOXD9 の発現がプロモーターのメチル化によ
るものかを検討するため、4 種の癌細胞株
Hela、SiHa、SKG1、SKG3a、TCO1 での HOXD9
のプロモーター部位のメチル化を検討した。
さらに子宮頸癌患者検体 73 例を用いて同様
に HOXD9 のプロモーターメチル化を検出、
HOXD9 の発現量と相関するか検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 子宮頸癌細胞株での HOXD9 の発現解析 
RT-PCR 法により子宮頸癌細胞株を用いて
HOXD9の発現をmRNAの発現により検討したと
ころ、8 種の子宮頸癌細胞株全てにおいて
HOXD9 の発現を認めた。 
(2) 子宮頸部組織でのHOXD9の発現解析と
臨床病理学的因子との関連 
①正常子宮頸部組織と子宮頸癌組織での
HOXD9 の発現を qPCR 法で比較すると、正常子
宮頸部での HOXD9 の発現の中央値を 1とした
とき、子宮頸癌組織では 2.1 と、子宮頸癌組
織では正常頸部組織に比して有意にHOXD9が
高発現していた。(中央値比 2.2 倍、p=0.003) 
②臨床病理学的因子との関連では、組織型で
は扁平上皮癌および腺癌で有意差は無かっ
た。HOXD9 遺伝子の発現と、腫瘍径、浸潤深
度、リンパ節転移、脈管侵襲の病理学的因子
うち、HOXD9 の発現量と関連していた因子は
脈管侵襲およびリンパ節転移であり、脈管侵
襲陽性例およびリンパ節転移陽性例で有意
に発現量が高かった（中央値比 2.6 倍、
p=0.010; 中央値比 3.2 倍、p=0.037）。 



 
(3) HOXD9 が細胞の増殖・浸潤・運動能に与
える影響 
子宮頸癌細胞株 SKGⅠ・SKGⅢb株で HOXD9 の
発現を抑制すると、増殖能が顕著に低下した。
また、SKGⅢb株において、浸潤・運動能につ
いて検討したところ、いずれも抑制された
(p<0.01)。 
 
増殖能（SKGⅠ） 

 
増殖能(SKGⅢb) 

 
浸潤能(SKGⅢb) 

 
運動能（SKGⅢb） 

 
(4) HOXD9 が細胞周期に与える影響 
HOXD9 の抑制が増殖能を低下させたが、細胞
周期のどの段階に影響を与えているのか検
討するため、SKGⅢb株でフローサイトメトリ
ーによって解析した。図中の Dは G１期を、E
は S 期を、F は G２期を表す。SKGⅢb 株にお
いて HOXD9 を抑制すると、G2 期細胞の割合が
低下し G1 停止が生じていると考えられた。 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
    Mock 株     HOXD9 抑制株 
 
(5) HOXD9 遺伝子の細胞内シグナルネットワ
ーク解析 
HOXD9 の抑制が、どのような分子機構によっ
て細胞増殖能の低下につながるのかを検討
した。SKGⅠ、SKGⅢb 株で HOXD9 抑制による
全遺伝子変化を DNA チップで解析し、IPA ソ
フトよって関与している確率の高い調節遺
伝子を 10 個抽出したところ、SKGI、SKGⅢb
ともに上位に抽出された調節遺伝子として、
p53 が同定された。 
 
IPA による解析結果 

SKG-Ⅰ       SKG-Ⅲb 
 
(6) HOXD9 の発現と p53 の活性化の検討 
SKGⅢbにおいて、siRNA により HOXD9 の抑制
をすると、P53 の核内濃度が 1.75 倍に増加し
た。HOXD9 の抑制によって、p53 の核内濃度が
上昇し、p53 の活性化が生じていると考えら
れた。 
 
図：核内の p53 量（右が抑制株） 

 
(7) HOXD9 の発現メカニズムの検討 
HOXD9 の細胞内での発現メカニズムを検討す
るため、4 種の癌細胞株 Hela、SiHa、SKG1、
SKG3a、TCO1 での HOXD9 のプロモーター部位
のメチル化を検討した。この結果、SKG1 を除
く 3つの細胞株で HOXD9 のプロモーターメチ
ル化を検出した。また、実際の子宮頸癌患者
検体 73 例を用いて同様に HOXD9 のプロモー



ターメチル化を検出したところ、73 例中 43
例でメチル化を検出した。しかしながら、子
宮頸癌組織でのプロモーターのメチル化と
HOXD9 の発現量には相関を認めなかった。 
 
本研究では、子宮頸癌において HOXD9 は脈管
侵襲陽性例やリンパ節転移陽性例など、高リ
スク症例において高い発現を認めた。子宮頸
癌細胞株ではHOXD9の抑制により細胞増殖お
よび浸潤能が著明に抑制され、細胞周期解析
によって G1 停止が生じていた。HOXD9 の悪性
形質に関与する分子機構を解析したところ、
HOXD9 は P53 の活性化を抑制していることが
示唆された。HOXD９は子宮頸癌において悪性
形質に強く関与する遺伝子と考えられ、分子
標的治療の標的遺伝子となる可能性がある。 
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