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研究成果の概要（和文）：200 字 

 

 生産性に関わる遺伝子として、ウシBRCA1遺伝子について解析したところ、BRCA1遺伝子エ

クソン11の塩基配列およびアミノ酸配列はウシの品種間で保存性が高いことが明らかになった。

Brca1タンパク質はマウス着床能力獲得胚の栄養外胚葉で発現していた。一方、体外受精で得ら

れた胚盤胞におけるBrca1タンパク質は低い発現レベルを示した。この低発現は、4-ヒドロキシ

エストラジオールとプロラクチンによって改善することが可能であった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Nucleotide sequence of Bovine BRCA1 gene was highly conserved between Holstein cows and 

Japanese Black cows. Expression of Brca1 was strongly upregulated in implantation-competent 

blastocysts in the mouse, whereas the Brca1 expression of was low in blastocysts derived from in vitro 

fertilization. In contrast, 4-hydroxyestradiol and prolactin upregulated Brca1 levels in blastocysts derived 

from in vitro fertilization. Our results suggest that Brca1 most likely plays a physiological role in 

directing implantation-competent blastocysts in the mouse. 
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１．研究開始当初の背景 

 ウシの体外受精と胚移植は、優良形質個

体の効率的な増産法として実用化されてい

る。しかしながら、体外受精によって作出

した胚の産子生産率は極めて低い。ウシの

体外受精卵移植において、受胎率は約40%

（受胎数／移植数）、産子生産率は約22％

（産子数／移植数）である。この値は移植

数を分母にしているので、子宮への胚移植

に用いるステージである胚盤胞への発生率

が50%程度であることを考えると、実際の受

胎率や産子生産率は非常な低率である。ウ

シの受精卵移植が始まって以来約20 年が

経過しているが、この値は低率のままで改

善できていない。すなわち、体外作出胚に

おける低受胎率の原因究明と対応技術の開

発は、優良家畜の安定増産において、重要

かつ必要不可欠な課題である。 

 

２．研究の目的 

 体細胞クローンウシが多数作出されてい

る今日ではあるが、前述のように体外受精

によって作出した胚の産子生産率が低いこ

とは意外に知られていない。ウシの受精卵

移植開始からこの間、発生工学が大きく前

進し、胚盤胞への発生率が改善されている

のに何故受胎率は低いのか？我々らは、発

生の速いウシ体外受精胚では染色体異常が

多いことを明らかにしている。染色体異常

胚は流産率が高いことから、このことが低

受胎率に関わっているものと考えられる。

つまり「発生の速い胚は良好と評価する従

来法」には問題があり、新たな胚質評価法

を作出し、それを活用した改善法の樹立が

必要である。 

 胚発生や着床の分子機構に関する研究は、

これまでにも国内外で多くの研究が行われ

てきた。家畜においては、反芻動物特有の

受胎に関わる分子機構の解明が進んでおり、

この分野では我が国の成果はトップレベルで

ある。母体側の生理機構などから受胎率改善

への試みもなされている。しかしながら、ウ

シの受精卵移植における受胎率は一向に改善

されていない。このことは、分子機構などの

基礎研究の更なる推進に加え、それらの知見

を基に、標的とする分子機構を賦活させる体

外培養系を作出し、受胎率を改善するアプロ

ーチの必要性を示唆している。 

 本研究では、遺伝子多型選抜と生殖細胞機

能賦活化の併用による優良家畜生産手法の構

築を目指す。生産性と抗病性に関わる遺伝子

を新規に探索し、ウシの塩基配列を決定する。

また、品種間の相違について遺伝子多型解析

を行う。さらに、胚発生過程における標的遺

伝子の発現動態を解析し、着床能力の低い体

外受精胚の原因を探る。この過程に必須であ

る体外成熟培養や体外受精といった従来の生

殖工学技術に加え、生殖細胞機能を賦活化す

る技術を開発し、着床能力の高い胚培養法を 

作出する。 

 我々らはこれまでにも、着床に関する分子

メカニズムの研究を展開してきた。そこで、

これまでに明らかにしてきた着床関連因子の

中で、現在細胞学的に注目が高い因子を候補

とすることを考えた。すなわち、ガン細胞な

どの培養実験から得られた最新の知見を速や

かに応用させていく。また、培養細胞を用い

た実験では、細胞機能の増加作用や抑制作用

を示す化学物質の開発と検討が広く展開され

ている。それらの中に、胚の着床能力を賦活

化する因子が含まれていることが期待出来る。

一方で、新規の着床関連因子の同定も行って

きた。その知見の更なる解析も進め、着床能

力向上への応用を展開する。 

 



３．研究の方法 

生産性に関わる遺伝子の解析 

 マウスにおけるBrca1の遺伝子多型につい

ては多くの報告があるが、ウシでは不明な

部分が多い。そこで、ウシBRCA1の遺伝子

配列を決定し、多型の解析を行う。これま

で、マウスBrca1の遺伝子多型でガンと関連

性が示されている配列を中心にウシの

BRCA1を解析し、乳用牛や肉用牛の特性に

BRCA1遺伝子多型が関与しているかを検証

する。さらに他の動物種との相同性につい

て比較解析を行う。 

 

発生と着床能力獲得に関する分子機構 

 ウシの卵子を用いる実験系では、利用で

きる数と実験回数に制約があり、様々な項

目を詳細に検討することは困難である。そ

こで、まずマウスで行う。胚の各発生ステ

ージにおけるBrca1の発現と機能の解析を行

う。体外発生過程における胚のBrca1の発現

を免疫染色で解析する。Brca1はエストロジ

ェン感受性のガンに関わる遺伝子である。

そこで、胚の培養系におけるエストロジェ

ンによるBrca1発現誘導や栄養外胚葉の増殖

への関与などについて解析を行う。また細

胞培養系でBrca1の発現を誘導する因子につ

いても検討する。 

 

４．研究成果 

生産性に関わる遺伝子の解析 

 ヒトBRCA1は、家族性乳ガンに関与して

いることが知られている。そこで我々は、

BRCA1がウシの乳房性疾患に関与している、

と仮説をたてた。ウシBRCA1遺伝子につい

ては、肉用牛であるヘレフォード種のクロ

ーニングが報告されているのみである。ヘ

レフォード種では、エクソン11において111

塩基の挿入の有無が、BRCA1遺伝子の転写

を制御するリン酸化に関わっていることが報

告されている。乳房性疾患は乳用牛の生産に

おいて重要な問題であることから、代表的な

乳用牛であるホルスタイン種における

BRCA1遺伝子の塩基配列解析を行った。また

肉用牛としては黒毛和種を解析した。 

 黒毛和種およびホルスタイン種において

得られた BRCA1 遺伝子エクソン 11 の塩基配

列およびアミノ酸配列を既報のヘレフォー

ド種と比較したところ、総塩基数および総ア

ミノ酸数は一致していた。また、ホルスタイ

ン種 BRCA1 遺伝子のエクソン 11 は、ヘレフ

ォード種と同一の配列であった。一方で、

111bp 挿入は認められなかった。これらの結

果、ウシ BRCA1 エクソン 11 のアミノ酸配列

は、3 品種間で高く保存されており、重要な

機能を有していることが示唆された。一方で、

ウシにおける BRCA1 遺伝子の塩基配列は保

存性が高い一方で、乳用牛特異的な配列をも

つ可能性が示唆された。今回解析した乳用牛

については、乳房炎の記録と遺伝子型に明ら

かな相関は認められなかった。 

 ホルスタイン種リピートブリーダーにお

ける BRCA1 遺伝子エクソン 11の塩基置換は、

経産雌ウシと比較して遺伝子型に特徴は見

られなかった。さらに、エクソン 11 におけ

る核局在化シグナルおよび疾患関連性変異

の部位での塩基置換は認められなかった。 

BRCA1 遺伝子のエクソン 9 ~ 11 前半部位

について、黒毛和種とホルスタイン種の塩基

配列の比較解析を行った。その結果、黒毛和

種とホルスタイン種の塩基配列はすべて一

致し、既報のヘレフォード種の配列とも同一

であった。ニホンジカの BRCA1 遺伝子につ

いてウシと比較したところ、相同性は 96.9%

であり、そのうち 12bp において塩基置換が

認められた。得られた塩基配列をアミノ酸配

列に翻訳した結果では、129 個のアミノ酸の



うち 8 個のアミノ酸において非同義置換が

認められた。また、アミノ酸置換をエクソ

ンごとにみると、エクソン 10 で 3 個、エ

クソン 11 前半部位で 5 個存在していた。

さ ら に 、 ヒ ト (U14680.1) 、 マ ウ ス

(NM_009764.3)、ブタ(XM_003358029.1)の

配列と比較したところ、ニホンジカとウシ

との間で最も相同性が高く、反芻亜目にお

いて共通する塩基配列が認められ、作成し

た系統樹ではニホンジカおよびウシは同

じクラスター内に存在していた。 

 

発生と着床能力獲得に関する分子機構 

 マウス胚における Brca1 タンパク質は、

胚盤胞の子宮内膜に着床する部位である

栄養外胚葉に発現していた。Brca1 はエス

トロゲンの作用後に発現が上方制御され、

胚盤胞が着床能力を獲得するのに伴い高

い発現を示す。培養細胞を用いた研究では、

Brca1 は Bard1 とヘテロ二量体を形成する

ことでタンパク質分解作用を示されてい

る。しかしながら、着床期の胚盤胞におけ

る Brca1 は、Bard1 とは独立して着床期胚

および 2 倍体栄養外胚葉の細胞増殖および

分化抑制に機能するとともに、着床後の栄

養膜巨細胞への分化に間接的に関与して

いることが示唆された。 

 一方で胚盤胞においてもタンパク質分

解が胚の着床能力に関与していた。すなわ

ち、着床周辺期胚における ERα は、着床能

力の獲得において発現が上昇するが、その

後ユビキチン化によるタンパク質分解に

よって速やかに分解されることで、過剰な

エストロゲンの作用を回避していること

が示唆された。 

 体外受精で得られた胚における Brca1 タ

ンパク質は栄養外胚葉に発現しており、局

在性は体内で発生した胚盤胞と差が認め

られないものの、低い発現レベルを示した。

このことから、体外受精胚の低い着床率に、

Brca1 タンパク質の発現動態が関与している

可能性が示唆された。そこで、4-ヒドロキシ

エストラジオールとプロラクチンを胚盤胞

の培養系に添加したところ、Brca1 の発現を

賦活化することが可能であった。 培養細胞

において、Brca1 は細胞周期チェックポイン

ト、DNA 修復、ユビキチン化によるタンパク

質分解など多岐にわたって機能する。胚盤胞

における Brca1 の役割は、ユビキチン化に関

するものではなく、細胞周期チェックポイン

トや DNA 修復などに機能することで、着床

前後における胚発生を支持している可能性

が示唆された。 

 着床期の胚において Brca1 タンパク質が発

現しているのに対し、着床直前に ERα 発現は

消失する。ユビキチン化によるタンパク質分

解であるプロテアソームの阻害剤によりERα

を発現している胚を子宮に移植したところ、

無処理区よりも低い着床率を示した。プロテ

アソーム阻害剤と ERα 拮抗剤で処理した胚

の ERα 発現は、プロテアソーム阻害剤単独処

理区に比べ低下する傾向がみられた。プロテ

アソーム阻害剤と ERα 拮抗剤で処理した胚

を移植した結果、プロテアソーム阻害剤単独

処理区よりも高い着床率を示した。これらの

結果から、マウス胚において UPP を介した

ERα分解が着床の成立に必要であることが示

唆された。またこの経路は Brca1 非依存的で

あると考えられた。 
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