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　囲卵腔は、卵母細胞の細胞膜と透明帯の間にある間隙で、最
近、囲卵腔の大きさと媒精後の多精子受精の頻度との間には関
係のあることがブタで報告されている（Funahashi ら , 1994; 
Wang ら , 1998; Kitagawa と Niimura, 2006）。一方、卵母細胞
の囲卵腔には、排卵前ではヒアルロン酸や各種の糖タンパク質
が（Talbot と Dicarlantonio, 1984; Dandekar と Talbot, 1992; 
Talbot と Dandekar, 2003）、排卵後では卵管からの分泌物が

（Kapur と Johnson, 1985, 1986; Buhi ら ,1993, 1997, 2000）、受
精後には表層粒の内容物が（Szollosi, 1967; Gulyas, 1980; Sun, 
2003; Talbot と Dandekar, 2003）、それぞれ存在することが知
られている。それらの中でもヒアルロン酸は、水を多量に保持
する性質があることから、囲卵腔に存在するヒアルロン酸は、水
を吸収し、囲卵腔の拡大に役割を果たしていると考えられている

（Talbot と Dndekar, 2003）。一般に、囲卵腔の拡大に役割を果
たすと考えられているヒアルロン酸は、卵丘・卵母細胞複合体

（COC）から分泌されたものであろうと考えられている（Talbot
と Dicarlantonio, 1984）。Salustri ら（1992）は、放射性同位元
素を標識したヒアルロン酸の測定キットを用いて、マウスの
COC が分泌するヒアルロン酸の量を測定している。それによ
ると、PMSG 注射後 48 時間に胞状卵胞から採取した直後の
COC からはヒアルロン酸は検出されなかったが、hCG 注射後
15 時間および培養後 15 時間の COC では、それぞれ 1 個から
11.4 あるいは 4.2ng のヒアルロン酸が検出されたという。しか
しこれまでに、COC から分泌されたヒアルロン酸が卵母細胞
の囲卵腔の拡大に役割を果たしているのかどうかを検討した報
告はみられない。
　本研究は、培養前と培養後のマウスの COC について、ヒア

ルロン酸の分泌量を競合 ELISA 法で測定したものである。ま
た、ヒアルロン酸の合成を阻害する物質である 4- メチルウン
ベ リ フ ェ ロ ン（MU） （Nakamura ら ,1995,1997; Itano, 2004; 
Kakizaki ら , 2004）で処置した COC についてもヒアルロン酸
の分泌量を測定するとともに、MU 処置した COC における卵
母細胞の囲卵腔の大きさを測定し、COC が分泌するヒアルロ
ン酸が卵母細胞の囲卵腔の大きさに影響を及ぼすのかどうかを
検討したものである。さらに、MU 処置して囲卵腔の大きさが
変化した卵母細胞に媒精して多精子受精の頻度を調べ、囲卵腔
の大きさと多精子受精の頻度との関係も併せて検討したもので
ある。

材料および方法
動物
　供試動物として、PMSG（ピーメックス、三共エール薬品）
５単位を腹腔内注射した ICR 系成熟雌マウスおよび同系統の
成熟雄マウスを使用した。マウスの飼育は 24℃に調節した室
内で行い、点灯は午前４時から午後６時までの 14 時間とした。
COCの採取と培養
　COC から分泌されるヒアルロン酸量を測定するために、
PMSG 注射後 48 時間に胞状卵胞から COC を採取した。採取
した COC は、20 個ずつのグループに分け、60μl の TYH 液（豊
田ら , 1971）に入れた。TYH 液に入れた 20 個の COC のグルー
プのいくつかは、ヒアルロン酸の検出まで－ 20℃で凍結保存
した。また、培養後の COC から分泌されるヒアルロン酸量を
測定するために、60μl の TYH 液に入れた 20 個の COC のグ
ループのいくつかを、37℃で CO25％、空気 95％の気相下で 14
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要　約
　マウスの卵丘・卵母細胞複合体（COC）から分泌されるヒアルロン酸の量を競合 ELISA 法で検出した。また、ヒアルロン酸
合成を阻害した COC について、ヒアルロン酸の分泌量を測定するとともに、卵母細胞については囲卵腔の大きさと媒精後の多
精子受精の頻度を観察し、COC から分泌されるヒアルロン酸の囲卵腔の大きさに果たす役割および囲卵腔の大きさと多精子受
精の頻度との関係の有無を検討した。
　ヒアルロン酸は、胞状卵胞から採取直後の COC からは検出されなかったが、培養後14時間の COC では１個あたり8.40ng 検
出された。また、ヒアルロン酸合成を阻害する作用のある4- メチルウンベリフェロン（MU）で処置した COC では、１個あた
り3.52ng のヒアルロン酸が検出されたが、この量は対照の COC の6.54ng に比べて有意に少なかった。
　一方、囲卵腔は、対照の COC における卵母細胞では平均で5.48μm あったが、MU 処置した COC における卵母細胞では有
意に小さく、4.36μm であった。また、媒精後の受精率は、MU 処置した COC における卵母細胞（82.2％）と対照の COC にお
ける卵母細胞（88.6％）との間で相違なかったが、多精子受精の頻度は、MU 処置した COC における卵母細胞では37.8％であり、
対照の COC における卵母細胞の16.1％に比べて有意に高かった。
　以上の結果から、COC から分泌されるヒアルロン酸は卵母細胞の囲卵腔の拡大に関係していること、また、卵母細胞の囲卵
腔の大きさと多精子受精の頻度との間には関係のあることがそれぞれ考えられた。
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時間培養した。培養後の COC および培養液は、ヒアルロン酸
の検出まで－ 20℃で凍結保存した。
　一方、ヒアルロン酸合成が阻害された COC におけるヒアル
ロン酸の分泌量ならびに卵母細胞の囲卵腔の大きさを測定する
ために、PMSG 注射後 48 時間に胞状卵胞から採取した COC20
個を、0.25mM の MU（和光純薬）を含む 60μl の TYH 液の
ドロップ中で、37℃で CO25％、空気 95％の気相下で 14 時間
培養した。MU は、あらかじめ DMSO に溶解し、上記の濃度
になるように TYH 液で希釈した。対照として、0.1％の
DMSOを含むTYH液で14時間培養したCOCを用いた。なお、
ヒアルロン酸の分泌量を測定するために、培養後のドロップの
培養液を 20 個の COC とともに－ 20℃で凍結保存した。
ヒアルロン酸の検出
　ヒアルロン酸の検出は、培養前の COC、培養後 14 時間の
COC、ならびに MU で処置した COC とその対照の COC を含
む培養液について、Kongtawelert と Ghosh（1990）の方法に
準じた競合 ELISA 法によって行った。すなわち、96 ウェルの
マキシソープヌンクイムノプレート（Nunc Co., Denmark）に、
25μg/ml の濃度のヒアルロン酸（MP Biomedicals, Inc., USA）
水溶液を 1 ウェルに 100 μ l ずつ加え、室温で一晩静置した。
一晩静置後、イムノプレートのヒアルロン酸水溶液を捨て、各
ウェルを 0.05％の Tween 20（和光純薬）を含む PBS（Dulbecco
と Vogt, 1954）（PBS-Tween 20）で３回洗浄した。次いで、1％
の BSA（Sigma Chemical Co., USA）を含む PBS（BSA-PBS）
を、１ウェルに 100μl ずつ加えて 37℃で１時間インキュベー
トした後、BSA-PBS を捨て、各ウェルを PBS-Tween 20 で５
回洗浄し、乾燥させた。
　一方、－ 20℃で凍結保存した各種 COC を含む TYH 液は、
融解後、1,500rpm で 10 分間遠心し、上清を採取して TYH 液
で３倍に希釈した。これらの上清の希釈液およびヒアルロン酸
を 1ml の TYH 液中に 0、1.56、3.13、6.25、12.5、25.0、50.0 お
よび 100.0ng 含む標準液それぞれ 60μl に、1ml 中に 0.7μg の
ビオチンを標識したヒアルロン酸結合タンパク質（生化学工業）
を含む水溶液60μlを加え、37℃で 90分間反応させた。次いで、
反応液をイムノプレートの各ウェルに 100 μ l ずつ添加し、
37℃で 1 時間インキュベートした。インキュベート後、反応液
を捨て、各ウェルを PBS-Tween 20 で５回洗浄した。これら
のウェルに、1：5,000 に希釈したアルカリホスファターゼ結合
アビジン（Sigma Chemical Co.）を 1 ウェルに 100μl ずつ加え、
37℃で１時間インキュベートした。インキュベート後、アルカ
リホスファターゼ結合アビジンを捨て、各ウェルを PBS-
Tween 20 で５回洗浄した。次いで、発色試薬である pNPP

（Sigma Chemical Co.）を各ウェルに 100μl ずつ添加し、37℃
で反応させた。15 分後、0.2M の NaOH80μl を各ウェルに添
加して反応を停止させ、マイクロプレートリーダー（BIO-RAD, 
USA）を用いて、405nm の吸光度を測定した。
　ヒアルロン酸量は、標準液で得られた吸光度から標準曲線を
描き、その曲線に COC を含む TYH 液で得られた吸光度をあ
てはめて求めた。
卵母細胞の囲卵腔の大きさの測定
　0.25mM の MU を含む TYH 液で 14 時間培養した COC、お
よびMUを含まないTYH液で14時間培養した対照のCOCは、
0.1％のヒアルロニダーゼ（Sigma Chemical Co.）を含む TYH
液に浸漬し、ピペット操作により卵母細胞周囲の卵丘細胞を除
去した。卵丘細胞を除去した卵母細胞を実体顕微鏡で観察し、
第１極体を放出したもの、すなわち成熟した卵母細胞のみを選

別し、図１に示した方法に従って細胞質の直径、透明帯の内径
と外径をそれぞれ光学顕微鏡下でマイクロメーターを用いて測
定し、囲卵腔の大きさを求めた。

体外受精
　媒精後の多精子受精の頻度を観察するために、0.25mM の
MU を含む TYH 液で 14 時間培養した COC、および MU を含
まない TYH 液で 14 時間培養した対照の COC は、0.1％のヒ
アルロニダーゼ（Sigma Chemical Co.）を含むTYH液に浸漬し、
ピペット操作により卵母細胞周囲の卵丘細胞を除去した。卵丘
細胞を除去した卵母細胞を実体顕微鏡で観察し、第１極体を放
出したもの、すなわち成熟した卵母細胞のみを選別した。一方、
体外受精に用いる精子を調整するために、ICR 系成熟雄マウス
の精巣上体尾部から精子塊を取り出し、TYH 液中で、37℃で
1 ないし 1.5 時間前培養して受精能獲得処置を施した。次いで、
精子濃度が２× 106 個／ ml になるように TYH 液で希釈した。
体外受精は、上述の成熟した卵母細胞を、上記濃度の精子懸濁
液 100μl のドロップに移し、37℃で 12 時間培養して行った。
　精子とともに 12 時間培養した後、卵母細胞を光学顕微鏡で
観察し、細胞質中に２個の前核が存在するものを単精子受精卵
母細胞、細胞質中に３個以上の前核が存在するものを多精子受
精卵母細胞と判定した。
統計処理
　第１極体を放出している卵母細胞、すなわち成熟している卵
母細胞に関する数値および受精に関する数値の統計処理には
χ² 検定法を、ヒアルロン酸の分泌量および囲卵腔の大きさに
関する数値の統計処理には t 検定をそれぞれ用いた。

Fig.1.  Calculation method of the size of each part in mouse 
oocyte

ZP: Zona pellucida, PS: perivitelline space, PB: 1st polar body.

Diameter of cytoplasm (A) ＝ (A1+A2) / 2
Inner diameter of zona pellucida (B) = (B1+B2) / 2
Outer diameter of zona pellucida (C) = (C1+C2) / 2
Thickness of zona pellucida = (C － B) / 2
Size of perivitelline space = (B － A) / 2
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結　果
１．COCが分泌するヒアルロン酸の量
　表１に示したように、PMSG 注射後 48 時間に胞状卵胞から
採取した直後の COC からはヒアルロン酸は検出されなかった
が、培養後 14 時間では、COC １個あたり 8.40ng のヒアルロ
ン酸が検出された。
　また、MU とともに培養した COC において、１個あたり
3.52ng のヒアルロン酸が検出されたが、MU 処置した COC が
分泌したヒアルロン酸量は、対照のCOCの分泌量である6.54ng
に比べて有意に少なかった。

Table 1.  The amount of hyaluronic acid secreted by mouse 
cumulus-oocyte complexes
Cumulus-oocyte complexes ng/Cumulus-oocyte complex

Cultured for 0 hr 　　ND†

Cultured for 14 hrs 8.40 ± 0.46††

Cultured for 14 hrs in the medium without MU 6.54 ± 0.59a

Cultured for 14 hrs in the medium with 0.25mM MU 3.52 ± 0.33b

†ND: Not detected.
††Values are expressed as mean ± S.E. from three replicates.
Values with different superscripts in the same column in 
each experimental lot are significantly different (p<0.05).

２． MU処置したCOCにおける卵母細胞の成熟率と囲卵腔の
大きさ

　0.25mM の MU とともに培養した COC において、卵母細胞
の成熟率は 66.6％であり、対照の COC における卵母細胞の
86.0％に比べて有意に低かった（表２）。一方、MU 処置した
COC における卵母細胞の囲卵腔は 4.36μm あり、MU を含ま
ない培養液で培養した対照の卵母細胞の 5.48μm に比べて有
意に小さかった（表２）。

Table 2.  The rate of maturation and the size of perivitelline 
space in mouse oocytes cultured in the medium 
containing MU

Concentration
of MU (mM)

No. of oocytes 
cultured

No. (％ ) of oocytes
matured

Size of perivitelline 
space (μm)

0 43 37(86.0)a 5.48 ± 0.25†a

0.25 45 30(66.6)b 4.36 ± 0.17 b

† Mean ± S.E.
Values with different superscripts in the same column are 
significantly different (p<0.05).

３． MU処置したCOCにおける卵母細胞の受精率と多精子受
精率

　MU 処置した COC における卵母細胞の受精率は 82.2％であ
り、対照の卵母細胞の 88.6％と相違なかったが、多精子受精率
は 37.8％であり、対照の卵母細胞の 16.1％に比べて有意に高
かった（表３）。

Table 3.  The rates of fertilization and polyspermy in mouse 
oocytes cultured in the medium containing MU

Concentration
of MU (mM)

No. of oocytes 
inseminated

No. (％) of fertilized 
oocytes

No. (％ ) of 
polyspermic 

oocytes

0 35 31(88.6)a  5(16.1)b

0.25 45 37(82.2)a 14(37.8)a

Values with different superscripts in the same column are 
significantly different (p<0.05).

考　察
　放射性同位元素を標識したヒアルロン酸の測定キットを用い
て、マウスの COC が分泌するヒアルロン酸の量を測定した
Salustri ら（1992）によると、PMSG 注射後 48 時間に胞状卵
胞から採取した直後の COC からはヒアルロン酸は検出されな
かったが、hCG 注射後 15 時間および培養後 15 時間の COC で
は、それぞれ１個から 11.4 あるいは 4.2ng のヒアルロン酸が検
出されたという。しかしこれまでに、COC から分泌されるヒ
アルロン酸量を測定しているのは Salustri ら（1992）のみであ
る。
　本研究において、マウスの培養前の COC ならびに培養後 14
時間の COC について、Salustri ら（1992）とは異なった方法、
すなわち競合 ELIZA 法を用いてヒアルロン酸の分泌量を測定
した。その結果、胞状卵胞から採取直後の COC からはヒアル
ロン酸は検出されなかったが、培養後 14 時間の COC からは
8.40ng のヒアルロン酸が検出された。この結果は、Salustri ら

（1992）の結果とほぼ同様であった。一方本研究において、ヒ
アルロン酸の合成阻害剤である MU で処置した COC が分泌し
たヒアルロン酸の量は 3.52ng であり、対照の COC が分泌した
6.54ng と比較して有意に少ないことが確かめられた。従って、
培養した COC から検出されたヒアルロン酸は、COC が合成し
て分泌したものであることがうかがわれた。
　一般に、囲卵腔の拡大に役割を果たすと考えられているヒア
ルロン酸は、COC の卵丘細胞で合成・分泌され、卵母細胞の
囲卵腔に侵入するのであろうと考えられている。しかし、卵丘
細胞で合成・分泌されたヒアルロン酸が、卵母細胞の囲卵腔の
拡大に役割を果たしているのかどうかは不明である。本研究に
おいて、MU 処置した COC における卵母細胞の囲卵腔の大き
さを計測して対照の卵母細胞のものと比較し、COC から分泌
されるヒアルロン酸が卵母細胞の囲卵腔の拡大に役割を果たし
ているのかどうかを検討した。その結果、MU 処置した COC
における卵母細胞の囲卵腔は、対照の COC におけるものに比
べて有意に小さいことが確かめられた。従って、COC が分泌
するヒアルロン酸は卵母細胞の囲卵腔の拡大に役割を果たして
いることが示唆された。
　一方、ヒアルロン酸合成酵素の１つである HAS3 の mRNA
がブタの卵母細胞に存在すること（Kimura ら , 2002）、また、
金を標識したヒアルロニダーゼでハムスターの COC の切片を
染色すると、金の沈着は、卵丘細胞間および卵丘細胞と囲卵腔
にはみられたが、透明帯にはみられなかったことから、囲卵腔
のヒアルロン酸は卵母細胞由来であることが示唆されている

（Kan, 1990）。本研究では、卵丘細胞とともに卵母細胞も一緒
に MU 処置しているので、卵母細胞にヒアルロン酸の合成・
分泌能があったとしても、卵丘細胞とともに卵母細胞でのヒア
ルロン酸の合成と分泌も阻害され、結果として囲卵腔が小さく
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なったことも考えられた。
　さらに、MU 処置して囲卵腔が小さくなった卵母細胞に媒精
すると、多精子受精の頻度が対照の卵母細胞のものに比べて有
意に高いことが確かめられた。囲卵腔の大きさと媒精後の多精
子受精の頻度との間には関係のあることがブタで示唆されてい
るが（Funahashiら , 1994; Wangら , 1998; KitagawaとNiimura, 
2006）、本研究の結果から、ブタ以外の動物の卵母細胞でも、
囲卵腔の大きさと媒精後の多精子受精の頻度との間には関係の
あることが考えられた。
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Summary
Using competitive enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), the amount of hyaluronic acid secreted by mouse 

cumulus-oocyte complexes (COCs) was examined. The size of perivitelline space and the incidence of polyspermy in mouse 
oocytes of COCs treated with 4-methylumbelliferone (MU), an inhibitor of hyaluronic acid synthase, were observed, in order 
to examine the role of hyaluronic acid secreted by COCs in the size of perivitelline space of oocytes, and the relationship 
between the size of perivitelline space and the incidence of polyspermy of oocytes following insemination.

No hyaluronic acid was detected in COCs collected from antral follicles, while 8.40ng hyaluronic acid was demonstrated 
in a COC cultured for 14 hrs. The amount of hyaluronic acid in a COC cultured for 14 hrs with MU was 3.52ng, which was 
significantly smaller than 6.54ng in a control COC. 

The mean size of perivitelline space of oocytes was significantly smaller in MU-treated COCs (4.36μm) than in control 
COCs (5.48μm). The fertilization rate of oocytes in MU-treated COCs after insemination (82.2％) did not differ from that in 
control COCs (88.6％). However, the incidence of polyspermy in oocytes was significantly higher in MU-treated COCs (37.8％) 
than in control COCs (16.1％).

From these results, it was suggested that hyaluronic acid secreted from COCs plays a role in enlargement of 
perivitelline space of mouse oocytes, and that there is a relationship between the size of perivitelline space and the incidence 
of polyspermy in the mouse.
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