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研究成果の概要（和文）：本研究はウシを対象として、胚によって子宮内膜で発現が誘導される遺伝子の解析、
およびその遺伝子発現を誘導する胚性分泌因子の同定を目的とした。ウシ伸長期胚の胚性分泌因子について
LC/MS/MS法で解析した結果、6個のサイトカインと2個の成長因子が特定された。さらに、RNAseq解析で得られた
結果から、着床期子宮内膜で発現が上昇する遺伝子について上流因子の検索を行ったところ、IFNT に加えてMIF
が制御する想定される遺伝子が含まれていた。これらの結果から、IFNT 以外の胚性分泌因子としてMIFが着床期
子宮内膜機能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）：The present study aimed to analyze genes whose expression is induced by 
embryos and to identify embryonic secretory factors that induce gene expression in cattle. Analysis 
of the embryonic secretory factor of bovine elongated embryo by LC / MS / MS resulted in the 
identification of 6 cytokines and 2 growth factors. Furthermore, from the results obtained by RNAseq
 analysis, upstream factors were analyzed for genes whose expression increased in the endometrium of
 the implantation period. As a result, in addition to IFNT, genes considered to be controlled by MIF
 was included. These results suggested that MIF might control endometrial function during 
implantation as an embryonic secretory factor other than IFNT.

研究分野：動物繁殖生理学
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１．研究開始当初の背景 
 ウシにおいて、胚依存的に子宮内膜で発現
の変化する遺伝子が報告されている。ヒトに
おいても胚培養上清を用いた解析により、子
宮内膜において Hoxa10 や Tgfβ1など複数の
遺伝子の発現が変化することが報告されて
いる。これらの結果は、胚の分泌する因子が
着床に向けて子宮内膜の遺伝子発現を制御
している事を示唆しているが、具体的な因子
の解析・同定にまでは至っていない。本研究
では、他の動物の子宮で報告のあるいくつか
の遺伝子をウシ子宮で解析するとともに、次
世代シーケンサーを用いて胚性シグナル応
答遺伝子を明らかにする。ついで、ウシ伸長
期胚の培養上清を質量分析法によって解析
し、さらに胚性シグナル応答遺伝子のプロモ
ーターの情報等をもとに胚性分泌因子を絞
り込む。加えて、子宮内膜スフェロイドを用
いたバイオアッセイ系によって胚性分泌因
子を検証し同定する。 
 
２．研究の目的 
 子宮が胚を受け入れ着床へと至る、いわゆ
る“着床ウィンドウ”の開く期間は動物種に
よって決まっており、胚による制御を受ける
ものと考えられている。しかし、着床ウィン
ドウを確立する子宮の遺伝子はいまだ明ら
かにされていない。また、その発現を誘導す
る胚性分泌因子に関しても不明のままであ
る。本研究では経済動物であるウシを対象と
して、①胚によって子宮内膜で発現が誘導さ
れる遺伝子（胚性シグナル応答遺伝子）の解
析、②その遺伝子発現を誘導する胚性分泌因
子の同定を目的とする。着床を制御する胚性
分泌因子が同定されれば、その受精卵移植へ
の応用によって着床・受胎率の向上へ繋がる
ものと期待される。 
 
３．研究の方法 
 ウシ子宮における胚性シグナル応答遺伝
子を検索し、その情報から子宮機能を制御す
る胚性分泌因子を選抜してバイオアッセイ
に利用することでウシの胚性分泌因子を同
定する。（項目 1）いくつかの候補遺伝子をウ
シ子宮で解析するとともに次世代シーケン
サーを用いて胚性シグナル応答遺伝子を網
羅的に検索する。（項目２）ついで、ウシ伸
長期胚の培養上清を LC/MS/MS によって解析
し、項目 1で得られた情報から胚性分泌因子
を絞り込む。（項目３）ウシ子宮内膜細胞の
生体外培養系を用いたバイオアッセイによ
って胚性分泌因子を検証し同定する。 
 
４．研究成果 
(1) 胚性シグナル応答遺伝子の網羅的検索 
 三つのステージ（卵胞期、黄体期および妊
娠 18 日目の着床期）の子宮をそれぞれ 5 頭
ずつ採取して遺伝子の調整を行い、次世代シ
ーケンサー（RNAsequence 解析）による網
羅的な解析を行った。その結果、卵胞期、黄

体期および着床期でそれぞれ、11091 個、
10958個および11000個の遺伝子が発現して
いる事が示された。Fold≥2、P<0.05 の条件
で黄体期と卵胞期の遺伝子発現を比較する
と、1161 遺伝子が卵胞期（卵＞黄区）で、
681遺伝子が黄体期（黄＞卵区）でそれぞれ
高い発現を示した。また、同様の条件で黄体
期と着床期を比較すると、305遺伝子が着床
期（着＞黄区）で、300遺伝子が黄体期（黄
＞着区）でそれぞれ高い発現を示した。これ
らの遺伝子を IPA 解析の分子および細胞機
能で分類すると、卵＞黄区では Cellular 
movement、黄＞卵区では Lipid metabolism、
着＞黄区では Cell death and survival、黄＞
着区では Cell morphologyがもっとも高い P
値を示した。 
 
(2) 胚性分泌因子の解析 
 妊娠 18 日目のウシ伸長期胚を P4 添加
DMEM/F12培地で 24時間培養し、培養上清
中に含まれるタンパク質を LC-MS/MS 法で
解析した。その結果、培養上清中から 1091
個のタンパク質が同定され、遺伝子情報へと
変換してGO解析によって機能解析を行った
ところ、904個の遺伝子について情報を得る
ことが出来た。しかし、その中には分泌性で
ない因子も含まれていることが示されたた
め、分泌性因子の特徴であるシグナル配列を
有する159個の因子を胚性分泌因子として同
定した。さらにこれらの因子について IPAの
データベースを用いた解析を行い、子宮内膜
環境を制御し得る 6個のサイトカイン（IFNT, 
IFN-tau-c1, FAM3C, MYDGF, AIMP1, 
MIF）と 2個の成長因子（GRN, HDGF）が
特定された（表 1）。これらの因子は、IFNT
以外の全ての因子の遺伝子が子宮内膜でも
発現していた。(1)で行った RNAseq 解析の
結果から、着床期子宮内膜で発現が上昇する
遺伝子について IPA 解析により上流因子の
検索を行ったところ、IFNT に加えて MIF
（マクロファージ遊走阻止因子）が制御して
いると想定される遺伝子が確認された。これ
により、MIFがウシ子宮内膜の遺伝子発現を
制御している可能性が示唆された。 
 

 
 
(3) 特定された胚性分泌因子の検証 
 IPA 解析により、胚性分泌因子として
IFNT に加えて MIF が着床期子宮内膜の遺
伝子発現を制御している可能性が示唆され
た。着床期子宮内膜で発現が上昇する MIF



下流因子として、ARG1、CCL2、IL7、IL23A
が特定された。RNAseq 解析の結果から、
IFNT および MIF が上流因子として推定さ
れる遺伝子を表 2に示した。 
 

 
 
 MIFの受容体である CD74の妊娠 18日
目の胚および黄体期および着床期の子宮内
膜組織における遺伝子発現をRT-PCRで解
析した。その結果、CD74の遺伝子は胚では
発現しておらず、子宮内膜組織での発現が確
認された（図 1A）。さらに、RT-qPCR の解
析により、CD74 の遺伝子発現は黄体期と比
較して着床期で上昇することが明らかとな
った（図 1B）。さらに、子宮内膜上皮細胞と
間質細胞それぞれにおけるCD74の遺伝子発
現を RT-PCR で解析した結果、CD74 遺伝
子は上皮細胞でのみ発現している事が示さ
れた。 
 

 
 
 これらの因子の発現に対するリコンビナ
ントMIF（rMIF）、および IFNTと同じ I型
IFNである IFNAの影響について、培養ウシ
子宮内膜上皮細胞を用いた解析を行った。遺
伝子としては、MIFと IFNTの両方が上流因
子として推定される CLC2、およびMIFのみ
が上流因子として推定される IL23A の発現
を解析した（図 2）。その結果、CLC2は IFNA
添加区で有意な発現上昇が認められた
（P<0.05）。一方、IL23Aは rMIF添加区に
おいてのみ有意に高い値を示した（P＜0.05）。 
 これらの結果は胚性分泌因子である MIF
が、INFTとは独立して、MIF独自にウシ子
宮内膜上皮細胞の遺伝子発現を制御し得る
事を明らかにしたものであり、IFNT 以外の
胚性分泌因子として MIF が着床期子宮内膜
機能を制御している可能性が示唆された。 
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