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研究成果の概要（和文）： マウス胚にウシ由来の異種ミトコンドリアを混入させたウシ-マウスミトコンドリア
ヘテロプラスミー胚 (mtB-M胚) を胚移植しても、着床痕もみられず着床能は完全に欠落している。本研究で
は、mtB-M胚の栄養膜幹細胞 (TS細胞) 形成能を調べ、mtB-M胚の着床不全の原因を探った。
 mtB-M胚でTS細胞樹立能を調べたところ、mtB-M胚では細胞の樹立の指標である継代5回目までコロニーを維持す
ることができなかった。以上より、mtB-M胚では栄養膜細胞の機能が維持できないことが判明し、これが着床不
全の原因の一つと考えられた。

研究成果の概要（英文）： Mitochondria are present in every eukaryotic cell, and have unique DNA 
different from nuclear DNA. Compared with nuclear DNA, it has a close structure between species. 
However, mitochondrial heteroplasmic embryo (mtB-M embryo) in which heterologous mitochondria 
derived from cattle has been mixed in mouse embryos shows implantation failure. In this study, we 
examined the ability of mtB-M embryo to form trophoblast stem cells (TS cells) and investigated the 
cause of mtB-M embryo implantation failure. Mouse oocytes were subjected to in vitro fertilization, 
and subsequently, mitochondrial regions derived from bovine pronuclear stage embryos were 
transplanted into pronuclear stage embryos by the cell fusion. In the establishment test of TS 
cells, colonies derived from the mtB-M embryos could not be maintained until passage 5. In summary, 
the function of trophoblast cells cannot be maintained in the mtB-M embryos, which is considered to 
be one of causes of implantation failure.

研究分野： 家畜繁殖学
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは真核生物においてエネ

ルギー産生を担う重要な細胞小器官である。

その起源は、10 億年以上前に古代の真核細

胞に取り込まれた細菌に由来し、現在の形

に進化したものであると信じられており、

細胞内共生説として有名である。これを裏

付ける事実として、ミトコンドリアは核

DNA とは別の独自の遺伝物質であるミト

コンドリア DNA (mtDNA) を保持してい

ること、そして、その mtDNA の構造が種

を跨いで極めて高度に保存されていること

が挙げられる。進化の過程で、ミトコンド

リアの祖先となる細菌が保有していた遺伝

子のほとんどは核 DNA に移行し、mtDNA

自体には電子伝達系に関与する 13 種類の

タンパク質、2 種類のリボソーム RNA お

よび 22 種類のトランスファーRNA がそれ

ぞれコードされている。そして、これらの

mtDNA 上にコードされる 37 遺伝子の種

類、および、塩基配列相同性は高等動物間

で広く保存されている。主要な機能として

はミトコンドリアにおける電子伝達系にお

いて、核 DNA から 72 種、mtDNA から

13 種のタンパク質が供給されることによ

り呼吸鎖複合体を形成している。複合体 I、

II、III および IV の順に酸化還元反応が起

き、複合体 V において ATP を合成してい

る。mtDNA からは複合体 I、III、IV およ

び V を構成するタンパク質が供給され、エ

ネルギーを供給している。 

このようにミトコンドリアが細胞生物学

的に重要な役割を果たしていることに疑問

の余地は無いものの、着床過程という一つ

の生命現象の中でどのような意義を持つの

か生殖生物学的な理解は進んでいない。

我々のグループではウシ胚由来ミトコンド

リアをマウス胚に導入したミトコンドリア

ヘテロプラスミー胚 (mtB-M 胚) の構築

に成功し、その発生能を詳細に調べている。

胚盤胞期までの発生遅延、胚移植後の着床

不全を伴う致死が mtB-M 胚の特徴として

判明している。本課題では、mtB-M 胚の

特徴を精査することで、ミトコンドリアが

哺乳類初期胚の着床にどのような役割を果

たしているのかを調べた。 
 
２．研究の目的 
本課題では、着床阻害が起きる異種間ヘテ

ロプラスミー胚の着床不全の原因を探るこ

とで、哺乳類胚の着床におけるミトコンド

リアが果たす役割を理解することを目的と

した。 
 
３．研究の方法 
まず、1)ウシミトコンドリアが着床不全

の直接的原因になっていることを突き止め

るため、胚の透明帯を酸性タイロード液で

除去して脱出 (孵化) を補助した mtB-M

胚の移植試験、および、ウシ胚由来のミト

コンドリア以外の細胞質成分を導入したマ

ウス胚 (non mtB-M 胚) の移植試験を行

った。次に、2)mtB-M 胚の生存性について

調べるために、アポトーシス細胞について

TUNEL 染色により調べ、特に着床に重要

な栄養外胚葉 (TE) の細胞数について着

目して解析した。さらに、mtB-M 胚のア

ポトーシス関連遺伝子発現についても調べ

た。内部細胞塊 (ICM) 分化マーカーであ

る OCT4 と TE 分化マーカーである CDX2

の免疫染色も実施した。また、3)mtB-M 胚

の着床不全機構を体外で評価するために、

mtB-M 胚の接着能評価としてフィーダー

細胞への胚の接着割合やアウトグロース形

成率を調べ、さらに、胎盤形成に必要不可

欠な栄養膜幹細胞  (Trophoblast Stem 

Cells; TS 細胞) の樹立能を調べた。 
 
４．研究成果 

1) 透明帯除去 mtB-M 胚およびミトコン

ドリア以外の細胞質成分を導入した non 

mtB-M 胚の個体までの発生能力 



 ミトコンドリア以外のウシ胚由来の細胞

質を導入した non mtB-M 胚の卵割率およ

び胚盤胞期までの発生率は通常の体外受精

胚(IVF 胚)、マウス胚に他のマウス胚ミト

コンドリアを導入した mtM-M 胚および

mtB-M 胚と比較して有意な差は認められ

なかった。一方で、mtB-M 胚の胚盤胞期

までの発生率は IVF胚およびmtM-M胚と

比較して低下しており有意な差がみられた。

また、着床後の発生率については non 

mtB-M 胚は IVF 胚と比較して有意な差は

認められなかった。コントロールとして透

明帯を除去した IVF 胚を移植し、胎齢 12.5

日で剖検した。透明帯除去 IVF 胚では着床

痕 (65.0%) および生存胎子 (35.0%) が観

察されたが、同様に透明帯を除去した

mtB-M 胚を胚移植に供した結果、着床痕

および生存胎子は全く観察されなかった。

以上より、mtB-M 胚の着床不全の原因と

しては、ミトコンドリア以外の細胞質成分、

および、脱出不全が直接的な原因ではない

ことが判明した。 

 

2) mtB-M 胚におけるアポトーシス誘導

および細胞分化マーカータンパク質局在 

 アポトーシス抑制に作用する遺伝子

Bcl2 の発現レベルは、IVF 胚、mtM-M 胚

および mtB-M 胚の間で差は認められなか

った。アポトーシス亢進に関与する Bax、

また、アポトーシス誘導因子である

Caspase 3、7 および 9 の 4 遺伝子に関し

て IVF 胚と比較した場合、mtB-M 胚では

いずれの遺伝子発現レベルも有意に増加し

ていた。Caspase 7 および 9 については、

mtM-M 胚でも IVF 胚と比較して有意に増

加していた。さらに、mtB-M 胚由来の胚

盤胞期胚では、IVF 胚および mtM-M 胚と

比較してアポトーシス細胞の割合が有意に

増加していた。加えて、mtB-M 胚由来の

胚盤胞において分化マーカーである OCT4

および CDX2 の両方のタンパク質の局在

を示す蛍光シグナルが、IVF 胚および

mtM-M胚由来の胚盤胞と同様に ICMおよ

び TE の核においてそれぞれ観察されたこ

とから、mtB-M 胚由来の胚盤胞では ICM

および TE への細胞分化マーカーに異所性

発現はみられなかった。次いで、細胞数に

ついて調べた結果、ICM 細胞数では IVF

胚、mtM-M 胚、mtB-M 胚の三者で有意差

は認められなかった。しかし、総細胞数、

さらに TE 細胞数では mtB-M 胚（30.0±

9.0％）において他の IVF 胚および mtM-M

胚(48.9±3.1％および 46.2±6.7％)と比べ

て有意に減少した。 

 

3) mtB-M 胚の TS 細胞樹立能 

 IVF 胚および mtB-M 胚の 2 種類につい

て、アウトグロース試験を行った。mtB-M

胚では、IVF 胚と比べ播種後 2 日目でのア

ウトグロース形成率が有意に低下していた。

培養 4 日目におけるアウトグロース形成率

には mtB-M 胚と IVF 胚で有意な差がみら

れなかった。その後、培養を継続し TS 細

胞樹立の可否を確かめた。mtB-M 胚では

継代 2 代目(P2)、P3 および P4 でコロニー

の出現率が IVF 胚と比べ有意に低下して

いた。コントロールである IVF 胚では供試

胚 34 個中 4 個 (11.8%) が TS 細胞樹立の

目安となる P5 に到達することができ 4 系

統の TS 細胞が樹立された。しかし、供試

した 55個のmtB-M胚は継代 5回目以降に

コロニー形成が確認できず、TS 細胞が樹

立されなかった。P3 および P4 において出

現したmtB-M TS 様コロニーからmtDNA

を抽出し、PCR 法により mtDNA にコード

される遺伝子であるウシ ND5 およびマウ

ス ND5 の増幅および検出を試みた。ポジ

ティブコントロールおよびネガティブコン

トロールにはマウス肝臓およびウシ子宮由

来の mtDNA を用いた。P3、P4 の mtB-M



胚由来細胞でウシ ND5 遺伝子の増幅が確

認された。 
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