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研究成果の概要（和文）：子宮内膜幹細胞特性に重要であるとされるWnt7aの受容体およびside population細胞に発現
するCD93について検討したが、いずれも幹細胞特性との関連は認められなかった。In vivoでの幹細胞特性の検討のた
めに、マウス腹腔内移植モデルを作成した。その際に用いる細胞としては、ヒト内膜初代培養細胞ではなくその癌細胞
株および不死化細胞がより適切であった。

研究成果の概要（英文）：In silico analysis suggested that Fzd5 and LRP6, which are the receptors for 
Wnt7a, might be one of the candidate markers for the endometrial stem cells.　Both Fzd5- and LRP-positive 
cells, however, did not reconstruct the endometrium. We then investigated the CD93, which is 
preferentially expressed in side population cells, but we did not find an association between CD93 and 
stemness. We next attempted to develop a novel mouse model of endometrial implantation using a lentivirus 
system to introduce bioluminescent, fluorescent, and cell surface marker genes and to address the in vivo 
endometrial stem cell activity. Firstly we used human primary endometrial cells, but they showed a very 
low implantation rate. We, therefore, used a human endometrial cancer cell line and immortalized human 
endometrial cells and found that they both showed a relatively higher success rate.

研究分野： 産婦人科、生殖内分泌、不妊医療、腹腔鏡、子宮内膜幹細胞

キーワード： フェノーム解析　子宮内膜幹細胞　幹細胞表面抗原マーカー　遺伝子導入　磁力　新規子宮内膜移植モ
デルマウス
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１． 研究開始当初の背景 
 近年造血幹細胞をはじめとして、各臓器に
おいても組織幹細胞が同定されてきている。 
再生医療に応用することを考慮すると、組織
幹細胞の選定には、細胞表面抗原をマーカー
として、特異的に選別されることが望まれる。 
これまでに子宮内膜幹細胞の報告として、
side population 法によるもの（Kato et 
al.Hum Repeod,2007,Tsuji et al.Fertil 
Steril,2008）が in vitro での colony 形成
や腺管形成に成功したとして報告されてい
る。しかしながら、当該方法は細胞表面抗原
マーカーによる選別ではないため、臨床応用
には難しい面がある。 
 そのため、適切な幹細胞表面抗原マーカー
の発見が早期に望まれる。その際に、マーカ
ー発見の困難の一因として、幹細胞マーカー
での選別後に適切な nicheで細胞培養を行わ
ないと、幹細胞性の維持ができないことがあ
げられる。そのため、幹細胞の発見、同定に
おいては、幹細胞表面抗原マーカーの探索と
同時に適切な nicheの探索も行われる必要が
ある。 
 
２． 研究の目的 
 本研究においては、前述の幹細胞研究の難
点に着目し、幹細胞表面抗原マーカーおよび
その nicheを同時に探索することを目的とし
た。近年注目されているオミックス解析に注
目し、幹細胞表面抗原候補を選別することと
した。 
 臓器において、その臓器の組織幹細胞機能
が障害されると、当該臓器が年齢に比して早
期に萎縮、機能障害を引き起こすことが予想
される。 
 そこで、子宮における phenome解析を行い、
子宮内膜幹細胞マーカーの候補を選定する
こととした。その選定の際には、独自の点数
化を行い、重み付けをして検討の優先順位づ
けを行った。そののちに、選定された幹細胞
表面抗原候補を用いた細胞選別を行い、in 
vitro での培養ならびにマウスへの移植を行
って、子宮内膜の再構築を認めるかを検討す
ることとした。 
 
３． 研究の方法 
(1) phenome 解析 
 す で に IKMC(International Knockout 
Mouse Consortium)において、各遺伝子の
knockout mouse および cell line での表現型
は公表されている。そこで、IKMC ならびに既
報の review 論文を用いて、knockout mouse
の表現型から、子宮形成異常を呈する遺伝子
を計 192 個抽出した。そののち、組織幹細胞
およびその nicheが障害された際に想定され
る表現型をもとに、組織学的、発生学的、機
能的に各遺伝子を点数化した（図）。その結
果、Wnt7a が最も点数が高かった。また、Wnt
において制御が報告されている CD44 が次点
であった。これらのことから、子宮において

Wnt シグナルがその幹細胞性の維持に非常に
重要であると推定され、その受容体を標的と
することとした。 
 Wnt シグナルにおいては、リガンドと受容
体は１対１対応とは限らず、補受容体なども
必要となるため、既報の論文から、in vitro
および他臓器で Wnt7aの受容体足りえるもの
を選定した。その結果として、Fzd5 並びに
LRP6 が選定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ヒト子宮内膜の検討 
 既に当施設において承認されている臨床
研究にのっとり、同意の得られた良性婦人科
疾患患者より摘出された子宮の一部を使用
した。摘出された子宮は、HE 染色ならびに免
疫染色を行い、組織学的に検討を行った。 
 
(3) 子宮内膜細胞の単離 
 さらに、摘出された子宮の一部を機械的、
酵素的に単一細胞化を行った。得られた子宮
内膜細胞は、フィルターを用いて子宮内膜腺
上皮細胞および子宮内膜間質細胞に分離し
た。 
 
(4) 子宮内膜再構築の評価 
 分離された子宮内膜細胞は in vitro にて
培養を行った。培養後、各細胞表面抗原に対
して flow cytometry 用抗体にて標識し、細
胞分離を行った。細胞分離後、再度 in vitro
で培養を行い、colony 形成の有無ならびに子
宮内膜間質細胞、腺上皮細胞の細胞表面抗原
の免疫染色ならびに腺管形成の有無を評価
した。 
 ま た 、 培 養 し た 細 胞 の 一 部 は 、
NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/Jic(以下 NOGマ
ウス)腎被膜下に移植を行い、子宮内膜再構
築の有無を組織学的に評価した。 
 
(5) マウス腹膜移植モデルの作成 
 Lifetechnology 社のレンチウィルスシス
テムを使用した。このレンチウィルスシステ
ムっは、GFP を指標に遺伝子導入の有無が判
定できるようになっている。このシステムに
in vivo imgaging が可能となるように crick 
beatle luciferase(CBL)遺伝子と、磁性体付
着抗体に対応した細胞表面抗原を挿入した。
このレンチウィルスを用いて、in vitro にて
培養ヒト子宮内膜細胞に遺伝子導入を行い、 
GFP を指標に抗原が発現されたことを確認後、
Milteney 社の MACS を用いて細胞選別を行っ
た。その後、同細胞をマウス腹腔内に投与後、



磁性体をマウス腹部に留置して、細胞集積な
らびに生着促進を試みた。 
 
４．研究成果 
 phenome解析において選出されたFzd5なら
びに LRP6 を用いて、flow cytometry を使用
した細胞選別を行った。それら細胞を in 
vitro で培養を行ったが、腺上皮への分化は
認めなかった。また、マウス腎被膜下へ移植
実験を行ったが、子宮内膜再構築は認められ
なかった。 
 既に報告されているヒト子宮内膜幹細胞
の選別法として、SP 法があげられる。この
SP 法を用いた細胞では CD93 が発現されてい
ることに注目し、同様の検討を行った。しか
しながら、CD93 を用いた検討においても、子
宮内膜の再構築は認められなかった。 

そこで、当研究室においてヒト子宮内膜細
胞を用いた cDNA microarray 結果と合わせて、
再度細胞表目抗原マーカー候補を選出し、
HEX遺伝子などの発現をRT-PCRにて検討した
が、遺伝子発現は検体ごとのばらつきが大き
く、幹細胞表面抗原とは考えられなかった。 
そのため、in vitro での colony 形成 assay
では、in vivo に準じた niche の構築が難し
いこと、マウス腎被膜下移植実験での困難さ
を考慮し、マウス腹膜への内膜移植モデルの
作成を開始した。このモデルマウスは、子宮
内膜症モデルマウスへの転用も可能である
と考えられる。 
 マウス腹膜移植モデルの作成に当たって
は、外科的移植では、炎症などの影響が不可
避であるため、できる限りそのような影響が
でないよう、磁力を用いて細胞を集積、生着
させるものを開発した。 
 ヒト子宮内膜細胞を用いたモデルマウス
においては、導入遺伝子の発現効率の低さ
（およそ１０～２０％）ならびに発現量の低
さから、安定的に移植モデルが作成できなか
った。そのため、使用する細胞をヒト子宮内
膜癌細胞ならびに不死化ヒト子宮内膜細胞
を使用するようにしたところ、一定に生着を
認めるようになった。 
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