
 
要 旨 
 

 着床から胎盤形成までに形成される脱落膜は、着床胚に対する栄養分の輸送や胎児と母体間での免疫拒絶

を防ぐ役割も担っている。その脱落膜形成において重要な働きをもつDEDD（Death effector-domain containing 
protein）は、子宮内における脱落膜細胞の分化に関係する。本実験では、初期の妊娠維持に重要とされるDedd
の発現の検出をマウス微小滴採血により検出を試みた。自然交配により得られた妊娠個体は、非妊娠個体と

比較し交配成立後 5.5日目に発現の上昇が認められた。さらに脱落膜形成後の妊娠期間(9.5,15.5日)では発現の

減少が確認され妊娠の成立および出産を確認した。これらのことから、微小採血を用いたDedd発現を指標に

した妊娠判定の可能性が示唆された。 
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１．緒 論 
 

母体と胎児を認識するための最初の過程で形成される脱落膜には、NK 活性や LAK 活性を持つ多く

の細胞やサイトカインが妊娠の維持のみならず胎児の拒絶に関与している可能性が示されている(1)。

脱落膜は、胎盤形成時までの着床胚に栄養分や成長因子を供給し、加えて胎子と母体の免疫拒絶を防

ぐ役割を持つ。マウスでは、4.5 日齢で着床時より増殖していた胚の周囲組織が脱落膜へ分化し、8.5
日齢で胎盤が形成されるまでの期間で重要な働きを持ち、特に 4.5 日齢から 6.5 日齢の間、胚の中心

部から子宮外部に向けて脱落膜化が急速に進行する。また、脱落膜組織の形成には、プロゲステロン

やエストロゲンなどのステロイドホルモンが重要な働きを持つ(2)。マウスでは、交配成立後 1 日目で

エストロゲンが急増し、2 日目から卵巣でプロゲステロンレセプターの産生が増加することで黄体が

形成される。その後、プロゲステロンが生成され、子宮内膜間質細胞を増殖させる前脱落膜化が起こ

る。4 日目には卵巣からのエストロゲン分泌が急増し、子宮内膜で発現誘導された白血病抑制因子

(LIF)が子宮内腔へ分泌され、子宮上皮細胞表面にある LIF 受容体に結合することで子宮内での胚盤胞

の受容体制が整い、妊娠 4.5～5.5 日目までに行われる着床と着床刺激により、子宮内膜間質細胞が脱

落膜細胞に分化する(3)。この脱落膜形成時に発現上昇するタンパク質として DED タンパク質ファミ

リーの一つである、Death effector domain-containg protein（DEDD）が同定された(4)。 
この機能を欠失させた Deddノックアウトマウスでは、着床後に脱落膜形成がされず 5.5～9.5 日齢 
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までの間に胚が死亡することが報告されており(5)、Dedd遺伝子の発現量を指標として妊娠初期におけ

る脱落膜形成の正常化やその後の胎児形成を予測できることが示されている(6)。さらに、着床後の細

胞数の急激な増殖に伴う Esr1遺伝子の発現がその後の正常な妊娠の維持に必須とされている(7)。これ

は、Esr1遺伝子における脱落膜化の調整を行うエストロゲンやプロゲステロンなどのステロイドホル

モンが子宮への標的器官へ結合することが示されており、Esr1遺伝子を欠損したマウスでは、脱落膜

形成に異常が起こり、妊娠継続が正常に起こらないことが示されている(8, 9, 10)。本実験では、交配成

立後の妊娠初期に重要とされる Dedd の発現をマウス微小滴採血により検出し、妊娠判定に応用でき

る可能性を検討した。 
 
２．材料と方法 
 
(1) 供試動物 
 供試動物として、成熟齢に達した MCH(ICR)マウス (日本クレア(株))を用いた。マウスの搬入後、

12時間照明下（明期:7:00-19:00、暗期:19:00-7:00）において 1週間以上訓化した後に実験へ供試した。飼

育環境は、室温 23±2℃、湿度 50%とし、飼料 (CRF1R：オリエンタル酵母工業(株))を不断給餌し、

飲料水は自由摂取させた。なお、本実験における実験動物の飼養と管理および動物実験の立案や苦痛

度の管理は、近畿大学動物実験規程に準じて行った。 
 
(2) マウスの交配および血液試料の調整 

マウスの採血は、未経産成熟個体を用いて眼窩静脈叢より採血を実施した。その後、発情周期の確

認を行い、発情前期を示す個体を同系統の雄マウスと同居させ自然交配を行った。交配翌日に膣栓を

確認できたものを 0.5 日とし、5.5、9.5、15.5 日齢に経時的な採血を行った。採血後の血液は、1.5mL
チューブ内で 2 時間静置し、4,000rpm、20 分間遠心処理後に上清を回収した。血清は実験に供するま

で-80℃下で保存した。また、自然交配により得られた妊娠マウスは、妊娠満了となる 19.5 日齢で自

然分娩の有無により正常個体と判断し、それ以降に分娩を認める個体を着床遅延個体とし、それぞれ

の産子数を記録した。 
 
(3) 血清試料からの RNA 抽出および cDNA 合成操作 

各血清試料 50µL からの RNA 抽出は、NucleoSpin® RNA Plus (740984.50, Takara Bio)を用いて行った。

プロトコールに従い抽出した試料から、カラム内へ溶出された RNA は、RNase-free Water を 60µL 加

え回収した。抽出した RNA 試料の一部 (8µL)を滅菌 PCR チューブに移した後、プロトコールに従い、

各試料へ PrimeScript™ RT Master Mix (RR036A, Takara Bio)を 2µL 添加し混合し、サーマルサイクラー

を用いて逆転写反応を行った。反応温度条件は、37.0℃で 15 分逆転写反応後、85.0℃で酵素の失活を

起こし cDNA を合成した。なお、合成した cDNA は 4℃下で qPCR に供試するまで保存した。 
 

(4) 脱落膜組織の採取 

qPCR の検量線の作成のために、採血時と同様の方法で交配成立後、5.5 日齢の雌マウスから脱落膜組織を採

取した。安楽死処分後、開腹し子宮角を切断後、子宮間膜と子宮壁を切開し脱落膜を摘出した(図 1)。採取し

た脱落膜は、30mg 毎に 1.5mL チューブに入れ、-80℃下で使用時まで保存した。NucleoSpin® RNA Plus 
(740984.50, Takara Bio)のサンプル溶解液 Buffer LBP 100µL を脱落膜と共にバイオマッシャーⅢ (320302, 
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Nippi)のフィルターチューブ上に加え、パワーマッシャーⅡ (891300, Nippi)を用いて破砕し、遠心処理後ペレッ

トと溶解液からRNA 抽出を施し cDNA 合成を行った。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 妊娠マウスからの脱落膜の摘出 
 
(5) qPCR 反応 
 qPCR反応は、作製した検量線用サンプルと血清由来 cDNA を用いてTB Green® Fast qPCR Mix (RR430S, 
Takara Bio)を用いて実施した。Mixtureは、TB Green (2×) 5.0μLに各Primer のForwardとReverse を0.5µLずつ

添加し、超純水(DW)を2.0µL添加後ボルテックスにより撹拌した溶液を8µLずつMyGo Pro & Mini Single Tube 
individual bag (7688, Funakoshi)およびMyGo Pro 8 Well Tube Strips individual BAG (7023, Funakoshi)、MyGo Pro 8 
Well Cap Strips individual BAG (040, Funakoshi)にそれぞれ分注した。その後、各 cDNA またはDWを2µLずつ

添加した後、Realtime PCR, MyGoPro 1337を用いて測定した。得られたデータはΔΔCt法により、GapdhのCt
値をもとに標準化した。なお、反応条件および各プライマー配列は図 2に示した。 

 

 
図 2. Esr1およびDedd 遺伝子の qPCR反応条件およびプライマー配列 

 
３．結 果 
 
 自然交配による妊娠が成立したマウスでは、4.5 日齢から子宮組織への着床が成立し、脱落膜組織

への分化が開始された後 7.5～9.5 日齢で胎盤の形成が開始される。また、交配成立後 4.5 日齢前後に

誘起される血中エストロゲン濃度の一過性な上昇によって子宮内での初期胚受容能力を獲得するこ
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とで、上皮細胞へのエストラジオール依存的な接着性を有すると考えられており、この刺激に対して

作用促進的に働くレセプターは Esr1遺伝子でコードされる ERα があることが確認されている(11)。し

かしながら、卵巣切除あるいは卵巣切除と黄体ホルモン投与の併用によって妊娠を継続したマウスに

おいては、遅延着床が誘起され子宮内での胚盤胞発生と産子の低下が認められる(12, 13)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 非妊娠時から妊娠 15.5 日齢までのマウス血清を用いた Esr1発現変化の一例 
              青：個体 A  緑：個体 B 
 

図 3 では、遺伝子発現の比較の結果、個体 B で着床遅延が疑われた妊娠 5.5 日齢、9.5 日齢、15.5
日齢での血清試料を用いた Esr1 遺伝子の定量化について qPCR を用いて比較した。その結果、正常

個体 A では妊娠 5.5 日齢での発現上昇を認め、その後 9.5 および 15.5 日齢では発現の減少が確認され

た。一方、着床遅延が疑われる個体 B において 5.5 日齢では発現の上昇が認められず、その後の Esr1
の発現は 9.5 日齢において上昇を示し、15.5 日齢まで発現が認められた。 

表 1 では、自然交配下で得られた着床遅延を疑う個体 B への産子への発生成績を示す。後藤らは、

4 元交配により遺伝的背景を均一化し生産されている出産率は、平均 13 匹であり着床遅延や著しい産

子率の低下は認められないことを報告した(14)。本結果においても妊娠成立後、通常 19.5 日目で出産

を迎えた正常個体では平均 14.2 匹の産子の発生が認められる。しかしながら、本試験において着床遅

延を疑われた個体 B では、交配成立後出産までに 22.5 日を要し産子への発生は 3 匹と著しい低出産

数であった。 
 

      表 1. 自然交配により得られた着床遅延マウスの産子発生数 
 
 
 
 
 
 
    *交配成立日を 0.5 日齢とする 

 

個体 出産数(匹) 妊娠期間(日)* 

A 19 19.5 

B 3 22.5 
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 交配成立後、着床に向けて発生した初期胚が胚受容能力を備えた子宮内膜と接着するために、プロ

ゲステロン産生によって着床開始前に子宮内膜間質細胞の脱落膜化が起こる。マウスにおいては、こ

のプロゲステロン産生と接着反応を誘起する指標としてエストロゲンの上昇が認められ、正常な着床

状態を示すエストロゲン存在下では膜結合型エストロゲン受容体の活性により Dedd の発現が認めら

れる(15)。成熟雌マウス微量血清を用いた、交配成立後 5.5、および 9.5、および 15.5 日齢における Dedd
遺伝子の発現量を qPCR で定量した結果を図 4 に示す。正常な出産日を認めた個体は、非妊娠時から

妊娠 5.5 日齢において Dedd発現上昇を認め、9.5 日齢および 15.5 日齢ではその発現が減少することを

確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. 非妊娠時から妊娠 15.5 日齢までの雌マウス血清を用いた Dedd 発現変化 
(n=4) 

 
４．考 察 
 

エストロゲンは、マウスにおいて妊娠 4 日齢の血液内で胚盤胞を受容するために分泌量の上昇がみ

られ、その後減少することが知られている(16)。本実験に用いた血清からの Esr1 遺伝子の発現は、正

常妊娠個体 A では、5.5 日齢で発現量がピークになりその後に減少することを確認できることから、

エストロゲンホルモンとその受容体の発現量には相関性があると考えられる。また着床遅延が疑われ、

産子数が著しく少なかった個体 B では、Esr1遺伝子の発現上昇のピークが 9.5 日齢であり、その後に

発現の減少が見られた。脱落膜化が起こる子宮間質細胞内で Esr1 遺伝子を欠損したマウスでは胚の

着床が妨げられ産子数が減少することが報告されている(17)。また、産子数と妊娠期間には負の相関が

あり、産子数が少ないと妊娠期間が延びることから(18)、Esr1遺伝子の発現の増加の遅れが子宮への着

床の遅延、さらには産子数の減少と妊娠期間の延長を生じさせたと考えられる。 
胚と子宮とのクロストークは、段階的に子宮内膜への対峙と接着そして破壊と再構築を繰り返す。

Tamura らは、子宮間膜間質細胞を用いた脱落膜誘導の結果、mRNA の発現を認める 223 の遺伝子を

同定し、子宮間膜間質細胞が脱落膜化を受けるために必要なグルコース取り込みに関与している可能

性のあるインスリンシグナル伝達に影響する(19)。また、細胞周期と細胞質増加に寄与することで子宮

間膜間質細胞への脱落膜化誘導を担う Dedd 遺伝子は、子宮組織では 5.5 日齢で発現上昇が見られ、

その後減少が起こる(20)。今回、マウス血清を用いた結果においても子宮組織と類似する結果が得られ

15



た。マウスでは、交配成立後 4.5 日齢に胚盤胞の子宮内膜組織への付着により子宮内膜血管透過性が

増加し胚盤胞と栄養膜が母体の血液と直接接触する(21)。また、妊娠母体は血管新生をもとに細胞増殖

が得られ分化のために着床および脱落膜化の際の子宮血管透過性を制御することが示されており(22)、

げっ歯類で示されている物理的な刺激以外の脱落膜化形成のみならず(23, 24)、DEDD が持つ Akt とサイ

クリン D3 シグナルを介する共結合により子宮組織内の環境要因として、Dedd遺伝子の発現量が増加す

る可能性が示唆された。 

 
５．結 論 
 本実験では、初期の妊娠維持に重要とされるDeddの発現の検出をマウス微小滴採血により試みた。自然交

配により膣栓を確認した雌個体の眼窩静脈叢より経時的に採血後、遠沈処理にて血清区画を精製しリアルタ

イムPCR にて定量解析をおこなった。自然交配により得られた妊娠個体は、非妊娠個体と比較し交配成立後

5.5日目に発現の上昇が認められた。さらに、脱落膜形成後の妊娠期間(9.5,15.5日)では発現の減少が確認され

た。また、Dedd遺伝子の発現が検出された個体は、いずれも妊娠の成立および出産を確認した。これらのこ

とから、微量血液からも妊娠判定が有効である可能性が示された。 
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げっ歯類で示されている物理的な刺激以外の脱落膜化形成のみならず(23, 24)、DEDD が持つ Akt とサイ

クリン D3 シグナルを介する共結合により子宮組織内の環境要因として、Dedd遺伝子の発現量が増加す

る可能性が示唆された。 

 
５．結 論 
 本実験では、初期の妊娠維持に重要とされるDeddの発現の検出をマウス微小滴採血により試みた。自然交

配により膣栓を確認した雌個体の眼窩静脈叢より経時的に採血後、遠沈処理にて血清区画を精製しリアルタ

イムPCR にて定量解析をおこなった。自然交配により得られた妊娠個体は、非妊娠個体と比較し交配成立後

5.5日目に発現の上昇が認められた。さらに、脱落膜形成後の妊娠期間(9.5,15.5日)では発現の減少が確認され

た。また、Dedd遺伝子の発現が検出された個体は、いずれも妊娠の成立および出産を確認した。これらのこ

とから、微量血液からも妊娠判定が有効である可能性が示された。 
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英文抄録 
 

Expression analysis of the Dedd gene required maintenance of early pregnancy using mouse serum 
 

Masayuki Anzai 1,2, Nao Fujino3 , Kouichiro Hori 3 , Miki Ozaki4, Yoshihiro Noda5, Kazuya Matsumoto 1,2,3  
 
 

Abstract 
 

Decidualization, occurring between implantation and placenta formation, is a critical process for feeding 
nutrients to the embryo and the establishment of immunotolerance. DEDD (Death effector-domain containing 
protein) is involved in the differentiation of decidual menbrane in the uterus. In this study, we detected the 
expression of Dedd, which is important for maintaining early pregnancy, by infinitesimal blood and serum in 
mice. Continuous blood sampling and PCR analyses detected increased expression of the Dedd gene in 
pregnant females on 5.5 days post coitum. All pregnant females showed the decrease of Dedd expression on 9.5 
and 15.5 days post coitum, and gave successful birth. These results suggest that Dedd is a potential marker to 
detect pregnancy by simple and easy PCR method. 
 

Key Words: mouse, Dedd gene, decidual membrane,  
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