
はじめに

子宮は妊娠・分娩時に著明な増大を示し，それが妊娠

ごとに繰り返されるという非常にユニークな雌性生殖器

官である．その主な構成組織である子宮筋では，妊娠時，

細胞肥大と細胞増殖が著明である［１］．しかしこれま

で増殖した子宮平滑筋細胞の由来に関しては明らかにさ

れていない．また子宮平滑筋における組織幹細胞の同定

と単離については，その試みすら，これまで一切なされ

ていない．近年さまざまな器官・組織に存在する固有の

組織幹細胞が，それぞれの器官・組織の維持と再生を

担っていることが明らかとなってきた［２］．それゆえ

組織の再生を繰り返す骨髄・腸管・骨格筋などと同様

に，子宮平滑筋においても，組織幹細胞の存在が示唆さ

れる．子宮筋幹細胞の表面マーカーなどが明らかになっ

ていないため，子宮筋幹細胞候補集団としてヘキスト

３３３４２染色を用いた side population（SP）法を選択した

［３，４］．ヘキスト３３３４２は DNA結合色素であり，単一

色素でありながら４５０/６７５nmという２つの波長の蛍光

を発するという特長をもつ．その特徴ある染色パターン

のなかで，両波長をほとんど発しない細胞集団 SP細胞

は，高い組織幹細胞活性を示すことが報告されており，

骨髄を含め骨格筋，腸管，心臓，皮膚，精巣などさまざ

まな臓器において組織幹細胞として機能していることが

明らかになりつつある［５―１０］．本研究では，ヒト子宮

平滑筋における SPの同定・単離と機能解析を通じて，

子宮筋における幹細胞システムの存在を明らかにするこ

とを目的とした［１１］．

ヒト子宮筋 Side Population 細胞の分離

悪性腫瘍・子宮腺筋症を除く良性疾患で子宮を摘出す

る患者の同意を得て，手術摘出６３検体（患者年齢３５～５４

歳）より正常子宮筋を採取した．子宮筋組織を用手的に

１mm３以下に細切後，酵素処理を行った．分散細胞を得

た後に子宮筋組織幹細胞の候補集団を SP法［３，４］に

て抽出した．SPは様々な臓器・組織において幹細胞活

性をもつことが，これまで報告されてきている［５―８］．

われわれは６３検体のヒト子宮筋検体から生細胞のうち平

均２．９７±１．１３％の子宮筋 SP（myoSP）が存在すること

を解析した（図１）．myoSPに５０µMのレセルピンを加

えることにより，myoSPの細胞膜上の ABCG２トランス

ポーターが阻害され，SP分画が消失することを確認し

た．分離した子宮筋細胞におけるmyoSPの出現割合は，

検体供与患者の年齢・既往分娩歴・検体が回収された時

期の生理周期に影響を受けなかった．

細胞表面抗原の比較解析

次にmyoSPと子宮筋main population（myoMP）の
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図１ ヒト子宮筋 SP分画（myometrial SP, myoSP）の分離
（左）正常子宮筋組織を採取し，機械的細切および酵素処理によ

り分散細胞を得てHoechst 染色した後，フローサイトメト
リーで解析したところ，子宮筋 SP分画（myometrial SP,
myoSP）が存在した（図中 SP分画）．

（右）５０µMのレセルピンを加えると，myoSP 分画は消失した．
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細胞表面抗原の比較解析を行った．myoSPはその９９％

が CD３４陽性であるのに対し，myoMPは５５％の陽性率

であった．CD３４陽性のmyoSPはさらに CD３１陽性と CD

３１陰性の集団に分画され，陽性細胞の割合は６７％であっ

た．CD４５は０．１１±０．０５％の陽性率であった（図２）．

myoSPにおける血管内皮細胞の分化マーカー（CD１０６，

VEGFR―１および von Willebrand factor（vWF））の発現

は陰性であった．

myoSP およびmyoMP細胞における発現遺伝子の

比較解析

フローサイトメトリーのデータと一致して，myoSP

は免疫細胞染色において ABCG２を発現していた（図３）．

RT―PCRによる遺伝子発現解析においてもmyoSPでは

myoMPと比較して有意に ABCG２の発現が上昇してい

た．また，myoSPではmyoMPと比較してエストロゲ

ン受容体 α，プロゲステロン受容体，平滑筋細胞マーカー

であるカルポニン，スムーセリンの発現が有意に低下し

ており，未分化細胞であることが示唆された（図４）．

myoSPおよびmyoMPともにエストロゲン・レセプ

ター βは低発現であり，ヒト非妊娠子宮におけるエス

トロゲン・レセプター βの発現は低レベルであるとい

う報告と一致していた［１２］．

細胞周期の解析

組織幹細胞の１つの重要な特徴として，細胞周期上の

静止期すなわち G０にある細胞の割合が高いことが報告

されている［１３，１４］．へキスト・ピロニン Y法を用い

て解析した結果，myoSPはその９８％が G０に存在し，２０％

のmyoMPと比較して有意に G０に存在する割合が高い

ことが判明した（図５）．

低酸素環境におけるmyoSP の増殖

次にmyoSPの培養を行ったが，myoSPは２０％酸素濃

度下培養にて増殖活性を示さなかった．そこで，さまざ

まな増殖因子を誘導することが知られている低酸素濃度

下で培養を試みたところ，myoSPが効率良く増殖する

ことを確認した（図６）．低酸素については最近，ES細

胞，間葉系幹細胞の未分化性を保ち，なおかつ増殖効率

を高めたという報告がされている［１５―１８］．細胞増殖の

指標としてMTS法による検討を行ったところ，myoSP

図４ myoSP における遺伝子発現解析
myoSP では幹細胞マーカーである ABCG２の高発現を認めたが，
性ステロイド受容体や平滑筋分化マーカーは発現が弱く，myoSP
は未分化な状態であると考えられた．
NC：陰性コントロール

図２ myoSPとmyoMPにおける細胞表面抗原CD３１とCD３４の発現解析
myoSP と myoMPにおいてCD３１とCD３４の発現に違いが認めら
れた．とくにmyoSP においてはCD３４抗原は陽性であった．

図３ 免疫細胞染色によるmyoSPとmyoMPにおけるABCG２の発現解析
myoSP では幹細胞マーカーである ABCG２が陽性である．
Bar：１０µm.

図５ myoSP と myoMPにおける細胞周期の解析
myoSP の多くは細胞周期上G０期すなわち静止期に存在した．
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は低酸素において２０％酸素培養と比較して有意に増殖効

率が改善し，myoMPとほぼ同等の増殖効率が得られた．

myoSPの培養に低酸素条件を要したことは，子宮筋由

来疾患のうち，とくに子宮筋腫の病因を示唆する可能性

がある．子宮筋腫は婦人科疾患においてもっとも遭遇す

ることの多い良性腫瘍性疾患であるが，不正出血・骨盤

痛・頻尿・不妊・流産の原因疾患である．子宮筋腫の筋

腫核を構成する細胞はその起源において単一細胞由来で

あることが報告されている［１９］．さらに，子宮筋腫は

低酸素環境によって増大することが知られている

［２０，２１］．低酸素環境はWntシグナルと関連した，分

泌型フリズルド蛋白を上昇させ，子宮筋腫細胞の抗アポ

トーシス活性を上昇させる［２１］．月経時では，子宮筋

の収縮と血管収縮により，子宮筋は低酸素環境下にある

と考えられている．繰り返す月経がmyoSPを増殖させ，

そのなかの一部のmyoSPの異常が子宮筋腫の発生に寄

与している可能性が示唆される．

免疫不全マウスへの移植および免疫蛍光染色による

解析

続いて移植実験により，組織再構築能を検討した．移

植マウスには NOGマウス（重症免疫不全マウス）を用

いた［２２］．移植時にマウスの両側卵巣を摘出し，マウ

ス皮下にエストロゲン徐放錠を移植した［２３］．１６匹の

マウスの左右子宮角に，それぞれ５x１０４個のmyoSPを移

植した．同時に１６匹のマウスに同様にmyoMPを移植し

て対照実験とした．移植して１０週間後に子宮を摘出して，

免疫染色を行った．myoSPを移植したマウス子宮では，

ヒト由来のビメンチンを発現する組織が構築されていた

（図７）．ヒト由来ビメンチン細胞を発現する細胞は，抗

ヒト核抗原および平滑筋マーカーである α平滑筋アク

チンを共発現していた．したがって，myoSPの移植に

より子宮平滑筋様の組織がレシピエント子宮内で再構築

されたと考えられた．一方，myoMPでは平滑筋様の組

織再構築はみられなかった．したがって子宮平滑筋にお

ける組織幹細胞はmyoSPに存在していることが示唆さ

れた．

図６ 低酸素環境におけるmyoSP の増殖
（左）２０％酸素濃度下にて効率的に増殖しなかったmyoSP を２％酸素濃度下にて培養したところ，

myoSP の増殖が認められた．Bar：５００µm.
（右）細胞増殖活性をMTS法にて解析したところ，低酸素培養条件下においてmyoSP は myoMPと

同等の増殖活性を示した．＊：P＜０．０５．

図８ 妊娠NOGマウスにおける再構築子宮筋のオキシトシン受容体発
現解析myoSP を移植した妊娠NOGマウスにおける再構築子宮
筋においてオキシトシン受容体の発現が認められた．Bar, １００µm.

図７ in vivo における組織再構築能の解析
（上）５x１０４個のmyoSP を E２徐放錠を皮下に埋め込んだNOGマ

ウス子宮に移植したところ、 子宮筋の再構築が認められた．
（右）同様の実験をmyoMPについて行ったところ，myoSP で認

められた子宮筋の再構築は認められなかった．
Bars：５０µm（upper）and １００µm（lower）
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妊娠子宮におけるmyoSP の関与

妊娠子宮における子宮の再構築および子宮平滑筋細胞

増殖に対するmyoSPの関与を調べるため，myoSP移植

後に雌マウスを交配し妊娠させた．オキシトシン受容体

は妊娠・分娩時に子宮筋において発現上昇することが報

告されている［１６，１７，２４―２６］．われわれは妊娠子宮に

おいてmyoSPがヒト子宮平滑筋組織を再構築し，同時

にオキシトシン受容体を発現することを確認した（図

８）．このことは，myoSPが組織幹細胞特性である自己

組織構築能を有するのみならず，妊娠子宮の機能発現に

寄与する可能性を示唆する．

myoSP の多分化能に関する検討

増殖させたmyoSPを２０％酸素環境に移し，培地を骨

分化誘導培地に変えて培養したところ，骨芽細胞の指標

となるアルカリ・フォスファターゼ活性が陽性になった

（図９Ａ）．さらに RT―PCRによる遺伝子発現解析にお

いて骨細胞分化マーカーを発現していた（図９Ｂ）．ま

た，培地を脂肪分化誘導培地に変えて培養したところ，

脂肪細胞の指標となるオイル・レッド O陽性細胞が認

められた（図９Ｃ）．さらに RT―PCRによる遺伝子発現

解析において脂肪細胞分化マーカーを発現していた（図

９Ｄ）．子宮筋腫は時に脂肪変性を起こし，ごくまれに

骨変性を起こすことが知られているが［２７，２８］，これ

らにmyoSPの多分化能が関与している可能性が示唆さ

れる．われわれの考察と同様アランゴらは βカテニン

のミュラー管由来臓器特異的ノックアウトマウスの解析

により，子宮が脂肪変性を起こすことを報告し，子宮筋

幹細胞の存在および脂肪細胞への分化能について言及し

た［２９］．これらの結果は，子宮体部に由来する特徴的

な腫瘍である子宮筋腫・子宮肉腫・ミュラー管混合腫瘍

などの発生に子宮筋幹細胞が関与している可能性を示唆

する．

おわりに

myoSPは多分化能を有し，子宮筋に分化することが

できるのみならず，組織再構築能を有している．このよ

うに，myoSPは，子宮筋の発生機構、妊娠・分娩にお

ける子宮筋の増殖・退縮・機能発現を担う細胞メカニズ

ム，さらに子宮筋腫などの子宮筋由来疾患の病因を解析

するうえで有用な生物資源となる．またmyoSPは他臓

器治療における細胞マテリアルとしても臨床応用が期待

される．

図９ myoSP の多分化能に関する検討
（Ａ）myoSP を骨細胞分化誘導培地にて培養したところ，アルカリフォスファターゼ陽性の細胞出
現が認められた．Bar, ５００µm.
（Ｂ）骨細胞特異的な遺伝子の発現も認められた．＊，P＜０．０５
（Ｃ）myoSP を脂肪細胞分化誘導培地にて培養したところ，オイル・レッドO陽性の細胞出現が認
められた．Bar, ２５０µm.
（Ｄ）脂肪細胞特異的な遺伝子の発現も認められた．＊，P＜０．０５
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