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　生殖補助医療における 日進月歩 の 技術革新 に よ

る受精率の 向上が不妊症 に もた らした医療貢献は

言を待たない ． しか しなが ら一方で ，近年 の 胚移

植総 回数の 漸増に対 して ， 妊娠率は伸 び悩んで い

る 現状が ある．そ の 原因と して ，移植胚数の 制限

な ども影響 を及ぼ して い る可能性はあるもの の ，

主因は 「着床」の 分子機序解明の 立 ち遅れにある

と考えられる．そ もそ も着床が，子宮内腔 とい う

ブ ラ ッ ク ボ ッ ク ス で 起こ る 生命現象で ある が た め

に，その 解析を技術的ある い は倫理的に阻ん で い

る，機序解明の 立 ち遅れ た着床の 成功率の 伸び悩

みが ，高い 受精率をそ の まま妊娠率に結び つ け る

こ とを困難に し，生殖補助医療の ひ とつ の ジ レ ン

マ を形成 して い る と い える．

　着床は動 的な胚 と静的な子宮 内膜上皮細胞の ，

二 つ の 状態の 異な っ た異種細胞 の コ ン タ ク トとい

う生体内で も稀 な現象であ る，胚 の 対 立 （apposi −

tion）・接 着 （adhesion ）・伸展 （outgrowth ）・貫 入

（penetration）・侵入 （invasion）と い う
一

連の 精緻

な現象として捉え られ る着床は，受容側 の 子宮内

膜上皮か らみ れ ば，対立 ・接着 ・上 皮バ リアの 破

壊 ・再構築 の 多段 階作 用 として 再定義 され る（図

1＞，

　 しか しなが ら，それ ら一連 の 現象を統合的に制

御指揮す る因子に つ い て は，合 目的で あ りなが ら，

そ の 存在につ い て す ら明確に され て い な い ，さ ら

に，長い 着床研 究の 中で も，受容側で ある子宮内

膜上皮の 着床補助 ツ ール と して 臨床利用 に至 っ た

もの は卵巣ホル モ ンに限定 されて お り，それに顕

著に代替 しうる 薬剤は い まだ 開発され て い な い の

が 現状で ある．

　ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵素 阻 害剤（histone

deacetylase　inhibitor；HDACI ）は 転 写 因 子 が ゲ

ノ ム に ア ク セ ス しや す い 状態で ある ヒ ス ト．ン の ア

セ チ ル 化 を可逆的に キ ャ ン セ ル する ヒ ス トン脱ア

セチ ル 化酵素の 阻害剤 で ある （図 2）．したが っ て

HDACI の 使用は遺伝子転写亢進 を促 し，分化，増

殖 などの 細胞機能に影響 を及ぼす
t／

．生殖領域にお

い て もその 影響 に つ い て はす で に指摘 されて い

た
2〕．近年，その HDACI が ，子宮内膜問質細胞 を
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【図 1】胚 とチ宮内膜上皮細胞の 動態からみ た多段階機序 で 構成 され る ヒ ト着床

分化誘導 し，脱落膜化 しうる こ とが 明 らか とな っ

た
3）
．しか し，着床の 成立 にお い て ，胚が 最初 に相

互作用を引き起 こすの は 間質で は なく上皮細胞で

ある．その ため 着床の 初期成立か ら維持 までの解

析を目的とす る本研究で は子宮内膜の 上皮細胞の

動態 に着 目して い る．生体内で 生殖器官を中心 と

した部位時期特異的発現をす る分泌 タ ン パ ク 質 グ

リ コ デ リン （Glycodelin）は，子宮 内膜上 皮細胞 で

は着床時期 implantation　window に
一
致 して発現

が誘導 され
4）11
．精子一胚結合 を阻害あ る い は NK

細胞 を不活性化する こ とで 多胎予防や，妊娠の 免

疫寛容に 関与す る とされた
跚 ，また，IVF 成功例や

メ トホ ル ミ ン
面

で排卵 が 回復 した多嚢胞性卵巣 症

候群患者で は血 中グ リ コ デ リ ン 濃度が 高 く，逆に

機能性不妊，低用量 ピル 服用者，習慣流産，初期

流 早産患者で は血 中グ リ コ デ リ ン濃度が低 い とい

う報告があ り，グ リ コ デ リ ン が生殖 に正に働 くこ

とが 強 く示唆 される
5）
．

　上皮細胞は生体 内で物理的 ・免疫学的に バ リア

を形成 して お り，隣接細胞 との 接着は タ イ トで あ

り細 胞運動は わずか で 静的 な状 態に あ る と言え

る．それ ら上皮細胞群が 中皮細胞様の 形態的 ・機

能 的変化 を経て，運 動能力を獲得 して動的な状態

に な る 生 体反 応 を上 皮 間 充 織 転換 （Epithelia1−

Mesenchymal　Transition；EMT ）と呼称するが、

初期発生段階の 分化細胞の 生体内移動で認め られ

る，近年は悪性細胞の 浸潤能メ カ ニ ズ ム と して も

着 目され て い る
S）9）．子宮内膜上 皮細胞 で は卵巣ホ

ル モ ン の 影響 で EMT を惹起 し，細胞極性が中皮

細 胞様 に な り，着床 の 接着 に 備 え る と提唱 され
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　 これ ら の 知見か ら，「卵巣 ホ ル モ ン （estradio1 ＋

progesterone ：E2P4 ）（お よ びそ の 代替薬剤 と し

て の HDACI ）が ，グ リ コ デ リ ン の 発現誘導を通 し

て子宮内膜上皮細胞の対立 ・接着
・上皮 バ リア の

破壊
・
再構築の

一連 の 機序に，分化
・
接着

・
増

殖 ・運動 とい っ た細胞 の 基本機能を統合的 に制御

す る こ とで 関与 し，また同時に惹起 され る EMT

が運動を亢進 させ るこ とで，上皮 バ リア の 再構築

を加速 させ る と い う合理的 ・合 目的 なシス テ ム が

存在する」とい う独 自の 仮説の 証明 を試み た．

方法と成績

　（1）HDACI に よ る子宮内膜上 皮細胞で の グ リ

　　　コ デ リン人為的発現誘導

　本研究は
一

貫 して 細胞株 を用 い た in　vitro 系で

の 解析系を採用 した．子宮内膜上皮細胞．胚 の モ

デ ル と して ，それ ぞれ ヒ ト子宮 内膜上皮細 胞株

Ishikawa，ヒ ト絨毛細胞株 JAR を用 い て ，定性 的

で は な く統計学的有意差 を求 め る こ と を可能 とす

る定量的な解析を行 っ た，ヒ ト子宮内膜上皮細胞

モ デ ル として使用 した Ishikawa細胞は，数ある

上皮細胞株の 中で も，卵巣 ホ ル モ ン 受容体 を保有

する希有な もの で あ り
111i
，着床に とっ て 重要な細

胞極性 も維持 されて い る点 で も，
ヒ ト着床研究に

は 最 も適 し て い る と い わ れ て い る
’2」，また

，

HDACI として は，副作用が少 ない ため，すで に米

国で はリン パ 腫 の 治療薬 として 認可 され臨床使用

さ れ て い る suberoylanilide 　hydroxamic　acid

（SAHA ，　Zolinz♂）を用 い た．は じめ に卵巣ホ ル モ

ン ある い は SAHA で Ishikawa細胞 にグ リ コ デ リ

ン の 発現誘導が可能で あるか解析 を行 っ た．グリ

コ デ リ ン の プ ロ モ ーターを組 み込ん だプ ラ ス ミ ド

を遺伝子導入 した Ishikawa 細胞で は，　 SAHA の

添加に よ り，卵巣ホ ル モ ン よ りも効率 よ く濃度依

存 的にプ ロ モ ーター活性が上昇 した （図 3A ）
］／1）
．免

疫沈 降お よび ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ トの 結果か ら，グ

リ コ デ リ ン の タ ン パ ク 質発現 も SAHA 添 加 に

よ っ て時間お よび濃度依存的に誘導が可 能である

こ とが明 らか となっ た （図 3B〜D ）
11）
．
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　 （2）HDACI と子宮内膜上 皮細胞分化能

　 ヒ ト着床の 初期段階として，胚と子宮内膜上皮

細 胞 の 対 立か ら接 着 へ と進 む ス テ ッ プが ある ，

Ishikawa細胞に卵巣ホ ル モ ン ある い は SAHA を

添加する と，菲薄扁平化，進展化とい う形態変化

が観察される （図 4A ，　a
〜c）．子宮内膜上皮細胞分

化の 機能マ
ーカ ーと して グ リ コ ゲ ン の 産生が知 ら

れ るが，グ リコ ゲ ン の 産生量 をア ッ セ イ系で 計測

す る と形 態 変 化 同様 に 卵 巣 ホ ル モ ン お よ び

SAHA の 液性刺激によっ て ，グリ コ ゲ ン産生量 が

有意に上 昇する こ とが示 され た （図 4B）． さら に t

こ れ ら の 変化 は グ リ コ デ リ ン を small 　interfer−

ence 　RNA （siRNA ）の 導入 に よ っ て グ リ コ デ リ ン

発現 を抑制す る と消失した （図 4A，　 d，4B）
13’

．

　 （3）HDACI と子宮内膜上 皮細胞接着能

　対立に引 き続 く胚 と子宮内膜上皮 との 接着 の 機

能解析 と して，in　vitro 着床 ア ッ セ イを行っ た．絨

毛細胞株 JAR を トリプシ ン 処理で 単独細胞 と し

て振盪培養iを行うと，球状細胞塊（spheroid ）が 形

成され る ため，振盪培養時間を調整 し径 50〜100

μm 程 度 と し，胚 モ デ ル と して 利 用 し た．こ の

spheroid と飽和培養 した Ishikawa細 胞 を一定時

間 の 共 培 養 に 供す る と，
一一i

部 の 胚 モ デ ル が

Ishikawa細胞に接着す るた め，そ の 比率を薬剤無

添加群 と比較 し相対的接着率を算 出 した．そ の 結

果，卵巣ホ ル モ ンお よび SAHA による液性刺激は

接着率を上 昇させ ，分化機 能解析同様に，その 上

昇 は siRNA に よ る グ リ コ デ リ ン の 発現 抑 制に

よ っ て キ ャ ン セ ル された ．また，逆 に グ リ コ デ リ

ン cDNA の遺伝子導入 を行うと，
一

切の 液性刺激

なしに顕著な着床率の 上昇を示 した （図 4C）
14’

．

　（4）HDACI と子宮内膜上皮細胞増殖能

　 グ リコ デ リ ン に よ る Ishikawa細 胞 の 細胞増殖

能 へ の 影 響 を調 べ る た め に，蛍 光 タ ン パ ク質

EGFP あ るい は EGFP タ グを付 した グ リ コ デ リ

ン遺伝子 を導入 した Ishikawa 細胞 の 増殖解析 を

行 っ た．一定期間の 培養の 結果 48時間後に EGFP

グリ コ デ リ ン遺伝子導入 に よる有意 な細胞増殖抑

制 を観察 した （図 5A）．両細胞 と も EGFP の 蛍光

に よ っ て セ ル ソ ータ
ー

で 確実に遺伝子発現 を し て

い る細胞 を集 め，ヘ キ ス ト染色 に よ る DNA 量解

析を行 い 細胞周期の 様子を解析 した．そ の 結果，

EGFP グ リ コ デ リ ン の 遺伝 子導入は S 期の 細胞を

減少させ ，G1 期の 細胞 を増加 させ た （図 5B）．さ ら

に，細胞回転の 制御因子群 の発現動態を RT −PCR

法を用 い て調べ た とこ ろ，EGFP グ リ コ デ リ ン発

現細胞群 で は，細 胞回 転抑制 因子群 の p21 ，
　p27，

pl6 が有意差を もっ て 発現上 昇 し て い る こ とが明

らか とな っ た （図 5C）
15，

．　 EGFP タグ の 付され て い

な い グ リ コ デ リ ン 遺伝子を導入 して も，
一過性導
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【図 4）卵巣ホ ル モ ン，HDACI と子宮内膜上 皮細 胞の 分化 ・接着

入に よる 大量発現に よ っ て Ishikawa細胞の増殖

能は明 らか に抑制 される が 興味深 い こ とに 恒久

的発現株をク m 一ニ ン グする と，グ リ コ デ リ ン の

発現量が減少する に従 い ，む しろ細胞増殖能は上

昇 して い く様子 も観察され た （図 5D）．

　 （5）HDACI と子宮内膜上皮細胞運動能

　図 1の 仮説図で 示 した ように，ヒ ト着床 に おけ

る子宮内膜上皮細胞の 細胞運動は，胚の 侵入 経路

の 形成を目的 とした上 皮細胞層バ リア の 破壊にあ

た る遠心方向へ の 運動 と，胚の 通過後の 破壊 され

た バ リ ア の 再構築 を 目的 と した求心方向の 運動が

起 こ る と考えられ る，先行する遠心方向の 細胞運

動に よ っ て胚は貫入 と同時に伸展（outgrowth ）が

促進 され る こ とが ヒ ト子宮内膜間質細胞 の 研究か

ら明 らか に な っ て い る
16）．そ こ で 上 皮細胞 の 遠心

方向の 運 動は，胚の 伸展面積の 比較で 検討する こ

と と し た．胚伸展 面積は コ ン トロ ール と比 べ ，

SAHA 添加 に よ っ て卵巣 ホ ル モ ン 添加 以上 に 有

意 に増加 した （図 6A，　 a
〜

c ），

　
一
方，求心方向の 細胞運動 は空隙 を充填す るた

め の 運 動で ある こ とか ら，同様の 性質の 運動の 定

量解析で ある創傷治癒 ア ッ セ イを も っ て 検討 し

た．飽和培養 の lshikawa 細胞 をス ク ラ ッ チ して

無細胞領域 を作成 し，
一

定時間 の 培 養後 に閉鎖 し
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【図 5］卵巣ホ ル モ ン，HDACI と子宮内膜上 皮細胞 の 増殖

た創傷の 面積の 定量解析を行 っ た ところ，卵巣ホ

ル モ ン ある い は SAHA 刺激 に よ り有意差 をもっ

て求心方向の 細胞運動能は上 昇して い た （図 6B，

C）
17｝
．

　（6）HDACI と子宮内膜上 皮細胞の EMT

　前記の 通 りヒ ト着床にお い て も子宮内膜上 皮細

胞は遠心方向，求心方向双方 に細胞運動 を示す可

能性が示唆 される こ とか ら，上皮細胞 の 運動 に関

与する EMT が 惹起され て い る 可能性の 検討 を

行 っ た．EMT における特徴 的所見 の ひ とつ に，上

皮細 胞 の 細 胞細 胞 間接 着 分 子 カ ドヘ リ ン が E −

cadherin か ら N−cadherin 主体 に変 わ る カ ドヘ リ

ン ス イ ッ チと呼ばれる現象がある
B’9 ］

．そこで．卵巣

ホ ル モ ン 添加お よび SAHA 添加双 方で カ ドヘ リ

ン発現 に変化があ るか検討 して みた とこ ろ，液性

刺激に よる E−cadherin の 減弱，　N −cadherin の 増加

とい う，い わゆ る カ ドヘ リ ン ス イ ッ チが，生化学

的 ・細胞免疫学的に観察され た．さ らにそ の 傾向

は胚 モ デ ル で あ る JAR　spheroid を添加 し共培 養

する こ とで，よ り顕著に なる こ とを見 い だ した．

同様の 液性刺激 お よ び胚 モ デ ル 接着 に よ る 発 現

誘導 は，カ ドヘ リン とは別の 中皮細胞 マ
ーカーで

あ る ビ メ ン チ ン 染色で も観察 され た．一
方，N −

cadherin の 局在を in　vitro 着床 ア ッ セ イ に お い て

抗体 に よる染色で 観察 した とこ ろ，胚 モ デ ル JAR
spheroid を巾心 と した 同心 円上 に，胚 か らの 距離

依存的 に胚近傍で よ り強 く局在す る こ とが 明 らか

とな っ た （図 7）．また，前記細胞運動機能の 遠心方

向，求心方向 の そ れぞれ の 機能亢進 は N −cadherin

の 機能阻害抗体 の 添加で 抑制 され た （図 6）．
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考　　察

　 ヒ ト着床 は胚の 動態か ら子宮内膜と の対 立 ・接

着 ・伸展 ・貰入 ・侵入 と多段階に進行 して い くこ

とが知 られて い る．一
方で胚の受容側 にあた る子

宮内膜上皮細胞か らの視点で は，ヒ ト着床は胚 と

の 対立 か ら接着へ と進み，次に，胚の 貫入の ため

の ス ペ ー
ス 形成を目的とした上皮細胞層 バ リア の

破壊 が起 こ る．そ して最終的に は物理学的 ・免疫

学的 に無防備な貫入胚の 被覆の ために，破壊 され

た上 皮細胞層 バ リア の 迅速な再構築が行わ れ る と

考えられる （図 1，8）．しか しなが ら．子宮内膜上

皮細胞の ヒ ト着床 における動態の 解析 は思 うほ ど

進ん で い ない ，例 えば ， 最終段 階の 再構 築に 関 し

て は，フ ィ ブ リ ン様物質が
一

過性 に形成 され て被

覆し，やが て元通 りに なる よ うに描か れて い る こ

とが多 い が，そ の
一切 の 機序は不明で ある

1Sl
，

　本研究で は ヒ ト着床における子宮内膜上皮細胞

の
一

連の 動態の 機序解明の ため に ，対立 ・接着 ・

破壊 ・再構築の マ ル チ ス テ ッ プ を，分化 ・接着 ・

増殖 ・運動の 4 つ の 細胞基本機能の組 み合わせ と

捉 える ア プ ロ ーチ を試み た．

　最初の ス テ ッ プ は胚と子宮内膜上 皮細胞層 との

ア クセ ス で あるが ，受容側で ある子宮内膜上 皮細

胞層が そ の 受容体制の 準備をい つ 開始する の か に

つ い て は議論の 決着をみ て い な い ，すなわち，胚

の 接近 に よ っ て対立 に先立 っ て開始され るのか ，

ある い は胚との 対立や接着が引き金 となる の か と

い う議論で ある．本研究 の 結果で は，卵巣ホ ル モ

ン を添加する こ とで グ リ コ デ リ ン が あ らか じめ発

現誘 導 され た
⊥3〕

，す なわ ち子 宮 内膜上皮 細胞 の

種 々 の 機能へ 影響 を及ぼ しうる グ リ コ デ リ ン の 発

現誘導は，胚の 存在を必要として い ない こ とを示

して い る （図 3）．こ れ は生体内にお けるグ リ コ デ

リ ン の 着床期で の 発現上昇
4’5）

か らも支持 され る こ

とで あるが ，子宮内膜上 皮細胞の 胚受容体制は胚

の 到来前か ら準備 され て い る と考え られ る．グ リ

コ デ リ ン の 発現上昇とともに，卵巣ホ ル モ ン 添加

は EMT に特徴的な ，
ビ ン キ ュ リ ン の 発現誘導や ，

カ ド ヘ リ ン ス イ ッ チ （E −cadherin の 減 弱，　 N −

cadherin の 増 強）を惹起す る こ とが 示 され た （図

7）
L7’
，　 EMT は．上皮細胞が 中皮様細胞 とな り運動
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【図 7｝ヒ ト着床と EMT

能を亢進する現象として とらえられ て い るが ， 運

動能の 亢進 とは，別の 角度か ら考えれ ば ， 運動能

を裏打 ちす るための ア クチ ン などの 細胞 内の 細胞

骨格 タ ン パ ク 質群の 再配列が起こ る こ とで あ り，

同時 に細胞の 運動局面 にお い て は細胞の極性が変

化する こ とが要求され る と い うこ とで ある．こ の

細胞の 極性変化 は ヒ ト着床に と っ て 重要 な役割を

占め て い る こ とが 知られ て い る
’°〉．EMT 様変化を

通 じた と考えられ る細胞極性変化は間接的に細胞

の 形態変化 と して と らえられ た （図 4A押 ．つ ま

り，こ こ で も胚の 到来前に卵巣ホ ル モ ン とい う液

性刺激に よっ て子宮内膜上皮細胞側は胚の 受容の

ため の 準備 を開始ある い は完了 して い る こ とを示

唆し て い る．そ し て，合理 的なこ とに EMT 様の カ

ドヘ リ ン や ビ ン キュ リ ン の特徴 的な発現変化 は，

胚 モ デ ル との 共培 養 （in　vitro 着 床 ア ッ セ イ）に

よ っ て，さ らに顕著 な効果 と して 現 れた．こ の

EMT ル ープ とも呼べ る 回路は ，卵巣ホ ル モ ン が

胚到来の 有無を問わずに，子宮内膜上皮細胞層の

胚受容の準備開始の トリ ガ ーとな りえる こ と，そ

して さ らに実際に胚が到達する こ と で ，胚受容に

適 した子宮 内膜上皮細胞の 環境 はさらに加速ある

い は維持 され る と い う合理的な シ ス テ ム の 存在が

示唆される（図 8）．

　そ し て恐 ら く卵巣ホ ル モ ン や 胚の 対立に よ っ て

変化を誘発され た細胞極性は，子宮内膜上皮細胞

表面の膜 タ ン パ ク質の 発現量や 局在を変化させ る

こ と とな り，胚との 接着能の 亢進へ と連携 して い

くこ とが 予想され る．実際 に卵巣ホ ル モ ン の 添加

は 子宮内膜上皮細胞 にグ リ コ デ リ ン を発現誘導す

るこ とで ， 胚 と の 接着能を亢進 させ る （図 4C）19）．

子宮内膜上皮細胞の 機能的分化 は グ リ コ ゲ ン 産生

量の 比較実験 に よ っ て も裏打ち され る現象で ある

（図 4B）
L3〕
．こ れ らの 結果か ら，ヒ ト着床の 初期段

階にお ける対立 ・接着の ス テ ッ プで は，細胞 の 分

化 ・接着機能の 変化が鍵を握 っ て い る と考 えられ

る．

　接着 した胚 はそ の 後，子宮内膜組織 に対 して伸
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【図 8】卵巣ホ ル モ ン，HDACI に 誘導 され る グ リコ デ リ ン と EMT に よ る ヒ ト着床の 制御

展 ・貫入 して い くが，そ の 際に 子宮内膜上 皮細胞

層はバ リア を形成 して い るた め，胚の 通路 を確保

す るため に は，
一旦破壊され る必要が ある．そ の

ひ とつ の 機序として子宮内膜上 皮細胞の 細胞死 が

起 こ る こ とはマ ウ ス ，ヒ トともに報告があるが，

本研究の 結果か ら，さらに付加的な機序が存在す

る と考え られる．細胞は隣接細胞が なん らかの 理

由で な くな っ た場 合に 増殖や 運動が開始 される と

い う性質を持つ （接触阻 害 ： コ ン タ ク トイ ン ヒ ビ

シ ョ ン），胚の 接着に よ り子宮内膜上皮細胞が細胞

死 に陥っ た場合 ，
バ リア には 空隙が生 じるが ， そ

の 空隙形成は接触阻害の 解除 とな り，空隙充填 の

ため の残存細胞の 増殖 ・運動が 開始 され る こ とが

予想 され るが，こ れ は胚の 通路確保 には不利益 と

なる，本研究に よれ ば卵巣ホ ル モ ン で 誘導可能な

グ リ コ デ リ ン を子宮内膜上皮細胞モ デ ル に 強制発

現 させ る と，細胞周期の Gl／S チ ェ ッ クポ イ ン ト

の 通過を阻害す る こ とで細胞増殖能 は抑制 され る

（図 5）
⊥i］

．また卵巣ホ ル モ ン 添加に よ り空隙充填と

は逆方向の 遠心 方向へ の 細胞運動を示唆する胚モ

デ ル の 進展面積は顕 著に上 昇 した （図 6A），以 上

の 結果は ，細胞死 に よる単純な胚進路空間形成の

み で な く，そ の 空隙 を充填 しない ，ある い は，さ

らに拡大す るため に，子宮内膜上皮細胞の 細胞増

殖抑制 と，遠心方向へ の細胞運動亢進の 機序が付

加的に 設け られて い る こ とが示唆 される （図 8）．

　とこ ろ が。 こ の 胚の 伸展 ・貫入 には合理 的な機

序も，物理 学的に も免疫学的に も重要なバ リア の

破壊 とい う点で は ， 妊娠の 成立 ・
維持 に は不利 と

なっ て い く，恐 ら くは胚の 貫入が ある 程度進行 し

た 時点で，胚侵入へ の 移行段 階で子宮内膜上 皮細

胞層の バ リ ア は，破壊か ら再構築へ と正反対へ の

ス イ ッ チ変換が なされ る もの と想像 され る．細胞

の 機能 と して もそ の 機序は恐 ら く正反対で ある と

考え られ，細胞増殖 は亢進 し，細胞運動は遠心方

向か ら求心方向へ と変換され るで あろ う，そ して，
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バ リア の 再構築は急務で ある こ とを考えれ ば 主

体は細胞運動に よる ル
ーズ な胚の 被覆で あ り，引

き続 き緩徐 なが らタイ トな被覆へ とつ な ぐ細胞増

殖亢進 と考え られ る．細胞運動の 亢進 は空隙 の 充

填であ り創傷治癒ア ッ セ イが 至適 な解析モ デル で

ある が ， 卵巣ホ ル モ ン の 添加は，有意に求心方向

の 運動機能を高める （図 6B），分子機序 として は，

運動の 方向は遠心方向，求心 方向と正反対で ある

が，その 両者 に卵巣ホ ル モ ン誘導性 の グ リ コ デ リ

ン と，同 じく卵巣ホ ル モ ン に よる EMT 様変化に

よ っ て 発 現上 昇 しt 局在 変化 を示す N・cadherin

が 重要 な役割 を担 っ て い る （図 6）．一方，細胞増殖

制御の 分子 と して はグ リコ デ リンが候補 であ り．

その 発現量 に よ っ て細胞増殖 の抑制 ・亢進双方 の

ア ウ トプ ッ トを示 しうる （図 5D ），こ れ ら の 結果か

らは，ヒ ト着床の 接着以 降の 後半の ス テ ッ プ で あ

る子宮内膜上皮細胞の 破壊 と再構築 は，細胞 の 増

殖と運動の 正負の 働 きに よる コ ン ビネーシ ョ ン で

制御 され て い る様子が 描ける （図 8）．た だ し，こ の

非常に興味深い 細胞運 動と細胞増殖の ，正 反対へ

の ス イ ッ チ 変換の 機序に つ い て は まっ た くわか っ

てお らず，今後の 研究課題 で ある．

　以 上，本研究の
一
連の 結果か らは ヒ ト着床にお

ける子宮内膜上皮細胞 の 次の よ うな動態が提唱 さ

れ うる．す なわち，「卵巣ホ ル モ ン に よる液性刺激

は，グリ コ デ リ ン の 発現 を誘導す る こ とで細胞分

化を惹起 し，細胞の 形態変化な どを通 じて，胚の

到来前か ら胚 の 受容体 制 の 準 備 開始 を指令す る

（implantation　window ）．同時 に卵 巣 ホ ル モ ン に

よ っ て ，中皮様細胞 マ
ーカー

である ビ メ ンチ ン の

増強が示す ように EMT 様 の 変化 も起 こ り．細胞

の 極性変化を通 じた胚 の 受容体制構築の ア シ ス ト

が な される．そ の 受容体制構築 は接着能の 亢進 と

して ，胚 との コ ミュ ニ ケ
ー

シ ョ ン の 実現へ と連携

して い く．そ して ，E −cadherin の 減弱 とともに N −

cadherin が 増 強（カ ドヘ リン ス イ ッ チ）す る と細

胞の 運動能が 亢進 し，そ の 運動方向に応 じて 胚の

貫入ル ー
トの確保や，破壊 された子宮内膜上皮細

胞層の 再構築へ と働きか ける，さ らにそ の 子宮内

膜上皮細胞層の 破壊 と再構築 の 機序 は同細胞の 細

胞増殖が負や 正 に制御 され る こ とに よ っ て も支 え

られ る，」とい うもの で ある
19
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．子宮内膜上皮細胞

の 細胞分化 ・接着 ・増殖 ・運動 の 共通 の 制御因子

はグ リ コ デ リ ン で あ り，連続 した段 階で構 成され

る ヒ ト着床をグ リコ デ リンが協調的かつ 合 目的に

制御する と換言で きる．特 筆す べ きは，その グリ

コ デ リ ン の 発現誘導 をは じめ，グリ コ デ リ ン発現

を通 じた細胞へ の 様 々 な影響の すべ て を， 卵巣ホ

ル モ ン に代替 し，さ らに強力に実現す る薬剤 と し

て，すで に 臨床応用 さ れ て い る HDACI で あ る

SAHA （Zolinzaめが示 され た こ と で あ る，こ の 事

実か ら，同薬剤が新た な着床支援薬剤と し て の 応

用の 可能性を秘め てお り，生殖補助医療にお ける

新たな治療戦略 ッ
ール として注 目に値する もの と

思われ る．
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  Recent developed technology  in assisted  reproductive  technologies  (ART) has resulted  in higher
fertilization rates  for infertile couples,  However,  failure of the embryo  implantation to endometrial
epithelial  cells  (EECs} blocks successful  pregnancy. For EEC  dynamics, human  implantation can  be
divided into the  multiple  steps  of processes, which  are  apposition  and  adhesion  to the embryo,  de-
struction  to rnake  space  for embryo  penetration and  reconstruction  to cever  undefended  penetrating
and  invading embryo,  Human  implantation can  be redefined  a multi-step  event  requiring  the orches-

trated regulation  of EECs, involving eell proliferation, differentiation, motility, and  adhesion.

  Reversible histone acetylation  regulates  gene  transcription and  histone deacetylase inhibitors

(HDACI) induce specific  genes.  Recently, it is reported  that HDACIs  can  induce differentiation in
various  typed of  cells  including human  endometrial  stromal  cells (ESCs). Because of the temporo-

spacial  expression  pattern,  which  is highly expressed  during implantation window  in EEC, a

progesterone-induced EEC  protein, Glycodelin is one  of  the differentiation markers  of  EEC.

  To  elucidate  the EEC  dynamics, we  performed  a variety  of cell  assays  using  human  endometrial

epithelial  cell line, Ishikawa cells, and  human  tropheblastic cell line, JAR, as  an  EEC  and  an  embryo

modeL  respectively,  By  treatment of  Ishikawa cells with  ovarian  steroid  hormones (estradiol plus pro-

gesterone; EP) or  one  of  HDACI,  suberoylanilide  hydroxamic acid  (SAHA), resulted  in the following
observations,  Glycodelin promoter  activity  was  accelerated  in promoter  assay,  Glycodelin expression

was  upregulated  at both mRNA  and  protein level. Through upregulation  of Glycodelin expression,

flattened and  wide-spreaded  morphological  change  was  observed  and  Glycogen synthesis.  which  in-
dicates EEC  functional differentiation, was  upregulated.  These results  indicate that evarian  steroid

hormones  can  induce celt differentiatien without  signal  from  embryo.

  It is known  that alteration  of EEC  polarity is required  for human  implantation, In motile  status  of

epithelial cells, such  as translocation of differentiated cells to appropriate  area  in early  development,
or  invasion of  malignant  cells, epithelial cells  morphologically  and  characteristically  exchange  to
mesenchymal-like  cells. This phenomenon  is called 

`
 Epithelial rnesenchymal  transition (EMT)' , Dur-

ing EMT,  cell polarity is exchanged,  By  treatment of EP  or  SAHA, the expression  of vinculin,  one  of

rnesenchymal  cell markers,  was  upregulated,  Both downregulation of E-cadherin and  upregulation  of

N-cadherin, which  is named  
`cadherin

 switch' and  characteristic  to EMT,  were  also observed  in im-

munoblotting  study,  Moreover, these distinctive alterations of protein expression  were  enhanced  by

ceculture  with  embryo  model.  These  results  indicate that EP  can  exchange  cell polarity  in assistance
with  induction of cell differentiation and  evoked  EMT,  It is important to prepare the receptivity  of

EEC  to catch  embryo  in the beginning of human  implantation.

  Against the 

`

 prepared'  EEC, embryo  apposite  and  then adheres.  In this study,  we  analyzed  the ad-

hesion ratio  using  in in vitro  implantation assay.  Treatment of  EP  or  SAHA  increased the adhesion  of

EEC  to embryo  model,  compared  to untreated  Ishikawa cells.

  After adhesion,  embryo  outgrows  and  penetrates  through  EEC  barrier. It is known  that apoptosis

of EEC  is occurred  to make  space  fOr embryo  wide  growth  and  penetration, In addition  of  cell apopto-

sis, it is thought  to be advantages  that EEC  slow  protiferation and  migration  away,  to keep embryo
traffic course. Transfection of glycodelin cDNA  caused  suppression  of  cell proliferation through  stop

at Gl/S  checkpoint  in cell cycle. Treatment  of EP  and  SAHA  resulted  in broadened  embryo  out-

growth  area, indicating EEC  migration  away  to make  space.

  Subsequently to the destruction of EEC  barrier by apoptosis,  suppression  of cell proliferation, and

migration  away,  EEC  barrier should  be reconstructed  to protect the undefended  top of  the  penetrat-
ing and  invading embryo.  Probably, quick and  loose reconstruction  by cell  ascending  motion  is pro-
vided  to the exposed  embryo  and  then slow  and  tight reconstruction  by cell  proliferation is followed,
In wound  healing assay,  motion  to cover  the vacant  space  was  quickened  by stimulation  with

EP  or  SAHA,  All these regulations  were  almost  completely  canceled  by glycodelin gene  silencing by
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glycodelin siRNA.  In association  of  Glycodelin-mediated eEfect,  through  EMT-mediated upregulation

and  redistribution  of N-cadherin, stimulation  with  EP  or  SAHA  enhanced  migration  in both descend-
ing and  ascending  direction to ernbryo,

  Collective these results  indicate the foIlowing mechanism  of  EEC  dynamics; prior to embryo  arri-

val, ovarian  steroid  hormones prepare the  receptivity  of  EEC  to catch  embryo  by cell differentiation
through induction of  Glycodelin and  driving of  EMT.  At the next  step,  apposition  between embryo
and  EEC  accelerate  and  maintain  Glycodelin induction and  EMT,  resulting  highly elevation  of  adhe-

sion  activity.  EEC  barrier dramatic alterations,  which  is damage  foilowed by reconstruction,  are

regulate  by Glycodelin- and  EMT-mediated cell proliferation and  cell motility. A  key molecule,  Gly-
codelin,  orchestrates  the continuous  designed mechanism  of  human  implantation. Furthermore,
SAHA  can  induce Glycodelin and  therefore SAHA  can  regulate  the EEC  continuous  functions during
human  implantation, indicating the potential of  SAHA  as  an  assistant  therapeutic t.ool for reproduc-
tive medicine  by targeting Glycodelin.


