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研究成果の概要（和文）：不妊治療は少子高齢化が進む我が国では喫緊の課題であるが、体外受精による妊娠率
は30％で推移したままである。着床因子不妊の１つである子宮内膜菲薄化は、Phosphodiesterase(PDE)5阻害薬
であるSildenafil法は血流改善効果により改善し着床率が上昇する事が確認されたが、副作用が問題となってい
る。本研究では、子宮内膜菲薄化モデルマウスの作製法を確立し、副作用がより少ない第3世代薬である
Tadalafilが菲薄化を改善するかを検討したが、菲薄化の改善は認められなかった。その原因に細胞の枯渇があ
ると考え、別個体の分散子宮細胞を移植したところ、子宮内膜組織の修復が認められた。

研究成果の概要（英文）：Infertility treatment is a pressing issue in Japan, where the birthrate is 
declining and the population is aging, but the pregnancy rate through in vitro fertilization remains
 at 30%. Endometrial thinning, one of the causes of implantation factor infertility, has been shown 
to improve and increase the implantation rate with the use of Sildenafil, a phosphodiesterase (PDE)5
 inhibitor, but side effects remain a problem. The study established a method to generate a mouse 
model of endometrial thinning and examined whether Tadalafil, a third-generation drug with fewer 
side effects, could improve the thinning, but no improvement in thinning was observed. Considering 
cell depletion as a possible cause, they transplanted dispersed uterine cells from another 
individual, which resulted in restoration of endometrial tissue.

研究分野： 生殖内分泌学

キーワード： 着床不妊　子宮内膜菲薄化モデルマウス　Phosphodiesterase5阻害薬　Tadalafil

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、エタノール投与による子宮内膜菲薄化モデルマウスの作製法を確立し、Tadalafilの効果を確認す
るためにはモデルマウスへの細胞の補充が必要であることが判明した。今後モデルマウスへの移植する細胞数の
最適化が必要であるが、最適化されれればTadalafilの効果が確認できると考えられ、将来的にはPDE5阻害薬に
よる菲薄化の改善に関わる作用機序の一端が解明できることが期待される。また不妊治療において、一定数存在
する子宮内膜菲薄化による着床不妊のち治療法開発などへの応用も期待でき社会的な意義も大きいと考えられ
る。

※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 

日本人夫婦の約6組に1組が不妊症とされ、全出生児の約5%が体外受精児となっている。

2030 年には 10％を超えるとされており、生殖医療は今後人類の成り立ちにおいて重要とな

ると考えられる。生殖補助医療における体外受精技術が飛躍的に発展した一方で、胚移植後

の着床不全や不育症に対する治療法は改善が乏しく、体外受精による妊娠率は 30％で推移

したままである。従って、妊娠率を改善させるためには、従来のホルモン作用を利用した方

法とは全く異なる新たな観点からのアプローチが必要不可欠である。 

子宮内膜の厚さは着床率に関与しており、ヒトにおいては 7mm 以下では着床率が低く

流産率が高くなり、9mm 以上で着床率が優位に高くなる事が報告されている 1。着床不全

の１つである内膜が菲薄化する子宮内膜発育不全症は、ホルモン補充療法を実施しても内

膜が 7 ㎜以下であり、その治療法として様々な手法が実施されている。中でも Phospho-

diesterase(PDE)5 阻害薬である Sildenafil 法は血流改善効果により内膜が肥厚化し着床率が

上昇する事が確認されたが 2、頻回の使用や心血管系障害などの副作用(約 9 割)が問題とな

っており、より安全な治療法の開発が望まれている。 

PDE5 阻害薬は、血管平滑筋などに存在する PDE5 に作用し、筋肉を弛緩させる cGMP が

代謝・不活化されなくなることで、血管平滑筋細胞を弛緩させ局所血流量を増大させるため、

勃起障害や肺高血圧症の治療薬として使用されている。我々は同じ PDE5 阻害薬の中でも、

より選択性と安全性が高い Tadalafil の投与による治療法を考えた。第 3 世代薬である

Tadalafil は、第 1 世代薬 Sildenafil や第 2 世代薬 Vardenafil よりも半減期が長く、副作も少な

い(約 3 割)事から新規治療薬として期待されている。また Sildenafil は、免疫炎症応答に関

する研究において、炎症を誘起する M1 macrophage の働きを抑制し、組織修復を誘起する

M2 macrophage の働きを促進する事が報告されているが 3、子宮内膜環境で同様の働きを示

すかは判明していない。 

 
２．研究の目的 

本研究は受精卵の着床不全や不育症に対する新規治療法を開発するための橋渡し的研究

であり、その目的は、子宮内膜菲薄化モデルマウスを用いた動物実験によって、子宮内膜環

境に PDE5 阻害薬の Tadalafil を導入すると、血流の改善と macrophage の M1 型から M2 型

への誘導により子宮組織が修復再生し、妊孕性が回復する事を証明することである。 

 
３．研究の方法 

本研究ではエタノールの子

宮内投与による炎症-内膜菲薄

化モデルマウスを対象とし

て、Tadalafil の血流改善効果と

M2 macrophage の働きを促進

する抗炎症効果による内膜の肥厚化を確認し、その作用機序の一部を解明するために以下

に示した項目について検討を行った(図 1)。 

(1)エタノール投与による子宮内膜菲薄化モデルマウスの作製法の確立 

麻酔下で C57BL/6(B6)マウスの子宮を開腹手術により外科的に露出させ、卵巣側と子宮

口側の 3 カ所をクリッピングし、95％エタノールを 30G 針で投与して 5 分間静置した。

その後クリッピングを開放し、十分量の PBS(-)で子宮を洗浄し、閉腹して 1 か月後に子



宮組織構造が修復していないことを HE 染色で確認した。コントロールは、エタノール

の代わりに PBS(-)を投与した。 

(2)Tadalafil 投与による子宮内膜組織の再生 

(1)で確立したエタノール投与による子宮内膜菲薄化モデルマスに対して、Tadalafil を 30

日間経口投与した。Tadalafil は、0.5M メチルセルロース(CMC)を溶媒とした 0.08 ㎎/ml

の濃度による経口投与が最適である事を確認している 4。Tadalafil 投与終了後に、子宮を

サンプリングして切片を作製し、HE 染色を実施した。 

(3)別マウス個体からの分散子宮組織の再生 

8 週齢の B6 マウスを摘出し、gentleMACS dissociator と Multi Tissue Dissociation kit を使

用して子宮組織を分散した。分散した細胞をトリパンブルーで染色し、生存細胞が存在

することを確認した。エタノール投与後の PBS(-)洗浄直後の子宮内膜菲薄化モデルマス

に 4×106 細胞を 26G 針で移植した。移植 30 日後に子宮をサンプリングして切片を作製

し、HE 染色を実施した。そして、各サンプルにおいて、炎症関連転写因子 NF-κB の免

疫染色を実施した。 

 
４．研究成果 

(1)エタノール投与による子宮内膜非薄化モデル

マウスの作製を実施した。エタノール投与に

よる子宮組織への影響を確認するため、数匹

ほど子宮の片側にエタノールを投与し、もう

一方については PBS(-)を投与した。エタノール投与 30 日後に子宮組織をサンプリングし

た際に、エタノールを投与した側の

子宮が萎縮し、充血していることが

確認された(図 2)。次に、両側をエタ

ノール投与したマウスにおいて HE

染色したところ、子宮内膜が菲薄化

もしくはほとんど存在しない染色像

が確認された(図 3)。 

(2)(1)で子宮内膜菲薄化モデルマウスを確立

したため、モデルマウスへの Tadalafil 投与

を実施した。その結果、子宮内膜組織の修

復再生は確認できなかった(図 4)。 

(3)Tadalafil 投与による子宮内膜組織の修復が確認できなかったことから、内膜組織の再生

修復には元となる細胞が必要であることが推察された。そこで、別個体の B6 マウスの子宮

を摘出し、分散化した子宮組織細胞を投与し

た。その結果、子宮内膜組織の修復が確認で

きた(図 5)。また、最後に子宮内膜菲薄化モデ

ルマウス群とTadalafil投与群と分散細胞投与

群の 3 群について、炎症関連転写因子 NF-κB

の発現を確認したところ、Tadalafil 投与群と分散細胞投与群では菲薄化群と比較して発現が

抑制されていることが確認された(図 6)。 



本研究では、エタノール

投与による子宮内膜菲薄化

モデルマウスの作製法を確

立し、子宮組織の修復再生

に対する Tadalafil の効果を

検討したが、効果は確認できなかった。その原因として修復再生に必要な細胞が枯渇してい

ると考え、別個体マウスの子宮組織を分散した細胞を移植したところ、子宮組織の修復再生

が確認された。また Tadalafil と分散子宮群について炎症関連転写因子 NF-κB が抑制されて

いた。Tadalafil は炎症を抑制し、修復環境は整えるが再生のために細胞が必要であること、

また細胞を投与することで修復再生が促されば炎症も低減することが確認された。今後は、

分散子宮群にさらに Tadalafil を投与することで子宮内膜組織の修復がさらに促されるかを

確認する。 
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