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研究成果の概要（和文）：本研究では、子宮における幹細胞に対して時空間的な介入を行うことで子宮の正常と異常（
疾患）の再構成とその技術開発を目指した。まず子宮内膜の再構成系と細胞追跡法による新しいin vivo子宮内膜幹細
胞アッセイを開発した。これにより内膜幹細胞の最有力候補とされた内膜side population(SP)細胞が、子宮内膜症の
発生においても重要な役割を担う可能性が示された。また子宮平滑筋腫の発生・進展に子宮筋腫SP細胞とWNT/β-Caten
in経路が関与することを明らかにした。ラット子宮の脱細胞化・細胞化技術を開発し、子宮の構造と機能をin vitro 
及びin vivoで再構成することを可能にした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to reconstitute normal and abnormal uterus in vivo throu
gh spatiotemporal intervention on uterine stem cells. First, we have developed a novel in vivo endometrial
 stem cell assay using a cell tracking method in combination with an endometrial reconstitution system, wh
ich reveals that endometrial side population (ESP) cells are the most likely candidate for endometrial ste
m cells. The stem cell-like properties of ESP cells suggest their involvement in the pathogenesis of endom
etriosis. Second, we uncovered a paracrine role of the WNT/beta - Catenin pathway that enables mature myom
etrial or leiomyoma cells to send mitogenic signals to neighboring tissue stem cells in response to estrog
en and progesterone,leading to the growth of uterine leiomyomas. Finally, we have developed decellularizat
ion and recellularization techniques for the rat uterus, generating structural and functional uterus in vi
tro and in vivo.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 幹細胞　子宮内膜　子宮平滑筋　子宮内膜症　子宮筋腫　再生医学　脱細胞化

外科系臨床医学・産婦人科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 子宮の構造・機能不全あるいは子宮由来疾
患の病因メカニズム、診断、治療については、
解決すべき問題が山積している。子宮の構造
不全としては、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。このような
子宮の構造・機能欠損に対して、究極の医療
は代理母に代表される代理子宮や子宮移植
であるが、倫理的あるいは技術的な問題も含
めて、実現は難しい。このような臨床の現状
を鑑みると、子宮の再建・再生医療の必要性
が痛感される。 
 子宮を構成する子宮内膜および子宮筋は、
生殖年齢にあるヒト個体において、内分泌因
子等の制御によって周期的に構築と破壊を
繰り返す、きわめてユニークな性質を持つ組
織である。このような現象には成体幹細胞シ
ステムが関与していると考えられ、組織中の
成体幹細胞の存在を示唆するような報告
(Chan RW et al. Biol Reprod. 2004; Gargett 
CE., Hum Reprod Update, 2006) もなされ
ているが、実際に子宮内膜の成体幹細胞を分
離、同定した例は国内外を通じて殆どなされ
ていない。 
 このような状況の中で、われわれは、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. Proc. Natl. Acad. Sic. USA, 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., Proc. Natl. Acad. Sic. USA, 2007）。こ
の幹細胞を用いて、子宮に障害を持つ患者へ
の再生医学的治療法の開発や子宮を母地と
するさまざまな疾患モデルの構築が進むこ
とが大いに期待される。以上の背景を踏まえ
て、本研究の申請に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、in vivo での雌性生殖組織・
器官再構成系において、その一要素である幹
細胞に対して分子細胞生物学的あるいは時
空間的な介入をして振る舞いを変えること
により、構築される組織・器官の機能・構造
特性の変化を指標に、正常と異常（疾患）の
再構成とその技術の臨床応用を目指す。 
 本研究では、以下の点について解明・確立
を目指す。 
（１）正常雌性生殖器官（特にヒト）の再構
成システムの確立 
（２）異常雌性生殖器官の再構成システムの
確立（疾患モデル） — 着床不全、子宮内膜
症、子宮筋腫、子宮腺筋症、子宮悪性腫瘍 — 
（３）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 

３．研究の方法 
 幹細胞を標的にした再構成システムの基
本コンセプトを以下に示す。 

 組織・器官の再構成システムにおいて、マ
ジョリティである非幹細胞とともに、幹細胞
がその組織の構造あるいは機能をドミナン
トに再構成すると考えられる。その際に、幹
細胞のみを標識することにより、正常な再構
成に対して、どのように幹細胞が寄与・貢献
をするかを調べる。さらに、その系を用いて、
幹細胞を標的にした時空間的介入を行うこ
とにより、再構成される組織がどのような異
常を持ち得るのかを検証する。 
 
（１）正常雌性生殖器官（特にヒト）の再構
成システムの確立 
① 幹細胞追跡を可能とするヒト子宮内膜組
織の再構成系の開発 
 われわれは、ヒト子宮内膜の in vivo 再構
成とその非侵襲的リアルタイムモニタリン
グを可能とする実験システムを開発した
（Masuda, et al., PNAS, 2007）。これを利
用して、内膜幹細胞（Masuda, et al., PLoS 
ONE, 2010）のみをレンチウイルスにより標
識し子宮内膜の全細胞とともに移植するこ
とで、幹細胞が子宮内膜の各細胞成分（腺上
皮、間質、血管など）へどのように変化ある
いは貢献していくかを、免疫組織化学も含め
た細胞トラッキング技術を用いて調べた。具
体的には、発光蛋白および蛍光蛋白の同時発
現が可能なレンチウイルスをヒト子宮内膜
幹細胞候補である内膜 SP 細胞および内膜
main population（MP）細胞に感染させて標
識した。これらを非標識の全内膜細胞と各々
混合し、免疫不全マウス腎被膜下に移植しエ
ストロゲンおよびプロゲステロンを投与し
た。１および８週後に発光イメージングで構
築組織の発光量を定量化した。8週後腎摘し、
間質、腺上皮、血管内皮、および平滑筋など
の各内膜細胞系譜への標識細胞の寄与率を
免疫組織化学と TissueQuest にて標識 SP 移
植群と標識 MP 移植群の間で定量比較した。
移植前のSPと MPにおける系譜マーカーの発
現を FACS で解析した。 
② ヒト子宮の再構成 
 ヒト子宮のコンポーネントは、子宮内膜組
織と子宮筋組織に大別される。ヒト子宮内膜
に加えて子宮平滑筋における幹細胞の振る
舞いを明らかにするために、子宮平滑筋組織



の in vivo 再構成系の開発を行った。ヒト摘
出子宮から分離した全子宮内膜細胞、全子宮
平滑筋細胞、および両者の混合細胞を、それ
ぞれ重度免疫不全マウスの腎被膜下に移植
し組織構築を検討した。 
 
（２）異常雌性生殖器官（疾患モデル）の再
構成システムの確立 — 幹細胞を用いた子
宮筋腫モデルの開発とその発生・進展を担う
分子細胞生物学的メカニズムの解明— 
 異常雌性生殖器官（疾患モデル）の再構成
システムの確立を目指して、子宮筋腫の再構
成系の開発に着手した。その過程で、子宮筋
腫細胞から分離した幹細胞は単独では腫瘍
を形成しないが、正常子宮平滑筋と共存させ
ると、免疫不全マウスの体内で子宮筋腫を形
成することが報告された（Ono,et al., PLoS 
ONE, 2012）。これを受けて、共同研究として
研究を進めた。その過程で、幹細胞特性や腫
瘍形成との関連で近年注目されている WNT/
β-カテニン/T 細胞因子経路に着目した。既
存の子宮筋腫モデル（Ishikawa,et al., 
Endocrinology, 2010）において、この経路
の阻害剤を加えて、筋腫形成への効果を検討
した。さらに、上述の幹細胞を用いた子宮筋
腫モデルにおいて、エストロゲンおよびプロ
ゲステロン添加がWNT経路や腫瘍形成にどの
ような影響を及ぼすかを調べた。この系にお
いて、幹細胞と非幹細胞をそれぞれ用いた際
にどのような違いがあるかについて、さらに、
阻害剤だけでなく阻害性ウイルスベクター
を用いて、WNT 関連の遺伝子発現や細胞の振
る舞い・腫瘍形成能について検討した。 
 
（３）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する（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
を作成する。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する。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 
（１）正常雌性生殖器官（特にヒト）の再構

成システムの確立 
① 幹細胞追跡を可能とするヒト子宮内膜組
織の再構成系の開発 
 これまでの再構成系は移植部位であるマ
ウス腎臓を穿通させて行っていたが、極めて
高度の技術を要し困難を極めた。そこで、穿
通させずに移植する方法の開発に着手した
結果、細胞外基質ゲルと移植細胞の混合物を
腎被膜下に留置することで、高い生着率で移
植することが可能になった。続いて、内膜 SP
細胞および MP 細胞にそれぞれマーカー遺伝
子を導入して標識した。これらを、非標識内
膜細胞と混在させて、前述した方法を用いて
重度免疫不全マウスに移植し内膜再構成を
行った。その結果、標識 SP 移植群、標識 MP
移植群とも内膜様組織の構築率は 100%であ
り、発光イメージングでも両者間で構築組織
の発光量に差は無かった。しかし、間質、腺
上皮、血管内皮への寄与率は MP に比べて SP
で有意に高値を示した（P<0.005）。FACS 解析
では血管内皮前駆細胞・間葉系幹細胞マーカ
ーのみがSPで有意に高値を示した（P<0.05）。
以上より、内膜 SP 細胞の多分化能が示され
真の内膜幹細胞の特性を有することが明ら
かになった。さらに、本システムが、幹細胞
特性の in vivo評価システムとしての有用性
も示された。また、幹細胞への遺伝子導入と
細胞追跡が可能となった点から、幹細胞への
時空間的介入を目的とする本研究の基盤と
なる技術・知見が得られた。 
 
② ヒト子宮の再構成 
 ヒト子宮内膜に加えて子宮平滑筋におけ
る幹細胞の振る舞いを明らかにするために、
まず子宮平滑筋組織の in vivo再構成系の開
発を行った。ヒト摘出子宮から分離した全子
宮内膜細胞、全子宮平滑筋細胞、および両者
の混合細胞を、それぞれ重度免疫不全マウス
の腎被膜下に移植し組織構築を検討したと
ころ、全子宮内膜細胞では、既報の通り、腺
管構造を有する内膜様組織が再構成された。
子宮平滑筋細胞単独では、平滑筋細胞マーカ
ー陽性の均一な細胞でほぼ全体が構成され
る組織が構築され、子宮平滑筋組織が再構
成・再構築されたと考えられた。一方、混合
群では、平滑筋細胞は構築組織周囲に主に分
布し、中心に腺管構造を有する内膜組織が構
築された。平滑筋組織の中に腺管がびまん性
に存在する腺筋症様組織の再構築を期待し
たが、内膜層および平滑筋層といった組織極
性を保持したミニ子宮様組織が構築された。 
 
（２）異常雌性生殖器官（疾患モデル）の再
構成システムの確立 — 子宮筋腫モデルの
開発と発生・進展を担う分子細胞生物学的メ
カニズムの解明— 
 異常雌性生殖器官（疾患モデル）の再構成
システムの確立を目指して、子宮筋腫の再構
成系の開発に着手した。前述の通り、子宮筋
腫発生のメカニズムを海外のグループとの



共同研究により明らかにした。卵巣ステロイ
ドホルモンに依存して子宮筋腫は増大する
ことが知られているが、これらのホルモンは、
まずその受容体を有する正常子宮平滑筋あ
るいは子宮平滑筋腫に作用して、これらの細
胞から WNT リガンドを分泌させる。WNT は
LPR5/6/Frizzled 受容体に結合してβ-カテ
ニン／T 細胞因子経路を活性化することで、
その標的遺伝子群の発現増強、並びに細胞増
殖と腫瘍形成を促進することが判明した。従
来、子宮筋腫の進展における重要なパラクラ
イン因子として TGF-βが示唆されていたが、
新しいメカニズムを提唱することが出来た。
さらに、この系を標的にすることにより、子
宮筋腫の制御を可能とする新しい治療薬の
開発につながるだけでなく、子宮筋腫モデル
を効率的に作成することが可能となる知見
が得られた。 
 
（３）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 
 ヒト子宮の再生・再建医療を見据えて、そ
の基盤知見と技術を開発するために、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、SDS などの
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）こ
とが可能な技術を開発した。また、この脱細
胞化マトリックスに、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る
（再細胞化）ことが判明した。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。 
 世界に先駆けてラット子宮の完全な脱細
胞化法を確立した。この脱細胞化マトリック
スは in vitro・in vivo両条件下にて再細胞
化され, 子宮組織の再構築に成功した。更に、 
in vivo で再生された子宮組織は、ホルモン
反応性の反映である脱落膜化能と妊孕能を
有していた。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。 
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