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研究成果の概要（和文）：本研究は、高着床能力胚の生産を目指した核成熟速度に対応したウシ卵子体外培養系
の構築を目的とした。そのために、核成熟速度の非侵襲的な予測モデルを作成し、モデルにより予測された核成
熟速度が精子侵入および前核形成時期ならびに卵割速度、異常卵割発生および胚盤胞への発生に及ぼす影響を解
析した。結果として、機械学習の手法により、成熟培養18時間時点での核成熟速度の非侵襲的な予測モデルを構
築できることが明らかとなり、そのモデルで分類された卵子では、体外受精を行う適切なタイミングが異なる可
能性が示された。今後は、予測精度の向上および同モデルを活用した高着床能力胚の生産技術に資する研究が求
められる。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop an optimal in vitro culture system for bovine 
oocytes based on nuclear maturation speed to produce embryos with high implantation potential. 
Initially, a non-invasive predictive model for nuclear maturation speed was created. Subsequently, 
the effect of the predicted nuclear maturation speed on fertilization dynamics and embryo 
development following in vitro fertilization was analyzed. Results indicated that a machine learning
 procedure could be utilized to construct a non-invasive prediction model for nuclear maturation 
speed at 18 hours of in vitro maturation of bovine oocytes. Furthermore, differences in predicted 
nuclear maturation speed may influence the optimal timing for in vitro fertilization. Future 
research should focus on improving the prediction accuracy of the developed model and constructing 
technology to produce embryos with high implantation potential using this model.

研究分野： 臨床繁殖学

キーワード： 牛　卵子　受精卵　成熟培養　機械学習　核成熟　個別培養　体外受精

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、卵子の個別成熟培養における核成熟速度の予測が機械学習を活用することで可能であることを示
した世界で初めての成果である。酪農および畜産分野において一般的な技術となっている体外培養由来受精卵移
植の受胎率は約40%程度であり、移植した60%もの体外培養由来の受精卵は着床および妊娠に至らないのが現状で
あるが、本研究成果を活用することでその受胎率を向上させる技術開発を進め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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 ウシ卵子の体外培養技術は、国内各地で臨床技術として既に活用されている。その培養技術による
胚盤胞（子宮へ移植可能なステージ）までの生産効率は約40%である。また、体外培養由来の胚盤胞
をウシ子宮内に移植した際の妊娠率は約 40%である。すなわち、ウシに移植した 60%もの体外培養
由来の胚盤胞は着床および妊娠に至らない。ウシが妊娠するチャンスは、21 日に 1 回しかなく、妊娠
失敗は 1回であっても畜産農家にとって大きな損害となる。 
 
肉眼的に正常なウシ胚盤胞の中に、着床能力が著しく低い胚盤胞が存在することが明らかになって

いる（Sugimura et al. 2017 J Reprod Dev 63:353–7）。そして、それらは体外受精後早期の受
精卵における卵割において、異常な動態を見せるため、経時的に受精卵を観察することで非侵襲的に
見極めることができる。これまでの研究は、「肉眼的に正常な胚盤胞」をいかに効率的に生産するのか、
を目指して行われてきたが、これからの研究では、「高着床能力を有する胚盤胞」をいかに効率的に生
産するのかが求められる。 

 
ウシ卵子が正常に受精し、正常な発生過程を経るためには、卵子が核成熟と細胞質成熟を受精時

に完了していることが必須である。しかし、両成熟完了後にその発生能が維持される期間は限定的で
あり、その期間以降は発生能が失われていく。申請者は、ウシ体外成熟卵子の適切な受精時期（精子
侵入時期）は、核成熟完了後約 12時間目であることを明らかにした（Koyama et al. 2014 J Vet 
Med Sci 76:653–9）。一方で、ウシ卵子の核成熟速度が卵子毎に異なることも明らかにしている。
すなわち、成熟培養開始からどれくらいの時間で核成熟完了後 12時間目を迎えるかを卵子毎に予測
できるかが重要となるが、予測を試みた報告はない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、高着床能力胚の生産を目指した核成熟速度に対応したウシ卵子体外培養系の構築をす

ることを目的とする。そのために、本研究期間内では以下のことを実施する。 
（１） 成熟培養時における核成熟速度の非侵襲的な予測モデルを作成する。 
（２） 核成熟速度に対応した個別体外受精が精子侵入時期および前核形成時期に及ぼす影響を明

らかにする。 
（３） 核成熟速度に対応した個別体外受精が卵割速度および異常卵割発生に及ぼす影響を明らか

にする。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 成熟培養時における核成熟速度の非侵襲的な予測モデルの作成 
 
黒毛和種未経産牛の卵巣を食肉処理場より採取し、6時間以内に研究室に持ち帰った。持ち帰った

卵巣内に存在する直径 2～8 mm の卵胞から卵胞液を吸引し、卵子卵丘細胞複合体（cumulus-
oocyte complex：COC）を検索した。過去の報告（Nagano et al. 2006 Zygote 14:53–61）
に基づき、COC の選抜を行った。選抜した COC を 15 もしくは 18 時間、5%CO2、20%O2および
38.5℃の環境下で個別成熟培養を行った。培養開始直前および培養開始後 12 時間目以降から培
養終了まで 3 時間毎に経時的に COC の写
真を撮影し、COC の面積を測定した。その
面積を用いて、培養開始直前からの面積の
変化率および 1 時間当たりの面積の膨化速
度を計算した。また、培養終了後の顆粒層細
胞の膨化様式を 3つに分類した（図 1）。成熟
培養終了後に、COCs から顆粒層細胞を除
去し、固定および染色することで核相を判定
した。 

 
非侵襲的に取得した COCの画像データから 18個の特徴量を抽出した。抽出した特徴量を用いて、

4 種類の機械学習の手法（人工ニューラルネットワーク（ANN）、決定木（DT）、サポートベクターマシ
ン（SVM）、ランダムフォレスト（RF)）により、成熟培養開始後 18時間の時点で、第二減数分裂中期に
卵子が到達しているかどうかを予測するモデルを構築した。モデルの評価は、一つ抜き交差検証
（LOOCV）を用いて行い、F値（適合率と再現率の算術平均）を基準に最適なモデルを選択した。 
  

図 1 顆粒層細胞の膨化様式。(a)膨化（クラスターなし）

（EWOC）、（ｂ）膨化（クラスターあり）（EWC）、（ｃ）膨化なし 



（２） 核成熟速度に対応した個別体外受精が精子侵入時期および前核形成時期に及ぼす影響 
 
（１）と同様にして、採取した黒毛和種未経産牛由来COCを用いて、個別成熟培養を24時間行い、

培養中に COC の画像データを取得した。（１）の結果から良好な結果が得られた DT および RF モデ
ルを用いて、成熟培養後 18 時間の時点での核成熟速度の予測を行った。成熟培養 24 時間後にパ
ーコール処理を行った凍結融解精液を用いて、5%CO2、5%O2および 38.5℃の環境下で個別体外
受精（精子との共培養）を行った。媒精後 3、6、9 もしくは 12 時間目に COC を取り出し、顆粒層細
胞を除去後に固定および染色することで受精の進行状況を判定した。 

 
（３） 核成熟速度に対応した個別体外受精が卵割速度および異常卵割発生に及ぼす影響 
 
（１）および（２）と同様にして、採取した黒毛和種未経産牛由来COCを用いて、個別成熟培養を 24

もしくは２８時間行い、個別体外受精を 6 時間行った。その後、マイクロウェルディッシュを用いて、
5%CO2、5%O2および 38.5℃の環境下で個別発生培養を 162時間行った。培養中はタイムラプス
カメラを用いて 20 分間隔で写真を撮影し、卵割の有無、第一卵割のタイミングおよび胚盤胞への発
生の有無を記録した。 
 
４．研究成果 
 
（１） 成熟培養時における核成熟速度の非侵襲的な予測モデルの作成 
 
成熟培養 15もしくは 18時間目までの核成熟速度の違いが顆粒層細胞の膨化動態に及ぼす影響

を図 2に示した。成熟培養 15時間目においては、第一減数分裂後期以降に到達した卵子を fast 
group とし、第一減数分裂中期までにしか到達しなかった卵子を slow group とした。また、成熟培
養 18時間目においては、第二減数分裂中期に到達した卵子を fast group とし、第一減数分裂終
期までにしか到達しなかった卵子を slow group とした。成熟培養 15時間目における slow group
の COC面積は大きい傾向を示した（P<0.1）。さらに、slow groupの培養開始直前から成熟培養
15時間前までの COC面積の変化率および成熟培養 12から 15時間目までの 1時間当たりの
COC面積の膨化速度は、fast groupよりも高い値であった（P<0.05）。一方、成熟培養 18時間
目までの核成熟速度の違いが顆粒層細胞の膨化動態に及ぼす影響は認められなかった。 
 
顆粒層細胞の膨化様式が核成熟速度に及ぼす影響を図 3 に示した。クラスターありの顆粒層細胞

の膨化（EWC）を示した卵子においては、成熟培養１８時間目における第二減数分裂中期に到達した
割合が、クラスターなしの顆粒層細胞の膨化（EWOC）を示した卵子よりも高かった（P<0.05） 

図 2 成熟培養 15 もしくは 18 時間目までの核成熟速度の違い

が顆粒層細胞の膨化動態に及ぼす影響。成熟培養 15 時間目まで
の(a)COC 面積、（ｂ）培養開始直前からの COC 面積の変化率

および（ｃ）1 時間当たりの COC 面積の膨化速度ならびに成熟培

養 18 時間目までの(d)COC 面積、（e）培養開始直前からの
COC 面積の変化率および（f）1 時間当たりの COC 面積の膨化

図 3 顆粒層細胞の膨化様式が核成熟速度に及
ぼす影響。MII：第二減数分裂中期、EWOC：膨化

（クラスターなし）、EWC：膨化（クラスターあり）、

BE：膨化なし 



成熟培養開始後 18 時間の時点で、第二減数分裂中期に卵子が到達しているかどうかを予測する

ために構築したモデルの性能を表 1 に示した。ANN と SVM で構築したモデルは高い感度を示した

が、ほとんどの卵子を fast group として予測していた。一方、DTと RFで構築したモデルでは、実際

の第二減数分裂中期の割合（57.0%）と同様の割合で、group 分けが行われていた。また、両モデル

で予測された fast groupの卵子の第二減数分裂中期の卵子の割合は slow group よりも高い値

を示した（P<0.05）。 

以上の結果より、機械学習手法により、成熟培養 18 時間時点での核成熟速度の非侵襲的な予測

モデルを構築できることが示された。卵子の個別成熟培養における核成熟速度の予測が機械学習を

活用することで可能であることを示した初めての成果である。 

 
 
（２） 核成熟速度に対応した個別体外受精が精子侵入時期および前核形成時期に及ぼす影響 
 
異なる核成熟速度であると予測された卵子の第二減数分裂中期の割合ならびに精子侵入および前

核形成時期を表 2 に示した。成熟培養 24 時間目での第二減数分裂中期の卵子の割合は、どの
group の卵子でも高い値を示し、群間差は認められなかった。また、精子侵入および前核形成動態に
おける群間差は認められず、どの group においても、50%以上の卵子で精子侵入が起きていたタイ
ミングは、媒精開始後 3～6時間であった。 

 
以上の結果から、成熟培養開始後 18時間の時点での核成熟速度の違いは精子侵入および前核形

成動態に影響を及ぼさない可能性が示された。（１）の結果から、fastおよび slow groupであると予
測された卵子の 50%以上は、それぞれ第二減数分裂中期に成熟培養開始後 15～18 および 18～
24 時間で到達していたと推定される。それゆえに、成熟培養開始後 24 時間目に体外受精を開始し
た場合、fastおよび slow groupであると予測された卵子の 50%以上に精子が侵入した時期は、そ
れぞれ第二減数分裂中期に到達後 9～15 および 3～12時間であったと推定された。すなわち、今回
使用した培養系においては、成熟培養 2４時間目というタイミングは、体外受精開始時期として fast 
groupにとっては最適であり、slow groupにとっては少し早かったと示唆された。 
 
  

表 1 黒毛和種未経産牛における成熟培養開始後 18 時間時点での核成熟速度予測モデルの性能 

Machine learning algorithm 
Model performance  Metaphase II rate 

Sensitivity Accuracy F value  Fast-predicted NMS Slow-predicted NMS 

Artificial neural network 94.1% 53.7% 69.9%  55.6% (80/144) 100.0% (5/5) 

Decision tree 78.8% 76.5% 79.3%  79.8% (67/84) a 27.7% (18/65) b 

Random forest 74.1% 65.8% 71.2%  68.5% (63/92) a 38.6% (22/57) b 

Support vector machine 98.8% 58.4% 73.0%  57.9% (84/145) 25.0% (1/4) 

 

 Decision tree  Random forest 
 Fast-predicted NMS Slow-predicted NMS  Fast-predicted NMS Slow-predicted NMS 
Metaphase II rate after 24 h of IVM 100% (23/23) 87.5% (21/24)  95.5% (21/22) 92.0% (23/25) 

Sperm penetration rate at (h)  
after IVF start 

    
 

    

3 h  42.1% (8/19) 23.1% (9/39)  31.3% (10/32) 26.9% (7/26) 

6 h  85.7% (12/14) 78.3% (36/46)  80.0% (20/25) 80.0% (28/35) 

9 h  75.0% (15/20) 55.2% (16/29)  70.6% (24/34) 46.7% (7/15) 

12 h  90.9% (20/22) 80.0% (12/15)  84.6% (22/26) 90.9% (10/11) 

Two pronuclei formation rate at (h) 
after IVF start 

     
    

3 h  5.3% (1/19) 0.0% (0/39)  3.1% (1/32) 0.0% (0/26) 

6 h  28.6% (4/14) 17.4% (8/46)  24.0% (6/25) 17.1% (6/35) 

9 h  60.0% (12/20) 44.8% (13/29)  55.9% (19/34) 40.0% (6/15) 

12 h  90.9% (20/22) 80.0% (12/15)  84.6% (22/26) 90.9% (10/11) 

表 2 異なる核成熟速度であると予測された卵子の第二減数分裂中期の割合、精子侵入時期および前核形成時期 



（３） 核成熟速度に対応した個別体外受精が卵割速度および異常卵割発生に及ぼす影響 

 
異なる核成熟速度であると予測された卵子の体外受精後における卵割率および第一卵割時期を図

4 および 5 に示した。成熟培養 24 時間後に体外受精を開始した場合において、RF モデルで fast 
groupであると予測された卵子は、slow groupであると予測された卵子よりも、卵割率は高い値を
示した（P<0.05）。しかし、成熟培養 28 時間後に体外受精を開始した場合においては、群間での違
いは認められなかった。また、第一卵割時期においては、群間での違いは認められなかった。 

体外受精開始後 27 時間よりも後に第一
卵割が起きた受精卵の割合は、成熟培養
24 時間後に体外受精を開始した場合では
群間差が認められなかった。しかし、成熟培
養 28 時間後に体外受精を開始した場合に
おいては、RF モデルで fast group である
と予測された卵子由来の受精卵の同割合は
高い値を示した（P<0.05） 

 
異なる核成熟速度であると予測された卵

子の体外受精後の胚盤胞への発生率を図 6
に示した。胚盤胞への発生率に関しては、群
間での違いは認められなかった。 

 
上述したように今回使用した培養系においては、成熟培養 2４時間目というタイミングは、体外受精

開始時期として fast groupにとっては最適であり、slow groupにとっては少し早かったと考えられ
た。それゆえに、成熟培養 24時間後に体外受精を開始した場合において認められた卵割率の違いは、
核成熟速度の違いに起因すると考えられた。一方、成熟培養 28時間目というタイミングは、体外受精
開始時期として fast groupにとって少し遅く、slow groupでは最適であると考えられる。それゆえ
に、第一卵割が体外受精開始後27時間よりも後に起きた受精卵の割合で認められた違いも、核成熟
速度の違いに起因すると考えられた。 

 
本研究を通じて、成熟培養 18 時間時点での核成熟速度の非侵襲的な予測モデルを機械学習の手

法により構築できることが明らかとなった。また、そのモデルで予測された核成熟速度の違いが体外受
精を行う適切なタイミングに影響を及ぼす可能性も示された。今後は、予測精度の向上および同モデ
ルを活用した高着床能力胚の生産技術に資する研究を進める必要がある。 

 

図 4 異なる核成熟速度であると予測された卵子の体外

受精開始後 48 時間目における卵割率 

図 5 異なる核成熟速度であると予測された卵子の体外

受精の第一卵割時期 

図 6 異なる核成熟速度であると予測された卵子の体外受精

後の胚盤胞への発生率 
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