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研究成果の概要： 
「子宮内膜症細胞にアロマターゼ遺伝子高発現をもたらす分子基盤にはエピジェネティクス制

御が関与する」との仮説の検証を通して、子宮内膜症の高濃度エストロゲン環境を生じる分子

基盤の解明をめざした。本研究により、子宮内膜症細胞にけるアロマターゼ遺伝子高発現の分

子基盤ををエピジェネティクス制御の観点より検証した結果、「子宮内膜症はエピジェネティク

ス制御異常病」という疾患概念への突破口となる新たな知見を得た。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 私共は、独自に確立した子宮内膜症組織
由来間質細胞初代培養(以下「子宮内膜症
細胞」と略す)をモデルとして子宮内膜症
病態の解析を推進している。本研究計画は、
子宮内膜症病態の特質の一つであるアロ
マターゼ遺伝子の高発現に起因する高濃
度エストロゲン環境の分子基盤を明らか
にすることを最終目標とする。最近、子宮

内膜症細胞におけるアロマターゼ発現が
エピジェネティクス制御(塩基配列の変化
によらないで、DNAメチル化,ヒストン修飾
により遺伝子発現を制御)に起因すること
を示唆する研究成果を得た(Izawa et al.
 2004)。即ち、陰性対照（アロマターゼ遺
伝子発現が検出限界以下）として用いた正
常子宮内膜由来間質細胞初代培養（以下
「子宮内膜細胞」と略す）をDNA脱メチル
化処理することによりアロマターゼ遺伝
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子発現が誘導されたのである。さらに重要
なことは、そのアロマターゼ遺伝子発現が
子宮内膜症細胞と同一のプロモーターに
依存して誘導されたことである。 
 私共は、これらの予備研究成果にもとづ
いて、「子宮内膜症細胞にアロマターゼ遺
伝子高発現をもたらす分子基盤にはエピ
ジェネティクス制御が関与する」との仮説
を立てた。 
 現在、検証可能な分子メカニズムは以下
の~であった。 
 
 アロマターゼ遺伝子内の抑制的に機能
するシス作動性配列の脱メチル化による
抑制解除。 
 アロマターゼ遺伝子を活性化する転写
関連因子遺伝子の脱メチル化に依存した
発現誘導。 
 との両者が関与。 
  
 本研究計画は、上述の仮説の検証を通し
て、子宮内膜症の高濃度エストロゲン環境
を生じる分子基盤の解明をめざす。 

 
２．研究の目的 
 
上述の仮説にもとずき、「アロマターゼ遺伝
子の抑制的に機能するシス作動性配列の脱
メチル化による抑制解除」を検証する。子宮
内膜症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)をモデルとして用い、アロマ
ターゼ遺伝子発現の分子基盤をエピジェネ
ティクス制御(脱メチル化)の観点より、以下
の３点に焦点を絞り研究を推進する。 
 アロマターゼ遺伝子の発現へ関与する
CpG アイランドを想定しメチル化状態と発
現の関連の比較検討。 
 子宮内膜症細胞脱と脱メチル化処理をし
た子宮内膜細胞におけるアロマターゼ遺伝
子プロモーターの使用頻度と CpG アイラン
ドのメチル化状況の比較検討。 
 ,で特定する CpG アイランドのシス作
動性配列(エンハンサー、サイレンサーを含
む)の機能解析。レポーターアッセイによる
検討。 
 これらのアロマターゼ発現の分子基盤を
解析により、「子宮内膜症はエピジェネティ
クス制御異常病」という新たな疾患概念へ
至る可能性もある。 
 
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： 
独自に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。摘
出組織をミンス後、コラゲナーゼ処理とナ
イロンメッシュ濾過、遠心により粗細胞を
得る。30 分間の培養により接着細胞を選別
分離する。これにより、98%以上の純度を
有する間質細胞初代培養が得る。 
⑵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 RT-PCR により
半定量する。 
⑶子宮内膜症細胞におけるアロマターゼ
転写物発現に関与するプロモーターの検
討： 
アロマターゼ遺伝子配列上に報告のある
７つの組織・細胞特異的な Exon I につい
て、ExonI 特異的 RT-PCR サザン分析法を用
いて、アクティブプロモーターを特定し、
ダイレクトシークエンシングにより確定
する。 
⑷子宮内膜細胞の脱メチル化処理によア
ロマターゼ発現誘導の解析： 
子宮内膜細胞を 5-azadeoxycytidine 処理
することによりアロマターゼ遺伝子発現
が誘導される。その分子基盤について、子
宮内膜症細胞におけるアロマターゼ発現
を陽性コントロールとして用い、発現に関
与するアクティブプロモーターを同定す
る。ExonI特異RT-PCRサザン分析を用いる。
5’-RACE 法による全長アロマターゼ転写
物のクローニングとダイレクトシークエ
ンシングにより ExonI を確定する。 
(5)アロマターゼ発現制御へ関与する CpG
アイランド配列の検索： 
(3),(4)の研究により特定される ExonI の
プロモーター配列に仮想上のCpGアイラン
ドを CpG アイランドサーチャー(UC San 
Francisco)を用いて想定する。分離精製し
たジェノムDNAをメチレーション抵抗性制
限酵素(HhaI)とメチレーション特異制限
酵素(McrBC)による完全消化後、想定した
CpG アイランド領域を PCR 増幅し、増幅の
有無をアガロースゲル電気泳動により判
定することにより仮想上のCpGアイランド
のメチル化状況を知る。 
(6)アロマターゼ発現制御へ関与する CpG
アイランドの特定： 
(5)の結果をもとに、想定されたCpGアイ
ランド領域のジェノミックPCR増幅断片を
クローニングし塩基配列を決定する。 
子宮内膜細胞 DNA、5-azadeoxycytidine
処理正常子宮内膜由来間質細胞 DNA、子宮



 

 

内膜症細胞DNAをそれぞれ調製し 2分する。
一方はその まま鋳 型とし、 他方 は
bisulfite 処理により非メチル化シトシン
をチミンへ変換後、PCR 増幅へ供する。増
幅産物をクローニング後、塩基配列を決定
する。これにより、CpG アイランド内のメ
チル化シトシンの実体を知る。 
(7)CpG アイランド配列の機能解析： 
上記(6)の研究により特定される CpG アイ
ランド配列を PCR 増幅分離後、メチル化酵
素SssI処理により in vitroメチル化する。
発現ルシフェラーゼベクター(プロモータ
ー活性用、エンハンサー活性用)へクロー
ニングする。COS-7、HeLa へ一過性導入発
現し、レポーター発現を検討することによ
り、アロマターゼ遺伝子転写制御へ関与す
る CpG のメチル化・脱メチル化の意義が推
定可能となる。 
(8)Electro-mobility shift assay 法によ
る CpG アイランド特異結合因子の検索： 
(6),(7)の研究により子宮内膜症細胞にお
けるアロマターゼ発現へ関与することが
想定される CpG 配列をプローブとして、ト
ランス作動性因子の検索を試みる。子宮内
膜細胞、子宮内膜症細胞への遺伝子導入発
現は困難であることからこの研究は重要
なアプローチとなる。 
 以上の研究により、子宮内膜症細胞にお
けるアロマターゼ発現のエピジェネティ
ク制御の概容が明らかとなり、次段階で検
討する転写制御因子群の実体解明へ向け
た重要な知見を得ることが期待される。 

 
４．研究成果 
 
 本研究は、「子宮内膜症細胞にアロマターゼ遺伝

子高発現をもたらす分子基盤にエピジェネティク

ス制御の異常が関与する」との仮説のもとに、そ

の検証を通して、子宮内膜症組織に高濃度エスト

ロゲン環境を生じせしめる分子基盤の実体解明を

めざしたものである。子宮内膜症由来間質細胞初

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)をモデルとして用い

、アロマターゼ遺伝子発現の実体を検証し以下の

成果が得られた。 

(1) 子宮内膜症細胞にけるアロマターゼ高発現が 
in vitroで初めて証明された。 

(2) エピジェネティクス制御(DNA脱メチル化)の観
点より研究を推進した結果、「子宮内膜症はエ

ピジェネティクス制御異常病」という新たな疾

患概念へつながる状況証拠を得た。 

(3) 子宮内膜症細胞にアロマターゼ遺伝子高発現
をもたらすエピジェネティクス制御基盤につ

いて解析した結果、非プロモーター領域に位置

する一つのCpGアイランド配列の脱メチル化を

観察し、そのアロマターゼ遺伝子高発現との関

連を示唆した。 

(4) そのCpG配列はシス要素活性を有し、核内未定
因子を特異的に認識し結合する。 

(5) アロマターゼ遺伝子高発現に起因する局所高
濃度エストロゲンとPKC活性化との関連を示唆

する重要な観察が得た。 

(6) エストロゲンと子宮内膜症細胞のアポトーシ
ス抵抗性との関連について状況証拠を得た。 

 以上の研究成果は、トランスレーショナル研究

として子宮内膜症病態と病因の解明へ向けて新た

なブレイクスルーをもたらした。 
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