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学位論⽂の要旨 
 
哺乳動物の卵巣中には出⽣前に準備された多くの雌性⽣殖資源が存在する。これ

まで、これらのうち成⻑を終えた卵⺟細胞をそれらが含まれている中卵胞(MF； 直
径 3〜6 mm)から採取して受精卵の体外⽣産に利⽤されてきた。しかし、卵巣中に
はそれらよりはるかに数多くの⼩卵胞(SF；直径 1〜2 mm)が存在するが、それらに
含まれている卵⺟細胞は、成⻑過程にあり、体外に取り出しても体外成熟（IVM）
効率や胚盤胞期までの初期発⽣能が MF由来の卵⺟細胞のそれらよりも低いとさ
れ、これまで利⽤されていなかった。これらMFおよび SF由来卵⺟細胞における
IVM 能や初期発⽣能におよぼす卵⺟細胞内の違いを明らかにすることが出来れば、
それらの克服により、SF由来卵⺟細胞の IVM 能や初期発⽣能を改善し、哺乳動物
の卵巣内卵⺟細胞の利⽤による受精卵の体外⽣産効率を⼤きく向上できる。そこ
で、本研究は、ブタ卵巣中の SF由来卵⺟細胞の IVM 能、体外受精（IVF）能およ
び胚盤胞期までの初期発⽣能が MF由来卵⺟細胞のそれらと⽐較して低いかどうか
を再度検証するとともに、その違いを⽣み出す原因を検討するために⾏った。これ
までの他者による研究では、IVM 後に未成熟卵⺟細胞を含む状態で IVFや初期発⽣
のための体外培養（IVC）を⾏っており、未成熟卵⺟細胞の存在がその後の IVF 率
や初期発⽣率に影響を及ぼす可能性が考えられた。先⾏研究において、IVM 後に第
⼀極体の放出を確認した成熟卵⺟細胞のみを選別して IVFとその後の IVC に供する
ことで、MFおよび SF由来卵⺟細胞の IVM 能、IVF能および胚盤胞期への初期発
⽣能を再度検証した結果、SF由来卵⺟細胞の IVM 能は MF由来卵のそれと⽐較し
て有意に低いことが確認できた。⼀⽅、MFおよび SF由来卵⺟細胞の IVF後の精
⼦侵⼊率および雌雄前核形成率、卵割率に有意な差がないことを明らかにしたが、
SF由来卵⺟細胞の胚盤胞期への初期発⽣能は、MF由来卵⺟細胞と⽐較して有意に
低かった。また、卵成熟、受精、初期発⽣などに関係する幾つかの遺伝⼦
（AURKA、AURKB、MOS、ZP3、ZP4、NALP9、HSF1、BCL2）のmRNA量が
MFおよび SF由来卵⺟細胞の IVM 培養の前後で差があるか否かについて⽐較した
ところ、調べた全ての遺伝⼦の転写産物量は IVM 培養の間に有意に低下していたも
のの、c-MOS遺伝⼦を除く、ほとんど遺伝⼦のmRNA量について MFおよび SF
由来の卵⺟細胞の間で有意な差は認められなかった。⼀⽅、IVM 培養開始前の c-
MOS遺伝⼦のmRNA量については、SF由来卵⺟細胞内で MF由来卵と⽐較して
有意に低く、c-MOS遺伝⼦を含む細胞周期制御因⼦の転写産物量の違いが SF由来
卵⺟細胞の IVM 能や初期発⽣能に影響を及ぼす可能性が考えられた。 
そこで本研究では、先⾏研究において多くの遺伝⼦由来のmRNA量が IVM 培養
開始後に顕著に低下することを明らかにしたことや、MF由来ブタ卵⺟細胞でのオ
ートファジー活性の亢進が IVM 能や初期発⽣能を更に向上させることが報告されて
いることから、SF由来卵⺟細胞でも何らかの違いが認められれば、SFおよび MF
由来卵⺟細胞の体外成熟能や初期発⽣能の違いにオートファジー調節機構が関与し
ている可能性を⽰すことができるかもしれない。そこで、mTORシグナル経路依存
性のオートファジー誘導剤であるラパマイシンと、同シグナル経路依存性のオート
ファジー阻害剤である 3-MAが、SFおよび MF由来卵⺟細胞の IVM 能や IVC時の
胚盤胞期への発⽣率で評価した初期発⽣能に影響を及ぼすか否かについて調べた。
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その結果、ラパマイシン存在下で MF由来卵⺟細胞の IVM 能及び初期発⽣能がと
もに向上し、3-MA存在下でともに有意に低下した。⼀⽅、SF由来卵⺟細胞の IVM
能及び初期発⽣能は、ラパマイシン及び 3-MAの存在下で何ら影響を受けなかっ
た。これらの結果から、mTORシグナル経路依存性オートファジー誘導剤であるラ
パマイシンや同シグナル経路依存性のオートファジー阻害剤である 3-MAに対する
反応やmTORシグナル経路を介してオートファジー能を調整する能⼒は、MF由来
卵⺟細胞と SF由来卵⺟細胞で異なることを明らかにし、それらの違いが MFおよ
び SF由来卵⺟細胞の IVM 能や初期発⽣能の違いに影響する可能性を⽰唆した。 
次に、mTOR⾮依存的なオートファジー誘導剤としても知られる⼆糖類のトレハ

ロースを IVM 培地に添加して、SF由来卵⺟細胞のオートファジー能をmTOR⾮依
存的に制御することで、結果として同卵の IVM 能や初期発⽣能を改善出来ないかと
いうことについて、検討を⾏った。その結果、オートファゴソーム形成能と⾼い相
関性を⽰す LC3-II および標的物質とオートファゴソームをつなぐアダプタータンパ
ク質である p62 のタンパク質レベルで評価した SFおよび MF由来卵⺟細胞のオー
トファジー能は、IVM 培養の進⾏とともに低下したが、10 mM トレハロース添加
の有無による変化は認められなかった。⼀⽅、SF由来卵⺟細胞の IVM 能および初
期発⽣能は、10 mM トレハロースの添加によって、有意に改善された。さらに、SF
および MF由来卵⺟細胞を取り囲む卵丘細胞塊の⽣存性について調べたところ、
MF由来 COCs の卵丘細胞の⽣存性は IVM 培養の前半 20時間の間、安定していた
が、SF由来 COCs の卵丘細胞の⽣存性は IVM 培養開始 20時間までに顕著に低下
すること、さらには、10 mM トレハロース添加によりその⽣存性は維持された。こ
れらの結果から、IVM 培地への 10 mM トレハロースの添加は、卵⺟細胞のオート
ファジー能に影響することなしに、卵丘細胞の培養開始 20時間での死滅を防ぎ、
卵⺟細胞と卵丘細胞との⼗分なコミュニケーションを遂⾏し、結果的に SF由来卵
⺟細胞の IVM 能や胚盤胞期への初期発⽣能を向上させる可能性があることを⽰し
た。 
以上の研究からmTORシグナル経路を介するオートファジー能の調節能は、SFお
よび MF由来卵⺟細胞間で明らかに異なることを⾒出した。またさらに、LC3-II お
よび p62 のタンパク質レベルで評価したオートファジー能についても IVM 培養の
進⾏とともに低下することや、mTOR⾮依存的なオートファジー誘導剤であるトレ
ハロースを⽤いても SF由来卵⺟細胞のオートファジー能を制御することは出来な
いが、トレハロースの存在が SF由来 COCs の卵丘細胞の⽣存性を少なくとも IVM
培養前半 20時間維持するとともに IVM 能および胚盤胞期までの初期発⽣能を向上
させることを明らかにした。これらの結果から、MF由来卵⺟細胞の IVM 能および
初期発⽣能は、オートファジー能調節によりさらに改善できるが、SF由来卵⺟細胞
のそれらは、トレハロースなどの存在下で卵丘細胞の死滅を防ぎ、卵⺟細胞と卵丘
細胞との⼗分なコミュニケーションを確保することで改善される可能性を明らかに
した。これらの知⾒は、卵巣内⽣殖細胞資源をさらに有効に活⽤することを可能に
し、家畜⽣産や⽣殖補助医療での受精卵の体外⽣産効率を改善し、ゲノム編集など
による動物⽣産での⽣殖細胞供給をより容易にし、⽣殖バイオテクノロジーの更な
る発展に⼤いに資すると考えられる。  
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学位論⽂の概要 
 

本研究は、ブタ卵巣由来⼩卵胞(SF；直径 1〜2 mm)および中卵胞(MF； 直径 3
〜6 mm)由来卵⺟細胞の体外成熟(IVM)能や体外受精（IVF）能、初期発⽣能の違い
と、それらを⽣み出す原因を検討することを⽬的とした。先⾏研究において、SFお
よび MF由来卵丘細胞−卵⺟細胞塊を IVM 培養に供し、それらの卵⺟細胞の IVM
能を⽐較するとともに、第⼀極体を確認できた成熟卵⺟細胞のみを⽤いて、それら
の IVF能および初期発⽣能を調べた。その結果、SF由来卵⺟細胞の IVM 能および
初期発⽣能は既報と同様に MF由来卵のそれらと⽐較して低いことが確認された
が、IVF 率や前核形成率で評価される IVF能および卵割率で評価される⺟系効果能
は SFおよび MF由来卵⺟細胞間に有意な差がないことを明らかにした。また、SF
および MF由来卵⺟細胞の AURKA, AURKB, MOS, ZP3, ZP4, NALP9, HSF1, 
BCL2 遺伝⼦由来mRNA量を IVM 培養の前後で⽐較した結果、全てのmRNA量は
IVM 培養の間に有意に低下したが、c-MOS遺伝⼦を除く他の遺伝⼦のmRNA量に
MFおよび SF由来卵⺟細胞間で差はなかった。⼀⽅、IVM 培養前の SF由来卵⺟細
胞の c-MOS遺伝⼦転写産物量は、MF由来卵より有意に低く、SF由来卵⺟細胞の
IVM 能や初期発⽣能に影響を及ぼす可能性が考えられた。そこで本研究において、
IVM 培養中でのmRNA量の低下や卵⺟細胞のオートファジー能の重要性に関する
報告の存在から、mTORシグナル経路依存性オートファジー誘導剤のラパマイシン
と同阻害剤の 3-MAが MFおよび SF由来卵⺟細胞の IVM率能および初期発⽣能に
およぼす影響を調べた。その結果、IVM 培養時のラパマイシンまたは 3-MA存在
は、MF由来卵⺟細胞の IVM 能および初期発⽣能をそれぞれ改善または阻害した
が、SF由来卵⺟細胞で同様の効果が全く観察されなかった。これらの結果から、
mTORシグナル経路を介してオートファジー能を調整する能⼒は、MFおよび SF
由来卵⺟細胞間で異なることを⾒出し、その違いがそれらの卵⺟細胞の IVM 能や初
期発⽣能での違いに影響している可能性を⽰唆した。さらに、mTOR⾮依存的なオ
ートファジー誘導剤でもある⼆糖類のトレハロースが MFおよび SF由来卵⺟細胞
のオートファジー能および IVM 能や初期発⽣能におよぼす影響を調べた。その結
果、トレハロースは LC3-II および p62 のタンパク質レベルで評価した SF由来卵⺟
細胞のオートファジー能に影響を及ぼさなかったが、卵丘細胞塊の⽣存性維持をサ
ポートし、SF由来卵⺟細胞の IVM 能および初期発⽣能を有意に改善した。以上の
研究から、MF由来卵⺟細胞の IVM 能および初期発⽣能は、オートファジー能調節
によりさらに改善できるが、SF由来卵⺟細胞のそれらは、トレハロースなどの存在
下で卵丘細胞の死滅を防ぎ、卵⺟細胞と卵丘細胞との⼗分なコミュニケーションを
確保することで改善される可能性を明らかにした。これらの知⾒は、雌性⽣殖細胞
資源の有効活⽤を促進し、家畜⽣産や⽣殖補助医療での受精卵の体外⽣産効率の改
善に⼤いに資すると考えられる。 
  



11 
 

第⼀章 諸⾔ 
 
卵形成について 
哺乳動物での卵形成は、胎⽣期に始原⽣殖細胞が⽣殖巣原基に移動後に、卵原細

胞となり、体細胞分裂による増殖を経て、⼀次卵⺟細胞へと分化することから始ま
る。⼀次卵⺟細胞は第⼀減数分裂前期で休⽌し、その周囲を⼀層の扁平な体細胞で
囲まれ、さらにその周囲を基底膜で囲まれることで、原始卵胞が形成される。その
後、⼀層の⽴⽅体型の顆粒層細胞で囲まれた⼀次卵胞を形成し、さらに⼆層以上の
顆粒層細胞に囲まれた⼆次卵胞が形成される頃に、卵⺟細胞からの分泌物により、
顆粒層細胞との間に透明帯が形成される。さらに、卵胞周囲に細⾎管が現れ、顆粒
層細胞が 3〜6層に成⻑すると莢膜細胞が形成される。その後は、卵胞腔が顆粒層
細胞の間隙に出現し、三次卵胞（胞状卵胞）へと成⻑し、卵胞腔同⼠が結合して⼀
つの卵胞腔を持つグラーフ卵胞へと成⻑する。グラーフ卵胞内で⼀次卵⺟細胞は、
卵胞腔に突出した卵丘と呼ばれる部分に押しやられ、卵丘細胞と呼ばれる顆粒層細
胞の層で覆われる。 
 
卵⺟細胞の成⻑と成熟 

卵胞の発育に伴って、⼀次卵⺟細胞は卵⺟細胞-顆粒層細胞間の双⽅向コミュニケ
ーションにより成⻑する。双⽅向コミュニケーションには、多くのトランスフォー
ミング増殖因⼦β(TGF-β)ファミリーの因⼦が関与している[1]。中でも、成⻑分
化因⼦９（Growth differentiation factor 9; GDF9）は卵⺟細胞内で強く発現してお
り[2]、GDF9⽋損マウスは卵胞形成に異常が⽣じて不妊となる[3]ことから卵胞発
育に関与する重要因⼦であると考えられている。卵⺟細胞で強く発現する⾻形成タ
ンパク質 15（Bone morphogenetic protein 15; BMP15)もまた、GDF9 と協調して
働くことで顆粒層細胞を増殖させ、卵胞形成を促進することが知られている[4]。卵
胞の発育には、卵丘細胞を含む顆粒層細胞の増殖や、卵胞刺激ホルモン FSHや⻩体
形成ホルモン LHに対する応答性に係る顆粒層細胞の分化が重要である。これらの
環境の中で卵⺟細胞は卵細胞質の直径を増⼤させる。卵細胞質の直径の増⼤が⽌ま
るまでの過程を卵⺟細胞の成⻑と呼ぶ。 

また、FSHや LHは卵胞形成を促進し、LHサージは卵⺟細胞の減数分裂再開、
卵丘細胞の膨化、排卵を誘起する。体外で FSHや LHの培養液への添加は卵丘細胞
の膨化や卵⺟細胞の体外成熟を促進する[5,6]。FSHレセプターは顆粒層細胞と卵⺟
細胞で、LHレセプターは莢膜細胞と顆粒層細胞で発現している[7]。FSHや LH
は、卵丘細胞内での cAMP産⽣量の増加 [8]と MAPKの活性化[9]を促すことで、
卵⺟細胞内の cAMPレベルの⼀過性の上昇と卵丘細胞と卵⺟細胞間のギャップジャ
ンクションの切断、それに伴う卵⺟細胞内 cAMPおよび cGMPレベルの低下を引
き起こす。それらの⼀連の機構により、減数分裂の再開が誘起され、卵核胞膜が消
失し、卵核胞が崩壊して、第⼀減数分裂中期へと細胞周期が回り出す。その後、第
⼀極体を放出し⼆次卵⺟細胞となり、M-II 期で再度減数分裂を停⽌し、排卵に⾄
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る。第⼀減数分裂前期で減数分裂を停⽌し、⼗分な⼤きさに成⻑した卵⺟細胞が再
度減数分裂を停⽌する M-Ⅱ期まで移⾏する過程を卵成熟と呼ぶ。 
 
卵成熟後の受精及び初期発⽣ 
排卵された成熟（M-Ⅱ期）卵⺟細胞は、卵管膨⼤部に運ばれ、そこで受精する。

精⼦が侵⼊すると、成熟卵⺟細胞は直ちに第⼆極体を放出し、減数分裂は完了す
る。その後、侵⼊精⼦頭部はプロタミンのジスルフィド結合の還元などを経て膨化
し、卵細胞周期の G1 期への進⾏とともに雄性前核が形成される。雌性前核と雄性
前核は、微⼩管の働きで微⼩管形成中⼼に引き寄せられ、卵中央に移動して体細胞
分裂紡錘体を形成することで受精現象が完結する。受精後、哺乳動物の卵は均等分
割を繰り返しながら卵管から⼦宮へと移動し、将来主に胎児となる内部細胞塊と胎
盤になる栄養膜細胞を含む胚盤胞を形成する。その後、胚盤胞内の胞胚腔が増⼤し
て拡張胚盤胞となり、透明帯から脱出し、着床する。 
 
ブタ卵⺟細胞の体外⽣産 
 ブタを含む、多くの哺乳動物種で受精卵の体外⽣産技術が確⽴されている。ブタ
は世界で最も多く⽣産されている哺乳動物家畜である。先進国の多くでは、⽣後 6
か⽉前後の春季発動前未経産ブタを屠畜して⾷⾁としているので、ブタ受精卵の体
外⽣産のために利⽤される卵巣は、⽣後 6か⽉前後の春季発動前未経産ブタに由来
しており、直径 3-6 mmの MF から採取したものが⽣殖資源として活⽤されている
[10,11]。また、既にブタ受精卵の体外⽣産のために、完全合成培地として、卵⺟細
胞の体外成熟基礎培地の POM および受精培地の PFM[12]、受精卵の初期発⽣培地
の PZM-5[13]が既に開発され、利⽤されている。⼀⽅、ブタ卵巣表層には限られた
数の MFしか存在せず、SFが⼤多数を占めている[14]。SF由来卵⺟細胞を受精卵
の体外⽣産に利⽤できれば、卵巣由来⽣殖細胞の利⽤効率が格段に向上することが
期待できるが、SF由来の COCs に含まれる卵⺟細胞の直径は MF由来卵よりも⼩
さく[15]、卵丘細胞数も少ない[16]ことが知られている。 
また、SF由来卵⺟細胞の体外成熟能および初期発⽣能は、MF由来卵⺟細胞と⽐較
して、核成熟[17]や体外受精後の前核形成率[18]、初期発⽣の能⼒[19]が有意に低
いことが知られている。しかし、それらの研究では、IVM 後に未成熟な卵⺟細胞が
含まれており、その後の発⽣に影響を及ぼした可能性がある。本研究に先⾏した研
究において、IVM 後に光学顕微鏡下で第⼀極体を放出している卵⺟細胞を選抜し、
その後の、IVF 率や初期発⽣率に及ぼす影響を調べた。その結果、第⼀極体の放出
と固定染⾊後の細胞学的な観察によって評価された卵⺟細胞の成熟率は、SF由来卵
よりも MF由来卵で有意に⾼かった[19]。SF由来卵⺟細胞質内の cAMPおよび
cGMP量の動態[20]や、グルタチオンおよび MPFレベル[21]についても、MF由来
卵のそれらと⽐較して有意に異なることが⽰されている。また、IVM 培養後に第⼀
極体を伴う成熟卵⺟細胞のみを選別し IVFに供したところ、授精開始後 6時間また
は 9時間の精⼦侵⼊率、雌雄前核形成率および卵⺟細胞あたりの精⼦侵⼊数に SF
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および MF由来卵⺟細胞間で有意な差は認められなかった。精⼦侵⼊のタイミング
や前核形成の進⾏は SFおよび MF由来卵⺟細胞で同様であったので、これらの成
熟卵⺟細胞間に受精能における有意な差はなかった。さらに、先⾏研究において、
SFおよび MF由来成熟卵⺟細胞の発⽣能を決定するために、第⼀極体を確認した卵
⺟細胞のみを IVFに供した。それにもかかわらず、MF由来成熟卵⺟細胞の胚盤胞
形成率は、SF由来成熟卵⺟細胞のそれと⽐較して有意に 2倍程⾼かった。成熟した
経産ブタから採取した卵⺟細胞の IVM-IVF-IVC 後に胚盤胞に発⽣する能⼒は直径 3
〜8 mmの卵胞に由来する卵⺟細胞間で違いはないが、春季発動前の未経産ブタで
は、3〜4 mmの直径の卵胞から採取した卵⺟細胞の発⽣能は 5〜8 mmの卵胞から
採取した卵⺟細胞のそれより低いようである[22]。したがって、SF由来卵⺟細胞の
発⽣能は、IVPや他の⽣殖バイオテクノロジーのための卵⺟細胞の資源利⽤として
主要な制約になる可能性がある。 
 
ブタ卵⺟細胞の IVM 中の遺伝⼦転写量 
卵⺟細胞が初期胚発⽣を維持する能⼒は、IVM、IVF、および IVC に影響する遺伝

⼦の相対的な転写産物量の複雑なパターンや特異性を反映するはずである。したが
って、SF由来卵⺟細胞の成熟、受精、および発⽣能⼒の違いは、それらの転写量に
関連している可能性がある。性的に成熟したブタ卵巣由来卵⺟細胞を⽤いた研究
[23]はあるが、春季発動前の卵巣の異なる卵胞由来の卵⺟細胞中の遺伝⼦の転写量
を⽐較した研究はほとんどない。抗体マイクロアレイを⽤いた⽐較分析は、多くの
タンパク質がブタ卵⺟細胞の成熟時に別々に調節されているようであることを明ら
かにしている[24]。これらのタンパク質は、細胞周期の調節、受精、増殖、代謝な
ど、多くの⽣物学的なプロセスに含まれている遺伝⼦と関連する。これらのプロセ
スに関連する遺伝⼦の転写量の違いが、春季発動前の未経産雌ブタの SF由来卵⺟
細胞の低い能⼒に関係するかもしれない。そこで本研究の先⾏研究として、卵⺟細
胞の成熟、受精、受精卵の発⽣や抗アポトーシス効果の調節に関係する
（AURKA、AURKB、MOS、ZP3、ZP4、NALP9、HSF1、BCL2）のトランスク
リプトーム解析に焦点を当てた研究を⾏った。 

減数分裂の進⾏に関連する 3 つの遺伝⼦（AURKA、AURKB、および MOS）と
アポトーシスに関連する 1 つの遺伝⼦（BCL2）の転写産物量を IVM の前後に分析
した結果、COCs を収集した直後、これらの遺伝⼦はすべて GV 期卵⺟細胞で発現
していた。しかし、M-II 期での減数分裂停⽌に関与し、ブタ卵⺟細胞の MPF 活性
を介在する[25,26] MOS転写産物のみが、GV 期卵⺟細胞において SFよりも MF
由来の卵⺟細胞に多く存在していた。IVM 培養後、サイクリン Bおよび Mos の合
成を促進し、ブタ卵⺟細胞の減数分裂再開を促進する[27] AURKAを含む遺伝⼦の
発現レベルは、SFおよび MFの卵⺟細胞で同様に基底レベルまで⼤幅に低下した。
BCL2 遺伝⼦の転写量は、春期発動前ブタの卵⺟細胞の⽼化中に徐々に減少し、抗
アポトーシスタンパク質 BCL2 を減少させ、第⼆減数分裂中期での姉妹染⾊分体の
異常分配、胚の断⽚化、アポトーシスを引き起こした[28]。ゆえに、これら 4 つの
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遺伝⼦の卵⺟細胞での転写量は、第⼆減数分裂中期でのタンパク質量を反映しない
かもしれない。春季発動前未経産ブタの SF由来卵⺟細胞での MPFレベルは、MF
由来卵のそれより低い [21]ので、SF由来卵⺟細胞が M-II 期へ到達する能⼒の低さ
は、MPFに関連するシグナル経路の能⼒低下による可能性がある。 
精⼦−卵⺟細胞間の相互作⽤に関連する遺伝⼦発現の分析により、GV 期および

M-Ⅱ期にある SFおよび MF由来卵⺟細胞での ZP3 および ZP4 遺伝⼦の発現に有
意な差は⾒られなかった。これらの観察結果は、ブタ卵⺟細胞の被精⼦侵⼊能や前
核形成能に関するこれまでの報告 [17,18]とは異なった。これまでの報告では、よ
り⼤きな卵胞に由来する卵⺟細胞は、より多く第⼆減数分裂中期に到達し、IVF 時
に精⼦に侵⼊され、結果としてより多くの卵⺟細胞が受精終了時までに少なくとも
2 つの雌雄両前核を形成することを⽰唆していた。しかしながら、これらの研究で
は、第⼀極体の存在などによって IVFの前に成熟卵⺟細胞を選抜していなかったた
め、異なる結果が得られたと考えられた。 
先⾏研究において、初期発達能⼒のマーカーとして⺟性効果遺伝⼦のいくつかを

分析した。これらの遺伝⼦は成熟能や受精後の胚性ゲノムの活性化に必要な転写物
やタンパク質を卵形成の間にコードする[29]。HSF1 転写産物の総量は、⼤きな卵
胞よりも SF由来ウシ卵⺟細胞で⾼かった[30]が、先⾏研究において、GV 期および
M-II 期の卵⺟細胞における NALP9 および HSF1 の転写産物量に SFおよび MF由
来卵⺟細胞の間で有意差はなかった。SF由来卵⺟細胞での胚盤胞あたりの細胞数
は、MF由来卵のそれより少なかったことから、NALP9 および HSF1 の細胞転写産
物量に関する本観察結果は、（細胞数で評価される）受精卵の品質に反映されている
可能性がある。したがって、未成熟卵⺟細胞は IVM 後に廃棄されたが、MF由来成
熟卵⺟細胞の発⽣能は SF由来のそれより依然として⾼いと⾔える。 

 先⾏研究において、GV 期にある卵⺟細胞の MOS転写レベルのみが、SF由来
卵よりも MF由来卵で有意に⾼かった。モロニー⾁腫腫瘍遺伝⼦は、脊椎動物の卵
⺟細胞の減数分裂成熟（または G2 期/M 期進⾏）において重要な役割を果たすタン
パク質である細胞増殖抑制因⼦（CSF）の⼀成分である。SF由来卵での低い発⽣能
は、SF由来卵⺟細胞でのこの遺伝⼦の相対転写産物量が低いことに関係している可
能性がある。この遺伝⼦の発現が低いことは、SF由来卵⺟細胞の成熟と初期発⽣に
影響を与える可能性のあるタンパク質が低レベルにあることを⽰している可能性が
ある。 
先⾏研究において、卵丘細胞での転写の変化を調べていないが、そのような解析は
興味深いと思われる。性的に成熟した雌⽜では、卵丘細胞での FSHR、EGFRおよ
び GHR mRNAの発現は、卵胞直径の成⻑とともに増加した[31]。EGFに対する卵
丘細胞の反応は、直径 3〜4 mmの卵胞よりも直径 6 mm以上のブタ卵胞から採取さ
れた卵⺟細胞でより強いことが知られている[32]。卵⺟細胞だけでなく卵丘細胞に
おける遺伝⼦の転写量に関するさらなる解析は、春期発動前の未経産ブタの SFお
よび MF由来卵⺟細胞の発⽣能の違いを検出するために必要である。 
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オートファジーと卵成熟 
 オートファジーは、標的物質を取り囲んだオートファゴソームがリソソームと融
合することで、細胞内の不要なタンパク質や細胞⼩器官を除去するために重要なメ
カニズムである [33]。哺乳動物⽣殖細胞でのオートファジー活性は、受精卵の初期
発⽣[34-36]だけでなく、卵⺟細胞の成熟[37,38]時に重要な役割を担っている。オ
ートファゴソーム形成と正の相関を⽰す微⼩管結合タンパク質軽鎖 3（LC3）-II レ
ベルによって評価されるオートファジー活性は、未成熟ブタ卵⺟細胞で観察される
が、成熟卵⺟細胞より有意に⾼いことが知られている[37]。また、オートファジー
阻害剤 LY294002 を IVM 培養液中に添加すると、MF由来卵⺟細胞の第⼀極体の放
出率（体外成熟率）が有意に低下する[39]。また、オートファジー誘導剤であるラ
パマイシンは、細胞の増殖を調節する経路で重要な役割を果たすセリン/スレオニン
プロテインキナーゼであるラパマイシン標的物質（mTOR）を抑制することで、オ
ートファゴソーム膜形成を誘導し、その結果オートファジーを活性化することが知
られている[40]が、IVM 培地中への 1 nMラパマイシンの添加は、体外での MF由
来ブタ卵⺟細胞の成熟率と胚盤胞期への発⽣率を改善することが報告されている
[38]。さらに、mTORシグナル経路の活性化を誘導してオートファジー能を阻害す
る 3-メチルアデニン（3-MA）は、2.5 mM[35]および 0.02〜2 mM[41]のレベル
で、それぞれ、ブタおよびウシ受精卵のオートファジー活性を阻害することが⽰さ
れている。 
 
トレハロース 

1,1-グリコシド結合で D-グルコースが結合した⾮還元⼆糖であるトレハロース
は、細菌、酵⺟、真菌、昆⾍、無脊椎動物、植物を含む多くの⽣物に存在するが、
脊椎動物には存在しない。トレハロースは、細胞タンパク質の変性を防ぐことで、
極端な温度、乾燥、脱⽔、酸化など、様々な環境ストレスから細胞を保護する⽣理
学的機能を有する[42]。またトレハロースは、⾮mTORシグナル経路を介してオー
トファジー能を⾼めることが⽰されている[43]。さらに、トレハロースを培地に添
加すると、ヒト神経細胞[44,45]や HeLa細胞[46]中に、分解標的物質とオートファ
ゴソームをつなぐアダプタータンパク質として機能する p62[47]が蓄積されること
が報告されている。 
 
本研究の⽬的 
以上の知⾒を踏まえた上で、SF由来ブタ卵⺟細胞の体外成熟能および初期発⽣能

に関する⼀連の研究を実施した。本研究の⽬的は、ブタ卵巣中に多数存在する⼩卵
胞(SF；直径 1〜2 mm)由来卵⺟細胞の体外成熟能、受精能および胚盤胞期までの初
期発⽣能が中卵胞(MF； 直径 3〜6 mm)由来卵⺟細胞のそれらと⽐較して低いとい
う報告[17-18,48]を検証するとともに、その違いを⽣み出す原因を考察することで
あった。 
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先ず、これまでの報告[17-18,48]では、体外成熟後の卵⺟細胞を全て体外受精に
供して、体外受精能や初期発⽣能の評価をしている。これでは、SF由来および MF
由来卵⺟細胞の体外成熟能に差がある場合、その差が体外受精能や初期発⽣能の評
価にまで影響を及ぼすことから、正確にそれらを再評価する必要があった。そこ
で、本研究の先⾏研究において、IVM 後に第⼀極体の放出が確認できた成熟した卵
⺟細胞のみを選別して IVFに供し、体外受精率や前核形成率、胚盤胞到達率を調べ
た。さらに、減数分裂や受精、初期発⽣に関与する遺伝⼦の卵⺟細胞中の転写物質 
(AURKA,AURKB, MOS,ZP3,ZP4,NALP9,HSF1,BCL2)量が SF由来および MF由来
卵⺟細胞間で異なるために、体外成熟能や初期発⽣能に差が⽣じるのかもしれな
い。そこで、IVM に供する SF由来および MF由来卵⺟細胞のそれらの転写量に差
があるか否かについて明らかにした。 
 本件研究の先⾏研究において、ブタ卵⺟細胞の転写量が IVM開始前後で⼤きく変
化したことから、またブタ卵⺟細胞の活性化や 4-細胞期での⺟系転写物から胚性転
写物への移⾏時にも卵細胞室内のタンパク質などのパターンが⼤きく変動すること
が知られており[49]、オートファジーによる不要物質等の除去が重要と考えられ
る。SF由来卵⺟細胞の IVM 能や初期発⽣能が MF由来卵⺟細胞のそれらに劣るこ
とは、それらの卵⺟細胞のオートファジー能の調整機構の違いに起因するかもしれ
ない。そこで、mTOR阻害によってオートファジーを促進する効果が知られている
ラパマイシンとオートファジーの阻害剤である 3-MAに対する卵⺟細胞の IVM 能
および初期発⽣能に及ぼす影響を明らかにするために、SFおよび MF由来卵⺟細胞
のそれらを⽐較した。 
 さらに、⼆糖類のトレハロースは、体細胞のオートファジー能誘導を誘起するこ
とが知られている[43,50]。そこで、トレハロースが SF由来卵⺟細胞のオートファ
ジー能を誘起することで IVM 能や初期発⽣能をも改善できるかもしれないとの仮説
の下、SFおよび MF由来卵⺟細胞の IVM 培地中にトレハロースを添加し、IVM 能
や胚盤胞期への初期発⽣能率とともにウエスタン・ブロッディング法によりオート
ファジーマーカーである LC3-Ⅱ量と p62 量、さらに卵丘細胞の⽣存性を⽐較検討
した。 
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第⼆章 本研究で⽤いた材料および⽅法 
 
試薬および培養液 
 
 NaCl、KCl、KH2PO4、CaCl2・2H2O、MgCl2・6H2O、NaOH、Gentamicin、酢
酸、流動パラフィンは、ナカライテクス株式会社より購⼊した。NaH2PO4 2H2O、
MgSO4・7H2O、CaCl2・2H2O は、⽯津製薬株式会社より購⼊した。eCG 
(Serotropin)および hCG (Gonatropin)は、あすか製薬株式会社より購⼊した。
M199 粉末は、Invitrogenより購⼊した。その他の試薬は、特に記述しない限り、
シグマアルドリッチ株式会社より購⼊した。 
 COCs の回収、洗浄、選抜にはmodified TL-HEPES-PVA (mTL-HEPES-PVA) 
を使⽤した。COCs の体外成熟 (In vitro maturation, IVM)には、基礎培地として
BSAを含まないmPOM に 50μM beta-mercaptoethanol を加えた[51]。成熟卵⺟
細胞の IVF には、mM199 を使⽤した。胚の体外培養には、PZM-5 を⽤いた 
[13]。これらのmTL-HEPES-PVAを除くすべての試薬は、気相条件、5% CO2 、
39℃下で、少なくとも 3時間以上平衡化させた。 
 
COCs の採取と IVM 
 
 岡⼭県営⾷⾁地⽅卸売市場で屠畜された春期発動前の未経産ブタから卵巣を採取
し、75μg/ml potassium penicillin G および 50μg/ml streptomycin sulfateを添加
した滅菌済み 0.9% NaCl溶液 (37℃) に浸して、研究室に輸送した。卵巣の取得か
ら 3時間以内に卵巣表⾯に存在する直径 1-2 mmの SF および直径 3-6 mmの MF 
から、18-gauge針と 10-ml シリンジを⽤いて COCs を吸引採取し、mTL-HEPES-
PVA で 3回洗浄した[52]。3層以上の卵丘細胞塊および均質な細胞質を有する
COCs を実体顕微鏡下で選抜し、実験に供した。 
 POM 培地で 3回洗浄した 40-50個の COCs を 500 μlの POM が⼊った 4-well
培養プレート（Thermo Fisher Scientific、Inc）に移し、ゴナドトロピン（10 IU 
eCG/mlおよび 10 IU hCG/ml）および 1 mM dbcAMPを添加した POM 500 μL 
を、5％ CO2、39 ℃下で 20時間培養した。これらの培地には、ラパマイシン（1
または 10 nM; Santa Cruz Biotechnology、Inc）または 3-メチルアデニン（0.2 また
は 2 mM; 3-MA; Santa Cruz Biotechnology、Inc）、トレハロース(10 mM; 林原株式
会社)の⾮存在下または存在下で別々に培養した。次に、COCs を POM で 3回洗浄
し、ゴナドトロピンおよび dbcAMPを含まない 500 μlの IVM 培地（ラパマイシ
ン、3-MA、およびトレハロース存在下または⾮存在下）で 24時間培養した[52,53] 
IVM 後、0.1％（w/v）ヒアルロニダーゼを含むmTL-HEPES-PVA培地でピペッテ
ィングすることにより卵丘細胞を除去した。その後、卵丘細胞を除去した卵⺟細胞
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を酢酸アルコールで固定もしくは、光学顕微鏡下で第⼀極体の放出を観察した。第
⼀極体の観察された成熟卵⺟細胞は、その後の実験に供した。 
 
卵⺟細胞の減数分裂評価 
 
  IVM 培養後、卵丘細胞を除去した卵⺟細胞を四隅にワックススポットを置いたス
ライドガラス中央部に載せ、カバーグラスで壊れない程度に圧迫保定した後に、酢
酸アルコール（エタノール中の 25％（v/v）酢酸）中で 2 ⽇以上固定した。その
後、標本を 45％（v/v）酢酸中の 1％（w/v）オルセインで 5 分間染⾊し、200倍お
よび 400倍の位相差顕微鏡下で卵⺟細胞の減数分裂の核成熟を評価した。 
 
卵⺟細胞の単為発⽣と IVC 
 
 IVM44時間後、第⼀極体が確認された成熟卵⺟細胞のみを選択し、エレクトロポ
ーション培地に移した。同培地で 3回洗浄後、活性化チャンバー内に同液を満たし
た中に導⼊し、BTX-Electro-Cell Manipulator 2001M（BTX、カリフォルニア州サ
ンディエゴ）を使⽤して、1.2kV / cmの DC強度で 30μs の直流電気パルスを成熟
卵⺟細胞に付与した。刺激した卵⺟細胞を 0.4％（w/v）BSAおよび 5 μMサイト
カラシン Bを添加したm199 中で洗浄後、同培地で 5％ CO2 in airの気相条件下、
39 ℃にて 4時間培養した。その後、卵⺟細胞を PZM-5 で 3回洗浄し、4-well培養
プレート（Thermo Fisher Scientific、Inc.、Roskilde、デンマーク）のパラフィンオ
イルで覆われた 500 μlの PZM-5 で 5％ CO2 in airの気相条件下、39 ℃にて 5 ⽇
間培養した。卵割率および胚盤胞形成率を培養開始後 2 ⽇および 5 ⽇にそれぞれ観
察し、卵⺟細胞の初期発⽣能を評価した。胚盤胞期胚は Hoechst 33342 で核を 15
分間染⾊後に、蛍光顕微鏡下で細胞数を調べた。 
 
ウエスタンブロッティング法によるタンパク質レベルの解析 
 
 卵巣からの採取直後にmTL-HEPES 下でピペッティングにより卵⺟細胞を裸化
し、0.125 M Tris-HCL（pH 6.8）、4％ドデシル硫酸ナトリウム、10％(v/v) 2-メル
カプトエタノール、10％(w/v)スクロース、0.01％(v/v)ブロモフェノールブルーで
構成されるサンプルバッファー(10 μl)に⼊れて -80 ℃で保存した。また、IVM開
始から 20時間後の卵⺟細胞を裸化して 10 μlサンプルバッファーとともに-80 ℃
で保存した。さらに、第⼀極体を観察した成熟卵⺟細胞を同様に 10 μlサンプルバ
ッファーとともに-80 ℃で保存した。卵⺟細胞を 95 ℃で 5 分間ボイル後に、等量
をゲルにロードして、30 mA、40〜50 分でポリアクリルアミドゲル電気泳動により
分離した（Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA）。その後、ゲル内にあるタ
ンパク質を 100 V で 2時間かけて、PVDF膜（Merck、ドイツ）に転写した。膜を
PVDFブロッキング試薬（東洋紡、⼤阪、⽇本）でブロック後、⼀次抗体とともに
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1時間培養し、 0.1% (v/v) Tween 20 含有 PBSで 3回洗浄後、⼆次抗体と 1時間培
養した。使⽤した⼀次抗体は、ウサギ LC3A / B（Cell Signaling Technology、
12741、1：100）、ウサギ p62（Cell Signaling Technology 5114S、1：100）、マウス
αチューブリン（SIGMA ALDRICH、T5168）であった。 使⽤した⼆次抗体は、
Anti-rabbit IgG（Cell Signaling Technology、7074S、1：2000）、Anti-mouse IgG
（Cell Signaling Technology、7076S、1：2000）を使⽤した。 ECL（Bio-Rad 
Laboratories、Hercules、CA、USA）を⽤いて化学発光を強化し、膜上の標的タン
パク質を視覚化した。各タンパク質の発現状況は、ChemiDoc（Bio-Rad 
Laboratories、Hercules、CA、USA）にて観測した。 
 
蛍光染⾊法による卵丘細胞の⽣存性判定 
 
IVM 培養の前後あるいは途中での SFおよび MF由来 COCs 卵丘細胞の⽣存性を

評価するために、COCs を PI/SYBR green（それぞれ 1 μg/mL）を含む PBS中で
15 分間染⾊した。その後、VectaShield（Vector Laboratories Inc.、カリフォルニア
州バーリンゲーム）を少量滴下したスライドガラス上にマウントし、カバーグラス
にて保定後直ちに蛍光顕微鏡（BZ-X710、Keyence、Osaka、Japan ）下で観察し
た。すべての細胞膜に浸透し核 DNAを染⾊する SYBR green由来緑⾊蛍光と細胞
膜の透過性が⾼まった死細胞にのみ透過する PI 由来の⾚⾊蛍光の組み合わせによ
り、緑⾊蛍光細胞を⽣存細胞、オレンジ⾊の蛍光が観察される細胞を死細胞とみな
した。以上 2 ⾊の蛍光度合いにより、COCs を 4 つの範疇に分類した。75％以上の
卵丘細胞が⽣存している COCs を範疇 A、50％以上 75％未満の卵丘細胞が⽣存し
ている COCs を範疇 B、25％以上 50％未満の卵丘細胞が⽣存している COCs を範
疇 C、⽣存細胞が 25％未満の COCs を範疇 Dとした。それぞれの範疇に含まれる
COCs の割合で IVM を通して卵丘細胞の⽣存性がどのように変化したのかを評価し
た。 
 
  統計分析 
 
 GraphPad Prism 6ソフトウェア（GraphPad Software Inc.、カリフォルニア州サ
ンディエゴ）を使⽤し、One-Wayまたは Two-Way ANOVAにより、反復実験デー
タを解析した。90%以上または 10％以下のデータが含まれる場合、全てのパーセン
テージデータをアークサイン変換し、統計解析を⾏った。全てのデータは、アーク
サイン変換前のデータの平均±SEM として⽰された。ANOVA解析で有意な効果が
あった場合、Bonferroni/Dunのアドホックテストにより、各実験区を⽐較した。全
ての解析結果は、P<0.05 の場合にのみ有意差があると⾒なした。 
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第三章 中卵胞および⼩卵胞由来ブタ卵⺟細胞の減数分裂および初期発⽣能は、オ
ートファジー誘導剤と阻害剤に対する感受性が異なる 

 
緒⾔ 
 

ブタ受精卵の体外⽣産では、およそ⽣後 6か⽉に屠殺された未経産ブタ卵巣から
得られた直径 3-6 mmの中卵胞（MF）に由来する COCs を使⽤することが⼀般的
である[10-11,54]。しかしながら、ブタ卵巣の表⾯に存在する MFは、直径 2 mm
以下の⼩卵胞（SF）に⽐べて顕著に少なく[14]、限られた数しか存在していない。
加えて、SF由来卵⺟細胞から得た卵⺟細胞の直径[15]や卵⺟細胞を取り巻く卵丘細
胞数[16]は、MF由来卵⺟細胞よりそれぞれ有意に⼩さく、少ない。さらに、体外
成熟能や初期発⽣能は MF由来卵⺟細胞と⽐較して有意に低いが[17-19]、本研究の
先⾏研究で明らかにした通り、IVM 培養後に第⼀極体の放出を確認した成熟卵⺟細
胞のみを IVFに供すると、精⼦侵⼊率や前核形成率が SF由来卵⺟細胞と MF由来
卵⺟細胞で同等であった [19]。また、MOS遺伝⼦の転写量[19]や cAMPや
cGMP[20]、グルタチオンや MPFのレベル[21]など、細胞質成熟に関係のある因⼦
は、MFおよび SF由来卵⺟細胞間で異なることが報告されている。しかし、MFお
よび SF由来卵⺟細胞の体外成熟能および初期発⽣能の違いの詳細については未だ
解明されていない。 

オートファジーは、リソームと融合することで細胞質内の不要になったタンパク
質や細胞⼩器官を除去する重要なメカニズムである[33]。哺乳類において、⾼いオ
ートファジー活性は、初期発⽣に重要である[34-36]だけでなく、卵⺟細胞の体外成
熟に重要であることが報告されている[39]。オートファジーの活性を⽰す LC3-Ⅱレ
ベルは採卵直後の未熟なブタ卵⺟細胞で観察され、それらは成熟した卵⺟細胞より
⾼い活性を⽰している[37]。また、ラパマイシンは、細胞増殖やオートファジーを
制御するセリンスレオニンプロテインキナーゼのmTORを抑制することでオート
ファゴソーム膜形成を誘導するオートファジー活性作⽤のあることが知られている
[40]。IVM 培地への 1 nM のラパマイシンの添加は、MF由来ブタ卵⺟細胞の体外
成熟率や初期発⽣率を改善することが知られている[38]。 
 さらに、3-MAは、mTOR経路の制御をすることでオートファジー活性を抑制す
る。IVC 培養液への 2.5 mM の 3-MA添加により、ブタ受精卵の初期発⽣[35]、
0.02 ‒ 2 mM の 3-MA添加により、ウシ受精卵の初期発⽣を抑制する[41]ことが報
告されている。MF由来卵⺟細胞のオートファジー誘導剤や阻害剤に対する相互作
⽤に関する研究については、報告があるが、SF由来卵⺟細胞に対するオートファジ
ー誘導剤や阻害剤の効果は、解明されていない。オートファジー誘導剤や阻害剤に
対する反応は、SFおよび MF由来ブタ卵⺟細胞の間で異なり、それが成熟能や初期
発⽣能の違いを⽣じさせている可能性がある。そこで本研究では、オートファジー
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誘導剤であるラパマイシンと同阻害剤である 3-MAが SFおよび MF由来ブタ卵⺟
細胞の体外成熟能および初期発⽣能に及ぼす効果について調べた。 
 
実験デザイン 
 
IVM 培地へのラパマイシン (0, 1, 10 nM)、3-MA (0, 0.2, 2 mM) 添加が SFおよび
MF由来卵⺟細胞の体外成熟能に及ぼす影響 
 
吸引採取された SFおよび MF由来卵丘細胞‐卵⺟細胞塊（COCs）を POM 培養

液で洗浄後、同培養液にゴナドトロピン(eCGおよび hCG)と 1 mM dbcAMP、ラパ
マイシン (0, 1, 10 nM)もしくは 3-MA (0, 0.2, 2 mM) を加えて IVM 培養開始から
20時間培養した。その後、ゴナドトロピン、1 mM dbcAMP、ラパマイシン、3-
MA不含の POM 培養液に移し、さらに 24時間培養した。IVM 後、核成熟を評価
するために固定・染⾊した。400倍の位相差顕微鏡下でそれらの卵⺟細胞を観察
し、GV 期、Metaphase-I（M-I）期、Anaphase-I/Terophase-I（A-I/T-I）期、およ
び Metaphase-II（M-II）期に分類した(Funahashi et al., 1993)。実験は 4-5回繰り
返した。 
 
IVM 培地へのラパマイシン (0, 1, 10 nM)、3-MA (0, 0.2, 2 mM) 添加後が SFおよ
び MF由来卵⺟細胞の初期発⽣能に及ぼす影響 
 
 吸引採取された SFおよび MF由来 COCs を POM 培養液で洗浄後、同培養液に
ゴナドトロピンと 1 mM dbcAMP、ラパマイシン (0, 1, 10 nM)もしくは 3-MA (0, 
0.2, 2 mM) を加えて IVM 培養開始から 20時間培養した。その後、ゴナドトロピ
ン、1 mM dbcAMP 、ラパマイシン、3-MA不含の POM 培養液に移し、さらに 24
時間培養した。IVM 培養終了時に、第⼀極体を確認できた成熟卵⺟細胞を選抜し、
1.2 kV/cmの DC強度で 30 μs の電気パルスを 1回付与後、0.4% BSAおよび 5 μ
g/ml cytocharacin B添加m199 培地で 3回洗浄後、同液で 4時間培養し、単為発⽣
卵の第⼆極体の放出を抑制した。その後、PZM-5 で 3回洗浄後、同液中で、5% 
CO2 in air、39 ℃の気相条件下で 5 ⽇間培養した。単為発⽣ 2 ⽇後に卵割率を、同
5 ⽇後に胚盤胞期胚形成率を光学顕微鏡下で観察した。胚盤胞期胚は、Hoechst 
33342 で核を染⾊後、蛍光顕微鏡下で細胞数を測定した。実験は 4-5回繰り返し
た。 
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結果 
 

MF由来 COCｓを IVM 培養開始から 20時間、1 または 10 nMラパマイシンの
不在または存在下で培養した場合、1 nMラパマイシン存在下での卵⺟細胞の成熟
率(80.0±1.5％)は、同不在対照区のそれ(72.3±1.4％)より有意に⾼かった(Table 
1、P<0.05)。ただし、10 nMラパマイシンの存在下での成熟率（77.6±1.5％）
は、同不在対照区と有意差はなかった(Table 1)。⼀⽅、SF由来卵⺟細胞の体外成熟
率に関して、1 および 10 nM のラパマイシン添加の影響はなく（0 nM区 50.7±
2.7％、1 nM区 62.5±1.9％、10 nM区 60.4±4.9％、Table 2）、MF由来の対象区
のそれ（80.1±2.3％）より有意に低かった（Table 2、P<0.05）。 
 
 
 

 
 
 
 

 

Table1. Effect of rapamycin during the first 20h of culture on the meiotic maturation of medium follicle (MF-) derived porcine 

oocytes in vitro 

 

Conc. (nM) 

of 

Rapamycin 

No. of 

oocytes 

examined 

No. (%) of 

oocytes 

degenerated 

No. (%) of oocytes proceeded to the stage of 

GV M-Ⅰ A-Ⅰ/T-Ⅰ M-Ⅱ 

0 173 1 (0.6±0.6) 5 (2.9±2.7) 40 (23.1±2.4) 2 (1.2±0.7) 125 (72.3±1.4a) 

1 195 1 (0.5±0.5) 10 (5.1±1.8) 27 (13.8±2.4) 1 (0.5±0.5) 156 (80.0±1.5b) 

10 170 2 (1.2±0.7) 7 (4.1±2.1) 28 (16.5±2.2) 1 (0.6±0.6) 132 (77.6±1.5ab) 

 

Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from four replicates. 

Abbreviations: GV, germinal vesicle; M-Ⅰ, metaphase-Ⅰ; A-Ⅰ/T-Ⅰ, anaphase-Ⅰ/telophase-Ⅰ; M-Ⅱ, metaphase-Ⅱ. 

a,b Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Table2. Effect of rapamycin during the first 20h of culture on the meiotic maturation of small follicle (SF-) derived porcine 
oocytes in vitro. 
 

Origin  
of  

COCs 

Conc. (nM)  
of 

Rapamycin 

No. of 
oocytes 

examined 

No. (%)   
of oocytes 

degenerated 

No. (%) of oocytes proceeded to the stage of 

GV M-Ⅰ A-Ⅰ/T-Ⅰ M-Ⅱ 

MF 0 221 2 (0.9±1.1a) 3 (1.4±0.9a) 35 (15.8±2.6a) 4 (1.8±1.6) 177 (80.1±2.3a) 
SF 0 215 1 (0.5±0.5a) 34 (15.8±3.0b) 71 (33.0±3.5b) 0 (0)) 109 (50.7±2.7b) 
SF 1 224 12 (5.4±1.0b) 14 (6.3±1.5ab) 57 (25.4±3.4ab) 1 (0.4±0.4) 140 (62.5±1.9b) 
SF 10 169 3 (1.8±1.2a) 17 (10.1±2.8b) 47 (27.8±4.9ab) 0 (0) 102 (60.4±4.9b) 

 
Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from five replicates. 

Abbreviations: COCs, cumulus-oocytes complexes; MF, middle follicles; GV, germinal vesicle; M-Ⅰ, metaphase-Ⅰ; A-Ⅰ/T-Ⅰ, anaphase-

Ⅰ/telophase-Ⅰ; M-Ⅱ, metaphase-Ⅱ. 

a,b Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05).  
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⼀⽅、IVM 培養開始から 20時間の間に 3-MAが存在すると、0.2 mM 3-MA添加
区の MF由来卵⺟細胞の体外成熟率(63.0±1.6％)は無添加対象区のそれ(75.1±
3.1％)に⽐べて有意に低下した(Table 3、P<0.05)が、2 mM添加区(64.6±3.0％)で
は有意差がみられなかった。 ⼀⽅、SF由来の卵⺟細胞では、0.2 および 2 mM の
3-MAの添加は、体外成熟率に影響せず(0 mM区 47.3±0.4%、0.2 mM区 50.7±
4.0%、2 mM区 46.9±3.4%、Table4、P<0.05)、SF由来卵⺟細胞の成熟率は、3-
MAの存否に関わらずMF由来卵⺟細胞のそれよりも有意に低かった(Table 4)。 

 
 

 

 
 

 
 

 
  

 

 

Table3. Effect of 3-metyladenine (3-MA) during the first 20h of culture on the meiotic maturation of medium follicle (MF-) 

derived porcine oocytes in vitro. 

 

Conc. (mM) 

of  

3-MA 

No. of 

oocytes 

examined 

No. (%) of 

oocytes 

degenerated 

No. (%) of oocytes proceeded to the stage of: 

GV M-Ⅰ A-Ⅰ/T-Ⅰ M-Ⅱ 

0 193 0 (0.0) 17 (8.8±3.1)   31 (16.1±2.2a) 0 (0) 145 (75.1±3.1a) 

0.2 192 2 (1.0±0.6) 21 (10.9±3.1) 48 (25.0±2.2b) 0 (0) 121 (63.0±1.6b) 

2 192 0 (0.0) 12 (6.3±1.3)   53 (27.6±2.1b) 3 (1.6±0.5) 124 (64.6±3.0ab) 

 

Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from four replicates. 

Abbreviations: GV, germinal vesicle; M-Ⅰ, metaphase-Ⅰ; A-Ⅰ/T-Ⅰ, anaphase-Ⅰ/telophase-Ⅰ; M-Ⅱ, metaphase-Ⅱ. 

a,b Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Table4. Effect of 3-metyladenine (3-MA) during the first 20h of culture on the meiotic maturation of small follicles (SF-) derived 
porcine oocytes in vitro. 
 

Origin  
of  

COCs 

Conc. (mM)  
of  

3-MA 

No. of 
oocytes 

examined 

No. (%)   
of oocytes 

degenerated 

No. (%) of oocytes proceeded to the stage of: 

GV M-Ⅰ A-Ⅰ/T-Ⅰ M-Ⅱ 

MF 0 201 11 (5.5±1.8) 16 (8.0±1.6) 32 (15.9±3.0a) 2 (1.0±0.6) 140 (69.7±2.8a) 
SF 0 186 7 (3.8±1.5) 36 (19.4±2.9) 55 (29.6±1.9b) 0 (0) 88 (47.3±0.4b) 
SF 0.2 213 8 (3.8±1.7) 30 (14.1±3.0) 66 (31.0±3.0b) 1 (0.5±0.4) 108 (50.7±4.0b) 
SF 2 224 2 (0.9±1.0) 19 (8.5±3.2) 97 (43.3±2.1c) 1 (0.4±0.4) 105 (46.9±3.4b) 

 
Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from five replicates. 

Abbreviations: COCs, cumulus-oocytes complexes; MF, middle follicles; GV, germinal vesicle; M-Ⅰ, metaphase-Ⅰ; A-Ⅰ/T-Ⅰ, anaphase-

Ⅰ/telophase-Ⅰ; M-Ⅱ, metaphase-Ⅱ. 

a,-c Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05).  
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MF由来卵⺟細胞では、IVM開始 20時間の間に 1 nMラパマイシンが存在する

と、ラパマイシン無添加の対照区と⽐較して、単為発⽣後の胚盤胞期への発⽣能⼒
が著しく増加した(0 nM区 23.6±2.3%、1 nM区 35.3±2.4%、Table5、P<0.05)
が、10 nMラパマイシン添加区の胚盤胞形成率(28.5±2.7%)は無添加対象区と⽐較
して有意差はなかった(Table 5)。⼀⽅、SF由来卵⺟細胞では、ラパマイシンの添加
は単為発⽣後の胚盤胞形成率に影響を及ぼさなかった (0 nM区 18.1±3.4%、1 nM
区 15.6±3.1%、Table 6)。また、それらは MF由来卵⺟細胞の胚盤胞形成率(30.6±
2.6%)より有意に低かった(Table 6、P<0.05)。COCs 由来の卵胞の⼤きさ(SF vs. 
MF)に関係なく、ラパマイシンの存在は、卵割率と胚盤胞あたりの細胞数の両⽅に
有意な影響を及ぼさなかった（Table 5 および Table 6）。 
 

 
 

 

 
 
 

 

Table5. Effect of rapamycin during the first 20h of in vitro maturation on the early developmental competence following 

parthenogenetic activation of medium follicle (MF-) derived porcine oocytes 

 

Conc. (nM)  

of  

Rapamycin 

No. of  

mature oocytes 

examined 

No. (%) of oocytes No. of  

blastomeres  

per blastocyst 
cleaved formed blastocyst 

0 144 128 (88.9 ± 2.6) 34 (23.6 ± 2.3a) 30.1 ± 1.5 

1 153 141 (92.2 ± 2.4) 54 (35.3 ± 2.4b) 28.3 ± 1.4 

10 144 131 (91.0 ± 1.1) 41 (28.5 ± 2.7ab) 28.1 ± 1.6 

 

 

Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from five replicates. 

Only mature oocytes with an extruded first polar body were used following IVM culture. 

a,b Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Table6. Effect of rapamycin during the first 20h of in vitro maturation on the early developmental competence following 
parthenogenetic activation of small follicle (SF-) derived porcine oocytes 
 

Origin  
of  

COCs 

Conc. (nM)  
of  

Rapamycin 

No. of  
mature oocytes 

examined 

No. (%) of oocytes No. of  
blastomeres  

per blastocyst 
cleaved formed blastocyst 

MF 0 121 106 (87.6 ± 2.7) 37 (30.6 ± 2.6a) 30.1 ± 2.2 
SF 0 127 114 (89.8 ± 3.5) 23 (18.1 ± 3.4b) 26.2 ± 2.2 
SF 1 122 114 (93.4 ± 3.4) 19 (15.6 ± 3.1b) 27.1 ± 2.9 
SF 10 120 110 (91.7 ± 2.8) 28 (23.3 ± 2.9ab) 28.6 ± 2.4 

 
 
Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from five replicates. 

Abbreviations: COCs, cumulus-oocytes complexes; MF, middle follicles. 

Only mature oocytes with an extruded first polar body were used following IVM culture. 
a,b Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05). 
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IVM 培養開始から 20時間の間に 3-MAが存在すると、単為発⽣後の MF由来卵

⺟細胞の胚盤胞形成率は有意に低下した(0 mM区 49.0±5.8%、0.2 mM区 22.2±
5.7%、2 mM 22.5 ± 6.3 %、Table 7、P<0.05)が、SF由来卵⺟細胞の胚盤胞形成
率は 3-MA添加の影響はなかった(0 mM区 9.2±3.1%、0.2 mM区 6.7±2.5%、2 
mM区 5.8±2.7%、Table 8)。3-MAの添加は、MFおよび SF由来卵⺟細胞の卵割
率および胚盤胞あたりの細胞数に影響を及ぼさなかった（Table 7 および Table 8）
が、SF由来の卵⺟細胞の胚盤胞形成率は、3-MA無添加区の MF由来卵⺟細胞のそ
れ(24.8±3.9%)より有意に低かった(Table 8、P<0.05)。 
 
 

 
 
 
 

 
 
  

 

Table7. Effect of 3-metyladenine (3-MA) during the first 20h of in vitro maturation on the early developmental competence 

following parthenogenetic activation of medium follicle (MF-) derived porcine oocytes 

 

Conc. (mM)  

of  

3-MA 

No. of  

mature oocytes 

examined 

No. (%) of oocytes No. of  

blastomeres  

per blastocyst 
cleaved formed blastocyst 

0 102 93 (91.2 ± 3.9) 50 (49.0 ± 5.8 a) 31.6 ± 1.2 

0.2 99 89 (89.9 ± 2.8) 22 (22.2 ± 5.7 b) 27.4 ± 1.0 

2        102 89 (87.3 ± 4.9) 23 (22.5 ± 6.3 b) 28.0 ± 1.1 

 

 

Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from four replicates. 

Only mature oocytes with an extruded first polar body were used following IVM culture. 

a,b Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Table8. Effect of 3-metyladenine (3-MA) during the first 20h of in vitro maturation on the early developmental competence 
following parthenogenetic activation of small follicle (SF-) derived porcine oocytes 
 

Origin  
of  

COCs 

Conc. (mM)  
of  

3-MA 

No. of  
mature oocytes 

examined 

No. (%) of oocytes No. of  
blastomeres  

per blastocyst 
cleaved formed blastocyst 

MF 0 141 134 (95.0 ± 1.4) 35 (24.8 ± 3.9a) 27.7 ± 1.2 
SF 0 120 105 (87.5 ± 3.2) 11 (9.2 ± 3.1b) 25.2 ± 2.4 
SF 0.2 105 84 (80.0 ± 3.0) 7 (6.7 ± 2.5b) 30.5 ± 2.0 
SF 2 104 88 (84.6 ± 7.0) 6 (5.8 ± 2.7b) 27.8 ± 2.2 

 
 
Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from five replicates. 

Abbreviations: COCs, cumulus-oocytes complexes; MF, middle follicles. 

Only mature oocytes with an extruded first polar body were used following IVM culture. 

a,b Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05). 
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考察 
 
 LC3-Ⅱレベルによって評価されたオートファジー活性は、ゴナドトロピンや
dbcAMPに暴露される IVM 培養の前半で⾼く、IVM 培養終了時に低下したことが
報告されている[37]。1 nMラパマイシンの添加は、ブタ成熟卵⺟細胞の LC3-Ⅱレ
ベルと減数分裂能および初期発⽣能を上昇させる[38]が、卵胞の⼤きさによる影響
については明らかではなかった。本研究において、ラパマイシンが MF由来卵⺟細
胞の減数分裂能や初期発⽣能に及ぼす効果は、以前の研究と同様であった。本研究
で、IVM 培養前半に 1 nMラパマイシンを添加すると、体外成熟率および単為発⽣
後の胚盤胞期への初期発⽣率が有意に向上した。これらの結果から、MF由来卵⺟
細胞では、ラパマイシンがmTORを抑制することでオートファジーが活性化さ
れ、減数分裂能や初期発⽣能が促進されることが⽰唆された。逆に、3-MAの添加
により、MF由来卵⺟細胞の体外成熟率および胚盤胞期への初期発⽣率は低下し
た。これらの結果は、他者によるオートファジー抑制剤の LY294002 を⽤いた研究
と類似する[39]。3-MAの同様の濃度は、ブタ卵⺟細胞の単為発⽣の研究で効果的
に初期発⽣能を低下させたレベル[35]と同様であった。ゆえに、これらの結果か
ら、MF由来卵⺟細胞は、3-MAに対して感受性を持ち、オートファジーが抑制さ
れることで、体外成熟率や初期発⽣率が減少したと考えられる。このように、MF
由来卵⺟細胞は、mTOR経路を通してオートファジーを制御する能⼒を有すること
が明らかとなった。 
 しかしながら、SF由来卵⺟細胞は、1、10 nMラパマイシンを IVM 培養の前半
20時間の間に添加しても、M-Ⅱ期に進⾏する減数分裂能や単為発⽣後の胚盤胞期
への初期発⽣能に影響しなかった。この結果は、MFとは対照的で、以前の MF由
来卵を⽤いた研究報告[38]とも異なる。この結果は、ブタ SF由来卵⺟細胞がラパ
マイシンに対する感受性を⽋いており、ラパマイシンがオートファジーを活性化せ
ず、減数分裂能や初期発⽣能に影響を及ぼさないことを⽰唆している。さらに、SF
由来卵⺟細胞は、IVM 培養の前半 20時間の間にオートファジー能の抑制剤である
3-MAを⽤いても、減数分裂能や初期発⽣能に影響しなかった。SF由来卵⺟細胞
は、3-MAに対して、低いもしくは全く感受性を持たないようである。この結果
は、MF由来卵⺟細胞を⽤いた場合の結果と全く違っていた。ゆえに、これらの結
果から、SF由来卵⺟細胞は、mTORを通したオートファジー制御が⽋落もしくは
⾮常に低レベルにあることを⽰唆している。 
 本研究において、ラパマイシンや 3-MAに対する感受性が MF由来卵⺟細胞と⽐
較して SF由来卵⺟細胞で全く異なっていることが⽰唆されたが、MF由来卵⺟細胞
の有する能⼒が、卵胞形成時にどのようなメカニズムで獲得されるかは未だに解明
できていない。SF由来卵⺟細胞の卵⺟細胞の直径は MF由来卵⺟細胞と⽐較して有
意に⼩さく[15]、SF由来卵⺟細胞の減数分裂遂⾏能や初期発⽣能も、MF由来卵⺟
細胞と⽐較して同様に有意に低い[17-19]。本研究において、mTOR経路を通した
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オートファジー活性の制御能は、減数分裂遂⾏能や初期発⽣能に作⽤するが、これ
らは MF由来卵⺟細胞のみで観察され、SF由来卵⺟細胞では観察されなかった。ま
た本研究で、オートファジー制御能の MFおよび SF由来卵⺟細胞での違いは、減
数分裂や初期発⽣の能⼒を表す指標となることが⽰唆された。卵⺟細胞は、減数分
裂や初期発⽣時に、卵⺟細胞とそれらの周囲を取り巻く卵丘細胞などの体細胞との
コミュニュケーションが必要である[55]。卵⺟細胞からの分泌因⼦である GDF9 や
BMP15[55-57]、および卵丘細胞からの分泌因⼦である VEGF[16,58]は、卵⺟細胞
の減数分裂遂⾏能や初期発⽣能を促進させることが知られている。卵丘細胞が少な
い低品質の COCs の IVM 培養時にラパマイシンを添加すると、初期発⽣率が改善
するため[59]、mTOR経路を介した卵⺟細胞のオートファジー活性は体外成熟能や
初期発⽣能を反映すると考えられる。MF由来卵⺟細胞のmTORを介したオートフ
ァジー活性に関する能⼒について理解するためには、卵丘細胞と卵⺟細胞のコミュ
ニュケーションを介したさらなる研究が必要である。 
 結論として、本研究は、オートファジーの誘導剤であるラパマイシンや阻害剤で
ある 3-MAに対する反応やmTORシグナル経路を介してオートファジー能を調整
する能⼒は、MF由来卵⺟細胞と SF由来卵⺟細胞で異なる可能性があり、体外成熟
能や初期発⽣能に影響することを明らかにした。 
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第四章  トレハロースは、⼩卵胞由来ブタ卵⺟細胞のオートファジー能に影響す
ることなく、卵丘細胞の⽣存性を維持することで体外成熟能および初期発⽣能を改
善する 
 
緒⾔ 
 
 トレハロースは、α-グルコースが 1,1-グリコシド結合した⾮還元⼆糖であり、細
菌、酵⺟、真菌、昆⾍、無脊椎動物、植物を含む多くの⽣物に存在するが、脊椎動
物には存在しない[60]。トレハロースの⽣理学的機能の 1 つとして、細胞タンパク
質の変性を防ぐことにより、極端な温度、脱⽔、酸化などのさまざまなタイプの環
境ストレスから細胞を保護することが知られている[42]。トレハロースの存在は、
ブタ精⼦の凍結融解後の⽣存性を維持する[61]ことが報告されている。しかし、
IVM 培養液中へのトレハロース添加が、どのような機構で卵⺟細胞の初期発⽣能を
改善するのかについては明らかではなく、また、トレハロースが SF由来卵⺟細胞
の体外成熟能や初期発⽣能を MF由来卵⺟細胞並みに⾼める効果があるか否かにつ
いても未だ明らかではない。 

また、トレハロースは、mTOR経路⾮依存的にオートファジー能を促進する機能
を有することが知られている[62]。第三章の結果から、オートファジー誘導剤ラパ
マイシンおよび同阻害剤 3-MAの IVM 培地への添加は、mTORシグナル経路を介
して、MF由来卵⺟細胞の減数分裂達成能および初期発⽣能をそれぞれ有意に向上
または低下させるが、⼀⽅、SF由来卵⺟細胞のそれらには影響を及ぼさなかった
[63]。SF由来 COCs 培養液へのトレハロースの添加は、mTOR経路⾮依存的に SF
由来卵⺟細胞のオートファジー能を促進し、体外成熟能および初期発⽣能を改善す
るかもしれない。 
 そこで本研究は、IVM 培地へのトレハロースの添加に対する MFおよび SF由来
ブタ卵⺟細胞の体外成熟能および胚盤胞期への初期発⽣能⼒を調べるとともに、オ
ートファゴソーム形成と正の相関を⽰す LC3-II と、選択的に分解される物質とオー
トファゴソームをつなぐアダプタータンパク質として機能する p62[47]を指標とし
て、トレハロースの存在がそれらの卵⺟細胞のオートファジー能に影響を及ぼすか
否かについて検証を⾏った。さらに、トレハロースの存在が、IVM 培養中の卵丘細
胞の⽣存性に及ぼす影響についても調べた。  
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実験デザイン 
 
IVM 培地への 10 mM トレハロース存在下の核成熟率 
 
 吸引採取した SFおよび MF由来 COCs を POM 培養液に集めた後、10 mM トレ
ハロース含有または不含の POM 培養液にゴナドトロピンと 1 mM dbcAMPを添加
して IVM 培養を開始した。その 20時間後に、ゴナドトロピンおよび 1 mM 
dbcAMPを含まない同液に移し、さらに 24時間培養した。IVM 培養後、卵⺟細胞
を裸化し、固定・染⾊後に核相を 400倍の位相差顕微鏡下で観察した。実験は 12
回反復した。 
 
IVM 培地への 10mM トレハロース存在下の初期発⽣率 
 
 上述の通り IVM 培養を合計 44時間⾏った後、卵⺟細胞を裸化し、顕微鏡下で第
⼀極体の放出が確認できた卵⺟細胞のみを選抜して、実験に供した。卵⺟細胞を
1.2 kV/cmの DC強度で 30 μs の電気パルスを 1回付与後、cytocharacin B含有培
地中で単為発⽣卵の第⼆極体放出を阻害した後、PZM-5 中で 5 ⽇間、39 ℃、5% 
CO2 in air気相条件下で 5 ⽇間培養した。培養開始の 2 ⽇後に卵割率を、5 ⽇後に胚
盤胞形成率を観察した。胚盤胞期胚は、Hoechst 33342 で染⾊し、蛍光顕微鏡下で
細胞数を調べた。実験は 5回繰り返した。 
 
ウエスタンブロッティング法によるタンパク質レベルの解析 
 
 卵巣からの採取直後にmTL-HEPES 下でピペッティングにより卵⺟細胞を裸化
し、0.125 M Tris-HCL（pH 6.8）、4％ドデシル硫酸ナトリウム、10％(v/v) 2-メル
カプトエタノール、10％(w/v)スクロース、0.01％(v/v)ブロモフェノールブルーで
構成されるサンプルバッファー(10 μl)に⼊れて -80 ℃で保存した。また、IVM開
始から 20時間後の卵⺟細胞を裸化して 10 μlサンプルバッファーとともに-80 ℃
で保存した。さらに、第⼀極体を観察した成熟卵⺟細胞を同様に 10 μlサンプルバ
ッファーとともに-80 ℃で保存した。卵⺟細胞を 95 ℃で 5 分間ボイル後に、等量
をゲルにロードして、30 mA、40〜50 分でポリアクリルアミドゲル電気泳動により
分離した（Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA）。その後、ゲル内にあるタ
ンパク質を 100 V で 2時間かけて、PVDF膜（Merck、ドイツ）に転写した。膜を
PVDFブロッキング試薬（東洋紡、⼤阪、⽇本）でブロック後、⼀次抗体とともに
1時間培養し、 0.1% (v/v) Tween 20 含有 PBSで 3回洗浄後、⼆次抗体と 1時間培
養した。使⽤した⼀次抗体は、ウサギ LC3A / B（Cell Signaling Technology、
12741、1：100）、ウサギ p62（Cell Signaling Technology 5114S、1：100）、マウス
αチューブリン（SIGMA ALDRICH、T5168）であった。 使⽤した⼆次抗体は、
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Anti-rabbit IgG（Cell Signaling Technology、7074S、1：2000）、Anti-mouse IgG
（Cell Signaling Technology、7076S、1：2000）を使⽤した。 ECL（Bio-Rad 
Laboratories、Hercules、CA、USA）を⽤いて化学発光を強化し、膜上の標的タン
パク質を視覚化した。各タンパク質の発現状況は、ChemiDoc（Bio-Rad 
Laboratories、Hercules、CA、USA）にて観測された。 
 
蛍光染⾊法による卵丘細胞の⽣存性判定 
 
IVM 培養の前後あるいは途中での SFおよび MF由来 COCs 卵丘細胞の⽣存性を

評価するために、COCs を PI/SYBR green（それぞれ 1 μg/mL）を含む PBS中で
15 分間染⾊した。その後、VectaShield（Vector Laboratories Inc.、カリフォルニア
州バーリンゲーム）を少量滴下したスライドガラス上にマウントし、カバーグラス
にて保定後直ちに蛍光顕微鏡（BZ-X710、Keyence、Osaka、Japan ）下で観察し
た。すべての細胞膜に浸透し核 DNAを染⾊する SYBR green由来緑⾊蛍光と細胞
膜の透過性が⾼まった死細胞にのみ透過する PI 由来の⾚⾊蛍光の組み合わせによ
り、緑⾊蛍光細胞を⽣存細胞、オレンジ⾊の蛍光が観察される細胞を死細胞とみな
した。以上 2 ⾊の蛍光度合いにより、COCs を 4 つの範疇に分類した。75％以上の
卵丘細胞が⽣存している COCs を範疇 A、50％以上 75％未満の卵丘細胞が⽣存し
ている COCs を範疇 B、25％以上 50％未満の卵丘細胞が⽣存している COCs を範
疇 C、⽣存細胞が 25％未満の COCs を範疇 Dとした。それぞれの範疇に含まれる
COCs の割合で IVM を通して卵丘細胞の⽣存性がどのように変化したのかを評価し
た。 
 
結果 
 

10 mM トレハロースの IVM 培地への添加は、MF由来卵⺟細胞の体外成熟能に
影響を及ぼさなかったが、SF由来卵⺟細胞の成熟率は有意に改善した（0 mM区
49.1±3.0％、10 mM区 64.6±2.1％（P<0.05）；Table9）。トレハロース添加によっ
て、卵核胞期に留まっていた卵の割合が有意に低下したことから、卵核胞崩壊を経
た卵の割合が⾼くなったことが明らかであった。しかし、トレハロース添加によっ
て改善した SF由来卵⺟細胞の成熟率は、トレハロース無添加区の MF由来卵⺟細
胞の体外成熟率よりも有意に低かった（Table 9）。 

また同様に、MF由来卵⺟細胞の単為発⽣後の胚盤胞期への初期発⽣率は、10 
mM トレハロースの IVM 培地への添加によって影響されなかったが、SF由来卵⺟
細胞の胚盤胞形成率は、有意に改善された（0 mM区 10.8±2.6％、10 mM区 23.4
±2.1％（P<0.05）；Table10）。しかし、トレハロース添加によって改善した SF由
来卵⺟細胞の胚盤胞形成率は、トレハロース無添加区の MF由来卵⺟細胞のそれよ
り有意に低かった（Table 10）さらに、卵割率および胚盤胞当たりの細胞数は、卵
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⺟細胞が由来する卵胞の⼤きさおよびトレハロースの有無によって有意な差はなか
った（Table 10）。 

 
 
 

 
 
 
 

 
  

 

Table9. Effect of trehalose during the in vitro maturation on the meiotic maturation of small follicle (SF-) and middle follicle 
(MF-) derived porcine oocytes in vitro 

Origin  
of  

COCs 

Conc. (mM)  
of Trehalose 

No of oocytes 
examined 

No. (%) of oocytes proceeded to the stage of ;  

GV M-� M-� 

MF 0 499 52 (10.4 ± 1.5 a) 65 (13.0 ± 1.9 a) 382 (76.6 ± 1.6 a) 
MF 10 488 25 (5.1 ± 1.0 a) 53 (10.9 ± 1.6 a) 410 (84.0 ± 1.6 a) 
SF 0 509 128 (25.1 ± 3.8 b) 131 (25.7 ± 3.7 b) 250 (49.1 ± 3.0 b) 
SF 10 506 55 (10.9 ± 1.3 a) 124 (24.5 ± 2.7 b) 327 (64.6 ± 2.1 c) 

 
Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from twelve replicates. 

Abbreviations: COCs, cumulus-oocytes complexes; GV, germinal vesicle; M-Ⅰ, metaphase-Ⅰ; A-Ⅰ/T-Ⅰ, anaphase-Ⅰ/telophase-Ⅰ; M-

Ⅱ, metaphase-Ⅱ. 
a,b,c Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Table10. Effect of trehalose during the in vitro maturation on the early developmental competence following parthenogenetic 
activation of small follicle (SF-) and middle follicle (MF-) derived porcine oocytes 
 

Origin  
of  

COCs 

Conc. (mM)  
of  

Trehalose 

No. of  
mature oocytes 

examined 

No. (%) of oocytes No. of  
blastomeres  

per blastocyst 
cleaved formed blastocyst 

MF 0 144 129 (89.6± 1.6) 51 (35.4 ± 1.9a) 28.5 ± 1.5 
MF 10 144 130 (90.3 ± 2.1) 50 (34.7± 2.2a) 27.3 ± 3.1 
SF 0 120 103 (85.8 ± 2.2) 13 (10.8 ± 2.6b) 26.6 ± 1.8 
SF 10 137 123 (89.8± 2.8) 32 (23.4 ± 2.1c) 25.4 ± 1.9 

 
 
Percentage data in parentheses are shown as mean ± SEM from five replicates. 

COCs, cumulus-oocytes complexes. 

Only mature oocytes with an extruded first polar body were used following IVM culture. 
a,b Within a column, percentage with different superscript differed significantly (P<0.05). 
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  ⼀⽅、LC3-Ⅱおよび p62 のタンパク質レベルは、COCs が由来する卵胞の⼤き
さ（MF vs. SF）の間で有意な差は存在しなかった（それぞれ P=0.26 および
P=0.08）が、IVM 培養が進むにつれて有意に低下した（P<0.05、Figure 1）。  
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Figure 1. LC3-II and p62 levels during IVM of MF- and SF-derived porcine oocytes 
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また、IVM 培養開始 20時間後での卵⺟細胞中の LC3-Ⅱおよび p62 タンパク質レ

ベルは、COCs が採取された卵胞の⼤きさ（MF vs. SF）によって有意な差はなかっ
た（それぞれ P=0.48 および P=0.50、Figure 2）。また同様に IVM 培養液へのトレ
ハロース添加の有無によって、LC3-Ⅱおよび p62 タンパク質レベルは影響しなかっ
た（それぞれ P=0.27 および P=0.25、Figure 2）。 
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Figure 2. LC3-II and p62 levels in MF- and SF-derived porcine oocytes at 
20 h after the start of IVM in the absence or presence of trehalose
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同様に、IVM 培養終了時（培養開始 44時間後）での卵⺟細胞中の LC3-Ⅱおよび
p62 タンパク質レベルは、COCs が採取された卵胞の⼤きさ（MF vs. SF）によって
有意な差はなかった（それぞれ P=0.23 および P=0.95、Figure 3）。また同様に
IVM 培養液へのトレハロース添加の有無によって、LC3-Ⅱおよび p62 タンパク質
レベルは影響しなかった（それぞれ P=0.29 および P=0.53、Figure 3）。 
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Figure 3. LC3-II and p62 levels in MF- and SF-derived porcine oocytes 
after IVM in the absence or presence of trehalose for totally 44 h
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また、卵⺟細胞を取り囲む卵丘細胞塊の 75％以上の細胞が⽣存していると思われ

る COCs の割合を調べたところ、IVM 培養開始時には MFおよび SF由来 COCs間
で有意な差はなかったが、培養開始 20時間後にはその割合は、MF由来 COCs で
は有意な低下は⾒られなかったのに対して、SF由来 COCs で有意に低下した
（Figure 4）。IVM 培養開始時 20時間と培養終了時（培養開始 44時間後）でのそ
の COCs割合に有意な変化がなく、MFおよび SF由来 COCs間でさえも差はなか
った（Figure 4）。 
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Figure 4. The incidence of MF- or SF-derived porcine COCs with high viability 
(more than 75%) of cumulus cell masses during IVM for totally 44 h
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さらに、卵丘細胞塊の 75％以上の細胞が⽣存していると思われる COCs の割合

は、IVM 培養液への 10 mM トレハロースの添加により、IVM 培養開始前と有意な
差がないレベルにまで有意に改善した（Figure5、P<0.05）。しかし、IVM 培養終了
時でのそれらの割合は、トレハロースの添加の有無によって MF由来卵⺟細胞に対
して有意差はなかった（Table9）。 
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Figure 5. Effect of supplementation of trehalose on the percentage of MF- or 
SF-derived porcine COCs with high viability (more than 75%) of cumulus cell 
masses during IVM
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考察 
 
  トレハロースは、mTOR⾮依存的にオートファゴソーム形成能と関係のある LC3-
II レベルで評価されたオートファジー能を活性化し[43]、選択的に分解される物質
とオートファゴソームをつなぐアダプタータンパク質として機能する p62[47]を蓄
積して Keap1-Nrf2 の正のフィードバック機構の活性化に貢献すること[64]が報告
されている。しかし、本研究では、トレハロースの IVM 培養液への添加は、MFお
よび SF由来ブタ卵⺟細胞のオートファジー能に影響を及ぼすことはなかった。ト
レハロースのオートファジー活性の働きは、細胞によって異なることが報告されて
いる[44-46]。ブタ卵⺟細胞の IVM時には、10mM トレハロースは、LC3-II や p62
のタンパク質レベルで評価されるオートファジー能に関与していない可能性が⽰さ
れた。第四章で、ラパマイシンや 3-MAによるmTORシグナル経路を介したブタ
卵⺟細胞のオートファジー能の促進や阻害は、MF由来卵⺟細胞のみで体外成熟能
や胚盤胞期までの初期発⽣能を改善したが、SF由来卵では変化がなかった[63]。本
章の研究では、10mM トレハロースによってmTOR⾮依存的に SF由来卵⺟細胞の
オートファジー活性を制御することで、体外成熟能や胚盤胞期までの初期発⽣能の
改善の可能性を探ろうとしたが、その可能性は⾮常に低いことが⽰唆された。 

⼀⽅、本章の研究では、IVM 培地への 10 mM トレハロースの添加は、MF由来
卵⺟細胞の体外成熟能及び胚盤胞期までの初期発⽣能には影響を及ぼさなかった
が、SF由来卵⺟細胞のそれらを有意に改善した。 

また、おもしろいことに、卵丘細胞塊の 75％以上の細胞が⽣存している MF由来
COCs の割合は IVM開始の 20時間で有意差は存在しなかったが、SF由来 COCs
の割合は同時期に有意に低下した。このことは、SF由来 COCs では MF由来のも
のと⽐較して有意に多くの卵丘細胞が IVM 培養の最初の 20時間で死滅することを
⽰唆しているが、IVM 培地への 10 mM トレハロースの添加により、卵丘細胞塊の
75％以上の細胞が⽣存している SF由来 COCs の割合の低下を阻⽌することが出来
た。卵⺟細胞の減数分裂能および初期発⽣能は、周囲の体細胞である卵丘細胞との
タイムリーで適切なコミュニケーションを通して獲得される[55,65]。卵⺟細胞から
分泌される GDF9[66]や BMP15[67]が、卵丘細胞のアポトーシスを抑制し、その結
果として卵⺟細胞の初期発⽣能を改善することが報告されている[55]。また、SF由
来 COCs に含まれる卵丘細胞数は MF由来 COCs 中のそれと⽐較して少なく、また
卵⺟細胞の直径も⼩さいが、卵丘細胞塊を SF由来卵⺟細胞の IVM 培地に添加する
ことで、SF由来卵⺟細胞の体外成熟率および初期発⽣能が MF由来卵⺟細胞のそれ
らと同程度にまで改善さることが当研究室から報告されている[16]。また、卵丘細
胞塊は重要なパラクライン作⽤を有し、卵胞液に存在する⾎管内⽪増殖因
VEGF[68]を IVM 培養液に添加することで、SF由来ブタ卵⺟細胞の体外成熟率や
単為発⽣後の胚盤胞期への初期発⽣率を改善することも報告している[58]。VEGF
は、⾎管新⽣を促進するだけでなく[69]、卵胞形成時にも重要である[70]ことが知
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られている。また、体外で成熟した卵⺟細胞や初期発⽣中の卵表層には、VEGFR2
が発現していることが報告されており[68]、VEGFが P13K/Akt 経路や EME/MEK
の活性化を進める可能性が⽰唆されている。IVM 培地への 10 mM トレハロース添
加は、卵丘細胞の培養開始当初 20時間での死滅を防ぐことで、卵丘細胞から分泌
される VEGFなどの因⼦レベルを確保し、卵⺟細胞と卵丘細胞との適切なコミュニ
ケーションを遂⾏し、結果的に SF由来卵⺟細胞の体外成熟能や胚盤胞期への初期
発⽣能を向上させている可能性がある。 
以上のことから、結論として、IVM 培地への 10 mM トレハロース添加は、卵⺟

細胞のオートファジー能に影響することなしに、卵丘細胞の培養開始当初 20時間
での死滅を防ぎ、卵⺟細胞と卵丘細胞との⼗分なコミュニケーションを遂⾏し、結
果的に SF由来卵⺟細胞の体外成熟能や胚盤胞期への初期発⽣能を向上させている
可能性がある。 
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第五章 総合考察 
 
 多くの先進国で、ブタは⽣後 6か⽉前後で屠畜されるため、⼊⼿が容易な春季発
動前雌ブタの卵巣から採取した MF（直径 3〜6 mm の中卵胞）由来 COCs が主に
ブタ受精卵の体外⽣産に利⽤されている[10,11]。しかし、その卵巣表⾯には MFよ
りも多数の SF（直径 1〜2 mmの⼩卵胞）が存在する[14]が、SF由来卵⺟細胞の体
外成熟能や初期発達能⼒は、MF由来卵⺟細胞のそれらよりも有意に低いことがよ
く知られている[17,18]。本研究は、ブタ卵巣中に多数存在する SF由来卵⺟細胞の
体外成熟能、受精能および胚盤胞期までの初期発⽣能が、MF由来卵⺟細胞のそれ
らと⽐較して低いという報告[17-18,48]を検証するとともに、その違いを⽣み出す
諸原因を明らかにすることを⽬的として実施した。 

本研究の先⾏研究において、それまでの研究では、IVM 培養後に全ての卵⺟細胞
を IVFや IVC に供していたことから、SF由来卵⺟細胞の体外受精能や初期発⽣能
の評価には、未成熟卵⺟細胞を含んでいたことから、IVM 後に第⼀極体の放出を確
認した成熟卵⺟細胞のみを選別して IVFとその後の IVC に供した。その結果、それ
らの卵⺟細胞での体外受精後の精⼦侵⼊率および雌雄前核形成率、卵割率は、MF
由来成熟卵⺟細胞と同程度であることが明らかとなった。⼀⽅、SF由来卵⺟細胞の
胚盤胞期への初期発⽣能は、MF由来卵⺟細胞と⽐較して有意に低いことが明らか
になった。また、卵成熟、受精、初期発⽣などに関係する幾つかの遺伝⼦の SF由
来卵⺟細胞での転写量を MF由来卵でのそれと IVM 培養の前後で⽐較したとこ
ろ、調べた全ての多くの遺伝⼦の転写量は IVM 培養開始後に有意に低下していた
が、c-MOS遺伝⼦を除く、ほとんどの遺伝⼦の転写量で SFおよび MF由来の卵⺟
細胞間で有意な差は認められなかった。⼀⽅、採卵直後の c-MOS遺伝⼦の転写量
は、MF由来卵⺟細胞と⽐較して、SF由来卵⺟細胞で有意に低かった。c-MOS遺
伝⼦の転写物は、脊椎動物卵⺟細胞の減数分裂の進⾏で重要な役割を果たす細胞増
殖抑制因⼦（CSF）の成分として知られている[71]。SF由来成熟卵⺟細胞の MPF
レベルは、MF由来成熟卵のそれよりも低いことも知られている[21]ことから、c-
MOS遺伝⼦産物を含む細胞周期制御因⼦の違いが SF由来卵⺟細胞の体外成熟能や
初期発⽣能に影響を及ぼしている可能性が考えられ、更なる研究が期待される。 
 第三章では、本研究の先⾏研究で多くの遺伝⼦転写物量が IVM 培養開始後に顕著
に低下することを明らかにしたことや、MF由来ブタ卵⺟細胞でのオートファジー
活性の亢進が体外成熟能[38]や初期発⽣能[36]を向上させることが報告されている
ことから、SF由来卵⺟細胞でも何らかの違いが認められれば、SFおよび MF由来
卵⺟細胞の体外成熟能や初期発⽣能の違いにオートファジー調節機構が関わってい
る可能性を⽰せるかもしれない。そこで、第三章では、mTORシグナル経路依存性
のオートファジー誘導剤であるラパマイシンおよび同阻害剤である 3-MAが、SFお
よび MF由来卵⺟細胞の体外成熟能や初期発⽣能に影響を及ぼすか否かについて調
べた。その結果、MF由来卵⺟細胞の体外成熟能及び初期発⽣能は、ラパマイシン
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存在下でともに改善され、3-MA存在下で低下した。⼀⽅、SF由来卵⺟細胞の体外
成熟能及び初期発⽣能は、ラパマイシン及び 3-MAの存在下で何ら変化はなかっ
た。これらのことから、オートファジーの誘導剤であるラパマイシンや阻害剤であ
る 3-MAに対する反応やmTORシグナル経路を介してオートファジー能を調整す
る能⼒は、MF由来卵⺟細胞と SF由来卵⺟細胞で異なる可能性があり、体外成熟能
や初期発⽣能に影響することを明らかにした。 

第四章では、mTOR⾮依存的なオートファジー誘導剤[43]として知られるトレハ
ロースを⽤いて、SF由来卵⺟細胞のオートファジー能に影響することで体外成熟能
や初期発⽣能を向上できるかとの仮説の下で検討を⾏った。その結果、LC3-II およ
び p62 のタンパク質レベルで評価した SFおよび MF由来卵⺟細胞のオートファジ
ー能は、IVM 培養の進⾏とともに低下したが、トレハロース添加の有無による変化
は認められなかった。⼀⽅、SF由来卵⺟細胞の体外成熟能および初期発⽣能は、10 
mM トレハロース添加によって有意に改善された。さらに、SFおよび MF由来卵⺟
細胞周囲を取り囲む卵丘細胞の⽣存性について調べたところ、MF由来 COCs の卵
丘細胞の⽣存性は安定していたが、SF由来 COCs の卵丘細胞の⽣存性は IVM 培養
開始 20時間までに有意に低下することと、トレハロース添加によりその⽣存性の
低下が阻⽌された。これらの結果から、IVM 培地への 10 mM トレハロース添加
は、卵⺟細胞のオートファジー能に影響することなしに、卵丘細胞の培養開始当初
20時間での死滅を防ぎ、卵⺟細胞と卵丘細胞との⼗分なコミュニケーションを遂⾏
し、結果的に SF由来卵⺟細胞の体外成熟能や胚盤胞期への初期発⽣能を向上させ
ている可能性があることを⽰した。 
以上の研究から、SF由来卵⺟細胞の体外成熟能および胚盤胞期までの初期発⽣能

は、MF由来卵のそれらより低いものの、精⼦侵⼊や前核形成を指標とした体外受精
能に差はないことを明らかにした。また、細胞周期に関係する⼀部の遺伝⼦産物量
に差を認めるとともに、IVM培養開始後に多くの遺伝⼦転写量は低下することを明
らかにした。さらに、mTORシグナル経路を介するオートファジー能の調節能⼒
は、SFおよびMF由来卵⺟細胞間で明らかに異なっていることを⾒出した。またさ
らに、LC3-IIおよびp62のタンパク質レベルで評価したオートファジー能について
もIVM培養の進⾏とともに低下することや、mTOR⾮依存的なオートファジー誘導
剤であるトレハロースを⽤いてもSF由来卵⺟細胞のオートファジー能は影響されな
いが、トレハロースはSF由来COCsの卵丘細胞の⽣存性を維持するとともに体外成
熟能および胚盤胞期までの初期発⽣能を向上させることを明らかにした。これらの
結果から、MF由来卵⺟細胞の体外成熟能および初期発⽣能は、オートファジー能調
節によりさらに改善できるが、SF由来卵⺟細胞のそれらは、トレハロースなどの存
在下で卵丘細胞の死滅を防ぎ、卵⺟細胞と卵丘細胞との⼗分なコミュニケーション
を確保することで改善されることを明らかにすることが出来た。 

これらの新たな知⾒は、卵巣内⽣殖細胞資源をさらに有効に活⽤することを可能
にし、家畜⽣産やヒトでの⽣殖補助医療における受精卵の体外⽣産効率を改善し、
ゲノム編集など今後の動物⽣産に必要な技術の適⽤のための⽣殖細胞供給に必要不
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可⽋であり、今後の⽣殖バイオテクノロジーの更なる発展に⼤いに資すると考えら
れる。 
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