
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年 ６月１０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2006-2008 

課題番号：１８５９１８１８ 

研究課題名（和文） 新規メタロプロテアーゼＡＤＡＭＴＳファミリー遺伝子による胚浸潤調

          節機構の解明 

研究課題名（英文）  Regulation of embryonic invasion by novel metalloprotease ADAMTS 

          family genes 

研究代表者 

高橋 祐司（TAKAHASHI YUJI） 

国立成育医療センター（研究所）・周産期診療部・不妊診療科・研究員 

 研究者番号：００３９２４９９ 

 
 
 
研究成果の概要： 

着床の成立にとって胚浸潤は不可欠な要素であり、複雑な分子間ネットワークが正常に機能
することが知られてきた。本研究では、着床を可能にする胚側の因子の同定を目指し、胚にお
けるメタロプロテアーゼの発現解析を行うとともに、腫瘍細胞の浸潤との相違について明らか
にすることを目的とした。 

胚におけるADAMTS15の発現は着床期にかけて胚と浸潤性トロフォブラストに強く発現し
ていることが明らかとなった。一方、胚の発生過程においてこれらの分子の標的と考えられる
versicanの発現は胚盤胞期から後期胚盤胞にかけて著しく発現亢進しており、versicanの切断が
着床準備として重要である可能性が示唆された。Versican以外にも標的となる分子は多数存在す
る可能性もあり、標的分子を明らかにすることでADAMTS15の役割が解明されるものと考えら
れる。RNAi発現制御による解析の結果から、初期胚の発生およびトロフォブラストの浸潤性を
制御していることを見いだし、胚の機能における重要性が示された。 
 ADAMTS15の胚における役割と比較検討するため、正常顆粒膜細胞および顆粒膜細胞がんを
用いてADAMTSファミリー分子の発現解析を行ったところ、ADAMTS15は顆粒膜細胞がんでは
亢進せず、異なるファミリー分子であるADAMTS9やADAMTS1に大きな変化が認められた。し
たがって、胚におけるADAMTS15の役割はがん細胞とは異なるものであり、特異的に必須であ
る可能性が示唆された。ADAMTS15とは異なりADMTS19はトロフォブラストが分化すると発
現が著しく低下することも明らかとなり、分化の促進に不可欠な因子である可能性も示唆され
た。 
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１．研究開始当初の背景 
着床は非常に複雑な胚と子宮のコミュニケ
ーションを介して成立する。着床の成立は挙
児を得る上で最も困難なハードルとなって
おり、生殖補助医療技術においても約 40％の
妊娠成功率にとどまっている。また、母体の
加齢にともないその成功率は著しく低下し、
着床率の向上が強く求められている。他方、
生殖補助医療技術において、複数個の胚を体
内に移植するため例え着床が成立したとし
ても多胎のリスクが飛躍的に増大する。した
がって、母体や胎児の保護のためにも着床成
立の制御は大きな課題となっている。 
胚は子宮において透明帯より脱出し、子宮内
膜との相互作用により着床する。胚の浸潤能
は非常に良く知られており、がん細胞の浸潤
と同様の分子機構を介した過程を経ると考
えられてきた。しかしながら、がん細胞の浸
潤に必須とされるマトリックスメタロプロ
テアーゼ MT1-MMP や MMP-2、MMP-9 は、
ノックアウトマウスを用いた解析からいず
れも胚浸潤に本質的ではないと考えられた。
一方で、胚浸潤には、1)胚の浸潤をメタロプ
ロテアーゼインヒビター（Timp）が阻害する
ことから、メタロプロテアーゼが強く関わっ
ていること、2)未だ本質的な分子の発見に至
っていないこと、3)ADAM および ADAMTS
分子群にはメタロプロテアーゼ活性を持つ
分子が含まれること、4)浸潤を調節する
ADAM 分子が報告されたこと、5)着床期に子
宮内膜に発現する Timp3 は ADAM メタロプ
ロテアーゼの阻害分子となりうることなど
から、ADAM および ADAMTS ファミリー分
子の浸潤への関与が十分に考えられる。した
がって、胚浸潤に関わる新規メタロプロテア
ーゼの候補分子として ADAMTS ファミリー
分子は非常に興味深い。 
 
２．研究の目的 
着床の成立にとって胚浸潤は不可欠な要素
であり、複雑な分子間ネットワークが時空間
的に正常に機能することにより可能となる。
しかしながら、本研究では、着床を可能にす
る胚側の因子の同定を目指し、胚におけるメ
タロプロテアーゼの発現解析を行うととも
に、腫瘍細胞の浸潤との相違について明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
A. RT-PCR による発現解析、ADAM および
ADAMTS に特異的なプライマーを作製し、
未分化および分化トロフォブラスト幹細胞
を用いて、差異的発現解析を行った。 
B. 細胞の浸潤アッセイ、細胞培養用インサ
ートをマトリゲルでコートし、無血清培地
に懸濁した細胞を上部チャンバーに、血清

培地を下部チャンバーに入れて一晩培養し
た。 
C. 免疫染色、C57BL/6 マウスの胚盤胞期胚、
着床期子宮を回収し、固定後、10%ヤギ血
清でブロッキングし、抗体処理を行った。 
D. RNAi 発現制御、合成 siRNA を 
 
４．研究成果 
A. 胚におけるADAMTSファミリー分子の発
現 
未分化および分化トロフォブラスト幹細

胞を用いてADAMTS遺伝子の差異的発現プ
ロファイリングを行い、胚浸潤に関連する
candidateの選別を行った（図１）。 
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図１  トロフォブラスト幹細胞における

ADAMTS 遺伝子の発現 

未分化および分化トロフォブラスト幹細胞より

total RNA を回収し、RT-PCR により遺伝子発現

解析を行った（緑矢頭： ADAMTS15） 

未分化および分化いずれの細胞において
もほとんどのADAMTS遺伝子の発現を確認
できた。これらのうち、特に、ADAMTS15
は分化により強く発現亢進することが明ら
かとなった。 
 
B. ADAMTS15およびその候補標的分子
versicanの発現 
胚におけるADAMTS15の発現を明らかに

するため、胚盤胞期胚を用いて免疫染色を行
った（図２）。ADAMTS15はトロフォブラス
ト細胞のみならず内部細胞塊でも発現して
いることが明らかとなった。また、未分化お
よび分化ES細胞を用いた発現解析から
ADAMTS15が内部細胞塊に発現しているこ
とを支持する結果が得られた。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

図２ 胚盤胞における ADAMTS15 の発現 

マウス胚盤胞を用いて ADAMTS15 の免疫染色

を行った（赤：ADAMTS15；青：核） 



 一方、ADAMTS15のリガンドとして
versicanがすでに報告されていることから、胚
および子宮におけるversicanの発現について
検討した（図３）。VersicanはADAMTS15と同
様に胚盤胞期のトロフォブラスト細胞、内部
細胞塊の両方に強く発現が確認された。さら
に、子宮におけるversicanの発現を確認したと
ころ、子宮内膜に強く発現していることが明
らかとなった。したがって、ADAMTS15が着
床期に機能を果たしている可能性が強く示
唆された。現在のところ、versicanが
ADAMTS15の標的分子として胚浸潤に関与
しているかどうか明らかではないが、非常に
興味深い発現相関が認められた。 

 
 ADAMTS15が胚と同様にがん細胞におい
ても発現亢進しているかどうか明らかにす
るため、正常顆粒膜細胞および顆粒膜細胞が
んを用いてADAMTSファミリー分子の発現
解析を行った。ADAMTS15は顆粒膜細胞がん
では亢進せず、異なるファミリー分子である
ADAMTS9やADAMTS1に大きな変化が認め
られた。また、顆粒膜細胞がんにおいてRNA
i発現制御による浸潤能の変化について検討
したが、予想通り浸潤能に大きな変化は認め
られなかった。したがって、ADAMTS15は胚
の生物学的機能を制御する分子であり、がん
細胞とは異なる役割をしていることが強く
示唆された。 
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図３ 胚盤胞における versican の発現 

マウス胚盤胞を用いて versican の免疫染色を行

った（赤：versican） 
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図４ siRNA マイクロインジェクションの初期

胚発生に及ぼす影響 

マウス１細胞期胚に異なる配列を鋳型とした

siRNA をマイクロインジェクションし、胚盤胞

期までの発生能を検討した 
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