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第 1 章 緒論 

 

 

哺乳類の卵子形成は，胚発生の初期に始原生殖細胞が生じることから始まる。始原生殖

細胞は生殖隆起へと入り込み，卵原細胞となって有糸分裂によって急激に増殖する。増殖

した卵原細胞は減数分裂を開始し，一次卵母細胞となる。一次卵母細胞は，第一減数分裂

前期のディプロテン期に達すると減数分裂を停止する。一次卵母細胞の周囲を 1 層の扁平

な顆粒膜細胞が取り囲み，原始卵胞が形成される。動物が出生する頃には，卵巣内にはブ

タでは 1頭当たり約 50万個（Black & Erickson, 1968），ウシでは約 20万個（Erickson, 1966）

の原始卵胞が存在すると考えられている。 

卵巣内で，原始卵胞内の一次卵母細胞は卵胞の発達と同調して発育する（図 1-1）。卵母

細胞が発育を開始すると，扁平であった顆粒膜細胞は形態を立方状に変化させ，原始卵胞

は一次卵胞へと発達する。続いて，顆粒膜細胞は増殖して重層化し，その周囲に基底膜が

形成されて二次卵胞となる。さらに，顆粒膜細胞間に間隙が生じ，液で満たされた卵胞腔

が形成され，卵胞は胞状卵胞へと発達する。胞状卵胞の発達が進むと，卵母細胞は卵胞の

一方に押しやられ，周囲の顆粒膜細胞と共に卵胞腔に突出し，卵丘と呼ばれる構造を形成

する。二次卵胞内の顆粒膜細胞は，卵胞腔の形成以降，卵丘を形成する卵丘細胞（卵丘顆

粒膜細胞）と卵胞の内壁を覆う壁顆粒膜細胞へと分化する。卵丘細胞は卵母細胞との間の

ギャップ結合を介して代謝物や栄養分を卵母細胞に供給して卵母細胞の発育を支え，一方，

壁顆粒膜細胞は主にステロイドホルモンを生成する機能を担うと考えられている（Eppig, 

2001）。 

発育を開始した卵母細胞は転写を活発化させ，クロマチンの形態を変化させるとともに，

卵胞の発達に伴って，動物種によって決まった大きさへと発育する（図 1-1）。ブタでは，

原始卵胞内の直径約 30 µm の一次卵母細胞は，卵胞の発達とともにその体積を徐々に増加

させ，胞状卵胞内で最終的に約 125 µm へと発育する。発育の過程で，卵母細胞は，減数分

裂を再開する能力，次いで減数分裂を完了する能力を順次獲得する。動物が性周期を開始

すると，下垂体から周期的に分泌される性腺刺激ホルモンのサージに反応して，卵母細胞  



2 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1. 卵母細胞の発育と卵胞の発達 

卵巣内で，原始卵胞内の一次卵母細胞は卵胞の発達と同調して発育する。卵母細胞が発育を開始すると，

扁平な顆粒膜細胞は形態を立方状に変化させ，原始卵胞は一次卵胞へと発達する。続いて，顆粒膜細胞は

増殖して重層化し，二次卵胞となる。さらに，顆粒膜細胞間に間隙が生じ，液で満たされた卵胞腔を形成

し，胞状卵胞へと発達する。胞状卵胞では，卵母細胞は卵胞の一方に押しやられ，周囲の顆粒膜細胞と共

に卵胞腔に突出し，卵丘と呼ばれる構造を形成する。二次卵胞内の顆粒膜細胞は，卵胞腔の形成以降，卵

丘を形成する卵丘細胞と卵胞の内壁を覆う壁顆粒膜細胞へと分化する。動物が性周期を開始すると，発達

した胞状卵胞は下垂体から周期的に分泌される性腺刺激ホルモン（FSH+LH）のサージに反応し，卵母細

胞は第二減数分裂中期へと成熟して排卵される。  
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は減数分裂を再開し，第二減数分裂中期へと成熟する。成熟した卵母細胞は，卵丘細胞と

卵丘細胞が分泌したヒアルロン酸のマトリックスに取り囲まれた状態で，卵胞液とともに

排卵される。卵巣内には多数の卵母細胞が存在するが，最終の大きさへと発育し，成熟し

て排卵される卵母細胞は，生涯を通して，多くともブタでは数千個，ウシでは 200 個以下

と考えられている。他のほとんどの卵母細胞は，発育を開始しないか，あるいは発育の途

中で退行する。 

卵巣内に多数存在する発育途上や発育開始前の卵母細胞を体外で発育させることによっ

て，受精可能な卵子を生産しようとする試みがなされている。この試みはマウスで進んで

おり，これまでに発育開始前の卵母細胞を含む原始卵胞を卵巣ごと 8 日間器官培養し，そ

の後，卵母細胞－顆粒膜細胞複合体を回収して 14 日間発育培養して卵母細胞の発育を完了

させ，さらに，卵母細胞を体外で成熟，受精させることによって産仔が得られている（Eppig 

& O’Brien, 1996）。最近では，ES 細胞や iPS 細胞から作出した始原生殖細胞様細胞を，マ

ウス胎仔卵巣の体細胞と凝集させて培養することによって，体外で完全に発育させた卵母

細胞から産仔を得たとの報告もある（Hikabe et al., 2016）。 

一方，大動物では，卵母細胞の発育培養の成功例は，初期胞状卵胞以降の発育途上の卵

母細胞の培養に限られている。ウシでは，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞

－壁顆粒膜細胞複合体をコラーゲンゲル中に包埋する方法（Yamamoto et al., 1999），ある

いは 96 ウェルプレートで 14 日間培養し（Hirao et al., 2004），体外で発育させた卵母細胞

から産仔が得られている。ブタでは，直径 1.2～1.5 mm の初期胞状卵胞から採取した発育

途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を，FSH とジブチリルサイクリック AMP

を添加した培養液中で 5 日間発育培養すると，卵母細胞は発育し，成熟するとの報告や

（Cayo-Colca et al., 2011；Kubo et al., 2015），直径 0.5～0.7 mm の初期胞状卵胞から採

取した卵母細胞－卵丘細胞－顆粒膜細胞複合体をポリアクリルアミドゲル上で 14日間培養

すると，卵母細胞は発育し，単為発生刺激によっていくつかは胚盤胞へと発生したとの報

告などがあるが（Munakata et al., 2017），産仔を得たとの報告はまだない。また，体外で

発育培養する過程で，ウシ（Hirao et al., 2004；Alam et al., 2018）やブタ（Tasaki et al., 

2013）の卵母細胞－卵丘細胞－壁顆粒膜細胞複合体の内部に間隙が形成され，卵胞腔様の
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構造が形成されることが報告されている。しかし，この卵胞腔様構造が形成されるメカニ

ズムや，卵母細胞の発育に及ぼす影響については未だ明らかでない。 

卵母細胞の発育過程を通して，卵母細胞と顆粒膜細胞との相互作用は，卵母細胞の成熟

能力や受精能力，その後の胚発生能力の獲得に必要と考えられている（Buccione et al., 

1990a；Gilchrist et al., 2008）。顆粒膜細胞からは，栄養分，転写産物が卵母細胞へと輸送

され，卵母細胞の発育を支持するとともに（Buccione et al., 1990a），卵母細胞へと転送さ

れるサイクリック AMP やサイクリック GMP が，卵母細胞の減数分裂の再開を阻害してい

ると考えられている（Gilchrist et al., 2016）。一方，卵母細胞からは，transforming growth 

factor（TGF）-βスーパーファミリーに属する成長因子の growth differentiation factor 9

（GDF9, McGrath et al., 1995）と bone morphogenetic protein 15（BMP15，Dube et al., 

1998；Laitinen et al., 1998）が分泌されることが示唆された。また，いくつかの動物種で，

GDF9（マウス，McGrath et al., 1995；Laitinen et al., 1998；マウスとヒト，Fitzpatrick 

et al., 1998；ウシ Bodensteiner et al., 1999；ラット，Jaatinen et al., 1999）と BMP15

（マウス，Dube et al., 1998；ラット，Jaatinen et al., 1999；ヒト，Aaltonen et al., 1999）

は，卵母細胞で特異的に発現することが報告された。さらに，GDF9 欠損マウスでは，顆

粒膜細胞の増殖が抑制され，卵胞は一次卵胞以降へと発達せず不妊となることや（Dong et 

al., 1996），BMP15 欠損マウス（Yan et al., 2001）や BMP15 に変異がみられるヒツジ

（Galloway et al., 2000）では，妊孕性が低下することも報告されている。これらの研究か

ら，卵母細胞から分泌される GDF9 と BMP15 は卵胞の発達，ひいては雌の妊孕性に不可

欠であることが示唆されている（Gilchrist et al., 2008）。 

卵母細胞が卵丘細胞や顆粒膜細胞に影響を及ぼすことが，マウスで報告されている。卵

母細胞の共培養実験では，卵母細胞から分泌される因子が，これらの細胞を標的にして，

顆粒膜細胞の増殖（Vanderhyden et al., 1993），解糖（Sugiura et al., 2005），黄体化

（Vanderhyden et al., 1993），卵丘の膨潤化（Buccione et al., 1990b）などの機能を調節

することが示唆されている。卵丘の膨潤化における卵母細胞の役割は，卵母細胞－卵丘細

胞複合体から卵母細胞を物理的に除去することによって調べられており（Salustri et al., 

1990；Vanderhyden et al., 1990），卵母細胞由来の卵丘膨潤化は GDF9 と BMP15 に起因
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するとされている（Pangas & Matzuk, 2005）。 

GDF9 と BMP15 の直接的な影響は，培養顆粒膜細胞においても調べられている。GDF9

は，マウスの顆粒膜細胞の増殖を促進し（Gilchrist et al., 2006），ラットの顆粒膜細胞でプ

ロジェステロンやエストラジオールの産生を抑制し（Vitt et al., 2000a），ラットの卵丘細

胞のアポトーシスを抑制すると報告されている（Orisaka et al., 2006）。同様に，BMP15

はラット顆粒膜細胞の増殖を促進し（Otsuka et al., 2000），ラット顆粒膜細胞でプロジェ

ステロン産生を抑制し（Otsuka et al., 2000），ウシ卵丘細胞のアポトーシスを抑制するこ

とが報告されている（Hussein et al., 2005）。また，組織培養したラットの卵巣や（Nilsson 

& Skinner, 2002）ヒトの卵巣表皮組織で（Hreinsson et al., 2002），GDF9 は卵胞の発達

を促進することも報告されている。Alam ら（2018）は，近年，ウシの卵母細胞－顆粒膜細

胞複合体において，GDF9 と BMP15 は卵胞腔様構造の形成を促進することを報告した。ブ

タの研究では，GDF9 が壁顆粒膜細胞の増殖を促進することや（Hickey et al., 2005），GDF9

と BMP15 は卵丘細胞のアポトーシスを抑制することが示唆されている（Wang et al., 2013，

Zhai et al., 2013）。 

これらの報告は，哺乳類の卵母細胞の発育から排卵までに至る過程が，卵母細胞を取り

囲む顆粒膜細胞やその上位にある下垂体からの性腺刺激ホルモンによって制御されている

とするこれまでの一方向的な概念を覆し，卵母細胞自体が GDF9 と BMP15 を介して，卵

胞の発達や顆粒膜細胞の機能に対して重要な役割を果たすとの新たな概念を提示している

（Matzuk et al., 2002；Gilchrist et al., 2008）。 

ブタの胞状卵胞内で，卵母細胞は，発育の最終段階で成熟する能力を獲得し（Kanayama 

et al., 2002），卵丘は性腺刺激ホルモンに反応して膨潤化できるように変化する（Prochazka 

et al., 2000）。この間も，卵母細胞は卵丘細胞と相互に作用し合っていると考えられ，卵母

細胞から分泌されると考えられる GDF9 と BMP15 は，この双方向性のコミュニケーショ

ンに参加している可能性がある。体外培養系を用いれば，卵母細胞の発育と成熟能力の獲

得，あるいは卵丘細胞に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を明らかにすることができると考

えられるが，これまで，これらの影響については，ほとんど調べられていない。また，培

養液中で卵母細胞－顆粒膜細胞複合体を発育培養すると，卵胞腔様構造が形成されること
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は報告されているが，この卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響について

は，ウシでの報告があるにすぎない（Alam et al., 2018）。 

本研究では，直径 1.2～1.5 mm のブタの初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞

の発育および卵母細胞－卵丘細胞複合体の発達に及ぼす卵母細胞由来成長因子，GDF9 と

BMP15 の影響を明らかにすることを目的とする。第 2 章では，直径 1.2～1.5 mm の初期

胞状卵胞と直径 4～6 mm の胞状卵胞から採取した卵母細胞における GDF9 と BMP15 の

mRNA の発現を調べ，その後，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を種々

の濃度の GDF9 または BMP15 を含む発育培養液中で培養し，卵母細胞の発育と複合体の

発達に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を調べた。第 3 章では，第 2 章と同様の方法で培養

した複合体を成熟培養し，卵母細胞の成熟能力の獲得に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を

調べた。また，発育培養後の複合体から卵丘細胞を採取し，性腺刺激ホルモンに対する受

容体，および性腺刺激ホルモン刺激から卵母細胞の成熟に至る過程を仲介する Epidermal 

Growth Factor（EGF）受容体の mRNA の発現を比較した。第 4 章では，卵母細胞－卵丘

細胞複合体を種々の濃度の GDF9 または BMP15 を含む培養液中で発育培養し，複合体に

よる卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を調べた。 
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第 2 章 卵母細胞－卵丘細胞複合体の体外発達に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

 

 

第 1 節 緒言 

 

卵巣内で卵母細胞は周囲の顆粒膜細胞と相互に作用し合いながら，卵胞の発達と同調し

て発育する。原始卵胞内の直径約 30 µm のブタ卵母細胞は，卵胞の発達に伴って最終的に

直径約 125 µm へと発育する。発育を完了した卵母細胞は，下垂体からの性腺刺激ホルモン

の刺激によって減数分裂を再開し，第二減数分裂中期へと成熟する。 

卵胞の発達過程で卵母細胞は，GDF9 と BMP15 を分泌し，周囲の顆粒膜細胞や卵丘細胞

を制御することが，多くの動物種で示唆されている（Gilchrist et al., 2008）。Gdf9 ノック

アウトマウスで一次卵胞以降の卵胞の発達が阻害されることや（Dong et al., 1996），未成

熟雌ラットに GDF9 を投与すると，卵胞の発達が促進されることから（Vitt et al., 2000b），

GDF9 は卵胞の発達に重要な役割を果たすと考えられている。BMP15 についても，BMP15

が突然変異したヒツジや（Galloway et al., 2000），Bmp15 をノックアウトした雌マウスで

は妊孕性が低下するとの報告もある（Yan et al., 2001）。BMP15 をノックダウンしたブタ

においても，卵胞の発達や排卵が抑制され，BMP15 は雌の妊孕性に重要であることが示唆

されている（Qin et al., 2019）。また，体外培養系を用いた実験では，GDF9 はブタ（Hickey 

et al., 2005），およびマウス（Gilchrist et al., 2006），BMP15 はラットの顆粒膜細胞の増

殖を促進することが報告されている（Otsuka et al., 2000）。これらの報告から，多くの哺

乳類において，卵母細胞に由来する GDF9 と BMP15 は顆粒膜細胞の増殖を促し，卵胞の

発達を促進すると考えられている（Gilchrist et al., 2008）。 

近年，家畜の卵母細胞を体外で発育させる培養系が開発されつつある（Hirao, 2011, 

2017）。ブタにおける培養系は完全ではないが，FSH を添加した培養液中で卵母細胞－卵

丘細胞複合体を 5 日間培養すると，卵母細胞は卵丘細胞との間の相互作用を維持したまま

発育することが報告されている（Cayo-Colca et al., 2011）。本研究では，直径 1.2～1.5 mm

の初期胞状卵胞から採取した直径約 110 µm の発育途上のブタ卵母細胞を材料として用い
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た。この直径の卵母細胞は，成熟培養しても減数分裂を再開しないか，減数分裂を再開し

ても第二減数分裂中期へと成熟しない（Kanayama et al., 2002）。卵巣から採取した発育途

上の卵母細胞を成熟させるには，体外で卵母細胞の発育を完了させる必要があることから，

FSH を添加した培養系を用いて GDF9とBMP15 の卵母細胞の発育に及ぼす影響を検討し

た。 

本章では，直径の異なるブタの胞状卵胞から採取した発育途上および発育を完了した卵

母細胞と，それぞれの卵胞の卵丘細胞および壁顆粒膜細胞を採取し，各細胞における GDF9

と BMP15 の mRNA の発現を調べた。次に，ブタ初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵

母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を用いて，複合体の発達および卵母細胞の発育に

及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を調べた。種々の濃度の GDF9 または BMP15 を添加した

培養液中で，複合体を 5 日間発育培養し，培養期間中に，複合体の直径，形態的な正常性，

および卵胞腔様構造の形成を調べ，培養後に卵母細胞の直径と核相の変化を調べた。  
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第 2 節 材料および方法 

 

1. 卵母細胞－卵丘細胞複合体，卵母細胞，卵丘細胞，および壁顆粒膜細胞の採取 

と畜場で採取した未成熟な雌ブタの卵巣を，室温で研究室に持ち返った。卵巣を 0.2%（w/v）

cetyltrimethylammonium bromide（FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, Japan）で

1 回洗浄し，その後 0.1%（w/v）ポリビニルアルコール（polyvinyl alcohol：PVA；

Sigma-Aldrich，MO，USA）添加リン酸緩衝生理食塩水（Dulbecco’s phosphate buffered 

saline：PBS-PVA）で 3 回洗浄した。 

ペトリディッシュ（No. 1007；Falcon，NJ，USA）内でメス（No. 21；Keisei Medical 

Industrial，Niigata，Japan）を用いて卵巣表面を薄切し，皮質片を PBS-PVA で軽くゆす

いだ後，ペトリディッシュ内の培養液中に移した。培養液としては，0.85 mg/mL 炭酸水素

ナトリウム，0.1%（w/v）PVA，0.08 mg/mL 硫酸カナマイシン（Sigma-Aldrich），25 mM 

HEPES（Sigma-Aldrich）を TCM199（Earl’s salt；Nissui Pharmaceutical，Tokyo，Japan）

に添加し，pH を 7.4 に調整したもの（HEPES-199）を用いた。 

実体顕微鏡下でメスを用いて，皮質片から直径 1.2～1.5 mm の初期胞状卵胞を切り出し

た。その後，メスで卵胞を切り開き，卵胞内から発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵

丘細胞－壁顆粒膜細胞複合体を採取した。内径の小さいパスツールピペットを用いて，複

合体から壁顆粒膜細胞を取り除き，卵母細胞－卵丘細胞複合体を得た。卵母細胞の細胞質

が均質で退行の兆候が認められず，さらに卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた複合体の

みを選抜した。この複合体を Polymerase Chain Reaction（PCR）や発育培養に，壁顆粒

膜細胞を PCR に用いた。 

対照として，卵巣内で発育を完了した卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を採取

した。メス（No. 11；Feather Safety Razor，Osaka，Japan）を用いて，卵巣から直径 4.0

～6.0 mm の胞状卵胞を切り出した。実体顕微鏡下でピンセットを用いて卵胞周囲の組織を

引きはがした後，卵胞を裂き，卵胞内から卵母細胞－卵丘細胞－壁顆粒膜細胞複合体を採

取した。内径の小さいパスツールピペットを用いて，複合体から壁顆粒膜細胞を取り除き，

卵母細胞－卵丘細胞複合体を得た。卵母細胞の細胞質が均質で退行の兆候が認められず，



10 

 

さらに卵母細胞が完全に卵丘細胞に覆われた複合体のみを選抜した。この複合体を PCR と

発育培養後の対照として用い，壁顆粒膜細胞を PCR に用いた。 

採取直後の一部の複合体から，内径の小さいパスツールピペットを用いて卵丘細胞を取

り除き，裸化卵母細胞を得た。卵母細胞をパラフィンオイル下の HEPES-199 のマイクロ

ドロップ中に移し，透明帯を除く卵母細胞の直径を，倒立顕微鏡（OLYMPUS，Tokyo，Japan）

に装着した接眼測微計（OLYMPUS）を用いて，1 µm 単位で測定した。その後，卵母細胞

をスライドガラス上にマウントし，カルノア液（酢酸：エタノール＝1：3）中で 48 時間以

上脱脂・固定後に 1%（w/v）アセトオルセイン液（FUJIFILM Wako Pure Chemical）で

染色し，核相を観察した。 

60 個の卵母細胞－卵丘細胞複合体を PBS-PVA で 3 回洗浄した後，30 個を内径の小さい

パスツールピペットを用いて裸化卵母細胞と卵丘細胞に分離した。卵母細胞－卵丘細胞複

合体および裸化卵母細胞それぞれ 30 個ずつを 1.5 mL の遠心チューブに少量の PBS-PVA

と共に移し，使用まで—80°C で保存した。卵母細胞から分離した卵丘細胞は，PBS-PVA と

共に 1.5 mL の遠心チューブへ移し，10,000 rpm（9,100×g）で 5 分間，遠心分離した。

上清を除去し，卵丘細胞を最小容量の PBS-PVA と共に使用まで—80°C で保存した。また，

複合体 30個分の壁顆粒膜細胞をHEPES-199と共に 1.5 mLの遠心チューブへ移し，10,000 

rpm（9,100×g）で 5 分間，遠心分離した。この操作を 3 回繰り返して洗浄し，壁顆粒膜

細胞を最小容量の PBS-PVA と共に使用まで—80°C で保存した。 

 

2. Reverse Transcription-PCR（RT-PCR）および quantitative PCR（qPCR） 

—80°C で保存した発育途上または発育を完了した卵母細胞－卵丘細胞複合体，卵母細胞，

卵丘細胞，および壁顆粒膜細胞からそれぞれ，RNeasy Plus Micro Kit（QIAGEN，Hilden，

Germany）を用い，マニュアルに従って全 RNA を抽出した。抽出した RNA から，ReverTra 

Ace qPCR RT Master Mix（TOYOBO，Osaka，Japan）を用い，マニュアルに従って cDNA

を合成した。この時，抽出した RNA の濃度が一定となるように調整した。 

PCR 増幅には，PCR Master Mix（Promega，WI，USA）を用いた。12.5 µL の PCR Master 

Mix，2.5 µL の 10 µM Forward プライマー，2.5 µL の 10 µM Reverse プライマー，1 µL
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の cDNA サンプル，および 6.5 µL の超純水を混合して PCR 反応液を作成した。GDF9，

BMP15，および内部標準として GAPDH のプライマーを，GenBank の既知の配列を基に

Primer design tool を用いて設計し，Thermo Fisher Scientific（MA，USA）から購入し

た（表 2-1）。PCR の設定を 95°C 2 分を 1 サイクル，95°C 30 秒／60°C 1 分／72°C 1 分を

30 サイクル，72°C 5 分を 1 サイクルとし，サーマルサイクラー（TAKARA BIO，Shiga，

Japan）を用いて各サンプルの cDNA 断片を増幅させた。 

続いて，PCR 産物を，検出剤としてエチジウムブロマイド（FUJIFILM Wako Pure 

Chemical）を加えた 2%（w/v）アガロースゲル（FUJIFILM Wako Pure Chemical）で，

電気泳動装置（ATTO，Tokyo，Japan）を用いて 120 V，180 mA で 30 分間泳動後，ゲル

撮影装置（AMZ System Science，Osaka，Japan）を用いて画像を得た。 

泳動後のアガロースゲルから，QIAquick gel extraction kit（QIAGEN）を用いて PCR

産物を精製した。その後，BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Bio-

systems，CA，USA）と ABI 3130 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）を用いて PCR

産物をシーケンス解析した。PCR 産物のヌクレオチド配列を，ブタ GDF9，BMP15，およ

び GAPDH の DNA 配列と比較し，目的の遺伝子が増幅されていることを確認した。 

qPCR の反応には，THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を用い，マニュア

ルに従って遂行した。GDF9，BMP15，GAPDH，および ACTB のプライマーを，GenBank

の既知の配列を基に Primer design tool を用いて設計し，Thermo Fisher Scientific から購

入した（表 2-1）。GAPDH および ACTB は，内部標準として用いた。PCR の設定を 95°C 1

分を1サイクル，95°C 15秒／63°C 30秒を40サイクルとし，サーマルサイクラー（BIO RAD，

CA，USA）を用いて各サンプルの cDNA 断片を増幅させた。すべての遺伝子に対して融解

曲線を解析し，単一のピークで PCR 産物の特異性を判定した。 

 

3. 卵母細胞－卵丘細胞複合体の発育培養 

直径 1.2～1.5 mm の初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵

丘細胞複合体を，各ウェル 200 µL の発育培養液を含むコラーゲンコートした 96 ウェルプ

レート（BioCort collagen I cellware 96 well plate，Corning，NY，USA）へと個別に移  
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表 2-1. RT-PCR および qPCR に用いたブタ GDF9，BMP15，GAPDH，および ACTB 遺伝子のプライマ

ー配列と，推定される PCR 産物の分子サイズ 

 

 

  

遺伝子 プライマー配列（5'→3'）
推定分子サイズ

（bp）
アクセッション番号

RT-PCR GDF9 Forward GCTGTGTTGGAATCTGAGGCT

Reverse CAGCAGTAACACGATCCAGGT

BMP15 Forward AGTTGTACCAGCGTTCAGCC

Reverse AAGCGGAGTCGTAGAACCCT

GAPDH Forward GTGAAGGTCGGAGTGAACGG

Reverse GCAGAAGGGGCAGAGATGAT

qPCR GDF9 Forward GCTTTGCGCTACATGAAGAGG

Reverse AACACGATCCAGGTTAAACCG

BMP15 Forward ACCATGGTGAGGCTGGTGAG

Reverse CATGGCAGGAGAGGTGGAAG

GAPDH Forward ATCCATGACCACTTCGGCATC

Reverse AGAAGCAGGGATGATGTTCTGG

ACTB Forward ATCGTGCGGGACATCAAGGA

Reverse AGGAAGGAGGGCTGGAAGAG
179

NM_001001909

NM_001005155

NM_001206359

NM_001001909

NM_001005155

NM_001206359

XM_003124280

337

406

368

189

178

141
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した。その後，5% O2－5% CO2－90% N2の気相下で，38.5°C の湿潤条件で複合体を 5 日

間発育培養した。培養開始前に発育培養液をインキュベーター内に静置し，培養液の気相

を平衡させた。培養 3 日後に発育培養液の半量を交換した。ブタ卵母細胞の発育培養液は，

Hiraoら（2004）が報告したウシ卵母細胞の体外発育培養液に基づいて調整した。2.2 mg/mL

炭酸水素ナトリウム，0.08 mg/mL 硫酸カナマイシン，2%（w/v）ポリビニルピロリドン

（polyvinylpyrrolidone：PVP：分子量 360,000；Sigma-Aldrich），55 µg/mL L-システイ

ン（Sigma-Aldrich），0.05 µM デキサメタゾン（Sigma-Aldrich），4.0 mM ヒポキサンチ

ン（Sigma-Aldrich），50 µg/mL アスコルビン酸-2-グルコシド（Hayashibara，Okayama，

Japan），および 5%（w/v）ウシ胎仔血清（fetal calf serum：FCS；ICN Biomedicals，OH，

USA）を添加した Minimum Essential Medium alpha medium（α-MEM；GIBCO，

Invitrogen，Scotland，UK）に，さらに 10−5 µM エストラジオール-17β（β-estradiol 

water-soluble；Sigma-Aldrich），および 0.01 IU/mL ヒト卵胞刺激ホルモン（recombinant 

human follicle stimulating hormone：rhFSH；MSD，Tokyo，Japan）を添加した。実験

区には，GDF9（recombinant mouse GDF-9 protein：739-G9；R&D Systems，MN，USA）

または BMP15（recombinant human BMP-15 protein：5096-BM；R&D Systems）を 0，

10，50，または 100 ng/mL の濃度で添加した。使用したマウスの GDF9（Gly307—Arg441）

およびヒト BMP15（Gln268—Arg392）は，ブタの GDF9 および BMP15 とそれぞれ 88%

および 80%のアミノ酸配列が同一であり，生理活性を示す成熟型である。さらに，ブタを

含む複数の動物種で，卵丘／顆粒膜細胞または卵母細胞－卵丘／顆粒膜細胞複合体に対し

て影響を及ぼすことが報告されている（Mottershead et al., 2012；Lin et al., 2014；

Sudiman et al., 2014；Nagyova et al., 2017；Alam et al., 2018；Li et al., 2020）。 

培養開始時，培養 3 日後，および 5 日後に，倒立顕微鏡下で卵母細胞－卵丘細胞複合体

の形態を観察し，個々の複合体の画像を取得した。卵母細胞の細胞質が均質で退行の兆候

がなく，周囲が卵丘細胞で完全に覆われた卵母細胞を含む複合体を形態的に正常と判断し，

形態的に正常な複合体の直径を ImageJ software（NIH，MD，USA）を用いて測定した。

培養後，一部の形態的に正常な複合体の内部に卵胞腔様の構造が形成されたため，腔の形

成についても観察した。 



14 

 

培養終了後，内径の小さいパスツールピペットを用いて一部の形態的に正常な卵母細胞

－卵丘細胞複合体から卵丘細胞を取り除き，裸化した卵母細胞の直径を前述の通りに測定

した。その後，卵母細胞をスライドガラス上にマウントしてカルノア液で脱脂・固定後に

染色し，核相を観察した。 

 

4. 卵母細胞の核相観察 

卵母細胞を微分干渉顕微鏡（OLYMPUS）下で観察し，これまでの報告に基づき卵母細

胞の核相を分類した（Motlik & Fulka, 1976；Hirao et al., 1995）。卵核胞をもつ卵母細胞

の核相を filamentous chromatin—stringy chromatin（FC～SC），および germinal vesicle 

I—IV（GVI～IV）に分類した。卵核胞が崩壊した後の卵母細胞の核相を，diakinesis—

metaphase I（D～MI），anaphase I—telophase I（AI～TI）および metaphase II（MII）

に分類した。卵母細胞の染色質が極端に凝縮あるいは細胞質に散在するもの，および卵母

細胞の細胞質に異常が認められるものは，退行と判断した。 

 

5. 統計処理 

形態的に正常な複合体の割合および腔を形成した複合体数の統計的有意性は，χ2 検定を

用いて判定した。卵母細胞－卵丘細胞複合体の直径の差は，二元配置分散分析し，交互作

用に有意性がある場合は，Tukey—Kramer の多重比較検定を用いて群間比較した。さらに，

培養 7 日目の複合体の直径については，体内で発育を完了した複合体と t 検定を用いて比較

した。発育培養後の各核相を示す卵母細胞数の差の有意性は，χ2 検定を用いて判定した。

また，卵母細胞の平均直径の差および mRNA 量については一元配置分散分析し，その後

Tukey—Kramer の多重比較検定を用いて比較した。P < 0.05 を統計的に有意と判断した。  
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第 3 節 結果 

 

1. GDF9 と BMP15 mRNA の発現 

直径 1.2～1.5 mmのブタ初期胞状卵胞と直径 4.0～6.0 mmの胞状卵胞から採取した卵母

細胞，卵丘細胞，および壁顆粒膜細胞における GDF9 と BMP15 mRNA の発現を調べた（図

2-1）。初期胞状卵胞の卵母細胞－卵丘細胞複合体（図 2-1 A）と卵母細胞（図 2-1 B）では，

GDF9 およびBMP15 の PCR 産物によるバンドが，推定分子サイズの位置に検出された（図

2-1 E）。胞状卵胞の卵母細胞－卵丘細胞複合体と卵母細胞では，初期胞状卵胞と同様に

GDF9 および BMP15 のバンドがそれぞれ検出されたが，卵母細胞で複合体より強く検出さ

れた。初期胞状卵胞と胞状卵胞の卵丘細胞（図 2-1 C）と壁顆粒膜細胞（図 2-1 D）では，

GDF9 mRNA の発現がわずかに認められたが，BMP15 mRNA は検出されなかった（図 2-1 

E）。 

qPCR では，卵胞が初期胞状卵胞から胞状卵胞へと発達する過程で，どちらの卵胞におい

ても GDF9（図 2-1 F）と BMP15（図 2-1 G）mRNA は卵母細胞で強く発現していたが，

卵丘細胞や壁顆粒膜細胞においてもわずかに検出された。初期胞状卵胞由来の卵母細胞に

おいて，GDF9 と BMP15 mRNA の発現レベルは胞状卵胞より高い傾向があったが，有意

差は認められなかった。 

 

2. 卵母細胞－卵丘細胞複合体の発達 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，種々

の濃度の GDF9（図 2-2 A）または BMP15（図 2-2 B）を添加した発育培養液中で 5 日間

培養した。培養開始時（Day 0），卵母細胞は周囲を 2～3 層の卵丘細胞に覆われていた。培

養後，いずれの実験区においても，卵丘細胞の一部はウェルの底面に付着し，複合体から

外に向かって遊走し，残りは卵母細胞を覆うようにドーム状の構造を形成した。複合体の

直径は，培養の経過とともに徐々に増加した。培養終了時，いずれの区においても 85%以

上の複合体では，卵母細胞は卵丘細胞に完全に覆われた形態的に正常な状態であり，GDF9

および BMP15 添加による影響は認められなかった（図 2-3）。卵母細胞の裸化が認められ 
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図 2-1. ブタ卵母細胞，卵丘細胞，および壁顆粒膜細胞における GDF9 および BMP15 mRNA の発現 

直径1.2～1.5 mmの初期胞状卵胞と直径 4.0～6.0 mmの胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体

（oocyte－cumulus cell complexes，OCCs；A），卵母細胞（oocytes，Oos；B），卵丘細胞（cumulus cells，

CCs；C），および壁顆粒膜細胞（mural granulosa cells，MGCs；D）からそれぞれ RNA を抽出し，GDF9

および BMP15 について RT-PCR（E）と qPCR（F，G）を行った。（E）GAPDH を内部標準として用い

た。（F，G）□は初期胞状卵胞および は胞状卵胞を示す。GAPDH と ACTB を内部標準として用いたが，■

結果は同様であったため，GAPDH の結果を示す。実験は 3 回以上繰り返し行った。 
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図 2-2. GDF9 または BMP15 添加培養液中におけるブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の発達 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 5 日間発育培養した。培養開始時（Day 

0），3 日後（Day 3），および 5 日後（Day 5）に複合体の形態を観察した。図中の矢印は卵胞腔様構造，

スケールバーは 200 µm を表す。 
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図 2-3. ブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の形態的な正常性に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 5 日間発育培養した。培養開始時，3 日

後，および 5 日後に複合体を観察し，卵母細胞が卵丘細胞で完全に覆われた複合体を形態的に正常と判断

した。実験は 3 回以上繰り返し行った。 
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た複合体では，ウェルの底面に付着した卵丘細胞は複合体から外に向かって広く遊走した。 

卵母細胞－卵丘細胞複合体の直径を測定し，複合体の発達を調べた（図 2-4）。培養開始 

時，170～180 µm であった複合体の平均直径は，いずれの実験区においても培養の経過と

ともに増加し，培養 5 日後，無添加区において約 300 µm となった。GDF9 添加区では濃

度依存的に複合体の平均直径は増加し，100 ng/mL 添加区では 349.9 ± 9.0 µm（平均値±

標準誤差）と，無添加区の 302.0 ± 7.5 と比較して有意に増大した（図 2-4 A）。また，GDF9

添加区の複合体の平均直径は，体内で発育を完了した卵母細胞－卵丘細胞複合体に比べて

同等かそれ以上であった。一方，BMP15 添加区では，濃度依存的な直径の増加は認められ

なかった（図 2-4 B）。 

培養の過程で，一部の複合体は内部に卵胞腔様の構造を形成したため（図 2-2 A；矢印），

卵胞腔様の構造の形成についても調べた（図 2-5）。卵胞腔様構造の形成率は GDF9 と

BMP15 を添加したいずれの区においても 10～30%であり，無添加区との間に差は認めら

れなかった。 

 

3. 卵母細胞の発育 

発育培養後，卵母細胞に裸化や細胞質の異常などの退行の兆候が認められない卵母細胞

－卵丘細胞複合体から卵母細胞を回収し，卵母細胞の直径を測定した（図 2-6）。発育培養

前に約 110 µm であった卵母細胞の平均直径は，培養 5 日後にすべての区で約 125 µm とな

り，体内で発育を完了した卵母細胞とほぼ同等の大きさへと発育した。GDF9またはBMP15

添加区と無添加区との間に差は認められなかった。 

培養前の発育途上の卵母細胞では，卵核胞内に細い糸状の染色質が散在し，ほぼすべて

の卵母細胞が FC 期もしくは SC 期であった（表 2-2）。5 日間の発育培養後，いずれの区に

おいても 70%以上の卵母細胞が GV 期へと移行しており，GDF9 または BMP15 による影

響は認められなかった。卵母細胞の染色質が極端に凝縮あるいは細胞質に散在するもの，

および卵母細胞の細胞質に異常が認められる退行と判断される卵母細胞も 5～21%観察さ

れたが，GDF9 または BMP15 添加区と無添加区との間に差はなかった。体内で発育を完了

した卵母細胞はすべて GV 期であった。  
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図 2-4. ブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の発達に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 5 日間発育培養した。培養開始時（Day 

0），3 日後（Day 3），および 5 日後（Day 5）に複合体を観察し，卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた

正常な複合体のうち，卵母細胞に細胞質の異常などの退行の兆候が認められない卵母細胞－卵丘細胞複合

体の直径を測定した。対照として，直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体

（fully-grown oocyte，FO）の直径を測定した。図上段の数値は複合体の平均直径±標準誤差を示す。 

（A）A–C), a–c) ，（B）A–C), a–c), d, e) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。  
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図 2-5. ブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 5 日間発育培養した。培養開始時，3 日

後，および 5 日後に複合体を観察し，複合体の内部に卵胞腔様構造を形成した複合体の割合を調べた。実

験は 3 回以上繰り返し行った。 
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図 2-6. ブタ卵母細胞の発育に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 5 日間発育培養した。培養終了後，卵母

細胞が卵丘細胞に完全に覆われた正常な複合体のうち，卵母細胞に細胞質の異常などの退行の兆候が認め

られない卵母細胞－卵丘細胞複合体から卵母細胞を回収し，直径を測定した。対照として，培養前の複合

体から採取した卵母細胞と（growing oocyte，GO），直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した卵母細胞

（fully-grown oocyte，FO）の直径を測定した。図上段の数値は複合体の平均直径±標準誤差を示す。 

a−c）異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。
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表 2-2. ブタ卵母細胞の発育培養後の核相に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50 および 100 ng/mL の GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養した。

培養終了後，卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた正常な複合体のうち，卵母細胞に細胞質の異常などの退行の兆候が認められない卵母細胞－卵丘細胞複合体から卵母細胞を回収し，

脱脂・固定した後，染色し，卵母細胞の核相を評価した。対照として，発育培養前の複合体と，直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した複合体の卵母細胞を同様に採取し，固定，染

色して，核相を評価した。 

** FC～SC：filamentous chromatin stage—stringy chromatin stage，GVI～IV：germinal vesicle stages I—IV，GVBD: germinal vesicle breakdown，D～MI：diakinesis stage—metaphase 

I，AI～TI：anaphase I—telophase I，MII：metaphase II，退行：染色質が極端に凝縮あるいは細胞質に散在するもの，および卵母細胞の細胞質に異常が認められるもの（Motlik & Fulka, 

1976；Hirao et al., 1995）。 

a,b) GDF9 と BMP15 の各実験で，同じ列内の異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。 

培養日数

（日）
処理

添加濃度

（ng/mL）

1.2～1.5 − − − 61 61 (100) 60 (98)
a 1 (2)

a 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

5 0 30 25 (83) 1 (3)
b 24 (80)

b 2 (7) 2 (7) 0 (0) 0 (0) 3 (10)

5 10 32 27 (84) 0 (0) 27 (84)
b 2 (6) 2 (6) 0 (0) 0 (0) 3 (9)

5 50 28 20 (77) 1 (4)
b 19 (73)

b 2 (7) 1 (4) 0 (0) 1 (4) 6 (21)

5 100 28 22 (79) 0 (0) 22 (79)
b 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 6 (21)

4.0～6.0 − − − 31 31 (100) 0 (0) 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

1.2～1.5 − − − 37 37 (100) 37 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

5 0 37 33 (89) 0 (0) 33 (89) 1 (3) 1 (3) 0 (0) 0 (0) 3 (8)

5 10 37 34 (92) 0 (0) 34 (92) 1 (3) 1 (3) 0 (0) 0 (0) 2 (5)

5 50 39 37 (95) 0 (0) 37 (95) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (5)

5 100 35 31 (89) 0 (0) 31 (89) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 4 (11)

4.0～6.0 − − − 31 31 (100) 0 (0) 31 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

GDF9

BMP15

検査
卵母細胞数 全GV FC～SC GVI～IV 全GVBD D～MI AI～TI MII

卵胞の
直径

（mm）

発育培養* GV期の卵母細胞数**（%）

退行

GVBDを起こした卵母細胞数**（%）
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第 4 節 考察 

 

本研究の結果は，ブタの発育途上の卵母細胞，発育を完了した卵母細胞ともに GDF9 と

BMP15 mRNA を発現していることを示しているが，GDF9 mRNA は卵丘細胞と壁顆粒膜

細胞にもわずかに発現がみられた。マウス，ラット，ヒト，およびウシを含む多くの動物

種において GDF9 は卵母細胞特異的に発現するとの報告がある（McGrath et al., 1995；

Fitzpatrick et al., 1998；Laitinen et al., 1998；Bodensteiner et al., 1999；Jaatinen et al., 

1999）。ブタでは，胞状卵胞の卵母細胞に加えて卵丘細胞と壁顆粒膜細胞にも GDF9 が発

現しているとの報告があり（Prochazka et al., 2004），ヒトでも，卵母細胞周囲の卵丘細胞

で GDF9 が検出されている（Sidis et al., 1998）。本実験結果は，これらの報告と一致し，

ブタでは卵母細胞だけでなく，卵丘細胞においても GDF9 が発現することを示している。

卵丘細胞の転写産物が卵母細胞へ輸送されることが報告されており（Macaulay et al., 

2016），卵母細胞の GDF9 mRNA が卵丘細胞へと輸送される可能性も否定できないが，卵

丘細胞より遠位にある壁顆粒膜細胞においても，卵丘細胞と同様に GDF9 mRNA の発現が

検出されたことから，卵母細胞から GDF9 mRNA が輸送された可能性は低く，卵丘細胞と

同様，壁顆粒膜細胞においても GDF9 が比較的低レベルで発現していることが示された。 

ブタ BMP15 mRNA は，卵母細胞で強く発現し，卵丘細胞と壁顆粒膜細胞では検出され

なかった。排卵直前の後期胞状卵胞内のブタ卵丘細胞で，BMP15 がわずかに発現するとの

報告もあるが（Paradis et al., 2009），その量は GDF9 と比較して 1/30 程度であり，本実

験の結果とは矛盾しない。 

RT-PCR において，初期胞状卵胞では卵母細胞－卵丘細胞複合体と卵母細胞の GDF9 と

BMP15 のバンドは同程度の強さで検出されたが，胞状卵胞では複合体の GDF9 と BMP15

が卵母細胞より弱く検出された。本実験では，初期胞状卵胞と胞状卵胞それぞれ 30 個の卵

母細胞－卵丘細胞複合体から RNA を抽出し，その後，サンプル間で RNA 濃度を一定に揃

えて cDNA を合成した。初期胞状卵胞から採取した複合体では，卵母細胞は周囲を 2～3 層

の卵丘細胞に覆われていたが，胞状卵胞から採取した複合体では，卵母細胞は 5 層以上の

卵丘細胞に覆われており，複合体を構成する卵丘細胞の数は胞状卵胞で多い。このため，
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胞状卵胞の卵母細胞－卵丘細胞複合体から抽出した全 RNA 中で，卵母細胞由来の RNA が

占める割合は，初期胞状卵胞の複合体から抽出した RNA 中で占める割合より低いと考えら

れ，これがバンドの強さに反映したと思われる。 

本研究では，GDF9 と BMP15 mRNA の発現レベルは胞状卵胞の発達段階で有意な差を

示さなかった。以前の研究では，GDF9 の発現レベルは二次卵胞期の卵母細胞より胞状卵

胞期の卵母細胞で高いことが示されている（Bezerra et al., 2019）。また，GDF9 と BMP15 

mRNA は，ブタの卵母細胞において，胞状卵胞期を通して恒常的に発現するとの報告もあ

る（Caixeta et al., 2009）。本研究結果は，ブタの卵母細胞において，胞状卵胞の発達期を

通して GDF9 と BMP15 mRNA は発現し続けていることを示唆している。 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞

－卵丘細胞複合体を，種々の濃度の GDF9 と BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培

養すると，いずれの区においても卵母細胞は体内で発育を完了した卵母細胞と同等か，そ

れ以上へと発育した。また，いずれの区においても，70%以上の卵母細胞の核相は，体内で

発育を完了した卵母細胞と同様な状態へと変化した。これらの結果は，GDF9 と BMP15

は卵母細胞の発育には直接影響を及ぼさないことを示唆している。 

発育培養開始時に 170～180 µm であった卵母細胞－卵丘細胞複合体の直径は，発育培養

の経過とともに増加し，培養 5 日後には 300 µm 以上に達した。これは，体内で発育を完了

した卵母細胞を含む複合体の直径以上の大きさであった。特に，GDF9 添加区では，複合

体の直径は添加濃度依存的に増加した。体外培養の実験で，GDF9 は顆粒膜細胞の増殖を

促進することが，ラット（Vitt et al., 2000a），ウシとヒツジ（McNatty et al., 2005a；2005b），

およびマウス（Gilchrist et al., 2006）において報告されている。ブタの卵丘細胞も，GDF9

の作用によって増殖し，複合体の直径が増加したと考えられる。一方，BMP15 添加区では，

濃度依存的な複合体の直径の増加はみられなかった。体外培養系で，BMP15 は GDF9 と同

様に顆粒膜細胞の増殖を促進することが，ラット（Otsuka et al., 2000），ウシ，およびヒ

ツジ（McNatty et al., 2005a，2005b）において報告されている。FSH もラット（Goldenberg 

et al., 1972；Louvent & Vaitukaitis 1976；Rao et al., 1978）やウシ（Gutiérrez et al., 1997）

において顆粒膜細胞の増殖を促進する。本実験で用いた培養液にはFSHが添加されており，
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複合体は培養日数の経過と共に直径を増加させたが，ブタでは BMP15 による細胞増殖作用

は弱く，複合体の直径がそれほど増加しなかったと思われる。 

本研究のいずれの区においても，5 日間発育培養した複合体の 10～30%に卵胞腔様構造

が形成された。Alam ら（2018）は，ウシの初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞

複合体を，本実験と類似の培養液中で 5 日間培養すると，GDF9 と BMP15 をそれぞれ単

独で添加した場合には 70%以上の複合体が，また，GDF9 と BMP15 を同時に添加すると，

ほぼすべての複合体が卵胞腔様構造を形成することを報告している。本実験では GDF9 ま

たは BMP15 をそれぞれ単独で発育培養液中に添加したが，卵胞腔様構造を形成した複合体

の割合は低く，卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を検討するには至ら

なかった。予備実験として，ディッシュ底面での卵丘細胞の遊走を抑える目的で，細胞接

着性の低い 96 ウェルプレート（Nunclon Sphera 174925 96F bottom plate；Corning，NY，

USA）を用いて，GDF9 添加培養液中でブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体を 7 日間培養した

ところ，約 70%の複合体で卵胞腔様構造の形成が認められた。この培養系を用いて，改め

て卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響を第 4 章において検討する。 

以上のことから，直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞および直径 4.0～6.0 mm の胞状

卵胞において，GDF9 と BMP15 は主に卵母細胞で発現することが示された。また，初期胞

状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を，GDF9 また

は BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養すると，GDF9 と BMP15 は卵母細胞の発

育に対しては直接影響を及ぼさないが，GDF9 は複合体の直径を増大させることが示され

た。 
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第 5 節 小括 

 

卵巣内で卵母細胞は，周囲の顆粒膜細胞と相互に作用し合いながら，卵胞の発達と同調

して発育する。卵母細胞は GDF9 と BMP15 を分泌し，周囲の顆粒膜細胞を制御すると考

えられている。本章では，直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した，発育途上

の卵母細胞における GDF9 と BMP15 の mRNA の発現を調べた。次に，発育途上の卵母細

胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を種々の濃度の GDF9 または BMP15 を添加した培養

液中で 5 日間発育培養し，複合体の発達と卵母細胞の発育に及ぼす GDF9 と BMP15 の影

響を調べた。 

 

直径 1.2～1.5 mmの初期胞状卵胞と直径 4.0～6.0 mmの胞状卵胞から採取した卵母細胞，

卵丘細胞，および壁顆粒膜細胞における GDF9 と BMP15 mRNA の発現を RT-PCR および

qPCR で調べたところ，どちらの卵胞においても，GDF9 と BMP15 は卵母細胞で強く発現

していた。また，どちらの卵胞の卵丘細胞と壁顆粒膜細胞にも GDF9 mRNA の発現がわず

かに認められたが，BMP15 mRNA は検出されなかった。 

発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 ng/mL

の濃度で GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養したところ，ほとん

どの複合体は，卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた正常な形態を維持した。GDF9 添加

区では，複合体の平均直径は濃度依存的に増加し，発育培養後，100 ng/mL 添加区では 349.9 

± 9.0 µm（平均値±標準誤差）と，無添加区の 302.0 ± 7.5 µm と比較して有意に高い値と

なった。一方，BMP15 添加区では，複合体の平均直径の濃度依存的な増加は認められなか

った。また，いずれの区においても，10～30%の複合体は内部に卵胞腔様の構造を形成し

たが，各区間でその割合に差はなかった。 

発育培養前に約 110 µm であった卵母細胞の平均直径は，発育培養後，すべての区で約

125 µm となり，体内で発育を完了した卵母細胞と同等の大きさへと発育した。また，発育

培養前にFC期またはSC期であった卵母細胞の核相は，発育培養後にはGV期へと移行し，

体内で発育を完了した卵母細胞と同様な核相となった。卵母細胞の発育および核相の変化
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のいずれにおいても，GDF9 または BMP15 添加区と無添加区との間に差は認められなかっ

た。 

 

以上のことから，直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞および直径 4.0～6.0 mm の胞状

卵胞において，GDF9 と BMP15 は主に卵母細胞で発現することが示された。また，初期胞

状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を，GDF9 また

は BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養すると，GDF9 と BMP15 は卵母細胞の発

育に対しては直接影響を及ぼさないが，GDF9 は複合体の直径を増大させることが示され

た。 
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第 3 章 GDF9 および BMP15 添加培養液中で発育した卵母細胞の体外成熟 

 

 

第 1 節 緒言 

 

卵巣内で発育を完了した卵母細胞は，性周期ごとに下垂体から分泌される性腺刺激ホル

モン（FSH と LH）のサージを受けると，休止していた減数分裂を再開し，第一減数分裂

前期から第二減数分裂中期へと成熟し，排卵される。発育を完了した卵母細胞を含む胞状

卵胞内で，FSH と LH は卵丘細胞や壁顆粒膜細胞に発現する受容体に結合し，上皮成長因

子（epidermal growth factor：EGF）様ペプチドを介して EGF 受容体を活性化させる。次

いで，EGF 受容体は，いくつかのシグナル伝達カスケードを活性化し，その下流で卵丘膨

潤化因子の発現を誘起すると共に，卵母細胞の減数分裂再開を抑制する因子の卵母細胞へ

の移行を抑制すると考えられている（Prochazka et al., 2017；Richani & Gilchrist, 2018；

図 3-1）。卵丘細胞からのヒアルロン酸の分泌により卵丘は膨潤化し，卵丘細胞と卵母細胞

との間の結合は解離する。卵丘細胞から供給される減数分裂再開抑制因子の供給が停止す

ると，卵母細胞は減数分裂を再開して第二減数分裂中期へと成熟する。第 2 章で用いた直

径 1.2～1.5 mmの初期胞状卵胞から採取した直径約 110 µmの発育途上のブタ卵母細胞は，

成熟培養しても減数分裂を再開しないか，再開しても第二減数分裂中期へと成熟しない

（Kanayama et al., 2002）。一方，直径4.0～6.0 mmの胞状卵胞から採取した直径約125 µm

の発育を完了したブタ卵母細胞は，成熟培養すると高率に第二減数分裂中期へと成熟する。

すなわち，卵母細胞は，発育を完了するこの最終の過程で成熟する能力を獲得する。 

第 2 章において，ブタの初期胞状卵胞と胞状卵胞から採取した卵母細胞，卵丘細胞，お

よび壁顆粒膜細胞における GDF9 と BMP15 mRNA の発現を調べたところ，GDF9 と

BMP15 はともに卵母細胞で発現していることが示された。また，ブタ初期胞状卵胞から採

取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を 5日間，種々の濃度でGDF9

または BMP15 を添加した培養液中で培養すると，卵母細胞はいずれの区においても直径約

125 µmへと発育した。ブタの卵母細胞のから分泌されると考えられるGDF9とBMP15は，   
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図 3-1. 卵母細胞の減数分裂再開に影響を及ぼす卵胞内のシグナル伝達 

発育を完了した卵母細胞は，卵丘細胞から供給される成熟抑制因子によって，第一減数分裂前期で休止し

ている。下垂体から分泌される性腺刺激ホルモン（FSH と LH）が卵丘細胞または壁顆粒膜細胞に存在す

る受容体（FSHR と LHCGR）に結合すると，EGF 様ペプチドが生産される。次いで，EGF 様ペプチド

が卵丘細胞または壁顆粒膜細胞に存在する EGF 受容体（EGFR）に結合すると，卵丘膨潤化因子を介して

卵丘を膨潤化させると共に，卵丘細胞と卵母細胞との間の結合が解離し，成熟抑制因子の卵母細胞への移

行が抑制される。成熟抑制因子の供給が低下した卵母細胞は減数分裂を再開し，卵核胞を崩壊させる。

（Prochazka et al., 2017 および Richani & Gilchrist, 2018 より引用改変） 
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卵母細胞の発育の最終段階において，卵丘細胞を介して卵母細胞の成熟能力の獲得に何ら

かの影響を及ぼしている可能性がある。 

本章では，GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で発育したブタ卵母細胞－卵丘細胞

複合体を成熟培養し，卵母細胞の減数分裂の再開と成熟に対する GDF9 および BMP15 の

影響を検討した。種々の濃度の GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で，卵母細胞－

卵丘細胞複合体を 5 日間発育培養し，その後，FSH と LH の作用をあわせ持つヒト閉経期

性腺刺激ホルモン（human menopausal gonadotrophin：hMG；Lunenfeld, 2004）または

EGF を添加した培養液中で成熟を誘起し，卵母細胞の成熟能力を調べた。また，発育培養

後の卵母細胞を裸化し，自発的な成熟を誘起した。さらに，発育培養後の複合体から卵丘

細胞を採取し， Follicle Stimulating Hormone Receptor （ FSHR ）， Luteinizing 

Hormone/Choriogonadotropin Receptor（LHCGR），および Epidermal Growth Factor 

Receptor（EGFR）mRNA の発現を比較した。 

  



 

32 

 

第 2 節 材料および方法 

 

1. 卵母細胞－卵丘細胞複合体の採取 

と畜場で採取した未成熟な雌ブタの卵巣から，前章と同様な方法で直径 1.2～1.5 mm の

初期胞状卵胞を切り出し，発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を得た。

対照として，直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞を切り出し，発育を完了した卵母細胞を含む卵

母細胞－卵丘細胞複合体を得た。卵母細胞の細胞質が均質で退行の兆候が認められず，さ

らに卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた複合体のみを選抜した。この複合体を発育培養，

成熟培養，および qPCR に用いた。 

 

2. 卵母細胞－卵丘細胞複合体の発育培養 

直径 1.2～1.5 mm の初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵

丘細胞複合体を，前章と同様な方法で 5 日間発育培養した。実験区には，GDF9（739-G9；

R&D Systems）または BMP15（5096-BM；R&D Systems）を，0，10，50，または 100 

ng/mL の濃度で添加した。培養後の複合体を，その後の成熟培養または qPCR に用いた。 

 

3. 卵母細胞の成熟培養 

5 日間発育培養した卵母細胞を成熟培養し，卵母細胞の成熟能力を調べた。発育培養終了

後に形態的に正常な卵母細胞－卵丘細胞複合体をそのまま，または内径の小さいパスツー

ルピペットを用いて卵丘細胞を取り除き，裸化した卵母細胞を，4 ウェルマルチディッシュ

（Thermo Fisher Scientific）内の 38.5°C に加温した 0.5 mL の成熟培養液中に移した。

38.5°C，湿潤環境，5% CO2－95%空気の気相下で，複合体を 44～48 時間成熟培養した。

成熟培養液には，2.2 mg/mL 炭酸水素ナトリウム，0.08 mg/mL 硫酸カナマイシン，0.1 

mg/mL ピルビン酸ナトリウム（Nacalai Tesque，Kyoto，Japan），10%（v/v）FCS，およ

び 0.1 IU/mL hMG（ASKA Pharmaceutical，Tokyo，Japan）または 10 ng/mL EGF

（recombinant human EGF：236-EG；R&D Systems）を添加した TCM199 を用いた。

卵母細胞－卵丘細胞複合体を用いた場合は，成熟培養後，卵丘の膨潤化を観察し，0.1%（w/v）
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ヒアルロニダーゼ（Sigma-Aldrich）中で内径の小さいパスツールピペットを用いて卵丘細

胞を取り除き，卵母細胞を裸化した。細胞質が均質で退行の兆候がない卵母細胞を正常と

判断してスライドガラス上にマウントし，カルノア液（酢酸：エタノール＝1：3）中で 48

時間以上脱脂・固定後に 1%（w/v）アセトオルセインで染色し，核相を判定した。 

対照として，発育培養前の発育途上の卵母細胞を含む複合体および体内で発育を完了し

た卵母細胞を含む複合体を同様に成熟培養し，培養後の卵母細胞を脱脂・固定後に染色し，

核相を観察した。 

 

4. 卵母細胞の核相観察 

染色した卵母細胞を前章と同様な方法で観察し，卵母細胞の核相を分類した。卵核胞を

持つ卵母細胞の核相を filamentous chromatin—stringy chromatin（FC～SC）および

germinal vesicle I—IV（GVI～IV）に分類した。卵核胞が崩壊した後の卵母細胞の核相を，

diakinesis—metaphase I（D～MI），anaphase I—telophase I（AI～TI），および metaphase 

II（MII）に分類した。卵母細胞の染色質が極端に凝縮あるいは細胞質に散在するもの，お

よび卵母細胞の細胞質に異常が認められるものは，退行と判断した。 

 

5. qPCR 

発育培養後の複合体から卵丘細胞を採取し，FSHR，LHCGR，および EGFR mRNA の

発現を調べた。それぞれの培養液中で 5 日間発育培養した 1 群 30 個の複合体を PBS-PVA

で 3 回洗浄した後，内径の小さいパスツールピペットを用いて卵丘細胞を得た。PBS-PVA

と共に卵丘細胞を 1.5 mL の遠心チューブへ移し，10,000 rpm（9,100×g）で 5 分間，遠

心分離し，上清を除去した。この操作を 3 回繰り返して洗浄し，卵丘細胞を最小容量の

PBS-PVA と共に使用まで—80°C で保存した。対照として，初期胞状卵胞および胞状卵胞か

ら 1 群 30 個の卵母細胞－卵丘細胞複合体を採取し，同様な方法で卵丘細胞を採取し，使用

まで—80°C で保存した。 

—80°C で保存した卵丘細胞からそれぞれ，前章と同様な方法で全 RNA を抽出し，cDNA

を合成した。この時，抽出した RNA の濃度が一定となるように調整した。qPCR の反応に
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は，THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を用い，マニュアルに従って遂行し

た。FSHR および EGFR のプライマーは GenBank の既知の配列を基に，LHCGR のプラ

イマーは既報を基に（Loosfelt et al., 1989），Primer design tool を用いて設計し，Thermo 

Fisher Scientific から購入した（表 3-1）。前章と同様に，GAPDH および ACTB を内部標

準として用いた。PCR の設定を 95°C 1 分を 1 サイクル，95°C 15 秒／61.4°C（FSHR と

LHCGR）または 63.3°C（EGFR）30秒を 40サイクルとし，サーマルサイクラー（BIO RAD）

を用いて各サンプルの cDNA 断片を増幅させた。すべての遺伝子に対して融解曲線を解析

し，単一のピークで PCR 産物の特異性を判定した。 

 

6. 統計処理 

成熟培養後の各核相を示す卵母細胞数の差の有意性は，χ2検定を用いて判定した。mRNA

量については一元配置分散分析し，その後 Tukey—Kramer の多重比較検定を用いて比較し

た。P < 0.05 を統計的に有意と判断した。  
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表 3-1. qPCR に用いたブタ FSHR，LHCGR，EGFR，GAPDH，および ACTB 遺伝子のプライマー配列

と，推定される PCR 産物の分子サイズ 

 

 

 

  

遺伝子 プライマー配列 (5'→3')
推定分子サイズ

（bp）
アクセッション番号
参考文献

FSHR Forward TGTGTTCTCCAATCTGCCCA

Reverse GGGAAGGTTCTGGAAGGCAT

LHCGR Forward CTGTGCTTTTAGAAACCTGCC

Reverse GCAAAGATGGCAGAATAAAGTG

EGFR Forward TCGCCCAAAGTTCCGTGAGC

Reverse TGGCAAGTGCATTCGCTCGT

GAPDH Forward ATCCATGACCACTTCGGCATC

Reverse AGAAGCAGGGATGATGTTCTGG

ACTB Forward ATCGTGCGGGACATCAAGGA

Reverse AGGAAGGAGGGCTGGAAGAG

129

91

100

141

179

Loosfelt et al., 1989

XM_021085881.1

NM_001206359

XM_003124280

NM_214007.1



 

36 

 

第 3 節 結果 

 

1. 性腺刺激ホルモンによる卵母細胞の成熟 

発育培養終了後，hMG を含む成熟培養液中で形態的に正常な卵母細胞－卵丘細胞複合体

を培養した（図 3-2）。発育培養前の発育途上の卵母細胞を含む複合体を成熟培養すると，

複合体の卵丘は膨潤化することはなく，卵丘細胞はウェルの底面に付着し，複合体から外

に向かって遊走した（図 3-2 A，GO）。一方，体内で発育を完了した卵母細胞を含む複合体

を成熟培養すると，最外層から透明帯付近に至る卵丘細胞のほとんどすべてが分散して卵

丘は膨潤化し，複合体は培養液中に浮遊した状態となった（図 3-2 A，FO）。成長因子無添

加で発育培養した複合体を成熟培養すると，卵丘細胞間の結合は緩くなり，卵丘細胞はウ

ェルの底面に付着した状態となった（図 3-2 B および C，0 ng/mL）。GDF9 添加培養液中

で発育培養した複合体ではいずれの濃度でも，また BMP15 を 10 ng/mL 添加した培養液中

で発育した複合体では，成熟培養後，無添加区と同様に卵丘細胞間の結合は緩くなり，卵

丘細胞がウェルの底面に付着した状態で観察された（図 3-2 B，10～100 ng/mL および図

3-2 C，10 ng/mL）。これに対して，BMP15 を 50 または 100 ng/mL 添加した培養液中で

発育培養した複合体では卵丘は膨潤化し，複合体が培養液中に浮遊し，体内で発育を完了

した卵母細胞を含む複合体と類似した状態となった（図 3-2 C，50 および 100 ng/mL）。 

GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で発育培養した卵母細胞の成熟能力を調べた

（表 3-2）。対照の，発育培養前の卵母細胞を含む複合体を成熟培養すると，約 20%の卵母

細胞は卵核胞を崩壊させたが，第二減数分裂中期へと成熟しなかった。一方，体内で発育

を完了した卵母細胞を含む複合体を成熟培養すると，ほとんどの卵母細胞は第二減数分裂

中期へと成熟した。成長因子無添加で発育培養した複合体を成熟培養すると，15～16%の

卵母細胞が成熟した。GDF9を添加した培養液中で発育培養した複合体を成熟培養すると，

約 70%の卵母細胞は GV 期のままであり，成熟した卵母細胞の割合はいずれの濃度におい

ても 10%以下であった。50 ng/mL の GDF9 を添加した培養液中で発育培養した卵母細胞

では，第二減数分裂中期へと成熟した卵母細胞の割合が 2%と，GDF9 無添加で発育培養し

た卵母細胞（15%）と比較して，有意に低下した。一方，BMP15 を 50 ng/mL または 100   
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図 3-2. GDF9 および BMP15 添加培養液中で発育培養したブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の成熟培養後の

卵丘の膨潤化 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（B）または BMP15（C）を添加した培養液中で 5 日間発育培養した。培養終了後，卵母

細胞が卵丘細胞に完全に覆われた正常な複合体のうち，卵母細胞に細胞質の異常などの退行の兆候が認め

られない卵母細胞－卵丘細胞複合体を回収し，44～48時間hMGを添加した培養液中で成熟培養した。（A）

対照として，発育培養前の複合体と（growing oocyte，GO），直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した

複合体（fully-grown oocyte，FO）を同様に成熟培養して卵丘の膨潤化を観察した。スケールバーは 200 µm

を表す。 
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表 3-2. GDF9 および BMP15 添加培養液中で発育培養後，成熟培養したブタ卵母細胞の核相 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 ng/mL の GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 5 日 

間発育培養した。培養終了後，卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた正常な複合体のうち，卵母細胞に細胞質の異常などの退行の兆候が認められない卵母細胞－卵丘細胞 

複合体を回収し，44～48 時間 hMG を添加した培養液中で成熟培養した。成熟培養後，細胞質の異常などの退行の兆候がみられない卵母細胞を脱脂・固定した後，染色し， 

卵母細胞の核相を評価した。対照として，発育培養前の複合体と，直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した複合体を同様に成熟培養して卵母細胞の核相を評価した。 

** FC～SC：filamentous chromatin stage—stringy chromatin stage，GVI～IV：germinal vesicle stages I—IV，GVBD: germinal vesicle breakdown，D～MI： 

diakinesis stage—metaphase I，AI～TI：anaphase I—telophase I，MII：metaphase II，退行：染色質が極端に凝縮あるいは細胞質に散在するもの，および卵母細胞の 

細胞質に異常が認められるもの（Motlik & Fulka, 1976；Hirao et al., 1995）。 

a−c), A−C) GDF9 と BMP15 の各実験で，同じ列内の異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上行った。 

日数

（日）
処理

添加濃度

（ng/mL）

1.2～1.5 − − − 30 21 (70)
ab 16 (50)

a 5 (17)
a 7 (23)

a 7 (23)
a 0 (0) 0 (0) 2 (7)

5 0 52 27 (52)
a 1 (2)

b 26 (50)
b 11 (21)

a 3 (6)
b 0 (0) 8 (15)

a 14 (27)

5 10 54 33 (61)
ab 0 (0) 33 (61)

bc 12 (22)
a 6 (11)

ab 2 (4) 4 (7)
ab 9 (17)

5 50 50 37 (74)
b 0 (0) 37 (74)

c 4 (8)
a 3 (6)

ab 0 (0) 1 (2)
b 9 (18)

5 100 50 37 (74)
b 2 (4)

b 35 (70)
c 4 (8)

a 1 (2)
b 0 (0) 3 (6)

ab 9 (18)

4.0～6.0 − − − 30 0 (0) 0 (0) 0 (0) 28 (93)
b 0 (0) 0 (0) 28 (93)

c 2 (7)

1.2～1.5 − − − 29 18 (62)
A 7 (24)

A 11 (38)
A 6 (21)

A 6 (21)
AB 0 (0) 0 (0) 5 (17)

AB

5 0 49 34 (69)
A 0 (0) 34 (71)

B 10 (20)
A 2 (4)

AB 0 (0) 8 (16)
A 5 (10)

AB

5 10 49 34 (69)
A 1 (2)

B 33 (67)
B 12 (24)

A 7 (14)
AB 0 (0) 5 (10)

A 3 (6)
A

5 50 51 13 (25)
B 0 (0) 13 (25)

A 32 (63)
B 7 (14)

AB 0 (0) 25 (49)
B 6 (12)

AB

5 100 51 6 (12)
B 2 (4)

B 4 (8)
C 32 (63)

B 1 (2)
B 0 (0) 31 (61)

B 13 (25)
B

4.0～6.0 − − − 30 0 (0) 0 (0) 0 (0) 29 (97)
C 0 (0) 0 (0) 29 (97)

C 1 (3)
A

GDF9

BMP15

卵胞の
直径

（mm）

検査
卵母細胞数

FC～SC GVI～IV D～MI

発育培養*

全GVBD

GVBDを起こした卵母細胞数**（%）

退行
AI～TI MII全GV

GV期の卵母細胞数**（%）



 

39 

 

ng/mL 添加した培養液中で発育培養した複合体を成熟培養すると，49%および 61%の卵母

細胞が第二減数分裂中期へと成熟した。これらの値は，無添加区の 16%と比較して有意に

高かった。 

 

2. EGF と裸化による卵母細胞の成熟 

hMG による成熟誘起実験の結果から，発育培養期間中に高濃度の BMP15 が存在すると，

その後の性腺刺激ホルモン刺激後の卵丘の膨潤化が促進され，卵母細胞が成熟したと考え

られた。性腺刺激ホルモンである FSH や LH の下流には，EGF 受容体が存在し，卵丘の

膨潤化や卵母細胞の成熟が起こると考えられている（図 3-1）。また，卵丘細胞からは卵母

細胞の減数分裂の再開を抑制する因子が卵母細胞に送り込まれていると考えられている。

そこで，EGF による成熟誘起と，卵丘細胞を取り除いて，卵母細胞に自発的な成熟を誘起

する実験を行った（表 3-3）。前章で 100 ng/mL GDF9は複合体の直径の増加を最も促進し，

本章で 100 ng/mL BMP15 は卵母細胞の成熟を最も促進したため，本実験には 100 ng/mL

の GDF9 と BMP15 を使用した。 

EGF によって卵母細胞の成熟を誘起すると，発育培養前の卵母細胞の 27%は卵核胞を崩

壊させたが，第二減数分裂中期へとほとんど移行しなかった（表 3-3 上段）。体内で発育を

完了した卵母細胞を成熟培養すると，50%の卵母細胞は第二減数分裂中期へと成熟した。成

長因子無添加区，GDF9 添加培養液，および BMP15 添加培養液中で発育培養した卵母細胞

を成熟培養すると，いずれにおいても約 50%の卵母細胞は卵核胞を崩壊させ，39～54%の

卵母細胞は第二減数分裂中期へと成熟し，各区間で有意な差はなかった。 

卵丘細胞を取り除き，卵母細胞に自発的な成熟を誘起すると，発育培養前の卵母細胞の

57%は卵核胞を崩壊させたが，第二減数分裂中期へと成熟しなかった（表 3-3 下段）。一方，

体内で発育を完了した卵母細胞を成熟培養すると，90%の卵母細胞は第二減数分裂中期へと

成熟した。成長因子無添加および GDF9 を添加して発育培養した卵母細胞を成熟培養する

と，卵母細胞の約半数が卵核胞を崩壊させ，卵母細胞の 40%以上が第二減数分裂中期へと

成熟した（表 3-3 下；無添加区 41%，GDF9 添加区 45%）。これらの割合は，BMP15 添加

区の割合（70%）と有意な差はなかった。また，EGF 添加および裸化卵母細胞の無添加区 
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表 3-3. GDF9 および BMP15 添加培養液中で発育培養後，EGF 添加または卵丘細胞の除去により成熟を誘起したブタ卵母細胞の核相 

 

* 直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0 および 100 ng/mL の GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養した。培養終了後，

卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた正常な複合体のうち，卵母細胞に細胞質の異常などの退行の兆候が認められない卵母細胞－卵丘細胞複合体を回収し，EGF を添加した培養液中で（上

段），または卵丘細胞を取り除いて裸化し（下段），44～48 時間培養することによって卵母細胞に成熟を誘起した。成熟培養後，細胞質の異常などの退行の兆候がみられない卵母細胞を脱脂・

固定した後，染色し，卵母細胞の核相を評価した。対照として，発育培養前の複合体と，直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した複合体，またはそれぞれの複合体から準備した裸化卵母

細胞を成熟培養して卵母細胞の核相を評価した。 

** FC～SC：filamentous chromatin stage—stringy chromatin stage，GVI～IV：germinal vesicle stages I—IV，GVBD: germinal vesicle breakdown，D～MI：diakinesis stage—metaphase 

I，AI～TI：anaphase I—telophase I，MII：metaphase II，退行：染色質が極端に凝縮あるいは細胞質に散在するもの，および卵母細胞の細胞質に異常が認められるもの（Motlik & Fulka, 

1976；Hirao et al., 1995）。 

A, B), a, b) 上段と下段の各実験で，同じ列内の異なる文字間の差は有意（χ2; P < 0.05）。実験は 3 回以上行った。 

1.2–1.5 0 − − EGF 30 20 (67)
A 0 (0) 20 (67)

A 8 (27)
A 7 (23) 0 (0) 1 (3)

A 2 (7)
A

5 − 0 EGF 26 3 (12)
B 0 (0) 3 (12)

B 15 (58)
B 0 (0) 1 (4) 14 (54)

B 8 (31)
B

5 GDF9 100 EGF 26 8 (31)
B 0 (0) 8 (31)

B 12 (46)
AB 1 (4) 1 (4) 10 (39)

B 6 (23)
AB

5 BMP15 100 EGF 24 7 (29)
B 0 (0) 7 (29)

B 12 (50)
AB 1 (4) 0 (0) 11 (46)

B 5 (20)
AB

4.0–6.0 0 − − EGF 30 7 (23)
B 0 (0) 7 (23)

B 21 (70)
B 5 (17) 1 (3) 15 (50)

B 2 (7)
A

1.2–1.5 0 − − 裸化 30 6 (20) 5 (17) 1 (3) 17 (57)
a 14 (47)

a 3 (10) 0 (0) 7 (23)
ab

5 − 0 裸化 22 5 (23) 0 (0) 5 (23) 12 (55)
a 3 (14)

b 0 (0) 9 (41)
a 5 (23)

ab

5 GDF9 100 裸化 22 5 (22) 0 (0) 5 (23) 11 (50)
a 1 (5)

b 0 (0) 10 (45)
a 6 (27)

a

5 BMP15 100 裸化 23 4 (17) 0 (0) 4 (17) 17 (74)
ab 1 (4)

b 0 (0) 16 (70)
ab 2 (9)

ab

4.0–6.0 0 − − 裸化 30 2 (7) 0 (0) 2 (7) 27 (90)
b 0 (0) 0 (0) 27 (90)

b 1 (3)
b

検査
卵母細胞数

GV期の卵母細胞数** （%） GVBDを起こした卵母細胞数** （%）

MII
退行日数

（日）
処理

添加濃度

 (ng/mL)
全GV FC～SC GVI～IV 全GVBD D～MI A～TI

卵胞の直径

(mm)

発育培養*

成熟培養
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（54%および 41%）と GDF9 添加区（39%および 45%）の卵母細胞の成熟率は，hMG 添

加による成熟率（表 3-2，無添加区 15%，GDF9 100 ng/mL 添加区 6%）と比較して高かっ

た。 

 

3. FSHR，LHCGR，および EGFR mRNA の発現に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響 

性腺刺激ホルモンによる成熟培養では，発育培養中の BMP15 は卵母細胞の卵核胞崩壊率

および成熟率を上昇させたが，EGF と裸化による成熟培養では，GDF9 と BMP15 による

影響はみられなかったことから，GDF9 と BMP15 は EGF 受容体より上流の性腺刺激ホル

モンの受容体に影響を及ぼす可能性が考えられた。このため，発育培養後の複合体から卵

丘細胞を採取し，性腺刺激ホルモンである FSH と LH の受容体，および FSH と LH の刺

激を仲介する EGF 受容体の mRNA 発現を比較した（図 3-3）。 

FSHR および EGFR mRNA は初期胞状卵胞と胞状卵胞の卵丘細胞でともに発現し，その

発現レベルは卵胞の発達とともに有意に低下した（図 3-3 AおよびC）。LHCGR mRNAは，

初期胞状卵胞から採取した卵丘細胞では検出されなかったが，胞状卵胞から採取した卵丘

細胞では検出され，卵胞の発達とともに LHCGR mRNA レベルは上昇した（図 3-3 B）。 

5 日間発育培養した卵母細胞－卵丘細胞複合体から採取した卵丘細胞では，GDF9 添加区

の卵丘細胞での FSHR mRNA 発現レベルは，無添加区および BMP15 添加区の卵丘細胞よ

りも高い傾向がみられたが，いずれの区も胞状卵胞の卵丘細胞との間に有意な差は認めら

れなかった。LHCGR mRNA 発現レベルは，無添加区，GDF9 添加区，および BMP15 添

加区のいずれにおいても，胞状卵胞の卵丘細胞よりも高く，BMP15 添加区では最高レベル

の発現を示した。また，EGFR mRNA の発現レベルは，無添加区，GDF9 添加区，および

BMP15 添加区の間で有意な差は認められず，いずれの区も胞状卵胞の卵丘細胞と同等であ

った。  
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図 3-3. 卵丘細胞の FSHR，LHCGR，および EGFR mRNA の発現に及ぼす GDF9 および BMP15 の影

響 

直径 1.2～1.5 mmのブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，100 ng/mLの GDF9 また

は BMP15 を添加した培養液中で 5日間発育培養した。培養終了後，卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた正

常な複合体のうち，卵母細胞に細胞質の異常などの退行の兆候が認められない卵母細胞－卵丘細胞複合体を回

収した。それぞれの複合体の卵丘細胞から RNA を抽出し，FSHR（A），LHCGR（B），および EGFR（C）

について qPCR を行った。対照として，培養前の複合体（growing oocyte，GO）と，直径 4.0～6.0 mm

の胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（fully-grown oocyte，FO）から採取した卵丘細胞の

mRNA 量を測定した。GAPDH と ACTB を内部標準として用いたが，結果は同様であったため，GAPDH

の結果を示す。 

（A）a, b)，（B）a–c)，（C）a, b) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。  
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第 4 節 考察 

 

対照の成長因子無添加培養液および GDF9 添加培養液の中で発育培養した卵母細胞－卵

丘細胞複合体を hMG 添加培養液中で成熟培養すると，卵丘細胞間の結合は緩んだが，体内

で発育を完了した卵母細胞を含む複合体を成熟培養した場合にみられるような卵丘の膨潤

化は起こらなかった。一方，高濃度の BMP15 を添加した培養液中で発育培養した複合体を

成熟培養すると，体内で発育を完了した卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体と同様

な卵丘の膨潤化が観察された。これまで，GDF9 はマウス卵母細胞由来の卵丘膨潤化因子

として同定されている（Pangas & Matzuk, 2005）。マウスの卵母細胞－卵丘細胞複合体か

ら卵母細胞を除去した複合体を成熟培養しても，卵丘の膨潤化は起こらないが，この複合

体を，GDF9 を添加した培養液中で成熟培養すると，卵丘の膨潤化が起こることが報告さ

れている（Dragovic et al., 2005）。マウスでは，BMP15 も GDF9 と同様に卵丘膨潤化促進

因子とされ，BMP15 の存在下で卵母細胞－卵丘細胞複合体を成熟培養した実験において，

卵丘の膨潤化が促進されることが報告されている（Yoshino et al., 2006）。これらは，発育

を完了した卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体が，性腺刺激ホルモンの刺激を受け

た際における GDF9 や BMP15 の役割に関するものであるが，卵母細胞の発育期間におけ

る卵母細胞由来の成長因子の作用に関してはこれまで知られていなかった。本研究で使用

した初期胞状卵胞から採取したブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体では，発育培養前に性腺刺

激ホルモンで刺激しても，卵丘の膨潤化はまったく起こらなかった。GDF9 添加培養液中

で卵母細胞－卵丘細胞複合体を発育培養すると，卵母細胞は発育し，卵丘細胞は増殖した

ものの，体内で起こるような性腺刺激ホルモンに反応して卵丘を膨潤化させる能力の獲得

は十分には起こらなかったと考えられる。これに対して，高濃度の BMP15 添加培養液中で

発育した卵母細胞－卵丘細胞複合体では，性腺刺激ホルモンに反応して卵丘を膨潤化させ

る能力を獲得したと考えられる。 

GDF9を添加した培養液中で発育培養した複合体をhMG添加培養液中で成熟培養すると，

いずれの濃度でも卵母細胞は第二減数分裂中期へとほとんど成熟せず，高濃度の GDF9 を

添加した培養液中で発育培養した複合体では，性腺刺激ホルモンによる刺激後も GVI～IV
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期に留まる卵母細胞の割合が増加した。一方，高濃度の BMP15 を添加した培養液中で発育

培養した複合体を成熟培養した場合には，卵丘は膨潤化し，卵母細胞は高率に減数分裂を

再開し，第二減数分裂中期へと成熟した。卵母細胞が発育する間，卵丘細胞からは卵母細

胞の減数分裂を休止させる因子が卵母細胞と卵丘細胞との間のギャップ結合を通して供給

され，卵母細胞の自発的な減数分裂の再開を抑制している（Buccione et al., 1990a）。卵丘

の膨潤化に伴ってこの結合が解離し，卵丘細胞からの減数分裂休止因子の供給が途絶える

と考えられている（Buccione et al., 1990a；Sutton et al., 2003）。最近，GDF9 は，卵母

細胞と卵丘細胞間を繋ぐ transzonal projection（TZP）の形成を促進することがマウスで報

告された（El-Hayek et al., 2018）。GDF9 添加培養液中で発育培養したブタ卵母細胞－卵

丘細胞複合体では，TZP の形成が促進され，卵母細胞と卵丘細胞間の結合が強まり，さら

に卵丘の膨潤化が促進されなかったため，性腺刺激ホルモンによる刺激後も卵母細胞と卵

丘細胞が解離せず，卵丘細胞からの減数分裂休止因子が卵母細胞に供給され続けた結果，

卵母細胞は減数分裂を再開できなかった可能性がある。 

hMG による成熟誘起実験の結果から，発育培養期間中に高濃度の BMP15 が存在すると，

その後の性腺刺激ホルモン刺激による卵丘の膨潤化が促進され，卵母細胞が成熟したと考

えられた。FSH や LH は，EGF 様ペプチドを介して EGF 受容体を活性化し，EGF 受容体

は，いくつかのシグナル伝達カスケードを活性化し，その下流で卵丘膨潤化を誘起すると

共に，卵母細胞の減数分裂を抑制する因子を抑制すると考えられている（Prochazka et al., 

2017；Richani & Gilchrist, 2018；図 3-1）。そこで EGF 添加による卵母細胞の成熟と，卵

丘細胞を取り除き，卵母細胞に自発的な成熟を誘起した。EGF 添加または裸化によって卵

母細胞の成熟を誘起すると，無添加区，GDF9 添加区，および BMP15 添加区との間で，卵

母細胞の卵核胞崩壊率と第二減数分裂中期への成熟率に有意な差はなかった。 

これらの結果は，GDF9 および BMP15 添加の有無にかかわらず，体外で 5 日間発育培

養した卵母細胞は成熟する能力を獲得しており，また，卵母細胞－卵丘細胞複合体では，

EGF 受容体以降の卵母細胞の成熟経路は完成していることを示唆している。性腺刺激ホル

モンで刺激した場合，無添加区と GDF9 添加区では，卵母細胞は成熟能力を獲得していた

ものの，卵丘細胞が性腺刺激ホルモン刺激に対して十分に応答できる能力を獲得しておら
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ず，卵母細胞の成熟が誘起されなかった可能性が考えられる。このため，GDF9 と BMP15

は EGF 受容体より上流の性腺刺激ホルモンの受容体に影響を及ぼすと考え，発育培養後の

卵丘細胞における FSH と LH の受容体の mRNA の発現を調べた。また，性腺刺激ホルモ

ンの刺激の伝達を仲介する EGF の受容体 mRNA の発現も調べた。その結果，発育培養期

間に添加した GDF9 と BMP15 は，卵丘細胞の FSH 受容体および EGF 受容体の mRNA

発現レベルに対しては，有意な影響を及ぼさなかった。このことは，発育培養後の卵丘細

胞では，卵母細胞の成熟に関わると考えられる FSH 受容体および EGF 受容体には差がな

いことを示唆している。一方，BMP15 は LH 受容体の mRNA の発現を促進した。 

発育培養したすべての区で LHCGR mRNA の発現レベルが上昇したが，ブタを含むいく

つかの種では，LHCGR mRNA あるいは LHCGR は卵丘細胞には存在しないか，または壁

顆粒膜細胞よりはるかに低いレベルで存在することが報告されている（Amsterdam et al., 

1975；Channing et al., 1981；Peng et al., 1991；Meduri et al., 1992；Eppig et al., 1997）。

体外培養系を用いた研究で，FSH はマウス（Eppig et al., 1997；Sánchez et al., 2010）お

よびブタ（Okazaki et al., 2003；Prochazka et al., 2009）の卵母細胞－卵丘細胞複合体に

おいて，顆粒膜細胞の分化を促進し，LHCGR mRNA の発現を促進することが報告されて

いる。ブタ卵母細胞の体外発育培養では，FSH の添加が必要であることから（Cayo-Colca 

et al., 2011），本研究では発育培養液に FSH を添加した。この培養液中の FSH が，培養し

たすべての区の卵丘細胞におけるLHCGR mRNAの発現レベルを上昇させたと考えられる。 

培養液に BMP15 を添加すると，卵丘細胞における LHCGR mRNA の発現レベルがさら

に上昇した。マウスの卵胞では，LHCGR mRNA は主に壁顆粒膜細胞で発現することが報

告されており（Eppig et al., 1997），本実験において，BMP15 を添加して発育培養したブ

タ卵母細胞－卵丘細胞複合体において，複合体の外層が壁顆粒膜細胞様の細胞に分化した

可能性がある。また，GDF9 添加区と無添加区の複合体では BMP15 添加区より LHCGR 

mRNA の発現レベルが低かったことから，体外で培養された卵母細胞－卵丘細胞複合体は，

LH に応答して卵丘の膨潤化を誘導するために，より高レベルの LHCGR を必要とする可能

性が考えられる。 

以上より，ブタの初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘
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細胞複合体を，GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養すると，卵母

細胞が発育する間，BMP15 は卵丘細胞の LHCGR mRNA レベルを上昇させ，性腺刺激ホ

ルモンの刺激による卵丘細胞の反応性を高めることによって，卵丘の膨潤化を促進し，そ

の結果，卵母細胞の減数分裂の再開と成熟が引き起こされた可能性が考えられる。  
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第 5 節 小括 

 

本章では，GDF9（growth differentiation factor 9）または BMP15（bone morphogenetic 

protein 15）を添加した培養液中で発育したブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体を成熟培養し，

卵母細胞の減数分裂の再開と成熟に対する GDF9 および BMP15 の影響を検討した。 

 

GDF9 または BMP15 を，0，10，50，および 100 ng/mL の濃度で添加した培養液中で，

卵母細胞－卵丘細胞複合体を 5 日間発育培養し，その後，性腺刺激ホルモン（FSH と LH）

の作用をあわせ持つヒト閉経期性腺刺激ホルモン（human menopausal gonadotrophin：

hMG）を添加した培養液中で複合体を 44～48 時間成熟培養し，卵丘の膨潤化と卵母細胞

の成熟能力を調べた。成長因子無添加または GDF9 を添加した培養液中で発育培養した複

合体では，成熟培養後，卵丘細胞間の結合が緩んだが，卵丘の膨潤化は起こらなかった。

これに対して，高濃度の BMP15（50 および 100 ng/mL）を添加した培養液中で発育培養

した複合体では，体内で発育を完了した卵母細胞を含む複合体と同様な卵丘の膨潤化が誘

起された。 

成熟培養後の卵母細胞の核相を観察したところ，発育培養前の複合体では，卵母細胞は

減数分裂を再開しないか，減数分裂を再開しても第二減数分裂中期へと成熟しなかった。

これに対して，体内で発育を完了したほぼすべての卵母細胞は，第二減数分裂中期へと成

熟した。GDF9 を添加した培養液中で発育培養した複合体では，いずれの濃度でも卵母細

胞は第二減数分裂中期へとほとんど成熟せず（2～7%），高濃度の GDF9 を添加した培養液

中で発育培養した複合体では，GV 期に留まる卵母細胞の割合が増加した（50 ng/mL およ

び 100 ng/mL ともに 74%）。一方，BMP15 を 50 および 100 ng/mL 添加した培養液中で発

育培養した複合体では，それぞれ 49%および 61%の卵母細胞が第二減数分裂中期へと成熟

した。これらの値は，成長因子無添加で発育培養した複合体における 16%と比較して有意

に高かった。これらの結果から，発育培養期間中に高濃度の BMP15 が存在すると，その後

の性腺刺激ホルモン刺激後の卵丘の膨潤化が促進され，卵母細胞が成熟したと考えられた。 

次に，発育培養後の複合体を，上皮成長因子（epidermal growth factor：EGF）を添加
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した培養液中で，または卵丘細胞を取り除いて裸化した卵母細胞を，44～48 時間培養して

卵母細胞の減数分裂の再開と成熟に対する GDF9 と BMP15 の影響を調べた。EGF による

成熟誘起では，無添加区，GDF9 添加区，および BMP15 添加区で，約 50%の卵母細胞は

卵核胞を崩壊させ，39～54%の卵母細胞は第二減数分裂中期へと成熟し，各区間で有意な

差はなかった。また，卵丘細胞を取り除き，卵母細胞に自発的な成熟を誘起すると，無添

加区および GDF9 添加区において，卵母細胞の 40%以上が第二減数分裂中期へと成熟した。

これらの割合は，BMP15 添加区と有意な差はなかった（70%）。これらの結果は，GDF9

および BMP15 添加の有無にかかわらず，体外で発育した卵母細胞は成熟する能力を獲得し

ており，また，卵母細胞－卵丘細胞複合体では，EGF 受容体以降の卵母細胞の成熟経路は

完成していることを示唆している。 

発育培養後の複合体から卵丘細胞を採取し，性腺刺激ホルモンの受容体である Follicle 

Stimulating Hormone Receptor（FSHR）と Luteinizing Hormone/Choriogonadotropin 

Receptor（LHCGR），および Epidermal Growth Factor Receptor（EGFR）の mRNA の

発現レベルを qPCR で調べた。FSHR および EGFR mRNA レベルは，無添加区，GDF9

添加区，および BMP15 添加区の間で差が認められなかった。一方，LHCGR mRNA レベ

ルは，BMP15 添加区で有意に上昇した。 

 

以上より，ブタの初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘

細胞複合体を，GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養すると，卵母

細胞が発育する間，BMP15 は卵丘細胞の LHCGR mRNA レベルを上昇させ，性腺刺激ホ

ルモンの刺激による卵丘細胞の反応性を高めることによって，卵丘の膨潤化を促進し，そ

の結果，卵母細胞の減数分裂の再開と成熟が引き起こされた可能性が考えられる。 
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第 4 章 卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 および BMP15

の影響 

 

 

第 1 節 緒言 

 

卵巣内で，卵胞は卵母細胞の発育と同調して発達する。原始卵胞が発達を開始すると，

顆粒膜細胞は立方状へと変形し，その後，増殖して重層化する。さらに，顆粒膜細胞間に

液で満たされた卵胞腔が形成され，卵胞は胞状卵胞へと発達する。胞状卵胞では，卵母細

胞は周囲の顆粒膜細胞と共に卵胞の一方に押しやられて卵胞腔に突出し，卵丘と呼ばれる

構造が形成される。卵胞腔の形成に伴って，二次卵胞内の顆粒膜細胞は，卵丘を形成する

卵丘細胞と，卵胞の内壁を覆う壁顆粒膜細胞へと分化する。卵丘細胞は代謝物や栄養分を

卵母細胞に供給して卵母細胞の発育を支え，一方，壁顆粒膜細胞は主にステロイドホルモ

ンを生成する機能を担う（Eppig, 2001）。このため，この 2 種の顆粒膜細胞では発現する

遺伝子が異なり，マウスでは，卵丘細胞と比較して壁顆粒膜細胞で Lhcgr mRNA の発現が

高いことが示唆されている（Eppig et al., 1997）。 

卵胞の発達は，視床下部－下垂体－卵巣軸の様々なレベルで合成されるホルモンによっ

て調節されている。視床下部は性腺刺激ホルモン放出ホルモンを分泌し，その刺激を受け

て，下垂体前葉は性腺刺激ホルモンの FSH と LH を分泌する。また，卵巣は性腺刺激ホル

モンの刺激を受けて，ステロイドホルモンを産生する（Baird & Fraser, 1973）。卵胞では，

FSH は顆粒膜細胞の増殖と，アンドロゲンからエストロゲンへの芳香化を刺激し，エスト

ロゲンもまた，顆粒膜細胞の増殖を刺激する（Richards, 1994）。Fshr ノックアウトマウス

を用いた研究から，FSH は卵胞腔の形成に関与することも示唆されている（Kumar et al., 

1997）。 

第 2 章において，ブタの初期胞状卵胞と胞状卵胞から採取した卵母細胞，卵丘細胞，お

よび壁顆粒膜細胞における GDF9 と BMP15 mRNA の発現を調べたところ，GDF9 と

BMP15 はともに卵母細胞で発現していることが示された。また，ブタ初期胞状卵胞から採
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取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を 5日間，種々の濃度でGDF9

または BMP15 を添加した培養液中で発育培養すると，GDF9 は濃度依存的に複合体の発達

を促進した。培養実験では，いずれの区においても 10～30%の複合体において卵胞腔様構

造が形成された。卵母細胞が卵胞腔の形成に関与することは，これまでいくつかの種にお

いて示唆されており（Shen et al., 1998；Alam et al., 2018），ブタの卵母細胞から分泌さ

れると考えられる GDF9 と BMP15 は，卵胞の発達過程において，卵胞腔の形成に影響を

及ぼす可能性がある。 

本章では，GDF9 または BMP15 を添加した培養液中でブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体と

卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を発育培養し，複合体による卵胞腔様構造の形成に及ぼす

GDF9 と BMP15 の影響を検討した。第 2 章で用いた実験系では，卵胞腔様構造を形成す

る複合体の割合が低く，GDF9 と BMP15 の卵胞腔様構造の形成に及ぼす影響を十分に検討

することが困難と考え，コラーゲンコートした 96 ウェルプレートを用いた 5 日間の培養か

ら，細胞低接着性の 96 ウェルプレートを用いた 7 日間の培養に条件を変更した。この条件

下では，100 ng/mL GDF9 添加区で約 70%の複合体が卵胞腔様構造を形成した。本章では，

この条件で，種々の濃度の GDF9 または BMP15 を添加した培養液を用い，ブタ卵母細胞

－卵丘細胞複合体および卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を 7 日間発育培養し，卵胞腔様構

造の形成に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を検討した。さらに，発育培養後の複合体から

卵丘細胞を採取し，LHCGR mRNA の発現を調べた。  
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第 2 節 材料および方法 

 

1. 卵母細胞－卵丘細胞複合体および卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の採取 

と畜場で採取した未成熟な雌ブタの卵巣から，第 2 章と同様な方法で直径 1.2～1.5 mm

の初期胞状卵胞を切り出し，発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を得た。

卵母細胞の細胞質が均質で退行の兆候が認められず，さらに卵母細胞が卵丘細胞に完全に

覆われた複合体のみを選抜した。卵母細胞の直径と同等の内径に引いたパスツールピペッ

トを用いて，一部の卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を吸引して，卵母細胞の細胞質

を取り除き，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を得た。この卵母細胞－卵丘細胞複合体また

は卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を発育培養と qPCR に用いた。 

対照として，直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞を切り出し，発育を完了した卵母細胞を含む

卵母細胞－卵丘細胞複合体を得た。卵母細胞の細胞質が均質で退行の兆候が認められず，

さらに卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた複合体のみを選抜した。卵母細胞－卵丘細胞

複合体を発育培養と qPCR の対照として用いた。 

 

2. 卵母細胞－卵丘細胞複合体および卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の発育培養 

直径 1.2～1.5 mm の初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体または卵母細

胞除去－卵丘細胞複合体を，細胞低接着性の 96 ウェルプレート（発育培養用，Nunclon 

Sphera 174927 96F bottom plate；qPCR 用，Nunclon Sphera 174925 96U bottom plate；

Corning）を用いて，前章と同様な方法で 7 日間，個別に発育培養した。実験区には，GDF9

（739-G9；R&D Systems）または BMP15（5096-BM；R&D Systems）を，0，10，50，

または 100 ng/mL の濃度で，または，100 ng/mL の GDF9 に加えて BMP15 を，0，10，

50，または 100 ng/mL の濃度で添加した。培養 3 日後および 5 日後に発育培養液の半量を

交換した。 

培養開始時，3 日後，5 日後，および 7 日後に，倒立顕微鏡下で複合体の形態を観察し，

個々の複合体の画像を取得した。卵母細胞－卵丘細胞複合体では，卵母細胞の細胞質が均

質で退行の兆候がなく，周囲が卵丘細胞で完全に覆われた卵母細胞を含む複合体を，また，
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卵母細胞除去－卵丘細胞複合体では，透明帯が卵丘細胞で完全に覆われた複合体を形態的

に正常と判断し，形態的に正常な複合体の直径を ImageJ software（NIH）を用いて測定し

た。複合体内部に卵胞腔様の構造が形成された場合は，腔の形成についても観察した。培

養後の複合体は，その後の組織染色または qPCR に用いた。 

 

3. 組織染色 

発育培養後，形態的に正常な複合体を PBS-PVA で 3 回洗浄した。洗浄後に，4%（w/v）

パラホルムアルデヒド（FUJIFILM Wako Pure Chemical）を含む PBS を用いて，室温で

1 時間複合体を固定した。PBS-PVA でさらに 3 回洗浄した後，50%（1 時間），70，80，

90，100，再度 100%（各 30 分間）のエタノール上昇系列に複合体を浸して完全に脱水し

た。脱水した複合体をメタクリレート系樹脂モノマー（JB-4；Polysciences，Warrington，

PA，USA）の catalyzed solution に 4°C で一晩浸漬し，モノマーを十分に浸透させた。翌

日，catalyzed solution に solution B を添加してモノマーを重合させ，複合体を樹脂と共に

固めて組織ブロックを作成した。ミクロトーム（HM 335 E；MICROM International GmbH，

Walldorf，Germany）を用いて組織ブロックから 5～8 µm の連続切片を作成し，切片を

Hematoxylin-Eosin 染色した後，EUKITT mounting medium（O. Kindler，Freiburg，

Germany）で封入した。光学顕微鏡下で複合体の組織染色標本を観察した。対照として，

卵母細胞－卵丘細胞複合体を成長因子無添加で 7 日間培養した複合体の組織染色標本も同

様に作成した。 

 

4. qPCR 

発育培養後の卵母細胞除去－卵丘細胞複合体における，LHCGR mRNA の発現を調べた。

それぞれの培養液中で 7 日間発育培養した 1 群 15 個の複合体（透明帯を含む卵丘細胞）を

PBS-PVA と共に 1.5 mL の遠心チューブへ移し，3,000 rpm（800×g）で 3 分間，遠心分

離し，上清を除去した。この操作を 3 回繰り返して洗浄し，卵丘細胞を最小容量の PBS-PVA

と共に使用まで—80°C で保存した。対照として，初期胞状卵胞および胞状卵胞から 1 群 15

個の卵母細胞－卵丘細胞複合体を採取し，PBS-PVA で 3 回洗浄した後，内径の小さいパス
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ツールピペットを用いて卵丘細胞を採取し，PBS-PVA と共に 1.5 mL の遠心チューブへ移

し，3,000 rpm（800×g）で 3 分間，遠心分離した。上清を除去し，卵丘細胞を最小容量の

PBS-PVA と共に使用まで—80°C で保存した。また，胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘

細胞複合体 15 個分の壁顆粒膜細胞を HEPES-199 と共に 1.5 mL の遠心チューブへ移し，

3,000 rpm（800×g）で 3 分間，遠心分離した。この操作を 3 回繰り返して洗浄し，壁顆

粒膜細胞を最小容量の PBS-PVA と共に使用まで—80°C で保存した。 

—80°C で保存した卵丘細胞および壁顆粒膜細胞からそれぞれ，第 2 章と同様な方法で全

RNA を抽出し，cDNA を合成した。この時，抽出した RNA の濃度が一定となるように調

整した。qPCR の反応には，THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）を用い，マ

ニュアルに従って遂行した。LHCGR と内部標準として用いた GAPDH および ACTB のプ

ライマーは，前章と同様なものを用いた（表 3-1）。PCR の設定を 95°C 1 分を 1 サイクル，

95°C 15 秒／63.3°C 30 秒を 40 サイクルとし，サーマルサイクラー（BIO RAD）を用いて

各サンプルの cDNA 断片を増幅させた。すべての遺伝子に対して融解曲線を解析し，単一

のピークで PCR 産物の特異性を判定した。 

 

5. 統計処理 

形態的に正常な複合体の割合および卵胞腔様構造を形成した複合体数の統計的有意性は，

χ2 検定を用いて判定した。複合体の直径の差は，二元配置分散分析し，交互作用に有効性

がある場合は，Tukey—Kramer の多重比較検定を用いて群間比較した。さらに，培養 7 日

後の複合体の直径については，体内で発育を完了した複合体と t 検定を用いて比較した。

mRNA 量については一元配置分散分析し，その後 Tukey—Kramer の多重比較検定を用いて

比較した。P < 0.05 を統計的に有意と判断した。  
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第 3 節 結果 

 

1. 卵母細胞－卵丘細胞複合体の発達 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を種々の

濃度の GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 7 日間発育培養した（図 4-1）。培養開

始時（Day 0），卵母細胞は周囲を 2～3 層の卵丘細胞に覆われていた。培養後，いずれの実

験区においても，ほとんどの卵丘細胞はディッシュの底面に遊走することなく卵母細胞を

覆い，球状あるいはドーム状の複合体を構成し，複合体の直径は，培養の経過とともに徐々

に増加した。培養終了時，いずれの区においても 80%以上の複合体では，卵母細胞は卵丘

細胞に完全に覆われた形態的に正常な状態であり，GDF9 および BMP15 添加による影響は

認められなかった（図 4-2）。 

卵母細胞－卵丘細胞複合体の直径を測定し，複合体の発達を調べた（図 4-3）。培養開始

時，約 180 µm であった複合体の平均直径は，いずれの実験区においても培養の経過ととも

に増加し，培養 7 日後，無添加区において約 350 µm となった。GDF9 添加区では濃度依

存的に複合体の平均直径は増加し，100 ng/mL 添加区では 453.4 ± 10.4 µm（平均値±標準

誤差）と，無添加区の 342.5 ± 10.3 µm と比較して有意に増大した。また，GDF9 添加区の

複合体の平均直径は，体内で発育を完了した卵母細胞－卵丘細胞複合体の直径（238.2 ± 4.4 

µm）に比べて有意に大きかった。一方，BMP15 添加区では，濃度依存的な複合体の直径

の増加は認められなかった。培養 7 日後，100 ng/mL 添加区では 336.3 ± 7.0 µm と，無添

加区の 358.4 ± 8.4 µm より直径は小さく，体内で発育を完了した卵母細胞を含む複合体の

直径（230.0 ± 4.3 µm）より大きかった。 

卵胞腔様構造の形成について調べたところ，培養 3 日目以降に複合体は卵胞腔様構造を

形成し，7 日後，その割合は無添加区において約 30%となった（図 4-4）。GDF9 添加区で

は，卵胞腔様構造を形成した複合体の割合は濃度依存的に増加し，100 ng/mL 添加区では

80%と，無添加区の 26%と比較して有意に増加した。一方，BMP15 添加区では，卵胞腔様

構造の形成率に濃度依存的な増加は認められなかった。  
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図 4-1. GDF9 または BMP15 添加培養液中におけるブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の発達 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 7 日間培養した。培養開始時（Day 0），

3 日後（Day 3），5 日後（Day 5），および 7 日後（Day 7）に複合体の形態を観察した。スケールバーは

300 µm を示す。  
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図 4-2. ブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の形態的な正常性に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 7 日間発育培養した。培養開始時，3 日

後，5 日後，および 7 日後に複合体を観察し，卵母細胞が卵丘細胞で完全に覆われた複合体を形態的に正

常と判断した。実験は 3 回以上繰り返し行った。  
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図 4-3. ブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の発達に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 7 日間発育培養した。培養開始時（Day 

0），3 日後（Day 3），5 日後（Day 5），および 7 日後（Day 7）に複合体を観察し，卵母細胞が卵丘細胞

に完全に覆われた正常な複合体のうち，卵母細胞に細胞質の異常などの退行の兆候が認められない卵母細

胞－卵丘細胞複合体の直径を測定した。対照として，直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した卵母細胞

－卵丘細胞複合体（fully-grown oocyte，FO）の直径を測定した。図上段の数値は複合体の平均直径±標

準誤差を示す。 

（A）A–D), a–c), d–f), g, h)，（B）A–D), a, b) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行っ

た。  
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図 4-4. ブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 7 日間発育培養した。培養開始時，3 日

後，5 日後，および 7 日後に複合体を観察し，複合体内部の卵胞腔様構造の有無を調べた。 

a, b) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。  
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2. 卵母細胞を除去した卵丘細胞複合体の発達 

初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体から，卵母細胞を取り除いた複合

体を種々の濃度のGDF9またはBMP15を添加した発育培養液中で 7日間培養した（図 4-5）。

対照として，卵母細胞－卵丘細胞複合体を成長因子無添加の培養液中で実験区と同様に培

養した。培養開始時（Day 0），透明帯は周囲を 2～3 層の卵丘細胞に覆われていた。卵母細

胞－卵丘細胞複合体では，培養日数の経過に伴って複合体の直径は増加した。培養後，底

面に遊走する卵丘細胞はほとんど観察されず，複合体は卵母細胞を内包した状態で球状ま

たはドーム状に発達した。一方，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体において，無添加区およ

び BMP15 添加区では，培養後も複合体にはほとんど変化はみられなかった。GDF9 添加区

では，培養日数の経過に伴って濃度依存的に複合体の直径は増加した。培養後，底面に遊

走する卵丘細胞はほとんど観察されず，ほとんどの複合体は球状に発達した。培養終了時，

いずれの区においても 70%以上の複合体は，卵丘細胞が透明帯を完全に内包した正常な形

態を示しており，GDF9 および BMP15 添加による影響は認められなかった（図 4-6）。 

卵母細胞を除去した卵丘細胞複合体の直径を測定し，複合体の発達を調べた（図 4-7）。

培養開始時，170～180 µm であった複合体の平均直径は，対照の卵母細胞－卵丘細胞複合

体では，培養日数の経過に伴って増加し，培養 7 日後には 300 µm 以上に達したが，無添加

区の卵母細胞除去－卵丘細胞複合体では増加はみられず，培養 7 日後の平均直径は約 200 

µm であった。GDF9 添加区では，濃度依存的に複合体の平均直径は増加し，培養 7 日後，

100 ng/mL 添加区では 318.5 ± 11.9 µm と，無添加区の 206.0 ± 3.4 µm と比較して有意に

増大した。しかし，GDF9 添加区の卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の平均直径は，対照の

卵母細胞－卵丘細胞複合体（377.8 ± 9.8 µm）より小さかった。BMP15 添加区でも，濃度

依存的な直径の増加はわずかに認められた。培養 7 日後，BMP15 100 ng/mL 添加区では

231.7 ± 7.3 µm と，無添加区の 204.1 ± 4.1 µm より直径は大きく，体内で発育を完了した

卵母細胞を含む複合体の平均直径（241.9 ± 27.5 µm）と同等であった。 

卵胞腔様構造の形成について調べた結果，対照の卵母細胞－卵丘細胞複合体では，約 40%

の複合体で卵胞腔様構造が形成されたが，無添加区と BMP15 添加区では培養期間を通して， 

卵胞腔様構造を形成した複合体はなかった（図 4-8）。一方，GDF9 50 および 100 ng/mL  
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図 4-5. GDF9 または BMP15 添加培養液中におけるブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の発達 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さ

いパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を得た。この複合体を，0，10，50，

および 100 ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した培養液中で 7 日間培養した。培養開始時

（Day 0），3 日後（Day 3），5 日後（Day 5），および 7 日後（Day 7）に複合体の形態を観察した。対照

として，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（oocyte—cumulus cell complex；OCC）を

同様な方法で培養した。スケールバーは 300 µm を示す。  
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図 4-6. ブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の形態的な正常性に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さ

いパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を得た。この複合体を，0，10，50，

および 100 ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した発育培養液中で 7 日間培養した。培養開

始時，3 日後，5 日後，および 7 日後に複合体を観察し，透明帯が卵丘細胞に完全に覆われた複合体を形態

的に正常と判断した。対照として，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（oocyte—cumulus 

cell complex；OCC）を同様な方法で培養した。実験は 3 回以上繰り返し行った。 
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図 4-7. ブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の発達に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さ

いパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を得た。この複合体を，0，10，50，

および 100 ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した発育培養液中で 7 日間培養した。培養開

始時（Day 0），3 日後（Day 3），5 日後（Day 5），および 7 日後（Day 7）に複合体を観察し，透明帯が

卵丘細胞に完全に覆われた正常な卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の直径を測定した。対照として，初期胞

状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（OCC）を同様な方法で培養した。また，直径 4.0～6.0 mm

の胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（fully-grown oocyte，FO）の直径を測定した。図上

段の数値は複合体の平均直径±標準誤差を示す。 

（A）A–D), a–d), e–g), h–j)，（B）A–D), a–c), d, e) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行

った。  
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図 4-8. ブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さ

いパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を得た。この複合体を，0，10，50，

および 100 ng/mL の GDF9（A）または BMP15（B）を添加した発育培養液中で 7 日間培養した。培養開

始時，3 日後，5 日後，および 7 日後に複合体を観察し，複合体の内部に卵胞腔様構造を形成した複合体を

調べた。対照として，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（oocyte—cumulus cell com-

plex；OCC）を同様な方法で培養した。BMP15 添加区の卵母細胞除去－卵丘細胞複合体では，卵胞腔様

構造は形成されなかった（B）。 

a, b) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。 
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添加区ではそれぞれ 8%および 26%の複合体は卵胞腔様構造を形成した。 

 

3. 卵母細胞除去－卵丘細胞複合体による卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 と BMP15 併

用の影響 

初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体から，卵母細胞を取り除いた複合

体を，GDF9 100 ng/mL と，種々の濃度の BMP15 を添加した発育培養液中で 7 日間培養

した（図 4-9）。培養開始時（Day 0），透明帯は周囲を 2～3 層の卵丘細胞に覆われていた

が，いずれの区においても，培養の経過とともに複合体の直径は徐々に増加した。複合体

は球状またはドーム状の形態を示したが，高濃度の BMP15 添加区では，複合体の表面には

凸凹が観察された。培養終了時，いずれの区においても 75%以上の複合体では，卵丘細胞

が透明帯を完全に内包した形態的に正常な状態であり，GDF9 と BMP15 の併用による影響

は認められなかった（図 4-10）。 

卵母細胞を除去した卵丘細胞複合体の直径を測定し，複合体の発達を調べた（図 4-11）。

培養開始時，約 180 µm であった複合体の平均直径は，いずれの実験区においても培養の経

過とともに増加し，培養 7日後，GDF9 100 ng/mL + BMP15 0 ng/mL 添加区において 362.9 

± 10.8 µm となった。この直径の増加は卵母細胞－卵丘細胞複合体とほぼ同等であったが，

BMP15 添加区では，濃度依存的にさらに複合体の平均直径は増加し，GDF9 100 ng/mL + 

BMP15 100 ng/mL 添加区では 444.1 ± 16.9 µm と，GDF9 を単独で添加した区と比較して

有意に増大した。また，この直径は体内で発育を完了した卵母細胞－卵丘細胞複合体（247.3 

± 4.4 µm）に比べて有意に大きかった。 

卵胞腔様構造の形成について調べた結果，いずれの実験区においても培養 3 日目以降に

複合体は卵胞腔様構造を形成しはじめ，7 日後，その形成率は卵母細胞－卵丘細胞複合体に

おいて 14%となった（図 4-12）。卵胞腔様構造を形成した複合体の割合は BMP15 濃度依存

的に増加し，GDF9 100 ng/mL + BMP15 100 ng/mL 添加区では 58%と，GDF9 を単独で

添加した区の 16%と比較して有意に増加した。 

培養 7 日後の複合体から組織切片を作成し，染色した（図 4-13）。卵母細胞除去－卵丘細

胞複合体では，卵母細胞の細胞質は観察されず，卵丘細胞から成る複合体の中心に透明帯  
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図 4-9. GDF9 と BMP15 を併用した培養液中におけるブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の発達 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さ

いパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体（oocytectomized complex；OXC）

を得た。この複合体を 100 ng/mL の GDF9 に加えて，0，10，50，または 100 ng/mL の BMP15 を添加

した培養液中で 7 日間培養した。培養開始時（Day 0），3 日後（Day 3），5 日後（Day 5），および 7 日後

（Day 7）に複合体の形態を観察した。対照として，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体

（oocyte—cumulus cell complex；OCC）を同様な方法で培養した。スケールバーは 300 µm を示す。 
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図 4-10. GDF9 と BMP15 を併用した培養液中におけるブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の形態的な正

常性 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さ

いパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を得た。この複合体を 100 ng/mL

の GDF9 に加えて，0，10，50，または 100 ng/mL の BMP15 を添加した発育培養液中で 7 日間培養した。

培養開始時，3 日後，5 日後，および 7 日後に複合体を観察し，透明帯が卵丘細胞に完全に覆われた複合体

を形態的に正常と判断した。対照として，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（oocyte—

cumulus cell complex；OCC）を同様な方法で培養した。実験は 3 回以上繰り返し行った。 
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図 4-11. ブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の発達に及ぼす GDF9 および BMP15 の併用による影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さ

いパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を得た。この複合体を 100 ng/mL

の GDF9 に加えて，0，10，50，または 100 ng/mL の BMP15 を添加した発育培養液中で 7 日間培養した。

培養開始時（Day 0），3 日後（Day 3），5 日後（Day 5），および 7 日後（Day 7）に複合体を観察し，透

明帯が卵丘細胞に完全に覆われた正常な卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の直径を測定した。対照として，

初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（oocyte—cumulus cell complex；OCC）を同様な方

法で培養した。また，直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（fully-grown 

oocyte，FO）の直径を測定した。図上段の数値は複合体の平均直径±標準誤差を示す。 

A–D), a–c), d, e), f, g) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。 
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図 4-12. ブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9および BMP15の併用

による影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さ

いパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を得た。この複合体を 100 ng/mL

の GDF9 に加えて，0，10，50，または 100 ng/mL の BMP15 を添加した発育培養液中で 7 日間培養した。

培養開始時，3 日後，5 日後，および 7 日後に複合体を観察し，複合体の内部に卵胞腔様構造を形成した複

合体を調べた。対照として，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（oocyte—cumulus cell 

complex；OCC）を同様な方法で培養した。 

a–c) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。 
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が観察された。一部の複合体の内部に，卵丘細胞間に卵胞腔様の構造が形成されていた。

GDF9 を単独で添加した区の複合体では，卵丘細胞は小石状の形態を示し，細胞間の距離

が近かった。一方，GDF9 と BMP15 の併用区では，卵丘細胞間の距離が離れ，糸状仮足と

思われる細い突起を伸長する卵丘細胞が多数観察された。また，BMP15 添加濃度依存的に

卵丘細胞間の距離は広がり，より大きな腔構造が観察された。 

培養 7 日後の複合体から卵丘細胞を採取し，qPCR で LHCGR mRNA の発現レベルを比

較した（図 4-14）。初期胞状卵胞と胞状卵胞から採取した卵丘細胞では，LHCGR mRNA

の発現レベルは低かった。胞状卵胞から採取した壁顆粒膜細胞では，卵丘細胞より発現レ

ベルは高かったが，有意な差はみられなかった。培養後の複合体では，成長因子無添加区

および BMP15 添加区において，LHCGR mRNA レベルは増加した。一方，卵母細胞－卵

母細胞複合体および GDF9 添加区では，LHCGR mRNA レベルは低く抑えられた。 
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図 4-13. GDF9 と BMP15 を併用した培養液中におけるブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の形態 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体の卵母細胞を，内径の小さいパスツールピペットを用いて除去し，卵母細胞除去－卵

丘細胞複合体（oocytectomized complex；OXC）を得た。この複合体を 100 ng/mL の GDF9 に加えて，0，10，50，または 100 ng/mL の BMP15 を添加した培養

液中で 7 日間培養した。対照として，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体（oocyte—cumulus cell complex；OCC）を同様な方法で培養した。培養

終了後，複合体を組織染色し，形態を観察した。スケールバーは上段 100 µm，下段 40 µm を示す。 

 



 

71 

 

 

 

 

 

 

図 4-14. 卵丘細胞の LHCGR mRNA の発現に及ぼす GDF9 および BMP15 の影響 

直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞から採取した卵母細胞除去－卵丘細胞複合体（oocytectomized com-

plex；OXC）を，成長因子無添加（non），100 ng/mL の BMP15（BMP15），100 ng/mLの GDF9（GDF9），

または 100 ng/mL GDF9 + 100 ng/mL BMP15（G+B）を添加した発育培養液中で 7日間培養した。培養終了

後，透明帯が卵丘細胞に完全に覆われた正常な複合体を回収した。それぞれの複合体の卵丘細胞から RNA を

抽出し，LHCGR について qPCR を行った。対照として，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞

複合体（oocyte—cumulus cell complex；OCC）を同様な方法で培養した。培養前の複合体の卵丘細胞（early 

antral follicle’s cumulus cells，EACC），直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞

複合体から採取した卵丘細胞（antral follicle’s cumulus cells，ACC）および壁顆粒膜細胞（antral follicle’s 

mural granulosa cells，AMGC）の LHCGR mRNA 量を測定した。GAPDH と ACTB を内部標準として

用いたが，結果は同様であったため，GAPDH の結果を示す。 

a–c) 異なる文字間の差は有意（P < 0.05）。実験は 3 回以上繰り返し行った。 
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第 4 節 考察 

 

初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を種々の濃度の GDF9 または

BMP15 を添加した培養液中で発育培養したところ，GDF9 は濃度依存的に卵母細胞－卵丘

細胞複合体を発達させ，卵胞腔様構造の形成を促進するが，BMP15 にはその作用がないこ

とが示された。複合体の発達に及ぼすこの影響は第 2 章の結果と同様であり，卵丘細胞は

GDF9 の作用によって増殖し，複合体の直径が増加したものの，BMP15 にはその作用はな

かった，あるいは弱かったと考えられる。また，この複合体の直径の増加に同調して，卵

胞腔様構造を形成した複合体が増加したことから，GDF9 は複合体の直径を増加させた結

果，卵胞腔様構造の形成率が増加したと考えられる。 

卵母細胞－卵丘細胞複合体の発育培養では，培養中のブタの卵母細胞から GDF9 と

BMP15 が分泌されている可能性があり，GDF9 と BMP15 の作用をより明確にするため，

卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を用いた同様の培養実験を行った。その結果，成長因子無

添加培養液中の卵母細胞－卵丘細胞複合体では，複合体の発達や卵胞腔様構造の形成が起

こるのに対して，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体では，複合体の発達も卵胞腔様構造の形

成も起こらないことから，複合体の発達と卵胞腔様構造の形成には卵母細胞が必要なこと

が示唆された。さらに，BMP15 単独では，複合体はやや発達するものの，卵胞腔様構造の

形成は起こらないこと，一方，GDF9 には，複合体を発達させ，卵胞腔様構造を形成させ

る作用はあるが，その作用は，卵母細胞が存在する場合に比べて弱いことが示された。こ

の結果は，複合体による卵胞腔様構造の形成には，GDF9 に加えて，それ以外の卵母細胞

由来の因子が関与する可能性を示唆している。 

Alam ら（2018）は，ウシの卵母細胞－卵丘細胞複合体を体外で 5 日間培養すると，卵

胞腔様構造が高率に形成されるが，卵母細胞を除去した複合体では卵胞腔様構造が形成さ

れないこと，また，卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を GDF9 または BMP15 を添加した培

養液中で培養すると，それぞれ約 50%または 20%の複合体が卵胞腔様構造を形成すること

を報告している。この報告は，BMP15 の結果を除いて本研究結果と一致しており，種が異

なっても卵母細胞や卵母細胞由来の GDF9 が，卵胞腔様構造の形成を促進することを示唆
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している。一方，ブタでは BMP15 単独添加によって，卵母細胞－卵丘細胞複合体は卵胞腔

様構造を形成しなかったが，これは BMP15 単独添加区では，培養期間を通して複合体の発

達はわずかで，卵胞腔様構造を形成することができる大きさにまで複合体が発達できなか

ったことによると考えられる。これらのことから，GDF9 は濃度依存的にブタの複合体に

よる卵胞腔様構造の形成を促進するが，BMP15 にはその作用がないと考えられる。一方，

GDF9 添加培養液中での卵母細胞除去－卵丘細胞複合体による卵胞腔様構造の形成率は，

卵母細胞を含む複合体を用いた実験での卵胞腔様構造の形成率より低く，卵母細胞に由来

すると考えられる BMP15 が GDF9 と協働して卵胞腔様構造の形成に影響を及ぼしている

可能性は否定できない。したがって次の実験を計画した。 

GDF9 と BMP15 併用による卵胞腔様構造の形成に影響を及ぼす作用を検討するために，

卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を GDF9 100 ng/mL と種々の濃度の BMP15 を添加した発

育培養液中で培養した。その結果，GDF9 存在下では，BMP15 濃度依存的に卵胞腔様構造

の形成率が増加した。このことは，卵母細胞から分泌されると考えられる BMP15 と GDF9

は，協働して複合体の発達を促進し，卵胞腔様構造の形成を促進することを示唆している。

Mottershead ら（2015）は，マウスの GDF9 と BMP15 は cumulin と呼ばれるヘテロ二量

体を形成し，GDF9 または BMP15 単独のホモ二量体よりも細胞増殖を強く促進することを

報告している。本研究では，マウスのリコンビナント GDF9 とヒトのリコンビナント

BMP15 を用いたが，培養中にヘテロ二量体を形成するかは明らかではない。しかし，実験

結果からは，GDF9 と BMP15 は協働してブタ卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の発達を促進

したと考えられる。また，Alam ら（2018）によるウシ卵母細胞除去－卵丘細胞を用いた実

験では，GDF9 と BMP15 を同時に添加すると，ほぼすべての複合体が卵胞腔様構造を形成

することが報告されている。本研究では，GDF9 100 ng/mL + BMP15 100 ng/mL を添加

した場合に約 60%の複合体が卵胞腔様構造を形成しており，少なくともウシとブタにおい

て，GDF9 と BMP15 は協働して卵胞腔様構造の形成を促進すると考えられる。 

本研究では，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞と周囲の卵丘細胞から成る複合体を使

用したが，7 日間の培養の過程で，卵丘細胞が卵胞腔様の構造を形成した。体内で卵胞腔を

形成した胞状卵胞では，顆粒膜細胞は卵丘細胞と壁顆粒膜細胞に分化している。本研究で
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培養した卵丘細胞は増殖して，その一部が分化あるいは脱分化し，壁顆粒膜細胞様の細胞

へと変化した可能性がある。培養後の複合体の組織染色標本では，GDF9 を単独で添加し

た区の複合体は，卵丘細胞は小石状の形態を示したのに対し，GDF9 と BMP15 併用区では，

糸状仮足と思われる突起を伸長した卵丘細胞が多数観察された。マウスとウシでは，GDF9

が顆粒膜細胞を誘導して糸状仮足の形成を促進することが報告されているが（Alam et al., 

2018；El-Hayek et al., 2018），ブタでは GDF9 と BMP15 が協働して糸状仮足の形成を促

進すると考えられる。さらに，糸状仮足の形成が促進され，卵丘細胞間の距離が離れたこ

とで，卵胞腔様構造の形成が促進されたと思われる。また，壁顆粒膜細胞に高レベルに発

現していると考えられる LHCGR mRNA の発現を調べた。培養前の卵丘細胞では，LHCGR 

mRNA の発現レベルが低かったが，培養後，成長因子無添加区および BMP15 単独添加区

では，発現レベルは増加した。一方，卵母細胞－卵丘細胞複合体および GDF9 添加培養液

中で培養した卵母細胞除去－卵丘細胞複合体の卵丘細胞では，LHCGR mRNA の発現レベ

ルは抑制された。これらの結果は，卵母細胞由来の GDF9 が，卵丘細胞の LHCGR mRNA

の発現を抑制することを示唆しており，卵胞腔の形成には，LHCGR mRNA の発現レベル

が抑制されることが必要である可能性がある。 

以上より，ブタの卵母細胞除去－卵丘細胞複合体による卵胞腔様構造の形成には，卵母

細胞由来の GDF9 が必須であり，さらに，GDF9 は BMP15 と協働して，卵胞腔様構造の

形成を促進すると考えられる。 
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第 5 節 小括 

 

本章では，GDF9（growth differentiation factor 9）または BMP15（bone morphogenetic 

protein 15）を添加した発育培養液中で，直径 1.2～1.5 mm の初期胞状卵胞から採取した

発育途上のブタ卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体，または複合体から卵母細胞を

除去した卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を 7 日間培養し，卵胞腔様構造の形成に対する

GDF9 と BMP15 の影響を検討した。 

 

GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で，卵母細胞－卵丘細胞複合体を 7 日間培養

したところ，GDF9 添加区では，複合体の平均直径と卵胞腔様構造の形成率は濃度依存的

に増加した。一方，BMP15 添加区では，複合体の平均直径の濃度依存的な増加は認められ

ず，卵胞腔様構造の形成率は無添加区と同等であった。 

卵母細胞－卵丘細胞複合体の発育培養では，培養中のブタの卵母細胞から GDF9 と

BMP15 が分泌されている可能性があり，GDF9 と BMP15 の作用をより明確にするため，

卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を用いて同様な培養実験を行なった。卵母細胞除去－卵丘

細胞複合体を成長因子無添加で 7 日間培養すると，複合体はほとんど発達せず，卵胞腔様

構造は形成されなかったことから，複合体の発達と卵胞腔様構造の形成には卵母細胞が必

要であることが示唆された。また，BMP15 添加区では，複合体はわずかに発達したが，卵

胞腔様構造の形成は起こらなかった。一方，GDF9 添加区では，濃度依存的に複合体の平

均直径は増加し，卵胞腔様構造を形成する複合体の割合が増加したことから，卵胞腔様構

造の形成には GDF9 が必要であることが示唆された。しかし，その作用は，卵母細胞が存

在する場合に比べて弱いことが示され，GDF9 以外の卵母細胞由来の因子が関与している

可能性が考えられた。 

卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を GDF9 100 ng/mL と種々の濃度の BMP15 を添加した

発育培養液中で培養し，GDF9 と BMP15 併用による作用を検討した。GDF9 存在下では，

BMP15 濃度依存的に複合体の平均直径は増加し，卵胞腔様構造の形成率も増加した。また，

GDF9 と BMP15 併用区では，卵丘細胞間の距離が離れることが示された。壁顆粒膜細胞に
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高レベルに発現していると考えられる LHCGR mRNA の発現を調べた。培養前の卵丘細胞

では，LHCGR mRNA の発現レベルは低かったが，培養後，成長因子無添加区では発現レ

ベルは上昇した。卵母細胞－卵丘細胞複合体および GDF9 添加培養液中で培養した卵母細

胞除去－卵丘細胞複合体の卵丘細胞では，LHCGR mRNA の発現レベルは抑制された。こ

れらの結果は，卵母細胞由来の GDF9 が，卵丘細胞の LHCGR mRNA の発現を抑制するこ

とを示唆している。 

 

以上より，ブタの卵母細胞除去－卵丘細胞複合体による卵胞腔様構造の形成には，卵母

細胞由来の GDF9 が必須であり，さらに，GDF9 は BMP15 と協働して，卵胞腔様構造の

形成を促進すると考えられる。 
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第 5 章 総括 

 

 

卵巣内で卵胞は，卵母細胞と，その周囲の顆粒膜細胞から構成される。卵胞の発達の過

程で，卵母細胞は周囲の顆粒膜細胞と相互に作用し合い，同調して発育する。発達を開始

した卵胞では顆粒膜細胞は増殖し，その後，顆粒膜細胞間に液で満たされた卵胞腔が形成

される。胞状卵胞以降では，顆粒膜細胞は卵母細胞を取り囲む卵丘細胞と，卵胞の内壁を

覆う壁顆粒膜細胞へと分化する。発育の過程で，卵母細胞は，減数分裂を再開する能力，

次いで減数分裂を完了する能力を順次獲得する。動物が性周期を開始すると，下垂体から

周期的に分泌される性腺刺激ホルモンのサージに反応して，卵丘は膨潤化し，卵母細胞は

減数分裂を再開して第二減数分裂中期へと成熟する。 

卵母細胞の発育過程を通して，卵母細胞と顆粒膜細胞／卵丘細胞との相互作用は，卵母

細胞の成熟能力や受精能力，その後の胚発生能力の獲得に必要と考えられている。顆粒膜

細胞／卵丘細胞からは，卵母細胞の発育を支持する物質や，減数分裂の再開を抑制する因

子が卵母細胞へと輸送されると考えられる。一方，卵母細胞からは、transforming growth 

factor（TGF）-βスーパーファミリーに属する成長因子の growth differentiation factor 9

（GDF9）と bone morphogenetic protein 15（BMP15）が分泌されることが，近年，示さ

れた。いくつかの哺乳類において，GDF9 と BMP15 は卵胞発達の初期から排卵に至るまで，

卵母細胞で特異的に発現することが報告されている。また，体外培養系を用いて，GDF9

と BMP15 の影響も調べられつつある。 

ブタの胞状卵胞内で，卵母細胞は，発育の最終段階で成熟する能力を獲得し，卵丘は性

腺刺激ホルモンに反応して膨潤化できるように変化する。この間も，卵母細胞は周囲の卵

丘細胞と相互に作用し合っていると考えられ，卵母細胞から分泌されると考えられるGDF9

と BMP15 は，この双方向性のコミュニケーションに参加している可能性がある。体外培養

系を用いれば，卵母細胞の発育と成熟能力の獲得，あるいは卵丘細胞に及ぼす GDF9 と

BMP15 の影響を明らかにすることができると考えられるが，これまで，これらの影響につ

いては，ほとんど調べられていない。また，発育培養液中で卵母細胞－顆粒膜細胞複合体
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を培養すると，卵胞腔様構造が形成されることは報告されているが，この卵胞腔様構造の

形成に及ぼす GDF9 と BMP15 の作用については，ウシでの報告があるにすぎない。 

 

本研究では，直径 1.2～1.5 mm のブタの初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞

の発育および卵母細胞－卵丘細胞複合体の発達に及ぼす卵母細胞由来成長因子，GDF9 と

BMP15 の影響を明らかにすることを目的とする。第 2 章では，直径 1.2～1.5 mm の初期

胞状卵胞と直径 4.0～6.0 mm の胞状卵胞から採取した卵母細胞における GDF9 と BMP15

の mRNA の発現を調べ，その後，初期胞状卵胞から採取した卵母細胞－卵丘細胞複合体を

種々の濃度の GDF9 または BMP15 を含む発育培養液中で培養し，卵母細胞の発育と複合

体の発達に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を調べた。第 3 章では，第 2 章と同様の方法で

培養した複合体を成熟培養し，卵母細胞の成熟能力の獲得に及ぼす GDF9 と BMP15 の影

響を調べた。また，発育培養後の複合体から卵丘細胞を採取し，性腺刺激ホルモンに対す

る受容体，および性腺刺激ホルモン刺激から卵母細胞の成熟に至る過程を仲介する

Epidermal Growth Factor（EGF）受容体の mRNA の発現を比較した。第 4 章では，卵母

細胞－卵丘細胞複合体を種々の濃度のGDF9またはBMP15を含む発育培養液中で培養し，

複合体による卵胞腔様構造の形成に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を調べた。 

 

第 2 章では，まず，ブタ初期胞状卵胞から採取した，発育途上の卵母細胞における GDF9

と BMP15 の mRNA の発現を調べた。直径 1.2～1.5 mm の初期胞状卵胞と直径 4.0～6.0 

mm の胞状卵胞から採取した卵母細胞，卵丘細胞，および壁顆粒膜細胞における GDF9 と

BMP15 mRNAの発現をRT-PCRおよびqPCRで調べたところ，どちらの卵胞においても，

GDF9 と BMP15 は卵母細胞で強く発現していた。また，どちらの卵胞の卵丘細胞と壁顆粒

膜細胞にも GDF9 mRNA の発現がわずかに認められたが，BMP15 mRNA は検出されなか

った。 

次に，発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を，0，10，50，および 100 

ng/mL の濃度で GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養し，複合体の

発達と卵母細胞の発育に及ぼす GDF9 と BMP15 の影響を調べた。培養期間を通して，ほ
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とんどの複合体は，卵母細胞が卵丘細胞に完全に覆われた正常な形態を維持した。GDF9

添加区では，複合体の平均直径は濃度依存的に増加し，発育培養後，100 ng/mL 添加区で

は 349.9 ± 9.0 µm（平均値±標準誤差）と，無添加区の 302.0 ± 7.5 µm と比較して有意に

高い値となった。一方，BMP15 添加区では，複合体の平均直径の濃度依存的な増加は認め

られなかった。また，いずれの区においても，10～30%の複合体は内部に卵胞腔様の構造

を形成したが，各区間でその割合に差はなかった。 

発育培養前に約 110 µm であった卵母細胞の平均直径は，発育培養後，すべての区で約

125 µm となり，体内で発育を完了した卵母細胞（約 120 µm）と同等の大きさへと発育し

た。また，発育培養前に FC 期または SC 期であった卵母細胞の核相は，発育培養後には

GV 期へと移行し，体内で発育を完了した卵母細胞と同様な核相となった。卵母細胞の発育

および核相の変化のいずれにおいても，GDF9 または BMP15 添加区と無添加区との間に差

は認められなかった。 

これらの結果より，直径 1.2～1.5 mm のブタ初期胞状卵胞および直径 4.0～6.0 mm の胞

状卵胞において，GDF9 と BMP15 は主に卵母細胞で発現することが示された。また，初期

胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体を，GDF9 ま

たは BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養すると，GDF9 と BMP15 は卵母細胞の

発育に対しては直接影響を及ぼさないが，GDF9 は複合体の直径を増大させることが示さ

れた。 

 

卵胞の発達過程で，卵母細胞由来の成長因子は，卵丘細胞を介して発育培養後の複合体

中の卵母細胞の成熟能力の獲得に影響を及ぼす可能性がある。第 3 章では，GDF9 または

BMP15 を添加した培養液中で発育したブタ卵母細胞－卵丘細胞複合体を成熟培養し，卵母

細胞の減数分裂の再開と成熟に対する GDF9 および BMP15 の影響を検討した。 

GDF9 または BMP15 を，0，10，50，および 100 ng/mL の濃度で添加した培養液中で，

卵母細胞－卵丘細胞複合体を 5 日間発育培養し，その後，性腺刺激ホルモン（FSH と LH）

の作用をあわせ持つヒト閉経期性腺刺激ホルモン（human menopausal gonadotrophin：

hMG）を添加した培養液中で複合体を 44～48 時間成熟培養し，卵丘の膨潤化と卵母細胞
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の成熟能力を調べた。成長因子無添加または GDF9 を添加した培養液中で発育培養した複

合体では，成熟培養後，卵丘細胞間の結合が緩んだが，卵丘の膨潤化は起こらなかった。

これに対して，高濃度の BMP15（50 および 100 ng/mL）を添加した培養液中で発育培養

した複合体では，体内で発育を完了した卵母細胞を含む複合体と同様な卵丘の膨潤化が誘

起された。 

成熟培養後の卵母細胞の核相を観察したところ，発育培養前の複合体では，卵母細胞は

減数分裂を再開しないか，減数分裂を再開しても第二減数分裂中期へと成熟しなかった。

これに対して，体内で発育を完了したほぼすべての卵母細胞は，第二減数分裂中期へと成

熟した。GDF9 を添加した培養液中で発育培養した複合体では，いずれの濃度でも卵母細

胞は第二減数分裂中期へとほとんど成熟せず（2～7%），高濃度の GDF9 を添加した培養液

中で発育培養した複合体では，GV 期に留まる卵母細胞の割合が増加した（50 ng/mL およ

び 100 ng/mL ともに 74%）。一方，BMP15 を 50 および 100 ng/mL 添加した培養液中で発

育培養した複合体では，49%および 61%の卵母細胞が第二減数分裂中期へと成熟した。こ

れらの値は，成長因子無添加で発育培養した複合体における 16%と比較して有意に高かっ

た。これらの結果から，発育培養期間中に高濃度の BMP15 が存在すると，その後の性腺刺

激ホルモン刺激後の卵丘の膨潤化が促進され，卵母細胞が成熟したと考えられた。 

次に，発育培養後の複合体を，上皮成長因子（epidermal growth factor：EGF）を添加

した培養液中で，または卵丘細胞を取り除いて裸化した卵母細胞を，44～48 時間培養して

卵母細胞の減数分裂の再開と成熟に対する GDF9 と BMP15 の影響を調べた。EGF 添加に

よる成熟誘起では，無添加区，GDF9 添加区，および BMP15 添加区で，約 50%の卵母細

胞は卵核胞を崩壊させ，39～54%の卵母細胞は第二減数分裂中期へと成熟し，各区間で有

意な差はなかった。また，卵丘細胞を取り除き，卵母細胞に自発的な成熟を誘起すると，

無添加区および GDF9 添加区において，卵母細胞の 40%以上が第二減数分裂中期へと成熟

した。これらの割合は，BMP15 添加区と有意な差はなかった（70%）。これらの結果は，

GDF9 および BMP15 添加の有無にかかわらず，体外で発育した卵母細胞は成熟する能力を

獲得しており，また，卵母細胞－卵丘細胞複合体では，EGF 受容体以降の卵母細胞の成熟

経路は完成していることを示唆している。 
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発育培養後の複合体から卵丘細胞を採取し，性腺刺激ホルモンの受容体である Follicle 

Stimulating Hormone Receptor（FSHR）と Luteinizing Hormone/Choriogonadotropin 

Receptor（LHCGR），および Epidermal Growth Factor Receptor（EGFR）の mRNA の

発現レベルを qPCR で調べた。FSHR および EGFR mRNA レベルは，無添加区，GDF9

添加区，および BMP15 添加区の間で差が認められなかった。一方，LHCGR mRNA レベ

ルは，BMP15 添加区で有意に上昇した。 

これらの結果より，ブタの初期胞状卵胞から採取した発育途上の卵母細胞を含む卵母細

胞－卵丘細胞複合体を，GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で 5 日間発育培養する

と，卵母細胞が発育する間，BMP15 は卵丘細胞の LHCGR mRNA レベルを上昇させ，性

腺刺激ホルモンの刺激による卵丘細胞の反応性を高めることによって，卵丘の膨潤化を促

進し，その結果，卵母細胞の減数分裂の再開と成熟が引き起こされた可能性が考えられる。 

 

第 2 章において，発育培養後の 10～30%の複合体において卵胞腔様構造が形成された。

卵母細胞が卵胞腔の形成に関与することは，これまでいくつかの種において示唆されてお

り，ブタの卵母細胞から分泌されると考えられる GDF9 と BMP15 は，卵胞の発達過程に

おいて，卵胞腔の形成に影響を及ぼす可能性がある。第 4 章では，GDF9 または BMP15

を添加した発育培養液中で，直径 1.2～1.5 mm の初期胞状卵胞から採取した発育途上のブ

タ卵母細胞を含む卵母細胞－卵丘細胞複合体，または複合体から卵母細胞を除去した卵母

細胞除去－卵丘細胞複合体を 7 日間培養し，卵胞腔様構造の形成に対する GDF9 と BMP15

の影響を検討した。 

GDF9 または BMP15 を添加した培養液中で，卵母細胞－卵丘細胞複合体を 7 日間培養

したところ，GDF9 添加区では，複合体の平均直径と卵胞腔様構造の形成率は濃度依存的

に増加した。一方，BMP15 添加区では，複合体の平均直径の濃度依存的な増加は認められ

ず，卵胞腔様構造の形成率はいずれの区も無添加区と同等であった。 

卵母細胞－卵丘細胞複合体の発育培養では，培養中のブタの卵母細胞から GDF9 と

BMP15 が分泌されている可能性があり，GDF9 と BMP15 の作用をより明確にするため，

卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を用いて同様な培養実験を行った。卵母細胞除去－卵丘細
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胞複合体を成長因子無添加で 7 日間培養すると，複合体はほとんど発達せず，卵胞腔様構

造は形成されなかったことから，複合体の発達と卵胞腔様構造の形成には卵母細胞が必要

であることが示唆された。また，BMP15 添加区では，複合体はわずかに発達したが，卵胞

腔様構造の形成は起こらなかった。一方，GDF9 添加区では，濃度依存的に複合体の平均

直径は増加し，卵胞腔様構造を形成する複合体の割合が増加したことから，卵胞腔様構造

の形成には GDF9 が必要であることが示唆された。しかし，その作用は，卵母細胞が存在

する場合に比べて弱いことが示され，GDF9 以外の卵母細胞由来の因子が関与している可

能性が考えられた。 

卵母細胞除去－卵丘細胞複合体を GDF9 100 ng/mL と種々の濃度の BMP15 を添加した

発育培養液中で培養し，GDF9 と BMP15 併用による作用を検討した。GDF9 存在下では，

BMP15 濃度依存的に複合体の平均直径は増加し，卵胞腔様構造の形成率も増加した。また，

GDF9 と BMP15 併用区では，卵丘細胞間の距離が離れることが示された。壁顆粒膜細胞に

高レベルに発現していると考えられる LHCGR mRNA の発現を調べた。培養前の卵丘細胞

では，LHCGR mRNA の発現レベルは低かったが，培養後，成長因子無添加区では発現レ

ベルは上昇した。卵母細胞－卵丘細胞複合体および GDF9 添加培養液中で培養した卵母細

胞除去－卵丘細胞複合体の卵丘細胞では，LHCGR mRNA の発現レベルは抑制された。こ

れらの結果は，卵母細胞由来の GDF9 が，卵丘細胞の LHCGR mRNA の発現を抑制するこ

とを示唆している。 

これらの結果より，ブタの卵母細胞除去－卵丘細胞複合体による卵胞腔様構造の形成に

は，卵母細胞由来の GDF9 が必須であり，さらに，GDF9 は BMP15 と協働して，卵胞腔

様構造の形成を促進すると考えられる。 

 

初期胞状卵胞以降の発達段階の卵胞において，ブタの卵母細胞は GDF9 と BMP15 を合

成，分泌し，GDF9 は卵丘細胞に作用して卵丘を発達させるとともに BMP15 と協働して卵

胞腔の形成を促進し，一方，BMP15 は卵丘細胞に作用して性腺刺激ホルモンの刺激に反応

して卵丘が膨潤化するよう変化させ，卵母細胞の成熟を促すと考えられる。 
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