
Title ヒトNotch4およびヒトNotch1遺伝子の子宮内膜癌における発現異常
Sub Title
Author 鈴木, 貴士(Suzuki, Takashi)

Publisher 慶應医学会
Publication year 2004

Jtitle 慶應医学 (Journal of the Keio Medical Society). Vol.81, No.2 (2004. 6) ,p.T51- T61 
JaLC DOI
Abstract
Notes 学位論文
Genre Journal Article
URL https://koara.lib.keio.ac.jp/xoonips/modules/xoonips/detail.php?koara_id=AN00069296-20040601-

0051

慶應義塾大学学術情報リポジトリ(KOARA)に掲載されているコンテンツの著作権は、それぞれの著作者、学会または出版社/発行者に帰属し、その権利は著作権法によって
保護されています。引用にあたっては、著作権法を遵守してご利用ください。

The copyrights of content available on the KeiO Associated Repository of Academic resources (KOARA) belong to the respective authors, academic societies, or
publishers/issuers, and these rights are protected by the Japanese Copyright Act. When quoting the content, please follow the Japanese copyright act.

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org


慶應 医学 ・81(2):T51～T61,2004

学 位 論 文

ヒ トNotch4お よ び ヒ トNotchl遺 伝 子 の 子 宮 内膜 癌 にお け る発 現 異 常

慶應義塾大学医学部産婦人科学教室

   (指導:野 澤志朗教授)

   すず  き  たか   し

   鈴 木 貴 士

(平成15年10月1日 受付)
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 近 年,シ ョ ウ ジ ョウバ エ に お いて 遺 伝 学 的 手 法 を利 用

した解 析 に よ り胚 発 生 に お け る多 くの知 見 が 得 られ て い

る.シ ョウ ジ ョウ バ エ の重 要 な遺 伝 子 の 機 能 は種 を越 え

て保 存 され て お り,異 な っ た種 にお い て も重 要 な役 割 を

果 た して い る こと が明 らか に され て い る1).し た が って,

シ ョウ ジ ョウバ エ の これ らの遺 伝 子 に対 応 す る脊 椎 動 物

の相 同遺 伝 子 を単 離 し解 析 す る こ と は,脊 椎 動 物 にお け

る そ の機 能 を知 る うえ で 有 用 な 手 法 の1っ とな って い

る.

 シ ョウ ジ ョウバ エ の神経 系 の 過 形 成 を引 き起 こす 原 因

遺 伝 子 と して単 離 さ れ た1>�ch遺 伝 子 お よ び そ の タ ン

パ ク は発 生 過程 に お い て様 々 な役 割 を果 た して い る重 要

な 遺 伝 子 で あ る と考 え ら れ て い る.Notchタ ンパ ク は

ce11 autonomousに 作 用 す る膜 貫 通 型 の 受 容 体 タ ンパ

クで あ る2).そ の 細 胞 外 領 域 の ア ミノ酸 配 列 は36個 の

epidermal growth factor(EGF)-likeリ ピ ー トと3っ

のLin-12/Notchリ ピー トを も ち,細 胞 内 領 域 に は 高 度

に 保存 され た6っ のcdc10/ankyrinリ ピー トを もっ3.4).

 様 々 な機 能 の 中 で最 もよ く研 究 され て い る の は神 経 系

の 発 生 に お け るNotchの 機 能 で あ る3-5). Notchが 欠 失

した変 異 体 は神 経 外 胚 葉 か ら表 皮 細 胞 の分 化 が 起 こ りに

く く な り,ほ と ん どす べ て の 細 胞 が 神 経 芽 細 胞 と な

る6～8).一 方,Notchを 過 剰 発 現 さ せ る と神 経 芽 細 胞 の

分 化 が 抑 制 さ れ,表 皮 細 胞 の 増 加 が 目 立 っ よ う に な

る2,9).こ れ らの結 果 よ りNotchは 神 経 外 胚 葉 細 胞 の 神

経 芽 細 胞 へ の 分 化 を抑 制(lateral inhibition)し,正

常 な細 胞 系譜 に な る よ うに機 能 して い る遺 伝 子 で あ る と

考 え られ て い る.現 在,Notchは 細 胞 が 分 化 す る多 くの

局面 で発 現 が認 め られ る多 機 能 な遺 伝 子 で あ る こ とが 知

られ て い る.例 え ば,中 胚 葉 系 細 胞 の 運 命 決 定 や,胚 の

軸 索 形 成lo),さ な ぎの 複 眼 形 成11),剛 毛形 成2)に も1>�ch

の 発 現 が必 要 で あ り,ま た 胚 の 上 皮 形 成 や維 持8),卵 母

細 胞 形 成'2)に も重 要 な役 割 を果 た して い る こ とが 明 らか

と な って い る.さ ら に,発 生 初 期 過 程 にお け る1>�ch

の 欠 損 は 三 胚 葉 す べ て の 組 織 や 細 胞 に 影 響 を与 え,

Notchシ グ ナ ル系 は発 生 後 期 に お い て も中枢 お よ び末 梢

神 経 系,精 子 お よ び卵 形 成,筋 分 化,心 臓形 成,成 虫 原

基 の 発 生 に必 要 と され る8).

 Notchは 種 を越 え て保 存 され, Notch相 同 遺 伝 子 が 線

虫13,14),ウニ15),ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ16),ア フ リカ ッ メ ガ ェ

ル17),ラ ッ ト18,19),マ ウ ス20～27),ヒ ト28～32)などか ら複 数

単 離 さ れ て お り,ヒ トを 含 め た す べ て の 動 物 でNotch

の 突 然 変 異 は発 生 異 常 を 示 す こ とが 知 られ て い る.さ ら

に,無 脊 椎,脊 椎 動 物 の 研 究 結 果 よ りNotch相 同 遺 伝

子 の 細 胞 内 領 域 が 発 生 分 化 にお け る シ グナ ル伝 達 に重 要

で あ る こ とが 報 告 され て い る9,33^-40).

 一 方 で,マ ウスNotch4,/�t-3, TAN-1(Translocation

Associated Notch homologue-1;ヒ トNotchl),ヒ ト

Notch2と い ったNotch相 同 遺 伝 子 は発 生 分化 にの み 関

与 して い るの で は な く,そ の 異 常 は発癌 に も関 与 して い

る こ とが 明 らか とな って い る.こ れ らの相 同遺 伝 子 の1

つ で あ る マ ウスint-3は そ の 全 長 が ク ロー ニ ン グ され,

マ ウ スNotch4/int-3と して 知 られ て い るzs,z7).こ の 遺

伝 子 は マ ウ スの 初 期 発生 に お い て血 管 内皮 細 胞 に発 現 し

て お り,血 管新 生 に関 与 して い る と考 え られ て い る反面,

int-3遺 伝 子 座 にmouse mammary tumor virus

(MMTV)が 挿 入 され る こ と に よ り,2.3 kbpの 過 剰 な

int-3 mRNAの 増 幅 が 認 め られ 乳 癌 が 発 生 す る41).マ ウ

 本 論 文 は,Suzuki T, Aoki D, Susumu N, Udagawa Y, Nozawa S:Imbalanced expression of TAN-1 and human Notch4

in endometrial cancers. Int J Oncol 17:1131-1139の 一 部 を 含 む.
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ス 乳 腺 上 皮 細 胞 で の マ ウ スint-3細 胞 内 領 域 の 強 制 発

現25)や,同 領 域 を 強 制 発 現 さ せ た トラ ンス ジ ェ ニ ック マ

ウス42)など の研 究 結 果 か ら,マ ウ スint-3(細 胞 内領 域)

はMMTVに よ る 乳 癌 の 原 因 遺 伝 子 の1っ で あ る こ と

が 明 らか とな って い る.TAN-1(ヒ ト!>�chl)は 染 色

体 上 で 転 座 を 起 こす とT細 胞 白血 病 を 引 き起 こ す こ と

が知 られ て い る.こ の 際,TAN-1(ヒ ト1>�chl)の 細

胞 内領 域 が過 剰 発 現 して い る こ とが 報 告 さ れ て い る28).

ヒ トNotch2の 機 能 は未 だ 明 らか に さ れ て い な い が,子

宮 頸 癌 に関 与 して い る可 能 性 が 報 告 され て い る43).

 ヒ トに お け る シ ョウ ジ ョウバ エNotchの 相 同 遺 伝 子

お よ び相 同 タ ンパ ク は上 記 の 他 に2っ 知 られ て お り,

そ れ ぞ れNotch3, Notch4と 呼 ば れ て い る. Notch3

は,そ の 突 然 変 異 に よ りCADASIL(CerebraI

Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical

Infarcts and Leukoencephalopathy)の 原 因 と な って

い る こ と が 知 られ て い る44.45).ヒ トNotch4は マ ウ ス

Notch4/int-3の 相 同 遺 伝 子 と して そ の ゲ ノ ム お よ び

cDNAが ク ロ ー ニ ン グ さ れ,第6番 染 色 体 上 に存 在 す

る こ とが報 告 され て い る31'32).シ ョウ ジ ョウ バ エNotch

や マ ウ スNotch4/int-3の トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス,

TAN-1(ヒ ト1>�chl)のT細 胞 白血 病 に関 す る知 見 か

ら,ヒ ト1>�ch4遺 伝 子 も細 胞 分 化 や 増 殖,癌 化 に 関 与

して い る可 能 性 が 推 測 され る.し か し,ヒ ト1>�ch4の

機 能 や発 現 パ ター ンにっ い て は不 明 な点 が 多 い.さ らに,

TAN-1(ヒ トNc)tchl)や マ ウ ス.Notch4/int-3な ど の

よ うに癌 化 に 関与 す る か否 か も明 か で な い.そ こで,本

研 究 で は正 常 子 宮 内膜 お よ び子 宮 内 膜 癌 を 対 象 と して,

ノ ーザ ンプ ロ ッ ト,ド ッ トプ ロ ッ ト,in situハ イ ブ リダ

イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い,機 能 の 詳 細 が 明 か で な い ヒ ト

Notch4遺 伝 子 の 発 現 と そ の 局 在 お よ び 役 割 を,ヒ ト

Notchl遺 伝 子 と比 較 して 解 析 す る こ と を 目 的 と した.

 ヒ トの 正 常 子 宮 内膜 は約28日 の 月 経 周 期 を持 って お

り,こ の 間 に子 宮 内 膜 は増 殖 期 か ら分 泌 期 へ と変 化 し月

経 を起 こす.こ の 月経 周 期 の 中 で 子 宮 内 膜 の 細 胞(腺 細

胞 と間 質 細 胞)は 増 殖 と機 能 変 化(分 化)を 起 こす.ま

た,子 宮 内 膜増 殖 症 や子 宮 内 膜 癌 は内 膜 腺 細 胞 が 規 律 性

を失 い異 常増 殖 を す る こ とに よ り引 き起 こ され る.こ れ

らの ダ イ ナ ミ ックな 変 化 は,1>�ch相 同 遺 伝 子 が 正 常 子

宮 内膜 の 構 築 や子 宮 内 膜癌 の 発 生 に関 与 して い る可 能 性

を想 定 させ るの で,正 常 子 宮 内 膜 お よ び子 宮 内 膜 癌 を 対

象 とす る こ とは妥 当 で あ る と考 え られ る.

 な お,TAN-1と ヒ ト1>�chlは 同一 遺 伝 子 で あ るが,

現 在 で は ヒ ト1>�chlに 統 一 され て い る.し た が って 本

論 文 で は,引 用 文 献 に お い てTAN-1と 表 記 され て い る

もの にっ い て はTAN-1(ヒ トNotchl)と し,そ れ以 外

の もの は ヒ トNotchlと した.

実験材料および方法

1.正 常子宮内膜および子宮内膜癌組織

 各月経周期の正常子宮内膜は子宮筋腫などの婦人科良

性疾患および子宮頸癌で摘出された子宮より採取 した.

組織の採取に際 しては各々の患者からインフォーム ドコ

ンセントを得た.採 取後すぐに液体窒素にて凍結保存 し,

ポ リー(A)+RNA抽 出用とした.あ るいは採取後す ぐ

に4%一 パ ラホルムアルデヒドにて固定 しin situハ ィ

ブリダイゼーション用 とした.同 一の婦人科病理医によ

り正常子宮内膜を以下のように診断した:増 殖期初期,

中期,後 期,お よび分泌期初期,中 期,後 期.12サ ン

プルのうち,前 記の6っ の月経周期に対 し各2っ ずっ

サ ンプルを用意 した.子 宮内膜癌サンプルは手術にて子

宮全摘出術を施行 した検体より採取 した後,直 ちに液体

窒素にて凍結保存 し,ポ リー(A)+RNA抽 出用とした.

また,採 取後す ぐに4%一 パラホルムアルデヒドにて固

定 し,in situハ イブリダイゼーション用とした.正 常

子宮内膜,子 宮内膜癌組織の詳細 については第1表 に

示 した通 りである.な お,第1表 中で検体番号が不連

続であるのは,検 体採取の際に検体番号を決定 したが,

その後の検体処理において,ポ リー(A)+RNAの 必要

最少量が確保できず,ド ットプロット解析に用いること

ができなかったためである.

第1表 正常子宮内膜および子宮内膜癌の病理組織所見

正常子宮内膜 子宮内膜癌

検体番号  病理組織  検体番号  病理組織  Grade

1

2

3

4

5

7

9

1

2

3

6

8

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

分泌期初期

増殖期中期

増殖期後期

増殖期初期

増殖期初期

増殖期後期

分泌期中期

分泌期後期

増殖期中期

分泌期初期

分泌期中期

分泌期後期

C3

C4

C5

C7

C8

Cg

C10

C12

C13

C14

C15

C16

類 内膜腺癌

類 内膜腺癌

類 内膜腺癌

類 内膜腺癌

腺扁平上皮癌

類内膜腺癌

漿液性腺癌

類内膜腺癌

類内膜腺癌

類内膜腺癌

類内膜腺癌

類内膜腺癌

2

1

1

1

1

1

2

2

1

1

1

1

(Suzuki T etal:lnt J Oncol 17:1131-1139,200052'

のTable Iを 一 部 改 変 し,許 可 を得 て 転 載)
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2.全RNAお よ び ポ リー(A)+RNAの 抽 出

 全RNAは, RNeasy Mini Kit(QIAGEN, Hilden,

Germany)を 使 用 して 上 記 サ ンプ ル よ り抽 出 した.ポ

リ ー(A)+RNAは 全RNAか らQuickPrep Micro

mRNA Purification Kit (Pharmacia Biotech,

Uppsala, Sweden)を 使 用 して 抽 出 した.ポ リー(A)+

RNAの 濃 度 は 吸 光 度 計 を 用 い, QuickPrep Micro

mRNA Purification Kitに 付 属 のエル ー シ ョンバ ッファー

に て0.03ｵg/ｵ1に 調 整 した.

3.プ ロ ー ブ の 作 製

 ヒ ト1>�ch4と ヒ トNotchlの 細 胞 内 領 域 お よ び β2-

microglobulinに 相 補 的 な 特 異 的cDNAプ ロ ー ブ(以 下,

そ れ ぞ れN4・ln, N 1-In,β2-MGと 呼 ぶ)をReverse

transcription polymerase chain reaction(RT-PCR)

に て 作 製 し た.こ れ ら のcDNAプ ロ ー ブ は ノ ー ザ ン プ

ロ ッ ト,ド ッ トプ ロ ッ ト,in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ

ン に て 使 用 し た.RT-PCRはTaKaRa RNA LA PCR

Kit(AMV)ver.1.1(Takara Bio Inc., Shiga)を 用 い

て 行 っ た.逆 転 写 反 応 溶 液 は5mMのMgCl2,1×RNA

PCR Buffer,1mMのdNTP混 合 液,1U/ｵ1のRNase

inhibitor,0.25U/ｵ1の 逆 転 写 酵 素,2.5ｵMのrandom

9mers,0.03ｵgのpoly‐(A)+RNAで あ る.逆 転 写

反 応 の 条 件 は30。C/10分,55℃/30分,99℃/5分 で

あ る.PCR反 応 溶 液 は 逆 転 写 反 応 溶 液,2.5 mMの

MgClz,1xLA PCR Buffer II(Mg2+free),2.5 U/100

ｵ1のTaKaRa LA Taq,0.2ｵMの プ ラ イ マ ー セ ッ トを

含 ん で い る.PCRの 反 応 条 件 は,94℃/20秒,60℃/

45秒,72℃/90秒 を30サ イ ク ル 行 い,次 い で72℃/

10分 で伸 長 反 応 を行 った.RT-PCRを 行 うに あ た って

使 用 した プ ライ マ ー セ ッ トを 第2表 に 示 した.PCR産

物 は1.2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電 気 泳 動 し,特 異 的 バ ン

ドを 含 む ゲ ル を切 り出 しQIAEX II Gel Extraction kit

(QIAGEN)を 用 い て 精 製 し た 後, Klenow enzyme

(Takara)とT4 polynucleotide kinase(Takara)を

用 い て リ ン酸 化 平 滑 末 端 と し,脱 リ ン酸 化 して あ る

pBluescript lI SK十 ベ ク ター(Stratagene, La Jolla,

CA, USA)のSma Iサ イ トに ラ イ ゲ ー シ ョ ン して サ ブ

ク ロー ニ ン グ した.

 in situハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン用 に は,ヒ ト1>�ch4

の3'UTR領 域(N4-3'UTRと 呼 ぶ)お よ び ヒ ト1>�chl

の3'末 端 領 域(N1-3'ENDと 呼 ぶ)で 新 た に プ ロ ー ブ を

作 製 した.こ れ らの プ ロー ブ は上 述 の方 法 と同様 に作 製

した.ま た 特 異 的 プ ラ イ マ ー は第2表 に示 した 通 りで

あ る.

4.ノ ー ザ ンプ ロ ッ ト解 析

 2つ の正 常 子 宮 内 膜 サ ンプ ル(増 殖 期 中 期;検 体 番 号

N2,分 泌 期 中 期;検 体 番 号N9)と1っ の 子 宮 内 膜 癌 サ

ンプ ル(換 体 番 号C3)を 用 い て ノー ザ ンプ ロ ッ ト解 析

を 行 っ た.10ｵgの 全RNAを 電 気 泳 動 し, Hybond

N十membrane(Amersham, Little Chalfont, UK)に

プロ ッ トした.メ ン ブ レ ンは,5mlの5×SSPE/0.5%-

SDS/5× デ ンハ ル ト液/50%一 ホ ル ム ア ミ ドを 含 む 溶 液

にcDNAプ ロー ブを 加 え,50℃ で 一 晩 反 応 さ せ た.ハ

イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ン後 の メ ン ブ レ ンは以 下 の条 件 で 洗

浄 した.2×SSPE/0.1%-SDS溶 液 で室 温 に て10分 間,

つ いで1×SSPE/0.1%-SDS溶 液 で50℃ にて20分 間,

第2表 プ ロー ブ作成 用特異的プ ライマ ー

遺伝子 プ ロー ブ プ ライ マ ー bp* 温 度**

ヒ トNotch4 N4-ln

N4-3'UTR

5'-ACTAGGCGAGGACAGCATTG-3'

5'-CGGCGTCTGCTCCCTGTTGT-3'

5'-TCCCGCCTCCTTGCCTTACTCC-3'

5'-CCACTCCACTCTGCCCTCCTGT-3'

:1

378

60

62

ヒ トNotchl N1-ln

N1-3'END

5'-CCGCCTTTGTGCTTCTGTTCT-3'

5'-GTTAGCCCCGTTCTTCAGGAG-3'

5'-ATGGTCAATGCGAGTGGCTGTC-3'

5'-GCTTTGCTGCTGCTGGATGTTT-3'

935

1:

60

62

/32-microglobulin ﾟ2-MG 5'-ACCCCCACTGAAAAAGATGA-3'

5'-ATCTTCAAACCTCCATGATG-3'

120 60

*bp:RT -PCRに よ って 増 幅 され る塩 基 対 長

**温 度:PCRに お け る ア ニ ー リ ング温 度(℃)

(Suzuki T et al:Int J Oncol 17:1131-1139,200052)のTable IIを 一 部 改 変 し,許 可 を 得 て転 載)
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これ を2回 行 い,さ らに0.1×SSPE/0.1%-SDS溶 液 で

500Cに て20分 間 の洗 浄 後,メ ンブ レ ンを イ メ ー ジ ング

プ レー ト(Fuji Photo Film Co., Ltd., Tokyo)に 収 容

し,室 温 にて24時 間露 出 した.イ メ ー ジ ン グ プ レー ト

はBAS 20001mage Analyzer(Fuji Photo Film)を

用 いて解 析 した.メ ンブ レ ンにハ イ ブ リダイ ズ した プ ロー

ブ は沸 騰 水 の 中 に15分 間 浸 し,プ ロー ブを メ ンブ レ ン

か ら解 離 さ せ,他 の プ ロ ー ブを 同一 の メ ン ブ レ ンに上 記

の手 順 で再 度 ハ イ ブ リダ イ ズ さ せ た.

5.ド ッ トプ ロ ッ ト解 析

 ドッ トプ ロ ッ ト解 析 に は12個 の 正 常 子 宮 内 膜 サ ンプ

ル と12個 の子 宮 内 膜 癌 サ ンプ ル を 用 い た(第1表).

前 述 の0.03μgに 調 製 した ポ リー(A)+RNAを 用 い て

RT-PCRを 施 行 し,ヒ ト1>�ch4,ヒ トNotchl,β2-

microglobulinの 発 現 の 有 無 を 確 認 した.逆 転 写 反 応 の

条 件 は プ ロ ー ブ作 成 時 と同 条 件 で あ る.PCRの 条 件 は

ヒ ト1>�ch4,β2-microglobulinに 対 して は94℃/20秒,

60℃/45秒,72℃/90秒 を16サ イ ク ル反 応 さ せ,72

℃/10分 の伸 長 反 応 を 行 っ た.ヒ ト1>�chlに 対 して は

ア ニ ー リ ング温 度 を62℃ と した.正 確 な 測 定 を きす た

め にPCR産 物 が 指 数 関数 的 に増 幅 して い る過 程 に あ り

平 衡 状 態 に 到 達 して い な い こ と を 確 認 した.3ｵ1の

PCR産 物 をHybond N+membraneに プ ロ ッ ト し,

α32P-dCTPで ラ ベ ル した ヒ ト1>�ch4,ヒ トNc)tch1,/32-

microglobulinに 対 す るそ れ ぞ れ の 特 異 的 プ ロ ー ブに て

ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョンを行 った.ハ イ ブ リダイゼ ー シ ョ

ンは0.5%-SDS,5×SSPE,100ｵgの サ ケ精 子DNA

お よ び各 々 の プ ロ ー ブ(ヒ ト1>�ch4で はN4-Inプ ロ ー

ブ, ヒ トNc)tchlで はN1-Inプ ロ ー ブ,お よ び β2-

microglobulinで はﾟ2-MGプ ロ ー ブ)を 含 ん だ 混 合 液

中 で65。C,17時 間 行 った.メ ン ブ レ ンの 洗 浄 は5×SS

PE,0.1%-SDSの 混 合 液 で65℃ に て15分 間2回 行

い,っ いで,1×SSPE,0.1%-SDS混 合 液 で 室 温 に て

10分 間,0.1×SSPE,0.1%-SDS混 合 液 で 室 温 に て

10分 間 洗 浄 した.洗 浄 した メ ン ブ レ ンは イ メ ー ジ ング

プ レー トに 室 温 で30分 間 露 出 し,BAS 20001mage

Analyzerに て 解 析 した.各 ド ッ トの シ グ ナ ル 強 度 は

Image Analyzerに て 定 量 化 した.ヒ ト1>�ch4お よ び

ヒ ト1>�chlの ドッ トの シ グ ナ ル 強度 は バ ック グ ラウ ン

ドの 補正 を行 い,同 一 サ ンプ ル の陽 性 コ ン トロー ル で あ

る/32-microglobulinの シ グ ナ ル 強 度 との 比 を 算 出 した

後,こ れ らの比 をStudent'S t-testに て 検 定 した.

6.in situハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン

 in situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンに 使 用 した プ ロ ー ブ

はDIG RNA Labeling Kit(Boehringer Mannheim,

Mannheim, Germany)を 用 い て ジ ゴキ シ ゲ ニ ンに て

標 識 した ヒ トハTotch4(N4-3'UTR)お よ び ヒ トNc)tchl

(N1-3'END)の セ ンス お よ び ア ン チ セ ン スのcRNAプ

ロ ー ブをT3/T7 RNAポ リメ ラ ー ゼ にて 合 成 した.

 正 常 子 宮 内膜 お よ び子 宮 内膜 癌 サ ンプ ル を採 取 後,4

%一 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに て6時 間 固 定 した.続 い

て30%一 薦 糖 溶 液 に て 置 換 反 応 を 行 い,OCT com-

pound(Sakura Finetek Japan Co., Ltd., Tokyo) に

包 埋 した 後,液 体窒 素 に て凍 結 した.凍 結 され た組 織 を

ク リオ ス タ ッ トに て18ｵmに 薄 切 し,シ ラ ン コ ー トさ

れ た ス ラ イ ドグ ラス に の せ た.切 片 は49。Cで 一 晩 ホ ル

ム ア ミ ドを 加 え た 反応 液 中 で ジ ゴキ シゲ ニ ンで標 識 した

上 記 の特 異 的 プ ロ ー ブ(0.1ｵg/ml)と ハ イ ブ リダ イ ズ

さ せ た.そ の 後 はAnti-digoxigenin-AP, Fab frag-

ments(Boehringer Mannheim)と 結 合 させ,発 色 基

質 で あ るBM purple AP Substrate, precipitating

(Boehringer Mannheim)に て 発 色 反 応 を行 っ た.明

らか な発 色 を 得 るた め に プ ロー ブに よ って 発 色反 応 時 間

を変 更 した.

結  果

1.ヒ ト!>�ch4お よ び ヒ ト1>�chlの 正 常 子 宮 内 膜 に

お け る発現

 正 常 子 宮 内 膜 にお け る ヒ ト1>�ch4の 発 現 の 有 無 を確

認 す る ため に正 常 子 宮 内 膜 か ら抽 出 した全RNAを 用 い

て ノ ー ザ ンプ ロ ッ ト解 析 を 行 っ た.第1図 に示 す よ う

に,ヒ ト1>�ch4お よ び ヒ トNotchlの 全RNAは 正 常

子 宮 内 膜 の増 殖 期 お よ び分 泌 期 に お い て 明 らか な シグ ナ

ル を 検 出 す る こ とは で き なか った.正 常 子 宮 内膜 で ヒ ト

Notch4が 発 現 して い ない の か,あ る い は発 現 量 が微 量 の

た め 検 出 で きな い の か を確 認 す る た め に各 月 経 周 期 の正

常子 宮 内膜 か ら抽 出 した ポ リー(A)+RNAを 用 い て ドッ

トプ ロ ッ ト解 析 を 行 っ た.マ ウ ス1>�ch4/int-3や

TAN-1(ヒ ト1>�chl)は そ れ ぞ れ マ ウス 乳 癌 お よ び急

性T細 胞 性 白血 病 に お い て 細 胞 内 領 域 が 過 剰 発 現 して

い る の で,ヒ ト1>�ch4お よ び ヒ ト1>�chlの 細 胞 内 領

域 で プ ロー ブを 作 製 した.第2図Aに 示 した よ う に,

ヒ ト1>�ch4と ヒ ト1>�chlは さ ま ざ ま な月 経 周 期 の 正

常 子 宮 内 膜 に お い て 発 現 して い る こ とが 確 認 され た.

Image Analyzerに よ っ て ド ッ トの シ グ ナ ル 強 度 を 定

量 化 し統 計 学 的 に検 討 を行 った結 果,正 常 子 宮 内膜 で は,
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第1図 正 常 子 宮 内膜 お よ び子 宮 内 膜 癌 組 織 を 用 い た ノー

 ザ ン プ ロ ッ ト解 析 の結 果.プ ロ ー ブはN4-ln(中 央 図),

 N1-In(右 図)で,陽 性 コ ン トロ ー ル と して β2-MG(左

 図)を 使 用 して い る.図 左 側 の 数 字 はRNA断 片 の長 さ

 (単 位 はKb)を 示 して い る.ヒ トNotch4お よ び ヒ ト

 Notchlは 正 常 子宮 内 膜 お よ び子 宮 内 膜 癌 に お い て,そ の

 転 写 産 物 を検 出 で き なか った.P:正 常 子 宮 内膜 の増 殖 期,

 s:正 常 子 宮 内膜 の 分 泌 期,T=子 宮 内 膜 癌.(Suzuki T

 et al:lnt J Oncol 17:1131-1139,200053)のFig.1を

 許 可 を得 て転 載)

Case

No.羅 繍 臨 翻 識{

第2図 ドッ トプ ロ ッ ト解 析 に よ る正 常 子 宮 内膜(12例)

 お よ び 子 宮 内膜 癌(12例)に お け る ヒ ト1>�ch4と ヒ ト

 Notchlの 発 現. A:正 常 子 宮 内 膜 の 増 殖 期 に お け る ヒ ト

Notch4の 発 現 は 分 泌 期 よ り増 加 して い る.ヒ ト1>�chl

 の発 現 は 増 殖 期 と分 泌 期 で は 同 様 の レベ ル で あ る.Pro:

 正 常 子 宮 内 膜 の 増 殖 期,Sec:正 常 子 宮 内 膜 の分 泌 期,β

 2-MG:,ﾟ2-microglobulin. B:子 宮 内 膜 癌 に お け る ヒ

 トNotch4の 発 現 は 正 常 子 宮 内 膜 と比 較 して 減 少 して い

 る.ヒ トNotchlの 発 現 は正 常 子 宮 内 膜 と子 宮 内 膜 癌 に お

 い て 同 様 で あ る.RT(一):逆 転 写 酵i素を用 い な い でRT-

PCRを 行 った もの(陰 性 コ ン トロ ー ル)。 Case No.は

第1表 に掲 載 さ れ て い る ドッ トプ ロ ッ トの 検 体 番 号 に 一

致.(Suzuki T et al:Int J Oncol 17:1131-1139,

200053>のFig.2を 許 可 を得 て 転 載)

ヒ トNotch4の 発 現 量 は増 殖 期 か ら分 泌 期 に な る と有 意

に 減 少 した(P〈0.005,第3図A).ヒ トNotchlに つ

い て は増 殖 期 と分 泌 期 とで は 有 意 な 差 を 認 め な か った

(第2図A,第3図B)。

2.ヒ トNotch4お よ び ヒ トNotchlの 子 宮 内 膜 癌 に お

け る発 現

 子 宮 内 膜 癌 に お け る ヒ トNotch4の 発 現 の有 無 を調 べ

るた め に ノ ーザ ン プ ロ ッ ト解析 を 行 った.正 常 子 宮 内 膜

の 時 と同 様 に ヒ トNotch4は 子 宮 内 膜 癌 に お い て もノ ー

ザ ンプ ロ ッ ト解析 で は そ の 発 現 を 確 認 で きな か った(第

1図).子 宮 内 膜 癌 に お い て ヒ ト!>�ch4が 全 く発 現 し

て い な い の か,あ る い は発 現 量 が 微 量 の た め に検 出 で き

な い の か を確 認 す る た あ に,12個 の子 宮 内 膜 癌 サ ン プ

ルか ら抽 出 した ポ リー(A)+RNAを 用 いて ドッ トプ ロ ッ

ト解 析 を 行 った.第2図Bに 示 した よ うに ヒ トNotch4,

ヒ ト1>�chlと もに そ の発 現 を 確 認 す る こ とが で きた .

Image Analyzerを 用 いて ドッ トの シ グナ ル 強度 を解 析

し統 計 学 的処 理 を 行 った 結 果,ヒ ト1>�ch4は 正 常 子 宮

内 膜 よ り子 宮 内 膜 癌 にお いて そ の 発 現 量 が 有 意 に減少 し

て い る こと が確 認 され た(P〈o.oi,第3図C).一 方,

ヒ トNotchlの 発 現 量 は ヒ ト1>�ch4と は異 な り,子 宮

内 膜 癌 に お い て そ の 発 現 量 が 有 意 に増 加 して い た(P〈

0.05,第3図D)。
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第3図 A,B:正 常 子 宮 内 膜 の増 殖 期 と分 泌 期 に お け る ヒ

 トNotch4(A)お よ び ヒ トNotchl(B)の 発 現 量 の比 較.

 増 殖 期 に お け る ヒ ト!>�ch4の 発 現 量 は 分 泌 期 に 比 較 し

 て 有 意 に増 加 して い る(P<0.005,n=6).ヒ ト1>�chl

 の 発 現 は 有 意 な差 を 認 め な か っ た(n=6).C, D:正 常

 子 宮 内 膜 と子 宮 内 膜 癌 に お け る ヒ トNotch4(C)お よ び

 ヒ トNotchl(D)の 発 現 量 の 比 較.子 宮 内膜 癌 は正 常 子

 宮 内 膜 と比 較 して,ヒ トNotch4の 発 現 量 は有 意 に減 少 し

 て お り(P〈0,01,n=12),逆 に ヒ ト1>b励1で は 有 意 に

 増 加 して い る(P>0.05,n=12).そ れ ぞ れ の バ ー は12

 検 体 の平 均 値 ±標 準 偏差 を 示 す.P:正 常 子 宮 内 膜 の増 殖 

期,S:正 常 子 宮 内膜 の 分 泌 期, N:正 常 子 宮 内 膜(増 殖

 期 お よ び 分 泌 期),T:子 宮 内 膜 癌, N. S.:有 意差 無 し.

 (Suzuki T et al:lnt J Oncol 17:1131-1139,200053'

 のFig.3を 許 可 を 得 て転 載)

3.正 常 子 宮 内 膜 お よ び 子 宮 内 膜 癌 に お け る ヒ ト

Notch4の 局 在

 ノ ー ザ ンプ ロ ッ トや ドッ トプ ロ ッ ト解 析 で は正常 子 宮

内 膜 や子 宮 内 膜 癌 組 織 全 体 か ら全RNAま た は ポ リ ー

(A)+RNAを 抽 出 した もの を用 い た が,こ れ らの 組 織

には腺 細胞,間 質細 胞,癌 細胞,血 管 内皮細 胞 な ど,様 々

な細 胞 が 含 ま れ て い る.し た が って,内 膜 組 織 や癌 組 織

の ど の細 胞 に ヒ ト1>�ch4が 発現 して い る のか は ノ ー ザ

ン プ ロ ッ トや ドッ トプ ロ ッ ト解 析 で は検 出 す る こ とが で

きな い.し か し,ヒ トNc)tch4や ヒ トNc)tchlタ ンパ ク

の子 宮 内 膜 や子 宮 内膜 癌 に お け る機 能 を推 定 す る に あ た

り,ど の 細 胞 で発 現 して い るか を知 る こ とは非 常 に重 要

で あ る.そ こで,ヒ トNotch4プ ロ ー ブ(N4-3'UTR)お

よ び ヒ トNotchlプ ロ ー ブ(Nl-3'END)を 用 い てin

situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンを 行 っ た.第4図Aに 示

す よ うに,正 常 子 宮 内 膜 で は ヒ ト1>�ch4遺 伝 子 は主 に

腺 細 胞 に発現 して い る こ とが確 認 で き た.ま た弱 いな が

らも,間 質 細 胞 に も発 現 して い る こ とが確 認 さ れ た.ヒ

ト1>�chl遺 伝 子 も主 に腺 細 胞 で 発 現 して い る ことが 確

認 さ れ た(第4図B).子 宮 内 膜 癌 組 織 で は,ヒ ト

Notch4お よ び ヒ ト1>�chlは と も に癌 細 胞 に 発 現 を認

め た.ま た,正 常 子 宮 内膜 と は異 な り,間 質 細 胞 に お い

て も癌 細 胞 と同等 の レベ ル で発 現 して い る ことが 確 認 で

き た(第4図C,D).

考  察

 本 研 究 で は,正 常 子 宮 内膜 お よ び子 宮 内膜 癌 に お け る

ヒ トNotch4お よ び ヒ ト1>�chl遺 伝 子 の時 間 的 空 間 的

発 現 を 明 らか に し,ヒ トNotch4お よ び ヒ トNotchl遺

伝 子 の正 常 子 宮 内 膜 お よ び子 宮 内 膜癌 にお け る機能 を推

察 した.

 ノー ザ ン プロ ッ ト解 析 で は正 常 子 宮 内 膜 お よ び子 宮 内

膜癌 に お いて ヒ トNotch4転 写 産物 は検 出 で き なか った.

しか しな が ら,PCRを16サ イ ク ル行 った後 の ドッ トプ

ロ ッ ト解 析 を行 う こ とに よ って正 常 子 宮 内膜 お よ び子 宮

内膜 癌 の す べ て の サ ンプ ル にお い て ヒ トNotch4と ヒ ト

1>�chlを 検 出 す る こ とが で き た.以 上 の こ とか ら,ノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト解 析 に よ って ヒ トNotch4と ヒ ト1>�chl

を検 出 で きなか っ た理 由 と して,正 常 子 宮 内 膜 や 子 宮 内

膜 癌 で の発 現 量 が微 量 で あ る こ と が考 え られ た.ま た,

in situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンで 発 現 を確 認 で き た理

由 と し て は ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト解 析 よ り も感 度 の 高 い

RNAプ ロ ー ブ を使 用 した こ と,発 色 を 検 出で き る ま で

発 色 時 間 を長 く した こ とに よ る と考 え られ た.

 ヒ トNotch4の 発 現 量 は月経 周 期 に あ わせ て 変 化 した.

そ の 発現 は,増 殖 期 か ら分 泌 期 に移 行 す る と有 意 に減 少

して い た(P〈0.005).月 経 周 期 に お い て ヒ トNotch4

の発 現量 が増 加 して い る時 期 は子 宮 内膜 の腺 細 胞 や間 質

細 胞 で 細 胞 分 裂 が 見 られ る 時期 と一 致 して い た.増 殖 期

に ヒ ト1>�ch4の 発 現 量 が増 加 して い る こ と は,今 ま で

に知 られ て い るNotchフ ァ ミ リー の 機 能 の1っ で あ る

「秩 序 だ った 細 胞 増 殖 の状 態 を 保 っ て お く」 こと と一 致

して い た46).す な わ ち,増 殖 期 で そ の 発 現量 が 高 い状 態

に あ る ヒ トNotch4が 子 宮 内 膜 の腺 細 胞 に増 殖 期 の 表 現

型 を示 す よ うに機 能 して い る と考 え られ た.さ らに,ヒ

ト1>�ch4の 発 現 量 は分 泌 期 に な る と減 少 して お り,ヒ
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鈴木 子宮内膜癌 ての ハ碗 腕4,Notchlの 発現異常
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第4図 A,B'正 常 子 宮 内 膜(増 殖 期)の 切 片 て, N4-3'UTRア ンチ セ ン スプ ロー ブ(A)お よ ひN1-3'

 ENDア ンチ セ ンス プ ロー ブ(B)を 用 いて そ れぞ れzn sztuハ イ ブ リダ イ ゼ ー ン ヨ ンを行 った.ヒ

 トNotch4,ヒ トNotchlと もに 内膜 腺 細 胞 で 発 現 を 認 あた. C, D 子 宮 内 膜 癌(類 内 膜 腺 癌, G2)

 の 切 片 に 対 してN4-3'UTRア ン チ セ ンス プ ロー ブ(C)お よ ひN1-3'ENDア ン チ セ ンス プ ロ ー ブ

 (D)を 用 い た 子 宮 内膜 癌 て は 癌 細 胞 と間 質 細 胞 の両 方 て ヒ トNotch4と ヒ トNotchlの 発 現 を認

 め た.E, F 正 常 子 宮 内膜(増 殖 期)(E)お よ ひ子 宮 内膜 癌(類 内 膜 腺 癌)(F)の 切 片 に対 し

 てN4-3'UTRセ ンス プ ロ ー ブ(E)お よ ひN1-3'ENDセ ンス プ ロ ー ブ(F)を 用 い た セ ン ス プ

 ロ ー フ て は陽 性 反 応 を 認 め な い.(SuzuklTetal IntJOncol l7'1131-1139,200053)のFig

 4を 許可 を 得 て転 載)
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ト1>�ch4の 発 現 量 の低 下 が腺 細 胞 の 増 殖 期 の表 現 型 を

分泌 期 の表 現 型 に変 化 させ る機 能 と関 連 が あ る と考 え ら

れ た.ヒ トNotch4の 発 現 量 は有 意 な差 を も って 月 経 周

期 に お い て 変 化 して い たが,ヒ ト!>�chlの 発 現 量 にっ

い て は増 殖 期 か ら分 泌 期 に な る と減 少 す る傾 向 は あ る も

の の,統 計 学 的 に は有 意 で はな か っ た(第3図B).ド ッ

ト プ ロ ッ ト解 析 の 結 果 か ら,ヒ ト!>�ch4も ヒ ト

Notchlも 月 経 周 期 を通 じて 同様 の傾 向 で変 動 す るの で,

正 常 子 宮 内 膜 にお い て ヒ ト1>�chlは ヒ ト1>�ch4と 同

様 の 機 能 を 持 って い る と推 察 さ れ るが,ヒ ト1>�ch4に

比 較 して ヒ トNotchlは 月 経 周 期 に お け る子 宮 内 膜 の変

化 へ の 関与 は少 な い こと が示 唆 さ れ た.し か しな が ら,

Notchl変 異 マ ウ ス で は,胎 児 の 発 生 過 程 で 秩 序 を失 っ

た体 節 形 成 を 示 す こ とか ら,Notchlが 体 節 形 成 の過 程

で協 調 的 に機 能 して い る こと が示 唆 され て い る47).し た

が って,そ の 相 同 遺 伝 子 で あ る ヒ ト!>�chlが 正 常 子 宮

内膜 に お いて も正 常 構 造 を 構 成 す るの に少 なか らず 関与

して い る と考 え られ た.

 ま た,月 経 周 期 に よ って 変化 す る こ とか ら,エ ス トロ

ゲ ンとの関 連 性 の有 無 につ い て考 察 され るべ きで あ るが,

現 在 まで の と こ ろ1>�chと エ ス トロ ゲ ン の シ グ ナ ル伝

達 の関 連 性 を示 唆 す る報 告 はな く,今 後 の さ らな る検 討

を要 す る と思 わ れ る.

 ドッ トプ ロ ッ ト解 析 にお い て,正 常 子 宮 内膜 に比 較 し

て子 宮 内膜 癌 で は,ヒ トNo tch4の 発 現 量 は有 意 に減 少

して い た(P〈0.Ol).子 宮 内膜 癌 の 発 生 母 地 で あ る増

殖 期 内 膜 と子宮 内膜 癌 で比 較 を す れ ば さ らに有 意 に減 少

して い た.こ こで,in situハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンの

結 果 とあ わ せ て考 察 す る と,子 宮 内膜 癌 で は癌 細 胞 と間

質 の両 方 に ヒ トNotch4が 発 現 して い るた め,正 常 子 宮

内 膜 よ り発 現量 が増 加 して い る と考 え る こ とが で き る.

しか し,こ れ は発 現 量 の少 な い ヒ ト1>�ch4の シグ ナ ル

を検 出 す るた め に,長 時 間発 色 反 応 を お こな った た めで

あ り,し か も,正 常 子 宮 内膜 に お け る発 色 反 応 時 間 よ り

も長 くな って い る.こ の こ と よ り,in situハ イ ブ リダ

イ ゼ ー シ ョンの結 果 は定 量 性 に乏 し く,む しろ ドッ トプ

ロ ッ ト解 析 の結 果 が定 量 的 で あ る と考 え られ た.

 この 結 果 は今 ま で の腫 瘍 との関 連 にっ い て の報 告,っ

ま り腫 瘍 性 変 化 に よ ってTAN-1(ヒ トNotchl)や マ ウ

スNotch4/int-3な どの1>�ch相 同 遺 伝 子 で は,そ の 細

胞 内領 域 が過 剰 発 現 して い る28.42)こと とは 反 対 の 結 果 で

あ る.こ の一 見 矛 盾 した結 果 は ヒ ト1>�ch4遺 伝 子 の 構

造 が他 の1>�ch相 同 遺 伝 子 と異 な る こ と か ら説 明 しう

る.ヒ ト1>�ch4遺 伝 子 はEGF-likeリ ピ ー ト数 が 他 の

Notch相 同 遺 伝 子 よ り も少 な い た め(1>�chl,36;

Notch2,36;ノ 〉�ch3,34;Notch4,29), Notchフ ァ ミ

リー の 中 で はNotch4が 最 も相 同性 の 低 い遺 伝 子 で あ る

と報 告 さ れ て い る32).さ らに,ヒ ト1>�ch4のcdc 10領 域

を ヒ トNotchl,ヒ トNotch2,マ ウ スNotch3と い った他

の相 同 タ ンパ ク の同 領 域 と比 較 す る と,そ れ ぞ れ63%,

66%,65%の 相 同性 しか認 め られ な い.こ れ らの こ と

か ら,ヒ トNotch4は 異 な った シ グ ナ ル伝 達 や機 能 を 示

す別 の リガ ン ドが 存 在 す る可 能 性 もあ る.そ の た め に,

腫 瘍 性 変 化 に伴 って ヒ トNotch4で は こ れ ま で報 告 され

て い る他 の1>�ch相 同 遺 伝 子 と は 異 な る挙 動,す な わ

ち発 現 量 が 減 少 す る も の と考 え られ る.さ ら に,HPV

誘 因 の 子 宮 頸 癌 に お いて ヒ トNotchlの 発 現 が減 少 し,

ヒ トNotch2の 発 現 が維 持 ま た は増 加 して い る と い う報

告48)か ら も,子 宮 内 膜 癌 に お い て は,ヒ トNotch4と ヒ

ト1>�chlの 発現 量 の相 違 が あ る と考 え られ た.

 ま た 胎 児 にお け る1>�ch活 性 に 関 す る研 究 で は,い

くっ か あ る1>�chの 機 能 の主 な もの と して 上 皮 の発 生

ま た は そ の状 態 を維 持 す る機 能 が報 告 され て い る こ とか

ら8),正 常 子 宮 内 膜 に お け る ヒ トNotch4の 機 能 の1っ

と して正 常 内 膜上 皮 構造 の維 持 とい う ものが 考 え られ る.

これ らの こ とよ り子 宮 内膜 に お け る ヒ トNotch4の 発 現

の減 少 に よ って 内膜 の正 常 な細 胞 増 殖 状 態 と組 織 構 築 を

維 持 で きな くな り,異 常 な 細 胞 増 殖,つ ま り,子 宮 内 膜 の

癌 化 に関与 す る もの と考 え られ る.し た が って,子 宮 内膜

癌 の 発生 機 序 は マ ウ ス にお け る乳 癌 や ヒ トの 白血 病 と は

異 な る こ とが推 察 され る.

 ドッ トプ ロ ッ ト解 析 にお い て,ヒ ト1>�ch4と は反 対

に ヒ ト1>�chlの 発 現 量 は正 常 子 宮 内 膜 よ り子 宮 内 膜 癌

に お い て 有 意 に 増 加 し て い た の で(P<0.05),ヒ ト

Notchlも 子 宮 内 膜 癌 の 発 生 に 関 与 して い る こ と が考 え

られ,ヒ トにお け る新 生 物 の 発 生 に関 与 して い る とい う

以 前 に報 告 され て い る結 果 と も一 致 す る28.43).しか し,

ヒ トNotchlに お いて 増 殖 期 内膜 と子 宮 内 膜 癌 を比 較 し

た場 合 に は発 現 量 の差 が有 意 で な くな る こ とか ら,発 現

量 の変 化 が大 きい ヒ トNotch4の 方 が 子 宮 内 膜 癌 の発 生

に,よ り関 与 して い る もの と思 わ れ た.

 ヒ トNotch4遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー領 域 に は2っ の

GATA認 識 領 域 と推 定 され る部 位 が あ る こ と が報 告 さ

れ て い る32).GATA転 写 因 子 は細 胞 系 譜 特 異 的 な運 命 決

定 に関 与 して い る49～52)ため,細 胞 系 譜 特 異 的 な運 命 決 定

の 場 面 で はGATA転 写 因 子 が ヒ トNotch4の 発 現 を 調

節 して い る こ と を 示 唆 し て い る.こ の こ と か ら ヒ ト

Notch4の 発 現 の 減 少 がGATA転 写 因 子 を 介 して い る

とす れ ば,細 胞 系 譜 に非 特 異 的 な 運 命 決 定 が 行 わ れ,秩

序 を 失 った細 胞 の増 殖 を引 き起 こ し,結 果 と して 子 宮 内
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鈴 木:子 宮 内膜癌 でのNotch4,1>�chlの 発現異常

膜 癌 で み られ る腺 細 胞 の乱 れ た 配列 を 引 き起 こす こ とが

推 察 され る.こ の 推 察 は,in situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ

ン の 結 果 か ら も裏 付 け ら れ る.ヒ トNotch4,ヒ ト

Notchlと もに,正 常 子 宮 内膜 で は腺 細 胞 に強 く発 現 し

て い る の に対 して 間 質 で は わ ず か な 発 現 しか 認 め られ な

い が,癌 組 織 で は癌 細 胞 と間 質 とに 発 現 し,そ の 差 が 明

確 で は なか っ た.っ ま り癌 組 織 で は 腺 細 胞 と間 質 細 胞 の

間 でlateral specification(側 方 特 異 化)が 機 能 して お

らず,細 胞 が あ る特 定 の方 向 へ運 命 決 定(分 化)さ れ て

い な い も の と考 え られ た.こ れ は ヒ トNotch4と ヒ ト

Notchlの 発 現 が正 常 子 宮 内 膜 あ る い は子 宮 内 膜 癌 組 織

で同 一部 位 に観察 され た とい うin situハ イ ブ リダ イ ゼー

シ ョンの 結 果 か らか ら も支 持 され る.さ らに この 結 果 は

これ ら2つ の タ ンパ ク が正 常 内 膜 構 造 を 維 持 す る に あ

た り協 調 的 に機 能 して い る こ と も示 して い る と考 え られ

た.

 今 回 の 研 究 で は,正 常 子 宮 内 膜 と比 較 して子 宮 内 膜 癌

に お い て ヒ ト1>�ch4の 発 現 が 減 少 して お り,一 方 で ヒ

トNotchlの 発 現 量 は増 加 して い る こ とを 示 した.こ の

こ とは ヒ ト1>�ch4と ヒ ト1>�chlの 発 現 量 比 の変 化 が,

正 常 な細 胞 の 運 命 決 定 や 秩 序 だ っ た細 胞 増 殖 の 破 綻 を 通

して子 宮 内 膜 癌 の 発 生 に関 与 して い る こ とを 示 唆 す る も

ので あ る と考 え られ た.

総  括

 正常子宮内膜および子宮内膜癌におけるヒト1>�ch4

およびヒト1>�chl遺 伝子の役割に関 して検討を行い,

以下の結果を得た.

 1.正 常子宮内膜および子宮内膜癌組織においてヒト

Notch4お よびヒ ト1>�chlが 発現 していることが確認

された.

 2.月 経周期 によって ヒ トNotch4の 発現量が増殖期

内膜で増加 し,分 泌期では低下す ることが確認され,正

常子宮内膜の増殖期から分泌期への変化に関与 している

ことが示唆された.

 3.in situハ イブリダイゼーションを行 った結果,ヒ

ト1>�ch4お よびヒトNotchlは 正常子宮内膜では主に

内膜腺細胞に,ま た子宮内膜癌では癌細胞 とその間質細

胞にも発現 していた.

 4.子 宮内膜癌 におけるヒ ト1>�ch4の 発現量は正常

子宮内膜 と比較 して減少 していた.一方,ヒ ト1>�chl

は正常子宮内膜より子宮内膜癌にて発現量が増加 してお

り,両者の発現量比の変化が,正 常な細胞の運命決定や

細胞増殖の破綻を通 して子宮内膜癌の発生に関与 してい

る こ とが 示 唆 され た.

 稿を終えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜りました慶鷹

義塾大学医学部産婦人科学教室野澤志朗教授に深謝いたし

ます.ま た,実 験の技術面で援助をいただきました国立遺

伝学研究所発生工学研究室の中辻憲夫教授(現,京 都大学

再生医科学研究所再生統御学研究部門発生分化研究分野教

授),白 吉安昭助手(現,鳥 取大学医学部生命科学科分子

細胞生物学講座細胞工学分野助教授),同 田村勝博士(現,

国立遺伝学研究所系統生物研究センター哺乳動物遺伝研究

室助手),同 湯浅喜博氏(現,国 立遺伝学研究所発生遺伝

研究部門研究員)に 感謝いたします.ま た,実 験を様々な

面から援助して下さった慶慮義塾大学医学部産婦人科学教

室青木大輔講師,宇 田川康博講師(現,藤 田保健衛生大学

産婦人科教授),産 婦人科第一研究室諸兄に感謝いたしま

す.

 本研究の要旨の一部は,第28回 婦人科腫瘍学会学術集会

において報告 した.なお,本研究の一部は平成11年 度医学

部研究奨励費により行われた.
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