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研究成果の概要（和文）：子宮内膜上皮細胞株の一つであるIshikawa細胞にhCGを添加すると、トロフィニンの発現が
増加し、MUC1の発現が減少することがELISA法で確認された。この変化は、hCGとIL-1βを同時に添加することで顕著で
あった。本系では、ADM, KISS1Rの発現が共通して低下していることがマイクロアレイ法で明らかになった。また、Ish
ikawa細胞に発現するトロフィニンにはスプライシングバリアントが複数存在することが判明した。生体内ではトロフ
ィニンのバリアントが互いにドミナントネガティブに作用して機能を調整している可能性を示唆する結果であった。

研究成果の概要（英文）：Under hCG treatment, expression levels of trophinin was enhanced and MUC1 was decr
eased in Ishikawa cells, one of endometrial epithelial cell lines. These alternations were more remarkable
 under hCG and IL-1beta treatment. From the Microarray analysis, gene expression levels of ADM and KISS1R 
were decreased in Ishikawa cells under hCG treatment.Genetic splicing variants of trophinin existed in Ish
ikawa cells. This fact suggested that trophinin may coordinate its function by dominant negative manner in
 vivo.
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１．研究開始当初の背景 
 本研究の申請当初の背景は、受精卵の培養、
胚盤胞の凍結保存・融解保護など、胚を取り
扱う技術が向上し不妊治療は飛躍的に進歩
してきた一方で、胚の着床障害による妊娠率
の低迷に問題があると考えた。実際、良質な
胚を移植した場合でも、必ずしも妊娠に至る
わけではなく、本邦の IVF-ET の妊娠率は約
30％にとどまっている。我々はこれまでに、
着床時に相同的な接着分子として働くトロ
フィニンの発現がhCGによって制御されてい
ることを明らかにしたが、同時に MUC1 の発
現が減少することも判明したことで、hCG に
よる子宮内膜上皮細胞の細胞内伝達系を解
析する実験系が確立された段階であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、子宮内膜局所における hCG の
作用の中でも、未だ未解明であるトロフィニ
ンの発現に関わる分子機構を解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) hCG(100U/ml 24h)、hCG(100U/ml 24h)+ 
IL-1β(25pg/ml 24h)を添加した子宮内膜上
皮細胞株 Ishikawa cell の遺伝子発現の変化
をマイクロアレイ法にて解析。 
 
(2) Human kinase siRNAs ライブラリースク
リーニングを用いた子宮内膜上皮細胞にお
けるトロフィニンの発現を制御する遺伝子
の解析。Ishikawa cell を対象とし、遺伝子
導入は Lipofectamine,DharmaFECT1,X-treme
を使用。抗トロフィニン抗体(3-11, mouse 
IgM)による細胞染色後、RNAi 効果をハイスル
ープットマイクロスコピー(Eidaq100, 384 
wells, Black, clear-bottom plates)にて定
量的に評価。 
 
(3) プロテオミクスを用いたトロフィニン
細胞内結合蛋白の同定。トロフィニンの細胞
内ドメインに相当するトロサイトペプチド
(MDIDCLTREELGDDAQAWSRFSFEIEARAQENADASTN
VNFSRGASTRAG/ 合成ペプチド/ 50mers/ C 末
端システイン)をスルホリンクゲルと結合さ
せ、アフィニティークロマトグラフィーによ
って子宮内膜組織から抽出した蛋白を吸着
させ、トロフィニンペプチドにて溶出し、産
物を SDS-PAGE ゲルに泳動し、鍍銀染色にて
同定され切り出されたバンドをプロテオミ
クス解析。 
 

４．研究成果 
(1) hCG または hCG+IL1βを添加した
Ishikawa 細胞における遺伝子発現変化のマ
イクロアレイ法により解析したところ、
ADM,KISS1R の発現が共通して顕著に低下し
ていることが判明した。トロフォブラストに
おいては Tastin と Bystin が細胞質内のトロ
フィニン結合蛋白として知られていたが、子
宮内膜上皮細胞においては、Tastin, Bystin
以外のシグナル系により制御されているこ
とが示唆された。ADM, KISS1R 発現系による
トロフィニン発現制御の機序については今
後、検討する予定である。 

 
(2) 定量的 RT-PCR によって Ishikawa 細胞に
発現するトロフィニンに対するトロフィニ
ン siRNAs によるノックダウン効果を確認し
た後、この系において、トロフィニン抗体を
用いた細胞染色の染色性（タンパクの発現
量）をハイスループットマイクロスコピーに
よって定量的に評価したところ、コントロー
ルと siRNAs 遺伝子導入群のトロフィニン発
現量に有意な差を認めなかった。siRNAs のリ
バーストランスフェクション、各種遺伝子導
入試薬による調整を試みたが同様の結果で
あった。Ishikawa 細胞におけるトロフィニン
cDNA のシークエンス解析を行ったところ、ト
ロフィニンの細胞外ドメイン内に多数のス
プライシングバリアントが存在することが
判明した。トロフィニンの細胞外ドメイン(C
末端領域)は繰り返すデカペプチドにより構
成され、様々なデカペプチドの欠失パターン



を呈していた。これらの結果から、トロフィ
ニンバリアントが互いにドミナントネガテ
ィブに作用し、トロフィニンの機能を調整し
ている可能性が示唆された。この点、ヒト子
宮内膜組織における in vivo の解析が必要と
考えられる。 
 
(3) プロテオミクスを用いたトロフィニン
細胞内結合蛋白の同定。子宮内膜組織から抽
出したタンパクの中で、トロサイトペプチド
に結合したものがトロフィニンの細胞内ド
メイン結合タンパクの候補となる。鍍銀染色
にて描出されたトロフィニンペプチドによ
り溶出されたフラクションのバンドのプロ
テオミクス解析の結果、以下のタンパクが同
定された。 
 
 
 
 

Sample 3471: CARBAMOYL-PHOSPHATE SYNTHASE 
[AMMONIA], MITOCHONDRIAL 
Sample3472: FIBULIN 1 
Sample3473: 
1st hit: GRANZYME J.  
2nd hit: HYALURONAN SYNTHASE 1 
Sample3474: 
1st hit: ELONGATION FACTOR 1-ALPHA 1 
2nd hit: Putative Homeodomain 
Transcription Factor 1 
Sample3475: ACETYL-COENZYME A 
DEHYDROGENASE, SHORT CHAIN, ISOFORM CRA_A. 
Sample3476: HYDROXYMETHYLGLUTARYL-COA 
LYASE, MITOCHONDRIAL 
 本法による解析から、トロフィニンと結合
しうるタンパクが同定された。今後、タンパ
ク間結合について検討する必要がある。 
 
 本研究で示された結果から、子宮内膜上皮
細胞におけるトロフィニンの発現調節と細
胞内分子伝達系に関わる様々なタンパクを
抽出することができた。これらは、hCG の受
容体であるLH-RH受容体のシグナルに代表的

な cAMP に関わる分子ではないため、新規同
定タンパクのタンパク間相互作用を明らか
にすることによって、LH-RH受容体以外のhCG
の標的分子を同定できる可能性が考えられ
た。また、トロフィニンは多数のバリアント
が存在するため、特に着床時の発現パターン
の違いによって、着床機能に差異が生じてい
る可能性があり、今後も継続的に解析する必
要があると考えられた。 
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