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研究成果の概要（和文）：ラットを用いて脱細胞化・再細胞化による子宮再建技術の開発を行った。その結果、界面活
性剤を用いることで、細胞外マトリックスや微小血管構造骨格を維持したままラット子宮から細胞を除去する（脱細胞
化）技術を開発した。また、この脱細胞化骨格に、子宮細胞などを注入することにより、子宮様組織を再構築し得た（
再細胞化）。さらに、in vivoでの再細胞化として, ラット子宮の一部を切除して脱細胞化マトリックスに置換した結
果、プロゲステロン受容体や脱落膜化マーカーの発現を伴う子宮組織が再生されただけでなく、この子宮において自然
妊娠が成立した。本法がヒト子宮再建に向けての有用な基盤技術になる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：No effective therapies exist for complete loss of uterine structure and/or 
function. For such patients, genetic motherhood is possible only through gestational surrogacy or uterine 
transplantation. We here decellularized rat uteri decellularization by aortic perfusion with detergents 
and produced an underlying extracellular matrix together with an acellular, perfusable vascular 
architecture. Uterine-like tissues were then regenerated and maintained in vitro for up to 10 d through 
decellularized uterine matrix (DUM) reseeding with adult and neonatal rat uterine cells and rat 
mesenchymal stem cells followed by aortic perfusion in a bioreactor. Furthermore, DUM placement onto a 
partially excised uterus yielded recellularization and regeneration of uterine tissues and achievement of 
pregnancy nearly comparable to the intact uterus. These results suggest that DUM could be used for 
uterine regeneration, and provides insights into treatments for uterine factor infertility.

研究分野：産婦人科学、生殖生理学、幹細胞学、再生医学
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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）による後天的な子宮欠損が挙げられる．
また，子宮関連疾患の塞栓術の際，血流不全
により子宮機能不全に陥ることも少なくな
い．このような子宮の構造・機能欠損に対す
る究極の医療は，代理母に代表される代理子
宮であるが，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）．しかしながら，本法を用いて子宮を
再建した報告は国内外を通じて皆無である． 
われわれはこれまで，ヒト子宮の再建に向け
て，世界に先駆けてヒト子宮内膜組織および
子宮筋組織より幹細胞的性質を有する細胞
集団を分離することに成功し，その組織再構
築能ならびに多分化能について報告した 
(Ono, et al. PNAS, 2007;Masuda, et al., 
PLoS ONE, 2010; Ono, et al., Hum Reprod, 
2010)．さらに，内膜再生・内膜症モデルも
作製し，幹細胞研究を目指す本研究での基盤
ツールを開発した（Masuda, et al. PNAS, 
2007）．幹細胞を用いた子宮再生医療を完成
させるべく，脱細胞化・再細胞化技術を用い
た子宮再建・再構築の戦略を着想するに至っ
た． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，ヒト子宮の再建・再構築
を目指した再生医療を実現すべく，ラットな
どの小動物を用いて，その基盤知見の収集と
基盤技術の開発を目的とする．具体的には，
以下を行う． 
(1) 脱細胞化技術の開発と確立 
(2) 再細胞化技術の開発と確立 
(3) In vitro 構築子宮の構造・機能解析 
(4) In vivo 構築子宮の構造・機能解析 
(5) 雌性生殖器官の再構成・機能再建に関す
る基盤技術の開発 
 
 細胞トラッキング技術を用いて，上記の子
宮の脱細胞化，再細胞化，および再建・再構
築過程における子宮の幹細胞の振る舞いと
役割を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
(1) 脱細胞化技術の開発と確立 
① 両親媒性溶媒・界面活性剤を用いた脱細
胞化技術の開発 
 ラット子宮を下大静脈と大動脈付きで摘
出した後，潅流装置を用いて大動脈経由でド
デシル硫酸ナトリウムなど種々の両親媒性

溶媒・界面活性剤を灌流し，子宮を脱細胞化
した．免疫組織化学及び透過型電子顕微鏡に
て decellularized scaffold (DS)の組織学的
評価を行った． 
 
② その他の方法による脱細胞化技術の開発 
超高圧処理，マイクロ波照射下での洗浄，
あるいはその両者を組み合わせた方法を用
いて，ラット子宮の脱細胞化を試みた．上記
と同様に，免疫組織化学及び透過型電子顕微
鏡にて DS の組織学的評価を行った． 
 
(2) 再細胞化技術の開発と確立 
 In vitro 再細胞化実験として，ラット子宮
より単離した細胞，子宮細胞株，骨髄間葉系
幹細胞などを，単独あるいは組み合わせて DS
に注入し，酸素化した培地を大動脈より灌流
して細胞注入 DS を培養する．  
 In vivo 再細胞化実験として，ラット子宮
角の一部を切除し，DS の一部を欠損部に移植
する．In vitro 実験では培養開始 3日後から
経時的に DS の一部を摘出し，in vivo 実験で
は4〜6週後に移植部位を摘出した．続いて，
腺上皮，間質など各内膜細胞系譜のマーカー
にて免疫組織化学解析を行った． 
 
① 幹細胞あるいはその関連細胞のトラッキ
ングと bioluminescence imaging（BLI） 
 上記の in vitro あるいは in vivo の再細
胞化の前に，注入予定の幹細胞あるいはその
関連細胞に対して，発光蛋白あるいは蛍光蛋
白を発現する遺伝子が搭載されたレンチウ
イルスを感染させて，発光蛋白あるいは蛍光
蛋白を恒常的に発現させるように操作した．
これらの発光細胞・蛍光細胞とマジョリティ
を占める非標識の細胞と混合して注入し，子
宮の再建・再構築を図る．それらの発光・蛍
光細胞が，再構築過程でどの場所にどのよう
に寄与しうるかを，BLI でリアルタイム並び
に非侵襲的にモニタリングするとともに，免
疫組織化学などを用いて，詳細な局在・系譜
解析を行った． 
 
(3) In vitro 構築子宮の構造・機能解析 
 上記の in vitro で再細胞化した子宮に対
して，エストロゲン単独あるいはプロゲステ
ロンや他の性ステロイドホルモンあるいは
それらの阻害剤を併用して器官培養し，増殖
能・分化能を検討した．さらに，ラット胚を
子宮腔内に注入し，着床および引き続いての
初期胎盤形成の過程を観察した． 
 さらに，注入細胞に発光蛋白および蛍光蛋
白で標識した子宮幹細胞あるいは間葉系幹
細胞を混合して注入し，BLI を用いて，幹細
胞を追跡（トラッキング）することにより，
その振る舞いと各細胞系譜への貢献を検討
した． 
 
(4) In vivo 構築子宮の構造・機能解析 
 In vivo で再細胞化した子宮に対して，エ



ストロゲン単独あるいはプロゲステロン併
用の存在下で器官培養し，増殖能・分化能を
検討した．さらに，ラット胚を子宮腔内に注
入し，着床および引き続いての初期〜中・後
期の胎児発育および胎盤形成の過程を観察
した． 
 さらに，注入細胞に発光蛋白および蛍光蛋
白で標識した子宮幹細胞あるいは間葉系幹
細胞を混合して注入し，BLI を用いて，幹細
胞を追跡（トラッキング）することにより，
その振る舞いと各細胞系譜への貢献を検討
した． 
 さらに DS 移植ラットを同系雄ラットと交
配して，妊娠させるとともに，着床部位，胎
仔数，胎仔体重などのパラメーターに関する
検討を行い，再細胞化子宮の生殖機能特性を
検証した．In vivo BLI を施行し，非侵襲的
リアルタイムに，再構成子宮における幹細胞
の振る舞いをモニタリングすることにより，
幹細胞の in vivo における役割と振る舞いを
検討した． 
 
(5) 雌性生殖器官の再構成・機能再建に関す
る基盤技術の開発 
 再生医療の要件としては，細胞，増殖・分
化誘導因子，足場（scaffold）が必要である．
特に足場は構造・機能再建に必須となるが，
そのなかで脱細胞化（decellularization）
による足場の作成を模索した（Ott et al., 
Nat Med, 2010）． 
 齧歯類の子宮は双角なので，一方の子宮を
摘出し界面活性剤あるいは高圧環境で細胞
成分を飛散させた後，細胞外基質による組織
骨格に対して，子宮を作成するために，幹細
胞を中心とした細胞を埋め込み，人工子宮片
を作成した．これを，対側の intact の子宮
（あるいは一部切離した子宮）に接合させる
ことにより，構造的にも機能的にも子宮とし
て作動するかを検討した． 
 構造としての再構成については，免疫組織
化学的・生化学的手法により検証した．一方，
機能再建が達成できたか否かについては，本
来の子宮の機能は着床・妊娠の場であること
を鑑み，再構成マウスを妊娠させて，産仔が
得られるかについて調べた． 
 
４．研究成果 
 脱細胞化技術の開発と確立については，ラ
ット子宮を下大静脈と大動脈付きで摘出し
た後，潅流装置を用いて大動脈経由でドデシ
ル硫酸ナトリウムにより灌流し，子宮を脱細
胞化することに成功した．この脱細胞化マト
リックス（decellularized scaffold, DS）
を免疫組織化学及び透過型電子顕微鏡にて
解析したところ，コラーゲンなどの細胞外基
質とともに血管構造などの組織三次元構造
が保持されていた．さらに，大動脈経由での
Allura Red 染色色素の注入により，微細な血
管構造まで染め分けることが可能であった．
このことは，単に形態的な血管構造が保持さ

れているだけでなく，液性成分の漏出などが
容易に起きない血管構造の強度も保持され
ていることが判明した． 
再細胞化技術の開発と確立については，in 
vitro 再細胞化実験として，ラット子宮より
単離した細胞，子宮細胞，骨髄間葉系幹細胞
などを，単独あるいは組み合わせて DS に注
入し，酸素化した培地を大動脈より灌流して
細胞注入 DS を培養した．その結果，HE 染色
および免疫組織化学により腺上皮および間
質の組織構造の復元が確認されるとともに，
最大 10 日間までその再細胞化組織を培養す
ることが可能であった．ただし，平滑筋構造
については十分な再構築は得られなかった．
In vivo 再細胞化実験として，ラット子宮角
の一部を切除した後 DS の一部を欠損部に移
植した．移植４週間後に移植部位を HE 染色
および免疫組織化学により検討したところ，
腺管・腺上皮・間質・平滑筋構造がほぼ正常
に再構築されていた．一方，DS を移植しなか
ったラットでは，組織は菲薄化しており，上
記の一連の子宮構造は十分に再構築されな
かった． 
 上記の通り，脱細胞化子宮マトリックス
（DUM）が同種同系ラット間で子宮組織再構
成の足場として in vivo で機能することを明
らかにした．そこで，将来の臨床への応用を
念頭において，DUM を異系統ラットに同種移
植しても機能的な子宮再生が可能か検証し
た．Sprague-Dawley ラット（SD）子宮に界面
活性剤を灌流し DUM を作成した．Wistar 系統
のレシピエントラットの子宮角を部分切除
し，SD 由来 DUM 或いは子宮同種移植片
（Uterine allograft；UtA）を欠損部に移植
した．5週後に移植部位の再生組織を切除し，
リアルタイムPCRを用いてCasp3，Esr1，Esr2，
Pgr 各遺伝子発現の定量解析を行った．移植
5 週後，DUM 移植部位には子宮内膜と筋層を
含む子宮組織が再生しており，免疫拒絶を疑
う所見は認められなかった．一方，UtA 移植
部位には線維化が認められ，系統立った子宮
再生に至らなかった．アポトーシスマーカー
である Casp3 遺伝子発現量は UtAと比較して
DUM において有意に低値であった（p＜0.01）．
ホルモン受容体である Esr1，Esr2，Pgr 各遺
伝子発現量は UtAと比較して DUMにおいて有
意に高値であった（p＜0.01）．DUM を同種移
植すると，免疫拒絶を受けずにホルモン応答
性を持った子宮組織の再生を促進する事が
判明した．この結果は,将来的な臨床応用に
際して，子宮性不妊患者に別個体由来の DUM
を移植し機能的な子宮再生を行う事ができ
る可能性を示唆している． 
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