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研究成果の概要（和文）：本研究では、牛卵子成熟および初期胚発生能に及ぼす細胞質内オートファジー・リソソーム
系のストレス応答機構を解明することを目的とした。暑熱負荷によってリソソームとカテプシン(CTS)Bの活性化ならび
にアポトーシス経路の活性化がおこり、胚発生低下との関連が見られた。これに対して、CTSB阻害剤であるE-64の添加
によって、暑熱ストレス下の発生向上効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：This study investigated 1)the relationship between heat shock during in vitro 
maturation (IVM) of bovine cumulus oocyte complexes (COCs) and cathepsin(CTS) B activity in relation to 
apoptosis and 2) the effect of supplementation of CTSB inhibitor (E-64) during IVM of heat-shocked COCs 
on embryonic development were investigated. Heat stress exposure during maturation significantly 
decreased the cleavage and blastocyst rate as well as increase in lysosome and CTSB activities. Besides, 
increase of caspase-3 activities in HS-treated oocytes showed significant increase of TUNEL-positive 
cells in blastocysts.Addition of CTDB inhibitor E-64 to maturation medium significantly increased the 
developmental rate and total cell number of blastocyst as well as decreasing the activities of lysosome 
and caspase-3. These results indicate that the regulation of lysosomal CTS by specific inhibitors improve 
the developmental competence of normal and heat-shocked COCs.

研究分野： 家畜繁殖

キーワード： ウシ胚　発生　リソソーム　カテプシン

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 受精卵移植利用による子畜生産技術は過

去 20 数年にわたって人工繁殖技術の中心

的な位置を占め、育種改良にも大きく貢献

してきた。しかし、依然として新鮮胚移植

の受胎率は 50%前後、凍結胚では 40%前後

で推移、停滞しており、さらなる受胎率向

上に対する技術開発が大いに期待されてい

る。一方、年間 22.5 万頭の雌牛が食肉処理

場に出荷され、それらの有する膨大な卵巣

内卵子の子牛生産資源としての活用は非常

に多い。しかし、体外成熟－体外受精－体

外発生をさせて作成した体外生産胚の移植

による受胎率は 40%と低いとともに、凍結

保存後の生存性も生体回収胚と比べて低く、

これらの要因が体外受精卵移植技術の実用

化を妨げている。加えて、夏季の受胎率低

下防止対策としての受精卵移植の有効性が

期待されていることから、高い凍結保存性

や胚移植後の高受胎性が得られる高品質な

胚の生産に対する必要性は依然として高い。 

 近年、マウス初期胚において、細胞内の

タンパク質の分解―再利用に関わるオート

ファジー（自食）作用機構が解明され、初

期胚発生に必須な要因であることが明らか

にされた。加えて、牛の低発生卵子の卵丘

細胞では細胞質内の蛋白質分解に関わるリ

ソソームが持つシステインプロテアーゼ遺

伝子の発現が高いことが報告され、卵子品

質とプロテオリシスとの逆相関が提唱され

た。一方、申請者らは、システインプロテ

アーゼに属するカテプシンＢタンパク質の

活性、発現ならびにアポトーシスが高品質

胚と比べて低品質卵子で増大することおよ

び、成熟培養中のカテプシンＢ活性阻害に

よってアポトーシス抑制と胚発生を向上さ

せることを初めて明らかにした。これらの

新たな知見から、リソソーム機能と細胞質

内タンパク質の分解―再利用に関わる機構

が牛胚の発生向上と高品質化に重要である

可能性が提示された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、高品質な牛胚生産を目的とし

て、牛卵子成熟および初期胚発生能に及ぼ

す細胞質内オートファジー・リソソーム系

のストレス応答機構を解明することを目的

として、以下の実験を実施した。 

（１）酸化、暑熱等のストレス因子が胚リ

ソソームの傷害に及ぼす影響の評価解析と

成熟・初期発生への影響 

（２）リソソームが関与する蛋白質分解・

代謝に関わるオートファジー動態並びに、

システイン・アスパラギン酸プロテアーゼ

であるカテプシン類のストレス応答とアポ

トーシス誘導に及ぼす影響 

（３）カテプシンおよびオートファゴソー

ム群の遺伝子発現ならびにタンパク質活性

の制御によるストレス負荷下での卵子成

熟・胚発生への影響解析 
 
３．研究の方法 
①牛卵子及び初期胚の品質－発生と細胞内

カテプシンＢ活性・遺伝子発現との逆相関

を明らかにしていることから、卵子成熟、

胚発生時の細胞質内リソソーム機能不全に

よるカテプシン群の不必要時の漏出による

細胞内機能への影響という仮設を立て、リ

ソソームへのダメージを可視的に検出する

蛍光プローブを用いることで、品質・発生

能とリソソーム機能を評価する。加えて、

リソソームから漏出する可能性のあるカテ

プシンＢに焦点を当て、卵子・胚の品質と

リソソーム損傷ならびに発現動態について

解析した。 

②卵子・初期胚が受けた暑熱によって、酸

化ストレスが増大し、胚発生が低下するこ

とを既に申請者らは明らかにしているが、

これらのストレスを成熟卵子並びに初期胚

に負荷させる体外モデルを用いることで、

リソゾーム損傷への影響についてカテプシ



ンの動態並びに

アポトーシスに関与する

遺伝子発現並びに活性型タンパク質の動態

を解析

③暑熱・酸化ストレスに曝露させた卵子・

初期胚

添加し、その胚発生、細胞数等の増殖に及

ぼす効果ならびにカテプシン・リソソーム

およびカスパーゼ活性

析した。

 

４.研究成果

①体外成熟培養時の暑熱ストレス負荷によ

って、体外受精後の分割率ならびに胚盤胞発

生率の有意な低下が見られた

蛍光活性基質による

シン

いスポット出現と有意な増加が見られ、カテ

プシン

ソソームの活性化と連動した動きが観察さ

れた(

シンシグナル経路によって影響を受けるこ

とが報告されているカスパーゼ活性の有意

な増加も併せて観察された。卵丘細胞におい

ては、暑熱負荷によって

増加した。

このことから、暑熱ストレスによって

ソームがダメージを受け、それによって漏出

したカテプシンの活性化が起こることで、細

胞質内の不必要な異化作用につながり、遺伝

発現や発生に影響が出たことが考えられる。

加えて、カテプシン

アポトーシスシグナル経路の活性化も引き

起こされていると示唆される。

②暑熱ストレスによる発生低下とリソソー

ム活性の増加は、カテプシン阻害剤である

E-64

改善された。その際に、卵子での

3 の発現が抑制され

れた胚盤胞細胞での

の動態並びにカテプシン群の発現並びに

アポトーシスに関与する

遺伝子発現並びに活性型タンパク質の動態

を解析した。 

暑熱・酸化ストレスに曝露させた卵子・

初期胚の培養液にカテプシン活性阻害剤を

添加し、その胚発生、細胞数等の増殖に及

ぼす効果ならびにカテプシン・リソソーム

およびカスパーゼ活性

析した。 

研究成果 

体外成熟培養時の暑熱ストレス負荷によ

って、体外受精後の分割率ならびに胚盤胞発

生率の有意な低下が見られた

蛍光活性基質による

シン B活性を検出したところ、

いスポット出現と有意な増加が見られ、カテ

プシンBが不活性化状態で収納されているリ

ソソームの活性化と連動した動きが観察さ

(図 2)。加えて、体細胞においてカテプ

シンシグナル経路によって影響を受けるこ

とが報告されているカスパーゼ活性の有意

な増加も併せて観察された。卵丘細胞におい

ては、暑熱負荷によって

増加した。 

このことから、暑熱ストレスによって

ソームがダメージを受け、それによって漏出

したカテプシンの活性化が起こることで、細

胞質内の不必要な異化作用につながり、遺伝

発現や発生に影響が出たことが考えられる。

加えて、カテプシン

アポトーシスシグナル経路の活性化も引き

起こされていると示唆される。

暑熱ストレスによる発生低下とリソソー

活性の増加は、カテプシン阻害剤である

64 を成熟培養液に添加することで有意に

改善された。その際に、卵子での

の発現が抑制され

れた胚盤胞細胞での

カテプシン群の発現並びに

アポトーシスに関与する Caspase

遺伝子発現並びに活性型タンパク質の動態

暑熱・酸化ストレスに曝露させた卵子・

の培養液にカテプシン活性阻害剤を

添加し、その胚発生、細胞数等の増殖に及

ぼす効果ならびにカテプシン・リソソーム

およびカスパーゼ活性、に及ぼす影響を解

体外成熟培養時の暑熱ストレス負荷によ

って、体外受精後の分割率ならびに胚盤胞発

生率の有意な低下が見られた

蛍光活性基質による卵子細胞質内のカテプ

を検出したところ、

いスポット出現と有意な増加が見られ、カテ

が不活性化状態で収納されているリ

ソソームの活性化と連動した動きが観察さ

。加えて、体細胞においてカテプ

シンシグナル経路によって影響を受けるこ

とが報告されているカスパーゼ活性の有意

な増加も併せて観察された。卵丘細胞におい

ては、暑熱負荷によって DNA 断片化が有意に

このことから、暑熱ストレスによって

ソームがダメージを受け、それによって漏出

したカテプシンの活性化が起こることで、細

胞質内の不必要な異化作用につながり、遺伝

発現や発生に影響が出たことが考えられる。

加えて、カテプシン-カスパーゼとつながる

アポトーシスシグナル経路の活性化も引き

起こされていると示唆される。

暑熱ストレスによる発生低下とリソソー

活性の増加は、カテプシン阻害剤である

を成熟培養液に添加することで有意に

改善された。その際に、卵子での

の発現が抑制されたことに加えて、形成さ

れた胚盤胞細胞でのDNA断片化が有意に減少

カテプシン群の発現並びに

Caspase-3,-9

遺伝子発現並びに活性型タンパク質の動態

暑熱・酸化ストレスに曝露させた卵子・

の培養液にカテプシン活性阻害剤を

添加し、その胚発生、細胞数等の増殖に及

ぼす効果ならびにカテプシン・リソソーム

に及ぼす影響を解

体外成熟培養時の暑熱ストレス負荷によ

って、体外受精後の分割率ならびに胚盤胞発

生率の有意な低下が見られた(図 1)。 

卵子細胞質内のカテプ

を検出したところ、増加を示す強

いスポット出現と有意な増加が見られ、カテ

が不活性化状態で収納されているリ

ソソームの活性化と連動した動きが観察さ

。加えて、体細胞においてカテプ

シンシグナル経路によって影響を受けるこ

とが報告されているカスパーゼ活性の有意

な増加も併せて観察された。卵丘細胞におい

断片化が有意に

このことから、暑熱ストレスによってリソ

ソームがダメージを受け、それによって漏出

したカテプシンの活性化が起こることで、細

胞質内の不必要な異化作用につながり、遺伝

発現や発生に影響が出たことが考えられる。

カスパーゼとつながる

アポトーシスシグナル経路の活性化も引き

起こされていると示唆される。 

暑熱ストレスによる発生低下とリソソー

活性の増加は、カテプシン阻害剤である

を成熟培養液に添加することで有意に

改善された。その際に、卵子でのカスパーゼ

たことに加えて、形成さ

断片化が有意に減少

カテプシン群の発現並びに

9 の

遺伝子発現並びに活性型タンパク質の動態

暑熱・酸化ストレスに曝露させた卵子・

の培養液にカテプシン活性阻害剤を

添加し、その胚発生、細胞数等の増殖に及

ぼす効果ならびにカテプシン・リソソーム

に及ぼす影響を解

体外成熟培養時の暑熱ストレス負荷によ

って、体外受精後の分割率ならびに胚盤胞発

卵子細胞質内のカテプ

増加を示す強

いスポット出現と有意な増加が見られ、カテ

が不活性化状態で収納されているリ

ソソームの活性化と連動した動きが観察さ

。加えて、体細胞においてカテプ

シンシグナル経路によって影響を受けるこ

とが報告されているカスパーゼ活性の有意

な増加も併せて観察された。卵丘細胞におい

断片化が有意に

リソ

ソームがダメージを受け、それによって漏出

したカテプシンの活性化が起こることで、細

胞質内の不必要な異化作用につながり、遺伝

発現や発生に影響が出たことが考えられる。

カスパーゼとつながる

アポトーシスシグナル経路の活性化も引き

暑熱ストレスによる発生低下とリソソー

活性の増加は、カテプシン阻害剤である

を成熟培養液に添加することで有意に

カスパーゼ

たことに加えて、形成さ

断片化が有意に減少

した。

時のカテプシン

しなかったが、

た。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上の結果から、暑熱等のストレスを受けた

卵子細胞質内では、異化作用に関わるリソソ

ームが

変わるような活性化を受け、その結果

たカテプシンによるカスパーゼ依存的アポ

%

した。カテプシン阻害剤の添加は、暑熱感作

時のカテプシン

しなかったが、

た。 

以上の結果から、暑熱等のストレスを受けた

卵子細胞質内では、異化作用に関わるリソソ

ームが生涯を受ける、あるいは膜の透過性が

変わるような活性化を受け、その結果

たカテプシンによるカスパーゼ依存的アポ

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

無処理対照区

a

A

図１ 卵子への暑熱負荷による体外受精胚の胚発生への影響

図 2 暑熱負荷卵子におけるリソソーム、カテプシン活性および

アポトーシス動態と阻害剤の効果

図 3 暑熱負荷卵子におけるカテプシン活性および

の発現と阻害剤の効果
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トーシス誘導が受精後の胚発生を阻害する

要因であり、カテプシン Bを阻害することで

胚発生の回復効果が得られることが明らか

となった。また、天然成分としてのビタミン

B6 誘導体の胚発生向上効果が見られたこと

から、今後、安価かつ効果的な胚の品質向上

技術としての活用が期待されるとともに、生

体への給与等の手段による生体全体への繁

殖ストレス低減技術への展開も期待される。 
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