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研究成果の概要（和文）： 
 ヒト子宮内膜の幹細胞特性を in vivo で検証するアッセイ系を開発した．これにより，改良

型シグナルシークエンストラップ法（SST-REX 法）による解析で同定・選別される細胞集団

が，真に幹細胞としての特性を有しているかどうかの検証が可能となり，SST-REX 法による

幹細胞同定システムの基盤となる技術と知見が得られた． 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study we have successfully developed in vivo assay to identify and validate the 
stem cell properties of human endometrium. This assay can be one of the basic and 
essential SST-REX (signal sequence trap by retrovirus-mediated expression)-based 
evaluation systems, enabling us to validate the stem cell activities of human-derived 
cells isolated and identified through the SST-REX method. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトを含む多くの生物のゲノム塩基配列
が明らかになり，DNA マイクロアレイ技術
の発展とも相まって，ゲノム遺伝情報や
mRNA の発現状況などを，ハイスループット
に解析することが可能になった．しかしなが
ら，これらの情報のみからは，蛋白質の構造
や蛋白質間のネットワーク，細胞や個体機能
への役割などを予測することはできない．
我々はこれまで，ヒト子宮内膜幹細胞の最有
力候補である side population 細胞（SP 細胞）
に強く発現する遺伝子を DNA マイクロアレ
イで抽出したが，幹細胞の機能特性への関連
付けは容易では無い．それゆえ，生命現象を
実働部隊として担っている「蛋白質」や，生
命の最小単位として機能する「細胞」をター

ゲットとした，細胞・プロテオミクス研究の
重要性がとみに増している．そのなかで，シ
グナルシークエンストラップ技術とモノク
ローナル抗体技術を駆使することによって，
プロテオミクスの観点から生命現象とそれ
に直結する創薬シーズを開発することを目
指す研究手法が脚光を浴びつつある． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，改良型シグナルシークエ
ンストラップ法（SST-REX 法）を用いて，
ヒトの子宮内膜および子宮筋の幹細胞マー
カー・分泌蛋白を同定し，これらのマーカ
ー・分泌蛋白に対する抗体を作成することを
通じて，ヒト雌性生殖器官における成体幹細
胞の特性と機能を明らかにするべく，そのた
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めの基盤システムの確立と基盤知見の収集
を目的とする． 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト雌性生殖器官（子宮内膜など）の
幹細胞分画と非幹細胞分画の分離・同定とそ
の機能解析システムの開発 
 発光蛋白および蛍光蛋白の同時発現が可
能な lentivirusをヒト子宮内膜幹細胞候補
である内膜 side population 細胞（SP）およ
び内膜 main population細胞（MP）に感染さ
せて，発光蛋白および蛍光蛋白による細胞標
識を行った．これらを非標識の全内膜細胞と
各々混合し，重度免疫不全マウスの腎被膜下
に移植しエストロゲンおよびプロゲステロ
ンを投与した．１週および８週後に発光イメ
ージングで構築組織の発光量を定量化した．
8 週後腎摘し，間質，腺上皮，血管内皮，お
よび平滑筋などの各内膜細胞系譜への標識
細胞の寄与率を免疫組織化学と画像解析ソ
フト TissueQuestにて SPと MPの間で定量比
較した．  
（2）内膜 SP・MP細胞を用いた改良型シグナ
ルシークエンストラップ法（SST-REX 法） 
 （1）にて確立されたシステムを用いて，
内膜 SP細胞が幹細胞の最有力候補集団であ
ることを確認したうえで，内膜 SPおよび MP
細胞から高品質の RNA を抽出し，cDNAライブ
ラリーの作製，膜タンパク質・分泌タンパク
質のカタログ化，SSTクローンを免疫原とし
たマウスモノクローナル抗体（mAb）の作成，
ならびに mAbを用いた in vitro・in vivo解
析，特に（1）のシステムを用いて，mAbによ
って選別された新たな細胞集団の幹細胞特
性を検証し，もって mAbの有用性を明らかに
する． 
 
４．研究成果 
 本研究では，ヒトの子宮内膜および子宮筋
などの幹細胞の表面マーカーならびに分泌
蛋白を同定し，これらを指標にして，ヒト雌
性生殖器官の成体幹細胞の特性と機能を明
らかにすることを目的とする．そのためにシ
グナルシークエンストラップ法（SST-REX法）
を用いる戦略とした．その出発材料となる幹
細胞と非幹細胞を明確に異なる集団として
分離されることが本研究の成否を決するた
め，幹細胞特性を in vivoで確認するシステ
ムの確立を目指した．これまでの子宮内膜再
構成モデル（Masuda, et al., PNAS, 2007）
をさらに改善していくとともに，内膜幹細胞
（Masuda, et al., PLoS ONE, 2010）のみを
マーキングし非幹細胞とともに移植するこ
とで，幹細胞が内膜の各細胞成分（腺上皮，
間質，血管など）へどのように分化していく
かを解析した．これまでの再構成系は移植部
位であるマウス腎臓を穿通させて行ってい

たが，極めて高度の技術を要し困難を極めた．
そこでまず，腎臓を穿通させずに移植する方
法の開発に着手し，その技術を確立し得た． 
 続いて，内膜幹細胞の候補集団である内膜
SP 細胞および非内膜幹細胞（内膜 MP）にそ
れぞれマーカー遺伝子を導入して標識した．
これらを，非標識内膜細胞と混在させて，重
度免疫不全マウスの腎被膜下に移植し内膜
再構成を行った．その結果，標識 SP 細胞の
移植によって再構築された内膜では，標識蛋
白陽性細胞が内膜の各構成細胞（腺上皮，血
管内皮，間質など）に認められたが，標識内
膜 MP 細胞の移植によって再構築された内膜
では，標識細胞は腺上皮や血管内皮には存在
せず，主に間質のみにしか認められなかった．
画像解析ソフトを用いて再構築された子宮
内膜の各構成細胞への寄与率を定量化した
結果，標識 SP 細胞は標識 MP 細胞に比べて，
腺上皮，間質，血管内皮への寄与率が有意に
高いことが判明した．このように，重度免疫
不全マウスを用いたヒト子宮内膜再構成系
とレンチウイルスによる細胞標識・細胞追跡
法を組み合わせることで，多分化能を指標に
した in vivo ヒト子宮内膜幹細胞アッセイ系
を確立した（Miyazaki, et al., PLoS ONE, 
2012）．これにより，少なくとも現時点では，
内膜 SP 細胞が内膜幹細胞の最有力候補集団
であることが明らかになったことと，
SST-REX 法による解析で同定・選別される
細胞集団が，真に幹細胞としての特性を有し
ているかどうかの検証が可能となり，
SST-REX 法による幹細胞同定システムの基
盤となる技術と知見が得られた． 
 次に，改良型シグナルシークエンストラッ
プ法（SST-REX 法）を用いるべく，内膜 SP細
胞からの RNA抽出を行った．しかし，摘出ヒ
ト子宮全体の内膜に占める内膜 SP 細胞の割
合は約 2％であり，さらに SP 細胞は G0 期と
いった静止期に留まっているために内膜 SP
の RNA量は少ない．従って，ひとつの摘出ヒ
ト子宮全体の内膜 SPからは総量で高々500ng
程度しか抽出できないことが判明した．一方，
SST-REX法には約 5μgの高品質の RNAが必要
となる．良好なヒト検体と高品質の RNAを十
分な数だけ得るのは限られた期間の中では
困難であることを再認識したうえで，十分量
の高品質の RNA を得るべく，RNA サンプルの
蓄積を継続的に行った．さらに，手術検体回
収システムの見直しに加えて，SP 細胞分離法
や RNA抽出法などの条件設定や改良・改善を
行い，最終目標である SST-REX法へ応用し得
る基盤技術と基盤知見が得られた． 
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Yasunori Yoshimura; Possible 
involvement of UDP-glucose and its 
recepter P2RY14 in embryo 
implantation. 27th Annual Meeting of 
European Society of Human 
Reproduction Embryology(ESHRE). July 
3-6, 2011, Stockholm, Sweden. 

23. Kaoru Miyazaki, Takashi Kajitani, 
Hirotaka Masuda, Toshio Hamatani, 
Hideyuki Oda, Akiko Yamasaki, Sayaka 
Nishikawa-Uchida, Hiroshi Uchida, 
Yasunori Yoshimura, Tetsuo Maruyama; 
CD93 and CD31 as possible candidate 
markers for human endometrial stem/ 
progenitor cells. 9th Annual Meeting 
of International Society for Stem Cell 
Research(ISSCR). June 15-18, 2011, 
Tronto, Ontario Canada. 

24. [招請講演：セミナー]丸山哲夫; ヒト子
宮幹細胞と臨床医学へのトランスレー
ション-子宮再生・再建医療への挑戦-.
熊本大学授業科目：名医に学ぶセミナー
（熊本県熊本市・熊本大学）2012 年 2
月 1日 

25. [招請講演：ワークショップ]丸山哲夫; 
子 宮 内 膜 症 の 遺 伝 的 関 与 -Keynote 
Lecture-. 第 33 回日本エンドメトリオ

ーシス学会（長崎県長崎市・長崎大学）
2012年 1月 21日-22日 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
テレビ東京「話題の医学：ヒト子宮内膜の再
生と幹細胞」2012年 12月 30 日 午前 5 時～
5 時 15分放映。 
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