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要旨要旨要旨要旨 

 PARP (Poly ADP-ribose polymerase) 阻害薬は、BRCA1/2 変異でみられるように、

DNA の相同組換え修復の障害を来たした癌細胞に対して、特異的に細胞死を誘

導することを目的に開発された薬剤である。一方、放射線治療も DNA 損傷に伴

う細胞死誘導という共通性を有する。TP53が DNA 損傷修復に関わるほか、PTEN

の相同組換修復への関与が注目されている。子宮体癌は PTEN に高率に変異を

有し、PARP阻害薬への有効性が期待される。また、放射線照射後に活性化する

シグナル経路として MAPK 経路や PTENが関わる PI3K/mTOR経路が知られて

いるが、子宮体癌において放射線治療感受性に関わる経路は明らかではない。 

 本研究では、子宮体癌細胞株を用いてPARP阻害薬Olaparibの有効性を検討し、

子宮体癌において Olaparibに高感受性株が存在すること、Olaparibに対する感受

性と PTEN 変異とが相関しないことを明らかとした。Olaparib添加により誘導さ

れる相同組換修復関連蛋白 RAD51, γ-H2AX の foci の数についても、PTEN発

現の有無は相関を示さなかった。次に、子宮体癌細胞株において TP53 変異陽性

が放射線抵抗性と相関すること、MAPK 経路・PI3K経路いずれも放射線照射後

に活性化することを示した。MAPK 経路阻害薬 (UO126) または PI3K/ mTOR同

時阻害薬 (NVP-BEZ235)と放射線照射の併用において、NVP-BEZ235は UO126

に比較して放射線効果を有意に増強した。以上より、子宮体癌では PI3K/mTOR
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経路阻害が放射線治療効果の増強に有用である可能性がある。
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第１章第１章第１章第１章    序文序文序文序文 

1. 子宮体癌の疫学・治療法子宮体癌の疫学・治療法子宮体癌の疫学・治療法子宮体癌の疫学・治療法 

 子宮体癌は世界中の女性の人口で 4番目に高い罹患率を有する癌である(29, 

55)。病理学的には Type I（ホルモン依存性）と、Type II（ホルモン非依存性）

に分類され、Type Iは子宮内膜に類似した類内膜腺癌（Grade1/2）であり、分化

度が高く、子宮体癌の約 80％を占める(7)。Type IIは類内膜腺癌（Grade3）、漿

液性腺癌や明細胞腺癌などの組織型を示し、頻度は低く発生機序は Type Iとは

発生機序が異なると考えられている。以後、本研究の主たる対象である Type I

の類内膜腺癌について述べる。発症機序にはエストロゲンへの長期的な持続曝

露が関与しており(9)、「初潮が早い」「52歳以降での閉経」「月経異常」、「未産」、

「エストロゲン産生腫瘍」「エストロゲン単独のホルモン補充療法」「肥満」「高

血圧」「糖尿病」がリスクファクターとして挙げられる(35)。好発年齢は閉経後

である 50－60代をピークとするが、近年は年齢に関係なく増加傾向であり、晩

婚化や生活習慣病の増加によって今後さらに罹患率が増加すると考えられてい

る(1)。 

 子宮体癌の病期進行度は Stage Iから IV に分類され、転移形式としては血行

性・リンパ行性・播種が主である。周辺臓器である卵巣への転移率は 5％前後と

される(68)。子宮体癌の治療は主に、手術療法を行い、摘出検体の筋層浸潤、脈
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管侵襲、分化度、リンパ節転移の有無などにより低リスク群～高リスク群に分

別し、中リスク以上の症例に後療法として化学療法を施行される。欧米では術

後に放射線療法が用いられるのが一般的である(5, 66)。主治療法としては手術・

化学療法・放射線療法等が挙げられ、再発子宮体癌に対しては一般的に化学療

法が選択されるがその奏効率は低く(45)、分子標的薬は新たな治療選択肢として

期待されている。  

 

２．２．２．２． 子宮体癌における子宮体癌における子宮体癌における子宮体癌における RAS/MAPK、、、、PI3K/AKT シグナル伝達経路の活性化シグナル伝達経路の活性化シグナル伝達経路の活性化シグナル伝達経路の活性化 

 MAPK経路及びPI3K/mTOR経路はEGFR（Epidermal growth factor Receptor ) な

どのチロシンキナーゼ受容体（RTK: Receptor Tyrosine Kinases）の下流に位置す

る。MAPK および PI3Kシグナル伝達経路はその下流の分子機構において細胞増

殖や分化、タンパク合成を行い、抗アポトーシスに働く（図１）。子宮体癌では

高率にこれらの経路が活性化している。原因はシグナル伝達に関わる分子の遺

伝子変異で、K-RAS 15％、PIK3CA (PI3 kinase) 約 26％、PTEN (Phosphatase and 

Tensin Homolog Deleted from Chromosome 10)に約 45％の頻度で遺伝子変異を有

し、その変異が共存していることが報告されている(36, 42, 47, 48)。この

RAS/MAPK経路、PI3K/mTOR経路のシグナルの異常活性化が子宮体癌の増殖メ
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カニズムのひとつとされる。また、PI3K/mTOR経路の活性化は DNA 修復経路

の制御にも重要な役割を果たしている(61)。 

   

 

図１図１図１図１. RAS/MAPK、、、、PI3K/mTOR シグナル伝達経路シグナル伝達経路シグナル伝達経路シグナル伝達経路とととと子宮子宮子宮子宮体体体体癌癌癌癌におけるにおけるにおけるにおける遺伝子変遺伝子変遺伝子変遺伝子変

異頻度異頻度異頻度異頻度 

 MAPK 経路はチロシンキナーゼ受容体(RTK)、RAS の変異や過剰発現により

活性化され、PI3K/mTOR 経路では、上記の他に PI3K(PIK3CA)の変異や PTEN

の不活化などによっても活性化され、細胞増殖・細胞生存が促進される。mTOR

は AKT の下流でリン酸化を受ける分子の一つであり、さらに下流の分子のリン

酸化を誘導する。（赤字；子宮体癌における変異率）  
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３．婦人科癌における分子標的治療薬３．婦人科癌における分子標的治療薬３．婦人科癌における分子標的治療薬３．婦人科癌における分子標的治療薬 

 分子標的治療薬は癌の生物学的特徴を標的とする薬剤であり、HER2受容体陽

性乳癌に対するトラスツズマブや、ALK 転座陽性肺癌に対するクリゾチニブは

既に実地臨床で活用されている。 

分子標的治療薬は標的因子によって①増殖因子受容体/シグナル伝達阻害剤、②

DNA 修復・転写制御因子阻害剤、③血管新生阻害剤に分類され、現在開発され

ている主な薬剤は以下の通りである。 

①EGFR阻害薬：Imatinib, Gefitinib, Erlotinib, Cetuximab, Trastuzumab, 

 AKT 阻害薬：Perifosine 

  mTOR阻害薬：Temsirolims, Everolimus   

②PARP阻害薬：Olaparib 

  HDAC阻害薬：Vorinostat  

③VEGFR阻害薬： Sorafenib,  Sunitinib,  Pazopanib 

   VEGF 阻害薬： Bevacizumab 

その他 葉酸受容体阻剤：Farietuzumab 

 婦人科癌における分子標的薬は卵巣癌において Bevacizumabが 2013年に保険

適応となった。その他の婦人科癌（肉腫を除く）では未だ分子標的薬の保険承

認はなく、今後の臨床試験の結果が期待されている。子宮体癌においては
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PI3K/mTOR dual inhibitor (PF-04691502)、PI3K inhibitor（BKM120）の第 II 相臨

床試験が終了しており、mTOR阻害薬(everolims)は第 II 相、PARP ( poly ADP-ribose 

polymerase) 阻害薬は第 III 相臨床試験が進んでいる(4, 20, 21, 24, 59)。我々は以

前、子宮体癌における RAS-MAPK経路、RAS/PI3K経路の活性化に着目しいち

早く PI3K/mTOR同時阻害剤の有効性につき報告を行っており(54)、本研究では

相同組換え修復(HR: Homologous Recombination) 機構における PARP阻害薬およ

び PI3K/mTOR阻害薬に着目した。 

 

４．分子標的薬、４．分子標的薬、４．分子標的薬、４．分子標的薬、PARP 阻害薬の新規バイオマーカーの探索阻害薬の新規バイオマーカーの探索阻害薬の新規バイオマーカーの探索阻害薬の新規バイオマーカーの探索 

 細胞内では代謝や紫外線などにより DNA は一本鎖切断（SSB: Single Strand 

Break）を起こす。DNA が一本鎖の損傷を受けた場合、PARP  が損傷部位に結

合して一本鎖切断修復が始まる。しかし PARPが阻害されると、一本鎖切断部位

は修復されず、やがて二本鎖切断（DSB: Double Strand Break）を生じる(8, 15)  。

DSBに働く修復系として相同組換え修復 (HR: Homologous Recombination) が知

られている。HRには BRCA1、BRCA2、RAD51、ATM など 30種類以上の分子

が関わる。遺伝性乳がん・卵巣がん症候群では主に BRCA1または BRCA2の生

殖細胞変異が存在し、癌部位では BRCA の機能が欠損しているため HRが行え

ない。したがって PARP阻害剤によって SSBの修復を阻害すると、HRのどちら
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相同組換修復機能の欠損した腫瘍細胞内での合成致死相同組換修復機能の欠損した腫瘍細胞内での合成致死相同組換修復機能の欠損した腫瘍細胞内での合成致死相同組換修復機能の欠損した腫瘍細胞内での合成致死. 正常細胞

阻害により、一本鎖切断修復が行われずに二本鎖切断が蓄積

(HR: Homologous Recombination)によって、

PARP 阻害によって

もたらされる二本鎖切断を修復できず、合成致死に至る。 

(3, 15) (図

 

に関わる遺伝子に異常が認められる場合

も高い治療効果を示す可能性がある。また、そのような遺伝子異常が治療効果

修復機構へ

）。一方

正常細胞

阻害により、一本鎖切断修復が行われずに二本鎖切断が蓄積

によって、

阻害によって



で、未だ結論は出ていないものの核内でゲノムの安定性や

にも関わるとする複数の既報が存在する

 

    

 

 

 

 

 

相同組換え修復機構において
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を増強することが明らかとなっている

の結合に促進的に作用する

 

で、未だ結論は出ていないものの核内でゲノムの安定性や

にも関わるとする複数の既報が存在する

    

相同組換え修復機構において

る。PTENは(i) RAD51

を増強することが明らかとなっている

の結合に促進的に作用する

図図図図 3    細胞内における細胞内における細胞内における細胞内における

用により用により用により用により PI3K

持や持や持や持や DNA

で、未だ結論は出ていないものの核内でゲノムの安定性や

にも関わるとする複数の既報が存在する

相同組換え修復機構において

(i) RAD51の

を増強することが明らかとなっている

の結合に促進的に作用する

細胞内における細胞内における細胞内における細胞内における

PI3K を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維

DNA 修復、さらには修復、さらには修復、さらには修復、さらには

で、未だ結論は出ていないものの核内でゲノムの安定性や

にも関わるとする複数の既報が存在する

相同組換え修復機構において BRCA1/2

の promoter

を増強することが明らかとなっている

の結合に促進的に作用する(14)との説もある

細胞内における細胞内における細胞内における細胞内における PTEN の役割の役割の役割の役割

を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維

修復、さらには修復、さらには修復、さらには修復、さらには HR にも関与することが明らかとなってきた。にも関与することが明らかとなってきた。にも関与することが明らかとなってきた。にも関与することが明らかとなってきた。
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BRCA1/2と並び

promoter領域に結合することによって

を増強することが明らかとなっている(10, 52)

との説もある(
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と並び RAD51は重要な役割を担ってい

領域に結合することによって

(10, 52)。さらに(ii) RAD51

(図 3)。 
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, 52)（図 3）。

は重要な役割を担ってい

領域に結合することによって RAD51

(ii) RAD51

で示したように脱リン酸化作で示したように脱リン酸化作で示したように脱リン酸化作で示したように脱リン酸化作

を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維を抑制する機能に加え、核内に移行し、ゲノム安定性維

にも関与することが明らかとなってきた。にも関与することが明らかとなってきた。にも関与することが明らかとなってきた。にも関与することが明らかとなってきた。

Oncogene,
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子宮体癌は類内膜腺癌に限定すると

し、

変異陽性の場合に

PTEN

害薬感受性との相関は明らかではない。

 

 

子宮体癌は類内膜腺癌に限定すると

し、PTEN機能欠損から

変異陽性の場合に

PTENの HRへの関与については不明な点も多く、実際に

害薬感受性との相関は明らかではない。

図図図図 4    相同組換え修復における相同組換え修復における相同組換え修復における相同組換え修復における

位に結合することを促進する作用を有すると考えられている。

子宮体癌は類内膜腺癌に限定すると

機能欠損から

変異陽性の場合に PARP 

への関与については不明な点も多く、実際に

害薬感受性との相関は明らかではない。

相同組換え修復における相同組換え修復における相同組換え修復における相同組換え修復における

位に結合することを促進する作用を有すると考えられている。

子宮体癌は類内膜腺癌に限定すると

機能欠損から HRも障害されている可能性がある。その場合、

PARP 阻害薬が有効であると予想される。しかしながら、

への関与については不明な点も多く、実際に

害薬感受性との相関は明らかではない。

 

相同組換え修復における相同組換え修復における相同組換え修復における相同組換え修復における

位に結合することを促進する作用を有すると考えられている。
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子宮体癌は類内膜腺癌に限定すると PTEN変異の頻度は

も障害されている可能性がある。その場合、

阻害薬が有効であると予想される。しかしながら、

への関与については不明な点も多く、実際に

害薬感受性との相関は明らかではない。 

相同組換え修復における相同組換え修復における相同組換え修復における相同組換え修復における PTEN の作用点の作用点の作用点の作用点

位に結合することを促進する作用を有すると考えられている。

変異の頻度は

も障害されている可能性がある。その場合、

阻害薬が有効であると予想される。しかしながら、

への関与については不明な点も多く、実際に

の作用点の作用点の作用点の作用点.  

位に結合することを促進する作用を有すると考えられている。

変異の頻度は 52%と高い変異率を有

も障害されている可能性がある。その場合、

阻害薬が有効であると予想される。しかしながら、

への関与については不明な点も多く、実際に PTEN変異と

 RAD51が

位に結合することを促進する作用を有すると考えられている。

と高い変異率を有

も障害されている可能性がある。その場合、PTEN

阻害薬が有効であると予想される。しかしながら、

変異と PARP

が DNA 損傷部

位に結合することを促進する作用を有すると考えられている。 

 

と高い変異率を有

PTEN

阻害薬が有効であると予想される。しかしながら、

PARP阻

損傷部
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５．子宮体癌における放射線５．子宮体癌における放射線５．子宮体癌における放射線５．子宮体癌における放射線によるによるによるによる抗抗抗抗腫瘍腫瘍腫瘍腫瘍効果、及び効果、及び効果、及び効果、及び放射線効果を増強する候放射線効果を増強する候放射線効果を増強する候放射線効果を増強する候

補補補補分子標的薬分子標的薬分子標的薬分子標的薬 

 子宮体癌に対して放射線治療は、術後、腟断端や骨盤内などの局所再発治療

に広く用いられている。しかし一方で in vitro での放射線による抗増殖抑制効果

の報告はほとんど見られない。 

他の癌種では、放射線照射後に細胞内の MAPK 経路、PI3K経路を含むシグナル

が活性化する(2, 65)ことが報告されているが、子宮体癌ではすでにこれらのシグ

ナル伝達経路が活性化されているものが多く（図 1）、放射線照射によってどの

シグナル伝達経路が影響を受けるのかは知られていない。他癌種では、放射線

治療と分子標的薬（mTOR阻害薬、PI3K阻害薬、AKT 阻害薬など）の併用につ

いての解析が試みられており(37, 65)、臨床では肺非小細胞癌において mTOR阻

害薬と放射線併用療法、子宮頸癌にて mTOR阻害薬と化学放射線療法併用療法

の第 I 相試験が終了した。しかし子宮体癌では未だ行われていない。MAPK 経

路阻害薬、PI3K経路阻害薬の例を図 5に示す。UO126は MAPK 経路における

MEK1/2を阻害し、BEZ235は PI3K経路において、PI3Kと mTORを同時に阻害

する（図 5）。 



 

 

 

 

６６６６．本研究の目的．本研究の目的．本研究の目的．本研究の目的

 本研究では、子宮体癌

効果と

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

的とした。具体的には以下の項目について明らかとすることとした。

図図図図

おける

薬の一つである。

 

．本研究の目的．本研究の目的．本研究の目的．本研究の目的

本研究では、子宮体癌

効果と PTEN 変異の意義、放射線照射により活性化されるシグナル伝達経路、

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

的とした。具体的には以下の項目について明らかとすることとした。

図図図図 5    PI3K・・・・

おける MEK1/2

薬の一つである。

．本研究の目的．本研究の目的．本研究の目的．本研究の目的 

本研究では、子宮体癌における

変異の意義、放射線照射により活性化されるシグナル伝達経路、

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

的とした。具体的には以下の項目について明らかとすることとした。

・・・・MAPK シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例

MEK1/2 の阻害薬の一つであり、

薬の一つである。 

における PARP

変異の意義、放射線照射により活性化されるシグナル伝達経路、

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

的とした。具体的には以下の項目について明らかとすることとした。

シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例

の阻害薬の一つであり、
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PARP阻害薬の有効性の評価、

変異の意義、放射線照射により活性化されるシグナル伝達経路、

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

的とした。具体的には以下の項目について明らかとすることとした。

シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例

の阻害薬の一つであり、BEZ235

阻害薬の有効性の評価、

変異の意義、放射線照射により活性化されるシグナル伝達経路、

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

的とした。具体的には以下の項目について明らかとすることとした。

シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例シグナル伝達経路阻害薬の例. UO126

BEZ235 は

阻害薬の有効性の評価、PARP

変異の意義、放射線照射により活性化されるシグナル伝達経路、

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

的とした。具体的には以下の項目について明らかとすることとした。

UO126はMAPK

は PI3K/mTOR

PARP阻害薬の

変異の意義、放射線照射により活性化されるシグナル伝達経路、

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

的とした。具体的には以下の項目について明らかとすることとした。 

MAPK経路に

PI3K/mTOR 同時阻害

 

阻害薬の

変異の意義、放射線照射により活性化されるシグナル伝達経路、

感受性予測因子、放射線効果を増強する分子標的薬について検討することを目

経路に

同時阻害
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①PARP阻害薬に感受性の高い子宮体癌株は存在するか？ 

②PTEN変異は PARP阻害薬のバイオマーカーとなりうるか？ 

③放射線照射の感受性に関わる因子として、p53変異と PTEN変異のいずれが重

要か？ 

④放射線照射によって、MAPK 経路や PI3K/mTOR経路はさらなる活性化を受け

るのか？ 

⑤特定のシグナル伝達経路の阻害が放射線治療効果を増強しうるか？また、そ

の場合、増強作用に関与する分子は何か？ 
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第２章第２章第２章第２章    対象と方法対象と方法対象と方法対象と方法 

１．子宮体癌細胞株１．子宮体癌細胞株１．子宮体癌細胞株１．子宮体癌細胞株・ベクター・形質転換・ベクター・形質転換・ベクター・形質転換・ベクター・形質転換     

子宮体癌 16種類の細胞株を使用した。組織型は漿液性腺癌 1株(HEC-180)を除

き類内膜腺癌である。AN3CA、KLE、HEC-1B、RL-95-2は American Type Culture 

Collection(UA, USA)より購入した。HHUA は理研細胞株 BANK（筑波、日本）

より購入した。Ishikawa3-H-12は西田正人先生（霞ヶ浦医療センター、茨城、日

本）より譲渡いただいた。その他 HEC-6、HEC-50B、HEC-59、HEC-88, HEC-108、

HEC-116、HEC-151は蔵本博行先生（北里大学、神奈川、日本）より譲渡いただ

いた。 

AN3CA、HEC-1B、Ishikawa3-H-12、HEC-6、HEC-50B、HEC-59、HEC-88、HEC-108、

HEC-116、HEC-151は 10％FBS（Invitrogen社）添加 MEM 溶液（Sigma-Aldrich

社）を培地とし、KLE、HHUA、RL-95-2は 10％FBS添加 DMEM 溶液を培地と

し、37℃ 5%CO2下で培養した。 

HEC-6にレトロウィルスベクター（pFB-NEO）（購入場所）を用いて野生型 PTEN

を導入し、ネオマイシンによる薬剤選択を経て PTEN安定発現株を作製した。  

                                                           

２．試薬２．試薬２．試薬２．試薬     
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PARP阻害薬（Olaparib）は AstraZenecaより原末提供を受けた。DMSO

（dimethylsulfoxide）に溶解し、DMSO濃度は全ての assayで 0.1%以下となるよ

うに調整した。 

NVP-BEZ235 (PI3K/mTOR阻害剤),と UO126 (MAPK阻害剤)はそれぞれ Cayman 

Chemical (Ann Arbor, MI, USA)、Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)より

購入した。DMSO濃度は全ての assayで 0.1%以下となるように調整した。 

     

３．３．３．３．DNA/RNA 抽出抽出抽出抽出     

子宮体癌株 HEC-251、HEC-265、HEC-180、Ishikawa3-H-12から Qiamp DNA Mini

および micro Kit (QIAGEN, Valencia, CA)を使用してプロトコールに従い DNA を

抽出した。また、HEC-1Bから RNase mini kit (QIAGEN)を用いて total RNAを抽

出し、Super scriptIII First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen)を用いて

プロトコールを従い cDNA を精製した。DNA/RNA 濃度は Nanodrop2000 

spectrophotometer（Thermo scientific, USA）にて決定した。 

 

４．４．４．４．PCR    -    direct sequence 法法法法 

既報(23, 30)の中で Ishikawa細胞株の TP53 変異の有無に違いが認められたため、

遺伝子変異（exon 4-8）を検索した。また PTEN の遺伝子変異は、これまでの我々



20 

 

のデータと報告(54, 63)に加え、HEC-251、HEC-265 、HEC-180を調べた。PCR 

primerは以下の通りである。 

TP53     Exon4  Forward: 5’-CTGGTAAGGACAAGGGTTG-3’ 

                Reverse: 5’-CAAAGGGTGAAGAGGAATCC-3’ 

         Exon5  Forward: 5’-TGTTCACTTGTGCCCTGACT-3’ 

                Reverse: 5’-CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG-3’ 

         Exon6  Forward : 5’-GCCTCTGATTCCTCACTGAT-3’                

                Reverse: 5’-TTAACCCCTCCTCCCAGAGA-3’ 

         Exon7  Forward: 5’-ACTGGCCTCATCTTGGGCCT-3’ 

                Reverse: 5’-TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC-3’ 

         Exon8  Forward: 5’-GAGCTTAGGCTCCAGAAAGG-3’ 

               Reverse: 5’-AGGAAAGAGGCAAGGAAAGG-3’ 

PTENに関しては cDNA を精製した後、LA-Taq (Takara BIO, Madison, WI) を用い

て RT-PCRを行い、全 Coding regionを含む PCR産物をもとに変異の有無を調べ

た。PTEN変異解析で用いた primerは以下の通りである。 

PTEN 

PCR primer 

      Forward: 5’-GCCGTTCGGAGGATTATTCGTCTTCTC-3’ 
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      Reverse: 5’-CTGGTAATCTGACACAATGTCCTATTGCC-3’ 

Sequence primer 

          ①: 5’-ACCAGCAGCTTCTGCCATCT-3’ 

          ②: 5’-ACCAATGGCTAAGTGAAGATG-3’ 

          ③: 5’-CACACAGGTAACGGCTAGGG-3’ 

          ④: 5’-CAGTTTATTCAAGTTTATTTTCATGG-3’ 

 

４．４．４．４．Clonogenic assay 

1)  PARP阻害薬の抗腫瘍効果：6 ウェルプレートの各々に細胞を 2,000個ずつ

まいた。PAPR阻害薬を添加し、持続的に 10nMから 100uMの濃度に維持した。

14～21日間培養し、コロニーの数が半数に低下する濃度を SF50（survival fraction 

at 50%）として算出した。また、HEC-6と、HEC-6-PTENに放射線照射を行い、

培養しコロニー数を調べた。 

2)  放射線照射による抗腫瘍効果：6 ウェルプレートの各々に細胞を 800-14400

個ずつまいた。24時間後に UO126(MAPK阻害剤)10µMと BEZ235(PI3K/mTOR

同時阻害剤)50nM, 100nMを添加し、放射線を照射した。24時間後にコントロー

ルを含め全ての培養液を洗浄し新鮮な培養液を加え 10－14日間培養し、D10値

（細胞が 90％増殖抑制を受ける放射線量）を算出した。 
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５．５．５．５．ウェスタンブロットウェスタンブロットウェスタンブロットウェスタンブロット法法法法 

細胞を 1% tritonを含むサンプルバッファー（50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5), 150 

mmol/L sodium chloride, 5 mmol/L EDTA, 2 mmol/L sodium orthovanadate, and 10 

mmol/L sodium fluoride）を用いて溶解した。これを 15,000rpmで 20分間、4℃で

遠心し、上清をタンパク抽出液とした。タンパク濃度は Bradford assay ( Bio-Rad )

にて測定した。タンパクは SDS-ポリアクリルアミド電気泳動により分離し、

immobilonトランスファーメンブレン( Millipore)にて転写した。転写膜を TBST

に溶解した 5%スキムミルクで 30分振盪しながらインキュベートした。その後、

スキムミルクを洗浄し、一次抗体に浸し 4℃下に一晩放置した。一次抗体は PTEN 

(138G6, C末端抗体), phospho-PTEN (Ser380), AKT, phospho-AKT (Ser473) (Cell 

Signaling Technology, Beverly, MA), PARP, cleaved PARP (Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA, USA), RAD51 (Millipore, MA, USA), ERK, phospho-ERK, 

phospho-4EBP1 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA), HIF-1α (Nobus biologicals, 

USA), and β-actin (Sigma-Aldrich, MO, USA) を使用した。一次抗体を洗浄後、希

釈した二次抗体（Cell signalling）にて 1時間インキュべートした後、二次抗体の

洗浄を行った。ECL kit（GE healthcare, Piscataway, NJ）で蛍光標識し、撮影機（GE 

healthcare）にて画像化した。 
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６．６．６．６．細胞免疫染色細胞免疫染色細胞免疫染色細胞免疫染色 

Olaparib 10uM下もしくは、10Gy照射後に 6ウェルプレート上にて細胞を 24時

間培養した。4% paraformaldehydeで固定し、0.2% (v/v) Triton X-100.の PBSにて

透過処理を行った。RAD51(Millipore, MA, USA)と γH2AX (Millipore, MA, USA)

の一次抗体を使用後、二次抗体 Alexa Fluor 488-conjugated chicken anti-mouse IgG 

と Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA)にて染

色を行い、核はヘキスト染色を施行した。共焦点顕微鏡(Carl-Zeiss MicroImaging 

Inc., Oberkochen, Germany)により観察し、RAD51と γH2AX の foci の数を 100個

数え、その平均値を算出した。 

 

７．７．７．７．細胞周期解析細胞周期解析細胞周期解析細胞周期解析 

PARP阻害薬、放射線照射の効果を Flow cytometry法で解析した。10cm dish細

胞をまき、IR 照射後、またオラパリブを添加した後 24～72時間培養した。HIF-1α

の knock down後の解析では siRNA添加後 24時間後、新鮮な培養液に変更して

IR 照射、48時間培養した。トリプシン試薬で細胞を回収し、PBSで 2回洗浄後、

RNAse (0.25mg/ml, Sigma-Ardrich) で 37℃30 分間処理し、その後 PI（50μg/ml, 

Sigma-Ardrich ）で 4℃ 30 分間暗所で核染色し、Flow cytometory（ FACSCalibur 
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HG, Franklin Lakes, NJ ） で細胞周期解析した。解析ソフトは CELLQuest pro 

ver.3.1（ Beckman Coulter Epics XL, Beckman Coulter ）を用いた。 

 

８．８．８．８．X 線照射線照射線照射線照射 

島津社 PANTAK HF-350 X-ray generator (1.0 mm Al +0.5 mm Cu filter; 200 kVp; 20 

mA)にて 135-140cGy/minの線量率で照射を行った。 

 

９．９．９．９．Quantitative-PCR 法法法法 

 6 ウェルプレート各々に HEC-1B細胞を 30％confluencyでまいた。24時間後

に UO126(MAPK阻害剤)10µMと BEZ235(PI3K/mTOR同時阻害薬)の培養液に変

え、1時間後に 10Gyの放射線照射と１％低酸素下においた。24時間後、RNeasy 

Mini Kits (QIAGEN, Valencia, CA) を用いてプロトコールに従って total RNAを抽

出した。次に Super script III First-Strand Synthesis System for RT-PCR ( Invitrogen, 

Carlsbad, CA) を使用して total RNA から cDNA を精製した。VEGF-Aを One-Step 

SYBR PrimeScript RT-PCR Kit (TaKaRa, Tokyo, Japan) 試薬を用いて、Light Cycler 

(Roche Applied Science, Mannheim, Germany) で Real-time PCR法を行った。

VEGF-Aの発現レベルは各々のサンプルにおける GAPDHの発現量と比較した。

使用したプライマーは以下の通りである。 
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VEGF-A  forward: 5' -CCAGCAGAAAGAGGAAAGAGGTAG-3'  

reverse: 5'- CCCCAAAAGCAGGTCACTCAC -3' 

 

１０．１０．１０．１０．遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子サイレンシングサイレンシングサイレンシングサイレンシング 

    各細胞を 10mmプレートに約 30％の細胞密度になるようにまき、24時間イン

キュベートを行った、一種類の PTEN, 2種類の HIF-1aの small interfering RNA 

(siRNA) duplexesを用いて試薬と共に添加した。トランスフェクション試薬は

Lipofectamine 2000 RNAiMAX ( Invitrogen, Carlsbad, CA ) と Opti-MEM 

medium( GIBCO )を使用した。 PTEN と HIF-1a の siRNA は Invitrogen 社より

購入した。 Negative control Kit ( Invitrogen, Carlsbad, CA )をコントロールとして

使用した。 

 

１１．低酸素環境１１．低酸素環境１１．低酸素環境１１．低酸素環境 

細胞をまいてから 24時間は 37℃ 5%CO2下で培養した後、低酸素環境（1% O2、

5% CO2、94% N2 、37°C）下で 8時間または 24時間培養した。 

 

１２．１２．１２．１２．統計解析統計解析統計解析統計解析 
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 各データは 3回のアッセイの平均±標準偏差で表した。2群間の有意差に関し

ては student t 検定を行い、p 値が 0.05 以下のものを有意差ありと判定した。 

  



第３章第３章第３章第３章

【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における

1-1  

 PTEN 

につき解析し

て表

               

第３章第３章第３章第３章    結果結果結果結果 

【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における

1  子宮体癌における

PTEN (exon1

につき解析し(図

て表 1にまとめた。

               

図図図図 6    PTEN

PCR-Direct Sequence

点突然変異を認め、

る。 

HEC-265

生じている

 

【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における

子宮体癌における

(exon1-9)の変異を調べた。新たに加わった

図 6)、これまでの我々のシークエンスデータと既報

にまとめた。 

               

   PTEN の遺伝子変異の遺伝子変異の遺伝子変異の遺伝子変異

Direct Sequence

点突然変異を認め、

265では codon 319

生じている。HEC

【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における【１】子宮体癌細胞株における PARP

子宮体癌における PTEN の遺伝子変異

の変異を調べた。新たに加わった

、これまでの我々のシークエンスデータと既報

の遺伝子変異の遺伝子変異の遺伝子変異の遺伝子変異 

Direct Sequenceにより変異を同定した。

点突然変異を認め、serine から

codon 319で

HEC-180では変異は認められなかった。
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PARP 阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果

の遺伝子変異

の変異を調べた。新たに加わった

、これまでの我々のシークエンスデータと既報

 

により変異を同定した。

から asparagine

で"A"の insertion

では変異は認められなかった。

阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果

の遺伝子変異 

の変異を調べた。新たに加わった HEC

、これまでの我々のシークエンスデータと既報

により変異を同定した。HEC

sparagine へのアミノ酸置換が起きてい

insertion が起こり

では変異は認められなかった。

阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果阻害薬の抗腫瘍効果 

HEC-251、HEC

、これまでの我々のシークエンスデータと既報

HEC-251では

へのアミノ酸置換が起きてい

が起こり frameshift

では変異は認められなかった。 

HEC-265、HEC

、これまでの我々のシークエンスデータと既報(54, 63)を併せ

 

では codon 10

へのアミノ酸置換が起きてい

frameshift変異が

HEC-180

を併せ

codon 10に

へのアミノ酸置換が起きてい

変異が
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表１子宮体癌細胞株表１子宮体癌細胞株表１子宮体癌細胞株表１子宮体癌細胞株 16 株の組織型と株の組織型と株の組織型と株の組織型と PTEN 変異変異変異変異 

 

  

 PTEN の変異は類内膜腺癌 15株中 12株（80％）に見られ、これは既存の報告

における PTEN の変異率 35~55% (36, 42, 48)と比較して高い変異率であった。変

異はアミノ酸置換を伴う点変異や、Frameshiftを生じる変異が多く、１株に 1~4

か所の点変異を有していた。 

  

Histological subtypes Cell lines Codon Mutation Predicted effect

intron 4(+2) T to C Splice donor

289 1bp(A) del Frameshift
41 TAC to CAC Tyr(Y) to His(H)
233 CGA to TGA Stop
246 CCG to CTG Pro(P) to Leu(L)
267 1bp(A) del Frameshift
130 CGA to GGA Arg(R) to Gly(G)
173 CGC to TGC Arg(R) to Cys(C)
310 GAT to TAT Asp(D) to Tyr(Y)
341 TTT to TGT Phe(F) to Cys(C)
6 2bp(AA) del Frameshift

289 1bp(A) del Frameshift
Intron 2(-1) G to A Splice acceptor

173 CGC to TGC Arg(R) to Cys(C)
233 CGA to TGA Stop
33 3bp(ATT) del In-frame deletion
76 2bp(AT) del Frameshift
164 1bp(A) del Frameshift
289 1bp(A) del Frameshift

AN3CA 130 1bp(G) del Nonsense
289 1bp(A) del Frameshift

317–318 4bp(ACTT) del Frameshift
RL95-2 322 1bp(A) del and 1bp(A) ins Frameshift

HEC-251 10 AGC to AAC Ser(S) to Asn(N)
HEC-265 319 1bp(A) ins Frameshift

KLE WT None
HEC-1B WT None
HEC-50B WT None

Serous adenocarcinoma HEC-180 WT None

PTEN  status

Endometrioid
adenocarcinoma

HEC-6

HEC-59

HEC-88

HEC-108

HEC-116

HEC-151

HHUA

Ishikawa 3-H-12
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1-2  PTENと DNA 修復因子 RAD51の発現 

 子宮体癌株 16株よりタンパクを抽出し、western blottingを行い、子宮体癌株

における PTENの発現と、RAD51の発現を評価した。PTEN 変異陰性の 4株

(HEC-1B, HEC-50B, KLE, HEC-180) ではいずれも PTENの発現が認められ、12

株の PTEN 変異株については、HEC-116, HEC-88, HEC-151, HEC-251の 4株にお

いて PTEN発現を認めた（図 7-A）。いずれも点変異や in-frame変異の株であり、

変異蛋白も検出されていると考えられる。表 2に表１の変異と図７の full length

の PTENの発現の関係性についてまとめた。 RAD51は 16株全てで発現してい

た。RAD51の発現は PTEN の変異や発現消失に影響を受けないことが示唆され

た。 

 また、PTEN欠損株である HEC-6に野生型 PTEN を導入し、PTEN安定発現細

胞株 HEC-6-PTENを樹立した。まず HEC-6-PTENにおいて外因性 PTEN が確実

に導入されていることを確認した（図 7-B）。AKT のリン酸化（ser-473）は PTEN

導入によって抑制されているため、導入した細胞株の PTENが、通常の PTEN

と同様に PI3K経路を抑制する機能を有していることを示している。しかしなが

ら、RAD51の発現は PTEN の導入によって上昇せず、PTENとは独立した発現

制御を受けていると考えられた。 



 

   

 図図図図

(A) 

討した。

HEC

討した。

 

 

 

1-3  PARP

 PARP

株 16

表表表表

図図図図 7 子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における

(A) 子宮体癌株

討した。PTEN

HEC-6の PTEN

討した。 

3  PARP阻害剤の増殖抑制効果

PARP阻害薬の抗腫瘍効果について、

16株に PARP

表表表表 2     PTEN

子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における

子宮体癌株 16株における

PTEN変異陽性 

PTEN導入株における

阻害剤の増殖抑制効果

阻害薬の抗腫瘍効果について、

PARP阻害薬（

PTEN 変異と発現変異と発現変異と発現変異と発現

子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における PTEN 

株における PTEN

 (mutant)株については、●を付した。

導入株における PTEN,  pAKT, RAD51

阻害剤の増殖抑制効果 

阻害薬の抗腫瘍効果について、

阻害薬（olaparib）を添加（

変異と発現変異と発現変異と発現変異と発現 
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PTEN 変異変異変異変異/

PTENと RAD51

株については、●を付した。

PTEN,  pAKT, RAD51

 

阻害薬の抗腫瘍効果について、clonogenic assay

）を添加（10

/発現と発現と発現と発現と RAD51

RAD51発現 

株については、●を付した。

PTEN,  pAKT, RAD51

clonogenic assayにて検証した。子宮体癌

10 nM~100

RAD51 発現発現発現発現 

 を western blotting

株については、●を付した。 (B) HEC

PTEN,  pAKT, RAD51を western blotting

にて検証した。子宮体癌

nM~100 uM）し、持続的な曝露

 

western blottingにて検

(B) HEC-6

western blottingにて検

 

にて検証した。子宮体癌

）し、持続的な曝露

 

にて検

6と

にて検

にて検証した。子宮体癌

）し、持続的な曝露



のもとに

数がコントロールの

中 4

nM (

が、低感受性

生株で

    図図図図

olaparib

価した。

た。PTEN

と HEC

ほぼ同様であった。

のもとに 14－21

数がコントロールの

4株（25％）は、

(低感受性) 

が、低感受性 4

生株で SF50値に有意差を認めなかった

図図図図 8 子宮体癌株における子宮体癌株における子宮体癌株における子宮体癌株における

olaparib10nMから

価した。14－21

PTEN 変異株

HEC-6-PTEN

ほぼ同様であった。

21日間 incubate

数がコントロールの 50％となる濃度）は

％）は、SF50 

) であった。高感受性の

4株はいずれも

値に有意差を認めなかった

子宮体癌株における子宮体癌株における子宮体癌株における子宮体癌株における

から 100uM

21日間で持続的に

変異株(12 株)を

PTENでの clonogenic assay 

ほぼ同様であった。 

incubateした。

％となる濃度）は

SF50 ≦100nM 

であった。高感受性の

株はいずれも PTEN

値に有意差を認めなかった

子宮体癌株における子宮体癌株における子宮体癌株における子宮体癌株における olaparib

100uMの 5つの濃度下で抗腫瘍効果を

日間で持続的に olaparib

を(A)に、PTEN

clonogenic assay 
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した。SF50値（

％となる濃度）は 8~2,

 (高感受性

であった。高感受性の 4株のうち

PTEN変異陽性であった。

値に有意差を認めなかった (p値

olaparib の増殖抑制効果の増殖抑制効果の増殖抑制効果の増殖抑制効果

つの濃度下で抗腫瘍効果を

olaparibを添加した培養液にて

PTEN野生株（

clonogenic assay を行ったところ、

値（survival fraction at 50%

,500 nMであった（図

高感受性) を示し、

株のうち 3株は

異陽性であった。

値 0.26: by Student t

の増殖抑制効果の増殖抑制効果の増殖抑制効果の増殖抑制効果    

つの濃度下で抗腫瘍効果を

を添加した培養液にて

野生株（4株）を(B)

を行ったところ、

survival fraction at 50%

であった（図

を示し、4株(25%)

株は PTEN変異陽性であった

異陽性であった。PTEN 変異株と

: by Student t- test)

    (A)(B) 16 

つの濃度下で抗腫瘍効果を clonogenic assay

を添加した培養液にて incubation

(B)に示した。

を行ったところ、Surviving fraction curve

survival fraction at 50%：コロニー

であった（図 8-A, B）。16 

(25%)は SF50≧1,000 

変異陽性であった

変異株と PTEN

test)。 

(A)(B) 16 株の細胞株を

clonogenic assayにて評

incubationを行っ

に示した。 (C) HEC

Surviving fraction curve

：コロニー

16 株

1,000 

変異陽性であった

PTEN野

 

株の細胞株を

にて評

を行っ

(C) HEC-6

Surviving fraction curveは



32 

 

表表表表 3     子宮体癌における子宮体癌における子宮体癌における子宮体癌における olapaprib のののの SF50 値と値と値と値と PTEN status 

PTEN Cell lines SF50(nM) Mean SE SD P value (Student t test) 

Mutation 

HEC-265 8 

746  253  838  

0.26 

HEC-251 15 

Ishikawa 42 

HEC-88 170 

RL95-2 190 

HEC-151 230 

AN3CA 400 

HHUA 400 

HEC-6 1500 

HEC-116 1600 

HEC-59 1900 

HEC-108 2500 

Wild type 

 KLE 100 

215  49  85  
HEC-180 200 

HEC-50B 220 

HEC-1B 340 

Expression 

(+) 

HEC-265 8 

809  305  915  

0.27 

Ishikawa 42 

RL95-2 190 

HEC-1B 340 

AN3CA 400 

HHUA 400 

HEC-6 1500 

HEC-59 1900 

HEC-108 2500 

Expression 

(-) 

HEC-251 15 

362  208  551  

KLE 100 

HEC-50B 220 

HEC-180 200 

HEC-88 170 

HEC-151 230 

HEC-116 1600 

SE: Standard Error, SD: Standard Deviation 
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また PTEN発現欠損株と PTEN発現株の間においても、olaparibの感受性に有意

な差は見られなかった（p値 0.27）（表 3）。HEC-6 (親株)と HEC-6-PTEN安定発

現株を比較したところ、SF50値が 1500nMであり、PTEN発現による感受性の

変化を認めなかった(図 8-C)。 

 次に、PTEN発現の有無による olaparib感受性への影響について他の株でも検

討を行った。PTEN野生株の HEC-1Bと HEC-50Bを用いて、siRNAにより PTEN

をノックダウンし clonogenic assayを行った。2株ともに、siRNA により PTEN

発現が抑制されたが、PTEN発現低下による Olaparibへの感受性については、有

意な差を認めなかった（図 9-A)。また PTEN 変異株の AN3CA に 野生型 PTEN プ

ラスミド(pcDNA-HA-PTEN)を導入し PTENを過剰発現させ、親株と比較を行っ

たところ、ノックダウンの際と同様に、Olaparibの感受性に有意な差を認めなか

った（図 9-B)。 

 

 

 

 

 

 



 

 

図図図図

HEC

PTEN

した。ノックダウン後の細胞は

の発現抑制は

の感受性について、

(B) PTEN

(pcDNA

pcDNA

にて確認した（下段）。

な差をもたらさなかった。

 

 

 

 

1-4  

 次に、

討した。

図図図図 9    PTEN

HEC-1Bと HEC

PTEN のノックダウンを行った。

した。ノックダウン後の細胞は

の発現抑制は wetern blotting 

の感受性について、

(B) PTEN欠損株である

(pcDNA-HA-PTEN

pcDNA-HA と親株をコントロールとした。野生型

にて確認した（下段）。

な差をもたらさなかった。

4  相同組換修復因子

次に、olaparib

討した。 

PTEN 発現の有無と発現の有無と発現の有無と発現の有無と

HEC-50B株において、

のノックダウンを行った。

した。ノックダウン後の細胞は

wetern blotting 

の感受性について、PTEN

欠損株である AN3CA

PTEN)を導入し、

と親株をコントロールとした。野生型

にて確認した（下段）。olaparib

な差をもたらさなかった。

相同組換修復因子 γ

olaparibおよび放射線照射による

発現の有無と発現の有無と発現の有無と発現の有無と olaparib

株において、PTEN

のノックダウンを行った。Non 

した。ノックダウン後の細胞は olaparib

wetern blotting にて確認した（下段）。いずれの株でも、

PTENの発現低下は有意な差をもたらさなかった（上段）。

AN3CA に

を導入し、olaparib

と親株をコントロールとした。野生型

olaparibの感受性について、野生型

な差をもたらさなかった。 

γH2AX と RAD51

および放射線照射による
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olaparib の感受性の感受性の感受性の感受性

PTENに特異的な

Non –silencing si RNA

olaparib添加培養液にて

にて確認した（下段）。いずれの株でも、

の発現低下は有意な差をもたらさなかった（上段）。

に HA-tagged

olaparib添加培養液にて

と親株をコントロールとした。野生型

の感受性について、野生型

RAD51の

および放射線照射による DNA

の感受性の感受性の感受性の感受性. (A) PTEN

に特異的な si RNA

silencing si RNA

添加培養液にて

にて確認した（下段）。いずれの株でも、

の発現低下は有意な差をもたらさなかった（上段）。

tagged-wild type PTEN 

添加培養液にて 14

と親株をコントロールとした。野生型 PTEN

の感受性について、野生型

の foci形成試験

DNA 損傷における

PTEN 変異陰性である、

si RNA（10nM

silencing si RNAと親株をコントロールと

添加培養液にて 14日間培養した。

にて確認した（下段）。いずれの株でも、

の発現低下は有意な差をもたらさなかった（上段）。

PTEN expression plasmid 

14日間培養を行った。

PTEN の導入は

の感受性について、野生型 PTEN

形成試験 

損傷における PTEN

変異陰性である、

10nM）を用いて

と親株をコントロールと

日間培養した。PTEN

にて確認した（下段）。いずれの株でも、olaparib

の発現低下は有意な差をもたらさなかった（上段）。

expression plasmid 

日間培養を行った。

の導入は western blotti

PTEN の導入は有意

PTENの関与を検

 

変異陰性である、

）を用いて

と親株をコントロールと

PTEN

olaparib

の発現低下は有意な差をもたらさなかった（上段）。

expression plasmid 

日間培養を行った。

western blotting

の導入は有意

の関与を検
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＜＜＜＜olaparib＞＞＞＞    olaparibによる DNA 損傷の影響を γH2AX と RAD51の foci を用

いて評価した。HEC-6と HEC-6-PTENに olaparib (10uM)を 24時間曝露し、DNA

二本鎖切断部位を示す γ-H2AX と修復部位を示す RAD51を細胞免疫蛍光染色に

て検出し（図 10-A）、その foci 数をカウントした。いずれの foci 数においても、

PTENの有無による有意な差を認めなかった(図 10-B)。 

 またアポトーシスの重要なマーカーである PARP cleavage の発現を調べた。両

細胞株において、olaparib添加 48時間後に cleaved PARPの発現誘導が認められ、

72時間ではさらに上昇していた（図 10-C）。cleaved PARPについても、PTENの

有無による差は明らかではなかった。 

＜放射線＜放射線＜放射線＜放射線 (IR) 照射照射照射照射,＞＞＞＞    DNA の二本鎖切断誘発因子としてX 線10 GyをHEC-6, 

HEC-6-PTENにそれぞれ照射した。照射 24時間以内に PTENと PTENのリン酸

化(p-PTEN, ser-380)の発現が上昇した。cleaved-PARPは PTENの有無に関わらず

照射 48時間後に著明に発現が増加した（図 11-A）。細胞免疫蛍光染色にて

γ-H2AX と RAD51の foci 形成を同定した（図 11-B）。foci 数を調べたところ、15

分以内に核内に両タンパクの foci がピークとなり、以後漸減し、24時間後には

ピーク時の 1/5程度に減少していた (図 11-C)。Foci数は PTENの有無によって

有意差を認めなかった。さらに clonogenic assayによって survival fractionを評価

したところ、2株間で感受性に有意差を認めなかった(図 11-D)。 



（（（（A））））

 

  

 

     

(B)

）））） 

     

(B) 
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(C)

図図図図

(A) HEC

核

foci

均値：

有無で

(C) western blotting

を検証した

差を認めなかった。

 

     

(C) 

図図図図 10  γ-H2AX

(A) HEC-6と

核(blue)、γH2AX

foci形成が認められた。

均値：100個の細胞を数え平均値を求めた。

有無で有意差を

(C) western blotting

を検証した

差を認めなかった。

 

H2AX とととと RAD51

と HEC-6-PTEN

γH2AX（red

形成が認められた。

個の細胞を数え平均値を求めた。

有意差を認めなかった。

(C) western blottingにおいて、

を検証した。HEC-6と

差を認めなかった。 

RAD51 のののの foci

PTENの細胞免疫

red）、RAD51(green)

形成が認められた。 (B)細胞一つあたりの

個の細胞を数え平均値を求めた。

認めなかった。

において、olaparib

と HEC-6-PTEN
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foci 形成試験形成試験形成試験形成試験

の細胞免疫蛍光

RAD51(green)。olaparib

細胞一つあたりの

個の細胞を数え平均値を求めた。

認めなかった。 

olaparib添加

PTENにおいて

形成試験形成試験形成試験形成試験    （（（（olaparib

蛍光染色：olaparib

olaparibにより、

細胞一つあたりの γ-H2AX

個の細胞を数え平均値を求めた。Γ-H2AX

添加 24~72時間後の

において cleaved PARP

olaparib）））） 

olaparib (10 uM)

により、γ-H2AX

H2AX と RAD51

H2AX と RAD51

時間後の cleaved

cleaved PARPの発現パターンに

uM)添加 24時間後。

H2AX 、RAD51

RAD51の foci

RAD51の数に PTEN

cleaved-PARP

の発現パターンに

 

時間後。

RAD51の

foci 数の平

PTENの

PARPの発現

の発現パターンに



 

図図図図 11 (A

(A) HEC

の発現を

は上昇し、

かった。

RAD51(green)

た。

(B)

(A)

11 (A-D)    γ-H2AX

HEC-6と HEC

の発現を western blotting

は上昇し、Cleaved PARP

かった。(B) 細胞免疫

RAD51(green)。

。 

(B) 

) 

H2AX とととと RAD51

HEC-6-PTEN

western blotting

Cleaved PARP

細胞免疫蛍光

。15分をピークとして、

RAD51 のののの foci

PTENに 10Gy

western blottingにより時系列

Cleaved PARPは 48時間以降で顕著であったが、

蛍光染色：2Gy

分をピークとして、
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foci 形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）

10Gy照射後に

により時系列で確認した。

時間以降で顕著であったが、

2Gy照射後

分をピークとして、γ-H2AX

形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）

照射後に PARP, cleaved

確認した。24時間以降に

時間以降で顕著であったが、

照射後。核(blue）、

H2AX（red）、RAD51

形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）(次頁に続く次頁に続く次頁に続く次頁に続く

PARP, cleaved-PARP, PTEN, p

時間以降に

時間以降で顕著であったが、2株間で差は認めな

）、γ-H2AX

RAD51の foci

次頁に続く次頁に続く次頁に続く次頁に続く)

PARP, PTEN, p-PTEN

時間以降に PTEN, p-PTEN

株間で差は認めな

H2AX（red）、

foci形成を認め

 

 

) 

PTEN

PTEN

株間で差は認めな

形成を認め



           
 

 

 

          

     

 

         

          

            

(C) 

図図図図 11    γH2AX

 (C) 細胞一つあたりの

細胞株の

(D) Clonogenic assay

較した。二株間におけるの細胞生存曲線に有意な差を認めなかった。

 

(D) 

           

    

γH2AX とととと RAD51

細胞一つあたりの

細胞株の foci形成数に有意な差は認められなかった。

(D) Clonogenic assay

二株間におけるの細胞生存曲線に有意な差を認めなかった。

 

RAD51 のののの foci

細胞一つあたりの γ-H2AX

形成数に有意な差は認められなかった。

(D) Clonogenic assay：2~6Gy

二株間におけるの細胞生存曲線に有意な差を認めなかった。
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foci 形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）

H2AX と RAD51

形成数に有意な差は認められなかった。

2~6Gy照射し、HEC

二株間におけるの細胞生存曲線に有意な差を認めなかった。

形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）

RAD51の foci 数の平均値

形成数に有意な差は認められなかった。

HEC-6 と HEC

二株間におけるの細胞生存曲線に有意な差を認めなかった。

形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）形成試験（放射線照射）(前頁の続き）前頁の続き）前頁の続き）前頁の続き）

数の平均値

形成数に有意な差は認められなかった。 

HEC-6-PTEN

二株間におけるの細胞生存曲線に有意な差を認めなかった。

 

前頁の続き）前頁の続き）前頁の続き）前頁の続き） 

数の平均値。二つの

PTEN間で比

二株間におけるの細胞生存曲線に有意な差を認めなかった。 
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 HEC

胞周期解析を行った。

いてもあわせて解析した。

の比率が両株共に増加していた

占めた）。

olaparib

明な

比較するとそれぞれの比率について、明らかな差を示さなかった。

 

 

 PTEN 導入前と導入後の細胞周期解析

HEC-6及び HEC

胞周期解析を行った。

いてもあわせて解析した。

の比率が両株共に増加していた

占めた）。G1,S,G2/M

olaparibでは G1

明な G2/M期停止（

比較するとそれぞれの比率について、明らかな差を示さなかった。

図図図図 12 olaparib

HEC-6と

照射後に

 

導入前と導入後の細胞周期解析

HEC-6-PTEN

胞周期解析を行った。10Gy

いてもあわせて解析した。

の比率が両株共に増加していた

G1,S,G2/M期の比率は

G1期の比率がいずれの株でも

期停止（68-78%)

比較するとそれぞれの比率について、明らかな差を示さなかった。

olaparib (10uM)

と HEC-6-PTEN

照射後に flow cytometry

導入前と導入後の細胞周期解析

PTENに olaparib

10Gyの放射線（

いてもあわせて解析した。olaparib添加、放射線照射のいずれにおいても、

の比率が両株共に増加していた(olaparib

期の比率は olaparib

期の比率がいずれの株でも

78%)を示した。しかしながら、

比較するとそれぞれの比率について、明らかな差を示さなかった。

 

(10uM)，，，，IR (10Gy)

PTENに対して

flow cytometryにて細胞周期解析を行った。
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導入前と導入後の細胞周期解析 

olaparib (10uM) 

の放射線（Ionizing radiation, IR

添加、放射線照射のいずれにおいても、

(olaparibでは

olaparib添加と

期の比率がいずれの株でも 30

を示した。しかしながら、

比較するとそれぞれの比率について、明らかな差を示さなかった。

IR (10Gy)照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析

に対して olaparib

にて細胞周期解析を行った。

(10uM) を持続添加

Ionizing radiation, IR

添加、放射線照射のいずれにおいても、

では Sub-G1が

添加と IR では異なるパターンを示し、

30％以上を占めたが、

を示した。しかしながら、HEC

比較するとそれぞれの比率について、明らかな差を示さなかった。

照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析

olaparib (10uM，72

にて細胞周期解析を行った。

を持続添加(72時間

Ionizing radiation, IR）照射

添加、放射線照射のいずれにおいても、

が 24-32％、IR

では異なるパターンを示し、

％以上を占めたが、

HEC-6と HEC

比較するとそれぞれの比率について、明らかな差を示さなかった。

照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析照射後の細胞周期解析 

72時間)，IR (10Gy, 24

にて細胞周期解析を行った。 

時間) した後、細

）照射 24時間後につ

添加、放射線照射のいずれにおいても、Sub

IR では 5-8

では異なるパターンを示し、

％以上を占めたが、IR 照射では著

HEC-6-PTEN

比較するとそれぞれの比率について、明らかな差を示さなかった。 

 

IR (10Gy, 24

した後、細

時間後につ

Sub-G1 

8％を

では異なるパターンを示し、

照射では著

PTENを

 

IR (10Gy, 24時間)
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【２】子宮体癌【２】子宮体癌【２】子宮体癌【２】子宮体癌細胞株細胞株細胞株細胞株における放射線照射の抗腫瘍効果における放射線照射の抗腫瘍効果における放射線照射の抗腫瘍効果における放射線照射の抗腫瘍効果 

2-1 子宮体癌株の放射線感受性と TP53、PI3K経路の遺伝子変異 

次に子宮体癌細胞株における放射線照射の抗腫瘍効果、および細胞株間にお

ける感受性の相違につき検討を行った。 X 線照射線量を 2, 4, 5, 6Gyに設定し、

子宮体癌細胞株 8株について clonogenic assayを行った。D10値（90%の細胞増殖

を抑制する線量）は 2.0 Gyから>6Gyまでと株毎に大きな差異が存在した（図

13, 表 4）。TP53野生株 3株ではいずれも D10値が≦3.1Gyであったが、TP53 変

異株 5株においてはすべて、D10値≧3.3Gyであった（表 4）。全ての TP53 変異

株は PIK3CA または KRAS に遺伝子発現異常（遺伝子変異または染色体コピー数

増加）を認めた。これらの変異を我々の実験データ及び、既報を表 4にまとめ

た(23, 30) (54, 63)。TP53, PIK3CA, KRAS に変異を認めない 2株(HEC-108と

HEC-151)においては、D10値 は低値（2.0Gy, 3.1Gy）であった。KRAS に変異を

有する 2株(HEC-1B, HEC-50B)はいずれも TP53 変異陽性であった。この 2株は

ともに、D10値が高く(6Gy, 5.6Gy)、放射線感受性が低かった。PTEN 変異は 8株

中 6株で陽性であり、変異陰性の 2株 (HEC-1B, HEC-50B)はいずれも TP53 変異

陽性であった。以上より、PTEN 変異を含めた PI3K経路の遺伝子変異よりも、

TP53が放射線感受性とより強く関連していることが示唆された。 



 

 

 

 

 

 

表表表表 4 

 子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異

 

HEC

HEC

HEC

Ishikawa

HEC

HEC

HEC

HEC

 

 

 

子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異

  
D10 

HEC-108 

HEC-6 

HEC-151 

Ishikawa 

HEC-59 

HEC-50B 

HEC-1B 

HEC-116 

図図図図 13 子宮体癌子宮体癌子宮体癌子宮体癌

2,4,5,6Gy

コロニー

TP53 変異陰性の

子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異

D10 value 

(Gy) 

2.0  

2.8  

3.1  

3.3  Mut

4.0  Mut

5.6  
Splicing Mut 

6.0  Mut

>6 Mut

子宮体癌子宮体癌子宮体癌子宮体癌細胞株細胞株細胞株細胞株

,4,5,6Gyの放射線照射後

コロニー数を評価した

変異陰性の

子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異

TP53 

WT 

WT 

WT 

Mut（M246V）

Mut（R273H） 

Splicing Mut 

(Intron 6) 

Mut（R248Q） 

Mut（R348Q） 

細胞株細胞株細胞株細胞株おける放射線照射おける放射線照射おける放射線照射おける放射線照射

の放射線照射後 10

数を評価した。8細胞株中

変異陰性の 3株よりも高い

Mut：

＊1~5 
42 
 

子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異

PIK3CA

WT

Mut (R108H)

WT

） Gain

 Mut (R38C)

Splicing Mut 
Gain

 Mut (G1049R)

 Mut (R88Q)

おける放射線照射おける放射線照射おける放射線照射おける放射線照射

10-14日間培養し、

細胞株中 5

株よりも高い D10値を示した

：Mutant, WT

1~5 ：frameshift 

子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異子宮体癌細胞株の放射線感受性と遺伝子変異 

PIK3CA 

WT 

Mut (R108H) 

WT 

Gain 

Mut (R38C) 

Gain 

Mut (G1049R) Mut (G12D)

Mut (R88Q) 

おける放射線照射おける放射線照射おける放射線照射おける放射線照射による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制

日間培養し、clonogenic assay

5株に TP53

値を示した

WT：Wild-type

frameshift 以外の変異も有した（表

KRAS 

WT 

WT 

WT 

WT 

WT 

Gain 

Mut (G12D) 

WT 

による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制

clonogenic assay

TP53 に変異を認め

値を示した。 

type, Gain: 

以外の変異も有した（表

PTEN

Mut (Frameshift)

Mut (Frameshift)

Mut (Frameshift)

Mut (Frameshift)

Mut (Frameshift)

WT

 WT

Mut (Nonsense)

による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制による細胞増殖抑制効果効果効果効果 

clonogenic assayにより、

に変異を認めており、

, Gain: 染色体コピー数増加

以外の変異も有した（表 1参照）。

 

PTEN 

Mut (Frameshift) 

Mut (Frameshift)*1 

Mut (Frameshift)*2 

Mut (Frameshift)*3 

Mut (Frameshift)*4 

WT 

WT 

(Nonsense)*5 

により、

ており、

染色体コピー数増加 

参照）。 
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2-2  放射線（Ionizing radiation, IR）後の MAPK 経路、PI3K経路の活性化 (ERK, 

AKT のリン酸化) 

     IR後にMAPK 経路とPI3K経路が活性化することが他癌種で知られている。

そこで、子宮体癌細胞株HEC-6とHEC-1Bを用いて 10Gyの IR後にERKとAKT

のリン酸化を検索した。いずれの株でも、ERKのリン酸化は照射 30分後には上

昇し、1時間以内に一旦減弱した後、4~8時間後に再上昇が認められた。特に

HEC-1Bでは、p-AKT の上昇が Total AKT の上昇（24時間後）より早い段階（４

時間後）で見られた（図 14）。これらの二つの細胞株では、2時間後(HEC-6)、

または 8時間後（HEC-1B）に HIF-1α の発現上昇が認められた（図 14）。



 

2-3  

用による抗腫瘍効果

 IR

MEK

可能性が考えられた。子宮体癌株

TP53

UO126

を 2,4,5,6

  

図図図図

酸化の増強酸化の増強酸化の増強酸化の増強

HEC

出し

照射による

 

 

 

3  放射線照射と

用による抗腫瘍効果

IR 照射後に

MEK阻害薬(UO126)

可能性が考えられた。子宮体癌株

TP53 野生株: HEC

UO126 (10 uM)

2,4,5,6 Gyの線量で照射した。

図図図図 14 放射線照射後の放射線照射後の放射線照射後の放射線照射後の

酸化の増強酸化の増強酸化の増強酸化の増強. 

HEC-6(TP53野生株

出し western blotting

照射による ERK, 

放射線照射と MAPK

用による抗腫瘍効果 

照射後に MAPK 及び

(UO126)とPI3K/mTOR

可能性が考えられた。子宮体癌株

: HEC-6, HEC

uM) または BEZ235

の線量で照射した。

放射線照射後の放射線照射後の放射線照射後の放射線照射後の MAPK

 

野生株)とHEC

western blottingにて

ERK, AKT のリン酸化、および

MAPK 経路阻害薬もしくは

及び PI3Kシグナル伝達経路が活性化していることから、

PI3K/mTOR

可能性が考えられた。子宮体癌株5株（

6, HEC-151）を用いて

BEZ235 (50 

の線量で照射した。5

MAPK 経路、経路、経路、経路、

HEC-1B(TP53 

にて ERKと

のリン酸化、および
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経路阻害薬もしくは

シグナル伝達経路が活性化していることから、

PI3K/mTOR同時阻害薬

株（TP53変異株

）を用いて clonogenic assasy

 nM, 100 nM)

5 株のいずれにおいても、

経路、経路、経路、経路、PI3K 経路の活性化：経路の活性化：経路の活性化：経路の活性化：

TP53 wild type)

と AKT のリン酸化レベルを評価した。放射線

のリン酸化、および

経路阻害薬もしくは PI3Kシグナル経路阻害薬との併

シグナル伝達経路が活性化していることから、

同時阻害薬(BEZ235)

変異株 : HEC

clonogenic assasy

nM) を含む培養液を添加し、放射線

株のいずれにおいても、

経路の活性化：経路の活性化：経路の活性化：経路の活性化：

wild type)に10Gy

のリン酸化レベルを評価した。放射線

のリン酸化、および HIF-1α の発現が誘導された。

シグナル経路阻害薬との併

シグナル伝達経路が活性化していることから、

(BEZ235)が放射線感受性を高める

: HEC-1B, HEC

clonogenic assasyを行った。細胞に

を含む培養液を添加し、放射線

株のいずれにおいても、UO126

経路の活性化：経路の活性化：経路の活性化：経路の活性化：ERK, 

10Gy照射後にタンパクを抽

のリン酸化レベルを評価した。放射線

の発現が誘導された。

シグナル経路阻害薬との併

シグナル伝達経路が活性化していることから、

が放射線感受性を高める

1B, HEC-50B, Ishikawa, 

を行った。細胞に

を含む培養液を添加し、放射線

UO126併用に比べ、

, AKT のリンのリンのリンのリン

照射後にタンパクを抽

のリン酸化レベルを評価した。放射線

の発現が誘導された。 

   

シグナル経路阻害薬との併

シグナル伝達経路が活性化していることから、

が放射線感受性を高める

50B, Ishikawa, 

を行った。細胞に

を含む培養液を添加し、放射線

併用に比べ、 

のリンのリンのリンのリン

照射後にタンパクを抽

のリン酸化レベルを評価した。放射線

 

 



          

図図図図

放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果

(C) 

(D) 

          

図図図図 15 MEK

放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果

PI3K/mTOR 

放射線(2,4,5,6Gy

ない培養液に変え、

UO126 (10 

変異株 (HEC

nM) と IR

TP53 野生株野生株野生株野生株

TP53 変異株変異株変異株変異株

            

MEK 阻害薬阻害薬阻害薬阻害薬 (UO126)

放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果

PI3K/mTOR 阻害薬(BEZ235)(50nM,

(2,4,5,6Gy照射、

ない培養液に変え、

UO126 (10 µM) と IR 

(HEC-1B, HEC

IR  (B) TP5

野生株野生株野生株野生株 

変異株変異株変異株変異株 

(A) 

(B) 

  

(UO126)及び及び及び及び

放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果放射線感受性増強効果     MEK 

(BEZ235)(50nM,

照射、incubate

ない培養液に変え、10-14日間培養した（

IR (A) TP53

1B, HEC-50B, Ishikawa). (B

TP5野生株  (D) 
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及び及び及び及び PI3K/mTO

MEK 阻害薬

(BEZ235)(50nM, 100nM)

incubateを行った。

日間培養した（

TP53野生株 (HEC

50B, Ishikawa). (B

(D) TP53 変異

PI3K/mTOR 同時阻害薬同時阻害薬同時阻害薬同時阻害薬

阻害薬  (UO126)10uM

100nM)を含む培養液を添加後、

を行った。24時間後に

日間培養した（clonogenic assay

(HEC-6, HEC

50B, Ishikawa). (B, D) NVP-

変異株 

同時阻害薬同時阻害薬同時阻害薬同時阻害薬(BEZ235)

(UO126)10uM

を含む培養液を添加後、

時間後に阻害薬

clonogenic assay）。

HEC-151)   (C) 

-BEZ235 (50 or 100 

(BEZ235)のののの 

または

を含む培養液を添加後、

阻害薬を含ま

）。(A, C) 

(C) TP53

BEZ235 (50 or 100 
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BEZ235併用のほうが、高い増殖抑制効果を示した（図 15 A-D)。5株のうち、

HEC-6, Ishikawa以外の 3株では UO126による感受性増強効果は認めなかった

（図 15-A-C）。一方、BEZ235は TP53 の変異の有無によらず 5つの細胞株全て

において放射線増強効果を認めた（図 15-B,D）。TP53 wild typeの HEC-6, HEC-151

では、低用量(50 nM)の BEZ235併用でも感受性が有意に増強した（図 15-B,D）

TP53 変異株 3株においては、Ishikawaでは 50 nMから顕著な相乗効果が得られ

ており、残りの 2株（HEC-1B, HEC-50B）においても、高用量(100 nM)の BEZ235

併用により、有意に放射線の増強効果を示した。TP53変異株においても BEZ235

併用により、すべて D10値＜2.0Gyとなることが示された（図 15-D）。 

 

2-4  PI3K/mTOR 同時阻害薬は放射線(IR)照射後の HIF-1α の発現を抑制する 

 放射線照射後に HIF-1α の発現が増強していることから、MEK 及び PI3Kの抑

制と HIF-1α の発現の相関について検討した。まず、HEC-6と HEC-1Bにおいて

BEZ235は p-AKT(Thr308)と p-4EBP1(mTORの下流分子)を抑制し、UO126は

p-ERKを抑制することを確認した（図 16-A）。次に、IR (10Gy) または 1%低酸

素環境（8時間）により、HIF-1α の発現を誘導する条件下で、BEZ235または

UO126を添加した。BEZ235を IR または Hypoxiaと併用したところ、いずれに



おいても

Hypoxia

 

        

  

 

おいても HIF-1α

Hypoxiaのいずれにおいても、

        
図図図図 16 

(A) HEC

を添加

化が抑制されていることを確認した。

抑制効果が認められた。

添加し、

ところで蛋白を回収した

ずれにおいても、

のみ HIF

(A) 

(B) 

1α の発現を抑制した

のいずれにおいても、

16   PI3K/mTOR

(A) HEC-6, HEC

を添加し、Western blotting

化が抑制されていることを確認した。

抑制効果が認められた。

し、10Gyの

ところで蛋白を回収した

ずれにおいても、

HIF-1α が抑制された。

の発現を抑制した

のいずれにおいても、HIF-

 

PI3K/mTOR 同時阻害薬同時阻害薬同時阻害薬同時阻害薬

6, HEC-1B)において、

Western blotting

化が抑制されていることを確認した。

抑制効果が認められた。(B) UO126

の IR もしくは

ところで蛋白を回収した。

ずれにおいても、HEC-6, HEC

が抑制された。
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の発現を抑制した(図 16-B)。一方、

HIF-1α の抑制は認められなかった

同時阻害薬同時阻害薬同時阻害薬同時阻害薬(BEZ235)

において、UO126(10

Western blottingにより、AKT, 4EBP1
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2-5  PI3K/mTOR 同時阻害薬は放射線(IR)照射後の VEGF-Aの発現を抑制する  

 血管増殖因子 VEGF-Aは HIF-1α によって発現が誘導される。そこで、HEC-1B

を用いて IR 照射後と低酸素環境における VEGF-Aの発現を評価した。IR (10 Gy)

または 1%低酸素下 24時間 incubationの条件下にて、予想通り VEGF-Aの顕著

な発現上昇を認めた（図 17-A）。そこで、BEZ235を併用したところ、IR,,低酸

素いずれの状況下においても、VEGF-Aの発現は著明に抑制された(p値＜0.01)

（図 17-A）。一方、UO126 (10 uM) を添加しても VEGF-A発現に有意な減少を

認めなった（図 17-A）。 

 そこで、HIF-1α/VEGF経路の抑制が、BEZ235による IR の効果の増強に重要

な役割をはたしているという仮説を立て、HEC-6細胞において、HIF-1α をノッ

クダウンし、IR を併用した。HIF-1α の二種類の siRNA（siHIF1①、siHIF1②）

のいずれにおいても、HIF-1α の蛋白発現レベルを抑えていることを確認した（図

17-B）。そこで、HIF-1α の siRNAと 2Gyまたは 3Gyの IR を併用し、48時間後

に flow cytometryにて sub-G1 の比率をを測定した。IR 照射のみでもコントロー

ルに比較し、sub-G1の比率が上昇（細胞死の誘導）がみられたが、HIF-1aのノ

ックダウン併用により、IR単独の場合に比べて、有意に sub G1の比率の上昇が

認められた (p<0.01) (図 17-C)。 
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第４章第４章第４章第４章    考察考察考察考察 

 相同組換え修復（HR : Homologous recombination）は DNA 二本鎖切断(double 

strand brake, DSB)を修復するうえで重要な DNA 修復機序である。PARP阻害薬

は、一本鎖切断(Single strand brake, SSB)修復を阻害することで DSBを蓄積させ

る効果をもたらすが、これのみでは HRによって DNA 修復が行われるため、殺

細胞効果は期待できない。一方、HR機能がもともと欠損している癌細胞におい

ては、DSBを修復することができないため、結果的に細胞死に至る。すなわち、

HR機能を失った癌細胞に特異的に作用する（合成致死をもたらす）薬剤として

PARP阻害薬が期待されている。     

olaparibは PARP阻害の Specificityが高い薬剤であり(12)、臨床試験でも最も開

発が進んでいる。HR に関わる代表的な分子として、BRCA1/2が広く知られてい

るものの、他の癌抑制遺伝子と HRとの関係性は不明な点が多い。実際、卵巣漿

液性腺癌における第 II 相臨床試験において、BRCA1/2 に変異を認めない患者で

も奏功例が多く認められた(6, 12)。そのため、BRCA1/2 に変異を有する

"BRCAness"陽性の乳癌や卵巣癌以外にも、PARP阻害薬が有効な癌種が存在する

と期待される。これまで PTENが欠損すると HR機能が障害されるという報告が

あり(6)、PTEN 変異を有する癌種は、PARP阻害薬の候補となりうる。そこで本

研究では、PTEN 変異率の高い癌種として、子宮体癌に着目し、PARP阻害薬が
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の有効性を検討した。また DNA の SSB, DSBをもたらす癌治療として、olaparib

に加えて、放射線照射にも着目した。子宮体癌でも放射線治療は広く行われて

いるが、放射線感受性を予測するバイオマーカーについての基礎的研究は乏し

い。また、放射線感受性を高める薬剤として、子宮頚癌ではプラチナ製剤が挙

げられているが、子宮体癌において放射線感受性を高める治療法は確立されて

いない。そこで、本研究では子宮体癌細胞株を用いて、以下の検討を行った。 

1)  olaparibの抗腫瘍効果 

2)  PTEN 変異と olaparib感受性との相関、及びと HR 関連分子（RAD51

と γ-H2AX）との関係 

3) 放射線照射（IR）の感受性と PTEN, TP53 を含む遺伝子変異との関連 

4)  IRによって活性化を受けるシグナル伝達経路としての MAPK 経路と PI3K

経路の意義 

5)  MAPK経路阻害と PI3K経路阻害に放射線感受性を高める効果の有無、及び

感受性増強に関わる因子の同定 
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１．１．１．１．子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における子宮体癌細胞株における PTEN 変異と、変異と、変異と、変異と、PARP 阻害薬（阻害薬（阻害薬（阻害薬（olaparib）の抗腫瘍）の抗腫瘍）の抗腫瘍）の抗腫瘍

効果効果効果効果 

 子宮体癌細胞株 16株における解析の結果、olaparibの SF50値は 8～2,500 nM

までの幅があり、感受性に大きな差異があることが判明した。このうち、SF50

値 が 100 nMと高い感受性を示す株が 4株（25%）存在しており、子宮体癌の

中にも PARP阻害薬が有効であるものが存在すると考えられた。 

 近年、PTENと PARP阻害薬の感受性が注目されているが、相関しないとする

報告もあり、未だ結論が得られていない(15, 22, 40)。子宮体癌において PTEN欠

損株はPTEN野生株に比較してPARP阻害薬の感受性が高いとする報告が一編存

在するのみであり(14)、その結果を支持するような続報はみられていない。 

今回新たに入手した 3株につき、PTEN の PCR-directシークエンスを行った結

果、図 6から HEC-265細胞株はホモ変異と考えられる。子宮体癌では類内膜腺

癌の約 30－40％の頻度に LOH（Loss of heterozygosity）を認める(49, 58)。western 

blottingによって HEC-265の PTEN発現が消失（図７）していたことからも、LOH

が存在し、対側のアレルで変異が生じていると推測することができる。一方

HEC-251はわずかに Gの波が見られること、PTENが発現していることからヘ

テロ変異であると考えられる。また、表2に示すようにHHUA、HEC-59、HEC-108、

Ishikawaは両アレルで Frame shift が起きていると予測され、western blottingにて
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bandを認めなかった。これに対し Point mutationのみでも bandが消失している

AN3CA や RL-95では LOH が併存している可能性がある。 

Western blottingでは PTENの C末端に対する抗体を用いたため、bandを認め

ていない細胞株では C末端を欠損した short lengthの PTENが発現している可能

性が考えられる。PTENは N末端側は phosphataseドメイン、膜結合に関わる C2

ドメインが中心に存在する。これらの活性を調整する役割を担っているのが C

末端であり、この部位を失った PTENは機能障害に陥っていると考えられてい

る(53, 60)。 

本研究において、PTEN の変異と olaparibの感受性を遺伝子変異の観点と蛋白

発現の双方から検討したが、いずれにおいても相関は認められなかった。特に、

低感受性株(SF50>1,000 nM) 4株はすべて PTEN 変異陽性であり、PTENの機能喪

失が HR機能喪失に直結していないと考えられる。同様に PTEN 変異率の高い前

立腺癌でも PTEN と PARP阻害薬の感受性に否定的な報告がみられることより

(22)、子宮体癌を含めて、PTEN 変異と HR機能との関連について更なる解析が

必要と考えられる。 

次に野生型PTENの有無が実際にHRに影響を与えるのか否かについてさらに

解析した。RAD51は HRにおいて重要な分子であり、実際に PTENが RAD51 の

発現を上昇させることを示唆する報告もみられる(41, 52)。しかしながら、今回
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子宮体癌細胞株において、野生型 PTEN の発現と RAD51の発現との間に相関は

認められなかった。さらに PTEN nullの細胞株に野生型 PTEN を導入した場合に

も、RAD51の発現は増加しなかった。 PTENと PARP阻害薬の感受性が関連す

るとしている Dedsらの報告においても、RAD51の発現が PTEN 変異とは相関

していない(14)。脳腫瘍や前立腺癌の細胞株でも相関がないという結果が出てい

る(22, 40)。以上より、子宮体癌を含めた複数の癌種において、RAD51依存性の

HR機能と PTENの statusが相関していないと考えられた。一方、大腸癌細胞に

おいては、野生型 PTEN発現と RAD51の発現に正の相関がみられている(6)。従

って癌種によっては PTENが RAD51の発現誘導を介して HRに寄与している可

能性があると考えられた。 

DSB部位にはヒストンタンパク、H2AX が ser139がリン酸化し、γ-H2AX と

なり、これ以後 DSB修復のカスケードが進む(50, 57)。RAD51は DSB修復過程

の factorのひとつで、切断部位に filamentを形成する。したがって γ-H2AX は損

傷部位の指標、RAD51は修復部位の指標となる。RAD51と同様に、野生型 PTEN

の有無は γ-H2AX の foci 数にも影響を与えなかった。また、olaparibによって

G2/M で細胞周期が停止し、細胞死(sub-G1増加）につながることが報告されて

いる(18, 39)。HEC-6と HEC-6-PTEN細胞株において、olaparib添加により G2/M 

期停止、sub-G1の増加が誘導されたが、PTENの有無によって、G2/M 期や sub G1
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の比率は同様な傾向を示した(図 12)。 以上の結果からも、子宮体癌において

PTENの欠失が、損傷部位、修復部位の指標となる分子の活性化、さらには殺細

胞効果にも直接関与しておらず、PTENが PARP阻害薬のバイオマーカーとなっ

ていないことが妥当であると考えられた。 

本研究からはPTEN機能欠損はPARP阻害薬のバイオマーカーとはなりえない

ものの、一部の子宮体癌は PARP阻害薬に高感受性を示し、PTEN, RA51発現以

外の因子によって、PARP阻害薬の感受性が規定されている可能性がある。また

olaparibと IR・化学療法の併用実験において、抗腫瘍効果が上昇したとの報告も

あり(11, 43)、併用における抗腫瘍効果については今後の検討課題である。 

２２２２.  子宮体癌細胞株における放射線照射の抗腫瘍効果子宮体癌細胞株における放射線照射の抗腫瘍効果子宮体癌細胞株における放射線照射の抗腫瘍効果子宮体癌細胞株における放射線照射の抗腫瘍効果 

 TP53 はがん抑制遺伝子として、細胞周期停止やアポトーシス誘導作用が広く

知られているが、DNA 修復にも関与することが明らかとなっている。実際に IR

の効果とTP53変異の有無が関係するとする報告は多い(16), 17)。しかしながら、

子宮体癌での TP53 の statusと IR の感受性との相関については、未だ基礎的な

研究がなされていない。子宮体癌では TP53 変異は 20-30％に認められており、

本研究では 3株の TP53野生株と 5株の TP53 変異株を用いて、IR の効果を検討

した。D10値が低値を示した上位 3株はいずれも TP53野生型の細胞株であり、

TP53 変異陰性の子宮体癌では放射線感受性が高いことが示唆された。IR によっ



56 

 

て DNA の二本鎖切断（DSB）が起こると、ATM, CHK1, CHK2などのチェック

ポイントを活性化し、さらに TP53と MDM2 との結合を解除することで TP53

の安定性を高める(19, 62)。TP53は cell cycle arrest や DSB修復、アポトーシス、

IR 照射への応答など多くの重要な役割を担う(19, 46)。また、子宮体癌では TP53

以外に上記のような DSB修復遺伝子の変異は少ないことが知られている(31)。

一方、我々はこれまでに、子宮体癌においては KRAS, PTEN, PIK3CAを含めた

様々な因子により PI3K経路が活性化されていることを報告しており(54)、放射

線抵抗性とPI3K経路の活性化との関連についても他の癌種では明らかとなって

きている(25, 34)。今回、PTEN 変異は 8株中 6株にみられ、PTEN変異と放射線

感受性の間に相関を認めなかった。また、HEC-6と HEC-6-PTEN株において、 IR

後に γ-H2AX、RAD51の foci 数に両細胞株間に有意差はなかったことも、PTEN

そのものが IR の感受性のバイオマーカーとはならないことを支持する結果と言

える。本経路の活性化に関わる、KRAS 変異や PIK3CA 変異においても、それぞ

れ単独では IR の感受性との相関関係は明らかではなかった。今後更なる検討が

望まれる。 

 本研究により、他の癌種と同様に(2, 65)、IR によって MAPK 経路と PI3K経路

の両方が活性化されることが示された。興味深い点として、以下の２つが挙げ

られる。一つは時系列において、活性化を受ける時間帯が両経路で大きく異な
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ることである。MAPK 経路では短時間で一旦急峻に活性化が起こり、一旦消退

後に緩やかな再活性化を来たすのに対し、PI3K経路の活性化は 24時間以降の

Late eventとして生じていた。cleaved PARPの誘導が IR から 48時間以降に起こ

っていることと合わせると、PI3K経路の更なる活性化は抗アポトーシス作用と

関連しており、PI3K経路の活性化と IR によるアポトーシス誘導作用とが拮抗し

ている可能性があると考えられた。もう一つは、もともと PTEN 変異により PI3K

経路が活性化された状態であるにもかかわらず、IR によってさらに p-AKT の上

昇が起こっていることである。子宮体癌では、本研究でも示したように、PI3K

経路の遺伝子変異が複数共存しているものが多く、実際に複数の変異の共存が

PI3K経路の更なる活性化や癌の浸潤能獲得に寄与していることが明らかとなっ

ている(47, 48) 。本研究において、子宮体癌では IR等の刺激によって、PI3K経

路が Hyper-activateされうることが示唆された。 

 IR の併用薬として、MEK (MAPK 経路) 阻害薬と PI3K/mTOR同時阻害薬を比

較したところ、PI3K/mTOR阻害薬のほうが IR の増強作用が強いことが明らかと

なった。また、併用による増強効果は TP53 変異株においても認められた。しか

しながら、TP53 変異陰性株では、PI3K/mTOR同時阻害薬による感受性の増強が

より低濃度 (BEZ235: 50 nM)で確認された。PI3K経路を阻害すると MDM2 が脱

リン酸化を起こし、TP53が活性化する(33)。従って、PI3K経路阻害薬による IR
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の効果増強作用は、TP53変異がない場合に、より強く生じる可能性がある。ま

た、TP53 変異陽性であっても増強作用がみられたことより、PI3K経路阻害薬に

は、TP53 非依存性に IR の効果を増強する機序が存在すると考えられた。 

 これまで様々な分子標的薬が放射線の増感剤として試用され、MAPK 阻害

薬・PI3K阻害薬,・mTOR阻害薬(25) (26, 27)(37)(38) (44)の他、HDAC（histone 

deacetylase）阻害薬(67)や PARP(Poly ADP-ribose polymerase}阻害薬(13)も併用薬

の候補としてあげられている。子宮体癌では KRAS 変異はみられるものの、

MAPK 経路を特異的に活性化するB-Raf変異の頻度は極めて低い(51)。すなわち、

子宮体癌では、増殖シグナルとして MAPK 経路への依存度は PI3K経路に比べ

て低い癌種であると考えられており(63)、MAPK 経路阻害薬が IR の増強効果が

弱かったことと相関している可能性が考えられた。もともとの増殖シグナルの

活性化の程度により、各薬剤の IR の増強効果が異なる可能性があり、今後他の

癌種においても、検討が必要であろう。 

また、PI3K/mTOR経路では、様々な下流分子がリン酸化を受け、細胞増殖や

抗アポトーシスに関与している。その一つが、HIF-1α/VEGF経路の活性化(32)

であり、HIF-1α は mTORの下流分子として、VEGFを介して血管新生等を惹起

する。本研究でも、IR により HIF-1α の発現が上昇していた。さらに、HIF-1α

の発現を抑制することで、IR による細胞死の増加が認められた。HIF-1α・VEGF
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は MAPK 経路からも活性化されうるが、子宮体癌株においては、UO126 (MEK

阻害薬)では HIF-1α を発現は低下せず、BEZ235によって抑制された。この結果

は、UO126でなく BEZ235が IR 効果をより強く増強していたことと合致する。

以上より BEZ235は HIF-1α の抑制を介して、子宮体癌において放射線効果を増

強することが示唆された。HIF-1α 以外にも放射線効果の増強に寄与する下流分

子が存在しているか否か、今後の検討が待たれる。 

本研究により、IR の効果を増強する併用薬の候補として、PI3K/mTOR同時阻

害剤が一つの候補となることが示された。さらに HIF-1α 阻害薬、VEGF阻害薬

も候補として挙げられる。特に VEGF阻害薬のベバシズマブは、すでに卵巣癌

で保険収載されており、臨床試験への発展も考慮される。PARP阻害薬、放射線

照射を用いた本研究で得られた知見はDNA傷害に着目した治療法の開発を子宮

体癌において進める上で、有用であると期待される。しかしながら今回は in vitro

の研究成果にとどまる。細胞株に対する PARP阻害薬の感受性と、細胞株のマウ

スへの移植後の感受性に矛盾はないとする報告もあれば(18, 64)、in vitro と in 

vivo での細胞培養で、多数のタンパクの種類に発現量に差が出るとする報告も

あり(56)、in vitro での結果を in vivo のものに必ずしも置き換えることはできな

い。in vivo における検討、またどの分子標的薬が最も有効な放射線増強因子と

なるか等を今後解析する必要がある。 
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第５章第５章第５章第５章    結論結論結論結論 

 今回、子宮体癌細胞株を用いた PARP阻害薬の抗腫瘍効果、放射線照射(IR)の

効果とそのバイオマーカー、IR の効果を増強する治療薬を探索することを通し

て、以下のことを明らかとした。 

1)  PARP阻害薬は一部の子宮体癌株で高い抗腫瘍効果を示した。子宮体癌の中

には HR機能を喪失している症例が存在している可能性がある。 

2) PARP阻害薬の効果を予測するバイオマーカーとして、PTEN 変異は否定的

であった。他の HR関連因子が関与している可能性が考えられる。 

3)  IRに対して感受性の高い子宮体癌株はいずれも TP53 変異陽性であり、TP53

変異の有無は IR 効果を予測するバイオマーカーと考えられる。PI3K経路の活性

化も IR 抵抗性に寄与している可能性がある。 

4)  IRにより MAPK 経路、PI3K経路が活性化され、それとともに HIF-1α/VEGF

も発現が上昇する。 

5)  IRの効果を増強する薬剤として、PI3K/mTOR同時阻害薬が有効であると考

えられる。さらに HIF-1α/VEGF阻害そのものが、IR の効果を増強する可能性が

ある。 
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子宮体癌における新たな分子標的治療薬の活用法として、PARP阻害薬、およ

び、IR の併用としての PI3K/mTOR経路阻害薬の２面から解析した本研究成果が、

今後の子宮体癌における分子標的薬の臨床応用に寄与するものと期待される。 
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