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研究成果の概要（和文）：本研究は「血小板から放出される因子によって子宮内膜上皮の遊走と再構築が誘導され、そ
の機構の異常が婦人科疾患の発症と進展を誘導している」という新しい作業仮説のもとに計画された。その結果、血小
板中のケモカインが子宮内膜上皮細胞と子宮体癌由来Ishikawa細胞を促進すること、その一方で血小板から放出される
細胞膜小粒子は正常子宮内膜上皮細胞の遊走を反対に抑制し、さらに上皮の再構築を亢進する可能性が示された。細胞
膜小粒子による作用は癌細胞株では観察されなかった。これらの成果は種々の婦人科疾患の発症や癌の進展に対する新
しい治療法の開発に貢献する可能性があり、今後も解析すべき課題であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We designed this study based on the novel concept that platelet-derived factors 
induce endometrial epithelial cell migration and epithelial construction and its failure can cause onset 
and development of gynecological disorders. This study showed that the platelets promoted cell attachment 
of a human endometrial epithelial cell-derived immortalized cell line (EM-E6/E7/hTERT). Platelets 
inhibited, but the platelet-conditioned medium excluding the microparticle promoted EM-E6/E7/hTERT cell 
invasion. On the other hand, the platelet enhanced the human endometrial carcinoma-derived cell lines, 
Ishikawa cells and HEC-1 cells. These results indicate the possible involvement of platelets in 
endometrial epithelial regeneration and suggest differences in the responses to the 
re-epithelialization-inducing effects of platelet-derived microparticles between normal endometrial 
epithelial cells and cancer cells.

研究分野：生殖医学
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１．研究開始当初の背景 
  子宮内での胎児発育を実現させるため、

ヒトの子宮内膜は周期的な内膜の再生を行

い、胚着床後の胎盤形成期にはヒトの絨毛外

栄養膜細胞は母体血管に浸潤し血管内皮細

胞に置換転化する。これらの上皮再生機構の

異常は子宮内膜症や習慣流産などの発症に

関与すると推察されるがその機序は不明の

ままである。本研究申請者らは血小板がこの

機序に関与することを世界に先駆けて示し

てきたが、その後の検討で血小板から離脱す

る粒子成分が上皮化の最終段階である上皮

細胞間の結合を誘導すること、一方で癌細胞

においては誘導されないことを観察した。こ

れらは生殖臓器における上皮再生機構のみ

ならず癌の進展機構の解明に新たな局面を

切り開く知見である。   
 
２．研究の目的 
  上記の背景から、本研究では「血小板か

ら放出される因子によって子宮内膜上皮の

遊走と上皮構造の再構築および EVT の遊走

とその血管内皮化が誘導される」という新し

い作業仮説に基づいて、「上皮再構築の誘導

機構の異常が子宮内膜症をはじめとする婦

人科疾患の発症を、またその機構からの逸脱

が癌細胞の進展を誘導している」と概念を発

展・展開を推進する目的で本研究を申請した。 
 
３．研究の方法 
  平成 25年度の実験計画 

I) h-TERT導入ヒト子宮内膜上皮不死化細胞

に調整した血小板添加培養し、増殖能の変化、

敷石状配列への形態の変化を検討する。さら

に保存していた血小板の分離培養上清を

charcoal 処理または熱処理を加えて同様の

作用を検討する。一方で正常子宮内膜組織か

ら分離した子宮内膜上皮細胞または間質細

胞を細胞外基質を coatingした dishにまき、

血小板または血小板培養上清と共培養し、増

殖能および接着能の変化を評価する。II) 

h-TERT導入子宮内膜上皮細胞を血小板また

は血小板の分離培養上清分画あるいは

microparticle分画の存在下で 48時間培養後、

flow cytometry法を用いて各 integrin分子や

これらの機能関連分子である CD9, ALCAM, 

および Eph A1と ephrin A1の発現変化を比

較し、細胞接着関連分子の発現誘導に対する

血小板の作用を検討する。また同様の条件下

に matrigel invasion assay を施行すし

zymography にて matrix metalloprotease

（MMP-2, MMP-9）の分泌と活性化状態を検

索する。一方で microarray 法で発現変化し

ている遺伝子群をスクリーニングし、今後の

解析に参考となる情報を得る。さらに細胞間

結合の間隙形成作用を数量化して、細胞間間

隙の透過性に対する作用を検討する。III) 

EVT 由来の Swan71 細胞と絨毛癌由来細胞

株である BeWo と JEG-3 細胞を用いて上記

の I）と II）と同様の実験をおこなう。血管

内皮への分化誘導の評価には血管内皮細胞

のマーカーである CD31 および CD34 の発

現誘導の有無を追加検討する。 

 平成 26年度の実験計画 

I） 婦人科良性手術時に患者の同意のもとに

採取した子宮内膜組織より子宮内膜上皮細

胞および間質細胞を分離し、これを平成 25

年度で施行予定の培養実験に供する。さらに

EphA 、 ephrinA 、 EphB 、 ephrinB 、

semaphorin およびその受容体である

neuropilin-1、2、L1-CAMの発現を RT-PCR、

免疫組織染色および flow cytometry 法で検

討する。また recombinant Eph-ephrin、

semaphorin の binding、および固層化した

dish 上で細胞接着の有無と細胞凝集の有無

を観察し、細胞間結合に対する作用を検討す

る。一方で初期絨毛の器官培養から EVT を

分離し、これを継代培養して cytokeratin-7

の発現をもとに EVTを cloningする。得られ

た子宮内膜上皮細胞および間質細胞または

EVT を血小板の存在下で invasion assay、

adhesion assay, permeability assayに供し



てその浸潤に対する作用を検討する。さらに

血小板の EVT に対する血管内皮様の形態変

化誘導作用を特に microparticle 分画につい

て検討する。これらの実験で EVT において

発現変化した遺伝子群を microarray 法にて

検索し、発現変化が確認された遺伝子群に関

しては shRNA の遺伝子導入してその関与を

検索する。II）子宮内膜症病変および癌浸潤

部位の組織標本での血小板の分布および活

性状態の有無を CD41, CD61または CD62P

の免疫組織染色にて観察する。一方で習慣流

産または PIH 患者の胎盤における血小板の

発現の様式も検索する。これらの組織で上記

の検討で得られた血小板由来因子の受容体

などにあたる分子の血小板の周囲での発現

を観察する。また同時に子宮内膜症患者の正

所性子宮内膜および異所性の子宮内膜症病

変部から分離した細胞に対する血小板の作

用やさらに不育症や担癌患者の血小板の上

皮細胞に対する作用などについて解析し、病

巣の進展に対する血小板の関与の可能性に

ついて分析する。 

 
４．研究成果 

  本研究の結果、血小板中の chemokine

が子宮内膜上皮細胞と子宮体癌由来

Ishikawa 細胞および EVT と絨毛癌由来

JEG-3細胞遊走を促進すること、その一方で

血小板の活性化に伴い剥離・放出される細胞

膜表面の機能分子を含んだ細胞膜小粒子 

(microparticle) は正常子宮内膜上皮細胞と

EVTの遊走を反対に抑制し、さらに上皮の再

構築を亢進する可能性が示された。興味深い

ことに細胞膜小粒子による作用は癌細胞株

では観察されず、これらから血小板は局所で

chemokine などからなる広い範囲に至る活

性因子と細胞膜小粒子からなる比較的狭い

範囲に至る２つの gradientを形成し、上皮細

胞の遊走と上皮化を誘導すること、さらにそ

れら dual な作用に対す反応異常が疾患の原

因になるとの新しい概念を提示するに至っ

た。これらの成果は種々の婦人科疾患の発

症や癌の進展に対する新しい治療法の開発

に貢献する可能性があり、今後も解析すべ

き課題であると考えられる。 
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