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研究成果の概要（和文）：泌乳初期ホルスタイン牛の卵子中トリアシルグリセロール（TAG）は、未経産牛より
多く、卵子発生能低下と関連すると考えられた。また、血中遊離脂肪酸（FFA）と卵子中FFAには相関があり、卵
子採取21日前の栄養状態と負の相関があった。すなわち、濃厚飼料中心の飼養管理下では、牛卵子にとってFFA
脂肪毒性のリスクの高いことが分かった。
培養細胞に酸素を直接供給できるガス透過型ウェルを用いて発育途上にある牛卵子を抗酸化剤添加した培地を用
いて、培養当初4日間を５%酸素、後半4日間を20%酸素下で培養した。その結果、この培養条件下で発育した牛卵
子の核成熟能と発生能が促進されることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Oocyte triacylglycerols (TAG) were significantly higher in cows in the early
 lactation stage than in heifers. Plasma free fatty acids (FFA) were high at 20-30 after days in 
milk (DIM). Oocyte FFA positively correlated with plasma FFA, but negatively correlated with the 
mean energy balance and 21 days before oocyte collection. Elevated oocyte FFA in cows in the early 
ostpartum period under intensive feeding management suggested that oocytes were at a high risk of 
FFA lipotoxicity. 
In addition, the effects modulated (5-20%) oxygen environments on the in vitro development of bovine
 oocyte-cumulus-granulosa cell complexes (OCGCs) cultured in the presence or absence of an 
antioxidant (astaxanthin: Ax) were evaluated by using gas permeable culture wells. The presence of 
Ax in the 5-20% O2 condition promoted oocyte nuclear maturation and development of OCGCS.

研究分野：獣医繁殖学

キーワード： 卵子　飼養管理　牛

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
牛繁殖性の低下は農家コストの上昇に直結する問題である。特に乳牛においては分娩後の急激な乳量増加に伴っ
て削痩し、栄養状態がマイナスの状態となってしまう。この状態では体脂肪をエネルギーとして使用するため、
血中遊離脂肪酸濃度が高まり、卵子内に余分な脂質が貯留することで卵子発生能を低下させると考えられる。本
研究によって、卵子内に脂質が蓄積する過程や卵子発生能に悪影響を与える可能性のある脂質種の一端が明らか
となった。また、本研究で開発した卵子が体内で発育する期間と類似した発育培養方法は、卵子発生過程の謎を
解明するためのツールとなり、酪農・畜産領域のみならずヒト不妊領域の研究進展にも資すると考えられる。

※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 
 
1990年代に60%以上であった乳牛の人工授精受胎率は、2000年代に入って低下の一途を辿り、
現在では 40%程度まで落ち込んでいる。一方、受胎率と反対に１頭当りの泌乳量は増え続けたこ
とから、乳量増加を目的とした改良が受胎率低下の主要因であると考えられている。これは日本
国内のみならず、高泌乳牛を飼育する各先進国でも同様である。しかし、近年、国内および国外
から、乳量の多い牛群（農家）は乳量の少ない牛群に比べて人工授精受胎率が高いという報告が
なされるようになった。一定以上の乳量を維持するには、牛の健康管理や餌の摂取量をこまめに
チェックする必要があり、高い人工授精受胎率を維持するにも発情行動などのこまめな観察が
不可欠であることから、行き届いた管理が牛の繁殖性を維持していると考えられる。遺伝的改良
によって産乳量が劇的に増加した現代の乳牛では、分娩後の乳生産開始に伴って、消費エネルギ
ー量が急激に増加し、摂餌によって供給されるエネルギー量を上回るため、負のエネルギーバラ
ンス (NEB; Negative Energy Balance) になる。NEB にある乳牛は体脂肪を動員して、不足した
エネルギーを補おうとするが、血中の遊離脂肪酸 (FFA; Free Fatty Acid) の急激な増加は、
牛の代謝能力を上回り、脂肪肝の原因となる。肝機能の低下した牛では、卵胞発育に重要な役割
を果たすインスリン様成長因子 1 分泌の低下が起こり、繁殖性の低下をもたらされると考えら
れている。しかし、NEB によって誘起される血液の高 FFA 状態が、配偶子である卵子に及ぼす影
響は分かっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、ホルスタイン種乳牛の飼養管理が卵子発生能に与える影響を明らかにすることを
目的として、まず、体外受精によって発生能が高いと考えられている卵子および低いと考えられ
ている卵子内に貯留する遊離脂肪酸（FFA）とトリアシルグリセロール（TAG）組成について検討
を行った。次に、粗飼料を主とする、あるいは日本国内で一般的に行われている濃厚飼料を多給
する飼養管理が卵子の脂質貯留に与える影響について検討した。これらの研究は卵子が発生能
を獲得した後の直径 2～3 mm 以上の卵胞から採取するが、卵子への脂質貯留および発生能獲得
に関連した基礎的な卵子発育はこれ以前に行われると考えられる。そこで、生体から卵子採取が
できないようなら小さな卵胞由来の卵子を食肉検査場由来卵巣から採取して、体内での卵子発
育環境を再現できるような培養系の確立を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
1）液体クロマトグラフィー質量分析（LC/MS）を用いた牛卵子発生能に影響する脂質の検討 
 食肉検査場由来のホルスタイン種卵巣から卵子を吸引採取し、卵丘細胞を完全に除去した後、
実体顕微鏡下で観察される卵子形態によって正常卵子（高発生能）および変性過程にある卵子
（低発生能）に分類した。まず、LC/MS に必要な卵子数を調べ、次に形態の異なる卵子の脂質プ
ロファイルを行った。 
2）飼養管理の異なる乳牛における血中および卵子中脂質の解析 
 放牧を行い粗飼料給与を主とした農場において泌乳牛を泌乳初期、最盛期および中期に分類
するとともに未経産牛から超音波診断装置を用いて卵子を採取し、卵丘細胞を取り除いた後に
卵子の脂質プロファイルを行った。また、濃厚飼料を多給している農場において、泌乳牛を分娩
後 20-30、40-50、60-80 および 130-160 日（DIM; days in milk）に分類して同様の実験を行い、
栄養状態の指標として分娩後のボディコンディションスコア（BCS; body condition score）の
変化との関係について検討した。 
3）牛卵子発生能獲得機序を明らかにするための卵子発育培養法の確立 
 食肉検査場由来のホルスタイン種卵巣の皮質を単離し、実体顕微鏡下で皮質内の初期胞状卵
胞（直径 1 mm 以下）を切り出した。切り出した初期胞状卵胞から卵子-卵丘細胞-顆粒層細胞複
合体（OCGC; oocyte-cumulus-granulosa cell complex）を単離して、ガス透過型あるいは一般
的なガス非透過型 96 穴プレートで OCGC を培養した。培養時の酸素濃度を 5 あるいは 20%とし、
培養液への抗酸化剤（Astaxanthin：Ax）の添加効果についても確認した。 
 
 
４．研究成果 
 
1）液体クロマトグラフィー質量分析（LC/MS）を用いた牛卵子発生能に影響する脂質の検討 
解析に用いる卵子脂質の検出感度と精度を調べるため、1、5および 10個の卵子から脂質を抽



出し、検出された TAG と FFA の分子種数およ
び各分子種の相対イオン強度を比較した。そ
の結果、TAG は、卵子 1個では 8 種、5個お
よび 10個では 16種検出でき、牛卵子の脂質
分析には 5 個程度の卵子が必要であること
が分かった。 
 次に、卵子を形態によって正常卵子
（Normal）および変性過程にある卵子
（Degenerating）に分類して脂質分析を行っ
た。その結果、Normal は Degenerating に比
べて TAG 含量が少なく、FFA 含量の多いこと
が分かった（図 1）。また、ミトコンドリア内
膜に局在するリン脂質であるカルジオリピ
ン（CL）はβ酸化に関連し、ミトコンドリア
構造と機能の維持に重要な役割を果たして
いる。Degenerating において CL 含量が
Normal に比べて極めて少なくなっているこ
とは、ミトコンドリアにおけるエネルギー産
生が不十分であることを示している。また、
哺乳動物組織においては CL18:2 が
CL(18:2)4 として最も多く含まれていることが知られているが、牛卵子においては
CL72:6((18:1)2(18:2)2)が最も多く、続いて 70:4((16:1)1(18:1)3)および 72:7((18:1)1(18:2)3)
が多いことから、CL18:1 が最も多くなった。CL 構成の変化はミトコンドリア機能の異常に関連
すると考えらえるが、本研究において CL 構成変化が卵子発生能に与える影響について明らかに
するには至っていない。しかし、CL 含量の低下はミトコンドリア活性の低下および卵子発生能
の低下に関連していると考えられた。 
 
2）飼養管理の異なる乳牛における血中および卵子中脂質の解析 
 放牧中心の農場において、泌乳初期、最盛期および中
期の泌乳牛および未経産牛から卵子を採取して脂質分析
を行ったところ、血中 FFA 濃度と卵子中 TAG 含量に相関
関係が認められた（図 2）。また、血中 FFA は飽和および
不飽和ともに泌乳初期が泌乳中期や未経産牛に比べて多
く、卵子においては 50-54 carbon の TAG 含量が泌乳初期
で未経産牛に比べて多かった（図 3）。FFA はエネルギー
産生の基質であり、他の脂質の原料となる重要な物質で
ある。4 日間の絶食による血中 FFA 濃度の上昇は卵胞液
中の FFA 濃度を上昇させるものの卵子中 TAG 量には影響
を与えないと報告されていたが、本研究では長期間 NEB
の状態にさらされる泌乳初期においては増加した血中
FFA が卵子中 TAG を増加させ、卵子発生能に悪影響を与
えている可能性が示された。 
 泌乳初期の牛において血中 FFA 濃度が高く卵子中 TAG
含量が多かったことは卵子-卵丘細胞複合体（COC; 
cumulus-oocyte complex）において FFA から TAG に変換
されていることが推察された。大量の FFA は小胞体スト
レス、ミトコンドリア障害やアポトーシスの誘導など脂
肪毒性を有することが知られている。すなわち、泌乳初
期の牛においては、FFA を TAG に変換することで脂肪毒
性を回避しようとしている可能性がある。しかし、泌乳
初期の牛卵子中に含まれる TAG 量は他の泌乳期と変わ
らなかったことから、泌乳初期の血中 FFA 量が COC の脂
肪毒性回避能力を上回っていることを示しているのか
もしれない。また、泌乳中の経産牛の卵子細胞質は未経
産牛の卵子に比べて黒色を示すことが報告されている。
この黒色は TAG の貯留を示し、過度の TAG 貯留は卵子発
生に悪影響を与えると考えられる。本研究においても発
生能の低い変性過程にある卵子では TAG 含量の多いこ

図 1．牛卵子内に含まれるトリアシルグリセロール（TAG）、
遊離脂肪酸（FFA）およびカルジオリピン（CL）と CL構成 

図 2．血中 FFA濃度と卵子中TAG

図 3．血中および卵子中の FFA 濃度と TAG 含量および
その組成と乳期の関係 



とが明らかになっている。すなわち、分娩後牛の卵巣内卵子は FFA の脂肪毒性を低下させるため
に TAG に変換し、内部に貯留した TAG を必要に応じて FFA に再変換することでエネルギー源と
しているものの、過度の FFA 供給は卵子のこういった正常性保持機能を攪乱させ、その結果、発
生能の低下した卵子には多量の TAG が貯留するものと考えられた。 
 濃厚飼料多給農場においても粗飼料中心で使用する農場と同様に分娩直後の血中 FFA 濃度お
よび卵子中 FFA 含量が高く、日数経過とともに低下した（図 4）。卵子中 TAG 含量については分
娩後の BCS 低下が 0.5 未満であったものは 130-160 DIM で他の分娩後日数に比べて低い値を示
したものの、BCS 低下が 1.5 以上であった牛においては泌乳初期と同との高い値を示した。乳牛
を健康的に管理するためには分娩後の BCS 低下を 1.0 未満に抑える必要があると考えられてい
る。本研究の結果は、分娩後の急激な BCS 低下は卵子内に過度の TAG 貯留を促し、長期間にわた
って卵子発生能の低下、すなわち繁殖性の低下をもたらす可能性を示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3）牛卵子発生能獲得機序を明らかにするための卵子発育培養法の確立 
 OCGC をガス透過型（GP: gas permeable）
あるいはガス非透過型（control）の 96穴
プレートを用い、20％酸素、5％二酸化炭素
の気相で 8 あるいは 12 日間培養した。GP
群に Ax添加も行った（GP+Ax）ところ、培
養8日目の卵子直径はGP+Ax群で最も大き
くなったが、培養 12 日目の GP+Ax 群は 8
日目よりも小さく、他群と比較して小さく
なった。また、各培養日数の体外発育卵子
を成熟培養したところ、培養 8 日目の
GP+Ax群の核成熟率が最も高かった（図5）。 
 各培養方法において活性酸素発生量
（H2O2量）を測定したところ、Control 群と
GP 群はそれぞれ 73.4±8.5 および 82.9±
14.1 µMであり、GP+Ax 群の 54.0±8.7 µM
よりも高かった。以上の結果から、ガス透
過型培養器を用い、抗酸化剤を添加して牛卵子を発育培養することで従来 12 日間必要であった
卵子発育が、体内での卵子発育に要するのを同程度の 8 日間に短縮可能であることが示唆され
た。しかし、核成熟した卵子を体外受精に供したところ、卵割率は約 30％であり、胚盤胞への
発生率も約 10％と低かったことから次の実験を行った。 
 次の実験では、次の実験では全てガス透過型培養器を用い、培養時の酸素濃度を 8日間通して
5％とする 5-5％群および前半 4 日間を 5％、顆粒層細胞が増殖する後半 4 日間を 20%とする 5-
20％群を設定した。さらに、これらの培養方法に対する Ax 添加効果について検討を行った。そ
の結果、活性酸素発生量は 5-5％群に Ax添加した場合（5-5％+Ax）に最も低く、5-20％群に Ax
添加なし（5-20％-Ax）で最も高かった（図 6）。また、5-20％+Ax 群の活性酸素発生量は 5-5％-
Ax 群と同程度であった。 
 発育培養後の卵子直径は 4 群とも約 114 µm で同等であったものの、卵子核成熟能は 5-20％
+Ax 群が他群に比べて高く、体内発育した卵子（in vivo grown oocytes）と同等であった。ま
た、5-20％+Ax 群における体外受精後の卵割率は 5-5％群と同等であった。胚盤胞発生率は 5-5％
+Ax より低かったものの、胚盤胞の細胞数は同等であった（図 7）。 
 
 
 

図 4．分娩後日数と卵子中 FFA と TAG 量の関係 

図 5．GPおよび Ax添加が卵子発育培養 
8および 12日目の卵子核成熟能に与える影響 
abc 異符号間に有意差あり． 
 



 
 
 
 以上の結果から、抗酸化剤であるアスタ
キサンチンを発育培養液に添加し、ガス透
過型の培養器を用いて牛卵子を培養する
ことで卵子発育を体内での発育と同程度
まで速めることが可能となった。また、発
育培養初期の環境を 5％酸素とすること
で胚盤胞への発生能は改善されることが
示されたが、体内発育卵子よりも低かっ
た。今回の研究では後半の培養酸素濃度は
20％でしか行っていないが、顆粒層細胞数
が著しく増加する培養後半は酸素消費量
も増加すると考えられるため、今後、最適
な酸素濃度について検討する必要がある。
また、今回の培養には 5％濃度で牛胎子血
清を添加しており、過度の脂質が卵子に供
給されていたと考えられる。培養液に添加
した脂質量および脂質種が卵子発生能に
与える影響について検討するため、無血清
培地による牛卵子の発育培養を試みたが、
無血清培地で発育した卵子の直径は小さ
く、成熟培養後に第二減数分裂中期には到
達しなった。今後、様々な実験モデルとな
り得る無血清培地を用いた牛卵子発育培
養系を確立する必要がある。 
 本研究において、牛卵子における脂質組成の詳細が初めて明らかになった。また、卵子脂質組
成に影響を与えないと報告されていた血中遊離脂肪酸量が卵子脂質量に影響していることも明
らかとなった。この影響は短期間のものではなく、本来であれば次の妊娠が成立しているべき分
娩後 130-160 日までも続く可能性が示されたこにより、分娩前後の乳牛の飼養管理の重要性が
より明確に示された。分娩後の乳牛の飼養管理を適正化し、卵子発生能を最大限に高める卵子内
脂質組成およびそのための使用方法、あるいは採取した卵子の培養方法については今後の検討
課題である。 
  

図 6．培養時の酸素濃度と Ax添加が活性酸素種産生に及ぼす影響 
abc 異符号間に有意差あり． 
 

図 7．各培養条件下で発育した体外発育卵子と体内発育卵子の
体外受精後の発生能 
⋆ 体外発育卵子より有意に高い． 
abc 異符号間に有意差あり． 
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