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はしがき

本研究は平成 15，16年度文部科学省科学研究費補助金(基盤研究 (C) (2))の助成のも

とに行われた。当初の研究目的に対する一定の成果が得られ、現在さらに研究を継続中であ

る。本報告書を発刊するに当たり、 2年間にわたり御協力を頂いた関係各位に心よりお礼申

し上げます。
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研究成果

1 .ヒト子宮内膜上皮細胞の培養、 BeWo細胞塊の作成およびマウス脹盤胞の調整と、接着

モデ、ルの作成と供給(担当 小阪・吉岡)

患者の同意を得て婦人科手術時に採取された子宮から得た種々の月経屑期の内膜組織を酵

素処理して細胞浮遊液を作成した。これからメッシュ法および重力沈降法により子宮内膜上

皮細胞を分離し単層培養した。 BeWo細胞を培養液中で緩徐に震塗し、細胞塊を作成したo

PMSG-hCGによる過排卵処理後雄マウスと交配させて得られた妊娠4日目の雌マウス子宮よ

り路盤胞を回収した。得られた BeWo細胞塊またはマウス路盤胞を観察し、子宮内膜上皮細

胞の接着能を評価した。

2. hCGの添加培養により PBMCから分泌される因子の検討(担当 樋口)

hCG添加下で PBMCを培養し、 m間判Aを抽出した。これを hCG非添加下で培養した PBMC

より抽出した mRNAと一対としてマイクロアレイ法にて発現遺伝子の差異を検討した。発

現に差のあった遺伝子IL-8，VEGFに関して定量的RT-PCR法および培養液中の分子活性で確

言忍した。

3.接着能を獲得したヒト子宮内膜上皮細胞に誘導される遺伝子群の同定

(担当小阪・樋口)

PBMC非接触共培養下で接着能を獲得する子宮内膜上皮培養細胞と PBMC非共培養下で同

条件で培養した子宮内膜上皮細胞よりそれぞれ抽出した mRNAを一対としてマイクロアレ

イ法にて発現遺伝子の差異を検討したが、残念ながら、われわれの注目していた分子の発現

の差異は確認されなかった。

4. hCG添加培養した PBMCによる子宮内膜上皮細胞の接着能獲得に関与する因子の検討

(担当 小阪・藤原)

子宮内膜上皮培養系に上記2で同定した各種因子を添加して培養し、また実際に歴接着モ

デノレを用いて PBMCを共培養したときと同様に子宮内膜上皮締胞の接着能獲得機構に関わる

液性因子の同定を呂指したが残念ながら液性因子の同定には至らなかった。

5. ヒト子宮内膜上皮細胞に誘導される分子発現とその局在の検討(担当 吉岡・藤原)

3.で同定された分子に対して、抗体がある場合にはヒト子宮内膜組織におけるその蛋白

発現と局在を免疫染色にて調べ、子宮内膜上皮細胞の細胞膜上に発現しているかどうかを確

認する予定で、あったが、同定にまでは至らなかった。



6.級毛癌由来細胞株またはマウス路盤胞における接着分子発現の検討(担当 樋口・藤原)

BeWo細胞株あるいはその他の繊毛癌由来細胞株およびマウス経盤胞の栄養膜細胞におい

て ALCAM，Eph-ephrin系各種分子および 3.で問定された子宮内膜上皮培養細胞上の分子

と結合するリガンド分子の発現を免疫染色、フローサイトメトリーまたは定量的 PCR法に

て確認したところ、マウス脹盤胞に ALCAM，ephrin A 1，その他の発現が確認された。

7. ヒト子宮内膜上皮細胞と接着した紋毛癌由来細胞株またはマウス匹盤胞の浸潤能の bio-

assay系の確立(担当 小阪・吉岡)

従来行ってきた invasionassay系のマトリゲル上で、ヒト子宮内膜上皮細胞を培養した。そこ

に紙毛癌由来細胞株の細胞塊およびマウス脹盤胞を載せて培養し、子宮内膜上皮細胞と接着

した後にマトリゲ、ル中を浸滴して小孔より脱出してきた細胞数を計測することにより浸潤能

を言平価した。

8.接着因子の結合による紙毛癌由来細胞またはマウス脹盤胞の活性化の検討(担当 小阪・

藤原)

ALCAMあるいは Eph-ephrin系分子が発現している紙毛癌由来締胞株およびマウス妊盤胞

に対して、それぞれシグナノレ伝達をおこすことが報告されているリガンド分子を細胞膜上で

結合させた。特に Eph-ephrin系については recombinantEphあるいは ephrinを添加して抗体

で凝集させることによりシグナノレ伝達をおこした。次に 7.で作成した bio-assay系を用いて

紙毛癌由来細胞株やマウス脹盤胞の栄養膜細胞の浸潤能の変化を観察し、これらの締胞が浸

潤能を獲得したかどうかを評価した。さらにこれらの細胞において cAMPなどの細胞内伝達

物質や各種プロテアーゼ活性の変化を検討し、接着因子の結合による膝の活性化を分子レベ

ルで、評価する予定で、あったが脹の活性化に関しては分子レベルでの同定には至っていなし、。

次に 7. で作成した bio-assay系を用いて繊毛癌由来細胞株やマウス脹盤胞の栄養膜細胞の浸

潤能の変化を観察し。さらにこれらの細胞において cAMPなどの締胞内伝達物質や各種プロ

テアーゼ活性の変化を検討し、接着因子の結合による妊の活性化を分子レベルで、評価する予

定であったが、 cAMPなどの細胞内伝達物質や各種プロテアーゼ活性の変化を確認するにい

たらなかった。

9.紋毛癌由来細胞株への同定された遺伝子の導入による機能変化の検討

(担当樋口・藤原)

3. で同定された着床能を獲得したヒト子宮内膜上皮細胞に誘導される分子のうち 6. で

同定されたリガンド分子が発現していない場合には紋毛癌由来細胞株にリポフェクション法

にて 6. で同定された遺伝子を導入して 8. と同様の invasionassayを施行し浸潤能の変化や

プロテアーゼ、活性の変化を観察する予定であったが、 3. で有力分子が同定されなかったた



め検討に至らなかった。

10. 実験結果の総合的評価

本研究で明らかとなったヒト子宮内膜上皮細胞と脹の接着機構、および腔活性化機構につ

いて総合的に整理すると、子宮内膜上皮細胞には ALCAM，ephrinAlなどの接着に密接に関

わる分子が発現していることが確認された。また、マウス距盤胞にも、 ALCAM，ephrinA 1な

どの接着に密接に関わる分子が発現していることが確認された。これらの接着分子は、ヒト

子宮内膜上皮細胞や怪の細胞膜表面に発現して子宮内膜上皮に接着した経の活性化をおこし、

経着床現象において重要な物質である可能性が十分に考えられる。日歪着床機構の解明さらに

は難治性着床障害の治療法開発の可能性に繋がるものと考えられる。

以上の結果より、子宮内膜上皮細胞には ALCAM，ephrinAlなどの接着に密接に関わる分

子が発現していることが確認された。また、マウス脹盤胞にも、 ALCAM，ephrinAlなどの接

着に密接に関わる分子が発現していることが確認された。これらの接着分子は、ヒト子宮内

膜上皮細胞や妊の締胞膜表面に発現して子宮内膜上皮に接着した怪の活性化をおこし、日歪着

床現象において重要な役割を担う物質であると考えられる。残念ながら子宮内膜上皮細胞に

発現する分子の脹へのシグナルの流れは明らかにできなかったが、これら接着分子の同定は、

経着床機構の解明さらには難治性着床障害の治療法開発の可能性に繋がるものと考えられる。

また、さらなる解析により、子宮内膜上皮細胞に発現するこれら分子あるいは新しく同定さ

れる分子の怪へのシグナノレの流れが明らかにされ、経着床機構の解明、難治性着床障害の治

療法開発の可能性も期待される。

なお、本項に述べられている研究成果の詳細については本書の後半にまとめられている発

表論文をご参照頂きたい。


