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研究成果の概要（和文）：本研究では、項目を３つにわけて胚着床の分子機構の解明を目指した。

胚着床は、胚が子宮内膜に接着する前後で生物現象が大きく二つに分けられる。接着前で最も

大切な現象は、胚の子宮内でのスペーシングであり、接着後は子宮内膜の炎症反応を伴う組織

のリモデリングである。この二つの仕組みを検討すると同時に、発見された分子経路を抑制す

ることによる着床阻害試験の確立を行った。スペーシングに関しては、胚が卵管に存在する時

期にはすでに重力方向の胚着床予定部位は決定されていることを明らかにし、子宮内膜のリモ

デリングに関しては、LIF によるプロジェステロン経路の制御、神経筋接合部で必須の役割を

担う Agrin－アセチルコリン受容体経路の重要性について明らかにした。また、抗体を用いて

分子経路を特異的に阻害する非常に簡便な方法の開発を行った。これらにより、今後の胚着床

の研究が迅速かつ大幅に発展することが期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the mechanism of embryo implantation 

in mice. The process of embryo implantation is divided into 2 portions; spacing of the 

embryo before attachment of the embryo to the surface of the endometrium, and 

remodeling of the endometrium after attachment. In addition to these analysis of molecular 

networks regulating embryo implantation, development of the technique which disrupt the 

molecular network discovered, was performed. In the study of embryo spacing, the 

predicted regions where the embryo attaches, were already determined before the embryo 

descended from the oviduct to the uterine horn. Also, it was revealed about remodeling of 

the endometrium that LIF regulates the progesterone pathway, and Agrin-acetylcholine 

pathway, which is indispensable for the function at the neuro-muscular junction. Finary, 

very easy method to disrupt embryo implantation was invented in this study. This study 

must promote rapid and wide development of investigation in embryo implantation. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

哺乳類において、妊娠の成否は、その 95%

以上が胚着床の成否にかかっている。つまり、
動物種を問わず、自発性・習慣性流産のほと
んどが胚の着床期に起こるのである。着床期
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流産が、産業動物の生産の大きな妨げとなり、
ヒトおよび動物福祉の向上の妨げとなって
いることは明らかである。一方で、着床期流
産の抜本的な解決策は出されていない。今後、
胚着床の制御機構が解明され、着床期流産が
回避されれば、産業動物の生産性が大きく向
上することは疑いなく、さらに絶滅危惧動物
の確保や、ヒトの不妊治療に大きな進歩を見
込むことができる。 

正常の妊娠過程では、胚の子宮上皮への接
着に続き、１．胚と子宮の接着部位での子宮
上皮細胞のアポトーシス ２．子宮内膜にお
ける顕著な脱落膜化 ３．子宮管腔の閉鎖 
の３つが調和しながら連続して起こること
が必要である(Hondo and Stewart, Genome 

Biol, 2004)。ところが、着床不全を起こして
いるマウスでは、胚が子宮へ接着するものの、
上記１－３が全く起こらず、従って最終的に
胚は流産する。着床不全マウスでは、胚―子
宮上皮間（A）、子宮上皮細胞―子宮上皮細胞
間（B）、子宮上皮―間質細胞（脱落膜細胞へ
分化）間（C）での分子応答が正常に機能し
ないために流産が起こるものと考えられる
が、その詳細は不明である。胚着床に関して
は、上記の他、胚が子宮へ接着する前に、子
宮管腔の中で正常な位置取り（スペーシン
グ）を完了する必要があるが(Hondo et al, 
Anat Histol Embryol, 2007)、その機能の詳
細も不明である。LPA3 を欠損したマウスで
は、正常なスペーシングが起こらず、隣の胚
と胎盤を共有することで、胚の過密により妊
娠中期に流産することが知られている（Ye et 
al, Nature, 2005）。このように、受精から胎
盤形成に至るまで（着床期）には機能の異な
る二つのイベント（子宮内膜の変化とスペー
シング）を正確に完了する必要があるが、そ
れを制御する分子ネットワークの詳細は不
明のままであった。 

 

２． 研究の目的 

 

A. 前項で述べた子宮内膜の変化１－３をコ
ントロールする分子ネットワークを明ら
かにする。 

 

B. 胚のスペーシングを制御する分子ネット
ワークを明らかにする。 

 

C. 上のAおよびBで明らかになった分子ネ
ットワークの情報を基に、in vivo での胚
着床のコントロール試験を行う。 

 

３．研究の方法 

 
A. 本研究では、マウス胚着床に必須の因子

である白血病阻止因子（LIF）の下流の
分子経路を明らかにすることを主として

行った。特に、Indian hedgehog (Ihh) 遺
伝子との関連、神経筋接合部で必須の役
割を担っている Agrin 関連分子との関連
について検討を行った。哺乳類の妊娠現
象の本質は、子宮内膜における正常な血
管新生である。従って、LIF の持つ血管
新生に対する役割について調査を行った。 
 

B. 当初の予定では、既存のマイクロアレイ
データから得られた分子ネットワークを
基準とする予定であったが、タンパク質
発現との相関性の問題から研究の抜本的
な見直しを行った。まず、胚のスペーシ
ングにおいて重力軸と並行した間膜－反
間膜軸での位置取りを解析するモデルの
作出を行った。 

 
C. 当初の予定では、着床遅延マウスおよび

LIF 欠損マウスを用いて着床期流産の回
復試験を行う予定であったが、当研究室
で LIF 欠損マウスが絶えてしまったこと、
着床遅延マウスにおいて子宮内への分子
導入が効率よく行えなかったことから、
着床阻害試験のみ行った。これに関して
はレンチウイルスベクター法に代わって、
単純な抗体投与法の開発を行った。 

 
４．研究成果 
 
A. Agrin 関連分子について 

 神経筋接合部において必須の役割を担
う Agrin および関連分子と LIFの関連性
について検討を行った。動物は LIF 欠損
マウスおよび野生型マウスを用いた。ま
ず、Agrin の着床期における発現パター
ンを解析するために、LIF 欠損マウスお
よび野生型マウスの妊娠３日、４日、５
日子宮での発現解析を行った（下図）。 

（例 WTD3: 野生型マウス妊娠３日） 

野生型マウスでの妊娠３日、４日およびすべ
てのLIF欠損マウスでのAgrinの発現および
その強度は類似していたが、妊娠５日目には
子宮上皮細胞の頂面に強く発現しており、子
宮管腔の閉塞に関与している可能性が示唆
された。次に、Agrin 関連分子の子宮内膜に
おける発現を確認した（下図） 



 

 

結果、神経筋結合部において、Agrin からア
セチルコリン受容体の凝集にいたる分子経
路のすべてのメンバーが子宮上皮でも揃っ
ていることが明らかとなった。従って、アセ
チルコリンエステラーゼを検出することに
より間接的にアセチルコリン受容体の所在
を検出した。結果、野生型マウスの妊娠４日、
５日で子宮上皮頂面において強い反応が認
められたが、LIF 欠損マウスではこのような
反応が認められなかった。これにより、LIF

の作用のひとつは、Agrin-アセチルコリン受
容体経路を通して、子宮管腔の閉塞を制御す
ることであると結論付けた。 
LIF-Ihh 経路の解析 
 本研究でも同様に、LIF 欠損マウスおよび
着床遅延マウスを用いて研究を行った。本経
路の解析では、マイクロアレイの結果に基づ
き、プロジェステロン受容体（Pgr）を加え
た、LIF-Ihh-Pgr の三者の関連について研究
を行った。野生型マウスで Ihh 遺伝子の発現
は妊娠４日目にピークに達し、Pgr 遺伝子は
妊娠５日目に減少を開始することが明らか
となった。一方、LIF 欠損マウスではこのよ
うな変化は認められなかった。着床遅延マウ
スに LIF を投与したところ、両遺伝子量とも
に増加したが Pgr 遺伝子の発現は一過性で、
Ihh の発現上昇に先立って起きた。さらに、
LIF 欠損マウスにおいて着床遅延処置を施し
たものにエストロジェン（Ｅ２）を投与して
Ihh および Pgr 遺伝子の発現を調査したとこ
ろ、Ihh 遺伝子は E2 投与で上昇したが、Pgr
遺伝子の上昇は起こらなかった。これらの結
果は、胚着床必須である LIF の効果のひとつ
は、プロジェステロン-Pgr 系を媒介する Pgr
遺伝子の発現、次いで起こる Ihh 遺伝子発現
を変化させることであると結論した。 
LIF の血管新生に及ぼす影響 
 胚着床に及ぼす LIFの作用を具体的に決定
していくことを目的として、その血管新生に
及ぼす影響を検討した。LIF 欠損マウス子宮
の組織標本、着床遅延マウスに LIF を投与し
た子宮の組織標本および２１種のレクチン
を用いて研究を行った。結果、Dolichos 

biflorus 由来のひとつのレクチンにおいて、
特に LIF 投与後６時間で、血管内皮細胞への
結合反応が増加していた。同レクチンが血管
新生のマーカーとして知られることから、
LIF の胚着床における役割のひとつは、子宮
内膜の血管新生を促すことであると結論し
た。 

 
B. 本項目では、胚が子宮内膜に接触する以

前に起こる子宮内での胚のスペーシング
に関し、胚の着床部位の決定時期につい
て特定を行い、胚のスペーシング機構を
解析するためのモデルの作製を行った。 

マウス胚は、妊娠３日目に卵管から子宮
角へ移行し、その着床部位が決定される。
今回は、特に重力方向の胚の位置取りに
関し、その決定時期を検討した。出来る
だけマウスのストレスを排除する工夫を
しながら、マウスの腹部が上を向くよう
に拘束した。拘束は妊娠２日目～５日目、
妊娠３日目～６日目、妊娠３日目～５日
目の３群を作製し、さらに対照群として
拘束ストレスの程度が同様になるよう、
腹部が正常に下を向くように拘束する群
を作製した。通常、マウスは子宮管腔内
で重力方向に従うように、子宮管腔の下
部に着床する。この現象に例外は報告さ
れていない。ところが、妊娠２日目～５
日目にかけて拘束した群でのみ、胚着床
が子宮管腔内の上部に着床するものが確
認された（下図）。同期間（妊娠３日目～
６日目）、妊娠２日目から妊娠３日目を除
いた時期（つまり、妊娠３日目～５日目
の拘束）、さらに平伏位での胚着床（対照
群）のすべてで胚の着床部位に撹乱が認
められなかったので（次ページ図）、妊娠
２日目から３日目の時期が重力軸に沿っ
た胚のスペーシングに決定的であり、こ



 

 

の決定には重力が少なからず関与してい
ることが示唆された。従って、妊娠２日
目～妊娠５日目の拘束は、重力方向の胚
のスペーシングを研究する上で有効なモ
デルであることが示唆された。 

 

C.  本項目では、ＡおよびＢで明らかにな
った分子ネットワークの検証を行うため
の基礎技術の開発を行った。 
 ポリエチレングリコール化したマウス
の変異 LIF が着床を阻害する報告がある
が、本研究を他の分子に応用するのはか
なり難しい。なぜなら、ある分子を阻害
するためには、活性部位の同定がなされ
ていることが必須であり、新規の分子に
関しては同方法が適用できないからであ
る。そこで、抗 LIF 抗体を連続的に腹腔
内へ投与することによる着床阻害試験の
確立を試みた。組み換え LIF タンパク質
を作製し、作製した抗 LIF 抗体を三回連
続投与（妊娠３日目～４日目に１０時間 
および１2 時間間隔）し、B6 および ICR
マウスを用いてその着床阻害効果につい
て検討を行った。二つの系統のマウスを
用いたのは、将来的に、着床不全の個体
差を検討するためである。 

結果、下図のように、着床阻害効果が認めら
れた。 

さらに、抗 LIF 抗体の子宮内での局在を検討
したところ、子宮内のほぼすべての組織で陽
性反応が認められた。このことは簡便な抗体
投与試験により候補分子の機能抑制が胚着
床においては可能であることを示している。
そこで、その一例として Agrin の阻害試験を

行った。結果、胚着床は一部抑制され、その
すべてで子宮管腔の閉塞が阻害されていた。
胚着床が完全には抑制されなかったのは、
Agrin の生理活性部位を直接認識する抗体で
はなかったことが考えられたが、一方で本研
究の有効性、Ａで示唆した一つの作用が検証
できたことは非常に大きな結果である。 
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