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研究成果の概要（和文）：　本研究は、大気中と子宮内環境の酸素濃度の違いに着目した。計画では、① ウシ
胚および子宮内膜細胞を用いた低酸素細胞培養系の確立②ウシ胚および子宮内膜細胞の重要候補因子の抽出と解
析③妊娠成立に必要な低酸素応答経路の構築を目標とした。
　①ウシ胚および栄養膜細胞CT-1、F3細胞を用いた培養を試みたが、安定して維持継代できなかった。子宮内膜
細胞は、通常および低酸素条件での比較を行った。②③については子宮内膜上皮細胞に絞り、計画より遅れたが
低酸素条件でのタンパク質レベルの発現解析に着手し、候補因子の検証を進めている。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the difference between oxygen concentration in the 
atmosphere and in utero environment. The objective of this study are: 1. Establishment of hypoxic 
cell culture system using bovine embryo and endometrial cells, 2. Identification and analysis of 
important candidate factors of bovine embryo and endometrial cells, and 3. Construction of hypoxic 
response pathway(s) necessary for pregnancy establishment.
1. I tried culture using bovine embryo and trophoblast cell CT-1 and F3 cells, but we could not 
stably maintain. Endometrial cells were compared in normal and hypoxic conditions. With regard to 2,
 and 3, I focused on only endometrial epithelial cells. Now I examine expression analysis of protein
 levels under hypoxic conditions and are investigating candidate factors.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、通常は大気中と同じ条件で行っている細胞培養実験を子宮内環境を想定した酸素濃度での行い、そ
の中で発現変動する候補因子を解析した。まだ精査が必要な段階であるが、これら因子およびその機能の検証に
より、妊娠成立のための知見が得られることが期待できる。得られる結果は新規知見であるため学術的意義は大
きく、現在私たちヒトにおいても不妊は社会的問題となっていることからその社会的意義も大きいと考えてい
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 国内外において、生殖補助技術および関連研究は目覚ましく発展してきた。それらは、性周
期のコントロールや発情の同期化には多大な効果を発揮している。しかし、こうした技術を用
いても、妊娠率の向上には至っていない。ウシの人工授精受胎率は現在 50%を下回り、停滞し
ている。これは畜産農家にとって大きな損失である。私たちヒトを含む哺乳類でも、受精卵（胚）
の大部分が着床前に死滅してしまう。体外受精や胚移植には、高品質の胚が用いられているに
もかかわらず、妊娠率は低い。すなわち、妊娠の成立には、胚の品質だけでなく母体の胚受容
能力（妊娠認識力）も重要だといえる。 
 反芻動物の妊娠成立には、胚・栄養膜細胞からのインターフェロン・タウ（IFNT）産生が必
要である。IFNTは母体子宮の受容体を介して働き、黄体を維持することにより妊娠成立に寄与
する。また、IFNTは子宮上に多くの遺伝子発現を誘導する。すなわち、反芻動物の妊娠成立に
は、胚の IFNT産生と子宮の応答が必須である。 
 申請者は、通常行う細胞培養条件が、子宮内の生理的環境を反映していない点に着目した。
妊娠成立時の、胚による IFNT 産生と子宮の応答は低酸素環境で行われている。胚と子宮の相
互作用を研究するにあたり、生理的条件に近い環境で実験を行う必要があると考えた。それに
より、見落としている重要因子や現象を捉えられるのではないかと考えた。そこで、子宮内の
生理的環境に近い条件、すなわち細胞がストレスの少ない条件におかれたときの変化を検証し、
妊娠成立機構の解明につながる新規知見を得たいと考え、本申請に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、子宮の生理的環境である低酸素環境において、妊娠成立に至るための胚・
栄養膜細胞と子宮細胞の遺伝子発現変化を明らかにし、受胎率向上に結びつく基礎知見を得る
こととした。  
 
３．研究の方法 
（１）胚・栄養膜細胞および子宮内膜細胞の低酸素培養系の確立と評価 
 食肉処理場より、ウシ卵巣組織および子宮組織を採取する。卵巣から採卵し、体外受精を行
う。体外受精胚を約 8日間培養し、孵化後の胚を培養皿に接着させ、栄養膜細胞を得る。反芻
動物の胚・栄養膜細胞のマーカーとして、反芻動物の妊娠認識シグナル IFNT の発現を確認す
る。哺乳類共通の栄養膜細胞因子である CDX2、GATA3発現も確認する。また、ウシ栄養膜細
胞 CT-1細胞および F3細胞を併せて用いる。  
 子宮内膜組織を培養皿に接着させ、周囲に遊走した細胞から上皮細胞を得る。得られた細胞
を、通常の細胞培養条件（5% CO2, O2制御なし, 38.5°C）と低酸素条件（5% CO2, 5% O2, 38.5°C）
で培養し、遺伝子発現変化を調べる。培地および血清は全て通常培養時（5% FBS, DMEM）と
同様に行った。細胞の形態変化を観察するとともに細胞の増殖性を細胞増殖アッセイにより確
認する。 
 
（２）低酸素環境下における網羅的遺伝子発現解析  
 上記（１）で得られた、通常の細胞培養条件および低酸素培養条件における子宮内膜上皮細
胞からタンパク質を回収し、発現変化をプロテオーム解析（LC-MS）により調べる。公開デー
タベースを用いて解析し、低酸素培養により発現上昇する重要因子およびその経路を同定する。 
今回、プロテオーム解析を行う機会を得られたため、当初の計画において行う予定であった
DNAアレイまたは RNA-Seqによる遺伝子発現の網羅的解析については実施していない。 
 
４．研究成果 
（１）ウシ胚および栄養膜細胞 CT-1、F3 細胞を用いた培養を試みたが、安定して維持継代で
きなかった。ウシ胚では、哺乳類共通の栄養膜細胞因子であり、IFNTの上流因子である CDX2、
GATA3発現に関しては、数回の継代中も mRNAでの発現が確認できたが、IFNTの発現につい
ては維持することができなかった。子宮内膜細胞は、通常の細胞培養条件および低酸素培養条
件で培養し、5%の低酸素条件においては形態および増殖性に問題ないことが確かめられたため
以降の解析に用いた。予備検討としては、1%の低酸素条件においても検証したが、細胞の状態
が安定しなかったため以降の解析には用いていない。 
 
（２）子宮内膜上皮細胞に絞り、計画より遅れたが低酸素条件でのタンパク質レベルの発現解
析に着手した。プロテオームの解析の結果について、DAVID（https://david.ncifcrf.gov/）等の公
開データベースを用いて解析した。子宮内膜上皮細胞において検出された全てのタンパク質は
約 2500であった。そのうち、通常の培養条件では発現が全く検出されず、低酸素培養条件での
み発現が確認できたものが約 90であった。解析については、定量性はないため、今回は発現の
増減ではなく有無にのみ着目した。また、機能のカテゴリーについては、6 のカテゴリーに分
類された。このうち 20個のタンパク質について着目し、現在候補因子として検証を進めている。
今後は、これらの候補因子をさらに絞り込み、その発現および機能解析まで行うことができれ
ば子宮側のみであるが、有意義な知見を得られることが期待できる。 
 



（３）その他の成果について：当初設定していた、（１）（２）の計画については遅れが生じた
ため、温度の負荷による酸化ストレス増加や、より採取しやすい血液細胞を用いてのストレス
評価を行った。これらについても細胞の酸化状態という観点から派生的に行った実験であるた
め、成果報告を行っている。 
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