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研究成果の概要：ウシ着床前胚の発生およびエピジェネティクスにおよぼす飼料性メチル基供

与体(DMD)およびその代謝産物の影響を検討した。代表的な DMD であるメチオニンの代謝産

物ホモシステインをウシ体外受精胚の培養系に添加すると、胚盤胞への発生が遅れるのみなら

ず、得られた胚盤胞のサテライト I 領域の CpG 配列のメチル化が有意に低下した。DMD の代

謝産物がウシ胚の着床前発生に影響をおよぼすこと、さらにその影響は、ゲノム DNA のメチ

ル化という代表的なエピジェネティクス機構への作用を伴うことが明らかにされた。 
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１．研究開始当初の背景 
近年、栄養の過不足、多頭飼育、暑熱スト

レス等の環境要因が原因と考えられるウシ
の人工授精受胎率の低下が世界的に問題と
なっている。受胎率の低下は、分娩間隔の延
長に伴う乳肉生産コストの上昇、子牛の出生
数の減少による後継牛不足等の直接的な経
済的損失のみならず、育種改良の遅れという
長期的な悪影響をももたらす。従って、受胎
率の低下を防ぎ、向上させることが重要な課
題となっている。 
ウシの胚は受精後 6～7 日目に桑実胚から

胚盤胞という発育ステージに達し、8～10 日

目で胚の周囲を覆う透明帯からの脱出（孵
化）が起こり、引き続き 14～19 日目にかけ
て子宮内での伸長発育が起こる。ウシにおい
て妊娠喪失（受精した胚が出生まで至らない
こと）の半数以上がこの胚盤胞期から伸長発
育期に集中する。ウシの低下した受胎率の回
復を期する上で、この胚盤胞期から伸長発育
期の胚の発生の維持機構の解明が望まれる。 

一方でウシ胚の発生に関与しうる環境要
因の一つに栄養因子がある。種々の栄養因子
は、個体による摂取と吸収を介し、胚の発生
に直接・間接に影響をおよぼす。例えばウシ
の要求する栄養因子の一つにビタミンＡが



あるが、我々は、ウシ桑実胚に対するレチノ
イン酸（ビタミンＡの活性型）処理が、胚の
細胞数を増加させること、レチノイン酸の合
成を阻害する薬剤での処理が胚盤胞の孵化
率を低下させることを見出している。最近、
DNA の配列変化を伴わずに子孫や娘細胞に
伝達される遺伝子機能の変化、すなわちエピ
ジェネティクスによる遺伝子発現の制御機
構が明らかになるにつれ、上記発生時期にお
けるエピジェネティクスの関与が考えられ
る。エピジェネティクスにおいては、ゲノム
DNA のメチル化やクロマチンのアセチル化
といった核クロマチンの修飾によって、特定
の遺伝子の発現が制御され、そしてその修飾
は娘細胞に伝達される。エピジェネティクス
による生理機能制御の興味深い点は、同じ遺
伝子を持つ胚あるいは個体であっても、環境
要因によってその遺伝子が伝達可能な修飾
を受け、胚あるいは個体の発育を通じて、そ
の遺伝子発現に差が生じ、結果として胚や個
体の生理機能に違いが現れる点である。我々
は、ウシの体外培養胚をクロマチンヒストン
のアセチル化を亢進させる試薬で処理する
と、胚盤胞期での細胞数および内部細胞塊と
栄養膜細胞の比率が変化することを見出し
ている。これは、エピジェネティクス制御に
よって胚の生理機能が変化した例と考えら
れる。 
先に述べたように、エピジェネティクスの

主要な機構にゲノム DNA のメチル化がある。
精子と卵子のDNAのCpG配列のシトシン残
基はともに高いメチル化状態にあるが、受精
後一時的な低メチル化状態となり、胚盤胞期
以降再びメチル化が始まり、さらに各組織へ
の分化とともにメチル化レベルは急速に増
加する。従って、この胚盤胞期以降のゲノム
DNA のメチル化反応は、胚盤胞の孵化や伸
長発育、各組織への分化、着床に密接に関与
していることが考えられる。この時期がウシ
の妊娠喪失の主要な時期と一致することを
考えあわせると、胚盤胞期以降のエピジェネ
ティクス制御が適切に行われることが、受胎
のために重要であることが予想される。家畜
の飼料中には、メチル化反応に必要なメチル
基を供与する因子すなわちメチル基供与体
が種々含まれている。これらの物質は家畜に
よる摂取と吸収そして最終的には DNA のメ
チル化を介し、生体内のエピジェネティクス
機構に直接影響をおよぼすことが考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウシ着床前胚の発生と分化お
よびエピジェネティクスにおよぼす飼料性
メチル基供与体(DMD)およびその代謝産物
の影響を検討することを目的とした。また、
ウシ初期胚の体外培養は通常受精後 8日目程

度の胚盤胞期まで行われるが、妊娠喪失の起
こりやすい胚盤胞期から伸長発育期におけ
る DMD の役割を解明するための基礎となる
培養系を確立することを目的とし、孵化胚盤
胞期以降の胚の体外培養を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）ウシ胚盤胞における DMD の代謝経路
を構成する酵素の発現を検討した。食肉市場
由来のウシ卵巣より卵母細胞を回収し、体外
成熟培養後、体外受精によって胚盤胞期胚を
得た。得られた胚盤胞より RNA を抽出し、
RT-PCR により MAT1A、MAT2A、MAT2B、
AHCY、MTR、BHMT、SHMT1、SHMT2、
MTHFRのmRNA発現を定性的に検討した。 
 
（２）DMD としてコリンおよびベタインに
着目し、ウシ着床前胚の発生およびゲノム
DNAのメチル化におよぼす影響を検討した。
（１）と同様の方法で得られたウシ 8 細胞期
胚を、コリンあるいはベタイン（それぞれ 100 
μM）を添加した合成卵管培地中で受精後 8
日目まで培養した（無添加培地を対照とし
た）。胚盤胞への発生率、細胞数および内部
細胞塊と栄養膜細胞の比率を検討した。さら
にゲノム DNA のグローバルなメチル化の状
態を検出するために、得られた胚盤胞につい
て抗メチル化シトシン抗体を用いた免疫蛍
光染色を行った。 
 
（３）代表的な DMD にメチオニンがあるが、
その代謝産物であるホモシステインがウシ
着床前胚の発生およびゲノム DNA のメチル
化におよぼす影響を検討した。（１）と同様
の方法で得られたウシ１細胞期胚を、ホモシ
ステイン（100 μM）を添加した合成卵管培
地中で受精後 8 日目まで培養した（無添加培
地を対照とした）。胚盤胞への発生率を検討
するとともに、得られた胚盤胞のゲノムDNA
を抽出し、バイサルファイトシークエンスを
用いてサテライト I 領域の一部の CpG 配列
のメチル化を検討した。 
 
（４）孵化胚盤胞期以降の胚の体外培養方法
を検討した。体外受精によって得られた受精
後９-10 日目の孵化胚盤胞を、29mM グルコ
ース、10%(v/v)ウシ胎仔血清、100μMβ-メ
ルカプトエタノールを含む合成卵管培地中
で受精後 18 日目まで体外培養し（対照区）、
胚の発生を観察した。さらに培地添加物とし
て X（論文準備中のため公表を控える）を添
加した同培地の効果も検討した。また、受精
後 8 日目の胚盤胞、対照区における受精後９
および 12 日目の胚盤胞について、内部細胞
塊から胚盤葉上層への分化マーカーである
中間径フィラメント、ビメンチンの発現を、
RT-PCR および免疫蛍光染色を用いて検討し



た。 
 
４．研究成果 
（１）ウシ胚盤胞における DMD の代謝経路
の酵素の発現を検討したところ、先述の 9 つ
の酵素のうち MAT1A 以外の全ての mRNA
が発現していた。さらに個々の胚盤胞におい
て、MTR と BHMT の発現が見られないもの
があった。これらの結果から、ウシ初期胚が
DMD を直接代謝しうること、DMD 代謝経
路の構成に個々の胚間で差異があることが
示唆された。 
 
（２）体外受精によって得られたウシ 8 細胞
期胚を、DMD としてコリンあるいはベタイ
ンを添加（それぞれ 100 μM）した培地中で
培養し、胚盤胞への発生率、細胞数および内
部細胞塊と栄養膜細胞の比率を検討したと
ころ、実験区間に差は見られなかった。得ら
れた胚盤胞について抗メチル化シトシン抗
体を用いた免疫蛍光染色を行ったところ、無
添加対照区やコリン添加区に比べ、ベタイン
添加区における蛍光強度が強い傾向が見ら
れた。しかし、免疫蛍光染色によるゲノム
DNA のメチル化の検出においては定量性に
限界があったため、（３）の実験ではサテラ
イトDNA領域のCpG配列のメチル化を指標
に検出することにした。 
 
（３）体外受精によって得られたウシ 1 細胞
期胚の体外培養系にホモシステインを添加
したところ、無添加対照区に比べ、受精後 7
日目の胚盤胞発生率が有意に低下した。8 日
目の胚盤胞発生率には差が無かったことか
ら、ホモシステインはウシ胚の着床前発生を
遅らせることが示された。さらに、ホモシス
テインの添加によって、得られた胚盤胞のサ
テライト I 領域の CpG 配列のメチル化が有
意に低下した。これらの結果から、DMD の
代謝産物がウシ胚の着床前発生の発生速度
に影響をおよぼすこと、さらにその影響は、
DNA のメチル化という代表的なエピジェネ
ティクス機構への作用を伴うことが明らか
にされた。 
 
（４）体外受精によって得られた受精後９-10
日目の孵化胚盤胞を、29mM グルコース、
10%(v/v)ウシ胎仔血清、100μMβ-メルカプ
トエタノールを含む合成卵管培地中で受精
後 18 日目まで体外培養したところ、受精後
12 日目までは、高率に胚の拡張を維持するこ
とが可能であった。また、RT-PCR の結果、
受精後 8日目には約半数の胚がビメンチンｍ
RNA を発現していなかったのに対し、9 日目
には全ての胚が発現するようになり、12 日目
にかけてその発現量は増加した。免疫蛍光染
色の結果から、8 日目には検出されなかった

ビメンチンタンパク質が、9 日目から 12 日目
にかけて発達したフィラメント状に観察さ
れた。この結果から、本培養系において、少
なくとも内部細胞塊の胚盤葉上層様の細胞
への分化を誘起しうることが示唆された。し
かし、受精後 14 日目までに全ての胚が退縮
するか、あるいは胞状構造を維持できなかっ
た。そこで、培地に X（論文準備中のため公
表を控える）を添加したところ、受精後 18
日目まで胞状構造を維持したまま拡張させ
ることが可能であった。しかしながら、体内
での正常発育において見られる胚の著しい
伸長は起こらず、内部細胞塊の秩序だった分
化も誘起しえなかった。より一層の培養系の
改善が必要と考えられた。 
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