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研究成果の概要（和文）：牛卵胞の発育および退行中のホルモン産生能と卵子発生能の関係を明らかにするた
め、顆粒層細胞に覆われた発育途上の卵子を培養した。培地に卵胞刺激ホルモンおよび骨形成タンパク質 
（BMP）4 を添加したところ顆粒層細胞の黄体化が抑制されるが、移植可能胚への発生能は低下した。そこで、
BMP-4等の成長因子を分泌する内卵胞膜細胞を添加する培養系の開発を試みた。卵子と内卵胞膜細胞を共培養し
たところ、内卵胞膜細胞によるアンドロステンジオン産生および顆粒層細胞によるエストラジオール産生が確認
され、移植可能胚産生も可能であった。しかし、発生率は低く、内卵胞膜細胞機能を維持可能な培養法開発が必
要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To clarify the relationship between the steroidogenesis and the acquisition 
of developmental competence of bovine oocytes during follicular development or degradation, I 
cultured the developing bovine oocytes surrounded by granulosa cell layers. When FSH and BMP-4 were 
added to culture media of oocytes, luteinization of granulosa cells were inhibited but the 
developmental competence of oocytes decreased. Then I try to develop the new co-culture system with 
oocyte-granulosa cell complex (OGC) and theca cells which secrets several growth factors having the 
function for the development and the acquisition of developmental competence of oocytes. When OGC 
cultured with theca cells, theca and granulosa cells secreted androstenedione and estradiol-17β, 
respectively. And oocytes acquired the developmental competence to transferrable embryos. However, 
the developmental rate was low. We should develop the culture system which can support the function 
of theca and granulosa cells.

研究分野： 繁殖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
体外受精は家畜生産およびヒトの不妊治療分野で広く用いられているが作製された胚の発生能は低い。本研究の
成果は卵子が発生能を獲得する過程を体外で明らかにする培養系の開発につながり、発生能の高い胚の体外生産
にも資する。すなわち、家畜生産効率や不妊治療成功率の向上につながり、絶滅の危機にある野生動物の増殖に
も寄与できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
牛における胚移植技術は乳・肉牛の遺伝的改良に大きく貢献し、泌乳量増加による牛乳の安

定的生産や良質な肉の増産に大きく寄与してきた。一般的に胚移植に用いられる受精卵の大部
分は雌牛へのホルモン投与による過剰排卵処理によって産生されており、採取できる移植可能
胚数は 1回の処理について 5～10 個程度と報告されている。しかし、実際の臨床現場で受精卵
回収を行うと、数十個の移植可能胚が回収できる牛がいる一方、同じ処理を行っても排卵すら
起こらない牛や、多くの卵子が排卵されているにもかかわらず正常な受精卵がほとんど回収さ
れない牛も多く存在することが分かる。1回の胚回収に 10 万円以上の経費が必要であるにもか
かわらず、安定的な胚生産ができない現状の過剰排卵処理法は経済的余裕のある大規模農家で
は効率的に使用され、牛群改良が効果的に行われているものの、経営基盤の脆弱な中小規模農
家においては敷居の高い技術のままである。排卵が起こらないケースでは排卵を誘発する黄体
化ホルモン（LH）の分泌が十分に起こっていない、あるいは成長した卵胞（直径 8～9 mm 以上）
に発現する LHレセプター量が十分でないなどの理由が考えられるが、その原因について詳細に
検討した報告はない。これは、多くの生きた牛から卵巣を採取し、卵巣状態を精査することが
困難なためである。しかし、卵胞の体外培養系を体内発育卵胞のモデルとして行いることがで
きれば、時間経過に伴う卵胞状態の変化を精査することが可能となり、卵胞の機能不全や卵子
の発生能低下の原因解明に繋がる。 
 
２．研究の目的 
哺乳動物の卵巣内に存在する卵胞は、生殖細胞（卵子）と体細胞（顆粒層細胞、卵胞膜細胞

および間質細胞）が高度に統制された集合体である。その制御機構が明らかになれば過剰排卵
処理による牛体内受精卵のより効率的な生産に役立つとともに、近年問題となっている高泌乳
牛の分娩後の卵胞発育異常に関係した低受胎などの問題解決に寄与できる。また、一般的な体
外受精による胚生産に用いることができるのは、ある程度発育した卵胞から採取される核成熟
能を獲得した卵子のみであり、その数には限りがある。卵巣内に数多く存在する発育前期の小
卵胞を効率的に体外発育させる方法の開発は移植可能胚の体外での効率的な生産にも寄与でき
る。この技術は、発情周期の明らかでない絶滅に瀕した野生動物の卵子を体外で生産・保存す
る技術にも繋がる。 
 
３．研究の方法 
食肉衛生検査所で処理された雌牛より採取した牛卵巣の皮質に存在する直径 0.5～1 mm の初

期胞状卵胞を採取して実験に用いる。内卵胞膜細胞を除去した培養系では、卵胞は卵子-顆粒層
細胞複合体（OGC）として、卵細胞質の直径が 100 µm以下の OGC を培養に供する。培養容器に
は 96 ウェルプレートを用い、OGC は各ウェルに 1 個ずつ入れて個別に体外発育培養に供する。
また、内卵胞膜細胞と OGC の共培養方法について検討を行う。内卵胞膜細胞や OGC から分泌さ
れる性ステロイドホルモンの測定とともに発育卵子の発生能を体外受精によって確認し、機能
評価を行う。また、添加するホルモンや各種成長因子が培養細胞のエストラジオール 17β（E）
およびプロジェステロン（P）分泌能について検討した。 
 
４．研究成果 
牛卵子の体外発育（IVG）培養中の性ステロイドホルモン産生能と卵子核成熟能の関係を明ら

かにするため、OGC をアンドロステンジオン（A）添加培地で培養した。IVG 培地に 0あるいは
0.5 ng/ml FSH および 0、10 あるいは 50 ng/ml 骨形成タンパク質 （BMP）4 を添加して E・P
産生および IVG 後の OGC 生存率、卵子直径および核成熟能について検討した。培養 4日目に形
態的に正常と判定された OCGC では死滅群に
比べて E 産生が高く、P 産生は低かった。生
存 OCGC の E 産生量は、全実験群において培
養 8日目まで増加し、12日目には低下したが
P 産生は培養期間を通して増加した。BMP-4
添加に拘らず、FSH添加はE産生を低下させ、
P産生を増加させた。50 ng BMP 添加により E・
P 産生は共に低下したが、10 ng BMP-4 添加
では E 産生は低下せず、P 産生のみ低下させ
た。培養 12 日後の OGC 生存率は FSH 添加に
よって高くなり、FSH 無添加 + 50 ng BMP-4
添加で低くなった。卵母細胞の直径は FSH 添
加 + 50 ng BMP 添加の場合に最小となった。
IVG 卵子の核成熟率は FSH 無添加 + 10 ng 
BMP-4 添加で低くなったが、他群では 70-80%
で同等であった。以上の結果から、牛 OGC の
IVG では、生存 OGC は発育中の卵胞に近い E
および P産生能を示すが IVG 期間の延長と共
に退行卵胞様の E/P 比低下が認められた。こ



の結果は、BMP-4 添加により顆粒層細胞の黄体化が抑制されていることを示唆している。しか
し、10 ng/ml BMP-4 添加培地に由来する卵子を体外受精に供したところ、胚盤胞への発生が抑
制された。 
そこで、次の実験では OGC の発育培養期間を延長す

ることで、卵子の発育を促進することを試みた。BMP-4
の添加にかかわらず 12日目に約 85%であった OGCの生
存率は、BMP-4 無添加では 16 日目に 58.9%に低下した
が、10 ng/ml BMP-4 を添加した場合は 12日目と同等
であった（83.2%）。また、16 日間培養により、卵子直
径は 12日間培養よりも大きくなった（それぞれ 114.6 
µmおよび 111.7 µm）。しかし、10 ng/ml BMP-4 添加時
の胚盤胞への発生率は、12日間培養（9.0%）、14日間
培養（1.8%）および 16日間培養（0%）と培養期間の延
長に伴って低下した。以上の結果から、BMP-4 添加は、
16日間まで培養期間を延長しても顆粒層細胞の生存性
を維持し、卵子発育を促すことが示された。また、16日間培養後の卵子発生能の低下は、BMP-4
添加による培養期間延長が牛 OGC の体外培養系改善に繋がらないことが示唆された。次に、牛
OGC発育培養にBMP-4等の成長因子を分泌する内卵胞膜細胞を添加する培養系の開発を試みた。
ステロイドホルモンを含まない培地で OGC と内卵胞膜細胞を共培養したところ、培養 12日目に
82.7%の OGC が生存していた。また、内卵胞膜細胞による A産生および顆粒層細胞による E産生
が確認された。しかし、A産生は培養 1日目のみに限
られることが、内卵胞膜細胞における CYP17A1 遺伝子
発現によって確認できた。OGC と内卵胞膜細胞の共培
養に由来する卵子を体外受精に供したところ、17.3%
が胚盤胞まで発生したが、この発生率は体内発育卵子
の 33.8%よりも低かった。これらの結果から、卵子が
高い発生能を獲得するためには、内卵胞膜細胞の機能
を長期間維持できる培養法の開発が必要であると考え
られた。 
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