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研究成果の概要（和文）：本研究では子宮内膜がんで頻繁に認められるKMT2変異の意義を明らかにすることで将
来的な子宮内膜がん新規治療法の開発を目指し、子宮特異的Kmt2欠損マウスを作製した。子宮特異的Kmt2欠損マ
ウスはPtenノックアウトによる子宮内膜がん発症を加速させ、Kmt2が子宮におけるがん抑制因子であることを明
確にした。さらに、Kmt2欠損によるエピゲノム変化をIn vivoで解析するため、マウス子宮上皮細胞を単離して
CUT&Tagによりヒストン修飾解析を行う一連の実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to clarify the significance of KMT2 mutations that
 are frequently found in endometrial cancer. To achieve this, we generated uterus-specific Kmt2 
knockout mice. Kmt2 deficiency accelerated the development of endometrial cancer in Pten knockout 
line, suggesting that Kmt2s have tumor suppressive roles in the murine endometrium. Furthermore, to 
analyze the epigenetic profiles of Kmt2-deficient endometrium in vivo, we established the 
experimental pipeline to evaluate histone modifications where murine endometrial epithelial cells 
were isolated and conducted to CUT&Tag analysis.

研究分野：エピジェネティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エピゲノムの異常は、細胞の遺伝子発現パターンを正常状態から逸脱させることにより発がんに寄与すると考え
られており、エピゲノムを標的としたがん治療薬の開発が進んでいるが、これまで子宮内膜がんの病態とエピゲ
ノム異常との関係はほとんど明らかでない。ヒストンメチル化酵素KMT2は子宮内膜がん症例の20-30%で変異が認
められる。我々が確立した子宮特異的Kmt2欠損マウスモデルにおける発がん機序を精査することで、高頻度であ
るKMT2変異子宮内膜がん症例に対する新規治療法の開発に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
子宮内膜がん（子宮体がん）は本邦における婦人科領域悪性腫瘍の第一位を占める。子宮内膜
がん治療における第一選択は外科手術による子宮摘出だが、若年層患者の増加や晩婚化・高齢出
産が進む昨今では、分子標的治療を中心とした新規妊孕性温存治療法の開発が重要である。 
 がんでは遺伝子変異に加えてエピゲノムの異常も生じており、近年は新たな治療標的として
注目されている。我々は子宮内膜がんのエピゲノム標的治療の可能性を探るため、米国がんゲノ
ムアトラス（TCGA）のデータベースより、子宮内膜がんにおけるエピゲノム調節因子の遺伝子変
異を探索した。すると、ヒストンメチル化酵素 KMT2 ファミリーの遺伝子群に高頻度で変異が認
められることを見出した。KMT2A と KMT2B は H3K4me3 メチル化を介してプロモーター活性を、
KMT2CおよびKMT2Dは H3K4me1メチル化を介してエンハンサーの機能調節に関わることが知られ
ている。以上の知見から、KMT2 の変異は H3K4 メチル化機構を破綻させ、細胞の遺伝子発現パタ
ーンをゆがめてしまうことで子宮内膜がんの発生や進行を後押ししているのではないかと考え
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では子宮特異的な KMT2 欠損マウスを開発することによって、KMT2 が子宮内膜におけるが
ん抑制因子であることを生体レベルで証明し、KMT2 変異がん治療法開発に向けたモデル動物を
樹立することを目指した。 
 
３．研究の方法 
Kmt2 ファミリーの遺伝子は、いずれも全身ノックアウトは耐性致死となることが知られている。
したがって、CRISPR/Cas9 システムを使った受精卵ゲノム編集により子宮特異的 KMT2 欠損マウ
スを作製した。具体的には、Pgr-Cre マウス、Ltf-Cre マウス、Kmt2-flox マウス、Pten-KO マウ
スを作製した。これら Cre マウスや flox マウスを様々な組み合わせで交配することで子宮特異
的 KMT2 欠損マウスを樹立し、表現型解析を行った。 
 子宮内膜がんの原発組織である子宮上皮細胞の分子生物学的解析を可能にするため、酵素処
理や物理的破壊による子宮上皮細胞の単離方法の検討、および単離した少数の上皮細胞に対す
る CUT&Tag 法によるゲノムワイドなヒストン修飾解析法の検討を行った。 
 
４．研究成果 
 遺伝子改変マウスライン作製において、Kmt2-flox および Pten-KO マウスラインは Cas9 タン
パク質/gRNA 複合体および一本鎖 DNA 鋳型ドナーをエレクトロポレーション法で野生型マウス
受精卵に導入することにより作製した（Horii et al. 2017, Sci Rep）。一方、Cre 発現マウス
ラインの作製には、長鎖の二本鎖 DNA 鋳型ドナーをマイクロインジェクション法により導入す
る必要があるが、ノックイン位置の指定に重要なドナー上のホモロジーアームの長さが作製効
率に大きく影響することが知られていた。そこで、Pgr-Cre マウスを効率的に作製できるホモロ
ジーアームの長さを検討した。ホモロジー長が 33 bp/33 bp では Cre ノックイン効率は 17.4%だ
ったのに対し、800 bp/800 bp では 47.4%とより高効率だった（図１）。この結果に従い、Ltf-
Cre マウス作製も 800 bp/800 bp ホモロジーアームをもつ鋳型ドナーを用いて作製した。 
 作製した Pgr-Cre および Ltf-Cre マウスが子宮で Cre リコンビナーゼによる組換えを起こす
か確認するために、Cre-loxP レポーターマウス（R26R-H2B-mCherry）と交配し、F1 世代のマウ

ス子宮を解析した。Pgr-Cre は子宮内膜全体で組
換えが確認された（図２）。一方 Ltf 遺伝子のエ
クソン１に Cre リコンビナーゼ配列を挿入した

Ltf-Cre マウスでは、子宮での組換えが確認



できなかった。そこで Ltf 遺伝子の最終エクソンに P2A 配列で Cre リコンビナーゼ配列を接続
した Ltf-lastExon-Cre マウスを新たに作製し解析を行ったところ、子宮上皮細胞での組換えを
確認することができた。 
 作製した Cre マウスおよび flox マウスを交配し、子宮特異的 Kmt2 ノックアウトマウス（Kmt2-
uKO）を作製した。Kmt2-uKO マウスは、子宮における過形成やがん化を引き起こさなかった。し
かし、Kmt2-uKO マウスを Pten-KO マウスと交配させたところ、生後 4 ヶ月で子宮の肉眼病理的
な異常を認めた（図３）。組織学
的解析の結果、筋層浸潤を有す
る子宮内膜がんを発症している
ことが明らかとなった。生後 4
ヶ月の Pten-KO マウス子宮では
がん化は認められず、Kmt2-uKO
は Pten-KO マウスの子宮がん発
症を加速させたことが明らかと
なった。このように、遺伝子改
変マウスを用いた生体レベルで
の解析より、KMT2 は子宮内膜に
おけるがん抑制因子であること
を証明した。 
 Kmt2 欠損ががんを促進する
メカニズムを解明するために
は、子宮内膜がんの原発組織で
ある子宮上皮細胞における遺伝子発現やヒストン修飾のプロファイルを比較する必要がある。
子宮内膜は、上皮細胞だけでなく間質細胞や血管内皮細胞などさまざまな種類の細胞によって
構成されるため、分子生物学的特徴づけを行うためには上皮細胞だけを単離する方法を確立す
る必要がある。過去に報告のあった方法（Wilson et al.2019, Nat commun）を一部改変し、子
宮上皮細胞の単離を試みた。子宮組織を物理的に破砕した後に酵素処理によって細胞を分離、そ
の後磁気ビーズ付き EpCAM 抗体で標識した上皮細胞をマグネットで単離した。この方法でマウ
ス１匹の子宮から個程度の細胞を単離することができ、遺伝子発現解析した結果、上皮細胞が濃
縮されていることがわかった（図４）。また、単離した上皮細胞から CUT&Tag によるヒストン修
飾解析を試みたところ、少ない細胞数（100,000 個）から H3K4me1 および H3K27ac の全ゲノムプ
ロファイリングデータを得ることができた。上記の技術を使って Kmt2-uKO 子宮における分子生
物学的特徴づけを行い、子宮内膜がんにおける KMT2 変異の意義を明らかにしたい。 
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