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研究成果の概要（和文）：申請者は、精子と卵の細胞融合を促進する卵側因子としてCD9が必須であり（Miyado et al.
 Science, 2000）、更に、CD9を主な構成成分とする膜構造体（exosome, エキソソーム）が存在することを明らかにし
てきた（Miyado et al., PNAS, 2008）。本研究では、卵管から子宮内に存在するCD9を含むエキソソームの生理機能、
特に、子宮内膜上皮の再生における役割について研究を行った。その結果、CD9を介した子宮内膜上皮細胞からの血管
新生因子VEGF-Aの子宮内腔への分泌が、子宮内膜上皮の再生、特に出産後の子宮内膜上皮の修復に関わっていることを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In mammals, the female reproductive tract is remodeled cyclically throughout adult
 life. Despite the expression of CD9 in the epithelium of the uterus, its role is unclear. Here, we addres
sed this issue by examining fertilization-competent Cd9-/- mice expressing CD9-GFP in their eggs (Cd9-/-TG
). Immunobiochemical analysis demonstrated that CD9 was present in the uterine secretions. Electron micros
copic analysis revealed the extracellular matrix-like feature of CD9-containing structures. We also found 
that the litter size of Cd9-/-TG female mice was significantly reduced after their first birth. Histologic
al analysis revealed severely delayed re-epithelialization of the endometrium both in vitro and in vivo in
 mice. The quantity of vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A) was remarkably reduced in Cd9-/-TG fe
male mice. These results provide the first evidence that CD9-mediated VEGF secretion plays a role in re-ep
ithelialization of the uterus.
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１．研究開始当初の背景 
 晩婚化によって生じる晩産の傾向は、我が
国の出生率を低下させ、超少子化状態を引き
起こしている。その結果として、急激に人口
が減少することが予測され、近い将来、現在
の経済規模を維持することが難しくなる恐
れがある。単に出生児を増やすような政策は
女性軽視との誤解を招く恐れがあるが、緊急
に児童福祉と医療が一体となった対策をと
ることが必要である。 
 出生率が低下する一因として、加齢によっ
て引き起こされる生殖器官、生殖細胞の機能
低下、および生殖器官に関連した疾患の増加
が予想されている。ただ、生殖能力の低下が
年々早まっていることが危惧されており、加
齢だけでは説明できない事態が生じている
可能性もある。 
 妊孕性が低下する原因として、様々な問題
が想定されるため、病態を解明した上で治療
法を確立するには、様々な方面から研究に取
り組むことが必要である。一見、無策にも捉
えられるが、不妊は難治性疾患としては認知
されておらず、病気としても捉えられていな
い摩訶不思議な現象である。そのため、医療
だけ考えても、生殖医療、精神面のケアとい
った様々な方面からの対策が必要である。 
また、今後の更なるライフスタイルの変化に
対応して、既存の不妊治療および生殖補助医
療の安全性と効率をより一層向上させるこ
とも必要である。 
  
２．研究の目的 
 加齢にともなう妊孕性低下のメカニズム
の解明と、安全で適切な治療システムを構築
するためには、分子レベルで病態、病因を解
明した上で、エビデンスに基づいた的確な治
療システムを築くことが重要である。女性の
卵巣は、配偶子を作りだす重要な器官である
が、一方、子宮は外界と接し、感染症などの
脅威に曝されつつも、胎児が成長するために
は必要不可欠な生殖器官である。そのため、
子宮の機能障害は単なる細胞の機能不全を
超えて、生物種の存続にかかわる問題になっ
てしまう。そこで、胎児発育における子宮の
機能を解明することは、生殖研究において中
心的な課題である。しかしながら、生殖の基
礎研究には長い歴史があるにもかかわらず、
いまだに子宮機能の全容解明には至ってい
ない（図 1）。申請者は、精子と卵の細胞融合
を促進する卵側因子として膜４回貫通型蛋
白質ファミリー（テトラスパニン）に属する
CD9 が必須であり（Miyado et al. Science, 
2000）、更に、CD9 を主な構成成分とする膜
構造体（exosome, エキソソーム）が存在する
ことを明らかにしてきた（Miyado et al. PNAS, 
2008）。本研究では、卵管から子宮内に存在
する CD9を含むエキソソームの生理機能、特
に、子宮内膜上皮の再生における役割につい
て研究を行った。 
 

３．研究の方法 
（1）卵特異的に CD9-GFP を発現する CD9
欠損雌マウスにおける出産回数による産仔
数の比較 
 CD9 欠損マウスは雌の不妊でその原因は
精子との受精異常だけであると考えられて
きた。また、CD9 欠損雌マウスの卵子に
CD9-GFP を発現させたマウス（CD9-/-TG）
では、産仔数が回復することから、子宮での
CD9 の機能については解析されていなかっ
た。しかし、出産回数による産仔数の変化を
調べたところ、2 回目から産仔数が激減する
ことがわかり、CD9は子宮でも何らかの役割
を担っている可能性が出てきた。そこで、出
産回数による産仔数の変化について調べた。
雌には CD9-/-TG、雄には 8〜12週齢の CD9-/-
マウスを用いた。 
（2）卵管から子宮内および子宮上皮での
CD9タンパク質の定量 
 卵管から子宮にかけての管腔内にエキソ
ソームが存在することはウエスタンブロッ
ト解析により確認した。マウスの 4日（発情
前期→発情期→発情後期→休止期）の性周期
で子宮内の状態が変わる。そこで、それぞれ
のステージに対応する子宮内液を、スメアテ
ストによって判別したマウスより回収して
用いた。 
（3）子宮内膜上皮の細胞培養による検討 
 免疫染色によって CD9 は子宮内膜上皮に
特的に発現していることが明らかになった。
そこで、マウスの子宮内膜細胞を培養し、細
胞の運動性についての評価を行った。マウス
には CD9-/-TG と野生型マウスを用い、コラ
ゲナーゼ処理によって子宮内膜細胞を回収
し、一定期間培養を行った後、プラスチック
チップにより直線的に細胞を剥離させ、隙間
が細胞で埋まるまでの日数を測定した。 
（4）子宮内液に含まれるサイトカインの定
量 
 発情期の野生型マウスと CD9-/-TG マウス
の子宮内液を回収し、血管新生因子
（VEGF-A）を含めたサイトカインのマルチ
プレックスサスペンジョンアレイを用いて
の測定を行った。 
（5）子宮内腔への VEGF-A の注入による子
宮内膜再生に対する効果の検討 
 出産１週間以内の CD9-/-TG マウスの子宮
内腔にVEGF-Aによる子宮内膜再生に対する
効果を検討した。VEGF-Aを単に注入しただ
けでは、効果が持続しないと考え、ブルーセ
ファロースビーズに吸着させたVEGF-Aを注
入することで、効果を持続させた。１週間経
過後、子宮を取り出し、組織学的に検討を行
い、ビーズ周辺での子宮内膜上皮の厚さを、
未処理群と比較した。 
（6）子宮内膜上皮の組織学的検討 
 野生型および CD9-/-TG マウスの発情期の
子宮内膜上皮における接着関連因子（E-カド
ヘリン、インテグリン α6β1、CD98）の局在
を免疫組織化学によって解析した。更に、透



過型電子顕微鏡により、子宮内膜上皮におけ
る細胞の特徴を観察した。 
（7）生化学的解析 
 CD9 の発現は、ラット抗マウス CD9 抗体
（KMC8, BD Bioscience）を用い、2次抗体に
はヤギ抗ラット IgG抗体-HRP（シグマアルド
リッチ）を用いて，検出には ECL Plusを用い
た。VEGF-Aの検出には、ラット抗 VEGF抗
体（ab51653, abcam）を用いた。 
（8）実験動物を用いることに対する倫理的
配慮 
 実験動物を用いる研究については、動物実
験指針に準拠して研究を実施した(承認番号
2003-002,2005-003)。特に、動物愛護と動物福
祉の観点から実験動物使用は、目的に合致し
た最小限にとどめた。またその際、麻酔等手
段により苦痛を与えない等の倫理的配慮を
行った。実験者は、管理者と相互協力のもと
適切な環境のもと飼育管理を行った。 

 
４．研究成果 
（1）子宮内液での CD9の検出とエキソソー
ムの形態学的解析 
 CD9 は膜タンパク質であるため細胞膜に
存在するのが一般的であるが、エキソソーム
と呼ばれる膜構造体の成分として、体液中に
存在することが知られている。形態は異なる
ものの、卵でも CD9を含む構造体が同定され
ており、エキソソームの仲間であると考えら
れている（図 2）。子宮上皮細胞では免疫染色
によって CD9 が発現していることが示され
たが、シエキソソームの存在の有無について
は子宮内液については検討されていない。そ

こで、それぞれの性周期のマウスをスメアテ

ストによって決定し、それぞれのマウスから
子宮内液を回収し、ウエスタンブロット解析
を行った。その結果、発情期の子宮内液中に
CD9が多量に存在することがわかった。そこ
で、発情期の子宮内液について免疫電子顕微
鏡像を取得したところ、抗 CD9抗体と結合し
た金コロイドが結合した卵子由来のエキソ
ソームに類似した構造体が観察された。この
ことから、CD9を含むエキソソームが子宮の
機能に何らかの役割を担っている可能性が
考えられた（図 3）。 
（2）CD9欠損によって生じる雄性不妊 
 CD9 の欠損によって卵の精子との融合異
常が起こることは今までの研究から明らか
になっている。一方、卵以外でも卵管上皮や
子宮内膜上皮細胞に特異的な発現を示すこ
とが知られているが、それらの上皮細胞での
CD9の役割は不明である。そこで、CD9欠損
マウスの受精異常を卵特異的に CD9-GFP 融
合タンパク質を発現させた CD9 欠損マウス
（CD9-/-TG）を用いて産仔数を調べた。その
結果、CD9-GFPの発現により初産で生まれて
くる仔の匹数は、野生型マウスと同等であっ
たものの、２回目の出産以降から産仔数の有
為な低下が認められたことから、受精以降の
雌の生殖系においても CD9 は機能している
ことが推測された（図 4）。 
（3）CD9-/-TGマウスにおける出産後の子宮
内膜上皮の再生過程の解析 
 子宮内膜上皮の再生過程における CD9 の
役割を検討するため、出産後の雌マウスの子
宮を時間経過に従って採取し、組織学的に検
討した。その結果、出産後の CD9-/-TG マウ
スの子宮内膜では、野生型マウスに比べて、
上皮の再生が遅延しており、合わせて間質の
肥厚も遅延していた。通常の性周期では再生
異常は認められないものの、出産といった大
規模な組織の再構成では異常が認められる
ことが明らかになった。 
 CD9 の発現が上皮細胞層に限局すること
から、子宮上皮細胞の異常が子宮内膜の再生
異常を引き起こしていることが推測された。
そこで、CD9-/-TGマウスの子宮内膜上皮細胞
を単離し、培養系を用いて再生能力について



検討を行った。その結果、チップによって削
られた細胞の再生が、野生型に比べて明らか
に遅延することから、上皮細胞に異常を示す
ことがわかった。 

（4）子宮上皮再生メカニズムに関する検討 
 子宮内膜上皮細胞  
 CD9 の欠損によってどのような分子機構
に異常が生じているのかを明らかにするた
め、発情期の CD9-/-TG と野生型マウスの子
宮内液を回収し、定量を行った。その結果、
免疫系に関わるサイトカインには増減が認
められたが、全体としては免疫系のシステム
は機能が維持されてと考えられた。一方、血
管新生因子である VEGF-A の発現が
CD9-/-TGマウスではほぼ消失していた。従来
の考えでは、子宮内膜再生において VEGF-A
は間質における血管新生に関わり、上皮細胞
の再生には直接関与していないと考えられ
ている。そこで、電子顕微鏡によって子宮内
膜上皮細胞を観察したところ、発情期の野生
型マウスでは、分泌細胞様の多数の微絨毛が
内腔側に観察されたが、一方、CD9-/-TGマウ
スではほとんど観察されなかった。続いて、
CD9とVEGF-Aの関連を生化学的に免疫沈降
法によって解析したところ、VEGF-Aと CD9
が複合体を作っていることが明らかになっ
た。 
（5）VEGF-A投与による子宮内膜上皮の再生 
 子宮内膜上皮の再生におけるVEGF-Aの直
接的な関与を検討するため、子宮内腔への
VEGF-Aの投与を行った。その結果、VEGF-A
を含んだセファロースビーズを投与した
CD9-/-TGマウスの子宮では、子宮内膜上皮細
胞の再生が認められた。 
（6）考察 
 子宮内膜再生は、胚の適切な着床およびそ
の後の胎児の発育に重要な子宮内環境を提
供する上で必要不可欠である。通常の性周期
でも子宮内上皮の再生は繰り返されている
が、本研究の成果として、出産後の子宮内膜
再生といった大規模な子宮組織の再生には、
CD9を介したVEGF-Aの産生による子宮内膜
上皮の再生が必要であることが初めて示す
ことができた。CD9を介した VEGF-Aの放出
の分子メカニズムには不明が点がまだ多い
が、少なくとも VEGF-Aの子宮内腔への投与

によって子宮内膜上皮の再生が促進される
ことが明らかになった。 
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