
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
 

平成２５年５月１６日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： ウシおよびブタの原始卵胞は，体外培養によって一次卵胞を超えて

は発達しなかった。ウシの二次卵胞内の卵母細胞は，血漿を添加した培養液中で発育した。ウ

シの初期胞状卵胞より採取した卵母細胞をポリビニルピロリドン，エストラジオール 17β およ

びアンドロステンジオンを含む培養液中で培養すると，卵母細胞は高率に発育し，成熟能力を

獲得した。ブタの初期胞状卵胞より採取した卵母細胞を FSH，dbcAMP およびエストラジオール

17β 添加した培養液中で培養すると，卵母細胞は高率に発育し，成熟する能力を獲得した。 

 

研究成果の概要（英文）： Bovine and porcine primordial follicles did not develop beyond 
the primary stage in culture. Bovine secondary follicles develop in the bovine 
plasma-supplemented medium, and the oocytes (approximately 60 µm in diameter) grew to 
90 µm or more after 4 weeks. The medium containing a high concentration of 
polyvinylpyrrolidone, estradiol-17β and androstenedione supported the growth and 
acquisition of meiotic competence of bovine growing oocytes (90–100 µm in diameter) 
isolated from early antral follicles. Porcine growing oocytes from early antral follicles 
grew to the final size and acquired the meiotic competence in the medium containing FSH, 
dbcAMP and estradiol-17β. 
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１．研究開始当初の背景 
 iPS 細胞の登場によって，人工的な臓器・
組織の作出や特定の細胞への分化誘導技術
の開発がにわかに現実味を増している。卵子

や精子といった生殖細胞も例外ではない。し
かし，卵子形成に不可欠な環境である「卵巣
の機能」を踏まえた議論は未だに少ない。ES
細胞や体性幹細胞から「卵母細胞様の細胞」
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が形作られることはこれまで Hubner K ら
（Science, 2003; 300: 1251-1256）や Dyce PW
ら（Nature Cell Biol, 2006; 8: 384-390）
によって報告されているものの，いずれの卵
母細胞様の細胞も完全に成熟する能力は持
たず，受精，発生もしない。何らかの決定的
な要因が欠けているのである。 
 マウスでは，1996 年に卵巣内の最も小さな
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が得られ
ているが（Eppig JJ, O'Brien MJ, Biol Reprod, 
1996; 54: 197-207），マウス以外の動物種で
は原始卵胞内の卵母細胞を人為的に発育さ
せる培養技術は未だ開発されていない。マウ
ス以外の動物種としては，1999 年の申請者ら
の報告（Yamamoto K ら, Theriogenology, 
1999; 52: 81-89）と研究分担者の平尾らの
報告（Biol Reprod, 2004; 70: 83-91）が，
ウシ卵巣内の卵母細胞から産仔作出した成
功例としてあるが，いずれも初期胞状卵胞か
ら採取した直径 90～99 μm の発育途上の卵
母細胞を 2週間にわたって体外培養して発育
させたに過ぎず，より小さな二次卵胞や原始
卵胞由来の卵母細胞から産仔は得られてい
ない。 
 iPS 細胞に限らず，優れた卵子形成システ
ムを作り上げるには，必ず埋めなければなら
ない大きな問題が存在する。卵巣の持つ「卵
子形成機能」と「内分泌機能」は良く知られ
ているが，哺乳類は進化の過程で胎生機構を
確立し，その過程で卵巣は「卵母細胞／卵胞
の選抜・淘汰機能（一度に多数の卵子が成熟
し排卵されることを抑制する機能）」と「妊
娠維持機能」を備えたと考えられる。また，
申請者らのこれまでの家畜の卵巣を用いた
研究から，卵巣には一度に多くの卵母細胞が
発育を開始することを抑え，長い生殖期間を
可能とするための「卵母細胞の発育休止（貯
蔵）機能」が存在することも明らかになりつ
つある。哺乳類の「卵巣機能」は，このよう
な複数でおそらく相互作用し合う複雑な機
能群によって構成されており，動物の繁殖の
ために受け持つこれらの卵巣の機能の中に
は「卵子形成機能」とは相反する機能も含ま
れていると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 哺乳類の卵巣の機能は，胎生にまつわる複
雑な機能群で構成されており，その中には
「卵子形成機能」と相反する機能も含まれて
いると考えられる。本研究では，卵母細胞の
体外培養技術を用いて，卵巣で絡み合う複雑
な機能群を一旦解体し，卵子形成に必須な機
能を抽出し，再構築する。これによって家畜
の卵巣内に多数存在する卵母細胞の新規な
体外培養系を作り上げる。 
 

３．研究の方法 
 ウシおよびブタの卵巣を用い，卵子形成に
かかわる卵巣機能の解体，卵子形成機能の抽
出および卵巣機能の再構築の順で研究を進
める。卵巣機能の解体・抽出実験は，卵胞の
発達段階によって，原始卵胞～二次卵胞，二
次卵胞～初期胞状卵胞および初期胞状卵胞
以降の 3段階に分けて実施する。 
 原始卵胞（卵母細胞の直径：ウシ，ブタと
もに 30 µm）の培養は，SCID（重症複合免疫
不全症）マウスへの異種移植で発育すること
が確認されている新生仔のブタ卵巣より採
取した原始卵胞（Moniruzzaman M, Miyano T, 
J Reprod Dev, 2007; 53: 1273-1281）を含
む卵巣組織片を用いる。また，と畜場より採
取した成体のウシ卵巣より採取した原始卵
胞を含む卵巣組織片も用いる。卵巣組織片を
器官培養用ディッシュで培養し，培養後の卵
胞の発達を組織学的に調べる。 
 二次卵胞については，成体のウシの卵巣よ
り採取した二次卵胞，および二次卵胞より採
取した卵母細胞−顆粒膜細胞複合体を体外で
培養する。 
 発育後期の卵母細胞については，ウシおよ
びブタの卵巣より採取した初期胞状卵胞を
用いる。初期胞状卵胞より卵母細胞−卵丘細
胞複合体を採取し，体外で培養する。 
 
４．研究成果 
(1) 原始卵胞 
 ブタおよびウシ原始卵胞内の卵母細胞（直
径 30 µm）の発育開始を制御する分子機構に
ついて調べた。ウシ原始卵胞内の卵母細胞の
発育開始は，ブタの原始卵胞と同様に，転写
因子 FOXO3によって抑制的に制御されること
が，ウシ FOXO3 の siRNA 干渉実験によって示
された。また，テストステロン処理によって，
ブタ原始卵胞が発達を開始することが SCID
マウスへの異種移植実験によって示唆され
た。 
 成体のウシの卵巣から原始卵胞を多く含
む卵巣組織片を採取し，ウシ原始卵胞の生存
性を維持する組織培養系を構築した。この系
を用いて，原始卵胞の発達に及ぼす受容体型
チロシンキナーゼ KIT のリガンド（KIT 
ligand ）および Growth differentiation 
factor 9（GDF9）の影響を調べた。原始卵胞
を含む組織片を KIT ligand を 50，100 およ
び 200 ng/ml 添加した培養液中で 1週間培養
したが，KIT ligand に原始卵胞の発達開始を
促進する効果はみられなかった。GDF9 を 100
および 200 ng/ml の濃度で添加したところ，
原始卵胞の割合の有意な低下と一次卵胞の
割合のわずかな上昇を認めた。しかし，卵胞
はそれ以上発達しなかった。 
 10，15 および 20 日齢のブタ卵巣皮質片に
含まれる卵胞形成前の卵母細胞の割合は，日



齢が進むにつれて 27%から 13%へと有意に低
下した。一方，一次卵胞の割合は日齢が進む
につれて上昇したことから，この間卵巣内に
おいて，卵胞形成前の卵母細胞は原始卵胞へ
と移行し，原始卵胞は発達を開始して一次卵
胞へと移行することが示唆された。 
 10～20 日齢のブタ新生仔の原始卵胞を含
む卵巣組織片を 2週間培養したところ，卵母
細胞は生存し続けたが，培養の過程で皮質片
の体積は減少し，卵母細胞の密度が上昇した
（図 1）。このため，げっ歯類において原始卵
胞の発達開始や顆粒膜細胞の分裂を促進す
ると報告されている Fibroblast growth 
factor 2（FGF2）を 50 および 100 ng/ml の
濃度で培養液に添加し，10日齢のブタ卵巣皮
質片を 14 日間培養した。しかし，原始卵胞
は発達を開始せず，FGF2 は皮質片中の体細胞
数の減少にも影響を及ぼさなかった。 
 
図 1. 7 日間体外培養した 10 日齢のブタ卵巣
組織 
 
 (2) 二次卵胞 
 ウシの二次卵胞内の卵母細胞（直径 50～60 
μm）を種々の方法で培養したところ，二次
卵胞から取り出した卵母細胞−顆粒膜細胞複
合体を培養する方法に比べて，二次卵胞を丸
ごとコラーベンゲルに包埋し，血漿を添加し
た培養液中で培養すると，卵母細胞の生存率
は高率に維持された。この培養系で 4週間培
養したところ，卵母細胞は直径 90～100 μm
へと発育した。 
 
(3) 初期胞状卵胞 
 高濃度のポリビニルピロリドンを含む培
養液を用いた開放型培養系（Hirao Y ら, Biol 
Reprod, 2004; 70: 83-91）を用いて，ウシ
の初期胞状卵胞より採取した卵母細胞−顆粒
膜細胞複合体（卵母細胞の直径：90～100 μm）
を 2週間培養した。卵母細胞の発育培養には，
複合体の下面からも培養液が到達するタイ
プの培養基質が有効であった。ポリビニルピ
ロリドン添加培養液中で発育させたウシ卵
母細胞では，卵丘細胞から卵母細胞へ伸びて
そ の 先 端 で ギ ャ ッ プ 結 合 を 形 成 す る
transzonal projectionsの数が無添加の培養
液におけるよりも多かった。 
 発育培養液にステロイドホルモンのエス
トラジオール 17β を添加すると発育途上の
ウシ卵母細胞が高率に生存し，直径 120 µm
へと発育した（図 2）。しかし，その後の成熟
率は低かった。一方，アンドロステンジオン
を添加すると生存率は低いものの卵母細胞
は成熟能力を獲得した。これら両ホルモンを
組み合わせると，卵母細胞が高率に発育し，
成熟能力を獲得する（70〜80%）ことが明ら
かとなった。また，2週間培養したウシ体外 

発育卵母細胞はリプログラミング能力を獲
得しうること，レシピエント卵子として核移
植に利用できることが明らかとなった。 
 平均直径約 100 μm と 105 μm のウシ卵母
細胞を 2週間培養したところ，いずれも平均
直径 120 μm以上へと発育したが，体外受精
後の胚発生率は 105 μm の群がより高く 
(38% vs. 12%)，胚発生能力の獲得には直径
増大後の卵母細胞の変化も重要であること
が示唆された。 
 

図 2. ウシ初期胞状卵胞の卵母細胞−顆粒膜
細胞複合体を開放型培養系で培養すると，卵
胞腔様の構造を発達させ，その内部で卵母細
胞は発育した。 
 
 ブタの初期胞状卵胞中の成熟能力のない
直径約 110 μm の卵母細胞を FSH を添加した
培養液中で 5日間培養すると，卵母細胞は顆
粒膜細胞に包まれた状態で直径 120 µm へと
発育したが，その後の成熟率は低かった
（11%）。培養液にさらに dibutyryl cyclic 
AMP（dbcAMP）を添加すると卵母細胞は発育
し，その後の成熟培養によって高率に（68%）
第二減数分裂中期へと成熟した。しかし，成
熟過程で卵丘は膨潤化しなかった。発育培養
液にエストラジオール 17β をさらに添加す
ると，卵母細胞の成熟に加えて卵丘の膨潤化
が起こった。得られた成熟卵の一部は胚盤胞
へと発生した。 



 
 本研究では，原始卵胞や二次卵胞内の卵母
細胞を体外で培養して成熟能力を獲得させ
るには至らなかったが，初期胞状卵胞より採
取した卵母細胞－顆粒膜細胞複合体につい
ては，卵母細胞を最終の直径へと発育させ，
70〜80%が成熟能力を獲得し得る培養系を構
築することができた。このことは，適切な条
件を整え，必要な因子を適宜培養液に補えば，
卵母細胞の生存性を維持したまま発育させ，
高率に成熟・発生能を獲得させることが可能
なことを示唆している。卵巣内では，卵胞の
発達過程で選抜が起こり，多数の卵胞は閉鎖
し，卵母細胞はその発育過程から脱落する。
本研究結果は，この卵巣内で起こる「卵母細
胞／卵胞選抜機構」は体外では存在しないか
あるいは機能しないこと，また，卵胞選抜は
卵母細胞–顆粒膜細胞以外の要因によって引
き起こされることを示唆している。 
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