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研究成果の概要（和文）： 
当研究室においては、月経を模倣したヒト子宮内膜細胞の培養法を用いて、月経に関連して変
化する遺伝子、月経関連遺伝子の候補を保持しており、その中で sarcoglycan-deltaの上昇が、
microarrayだけでなく、RT-PCR法および組織免疫染色にても確認された。次に、この遺伝子
の子宮内膜症発症における影響を調べるために、磁力を用いた新規子宮内膜症モデルマウスの
開発を行っており、現在磁力の強化を行っている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have already had the candidate genes of the mensetruation-related genes which 
expression alters accoding to the menstrual period. And we found that the expression of 
the sarcoglycan-delta increased not only by the microarray but also by RT-PCR and 
immunohistochemistry. And to analyze its effect in the endometriosis we try to develop 
the novel endeomtriosis model mouse using the magnetic power and improve the magnet and 
magnetic materials. 
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１．研究開始当初の背景 
子宮内膜症は生殖可能年齢の女性に発症す
る疾患であり、月経困難症や不妊症の原因と
なる。さらに、近年その一部が癌化するとの
報告がなされている。一方、子宮内膜症の発
症・伸展機序に関しては、月経に関連が深い
ということは多くの報告から明らかである
が、その細胞生物学的な点を含め、不明な点
が多く、新規薬物開発の遅れにつながってい

る。 
 
２．研究の目的 
月経周期に合わせて体内のホルモン動態が
変化するっと、子宮内膜における遺伝子発現
も変化する。子宮内膜症において、この月経
周期に関連して変化する遺伝子である月経
関連遺伝子の異常が疾患の発症・伸展に関与
していると考え、以下の研究を行った。 
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３．研究の方法 
（1）月経関連遺伝子の探索 
当研究室において、ヒト子宮内膜細胞をin 
vitroにて培養し、月経関連ホルモンの変化
を加えることで、ヒト体内での月経を模倣し
たモデルを構築し、それを用いたcDNA 
microarrayのデータを所有している。その中
で、候補遺伝子を増殖期、分泌期、月経期の
いずれに発現上昇を認めるかで３群に分け、
月経期に上昇する候補遺伝子に関して
RT-PCRおよびWestern blotting、組織免疫
染色法にて遺伝子およびタンパク発現を検
討した。 
 
（2）月経関連遺伝子のin vivoでの子宮内
膜症発症および伸展における影響を検討す
るために、新規子宮内膜症モデルマウスの開
発を行った。具体的には、磁力を用いて細胞
を局所に集積させる手法のため、磁性体が付
着した抗体を用いて細胞をソーティングす
るシステムである、Milteny社のMACS法®を
応用した。同社より販売されている、Δ
LNGFR(LNGFRの細胞内ドメインを欠失したも
の)を保持したベクター、pMACS LNGFR-IRES®
にcrickbeatle luciferase(CBR Luc)を挿入
し、発現効率上昇のため、IRES部分を2A 
peptideの配列に交換した。 
 
（3）前述のベクターpMACS CBR Luc-2A-Δ
LNGFRから、PCRによるGateway法を用いて、
Invitrogen社のpLenti7.3/V5 DEST GATEWAY 
vector®にCBR Luc-2A-ΔLNGFRを移行した。
このベクターを用いて、CBR Luc-2A-ΔLNGFR
およびEmGFPを発現させうるレンチウィルス
を作成した。 
 
（4）正常ヒト子宮内膜細胞より増殖能、接
着能が強いと考えられるIshikawa細胞を使
用して、磁力により細胞が局所に集積するか
を検討した。また、Ishikawa細胞は月経関連
ホルモンの影響を受けるため、マウスは細胞
投与より以前に両側卵巣を切除し、Ishikawa
細胞の増殖を促すために、エストロゲン徐放
製剤をマウス皮下に埋め込んだ。具体的には、
Ishikawa細胞を70% confluencyになるまで
培養し、レンチウィルスを感染させ、導入し
た遺伝子が発現するまで培養した。その後、
抗LNGFR抗体を用いて、Milteny社のプロト
コールに従って、auto MACS® possel d mode
にてソーティングした。その細胞を重度免疫
不全マウスであるNOD/shi-scid,IL-2RγKO
マウス(NOGマウス®)腹腔内に投与し、同部位
に磁石（0.3T）を留置して集積の有無を見た。
なお、コントロール群は、磁性体が付着して
いない抗体を使用して、同様の処理をした。 
 
 

４．研究成果 
（1）RT-PCR にて発現上昇を認めた候補遺伝
子は sarcoglycan delta であった。Western 
blotting でタンパク発現を定量評価したと
ころ、RT-PCRと同様に月経期において発現の
上昇を認めた。そこで、ヒト子宮内膜検体を
用いて、組織免疫染色を施行したところ、同
タンパクは子宮筋においては月経周期に関
係なく恒常的に発現していた。一方、子宮内
膜においては、高温期腺上皮に発現を認める
一方、間質細胞においては、増殖期、分泌期
に発現を認めず、月経期においてもごく一部
の細胞にのみ発現を認めるのみだった。この
ことから、高温期子宮内膜腺細胞において、
本来筋細胞特異的に発現が認められる
sarcoglycan delta の発現が認められてお
り、今後は子宮内膜癌細胞において、その発
現がどう変化しているかを探求していくこ
とで、新たな子宮内膜の癌化の指標となる可
能性を有している。また、Umezawaらにより、
ヒト月経血より、骨格筋細胞および心筋細胞
への誘導・分化に成功したという報告（Mol 
Biol Cell. 18(5):1586-1594, 2007、Stem 
Cells Vol. 26 No. 7 July 2008, pp. 1695 
-1704）における、細胞生物学的機序の解明
の足掛かりとなる可能性がある。  
 
（2）IRES の代わりに 2A を挿入し、
CBR-Luc-2A-ΔLNGFR を CMV promoter にて発
現するレンチウィルスを作成した。これによ
り、CBR Luc の導入された細胞の)90%超を回
収することができるようになった。これは、
既存のベクターにおいては、その大部分を回
収できなかったことから、ヒト子宮内膜細胞
などの希少性の高い細胞を使用した研究に
おいて、非常に重要な意味を持ってくる。 
 
（3）同ウィルスを使用し、Ishikawa 細胞を
ソーティング後、NOG マウス腹腔内に投与し
た。 
当初、卵巣切除と同時に細胞を投与し、投与
部位皮下に磁石を埋め込んでいたところ、腹
壁および切除断端に細胞集積を認めた。その
ため、炎症反応が細胞接着促進的に働いてい
る可能性が考えられたため、卵巣切除から７
日後に細胞を投与し、同部位皮膚に磁石を留
置することとした。また、磁石の留置時間は
２４時間まで留置すると、それ以後と差異が
ないことを確認した。その結果、細胞数を 1
×105/100μl PBSに懸濁し、投与してもマウ
ス腹壁に細胞が生着していることを確認で
きた。一方、磁性体付き抗体を使用しても、
細胞数が多い場合やコントロール群では、マ
ウス子宮表面へ必ず生着をしていた。このこ
とから、エストロゲン存在下の子宮からは、
ヒト Ishikawa 細胞を誘引する何らかのケモ
カインが発生しており、そのために子宮へ生



 

 

着しやすく、腹壁のみに単一生着部位を形成
するためには、さらに強力な磁力を要するこ
とが判明した。この知見は、増殖期のマウス
子宮では、子宮内腔のみならず腹腔内にもそ
のサイトカインが分泌されており、ヒトでも
同様の現象が発生している可能性がある。今
までの子宮内膜症の発症機序として、月経血
が腹腔内に逆流して生着する逆流説が多く
の研究結果および研究者により支持されて
いるが、今回の子宮から腹腔内へのサイトカ
イン分泌という現象は、その仮説をさらに支
持するとともに、子宮での遺伝子発現を変化
させることで、腹腔内病変である子宮内膜症
の新規発症および進展を制御できる可能性
を示唆するものであり、今後の研究において
新たな可能性を示唆したものと言える。 
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