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研究成果の概要（和文）：先に、子宮内膜症組織に高濃度エストロゲン環境をもたすアロマターゼ発現と、アロマター
ゼ遺伝子のメチル化異常との関連を示唆した(Izawa et al.2008)。この観察は、子宮内膜症におけるゲノムワイドDNA
メチル化の異常を示唆する。本研究では、子宮内膜症の早期診断分子マーカーの開発を念頭に、アロマターゼ遺伝子の
メチル化異常を手掛かりとして、子宮内膜症に特徴的なゲノムワイドDNAメチル化の実体を検証した。その結果、早期
診断分子マーカー候補となるDNAメチル化領域1800の選別抽出に成功した。これらの候補領域の中から、症例検証によ
る最終的絞り込みが進行中である。

研究成果の概要（英文）：A marked up-regulation of aromatase gene leading to a high estrogen environment in
 endometriotic tissues has been suggested as the aberrant DNA methylation (Izawa et al. 2008). The observa
tion further suggested the aberrant genome-wide DNA methylation in endometriosis. Toward the advanced earl
y diagnostics in endometriosis, we challenged a genome-wide extraction of aberrant DNA methylation along w
ith the epigenetic analysis of aromatase gene. We finally extracted approximately 1800 GpG sites as the ca
ndidates for early diagnostic markers in endometriosis. Case studies are under way toward the final extrac
tion of these candidates.
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３．研究の方法 

⑴子宮内膜症患者由来間質細胞初代培養

(子宮内膜症細胞)と正常子宮内膜由来間

質細胞初代培養(子宮内膜細胞)の調製： 

確立している手順に従い子宮内膜症患者

のチョコレート嚢胞と正常子宮内膜由来

の間質細胞初代培養を調製し,モデルシス

テムとして使用する。鳥取大学医学部附属

病院女性診療科を受診し、同意の得られた

子宮内膜症患者のチョコレート嚢胞と非

子宮内膜症患者の正常子宮内膜より組織

片を分離する。98%以上の純度を有する間

質細胞初代培養を得る。 

⑵アロマターゼ転写物発現の検討：  

子宮内膜症細胞と子宮内膜細胞における

アロマターゼ転写物発現をqRT-PCRにより

定量する。 

⑶子宮内膜症細胞におけるアロマターゼ

高発現への関与が想定される CpG#1 配列

のメチル化状況の解析： 

 CpG#1 のメチル化状況を、メチル化抵抗性 

 酵素(HhaI)とメチル化特異酵素(McrBC)に 

 よる消化と Bisulfite 法により検討する。 

(4)CpG#1 配列のエンハンサー活性解析: 

 CpG#1 配列を発現ルシフェラーゼベクター 

 (エンハンサー活性用)へクローニング後、 

 COS-7、子宮内膜細胞、子宮内膜症細胞へ 

 一過性導入発現してレポーター分析を行 

 う。CpG#1 配列メチル化の影響を検討する。 

(5)EMSA 法による CpG#1 配列への特異結合 

 因子検索: 

 CpG#1 配列をプローブとして、子宮内膜細 

 胞、子宮内膜症細胞より核抽出物を調製し 

 て核内因子の検索を試みる。平行して、 

 ChIP アッセイを試みる。 

(6)網羅的ゲノム DNA メチル化解析: 

 イルミナ 450 メチル化アレイにより、子宮 

  内膜症細胞に特徴的な CpG 配列の選別抽 

  出を実施する。 
 

４．研究成果 

(1)アロマターゼ遺伝子第２エキソン上流の 20kb

に位置する CpG#1 配列は、子宮内膜細胞では

メチル化されているが、子宮内膜症細胞ではメ

チル化は観察されない。 

(2) エンハンサー活性は、CpG#1 配列の上流に

位置し、その下流に位置するサイレンサーとタン

デムに繋がっている。この状態でエンハンサー

活性は陰性であった。 

１．研究開始当初の背景 

 アロマターゼ遺伝子の高発現は、子宮内膜

症病変組織に高濃度エストロゲン環境をもた

らす。その一因は、エピゲノム制御の異常、と

りわけ DNA メチル化の異常に起因すると考え

られる (Izawa et al. 2008)。 

 本研究課題は、アロマターゼ遺伝子高発

現を賦与する DNA メチル化異常の実体の解

明を手がかりとして、子宮内膜症病態をエ

ピゲノム修飾の視点から理解し、早期診断

法の応用開発へ向けた分子基盤を整えるこ

とを目標とした。 

 

２．研究の目的 

 アロマターゼ遺伝子高発現を賦与するDNA

メチル化の実体解明のために、アロマター

ゼ遺伝子エキソン I 上流 20kb に想定された

CpG アイランド配列(以下「CpG#1 配列」と略

す)に注目して、アロマターゼ遺伝子活性化

と CpG#1 配列のメチル化状況との関連につ

いて、以下の２点に焦点を絞り、研究を実施

した。 

(1) 子宮内膜症細胞の CpG#1 配列メチル化

状況の検証。 

(2) CpG#1 配列に想定されるエンハンサー

活性と核内結合因子の検証。 

 

 さらに、当初の(1)、(2)の研究過程で、子宮内

膜症細胞におけるＤＮＡメチル化の全容を検

証することが重要課題となり、網羅的メチル化

解析による検証を追加実施した。 

 

 これらの研究は、子宮内膜症病変組織にアロ

マターゼ遺伝子高発現を賦与する DNA メチル

化修飾を手掛かりとして、子宮内膜症に特徴

的なゲノム DNA メチル化を特定し、早期診断

分子マーカーの開発へつなげることを目的

とした。 

 



 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

(3)CpG#1 配列のエンハンサー活性はメチル化

修飾により抑制された。 
 

 
 

 

 

(4)CpG#1 配列は、in vitro で子宮内膜症細胞と

子宮内膜細胞の核内因子を配列特異的に認識

し結合した(EMZA)。結合因子の実体解明は、新

たな重要検討課題となった。 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
  

 
 
 

(5)ChIP アッセイにより、CpG#1 配列が、子

宮内膜細胞内でメチル化特異結合タンパク

により認識結合されていることをらかにし

た。子宮内膜症細胞での結合は陰性であった。 

(6) 網羅的ゲノム DNA メチル化解析により、

子宮内膜症細胞に特徴的なメチル化配列、

1811CpGs (A),Hypo- メ チ ル 化 配 列 857 、

Hyper-メチル化配列 954 (B)を抽出した。 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
(7)抽出した CpG 配列からプロモーターCpG 配

列に焦点を絞り、選別された遺伝子について、

DNA メチル化と発現の相関を検証した。 

(8)子宮内膜症細胞におけるプロモーターCpG

配列脱メチル化を伴う複数の遺伝子発現亢進

を観察した。現在、それらの分子的背景を検討

中である。 

  

 子宮内膜症細胞におけるアロマターゼ遺

伝子のエピゲノム修飾の解析を手掛かりと

して、網羅的なメチル化解析を実施し、ゲ

ノム DNA メチル化を新規の診断分子マーカ

ーとして開発するためのロードマップを提

案することが出来た。 
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