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研究成果の概要（和文）：本研究ではin vivo筋腫形成モデルを確立し、子宮筋腫の発生・進展に関与する分子
を特定することを目的とした。DNAメチロームおよびトランスクリプトームデータを用いた統合解析からSATB2お
よびNRG1を候補遺伝子として抽出し，それぞれの遺伝子発現を改変した細胞株を得た。これらの細胞株における
網羅的な遺伝子発現をマイクロアレイで調べ、それぞれの細胞株で発現変化する遺伝子群を抽出した。それらの
遺伝子群には正常筋層と比較して筋腫特異的に発現変化する遺伝子が複数含まれていた。現在、両方の遺伝子の
発現を同時に改変した細胞株を用いて異種移植により、実際にin vivoで筋腫形成能を検証している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish the model to make the uterine 
leiomyomas in vivo and to identify molecules involved in the development and progression of uterine 
leiomyomas. We extracted 2 genes as candidate master gene by DNA methylome analysis and 
transcriptome analysis. We obtained a cell line in which the gene expression of SATB2 and NRG1 was 
altered and a cell line in which the expression of both genes was simultaneously altered. 
Comprehensive gene expression in these cell lines was examined by microarray, and a group of genes 
whose expression was changed in each cell line was extracted. These gene groups contained a 
plurality of genes whose expression was changed specifically in the uterine leiomyomas as compared 
with the normal myometrium. Currently, we are investigating to make the uterine leiomyomas in vivo 
by xenografts using these cell lines.

研究分野：生殖内分泌
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１．研究開始当初の背景 
 子宮筋腫は性成熟女性の約 30％が罹患し
ているとされる最も発症頻度の高い腫瘍性
疾患である。重度の月経痛や過多月経による
貧血を引き起こし、性成熟期女性の QOL を極
度に低下させるだけでなく、不妊症や流産の
原因にもなるため、少子化の問題を抱える本
邦では看過できない問題である。子宮筋腫治
療には妊娠可能な状態で子宮を温存し得る
分子標的薬による薬剤療法が理想的である。
しかしながら、現在、使用可能な薬剤は子宮
筋腫の増殖にかかわるエストロゲンの分泌
を抑制するもののみである。これらの薬剤は
種々の副作用を伴ううえに効果が一過性な
ため、治療薬として充分ではなく、新規薬剤
の開発が望まれている。有用な分子標的薬の
開発には、まず、子宮筋腫の発症・進展に関
与する分子機構の解明が必要である。 
 子宮筋腫発症のリスク因子として、人種、
高 BMI、早期の初経開始、高血圧、肉食、化
学物質などが挙げられ、一方でリスクを下げ
る因子として、経口避妊薬の使用、喫煙、多
産、菜食等が挙げられる。これらのことから、
筋腫の発生には、遺伝的背景だけではなく、
後天的な要因であるホルモン環境、栄養、生
活環境などのエピジェネティックな変化が
関与している可能性がある。 
 我々はこれまでに子宮筋腫の発生・進展に
エピゲノム異常が関与するという仮説のも
と、筋腫の DNA メチル化解析を行ってきた。
その結果、筋腫では筋層と比較してゲノムワ
イドにDNAメチル化異常が生じていることを
明 ら か に し て き た (Molecular Human 
Reproduction, 2009、実験医学 28 巻 2537, 
2010、J Reprod Dev, 2011)。また、エスト
ロゲンレセプターα(ERα)のプロモーター
上流領域(-1,188〜-790bp)では、子宮筋層と
比較して子宮筋腫においてDNA低メチル化状
態であることを明らかにした(Molecular 
Human Reproduction, 2008、平成 22〜23 年
度科学研究費助成事業「若手研究(B)」採択)。
また、複数検体で同一患者に由来する筋腫と
筋層を用い、ゲノムワイドな DNA メチル化解
析(DNA メチローム)およびトランスクリプト
ーム解析を行い、子宮筋腫特異的に DNA メチ
ル化変異が生じ、mRNA 発現の変化が伴う 120
個の遺伝子を特定した(表1，PLoS One, 2013、
平成 24〜25 年度科学研究費助成事業「若手
研究(B)」採択)。 

 
２．研究の目的 
我々はこれまでに子宮筋腫の発症・進展に
DNA メチル化変異が関与するとの仮説を立て、
同一患者に由来する子宮筋腫と筋層を用い

てDNAメチローム解析およびトランスクリプ
トーム解析を行い、子宮筋腫特異的に DNA メ
チル化変異が生じている領域および発現が
増減する遺伝子を特定している。本研究では、
子宮筋腫の進行を抑制する新規薬剤あるい
は予防法の開発に向けて、その基盤となる子
宮筋腫の発生・進展に関わる分子機構の解明
を目的とする。まず，先述の筋腫特異的に DNA
メチル化および発現変異が生じる遺伝子か
ら子宮筋腫の発生・進展に関与する遺伝子候
補を抽出する。現在，in vitro で子宮平滑筋
細胞が筋腫細胞に変化したことを評価でき
る有効な培養系がないので，in vivo で筋腫
様腫瘤を形成する異種移植の系（in vivo 筋
腫形成モデル）を確立する。確立した in vivo
筋腫形成モデル用いて候補遺伝子の機能解
析を行い，子宮筋腫の発生・進展に関与する
遺伝子の特定を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)子宮筋腫の発症・進展に関与する遺伝子
候補の抽出 
我々は、DNA メチル化変異により発現異常が
生じている遺伝子として 120 個の遺伝子を既
に選出しており（表 1）、さらに相互ネットワ
ーク解析等による統合解析で，細胞内シグナ
ル伝達においてより上流で機能する転写因子
等の遺伝子を絞り込む（図 1）。それらについ
て多症例でメチル化および mRNA 発現の再現
性の確認を行い、7 割以上の子宮筋腫検体で
共通したメチル化と発現パターンを示した遺
伝子を子宮筋腫の発症・進展に関与する遺伝
子候補として抽出する。 
(2)in vivo 子宮筋腫形成モデルの確立 
（1）で抽出した候補遺伝子の発現を改変し
たヒト子宮平滑筋細胞を免疫不全マウスの
腎被膜下に移植する（①）、あるいは抽出し
た遺伝子の発現を改変したウイルスベクタ
ーを生体マウスの子宮に直接感染させる系
（②）の 2つの方法について検討し、筋腫様
腫瘤を作成する系を構築する（図 1）。 
①遺伝子改変培養細胞を腎被膜下に移植す
る異種移植系 



初代培養ヒト子宮平滑筋細胞にヒト TERT 遺
伝子を導入した細胞株（以下、hTERT UtSMC）
を使用する。解析対象が子宮筋腫で高発現な
らば対象遺伝子のCDSを組み込んだ発現ベク
ター、低発現であれば対象遺伝子に対する
siRNA を産生する shRNA 発現ベクターを作製
する。候補遺伝子を 1個または適宜複数組み
合わせ hTERT UtSMC に導入し、対象遺伝子の
発現を改変した安定発現細胞株を得る。発現
ベクターには同時に GFP を発現するもの
(IRES- AcGFP ベクター)を使用する(図 3)。
卵巣除去した雌の免疫不全マウスの一方の
腎被膜下に上述の遺伝子改変した細胞塊を、
他方にコントロールの細胞塊を移植する（図
1，3）。細胞の増殖を促進するため恒常的に
エストロゲン・プロゲステロンを分泌するビ
ーズを皮下に移植する。移植した細胞塊の生
着と腫瘤化は、in vivo イメージングシステ
ムを使用し、随時モニタリングを行う。移植
細胞の腫瘤の形成を確認した時点で腫瘤を
回収し、蛍光実体顕微鏡にて GFP 陽性の子宮
筋腫細胞株に由来する細胞が存在するかを
確認する。GFP 発現細胞の残存を確認した後、
組織学的に筋腫化を評価する。 
②生体マウスの子宮に遺伝子改変ウイルス
ベクターを直接感染させる導入系 
解析対象が子宮筋腫で高発現ならば対象遺
伝子の ORF を、低発現ならば対象遺伝子に対
するshRNAを増殖能欠損型レンチウイルスベ
クター用プラスミド(同時に GFP を発現する
プラスミドを使用)に挿入する。作製したプ
ラスミドをウイルス構造蛋白・制御因子を発
現するベクターとともにパッケージング細
胞に導入し、培養上清をレンチウイルスベク
ターとして回収し、近交系マウス(C57BL/6)
の子宮に直接感染させ遺伝子を導入する（図
1）。この系においても複数の対象遺伝子の発
現を同時に改変する方針で検討する。腫瘤の
形成は前述と同様の方法でモニタリングし
筋腫化を評価する。 
 
４．研究成果 
(1)子宮筋腫の発症・進展に関与する遺伝子
候補の抽出 
我々は，前述の DNA メチロームとトランスク
リプトームデータをもとにネットワーク解
析を行い，上流因子の検索を行うことで 76
遺伝子を抽出し，多症例におけるメチル化お
よび mRNA 発現解析から NRG1, SATB2, NR3C1, 
MAPK10 および EPAS1 の 5 遺伝子を子宮筋腫
の発症・進展に関与する遺伝子候補として抽
出した（図 1，2）。これらの遺伝子のうち NRG1 
および SATB2 は筋腫で mRNA が高発現し，
NR3C1, MAPK10 および EPAS1は筋腫で低発現
だった。さらに，それぞれのタンパク発現解
析を行ったところ，MAPK10 および EPAS1 は
hTERT UtSMC での発現が認められず siRNA に
よるノックダウン（KD）の効果が解析できな
いので排除し，NRG1, SATB2 および NR3C1 の
3遺伝子のみを解析対象として選出した。 

(2)in vivo 子宮筋腫形成モデルの確立 
①遺伝子改変培養細胞を腎被膜下に移植す
る異種移植系 
候補遺伝子の発現改変細胞株の作成：候補遺
伝子として，筋腫で高発現した NRG1 および
SATB2と筋腫で低発現だったNR3C1を選出し，
NRG1 および SATB2 のそれぞれを過剰発現，お
よび NR3C1 を KD した hTERT UtSMC の安定発
現細胞株を作成した（図 3）。作成したそれぞ
れの細胞株について，改変した遺伝子の発現
をウェスタンブロットにてタンパクレベル
で確認したところ，NRG1 および SATB2 過剰発
現株ではそれぞれの発現増加が確認された
一方で，NR3C1 KD 細胞株では技術的な問題で
発現が減少できていなかった。そこで，KD の
系は諦め，子宮筋腫で高発現する NRG1 およ
び SATB2の２遺伝子の過剰発現に解析を絞っ
た。これまでに，それぞれの遺伝子を単独で
過剰発現した細胞株および両方の遺伝子を
同時に過剰発現した細胞株を得ている。 



免疫不全マウスを用いた異種移植系の検
討：個体の安価さと飼育および手術時の扱い
やすさから，免疫不全マウスとしてヌードマ
ウスを選択した。hTERT UtSMC の親株および
モック導入細胞株を用いて，ヌードマウスの
腎被膜下へ移植した（図 3）。細胞塊を移植後
8 週間で移植腎臓を回収したが，回収した全
ての腎臓で腫瘤は確認されなかった。さらに，
GFP を発現するモック導入細胞株を移植した
腎臓については，蛍光実体顕微鏡にて GFP 発
現細胞の有無も確認した。その結果，移植腎
臓の約 1/4でのみ GFP発現細胞が認められた
が，その数は極めて少なかった。これらの結
果から，この細胞株はヌードマウスにはほと
んど生着できないと考えられた。その一方で，
最近，重度免疫不全である NOD/SCID マウス
を使用した異種移植実験では，ヒト子宮平滑
筋の初代培養細胞が約 55％の確率で腎被膜
下に生着するという情報を得ている（私信）。
そこで，現在，NOD/SCID マウスを用いて NRG1
および SATB2の２遺伝子を同時に過剰発現し
た細胞株について異種移植を行っている。 
②生体マウスの子宮に遺伝子改変ウイルス
ベクターを直接感染させる導入系 
予備的実験として，レンチウイルスがどの程
度，子宮に直接導入可能かを検討するために
GFP のみを発現するプラスミドを用いてレン
チウイルスベクターを作成し，C57BL/6 マウ
スの子宮に暴露した。レンチウイルス暴露後
4 週間で子宮を回収し，蛍光実体顕微鏡によ
り GFP 発現細胞の有無を確認したが，GFP 発
現細胞は全く検出されなかった。さらに，回
収した子宮の凍結切片を作成し，免疫染色で
GFP の検出を試みたが陽性細胞は確認されな
かった。これらの結果はレンチウイルスベク
ターが子宮平滑筋細胞に感染できなかった
ことを示唆している。レンチウイルスベクタ
ーのタイターを上げることで感染させられ
る可能性はあるが，現状よりもタイターを上
げることは技術的・経済的に困難であるため，
ウイルスベクターを直接感染させる導入系
の検討はこれ以降行わなかった。 
（3）特定した遺伝子の作用機序の検証：ト
ランスクリプトーム解析 
in vivo 子宮筋腫形成モデルにおける腫瘍形
成能の解析だけでは，機能解析が不十分なの
で，特定した遺伝子の下流で働く分子機構を
推察するため，トランスクリプトーム解析を
行った。NRG1 および SATB2 のそれぞれの遺伝
子発現を改変した細胞株について，マイクロ
アレイによる網羅的な mRNA 発現解析を行っ
た。その結果，モック細胞株と比較して，こ
れらの細胞株で発現変化する 566 および 626
遺伝子をそれぞれ抽出した。抽出した遺伝子
群についてパスウェイ解析等を行い，遺伝子
改変により発現に影響を受けるシグナル経
路およびその経路に含まれる遺伝子の機能
を特定し，さらに，正常筋層と子宮筋腫の比
較をもとにした子宮筋腫特異的に発現変化
する遺伝子群およびシグナル経路と照合し

た。その結果，NRG1 および SATB2 のそれぞれ
の発現を改変した細胞株においても，子宮筋
腫特異的に変化する遺伝子群およびシグナ
ル経路のいくつかが共通して変化しており，
これらの 2遺伝子が子宮筋腫の発生・進展に
それぞれ関与し得ることが示唆された。 
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