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本論文中で使用した略語は以下の通りである。  
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緒言 

 

我が国における家畜生産では、繁殖に有利な個体あるいは系統を効率よく生産するために、人工授

精などの生殖補助技術が利用されている。しかしながら、我が国の乳用牛と肉用牛の受胎率は、この

20 年余、低下の一途を辿っており、現在では、乳用牛と肉用牛ともに 50 %を下回っている 1) 。受胎

率の低下の要因として、飼養環境の変化や育種改良による影響等、様々な要因が考えられているが、

未だに原因は分かっていない。そのため、ウシ受胎率の向上は、国内生産の振興のために、極めて重

要であり、この改善は急務である。 

哺乳類において妊娠が成立するためには、卵子の発達、排卵、受精そして初期胚の発達が重要であ

るが、とりわけ、着床及びその後の初期胎盤形成が不可欠となる。実際に、胚の生存率は、着床前に

比べて、着床を経ることで、劇的に増加することが知られている。このことから、着床が成立するた

めのメカニズムやそれを促進・補助するような子宮内環境を解明することが、受胎率のさらなる改善

につながると推察される。着床過程において、胚はある一定の期間 (着床ウインドウ) にのみ子宮内膜

へ接着することができる。このとき、胚と子宮内膜との間では様々な因子を通じたコミュニケーショ

ンが厳密に制御されていると考えられており、着床は、このコミュニケーションにより互いの存在や

状態を認識することで成立する。 

	 着床は、狭義には、胚が子宮内膜へ接着することを指す。広義には、卵管から子宮腔に達した胚盤

胞が、透明帯から孵化し、子宮腔内を遊走した後、十分な伸長を経て、子宮内膜への接着や部分的な

浸潤を行い、その後初期胎盤を形成するまでの一連のプロセスをいう。この時、胚盤胞は、胎盤の主

要細胞となる外側の栄養膜細胞と、内側の内部細胞塊にそれぞれ分化する。ウシの場合、受精後約 8 

日目 (発情日＝0 日) に、胚盤胞は透明帯から脱出 (孵化) するが、ヒトやげっ歯類とは異なり、すぐ

には着床せず子宮腔内を浮遊した後、伸長を開始する。伸長胚は、一層の栄養膜細胞層からなるチュ

ーブ様の構造をとり、受精後 18 日頃には細長い線維状になる。その後、子宮腔内全体を覆うほどに伸

長した胚は、受精後約 19.5 日目に、子宮内膜に接着を開始し、初期胎盤を形成する 2,3) 。 
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哺乳類において胚は、その存在を母体側に伝えることで、妊娠を維持する方向へと導くと考えられ

てきた。このような自身の存在を伝える物質は妊娠認識物質といわれており、ウシやヒツジなどの反

芻動物では、インターフェロンタウ (IFNT) が知られている 4-6) 。IFNT の産生・分泌は、胚の透明帯

からの孵化後すぐに開始し、胚の伸長とともに発現量は急激に増加していくが、胚の子宮内膜への着

床が始まるとその産生は低下し始める。IFNT の作用は、子宮上皮によるプロスタグランジン F2α 

(PGF2α) のパルス状の分泌を妨げることで、排卵後に形成された黄体の退行を抑制し、妊娠の成立と

維持に必要なホルモン・プロジェステロン (P4) の産生を維持する。さらに、IFNTは、黄体機能を維

持するだけではなく、黄体から分泌された P4 と協調して、子宮内膜上皮細胞に働きかけ、子宮内膜

や腺上皮細胞において胚の生存や発達に必要な遺伝子発現を誘導することや、免疫細胞を誘導する役

割を担うことも知られている 7,8) 。IFNTや P4が、妊娠において重要なのはいうまでもないが、これま

での研究から、これら因子の発現量やその反応性を制御するだけでは、受胎・妊娠率は改善されない

ことが明らかになってきた。 

これまでは、主に、ホルモンやサイトカインなどの分泌物質が液性因子として細胞間のコミュニケ

ーションを担っているものと考えられてきた。しかしながら、近年、これら分泌物質に加えて、細胞

外分泌小胞 (EVs) と呼ばれる小胞顆粒が、新たな細胞間のコミュニケーションツールとして注目され

ている 9) 。EVsは、体内の様々な細胞から分泌されており、血液、唾液、尿、乳汁、羊水などあらゆ

る体液に存在することが確認されている。EVs は、単体で機能する分泌物質とは異なり、小胞内に、

数百、数千以上のタンパク質、DNA、RNAs、脂質、代謝産物などを内包しており、分泌元となる細胞

から標的細胞まで遊走、取り込まれた後、これら内包物を標的細胞内で機能させることができる。EVs

は、粒子サイズや構成成分、産生機構に基づき、大きく 1) エクソソーム、2) マイクロベシクル、3) ア

ポトーシス小体の３種類に分類される (図 1) 9) 。エンドソーム由来の直径 50-150 nmの膜小胞が細胞

外に分泌されるものをエクソソームと呼んでいる。エクソソームは、分泌元の細胞膜成分や細胞内の

物質を含むため、分泌元の細胞の特徴を反映している。マイクロベシクルは、直径 100-1000 nm の小

胞で、細胞膜から直接出芽して細胞外に分泌される点が、エクソソームと異なる。マイクロベシクル

に関する産生・分泌機構は、未だ部分的にしか明らかになっていないが、マイクロベシクルは、リン
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脂質の再分布と細胞骨格タンパク質間の動的な相互作用により生成されると言われている。アポトー

シス小体は、直径 100-5000 nm の細胞死により生じた細胞断片である。アポトーシス小体は、エクソ

ソームやマイクロベシクルによる細胞間コミュニケーションの役割とは異なり、主に細胞成分の再利

用に寄与していると言われている。EVs のうち、特にエクソソームとマイクロベシクルは、分泌元の

細胞膜成分や細胞内の物質を含むため、分泌元の細胞の特徴を反映しており、様々な分野においてそ

の応用が期待されている。繁殖分野においても、この EVs が子宮腔に存在することが明らかとなり、

EVsが、着床周辺期の胚と子宮内膜の新たなコミュニケーションツールになり得る知見が増えている。 

 

図 1. エクソソームとマイクロベシクルの産生・分泌機構とそれらの内包物  

	  

	 過去に、ウシ胚・栄養膜細胞 (CT-1) とウシ子宮内膜・上皮細胞 (EECs) を用いた生体内の胚着床期

を模倣した in vitroモデルが確立されている 10,11) 。この共培養モデルは、CT-1と EECsの共培養のみ、

あるいは共培養下に非妊娠のヒツジやウシの子宮内から回収した子宮灌流液を添加しても in vivoの着

床期を模倣することはできない。このモデルは、CT-1と EECsの共培養に、胚着床期のヒツジやウシ

から回収した子宮灌流液を添加することで、はじめて着床期における子宮内因子の発現動態を再現で

きる (図 2)。このことは、ヒツジやウシ子宮灌流液が、胚着床成立に重要な因子を含んでいることを

示している。しかしながら、子宮灌流液中のどのような因子が着床成立に関与しているのか、そして

その因子の供与体として EVsが関与するかについては不明である。 

本研究では、ヒツジとウシをモデルとして用い、反芻動物の胚着床機構を解明することを目的とし、
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着床の成立に重要な子宮灌流液を網羅的に精査し、着床関与因子を同定し、その機能を解析した。 

第 1 章では、はじめに、着床周辺期のヒツジ子宮灌流液中のタンパク質を網羅的に精査した。その結

果、子宮灌流液には、EVsに関連した因子が多量存在することが明らかとなったため、さらに、EECs

を用いて、着床周辺期における EVsの役割を解析した。第 2章では、ウシの子宮腔内 EVsの同定とウ

シ EVsの胚着床期における子宮内膜への作用について解析した。第 3章では、ウシ子宮内 EVsの作用

と IFNT非依存的な役割について、解析を行った。そして、第 4章では、ウシ子宮内 EVsの miRNAの

胚着床時における役割について検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. CT-1と EECsを用いた胚着床期を模倣した in vitro共培養モデル  
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第 1章	 ヒツジ子宮灌流液中に含まれる着床関与因子の同定 

 

胚盤胞へと成長したヒツジ胚は、透明帯からの孵化、伸長を経て、受精後 16.5 日目に子宮内膜へ着

床を開始する 12) 。生体内の着床期を模倣した in vitro モデルは、この時期のヒツジから回収した子宮

灌流液を CT-1と EECsの共培養下に添加することで機能する。このことは、子宮灌流液が、胚着床成

立に重要な因子を含んでいることを示している。したがって、本章では、胚着床時の子宮内環境を反

映するヒツジ子宮灌流液中に含まれる着床関与因子を同定することを目的とし、二次元電気泳動法 

(2D-PAGE) と液体クロマトグラフ質量分析計 (LC-MS/MS) を用いて、非妊娠及び妊娠 17 日のヒツジ

から回収した子宮灌流液中に含まれるタンパク質を網羅的に解析した。 

 

第 1節  実験材料及び実験方法 

 

1-1. ヒツジ胚/子宮内膜組織の採取、子宮固定、子宮灌流液の回収 

動物の維持、管理、飼育及び手術は、米国テネシー大学の動物実験委員会により、審査され、承認

が得られた。同大学の動物実験委員会のガイドラインに従い、大学内の農場にて飼育されたホワイト

フェイス交雑種の雌ヒツジの発情を同期化し、その後、オスと交配させた (交配日=1 日) 。また対照

群 (非妊娠) としては、同様に発情の同期化を行い、精管結紮したオスと交配させたものを使用した。

子宮摘出後、非妊娠および妊娠 15、17 日 (胚着床=16.5 日) の子宮組織内を滅菌した 20 mL の

Phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.2) で洗浄し、そこから伸長胚を含む約 19 mLの子宮灌流液を回収

した。続いて、遠心分離 (4 ℃、1,000 rpm、5 分間) を行い、胚を子宮灌流液から分離した。また、黄

体と同側の子宮角から子宮内膜組織を採取した後、液体窒素で凍結し、東京大学に輸送した。組織切

片の作製に関して、妊娠 17日の雌ヒツジから子宮を摘出後、子宮全体を固定し、固定した子宮全体を、

子宮近位部から遠位部に連続的に切開した後、各切片をパラフィン包埋した。 
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1-2. ヒツジ子宮灌流液からの EVsの単離 

プロトコールに従い、非妊娠及び妊娠 15、17 日のヒツジ子宮灌流液に EVs 沈殿溶液 (Exo-Quick-

TC、System Biosciences) を加え、インキュベート (4 ℃、24時間) した後、遠心分離 (4 ℃、1,500 g、

30分間) により EVsを単離した。単離した EVsを PBSで 3回洗浄した後、PBS (1 µg/µl) または哺乳

動物タンパク質抽出試薬 (M-PER, 1 µg/µl, Thermo Fisher Scientific) に懸濁した。 

 

1-3. 透過型電子顕微鏡 

PBSに懸濁したヒツジ EVsをカーボンフィルムプレパラート上に 2 分間置き、濾紙でプレパラート

上の余分な PBS を取り除いた。グリッドを乾燥させた後、2 %酢酸ウラニルを含む染色溶液をプレパ

ラートに添加し、2 分間置いた。その後、濾紙で余分な液体を取り除き、プレパラートを室温で一晩

乾燥させた。花市電子顕微鏡技術研究所にて、HITACHI H-7600 透過型電子顕微鏡  (Hitachi High-

Technologies Corporation) を用いて、プレパラートを分析、撮影した。 

 

1-4. ナノ粒子解析 

PBSに懸濁したヒツジ EVs (2-6×108 個/ml) を、NanoSight NS300装置 (NanoSight Ltd) 、相補型金属

酸化膜半導体 (CMOS) カメラ (Andor Technology) および NanoSight NTA 3.2 ソフトウェア (Thermo 

Fisher Scientific, Inc.) を用いて、ナノ粒子解析に供し、各可視粒子を追跡ビデオで 30 秒間録画した。

その後、Stokes‐Einstein方程式を用いて、サンプル中の粒子のサイズ分布と数 (濃度) を決定した。 

 

1-5. 二次元電気泳動法 (2D-PAGE)  

	 非妊娠及び妊娠 17 日のヒツジ子宮灌流液 (1 µg/µl) に、1:9の割合で、尿素緩衝液 (0.06 M トリス

ヒドロキシメチルアミノメタン、1 Mチオ尿素、6 M尿素、3 % CHAPS、1 % Triton X-100) を加え、遠

心分離 (4 ℃、15,000 g、30分間)  を行った。上清を回収し、Benchmark Plusマイクロプレート分光光

度計 (Bio-Rad Laboratories, Inc.) を用いてタンパク質濃度を測定した。タンパク質濃度を測定後、プロ

トコールに従い、ヒツジ子宮灌流液を 1 Mアクリルアミド溶液と混合し、寒天ゲル (pH:3-10)   (ATTO) 
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及び 5-20 % SDS-ポリアクリルアミド勾配ゲル (ATTO) を用いて、2D-PAGEにて、分離した。2D-PAGE

後、ゲルを SYPRO Ruby (Thermo Fisher Scientific, Inc.) で一晩染色し、蒸留水で洗浄後、LAS-3000カ

メラ (FUJIFILM) を用いて、画像を撮影した。 

 

1-6. クロマトグラフィータンデムマススペクトロメトリー (LC-MS/MS) 解析 

特に上記 1-5にて、分離、染色した妊娠 17日のヒツジ子宮灌流液の中で、非妊娠の子宮灌流液と比

べ、特に発現が増加していたバンド (タンパク質) を切り取り、トリプシン処理を行った後、LC-MS/MS

にて解析し、Mascot search engineにてバンド内に含まれるタンパク質を同定した。 

 

1-7. ウシ子宮内膜上皮細胞 (EECs) の培養条件 

岡山大学の動物管理・使用・倫理委員会によって承認されたプロトコールに従い、食肉処理場にて、

健康なホルスタイン牛から初期黄体期 (2-5 日) の子宮を入手、摘出し、岡山大学の実験室に輸送した。

その後、子宮内腔をトリプシン処理 (0.3 % w/v) し、EECsを単離した。単離した EECsは、10 % (v/v) 

ウシ胎仔血清 (Invitrogen) 、2 mMグルタミン (Invitrogen)、および抗生物質/抗真菌溶液 (Invitrogen) を

含む Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) /F12培養液にて、37 ℃で培養した。なお、細胞特性

の変化を避けるために、EECsは、継代培養が 4 回以内のものを使用した。 

in vitro 試験では、EECs を、IA 型コラーゲンを塗布した 6 穴プレート (1×105 個/well) に播種し、

妊娠 17 日のヒツジ子宮灌流液、または非妊娠及び妊娠 15、17日の EVsをそれぞれ加え (10 µg/well)、

無血清 DMEM/F12培養液で 48 時間培養した。48 時間後、細胞を回収しその後の解析を行った。 

 

1-8. リアルタイム RT-PCR解析 

	 プロトコールに従い、ISOGEN (Nippon Gene) を用いて、胚組織、子宮内膜組織、EECsからトータ

ル RNAを抽出した。抽出したトータル RNA (250 ng) を ReverTra Ace qRNA RT Kit (Toyobo) を用いて、

cDNAに逆転写し、使用するまで 4 ℃で保存した。逆転写した cDNA を、Applied Biosystems STEP One 

Plus real-time PCR System (Applied Biosystems) を用いて、リアルタイム RT-PCR解析した。本解析に用
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いたプライマーの配列は以下に示す通りである。RT-PCR反応は、95 ℃ で 10 秒間の変性反応、60 ℃ 

で 45 秒のアニーリング反応と伸長反応を 40 サイクル行った。各サンプル中の mRNA 発現量を比較

するため、Comparative Ct 法で解析した。即ち、ある一定の蛍光強度を示したサイクル数を閾値 (Ct) 

とし、目的遺伝子の Ctと内部標準である ACTB、GAPDHの Ctより、以下の計算式でサンプル間の発

現量の比を求めた。 

発現量＝2－ (⊿⊿Ct)  

⊿⊿Ct = ⊿Ct サンプル A－⊿Ct サンプル基準 

⊿Ct サンプル A = Ct 目的遺伝子サンプル A －Ct ACTBまたは GAPDHサンプル A 

⊿Ct サンプル基準 = Ct 目的遺伝子サンプル基準 －Ct ACTBまたは GAPDHサンプル基準 

 

CAPG 
S 5’-AACAGCATGTACTCACCCATCC-3’ 

AS 5’-AGTCTCCCGAGAAGAAAATGCC-3’ 

AKR1B1 
S 5’-ACGTATCACGACAAGGACTTGG-3’ 

AS 5’-GTTGCCGTCCTCATCCAACG-3’ 

BCL2L15 
S 5’-CTTCTGCCAGAAATGTCATCGC-3’ 

AS 5’-TCTCGTAAGCCAAGCTGGAATC-3’ 

CA2 
S 5’-AAGCAGCTTCGCGGAGAATG-3’ 

AS 5’-TGCCAGTAAGAGGTCCGTCTTTC-3’ 

IDH2 
S 5’-AGATGGACGGCGATGAGATGAC-3’ 

AS 5’-ATCATTGGTCTGGTCACGGTTC-3’ 

EEF2 
S 5’-AGGAGCGTTGCATCACCATC-3’ 

AS 5’-TGAGGTTGATGAGGAAGCCAGAG-3’ 

MSN 
S 5’-GTGTGTACTGCGTGCTCAGC-3’ 

AS 5’-ATGGCAAACTCCAGCTCAGC-3’ 



 9 

EZR 
S 5’-TTTGGCTCGGCGTTGATGC-3’ 

AS 5’-TCTTGTCGATGGGCTTGATGAC-3’ 

STAT1 
S 5’-CTCATTAGTTCTGGCACCAGC-3’ 

AS 5’-CACACGAAGGTGATGAACATG-3’ 

STAT2 
S 5’-GCACTTGGCTGTCTGGATTGAAG-3’ 

AS 5’-ACTCAGAGTCTTGGCTGCATC-3’ 

BST2 
S 5’-TGGTGACCCTGAGGGAGTCTCTG-3’ 

AS 5’-ACTCTGTCTTCTTAGTCGCTCCACC-3’ 

MX1 
S 5’-TCTGCAAATGGAGTGCTGTG-3’ 

AS 5’-TTCACAAACCCTGGCAACTC-3’ 

MX2 
S 5’-GCAGATCAAGGCACTCATCA-3’ 

AS 5’-ACCAGGTCTGGTTTGGTCAG-3’ 

ISG15 
S 5’-GGTATCCGAGCTGAAGCAGTT-3’ 

AS 5’-ACCTCCCTGCTGTCAAGGT-3’ 

ACTB 
S 5’-ATATTGCTGCGCTCGTGGTTG-3’ 

AS 5’-TAGGAGTCCTTCTGGCCCATG-3’ 

GAPDH 
S 5’-GCATCCCTGAGACAAGATGGTG-3’ 

AS 5’-CATTGATGGCAACGATGTCCAC-3’ 

 

1-9. ウエスタンブロット解析 

	 M-PER (Thermo Fisher Scientific) に懸濁した胚組織、子宮内膜組織または EVsのタンパク質濃度を、

Bradford 法に基づくタンパク質定量試薬 (Bio-Rad) を用いて定量した。タンパク質濃度を測定後、各

サンプル (10 µg のタンパク質を含む) に 4×Loading Buffer (200 mM Tris (pH 6.8)、8 % SDS、0.4 % ブ

ロモフェノールブルー) を加え、3 分間煮沸した後、5-20 %グラディエントポリアクリルアミドゲル
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を用い電気泳動 (25 mA定電流) を行った。その後、タンパク質を PVDFメンブランに転写 (128 mA

定電流) し、ブロックエース試薬 (DS Pharma Biomedical) にて室温で 1 時間ブロッキングした。その

後、抗 CAPG 抗体  (2 µg/ml、Santa Cruz Biotechnology)、抗 AKR1B1 抗体  (1 µg/ml、Santa Cruz 

Biotechnology)、抗 IFNT 抗体 (1:1000、Eurofins Genomics, Inc.)、抗 ACTB 抗体 (1:1000、Abcam)、抗

CD63抗体 (0.25 µg/ml、System Biosciences) または抗 HSP70抗体 (0.25 µg/ml、System Biosciences) と

共に 4 ℃ で一晩インキュベートした。TBST (20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、150 mM NaCl、0.1% Tween) で

メンブランを洗浄 (10分、3回) 後、SAP試薬 (APRO Life Science, Inc.) を用いて、1 時間インキュベ

ートした。TBSTで洗浄 (10 分、3 回) 後、化学発光試薬 (Millipore) で発光させ、バンドを確認した。 

 

1-10. 免疫組織染色法 

妊娠 17 日のヒツジの子宮内膜組織ブロックのパラフィン包埋切片を 65 ℃で 30 分間加熱した後、

キシレン及びエタノール溶液に順次浸し、脱パラフィン処理を行った。PBSで洗浄後、抗原賦活化反

応として 100 ℃ に加熱した 10 mMクエン酸緩衝液に組織スライドを浸し、20 分間ボイルした。30 

分間室温で静置した後、PBSで洗浄し、プロトコールに従い、Streptavidin/Biotin Blocking Kit (Vector 

Laboratories) を使用した後、10 % ヤギ正常血清またはロバ正常血清にて室温で 30 分間ブロッキン

グを行った。抗 CAPG抗体 (2 µg/ml、Santa Cruz Biotechnology, Inc.)、抗 AKR1B1抗体 (4 µg /ml、

Santa Cruz Biotechnology, Inc.)、ヤギ IgG (10 µg /ml、Santa Cruz Biotechnology, Inc.) またはウサギ IgG 

(10 µg /ml、Santa Cruz Biotechnology, Inc.) と 4 ℃ で一晩反応させた。PBSで洗浄 (5 分、3 回) した

後、抗ヤギ IgG-HRP (1 µg/ml、Santa Cruz Biotechnology, Inc.) またはウサギ IgGビオチン結合体 

(1:400、Sigma-Aldrich) のいずれかと共に室温で 60 分間インキュベートした。PBSで洗浄 (5 分、3 

回) 後、免疫反応性は、アビジン-ペルオキシダーゼ (1:400、Sigma-Aldrich) および AEC基質キット 

(Invitrogen) を用いて可視化し、光学顕微鏡 (BX51、Olympus) で撮影した。 
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1-11. 統計処理 

リアルタイム RT-PCR 解析の結果を平均値 ± 標準誤差で示した。有意差検定には、t-検定または

Tukey-Kramer検定を用いて、危険率 5 % (p＜0.05) をもって統計学的に有意差があるものと判定した。 
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第 2節  実験結果 

 

2-1. 2D-PAGEによる子宮灌流液含有タンパク質の分離 

胚着床期のヒツジ子宮灌流液中に含まれる着床関与因子を同定するために、非妊娠及び妊娠 17 日

のヒツジ子宮灌流液を 2D-PAGE で分離した後、SYPRO Ruby で全タンパク質を染色した。非妊娠と

妊娠 17 日の子宮灌流液の間で、類似した泳動パターンが見られたが、非妊娠の子宮灌流液と比べて、

妊娠 17 日の子宮灌流液で、発現が増加するバンドを確認した (図 3)。妊娠 17 日の子宮灌流液の中で、

特に発現が増加していたバンドを切り取り、LC-MS/MSに供したところ、合計 267 個のタンパク質が

検出された 13) 。さらに、DAVID データベース 14,15) 、ExoCarta16) により、267 個のタンパク質の中か

ら、13 個を単独で細胞外へ放出される分泌タンパク質、172 個を EVsに内包されて細胞外へ出る EVs

関連タンパク質として、それぞれ同定した。次に、172個の EVs関連タンパク質を他の反芻動物の EVs

に関連した研究 17,18) と照合し、同様に報告があった 8 個の因子 CAPG、AKR1B1、BCL2L15、 CA2、 

IDH2、EEF2、MSN、EZRについて、更なる検証を行った。 

図 3. 2D-PAGEによる妊娠 17 日のヒツジ子宮灌流液に特異的なタンパク質の分離 

非妊娠 (左) と妊娠 17日 (右) のヒツジ子宮灌流液の含有タンパク質に対する SYPRO Ruby染色を

行った 2D-PAGEの画像。非妊娠に比べて、妊娠 17日のヒツジ子宮灌流液で、いくつかの特異的なス

ポット (タンパク質) が確認され、特に発現変化が大きいスポットは、LC-MS/MSに供された。 
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2-2. ヒツジ子宮および胚組織における EVs関連因子の mRNA発現 

8 個の因子が、胚と子宮内膜のどちらに由来する因子であるかを明らかにするため、非妊娠および

妊娠 15、17 日の子宮組織および妊娠 15、17 日の胚組織から抽出した RNAを用いて、リアルタイム

RT-PCR解析にて、8 個の因子 CAPG、AKR1B1、BCL2L15、CA2、IDH2、EEF2、MSN、EZRの mRNA

発現を調べた。8 個の因子のうち、CAPGと AKR1B1が、主に胚組織で特異的に発現していた (図 4 A, 

B)。また、BCL2L15、CA2、IDH2は非妊娠及び妊娠 15、17 日の子宮内膜組織で発現しており (図 4 C, 

D, E)、EEF2、MSN、EZRの発現は、子宮内膜組織と胚組織で類似していた (図 4 F, G, H)。 

 

2-3. ヒツジ胚着床前後の CAPG、AKR1B1の発現と局在 

8 個の因子のうち、CAPGと AKR1B1が、胚組織にて、特異的に発現していたことから、さらに、

これら 2 個の因子に着目した。非妊娠及び妊娠 15、17 日の子宮内膜組織および妊娠 15、17 日の胚

組織における CAPGと AKR1B1タンパク質の発現と局在を検証した。ウエスタンブロット法にて、

CAPGタンパク質は、mRNA発現と同様に、妊娠 15、17 日の胚組織にて特異的に発現していること

を明らかにした (図 5 A)。AKR1B1タンパク質は、妊娠 15、17 日の子宮内膜組織にて微量な発現が

認められたが、妊娠 15、17 日の胚組織で多く発現していた。さらに、免疫組織染色法にて、妊娠 17 

日のヒツジの子宮内における CAPG、AKR1B1タンパク質の局在を調べたところ、ウエスタンブロッ

ト分析の結果と一致し、どちらも主に胚組織に局在していた (図 5 B)。また、AKR1B1タンパク質

は、子宮内膜腺上皮組織でも、微量に発現していた。このことから CAPGと AKR1B1は、主に胚由

来の因子であることが示された。 
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図 4. ヒツジ子宮組織および胚組織における 8つの EVs関連因子の mRNA発現 

リアルタイム RT-PCR解析を用いて、8つの EVs関連因子 CAPG (A)、AKR1B1 (B)、BCL2L15 (C)、

CA2 (D)、IDH2 (E)、EEF2 (F)、MSN (G)、EZR (H) の非妊娠 15日 (C15)、非妊娠 17日 (C17)、妊娠

15日 (P15)、妊娠 17日 (P17) の子宮内膜組織 (灰色) および P15、P17の胚組織 (黒色) における

mRNA量を求め、C15の値を 1とした相対値で示した (n=3)。グラフは、平均値±標準誤差で示した 

(P<0.05 vs. 子宮内膜組織もしくは胚組織)。 
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図 5. 胚着床前後のヒツジ子宮内膜と胚における CAPGおよび AKR1B1タンパク質の発現と局在 

(A) ウエスタンブロット解析にて、C15、C17、P15、P17のヒツジ子宮内膜組織および P15、P17の

ヒツジ胚組織における CAPGまたは AKR1B1タンパク質の発現を調べた (n=3)。ACTBを内部標準と

して使用した。3つの異なる実験結果より代表的なデータを示した。Endo=子宮内膜組織、Con=胚組

織を表す。(B) 免疫組織染色により、P17のヒツジ子宮内における CAPG (a, c, e) と AKR1B1 (b, d, f) 

タンパク質の局在を確認した。子宮内膜組織切片を、抗 CAPG抗体 (a, c) またはネガティブコント

ロールとしてヤギ IgG (e) で染色した。(a) の四角で囲まれた領域を、拡大し (c) として示した。ま

た、子宮内膜組織切片を、抗 AKR1B1抗体 (b, d) またはネガティブコントロールとしてウサギ IgG 

(F) で染色した。(b) の四角で囲まれた領域を、拡大し (d) として示した。Con=胚組織、LE=管腔上

皮、GE=腺上皮を表す。スケールバーは それぞれ 250 µm (a, b, e, f) と 50 µm (c, d) を示す。  

CAPG AKR1B1
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2-4. ヒツジ EVsにおける CAPG及び AKR1B1の発現 

ウエスタンブロット解析により、EVs関連因子として同定された CAPGと AKR1B1タンパク質

が、妊娠 15、17 日の子宮灌流液に存在することを明らかにした (図 6 A)。このことから、子宮灌流

液中の EVsが、胚着床には重要だと仮定し、EVsについてさらに検証した。子宮灌流液から EVsを

単離し、透過型電子顕微鏡により粒子径を確認したところ、直径約 150 nmの粒子が検出された (図 6 

B)。さらに、ナノ粒子解析により、単離した粒子の大きさを計測した結果、平均 131.8 nm、標準偏差

61.9 nm、最頻値 102.1 nm、範囲 50-200 nmであった (図 6 C)。次に、単離した非妊娠および妊娠

15、17日の粒子の中で、EVsマーカータンパク質 CD63と HSP70の発現を調べたところ、すべてに

おいて陽性であった (図 6 D)。一方、胚由来の CAPGおよび AKR1B1タンパク質は、妊娠 15、17 日

のヒツジ子宮灌流液から単離された EVsにおいてのみ発現していた。これらの結果から、胚着床期

の妊娠 15、17 日のヒツジ子宮灌流液には、CAPGと AKR1B1タンパク質を含む胚から放出された

EVsが存在することが明らかとなった。 

  

2-5. ヒツジ EVsの EECsの IFN応答因子に対する作用 

	 胚着床期において胚から産生・分泌される重要な因子 IFNT が、EVs 中にも存在するかをウエスタ

ンブロット解析にて検証した。その結果、妊娠 15、17 日のヒツジ子宮灌流液から単離した EVs に、

IFNTが含まれていることが明らかになった (図 7 A)。次に、この IFNTを含む EVsが子宮内膜に作用

するのかを、EECsにおける IFN応答因子の発現を指標に検証した。非妊娠および妊娠 15、17日のヒ

ツジ子宮灌流液またはそこから単離した EVsを EECsに添加し、48時間培養後、IFN応答因子 STAT1、

STAT2、MX1、MX2、BST2、ISG15の遺伝子発現を調べた。未処置群や非妊娠の EVsを処置した群と比

べて、妊娠 15、17 日のヒツジ子宮灌流液とそこから単離した EVsは、EECsにおける IFN応答因子の

STAT1、STAT2、MX1、MX2、BST2、ISG15 の遺伝子発現を上昇させた (図 7 B)。これらの結果は、胚

から放出された IFNTを含む EVsが、EECsの IFN応答因子の発現を上昇させたことを示している。 
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図 6. 妊娠 15、17日のヒツジ子宮灌流液におけるエクソソーム関連因子 CAPGと AKR1B1の同定  

(A) ウエスタンブロット解析にて、C15、C17、P15、P17のヒツジ子宮灌流液における CAPGと AKR1B1

タンパク質の発現を調べた (n=3)。3つの異なる実験結果より代表的なデータを示した。(B) 透過型電

子顕微鏡により、子宮灌流液中の EVs像を確認した。スケールバーはそれぞれ 200 nm (a) と 100 nm 

(b) を示す。(C) ナノ粒子解析を用いて、妊娠 17 日のヒツジ子宮灌流液中に存在する粒子径のサイズ

の範囲を調べた (n=3)。灰色は、3つのサンプルの平均値を示し、黒色は標準誤差を表す。(D) ウエス

タンブロット解析にて、C15、C17、P15、P17のヒツジ EVsにおける EVsマーカータンパク質 CD63、

HSP70 と EVs 関連因子 CAPG、AKR1B1 タンパク質の発現を調べた (n=3)。3 つの異なる実験結果よ

り代表的なデータを示した。 

 

EVs 
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図 7. 非妊娠および妊娠 15、17 日のヒツジ子宮灌流液と EVs における IFNT の存在とこれら EVs の

EECsに対する作用 

(A) ウエスタンブロット解析にて、C15、C17、P15、P17のヒツジ子宮灌流液と EVsにおける IFNTタ

ンパク質の発現を調べた (n=3)。3つの異なる実験結果より代表的なデータを示した。(B) EECsに対す

る EVsの作用を検証した。EECsは、C15、C17、P15、P17のヒツジ EVs (10 µg) または P17 のヒツジ

子宮灌流液 (10 µg) の処置とともに 48時間培養された。その後、リアルタイム RT-PCR解析を用いて、

STAT1、STAT2、BST2、MX1、MX2、ISG15の EECsにおける mRNA量を求め、無処置 (Ctrl.) の値を 1

とした相対値で示した (n=3)。グラフは、平均値±標準誤差で示した (P<0.05 vs. Ctrl.)。  

EVs 
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第 3節  考察 

 

	 非妊娠 17 日のヒツジ子宮灌流液と比較し、胚着床後の妊娠 17日のヒツジ子宮灌流液には、多く

の EVsに関連するタンパク質が存在した。さらに、胚から産生・分泌される IFNTが、胚着床期のヒ

ツジ子宮灌流液中の EVsにも存在し、この IFNTを含む EVsは、EECsにおける IFN応答因子の遺伝

子発現を上昇させた。本研究は、胚着床周辺期において、ヒツジ胚から放出された IFNTを含む EVs

が、子宮内膜に作用することで、胚着床に適した子宮内環境を構築している可能性を示唆している。

しかしながら、この生理的意義についてはさらに検討が必要である。 

	 妊娠 17 日のヒツジ子宮灌流液には、267 個の妊娠特異的なタンパク質が含まれており、in silico

解析にて、これらのタンパク質の中から、13 個の分泌タンパク質と 172 個の EVs関連タンパク質

が、それぞれ同定された。このことから、子宮灌流液中の EVsが、胚着床には重要だと仮定し、EVs

についてさらに検証した。国際細胞外小胞学会 (ISEV) が発行するガイドライン (MISEV)	 による

と、EVsは、粒子サイズや構成成分、産生・分泌機構に基づき、エクソソーム、マイクロベシクル、

アポトーシス小体の３種類に分類され、サンプル中の EVsの存在を確認するために、EVs像、粒子

径、EVsマーカータンパク質を調べることが求められている 9)。一方で、現在の技術では、EVsに分

類される上記 3種類の粒子を、それぞれ単離することは難しい。本章では、EVs像、粒子径、EVsマ

ーカータンパク質の存在を確認し、非妊娠および妊娠 15、17 日の子宮灌流液に EVsが存在すること

が示された。なお、今回の実験では、試薬により EVsを回収後、プロトコールに加えて、EVsを

PBSにより 3回洗浄することで、分泌タンパク質等の EVsに非特異的なタンパク質の影響を可能な

限り小さくしている。本研究の結果と同様に、胚着床前のヒツジ子宮灌流液に EVsが存在すること

が報告されている 19,20) 。さらに、主に妊娠 15、17 日のヒツジ胚で発現している CAPGおよび

AKR1B1は、胚着床期の子宮灌流液から単離した EVsにも存在しており、このことは、胚から

CAPGと AKR1B1を含む EVsが子宮腔に放出されていることを示している。胚着床前のウシの子宮

灌流液中に 30 個の胚由来のタンパク質が存在し、それらは EVsを介して胚と子宮内膜との間のコミ

ュニケーションを促進しているとの報告がある 18) 。これらの知見から、胚着床期に胚から放出され
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た EVsが、内包するタンパク質を運搬することで、EECsの遺伝子発現の調節に関与していることが

考えられる。 

	 胚とがん細胞には、類似した特徴が見られる。例えば、どちらの細胞とも、上皮間葉転換 (EMT) 

を経て、接着能や浸潤能を獲得する 21,22) 。また、低酸素状況下で、胚やがん細胞は、増殖や血管新

生を促進することが報告されている 23,24) 。さらに、近年、がん細胞から放出された EVsが、がん細

胞と隣接する細胞とのコミュニケーションを調節することで、がんの発生や浸潤に貢献していること

が示されている 25-27) 。これらの知見は、がん細胞と同様に、胚もまた、胚と子宮内膜との間のコミ

ュニケーションを促進するために、EVsを産生している可能性を示唆している。CAPGは、さまざま

な種類のがんで過剰に発現していることが報告されている 28-30) 。さらに、CAPGは、細胞の運動性

を亢進し 31) 、上皮細胞のコラーゲンや培養されたニワトリの心臓断片への浸潤を誘導することが知

られている 32) 。また、AKR1B1も EMTや血管新生に関連する因子として報告されている 33,34) 。胚

とがん細胞は、EMTや血管新生などの様々な共通の特徴を有することから、胚由来の EVsに含まれ

る CAPGや AKR1B1もまた、がんの接着や浸潤と類似した機能を活用し、胚着床に関与している可

能性が示唆される。 

	 胚から産生・分泌される IFNTは、子宮内膜上皮による PGF2αのパルス状の分泌を妨げることで、

排卵後に形成された黄体の退行を抑制し、妊娠の成立と維持に必要な P4 の産生を維持する 35) 。しか

し、近年興味深いことに、IFNTの子宮外や内分泌への作用も注目され始めてきた。例えば、妊娠中の

ヒツジの末梢血細胞で、MX遺伝子の発現が、IFNTのシグナル伝達に応答して上昇することが報告さ

れている 36) 。また、非妊娠のヒツジの黄体と比較し、妊娠したヒツジの黄体では、IFNT の影響によ

り好中球の数が増加するとの報告がある 37) 。さらに、IFNTは、頸静脈血および肝組織における ISG15

の遺伝子発現を誘導するとともに、子宮静脈を介して黄体の ISG15、STAT1、STAT2を含むいくつかの

IFN応答因子の発現を誘導している 38,39) 。臓器間のコミュニケーションツールとして働く EVsは、血

液中にも存在することが報告されており 40,41) 、さらに本研究において、IFNT が EVs に含まれている

ことが明らかになった。これらの知見から、IFNT を含む EVs が子宮外組織における IFN 応答因子の

発現にも関与していることが示唆される。しかしながら、IFNTが、黄体や抹消血細胞のような子宮外
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組織で直接的または間接的に作用するメカニズムについては不明であり、胚から分泌された IFNTが、

どのように黄体や子宮外組織に到達するかを明らかにするためには、さらなる検証が必要である。 

結論として、本研究は、胚着床期のヒツジの子宮腔に、胚から放出された EVsが存在し、この IFNT

を含む EVsが、ウシ EECsの IFN応答因子の遺伝子発現を誘導していることを明らかにした。しかし

ながら、本研究では、ヒツジ胚由来の EVs の同じ反芻動物であるウシ EECs に対する作用を検証した

ことから、反芻動物共通の現象として捉えるためには、更なる検討が必要である。 
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第 4節  小括 

 

本章では、胚着床期の妊娠 17 日のヒツジから回収した子宮灌流液中に含まれるタンパク質を網羅的

に解析・検証し、以下の新知見を得た  (本研究結果は、PLoS One , 11, e0158278, 2016 13) に報告した)。 

 

 

(1) 妊娠 17 日のヒツジ子宮灌流液には、267 個の妊娠特異的なタンパク質が含まれており、これら

の多くは EVsに関連したタンパク質であることを同定した。 

 

(2) EVs関連因子の CAPGと AKR1B1の mRNA及びタンパク質が、主に胚で特異的に発現していた。 

 

(3) 非妊娠および妊娠 15、17 日のヒツジ子宮灌流液には EVsが存在した。さらに、主に胚で発現し

ている CAPGおよび AKR1B1は、胚着床期の子宮腔 EVsにも存在した。 

 

(4) 胚から産生・分泌される IFNTが、胚着床期のヒツジ子宮灌流液中の EVsにも存在した。さらに、

この IFNTを含む EVsは、EECsにおける IFN応答因子の遺伝子発現を上昇させた。 
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第 2章	 ウシ子宮灌流液中に含まれる EVsの同定とその役割 

 

第１章では、胚着床期のヒツジの子宮腔に胚由来の EVsが存在することを示した。さらに、胚から

放出された IFNTを含む EVsは、EECsの IFN応答因子の遺伝子発現を上昇させた。このことから、胚

着床期において、子宮腔 EVsは、子宮内膜に作用することで、胚着床に適した子宮内環境を構築して

いる可能性が推察された。そこで、本章では、ヒツジと同じ反芻動物であるウシ子宮腔内での EVsの

同定と、さらに胚着床期におけるウシ EVsの子宮内膜への作用について検討した。 

 

第 1節	 実験材料及び実験方法 

 

1-1. ウシ子宮灌流液の回収 

ドナーとして黒毛和種 (3-7 歳)、レシピエントとして未経産ホルスタイン (14-18 月齢) を使用した。

全ての動物実験は、全農 ETセンター動物実験委員会と東京大学倫理委員会 (IRB番号 7A-6-605) の承

認を経て、実施された。レシピエントの未経産ホルスタインの発情周期を同期化するためにクロプロ

ステノール 0.75 mgを１回注射した。過排卵誘起および人工受精した妊娠 7 日 (発情=0 日) の黒毛和

種から、胚移植に使用する胚を採取した。その後、採取した胚盤胞 2 個を発情周期 7日に、レシピエ

ントウシの子宮角に非外科的に移植した。次いで、妊娠 17、20、22 日の子宮組織内を滅菌した 500 mL

の PBS (pH 7.2) で洗浄し、そこから伸長した胚を含む約 500 mLの子宮灌流液を、非外科的に回収し

た。回収した子宮灌流液から、胚を取り除き、その後、遠心分離 (4 ℃、4,000 g、5 分間) にて、細胞

断片を子宮灌流液から分離し、上清を 0.22 µmのメンブレンでろ過した後、実験で使用するまで-80 ℃

で保存した。 

 

1-2. ウシ子宮灌流液からの EVsの単離 

第１章、第１節、1-2と同様に、プロトコールに従い、妊娠 17、20、22 日のウシ子宮灌流液に Exo-

Quick-TC (System Biosciences) を加え、インキュベート (4 ℃、24 時間) 後、遠心分離 (4 ℃、1,500 g、
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30 分間) により EVsを単離した。単離した EVsを PBSで 3回洗浄した後、PBS (1 µg/µl) または M-

PER (1 µg/µl, Thermo Fisher Scientific) に懸濁した。 

 

1-3. 透過型電子顕微鏡 

第１章、第１節、1-3と同様に PBSに懸濁したウシ EVsを透過型電子顕微鏡にて撮影した。 

 

1-4. ナノ粒子解析 

	 第１章、第１節、1-4と同様に、妊娠 17、20、22 日のウシ子宮灌流液から単離され PBS中に懸濁し

た EVs (2-6×108 個/ml) を、ナノ粒子解析に供し、各可視粒子を追跡ビデオで 30 秒間録画した。その

後、Stokes-Einstein方程式を用いて、サンプル中の粒子のサイズ分布と数 (濃度) を決定した。 

 

1-5. iTRAQ解析 

	 PBSに懸濁した妊娠 17、20、22 日のウシ EVsを、30 mlの iTRAQ溶解緩衝液 (50 mM TAEB、0.1% 

SDS) に再懸濁した。総タンパク質 (100 mg) をトリプシンにて消化し、プロトコールに従い、iTRAQ

試薬と反応させた。Agilent 3100 OFFGEL分画器 (Agilent Technologies) を用いて、サンプルの分画を

行った。さらに、Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL質量分析計 (Thermo Fisher Scientific) を用いて、質

量分析を行い、Mascotソフトウェアを用いて、タンパク質を同定し、定量した。 

 

1-6. EECsと CT-1の培養条件 

第 1章、第 1節、1-7と同様に、EECsの単離と培養を行った。 

CT-1は、フロリダ大学にて、妊娠 10-11日の体外受精により作出されたウシ胚盤胞から樹立され、

その後東京大学に輸送された。CT-1を、非必須アミノ酸 (Life Technologies)、2 mMグルタミン (Life 

Technologies) 、2 mMピルビン酸ナトリウム (Life Technologies)、55 mM 2-メルカプトエタノール (Life 

Technologies)、抗生物質/抗真菌溶液 (Life Technologies) を添加した 10 % (v/v) ウシ胎仔血清 (Life 

Technologies) を含む DMEM培養液 (和光純薬工業) にて、37 ℃で培養した。 
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in vitro試験では、EECsまたは CT-1を、IA型コラーゲンを塗布した 12 穴プレート (5×104 個/well) 

に播種し、妊娠 17、20、22 日のウシ EVsをそれぞれ処置し (10 µg/well)、無血清 DMEM/F12培養液

で 48 時間培養した。培養後、細胞を回収し、その後の解析を行った。 

 

1-7. リアルタイム RT-PCR解析 

プロトコールに従い、ISOGEN (Nippon Gene) を用いて、EECsからトータル RNAを抽出した。抽出

したトータル RNA (100 ng) を用いて、第 1章、第 1節、1-8と同様の方法、条件で解析した。また、

STAT1、STAT2、MX1、MX2、ISG15、ATCB、GAPDHは第 1章、第 1節、1-8と同様のプライマーを用

いた。BCL2、BAX、CASP3、SELL、TNFA、TP53、VCAM1のプライマー配列は以下に示す通りである。 

BCL2 
S 5’-AGAGCGTCAACCGGGAGAT-3’ 

AS 5’-GACAGCCAGGAGAAATCAAACA-3’ 

BAX 
S 5’-ATCGGAGATGAATTGGACAG-3’ 

AS 5’-CCTTGAGCACCAGTTTGC-3’ 

CASP3 
S 5’-CACGGAAGCAAATCAGTGGAC-3’ 

AS 5’-CGACAGGCCATGCCAGTATT-3’ 

SELL 
S 5’-ACAGCCCTCTGCTACACAGCTTC-3’ 

AS 5’-GGGGCCTCCAAAGGCACACA-3’ 

TNFA 
S 5’-CCACGTTGTAGCCGACATCA-3’ 

AS 5’-ATGAGGTAAAGCCCGTCAGC-3’ 

TP53 
S 5’-AGAAGTTGGAGCACATGACG-3’ 

AS 5’-ATACTCCGCGCGTAAATTCC-3’ 

VCAM1 
S 5’-AGAAGAGCCAACATGACAGGGTCA-3’ 

AS 5’-TCAAGGAAGCCTGAACCCCCAGT-3’ 
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1-8. ウエスタンブロット解析 

第 1章、第 1節、1-9と同様の方法で EVsからタンパク質を抽出し、サンプルを調製した。1次抗体

は、抗 IFNT抗体、抗 CD63抗体、抗 HSP70抗体 (第 1章、第 1節、1-9と同様) を用いた。 

 

1-9. 統計処理 

	 リアルタイム RT-PCR解析の結果を平均値 ± 標準誤差で示した。有意差検定には、Dunnett検定を

用いて、危険率 5 % (p＜0.05) をもって統計学的に有意差があるものと判定した。 
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第 2節	 実験結果 

 

2-1. ウシ子宮灌流液における EVsの同定 

妊娠 17、20、22 日 (胚着床=19.5 日) のウシ子宮灌流液から EVsを単離し、EVsマーカータンパク

質 CD63、HSP70の発現を調べたところ、全サンプルで陽性であった (図 8 A)。また、直径 50-150 nm

の EVs像が確認された (図 8 B)。さらに、妊娠 17、20、22 日の粒子径は、妊娠 17 日の EVsで平均

108.9 nm、標準偏差 39.4 nm、妊娠 20 日の EVsで平均 119.9 nm、標準偏差 55.3 nm、妊娠 22 日の EVs

で平均 136.9 nm、標準偏差 55.0 nmであった (図 8 C)。これらの結果から、ウシの胚着床周辺期の子宮

腔に EVsが存在することが示された。 

 

2-2. ウシ EVsに含まれるタンパク質の同定 

第 1 章にて、胚着床周辺期のヒツジの子宮灌流液から単離された EVs が、EECs に作用することを

示した。しかし、胚着床周辺期の EVs に含まれるタンパク質についての詳細は不明である。そこで、

胚着床周辺期の EVs 中のタンパク質を網羅的に同定するために、妊娠 17、20、22 日のウシ EVs を

iTRAQ解析に供した。その結果、妊娠 17、20、22 日のウシ EVsの中から、合計 596 個のタンパク質

が検出され、そのうち 172 個は、サンプル間で相対発現量が 1.5 倍以上変化していた 42) 。 

 

2-3. ウシ EVsの CT-1と EECsに対する作用 

子宮内膜から放出された EVs が、ヒツジ胚の IFNT の生成・分泌を促すことが報告されている 15) 。

そこで、妊娠 17、20、22 日のウシ EVsが、CT-1において、IFNTとその転写因子 CDX2の発現を誘導

するのか検討した。CT-1に妊娠 17、20、22 日のウシ EVsをそれぞれ 10 µgずつ処置し、48 時間培養

後、CT-1における IFNT、CDX2 発現をリアルタイム RT-PCR解析により検証した。その結果、CT-1に

EVsを処置しても、未処置群と比べて、 IFNT、CDX2発現は変化しなかった (図 9 A)。 

第１章にて、胚着床周辺期のヒツジ EVsが、IFNTを含み、EECsにて、IFN応答因子の遺伝子発現

を誘導することを示した。さらに本章で、iTRAQ解析により、IFNTが、妊娠 17、20、22 日のウシ EVs
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中に存在することを確認した。その量は妊娠 17 日のウシ EVsで最も多く、妊娠 22 日の EVsで最も

少なかった。この結果は、ウエスタンブロット解析においても同様であった (図 9 B)。そこで、ヒツ

ジと同様に、IFNT を含むウシ EVs が、EECs における IFN 応答因子発現を誘導するのか検討した。

EECsに妊娠 17、20、22 日のウシ EVsをそれぞれ 10 µgずつ処置し、48 時間培養後に、EECsの IFN

応答因子の発現をリアルタイム RT-PCR解析により検証した。未処置群と比べ、妊娠 17、20、22 日の

ウシ EVsは、EVs中の IFNT濃度に依存し、EECsにおける IFN応答因子 ISG15、MX1、MX2、STAT1、

STAT2Sの遺伝子発現を上昇させた (図 9 C)。これらの結果は、胚着床周辺期において、胚から放出さ

れた IFNTを含むウシ EVsが、EECsの IFN応答因子の発現を上昇させたことを示している。 

 

2-4. ウシ EVsのアポトーシス関連因子に対する作用 

	 胎盤から分泌された EVsが、ヒト T細胞および末梢血単核細胞においてアポトーシスを誘導する

ことが報告されている 43) 。そこで、胚着床周辺期の胚及び子宮内膜においても、ウシ EVsがアポトー

シスを誘導するか検証した。CT-1及び EECsに妊娠 17、20、22 日のウシ EVsをそれぞれ 10 µgずつ

処置し、48 時間培養後に、CT-1及び EECsにおけるアポトーシス関連因子 BCL2、BAX、CASP3、TNFA、

TP53 発現をリアルタイム RT-PCR 解析により検証した。その結果、CT-1 に EVs を処置しても、未処

置群と比べ、アポトーシス関連因子の発現は変化しなかったが、 EECs では、未処置群と比べて、妊

娠 17 日のウシ EVsの処置群にて、アポトーシス関連因子 BAX、CASP3、TNFA、TP53の遺伝子発現が

上昇した (図 10 A)。一方で、妊娠 20、22 日のウシ EVsの処置群では、アポトーシス関連因子の遺伝

子発現は変化しなかった (図 10 B)。 
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図 8. 妊娠 17、20、22日のウシ子宮灌流液から単離された EVsの特徴 

(A) ウエスタンブロット解析にて、P17、妊娠 20日 (P20)、妊娠 22日 (P22) のウシ子宮灌流液から

単離した EVsにおける EVsマーカータンパク質 CD63、HSP70の発現を調べた (n=3)。3つの異なる

実験結果より代表的なデータを示した。(B) 透過型電子顕微鏡により、子宮灌流液中の EVs像を確認

した。スケールバーは 200 nmを示す。(C) ナノ粒子解析を用いて、P17、P20、P22のウシの子宮灌

流液中に存在する粒子径のサイズの範囲を調べた。左図は、それぞれのサンプルの粒子径の大きさを

示し、右図の黒色は、3つのサンプルの平均値を示す。また右図の赤色は標準誤差を表す。  
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図 9. 妊娠 17、20、22日のウシ EVsの CT-1における IFNTと CDX2に対する作用と EECsにおける

IFN応答因子に対する作用 

(A) CT-1 の IFNT と CDX2 に対する EVs の作用を検証した。CT-1 は、P17、P20、P22 のウシ EVs (10 

µg) の処置とともに 48 時間培養された。その後、リアルタイム RT-PCR 解析を用いて、IFNT、CDX2

の CT-1における mRNA量を求め、無処置 (Ctrl.) の値を 1とした相対値で示した (n=3)。グラフは、

平均値±標準誤差で示した。(B) ウエスタンブロット解析にて、P17、P20、P22 のウシ EVs における

IFNTタンパク質の発現を調べた (n=3)。3つの異なる実験結果より代表的なデータを示した。(C) EECs

の IFN応答因子に対する EVsの作用を検証した。EECsは、P17、P20、P22のウシ EVs (10 µg) の処置

とともに 48時間培養された。その後、リアルタイム RT-PCR解析を用いて、ISG15、MX1、MX2、STAT1、

STAT2の EECsにおける mRNA量を求め、Ctrl.の値を 1とした相対値で示した (n=3)。グラフは、平均

値±標準誤差で示した (**P < 0.01, *P < 0.05 vs. Ctrl.)。  
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図 10. 妊娠 17、20、22日のウシ EVsの CT-1と EECsにおけるアポトーシス関連因子に対する作用 

(A) CT-1のアポトーシス関連因子に対する EVsの作用を検証した。CT-1は、P17、P20、P22のウシ EVs 

(10 µg) の処置とともに 48時間培養された。その後、リアルタイム RT-PCR解析を用いて、BCL2、BAX、

CASP3、TNFA、TP53の CT-1における mRNA量を求め、無処置 (Ctrl.) の値を 1とした相対値で示し

た (n=3)。グラフは、平均値±標準誤差で示した。(B) EECsのアポトーシス関連因子に対する EVsの

作用を検証した。EECsは、P17、P20、P22のウシ EVs (10 µg) の処置とともに 48時間培養された。そ

の後、リアルタイム RT-PCR解析を用いて、BCL2、BAX、CASP3、TNFA、TP53の EECsにおける mRNA

量を求め、Ctrl.の値を 1とした相対値で示した (n=3)。グラフは、平均値±標準誤差で示した (P < 0.01 

vs. Ctrl.)。  
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2-5. ウシ EVsの接着因子に対する作用 

	 妊娠 20、22 日のウシ子宮灌流液を EECs に添加することで、胚着床に重要な接着因子 VCAM1 と

SELLの発現が上昇することが報告されている 11,44) 。そこで、胚着床周辺期のウシ子宮灌流液中の EVs

が、これら接着因子の発現を誘導するのか検証した。EECsに妊娠 17、20、22 日のウシ EVsをそれぞ

れ 10 µgずつ処置し、48 時間培養後に、EECsにおける VCAM1と SELL発現をリアルタイム RT-PCR

法にて解析した。その結果、未処置群と比べ、妊娠 20、22 日のウシ EVsは、EECsにおける VCAM1

発現を上昇させた (図 11 A)。一方、妊娠 17 日のウシ EVsは、VCAM1発現に変化を及ぼさなかった。

また、未処置群と比べ、妊娠 17、20、22 日のウシ EVsは、EECsの SELL発現に変化を及ぼさなかっ

た (図 11 B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11. 妊娠 17、20、22日のウシ EVsの EECsにおける接着因子に対する作用 

EECsの接着因子に対する EVsの作用を検証した。EECsは、P17、P20、P22のウシ EVs (10 µg) の処

置とともに 48時間培養された。その後、リアルタイム RT-PCR解析を用いて、VCAM1、SELLの EECs

における mRNA 量を求め、Ctrl.の値を 1 とした相対値で示した (n=3)。グラフは、平均値±標準誤差

で示した (**P < 0.01, *P < 0.05 vs. Ctrl.)。  
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第 3節	 考察 

 

妊娠 17、20、22 日 (胚着床=約 19.5 日) のウシ子宮灌流液から EVs を単離した。さらに、iTRAQ

解析により、妊娠 17、20、22 日のウシ EVsの中から、合計 596 個のタンパク質を同定した。そのう

ち 172 個は、サンプル間で相対発現量が 1.5 倍以上変化していた。また、胚から産生・分泌される IFNT

は、単離したウシ EVsにも含まれていた。これは、胚着床周辺期において、ヒツジと同様、ウシの子

宮腔にも胚から分泌された EVsが存在することを示している。さらに、IFNTを含むウシ EVsは、EECs

の IFN応答因子の遺伝子発現を誘導し、ウシ子宮腔内 EVsが、胚着床周辺期の子宮内膜に作用するこ

とを明らかにした。さらに、子宮腔内ウシ EVsは、CT-1には作用しなかったが、EECsにおいてアポ

トーシス関連因子および接着分子の mRNA発現を上昇させた。これは、着床周辺期のウシ EVsが、子

宮内膜に作用することで、胚着床に適した子宮内環境を構築していることを示唆している。 

妊娠 13 日のヒツジの子宮腔内に放出された子宮内膜 EVsが、ヒツジの胚栄養膜細胞において、Toll

様受容体を介して、IFNTの分泌を誘導することが報告されている 19) 。しかし、本研究では、妊娠 17、

20、22 日のウシ EVsの処置により、CT-1における IFNTおよび CDX2発現は上昇しなかった。このこ

とから、子宮内 EVs による IFNT の産生・分泌を誘導する作用機序は、妊娠過程により異なること、

そして、その違いは、EVs 中の特定の因子に起因していることが推察された。一方で、ヒツジでの結

果と同様に、IFNTを含む妊娠 17、20、22 日のウシ EVsは、EECsにおける IFN応答因子 ISG15、MX1、

MX2、STAT1、STAT2 の遺伝子発現を上昇させた。これら知見により、IFNT は、反芻動物の子宮腔内

において、分泌タンパク質として、もしくは EVsに含まれる形で、それぞれ子宮内膜に作用している

ことが示唆された。 

アポトーシスは、多細胞生物の細胞で増殖制御機構として管理・調節された、細胞死の一種である。

子宮内膜上皮を含む多くの生殖組織や細胞では、アポトーシスを通じ、発生過程において、不要な細

胞が取り除かれている 45) 。ヒトの研究において、EVsが活性化した免疫細胞にアポトーシスを誘導す

ることが示されている 43) 。本研究にて、妊娠 17 日のウシ EVs が、EECs のアポトーシス関連因子、

BAX、CASP3、TNFA、TP53の発現を促進させることが明らかとなった。特に、TNFAは、子宮内膜に
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おいてアポトーシスを誘導する因子として知られている 46,47) 。さらに、EVs に含まれる miRNA や

lncRNA が、アポトーシスを誘導することが報告されている 48-50) 。これらの知見は、胚着床期におい

て、妊娠 17 日のウシ EVsに含まれるタンパク質やノンコーディング RNAが、子宮内膜上皮のアポト

ーシスを誘導し、接着に不要な一部の細胞を取り除くことで、胚着床を調整していることを示唆して

いる。 

VCAM1と SELLは、胚が子宮内膜に着床するための重要な接着因子である。ヒトの子宮では、妊娠

初期において胚盤胞が着床するために、SELL接着システムが必須であることが確認されている 51) 。

また、不妊症患者の子宮内膜において、着床周辺期の VCAM1 の発現が、正常な患者と比べて、有意

に低いことが報告されている 52) 。過去に、妊娠 20、22日のウシ子宮灌流液が、EECsでの VCAM1と

SELLの発現を誘導することが報告されている 11,44) 。本研究にて、胚着床直後の妊娠 20 日と 22 日の

ウシ EVs が、EECs の VCAM1 発現を上昇させることを明らかにした。この結果により、妊娠 20、22 

日のウシ EVsが、子宮内膜の VCAM1の発現を誘導することで、胚の子宮内膜への着床において重要

な役割を持つ可能性が示唆された。一方で、妊娠 20、22 日のウシ EVs の処置による SELL の発現変

化は見られなかった。妊娠 20、22 日のウシ子宮灌流液は、SELL の発現を誘導したことを考えると、

子宮内膜の SELL は、ウシ子宮灌流液中の、EVs 以外の因子により発現が制御されていることが推察

された。 

結論として、本研究は、ウシの子宮腔にも胚から分泌された EVsが存在し、さらに、IFNTを含むウ

シ EVsが、EECsのアポトーシス関連因子および着床因子の発現を誘導していることを明らかにした。 
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第 4節	 小括 

 

本章では、胚着床期のウシの子宮腔内における EVs の作用について in vitro 試験にて検討を行い、以

下の新知見を得た (本研究結果は、Biochemical and Biophysical Research Communications, 495, 1370-1375, 

201742) に報告した)。 

 

 

(1) 妊娠 17、20、22 日のウシ子宮灌流液から EVs を単離した。さらに、これらウシ EVs の中から、

合計 596 個のタンパク質を同定し、そのうち 172 個は、サンプル間で相対発現量が 1.5 倍以上変

化していた。 

 

(2) 胚から産生・分泌される IFNTが、妊娠 17、20、22 日のウシ EVsにも存在した。また、胚着床周

辺期において、ウシ EVsは、EECsの IFN応答因子 ISG15、MX1、MX2、STAT1、STAT2の遺伝子

発現を上昇させた。 

 

(3) 妊娠 17 日のウシ EVsは、EECsにおいて、アポトーシス関連因子 BAX、CASP3、TNFA、TP53の

遺伝子発現を上昇させた。 

 

(4) 妊娠 20、22 日のウシ EVsは、EECsにおいて、接着因子 VCAM1の遺伝子発現を上昇させた。 
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第 3章	 ウシ子宮内 EVsの作用と IFNT非依存的な役割 

 

第 1章、第 2章にて、胚着床周辺期のヒツジやウシの子宮腔内に EVsが存在し、それらが子宮内膜

に作用していることを見出した。しかし、同時に、胚着床周辺期の子宮腔内には多量の IFNTが存在し

ており、EVs本来の効果と IFNTの作用を区別することが困難であった。そこで、本章では、胚着床期

における EVs の子宮内膜に対する IFNT とは別の経路を介した効果について検証するため、非妊娠お

よび胚着床期の EVs と IFNT をそれぞれ EECs に添加し、これら細胞の転写産物を網羅的に解析・比

較検討した。 

 

第 1節  実験材料及び実験方法 

 

1-1. ウシ子宮灌流液の回収 

第 2章、第 1節、1-1と同様の方法で、非妊娠及び妊娠 17 日のウシ子宮灌流液を回収した。 

 

1-2. ウシ子宮灌流液からの EVsの単離 

	 第 2 章、第 1 節、1-2 と同様の方法で、非妊娠及び妊娠 17 日のウシ子宮灌流液から EVs を単離し

た。 

 

1-3. 透過型電子顕微鏡 

第 1章、第 1節、1-3、第 2章、第 1節、1-3と同様の方法で、PBSに懸濁したウシ EVsを透過型電

子顕微鏡にて撮影した。 

 

1-4. ナノ粒子解析 

	 第 1章、第 1節、1-4、第 2章、第 1節、1-4と同様の方法で、非妊娠及び妊娠 17日のウシ子宮灌流

液から単離され PBS 中に懸濁した EVs (2-6×108 個/ml) を、ナノ粒子解析に供し、各可視粒子を追跡
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ビデオで 30 秒間録画した。その後、Stokes-Einstein方程式を用いて、サンプル中の粒子のサイズ分布

と数 (濃度) を決定した。 

 

1-5. EECsの培養条件 

第 1章、第 1節、1-7、第 2章、第 1節、1-6と同様の方法で、ウシ EECsを単離、培養した。 

in vitro 試験では、EECs を、IA 型コラーゲンを塗布した 12 穴プレート (5×104 個/well) に播種し、

非妊娠及び妊娠 17 日のウシ EVs をそれぞれ単独処置 (10 µg/well)、または NF-kB インヒビターの選

択的 IkBキナーゼ阻害剤 (TPCA1) (20 nM/well, ab14522, Abcam) を共処置し、無血清 DMEM/F12培養

液で 48 時間培養した。培養後、細胞を回収し、その後の解析を行った。 

 

1-6. RNA配列決定、データ、遺伝子オントロジー、および経路分析 

	 プロトコールに従い、ISOGEN (Nippon Gene) を用いて、EECsからトータル RNAを抽出した。その

後、TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit (Illumina) を用いて、ハイスループット配列決定ライブ

ラリーを作成し、Macrogen Japanにて、解析を行った。一次配列データは、DNA data bank of Japan (DDBJ) 

配列リードアーカイブに保存した (DRR174782-DRR174790)。ショートリードデータのレファレンスゲ

ノム (bosTau8) に対するアラインメントには TopHat を用いた。さらに Cufflinks を用いたデータ処理

によって、個々の転写産物の再構築を行い、遺伝子発現レベルの定量結果を FPKM (Fragments per 

kilobase of exon per million mapped sequence reads) 正規化により算出するとともに、FPKMが 1以下の

ものは取り除いた。その後、Enrichr ツール (http://amp.pharm.mssm. edu/Enrichr/) を用いて、遺伝子オ

ントロジー (GO) 解析とエンリッチシグナル伝達経路解析を行った。さらに、本実験にて得られた

RNA-seqのデータセットを、妊娠 15 日のウシ胚と共培養した子宮内膜外植片のデータセットと 53,54) 、

IFNT を処置した EECs から得られた RNA-seq のデータセット (DRR083698-DRR083699) 55) と比較し

た。 
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1-7. リアルタイム RT-PCR解析 

添付のプロトコールに従い、ISOGEN (Nippon Gene) を用いて、EECs からトータル RNA を抽出し

た。抽出したトータル RNA (100 ng) を用いて、第 1章、第 1節、1-8、第 2章、第 1節、1-7と同様の

方法、条件にて解析した。また、ACTB、GAPDHは第 1章、第 1節、1-8、第 2章、第 1節、1-7と同

様のプライマーを用いた。BIRC3、CD40、CSF2、CXCL2、CXCL3、CXCL5、IL6、MMP9、NFKBIA、

TNFAIP3のプライマーの配列は以下に示す通りである。 

BIRC3 
S 5’-TCCAGATGTGGCCGTTGACT-3’ 

AS 5’-CCTTCGGTTCCCAATTGCTC-3’ 

CD40 
S 5’-CGGTAAAGGCGAATTCTTGTCC-3’ 

AS 5’-GCCTTCGACACATACACAAGTG-3’ 

CSF2 
S 5’-GAATGACACAGAAGTCGTCTCTG-3’ 

AS 5’-AAGGAGCCCATGAGACTAGTG-3’ 

CXCL2 
S 5’-AGAAGCTCTTGGATGGCTGTTCCA-3’ 

AS 5’-AGATGGCCTTAGGAGGTGGTGATT-3’ 

CXCL3 
S 5’-ACTGTGGCCAAACCGAAGTC-3’ 

AS 5’-TTGGTGCTGCCCTTGTTTAG-3’ 

CXCL5 
S 5’-TCGCCACTATGAGACTGCTATC-3’ 

AS 5’-AACGCAGCTCTCTCACAACG-3’ 

IL6 
S 5’-ACCGAAGCTCTCATTAAGCG-3’ 

AS 5’-TTCTGCCAGTGTCTCCTTGC-3’ 

MMP9 
S 5’-CCCGGATCAAGGATACAGCC-3’ 

AS 5’-GGGCGAGGACCATACAGATG-3’ 

NFKBIA 
S 5’-TCCTGCACTTAGCCATCATCC-3’ 

AS 5’-TCTGGCTGGTTAGTGATCACAG-3’ 
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TNFAIP3 
S 5’-TTGCAACATCCTCAGAAGGC-3’ 

AS 5’-AAATCCCACCCACCTTCAGAG-3’ 

 

1-8. ウエスタンブロット解析 

第 1章、第 1節、1-9、第 2章、第 1節、1-8と同様の方法で EVs及び EECsからタンパク質を抽出

し、サンプルを調製した。1次抗体には、抗 CD63抗体 (第 1章、第 1節、1-9、第 2章、第 1節、1-8

と同様)、抗 HSP70抗体  (第 1章、第 1節、1-9、第 2章、第 1節、1-8と同様)、抗 ACTB抗体  (第 2

章、第 1節、1-8と同様)、抗 CD40L抗体 (1:100, ARP33831_P050, Aviva Systems Biology)、抗 TNFA抗

体  (1:1000, GTX38917, GeneTex)、抗 NF-kB p65抗体 (1:1000, C22B4, Cell signaling Technology)、抗 NF-

kB p65抗体 (acetyl K310) (1:1000, ab19870, Abcam) を用いた。得たバンドをデンシトメトリーにより

数値化し、目的バンド値を、HSP70値または NF-kB p65値で補正することにより、各サンプル間のタ

ンパク質量の比を求めた。 

 

1-9. 統計処理 

	 リアルタイム RT-PCR 解析の結果を平均値 ± 標準誤差で示した。有意差検定には、Tukey-Kramer 

多重比較を行い、危険率 5 % (p＜0.05) をもって統計学的に有意差があるものと判定した。 

 

 



 40 

第 2節  実験結果 

 

2-1. ウシ子宮灌流液における EVsの同定 

非妊娠及び妊娠 17 日のウシ子宮灌流液から EVsを単離し、EVsマーカータンパク質 CD63、HSP70

の発現を調べたところ、全サンプルで陽性であった (図 12 A)。また、直径 50-150 nmの EVs像が検出

された (図 12 B)。さらに、非妊娠及び妊娠 17 日の粒子径は、非妊娠 17 日の EVsで平均 116.4 nm、

標準偏差 50.2 nm、妊娠 17 日の EVsで平均 108.9 nm、標準偏差 39.4 nmであった (図 12 C)。これら

の結果から、ウシの胚着床期の子宮腔に EVsが存在することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12. 非妊娠及び妊娠 17日のウシ子宮灌流液から単離された EVsの特徴 

(A) ウエスタンブロット解析にて、C17、P17 のウシ子宮灌流液から単離した EVs における EVs マー

カータンパク質 CD63、HSP70の発現を調べた (n=3)。3つの異なる実験結果より代表的なデータを示

した。(B) 透過型電子顕微鏡により、子宮灌流液中の EVs像を確認した。スケールバーはそれぞれ 400 

nm (左) と 200 nm (右) を示す。(C) ナノ粒子解析を用いて、C17、P17のウシ子宮灌流液中に存在する

粒子径のサイズの範囲を調べた。図は、それぞれのサンプルの粒子径の大きさを示す。  
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2-2. 非妊娠ウシ EVsの EECsへの作用 

非妊娠 EVs の EECs への作用を検証した。非妊娠の子宮灌流液から単離したウシ EVs を、EECs へ

処置し 48 時間培養後、これら細胞の全転写産物を RNA-seq にて解析し、合計 9164 個の転写産物を

同定した。非妊娠 EVsの処置により、未処置群と比べて、同定した全転写産物のうち、8 個の遺伝子

発現が上昇しており、11 個の遺伝子発現が減少していた (q＜0.05) (図 13 A)。一方、非妊娠 EVs処置

群と未処置群をペアプロット比較したところ、EECsにおける発現変動遺伝子 (DEGs) は、非常に少な

かった (図 13 B)。 

 

図 13. 非妊娠のウシ子宮内 EVsの EECsの転写産物への作用 

EECsは、C17のウシ EVs (10 µg) の処置とともに、または無処置 (Control) で 48時間培養され、その

後、これら細胞の転写産物を RNA-seqにて解析した。データは、3つの異なる in vitro実験から得られ

た。(A) EECsにて、無処置群と比べ、C17のウシ EVsの処置により相対発現量が 2倍以上変化してい

る DEGsが、19個同定された (q＜0.05 vs. Control)。(B) 図は、無処置群と C17の EVs処置群のグルー

プ間のペアプロット比較と各グループの密度プロットを表している。また、数字は、無処置群と C17

のウシ EVs処置群のグループ間の相関係数を示す。 
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2-3. 胚から放出されたウシ EVsの EECsに対する作用 

第 1章と第 2章により、胚着床周辺期のヒツジやウシの子宮腔内には EVsが存在し、それらが子宮

内膜に作用していることが示された。本実験では、子宮内膜において、胚により発現が誘導される転

写産物の検証を行った。はじめに、非妊娠及び妊娠 17 日のウシ EVs をそれぞれ EECs に処置し、48 

時間培養後、これら細胞における全転写産物を RNA-seqにて解析し、未処置群と比べて、発現量が 2.0 

倍以上変化しているDEGsを抽出した (q＜0.05)。未処置群と比べて発現量が 2.0 倍以上変化したDEGs

は、非妊娠の EVsで 9 個、妊娠 17 日の EVsで 140 個だった。次に、これら DEGsを妊娠 15 日のウ

シ胚と共培養した子宮内膜組織片から得られた RNA-seq のデータセット 53,54) と比較した。その結果、

妊娠 17 日のウシ EVs処置群と妊娠 15 日のウシ胚共培養群との間で、41 個の DEGsが共通していた 

(図 14 A)。このことは、EECsの 41 個の DEGsが胚から分泌された EVsにより制御されていることを

示唆している。さらに、これら 41 個の DEGs をエンリッチシグナル伝達経路解析と GO 解析に供し

たところ、最も関連性の高いシグナル伝達経路および生物学的機能として、それぞれ「インターフェ

ロンシグナル伝達」と「I型インターフェロンに対する細胞応答」が同定された (図 14 B)。 

  



 43 

図 14. 胚由来 EVsの EECsにおける転写産物への作用 

(A) ベン図は、EECsにて、無処置群と比べて、C17及び P17のウシ EVsとウシ胚の処置によりそれぞ

れ相対発現量が 2倍以上変化している DEGsを示す (q＜0.05 vs. Control)。このうち、P17の EVsとウ

シ胚処置群との間で、41の転写産物 (赤長方形) が共通していた。(B) P17の胚由来のウシ EVs処置に

より EECs で発現が上昇した 41 個の転写産物をエンリッチシグナル伝達経路解析と GO 解析に供し、

これら DEGsの機能性を分類した。  
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2-4. ウシ EVsの IFNT非依存的な作用 

胚は着床期に、IFNTとは別の経路を介しても子宮内膜の転写産物の発現を誘導することが知られて

いるが 53) 、その発現制御機構や作用機序は不明である。そこで、胚着床期における EVsが、IFNT非

依存的にも、子宮内膜の転写産物の発現を誘導していると仮定し、EVs の IFNT 非依存的な作用につ

いて検証を行った。前述の非妊娠及び妊娠 17 日のウシ EVs処置群で、未処置群と比べて発現量が 2.0 

倍以上変化した DEGs を、IFNT の処置により EECs で 2.0 倍以上変化した 114 個の DEGs 55) と比較

し、妊娠 17 日のウシ EVsの処置により、IFNT非依存的に変動する 82 個の DEGsを同定した (図 15 

A)。これら 82 個の DEGs をエンリッチシグナル伝達経路解析と GO 解析に供し、最も関連性の高い

シグナル伝達経路および生物学的機能として、それぞれ「腫瘍壊死因子 (TNF) シグナル伝達経路」と

「炎症反応」を同定した (図 15 B)。詳細を表 1と表 2にまとめた。さらに、TNFシグナル伝達経路関

連因子として抽出された 9 個の因子 CXCL2、CXCL3、CXCL5、CSF2、NFKBIA、TNFAIP3、IL6、BIRC3、

MMP9 発現をリアルタイム RT-PCR 解析で調べたところ、RNA-seq 解析の結果と類似し、EECs では、

TNFシグナル伝達経路関連因子の発現が上昇していることが明らかになった (図 15 C)。 

 

2-5. ウシ EVsの NF-kBシグナル経路を介した TNF関連因子への作用 

EECs とウシ EVs の TNF 受容体とリガンドの発現について検証した。前述の妊娠 17 日のウシ EVs

の処置により、IFNT非依存的に発現が変化していた 82 個の DEGsの中から、TNF受容体を探したと

ころ、TNF受容体スーパーファミリーの CD40が含まれていた (図 16 A)。さらに、CD40発現をリア

ルタイム RT-PCR 解析で調べたところ、RNA-seq 解析の結果と同様に、その発現が上昇していた (図

16 A)。この結果から、EECsにおいて、妊娠 17 日のウシ EVsの処置により、TNF受容体である CD40

の発現が、IFNT非依存的に上昇することが明らかになった。さらに、妊娠 17 日の EVsには、非妊娠

の EVsと比べて、CD40と結合する CD40リガンドタンパク質が多く存在していた (図 16 B)。しかし

ながら、TNFA発現は検出できなかった。次に、EECsにおいて、ウシ EVsがどのようなシグナル経路

を介して TNF 関連因子の発現を上昇させているのかを検証した。CD40 と CD40 リガンドの結合は、

NF-kBシグナル経路を活性化することが報告されている 56) 。そこで、妊娠 17 日のウシ EVsの子宮内
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膜上皮細胞における NF-kBシグナル経路への作用を検証した。妊娠 17 日のウシ EVsを EECsに添加

し、48 時間培養後、ウエスタンブロット解析にて、トータル NF-kBと NF-kBのアセチル化を調べた

ところ、妊娠 17 日のウシ EVs処置により、NF-kBシグナル経路が活性化した (図 16 C)。CD40Lを含

む妊娠 17 日ウシ EVsの NF-kBシグナル経路に対する効果をさらに調べるために、NF-kBインヒビタ

ーTCPA1 を用いて検証した。その結果、妊娠 17 日のウシ EVs 処置による TNF 関連因子 CXCL2、

CXCL3、CXCL5、CSF2、NFKBIA、TNFAIP3、IL6、BIRC3、MMP9の発現上昇は、NF-kBインヒビター

により抑制された (図 16 D)。 

表 1. P17のウシ EVsにより IFNT非依存的に発現が誘導されるエンリッチシグナル伝達経路関連因子 

表 2. P17のウシ EVsにより IFNT非依存的に発現が誘導される GOとその関連因子  

Enrichment pathway P-value Genes

Up-regulation

TNF signaling pathway 1.08E-10 NFKBIA, IL6, CSF2, TNFAIP3, CXCL3, MMP9, CXCL2, CXCL5, BIRC3

NOD-like receptor signaling pathway 3.57E-08 NFKBIA, IL6, CXCL8, TNFAIP3, CXCL2, BIRC3

Cytokine-cytokine receptor interaction 2.40E-07 IL22RA1, CD40, IL6, CSF2, CXCL8, CXCR4, CXCL3, CXCL2, CXCL5

Transcriptional misregulation in cancer 1.53E-07 CD40, IL6, CSF2, CXCL8, NFKBIZ, PLAT, MMP9, BIRC3

NF-kappa B signaling pathway 6.82E-07 NFKBIA, CD40, CXCL8, TNFAIP3, CXCL2, BIRC3

Legionellosis 1.11E-06 NFKBIA, IL6, CXCL8, CXCL3, CXCL2

Chemokine signaling pathway 3.02E-06 NFKBIA, CXCL8, CXCR4, ARRB1, CXCL3, CXCL2, CXCL5

Salmonella infection 1.02E-05 IL6, CSF2, CXCL8, CXCL3, CXCL2

Rheumatoid arthritis 1.28E-05 IL6, CSF2, CXCL8, MMP1, CXCL5

Intestinal immune network for IgA production 2.00E-05 PIGR, CD40, IL6, CXCR4

GO_BP Term P-value Genes

Up-regulation

Inflammatory response 1.16E-08 PTGFR, CD40, IL6, NCR3, CXCL8, CXCR4, CXCL3, CXCL2, CXCL5, APOL3

Response to molecule of bacterial origin 4.01E-08 CD40, IL6, CXCL8, TNFAIP3, CXCL3, CXCL2, CXCL5

Response to lipopolysaccharide 5.05E-08 CD40, IL6, CXCL8, ZC3H12A, TNFAIP3, CXCL3, CXCL2, CXCL5

Regulation of leukocyte chemotaxis 5.76E-08 CD40, IL6, CXCL8, ZC3H12A, TNFAIP3, CXCL3, CXCL2, CXCL5

Positive regulation of leukocyte migration 1.09E-07 CXCL5, CXCL3, CXCL2, NFKBIA, CXCL8, CD40

Regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling 4.13E-07 NFKBIA, CD40, ECM1, ZC3H12A, TNFAIP3, APOL3, BIRC3, LTF

Positive regulation of chemotaxis 6.17E-07 IL6, CXCL8, CXCL3, CXCL2, CXCL5

Cytokine-mediated signaling pathway 1.13E-06 IL22RA1, NFKBIA, CD40, IL6, CSF2, CXCL8, MMP1, CXCL3, MMP9, CXCL2, 
CXCL5, BIRC3

Positive regulation of neutrophil chemotaxis 1.38E-06 CXCL8, CXCL3, CXCL2, CXCL5

Positive regulation of neutrophil migration 1.63E-06 CXCL8, CXCL3, CXCL2, CXCL5
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図 15. 妊娠 17日のウシ EVsの EECsにおける IFNT非依存的な作用 

(A) ベン図は、EECsにて、無処置群と比べて、C17及び P17のウシ EVsと IFNTの処置によりそれぞ

れ相対発現量が 2倍以上変化している DEGsを示す (q＜0.05 vs. Control)。このうち、82個の転写産物 

(赤長方形) が、P17のウシ EVs処置でのみ発現が上昇した。(B) P17のウシ EVs処置でのみ EECsで発

現が上昇した 82個の転写産物をエンリッチシグナル伝達経路解析と GO解析に供し、これら DEGsの

機能性を分類した。(C) P17 のウシ EVs 処置または無処置によりそれぞれ培養された EECs における

TNF シグナル伝達経路関連因子 CXCL2、CXCL3、CXCL5、CSF2、NFKBIA、TNFAIP3、IL6、BIRC3、

MMP9の倍率変化を RNA-seq解析とリアルタイム RT-PCR解析で示した (n=3)。 

A B

0 5 10

Intestinal immune network for IgA production
Rheumatoid arthritis
Salmonella infection

Chemokine signaling pathway
Legionellosis

NF-kappa B signaling pathway
Transcriptional misregulation in cancer
Cytokine-cytokine receptor interaction
NOD-like receptor signaling pathway

TNF signaling pathway

Pathway analysis (Up-regulated)

0 3 6 9

Positive regulation of neutrophil migration
Positive regulation of neutrophil chemotaxis

Cytokine-mediated signaling pathway
Positive regulation of chemotaxis

Regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling
Positive regulation of leukocyte migration

Regulation of leukocyte chemotaxis
Response to lipopolysaccharide

Response to molecule of bacterial origin
Inflammatory response

Go (Up-regulated)

-Log10(p-value)

-Log10(p-value)

7 82

0

2

0
56

58

C17 EVs P17 EVs

IFNT



 47 

0

0.5

1

1.5

2

Int P17 EVs

B

CD40L

HSP70

C17 EVs P17 EVs

R
el

at
iv

e 
le

ve
l

(C
D

40
L/

H
S

P
70

)
0

1

2

3

qPCR RNA-seq 

CD40

Fo
ld

 c
ha

ng
e

lo
g2

(P
17

/C
on

tr
ol

)

A

D

0

1

2

3

4

5
BIRC3

P17 EVs − − + +
NF-kB inhibitor − − ++

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 le

ve
ls

0

1

2

3

CSF2

− − + +

− − ++

0

3

6

9

12

15
CXCL2

− − + +

− − ++

0

2

4

6

8

10
CXCL3

− − + +

− − ++

0

5

10

15

20

25

30
CXCL5

P17 EVs − − + +
NF-kB inhibitor − − ++

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 le

ve
ls

0

1

2

3

4

5

6
IL6

− − + +

− − ++

0

1

2

3

4
MMP9

0

2

4

6

8

10

12
NFKBIA

− − + +

− − ++

0

2

4

6

8
TNFAIP3

− − + +

− − ++

P17 EVs − − + +
NF-kB inhibitor − − ++

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 le

ve
ls

a

c

b b

a
a a

b

a
a a

b

a
b b

c

a b b

c

a a
a

b

a

a
b b

c

a a

b

a
b b

c

*

C

acetylated- NF-kB

total-NF-kB

Control P17 EVs

R
el

at
iv

e 
le

ve
l

(a
ce

ty
la

te
d-

/t
ot

al
-N

F-
kB

)

ACTB

0

1

2

3

Int P17 EVs

*



 48 

図 16. ウシ EVs内 CD40Lの EECsにおける NF-kBの活性化に対する作用 

(A) P17のウシ EVs (10 µg) の処置または無処置でそれぞれ 48時間培養された EECsにおける CD40

の倍率変化を RNA-seq解析とリアルタイム RT-PCR解析で示した (n=3)。(B) ウエスタンブロット解

析にて、C17及び P17のウシ EVsにおける CD40Lタンパク質の発現を調べた (n=3)。3つの異なる

実験結果より代表的なデータを示した。棒グラフは、HSP70タンパク質の発現量で補正された

CD40Lタンパク質の発現量を示す (p＜0.05 vs. C17 EVs)。(C) ウエスタンブロット解析にて、P17の

ウシ EVs処置または無処置によりそれぞれ培養された EECsにおけるトータル NF-kBタンパク質と

アセチル化した NF-kBタンパク質の発現を調べた (n=3)。3つの異なる実験結果より代表的なデータ

を示した。棒グラフは、トータル NF-kBタンパク質の発現量で補正されたアセチル化した NF-kBタ

ンパク質の発現量を示す (p＜0.05 vs. control)。(D) EECsの NF-kBシグナル経路を介した TNF関連因

子に対する EVsの作用を検証した。EECsは、無処置、P17のウシ EVs (10 µg) 処置のみ、またはこ

れに加えて TCPA1 (20 nM, NF-kBインヒビター) の処置とともに 48時間培養された。その後、リア

ルタイム RT-PCR解析を用いて、TNF関連因子の EECsにおける mRNA量を求め、無処置の値を 1

とした相対値で示した (n=3)。グラフは、平均値±標準誤差で示し、アルファベットの違いは TNF

関連因子の発現量の差を示す (p<0.05)。  
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第 3節  考察 

 

本研究では、ウシ子宮腔内 EVsが、胚着床時において、IFNTとは別の経路を介し、子宮内膜に対し

て、作用していることを示した。妊娠 17 日のウシ EVsが、IFNT非依存的に EECsの 82 個の転写産

物の発現を誘導し、その中の多数は「TNFシグナル伝達経路」および「炎症反応」と関連していた。

また、EECsでは、妊娠 17 日のウシ EVsの処置により、TNF受容体スーパーファミリーの CD40発現

が、IFNT非依存的に上昇した。妊娠 17 日のウシ EVsには、非妊娠の EVsに比べて、CD40と結合す

る CD40リガンドタンパク質が多く存在していた。さらに、妊娠 17 日のウシ EVsの処置による EECs

の TNFシグナル伝達経路関連因子の遺伝子発現の上昇が、NF-kBインヒビターにより抑制された。こ

れら結果により、子宮腔に存在する妊娠 17 日のウシ EVs は、EECs において、IFNT 非依存的に

CD40L/CD40/NF-kB経路を介した炎症反応を引き起こすことが示唆された。 

第 2章にて、妊娠 17、20、22 日の IFNTを含むウシ EVsが、EECsにおいて、IFN応答因子 ISG15、

MX1、MX2、STAT1、STAT2の遺伝子発現を誘導していることを示した 42) 。本研究では、さらに、胚か

ら放出された EVsの子宮内膜に対する作用を検証するため、非妊娠及び妊娠 17 日のウシ EVsと妊娠

15 日のウシ胚をそれぞれ処置した子宮内膜の DEGs を比較した 53,54) 。その結果、41 個の DEGs が、

妊娠 17 日のウシ EVs処置群と妊娠 15 日のウシ胚処理群との間で共通しており、その中の多数は「イ

ンターフェロンシグナル伝達」および「I型インターフェロンに対する細胞応答」と関連していた。こ

の結果は、第 1章及び第 2章の IFNTを含む EVsを処置した ECCsにおいて IFN応答因子の遺伝子発

現が上昇することと一致しており、胚着床周辺期に、IFNTを含む胚から放出された EVsが、子宮内膜

に作用するとの可能性を支持している。 

RNA-seq 解析により、非妊娠 EVs を処置した EECs で、合計 9164 個の転写産物が同定された。そ

の中で、未処置群と比較し、8 個の因子 MMP2、CPNE8、KRT17、COL1A2、MAGE4B、COLIA1、CXCL5、

LY6Eの発現が上昇し、11 個の因子 PLAC8、RTKN2、LIMD1 MIR2309、PHOSPHO1、HSD3B1、CTHRC1、

TNFAIP2、FRMD4A、SLCO2A1、TRRAPの発現が、減少していた。一方で、非妊娠 EVs処置群と未処

置群とのペアプロット比較は、DEGsの相関係数を 0.99と示し、非妊娠 EVsの EECsへの作用は、非



 50 

常に限定的である。しかしながら、変動する因子数は少ないながら、これら DEGs の中に、胚着床に

適した子宮内環境を調整している可能性のある因子が見られる。例えば、PLAC8は、免疫、分化、増

殖など、さまざまな生理的機能に関与し、IFNTにより、その発現が誘導されることが報告されている

57,58) 。一方、本研究では、EECsにおける PLAC8の発現は、非妊娠の EVsにより抑制されていた。こ

れらの結果は、子宮内膜または伸長した胚から放出された EVsが、オートクリンまたはパラクリンに、

細胞間のコミュニケーションに関与していることを示している。 

ヒツジ IFNT、人工授精 (AI) により作出されたウシ胚、体外受精・胚移植 (IVF-ET) により作出さ

れたウシ胚を、それぞれウシ子宮内膜組織片に処置し、そこから得られた転写産物を比較することで、

IFNT非依存的に変動する DEGsが同定された 53,54) 。これら DEGsを本研究にて同定した IFNT非依存

的に変動する 82 個の DEGsと比較したところ、BIRC3と ECM1 のみが、共通の転写産物として見つ

かった。それぞれの実験で、培養時間、妊娠期間等の条件が異なっていたことが、共通する因子数が

少なかった理由として推察される。異なる研究から得られた実験結果を比較する場合は、双方の実験

条件をできるだけ合わせることで、より精度の高い新知見が得られると考えられる。 

CD40は単球、樹状細胞、B細胞など、様々な免疫細胞の細胞表面で発現している。また、CD40Lが

CD40 に結合することで、細胞内 NF-kB 経路シグナル伝達が活性化し、免疫および炎症反応が起こる

ことが報告されている 59,60) 。本研究では、妊娠 17 日のウシ EVsと妊娠 17 日のウシ EVsが処置され

た EECsにて、それぞれ CD40Lとその受容体 CD40が見つかった。また、妊娠 17 日のウシ EVsは、

EECsの NF-kBの活性化を誘導していることが明らかになった。さらに、NF-kBインヒビターにより、

妊娠 17 日の EVs の処置による TNF シグナル伝達経路関連因子の発現上昇が抑制された。加えて、

我々は、妊娠 20 日の子宮内ウシ EVsと比較し、妊娠 17 日の子宮内ウシ EVsの処置により、EECsに

て CD40の遺伝子発現が上昇することを見出している 61) 。これらの結果は、CD40Lを含む妊娠 17 日

のウシ EVsが、EECsや免疫細胞の表面に存在する CD40に結合することで、細胞内の NF-kB 経路を

活性化し、炎症反応を誘発している可能性を示している。 

	 哺乳類では、妊娠初期の段階で、着床成立に向け、子宮内膜内で炎症促進と抗炎症反応のバランス

が保たれている 62) 。本研究にて、妊娠 17 日のウシ EVsが、EECsにて、IFNTとは別の経路を介して
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「TNFシグナル伝達経路」と「炎症反応」を誘発したことを示した。胚は、子宮内膜とのコミュニケ

ーションにおいて、炎症反応を誘発するサイトカインを放出することが報告されている 63,64) 。これら

炎症反応を誘発するサイトカインは、他のサイトカインやケモカインの発現を増強し、さらに、発現

が増強したこれら因子が、マクロファージや樹状細胞などの免疫細胞を炎症部位に誘導する 65) 。これ

ら免疫細胞は、子宮腔内の NK 細胞の分化を促す因子を分泌するとともに、子宮内膜細胞を刺激する

ことで、胚が子宮内膜に着床するための接着分子を生成する。実際に、ヒトでは、脱落膜化を誘発す

るための適切な炎症反応が起こることで、着床が成立する 66) 。今回の実験結果やこれら知見から、妊

娠 17 日のウシ子宮内 EVsが、IFNT非依存的に子宮内膜の炎症反応を起こすことで、子宮内膜の受容

能の調節と胚着床を誘導していることが示唆された。 

結論として、本研究は、ウシ子宮腔内 EVsが、胚着床時において、IFNT非依存的にも子宮内膜に対

して、作用していることを明らかにした。 
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第 4節	 小括 

 

本章では、胚着床過程におけるウシ EVs の IFNT とは別の経路を介した EECs への作用について、in 

silico解析と in vitro試験にて検討を行い、以下の新知見を得た (本研究結果は、Reproduction, 159, 503-

511, 202067) に報告した)。 

 

(1) EECsでは、非妊娠のウシ EVsの処置により、未処置群と比べて、8 個の因子の遺伝子発現が上

昇し、11 個の因子の遺伝子発現が減少した。しかしながら、非妊娠 EVs処置と未処置との間で

は、EECsの遺伝子発現にほとんど違いがなかった。 

 

(2) 妊娠 17 日のウシ EVs 処置群と妊娠 15 日のウシ胚処理群との間で 41 個の DEGs が共通してい

た。その中の多数は「インターフェロンシグナル伝達」および「I 型インターフェロンに対する

細胞応答」と関連していた。 

 

(3) 妊娠 17 日のウシ EVs が、IFNT とは別の経路を介して EECs の 82 個の転写産物の発現を誘導

し、その中の多数は「TNFシグナル伝達経路」および「炎症反応」と関連していた。 

 

(4) EECsでは、妊娠 17 日のウシ EVsの処置により、TNF 受容体スーパーファミリーの CD40発現

が、IFNT非依存的に上昇した。妊娠 17 日のウシ EVsには、非妊娠のウシ EVsに比べ、CD40と

結合する CD40リガンドタンパク質が多く存在した。 

 

(5) 妊娠 17 日のウシ EVsは、EECsの NF-kBの活性化を誘導した。さらに、ウシ EVsの処置による

TNF シグナル伝達経路関連因子の遺伝子発現の上昇は、NF-kB インヒビターにより抑制された。 
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第 4章	 ウシ子宮内 EVsの miRNAの胚着床時における役割 

 

ここまでを総括すると、着床周辺期の反芻動物の子宮腔内には EVsが存在し、それらが子宮内膜に

作用していることを見出した。さらに、ウシ子宮内 EVsは、IFNTとは独立した経路を介しても、子宮

内膜に対して作用していることを明らかにした。しかしながら、胚着床期において、EVs 内のどの因

子が、子宮内膜に対して作用しているのかは不明である。特に、EVs中の miRNAは、生体内において

様々な現象に関与していることが報告されており 68) 、胚着床を促進する上でも、重要な役割を担って

いることが考えられる。そこで、本章では、胚着床前の妊娠 17 日と胚着床直後の 20 日のウシ EVsを

用いて、胚着床期における EVs中の因子、特に miRNAの子宮内膜に対する作用について検証した。 

 

第1節	 実験材料及び実験方法 

 

1-1. ウシ子宮灌流液の回収 

第 2章、第 1節、1-1、第 3章、第 1節、1-1と同様の方法で、妊娠 17、20 日のウシ子宮灌流液を回

収した。 

 

1-2. ウシ子宮灌流液からの EVsの単離 

	 第 2章、第 1節、1-2、第 3章、第１節、1-2と同様の方法で、妊娠 17、20 日のウシ子宮灌流液から

EVsを単離した。 

 

1-3. 透過型電子顕微鏡 

第 1章、第１節、1-3、第 2章、第 1節、1-3、第 3章、第１節、1-3と同様の方法で、PBSに懸濁し

たウシ EVsを透過型電子顕微鏡にて撮影した。 

 

1-4. ナノ粒子解析法 
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	 第 1章、第１節、1-4、第 2章、第 1節、1-4、第 3章、第１節、1-4と同様の方法で、ウシ子宮灌流

液から単離し、PBS中に懸濁した EVs (2-6×108 個/ml) を、ナノ粒子解析し、各可視粒子を追跡ビデオ

で 30 秒間録画した。その後、Stokes-Einstein方程式を用いて、サンプル中の粒子のサイズ分布と数 (濃

度) を決定した。 

 

1-5. EECsの培養条件 

ウシ EECsの単離及び培養は第 2章、第１節、1-6、第 3章、第１節、1-5と同様の方法で行った。 

in vitro 試験では、EECs を、IA 型コラーゲンを塗布した 12 穴プレート (5×104 個/well) に播種し、

妊娠 17、20 日のウシ EVsをそれぞれ単独処置 (10 µg/well) し、無血清 DMEM/F12培養液で 48 時間

培養した。また、miRNAを EECsに導入するために、プロトコールに従い、合成 bta-miR-98 (45 pmol/well、

mirVana miRNA Mimic、MC10426、Thermo Fisher Scientific) または対照群として非標的コントロール

miRNA  (45 pmol/well、mirVana miRNA Mimic、4464059、Thermo Fisher Scientific) を、LipofectamineTM 

RNAiMAX試薬 (3 µl/well、Thermo Fisher Scientific) を用いて、EECsに導入した。培養後、細胞を回収

し、その後の解析を行った。 

 

1-6. RNA配列決定、データ、遺伝子オントロジー、および経路分析 

	 第 3章、第１節、1-6と同様の方法で、妊娠 17、20 日のウシ EVsを添加した EECsの全転写産物を

調べるために、RNA-seq 解析を行った。一次配列データは、DDBJ 配列リードアーカイブに保存した  

(DRR174788-DRR174793)。 

 

1-7. miRNA配列決定 

	 プロトコールに従い、SeraMir Exosome RNA増幅キット (System Biosciences) を用いて、妊娠 17、

20 日のウシ EVs から RNA を抽出した。その後、TailoMix Gel-Free miRNA Sample Preparation Kit 

(SeqMatic) を用いて、miRNAライブラリーを作成した。Illumina Hiseq 2500にて、50 bp シングルエン

ドリードの条件でシークエンスし、RNA配列を決定した。得られたリードを Bowtieによって基準配列
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にアラインメントした、さらに、featureCountsを用いて、既知の miRNAデータベース (miRBase22.1) 

に、アラインメントされたリードの分類を行った。さらに、edgeRを用いて、遺伝子発現レベルの定量

結果を RPKM (reads per kilobase of exon per million) 正規化により算出した。一次配列データは、DDBJ

配列リードアーカイブに保存した (DRR174798-DRR174799)。 

 

1-8. リアルタイム RT-PCR解析 

プロトコールに従い、ISOGEN (Nippon Gene) を用いて、EECsからトータル RNAを抽出した。抽出

したトータル RNA (100 ng) を用いて、第 1章、第 1節、1-8、第 2章、第 1節、1-7、第 3章、第 1節、

1-7 と同様の方法、条件にて解析した。また、ACTB、GAPDH は第 1 章、第 1 節、1-8、第 2 章、第 1

節、1-7、第 3章、第 1節、1-7と、CD40、CSF2、IL6、NFKBIAは第 3章、第 1節、1-7と同様のプラ

イマーを用いた。ARRB1、CASP4、CFB、CTSC、CYBA、GBP4、IER3、IFI27、IKBKE、IL1RN、LGALS9、

LTF、MX2、NCR3、PSMC6、RSAD2、TNFAIP3、のプライマー配列は以下に示す通りである。 

ARRB1 
S 5’-ACGCGGGTGTTCAAGAAGG-3’ 

AS 5’-ATACTCCGGATCCACAAGAACC-3’ 

CASP4 
S 5’-TCCTTGGAATGAAGCAGCTG-3’ 

AS 5’-CACGTGCAGCAAATTTCCAC-3’ 

CFB 
S 5’-AACGGCCATCTGTGATGATG-3’ 

AS 5’-AGTAGGTGACACGGTCTTCAAG-3’ 

CTSC 
S 5’-ATACCTCGGAGAACGTGAACG-3’ 

AS 5’-CAGTCCAAGACTTCTGAATGGC-3’ 

CYBA 
S 5’-TCAGTTCACCCAGTGGTACC-3’ 

AS 5’-TTCTGTCCACACCTCTCCATG-3’ 

GBP4 
S 5’-AAGATGAGTACCTGGAGAGTGC-3’ 

AS 5’-CTTGCAGGACGGTCAAAGAC-3’ 
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IER3 
S 5’-TCCCGAGATCTTCACCTTCG-3’ 

AS 5’-GGTTCGGTTCCTCGACTGG-3’ 

IFI27 
S 5’-GAATCACTGCCTCCTCCTTG-3’ 

AS 5’-CCCACCAAGAGTTTGGATGA-3’ 

IKBKE 
S 5’-GGCAGATTACAGCACAGCTAAG-3’ 

AS 5’-AGCATCTCCACGAACCAGTG-3’ 

IL1RN 
S 5’-TCCACGGTTACCTAATCTGTC-3’ 

AS 5’-CAGCAACTAATTGGTTATTCCTC-3’ 

LGALS9 
S 5’-AGGTACAGAGCTCAGAGTTCAG-3’ 

AS 5’-TTCTGGAAGCTGATGGAGGAC-3’ 

LTF 
S 5’-GGAAGCAGATGCCCTGAACT-3’ 

AS 5’-AGGTACCCTTCCGTTGGTCT-3’ 

MX2 
S 5’-CAGAGACGCCTCAGTCGAAG-3’ 

AS 5’-GAGACGTTTGCTGGTTTCCATG-3’ 

NCR3 
S 5’-AGAGCTCCAACTCACGCTTATC-3’ 

AS 5’-TGGATTGGGATGGATTGGAAGG-3’ 

PSMC6 
S 5’-GGCAGATTGTGGGTGAAGTAC-3’ 

AS 5’-GCAACTCTTGTTCCTGGCTTC-3’ 

RSAD2 
S 5’-GTGGTTCCAGAAGTACGGTGA-3’ 

AS 5’-CTTCTTTCCTTGACCACGGC-3’ 

TNFAIP3 
S 5’-TTGCAACATCCTCAGAAGGC-3’ 

AS 5’-AAATCCCACCCACCTTCAGAG-3’ 
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1-9. ウエスタンブロット解析 

第 1章、第 1節、1-9、第 2章、第 1節、1-8、第 3章、第 1節、1-8と同様の方法で EVs及び EECs

からタンパク質を抽出し、サンプルを調製した。1次抗体には、抗 CD63抗体 (第 1章、第 1節、1-9、

第 2章、第 1節、1-8、第 3章、第 1節、1-8と同様)、抗 HSP70抗体 (第 1章、第 1節、1-9、第 2章、

第 1節、1-8、第 3章、第 1節、1-8と同様)、抗 ACTB抗体 (第 2章、第 1節、1-8、第 3章、第 1節、

1-8と同様)、抗 CTSC抗体 (1:2000, ab182904, Abcam)、抗 IL6抗体 (1:2000, ab193853, Abcam) を用い

た。得たバンドをデンシトメトリーにより数値化し、目的バンド値を、ACTB 値で補正することによ

り、各サンプル間のタンパク質量の比を求めた。 

 

1-10. 統計処理 

	 リアルタイム RT-PCR解析の結果を平均値 ± 標準誤差で示した。有意差検定には、t-検定を用いて、

危険率 5 % (p＜0.05) をもって統計学的に有意差があるものと判定した。 
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第 2節  実験結果 

 

2-1. ウシ子宮灌流液における EVsの同定 

	 妊娠 17、20 日のウシ子宮灌流液から EVsを単離し、EVsマーカータンパク質 CD63、HSP70の発現

を調べたところ、全サンプルで陽性であった (図 17 A)。また、直径 50-150 nmの EVs像が検出された 

(図 17 B)。これらの結果から、妊娠 17、20 日のウシ子宮腔に EVsが存在することが確認できた。 

図 17. 妊娠 17、20日のウシ子宮灌流液から単離された EVsの特徴 

(A) ウエスタンブロット解析にて、P17、P20 のウシ子宮灌流液から単離した EVs における EVs マー

カータンパク質 CD63、HSP70の発現を調べた (n=3)。3つの異なる実験より代表的なデータを示した。

(B) 透過型電子顕微鏡により子宮灌流液中の EVs像を確認した。スケールバーは 200 nmを示す。 

 

2-2. 胚着床前後の EVsを処置した EECsにおける転写産物の網羅的比較 

妊娠 17、20 日ウシ EVsを、EECsへ処置し 48 時間培養後、EECsの全転写産物を RNA-seqで解析

した。その結果、妊娠 20 日の EVsを処置した EECsで、妊娠 17 日の EVsを処置した細胞と比べて、

有意に発現量が上昇した DEGsを 67 個、減少した DEGsを 112 個、それぞれ同定した (q＜0.05) (図

18 A)。妊娠 20 日の EVs処置により、EECsで発現量が上昇した 67 個の DEGsをエンリッチシグナル

伝達経路解析と GO 解析に供したところ、最も関連性の高いシグナル伝達経路および生物学的機能と

して、それぞれ「コラーゲン原線維等の多量体構造の集合」と「タンパク質ヘテロ三量体化」が同定

された (図 18 B)。次に、妊娠 20日の EVs処置により、EECsで発現量が減少した 112 個の DEGsを

エンリッチシグナル伝達経路解析と GO 解析に供したところ、最も関連性の高いシグナル伝達経路お

CD63

HSP70

53 kDa

70 kDa

P17 P20

A B



 59 

よび生物学的機能として、それぞれ「免疫系」と「免疫応答」が同定された (図 18 B)。これらの解析

結果の中で、「免疫系」が最も有意に変化していることを示した。詳細を表 3と表 4にまとめた。さら

に、表 4の「免疫系」に関連する因子として抽出された 21個の因子について、リアルタイム RT-PCR

解析で調べた。21 個の転写産物のうち、NCR3以外の 20 個の因子 ARRB1、CASP4、CD40、CFB、CSF2、

CTSC、CYBA、GBP4、IER3、IFI27、IKBKE、IL1RN、IL6、LGALS9、LTF、MX2、NFKBIA、PSMC6、

RSAD2、TNFAIP3 の遺伝子発現は、RNA-seq 解析の結果と同様に、妊娠 20 日の EVs を処置すること

で、減少することが確認できた (図 18 C)。 

表 3. EECsにおける P17と P20の EVsにより誘導される GOとその関連因子 

表 4. EECsにおける P17と P20の EVsにより誘導されるエンリッチシグナル伝達経路と関連因子 

Enrichment pathway P-value Genes

Down-regulation

Immune System 4.01E-24 CD40, IL1RN, CSF2, RSAD2, MX2, TNFAIP3, CYBA, ARRB1, NFKBIA, IL6, NCR3, PSMC6, 
IFI27, CASP4, LGALS9, IKBKE, GBP4, CTSC, CFB, LTF, IER3

Cytokine Signaling in Immune system 6.19E-12 CD40, IL1RN, IL6, PSMC6, CSF2, RSAD2, IFI27, MX2, ARRB1, LGALS9, GBP4

Innate Immune System 5.15E-08 NFKBIA, PSMC6, CSF2, CASP4, TNFAIP3, ARRB1, IKBKE, CFB, IER3

Signaling by Interleukins 2.31E-06 IL1RN, IL6, PSMC6, CSF2, ARRB1, LGALS9

Adaptive Immune System 8.26E-06 NFKBIA, CD40, NCR3, PSMC6, CYBA, CTSC, IER3

Fc epsilon receptor (FCERI) signaling 4.59E-05 NFKBIA, PSMC6, CSF2, ARRB1, IER3

Signaling by NGF 8.52E-05 NFKBIA, PSMC6, CSF2, ARRB1, IER3

MAPK1/MAPK3 signaling 1.05E-04 IL6, PSMC6, CSF2, ARRB1

Interleukin-2 signaling 1.24E-04 PSMC6, CSF2, ARRB1, LGALS9

MAPK family signaling cascades 1.97E-04 IL6, PSMC6, CSF2, ARRB1

Up-regulation

Assembly of collagen fibrils and other multimeric structures 1.01E-06 COL1A1, COL3A1, COL1A2, COL6A2, COL6A1
Collagen biosynthesis and modifying enzymes 2.19E-06 COL1A1, COL3A1, COL1A2, COL6A2, COL6A1
Extracellular matrix organization 4.61E-06 COL1A1, COL3A1, COL1A2, SPARC, MMP2, COL6A2, COL6A1, FURIN
Collagen formation 9.67E-06 COL1A1, COL3A1, COL1A2, COL6A2, COL6A1
Scavenging by Class A Receptors 3.35E-05 COL1A1, COL3A1, COL1A2
Post-chaperonin tubulin folding pathway 5.29E-05 TUBB2B, TUBB6, TUBB3
Formation of tubulin folding intermediates by CCT/TriC 7.84E-05 TUBB2B, TUBB6, TUBB3
Prefoldin mediated transfer of substrate to CCT/TriC 9.92E-05 TUBB2B, TUBB6, TUBB3
Cooperation of Prefoldin and TriC/CCT in actin and tubulin folding 1.66E-04 TUBB2B, TUBB6, TUBB3

Metabolism of proteins 2.09E-04 DYNC1H1, TUBB2B, RPS28, TUBB6, TUBB3, MMP2, UBC, MLEC, FURIN, TGFBI, 
ADAMTS12, RENBP

GO_BP Term P-value Genes

Down-regulation

immune response 5.82E-08 CSF2, BOLA, CXCL5, CXCL3, CXCL2, CXCL8, CD40, TNFAIP3

inflammatory response 5.15E-07 NFKBIZ, CYBA, CASP4, CXCL5, PTGS2, CXCL3, CXCL2, CXCL8, CD40, PTGFR, 
ECM1

regulation of cell proliferation 1.27E-06 CDCA7, CXCL5, PTGS2, CXCL3, CXCL2, EGLN3, NFKBIA, CXCL8, CD40

antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class I 1.90E-06 BOLA

response to lipopolysaccharide 3.32E-05 CXCL5, CXCL3, CXCL2, NFKBIA, CXCL8, CD40

chemokine-mediated signaling pathway 3.02E-04 CXCL5, CXCL3, CXCL2, CXCL8

positive regulation of neutrophil chemotaxis 3.47E-04 CXCL3, CXCL2, CXCL8

cell chemotaxis 3.91E-04 CXCL5, CXCL3, CXCL2, SAA3

apoptotic process 7.77E-04 BCL2L15, CDCA7, CASP4, ARRB1, HMOX1, BCAP29, EGLN3, ZC3H12A

proteolysis 0.00186 PLAT, ECE1, CASP4, CFB, MMP9, LTF, MMP1

Up-regulation

protein heterotrimerization 5.20E-06 COL6A2, COL1A2, COL6A1, COL1A1
cellular response to amino acid stimulus 2.91E-05 COL3A1, COL1A2, COL6A1, COL1A1, MMP2
cytoskeleton organization 0.00345 TUBB2B, FITM2, TUBB6, TUBB3
collagen fibril organization 0.0061 COL3A1, COL1A2, COL1A1
regulation of blood pressure 0.00832 ACTA2, PTGS1, COL1A2
microtubule-based process 0.00929 TUBB2B, TUBB6, TUBB3
angiogenesis 0.01698 CTGF, TGFBI, PLCD1, MMP2
positive regulation of integrin-mediated signaling pathway 0.02009 LIMS2, FLNA
intramembranous ossification 0.02009 COL1A1, MMP2
cell proliferation 0.0209 HRAS, TGFBI, FURIN, MIF
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図 18. 着床前後のウシ EVsの処置による EECsにおける転写産物の発現変化 

EECsは、P17及び P20のウシ EVs (10 µg) の処置とともに 48時間培養され、その後、これら細胞の転

写産物を RNA-seqにて解析した。データは、3つの異なる in vitro実験から得られた。(A) ボルケーノ

プロットは、RNA-seq 解析によって得られた 179 個の DEGs を示す。このうち、67 個の転写産物は、

P20のウシ EVsを処置した EECsで P17のウシ EVsを処置した EECsと比べて、発現が 2倍以上上昇

し (緑点)、112個の転写産物は P20のウシ EVsを処置した EECsで、P17のウシ EVsを処置した EECs

と比べて、発現が 2 倍以上減少した (赤点)。(B) P20 のウシ EVs を処置した EECs で P17 のウシ EVs

を処置した EECs と比べて発現が上昇または減少していた転写産物をエンリッチシグナル伝達経路解

析と GO解析に供し、これら DEGsの機能性を分類した。(C) P17及び P20のウシ EVs処置によりそれ

ぞれ培養された EECs における免疫関連因子の倍率変化を RNA-seq 解析とリアルタイム RT-PCR 解析

で示した (n=3)。 
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2-3. EECsの免疫関連因子の発現低下に関連する miRNAの同定 

妊娠着床期の EVs 内に含まれる miRNA が、子宮内の遺伝子発現に関与していることが報告されて

いる 69) 。そこで、EVs 内の因子として miRNA に着目し、EVs 内の miRNA が、免疫システムを抑制

的に調整するかどうかを検証した。ウシ EVsの処置により、EECsで発現が減少した 21 個の免疫関連

因子を、miRNAを推測するデータベース miRTarBaseに供し、関連する miRNAの候補として、5 個の

miRNA、miR-942、miR-146a、miR-98、miR-4670、miR-6837を同定した。分析の詳細を表 5にまとめ

た。さらに、妊娠 17、20日のウシ EVs内の全 miRNAを miRNA-seq解析に供し、妊娠 17、20 日のウ

シ EVsから、それぞれ 141 個 (青円) および 219 個 (黄円) の miRNAを検出した (図 19 A)。さらに、

miRTarBase によって同定された 5 個の候補 miRNA もベン図として示した (緑円) 。この中から、共

通する因子を探索したところ、免疫システムに関与する miRNAとして、miR-98のみが実際に EVs中

に存在していた。さらに、妊娠 17 日のウシ EVsに比べて、妊娠 20 日のウシ EVs内で、24 個の miRNA

の発現が 2 倍以上減少し、bta-miR-98 を含む 61 個の miRNA の発現が 2 倍以上増加していた (図 19 

B)。また、リアルタイム RT-PCR解析でも、bta-miR-98の発現量が、妊娠 17日のウシ EVsに比べて、

妊娠 20日の EVsで高かった (図 19 C)。 

表 5. EECsのおける免疫関連因子の発現を抑制する可能性のある EVs内の 5つの miRNA候補  

Predicted miRNAs P-value Genes 

miR-942 5.18E-05 NFKBIA, IFI27, GBP4, LTF 

miR-146a 5.18E-05 IL6, RSAD2, IFI27, MX2 

miR-98 0.00110773 IL6, ARRB1, CTSC, CFB, IER3 

miR-4670 0.003891864 MX2, TNFAIP3 

miR-6837 0.004603998 TNFAIP3, LTF 
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図 19. 母体免疫系の抑制に必要な EVs内の miRNA、bta-miR-98の同定 

(A) ベン図は、P17及び P20の EVsにおける miRNA-seqで同定された miRNAの数と免疫系関連因子

に対する miRTarBaseで同定された miRNAの数を示した。(B) ペアプロット比較は、P20と P17の

EVs内の miRNAの発現量を示した。(C) P17と P20のウシ EVsにおける bta-miR-98の倍率変化を

RNA-seq解析とリアルタイム RT-PCR解析で示した (n=3)。 
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2-4. bta-miR-98の EECsの免疫関連因子への作用 

	 bta-miR-98が、妊娠 20 日の EVsと同様に EECsの免疫関連因子の発現に対して、抑制的に作用する

かを検証した。合成 bta-miR-98を EECsに導入し、24 時間または 48 時間培養した。対照群と比較し、

合成 bta-miR-98 を導入した EECs で bta-miR-98 の発現が上昇した (図 20 A)。表 5 より、5 個の免疫

関連因子 IL6、ARRB1、CTSC、CFB、IER3 の発現が、bta-miR-98 により抑制的に調節されることが推

定された。そこで、合成 bta-miR-98の EECsでのこれら 5 個の因子に対する作用を調べたところ、対

照群と比べ、合成 bta-miR-98導入は、CTSC と IL6の発現を減少させた (図 20 B)。さらに、合成 bta-

miR-98の処置により、CTSCと IL6のタンパク質発現も減少した (図 20 C)。最後に、妊娠 20 日の EVs

処置により発現が減少した他の免疫関連因子に対する bta-miR-98の作用も検証した。その結果、対照

群と比べ、合成 bta-miR-98処置は、CASP4と IKBKEの発現を減少させた (図 20 D)。 
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図 20. bta-miR-98の EECsにおける免疫関連因子に対する作用 

合成 miR-98を EECsに対して導入し、24 時間または 48 時間培養した。(A) リアルタイム RT-PCR

解析により、EECsにおいて導入した miR-98の発現を調べた。U6を内在性コントロールとして使用

した (p<0.01 vs. negative control (NC))。(B) リアルタイム RT-PCR解析により、EECsにおける miR-98

による潜在的な標的免疫関連因子の発現を調べた (p<0.05 vs. NC)。(C) ウエスタンブロット解析に

て、EECsにおける CTSCと IL6タンパク質の発現を調べた (n=3)。3つの異なる実験結果より代表的

なデータを示した。棒グラフは、ACTBタンパク質の発現量でそれぞれ補正された CTSC と IL6タン

パク質の発現量を示す (p＜0.05 vs. NC)。(D) EECsの免疫関連因子に対する合成 miR-98の作用を検

証した。リアルタイム RT-PCR解析を用いて、免疫関連因子の EECsにおける mRNA量を求め、無処

置の値を 1とした相対値で示した (n=3)。グラフは、平均値±標準誤差で示した(p<0.05 vs. NC)。 
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第 3節  考察 

 

本研究にて、子宮腔ウシ EVs 内の miRNA が、子宮内膜における母性免疫を抑制している可能性が

示された。RNA-seq 解析により、胚着床前の妊娠 17 日と胚着床後の 20 日ウシ EVs をそれぞれ処置

した EECs の全転写産物を網羅的に解析したところ、妊娠 20 日の EVs を処置した EECs では、妊娠

17 日の EVsを処置した細胞と比べて、「コラーゲン原線維等の多量体構造の集合」と「免疫系」に関

連する遺伝子発現が、それぞれ上昇または減少していた。このうち、妊娠 20 日のウシ EVs の処置に

より、「免疫系」に関連する因子が、最も大きく変動した。さらに、miRNA-seq解析および in silico解

析により、EVs内の bta-miR-98が、着床周辺期の母体免疫の抑制に関わる主要な因子の一つとして同

定された。bta-miR-98が、EECsの免疫システムを抑制するか、免疫関連因子の発現を指標に検討した

ところ、妊娠 20 日のウシEVsにより発現が抑制された 21 個の免疫関連因子のうち 4 個の因子CTSC、

IL6、CASP4、IKBKEの発現が低下した。これらの結果より、胚着床時における子宮内 EVsには、bta-

miR-98 が含まれ、さらにウシ EVs 内の bta-miR-98 が、子宮内膜の一部の免疫関連因子の発現を抑制

的に調節していることが明らかとなった。このことは、子宮内 EVs、特に EVs 内の miRNA が胚着床

及びその後の胎盤形成を成立させるために、母体免疫を調節していることを示唆している。 

miRNA-seq 解析および in silico解析にて、胚着床時に母体免疫の抑制に関与する候補因子として、

EVs内の bta-miR-98が同定された。さらに、合成 bta-miR-98を EECsに導入したところ、CTSC、IL6、

CASP4、IKBKEなどの免疫関連因子の発現が低下した。ラットにて、miR-98が、着床前に、子宮細胞

のアポトーシスを制御することで、胚の子宮内膜への着床を誘導していることが報告されている 70) 。

さらに、第 2章にて、妊娠 20 日のウシ EVsが、EECsのアポトーシス関連因子の発現を抑制すること

を示した。これらの結果は、妊娠 20 日のウシ EVs内に含まれる bta-miR-98が、胚の子宮内膜への着

床にむけ、母体免疫やアポトーシスを調整している可能性を示唆している。 

EVsは、小胞内に、数百、数千以上の miRNAを含む核酸を内包しており、分泌元となる細胞から標

的細胞まで遊走、取り込まれた後、これら内包物を標的細胞内で機能させることができる 9) 。また、

胚や子宮内膜により分泌された EVs 内に含まれる miRNA が、子宮内膜の接着因子や遊走に関連する
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遺伝子発現を調節していることが報告されている 71) 。さらに、EVsに含まれる miRNAは、胚と子宮

内膜との相互作用を通じ、着床、炎症、再構成、増殖、血管新生などの代謝経路に関与していること

も明らかになっている 48,72) 。本研究において、胚着床期のウシ EVs 内に 219 個の miRNA が存在し、

そのうち 85 個は、胚着床前後の EVs 内で発現が異なっていた。これらの結果は、bta-miR-98 だけで

なく、EVs内のその他の miRNAもまた、相互補完的に作用することで、胚や子宮内膜の発現変化を制

御し、妊娠の成立に必要な子宮内環境を構築していることを示唆している。 

胎児は父方由来の遺伝子を持ち、胎盤は父方遺伝子を優先的に発現するため、本来であれば母体に

とって異物であり、母体免疫系によって排除されてしまう。そのため、哺乳類では、胚の発達やその

後の妊娠の維持には、母体にとって遺伝子の半分が非自己である胎児に対する免疫寛容が必要となる。

胚着床時、子宮内 EVsが、子宮側の局所的な免疫寛容を誘導するために、母体免疫に関連するタンパ

ク質や miRNAなどの特異的な因子を母体側に輸送していることが報告されている 73) 。また、EVs内

に含まれる免疫作用を抑制する HLA-Gが、母体の免疫寛容を介して、胚発生を促進しているとの報告

もある 74) 。第 1章および第 2章にて、IFNTが、ヒツジおよびウシ子宮内 EVsにも含まれることを明

らかにした。IFNTの作用の一つとして、胚着床時に、胚を母体免疫から守るために、免疫細胞を誘導

する役割が報告されている 75) 。これらをまとめると、IFNTを含む EVsが、胚着床時に、子宮内膜だ

けでなく、子宮内の免疫細胞の免疫機能も抑制していることが示唆される。 

結論として、本研究は、胚着床時における子宮内の EVsが bta-miR-98を含み、さらに子宮内膜の免

疫作用を抑制的に調節していることを明らかにした。 
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第 4節	 小括 

 

本章では、胚着床前後のウシ EVsと胚着床との関連性について、in silico解析と in vitro試験にて検討

を行い、以下の新知見を得た (本研究結果は、Scientific Reports, 9, 20330, 201961) に報告した)。 

 

(1) 胚着床後の妊娠 20 日のウシ EVsを処置した EECsでは、胚着床前の妊娠 17 日のウシ EVsを処

置した EECsと比べて、21 個の免疫関連因子の遺伝子発現が低下した。 

 

(2) miRNA-seq解析および in silico解析により、妊娠 20 日のウシ EVs内の miRNA、bta-miR-98が、

着床周辺期の母体免疫の抑制に関わる主要な因子の 1つとして同定された。 

 

(3) 合成 bta-miR-98を EECsに導入したところ、妊娠 20 日のウシ EVsの処置により発現が抑制した

21 個の免疫関連因子のうち、4 個の因子 CTSC、IL6、CASP4、IKBKEの遺伝子とタンパク質発

現が低下した。 
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総括 

 

本研究は、反芻動物の胚着床機構を解明することを目的として、子宮灌流液に含まれる着床の成立

に重要な因子の探索を行い、以下の新知見を得た。 

第 1 章では、着床周辺期のヒツジ子宮灌流液中のタンパク質を網羅的に精査し、胚着床に重要な因

子を探索した。非妊娠及び妊娠 17 日のヒツジ子宮灌流液に含まれるタンパク質を比較し、妊娠 17日

で特異的に増加するタンパク質を 267 個検出した。in silico 解析にて、これら 267 個のタンパク質の

中から、13 個の分泌タンパク質と CAPG、AKR1B1、 BCL2L15、CA2、IDH2、EEF2、MSN、EZR	を

含む 172 個の EVs関連タンパク質を、それぞれ同定した。中でも、CAPGと AKR1B1が胚組織で特異

的に、かつ多量に発現していた。この結果から、子宮灌流液中の胚由来の EVsが、胚着床には重要だ

と仮定し、非妊娠、妊娠 15、17 日のヒツジ子宮灌流液から EVsを単離し、EECsへの作用を培養系に

て検証した。子宮灌流液及び胚に存在する CAPG、AKR1B1が、ヒツジ EVs中に含まれているか確認

したところ、CAPGおよび AKR1B1は妊娠 15、17 日の子宮内 EVsに存在した。さらに、胚から産生・

分泌される妊娠認識物質 IFNT も、ヒツジ胚着床期の子宮灌流液中の EVs に存在し、この IFNT を含

むヒツジ EVsは、EECsにおける IFN応答因子 STAT1、STAT2、MX1、MX2、BST2、ISG15の遺伝子発

現を上昇させた。これらの結果から、胚着床周辺期において、胚から放出された IFNTを含む EVsが、

子宮内膜に作用していることが明らかになった。 

第 2章では、ウシの子宮腔内の EVsを同定し、ウシ EVsの胚着床期における子宮内膜への作用につ

いて解析した。妊娠 17、20、22 日 (胚着床=19.5 日) のウシ子宮灌流液から EVsを単離した。胚着床

周辺期の EVs中のタンパク質を網羅的に解析し、妊娠 17、20、22 日のウシ EVsの中から、合計 596 

個のタンパク質を同定した。そのうち 172 個は、サンプル間で相対発現量が 1.5 倍以上変化していた。

さらに、ヒツジと同様に、胚から産生・分泌される IFNT が、胚着床期の子宮内ウシ EVs にも含まれ

ていた。IFNTを含むウシ EVsは、EECsの IFN応答因子 MX1、MX2、STAT1、STAT2、ISG15の遺伝子

発現を誘導した。さらに、妊娠 17日の子宮内ウシ EVsは、EECsにおいてアポトーシス関連因子 BAX、

CASP3、TNFA、TP53の遺伝子発現を上昇させた。また、妊娠 20、22日のウシ子宮内 EVsが、EECsの



 70 

接着因子 VCAM1の遺伝子発現を上昇させた。これら結果により、胚着床期のウシ子宮内には、胚から

産生・分泌された IFNTを含む EVsが存在し、この子宮内ウシ EVsは、胚着床に向けて、EECsのアポ

トーシス因子や接着因子の発現を調節していることが明らかとなった。 

IFNT は、母体の妊娠認識や着床過程に重要な因子であるが、これだけでは子宮内の胚-子宮間の複

雑なコミュニケーションは説明できない。そこで、第 3章では、胚着床期におけるウシ EVsの子宮内

膜に対する IFNT 非依存的な作用について検証した。EECs において、非妊娠および妊娠 17 日のウシ

EVs の処置により、未処置群と比べて発現量が 2.0 倍以上変化した DEGs は、非妊娠の EVs で 9 個、

妊娠 17 日の EVsで 140 個だった。さらに、妊娠 17 日のウシ EVs処置群と妊娠 15 日のウシ胚処理

群との間で 41 個の DEGsが共通しており、これら DEGsのうち、多くは、「インターフェロンシグナ

ル伝達」と「I型インターフェロンに対する細胞応答」に関連していた。このことは、第 2章の胚から

放出された IFNT を含むウシ EVs が、子宮内膜に作用していた結果と一致する。また、妊娠 17 日の

ウシ EVsは、IFNTとは別の経路を介して EECsの 82 個の転写産物の発現を誘導し、その中の多数は

「TNFシグナル伝達経路」および「炎症反応」と関連していた。さらに、EECsでは、妊娠 17 日のウ

シ EVs の処置により、TNF 受容体スーパーファミリーの CD40 の遺伝子発現が、IFNT 非依存的に上

昇した。加えて、妊娠 17 日のウシ EVs には、非妊娠の EVs と比べて、CD40 と結合する CD40 リガ

ンドタンパク質が多く存在していた。また、妊娠 17 日のウシ EVsの処置による EECsの TNFシグナ

ル伝達経路関連因子の遺伝子発現の上昇は、NF-kB インヒビターにより抑制された。これら結果によ

り、子宮腔に存在する妊娠 17 日のウシ EVs は、EECs において、IFNT 非依存的な CD40L/CD40/NF-

kB経路を介した炎症反応に関与していることが明らかとなった。実際に、ヒトでは、脱落膜化を誘発

するための適切な炎症反応が起こることで、着床が成立する。今回の実験結果やこの知見から、妊娠

17 日のウシ子宮内 EVsが、IFNT非依存的に子宮内膜の炎症反応を起こすことで、子宮内膜の受容能

の調節と胚着床を誘導していることが示唆された。 

	 ここまでをまとめると、着床周辺期の反芻動物の子宮腔内には EVsが存在し、それらが子宮内膜に

作用していることを見出した。さらに、ウシ子宮内 EVsは、IFNTとは独立した経路を介しても、子宮

内膜に対して作用していることを明らかにした。しかし、胚着床期において、EVs 内のどの因子が、
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子宮内膜に対して作用しているのかは不明である。特に、EVs の持つ生理機能の最も重要な機能とし

て miRNAを介した生体機能調節が知られており、胚着床を促進する上でも、重要な役割を担っている

ことが考えられる。そこで、第 4 章では、胚着床期におけるウシ EVs 中の因子、とりわけ miRNA の

子宮内膜に対する作用について検証した。妊娠 20 日のウシ EVsを処置した EECsでは、妊娠 17 日の

EVsを処置した細胞と比べて、「コラーゲン原線維等の多量体構造の集合」と「免疫系」に関連する遺

伝子の発現が、それぞれ上昇または減少していた。このうち、「免疫系」に関連する因子が最も大きく

変動した。さらに、ウシ EVs内の miRNA、bta-miR-98が、着床周辺期の母体免疫の抑制に関わる主要

な因子の一つとして同定された。合成 bta-miR-98は、EECsにて、免疫関連因子 CTSC、IL6、CASP4、

IKBKEの発現を低下させた。これら結果により、胚着床時における子宮内 EVsには、bta-miR-98が含

まれ、さらに EVs内の bta-miR-98が、子宮内膜の免疫関連因子の発現を抑制的に調節していることが

明らかとなった。哺乳類では、妊娠初期の段階で、着床成立に向け、子宮内膜内で炎症促進と抗炎症

反応のバランスが保たれている。これまでの結果と合わせると、子宮内の免疫反応を調節し胚接着及

び胎盤形成を成立させるために、ウシ子宮内 EVs のうち、いくつかの EVs は、IFNT 非依存的に子宮

内膜の炎症反応を引き起こす一方、bta-miR-98を含む子宮内 EVsは、母体の免疫機能を抑制している

ことが示唆された。 

結論として、申請者は、本研究を通じ、反芻動物の着床期における EVs の役割を明らかにした (図

21)。また、この一連の EVsに関する成果は、子宮腔に存在する EVsが、着床過程において、IFNTと

協調しながら、胚と子宮内膜とのコミュニケーションに関与する一方、IFNT非依存的にも、これら細

胞の相互作用に関わっていることを示唆している。さらに、EVs は、妊娠着床期において、哺乳類に

おける妊娠の成立と継続にとって、不可欠な存在である P4 とも相互作用していることが明らかとな

っている 76,77) 。また、子宮内には、着床の成立に向け、重要なプレイヤーとして、数多くの免疫細胞

が存在する。EVs と免疫細胞との関係においては、実際に、ヒトの研究において、EVs が活性化した

免疫細胞にアポトーシスを誘導することが示されている 43) 。さらに、今回の申請者の成果にて、EVs

の母体免疫への作用が明らかになった。今回の成果は、EVs の子宮内膜細胞に対する作用ではあった

が、同様に、胚着床期において、EVs が子宮腔に存在する免疫細胞に対しても、免疫機能を抑制して
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いることが示唆される。このように、子宮内 EVsは、着床時に、P4や IFNTなどの妊娠に必須と言わ

れてきた因子や免疫細胞と協調しながら、着床過程の制御に関与していることが考えられ、これら着

床のメカニズムを解明するためには、子宮内の EVsの生成機序、内包物および役割を含めた子宮内環

境を正確に把握する必要がある。 

また、これら知見は、胚着床期のメカニズムの解明だけでなく、将来的には、EVs の生殖分野での

妊娠診断や生殖補助医療への応用に繋がることが期待される。実際に、2018年には、世界中でウシ胚

やヒツジ胚がそれぞれ 1,129,041頭と 17,868頭に、移植されており 78) 、胚移植産業は急速に拡大して

いる。EVsを活用した生殖分野での応用例として、例えば、胚盤胞から培地液中に放出された EVsを、

高品質な胚盤胞を選択するためのバイオマーカーとして活用することが考えられる。さらに、人工授

精や胚移植後の血液中の EVsをバイオマーカーとして利用することで、動物への負担を小さくし、妊

娠診断を行うことが可能となる。また、臨床への応用の可能性としては、妊娠促進剤の開発もありう

る。IFNTが発見されて以来、ウシやヒツジなど反芻動物において、妊娠率向上のために人為的に IFNT

を胚移植時に子宮内に投与する試験が繰り返されてきた。しかしながら、IFNTの投与によって受胎率

の向上が見られていないことから、母体の妊娠認識には IFNT のみが重要なのか疑問視されてきた。

こうした過去の知見に対して、今回私が明らかにした子宮内 EVsに関する成果が、混迷を極めている

妊娠率向上に向けた研究に一石を投じるものであると期待する。もちろん、EVs を用いた妊娠促進剤

の開発は、胚発生や胚の着床を促進する EVs 内の特定の因子 (群) を探索し、その特異的な因子 (群) 

を人為的に EVs中に取り込み、さらに、その人工 EVsを適切なタイミングで子宮腔に供給する必要が

あることから、前述のバイオマーカーの開発より、技術的なハードルは高く、さらなる研究が必要で

ある。しかしながら、EVs を用いた妊娠促進剤の開発は、潜在的な価値が高く、これを生産現場でも

使用できるように確立できれば、我が国の受胎率低下に歯止めをかけることができる。 
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図 21. 母体と胚との間のコミュニケーションにおける EVsの役割 
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