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研究成果の概要（和文）：子宮体がんでは CTCF の変異頻度が高くドライバー遺伝子と考えられているが、その
機序は不明であった。既存オミックスデータについてDNA メチル化と遺伝子発現の変化を調べ、TCGAデータを用
いて検証した。自験例とTCGAデータでCTCFの変異によりCTCF結合部位のメチル化を確認した。自験例ではCTCF変
異子宮体がんはエストロゲン受容体結合部位のメチル化が亢進していたが、TCGAデータでは亢進していなかっ
た。CTCF 野生型・変異型の類内膜性子宮体がん細胞株についてCTCFを含む子宮体がんドライバー遺伝子の変異
を確認しCTCF 変異型の細胞株においてエストロゲン反応性の低下は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：CTCF mutation is commonly found in uterine endometrial cancer and is 
considered as a driver gene, but the mechanism remains unknown. We investigated changes in DNA 
methylation and gene expression associated with CTCF mutation using existing omics data and 
validated them using TCGA data. We confirmed hypermethylation of CTCF binding sites in CTCF-mutated 
samples in our and TCGA data. CTCF-mutated uterine endometrial cancer had hypermethylation of 
estrogen receptor binding sites in our data, but not in TCGA data. We confirmed mutations in uterine
 endometrial cancer driver genes, including CTCF, in CTCF wild-type and mutant endometrioid uterine 
cancer cell lines, and found no decreased estrogen responsiveness in CTCF-mutated cell lines.

研究分野：がんゲノム

キーワード： 子宮体がん　CTCF　エストロゲン　DNAメチル化　遺伝子変異　ドライバー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CTCF のクロマチン構造、遺伝子発現における役割については盛んに研究され多くの知見が得られているが、そ
の変異がどのようにがん化に関わるのか、分子機構はほとんど分かっていない。特に子宮体がんでは大半がCTCF
 変異の頻度と位置についての報告に終始し、がん化の機序は全く不明である。本研究により、子宮体がんのエ
ストロゲン非依存性の獲得と腫瘍形成の過程におけるCTCF の役割が明らかになり、さらに新規分子標的治療・
ホルモン療法の開発につながるものと期待して本研究を実施した。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

CTCF (CCCTC-binding factor) は、ジンクフィンガーを有する DNA 結合タンパクであり、
GC豊富な認識配列に結合し、多数の遺伝子の発現を制御する。転写因子結合部位の近傍に結合
し、多彩な転写因子の活性を制御する他、CTCFが TAD (Topologically Associated Domain) な
ど、３次元ループ構造からなる転写調節ドメインを形成し、領域単位の転写制御を行なっている
ことや、転写が全般に活性化しているユークロマチンと、不活性化しているヘテロクロマチンの
領域を区切る境界（インスレータ）として機能することなどが分かってきた。また、ゲノム上の
CTCF 認識配列は CpG メチル化を受け、CTCF が結合できなくなり本来の機能を失うことが
知られている。 

 
申請者らはエクソーム・DNA メチローム・トランスクリプトームといったオミックスデータ
を用いて、婦人科がんの腫瘍形成過程に関する研究を行ってきた (Sugiyama, Mori, Am J 
Pathol 2019; Gotoh, Mori, Nature Commun 2019)。類内膜性子宮体がんでは、正常内膜がエス
トロゲン過剰刺激により増殖症を経てがん化する（増殖症経路）と考えられているが、仔細な観
察により閉経後の萎縮内膜から増殖症を経ずに直接がん化する経路（de novo 経路）もほぼ同数
あることを報告した（Hasumi, Sugiyama, Cancer Med 2013）。２つの経路由来の子宮体がんの
オミックス解析を行い、増殖症経路では当初エストロゲン過剰状態にあるが、増殖症からがんに
移行するときにエストロゲン非依存性を獲得すること、de novo 経路では多くは最初からエス
トロゲン非依存性を示すことを明らかにした（図１）。 
 

 
 
 

種々のがん種で CTCF の変異が認められ、それらのがん種ではドライバー遺伝子であると考
えられるが、がん化の機序は不明である。類内膜性子宮体がんでは、23％に変異があると報告さ
れている。CTCF は乳がん細胞株においてエストロゲン受容体 (ER) による転写を制御するこ
とも報告されている。また後述の解析結果より CTCF は子宮体がんにおいて ER 活性調節因子
の発現を制御していること、クロマチン３次元構造の変化が生じている可能性が高いことが明
らかとなった。その破綻によりエピゲノム異常を伴いながら、エストロゲン非依存性を獲得し、
子宮体がん細胞の増殖がドライブされていることが示唆された。そこで CTCF が制御するクロ
マチン構造に着目し、CTCF の下流因子を、特に ER 活性調節と DNA メチロームに注目しな
がら探索する。 

 
２．研究の目的 
本研究では、クロマチン構造調節因子 CTCF の変異により、類内膜性子宮体がんのエストロ
ゲン非依存性の獲得とがん化がどのような機序で引き起こされるのか、特に CTCF の多様な機
能のうち、直接的な転写制御、クロマチン構造制御、インスレータ機能のどの機能が一義的に重
要か明らかにした上で、下流因子を同定する。 

CTCF のクロマチン構造、遺伝子発現における役割については盛んに研究され多くの知見が
得られているが、その変異がどのようにがん化に関わるのか、分子機構はほとんど分かっていな
い。特に子宮体がんでは大半が CTCF 変異の頻度と位置についての報告に終始し、がん化の機
序は全く不明である。また、ER 活性の制御についても、乳がん細胞株における役割が調べられ
ているが、子宮体がんを含む CTCF に変異を有する臨床検体での活性を調べた研究はない。さ
らに他の ER 活性調節因子との関係性は申請者らの独自の知見である。本研究により子宮体が
んのエストロゲン非依存性の獲得と腫瘍形成の過程における CTCF の役割が明らかになり、新
規分子標的治療・ホルモン療法の開発につながるものと期待される。 
 
(3) 本研究で何をどのように、どこまで明らかにしようとするのか 
本研究では CTCF 変異による類内膜性子宮体がんのエストロゲン非依存性の獲得ならびにが
ん化の機序を明らかにする。申請者らが他研究用に取得した、類内膜性子宮体がんおよび類縁疾
患である子宮・卵巣がん肉腫のエクソーム・DNAメチローム・トランスクリプトームデータを
利活用しながら、CTCF 変異型と野生型の腫瘍検体で統計比較を行い、CTCF の下流因子につ
いて、特に ER 活性制御と DNAメチロームの変化に注目しながら探索する。主として臨床検体
を解析対象とするが、臨床検体で得られた知見について、CTCF に変異を有する子宮体がんの
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図 1：類内膜性子宮体がんの２つの腫瘍形成経路 
 
いずれの経路でがん化しても、がんになった時点で
は、がん細胞はエストロゲン非依存性を獲得してい
ると考えられる 



細胞株や、CTCF 野生型の細胞株に変異を導入した細胞株を用いて、実験的に実証する。さら
に前向きに収集する臨床検体を用いて、クロマチン３次元構造解析を行い、DNAメチロームと
トランスクリプトームより類推した現象を確認する（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
３．研究の方法 
以下の方法で研究を行った。 
1) CTCF 変異による DNAメチローム・トランスクリプトームの変化を測定する目的で、既存オ
ミックスデータ（子宮体がん 69症例）について、統合解析を行う。 

a. エクソームデータを用いて CTCFおよびその結合パートナーであるコヒーシン複合体遺伝
子群を中心にエストロゲン受容体経路にある遺伝子群（ESR1, FOXA2, SOX17, ZFHX3など）
の遺伝子変異を抽出する。CTCF に変異のある子宮体がんと変異のない子宮体がんの２群に
分ける。 

b. DNAメチローム（イルミナ社マイクロアレイ）データ、トランスクリプトーム（アフィメ
トリクス社マイクロアレイ）データを用いて CpG 部位の DNA メチル化と遺伝子発現につい
て群間比較を行い、CTCF変異型子宮体がんで有意に変化している CpG部位と遺伝子を同定
する。 

c. Methyl-ssRSEAを用いて種々の転写因子や修飾ヒストン等のゲノムにおける結合領域のメ
チル化の程度を定量的に評価する。Methyl-ssRSEAスコアを群間比較して CTCF変異により
DNAメチル化がどの転写因子・修飾ヒストンの結合部位に影響を与えるか検討する。 

2) The Cancer Genome Atlas (TCGA)の子宮体がん（UCEC）のオミックスデータを用いて c. と
同じ解析を行い、1) c. で得られた知見を実証する。 

3) 市販の子宮体がん細胞株のエクソーム解析を行い、CTCF変異を有する細胞株を同定する。
CTCF変異型細胞株と野生型細胞株のエストロゲン反応性を検討する。 

4) 類内膜性子宮体がんの手術検体ならびに臨床情報を、前向きに収集する。 
 

 
４．研究成果 
1) CTCF変異型子宮体がんにおける DNAメチル化プロファイル 
子宮体がん 69 症例について CTCF 変異の有無を検討したところ 19 症例において変異を検出
した（図３）。DNAメチル化マイクロアレイデータを用いて CTCF変異に相関する CpG部位を抽
出した。 

 

 
 

 
CTCF変異に相関するメチル化異常は CpG island methylator phenotype、MLH1プロモータメ
チル化、POLE/MSI分子型に関連するメチル化パターンとは異なっていた。また高メチル化され
ている CpG部位は CTCF結合部位に集積していた（図３）。 
 

1) 既存データのオミックス情報の再解析
クロマチン 3次元構造との位置関係
TCGA データによる実証

2) 細胞株を用いた実験的実証
CTCF野生型・変異型の細胞株の比較解析
CTCF野生型の細胞株に変異導入→動的変化の解析

3) 前向き収集臨床検体を用いた実証
CTCF野生型・変異型の子宮体がんのクロマチン 3次元構造解析

クロマチン 3次元構造をターゲットにした 新規分子標的治療・ホルモン療法の開発

子宮体がんのエストロゲン非依存性獲得・がん化における
CTCF 変異・クロマチン 3次元構造異常の意義

図２：本研究で行うこと 
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図３：CTCF変異に相関する DNAメチル化 
 
CTCF変異と相関する CpGサイトの DNAメ
チル化の程度を示す。CTCF変異型におけ
る高メチル化 CpG 部位は ENCODE より入
手した子宮体がん細胞株 Ishikawa にお
ける CTCF 結合部位に集積していた。略
語 ： CIMP: CpG island methylator 
phenotype 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
CTCF変異型子宮体がんでは一貫して野生型よりもメチル化の程度が高い（図４）が、転写開始

点から 100 万塩基対離れるとその差がなくなった（図５）。CTCFのゲノム上の結合部位が 100 万
塩基対ごとに分布している事実に符合していた。 
 
2) CTCF変異型子宮体がんにおける転写因子結合部位のメチル化変化 

 

 
 

 
Methyl-ssRSEA を用いて CTCF を含め他の転写因子・修飾ヒストンの結合部位のメチル化の程

度をスコア化し CTCF 変異型子宮体がんと野生型で群間比較を行ったところ CTCF だけでなく
CTCFの結合パートナーであるコヒーシン複合体（RAD21, STAG1, SMC3など）、ESR1, FOXA2など
のエストロゲン受容体経路の転写因子結合部位のメチル化も亢進していることが判明した（図
６）。 
 
3) CTCF変異型子宮体がんにおけるエストロゲン受容体経路の活性変化 

 

 
 

 
発現マイクロアレイデータを用いて CTCF 変異型子宮体がんで有意に発現が変化している遺伝
子を探索したところ、FOXA2, ZFHX3遺伝子の発現が低下していることを検出した。さらに FOXA2
の下流遺伝子並びに子宮内膜正常細胞におけるエストロゲン下流遺伝子の発現も低下している
ことが判明した（図７）。エストロゲン受容体経路の転写因子結合部位のメチル化の亢進と合致
していた。 
 
4) TCGA DNAメチル化マイクロアレイデータを用いた検証 
TCGA DNAメチル化マイクロアレイデータを用いて CTCF 変異型子宮体がんにおけるエストロゲ
ン受容体経路の転写因子結合部位のメチル化の亢進が再現されるかどうか検証を行った。エク
ソームデータを用いて CTCF 並びにエストロゲン受容体経路の転写因子の体細胞変異を抽出し、
CTCF変異の有無により DNAメチル化データの群間比較を行った。 
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図４： CTCF変異型と野生型の DNAメチル化パターンと
転写開始点からの距離 

 
DNAメチル化は転写開始点が最も低く、開始点から外側
に向かって高くなるが、CTCF 変異型子宮体がんでは一
貫して野生型よりもメチル化の程度が高い。 
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図５： CTCF変異型と野生型の DNAメチル化の差と転写

開始点からの距離 
 
CTCF変異型と野生型子宮体がんの DNAメチル化の差は
転写開始点の外側に向かって 100 万塩基対以上離れて
初めてゼロになる。 
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図６：CTCF 変異による転写因子・修飾ヒストン
の結合部位内 CpGメチル化の変化 

 
CTCF変異により CTCF だけでなく CTCFの結合パ
ートナーであるコヒーシン複合体（RAD21, 
STAG1, SMC3など）、ESR1, FOXA2などのエスト
ロゲン受容体経路の転写因子結合部位のメチル
化も亢進する。 
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図７：CTCF変異による FOXA2, ZFHX3発現低下 
 
CTCF変異により FOXA2, ZFHX3の mRNA発現が低
下し、FOXA2の下流遺伝子並びに子宮内膜正常細
胞におけるエストロゲン下流遺伝子の発現も低
下していた。 



TCGAデータにおいても CTCF変異に相関する高メチル化部位が再現性を持って検出された（図
８）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
しかし CTCF 変異型子宮体がんではエストロゲン受容体経路の転写因子結合部位の高メチル化
は検出できなかった（図９）。 
 
 

 
 
以上より TCGA データでは自験例で観察されたエストロゲン受容体経路の転写因子結合部位の
メチル化の変化は再現されなかったとものと結論づけた。 
 
5) 子宮体がん細胞株におけるエストロゲン反応性と CTCFの関係性 
CTCF 野生型細胞株 HEC1A, HEC1B, HEC108と CTCF変異型細胞株 Ishikawaを siRNAを用いて

CTCF 遺伝子のノックダウンを行いながらエストロゲン処理を行い、エストロゲン下流遺伝子の
発現を観察した。当初の予想とは異なり CTCF変異型の Ishikawaのみがエストロゲンに反応し、
CTCF 野生型細胞株は全く反応しなかった。さらに CTCF遺伝子のノックダウンによって Ishikawa
のエストロゲン反応性は全く変化しなかった。 
以上より細胞株では自験例の子宮体がん臨床検体で観察されたエストロゲン受容体の活性低

下は検出されなかったものと結論づけた。 
 

自験例の臨床検体で観察された CTCF変異型子宮体がんにおけるエストロゲン経路異常は TCGA

データでも細胞株でも再現されなかったため、本研究はネガティブリザルトとして終了するこ

ととなった。しかし本研究の推進のために DNA メチル化の生物学的意義を定量的に類推するた

めの方法論である Methyl-ssRSEAを開発した（Minegishi, Mori, Epigenomics 2021）ことは、
現在展開している子宮体がんの前がん病変におけるクロマチン解析研究（一部の結果は Gotoh, 

Mori, J of Pathol 2023で発表）に大きく寄与しており、本研究の成果として十分な波及効果

を得ることができたものと考えている。 

図８：TCGAデータによる CTCF変異型子宮体がん
における DNAメチル化部位の検出 

 
自験例と同様に CTCF変異により DNAメチル化が
亢進している箇所が検出された。 

図９：TCGAデータと自験例データの比較 
 
Methyl-ssRSEAスコアについて CTCF変異型と野
生型子宮体がんの群間比較を行い、その統計値
（D値）をプロットした。データベースより取得
した CTCF結合領域を赤で、その他の転写因子・
修飾ヒストンの結合部位を灰色で示す。CTCF 結
合領域は自験例も TCGAデータも高メチル化を示
す一方で、TCGA データではエストロゲン受容体
経路の転写因子結合部位の高メチル化は検出さ
れなかった。 
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