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研究成果の概要（和文）：ウシ妊娠応答を子宮外組織で時間的、空間的に明らかにし、胚の産生するインターフ
ェロン(IFN)τの関与動態の解明を目的とした。着床前のウシ胚が子宮内でのIFNτの産生ピークである妊娠18日
前後の子宮頚管における妊娠依存的なIFN誘導遺伝子の発現増加とともに、頸管粘液中へのIFNτの直接移行を初
めて明らかにした。加えて、頸管組織の網羅的発現遺伝子解析により、IGFBP3が排卵直前での顕著な増加が明ら
かとなった。本成果より、低侵襲的に採取可能な頸管組織から妊娠および発情関連因子の検出可能性が示唆さ
れ、早期妊娠、発情検出技術開発可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the bovine pregnancy response in 
extrauterine tissues temporally and spatially and to elucidate the kinetics of the involvement of 
interferon (IFN)τ produced by the embryo. We first detected IFNτ in the cervical mucus as well as 
the pregnancy-dependent increase in IFN-induced gene expression in the cervix around 18 days of 
pregnancy, when preimplantation bovine embryos are at their peak production of IFNτ in the uterus. 
In addition, RNA sequence analysis of cervical tissue has revealed a marked increase in IGFBP3 
expression just before ovulation. These results suggest the possibility of detecting pregnancy- and 
estrus-related factors in cervical tissues that can be collected less-invasively, and the 
development of early pregnancy and estrus detection technology is expected.

研究分野：家畜繁殖学

キーワード： ウシ　妊娠認識　子宮頚管　インターフェロンタウ　インターフェロン誘導遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、着床前に子宮内で成長しながら妊娠認識物質であるIFNτの産生が最大になる18日前後の早期妊娠
時で低侵襲かつ簡易迅速に採取可能な頸管組織における妊娠特異的な遺伝子発現および子宮内のIFNτの直接検
出を初めて明らかにした。加えて、頸管における発情特異的な発現を示すIGFBP3の遺伝子、蛋白の検出の可能性
も提起することができた。本成果は、子宮組織や胚に影響を及ぼすことなく子宮内の胚の直接存在が検出可能で
あることを国内外での初知見である。今後は、妊娠特異的な発現遺伝子の検出と低侵襲的な早期妊娠検出技術開
発への指標として期待されるとともに、発情検出に係る指標の検出と有用性も期待される。

※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 
 
 受胎率を高めるためには、牛の栄養飼養管理、発情の高精度検出、授精技術などの措置が必須
であることは言うまでもないが、妊娠不成立の個体を迅速に発見し、次の授精措置を速やかに行
うことも受胎率のみならず空胎期間の短縮としての生産性向上につなげるための重要な点であ
る。乳牛においては、授精後の受精成立、胚発生、妊娠認識、着床及び胎盤形成を経て胎子成長
と分娩に至る 280 日にわたる期間で様々な時点での胚損耗を経て最終的に産子が得られること
になる。その過程で 17%の不授精、授精成立後、1週間内の胚損耗が 19%, 2-4 週間目で 31%と、
およそ半数が受精後失われ、特に着床前の胚損耗が約 3割を占めることが報告されている。 
人工授精や受精卵移植処置後に受胎確認が実施され、不受胎確認個体では新たな受胎措置がな
される。現在、牛の妊娠診断方法は、超音波診断法や直腸検査法が主流であり、いずれもその信
頼度は高いものの、診断が行われるのは授精後一か月以上経過してからである。したがって、牛
の発情周期は 21 日であることから、妊娠診断により不受胎確定までの間に人工授精を行う機会
を 1回または 2回逃すことを意味する。逆に、不受胎牛を速やかに発見し、人工授精を行い受胎
すれば、事実上の受胎性向上が可能となる。 
現在活用されている早期受胎の可否を確認する手法としては、受精不成立による発情回帰に
よる行動、超音波診断装置による卵胞観察、妊娠成立によって退行しなかった黄体から分泌され
るプロゲステロンの血中・乳中の濃度測定、および、近年普及しつつある妊娠 30 日後の胎盤由
来妊娠糖タンパク質(PAG)の測定などがある。しかし、黄体退行の時期が個体によっては一定で
はないため、プロゲステロン量の増減を評価する際に、黄体未退行による延長なのか、妊娠に伴
って維持されているのかの見極めが難しいとともに採取のタイミングの問題も残っている。さ
らに、乳や血液試料のサンプリング後、前処理や測定に時間を要することや、受託測定の場合、
測定機関への発送、測定結果の入手に要する時間等から、授精措置後の受胎不成立時の 21 目前
後での発情回帰の判定および速やかな受精処置までには間に合わない可能性が生じ、早期判定
技術としてはまだ改善の余地が残されている。また、発情回帰に伴う行動量増加、LH サージに
よる体温の上昇、頸管粘液成分内ミネラル変動による電気インピーダンス値のリアルタイム検
出としてのセンサーが開発されており、発情回帰としての非妊娠診断判定への利用も整備され
つつあるが、機器整備へのコスト支出は必要である。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの国内外の研究の基本アプローチは、妊娠に伴う子宮組織、黄体組織や血液細胞を用
いた妊娠応答の検出が主であり、「胚からの IFNτ」→「子宮」→「血流」→「血液細胞」との傍
分泌、内分泌的なシグナルの流れから実施されてきた。これに対して、申請者らは「子宮」→「頸
管」→「外子宮口」→「腟前庭」の接続基本構造に着目し、子宮頸管および外子宮口周辺部組織
にも子宮内に分泌された IFNτの作用が及ぶ可能性を作業仮説として ISG15, MX1, 2 の 3種の遺
伝子発現量を解析した結果、驚くべきことに妊娠 17-18 日目の子宮頸管出口付近の外子宮口粘
膜組織で非妊娠組織と比べて 80 倍の ISG15 の発現上昇を検出した。この新知見は、国内外で実
施されてきた遺伝子発現の解析研究で得られた、胚から産生される IFNτの直接感作を受ける子
宮内膜組織での高い応答性に匹敵する発現上昇であると同時に、これまで国内外で報告された
妊娠 18 日前後での末梢血白血球での２-数倍程度の ISG 発現増加を遙かに上回る発現応答性で
あった。 
しかし、応答性の妊娠継時的変化、子宮からの距離による応答性、特に IFNτの関与の有無、
ならびに ISG 以外の妊娠特異応答因子に関する機構は未解明であり、関連研究も皆無である。本
研究では、①子宮外における妊娠応答性を ISG の時間、空間的に明らかにし、簡易妊娠判定への
実用性を評価するとともに、②遺伝子ならびにタンパク質の網羅的な発現解析を行うことで、新
規応答因子の探索ならびに IFNτの関与動態や生理機能を解明するとともに、より低侵襲的、簡
易、迅速な妊娠判定への利活用の可能性を探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) ISG 発現の時間、空間的変動解析と評価 
人工授精実施乳牛を対象にし、授精後 14, 18 および 25 日目の子宮頸管(cervical mucosal 
membrane:CMM)中深部、外子宮口および腟最深部の組織を低侵襲的に採取し、40-50 日目の超音
波診断による妊娠確定後、妊娠、非妊娠区に分けてリアルタイム PCR による ISG15, IFIT1,2,3, 
遺伝子発現量の比較解析により、応答性の時間的、子宮からの距離的な動態を解析した。 
 
2) 妊娠子宮頸管における ISG 刺激因子の同定 
採取した妊娠および非妊娠 CMM から IFNτ抗体を用いた検出を行った。また、採取組織と非妊
娠牛由来白血球との共培養による ISG 誘導の可否を解析した。 



 
3) 子宮頚管における新規妊娠/非妊娠応答因子の探索と検証 
 IFNτの産生がピークになる day18-19 の外子宮口の CMM を主な解析対象としてトランスクリプ
トーム解析を実施し、発現遺伝子および産生タンパク質を探索し、妊娠固有、あるいは IFNτ応
答因子の動態を解析した。 
 
４．研究成果 
1) ISG 発現の時間、空間的変動解析と評価 
CMM における妊娠、非妊娠牛の時期別 ISG15 発現は、妊娠牛での増加並びに、IFNτ産生が最も
高くなる妊娠18日目での発現増加と、産生が低下する着床時期での発現低下がみられた(図1)。 
外子宮口や腟壁における ISG15 の発現については、胚から産生されたＩＦＮτの直接感作を
受ける子宮内膜組織での高い発現量に匹敵する増加が頸管ならびに外子宮口周辺の頸管出口
付近でも起こっていることが示され、同時に採取した１８日目の妊娠個体抹消白血球でみられ
た約５倍の発現増加量を遙かに上回るものであった（図 2）。また、ISG として知られる IFIT
についても IFIT1,2 における d18 の有意な増加がみられた(図 3)。 
 
 
                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１子宮頚管におけるインターフェロン応答遺伝子(ISG15)の妊娠、非妊娠時期別発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2インターフェロン応答遺伝子(ISG15)の部位別発現の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 子宮頸管における妊娠経時的な IFIT 発現の変化 
 



本解析結果より、妊娠特異的な interferon 誘導遺伝子は、頸管で顕著な発現上昇を示すととも
に、胚が産生する IFNτの産生量の変動と同様な発現を示すことが明らかになった。加えて、子
宮からの距離が離れるにしたがって ISG の発現増加も減少することから、妊娠子宮内の胚から
の因子が時間、空間的に子宮外組織に影響を及ぼすことが初めて明らかになった。 
 
2) 妊娠子宮頸管における ISG 刺激因子の同定 
D18 の CMM から IFNτが検出された(図 4a)。また、d14,18,24 の妊娠経過 CMM においては、d18
で IFNτのバンドが検出された(図 4b)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 妊娠、非妊娠および、妊娠の進行に伴う頸管組織における IFNτの検出 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. 妊娠、非妊娠および、妊娠の進行に伴う頸管組織における IFNτの検出 

 
 
妊娠頸管粘膜組織が I 型 IFN 活性を持つかどうかを評価するため、採取綿棒中の CMM サンプ
ルを同じ希釈度として調製した液を非妊娠ウシ抹消白血球(PBL)に添加し、妊娠 CMM 中に含まれ
ると想定される I型 IFN 活性指標としての ISG15 誘導の有無を解析した。まず、PBL において、
IFNT 刺激により ISG15 発現が誘導されることを確認した (図 5a)。次に、PBL に対し非妊娠ま
たは妊娠ウシ由来 CMM を添加して培養したところ、妊娠ウシ由来 CMM 溶解希釈液を添加した場
合、非妊娠ウシ由来 CMM 希釈液を添加した場合の PBL と比較して有意に高い ISG15 の発現がみ
とめられた (図 5b)。これに対して、CMM 希釈液のみからは、ISG15 発現は検出されなかった。 
これらの結果から、妊娠１８日の子宮内胚から産生ピークを迎える IFNτは、これまで知られ
ていた妊娠認識―維持に寄与していることのみならず、子宮内から頸管に移行し、外子宮口で検
出が可能であることが初めて明らかになった。 
 
3) 子宮頚管における新規妊娠/非妊娠応答因子の探索と検証 
 
 人工授精１８日目で採取した妊娠および非妊娠 CMM から RNA を抽出して RNA sequencing によ
る発現変動遺伝子解析を行った。 
複数の発現変動遺伝子が確認され、その中で妊娠で発現減少する遺伝子として(IGFBP3)が見い
だされ、その動態に注目した解析を行った。、その結果、発情期に高い発現がみられ(図６a)、さ
らに発情期における詳細な変動を解析したところ、発情(排卵)１日前に有意な増加がみられた
(図６b)。加えて採取 CMM における IGFBP3 タンパク質の検出と変動を見たところ、遺伝子発現と
同様の変動がみられた(図 6c)。本結果より、新たに頸管組織における発情特異的な IGFBP3 の動
態が明らかになった。 
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図 6. 妊娠、非妊娠および、妊娠の進行に伴う頸管組織における IGFBP3 の検出 
 
 
本研究成果は、子宮外組織である頸管部周辺位における妊娠特異的な発現遺伝子の検出と変
動を始めて明らかにした成果であり、と、低侵襲的な早期妊娠検出技術開発への指標として期待
されるとともに、発情検出に係る指標の検出と有用性も期待される。 
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