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研究成果の概要（和文）：マウス子宮内膜上皮細胞(EEC)では、CD9が発情期と発情間期は基底膜側に局在し、着
床期では子宮内腔側に局在し胚の着床部位に一致した。CD9欠損マウスのECCでは発情期に微絨毛が短小化し、ミ
トコンドリア数は有意に減少した。ECCにおけるCD9の再配置と細胞外分泌がECC膜構造に影響し、内膜の着床能
を制御すると考えられた。
ヒト胚盤胞培養後培養液中のエクソソームに含まれるmiRNAについて患者同意のもと解析した。胚から分泌され
る8つのmiRNAを見出し、ロジスティック回帰モデル（5-fold Cross Validationで平均 Accuracy0.82）により胚
の妊娠率予測が可能であった。

研究成果の概要（英文）：Tetraspanin membrane protein CD9 was localized predominantly on the basal 
region of uterine epithelial cells at estrus-stage mice, but relocated to the apical region upon 
embryo implantation. Extracellular CD9 was most detected in uterine cavity at the estrus stage. In 
uterine epithelial cells lacking Cd9 genes, membrane projections were shortened and the number of 
mitochondria was reduced. CD9 repositioning and release may affect both membrane structures and 
mitochondrial state in the uterus, and contribute to female fertility.
miRNAs secreted via exosome from human blastocysts were profiled using RNA-seq and qRT-PCR. The 
spent medium in which a good-qualty blastocyst was harvested was analyzed. Some of miRNAs were 
significantly highly expressed in the spent media derived from blastocysts which resulted in 
implantation failure, compared to those in pregnancy. The embryo selection based on the detection of
 the specific miRNAs in spent medium may improve the pregnancy rate. 

研究分野：生殖医療

キーワード： CD9　子宮内膜　胚　細胞外分泌顆粒　エクソソーム　miRNA

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生殖医療における細胞外分泌顆粒（EMV）に関する報告は、我々の論文も含め未だ数報しかない。テトラスパニ
ンCD9はEMVの表面に存在しEMVマーカーとなるため、本研究ではCD9に注目して子宮内膜上皮細胞からのEMV分泌
機構を研究する一方、EMVを介して胚から分泌されるmiRNAにも網羅的検討を加えた。EMVの観点から内膜側と胚
側の両側の着床因子を検討し、着床の分子機構におけるEMVの寄与が示唆された。これらの結果は、反復着床不
全を克服するための胚の質的評価（移植胚の選択）法やEMV（e.g. 自己多血小板血漿）の子宮内投与による着床
促進療法などへの臨床応用に繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
本邦では晩婚晩産化による深刻な少子化が進み、生殖補助医療（Assisted reproductive 
technology: ART）の果たす役割が益々大きくなっている。しかし、ARTによる妊娠率改善のた
めには、以下の 3 つの課題の克服が必要である。(i) 母体加齢による卵子の質の低下、(ii) 胚培
養環境の至適化、(iii) 良好胚を繰り返し移植しても着床に至らない反復着床不全 である。 
我々はこれまでに、(i)に対して、加齢卵の遺伝子発現プロファイリング（業績 46）、加齢卵
における酸化ストレスとテロメア短縮（Yamada-Fukunaga T, et al. Reprod Biol Endocrinol 
2013;11:108）、卵あるいは着床前期胚に特異的に発現する転写因子の機能解明（e.g. Hmgpi は
着床と胚性幹細胞樹立に重要な役割を果たす [Yamada M, et al. Hum Mol Genet 2010;19:480-
93]、Zscan4は幹細胞におけるテロメア伸長に寄与する[Falco G, et al. Dev Biol 2007;307:539-
50] Zscan5b は体細胞分裂における DNA 修復に寄与する [Ogawa S, et al. Stem Cell Rep 
2019;12:1366-1379] ）などに注目して研究を行ってきた。一方、(ii)の背景には、ART児にイン
プリンティング異常症や一卵性双胎の頻度が高いとする報告がある。我々は着床前期胚培養に
使用した後の培養液をメタボローム解析に供し、中鎖脂肪酸の取り込みと関連酵素の活性化が
着床前期胚発生に重要であることを見出し、培養液の至適化と胚発生能の非侵襲的診断法への
応用を試みている（Yamada M, et al. Sci Rep 2012;2:930）。このように、初期胚の遺伝子発現
制御機構を研究することにより胚培養環境の至適化と胚の質の向上を目指してきたが、最近に
なって、着床前遺伝子スクリーニング検査（PGS）で網羅的ゲノム解析を行い異数性などの明ら
かな染色体構造異常が認められないと診断された胚であっても、着床率は 60％に届かないこと
が報告された（Capalbo A et al. Hum Reprod 2014）。これは、ヒトの場合、胚の質を向上させ
ることができたとしても、必ずしも妊娠率を十分に向上させることはできない可能性を示唆し
ている。 
  (iii)の反復着床不全については、マウス着床遅延モデルの遺伝子発現プロファイリング（着
床遅延胚盤胞 [dormancy:着床能なし] vs. 着床能を回復させた胚盤胞）により胚性着床因子を
明らかにする（Hamatani T, et al. Proc Natl Acad Sci U S A 2004;101:10326-31）一方、子宮
内膜側の要因として慢性炎症に注目し、子宮内腔洗浄液を用いた非侵襲的 MMP2/MMP9 検査
の有用性を見出し、陽性例に対して抗炎症治療を行うことで着床率が著しく改善されることを
報告した（Yoshii N, et al. Reprod Biol Endocrinol 2013;11:37）。さらに、子宮内腔液を解析し
たところ、子宮内膜細胞よりエクソソーム様細胞外分泌顆粒（Extra membrane vesicle: EMV）
が子宮内腔へ放出され、この CD9と VEGFを含む EMVが子宮内膜の修復に不可欠であること
を世界で初めて明らかにした（Kawano N, et al. Sci Rep 2014;4:4701）。 
エクソソームを含む EMV は、実際にがん細胞や免疫細胞などから放出され、テトラスパニン
（CD9, CD81など）をはじめとするタンパク質やmiRNAなど細胞機能を制御する分子を内包
し、細胞間情報伝達に重要な役割を果たしていることが知られている（図２）。生殖細胞の分野
でも、受精の過程で、卵細胞から CD9を含む EMVが放出され、囲卵腔でそれを受け取った精
子のみが卵に接着・侵入できることが研究分担者の宮戸らにより報告されている（Miyado K, et 
al. Proc Natl Acad Sci U S A 2008;105:12921-6）。 
 
 
２． 研究の目的 

 
本研究では、着床前期胚あるいは子宮内膜細胞から分泌される EMVの存在と機能について検討
し、胚発生あるいは着床において EMVの果たす役割を解明し、生殖医療の発展に寄与すること
を目的とした。 
 
 
３． 研究の方法 

 
(1)子宮内膜のエクソソーム分泌機構の解明 
子宮内膜上皮細胞から CD9 を含む細胞外微粒子が放出されるメカニズムを解明するため、子宮
内膜上皮細胞と子宮内腔液中の CD9 の動態を解析した。 
 マウス子宮内膜上皮細胞の性周期に伴う CD9 の局在変化について免疫組織染色を用いて検討
した。 
またマウス子宮内腔液中での CD9 の分泌量を、性周期別にイムノブロット法、ゲルろ過クロマト
グラフィーにより解析した。さらに、マウス子宮内膜上皮の透過型電子顕微鏡解析より、CD9 遺
伝子欠損型マウスおよび野生型マウスから採取した子宮内膜上皮細胞を比較検討した。 
 
(2)胚盤胞培養後培養液中エクソソーム由来 miRNA の解析 
2016 年 5 月～2019 年 4 月に ICSI 後の形態良好胚盤胞を全胚凍結し、融解胚移植を行った患者
のうち同意を得られた 60名を対象とした。顕微授精後に 1個の受精卵を single step medium の
30-ul drop に入れ、5日間培養液は交換せずに胚盤胞期まで培養して形態良好胚盤胞（Veeck 分



類 3BB 以上）が得られた場合に、使用済み培養液を回収し、胚それぞれについて凍結保存した
（~25 ul）。また、5日目に形態不良胚（CC あるいは桑実胚）となり胚移植に用いられなかった
場合についても同様に培養液を凍結保存した（B群）。さらに、胚を入れずに同様に培養した drop
も作成しコントロール培養液(C群)として凍結保存した。その後、これらの形態良好胚を胚移植
し妊娠に至った胚が由来する培養液群(P群)と非妊娠胚の培養液群(N 群)に分類した。 
P 群、N群、C群について､それぞれ 4-6 サンプルを集めてプールしたものを 3ロットずつ作成
し、合計 9 ロットについて RNA-seq を用いて miRNA 網羅的解析を行った。その結果に加えて文
献的に着床への寄与が高いと考えられる miRNA も含め、妊娠結果との関連が示唆される 20個の
miRNA を選定した。これら 20 個の miRNA について qPCR 分析を用いて、個々の胚の由来する胚培
養液中の（プールしないで個々のサンプル中の）発現を検討した。qPCR では、以下の 4群の 17-
18 サンプルそれぞれについて検討した。 
P 群: 良好胚盤胞（妊娠あり）の培養液 
N 群: 良好胚盤胞（妊娠なし）の培養系 
B 群: 非良好胚盤胞(胚移植せず)の培養液 
C 群: 胚なしで培養した培養液 
 
 
４． 研究成果 
 
(1) 子宮内膜のエクソソーム分泌機構の解明 
膜貫通型タンパク質 CD9 は、細胞膜のみならずエクソソームにも発現することが知られている。
また、CD9 はエクソソームより微細な細胞外微粒子の構成因子としても働き、卵の細胞膜から CD9
を含む細胞外微粒子が放出され、精子頭部に作用することにより、精子と卵の融合を促進する。
さらに、我々はマウスの子宮内腔液を用いた先行研究で、子宮内膜上皮細胞からも CD9 を含む細
胞外微粒子が放出され、出産後の子宮再生に寄与することも報告している。しかしながら、子宮
内膜上皮細胞から CD9 を含む細胞外微粒子が放出される詳細なメカニズムについては未だに解
明されていない。本研究では、子宮内膜上皮細胞と子宮内腔液中の CD9 の動態を解析した。 
 マウス子宮内膜上皮細胞の性周期に伴う CD9 の局在変化を検証したところ、発情期と発情間
期では基底膜側に CD9 が局在するのに対し、着床期では基底膜と対側の子宮内腔側に局在して
おり、性周期に応じた CD9 の再配置が起こることが明らかとなった（図 1）。さらに、着床期の
CD9 の局在と胚の着床部位は一致していた。またマウス子宮内腔液中での CD9 の分泌量を、性周
期別にイムノブロット法により解析したところ、全性周期を通じ CD9 の分泌を認めるものの、発
情期のマウス子宮内腔液中で最も多くの CD9 が検出された。また、子宮内膜上皮細胞における
CD9 含有量を性周期別に検証したところ、発情期で最も低下していた。一方、コントロールとし
て用いたマウス胚性幹細胞（ES 細胞）や月経血由来ヒト iPS 細胞の培養上清では CD9 は検出感
度以下であった。以上の結果から、全性周期を通じて子宮内腔液中に含まれ、特に発情期に子宮
内膜上皮細胞から CD9 が多く分泌されると考えられた。  
さらに、マウス子宮内膜上皮の透過型電子顕微鏡解析より、CD9 遺伝子欠損型マウスから採取
した子宮内膜上皮細胞では野生型と比較して、特に発情期における微絨毛が粗かつ短小化して
おり、また、子宮内膜上皮細胞内のミトコンドリア数が優位に減少していることが明らかとなっ
た（図 2）。 
これらの解析結果から、子宮内膜上皮細胞の膜タンパク質 CD9 の再配置と細胞外分泌が、子宮
内膜上皮細胞の膜構造とミトコンドリア数に影響を及ぼし、さらに子宮内膜の再生により内膜
機能を制御することが明らかとなった。 
 
(2) 胚盤胞培養後培養液中エクソソーム由来miRNAの解析 
① RNA シーケンシング 
P 群、N群、C群の比較において 2群間で発現量に有意な差を認めた miRNAs のうち、P群では検
出されず N 群でのみ発現を認めた miRNAs が 7 個同定された(hsa-miR-16-5p, hsa-miR-30e-5p, 
hsa-miR-320a, hsa-miR-320b, hsa-miR-509-3p, hsa-miR-99b-5p, hsa-let-7c-5p)。C 群との比較では、
P群で有意に高発現だった全ての miRNA は N群で有意に高発現だった miRNA（24 個）のリストに
含まれていた。以上の結果から、胚からは一定の miRNA が分泌されているが、妊娠しない胚から
はそれに加えて特定の miRNA が分泌されており、それが妊娠を妨げていることが示唆された。 
② qRT-PCR 
RNA シーケンスデータで特定された miRNA を検証するため、上記で抽出された miRNA に、文献
的検索により着床に関与していることが示唆される miRNA を加え、20 個の miRNA を選定し、そ
れらについて qPCR による相対定量解析を施行した。結果は、上記 4群のうち 3群について比較
され、ロジスティック重回帰分析によって各 miRNA の発現量から妊娠結果を予測する予測モデ
ルを作成した。 
 全ての miRNA について解析した場合、ロジスティック回帰分析の 5-fold Cross Validation で
の平均 Accuracy は 0.78 であった。着床への寄与が最も高いと判断される 8つの miRNA を抽出
し、それについてロジスティック回帰分析を施行したところ、5-fold Cross Validation での平
均 Accuracy は 0.82 まで向上した（図 3）。これらの miRNA はデータベースによる検索において



細胞接着や細胞間結合に関する経路への関与が示唆されており、これらが着床機能に影響を与
えていると思われる。 
 
 
 

 
 
図1 マウス子宮内膜上皮細胞におけるCD9蛋白の局在変化 
 
 

 

 
図2 マウス子宮内膜上皮細胞の微絨毛に関する電顕的観察 
（CD9欠損型と野生型の比較）発情間期（a-c）と発情期（d-f）における 
微絨毛とミトコンドリアの電顕写真（a, d）、微絨毛数（b, e）、ミトコンドリア数（c, f） 
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図 3 ロジスティック回帰分析 
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