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研究成果の概要（和文）：女性ホルモンは生体の恒常性維持、生殖、発生・分化をはじめとした

様々な局面で重要な機能を果たしている。本研究は、ホルモン応答システムの破綻について理

解を深めるために、女性生殖器官に対する女性ホルモンと Wnt シグナルとのクロストーク作用

について解析した。その結果、Wnt シグナル関連遺伝子の、クロマチン状態の正しい制御が正

常膣組織の発生と分化、成熟後の細胞増殖・分化に必須であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：An integrated network of endocrine chemicals (hormones) modulates the 

reproductive systems in most animals. Estrogens, one class of these endocrine hormones, are 

responsible for the induction of behavioral and physiological processes involving many organ systems. 

The female reproductive tract provides the sites for gamete fertilization, implantation and subsequent 

development of the embryo and delivery of the fetus. Organs in the female reproductive tract are also 

involved in women’s health issues including and tumorigenesis. Growth factors and ER signaling 

cooperate to play essential roles in cell proliferation, differentiation and tumor progression in mouse 

reproductive organs. Treatment of neonatal mice with diethylstilbestrol (DES) induces an 

estrogen-independent persistent proliferation and cornification of the vaginal epithelium, which 

typically results in cancerous lesions later in life. However, the mechanisms of the estrogen-dependent 

and -independent pathways had remained essentially unknown. We found that Wnt/beta-catenin 

signaling is involved in estrogen-independent phenomena in mouse vagina developmentally exposed to 

estrogens. 
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１．研究開始当初の背景 

 
 女性ホルモン（エストロゲン）は生体の恒常性
維持、生殖、発生・分化をはじめとした様々な局

面で重要な機能を果たしている。それゆえ女性

ホルモンシステムの破綻は、乳がんや子宮癌、

不妊、骨粗しょう症や肥満などを引き起こし、生

物の様々な活動に影響を及ぼす。こうしたホルモ

ン関連の疾患の増加は近年社会問題化している

が、その発症メカニズムは不明な点が多い。さら

に近年では、内分泌かく乱物質の発生期におけ

る影響として、晩発性あるいは継世代性の影響
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が示唆されてきている。成熟した動物への影響

はホメオスタシスに基づいた応答により長期的な

影響を示さないが、未成熟な発生途上の動物に

対する長期的かつ不可逆的な応答はほとんど理

解が進んでいない。 

 輸卵管・子宮・膣からなる女性生殖管は、生殖
の場として生物の根源に関わる役割を担ってお
り、その細胞増殖・分化は、女性ホルモンによっ
てダイナミックに制御されている。女性生殖器官
の細胞増殖は女性ホルモンによって一過性に、
つまり女性ホルモン依存的に制御されているの
で、生殖器官の癌とは、いわば“女性ホルモン非
依存の細胞増殖”といえる。我々は、女性生殖器
官におけるホルモンシステムの破綻モデルとして、
発生途上の未成熟な時期に対する女性ホルモ
ン曝露と、そのホルモン応答システムの破綻につ
いて解析を進めてきた。通常マウスの膣上皮は
女性ホルモン依存的な細胞増殖を示すが、出生
前後の周生期ないし生後５日目までに女性ホル
モンを投与すると、成熟後膣上皮はホルモン非
依存の増殖を示すようになり、加齢に伴い腫瘍
化する。現在のところ、女性生殖器官において、
正常時あるいは腫瘍形成時(あるいは“女性ホル
モン非依存の細胞増殖”時)の女性ホルモンの細
胞増殖や分化に対する作用をメディエイトする因
子の実体やそのメカニズムは未だ明らかではな
い。 
 
２．研究の目的 
 

 本研究は女性生殖管をモデルとして、女性ホ

ルモンと、その作用をメディエイトするシグナル因

子の候補としてのWnt シグナルとのクロストーク

の解析を通じて、周生期の女性ホルモン曝露に

よる標的器官の不可逆的かつ長期的な影響の

分子生物学的基盤を明らかにすることを目指し

た。具体的には、 

(1) 女性生殖器官に対する女性ホルモンとWnt

シグナルとのクロストーク作用を、Wntシグナルに

関連する種々の遺伝子改変マウスの表現型解

析から明らかにする。 

(2)周生期女性ホルモン曝露モデルを利用して、

組織発生・ 分化過程の未熟な個体に対する女

性ホルモンの作用を理解するとともに、そのシス

テム破綻のメカニズムを明らかにする。 

 これらの解析から、組織分化のメカニズムや、

その制御破綻から顕れる形質の分子生物学的

基盤を確立することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

 

 生命現象の様々な局面で重要な働きを担って

いる Wnt シグナルの、女性生殖器官の発生・分

化への影響を、遺伝子改変マウスを使って解析

するために、膣上皮細胞特異的に Cre 組換え酵

素を発現するマウス(K5-Cre)と、β-cateninEX3 マ
ウス(Cre が作用すると、β-カテニンの分解に必
要なセリン残基を含むエクソン 3 が切り出され、

構成的活性型β-カテニンを発現する機能獲得
型ミュータント)を掛け合わせ、膣上皮細胞特異

的β-catenin 活性化マウスを作成した(K5Cre/+; 
β-cateninEx3/+)。このマウスは出生直後で致死で
あるため、膣組織の表現型を解析するために、

胎生18.5日の胚から膣組織を取り出し、ヌードマ

ウス(内在性の女性ホルモンの影響を除くために

2-3 週間前に卵巣を摘出してある)の腎臓皮膜下

に移植し、約4週間後に移植組織片の組織学的

解析を行った。なお、K5-Cre マウスは大阪大学

竹田潤二教授、β-cateninEX3 マウスは京都大学
武藤誠教授との共同研究として供与されたもの

である。 

 周生期の女性ホルモン曝露による不可逆的か

つ長期的な影響は、ジエチルスチルベストロー

ル(DES;合成女性ホルモン)を C57B6 マウスの新

生仔期(DES 3 µg を出生日より 5 日間投与)ある

いは胎児期(DES 2mg を胎生 15.5日から 18.5日

まで、母獣に投与)に投与したマウスを用いた。

必要に応じて、出生後約 8 週齢で卵巣を摘出し、

組織は 10 週齢で採材した。 

 C57B6マウス、ヌードマウス(Crlj:CD1- Foxn1nu)

は、日本エスエルシー、日本チャールズリバーよ

りそれぞれ入手した。動物実験に関しては、自然

科学研究機構動物実験委員会及び自然科学研

究機構組換え DNA 実験安全委員会の承認のも

と、関連する法令に従い、動物愛護の精神をもっ

て行った。 

 
４．研究成果 
 

 発生期化学物質曝露が誘導する組織不可逆

化の発症メカニズムを、発生期化学物質曝露に

よって誘導される形質の原因遺伝子の同定およ

びその遺伝子の発現制御メカニズムの解析を行

った。特に多くの組織の発生・分化、細胞増殖、

癌化に寄与している Wnt/β-カテニン経路に注
目し、女性生殖器における、Wnt/β-カテニン経
路の雌性生殖管における内在的な機能を、膣

上皮細胞特異的β-catenin 活性化マウスを用い
て解析した。 

 本研究では遺伝子改変マウスを用いて

Wnt/β-カテニン経路の解析を試みるが、そのた
めには、上皮組織特異的なCre活性を有するマ

ウスを用いたコンディショナルノックアウトマウス

解析が不可欠である。K5-Cre マウスは、膣上皮

特異的に Cre を発現するマウスである(図 1)。こ

のマウスとβ-cateninEX3 マウスを掛け合わせ、
Wnt/β-カテニンシグナルを構成的に活性化さ
せた遺伝子改変マウスの膣組織を解析した。な



 

 

お、方法の項にも記したとおり、このマウスは出

生後まもなく死亡するため、膣組織はヌードマウ

スに移植し、約 4 週間後に採材し、解析に供し

た。 

 
 コントロール(対照)群の膣上皮組織は2-3層で

あり、薄い退縮した形態を示していた（図 2）。こ

れは卵巣を除去した成獣マウスの表現型と概ね

一致している。一方β-catenin 活性化マウスでは、
上皮組織は多層化しており、また内腔は分泌物

で満たされていた（図 2）。また膣本来の内腔上

皮から分離した腺構造に似た形態も対照群に

比べ有意に多く見られた。組織片は卵巣を除去

したヌードマウスに移植しているので、この表現

型は女性ホルモン非依存的であるといえる。 

 

 細胞増殖やアポトーシスを BrdU 免疫染色法

及び TUNEL 法で解析したところ、細胞増殖や

細胞死ともにβ-catenin 活性化マウスでは亢進し

ていた。一方間質領域ではこれらに差は見られ

なかった(図 3)。 

 

 さらに細胞分化マーカーを用いた解析を行っ

た。p63 は通常多層化上皮の基底細胞、あるい

はそれに近い層に発現する未分化細胞マーカ

ーである。β-catenin 活性化マウスの膣上皮では、
ｐ63 陽性細胞の領域が上方に広がっていた。ま

た、CK1 は多層化上皮組織における分化マー

カー、ロリクリンは角質化の最終分化マーカーで

ある。これらは対照群では発現は見られない。

一方β-catenin 活性化マウスでは、ごくわずかに
発現が見られた。これらの組織学的マーカー解

析から、β-カテニンの活性化は、少なくとも膣上
皮細胞の女性ホルモン非依存の細胞増殖には

十分であることがわかった。 

 新生仔女性ホルモン曝露によって、女性ホル

モン非依存の細胞増殖誘導した膣の上皮細胞

におけるβ-カテニンタンパク質の発現を解析し
たところ、上皮基底細胞の一部において、β-カ
テニンタンパク質の核への局在が見られた(図 4)。

さらに、胎生期女性ホルモン曝露によって誘導

した腺様疾患においても、β-カテニンタンパク質
はその他の領域よりも高発現していたことから

(data not shown)、膣組織における発生途上の

未成熟な時期に対する女性ホルモン曝露と、そ

のホルモン応答システムの破綻について、

Wnt/β-カテニンシグナルが関与していることが
推測された。 

図2.　女性ホルモンがない状態では、膣上皮は
２-3層の薄い状態である（上）。一方、構成的活
性化β-カテニンを発現させると、女性ホルモン
非存在下においても増殖・分化が起きる。（下
図；内腔はケラチンなどで詰まっている）。な
お、新生児致死の遺伝子改変マウスであるた
め、膣組織は卵巣を除去したヌードマウス腎臓
皮膜下に移植したものを解析している。
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 以上の結果から、β-catenin 活性化マウスの膣
上皮細胞において、女性ホルモン作用非依存

の細胞増殖(と一部分化)が誘導されることが明ら

かとなった。すなわち、β-カテニンの活性化は女
性ホルモン非依存の細胞増殖に十分である。さ

らに新生仔期DES 投与マウスの膣上皮の基底

細胞でもβ-カテニンが蓄積していた。今後、さら
なる女性ホルモン応答遺伝子や各種分化マー

カーなどの発現解析から、女性ホルモンによる

細胞増殖・分化状態との差異を明らかにし、異

常な細胞増殖の分子メカニズムを明らかにする

必要がある。 

 さらに、メチル化 DNA 特異的抗体とタイリング
アレイを用いた ChIP-on-chip 解析を行い、周生
期女性ホルモン曝露によるゲノムワイドなクロマ
チン状態の変化を網羅的に解析した。その過程
で、Wnt/β-カテニンシグナルの抑制因子のひと
つの遺伝子のプロモータ領域のメチル化が、周
生期ホルモン曝露群で亢進している可能性があ
るという結果を得ている。このことは、この遺伝子
を含む Wnt シグナル関連遺伝子の、クロマチン
状態の正しい制御が正常膣組織の発生と分化、
成熟後の細胞増殖・ 分化に必須であること、そ
して不適切な時期の女性ホルモン曝露が適切な
クロマチン構造変換を妨げた結果、女性ホルモ
ン非依存の遺伝発現と表現型を誘導することを
示唆している。 
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コントロール 新生仔期DES投与マウス

図4.　新生仔期DES投与マウス(右)及び
対照群(左)の膣組織における、β-カテニ
ンタンパク質を免疫組織学的に解析した。
新生仔期DES投与マウスの一部の基底
細胞で、 β-カテニンタンパク質が蓄積さ
れている。
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