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研究成果の概要（和文）：本研究は，発育初期にリポポリサッカライド (LPS) の曝露を受けた卵胞の発育動態
とステロイドホルモン産生能を検証するとともに，発育途上卵胞に内包される卵母細胞の発生能におよぼすLPS
の影響を明らかにすることを目的とした。ウシ初期胞状卵胞はLPSを受容する機構を持ち，体外発育培養におけ
る発育途上期のLPS曝露はエストラジオール産生を抑制した。また，LPSは卵母細胞の生存性を低下させたととも
に，成熟能を不可逆的に低下させる可能性を明らかにした。さらに，子宮の炎症を示すウシ子宮内膜炎モデルを
作出し，脳と卵巣のインタラクションにおけるLPSの即時的作用と長期的作用を精査することが可能となった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the effects of LPS on the developmental 
dynamics and steroidogenesis of follicles and the developmental competence of oocytes in developing 
follicles. LPS may directly act on bovine early antral follicles to suppress estradiol production in
 vitro. LPS also attenuated the viability of oocytes enclosed in the early antral follicles and 
induced an irreversible decrease in oocyte maturation capacity. Furthermore,  a bovine endometritis 
model was developed to examine the immediate and long-term effects of LPS on the brain and ovarian 
interaction.

研究分野： 臨床繁殖学

キーワード： リポポリサッカライド　炎症性子宮疾患　卵胞発育　エストラジオール　卵母細胞　顆粒層細胞　初期
胞状卵胞　牛

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性子宮疾患の罹患牛では，臨床的に子宮の炎症が治癒しても長期にわたり受胎性が低下する。本研究では，
LPSが長期にわたるエストラジオール産生抑制と不可逆的な卵母細胞の成熟能低下を引き起こすことで，治癒後
も継続する卵巣機能障害の一因となる可能性を示した。本研究成果は新たなアプローチによる革新的な治療法の
開発のための基礎的知見となり，乳肉牛の生産性向上に寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）炎症性子宮疾患による卵巣機能障害と細菌毒素 
乳牛における繁殖障害の主要因に，子宮への細菌感染によって引き起こされる子宮炎や子宮

内膜炎といった炎症性子宮疾患が存在する。罹患牛の約半数において，卵胞発育不全などの卵
巣機能障害が発生する。また，子宮に感染した細菌が産生する細菌毒素であるリポポリサッカ
ライド (LPS) が卵巣内の卵胞液中に移行し，卵胞の性ステロイドホルモン産生や卵母細胞の
成熟機構を阻害する可能性が示されている。 
 
（２）治癒後も継続する卵巣機能障害 
炎症性子宮疾患が家畜生産における重大なリスク疾病である要因として，臨床的に子宮が治

癒しても長期にわたり受胎しないという問題が存在するが，その機序の解明には至っていない。
原始卵胞の活性化によって発育を開始した直径 1mm 未満の発育途上卵胞は，約 2ヶ月かけて成
熟卵胞へと発育したのち排卵に至る。子宮の細菌感染によって産生された LPS が発育途上の卵
胞に移行し，その機能に障害を与えた場合，発育が進んで成熟卵胞となり排卵する過程におい
ても LPS による機能抑制が残存することで，子宮は治癒しているのに受胎しないという現象
を引き起こす可能性は極めて高い。 

 
２．研究の目的 

本研究は，発育初期に LPS の曝露を受けた卵胞の発育動態とステロイドホルモン産生能を検
証するとともに，発育途上卵胞に内包される卵母細胞の発生能におよぼす LPS の影響を明らか
にすることで，「子宮が治癒しても受胎しない」病態を分子レベルで解明することを目的とし
た。 

 
３．研究の方法 
（１）発育途上卵胞における LPS 受容能の検証 
食肉処理場で採取したウシ卵巣より初期胞状卵胞 (直径 0.5〜1 mm) を単離し，卵母細胞お

よび卵丘細胞−顆粒層細胞複合体における LPS 受容体遺伝子 (TLR4，CD14，および MD2) の発現
を検証した。また，ウシ卵巣の凍結組織切片を作製し，免疫組織化学により TLR4 タンパクの
局在を検証した。 
 
（２）発育途上卵胞内の卵母細胞におよぼす LPS の作用の検証 
ウシ発育途上卵胞から単離した卵母細胞−卵丘細胞−顆粒層細胞複合体 (OCGCs) を LPS添加
培地で 12 日間の体外発育培養に供することで，炎症性子宮疾患の病態を模倣した長期 LPS 曝
露を行った。培養後の OCGCs は形態解析から生存性と発育能を評価したとともに，培地中のエ
ストラジオール濃度を測定した。また，12日間の体外発育培養後に生存していた OCGCsは LPS
非添加培地に移して体外成熟培養に供し，核の成熟率とミトコンドリア膜電位差を解析した。 
 
（３）子宮内膜炎モデル牛における卵胞発育動態の検証 
 子宮内膜炎モデル牛を作出し，卵胞発育におよぼす LPS の長期的な作用を検証した。ホルモ
ン処置によって卵胞発育を同期化した乳牛を用い，12 時間おき 6 日間にわたって子宮内膜上
皮の掻爬と子宮内への LPS反復投与を実施した。LPS反復投与の前周期，投与周期，投与後周
期のそれぞれにおいて発育卵胞数や卵胞直径などの卵胞発育動態を経時的に解析した。また，
発育した主席卵胞の卵胞液を経腟超音波プローブにより吸引し，ステロイドホルモンおよび
LPS濃度を測定した。 

 
４．研究成果 
（１）発育途上卵胞における LPS 受容能の検証 
ウシ初期胞状卵胞に内包される卵母細胞および卵丘細胞−顆粒層細胞複合体のいずれにおい

ても，LPS 受容体遺伝子である TLR4，CD14，および MD2 の発現を認めた。また，免疫組織化学
により，初期胞状卵胞を構成する卵母細胞，卵丘細胞，顆粒層細胞，および卵胞膜細胞におけ
る TLR4 タンパク局在を確認した。以上より，発育初期の微小な卵胞は LPS を受容する機構を
もつ可能性が示された。 
 
（２）発育途上卵胞内の卵母細胞におよぼす LPS の作用の検証 
 子宮内膜炎罹患牛の卵胞液中濃度と同レベルの LPS添加 (0.01 µg/mlおよび 1 µg/ml) によ
って，OCGCs の生存性が減少したとともに，正常な発育を反映する指標として用いられる顆粒
層細胞の腔形成率が低下した (図 1A)。また，LPS添加によって OCGCsのエストラジオール産
生量が減少した (図 1B)。以上の結果より，LPS が初期胞状卵胞に内包される発育途上卵母細



 

 

胞の生存性および顆粒層細胞のステロイドホルモン産生能を低下させると考えられた。 

 
図 1.初期胞状卵胞から採取した卵母細胞−卵丘細胞−顆粒層細胞複合体 (OCGCs) の体
外発育培養における LPS 曝露は OCGCs の (A) 生存性と腔形成，および (B) エストラジオ
ール (E2) 産生を抑制した．**: P<0.01, *: P<0.05 (vs. control)． 

 
12 日間の体外発育培養後に生存していた OCGCs を LPS 非添加培地にて体外成熟培養に供し

たところ，LPS 存在下で体外発育した卵母細胞では核の成熟率が低下したとともに (図 2A)，
ミトコンドリア膜電位差が低下した (図 2B)。LPS 存在下で体外発育した卵母細胞では，形態
的に正常であっても核および細胞質の成熟能が低下したことから，発育途上期の LPS 曝露は卵
母細胞に不可逆的な影響をおよぼす可能性が示唆された。 

図 2. 初期胞状卵胞から採取した卵母細胞−卵丘細胞−顆粒層細胞複合体 (OCGCs) の体
外発育培養における LPS 曝露は体外成熟培養後 (IVM)の (A) 核成熟率と (B) ミトコンドリ
ア膜電位差を低下させた．*: P<0.05 (vs. control)．a,b: P<0.05 (before vs. after IVM). 

 
以上より，ウシ子宮内膜炎においては LPS が卵胞に移行し，エストラジオール産生抑制と不

可逆的な卵母細胞の胚発生能低下を引き起こすことで，長期にわたる卵巣機能障害の一因とな
る可能性が明らかになった。 
 
（３）ウシ子宮内膜炎モデルにおける卵胞発育動態の検証 
子宮内 LPS反復投与によって，発熱や子宮内膜の炎症，膿貯留といった症状を示す子宮内膜

炎モデル牛を確立した (図 3)。 

 

子宮内 LPS反復投与による発育卵胞数および卵胞直径への影響は認められなかった。子宮内

に LPS を投与した牛では血中および卵胞液中の LPS濃度が増加したことから，子宮で産生され

た LPS が全身循環を介して卵胞へと移行する可能性を示した。また，LPS反復投与を終了した

図 3. (A) 子宮内 LPS 投与後の乳
牛．外陰部より膿の排出を認め
た．(B) 超音波検査 (左) および
内視鏡検査 (右) で検出した子宮
内膜の炎症を示す膿の貯留 (白
やじり) と充血 (黒やじり)． 

A B

Ultrasonography Endoscope



 

 

後に発育を開始した主席卵胞において，卵胞液中の LPS濃度は投与前周期と同レベルに低下し

たが，エストラジオール濃度の低下が認められた。このことは，LPS 消失後も卵胞のステロイ

ドホルモン産生への影響が残存する可能性を示唆している。 

 

結論と今後の展望 

ウシの子宮内膜炎において，子宮内の LPS が卵胞に移行する可能性を明らかにした。また，LPS

は長期にわたるエストラジオール産生抑制と不可逆的な卵母細胞の成熟能低下を引き起こすこ

とで，治癒後も継続する卵巣機能障害の一因となる可能性を示した。哺乳類メスの生殖機能は視

床下部−下垂体−卵巣軸によって制御されていることから，今後は脳と卵巣のインタラクション

における LPS の即時的作用と長期的作用を明らかにするとともに，LPS の抑制作用を緩和する新

奇物質を見つけ出すことにより，子宮内膜炎による長期不受胎に対する新たな治療法の開発を

目指す。 
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