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研究成果の概要（和文）：本研究では、哺乳動物の受胎率向上や生殖周期制御に向けた新規技術開発に資する基礎的知
見を提供することを目的として、ウシの妊娠成立と維持に必須な内分泌器官である黄体での妊娠に伴う遺伝子発現の変
化を網羅的に解析した。その結果、妊娠することで特異的にウシ黄体で発現が変化する生理活性物質（ケモカインや成
長因子、細胞外マトリックス等）を明らかにし、これらの知見をもとにしてケモカイン等の発現をコントロールするこ
とにより、ウシの妊娠成立・維持を人為的に制御する技術開発に貢献することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Functional differences between the corpus luteum (CL) of pregnancy and CL of the c
ycle in cows were examined. Microarray analysis using a custom-made, 15 K bovine oligo DNA microarray dete
cted 138, 265 and 455 differentially expressed genes in the bovine CL of day 20 to 25, 40 to 45, and 150 t
o 160 of pregnancy compared with day 10 to 12 (mid-luteal) of the estrous cycle (>2-fold change relative t
o mid-luteal stage). These up- and down-regulated genes in the CL of pregnancy involved chemokines, growth
 factor-related proteins, cluster of differentiation molecules, or collagens. The expression of eotaxin, l
ymphotactin and ENA-78, and their receptors were observed in the CL of pregnancy. Moreover, mRNAs of colla
gen and fibronectin expression in the pregnant CL were significantly lower than that in the CL of the estr
ous cycle. Thus, the different gene expression profiles may contribute to functional differences between t
he CL of pregnancy and the CL of the estrous cycle in cows.
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１．研究開始当初の背景 
 
家畜を含む多くの哺乳動物では、排卵後の

卵胞に形成される黄体が妊娠の成立・維持に
必須の内分泌器官として知られている。妊娠
が成立しない場合には黄体は速やかに退行
（消失）し、次の卵胞発育が回帰することに
よって周期的な生殖周期が営まれる。しかし、
妊娠が成立すると黄体は存続し、妊娠維持に
必須なステロイドホルモンとして知られる
プロジェステロンを分泌し続ける。 
現在、畜産の生産現場ではウシでほぼ

100％が人工授精によるものであるが、その
受胎率は 40％前後であり、体細胞クローンに
至っては受胎率で十数％、産子として生まれ
てくるものはわずか数％に過ぎない。この受
胎率低下の現象について、様々な要因が考え
られ研究が進んでいるにもかかわらず、いま
だ明確な解決策は見出されていない。一方、
ウシの分娩間隔は平成 22 年で 13.3 ヶ月（約
400 日）となっており、平成 32 年度までに
12.5 ヶ月（約 375 日）とすることを目標とし
た家畜改良増殖目標（平成 22 年 7 月：農林
水産省）と大きくかけ離れている状況にある。 
このような背景から、受胎率向上や分娩間

隔の短縮に向けた様々な視点からの基礎的
研究ならびにそれらの知見を利用した新規
技術の開発は必須かつ急務であると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ウシの妊娠黄体ならびに非妊

娠黄体間における遺伝子発現の違いを網羅
的に解析し、妊娠黄体に特異的な発現動態を
示す生理活性物質の存在を明らかにし、妊娠
黄体の形成に必要不可欠な条件を解明する
ことによって、哺乳動物の受胎率向上と繁殖
サイクル（分娩間隔）の短縮に向けた新規技
術開発に資する知見を提供することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 
正常な発情周期を示す黒毛和種経産牛を

用いて、人工授精後 20-25 日、40-45 日、
150-160 日目に屠殺し、胚の存在を確認後に
黄体を採取した（各 n=4）。対照として発情
周期 10-12 日目の非妊娠黄体を採取した
（n=4）。採取した黄体は遺伝子発現解析用、
タンパク質発現解析用として定法により処
理した。組織から総 RNA を抽出後、15k ウ
シオリゴ DNA マイクロアレイにより遺伝子
発現を解析し、データマイニングソフトを用
いてバイオインフォマティクス解析を行う
とともに、リアルタイム PCR 法を用いて遺伝
子発現量を比較検討した。さらに、タンパク
質発現を酵素免疫測定法ならびに免疫組織
化学染色法を用いて検討した。 
 

４．研究成果 
 
１）人工授精後 20～25 日、40～45 日、150-160
日目の黄体では、発情周期 10-12 日目の非妊
娠黄体と比較して、それぞれ 138 個、265 個、
455 個の遺伝子発現が変化し、妊娠の経過に
伴って変動する遺伝子数が多くなることを
明らかにした（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：マイクロアレイ解析によるウシ妊娠黄体と
非妊娠黄体間の遺伝子発現の違い。 
 
 
 
２）これらの遺伝子群の中で特に顕著な発現
変化を示す遺伝子を解析した結果、ケモカイ
ンの一つであるエオタキシン(CCL11)発現が
妊娠の経過に伴い大きく増加することが示
された。さらに、リンフォタクチン(XCL1)や
ENA-78(CXCL5)の遺伝子発現が妊娠により減
少することが明らかとなった。また、細胞外
マトリックスであるコラーゲンやフィブロ
ネクチンの遺伝子発現が妊娠黄体では有意
に低いことが示され、妊娠黄体と非妊娠黄体
が構造的に異なる一因であることが示唆さ
れた（表１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表１：ウシ妊娠黄体におけるケモカインと細胞外
マトリックスの遺伝子発現の変化。 
 
 

⾮妊娠⻩体と妊娠⻩体で発現量が有意に異なる
遺伝子の数は 611 個
そのうち、既知で意味のある遺伝子と考えられ
るものが約50個程度（ケモカイン等）

非妊娠 vs 妊娠（20-25日）
138個の遺伝子発現差

非妊娠 vs 妊娠（40-45日）
265個の遺伝子発現差

非妊娠 vs 妊娠（150-160日）
455個の遺伝子発現差

 

コラーゲン タイプI 3.10倍
コラーゲン タイプII 2.58倍
コラーゲン タイプIII 2.19倍
コラーゲン タイプIV 2.09倍
コラーゲン タイプVI 3.85倍
コラーゲン タイプXI 2.37倍
コラーゲン タイプXVIII 2.27倍
フィブロネクチン タイプI 3.87倍

P20-25 P40-45 P150-160

＊周期性⻩体(D10-12) と比較した発現差

細胞外マトリックス

サイトカイン（ケモカイン）

CCL11 (Eotaxin) 223倍 2991倍
XCL1 (Lymphotactin) 7.82倍 10.6倍 16.8倍
CXCL5 (ENA-78) 6.65倍 6.51倍
CXCL2 (Gro-b) 9.15倍

P20-25 P40-45 P150-160

DNAマイクロアレイ解析結果（抜粋）

 



３）マイクロアレイ解析の結果を踏まえ、リ
アルタイム PCR を用いて解析を進めた結果、
エオタキシン(CCL11)、リンフォタクチン
(XCL1)、ENA-78(CXCL5)とそれぞれの受容体
(CCR3、XCR1、CXCR2)のウシ黄体における遺
伝子発現が妊娠に伴い変化することが明ら
かとなった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：ウシ妊娠黄体におけるケモカインとその受
容体遺伝子発現の変化。異なるアルファベット間
で有意差あり(P<0.05)。 
 
 
また、タンパク質レベルでエオタキシン

(CCL11)とリンフォタクチン(XCL1)の発現を
調べた結果、遺伝子発現と同様にタンパク質
発現も変動することが確認された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：ウシ妊娠黄体における a) CCL11 ならびに
b) XCL1 タンパク質濃度の変化。異なるアルファ
ベット間で有意差あり(P<0.05)。 
 
 
さらに、免疫組織化学染色により、エオタ

キシン受容体(CCR3)が黄体細胞で確認され、
リンフォタクチン受容体(XCR1)が黄体細胞
と血管内皮細胞で確認されたことから（図

４）、ケモカインが特異的受容体を介して妊
娠黄体の機能調節、特に妊娠維持機構に関与
する可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４：ウシ妊娠黄体における a) CCR ならびに b) 
XCR1 タンパク質の局在。黒矢印は黄体細胞、白矢
印は血管内皮細胞を示す。 
 
 
本研究の結果から、ウシ黄体において、妊

娠することにより特異的にその発現が変化
する生理活性物質が明らかとなった。これら
の知見をもとにしてケモカイン等の発現を
コントロールすることにより、ウシの妊娠成
立・維持を人為的に制御する新たな技術開発
に貢献することが期待される。 
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