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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では，子宮内膜の増殖・分化に伴って活性化されるチロシンキナーゼSRC が関与する
細胞内シグナル伝達経路を，主にプロテオミクスの手法を用いて分子レベルで解明し，着床な
らびに妊娠成立・維持における役割を明らかにすることを目的とする．その研究のための主要
なマテリアルとして，活性化型SRCのアデノウイルスベクターの作成を試みたが，最終的には
作成には至っていない．しかし，内膜分化の指標となるレポーターのコンストラクト，不死化
ヒト内膜細胞株，in vivo内膜再構成システムなど，諸実験に必要なその他の研究マテリアル・
研究ツールの準備・作成・確立は行い得た．一方，内膜腺上皮の機能発現においては，N-カド
ヘリンの関与する epithelial mesenchymal transition (EMT)が重要な役割を担う可能性を示
した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this research project was to explore the signaling molecules and pathways 
particularly involving SRC responsible for human endometrial function using proteomics 
methods. We attempted to construct an adenovirus vector expressing constitutively active 
SRC that was required as an essential material to accomplish this project, but we did not 
succeeded yet. Instead, we successfully prepared several research materials and tools such 
as reporter constructs, an immortalized human endometrial cell line, and in vivo model of 
human endometrial reconstitution. We also demonstrated that epithelial mesenchymal 
transition (EMT) involving N-cadherin played a role in human endometrial epithelial cell 
function. 
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１．研究開始当初の背景 
 着床や絨毛・胎盤形成の過程において，子
宮内膜（特に間質細胞）の分化である脱落膜
化は重要な役割を果たす．その主な生理学的

意義は，様々な生理活性物質の産生や細胞間
相互作用を通じて，絨毛の発育・侵入および
胎盤の形成・維持を制御することにある．脱
落膜化を主にドライブするものとして，着床
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胚からのシグナルも重要だが，ヒトではプロ
ゲステロンが第一義的な誘導因子である．近
年，様々なシグナル伝達経路とプロゲステロ
ン受容体とのクロストークが脱落膜化を制
御することが明らかになってきた．特に
cAMP シグナルがその中心的な役割を果た
す（1,2）．最近，cAMP およびプロゲステロ
ンシグナルに加えて，ヒト子宮内膜間質細胞 
(human endometrial stromal cells, hESC) 
の脱落膜化に伴い，SRC チロシンキナーゼ
活性が上昇することに加えて，SRC ノック
アウトマウスでは適切に脱落膜化が起きな
いことが報告されている（3-6）．SRC は分
子量約６万のタンパク質チロシンリン酸化
酵素（チロシンキナーゼ）であり，殆ど全て 
の組織に発現している．リガンドにより活性
化された様々な膜受容体と会合して，細胞内
へシグナルを伝える．このように SRC は，
非受容体型チロシンキナーゼとして，細胞の
増殖・分化・運動・形態・癌化などに重要な
役割を果たす（7）．本研究の端緒として，ド
ミナントネガティブ SRC を用いた SRC 活
性の遮断により，STAT5を不活化し脱落膜化
を阻止できたことから，STAT5 の上流分子
として SRC は脱落膜化に必須であることが
報告された（8）．この報告を受けて，ドミナ
ントアクティブ SRC（DA-SRC） の導入に
より，脱落膜化をドライブする SRC 下流分
子群がチロシンリン酸化を通じて活性化さ
れると想定した．脱落膜化において，SRC の
下流にある標的分子は上述の STAT5 以外は
未だ不明である．DA-SRC を用いれば，通常
検知するのが難しいチロシンリン酸化状態
が顕著になることにより，SRC の標的分子
群を容易に網羅的に同定できるのではない
かと考えた．その戦略として，プロテオミク
スを用いて網羅的に探索することを目指し
た． 
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２．研究の目的 
 本研究では，子宮内膜の増殖・分化に伴っ
て特異的に活性化されるチロシンキナーゼ
SRC が関与する細胞内シグナル伝達経路を，
分子レベルで解明し，着床ならびに妊娠成
立・維持における役割を明らかにすることを
目的とする． 
 
３．研究の方法 
 DA-SRC は既にcDNA を有しているので，こ
れをもとに，発現プラスミドベクターおよび
アデノウイルスベクターの作成を試みた．続
いて，作成されたベクターをhESC に導入し，
DA-SRC のin vitro 子宮内膜脱落膜化への影
響を検討を予定した．具体的には，DA-SRC 単
独あるいは短期間の estrogen+progesterone 
刺激により，i) 大型円形細胞像を特徴とす
る脱落膜化様形態変化が得られるか，ii) 脱
落膜化マーカーの mRNA および蛋白レベルで
発現が誘導されるか，iii）脱落膜化マーカ
ーのプロモーターを用いたレポーターアッ
セイで，それぞれのプロモーターが活性化さ
れているか，などの検討を予定した．そのた
めに，レポーターコンストラクトを作成した． 
 また，DA-SRCを用いた内膜SRC下流シグナ
ル分子の同定として，プロテオミクス手法に
よる網羅的チロシンリン酸化蛋白の同定を
試みた．具体的には，a ) チロシンリン酸化



 

 

抗体を用いた２次元電気泳動法による
western blot，b ) a )と同じサンプルを用
いたクマシー染色＆銀染色ゲルからのスポ
ット解析として，２次元電気泳動，クマシー
染色あるいは銀染色，およびチロシンリン酸
化蛋白抗体 4G10によるウエスタンブロッテ
ィングを複合的に用いたプロテオミクス解
析を試みた． 
 
４．研究成果 
 チロシンキナーゼSRCの種々の変異体を発
現するアデノウイルスベクターの構築を試
みた．特に，構成的に活性化している活性化
型 SRC（dominant active SRC; DA-SRC） を
発現するウイルスベクターの構築を主に行
った．当初は，DA-SRCのcDNAをpShuttleベ
クターに挿入した後に，それを含む全発現カ
セットを I-Ceu I と PI-Sce Iの制限酵素で
切り出し，予め両制限酵素で処理されている
Adeno-X viral DNAに挿入する戦略を採用し
た．条件を適宜変えながら様々な方法でウイ
ルス構築を試みたが，目的のアデノウイルス
は得られなかった．そこで，新しい version
であるpShuttle2ベクターに変更して最初か
らやり直したが，DA-SRCアデノウイルスは得
られなかった．この結果をふまえて，DA-SRC
レンチウイルスの作成，あるいは第三者から
の DA-SRCアデノウイルスの供与に戦略を変
更した．一方，脱落膜化に伴って発現が上昇
するプロラクチンおよびインスリン様成長
因子結合蛋白１型（IGFBP-1）については，
それぞれの発現プロモーターを有するルシ
フェラーゼレポータープラスミドを用意し
得た．プロラクチンについては第三者から供
与を受ける一方，後者については，ヒトゲノ
ムから目的の IGFBP-1プロモーター領域を
PCRクローニングしてPGL3レポーターベクタ
ーに挿入した． 
 分化誘導させた初代内膜培養細胞より抽
出した蛋白を用いて，チロシンリン酸化抗体
を用いた２次元電気泳動法によるウエスタ
ンブロットと，それと並行して行った泳動ゲ
ル銀染色の結果を比較検討したところ，いく
つかの新たなリン酸化スポットが分化誘導
した内膜細胞に認められた．しかしながら，
恐らく個体差によると思われるバラツキが
検体間に認められたため，安定した結果を得
るためには細胞株の使用が望ましいと判断
し，不死化内膜間質細胞株の樹立作業のプロ
セスに参画した．その結果，樹立した不死化
内膜細胞株は，初代内膜培養細胞と同様に性
ステロイドホルモンに反応して分化するこ
とが明らかとなった．また，より生体内に近
い細胞内シグナル伝達経路を明らかにする
ためには，単一の細胞だけを用いるのではな
く，腺上皮細胞と間質細胞を含んだ内膜様組
織での検討が必要なため，内膜再構成システ

ムでの検討に着手した．その一環として，腺
上皮細胞は性ステロイドだけでなく着床胚
のシグナルを受けて分化誘導と機能獲得が
促進されるので，in vitro着床モデルを用い
て，腺上皮細胞の着床期周辺の振る舞い検討
したところ，N-カドヘリンを中心に上皮間葉
転換（epithelial mesenchymal transition, 
EMT）が生じていることが判明し，細胞骨格
の調節分子でもあるSRCとの相互作用を調べ
るうえで，重要な知見が得られた． 
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