
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年３月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

ヒト月経血（月経 1 日目～2 日目）より回収した子宮内膜細胞における SP(side population)

細胞の存在比率をフローサイトメトリーで検討したところ、およそ 2%前後の SP 細胞が存在し

ていることが明らかとなった。また SP 細胞と非 SP 細胞を用いてコロニーフォーメーションア

ッセイを行ったところ、SP 細胞では効率よくコロニーを形成した。以上の結果よりヒト月経血

より回収した SP 細胞は自己複製能の高い細胞集団であることが明らかとなった。IL-1R

（interleukin-1 receptor）、SDF-1 の発現を免疫染色により検討したところ、SP 細胞集団に

おいて IL-1R、CXCR4 を発現する細胞がわずかに認められた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

FACS analysis of human endometrial cells recovered from menstrual blood revealed that 

they included about 2% of SP(side population) cells. Colony formation assay using SP cells 

and non-SP cells showed that SP cells formed colonies more efficiently than non-SP cell. 

These results indicated that SP cells recovered from human menstrual blood have 

self-renewing ability. Immunocytochemical staining of hEM SP cells for IL-1R and CXCR4 

revealed that a few SP cells expressed both proteins. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

子宮体癌は乳癌とともに、最近増加してき
ている婦人科癌の１つである。臨床病理学的
にはエストロゲン依存性の予後良好なＩ型
（高・中分化型類内膜腺癌）と、エストロゲ
ン非依存性の予後不良のⅡ型（低分化型類内

膜腺癌、漿液性腺癌、明細胞癌）に分けられ、
前者はK-ras,PTEN後者はp53,HER2/neu
などの癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の
不活性化が関与していることが報告され、
組織分化度により発癌機構に関与するシグ
ナル経路に違いがあることが示唆されてい
る。われわれはこれまで Ras/estrogen 
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receptor（ER）経路が子宮体癌の癌化に重要
であることや、子宮内膜に幹細胞様の細胞が
存在することを明らかにしてきた。本研究で
は、１）未分化な癌幹細胞を同定し、分化細
胞と比較しながら特性を解析し、２）細胞分
化度とホルモン依存性・非依存性の関連、そ
の形質に関与する分子機構の解析を行うと
ともに、３）従来の化学療法とは異なる作用
機序をもつ、分化刺激による細胞老化誘導に
基づく新規分子標的治療法の開発を行うこ
とを目的とする。以上より、子宮温存を希望
する I 型子宮体癌患者や治療抵抗性未分化癌
や再発癌患者の予後改善を目標とする。 

 

 

２．研究の目的 

 

A. 子宮体癌幹細胞の同定： 

 本研究では、複数の子宮体癌細胞株を用い
て、SP 細胞からの癌幹細胞の同定・解析をさ
らにすすめ、１）幹細胞と分化細胞との間で
造腫瘍能、ﾏｲｸﾛｱﾚｲを用いた遺伝子発現の差、
抗癌剤やｼｸﾞﾅﾙ阻害剤への反応の差、ER 活性
などの違いを解析し比較することにより子宮
体癌（特に未分化癌・再発癌）の発生機構へ
の幹細胞の関与の解明２）未分化性を維持す
る分子機構 の解析、
epithelial-mesechymal-transition(EMT)の
関与の解明、分化誘導ｼｸﾞﾅﾙの同定を行う。 

 

B.正常子宮内膜幹細胞の発癌機構への関与：  

 不死化子宮内膜細胞株を用い、SP 細胞を
正常内膜幹細胞の、non-SP 細胞を分化細胞
のモデルとして、I 型にみられる K-ras 遺伝
子変異、II 型にみられる HER2 過剰発現が
SP 細胞と nonSP 細胞に起こった場合の造腫
瘍能、細胞特性の違いを明らかにし、癌化へ
の幹細胞・分化細胞および遺伝子変異の関与
を明らかにする。 

 

C.細胞分化度に基づく新規治療法の開発 :  

 本研究では、１）まず子宮体癌細胞の ER

機能に重要な上流因子は何か、上記のどの経
路が最も ER 機能阻害による細胞老化に関与
するのか、を明らかにした上で、２）細胞分
化と細胞老化の類似性・相違点の検討、３）
分化誘導剤の造腫瘍能への効果の検討、３）
上記薬剤のマウスでの効果・副作用を検討し
た後、臨床応用をめざした phase I study を
行い、分化刺激による細胞老化誘導に基づい
た新規分子標的療法の開発を行う。 

 

３．研究の方法 

 
A. 子宮体癌幹細胞の同定と解析： 

子宮体癌細胞株を用いて、SP 細胞が不均等

分裂・多分化能・自己増殖能・造腫瘍能の亢
進等の癌幹細胞の特性をもつことを明らかに
し、non-SP 細胞と比較することにより、未
分化・分化マーカーを同定する。特に、未分
化性を維持する機構や脱分化の分子機構に
EMT が関与するかを検討する。得られた結
果を臨床検体で確認する。 

 

B.正常子宮内膜幹細胞の発癌機構への関与： 

ラットおよびヒト不死化子宮内膜細胞株より
SP 細胞、non-SP 細胞を分離し、それぞれを
幹細胞、分化細胞のモデルとしてⅠ型にみら
れる K-Ras 遺伝子変異、Ⅱ型にみられる
HER2 遺伝子を導入し生物学的特性を比較検
討することにより、癌の発生、組織分化度、
ホルモン依存性に関与するのは、発生母地と
なる細胞か遺伝子（K-ras，HER2）変異か、
あるいは腫瘍周囲の微小環境かを明らかにす
る。 

 

C.細胞分化度に基づく新規治療法の開発：ま
ず、ER 機能阻害により細胞老化を誘導する分
子機構（MDM2/p53/p21 経路、p16/Rb 経路、
ATM を介する経路等）を明らかにするととも
に、子宮体癌における ER 機能亢進に重要な
上流因子（エストロゲン、増殖因子、炎症性
サイトカイン等）を同定する。また、上記 A,B

で得られた分化誘導に重要な分子機構と比較
することにより、細胞分化と老化の関連性を
検討する。次に有効な分化誘導剤をスクリー
ニングし、従来の治療抵抗性の再発癌・未分
化癌を対象に分化刺激による細胞老化誘導を
利用した新規分子標的治療の開発を行う。 
 
４． 研究成果 
 
組織幹細胞の同定に使用されるHoechst33342
の取り込みの低い分画の細胞（side 
population cells、以下SP細胞）をフローサ
イトメトリー法により分離する方法を用いて
、正常子宮内膜細胞株hEMでのSP細胞分画の分
離を試みた。しかしSP細胞の存在割合は概ね1
％以下と非常に尐ないことが明らかとなった
。次にhEMより多くのSP細胞を回収するための
至適培養条件を見いだすために、基礎培地
DMEMに加える血清、各種増殖因子の条件検討
を行った。血清濃度を1％とし、それぞれ最終
濃度10ng/mlとなるようにbFGF、TGF、TGF
、EGFを添加した培地を調製し、hEMを6日間培
養した後にフローサイトメトリー法でSP細胞
の割合を検討した。bFGF、TGF、TGFを添加
した細胞ではSP細胞の存在比率は0.01～
0.05%であったが、EGFを添加した細胞ではSP
細胞の存在比率は4.3%であった。現在までの
ところEGFを添加した際にSP細胞の割合が増
加する理由は不明であるが、尐なくともhEM
のSP細胞を効率よく回収するには、EGFを添加



 

 

した培地を用いる方がよいことが明らかとな
った。このようにして回収したSP細胞に、
Ras/ER経路に関わる遺伝子群（活性型K-Ras
、HER2など）を導入し、SP細胞の存在比率に
影響を及ぼすかどうかの検討を試みたが、hEM
そのものの遺伝子導入効率が非常に悪いため
、その効果を確認することは出来なかった。 
 一方でヒト月経血（月経1日目～2日目）よ
り回収した子宮内膜細胞を5日間培養した後、
hEMと同様の方法を用いてSP細胞の存在比率
を検討したところ、およそ2%前後のSP細胞が
存在していることが明らかとなった（図1）。
このようにして回収したSP細胞と非SP細胞を
用いてコロニーフォーメーションアッセイを
行ったところ、非SP細胞では20日間培養後も
ほとんどコロニー形成を認めなかったが、SP
細胞では効率よくコロニーを形成した。以上
の結果よりヒト月経血より回収したSP細胞は
非SP細胞と比べて自己複製能の高い細胞集団
であることが明らかとなった（図2）。 
さらに高効率で SP 細胞を回収可能な培養

条件の検討を進めたが、現状では 2％前後の
回収率に止まっており以後の遺伝子導入実
験を開始するには至っていない。今後本研究
を推進するための課題として、SP 細胞維持に
関わる因子や至適なマーカー分子の同定が、
きわめて重要であり、その探索を進めている
ところである。 

以前の研究でhEMの SP細胞/non-SP細胞を
用いてマイクロアレイ解析を行い、両者の遺
伝子発現プロファイルを検討したところ、SP
細 胞 に お い て IL-1R （ interleukin-1 
receptor）、SDF-1 の発現が高いことが明らか
になった。われわれは SP 細胞集団において
発現が上昇しているこれらの分子が SP 細胞
内に存在する子宮内膜幹細胞の分子マーカ
ーとなる可能性があると考えた。そこで hEM
の SP 細胞における IL-1R、SDF-1 のレセプタ
ーである CXCR4の発現を確認するために免疫
染色を行い検討した。SP細胞において IL-1R、
CXCR4 を発現する細胞はわずかに認められる
が、non-SP 細胞においては認められなかった
（図 3）。上記の SP 細胞の回収率から考えて
SP 細胞内に IL-1R、CXCR4 を発現する細胞が
わずかにしか存在しないというのは妥当と
思われるが、これらの分子を発現する細胞が
本当に多分化能を有するのかということが
今後の課題である。 
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