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研究成果の概要（和文）：正常子宮内膜の上皮細胞において癌関連遺伝子に体細胞変異が高頻度で認められるこ
と、同一の変異クローンに由来する上皮細胞が子宮内膜の広範な領域を占有していることが分かった。三次元イ
メージング解析により、子宮内膜基底層付近に網目状構造が存在することを明らかにした。さらに、網目状構造
を共有する腺管が同一祖先細胞クローンに由来することを示し、子宮内膜組織における上皮細胞の空間的増殖メ
カニズムに基底層付近の網目状構造が関与しうることを実証した。さらに、空間的位置情報を維持した状態で採
取した腺管についてDNA・RNA同時解析を行うことができる実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：We showed that somatic mutations in cancer-associated genes accumulated in 
the human normal endometrial epithelium. Endometrial glands with cancer-associated gene mutations 
spatially expanded in the substantial areas of the endometrium. By using three-dimensional imaging 
analysis, we discovered the plexus network-like glandular structure at the bottom of the endometrium
 ran horizontally along the muscular layer, and several branches rose from the structure toward the 
luminal epithelium. Moreover, mutant clones detected in the vertical glands diversify by acquiring 
additional mutations. These results suggest that clonal expansions through the network-like 
structures are involved in the mechanism by which mutant clones extend their territories. By 
extracting both DNA and RNA, we conducted transcriptome analysis for the single endometrial glands 
whose mutation profiles and spatial information were available. 

研究分野： ゲノム医科学

キーワード： 子宮内膜　癌関連遺伝子　体細胞変異　クローン性増殖　ゲノム解析　トランスクリプトーム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
月経による子宮内膜の組織再生を繰り返す過程において、一見正常な子宮内膜において癌関連遺伝子の体細胞変
異を有する上皮細胞が蓄積していくことが分かった。三次元イメージング解析とゲノム解析によって、癌関連遺
伝子に変異を有する上皮細胞が空間的に増殖するメカニズムを明らかにした。癌関連遺伝子に体細胞変異を有
し、空間的に増殖する上皮細胞の特徴を明らかにするため、網羅的遺伝子発現解析を行った。子宮内膜症、子宮
腺筋症、子宮体癌や卵巣癌といった子宮内膜組織に関連する疾患の発症機序を理解するための重要な知見が得ら
れた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
癌において高頻度に体細胞変異が認められる遺伝子は“癌関連遺伝子”と総称され、その機能

欠失・亢進が癌発症メカニズムに寄与していると考えられている。TCGA(The Cancer Genome 
Atlas)を代表とする大規模な国際共同研究によって、次世代シーケンサーを用いたゲノム解析
が実施され、癌関連遺伝子が次々に同定されている(Bailey et al., Cell 2018)。しかし、TCGA
は既に発症した癌患者の腫瘍を対象としているため、がん発症における初期のゲノム変化を捉
えられない。従来、癌関連遺伝子における体細胞変異は癌を引き起こすドライバーとして考えら
れてきたが、造血細胞、皮膚、食道、大腸などの様々なヒト正常組織において、癌関連遺伝子に
体細胞変異が多数存在することが報告されている(Martincorena & Campbell, Science 2015)。
発癌に至る初期のゲノム変化を理解するためには、ヒト正常組織や前がん病変を用いたアプロ
ーチが有効であると考えられる。 
 我々は先行研究において、卵巣癌の発症母地である子宮内膜症のみならず、子宮内膜増殖症や
子宮体癌の病変が認められない、形態学的に正常な子宮内膜組織において、癌関連遺伝子に体細
胞変異が生じていることを世界に先駆けて報告した(Suda & Nakaoka et al., Cell Rep 2018)。
先行研究を通じて、子宮内膜組織における最小の機能単位である腺管を単離し、次世代シーケン
サーを用いたゲノム解析を行う実験手法を確立してきた。 
 正常組織において変異クローンが蓄積・増殖するメカニズムには、組織の形態学的特性が深く
関与している可能性が考えられるが、癌関連遺伝子に変異を有する細胞クローンが組織という
三次元空間において蓄積・増殖するメカニズムについて明らかにされていない。また、癌関連遺
伝子に体細胞変異を有する細胞クローンの機能的特性や正常組織に及ぼす影響については未解
明である。 
 
２．研究の目的 
予備的検討において、病理学的に異型や悪性所見が観察されないにもかかわらず、全く同じ体

細胞変異プロファイルを有する上皮細胞からなる腺管が子宮内膜の広範に分布している症例が
認められた。月経周期に応じて組織再生を繰り返すうちに、癌関連遺伝子に体細胞変異を有する
上皮細胞が過剰な増殖能を獲得して子宮内膜の広範囲を占有するに至ったのではないかと考え
た。正常な子宮内膜から採取した腺管では大規模なゲノム構造異常やコピー数変化はほとんど
起きていないことから、エピジェネティックな変化による遺伝子発現レベルの変化が空間的な
増殖を誘導する分子表現型特性ではないかという仮説を立てた。ゲノム解析、網羅的遺伝子発現
解析およびオープンクロマチン領域解析を行うことで、癌関連遺伝子に変異を獲得し、過剰な増
殖能を獲得した上皮細胞の分子表現型特性について検討し、子宮内膜を起源とする婦人科疾患
(子宮内膜増殖症、子宮内膜症、子宮腺筋症、子宮体癌、卵巣癌)の発症機序を解明することが本
研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 臨床的に婦人科良性疾患および子宮頸部上皮内腫瘍と診断され、治療として子宮全摘術を受
ける方のみを対象とし、手術時に子宮内膜組織を採取する。研究協力機関である新潟大学医学部
産科婦人科教室の榎本隆之教授、吉原弘祐研究准教授、須田一暁助手、山口真奈子医師が子宮内
膜組織収集、申請者が単一腺管からの核酸抽出、シーケンス実験およびバイオインフォマティク
ス解析を担当する。 
(1) 加齢や累積月経回数と体細胞変異負荷との関連を検討するため、21 歳から 53 歳までの多
様な年齢区分に属する女性から採取した 891 本の腺管を採取し、単一腺管ゲノム解析によって
体細胞変異プロファイリングを行った。 
(2) 同一細胞クローンに由来する腺管が子宮内膜という三次元空間の広範囲に分布している可
能性を評価するため、子宮全摘術によって切除した内膜を格子状に区切り、腺管の空間的位置情
報を保持した状態で単一腺管を分離し、ゲノム解析を行った。4人の女性から提供を受けた子宮
内膜を 7～48の格子状区域に細分化し、各区域から 3～20本の腺管を単離した。区域に紐づけさ
れた 451 本の腺管について体細胞変異プロファイリングを行った。 
(3) 子宮内膜の基底層付近に存在する網目状構造(地下茎構造)が、正常子宮内膜における上皮
細胞クローンの空間的増殖メカニズムに関与しているという仮説を実証するため、43 歳の女性
から提供を受けた子宮内膜の凍結検体から連続切片を作成し、イメージング解析によって、地下
茎構造を共有する腺管を同定した。レーザーマイクロダイセクション法によって地下茎構造と
地下茎構造から派生する複数腺管の上皮細胞成分を選択的に回収し、全ゲノムシーケンス解析
を行った。 
(4) 癌関連遺伝子に変異を獲得した正常細胞の機能的特性を明らかにするため、体細胞変異プ
ロファイルを取得したものと同一の腺管について RNA シーケンシングを行い、トランスクリプ
トーム解析を行った。癌関連遺伝子の保有状態に応じて変化する遺伝子発現パターンや影響を
受ける生物学的経路について検討を行った。また、単一腺管レベルで ATAC(Assay for 



transposase-accessible chromatin with sequencing)シーケンシングを行う。ATAC シーケンシ
ングは核内に存在する転写因子などの高分子が DNA に近接することができる度合い、すなわち、
クロマチン接近可能性を測定し、オープンクロマチン領域を同定するための手法である
(Buenrostro et al. Nat Methods 2013)。 
 
４．研究成果 
(1) 21歳から53歳までの多様な年齢区分に属する女性から採取した 891本の腺管に対して体細
胞変異プロファイリングを行った。まず、同定された体細胞変異を塩基置換パターンによって分
類し、変異シグナチャー解析によって(Alexandrov et al. Nature 2020)、子宮内膜腺管におい
て体細胞変異を生じさせる生物学的過程や関連する要因について検討した。その結果、clock-
like signature と呼ばれ、加齢と共に増加する塩基置換パターン(SBS1、SBS5)と活性酸素種に
よる DNA 損傷を示唆する塩基置換パターン(SBS18)を示す体細胞変異が高頻度に認められた。各
被験者の体細胞変異の負荷は年齢と強い正の相関を示した。また、初潮年齢が早い女性は変異負
荷が高くなる傾向が認められた。さらに、SBS1 を特徴づける NpCpG サイトにおける C から T へ
の塩基置換が年齢や累積月経回数と強い正の相関を示すことが分かった。これらの結果は、月経
周期に応じて組織再生が繰り返されることによって、子宮内膜上皮細胞に体細胞変異が蓄積さ
れていくことを示唆している。 
 解析を実施した正常子宮内膜腺管 891 本のうち、半数以上において、PIK3CA、KRAS、FBXW7、
PIK3R1、PPP2R1A、PTEN、ARID1A、FGFR2、TP53、ARHGAP35 などの癌関連遺伝子に体細胞変異が認
められた。これら遺伝子における体細胞変異はアミノ酸置換を伴うものが大部分であり、コード
されるタンパク質の重要な機能的ドメインに位置していた。子宮内膜組織において、がん関連遺
伝子変異を有する上皮細胞クローンが選択的有利性を示すか否かについて評価するため、集団・
進化遺伝学で用いられる遺伝子の進化速度を表す指標である dN/dS 比 (非同義置換速度と同義
置換速度の比)を推定した。がん関連遺伝子を除く遺伝子における dN/dS 比は 1.2 であり、中立
的な進化状態を示した。一方、TCGA によって同定された婦人科がん関連遺伝子では dN/dS 比は
16.2 と有意に高い値を示した。さらに、個々の遺伝子レベルでみると、KRAS、PIK3CA、PPP2R1A、
FBXW7、PIK3R1、TP53、FGFR2、ARID1A、ARID5B、ARHGAP35 は有意に高い dN/dS 比の値を示し、こ
れら遺伝子に非同義置換を有する細胞クローンは、子宮内膜において選択的に有利であり、正の
選択を受けていることが分かった。 
 がん関連遺伝子変異によって選択的優位性を獲得した細胞クローンは、高い増殖能を有し、子
宮内膜の広範な領域を占有するように進展していく可能性が考えられる。そこで、全摘術によっ
て切除した子宮内膜を格子状に区切り、腺管の空間的位置情報を保持した状態で単一腺管を分
離し、ゲノム解析を行った。このことで、同一の体細胞変異プロファイルを有する腺管が分布す
る領域について評価することができる。子宮内膜を格子状区域に細分化し、各区域から複数の腺
管を単離し、区域に紐づけされた腺管について体細胞変異プロファイリングを行った。その結果、
同一の体細胞変異プロファイルを有する腺管が、同じ区域内や隣接する区域にまたがって分布
していることが分かった。顕著な例としては、分布域が 5㎜四方の 6区域に及んでいる細胞クロ
ーンが認められた。さらに、複数区域の大部分の腺管で loss-of-heterozygosity を伴う PTEN 機
能欠失型変異を共有している症例も認められた。これら症例は子宮内膜増殖症や子宮体がんに
は罹患しておらず、病理学的にも異型や悪性を疑う所見は認められなかった。一方、体細胞変異
プロファイルが共通する腺管は同一区域内に限られていて、区域を越えて広い領域を占有する
クローンが認められない症例も観察された。広範な領域を占有する細胞クローンの有無には個
人差があると考えられる。これらの結果から、正常な子宮内膜において、病理学的な肉眼的観察
では捉えられないレベルで分子表現型に変化が生じており、選択的優位性を獲得した上皮細胞
の潜在的なクローン性増殖が進行している可能性が推察された。 
 空間的に離れた位置に存在する複数の腺管が同一の体細胞変異を共有している、つまり、同一
の細胞クローンに由来していることが明らかになった。同一の細胞クローンを起源とする複数
の腺管が空間的に離れた位置に分布している現象の背景となるメカニズムを明らかにする必要
があると考えた。そこで、子宮内膜組織における上皮細胞の走行について三次元イメージング解
析を行った。CUBIC (Clear, Unobstructed Brain Imaging Cocktails and Computational 
analysis)法により透明化し(Tainaka et al. Cell Rep 2018)、上皮細胞をサイトケラチン 7抗
体で免疫蛍光染色した子宮内膜組織をシート照明型蛍光顕微鏡で観察することにより、三次元
イメージングを取得した。三次元イメージング解析の結果、子宮内膜基底層付近に網目状構造を
呈する上皮細胞が存在し、網目状構造を起点として複数の腺管が内腔に向かって分布している
ことを発見した。網目状構造は筋層に沿うように走行しており、その形態が植物の地下茎構造を
想起させることから、網目状構造を呈する子宮内膜上皮を地下茎構造と名付けた。また、地下茎
構造は月経時に剥離せずに残存することから、月経時の組織再生に重要な役割を果たしている
ことが示唆された (Yamaguchi et al., iScience 2021)。 
 植物の地下茎が水平方向に成育域を拡大するように、同一の細胞クローン由来の上皮細胞が
増殖し、占有領域を拡げていく可能性が考えられた。その仮説を検証するため、43 歳女性の正
常子宮内膜を用いて、凍結組織から連続切片を作成し、上皮細胞の連続性を精査した。地下茎構
造および地下茎構造を共有する腺管をレーザーマイクロダイセクションで選択的に採取し、全
ゲノムシーケンスによる体細胞変異プロファイリングを行った。2つの独立した地下茎構造およ



び地下茎構造と連続性を示す複数の腺管を採取した。また、いずれのグループとも連続性が認め
られない腺管についても解析を行った。ゲノムワイドな体細胞変異プロファイル、がん関連遺伝
子の体細胞変異プロファイル、いずれにおいても地下茎構造を共有する腺管群は同一の体細胞
変異を保有しており、それぞれ固有の変異クローンに由来することが分かった。これらの結果か
ら、正常子宮内膜における変異クローンは地下茎構造を介して空間的に増殖することが実証さ
れた。さらに興味深いことに、地下茎構造を共有する腺管の全てに共通する体細胞変異が認めら
れると同時に、地下茎構造において近接する腺管の間だけで共通する体細胞変異も認められた。
このことから、地下茎構造に存在する子宮内膜幹細胞が、自己複製と細胞分化によって地下茎構
造を進展させる過程で、新たに体細胞変異を獲得することによって、地下茎構造および地下茎構
造から派生する腺管に局所的な多様性をもたらしていることが推察された。 
我々の研究結果に基づき、子宮内膜において体細胞変異を有する細胞クローンが空間的に増

殖するメカニズムについて下記のようなモデルを提唱した。月経による剥離と再生を繰り返す
過程で地下茎構造が形成される。月経時に子宮内膜機能層は剝離するが、基底層に位置する地下
茎構造が残存し、地下茎構造を起点として機能層が再生される。子宮内膜上皮の幹細胞/前駆細
胞は地下茎構造の中に存在しており、がん関連遺伝子変異によって高い増殖能を獲得した細胞
クローンが組織再生に有利となり、地下茎構造を介して占有領域を拡大していくと考えられる
(Yamaguchi & Nakaoka et al., Nat Commun 2022)。 
さらに、上述のようにゲノム解析によって体細胞変異プロファイリングを行った腺管に対し

て、同時に抽出した RNA を用いてトランスクリプトーム解析を行った。PIK3CA、KRAS、FBXW7、
PIK3R1、PPP2R1A、PTEN、ARID1A、FGFR2、TP53、ARHGAP35 などの癌関連遺伝子変異の保有状態に
よって変化する遺伝子発現パターン、空間的増殖の有無によって変化する遺伝子発現パターン
を同定した。遺伝子発現レベルの変化を ATAC シーケンシングによるオープンクロマチン領域と
の関連について精査し、子宮内膜における変異クローンの空間的増殖メカニズムに関与するエ
ピジェネティックな転写制御機構を明らかにすべく、バイオインフォマティクス解析を行って
いる。 
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Mutations in Endometriosis and Normal Endometrium. Cell Rep. 2018 Aug 14;24(7):1777-
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(4) Buenrostro et al. Transposition of native chromatin for fast and sensitive 
epigenomic profiling of open chromatin, DNA-binding proteins and nucleosome position. 
Nat Methods. 2013 Dec;10(12):1213-8. 
(5) Alexandrov et al. The repertoire of mutational signatures in human cancer. Nature. 
2020 Feb;578(7793):94-101. 
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(7) Yamaguchi et al. Three-dimensional understanding of the morphological complexity 
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