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研究成果の概要（和文）：卵巣子宮内膜症間質細胞とそのヒストン脱アセチル化酵素阻害剤刺激群（バルプロ酸）とを
比較したcDNAマイクロアレイによって抽出されたdeath receptor (DR) 6について子宮内膜症の病態形成への関与を検
討した。対照群には正常子宮内膜間質細胞を用いた。DR6タンパクおよびmRNAの発現は卵巣子宮内膜間質細胞で低下し
ていた。バルプロ酸刺激でDR6プロモーター領域ヒストンH4のアセチル化が起こり、卵巣子宮内膜間質細胞におけるDR6
タンパク発現は増強した。正常子宮内膜間質細胞のDR6遺伝子のノックダウンによって、細胞増殖亢進及びアポトーシ
ス耐性が認められた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to evaluate the involvement of death receptor (DR) 6 
in the pathogenesis of endometriosis. Endometriotic cyst stromal cells (ECSCs) and normal endometrial 
stromal cells (NESCs) were isolated from ovarian endometriotic tissues and the eutopic endometrial 
tissues. The expression of DR6 mRNA and protein in ECSCs and NESCs were also examined.DR6 expression was 
attenuated in ECSCs and in endometriotic tissues, and its expression was upregulated by VPA stimulation. 
VPA treatment resulted in an accumulation of acetylated histone H4 in the promoter region of the DR6 
gene. DR6 knockdown directed the stimulation of cell proliferation and the resistance to apoptosis in 
NESCs. The present findings suggested that DR6 is involved in the pathogenesis of endometriosis by 
creating the proliferative and anti-apoptotic characteristics of endometriosis.The results also suggest 
that histone deacetylase inhibitors are promising agents for the treatment of endometriosis.
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１．研究開始当初の背景 
(1)子宮内膜症は妊娠可能女性の約 10%に発
症する、子宮内膜が子宮外で増殖する良性疾
患である。卵巣では卵巣子宮内膜症性嚢胞と
呼ばれる腫瘍が発生し、月経困難症や不妊の
原因になる。我々はこの卵巣子宮内膜間質細
胞の二次元培養に成功し、正常子宮内膜間質
細胞を対照とした実験系を確立した。 
 
(2)健常女性では、月経時に腹腔内に逆流し
た子宮内膜細胞はアポトーシスに陥る。しか
し子宮内膜症では、アポトーシスに陥る細胞
が減少し異所性に子宮内膜細胞が生存・生着
し、子宮内膜症が発生すると考えられる。し
たがって、子宮内膜症における異所性子宮内
膜細胞の増殖能並びに生存能の亢進（アポト
ーシス耐性）のメカニズムが、子宮内膜症の
病態解明に必須である。 
 
(3)子宮内膜症の発症に関与する遺伝子変異
の報告はあるが、いずれも表現型への寄与は
小さい。そこで我々は、子宮内膜症の発症に
エピジェネティック機構の異常が関与する
との仮説を立てた。エピジェネティック機構
とは、DNA のメチル化やクロマチンの再構築
を介して生じる遺伝子の発現制御機構であ
る。クロマチンの再構築は、ヒストンの翻訳
後修飾によって生じ、アセチル化・メチル
化・ユビキチン化・リン酸化などがあり、こ
れによりDNAの一次配列の変化を伴わない遺
伝情報の発現制御が行われていると考えら
れている。我々は、ヒストンの脱アセチル化
によって発現低下する遺伝子が、異所性子宮
内膜細胞のアポトーシス耐性を惹起し、子宮
内膜症の発症と病勢進行に関わる可能性を
考 え 、 培 養 卵 巣 子 宮 内 膜 間 質 細 胞
(endometriotic cyst stromal cells: ECSCs)
に脱アセチル化酵素阻害剤（バルプロ酸）を
添加し、発現が亢進する遺伝子をマイクロア
レイによる網羅的遺伝子解析によって抽出
した。この遺伝子群にアポトーシス受容体
Death Receptor(DR) 6 遺伝子が含まれていた
ことから、この DR6 がエピジェネティック異
常によって発現低下し、異所性子宮内膜細胞
のアポトーシスを妨げ、子宮内膜症の発症に
関与するのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
アポトーシス受容体 DR6 遺伝子が子宮内膜
症の病態形成へ関与するかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)患者の同意を得て手術検体から採取した
正常子宮内膜組織及び卵巣子宮内膜組織か
ら 、 正 常 子 宮 内 膜 間 質 細 胞 (normal 
endometrial stromal cells: NESCs)及び卵
巣子宮内膜間質細胞 ECSCs を分離培養した。 
 
(2)正常子宮内膜間質細胞 NESCsに DR6 siRNA
を導入し、遺伝子発現抑制を行った（ノック

ダウン）。DR6 遺伝子ノックダウンによって、
アポトーシス刺激に対する耐性の獲得が起
こるかどうかを、カスパーゼ 3/7 アッセイ及
び細胞死 ELISA を用いて評価した。細胞増殖
の評価については、生細胞数アッセイと BrdU
取り込みアッセイを行った。 
 
４．研究成果 
(1)バルプロ酸処理によって DR6 mRNA 及びタ
ンパクの発現は亢進した。これはマイクロア
レイの結果と一致した。 

図１ 卵巣子宮内膜間質細胞ECSCsにおける
バルプロ酸処理によるDR6の発現変化 



(2)DR6 mRNA 及びタンパクの発現は、正常子
宮内膜間質細胞 NESCs では認めたが、卵巣子
宮内膜間質細胞 ECSCs では認めなかった。 

図２ 正常子宮内膜間質細胞 NESCs、卵巣子
宮内膜間質細胞 ECSCs における DR6の
発現比較 

 
(3)DR6 タンパク発現は、正常子宮内膜組織に
おいては、腺管上皮に強く間質細胞に中等度
に、一方、卵巣子宮内膜組織においては、腺
管上皮にも間質細胞にもわずかだった。 

図３ 組織切片を用いた免疫組織化学染色 
 
 
 

(4) 無刺激の卵巣子宮内膜間質細胞ECSCsで
は、DR6 プロモーター領域にアセチル化は認
めなかった。一方、VPA 処理により、DR6 プ
ロモーター領域ヒストン H4 のアセチル化を
認めた。 

図４ 卵巣子宮内膜間質細胞ECSCsを用いた
クロマチン免疫沈降法 
 
(5)DR6 siRNA の導入によって、DR6 mRNA 及
びタンパクの発現低下が確認された。対照群
は control siRNA を導入した正常子宮内膜間
質細胞 NESCs を用いた。 

図５ DR6 をノックダウンした正常子宮内膜
間質細胞 NESCs から抽出した mRNA 及
びタンパクを用いた RT-PCR とウエス
タンブロット 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(6) DR6 のノックダウンによって、control 
siRNA 導入群に比較して、生細胞数の増加・
細胞増殖の亢進を認めた。またアポトーシス
経路の抑制・アポトーシス細胞数の減少を認
めた。 
 
 

 
図６ DR6 をノックダウンした正常子宮内膜

間質細胞NESCsを用いた生細胞数アッ
セイ(A)と細胞増殖 ELISA(B)、カスパ
ーゼ 3/7 アッセイ(C)、細胞死 ELISA 
(D)の結果 

 
(7)以上から、DR6 タンパク及び mRNA の発現
は、正常子宮内膜間質細胞 NESCs に比べ卵巣
子宮内膜間質細胞ECSCsでいずれも低下して
いた。同様に、DR6 タンパクの発現は、正常
子宮内膜組織に比べ卵巣子宮内膜組織で低
下していた。バルプロ酸刺激によって、DR6
プロモーター領域ヒストン H4 のアセチル化
が起こり、卵巣子宮内膜間質細胞 ECSCs にお
ける DR6 タンパク発現は増強した。正常子宮
内膜間質細胞 NESCs における DR6遺伝子のノ
ックダウンによって、細胞増殖亢進及びアポ
トーシス耐性が認められた。 
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