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緒言 

 

1. 子宮体癌の臨床的背景 

1-1. 本邦における子宮体癌の現状  

子宮体癌（Endometrial cancer）は，わが国を含む工業先進諸国で発症数が急

増しており 1，国立がん研究センターがん情報サービスの地域がん登録全国推計

による罹患データによれば，日本における 2012年の罹患数は 13606である 2. 罹

患数の増加の背景にはライフスタイルの変化（食生活の欧米化，妊娠・出産回数

の減少），肥満の増加，高齢化などのリスク因子の増加があると考えられている.  

子宮体癌では，癌の進展の早い段階から不正性器出血が症状として認められ，

早期に診断される割合が高く，子宮体癌全体の 5 年生存率は約 80％と他の婦人

科癌と比較して予後良好である. しかし，進行期別にみると他の婦人科癌と比

べて予後が良いということはない. 予後を規定するものとして重要なのは進行

期であるが，病理組織学的予後因子として，脈管侵襲，組織分化度，リンパ節転

移，漿膜浸潤，組織型などが挙げられる. 特に組織型により臨床経過や予後は

大きく異なる. 例えば，すべての進行期を含む類内膜腺癌全体の 5 年生存率が

83.2％であるのに対し，漿液性腺癌ではわずか 52.6％にとどまる 3.  

子宮体癌の治療は，子宮摘出，両側付属器切除，骨盤内および傍大動脈リンパ

節郭清を行う手術療法が基本であるが，進行期，脈管侵襲，組織型などの予後因

子の有無により，補助療法として，ホルモン療法，抗癌剤治療，放射線治療など

が選択される 3. しかしリンパ節などに転移，再発をきたした場合にこれらの効

果は限定的であり，進行・再発例や予後不良の組織型に対する新たな治療戦略の

確立が求められている 3.  

 

1-2. 子宮体癌の分類，診断および治療  

子宮体癌は子宮内膜に発生する上皮性悪性腫瘍であるが，組織学的に子宮内

膜増殖症を伴うものと萎縮内膜を背景とするものがあることが知られていた. 

1983 年に Bokhman らは，その臨床経過，疫学，組織学的な観察をもとにして，

子宮体癌を二つのタイプに分類することを提唱した 4. 一つは，閉経前あるいは

閉経直後の女性に多く，エストロゲン単独の持続的な刺激や肥満に関連し，異型
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増殖した子宮内膜から発生するタイプである 1. 不正性器出血などの症状を呈し

やすいことから早期に診断されることが多い．手術での完全切除が可能な症例

が多く予後は良好であり，タイプ I子宮体癌（以下タイプ I体癌と表記）と呼ば

れる. タイプⅠ体癌は子宮体癌全体の約 80％を占めており，高分化型／中分化

型（Grade1-2）類内膜腺癌が大部分である. もう一方は，エストロゲン非依存性

で，萎縮した子宮内膜から de novo に発生すると考えられているもので，タイ

プ II子宮体癌（以下タイプ II体癌と表記）と呼ばれる．タイプⅠ体癌よりも高

齢の女性に発生することが多い 5，6. 診断時には深い筋層浸潤やリンパ節転移を

有する進行例が多く，また同じ進行期であっても早期に転移を来たし，治療抵抗

性を示すなど予後不良である. タイプ II 体癌 には漿液性腺癌，明細胞腺癌，

低分化型（Grade3）類内膜腺癌が含まれ，全体の約 20％を占める 5，6.  

申請者の所属教室では，北海道大学病院婦人科と北海道がんセンターの協力

で，子宮体癌における予後規定因子を後方視的コホート研究で解析し，傍大動脈

リンパ節郭清の治療的意義を Lancet（2010）に報告した 7. そこで明らかとなっ

た独立予後因子は，1）手術方法（骨盤＋傍大動脈リンパ節郭清 vs. 骨盤リンパ

節郭清，2）組織型（タイプ Ⅰ体癌 vs. タイプ II体癌），3）リンパ節転移（な

し vs. あり），4）術後補助療法（化学療法 vs. 放射線療法）であった. タイ

プ II 体癌は骨盤＋傍大動脈リンパ節郭清に化学療法を加えても予後不良であ

った. 子宮体癌の治療成績を向上させるためには，子宮体癌の悪性進展機構に

ついて分子生物学的に研究し，新しい診断法および治療法の探索を行うことが

必須である.  

 

2. 子宮体癌の発生・悪性進展に関する研究-現状と課題  

2-1. 子宮体癌における遺伝子異常および TP53 遺伝子変異の意義  

タイプ Ⅰ体癌では，PTEN，KRAS，PIK3CA などの変異が多く，タイプ II 体癌

では TP53 や HER2 の変異が多い 8，9. タイプ II 体癌の多くを占める漿液性腺癌

では TP53 の変異が 90％以上に認められる. TP53の遺伝子変異は，null変異と

missense 変異に分けられる. さらに missense 変異は trans-dominance 効果の

ないもの（recessive 変異）と trans-dominance 効果を有するもの（dominant-

negative 変異）に分けられ，後者には本来の TP53遺伝子の機能とは関わりがな

い機能を獲得する gain-of-function 効果を示すものがあり 10， 癌の悪性進展と

の関わりで注目されている. Dominant-negative変異 p53タンパクは amyloid様
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の凝集塊を形成し，正常 p53 タンパクの立体構造を変化させてその機能を阻害

するという prion のような挙動をすることが観察されている 10．これを

oncomorphic 変異と呼ぶことを提唱している研究者もいる 11. 漿液性腺癌では

dominant-negative TP53 変異が多く，このことが漿液性腺癌の予後を極めて不

良なものにしていると考えられる 12，13. 多くの分子生物学的研究の成果によっ

て，タイプⅠ体癌とタイプ II 体癌では存在する遺伝子変異や分子変異が異なる

ことが明らかにされてきた. 一方でこれらの変異の一部はタイプⅠ体癌とタイ

プ II体癌でオーバーラップしており，また予後良好とされるタイプⅠ体癌でも

早期にリンパ節転移を来し，予後不良な経過を辿る症例が存在することなどか

ら，古典的なタイプ分けのみでは臨床経過や予後の差異を考える上で不十分で

あることが指摘され，TCGA （The Cancer Genome Atlas） Project のデータな

どに基づいてさらなる研究が続けられている 14，15.  

 

2-2. 子宮体癌における上皮間葉転換の意義  

上皮間葉転換（epithelial to mesenchymal transition : EMT）は，1980 年

代はじめに Elizabeth Hay ら によって提唱され 16，上皮細胞が細胞極性や細胞

間の接着を失い，遊走能および浸潤能を得ることで，間葉系の形質を獲得するプ

ロセスである. EMTは，個体形成と創傷治癒の過程に観察され，また癌細胞が転

移を生じるメカニズムの一つであると考えられている 17 

癌の転移様式には，主に血行性転移，リンパ行性転移，播種性転移の三つが

ある. 癌細胞の転移は，1）原発巣での増殖，2）原発巣からの癌細胞の離脱，血

管やリンパ管への浸潤，3）脈管内での移動，4）転移臓器の血管内皮への接着，

5）転移臓器への浸潤，6）転移臓器内での増殖，などの過程から構成されており，

EMTは間質への浸潤および脈管侵襲に関与する 16（図 1）．  
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図 1. 癌浸潤転移と EMT （文献 16より）  

 

EMT が誘導されると，上皮細胞は周囲細胞との細胞接着を失い，上皮細胞の

形態が間葉系の紡錘状に細長く変化する．また，E-cadherin や ZO-1などの上皮

系マーカーの発現が低下し，N-cadherin や Vimentin などの間葉系マーカーの発

現が亢進し，細胞の運動能が亢進すると報告されている 18. 癌の転移において，

癌細胞は細胞間の接着を解除し，遊走性を獲得することで，浸潤と転移能が亢進

し悪性度を高めている可能性がある 18.  

幹細胞は自己複製能と多分化能を有する細胞である 19. 近年，腫瘍組織にも

幹細胞，すなわち癌幹細胞（cancer stem cell：CSC）あるいは癌幹細胞様細胞

（cancer stem cell- like cell：CSC-Ls）が存在するという説が提唱されてお

り，急性骨髄性白血病をはじめ，乳癌や肺癌ならびに子宮体癌などでもその存在

が報告された 20,21. EMT は，癌細胞の運動と浸潤能だけではなく，自己複製能や

薬剤抵抗性といった癌幹細胞様の形質の獲得に関わることが指摘されている 22.  

EMT を誘導する分子機構についても多くの研究が行われ，腫瘍間質から放出

された EGF，TGF-βなどの増殖因子が，それぞれの特異的受容体やシグナル伝達

を介し，最終的に ZEB，Twist，Snail，Slugといった特異的転写因子を活性化し

EMTを誘導すると考えられている 23，24. われわれの研究グループでは，癌遺伝子

BMI-1，ZEB1，Twistまた TP53変異が，EMTを誘導し，子宮体癌細胞の浸潤を促

進するという子宮体癌浸潤・転移の新しい分子機構を明らかにした 25-27.  



 6 

 

2-3. EMT における IQGAP1 遺伝子の役割  

代表的な上皮系マーカーである E-cadherin の喪失は，子宮体癌において腫

瘍の分化度や浸潤の深さに相関するとされ，独立した予後不良因子であること

が報告されている 28，29. E-cadherin は細胞内の裏打ちタンパクである β-

catenin，α-catenin と複合体を形成し強固な接着を形成している 30，31. E-

cadherin による細胞間接着を負に制御する機構において key 分子となっている

タンパクに IQGAP1（IQ‑domain GTPase‑activating protein 1）がある. IQGAP1

は，CDC42，Rac1，β‐catenin，B-Raf，ERK（extracellular signal-regulated 

kinase），そして E-cadherin といった種々のキナーゼやシグナル分子と相互作

用して，多彩な分子機能を有することが知られている 30，31.  

IQGAP1 は，子宮体癌以外の多くの固形癌で過剰発現していることが報告され，

いずれも予後不良と相関している 32. この oncogenic な機能は主に，E-cadherin

による細胞間接着に作用することで EMT を誘導することによるとされ，IQGAP1

が腫瘍細胞の遊走，浸潤，増殖などに強く関与することが明らかになっている 32. 

しかし，子宮体癌においては IQGAP1の発現および役割について不明な点が多く，

十分に解明されていない.  

 

2-4. 子宮体癌における microRNA 研究  

2-4-1. 癌における epigenetics  

癌を含む様々な疾患とゲノムの関係においては，genetic な遺伝子情報だけ

でなく，epigenetic な遺伝子情報が強く関与すること明らかになり，

epigenetics の研究が世界中で盛んに行われている 33，34. Epigenetics に関わる

ものには，DNAのメチル化，DNAに巻き付くタンパク質であるヒストンの修飾お

よび non-coding RNA によるものが知られ，これらの epigenetic な機構の異常

により，癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の不活化が生じ，発癌に至ることが報

告されている 34． 

 

2-4-2. 癌と DNA のメチル化異常  

原核生物から真核生物まで，ゲノム DNA（CpG 配列）のシトシン塩基はしば

しばメチル化修飾を受けることで染色体構造が閉じ，転写因子との結合が阻害

され遺伝子の発現が抑制される 34. 異常なメチル化が癌抑制遺伝子プロモータ

ーに生じ，その遺伝子発現が抑制されることが，癌の発生にとって重要である 35．
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多くの研究により，子宮体癌においても高メチル化される頻度が高い癌抑制遺

伝子として PTENや p16 などが報告されている 35． 

 

2-4-3. miRNA の生合成  

タンパク質コード遺伝子の配列は，ヒトゲノム全体のわずか 2％に過ぎない

ことが分かっている 36. 次世代シーケンサなどの解析によって，ヒトゲノム配

列の約 90％が転写され，その大部分が non-coding RNA であることが明らかにな

り 36，その生物学的役割に注目が集まっている.  

Non-coding RNAの一つである microRNA（miRNA）は，20塩基程の一本鎖 RNA

であるが，細胞の発生，分化，増殖，運動さらに apoptosis まであらゆる生命現

象に深く関与していることが明らかにされており，EMT も例外ではない 37. 核内

で転写された Pri-miRNAは，Drosha による切断を受け Pre-miRNAとなる. キャ

リアタンパクにより核外に放出された Pre-miRNAは，Dicer によるスプライシン

グを受け二本鎖 miRNA となり，RISC に取り込まれ一本鎖 miRNAとなる 38（図 2）.  

 
図 2. microRNAの生合成と mRNAの制御（文献 38より） 

 

2-4-4. miRNA による遺伝子発現制御の機構  

miRNA の機能は，転写後レベルで遺伝子発現を負に調節することである. 一

本鎖 miRNA は標的遺伝子 mRNAの 3’-UTRに相補的に結合し，mRNA を分解あるい

はタンパクへの翻訳を抑制する 37-39 （図 2）. miRNA が標的とする mRNAに結合

する際，配列全体にわたる完全相補性は必要なく，miRNA の 5’末端から数えて
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2番から 8番までの塩基の配列（seed 配列と呼ばれる）が標的 mRNA と相補的で

あることが重要と言われている 37-39. このため，一つの miRNA は複数の mRNAの

発現を制御し，逆に一つの mRNAが複数の miRNAによって制御されることもある. 

ヒトの全遺伝子産物の 60％以上が，miRNA によって発現制御されると推定され

ている 37-39.  

 

2-4-5. miRNA の臨床への応用  

近年になり，miRNA が血中においてエクソソーム中に内在し，比較的安定し

て存在することが明らかとなり，疾患バイオマーカーとしての有用性が注目さ

れている 37-39. miRNAを制御することで，疾患に関連する複数の遺伝子を同時に

調節できると考えられている. また，抗体製剤と異なり，化学合成による大量

生産が可能であり，miRNA を用いた治療薬の研究開発は今後も発展すると予測さ

れる. しかし，標的細胞へ miRNAを到達させる方法や，miRNAが複数のタンパク

発現を制御することによる off-target 効果など，解決すべき問題点も多い 37-39.  

 

2-4-6. 子宮体癌に関わる miRNA の異常   

癌の発生および進展と miRNAの関係はすでに確立されており，多くの miRNAが

tumor suppressor あるいは oncogene として機能することが報告されている 40，

41. われわれの研究では，miR-130bなどの miRNAの発現低下が，子宮体癌患者の

予後不良に関係していた 27，42（図 3）.   

 

図 3. miR-130b の発現低下は子宮体癌患者の予後不良と相関する 

（文献 27より） 
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さらに，EMTを制御する分子機構において大きな役割を担う miRNA が多数存在

する. われわれは，複数の癌抑制 miRNA（miR-101，miR-106b，miR-130b，miR-

194など）が，子宮体癌細胞内の伝達経路に広く影響を与え，ZEB1，BMI-1など

の EMT を誘導する遺伝子発現を減少させ，子宮体癌細胞の増殖，浸潤および癌

幹細胞形質誘導を抑制することを報告した 42（図 4）.  

 

図 4. 子宮体癌における EMTと癌幹細胞形質の制御に関わる miRNA のネット

ワーク（文献 42より） 

 

TP53 変異は多くの miRNA の変化をもたらす. 悪性度の高い子宮体癌細胞株を

用いた解析では，TP53 変異により少なくとも 23個の miRNA の発現低下が生じる

ことが示された 27．その一つである miR-130bは，EMT 誘導遺伝子である ZEB1を

標的とする miRNA である．miR-130b を子宮体癌細胞に発現させることで，TP53

変異に起因する EMT 形質を元に戻す mesenchymal to epithelial transition 

（MET）現象が認められた 27.  
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miRNA による子宮体癌 EMTの制御について検討した報告は多く，われわれの研

究グループ以外からも，miR-200と子宮体癌細胞の浸潤能および抗癌剤感受性 43， 

複数の miRNAの相互作用による EMTおよび癌幹細胞形質の維持 44，miR-34bと癌

抑制機能 45，miR-23aと SMAD3を介した子宮体癌 EMT の制御 46などが報告されて

おり，今後は研究成果が臨床応用へ橋渡しされることが期待される.  

 

2-4-7. 子宮体癌における miR-124研究  

   miR-124は，乳癌 47，大腸癌 48，膵癌 49など様々な癌で発現低下し，癌細胞の

増殖能，浸潤能，転移能および抗癌剤耐性の抑制に寄与することが示され，その

標的として，SNAI250，PIM151，SOX952などが同定されている.  

最近になって，子宮体癌においても miR-124の発現が低下していることが明

らかになり，miR-124 が癌遺伝子 STAT3 に直接結合して，その発現を抑制するこ

とが報告された 53. また，miRNA は epigenetic な発現制御を受けるが，実際に

癌で高メチル化により発現が低下している miRNA として，miR-3445 や miR-12453

が報告されている. このように，miR-124は複数の癌で tumor suppressor とし

て研究対象となっており，子宮体癌においてもその働きが報告されているが，

miR-124 と EMT 制御についての詳細な報告はなく，また子宮体癌における miR-

124発現低下のメカニズムも解明されていない．  

 

3. 本研究の概要  

子宮体癌細胞株を用いて，子宮体癌 EMT における IQGAP1 の役割を明らかに

することで，子宮体癌の新たな治療戦略の確立に貢献できると考え，本研究を行

った. 子宮体癌細胞株における IQGAP1 の発現を検討し，次いで，高悪性度子宮

体癌細胞株で有意に発現が抑制されている miRNAの解析を行い，miR-124を同定

した．IQGAP1発現制御における miR-124の役割を検討し，さらにその epigenetic

な抑制機構を検討した．  
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略語表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである. 

 

BMI1     B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog 

CSC    Cancer stem cell 

CSC-LCs  Cancer stem cell-like cells 

EC       Endometrial cancer 

EGF      Epidermal Growth Factor 

EMT     Epithelial to mesenchymal transition 

EGF      Epidermal Growth Factor 

ERK      extracellular signal-regulated kinase 

FIGO    International Federation of Gynecologic Oncology 

HER2    Human epidermal growth factor receptor type 2 

HI     Highly invasive subpopulations of HEC-50 cells 

IQGAP1   IQ‑domain GTPase‑activating protein 1 

KRAS   Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

miRNA    microRNA 

MET    Mesenchymal to epithelial transition 

PI3K     Phosphoinositide 3-kinase 

PIM1     Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase 

PTEN    Phosphatase and Tensin Homolog Deleted from Chromosome 10 

RPPA     Reverse-phase Proteomic Arrays 

siRNA   small interfering RNA 

SOX9     SRY-Box 9 

STAT3    Signal transducer and activator of transcription 

TCGA     The Cancer Genome Atlas 

TdT    Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 

TGF      Transforming Growth Factor  

TSA      Trichostatin A  

UTR    untranslated region  

ZEB      Zinc finger E-Box binding 
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実験方法 

 

1.細胞培養 

ヒト子宮体部類内膜腺癌由来細胞株である HEC-1（タイプⅠ体癌：G2類内膜腺

癌由来）と HEC-50（タイプⅠI 体癌：G3 類内膜腺癌由来）は JCRB 細胞バンク 

（大阪）より購入し，DMEM/F12 medium（Sigma-Aldrich，St. Louis，米国） に

10％牛胎児血清を添加し培養した. HEC-50 細胞由来の高浸潤能 HI 細胞は，

Transwell system （8-μm pore size， Matrigel-coated polycarbonate 

membrane BD Biosciences， Bedford，米国） を用いて作成した 25. 具体的に

は，HEC-50 細胞を無血清の MEM で培養し，上段のチャンバー内にいれ，下のチ

ャンバーには 15％血清を含む MEM で満たし，5％CO2 下，37℃で 24 時間培養後

に膜を通過し下段のチャンバーに接着した細胞群が HEC-50B-highly invasive

（HI）である 26. ヒト子宮内膜由来不死化細胞株 EM は島根大学産婦人科学教室

の京哲博士の御厚意により譲り受け，DMEM/F12 medium に 15％牛胎児血清を添

加し培養した.  

 

2. Transient transfection 

miR-124 を過剰発現させるために，miR-124 mimic を用いた．また，miR-124

の発現を特異的にノックダウンするには，anti-miR-124 inhibitor を使用した. 

miR-124 mimic（あるいは anti-miR-124 inhibitor）と，その陰性対照である

miRNA mimic negative control（あるいは miRNA inhibitor negative control）

は Ambion（Texas，米国）から購入した. IQGAP1遺伝子の発現を選択的に抑制す

るには，IQGAP1 siRNA（IQ-Si），その陰性対照である negative control siRNA

（Ambion， Texas，米国）を用いた. これらの miRNA mimic，anti-miRNA inhibitor

と siRNA を，Lipofectamine 2000（Invitrogen，Carlsbad，米国）により，子宮

体癌細胞に導入した. IQGAP1 cDNA（IQGAP1 vector）を有する pEGFR-IQGAP1-WT 

vector と pEGFR empty control vector は名古屋大学分子薬理学教室の貝淵弘

三教授のご厚意により譲り受け，Lipofectamine Plus reagent（Invitrogen，

Carlsbad，米国）を用いて導入した. Control vector と 3’-UTR sequence 

lacking human IQGAP1 cDNA vectorは OriGene（Maryland，米国）から購入し

た.  
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  Transfection の手順の概略は以下の通りである:  

1. 前日に抗生物質不含の血清入り培地に transfection 時に 60-70％コンフル

エントになるように一定量の細胞をまいた. 

2. miRNA または siRNA を無血清培地で希釈し，室温で 5 分間インキュベートし

ておいた Lipofectamine 2000 と混合しさらに室温で 20 分間インキュベート

した.  

3．上記の混合液を最終濃度が miRNA は 40 nM，siRNA は 10 nMになるように，

transfection する細胞が入った血清入り培地に添加し，37℃，5％CO2の条件

で培養した.  

4. 4時間後に検鏡し，細胞毒性が認められればその時に，認めなければ翌日に

培地交換を行った.  

 

3．定量リアルタイム RT-PCR（qRT-PCR）による miRNA と mRNAの発現解析 

細胞株の全 RNAは TRIzol reagents（Invitrogen，Carlsbad，米国）を使用し

て採取した. ディッシュからトリプシンで剥がした細胞に，TRIzol を加え，室

温で 5 分間インキュベートし，TRIzol の 20％量のクロロホルムを加えて激しく

撹拌した. 4℃，12000g で 15 分間の遠心分離後に得られた上清に等量のイソプ

ロパノールを添加し室温で 10分間インキュベート後，さらに 4℃，12000gで 15

分間遠心分離しペレットを得た. ペレットを 99％エタノールで洗浄し，風乾後

に RNase free H2Oで融解し全 RNAを抽出した.  

miR-124 の qRT-PCR は NCode miRNA qRT-PCR analysis （Invitrogen， 

Carlsbad，米国）を使用し行った. 全 RNA に含まれる microRNA に Poly A 

Polymerase によってポリアデニル化したのちに，SuperScript® III RT と

universal RT Primer を使用して逆転写反応を行い first strand cDNA を合成

した. 各 mRNAは PrimeScript® RT reagent（Takara，滋賀）で逆転写反応を行

い first strand cDNA を合成した. 37℃，15分間の逆転写反応を行った後に， 

85℃，5秒で反応を終了させた.  

miR-124-3pに対する specific forward primer （5’- TAAGGCACGCGGTGAATGCC 

-3’）と reverse primer として universal qPCR primer を使用し，各 mRNA の

primer は PrimerBank database（http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/）か

ら得た. Applied Bio systems Takara SYBR Premix Ex Taq II（Takara，滋賀）

を用いて，7300 real-time PCR system（Applied Biosystems，Waltham，米国）
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にて 94℃で 15 分の反応の後，95℃で 15 秒，60℃で 25 秒，72℃で 20 秒の反応

サイクルを 40 回繰り返し，PCR 増幅を行った. miRNA また mRNA 発現量の解析

は，RNU6 また GAPDHを内部標準として使用した.  

以下に，各 miRNAまた mRNAの Primer 配列を示す（forward primer （F）， reverse 

primer（R），Sequence: 5'→3'）:  

RNU6         F: CGCTTCGGCAGCACATATAC 

R: AAAATATGGAACGCTTCACGA 

IQGAP1       F: TTTGTACCTGTTCAAGCTAGGC 

             R: CCACTGACAGTTCATTAGCCAAG 

E-cadherin   F: CGAGAGCTACACGTTCACGG  

             R: GGGTGTCGAGGGAAAAATAGG  

ZO-1         F: CAACATACAGTGACGCTTCACA   

             R: CACTATTGACGTTTCCCCACTC  

Vimentin     F: GACGCCATCAACACCGAGTT  

             R: CTTTGTCGTTGGTTAGCTGGT  

N-cadherin   F: TCAGGCGTCTGTAGAGGCTT  

             R: ATGCACATCCTTCGATAAGACTG  

GAPDH      F:GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT  

             R: GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG  

 

4. Cell migration，invasion and proliferation assay 

細胞浸潤試験は，Transwell system（8-μm pore size，Matrigel-coated 

polycarbonate membrane BD Biosciences，Bedford，米国）を用いた. まず各細

胞 5×104個が入った無血清培地 500μlを上のチャンバー内にいれ，下のチャン

バーには 10％血清を含む培養液 750μl をケモアトラクタントとして加え，5％

CO2 下，37℃で 24 時間培養後，10％ホルマリン溶液で固定し，10％ギムザ溶液

で染色した. 小綿棒でチャンバー表面の細胞を除去し，浸潤した細胞数を顕微

鏡下に中心と周辺を含むランダムな 10視野で数えた. 細胞遊走試験はメンブレ

ンがマトリゲルでコーティングされていないのと，培養時間が 12 時間である以

外は浸潤試験と同様の手順で行った.  

増殖能試験は Cell Counting Kit-8（同仁堂，大阪）を用いた. まず各細胞

5×103個を 96-wellのプレートに入れ，5％CO2下，37℃で 24時間培養後，IQGAP1 
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cDNA vector/IQGAP1 siRNA，miR-124 mimics/inhibitors，そしてそれぞれの

control を導入し，72 時間後に吸光度（450nm）を測定した.  

 

5. Western blotting analysis  

M-Per Mammalian Protein Extraction Reagent（Pierce Biotechnology， 

Woburn，米国）を細胞に加え，可溶化し全タンパクを抽出した. 核タンパクは

Nuclear Extraction Kit（Chemicon International，Temecula，米国）を用いて

抽出した. 全タンパクは 40μg，核タンパクは 10μg を 10％ SDS-PAGE で泳動

し，ニトロセルロース膜に転写し，下記に示す特異的な 1次抗体（IQGAP1，2C5，

Novus Biologicals，Littleton，米国; E-cadherin，A01589，GenScript，

Piscataway，米国; N-cadherin，610920，BD and GAPDH，sc-47724，Santa Cruz，

Dallas，米国）と室温で 1時間インキュベーションした. その後に，それぞれの

特異的2次抗体―抗マウス，ヤギ，ウサギIgG－HRP複合体（Santa Cruz， Dallas，

米国）と室温で 1時間インキュベーションした. TBS-T で洗浄後，ECL Western 

blotting detection reagents を転写面にまんべんなくかけ，室温で 1分間反

応させた. CCD camera-linked Cool Saver System を用いて化学発光を行った. 

全タンパクの内部標準として GAPDHを使用した検出した.  

 

6. Microarray analysis  

miRNA microarray 解析には，上記のように miR-124 mimic または miRNA mimic 

negative controlをトランスフェクションした HEC-50 と HI細胞から抽出した

total RNA を用いた. Microarray に用いる total RNA の純度および品質は，

RNA6000 Nano Gel System を用いて Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent 

Technologies，Santa Clara，米国）で確認した. Total RNA（100 ng）を Agilent 

Complete Labeling and Hybridization Kit（Agilent Technologies，Santa Clara，

米国）により，Cyanine3（Cy3）でラベルした．そして，miRNAを含んだ Cy3 ラ

ベル RNA を Superprint G3 Human 8x60k Microarray（Agilent Technologies，

Santa Clara，米国）に添加後，55˚C にて 20 時間，hybridization を行った. 

スライドは洗浄し，遠心分離を行った（3000 rpm，室温）．スキャナーで画像を

取り込み，Feature Extraction Software （Agilent Technologies，Santa Clara，

米国）で，蛍光強度を数値化した. 遺伝子発現解析は GeneSpring GX software

（Agilent Technologies，Santa Clara，米国）を用いた. 有意に発現が変動し
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ている miRNAを抽出した. HEC-50と HI細胞の各miRNAの発現比率を Fold change

で示した.  

 

7. Luciferase activity assay  

ホタルルシフェラーゼ遺伝子の下流に各遺伝子の 3’-UTR をクローニングし

た vector は，wild-type（Wt；14503）あるいは mutant（Mut；14504）miR-124 

binding sites（875-882 bp and 1172-1178 bp from the start site of the 

3’-UTR）を有する IQGAP1 mRNAは，Addgene（Cambrige，MA，米国）から購入し

た. 24-well培養プレートで野生型または変異型リポーターvector を，miR-124 

mimic，miRNA mimic negative control，anti-miR-124 inhibitor，anti-miRNA 

negative control とともにトランスフェクションした. トランスフェクション

後 24時間 5％CO2下，37℃で培養したのちに，Dual-luciferase reporter assay 

system（Promega，Madison，米国）を用いて，ルシフェラーゼ活性を測定した.  

 

8. Drug treatment  

5-aza-2'-deoxycytidine（5-AZA; 最終濃度 1.0と 5.0μM；Sigma-Aldrich，

St．Louis，米国）に 72 時間，あるいは Trichostatin A （TSA; 最終濃度 0.5μM；

Sigma-Aldrich，St．Louis，米国）に 24 時間作用させた．Combination study

は，5-AZA（最終濃度 5 µM）に 72時間作用させ，最後の 24時間に TSA（最終濃

度 0.5μM）を加えて作用させた. 培地は毎日交換し，その度に薬剤を加えた.  

 

9. 統計学的解析  

すべての実験は triplicate で行った. 各群の値は平均±標準偏差で表記し，

必要に応じ Student’s t-testか Wilcoxon matched-pairs test を用いて検定

した．有意水準は P <0.05とした.  
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実験結果 

 

1. IQGAP1 は子宮体癌細胞において EMT，浸潤，増殖を誘導する  

子宮体癌における IQGAP1 の機能を検討するために以下の実験を行った. 

 

1-1.子宮体癌細胞株において IQGAP1 の発現は亢進している  

まず，子宮体癌細胞株における IQGAP1 の発現を qRT-PCRと Western Blot を

用いて検討した.子宮体癌細胞株として HEC-1，HEC-50，HEC-50-HI（HI）を用い，

コントロールとして不死化子宮内膜細胞（EM）を用いた. 

HEC-1はタイプⅠ体癌（G2類内膜腺癌）であり，中等度の分化度，悪性度で

ある.一方，HEC-50 はタイプ II（G3 類内膜腺癌）の細胞株であり，低分化で悪

性度は比較的高い．その中でも特に高悪性度を示す細胞群（Highly invasive 

subpopulations of HEC-50 cells : HI）を抽出できることが示されており 46，

これを用いた. 

IQGAP1 mRNA は EM に比較し，3つの子宮体癌細胞株すべてで有意に発現が亢

進していることが qRT-PCRで示され（図 5A），そして，細胞株の悪性度が高いほ

ど，IQGAP1 タンパクの発現レベルが高い傾向にあることが Western Blot で示さ

れた（図 5B）.  

以上の結果より，IQGAP1 は子宮体癌細胞株において発現が亢進しており，悪

性度を高める何らかの働き，つまり EMT や浸潤，転移などに役割を担っている

可能性があると考えた.  
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図 5．（A）子宮体癌細胞株（HEC-1，HEC-50，HI）およびコントロール細胞（不死

化子宮内膜細胞株（EM））における定量リアルタイム RT-PCRによる IQGAP1 mRNA

の発現量解析；（B）子宮体癌細胞株における IQGAP1 タンパクの Western blot に

よる解析．**P < 0.01 

 

1-2.IQGAP1 は EMT 関連マーカーの発現を変化させる  

IQGAP1 が EMTを誘導するという仮説を検証する目的で，EMT関連の主マー

カーである E-cadherin，N-cadherin の発現が IQGAP1 の発現により変化するか

を Western Blot で検討した. 内在性コントロールとして GAPDHを用いた．内

因性の IQGAP1発現が亢進している HI において，IQGAP1-siRNA（IQ-Si）を導

入しノックダウンすると，control（Ctr-Si）と比較して，E-cadherin の発現

が上昇し，N-cadherin は減少した（図 6A）. 一方，内因性 IQGAP1 レベルが比

較的低い HEC-1において，IQGAP1を過剰発現させると（IQ-vec），E-cadherin

は減少し，N-cadherin は上昇することが明らかになった（図 6B）. 以上か

ら，IQGAP1 の過剰発現が子宮体癌細胞における EMT の誘導に深く関与する可能

性を示唆した.  

 

図 6．Western blotによる E-cadherin，N-cadherin，IQGAP1タンパクの発現解

析（A）Control siRNA（Ctr-Si），あるいは IQGAP1 siRNA（IQ-Si）を導入した

HI細胞（IQGAP1高発現株）；（B）Control vector（Ctr-vec），あるいは IQGAP1 

vector（IQ-vec）を導入した HEC-1細胞（IQGAP1低発現株）． 

 

 



 19 

 

1-3.IQGAP1 は子宮体癌細胞の形態を変化させる  

EMT が生じた細胞は形態にも変化があることは既知であり 55，IQGAP1 が EMT

と正に相関するという仮説を補強するため，細胞形態の変化を調べた.内因性

IQGAP1 レベルの高い HI において IQGAP1 をノックダウンすると，細胞はより上

皮系の細胞形態をとり，細胞間接着が増える（図 7A）. 一方で，HI に比して内

因性 IQGAP1 レベルが低い HEC-1において，IQGAP1を過剰発現させると，間葉系

の形態をとる細胞が増え，細胞間接着が疎になる傾向が観察された（図 7B）.  

以上の結果より，IQGAP1 は子宮体癌細胞における EMT の誘導を促進すること

を見出した.  

 

 

図 7．IQGAP1 発現の変化と細胞形態の変化（偏光顕微鏡写真） 

（A）Control siRNA（Ctr-Si），あるいは IQGAP1 siRNA（IQ-Si）を導入した HI

細胞（IQGAP1 高発現株）；（B）Control vector（Ctr-vec），あるいは IQGAP1 vector

（IQ-vec）を導入した HEC-1細胞（IQGAP1 低発現株）． 
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1-4.IQGAP1 は子宮体癌細胞の悪性形質に関与する 

IQGAP1 が子宮体癌細胞の悪性形質（細胞の遊走能能，浸潤能，増殖能）に関

与しているかを明らかにする目的で以下の実験を行った.  

内因性 IQGAP1 レベルが高く，悪性度の高い HI において IQGAP1-siRNA を導

入して，IQGAP1 をノックダウンし（IQ-Si），内因性 IQGAP1 レベルが低く HI に

比較して悪性度の低い HEC-1 において IQGAP1-vector を導入し過剰発現させ

（IQ-vec），in vitro で migration assay，invasion assay，proliferation assay

を行った.  

IQGAP1 のノックダウンは，遊走能，浸潤能，増殖能いずれも有意に減弱する

ことが示され，一方 IQGAP1 の過剰発現は悪性度を有意に亢進することが示され

た（図 8A-C）.  

以上の結果から，IQGAP1 は子宮体癌細胞の遊走，浸潤，増殖などの悪性形質

に，正の相関を持つことが明らかになった.  

 

 

図 8．IQGAP1 の変化と子宮体癌細胞の悪性形質の変化． 

 （A）遊走能，（B）浸潤能，（C）増殖能；Control siRNA（Ctr-Si）あるいは IQGAP1 

siRNA（IQ-Si）を導入した HI 細胞（IQGAP1 高発現株）および control vector

（Ctr-vec）あるいは IQGAP1 vector（IQ-vec）を導入した HEC-1 細胞（IQGAP1

低発現株）．**P < 0.01 

 

1-5.IQGAP1 は cadherin 以外の EMT関連マーカーにも作用する  

IQGAP1 は cadherin 以外にも作用することが知られているため，E-cadherin

や N-cadherin以外の EMT関連マーカーに関与するかを検討した. 上皮系マーカ
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ーとして ZO-1，CK-18 を用い，間葉系マーカーとして Vimentinを用いた.  

HIにおいて，siRNA を用いて IQGAP1 をノックダウンする（IQ-Si）と，ZO-1

と CK-18 の mRNAレベルは有意に上昇し，Vimentin mRNA レベルは有意に減少し

た（図 9A）. 一方 HEC-1で IQGAP1 vector を導入する（IQ-vec）と，ZO-1と CK-

18は有意に減少し，Vimentin は上昇するという正反対の結果を得た（図 9B）.  

ここまでの実験結果から，IQGAP1 は子宮体癌細胞において発現が亢進してお

り，EMT を誘導して細胞形態を変化させ，遊走能，浸潤能，増殖能といった腫瘍

の悪性度を高めることが明らかとなった.  

 

 

図 9． 定量 RT-PCRによる ZO-1，Vimentin，CK-18の発現解析． 

（A）Control siRNA（Ctr-Si），あるいは IQGAP1 siRNA（IQ-Si）を導入した

HI細胞（IQGAP1高発現株）．（B）Control vector（Ctr-vec），あるいは IQGAP1 

vector（IQ-vec）を導入した HEC-1細胞（IQGAP1低発現株）．**P < 0.01 

 

 

2. miR-124 は IQGAP1 の発現を直接抑制し，高悪性度子宮体癌細胞においては

miR-124 の発現が抑制されている  

IQGAP1 の発現を制御する分子機構を明らかにするために，以下の実験を行

った.  

 

2-1.高悪性度子宮体癌細胞株において発現が抑制されている miRNA は 29個同
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定された  

Microarray 分析を用いて，HEC-50 と比較して，HI において有意に発現が低

下している 29個の miRNA（let-7b，let-7f，miR-10b，miR-15b，miR-23a，miR-

24，miR-25，miR-27a，miR-29b，miR-30a-5p，miR-34a，miR-124，miR-127，miR-

130b，miR-148a，miR-155，miR-191*，miR-194，miR-224，miR-362，miR-409-3p，

miR-422b，miR-424，miR-453，miR-497，miR-518d，miR-518f*，miR-526a，miR-

656）を同定した（図 10）.  

 
 

2-2. miR-124 は IQGAP1 mRNA 3’-UTR に biding sites を有する  

29個の候補の中から，IQGAP1と結合する候補 miRNAを絞り込む目的で，コ

ンピュータ上のマイクロ RNA予測アルゴリズムである Target Scan

（http://www.targetscan.org/vert_71/）を用いて検索した.  

予測された候補 miRNA の中で，肝細胞癌において PIK3CA48や STAT349を標的

図 10. 

高浸潤能細胞株である HEC-

50-HI(HI)細胞株における

miRNA の発現プロファイル 
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として tumor suppressor として報告されており，かつ近年子宮体癌において

発現が低下していると報告 53された miR-124に注目した.  

miR-124には下記のように IQGAP1 mRNA の 3’-UTR の中に，2つの binding 

sitesを有することが示された（図 11）.  

 
図 11．IQGAP1 3’-UTR における二つの miR-124推定結合部位 

 

2-3. IAGAP1 と miR-124 の発現は負に相関している  

IQGAP1 と miR-124 の発現の関係を明らかにするために，まず子宮体癌細胞

株における miR-124の発現を qRT-PCR を用いて検討した. コントロールには不

死化子宮内膜細胞（EM）を用い，3つの子宮体癌細胞株（HEC-1，HEC-50，HI）

を対象とした.  

EMに比して，3つの細胞株すべてで miR-124の発現レベルは低下してお

り，発現の程度は細胞株間で差があることが明らかになった. 高悪性度 HIで

miR-124 の発現が最も低く，悪性度の低い HEC-1では HIや HEC-50 よりも miR-

124の発現が高いことが明らかとなった（図 12）．悪性度が高いほど IQGAP1の

発現は高い傾向にある（図 5Aおよび 5B）ことから，miR-124の発現低下と

IQGAP1 の発現亢進に関連がある可能性を示唆する結果となった.  
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図 12．正常子宮内膜由来不死化細胞株（EM）に対する各子宮体癌細胞株におけ

る miR-124相対発現量の定量 PCRによる解析．**P < 0.01 

 

2-4. miR-124 は IQGAP1 の発現を抑制する  

IQGAP1 と miR-124 の関係を検討するために，以下の実験を行った. 

まず，miR-124 mimicと anti-miR-124 inhibitorの有効性を確認した．（図 13A）. 

内因性 miR-124レベルの低い HIで，miR-124を過剰発現させると，IQGAP1 mRNA，

タンパクレベルともに低下した．一方内因性 miR-124 レベルの高い HEC-1 にお

ける miR-124の抑制は，IQGAP1 mRNA 発現とタンパク発現をともに上昇させるこ

とが示された（図 13B および 13C）. 

このことから，子宮体癌細胞において miR-124 は IQGAP1 の発現を負に制御

していることが明らかになった.  
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図 13．miR-124 mimic（Mimic 124）あるいは negative control（Mimic Ctr）

を導入した HI細胞，miR-124 inhibitor（Anti 124）あるいは negative 

control（Anti Ctr）を導入した HEC-1細胞における（A）miR-124 の相対発現

量，（B）IQGAP1 mRNA の相対発現量，（C）IQGAP1，E-cadherin，N-cadherinタ

ンパク発現量．**P < 0.01 

 

2-5. miR-124 は IQGAP1 mRNA の 3’-UTR を直接の標的とする 

これまでの実験結果から，miR-124 が IQGAP1の発現を抑制することが明らか

になったが，その作用が直接 IQGAP1 mRNA を標的にしたものか確認するために

luciferase reporter assay を行った.  

変異のない miR-124 binding sites を有する IQGAP1 mRNA 3’-UTR（Wt）に

おいて，レポーター活性は miR-124 mimic により減少し，anti-miR-124 

inhibitor により上昇することが示された（図 14A）. しかしながら，点変異の

ある miR-124 binding sites を有する IQGAP1 mRNA 3’-UTR（Mut）のレポータ

ー活性は，miR-124の影響を受けなかった（図 14B）.  

このことから， IQGAP1 mRNA 3’-UTRには miR-124 が直接結合し，その発現

を負に制御していることが明らかになった.  
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図 14．HI細胞株（A）および HEC-1細胞株（B）を用いた miR-124 と IQGAP1 

mRNAの結合についての相対的ルシフェラーゼ活性を用いた検討 

（A）：野生型 IQGAP1 3’-UTRあるいは変異型 IQGAP1 3’-UTRを有するレポー

タープラスミドと miR-124 mimicあるいはその negative control を導入.

（B）：野生型 IQGAP1 3’-UTRあるいは変異型 IQGAP1 3’-UTRを有するレポー

タープラスミドと miR-124 inhibitor あるいはその negative control を導

入． **P < 0.01 

 

 

3. miR-124 は子宮体癌細胞において上皮としての形質を維持し，細胞の遊走，

浸潤，増殖を抑制する 

子宮体癌細胞における miR-124の生物学的機能を明らかにする目的で以下の実

験を行った.  

 

3-1. miR-124 は子宮体癌細胞の形態を変化させる 

miR-124 が EMT を抑制するかどうかを明らかにするために，miR-124 を過剰

発現させ，細胞形態を評価した.  

内因性 miR-124レベルが非常に低い HIに，miR-124 mimicを導入すると細胞

形態は上皮細胞の形態に変化し，細胞接着の密度が上昇した（図 15A），逆に miR-

124レベルが比較的高い HEC-1で miR-124をノックダウンすると，細胞形態は紡

錘型となった（図 15B）. このことは，miR-124が EMT を抑制する可能性がある

ことを補強する結果であった.  
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図 15． 子宮体癌細胞株の miR-124発現の変化と細胞形態の変化（偏光顕微鏡

写真）（A）miR-124を過剰発現させた HI細胞（miR-124低発現株）では線維芽

細胞様形態から上皮細胞様形態へ変化し，（B）miR-124発現をノックダウンし

た HEC-1（miR-124高発現株）ではより間葉系細胞様の形態が誘導された． 

 

3-2. miR-124 は子宮体癌細胞の悪性形質を抑制する 

miR-124が子宮体癌細胞の浸潤や増殖などにおよぼす影響を明らかにするた

めに，in vitroで種々の実験を行った.  

内因性 miR-124レベルが低く，悪性度の高い HI に miR-124 mimic（Mimic）

を導入して過剰発現させ，内因性 miR-124が高く，悪性度の低い HEC-1では

anti-miR-124 inhibitor（Anti）を導入し，ノックダウンした.  

HIにおいては遊走，浸潤，増殖いずれも有意に抑制され，一方 HEC-1では

これらの悪性形質は有意に上昇した（図 16A-C）.  

miR-124は，子宮体癌細胞において tumor suppressor としての機能を有す

ることが明らかになった.  
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図 16．miR-124発現の変化による子宮体癌細胞の悪性形質の変化 

 遊走能（A），浸潤能（B），増殖能（C）の変化を，miR-124 を過剰発現させた

HI細胞，miR-124をノックダウンした HEC-1細胞を用いて検討．**P < 0.01 

 

3-3. miR-124 は EMT 関連マーカーの発現に影響する  

子宮体癌細胞において， miR-124 が上皮系マーカーあるいは間葉系マーカー

にどのような影響をおよぼすかを検討した.  

内因性 miR-124レベルの低い HIにおいて， miR-124 mimicを導入し（Mimic）

過剰発現させると，E-cadherin，ZO-1，CK-18などの上皮マーカーはいずれも上

昇し，N-cadherin，Vimentin などの間葉系マーカーは減少する. 一方で，内因

性 miR-124レベルの高い HEC-1において， miR-124をノックダウンすると（Anti），

上皮系マーカーは減少し，間葉系マーカーは上昇することが確認された（図 13C

（再掲），図 17Aおよび B）.  

この結果は， miR-124が EMTを抑制的に制御する可能性を示唆したこれまで

の実験結果を支持するものであった.  
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図 17．miR-124発現の変化による上皮マーカー（ZO-1，CK-18）および間葉系マ

ーカー（Vimentin）の相対発現量の定量 PCRによる解析． 

（A）miR-124を過剰発現させた HI細胞，（B）miR-124 をノックダウンした HEC-

1細胞 **P < 0.01 

 

3-4. miR-124 は IQGAP1 の発現を抑制することで，子宮体癌細胞の悪性度を抑

制する  

miR-124 が子宮体癌細胞の遊走，浸潤，増殖といった形質を抑制するとき，

IQGAP1 が関与しているのかを明らかにしようと試みた.  

すでに示してきたように，miR-124 を過剰発現させた HI細胞（Mimic 124）

では，遊走能，浸潤能，増殖能いずれも有意に低下した.  

次に miR-124の影響を受けないように 3’-UTRが欠損した IQGAP1 cDNA を過

剰発現させると，悪性形質は部分的に復活することが明らかになった（図 18A-

Cの右端の bar）.  

図 13C． 

miR-124 を過剰発現させた HI 細胞，

miR-124 をノックダウンした HEC-1細

胞における IQGAP1，E-cadherin，N-

cadherinタンパク発現量の解析． 
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この結果は，miR-124 による子宮体癌細胞の悪性形質の抑制が，主に IQGAP1

を抑制することで生じている可能性を示唆するものであった.  

 

 
図 18．高浸潤能 HI細胞に 3’-UTR領域欠損 IQGAP1 cDNA vectorと miR-124 

mimicを導入した場合の遊走能（A），浸潤能（B），増殖能（C）の変化． 

**P < 0.01. 

 

 

4. miR-124 は子宮体癌細胞において epigenetic に抑制されている 

miR-124 の発現が epigenetic な制御を受けるのかを検討する目的で以下の実

験を行った.  

 

4-1. DNA メチル化阻害薬の 5-AZAは miR-124 レベルを上げる  

これまでの結果から，子宮体癌細胞株では miR-124 が抑制されていることが

明らかになったが，これが DNAメチル化やヒストン修飾などの epigenetic な機

構によるかを明らかにしたいと考えた.  

子宮体癌における tumor suppressor である miR-34bは，HIと HEC-1細胞株

に 5-AZA（DNAメチル化阻害薬）を作用させるとアップレギュレーションするこ

とから，DNAメチル化により抑制されていることがすでに示されている 45. そこ

で 5-AZA と，TSA（ヒストン脱アセチル化阻害薬）を用いて miR-124 の発現の度

合いを検討し，コントロールとして DNA メチル化により制御される miR-34b を

用いた.  

HI，HEC-1 双方において miR-124 の発現は，5-AZA 単独，あるいは 5-AZA と
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TSA の併用で有意に上昇し，5-AZA に用量依存性の傾向も見られたが，TSA 単独

では有意な変化を認めなかった（図 19）.  

 

 

図 19．HI細胞株および HEC-1細胞株における miR-124 および miR-34bの発現に

及ぼす 5-aza-2'-deoxycytidine （5-AZA）と Trichostatin A（TSA）の効果 

 

4-2. 5-AZA は IQGAP1 タンパクレベルを減少させる 

続いて HI，HEC-1 における 5-AZA の IQGAP1 タンパク発現に対する影響を検

討した. いずれの細胞株においても，5-AZAは IQGAP1 タンパクレベルを減少さ

せたが，これは 5-AZA が miR-124 レベルを上昇させること（図 19）と矛盾しな

い結果であった（図 20）.  
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図 20．HI 細胞株および HEC-1 細胞株における IQGAP1 タンパク発現量に及ぼす

5-AZAの効果 

 

4-3. 5-AZA は子宮体癌細胞の悪性形質を減弱させる 

DNA メチル化阻害薬の 5-AZA が子宮体癌細胞の悪性形質におよぼす影響を検

討した. 5-AZAを投与すると HI，HEC-1双方で腫瘍細胞の浸潤，増殖を抑制する

ことが明らかになった（図 21）.  

子宮体癌細胞株において，miR-124 の発現を抑制している機構に，ヒストン

脱アセチル化阻害薬の TSAは影響せず，5-AZAの影響を強く受ける（図 19）こと

から，miR-124の発現抑制には，ヒストン修飾より DNA メチル化が主に関わって

いる可能性が示唆される結果となった.  

以上から，子宮体癌細胞においては，DNA メチル化の異常により miR-124 の

発現が抑制されることで，IQGAP1の過剰発現を招き，EMT が誘導されることを示

唆する結果となった.  

 
図 21．HI細胞株および HEC-1細胞株の浸潤能，増殖能に及ぼす 5-AZAの効果 
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5. 子宮体癌において miR-124の発現低下は予後不良と関連する可能性がある 

miR-124 の発現低下が子宮体癌の臨床的成績に影響するかどうかを検討する

ために The Cancer Genome Atlas：TCGA のデータを SurvMicro web tool を用い

て検討した. これは TCGA 内のデータを基に microRNA レベルによりリスクスコ

アを与え，Low risk 群と High risk群に層別化し予後を比較する手法である 56.  

TCGA 内の子宮体癌 309症例について上記のように 2群に分け，Kaplan-

Meierの生存曲線を作成すると，統計学的な有意差はないものの High risk 群

で予後不良である傾向を認めた（図 22A）．また High risk 群で miR-124の発現

レベルが有意に低いことが明らかになった（図 22B）.  

以上から，子宮体癌症例において miR-124の発現レベル低下は予後不良と

相関する可能性があることが明らかとなった.  

 

 

図 22． TCGAデータベースの子宮体癌 309例について，SurvMicro データベース

を用いた生存解析で予後良好群（low risk）及び予後不良群（high risk）に分

けて Kaplan-Meier 生存曲線を作成し（A），その 2 群における miR124 発現量を

比較した（B）．予後不良群では miR-124発現量が有意に低下していた． 
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考察 

 

1. miR-124/IQGAP1 シグナル経路と子宮体癌の EMT 

本研究により，多くの癌腫で発現が亢進しており予後不良因子と報告されて

いた IQGAP1 が，子宮体癌細胞株においても発現が亢進し，EMT の誘導や癌細胞

の悪性形質の獲得に深く関与していることが明らかになった. 子宮体癌細胞で

は，miR-124が tumor suppressorとして機能し，IQGAP1 の発現を抑制的に制御

することを初めて明らかにした. さらに，miR-124の発現が DNA メチル化異常に

より抑制されることを明らかにした. miR-124/IQGAP1 分子経路は EMTの誘導に

強く関与し，子宮体癌の転移に重要な役割を果たしていると考えられた. miR-

124 または IQGAP1 を標的とすることで，新たな子宮体癌の治療法の開発に役立

つことが期待される.  

 

2. 子宮体癌 EMT における IQGAP1 の役割  

2-1. 子宮体癌における IQGAP1 の過剰発現  

多くの研究により，大腸癌 57，卵巣癌 58，膵臓癌 59，非小細胞肺癌 60などの固

形癌において，IQGAP1の発現が亢進していることが判明し，IQGAP1の高発現は，

癌の発生，進展，治療抵抗性および患者の予後不良に深く関与していることが報

告されている. しかしながら，子宮体癌における IQGAP1 の発現についての報告

はこれまでなかった. 本研究では，低浸潤能の子宮体癌細胞株に比べ，高浸潤

能の子宮体癌細胞株の方が，IQGAP1 を高発現していることを初めて発見した. 

今後さらなる解析を行い，子宮体癌進展における IQGAP1 発現の臨床的意義と予

後との関連性について評価を行う予定である.  

 

2-2. IQGAP1 による子宮体癌細胞悪性形質の増強  

本研究では，IQGAP1 に対する gain-of-function および loss-of-function 

experiments を行った結果，IQGAP1の発現亢進により，子宮体癌細胞の運動能，

浸潤能，増殖能が増強することが明らかとなった. また，IQGAP1 siRNA あるい

は miR-124 を導入することにより，IQGAP1 の発現を低下させることで，これら

の悪性形質を抑制できることを明らかにした.  
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一方，EMT の誘導は，浸潤・転移能だけではなく，薬剤耐性の獲得，癌幹細

胞の発生にも大きく寄与していることが明らかにされている 32．例えば，最新の

卵巣癌における研究によると，CD24陰性，OCT4陽性，SOX2陽性の癌幹細胞様細

胞（cancer stem cell-like cells：CSC-LCs）では IQGAP1の発現は減少してい

るが，CSC-LCs が悪性度の高い細胞に分化するときに IQGAP1 の発現が亢進して

いるため，IQGAP1は卵巣癌の転移に重要な役割を担っていると報告された 61． 

今後，子宮体癌，特に転移しやすく抗癌剤治療に抵抗性を示すタイプ II 体

癌において，IQGAP1 が癌幹細胞の特徴である薬剤耐性や自己複製能にどのよう

な影響を与えるかについて，さらに検討を進める予定である． 

 

2-3. IQGAP1 による子宮体癌細胞 EMT の誘導  

IQGAP1 は，Rac1や Cdc42などの標的タンパクであり，細胞骨格，特にアクチ

ンフィラメントと微小管を制御し，細胞内シグナル伝達に多彩な機能を有する

と考えられている 62，63．IQGAP1は E-cadherin のプロモーター部位に直接に結合

し，E-cadherin の発現を抑制することで，癌転移に大きな役割を果たしている

と考えられている 62，63. 食道扁平上皮癌における報告では，RNA 干渉法を用いて

IQGAP1 の発現を抑制すると，癌細胞の増殖能，運動能，浸潤能，さらには転移

能力が著明に低下することが in vitro で示され，また腫瘍の縮小効果があるこ

とが in vivo で確認された 64.   

本研究では，子宮体癌細胞においても，IQGAP1 が E-cadherin の発現を抑制

すると同時に，間葉系マーカーである N-cadherin，Vimentinの発現を上昇させ，

EMTを誘導し，浸潤，遊走などの悪性形質を強化していることを示すことができ

た. この結果は，これまで報告されていた，E-cadherin の発現低下が子宮体癌

の予後不良因子である 65 という事実を補強するものであり，子宮体癌における

IQGAP1 の oncogenicな役割を初めて明らかにするものである． 

 

3. 子宮体癌における miR-124の抗癌効果およびその発現制御  

われわれは，子宮体癌細胞株を用いて，EMTを抑制的に関与する miRNA とし

て miR-124を同定し，その癌抑制機能について検証を行った. miR-124は，乳

癌，大腸癌，膵臓癌など複数の癌種に共通して発現が低下していることが知られ

ている 47-49. したがって miR–124は，癌の発生や進展と強く関連していると推定

され，実際に，miR–124 の標的遺伝子として，UHRF166，STAT367など複数の癌遺伝
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子が報告されている. miR-124を様々な癌細胞に導入し，さらにマウスに移植し

た結果，腫瘍の増殖と転移が顕著に抑制されることが報告されている 67，68． 

本研究は in vitro のみの検討であり，miR-124を標的することで，子宮体癌

において実際に抗癌効果を示すかどうか in vivo で検討する必要がある. 新し

い核酸医薬として，子宮体癌治療における miR-124 の治療応用の可能性につい

て検討するのは重要な課題である.  

最近の報告では，野生型 p53 は miR-124 の発現を増加することで，B 細胞性

リンパ腫の進展を抑えることが報告されている 68. 変異型 p53 タンパク質が，

どのように miR-124などの癌抑制 miRNAs の発現に影響するのか，また，これら

の miRNA を介して，子宮体癌 EMT や転移を制御しているのかどうかを確認する

ことは，今後の検討課題である.  

   DNA メチル化阻害薬が，過剰なメチル化により発現が抑制された癌抑制遺伝

子を，再活性化することで抗腫瘍効果を示すことが知られており，骨髄異型性症

候群に対して DNA メチル基転移酵素阻害薬である Azacitidine などが臨床応用

されている 69. 本研究より，miR-124発現低下と DNA メチル化異常の関連が明ら

かとなり，複数の標的遺伝子を持つ miR-124 の活性化により，子宮体癌細胞の

悪性形質を制御できる可能性が示された. 一方，DNA メチル化阻害薬である

Zebularine は，5-AZA と比較して安定性が高く低毒性であることが知られてい

る. われわれの最近の研究により，Zebularineの処理によって子宮頸癌細胞の

増殖が抑制されるが，正常細胞には細胞毒性を示さないことが明らかにされた 70. 

今後，子宮体癌治療における DNA メチル化阻害薬の臨床応用の可能性も視野に

入れて，研究を継続したいと考えている.  

 

4. 癌の molecular classification および molecular staging  

古典的には癌は発生臓器別に分類され，発生臓器を構成する上皮細胞との形

態的類似性に基づいて高分化度から低分化度までの分化度分類が行われている.

細胞の脱分化は癌を特徴づける現象の一つであり，発生する上皮細胞の特徴が

異なっても癌の組織学的形態が類似することがしばしば認められる. 子宮頸部，

子宮体部，卵管，卵巣，腹膜には漿液性腺癌が発生する.これらの病理組織学的

に類似した形態を取る悪性腫瘍は，分子生物学的特徴も類似しており，タイプ II

体癌である漿液性腺癌は 90％に TP53 変異が認められ，卵巣の漿液性腺癌の中で

high grade serous carcinoma とされるものの 94％に TP53変異が認められる. 
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しかし，臨床的には抗癌剤感受性に差が認められ，婦人科癌で頻用される

Paclitaxel-Carboplatin の併用化学療法（TC療法）は，卵巣漿液性腺癌に高い

奏効率（84％）71 を示すが，子宮体癌の漿液性腺癌では中程度の奏効率（50％）

72 である. このように形態的には類似していても癌の悪性度に関連する

phenotype は異なっているため，一つの biomarkerを用いて他癌腫への薬剤臨床

応用は難しいことが示されている. すでに述べたように，miR-124 は子宮体癌だ

けでなく，他の固形癌でも発現が低下しており，いずれも tumor suppressor と

しての機能が報告されている 47-49．今後これら複数の癌腫で共通する遺伝子や

miRNAの変異を解析し，癌腫間での相同性あるいは差異を理解することが，新し

い治療法を確立するために重要と考えられる． 

2006 年から米国で開始された大型癌プロジェクトである TCGA（The Cancer 

Genome Atlas）では，25以上の異なるタイプの腫瘍から，10000検体以上につい

ての遺伝子変異， コピー数， 遺伝子発現， DNA メチル化，microRNA，RPPA 

（reverse-phase proteomic arrays），臨床データから，癌特異的な分子異常を

発見し，そのデータを一般に公開している 73. 子宮体癌についても TCGAデータ

を用いて類型分類が試みられ，POLE ultramutated，microsatellite instability 

hypermutated，copy-number low，copy-number high の 4カテゴリーが提唱され

ている 74. また，子宮体癌特異的な分子機構の profile を明らかにし，治療対象

となり得る分子機構を同定する目的で，子宮体癌特異的に発現している遺伝子

（Differentially expressed genes）と miRNA（Differentially expressed 

miRNAs）を，TCGA データと，複数の予測アルゴリズムを用いて解析し，新しい

「転写因子‐miRNA‐遺伝子ネットワーク」が作成され報告されている 75．この

領域の研究は急速に展開しており，TCGA などのメタ解析を，われわれの研究に

積極的に取り入れる必要があると考える． 

癌の進行期は，治療成績を治療方法間あるいは施設間で比較するために，癌

を癌の拡がりと予後との関係に基づいて分類されたものである. 婦人科癌の進

行期は癌の局所の拡がりとリンパ節転移の有無を中心とした臨床的あるいは手

術・病理学的予後因子で決定される .子宮体癌の FIGO（ International 

Federation of Gynecologic Oncology）国際進行期は 1988年に，それまでの術

前に決定される臨床的分類から手術・病理組織学結果に基づいて術後に決定さ

れる手術分類に変更された．この変更によって，より正確な予後診断に基づいて

術後補助療法の個別化が可能になった．しかし，癌の予後は癌の拡がりだけでは
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なく，癌の悪性度にも規定される．これまでの研究で，個々の癌の分子的特徴は

悪性度，治療への反応性，予後と密接に関わっていることが明らかにされている

が，現在の FIGO 進行期分類や TNM 分類にはこれらの成果が反映されていない. 

近い将来にはこのような分子的特徴に基づいた進行期/予後分類が行われるよ

うになり，発生臓器別の治療選択ではなく，個々の症例が有する分子学的特徴に

より，最も適した治療法を選択することが可能になると予測される. 

 

5. miR-124/IQGAP1 シグナル経路研究の子宮体癌診療への応用  

5-1. miR-124 のバイオマーカーとしての応用   

近年，miRNA がバイオマーカーとして有用であるとの報告が増え，世界中の

研究者から注目を集めている. miRNA の発現パターンは，臓器によって大きく異

なり，多くの疾患とも関わっていることが知られている. また，血液，尿，唾液

など生体からの採取が容易な体液中でエクソソーム内に安定して存在している

ことも， miRNAがバイオマーカーとして適している理由である 76 ． 

本研究において，再発高リスクの子宮体癌患者群で miR–124 の発現量が顕著

に低下していることが明らかになった. したがって，miR-124は高リスクの子宮

体癌に対して，有用なマーカーとなり得る可能性が示唆された．今後 miR-124を

単独で，もしくは他の miRNA を組み合わせ，癌関連 miRNA の発現量を評価する

ことで，子宮体癌の悪性度の判断，予後予測などを可能にすることを期待してい

る.  

 

5-2. IQGAP1 を標的とする子宮体癌診断・治療法の可能性  

特異的に IQGAP1と結合するペプチドによって，IQGAP1-ERK1/2 間の相互関係

を遮断すると，RASや RAF経由の造腫瘍能が抑制されることが報告されている 77. 

われわれは，IQGAP1が高悪性度子宮体癌細胞において，EMTを促進し悪性形質を

高める機能を有するという分子生物学的検討結果を初めて示した.さらに

IQGAP1 を抑制的に制御する tumor suppressor として，miR-124を同定した． 

miR-124を回復させることで IQGAP1 を抑制できる可能性を示したが，その薬

剤を標的とする IQGAP1 にどのように届けるか，また，IQGAP1は正常組織にも発

現しているため，IQGAP1 の抑制が他臓器にどのような影響を与えるかを検討す

ることは必須である．これらの問題を解明し，予後不良である高悪性度子宮体癌

の新しい治療法の開発に貢献していきたい.  
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今後は，臨床検体における IQGAP1 の発現を，他の確立された予後因子と比較

するとともに，IQGAP1 が予後予測バイオマーカーあるいは新規治療のターゲッ

トとなる可能性について，引き続いて研究を進めていきたいと考えている． 
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総括と結論 

 

本研究全体より以下に示す主な 5項目の新知見が得られた．  

 

高悪性度子宮体癌細胞株において： 

 

1. IQGAP1 の発現は亢進している. 

 

2. IQGAP1 は EMTを誘導し，細胞遊走能，浸潤能，増殖能を亢進する. 

 

3. miR-124は DNA過剰メチル化により発現抑制される． 

 

4. miR-124は遊走能，浸潤能，増殖能を抑制する． 

 

5. miR-124は IQGAP1 の発現を直接抑制する． 

 

 

 

 

本研究により，miR-124 は IQGAP1 を直接制御することによって子宮体癌細胞

の EMT を抑制し，細胞増殖，浸潤などの悪性形質を抑制する重要な腫瘍抑制

microRNA であることを証明した. また miR-124の発現低下は子宮体癌患者の予

後不良と相関する可能性があることから，バイオマーカーとしての役割も期待

できる. さらに epigenetic に制御された miR-124の発現を回復させ，IQGAP1の

発現を抑制することは，子宮体癌の新しい治療法になる可能性があると考えら

れた.   
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