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研究成果の概要（和文）：ウシ妊娠認識物質であるインターフェロンタウ（IFNτ)の胚における

発現はその性に依存していることが知られている。この特徴的な分泌動態は IFNτ遺伝子の発

現を制御している転写因子自体の遺伝子発現の性による違いによって引き起こされているもの

ではなかった。しかしながら、DNA メチル化酵素の一つである、Dnmt3aの遺伝子発現は雌胚に

比べ雄胚で有意に高く、また、DNAメチル化酵素阻害剤である 5-azadeoxycitidineの培養液へ

の添加により、ウシ胚からのインターフェロンタウ生産の雌雄差が消滅した。以上の結果から、

ウシ胚ゲノム DNAのメチル化がこの現象に大きく関与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Sexual dimorphic expression of IFNτ of bovine embryo was not caused 
via the sexual difference of expression of transcription factors, which affect IFNτ gene 
expression. However, the expression of Dnmt3a, one of DNA methyltransferases, of bovine 
male blastocysts was significantly higher than that of female embryos. Moreover, addition 
of 5-azadeoxycytidene, an inhibitor of DNA methyltransferase, to the culture medium of 
bovine embryo abolished the sexual dimorphic secretion of IFNτ from bovine embryos. These 
results suggest that the DNA methylation of bovine embryo genome might be involved in 
the occurrence of sexual dimorphic expression of IFNτ in bovine embryos.   
 
交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

２００９年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

２０１０年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度    

  年度    

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

 

研究分野：家畜繁殖学 

科研費の分科・細目：畜産学・獣医学・基礎獣医学・基礎畜産学 
キーワード：ウシ・胚・インターフェロン・性・転写因子 
 
１．研究開始当初の背景 
 ウシにおいて、胚は子宮内腔で浮遊しなが
ら伸長を続け、受精後約 1 ヶ月で着床する。
ウシではこの間に発情が回帰してしまうた
め（性周期 21日）、妊娠を維持するために胚
は何らかのシグナル物質を分泌し、その存在
を母体に知らせるメカニズムが働いている

と考えられ、Imakawa ら（1987）は、ウシ栄
養膜細胞（trophoblast）から分泌されるこ
のシグナル物質の同定に成功し、インターフ
ェロンとホモロジーが高いため、インターフ
ェロンタウ（IFNτ）と命名された。この IFN
τは子宮内膜上皮細胞上のレセプターに結
合し、子宮からの PGF2α分泌を変化させて黄
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体退行を防ぎ、妊娠を維持することが明らか
となっている。この IFNτは胚盤胞期胚から
着床に至る短い期間でのみ分泌される時期
特異的発現形式を示し、その遺伝子の転写に
は様々な転写因子が関与することが示唆さ
れている。例えば、Ezashiら（1998）は、IFN
τ遺伝子のプロモータ領域に転写因子 Ets-2
が結合して転写を活性化させ、また、この
Ets-2 に Oct-4 が結合することによって転写
が抑制されることを示した。 一方、ウシ胚
盤胞期胚からの IFNτ分泌に関して興味深い
知見が得られている。Larson ら（2001）は、
個々に培養した体外由来ウシ胚盤胞期胚の
培養液中に分泌された IFNτ量を測定し、雌
胚が雄胚より多くの IFNτを分泌しているこ
とを示した。さらに、申請者らは、この胚盤
胞期胚の IFNτ分泌における雌雄差が受精後
14 日齢の体内生産胚では見られないことを
明らかにした。この雌雄による IFNτ分泌差
の消長時期は、ウシ胚における X染色体不活
性化の時期と一致している。一般に体細胞で
は雌の 2本ある X染色体のどちらかが不活性
化し、雌雄の X染色体上遺伝子の発現量を等
しくするメカニズムが存在するが、初期胚に
おいてはこのシステムが不完全であり、ウシ
の場合、受精後約 14 日で完了すると言われ
ている。申請者らは、この現象に注目し、X
染色体上の遺伝子が間接的にこの現象の発
現に関与する可能性を示唆しているものの、
その全貌は已然としてブラックボックスの
中である。  
 
２．研究の目的 
G6PDは、グルコースがペントースリン酸経路
（PPP）に流入する最初の段階に位置する 
“門番”であり、その反応の中で NAPD を還
元し、細胞内の酸化・還元状態の維持に大き
な役割を持つことが知られている NAPDHを生
成する。近年、ES細胞の分化や Oct-4の発現
および DNAとの結合が細胞の酸化還元状態に
影響を受けることが明らかとなってきてお
り（Ezashi et al,2005，Guo et al.,2004）、
雌雄胚での G6PD 量の差が、雌雄胚細胞内の
酸化還元状態の差を生み出し、Oct-4 等の転
写因子の遺伝子発現またはその DNA・タンパ
ク質との相互結合に影響を与えることによ
り、IFNτ分泌の雌雄差の発現に関与してい
る可能性が考えられる。本研究ではこの点に
着目し、ウシ胚盤胞期胚における IFNτ分泌
の性に依存した分泌動態メカニズムの解明
を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）食肉センター由来ウシ卵巣から卵子を
吸 引 し 、 FSH お よ び ピ ル ビ ン 酸 添 加
TCM199+10%FBS で 22-24 時間成熟培養した。
その後卵丘細胞卵子複合体(COC)を受精培地

（へパリン添加 IVF-TL+0.6% BSA)に移し、凍
結融解精液により授精した。授精後 18 時間
に卵を回収し、卵丘細胞を除去した後、グル
コースを含まない 0.4 %BSA 添加合成卵管培
地（m-SOF)で、低酸素(5%)気相下で培養した。
培養開始後 48 時間後、8 細胞期胚を回収し、
次に 1.5mMグルコースを含む m-SOF+0.4% BSA、
低酸素気相下でさらに培養を続けた。120 時
間後、拡張胚盤胞期に発育した胚を回収し、
BRL 細 胞 を 事 前 に 培 養 し て 作 製 し た
BRL-conditioned TCM199+10% FBSで個別培養
した。こうして得られた脱出胚盤胞期胚は内
細胞塊を顕微鏡下で切除し、内細胞塊は PCR
による性判別に用い、残った栄養膜細胞は
RNA抽出バッファーに個別に入れ、-80℃で保
存した。PCR による性判別の情報を元に、雌
雄胚それぞれ5個をまとめ、RNA抽出を行い、
逆転写酵素により cDNA を作成した（雌雄そ
れぞれ 20 サンプル作製）。この cDNA を鋳型
にして、IFN-τ発現に影響を及ぼすと報告さ
れている各種転写因子（Ets2, Oct4, Dlx3, 
Cdx2)および IFN-τ遺伝子発現量を表１に示
したプライマーおよびプローブによるリア
ルタイム PCR により定量した。なお、GAPDH
の発現量を内部標準としてもちい、各遺伝子
断片を挿入したベクターをスタンダードと
して検量線を作成して定量を行った。 
 
表 1 リアルタイム PCR に用いた各種遺伝子
のプライマー、プローブ配列および反応温度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）（１）と同様に脱出胚盤胞期胚を作出
し、個別培養の後、内細胞塊を切除した。切
除内細胞塊は PCRによる性判別に供し、残っ
た栄養膜細胞はホルマリンで固定後、洗浄し、
酪酸ナトリウムを含む PBS に移し、個々に
-80℃で保存した。雌雄胚それぞれ 100 個を
まとめ、界面活性剤を添加して細胞を溶解し、
超音波処理を行って、クロマチンを断片化し
た。断片長を電気泳動で確認した後、この断

Forwrard Reverse Probe
Annealing

Temp.

IFN-τ
TGCTAGGTGCCAGGGAG
AAC

TCCACCATCTCCTGAGG
AAGAC

TCAGGCTCCTG
GCCCGAATGA
AC

65

GAPDH
GGGCGTGAACCACGAA
GTATAA

CCCTCCACGATGCCAA
AGT

ATACCCTCAAG
ATTGTCAGCAA
TGCCTCCT

60

Oct4
GATCGAGAACCGAGTGA
GAGG

CTGGCGACGGTTGCAA
AAC

ACCACGTCTTC
TCCAGCCCGAG
C

60

Ets2
GGAATCAAGAACATGGA
CCAGGT

GGGACCCATCAAAGGT
GTCAAA

CGCTTGAGTGT
CCCTCTGTAAC
TGCTGGC

60

Cdx2
AACCTGTGCGAGTGGAT
GC

CGCTGGTGGTCCGTGT
AC

TCGTCCTGGTT
TTCACTTGGCT
GCCC

62

Dlx3
TACCGGCAATATGGAGC
CTACC

GGCTTCCCGTTCACCAT
GC

CGCTGCCCGCT
CAGGACCCAG
TG

60



 

 

片化クロマチンを抗 Oct4 抗体をコーティン
グしたマイクロ磁気ビーズと反応させ、洗浄
後、抗体と結合した断片化クロマチンを遊離
精製した（クロマチン免疫沈降法：ChIPアッ
セイ）。このクロマチンを鋳型としてリアル
タイム PCR を行い IFN-τ プロモーター領域
遺伝子量の定量を行い、雌雄胚の Oct4 結合
IFN-τ遺伝子量を比較した。 
 
（３）（１）と同様に脱出胚盤胞期胚を作出
し、個別培養の後、内細胞塊を切除した。切
除内細胞塊は PCRによる性判別に供し、残っ
た栄養膜細胞は RNA抽出バッファーに個別に
入れ、-80℃で保存した。PCRによる性判別の
情報を元に、雌雄胚それぞれ 5 個をまとめ、
RNA抽出を行い、逆転写酵素により cDNAを作
成した（雌雄それぞれ 20サンプル作製）。こ
の cDNA を鋳型にして、DNA メチル化酵素
Dnmt3aの遺伝子発現量をTaqman Probeを用
いたリアルタイム PCR法により定量し、雌雄
胚での発現量を比較した。なお、スタンダー
ドおよび内部標準は（１）と同様に設定した。 
 
（４）（１）と同様に食肉センター由来ウシ
卵巣を用いて体外成熟、授精および培養によ
って 8 細胞期胚を得た。そののち、DNA メチ
ル化酵素阻害剤 5-azadeoxycytidine を 0、1
および 10μM添加した 1.5mMグルコースを含
む m-SOF+0.4% BSAを用いて培養し、120時間
後に胚盤胞期胚を得た。得られた拡張胚盤胞
期 胚 を さ ら に 同 じ 濃 度 の
5-azadeoxycitidineを含む BRL-conditioned 
TCM199+10% FBS で個別培養を 48 時間行い、
その培養上清を回収し、-80℃で保存した後、
MDBK 細胞およびウシ水泡性口内炎ウイルス
を用いた抗ウィルスアッセイ法により分泌
された IFN-τ 量を測定した。胚は個々に回
収し PCR による性判別に供し、DNA メチル化
酵素抑制剤がウシ胚の性に依存した分泌動
態に及ぼす影響について検討した。 
 
４．研究成果  
（１）ウシ雌雄胚盤胞期胚における IFN-τ遺
伝子発現量はこれまでの報告と同じく雄胚
に比較して有意に雌胚で高い値となってい
た（図１）。しかしながら、その発現を制御
していると報告されている転写因子（Oct4、
Ets2、Cdx2、Dlx3)の遺伝子発現量は雌雄胚
で有意な差が認められなかった。この結果か
ら、仮説に反して、転写因子の発現を介して
ウシ胚盤胞期胚で見られる IFN-τ の性に依
存した分泌動態が生じているのではないこ
とが示された。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．ウシ雌雄胚における IFN-τ 遺伝子発
現量 雄胚の発現量を１としてその比率で
表示。雌雄間に有意差有（P<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ウシ雌雄胚の IFN-τ 発現を制御して
いる各種転写因子の遺伝子発現量。雄胚の発
現量を１としてその比率で表示。 
 
（２）それぞれ 100 個の雌雄胚を転写因子
Oct4抗体を用いてChIPアッセイを行い、Oct4
に結合する IFN-τ 遺伝子量を測定した。し
かしながら、この数の胚を用いてもその遺伝
子を検出することが出来なかった。 
 
（３）DNAメチル化酵素の一種である Dnmt3a
のウシ雌雄脱出胚盤胞期胚での発現は性に
依存しており、雄胚で有意に雌胚より高い値
を示していた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ウシ雌雄脱出胚盤胞期胚における
Dnmt3a 遺伝子発現量 雄胚の発現量を１と
してその比率で表示。異符号間に有意差有
(P<0.05) 
 
（４）8 細胞期胚からの DNA メチル化酵素阻
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害剤 5-azadeoxycytidine の 10μM 添加によ
り胚盤胞期胚への発生は有意に低下した（表
2、P<0.05)。 
 
表2.DNAメチル化阻害剤5-azadeoxycytidine 
(5-AZdC)のウシ胚発生に及ぼす影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a,b: 異符号間に有意差有（P<0.05) 
 
また、5-azadeoxycytidine添加状態で発生し
たウシ脱出胚盤胞期胚の IFN-τ の分泌量を
測定したところ、0および 1μMの濃度では雄
胚に比べて雌胚で有意に高い分泌量を示し
たが、10μM の濃度では性に依存した分泌は
消失していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．DNAメチル化酵素阻害剤 5-AZdCの添加
がウシ胚 IFN-τ分泌に及ぼす影響  
 a,b: 異符号間で有意差有(P<0.05) 
 
 
以上の結果から、ウシ胚における妊娠認識物
質インターフェロンタウの発現の性に依存
した分泌動態はその発現を制御している転
写因子の遺伝子発現によって決定されてい
るではないことが示唆された。ウシ胚ゲノム
DNA のメチル化がこの現象に大きく関与して
いることが示唆され、Dnmt3aのウシ雌雄胚で
の発現は IFN-τの発現とは逆のパターンを示
している。よって雄胚では雌胚に比べてゲノ
ムの DNA メチル化レベルが高い状態にあり、
その結果インターフェロンタウやその発現
に関与するその他の遺伝子群の発現が低下
していることがインターフェロンタウの性
に依存した分泌動態に関与しているという

仮説も考えられる。このように、ウシ胚での
分泌が性に依存している現象にも DNAのメチ
ル化などのエピジェネッティック機構によ
る制御が関与していることは新しい知見で
ある。本課題ではインターフェロンタウ遺伝
子またはその発現制御領域のメチル化の程
度が雌雄胚で異なっているかどうかの検討
は加えられておらず今後の検討課題である。 
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