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研究成果の概要（和文）：哺乳類の着床前胚の体外培養技術は、ヒトの不妊治療や発生工学技術に不可欠であ
る。近年、胚の栄養環境がその後の発生率や産子率に影響するだけでなく、胎児や胎盤の発達、さらに成体にお
いて生活習慣病などの疾患リスクに結びつくことが示唆されているが、その全体像や詳細な機構は不明なままで
ある。
本研究では、胚のグルコサミン経路、小胞体ストレス、alphaMEM培地による培養が胚および産子に及ぼす影響に
ついて明らかにした。特に、将来糖尿病を発症するalphaMEM培養液の培養では細胞小器官の一つである核小体の
形態異常を見出し、胚の栄養環境等の攪乱により核小体の形成不全が長期に影響を及ぼす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In vitro culture technology of mammalian preimplantation embryos is 
essential for human infertility treatment and developmental engineering technology. In recent years,
 it has been suggested that the nutritional environment of the embryo not only affects the 
subsequent development rate and birth rate, but also the development of the fetus and placenta, as 
well as the risk of diseases such as lifestyle-related diseases in adults. The image and detailed 
mechanism remain unknown.
In this study, we clarified the effects of embryonic glucosamine pathway, endoplasmic reticulum 
stress, and culture in alphaMEM medium on embryos and offspring. In particular, malformation of the 
nucleolus, which is one of the organelles, was found in the culture of alphaMEM culture medium, 
which will develop diabetes in the future. suggested the possibility.

研究分野： 発生工学分野

キーワード： 発生工学　着床前胚の体外培養　着床前発生　長期影響　DOHaD

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の着床前胚の体外培養技術は、ヒトの不妊治療に加えて家畜および実験動物にも広く利用されている。し
かし体内に比べて、体外培養により産子率が低下すること、産子や胎盤の発生に影響し、さらに成体においても
糖代謝の異常など長期影響がみられるなど現在の体外培養技術の課題がある。本研究成果から、胚環境において
糖などの栄養やストレスが発生率を低下させ、また核小体の攪乱を通じて長期影響のリスクに影響を及ぼす可能
性が示唆された。今後これらの成果をもとに、発生低下および長期影響を克服した胚の発生に適した新規培養液
の開発につながり、特にヒト不妊治療において大きく貢献することが期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 
現在日本では、生活習慣病が大きな問題になっており、日本国内の糖尿病が強く疑われる成人

が推計で１千万人に上り、今後さらに生活習慣病の罹患者数は増大すると危惧されている。一方、
最近の研究から、生命の始まりである胚や胎児期の望ましくない栄養環境が出生児の体重およ
びその後成体における疾患の発症リスクと結びついていることが疫学調査や動物実験により明
らかになり、その現象は DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease)とよばれて
いる。これは、悪い環境条件で胚や胎児が生き抜くために代謝等のプログラム変更を余儀なくさ
れた結果、トレードオフとして疾患のリスクが高くなると理解されている。たとえば、低出生体
重児と明確な関連がある疾患として高血圧、冠動脈疾患、II 型糖尿病、脳梗塞、脂質代謝異常、
血液凝固能の亢進が知られており、さらに関連が疑われる疾患はうつ病、統合失調症、がんなど
のリスクが挙げられる。このように胎児の過栄養や栄養飢餓の経験は、将来にわたり神経内分泌
システムや代謝に影響を与え続け、最終的に成人の高い疾病率を引き起こすと考えられている。   
しかし、将来疾患を引き起こす胚や胎児期の栄養等の環境要因およびそれにより引き起こされ
る細胞生理学的変化やそのプログラム変更機構の詳細については知見が不十分であり、その解
明は喫緊の課題である。このような機構の理解が進めば、妊娠期の母体の食事の改良や不妊治療
におけるより安全な培養液の開発により疾患リスクの低い産子を得ることができ、より健康で
長寿命な社会への発展および医療費の大幅な削減が期待されるだけでなく、逆に疾患リスクを
高めることで新規疾患モデル動物の作出が可能になるなど多くの波及効果が期待できる。 

（１） グルコースは一般に解糖系として代謝されるが、着床前胚においては主にヘキソサミ
ン生合成経路を経てウリジン-2-リン酸-N-アセチルグルコサミン(UDP-GlcNAc)に代謝され、 
O-結合型β-N-アセチルグルコサミン転移
酵素転移酵素(OGT)を介して、転写因子を
含むタンパク質に GlcNAc 修飾と呼ばれる
翻訳後修飾に利用される（図１）。マウス初
期胚において、GlcNAc 修飾が特に栄養外胚
葉（TE）への発生・分化に重要であること
が示唆されている。GlcNAc 修飾は、環境の
グルコース濃度に依存してこの GlcNAc 修
飾量が変化するが、その修飾の程度がどのよう
な長期影響を及ぼすか不明である。 

（２） 体外受精において受精胚の体外操作および培養は胚にさまざまな環境ストレス（温度
変化、栄養成分、胚操作）を与えることが知られている（図２）。多くの環境ストレスは、
細胞のタンパク質合成や折りたたみ、翻訳後
修飾を行う能力に直接影響を与えるため、そ
れらにより小胞体ストレスおよび小胞体スト
レス応答（UPR）が誘導されることが明らかに
なりつつある。実際体外受精における体外で
の胚の操作および培養は胚に小胞体ストレス
を誘導する一因と考えられており、小胞体ス
トレス緩和剤（化学シャペロン）として知られ
るタウロウルソデオキシコール酸（TUDCA）を
培地に添加することで発生が向上することが
報告されている。しかし着床前胚における個々のス
トレスがどのような長期影響の原因になっているの
かはほとんど明らかになっていない。 

（３） 我々は、通常の胚の培養培地と比べてビタミンやアミノ酸などは栄養豊富だが低タン
パク質であるαMEM 培地に体外で 2 細胞
期から４８時間暴露した胚は、出産後に
肥満・糖尿病を呈することを明らかに
し、これまでにない疾患モデルマウス
（MEM マウス）の作成に成功している（特
許第 7169509 号「糖尿病モデル動物の作
出方法及び糖尿病モデル動物」）。さら
に、MEM マウスは、炎症性サイトカイン
を高発現し、２型糖尿病合併症(脂肪肝炎、
腎症)を発症することが明らかになってい
る。しかし、胚時のプログラム変更および

図３ 胚環境操作による糖尿病モデルマウス（MEM マウス） 

 

図１ グルコース代謝と GlcNAc 修飾 

図２ TM による小胞体ストレス誘導 



長期影響のメカニズムは不明のままである（図３）。 

２．研究の目的 
哺乳類の着床前胚の体外培養技術は、ヒトの不妊治療や実験動物の発生工学技術に不可欠で

ある。近年、体外および体内における胚の環境が発生率や産仔率に影響するだけでなく生活習慣
病などの将来の疾患リスクに結びつくことが明らかになりつつあるが、その全体像や詳細な機
構は不明なままである。胚環境が長期に及ぼす影響の仕組みが明らかになれば、ヒトにおける将
来の疾患のリスクの低い健康な産子を得るための技術開発や逆に疾患リスクを極度に上げるこ
とで疾患モデル動物の開発に発展することが期待される。そこで、本研究課題では特に着床前胚
の代謝、エピジェネティクスおよび細胞内シグナルと生活習慣病との関連に着目し、着床前胚の
細胞生理学的撹乱と将来個体の健康に及ぼす影響の関係について明らかにする。 

（１） 環境グルコース濃度に応答する GlcNAc 修飾に着目し、この GlcNAc 修飾量の変化が、
どのような短期および長期影響を及ぼすかを明らかにするために、GlcNAc 修飾を触媒する
OGT 酵素の阻害剤 OSMI-1 を様々な濃度で胚を処理し、初期胚発生や着床後の発生に与える
影響を調べた。 

（２） 着床前胚における小胞体ストレスがどのような長期影響の原因になっているか明らか
にするために、着床前胚発生において UPR を活性化させる小胞体ストレス誘導剤として広
く使用されている Tunicamycin（TM）により一時的な小胞体ストレスを誘導して、胚の発生
率およびその後の成長に及ぼす影響について明らかにする。 

（３） αMEM 培地の暴露のタイミングとその長さが胚の発生にどのような影響を与え
るかは不明である。着床前胚環境により誘導される糖尿病モデルマウス（MEM マウス）
の誘導機構を解明するため、胚のαMEM 培地への暴露時間の変更が胚の短期および長
期に与える影響について明らかにする。さらに胚における細胞生理学的変化を調べ、
MEM マウス誘導のメカニズムを調べる。 

３．研究の方法 
（１） ICR 系統マウスを用いて採卵、採精後、体外受精を行った。媒精後 5時間後から OSMI-

1 処理を開始し、体外培養を行った。OSMI-1 処理濃度として、1∼30μM OSMI-1 を用いた。
短期影響として胚盤胞への発生率、また得られた胚盤胞の免疫染色による栄養外胚葉（TE）
と内部細胞塊（ICM）の細胞数を評価した。長期影響として OSMI-1 処理胚を桑実胚で仮親に
移植し、産仔率、産仔体重、胎盤重量を解析し、OGT 阻害が与える影響について検討した。 

（２） 過排卵処理した ICR 系統マウスを用いて体内受精および体外受精胚を作成し、2 細胞
期から TM（0～20ｎＭ）を添加した培地で培養した。これらの胚において、発生率、細胞分
化、XBP-1 の発現、また、産仔・胎盤形成およびその後の成長に及ぼす影響について解析を
行った。 

（３） 交尾後体内受精した ICR 系マウス受精卵
を 2 細胞期に回収し、αMEM 培地の暴露時間
を従来の 48 時間から 24 時間に分けて前半後
半で培養し、暴露時間と暴露タイミングの変
更の影響を調べた。短期影響として発生率、
また免疫染色による栄養外胚葉・内部細胞塊
の細胞数及び分布を検討した。中期影響とし
て胚を移植することによる産仔の作成に伴う
産仔体重、胎盤重量、胎盤の解析を行った。
また、長期影響として離乳後から成体までの
体重変化、さらに成体後（８週齢）に高脂肪
食に切り替えた雄マウスの体重変化および糖
負荷実験での糖代謝に与える影響について
検討した（図４）。比較対象群として標準培
地 CZB で培養された胚および自然交配に
より回収した胚や産子を用いた。 

 

 

図４ 胚のαMEM 培地への暴露時間の変更与える影響 



４．研究成果 

（１） 短期影響は、先行研究と一致して、高
濃度 30μM OSMI-1 処理において胚盤胞へ
の発生率が低下し、特に桑実胚から胚盤胞
において有意に減少した。一方、15μM 以下
の OSMI-1 処理においては、発生率に大きな
違いは見られなかったが、2∼15μM におい
ては TE細胞数の減少傾向が認められた（図
５）。一方、産仔率は、2-10 μM OSMI-1 処
理で、産子率が 20%以下になる頻度が減少
し、高濃度の 15μM においては産仔率が低下し
た（図６）。また胎盤重量には、顕著な影響がみ
られなかったが、産仔体重は 5 μM に近づくにつれ産仔体重が減少したが、さらに高濃度
になるにつれ増加した（図７）。以上の結果から、OGT 阻害剤 OSMI-1 処理による胚と着床後
の発生への影響が示唆された。このことから、体内または体外に関係なく胚周囲のグルコー
ス濃度による胚の GlcNAc 修飾量がその後の長期影響を及ぼす可能性があり、今後耐糖能な
ど将来の疾患のリスクなどを明らかにする必要がある。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

（２） いずれの胚においても 10 nM TM で胚盤胞への発生が低下する傾向がみられ、20 nM で
有意に低下した。20 nM 処理で得られた胚盤胞の栄養外
胚葉（TE）および内部細胞塊（ICM）の細胞数の減少が認
められた（図８）。ＴＭによる小胞体ストレス応答を XBP-
1 のスプライシングを指標に調べた結果、20 nM 処理した
桑実期胚においてスプライシングが亢進しており、TMに
より小胞体ストレス誘導が起こっていることが示された
（図９）。次に、20 nM 処理した体内受精胚の桑実期胚を
仮親に移植したところ、0 nM に比べ産仔率が低下し、産
仔体重の増加傾向が認められた。さらに、出生後 16 週
齢までの体重推移を調べたところ、この期間すべ
てで 0 nM に比べて雌雄ともに平均体重は重く推
移した（図１０）。また、これらのマウスを 8週齢
と 16 週齢において耐糖能異常の有無を明らかに
するため糖負荷試験を行ったところ、20 nM 処理
した胚由来の雄において血糖値が高く耐糖能異
常を引き起こすことが示唆された。このことか
ら、胚における小胞体ストレスは将来肥満や糖尿
病のリスク因子になる可能性があり、今後メカニズ
ムを解明し予防を進めることが重要と考えられる。 

図５ OSMI-1 処理した胚盤胞の TE 細胞数 

図６ OSMI-1 処理胚由来産仔率 図７ OSMI-1 処理胚由来産仔体重 

図８ 各濃度 TM 処理の発生率 

図９ TM48 h 処理した桑実期胚における
XBP-1 のスプライシング     



 

 

 

 

 

（３） 短期影響である胚の発生率を調べた結果、αMEM 培地で培養した胚において発生率のわ
ずかな低下がみられた。続いて、免疫染色において ICM 細胞数では、実験区における大幅な
違いは確認されなかった。しかしながら、TE細胞数では前半処理を行なった MEM24h/CZB に
おいて MEM48ｈよりも TE 細胞数が増加している傾向があった。次に、中期影響として培養
後に偽妊娠マウスに移植して得られた胎盤重量は、各実験区間で大幅な違いは確認されな
かった。一方興味深いことに MEM に暴
露された胚由来の産仔体重は、いずれ
も 18.5 日目と 19.5 日目で大きく体重
増加が認められた（図１１）。オスマウ
スにおける 3〜16 週齢での体重推移に
ついては、常食を与えた 3〜8 週齢各実
験区では体重推移に大きな差は確認さ
れなかった。しかし、高脂肪食を開始
した 8 週齢以降はαMEM 群においての
み、体重が増加し肥満傾向が見られた
（図１２）。一方、前半処理した
MEM24h/CZB 群においては、大幅に体重
が減少し、13 週齢以降高頻度でマウスが死
亡した。このように MEM マウスの表現型は、
暴露時間およびタイミングで異なることが
明らかになり、将来高血糖になるには、4／
8細胞期から桑実期にかけて暴露が、また肥
満になるには48時間の暴露が必要であるこ
とが明らかになった。従って、着床前発生に
おいて各表現型固有の時期特異的なプログ
ラム変更が起こることが考えられる。さら
に、MEM 暴露が胚盤胞の核小体の形態異常を
引き起こすことを見出した（図１３）。核小
体は、リボソーム合成の重要な場であり、今
後これらの異常がどのように長期影響に関与する
かを解明することが重要である。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
以上、本研究を通じて得られた主な結果を（１）～（３）に示した。これらの結果から、胚
の発生率向上および長期影響の解明に向けて、糖などの栄養環境、小胞体ストレス、さらに
核小体の機能の可能性が明らかとなった。今後、これらを考慮した長期影響の少ない安全で
安心な体外受精および体外培養技術の開発が期待される。 

図１０ 20 nM TM 処理胚由来マウスは
♂♀どちらも 0～16 週齢まで体重
は重く推移し続けた。 

図１１ 各処理による産仔体重（E19.5、左上）および（E18.5
→E19.5）における体重増加差（右上）比較 

図１２ 各処理が産仔体重（左上）および
（E18.5→E19.5）における体重増加比較 

図１４ 各処理が胚盤胞におけ
る核小体の形態（左上）と異常
（一つの大きな）核小体の頻度
（右上）の比較 
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