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研究成果の概要（和文）：子宮内膜症から卵巣明細胞癌に移行するにつれて蓄積されるゲノム・エピゲノム異常
を明らかにし、卵巣明細胞癌の発症メカニズムを解明することを目的とした。正常子宮内膜、子宮内膜症、明細
胞癌をサンプリングし、全エクソンシークエンス解析を行い、子宮内膜から明細胞癌でのゲノム異常の連続性を
明らかにした。次に、正常子宮内膜の腺管上皮一本をレーザーマイクロダイセクションで回収し、微量DNAから
ライブラリー作成を行い、全ゲノムシークエンスシークエンス実験を行った。レーザーマイクロダイセクション
後の細胞から微量DNA抽出およびライブラリー作成、シークエンスが可能であることが確認された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to identify genomic and epigenomic alterations from endometriosis 
to ovarian cancers. Single-cell sequencing analysis will reveal the genomic and epigenomic 
abnormalities that accumulate during the transition from endometriosis to ovarian clear cell 
carcinoma and elucidate the pathogenic mechanism of ovarian clear cell carcinoma. To this end, we 
sampled normal endometrium, endometriosis, and ovarian clear cell carcinoma, and performed 
whole-exome sequencing for normal endometrium, endometriosis, atypical endometriosis, and carcinoma.
 In addition, we isolated single glands from normal endometrium tissue by laser microdissection, and
 conducted whole genome sequencing for them. We confirmed that we could extract DNA from cells after
 laser microdissection and perform whole genome sequencing.

研究分野：婦人科腫瘍
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣明細胞がんは日本で頻度の高い卵巣がんであり、プラチナ併用化学療法に抵抗性を示すことから、発症予防
が重要になる。正常子宮内膜から子宮内膜症、明細胞癌に移行するにつれて蓄積されるゲノム異常を同定するこ
とができ、今後子宮内膜症や卵巣明細胞癌の発症予防に役立つ情報を得ることができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 2010年の同時期に卵巣明細胞癌に対する遺伝子変異解析の結果が２報発表され（Jones et 
al. Science 2010; Wiegand et al. New Engl J Med 2010）、ARID1A遺伝子および PIK3CA遺伝子
の体細胞変異が卵巣明細胞癌の 40-60%と高頻度に認めることが明らかになった。その後、
我々も追試を行い、日本人においても ARID1A遺伝子および PIK3CA遺伝子の体細胞変異が
卵巣明細胞癌で高頻度に認めることを明らかにしている（業績 Br J Cancer 2017; Sci Rep 
2019）。2010年以後、ARID1A遺伝子および PIK3CA遺伝子異常が卵巣明細胞癌の原因とし
て考えられるようになっていたが、我々は、卵巣明細胞癌の発生起源と考えられる子宮内膜
症に対するゲノム解析を行い、 
① これまで卵巣明細胞癌の原因遺伝子と考えられていた ARID1Aや PIK3CAは子宮内
膜症においてすでに遺伝子変異を起こしていること、 
② 特に PIK3CAは、子宮内膜症の発生起源である正常子宮内膜においてもすでに遺伝
子変異を起こしていること、 

を世界で初めて明らかにしている（業績 Cell Reports 2018）。つまり、我々の結果は、ARID1A
や PIK3CAの体細胞変異だけでは、卵巣明細胞癌が発症しないことを示しており、その他の
ゲノム・エピゲノム異常が発癌に関与している可能性が高いと考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、卵巣明細胞癌症例の子宮内膜症から卵巣明細胞癌に移行する部位に注目し、同
部位のゲノム・エピゲノム異常を単一細胞レベルで同定することを目的とした。移行部位か
ら単一細胞をレーザーマイクロダイセクションで一つずつ切り出し、微量 DNAを用いたシ
ークエンス解析を行う。位置情報を反映した単一細胞シークエンス解析により、子宮内膜症
から卵巣明細胞癌に移行するにつれて蓄積されるゲノム・エピゲノム異常を明らかにし、卵
巣明細胞癌の発症メカニズムを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
1. 子宮内膜症から卵巣明細胞癌への移行部位からの単一細胞の切り出し 
 本研究は倫理委員会の承認を得ており、サンプルはすでに保管済みである。まず、子宮内
膜症から卵巣明細胞癌へ移行する部位を同定する。同部位よりレーザーマイクロダイセク
ション法を用いて細胞を一つずつ切り出し、各細胞の腫瘍組織内の位置情報を記録する。 
 
2. 単一細胞シークエンス実験および解析 
 単一細胞の全ゲノム増幅後、Illumina 社 HiSeq3000 を用いて全ゲノムシークエンスを行
う。独自に開発したパイプラインを用いて遺伝子変異・コピー数異常・融合遺伝子などのゲ
ノム異常を同定する。全ゲノムバイサルファイトシークエンスを行い、メチル化プロファイ
ルを取得する。細胞毎に取得されたデータと腫瘍組織内の位置情報を紐付けし、進化論的ア
プローチにより、内膜症から癌に移行するにつれて蓄積されるゲノム・エピゲノム異常を同
定する。さらに SPARIAL GENE EXPRESSION法を用いて同定されたゲノム・エピゲノム異
常に対応する遺伝子発現変化を組織上で可視化し、検証する。 
 
3. 子宮内膜症オルガノイドを用いた卵巣明細胞癌の原因遺伝子の同定 
 子宮内膜症オルガノイド（業績: Cancer Res 2016）を作成する。子宮内膜症オルガノイド
に原因遺伝子変異を導入し、遺伝子導入前後でオルガノイドの細胞増殖能・浸潤転移能など
の表現型の変化を検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
 明細胞癌の一例で、正常子宮内膜、子宮内膜症、異型内膜症、明細胞癌の上皮細胞をレー
ザーマイクロダイセクションで回収し、全エクソンシークエンス解析を行った。その結果、
遺伝子変異数は子宮内膜から明細胞癌に進むにつれて減少するのに対し、変異アリル頻度
は子宮内膜から明細胞癌に進展するにつれて増加していた。子宮内膜から明細胞癌までで
NRAS変異・PIK3CA変異を、内膜症から明細胞癌までで ARID1A splicingを、異型内膜症か
ら明細胞癌で ARID1Aフレームシフトを共有しており、正常子宮内膜から明細胞癌へのゲノ
ム異常の連続性を明らかにした。 



 次に、正常子宮内膜の腺管上皮一本をレーザーマイクロダイセクションで回収し、微量
DNA からライブラリー作成を行い、全ゲノムシークエンスシークエンス実験を行った。全
ゲノムシークエンスデータを用いて、子宮内膜の腺管上皮の増殖・再生の方向性をトレーシ
ングし、子宮内膜の再生メカニズムおよび内膜の区域性を明らかにすることが可能であっ
た。レーザーマイクロダイセクション後の細胞から微量DNA抽出およびライブラリー作成、
シークエンスが可能であることが確認された。今後、単一細胞からの全ゲノムシークエンス
を開始予定にしている。 
 さらに、正常子宮内膜における癌関連遺伝子に焦点を当てて解析を行った。32 名の女性
から 891本の単一腺管を収集し、ターゲットシークエンスを行った結果、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。また、遺伝子変異量は、年齢と累積月経回数との間に強い正の相関を認めることを明ら
かにした。さらに、年齢で補正後、初経年齢は弱い負の相関を認めたが、分娩回数との相関
は認めなかった。加齢の影響よりも累積月経回数の影響の方が強くなっている点は、子宮内 
膜独自の特徴といえるかもしれない。 
 また、摘出された子宮から内膜をサンプリングして、２症例より子宮内膜オルガノイド樹
立が可能であった。安定培養が可能になった時点で、遺伝子変異プロファイルを確認し、目
的の癌遺伝子変異を CRISPR-Cas9システムを用いて導入予定している。 
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