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研究成果の概要（和文）：牛卵巣中に存在する初期胞状卵胞から採取した発育途上にある卵子を、卵子-卵丘細胞-顆粒
層細胞複合体(OGC)として体外発育培養(IVG)法の改善に取り組んだ。その結果、世界で3例目の産子を作出し、本IVG系
により発育した卵子の正常性が確認された。また、骨形成タンパク質4は、培養中の顆粒層細胞の直径を小さくし、プ
ロジェステロン分泌を抑制することから、顆粒層細胞の黄体化を抑制することが明らかになった。さらに、卵巣内胞状
卵胞数(AFC)由来OGCのIVGを行った場合、OGCの生存性に差は認められないものの、高AFC群の方が顆粒層細胞数は多く
、卵子ミトコンドリア活性と核成熟率は高いことが分かった。

研究成果の概要（英文）：I tried to improve the culture system of oocyte-granulosa complexes (OGCs) 
derived from bovine early antral follicles. As the results, I produced offspring effectively by my 
developed system, and it was the third case in the world. The result indicates the embryos derived from 
the culture system have normality the same as in vivo derived embryos. When I added born morphogenetic 
protein-4 (BMP-4) to culture medium, the mean diameter of granulosa cells became smaller and progesterone 
secretion from granulosa cells was inhibited. These mean that BMP-4 inhibits the luteinization of 
granulosa cells. In addition, I compared the developmental competence of OGCs derived from ovaries having 
different antral follicle count (AFC). OGCs derived from high and low AFCs showed similar viability 
during growth culture; however, the mean number of granulosa cells was higher in high AFC group. Oocytes 
derived from high AFC have higher activity of mitochondria and showed higher nuclear maturation rate.

研究分野：繁殖学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者は、牛卵子の成熟及び発生能の獲得
について長年研究を行ってきた。その過程で、
卵子の直径が排卵されるサイズと同等の 120 
μm 程度まで発育してしまうと、既に発生能
力が決定していることを見出した（①）。そ
こで、卵子発生能が確定する前の卵子を体外
で効率良く発育させ、高い発生能を持った卵
子を数多く得ることができれば、体外受精由
来産子の効率的生産が可能と考えた。しかし、
牛における当時の卵子体外発育培養系では
発生能が著しく低く（②）、改善が求められ
ていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、哺乳動物の卵巣内に存在
する卵胞の発育および変性の制御機構を明
らかにし、産業動物の効率的生産および野生
動物の保護・増殖に寄与することを目的とし
ている。卵胞は、卵子と顆粒層細胞、卵胞膜
細胞および間質細胞が高度に統制された集
合体である。その制御機構が明らかになれば
過剰排卵処理による牛体内受精卵の効率的
生産に役立つとともに、高泌乳牛の分娩後の
卵胞発育異常に関係した低受胎などの問題
解決に寄与できる。また、一般的な体外受精
に用いることができる卵子は、ある程度発育
した卵胞から採取される核成熟能を獲得し
たもののみであり、その数には限りがあるが、
卵巣内に数多く存在する発育前期の小卵胞
を効率的に体外発育させる方法が開発され
れば体外受精卵の効率的生産にも寄与でき
ると考えられる。また、この技術は、発情周
期の明らかでない絶滅に瀕した野生動物の
卵子を体外で生産・保存する技術にも繋がる。 
 
３．研究の方法 
１）食肉衛生検査所で採取した牛の卵巣から
初期胞状卵胞を採取し、初期胞状卵胞由来
の顆粒層細胞-卵子複合体（OGC）を回収し
て、OGC を体外発育培養した。エストロジェン
（E2）添加培地を基礎培地として用い、体外発
育した卵子の核成熟能および発生能をしらべ
た。また、成熟培養前にイソブチルメチルキサ
ンチン（IBMX）を添加した培地で様々な時間
培養を行い、卵子内のミトコンドリア活性の変
化を調べ、核成熟能および体外受精後の発
生能との関係を精査した。得られた胚盤胞の
一部を生体牛に移植し、体内での発生能を確
認した。 
 
２）顆粒層細胞における性ステロイドホルモン
産生能と卵子核成熟能に影響を与える因子
を検討するため E2 の前駆物質であるアンドロ
ステンジオン添加培地を用いて、卵胞刺激ホ
ルモン（FSH）と骨形成タンパク質 4（BMP-4）
の添加実験を行った。卵子の核成熟能を確
認するとともに、発育培養中に顆粒層細胞が
産生する E2 およびプロジェステロン（P4）量を
測定した。 

 
３）生体牛を用いて、卵胞発育ウェーブの各ス
テージ（リクルート、セレクション、ドミナント期）
から卵子を採取し、受精能への影響を調べた。
牛卵巣には固有の発育卵胞数があることが知
られている（③）ことから、胞状卵胞数（AFC）
が卵子発生能に与える影響について、体外
発育卵子を用いた検索も行った。 
 
４．研究成果 
１）体外で 12 日間発育させた卵子のミトコ
ンドリア活性を体外成熟培養前（pre-IVM）
に IBMX 添加培地で 10 および 20 時間培養し
検査したところ、pre-IVM 前に低かったミト

コンドリア活性は10時間後に最も高くなり、
20 時間後には低下することが明らかになっ
た。 
次に、これら pre-IVM 時間の異なる IVG 卵子
を体外成熟・受精に供した。その結果、10 時
間 pre-IVM した IVG 卵子は核成熟率 (92%) 
および胚盤胞への発生率 (39%) が体内成熟
卵子と同等まで向上した。12日間のIVGの後、
10時間のpre-IVMを実施した卵子から作出し
た胚盤胞をレシピエント牛に移植し、発情周
期 16 日目 (移植後 9 日目) に胚回収を行っ
て胚の発育を確認したところ、移植胚の半数
以上 (6/11) が体内受精正常胚と同程度ま
で発育していることが分かった。また、別の
レシピエント牛（1/2）は正常な子牛を分娩
した。体外発育卵子由来の産子は世界 3例目
である。 
 
２）OGC を 4 日間発育培養し、形態が正常な
OGC (生存群) と顆粒層細胞が卵子から遊走
あるいは卵細胞質が変性している OGC (死滅
群) の E2 および P4 産生を比較したところ、
形態的に正常と判定されたOGCでは死滅群に
比べて E2 産生が高く、P4 産生は低かった。 
次に、生存群の培地に 0 あるいは 0.5 ng/ml 
FSH および 0、10 あるいは 50 ng/ml BMP-4 を
添加して 6実験群を作製し、さらに 8日間培
養して E2および P4産生および発育培養後の
OGC 生存率、卵子直径および核成熟能につい
て検討した。生存 OGC の E2 産生量は、全実



験群において発育培養 8日目まで増加し、12
日目には低下した。しかし、P4 産生は培養期
間を通して増加した。 

 
 BMP 添加に拘らず、FSH 添加は E 産生を低
下させ、P4 産生を増加させた。50 ng BMP-4
添加により E2・P4 産生は共に低下したが、
10 ng BMP-4 添加では E2 産生は低下せず、P4
産生のみ低下させた。体外培養 12 日後の OGC
生存率は FSH 添加によって高くなり、FSH 無
添加+50 ng BMP-4 添加で低くなった。 
 
３）発情周期中に超音波画像で確認可能な胞
状卵胞数（AFC）が少なくとも 1回は 30 個以
上となった雌牛を High 群とし，その他の牛
を Low 群として実験を行った。これら 2群を
3～4日あるいは7日間隔で経腟採卵法により
卵子を反復採取し，卵子品質に対する卵胞数
および採卵間隔の影響を検討した。採取した
卵丘卵子複合体（CO）は卵丘細胞の付着程度
により形態学的に分類するとともに，全てを
成熟培養後に体外受精に供した。その結果，
3～4日間隔で採卵した場合，COC 形態および
体外受精後の精子侵入率には2群間で差異は
認められなかったが，正常受精率は High 群
が高くなった。7日間隔で採卵した場合，High
群では卵丘細胞を欠く低品質 COC の割合が
Low群および3～4日間隔で採卵した場合に比
べて高くなり，正常受精率および精子侵入率
は低くなった。しかし， Low 群では採卵間隔
は，COC 形態および体外受精成績に影響を与
えなかった。両群の卵胞発育について超音波
画像による解析を行ったところ，High 群では
採卵後 7 日目までに卵胞発育は停止するが，
Low 群においては卵胞が発育を継続すること
が明らかになった。これら結果は，両群の卵
胞発育動態が異なり，採卵間隔を 7日間に延
長すると High 群では卵胞退行が始まり，卵
子品質が低下することを示唆している。 
 そこで、卵胞発育動態に差異の生じた原因
を明らかにするため，牛卵巣を用い，卵胞ウ

ェーブに動員される前の初期胞状卵胞から
OGCを採取して12日間の体外発育培養に供し
た。本実験では，卵巣 1 個中に 25 個以上の
胞状卵胞を目視できる卵巣を High 群，それ
以外の卵巣を Low 群とした。体外発育培養中
に正常な形態を示すOGCの割合および顆粒層
細胞の増殖能を調べたところ，OGC 形態の正
常性には両群間に差異は認められなかった。 

しかし，培養 8日目の顆粒層細胞の生存率は
High 群の方が高く，培養 12 日目の総顆粒層
細胞数も High 群の方が多くなった。これら
のことから，High 群の顆粒層細胞の増殖能の
高いことが示唆された。次に，体外発育培養
後の卵子について，卵細胞質内のミトコンド
リア活性と活性酸素種含量を検査するとと
もに，成熟培養に供して卵子核成熟能を検査
した。その結果，体外成熟培養前の卵子核相
および卵細胞質内活性酸素種含量には両群
間に差異は認められないものの，ミトコンド
リア活性は High 群の方が高く，体外成熟培
養後の核成熟率もHigh群の方が高くなった。 

さらに，一部の卵子を体外受精に供し，卵割
および胚盤胞への発生能を調べたところ，胚
盤胞発生能には明らかな差異は認められな
かったが，卵割率は High 群の方が高い傾向
を示した。以上の結果から，High 群では，顆
粒層細胞の高い増殖能によって，卵子のミト
コンドリア活性が向上し，卵子の核成熟能と
受精能が高くなったと推察された。 
 
 以上の結果から、12 日間体外で発育培養し
た牛卵子を 10時間 IBMX を添加した培地で培
養してミトコンドリア活性を高めたのちに
成熟培養・体外受精を行うことで効率的な産
子生産が行える可能性が示された。しかし、
体外発育培養中に顆粒層細胞が P4 産生を始



めることは、顆粒層細胞としての機能が失わ
れ黄体細胞への分化が始まっていることを
示唆している。BMP-4 の添加は黄体細胞への
分化をある程度抑制するが、培養 8日目以降
にはその効果はほとんど見られなくなった。
より効率的な牛卵子の発育培養を行うには、
顆粒層細胞の黄体化を阻止する培養系の開
発が必要となる。また、牛卵子にもともと発
育する胞状卵胞の数が卵子および顆粒層細
胞の機能に影響を与えることもわかった。卵
巣内胞状卵胞数はヒトの不妊症との関連も
示されており、今後、Low AFC 群の卵子の発
生能を改善する方法が見つかれば、体外受精
をはじめとする人工繁殖技術のさらなる発
展につながると考えられる。 
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