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研究成果の概要（和文）：子宮内膜脱落膜化に際し、プロゲステロンにより一部の核膜孔構成分子の発現が増加し、核
膜孔の構造変化が誘導される。同様にプロゲステロン依存性に発現増加するカテプシンLとCTLA-2αの一部は核膜孔を
通過して核に移行し、両分子の結合により核内でのプロテアーゼ活性を担保されたカテプシンLは転写因子CDP/Cux の
短アイソフォームを生成することで細胞周期制御分子の発現を促進、細胞分裂を加速させる。同時に、アクチン伸長に
関与する分子Arpc2の核移行が起きることで核内構造にも変化が生じ、クロマチンリモデリングと脱落膜化に必要な分
子を効率よく転写するメカニズムが存在しているようだ。

研究成果の概要（英文）：During the process of decidualization, progesterone induces the expression of a nu
mber of nuclear pore complex proteins, which in turn cause structural changes in the nuclear pores.Catheps
in L and CTLA-2 alpha, proteins which are similarly regulated by progesterone, are then imported into the 
nucleus. Cathepsin L binds to CTLA-2alpha in the nucleus and acts as a protease, promoting the expression 
of cell-cycle proteins by generating short isoforms of the transcription factor CDP/Cux, resulting in acce
lerated cell division.
Simultaneously, the nuclear transport of Arpc2 may also give rise to changes in the nuclear structure. Arp
c2 participates in actin polymerization, which leads to chromatin remodeling and the transcription of deci
dualization-inducing factors.
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１．研究開始当初の背景 
研究開始当初において、マウス妊娠子宮脱
落膜におけるシステインプロテアーゼ カ
テプシン L とその活性調節因子である
Cytotoxic T lymphocyte associated protein 
(CTLA)-2αに関しては以下のことが明らか
であった。 
（１） ヒトを含めた多くのほ乳類の妊娠子 
宮内膜および胎盤において、カテプシン Lを
含むカテプシン群が高発現している。 
 
（２） 妊娠 5日のマウスにおいて、腹腔に 
カテプシンLの合成インヒビターを投与する
と脱落膜化が阻害され、着床が失敗したとの
報告がある。 
 
（３） 近年、ある種の腫瘍や組織において、 
カテプシンLがリソソームだけではなく核に
も存在し、核内プロテアーゼとして機能して
いることが示された。 
 
（４） マウス CTLA-2αはマウスカテプシ 
ン Lのプロ領域に高い相同性を持ち、カテプ
シンLと特異的に結合することでプロテアー
ゼ活性を抑制することが in vitroの実験で確
認されている。 
 
（５） CTLA-2αのホモログタンパクであ 
る CTLA-2βmRNA がマウス妊娠子宮にお
いて高発現していることが報告されている。 
 
また未発表データとして研究代表者は以前
お研究から以下の知見を得ていた。 
（６） CTLA-2αはプロゲステロン依存性 
に妊娠子宮脱落膜で高い発現が観察される
が、胎子胎盤での発現はほとんど観察されな
い。 
 
（７） 脱落膜ライセートを用いてカテプシ 
ン L活性を測定した場合、カテプシン Lの至
適 pHである酸性ではなく、中性下での活性
が高かった。 
 
（８） 子宮内膜間質細胞初代培養系を用い 
て、CTLA-2αをノックダウンするとカテプ
シンLのタンパク発現量は変化しないにもか
かわらず、中性下での活性低下が観察された。 
 
以上（１）～（８）の知見により、本来はリ
ソソーム酵素であるカテプシンLが調節因子
の CTLA-2αと共に異なるオルガネラ（例え
ば細胞核）において機能を持ち、それが妊娠
維持に寄与しているのではないかとの着想
を得て研究を行った。 
 
２．研究の目的 
多くのほ乳類の生殖様式は胎生である。受
精卵が母体子宮に着床し成長するために、子
宮内膜間質細胞は線維芽細胞から大型で高
い分泌能を持つ脱落膜細胞への分化、すなわ

ち脱落膜化を起こす必要があり、脱落膜化の
失敗は着床不全や妊娠初期流産の一原因と
されている。このように、脱落膜化は妊娠初
期の重要なイベントであるが、そのメカニズ
ムの詳細は不明な点も多い。 
本研究では、種を越えた多くのほ乳類が持
つリソソームタンパクであるカテプシンLに
焦点を当て、その調節因子である CTLA-2α
と共に脱落膜細胞特異的な局在の変化や核
における未知の機能を解析することで、脱落
膜化メカニズムに対する新しい知見を得る
ことを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
研究は以下の手法を用いて行った。 
 
（１） 妊娠マウスからの組織採取 
① 8-10 週齢の ICR メスマウスは同種のオ
スと交配し、膣栓確認日を妊娠 0.5 日と
した。 
② 子宮組織採取は妊娠 4.5日、7.5日、10.5
日、12.5日、15.5日で行った。 
③ 妊娠 7.5 日の子宮は間膜腺と基底脱落膜
領域に分けて採取した。 
④ 妊娠 10.5 日以降は間膜腺、基底脱落膜、
トロホブラストに分けて採取した。 

 
（２） 子宮内膜間質細胞初代培養 
① 精管結紮オスと交配し、膣栓確認日を妊
娠 0.5 日として、妊娠 4.5 日マウスより
子宮を採取。 
② ディスパーゼとトリプシンを用いた酵素
処理により細胞を単離し、培養ディッシ
ュへの接着性の差を利用して間質細胞の
み選別した。 
③ 24 時間の前培養の後に１μM のプロゲス
テロンを添加した。 
④ ノックダウン及び過剰発現の場合は、プ
ロゲステロン添加と同時に遺伝子導入処
理を行った。 
⑤ 細胞は 5%CO2、37C 湿潤条件で培養した。 
 
（３） タンパク抽出 
① 回収した細胞及び組織からのタンパク抽
出は 0.5% Triton x-100 添 加 50mM 
tris-HCl(pH7.4)で行った。 
② 核フラクション抽出はミリポア社 S-PEK 
Kit を用いた。 
 
（４） プロテオーム解析 
① プロテオーム解析用のタンパクは 7M 
Urea, 2M Thiourea, 4% CHAPS, 2% SDS
バッファーを用いて行った。 
② 核フラクションを用いる場合は、S-PEK 
Kit で抽出した核フラクション中のタン
パクをアセトン法または TCA 法で沈殿し、
それを二次元電気泳動用のバッファーで
再溶解したものを用いた。 
③ 2 次元電気泳動後に銀染色によりタンパ
ク発現変動を確認し、変化が見られたス



ポットを切り出し、in gel digestion 法
によりゲル中のタンパクをペプチド消化
した。 
④ 得られたペプチドを質量分析装置にて解
析し、データベース上で分子を同定した。 
 
（５） 過剰発現用ベクター構築 
① 核特異的に Arpc2 を過剰発現させるため
に核移行シグナルを付けたベクター、
CMV-NLS-Arpc2-HA を構築した。 
② 過剰発現の確認はArpc2およびHA抗体を
用いた細胞免疫化学で行った。 
 
（６） 遺伝子過剰発現 
遺伝子の過剰発現は QIAGEN 社 Attractene 
Transfection Reagent を用いて行った。 
 
（７） 遺伝子ノックダウン 
遺伝子ノックダウンはRNAiの手法を用いた。
siRNA は siDirect から購入し、導入試薬は
Polyplus transfection 社 INTERFERin を使用
した。 
 
４．研究成果 
計画に基づく研究を行った結果、以下の結
果を得た。 
（１） CTLA-2αおよびカテプシン Lの細胞 
質-核輸送に関する研究。 
 

① プロゲステロン刺激により、脱落膜にお
いて核膜孔構成タンパクの nucleoporin 
p62 (Nup62)および nucleoporin p153 
(Nup153)発現が有意に増加した。 
 
② 子宮内膜間質細胞初代培養系において、
プロゲステロン存在下で Nup153 をノッ
クダウンすると核カテプシン L および核
CTLA-2α発現量の減少が見られた。 
 
③ Nup153 のノックダウンにより、核だけで
はなく細胞全体のCTLA-2α発現が低下し
た。 
 
以上より、脱落膜化に際して、核膜孔の形態
が変化し、それに伴って分子輸送に変化が見
られることが示唆された。また、Nup153 ノッ
クダウンの結果からは核膜孔構成分子が
CTLA-2αの転写調節に関与している可能性
も示唆された。核膜孔構成分子が細胞分化に
より構成を変化させ、核膜孔の形状を変化さ
せているとの報告は近年増えている。また、
核膜孔構成分子のうち核の内側に位置する
ものは転写複合体と共に遺伝子の転写に関
与するとの報告もある。脱落膜化に際しても
同様の現象が観察されたことは、生殖研究の
みならず幅広い分野において重要な知見で
あると考えられる。 
 

（２） 核 CTLA-2αおよび核カテプシン Lと 
子宮内膜脱落膜化に関する研究。 

 
核カテプシンLのターゲット分子として報
告されている転写因子CDP/Cuxはプロゲステ
ロン刺激の有無によりそのアイソフォーム
パターンを変化させた。プロゲステロン刺激
無しの状態（≒非妊娠）では転写開始点の異
なる75kDaのアイソフォーム（p75）がCDP/Cux
全発現量の半分以上の割合を占めたが、プロ
ゲステロン刺激を与えるとCDP/Cuxタンパク
総量が増加すると共に、200kDa の全長から切
り出された 90kDa および 110kDa のアイソフ
ォーム（p90, p110）の割合が増加し p75 が
占める割合は減少した。 
 
① 子宮内膜間質細胞初代培養系において、
プロゲステロン存在下でCTLA-2αをノッ
クダウンすると、p90, p110 は減少し、
プロゲステロン非刺激時の p75 の割合が
高いアイソフォームパターンに変化した。 
 
② CDP/Cux p90, p110 が特定のサイクリン
発現の増加により G1-S 期を短縮させ細
胞周期を加速させるという知見に基づき、
妊娠子宮脱落膜及びプロゲステロン刺激
子宮内膜間質細胞における細胞周期関連
タンパクを解析した結果、プロゲステロ
ン刺激により G1-S 期サイクリンである
サイクリン E およびサイクリン D の発現
が増加した。 
 
③ RNAi により CTLA-2αをノックダウンす
ると、サイクリン E のみ発現低下が観察
された。 
 
以上より、脱落膜化に伴い一部が核に移行し
たCTLA-2αおよびカテプシンLは協調して転
写因子 CDP/Cux の分解に関与し、生成された
ショートアイソフォームにより G1-S 期サイ
クリンの発現が増加していることが示唆さ
れた。このことは脱落膜化に伴う細胞増殖メ
カニズムを説明しうる新しい知見である。 
 

（３） 核カテプシン L関連分子 actin  
related protein 2/3 complex, subunit 
2(Arpc2)に関する研究。 
 
CTLA-2αおよびカテプシンLノックダウン
子宮内膜間質細胞核ライセートを用いたプ
ロテオーム解析から、核カテプシン Lに関連
があると考えられる分子を同定した。 
 
① プロゲステロン刺激子宮内膜間質細胞に
おいて、核 Arpc2 発現が増加した。 
 
② 子宮内膜間質細胞初代培養系において、
核移行シグナルを持つ NLS-Arpc2 を一過
性に過剰発現させると、プロゲステロン
非刺激状態にもかかわらずプロゲステロ
ンレセプターや脱落膜プロラクチンとい
った脱落膜化に必須の分子の発現増加が



観察された。 
 
核カテプシン Lと Arpc2 の関係の詳細は不明
であるが、脱落膜細胞における核 Arpc2 の増
加は核アクチンを中心とした核内構造
（nuclear architect）研究としても大変興
味深いものであある。核骨格の変化がクロマ
チンリモデリングに影響し、転写に関与して
いるという報告は、主に酵母やカエル卵を用
いた研究での報告はあるが、ほ乳類では少な
い。本研究で得られた知見は、当該分野を発
展させるための有効なツールとしての可能
性も秘めていると考えられる。 
 
 
（４） マウス子宮内膜間質細胞株の樹立 
 

より複雑な研究を効果的に遂行するため
に、新規細胞株の樹立を試み、成功した。 
エストロゲンおよびプロゲステロン応答性
を失わず、脱落膜化能を持つ子宮内膜間質細
胞株はほとんど存在せず、マウスでは皆無で
ある。脱落膜化はステロイドホルモンの添加
で容易に誘導できる分化モデルでもあり、本
細胞株の樹立は生殖研究だけでなく、発生・
再生分野においても有効に活用されるもの
と考える。 
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