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　 　　　　　　　 目　 　的

　子宮内膜腺 E．皮は ， 増殖期に は エ ス トロ ゲ ン の

作用に よ り活発 に増殖 し， 排卵後ばプ ロ ゲ ス テ ロ

ン の 作用によ り速やかに増殖を停止 し着床 に必要

な分泌能 を獲得する．月経周期 とい う短期間内に

起きる こ の 極め て ダ イナ ミ ッ ク な形態的 ・機能的

な変化 は腺上 皮 の 有す る エ ス トロ ゲ ン 受 容体

（ER ）や プ ロ ゲ ス テ ロ ン受容体 （PR ）を介 して 引 き

起 こ される と考え られる．また一部の 子宮 内膜癌

も正常 子 宮 内膜 腺 ．L皮 と同様 ER や PR を発 現

し
， その 増殖がや は りエ ス トロ ゲ ン で 刺激され ，

プ ロ ゲ ス テ ロ ン で 抑制 され る，性 ス テ ロ イ ド受容

体 を有す る正 常内膜腺 L皮や 内膜癌 の 性ス テ ロ イ

ドに よ る増殖の 制御機構 は現在 まで ，性 ス テ ロ イ

ド受容体 自身の 発現景 や性ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の

代謝酵素の 観点 か ら，あ る い は性 ス テ ロ イ ドに

よ っ て 発 現 量 が コ ン トロ ール さ れ る 各種 の

growth　factorの 関 与と い っ た視 点か ら研 究 され

て きたが，こ れ ら性 ス テ ロ イ ド受容体 を有す る細

胞にお い て エ ス トロ ゲ ン が ど の よ うな細胞内分子

機構を介して増殖 した り，プ ロ ゲ ス テ ロ ン が増殖

を抑制するか は ほ とん ど不明であ っ た．　
・
方， 細

胞増殖は G1 → S→ G2 → M 期 と細 胞周期が 進行す

る こ とに より達成 されるが ， 近年 ， 細胞周期の 制

御 にはサイク リン，サ イク リン依存性燐酸化酵素

（cyclinriependent 　kinase
，
　 cdk ），癌抑制遣伝子 産

物などか らなる細胞周期調節因子の 相互作用が注

目され て い る
1｝一“ ）

．すなわち ， 特定の 細胞周期に の

み発現 され るサ イク リンは パ ー トナー
で ある特定

の cdk と複合体 を形成 して （図 1）， 癌抑制遺伝子

産 物 で あ る retinoblastoma 　gene　product （Rb）等

を燐酸化 して 不活化 し， 細胞周期の 進行を促進 さ

せ る
．・
方 ， p53をは じめ とす る癌抑制遺伝子産物

や cdk 　inhibitor（cdkl ）はサ イク リ ン や cdk の 機能

に拮抗 して 細胞増殖 を抑 制す る と考え られて い

る．そ こ で本研究で は ， まず性 ス テ ロ イ ドに よ っ

て 制御され る 正常子宮内膜腺上皮 の増殖お よび そ

の 抑制における細胞周期調節因 丁
一
の 発現や 相互作

用を解析す る こ とを目的 と し，
こ れ らが 了宮内膜

癌 にお い て は正常 子宮内膜に比 しどの ように異な

る か を解析 した．

　　 　　　　　 対象および方法

　1．各種内膜組織 にお ける細 胞周期調節 因子の

発現の 免疫染色 ：信州大学医学部付属病 院にて患

者の 同意の もとに手術 に よっ て得 られた正常子宮

内膜組織50例 （増殖期25例 ， 分泌期25例）， 子宮内

膜増殖症 30例 （単純型 12例，複雑型 10例 ， 異型増殖

症 8 例）， 子宮内膜癌82例 （G1 ；40例，　 G2 ；27例 ，

G3 ；15例），
　 medroxyprogesterone 　acetate （MPA ）

投与前後 の 内膜増殖症 7 例 の フ ォ ル マ リ ン 固定，

パ ラ フ ィ ン包埋切 片を対象とした．通常の 脱 パ ラ

フ ィ ン後 ， クエ ン酸緩衝液に て マ イク ロ ウ ェ
ーブ
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図 1　主 な細 胞 周 期 調 節 因 了

処理 し，

一次抗体 として 抗 サ イク リ ン D1（Pro−

gen）抗体 ， 抗サ イ ク リ ン （E ，
　 A ，

　B1），
　cdk4 ，

　cdk2 ，

cdc2 ，
　 p27，

　 cJun ，
　 c−Fos 抗体（Santa　Cruz）， 抗

Rb ，
　 p16，

　 p21抗 体 （Pham ［hlgen）， 抗 p53 ，
　 Ki−67

抗 体 （lmmunotech）を24時 間反応 させ た．そ の 後

ヒ ス トフ ァ イ ン SAB −PO キ ッ ト（ニ チ レ イ）を使用

して 二 次抗体 を反応 させ ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン に て

可視化 した．また 内膜癌 におけ る 各因 子の 発現の

有無と生存分析，お よび予後因子 と して の 可能性

を Kapla皿
一Meier 法 ，

　 log−ra 皿 k　testにて 検討 した，

　 2，内膜腺上 皮細胞の エ ス トロ ゲ ン増殖刺激 に

おける 細胞周期調節 因 チの 関与

　 （i）正常内膜腺上 皮細胞 の 分離培養 ：根上
1
切 報

告 をもとに若 下の 変 更を加 えて 以下の 如 く施行 し

た．す なわち ， 新鮮 な増殖期子宮 内膜 組織 を約 1

mm 角の 大 きさに細 切し，
コ ラゲナーゼ 処理後 ， 組

織を200μm と37μm の メ ッ シ ュ に 通 し
， 腺上 皮細

胞を分離 した．更に こ の 細胞 を トリプ シ ン消化 し

単細胞化 した．培 養液に は H …  F− 12（phenol 　red

free）＋ 15％FCS を使用 した．こ の 方法で得 られた

培養細胞は ER 陽性 ，
上皮細胞の マ ーカ ーで ある

サ イ トケ ラチ ン （CK22 ，　 Biomeda ）の 陽性 率 は90

％以 Lで あ っ た．

　 （ii）正 常内膜腺 ヒ皮細胞お よ び 内膜癌 Ishikawa

細胞 （ER ／PR 陽性）に お ける細 胞周期 調節因子 の

発 現 ：培 養液 を Hain　F −12＋ 0．1％ charcoal 処 理

FCS に変更 し，
　 rapamycin 　50ng／ml を添加 して 3

日間培養 したの ち培 養液 を再 び Ham 　F−12＋ 0。1％

charcoal 処 理 FCS に も ど して E 、を10
−6M

の 濃度

で 添加 し，添加2，4，6，12
， 24時間後 に細胞を同

収した．細胞よ り蛋 白質を抽出 し，Westem 　blot一

ting を施行 した後 ， 各種細胞周期調節因子 に 対す

る抗体を使用 し て フ ィ ル ター上 の 囗的 の 抗原を検

出 した，バ ン ドの 可視化 に は ECL キ ッ ト（Amer −

sham ）を川 い た．

　 （iii）正常 内膜腺上 皮細胞 に お ける サ イク リ ンー

cdk 複合体の 形成の 免疫沈降法 に よ る観察 ：E 、無

添加 と E2添加後24時間後の 培 養腺上 皮細 胞よ り

蛋白を抽出 した．更に抗サ イク リ ン D1 ，
　 E 抗体 を

セ ル ロ ース ビ ーズ （Phamlingen ）に吸着させ，こ れ

らの 抽出 した蛋白と反応させ 免疫沈降した．その

後，沈降 した 蛋白を使用 して Westem 　blottingを

施行 ， 抗 cdk4 ，
　 cdk2 抗体に て これ ら抗原の 有無を

検討 した ．

　 （iv）サ イ ク リ ン D1 プ ロ モ ー ターを使用 した ル

シ フ ェ ラ
ー

ゼ （luciferase）ア ッ セ イ に よ る サ イ ク

リ ン D1転写調節機序の 解析 ：サ イク リ ン D1遺伝

予上 流 に存在す る プ ロ モ ー
タ ー領域 か ら最 長

一
　1

，
749pb まで の 領域 で 各種 の 長 さ の 計 9 個 の

deletion　construct を調整 し， そ の 下 流 に リ ポ ー

タ ーとして luciferase遺伝子 を結合 させ，　 plasmid

に組 み 込ん だ もの を使用 した
」 ’

．導人 効率の in−

temal　control として Renilla発現 plasmid （PRL ）

を使 用 した．更 に c−Jun／c−Fos 発現 plasmid と し

て pCMV −cJun ／c−Fos を用 い た
6）

．前述 し た培養

正常内膜腺上皮細胞 あ る い は内膜癌 lshikawa細

胞に 各サ イク リ ン Dlプ ロ モ ー
タ
ーを有す る plas−

mid と PRL を lipofection法 （Qiagen）にて trans−

fectionし，その 後培養液を Hain 　F−12 ＋ 0．1％FCS

とし，
E、 （10

’
“M ）添加 と無添加の 条件で 48時 間培養

した。培 養 後 ， 蛋 白 を抽 出後 ， dual　reporter 　kit

（Promega ）に て 螢 光 を発 色 させ 螢光 量 を計測 し

た．結果は Renillaに対す る 1uciferaseの 螢光量の

比で 表 した．更にサ イク リン D1の 転写に対する c −

Jun／c−Fos の 作用 を検討 す る ため に サ イ ク リ ン

Dl プ ロ モ ータ ー plasmid，　 cJun ある い は c−Fos 発

現 p量asmid お よ び PRL を上 述 と 同様 に transfec −

tion し ，
　 E 、無添加で 48時間培養した後，

　 luciferase

活性を計測した．

　3．内膜腺上皮の プ ロ ゲ ス テ ロ ン に よ る増殖抑

制 におけ る細胞周期調節因子の 関与

　 （i）cdkl の 発 現の 免 疫染色 に よ る観 察 ：各性周
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期 で の 正 常内膜組織，お よび MPA 添加前後で f’

宮 内膜増 殖 症 に お け る 〔：dklで あ る p27 ，　 p16 ，

p21 の 発現 を免疫染色に よ っ て 検討 した ．

　 （ii）培 養 腺 上 皮 細 胞 ， お よ び 内 膜 癌 細 胞

（Ishikawa ；ER 〆Plt陽 性 ，
　 KLE ；ER ／PR 陰 性）に

progesterone （P ，）又は MPA を添 加 した 際 の 各種

サ イ ク リ ン
， cdk ，お よび cdkl 蛋 白の 発現 の West −

em 　blettingに よる 観察 ： 前述 した 如 く培 養腺 ヒ

皮細胞 を調 整 し Ilam　F−12＋ 15％ FCS で 24時 間培

養 した の ち ， 培 養液 を Ham 　F− 12＋ charcoa1 処 理

後0．1％FCS に変更 し ，
　 E ，

，10
−1’M に 加 えて P 、を 10

−H

M で 加えて 6H 問培 養 した 後に蛋 白 を抽 出 した．

Ishikawa お よび KLE 細胞 は培 養液 ＋ 0．1％ FCS に

MPA を 1〔｝
一

”M ， 10「M で 加 え て 14　H 間培 養 し た

後 ， 細胞増殖抑 制効果を MTT 法に て検 討 した．さ

らに その 細胞 よ り蛋自を抽出 し，Westet’n　blotting

を施行 し ， 各細胞周期調節因子 の 発現 を検討 した ，

　 （iii）培 養腺．ヒ皮調II胞 お よ び Ishikawa 細 胞 に お

ける プ ロ ゲ ス テ ロ ン 投 与後 の p27蛋 rl増 加機序の

解析 1 こ れ ら の 細胞 よ り抽 出 した RNA を 用 い て

p27mRNA の 発現 を Northern　blottingにて 観察 し

た，プ ロ ーブ の 作 成は 正常内膜よ り抽出 した DNA

を template と し，岡 本 ら の 報 告
7〕
に 基 づ い て

primerを作成 し，　polymerase　chai 皿 reaction （PCR ）

にて 〔
1！P〕−CTP を ラ ベ リ ン グ して使用 した．また ，

p27の 蛋白分解 における プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 影響 を

観察す るため，分泌期に 得 られた 正常腺 L皮培養

細胞および 内膜癌細胞 （lshikawa）に蛋 白A 成阻害

剤で あ る cycloheximide を100μM で 添 加 して 新
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課
．脚 響 鬢

馨雛 蟹
　 b、cdk4 　　　　　　　　　d．cdk2

ら

搬

誤
師

纛

　
　

懸
凱

・

　
　

　
　

　
　嵐
　

　r、尸

〜广
覊

　τ

量

£残
罫

Σ

靉
e，サイク リン A 　　g．サ イ ク リン B1

灘蠶藩灘
韈飜驫 攤
　 サ、edc2 　　　　　　　　h．　cdc2

図 2　増殖期腺 ヒ皮に お け る 各サ イ ク リ ン と cdk の 発

　現（a と b，c と d，　 e と f，　 g と h は 連続 切片）

たな蛋 1
’
1の 産生 をブ ロ ッ ク した後，そ の 後 の p27

蛋 白景 の 変化 を プ ロ ゲ ス テ ロ ン （正 常 内膜 ；Rl

lo
−

”M ，
　 Ishikawa，

　 MPAIo
．t／M ）添加群 と未添加群

とで 経時的（6，
12，24時間後）に 観察し，プ ロ ゲ ス

テ ロ ン の p27蛋ド1分解にお け る作用を検討 した。

　（iv）IK常内膜腺 L皮細 胞に お け る p27 の 機能 の

評価 ：p27 発現 plasnlid（pcDNA3 −p27）
s〕

を 正 常腺

｝：皮細胞 に trallsfection し ， 導人後 の 増殖能の 変

化 を proliferating　cell　nu （」ear 　antigen （PCNA ）量

に よ り検 討した．

　　　　　　　　 結果 と考察

　 1．内膜組織に お け る細 胞周期調節因 子の 発現

の 免疫染也

　 （i）IE 常内膜腺 1’．皮 ： IE常 内膜腺．L皮で は増殖

期に増殖刺激因 r・で あ る 各種サ イ ク リ ン
， cdk の

発現 の 観察が散在性に 認 め られ た．こ れ ら各因子

問の 発現 を連続 切片に て観察 した とこ ろ
，

サ イク

リ ン と cdk の 局在 に は利i関関係が み られ た，サ イ

クリ ン Dl 陽性細胞 と cdk4 陽性細胞 と，サ イ ク リ

ン E 陽 性細胞は cdk2 陽性細胞 と ， サ イ ク リ ン A

お よ び Bl 陽性細 胞は cdc2 陽性判胞 とそ れ ぞれ 共

通す る傾向が観察され た （図 2）．また，こ れ らの サ

イ ク リ ン ・cdk 　l場性紺胞は増殖中の 細胞を認識 す

る Ki−67抗原 も陽性 であ っ た．分泌期腺 ヒ皮で は

こ れ ら因 r一の う ちで サ イ ク リ ン D1
，
　 A

，
　 B1

，

cdk4 ，　 cdc2 は陰性 とな っ た が，サ イ ク リ ン E お よ

び cdk2 陽性細胞は分泌期 に も観察され た．しか し

なが ら分泌期 にお け る こ れ らサ イ ク リ ン E ・
cdk

2陽性細胞 は Ki−67陰性 で あ っ た（図 3）．こ れ ら の

所見か ら， IF常内膜の 腺 h皮 は増殖期 に種々 の サ

イク リ ン や cdk を発現 し ， また こ れ ら多 くの サ イ

ク リ ン ・cdk 陽性 細胞が Ki−67陽性で あ っ た こ と

か ら，こ れ らの 因子が 腺 L皮細胞の 増殖 に関与 し

て い る叮能性が示 された．また，分泌期 における

サ イ ク リ ン E ・cdk2 陽性 紳1胞は 何 らか の 機能抑

制 を受けて い る こ とが考え られf：“’

．

　 （ii）1气宮 内膜増殖症，　 r宮内膜癌 に お ける細 胞

周期調節因 子の 発現 ：子宮内膜増殖症 の 各組織型

の 細胞にお け る ， 増殖中の 細 胞を認識する Ki−67

抗原陽性細胞率は 単純型，複雑型，異型増殖症で

お の お の 6．：3％ ， 10．4％ ， 5．4％ で あ りこ れ は い ず
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表 1 内膜 癌 の grade とサ イ ク リ ン
・
cdk 陽性症例率

組 織学 的 grade

Gl〔40 例 ）G2（27 例）G3 （15 例）
計 （82 例 ）

サ イク リン D1 　 45．0％
サ イク リ ン E 　 　 67．5％
サ イ ク リ ン A 　 　 】7．5％

サ イク リン Bl 　 　35，0％

70，4％　　　　93．39も　　　　　62．296
66．7Vio　　　　60．OOA）　　　　 65．9％

蝿 ，2％　　　　　66．7唱為　　　　　　36．6％
25．91渥｝　　　　33．30≒6　　　　　31．7％

cdk4cdk2cdc2 30．09tc］　　　　55．5％　　　　　86．7％　　　　　　48．8％
70，0％　　　　　74．1％　　　　　86．7％　　　　　　74．4％
57，59，6　　　 81．5％　　　　86．7％ 　　　　　70，796

図3 各サ イク IJ ン
・
cdk の 性周期 に よ る発 税 パ ターン

　 　 　 　 サ イク リン A
躍積生得串

100

K卜57
隔惟襯皰癩 （96）

20

血
擢

50

累種 生 ＃寧

　 　 100
陰性

（N冒5Z）

p■O，0021

陽性

〔N．．30）　　50

5　　　 10 　　　 15

観察 期間 （年）

cdk4

P■0・03

図 4 　各組織型で の 増殖能

れ も正常子宮内膜腺上皮の 増殖期で の 値（約 18％ ）

より低値で あ っ た（図 4）．これ は増殖症の 増殖能

がその 名前か ら想像 され る よ りは低い こ と を示

し， これ に呼応 して これ ら各増殖症に お けるサ イ

ク リ ン
， cdk の 過剰発現は

一
部の 複雑型 お よび異

型増殖症症例 に観察されたに とどまっ た．

　内膜癌 に お ける Ki−67陽性 細胞 率は組 織 学的

gradeに て G1 ，
　 G2 ，

　 G3で 各 々 10．5％ ， 19．5％ ，

3L5％で あ り特に G2か ら G3の 症例は活発な 増殖

能 を有す るこ とが示 された （図 4）．これ らの 内膜

癌 にお い て ， 細胞周期促進因
．
r・である 各サ イク リ

ン ・cdk の 過剰発現が観察 された．正常 内膜腺上

皮にお ける各種サイク リ ン ・cdk の 陽性 率の 上限

がおお よそ1％ で あ っ た こ とか ら
， 癌細胞の サ イ ク

リ ン およ び cdk の 陽性細胞率が 1％以 上 の 症例 を

陽性症例 とする と， 表 1 に表され る頻度で サ イ ク

リ ン や cdk の 陽性症例が 観察された．　G1 ，
　G2 ，

　 G3

と gradeが進む に従 い サ イク リ ン ・cdk の 過剰発

陰性

‘N國42）

陽性

（N．4e ）

5　 　 　 10　 　 　 15

観察期闇 （年｝

図5　サ イ ク リ ン A
，

cdk4 の 発 現 と内膜癌思者の 予後

現の 頻度が増加 する傾向が観察された こ とか ら，

high　grade の 癌 ほ ど多 種 の 因子 の 異常が 蓄積 さ

れ，活発 な増殖能を獲得 して い る可能性が 考え ら

れ た．こ れ らの 発現で サイク リ ン E は G1か ら G3

に わ た っ て 陽性症例が観察 され ， その 一・方で サ イ

ク リン D1
，
サ イク リン A ，

　 cdk4 は G2 か ら G3 の

high　grade の 癌に多 い 傾 向が観察 され た．更に こ

れ らの 因子の なか で サ イク リ ン A と cdk4 陽性例

は 陰性例 に 比 して 有意に 予後不良で あ っ た（サ イ

ク リ ン A ；p ＝0．0021，cdk4 ；p ； O．03，図 5）こ と

か ら ， 関与する 因子 に よ っ て 細胞学的悪性度が異

なる可能性が示唆 された．

　2．正常内膜腺上皮細 胞お よ び 内膜癌細 胞の エ

ス トロ ゲ ン 増殖刺激 にお ける細胞周期調節因子の

関与

　（D培養腺 L皮細胞の EL，に よ る増殖刺激に お け

る 各サ イク リ ン の 発現 ：培養腺上皮細胞 の E溂

激に よる増殖能 をまず評価す るために ， 月経周期

8〜12日目に採 取 した 内膜 よ り腺 ヒ皮 を分離 し，

5xlOl’

個を96ウ ェ ル プ レ ー トに撒 き，
　 Ham 　F− 12＋

15％ FCS にて 24時間培養 した 後培養液を Ham 　F一
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12＋ O．1％FCS に 変 更して 311 間培養 した．311H

に （
iiH

〕−thymidine と E ，10
−IM

を 添 加 し，添 加 後

24， 48，72時間後に 〔11〕−thymidine の 取 り込み 量

を計測 した．E，添加24時 間後で は F．，，添加群が 未添

加群 に対 して 15％ 0）取 り込み の 増加が観察 され，

72時 間後で はその 差 は 30％ とな り，有意差を認め

た．また ， P、10
−

hM

添加 した際に は E，，に よる取 り込

み の 増加は拮抗され た （図6）．こ の 細胞 の E ，
，に よ

る増 殖刺激 におけ る 各サ イ ク リ ン の 発現 を West．−

ern 　blottingに て 観察 した と こ ろ，添加後 4 時 間で

まず最初 にサ イク リ ン D1 の 発現が 観察 され，添加

後約 6 時 間で サ イ ク リ ン E が ，さ らに サ イ ク リ ン

A
，

Bl の 順 に 発現が観察 され た （図 7a）．こ れ はサ

イク リ ン Dl ，
　 E ，

　 A ，
　 Blの 基本的 な発現 順序 と　

・

致す る もの で あ っ た．E ，添加 前と添加後24目寺問の

細胞 の 蛋白抽出液に 対 して 抗サ イ クリ ン Dl抗体，

團 ，、卿 。 L． ［1
’
1：二〔］鰍 ・・i

制 込 み ゆ m ） 鑼嬲 「
，  鷲

200

100

ス テ ロ イ ド　 24 時間
添加 後

48 時間

P7・［1、〔）4
　 1T

72 時間

図6　培養内膜腺 ヒ皮細胞の 茸曽殖 に 及 ぼ す 性 ス テ ロ イ

　 ドの 影響

抗サ イ ク リ ン E 抗体 にて免疫沈 降 し，沈 降後 の 蛋

［
’
1を Weste ” i　bl〔〕ttillg後，抗 cdk4 ，抗 cdk2 抗体 に

て 検出 した と こ ろ ， cdk4 ，
　 cdk2 と も E，，添加後 の 蛋

）
’
1に 存在 し ， E ，

，添加後 の 正常 内膜腺 L 皮に お い て

は サ イ ク リ ン Dl−edk4 お よ び サ イ ク リ ン E −cdk2

の 複合体が形成 され て い る こ とが確認され た （図

7b），こ の 複合体に よ る と 考えられ る Rb 　St　E
’
1の 燐

酸化は E、添 加24時間後 に Rb の バ ン ドシ フ トに よ

り怨め られた （図 7a）．

　 （iDE．！刺激に よるサ イク リ ン 1）1発現 の 機序の 解

析 ： IE常細胞が 増殖刺激を受け て 増殖を開始する

際に．サ イク リ ン が D1 → E → A → Blの 順に発現 さ

れ る現象は比較的多種の 細胞に お い て 共通 して観

察 される モ チ ーフ で ある こ とか ら ， IE常内膜が ELt

刺激 を受け て 増殖す る とい う内膜腺 ヒ皮特有の性

質を更に理解す る た め に は E ，，に よ るサ イ ク リ ン

D1の 発現機序 を解析す る こ とが 非常 に 重要で あ

る ，サ イ ク リ ン Dl 蛋 白の 発現 壯は ｝三に mRNA の

転Vj：　ISに よ っ て 調節 され る と報告され て い る こ と

か ら
．．’
，今IIIIの 研究 で はサ イク リ ン D1 の プ ロ モ

ー

ター
に着 凵した．サ イク リ ン Dl の プ ロ モ

ーター
の

特徴 と して ，estrogen 　responsi 、・e　element （ERE ＞が

な い こ と， 初期転写調節因 f・で あ る e −Jun／c −F⊂）s

が結合す る AP− l　sile をイfす る点 に あ る．また ，

cliUn／c−fos遺伝
．f’はそ の ヒ流 に ERE を 有 し E，，添

加後比 較的速 い 時 間 に c−JUII／c−Fos が 誘導 され る

と鞭告され て い る．こ れ らの こ とか ら，内膜腺 L

皮細 胞の E ，
，刺激 に よる サ イク リ ン Dl の 発現 に

a

霜 、饗 ，鞍 弊助 一韈
サ イ ク 監

ル Bl

瀚轟 サ 4 ク リン E

trイ ク リン A

．／．．．t／　．
翳
．
イク リン 遒i

〔〕　 2　 4　 巧　
’
1託　？A

　ら；恭加1後（購間〉

β
．ア ク チ ン

b

瓶
「
墅イク 夢ン 騒

紘 陣で 沸隣

　　 壷
騰 こ激 孫 観購 で籬 鷁

飜 サ 4 ク サン 乏

演 齢で 瀦 晦

　　毒
蘇c徽 之 筑韓 で 繍凱

　　E−
，
　（
一
）　（の　　　　1：

、
〈一）　（母

・）
雛脅鉢 　探 レ　愚 瓣　　　織僉鉢 　 な し 　 勘 lj

図7 培養腺 k皮細胞 の E、添 加 に よ るサ イ ク リ ン の 発現 （a）とサ イ ク リ ン cdk 複合体

　 の 形 成 （b）
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a
t”

　冠輯e 　 ’

繕遜
・

繊灘
難 雛 灘難鬟

　 　 c−Jun　　　　　　　　c −Fos

b

覇聽繊韈驪黯 ・
−Jun

c
−Fos

韆 羅 醺 難 講 覊 サイ ク リン D1

0 　 2 　 4 　 6 　12 　24

　 Ez投与 後 （時 間）

β
一
アク チン

図 8 　『常内膜に お け る c−Jun，　 c −F【｝s の 発 現．且 ；in　vivo ，
　 b ；in　Vitro

　 　 　 　 サ イ ク リ ン D1 プロ モ
ー

タ
ー

の 構造

S ll．sz seLEgEE
．欄，749
　 　 −1．09S

L“c

器
．770 −一一一一一一一一一一一 ：コ 

　 ．558 − 一一一一一一一r f ：コ 
一3z7− 一一一一一一一一一一一｛：駆＝ コ  

　 　
・144 −一一一一一

湘 ＝コ  

　 　 　 　 一104 − ＝ コ  

　 　 　 　 　 ・7e− 一一一［［IE：コ  

　 　 　 　 　 　 pA3Luc
−

［止 ］  

図 9 　今回使用 したサ イ ク リ ン Dl プ ロ モ ーターの de−

letiOn　COnStmlCt

c−Jun／c−Fosが関与 して い る可能性 を検討 した．ま

ず， 実際 に cJ   ／c−Fos が 内膜組織に発現 して い

る か を 免疫 染色 に て 観 察 した とこ ろ
， C 、、lun，

c−Fos と もに 増殖期の 腺 上皮 に観 察 され た（図 8

a）．次 に c−J  ／c−Fos の 発現 を培養i腺上 皮細胞 に

て Western　b］otting で 観察した と こ ろ ，
　E添 加後 2

時 間で特に cJun の 発現 が観察され ，
サ イク リ ン

D1 の 発 現 に先 行 して い る こ とが 判明 した （図 8

b）．サ イ ク リ ン D1 の 発現に c ．Jun／c−Fos が 関与し

て い る こ とを更に 明 らか にするた め に ， サ イ クリ

ン D1 の プ ロ モ ー ター用 い た luciferaseア ッ セ イ

を施行 して サ イク リ ン Dl 遺伝 r一の 転写調節機序

を検討 し た．9 種 類 の プ ロ モ ー タ ー の deletion

construct の F流 に luciferase遺伝 了を組 み 込 ん

だ plasmid （図 9）と Renilla発現 plasmid を培養腺

上 皮内膜細胞 に transfectien し，　E 、 （10
−dlM

）添加の

有無で luciferase活性を漫1定した と こ ろ ，
　 E 、無添

加時に はすべ て の plasmid に有意な活性 を認め な

か っ たが ， E 、添加時に はプ ロ モ ーター Lに初期転

写 調節因 子で ある cJun ，
ic−Fos が結合す る 部位 で

あ る AP −l　site を 有す る 1 番 と 2 番 の プ ロ モ
ー

ターにだ け活性 の L 昇を認め た （図 10a）．こ の 結

果よ りは ， E，，に よ る内膜腺上皮の 増殖に おけるサ

イ ク リ ン D1 の 発現 に は AP − 1結合 部位 を 介 した

c−Jun／c −Fos が 関与 して い る 叮能性が示唆 され た．

更に サ イ ク リ ン Dl プ ロ モ ー
タ
ー を有 す る plas−

mid に cJun あ る い は c−Fos 発 現 plasmid を co −

transfectionし ， 艮 無添 加 で 培 養 し て luciferase

活性 を測 定した と こ ろ，AP −1結合部位を 有する 1

と 2 の プ ラ ス ミ ドに cJun を co −transafectionし た

と き に の み 1uciferaseの 活性 の 一L 昇がみ ら れ た

（図 10b ）．こ れ らか ら，培養腺 卜皮内膜の E ，，に よる

増殖刺 激 に 際 し て は cJun が AP − 1　site を介 して

サ イク リ ン D1 の 発現 を促進 して い る可 能性が示

唆 され た．

　 （iii）ER 陽性 内膜癌 lshikawa 細胞 の E ，に よる増

殖 刺 激 に お け る 細 胞 周 期 調 節 因 r一の 関 与 ：

Ishikawa細胞 を前述 の 培養腺 lt皮細胞 と同 じ く3

H 間血清除去 ＋ rapamycin 添加下 で 培養 した の ち

E 、を添 加 し， 添 加 後 の 各 サ イ ク リ ン の 発 現 を

Westem 　blottingに よ り検討 した と こ ろ ， サ イク リ

ン Dl は E、添加 前よ り認め られ ， また ，
　E、添加後の

増加も軽度に とどまっ た（図 11a）．また lshikawa

細 胞 にサ イ ク リ ン D1の プ ロ モ ータ ーの deletion

construct を有する plasmid をtransfection し ，
　 Ez

添加の 有無で そ の 活性 を検討 したとこ ろ
， サ イク

V ン D1の 転写活性 は E、無添加時に特 に AP − 1　site

よ り下流 の プ ロ モ ーター部位に 観察された． また

E ，無添加に対 す る E ，，添 加に よ る活性 の 上 昇 が 最

も大 きか っ た の は 5 番の プ ロ モ ー ター plasmid
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図1  　IE常内膜腺．1i皮で の luciferaseア ッ セ イの 結果，　 a ；サ イ ク リ ン D1 の 転写 活性

　に対 す る Efi，ls．加 の 影響，　 b ；サ イク リ ン D1 の 転写活性 に 対す る c．Jlm，！c−Fos の 影響
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図11　1shikawa翻1胞 の E、刺激 に よ る サ イ ク リ ン の 発

　現（a）と，E 、剰激 に よる サ イ ク リ ン Dl の 転写活性 （b）

で
，
こ の 結果は サ イ ク リ ン D1 プ ロ モ ーターが こ の

す ぐ
．
ド流 に ある転写 因 FE2F 結合 部位 を介 して

E ，の 増殖刺激 を受け て い る可 能性 を示 唆 した （図

11b）．

　3．内膜腺上 皮細 胞お よび内膜癌の プ ロ ゲ ス テ

ロ ン に よる増殖抑制 におけ る細胞周期調節因 e の

関 与

　  細胞周期発 現 の 免疫 染色 に よ る 観察 ：分泌

　 　 増殖期

爨
　 　 増殖期

分 泌期初 期　 分 泌期中期

分泌 期初期

分泌 期後期

韈 靉i
饗響，

1
嚥 冫∵慨 一∵ 煮 　 。

　 分泌期中期

図12　各性周期 に お け る p27の 発 現

期腺 ヒ皮で はサ イ ク リ ン E と cdk2 以外 の サ イ ク

リ ン，cdk の 発現 は著明に 低下 した （図 3），細胞増

殖抑 制 因
．r・群 （p53 ，

　 Rb ，
　 p21 ，

　 p16 ，
　 p27）の 正常

内膜で の 発現 は ， 増殖期 で は これ らの 発現 はすべ

て 陰性 で あ っ た．
．一
方分泌期にお い て は こ れ らの

増殖 抑制 因 r の うち で サ イ ク リ ン
・E −cdk2 複合

体 の inhibitor1°””’
で あ る p27の 分泌 期前期 か ら後
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驚鸞鞭
　　　　　　　　　　　　　　　　　 螺 嚇

い 壷
三
’

　 サ イ ク リン E　　　　 cdk2 　　　　　　 p27

b

 鋸

　 　 　 　 　 　 ，t”

蕪
三嚢

　 MPA 投 与前

、パシ バ叫
纛

ぐジ 　 ゴ　
’
k

tt．ttヘポ セン　 ’
ダレド　，ちハ　tt

掛  三
襟∵浮歪

　 　 投 与後

図13 分泌期内膜 に お け る サ イ ク リ ン E ・
（
・dk2陽 性

　細胞 と pZ7 〔a ），お よ び MPA 投
ij・前後 の 増 殖症 で の

P27グ）発現 （b）

期に わたる瀰漫性 の 発現 を認め （図 12）， こ の 発現

パ タ ーン は Ki−・67 と対照 をな し て い た．さ らに こ

の p27 の 発現 を 前述 の サ イク リ ン E の 発現 と比較

する と， 分泌 期で の サ イク リ ン E ・cdk2 陽性細胞

に
・
致 し た 部位 に p27 の 強 い 発 現 を 認 め （図 ］3

a ），また こ の 部位 は Ki−67は陰性 で あ っ た こ とか

ら ， 分泌期にお け るサ イ ク リ ン E ・cdk21 場性細胞

は p27 に よ っ て拮抗 され て い る 11∫能性が示唆 され

だ
21
．また

， 分泌期 に お け る p27 の 発現 の 増加は

p27が プ ロ ゲ ス テ ロ ン に よ っ て 誘導 されて い る ll∫

能性 を示唆す る もの と考え られ たた め，こ の ti∫能

性 を更に 検討す る た め MPA 治療後の 内膜増殖症

の 腺 L皮に おける p27 の 発現 を観察 した とこ ろ，

MPA 治 療後 の p27 の 発現 は 治療 前に 比 べ 轡明 に

増強 してお り（図 13b），p27は プ ロ ゲ ス テ ロ ン に て

誘導され る 【1∫能性 を示唆す る もの と 考え ら れた．

　（ii）培養内膜腺 L皮お よび 内膜癌 の プ ロ ゲ ス テ

ロ ン に よる増殖抑 制にお ける細胞周期調節因 f・の
関 与 ：培養正 常 内膜腺 ヒ皮 へ の Plの 添加 実験 で

は，サ イク リ ン Dl ，
　 E ，

　 cdk4 ，
　 PCNA の 発現は P】

a．正常 内膜腺 上皮

　 　
D η

　
’” 謁 蜘 1騨

サイ ク ．1 ン こlE

ヴィク ノ ン E 以 摩ご 壷 　
・

　 c 〔lk’t　 鞭 　
’
　by

　 「．flF〆　　　　　　へ湘 　　＿＿　 　 　 ’横 戸

　 ρ（11t’　 軸 　・ヅ
if　アク ゴ

」
ン
「
　 噺 駆 　聯　　卿

　 　 rt 無添加 1e
．
隔 loe

．’．A

b，Ishikawa

　 　 　F’F／ 囁
钁靉

　　 p〃 　緇驤 麟 ．飜

trxクリン F 繍 韆囃 繊 麟 ll、

，〔瞠 　 飜 灘購
『
欝

・
、

5 ．ア ク 野 ン 　 碑 澗 魎 ・鼠
　 　 MljA　　　　　@ 娵諏」）0　　1　0．BM　　　l　O．「．pm

図14　1K 常内 膜腺 ヒ皮（a ） お よびlshikawa 細胞（b

に 　おける細胞周期 調節因 f 発 現 の プ ロ ゲ ス テ ロ

によ

る影響 a

正 常 内膜 爨

繋 驚 ・ 〃 黜 　 　　　　 　詈　P

Tml 　NA
@＿ 軸蠶慧 II 鬱轟　．　〔⊇3PDii5∵「ttitt釜

溜tttt 　　　
燵　 鵬 　 分

　分 殖　聽　泌　

期　　期　　期 　

黠 b． lsh

awa
爨 ： i 欝 P 雌 白 　 　　蹄

　　　 　　

P27mRNA 　　鑼欝
聯G

冊

瞬PA無；耡鑒博 Rv　lo ． OM 図15　 【 L 常内膜（a ｝ お よ

lshikawa 細 胞 （ b ）における 　 p27mRNA の発

の N 〔，rthem 　blotting の濃 度 依

性 に減 少 し
た
．cdk2 ではそ の 減 少はこ れらの

f’と比 較し て 軽 度 であった． そ の． 一方 で p27

発現 はR の
濃
度 依 存 性に 増 加した（図14a ） PR 陽性∫一

内膜 癌細 胞 Ishikawa を
o

．1 ％ Fcs＋ DME
ﾌ 培地にMPA を10 ．” M ，10 ．＋M で 添 加 し

て14 凵問培 養 し た のち に 細胞数をMTT 法によ り

算 定したと
こ

ろ

， MPA の濃 度依存性 に 細胞 数 が 減

し ， 10 − IM 時にMPA 未 添加細 胞 に比 較して

％の 細 胞数の減少が 観察された，これらの細胞 を 使 用
し

て

st ， em 　blotting を施行 したところ ，サ イ クリ ン

， 　 E ， 　 cdk4 ， 　 cdk2 の発現に は MP
ﾌ 添 加による変 化が な かっ たも ののp27の 発現 は

PA の濃度 依存 性に増 加し た（図 14b ）．　PR
性 の内膜 癌 で あ る KLE に は MPA 添加 による

胞数 の 変化 も 各 サイ ク リン ， cdk の発現の 変

も観察 さ れ な か っ た．これら の結果 か ら ， i

  燒撃
ﾌ
腺 L 皮 プ ロ ゲ ステ ロンによ る 増 殖 抑制にお い て はサ



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

2000年 8 月

正 常内膜腺上皮細胞

シ ン ポ ジ ウ ム

・y・・bl棚 lm ・d囎 tt　 O 　 ｛・F）　 　 （
一
）　 G ）　 　 （・・）　 （一ト・〉

投辱後　　　　 6 時聞 　　　　　　i2 蒔間　　　　　　2n，時閣

　　　　　　　 内膜ne　lshikawa細胞

　　　　 ∵黐麟： ：韈 ls　・

〔ソcjohttxim 」deMPA 　（
・・
〉　　‘卜｝

霞 賄後 　　 　　 　　6 時 間

轡
≦難 ∫

（
．
〉　 ぐ

・の
12 畦 間

（一》　 （＋〉

〜4 欝間
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図 17　 1L 常内膜腺 L皮 へ の p27 の 導入 と細胞増殖能

図i8　内 膜 腺 h 皮 の 性ス テ ロ イ ドホ ル モ ン に よ る 増殖制御の まとめ

イ ク リ ン，cdk の 発現低 下と p27蛋 自の 発現 増加

が ， また PR 陽性 の 内膜癌 で は p27蛋 白の 増加の

み が観察され ， サ イ ク リ ン
， cdk の 発現低 ドは み ら

れなか っ た こ とが正常内膜 とは異なる点で あ る と

考え られ た．

　（iii）p27蛋 白量 の 調 節機序 ： IE 常 内膜組織 よ り

抽出 した total　RNA を使用 し Northem 　blottingに

て p27mRNA の 発現 を観察 した と こ ろ，各性周期

の 間 で明 らか な p27mRNA の 発現 の 差 は観察 され

な か っ た （図 15a ）．ま た lshikawa細 胞 に MPA

（10
．．sM

， 10
−“M ）を 添 加 し た 後 p27mRNA の 発 現

を Northern　blottingに て 観 察 した と こ ろ
，
　 p27

mRNA の 発 現 は MPA の 濃 度に よ る 影響を受け な

か っ た （図 15b）．一一方，　 cycloheXimide 投 与 後 の

p27 蛋FI量は正常 内膜腺 L皮 ，
　 Ishikawa 細胞 とも

検討 した い ずれ の投与後時間にお い て もプ ロ ゲ ス

テ ロ ン，MPA 投 与細胞 の 方が 無投与の 細胞 よ り多

か っ た（図 16）．こ れ ら の 結果か ら，正常 内膜，内

膜癌 と も， p27 の 蛋 白量 は転写 レ ベ ル で 調節 さ れ

て い る の で はな く，プ ロ ゲ ス テ ロ ン に よる蛋 白分

解 の 遅 延 ，す な わ ち半減期 の 延 長に よ る もの で あ

る可 能性が示唆 された．

　（iv）p27発 ±A　plasmid と vector の み を増殖 期 に

得 られた正常内膜腺 1：皮 に transfection し，3 日後

に 蛋 白抽 出後 Western　blottingを 施行 した ，
　 p27

発 fA　plasmid で は コ ン トロ ール に対 して p27 の 発

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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現 が増加 して い た が PCNA の 発 現 は 低 F し て い

た．またサ イク リ ン E，cdk2 の 発現量 に は両者 に

差 はなか っ た （図 17）．これ らの 結果か ら，p27 は実

際 に内膜腺 ヒ皮細胞内で 増殖抑制機能 を発揮 して

い る こ とが確認され た．

　　　　　　　　　 ま と め

　正
’M’　T一宮内膜の 腺 L皮にお い て は，E ，

，に よる増

殖刺激に よ りまずサ イク リ ン Dl が 発現 し ， 次い で

サ イ ク リ ン E ， A が順 に 発現 し ， ま た こ れ らが

cdk と複合体 を形成 して細胞周期 が進行す る こ と

が観察 された．こ の 内膜腺上皮の Ez依存性細胞増

殖 に は E 、刺激 に よ るサ イク リ ン D1の 発 現が と り

わ け重要で ある と考え られたが ，
こ の サ イ ク リ ン

D1 発現 は E ，に よ り誘導され る初期転写 調節 因子

c−Jun を介 した 分子 機構 に よる こ とが示 唆 され

た．す なわ ち， 内膜腺 L皮 における E ，依存性増殖

刺激経路の 特 徴 として E2刺激 → c−Jun発現 → サ イ

ク リ ン D1発現 と続 く反応が 重要 で ある と考え ら

れ る．また内膜癌で は正 常内膜に比 して
一

般にサ

イ ク リ ン お よ び cdk の 過剰発 現が 観 察 され 異常

な増殖能が獲得 され て い る と と もに，関与する細

胞周期 調節因子の 差異に よ り癌の 悪性度も異なる

こ とが 考え られ ， また，サ イ ク リ ン A は予後不良

因子とな りうる 叮能性 も示唆され た．
一

方，内膜

腺上皮の プ ロ ゲ ス テ ロ ン に よる増殖抑制に お い て

は ， プ ロ ゲ ス テ ロ ン に よ るサ イ ク リ ン や cdk の 発

現抑制 とともに p27発現亢進が極め て 重要な役割

を果た して い る と考え られ，そ の 機序 と して はプ

ロ ゲ ス テ ロ ン に よ る蛋白分解阻害作用 に よ るこ と

が 示唆され た．すなわ ち ， プ ロ ゲ ス テ ロ ン に よ り

増加 した p27がサ イク リ ン E ・cdk2 複合体に結合

し， サイク リ ン E ・
cdk2 の 機能を阻害す る こ とに

よっ て細 胞周期の 進行 を抑制す る と考え られ る

（図 18）．こ の ように正常 内膜 にお い て は細胞周期

調節因子が性ス テ ロ イ ドに よ っ て 巧妙に調節され

て増殖やそ の 抑制が 制御され て い る
一

方，内膜癌

は種々 の 程度で こ れ ら の 制御か ら逸脱 し，活発 な

増殖能を獲得して い る と考え られ た．
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Abstract

  The  growth of  the normal  human  endometrium  is stimulated  by  estrogen  and  suppressed  by progester-

one  via the respective  receptors,  estrogen  receptor(ER)  and  progesterone  receptor(PR)  . This is also the

case  in some  part, of  endometrial  ca::cinomas,  Recent studies  have  revealed  that the cell  cycle-related  mole-

cules,  sueh  as  cyclins,  cyclin-dependent  kinases(cdk), and  cdk  inhibitors (cdkl)play essential  roles  in celi

proliferation, The  present stlldy  was  undertaken  to investigate the  possible involvement of  the cell cycle-

related  m()lecules  in steroid  hormone-dependent, growth of  the nom!al  and  neoplastic  endometrium.

  Immunohistochemical  staining  demonstrated  that  in the nonmal  endometrial  glands, cyclins  (D1, E, A,

Bl) and  cdks  (cdk4, cdk2,  edc2)  were  sporadically  expressed  in the proliferative phase, and  the expression

of  these molecules  except  for cyclin  E  aiid cdk2  was  reduced  in the secretory  phase, The cyclin-  and  cdk-

positive cells were  also positive for Ki-67. In endomenial  carcinomas,  however,  overexpression  of  cyclins

and  cdks  was  observed  in 30 --75%  of  the cases  examined.  Overexpression of  cyclin  Dl, A  and  cdk4  was

more  frequently observed  in high grade endometria]  carcinomas,  and  survival  analysis  revealed  that cyclin

A  was  an  independent prognostic faetor.

  The molecular  mechanisms  for the estrogen-induced  growth of  the endometriwm  was  analyzed  using  cul-

tured glandular cells  from  normal  proliferative endometrium  with  or  without  estradiol  (E2) stimulation,  Ex-

pression ofcyclin  D1  was  detected 4 hours  after  Et treatment, and  foliowed  by  serial  expressions  of cyclin

E, A, and  Bl. ImmunoprecipitatiQn analysis  confirmed  the format,ion of  cyclin  Dl-cdk4  and  cyclin  E-cdk2

complexes,  and  subseqlient  phosphoivlation  of  the Rb protein was  also  observed,  For  the intracellular

pathway  of  eyclin  D1  up-regulation  by estrogen,  we  hypothesized the  iiwolvement  of  transcription factors,

e-Jun/c-Fos,  since  the cyclin  D1  possess  chjun,/'c-Fos  binding (AP-1) site but laeks the estrogen  responsive

element.  The expression  of  c"un  k} cultured  endometrial  cells occurred  2 hours  after  Es stimulation,  pre-

ceding  the cyc:lin Dl  expression,  Luciferase assay  using  various  cyclin  D1  promoter  constnicts  revealed

that the elevated  luciferase activity  after  Et stimulation  was  observed  exclusively  in the constructs  pessess-

ing AP-1  site. Increased luciferase activity  was  also  observed  when  c"un  expression  plasmid  was  ce-

transfected with constructs  eontaining  AP-1  site. On  the other  hand, in ER-positive endometrial  carcinoma

 (Ishikawa) cells,  the expression  pattem  of  cyclins  after  E2 stimuLation  as  well  as  promoter activity  of  cyclin

D1  differed from those ofthe  normal  endofnetrial  cells,

  Progesterone-induced growth suppression  of  the nonmal  endometrial  glands was  examined  by  immuno-

histochemical staining  of  cdkls  (p16, p21, p27) . Elevated  expression  of  p27 in the secretory  glands and  the

topological  correlation  between the  p27-posit,ive and  the cyclin  Efcdk2-positive cells  suggests  that p27

ceunteracts  to the function of  cyclin  E/cdk2.  Treatment with  progesterone  in the cultured  endometrial

cells also induced  the expression  of  p27 protein. Nomhern  blot analysis  of p27mRNA  and  p27 protein-

degeneration  analysis  using  cycloheximide  showed  that  elevated  expression  of  p27 protein is due to its

prolonged  half life rather  than  transcriptional activation,  Transfection ef  p27 expression  plasmid resulted

in the decrease of  proliferating cell  nuclear  antigen  expression.

  In conclusion,  up-regulation  of  cyclins  and  cdks  by estrogen  may  play an  essential  role  in the normal  pro-

liferative endometrium,  and  the estrogen-stimulated  expression  of  cyclin  D1  is mediated  by cJun  via AP-1

site. In the secretory  endometrium,  p27 is an  important moleeule  in progesterone-induced  growth suppres-

sion.  In such  ways,  the steroid  hQrmone-dependent  growth of  endometrial  glaiids is regulated  by cell cycle-

related  rnolecules.  In endometrial  carcinomas,  however, the expression  of  these molecules  is different

from that  of  the norrrial  counterpart,


