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研究成果の概要（和文）： 
本研究では，磁性体を用いて子宮内膜症モデルマウスを作成し，その異所性内膜病変の振る舞
いを非侵襲的・リアルタイムに定量解析することが可能なシステムを構築することを目的とす
る．まず、非機能表面マーカーと発光および蛍光蛋白の三者を同時に発現することが可能なウ
イルスベクターを開発した。これを内膜細胞に感染させたうえでその表面マーカーを標的にし
た抗体と磁性体を用いることにより、感染細胞の分取とマウス体内の特定の場所への集積が可
能となり、ほぼ単一の構築病変の振る舞いをin vivoイメージングにより観察・解析するシス
テムの基盤知見・技術が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this research project was to develop a novel animal model of endometriosis 
using magnetic materials which enables non-invasive and real-time of assessment of the 
endometriotic lesion by in vivo imaging. We first have developed a lentivirus vector 
enabling the expression of a non-functional surface marker and fluorescent and 
luminescent proteins in infected cells. We then successfully isolated the infected 
endometrial cells and accumulated them to the specific site in vivo using magnetic 
materials. Finally, we were able to assess the behavior of the reconstructed lesion in 
non-invasive and real-time manner using in vivo imaging system. 
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１．研究開始当初の背景 
 子宮内膜症は，子宮内腔以外の場所，すな
わち異所性に子宮内膜様組織が生着・増殖・
進展することにより，疼痛を主とする月経困
難症および不妊症を引き起こす疾患である．
これは，患者自身の QOL を著しく損なうば
かりでなく，生殖年齢層にある女性の５～１
０％が罹患していることより，少子化問題並
びに家庭・社会における女性の労働資源性と

いう観点からも，社会的経済的損失は甚大で
ある．現在，ゴナドトロピン放出ホルモンア
ナログ剤（GnRHa）や性ステロイド関連化
合物などによる薬物療法と外科的治療が主
流である．しかし，前者は内膜症病変を
dormantにすることが主であり，後者では病
変が残存する可能性が有り，いずれも根治療
法ではない．従って，根治性を目指した新し
い治療法の開発が急務である． 
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 子宮内膜症の病因メカニズムの解明およ
び新しい治療薬の開発には，動物モデルが必
須である．しかし，これまでの内膜症モデル
は，ヒト内膜組織・細胞の定量的使用とその
生着率，構築組織の均一性と in vivo 現象の
再現性，血管ネットワークの有無，長期間に
わたる非侵襲的かつリアルタイムな構築組
織の定量的モニタリング，といった点を十分
に満たしていると言い難い．最近われわれは，
これらの点を克服した新しい内膜症モデル
マ ウ ス を 開 発 し た （ Masuda, et al. 
Proc.Natl.Acad.Sic.USA, 2007）． 
 そこで，腹腔内膜症モデルを作成するには，
移植細胞をある一定期間固定する必要があ
ると考え，その細胞の固定方法として，磁性
体を使用する着想に至った． 
 さらに，本モデルを活用して，内膜症の病
因メカニズムの解明と新しい治療薬剤・治療
法の開発を目指す．特に，上記の我々の内膜
症モデルマウスでは，ユニークなヒト内膜由
来の血管新生がみられることに加えて，最近，
根治性という観点から血管新生を標的とし
た内膜症治療について基礎研究が行われつ
つあることから（Ferrero, et al. Br J 
Pharmacol 2006;149:133-135），血管新生関
連因子に解析の焦点を絞る．一方，根治性と
いう観点からのもうひとつの標的は，幹細胞
である．最近われわれは，子宮内膜（論文準
備 中 ） お よ び 子 宮 筋 （ Ono, et al. 
Proc.Natl.Acad.Sic.USA, 2007; in press）よ
り幹細胞候補集団を分離した.この知見を活
用して，幹細胞を標的にした新しい内膜症治
療薬および治療法の開発を目指す研究展開
を着想するに至った． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，磁性体を用いて腹腔子宮内膜
症モデルマウスを作成し，その異所性内膜病
変の振る舞いを非侵襲的・リアルタイムに定
量解析することが可能なシステムを構築す
る．さらに，本システムを用いて，内膜症病
変の増大・進展に寄与する種々の既知・未知
因子について，特に血管新生および幹細胞に
関連する因子について，その同定と機能解析
を行い，病因メカニズムの解明を目指す．ま
た，それらの知見に立脚した新しい治療薬
剤・治療法の開発を行う． 
 
３．研究の方法 
（１）磁性体を用いた異所性子宮内膜モデル
マウスの作製 
① 磁性体標識発光内膜細胞の作製 
 磁性体標識マーカーおよび発光マーカー
の遺伝子導入のためのベクター構築: 当初
はIL-2受容体alpha鎖(CD25; Tac)を選別マ
ーカーにする予定であった。しかし、細胞内
シグナル伝達系への影響を最小限にするた

め、細胞内ドメインを欠失した別の膜分子を
選別マーカー（非機能型細胞表面受容体[Δ
SR]）としたうえで、さらに発光および蛍光
蛋白の３つを同時に発現するレンチウイル
スの作製を行った。 
② 磁性体による選別のための条件設定 
 内膜腺癌細胞株Ishikawaで得られた実験
条件を元に、上記①で得られたレンチウイル
スと初代正常内膜細胞を用いて、磁場を利用
したmagnetic cell sorting (AutoMACS)によ
る選別のための条件設定を行う。レンチウイ
ルスに感染した細胞はΔSRを膜上に発現し
ているので，抗ΔSR 抗体-coated Dynabeads®
と混合することにより，細胞は磁性体に標識
される．上記によって磁性体標識された発光
内膜細胞を，磁場を利用したmagnetic cell 
sorting (AutoMACS)により選別・濃縮し，次
のＢに移る． 
（２）モデルマウスの作製 
① 磁性体標識発光内膜細胞の移植 
 重度免疫不全マウスであるNOGマウスの腹
腔内に，分散・選別・濃縮された磁性体標識
発光内膜細胞を移植する．同時に卵巣を摘出
し，エストロゲンペレットを皮下に留置する． 
② 磁性体留置の条件設定 
 単数あるいは複数個のミニ磁石を，前腹壁
の皮下に留置し，磁性体細胞を集積させ，異
所性組織構築を促す． 
③ 生物発光イメージング 
 Xenogen社IVISを用いて，上記の異所性発
光内膜細胞集団・組織量を，そのルシフェラ
ーゼ活性を指標に体外から非侵襲的・リアル
タイムに定量的解析を行う． 
（３）血管新生および幹細胞システムを標的
にした新しい子宮内膜症治療法の開発のた
めの基盤研究: 
① 血管新生・幹細胞機能を制御する種々の
薬剤，抗体，遺伝子の導入（腹腔内投与，静
脈投与，ミニポンプなど）：本モデルマウス
に対して，血管新生阻害剤（TNP470, 
endostatin，抗VEGF抗体など）あるいは遺
伝子（IL-8やTNF-alphaなどのsiRNA）を投
与し，再構築異所性内膜の増殖・進展に及ぼ
す影響を，発光イメージングおよびTunnel 
assayなど組織化学的に解析する． 
② 内膜症モデルマウスへの内膜幹細胞制
御の試み：内膜幹細胞関連遺伝子産物に対す
るsiRNAを作製し，発光内膜細胞を有する内
膜症モデルマウスへ投与し，再構築異所性内
膜の増殖・進展に及ぼす影響を発光イメージ
ングおよび組織化学的に解析する． 
 
４．研究成果 
 （１）初代培養内膜細胞ではなく内膜腺上
皮細胞株Ishikawaを用いて,実験システムの
基盤データを収集した．まず,Ishikawa 細胞
を,以前我々が用いたレンチウイルス



（Masuda, et al., PNAS, 2007）により，発
光蛋白と蛍光蛋白の両者で標識した．
Ishikawa は EpCAM を発現しているので,抗
EpCAM 抗体と磁気ビーズを用いて標識
Ishikawa 細胞を分取し,重度免疫不全マウス
の腹腔内へ移植した．同時に腹壁皮下に直径
5 mm の磁石を埋め込み，約 4 週間後に既報
（Masuda, et al., PNAS, 2007）と同様に
bioluminescence imaging を行ったところ,
埋め込んだ磁石の位置に Ishikawa が集積し
ていた．しかし，EpCAM で選別していない
Ishikawa でも磁石埋め込み位置に集積傾向
がみられた．これは,磁石の皮下埋め込み部
位で，局所の炎症反応が起こり，さまざまな
ケモカインやサイトカインが産生され,それ
により移植した Ishikawa が遊送し集積して
いると考えられたため,埋め込みでなく,皮
膚の外に貼付しただけにしたところ，24時間
の磁石の留置で十分集積することが判明し
た．一方，今後の初代培養内膜細胞の使用に
向けて,発光ならびに蛍光蛋白に加えて選別
マーカーの３つの蛋白を同時に発現するレ
ンチウイルスの作製に着手した．  
（２）選別マーカーとトレーサーマーカー
（ルシフェラーゼと GFP）を同時に且つ恒久
的に発現させることが可能なレンチウイル
スベクターが必要となる。そこで、前年度に
構築したレンチウイルスベクターの検証を
行ったところ、ウイルス力価や感染効率が低
いことが判明したため、全長を出来るだけ短
くするなどのベクターの改良とともに、遺伝
子導入や感染の効率を上げるために培養条
件や導入方法・試薬の改善を行った。その結
果、許容できるレベルの力価ならびに感染効
率が得られた。しかしながら、選別マーカー
を用いても極めて低率にしか選別すること
ができず、選別マーカーの発現レベルは極め
て低いことが示唆された。その原因を検討し
たところ、本ウイルスベクターに用いたIRES
配列特有の問題である可能性が高いことが
疑われた。そこで、IRESの代わりに、タンデ
ムな２つの遺伝子を同時に発現することが
可能な新しい配列を IRES の代わりに組み込
んだ結果、高率にレンチウイルス感染細胞を
選別することが可能となった。 
（３）これまで取り組んで来た磁性体による
単一病変内膜症モデルマウスのブラッシュ
アップを行った。昨年度に作製した蛍光蛋白、
発光蛋白、および非機能型細胞表面受容体
（ΔSR）の三者を発現することが可能なレン
チウイルスベクターを初代ヒト子宮内膜細
胞に感染させてΔSR を発現させた。続いて、
磁気ビーズと結合したΔSR 抗体と反応させ、
MACSで感染細胞を選別・分離した。この磁性
を帯びた内膜細胞を重度免疫不全マウスの
腹腔内に投与し、同時にマウス腹壁にネオジ
ム磁石を２４時間留置して帯磁細胞の腹壁

腹膜への集積を行った。感染方法、投与細胞
数、および磁石の留置時間などについて条件
を変えて実験を行ったが、感染効率および単
一病変の構築率が必ずしも高率ではないこ
とが判明した。前段階の実験として行った内
膜腺上皮細胞株とその内因性の上皮マーカ
ーを用いた単一病変モデルの作成の際の条
件を参考に、初代内膜細胞の代わりに内膜腺
上皮細胞株で同様の実験を行ったところ、磁
石留置により初めて単一病変（腫瘍形成）が
出来る最小の移植細胞数と最適な条件を見
いだした。以上、これをプロトタイプとした
磁性体を用いた新しい腹腔子宮内膜症モデ
ルマウスの作成と確立に際して、基盤となる
材料、技術、ならびに知見が得られた。 
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