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研究成果の概要（和文）：哺乳類が一度に排卵する卵子の数は種によって厳密なコントロールがなされている
が、その制御機構は解明されていない。本研究では排卵数を支配的に制御する卵巣内因子を探索するため、ウシ
卵巣の顆粒層細胞を用いたトランスクリプトーム解析（RNA-seq）を実施した。その結果、最も大きく排卵まで
至る「主席卵胞」と、二番目に大きく排卵されない「次席卵胞」の顆粒層細胞で発現量に差がある500以上の遺
伝子を得た。このうち3個を「排卵数決定候補因子」として詳細な組織学的解析を行い、RNA-seqと同様の結果と
なることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The ovulation number is strictly controlled depending on species in mammals,
 but the mechanism is still unclear. In this study, I performed transcriptome analysis (RNA-seq) 
using bovine ovarian granulosa cells to search for the factors that dominantly regulate ovulation 
number. As a result, I identified more than 500 genes  which expression levels are significantly 
different between granulosa cells of dominant follicles (the biggest follicle that will be ovulated)
 and subordinate follicles (the second biggest follicle that will not be ovulated). I choose 3 
factors as candidate factors that regulate ovulation number and performed detailed morphological 
analysis confirming similar results with the RNA-seq analysis.

研究分野： 獣医繁殖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では排卵数の決定に関わる可能性がある複数の因子を同定することに成功した。これらの因子の機能を促
進あるいは抑制することで、家畜やヒトの排卵数を任意に調節できるようになる可能性がある。それによって、
双子の出産が問題となるウシでは双胎の回避、ブタでは産子数を増やすことによる生産効率向上、卵巣機能障害
を持つ家畜やヒトにおいてはその治療などへの応用が可能となり、獣医畜産・医療分野へ大きく貢献することが
期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
哺乳類の成熟雌の卵巣では、性周期ごとに一定数の卵胞が発育を開始するが、最終的に排卵され
るものは 1〜10 個程度に限られ、その他は発育の過程で死滅（閉鎖）する。一度に排卵される卵
母細胞の数は、ウシで 1個、ヤギやヒツジで 1〜4 個、ブタで 10個前後、ヒトなどの霊長類で 1
個と種によって厳格にコントロールされており、決まった排卵数が変化することはほとんどな
い。排卵数は各動物種の胎子数にほぼそのまま反映され、その制御が効率的な子孫の生産と母体
の安全を確保している。このように排卵数の決定機構は繁殖過程の中でも極めて重要であるが、
その詳細は未だ解明されていない。卵胞選抜（卵胞発育および閉鎖）は、下垂体が分泌する性腺
刺激ホルモン（FSH, LH）のみならず、卵巣局所における成長因子、細胞内シグナル伝達因子、
アポトーシス関連因子等によって制御されていることが様々な動物種において示されており、
排卵数を支配的に決定する未知の卵巣内因子が存在すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
哺乳類の雌が一度に排卵する卵母細胞の数は種によって決まっており、厳密なコントロールが
なされているが、その制御機構は未だ解明されていない。本研究では、重要な家畜であり排卵数
が通常１個に限られるウシの卵巣サンプルを用いて、排卵数を支配的に制御する卵巣内分子の
探索を試みた。本研究成果を応用し排卵数を任意に調節できるようになれば、ウシの双胎回避、
ブタの生産効率向上、家畜およびヒトの卵巣疾患治療などへの応用が可能となり、獣医畜産・医
療分野へ大きく貢献する。 
 
３．研究の方法 
(1)ウシ卵巣の顆粒層細胞を用いて排卵数を支配的に制
御する卵巣内因子を探索した。成熟雌ウシ 4頭にホルモ
ン製剤を投与して性周期を同期化し、卵胞期および黄体
期に卵巣をサンプリングした。直径の最も大きいものを
主席卵胞、それに続く大きさのものを次席卵胞として、
卵胞液と顆粒層細胞をそれぞれから採取した（図１）。顆
粒層細胞からは total RNA を抽出し、次世代シーケンサ
ーによる発現遺伝子のトランスクリプトーム解析（RNA-
seq）に供した。また、RNA-seq に使用した残りの total 
RNA からは cDNA を合成した。 
 
(2) 食肉処理場にて成熟雌ウシの卵巣を採取した。両側の卵巣を確認し、いずれにも黄体がない
ものを卵胞期の卵巣として採取した。卵胞期の卵巣から主席卵胞、次席卵胞、それらより小さい
三次卵胞を切り出し、パラフィン切片作製用または凍結切片作製用に包埋した。また、卵胞期の
卵巣の主席卵胞、次席卵胞、その他の直径 5 mm 以上の三次卵胞から卵胞液および顆粒層細胞を
採取した。 
 
(3) 上記(1)あるいは(2)で採取したウシ卵巣サンプルを用いて、(1)の RNA-seq で同定した排卵
数決定候補因子の発現量を確認する実験を行った。RNA-seq で得られた mRNA の発現量を確認す
るため、RT-PCR を行った。また、mRNA の局在を調べるため卵胞組織切片を用いて in situ 
hybridization を行った。さらに、タンパク質レベルでの局在を調べるため卵胞組織切片を用い
て免疫組織化学染色を行った。排卵数決定候補因子のうち分泌タンパク質については、卵胞液中
における濃度を測定するため enzyme immunoassay (EIA)を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 2 個の主席卵胞と 4個の次席卵胞から顆粒層細胞における網羅的 mRNA 発現のデータを得ら
れた。RNA-seq の結果、合計 24,596 遺伝子の mRNA 発現が確認された。そのうち、主席卵胞の顆
粒層細胞で次席卵胞より 2倍以上発現量が多い遺伝子は 1,404 個、次席卵胞で主席卵胞より 2倍
以上発現量が多い遺伝子は 5,734 個であった。これまで顆粒層細胞で卵胞発育における機能が
報告されているアロマターゼ遺伝子、インヒビン A遺伝子の mRNA が顆粒層細胞で多く発現して
おり、主席卵胞で次席卵胞より量が多いことが明らかとなった（表１）。また、ウシにおいて低
酸素状態によって誘起される HIF1-VEGF 経路が顆粒層細胞の増殖を促進することが過去に報告
されているが、本 RNA-seq の結果から、HIF1-VEGF 経路に関わる遺伝子群が次席卵胞より主席卵
胞の顆粒層細胞で発現が高いことが示された。RNA-seq で得られたデータから、これまで卵胞発
育への関与が明らかになっておらず、発現量が比較的高く、主席卵胞と次席卵胞での発現量の差
が大きいもの 10個程度を選び、排卵数決定候補遺伝子として以降の詳細な解析を進めた。 
 
(2) RNA-seq にて主席卵胞と次席卵胞の顆粒層細胞で発現量に差があった遺伝子のうち、これま
でに卵胞発育における機能が明らかになっている遺伝子と、排卵数決定候補遺伝子について、主
席卵胞と次席卵胞から採取した顆粒層細胞の cDNA を用いて RT-PCR を行い、RNA-seq の結果が再
現されるかを確認した。その結果、いずれの遺伝子においても RNA-seq で得られた遺伝子発現量
と同様の傾向が RT-PCR でも得られた。以上のことから、本研究で得られた RNA-seq では主席卵

図１．ウシの卵胞構造 



胞と次席卵胞の顆粒層細胞における遺伝子発現量を正確に解析できており、信頼性の高いデー
タであることが示唆された。 
 
 表１．RNA-seq の結果 

 主席卵胞での
平均発現量 

次席卵胞での
平均発現量 

Fold change（主席
卵胞／次席卵胞） 

アロマターゼ遺伝子 126 3.0 42 
インヒビン A遺伝子 3918 656 5.9 
HIF1A 遺伝子 55 25 2.2 
VEGFA 遺伝子 33 7.8 4.2 
転写因子 A遺伝子 4.5 0.2 29 
転写因子 B遺伝子 5.5 79 0.07 
分泌タンパク質C遺伝子 72 589 0.12 
β-アクチン遺伝子 462 494 0.9 

＊各遺伝子の発現量は RPKM（reads per kilobase of exon model per million mapped reads）
で示した。 

 
(3) RNA-seq の結果において主席卵胞の顆粒層細胞で次席卵胞より mRNA が多く発現していた転
写因子 A について、免疫組織化学染色を行った。その結果、顆粒層細胞と卵胞膜細胞に強い染色
がみられ、転写因子 A のタンパク質レベルでの局在を確認できた（図２）。さらに、RNA-seq の
結果と同様に、主席卵胞の顆粒層細胞で次席卵胞より強い染色が認められた。RNA-seq において
次席卵胞の顆粒層細胞で主席卵胞より発現が多かった転写因子 B と分泌タンパク質 C について
in situ hybridization と免疫組織化学染色を行った。In situ hybridization の結果、転写因
子 B も分泌タンパク質 C も顆粒層細胞が強く染色され、小さい胞状卵胞で主席卵胞より強い発
現が認められた。免疫組織化学染色の結果、転写因子 Bも分泌タンパク質 Cも小さい胞状卵胞や
次席卵胞の顆粒層細胞に多く局
在し、主席卵胞には局在が少ない
ことが示された。以上の通り、排
卵数決定候補因子についての組
織学的解析により、RNA-seq と同
様の発現傾向が見られること、さ
らにタンパク質が局在し発現量
の傾向も mRNA と同様であること
を確認することができた。 
 
 

 
図２．ウシ卵巣の顆粒層細胞における転写因子 Aの免疫組織化学染色結果． 
A は主席卵胞、Bは次席卵胞の代表的な写真を示した。スケールバーは 100 m。 
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