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研究成果の概要（和文）：本研究では，特殊な光に反応する仕組みを細胞・組織・器官に導入したうえで，光を
照射することによりそれらの機能をコントロールすることを目指した．その結果，子宮の重要な機能のひとつで
ある妊娠現象において，妊娠の成立（着床）に重要な遺伝子を光照射でピンポイントに調節することにより，マ
ウスにおいて着床現象をコントロールできた．さらに，その仕組みの効率的な導入を目的として，組織工学を用
いてラット子宮の部分的な再生方法を開発した．また，光照射による子宮疾患の制御を念頭において，子宮内膜
症，子宮内膜癌および子宮筋腫の発生・進展における幹細胞やゲノム異常の役割の一端を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：In this study we aimed to optogenetically regulate the function, 
regeneration, diseases of the female reproductive organ with the combinatory use of stem cell 
biology, genome editing technology, and tissue engineering. As a result, we were able to control 
embryo implantation, one of the important uterine functions, in a spatiotemporal manner through 
optogenetic genome editing of a molecule essential for implantation in mice. To achieve an efficient
 introduction of the optogenetic system into the tissue and organ, we developed a novel 
bioengineering method for the partial regeneration of the uterus in rats. To obtain the basis for 
the optogenetic regulation of the genesis and progression of uterus-associated disorders, we 
explored the roles of stem cells and genomic abnormalities in the pathogenesis of endometriosis, 
endometrial cancer, and leiomyoma.

研究分野： 生殖医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において示された光照射による着床制御は，不妊症，不育症，および子宮に関連する周産期疾患や腫瘍性
疾患に対する光照射治療という新しい治療様式・戦略を提示することに加えて，その実現化に向けての基盤とな
る成果である．さらに，時空間的な現象である着床を光照射のオンオフで自在に解析できる新しい研究手法であ
ることと，その結果もたらされ得る着床のメカニズムのさらなる解明が期待できる点で学術的意義が高い．新し
い子宮の再生・再建技術ならびに子宮関連疾患における幹細胞とゲノム異常の役割の解明は，光照射治療の実現
化に向けての科学的根拠と技術基盤を与えうる点でも学術的社会的意義が高い成果である．

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
雌性生殖器官の構造不全のひとつには，アッシャーマン症候群や頻回の子宮内容除去術による

子宮内膜の欠損や菲薄化がある．これは着床障害や流産を惹起し，不妊症や不育症の原因になる．
この構造不全に加えて，反復着床障害など子宮内膜の機能不全も不妊症や不育症を引き起こす．
しかしながら，これらの病態メカニズムが未だ十分に解明されておらず，有効な治療法も無い． 
子宮内膜では，時間的空間的な遺伝子発現変化が増殖・分化・再生のダイナミニズムを担う．

その制御には，時空間的な介入が可能なシステムを導入する必要がある．従来，時空間的な遺伝
子発現制御にはドキシサイクリン誘導性プロモーターやホルモン受容体を用いたシステムが用
いられてきたが，そのシステムを駆動するために投与するドキシサイクリンやホルモン自体が，
対象細胞・組織に影響を及ぼす．本研究開始当初の時点で，光応答システムと光照射により，任
意の時間に任意の細胞で任意の遺伝子の発現変化を誘導することが可能になった（Yizhar et 
al., Cell, 2011）．この光遺伝学とゲノム編集技術（CRISPR/ CAS9 システム）を組み合わせる
ことにより，佐藤らにより光(blue LED light)応答性にゲノム編集が可能なシステムが開発さ
れた（Nihongaki, et al., Nat Biotech, 2015）．このシステムを導入することにより，子宮を
中心に雌性生殖器官の機能関連遺伝子を光応答性に制御するとともに，このシステムを組み込
んだ細胞を用いた再生治療の開発や雌性生殖器官疾患の病態解明を目指すことにした． 
子宮の構造的欠損については細胞治療が試みられているが，細胞量不足とその足場不足から十

分な組織構築が得られない．これまで申請者らは，組織から細胞を除去する脱細胞化，および脱
細胞化された組織骨格に新たに細胞を移入する再細胞化の技術を用いて，ラットにおいて子宮
の部分的な再生・再建に成功した（Miyazaki & Maruyama, Biomaterials, 2014; Miki, et al., 
Biol Reprod, 2019）．この成果に基づき，細胞だけを移植するのではなく，子宮内膜組織の脱細
胞骨格を細胞の担体として，あるいは予め脱細胞骨格を再細胞化して移植することにより，子宮
内膜の再生・再建を行い，もって子宮内膜の構造的欠損を解決する着想に至った． 
 
２．研究の目的 
本研究では，【1】光照射によるゲノム編集により雌性生殖器官の特定の細胞における特定の遺伝
子の発現を時空間的に制御するシステム，【2】雌性生殖器官から細胞を除去して得られた細胞外
基質のみを有する足場(脱細胞化雌性生殖器官骨格を細胞・組織の導入・運搬・維持の担体とし
て用いるシステム，【3】幹細胞を起点として雌性生殖器官の構成細胞・組織を作製するシステム
(幹細胞工学)，の三つのシステムを単独あるいは複合的に開発し用いることを通じて，雌性生殖
器官の機能・再生・疾患を制御する新しい研究ツールと治療技術に関する基盤知見を得ることと，
それらを用いて疾患の病態メカニズムを解明することを目的とする．以下の研究を行った．   
1) 光応答性 CRISPR/CAS9 システムによるマウス生殖能の in vivo 制御 
2) ラットにおける子宮内膜脱細胞化骨格（decellularized endometrial scaffold: DES）によ

る子宮内膜の全層再生 
3) 正常子宮平滑筋細胞に対する MED12 変異導入による機能的病因解析 
4) 子宮内膜癌細胞における癌幹細胞の同定と特性解析 
5) 子宮内膜幹細胞マーカーSUSD2/W5C5 を用いた子宮内膜症病変における幹細胞様細胞の同定

と細胞特性の解析 
 
３．研究の方法 
1) 光応答性 CRISPR/CAS9 システムによるマウス生殖能の in vivo 制御 

光 CAS9 生殖制御モデルを作るべく，着床期に特異的に発現し着床を制御する leukemia 
inhibitory factor (LIF)に対する gRNA(Lif-gRNA)を作成した．交配確認後，ICR 雌マウス
2.5dpc に光 CAS9 プラスミドに加えて対照 gRNA（Ctrl-gRNA）あるいは Lif-gRNA を腹腔内投
与し，3.5dpc に青色 LED をマウス全体に 24 時間照射した．4.5dpc で LIF の発現を確認し，
7.5dpc で着床数を検討した．さらにレスキュー実験として，Lif-gRNA 投与群の LED 照射前
にリコンビナント LIF (rLIF)を子宮内へ投与し，着床数の検討を行った． 
 

2) ラットにおける DES による子宮内膜の全層再生 
ドナーラットから内膜全層を管状構造で摘出し，界面活性剤を用いて DES を作成した．レシ
ピエントラットは，両子宮角から内膜全層を管状構造に欠損させ，一方の子宮角の欠損部に
癒着防止目的にシリコン管のみを留置固定し（CTR 群），反対側にはシリコン管を挿入した
DES を移植した（DES 群）．移植後 1か月で子宮を摘出し，組織学的および免疫蛍光染色にて
解析した． 
 

3) 正常子宮平滑筋細胞に対する MED12 変異導入による機能的病因解析 
ヒト子宮筋腫の約 70%にみられる mediator complex subunit 12 (MED12) の変異を，マウス
子宮平滑筋に導入すると子宮筋腫が発生することから，MED12 は子宮筋腫の原因遺伝子と考
えられている．しかし，ヒト細胞を用いた MED12 変異の病因解析はこれまで行われていなか
ったので，MED12 変異の導入による機能解析を行った．手術検体よりヒト子宮平滑筋細胞
（uterine smooth muscle cell，USMC）の分離を行った．CRISPR/CAS9 システムにより，USMC
に子宮筋腫で高頻度な MED12 変異を導入した（mtUSMC）．USMC および mtUSMC に対し，増殖能



や子宮筋腫に特徴的なコラーゲン産生能，及び免疫不全マウスへの腎被膜下移植による造腫
瘍能を，さらに筋腫に関わる成長因子 TGFB3 を添加して同様に検討した． 
 

4) 子宮内膜癌細胞における癌幹細胞の同定と特性解析 
子宮内膜癌細胞株より癌幹細胞を同定しその癌幹細胞に選択的に作用する薬剤の探索を行
った．癌幹細胞特性の検証実験として，増殖能，コロニー形成能，および浸潤能といった in 
vitro 解析に加えて，免疫不全マウスへの移植をすることで in vivo での造腫瘍能も調べ
た．癌幹細胞へ選択的に作用する候補薬剤から，上記の癌幹細胞特性を選択的に阻害する薬
剤を調べた． 
 

5) 子宮内膜幹細胞マーカーSUSD2/W5C5 を用いた子宮内膜症病変における幹細胞様細胞の同定
と細胞特性の解析 
子宮内膜症（内膜症）の病因仮説として，移植説や化生説に加えて，近年，内膜症細胞の由
来が子宮内膜の幹細胞であるとする内膜症幹細胞説が提唱されている．同説を検証する一環
として，内膜症病巣における子宮内膜幹細胞の表面抗原 SUSD2/W5C5 (以下，W5C5)を有する
細胞の存在とその幹細胞特性の有無を明らかにすることを目的とした．内膜症性卵巣嚢胞組
織(対象者 32 名，平均 35.7±7.8 歳)から機械的分散および酵素処理により内膜症間質細胞
を分離し，フローサイトメトリーで W5C5 を含む細胞表面抗原の解析を行った．内膜症組織
から W5C5 陽性および陰性細胞（W5C5+および W5C5-）を分離した後，コロニー形成試験と分
化誘導実験により自己複製能と多分化能をそれぞれ評価した．また抗 W5C5 抗体による内膜
症組織の免疫染色を行った． 
 

４．研究成果 
1) 光応答性 CRISPR/CAS9 システムによるマウス生殖能の in vivo 制御 

LED 照射を行った交配 4.5dpc マウス子宮内膜腺上皮において，Ctrl 群では強い LIF 発現が
認められたが，Lif-gRNA 投与群では LIF の発現が減少した．さらに，7.5dpc マウス子宮で
はCtrl群に比較してLif-gRNA群では着床数が有意に減少したが，rLIF投与によりLif-gRNA
群による着床数の減少がキャンセルされ妊孕能が回復した． 
光 CAS9 により，時間的空間的にマウスの生殖能（胚受容能）を制御することに成功した．
本システムは，時空間的イベントである着床現象を制御する因子の同定やメカニズムを解明
するうえで，有用なシステムになり得ると考えられる． 
 

2) ラットにおける DES による子宮内膜の全層再生 
DES 群においては内膜間質の面積比（間質/全体）および内膜間質の核数比（間質/全体）は
有意に多く（DES 群 vs CTR 群：それぞれ 0.32 ± 0.025 vs 0.23 ± 0.032; P<0.05, 0.30 
± 0.020 vs 0.23 ± 0.024; P<0.05），DES は内膜間質部の再生を促進した（n=5）．しかし
ながら，両子宮角の移植部位で管腔上皮および腺管上皮は十分に修復されなかった．DES は
ラットの子宮内膜全周全層欠損部位において，内膜間質の再生を促進するポテンシャルを有
していた． 
 

3) 正常子宮平滑筋細胞に対する MED12 変異導入による機能的病因解析 
USMC は正常核型で MED12 の変異も無く，in vivo での造腫瘍能は認められなかった．USMC に
比較して mtUSMC では，in vitro での増殖能や in vivo での造腫瘍能差は無かったものの，
in vitro においてコラーゲン（type I）産生能が高く，エストロゲン，黄体ホルモンおよび
TGFB3 の存在下で，その産生は増強される傾向にあった．MED12 変異により筋腫特性のひと
つであるコラーゲン産生能の増強は認められたが，MED12 変異のみではその他の筋腫特性を
誘導することができなかった．他の追加因子や子宮筋幹細胞への選択的な MED12 変異の導
入が筋腫特性の十分な獲得には必要である可能性が示唆された． 
 

4) 子宮内膜癌細胞における癌幹細胞の同定と特性解析 
様々な子宮内膜癌細胞株を調べた結果，高分化型腺癌由来の内膜癌細胞株である HHAU に幹
細胞特性を有する side population (SP)細胞が少数存在していた．候補薬剤のうち，この 
HHUA-SP の癌幹細胞特性を最も阻害する薬剤はソラフェニブであった．HHUA および HHUA-SP
を用いた本研究での実験システムは，今後内膜癌幹細胞選択的（特異的）薬剤のスクリーニ
ングシステムとしての有用であることが示された．また，現在内膜癌には適用の無いソラフ
ェニブを今後は内膜癌治療のラインアップに加えるべき科学的根拠が得られた． 
 

5) 子宮内膜幹細胞マーカーSUSD2/W5C5 を用いた子宮内膜症病変における幹細胞様細胞の同定
と細胞特性の解析 
分離した内膜症間質細胞の 28.2±9.5%は W5C5+であった．W5C5+のコロニー形成能は W5C5-に
比して有意に高く（0.89％ vs 0.30％, p<0.05），W5C5+は軟骨・骨・脂肪・筋細胞への多分
化能も有したが，W5C5-では認めなかった.免疫染色では，血管周囲に存在する内膜間質マー
カーCD10 陽性細胞の多くが W5C5 を共発現していたが，腺上皮とその近傍には W5C5+は認め



られなかった．内膜症間質にも，正所性内膜と同様の W5C5 陽性細胞が存在し幹細胞特性で
ある自己複製能と多分化能を有していた．正所性内膜由来の W5C5 陽性細胞が，幹細胞様の
細胞として内膜症間質成分の発生・進展に寄与している可能性が示唆された． 
 

以上より，子宮の重要な機能のひとつである妊娠現象において，妊娠の成立（着床）に重要な遺
伝子を光照射でピンポイントに調節することにより，マウスにおいて着床現象をコントロール
できた．さらに，その仕組みの効率的な導入を目的として，組織工学を用いてラット子宮の部分
的な再生方法を開発した．また，光照射による子宮疾患の制御を念頭において，子宮内膜症，子
宮内膜癌および子宮筋腫の発生・進展における幹細胞やゲノム異常の役割の一端を明らかにし
た． 
 
本研究において示された光照射による着床制御は，不妊症，不育症，および子宮に関連する周産
期疾患や腫瘍性疾患に対する光照射治療という新しい治療様式・戦略を提示することに加えて，
その実現化に向けての基盤となる成果である．さらに，時空間的な現象である着床を光照射のオ
ンオフで自在に解析できる新しい研究手法であることと，その結果もたらされ得る着床のメカ
ニズムのさらなる解明が期待できる点で学術的意義が高い．新しい子宮の再生・再建技術ならび
に子宮関連疾患における幹細胞とゲノム異常の役割の解明は，光照射治療の実現化に向けての
科学的根拠と技術基盤を与えうる点でも学術的社会的意義が高い成果である． 
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