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研究成果の概要（和文）：正常子宮内膜のゲノム解析を幅広い年齢で実施した。正常子宮内膜におけるゲノム異
常は加齢や累積月経回数に正の相関を示すことが明らかになった。また位置情報を加味したゲノムシークエンス
により、がん関連遺伝子変異を有する子宮内膜腺管が有利に子宮内膜で広がりを示すことが明らかになった。さ
らに子宮内膜の３次元構造解析とゲノム情報を組み合わせることで、子宮内膜の地下茎構造から発育するそれぞ
れの腺管はモノクローナルで、地下茎構造の腺管と起源を同じにしていることが判明し、子宮内膜のがん関連遺
伝子の空間的広がりの形成に地下茎構造が重要な役割を果たしていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Genomic analysis of normal endometrium was performed at a wide range of 
ages. Genomic aberrations in normal endometrium were positively correlated with age and cumulative 
number of menstrual cycles. Genomic analysis of normal endometrium also revealed that endometrial 
glands with cancer-associated genetic mutations showed an advantageous spread in the endometrium. 
Furthermore, combination of 3D structural analysis of the endometrium with genomic analysis 
uncovered that each gland arising from the endometrial rhizome structure was monoclonal and shared 
the same genomic alterations, indicating that the rhizome structure plays an important role in 
shaping the spatial spread of cancer-associated genes in the endometrium.

研究分野： 婦人科腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現代女性の月経回数は100年前に比べて９倍以上増加しており、子宮内膜が受けるストレスが増大している。そ
のため、子宮内膜関連疾患が増加傾向にあり、女性のQOLを低下させてしまう。本研究では、子宮内膜関連疾患
の発症を予防する方法を検討する上で非常に重要な知見であり、新規予防法あるいは早期発見法を開発すること
で社会に還元していくことが可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 2010 年に内膜症関連卵巣癌に対する遺伝子変異解析の結果が同時期に２つ報告され（Jones et 
al. Science 2010; Wiegand et al. New Engl J Med 2010）、ARID1Aや PIK3CAなどの癌関連遺伝子の
体細胞変異が内膜症関連卵巣癌に高頻度に認めることが明らかになった。また、内膜症関連卵巣
癌症例の異型内膜症病変においても癌関連遺伝子の体細胞変異が存在することが報告された
（Yamamoto et al. J Pathol 2011; Anglesio et al. J Pathol 2015）。 
 子宮内膜症に関して、2017 年に Anglesio らが深部子宮内膜症病変に対するゲノム解析結果を
報告しており（New Engl J Med 2017）、深部子宮内膜病変の 26%に癌関連遺伝子の体細胞変異が
存在することを明らかにしている。同時期に、我々は卵巣子宮内膜症・正常子宮内膜に対するゲ
ノム解析を実施しており、①PIK3CAや KRAS などの癌関連遺伝子の体細胞変異が卵巣子宮内膜
症上皮や正常子宮内膜に認められること、②癌関連遺伝子変異は内膜症病変全体に均一に存在
しているが、正常子宮内膜組織内では不均一に存在すること、③癌関連遺伝子変異は正常子宮内
膜の腺管単位でクローナルに存在していること、を世界に先駆けて報告している（業績 Cell Rep 
2018）。さらに我々は、レーザーマイクロダイセクション法で子宮内膜症・正常子宮内膜組織か
ら上皮細胞と間質細胞をそれぞれ分けて回収してゲノム解析を行い、PIK3CAや KRAS などの癌
関連遺伝子の体細胞変異は子宮内膜症上皮・正常子宮内膜上皮にのみ認め、内膜症間質・正常子
宮内膜間質には認めないことを明らかにしている（Suda et al. Human Reprod 2019）。正常子宮内
膜における癌関連遺伝子変異の
存在については、２つの海外研究
グループにより、我々の追試が行
われ（J Pathol 2019）、正常子宮内
膜に PIK3CA・KRAS などの癌関
連遺伝子変異が存在することは
間違いのない事実であるが、その
生物学的意義については依然と
して不明なままである。 
 また、我々は卵巣明細胞癌症例
において、正常子宮内膜・子宮内
膜症・異型内膜症・明細胞癌をマ
ルチサンプリング後、全エクソン
シークエンスを行い、正常子宮内
膜から内膜症、異型内膜症、明細
胞癌と進展するにつれてゲノム異常が蓄積されていくことを明らかにしている（図 1） 
 上記先行研究結果から「正常子宮内膜のゲノム異常が、どのように子宮内膜症・内膜症関連卵
巣癌の発症に関与しているのか？」というのが、本研究の学術的な問いである。この「問い」に
答えるためには、正常子宮内膜におけるゲノム異常の生物学的意義を明らかにすること、正常子
宮内膜から子宮内膜症関連癌発症に至るまでの連続的なゲノム・エピゲノム異常を同定するこ
と、そして同定されたゲノム・エピゲノム異常を正常子宮内膜オルガノイドに導入し、内膜症・
内膜症関連卵巣癌発症を再現することが必須であると考え、本研究課題を立案した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、正常子宮内膜から子宮内膜症・内膜症関連癌発症に至るまでの連続的なゲノ
ム異常に着目し、連続的 OMICS 解析および正常子宮内膜オルガノイドを用いた機能解析を用い
て、正常子宮内膜のゲノム異常の生物学的意義を同定し、子宮内膜症及び内膜症関連卵巣癌の発
症メカニズムを解明することである。 
 
 
３．研究の方法 
 
研究課題 1: 正常から癌への連続的ゲノム異常に着目した子宮内膜症及び内膜症関連卵巣癌の
発症メカニズム解明 
(1) 臨床検体の評価 
 本研究は遺伝子倫理委員会の承認を得ている。我々はすでに、内膜症関連卵巣癌 50 症例で、



正常子宮内膜・子宮内膜症・卵巣癌のトリオで凍結サンプルを保管している。まず、各組織につ
いて、婦人科病理学の大家である山形大学 病理学教室 本山悌一名誉教授に診断していただく。
各組織からレーザーマイクロダイセクション法により上皮サンプル選択後、DNA/RNA を抽出し、
匿名化されている状態で共同研究施設である国立遺伝学研究所へ送付する。 
 
(2) 連続的 OMICS データ取得 
 レーザーマイクロダイセクション法で得られた各サンプルの微量 DNA を用いて、全ゲノム増
幅後ライブラリーを作成し、Illumina 社 HiSeq3000 を用いて全ゲノムシークエンス（100bp）を
行う。得られた Fastq ファイルから独自のパイプラインを用いてコピー数異常・体細胞変異・融
合遺伝子を抽出する。同様に、正常子宮内膜上皮・子宮内膜症上皮・卵巣癌上皮の微量 RNA を
用いて Illumina 社 TruSeq RNA サンプル調整キットを用い、ライブラリー作成後 Illumina 社 HiSeq 
3000 でペアエンド RNA シークエンス（100bp）を行う。 
 
(3) OMICS データ解析 
 細胞毎に取得された網羅的遺伝子変異・コピー数プロファイルを用いて進化論的アプローチ
（clonal evolution analysis）により、正常子宮内膜から内膜症・癌に進展するにつれて蓄積される
ゲノム異常を同定する。正常から癌への蓄積された連続的なゲノム異常について、RNAseq デー
タを用いて遺伝子発現レベルの変動を確認する。さらに遺伝子変異プロファイルについては、
Mutational Signature 解析（Alexandrov et al. Nature 2013）を行い、遺伝子変異の原因を推定する。 
 
(4) 子宮内膜オルガノイドを用いた内膜症・内膜症関連卵巣癌の原因遺伝子の同定 
 正常子宮内膜から子宮内膜症・内膜症癌連卵巣癌が発生することを検討するのに適したリソ
ースがないことから、当科で開発した婦人科癌スフェロイド培養法（業績 Cancer Res 2016）を
改良して子宮内膜症オルガノイドを作成する。まず子宮内膜症オルガノイドに対して全ゲノム
シークエンスを行い、オルガノイドのゲノム異常を確認しておく。 
 上記３で同定された原因遺伝子候補が子宮内膜オルガノイドで異常を認めないことを確認し
たのち、原因となりうるゲノム異常について、CRISPR を用いたゲノム編集法で子宮内膜オルガ
ノイドに導入する（業績 PNAS 2017）。 
 ゲノム異常導入前後でオルガノイドの形態変化・細胞増殖能・浸潤転移能・生存能・細胞周期
変化・遺伝子／タンパク質発現プロファイルなどの表現型の変化を検証する。次に異常遺伝子の
発現調節により、形態、細胞増殖、細胞浸潤能、アポトーシス、細胞内代謝に与える影響を MTS
アッセイ、スフィアアッセイ、マトリゲルアッセイ、フローサイトメトリー、細胞外フラックス
アナライザーで検討する（業績 Stem Cell Rep 2019）。ゲノム異常導入オルガノイドを Super-SCID 
mouse に移植し、腫瘍形成能を確認する。 
 
 
研究課題 2: 正常子宮内膜におけるゲノム異常の生物学的意義の解明 
(1) 単一腺管シークエンス法による腺管レベルでのゲノム異常の評価 
 20 歳から 60 歳までの年齢を対象として、1 症例あたり 10 本以上の腺管を対象とし、各年代
に 20 症例以上、合計 100 症例以上を目標に、単一腺管シークエンスデータを取得する（業績 Cell 
Rep 2018）。腺管を採取した子宮内膜の位置情報を取得したゲノム情報に紐付けすることで、子
宮内腔におけるゲノム異常の空間的広がりを検証する。さらに、年齢・喫煙歴などゲノム異常と
関連のある臨床情報とゲノム情報との相関を検討する。さらに腺管単位で網羅的遺伝子発現デ
ータを取得することで、腺管毎にゲノム異常と遺伝子発現変化を検証する。 
 
(2) 正常子宮内膜の３次元構造評価とゲノム異常の可視化 
 摘出子宮から内膜組織の一部を研究用に保存し、情報を匿名化して管理する。組織透明化試薬
を用いて、我々が開発したヒト子宮内膜用のプロトコールに基づき、透明化を行う。上皮の染色
には、蛍光色素付きのサイトケラチン７抗体を用いる。シート照明顕微鏡にて透明化された子宮
内膜の画像を取り込み、高精細 3D/4D 画像解析ソフトウェア Imaris を用いて子宮内膜３次元構
造を評価する。 
 次に、正常子宮内膜で頻度の高いゲノム異常をリストアップし、特定のゲノム異常を認識する
蛍光モノクローナル抗体を作成する。組織透明化プロセスの途中で、ゲノム異常同定用蛍光モノ
クローナル抗体で染色を行い、特定のゲノム異常について３次元構造内での可視化を行う。すで
に本実験については、透明化技術の権威である新潟大学脳研究所システム脳病態学教授 田井中 
一貴博士と共同研究を開始しており、パイロット研究で良好な結果を得ている。 
 
 
４．研究成果 



 
組織透明化試薬を用いて、我々が開発したヒト子宮内膜用のプロトコールに基づき、透明化を

行った。シート照明顕微鏡にて透明化された子宮内膜の画像を取り込み、画像解析ソフトを用い
て、子宮内膜３次元構造を評価したところ、子宮内膜の腺管は分岐するだけでなく、基底層で網
目のような構造（地下茎）を形成し、しばしば複数の腺管が同一の網目構造を共有していること
がわかった。この地下茎構造は観察した正常子宮内膜 20 サンプル全てで観察された。ヒト子宮
内膜腺管は百年来一本ずつが独立して存在していると組織学の教科書では記載されていたが、
この発見によって組織学の教科書が書き換えられる可能性がある（図 2, Yamaguchi et al. iScience 
2021）。 

 
 
ゲノムシークエンスを用いて、正常子宮内膜のゲノム解析を幅広い年齢で実施した。ます、32

名の女性からサンプリングを行い、891 本の腺管を単離し、単一腺管シークエンスを実施した。
正常子宮内膜におけるゲノム異常は、正常子宮内膜で変異の頻度の高い遺伝子は PIK3CA と
KRAS で、それぞれ全体の 15.6%、10.9%で変異を認めた。各変異アリル頻度は 0.5 付近に中央値
を認め、多くの腺管がモノクローナルな癌関連遺伝子変異を有していた。症例単位で考えた場合、
遺伝子変異量は加齢や累積月経回数に正の相関を示すことが示された。 
次に、正常子宮内膜のゲノム異常の空間的な評価のために、子宮内膜を 5 ミリ平方メートルに

細分化して、一つ一つの小空間から腺管を抽出してゲノム解析を実施した。がん関連遺伝子変異
を有する子宮内膜腺管は最大で2cmもの距離で子宮内膜組織内に存在することが明らかとなり、
癌関連遺伝子変異を有する子宮内膜腺管は子宮内膜組織内で有利な広がりを示す可能性がある。 
さらに子宮内膜の３次元構造解析とゲノム情報を組み合わせることで、子宮内膜の地下茎構造

から発育するそれぞれの腺管はモノクローナルで、地下茎構造の腺管と起源を同じにしている
ことが判明し、子宮内膜のがん関連遺伝子の空間的広がりの形成に地下茎構造が重要な役割を
果たしていることが明らかになった。 
また、ゲノムシークエンスを用いて、子宮内膜の経時的変化としてのゲノム異常を評価するため、
Molecular Clock Analysis を実行した。進化プロセスを評価すると、空間的広がりと一致して、ク
ラスターを形成していることが明らかになった。また、若年のうちから PTEN 変異などのインパ
クトのあるイベントが正常子宮内膜で起こっていることを明らかにした。この結果は、Moore ら
の報告（Nature 2020）と一致するものであった。我々が提唱する地下茎構造にゲノム異常が生じ
ることで、月経により再生と剥脱を繰り返す子宮内膜であってもゲノム異常が保持されてしま
うため、子宮内膜関連疾患の予防を考える上で非常に重要な知見である。 
 
子宮内膜における癌関連遺伝子変異の意義を検討するために、子宮内膜オルガノイドの樹立・

長期培養を実施した。本研究に関して、遺伝子倫理委員会の承認を得て、インフォームドコンセ
ント後に本研究に同意が得られた婦人科手術症例を対象とした。手術時に摘出された子宮より
内膜を採取し、Turco らの手法（Nat Cell Biol 2017）を一部改良して子宮内膜オルガノイド樹立に
成功した。次に、正常子宮内膜オルガノイドへの CRISPR-Cas9 法による癌遺伝子変異の導入の
準備を行った。Turco らの手法を改変して樹立した正常子宮内膜オルガノイドに対して、子宮内
膜で最も頻度の高い PIK3CA の hotspot 変異を導入した。シークエンス解析で片アリルに変異が
挿入されていることを確認した。 



今後、子宮内膜組織のゲノム異常の意義について、正常子宮内膜オルガノイドを用いた機能解
析により明らかにしていく予定である。 
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