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研究成果の概要（和文）：DNAメチル化変異により発現の変化した上流の制御遺伝子が子宮筋腫の発生に関与す
るという仮説の基、その候補として SATB2 およびNRG1遺伝子を抽出した。これらの機能を調べるため，それぞ
れを過剰発現した細胞株を作成し網羅的mRNA発現解析とパスウェイ解析を行った。これらの過剰発現によりWNT
/β-カテニン・TGF-βシグナル経路、VEGF、PDGF、IGF1の増殖因子およびレチノイン酸シグナル経路が活性化さ
れ、子宮筋腫の発生に関与する経路の大部分が網羅された。この結果はSATB2およびNRG1が上流の制御因子とし
て子宮筋腫の発生に関与する可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：We extracted SATB2 and NRG1 genes as candidates for upstream regulatory 
genes based on a hypothesis that the aberrant expression of upstream regulatory genes caused by 
aberrant DNA methylation is associated with the pathogenesis of uterine leiomyomas.  To infer the 
functions of the genes, cell lines overexpressing each gene were established and their transcriptome
 and pathway analyses were performed.  WNT/β-catenin and TGF-β signaling related to the 
pathogenesis of leiomyomas were activated by both SATB2 and NRG1 overexpression.  The signaling of 
growth factors including VEGF, PDGF and IGF1, and the retinoic acid signaling, which are associated 
with the growth of leiomyomas, were activated in SATB2 and NRG1 overexpression, respectively.  The 
results indicate that SATB2 and NRG1 overexpression induced most of the signaling pathways that are 
currently considered to be involved in the pathogenesis of leiomyomas, suggesting that these genes 
have roles as the upstream regulatory factors.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
子宮筋腫は、性成熟期婦人の 30%以上に認

められる最も発症頻度の高い子宮平滑筋に
由来する腫瘍である。子宮筋腫は良性疾患で
はあるが重度の月経痛や貧血を引き起こし、
女性の quality of life を著しく損なう。さ
らに不妊症や流産の原因にもなり、その根治
には子宮摘出や筋腫核出が必要であるため、
少子化問題を抱える本邦では看過できない
問題である。子宮筋腫の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り、そのような薬剤療
法の開発には子宮筋腫の発生・進展に関与す
る分子機構の解明が急務である。子宮筋腫の
発生・進展に関わる最も重要な因子として、
エストロゲンとプロゲステロンの2つのステ
ロイドホルモンのシグナル経路が挙げられ
る。また、これまでに、子宮筋腫の発生・進
展に関わる因子として TGFβ、IGF、EGF、PDGF、
VEGF および FGF といった増殖因子、WNT/β-
カテニン、レチノイン酸、ビタミン D、PPARG 
等のシグナル伝達および細胞外基質の合成
あるいは分解に関わる分子等が報告されて
いる。しかしながら、これらの分子のみでは
子宮筋腫の発生・進展の機序は充分には説明
できない。 

子宮筋腫の発生にはアフリカ系の人種に
多いといった遺伝的な要因がある一方、早期
の初経開始、高 BMI、肉食、高血圧等が発症
リスクを高め、経口避妊薬の使用、多産、菜
食、喫煙等が発症リスクを低下するというよ
うに後天的な要因であるホルモン環境、栄養、
生活習慣が大きく影響することが予想され
ている。したがって、子宮筋腫の発生にはゲ
ノムの後天的な修飾であるエピジェネティ
クスの変異が大きく関与する可能性がある。
申請者らは子宮筋腫の発生にエピジェネテ
ィクス変異が関与するという仮説のもとに
研究を行ってきた。エピジェネティクス制御
はDNAメチル化とヒストン修飾が中心的な役
割を担うが、より長期的な記憶装置である
DNA メチル化に注目している。これまでに、
同一患者の子宮筋腫と正常子宮筋層におい
てゲノムワイドな 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、子宮筋腫検体ではゲノムワイドな
DNA メチル化変異が生じていることを明らか
にし、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
を特定するという本研究の基盤となる結果
を得ている（Maekawa, PLoS One, 2013）。ま
た、子宮筋腫の発生に関わる知見として、X
染色体不活性化関連遺伝子である SATB1の発
現異常が筋腫特異的なX染色体の低メチル化
異常に関与する可能性を示した（平成 24 年
度～26 年度「基盤研究(C)」佐藤、Sato, J. 
Reprod. Dev, 2014）。これらの研究から、DNA
メチル化変異により誘導される遺伝子の発
現変異が子宮筋腫の発生・進展に重要な役割
を持つことが示唆された。 

また、近年の iPS 細胞やダイレクトリプロ
グラミング研究により、細胞運命や細胞の特
異性等が少数のマスター遺伝子によって決
定あるいは変更が可能であることが明らか
になり（図 1A）、さらに、特に癌等の疾患に
おいて、その疾患の発生・進展に関与するド
ライバー遺伝子が多数報告されている。した
がって、子宮筋腫の発生においても、子宮平
滑筋から筋腫細胞への腫瘍化が同様にマス
ター遺伝子あるいはドライバー遺伝子のよ
うな上流の発現制御因子により生じている
可能性は充分に考えられた。そこで、申請者
らは、DNA メチル化異常により発現の変異し
た上流の発現制御遺伝子が下流の遺伝子群
の発現を変えることで子宮筋腫が発生・進展
するという仮説を立て（図 1B）、独自のゲノ

ムワイドな mRNA 発現および DNA メチル化デ
ータを用いた統合解析により候補遺伝子を
抽出し、子宮筋腫の発生・進展に関与する上
流の制御遺伝子の同定を目指した。 
 
２．研究の目的 

DNA メチル化異常により発現の変異した
上流の制御遺伝子が下流の遺伝子群の発現
を変えることで子宮筋腫が発生・進展すると
いう仮説のもとに、前述の DNA メチロームと
トランスクリプトームデータを利用した統
合解析により、まず、上流の制御遺伝子候補
を選出する。選出した候補遺伝子について発
現を改変した細胞株を樹立し、それらのトラ
ンスクリプトーム解析およびパスウェイ解
析を行うことで、選出した候補遺伝子の子宮
筋腫発生・進展における機能を推測する。ま
た、作成した細胞株をマウスに異種移植し、
in vivo での腫瘤形成能を調べることで選出
した候補遺伝子の子宮筋腫発生・進展への関
与を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 子宮筋腫と正常筋層のDNAメチロームお
よびトランスクリプトームデータを利用し
た統合解析から、子宮筋腫の発生進展に関与
する上流の制御遺伝子候補を抽出する。 
(2) 上流の制御遺伝子候補として抽出した
SATB2 および NRG1 遺伝子の mRNA 発現および
DNA メチル化状態を多症例の子宮筋腫および
正常筋層検体で調べることで、それらの子宮
筋腫における特異性を検証する。 
(3) SATB2 および NRG1の機能解析を行うため、
それぞれの遺伝子を過剰発現したヒト不死



化子宮平滑筋細胞株を樹立する。 
(4) SATB2 および NRG1の機能を類推するため、
それぞれの過剰発現細胞株についてトラン
スクリプトーム解析およびパスウェイ解析
を行い、これらの遺伝子の過剰発現で活性化
されたシグナル経路を子宮筋腫で正常筋層
と比較した際に異常に活性化されている経
路と比較する。 
(5) SATB2 および NRG1過剰発現株を免疫不全
マウスに異種移植することで in vivoでの腫
瘤形成能を検証する。 
 
４．研究成果 
(1) DNA メチロームとトランスクリプトーム
データを利用した子宮筋腫の発生に関与す
る上流の制御遺伝子候補の抽出 
前述の 3症例の子宮筋腫と正常筋層の DNAメ
チロームとトランスクリプトームデータを
利用し、上流の制御遺伝子候補を抽出した。
正常筋層と比較して子宮筋腫で発現変異し
た 1187 遺伝子（表 2）に対し、IPA ソフトウ
ェアの上流制御因子解析で上流遺伝子とし
て 122 遺伝子（高発現 27 遺伝子、低発現 95
遺伝子）を抽出した。本研究ではこれらのう
ち子宮筋腫で高発現した27遺伝子に着目し、
子宮筋腫で特異的にDNAメチル化が変異して
いる遺伝子を検索し、7 遺伝子を候補として
抽出した（表 1）。抽出した 7つの候補遺伝子
のうち、転写制御に関与し得る SATB2と NRG1
遺伝子の 2遺伝子を選び（表 1）、それらの機
能解析を行った。 

(2) 抽出した候補遺伝子の mRNA 発現および
DNA メチル化状態の多症例検体における検証 
SATB2および NRG1遺伝子の発現およびDNAメ
チル化状態が子宮筋腫に特異的であるかを
11 症例の子宮筋腫と正常筋層を用いて症例
ごとに調べた。mRNA 発現については、SATB2
で 10 症例、NRG1 で 9 症例において子宮筋腫
で高発現していた（図 2A）。DNA メチル化に
ついては、 SATB2で 10 症例、NRG1では全症
例で正常筋層に比較して子宮筋腫で高メチ
ル化だった（図 2B）。この 2 遺伝子は大部分
の子宮筋腫検体において高発現および高メ
チル化状態にあることが明らかになった。 

(3) SATB2および NRG1遺伝子を過剰発現した
ヒト不死化子宮平滑筋細胞株の樹立 
SATB2 および NRG1 の機能解析のため、ヒト不
死化子宮平滑筋細胞株にそれぞれの発現ベ
クターを導入し、SATB2および NRG1を過剰発
現した細胞株（SATB2 株および NRG1 株）を
樹立した（図 3A）。また、空ベクターのみを
導入した細胞株をモック株として樹立した
（図 3A）。樹立した細胞株について、SATB2
と NRG1の mRNA（図 3B）およびタンパク（図
3C）発現が亢進していることを確認した。 

(4) SATB2および NRG1過剰発現株におけるト
ランスクリプトームおよびパスウェイ解析 
SATB2およびNRG1の子宮筋腫発生における機
能を推測するため、それぞれの過剰発現細胞
株についてトランスクリプトームおよびパ
スウェイ解析を行い、各遺伝子の強制発現に
より発現が変異した遺伝子群を特定し、それ
らの性質および機能を調べる。トランスクリ
プトーム解析により SATB2 および NRG1 株の
それぞれで、566 および 626 個の発現変異し
た遺伝子を抽出した（表 2）。 

次に、これらの細胞株で発現変異した遺伝子
と、先述した子宮筋腫で正常筋層と比較し発
現変異した 1187 遺伝子のそれぞれを IPA ソ
フトウェアのパスウェイ解析に供し、これら
の遺伝子の過剰発現で活性化されたパスウ
ェイと子宮筋腫で異常が生じたパスウェイ
を比較した。パスウェイ解析によりSATB2株、
NRG1 株および子宮筋腫でそれぞれ 92、58 お
よび 151 個のシグナル経路が抽出された（図
4A）。SATB2 および NRG1 株のそれぞれで抽出



された経路のうち 63 個（68％；63/92、図 4B）
および 33 個（57％；33/58、図 4C）は子宮筋
腫のものと一致していた。 

子宮筋腫の発生進展に関与することの知
られるシグナル経路のうちで、WNT /β-カテ
ニンおよび TGF-βシグナル伝達が両細胞株
で活性化されたシグナル経路と子宮筋腫で
異常に活性化されたシグナル経路に共通し
て含まれていた（データは表示せず）。また、
VEGF、PDGF および IGF1 を含む増殖因子シグ
ナル伝達がSATB2株と子宮筋腫で共通して活
性化された経路に含まれ、一方、レチノイン
酸シグナル伝達は NRG1 株と子宮筋腫で活性
化された経路に含まれていた（データは表示
せず）。つまり、SATB2 および NRG1 の過剰発
現によって活性化された経路には、現在、子
宮筋腫の発生進展に関与することの知られ
ている大部分のシグナル経路が網羅されて
いた。これらの結果は、SATB2および NRG1遺
伝子が子宮筋腫の発生・進展において、上流
の調節因子として機能する可能性を示唆し
ている。 
(5) SATB2および NRG1過剰発現株の異種移植
による in vivoでの腫瘤形成能の検証 
上記の結果を裏付けるために、これらの遺伝
子を過剰発現した細胞株において in vivoで
の腫瘤形成能を検証する。これまでに複数回
の実験で、SATB2および NRG1過剰発現細胞株
を重度免疫不全マウス（NOD/scid）の腎被膜
下へ移植しているが、移植した細胞が生着し
ないため腫瘍形成能の有無を評価できてい
ない。移植した細胞が生着できない理由とし
て、レシピエントマウスに由来する血管が移
植した細胞塊の内部に新生されていないこ
とが考えられた。そこで、血管新生を促進す
る多血小板血漿および正常子宮平滑筋細胞
をこれらの細胞株と同時に移植することで、
移植細胞の生着が改善され、腫瘤形成能の評
価が可能かを現在継続して検証している。 
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