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研究成果の概要（和文）：体外受精胚の移植は、受胎率および産子生産率が低く、多くの研究にもかかわらず改善され
ていない。我々の最近の研究結果は、着床関連因子を三つの因子群に分類する必要性を示唆していた。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、それぞれの特性を示す因子の発現解析を行い、その制
御機構について新たな知見を加えることができた。またその成果を基に、上流機構に関わる液性因子を培養液に加える
ことで、着床率を向上させる体外培養系を構築した。

研究成果の概要（英文）：Implantation of a blastocyst into a receptive uterus involves a series of highly 
coordinated cellular and molecular events. Poor quality of embryos obtained by in vitro fertilization 
(IVF) is one of the major causes of implantation failure. Our study reveals that selective proteolysis in 
an activated blastocyst is associated with the completion of blastocyst implantation after embryo 
transfer. Furthermore, treatment with prolactin (PRL), epidermal growth factor (EGF), and 
4-hydroxyestradiol (4-OH-E2) promoted the expression of BRCA1 in the trophectoderm (TE) of blastocysts in 
vitro. Blastocysts that were treated with combination of PRL, EGF, and 4-OH-E2 and then transferred into 
the uteri of mice exhibited an increased implantation rate. A better understanding of blastocyst biology 
during the peri-implantation period would facilitate further development of reproductive technology.

研究分野：動物生殖科学
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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。申請者の最近の結果は、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。そこで本研究ではこの三つ
の因子群（因子 A〜C群）の発現動態の解析
を基軸に胚の着床能力獲得を制御する機構
解析を行う。また、その成果を基に受胎率を
向上させる体外培養系を構築する。 
 B群についてはその特性を明らかにするた
めノックアウトマウスの作製を行う。またウ
シにおける受胎率改善のために高い経済形
質をもつ黒毛和種子牛の効率的生産法を検

討した。 
 
３．研究の方法 
 体外受精胚の移植は、受胎率および産子生
産率が低く、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。我々の最近の研究結果は、着床関連
因子を三つの因子群に分類する必要性を示唆
していた。因子A群はこれまでの研究で標的
とされてきた特性であるのに対し、因子B群
とC群は我々の最近の研究結果を基に設定す
る必然性が示された、新たな特性と項目であ
る。 
 またB群の特性を明らかにするためノック
アウトマウスの作製を行った。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。そこで本研究ではTinagl1のノックアウ
トマウスの作製し妊孕性の解析を行った。 
 ウシにおいては、遺伝子型をデザインする
ことで高い経済形質をもつ黒毛和種の子牛
を効率的に生産できるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究では、上記 A〜Cの三因子群の発現
動態の解析を基軸に胚の着床能力獲得を制
御する機構解析を行い、その成果を基に受胎
率を向上させる体外培養系構築を展開した。 
 マウスの着床遅延モデルを用い、因子A群
と因子C群を中心に解析を進めた。着床誘起
胚において、エストロゲン受容体であるERα
は胚盤胞の栄養外胚葉で発現が誘起されてい
た。この発現は培養6時間で消失した。タンパ
ク質分解酵素であるプロテアソームの阻害剤
MG132で処理するとERαの発現は維持され
た。これらの胚を子宮に移植したところ、ERα
の発現が維持されている胚では低い着床率を
示した。MG132でERαの発現が維持されてい
る胚をER拮抗剤ICI 182,780で処理した胚盤
胞を胚移植したところ、着床率は回復した。
これらの結果から、マウス胚においてユビキ
チン-プロテアソームを介したERα分解が着
床の成立に必要であることが示された。一方
で、この過程において発現したBrca1は分解
されていない。すなわち、Brca1は因子A群、
ERαは因子C群、にそれぞれ分類できる。ま
た、着床する際に必要なタンパク質分解は選
択的に制御されていることが示された。 
 我々の最近の研究結果は、着床関連因子を
三つの因子群に分類する必要性を示唆してい



た。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。因子A群はこれまでの研究で標
的とされてきた特性であるのに対し、因子B
群とC群は我々の最近の研究結果を基に設定
する必然性が示された、新たな特性と項目で
ある。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群の存在は
示唆されていたものの具体的な分子とその消
失機構は不明であった。本研究の結果、胚盤
胞において発現するERαがユビキチン-プロ
テアソーム経路で分解されることが胚着床の
成立に必要であることが明らかになった。ま
た、因子A群としてBrca1が同定された。Brca1
ノックアウトマウスは早期胚性致死になるこ
とが報告されている。よって因子A群の中で
も重要性の高い機能を有していることが考え
られた。 
 次に胚盤胞の体外培養系における着床に必
要な因子の発現解析を行った。検討したのは
因子A群として、Brca1のタンパク質の発現と
局在を免疫蛍光染色法で解析した。胚盤胞の
特性からも液性因子を選抜し、着床関連因子
の上流因子を培養液に添加し検討した。その
結果、プロラクチンが胚盤胞におけるBrca1
タンパク質の発現を誘起することが明らかに
なった。また因子B群については、Tinagl1タ
ンパク質の発現と局在を免疫蛍光染色法で解
析した。その結果、4-ヒドロキシエストラジ
オール（4-OH-E2）がBrca1タンパク質発現を
誘起に加え、Tinagl1タンパク質発現と局在変
化を誘起することが明らかになった。 
 さらに、着床に必要な因子の解析と体外培
養系での発現評価を展開した。標的として検
討したのは着床能力獲得時に発現する因子A
群とB群に加え、C群も解析した。その結果、
プロラクチン、EGF、4-OH-E2の複合処理に
よりマウス胚盤胞においてBrca1、EGFレセ
プターおよびTinagl1の発現を賦活化するこ
とが明らかになった。この複合処理はC群で
あるERαの発現を賦活化することはなかった。
これらの結果を受けてレシピエントマウスに
胚移植を行った。その結果、上記の3因子の複
合処理は着床率を向上させることが明らかに
なった。 
 因子B群であるTinagl1のノックアウトマ
ウスの作製した結果、雌マウスで様々な不妊
症状を示すことが明らかになった。すなわち
表現型は6つに分類された。Type Iは膣栓がみ
られず交配しなかった個体、Type IIは膣栓が
みられたが胎盤徴候がみられなかった個体、
Type IIIは胎盤徴候がみられたが分娩しなか
った個体、Type IVは死産または生存産子が2
匹以下、Type Vは分娩するが産子が1週間以

内に半数以上死にいたるもの、Type VIは正常
に分娩し産子が育つもの、であった。ホルモ
ンによる排卵誘発の結果、排卵は正常におき
た。また得られた排卵卵子に体外受精をした
ところ胚盤胞まで正常な発生を示した。これ
らの結果から、ノックアウトマウスで示され
た不妊症状は、卵巣機能の不全によるもので
はなく、子宮機能の異常によることが示唆さ
れた。 
ウシにおいては、遺伝子型をデザインする
ことにより高い経済形質をもつ黒毛和種の子
牛を効率的に生産できる可能性が示唆された。 
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