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研究成果の概要（和文）：卵巣チョコレート嚢腫からの癌化メカニズムを明らかにする目的で、卵巣チョコレート嚢腫
の臨床検体より上皮細胞分画を単離し、cyclinD1/cdk4/hTERTを過剰発現させ上皮不死化細胞を樹立した。これらに卵
巣チョコレート嚢腫合併卵巣癌に高頻度に見られる遺伝子異常の解析から明らかとなった遺伝子変異を導入し、phenot
ypeを観察した。その結果、dominant negative p53, oncogenic K-tras allele, c-myc overexpressionの導入にて癌
化形質を有する細胞を樹立することに成功した。以上の成果は内膜症合併卵巣癌の分子標的の探索に有用と思われる。

研究成果の概要（英文）：To more understand the molecular mechanisms of ovarian carcinogenesis arising from
 ovarian endometrioma, we first established the immortalized epothelial cells from ovarian endometrioma vi
a overexpressing cyclinD1/cdk4/hTERT cDNA.  Based on the genetic analyses of clinical samples, we introduc
ed several genetic factors into these cells to observe the transformed phenotypes.  Introduction of domina
nt negative p53, oncogenic K-ras alleles, together with c-myc overexpression, enabled cells to obtain tran
sformed phenotypes.  These 3 steps appeared to be essential for ovarian carcinogenesis associated with end
ometriosis and thereby will  be a promissing molecular target for the novel treatment modality.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、卵巣チョコレート嚢胞の癌化が問題
となり、日本産婦人科学会の婦人科腫瘍委員
会において、子宮内膜症癌化の頻度と予防の
疫学研究に関する小委員会が立ち上げられ、
前向きコフォート研究が進められている。卵
巣チョコレート嚢胞の癌化は、難治性である
明細胞癌へと進展することが多く、また卵巣
癌の類内膜腺癌や明細胞癌では子宮内膜症の
合併頻度が20-50%にも及び、臨床の現場で大
きな問題となっている。 
卵巣チョコレート嚢胞の癌化においては、近
年の分子生物学的解析によりPTENやK-rasの
変異など、ごく一部の遺伝子変化が知られる
ようになったが、その発生メカニズム、分子
機構は全く不明である。子宮内膜症の癌化モ
デル作成は、発生母地である内膜症上皮細胞
の初代培養が極めて困難であり、これまでに
は実現していない。また多くの内膜症研究に
は間質細胞が実験に供されているのが現状で
ある。これが子宮内膜症上皮細胞の癌化研究
の遅れの主因である。 
 これまで我々はヒト正常細胞が一定の培
養期間後に増殖を停止するメカニズムとし
て染色体末端に存在するテロメアの短縮に
よる細胞老化を詳細に解析してきた。その結
果、多くの細胞が約３０−５０回の細胞分裂
にてテロメアが限界までの短縮し、それによ
る DNA ダメージシグナルの惹起が細胞周期
を停止させ、細胞老化に導くことを明らかに
してきた。さらに多くの上皮細胞ではテロメ
ア短縮による細胞老化の前段階として、細胞
分裂１０回前後の若い時期に RB 蛋白の活性
化に起因する premature senescence という細
胞分裂停止の機構が働くことを明らかにし
てきた。子宮内膜症上皮細胞もこの例に漏れ
ず、培養早期で premature senescence に陥る。
子宮内膜症上皮細胞の培養が不可能な理由
はこの２つの障壁の存在による。 
 以前我々は RB 蛋白の活性化を防ぐ遺伝子
操作(HPV E6/E7 遺伝子の導入)とテロメア伸
張酵素テロメレース(hTERT)の導入により、
世界で初めて正常子宮内膜上皮細胞を不死
化 す る こ と に 成 功 し た  (Kyo et al., 
Am.J.Pathol, 2003)。またこれらの不死化細胞
に内膜癌で認められる既知の遺伝子変化を
加えることで in vitro の癌化にも成功してい
る(Mizumoto et al.  Oncogene, 2006)。このよ
うに当研究室では上皮細胞に特定の遺伝子
操作(Rb 抑制および TERT 導入)を行うことで
癌化まで誘導し得る技術を保持している。 
 
２．研究の目的 
 我々は卵巣チョコレート嚢腫の上皮細胞
を効率的に純化する方法を構築している。予
備実験において、同意を得て採取した手術材
料より卵巣チョコレート嚢腫の上皮細胞を
分離、純化し、様々な遺伝子操作を試みて、
通常の培養では不可能な継代数に達する延
命細胞を回収した（HEMOsis 細胞）。これら

の卵巣チョコレート嚢胞上皮延命細胞は軟
寒天培地上でのコロニー形成能もなく、ヌー
ドマウスでの造腫瘍能も持たない。したがっ
て癌化形質は獲得していない。現在までのと
ころ、１００世代以上にわたって培養可能で
ある。この様な結果から、卵巣チョコレート
嚢胞上皮細胞に特定の genetic factor を導入
することにより世界で初めてその不死化細
胞の作製に成功したと考えている。本研究で
は症例数を増やしてこれらの不死化細胞の
作成法を確立するとともに、その性状をさら
に解析し、様々な遺伝子操作を加えて癌化細
胞の作成をも試みる。最終的には得られた癌
化細胞を用いて診断、治療に有用な分子標的
を同定することまでを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 卵巣チョコレート嚢腫から発生した卵巣
癌の遺伝子解析の結果、ARID1A の遺伝子異
常が極めて高率(40-50%)に発見されている。
またそれに次いで高率なものとして PTEN 遺
伝子変異および K-ras 遺伝子変異などが明ら
かになってきている。近年、ARID1A がクロ
マチン remodeling factor として機能する際に
p53 を共役因子として使うことが明らかとな
ってきた。実際に、臨床材料による検討では
ARID1A の遺伝子変異と p53 の遺伝子変異は
互いに排他的で、互いの機能がクロマチン
remodeling factor として必須であることが示
唆されている。すなわち、p53 の異常は、卵
巣チョコレート嚢腫から発生した卵巣癌の
癌化に重要な働きをしている可能性がある。
そこで、まずは p53 の機能を抑制するために
dominant negative p53 遺伝子を過剰発現させ
る。次いで、PTEN 遺伝子変異を mimic する
ためにするために HEMOsis 細胞に shRNA 
-PTEN を導入する。あるいは、K-ras 遺伝子
変異を mimic するために活性型の oncogenic 
K-ras 遺伝子を導入する。さらには一部の内
膜症合併卵巣癌に報告のある c-myc の過剰発
現、PIK3CA の遺伝子変異、さらにはリン酸
化 AKT の過剰発現などについても遺伝子操
作により mimic し、細胞の phenotype を観察
する。 
 
４．研究成果 
（1）dominant negative p53およびoncogenic 
K-ras alleleは、各々単独、または両者を同時に
導入しても、癌化形質は認められなかった。
一方、両者の導入に加え、c-mycの過剰発現で
高率に癌化形質を獲得した。さらには
dominant negative p53およびoncogenic K-ras 
alleleに加え、PIK3CAの変異導入またはリン酸
化AKTの過剰発現にても同様に癌化形質を獲
得した。一方、dominant negative p53および
c-myc overexpressionの導入あるいは 
oncogenic K-ras alleleおよびc-myc 
overexpressionの導入のみでは癌化形質の獲得
には至らなかった。 
（2）内膜症〈チョコレート嚢腫〉を合併する



卵巣癌症例のパラフィン包埋切片による免疫
組織学的検討ではp53, c-mycの過剰発現が
各々約40%, 20%に認められ、p53の特に強陽
性の症例ではいずれもc-myc が強発現し、局
在も一致していた。 
以上の結果から、卵巣チョコレート嚢腫から
の癌化のステップとして、p53の不活化と
K-rasシグナルに加え、3rd stepとしてc-myc
の過剰発現が重要であると思われた。
dominant negative p53およびc-myc 
overexpressionの導入では癌化は起こらず、
c-mycの効果発現にはK-rasシグナルが必要
と考えられたが、これはras signalingがc-myc
のリン酸化を通じてc-mycの安定性を高め、結
果的にc-mycの過剰発現を誘導することが知
られており、同様の機構が存在するものと思
われた。またp53の不活化はARID1A の遺伝
子変異を同等の効果をもたらすことが予測さ
れるが、ARID1Aの遺伝子ノックダウンは当
研究室では十分には成功しておらず、本研究
での実証は不可能であった。一方、PIK3CAの
変異導入またはリン酸化AKTの過剰発現にて
も癌化形質を獲得したが、これらはPI3K-AKT 
pathwayに存在するシグナル活性化因子であ
り、下流にはc-mycが存在し、リン酸化を亢進
する。したがって、PIK3CAの遺伝子変異およ
びリン酸化AKTの過剰発現はc-mycの活性化
と本質的には同等の経路にあることが予測さ
れる。これらの多段階発癌機構の解析は、内
膜症の癌化を予防あるいは治療する観点から
重要な分子標的の検索につながる可能性があ
る。 
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