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研究成果の概要（和文）：家畜繁殖の分野において、体外で作出したウシ胚の受胎率向上が喫緊の課題である。
低受胎率の原因の一つとして、胚の質の低下が想定されいる。そこで本研究では、卵子中に蓄えられた母性転写
産物に着目し、胚の質にかかわりのある転写物の同定を試み、ウシ受精卵の発生を転写物の発現により予測する
実験系の構築を目指した。卵子および極体内の全母性転写産物を、高発生能卵と低発生能卵で比較解析し、高発
生能卵において特異的に発現変動する転写物の同定に至った。また、当該転写物の発現や塩基情報を指標に、高
発生能を有する優良牛の受精卵を予測するシステムを示した。

研究成果の概要（英文）：In the field of livestock reproduction, improving the conception rate of in 
vitro produced bovine embryos is an urgent issue. The low fertility is presumably linked to 
deterioration of embryo quality. In this study, we focused on maternal transcripts in zygotes, and 
tried to identify the transcripts related to embryo quality in order to establish a system to 
predict the developmental ability of fertilized bovine embryos by taking advantage of the expression
 levels of those maternal transcripts. Transcriptomes of zygotes and their sibling polar bodies were
 examined and gene expression was compared between zygotes with high developmental abilities and 
those with low abilities. We then identified transcripts whose expression was specifically altered 
in zygotes with high developmental potentials. Furthermore, we have shown a system for predicting 
bovine zygotes with high developmental abilities and good genetic traits by examining expression and
 sequence information of the transcripts.

研究分野： 生殖生物学

キーワード： ウシ　トランスクリプトーム　RNA-seq　卵成熟　極体　高発生能

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、高い発生能力を有すると予測されるウシ卵を、受精後間もない段階で選別することが原理的に可
能であることがわかった。受精後すぐに卵を選別することにより、母体への移植前に受精卵の発生能を予測し、
胚の受胎率向上に寄与する。さらに、受精卵に付随する極体から全転写物情報を得ることにより、ウシの肉質に
かかわる遺伝子情報も取得できる。これは、受精卵の段階で将来高い付加価値を有するウシを産み分けるシステ
ムへとつながる。このように、畜産業において中心的な課題であるウシ胚の低受胎率改善と、高付加価値のウシ
を効率よく繁殖するために貢献する研究成果を得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

 卵子は精子との受精によって発生を開始し、着床を経て個体が作り上げられる。体外で受精卵
を作出し、培養する技術の発展により、家畜繁殖、生殖医療、及び幹細胞研究は大幅な進歩を遂
げた。一方で、体外で作出した胚を母体へと移植した際に、低い受胎率が深刻な問題となってい
る。特に、家畜繁殖の分野においては、肉用牛および乳用牛のいずれにおいても受胎率は低下の
一途をたどっている。低成功率の原因の一つとして、「胚の質」の低下が想定されており、胚の
質の低下は、着床前胚の卵割不全や早期流産を引き起こす。 

 受胎率向上の為には、胚の質の実体を理解する必要があり、哺乳類胚を用いて様々な側面から
研究が行われてきた。胚の形態により質を評価する方法や、分裂速度の違いから発生能力を予測
する方法が、家畜繁殖や生殖医療の現場で用いられている。分割した胚の一割球を取り除き、染
色体異常を検出することにより胚の質を評価する方法も開発されている。これらは胚の質を評
価する有効な方法であるが、胚の質を規定する遺伝子や特定の分子の同定に関して未だ研究が
進んでおらず、その実体は掴めていない。また、卵子中に蓄えられた母性転写産物は卵子形成過
程における遺伝子発現産物であり、受精後の初期胚発生においても不可欠な役割を果たすこと
が知られている。しかし、初期胚発生に必要な母性転写産物に関する情報は限られており、胚の
質の評価に母性転写産物を利用する方法は確立されていない。 

 一方、胚の遺伝型を非侵襲的に調べる標的として、胚自身ではなく、卵の減数分裂の際に生じ
る極体が注目されている。極体は胚発生に直接関与せず、時間の経過とともに退行することから、
着床前遺伝子診断に利用できる可能性が示唆されている。研究代表者は、マウスを用いて受精直
後に放出される第二極体の転写産物を解析し、受精卵の転写物との相同性を網羅的に調べた。そ
の結果、第二極体と受精卵の転写物の相同性は極めて高く、発生に必要とされる受精卵の転写物
量を極体の転写物を調べることによって評価でき
る可能性が示唆された。さらに研究代表者は、受精
卵にダメージを与えないように極体のみ取り出
し、その後の発生を追跡し、正常に発生する胚と発
生停止胚に付随する極体を選別する手法を確立し
た。そして、これらの極体間で異なる発現を示す転
写産物を同定した。本研究では、マウス胚で確立し
た正常発生胚と発生停止胚由来の極体における全
転写産物を比較解析する手法をウシに応用し、「胚
の質」にかかわる候補転写物をシングルセル RNA-

seq 解析により同定する。さらに、網羅的シークエ
ンス解析の特性を利用し、繁殖や肉質に関わる一
塩基多型（SNP）情報を同時に取得する。これらの
解析を通じて、ウシ受精卵の発生を転写物の発現
により予測する実験系を構築し、さらに有用形質
を有するウシを胚移植前に選抜する新規手法の開
発に挑む（図 1）。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、ウシ卵子中に蓄えられた母性転写産物に着目し、受精卵の発生能を損なうことなく、
母性転写産物量を指標に胚の質を評価する実験手法の開発を目指す。また、母性転写物のシーク
エンス情報をもとに、遺伝的に高付加価値を有するウシ胚を胚移植前に選別可能かについて知
見を得る。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 受精卵とそれに付随する第二極体の網羅的転写物発現解析 
 ウシ受精卵および付随する第二極体における全転写産物の発現様式を知るため、経腟採卵（OPU）
で回収した未成熟卵を体外成熟して得た成熟卵、あるいは同一ウシ個体から卵胞発育処理およ
び排卵誘起を経て回収した体内成熟卵を、それぞれ体外受精に供試した。受精卵および付随する
第二極体を、媒精後 7-9 時間で採取し、Single cell RNA-seq(scRNA-seq)により解析した。 
 
(2) 正常発生胚あるいは発生停止胚由来第二極体の網羅的転写物発現解析 

図 1.本研究計画のイメージ 



 

 

 OPU により回収したウシ卵を体外成熟培養に供試し、体外成熟卵を得た。これらの卵を体外受
精し、7-9 時間後に第二極体を回収した。極体回収後の受精卵の着床前発生を観察し、胚盤胞期
まで発生した胚に由来する極体（正常
発生胚由来極体: Good PB）、あるいは
胚盤胞期以前で発生が停止した胚に
由来する極体（異常発生胚由来極体: 
Bad PB）を得た。また、Good PB の内、
形態的に特に高品質の胚を Very good 
PB、それ以外を Moderate Good PB と
分類した。これらの極体をシングルセ
ル RNA-seq に供試し、正常発生胚由来
極体と異常発生胚由来極体における
トランスクリプトームを比較解析し
た（図 2）。 
 
(3) 繁殖能力や肉質に関わる SNP 情報の取得 
 上記実験より、受精卵および極体で発現する遺伝子のシークエンス情報が得られる。そこで、
ウシの繁殖性や産肉性に関わる SNP の内、遺伝子領域に存在するものを選抜し、その塩基多型状
態を精査する。候補として、肉質や肉のうまみに関わる NT5E や CAPN1、受胎率に関わる CTTNBP2NL
などが考えられる。これらの遺伝子領域内に存在する既知の一塩基多型（SNP）情報を評価し、
極体内転写産物の検査により SNP の有無が判別可能かについて検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 受精卵とそれに付随する第二極体の網羅的転写物発現解析 
 ウシにおいて、体内成熟卵と体外成熟卵の発生能は有意に異なることが知られている。例えば、
本実験で使用した黒毛和種において、体内成熟卵は体外成熟卵と比べて、卵割率と胚盤胞形成率
ともに体内成熟卵が高い値を示す。即ち、同一ウシ個体から得た体内成熟卵と体外成熟卵の転写
物の比較解析は、胚の質にかかわる母性転写産物の同定につながる可能性がある。scRNA-seq の
結果、体内成熟卵から得た受精卵の全転写産物の発現様式は非常に似通っているのに対して、体
外成熟卵から得た受精卵のトランスクリプトームにはばらつきが見られた（図 3, 4）。これは体
内成熟卵の質が均一であることを示唆する結果であり、体内成熟卵の高い発生能との関わりが
考えられる。 
 また、受精卵とそれに付随する極体間で全転写物の発現様式を比較解析したところ、体内成熟
卵由来極体の 96.3%、体外成熟卵由来極体の 96.7%の転写物が、卵内母性転写物として受精卵に
検出された。即ち、ウシ第二極体と受精卵の転写物の相同性は極めて高いことがわかった。 

 
 

 
(2) 正常発生胚あるいは発生停止胚由来第二極体の網羅的転写物発現解析 
 上記結果より、ウシ受精卵と付随する第二極体の転写産物発現パターンが似通っていること
がわかったため、正常発生胚由来極体
（Good PB）と異常発生胚由来極体
（Bad PB）の全転写産物を比較解析す
ることにより、胚の質にかかわる母性
転写産物の同定を試みた。Good PB と
Bad PB の比較より Good PB において
特異的に高発現する遺伝子を 281 個、
低発現する遺伝子を 251 個同定した。
次に、Good PB の中でも特に高い発生

図 2. 発 生 予 測 に 使 用 す る 転 写 物 同 定 法

douteihou 。 

図 3.受精卵サンプル間での相関係数 図 4.PCA 解析の結果 

図 5.PCA解析の

結果 



 

 

能を示した受精卵由来の極体を Very good PB、それ以外を Moderate good PB とし、Bad PB を
加えて 3 群比較を行った。その結果、Very good PB の発現パターンは酷似していることがわか
った（図 5）。そこで、Very good PB と Bad PB の間で差次的発現を示す遺伝子を探索したとこ
ろ、Very good PB において 75 遺伝子が高発現し、658 遺伝子が低発現していることがわかった。
母性転写産物は受精後に分解される必要があるため、Very good PB において多くの転写物の発
現が低下している結果は、付随する受精卵において母性転写産物の正常な分解が誘導されてい
ることを示唆するものと考える。また、Very good PB において発現低下している転写物の内、
特に胚の発生能と相関の高い遺伝子群の同定にも成功した。今後は、この同定遺伝子群の第二極
体における発現を指標に、高発生能胚と低発生能胚を受精卵の段階で選別する方法の確立を目
指す。受精後すぐに卵を選別することにより、母体への胚移植前に発生能を予測し、胚の受胎率
向上が期待される。 
 
(3) 繁殖能力や肉質に関わる SNP 情報の取得 

 第二極体あるいは受精卵の scRNA-seq の結果得られた母性転写産物のシークエンス情報をも

とに、既知の SNP の検出が可能か検討した。計 7 個の繁殖能

力や肉質に関わる SNP をウシゲノム内で同定し、scRNA-seq の

リードにおいて SNP の有無を確認したところ、6 個の SNP を極

体サンプルで検出することに成功した。例えば、図 6 に示した

通り、イノシン酸生成に関わる NT5E の特定の SNP（c1318 G>A）

において、一つの Good PB サンプルにおいて全て SNP を有す

る転写物のみ検出されるのに対し、Bad PB のサンプルにおい

ては SNP を有さない転写物のみ確認された。このように、調べ

た全ての SNP ではないものの、特定の SNP については、極体

内転写産物を利用して検出可能であることを示した。これは、

受精卵の段階で将来高い付加価値を有するウシを産み分ける

システムへとつながる。このように、畜産業において中心的な

課題であるウシ胚の低受胎率改善と高付加価値のウシを効率よ

く繁殖するために貢献する研究成果を得た。 

 

図 6.SNP 解析の結果 
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