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研究成果の概要（和文）：栄養膜細胞は桑実胚期に受精胚の最外層に現れ、胎盤を構成する受胎，妊娠成立の鍵となる
細胞である。ウシでは単核と二核の細胞が特徴的で、分化に伴い各々特異的な物質を産生する。確立した栄養膜細胞系
を用い分化機序について検証し、細胞外基質であるマトリゲル上の長期培養により効率的な分化誘導が可能なこと、分
化・多核化に伴いレトロエレメント分子の発現が増加すること、多核化細胞はレトロエレメント由来のフェマトリン1
と名付けた細胞融合分子を産生、母体側子宮内膜細胞と融合することを明らかにした。これらの結果は、ウシの受胎・
胎盤形成機構にレトロエレメントが係わる直接的な根拠を提供する新しい知見である。

研究成果の概要（英文）：Trophoblastic cells, derived from the outer layer of morula, are key cell for impl
antation and placentation. Bovine trophoblastic cells contain two specific cells; mononucleate and binucle
ate, and they express and produce various specific molecules, individually. In this study, we examined the
 mechanism of trophoblastic cell lineage, namely morphological and functional differentiation, using previ
ously established cell lines. Matrigel, which derived from extra-cellular matrix, effectively induced trop
hoblastic cell differentiation. The bi-nucleation associated with increasing expression of retro-element. 
The differentiated cells produced retro-element molecule, fematrin-1, which was named by fetomaternal trin
ucleate cell inducer 1, and it, has a fusion activity between trophoblastic cells and endometrial cells in
 bovine. These results showed a direct evidence for cell-to-cell fusion in bovine placenta and open a new 
sight for bovine reproduction, especially early gestation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

1. 研究開始当初の背景 
  妊娠の成立には、母体と胎子の密接な情報
交換と機能的融合が必須の要件である。両者
の調整不備は、妊娠の不成立となる。そのた
め、妊娠の極めて初期である着床開始時期に
おける胎盤形成機構の解明が受胎成立の鍵
と言える。胎盤は母体側子宮内膜細胞と胎子
側栄養膜細胞の相互作用により形成される
が、ヒトのみならず家畜におけるその機序は
未解明な点が数多くある。ウシでは不受胎の
約 50%近くが、この時期の不調である。ウシ
の受胎成立を左右する胎子側要因である栄
養膜細胞は、桑実胚後期にその基となる細胞
群が出現し、機能的分化と共に形態的変化が
生じる。これらの細胞は、単核細胞と二核（あ
るいは多核）細胞からなる。単核細胞はウシ
特有のインターフェロン・タウ(IFNT)を産生、
分泌する。IFNT は子宮内膜や黄体の機能調
節に働くと共に受精胚の着床直前の著しい
拡張、伸展をもたらすと推測されている。一
方、二核細胞は内分泌細胞として、胎盤性ラ
クトジェン (CSH1)を含む数多くのホルモン
やサイトカインなどを産生する。また、着床
界面で子宮内膜細胞と融合する母子間相互
作用の主導的細胞である (Hashizume et al. 
2002)。 
  これまで、ウシにおける着床機構解明のた
めに、母体子宮及び胎子側要因を網羅的に検
証 (Ishiwata et al. 2003)、着床前後の子宮内膜
及び胎子胎膜での遺伝子発現を明らかにし
た (Ushizawa et al. 2004)。また、生体外にお
ける栄養膜細胞機能を検証できる、ウシ栄養
膜幹細胞系を確立した (Shimada et al, 2002; 
Suzuki et al, 2012)。しかしながら、栄養膜細
胞の多核化がどのような要因により制御さ
れるか、多核化と機能分化は同じ要因により
もたらされるのかなど、胎盤形成初期におけ
る母子間細胞機能の相互調節はほとんど明
らかでなく、このことが妊娠早期の不受胎の
機序解明の大きな障害である。これまで家畜
増産のための早期胚死滅要因の解明、またヒ
トの不妊改善のために数多くの技術が開発
されているが、多くは受精に関連することで、
それ以後の妊娠成立の検証は十分とは言え
ない。そのため、栄養膜細胞の分化機序とそ
の調節機構を明らかにすることは、受胎の不
調を防除、改善する有効な手だてを提示する
と言える。 
 
２．研究の目的 
  本研究の主目的は、単核のウシ栄養膜幹細
胞から着床・胎盤形成の主導細胞である二核
細胞あるいは多核細胞への分化、増殖機構の
解明を通し、ウシの早期胚死滅要因解明への
基盤的情報を明らかにすることにある。その
ため以下の項について検証した。 
(1) 栄養膜幹細胞特異遺伝子の特性解析  
(2) 栄養膜細胞譜系特異遺伝子の解析 
(3) 多核化細胞の解析 
(4) 栄養膜細胞機能の解析 

 ウシ子宮は長さ約 20-30cmあり、着床過程
では 1mmにも未たなかった受精胚が約 20cm
に伸張、子宮内膜全体と接する。そのどこか
ら着床が始まり、胎盤形成が始まるかは不明
である。この主導要因は栄養膜細胞にあり、
どの細胞が、どの様な状態になると着床が可
能となるのか、明らかでない。生体内では、
この機構に関与する要因が多数有り、そのこ
とが機序の解明を難しくしている一因であ
る。それ故、生体外で検証するシステムの開
発は重要である。これまで、栄養膜幹細胞系
や生体外着床モデルの開発 (Yamauchi et al. 
2003) を進め、長期間にわたり培養可能な栄
養膜幹細胞（BT-1; Shimada et al. 2001）を確
立した。加えてごく最近、12系の新しいウシ
栄養膜幹細胞を確立（2008-2010 年度、科学
研費, 基盤研究(B)）した。ウシにおける着
床・胎盤形成の研究は、畜産物生産の効率化
に直接つながる実用的な側面を有している。 
 本研究では、既に確立した 13 系の幹細胞
系を用い、ウシ栄養膜細胞の細胞譜系におけ
る分化、増殖機構を検証し、着床界面での栄
養膜幹細胞の増殖・分化並びに多核化に伴う
細胞機能の調節制御機構を解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 栄養膜幹細胞特異遺伝子の特性解析 
 既に確立した栄養膜細胞(BT)13 系をマイ
クロアレイ（15,000 遺伝子搭載、GPL9284）
及び定量的 RT-PCRにより遺伝子発現を測定、
得られたデータを主として GeneSpring (アジ
レントテクノロジー株式会社)を用い、バイオ
インフォマテイックスにより解析した。 
(2) 細胞譜系特異遺伝子の解析 
 異なる細胞外基質条件、すなわちコラーゲ
ン塗布、コラーゲンゲル及びマトリゲル上で
BT (-1、-C及び-K) 細胞を培養し、細胞の分
化誘導により発現する遺伝子群を定量的
RT-PCR で解析した。また、内在性レトロエ
レメント(ERV)遺伝子をクローニング、それ
らの発現量を栄養膜細胞及び子宮内膜組織
を用いて定量的 RT-PCRにより測定した。 
(3) 多核化細胞の解析 
 多核化誘導培養したBT細胞系のCSH1, 妊
娠関連糖タンパク質 (PAG)、プロラクチン関
連タンパク質 (PRP1) などの遺伝子発現変動
を定量的 RT-PCRより測定した。また、栄養
膜細胞系中の ERV 遺伝子並びに同分子の発
現動態を定量的 RT-PCR, in situハイブリダイ
ゼーション法並びに免疫組織化学法により
検索した。加えて、BT-C細胞を用い上記細胞
外基質による多核化誘導した時の遺伝子発
現変動をマイクロアレイにより検索し、遺伝
子発現動態をバイオインフォマテイックス
により解析した。パスウェイ解析には
Ingenuity Pathway Analysisソフトウエア（IPA，
インジェヌイティー社）を使用した。 
(4) 栄養膜細胞の機能解析 
 ERV分子による細胞融合能を CHO細胞並



びに各種培養細胞を用いて検証した。また、
栄養膜細胞（BT-C、-K）の浸潤能（移動能）
を、細胞移動・浸潤検証培養プレートを用い
て検証した。加えて、SOLD1の細胞浸潤能に
及ぼす作用を上記細胞浸潤能検証プレート
に抗 SOLD1 抗体（抗体の希釈率：100, 500, 
1000倍）を添加することによる浸潤阻止法に
より検証した。さらに，in vivoにおける栄養
膜細胞の機能を解明するため，非接着性細胞
培養皿を用い BT 細胞塊を作成後，発情同期
化牛の子宮内に移植，その後の発情周期の回
帰について検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 栄養膜幹細胞特異遺伝子の特性解析 
 現有する 13系のBT細胞をマイクロアレイ
解析により遺伝子発現パターンを比較検証、
網羅的遺伝子発現動態を主成分分析した結
果、細胞系は 3群に大別できた。その分類は
階層型クラスタリング解析の結果とも一致
した(図 1、 2)。しかしながら、これまでウシ

栄養膜細胞に特異的に発現することが知ら
れている IFNT、CSH1、PRP、PAG、栄養膜
クニンツ領域タンパク質(TKDP)並びに転写
因子（CDX2、NANOG）の発現動態からの分
類とは一致しなかった。CDX2、CSH１、IFNT
及びアクチビンに関連する遺伝子の発現は、
既報及び今回の解析を通し、13細胞系全てに
おいてその動態が一致しており、保有する 13
栄養膜幹細胞系の検証に適した遺伝子と推
定される。網羅的遺伝子解析及び栄養膜細胞
特異的な遺伝子の発現動態を主成分分析に
より、生体由来妊娠 17日、20日及び 23日の
栄養膜細胞と比較すると、確立した細胞系は
妊娠 20 日の栄養膜細胞の動態と一致した。
これらの結果は、確立した BT 系は、ウシ着
床時期の栄養膜細胞の特性を有することを
示唆している。 
 
(2) 細胞譜系特異遺伝子の解析 
 コラーゲン塗布、コラーゲンゲル及びマト
リゲルで培養し、細胞分化状態を検証すると
マトリゲル培養では他の基質に比べ培養 1週

目から多核細胞の誘導、即ち BT-1、-C 並び
に-K 細胞を用いた遺伝子発現動態の検証か
ら二核特異的遺伝子 (CSH1、PAG、PRP等) の
発現がマトリゲル培養では著しく上昇する
ことを認めた (図 3) 。また、ERV が生体由
来の栄養膜細胞及び BT 細胞に特異的に発現

することを認めた。これらの結果は、栄養膜
細胞の多核細胞への分化は、細胞外基質の特
性と密接に関連しており、細胞外基質の物理
的な厚みやマトリゲルに含まれるサイトカ
インは、栄養膜細胞の多核化の誘導要因と推

察された。また、同細胞に発現する ERVが、
ウシ栄養膜細胞挙動と関わることが示唆さ
れた(図 4)。 
 

図 1 主成分分析による栄養膜幹細胞の分類 

 

図 2 クラスター解析による栄養膜細胞系の分類 

 

図 3 細胞外基質による細胞分化誘導 

 

図 4 栄養膜細胞における ERVの発現 

 



(3) 多核化細胞の解析  
 上記項で確認した複数のウシ ERV 
(bERVE-A、 -B、BERV-K1 env、-K2 env) の
内、bERVE及び BERV-K1 envと名付けた遺
伝子は二核細胞特異的に発現した。BT細胞
を用いたマトリゲル多核化誘導培養におい
ても、二核細胞誘導と ERV遺伝子の発現上昇
とが一致した(図 5)。他方、単核細胞に特異的
に発現する IFNT遺伝子はマトリゲル培養に
より上昇したが、コラーゲンゲル培養でよ

り高い発現を示した。これらの結果から、こ
れ以降 BT-C細胞に絞り、マトリゲル上で最
大 3週間培養し、遺伝子発現動態を検索し
た。アレイデータの IPA解析からマトリゲル
培養は、二核細胞関連遺伝子並びに IFN遺伝
子のパスウェイを活性化することが裏付け
られた。また、細胞の多核化と ERV遺伝子の

発現増加が相関していることから、同分子が
ウシ栄養膜細胞の多核化調節要因の１つで

あると推察された。 
 更に、バイオインフォマテイックス解析か
ら CSH1並びに PRP1遺伝子の上流域に存在
する CpGアイランドには高頻度のメチル化
領域及び低メチル化領域のあることを再確
認した。これらの結果は、栄養膜細胞の分化
と特異遺伝子の発現に特異遺伝子の DNAメ
チル化状態及び ERVが関与することを示唆
している。 
 
(4) 栄養膜細胞の機能解析 
 上記(3)項で確認した細胞外基質上 (コラ
ーゲン並びにマトリゲル) 培養を最大 3 週間
継続し、ウシ胎盤形成期における栄養膜細胞
の機能と分化調節機構を検索した。栄養膜細
胞の多核化は、マトリゲルで顕著であり、培
養 1週に始まり 3週まで増加すること、その
現象はアポトーシスにより影響を受けるこ

と無く、Wnt-カテニンシグナル系を介してい
ることから、レチノイン酸、FGF、TGF-β 等
の多くのサイトカイン系が関与することを
示唆している。ERV分子の検証からその中の
BERV-K1 envに陽性対照である VSV-G に匹
敵する細胞融合能を検出した (図 6、京都大

学仲屋らとの共同研究、 Nakaya et al. 2014)。
また、本分子を Fematrin-1と名付けた。これ

図 5 BT細胞の分化と ERV発現 

図 7  SOLD-1の細胞浸潤誘導能 

 

図 8 抗体による細胞浸潤抑制 

 

図 6 Fematrin-1の細胞融合 
 
a:細胞融合像, b:融合能の検出 

 



はウシの胎盤栄養膜細胞における母子間細
胞融合誘導因子として、初めて確認出来た
ERV分子である。これらの結果は、同分子が
母体子宮内膜細胞と胎子側栄養膜細胞の融
合現象を誘導する物質であることを示唆し
ている。 
また、栄養膜細胞に発現する SOLD1分子の
機能を解析、同分子の細胞浸潤能を確認した。
即ち、抗 SOLD1抗体による SOLD1の中和は、
母体側への栄養膜細胞の侵入を阻止し、
SOLD1 が細胞浸潤誘導能を有することを示
している。加えて、非接着性細胞培養皿を用
い受精胚の疑似体として BT細胞集合体 (塊) 
を作成、ウシ子宮に移植すると、移植細胞塊
は黄体機能を活性化し、通常 21-22 日を基準
とするウシの発情周期を大幅に延長する (平
均約 34日) ことを確認した。これらの結果は、
ウシ栄養膜細胞は着床界面において多核化
現象と伴に多様な分子を産生、これらの機構
を介して、栄養膜細胞の母体側への移動、妊
娠情報伝達、妊娠成立に関与することを示唆
しており、確立したウシ栄養膜幹細胞系が生
体外での胚の早期死滅、不受胎検証並びに受
胎機構解明の有用なツールとなることを示
している。 
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