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研究成果の概要（和文）：ヒト着床の分子機序解明は、生殖補助医療の最大の障害となっている着床ロスの軽減に向け
て渇望されている。従来、胚が子宮内膜の間質に陥入し妊娠が成立するには、通過すべき子宮内膜上皮細胞層が細胞死
を引き起こすことで胚の陥入ルートを形成するとされてきた。本研究によって、着床期の子宮内膜上皮細胞層の破壊は
細胞死によるだけでなく、子宮内膜上皮細胞の特異な遠心方向の運動によって構成されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Knowledge of human implantation mechanism is essential for assisted reproductive 
technology. It is known that human endometrial epithelial cells fall into apoptosis and disappear for 
embryo passing through. This study demonstrated that a number of human endometrial epithelial cells 
efferent move away from the center of embryo attachment, in association with cell apoptosis of small 
number of endometrial epithelial cells during implantation in vitro.
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１．研究開始当初の背景 
 めざましい技術革新をとげる生殖補助医
療において、妊娠成立までのプロセスで最多
のロスポイントは着床期にある。しかし、倫
理的・技術的に着床期の子宮内腔への生体ア
プローとは極めて制限的であり、その分子機
序の解明にとって大きな壁となっている。し
かしながら、このフェイズの分子機序解明は
今後の生殖補助医療にとってブレイクスル
ーを生み出す重要な領域であり、新たな知見
が渇望されている。 
 
２．研究の目的 
 われわれはこれまで着床期に特異的にヒ
ト子宮内膜腺上皮で発現上昇する Glycodelin 
が、卵巣ステロイドホルモン依存性に発現を
高め、分化・増殖・運動・接着の細胞の基本
機能を介して、子宮内膜腺上皮細胞の接着・
胚侵入のための上皮層崩壊・胚陥入後の上皮
層再構築に促進的に機能すること、さらに着
床期のヒト子宮内膜上皮で上皮間充織転換
（EMT; Epithelio-Mesenchymal Transition）が
観察されうることを明らかにしてきた 
(Endocrinology 2005, 2007, Hum Reprod 2007, 
J  Biol Chem 2012) (科学研究費補助金 基盤研
究 C 一般 平成 16〜17 年度, 同平成 18〜19 
年度, 同平成 21~23年度)。 
 本研究ではヒト着床において、胚の陥入
ルートが形成されるのは子宮内膜上皮細胞
層の細胞死によるものとされてきた、これ
までの定説に加え、上皮間充織転換を介し
た子宮内膜上皮細胞層の集団的細胞運動が
関与しているという仮説の立証を目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
 ヒト着床研究に常時付随する倫理的・技術
的研究制約を回避するために、ヒト細胞株
（子宮内膜上皮モデルとしてヒト子宮内膜
腺癌細胞株 Ishikawa、胚モデルとして、ヒト
絨毛がん細胞株 JAR の細胞塊 spheroid）を
共培養して使用した in vitro 着床アッセイと
基盤として、「ヒト着床期における胚陥入ル
ート形成の子宮内膜上皮細胞層のダイナミ
クス」を下記方法で検討した。 
 
(1) in vitro着床のリアルタイム観察 
 Keyence の蛍光顕微鏡（ BIOREVO® 
BZ-9000）を使用して、in vitro 着床アッセイ
中の Ishiakwa細胞と JAR細胞 spheroid の 24
時間の挙動をリアルタイムビデオで動画観
察した。その際に、両細胞の挙動の違いを可
視化するために、両者をそれぞれ異なった色
調（蛍光緑、蛍光赤）の好脂性着色色素（細
胞膜脂質に結合するため、細胞の外形を蛍光
波長で可視化できる）でトレースした。 
 
(2) 異種細胞間相互細胞運動の観察 

 (1)で観察したリアルタイムの子宮内膜上
皮細胞のダイナミクスがヒト着床という特
異な生命現象に限定される反応であるのか
否かを検証する目的で、接触する異種細胞を
複数の細胞株に変換して、異種細胞間の相互
反応を介した細胞運動の様子をリアルタイ
ムに観察した。 
 
(3) 細胞運動制御因子の検索 
 着床期のリアルタイムの細胞運動観察か
ら得られた胚回避遠心運動を制御する分子
の検索目的に、一般的な細胞運動を制御する
とされる small GTPaseであるRho family(Rho, 
Rac, Cdc42)およびEMT関与因子（N-cadherin）
を標的に種々阻害剤を用いて、胚回避遠心運
動に違いを認めるか否かの定量解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) in vitro着床のリアルタイム観察 
 従来、ヒト着床において胚の子宮内膜間質
細胞層への陥入（= 子宮内膜上皮細胞層の通
過）は、物理的・免疫学的にバリアを形成し
ている子宮内膜上皮細胞層が、胚の接着後、
胚下部においてローカルに細胞死に陥り、胚
サイズの領域の子宮内膜上皮細胞層の欠落
を引き起こすことで成立する、とされてきた。
実際にリアルタイム観察してみると in vitro
の本実験系においても、胚モデル（ JAR 
spheroid）直下の子宮内膜上皮細胞の一部が振
動するような通常の細胞運動を停止し、細胞
死に陥ったような状況が観察された。 
 しかし、胚モデル直下の子宮内膜上皮細胞
層の大部分は、胚接着部位を中心点として遠
心方向（胚モデル回避方向）に細胞運動して
いた。 
 この遠心方向の細胞運動の速度を、子宮内
膜上皮細胞層欠落領域を着床経過時間で除
することで求めたところ、通常培地で実施し
た場合と比べて、卵巣ステロイドホルモン
（エストラジオール、プロゲステロン）添加
群において有意に高速化していた。さらにこ
れまでの研究で in vitro 着床を亢進させるこ
とを明らかにしてきた薬剤（ヒストン脱アセ
チル化酵素阻害剤）では、卵巣ホルモン以上
に高速化させることを見いだした。 
 
(2) 異種細胞間相互細胞運動の観察 
 in vitro 着床アッセイの共培養細胞株を
種々の細胞株に変更したところ、胚モデル接
触に開始する胚モデル回避運動は、子宮内膜
上皮細胞モデルである Ishikawaに限定された
現象ではなく、子宮内膜間質細胞株 tHESC
でも観察された。その回避運動の特徴的な詳
細な運動形態は上皮である Ishikawaと間質で
ある tHESC とでは異なるパターンが示され
たものの、胚モデルを回避する遠心方向に運
動するという点では一致していた。また、同
じく子宮内膜上皮細胞株である HEC1B では
Ishikawa ときわめて類似した動きを呈した。



さらに子宮内膜頸部細胞株である HeLa ある
いは卵巣細胞株 CHO 細胞でも胚回避遠心運
動は認められた。これらは胚モデルの接触に
より、子宮内腔以外でも接着、陥入のトリガ
ーがひかれることを示唆しており、異所性妊
娠の成立を反映しているものと考えられた。
また、遠心運動のパターンは細胞腫により特
徴を呈するものが散見され、そのパターンの
違いには、胚の陥入フェイズにおける個々の
細胞組織が協調しながらも独自の合理的な
動きを制御している可能性を示唆している
と考察している。 
 
(3) 細胞運動制御因子の検索 
 予想に反して、細胞運動制御因子とされる
Rho family small GTPaseの阻害剤添加実験で
は、有意な胚回避遠心運動の亢進や遅延を認
めなかった。また、EMT制御によって胚遠心
回避運動のトリガーが設定されていると仮
説をたて検証したが、N-cadherin の機能は胚
遠心回避運動には必須であることを示唆す
るデータが得られた。 
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