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研究成果の概要（和文）：本研究では、血清、受胎産物および子宮内膜由来のエクソソームに内包されるマイク
ロRNA（miRNA）に焦点をあて、ウシの早期妊娠診断の新規バイオマーカーとしての可能性を検証した。その結
果、非妊娠群と比較して妊娠群の血漿中に多く含まれるmiRNA分子種を明らかにし、さらに血漿中miRNAの個別定
量に必要なリファレンス遺伝子となるmiRNA分子種も同定することができた。以上の結果から、これらのmiRNA分
子種の測定により、早期妊娠診断が可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the possibility of pregnancy diagnosis
 in cows using exosomal microRNA (miRNA) as a new biomarker. The present results demonstrated that 
some miRNAs were highly contained in pregnant plasma compared with non-pregnant. Furthermore, we 
identified also the reference miRNA for quantification of miRNA in plasma. These results indicate 
that measurement of selected miRNAs are reliable indicators of pregnancy in cows. 

研究分野：農学

キーワード： マイクロRNA
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１．研究開始当初の背景 
（1）申請者のグループはウシ子宮および受胎
産物の遺伝子発現マイクロアレイを開発し、
本ツールを利用したウシの早期妊娠診断法の
開発に携わってきた。その結果、末梢血白血
球、特に顆粒球における遺伝子発現を指標と
して早期妊娠診断が可能であることを報告し
た。しかし、測定に際しては血球分離が必要
であること、ある程度の血液量を要するとい
う問題点があり、簡便な手法とは言えない。
特に分離した血球の純度によっては、遺伝子
発現量は全く異なる値を示す点は診断上の大
きな問題となる。 
 
（2）遺伝子発現マイクロアレイの開発におい
て得られたウシ子宮および受胎産物発現遺伝
子クローン中にマイクロ RNA（miRNA）類
似の遺伝子配列が多数存在することがわかっ
てきた。miRNA は、短鎖の 1 本鎖 RNA であ
り、臓器特異的な発現様式を示し、エクソソ
ームに内包され血中に分泌されることが知ら
れている。また、ヒト胎盤や子宮由来エクソ
ソーム中の miRNA が母体血中の T 細胞機能
を修飾すること、ヒツジの子宮・胎盤間での
エクソソームを介した miRNA 移送が明らか
となっていることから、受胎産物、若しくは
妊娠子宮由来の血中エクソソーム中の
miRNA を指標にした妊娠診断が可能ではな
いかと考えた。 
 
２．研究の目的 
家畜における早期の妊娠診断は生産効率の

向上にとって重要である。特にウシでは、発
情周期回帰の有無、直腸検査、ホルモン測定
および超音波による診断が用いられている。
家畜生産性の向上を考える上では、より早期
の妊娠の成否判断が望まれるが、現在のとこ
ろ早期に確実に診断する方法は確立されてい
ない。 
本研究では、血清、受胎産物および子宮内膜

由来のエクソソームに内包されるマイクロ
RNA（miRNA）に焦点をあて、妊娠診断の新
規バイオマーカーとしての可能性を検証する
ことを目的とすると共に、候補 miRNA の同
定、並びにウシの超早期妊娠診断法の確立を
目指す。 
 
３．研究の方法 
着床期（妊娠 18-21 日齢）および妊娠 35 日

齢のウシから胎膜・胎盤および子宮内膜組織
を採取し、−80℃に保存した。また、人工授精
21 日後の個体から採血し、血漿を分離後に−
80℃に保存した。各組織からは TRIzol 試薬
（インビトロジェン社）を用いて総 RNA を抽
出し，血漿中 miRNA は miRNeasy	serum/plasma
キット（キアゲン社）を用いて抽出した。各組
織および血漿中の miRNA の網羅的発現解析に
は、独自に開発した miRBase	 19.0	対応のウ
シ・カスタムmiRNA マイクロアレイ(アジレン
ト社、755	 miRNA 対応配列搭載)を用い、

GeneSpring	GX（アジレント社）を使用して解
析した。遺伝子発現測定用の cDNA は High	
Capacity	cDNA 合成キット（アプライド社）を
用いて調製した。PCR 反応は，Power	 SYBR 試
薬（アプライド社）を用いて ABI	PRISM	7300
リアルタイム PCR システム（アプライド社）
により実施した。各遺伝子の定量は，組織由
来 cDNA から遺伝子クローニングした標準プ
ラスミドを使用して算出した。miRNA測定用の
の cDNA は Mir-X	 miRNA	 First-Strand	
Synthesis	キット（クロンテック社）を用い
て合成し、KOD	SYBR	qPCR	Mix（東洋紡社）を
使用したリアルタイム PCR にて測定した。な
お、定量の際には各 miRNA の塩基配列に対応
するオリゴ DNA を合成して標準曲線を作成し
た。網羅的発現解析において抽出されたmiRNA
の標的遺伝子の予測には、miRNA_Targets
（ http://mamsap.it.deakin.edu.au/~amitku
ma/mirna_targetsnew/index.html）を用い、
miRNA と標的 mRNA の結合部位の解析には、
RNAhybrid（https://bibiserv2.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnahybrid ） お よ び miRmap
（http://mirmap.ezlab.org）プログラムを使
用した。miRNA 発現の安定性は NormFinder
（https://moma.dk/normfinder-software）ソ
フトウェアを用いて評価した。また、溶血に
よる miRNA 発現定量への影響を評価するため
に、超音波処理により得た溶血血漿を調製し、
定量的 RT-PCRを行った。	
	
４．研究成果	
（1）栄養膜（胎盤）および子宮内膜組織に発
現する miRNA 分子種について検証すると共に，
miRNA マイクロアレイ，特異的 miRNA 分子種
測定の基盤確立を試みた。ウシ・カスタム
miRNA マイクロアレイを用いて，妊娠 20日齢
付近（着床期）および 35日齢の栄養膜におけ
る miRNA の発現解析を行った。着床期の栄養
膜で有意に高い発現を示す 44分子種（2倍以
上，p<0.05）の miRNA が検出され，分子種特
異的な定量的 RT-PCR 法により検証を行った
ところ，miRNAマイクロアレイとほぼ同様な傾
向が認められた（図 1 および 2）。変動 miRNA
の標的遺伝子について in	silico	解析を実施
したところ，4 種類の miRNA 分子種がインタ
ーフェロン・タウの 3’非翻訳領域と相互作用
する可能性が示唆された。子宮内膜組織にお
ける miRNA の発現については，妊娠 35日齢の
妊娠角と非妊娠角における比較を行ったとこ
ろ，12種類の miRNA 分子種の変動が認められ
た。以上の結果から，着床期の栄養膜および
妊娠角子宮内膜に特異的に発現する miRNA 分
子種が明らかとなった。さらに，miRNA マイク
ロアレイと定量的 RT-PCR の検討結果から，特
異的 miRNA 分子種測の測定基盤が確立された。	
	
	
	
	
	



	
図 1	 ウシ胎膜に発現する miRNA の網羅的発
現解析	
着床期（妊娠 18-21 日齢）および妊娠 35日齢
のウシ胎膜における miRNA 発現についてマイ
クロアレイを用いて調べた。発現量に差異が
認められた分子種について階層型クラスター
解析を実施した。	
	

	
図 2	 定量的 RT-PCR 法による検証	
マイクロアレイ解析で抽出した分子種につい
て、定量的 RT-PCR で検証した。	
	

（2）人工授精後 21日の牛から EDTA 採血管を
用いて採血し、血漿を得た。血漿中 miRNA は
miRNeasy	 serum/plasma キットを用いて抽出
し、miRNA マイクロアレイによる解析を行っ
た。なお、人工授精後 21 日の妊娠牛（n=4）
および非妊娠牛（n=3）での比較を実施した。
755 個のウシ miRNA を標的にしたマイクロア
レイで検出可能であった miRNA は 128 分子種
であり、子宮内膜や胎膜と比較して検出され
た分子種数は少なく、そのうち 105 分子種は
子宮内膜や胎膜と共通していた（図3）。また、
高発現を示す上位 10分子種の miRNA では、妊
娠牛と非妊娠牛での発現差は認められなかっ
た。一方、妊娠および非妊娠牛群で発現の認
められた miRNA のうち 2 倍以上の変動を示し
たものは5つ存在した。その 5分子種の miRNA
すべてが妊娠牛で上昇していた。さらに妊娠
牛では発現していたが非妊娠牛で検出されな
かった miRNA は 33 分子種であった。以上の結
果から，妊娠血漿中に特異的に検出される
miRNA 分子種が明らかとなった。	
	
	

	
図 3	 血漿，子宮内膜および胎膜における	
発現 miRNA 数の比較	
マイクロアレイにより検出された miRNA の分
子種数を血漿，子宮内膜および胎膜で比較し，
ベンダイアグラムで示した．	
	
	
（3）miRNA マイクロアレイ解析の結果から得
られた妊娠牛血漿中で発現量が上昇していた
miRNA 分子種について、合成オリゴ DNA を用
いて標準曲線を作成したところ、良好な直線
性が得られ副産物も認められなかった。これ
らの miRNA 分子種について、妊娠牛および非
妊娠牛間の比較を行ったところ、いくつかの
分子種は妊娠牛血漿中で高い発現量を示した。
さらに、マイクロアレイ解析で検出された
miRNA について、NormFinder を用いて発現安
定性を解析し、安定性が高かったリファレン
ス遺伝子候補の miRNA を選出、定量的 RT-PCR
による検証を行った。この定量結果を
NormFinder で解析したところ、最適なリファ
レンス遺伝子として 3 種類の miRNA 分子種を
選出された（表）。また、これらの miRNA 分子
種の発現量は溶血による影響を受けなかった



ことから、妊娠牛と非妊娠牛における血漿中
miRNA の定量解析時に使用できるリファレン
ス遺伝子 miRNA を明らかにした。	
	
表	 リファレンス遺伝子 miRNA の選定	

定量的 RT-PCR による定量結果を NormFinder
を用いて解析した結果を示した．妊娠牛群と
非妊娠牛群でCt値に有意差がみられた miRNA
については P値を示した．	
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