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研究成果の概要（和文）：マウスを用いて試験管内で着床前後の胚と子宮組織で起きる細胞間相互作用を再現で
きるin vitro着床モデルを開発するため、着床前後の胚培養法および子宮組織を試験管内で再現する擬似子宮組
織の作製に取り組んだ。その結果、胚盤胞期胚(受精後3.5日目)を着床後の受精後5.5日目胚相当に培養すること
に成功した。また、子宮内膜上皮細胞と間質細胞を用いて擬似子宮組織の三次元培養を確立した。

研究成果の概要（英文）：An in vitro implantation model which can recapitulate the cell-cell 
interaction between an embryo and a uterine tissue is required to make better understanding of the 
implantation mechanism. However, it has not been developed yet. To overcome this issue, a mouse in 
vitro implantation model has been tried to be developed by using 3-dimensional cell culture of 
endometrial tissue and embryo culture. As a result, the embryo culture during preiimprantation stage
 from blastocyst (E3.5) to around E5.5 stage was achieved and a 3D culture method of uterine tissue 
using endometrial epithelial cells and stromal cells was succeeded to be established.

研究分野： マウス初期発生

キーワード： マウス　着床　胚培養　子宮

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
試験管内で子宮組織の細胞環境を再現して、そこで胚を発生させる着床モデルの開発は、胚発生における子宮の
役割、着床や胎盤形成のメカニズムを解明する上で重要な役割を果たす可能性があり学術的な意義は大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
発達した胎盤を有するヒトやマウスを含む真獣類において妊娠は着床、脱落膜化、胎盤形成、

そして出産の複雑な過程を経る。その各過程は次の発生段階に進むためには欠かすことはでき

ない。ヒトでは出産に至るまでの効率が低く、着床前に胚の 30%が失われることが報告されてい

る(Larsen et al., 2013)。しかし、着床のメカニズムや着床から始まる胚と子宮で起こる細胞

間相互作用については十分に明らかにされていないこともあり、特に着床前後に起きる流産の

原因解明は困難である。その原因の一つとして、胚の発生過程を母体内で継続的に観察(ライブ

イメージング)することが難しく、またそれを補う in vitro(試験管内)モデルが確立されていな

いことが挙げられる。ヒトのモデル動物としてよく使われるマウスにおいては、着床前後の胚培

養法が報告されているが(Bedzhov et al., 2014; Hsu, 1972; Morris et al., 2012)、それらは胚を

単独で培養皿で培養する方法である。そのため、胚と子宮で起こる相互作用のメカニズムを解明

するためには、in vitro で子宮組織を再構築して、胚を着床させるモデル(in vitro 着床モデ

ル)の開発が必要である。また、ヒトへの応用を考慮すると受精卵を必要としない代替え法が必

須であると考えられた。そこで着床前胚由来の幹細胞を組み合わせ胚様の細胞集合体(擬似胚)

を作製する方法について検討した。最終的な目標として、開発した in vitro モデルを用いて着

床から胎盤形成に至るまでの胚と子宮で起きる細胞間相互作用の解明を目指す。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、マウスを用いた子宮上皮組織の三次元培養法と着床前後の胚培養法の開発お

よびそれら組み合わせた in vitro 着床モデルの構築を目的とする。これにより着床時期の胚と

子宮組織で起きる細胞間相互作用についてライブイメージングなどによる細胞レベルでの解析

が可能となることが期待される。また、着床に関わる遺伝子機能解析やドラックスクリーニング

への応用が期待できる。 

 

３．研究の方法 
(1)子宮上皮組織の三次元培養 

 マウス子宮組織から子宮内膜上皮細胞と子宮間質細胞を単離して、ゲルを用いた三次元培養

により上皮構造を再構築する(擬似子宮組織)。 

(2)胚培養 

受精後 3.5(E3.5)日目胚を回収して、着床後の前後軸形成が起きる E5.5 日目胚までの胚培養

法を確立する。 

(3)擬似子宮組織での胚培養 

擬似子宮組織内で E3.5 日目胚を培養して、in vitro で着床の再現を試みる。 

(4)着床前胚様の細胞集合体(擬似胚) 

幹細胞を組み合わせて、個体に発生することのできる擬似胚／人工胚の作製法を検討する。使
用するマウス胚性幹細胞(ES 細胞)(HK3iES 細胞)(Kiyonari et al., 2010))の着床後胚への寄与
率とその分布を検証する。 
 

４．研究成果 
(1)子宮上皮組織の三次元培養 

 マウス子宮をトリプシン処理することで子宮内膜

上皮細胞と子宮間質細胞を解離させた。トリプシン処

理の反応時間を変えることで、上皮細胞と間質細胞を

分けて単離することが可能となった。単離した細胞

は、マーカー遺伝子の抗体染色により、上皮細胞

(Sox17)と間質細胞(Vimentin)であることを確認し

た。回収した上皮細胞は、増殖させて継代培養も可能

であった。その後、三次元培養により上皮構造の再構

築を試みた。ゲル内に間質細胞を包埋して、そのゲル表面に上皮細胞を播種することで上皮様構

造を擬似化することに成功した(これを擬似子宮組織と呼ぶ)(図 1)。また、擬似子宮組織におい

ても、マーカー遺伝子の発現は維持されていることが確認された。 



 

(2)胚培養 

 E3.5 日目に子宮からに胚盤胞期胚を回収して着床後胚(E5.5 相当)に発生させる胚培養法の

検討を行った。基本的な培養条件は先行論文を参考にした(Ivan Bedzhov et al., 2014)。手始

めに先の報告に従い、胚盤胞期胚を培養皿の上に置いた状態で胚培養を行った。その結果、培養

5日目において、E5.5 日目胚様に発生した胚を確認することができた。しかしながら、この方法

では培養皿に張り付き発生していくため、扁平な形態になる傾向が強かった。また、E5.5 日目

胚様に発生する効率は、播種した胚の数％であった。さらに、培養皿に張り付くまでは、培地の

中で浮遊しており、どこに接着するか予測がつかなかった。そのため、接着する様子をライブイ

メージングで捉えることは非常に難しいことがわかった。 

 この問題を解決するため、三次元培養ゲルを用いた培養法を試みた。子宮内の着床間近の胚盤

胞期胚の組織切片観察より、胚は窪みの様な場所に位置していることがわかる。そこでスタンプ

(穴の鋳型)を用いて、培養ゲルに窪み(穴)を加工することを考案し、スタンプの形状を設計し作

製した。その後、ゲルの作製方法など検討した結果、ゲルへ最大直径数百μmの穴を加工するこ

とが可能となった。そして、この穴の中で胚培養を行った結果、胚は接着するまで穴に止まり(図

2)ゲルに接着し、E5.5 日目胚様に発生させることに成功した(図 3)。さらに、接着する様子をラ

イブイメージングで撮影することに成功した。培養し

た胚で分化マーカー遺伝子の

発現を確認したところ、正常に

発現していることが確認でき

た。しかし、E5.5 日目様に発生

する効率は数％に留まってい

る。 

 

(3)擬似子宮組織を用いた胚培養 

 (1)の擬似子宮組織と(2)の胚培養法を用いて共培養を試みた。しかしながら、(2)の胚単独で

培養する方法の培養効率を向上させるような効果は今のところ得られていない。in vivo の子宮

は、ホルモンによる制御により胚を受け入れることのできる時期が限られており、擬似子宮組織

においてその時期に対応する細胞環境を整える必要があると考えられ、これは残された課題で

ある。 

 

(4)着床前胚様の細胞集合体(擬似胚) 
使用した ES細胞(HK3i ES 細胞)は、8細胞期胚に注入すると ES細胞がほぼ 100%寄与するキメ

ラマウスが得られることが報告されている(Kiyonari et al., 2010; Ukai et al., 2017)。し
かしながら、注入後の 8細胞期胚、胚盤胞期胚、および着床後胚における細胞分布について詳細
な解析がなされていない。そこで、GFP を発現する ES 細胞を野生型 8 細胞期胚に注入して、注
入後の 8 細胞期胚、胚盤胞期胚および着床後胚への寄与率を GFP の発現により評価した。その結
果、注入した数十個の ES細胞は胚の中央に集まり塊となり、その後、胚盤胞期胚において ICM、
着床後胚のエピブラストに高効率に寄与することがわかった。また、それ以外の組織への寄与は
ほとんど見られなかった。これにより、擬似胚にこの ES 細胞を用いることで身体を作る基にな
る細胞は十分に補える可能性があることが示唆された。 
胚盤胞期胚は将来に身体の基となる内部細胞塊(ICM)、胎盤になる栄養外胚葉、そして羊膜にな

る原始内胚葉から構成されている。ICM には ES 細胞、栄養外胚葉には TS 細胞(栄養膜幹細胞)が
樹立されている。また、2022 年には原始内胚葉に由来する PrES 細胞(原始内胚葉幹細胞)の樹立
法が報告された(Ohinata et al., 2022)。これらの幹細胞を組み合わせて擬似胚/人工胚を作製
する報告がなされているが、まだ個体の発生には至っていない(Ohinata et al., 2022; Rivron 
et al., 2018)。その原因として、TS 細胞のみで完全な胎盤をつくることができない、また現在
では PrES 細胞が樹立されたが、羊膜をつくる幹細胞が欠けていたことが考えられた。一方で、
8 細胞期胚を用いた新規な幹細胞樹立法により 8 細胞期胚の割球に性質が似た幹細胞(EPSC: 
expanded potential stem cell)が樹立できることが報告された(Yang et al., 2017)。8 細胞期
胚は胚盤胞期より早い発生段階であるため、その割球は胚盤胞期胚を構成する全ての細胞に分
化することができる細胞である。この EPSC と ES 細胞をくみあわせることで、栄養外胚葉と原始
内胚葉となる細胞を補えると考えた。しかしながら、その後、着床前胚と EPSC の遺伝子発現を



詳細に調べた報告がなされ、EPSC の性質は 8細胞期胚の割球とは類似しておらず、通常の ES細
胞に近く着床後胚の胚体外組織への寄与も非常に低いことが示された(Posfai et al., 2021)。
この報告を鑑みて EPSC を用いることは保留して、上記の他の研究を優先した。 
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