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要旨 

子宮体癌は婦人科癌の中で最も発症頻度が高く、再発時の化学療法の選択肢

が乏しいことから、新規化学療法の開発を目指し、抗マラリア薬クロロキンお

よびサバイビン（抗アポトーシス因子）阻害薬 YM155 の子宮体癌細胞株におけ

る抗腫瘍効果を検討したところ、クロロキンによる細胞死誘導がオートファジ

ー阻害と関連することと、クロロキンによるオートファジー阻害がシスプラチ

ン耐性を克服する可能性が示された。また、子宮体癌細胞株では、全般的に抗

老化因子 SIRT6 発現が低下しており、SIRT6 によるサバイビンの転写抑制を介

する細胞死誘導機序が明らかとなり、サバイビン阻害薬 YM155 は低濃度で顕著

な細胞死を誘導した。以上より、子宮体癌細胞株に対するクロロキンと YM155

の抗腫瘍効果が証明された。また、SIRT6 は子宮体癌においてがん抑制遺伝子

として機能しており、SIRT6 を標的とした分子標的治療も子宮体癌に対する新

規治療になり得る可能性が示唆された。 
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序文 

1. 子宮体癌の成因と治療 

 子宮体癌は婦人科癌の中で最も発症頻度の高い癌であり、世界中で罹患者が

増加していることが疫学的に明らかとなっている[1]。子宮体癌の治療は主に手

術を施行することで、摘出検体の筋層浸潤、脈管侵襲、分化度、進行期により

低リスク、中リスク、高リスク群に分類されるが、中リスク以上の症例には術

後化学療法が施行される[1]。また、進行例に対しても化学療法が施行される。

シスプラチンやカルボプラチン等の白金製剤を中心とした化学療法が主であり、

化学療法後の再発時の治療選択肢は乏しく、新規抗がん剤、特に白金製剤耐性

子宮体癌に対する抗がん剤が必要とされている。 

 子宮体癌は代謝と深い関連があり、糖尿病や肥満は子宮体癌のリスク比が

各々1.8 倍、1.5 倍である[2][3]。また、糖尿病や肥満により引き起こされるイン

スリン抵抗性が子宮体癌の発癌に関与することが明らかとなってきた[3]。従っ

て、Ⅱ型糖尿病の治療薬として頻用されるビグアナイド系抗糖尿病薬のメトホ
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ルミンは子宮体癌の有望な治療薬とされている [4]。メトホルミンは

AMP-activated protein kinase (AMPK) を活性化し、PI3K (phosphatidylinositol-3 

kinase) –mTOR (mammalian target of rapamycin) 経路を抑制する。子宮体癌では

PI3K や PTEN の変異が多く、PI3K-mTOR 経路の活性化を高頻度に認める[5][6]。

従って、mTOR 阻害薬による PI3K-mTOR 経路の直接的な抑制は合理的な治療選

択肢と考えられる。実際、分子標的薬を用いた子宮体癌の臨床試験の中でも

temsirolimusや ridaforolimusなどのmTOR阻害薬は良好な成績を収めている[7][8]。

しかし、奏効率は 30%程度であり、mTOR 阻害により insulin-like growth factor 1 

receptor (IGF1R) や AKT がフィードバックで活性化され治療抵抗性を獲得する

機序が示されている[9][10]。今後は新たな経路をターゲットとした分子標的薬の

登場が期待される。 

 

2. オートファジーとがん 

オートファジーは自己貪食を意味し、オルガネラや細胞質基質をリソソーム
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により分解し細胞の代謝を制御する現象として知られる[11]。オートファジーは

マクロオートファジー、ミクロオートファジー、シャペロン介在性オートファ

ジーの 3 種類に分類される。その内マクロオートファジーが生体内で発生する

主なものであり、一般的にオートファジーとはマクロオートファジーを意味す

る。オートファジーは開始、延長、リソソームへの結合、分解の 4 段階で構成

される（図 1）。具体的には、小胞体近傍で形成された隔離膜が延長し、オルガ

ネラや細胞質基質を包み込んでオートファゴソームを形成後、リソソームと結

合し、最終的にリソソーム酵素により内容物が分解される。ATG5 や ATG7 等の

Autophagy-related genes (ATGs) にコードされるタンパクはこの一連の段階を制

御する[11]。実際に、ATG5 や ATG7 を欠損した細胞ではオートファジーが誘導

されない[11]。オートファジーの活動性は一般的に microtubule-associated protein 1 

light chain 3 (LC3) の発現で評価される。LC3 には LC3A、LC3B、LC3C の 3 つ

のアイソフォームがあり、LC3B が主にオートファジーの評価に用いられる[12]。

オートファジーが誘導されると、細胞質に存在する 16kDa の LC3-Ⅰがフォスフ
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ァチジルエタノールアミンと結合し、14kDa の LC3-Ⅱとなりオートファゴソー

ム表面へ局在し分解される。従って、LC3-Ⅱはオートファゴソームのマーカー

となる。P62 は sequestosome (SQSTM1) とも呼ばれ、オートファジーで分解され

る[13]。オートファジーが誘導されると P62 は発現低下し、オートファジーが抑

制されると P62 が蓄積するため、P62 もオートファジーの評価に用いられる。 

オートファジーのがんにおける役割は複雑で議論が多い。オートファジーは

発がん物質や損傷を受けたオルガネラを除去し発がんを抑制するとされる[14]。

その反面、一旦浸潤癌になると、蓄積した代謝産物を再利用し癌細胞の代謝を

正に制御することで、腫瘍増殖を促進する[14]。更にオートファジーは抗がん剤

や放射線治療で賦活され、治療抵抗性に寄与する[15]。卵巣癌細胞株でオートフ

ァジーはシスプラチン抵抗性に関与することが報告されており[16]、シスプラチ

ンは子宮体癌においても中心的な抗がん剤であり、オートファジー抑制は子宮

体癌の有望な治療選択肢になり得る。オートファジー阻害薬には種々の薬剤が

あり、臨床使用されている薬剤はクロロキンとその誘導体である[11]。 
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（図 1）オートファジーの機序；①小胞体近傍で隔離膜が形成され、②延長しオ

ルガネラや細胞質基質を包み込んでオートファゴソームとなり、③リソソーム

に結合しオートライソソームとなり、④内容物が分解される。 

 

3. クロロキンとがん 

クロロキン（図 2）は 1934年にドイツで合成され、長きに渡り抗マラリア 

薬として使用されている[17]。近年、クロロキンはオートファジー阻害薬とし

ても注目されている。クロロキンはオートファゴソームのリソソームへの結合
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を阻止し、結果的にオートファゴソームが蓄積する[18]。日本では、副作用の網

膜症が原因で、クロロキンは 1974 年に発売中止となった[19]。その後、クロロ

キン網膜症の安全なスクリーニング方法が確立し[20]、副作用を早期に発見する

ことで安全な投与方法が確立した。クロロキンと誘導体のヒドロキシクロロキ

ン（図 2）は抗炎症作用を持ち、関節リウマチ、全身性エリテマトーデスやシェ

ーグレン症候群の治療に使用されてきている[21][22][23]。 

クロロキンは in vitro と in vivo でオートファジーを抑制し抗腫瘍効果を発揮す

るため、大半は抗がん剤との併用であるが、肺癌等で数多くの臨床試験が施行

されてきた[24][25]。しかし、子宮体癌に関するクロロキンの臨床試験やオート

ファジーの関与に関する研究は殆どなされていない。 

 

（図 2）クロロキンとヒドロキシク

ロロキンの構造式；ヒドロキシクロ

ロキンはクロロキンにヒドロキシ

基を付加した誘導体である。 
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4. SIRT6 とがん 

 SIRT6 はクラス 3 ヒストン脱アセチル化酵素のサーチュインファミリーに

属する[26]。SIRT6 は核に局在し、c-MYC、HIF1α、NF-kB や TNFα を含む多数

の腫瘍促進遺伝子と相互作用する[27][28][29]。また、SIRT6 は Warburg 効果とし

て知られる、がんに特徴的な好気的解糖を負に制御し、腫瘍抑制に働くと考え

られている[27]。事実、SIRT6 ノックアウトマウスは腸管腫瘍を形成し短命にな

る[30]。一方、SIRT6 トランスジェニックマウスは雄のみ長寿になり、腫瘍発生

が抑制される[31]。その他の SIRT6 の機能には、テロメアの維持[32][33]、DNA

二重鎖切断修復[34][35][36]、L1 レトロトランスポゾンの抑制[37]などがあり、

SIRT6 はがんの治療標的として有望である。 

現在の所、 SIRT6 と子宮体癌との関連は明らかでない。 SIRT6 は

IGF1R-AKT-mTOR 経路を抑制し、心不全に対し保護的に働くことが知られてい

る[38]。子宮体癌では PI3K-mTOR 経路が高頻度で活性化されており[5][6]、SIRT6

は同経路を負に制御し子宮体癌の進展を抑制する可能性がある。 
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5. サバイビンと子宮体癌 

 サバイビンは inhibitors of apoptosis proteins (IAP) ファミリーに属する[39]。サ

バイビンは、Caspase 9 の直接的な不活化や X-linked IAP の安定化を通してアポ

トーシスを抑制する[40][41]。Ishikawa 子宮体癌細胞株において、siRNA による

サバイビンの抑制がアポトーシスを誘導することが報告されている[42]。従って、

子宮体癌に対し、サバイビンの阻害は有効な治療選択肢となり得る。 

種々のサバイビン阻害薬の中で、YM155 は最も有望な薬剤である。YM155 は、

サバイビンプロモーターのルシフェラーゼアッセイを用いたスクリーニングで

サバイビン阻害薬として同定された[43]。YM155 は様々ながん細胞株の増殖を

抑制する[44]。また、悪性黒色腫、前立腺癌、非ホジキンリンパ腫で第 2 相試験

が施行されている[45][46][47]。しかし、子宮体癌に対する YM155 の有効性は明

らかでない。 
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6. 本研究の目的 

本論文の研究目的は以下の 3 点である。 

【1】子宮体癌細胞株に対するクロロキンの抗腫瘍効果を評価し、オートファジ

ー阻害との関連性を検討する。シスプラチン耐性とオートファジー誘導の関係

を評価し、クロロキンがシスプラチン耐性を克服するか検討する。 

【2】子宮体癌臨床検体と細胞株において SIRT6 の発現を評価し、細胞株を用い

て SIRT6 の機能を解析する。 

【3】子宮体癌細胞株に対する YM155 の抗腫瘍効果を評価する。 
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方法 

1 薬剤と抗体 

クロロキン (以下 CQ) とシスプラチンは Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

から、サバイビン阻害薬 YM155 は Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) から

購入した。一次抗体はマウスモノクローナル抗体の抗 p62/SQSTM1 抗体 

(M162-3) 、抗 LC3抗体 (M152-3) (共にMBL, Nagoya, Japan)、抗 p53 抗体 (DO-1)、

抗 Bcl-2 抗体 (100) (共に Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)、抗 βactin 抗

体 (A2228) (Sigma-Aldrich)、 ラビットモノクローナル抗体の抗 LC3B 抗体

(3868S)、抗 ATG5 抗体 (8540P)、抗 ATG7 抗体 (2631P)、抗 cleaved caspase3 抗体

(9664P)、抗 SIRT6 抗体 (2590)、抗 cleaved PARP 抗体 (9544)、抗 phospho-Akt 

(p-AKT Ser473 ) 抗体 (9271)、抗 phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (pERK) 抗体

(9101) (全て Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)、抗サバイビン抗体

(NB500-201, Novus Biologicals)、ラビットポリクローナル抗体の抗Bax抗体 (P-19, 

Novus Biologicals) を使用した。二次抗体の Alexa Fluor 488 Goat anti-Mouse IgG
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は Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) から購入した。 

 

2 細胞培養 

子宮体癌細胞株 16 株を実験に使用した。Ishikawa と HHUA 株は独立行政法人

霞ケ浦医療センターの西田正人先生に供与頂き、AN3CA (HTB-111)、KLE 

(CRL-1622) と RL95-2 (CRL-1671) 株は American Type Culture Collection から購

入し、HEC-1B、HEC-6、HEC-50B、HEC-59、HEC-88、HEC-108、HEC-116、HEC-151、

HEC-180、HEC-251 と HEC-256 株は共同研究者の蔵本博行先生により樹立され

た[48]。また、コントロールとして金沢大学の京哲先生から供与頂いた子宮内膜

上皮不死化細胞 (以下 EIC) を使用した[49]。各々、10%FBS（Invitrogen）添加

DMEM または MEM 溶液（Sigma-Aldrich）を培地とし、37℃,5%CO2 下で培養し

た。AN3CA、KLE と Ishikawa 株は機能喪失型 p53 変異株 (AN3CA: R213Q; 

Ishikawa: M246V; KLE: R175H) で、HEC-6、HEC-108 と HEC-151 株は野生型 p53

株である[50]。 
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3 シスプラチン耐性 Ishikawa 子宮体癌細胞株 (以下 CP-r) の樹立 

Ishikawa子宮体癌細胞株をシスプラチン添加DMEM溶液で12週間培養した。

シスプラチン濃度は継代時に 1.0 μg/ml まで徐々に上昇させた。4 週間 1.0 μg/ml

で培養後、シスプラチン非添加培地で更に 4 週以上培養し、MTT アッセイでシ

スプラチンへの感受性を評価した。シスプラチン非添加培地で 4 週間培養時と

12 週間培養時に施行した MTT アッセイでは、シスプラチンへの感受性は不変で

シスプラチン耐性の獲得を確認した。 

 

4 MTT アッセイ 

 子宮体癌細胞株を 96well プレートに 2,000 細胞/well で撒き、種々の濃度の CQ 

(0.05 – 100 μM)、シスプラチン (0.05 – 100 μM) と YM155 (6.25 – 10,000 nM) を

添加した培地で 72 時間培養した。培養後、10 μl のテトラゾリウム塩 WST-8 (Cell 

Counting Kit-8: Dojindo, Tokyo, Japan) を各々の well に添加し、450 nm の吸光度

をマイクロプレートリーダー (Biotek) で測定し細胞生存率を評価した。細胞生



18 

 

存率はCQ、シスプラチンとYM155でそれぞれ蒸留水 (CQの溶媒) とDMSO (シ

スプラチンと YM155 の溶媒) 添加群を 100%とし、吸光度を相対比較し標準化

した。トランスフェクションまたは遺伝子サイレンシング同時施行時は、プラ

スミドまたは small interfering RNA (siRNA) を添加し、24 時間後に種々の濃度の

薬剤を添加した培地に交換後、更に 48 時間培養し、測定を施行した。同実験を

4 回施行し、結果を解析した。 

 

5 コロニー形成アッセイ 

 Ishikawa、AN3CA と KLE 株を 6well プレートに 1000 細胞/well で撒き、24 時

間培養後、CQ を 0.2 – 100 μM で添加し、更に 14 日間培養した。薬剤を添加し

た培地は 3 日おきに交換した。培養後、細胞をメタノールで固定し、ギムザ染

色 (Wako, Japan) を施行し、コロニー数を目視で測定し、薬剤非添加培地のコロ

ニー数に対する相対値を算出した。同実験を 3 回施行し、結果を解析した。 
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6 トランスフェクションと遺伝子サイレンシング 

AN3CA と KLE 株を 24 時間培養後、Addgene (Cambridge, MA, UK) から購入

した Flag タグ付き野生型 SIRT6 プラスミドを、Effectene transfection reagent 

(Qiagen, Valencia, CA, USA) を使用し、形質転換した。ネガティブコントロール

は、pcDNA3.0 (Invitrogen) を使用した。 

Ishikawa 株を DMEM 溶液で 24 時間培養後、培地を交換し、ATG5 と ATG7 の

small interfering RNA (siRNA) を 25 nM で添加した。AN3CA と KLE 株と EIC を

24 時間培養後、SIRT6 とサバイビンに対する siRNA を 25 nM で添加した。siRNA

添加後、更に 72 時間培養した。siRNA は Stealth RNAi siRNA kit (Invitrogen) を

使用し、試薬は Lipofectamine RNAiMAX transfection reagent (Invitrogen) を推奨濃

度で添加した。ネガティブコントロール (以下 siCT または siNC) には、Stealth 

RNAi siRNA Negative Control Kit (Invitrogen) を使用した。 

 

7 生存細胞数計測（Trypan blue dye exclusion） 
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AN3CA と KLE 株を 6well プレートに 3x10
5細胞/well ずつ、プラスミドまたは

siRNA を Lipofectamine2000 (Invitrogen) 推奨のリバーストランスフェクション

プロトコールで形質転換させた。24 時間と 48 時間培養後に、細胞をトリプシン

で回収した。トリパンブルー染色施行後、光学顕微鏡下で生存細胞数を計測し

た。同実験を 3 回施行し、結果を解析した。 

 

8 ウエスタンブロット法 

細胞培養後、lysis buffer (Sigma-Aldrich) を用いてタンパクを回収した。タンパ

ク濃度はBradford assay (BioRad, CA, USA) で測定した。SDS-PAGE法で泳動し、

Immobilon トランスファーメンブレン（Millipore, MA, USA）に転写した。スキ

ムミルク (Wako, Japan) でブロッキング後、一次抗体を一晩、二次抗体を 1 時間

添加した。タンパク発現は ECL select Western Blotting detection reagent (GE 

Healthcare Life Science, NJ, USA) を使用し検出した。コントロールには β actin を

使用した。一部の結果は ImageJ を用いてタンパク発現を定量化した。 
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9 フローサイトメトリー（細胞周期・アポトーシス解析） 

Ishikawa、AN3CA と KLE 株を 6 cm dish に 5x10
5 細胞/well で撒き、薬剤を添

加し 48 時間培養した。浮遊細胞とトリプシンで剥がした付着細胞を共に回収し、

洗浄後、エタノールで固定し、propidium iodide (PI; 50 μg/ml; Sigma-Aldrich) を添

加し 4 度の暗所で 30 分静置した。フローサイトメーター (BD FACS Calibur HG; 

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) を用いて、蛍光を検出し、細胞周期分布図は

CELL Quest pro software v.3.1. (Beckman Coulter Epics XL, Brea, CA) を用いて作

成した。同実験を 3 回施行し、結果を解析した。 

アポトーシスはアネキシンⅤ-PI 二重染色を施行し検出した。Ishikawa、AN3CA

と KLE 株を 6cm dish に 5x10
5 細胞/well で撒き、DMEM 溶液で 24 時間培養後、

薬剤を添加し更に 24 から 48 時間培養した。細胞周期解析と同様に細胞を回収、

洗浄し、fluorescein isothiocyanate (FITC) 結合アネキシンと PI を推奨濃度で染色

した (Annexin Ⅴ-FITC Apoptosis Detection Kit Ⅰ; BD Biosciences)。フローサイ

トメーターを用いて、アネキシンⅤと PI 染色が共陽性の分画の割合を算出し、
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アポトーシスを起こした細胞の割合を決定した。同実験を 3 回施行し、結果を

解析した。 

10 細胞蛍光免疫染色 

細胞内のオートファジーの動態を明らかにするため、オートファゴソームの

マーカーである LC3 の細胞免疫染色を施行した。Ishikawa 株を 0.1% ゼラチン

PBS でコートしたカバーグラスが入った 6well プレートに疎らに撒き、DMEM

溶液で 24 時間培養後、薬剤を添加し、更に 48 時間培養した。4%パラフォルム

アルデヒドで固定を行い、0.2%トライトン X-100 で処理後、6% bovine serum 

albumin (BSA) でブロッキングした。一次抗体は、抗 LC3 抗体 (M152-3) (MBL)

を使用し 200 倍に希釈し 4 度で一晩静置した。二次抗体は、Alexa Fluor 488 Goat 

anti-Mouse IgG (Invitrogen) を使用し 100 倍に希釈し室温で 1 時間静置した。

Hoechst33342 で核染色施行し、スライドは共焦点顕微鏡 (BX50; Olympus, Japan)

を用いて観察を行った。 

11 免疫組織化学（組織マイクロアレイ） 
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東京大学医学部附属病院にて初回治療が行われた子宮体癌 104 例の手術時採

取の腫瘍サンプルを使用した。腫瘍サンプルはいずれも凍結保存しており、研

究目的の使用を説明し文書にて同意を得ている。さらに研究で使用するにあた

り、東京大学医学部の倫理委員会で承認を得た（申請番号 683）。腫瘍サンプル

から組織マイクロアレイを作成し、SIRT6 発現を免疫組織染色で評価した。抗

SIRT6 抗体 (NB100-2522, Novus Biologicals) を使用し、核内の SIRT6 発現を二人

の検者が Allred score（表 1）を用いて得点化し、平均値を算出した。平均値が 5

点以下を SIRT6 低発現群、5 点より上を SIRT6 高発現群とし、GraphPad Prism 6 

software (GraphPad, San Diego, CA) を用いて、全生存率 (以下 OS) のカプラン-

マイヤー曲線を描出した。 

Allred score = A+B 

A 0 1 2 3 4 5 

割

合 
none <1/100 =1/100 to <1/10 =1/10 to <1/3 =1/3–2/3 =>2/3 

B 0 1 2 3 
  

強

度 
none weak intermediate strong 
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（表 1）Allred score; 染色性を割合と強度に分けて判定し合計で評価する。 

 

12 ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

サバイビンタンパクの転写を観察するため、サバイビンプロモーターのルシ

フェラーゼアッセイを施行した。AN3CA 株への Flag タグ付き野生型 SIRT6 プ

ラスミド、pcDNA3.0 (ネガティブコントロール) の導入時にレポーターとして

National Institute of Health (Bethesda, MD, USA) の Chu-Xia Deng 先生から供与頂

いたサバイビンプロモーターを上流に配置したルシフェラーゼプラスミドの

pSRVN-Luc [51]を0.25 μg、コントロールとしてphRL CMV-Renilla vector (Promega, 

WI, USA) を 0.01 ng、Effectene transfection reagent を使用し同時に導入し、

Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) を用いて測定を行った。同実験

を 3 回施行し、結果の解析を行った。 
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13 RNA 抽出と定量的リアルタイム PCR 

AN3CA 株を 24 時間培養後、Flag タグ付き野生型 SIRT6 プラスミド、pcDNA3.0 

(ネガティブコントロール) を各々導入し、48 時間後に細胞を回収した。Total 

RNA を RNeasy Min Kit (Qiagen) を用いて抽出し、ReverTra Ace α (TOYOBO, 

Osaka, Japan) で total RNA から cDNA を合成した。ABI7300 (Applied Biosystems, 

San Mateo, CA, USA) を用いて、96wellプレート上でSYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems) を添加しリアルタイム PCR を施行した。プライマーの配列

を表 2 に示す。各々の標本のサイクル数の閾値 (Ct) は同一標本を 3 重に測定し

決定した。サバイビンの Ct 値は GAPDH に対する相対値を算出した。同実験を

3 回施行し、結果を解析した。 

BIRC5(サバイビン) 
forward TGCTTCAAGGAGCTGGAAGG 

reverse AGAAGCACCTCTGGTGCCAC 

GAPDH 
forward TGCACCACCAACTGCTTAGC 

reverse GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

（表 2）プライマー配列; BIRC5 (サバイビン) と GAPDH 各々のプライマー配列

を示す。 
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14 統計解析 

統計解析のため全ての実験は 3 回以上反復し、データは平均値±標準誤差で

示した。GraphPad Prism 6 software (GraphPad, San Diego, CA) を用いて、全生存

率の有意差は log-rank testで、3標本間以上の有意差はOne-way analysis of variance 

(ANOVA) と post-hoc test で解析した。P<0.05 を統計学的有意差ありとした。 
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結果 

【1】  子宮体癌細胞株に対するクロロキンの抗腫瘍効果の検討 

1-1 クロロキンによる細胞増殖抑制 

 CQ による細胞増殖抑制効果を評価するため、MTT アッセイを施行した。機

能喪失型 p53 変異株（図 3 左）、野生型 p53 株（図 3 右）共に、濃度依存性に細

胞増殖を抑制した。50%増殖阻止濃度(IC50)は Ishikawa、AN3CA、KLE 株で各々

12、1.5、3 μM であった。長期の細胞増殖抑制効果を評価するために Ishikawa、

AN3CA と KLE 株でコロニー形成アッセイを施行した。コロニー形成アッセイ

でも MTT アッセイと同様、濃度依存性にコロニー形成が有意に抑制された（図

4）。CQ による細胞増殖抑制が細胞周期停止か、または細胞死が原因か確かめる

ため、CQ を 5、20 μM 添加し、細胞周期解析を施行したところ、Ishikawa、AN3CA

と KLE 株全てで有意に subG1 の増加を認めた（図 5）。ウエスタンブロット法で

も、CQ 濃度依存性の cleaved caspase-3 の集積を認め（図 6）、フローサイトメト

リーでアポトーシスを解析すると、CQ 濃度依存性にアポトーシスが誘導される
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傾向にあった（図 7）。以上から CQ は子宮体癌細胞株にアポトーシスを誘導し

細胞増殖を抑制する可能性が示唆された。 

 

（図 3）MTT アッセイの結果。縦軸に細胞生存率、横軸に CQ 濃度 (μM) を示す。全ての

子宮体癌細胞株で濃度依存性に細胞増殖が抑制された。同実験を 4 回反復し、データは平

均値±標準誤差で示した。 

 

（図 4）コロニー形成アッセイの結果。全ての子宮体癌細胞株で濃度依存性に細胞増殖が抑

制された。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。 
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（図 5）細胞周期解析の結果。全ての子宮体癌細胞株で濃度依存性に subG1 の増加を認め

た。同実験を 3 回反復し、データは平均値で示した。 

 

（図 6）ウエスタンブロット法の結果。全ての子宮体癌細胞株で濃度依存性に cleaved 

caspase-3 の集積を認めた。 
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（図 7）アネキシンⅤ-PI 二重染色によるアポトーシス検出の結果。Ishikawa、AN3CA 株

では有意な、KLE 株でも濃度依存性にアポトーシスが誘導される傾向にあった。同実験を

3 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。＊P＜0.05。 

 

1-2 クロロキンによるオートファジー阻害 

 CQ による子宮体癌細胞株に対するオートファジー阻害を評価するため、抗

LC3B 抗体を用いて、ウエスタンブロット法と細胞免疫染色を施行した。Ishikawa、
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AN3CA と KLE 株で、CQ により濃度依存性に LC3-Ⅱと p62 の蓄積を認め （図

8）、CQ が子宮体癌細胞株でもリソソームへの結合阻止を介してオートファジー

を阻害する結果、オートファゴソームが蓄積することが示された。Ishikawa 株の

細胞免疫染色でも、10 μM の CQ への曝露でオートファゴソームの蓄積を認めた

（図 9）。 

（図 8）ウエスタンブロット法の結果。全ての子宮体癌細胞株で濃度依存性の LC3-Ⅱと p62

の蓄積を認めた。 
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（図 9）細胞免疫染色の結果。Ishikawa 株に 10 μM の CQ を添加すると、オートファゴソ

ーム (白矢印) の蓄積と、細胞内空胞の形成 (赤矢印) を認めた。スケール＝20 μm 

 

1-3 クロロキンによる増殖抑制とオートファジー阻害との関連性 

 CQ による増殖抑制がオートファジー阻害と関連があるか調べるため、

Ishikawa 株でオートファジー関連遺伝子 ATG5 と ATG7 の遺伝子サイレンシング

を、各々2 種類の siRNA を用いて施行した。ATG5 と ATG7 共に、コントロール

(siCT) と比較し 2 種類の siRNA でタンパク発現低下を認め、同時に LC3-Ⅱ発現

も抑制され（図 10）、ATG5 と ATG7 のノックダウンでオートファジーが抑制さ

れることが示された。MTT アッセイで ATG5 と ATG7 の遺伝子サイレンシング

が細胞増殖に与える影響を評価したところ、ATG5 と ATG7 のノックダウンで細

胞増殖が抑制される傾向にあり（図 11 左）、オートファジーが細胞増殖を正に

制御することが示唆された。次に、ATG5 と ATG7 の遺伝子サイレンシングを併

用し、CQ の MTT アッセイを施行した。ATG5 と ATG7 のノックダウンで CQ へ
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の感受性が低下し（図 11 右）、CQ の子宮体癌細胞株の増殖抑制効果がオートフ

ァジー阻害依存性であることが示された。 

 

 

（図 11）MTT アッセイの結果。(左)ATG5 と ATG7 のノックダウンで細胞増殖が抑制され

る傾向にあった。(右)ATG5 と ATG7 のノックダウンで CQ への感受性低下を認めた。同実

験を 4 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。＊P＜0.05。 

（図 10）ウエスタンブロット法の結果。ATG5

と ATG7 共に、2 種類の siRNA でタンパク発

現が低下し、LC3-Ⅱ発現も抑制された。 
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1-4 シスプラチン誘導オートファジーの腫瘍促進効果 

 シスプラチンは様々ながん細胞でオートファジーを誘導することが知られて

おり[15]、子宮体癌細胞株でもシスプラチンがオートファジーを誘導するか調べ

るために、Ishikawa 株に 10 μM のシスプラチンを 48 時間添加すると、LC3-Ⅱの

発現亢進と p62 の軽度発現低下を認めた（図 12）。細胞免疫染色でもオートファ

ゴソームの蓄積を認め（図 13）、シスプラチンがオートファジーを誘導すること

が示された。次に、ATG5 と ATG7 の遺伝子サイレンシングを併用し、シスプラ

チンの MTT アッセイを施行した。ATG5 と ATG7 のノックダウンでシスプラチ

ンへの感受性が亢進する傾向にあり（図 14）、シスプラチン誘導オートファジー

が子宮体癌細胞株の増殖促進効果を持つ可能性が示唆された。 
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（図 12）ウエスタンブロット法の結果。(左)代表的な結果を示す。(右上)LC3-Ⅱタンパク発

現を、(右下)p62 タンパク発現を定量化した結果を示す。シスプラチン添加で LC3-Ⅱの蓄

積と p62 の軽度発現低下を認めた。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準偏差で示

した。＊P＜0.05。 
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（図 13）細胞免疫染色の結果。Ishikawa 株に 10 μM のシスプラチンを添加すると、オー

トファゴソーム (左下図の点状集積) の蓄積を認めた。スケール＝20 μm 

 

（図 14）MTT アッセイの結果。siATG5-1 では有意に、他の ATG5 と ATG7 のノックダウ

ンでもシスプラチンへの感受性が亢進する傾向にあった。同実験を 4 回反復し、データは

平均値±標準誤差で示した。 
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1-5 クロロキンによるシスプラチン耐性の克服 

シスプラチン耐性に対するオートファジーの関与を調べるため、シスプラチ

ン耐性 Ishikawa 子宮体癌細胞株 (CP-r) を樹立した。MTT アッセイの IC50 は親

株で 1.5 μM、CP-r で 30 μM と顕著に後者で高値であった（図 15）。また、CP-r

は親株と比較し LC3-Ⅱタンパク発現が高値であり（図 16）、CP-r でのオートフ

ァジー亢進が示された。MTT アッセイで、CQ への感受性は CP-r で親株より亢

進していた（図 17）。次に、この 2 株で 0.01-100 μM のシスプラチンに 1 μM の

CQ を併用し MTT を施行したところ、CP-r でのみ CQ 併用による相乗効果を認

めた （図 18）。以上の結果から、CQ がシスプラチン耐性株にも有効で、併用に

よりシスプラチン抵抗性を部分的に克服しうる可能性が示唆された。 
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（図 15）MTT アッセイの結果。 

長期シスプラチン添加培養でシ

スプラチン耐性株  (CP-r) を樹

立した。同実験を 4 回反復し、デ

ータは平均値±標準誤差で示し

た。 

（図 16）ウエスタンブロット法の結果。

CP-r で LC3-Ⅱ発現亢進を認めた。 

 

（図 17）MTT アッセイの結果。 

CP-r で CQ への感受性が亢進していた。 

同実験を 4 回反復し、データは平均値±標準

誤差で示した。 
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（図 18）CQ 併用によるシスプラチンの MTT アッセイの結果。CP-r でのみ CQ 併用によ

るシスプラチン感受性亢進を認めた。同実験を 4 回反復し、データは平均値±標準誤差で

示した。 

【2】  子宮体癌における SIRT6 の機能解析 

2-1 子宮体癌臨床検体と細胞株における SIRT6 発現 

子宮体癌 104 例の患者背景を表 3 に記す。子宮体癌患者年齢の中央値は 55 歳

（範囲；25～76 歳）、組織型は類内膜腺癌が 98 例 (94%)、腺扁平上皮癌が 5 例

(5%)、明細胞腺癌が 1 例 (1%) であった。類内膜腺癌の分化度は、高分化型 

(Grade 1) が 68 例 (65%)、中分化型 (Grade2) が 20 例 (19%)、低分化型 (Grade3)
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が 10 例 (10%) であった。症例の進行期は、Stage I が 65 例 (62%)、Stage II が 9

例 (9%)、Stage III が 25 例 (24%)、Stage IV が 5 例 (5%)であった。 

以上の 104 例で組織マイクロアレイを作成し、抗 SIRT6 抗体で免疫組織染色

を施行した結果を図 19 に示す。核局在する SIRT6 の発現を Allred score で評価

したところ、SIRT6 高発現群は低発現群と比較し、全生存率が高く、有意差は無

かったが (p=0.18)、予後が良い傾向にあった。 

次に子宮体癌 16 細胞株で SIRT6 タンパク発現をコントロールの子宮内膜上皮

不死化細胞 (以下 EIC) と比較した（図 20）。子宮体癌 16 細胞株では EIC と比較

し SIRT6 タンパク発現が軒並み低い傾向にあった。以上から SIRT6 発現低下が

子宮体癌の発癌に関与する可能性が示唆された。 
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（表 3）臨床病理学的背景 

 

（図 19）子宮体癌 104 例における SIRT6 発現解析 

 

 

項目 数 %

年齢 中央値 55

組織型
 類内膜腺癌 98 94
  高分化型(G1) 68 65
  中分化型(G2) 20 19
  低分化型(G3) 10 10
 腺扁平上皮癌 5 5
 明細胞腺癌 1 1

Stage Ⅰ 65 62
Ⅱ 9 9
Ⅲ 25 24
Ⅳ 5 5

臨床病理学的背景(104例)
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（図 20）子宮体癌 16 細胞株と子宮内膜上皮不死化細胞のウエスタンブロット法の結果。(上)

代表的な結果を示す。(下)p62 タンパク発現を定量化した結果を示す。子宮体癌株では概ね

SIRT6 タンパク発現が低い傾向にあった。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準誤

差で示した。 

 

2-2 SIRT6 のアポトーシス誘導による細胞増殖抑制 

 子宮体癌細胞株における SIRT6 の機能解析のため、比較的 SIRT6 低発現であ

った AN3CA、KLE の 2 株を使用し（図 20）、以後の実験を施行した。まず、SIRT6

過剰発現とノックダウンと同時に生存細胞数計測を施行した。SIRT6 過剰発現で
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2 株の細胞増殖は抑制された（図 21）。対照的に、SIRT6 ノックダウンで 2 株の

細胞増殖は促進された（図 22）。SIRT6 による細胞増殖抑制が細胞死か細胞周期

停止によるものか調べるため、SIRT6 を過剰発現し細胞周期解析を施行した。コ

ントロールには EIC を使用した。SIRT6 過剰発現で、EIC は細胞周期の有意な変

化を認めなかったが、AN3CA では有意に、KLE でも subG1 分画の増加傾向を認

めた (図 23)。次に、SIRT6 を過剰発現しフローサイトメトリーでアポトーシス

を解析すると、AN3CA、KLE の 2 株でのみ有意にアポトーシスが誘導された。

以上から、SIRT6 は子宮体癌細胞株にアポトーシスを誘導し細胞増殖を抑制する

ことが示された。 
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（図 21）SIRT6 過剰発現時の生存細胞数計測の結果。2 株共に、SIRT6 過剰発現で細胞増

殖が抑制された。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。＊: p＜0.05 

（図 22）SIRT6 ノックダウン時の生存細胞数計測の結果。2 株共に、SIRT6 ノックダウン

で細胞増殖が亢進した。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。＊: p

＜0.05 
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（図 23）SIRT6 過剰発現時の細胞周期解析の結果。変化の乏しい EIC と対照的に子宮体癌

2 細胞株では、SIRT6 過剰発現で AN3CA では有意に、KLE でも subG1 分画が増加する傾

向にあった。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。＊: p＜0.05 
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（図 24）SIRT6 過剰発現時のアネキシンⅤ-PI 二重染色によるアポトーシス検出の結果。

子宮体癌 2 細胞株でのみ、SIRT6 過剰発現で有意なアポトーシス誘導を認めた。同実験を

3 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。＊: p＜0.05 

 

2-3 SIRT6 のアポトーシス誘導機序におけるサバイビン抑制 

 SIRT6 によるアポトーシス誘導機序を調べるため、AN3CA、KLE の 2 株でウ



47 

 

エスタンブロット法を施行した (図 25)。2株共に SIRT6過剰発現で cleaved PARP

の蓄積を認め、アポトーシスの誘導を確認した。pAkt、pERK、p53、Bax と Bcl-2

発現には共通の傾向を認めなかったが、サバイビンの発現は 2 株共に抑制され

た。更に 2 株で SIRT6 ノックダウンを施行し、サバイビンタンパク発現を調べ

たところ、SIRT6 ノックダウンで逆にサバイビンの発現は 2 株共に亢進した（図

26）。次に、SIRT6 によるサバイビンタンパク発現抑制が転写抑制または転写後

制御か調べるため、AN3CA 株を使用し、ルシフェラーゼレポーターアッセイで

サバイビンのプロモーター転写活性を評価した。SIRT6 は pSRVN のルシフェラ

ーゼ活性を有意に抑制した（図 27）。また、定量的リアルタイム PCR でも SIRT6

過剰発現でBIRC5 (サバイビン) mRNA発現が抑制される傾向にあった（図 28）。

以上から、SIRT6 はサバイビンの転写を抑制しアポトーシスを誘導する可能性が

示唆された。 



48 

 

 

（図 25）SIRT6 過剰発現時のウエスタンブロット法の結果。2 株共に cleaved PARP の蓄

積を認め、アポトーシス誘導を確認した。サバイビン抑制が共通して観察された。 

 

（図 26）SIRT6 ノックダウン時のウエスタンブロット法の結果。サバイビン発現亢進が共

通して観察された。 
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（図 27）pSRVN luc のルシフェラーゼレポーターアッセイの結果。SIRT6 はルシフェラー

ゼ活性を有意に抑制した。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。＊: p

＜0.05 

 

（図 28）SIRT6 過剰発現時のリアルタイム PCR の結果。SIRT6 はサバイビン mRNA を

KLE では有意に、AN3CA でも抑制する傾向にあった。同実験を 3 回反復し、データは平

均値±標準誤差で示した。＊: p＜0.05 
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【3】子宮体癌細胞株に対する YM155 の抗腫瘍効果の検討 

3.1 子宮体癌細胞株におけるサバイビン抑制によるアポトーシス誘導 

 子宮体癌細胞株でサバイビン抑制がアポトーシスを誘導するか調べるため、

AN3CA、KLE の 2 株とコントロールとして EIC を使用し以後の実験を施行した。 

遺伝子サイレンシングによりサバイビンをノックダウンし、ウエスタンブロッ

ト法による cleaved PARPの蓄積とアネキシンⅤ-PI二重染色によるフローサイト

メトリー解析によりアポトーシスを評価した。2 種類の siRNA 共に、サバイビ

ンタンパク発現を抑制し、子宮体癌細胞株でのみ cleaved PARP の蓄積を認めた

（図 29）。また、フローサイトメトリー解析でも同様に、子宮体癌細胞株でのみ、

サバイビンのノックダウンでアポトーシスが有意に誘導された（図 30）。以上か

ら、サバイビン抑制は子宮体癌細胞株特異的にアポトーシスを誘導することが

示された。 
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（図 29）サバイビンノックダウン時のウエスタンブロット法の結果。2 種類の siRNA は共

にサバイビン発現を抑制し、AN3CA、KLE の 2 株でのみ cleaved PARP の蓄積を認めた。 

 

 

（図 30）サバイビンノックダウン時のアネキシンⅤ-PI 二重染色によるアポトーシス検出の

結果。AN3CA、KLE の 2 株でのみサバイビンノックダウンで有意なアポトーシス誘導を

認めた。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。＊: p＜0.05 
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3-2 YM155 のアポトーシス誘導による増殖抑制 

 サバイビン阻害薬YM155が子宮体癌細胞株に対し抗腫瘍効果を持つどうかを

調べるため、AN3CA、KLE の 2 株を使用し、細胞増殖を MTT アッセイで評価

した。YM155 は濃度依存性に 2 株の細胞増殖を抑制し、50%増殖阻止濃度 (IC50)

は AN3CA、KLE 株でそれぞれ 25、250 nM であった（図 31）。また、同じ 2 株

に YM155 を 50、200 nM 添加し、サバイビンタンパク発現をウエスタンブロッ

ト法で評価したところ、濃度依存性にサバイビンタンパク発現抑制を認めた（図

32）。アネキシンⅤ-PI 二重染色によるフローサイトメトリー解析では、YM155

は 50 nM の低濃度から有意にアポトーシスを誘導した（図 33）。以上から、YM155

は子宮体癌細胞株にアポトーシスを誘導し細胞増殖を抑制することが示された。 
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（図 31）MTT アッセイの結果。YM155 は濃度依存性に細胞増殖を抑制した。同実験を 4

回反復し、データは平均値±標準誤差で示した。 

 

（図 32）ウエスタンブロット法の結果。YM155 は濃度依存性にサバイビンタンパク発現を

抑制した。 



54 

 

 

（図 33）アネキシンⅤ-PI 二重染色によるアポトーシス検出の結果。YM155 は 50 nM の低

濃度から有意にアポトーシスを誘導した。同実験を 3 回反復し、データは平均値±標準誤

差で示した。＊: p＜0.05 
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考察 

【1】子宮体癌細胞株に対するクロロキンの抗腫瘍効果の検討 

 CQ は抗マラリア薬として広く使用されているが、近年オートファジー阻害作

用が注目されている[17]。CQ の抗腫瘍効果は、脳腫瘍、乳癌、肺癌や大腸癌等

の様々な細胞株で証明されているが[17]、子宮体癌においてオートファジーの役

割や CQ の抗腫瘍効果は不明であった。本研究で我々は CQ の抗腫瘍効果、CQ

によるオートファジー阻害とアポトーシス誘導、シスプラチン耐性細胞株にお

ける CQ によるシスプラチン耐性の克服の 3 点に着目した。 

まず、CQ は Ishikawa、AN3CA、KLE 株の細胞増殖を抑制し、IC50 は 1.5 から

12 μM の間であった。この濃度は通常 250 mg を連日内服する CQ の治療域を超

えず[20]、既報の他癌種細胞株の IC50 より低値であり[52][53][54][55]、子宮体癌

が他の癌種より CQ 高感受性である可能性が示唆された。 

CQ の子宮体癌細胞株の増殖抑制はアポトーシス誘導に起因した。CQ による

アポトーシス誘導機序は明確には同定されていないが、p53 依存性の機序と p53
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非依存性の機序が考えられている。CQ はグリオーマ細胞株で p53 依存性アポト

ーシスを誘導し[56]、悪性黒色腫細胞株では p53 upregulated modulator of apoptosis 

(PUMA) の安定化を介しアポトーシスを誘導する[57]。しかし、p53 変異グリオ

ーマ細胞株や p53 欠失大腸癌細胞株 (HCT116 p53-/-) でもアポトーシスを誘導

する[58] [59]。肺癌細胞株では 32 μM 未満の低濃度でも細胞増殖は抑制するが、

アポトーシス誘導は 64 μM 以上の高濃度でのみ観察されている[60]。本研究で

CQ は p53 野生株と変異株で同様に細胞増殖を抑制し、アポトーシス誘導が p53

依存性機序のみで無いことが確認された。従って、CQ への感受性やアポトーシ

ス誘導機序は癌種によって異なる可能性が示唆される。 

また、本研究で CQ の細胞増殖抑制機序が部分的にオートファジー阻害による

ことが示された。アポトーシスとオートファジーの関係は複雑である[61]。

Ishikawa 株で、隔離膜形成を阻害し初期の段階でオートファジーを阻害する

3-methyladenine はアポトーシスを誘導しないが、CQ と同様の機序でオートファ

ジーを阻害する Bafilomycin A はオートファゴソームを蓄積しアポトーシスを誘
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導する[62]。よって、オートファゴソームの蓄積がアポトーシスを誘導する可能

性が示唆される[62]。しかし、本研究ではオートファジー関連遺伝子の ATG5、

ATG7 のノックダウンで子宮体癌細胞株の増殖が抑制され、CQ によるアポトー

シス誘導機序がオートファゴソーム蓄積だけでなく、オートファジー自体の阻

害による可能性が考えられる。 

PI3K/mTOR 経路は PIK3CA と PTEN 変異により子宮体癌で高頻度に活性化さ

れており[5]、mTOR 阻害薬は有望な治療薬である。しかし、mTOR 阻害はオー

トファジーを誘導するため、オートファジーは mTOR 阻害薬投与時の有効な治

療標的となり得る。実際、ヒドロキシクロロキンと mTOR 阻害薬である

temsirolimus との併用の第 1 相試験が治療抵抗性固形がんで行われ、その有効性

が示されており[63]、子宮体癌においても mTOR 阻害薬と CQ の併用は有望な治

療選択肢となり得る。 

子宮体癌において、シスプラチン等の白金製剤を中心とした化学療法への感

受性は、進行例や再発例の予後を規定する[64]。本研究において、オートファジ
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ー阻害はシスプラチン感受性を亢進させた。加えて、CP-r 細胞株では、CQ 感受

性が高く、シスプラチンとの併用で CQ が有意に感受性を亢進させることが示さ

れた（図 34）。卵巣癌と子宮頸癌細胞株ではオートファジー阻害がシスプラチン

感受性を亢進させることが示されており[16][65]、シスプラチンと CQ の併用は

婦人科癌の有望な治療選択肢となる可能性が示唆された。 

本研究は子宮体癌細胞株を用いた in vitro の実験であり、今後 in vivo の実験や

臨床試験が望まれる。クロロキンの臨床使用で重症腎障害の副作用報告は無い

が[19]、オートファジーがシスプラチンの腎障害に対し保護的に作用する可能性

が示唆されており[66]、シスプラチンとの併用時は十分な利尿等の配慮が必要と

考えられる。また、オートファジー誘導がシスプラチン特異的作用か、細胞障

害性薬剤に共通の作用かについても、今後他の抗がん剤を用いた更なる検討が

必要である。 
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（図 34）本研究結果の概念図。オートファジーは子宮体癌細胞株の増殖を促進し、シスプ

ラチンとクロロキンは各々、オートファジーを促進、抑制する。 

 

【2】子宮体癌における SIRT6 の機能解析 

 SIRT6 は脳腫瘍、乳癌、子宮頸癌や肝細胞癌等の細胞株に対しアポトーシスを

誘導することが知られているが[37][67]、本研究で新たに子宮体癌細胞株に対し

て抗腫瘍効果を持つことを証明した。SIRT6 タンパク発現は子宮体癌細胞株で軒
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並み低く、子宮体癌の発癌との関連性が示唆された。臨床検体では、SIRT6 高発

現群は予後良好な傾向であったが有意差は見出せなかった。当科における子宮

体癌症例の予後は比較的良好であることが有意差を見いだせなかった主たる原

因と考えられるため、今後症例数のみならず病期の異なる検体を更に増やした

検討が必要である。SIRT6 と同じサーチュインファミリーの SIRT1 は腫瘍に対

し、増殖亢進、抑制の両方向に働くことが知られている[26]。SIRT1 は染色体安

定性を亢進させ腫瘍抑制的に働く[68]反面、p53 の機能を脱アセチル化により抑

制し、腫瘍促進的に作用する[69]。しかし、SIRT6 は SIRT1 と異なり p53 の脱ア

セチル化能を持たず[26]、治療標的としてより適切と考えられる。 

SIRT6 はアポトーシスを誘導し子宮体癌細胞株の増殖を抑制した。AN3CA と

KLE 株は共に p53 変異株であり、SIRT6 によるアポトーシス誘導機序は p53 非

依存性と考えられる。SIRT6 過剰発現時に、心筋細胞と異なり、Akt の抑制は明

らかでなかったが、サバイビンタンパク発現は明らかに抑制された。肝細胞癌

の進展時に、SIRT6 によるサバイビン抑制が解除され、免疫組織染色で肝細胞癌
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患者の SIRT6 発現が有意に低いことが報告されており[70]、子宮体癌と肝細胞癌

の発癌に共通の機序が存在する可能性がある。また、AN3CA 株において、SIRT6

によるサバイビン抑制は mRNA レベルと比較し、タンパクレベルでより顕著で

あり、SIRT6 がサバイビンの転写抑制に加えて、転写後制御にも関与する可能性

が示唆される。本研究では SIRT6 によるサバイビンの転写抑制の具体的機序に

ついては同定に至らず、脱アセチル化の関与を含めた直接作用を持つ転写因子

の同定が今後必要である。 

 また、SIRT6 は AN3CA 株に対し、Bax の活性化と Bcl-2 の不活化を誘導し、

これらの機序もアポトーシス誘導に関与する可能性がある。KLE 株ではこれら

の機序は見られず、SIRT6 によるアポトーシス誘導機序は細胞腫により異なる可

能性がある。 

本研究では SIRT6 が子宮体癌において癌抑制遺伝子として働くことが示され

た。しかし、現在に到るまで、SIRT6 の特異的活性化薬は同定されておらず、SIRT6

の制御機序もユビキチン化程度しか判明していない[71]。今後、SIRT6 の制御機



62 

 

序の解明による、特異的活性化薬の同定が望まれる。 

 

【3】子宮体癌細胞株に対する YM155 の抗腫瘍効果の検討 

 遺伝子サイレンシングによるサバイビンの抑制が Ishikawa 株でアポトーシス

を誘導することは既に報告されており[42]、本研究でも AN3CA と KLE の子宮

体癌細胞株 2 株でアポトーシスを誘導することを確認した。サバイビンのノッ

クダウンは EIC に対してはアポトーシスを誘導せず、癌細胞株特異的にアポト

ーシスを誘導することが示された。大半の抗がん剤は正常細胞に対しても細胞

毒性を持ち、副作用を発現するため、サバイビン阻害薬は一般的な抗がん剤の

副作用を回避出来る可能性がある。 

 YM155 は最も成功を収めているサバイビン阻害薬であり、本研究でも子宮体

癌細胞株に対し、非常に低濃度でアポトーシスを誘導し細胞増殖を抑制するこ

とが示された。YM155 と siRNA によるサバイビンタンパク発現抑制は同程度で

あったが、アポトーシスを起こした細胞の割合は YM155 で明らかに高く、
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YM155 のサバイビン阻害以外の作用機序が示唆される。最近の報告では、YM155

による death receptor 5 (DR5) の発現亢進[72]や Mcl-1 の発現抑制[73]の機序が示

されており、今後子宮体癌に対する YM155 の臨床応用を考慮するためにも、更

なるアポトーシス誘導機序の解明が必要である。また、子宮体癌においてサバ

イビン発現が正常内膜と比較し発現が上昇しているかどうかについては議論が

あり[74] [75]、自身の検討でも十分に評価するに至っておらず、今後の検討課題

である。 
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結論 

子宮体癌細胞株に対して、抗マラリア薬クロロキンとサバイビン阻害薬

YM155 が共にアポトーシスを誘導し細胞増殖を抑制することを証明した。クロ

ロキンによるアポトーシス誘導にはオートファジー抑制が関与し、併用により

シスプラチン耐性を克服する可能性が示された。また、SIRT6 が子宮体癌におい

て癌抑制遺伝子として働くことを示し、その機序としてサバイビンの転写抑制

を同定した。サバイビン抑制は子宮体癌細胞株特異的にアポトーシスを誘導し、

子宮体癌の有効な治療標的と考えられる。 

今後、クロロキンは白金製剤耐性子宮体癌症例の治療薬として、YM155 は子

宮体癌症例に対する初回単剤治療薬としての臨床応用が期待される。 
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