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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によって喫緊の課題であるが、子宮内膜機能不全
に対する治療法は未だ改善に乏しい。我々は不妊因子の中でも雌性生殖器由来の不妊の新規治療法の開発を目指
して、多能性幹細胞から雌性生殖器の初期発生に重要なミュラー管上皮細胞への誘導系の開発を試みた。ミュラ
ー管上皮細胞への誘導は詳細が不明であるが、申請者はBMP経路とレチノイン経路に着目し、中間中胚葉～体腔
上皮細胞～ミュラー管上皮細胞の誘導に、FGF経路とレチノイン酸経路の活性化とBMP経路の阻害を同時に実施す
る事が重要である事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Infertility treatment is an urgent issue in Japan where the birthrate is 
declining and the population is aging, but the cure for endometrial insufficiency remains poorly 
improved. With the aim of developing a new treatment method for infertility derived from female 
reproductive organs among the infertility factors, we attempted to develop an deferentiation method 
from pluripotent stem cells to Muellerian epithelial cells which are important for early development
 of female reproductive organs. Although the details of the deferentiation of mueller duct are 
unknown, We focused on the BMP signaling and retinoic acid pathways and investigated their 
importance. We demopnstrated  that the activation of FGF signal pathway and retinoic acid pathway 
and inhibition of BMP signaling pathway are important in the differentiation of mesodermal - 
coelomic epithelial cells -Mullerian epithelial cells. 

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 生殖医療　再生医療　ミュラー管上皮細胞　体腔上皮細胞　中間中胚葉細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでミュラー管の詳細な発生機序は不明であったが、本課題においてミュラー管上皮細胞の発生・誘導に
は、FGFシグナル経路とレチノイン酸経路の活性化に加え、BMP経路の阻害が重要である事を実証した。これらの
発見は、更なる機序解明のための重要な知見となり学術的意義は大きいと考えられる。また不妊治療において過
去20年であまり改善していない妊娠率を向上させるため、技術開発のための研究ツールを提供するだけでなく、
移植細胞療法や再生医療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、研究者個人に帰属されます。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)近年の不妊患者の増加に伴い、体外受精件数は右肩上がりで上昇している。不妊因子
は様々あり、卵子の不妊因子は研究が進展し臨床応用も進んでいるが、着床の不妊因子
となる子宮内膜組織に起因する不妊要因の研究は、in vitro での研究ツールが少なくあ
まり進展していない。 

ヒト iPS 細胞(human induced pluripotent stem cells: ヒト iPSCs)を含むヒト多能性幹細
胞(human pluripotent stem cells : hPSCs)は病態の解明や創薬ツールとしての報告があり 1）、
加えて各臓器細胞の移植ドナー細胞としての利用が期待されている。子宮関連疾患につ
いても患者由来 iPSCs から子宮関連細胞を誘導し病態を再現することで、治療薬や病態
機構の解明のためのツールとしての利用も期待される。しかしながら、hPSCs からの精
子や卵子といった生殖細胞や各種臓器の細胞への分化誘導に関しては多数の報告があ
る中、雌性生殖器への誘導の報告は少ないのが現状である。その理由の一つに子宮・卵
巣・付属器は生命維持に直接関わる組織ではない事があげられる。しかしながら不妊患
者が増加する中、子宮性不妊の根治療法は無いのが現状であり、卵子や精子側の問題を
克服できても妊娠までのハードルが高く、新たな治療方法が期待されている。加えて、
子宮内膜の発生は、Ye 等の報告から 2)、子宮内膜は中胚葉経由で分化することは判明し
たが、途中の段階であるミュラー管(Mullerian Duct：MD)までの機序についても不明な
点が多く、その発生機序については殆ど解明されていない。 
 
(2)MD の間葉細胞で発現してい
る抗ミュラー管ホルモンレセプ
タ ー (Anti-Mullerian Hormone 
receptor:AMHR)2 レセプターは
精巣から分泌される AMH が結
合し AMH シグナルが活性化さ
れると、R-Smad(SMAD1/5/8)が活
性化され R-SMAD/SMAD4 複合
体を形成して核内へ移行しAMH
経路を活性化すると推定されて
いる。骨形成タンパク質 (bone 
morphogenetic protein;BMP)レセ
プターであり AMH レセプター
でもある ALK2 と ALK3 に AMH
が結合することにより R-SMAD
が活性化されるとMDが退行し、
一方で精巣より分泌されるテストステロンによりウォルフ管が分化する事が示唆され
ている。加えて ALK2 と ALK3 のノックアウトマウスにおいては MD が退行しない事
が報告されている 3), 4)。MD におけるレチノイン酸に関しての詳細な機序は不明である
が、レチノイン酸レセプターの変異により MD の一部の形成が阻害される事が報告さ
れているため 5), 6)、レチノイン酸シグナルが MD の形成と維持に重要であることが示唆
されている。 
 
２．研究の目的 

本研究では、中胚葉の発生に沿った step-
wise な方法で誘導を行うことで、これまで
明らかにされていなかったヒト iPSCs から
ミュラー管様上皮細胞(Mullerian Duct like-
Epithelial Cells：MDECs)への誘導法を in 
vitro で確立することを主目的とする。本研
究は以下の課題を設定する(図 2)。 
(1) Activin/Nodal 経路と BMP 経路の活性

化に加え、wnt/βカテニン経路の活性化
とホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ(Phosphoinositide 3-kinase;PI3K)経路の阻
害による中間中胚葉への誘導系の構築 

(2) 線維芽細胞増殖因子(fibroblast growth factors;FGF)経路の活性化とBMP経路の阻害に
よる体腔上皮細胞への誘導系の構築 

(3) レチノイン酸経路の活性化による MDECs への誘導系の構築 
 
３．研究の方法 
(1) iPSCs から後部原条への誘導において、既に報告されている Activin A(Act A)と

BMP4 を添加したところ、マーカーである MIXL1 と GSC の発現の有意な上昇が認
められた(図 3)。また申請者は内胚葉誘導や心筋などの中胚葉細胞への誘導に Wnt/β
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カテニン経路の活性化と PI3K 経路の阻害が有
効である事を報告している 7)。今回の誘導系で
中間中胚葉への誘導効率を高めるため、Wnt/βカ
テ ニ ン 経 路 を 活 性 す る 選 択 的 glycogen 
synthase kinase 3β(GSK3β) 阻 害 剤 で あ る
CHIR99021(CHIR) と PI3K inhibitor で あ る
Wortmannin(Wort)を使用し、中間中胚葉マーカー
である OSR1・LHX1・PAX2 遺伝子発現と LHX1・
PAX2 タンパク質の発現を確認した。 
 

(2) 次の誘導段階である体腔上皮細胞への誘導を行う。誘導には ALK2/3 選択的阻害剤
である LDN193189(LDN) 若しくは Dorsomorphin(Dor)、BMP アンタゴニストである
NOGGIN(NOG)の添加により BMP 経路を阻害することで体腔上皮細胞への誘導を
促す。マーカーとして PAX2・HOXA10・HOXA13 遺伝子発現と HOXA10 タンパク
質の局在を確認した。 
 

(3) 体腔上皮細胞から MDECs へ誘導する。誘導には、レチノイン酸経路の RAR アン
タゴニストである TTNPB により活性化し、MDECs マーカーである AMHR2・WT1・
ISLET1 の遺伝子発現と WT1 タンパク質の局在の確認と陽性細胞率を測定した。 

 
４．研究成果 

ヒト iPS 細胞株(409B2)は、理研より分与された雌性株を使用した。 
(1) 中間中胚葉までの誘導には、Act A と BMP4 に加え

て、CHIR と Wort を添加する事で、マーカー遺伝子
である OSR1・LHX1・PAX2 の発現が顕著に上昇する
事が確認された(図 4)。また、免疫蛍光染色により、
マーカーである LHX1・PAX2 タンパク質の局在も
確認された（図 5）。このことから、多能性幹細胞か
ら中間中胚葉への誘導には、Activin/Nodal 経路と
BMP 経路の活性化に加え、wnt/βカテニン
経路の活性化と PI3K 経路の阻害が重要で
ある事が明らかとなった。 
 

(2) 中間中胚葉から体腔上皮細胞への誘導に
ついて、研究当初は詳細な報告はなかっ
た。そこで我々は、研究背景に記載した
BMP レセプターである Alk2/3 の阻害によ
る R-SMAD の不活化に着目した。最初に上
記仮説が正しいかを確認するため、BMP 経
路の活性化をBMP4添加により確認したと
ころ、BMP4 添加により OSR1・LHX1・PAX2
に加えて HOXA10 と WT1 の遺伝子発現が
低減する事とタンパク質局在も同様の結
果となる事が確認され（図 6＆7）、我々の
仮説が正しい事が立証された。次にBMP経
路阻害剤である Dor と LDN と NOG と、
FGF 経路活性化剤であり BMP 抑制に働く
basicFGF を 添 加 し た と こ ろ 、
bFGF+NOG+Dor の添加においてマーカー遺
伝子とタンパク質の発現の上昇が確認され
た（図 8&9）。これらの結果から、体腔上皮
細胞への誘導には FGF 経路の活性化と BMP
経路の抑制が重要である事が明らかとなっ
た。 

 
(3) 体腔上皮細胞の誘導で、MD マーカーであるWT1 の発現が上昇していたことから、

MDECs への誘導は bFGF+NOG+Dor の添加をベースに、レチノイン酸経路を活性
化するために TTNPB を添加した。その結果、TTNPB の添加により WT1 遺伝子の

図3 各遺伝子の発現
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図 4 中間中胚莱マーカー各逍伝子の交現

_
 ．
 

-1
L-
• 

＇ ．
 

1

,

 ．
 

_
 ．
 

：
 

．
 

•19 

．
 

ー

-
g
i
 

•• •1[2g~ 

．．． 
Ao,l,ln A + + + 青令十 + + 

.... + + +—+ + • -
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Act+BMP .. 
・． ．` 

．． . .. ・. 
: . . . ・. 

． ． 

PAX2 
.. 

, . 
．・

． ，● :・-・．．
.. :'. .. 

Act+BMP+CHIR 
Act+BMP 

Act+CHIR+Wo<t 

2days 

3davs 

図6 体腔上皮銹導におけるBl!P経路の影響
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発現上昇とタンパク質局在が認められ、WT1 陽性細
胞率も 3 割程が確認されたが、予想していた程の誘導
効率ではなかった。我々は陽性細胞数の上昇の為には
レチノイン酸経路の活性化が中間中胚葉から体腔上
皮細胞の誘導の際も必要ではないかと考え、TTNPB
を添加したところ、更なる WT1 遺伝子の発現上昇と
タンパク質局在に加え、5 割程の陽性細胞率が確認さ
れた(図 10＆11)。これらの結果から、中間中胚葉から
MDECs の誘導には FGF 経路の活性化と BMP 経路の
抑制に加え、レチノイン酸経路の活性化が重要である
事が明らかとなった。 

 
 
 
 
 
本研究では、発生機序が明らかとなっていない中間中胚葉から MD への誘導系開発を
目的として、様々なシグナル経路の活性化と阻害を行うことで、各誘導段階でのそれら
の経路の重要性の解明を目指して研究を行った。中間中胚葉の誘導には、これまで報告
されていた Activin/Nodal 経路と BMP 経路の活性化に加え、新たに wnt/βカテニン経路
の活性化と PI3K 経路の阻害が重要である事を発見した。また MD の誘導において、FGF
経路と BMP 経路とレチノイン酸経路に着目し、FGF 経路とレチノイン酸経路の活性化
と BMP 経路の阻害が重要である事を発見した。現在、腎皮膜下移植による in vivo 誘導
で、誘導した MDECs が子宮内膜細胞に分化するかを確認中である。今後は誘導した
MDECs が妊孕性に係わる機能を有するかを検討する予定である。 
 
<引用文献> 
1) Matsumoto Y, Stem Cells. 2015 Jun;33(6):1730-42 
2) Ye L et al., PLo One. 2011;6(6):e21136. 
3) Jamin SP et al., Nat Genet. 2002;32(3):408-10. 
4) Orvis GD et al., Biol Reprod. 2008:78(6):994-1001.  
5) Kastner P et al., Development.1997;124(2):313-26.  
6) Mendelsohn C et al., Dev Biol. 1994 Nov;166(1):246-58 
7) Takeuchi et al., Scientific Reports. 2014;4:4488. doi: 10.1038/srep04488 
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図10 MDECs誘導におけるマーカーの遺伝子発現
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