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研究成果の概要（和文）：まずヒト絨毛細胞株（HTR8-SVneo）より、SP細胞とnon-SP 細胞を分離した。SP細胞
はnon-SP細胞に比べて、幹細胞の特性であるSP再出現率・継代コロニー形成能・長期増殖能・絨毛幹細胞マーカ
ー（CDX2）発現も亢進していた。Ly6D遺伝子は絨毛SP細胞の増殖、未分化性の維持、運動能に重要な遺伝子であ
ることを示した。
次に不妊治療中の採卵時に採取した子宮内膜を用いて、その後の着床率との関連を解析した。着床不成功例では
成功例に比較し、老化細胞率・p21の発現・細胞周期でのG0/G1期の割合が有意に高く、両者の間で分泌が亢進し
ているサイトカインの種類に違いが見られた。

研究成果の概要（英文）：We analyze the role of trophoblast or endometrial stem cell in implantation 
and development of trophoblasts. First of all, we isolated the side population cells of trophoblast 
cells, HTR-SVneo using FACS analysis. The proportion of next generated SP cells, a potential of 
serial colony formation, a long-term proliferation activity and the level of CDX2 were enhanced in 
SP cells compared with non-SP cells. Ly6D gene was the most  overexpressed gene in SP cells and it 
was important for the maintenance of stemness of SP cells. Next, we analyzed the correlation between
 the aging signals in endometrial cells and the success of implantation. The ratio of senescence 
cells, the levels of p21and the ratio of G0/G1 phase of cell cycle were enhanced in the endometrial 
cells of the implantation failure cases. There was a difference of the secretion of inflammatory 
cytokines from the endometrial cells between success cases and failure cases of implantation.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 絨毛細胞　幹細胞　子宮内膜　老化　絨毛幹細胞　着床　子宮内膜幹細胞　サイトカイン

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
着床は胚盤胞の外側を構成する栄養外胚葉
(trophectoderm) が 子宮内膜上皮に接着し、
分化した栄養膜細胞（trophoblast）が子宮内
膜間質に浸潤していく現象で、サイトカイン、
ホルモン、各種 MMP、増殖因子や免疫細胞
などの関与が報告されている。マウスでは絨
毛幹細胞（TS）が樹立されたが、ヒト絨毛幹
細 胞 の 詳 細 は 不 明 で あ る 。 我 々 は
Hoechst33342 の取り込みの低い分画の細胞
（SP 細胞）を分離する方法を用いてヒトの
正常子宮内膜や絨毛細胞に SP 細胞が存在し
幹細胞様の特性を示すことを報告した（Kato 
K et al. Hum Reprod.2007, Takao T et al. 
PloS One 2011）。予備的実験により両 SP細
胞ともに上皮間葉移行（EMT）関連遺伝子群
の発現が亢進していたが、着床現象における
子宮内膜幹細胞、絨毛幹細胞の役割について
の報告はなく、EMT の関与についても詳細
は不明である。正常組織幹細胞の維持には幹
細胞自身の性質の他に、ニッチと呼ばれる微
小環境が重要であり、初期胎盤では絨毛・子
宮内膜がお互いにその役割を果たしている
可能性がある。最近死滅せずに生き残った老
化細胞が、炎症性サイトカインや炎症性ケモ
カイン、プロテアーゼといったタンパクなど
を分泌していることが明らかになり、SASP
（ Senescence-associated secretory 
phenotype）と呼ばれている。幹細胞維持機
構の破綻と細胞老化の関係はまだ不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、着床不全・流産の病態を幹細胞
維持機構と周囲微小環境（ニッチ）の破綻、
その結果としての細胞老化誘導という新し
い視点でとらえ、着床・初期胎盤形成におけ
る絨毛・子宮内膜の幹細胞の果たす役割を解
明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)絨毛 SP 細胞の分離と特性の解析 
①ヒト絨毛細胞株（HTR8-SVneo）より、SP 細
胞と non-SP 細胞を分離し幹細胞の特性であ
る SP 再出現率、継代コロニー形成能、長期
増殖能、絨毛幹細胞マーカー（CDX2）発現を
比較検討する。 
②マイクロアレイやメチレーションアレイ
を用いて、HTR8-SVneo-SP 細胞と non-SP 細胞
の間で発現に差がある遺伝子を同定する。 
③分化条件で SP 細胞を培養し、栄養膜細胞
に分化させ、②で同定した SP 細胞で発現が
亢進している遺伝子群の中から、分化により
発現が減少する幹細胞マーカーを同定する。 
④③で同定された幹細胞マーカーcDNA を組
込んだ発現ベクターを作製し形質導入した
過剰発現系やsiRNA導入により発現抑制系を
作製し、 SP 出現率、増殖能、運動能、浸潤
能 と と も に EMT 関 連 シ グ ナ ル 分 子
（Vimentin,Twist,Snail,fibronectin 等）の

mRNA,蛋白の発現を解析する。 
 
(2)ヒト子宮内膜細胞の幹細胞維持や細胞老
化に関与するシグナルと着床との関連の解
析 
①同意を得た不妊治療中の患者から、診療の
一環として採取された着床前の子宮内膜を
初代培養し、 SP 細胞の出現率や我々の予備
的実験で幹細胞に発現が亢進していた
ABCG2,ALDH1,IL-1R1,HER2 の発現を mRNA,蛋
白レベルで解析する。 
②上記細胞を用いて細胞老化に関与する
p21,p16,p53 や細胞老化特異的βガラクトシ
ダーゼ(SA-βgal)の発現、細胞と細胞培養液
中、同時期に採取された血液を用いて SASP
（ Senescence-associated secretory 
phenotype）関連する炎症性サイトカイン
（ IL-6,IL-1 ）、 炎 症 性 ケ モ カ イ ン
（IL-8,CXCL9）、MMPs の発現を解析する。以
上の発現と着床率との関与を検討 
する。 
 
４．研究成果 
(1)絨毛 SP 細胞の分離と特性の解析 
①ヒト絨毛細胞株（HTR8-SVneo）より、SP 細
胞と non-SP 細胞を分離した。SP 細胞は
non-SP 細胞に比べて、幹細胞の特性である
SP 再出現率・継代コロニー形成能・長期増殖
能がいずれも増加していた。また、マウス絨
毛幹細胞マーカー（CDX2）発現も亢進してい
た。 
②マイクロアレイやメチレーションアレイ
を用いて、HTR8-SVneo-SP 細胞と non-SP 細胞
の間で発現に差がある遺伝子群を同定した。
Ly6D 遺伝子が SP 細胞で最も発現が亢進して
いる遺伝子であった。 
③分化条件で SP 細胞を培養し、栄養膜細胞
に分化させ Ly6D は分化により発現が減少し
ていた。 
④Ly6D siRNA導入により発現抑制系を作製し
解析したところ、SP 出現率、増殖能、運動能、
継代コロニー形成能はいずれも低下し、EMT
関連シグナル分子（,fibronectin）の mRNA,
蛋白の発現も低下した。 
以上より、Ly６Dは絨毛 SP 細胞の増殖、未分
化性の維持、運動能に重要な遺伝子であるこ
とが示された。 
 
(2)ヒト子宮内膜細胞の幹細胞維持や細胞老
化に関与するシグナルと着床との関連の解
析 
①同意取得後、不妊治療中の採卵時に採取し
た子宮内膜検体や血液を用いて、その後の着
床率との関連を解析した。 
②妊娠反応陽性を着床成功例とした。着床不
成功例では成功例に比較し、細胞老化特異的
βガラクトシダーゼ(SA-βgal)染色陽性の
老化細胞の増加・p21 の発現・細胞周期での
G0/G1 期の割合が有意に高かった。 
③両者の間で分泌が亢進しているサイトカ



インの種類に違いが見られた。 
④幹細胞マーカーの一つであるALDH1の発現
はマウスでは老化により減少し、着床不成功
例で老化細胞数増加とともに、減少していた。
また、SASP に関連することが報告されている
複数のサイトカインの発現や分泌が老化マ
ウスや着床不成功例でそれぞれ亢進してい
た。   
 
以上の成果により、老化に伴い子宮内膜幹細
胞が減少し、増加する老化細胞から分泌され
るサイトカインによる SASP が着床不全の病
態に関与することが示唆された。  
これらの結果はステムセルエイジングに伴
う子宮内膜幹細胞の枯渇・劣化・内膜機能の
低下が受精卵の着床を阻害していることを
意味しており、がんや神経・筋肉の変性疾患
だけではなくステムセルエイジングが引き
起こす病態の中に子宮内膜機能低下による
着床不全も含まれることを示すことができ
た。 
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