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Studies on the aging-related changes in bovine oocytes  

during in vitro maturation 

（体外成熟培養における牛卵子の老化に関する研究）  

 

牛の体外受精・胚移植技術、特に体外成熟卵子を用いた体外受精技術は目覚ましく

発展し、牛の増殖・改良に貢献している。現在では、牛体外成熟卵子から胚移植後に着

床可能な胚盤胞が発生する割合は約 40%にまで向上したが、体内成熟卵子に比べて体

外成熟卵子の発生能は低く、牛卵子の体外成熟培養系の改善が期待されている。 

卵胞内の未成熟卵子は第一減数分裂前期で分裂が停止している状態から黄体形成ホ

ルモンの刺激等を受け、減数分裂を再開する。そして、第二減数分裂中期 (M-II 期) に

達した後に、再び減数分裂が停止する。この M-II 期に達するまでの過程を核成熟と言う。

卵子は核成熟後に正常な受精および発生に必要な細胞質の機能的変化である細胞

質成熟を完了し、発生能を獲得すると考えられている。発生能を獲得した卵子はし

ばらくの間、発生能を維持した後、これを徐々に失う。この発生能の低下が卵子の老化と

考えられている。ヒトやマウスの卵子では、老化に伴う形態学的あるいは細胞学的な変化

が報告されているが、牛卵子においては老化に関する研究がほとんど行われておらず、

牛卵子が核成熟に達した後の発生能獲得および低下時期は不明である。体外成熟によ

り高い胚盤胞への発生率を得るためには、老化により発生能が低下する前に卵子は受精

する必要がある。そこで本研究では、牛卵子を成熟培養して核成熟に達した後の発生能

獲得および低下時期を推定するとともに、老化過程にある卵子内のミトコンドリア活性に関

連した項目の変化について検討した。 

第1章は、牛卵子の体外成熟時における発生能獲得および低下時期を推定することを

目的とした。まず本研究で用いた培養系における核成熟完了時期および媒精後の精子

侵入時期を明らかにするために、食肉検査場由来の牛卵巣から回収した卵子を用いて成

熟培養および体外受精を行った。その結果、核成熟完了時期は成熟培養開始後 17.5時



間であり、成熟培養時間と媒精から精子侵入までの時間の間には負の相関が見られた。

次に、成熟培養、体外受精および発育培養を行い、核成熟完了から精子侵入までの時

間と胚盤胞への発生率との関連性を調べた。その結果、核成熟完了後約 12 時間 (成熟

培養開始後約 30 時間) に精子が侵入した卵子の胚盤胞への発生率が最も高くなると推

定された。また、精子侵入時期が成熟培養開始 30 時間以降になることによって、卵子の

胚盤胞への発生率は低下することが推定された。以上の結果から、本研究の条件で成熟

培養した牛の未成熟卵子は、成熟培養開始後約 30 時間で発生能が最も高くなり、その

後、発生能が低下することが明らかになった。 

第 2 章は、体外成熟時における老化に伴う牛卵子内での変化を明らかにすることを目

的とした。成熟培養開始後 20 時間 (核成熟完了直後の卵子)、30 時間 (高い発生能を

有する卵子) および 40 時間目(老化卵子)の牛卵子内における活性酸素種 (H2O2) 産

生量、ミトコンドリア活性および ATP 含有量を調べた。その結果、成熟培養開始後 30 時

間目の卵子内の H2O2 量は最も低く、この時期の卵子の発生能が高くなるのは、抗酸化

能が高いためと推察された。また、成熟培養開始後40時間経過した老化卵子では、ミトコ

ンドリア活性が高まり、ATP 含有量も多くなった。次に、成熟培養 22 あるいは 34 時間後

に媒精して、その 3 日後に得られた胚の割球中のミトコンドリア活性を調べた。その結果、

成熟培養 34時間後に媒精して得られた胚 (精子侵入は成熟培養開始後 40時間目と推

定) においては、高活性のミトコンドリアが割球辺縁に多く見られた。また、割球辺縁に存

在するミトコンドリアは、割球外に放出されていると推定された。以上の結果から、成熟培

養開始から長時間経過した老化卵子で見られる胚発生能の低下は、活性化したミトコンド

リアが初期胚発生時に割球辺縁へ局在することに関連していることが示唆された。 

本研究の結果から、牛の体外成熟卵子の発生能は、核成熟後約12時間、すなわち成

熟培養開始後約30時間目に最も高くなり、その後は徐々に低下することが明らかになっ

た。また、成熟培養開始後40時間経過した老化卵子ではミトコンドリア活性が高まり、ATP

含有量が増加していることが明らかになった。さらに、体外成熟後に老化した牛卵子はミト

コンドリアを制御する能力を失い、ミトコンドリアの活性化により体外受精後の発生能が低

下することが示唆された。 

本研究の成果は、牛体外成熟卵子を用いた体外での胚生産技術の向上に寄与する

と考えられる。よって、審査委員一同は、上記学位論文提出者古山敬祐氏の学位論

文は、北海道大学大学院獣医学研究科規程第６条の規定による本研究科の行う学位

論文の審査等に合格と認めた。 

 

 


