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研究成果の概要： 
  体細胞クローン胎子の受胎牛は、分娩兆候が弱く難産が起こりやすい。そこで母牛の血
中ホルモン濃度や胎盤機能からその原因の解明を試みた。クローン胎子を受胎した牛は、
妊娠末期になっても産道の軟化や乳房の発達に必要なエストロジェンの血中濃度が低く、
反対に不活性型のエストロジェンの濃度が高いことから、低い活性型/不活性型エストロジ
ェン比が分娩兆候の微弱化の原因であると考えられた。これは、胎盤におけるエストロジ
ェンの活性を制御する遺伝子の発現に異常があることが原因であり、その他にも分娩の進
行に関連する遺伝子の発現異常が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 

体細胞クローン（以下クローンとする）牛
は遺伝子導入、家畜増殖および家畜改良等へ
の活用を目的として研究が進められている。
しかし、その生産効率は低く、要因としてク
ローン胚の生産効率、流死産あるいは異常分
娩の発生等、様々な段階での損耗が挙げられ
る。これらの要因のうち、着床前のクローン
胚に関する研究は世界的に実施されており、

我々のグループでもクローン胚の遺伝子発
現に関する研究を進めている。一方で、過大
子や流死産など受胎後の胎子にみられる異
常に関する研究は進んでいない。また、クロ
ーン受胎牛に頻発する分娩遅延は難産を引
き起こし、生産現場では産子や母牛の損耗が
経済的および労力的に大きな損失となって
いる。今後、クローン技術に寄せられる社会
的ニーズに対応するためには、最終的な生産
物であるクローン牛の健常性を高め、生産効
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率を向上させる必要がある。本研究は、クロ
ーン受胎牛にみられる分娩遅延の要因解明
を目的として実施した。 
 

２．研究の目的 
 
申請者は、クローン受胎牛に明瞭な分娩兆

候が見られない理由として、①分娩機構の内
分泌学的異常および②胎盤における遺伝子
発現異常を想定し本研究計画を立案した。本
研究では、クローン受胎牛の胎盤機能を内分
泌学的および分子生物学的に解析し、分娩遅
延の要因を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1)クローン子牛の生時体重および生存率と
コルチゾル分泌能 
分娩誘起処理後に経膣あるいは帝王切開

により分娩したクローン子牛の生時体重を
記録し、生後 7 日目での生存率を調査した。
出生直後、2 日目および 7日目における血漿
コルチゾル濃度を測定した。 
 
(2)クローン受胎牛における分娩時のホルモ
ン動態 
  クローン受胎牛の妊娠257日目、271日目、
分娩誘起開始前、分娩誘起 2 日目および分娩
直前の血漿エストロン(E1)、エストラジオー
ル 17β(E2)、エストロンサルフェート(E1S)、
プロジェステロン(P4)濃度を測定した。 
 
(3)胎盤におけるエストロジェン合成と活性
制御 
  分娩時に採取した胎子胎盤および母胎盤
におけるアロマターゼ(CYP19)、サルファト
ランスフェラーゼ(SULT1E1)およびサルファ
ターゼ(STS)の遺伝子発現量を解析し、発現
部位を組織学的に解析した。胎盤に存在する
二核細胞数を調査した。 
 
(4)胎盤におけるプロスタグランジン合成関
連遺伝子の発現解析 
  分娩時に採取した胎子胎盤および母胎盤
におけるシクロオキシナーゼ 2（COX2）、プロ
スタグランジン Fシンターゼ(PGFS)およびプ
ロスタグランジン Eシンターゼ(PGES)の遺伝
子発現を解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1)クローン子牛の生時体重および生存率と
コルチゾル分泌能 
  クローン子牛の生時体重と生存率を表 1に
示した。 
クローン子牛の生時体重は、対照牛に比較

して有意に重かった。出生後 7日目のクロー

ン子牛の生存率は 50%と低く、経膣よりも帝
王切開で分娩したクローン子牛で低い傾向
を示した。 
 

表 1  クローン子牛の生時体重および生存率 

子牛 分娩方法 供試頭数 生時体重 (kg) 生存率 1) 

クローン 経膣 19 43.3±2.1 63% 

 帝王切開 15 57.9±3.0 33% 

 合計 34 49.7±2.1 a 50% b 

対照 経膣 9 29.0±1.6 b 100% a 

1) 生後 7日目の生存率 
a,b：クローン合計と対照の間に有意差あり（p<0.01） 

   
子牛の血漿コルチゾル濃度は、分娩後のい

ずれの時期においても、各群間に有意差はみ
られなかった。分娩直後には、帝王切開によ
るクローン子牛のコルチゾル濃度が低い傾
向を示したが、産道を通過するストレスを受
けていないことが原因と推察された。 
 

 

図 1  分娩後のクローン子牛における血中コルチゾル濃度 

 
  以上のように、クローン子牛では生時体重
が有意に増加しており、生後 7日目までの生
存率が低かった。これらの異常は、分娩前の
クローン胎子におけるコルチゾルの分泌不
足が原因ではないかと推察された。しかし、
分娩後のクローン子牛の血中コルチゾル濃
度は正常な値を示しており、少なくとも本試
験で分娩誘起処理を行なった胎齢において、
分娩時のクローン子牛ではコルチゾルの生
産能力に問題がないことが確認された。 
 
(2)クローン受胎牛における分娩時のホルモ
ン動態 
  クローン受胎牛の血漿 E1 および E2濃度は、
対照牛に比較して低い値を示した。血漿 E1S
濃度は、対照牛では分娩直前に上昇したのに
対し、クローン受胎牛では分娩誘起処理前か
ら上昇を開始し、分娩直前まで対照牛に比較
して高い値を示した。E1/E1S 比は、経膣分娩
したクローン受胎牛はわずかな E1/E1S 比の
上昇を示したものの、帝王切開により分娩し
たクローン受胎牛では E1/E1S 比の上昇が認
められなかった（図 2）。 
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図 2  クローン受胎牛の血中 E1/E1S比 

 
血漿 P4 濃度は、分娩誘起処理以降に低下

し、各群間に差はみられなかった。 
以上の結果から、クローン受胎牛では分娩

前の血中活性型エストロジェン濃度の上昇
が十分ではなく、分娩遅延が発生する要因の
ひとつと考えられた。クローン受胎牛では、
血中 P4 濃度は分娩前に低下していることか
ら、分娩誘起処理による黄体の退行は正常に
進行していたと考えられた。 
 
一般に、生時体重、胎盤重量および母体血

中 E1S 濃度が正の相関を示すことが知られて
いる。クローン受胎牛では、胎盤の直径や重
量が増すとの報告があり、本試験においても
生時体重の増加と母体血中 E1S濃度の上昇が
みられることから、すべて一般牛にみられる
現象と一致する。一方、一般牛では分娩前に
活性型と不活性型のエストロジェン濃度が
いずれも上昇するのに対し、クローン受胎牛
では活性型のエストロジェン（E1 および E2）
濃度の上昇が少なく、エストロジェンの合成
や活性化に異常があることが考えられた。ま
た、クローン受胎牛の血中 E1S 濃度が高く、
E1/E1S 比が低いことから、エストロジェンへ
の硫黄分子の結合により、活性型のエストロ
ジェン（E1 および E2）濃度の上昇が妨げら
れていることが示唆された。 
クローン受胎牛の血中 E1/E1S 比は、経膣

で分娩した個体よりも帝王切開で分娩した
個体の方が低い傾向を示した。本試験では、
帝王切開の実施の判断を胎子の推定サイズ
に基づいて行なったことから、生時体重は経
膣よりも帝王切開で産まれたクローン子牛
のほうが重かった。ただし、帝王切開の実施
は産道の開口程度も考慮していることから、
帝王切開を実施した受胎牛は血中の活性型
エストロジェン濃度が不足し、産道の開口程
度が低かったと考えられる。これらのことか
ら、生時体重の増加と母体血中の活性型エス
トロジェン濃度上昇の不足を引き起こす共
通の要因があることが考えられる。胎子性コ
ルチゾルは、このいずれもの制御に関与する
ことが知られているが、胎子期のクローン子

牛のコルチゾル分泌能は明らかになってお
らず、今後の研究が求められる。 
 
(3)胎盤におけるエストロジェン合成と活性
制御 
  分娩時の胎盤における CYP19 の発現量は、
母胎盤に比較して胎子胎盤で有意に高く、ク
ローン受胎牛と対照牛の間には差がなかっ
た。SULT1E1 の発現量は、胎子胎盤と母胎盤
で発現量の差はなかったが、クローン受胎牛
が経膣分娩および帝王切開ともに対照牛よ
りも有意に高い値を示した（図 3）。STS の発
現量は、胎子胎盤に比較して母胎盤で有意に
高く、クローン受胎牛と対照牛の間に差はな
かった。 
 

 

a a 

b 

 
図 3  胎盤における SULT1E1発現量 
胎子胎盤と母胎盤の間に有意差なし 
a,b グループ間に有意差あり（p<0.05） 

 

  これらの結果から、クローン受胎牛の胎盤
では CYP19 および STS の発現量に異常はみら
れず、それぞれエストロジェンの新規合成と
不活性型から活性型のエストロジェンへの
変換能力は正常であると考えられた。しかし、
クローン受胎牛の胎盤では SULT1E1の発現量
が高く、活性型のエストロジェンに硫黄分子
を結合させて不活性型へと変換する働きが
強いと考えられた。 
  そこで実際に分娩時の母体血中ホルモン
濃度と胎盤における遺伝子発現の相関を調
べた（表 2）。CYP19 および STS 発現量は、E2
濃度と正の相関を示し、それぞれエストロジ
ェンの新規合成と硫黄分子の解離によるエ
ストロジェンの活性化に関与していること
が示された。SULT1E1 は、E1 濃度と負の相関
を、E1S 濃度と正の相関を示し、SULT1E1 の
高発現が E1 濃度の低下と E1S 濃度の上昇に
よる E1/E1S 比の低下の原因であることが示
された。 
 
表 2  クローン受胎牛の分娩時の胎盤における遺伝子発現量と

母体血中エストロジェン濃度の相関係数 

エストロ

ジェン 

CYP19  SULT1E1  STS 

胎子 

胎盤 

母胎盤  胎子 

胎盤 

母胎盤  胎子 

胎盤 

母胎盤 

E1 0.45 0.60  -0.71* -0.48  0.56 0.32 

E1S 0.05 -0.13  0.79* 0.25  -0.23 -0.07 

E2 0.50 0.84**  -0.65 -0.39  0.62 0.69* 

* p<0.05, ** p<0.01 



 

 

 

  次にこれらの遺伝子の胎盤における発現
部位を解析した。CYP19 は胎子胎盤における
二核細胞と母胎盤における上皮細胞で発現
していた（図 4）。SULT1E1 は二核細胞におい
て特異的に発現しており、STS は二核細胞と
母胎盤の上皮細胞で発現していた（図 5）。こ
のことから、リアルタイム RT-PCR で検出さ
れた母胎盤における SULT1E1 の発現は、胎子
胎盤と母胎盤を用手的に分離した際に母胎
盤試料に二核細胞が混入したためと考えら
れた。 
 

 
図 4  分娩時の胎盤における CYP19の免疫染色 

A：クローン受胎牛、B：対照牛、C：陰性コントロール 

CV：胎子胎盤絨毛、MS：母胎盤、矢頭：二核細胞、矢印：母

胎盤上皮細胞 

スケールバー：50µm 

 

 

図 5  分娩時の胎盤における SULT1E1および STSの in situハ

イブリダイゼーション 

A：クローン受胎牛、B：クローン受胎牛（陰性コントロール）、

C：対照牛、D：対照牛（陰性コントロール） 

CV：胎子胎盤絨毛、MS：母胎盤、矢頭：二核細胞、矢印：母

胎盤上皮細胞 

スケールバー：50µm 

 
  二核細胞は、胎子の栄養膜細胞が多核化し
た胎盤に特徴的な細胞であり、妊娠の成立や
維持に重要な働きをすると考えられている。
本項の結果は、この二核細胞が分娩時のエス
トロジェン活性の制御に重要な働きをする
ことを示した。そこで、胎盤中の二核細胞数
をカウントしたが、クローン受胎牛と対照牛
の間に差はみられなかった（表 3）。この結果
から、クローン受胎牛における E1/E1S 比の
減少の原因は、胎盤における二核細胞数の増
加ではなく、二核細胞における SULT1E1 の高
発現あるいは SULT1E1陽性二核細胞数の増加
であり、このことが分娩遅延を引き起こして
いると考えられた。しかし、これまでに胎盤
における SULT1E1の発現制御機構は明らかに
なっておらず、クローン受胎牛の分娩時胎盤

において、SULT1E1 の発現が亢進している、
あるいは正常に抑制されていない理由は不
明である。 
 
表 3  分娩時の胎盤節中の二核細胞数 

子牛 供試頭数 二核細胞数
（/0.1mm2） 

クローン（経膣） 9 19±1 
クローン（帝切） 10 19±2 
対照 4 19±2 

 

(4)胎盤におけるプロスタグランジン合成関
連遺伝子の発現解析 
クローン受胎牛の胎子胎盤および母胎盤

における COX-2 および PGFS の遺伝子発現量
は対照と比較して差がなかったが、クローン
受胎牛では胎子胎盤における PGES の発現量
が有意に低下していた（図 6）。この結果から、
クローン受胎牛では、分娩時に胎子性コルチ
ゾルの分泌を促すと考えられている PGE2 を
生産するために必要な PGES の発現量が少な
いことが示された。 
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図 6 分娩時胎盤における PGESの遺伝子発現量 

異符号間に有意差有り 
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