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生殖生理内分泌学部門 
Department of reproductive Physiology and Endocrinology 

 

 当部門は，ヒトリプロダクションの分子機構及びその異常に基づく疾患の病態の解明，遺伝子診断さら

には遺伝子治療の開発を目的としている．現在，教授，和氣徳夫，講師，加藤秀則，加藤聖子，助手，有

馬隆博，松田貴雄のスタッフのほかに，上岡陽亮，近藤晴彦の各医員，周勇，浅野間和夫，一戸昌元の大

学院生で教室を構成している． 

 

Ａ．造腫瘍能獲得機構におけるRas，ER，p53 の相互作用 

 （加藤聖子，堀内新司，高橋 晃，上岡陽亮，有馬隆博，和氣徳夫） 

【目的】 

 子宮体癌の発癌機構に関与することが知られているRas， エストロゲンレセプター（以下ER），P53を

介するシグナル伝達系と細胞増殖制御の関連について検討した． 

【方法】 

①活性化型 K-Ras，dominant negative（DN） ERを単独に，または共に発現する NIH3T3細胞株を樹立（K12V

細胞，K12VDNER細胞）し，細胞増殖及び造腫瘍能を解析した． 

②p53，p21，mdm2の発現をウエスタンブロット法・免疫沈降法で解析した． 

③ER，p53 による転写活性をルシフェラーゼアッセイで検討した． 

【成績】 

①K12V細胞は造腫瘍能を持ち，ER発現の増大と転写因子機能の亢進が造腫瘍能獲得に関与していた． 

②DNER発現により，K12V 細胞の造腫瘍能は抑制され，p21 発現を介した細胞老化が誘導された． 

③p53 による転写活性は K12V 細胞で有意に抑制（20％）され，K12VDNER 細胞で亢進（250％）されていた． 

④K12V 細胞での mdm2蛋白発現量は，mock細胞と同様であったが，K12VDNER細胞では顕著に抑制された．

mock細胞に比しp53-mdm2結合の亢進を K12V細胞で認めた． 

⑤K12VDNER細胞における DNp53の一過性発現は p21 発現抑制を介し，細胞老化誘導を抑制した． 

【結論】 

①DNER による細胞老化誘導に p53-p21 を介する経路の関与が示されたため，ER による p53の負の制御が

示唆された． 

②活性化型 K-Rasは ER 機能の亢進を介して造腫瘍能の獲得に関与する．本過程にはER による mdm2発現

の維持及び p53-mdm2 結合を介したp53機能抑制が関与することが示された． 

③以上から活性型 K-Rasによる細胞癌化には，ERによる mdm2を介したp53機能抑制が関与することが示

唆された．  

 

Ｂ．MMP の活性化におけるras の関与 
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 （上岡陽亮，加藤聖子，堀内新司，高橋 晃，有馬隆博，和氣徳夫） 

【目的】 

 細胞外マトリックス分解酵素であるMatrixmetalloproteinase（MMP）は癌の浸潤・転移に関わる重要な

因子の１つと考えられている．Rasを介する MMP活性化のシグナル伝達経路について検討している． 

【方法】 

①細胞の運動・浸潤に影響を与えることが知られている肝細胞増殖因子（HGF）を卵巣癌細胞株SKOV-3に

添加して，Gelatin zymographyにより培養上清中の MMP2，9の活性を解析した． 

②SKOV-3 に Ras dominant negative（Ras DN）アデノウイルスを感染させ，MMP2，9 活性への影響を解析

した． 

③SKOV-3 にMEK阻害剤（U0125）， PI3K 阻害剤（LY294002）を添加して MMP2，9 活性への影響を検討した． 

④ラット子宮内膜細胞 RENT-4に活性型 K-ras （K12Val），活性型 H-ras （H61Leu）を形質導入し，MMP2，

9 の活性を解析した． 

【成績】 

①HGF 刺激により SKOV-3 株で MMP2，9の活性化を認めた． 

②Ras DN の発現によりHGF刺激に伴うMMP2，9 の活性化が消失した． 

⑤RENT-4 細胞に活性型K，H-ras を形質導入すると MMP2の活性化がみられた． 

③HGF刺激によるMMP2の活性化はPI3K阻害剤により抑制されたがMEK阻害剤には影響されなかった．MMP9

の活性化は両阻害剤により消失した． 

【結論】 

①卵巣癌細胞株で HGFは Ras を介してMMP2，9を活性化する． 

②MMP2の活性化にはRasの下流でPI3Kを介するシグナル伝達経路が主に関与し，MMP9の活性化にはPI3K，

MAPKの両経路が関与する． 

③ラット子宮内膜細胞で活性型Ras がMMP2 を活性化する． 

 

Ｃ．細胞増殖におけるプロゲステロンレセプターの役割 

 （堀内新司，加藤聖子，上岡陽亮，寺尾泰久，西田純一，蜂須賀徹，瓦林達比古，和氣徳夫） 

【目的】プロゲステロンレセプター（PRB）による細胞増殖の制御機構を明らかにするため，PR シグナル

伝達を解析した． 

【方法】 

①NIH3T3 細胞（PRB+）を低血清状態で同調後，細胞周期変化を解析した．血清或いはcAMP刺激による細

胞増殖の変化を解析した． 

②各細胞周期における PRB，p27蛋白発現をウエスタンブロット法で，PRBmRNA の発現をRT-PCR法で解析

した． 

③活性化型 K-Ras，PR-B，Protein Kinese A（PKA）を過剰発現する NIH 細胞株（K12V，PRB，PKA 細胞）
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を樹立し，PRB，p27 の発現を検討した． 

【成績】 

①S期に一致して，PRB，p27 蛋白の発現が低下した． 

②cAMP添加により細胞増殖は抑制され，PRB，p27蛋白発現は増加した． 

③PKA 細胞における，PRB，ｐ27蛋白発現は有意に増加した．PKA阻害剤添加により両蛋白の発現は低下し

た． 

④PRB 細胞では p27発現が増大した． 

⑤PRBmRNA の発現は血清刺激により低下し，cAMP刺激で増加した． 

⑥腫瘍形成能を持つ K12V 細胞（活性型K-Ras）はmock 細胞に比べ，PRBmRNA，蛋白発現レベルが共に低下

していた． 

【結論】 

①PRB 発現は mRNA，蛋白共に細胞増殖の亢進した状態で低下し，抑制された状態で増大したため，細胞増

殖の負の制御に関与する． 

②cAMPは細胞増殖を抑制し，PR-B及びｐ27 の発現を転写レベルで亢進させた. 

③cAMP-PKA-PR-p27のシグナル伝達系は細胞増殖刺激を負に制御することが明らかとなった． 

 

Ｄ．子宮体癌細胞における cAMP によるプロゲステロンレセプターB誘導とその臨床応用 

 （高橋 晃，加藤聖子，堀内新司，上岡陽亮，有馬隆博，和氣徳夫） 

【目的】子宮体癌細胞では，プロゲステロンレセプター（PR）Ｂの発現が減少していることが報告され，

癌細胞の増殖能亢進への関与が示唆されている．我々は，NIH3T3細胞を用いて，cAMP が転写レベルで PRB

の発現を増加させ，細胞増殖能が抑制されることを明らかにした．そこで，子宮体癌細胞株の培養液中に

cAMPを添加し，PR-B の発現量の変化を検討すると共に，細胞増殖能を解析した. 

【成績】 

①子宮体癌細胞株（IK，HHUA，SNGM）の培養液中に cAMPを 1mM，100mM添加したところ全ての株の細胞増

殖能は抑制されていた． 

②cAMP添加後，24 時間，48 時間の PRBの発現をwestern blot 法で解析したところ，PR-Bの発現は増加

していた. 

【結論】 

子宮体癌細胞株において，cAMP 添加により PR-Bの発現は増加し，増殖能は抑制された．今後はPR-B 発現

抑制のメカニズムの解析及び cAMPによる PR-B誘導能を利用した治療法の開発を行っていく予定である． 

 

Ｅ．ゲノムインプリント機構の解明について 

（有馬隆博，加藤聖子，和氣徳夫） 

 ゲノムインプリントは，DNA やクロマチンの修飾状態，高次構造の変化に基づくエピジェネティックな
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現象と考えられている．個体発生過程や出生直後にインプリントが破綻すると，種々の先天異常や悪性腫

瘍が生ずることも報告されている． 

 新生児一過性糖尿病（TNDM）は，IDDM 様の病態を示すが，インスリン分泌が自然回復する様な稀な病気

である．しかし，回復した患児の約半数は再び成人で IDDM 状態になることが知られている．近年，この

疾患の遺伝的病因として６番染色体長腕（6q24）の父親からの片親性ﾀﾞｲｿﾐｰとの関連が示された．また，

我々は，この領域がゲノムインプリント（両親由来の対立遺伝子に特異的な遺伝子発現を起こす）を受け

ていることを報告し，この疾患の候補遺伝子であることを示した．今回この領域のｲﾝﾌﾟﾘﾝﾄ機構の解明と

この疾患の発症機構に関し，マウス及び患児を用い，詳細な検討を行うことを目的とする．また，ﾓﾃﾞﾙﾏｳ

ｽの作成を行い，疾患の病態ﾒｶﾆｽﾞﾑの解析と治療法の確立を研究目的とする． 

微小インプリントセンターに直接結合する蛋白質の同定は，この領域に限らず，インプリント全般にお

ける機構の解明に重要である．また，最近複数の転写因子がメチル化 DNA と複合体を作ることが報告され

ている．そこで，マウス生殖細胞を用い，どの転写因子を介し，遺伝子発現調節をしているか，あるいは

複数の経路で，調節されているのかを明らかにする．また，この転写因子との相互作用について前述のノ

ックアウトマウスを用いて解析を加え，疾患の病態ﾒｶﾆｽﾞﾑの解明と治療法の確立を行う． 

 

Ｆ．正常絨毛における増殖・分化調節の分子機構 

 （松田貴雄，浅野間和夫，和氣徳夫） 

【目的】 

 正常絨毛における増殖・分化の調節機構からの逸脱は絨毛癌の発生を導く．このため，絨毛癌化機構の

解明は，正常絨毛における増殖・分化調節の分子機構を明らかにすることとなる．絨毛癌化で機能する癌

抑制遺伝子群の同定を２つの異なる方法論を用いて行い，正常絨毛細胞における増殖・分化に関わる遺伝

子群を同定し，その調節機構の解明を試みた． 

【方法】 

①正常ヒト細胞由来染色体を絨毛癌細胞株へ単一移入し，増殖特性及び造腫瘍性の変化を解析した．ヒト

７番染色体上に遺伝子座を有するSTSマーカーを用いて絨毛癌組織及び細胞株の共通欠失領域を同定した．

共通欠失領域をカバーするBACコンティグより，７番染色体移入時と同様の表現型変化を誘導するBACク

ローンを同定した．この BAC クローン上のcDNA を同定し，絨毛癌細胞へ遺伝子導入した． 

【成績】 

①ヒト７番染色体上の癌抑制遺伝子：絨毛癌細胞CC1及び JEG3へヒト正常細胞由来 1，2，6，9，11 番染

色体を単一移入しても表現型に変化を認めなかった．７番染色体の単一移入により細胞形態は顕著に変化

し，細胞増殖特性及び造腫瘍性も抑制された．このため，ヒト７番染色体上に絨毛癌抑制遺伝子の存在す

ることが示唆された．さらに７番染色体にマップされるSTSマーカーを用いて解析を行った結果，7q11.22

領域に高頻度に両側アリルの欠失を示す，共通欠失領域を同定した．この領域から未知遺伝子を含む 12

クローンを単離した．このうち胎盤での発現の高い6クローン，SMAP-C6-8（未知遺伝子），C6-14（notch4
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類似遺伝子），C6-16（TIMP-1 類似遺伝子），C7-107（OS-4 類似遺伝子），C7-114（アクチビン様遺伝子），

C7-116（HEM45 類似遺伝子）が得られた．これらのうち C6-8，C7-107，C7-116 は初期絨毛から末期胎盤で

高い発現レベルが維持され，絨毛癌では両側アリルが欠失しており，発現も消失していた．これらを絨毛

癌細胞株へ遺伝子導入したところ，造腫瘍性の抑制が観察されたため，有力な絨毛癌抑制遺伝子候補と考

えられた． 

【結論】 

 染色体工学を用い複数の絨毛癌抑制遺伝子候補を単離した．正常絨毛における発現，絨毛癌での発現消

失を確認し，その造腫瘍性抑制機能を明らかにした． 

 

Ｇ．絨毛特異的cDNA ライブラリーの解析 

 （浅野間和夫 松田貴雄 近藤晴彦 周勇 加藤秀則 和気徳夫） 

【目的】 

我々はヒト胎盤組織で発現を認め，絨毛癌細胞株にて発現を認めない遺伝子群の cDNA ライブラリーを作

成した．この中の各クローンについて解析を行い絨毛癌化機構に関与する遺伝子の単離を目的とする． 

【方法】 

１）我々が作成した cDNA ライブラリーの各クローンについてノーザン・ブロット・ハイブリダイゼーシ

ョンを行い胎盤特異的発現を示すものを選択した． 

２）胎盤特異的発現を示すものの内，機能などが知られていない１遺伝子の発現を胎盤，胞状奇胎，絨毛

癌の各組織，ヒトの各臓器について RT-PCR，ノーザン・ブロットを用いて検討した． 

３）この遺伝子の全長を同定し，遺伝子座を決定した．４）絨毛癌細胞株にこの遺伝子トランスフェクト

させその形態，細胞増殖能，造腫瘍能の変化を検討した． 

【成績】 

１）絨毛特異的な発現を示す遺伝子として Hman gingiva cDNA (SMAP31)，Human interferon-inducible 

peptide (6-16) gene，Human placental lactogen，Wilms' tumor related protein (QM)，Osteopontin

が得られた． 

２）SMAP31 の発現はヒト胎盤の他，脳，肺，子宮など高発現を認め，胞状奇胎，絨毛癌組織で発現を認め

なかった． 

３）この遺伝子は染色体 4q11~12にマッピングされた． 

４）この遺伝子を絨毛癌細胞株（Bewo）に遺伝子導入したところ細胞の形態に変化を来した．また，検討

した Bewo，JEG3 の２株において細胞増殖能は影響を受けなかったが，造腫瘍能が抑制され，復帰変異株

で抑制が解除されることがわかった． 

【結論】 

１）胎盤組織で発現するが，絨毛癌化に伴い，遺伝子の欠失からその発現が認められなくなる遺伝子群を

同定した． 
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２）この遺伝子群の中に絨毛癌の癌化抑制遺伝子の候補 SMAP 31遺伝子を同定した． 

 

Ｈ．ヒト１番染色体長腕上の子宮内膜癌抑制遺伝子のクローニング 

 （加藤秀則，周勇，近藤晴彦，小川昌宣，浅野間和夫，松田貴雄，和気徳夫） 

【目的】 

 １番染色体上の子宮内膜癌細胞老化制御遺伝子をクローニングする． 

【結果と方法】 

 現在までの検討により 1q32-41 （STS549ーSTS1609）の領域に HHUAを老化に導く活性が存在することが

判明している．さらに内膜癌症例60例の検体を用いて，1q32-41内のSTSマーカーにより，ヘテロ接合性

消失の検討を行った．D1S459-225 の1Mb以下の領域に 60%以上の頻度で LOH が観察され，子宮内膜癌抑制

遺伝子は，この D1S459�225の領域に存在することが明らかとなった．さらに，D1S459及び 225 陽性 YAC

クローン（748H11）の HHUA 細胞への導入により79%の細胞クローンに細胞死が誘導された．次に 748H11

に含まれる BAC クローンを HHUAに導入し，細胞死誘導活性を検討した結果，ひとつの BACクローンで細

胞死が誘導された．  

この活性をもった BAC クローンと発表されたドラフトシークエンスをもとに５つの候補遺伝子を得た．

これら塩基配列について，正常子宮内膜癌と HHUA についてそれぞれ cDNAを RT-PCR で増幅し，変異につ

いての検討を螢光シークエンサーを用いて行った． 

 その結果，HUBCEP80類似遺伝子と，ORF12 という遺伝子で有意な塩基変異が観察された． 

【結論】 

HUBCEP類似遺伝子と ORF12は子宮内膜癌抑制遺伝子候補であり，癌患者検体での変異と，その発現ベク

ターの HHUAへの導入により，その可能性がさらに検証されると考えられた． 

  

Ｉ．Micro arrayを用いた胞状奇胎に特徴的な増殖関連遺伝子発現プロフィールの検討 

（加藤秀則，寺尾泰久，周勇，浅野間和夫，小川昌宣，近藤晴彦，松田貴雄，和気徳夫） 

【目的】 

 胎盤絨毛細胞の過増殖を特徴とする胞状奇胎の増殖に強く関与する遺伝子群を正常胎盤絨毛を比較と

して検討する 

【方法】 

 胞状奇胎８例とこれらと週数を同じくする正常胎盤絨毛から mRNAを抽出し，それぞれ Cy3, Cy5でラベ

ルしTakara 社製 Human Cancer およびapoptosisチップにハイブリダイズさせ Microsysytem 社製スキャ

ナーGMS418にて解析を行った． 

【結果】 

 胞状奇胎組織では正常胎盤絨毛に比べてJak-STAT5 系のシグナル遺伝子および raf-mapK 系の遺伝子が

活性化されていた．また apoptosis 回避に働く一連の遺伝子も発現増強していた． 
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【結論】 

 旺盛な増殖を示す胞状奇胎細胞では，一般に絨毛細胞ではサイトカインレセプターBC鎖が発現していな

いことを考えると，IL-4,IL-7 などのサイトカインシグナルがその増殖に正に働いていることが考えられ

た． 

 

Ｊ．正常絨毛細胞特異的に強発現する遺伝子群の単離・同定 

 （小川昌宣，浅野間和夫，松田貴雄，近藤晴彦，周勇，加藤秀則，和氣徳夫） 

【目的】 

 胎盤絨毛に強く発現し，胞状奇胎で抑制される遺伝子は，胎盤絨毛の発生・分化に関わり，胞状奇胎の

表現型異常を導くと考えられる．本研究では正常胎盤絨毛特異的発現を示す遺伝子群の単離・同定を試み

た． 

【方法】 

①PCR-cDNAサブトラクションにて，胎盤絨毛特異的な cDNAクローンを得た． 

②ノザンブロットにより胎盤絨毛における特異的発現を検討した． 

③cDNA ライブラリからサブクローニングをおこなって，cDNA の全長を得た．シークエンスを行い，各ク

ローンの塩基配列を決定し，BLASTによるホモロジーサーチを行った． 

【成績】 

 胎盤絨毛特異的発現を示す cDNA 断片（100�400bp）として，６クローンを得た．これらをプローブと

して胎盤絨毛 cDNAライブラリからサブクローニングを行ったところ，全長0.5�2kb程度の cDNAを得た．

それぞれのcDNAの塩基配列を決定したところ，既知の遺伝子と高いホモロジーを示すもの５クローン（hCG

αサブユニット，ヒト成長因子誘導遺伝子2A9，ヒト肝細胞ガン関連抗原56，ヒト凝固因子 V，ヒト JAK

結合蛋白 (SSI-1），未知の遺伝子１クローンであった． 

【結論】 

①本研究で行った cDNA サブトラクション法は，胎盤絨毛特異的に強発現を示す遺伝子を同定しており，

本方法の妥当性が示された． 

②単離された遺伝子群の中には未知のものと既知のものとが含まれているが，この中に胎盤絨毛の発生・

分化や，胞状奇胎の発生に関与する遺伝子が含まれていることが予想される． 
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Ｋ．婦人科癌細胞株におけるTGFβ-1不応性の分子機構 

 （周勇，加藤秀則，浅野間和夫，小川昌宣，松田貴雄，和気徳夫） 

【目的】 

  TGFβ-1は分化，発生，増殖の制御に機能する．癌化にはTGFβ-1 による細胞増殖抑制からの逸脱が重

要である．本研究では，TGFβ-1 抵抗性婦人科癌細胞株を同定し，抵抗性獲得の分子機構を解析した． 

  また我々は，TGF-βの増殖抑制にかかわる未知の遺伝子を同定する目的で，PCRサブトラクションを用

いて，TGF-β１よる発現誘導される新規遺伝子の単離を試みた．その中から FKHL7 が同定され，癌細胞株

および組織での同遺伝子の変異について解析し，婦人科癌への関与を検討した． 

【方法】 

TGFβ-1シグナル伝達路の検討 

１）TGFβ-1抵抗性癌細胞株として HAC，PA-1，SNGM，HHUAを用いた． 

２）TGFβ-1 シグナル伝達路を構成するTGFβ-1 リセプー，Smad2，3， 4，7 遺伝子の塩基配列の変異を

検討した．TGFβ-1 核内へのシグナル伝達をルシフェラーゼを用いてPAI-1プロモーターの転写活性で検

討した． 

３）TGFβ-１により活性化される CDKインヒビターとして p15，p21，p27 発現も同様に解析した． 

４）Rb蛋白リン酸化及び MDM2蛋白の発現をウエスタンブロットにより解析した． 

FKHL-7の遺伝子変異の検討 

１）TGF-β応答性を持つの卵巣癌細胞株SKOV においてTGF-β１刺激前後のサブトラクションライブラリ

ーを作製した．この中からFKHL-7を単離した． 

２）子宮体癌細胞株 6株，組織 74 検体； 卵巣癌細胞株10株，組織 31 検体； 子宮頸癌細胞株4株； 絨

毛癌細胞株 3株を用いて，Northern blot あるいはRT-PCR により FKHL7 の発現の変化を検討した．また

Genomic PCRによりFKHL7遺伝子 一次構造の変化についても検討した． 

【成績】 

１） TGFβ-1 による PAI-1プロモーターのルシフェラーゼ転写活性の亢進はHAC細胞で消失していた．他

の抵抗性株では保たれていた．これに対応して HAC 細胞ではSmad4 遺伝子の塩基欠損が観察された． 

２）HAC細胞ではp21が，SNGM細胞ではｐ15，ｐ21，p27すべての CDKインヒビター蛋白発現が抑制され

ていた． 

３）全ての細胞株で，TGFβ-1応答性の pRB リン酸化の減少（応答性の SKOV細胞では観察される）を認め

なかった． 

４）MDM2 の過剰発現は TGFβ-1 抵抗性と関連するといわれている．HHUA，HAC 細胞では MDM2 を過剰発現

していた． 

５）卵巣癌細胞株 SKOV から作製したサブトラクションライブラリーより FKHL7 が同定され，これは他の

TGF-β応答性３細胞株でも発現誘導されることが示された． 

６）Homozygou deletionを含めたFKHL7遺伝子ゲノム構造の変化が婦人科癌119例中1０例で観察された． 
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７）FKHL7 遺伝子発現の消失が74例中1２例で認められた． 

８）FKHL7 遺伝子の変異が子宮体癌細胞株１例，子宮体癌組織２１例中１例及び卵巣癌組織２２例中１例

で見られた． 

【結論】 

１）癌細胞におけるTGFβ-1 抵抗性の獲得は，TGFβ-1 シグナル伝達構成蛋白の異常，TGFβ-1 に関連す

る細胞周期制御蛋白の異常及びMDM2 過剰発現が関与する． 

２） 様々なレベルでの異常は，pRB の機能の阻害に集約され，TGFβ-1抵抗性を獲得 

すると考えられる． 

３）FKHL7 発現は TGF-β刺激により誘導され，増殖抑制のシグナル伝達に関与するこ 

とが示唆された．また，この遺伝子は婦人科癌で高率に遺伝子変異がみられたことよ 

り，これらの癌の TGF-β不応性の獲得に関与する可能性が示された． 
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