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研究成果の概要（和文）：子宮内膜から子宮内膜症、類内膜癌への進展を検討するために、正常子宮内膜の癌関
連遺伝子変異に注目した。32名の女性からサンプリングを行い、891本の腺管を単離し、単一腺管シークエンス
を実施した。正常子宮内膜で変異の頻度の高い遺伝子はPIK3CAとKRASで、それぞれ全体の15.6%、10.9%で変異を
認めた。各変異アリル頻度は0.5付近に中央値を認め、多くの腺管がモノクローナルな癌関連遺伝子変異を有し
ていた。また、摘出子宮から採取した子宮内膜の位置情報を記録した上で、単一腺管全ゲノムシークエンスを実
施し、がん関連遺伝子変異を有する正常子宮内膜腺管は空間的に広がりを持っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To investigate the progression from endometrium to endometrioid carcinoma 
via endometriosis, we focused on cancer-related gene mutations in normal endometrium. 32 women were 
sampled, 891 gland ducts were isolated, and single gland duct sequencing was performed. The most 
frequently mutated genes in normal endometrium were PIK3CA and KRAS, which were mutated in 15.6% and
 10.9% of all cases, respectively. The median of mutation allele frequency of each endometrial gland
 was around 0.5, and almost all glands were monoclonal. Whole genome sequencing of single 
endometrial gland was also performed after recording the location of endometrial glands collected 
from the endometrium tissue and revealed that normal endometrial glands with cancer-associated gene 
mutations were spatially spread out in the endometrium tissue.

研究分野：婦人科腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の対象疾患は女性の命に関わる疾患であるが、治療が奏効してもQOLを低下させてしまうため、予防が重要
になる。本研究成果は、子宮内膜症や卵巣類内膜癌の発症予防に貢献でき、女性のQOL向上につながるポテンシ
ャルのある研究である。

※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 

 

 成人女性の約 10%に認める子宮内膜症は、月経困難症・不妊症などを引き起こし、女性の QOL を
著しく低下させることから、研究代表者らは以前より子宮内膜症の病態解明を目指し研究を進めてき
た（J Hum Genet 2010 as a first author; Nature Genetics 2012, J Human Genet 2013, Nat Commun 2017 as a co-
author）。 
 2010 年に内膜症関連卵巣癌および癌近傍の内膜症病変に ARID1A遺伝子変異が存在することが報告
され（Wiegand et al. New Engl J Med 2010）、研究代表者らは子宮内膜症にもすでに遺伝子変異が生じて
いるという研究仮説をたて、2012年より子宮内膜症のゲノム解析を開始した。しかし、子宮内膜症は、
癌とは異なり、手術摘出標本内に子宮内膜症性病変の含有率は極めて低く、通常のサンプリングでは
内膜症性病変を正確かつ十分に採取することが困難であった。そこで研究代表者らは、子宮内膜症で
最も頻度の高い卵巣子宮内膜症を対象とし、レーザーマイクロダイセクション法を用いて内膜症上皮を選択
的に採取し、DNA/RNAを抽出することに成功した。その結果、内膜症関連卵巣癌の原因遺伝子と考えら
れていた ARID1A, PIK3CAや KRAS子宮内膜症の段階ですでに高頻度に遺伝子変異を起こしているこ
とを明らかにしている（Cell Reports 2018 as a co-author）。 
 一方、先行研究の課題として、子宮内膜症で同定される癌関連遺伝子の体細胞変異が内膜症関連卵巣
癌の発症にどのように関与するのかを明らかにする必要がある。さらに卵巣類内膜癌発症には、遺伝子
変異に加えて他のゲノム・エピゲノム異常も関与している可能性があり、本研究を立案した。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、子宮内膜症から卵巣類内膜癌への移行部位に注目して、単一細胞シークエンスを行
うことで、内膜症から癌に移行するにつれて蓄積されるゲノム・エピゲノム異常を細胞レベルで明ら
かにし、卵巣類内膜癌の発症メカニズムを解明することである（図１）。 
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図1. 卵巣類内膜癌の発症メカニズム解明を目的とした単一細胞レベルのゲノム・エピゲノム異常の同定
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３．研究の方法 

 まず、卵巣類内膜癌症例において、内膜症上皮・異型内膜症上皮・癌上皮から単一細胞を選択後、核
酸抽出を行い、OMICSデータを取得し、内膜症から癌に至るまでに蓄積するゲノム・エピゲノム異常
を明らかにする。次に、研究代表者らが樹立した子宮内膜症オルガノイドに、子宮内膜症から癌への進
展に伴って蓄積されるゲノム・エピゲノム異常を導入し、癌化するかどうか確認する（図 1） 。 
(1) 子宮内膜症から卵巣類内膜癌への移行部位からの単一細胞の切り出し 
 本研究は遺伝子倫理委員会の承認を得ている。研
究代表者らはすでに、卵巣類内膜癌 30 例で子宮内膜
症病変と類内膜癌病変が確認できる凍結サンプルを
保管している。まず、各組織について、婦人科病理
学の大家である山形大学 病理学教室 本山悌一名誉
教授に診断していただく。まず、子宮内膜症から卵
巣類内膜癌へ移行する部位を同定する（図２）。同部
位よりレーザーマイクロダイセクション法を用いて
細胞を一つずつ切り出し、各細胞の腫瘍組織内の位
置情報を記録後、DNAを抽出する。 
 
(2) OMICSデータ取得 
《全ゲノムシークエンス・メチル化アレイ》 レーザ
ーマイクロダイセクション法で得られた子宮内膜症上皮・類内膜癌上皮由来の微量 DNAの全ゲノム増
幅後ライブラリーを作成し、Illumina社 HiSeq3000を用いてシークエンス（100bp paired end）を行う。
得られた Fastqファイルから全ゲノムシークエンスデータパイプラインを用いてコピー数異常・体細胞
変異・融合遺伝子を抽出する。同様に、子宮内膜症上皮・類内膜癌上皮の微量 DNAを用いて Illumina
社 MethylationEPIC BeadChip kitを用いてアレイ実験を行う。正確なメチル化プロファイルの同定のた
めに SeSami software （Zhou et al. Nucleic Acids Res 2018）を用いる。 
 
(3) OMICSデータ解析 
《進化論モデル解析》細胞毎に取得された遺伝子変異・コピー数・メチル化データと腫瘍組織内の位置
情報を紐付けし、進化論的アプローチ（clonal evolution analysis）により、内膜症から癌に移行するにつ
れて蓄積されるゲノム・エピゲノム異常を同定する（図１）。遺伝子変異プロファイルについては、共
同研究を行っている Alexandrov博士とデータ共有し、Mutational Signature解析（Alexandrov et al. Nature 
2013）を行い、遺伝子変異の原因を調査する。 
 
(4) 内膜症オルガノイドを用いた類内膜癌発症の原因遺伝子の同定 
 子宮内膜症から癌が発生することを検討するのに適したリソースがないことから、当科で開発した
婦人科癌スフェロイド培養法を改良して子宮内膜症オルガノイドを作成する。まず子宮内膜症オルガ
ノイドに対して全ゲノムシークエンスを行い、オルガノイドのゲノム異常を確認しておく。 
 単一細胞シークエンスで同定された原因遺伝子候補が、子宮内膜症オルガノイドで異常を認めない
ことを確認したのち、原因遺伝子変異を子宮内膜症オルガノ
イドに導入する。 
 遺伝子異常導入前後でオルガノイドの形態変化・細胞増殖
能・浸潤転移能・生存能・細胞周期変化・遺伝子発現などの
表現型の変化を検証する。次に異常遺伝子の発現調節により、
形態、細胞増殖、細胞浸潤能、アポトーシスに与える影響を
MTSアッセイ、スフィアアッセイ、マトリゲルアッセイ、フ
ローサイトメトリー等で in vitroで検討する

 

 

 

４．研究成果 

初年度より、症例を収集し、子宮内膜症から卵巣類内膜癌へ移行する部位の同定・単一細胞の切

り出しを実施した。しかし、移行部位の同定は可能であったが、単一細胞を回収し、DNA を抽出

したところ、DNA 量は極めて微量で、分解してしまっており、ゲノム解析に持ち込むことが困難
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図2. 内膜症から類内膜癌への移行部の同定

図3. 子宮内膜症オルガノイド



 

 

であった。そこで、子宮内膜症の発生起源である子宮内膜に注目した。子宮内膜腺管は一本一本

がモノクローナルであることが明らかにされており、単一腺管シークエンスで代用することと

した。 

32 名の女性からサンプリングを行い、891 本の腺管を単離し、単一腺管シークエンスを実施し

た。正常子宮内膜で変異の頻度の高い遺伝子は PIK3CA と KRAS で、それぞれ全体の 15.6%、10.9%

で変異を認めた。各変異アリル頻度は 0.5 付近に中央値を認め、多くの腺管がモノクローナルな

癌関連遺伝子変異を有していた。 

摘出子宮から子宮内膜を 1-2cm 角で採取し、内膜の位置情報を記録した上で、子宮腺管を一本一

本抽出し、全ゲノム・全エクソームシークエンスを実施した。その結果、がん関連遺伝子変異を

有する正常子宮内膜腺管は空間的に広がりを持って子宮内膜組織内に存在していることを明ら

かにし、この現象が子宮内膜症および類内膜癌への進展の第一歩である可能性を示した。 

オルガノイドについては、卵巣類内膜癌オルガノイド樹立は可能であったが、子宮内膜症からオ

ルガノイド樹立は、摘出組織内に子宮内膜症上皮が微量であることから困難であった。そのため、

子宮内膜症の発生起源の正常子宮内膜よりオルガノイドを樹立することになり、３つの正常子

宮内膜オルガノイドを樹立することができた。 

今後、正常子宮内膜から子宮内膜症、卵巣類内膜癌への進展メカニズムの解明のために、オルガ

ノイドを用いた実験系で研究を進める予定にしている。 
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