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研究成果の概要（和文）：妊娠・着床期特異的に発現される反芻動物（ウシやヒツジ）インター

フェロン・タウ(IFNT）遺伝子発現制御機構の解明から、人為的に IFNT 遺伝子の発現を制御で

きる培養細胞系を構築し、その中で新たな機能遺伝子を同定する。さらに、その遺伝子群を使

いながら、最終的には妊娠・着床や胎盤形成のメカニズムを明らかにすることであった。 

 ウシIFNT遺伝子には2つのアイソフォームが存在する。その1つのIFNTc1では子宮側の反応と

してMx2の発現が誘導されることを突き止めた。胚細胞と子宮細胞の共培養系では、妊娠子宮灌

流液の添加によって胚CT-1細胞の遺伝子発現（CDX2, IFNT, EOMES）をin vivo様の発現を誘導

することが出来た。伸長胚が子宮内膜に接着を開始するとIFNT遺伝子上流域のヒストン・タンパ

ク（H3）のアセチル化が下がり、メチル化が上昇した。ウシ伸長胚は接着期（妊娠20日目前後

）後期に上皮細胞でありながら間葉細胞系遺伝子を発現する。このことが胚・上皮細胞の子宮内

膜上皮細胞への接着を可能にしている。さらに、早期妊娠診断技術の開発は北海道全農ETセンタ

ーとの共同研究で行っており、数種の新たな遺伝子を特定した。 
いままで、着床から胎盤形成過程は「ブラックボックス」と呼ばれ、多くの現象は明らかに

されていたが、それらのメカニズムは明らかにされてこなかった。本研究から様々な現象に対
応・規定するメカニズムが明らかになってきた。今後とも、この一連の研究領域の進捗を止め
ることは許されない。   
研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to elucidate molecular mechanisms by 
which pregnancy is established in mammalian species. Among several bovine 
interferon tau (IFNT) genes, only two of them were expressed in vivo, one of IFNTs 
induced Mx2 expression by endometrial cells. Addition of uterine flushing media 
mimicked the expression of IFNT and CDX2/EOMES transcription factors in the 
endometrial and trophoblast CT-1 co-culture system. In the bovine uterus, attachment 
of elongated conceptus to the maternal epithelium induced changes in epigenetic 
status of IFNT gene: reduction in H3 acetylation and increase in H3 methylation. In 
addition, the conceptus expresses mesenchymal genes while keeping epithelial cell 
nature. Furthermore, several novel genes were identified during the pre-attachment 
period, which could be used to detect early pregnancy in the bovine species. Through 
these experimentations, novel mechanisms regulating pregnancy establishment could 
be established.    
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１．研究開始当初の背景 

これまで、生命は｢受精｣によって始まる
と言われていた。しかし、実際には多くの
受精卵は初期胎盤の形成以前に死に至り、
妊娠は成立しない。哺乳類特有の繁殖形態
である妊娠の開始は、胚仔の子宮内膜への
着床と胚仔由来の細胞を中心とした初期胎
盤形成に始まる。したがって、例えば、胎
盤を構成する主な胎児由来細胞である栄養
膜(トロホブラスト)細胞の発生から、着
床・胎盤形成を経て分娩に至るまでの一連
の過程のいずれかで「トロホブラスト－子
宮内膜－胎盤機能」に異常が生じた場合、
哺乳類では次世代を残すことが不可能とな
る。この生命が始まる一連の過程で、個々
の現象で発現している遺伝子群はかなり同
定・解析されてきた。しかしながら、着床
過程を再現する実験系がないばかりではな
く、胎盤形成に至るメカニズムは未だに解
明されていない。 
２．研究の目的 

具体的な目標として、以下の５項目を掲げ
た。 

①トロホブラスト細胞株 IFNT遺伝子発現制
御モデル 

②人為的制御可能な IFNT遺伝子を持つトロ
ホブラスト細胞株と子宮細胞での接着や
浸潤過程の解析 

③遺伝子改変トロホブラスト細胞株による
接着から胎盤形成過程の解析 

④IFNT 遺伝子改変 ES 細胞を用いてトラン
スジェニックや遺伝子ノックアウト・シバ
ヤギの作出 

⑤早期妊娠診断法の開発や上記知見のクロ
ーン動物への応用のための基礎実験 

 

３．研究の方法 

本研究の目標は、トロホブラスト細胞から
時期(着床期)特異的な発現をする IFNT 遺伝
子の発現制御機構と、この遺伝子の発現によ
って誘導される母体側と胚側の遺伝子群を
明らかにすることによって、受胎の認識、胚
の接着、浸潤から初期胎盤の形成までの理解
を深めることにある。そのために、IFNT 遺
伝子の発現を人為的に制御して得られるデ
ータ、in vivo のサブトラクション法などから
得られる情報と、固定・包埋させた全子宮の
in situ ハイブリダイゼーションや免疫染色か
ら得られるデータを比較しながら、in vivo に
より近い in vitro 系解析法の確立を図る。 

 購入機器のルミノメーターは遺伝子発現
度合いの検証に用いられている。分光光度計

は、子宮組織や胚仔から抽出した RNA の解
析に使用され、また、デスカッション顕微鏡
は、免疫染色や in situ hybridization のデー
タ解析に用いられている。なお、上記の機器
の使用頻度は週平均 4-5 日間である。 

 
４．研究成果 
申請時の記述：本研究の画期的な点は、過

去 5 年間使用してきたヒト胎盤・絨毛性ガン
細胞やヤギ胎盤から樹立された HTS-1 細胞
ではなく、de novo の状態で IFNT を発現する
ヒツジやウシのトロホブラスト細胞株や
TS(幹)細胞を用いることであった。IFNT 遺伝
子発現に関与する核タンパク質群やこの遺
伝子によって発現が誘導される遺伝子群を
同定するトランスフェクション、ゲルシフト
アッセイ、(脱)メチル化やアセチル化を含む
クロマチン構造解析やサブトラクション法
などやトロホブラスト細胞と子宮細胞の共
培養技術や手法は当研究室において既に確
立されていることから、本研究において得ら
れる成果は非常に重要なものであることが
予想される。 

本研究の初年度は、ヤギやヒツジの胚仔か
ら、ヤギ・トロホブラスト細胞株やヒツジ・
トロホブラスト細胞株の樹立を目指し、その
細胞でIFNT遺伝子発現制御機構を検証しよ
うとした。ウシ・トロホブラスト細胞での樹
立法を参考にしながら再三にわたり細胞（株）
樹立を試みたが、ヤギやヒツジ・トロホブラ
スト（TS）細胞の樹立には至らなかった。 

そこで、橋爪ら2001年に開発したウシ・ト
ロホブラストBT-1細胞を用い、実験を進めて
いこうとした。ところがBT-1細胞は、すでに
継代300代に達していて、IFNT産生が著しく
低下していたか、あるいは全く発現しない状
況であった。次に、米国フロリダ大学のEaly

博士らが開発したCT-1細胞を取得することが
できたため実験が進むようになった。 

具体的には、エピジェネテックな制御とト
ロホブラスト細胞特異的な転写因子 CDX2 

(Imakawa et al., 2006)や GATA2/3 (Bai et al., 

2009)にかなりの知見を得ただけではなく、当
研究室が、世界の着床研究をリードしている。 

トロホブラスト細胞における IFNT 遺伝子
は 2 次元で存在するのではなく、3 次元構造
を呈している。IFNT 遺伝子が活性化するた
めには、転写因子が揃うだけではなく、クロ
マチンの構造が緩み、転写因子群が結合でき
る状況を作らなければならない。これには、
転写因子としてのCDX2の機能だけではなく、
それが持つアセチル化能が必須である。 



子宮内における胚仔 IFNT 遺伝子発現時に
は、IFNT 遺伝子を含むクロマチン構造が緩
んだ状態（euchromatin state）でなければなら
ない。実際、ヒストン３（H3）タンパクのア
セチル化度が高く、また H3 メチル化度が低
いことは論文発表した（Sakurai et al., 2009）。
妊娠子宮から回収した胚仔のクロマチン構
造の解析では、胚仔が子宮内膜に接着を開始
すると IFNT遺伝子のH3メチル化度が一気に
上昇した(Sakurai et al., 2010; Bai et al., 2011)。
このことは、接着という現象が IFNT 遺伝子
の発現を制御していることを示唆している。
また、この接着シグナルが何であるのかも検
討している。 

培養細胞評価系ではかなりの知見を得た。
具体的には、ウシ子宮上皮細胞上に CT-1 細
胞を共培養した。この時、ヒツジ子宮内膜組
織培養液を添加すると、CT-1 細胞の IFNT と
転写因子 CDX2 や EOMES の遺伝子発現がや
や vivo の状態に近づいた。そこで今度は、培
養液ではなく、ヒツジ子宮灌流液を同培養系
に添加した。非妊娠 13 日や妊娠初期の灌流
液は、子宮内膜培養液に近い反応を示したが、
ヒツジ妊娠 15 日（胚伸長後期）や妊娠 17 日
（胚接着開始期）の子宮灌流液を添加すると、
CT-1 細胞が子宮上皮細胞に接着し始めるだ
けでなく、IFNT、CDX2 と EOMES の発現が
子宮内胚仔のそれと同様の発現動態を示し
た。現在、子宮灌流液プロテオーム解析の準
備中である。 

細胞塊（スフェロイド）の子宮内移植は、
ヤギやヒツジでの TS 細胞作出の失敗を踏ま
え、マウス TS、ES や iPS 細胞を用いて行っ
ている。ES 細胞に細胞塊を形成させ、周りか
らトロホブラスト機能発揮のためのCDX2遺
伝子の導入を今までの導入法やレンチウイ
ルス・ベクターを用いて行った。様々な遺伝
子発現の解析から、ES 細胞でも胚盤胞様の構
造を作らせることができ、また、それらは通
常の初期胚・胚盤胞の遺伝子発現を呈するこ
とを確認した。さらに、マウス ES 細胞塊の
子宮内移植では、着床、子宮の脱落膜反応の
誘起や初期胎盤の形成までは確認した。しか
しながら、本申請研究期間中に、この「細胞
塊－胚移植」系で妊娠中期胎盤や内部細胞塊
（ICM）の形成までには至らなかった。 

マウスの実験で得られた知見は、即ウシの
培養細胞実験系に活かされる。ウシの子宮内
膜や CT-1 細胞にこだわらない実験・評価系
を確立するために、子宮内膜細胞の不死化や
ウシ iPS 細胞の作出を行った。なお、細胞の
不死化は国立がんセンターの清野透部長、iPS

細胞作出は東大・医科研・中内啓光教授のサ
ポートで行われた。不死化子宮細胞の作出は、
本申請研究終了後も引き続き行っている。 

それと併行して、2年目（2007年）から3年
目（2008年）にかけて、既存のマウスES、ト

ロホブラスト幹細胞TS（連携研究者・田中 智
准教授）やiPS（医科研・中内啓光教授）細胞
を取得し、初期胚や胚盤胞の構築・再構築に
よるスフェロイド（細胞塊）を作り、偽妊娠
マウスの子宮に胚移植する実験を重ねた。と
ころが、スフェロイドの子宮内移植で、着床、
脱落膜形成（母体・子宮内膜の反応）や胎盤
様構造までは作らせることができるが、マウ
スの正常妊娠で見られる胎盤構造や、Embryo

の発達までは出来なかった。今後、この実験
系で胚そのものの発達や胎盤構造を作り出さ
せることができれば、iPS細胞から生命体を作
りださせることが可能になるかもしれない。 

早期妊娠診断技術の開発は、北海道・全農
ETセンター・青柳敬人所長や出田篤志主任研
究員らと行った(Ideta et al., 2010)。その候補因
子として IFNT ではなく、 PAG (pregnancy 

associated glycoprotein)を中心に開発を急いでい
る。また、初期妊娠期の新たな因子と見つか
ったversicanでの検証も引き続き行っている。 

 これまで、個々の事象やそれに伴う接着因
子などの発現が解析されてきた。これからは、
個々の事象を検証することと、一事象が次の
事象に繋がるためのメカニズムを解析し、胎
盤形成までの一連の流れとして検証されなけ
ればならない。 

いままで、着床から胎盤形成過程は「ブラッ
クボックス」と呼ばれ、多くの現象が明らかに
されていたが、それらの制御やメカニズムは
明らかにされてこなかった。本研究から様々
な現象に対応・規定するメカニズムが明らか
になってきた。今後、この一連の研究領域の
進捗を止めることは許されない。 
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