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研究成果の概要（和文）：本研究では、ウシの子宮内膜及び栄養膜細胞由来エクソソームに内包されるマイクロ
RNA（miRNA）に焦点をあて、miRNAによる細胞機能制御の分子機構解明を試みた。その結果、子宮内膜及び栄養
膜由来のいくつかの特異的miRNAは妊娠関連糖タンパク質（PAG）や胎盤性ラクトジェン（CSH2） mRNAの3’非翻
訳領域や翻訳領域に結合する可能性があること、PAGやCSH2と特異的miRNAの発現動態には逆相関が認められたこ
とから、特異的miRNAは胎盤特異的タンパク質の発現を制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated on the microRNA (miRNA) contained in 
bovine endometrial cells and trophoblasts-derived exosomes, and attempted to elucidate the molecular
 mechanism of cell function by miRNA. As a result, some specific miRNAs from the endometrial cells 
and trophoblasts may bind to the 3'-untranslated and translated regions of pregnancy-related 
glycoprotein (PAG) and placenta lactogen (CSH2) mRNA. Inverse correlation of the expression kinetics
 was observed between trophoblast-specific mRNA and specific miRNA, suggesting that specific miRNA 
may regulate the expression of PAG and placenta lactogen protein. These results suggest that miRNA 
contributes to the interaction between endometrial cells and trophoblasts in implantation and 
placentation in cattle.

研究分野：獣医学、畜産学、動物生命科学

キーワード： マイクロRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，子宮内膜細胞及び栄養膜細胞が産生するエクソソーム由来のmiRNAが相互の細胞に作用して、着床
や胎盤形成時の情報伝達に関与する分子機構が明らかになる。即ち、エクソソームを介した細胞機能制御が着
床・胎盤形成を確実にするというものであり、エクソソームを中心にした子宮内膜・栄養膜の細胞間クロストー
クの解明はウシの着床・胎盤形成機構の解明につながる。これらの結果は、牛の受胎性向上技術開発に資する知
見であり、miRNAを利用した着床の促進あるいは避妊を調節する薬剤開発への展開を示唆するものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（1）ヒトを含む動物の着床現象の成否は出生率，繁殖効率を左右する重要な機構である。受精
後の初期胚の着床において，子宮内膜及び栄養膜細胞の相互作用は必須であり，これらの細胞の
調和した分化増殖過程が順調に進行しないと早期胚死滅や流産を引き起こすことになる。しか
し，これら子宮内膜細胞と栄養膜細胞間の相互作用を調節する要因は完全には明らかになって
いない。胎盤は母体側の子宮内膜細胞と胎子側の栄養膜細胞の相互作用により形成される。子宮
内膜細胞は上皮細胞（内腔及び腺）と間質細胞から構成される。一方、ウシの栄養膜細胞は二種
類に大別され、単核細胞と二核（あるいは多核）細胞からなる。着床期の単核細胞は反芻動物特
有のインターフェロン・タウ（IFNT）を産生、分泌する。IFNT は子宮内膜でのプロスタグラ
ンジンの産生制御を介して黄体機能の維持に働くと共に初期胚の着床直前の著しい拡張、伸展
をもたらすと推測されている。一方、二核細胞は胎盤性ラクトジェンやプロラクチン関連タンパ
ク質等を産生、着床界面では子宮内膜細胞と融合することが知られ、この二核細胞の形成不全は
胎盤形成に異常を来すことが明らかになっている。このように、ウシ胎盤の形成過程には栄養膜
二核細胞と子宮内膜細胞の「融合」という直接的な接触があるだけでなく、液性因子等による制
御機構も存在するが、その分子機構については完全には明らかにされておらず、従来とは異なる
視点の機構解明が必要である。 
 
（2）エクソソームは、多くの細胞で分泌される直径 30 nm～150nm 程度の膜小胞であり、血
液・体液中に存在することが知られている。近年、血中エクソソームに内包されるマイクロ RNA 
（miRNA）の特定分子種は疾患バイオマーカーとして注目を集めており、医療分野、特に癌領
域では盛んに研究がなされている。一方、エクソソームにはmiRNAのみならずさまざまなタン
パク質が内包、あるいは膜挿入されていることから、エクソソーム産生細胞から別の細胞への
miRNAやタンパク質の運搬によって、細胞の機能的変化を引き起こす細胞間情報伝達機構とし
ての役割を担っている可能性が示唆されている。しかし、子宮内膜及び栄養膜細胞間のエクソソ
ームによる情報伝達について検討はなされているものの、その報告は限られており、特にウシな
どの反芻動物における検討はほとんどなされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、１）ウシ子宮内膜及び栄養膜細胞由来エクソソームに内包される特異的
miRNAを同定すること、２）同定 miRNA分子による細胞機能制御の分子基盤を明らかし、３）
着床及び胎盤形成における子宮内膜細胞と栄養膜細胞の相互作用を解明することである。 
 
３．研究の方法 
申請者の先行研究（科研費研究補助金：挑戦的萌芽研究 15K14838、H27〜29）において見出し
た着床期のウシ栄養膜で高発現している miRNA 分子種を解析対象とした。miRNA の標的遺伝子
の予測には、miRNA_Targets
（http://mamsap.it.deakin.edu.au/~amitkuma/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）及び miRmap（http://mirmap.ezlab.org）プログラムを使用した。
着床期から妊娠後期（妊娠 18-297 日齢）のウシ子宮内膜組織、胎膜及び胎盤から TRIzol 試薬
（インビトロジェン社）を用いて総 RNA を抽出した。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 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。miRNA の機能解析については、栄養膜特異的タンパク質を発現するウシ培養栄
養膜細胞系 BT-C 細胞、あるいは標的遺伝子を強制発現させた HEK293T 細胞へエレクトロポレー
ション法（Gene Pulser MXcell, Bio-Rad）、あるいは Lipofectamine 3000（Invitrogen）を使
用して合成 miRNA mimic を導入した。導入後の細胞からタンパク質を抽出し、ウエスタンブロ
ットを用いて胎盤特異的タンパク質を検出した。 
 
４．研究成果 
（1）miRNA_Targets 及び RNAhybrid を用いて、miR-2328-3pをはじめとした子宮内膜及び
栄養膜特異的miRNAの標的遺伝子の抽出及び in silico解析を行った。miRNA_Targetsを用い
た in silico 解析による標的遺伝子の探索では、妊娠関連糖タンパク質（PAG）ファミリー等を
含む胎盤特異的な遺伝子がmiR-2328-3pの標的遺伝子として検出された。また、RNAhybridに
よる結合部位の特定では、miR-2328-3pが PAG1 mRNAの 3’非翻訳領域に結合する可能性が



示された。ウシ子宮内膜・胎盤組織中の miR-2328-3p 及び PAG1 の発現動態を調べたところ、
miR-2328-3pは着床期から妊娠後期にかけて、胎子組織側での発現が減少した。一方、PAG1で
は発現が増加する傾向がみられ、負の相関関係を示したことから、miR-2328-3pが PAG1 mRNA
に結合することによって、PAG1 タンパク質の発現を調節している可能性が示唆された。一方、
さらに解析を進めたところ miR-2305 は PAG1 mRNA の翻訳領域に結合する可能性が示され
た。PAG1 を発現するウシ栄養膜細胞系 BT-C 細胞に合成 miRNA 配列を導入し、PAG タンパ
ク質の産生に及ぼす影響を検討しようとしたが、BT-C細胞への遺伝子導入により細胞が死滅し
たため、合成miRNAの効果を判定することができなかった。そこで、PAG1を強制発現させた
ヒト胎児腎細胞 293（HEK293T）に合成miR-2305 mimicを導入し、PAG1発現への影響を検
討した。導入した miR-2305 mimic量を定量したところ、mimic導入群において miR-2305含
有量は有意に高値を示したことから、miRNA導入は確認された。しかし、PAG1タンパク質量
を調べたところ、mimic 導入群と非導入群間で差は認められなかった。強制発現ベクターを用
いた実験系ではプロモーター活性が高く導入遺伝子の転写活性が強いため、miRNAの効果を検
出できなかった可能性が考えられる。 
 
（2）PAG2 及び胎盤性ラクトジェン（CSH2）についても、PAG1 と同様に発現動態を調べ、
miR-2328-3p及びmiR-2305と比較した。ウシ子宮内膜・胎盤組織中の PAG2及び CSH2の発
現動態は、miR-2328-3p及びmiR-2305とは対照的に妊娠に伴い発現が増加する傾向がみられ、
有意な負の相関が認められたことから、両miRNAが PAG2及び CSH2 mRNAに結合すること
によって、各タンパク質の発現を調節している可能性が示唆された。miRNA_Targets 及び
RNAhybrid を用いた in silico解析により、これらmiRNAの結合部位について詳細に調べたと
ころ、miR-2328-3p及びmiR-2305は PAG2 mRNAの翻訳領域に結合する可能性が示された。
栄養膜細胞株 BT-C への遺伝子導入の改善を図ることができなかったため、HEK293T 細胞に
PAG2 cDNA 全長の塩基配列を挿入した発現ベクターと miR-2305 mimic あるいは Scramble 
miRNA を共に導入した。 bta-miR-2305の細胞内含有量は、mimicを導入したもので有意に高
値を示した。ウエスタンブロッティング法を用いて、PAG2タンパク質の発現量の測定を行った
ところ， mimic導入時の発現量はその他のものと比較して、有意な発現量の差はみられなかっ
た。同様にして、miR-2328-3p mimicあるいは Scramble miRNA を共に導入したところ、 miR-
2328-3p の発現量は mimic を導入したもので有意に高値を示した。しかし、PAG2 タンパク質
の mimic 導入時の発現量は低下することはなく、むしろ高値を示した。一方、これら栄養膜特
異的 miRNA の発現分布を 定量的リアルタイム PCR を用いて調べたところ、miR-2305 及び
miR-2328-3p の発現量は各種組織の間で大きな差はみられなかったことから、栄養膜特異的
miRNA として抽出した miR-2328-3p 及び miR-2305 は、子宮及び胎盤においてのみ高発現し
ているわけではなかった。 
 
（3）培養栄養膜細胞への合成miRNA mimic導入条件等の改良を進めていたが、最終的に効率
よく合成miRNA mimicを導入するところまで至らなかった。原因としては、 導入手法という
よりは使用する培養栄養膜細胞の継代数の影響が大きいようであり、より継代数が少ない細胞
系を使用することにより導入が可能であることが考えられた。一方、これまでに PAGファミリ
ーやCSH2などのウシ栄養膜細胞特異的遺伝子の発現を調節すると考えられたmiR-2328-3p及
び miR- 2305以外の栄養膜特異的 miRNAについて検討を加えたところ、新たな miRNAを見
出した。各妊娠日齢の子宮内膜・胎盤組織中のmiR-671、miR-1777b及びmiR-2881の 発現動
態は栄養膜特異的 miRNA の発現動態と有意な負の相関が認められたこと、さらに in silico 解
析により PAG1、PAG2及び CSH2遺伝子の翻訳領域にこれらの miRNAの結合部位が存在す
ることから、miR-671、miR-1777b及びmiR-2881が栄養膜特異的遺伝子のmRNAに結合する
ことによって、各タンパク質の発現を調節して いる可能性が示唆された。また、miR-671、miR-
1777b及びmiR-2881の全身諸臓器における発現分布を定量的リアルタイム PCRで調べたとこ
ろ、miR-1777b及びmiR- 2881の発現量は各種組織の間で大きな差はみられなかったが、miR-
671 は胎盤と妊娠子宮内膜に特異的に発現していることが明らかになった。miR-671 は妊娠時
の 母体生殖器に特異的に発現し、栄養膜と子宮内膜の細胞間相互作用に関与している可能性が
考えられた。 
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