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研究成果の概要（和文）：ヒト子宮内容液から分離したsEVについてプロテオーム解析を用いて排卵期と着床期
を比較した。着床期群で有意に発現量が上昇していたタンパクは140個であり、着床期群にはcell growth、cell
 migration、cell adhesionなどのtermが含まれていた。sEVの着床への影響を調べるため、Hormone 処置した
Ishikawa細胞由来のsEVがiPS細胞から誘導したcytotrophoblast細胞(nCT細胞)への影響を検討し、sEVおよびsEV
に含まれるgalectin-3 はnCT のapoptosis を促進し、cell fusion を促進することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Proteomic analysis of sEV isolated from human uterine fluid was used to 
compare the ovulation and implantation phases. To examine the effect of sEV on implantation phase, 
we compared the expression of sEV derived from between estrogen and estrogen/progesterone 
hormone-treated Ishikawa cells, we examined the effect of sEV derived from Ishikawa cells on 
cytotrophoblast cells (nCT cells) induced from iPS cells. We found that sEV and galectin-3 contained
 in sEV promoted nCT apoptosis and cell fusion.

研究分野： 生殖内分泌

キーワード： sEV　子宮内容液

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の検討で子宮内容液における、特にEVが胚の着床に関わっていることが示唆された。特にgalectin-3に着目
して研究を行ったが、galectin-3以外の蛋白にも着床に関与する因子があることが示唆されるため、EVのどのよ
うな因子が着床に強く関わっているのか、さらなる検討が必要である。また、それらの因子に着目することで、
今後難治性着床障害患者の検査や治療に寄与することが期待される。
本研究については、現在論文投稿準備中である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

small extracellular vesicle (sEV)は細胞が分泌する脂質二重膜で囲まれた直径 200nm 未満の膜

小胞で、micro RNA やタンパクなどを含有していることから、細胞間情報伝達に関与している

と考えられている。ヒト子宮内容液中にも sEV は存在し、in vitro モデルにおいて子宮内膜細

胞が分泌する sEV が trophoblast 細胞の接着や浸潤を促進するという報告もあるが、胚着床に

おける sEV の機能実態は未だ明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

ヒト子宮内容液から分離した sEV について、プロテオーム解析を用いて排卵期と着床期を比較

し、胚と子宮内膜のクロストークに関与しうるタンパクが存在を確認し、その機能について検討

する。 

 

３．研究の方法 

採卵周期の女性における採卵日（排卵期群）、もしくは採卵日から 5 日後（着床期群）の子宮内

洗浄液を、それぞれ 5サンプルずつ採取した。子宮内洗浄液からサイズ排除クロマトグラフィー

法で分離した sEV からタンパクを抽出し、液体クロマトグラフ質量分析計でタンパクの同定及

び定量を行い、排卵期群と着床期群で比較解析を行った。また、sEV を用いた着床実験を行うた

め、Ishikawa 細胞と iPS 細胞から誘導した cytotrophoblast 細胞(nCT 細胞)による接着実験を

行った。 

 

４．研究成果 

排卵期群で 2041 個、着床期群で 1386 個の sEV 内タンパクが同定され、有意に発現変動を示し

たタンパクは 318 個であった。このうち排卵期群に比べて着床期群で有意に発現量が上昇して

いたタンパクは 140 個であり、低下していた蛋白は 178 個であった。DAVID を用いて gene 

ontology 解析を行ったところ、着床期に関与する cell growth、cell migration、cell adhesion



などの term が含まれていた。これらの蛋白のうち、どの蛋白が着床に関わっているのかを示す

ためには、in vitro の実験が必要となるが、まず、胚着床モデルを検証する必要がある。そこ

で着床モデルで一般的に用いられる Ishikawa 細胞とそれらの細胞を黄体期様にホルモン処置し、

Ishikawa細胞をmimicしているのかをqPCRで検討したところ、子宮内膜上皮細胞と同等のDPP4，

LIF、SPP1 などが上昇していることを確認した。つづいて、ホルモン処置した Ishikawa 細胞由

来の sEV が、着床期の子宮内洗浄液中の sEV を mimic するようなタンパクの発現変化が起こっ

ているのかを proteome 解析にて確認した。結果として、黄体期において発現量が上昇していた

蛋白は 44 個あり、減少していた蛋白は 24 個であった。そこでヒトの子宮内腔に分泌される sEV

と Ishikawa 細胞から分泌される sEV 中の蛋白分子のうち、ヒト子宮内膜における着床期と共通

して up regulation していた Galectin-3 に着目した。Galectin-3 は接着、増殖、アポトーシス

などの細胞プロセスに関与していることがわかっている。また、Galectin-3 は cytotrophoblast

のアポトーシスと細胞融合を促進することがわかっているため、cytotrophoblast として、iPS

細胞から誘導した naïve cytotrophoblast(nCT)を用いて実験を行った。ホルモン処置をした

Ishikawa 細胞から分泌された sEV を nCT と共培養することによる影響を検討したが、E-

Ishikawa-sEV 添加群よりも E+P-Ishikawa-sEV 添加群で有意に nCT の cell fusion が促進し

た。また、同様に Galectin-3 の nCT への影響を検討したが、同様に cell fusion が促進した。

また、Galectin-3 を knockdown した Ishikawa 細胞を用いた sEV では nCT の cell fusion は促進

しなった。 

結論 

今回の検討で着床期に子宮内溶液中に分泌される sEV が胚の cell fusion を促進し、その sEV 中

の Galection-3 が胚の CT の cell fusion を促進したことから、子宮内容液に含まれる EV 中の

蛋白が胚の着床に関わっていることが示唆された。今後胚着床 3D モデルを構築したうえで、ｓ

EV の機能を詳細に検証することで、難治性着床障害患者の検査や治療に寄与することが期待さ

れる。 
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