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研究成果の概要（和文）：ラットiPS細胞を購入し，レンチウィルスベクターにてGFP遺伝子およびluciferase遺伝子を
導入した．FACSにてGFP陽性細胞を分取し，GFP陽性ラットiPS細胞のクローニングに成功した．GFP陽性ラットiPS細胞
を免疫不全マウスに皮下移植し，in vivo imaging systemを用いた細胞発光の追跡が可能であることを確認した．さら
に，6週間後の奇形腫形成を確認した．
ラットiPS細胞を，各分化段階に応じて培養液中の各種増殖因子の組成を変えながら培養した．リアルタイムPCRにて，
ラットiPS細胞が中胚葉を経てミュラー管系統に分化していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Rat iPS cells (riPSCs) were purchased and propagated. GFP gene and the luciferase 
gene were introduced in riPSCs with the lentiviral vector. GFP-positive riPSCs were cloned by single cell 
sorting of GFP-positive cells using FACS. GFP-positive riPSCs were transplanted into immunodeficient mice 
subcutaneously, and the cellular luminescence, which was generated by degradation of luciferin catalyzed 
by luciferase, and reflects the cell growth, was non-invasively tracked using in vivo imaging system. 
Teratoma formation was confirmed 6weeks after the transplantation.
RiPSCs were cultured in a medium supplemented with several growth factors for differentiation. 
Quantitative real-time PCR was performed to confirm the expression of the gene markers, and the results 
suggested that riPSCs underwent differentiation into Mullerian lineage via intermediate mesoderm.
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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作成したDS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べルで作成し得ることが

報告された(Ott, et al, Nat Med, 2007)。 

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

構築を研究中であるが、その過程でラット子

宮の完全な脱細胞化に成功した。さらに、ラ

ット子宮単離細胞をこの脱細胞化Scaffoldに

注入してin vitroで培養することで、子宮内

膜様組織の再構築を認めた。しかし、実際の

ヒトでの臨床応用を考えると、再構築に用い

る子宮細胞をどこから得るのかが問題となる。

なぜなら、子宮悪性疾患にて子宮摘出を行う

患者の場合、自らの子宮細胞を用いた再構築

子宮は悪性疾患再発のリスクがあり、また、

先天性子宮欠損の患者においては、自らの子

宮細胞を得ることさえ不可能である。 

このような臨床応用上の問題点を解決するた

めには、患者自身から得られる幹細胞を子宮

構成細胞（腺上皮細胞、間質細胞など）に分

化させることが不可欠であり、具体的には

induced pluripotent stem cell（iPS細胞）

および間葉系幹細胞がその候補に挙げられる。

現時点でiPS細胞を子宮構成細胞に分化させ

たという報告はないが、これを達成する上で

ヒントとなり得る報告はいくつか見られる。

例えばYeらは、ヒト胚性幹細胞をマウス内膜

間質細胞とともに免疫不全マウスの腎被膜下

に移植することで、in vivoで内膜上皮様組織

へと分化させることに成功した（Ye, et al, 

PLoS ONE, 2011）。また、Aghajanovaらは、ヒ

ト間葉系幹細胞を特定条件下で培養すること

により、in vitroで内膜間質細胞へと分化さ

せることに成功した（Aghajanova, et al, 

Biol. Reprod., 2010）。これらの知見からiPS

細胞と間葉系幹細胞からの子宮構成細胞への

分化、さらにそれを我々のもつ子宮脱細胞

化・再細胞化技術に応用させた子宮再構築の

開発を着想するに至った。 

 

2. 研究の目的 

本研究では、iPS 細胞を用いたヒト子宮の

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.ラット iPS 細胞・間葉系幹細胞を、腺上

皮・間質など子宮の各構成要素に分化させる 

#2.ラット iPS 細胞・間葉系幹細胞から分化

した子宮構成細胞を、子宮組織に脱細胞化を

施した足場（decellularized scaffold; DS）

に播種し、子宮を再構築する 

#3.構築子宮の構造・機能解析 

#4.構築子宮の生体移植 

 



3.研究の方法 

(1)ラット iPS 細胞を Applied Biological 

Materials 社より購入し、培養・増殖を行っ

た。 

(2)将来的な in vivo での非侵襲性解析や

cell tracing を鑑み、レンチウィルスベクタ

ー（targeting systems 社より購入）にて

green fluorescent protein（以下 GFP）遺伝

子および Luciferase 遺伝子を導入した 

(Figure 1)。 

(3)MoFlo XDP（Beckman Coulter 社）を使用

した Fluorescense-activated cell sorting

（FACS）にて GFP 陽性細胞を分取し，GFP 陽

性ラット iPS 細胞のクローニングを行った 

(Figure 1)。 

(4)GFP陽性ラットiPS細胞を免疫不全マウス

に皮下移植し、in vivo imaging system

（IVIS；住商ファーマ）を用い、非侵襲的に

細胞発光の追跡を行った。 

(5)ラット iPS 細胞を、各分化段階に応じて

培養液中の各種増殖因子などの組成を変え

ながら培養した。 

(6)リアルタイム PCR にて、中胚葉マーカー

（LHX1, OSR1）、ミュラー管系統マーカー

（HOXA10, ESR1, PGR）のメッセンジャーRNA

発現を評価した。 

 

4. 研究成果 

(1)FACS を用いた GFP 陽性ラット iPS 細胞の

クローニングによって，GFP 遺伝子および

Luciferase 遺伝子を恒常的に発現するクロ

ーンを得ることに成功した。 

(2)上記クローン細胞を免疫不全マウスに皮

下移植し、生体内での細胞増殖を IVIS にて

非侵襲的に観察する事に成功した（Figure 2）。

6 週間後には移植部位での奇形腫形成を確認

した（Figure 2）。 

(3)ラット iPS 細胞の分化 

①ラット iPS細胞を増殖因子などの組成を変

えながら培養することで、まず未分化マーカ

ーDPPA5/ESG1 の発現低下を認めた。 

②次に、中胚葉マーカーBrachyury，MIXL1，

GSC の発現上昇。そして中間中胚葉マーカー

LHX1，OSR1，PAX2 の発現上昇を認めた。 

③最後に、ミュラー管系統マーカーHOXA10，

HOXA11，ESR1，PGR の発現上昇を認めた。 

 

今回の一連の結果から、ラット iPS 細胞が

今回の分化プロトコールによって、中間中胚

葉を経てミュラー管系統に分化することが

示唆された。今後は脱落膜化、すなわちプロ

ゲステロン刺激による PRL および IGFBP1 上

昇をはじめとした機能解析、および免疫不全

マウスへの移植による子宮内膜様組織の再

構築などを行う予定である。 
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