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目的別テーマ:天然繊維の高機能化と応用

1 6年度研究テーマ

16-2-19 :コラーゲン繊維とPVPを用いたほ乳類前胞状卵胞の体外培養系の開発

ABSTRACT 

Satisfactory development of mammalian preantral follic/es inνitro remains complicated. 
This s加dy was des留nedωevaluate the effects of extracellular matrix collagen on rat p陀antral
follic/es in cul，加re. Rat p陀antral follic/白isolated 斤'om 5・week-old rat ovary were cultured 
individuaZかin 96・well plates for 10 days with MヒCoys '5a medium containing pepsinized soluble 
collagen or cross-/inked cou.αgenρ.5 or 0.75 ug/ml). No dijj訟rence was observed in follicular 
growth， survival rate， granulosa cell proliferation， or oocy館growth between collagen-treated 
follic/es and controls. How，附'evノef町Fη; collagen s訓uppliルument，ωαaio仰n s訓u的imz
v凶ノligorouω4ι必s功slかyi的nj戸μb討n的/ic/仇lたe diameter α仰nd granulosa α cell伊pl，ω'olij砕量rαti肌O仰仰n. . 

研究目的
ほ乳類の卵巣内には発育途上にある卵母細胞が多く存在し、 周期的に選抜を受けながら成長

している。選抜を受けた卵母細胞の多くは、 発育途上で退化し、 最終的に排卵に到達するのは卵巣に
存在する卵母細胞のなかの極少数にすぎない。未発育の卵母細胞を体外に取り出して発育させること
ができれば研究や個体生産への卵母細胞の供給が飛躍的に増大するが、 この試みはマウスで 成功例が
報告されているだけである。細胞外マトリックスであるコラーゲンは細胞への親和性が高く、 細胞培
養、 人工臓器、 臓器再生の分野でシート状あるいはゲ、ノレ状に加工して利用されている。コラーゲンに
対する応答は細胞により異なるが、 成長因子の分泌増、 アポトーシスの抑制、3次元構造を維持した細
胞の分化に有効であることが示されている この研究では、 ラットの卵巣から単離した前胞状卵胞の
体外培養系に、 ペプシン消化により可溶化したコラーゲン繊維またはグ、ルターノレアノレデヒドで架橋し
たコラーゲン繊維を添加し、 これらが卵胞の成長と生存に及ぼす影響を調査した。

一年間の研究内容と成果
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C07 C15 Con P07 P15 

図1.卵胞の堆積増加率
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前胞状卵胞の成長は、 卵母細胞の体積
増加と頼粒膜細胞の増殖に依存する。培
養後の卵胞で頼粒膜細胞数を測定した結
果を図2に示した。体積増加指数の高い
卵胞が存在した P15 群で飛び抜けてたく
さんの頼粒膜細胞を持つ卵胞が存在する
ことが示された。また、 コラーゲン繊維
を0.75 ug/ml加 えたP07 群で も頼粒膜細
胞の数が多い卵胞が出現した。

これらの卵胞中の卵母細胞について、
培養による堆積増加指数を右下の図3に
示した。コラーゲン繊維を添加して培養
した、P15 群とP07 群の卵胞に含まれる卵
母細胞の体積増加指数が高いほうに分布
することが示されている。 。。ON

P15 P07 Con C15 C07 

図2. 卵胞の頼粒膜細胞数
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図3.卵母細胞の堆積増加
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コラーゲンは生体への適合性が高い
ため再生医療や人工臓器などの広い分野で注
目されている。細胞のコラーゲンへの反応は
細胞種により異なるが、 一般に接着性が高く
細胞増殖を促進することが知られている。こ
のた め、 培養基剤として培養皿に塗布したり、
シート状に加工して用いられている。細胞の
in vitroでの 3次元構造の維持を目的とする
場合はゲノレで用いられている。この実験では
ゲ、/レで用いられる場合の 1/200 の濃度で培養
液に添加し、 効果を検証した。これは培養し
た卵胞から卵母細胞を回収するた めにはゲノレ
化しない ほうが有利である点を考慮し、 可溶
化したコラーゲン繊維をそのまま用いた。こ
の実験によりコラーゲン繊維を培養液に添加
することで卵胞の成長を促進する可能性が示
された。コラーゲン繊維を卵胞の培養液に添
加することの有効性は、 更に高濃度のコラー
ゲンを添加することにより確認可能である。
また、 添加するコラーゲンにコンドロイチン硫酸
等を架橋して用いることが考えられる。


