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研究成果の概要（和文）：着床・受胎率を改善し生殖効率を向上させるには、着床関連因子の人為的な操作が必須であ
る。そのためには、着床期特異的な因子の制御機構とその機能を理解する必要がある。本申請研究では、着床関連因子
の一つであるIhhに着目し、申請者が開発した生体外子宮内膜モデル（スフェロイド）を用いてIhhの制御機構と機能を
明らかにする。これらの結果はIhhの人為的な制御法の確立に繋がり、着床・受胎率の向上へ繋がるものと期待される
。

研究成果の概要（英文）：Hedgehog (Hh) proteins are involved in organogenesis and tumorigenesis by 
regulation of cell proliferation, differentiation and cell-cell interactions. In mammals, indian hedgehog 
(Ihh) is up-regulated by P4 and critically mediates uterine receptivity in the mouse. Additionally, 
expression of Ihh mRNA increased at the implantation period in rat uterus. These results indicate that 
Ihh expression is important in the uterus during pre-pregnancy. Recently, it was reported that the mouse 
conditional mutation of Ihh in the uterus during pregnancy has no competency of implantation and 
decidualization. The report suggested that the Ihh plays a critical role in the implantation through 
epithelial-stromal cross-talk. However, expression of Ihh in the endometrium of mammalian uterus has not 
been reported yet without rodents. In this study, we investigated the expression and regulation of Ihh in 
the bovine endometrium in vivo and in vitro.

研究分野：動物繁殖生理学
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１．研究開始当初の背景 
	 受精から分娩までに至るまでの妊娠期間
において、着床が成立した後分娩に至るまで
の胚のロスは通常 5％以下とされる。このこ
とは、着床過程が妊娠成立のための最も大き
な律速段階であることを示している。したが
って、胚と子宮内膜の着床を人為的に制御す
ることが可能となれば、生殖効率を劇的に改
善することが可能となる。着床過程には母体
側と胎子側の両方の因子が複雑に作用し合
う。しかしながら、着床期に機能的に働く因
子を人為的に制御できる技術は現在まで開
発されていない。この要因として、着床機構
の解明が不十分であり、特に着床関連因子の
制御機構に関する研究が少ないことが挙げ
られる。本研究では、着床に必須とされるイ
ンディアンヘッジホッグ（Ihh）に着目し、
その制御機構と機能について子宮内膜スフ
ェロイドを用いて解析する。	
 
２．研究の目的 
	 着床・受胎率を改善し生殖効率を向上させ
るには、着床関連因子の人為的な操作が必須
である。そのためには、着床期特異的な因子
の制御機構とその機能を理解する必要があ
る。本申請研究では、着床関連因子の一つで
ある Ihh に着目し、申請者が開発した生体外
子宮内膜モデル（スフェロイド）を用いて Ihh
の制御機構と機能を明らかにする。これらの
結果は Ihh の人為的な制御法の確立に繋がり、
着床・受胎率の向上へ繋がるものと期待され
る。	
 
３．研究の方法 
１）ウシ子宮組織および培養細胞における
Ihh の発現解析	
a.	ウシ子宮組織における Ihh の発現解析	
	 前述のように、ウシを含む家畜の子宮にお
ける Ihh の発現は未だ報告がない。生体から
の情報は本研究で欠かせないものであり、特
に着床期（ウシでは妊娠 18〜20 日）子宮に
おける Ihh の発現解析が必要である。妊娠 18
日目のウシ子宮から伸張期胚と子宮組織の
サンプリングを行い（5頭分）、発情周期にお
ける発現と比較して解析を行った。	
b.	培養細胞およびスフェロイドにおける
Ihh の発現解析	
	 培養系を用いて Ihh の制御機構を解析する
には Ihh 発現細胞は必須のものであり、生体
外での発現特性を明らかにしておく必要が
ある。マウスやラットの知見から、子宮内膜
上皮細胞がそのターゲットとなることが予
測される。単層上皮細胞とスフェロイド内の
上皮細胞での相違、および妊娠に必須なステ
ロイドホルモンである P4 の影響について解
析を行った。	
２）Ihh の発現制御におけるステロイドホル
モンの役割	
	 子宮における Ihh の発現はプロジェステロ
ン（P4）に制御されることが想定されている。

しかしながら、その分子レベルでの作用機序
や予想される仲介因子の存在に関しては未
だ不明である。さらに、申請者らはラットの
着床遅延モデルを使った実験において、着床
に必須なエストラジオール（E2）が Ihh の発
現を持続させるが、その下流因子である Gli1
を抑制することを明らかにした。これらの結
果は、P4 と E2 が Ihh の発現制御の中心的な
役割を果たしている可能性を示すものであ
り、その作用機序を中心とした解析を行い
Ihh の発現制御機構を明らかとする。	

４．研究成果	
１）ウシ子宮内膜における Ihh の発現	
	 抗 Ihh 抗体を用いてウシ子宮内膜組織にお
ける Ihh タンパクの発現を解析した。免疫組
織化学的検索の結果、ウシ子宮内膜における
Ihh の発現は、腔上皮および腺上皮に局在し
ていた。間質ではほとんど発現は見られなか
った（図１A,B）。ウエスタンブロッティング
の結果、分子量 34kDa 付近に一本のバンドが
検出された（図１C）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
２）卵胞期、黄体期および着床期における Ihh
の発現動態	
	 RT-PCR の結果、卵胞期、黄体期および着床
期のウシ子宮内膜において Ihh	mRNA のバン
ドが検出された。real-time	qPCR によって遺
伝子の発現量を解析した結果、卵胞期と比較
して、黄体期および着床期において有意に高
い値を示した（P<0.05）（図２A,C）。ウエス
タンブロッティングによって得られたバン
ドを数値化し、タンパク質の発現量を比較し
た結果、遺伝子と同様に卵胞期と比較して黄
体期および着床期において有意に高い値を
示した（P<0.05）（図２B,D）。これらの結果
から、ウシ子宮内膜における Ihh の発現は P4
によって促進されている可能性が示唆され
た。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



３）ウシ子宮内膜間質細胞（BES）および上
皮細胞（BEE）における Ihh の発現	
	 ウシ子宮内膜より組織片を採集し、エクス
プラント法によって細胞を採取・分離した。
単層培養 BES と BEE の Ihh 遺伝子発現を
real-time	qPCR によって解析した結果、上皮
細胞で有意に高い値を示した（P<0.05）（図
３A）。この結果は子宮内膜組織における Ihh
の局在と一致するものであった。一方で、培
地への P4 添加の影響は認められず、P4 が子
宮内膜上皮細胞の Ihh 発現を直接的に誘導し
ているのではない可能性が示された。ウエス
タンブロッティングによるタンパク質発現
解析の結果は、遺伝子発現とほぼ同様であり、
上皮細胞で高い発現が認められ、P4 の直接的
な発現誘導作用は認められなかった（図３B）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
４）ヘテロスフェロイドにおける Ihh 発現	
	 血中 P4 濃度が高い黄体期および着床期に
おいて子宮内膜における Ihh の発現が促進さ
れていたにも関わらず、BES と BEE と単層培
養細胞では P4 の直接的な促進効果は認めら
れなかった。そこで本研究では、P4 が間質細
胞を介して間接的に上皮細胞の Ihh 発現を制
御している可能性を想定し、ヘテロスフェロ
イドを用いた解析を行った。BES と BEE から
構成されるヘテロスフェロイドは、最外層が
BES で被われ、内部に BES と ECM を含む構造
の三次元多細胞塊である。単層培養細胞と比
較して、スフェロイドの組織構造および生理
学的反応が生体組織と近いため、細胞機能の
解析に用いられている。real-time	qPCR	の
結果、培地への P4 添加によってヘテロスフ
ェロイドの Ihh 遺伝子発現が有意に増加した
（P<0.05）(図４A)。Ihh タンパク質の発現も
同様の結果を示した(図４B,C)。単層培養細
胞での解析結果を考慮すると、P4 によって間
質細胞で何らかの因子が産生され、その因子
によって上皮細胞の Ihh 発現が制御されてい
る可能性が示唆された。このことは、間質細
胞を介した P4 による上皮細胞の制御機構の
存在を示唆するものである。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

５）間質細胞ホモスフェロイド培養上清の影
響	
	 子宮内膜スフェロイドを用いた解析結果
から、間質細胞で生産される因子が Ihh の発
現を制御している可能性が示唆された。そこ
で、様々な条件で間質細胞ホモスフェロイド
を処理し、その培養上清を回収してウシ子宮
内膜スフェロイドの培養培地に添加した。
real-time	qPCR で Ihh の遺伝子発現を解析し
た結果、P4 によって処理した間質細胞ホモス
フェロイドの培養上清添加によって、Ihh の
遺伝子発現が有意に増加した（P<0.05）。P4
と同時にそのアンタゴニストである RU486 を
同時に加えて P4 の作用を阻害すると発現促
進作用が消失した。一方で、培養上清回収処
理時に添加した P4 が、子宮内膜ヘテロスフ
ェロイドの遺伝子発現を促進する可能性が
示唆されたため、P4 処理培養上清を子宮内膜
ヘテロスフェロイドに添加する時に RU486 を
同時に添加する区を設けた結果、Ihh の遺伝
子発現は有意に増加した（P<0.05）。これら
の結果から、P4 によって間質細胞で産生が誘
導された何らかの因子によって Ihh 遺伝子の
発現が誘導されると結論付けられた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
６）間質細胞産生因子の影響	
	 肝細胞増殖因子（HGF）は子宮内膜間質細
胞で産生されていることが報告されており、
子宮機能に何らかの役割を持つ事が示唆さ
れている。本研究ではウシ子宮内膜スフェロ
イドの Ihh 遺伝子発現に対する HGF の効果を
解析した。その結果、HGF による Ihh 遺伝子
発現促進効果は認められなかった。本研究で
は、P4 によって間質細胞で産生が誘導された
何らかの因子によって Ihh 遺伝子の発現が制
御されていることを明らかにした。今後はそ
の網羅的な解析によって制御因子を明らか
にする必要が有る。	
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