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研究成果の概要（和文）：ブタ体外成熟培地への卵胞刺激ホルモン（FSH）あるいはトランスフ

ォームング増殖因子（TGF）-α添加は、卵子の成熟および卵丘細胞の膨化を促進し、体外受精

後の発生能を向上させることが明らかとなった。FSH と TGF-α は、卵丘細胞を介してブタ卵子

の成熟を促進するが、一部は異なる経路により相乗的に作用していると考えられた。成熟培地

への卵丘細胞膨化関連因子の添加は、体外成熟における卵丘細胞の膨化を促進した。 
 
研究成果の概要（英文）：The addition of follicle-stimulating hormone (FSH) and tansforming growth 
factor (TGF)-α to the defined IVM medium synergistically enhanced nuclear maturation, cumulus 
expansion and the developmental ability of porcine embryos. FSH and TGF-α appear to enhance porcine 
oocyte maturation through cumulus cells by partly different modes of action. Exogenous hyaluronan and 
proteoglycan binding link protein 1 and versican also stimulated cumulus expansion. 
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１．研究開始当初の背景 
 ブタ卵巣から未成熟卵子を取り出し、体外
で成熟、受精、培養して胚を作出する胚の体
外生産は、卵子や胚発生の生理機構の解明に
有用である。また、ブタ胚の体外生産は屠場
由来の卵巣を利用できることから胚を低コ
ストで作出できる大きなメリットがあり、ブ
タ体外生産胚由来産子の作出が可能になっ
ている。しかし、体外生産胚の胚盤胞への発
生率は体内で発育した胚に比べ低く、移植後
に得られる産子の生産効率も低い。 

 研究代表者らは、これまでに成分既知の完
全合成体外成熟培地を開発し、ブタ体外生産
胚からの産子作出に成功している。しかし、
卵胞液や血清など未知因子を含む動物由来
成分を添加しない成分既知培地を用いた体
外成熟培養では、卵丘卵子複合体（COCs）に
おける卵丘細胞の膨化は、体内成熟卵子や卵
胞液を添加した培地で体外成熟培養した場
合に比べ、貧弱であった。 
 卵丘細胞の膨化は、卵子の減数分裂の再開
に伴う卵子成熟過程に認められ、卵子の成熟
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や受精後の胚の発生能に関与していると考え
られる。卵丘細胞の膨化における細胞外マト
リックスの主成分は、ヒアルロナンであるが、
それ自体ではマトリックスを組織化するのに
十分ではない。マトリックスを組織化するた
めには、ヒアルロナンが血清由来成分である
インターα トリプシンインヒビター（ITI）や
卵丘細胞で産生されるヒアルロナンプロテオ
グリカン結合連結タンパク質（HAPLN-1）、バ
ーシカン（VCAN）、腫瘍壊死因子刺激遺伝子
6 タンパク質（TSG-6）等のヒアルロナン結合
タンパク質と結合する必要がある。そのため、
卵丘細胞の膨化機構の解明と胚の体外生産効
率の向上のためには、ヒアルロナンおよびそ
の結合タンパク質の発現や機能の解析が必要
である。 
 
２．研究の目的 
 ブタにおける胚の体外生産技術の高度利
用のため、成分既知体外成熟培地を用いて、
卵子の細胞質成熟と卵丘細胞の膨化に関与
する因子の同定と機能解析を行い、卵細胞質
成熟の改善と多精子受精率の低減による高
品質体外生産胚の作出技術を開発する。すな
わち、性腺刺激ホルモン、ヒアルロナン結合
タンパク質等が卵子成熟や卵丘細胞の膨化
機構に及ぼす影響やその作用機構などを解
析し、体内成熟と遜色ない発生能を持つ体外
成熟卵子を作出することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 卵胞刺激ホルモン（FSH）およびトランス
フォーミング増殖因子（TGF）-α がブタ卵子
の成熟に及ぼす影響を調べた。 
①屠場由来ブタ卵巣から採取した COCs は、
10 ng/ml TGF-α の添加あるいは無添加の体外
成熟培地（POM）に、0～0.1 IU/ml の FSH（前
半 20 時間のみ）を添加した培地で合計 44 時
間体外成熟培養を行い、卵子の核相を調べた。 
②TGF-α を含む POM に種々の濃度の FSH を
添加して COCs を成熟培養した後、体外受
精・発生培養を行い、胚の発生成績を検討し
た。 
③TGF-α と FSH の一方あるいは両方を含む
POM で COCs あるいは裸化卵子の体外成熟培
養を行い、卵子の核相を調べた。 
④TGF-α と FSH の一方あるいは両方を含む
POM で COCs を培養した場合の上皮成長因子
レセプター阻害剤である AG1478 の影響を調
べた。 
⑤TGF-α と FSH の一方あるいは両方を含む
POM で COCs を培養し、培養 0、20 および 44
時間目の COCs の面積を計測するとともに、
COCs のヒアルロナン合成酵素 2（HAS-2）、
HAPLN-1、VCAN および TSG-6 mRNA の発現
量を定量 RT-PCR 法により解析した。 
 

(2) TGF-α と FSH を含む POM に HAPLN-1、
VCAN、TSG-6 あるいは ITI を種々の濃度で添
加して COCs を培養し、培養 0、20 および 44
時間目の COCs の面積を計測して卵丘細胞の
膨化に及ぼす影響を調べた。HAPLN-1 および
VCAN については、成熟培養後に体外受精・
発生培養を行い、体外受精および胚の発生成
績を調べた。 
 
(3) TGF-α と FSH を含む POM に HAPLN-1、
VCAN および ITI を組み合わせて添加して
COCs を培養した後、体外受精・発生培養を
行い、体外受精および胚の発生成績を調べた。 
 
４．研究成果 
(1) ブタ体外成熟培地への FSH あるいは
TGF-α 添加は、卵子の成熟および卵丘細胞の
膨化を促進し、体外受精後の発生能を向上さ
せることが明らかとなった。また、FSH と
TGF-α は、卵丘細胞の膨化に関与するヒアル
ロナン関連因子の遺伝子発現を変化させ、卵
丘細胞を介してブタ卵子の成熟を促進する
が、一部は異なる経路により相乗的に作用し
ていると考えられた。すなわち、 
①TGF-α 無添加の場合、第二減数分裂中期
（MII）に達した卵子の割合は、各濃度の FSH
添加（50.4～62.5%）で FSH 無添加（22.5%）
に比べて有意に増加した。TGF-α を添加した
場合、FSH 添加区の MII 卵子の割合（84.5～
89.9%）は、FSH 無添加（43.7%）に比べて有
意に高く、FSH 単独での添加と比べても有意
に高かった。 
②受精率および胚盤胞への発生率は、FSH を
0.05 IU/ml 以上添加すると FSH 無添加に比べ
て有意に増加した。 
③TGF-α と FSH は、裸化卵子の核成熟を促
進しなかった。 
④AG1478 を添加して培養すると、TGF-α によ
る核成熟促進作用は完全に阻害されたが、
FSH による核成熟促進作用は完全には阻害さ
れず、FSH+AG1478 添加区の MII 卵子の割合
は TGF-α+AG1478 添加区に比べて有意に高か
った（図 1）。 
⑤FSH の添加は卵丘細胞の膨化を促進した
が、TGF-α の効果は認められなかった。培養
20 または 44 時間目の COCs における HAS-2、
HAPLN-1 および VCAN の mRNA 量は、FSH
あるいは TGF-α 添加により無添加に比べ有意
に増加した（図 2）。しかし TSG-6 の mRNA
量は、処置による差を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 
 
 
(2) TSG-6 あるいは ITI を POM に添加した場
合、COCs の面積変化は無添加と比べ差を認
めなかった。200 ng/ml HAPLN-1 を POM に添
加した場合、COCs の面積変化は無添加およ
び 25 ng/ml 添加に比べ有意に増加した（図 3）。
また、4 μg/ml VCAN を POM に添加した場合、
COCs の面積変化は無添加に比べ有意に増加
し、HAPLN-1 や VCAN が卵丘細胞の膨化に
関与していると考えられた。 
 一方、200 ng/ml HAPLN-1 あるいは 4 μg/ml 
VCAN を POM に添加して体外成熟した卵子
を体外受精・体外培養したところ、体外受精
率（73.7～77.3%）、胚盤胞への発生率（41.6
～44.0%）および胚盤胞の細胞数（43.3～43.7
個）は、無添加と比べ差を認めなかった。 
 

 
 
 
(3) HAPLN-1、VCAN および ITI を単独あるい
は組み合わせて添加して成熟培養したとこ
ろ、体外受精率、胚盤胞への発生率および胚
盤胞の細胞数は、すべての組み合わせ間で差
を認めなかった（図 4）。しかし、VCAN を添
加した場合では、添加しない場合に比べ、多
精子受精率が有意に高く、胚盤胞の細胞数が
少なかった。 
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