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研究成果の概要（和文）：正常子宮平滑筋組織から分離した子宮平滑筋細胞には、分離直後は幹様細胞が多く存
在するが、その後培養を続けると幹様細胞は激減した。そこで、幹様細胞ではなく正常子宮平滑筋細胞に対し
て、CRISPR/CAS9システムを用いて子宮筋腫の約70％に存在するMED12変異の導入を試みたところ、MED12変異導
入細胞が得られた。これを用いて子宮筋腫に特徴的なホルモン依存性の細胞増殖とコラーゲン発現について調べ
た。MED12変異導入細胞では野生型と比較して増殖に影響はなかったが、変異及びホルモン依存的にコラーゲン
発現の増加傾向が認められた。現在in vivo子宮筋腫モデルの作製を進めている。

研究成果の概要（英文）：Uterine myometrial cells contained a small but significant amount of 
stem-like cells immediately after isolation from human myometrial tissues. The number of the 
stem-like cells, however, decreased considerably when they are cultured in vitro. Instead of 
myometrial stem-like cells, we introduced MED12 mutations, which are observed in approximately 70 % 
of uterine leiomyomas, into human myometrium cells using CRISPR/CAS9 system, and analyzed 
hormone-dependent cell proliferation and collagen expression. Preliminary data showed that MED12 
mutation did not affect cell growth but tended to induce collagen expression. In vivo leiomyoma 
model system is under development.

研究分野：生殖内分泌、婦人科腫瘍
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１． 研究開始当初の背景 
子宮筋腫は子宮平滑筋細胞を主な構成成

分とする良性腫瘍であり、子宮筋中あるいは
その周辺に発生することが知られている。子
宮筋腫は卵巣ステロイドホルモン依存性の
疾患であることから、社会的活動性の高い
30-40 代女性で 30-40％と高い確率で認めら
れる。時に過多月経や圧迫症状などにより女
性の QOL を損ない、不妊症や不育症の原因に
もなり得る疾患である。 
 子宮筋腫の発生に関しては単一細胞由来
であることが示され、また筋腫の 40％で染色
体構造異常が確認されている。さらに近年、
筋腫の約70％にMED12の変異が存在すること
が判明した。さらに組織内における平滑筋腫
において MED12の変異は子宮筋腫でしか認め
られていない。しかしながら MED12 変異が子
宮筋腫の原因か結果かなどは明らかとなっ
ていない。そこでヒト平滑筋細胞の幹様細胞
または非幹様細胞において MED12の変異を導
入し、in vivo 筋腫発生モデルを開発する経
緯に至った。筋腫発生に関与していれば、そ
のメカニズム解明にも寄与し、子宮筋腫の根
治を目指した新しい治療法の開発にも貢献
すると考える。 
２．研究の目的 

CRISPR/CAS9 システムを用いた子宮筋腫発
生モデルの開発とそれを用いた MED12の病的
意義を明らかにする。 
３．研究の方法 
 CRISPR/CAS9 システムを用いた子宮筋腫発
生モデルの開発において以下の実験を行っ
た。(1)子宮平滑筋細胞における幹様細胞の
同 定 を 行 う た め FACS 法 に よ る side 
population（SP）細胞および CD34+/CD49f+
細胞の分離・免疫蛍光染色による発現解析及
びリアルタイム RT-PCR 法による機能解析を
行った。(2)子宮平滑筋細胞をレンチウイル
スベクター感染により GFP を発現させた。
characterization のために、免疫蛍光染色、
シークエンス解析、染色体検査を行った。
(3)MED12の変異についてS-VAR解析で変異が
蛋 白 質 機 能 へ 起 こ す 影 響 を 調 べ た 。
CRISPR/CAS9 システムにより MED12 の変異体
を子宮筋腫で多く発生している上位 2位まで
の 2種類を作成し、シークエンス解析で確認
した。この MED12 変異株の増殖を MTS 解析に
よって、コラーゲン発現をリアルタイム
RT-PCR によって解析を行った。 
 
４．研究成果 

手術検体より単離直後の子宮平滑筋細胞
には、SP 細胞および CD34+/CD49f+細胞が存
在し、これらが幹細胞特性 を有することは
確認したが、手術検体の子宮平滑筋組織から
得られた平滑筋細胞を培養した後にレンチ
ウイルスで GFP を導入した細胞では、高い増
殖能は認められるものの、極めて少数の SP
細胞および CD34+/CD49f+細胞しか存在して
いなかった。この少数の幹細胞量では引き続

いての幹細胞特性の検証や確認は困難であ
った。 

そこで平滑筋幹細胞に拘泥せず、子宮筋腫
モデルの構築を試みることにした。まず、レ
ンチウイルスを用いて GFPで標識したヒト正
常 子 宮 平 滑 筋 組 織 由 来 細 胞 の
characterization を先ず行った。これらの細
胞が、多数の継代を経ても高い増殖能を示し、
さらに平滑筋分化マーカー、エストロゲン受
容体、および プロゲステロン受容体を発現
することを明らかにした。また、G バンド法
による染色体検査にて、染色体に異常を認め
ないことも確認した。これらの細胞を重度免
疫不全マウスの腎被膜下に移植すると、組織
容積は小さいながらも子宮平滑筋様組織を
構築することも示した。以上から、この細胞
は子宮平滑筋の特性を有する細胞として、今
後の子宮筋腫発生モデルを作成するに適し
た出発材料であることが示された。これまで
子宮平滑筋腫(子宮筋腫）の約 70%に MED12 遺
伝子の変異が存在することが知られており、
マウスにおいて子宮特 異的に Cre-loxPシス
テムを用いて MED12に変異を入れると子宮筋
腫様組織が発生することが、本研究プロジェ
クトを申請した後に発表された (Mittal P, 
et al., J Clin Invest, 2015)。しかしヒト
子宮由来の細胞において、MED12 変異が筋腫
発生の原因になり得るかは示されていない
ため、我々は、CRISPR/CAS9 システムを用い
て、上記ヒト由来GFP標識平滑筋細胞にMED12
変異を導入することを 試みた。最も頻度の
高い上位２つの MED12の変異を導入すること
に成功した。これらの細胞に対して増殖能を
調べたところ、変異の有無にかかわらず増殖
への影響は認められなかった。そこで子宮筋
腫組織で発現の高いコラーゲンをリアルタ
イム RT-PCR 法を用いて解析したところ、
MED12 変異株でコラーゲン発現の上昇傾向が
認められた。さらにエストロゲン（E）プロ
ゲステロン（P）同時投与によりコラーゲン
発現の増加傾向が認められた。現在、これら
の細胞をコラーゲン包埋し、免疫不全マウス
の腎被膜下へ移植し in vivo 子宮筋腫モデル
実験を進めている。 
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