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研究成果の概要（和文）：子宮内膜症の克服は現代女性の生活の質（QOL）に必須である。今回、子宮内膜細胞
が腹腔内に逆流する際に卵管上皮や腹膜中皮細胞と接触する過程で、これらの細胞よりの情報伝達を受けて、い
わゆる“子宮内膜症細胞”に進化すると考え、その情報伝達の鍵としてエクソソームに焦点を当てた。第一段階
として安定して抽出が可能ながん細胞よりエクソソームを抽出し、初代培養した腹膜中皮細胞への添加実験を行
った。エクソソームは腹膜中皮細胞へ取り込まれた。網羅的な解析を加え、エクソソームにCD44が含まれるこ
と、腹膜中皮細胞にそのCD44が伝達されることを確認し、エクソソームが細胞間の情報伝達の鍵となる一つの事
象を解明した。

研究成果の概要（英文）：The overcome of endometriosis is a critical issue to improve quality of life
 of women. As a pathogenesis, it is well accepted that endometriosis is a process produced by 
menstrual debris including endometrial tissue that escapes retrograde through fallopian tubes into 
pelvis. Thus, we hypothesized endometrial cells evolve to “endometriosis cells” during retrograde 
menstruation by receiving some information from cells located at fallopian tubes or peritoneal 
walls. Herein, we focused on exosomes produced from cells as an intracellular communication tool and
 intended to analyze the role of exosomes. As an initial step, exosomes were isolated from ovarian 
cancer cells. Exosomes were co-cultured with human peritoneal mesothelial cells (HPMCs) which 
internalized the exosomes. CD44, which was enriched in exosomes, transferred to HPMCs upon 
internalization, leading to high levels of CD44 in HPMCs membrane. We showed one possible role of 
exosomes as an intracellular communication tool.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
子宮内膜症は生殖年齢女性の約 10％に発生
する Common disease であり、その克服は女
性の生活の質（QOL）に留まらず、少子高齢
化に悩む我が国の社会に重大な意義をもつ。
厚生労働省研究班は 2002 年に、「月経困難症
による社会全体の労働損失は年間約 3780 億
円であり、月経困難症のうち、26.7％が子宮
内膜症であった」と報告している。医療費を
含む社会損失はもっと膨らむと考えられ、
我々が子宮内膜症を克服できれば、1000 億円
に近い社会負担を軽減できる。現在の治療は、
病巣に対する外科切除とホルモン感受性に
焦点を当てたホルモン治療からなる。これら
の治療は有効ではあるが、いわば対症療法で
あり、奏功したとしても産婦人科学会の報告
によると約2年で60％の患者が再発してしま
う。一般論として、病気の根絶には病態の解
明と病因の除去が必要であり、子宮内膜症の
病因の分子レベルでの解明が新規治療につ
ながるのではないかと考える。子宮内膜症は
1860 年の Rokistanski の報告以来、成因に
ついて数多くの学説が提唱されている。その
中で今なお広く支持されているのは 1927 年
に Sampson が提唱した単純な「逆流月経血が
腹膜を刺激して移植が起こる」という移植説
である。しかしながら、月経血はそもそも子
宮壁から黄体ホルモンの影響で脱落したい
わゆる脱落膜である。「なぜ子宮内膜から脱
落したものが腹腔内で生着してしまうの
か？」に対する解答はまだまだ不明な点が多
い。子宮内膜細胞が卵管を逆流して腹腔内に
到達するまでの過程で直接接するのは、卵管
上皮細胞であり、腹腔内の腹膜中皮細胞であ
る。従来、細胞間の情報伝達はサイトカイン
やケモカインなどの分泌蛋白質によって行
われると考えられていたが、近年は細胞が分
泌するエクソソームに蛋白質、 mRNA, 
non-coding RNA などが豊富に含まれており、
それらが細胞間の情報伝達の Key Player で
はないかと考えられている。そこで今回我々
は、月経血が逆流する過程において、卵管上
皮あるいは腹膜中皮細胞からエクソソーム
を伝達され、含まれる情報により、内膜細胞

がいわゆる“内膜症細胞”に進化するのでは
ないかとの仮説（図 1）を立案した。 
 
２．研究の目的 
今回の研究は、子宮内膜症の発症原因を月経
血に含まれる子宮内膜細胞が卵管を通過す
る際に何らかの情報伝達を受けて“子宮内膜
症細胞”になるという仮説の実証である。そ
の情報伝達機構の機構として、細胞が分泌す
るエクソソームに焦点を当てて解析する。そ
れらの研究を通じて、いまだ完全には解明さ
れていない子宮内膜症のメカニズムを解明
する。さらに情報伝達機構の阻害により内膜
症の進展が予防できることが証明できれば、
子宮内膜症の病因に迫る新規治療の可能性
を提示することができると考えている。前述
したように子宮内膜症を克服できれば、労働
損失、医療費の観点から女性のヘルスケアに
重大な貢献することができる。また、子宮内
膜症は月経の回数が増えれば増えるほどそ
の発症リスクが増すため、女性の晩婚化が進
む我が国においては、発生頻度は増加の一途
である。そして、患者の約半数が不妊症を併
発しており、少子化の重大な一因にもなって
いる。従って、この疾患を制御することがで
きれば、少子化対策にも直結できる。その意
味でも、我々の研究が成功すれば、社会的な
大きな成果につながる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
（１）子宮内膜間質細胞（hESC）の初代培養  
当科では年間約500件の婦人科手術を行って
いる。そこで、子宮筋腫など良性疾患で摘出
した子宮より hESC を採取し初代培養する。
手術検体の使用については倫理委員会に申
請し、承認を得ている。また、手術前に必ず
患者に文書による同意を取った上で行う。具
体的には、Ferreira らが報告した方法
（Mol.Hum.Repro.2008;14:301-7）を参考に、
手術にて摘出した子宮内膜を無菌下に細切
し、コラゲナーゼ type1 と DNAse にて処理し、
重力沈降により間質細胞豊富な上層と、上皮
細胞豊富な下層に分離する。さらに間質細胞
の接着能が高いことを利用して培養フラス
コに短時間で接着する細胞を選択し、hESC と
して用いる。 
（２）腹膜中皮細胞の初代培養 
卵管上皮細胞は卵管内に僅かに存在するだ
けであり、その初代培養は不可能である。そ
こで卵管上皮細胞の Origin でもある腹膜中
皮細胞の初代培養を行う。卵巣癌手術には腹
膜中皮細胞を豊富に含む大網の合併切除が
必須であり、同手術で摘出した大網の一部を
実験に用いる。具体的には事前に同意を得た
卵巣癌患者より手術の際に 10 センチ平方程
度の大網を摘出、はさみで細切し、コラゲナ
ーゼ処理を行うことにより腹膜中皮細胞で
採取する。 
（３）腹膜中皮細胞よりエクソソームの抽出 
エクソソームの回収方法は試行錯誤の結果、



図 2 のような超
遠心法による手
技を確立した。
この方法により、
1 x 108 個の細胞
より、おおよそ
50～100μg のエ
クソソームが回
収できる。 
Agilent 2100 で
このエクソソー
ム に 含 ま れ る
RNA の多くが、
500bp 以下の small RNA であることを確認す
る。 
（４）腹膜中皮細胞由来のエクソソームの子
宮内膜間質細胞への添加実験 
上記（３）で抽出した腹膜中皮細胞が分泌す
るエクソソームを蛍光色素 PKH67（Sigma）で
標識したうえで初代培養した子宮内膜間質
細胞に添加し、その取り込みを共焦点蛍光顕
微鏡で確認する。 
（５）子宮内膜間質細胞が腹膜中皮細胞由来
のエクソソームにより、“子宮内膜症細胞”
になるかの検討 
（１）で作成した初代培養子宮内膜間質細胞
に（３）で作成した腹膜中皮細胞由来のエク
ソソームを添加する。それにより、子宮内膜
間質細胞が腫瘍形成能をもつか、接着能、浸
潤能、増殖能が亢進するかの検討を In vitro 
の実験系で行う。 
 
４．研究成果 
（１）子宮内膜間質細胞（hESC）の初代培養 
実際に採取した子宮
内膜間質細胞を図 3
に示す。採取した子
宮内膜間質細胞は
cyclic AMP と黄体ホ
ルモン製剤である
MPA の投与によって、
脱落膜化され、子宮
内膜細胞の性質を保
持している。 
（２）腹膜中皮細胞
の初代培養 
図 4に示すように、敷石上
の均一な腹膜中皮細胞が
採取できている。 
（３）エクソソームの抽出 
研究計画通り、超遠心法で
初代培養した腹膜中皮細胞でのエクソソー
ムの抽出を行ったが、細胞数の問題もあり、
初代培養からの安定した抽出は困難であっ
た。そこで、まずはがん細胞からの安定した
エクソソームの抽出に切り替えて、漿液性卵
巣癌細胞株 HeyA-8 およぶ TYK-nu そしてコ
ントロールとして不死化した正常卵巣上皮
細胞（IOSE）を用いてエクソソームを抽出し
た。超遠心法により、1x10８個の卵巣癌細胞

から、50μg程度のエ
クソソームを抽出す
ることができた 
（図 5）。 
 
 
 
 
(4)エクソソームの細胞への取り込み実験そ
れを行うために、卵巣がん細胞由来のエクソ
ソームを PKH67(Sigma)で蛍光標識し、腹膜中
皮細胞（HOMC）へ添加、腹膜中皮細胞への取
り込みを確認した。図 6に示す通り、エクソ
ソームは腹膜中皮細胞に取り込まれた。 

 
（５）卵巣がん細胞由来エクソソームの細胞
への取り込み実験 
 
それを行うために、卵巣がん細胞由来のエク 
細胞の形態を観察したところ、もともと敷石
上の腹膜中皮細胞が、紡錘状に変化していた。
そこで、上皮間葉移行が腹膜中皮細胞に起き
ているのではないかと考え、詳細な解析を加
え、エクソソームに CD44 が含まれること（図
７A）、腹膜中皮細胞にその CD44 が伝達され
ること、それにより、腹膜中皮細胞の上皮間
葉移行が起こっていることを確認した（図７
B）。すわなち、エクソソームが細胞間の情報
伝達の鍵となっているその一つのメカニズ
ムを解明した。 
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