
要　約
我々は子宮内膜症の発症メカニズムとして子宮内膜症を引き起こす一要因となる子宮内膜内の細菌

（Fusobacterium）を新規に発見し報告した。今回は子宮内膜症原因細菌の放出するbacterial extracellular 
vesicles （BEVs）に着目した病態機能解析を行い、臨床応用として新規治療法の創出に繋げることを目的と
して研究を展開した。まず、BEVsを超遠心法で抽出し、菌体およびBEVs搭載のsmall RNAについてシー
クエンスを行い網羅的遺伝子発現解析およびプロテオミクス解析を行った。さらに、子宮内膜上皮細胞およ
び間質細胞に Fusobacterium nucleatum 由来 BEVs を添加して表現系変化を確認した。Fusobacterium 
nucleatum由来BEVsを子宮内膜間質細胞に添加したときに子宮内膜症の表現系の一つである遊走能の亢進
が確認された。これらの表現系を引き起こす可能性のあるBEVs内搭載RNAを絞り込み、今後の核酸薬の開
発に向けて取り組む予定である。また、治療対象患者の選別とBEVs特異的治療法臨床応用に向けた展開と
して、腟内スワブ検体でのFusobacteriumの存在を特異的プライマー配列使用の上PCR法にて検出した。子
宮内膜症のない患者ではFusobacterium陰性が8名（47.1%）、陽性が9名（52.9%）、子宮内膜症ありの患者で
Fusobacterium陰性が4名（19.0%）、陽性が17名（81.0%）となった（Fisherʼs exact test, P = 0.087）。この結
果から腟内スワブサンプルは子宮内膜症の診断として用いることができる可能性が考えられたが、子宮内膜
症なし患者での陽性率が高く、偽陽性率が高いことが懸念された。

緒　言
子宮内膜症（以下、内膜症）は逆流月経血内の子

宮内膜細胞が子宮内腔外に接着、増殖して発症する
疾患で、下腹部疼痛や不妊症の原因となる1。妊娠後
の周産期合併症や、閉経後の卵巣癌の発症にも関連
し、生涯にわたり女性のQOLを大きく損なう病態で
ある。月経血逆流により子宮内膜細胞が卵管経由で
腹腔内に流入することが成因の一つと考えられてい
るが、殆どの生殖年齢女性で月経血逆流が起こる一
方で、内膜症の発症率は10%程度であることから、
内膜症成立には未知なる発症メカニズムが存在する
と考えられる。現行の治療法として内膜症病巣の摘
出術及びホルモン療法による偽閉経療法が広く行わ
れている。しかし、これらの古典的治療法の大きな
デメリットは、妊娠を希望する女性に対しての病巣
摘出術は正常卵巣組織合併切除による術後の卵巣予
備能低下をきたすこと、及び排卵を医原的に止める

ホルモン療法では治療期間中の妊娠が望めないこと
である。さらに、古典的治療法では全ての患者が根
治可能なわけでは無く、術後の高頻度再発やホルモ
ン剤使用対象患者の限定及び薬剤副作用等の課題が
存在するため、内膜症の病態メカニズムに即した抜
本的な新規治療法が望まれている。申請者らは内膜
症発症原因菌としてFusobacteriumを発見したこと
から発展し2，3、本研究では子宮内細菌が放出する細
胞外小胞 （bacterial extracellular vesicles: BEVs、
エクソソーム） に着目した病態機能解析を行い、新
規治療法の創出につなげることを目的とする。

方　法（倫理記載）
1）�BEVs内搭載RNA及びタンパクのプロファイル
解明と病態機能解析
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Lactobacillus jensenii、Lactobacillus iners の6種類
の菌体について適切な液体培地で培養し、超遠心法
にてBEVsを抽出した。それぞれのBEVs粒子径に
ついてnano particle tracking assayで計測し、凍結
電子顕微鏡で画像解析を行った。菌体およびBEVs
搭載のsmall RNAについてシークエンスを行い網羅
的遺伝子発現解析およびプロテオミクス解析を行っ
た。
2）�治療対象患者の選別とBEVs特異的治療法臨床応
用に向けた展開

内膜症保有患者の妊娠希望症例（偽閉経ホルモン
療法適応外患者）に対して治療最適患者選別のため、
腟内スワブ検体や内膜吸引組織診での内膜症原因細
菌の存在を特異的プライマー配列使用PCR法で検討
した。なお、本研究内容についてはヒトを対象とす

る研究内容であり当院の倫理委員会で承認を受けて
いる。

結　果
1）�BEVs内搭載RNA及びタンパクのプロファイル
解明と病態機能解析

6種類の菌体についてそれぞれの適切な液体培地で
培養し菌体濃度が最高になる時点から8時間以内に
BEVsを回収した。それぞれの菌体が放出するBEVs
はnano particle tracking assayで粒子径が確認で
き、凍結電子顕微鏡で脂質二重膜に囲まれる形態を
確認できた（図1）。シークエンス結果から菌体と
BEVs搭載のRNAは大きく異なる母集団を持ち、菌
体から能動的にBEVs内にRNAを搭載して細胞間伝
達として用いている可能性が示唆された（図2）。さ
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Fig. 1. Collection and characterization of BEVs
(A) Flowchart of the BEV collection. (B) Size distribution of small and middle/large BEVs (sEVs and m/lEVs, 
respectively) determined by nanoparticle tracking analysis. (C) Morphology of the sEVs and m/lEVs determined 
by cryo- transmission electron microscopic (TEM). Scale bars, 200 nm.

図1． �細菌培養と BEVs の検証
(A)細菌培養と BEVs 回収プロトコール　(B)nano particle tracking assay による粒子径の測定
(C)凍結電子顕微鏡による脂質二重膜構造の可視化 sEV: small EV, m/IEV: midiam and large EV, 
Scale bars, 200 nm.
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Fig. 2. RNA sequence analysis of bacterial body and BEVs
(A) Flowchart of small RNA sequencing. (B) Each graph shows the result of mapping to the bacterial genome.
(C) Heatmap analysis for differentially expressed small RNAs in bacterial bodies and BEVs. The normalized data
were converted to base 10 logarithms and z-score.

図2．�細菌菌体と BEVs のシークエンス解析
(A)シークエンスフローチャート　(B)細菌の genome ヘマッピングして解析
(C)菌体と BEVs のシークエンス結果ヒートマップ
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らに、樹立済みの子宮内膜上皮細胞および間質細胞
にFusobacterium nucleatum由来BEVs、およびコン
トロール菌としてアジア人女性で腟内存在率の高い
Lactobacillus inersを選択してLactobacillus iners由
来 BEVs を添加して表現系変化を確認した4，5。
Fusobacterium nucleatum由来BEVsを子宮内膜間
質細胞に添加したときに子宮内膜症の表現系の一つ
である遊走能の亢進が確認された（図3）。

2）�治療対象患者の選別とBEVs特異的治療法臨床応
用に向けた展開

内膜症患者かつ妊娠希望症例に対して治療最適患
者選別のため、腟内スワブ検体でのFusobacterium

の存在を特異的プライマー配列使用の上PCR法にて
検出した。対象は子宮内膜症のない患者からの腟内
スワブサンプル17人分と、子宮内膜症患者の腟内ス
ワブサンプル21人分とした。腟内スワブサンプルか
らDNAを抽出し、PCR法にて菌体の存在を確認し
た。子宮内膜症のない患者ではFusobacterium陰性
が8名（47.1%）、陽性が9名（52.9%）、子宮内膜症あ
りの患者でFusobacterium陰性が4名（19.0%）、陽性
が17名（81.0%）となった（Fisher’s exact test, P = 
0.087、図4）。

考　察
子宮内膜症原因細菌の放出するBEVsは子宮内膜
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Fig. 3. Functional analysis of BEVs on endometrial cells
(A) Graphical data of immortalized epithelial (EC) and mesenchymal cells (MC) used for functional analysis. (B) The bar graphs
show the number of migrated cells after supplementation of PBS or each BEV. Lower representative images show migrated cells.
Scale bar, 100 μm. Error bars indicate standard deviation (SD). *, P <0.05., **, P <0.01., n.s., not significant. Data were analyzed by
one-way analysis of variance (ANOVA).
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図 3．�BEVs の機能解析
(A)BEVs を添加して遊走能実験を検討した細胞の表
(B)遊走能結果と遊走した細胞の実体顕微鏡像 Scale bar, 100 µm.

① n % ② n %

陰性 26 60.5 陰性 6 46.2

陽性 17 39.5 陽性 7 53.8

⽉経⾎
サンプル

Fisher’s exact test
P = 0.52

内膜症なし⽉経⾎① 43⼈
内膜症患者の⽉経⾎② 13⼈

① n % ② n %

陰性 8 47.1 陰性 4 19.0

陽性 9 52.9 陽性 17 81.0

腟内
サンプル

Fisher’s exact test
P = 0.087

内膜症なし腟内swab① 17⼈
内膜症患者の腟内swab② 21⼈

図4．腟内スワブ検体での Fusobacterium 検出結果
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間質細胞に遊走能の亢進を引き起こすことが確認さ
れた。今後はBEVs内搭載RNAを絞り込み、今後の
核酸薬の開発に向けて取り組む予定である。治療対
象患者の選別結果から腟内スワブサンプルは子宮内
膜症の診断として用いることができる可能性が考え
られたが、内膜症なし患者での陽性率が高く、偽陽
性率が高いことが懸念された。今後症例数を増やし
て検証していきたい。
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Abstract
We recently reported that Fusobacterium is involved in the pathogenesis of endometriosis. Here, we isolated bacterial 
EVs (BEVs) from six species of common vaginal bacteria and analyzed their components by comprehensive small 
RNA sequencing. We then examined the influence of these BEVs on host cells. We showed that BEVs from Fusobac-
terium nucleatum (F. nuc.), an endometriosis-associated bacterium, significantly stimulated the migration ability of 
endometrial mesenchymal cells (P < 0.01). As part of efforts to identify patients suitable for treatment and promote the 
clinical application of BEVs-specific therapy, the presence of Fusobacterium species in vaginal swab specimens was 
detected using PCR with specific primer sequences. In the group without endometriosis, 8 cases (47.1%) were Fusobac-
terium-negative, and 9 cases (52.9%) were positive. In the endometriosis patient group, 4 cases (19.0%) were negative, 
and 17 cases (81.0%) were positive (Fisherʼs exact test, P = 0.087). Going forward, we will focus on BEVs and develop 
our technology based on our research findings.

-       5       -


