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論 文 内 容 要 旨（和文） 

学位論文題名 

多嚢胞性卵巣症候群患者子宮内膜と子宮内膜培養細胞におけるアンドロゲン

受容体発現にメトホルミンが与える影響についての検討 

（目的）多嚢胞性卵巣症候群(Polycystic ovary syndrome; 以下 PCOS) は性成熟期女性の 5

～10%相当が罹患する比較的頻度の高い内分泌疾患であり、月経異常や排卵障害、不妊症

が問題となる。また流産率も高いことが知られ、子宮内膜の異常、特にアンドロゲン受

容体(androgen receptor 以下 AR)の過剰発現が原因として指摘されている。当講座の先行

研究は、PCOS患者へのメトホルミン投与が子宮内膜における AR発現を内服後に低下さ

せたことを明らかにした。本研究では第 1 に、テストステロンによって制御される

HOXA10 という分子に着目し、HOXA10 発現と AR 発現の関連を解析することを目的と

した。第 2にメトホルミンが子宮内膜 AR発現に与える影響を解析するため、子宮内膜培

養細胞を用い、テストステロンとメトホルミンを添加することにより、AR蛋白量と局在

がどのように変化するかを検討した。（方法）はじめに PCOS患者子宮内膜組織を用いた

実験として、先行研究の残余検体が確認できた 3症例について ARと HOXA10の免疫組

織染色を行い、メトホルミン加療前後の発現様式変化を検討した。つぎに培養細胞を用

いた実験として、メトホルミンが子宮内膜上皮細胞と間質細胞それぞれの AR発現に与え

る影響を検討するため、上皮細胞のモデルとして子宮内膜腺癌細胞株(以下 Ishikawa cells)

を、間質細胞のモデルとして子宮内膜間質細胞株（以下 HESCs）を使用した。培養液中

にテストステロンとメトホルミンを添加し、ウエスタンブロット法を用いて AR発現量の

変化を検討し、蛍光細胞免疫染色法により AR 局在の変化を評価した。（結果）PCOS 患

者子宮内膜組織を用いた実験では、今回検討を行った 3 症例に共通して、メトホルミン
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（2019年公開予定） 

 

内服後に AR 発現は腺上皮細胞、間質細胞ともに抑制され、間質細胞における HOXA10

発現は上昇していた。次に培養細胞を用いた実験において、Ishikawa cellsと HESCsは、

テストステロンにより AR発現が誘導され、テストステロンとメトホルミンの添加により

Ishikawa cellsでは AR発現が低下傾向を示し、HESCsでは変化を認めなかった。AR発現

の局在は Ishikawa cells、HESCsともにテストステロンを添加すると核に誘導され、テス

トステロンとメトホルミンを添加すると Ishikawa cellsにおいて発光強度が低下したが、

HESCs ではメトホルミンを添加しても変化を認めなかった。（結論）本研究では、PCOS

患者へのメトホルミン投与によって子宮内膜における AR 発現が抑制され、HOXA10 発

現は上昇した。また、Ishikawa cellsを用いた実験において AR発現はメトホルミンの添加

により、抑制される傾向があることを明らかにした。一方、HESCs において AR 発現の

変化を認めなかった。本研究の結果から、PCOS患者子宮内膜の腺上皮細胞における AR

発現の低下は一部メトホルミンの直接的作用によるものである可能性が考えられた。今

後、さらにメトホルミンが PCOS 患者子宮内膜に与える影響についての知見を蓄積する

ことにより、着床や流産率の改善、また子宮体癌予防などに貢献することが期待される。 

(1177/1200文字) 
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【緒言】 

多嚢胞性卵巣症候群 ( Polycystic ovary syndrome; 以下 PCOSとする ) は

1935 年に Stein と Leventhal によって月経異常、多毛、肥満、卵巣腫大など

の特徴的な症状を有した症例としてはじめて報告された 1)。現在、本邦にお

いては 2007 年に日本産科婦人科学会生殖・内分泌委員会で定められた診断

基準が用いられている。これは、①月経異常 ②多嚢胞性卵巣 ③血中男性ホ

ルモン高値、または LH基礎値高値かつ FSH基礎値正常の全てをみたすもの

を PCOS として定義している 2)。性成熟期女性の 5～10%相当が罹患すると

考えられており、比較的頻度の高い疾患といえる。 

PCOSの病態としては、卵巣におけるステロイド産生や卵胞発育の先天的

な異常を背景として視床下部の GnRH のパルス分泌が増加し、下垂体での

LH 分泌亢進が引き起こされると考えられている。高 LH 血症によって卵巣

莢膜細胞でのアンドロゲン分泌が増加するため、高アンドロゲン血症が生じ、

アンドロゲンの過剰及び排卵障害に伴うプロゲステロンの低下は、視床下部

でのさらなるパルス異常につながると考えられている。このように、PCOS

では視床下部－下垂体－卵巣系のいずれかに異常をきたすことで悪循環が

引き起こされている 3)。また、高アンドロゲン血症下の卵巣では、小卵胞の

発育が促進され発育卵胞数は増加するが、前胞状卵胞から胞状卵胞の段階で

卵胞発育の停止や閉鎖化が促進されるため、卵巣の多嚢胞性変化や排卵障害

が起こるとされている 4)。近年ではゲノム解析により性腺刺激ホルモン受容

体、FSHβサブユニット、インスリン受容体などが PCOSの発症に関連して

いる可能性も示唆されているが未だ不明な点も多い 3)。 
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PCOSの合併症として様々な疾患との関連が示唆されており、閉経前女性

における心血管イベント 5)や、妊娠糖尿病や妊娠高血圧症候群といった妊娠

合併症 6)、睡眠時無呼吸症候群 7)、うつや不安などのリスクが増加する 8)と

報告されている。代謝異常に関しては、特に糖代謝と密接に関連している。

PCOS患者の 20～40％にインスリン抵抗性 ( insulin resistance, IR ) が認めら

れ、PCOSに引き続いて 30～35％の症例で耐糖能異常を、8～10％の症例で 2

型糖尿病を発症するといわれている 3)。 

さらに PCOSでは初期の流産率が 30～50%と高率である 9)ことが報告され

ている。子宮内膜増殖症や子宮内膜癌の発症も多く、子宮内膜癌の罹患リス

クは 2.7倍に増加し、生涯罹患率は 9％という報告もある 3)10)。これらの背景

には、PCOS患者における子宮内膜異常の存在が推察される。原因として慢

性的な高エストロゲン状態 10）や、高アンドロゲン血症、高インスリン血症

などの存在 11)が明らかになった。また、PCOS患者子宮内膜においては、核

内受容体であるアンドロゲン受容体 ( androgen receptor , AR ) が過剰発現し、

着床障害が生じている可能性が指摘されている 12)13)。 

一方、PCOSはインスリン抵抗性と関連し、インスリン抵抗性改善薬であ

るメトホルミンはPCOS患者の排卵率を改善するという報告が多くみられる

14)15)16)17)。現在本邦では PCOS 患者の排卵誘発にクロミフェン療法が第一選

択として推奨されており、肥満、耐糖能異常、インスリン抵抗性のいずれか

を認め、かつクロミフェン単独で卵胞発育を認めなければメトホルミンの併

用が推奨されている 18)。メトホルミンが排卵率を改善するメカニズムは高イ
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ンスリン血症の改善により、卵巣でのアンドロゲン産生が低下するためと考

えられている 19)。 

近年、メトホルミン内服による子宮血流増加や 20)21)、流産率低下 22)などの

報告から、子宮に対する作用が示唆されている。メトホルミンが子宮内膜に

おける AR発現に与える影響について検討した報告は、現段階で当講座の先

行研究を含めて 2報のみである。当講座における先行研究 23)では、PCOS患

者 5 症例にメトホルミン 750mg/日を投与し、内服の前後で子宮内膜採取と

糖・内分泌パラメーターの測定を行ったところ、5症例のうち 4症例におい

て子宮内膜における AR 発現が低下したことを明らかにした。また、AR 発

現が低下していた 4 症例の糖代謝・内分泌パラメーターのうち、HOMA-IR 

( homeostatic model assessment insulin resistance ) は各症例に共通して低下し

て い た が 、 血 中 LH 、 FSH 、 遊 離 テ ス ト ス テ ロ ン 、 DHEA-S 

( dehydroepiandrostendion sulfate ) 、エストラジオール値のなかで各症例に共

通して改善を認めたパラメーターは確認できなかったことを報告した。もう

一方の研究では子宮内膜増殖症を有するPCOS患者子宮内膜の初代培養細胞

実験において、メトホルミン添加により AR発現が阻害されたことを報告し

ている 24)。 

そこで今回、我々はテストステロンによって制御される HOXA10 という

分子に着目した。HOXA10は分泌期中期において胚の着床のために子宮内膜

を分化させ、妊娠成立時には脱落膜において強発現するなど、胚の受容に不

可欠とされる転写因子である。テストステロンによりその発現が抑制され、

PCOS患者内膜においても発現が抑制されていると報告されている 25)。当講
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座の先行研究によりPCOS患者へのメトホルミン投与によって子宮内膜にお

ける AR発現が低下したことを踏まえ、本研究では第 1に子宮内膜における

HOXA10発現様式を解析し、HOXA10発現と AR発現の関連を解析すること

を目的とした。 

また当講座の先行研究では、AR 発現の低下を認めた症例に共通して改善

していた糖代謝・内分泌パラメーターはHOMA-IR以外に確認できなかった。

特に遊離テストステロン値が内服後に低下していなかった症例においても

子宮内膜における AR発現の低下を認めた。そこで第 2にメトホルミンが子

宮内膜の AR発現に直接影響するかどうか明らかにすることを目的とし、培

養細胞を用いてテストステロンとメトホルミンを培養液中に添加した場合

の、AR蛋白量とその局在の変化について検討を行った。 
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【方法】 

1. PCOS患者子宮内膜組織を用いた実験 

対象症例と検体採取 

PCOS患者子宮内膜組織の採取について、代謝疾患や内分泌異常を有さな

い新規の PCOS 患者数が少ないため、本研究では当講座の山口ら 23）により

行われた先行研究の検体を用いた。 

山口らの研究における検体採取について簡単に述べる。福島県立医科大学

附属病院 産婦人科または糖尿病・内分泌・代謝内科で PCOSの診断を受け

た患者で、臨床研究参加の同意が得られた症例を対象とした。内分泌パラメ

ーターとして、血中 LH、 FSH、遊離テストステロン、 DHEA-S 

(dehydroepiandrostendion sulfate )、エストラジオール値を、また糖代謝パラメ

ーターとして、HOMA-IR ( homeostasis model assessment-insulin resistance 

index ) につき測定を行った。肥満 ( BMI≧25 ) またはインスリン抵抗性を

有する患者に対し、メトホルミン 750mg/日内服を開始し、3 ヶ月間内服を

継続した。内服前後で採血及び子宮内膜採取を行った。先行研究において加

療の前後で子宮内膜組織を採取できたのは 5症例であった。 

本研究では、残余検体が確認できた 3症例で検討を行った。今回検討した

3症例では、メトホルミン加療前の平均年齢は 29 ± 3.79歳、全例で希発月経

の状態で、内膜は増殖期の像を示していた。メトホルミン加療後は、症例 1

は無排卵のままであったが、症例 2、3 では排卵が確認され、子宮内膜は症

例 1と症例 3が増殖期、症例 2のみが分泌期の像を呈していた。また、良性
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疾患にて子宮を摘出し、病理診断で子宮内膜の異常が確認されなかった非

PCOS患者 5症例の内膜組織を解析した。このうち増殖期症例が 2症例、分

泌期症例が 3症例であり、全症例は正常な月経周期を有していた。 

 

免疫組織化学染色法 

パラフィン包埋されていた残余検体を新たにミクロトームで 5μmに薄切

後、組織標本を作成し、ARと HOXA10の発現様式を解析した。 

まず、組織切片はキシレンにて脱パラフィンした後、濃度勾配エタノール

にて親水化した。10mMクエン酸緩衝液 ( pH6.0 ) 内でMicrowave処理し、

加熱による抗原の賦活化を行った。内因性ペルオキシダーゼの除去は 3% 過

酸化水素加エタノールで室温 5 分間の処理を行った。ブロッキング ( AR: 

goat normal serum, HOXA10: rabbit normal serum ) を 60分間施行後、4℃で一

次抗体を一晩反応させた。一次抗体の種類、濃度は AR ( rabbit polyclonal 

antibody, #Sc-815, 1:250, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA ), HOXA10 ( goat 

polyclonal antibody, #Sc-17159, 1:100, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA )とし

た。 その後 Tween添加リン酸緩衝生理食塩水 ( 0.1%Tween ) (以下 PBS-Tと

する)で 5分間の洗浄を 3回施行し、さらに PBSで 5分間の洗浄を 1回施行

した。ビオチン化された二次抗体 ( AR: anti-rabbit antibody, HOXA10: anti-goat 

antibody ) を室温で 60分間反応させた。PBS-T と PBSで洗浄を行い、ABC 

( avidin-biotinylated peroxidase complex ) を室温で 20 分間反応させた。3, 

3’-diaminobentidine ( DAB; #D5905, Sigma-Aldrich, MO, USA) 溶液にて発色反
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応を室温下で 2分間行った後、ヘマトキシリンを用い核染色した。濃度勾配

エタノールによる脱水後、キシレン処理を行い、マリノールにて封入した。 

ARは前立腺癌組織を陽性対照とし、HOXA10は正常子宮内膜における発

現が報告されているため 26)、良性疾患を有し、子宮内膜の病理診断で異常が

確認されなかった非PCOS患者子宮の内膜組織検体を陽性対照としても用い

た。前立腺癌と子宮内膜の組織検体は共に手術で摘出され、その一部を研究

利用することに同意が得られたものである。陰性対照については、一次抗体

を使用せず、その他の処理は同様に行った。 

 

組織標本の観察と評価方法 

子宮内膜組織標本は、Olympus BX51光学顕微鏡 ( Olympus, Tokyo, Japan )

を用いて観察した。子宮内膜期別分類は Noyes の criteria27)を用いて行った。

染色強度は HSCORE による評価を行い 23)28)、半定量化した。具体的には、

400倍に拡大して得られた任意の視野で、以下のように染色濃度を 5段階に

分けた（0、1＋、2＋、3＋、4＋; 0は染色されていない状態、1＋は軽度、2

＋は中等度、3＋は高度、4＋は極めて高度に染色された状態）。それぞれの

陽性細胞の分布割合を%で表し( P0、P1、P2、P3、P4 )、HSCORE =Σ Pi( i

＋1 ), i = 0, 1, 2, 3, 4 ( Pi; 0-100% )の公式を用い算出した。測定は独立した 2

名で行った。 [intraobserver (AR: r=0.96, HOXA10: r=0.88 ), interobserver (AR: 

r=0.94, HOXA10: r=0.92 )] 測定値は症例数が少ないため統計学的解析は行

わず、加療前後における発現様式変化の傾向について検討した。 
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2. 培養細胞を用いた実験 

細胞培養法とテストステロン及びメトホルミン添加濃度 

本研究ではメトホルミンが子宮内膜上皮細胞と間質細胞それぞれのAR発

現に与える影響について検討するため、子宮内膜上皮細胞のモデルとして

Ishikawa cells ( 子宮内膜腺癌細胞株 ) を、子宮内膜間質細胞のモデルとして

HESCs ( 子宮内膜間質細胞株、Human Endometrial Stromal Cells 以下 HESCs

とする)の 2 種類の細胞株を使用した。培養液として、Ishikawa cells は 

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium – low glucose ( without phenol red, #D5921, 

Sigma-Aldrich, MO, USA ) を、HESCsは Dulbecco's Modified Eagle’s Medium / 

Nutrient Mixture F-12 Ham ( without phenol red, #D2906, Sigma-Aldrich, MO, 

USA )を使用し、共に培養液へ 10% Fetal bovine serum ( #10099-141, Gibco, CA, 

USA )を添加した。さらに、Ishikawa cells には 2% L-Glutamine ( #G7513, 

Sigma-Aldrich, MO, USA ) と 1% Penicillin-streptomycin mixture ( #168-23191, 

Wako, Osaka, Japan )、HESCs には 0.15% 炭酸水素ナトリウム ( #S5761, 

Sigma-Aldrich, MO, USA )、1% ITS＋Premix ( c#354352, Corning, NY, USA )、

0.005% Puromycin ( #P9620, Sigma-Aldrich, MO, USA ) を添加した。細胞は共

に 37℃、5% CO2の条件で培養を行った。 

まず、Ishikawa cells、HESCsともに、2×104cells/cm2の濃度で細胞を播種し、

継代後 24時間培養した。ウシ胎児血清( Fetal bovine serum, 以下 FBSとす

る)を含まない培地に交換してさらに 24 時間培養（血清飢餓）を行った 29)。

培養細胞は後述の如く 3 群に分け、培養液中にテストステロン( #T1500, 

Sigma-Aldrich, MO, USA )とメトホルミン( #1115-70-4, Wako, Osaka, Japan )を
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添加して 48 時間培養を行った 30)31)。それぞれ、T 群（テストステロンのみ

を添加）、T＋M 群（テストステロンとメトホルミンを添加）、C 群（テスト

ステロンとメトホルミンの溶媒のみを添加）とした。テストステロンは無水

エタノールで飽和溶解液を作成し、PBS(-)で希釈した。添加するテストステ

ロンの濃度は 10-5Mに 25)設定した。メトホルミンはPBS(-)で溶解液を作成し、

添加するメトホルミンの濃度はウエスタンブロット法では 10-3、10-4、10-5M

に 29)32)、蛍光免疫細胞染色法では 10-2Mに 30)31)33)設定した。これらの条件で

培養した細胞をウエスタンブロット法と蛍光免疫細胞染色法にそれぞれ用

いた。また、テストステロンは生理的血中濃度が 10-9Mから 10-8Mに相当す

るため、生体内と比較すると高い濃度で添加しているが、先行研究 25)では

10-5Mの濃度を用いていたことから、本研究においても 10-5Mのテストステ

ロンを添加して AR発現を誘導した。メトホルミンに関しても、添加した濃

度はヒトにおける有効血中濃度よりも高濃度であるが、先行研究 29)30)31)32)33)

にならい、10-2、10-3、10-4、10-5Mの濃度のメトホルミンを添加した。 

 

ウエスタンブロット法 

Ishikawa cells、HESCs を 60mmディッシュにそれぞれ継代し、先述の条件

で培養後、テストステロンとメトホルミンの投与を行った。培養終了後、タ

ンパク抽出を行った。はじめに培地を除去して PBS(-)で 3回洗浄し、タンパ

ク抽出液を加えた。タンパク抽出液は T-PER ( #78510, Thermo Scientific, IL, 

USA) にタンパク質分解酵素阻害剤カクテルタブレット ( cOmplete, Mini, 

EDTA-free #11836170001, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany )を加えて作
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成した。セルスクレーパーを用いて抽出液中で細胞を培養皿から剥がし、氷

上で 15 分間静置した。サンプルをマイクロチューブに集め、数秒ホモジナ

イズを行った。予冷しておいた高速遠心機にて細胞成分を沈殿させ

( 15000rpm、10 分、4℃ )、上清を回収してタンパク抽出液を得た。これら

のサンプルは 2×SDS sample buffer [ 10mM Tris-HCL(pH6.8), 4% SDS, 20% 

Glycerol, 0.1% Bromophenol Blue, 0.25M DTT, 2.5mM Sodium acetate (pH:5.0) ] 

液と等量ずつ混和し、90 ℃で 5分加熱処理して SDS化し、ウエスタンブロ

ット用のサンプルとした。タンパク質濃度は Bradford法を用いて測定した。 

ウエスタンブロットは、SDS 化したサンプルを Mini-PROTEAN TGX 

precast gels ( 4-15% #4561083, Bio-Rad Laboratories, CA, USA ) の各レーンに

アプライし、SDS-PAGE ( 100V、60分) を行った。Trans-Blot Turbo Transfer 

Pack ( #1704156, Bio-Rad Laboratories, CA, USA ) を用いて 0.2μmの PVDF膜

に転写した ( 25V、10分)。転写後のメンブレンは Tween添加トリス緩衝生

理食塩水 ( 0.1%Tween ) (以下 TBS-Tとする)で 10分間洗浄した後、ブロッキ

ングを行った。ブロッキング液は 5%スキムミルク/TBS-Tを用い、室温で 60

分間処理をした。一次抗体 AR ( rabbit monoclonal antibody, #ab133273, Abcam, 

Cambridge, UK ) はブロッキング液にて 1:1000に希釈し、4℃で一晩反応させ

た。洗浄後、二次抗体[ Goat anti-rabbit IgG H＆L(HRP) preadsorbed ( #ab97080, 

Abcam, Cambridge, UK ) ]をブロッキング液で1:5000に希釈して室温で1時間

反応させた後、洗浄を行った。洗浄は全て TBS-Tで行い、ECL Prime Western 

Blotting Detection reagent ( #RPN2232, GE Healthcare, NJ, USA ) によって化学

発光させ，Amersham Imager ( GE Healthcare, NJ, USA ) を用いて撮像した。

陽性対照にはマウス精巣ライセートを用いた。陰性対照については、一次抗
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体のみを使用せず、その他の処理は同様に行った。内在性コントロールを評

価するため、Restore PLUS Western Blot Stripping Buffer ( #46430, Thermo 

Scientific, IL, USA )で 30 分処理して抗体を除去した後、先述と同じ条件で

GAPDH ( rabbit polyclonal antibody, #ab9485, 1:1000, Abcam, Cambridge, UK )

を検出した。これらのバンド強度を数値化し、AR/GAPDH Intensity値を算

出して定量的評価を行った。同様の検討を 3 回繰り返し、T 群における

AR/GAPDH Intensity値を 1としたときの各群の Intensity値を求め、Mean±

SEM を算出した。統計学的有意差については、一元配置分散分析( one-way 

analysis of variance; one-way ANOVA )を行った 30)31)。 

 

蛍光免疫細胞染色法 

Ishikawa cells、HESCs をそれぞれ 8well チャンバースライドに継代後、先

述の条件で培養し、テストステロンとメトホルミンを添加した。培養終了後

は培地を除去後、PBS(-)により洗浄し、蛍光免疫染色を行った。具体的には、

4%パラホルムアルデヒド/ PBS ( #163-20145, Wako, Osaka, Japan ) を 15分間

室温で反応させて固定し、0.5% Triton-X ( T-8532, Sigma-Aldrich, MO, USA ) in 

PBS(-) を同様に 15分間室温で反応させて透過処理とした。抗体の希釈には

3% BSA/PBS(-) を用い，一次抗体 ( AR, rabbit monoclonal antibody, #ab133273, 

1:100, Abcam, Cambridge, UK ) は 4℃で一晩反応させた。二次抗体 ( Donkey 

Anti-Rabbit IgG H＆L(Alexa Fluor 488 ) Donkey polyclonal Secondary Antibody, 

#ab150073, 1:1000, Abcam, Cambridge, UK ) は室温下で 60分間反応させ、二

次抗体以降の処理は遮光下で行った。抗体反応後はそれぞれ PBS(-)で 5分間
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の洗浄を 4回行い、DAPI添加封入剤 Pro Long Gold Antifade Mountant with 

DAPI ( #P36941, Thermo Scientific, IL, USA ) により封入した。Ishikawa cells

において ARが発現していることはすでに確認されているため 34)、これを陽

性対照とした。陰性対照については、一次抗体を使用せず、その他の処理は

同様に行った。撮像には共焦点レーザー顕微鏡システム OLYMPUS FV1000 

( Olympus, Tokyo, Japan ) を使用した。 
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【結果】 

1. PCOS患者子宮内膜組織を用いた実験 

非 PCOS患者の子宮内膜における AR及び HOXA10発現様式 

PCOS患者子宮内膜の検討を行うにあたり、まず染色方法とその結果が適

正であるかを評価するために陽性、陰性対照検体の染色を行った（図 1）。

AR の陽性対照では前立腺癌組織において上皮細胞の核と間質細胞の一部の

核が染色された。HOXA10の陽性対照では子宮内膜間質細胞の核が染色され

た。一方、陰性対照では AR、HOXA10ともに全く染色されなかった。これ

らの結果から、染色方法とその結果は適正であると判断した。 

これまでに非 PCOS 患者の子宮内膜において AR と HOXA10 発現の関連

を調べた研究はないため、まず、非 PCOS 患者について検討を行った。非

PCOS 患者 5 症例の子宮内膜を用いて AR と HOXA10 の免疫染色を行い、

HSCORE 値を算出した。5 症例に共通して、AR は腺上皮細胞の核と間質細

胞の核で発現を認めた。HOXA10は間質細胞の核でのみ発現を認めた。以後、

AR に関しては腺上皮細胞と間質細胞とに分け、それぞれの核における発現

について、HOXA10に関しては間質細胞の核における発現について評価を行

い、HSCORE値を算出した（図 1、表 1）。 

ARの腺上皮細胞における HSCORE値は、最も高値であったのは非 PCOS

症例 1で 279 ± 19.5、最も低値であったのは非 PCOS症例 5で 229 ± 10.2で

あった。間質細胞の HSCORE値については、最も高値であったのは非 PCOS

症例 1で 273 ± 16.7、最も低値であったのは非 PCOS症例 5で 230 ± 7.8であ
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った。HSCOREの平均はそれぞれ増殖期の腺上皮細胞で 265 ± 16.5、間質細

胞で 269 ± 26.4、分泌期の腺上皮細胞で 239 ± 20.5、間質細胞で 240 ± 14.3で

あった。非 PCOS患者内膜における ARの発現は腺上皮細胞、間質細胞とも

に分泌期でわずかに低下していた。 

HOXA10発現の HSCORE値は非 PCOS症例 3で 366 ± 16.5と最も高く、

最も低値であったのは非 PCOS症例 2で 259 ± 17.5であった。HSCORE値の

平均は増殖期で 293 ± 10.2、分泌期で 350 ± 17.2であった。非 PCOS患者内

膜における HOXA10の発現は増殖期と比較して分泌期で上昇していた。 

 

メトホルミン内服が PCOS 患者の子宮内膜における AR および HOXA10

発現様式に与える影響 

次に、メトホルミン内服前後における PCOS 患者内膜について、AR と

HOXA10の発現様式を解析した（図 2）。PCOS患者内膜において、ARは腺

上皮細胞の核と間質細胞の核に認め、HOXA10は間質細胞の核に局在を認め

た。AR 発現については腺上皮細胞と間質細胞にわけ、それぞれの核におけ

る発現を、HOXA10 発現は間質細胞の核における発現を評価して HSCORE

値を算出し、内服前後で比較した（図 3、表 2）。 

症例 1の AR発現は、腺上皮細胞では内服前と比較して内服後で発現が低

下し、HSCORE値は 460 ± 24.6から 311 ± 22.2へ減少していた。間質細胞に

おいても AR発現は低下しており、HSCORE値は内服前 319 ± 2.0から内服

後 290 ± 12.9へと僅かではあるが低下を認めた。HOXA10発現については内
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服前に比較して内服後で発現が上昇しており、HSCORE値は 250 ± 19.6から

298 ± 1.0へ増加していた。 

症例 2では ARの発現は腺上皮細胞、間質細胞ともに内服後で低下してい

た。HSCORE値では腺上皮細胞で 455 ± 41.2から 271 ± 22.4へ減少、間質細

胞で 375 ± 19.8から 259 ± 40.2へと減少していた。HOXA10発現についても

内服後で発現が上昇しており、HSCORE値は 271 ± 4.4から 377 ± 4.9へ増加

していた。 

症例 3においても AR発現は腺上皮細胞、間質細胞ともにメトホルミン内

服後で低下していた。ARの HSCORE値は腺上皮細胞で 346 ± 2.9から 217 ± 

7.4に、間質細胞で 342 ± 3.8から 234 ± 13.0に低下していた。HOXA10発現

については、内服後に発現上昇を認め、HSCORE値はそれぞれ 273 ± 2.8か

ら 308 ± 12.6と増加していた。 

上記の結果から、PCOS症例 1～3に共通して、メトホルミン内服後の子宮

内膜における AR発現は腺上皮細胞、間質細胞でともに抑制され、間質細胞

における HOXA10 発現は上昇していた。また、症例ごとの AR 発現低下の

傾向は当講座における先行研究の結果と同様であったことを確認した。 
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2. 培養細胞株を用いた実験 

メトホルミン添加が培養細胞の AR発現様式に与える影響 

①ウエスタンブロット法による解析 

PCOS患者子宮内膜検体を用いた検討から、メトホルミンが AR発現を抑

制し、HOXA10発現を上昇させた可能性が考えられた。子宮内膜組織を用い

た実験は、検体採取に限界があるため、子宮内膜 AR発現に対してメトホル

ミンが与える影響について培養細胞を用いて実験をすすめることにした。本

研究では、まず子宮内膜腺癌細胞株である Ishikawa cellsと子宮内膜間質細胞

株である HESCsの 2種類の細胞株を用いて、ARの発現量を解析するためウ

エスタンブロット法を施行した。 

はじめに、検討方法の妥当性を確認するためマウス精巣ライセートを陽性

対照として用いた。AR の分子量である 110kDa にバンドを検出し、陰性対

照ではバンドの検出を認めなかったことから、ウエスタンブロット法は妥当

であると判断した。 

次に、Ishikawa cellsにおける AR発現に関して（図 4-(1)）、C群で発現を

認め、T群では C群と比較してさらに発現が亢進していた。このことからテ

ストステロンにより AR発現が誘導されたと判断した。さらに T＋M群では

T群と比較して低下傾向を認めた。 
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Ishikawa cellsにおける AR/GAPDH Intensity比は濃度依存性に低下してい

た。T+M3における AR/GAPDH Intensity比は 0.70 ± 0.09と最も発現が抑制さ

れ、T群と T+M3群の間に統計学的有意差を認めた。 (図 4-(2))。 

HESCs においても AR発現の変化について Ishikawa cells と同様の検討を

行った（図 5-(1)）。C群ではわずかに AR発現を認めたが、T群では C群と

比較して発現が亢進していた。T＋M群では T群と比較して変化を認めなか

った。AR/GAPDH Intensity比についても、HESCsでは T群と T＋M群でほ

とんど差を認めなかった（図 5-(2)）。 

これらの結果から、Ishikawa cellsと HESCs において、テストステロンに

より AR 発現が誘導され、テストステロンとメトホルミンの添加により

Ishikawa cellsでは AR発現が低下傾向を示し、HESCsでは変化を認めないこ

とが分かった。 

 

②蛍光細胞免疫染色法による解析 

前項の結果から、Ishikawa cellsと HESCsに対するテストステロンとメト

ホルミン添加による AR発現量の差違が明らかになった。そこで、さらに細

胞内における AR発現の局在変化を明らかにするため、蛍光細胞免疫染色法

を施行した。代表的な画像を図 6、7に示す。 

Ishikawa cellsにおける AR発現について、C群では核に局在を認めたが、

発現の程度は軽微であった。T群でも核に局在を認め、C群と比較してその
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発現は亢進していた。T＋M2群でも核に局在があり、T群と比較すると T＋

M2群において発光強度が低下しており、AR発現が抑制されていた。 

HESCsにおける AR発現について、C群では発現量が少なく局在は不明瞭

であったが、核を中心に細胞全体で発現していた。T群では核に局在を認め、

細胞質に発現は確認できなかった。T＋M2群においても核に局在を認めたが、

T群との違いは明らかではなく、Ishikawa cellsにおいて観察されたような発

光強度の変化は認められなかった。 

これらの結果から、Ishikawa cellsにおける AR発現はテストステロンの添

加によって核に誘導され、メトホルミン添加によって発光強度が減少した。

一方の HESCs における AR 発現は、テストステロンによって核に発現が誘

導されるが、メトホルミンを添加しても明らかな変化は確認できなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

 

【考察】 

本研究では、PCOS患者の子宮内膜検体と培養細胞株を用いて、in vivo、

in vitroの両方の系からメトホルミンが子宮内膜のAR発現に与える影響につ

いて検討を行った。 

まず、非 PCOS患者内膜組織を用いた検討において、AR発現は増殖期と

比較して分泌期でやや抑制され、HOXA10発現は増殖期と比較して分泌期で

上昇する傾向にあった。ARと HOXA10の月経周期による発現様式の違いに

ついては、分泌期において AR 発現は抑制され 35)、HOXA10 は上昇する 36)

ことがそれぞれ報告されている。しかし、同一実験系を用いて、AR と

HOXA10の発現様式について解析した報告はこれまでになく、本研究では先

行研究と一致した結果を得た。 

次に、PCOS患者子宮内膜組織を用いた検討において、メトホルミン内服

前の子宮内膜における AR発現は非 PCOS患者と比較して亢進していた。メ

トホルミン内服後は内服前と比較して AR発現が低下しており、当講座にお

ける先行研究と同様の結果を得た。HOXA10 発現については、PCOS症例 1

～3全例で内服前と比較して内服後で発現が上昇していた。HOXA10の制御

機構については Ishikawa cellsを用いた研究において、テストステロンの添加

により HOXA10の発現が抑制され、AR受容体拮抗薬であるフルタミドを添

加することによってその発現が回復したと報告されており 25)、HOXA10 は

テストステロンにより制御されている分子であることが知られている。今回

の検討において HOXA10 発現が上昇した原因としては、AR 発現が低下し、
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子宮内膜におけるARを介したシグナル経路が抑制された可能性があると考

える。 

ただし、PCOS患者症例 2に関しては、メトホルミン内服後の子宮内膜は

分泌期を呈していた。正常月経周期をもつ女性の分泌期内膜においては増期

と比較してその発現が抑制されることが報告されている 12)35)一方、PCOS患

者内膜においては分泌期内膜においてもAR発現は抑制されないという報告

がある 13）。従って、分泌期における HSCORE値の低下がメトホルミン内服

によるものか月経周期自体による変化か、については更なる症例の検討が必

要と考える。 

次に、培養細胞を用いたウエスタンブロット法と蛍光細胞免疫染色法の検

討から、メトホルミンは Ishikawa cellsにおいて AR発現を抑制する傾向があ

ることが明らかになった。 

Liら 24)は、グルコース輸送体である GLUT4が正常子宮内膜細胞（主に腺

上皮細胞）に発現し、高アンドロゲン状態にある PCOS患者や PCOSラット

モデルにおいては、GLUT４が down-regulationされていることを明らかにし

た。また、子宮内膜増殖症を有する PCOS患者の子宮内膜初代培養細胞を用

いた実験において、メトホルミンは cation transporter isoforms を制御してい

ること、GLUT4 の発現を誘導し AR 発現を抑制すること、insulin receptor / 

PI3K / Akt /mTORシグナル経路を阻止していることを報告した 24)。この結果

から、著者らは PCOS患者子宮内膜においても GLUT4発現はアンドロゲン

-AR経路および insulin receptor / PI3K / Akt /mTOR経路の両者を制御している

可能性を示唆している。本研究では、子宮内膜増殖症を有する PCOS患者の
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子宮内膜ではなくPCOS患者子宮内膜検体と子宮内膜培養細胞を用いて検討

した。GLUT4の解析を行っていないが、GLUT4を介した機序で Ishikawa cells

の AR発現が低下した可能性はあると考える。 

また、HESCsではテストステロンにより誘導された AR発現はメトホルミ

ンの添加により変化せず、Ishikawa cellsの結果とは異なっていた。近年、マ

ウスモデルを用いてアンドロゲンが子宮内膜上皮細胞の増殖と腺形成に果

たす役割が解析され、デヒドロテストステロンの投与により、子宮重量や子

宮内膜腺数が増加したと報告されている 37)。さらに子宮内膜間質細胞と上皮

細胞は異なる機能を有することが指摘 37)されており、上皮細胞と間質細胞は

それぞれ細胞特異性を有する可能性を考える。また、PCOS患者子宮内膜に

おけるAR発現はメトホルミン内服後に上皮細胞だけでなく間質細胞におい

ても抑制されていたが、生体内においては子宮内膜の腺上皮細胞と間質細胞

の間で相互作用している可能性があると報告 37)38)39)されており、in vivoにお

いては、in vitroとは異なった結果が得られたと考える。 

本研究では、メトホルミン投与によって PCOS患者子宮内膜の AR発現が

抑制され、HOXA10発現は上昇した。また、Ishikawa cellsを用いた実験にお

いてもAR発現はメトホルミン添加により抑制される傾向があることを明ら

かにした。メトホルミンはすでにインスリン抵抗性改善薬として広く用いら

れている安全性の高い薬である。メトホルミンが子宮内膜に与える影響につ

いての知見を蓄積することにより、着床や流産率の改善、また子宮体癌予防

などに貢献することが期待される。 
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【図説明】 
図 1 免疫組織化学染色法による非 PCOS患者症例(1～5)子宮内膜における ARと HOXA10の発現様式 

(a): ARの陽性対照 (前立腺癌組織)、 (g): ARの陰性対照 (前立腺癌組織) 

(b)～(f): 非 PCOS症例 1、2 (増殖期)、 3、4、5 (分泌期)における ARの局在 

(h)～(l): 非 PCOS症例 1～5における ARの陰性対照 

(m): HOXA10の陽性対照 (子宮内膜組織)、(s): HOXA10の陰性対照 (子宮内膜組織) 

(n)～(r): 非 PCOS症例 1～5における HOXA10の局在 

(t)～(x): 非 PCOS症例 1～5における HOXA10の陰性対照 

G: 腺上皮 (Glandular epithelium)、S: 間質 (Stroma) 

 

図 2 免疫組織化学染色法による PCOS患者子宮内膜 AR及び HOXA10発現にメトホルミン加療が与える変化 

(a)～(c): メトホルミン加療前 PCOS症例 1～3 (いずれも増殖期) における AR発現 

(d)～(f): メトホルミン加療後 PCOS症例 1～3 (症例 2のみ分泌期) における AR発現 

(g)～(i): メトホルミン加療前 PCOS症例 1～3における HOXA10発現 

(j)～(l): メトホルミン加療後 PCOS症例 1～3における HOXA10発現 
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図 3 PCOS患者子宮内膜 AR及び HOXA10発現のメトホルミン加療前後における HSCORE値の変化 

(a): メトホルミン加療前後における子宮内膜上皮細胞 AR発現変化 

(b): メトホルミン加療前後における子宮内膜間質細胞 AR発現変化 

(c): メトホルミン加療前後における子宮内膜間質細胞 HOXA10発現変化 

 

図 4  ウエスタンブロット法によるテストステロン存在下メトホルミン添加が Ishikawa cellsの AR発現に与える影響 

図 4-(1): Ishikawa cellsにおける AR発現 

図 4-(2): Ishikawa cellsにおける AR/GAPDH Intensity値の変化 

Positive control: 陽性対照（マウス精巣ライセート） 

Control: 対照群 

T  : 10-5M テストステロン添加群 

T＋M5: 10-5M テストステロン ＋ 10-5M メトホルミン添加群 

T＋M4: 10-5M テストステロン ＋ 10-4M メトホルミン添加群 

T＋M3: 10-5M テストステロン ＋ 10-3M メトホルミン添加群 

＊: 統計学的有意差あり (P<0.05) 
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図 5 ウエスタンブロット法によるテストステロン存在下メトホルミン添加が HESCsの AR発現に与える影響 

図 5-(1): HESCsにおける AR発現 

図 5-(2): HESCsにおける AR/GAPDH Intensity値の変化 

Positive control: 陽性対照（マウス精巣ライセート） 

Control: 対照群 

T  : 10-5M テストステロン添加群 

T＋M5: 10-5M テストステロン ＋ 10-5M メトホルミン添加群 

T＋M4: 10-5M テストステロン ＋ 10-4M メトホルミン添加群 

T＋M3: 10-5M テストステロン ＋ 10-3M メトホルミン添加群 

 

図 6 蛍光細胞免疫染色法によるテストステロン存在下メトホルミン添加が Ishikawa cellsにおける AR発現様式に与える影響 

(a): C群における AR発現、(b): C群における DAPIによる核染色像、(c): (a)と(b)の合成画像 

(d): T群における ARの陰性対照、(e): 陰性対照の DAPIによる核染色像、(f): (d)と(e)の合成画像 

(g): T群における AR発現、(h): T群における DAPIによる核染色像、(i): (g)と(h)の合成画像 

(j): T+M2群における AR発現、(k): T+M2群における DAPIによる核染色像、(l): (j)と(k)の合成画像 
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図 7 蛍光細胞免疫染色法によるテストステロン存在下メトホルミン添加が HESCsにおける AR発現様式に与える影響 

(a): C群における AR発現、(b): C群における DAPIによる核染色像、(c): (a)と(b)の合成画像 

(d): T群における ARの陰性対照、(e): 陰性対照の DAPIによる核染色像、(f): (d)と(e)の合成画像 

(g): T群における AR発現、(h): T群における DAPIによる核染色像、(i): (g)と(h)の合成画像 

(j): T+M2群における AR発現、(k): T+M2群における DAPIによる核染色像、(l): (j)と(k)の合成画像 
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表題 

表 1 メトホルミン内服前後における PCOS患者の糖代謝・内分泌パラメーター（当講座における先行研究 23)より引用） 

 

表 2 非 PCOS患者子宮内膜における ARおよび HOXA10発現の HSCORE値 

 

表 3 PCOS患者子宮内膜におけるメトホルミン加療前後の ARおよび HOXA10発現の HSCORE値 
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表１ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

非 PCOS患者 非 PCOS症例 1 非 PCOS症例 2 非 PCOS症例 3 非 PCOS症例 4 非 PCOS症例 5 平均 

周期 増殖 増殖 分泌 分泌 分泌 増殖（症例 1,2） 分泌(症例 3,4,5) 

HSCORE 

(AR・上皮) 279 ± 19.5 250 ± 13.5 245 ± 31.0 242 ± 20.0 229 ± 10.2 265 ± 16.5 239 ± 20.5 

HSCORE 

(AR・間質) 273 ± 16.7 265 ± 36.1 246 ± 14.2 244 ± 20.8 230 ± 7.8 269 ± 26.4 240 ± 14.3 

HSCORE 
(HOXA10) 328 ± 3.0 259 ± 17.5 366 ± 16.5 334 ± 12.7 351 ± 22.4 293 ± 10.2 350 ± 17.2 



表２ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCOS患者 PCOS症例 1 PCOS症例 2 PCOS症例 3 

メトホルミン内服 前 後 前 後 前 後 

排卵 無排卵 無排卵 無排卵 排卵有 無排卵 排卵有 

周期 増殖 増殖 増殖 分泌 増殖 増殖 

HSCORE 

(AR・上皮) 460 ± 24.6 311 ± 22.2 455 ± 41.2 271 ± 22.4 346 ± 2.9 217 ± 7.4 

HSCORE 

 (AR・間質) 319 ± 2.0 290 ± 12.9 375 ± 19.8 259 ± 40.2 342 ± 3.8 234 ± 13.0 

HSCORE 
 (HOXA10) 250 ± 19.6 298 ± 1.0 271 ± 4.4 377 ± 4.9 273 ± 2.8 308 ± 12.6 
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