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研究成果の概要（和文）：哺乳類の卵母細胞は，周囲の顆粒膜細胞／卵丘細胞から種々の物質を受け取ることに
よって発育する。本研究では，ウシおよびブタ卵巣内の初期胞状卵胞（直径約0.5 mmと1.0～1.5 mm）から採取
した卵母細胞－卵丘複合体（OCC）を用い，発育途上の卵母細胞を体外で発育させた。発育途上の卵母細胞は，
卵丘細胞のみでも体外で最終の大きさへと発育し，成熟能力を獲得した。培養の過程でOCCは発達し，胞状卵胞
様の構造を形成した。また，ウシ裸化卵母細胞を壁顆粒膜細胞と培養するとTZPが形成され，卵母細胞は発育し
た。卵丘細胞の増殖や形態の変化にはFSHに加え，卵母細胞由来の成長因子がかかわっていることも示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Mammalian oocyte growth is supported by surrounding granulosa/cumulus cells 
which provide various small molecules to the oocytes. In the present study, bovine and porcine 
growing oocytes collected from early antral follicles (about 0.5 mm and 1.0-1.5 mm in diameters) 
were cultured with surrounding cumulus cells (oocyte-cumulus complexes: OCCs) for 5-14 days. OCCs 
developed and formed antral-like structures in which oocytes grew to the final size and acquired 
maturational competence. When bovine oocytes collected from early antral follicles were denuded from
 cumulus cells and then cultured with parietal granulosa cells, the cells formed transzonal 
projections to the oocytes, and the oocytes grew to the final size. Proliferation and morphology of 
cumulus cells were regulated by oocyte-derived growth factors (GDF9 and BMP15) in addition to FSH 
during the OCC culture.

研究分野： 農学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
家畜の卵巣内に多数存在する初期胞状卵胞内には，成熟する能力のない発育途上の卵母細胞が含まれている。こ
れらの卵母細胞を，卵母細胞－卵丘複合体の状態で5～14日間，体外培養すれば，卵母細胞を最終の大きさへと
発育させ，成熟させることが可能となった。この卵母細胞－卵丘複合体を用いた体外発育培養系は汎用性が高
く，この培養系を用いることによって，家畜卵母細胞の体内における発育機構や，卵母細胞と卵丘細胞間の相互
作用・結合にかかわる機構を解析することができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 Eppig と O’Brien が，マウス新生仔卵巣内の原始卵胞中の卵母細胞を完全に体外で発育させ，
この卵母細胞に由来する産仔を得て以来（1），哺乳類の卵巣内の卵母細胞を体外で発育させ，利
用しようとする試みが数多くなされてきている。近年，マウス卵母細胞の体外発育培養に関する
研究は急速な進展を見せ，2016 年に Hikabe ら（2）は，マウス線維芽細胞から作成した iPS 細
胞を始原生殖細胞様細胞へと誘導し，これを卵巣細胞と体外で培養することによって，受精し発
生する能力を備えた卵子を作出する，すなわち，線維芽細胞から完全に体外で卵子を作出するこ
とに成功している。一方，マウス以外の大型哺乳類動物の卵母細胞の体外発育に関する研究は，
その数は増えてはいるものの，発生能力を備えた卵子の作出までに至る研究は少なく，実際に発
育培養後の卵母細胞から産仔を作出した報告は，ウシにおける我々の報告（3）も含め，3 例を
見るに過ぎない。いずれの研究においても，直径約 0.5 mm の初期胞状卵胞から採取した，成熟
能力のない直径 90～100 µm の発育途上のウシ卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘－壁顆粒膜細胞
から成る複合体を，約 2 週間体外培養して発育させた卵母細胞を用いたものである。 
 2004 年 Hirao らは，卵母細胞－卵丘－壁顆粒膜細胞複合体をゲルなどに包埋せず，直接培養
液中で長期間培養する培養系を提案した（4）。その後，培養系が改良され，現在，直径 90〜100 
µm の発育途上のウシ卵母細胞であれば，体外培養によって最終の直径へと高率に発育させ，成
熟・受精・発生させることができるまでに至っている。ウシおよびブタの初期胞状卵胞から採取
した卵母細胞－卵丘－壁顆粒膜細胞複合体を培養し，卵母細胞の体外での発育に必要な因子を
解析したこれまでの研究では，ウシの卵母細胞－卵丘－壁顆粒膜細胞複合体の培養には，4％（v/v）
ポリビニルピロリドン（PVP）添加が適しているのに対して，ブタの複合体には 2％ PVP が適
していること，ブタ卵母細胞の生存性の維持には FSH が必須であるのに対し，ウシでは FSH 
は必ずしも必要ではなく，エストラジオール 17βの添加が必要なことが明らかとなっている。
また，ウシ卵母細胞では，培養液にアンドロステンジオンを添加すると，発育培養後の卵母細胞
の成熟能力が高まること（5），一方ブタでは，直径約 110 µm の卵母細胞を含む複合体に対し
ては，エストラジオール 17βを添加しないと，発育培養後の成熟過程において，卵丘の膨潤化
が起こらないことがわかっている（6）。これらの改良された培養条件を用いると，初期胞状卵胞
から採取したウシ卵母細胞の 7〜8 割は最終の大きさへと発育し，その後の成熟培養によって成
熟するばかりでなく，体外受精後，体内で発育した卵母細胞と同様に発生する（7）。 
 これら一連の実験には，ウシおよびブタ卵巣内の直径約 0.5 mm の初期胞状卵胞から採取し
た卵母細胞（直径 90〜100 µm）－卵丘－壁顆粒膜細胞複合体が用いられているが，複合体を卵
胞から採取するには熟練を要する。体外受精に用いるような，採取が容易な卵母細胞－卵丘複合
体を材料として用いることができれば，簡便でより汎用性の高い卵母細胞の体外発育培養系を
構築することが可能となる。しかし，卵母細胞－卵丘複合体を材料とした卵母細胞の体外発育で
は，培養中に卵母細胞が裸化し，発育が中断する可能性が高い。卵巣内で，卵丘細胞は透明帯を
貫通する突起（transzonal projection：TZP）を卵母細胞に向かって伸ばしており，その先端で
は，卵母細胞との間にギャップ結合を形成している。この結合を通して，卵丘細胞から卵母細胞
に種々の物質が運ばれ，それによって卵母細胞が発育することから，この結合が絶たれれば，卵
母細胞は退行する。しかし，TZP の形成や退行，あるいは再結合に関してはほとんど知られて
いない。また，より直径の大きな初期胞状卵胞内の卵母細胞（直径 100〜115 µm）を発育培養
すると，卵母細胞が発育培養の途中で減数分裂を再開し，その後，退行することも知られている。
発育培養の間に起こる，卵丘細胞との結合の解離，卵母細胞の自発的な減数分裂の再開という 2 
つの問題を克服できれば，初期胞状卵胞内の家畜卵母細胞の卵母細胞－卵丘複合体を材料とし
た体外発育培養法を完成させることができると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 哺乳類の卵巣内で，卵母細胞は周囲の顆粒膜細胞（胞状卵胞以降では卵丘細胞）と結合した状
態を維持し続け，顆粒膜細胞から種々の物質を受け取ることによって，最終の大きさへと発育す
る。本研究では，家畜の初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む“卵母細胞－卵丘
－壁顆粒膜細胞複合体”を用いた従来の卵母細胞発育培養系に代わる，“卵母細胞－卵丘複合体”
を用いた卵母細胞の体外発育培養系を構築する。また，裸化した卵母細胞でも発育可能な培養系
を考案する。 
 
３．研究の方法 
 
 と畜場で入手したウシおよびブタ 2 種の家畜の卵巣から初期胞状卵胞を採取し，材料として
用いた。これらの動物の卵胞の発達と卵母細胞の発育，卵母細胞の発育に伴う成熟能力の獲得過
程はほぼ同様に進行する。すなわち，直径が 1 mm 未満の初期胞状卵胞から採取した直径 100 
µm 未満の卵母細胞には減数分裂を再開する能力がなく，直径 1.0〜1.5 mm の初期胞状卵胞か
ら採取した直径 100〜115 µm の卵母細胞は，減数分裂を再開することはできるが，第二減数分
裂中期へと成熟する能力はない。また，直径 4 mm 以上の胞状卵胞から採取した卵母細胞は，発



育を完了しており（直径 120〜125 µm），第二減数分裂中期へと成熟する能力を持っている。 
 ウシおよびブタの卵巣から，直径約 0.5 mm および 1.0〜1.5 mm の初期胞状卵胞を顕微鏡下
で切り出しし，それぞれの卵胞から直径 90〜100 µm および 110〜115 µm の 2種の発育途上の
卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘複合体（oocyte-cumulus complex：OCC）を採取し，培養実験
に用いた。一部の実験では，対照として卵母細胞－卵丘－壁顆粒膜細胞複合体（oocyte− 
cumulus−granulosa cell complex：OCGC）を採取し，実験に用いた。 
 OCC の発育培養には，Hirao らのウシ OCGC 用の発育培養液（4）を修正し，ウシでは 5％
ウシ胎仔血清（FCS），4 mMヒポキサンチン，4％ PVP，エストラジオール 17βおよびアンド
ロステンジオン等を含む Makita らの培養液（7）を用い，ブタ OCC の発育培養には，5％ FCS，
4 mMヒポキサンチン，2％ PVP，エストラジオール 17βおよび 0.01 IU/ml FSH を含む培養
液を，それぞれ基礎培養液として用いた。 
 ブタおよびウシの直径約 0.5 mm の初期胞状卵胞から採取した OCC は 14 日間，1.0〜1.5 
mm の初期胞状卵胞から採取した OCC は 5日間発育培養した。発育培養後，一部の OCC につ
いては，hMG で刺激することによって成熟を誘起し（体外成熟培養），卵母細胞の成熟能力の獲
得状況を調べた。 
 
４．研究成果 
 
(1) 減数分裂再開能のないウシ卵母細胞の卵母細胞－卵丘複合体を用いた体外発育 
・ウシの初期胞状卵胞（直径 0.5～0.7 mm）から採取した OCC（卵母細胞の直径約 100 µm）
をセルカルチャーインサートメンブレン上で，38.5℃，5％ O2－5％ CO2－90％ N2の気相下で
7日間，次いで 5％ CO2－95％ 空気の気相下で 7日間，合計 14日間培養した。対照として用
いた OCGC は，培養 4日後以降，胞状卵胞様の構造を形成し，この構造の内部で卵母細胞は発
育した。一方 OCC では，培養 7日後以降，胞状卵胞様の構造が形成され始めた。培養 14日後，
どちらの複合体においても，卵母細胞は最終の直径（約 125 µm）へと発育した。また，発育培
養前の卵母細胞は，体外成熟培養によって減数分裂を再開しなかったが，体外で発育した卵母細
胞は，OCGC と OCC のどちらの複合体を用いた場合でも，約 8 割の卵母細胞は第二減数分裂
中期へと成熟した。	
・OCC の発達に及ぼす FSH の作用を検討した。発育培養液に種々の濃度で FSH（1〜50 mIU/ml 
rhFSH）を添加して 14日間培養したところ，いずれの濃度においても OCC は胞状卵胞様の構
造を形成し，構造内部で卵母細胞は最終の直径（約 125 µm）へと発育した。FSH 添加によっ
て，OCC による胞状卵胞様構造の形成は早まったが，10 mIU/ml 以上の濃度では，一旦形成さ
れた胞状卵胞様構造の崩壊が認められた。1 mIU/ml FSH 添加培養液中で発育培養した OCC で
は，正常な卵母細胞の割合が高く，その後の成熟培養によって，卵母細胞は高率に第二減数分裂
中期へと成熟した。 
 
(2) 減数分裂再開能のないウシ裸化卵母細胞の体外発育 
・ウシの初期胞状卵胞（直径 0.5～0.7 mm）から採取した OCC 内の卵母細胞を，一旦完全に裸
化した後，壁顆粒膜細胞と共培養した。共培養 24時間後，裸化卵母細胞は壁顆粒膜細胞と複合
体を形成した。この複合体を 14日間，継続して培養したところ，約 6 割の複合体は胞状卵胞様
の構造を形成し，構造内で卵母細胞は生存し，最終の直径へと発育した。また，その後の成熟培
養によって，卵母細胞の約 7 割は第二減数分裂中期へと成熟した。 
・卵母細胞と卵丘細胞をつなぐ TZP 中のアクチンを，蛍光色素で標識したファロイジンで染色
した。裸化 24時間後，卵母細胞と卵丘細胞間の TZP は，ほぼ完全に消失したが，その後，壁顆
粒膜細胞と共培養すると，卵母細胞との間に TZP が再形成された。 
 
(3) 部分的に成熟能力を持つウシ卵母細胞の卵母細胞－卵丘複合体を用いた体外発育 
・ウシの初期胞状卵胞（直径約 1.5 mm）から採取した OCC（卵母細胞の直径約 110 µm）を発
育培養液中で 5 日間培養した。発育培養中に，一部の卵母細胞は減数分裂を再開してしまうこ
とから，種々のホスホジエステラーゼ（PDE）阻害薬を発育培養液に添加し，それらの影響を検
討した。広く PDE を阻害する 3-isobutyl-1-methylxanthine（IBMX），PDE3 阻害薬の
cilostamide および milrinone を発育培養液に添加すると，卵母細胞は減数分裂を再開すること
なく，最終の大きさへと発育し，高率に成熟能力を獲得した。一方，PDE4 阻害薬の rolipram
には，その作用はなかった。 
 ・ウシの初期胞状卵胞（直径約 1.5 mm）から採取した OCC を，IBMX あるいは PDE3阻害
薬を添加した発育培養液中で培養すると，卵胞腔様構造の形成率が高まった。また，発育培養後
の卵母細胞に蛍光色素を顕微注入し，卵丘細胞への移行を観察することによって，TZP と卵母
細胞をつなぐギャップジャンクションの機能を調べたところ，PDE3阻害によって，その機能が
維持されることが示された。さらに，PDE3 阻害によって，卵母細胞特有の成長因子である
growth differentiation factor 9（GDF9）と bone morphogenetic protein 15（BMP15）の mRNA
レベルが上昇した。 
 
(4) 減数分裂再開能のないブタ卵母細胞の卵母細胞－卵丘複合体を用いた体外発育 



・ブタの初期胞状卵胞（直径 0.5～0.7 mm）から採取した OCC（卵母細胞の直径約 100 µm）
をセルカルチャーインサートメンブレン上で，38.5℃，5％ O2－5％ CO2－90％ N2，または 5％ 
CO2－95％ 空気（O2：20％）の気相下で 14 日間発育培養した。培養 3 日後に OCC の生存性
は低下したが，酸素濃度 5％では，この低下は軽減された。培養の過程で OCC は胞状卵胞様の
構造を形成し，内部で卵母細胞は最終の直径（約 125 µm）へと発育した。OCC の直径は，酸素
濃度 5％に比べて，20％で大きくなった。発育培養前の卵母細胞は，体外成熟培養によって減数
分裂を再開しなかったが，体外で発育した卵母細胞の約半数は第二減数分裂中期へと成熟した。 
 
(5) 部分的に成熟能力を持つブタ卵母細胞の卵母細胞－卵丘複合体を用いた体外発育 
・ブタの初期胞状卵胞（直径 1.2～1.5 mm）から採取した OCC（卵母細胞の直径約 110 µm）を
種々の濃度の GDF9 あるいは BMP15 を添加した培養液中で 5日間発育培養した。いずれの培
養液でも，卵母細胞は最終の直径（約 125 µm）へと発育した。GDF9 は OCC の直径を増加さ
せ，一方，BMP15 は卵母細胞の成熟能力の獲得を促進した。 
・ブタの初期胞状卵胞（直径 1.2～1.5 mm）から採取した OCC を 3種の異なる培養基質（コラ
ーゲン，ラミニン，無処理）上で，FSH 添加および無添加の培養液中で 5日間培養した。FSH
は卵丘細胞の増殖を促進することによって OCC を発達させ，培養基質のラミニンは複合体から
の卵丘細胞の遊走を抑制することによって OCC の発達を促進することが示唆された。 
 
(6) 卵丘細胞の形態に及ぼす卵母細胞由来成長因子の影響 
・ウシの初期胞状卵胞（直径約 1.5 mm）から採取した OCC は，5日間の培養中に卵胞腔様の
構造を形成したが，GDF9 と BMP15 は卵胞腔様構造の形成を促進した。OCC から卵母細胞を
除去した複合体では卵胞腔様の構造は形成されなかったが，この複合体を GDF9 と BMP15 で
刺激すると，卵胞腔様の構造が形成された。また，GDF9 と BMP15 添加によって，卵丘細胞の
形態が変化した。 
・ブタの初期胞状卵胞（直径約 1.5 mm）から採取した OCC から卵母細胞を除去すると，OCC
の発達は抑制された。また，OCC から遊走する卵丘細胞は線維芽細胞様細胞へと変化した。 
 
 以上の結果から，ウシおよびブタの初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞は，卵丘細
胞のみでも体外で発育し，成熟能力を獲得することが示された。培養の過程で，卵母細胞－卵丘
複合体は胞状卵胞様の構造を形成することから，卵丘細胞は壁顆粒膜細胞と同様の細胞へと変
化すること，また，ウシの裸化卵母細胞－壁顆粒膜細胞複合体の発育培養においては，壁顆粒膜
細胞が TZP を伸長し，卵丘細胞と同様の細胞へと変化することも示唆された。卵丘細胞の増殖
や形態・機能の変化には FSH に加えて，卵母細胞由来の成長因子である GDF9や BMP15 がか
かわっており，卵母細胞と卵丘細胞の相互作用によって，卵母細胞自体の発育や成熟能力の獲得
が制御されると考えられる。 
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