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研究成果の概要（和文）：子宮脱細胞化骨格（DUS）を用いた子宮再生の技術を臨床応用すべく、滋賀医科大学
動物生命科学研究センターを霊長類実験の実施場所として選定・決定し、実施に必要な体制とチームを整えた。
その基盤知見・技術を強固にするためラットを用いた研究も並行して行い、内膜欠損モデルにおいて、DUS移植
により腺管構造を有する内膜を再構築することが出来た。しかし、その構築効率は必ずしも高くないため、DUS
に子宮構成細胞に分化し得る細胞を予め搭載して再細胞化することにした。胚様体形成とWNT/CTNNB1経路の活性
化を通じてヒトiPS細胞をプロゲステロン応答性の子宮内膜間質細胞へ分化誘導する方法を共同研究により確立
した。

研究成果の概要（英文）：For clinical application of uterine bioengineering to patients with partial 
uterine defects, we selected the Research Center for Animal Life Science, Shiga University of 
Medical Research, as the place for primate experiments and prepared staff members and experimental 
setup. To obtain more solid data towards clinical application, we simultaneously performed rat 
experiments and found that placement of a decellularized uterine scaffold (DUS) led to the 
regeneration of endometrium with delineated glandular and luminal structures in rat endometrium 
defect models. The regeneration efficiency, however, was not as high as expected, so we decided to 
employ DUS loaded with uterine cells to enhance endometrial regeneration. As one of the most likely 
candidates as the loading cells, we generated progesterone-responsive endometrial stromal from human
 induced pluripotent stem cells and showed that WNT/CTNNB1 pathway plays a critical role in the 
differentiation and generation processes. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮の先天的・後天的な欠損に対して究極の医療は代理懐胎あるいは子宮移植となるが、安全性や倫理的・法的
な問題のため、その実現は極めて難しい。また、これらを部分的な子宮欠損に行うことは過剰な対応である。本
研究の成果により部分的な子宮の再生が可能になれば上記の問題は解決され、構造あるいは機能不全を呈する
様々な子宮疾患に対して新しい医療になり得る点で、社会的意義は高い。さらに本研究は、世界に先駆けてiPS
細胞から子宮構成細胞を作成した点、その過程にWNT/CTNNB1経路が重要な役割を果たしていることなど子宮の発
生や分化の生理・病理メカニズムの一端を解明した点で、学術的意義も極めて大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 子宮の構造不全として、ロキタンスキー症候群に代表される先天性子宮・腟欠損に加えて、
子宮癌手術（円錐切除・トラケレクトミー）や流産に対する子宮内容除去術によって引き起こ
された後天的な子宮の機能・構造欠損が挙げられる。このような子宮の構造・機能欠損に対す
る究極の医療は、代理子宮や子宮移植であるが、安全性や倫理的かつ法的な問題が有り、その
実現は極めて難しい。このような現状を鑑みると、子宮の再建・再生医療が医学的にも社会的
にも切望される。近年、臓器の再建の一方法として、界面活性剤を用いて脱細胞化を施した足
場（decellularized scaffold）を再細胞化することにより、心臓、肺、あるいは肝臓などを動
物実験レベルで作成し得ることが報告された（Ott, et al, Nat Med, 2007）。そこで、幹細胞
を用いた子宮再生医療を実現するべく、脱細胞化・再細胞化技術を用いた子宮再建・再構築を
試みたところ、世界に先駆けて、ラット子宮の部分再生・再建に成功した（Miyazaki and Maruyama, 
Biomaterials, 2014)。その後、世界初の移植子宮での出産に成功したグループとの共同研究で、
脱細胞化骨格と細胞追跡法を用いたラット子宮の部分再生にも成功した（Hellström, et al., 
Fertil Steril, 2016)。また、スペインのグループとの共同執筆で、組織工学を用いた子宮の
再生・再建医療に関する総説も発表した（Cervelló, et al., Semin Reprod Med, 2015）。これ
らの基盤知見・基盤技術に基づいて、ヒト子宮の再生メカニズムの解明と再生医療へ応用を目
指す流れのなかで、霊長類を用いた本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の当初の目的は、脱細胞化（decellularization）技術を用いて霊長類における子宮の
再生・再建の基盤知見と基盤技術を得ることである。それにより、霊長類における子宮を含め
た雌性生殖器官の再生のメカニズムが明らかになるとともに、ヒトの子宮を再生・再建する未
来型医療の基盤となるプラットフォームの構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）脱細胞化骨格を用いた子宮内膜の再生・再建の開発 
① ラット子宮脱細胞化骨格（DES）を作成するにあたり、ラットの子宮から子宮内膜組織
を採取し、SDS 法を用いて DES を作成した。作成方法は 0.01％→0.1％→1％SDS と各
24 時間インキュベーションし、脱細胞化を行う。洗浄後 TritonX で処理し、5 時間以
上洗浄後 DES として使用した。次に子宮内膜欠損モデル(アッシャーマン症候群モデル
ラット,Kilie, et al., 2014; Alawadhi, et al.,2014)として子宮内膜菲薄モデルに 
DES 単独を移植することで、構造的欠損が修復されるか否かについて 4 週間後解析・
検討を行った。また全層性にラット子宮内膜を除去した子宮内膜剥離モデルに対し
DES を移植することで上記と同様に修復されるかについて検討を行った。 
 
② さらにDESの生体マテリアルとしての特性を解析するため、子宮の一部欠損部分にDES
を通常極性と反転したものを移植し、構造の修復が行われるか 4 週間後、マッソント
リクローム染色および蛍光免疫染色（αSmooth muscle actin;αSMA、Cytokeratin；
CK）法を用いて検討を行った。 

 
（２）ヒト iPS 細胞からの子宮内膜間質細胞の誘導と分化過程における WNT/CTNNB1 経路の役割
の解明 
 DES による子宮内膜の再生を効率良く行うために、DES に子宮構成細胞に分化し得る細胞を予
め搭載して再細胞化を効率良く行う戦略を考案した。ヒトへの臨床応用を鑑み、その候補とし
てヒト iPS 細胞を用いて検討した。すなわち、子宮の構造的機能的欠損に対して、ヒト iPS 細
胞由来の子宮内膜間質細胞(endometrial stromal cells,ESC)を用いた患者特異的な再生医療を
目指す。  
 子宮は中間中胚葉由来のミュラー管が分化して形成される。ここではヒト iPS 細胞よりプロ
ゲステロン依存性分化（脱落膜化）能を有する ESC を誘導し、ESC への分化過程における
WNT/CTNNB1(WC)経路の役割を明らかにすることを目的とした。ヒト iPS 細胞から胚様体(EB)を
作成し, WC 活性化因子 CHIR99021 含有培地で培養した。分化特異的マーカーを用いてミュラー
管分化を確認した。分化細胞の脱落膜化能を確認するため、14 日目(D14)EB を cAMP+メドロキ
シプロゲステロン（MPA）で 8日間処理した。 
 
４．研究成果  
（１）脱細胞化骨格を用いた子宮内膜の再生・再建の開発 
 ヒトおよびカニクイザルの子宮からの脱細胞子宮骨格の作成とその機能解析基盤となる知見
とデータを得るため、主にラット子宮を用いて実験を行った。その理由として、霊長類におい
て子宮頸部と子宮内膜全体の再生を主な目的とする当プロジェクトにおいて、子宮内膜全体の
脱細胞化および再細胞化の技術的基盤と知見が未だ十分に得られていないことが研究を進めて
いくなかで判明したためである。 
① 子宮内膜欠損モデルとしてまず、ラット子宮腔内面を擦過し表層のみを欠損させた子宮に



DES を移植した（子宮内膜菲薄化モデル）。4 週間後に解剖し、欠損部位の構造の再生又は
修復が生じるのか検討を行った。結果として、DES を移植していない群に対し、DES 移植群
では管腔・腺管構造や mass として組織の再構成が認められた。次に内膜のみを全層性に剥
離した子宮に DES を移植した（子宮内膜剥離モデル）。3-4 週間後に解剖を行い、上記と同
様の検討を行った。結果として組織の再生は一部にとどまり、明らかな管腔構造などは得
られなかった。そこで、全層性子宮内膜除去後の DES に DES 直径と同等のシリコン管を挿
入し、同様の移植を行った。結果として、子宮内膜間質細胞の修復に至らなかったものの
上皮細胞の再生に成功した。これらの結果から、菲薄化モデルにおける DES 移植による子
宮内膜の修復及び再構成は可能であることが明らかとなり、さらに今後の検討課題にもな
るが、重症剥離モデルにおいては管腔形態を維持することで DES 移植による子宮組織再構
成ができる可能性が示唆された。 
 
② DES の特性を明らかにするため、DES を正常極性と反転したものをラット子宮の一部欠損部
分に移植し、構造の再生が行われるかについて検討を行った。結果として、DES の構造極
性が反転している場合、再生される子宮組織構造は DES 極性に反映された（図 1, Miki et 
al.,2019）。この事から、DES 移植に関して極性を合わせた移植を行う必要性があることが
明らかとなった。 
 
上記のラットの子宮脱細胞化骨格を用いた子宮
再生・再建の基盤データ・技術をヒトおよびカニ
クイザルに応用すべく、滋賀医科大学動物生命科
学研究センターを霊長類実験の実施場所として選
定・決定し、施設基準を満たし且つ実験実施に必
要な実験体制と実験チームを整えた。 
 
（２）ヒト iPS 細胞からの子宮内膜間質細胞の誘
導と分化過程における WNT/CTNNB1 経路の役割の解明 
 qPCRにて、D4 EBの中間中胚葉マーカーLHX1とPAX2,D8EBのミュラー管マーカーISL1とPAX2、 
D14EB の ESC マーカーHOXA11 とプロゲステロン受容体（PGR）の mRNA レベルは、ヒト iPS 細胞
と比較し有意に上昇していた。cAMP+MPA 処理をした D14EB において、脱落膜化マーカーIGFBP1
と PRL の mRNA レベルは対照群と比較し有意に上昇していた。RNAseq のクラスター分析にて、
D14 EB のトランスクリプトームはより早期の EB と比較して正常 ESC に近似していた。分化誘
導培地に WC 阻害剤を加えると、PGR の発現が有意に抑制された。 
 このように、ヒト iPS 細胞を ESC 様細胞に分化させる事に成功した。また、その分化過程に
WC 経路が重要な役割を果たす事を示した。本研究の成果は、ヒト iPS 細胞を搭載した子宮脱細
胞骨格を用いる子宮再生医療の開発に貢献すると考えられる。 
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