
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 ６月１１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：着床期特異的遺伝子である Ihh と Foxa2 を標的遺伝子として、生体の

子宮を対象とした RNA 干渉法を確立することを目的とした。はじめに、妊娠初期ラット子宮に

おける両遺伝子の発現動態を明らかとした。この情報をもとに生体子宮に両遺伝子の siRNA を

導入し、リアルタイム RT-PCR によって抑制効果を検証した。導入 24 時間後では遺伝子レベル

での抑制効果は認められなかったものの、繁殖生理に影響を与えない生体子宮における RNA 干

渉法を確立する上で重要な基盤的知見となるものと考える。 

 
研究成果の概要（英文）：The present study was conducted to establish the RNA interference 
method for living rat uterus. We set up two implantation specific genes, Ihh and Foxa2, 
as a target gene for RNA interference. Firstly, expressional pattern and regulation 
mechanism was analyzed for these two genes. Based on the information, siRNA of both genes 
was introduced into the living rat uterus, and the control effect was verified by real-time 
RT-PCR. After 24h of the introduction, the expression level of genes was not different 
from the control groups. The results of the present study will be foundational information 
for establishing the RNA interference method in the living body uterus. 
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子配列やその発現解析にとどまらず
遺伝子の具体的な機能を明らかにするには、
操作性に優れ、動物種に限定されず、時期お
よび部位特異的に遺伝子発現を抑制できる
手法が必須である。近年、その手法として特
定の遺伝子発現を抑制できる RNA干渉法が注

目されている。しかし、生殖器官を対象とし
た RNA干渉による遺伝子発現抑制はほとんど
報告がない。 
 
２．研究の目的 
 生体の子宮における RNA干渉法を確立でき
れば、着床期の子宮で時期特異的に発現して
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いる遺伝子の機能の解明に有効である。本研
究では、子宮で発現している遺伝子を標的と
した RNA 干渉を行い、性周期および妊娠に影
響する事なく遺伝子発現を抑制する条件を
確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）着床期特異的遺伝子の発現解析：本研
究では、着床期特異的遺伝子である Ihh と
Foxa2 を生体子宮における RNA 干渉の標的
遺伝子として、その発現動態を解析した。 
①インディアン・ヘッジホッグ（Ihh）：形態
形成因子であるIhhの発現解析をラット子宮
で行った。はじめに、Ihhおよびその下流因子
であるGli1の遺伝子発現をリアルタイム
RT-PCRによって解析した。ついで、卵巣除去、
着床遅延、受容体アンタゴニスト処理の3種類
の典型的なステロイドホルモン解析モデルを
作成し、IhhおよびGli1の発現に対するP4およ
びE2の影響を解析した。最後に、培養ラット
子宮内膜間質細胞を用いてラット組換えIhh
タンパク（rIHH）の添加実験を行い、Ihhの機
能解析を試みた。 
②Foxa2：子宮における Foxa2 の発現機構や
具体的な機能に関する報告はほとんどない。
そこで、まずリアルタイム RT-PCR 法によっ
て性周期および妊娠初期ラット子宮におけ
る Foxa2 の遺伝子発現解析を行った。また妊
娠 3.5 日 の 子 宮 に つ い て 、 in situ 
hybridization によって Foxa2 mRNA の局在を
解析した。さらに、抗 FOXA2 抗体を用いた免
疫組織化学的手法によりラット子宮におけ
る FOXA2タンパク質の局在を解析した。また、
卵巣除去および受容体アンタゴニストを用
いて、卵巣ステロイドホルモンが Foxa2 mRNA
の発現に及ぼす影響を解析した。最後に、培
養子宮内膜上皮細胞を用いて、プロゲステロ
ンおよびリコンビナント Hedgehog（Hh）タン
パク質による Foxa2発現制御機構を解析した。 
（2）生体子宮におけるRNA干渉：妊娠2.5日目
のラット子宮に標的遺伝子（IhhおよびFoxa2）
のsiRNA、対照区として遺伝子発現に影響しな
いcontrol siRNAを導入した。導入試薬として
lipofectamine 2000(LA)、溶媒として体温で
ゲル化するPluronic F-127をPBSに溶解した
ものを用いその効果を検証した（図１）。着床
に影響しない試薬濃度を確認するために、妊
娠2.5日目のラット子宮腔内に遺伝子発現に
影響しないcontrol siRNAの導入し、6〜8日目
に開腹し着床数を調べ、それをもとに導入条
件を決定した。ついで、実際に標的遺伝子で
あるIhhとFoxa2のsiRNAをラット生体子宮
内に導入し、24時間後に子宮におけるそれぞ
れの遺伝子発現をリアルタイムRT-PCRによっ
て調べた。 
 
４．研究成果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
（1）ラット子宮における着床期特異的遺伝
子の発現 
①インディアン・ヘッジホッグ（Ihh）：妊娠
初期ラット子宮ではIhhが発現しており、子宮
内膜上皮細胞において妊娠3.5日目（着床前）
から妊娠5.5日目の着床期にかけて、一過性に
発現上昇を示すことが明らかとなった。さら
に下流遺伝子Gli1は子宮内膜上皮細胞とその
近傍の間質細胞でIhhと同調的な発現パター
ンを示した（図1）。種々の解析の結果、Ihh
の発現はP4によって誘導され、着床期にはE2
によりその発現が増強・維持されることが明
らかとなった。対して下流因子Gli1の発現は
P4により誘導される一方で、着床期にはE2に
よって抑制されることが明らかとなった。
rIHHは単独の添加ではGli1の発現を誘導しな
いことが明らかとなった。一方で、P4がHhの
受容体であるPtc1の発現を誘導することを明
らかとし、その結果、P4とrIHHの同時添加区
においてGli1の発現が誘導することを発見し
た。 
 以上の結果から、Ihhシグナリングはラット
子宮においてステロイドホルモンにより適切
に制御され、上皮－間質細胞間相互作用を介
して着床に関与することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

②Foxa2：ラット子宮において Foxa2 mRNA が
妊娠3.5日に一過性の発現上昇を示し（図2）、
腺上皮に局在することが認められた。また、
FOXA2 タンパク質は腺上皮細胞の核に局在し
（図 3）、一方で、腔上皮、間質、筋層におけ
る発現は認められなかった。さらに、FOXA2
タンパク質は妊娠 3.5 および 4.5 日に強く発
現する傾向が認められた。最後に、Foxa2 mRNA
の発現は E2 によって抑制され、リコンビナ
ント Hh タンパク質に誘導されることが明ら
かとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの結果は、Foxa2 が着床期の子宮、
特に腺上皮細胞において重要な役割を持つ
ことを示唆するものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）生体子宮における RNA 干渉 
 はじめに、HVJ-E ベクターおよびリポフェ
クトアミンを導入試薬として子宮内に投与
したが、試薬が膣の穴から流出する等の問題
点が見つかり、安定した方法の確立には至ら
なかった。そこで、、遺伝子導入試薬に F127 
pluronic gel を添加し、粘性を持たせる事に
よって膣からの試薬の流出を軽減すること
ができた。240pmol 以上の siRNA を子宮腔内
に導入したところ、control siRNA を導入し
た子宮角において着床数の有意な減少が見
られた（図 5）。導入遺伝子量を検索した結果、
80pmol 以下の子宮では、未処理区の着床数と
比べ有意な減少は認められなかった。よって、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
遺伝子導入量は 80pmol とした。この条件で
Ihh siRNA および Foxa2 suRNA を子宮腔内に
導入し、それぞれの遺伝子の発現を測定した
が、control 区と siRNA 導入区での発現量の
差はなかった（図 6）。この原因として、siRNA
が子宮組織に導入されていない、導入はでき
ていたが抑制が持続しなかったことが考え
られる。これらの結果は、繁殖生理に影響を
与えない生体子宮における RNA干渉法を確立
する上で重要な基盤的知見となる。  
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