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第一章 序論 

初期胚発生 

有性生殖を行う哺乳類では、それぞれオスとメス由来の生殖細胞である精子と卵子が融

合することで受精卵という一つの細胞となり、発生が開始される。受精卵における細胞分

裂は「卵割」、そして卵割によって生じる娘細胞は「割球」と呼ばれる。卵割は、卵子特

異的糖タンパク質から構成される「透明帯」の中で起こり、典型的な体細胞の分裂と二つ

の点で大きく異なる。一つ目は分裂周期が短いこと、二つ目は娘細胞 (割球)の体積の増大

を伴わないことである。これら二つはどちらも、卵割の細胞周期は G1 期が極めて短いこ

とによって説明できる。細胞周期の中でも G1 期は、細胞質分裂の後に娘細胞が体積を増

加させ親細胞と同じ大きさになるために必要な期間である。体細胞では S 期に進入するた

めに必要な因子の転写が Rb というタンパクにより抑制されることで、細胞のサイズが十

分に大きくなるまで細胞周期は G1 期でとどまっている [1]。マウス初期胚はこの Rb タン

パクの存在量が小さいため、G1 期における細胞周期の停止は起こらず、実質的に G1 期を

経ずして M 期から S 期へ移行する [2,3]。結果として卵割を行うたび割球の体積は小さく

なり、胚全体の体積は排卵時の卵子から一定に保たれる。卵割の繰り返しにより細胞数が

一定以上に達すると、割球同士の接着が密になり、境界が不明瞭になるコンパクションと

いう現象が起きる [4]。マウスではコンパクションの開始から 24 時間後には胚の外側の割

球同士における密着結合が完成し、胚の内外における液体の移動が遮断されるとともに、

細胞に極性が生じる [5]。このとき、胚の外側に位置する割球の基底側ではナトリウム/ カ

リウムポンプが局在し、浸透圧勾配により胚内に液が流入する [6]。こうして胚の内側に

生じる腔所を胞胚腔、胞胚腔を満たす液を胞胚腔液と呼び、胞胚腔の拡張により体積の増

大したこの時期の胚を特に胚盤胞期胚と呼ぶ。胚盤胞期胚はやがて透明帯から脱出し、子

宮への着床を開始する。 
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胚盤胞期における細胞の二極化 

哺乳類初期胚の特徴の一つは、発生のある時期まで割球が顕著な分化可塑性を持つこと

である。両生類や魚類等の未受精卵子では植物極側に特定の母性タンパク質が局在してお

り、これが卵割のたびに割球に不均一に分配されることで胚の分化が制御されている 

[7]。したがって、これらの動物種では受精前からすでに分化の方向性が決まっている。こ

れに対し哺乳類卵子には動物極あるいは植物極に相当する分子や機構はみつかっておら

ず、一定回数の卵割を経てようやく割球間で運命決定のバイアスが生じ始めると考えられ

ている。しかし、その正確な時期がいつかという議論には決着がついていない。最近の研

究では、マウス 4 細胞期胚において、すでに特定の転写因子の発現量や標的領域への結合

時間に割球間で差があり、この差に基づいて細胞運命の予測が可能であるとする結果が報

告された [8,9]。これに対し、2 細胞期や 4 細胞期の割球を人為的に単離して生じた単一の

割球だけでも個体発生を全うできることや、これら単一割球は他の胚と混合したときどの

細胞系列にも寄与できることから、この時期における割球はすべて等価であるとする考え

方もある [10,11]。いずれにせよ受精後 2 および 3 回目までの卵割で生じるマウス胚割球は

胎盤を含むすべての細胞系列に寄与して一個体を形成できる全能性を保持しており、仮に

ある時点で運命決定のバイアスがかかっていても、人為的操作などの外的条件でそのバイ

アスがリセットされることは確かである [10,11]。マウスでは割球の持つこの全能性ないし

分化可塑性は卵割のたびに急速に失われ、胚盤胞期には異なる二細胞系列、すなわち内部

細胞塊 (Inner Cell Mass: ICM)および栄養外胚葉 (Trophectoderm: TE)への不可逆的な運命決

定が完了している [12]。ICM と TE はそれぞれ固有の遺伝子発現を行い、それが各細胞系

列に特有の機能や形態学的特徴を付与する。ICM を特徴づけるのは多能性であり、これは

胎盤などの胚体外組織を除く、成体を構成する三胚葉すべての細胞に分化できる性質を意

味している [13]。一方 TE は将来胎盤を形成する細胞系列として、胚盤胞期後期にはすで

に上皮細胞様の形態学的特徴を獲得している [14]。胚全体では、胚盤胞期胚は胞胚腔を取
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り囲む単層の TE と、TE の一方の内壁に緊密な細胞の塊として存在する ICM とが明瞭に

区別でき、ICM が存在する胚部 (embryonic part)と、その反対側の非胚部 (abembryonic 

part)という胚の方向性が確立している。 

 

後期胚盤胞期における ICM の分化 

マウスでは着床に伴う子宮内膜との接着まで、TE は比較的均一な細胞集団として維持さ

れる一方、ICM は、着床までにさらに二つの細胞系列を生じる。すなわち、最終的に胚本

体へと分化する多能性細胞集団の胚盤葉上層 (Epiblast: Epi)と、胚性卵黄嚢等の膜系組織を

主に形成する細胞系列の原始内胚葉 (Primitive endoderm: PrE)とである [15]。着床直前のマ

ウス胚において、Epi と PrE は空間的に分離されており、PrE は胞胚腔と接する ICM の表

面に整列し、この PrE 層と、ICM に接している極 TE に挟まれるようにして Epi が位置す

る。この局在パターンに基づき割球をラベルし、異なる胚に注入しその運命を追跡するキ

メラ形成試験では、PrE は胚性系列には寄与しないことが示されている [16]。したがっ

て、マウスでは着床前に TE、PrE、Epi という異なる 3 つの細胞系列への不可逆的な運命

決定が完了しているといえる。PrE から形成される卵黄嚢と TE から形成される胎盤が、母

体由来の栄養を Epi から形成される胚本体に供給する [17]。この基本設計を将来的に確立

するため、胚盤胞期周辺において細胞分化が適切に行われることが胚の正常な発生にとっ

て決定的に重要である。実際、ICM と TE の分化、あるいは PrE と Epi の分化に不全のあ

る個体は、胚性致死という形で妊娠の早期に排除され出生に至らない [18–20]。 

 

哺乳類初期胚発生における種間差 

哺乳類の初期胚発生は、受精後数回の卵割を経て胚盤胞を形成するという概略は共通し

ているが、細部では多くの種間差が存在している。最も明確な違いは胚のサイズである。

胚盤胞期までの初期胚の全体的な体積が卵割を経ても一定であることから、排卵時の卵子
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の大きさの違いがそのまま胚の大きさの違いということができる。マウスでは平均的な卵

子の直径が 60 μm であるのに対し、ウシでは 150 μm と、体積にすると実に 15 倍の違いが

ある。同一の発生ステージにおいてもウシのほうが割球当たりの表面積も大きく、このこ

とは細胞表面分子の多寡にも影響し、それが種特異的な分化パターンに影響するのかもし

れない。次に顕著な初期胚発生の種間差は胚発育のスピードである。マウスでは受精から

3.5 日 (Embryonic day 3.5: E3.5)で胚盤胞期に到達し、E5.0 には子宮への着床が開始され

る。これに対しウシでは、受精後 7 日 (Days 7 post insemination: D7)で胚盤胞期胚が形成さ

れ、胚が着床に至るのは D21 周辺と、これら二つの動物種では着床前発生のスピードに大

きな開きがある [21,22]。また、分子生物学的な視点では、初期胚の分化を司る機構に種間

差が存在するため、ウシ初期胚発生の時間的な長さは、マウス初期胚発生を単純に展延し

たものとは説明できない。生殖細胞形成、受精、胚ゲノム活性化、コンパクションといっ

た、胚盤胞期以前の重要な発生イベントにおいても顕著な種間差が存在するが、ここでは

細胞分化に焦点を合わせるべく、細胞の運命決定が顕在化する胚盤胞期周辺の種間差につ

いて論じる。 

多くの細胞分化では段階的に細胞の運命が固定化されていくように、胚盤胞期胚におけ

る細胞の運命決定も段階的であるとともに、種特異性がみられる。例として、胚盤胞形成

時における TE の運命決定のレベルは、マウス胚に比べウシ胚で著しく低いことが分かっ

ている [23]。マウスは胚盤胞期胚が形成された時点で各割球の最初の運命決定がすでに完

了しており、TE の細胞はもはや ICM に寄与することはない [12]。一方ウシでは、胚盤胞

形成後の D7 の胚から TE 由来細胞を単離分散させて別の 8 細胞期胚に注入したところ、注

入した TE 由来細胞の 3 分の 1 が ICM 近傍の位置に観察された [23]。また、ICM からの

PrE および Epi への分化調節に関しても、マウスとウシでは異なる分子経路を利用してい

ることが示唆されている [24,25]。胚盤胞期以降の初期胚発生はこれら動物種間でさらに異

なる。マウスでは着床後、Epi が極性化し上皮様構造を形成し、同時に、Epi に接していた
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極 TE は胚外外胚葉、次いで外胎盤錐と呼ばれる組織へと分化し、最終的に胎盤の実質組

織を形成する [17]。これに対しウシでは、胚盤胞期胚の孵化後に壁 TE 細胞が指数関数的

に細胞数、および体積を増大させ「伸長」と呼ばれるダイナミックな形態変化を示す 

[26]。その一方で Epi を覆っていた極 TE 細胞 (反芻動物やブタでは特に、Rauber 層と呼ば

れる)が消失し、Epi は子宮液に直接曝露されるという、霊長類や齧歯類にはない特徴的な

段階を経る。これと同期し Epi 細胞では極性化が進行し「胚盤」と呼ばれる固有の構造が

形成され、原腸陥入は D17 付近で開始される [27,28]。D21 の着床までに胚発生はさらに

進行し、神経期胚に至り、これはマウス胚の E7.0 の発生ステージに相当する [28]。 

 

哺乳類初期胚の体外作出技術および発生工学的手法 

初期胚の体外培養法の開発は、哺乳類初期発生の分化メカニズム解明に大きく貢献し

た。度重なる培養条件検討の結果、現在では、未成熟卵子の体外成熟、体外受精、そして

受精卵の胚盤胞期までの体外培養がヒト、実験動物および産業動物において可能となって

いる [29,30]。これらの技術をまとめて体外胚作出 (in vitro production: IVP)と呼び、IVP 由

来胚は子宮に戻すことで個体発生を完了できる [31]。この技術に加え、遺伝子組換えをは

じめとする分子生物学的手法が発達し、哺乳類初期胚発生を制御する分子機構が詳細に調

べられている。なかでもマウスは、妊娠期間が短く多胎なうえサイズも小さく、繁殖管理

や飼育が容易なことから全世界で哺乳類の標準的なモデル動物として受け入れられ、研究

の中心を成してきた。さらに、マウス Epi を胚性幹 (Embryonic stem: ES)細胞として体外で

多能性を保持したまま長期にわたって維持培養する技術の普及により、マウス遺伝学は一

変した [32,33]。マウス ES 細胞のもつ、胚盤胞期胚と混合したとき胚の発生に参加し、生

殖系列にも寄与できるという性質を利用することで [34]、マウスにおける遺伝子組換え個

体作出の効率、正確性、応用性が高まり、逆遺伝学の進展により個別の遺伝子機能の解明

が飛躍的に進んだ。しかし、ES 細胞の生殖系列伝達が可能な動物種は現在のところマウ
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ス、ラットに限られている [35–38]。このような事情により、哺乳類で初期胚分化機構を

調べるときには、知見の集積量が圧倒的に多いマウスの情報を参考にすることが現実的で

ある。しかし、哺乳類初期胚発生機構の全容の理解という観点から、マウスで提唱されて

いるモデルや分子経路がウシ胚の分化にもそのまま当てはまるのか、という点は慎重に精

査する必要がある。さらに、胚盤胞期はウシやヒトを含めた多くの動物種において子宮へ

の移植が行われ、早期胚死滅が頻発する時期でもあることから、産業的にも種特異的な分

化の詳細解明が望まれるステージである [36]。 

当研究室では以前、ウシ固有の初期胚分化機構の解明を目指し、二つの網羅的遺伝子発

現解析を行った。第一に、IVF で作出した D8 の胚盤胞期胚における ICM と TE の遺伝子

発現比較を行った。この結果、ICM および TE 系列において特異的な発現を示す複数の遺

伝子が同定され、その中にはマウス胚盤胞期胚における発現パターンと一致するものもあ

れば、全く異なる挙動を示すものもあった [39]。第二に、IVF 由来の D8 胚と生体 (in 

vivo)由来の D14 胚それぞれから TE 部分をサンプリングし遺伝子発現を比較した。この解

析において発現上昇が確認されたリストの中には、胚盤胞期以降の TE の発生の指標とな

る遺伝子が含まれていたことに加え、反芻類およびブタに特有の現象である伸長現象への

関与が予想される新規候補遺伝子も同定された [40,41]。 

 

本研究の概要 

哺乳類胚が分化可塑性を保持する意義は、割球が分化の方向性を柔軟に変化させること

で環境ストレスや複製エラーを緩衝し、長期にわたる妊娠期間を経て完全かつ正常な個体

発生を保障することにある。一方で発生の進行には、分化可塑性の喪失と引き換えに細胞

固有の機能を発揮することが求められるが、胚全体における両者のバランスがどう保たれ

ているかという疑問には ES 細胞を用いても答えることができず、究極的には胚そのもの
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の解析が必須となる。本研究の目的は、ウシにおける胚盤胞期周辺の発生に伴い、細胞が

どのように可塑性を喪失し特異的な機能を獲得するか解明することである。 

本研究では、ウシ胚における TE、PrE、Epi という 3 細胞系列の確立について理解する

ため、胚盤胞形成時と、胚盤胞形成以降の 2 つの時期において解析を行った。まず第二章

では、マウスにおいて胚盤胞形成の「内外モデル」の裏付けとなっている Hippo 経路がウ

シ胚においても活性化しているかどうか検証した [42,43]。ウシは時間的、経済的に発生工

学的手法の適用に制限が多く、マウスのようにゲノムに直接介入するような手法を用いる

ことは難しい。そこで本研究では、遺伝子発現を干渉するショートヘアピン (sh)RNA の注

入により Hippo 経路を主導する特定遺伝子の発現を抑制しその後の胚発生を詳細に解析す

ることで、Hippo 経路と ICM/ TE 分離の関係について調べた。続いて第三章では、胚盤胞

形成の後に起こる、TE 細胞の運命決定、そして ICM からの PrE および Epi への分化につ

いて精査した。ウシに限らず一般的な哺乳類胚の体外培養では発生の限界が胚盤胞期であ

り、これ以降の発生を解析するには従来 in vivo 胚を母体から回収してくる手段しかなく、

ウシ胚発生の分子機構の解析にとって大きな障害となっていた。そこで第三章ではまず、

胚が生体内と同様の組織構造を保ったまま生存を続けられるような培養法を新たに開発す

ることとした。この新規培養法により作出した胚を解析し、マーカー遺伝子の発現状態に

基づいて生体における発生を反映していることを確認した。さらに、培養日数ごとの系列

特異的マーカーの詳細な解析により胚盤胞期以降のウシ胚分化の詳細なタイムコースを初

めて明らかにすることができた。第四章では、前述の網羅的遺伝子発現解析より同定した

二つのウシ胚伸長関連候補遺伝子、AREG および NRG2 の胚盤胞期以降における機能を、

第三章で開発した新規ウシ初期胚培養法、および、レンチウイルスベクターによる遺伝子

導入法を組み合わせて解析した。  
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第二章 TEAD4 および CCN2 遺伝子が栄養外胚葉の発生に果たす役割 

緒言 

胚盤胞期において胚全体を取り囲むよう配置される細胞集団が TE である。TE は ICM と

は大きく異なる独自の転写ネットワークを有しており、特に転写因子である CDX2 の発現

レベルによってその性質が規定される [44,45]。Cdx2 欠損マウス胚は、TE を維持できず着

床できない [46,47]。また、マウス ES 細胞では、CDX2 の人為的な異所性発現により栄養膜

幹 (TS)細胞様の性質が獲得される [45]。これらのことから、CDX2 は TE の特異化および

維持において最も重要な因子の一つとされている。 

マウス初期胚において CDX2 の発現を制御するのが転写因子 TEAD4 であり、CDX2 の発

現が TE に限定されるのは、この TEAD4 の部位特異的な挙動による [43,48]。TEAD4 は転

写コアクチベーターの YAP と協調することにより CDX2 などの発現を誘導するが、TEAD4

と YAP による遺伝子発現誘導には YAP が核内に局在し TEAD4 などと複合体を形成する必

要がある [43]。卵割が進み細胞数が一定に達した胚においては、割球間で相対的な位置の

違いが生まれる。すなわち、周りをほかの割球に囲まれる「内側」割球と、胚の中で外辺部

に位置する「外側」割球とに区別できるようになる。マウス初期胚においては、YAP は外側

の割球においては核内、内側の割球においては細胞質内に局在し、この特徴的な局在様式は

Hippo 経路と呼ばれるシグナル伝達経路により制御される [43]。割球同士の位置関係が確立

されると、内側の割球でのみ Hippo 経路が活性化する。Hippo 経路は、AMOT、LATS など

のキナーゼを構成要素とするリン酸化カスケードであり、YAP はその最下流に位置し Hippo

経路活性化時にリン酸化修飾を受ける。リン酸化された YAP は核内への移行が阻害され、

結果として内側に位置する割球では TEAD4 による下流遺伝子の誘導が行われず、ICM 系列

へと分化する。対して、外側に位置する割球では Hippo 経路が活性化せず YAP は脱リン酸

化状態にあり、核内に移行することで TEAD4 と協調し TE 関連遺伝子の発現が誘導される

ことで TE に分化する。 
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Hippo 経路は発生、疾病を含む様々な文脈において遺伝子発現調節、並びに、細胞増殖の

調整に関与しており、その制御機構の解明が進められている [49]。一方、初期胚発生におけ

る Hippo 経路の挙動に関する研究は近年開始され、体細胞における制御機構との相同性、ま

た、種間での制御機構の保存性など不明点が多い [43]。例えば、マウス体細胞では、分泌性

タンパク質の一種である CCN2 が、TEAD4 による直接的な発現制御を受ける [50]。この

TEAD4 による CCN2 の制御は Hippo 経路を介しており、CCN2 は多くの Hippo 経路研究に

おいて Hippo 経路活性化の指標として用いられる [51–53]。しかし、CCN2 が哺乳類初期胚

においても同様に TEAD4 の制御を受けるかどうかはわかっていない。当研究室での過去の

解析により、ウシ胚盤胞期胚において TEAD4 および CCN2 は TE 特異的に発現することが

示され、両者が TE の分化もしくは発生に役割を果たすことが示唆された [39]。もし CCN2

が哺乳類初期胚においてもマウス体細胞と同様に TEAD4 の制御を受けることが分かれば、

初期胚において Hippo 経路が、体細胞と同様の機構で活性化し、TE の形成に関与している

ということが強く裏付けられる。 

割球の相対位置が胚の運命決定を制御するという「内外モデル」は古くより提唱されてき

たが、Hippo 経路はこのモデルの強力な分子的裏付けとなっている [43]。本章は、ウシ初期

胚において Hippo 経路がマウス体細胞と同様の機構で活性化するかどうか、そして、それが

胚盤胞形成時の細胞分化にどう関与するのかの解明を目的とした。はじめに、shRNA 媒介

性の TEAD4 発現抑制 (KD)を行った。TEAD4 KD 胚を胚盤胞期まで培養し、胚盤胞期まで

の発生率や、胚盤胞期における CCN2 等の TE 関連遺伝子の発現を解析することで、TEAD4

がマウス初期胚と同様ウシ初期胚においても胚盤胞形成に役割を果たすかどうか調べた。

続いて、マウス体細胞で Hippo 経路を介した TEAD4 の主要下流因子の一つとして知られる

CCN2の発生ステージ別の発現動態やCCN2 KD胚の解析を行い、ウシ初期胚におけるCCN2

の役割を調べた。さらに、CCN2 KD を行った胚盤胞期胚の細胞構成比を調べることで、CCN2 

KD による TE 関連遺伝子の発現低下の原因を探った。  
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材料と方法 

本章の実験で使用した試薬および培地の組成は、付表 3 にまとめて記述した。 

 

1. 体外培養または子宮灌流によるウシ胚の取得 

体外成熟 (in vitro maturation: IVM) 

株式会社 北海道畜産公社 道央営業所 早来工場早来食肉流通センターにおいてウシ卵

巣を回収した。回収卵巣は 20°C で保存し、発泡スチロール容器に入れて研究室まで 2 時間

以内に輸送した。卵巣から脂肪や卵管等の不要部分を切除し、生理食塩水 (0.85% (w/ v) 

NaCl)で 2 度洗浄した。採卵作業中の卵巣は乾燥を防ぐために 1000 mL 容のビーカー内で生

理食塩水に浸して静置した。 

採卵は 10 mL のシリンジ (Terumo、Tokyo、Japan)に 18G の注射針 (Terumo)を装着して行

った。直径が 2 mm 以上 8 mm 以下の卵胞を選んで、その近傍に注射針を差し込んだ。シリ

ンジを引いて内部を引圧にした状態で針の先を濾胞内に進め、引圧により卵胞液とともに

卵丘細胞卵子複合体 (cumulus – oocytes complex: COCs)をシリンジの内部に吸引した。これ

を繰り返し、シリンジ内部の卵胞液がある程度たまった段階でこれを 10 mL のスピッツ管 

(PP スピッツ、栄研化学株式会社、Tokyo、Japan)に移した。卵胞液吸引後、スピッツ管の底

に沈殿した夾雑物の中に混じった COCs を、卵胞液とともにパスツールピペット (Pasteur 

Pipette、アズワン株式会社、Osaka、Japan)を用いて採取し、それを滅菌シャーレ (γ 滅菌 NE

シャーレ、栄研化学株式会社)上に展開した。観察しやすくするために、ウォーターバス 

(RACOMACE HT100、アズワン株式会社)にて 38.5°C に加温しておいた PB1 (付表 3)で卵胞

液を希釈した。続いて、35 mm のペトリ皿 (BECTON DICKINSON Labware、 New Jersey、 

USA)を PB1 で満たし、滅菌シャーレ上の COCs をキャピラリーにより吸い上げ、ペトリ皿

の中に移した。なおキャピラリーは、ヘマトクリット管  (Heamatocrit capillaries、

HIRSCHMANN LABORGERATE、Baden-Württemberg、Germany)をアルコールランプの炎で
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あぶり、口径が 300 μm 程度になるよう手で引き伸ばしたものを使用した。 

体外受精に供する卵子は、細胞質や卵丘細胞が変性していないか、3 層以上の卵丘細胞に

覆われているかどうかを基準とし、選別を行った。次に、60 mm のペトリ皿 (BECTON 

DICKINSON Labware)の 9 か所に TCM199 培地 (付表 3)で 50 μL のドロップを作り、それを

半分ほどパラフィンオイル (Nacalai tesque、Kyoto、Japan)で覆い、各ドロップにさらに 50 

μL の TCM199 培地を添加し、ドロップが完全に覆われるまでパラフィンオイルを注ぎいれ

た。体外成熟培養には、このペトリ皿を 38.5°C、5% CO2、湿度 100%に設定したインキュベ

ーター (Forma Series II 3110 Water-Jacketed CO2 Incubators、Thermo、Waltham、MA、USA)で

5 時間以上平衡化したものを使用した。COCs を 20 個/ 1 ドロップ (100 μL)の割合でドロッ

プに移し、インキュベーター内で平衡化した。 

 

体外受精 (in vitro fertilization: IVF) 

体外受精にはジェネティクス北海道から分与していただいたホルスタインの凍結精液を

使用した。水筒に 38.5°C の温水を用意し、凍結精液のストローを液体窒素から素早く取出

して 20 秒温水に浸すことで融解した。あらかじめ濾過滅菌し、15 mL 試験管で平衡化した

B.O.培地に 2.5 mM のテオフィリンを添加した、修正 B.O.培地 [54] (付表 3) 10 mL で、融解

精液を希釈した。さらに 600 × g、7 分間室温で精子懸濁液を遠心し、上清を除去したのち新

たに修正 B.O.培地を 510 μL 添加した。ピペッティングによる懸濁後に、ここから 10 μL の

混合液をとり、990 μL の 3 %食塩水で希釈して、血球計算板 (エルマ販売株式会社、Tokyo、

Japan)で精子濃度を測定した。終濃度が 5.0×106 cells/mL になるように混合液に B.O.培地を

添加し、ペトリ皿作製までインキュベーター内で平衡化した。続いて 60 mm のペトリ皿に、

修正 B.O.培地に 0.6% (w/v) Bovine serum albumin (BSA)および 0.015 mg/mL のヘパリンナト

リウム (Nacalai tesque)を添加したBSA 添加B.O.培地 (付表 3)で 50 μLのドロップを作った。

これをパラフィンオイルで半分ほど覆い、さらにこのドロップに精子混合液を 50 μL 添加す
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ることで 100 μL のドロップとした。ドロップが完全に覆われるまでペトリ皿内をパラフィ

ンオイルで満たした。卵丘細胞が粘性を帯び、体積が著しく増大していることを確認した、

体外成熟培養開始から 22 時間の卵子をキャピラリー操作により TCM199 培地から精子調整

B.O.培地に移し、38.5°C、5% CO2、湿度 100%のインキュベーターで培養した。IVF を開始

した時刻を D0 とした。 

 

体外発生培養 (in vitro culture: IVC) 

媒精から 6 時間後に、卵丘細胞をピペッティングにより除去した。除去が完了したら、

100 μL のドロップ 1 個あたりに受精卵 20 個の割合で、あらかじめ 12 時間以上平衡化して

おいた修正 SOF 培地 (mSOF 培地 [55]、付表 3)に移した。以後 7 日間インキュベーター内

で体外培養を行い、胚盤胞期胚まで発生させた。 

 

子宮灌流による D14 生体胚の取得 

人工授精に供した日を Day 0 とし、Day -20 に 25 mg のプロスタグランジン (PGF2α) 

(Schering – Plough K. K.、Tokyo、Japan) を黄体期の供試牛に投与した。PGF2α を投与するこ

とで黄体を退行させ、黄体退行後に同調して排卵が起きてくることを利用して発情同期化

を行った。その後 Day -9 に CIDR (黄体ホルモン徐放性製剤; 家畜改良事業団、Tokyo、Japan) 

を膣内に留置し、新たな卵胞発育の開始を阻止した。Day -5 に卵胞発育の開始を促進させる

ため 7 AU の卵胞刺激ホルモン (Follicle-Stimulating Hormone: FSH ) (川崎三鷹製薬、Tokyo、

Japan)を午前と午後の計 2 回筋肉内投与し、また Day -4 においても 6 AU の FSH を午前と午

後の計 2 回筋肉内投与した。Day -3 の午前中に CIDR を抜去し、午前には 20 mg の PGF2α

および4 AUのFSHを筋肉内投与した。Day – 1の午後に200 μgのゴナトロピン (Gonadotropin 

releasing hormone: GnRH) (あすか製薬株式会社、Tokyo、Japan)を投与し、発情確認の 16 時

間から 20 時間後にホルスタイン凍結精液を用いて人工授精を行った。卵巣に黄体が形成さ
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れていることをエコーで確認し、Day 14 まで胚を母体内で発生させた。Day14 に、バルーン

カテーテル法により左右の子宮角にそれぞれ別々にハルゼン液 (全薬工業、Tokyo、Japan)を

流し込み胚の回収を行った。 

 

2. 定量 PCR による相対発現定量 

RNA 抽出 

発生ステージ間での CCN2 mRNA の発現量を比較するため、第二減数分裂中 (MII)期の卵

子、2 細胞期胚、4 細胞期胚、8 細胞期胚、16 細胞期胚、桑実胚、胚盤胞期胚からそれぞれ

RNA 抽出を行った。MII 期の卵子は、体外成熟培養開始から 22 時間後の COCs をヒアルロ

ニダーゼで処理し、卵丘細胞を取り除いたのち、第一極体の放出を視認できたものを供試し

た。各ステージの卵子および胚を 0.05% (w/v)のプロテイナーゼ K で処理し、さらに数回ピ

ペッティングすることにより透明帯を除去した。これを 0.2% (v/v) polyvinilalcohol (PVA)入

り PBS (‒)で 3 回洗浄したのち、PBS (−)でさらに 3 回洗浄し、1.5 mL のチューブに 100 μL

で分注した、1% (v/ v)トリグリセロール入りの BL Buffer に移し、次の操作までの間‒80°C

で保存した。卵子または胚 5 つにつき 1 サンプルとし、ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep System 

(Promega、Madison、WI、USA)を用いてキットの推奨プロトコールに従って total RNA を 8 

μL の Nuclease free water に抽出した。 

 

cDNA 合成 

抽出した RNA サンプル 8 μL を、高次構造を解除するために 65°C、5 分間加熱し直後に

急冷した。ここに 2 μL の ReverTraAce qPCR RT MasterMix (TOYOBO、Osaka、Japan)を加え、

全体の液量を 10 μL に調整したのち、37°C で 15 分間、50°C で 5 分間、98°C で 5 分間、サ

ーマルサイクラー (GeneAtlas、astec、Fukuoka、Japan)でインキュベートすることにより逆転

写反応を行った。逆転写反応により得られた cDNA 溶液は、使用時まで−20°C で保存した。 
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定量 PCR 

氷上で、THUNDERBIRDTMSYBR®qPCR MIX (TOYOBO)を 5 μL、フォワードプライマー

およびリバースプライマー (付表 1. 参照) (5.0 μM)各 1.0 μL 、cDNA 溶液を滅菌水で 4 倍希

釈したテンプレート溶液 1.0 μL、滅菌水 2.0 μL を混合し、96 ウェルプレート (Roche 

Diagnotics、Indianapolis、IN、USA)にアプライした。卓上遠心機 (Mini plate spinner centrifuge、

Labnet、Edison、NJ、USA)で反応液をスピンダウンし、Light Cycler®480 System II (Roche、

Basel、Swizerland)にプレートを挿入し反応を開始した。反応条件は、95°C 30 秒を 1 サイク

ル、95°C 10 秒、(プライマーごとのアニーリング温度)15 秒、72°C 30 秒を 60 サイクルで行

い、最後に 95°C 10 秒で一度変性させてから 65°C 15 秒の後、95°C まで毎秒 0.19°C ずつ加

熱することにより融解曲線を作成し、増幅産物の特異性を確認した。各遺伝子について 3 回

独立したサンプルを使用し繰り返し実験を行い、得られた Ct 値から ΔΔCt 法による相対発

現レベルの比較を行った。 

 

3. 免疫染色 

卵子および胚を 0.05% (w/ v)のプロテイナーゼ K で処理し、さらに数回ピペッティングす

ることにより透明帯を除去した。続いて、固定液 (4% (w/ v) パラホルムアルデヒド, 0.2% (v/ 

v) PVA/ PBS (−))に卵子および胚を移し、室温で一時間静置した。固定後の胚は 0.2% PVA/ 

PBS (−)で 3 回洗浄し、使用時まで 0.2% PVA/ PBS (−)に入れ 4°C で保存した。卵子および胚

を透過液 (0.2% (v/ v) TritonX-100/ PBS (−))に浸し室温で 1 時間静置し、洗浄液 (0.1% (v/ v) 

TritonX-100, 0.3% (w/ v) BSA/PBS (−))にて室温、10 分間の洗浄を 3 回行った。PBST (0.05% 

(v/ v) Tween20 / PBS (−))で 5 倍希釈したブロッキングワン (Nacalai Tesque, inc)に卵子および

胚を浸し、室温で 45 分間静置することによりブロッキングを行った。一次抗体の希釈は、

PBST で 20 倍希釈したブロッキングワンで行い、CCN2 (rabbit polyclonal, ab6992, abcam, 

Cambridge, UK)は 300 倍、TEAD4 (mouse monoclonal, ab58310, abcam)は 1500 倍、CDX2 (rabbit 
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monoclonal, ab76541, abcam)は 200 倍に希釈した。一次抗体の反応条件は、CCN2 が 4°C で一

晩、TEAD4 が室温で 2 時間、CDX2 が 37°C で一晩で行った。洗浄液で室温、10 分間の洗

浄を 5 回行い、PBST で 20 倍希釈したブロッキングワンで 400 倍希釈した二次抗体 (Alexa 

Fluor 555 goat anti-rabbit IgG polyclonal (ab150082; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham MA, 

USA)または Alexa Fluor 488 goat anti- mouse IgG H&L (ab150113, Thermo Fisher Scientific, Inc.))

で室温、30 分間遮光条件下で抗体反応を行った。洗浄液で室温、10 分間の洗浄を 5 回行い、

0.2% (w /v) PVA/ PBS (−)で 25 μg/ mL となるよう希釈した Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich)で室

温、5 分間核染色を行った。スライドガラスへのマウントは VECTASHIELD Mounting Medium 

(Vector Laboratories, inc., Burlingame, CA, USA)により行い、カバーガラスの縁をマニキュア

で塗り固めることにより封入した。観察は、共焦点レーザー顕微鏡 (TCS SP5II, Leica 

Microsystems, Welzlar, Germany.)により行った。 

 

4. shRNA による CCN2 および TEAD4 の発現抑制 (KD) 

shRNA 発現ベクターの構築 

shRNA 発現ベクターの構築は、pBAsi mU6 Neo DNA vector (タカラバイオ株式会社、Shiga、

Japan)の、mU6 プロモーター直下に位置するマルチプルクローニングサイト (Multiple 

cloning cyte: MCS)に、人工的に合成した二本鎖をライゲーションすることにより行った。 

siDirect (http://sidirect2.rnai.jp/)によって、ノックダウンを行う遺伝子の標的配列を選択し、

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)で標的配列にオフターゲットが存在しないこと

を確認した。制限酵素 BamHI (和光純薬工業株式会社、Osaka、Japan)認識配列-標的配列の

top strand-へアピンループ配列  (5′ -CTGTGAAGCCACAGATGGG)-標的配列の bottom 

strand-ターミネータ配列-制限酵素 HindIII (和光純薬工業株式会社)認識配列によって構成さ

れる一本鎖 DNA を設計した。また、それに対して相補的な一本鎖 DNA も同様に設計した 

(付表 2)。これら一対の一本鎖 DNA をアニーリングし二本鎖 DNA を合成するため、10x ア
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ニーリングバッファー (100 mM)、100 μM top strand オリゴ DNA、および 100 μM bottom strand

オリゴ DNA それぞれ 2.0 μL を混合し、滅菌水で 20 μL に調製した。その後、サーマルサイ

クラー (PROGRAM TEMP COMTROL SYSTEM PC-815、ASTEC、Chattanooga、TN、USA)で

95°C 5 分間で直鎖状にし、30 分間かけて 25°C まで冷却することでゆるやかに二本鎖オリゴ

DNA の合成を行った。合成後の二本鎖オリゴは、5ʹ側と 3ʹ側にそれぞれ BamHI、HindIII で

生成されるものと同様の突出末端を持つ。合成後に 2% (w /v)のアガロースゲルで電気泳動

し、オリゴ DNA の二本鎖形成を確認後、二本鎖オリゴ DNA 終濃度が 10 μM となるように

滅菌水で調製した。アガロースゲルは、TBE (付表 3) 100 mL に、Agarose S (和光純薬株式会

社) 2 g、10 mg/ mL のエチジウムブロマイド 1 μL を加えたものを電子レンジで加熱し、冷ま

したものを使用した。 

ベクター1 μg に対し、1 μL の BamHI、HindIII、および 2 μL の 10 x B Buffer を添加し、滅

菌水で 20 μL に調整した。これを 37°C で一晩インキュベートすることによりベクターを直

鎖化した。アガロースゲル電気泳動によりベクターの直鎖化を確認したのち、消化産物に等

量のフェノール・クロロホルムを添加し、ボルテックスにより撹拌した。室温、10,000 × g

で 5 分間遠心し、上清を回収、10 分の 1 量の 3M 酢酸ナトリウムと、等量のイソプロパノ

ールを添加し混和してから、4°C で一晩静置した。室温、17,400 × g で 20 分間遠心し、上清

を除去したのち、75% (v / v) エタノールを 100 μL 添加し、軽く混和後、17,400 × g で 5 分間

遠心し、上清を除去した。真空乾燥を 15 分間行い、10 μL の滅菌水に溶解した。 

直鎖化したベクター30 ng、合成二本鎖オリゴ 1 μM、2 x Rapid Ligation Buffer 5.0 μL、T4 

DNA Ligase (Promega) 0.3 μL を混合し滅菌水で総量 10 μL に調整し、4°C で一晩静置するこ

とによりライゲーションを行った。 

ライゲーション反応液に、100 μL の JM109 (Promega)ケミカルコンピテントセルを加え、

タッピングで穏やかに攪拌した後 30 分間氷冷した。続いて、42°C に加温したヒートブロッ

クで 45 秒間加温し、直後に 2 分間氷冷した。ここに 1 mL の SOC 培地、10 μL の 2 M グル
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コース、1 μl の 1 M MgSO4を加え、80 rpm で振盪しながら 37°C で 70 分間インキュベート

した。培養後、3,000 rpm、3 分間で遠心して大腸菌を沈殿させ、上清を 1 mL 取り除いた。

残った上清で大腸菌を懸濁し、LB 寒天培地に播種した。ガラス棒を変形させて作成したス

プレッダーを火炎滅菌し、それを用いて懸濁液を培地上に十分に塗布した。その後 37°C で

16 時間インキュベートした。 

LB 寒天培地に形成された白色の大腸菌コロニーのひとつを、滅菌済みのつまようじを用

いて少量採取し、試験管 (9820 Test Tube without Rim、Corning、Corning、NY、USA)に加え

た 3mL の LB 培地に移した。これを、37℃で 16 時間、45 度に傾けた状態で 180 rpm で振

盪しながらインキュベートし、大腸菌を増殖させた。大量培養後、2 mL チューブ (Safe-Lock 

Tube 2.0 ml、eppendolf)に培養液を 2mL 回収し、EZgene EndoFree Plasmid MinipreII (BIOMIGA、

San Diego、 CA、USA)により、キットのプロトコールに従いプラスミドの精製を行った。 

構築したコンストラクトをシーケンスすることにより、変異の有無を確認した。シーケン

ス用 PCR は BigDye Terminator v1.1 (Applied Byosystem, Waltham, MA)を用いて行った。添付

の 5×Sequencing Buffer 2.0μL、M13primer (forward) 0.5μL (表 3)を混合し、そこに 100 ng/ μL

に調整したテンプレート 0.5 μL を加え、添付の Terminator Ready Reaction Mix を 0.25μL 加

えた。なお、以上の作業は全て氷上かつ遮光条件下において行った。作製した PCR 反応液

を直ちにサーマルサイクラー (PROGRAM TEMP COMTROL SYSTEM PC-815、ASTEC)にセ

ットし、96°C、1 分間で熱変性させ、その後 96°C、 30 秒間の熱変性反応、50°C 15 秒間の

アニーリング反応、60°C 4 分間の伸長反応を 25 サイクル繰り返し、目的配列を増幅した。

続いて、PCR 産物に 3M 酢酸ナトリウム 1 μL、100% EtOH 30 μL を加え、タッピング、フ

ラッシュを行ってから 15 分間室温で放置した。続いて 15,000 rpm、20°C で 20 分間遠心分

離を行い、上清を除去したのち 70% (v /v)の EtOH 125 μL を加えた。次に、15,000 rpm、20°C

で 5 分間遠心分離を行い、上清を除去してから、20 分間真空乾燥器内で真空乾燥を行った。

乾燥したペレットに Hi-Di Formamide (Applied Biosystems)を 20 μL 加え、チューブミキサー 



18 
 

(TOMY MICRO TUBE MIXER MT-360、株式会社トミー精工、Tokyo、Japan)で 3 分間混合し

た。続いて，サーマルサイクラー (PROGRAM TEMP COMTROL SYSTEM PC-815、ASTEC)

を用いて、95°C で 2 分間熱変性させ、その後急冷した。以上の要領でテンプレートの DNA

を増幅および抽出したのち、シーケンサ (310 Genetic Analyzer、Applied Biosystems)のプロト

コールに従いシークエンスを行った。 

 

ウシ 1 細胞期胚へのマイクロインジェクション 

媒精終了後 10 から 12 時間後の受精卵より、卵丘細胞をピペッティングにより除去した

ものにインジェクションを行った。操作にはピエゾドライブ (Primetech LTD、 Ibaraki、 

Japan)を用いた。操作用ドロップとして 100 mm ディッシュのフタに 10 μL の PB1 (付表 3)

微小滴を作製しオイルで覆ったものを使用した。目的配列の導入を確認したコンストラク

トを 10 ng/μL の濃度になるよう 0.22 μm フィルターで滅菌済みの 5 mM Tris-0.1 mM EDTA

溶液 (pH7.4)で希釈しコンストラクト溶液とした。インジェクションには芯なしガラス管 

(G-1, Narishige、Tokyo、Japan)をプーラーで引き伸ばしたものを使用した。ピペットの後端

から、マウスピースに接続したガラスキャピラリーを用いてフロリナート(FC-770、Sigma-

Aldrich、St. Louis、MO)を約 2 μL 注入し、インジェクター (Cell Tram、Eppendolf、Hamburg、

Germany)に接続されたピペットホルダーに装着した。インジェクターの陽圧でフロリナー

トをピペットの先端に移動させ、PB1 で 8% (w/ v)となるよう調整したフィルター滅菌済み

の PVP (分子量 360,000、Sigma-Aldrich)を数回吸い吐きすることによりピペットの中を洗っ

た。PVP を吐き切り、再びピペットの先端までフロリナートを移動させてから、コンストラ

クト溶液を吸い、操作用ドロップへ移動した。続いて胚をインキュベーターから 10～20 個

取り出し、操作用ドロップに移した。胚をホールディングピペットで固定し、インジェクシ

ョンピペットの先端を透明帯に接触させた。この状態で、ピエゾドライブにより強度 4 のパ

ルスをかけ、ピペットを透明帯に貫通させた。続いてピペットの先端を細胞質領域まで進め、
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ピエゾドライブにより強度 2 のパルスを一度だけかけることによりピペットを細胞膜に貫

通させた。細胞質全体がわずかに膨らむ程度の量コンストラクト溶液を注入し、ピペットを

胚から迅速に引き抜いた。注入終了後、直ちにインキュベーター内で平衡化していた 100 μL

の mSOF 培地微小滴へ移し、体外培養に供した。 
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結果 

インジェクションにおけるコントロールの評価 

TEAD4 KD 胚について解析を行う前に、標的配列を持たないプラスミド (空ベクター)を

注入し、そのコントロールとしての妥当性を評価した。卵丘細胞の裸化後、インジェクショ

ンを行わずに直ちに体外培養に供試した胚 (Uninjected)、空ベクターをインジェクションし

た胚 (Empty)、そして EGFP (enhanced green fluorescent protein)配列を標的としたコンストラ

クトをインジェクションした胚 (shegfp)をそれぞれ胚盤胞期まで培養し、定量 PCR 法によ

り TEAD4、CCN2、CDX2、GATA2 および GATA3 の相対発現レベルを比較した。Empty と

shegfp を比較することで、発現ベクターからの shRNA の発現自体が実験結果に影響を及ぼ

すかどうか知ることができる。Uninjected、Empty、および shegfp の三区間で、解析を行った

すべての遺伝子について発現レベルに有意差はみられなかった (図 1)。したがって、これ以

降の実験では、TEAD4 KD 胚を含む KD 胚のコントロールとして空ベクターを採用した。 

 

TEAD4 KD による、発生率および TE 関連遺伝子の発現レベルへの影響 

TEAD4 KD 胚では、コントロールと比較して胚盤胞期における TEAD4 の発現が mRNA と

タンパク質の両方のレベルで低下していた (P < 0.05、 mRNA レベルでコントロールに対し

34.5%) (図 2、3)。TEAD4 KD 胚とコントロールで、卵割率および胚盤胞期までの発生率に有

意差はみられなかった (表 1)。コントロール胚に比べ、TEAD4 KD 胚においては CDX2、

GATA2、CCN2 mRNA の相対発現レベルが有意に低下していたが、GATA3 mRNA の相対発

現レベルには有意差はなかった (P < 0.05、 コントロールに対し CDX2: 60.0%、 GATA2: 

56.2%、 CCN2: 9.2%、 GATA3: 94.4%) (図 4)。TEAD4 KD 胚においては、胚盤胞期における

CCN2 タンパク質の発現がコントロールと比べ低下していた (図 5)。 
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発生ステージごとの、CCN2 mRNA およびタンパク質発現レベル 

TEAD4 KD による発現の変化が最も大きかった CCN2 に着目し、初期胚発生における

CCN2 の発現動態について調べた。はじめに、MII 期卵子と、2、4、8、16 細胞期、桑実期、

胚盤胞期の各ステージの胚について定量 PCR 法により CCN2 mRNA の相対発現定量を行っ

た。CCN2 mRNA は解析を行ったすべての発生ステージにおいて検出された (図 6)。CCN2 

mRNA 発現レベルは、16 細胞期以降に、8 細胞期以前と比べて有意に低下していた (P < 

0.05)。また、胚盤胞期に比べ、D14 の伸長期胚においては CCN2 mRNA の発現レベルが有

意に上昇していた (P < 0.05、図 7)。続いて、免疫染色法により CCN2 タンパク質の局在を、

各発生ステージにおいて解析した。mRNA と同様、CCN2 タンパク質も解析したすべてのス

テージにおいて発現していた (図 8)。CCN2 タンパク質は、全ステージにおいて細胞質と核

の両方において検出されたが、核におけるシグナルは桑実期胚と胚盤胞期胚において強く

なった (図 8)。 

 

CCN2 KD による、発生率および分化関連遺伝子の発現レベルへの影響 

CCN2 mRNA を標的とするコンストラクトをインジェクションした胚 (CCN2 KD 胚)では、

コントロールと比較して CCN2 の胚盤胞期における発現が mRNA とタンパク質の両方のレ

ベルで低下していた (P < 0.05、 コントロールに対し 12.2%) (図 9、10)。CCN2 KD 胚とコン

トロールで、卵割率および胚盤胞期までの発生率に有意差はなかった (表 2)。コントロール

胚に比べ、CCN2 KD 胚においては CDX2、GATA2、TEAD4 mRNA の相対発現レベルが有意

に低下していたが、GATA3 mRNA の相対発現レベルには有意差はなかった (P < 0.05、 コン

トロールに対し CDX2: 43.6%、 GATA2: 70.2%、 TEAD4: 41.7%、 GATA3: 98.6%) (図 11)。

CCN2 KD 胚においては、胚盤胞期における TEAD4 タンパク質の発現がコントロールと比

べ低下していた (図 12)。 
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CCN2 KD による、ICM/ TE 細胞構成比への影響 

胚盤胞期において CDX2 の免疫染色を行い、CDX2 陽性細胞を TE、陰性細胞を ICM と判

定して細胞数を計測した。ICM および TE の細胞数および総細胞数には CCN2 KD 胚とコン

トロール間で差がなかったが (図 13)、ICM に対する TE の比は、CCN2 KD 胚で有意に低下

していた (P < 0.05) (図 14)。 
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図 1. インジェクションおよび標的配列の有無が遺伝子発現に与える影響 

インジェクション操作を行わずに培養に供した胚 (Uninjected)を 1 とした時の、空ベクタ

ーをインジェクションした胚 (Empty)、EGFP 配列を標的としたコンストラクトをインジ

ェクションした胚 (shegfp)の、胚盤胞期における各遺伝子の相対発現レベルの平均値を表

す。エラーバー: S.E.M.
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図 2. TEAD4 KD による、TEAD4 mRNA 発現への影響 

空ベクターをインジェクションした胚 (Empty)を 1 とした時の、TEAD4 を標的としたコン

ストラクトをインジェクションした胚 (shTEAD4)における TEAD4 mRNA の相対発現レベ

ルの平均値を表す。エラーバー: S.E.M. *P < 0.05 
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図 3. TEAD4 KD による、TEAD4 タンパク質発現への影響 

DNA: Hoechst による核染色像、TEAD4: TEAD4 の免疫染色像。Empty: 空ベクターをイン

ジェクションした胚、shTEAD4: TEAD4 mRNA を標的としたコンストラクトをインジェク

ションした胚。スケールバー: 100 μm.
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表 1. TEAD4 KD による卵割率および胚盤胞期までの発生率への影響 

処理 供試胚数 卵割率 (% ±S.E.M.) 胚盤胞期率 (% ±S.E.M.) 

Uninjected 105 75 (71.4 ± 9.8) 32 (30.5 ± 10.8) 

Empty 111 66 (59.5 ± 4.5) 22 (19.8 ± 1.8) 

shTEAD4 172 102 (59.3 ± 2.3) 40 (23.3 ± 2.2) 

Uninjected: インジェクション操作を行わず培養した胚。Empty: 空ベクターをインジェク

ションした胚。shTEAD4: TEAD4 mRNA を標的としたコンストラクトをインジェクション

した胚。



27 
 

 

図 4. TEAD4 KD による TE 関連遺伝子発現への影響 

空ベクターをインジェクションした胚 (Empty)を 1 とした時の、TEAD4 mRNA を標的とし

たコンストラクトをインジェクションした胚 (shTEAD4)の、胚盤胞期における各遺伝子の

相対発現レベルの平均値を表す。エラーバー: S.E.M. *P < 0.05.
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図 5. TEAD4 KD による CCN2 タンパク質発現への影響 

DNA: Hoechst による核染色像、CCN2: CCN2 の免疫染色像。Empty: 空ベクターをインジ

ェクションした胚、shTEAD4: TEAD4 mRNA を標的としたコンストラクトをインジェクシ

ョンした胚。スケールバー: 100 μm。
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図 6. 発生ステージごとの CCN2 mRNA 相対発現レベル 

MII 期卵子を 1 とした時の、各発生ステージにおける CCN2 mRNA の相対発現レベルの平

均値を表す。MII: MII 期卵子、2C: 2 細胞期胚、4C: 4 細胞期胚、8C: 8 細胞期胚、16C: 16

細胞期胚、MO: 桑実胚、および BL: 胚盤胞期胚。エラーバー: S.E.M. a-c 異文字間に有意

差あり (P < 0.05)。 
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図 7. 胚盤胞期および D14 伸長期胚における CCN2 mRNA 相対発現レベル 

胚盤胞期胚 (Blastocyst)を 1 とした時の、D14 の伸長期胚 (D14)の CCN2 mRNA の相対発現

レベルの平均値を表す。エラーバー: S.E.M. *P < 0.05。 
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図 8. 発生ステージごとの CCN2 タンパク質の局在 

DNA: Hoechst による核染色像、CCN2: CCN2 の免疫染色像、merge: 核染色と免疫染色の合

成画像。MII: MII 期卵子、2C: 2 細胞期胚、4C: 4 細胞期胚、8C: 8 細胞期胚、16C: 16 細胞

期胚、MO: 桑実胚、BL: 胚盤胞期胚。スケールバー: 100 μm。
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図 9. CCN2 KD による、CCN2 mRNA 発現への影響 

空ベクターをインジェクションした胚 (Empty)を 1 とした時の、CCN2 を標的としたコン

ストラクトをインジェクションした胚 (shCCN2)における CCN2 mRNA の相対発現レベル

の平均値を表す。エラーバー: S.E.M. *P < 0.05。 
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図 10. CCN2 KD による、CCN2 タンパク質発現への影響 

DNA: Hoechst による核染色像、CCN2: CCN2 の免疫染色像。Empty: 空ベクターをインジ

ェクションした胚、shCCN2: CCN2 mRNA を標的としたコンストラクトをインジェクショ

ンした胚。スケールバー: 100 μm。
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表 2. CCN2 KD による卵割率および胚盤胞期までの発生率への影響 

処理 供試胚数 卵割率 (%±S.E.M.) 胚盤胞期率 (%±S.E.M.) 

Uninjected 171 129 (75.4±9.1) 45 (26.3±7.4) 

Empty 182 143 (78.6±5.8) 41 (22.5±2.1) 

shCCN2 331 251 (75.8±7.4) 83 (25.1±5.1) 

Uninjected: インジェクション操作を行わず培養した胚。Empty: 空ベクターをインジェク

ションした胚。shCCN2: CCN2 mRNA を標的としたコンストラクトをインジェクションし

た胚。
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図 11. CCN2 KD による TE 関連遺伝子発現への影響 

空ベクターをインジェクションした胚 (Empty)を 1 とした時の、CCN2 mRNA を標的とし

たコンストラクトをインジェクションした胚 (shCCN2)の、胚盤胞期における各遺伝子の

相対発現レベルの平均値を表す。エラーバー: S.E.M. *P < 0.05。
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図 12. CCN2 KD による、TEAD4 タンパク質発現への影響 

DNA: Hoechst による核染色像、TEAD4: TEAD4 の免疫染色像。Empty: 空ベクターをイン

ジェクションした胚、shCCN2: CCN2 mRNA を標的としたコンストラクトをインジェクシ

ョンした胚。スケールバー: 100 μm。
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図 13. CCN2 KD が、TE 細胞数、ICM 細胞数、および総細胞数に及ぼす影響 

白丸は空ベクターをインジェクションした胚における細胞数、黒丸は CCN2 を標的とした

コンストラクトをインジェクションした胚における細胞数を表している。
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図 14. CCN2 KD が、ICM に対する TE の比に与える影響 

TE 細胞数を ICM 細胞数で割ったものの平均値を表す。Empty: 空ベクターをインジェクシ

ョンした胚。shCCN2: CCN2 mRNA を標的としたコンストラクトをインジェクションした

胚。エラーバー: S.E.M. *P < 0.05。
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考察 

マウス胚発生において、TEAD4 および CCN2 それぞれが果たす役割については、これま

でに詳しく調べられてきた。TEAD4 はマウス胚において、CDX2 を制御するのと並行し、

TE 系列の特異化に重要な転写因子 GATA3 をはじめ複数の遺伝子の発現を制御する [56]。

そのため、Tead4 欠損マウス胚の表現型異常は Cdx2 および Gata3 それぞれ単独の欠損胚の

それと比べ深刻で、胞胚腔が形成されない [48]。一方 Ccn2 欠損マウスは通常のメンデル

比で出生し、出生直後に致死となることから着床前発生に必須でない [57]。これらのこと

から、胚発生における CCN2 の研究では、主に発生後期の、軟骨形成などに焦点が合わせ

られ、着床前胚における知見は最も解析の進んでいるマウスでさえ乏しく、ウシにおける

知見はさらに僅少であった [57–59]。また、初期胚発生における TEAD4 と CCN2 の関係性

という視点から研究が行われることは哺乳類全体においてこれまでになかった。 

本章ではまず、TEAD4 KD 胚の解析を行った。TEAD4 KD 胚の卵割率、および胚盤胞期

までの発生率はコントロールと差がなかった。これは、他のグループが行った TEAD4 KD

ウシ胚における結果と一致している [60]。また、過去にはウシ初期胚における CDX2 の発

現抑制も行われているが、同様に胚盤胞期までの発生には変化がなく、透明帯からの脱出

も可能であった [61]。これらの結果は、マウスにおいて Tead4 や Cdx2 をノックアウトす

ると、TE 形成不全により胚盤胞期周辺で発生が停止するという観察とは異なる [46,48]。

このような結果の違いがもたらされた理由として一つ目に考えられるのは、RNA 干渉によ

る発現抑制では一定量の mRNA 発現が残存し、これが胚盤胞期までの発生には十分だった

ということである。実際、Tead4 ヘテロ欠損マウス胚は野生型と同様に胞胚腔を形成し、

野生型と同程度の割合で出生に至る [48]。二つ目は、マウスとウシの胚盤胞形成時におけ

る分化レベルの種特異的な違いが表現型の違いに結び付いたということである。マウスで

は、E3.5 の胚盤胞期において CDX2 と OCT4 はそれぞれ TE および ICM で完全に排他的な

発現を示し、この時点において TE と ICM という二系統への分化は完了している 
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[44,62]。一方ウシでは、D7 ないし D8 の胚盤胞期胚では OCT4 が TE、ICM の区別なく発

現しており、TE 細胞はこの時点においては ICM 系列へ寄与する能力を保持している 

[23]。これらのことから、胚盤胞期においてウシ胚はマウス胚と比べて相対的に未分化の

状態にあるといえる。ウシにおいて TE 系列と ICM 系列への不可逆的な分離が完了するの

は早くとも D9 以降であり[23]、ウシ胚で TE 細胞の維持に TEAD4 が必須となるのは本実

験で調べた D7.5 以降のステージなのかもしれない。最近、ウシと同じ大家畜であるブタの

胚において TEAD4 KD を行い、胚盤胞期までの発生率が著しく低下したという結果が報告

された [63]。この研究では、KD 胚における多能性関連遺伝子の発現が調べられており、

SOX2 mRNA の発現レベルがコントロールと比べ有意に低下していることが示された。胚

盤胞期までの発生率に関して本研究と異なる結果が得られた理由は、KD による標的遺伝

子発現低下の度合いが極めて大きいことにあると予想される。ブタ KD 胚における TEAD4 

mRNA の発現レベルは多くともコントロールの 5%以下であり、ほとんど標的遺伝子破壊

と同程度の効果が得られている。したがって、胚盤胞期までの発生に与える影響も本研究

と比べ深刻となったのかもしれない。また本研究では TEAD4 KD 胚における多能性関連遺

伝子の発現解析は行っていないが、種間における機能差を明らかにするため今後の詳細な

解析が望まれる。 

TEAD4 KD により CCN2 の発現レベルが低下したことは、Hippo 経路による下流因子の

制御機構が、体細胞と初期胚発生間で保存されていることを示唆している。マウス胚の

ICM と TE の分離が Hippo 経路により誘導されるという仮説は有力であるが [43]、今後は

初期胚において Hippo 経路下流因子まで含めた制御機構の解析が可能になるかもしれな

い。これまで、初期胚における Hippo 経路の活性状態は、転写コアクチベーターである

YAP の細胞内における局在などを指標に評価されてきた [43]。本研究より、ウシ初期胚に

おける Hippo 経路の活性状態の変化が、実際に CCN2 という下流遺伝子の発現にかかわっ

ている可能性が示され、今後は CCN2 の発現状態を精査することにより Hippo 経路の活性



41 
 

状態を評価することができるかもしれない。 

TEAD4 KD 胚では、コントロールと比較し、マウス胚において TEAD4 による発現制御

を受ける [48]、CDX2 および GATA2 の発現が低下していた。したがって、TEAD4 が持

つ、TE 関連遺伝子の発現制御を介し TE 分化を促進する働きは、マウスとウシで保存され

ていると考えられる。一方、マウスにおいては TEAD4 の主要な下流因子の一つである

GATA3 [56]の発現レベルは、TEAD4 KD 胚とコントロールの間で差がなかった。このこと

は、ウシ初期胚における GATA3 の発現維持に、TEAD4 以外の因子が関与していることを

示している。例えばマウスでは、TFAP2C や EOMES といった因子が、TEAD4 とは独立に

Gata3 の発現を直接的に制御する [64]。実際にどのような因子がウシ胚における GATA3 発

現を制御しているのか、今後調べることでウシ胚固有の発現調節システムの存在が示され

るかもしれない。 

本章では続いて、TEAD4 KD 胚において発現の低下が最も大きかった CCN2 に着目し、

ウシ初期胚発生における役割を調べるため、発生ステージごとに mRNA とタンパク質の発

現を調べた。CCN2 mRNA は MII 期卵子から胚盤胞期胚まで一貫して発現していたが、そ

の発現レベルは 16 細胞期に低下し、それ以降は胚盤胞期まで比較的低レベルで推移し

た。ウシにおいては、胚のゲノム DNA からの転写が開始する胚ゲノム活性化 (Zygotic 

genome activation: ZGA)が 8-16 細胞期に起こる [65]。これ以前のステージでは、卵子形成

時に蓄積された mRNA やタンパク質が胚発生における主要な役割を担う。ZGA が起こる

16 細胞期以降に CCN2 の発現が上昇せず、むしろ低下していることは、胚盤胞期において

発現している CCN2 が母性因子である可能性を示唆している。 

蛍光免疫染色の結果から、CCN2 タンパク質は mRNA と同様、MII 期の卵子から胚盤胞

期胚まで継続的に発現していることが分かった。CCN2 タンパク質は 8 細胞期までは核と

細胞質の両方で均一に発現していたが、16 細胞期以降に核での発現が強まり、胚盤胞期に

おいては細胞質より核で強いシグナルが検出された。CCN2 は分泌タンパク質であり、一
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般的にはゴルジ体などの細胞小器官に局在する [66]。しかし、特定の細胞種において

CCN2 はエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ、リン酸化修飾を受けたのち核内

に移行し、RNA 転写活性に影響を与える [67]。ウシ初期胚における CCN2 タンパク質の

局在の制御機構は不明であるが、母性因子であり、胚盤胞期周辺で核局在化を示すという

点が分化調節因子の Yap1 と類似しており、両者の比較により新たな洞察が得られるかも

しれない [68]。今後はステージ特異的な局在パターンと局在部位における機能との関係性

についての研究が望まれる。 

続いて CCN2 KD を行い、胚盤胞期までの発生と胚盤胞期における TE 関連遺伝子発現に

与える影響を調べた。胚盤胞期までの発生率において、TEAD4 KD 胚と同様に CCN2 KD

胚とコントロールとの間に有意差はみられなかった。この結果は、CCN2 欠損マウスが、

野生型と同等の割合で出生することと合致する [57]。また、CCN2 KD 胚では、コントロ

ールと比べ、CDX2、GATA2 遺伝子の発現レベルが有意に低下していたが、GATA3 の発現

レベルはコントロールと差がなかった。加えて、CCN2 KD 胚では、TEAD4 の発現がコン

トロールと比べ有意に低下していた。TEAD4 KD 胚と CCN2 KD 胚では胚盤胞期における

遺伝子発現の変化が似ており、このことは、CCN2 KD による TE 関連遺伝子発現の変化

が、CCN2 の直接的な影響のみならず、TEAD4 の発現低下を介するものである可能性を示

唆している。 

TEAD4 が CCN2 の発現を制御することは体細胞の研究では広く知られているが [50]、

反対に CCN2 が TEAD4 の発現を制御するかどうかは体細胞を含め検証されていない。そ

こで本研究では、CCN2 KD による TEAD4 の発現低下が、CCN2 タンパク質による TEAD4

の直接的な転写レベルでの制御を示すのか、あるいは CCN2 タンパク質が TE 特異的な細

胞増殖の促進に貢献しており、全体に占める TE の割合が減ったために見かけ上の発現レ

ベルが低下したのかどうかを確かめるため、CCN2 KD 胚における ICM と TE それぞれの

細胞数を調べた。その結果、ICM および TE それぞれの細胞数には CCN2 KD 胚とコント
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ロールで差がなかったが、ICM に対する TE の比は、CCN2 KD 胚において有意に低下して

いた。したがって、胚全体に占める TE の割合が 30%低下したことが TE 関連遺伝子の見

かけ上の発現が低下したという可能性は排除できない。しかし、CDX2 の低下は 50%減と

大きいため、TE 割合減少という細胞構成比の変化だけでは説明できない。以上のことか

ら、CCN2 はウシ胚盤胞期において、直接または間接的に TE 関連遺伝子の発現に転写レ

ベルで関わることが示唆された。
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第三章 気液境界面培養法の応用による透明帯脱出後ウシ胚盤胞期胚の延長培養 

緒言 

ウシ着床前胚において、TE と ICM への分化を「第一の」細胞分化とするならば、ICM

からの PrE および Epi の確立は「第二の」細胞分化と捉えることができる。第一の細胞分

化に比べ、第二の細胞分化の詳細な制御機構は理解が遅れている。その原因は、現在のウ

シ胚体外培養における胚の生存が胚盤胞期までに制限されていることにある。ウシ胚は、

マウス胚とは発生進行のスピードが異なり、胚盤胞期では「第一の」細胞分化が完了して

おらず、したがって「第二の」細胞分化は胚盤胞期以降に起こると考えられる [23]。 

胚体外培養では、過排卵誘起や卵子の体外成熟、そして体外受精技術を組み合わせるこ

とにより、発生開始のタイミングを同期させたうえで多数の胚を一度に扱うことができ

る。また、培養液および培養基質が透明であることから培養を中断することなく継時的に

観察することが可能である。これらの実験的利点から胚盤胞期までの発生機構は時空間的

に細部まで調べられてきた [69]。これに対し、ウシを含めマウスおよびヒトを除く全ての

哺乳類胚の胚盤胞期以降の発生は従来の体外培養では再現できず、解析を行うには生体か

ら目的の発生ステージの in vivo 胚を回収してくるしかなかった。マウスは繁殖が容易であ

りかつ胚移植や胚回収が日常的に行われる技術であること、一匹当たりの値段が安く匹数

を扱えることから、胚盤胞期以降の発生についても比較的解析が進んでいる。一方、大家

畜であるウシは妊娠期間が長く単胎であることに加え、経済的、時間的な理由から in vivo

胚を用いた研究は極めて制限されている。また、母体の栄養状態や飼養環境、季節や気温

といった様々な要因が子宮内環境に影響するため、同一の日齢において回収した胚でも発

生の進行には大きなばらつきが存在する [70]。したがって、ウシにおける胚盤胞期以降の

胚発生の詳細な解析は困難が大きく、他の動物種の知見を頼りに類推しなければならない

部分が多かった。ウシ胚における PrE / Epi 細胞分化に関する知見は限られているものの、

マウス胚との相違が見出されており、この発生段階における種特異的な解析が必要なこと
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は明白である [24,25]。以上の背景から、胚盤胞期以降の発生ステージに安定的に発生させ

ることができる体外培養系を構築することができれば、ウシ胚独自の細胞分化の理解に大

きく貢献することができると期待されている。 

過去にも、培地組成や培養基質の改良により体外におけるウシ胚培養の発生限界を胚盤

胞期以降へ延長する試みが行われてきた [70–76]。なかには、胚が従来法の限界である D8

を大きく超えて生存したものもあった [77]。しかしこれらの知見では、Epi の細胞がネク

ローシスを含む細胞死により急速に失われるなど、胚としての性質は保たれず、in vivo で

の発生の再現度は低かった [77]。一方、近年のマウスおよびヒト胚を用いた研究では、胚

盤胞期胚を基質に接着させることで着床後の発生を再現できた例がある [78,79]。しかし、

ウシでは胚盤胞期以降、神経期胚までの発生が着床を経ることなく起き、基質への尚早な

接着は細胞の急速な終末分化を招きその時点で胚としての性質は失われてしまう [80]。し

たがって、胚盤胞期胚が透明帯脱出後すぐに子宮への着床を開始するマウスやヒトといっ

た動物種で用いられる、接着依存性の体外培養法は不適切であると考えた。 

そこで本章では、体外培養におけるウシ胚の生存性の向上を目的に、培養液を含んだ寒

天 (ゲル)基質上でのウシ胚体外培養を新たに試みた。本法は、基質との接着を避けつつ、

気相との直接的な接触により効率的なガス交換が行われることを狙った培養法であり、古

典的な組織培養法の一つである「気液境界面培養法」をウシ胚用に最適化したものであ

る。本章では、新規培養法により作出した胚についてマーカー遺伝子の発現解析から分化

状態を決定し、相同な日齢の in vivo 胚と比較を行うことによって、胚盤胞期以降の細胞系

列分離を効率よく再現できていることを示した。また、新規培養法で作出した D12 胚の代

理母への移植を行い、着床能についても確認した。 
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材料と方法 

試薬、培地の組成は、付表 3 にまとめて記述した。 

 

アガロースゲル上でのウシ胚盤胞期胚の培養 (ゲル培養) 

ウシの体外成熟、体外受精及び胚盤胞期までの体外培養は第二章材料と方法の「体外受

精によるウシ胚の作出」に従った。 

培養に用いるゲルの作製は、体外受精後 7 日目 (D7)に行った。ビーカーに 20 mL のミ

リ Q 水を注ぎ、そこに 0.3 g のアガロース (Agarose-I、同仁化学研究所、熊本、日本)を加

え 121°C で 20 分間オートクレーブした。オートクレーブ完了後およそ 60°C まで温度が低

下したところで全量を 10 cm ディッシュに注ぎ、室温で固化させた。滅菌水にくぐらせて

濡らした乾熱滅菌済み薬さじを使いゲルを 1 cm 角の賽の目状に加工し、無菌的に、

NuncTM4 well プレート (Thermo Scientific)のウェル 1 つにつき 1 つとなるよう移した。ここ

に、ゲル培地 (付表 3)を 500 μL 注ぎ、38.5°C、5% CO2 のインキュベーターで一晩平衡化

させた。D8 の午前に、ウェルから培地を除去し、新鮮な TE 培地 300 μL を注ぎ、再び平

衡化させた。D8 の午後に、拡張胚盤胞期胚を TE 培地で 3 回洗浄してから、ミネラルオイ

ルを持ち込まないよう注意しながら、一つのゲルに 5 胚となるようガラスキャピラリーを

用いて移した。培養は 38.5°C、5% CO2、湿度 100%のインキュベーターで行った。この

際、胚どうしの距離は互いに 3 mm 以上離れるように注意した。この新規培養法を、本論

文では便宜上「ゲル培養」と呼ぶこととした。 

 

胚盤胞期以降の胚の平均および最長生存日数の算出 

培養時におけるアガロースゲルの有無、および培養液の違いが胚盤胞期以降の胚の生存

日数に与える影響を調べた。アガロースゲルを用いない場合、60 cm ディッシュ 

(Corning、NY、USA)上に作製しミネラルオイルで覆った、培養液 100 μL よりなる微小滴
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中に、ガラスキャピラリーを用いて胚を移し培養に供した (drop 法)。一方アガロースゲル

を用いる場合、培養液で一晩馴化したアガロースゲル上にガラスキャピラリーを用いて胚

を置き培養に供した (gel 法)。従来法の IVC で作出した D8 の胚盤胞期胚のうち ICM と TE

が明瞭に分離し、胚全体の体積の増加により透明帯が薄化しているものを選び各条件で培

養を行った。胚の生存は実体顕微鏡による形態的観察から判定した。独立した 2 回の IVF

で、一つの区につき合計 10 個の胚盤胞期胚を供試し、24 時間ごとに胚の生存を調べた。 

 

免疫染色 

免疫染色および共焦点レーザー顕微鏡による画像の取得は、第二章材料と方法の「免疫

染色」に準じて行った。使用した抗体および希釈倍率は第二章で用いたものに加え、

OCT4 (1:400, goat polyclonal, ab27985; abcam)、NANOG (1:10000, rabbit monoclonal, 500-P236; 

Peprotech)、SOX2 (1:1500, rabbit monoclonal, ab92494, abcam)、SOX17 (1:1500, AF1924; R&D 

systems)、Alexa Fluor 488 donkey anti-goat IgG H&L (1:400, ab150129: abcam)であり、一次抗

体の反応条件はいずれも、4°C で一晩、二次抗体は室温で 30 分間反応させた。使用した二

次抗体は第二章と同一である。 

 

定量 PCR 

D8 の従来法で作出した胚盤胞期胚、および D10、D14 のゲル培養胚から、ICM 領域を

マイクロブレードにより機械的に除去した TE 領域のみを RNA 抽出および cDNA 合成に供

試した。D8 の胚盤胞期胚は 20 胚分、D10 のゲル培養胚は 5 胚分、そして D14 のゲル培養

胚は 2 胚分でそれぞれ 1 サンプルとした。RNA 抽出、cDNA 合成および定量 PCR は第二

章の材料と方法に従い、用いたプライマーは付表 1 に示した。 

 

準超薄切片の作製、トルイジンブルー染色 
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ゲル培養胚をグルタルアルデヒド固定液 (付表 3)中で 4°C、2 時間前固定したのち、滅菌

水で 2 倍希釈し終濃度 0.1M とし、0.2% (w / v)PVA を添加した PB (付表 3)で 3 回洗浄し、

酸化オスミウム溶液 (付表 3)中で 4°C、2 時間さらに固定した。PB で 3 回洗浄し、50%、

70%、90%、99.5%、および 100%のエタノール系列に表記順に 10 分間ずつ浸し脱水を行っ

た。なお、99.5%と 100%エタノールによる脱水はそれぞれ 2 回ずつ行った。プロピレンオ

キサイド (Nisshin EM Co, Ltd.、Tokyo、Japan)に 2 回浸漬することでエタノールを除去して

から、Epon 溶液にて包埋した。Epon 溶液は、ディスポビーカー (Nisshin EM Co, Ltd.)に、

Epon (TAAB Epon812、Nisshin EM Co, Ltd.) 5.26 g、DDSA (Nisshin EM Co, Ltd.) 1.11 g、

MNA (Nisshin EM Co, Ltd.) 3.63 g、DMP-30 (Nisshin EM Co, Ltd.) 0.2 g をこの順で加え、気

泡ができないようスターラーで撹拌することにより、都度調整した。固化した試料ブロッ

クをグラインダーでピラミッド様にトリミングし、回転式ミクロトーム (RM2255；Leica)

で余分な樹脂を取り除いた。ウルトラミクロトーム (ULTRACUT N；Reichert Inc.、

Buffalo、 NY)に取り付けたガラスナイフ (Leica)により切削し切削面を鏡面状に仕上げ

た。ガラスナイフに替え、厚さ 500 nm となるように切片を作製した。切片をスライドガ

ラスに載せ、60°C で加熱乾燥した。続いて、0.3%トルイジンブルー染色液 (1% (w / v)ホウ

酸ナトリウム水溶液に、0.3% (w / v)となるようトルイジンブルーの粉末を添加したもの)を

数滴垂らし、60°C で加熱しながら 3 分間染色した。スライドガラスを RO 水で洗浄し、乾

燥させたのち、エンテランニュー (Merck、Darmstadt、Germany)で封入した。スライドガ

ラスの観察および画像の取得は、光学顕微鏡 (DMi8、Leica)により行った。 

 

超薄切片の作製、電子染色および透過型電子顕微鏡観察 

試料ブロックの成型までは準超薄切片の作製と同様に行った。ウルトラミクロトームに

取り付けたダイヤモンドナイフ (EM Japan Co.,Ltd.、Tokyo、Japan)により 80 nm の厚さに

なるように切削を行い、銅グリッド (Nisshin EM Co, Ltd.)で掬い取った。乾燥後、超純水
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で 5 倍希釈し、0.22 μm のフィルターで濾過滅菌した TI ブルー溶液 (Nisshin EM Co, Ltd.)

に 30 分間浸漬した。超純水を満たした 100 mL のビーカーの中に、ピンセットでつまんだ

グリッドを入れて軽く振ることを 3 回繰り返した。続いてクエン酸鉛に 3 分間浸漬した。

クエン酸鉛は、超純水 30 mL に硝酸鉛 1.33g とクエン酸ナトリウム 1.76 g を溶解させたの

ち、1N の NaOH を 8 mL 加えることによって無色透明にしてから、全量が 50 mL になるよ

う超純水を加えることで調整した。TI ブルーと同様、100 mL の超純水にて 3 回洗浄して

から乾燥させ、透過型電子顕微鏡 (JEM-2100、JEOL Ltd、Tokyo、Japan)で観察を行った。 

 

ゲル培養 D10 胚の、代理母への子宮移植 

受胚牛の発情同期化は、7 日間の膣内への CIDR (膣内留置型黄体ホルモン製剤) (InterAg, 

Hamilton, NZ)の留置により行った。CIDR の挿入時と抜去時にそれぞれ 2 mg の安息香酸エ

ストラジオール (Fuji Pharma Co., Ltd.、Tokyo、Japan)と PGF2α 製剤 (ジノプロスト; Fuji 

Pharma Co., Ltd.)を投与した。CIDR の抜去後、超音波診断による排卵の確認を毎日行っ

た。排卵から 9 日目に、それぞれ D10 のゲル培養胚を受胚牛に移植した。 

 

統計解析 

生存確率の算出では、24 時間ごとの形態学的観察により胚の死滅 (イベントの発生)が確

認された場合、その胚は観察直前まで生存していたと仮定し、Kaplan-Mayer 法による生存

時間分析を行った。すべての観察期間はイベントの発生により終了したため打ち切りのな

い完全データとして扱い、経験分布による推定法を適用した。生存時間分析および生存曲

線の描画は統計解析ソフトの R を用い、「survival」パッケージにより実行した。 

定量 PCR では、⊿⊿Ct 法により算出した相対発現量の平均値を用いて、D8 と D10、お

よび D8 と D14 のそれぞれ 2 者間で Student の t 検定を行い、P < 0.05 となるものを有意と

した。検定は、統計解析ソフト R の標準パッケージである「t.test」を用いて行った。 
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結果 

培養条件の違いが胚の生存日数に与える影響 

初めに、培地の組成の違い (mSOFai またはゲル培地)およびアガロースゲルの有無 (gel

または drop)が胚盤胞期以降の胚の生存日数に与える影響を調べた。いずれの条件において

も、延長培養により胚細胞が基質に接着することはなかった。長生存日数および平均生存

日数は IVF の開始時を 0 日目とすると、mSOFai/ drop で 13 および 11.8 日、mSOFai/ gel で

11 および 10.8 日、ゲル培地/ drop で 12 および 10.8 日、そしてゲル培地/ gel で 16 および

13.3 日となった (図 15)。これ以降の実験では、ゲル培地/ gel の条件で培養を行い、これを

「ゲル培養」と呼ぶことにした。 

 

ゲル培養における総細胞数、長軸長の推移 

D8 の胚盤胞期胚および各培養日数のゲル培養胚の DNA を Hoechst で染色し総細胞数を

調べた。平均細胞数は D8 で 181.4、D9 で 268.5、D10 で 408.4、D11 で 606.8、D12 で

1081.1 であった (繰り返し回数は 1 回)。また、人工授精後 12 日目に子宮灌流により回収

した in vivo 胚の平均細胞数は 1308.8 であった (繰り返し回数は 1 回、図 16)。各日におい

て光学顕微鏡により、ゲル上に静置された状態のゲル培養胚の明視野像を撮影し、画像か

ら胚の長軸長を推定したところ、平均長軸長は培養日数の増加に伴い直線的に増加するこ

とが分かった (図 17)。平均長軸長の範囲は 409.135 μm から 823.185 μm であった。 

 

アガロースゲル培養が TE における多能性関連遺伝子の発現に与える影響 

続いて、ゲル培養が TE 細胞の分化を誘導するかどうか調べた。まず、D8 の IVF 胚およ

び D10、D14 のゲル培養胚をマイクロブレードにより分断し、ICM を含まない部分をサン

プリングし RNA 抽出、cDNA 合成を行い、定量 PCR により OCT4、SOX2、および

NANOG の相対発現量を調べた。D8 の IVF 胚と比較し、D10 および D14 において OCT4 お
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よび SOX2 の相対発現量は有意に低下した (P < 0.05、図 18)。 

次に、免疫染色により D8、D9 および D10 における OCT4、NANOG、および SOX2 タ

ンパク質の局在を調べた。OCT4 タンパク質は D8 では ICM と TE の区別なくほとんどの

割球で発現していたが、D9 においては TE における陽性細胞数が減少し、D10 では TE に

おける陽性細胞がほとんど観察されず、ICM に限局することが分かった。一方、NANOG

および SOX2 タンパク質は D8 において ICM に限局しており、続く D9 および D10 でも

ICM 特異的発現を継続していた (図 19)。 

 

アガロースゲル培養胚における TE の機能的分化 

ゲル培養胚 TE 細胞の機能的分化について決定するため、D8、D10 および D14 の TE サ

ンプルの相対遺伝子発現を定量 PCR で調べた (図 20)。D8 の胚盤胞期胚において ICM と

比べ TE で優勢に発現する遺伝子として、平成 25 年長友の博士論文を参考に IFNT、

CDX2、GATA3、GATA2、TEAD4、CCN2、ZFX、ATF3、ELF3、DLX4 を、また D8 と比較し

D14 の伸長期胚において発現が有意に増加する遺伝子として、平成 27 年定の修士論文を参

考に ETS2、ID2、GJB1、MYL3、および ASCL2 を選んだ [40,81]。これらのうち、IFNT、

ETS2、ID2、CCN2 の発現は、D8 と比較し D10 あるいは D14 で有意に増加した。一方、

GJB1、MYL3、ASCL2 は D8 においては検出限界を下回ったが、D10、D14 で発現が検出さ

れた。 

続いて、反芻動物の着床前の TE において出現し、子宮内膜との融合に役割を担う二核

細胞がゲル培養胚の TE にも存在するかどうかを調べるため [82]、生体において着床が起

こる時期まで培養した D21 胚を用いて作製した TE 細胞の切片を透過型電子顕微鏡 (TEM)

により観察したところ (図 21)、一つの細胞の中に核を二個包含した典型的な二核細胞の形

成を確認した。さらに、ウシにおいて二核細胞のマーカー遺伝子として知られる SSLP1 遺

伝子の相対発現量を定量 PCR により調べたところ、D8 と比較し D10 および D14 で発現が



52 
 

有意に増加していることが分かった (図 20)。免疫染色により、各培養日数のゲル胚におけ

る TE 細胞分化に重要な転写因子である CDX2、TEAD4 および GATA2 タンパク質の局在

を調べた。いずれのタンパク質も、D8 から D12 まで一貫して、TE 細胞の核において発現

が維持されていることが分かった (図 22)。 

 

D10 ゲル培養胚の代理母への子宮移植 

ゲル培養胚の着床能を調べて TE 細胞の機能性の評価を決定するため、発情同期化を行

ったホルスタインのメスの黄体側の子宮角に、D10 胚 2 個を移植した。移植から 26 日後お

よび 42 日後に、エコーにより妊娠鑑定を行った (図 23)。妊娠 26 日目の診断では、二つの

胚が着床したことが確認された。また妊娠 42 日目の診断ではこのうちひとつの胎子の心

拍動が確認され、外生殖器の形態からオスであると判断された。妊娠 200 日ごろの検査に

より流産が確認された。 

 

ゲル培養胚における胚盤葉上層 (Epi)と原始外胚葉 (PrE)前駆細胞の空間的分離 

ゲル培養胚の各日数における、胚盤葉上層 (Epi)および原始内胚葉 (PrE)前駆細胞の ICM

内における局在を、SOX2 および SOX17 タンパク質の免疫染色により調べた (図 24)。ゲ

ル培養を始める前の D8 の胚盤胞期胚においては、SOX17 は ICM のほとんどの細胞におい

て発現していたが、SOX2 は一部の細胞においてのみ発現しており、その分布は ICM 内で

ランダムであった。また、SOX2 陽性細胞のほとんどは、SOX17 を共発現していた。ゲル

培養開始から 24 時間が経過した D9 の胚では、SOX2 を単独で発現する ICM 細胞の数が増

加し各前駆細胞におけるマーカーの排他的発現が促進されていたが、SOX2 陽性細胞と

SOX17 陽性細胞の局在はモザイク状であった。D10 の胚では、SOX17 陽性細胞は ICM の

中でも胞胚腔と接する側に限局しており、SOX2 陽性細胞との空間的な分離が促進され、

SOX2 と SOX17 を共発現する細胞はほとんど見られなくなった (図 24)。人工授精後灌流
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により回収した D10 の in vivo 胚においても同様に免疫染色を行い、ゲル培養胚と同様の局

在パターンが観察された (図 24)。 

 

ゲル培養胚におけるハイポブラストの出現 

ウシ胚における PrE およびその派生物である胚盤葉下層(ハイポブラスト)のマーカー遺

伝子を選抜するために、当研究室で以前実施した RNA-seq のデータを利用した [40,41]。

この RNA-seq では、IVF 由来の D8 胚盤胞期胚の壁 TE と、子宮灌流により得られた D14

の伸長期胚の壁 TE および TE を裏打ちするハイポブラストを含む細胞から RNA をサンプ

リングし比較している。したがって、D8 から D14 にかけて発現の上方制御が確認された

遺伝子の中には、必然的に PrE あるいはハイポブラスト優勢に発現する遺伝子が含まれて

いると考えられる。本研究では、RNA-seq における差次的遺伝子発現解析の結果 D8 と比

較し D14 において発現が有意に 3 倍以上上昇し、なおかつマウス、あるいはウシにおいて

PrE における特異的な発現や機能が報告されている SOX17、GATA4、HNF4A および

PDGFRA をウシにおける PrE/ ハイポブラストマーカーとした (図 25)。さらに、D8、D10

および D14 の胚体外領域におけるこれら 4 種のマーカー遺伝子発現を定量 PCR により比

較した。これら 4 遺伝子の発現はいずれも、D8 においては検出限界を下回っていたが、

D10 および D14 にでは検出された (図 26)。 

次に、ゲル培養胚における PrE 前駆細胞の局在の変化を観察するために、培養日数別に

SOX17 の免疫染色を行った。なお、TE 細胞との区別を行うために、CDX2 を対比染色し

た。D8 から D12 までのいずれの培養日数においても、SOX17 と CDX2 はそれぞれ別々の

細胞において発現しており、SOX17 の胚当たりの陽性細胞数は D10 から 1 日ごとに増加し

ていた (図 27、28)。また、SOX17 陽性細胞は D10 まで ICM に限局していたが、D11 には

ICM に近い側の TE 近傍で陽性細胞が観察され始め、D12 では胚全体に伝播していた (図

27)。 
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ゲル培養胚においてハイポブラストが出現するかどうかを調べるために、D12 において

切片を作製し、トルイジンブルー染色を行い光学顕微鏡により観察した (図 29)。D12 のゲ

ル培養胚においては、単層の TE 細胞の内側に ECM を挟んで独立した細胞層が観察され、

ハイポブラストの形成が示された。 
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図 15. 培養条件の違いが胚の生存日数に及ぼす影響 

(上) それぞれ良質な胚盤胞期胚 10 個ずつを供試し、24 時間ごとに撮影した明視野像。ス

ケールバー: 500 μm 

(下) D8 から 24 時間ごとに観察を行い、各日数における生存確率を Kaplan-Mayer 解析によ

り算出した。平均生存日数は IVF の開始時を 0 日目とすると、mSOFai/ drop で 11.8 日、

mSOFai/ gel で 10.8 日、ゲル培地/ drop で 10.8 日、そしてゲル培地/ gel で 13.3 日となっ

た。破線: 平均生存日数。  
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図 16. ゲル培養胚における総細胞数の推移 

細胞数は Hoechst 染色した画像から手動でカウントした。水平方向の直線は当該培養日数

における平均細胞数を示す。  
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図 17. ゲル培養胚における長軸長の推移 

ゲル培養胚の明視野像から距離が最も大きくなる直線の長さを推定し長軸長とした。水平

線は各日の平均長軸長を表す。  
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図 18. ゲル培養が TE における多能性遺伝子の発現に及ぼす影響 

IVF の D8 胚および D10、D14 のゲル培養胚から、ICM を機械的に除去し胚体外部分のみ

を定量 PCR に供した。バーは、GAPDH、ACTB および H2AFZ 遺伝子の発現量の幾何平均

で正規化した値を用いて⊿⊿Ct 法により算出した平均値を示す。エラーバー: ±S.E.M.、

**P < 0.01、*P < 0.05 (Student の t 検定)。  
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図 19. ゲル培養による、多能性因子のタンパク質局在の変化 

D8、D9、および D10 における典型的な共焦点レーザー顕微鏡像を示した。Hoechst で核を

対比染色した (白色)。スケールバー: 200 μm  
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図 20. ゲル培養における TE 遺伝子発現の変化 

IVF の D8 胚および D10、D14 のゲル培養胚から、ICM を機械的に除去し胚体外部分のみ

を定量 PCR に供した。バーは、GAPDH、ACTB および H2AFZ 遺伝子の発現量の幾何平均

で正規化した値を用いて⊿Ct 法により算出した平均値を示す。エラーバー: ±S.E.M.、**P 

< 0.01、*P < 0.05 (Student の t 検定)。 

  



61 
 

 
図 21. 透過型電子顕微鏡によるゲル培養 TE における二核細胞の観察 

D21 のゲル培養胚を固定し作製した 80 nm の超薄切片の TEM 観察像。単一細胞内におい

て、凝縮した染色質(矢尻)をもち、明瞭な核膜 (矢印)に囲まれた 2 つの核が確認された。

スケールバー: 2 μm 
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図 22. ゲル培養における TE 遺伝子の局在変化 

各日の典型的な共焦点レーザー顕微鏡像を示した。Hoechst で核を対比染色した (白色)。

スケールバー: 200 μm 
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図 23. D10 のゲル培養胚の着床能 

発情同期化を行った排卵から 9 日目の受胚牛に移植した、D10 のゲル培養胚のエコーによ

る妊娠診断。上段: 妊娠 26 日目、下段: 妊娠 42 日目。妊娠 42 日目のエコー診断では胎子

の心拍動が確認され、外生殖器の形態からオスであると判断された。  
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図 24. ゲル培養による Epi および PrE マーカーの局在変化 

共焦点顕微鏡により撮影した、Epi マーカー (SOX2: 緑)および PrE マーカー (SOX17: マ

ゼンタ)の免疫染色像。Hoechst で核を対比染色した (白)。右列は、左列の点線部分の拡大

画像。下段は、人工授精後灌流により採取した in vivo 胚の免疫染色像。スケールバー: 200 

μm。  
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図 25. RNA-seq による PrE マーカー候補遺伝子の相対発現比較 

平成 27 年度定修論を参考にした。重複を除いたリードカウントを用いて edgeR test により

発現量比較を行い、胚盤胞期胚と比べ伸長期胚の TE で発現量が何倍になったかをバーで

表した。  
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図 26. ゲル培養による PrE マーカー遺伝子の発現変化 

IVF の D8 胚および D10、D14 のゲル培養胚から、ICM を機械的に除去し胚体外部分のみ

を定量 PCR に供した。バーは、GAPDH、ACTB および H2AFZ 遺伝子の発現量の幾何平均

で正規化した値を用いて⊿⊿Ct 法により算出した平均値を示す。N.D.: 検出限界以下。エ

ラーバー: ±S.E.M. **P < 0.01、*P < 0.05。  
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図 27. ゲル培養による SOX17 の局在変化 

共焦点レーザー顕微鏡により撮影した、PrE マーカー (SOX17: マゼンタ)および TE マーカ

ー (CDX2: 黄色)の免疫染色像。Hoechst (シアン)で核を対比染色した。スケールバー: 200 

μm。 
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図 28. ゲル培養による SOX17 陽性細胞数の変化 

細胞数は SOX17 の免疫染色像から手動でカウントした。水平方向の直線は当該培養日数

における平均細胞数を示す。  
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図 29. ゲル培養胚におけるハイポブラスト様層の出現 

D14 のゲル培養胚および灌流で回収した D12 in vivo 胚の切片観察像。トルイジンブルー染

色を行った。下段は、上段において四角で囲んだ部分の拡大図。矢印: TE の頂端側に局在

する微絨毛。矢尻: TE を裏打ちする単層のハイポブラスト層。破線は、Epi 細胞領域を示

す。スケールバー: 100 μm。  
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図 30. ゲル培養による SOX2 陽性細胞数の変化 

細胞数は SOX2 の免疫染色像から手動でカウントした。水平線は平均細胞数を示す。 
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考察 

本章では、古典的な組織培養法の一つである気液境界面培養法 [83]をウシ胚盤胞期胚の

延長培養に応用することで、体外培養における胚の生存性を大幅に向上できることを示し

た。胚盤胞期以降の胚の体外培養は、マウス、ヒトにおいて、それぞれ母体組織に依存し

ない方法で達成されている [78,84]。これらの方法では、透明帯脱出後の胚盤胞期胚を基質

に接着させ、高品質の血清を高い割合で含む培地中で培養することで、マウスでは着床後

の E5.5 胚に相当する、「卵筒期」までの発生が再現された。実際には、体外で作出された

卵筒期胚がその後個体発生を遂げるかどうかは不明であり、体内発生を完全に反映してい

るかどうかは決定されていないが、分化マーカーの発現や形態学的な解析から再現度は高

いとされている。マウスおよびヒトの胚盤胞期胚は、透明帯脱出から間もなく子宮内膜へ

の接着が行われる。この、浮遊状態から接着状態への移行が胚発生を胚盤胞期の次の段階

に進めるために必要と考えられたため、これら動物種の延長培養では胚を積極的に基質へ

接着させる方法が用いられた [85]。一方ウシは、透明帯脱出から着床までに 2 週間の期間

があり、この間子宮への接着を経ずして初期胚発生が進行する。そのため、体外培養でウ

シの胚盤胞期以降の発生を再現する場合は、マウスやヒトで行われたような接着を促すプ

ロトコールは不適切であると考えた。そこで本研究では、胚が基質に接着することを避け

つつ培養を継続することを可能にする方法として、マウス新生子の精細管切片の体外培養

により精子形成を行った知見を参考に [86]、アガロースゲルを用いた気液境界面培養法を

採用した。本法は、過去にウシの延長培養法として行われてきた、アガロースゲルの中央

に細長い空洞を設け、その中に胚盤胞期胚を置く「トンネル法」とは方法も実験結果も大

きく異なる [71,77]。トンネル法では一定数の胚が D20 付近まで生存を延長し、体積も増

大したが、Epi 細胞は急速なネクローシスによって失われ、またハイポブラスト様層も TE

層から脱落し胚としての組織構造を保つことができなかった [77]。トンネル法と、本研究

において行ったゲル培養法は、IVF および従来法の IVC により胚盤胞期胚を作出するこ
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と、培養基質としてアガロースゲルを用いていること、そして透明帯脱出が起こる D8 周

辺の胚盤胞期胚を供試している点などが共通している。一方、これら二つの方法で決定的

に異なるのは、トンネル法では胚表面のほとんどすべてがゲルに接するのに対し、ゲル培

養法では胚の一部が直接気相と接することである。胚発生において代謝の副産物として生

じるアンモニアやフリーラジカルなどは細胞に有害であるが [87,88]、トンネル法における

胚表面とアガロースの接触面ではこれら有毒ガスの排出がうまく行われず、結果環境スト

レスに敏感な Epi 細胞でのネクローシスに結び付いたのかもしれない [77]。ゲル培養胚は

直接気相と触れることからガス交換の効率が良いと考えられ、そのため急速な Epi の損失

が起こりにくかったと推察される。またトンネル法とゲル培養法では培地組成も異なり、

トンネル法では 10%の FBS が添加されているのに対し、ゲル培養法では血清代替物である

KSR を 30%の濃度で添加した。胚盤胞期以降の胚発生では、それ以前のステージと比べ多

くの栄養素を必要とするようになる [89,90]。FBS はタンパク質等の栄養成分を豊富に含む

ため、胚盤胞期以降の培養において培地に添加することで胚の生存を高めることが知られ

ている [91,92]。一方、FBS を含む培地での胚盤胞期以降の培養はヒトさい帯血清などを使

用したときと比べ TE の自発的な分化を誘導しやすいという特徴がある [85,93]。胚が全体

的な組織構造を維持したまま生存を続けるには、TE、Epi、ハイポブラストといった各種

細胞がバランスよく存在しなければならない。主要な栄養源として FBS を用いているトン

ネル法では Epi やハイポブラストといった細胞系列に比べ TE 細胞の割合が異常に増えて

しまい、結果として胚としての構造を保てなかったのかもしれない [76,77]。一方、多能性

幹細胞の安定的な維持培養に多用される KSR はロット間で組成のばらつきが少なく、また

自発的な分化を促進するようなモルフォゲンやタンパク質の含有も少ないと考えられる 

[94]。そのためゲル培養では、単に胚の生存性を延長しただけでなく、特定の細胞系列へ

の分化バイアスを避けることで、以下に考察するように、胚盤胞期以降成体で起こる重要

な分化イベントを再現できたと考えられる。 
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ゲル培養がどの程度 in vivo でのウシ胚発生を再現できているかどうか調べるため、まず

ゲル培養胚 TE の性質を解析した。マウス胚の TE では、胚盤胞の形成直後から、TE マス

ター制御因子の一つである CDX2 が特異的に発現している [47]。CDX2 は、ICM の多能性

を規定する転写因子 OCT4 と相互に発現を抑制しあう関係にあり、マウス TE では OCT4

の発現レベルは低く抑えられている [45,95]。OCT4 発現の抑制には、Oct4 遺伝子上流領域

の CDX2 結合部位 (CR4)が重要な役割を果たす [23]。OCT4 の発現が、CDX2 を含めた TE

特有の転写ネットワークの確立を妨げることから、OCT4 の発現低下は TE 機能的分化の必

須要件であり、その点でマウス TE の細胞運命は胚盤胞形成直後に既に高度に制限されて

いる [45]。これに対しウシゲノムには、CR4 に相当する領域が存在しないため、D7 の TE

でも高いレベルの OCT4 が発現しており、細胞運命の制限の程度は低い [23,96]。当研究室

の以前の研究の結果、IVF で作出した D8 の胚盤胞期胚において、代表的な多能性因子の

うち NANOG や SOX2 は既に ICM 優勢に発現していたが、OCT4 の発現レベルは ICM と

TE で明確な差異は検出されなかった [39]。ウシの in vivo 胚では、OCT4 の発現が TE で十

分に低下するまでには、胚盤胞が形成される D7 からさらに 2～3 日の期間を要し、マウス

胚における発現パターンとは全く異なる [23]。ゲル培養胚の胚体外部分における定量 PCR

の結果、培養日数の進行に伴い OCT4、NANOG、および SOX2 の mRNA 発現レベルが大幅

に低下していることが分かった。免疫染色によりタンパク質レベルでも、SOX2 と

NANOG は D8 から D10 まで一貫して ICM に限局していたのに対し、OCT4 は D8 では

ICM と TE の両領域で発現し、D9 および D10 と発生が進行するにつれて TE でのシグナル

が弱まり、D10 では ICM に限局することが分かった (図 19)。ウシ胚やウシ ES 細胞を用い

た研究から、OCT4、SOX2 および NANOG はいずれも ICM の多能性を維持するために必

要であることが示されている [37,97]。ゲル培養胚 TE において OCT4 の発現が劇的に抑制

された一方、ICM でこれら 3 因子が一貫して発現を続けていたことは、ICM の多能性は維

持されたまま TE における細胞運命の決定が達成されたことを示している。 
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TE では細胞分化および特異的機能の獲得に伴い、グローバルな遺伝子の発現パターンが

大きく変化する。ウシ胚においても近年解析が進められているものの、知見の蓄積はいま

だ十分でない。そこで当研究室では以前、RNA-seq によるトランスクリプトーム解析によ

り、ウシ TE における D8 胚盤胞期から D14 伸長期にかけての遺伝子発現状態の変化を調

べた [40,41]。この結果に基づき本研究では、D14 伸長期における発現の増加が特に顕著だ

った GJB1、MYL3、および ASCL2 遺伝子について定量 PCR で解析し、ゲル培養の進行に

伴う発現の変化を調べた。なお、個々の遺伝子の役割としては以下のことが判明してい

る。GJB1 はコネキシン 43 とも呼ばれ、反芻動物の胎盤で特異的に発現するギャップ結合

形成タンパクの一つである [98]。また、MYL3 は胎盤の機能にとって重要な、ミオシン線

維束の滑り運動に役割を果たすクロスブリッジの形成に必要である [99]。さらに、ASCL2

は MASH2 とも呼ばれる胎盤特異的なインプリント遺伝子の一種で、栄養膜細胞の細胞増

殖等に関与している [100,101]。これら遺伝子のウシ TE における発現は、D8 では検出限

界以下であったが、ゲル培養を行うことによって発現が検出されるようになった (図 20)。

これは、ゲル培養胚において、胚盤胞期以降の発生ステージで起こる TE 特有の遺伝子発

現の変化が誘導されたことを示している。加えて、ウシ TE は、日齢の進行に伴い①細胞

増殖、②インターフェロンタウ (IFNT)の分泌を担う単核細胞の形成、そして、③子宮内膜

との融合や胎盤性ホルモンの産生に必要な二核細胞の形成が特徴的に起こる [102]。IFNT

は母体の黄体退行を抑制することから、反芻動物の妊娠成立に必須のサイトカインである 

[103]。定量 PCR で、ゲル培養胚における IFNT および二核細胞特異的遺伝子 SSLP1 の上方

制御が示され [104]、また電子顕微鏡観察によっても二核細胞の出現が直接的に証明され

た。これらの結果は、ゲル培養胚 TE の発達が、遺伝子発現の観点のみならず、形態学的

観点からも体内発生に近似していることを強く支持している。さらに、免疫染色および定

量 PCR から、TE 関連遺伝子がゲル培養胚 TE において安定して発現を継続しているこ

と、D10 の移植胚が母体に着床し初期の形態形成が完了できたこともあわせて、ゲル培養
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胚 TE は機能的な完全性を保持していることが示された。しかし、ゲル培養における培養

日数をどれだけ延長しても、TE の「伸長」は観察されなかった。TE の伸長はブタや反芻

動物の着床前胚に特有の、指数関数的な細胞増殖に伴った体積の著しい増大であり、この

結果着床直前には胚全体として最終的には紐状の形態になる[26]。伸長を経ずしては胚の

着床は起こりえないため、TE の伸長メカニズムを解明することはこれら動物種の着床前発

生の理解にとって重要な課題である。現在のところ、伸長のきっかけが何であるかはほと

んどわかっていないが、ヒツジを用いた研究から子宮腺を欠失した子宮内では胚伸長が起

こらないことが示されており、伸長における子宮からの分泌物の役割が指摘されている 

[105]。一方ブタでは、インターロイキン-1β と呼ばれるサイトカインを欠失させた胚では

伸長の程度が著しく減少することが判明している [106]。これらのことから、伸長には子

宮由来、胚由来両方の因子が役割を果たすと予想されるため [107,108]、今後はゲル培養法

の応用によりこれら因子の詳細について精査することが望まれる。 

ゲル培養胚 TE の評価に続き、ゲル培養胚における第二の細胞系統分離、すなわち ICM

内で起こる Epi と PrE の分離についても評価した。遺伝子改変マウスを用いた一連の研究

から、Epi / PrE 分離の不備が早期の胚発生停止につながることが示されているものの 

[19,20,109,110]、その詳細な分子メカニズムは未解明である。ICM と TE の分離が胚内にお

ける割球の位置関係という比較的単純なモデルで説明されるのに対し、Epi と PrE の分離

を明快に説明できるモデルは決定されておらず、議論が続けられている。現在有力視され

ているモデルは、割球間および割球内のシグナル伝達の不均衡により運命決定因子の存在

量に濃淡が生まれ、確率論的に細胞運命が決定されるというものである [111,112]。このモ

デルによれば、第二の細胞系統分離においては、ICM 割球内で、転写因子であり互いに抑

制関係にある NANOG と GATA6 のどちらが多く存在するかが重要であり、NANOG を高

レベルで発現する割球は Epi、GATA6 を高レベルで発現する割球は PrE としての運命をた

どる。胚盤胞形成直後には多くの ICM 割球で NANOG と GATA6 が共局在しているが、発
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生の進行に伴い各割球でこれら転写因子の排他的発現が強化される [111]。NANOG と

GATA6 のどちらの発現が優勢になるかは割球の相対位置ではなく確率論に従い、そのため

NANOG 優勢細胞と GATA6 優勢細胞の ICM 内での分布はランダムであると考えられてい

る。その様子が調味料の“塩コショウ (Salt and Pepper distribution)”に例えられるように、

Epi および PrE 前駆細胞は分化中の ICM 内で斑上に存在する [111]。マウス胚において

は、後期胚盤胞期に Epi および PrE 前駆細胞ではそれぞれ NANOG および GATA6 のタン

パク質発現が排他的となり、その後各前駆細胞は空間的に分離され、着床直前の E4.0 には

PrE が胞胚腔に接する ICM 表面に整列し、その PrE と極 TE に挟まれるようにして Epi が

クラスターを形成し、第二の細胞分化が完了する。ウシではこれまで、評価システムの欠

如のため第二の細胞分化における時空間的詳細は不明であった。本研究では、ゲル培養法

により胚盤胞期以降の Epi および PrE 前駆細胞の様子を初めて詳しく観察することに成功

し、これら細胞系統の分離がマウスで提唱されている Salt and Pepper モデルと同様である

ことを明らかにした。すなわち、D8 の胚盤胞期胚においては、SOX2 を発現する Epi 前駆

細胞のほとんどが、PrE マーカーである SOX17 を同時に発現していた。D9 では、SOX2 と

SOX17 の発現は割球間において相互排他的となり、SOX2 優勢細胞と SOX17 優勢細胞の

ICM 内における配置はモザイク状になった。さらに、D10 においては SOX17 陽性細胞が

胞胚腔に面して整列することが確認された。この局在パターンが、灌流により回収した

D10 の in vivo 胚と同様であったことは、ゲル培養がウシにおける第二の細胞系統分離を再

現できたことをさらに裏付けている。このように、マウスとウシで第二の細胞分化におけ

る空間的分離の類似性は示されたが、それを駆動する分子的基盤には種差が存在する。例

えば、当研究室や他グループの過去の解析では、マウス胚とウシ胚で、PrE 前駆細胞の分

化における Fgf シグナリングへの依存度に違いがあることが示された [24,25]。マウス胚で

は、Epi 前駆細胞から分泌される FGF4 が PrE 前駆細胞の表面で発現する FGFR に結合し、

その下流で活性化される MAPK が GATA6 等の PrE マーカー遺伝子の発現を強化すること
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で PrE 細胞の分化が促進される [111,113–115]。これを裏付ける実験として、薬剤処理によ

る MAPK の阻害が割球の PrE への分化を抑制し、薬剤が高濃度になると ICM 内の全割球

が NANOG 陽性の Epi 前駆細胞となることが知られている [113]。一方、ウシ胚盤胞期胚

で同様の薬剤処理を施しても、GATA6 陽性の PrE 前駆細胞は依然として ICM 内に残り続

ける [24]。これと一致して、ウシ胚における FGFR2 遺伝子の shRNA による KD は、胚盤

胞期胚における GATA6 の発現レベルに影響を及ぼさないことが突き止められている 

[25]。これらの知見より、ウシ胚における PrE 前駆細胞での GATA6 発現の FGF シグナリ

ングへの依存度は、マウスと比べ非常に小さいと推察される。また、マウス胚において

Epi / PrE 分離開始の後に発現が高まる GATA4 は、ウシ胚では胚盤胞形成直後において、

TE と ICM で同レベルに発現している [24]。マウス胚盤胞期胚では、胚盤胞が形成される

E3.5 から着床直前の E4.5 の 24 時間の間で、Epi および PrE 前駆細胞の空間的分離が迅速

に達成される。一方、ウシでは、胚盤胞の形成からこの空間的分離の達成までおよそ 3 日

間を要することが本研究の観察により初めて示された (図 24)。今後は、ゲル培養法と、蛍

光タグの付加などといった遺伝子工学的手法の組み合わせにより、この 3 日間におけるよ

り詳細な時空間的動態を決定していく必要がある。 

ゲル培養胚では、第二の細胞分化の完了後にも培養を継続することで、PrE 由来のハイ

ポブラスト層の形成が認められた (図 29)。ウシ胚においては、ハイポブラスト層の形成は

TE の伸長に先立って行われ、正常な発生の進行に不可欠な胚体外膜の二重構造の確立にと

って重要である [28]。過去にもウシ胚盤胞期胚の延長培養によりハイポブラスト層が出現

したという報告があるが、マーカー遺伝子 SOX17 の発現が誘導されておらず、ハイポブラ

スト層形成を裏付ける論拠が脆弱であった [76]。そしてこれまでは、ハイポブラスト層形

成を正確に検証するために不可欠な信頼性の高いハイポブラストマーカーが、ウシ胚では

GATA6 や SOX17 に限られていた。この問題を解消するために本研究では、過去の RNA-

seq のデータを用いて、ウシハイポブラストマーカー候補遺伝子の探索を行った。決定さ
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れたウシ胚ハイポブラストマーカー候補遺伝子、すなわち SOX17、GATA4、HNF4A および

PDGFRA について、定量 PCR 解析を行ったところ、ゲル培養胚の胚体外領域では発生の

進行に伴って発現レベルが顕著に上昇することが示された (図 26)。なかでも転写因子

SOX17 は、RNA-seq における発現変動比が 4 遺伝子の中で最も大きく、マウス胚でも PrE

細胞分化に重要な役割を果たすことが示されているため、信頼性の高いマーカー遺伝子と

考えられる [116,117]。mRNA のみならずタンパク質レベルでも、ゲル培養胚の発生の進行

に伴い SOX17 陽性細胞数が直線的に増加していたため、ICM から分化した PrE、そしてそ

の派生物であるハイポブラスト層の形成が強く裏付けられた (図 28)。加えて、切片画像の

観察により TE を裏打ちするハイポブラスト層も確認され (図 29)、ゲル培養胚でのハイポ

ブラスト層形成能が立証された。 
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第四章 ウシ胚盤胞期胚ゲル培養系の改良 

緒言 

前章で新たに開発したゲル培養法により、ウシ胚盤胞期胚の体外培養における生存性が

顕著に上昇し、in vivo 胚と同様、TE、Epi、および PrE への細胞分化が再現できることが

示された。しかし、Epi マーカーである SOX2 タンパク質の免疫染色の結果からは、Epi/ 

PrE 分化完了後の D10 を境として、ゲル培養胚における Epi 細胞数が大きく減少すること

が分かった (図 30)。さらに、生存時間分析の結果からは、D11 以降ゲル培養胚の生存率が

急激に低下することが示された (図 15)。生体では、Epi/ PrE の分化が完了して PrE からハ

イポブラスト層が形成されると、Epi では細胞数が増加するとともに極性化が起こり、胚

盤を形成する [118]。そして、TE では伸長が起こり胚全体の体積が指数関数的に大きくな

る [28]。したがって、ゲル培養胚で観察された Epi 細胞数の減少は生体内での実際の胚発

生と相反するものであり、ゲル培養系において胚が完全性を保ったまま生存できる限界が

D10 周辺であることを示唆している。本章では、前章で開発したゲル培養系に対し、培養

時の酸素分圧を下げること、および胚発育に重要と推測される外来遺伝子を強制発現させ

ること、以上二つの改変を試し、D10 以降の胚の培養条件の改良を目指した。 

酸素分圧の操作は、Epi 細胞数の減少を防ぐ目的で行った。ゲル培養法は気液境界面培

養法の応用により胚が気相と効率的に接触できることが大きなメリットである反面、酸化

ストレスの原因となる酸素への直接的な曝露による負の影響も受けやすいと考えられる。

体外培養において酸化ストレスは胚発生に負の影響を与え、培養時の酸素分圧を低下させ

ることで改善されることがある [119]。また、Epi に近似した ES 細胞においても、培養時

の酸素分圧を 21%から 5%に変更することにより、自発的細胞分化による細胞数の減少が

阻止された [120]。これらのことから、ゲル培養法における培養時の酸素分圧を下げるこ

とで酸化ストレスの回避が期待され Epi 細胞数の減少を防ぐと予想した。そこで、酸素分
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圧を、大気と同様の 21%、および一般的な哺乳類の子宮内と同様の 5%の 2 通りに設定し

ゲル培養を行い、両者で生存率および Epi 細胞数の変化を比べた。 

続く外来遺伝子の強制発現は、胚体外領域における細胞分化を促進させる目的で行っ

た。先行研究で行ったトランスクリプトーム解析により、胚盤胞期以降 TE では遺伝子発

現パターンが変化し、なかでも細胞外領域に分泌されるタンパク質をコードする mRNA の

発現は顕著に上昇していた [40,41]。データベース解析などの結果から、特に AREG、

NRG2、および WNT11 といった液性因子発現の顕著な増加が胚盤胞期以降の胚発生に何ら

かの役割を果たすことが示唆されたものの、ウシ胚発生における先行研究が乏しく詳細は

不明であった。 

NRG2 および AREG の二つのタンパク質はいずれも、発生ステージのあらゆる場面で重

要な役割を果たす上皮成長因子 (epidermal growth facter: EGF)ファミリーに分類される成長

因子である [108,121,122]。AREG および NRG2 は、共に EGF 様ドメインという保存され

た領域でレセプターチロシンキナーゼのリン酸化を行い、細胞内にシグナルを伝達する 

[121,123,124]。これまでに知られている生理的な役割として、AREG は乳腺や骨組織、お

よび卵子の発達への関与があげられる [125]。また、NRG2 はノックアウトマウスに顕著

な表現型異常が見出されなかったため長い間その役割は不明とされてきたが、近年、成体

の脳におけるニューロン間の相互作用への関与が示されている [126–128]。AREG、NRG2

ともに、着床前胚発生における役割はマウスを含め哺乳類胚において調べられていない。

AREG、NRG2 を含め現在同定されている 10 種類の EGF ファミリー分子間で、EGF 様ド

メインの保存性は高いものの、わずかなアミノ酸残基の違いが標的細胞への異なる作用を

生み出す。特に、NRG ファミリー分子は同一の遺伝子から多くのスプライシング変異体が

発現し、それぞれ異なる機能を持つ [129]。以上のことから、特定の細胞における EGF フ

ァミリー分子の働きを推測するためには、EGF 様ドメインを含めタンパク質の構造を正確

に把握しておく必要がある。 
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また、WNT11 は、Wingless-type MMTV integration site (WNT)ファミリーに属する分泌性

糖タンパクの一種である [130]。マウスおよびヒトでは 19 種類の WNT ファミリーリガン

ド分子が同定されており、これらに対応する受容体は異なる種類同士でヘテロダイマーを

形成し機能を発揮する [130]。マウス Wnt11 は、ファミリー分子のうちでも Wnt5a と構造

が特によく似ており、胚発生における機能も一部重複している [131,132]。そのため、

Wnt11 単独欠損マウス胚の一部は出生に至るものの [133]、Wnt11 と Wnt5a の二重欠損マウ

ス胚は心形成不全、前後軸の伸長の異常など様々な表現型異常を示し E10.5 周辺で致死と

なる [131,132]。この二重欠損マウス胚では E8.0 より前のステージにおける顕著な表現型

異常は見出されていないものの [132]、in situ hybridization や蛍光タグを用いた遺伝子マッ

ピングでは、原腸陥入時の E6.5 胚の胚体外領域および Epi における Wnt11 発現が検出され

ており、初期の形態形成における役割が指摘されている [134,135]。一方ウシにおいては、

胚盤胞期において WNT11 が発現していること [136]、培地への WNT11 組換えタンパクの

添加により体外培養胚の胚盤胞期までの発生が上昇することが報告されており [137]、

JNK キナーゼのリン酸化等を介した細胞極性の制御を通じ胚発生に関わっている可能性が

示唆されている [137]。 

前章で行った定量 PCR 解析により、トランスクリプトームで顕著な上昇が確認された

TE マーカー遺伝子は、ゲル培養により効率的に発現誘導されることを示したものの、

AREG および WNT11 の発現レベルは検出限界以下であり、また、NRG2 の発現レベルは

D8 の胚盤胞期胚と差がなかった (図 31)。ゲル培養法は単純なシステムゆえに、再現性が

高く容易であるという利点がある一方で、子宮内という動的に変化する複雑な環境を胚に

提供することはできない。胚盤胞期以降に役割を果たす遺伝子の中には、子宮内という特

異的な環境の作用を上昇のきっかけとするものがあり [138]、子宮内環境を体外培養系で

完全再現することは不可能であるためゲル培養胚における TE の分化も不完全となるのか

もしれない。さらに、培養液中に組換タンパク質を添加して影響を調べるアプローチも考
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えられるが、機能ドメインの構造や糖鎖などの修飾状態が微妙に異なる市販の大腸菌由来

の組換えタンパク質を用いることは正当な生体反応を評価する上で適当ではない。そこで

本章では、ウシ由来の AREG、NRG2、および WNT11 をクローニングして、TE において直

接的に強制発現させたときのゲル培養胚 TE の分化のレベルを評価して、TE 分化に必要な

胚側の要因について考察することとした。特に NRG2 遺伝子についてはデータベースの登

録情報がゲノム配列から機械的に予測したもので、開始コドンより前の配列はすべて不明

であり、CDS 全長の取得の障害となっていた。そこで、未知配列決定手法の一つである

RACE 法を行い、全長配列を改めて決定した。  
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材料と方法 

ウシ体外培養胚の作出 

第二章「材料と方法」に従った。また、クローニングやレンチウイルスベクターの作製

に用いたプラスミドベクターのベクターマップと特徴を、「付図」にまとめた。 

 

異なる酸素分圧下でのゲル培養 

ゲル培養時の酸素分圧の違いに関わらず、胚盤胞期胚の作出までは全て前章と同様の培

養条件、および手順で行った。第三章では、ゲル培養時の気相条件を 38.5°C、5% CO2、

21% O2 (大気中の酸素分圧)、湿度 100%で固定していた。これと同様の条件における培養

を「21% O2 区」とした。一方、「5% O2区」は、酸素分圧を 5%にし、その他の条件は 21% 

O2区と同一とした。これら二つの気相条件で培養を行ったゲル培養胚それぞれの生存確率

を、第三章材料と方法の「胚盤胞期以降の胚の平均および最長生存日数の算出」に従って

推定した。また、D10、および D12 のゲル培養胚をサンプリングし、第三章材料と方法の

「免疫染色」に従い免疫染色に供した。 

 

Rapid Amplification of cDNA End (RACE)法による、NRG2 遺伝子の UTR 配列の決定 

NRG2 遺伝子はラットやマウスの小脳で高発現を示すことを参考に [121,124]、食肉検査

場由来の妊娠ウシから摘出した推定日齢 60 日の胎子の小脳から、IsogenII (ニッポンジー

ン)を用いて総 RNA を抽出した。この総 RNA 約 90 μg から、Magnosphere™ UltraPure 

mRNA Purification Kit (Takara)を用いて、キット添付のマニュアルに従って mRNA を単離精

製した。mRNA 約 600 ng を用いて SMARTer® RACE 5'/3' Kit (Takara)のマニュアルに従い

5'および 3' RACE 用の cDNA を合成し、キット付属のユニバーサルプライマーと、「NRG2 

5_RACE 2018R」および「NRG2 3_RACE 1902F」プライマー (付表 1)を用いて 5'および 3' 

RACE PCR を行い、キット付属の pRACE ベクターへサブクローニングした。次に、人工
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授精後 18 日目に子宮灌流により回収した伸長期胚の栄養膜細胞部分を用いて同様に RNA

抽出、mRNA 精製、逆転写を行い RACE PCR により 5'および 3'側の非翻訳領域 

(Untranslated region: UTR)を含む NRG2 mRNA の配列を決定した。 

 

ヒト胎児腎臓由来細胞株 (HEK293FT)の維持 

HEK293FT 細胞 (293FT Cell Line, Invitrogen)の凍結ストックを 10 cm ディッシュ 

(TR4200、日本ジェネティクス、Tokyo、Japan)1 枚あたり 5.0×106 の細胞数となるよう、

10%の FBS を添加した高グルコースの DMEM (富士フイルム和光、Osaka、Japan)10 mL で

播種し、5% CO2、37.0°C、湿度 100％のインキュベーター内で培養した。位相差顕微鏡に

より細胞の観察を行い、ディッシュ底面の 6 割から 7 割程度を覆うまで細胞が増殖した段

階 (60 から 70%コンフルエント)で培養期間 3 から 4 日ごとに継代を行った。継代時には

培地を除去してから 2 mL の PBS (−)を注ぎディッシュ全体にいきわたらせてから除去する

ことで洗浄を行ったのち、0.017% (w/v) Trypsin、0.0067% (w/v) EDTA を含む PBS (−)を 1 

mL 加えてディッシュ全体にいきわたらせてからインキュベーターに戻した。およそ 1 分

後に検鏡し大部分の細胞がディッシュから剥がれていることを確認してから、10% FBS を

含む培地 200 μL を加えてトリプシンの反応を止め、9 mL の PBS (−)を加えて全量を 15 mL

の遠沈管に移して回収した。室温で 5 分間、100 × g で遠心し上清を除去したのち、新鮮な

10% FBS/ DMEM 1 mL を注ぎ穏やかにピペッティングすることで懸濁してから、トリパン

ブルー染色により生細胞数をカウントした。ディッシュ当たり 1.0 から 2.0×106細胞となる

よう 10 mL の 10% FBS/ DMEM とともに播種しインキュベーターに戻した。HEK293FT 細

胞は非常にはがれやすい細胞であるため、培地や試薬は室温あるいは 37°C に温めてから

使用し、ディッシュに注ぐ際は常に壁面を伝わらせゆっくりと滴下するよう努めた。 

 

レンチウイルスベクターの作製および濃縮 
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レンチウイルスベクター作製の際は、融解後 2 回以上継代を行った、総継代数 20 以内

の HEK293FT 細胞を使用した。PBS (−)で 100 μg/ mL になるよう溶解しフィルター滅菌し

た Poly - D – Lysine (Sigma-Aldrich)を PBS (−)でさらに 5 倍希釈し、2 mL を 10 cm ディッシ

ュに注ぎ、クリーンベンチ内で UV を照射しながら 30 分から一晩静置することにより底面

をコーティングした。PBS (−) 2 mL で 2 回洗浄を行った後、正確に 7.0×106 の細胞数になる

よう、また、ディッシュ全体に細胞が均一にいきわたるよう注意しながら HEK293FT 細胞

を継代した。翌日の午前検鏡し、70%から 80%コンフルエントになっていることを確認し

てから培地を除去し、抗生物質を含まない 10% FBS/ DMEM 10 mL を新たに注いだ。続い

て、PureYield™ Plasmid Midiprep System (promega)を用いて精製を行い超純水に溶解したパ

ッケージングベクター (pCAG-HIVgp)、修飾遺伝子ベクター (pCMV-VSV-G-RSV-Rev)およ

びトランスファーベクター各 2.7 μg を、2 mL のチューブ (Safe-Lock Tubes, 2.0 mL, 

Eppendorf)内で、予め室温に戻しておいた Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific)で希釈し総量

を 760 μL とした。ここに、予め室温に戻し穏やかに転倒混和した viafect (promega)を 40 μL

添加し、全体を穏やかに混和してから室温で 15 分間静置したのち、10 cm ディッシュに注

ぎ全体に均一にいきわたらせインキュベーターに戻した。翌々日の午前に、ウイルス粒子

を含む培養上清 (ウイルス液)を 50 mL の遠沈管に回収し、抗生物質を含まない 10% FBS/ 

DMEM 7.5 mL を新たに注いだ。その翌日の午前に再びウイルス液を回収し、ウイルス液

全量を室温、100 × g で遠心した。遠心後の上清を再生セルロース製のメンブレンフィルタ

ー (ミニザルト RC25、Sartorius)でろ過し、ろ液を超遠心用チューブ (25PC アツチュー

ブ、日立工機、Tokyo、Japan)に移し、アングルローター (S50A、日立工機、Tokyo、Japan)

にて 4°C、50,000 × g で 2 時間超遠心機 (cs120GX、日立工機、Tokyo、Japan)を用いて超遠

心処理した。上清をデカントで除去し、チューブに 400 μL の Opti-MEM を注ぎ、1 分間ボ

ルテックスを行った後イエローチップで 30 回ピペッティングした懸濁液を小容量の超遠

心用チューブ (4PC チューブ、日立工機、Tokyo、Japan)に移し、アングルローター 
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(S110AT、日立工機、Tokyo、Japan)再度 4°C、50,000 × g で 2 時間超遠心を行った。デカン

トで上清を除去し、チューブ当たり 30 μL の Opti-MEM を注ぎ、ボルテックス、ピペッテ

ィングにてペレットを溶解した。濃縮ウイルス液は 0.6 ml チューブに 5 μL ずつ分注し、

−80°C で凍結保存した。 

 

HEK293FT 細胞への感染によるウイルスタイターの確認 

レンチウイルスベクターに GFP をはじめとする蛍光タンパク質のコード配列が組み込ま

れている場合、感染の成否は感染細胞の蛍光観察により容易に判定することができる。本

研究で用いたトランスファーベクターのプロモーター下には IRES 配列が存在し (付図 

CSII-EF-MCS-IRESII-Venus を参照)、下流の Venus (GFP の変異体)タンパク質が MCS 直下

の外来遺伝子とは独立に翻訳される。このことを利用し、Venus タンパク質の蛍光観察に

より目的の外来遺伝子の発現量を簡易的に推定した。HEK293FT 細胞に感染させ蛍光観察

することで簡易的にウイルスタイター (力価)を推定した。HEK293FT 細胞が 60%コンフル

エントになった時点で培地を除去し、18 μg/ mL のポリブレン溶液 (Nacalai tesque)を含む

10% FBS/ DMEM で任意の濃度に希釈した上記濃縮ウイルス液を、通常の維持培養で注ぐ

培地の半分の量だけ、ディッシュあるいはウェルに注いだ。感染開始後 22 時間目に培地

交換を行い、さらに 1 日培養を行ってから蛍光観察を行い、蛍光タンパク陽性細胞数と総

細胞数の比からウイルスの力価を推定した。例えば、感染時の細胞数が 1×105となるよう

調整し 6well プレートに HEK293FT 細胞を播種し、100 倍希釈したウイルス溶液を 100 μL

添加することで感染を行い、50%の細胞で蛍光シグナルが観察できた場合、希釈前のウイ

ルス溶液の生物学的力価は 

感染時細胞数×
陽性細胞割合(%)

100

感染に用いたウイルスの液量(mL)
×希釈倍率 =

(1 × 10ହ) ×
50
100

100 ×
1

1000

× 100 = 5 × 10଻[IFU mL⁄ ] 

となる。なお、哺乳類胚へのレンチウイルスベクターによる遺伝子導入では通常、1×109 
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IFU / mL 程度の高い力価を持つウイルス液が使用される [139,140]。 

 

囲卵腔への濃縮ウイルス液注入によるウシ胚への遺伝子導入 

胚への遺伝子導入では、原液換算で少なくとも 300 倍以上に濃縮したウイルス液を用い

た。マニピュレーションは第二章、材料と方法の「ウシ 1 細胞期胚へのマイクロインジェ

クション」と同様に行った。インジェクションピペットの先端が詰まることを防ぐため、

濃縮ウイルス液は使用前に 4°C、15,000 rpm で 1 分間遠心することにより不純物を沈殿さ

せ、上清だけをインジェクションに用いた。インジェクションは IVF 開始から 6.5 日後の

早期胚盤胞期胚に対して行った。ウシ胚は透明帯と細胞質間の空間 (囲卵腔)が小さく十分

量のウイルス液を注入するのに不都合であったため、操作培地として 0.1 M のスクロース

を含む PB1 を用いることにより浸透圧で細胞質を収縮させ囲卵腔を広げた状態で注入を行

った。急激な浸透圧の変化による胚への悪影響を避けるため、0.025 M、0.05 M、0.075 M

とスクロース濃度を段階的に高くした PB1 をそれぞれ用意し、順番に十数秒間処理胚を浸

漬することで徐々に囲卵腔を広げた。マニピュレーションが終了したあとは、逆の順番で

高張な PB1 から低張な方に段階的に処理胚を移し、最終的に mSOFai 培地に戻した。 

 

ウイルス感染ウシ胚における遺伝子型解析 

レンチウイルスが感染後宿主のゲノムに外来遺伝子を挿入することを利用し、胚の遺伝

子型を解析することでウイルスによる遺伝子導入の成否を判定した。CMV プロモーター

下で、ミトコンドリア局在シグナルを有する Venus タンパク質を発現するカセットをゲノ

ムに挿入する、CSII – CMV – Venus – Mito – IRES2 – Bsd (理研 BRC)をトランスファーベク

ターとして用いレンチウイルスベクターを作製し、超遠心法により 1,000 倍濃縮したウイ

ルス液を 1 細胞期胚の囲卵腔に注入し、体外培養に供した。DNA 量を確保するためサンプ

リングは胚盤胞期に行った。滅菌水 10 μL を 0.6 mL のチューブに入れ、蒸発を防ぐためミ
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ネラルオイルを重層した。透明帯がついたままの胚盤胞期胚 1 個を、PBS で 4 回、続いて

滅菌水で 5 回洗浄したのち、ガラスキャピラリーを用いてチューブの中の滅菌水に入れ

た。チューブにフローターを装着し、沸騰水に浮かべ 5 分間保持した。チューブを氷冷

し、使用時まで−20°C にて凍結保存した。サンプルを解凍後、10 秒間ボルテックスを行う

ことで混和した溶液から 2 μL を分取し、ここに 2ｘGotaq green master mix (promega) 5 μL、

フォワードおよびリバースプライマー (各 5 μM、付表 1 参照)各 1 μL、滅菌水 2 μL を添加

し合計 10 μL とし PCR を行った。温度条件は、94°C 4 分間で変性を行った後、94°C 30

秒、55°C 30 秒、72°C 1 分間を 40 サイクル行い、さらに 72°C で 10 分間、最終伸長を行っ

た。PCR 産物を 2% (w/v)のアガロースゲルにアプライし電気泳動を行い、バンドの有無か

ら遺伝子導入の成否を判定した。 

 

RT-PCR および定量 PCR 

マニュピレーション操作を行わずゲル培養に供した「uninjected」、外来遺伝子を導入せ

ず Venus タンパク質のみを発現するようなトランスファーベクターを用いて作製した「空

ウイルス」を感染させゲル培養に供した「empty」、および目的遺伝子を導入したトランス

ファーベクターを用いて作製したウイルスを感染させゲル培養に供した「infected」の 3 区

を設け、それぞれ D12 でサンプリングを行った。ひとつのサンプルにつき 2 胚を供試し、

RNA 抽出、cDNA 合成および定量 PCR は第二章の材料と方法に従い、用いたプライマー

は付表 1 に示した。 
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結果 

低酸素条件での培養がゲル培養胚に与える影響 

ゲル培養における胚の生存率は D10 を境に減少することが示された (図 15)。さらに、

胚当たりの SOX2 陽性細胞数も、D11 から減少し、最終的に D13 では検出されなくなった 

(図 30)。これらは、D10 周辺における生存性の低下および Epi の品質低下を示している。

そこで、インキュベーターの気相における酸素の分圧を、大気と同様の 21% (高酸素)から

生体と同等の 5% (低酸素)まで低下させ培養を行った。低酸素条件における胚の平均生存

日数および最長生存日数はそれぞれ 16.5 日および 22 日 (サンプリングによる打ち切り)と

なり、高酸素条件と比べ有意に延長した (log-rank 法、P <0.05, 図 32)。また、ゲル培養胚

における総細胞数も、D10 においては酸素分圧による差がなかったが、D12 においては高

酸素条件と比べ低酸素条件において有意に増加していた (図 33)。D12 における SOX2 陽性

細胞数は高酸素条件と比べ低酸素条件において有意に (P < 0.05)多く、低酸素条件の D12

胚の中には SOX2 陽性細胞数が 60 以上のものも観察された (図 34)。また、胚全体におけ

る SOX2 と SOX17 タンパクの局在パターンは、D12 のゲル培養胚と灌流により回収した

D12 の in vivo 胚で類似していた (図 35)。 

 

ウシ D18 胚で発現する AREG および WNT11 mRNA の配列 

AREG および WNT11 遺伝子におけるスプライシング変異体の存在は報告されていない。

ウシ AREG は 2007 年、WNT11 は 2008 年、いずれも Moore らにより、6 か月齢メスウシ肝

臓由来 cDNA ライブラリーを用いた配列決定が行われており、UTR を含むコーディング配

列 (Coding Sequence: CDS)全長の配列が登録されている (Accession no. AREG: GenBank: 

BC142081.1, WNT11: BC133627.1)。ウシ初期胚においても実際に同一の mRNA が発現して

いることを確認するため、データベースの配列情報を参考にプライマーを設計し PCR を行

い、UTR を含む CDS の全長をクローニングした。シーケンスの結果、AREG CDS は全長
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にわたりデータベースに登録されている配列と完全に一致していた。一方 WNT11 は、

CDS 中 4 か所 (開始コドンの A を 1 番目とした時、1166 番目の A→C、1205 番目の T→

C、1332 番目の C→T、1384 番目の C→T)に一塩基置換が検出された。 

 

ウシ胎子小脳で発現する NRG2 mRNA の配列 

RACE 法により、UTR を含む NRG2 mRNA の配列を、5'側と 3'側で別々に決定した。小

脳では、1 種類のスプライシング変異体を検出し、その CDS は、2019 年 9 月 27 日現在、

NCBI のデータベースに登録されている Bos taurus neuregulin 2 (NRG2), transcript variant X1, 

mRNA (XM_003586310.5)と完全に一致していた。 

 

ウシ D18 伸長期胚栄養膜細胞で発現する NRG2 mRNA の配列 

灌流により回収した D18 の伸長期胚についても胎子小脳と同様に NRG2 mRNA の配列決

定を行った。本研究では 4 種類のスプライシング変異体が検出され、いずれの配列も小脳

で検出された変異体とは異なり、また 2019 年 9 月 27 日現在 NCBI のデータベースに登録

されている 3 種類の変異体のいずれとも一致しなかった。伸長期胚において新たに検出さ

れた 4 つの変異体をそれぞれ、embryonic NRG2: eNRG2 a, b, c および d と名付け、既知の

タンパク質ドメインの予測に基づきそれぞれを比較した (図 36, 37)。eNRG2 c は 4 つのバ

リアントの中で最もサイズが大きく、完全長の Immunogloblin domain、EGF 様ドメイン、

NRG conserved region を有していた (図 37)。EGF 様ドメイン周辺の配列のみが transcription 

variant X1 の配列と大きく異なっており、その他の部分の配列は両者で完全に一致してい

た (図 36)。また、eNRG2 a, b,および d はそれぞれ、eNRG2 c の Immunogloblin domain の 5`

領域に一部と NRG conserved domain の 3`領域の一部、Immunogloblin domain と EGF 様ド

メイン全体、および Immunogloblin domain と EGF 様ドメイン全体と NRG conserved 

regionno の 5`領域の一部をそれぞれ欠損した配列を有していた (図 37)。  
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ウイルスベクターを用いたウシ初期胚への遺伝子導入 

初めに、胚盤胞期胚の遺伝子型解析を行うことで、濃縮ウイルス液の注入により実際に

ウシ胚に外来遺伝子が導入されていることを確認した。卵割率および胚盤胞期までの発生

率は、注入を行っていないコントロールとウイルス注入胚で差がなかった (7 /10 vs 28/ 36, 

3/10 vs 13/36)。遺伝子型解析により、サンプリングを行った 12 個のウイルス注入胚全てに

おいて、外来遺伝子のゲノムへの導入が確認された。 

続いて、遺伝子導入に用いる外来プロモーターの評価を行った。マウスにおいて外来遺

伝子を人為的に強制発現させる場合、広範な組織で高い発現量が期待されるサイトメガロ

ウイルス由来の CMV プロモーターが最頻用される。しかしこのような非哺乳類由来の配

列は、動物種や細胞種によってはゲノムに挿入した際シトシン塩基のメチル化などのサイ

レンシングを受けることがあり、ウシでも外来プロモーターとして CMV を用いることが

最適かどうかはわからない。そこで、CMV に加え、ヒト由来のユビキチン C (UbC)および

伸長因子 (EF1α)プロモーターの下流で GFP の変異体である Venus を発現するレンチウイ

ルスベクターを作製し、ウシ胎子線維芽細胞に感染させた。この結果、同様の力価を持つ

ウイルスを感染させた場合、CMV および UbC プロモーターと比べ、EF1α プロモーターの

下流で Venus を発現するウイルスで細胞の蛍光強度が最も高くなった (図 38)。したがっ

て、以降の実験では、ウシ初期胚への遺伝子導入においては外来プロモーターとして EF1α

を用いることとした。 

 

AREG、NRG2、および WNT11 ウイルス混合液の胚盤胞期胚囲卵腔注入による遺伝子発現

への影響 

胚盤胞期以降の TE において特異的に発現が上昇する AREG、NRG2、および WNT11 遺

伝子を、TE 特異的に強制発現させるため、D6.5 の早期胚盤胞期胚の囲卵腔に、各遺伝子

を別々に発現するウイルスの濃縮液の等量混合物を注入した。注入後、24 時間 SOF 培地
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を用いた従来法で体外培養を継続したのち、低酸素条件でゲル培養に供した。コントロー

ルとしては、Venus のみを発現するウイルスを感染させた胚を用意した。D12 において生

存が確認された胚に、サイズを含む形態的な違いはなかった。これらをサンプリングし定

量 PCR による相対遺伝子発現解析を行ったところ、ウイルスによる導入を行った 3 遺伝子

のうち、AREG、および NRG2 の発現は、Venus のみを発現するウイルスを感染させたコン

トロールと比較し高かったが、WNT11 の発現には変化がなかった (図 39)。Epi マーカーで

ある OCT4 および NANOG の発現量は外来遺伝子導入区とコントロールとの差はみられな

かったが、PrE マーカーである SOX17 の発現は 3 遺伝子導入胚で高かった (図 39)。ま

た、TE マーカー遺伝子のうち、CDX2、IFNT、GATA3、および ID2 の発現レベルは外来遺

伝子導入胚とコントロールで差がみられなかったが、ETS2 の発現は外来遺伝子導入胚で高

かった (図 39)。 
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図 31. ゲル培養胚における NRG2 遺伝子発現量の変化 

IVF の D8 胚および D10、D14 のゲル培養胚から、ICM を機械的に除去し胚体外部分のみ

を定量 PCR に供した。バーは、GAPDH、ACTB および H2AFZ 遺伝子の発現量の幾何平均

で正規化した値を用いて⊿⊿Ct 法により算出した平均値を示す。エラーバー: ±S.E.M.。 
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図 32. 低酸素培養がゲル培養胚の生存率に与える影響 

D8 から 24 時間ごとに観察を行い、各日数における生存確率を Kaplan-Mayer 解析により比

較した。破線は、各条件における平均生存日数を表す。  
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図 33. 低酸素培養がゲル培養胚の総細胞数に与える影響 

総細胞数は Hoechst 染色した画像から手動でカウントした。水平線は各日の平均総細胞数

を表す。D10 では酸素分圧による総細胞数の差はなかったが、D12 では高酸素条件と比べ

低酸素条件で総細胞数が有意に増加していた。 *P < 0.05。  
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図 34. 低酸素条件がゲル培養胚の SOX2 陽性細胞数に与える影響 

細胞数は SOX2 陽性細胞数をカウントして比較した。水平線は平均細胞数を示す (*P < 

0.05)。  
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図 35. 低酸素条件がゲル培養 D12 胚のマーカータンパクの局在に与える影響 

共焦点レーザー顕微鏡により撮影した、D12 のゲル培養胚における Epi マーカー (SOX2: 

緑)および PrE マーカー (SOX17: マゼンタ)の免疫染色像。Hoechst で核を対比染色した 

(シアン)。右列は、左列の点線部分の拡大画像。下段は、人工授精後灌流により採取した

in vivo 胚の免疫染色像。スケールバー: 200 μm。
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図 36. ウシ胎子小脳および伸長期胚 TE で発現する NRG2 変異体 CDS の配列 

cerebellum: ウシ胎子小脳の変異体、eNRG2c: 伸長期胚 TE の変異体。 

赤太字は予測開始コドン、・は相同な塩基、―は欠失 (挿入)を表す。 

cerebellum 1 A T G C G G C A G G T T T G C T G C T T A G C G C T G C C G C C G C C G C C G C C A G T G G A G A A

eNRG2c ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

51 G G C T C G G T G C A G C A G C T A C A G C G A C A G C A G C AG C G A G A G G A G C A G C A G C G

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

101 G C A G C G G C A G C A G C G G C G A G A G C G G C A G G AG C A G C A G C A G C C A C A T C A A C

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

151 A G C A G C A G C A T C T C T C G T C C C G C T G C G C C C C C A A A G C C G C G G C C G C C G C A

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

201 A C A G C C G C A G C T C C G C A G C C C C G C AG C C C G G AG A G C C G C C G C C C G C T C G C

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

251 G A G C C G C A G C C G C C G G A G G C A T G A G G C G C G A C C C G G C C C C C G G C T T C T C T

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

301 A T G C T G C T C T T C G G T G T G T C A C T C G C C T G C T A C T C G C C T A G C C T C A A G T C

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

351 G G T G C A G G A C C A G G C G T A C A A G G C G C C C G T G G T G G T G G A G G G C A A G G T A C

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

401 A G G G G C T G G C C C C G G C C G G C G G C G G T T C C AG C T C C A A C A G C A C C C G C G A G

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

451 C C G C C C G C C T C G G G T C G G G T G G C G C T G G T G A AG G T G C T G G A C A AG T G G C C

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

501 G C T C C G G A G C G G G G G A C T G C A G C G C G A G C AG G T G A T C A G C G T G G G C T C C T

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

551 G T G C G C C G C T C G A A A G G A A C C A G C G C T A T A T C T T T T T T C T G G A G C C C A C G

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

601 G A G C A G C C C T T G G T C T T T A A G A C A G C C T T T G C C C C T C T C A A C A C C A A C G G
1 A T G T C G G A G T C C A A G A G G A G G G G C C G A G G C C G A G A C C C T A A G C A C C G A G A

651 C A A A A A C C T C A A G A A A G AG G T G G G C A A G A T C C T G T G C A C T G A C T G C G C C A

51 G G G G A G G A A G C G G G A G C G C A A G C A G G A A C T C C T A C C C G G G G A G G A A・・・・

701 C T C G G C C C A A G C T G A A G A A G A T G A AG A G C C A G A C G G G A C A G G T G G G T G A G

101 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

751 A A G C A A T C G C T G A A G T G C G A G G C A G C A G C G G G T A A C C C T C T G C C C T C C T A

151 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

801 C C G C T G G T T C A A G G A C G G C A A G G A G C T C A A C C G C A G T C G G G A C A T C C G C A

201 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

851 T C A A G T A T G G C A A T G G C AG A A A G A A C T C A C G A C T C C AG T T C A A C A A G G T G

251 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

901 A A G T T G G A G G A C G C T G G G G A G T A C G T C T G T G AG G C T G A G A A C A T C C T C G G

301 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

951 G A A G G A C A C T G T C A G G G G C C G G C T C T T T G T C A A C A G C G T G A G C A C C A C T C

351 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

immunoglobulin domain

immunoglobulin domain

immunoglobulin domain

immunoglobulin domain

immunoglobulin domain

immunoglobulin domain
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(図 36. 続き)  

cerebellum 1001 T A T C A T C C T G G T C G G G G C A C G C T C G G A A G T G C A A C G A G A C A G C C A A G T C C

eNRG2c 401 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1051 T A C T G T G T C A A C G G A G G T G T C T G C T A C T A C A T C G A G G G C A T C A A T C A G C T

451 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1101 C T C C T G C A A G T G T C C T G T G G G A T A C A C C G G G G A C A G G T G TーーーーーーーーーC

501 ・・・・・・・・・A・・・・・A A A C・・・・T・T T・・・A C・G・・A・・・T T G G A G A A A・

1142 A G C A G T T C G C A A T G G T C A A C T T C T C C A A G C A C C T T G G A T T T G A A C T A A A G

551 T・・Cー・・T・・G・・T・・A C・ーーーー・G・C・・A T・・・A A・ーーーーーーー・A・・ーー

1192 G A A G C T G A G G A A C T G T A C C A G A A G A G G G T C C T G A C C A T C A C T G G G A T T T G

586 ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1242 T G T G G C T C T G C T G G T G G T G G G C A T C G T C T G C G T G G T C G C C T A C T G C A A G A

636 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1292 C C A A G A A A C A G C G G A A G C A G A T G C A T A A C C A C C T C C G A C A G A A C A T G T G C

686 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1342 C C T G C C C A C C A G A A C C G G A G C T T G G C C A A C G G G C C C A G C C A C C C C C G A C T

736 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1392 G G A C C C T G A G G A G A T C C A G A T G G C A G A T T A T A T C T C C A A G A A T G T A C C C G

786 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1442 C C A C A G A C C A T G T C A T C C G G A G G G A A A C G G A G A C C A C C T T C T C C G G G A G C

836 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1492 C A C T C C T G T T C T C C T T C T C A C C A C T G C T C C A C A G C C A C G C C C A C C T C C A G

886 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1542 C C A C A G G C A T G A G A G C C A C A C A T G G A G C C T G G A C C G T T C T G A G A G C C T G A

936 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1592 C C T C T G A C T C C C A G T C G G G C A T C G T G C T G T C A T C A G T G G G C A C C A G C A A G

986 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1642 T G C A A C A G C C C A G C G T G T G T G G A G G C C C G G G C A C G G C G G G C G G C G G C C T A

1036 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1692 C A G C C T G G A G G A G C G G C G C A G G G C T G C C G T G C C A C C T T A C C A C G A C T C C A

1086 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1742 T A G A C T C C C T G C G T G A C T C C C C A C A C A G T G A G A G G T A C G T G T C T G C C C T A

1136 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

EGF-like domain

EGF-like domain

EGF-like domain

EGF-like domain

NRG conserved region

transmembrane region

transmembrane region

transmembrane region
NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region
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(図 36. 続き)  

cerebellum 1792 A C T A C G C C T G C G C G C C T C T C T C C C G T G G A C T T C C A T T A C T C G C T G G C T A C

eNRG2c 1186 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1842 G C A G G T G C C G A C T T T T G A G A T C A C G T C C C C C A A C T C G G C G C A C G C C G T G T

1236 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1892 C G C T G C C T C C C G C C G C G C C C A T C A A T T A T C G C C T G G C G G AG C A A C A G C C G

1286 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1942 C T C C T G C G G C A A C C G G C G C C C C C T G G C C C G G G A C C G G G G C C T G G G C C C A G

1336 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

1992 C G C G G A C A T G C A G C G C A G C T A C G A C A G C T A C T A C T A C C C C G C A G C A G G G C

1386 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2042 C G G G G C C G C G G C G AG G G G C C T G C G C G C T G G G C G G C A G C C T G G G A A G C C T G

1436 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2092 C C C G C C A G C C C C T T C C G C A T C C C G G A G G A C G A C G A G T A C G A G A C C A C G C A

1486 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2142 G G A G T G C G C G C C C C C G C C A C C G C C G C G G C C G C G C G C C C G C G G C G C G T C C C

1536 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2192 G A A G G A C A T C G G C G G G G C C T C G G C G C T G G C G C C G C T C G C G C C T C A A C G G G

1586 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2242 C T G G C G G C T C A A C G C G C A C G C G C G G C G C G G G A C T C G C T G T C G C T G A G C A G

1636 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2292 C G G C T C G G G A G G C G G T T C G G C C T C G G C C T C G G A C G A C G A C G C G G A C G A C G

1686 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2342 C G G A C G G G G C G C T G G C T G C C G A G A G C A C G C C T T T C C T C G G C C T G C G C G C G

1736 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2392 G C G C A C G A C G C G C T G C G C T C G G A C T C G C C G C C G C T G T G C C C G G C G G C C G A

1786 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2442 C AG C A G G A C T T A C T A C T C C C T G G A C A G C C A C A G C A C G C G G G C C A G C A G C A

1836 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2492 G A C A C A G C C G C G G G C C G C T C C C A C G G G G C A A G C A G G A C T C G G G G C C C C T C

1886 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

2542 T AG

1936 ・・・

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region

NRG conserved region
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図 37. eNRG2 a, b, c および d のタンパク質ドメイン比較 

比較のため、本研究により小脳で発現していることが明らかになった NRG2 mRNA から予

測されるアミノ酸配列のドメイン解析の結果を一番上に表示した。 
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図 38. プロモーターの違いによる、ウイルス感染ウシ胎子線維芽細胞 (Bovine embryonic 

fibroblast: BEF)における外来蛍光タンパク質 (Venus)の発現の違い 

UbC: ユビキチンプロモーター、EF1-α: EF1-α プロモーター。各プロモーター下で Venus を

発現するトランスファーベクターを用いて作製したレンチウイルスを、BEF に感染させ、

感染 24 時間後に撮影した蛍光画像。バー: 250 μm。  
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図 39. 外来遺伝子の導入による D12 ゲル培養胚における遺伝子発現の変化 

IRES 配列の上流に外来遺伝子を持たず Venus のみを導入する「空ウイルス」あるいは、

IRES 配列上流に AREG、NRG2、および WNT11 の外来遺伝子を持つ 3 種類のウイルス混合

液を感染させゲル培養を行った D12 胚の全体を定量 PCR に供した。相対発現量は H2AFZ

遺伝子の発現量を内部標準として用い⊿⊿Ct 法により算出した。 
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考察 

前章で開発したゲル培養には、培養期間が D10 を超えると Epi の細胞数が顕著に減少

し、それに伴い胚生存率も大きく低下するという問題点があった。本章では、まず低酸素

培養および外来遺伝子の強制発現によりこれらの問題の克服を試みた。ゲル培養における

酸素分圧を 21%から 5%に低下させることで、生存日数、および総細胞数が改善されるこ

とが分かった (図 33、34)。多くの哺乳類胚において、培養時の高い酸素分圧は活性酸素種 

(Reactive oxygen species: ROS)の産生量を増大させ、これが DNA への損傷などを通し発生

に悪影響を及ぼす [141]。この酸素毒性は低酸素条件の適用により緩和が可能で、ウシ胚

を用いた過去の研究では、体外培養における酸素分圧を 21%から 5%に低下させること

で、胚盤胞期までの発生率が上昇し、DNA への損傷も有意に減少することが示されている 

[142]。酸素毒性を受けやすいゲル培養胚では D10 以降、21%酸素分圧による悪影響が顕在

化したものの、5％の低酸素条件の適用によりその悪影響は低減され、生存率の向上およ

び総細胞数の増加に結び付いたと考えられる (図 32、33)。 

低酸素条件においては生存率の向上に加え、Epi 細胞数の増加も観察された (図 34, 

35)。Epi は胚本体を形成する細胞集団であり、TE や PrE といった出生後発生に関与しない

細胞系列と比べて、変異細胞を積極的に排除し個体の完全性を担保する必要性が高い 

[143]。そのため、着床周辺期のマウス Epi では一定の割合でアポトーシスによる細胞死が

起こり、これは発生の進行に必須である [112,144]。また、着床前 Epi と性質がよく似た

ES 細胞は、Bax 等アポトーシス誘導因子の構成的発現により、アポトーシスを起こしやす

いこと [145,146]、そして、マウス Epi 細胞は環境ストレスに対する感受性が他の細胞系列

よりも高いことが知られている [147]。Epi 細胞の環境ストレスに対する高感受性がウシ胚

でも同様かは不明だが、本研究の結果から、少なくとも高酸素によるストレスに対する感

受性は Epi で特異的に高いと考えられる。Epi の細胞数は、21% O2 条件の D12 においては

10 個を下回るものが多く (図 34)、生存率は続く D13 から急激に低下し始めた (図 15)。こ
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れに対し 5% O2 条件では D12 の Epi 細胞数の平均は 39.3 となり、これは 21% O2 条件でゲ

ル培養胚が良好な生存を保つ D8 から D10 までの Epi 細胞数と近い値である (図 15)。した

がって、胚が高い生存性を保つことと Epi 細胞数が一定以上に保たれることには何らかの

相関があるかもしれない。 

ウシ胎子小脳および伸長期胚 TE を用いた cDNA クローニングにより、これらの組織に

おいて異なる NRG2 変異体が発現していることを明らかにした (図 36, 37)。NRG2 の小脳

および着床前胚における発現と、変異体の存在を検出したのは本研究が初めてである。配

列比較から、小脳で発現する変異体と、伸長期胚 TE で発現する変異体は EGF 様ドメイン

の構造が異なることが分かった (図 37)。EGF 様ドメインは、受容体のチロシンキナーゼ

をリン酸化し細胞内にシグナル伝達を行うことから、NRG ファミリー分子における実質的

な機能部位といえる [129]。マウス NRG は、発生中の胸部で発現する変異体と脳で発現す

る変異体とでは EGF 様ドメインの構造が異なり、前者の EGF 様ドメインを特に α 型、後

者を β 型と呼ぶことがある [129,148]。概して、α 型 EGF 様ドメインは間葉系細胞の発

達、β 型は神経系細胞の発達に役割を果たすと考えられている [129,148]。本研究で決定し

た配列をマウス Nrg2 配列と比較した結果、ウシ胎子小脳および伸長期胚 TE それぞれで発

現する NRG2 変異体の EGF 様ドメインはそれぞれ β 型および α 型であると予測された。こ

れら EGF 様ドメインの違いが、ウシにおいても NRG2 の異なる生理活性を生むかどうか

は今のところ不明であるが、今後は、本研究で取得した NRG2 CDS 全長配列を利用した強

制発現試験を通して機能的な差異の検証を行っていくことが望まれる。 

続いて、胚盤胞期胚においてレンチウイルスベクターを囲卵腔注入することにより、TE

特異的に外来遺伝子を強制発現させる試みを行った。本研究では、ウシ胚に対する目的遺

伝子の強制発現の手段として、レンチウイルスベクターによるゲノムへの発現カセットの

挿入という方法を用いた。ヒト免疫不全ウイルス (Human immunodeficiency virus: HIV)をは

じめとするレンチウイルスは分裂細胞と非分裂細胞の別を問わず感染し、長い末端反復 
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(Long terminal repeat: LTR)と呼ばれる保存された反復配列を利用し、感染細胞の宿主ゲノム

にウイルス自身のゲノムを挿入する [149]。本研究で用いたレンチウイルスベクターは、I

型 HIV を改変したゲノムを、強い感染力を持つ水疱性口内炎ウイルス (Vesicular stomatitis 

virus: VSV)の G タンパクでパッケージングしたものであり、初期胚を含めた多くの哺乳類

細胞への遺伝子導入に用いられている [150–152]。レンチウイルスベクターには、外来遺

伝子が宿主ゲノムのどの位置に、何コピー挿入されるかを制御できないという問題点があ

るものの、発現プラスミドの前核への注入に代表される古典的な遺伝子導入法と比べ格段

に導入効率が高いというメリットがある [139]。そのため、多数の受精卵を得ることが難

しい霊長類や大家畜への遺伝子導入において威力を発揮する手法である [140,153]。また、

ICM を除く TE 領域特異的な遺伝子操作を行うためには、一般的に胎盤付近へのアデノウ

イルス液の直接的な注入 [154]、変異細胞の胎盤への外科的な注入 [155]といった複雑な手

順を踏まなければならないが、レンチウイルスを用いれば、胚盤胞期胚の囲卵腔にウイル

ス濃縮液を注入するという簡単な方法で達成することができる [156]。ウシにおいては、

レンチウイルスベクターを用いて初期胚に外来遺伝子を発現させたという報告は複数存在

するものの [140,157,158]、胚体外領域特異的な遺伝子導入を試みた例はいまだない。本研

究で用いた第三世代のレンチウイルスベクターは、自己複製遺伝子を欠損させてあるた

め、感染細胞から新たにウイルス粒子が産生され二次感染が起こることがない [150]。そ

のため、胚盤胞期 TE 特異的にウイルス感染を行った場合、発生が進行した胚において外

来遺伝子を持つ細胞は TE 由来細胞と考えられる。ウシ胚盤胞期胚の ICM/ TE の分化完了

度は低いといえ、自然状態では TE 細胞が ICM 系列に寄与することはなく [23]、ゲル培養

D12 胚においても外来遺伝子は TE 細胞特異的に発現していると考えられる。このことを

より積極的に証明するには、マイクロブレードを用いた機械的分断 [39]、あるいは界面活

性剤処理 [159]、などにより胚を細胞系列毎に分割し、個別に遺伝子型を決定していく必

要がある。 
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定量 PCR 解析の結果から、ウイルスによる外来遺伝子導入 D12 ゲル培養胚では、コン

トロールと比較し、ETS2 および SOX17 の二つの転写因子の発現が顕著に上昇しているこ

とがわかった。修士課程の研究で実施した RNA-seq より、ETS2 および SOX17 遺伝子の

TE における発現は、D8 と比べ D14 で顕著に上昇することが分かっている [40,41]。この

うち ETS2 は、Ets 転写因子ファミリーに属し、種間で保存された Ets winged helix-turn-helix 

DNA binding domain により下流遺伝子の転写を制御する [160]。マウス Ets2 の発現は着床

周辺期の E5.0 で検出され始め、その後 E6.75 までは胎盤の基底層を形成する外胎盤錐およ

び胚外外胚葉特異的に発現する [161]。原腸陥入開始後の E7.75 では胚外外胚葉に加え原

始線条においても発現し、形態形成後の発生過程では肢芽、胎子皮ふを含む多様な組織に

おいて発現する [161,162]。ノックアウトマウスの解析から、Ets2 は外胎盤錐の細胞増殖や

メタロプロテアーゼの発現 [163]、Epi における前後軸の決定 [161]、前後軸の伸長 

[164]、および栄養膜幹細胞の自己増殖性の維持に必須であることが示されており [165]、

Ets2 ホモ欠損胚は胚外外胚葉の形成不全により E9.5 で胎性致死となる [161,163]。一方、

ウシ in vivo 胚における ETS2 発現レベルは、マウスと異なり胚体外領域と Epi とで同程度

であり、どちらの領域においても胚盤胞期後の D12 から D17 まで漸増することが示されて

いる [166]。さらにウシ ETS2 は、IFNT のプロモーター領域に結合し、同じく転写因子で

ある DLX3 と協調することで時期特異的な IFNT の高発現を制御する [167]。以上の知見か

ら、マウス、ウシを問わず、着床周辺期に ETS2 の発現が上昇することが、TE が適切に分

化し機能を発揮するために重要であると考えられ、ゲル培養胚において導入した 3 遺伝子

の影響によりより ETS2 の発現が上昇したことは、TE の分化の成熟を示している。胚にお

いて、ETS2 の直接的な上流分子はわかっていないため、今後は導入した 3 遺伝子のうち、

どの遺伝子がどのように ETS2 発現上昇に関与したのかを明らかにしていくことが、ウシ

胚 TE 分化の仕組みを深く理解していくことに繋がると考えられる。 

ウイルスにより TE 特異的に 3 遺伝子を導入することにより、SOX17 の発現が上昇し
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た。SOX17 は転写因子であり、PrE のマーカー遺伝子としても知られている [117]。この結

果については、外来遺伝子の発現の影響により TE 細胞における SOX17 の転写が直接的に

亢進されたという解釈と、TE において発現した外来遺伝子が細胞外に分泌されパラクライ

ンに PrE あるいは Epi 細胞に感作し、間接的に SOX17 の発現を上昇させた、という解釈の

二通りが考えられる。 

先行研究から、ウシ胚はマウス胚と異なり、早期胚盤胞期胚の TE 細胞において SOX17

が発現していることが示されている [159]。この TE における SOX17 発現がどのような役

割を持つのか、そしてどのような分子機構により制御されているのかは今のところ不明で

あるが、前者の解釈が正しいとするならば、胚盤胞期以降の TE 細胞においても、SOX17

は発現することが可能なのかもしれない。一方、導入した 3 遺伝子の一つ、Areg のノック

アウトマウスを用いた研究では、AREG 発現細胞から分泌された AREG タンパクが、隣接

する AREG 非発現細胞にパラクラインに感作し細胞増殖を促進することが知られている 

[168]。後者の解釈が正しいならば、この例のように、TE から分泌された外来遺伝子由来

タンパク質が PrE 細胞の増殖を促し、PrE 細胞数が増加したことにより間接的に SOX17 遺

伝子の発現量が上昇したのかもしれない。これら二つの仮説のうちどちらが正しいかを検

証するには、少なくとも 3 遺伝子導入胚における TE における SOX17 発現の有無を確認す

る必要がある。PrE 細胞数の増加が刺激されたと仮定すると、3 遺伝子のうちいずれかが

ウシ胚におけるハイポブラストの発達に必要な因子である可能性も考えられる。今後は、

単一あるいは組み合わせを変えて発現誘導遺伝子各々の役割を、ゲル培養系を用いて精査

していく必要がある。 

本研究では、低酸素条件および外来遺伝子の導入によりゲル培養胚の生存性は向上し胚

体外領域の分化も促進されたものの、胚盤様の構造形成は観察されなかった。通常、ウシ

胚では ICM から Epi への分化が完了したのち、Epi は細胞数を増加させ極性化するととも

に、極 TE の消失に伴い直接的に子宮液に曝露される扁平な「胚盤」と呼ばれる組織に分
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化する [118]。胚盤では原始線条が形成され、着床前に三胚葉への分化が開始される 

[169]。Epi が扁平な胚盤を形成するのはウシを含めヒト、ブタ、ウサギなど多くの哺乳類

で共通しており、その点で着床時まで Epi が扁平化しないマウスの初期胚発生は特殊であ

るといえる。Epi の形態学的な違いを生み出している細胞の極性化状態や接着状態の相違

が、多能性にみられる種間差の根本的な原因である可能性も指摘されている [170,171]。そ

のため、ゲル培養の更なる改善によりウシ胚盤の詳細な解析が可能になれば、なぜマウス

やラットといった限られた種の ES 細胞だけが、生殖系列寄与という卓越した真の多能性

を発揮できるのかといった疑問に答えられるかもしれない。原腸陥入などを含めた Epi の

さらなる発生は、細胞間シグナル伝達と三次元的な細胞移動、そして TE や臓側内胚葉と

の相互作用が複雑に組み合わさったプロセスであり、最も解析が進んでいるマウス胚でさ

えも体外でこの過程を再現できた例は今のところない。今後は、可視性と再現性の高さと

いうゲル培養の利点を生かすとともに、Epi の胚盤への分化を駆動する、細胞自律的、非

自律的なシグナルについて解明していくことで、ゲル培養法自体も改善していくことが重

要である。 
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第五章 総括 

本研究では、ウシ胚独自の分化メカニズムの解明を目的に、胚盤胞期前後における遺伝

子発現動態の変化を中心に解析を行った。本章では、第二章から第四章にかけて実施した

本研究の、主な目的および結果を総括する。 

 

第二章 TEAD4 および CCN2 遺伝子が栄養外胚葉の発生に果たす役割 

目的: マウス胚盤胞期胚では ICM と TE の不可逆的な運命決定が完了しているが、それに

先立つ桑実胚の後期では、すでに内側と外側の割球で差次的な遺伝子発現が開始されてい

る。それを支配するのが細胞密度を細胞内シグナルに変換する Hippo 経路であると考えら

れており、細胞密度が小さく Hippo 経路がオフになる外側割球において、TEAD4 による下

流遺伝子の転写が亢進され TE 特有の遺伝子発現が誘導される。体細胞では、TEAD4 の下

流において CCN2 というマトリクスタンパクの発現が亢進され、細胞増殖を制御する。ウ

シ初期胚において Hippo 経路が ICM と TE の分化にかかわるかどうかは決定されておら

ず、また TEAD4-CCN2 という制御が初期胚において保存されているかどうかはマウスを

含め哺乳類全体で不明であった。そこで第二章では、shRNA を用いてウシ胚における

TEAD4 および CCN2 遺伝子の特異的な発現抑制を行い、胚盤胞期における遺伝子発現や細

胞数の比の変化について調べた。 

結果: shRNA の注入により TEAD4、および CCN2 のウシ胚における mRNA 発現は効果的に

抑制され、タンパク質レベルにおける発現の低下も確認された。TEAD4 発現抑制胚では、

CDX2、GATA2 といった TE 特異的な遺伝子の発現が抑制されていることに加え、CCN2 遺

伝子の発現も顕著に抑制されていた。一方 CCN2 発現抑制胚においても CDX2、GATA2 の

発現が抑制され、さらに TEAD4 の発現も顕著に低下していた。また、CCN2 発現抑制胚に

おいては胚盤胞期における ICM 細胞数に対する TE 細胞数の比が顕著に低下していた。こ

れらの結果より、ウシ胚盤胞期において TEAD4 と CCN2 は互いに発現を制御しあう関係
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にあり、TE の細胞増殖に役割を果たすことが初めて示された。 

 

第三章 気液境界面培養法の応用による透明帯脱出後ウシ胚盤胞期胚の延長培養 

目的: ウシ胚盤胞期胚における TE の運命拘束度はマウスと比べ著しく低く、これは ICM/ 

TE 分化を支配する分子の制御機構の違いを反映している。また、ICM から Epi および PrE

への分化や TE の機能発現といった胚盤胞形成以降のイベントに関しては種間の制御機構

の差がより顕著になる。したがってこの時期における胚の詳しい解析を行う必要がある

が、ウシを含め哺乳類における体外培養の発生限界が胚盤胞期にあることが研究の大きな

障害となってきた。そこで第三章では、古典的な組織培養法である気液境界面培養法をウ

シ胚体外培養に応用することにより生存性を高め、胚盤胞期以降に起こるウシ胚の分化に

ついて洞察を得ることを目的に解析を行った。 

結果: 本研究では血清代替物 (KSR)を多量に含む専用の培地をしみこませたアガロースゲ

ルを培養基質として用いた気液境界面培養法により、従来の発生限界であったウシの胚盤

胞期以降の生存性を顕著に高めることができた。この「ゲル培養法」により作出された胚

では、ICM の多能性喪失なしに TE での OCT4 の低下が起こることが確認され、また培養

の継続により TE は特異的遺伝子の発現上昇、二核細胞の出現を含む機能的分化を経験し

た。さらに、マーカータンパク質の局在に基づく ICM 細胞の経時的な観察により、ゲル培

養により ICM からの PrE および Epi への分化が達成されていること、そしてこの分化はマ

ウスで提唱されている「Salt and Pepper」モデルに従うことが明確に示された。一方、ゲル

培養を D10 以降においても継続して行った場合、胚の生存性および Epi の完全性が急速に

損なわれることが分かった。 

 

第四章 ウシ胚盤胞期胚ゲル培養系の改良 

目的: 前章で明らかとなった、ゲル培養胚における D10 以降の生存率の低下および Epi 細
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胞数の減少という問題点を改善するべく、ゲル培養系に対し二つの新たな操作を導入し

た。初めに、培養条件における酸素分圧を通常の細胞培養と同様の 21%から、一般的な哺

乳類の子宮内酸素分圧と同等の 5%に変更し培養を行った。次に、レンチウイルスベクタ

ーを用いて、機能は未知であるものの TE において特異的に発現が上昇することが分かっ

ている AREG、NRG2、および WNT11 の 3 遺伝子をゲル培養胚 TE で強制発現させた。こ

れらの改変をゲル培養系に適用し、長期培養胚に起こる変化を解析した。 

結果:酸素分圧を 5%に低下しゲル培養を行ったところ、21%の酸素分圧と比較し平均生存

日数および最長生存日数のいずれもが延長された。また、D12 における総細胞数及び Epi

細胞数も 5%酸素分圧区で有意に上昇し、ゲル培養系においては低い酸素分圧が好適であ

ること、そして Epi 細胞にはほかの細胞系列より高いストレス感受性があることが示され

た。一方 TE 特異的に AREG、NRG2、および WNT11 を強制発現させゲル培養に供した結

果、妊娠認識物質 IFNT の発現量の上昇に重要な ETS2、および PrE の分化と維持に役割を

果たす SOX17 の二つの転写因子の発現が顕著に上昇した。今後は、胚盤胞期以降発現が上

昇する分泌因子が、どのような機序で下流遺伝子の発現を制御するかを解明していくこと

が望まれる。 

 

総合結論 

本研究より、ウシ胚における ICM と TE の分離は内外モデルの裏付けとなる Hippo 経路

の下流因子である TEAD4 と CCN2 の協調により制御されることが明らかとなった。ま

た、「ゲル培養法」はウシ胚における体外培養の限界を胚盤胞期の D8 から D12 まで延長

し、ウシにおける ICM の分化が’Salt and pepper’モデルに従うこと、そしてウシ Epi には特

異的なストレス感受性が存在することが示された。そして、AREG、NRG2、および WNT11

といった遺伝子の TE における発現が上昇することが、下流の重要な転写因子の発現増加

を誘導することが分かった。  
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付表 1. プライマーの配列 

RT-PCR および定量 PCR 用 

名称 配列 (5`-3`)  

(上段: フォワード、下段: リバース) 

アニーリング 

(°C) 

産物長 

(bp) 

NCBI Accession 

number 

TEAD4 GGCAAGATGTATGGTCGGAA 62 150 XM_010805630 

 TGCCTGATCCTTTAGCTTGG    

CCN2 CAAGCAGCTGAGCGAGTTGT 62 150 NM_174030 
 

TGGTACACAGTTCCTCCGAAA    

CDX2 GCCACCATGTACGTGAGCTAC 58 140 NM_001206299 
 

ACATGGTATCCGCCGTAGTC    

GATA2 CACCTGTTGCGCAAACTGTC 62 150 NM_001192114 
 

CGGGTCTGGATGCCTTCCTT    

GATA3 CTACCACAAGATGAACGGACAG 58 142 NM_001076804 

 AGGGTCTCCATTGGCATTTC    

OCT4 ACATGTGTAAGCTGCGGCCC 58 107 NM_174580.3 

 CTTTCGGGCCTGCACAAGGG    

SOX2 GCAGACCTACATGAACGGCT 58 245 NM_001105463.2 

 ACATGTGAAGTCTGCTGGGG    

NANOG CTCGCAGACCCAGCTGTGTG 58 198 NM_001025344.1 

 CCCTGAGGCATGCCATTGCT    

IFNT CTACTGATGGCCTTGGTGCT 55 204 NM_001031765.1 

 GTCCTTCTGGAGCTGGTCAC    

ZFX CACGTCTTGACGAGTGAGTCCA 60 290 NM_177490.1 

 GCATCCATGGTCATTCCAGAGGA    

ATF3 AGAAATAAGATTGCAGCCGC 62 150 NM_001046193.2 

 GTATATCAAATGCTGCTTCTCGT    

ELF3 CCGAAAGCTGAGCAAAGAGTC 62 150 NM_001098909.2 

 TCTTGCCGGTTCTCCCACTT    

DLX4 CATCAAGAGCGGGAGACAGACT 65 150 NM_001098041.1 

 GTGCTGGAAACGCTGGTTCA    

GJB1 GCCGAGTATGGCTCTCTGTC 55 150 NM_174069.2 

 TGGGGAAAAAGTGGTCGTAG    

MYL3 CGGCTTCCTTCTCTACACCC 55 201 NM_001076501.2 

 TCCGGAGTGAACTCGATCTTG    
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付表 1. 続き 

名称 配列 (5`-3`)  

(上段: フォワード、下段: リバース) 

アニーリング 

(°C) 

産物長 

(bp) 

NCBI Accession 

number 

ASCL2 CTTCTCCAGCTGGTTAGGGG 55 193 NM_001040607.1 

 TTGCACACTAGCCTTGGGTC    

SSLP1 CGGTCCTGCCTTCTGTAAGT 55 120 NM_001105478.1 

 CATTCTAGAGCTTGCGGGAGT    

SOX17 AACGCCGAGTTGAGCAAGAT 55 121 NM_001206251.1 

 AGTTGGGATGGTCCTGCATG    

GATA4 CAGGAGGCAAAAATGCTAGG 55 62 NM_001192877.1 

 ATCACCCGTCGTCTTTCTTC    

HNF4A CGGGCCACGGGCAAACACTA 58 117 NM_001015557.1 

 CACCACGCACTGCCGGCTAA    

PDGFRA GCCGTGGACACACTTTTTCC 55 148 NM_001192345.3 

 CTGGCAGAGGATTAGGCTCG    

ACTB TGGACTTCGAGCAGGAGATG 55 221 NM_173979.3 

 GTAGAGGTCCTTGCGGATGT    

H2AFZ AGAGCCGGTTTGCAGTTCCCG 58 116 NM_174809.2 

 TACTCCAGGATGGCTGCGCTGT    

GAPDH CACCCTCAAGATTGTCAGCA 55 103 NM_001034034.2 

 GGTCATAAGTCCCTCCACGA    

 

クローニング、ウイルスベクターの発現確認用 

名称 配列 (5`-3`) アニーリング 

(°C) 

産物長 

(bp) 

備考 

NRG2 

5_RACE 

2018R 

GATTACGCCAAGCTTCTGTCG

TAGCTGCGCTGCATGTCCG 

  5` RACE 用。 

下線が NRG2 遺伝子に 

相補的な配列 

NRG2 

3_RACE 

1902F 

GATTACGCCAAGCTTCGCCGC

GCCCATCAATTATCGCCT 

  3` RACE 用。 

下線が NRG2 遺伝子に 

相補的な配列 

Venus 

geno2 
AGATCCGCCACAACATCGAG 

60 114 レンチウイルスの 

感染確認用 

 TCTCGTTGGGGTCTTTGCTC    
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付表 2. shRNA 発現ベクターの作製に用いた合成オリゴの配列 

名称 配列 (5`-3`) 

TEAD4 

TS 

GATCCGGACAAGCCCATCGACAATGAGTGTGCTGTCCTCATTGTCGATGGGC

TTGTCCTTTTTTA 

TEAD4 

BS 

AGCTTAAAAAAGGACAAGCCCATCGACAATGAGGACAGCACACTCATTGTC

GATGGGCTTGTCCG 

CCN2 

TS 

GATCCGGTCAAACTGCCCGGGAAATGTGTGCTGTCCATTTCCCGGGCAG

TTTGACCTTTTTTA 

CCN2 

BS 

AGCTTAAAAAAGGTCAAACTGCCCGGGAAATGGACAGCACACATTTCCC

GGGCAGTTTGACCG 

Egfp TS GATCCGACAACAGCCACAACGTCTATAGTGTGCTGTCCTATAGACGTTGT

GGCTGTTGTCTTTTTTA 

Egfp 

BS 

AGCTTAAAAAAGACAACAGCCACAACGTCTATAGGACAGCACACTATAG

ACGTTGTGGCTGTTGTCG 

TS: Top strand、BS: Bottom strand 
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付表 3. 試薬組成 

 

10×PBS (-) 

Component  g/500 mL 

NaCl  40 

KCl  1 

Na2HPO4・12H2O  14.405 

KH2PO4  1 

オートクレーブ後、室温で保存 

  

×1000 CaCl2・2H2O 

Component  g/10 mL 

CaCl2・2H2O  1.32 

4°C で保存 

 

×1000 MgCl2・6H2O 

Component  g/10 mL 

MgCl2・6H2O(関)  1.0 

4°C で保存 

 

Antibiotic 

Component  /1.5 mL 

Penicillin  150000 U 

Streptomycin  0.15 g 

10 または 50 µl ずつ 0.5 µL チューブに分注し、-20°C で保存 

 

FSH Stock 

Component  /mL 

FSH  20 AU 

PBS  1 mL 

10 µL ずつ分注し、-20°C で保存 
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PB1 

Component  /500 mL 

10×PBS  50 mL 

Glucose  0.5 g 

Sodium Pyruvate  0.018 g 

×1000 CaCl2・2H2O  500 µl 

×1000 MgCl2・6H2O  500 µl 

Antibiotic  250 µl 

BSA  2 .0 g 

濾過滅菌後、4°C で保存 使用期限は 3 日 

 

TCM-199 

Component  mg/10 mL 

199  0.098 

HEPES  0.298 

NaHCO3 12.5 mM 0.22 

Cys  1 µl 

Antibiotic  5 µl 

FSH Stock  10 µl 

FCS  500 µl 

使用前に濾過滅菌、使用期限は 1 週間 

 

B.O. Stock (黄色) 

Component  g/100 mL 

NaCl  6.5453 

KCl  0.2997 

NaH2O4・2H2O  0.1145 

MgCl2・6H2O  0.1057 

CaCl2・2H2O  0.3303 

Glucose  2.5181 

phenol red 0.5 % 100 µl 

4°C で保存し、使用期限は調製から 3 ヶ月 

  



137 
 

B.O. + teophyllin working solution 

Component  g/100 mL 

NaHCO3  0.3108 

Na-pyruvate  0.0138 

Theophyllin  0.045 

Stock  10 mL 

Antibiotic  50 µl 

調製後、pH 7.6 に調整 使用前に濾過滅菌し、残りは 4°C で保存、使用期限は 1 か月 

 

B.O. + teophyllin+BSA 

Component  /10 mL 

B.O. + teophyllin working solution  10 mL 

BSA  0.06 g 

使用前に濾過滅菌 使用期限は 1 週間 

 

mSOFai Stock A 

Component  g/100 mL 

NaCl  6.294 

KCl  0.534 

CaCl2・2H2O  0.2513 

KH2PO4  0.1619 

Gentamycin sulfate 50 mg/mL 0.025 

phenol red 0.5 % 100 µl 

4°C で保存し、使用期限は調製から 3 ヶ月 

 

mSOFai Stock B 

Component  g/100 mL 

MgCl2・6H2O  0.0996 

Gentamycin sulfate 50 mg/mL 0.025 

4°C で保存し、使用期限は調製から 3 ヶ月 
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Insulin Stock 

4°C で保存し、使用期限は調製から 1 ヶ月 

 

mSOFai working Solution 

Component  g/100 mL 

NaHCO3  0.2106 

Na-pyruvate  0.00363 

Glutamine 1 mM 0.0146 

Glycin 1 mM 0.0375 

Taurin 2 mM 0.025 

Na-lactate  50 µl 

   

PVA 10 % 1.0 mL 

MEM NEAA ×100 1.0 mL 

BME AA ×50 2.0 mL 

Stock A  10 mL 

Stock B  10 mL 

4°C で保存し、使用期限は調製から 1 ヶ月 

 

mSOFai 

Component   

mSOFai working Solution  10 mL 

Insulin  10 µl 

BSA  0.03 g 

使用前に濾過滅菌、使用期限は 1 週間 

 

  

Component   

ウシ Insulin  0.01 g 

酢酸  10 µl 

滅菌水  1 mL 
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ゲル培地 

フィルター滅菌後 4°C で保存し、使用期限は調製から 1 週間 

 

0.2M phosphate buffer (pH 7.4) (PB) 

オートクレーブ後、室温で保存 

 

グルタルアルデヒド固定液 

4°C 保存 

 

酸化オスミウム溶液 

 

Component  / 10mL 

RPMI1640  6.6 mL 

Knockout Serum Replacement (KSR)  3.0 mL 

x 100 Insulin - Transferrin – Selenium 

Solution (ITS) 
 100 μL 

x 100 MEM NEAA  100 μL 

x 50 BME AA  200 μL 

Cysteamine  1 μL 

Component  g/ 100 mL 

NaH2PO4・2H2O  0.593 

Na2HPO4・12H2O  5.802 

Component  mL/ 10 mL 

PB  5 

50% glutaraldehyde 

(電子顕微鏡用、日新 EM) 
 0.5 

Component  mL/ 1.5 mL 

2% OsO4水溶液  0.75 

PB  0.75 
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付図 

 

TA クローニングに用いた。 

マルチプルクローニングサイト (MCS)内の EcoRV サイトで平滑末端にし、両鎖の 3`端に

チミジンを付加した T ベクターである。 

クローニングの際は PCR 産物の両鎖の 5`端に Taq ポリメラーゼの Terminal deoxinucleotidil 

transferase 活性によりアデニンを付加し、ベクターにライゲーションした。 

クローニングサイトが LacZ alpha 配列の中間部に位置するため、JM109 のような lacZ⊿

M15 の遺伝子型を有する大腸菌株から作製したコンピテントセルを用い、X-gal および

IPTG を含む寒天培地で形質転換することにより、インサート陽性のコロニーは白色、陰性

のコロニーは青色を呈する。 
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SMARTer RACE 5`/ 3` Kit (Takara)付属の、in fusion クローニング用の直鎖ベクター。 

pUC19 ベクターを基礎とし、EcoRI および HindIII サイトで直鎖化してある。 

ベクターの直鎖化部位から 15 bp 程度と相補的になる配列を PCR 産物の両端に付加するよ

うなプライマーの組で目的配列を増幅し、相同組換えによりベクターへのサブクローニン

グを行った。 
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レンチウイルスベクター作製に用いた。 

ウイルスのパッケージングに必要な I 型 HIV ウイルス由来の gag および pol 遺伝子を発現

する発現ベクター。エンベロープを発現する発現ベクターと、トランスファーベクターと

ともに HEK293FT 細胞にトランスフェクションすることで培養上清中に偽ウイルス粒子を

出芽させた。 

本博士論文で使用したプラスミドベクターのうち、この pCAG-HIVgp だけはカナマイシン

あるいはジェネティシン (ネオマイシン)を用いる必要がある。 
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レンチウイルスベクター作製に用いた。 

ウイルスのエンベロープを構成する VSV-G、およびパッケージングに必要な RSV の LTR

および Rev 遺伝子を発現する発現ベクター。VSV-G をエンベロープに持つレトロウイルス

粒子はパントロピックであり、ウシを含む多くの真核生物の細胞を宿主とすることができ

る。gag や pol といったウイルス構成遺伝子を発現する発現ベクターと、トランスファー

ベクターとともに HEK293FT 細胞にトランスフェクションすることで培養上清中に偽ウイ

ルス粒子を出芽させた。 
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レンチウイルスベクター作製に用いた。 

MCS を利用し目的遺伝子の CDS (開始コドンから終始コドンまで)をサブクローニングし

た。また、外来遺伝子を導入していないベクターはコントロールの空ウイルス作製用に使

用した。本トランスファーベクターを用いて作製したレンチウイルスベクターでは、感染

細胞のゲノムに 5`LTR から 3`LTR までの領域が挿入される。感染細胞では、EF-1α プロモ

ーターによりサブクローニングされた外来遺伝子を含む mRNA が構成的に発現する。

IRES 配列では MCS 直下の外来遺伝子の翻訳とは独立にリボソームの進入が起こるため、

この mRNA からは外来遺伝子と蛍光タンパク質 Venus が別々のタンパク質として翻訳され

る。gag や pol といったウイルス構成遺伝子を発現する発現ベクターと、エンベロープを

発現する発現ベクターとともに HEK293FT 細胞にトランスフェクションすることで培養上

清中に偽ウイルス粒子を出芽させた。 

両 LTR 間の鎖長が 8.1 kb を超えるとトランスフェクション細胞におけるパッケージング効

率が著しく低下する。LTR 間のバックボーンは 5615 bp であるから、実用可能なウイルス

力価を得るためには MCS に挿入する外来遺伝子の長さは 2300 bp 程度にとどめる必要があ

る。 


