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研究成果の概要（和文）：体外受精胚の移植では受胎率および産子率が低い。これまでの多くの研究にもかかわ
らず改善されていない。このことは新規のアプローチが必要であることを示している。これまで着床と妊娠の成
立に関する研究に取組み、マウス胚の着床能力獲得過程に関するタンパク質の発現や分解の制御機構について新
知見を報告してきた。また、それらの分子機構を指標として、胚盤胞における遺伝子とタンパク質の発現を培養
系で賦活化し、母体由来のシグナルに対する応答能力を高めた状態にして子宮へ胚移植するというアプローチ
で、マウス体外受精由来胚盤胞の着床能力を改善する手法を構築した。

研究成果の概要（英文）：In vitro fertilization (IVF) embryo transfer has low conception and 
fertility rates. Despite many previous studies, there has been no improvement. This indicates the 
need for a novel approach. We have been studying implantation and the establishment of pregnancy, 
and have reported new findings on the regulatory mechanisms of protein expression and degradation 
during the acquisition of implantation ability in mouse embryos. Using these molecular mechanisms as
 a guide, we have developed an approach to improve the implantation ability of mouse IVF-derived 
blastocysts by activating gene and protein expression in the blastocyst in a culture system and 
transferring the embryo to the uterus with an enhanced ability to respond to maternal signals.

研究分野：動物生殖科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体外受精胚の移植では受胎率および産子率が低い。ウシ体外受精由来胚盤胞の受胎率は約40%、産子率は約20％
と低い。ウシの体外受精と着床前の体外発生培養法は確立されており、体細胞クローンウシも多数作出されてい
る今日ではあるが、何故産子生産率は低いのか？これまでの多くの研究にもかかわらず改善されていない。本研
究では、胚の着床能力獲得過程に関する分子機構の解析を行なった。また、それらの分子機構を指標として、胚
盤胞における遺伝子とタンパク質の発現を培養系で賦活化して子宮へ胚移植することで着床能力を改善する手法
を構築した。体外受精胚の移植における低い受胎率および産子率の問題の解明と対処法の樹立に貢献する。

※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 
 哺乳動物の特徴である妊娠は、胚が子宮の上皮に着床することで開始される。そのため、体外
受精など培養系で操作した胚を産子にするために、レシピエント（受胚雌、仮親）への胚移植を
行う。しかしながら、胚移植後に得られる産子率は低く、受胎率の改善は必須である。 
 ウシの体外受精と胚移植は、優良形質個体の効率的な増産法として実用化されている。しかし、
受胎率は約 40%（受胎数／移植数）、産子生産率は約 23％（産子数／移植数）である。この値は
移植数が分母であるので、子宮への胚移植するステージである胚盤胞への発生率を約 50%と考
えても、実際の受胎率は約 20％、産子生産率は約 12％と非常な低率である。ウシの受精卵移植
は 20年以上経過しているが、いまだ低率のままで改善できていないのが現状である。すなわち、
体外作出胚における低受胎率の原因究明と対応技術の開発は、優良家畜の安定増産において、重
要かつ必要不可欠な課題である。 
 胚発生や着床の分子機構に関する研究は、これまでにも国内外で多くの研究が行われてきた。
家畜においては、反芻動物特有の受胎に関わる分子機構の解明が進んでおり、この分野では我が
国の成果はトップレベルである。母体側の生理機構などから受胎率改善への試みもなされてい
る。しかしながら、ウシの受精卵移植における受胎率は一向に改善されていない。このことは、
分子機構などの基礎研究の更なる推進に加え、それらの知見を基に、標的とする分子機構を賦活
させる体外培養系を作出し、受胎率を改善するアプローチの必要性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、胚が着床能力を獲得する分子機構の解析を行い、その結果を基に「体外で作
出した胚の生産性は低い」という問題点を改善することにある。体外受精胚の移植は、受胎率お
よび産子生産率が低く、これまでの多くの研究にも関わらず改善されていない。このことは、従
来の研究に加え、新規のアプローチが必要であることを物語っている。 
 研究代表者の最近の結果は、着床関連因子を三つの因子群に分類する必要性を示している。す
なわち、着床に必要な因子である因子 A 群、着床に必要な因子で着床時に局在の変化する因子
B 群、着床能力誘起時に発現するが着床期には消失しなければならない因子 C 群、である。本
研究では、因子 A 群の解析を中心に展開し、マウス胚の着床能力に関連する機構を解析し、加
えて胚移植後の着床率を向上させる体外培養系の構築を行った。 
 また因子B群の特性を明らかにするためノックアウトマウスの解析を行った。因子B群である
Tinagl1は胚が着床能力を獲得するのと同時に基底膜に移行する。これは基底膜の主要な構成
成分であるラミニンより先に局在を示す。着床期の子宮においては脱落膜で発現したTinagl1
はインテグリンと複合体を形成している。これらの結果はTinagl1が胚や子宮の細胞系譜や組
織の分化に介在し着床の成立と妊娠の維持に関与している可能性を示唆している。また加齢に
よる姙孕性低下が緩和されている可能性も考えられている。そこで本研究ではTinagl1ノックア
ウトマウスの卵巣機能に着目し、解析を行った。 
 ウシにおいては、マウスの胚着床過程で発現する因子の解析を行なった。また、研究代表者ら
が開発した、マウス胚盤胞の着床能力を活性化する培養液が、ウシの胚発生にどのような作用を
及ぼすかを検討した。 
 
３．研究の方法 
 体外受精胚の着床率が改善するのは、通常の培養系では着床しない胚に正の効果があった結
果である。一方、胚盤胞が着床能力を獲得する分子機構を明らかにするためには、負に作用する
因子も同定し、それらを組合せて解析することが有効である。先行研究ではアミノ酸の組合せが
マウス胚の着床率を正と負に制御することを示唆していた。そこで、アミノ酸処理を行なった胚
盤胞を移植し、着床率を解析した。またアミノ酸がマウス胚の着床能力関連因子の発現に及ぼす
作用を解析した。加えて、因子 B 群の遺伝子ノックアウトマウスの解析を行った。ウシにおい
ては、因子 A群に分類されるタンパク質の発現動態解析を行なった。 
 
４．研究成果 
 マウス胚用の培養液に Arg または Leu を添加し、胚盤胞を培養後に胚移植を行ったところ、
Argは着床率を低下させたのに対し、Leuは着床率に影響しなかった。一方で、Argと Leuの複
合処理は着床率を上昇させた。 
 Argは一酸化窒素（NO）の材料となるので、NO合成酵素（NOS）の関与が考えられる。そこ
でマウス胚における NOSの発現動態を解析した。NOSには eNOS、iNOSなどがある。また eNOS
は Ca2+依存的に活性化されるが、Ca2+に依存せず 1,177番目のセリン残基がリン酸化されて活性
化するリン酸化型 eNOS（p-eNOS）がある。それらについて解析を行ったところ、Argは eNOS
の発現を上昇させることが明らかになった。 
 胚盤胞における NO産生を非侵襲的なライブアッセイ法で解析することを目的として、NO産
生速度と測定時間の条件検討を行い、胚盤胞における至適測定条件を確立させた。NO産生量は
対照区と比較して Arg処理により上昇する傾向を示した。 
 アポトーシスは、対照区と比較して Arg処理区では変化がなかったが、Arg+Leu処理区におい
て減少する傾向があった。以上のことから、Arg+Leu処理によるアポトーシスの減少が着床率を



上昇させた可能性が考えられた。 
 また因子 B群の特性を明らかにするため Tinagl1ノックアウトマウスの解析を行った。その結
果、Tinagl1 が欠損することで加齢に伴うコラーゲン蓄積の進行が抑制され、排卵能力の低下が
緩和されることが明らかになった。 
 ウシの胚発生過程において、マウスの胚着床過程で発現する因子 A群に分類される BRCA1タ
ンパク質の発現動態解析を行なった。ウシの体外受精由来胚の着床前発生過程において、BRCA1
は発現が上昇し、胚盤胞においては栄養外胚葉に存在していた。 
 ウシ体外受精由来胚の受胎率が低い一因として、初期発生時における発生能の低下が考えら
れる。そこで、研究代表者らが開発したマウス胚盤胞の着床能力を活性化する培養液が、ウシの
胚発生に及ぼす効果を検討した。プロラクチン、上皮成長因子、4- ヒドロキシエストラジオー
ルの 3因子を作用させたところ、発生ステージによって感受性が異なることが明らかになった。
また胚移植の結果、受胎率を改善させる傾向が示された。 
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