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        17z-vitro culture of mouse preantral follicles

  and its application to the analysis of transforming

growth factor-,Bl expression in the developing follicles

（マウス前胞状卵胞の体外培養法と発育卵胞における

トランスフオーミング増殖因子弔1発現解析への応用）

学位論文内容の要旨

  卵巣内に多数存在する前胞状卵胞を体外で培養して正常な機能を有する成熟

卵胞と卵母細胞を得ることができれぱ、体外受精によって多数の産子を作出し

たり、個々の卵胞や卵母細胞の発育・成熟過程の検討も可能になる。しかし、

初期の前胞状卵胞の体外培養に関する報告は少なく、培養卵胞の卵母細胞の発

生能を確認した報告もない。そこで、本研究ではマウスの初期前胞状卵胞を個

別に培養する方法について検討を加え、マウス卵胞の発育過程における卜ラン

スフォーミング増殖因子-pl (TGF-pi)の発現様式の解析に応用した。

  はじめに、成熟マウスから採取した前胞状卵胞を直径により125～150LLm

と151～175 umの2群に分類し、それぞれタイプ4および5aの発育ステー

ジの前胞状卵胞であることを確認した。このタイプ4および5aの卵胞をFSH

添加培地を用いて6日間培養し、卵胞の発育特性、培養卵胞から得られた卵母

細胞の体外成熟能ならびに体外受精後の胚盤胞への発生能について検討した。

その結果、大部分のタイプ4および5aの卵胞(76および89％）は、それぞれ

培養開始後5～6日目および4～5日目に卵胞腔を形成した。両タイプの前胞状

卵胞が卵胞腔を形成した時の直径(300～320ロm）に差異はみられなかった

が、夕イプ5aを培養した場合にのみ卵胞腔形成後に著明なエストラジオール

産生増加が認められた。また、夕イプ4および5a由来の胞状卵胞から得られ

た卵母細胞の成熟率(62および70％）および卵割率(35および30％）に差異

はみられなかったが、タイプ5a由来の卵母細胞だけが胚盤胞へ発生した

（13％）。これらの結果より、夕イプ5aおよび4の前胞状卵胞を本実験の条件

下で個別培養すれぱ、それぞれ正常発育卵胞と機能不全あるいは退行過程にあ

る卵胞のモデルとして使用できることが示唆された。

  ついで、体内でのマウス卵胞の発育に伴う´rG卜61の発現様式を明らかにす
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るため、発情間期、前期、発情期(hCG投与後10時間目）および排卵期（同

12.5時間目）の成熟マウスの卵巣の連続薄切標本を作製してTGF-plの免疫

染色を行った。その結果、´I丶GF―Bl陽性の穎粒層細胞および卵胞膜内膜細胞は、

卵胞腔形成直前の卵胞（夕イプ5b）で初めて出現し、発情間期のタイプ6か

ら発情期のタイプ8へと卵胞が発育するにしたがって穎粒居細胞の′I℃Ppl陽

性率は13％から82％に増加した。一方、卵胞膜内膜細胞のTGFlol陽性率は、

排卵期に退行過程にあるタイブ7および未排卵のタイプ8の卵胞で高い値を示

した（79および55％）。これらの結果から、正常発育卵胞では卵胞腔形成期前

後の顎粒層細胞でTGF部1が発現し、卵胞の発育および分化に関与することが

示唆された。

  卵胞腔形成時期の顆粒層細胞における′rGPpl発現について確認するため、

夕イプ5aおよび4の前胞状卵胞を正常および退行卵胞のモデルとして個別培

養し、卵胞の発育、ステロイドホルモン産生およびTGPpl発現の関係を検討

した。その結果、両夕イプ由来の卵胞の発育や卵胞腔形成時の直径に差異はみ

られなかったが、夕イプ5a由来卵胞はタイプ4由来卵胞に比べて穎粒層細胞

数が多く、卵胞腔形成後に明らかなェストラジオール産生増加を示すことが確

認された。さらに、夕イプ5a由来卵胞はタイプ4由来卵胞に比べて卵胞腔形

成時の顆粒層細胞のTGF－B1陽性率が高く（71および11％）、正常発育卵胞の

顆粒層細胞では卵胞腔形成時に1、GP61が発現するという体内発育卵胞を用い

た試験で示唆された所見を支持する結果が得られた。

  以上の研究結果から、個別培養されたマウス初期前胞状卵胞、とくにタイプ

5aの前胞状卵胞の発育特性やステ口イドホルモン産生能は体内発育卵胞に類似

しており、その卵母細胞は胚盤胞への発生能を有することが明らかになった。

また、卵巣の免疫組織学的検索で示唆された卵胞発育に伴う1℃F一pl発現、す

なわち正常発育卵胞の穎粒層細胞では卵胞腔形成時にTG卜Dlの発現すること

が培養卵胞においても確認され、前胞状卵胞の個別培養法が卵胞発育機構の研

究に有用であることも示された。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
    丿カ-vitro culture of mouse preantral follicles
  and its application to the analysis of transforming
growth factor-,81 expressionlnthedeVe10pingf011iCleS

（マウス前胞状卵胞の体外培養法と発育卵胞における

トランスフオーミング増殖因子弔1発現解析への応用）

  卵巣内に多数存在する前胞状卵胞を体外で培養することができれば、卵胞や
卵母細胞の発育・成熟機構の解明に役立つ。申請者は、マウスの初期前胞状卵
胞の個別培養法について検討を加えるとともに、発育卵胞におけるトランスフ
オー ミ ン グ 増 殖 因 子-[31 (TGF-pi)の 発 現 解 析 に応 用 し た 。
  はじめに、成熟マウスから採取した発育ステージの異なる前胞状卵胞（夕イ
プ4および5a)を培養して、卵胞の発育特性、卵母細胞の体外成熟能ならび
に体外受精後の胚盤胞への発生能について検討した。その結果、夕イプ5a前
胞状卵胞の体外発育は体内発育卵胞に類似し、卵胞腔形成後に著明なエストロ
ジェン産生の増加を示すとともに、卵母細胞も胚盤胞へ発生することを明らか
にした。
  ついで、マウス体内の卵胞におけるTGF-piの発現について、卵巣の連続
切片標本を作製して免疫組織学的に検索した。とくに、正常な発育経過と推定
されるステージの卵胞について解析した結果、正常発育卵胞では卵胞腔形成期
前後の顆粒層細胞にTGF-[31が発現し、卵胞の発育や分化に関与することが
示唆された。
  そこで、卵胞発育に伴うTGF-t31の発現を確認するため、夕イプ5aおよび
4の前胞状卵胞を、それぞれ正常および退行卵胞のモデルとして個別に培養
し、卵胞の発育、ステロイドホルモン産生およびTGF-31発現の関係を検討
した。その結果、発育（顆粒層細胞の増殖）や機能（エストロジェン産生）が
正常なタイプ5a由来の卵胞では、卵胞腔形成時期にTGF-(31の発現すること
が確認された。
  以上のように、申請者は個別に培養したマウス初期前胞状卵胞の発育特性、
ステロイドホルモン産生能および培養卵胞の卵母細胞の発生能を明らかにする
とともに、卵胞発育に伴う TGF-31発現様式の究明に卵胞培養法を応用して、
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その有用性を示した。よって、審査員一同は、申請者が博士（獣医学）の学位
を受ける資格を有すると認めた。
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