
H甫乳卯 学誌

]. Mamm. Ova Res. 

ISSN 0916-7625 

H甫乳動物卵子学会誌
Journal of Mammalian Ova Research 

u甫乳動物卵子学会

J apanese Society of 

Mammalian Ova Research 

Vol. 10 No.l 

April 1 9 9 3 



FHI 
富士卒工業株式会社
東京都文京区本郷 6丁目 11番 6号 干113
電話東京(03)3812-2271 ファクシミリ(03)3812-3663

-
牛
の
繁
殖
障
害
の

分
野
に
新
し
い
可
能
性
|
/

⑨ 

Coricerαl 
タケダのすくれた合成技術が生んだ

LH放出ホルモン製剤 動物用医薬品

-H-;妄E理監図
牛の卵胞のう腫、排卵樟害、 (要指示)

卵巣静止の治療、排卵促進に

製造発売元 提携

武田薬品工業株式会社 帝国臓器製薬株式会社



晴乳動物卵子学会誌

第 10巻第l号 平成 5年 4月

目次

原著

PCR法を用いて検査した牛体外作出脱出匹盤胞の性比(英文)

板垣佳明、木村直子、山中昌哉、須藤鎮世 ....・H ・-………… 1

豚卵胞卵子の体外受精と発生に及ぼす卵丘細胞の影響(英文)

戸津川清、横田真良 ・…...・ H ・-………11

ガラス化凍結保存したラット匪盤胞の形態的観察(英文)

大星茂樹、仲道麗子、藤原昇、古賀惰…………………17
抗 Lex抗体処置マウス匪の割球接合に関する研究(英文)

四谷伊公子、新村末雄、石田一夫 …………………26 

牛IVF卵子の初期発生時のMALATEDEHYDROGENASE活性と

中間代謝物質との関係

柳在雄、菅原七郎....・H ・...・H ・...・H ・..34

牛IVF卵子の初期発生時のLACTATEDEHYDROGENASE活性と発生能の検討

柳在雄、稲垣宏、菅原七郎…………………42

牛体外授精(IVF)匪からの匪性幹(ES)細胞樹立について

稲垣宏、柳在雄、菅原七郎…・……・……….50

第34回晴乳動物卵子学会講演要旨集

特別講演

実験材料としての両生類の卵

岩津久彰 …………・……ー56

一般演題

熱処理精子の顕微注入による精子の耐熱性の検討

矢沢浩之、柳田薫、菅野良恵、渡辺美佳、鈴木和夫、星和彦、佐藤章一…58

S Z 1における挿入精子数について

高塚亮三、辻敏徳、豊北美穂、藤波隆一、道倉康仁、加藤修 …・・…・……60

重症男性不妊に対する機械的透明帯部分間孔術(PZD)の有用性の検討

高尾成久、吉田壮一、片桐千恵子、池成孝昭、岩部富夫、関島秋男、

戸田稔子、原因 省、見尾保幸、寺川直樹 ...........一……..62

卵巣潅流を用いた成長ホルモンの卵巣直接作用の検討

南郷周児、北井啓勝、大庭三紀子、鈴木秋悦、野津志朗 …・・……・………64



VSl，2，3によるラット凍結保存卵巣の子宮腔内移植後の生存性
利部聴、大上美穂、寓場光一、牧田登之 ……… …...・H ・.66

LH-RH単用による過排卵誘起の試み
加田日出美、嶋田秀庸 …………………68 

マウスにおける反復過排卵誘起後に卵管膨大部内で分割像を示す未受精卵子の

出現について

石塚久義、栗栖輝光、斎藤直道、平田義一、成相孝一、

金山喜一、遠藤 克、佐久間勇次 …・・………・…・・70

ニホ γザル卵子とカニクイザル精子を用いた体外受精

山海直、清水慶子、長文昭、吉川泰弘 ……...・H ・-……72

ニホンジカ射出精子の体外における透明帯除去ハムスター卵子への侵入能、

ーとくにウシ精子との比較についてー

小林 仁、池田昭七、武田武雄、佐々田比呂志、菅原七郎 ...・H ・H ・H ・...・H ・.74

透明帯切開卵子を用いた低受精能マウス凍結精子の体外受精成績

中潟直己、上田進、山内一也・……...・H ・-……76
ウシ卵における表層粒の体外成熟に伴う変化

細江実佐、高橋知子、荻原 勲、河野友宏、中原達夫、新村末雄、石田一夫 ……78 

マウス卵における表層頼粒とセカンドメッセソジャーに関する検討

小関みづほ、倉沢滋明、大庭三紀子、鈴木秋悦、野津志朗 ・……・……・・…..80
共焦点レーザー顕徴鏡による受精時の卵子表層頼粒の動態に関する観察

横田秀夫、加藤勝、佐藤嘉兵 …………………82 
オカダ酸による牛およびハムスター卵子の卵核胞崩壊(GVBD)

建本秀樹、堀内俊孝、織部智宏 ・……...・H ・-……84
ハムスターとヒト卵子におけるelectricalstimulationによるeggactivation 
柳田 薫、木村康之、片寄治男、吉松宣弘、呉竹昭治、

月川奏、阿部利明、星和彦、佐藤章一一……・…・・…・86

活性化卵を用いた牛の核移植における受核卵の核の不活化

坂根淳太、牛島仁、佐賀正彦、江藤哲雄、尾川昭三・………………一88

マウス卵子体外成熟過程へのチロシンリ γ酸化の関与

木村裕幸、遠藤芳広、大隅一興、大庭三紀子、鈴木秋悦、野津志朗 …………90 
牛卵胞内卵子の体外成熟におよぼす成長因子の影響

小林敬三、山下祥子、 星 宏良 ………....・H ・-…92

マウス卵子卵丘複合体における百wーαの分布とその予想される一生理機能
佐藤英明、高橋裕司、東貞宏、豊田裕 …………………94

Acridine orange染色法によるsperm-eggfusionの判定法
片寄治男、中木純子、矢沢浩之、柳田 薫、星 和彦 ……………… 96

限定培地におけるウシ体外受精卵の初期発生におよぼすグルタミンおよび

タウリンの影響

林正黙、丹羽暗二、金宗興、奥田潔 …………………98



限定培地におけるラット 1・細胞期匪の体外発生におよぼすグルコースおよび

リソ酸濃度の影響

三好和陸、丹羽暗二、奥田潔・……・…...・H ・100

マイトマイシン処理した細胞との共培養がウシ体外受精由来匪の発生に与える影響

富沢宗高、下平乙夫、今井敬、後藤裕司、奥地弘明、斎藤政宏、堂地修… 102

Brinster修正培養液とD叫b配co修正培養液によるキメラマウス匪の培養と移植成績
川島康成、高橋寿太郎、安田泰久 …・…....・H ・...104 

マクロファージと卵の共培養

野原 理、斉藤英和、小池数与、田中栄一、斎藤隆和、平山寿雄、広井正彦 … 106 

細胞質を増加したマウス 2細胞期匹の発生能

加藤容子、大黒寿、角田幸雄....・ H ・.....・ H ・.108 

牛体外受精匹の初期発生速度がその後の発育成績に及ぼす影響

後藤裕司、下平乙夫、富沢宗高、今井敬、奥地弘明、斎藤政宏、堂地修… 110

体外培養したウマ匹盤胞の鮮化様式に及ぼす血清の影響

保地真一、ヨアヒム ブラウ γ、小栗紀彦・…....・H ・..…・ 112

マウス成熟卵及び初期匹におけるcyclooxygenase活性の生理的意義
高見毅司、坂元秀樹、佐藤和雄、加藤珠美、江角真理子 …・….....・H ・..114 

牛IVF卵子の初期発生時のMALA'τEDEHYDRα3ENASE活性と
中間代謝物質との関係

柳在雄、菅原七郎....・ H ・...・ H ・...116 

ウシ培養匹におけるプロスタグランジンE2の免疫組織化学的検出
四谷伊公子、柳 在雄、松本浩道、菅原七郎、新村末雄、石田一夫 ....・H ・-… 118

ハムスター 8細胞期匹の凍結保存について

堀内俊孝、高橋典子 ....・H ・-…....・H ・.120 

1.5M Ethylene Glycolで、凍結された牛体外受精匪からの耐凍剤除去条件の検討
下平乙夫、後藤裕司、今井敬、富沢宗高、斎藤政宏、奥地弘明、堂地修… 122

外来IVF-ET4年間の成績

小林善宗、本田育子、鈴木隆弘、井上正人 …・…...・ H ・-… 124

IVF-ET分娩後の再IVF-ET成績

鈴木隆弘、小林善宗、本田育子、井上正人 ……………… 126 

リコンビナント透明帯蛋白質の免疫原性と妊苧性に及ぼす影響について

長谷川昭子、井上みゆき、香山浩二、犠島晋三 ………ー…… 128

匹性幹細胞 (ES細胞)のサプクローニング法の検討
鎌田宣夫、寺社下浩一、鈴木宏志、宮井達也、谷川 学 ……………ー 130

牛体外授精(IVF)由来臨からの匪性幹(ES)細胞樹立の試み

稲垣宏、柳在雄、稲泉絵理、銭暁喬、菅原七郎……・・・……… 132

マウス初期匹発生過程におけるミトコンドリアの分布

都倉隆、野田洋一、後藤康夫、中山貴弘、森崇英一…………… 134



センダイウイルスを接種されたマウス卵子における細胞内Ca2+の変動

河野友宏、 J.Caπ011， D. Whittingham，中原達夫・…...・H ・...…....136 

LIF(白血球増殖抑制因子)がマウス匪の接着ならびに移植後の生存性に及ぼす影響

小田垣諭司、加藤容子、角田幸雄 ……………… 138 

マウス 1細胞期匹における雌雄前核由来染色体の長さについて

森英紀、石尾佐代、正田陽一・…...・H ・-…… 140

RT-PCR法による初期匪 mRNAの定量
森田豊、堤 治、武谷雄二一H ・H ・.....・H ・-……… 142

PCR法とmicromanipulati on法によるマウス着床前期匪の性別診断

矢野ともね、雀部豊、竹下直樹、片山進、久保春海、平川舜....・H ・.144 

着床前診断を目的としたマウス体外受精匪に対するbiopsy法の検討

雀部豊、矢野ともね、安部裕司、池永秀幸、臼井彰、

片山進、久保春海、平川舜……・…………...・H ・H ・H ・.146 

マウス卵採取時のmono-poly r，田olvingmeditun処理と匹への影響

末永美樹、栃木明人、橋本芳美、栃木武一、佐藤和雄 …....・H ・.....・H ・-…… 148

EIA欠損アデノウイルスベクターによるマウス初期匪への遺伝子導入

津久井通、東貞宏、三宅早苗、斎藤泉、豊田裕・…………...・H ・.150 



] ournal of Mammalian Ova R回earch

Vo1.10 No.1 April 1993 

Contents 

Originals 

τ11e sex ratio bovine hatched blastocysts produαぅdand cultued in vitro as 
determined by the polymerase chain reaction. 

ITAGAKI，Y. ，N.KIMURA，M.YAMANAKA & S.SUTOU ........一.....1
Eff配tof cumulus白:llson in vitro fertilization and subsequent development 

of pig f ollicular oocyt田.
TOTSUKAWA，K. & M.YOK:σTA ..................11 

Morphological featur缶 ofrat blastocysts cryoprl田 ervedby vitrification 
OHBOS日，S.，R.N.必至AMICHI，N.FU]lliARA& O.K'仁氾A …....・H ・.17

Influen白 ofanti -Lex antibody on in vitro development of 8一回:ll
mouse em bryos . 

YOτちUTANI，I.，S.NIlMURA & K.ISHIDA ..................26 
Relationship betw田 nmalate dehydrogenase activity and energy substrat邸 of
fr回hbovine embryos derived from IVF. 

RYOO，Z.Y. & S.SUGAWARA ..………一.....34
Relationship betWI田nlactate dehydrogenase activity and subsequent 
developmental ability in individual bovine embryos 

RYOO'Z. Y. ，H.INAGAKI & S.SUGAW ARA ...............42 
An回tablishmentof embryonic stem cells from bovine embryos 

fertiliz吋 invitro 

国AGAKI，H.，RYOO，Z.Y. & S.SUGAWARA ..................50 

Proceeding of the 34th Annual Meeting of Japanese Society of Mammalian Ova 
Research 

Sp配 ialreport 

Amphibian eggs as materials for experimental studi白.
E守vASA~守vA ， H. ・・……・・…・…… ……・56

General report s 

Examination of developmental ability of embryos fertilized by microinjection 

of heat treated spermatozoa. 

YAZAWA，H. ，K. YANAGIDA，Y.KANNO，M. WATANABE，K.SUZUKI， 
K.HOS日 & A.SI¥.τ0 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・58

The numl::町 ofhuman sperm to be inserted in SZI. 

TAKATUKA，R.，T.τ'SU]I，M. TOYOKITA，R.FU]別AMI，

Y. MICHIKURA & O.KAτ0 ・・…・・……・….60



The Eff配tsof partial zona diss配tionin severe male infertility on the 

outcome of in vitro fertilization. 

T必至AO，N.，S. YOSHIDA， C. KATAGIRI， T.ll包NARI，T. NI ABE， 
A.SEKIJ島1A，T.TODA，T.HARADA，Y.MIO& N.τ'ERAKAWA .........62 

Dir，配teff ects of growth hormone on the in vitro perf used ra bbit ovary. 
NANGO，S. ，H.KITAI，M.OBA，S.SUZUKI & S.NOZAWA ..................64 

Survival of frozen pr，田ervingovari田 withVSl，2 and 3 after transplant 

into uterine cavity. 
KAGABU，S. ，M.OUE，K.MAMBA & T.MAKITA ...........................66 

An attempt for the superovulation by only LH-RH. 
KADA， H.& H. SHIMADA ................................ .68 

Appearance of unfertilized ova cleaving in the ampulla of the oviduct 

after repeated superovulation indu白 mentin mi白・

1S日ZUKA，H.，T.KUR1SU， T.SAITO， Y.r五RATA，K.NARIAI，
K.KANAYAMA，T.ENDO & Y.SAI匂MA........................70 

NF using japan出emonkey eggs and cynomolgus monkey spermatozoa. 

SM況 AI，T.，K.SHIMIZU，F.CHO& Y.YOSHIKAWA .......………・・72

Penetration of frl田hspermatozoa of sika d田r(CervusNippon) to zona -frl白

hamster eggs in vitro， Comparison with b叫1spermatozoa. 

KOBAYAS回，H.，S.IKEDA， T. T必至EDA，

H.SASADA & S.SUGAWARA ........…・・・…・・…・・・… ・…・74

Fertilization in vitro between frozen mouse spermatozoa with low fertilizing 

ability and oocyt田 withthe zona partially diss配ted. 
NAl三AGATA，N.S.UEDA& K.YAMAUC回 ・・一..........................76

Chang田 ofcortical granul田 inbovine eggs during in vitro maturation. 

HOSOE，M. ，T.TAKAHAS日，K.α:;rwARA， T. KONO， T. NAKAHARA， 
S.NIIMURA & K.ISHIDA .................................78 

Study of second m邸 sengerand cortical granul白 inthe mouse oocyt白 .

KOSEKI，M. ，S.KURASAWA，M .OBA， Y .ENDO， 
S.SUZUKI & S.NOZAWA ..............................80 

Observation of cortical granules at the time of fertilization by the 

laser scanningmicroscope. 

YOKOTA，H.，M.KAτD & K.SAτ。
Stimulatory eff配tof okadaic acid on germinal v田iclebreakdown(GVBD) 

of bovine and hamster oocyt田.

-・・82

TAτ'EMσro，H.， T.HORIUC日&T.ORIBE ...........................84 

Egg activation indused by el配tricalstimuration in hamster and human. 

YANAGIDA，K. ，Y.KIMURA H.KATAYORI N.YOSIMAτ'SU，S. 

KURATAl包，S.τ'SUKIKAWA， T. ABE， K. HOS日 & A.SA'τ0 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・86



Treatment for the nuclei inactivation prior to the nuclear transfer in 

parthenogenetica11y activated cytoplasm. 
SAKANE，]. ，H.US日JIMA，S.OGAWA& T.Eτ0・…....................88

Involvement of tyrosine phosphorylation in the proαョssof in vitro 

maturation of mouse oocyt田.

KIMURA，H. ，Y .ENDO，K. OSUMI，M. OBA， 
S.SUZUKI & S.NOZAWA ........................90 

Inf1uen田 ofgrowth f actors on in vitro maturation of bovine fo11icular 00句 t白.
KOBAYAS日，K.，S. YAMASHITA & H.HOS回 ........................92

Distribution and possib1e physio10gica1 ro1e of τ下宿一αinmouse 

αm叫us一o∞yt配 om1x白.
SA'τD，E.，Y.T必至AHAS日，S.AZUMA& Y.τDYODA ....・H ・.....・H ・.94

Aσidine orange staining as a mean of detecting speロn-eggfusion. 

KATAYOR1，H. ，] .N必至AKI，H.YAZAWA，
K. YANAGIDA & K.HOS日 .....................96

Eff配tsof glutamine and taurine in a chemica11y defined medium on 

the development of bovine oocyt回 ferti1izedin vtiro. 
LIN，] .-M. ，K.NIWA，]-H.KIN & K.OKUDA ..................:・・・・・・・・98

Eff配tsof glucose and phosphate con白 ntrationson in vitro development 
of rat 1一白11embryos in a chemically defined medium. 

MIYOS日，K.，K.NIWA& K.OKUDA .......……・・・・・・……..100

Eff配tof mitomycin treated somatic alls on deve10pment of bovine 
embryo co-cultured in vitro. 

TOMIZAWA，M. ，I.SHlMOHlRA，K.IMAI，Y.Gσro， H. OKUCI-宜，
M. SAITO & O. DOUCI-丑 ...........................102

Development of chimeric mouse embryos cultured in modified Brinter . s 
medium and modified Dulb配co s medium 

KAWASHlMA，Y. ，] .TAKAHAS日&Y.YASUDA ........................104 

Coculture of mouse ovum and macrophage. 

NOHARA，M. ，H.SAITO，K.Kon包，E.TANAKA， T. SAITO， 

T.I-五RAYAMA& M.I-五ROI ..……・・・…......・H ・...106

Eff配 tsof the increased vo1ume of cytop1asm on the deve10pmenta1 abi1ity 
of mouse 2 白nembryos in vitro and in vivo. 

KAτD，Y.，T.OHGURO & Y.τちUNODA........................108 

Eff配tof cleavage sp田dat early embyonic stage on subsequent deve10pmenta1 
potentia1 of NF-derived bovine embyos. 

Gσro， Y. ，1. SHlMOHlRA，M.τDMIZA W A， K. IMAI，H. OKUCI-宜，
M.SAIτD & O.DOUCI-五 ...........................110

Inf1uen白 ofserum on in vitro hatching of eQuine blastocysts. 
HOCI-五，S.，] .BRAUN & N.OGURI ...........................112 



Biological signif ican白 ofcyclooxygenase in mature oocyte and回 ryembyo.
TAKAM1，T. ，H.SAKAMαro，K.SAτD，T.KAτDU & M.ESUM1 ............114 

Relationship betwan malate dehydrogenase activity and energy substrat邸

of fr出 hbovine embryos derived from IVF. 
RYOO，Z. Y. & S.SUGAWARA ...........................116 

Immunohistochemical demonstration of prostaglandin E2 in cultured 

bovine embyos 

YσTSUTANI，1. ，Z.Y.RY仁ゆ，H.MAτ'SUMOTO，S. SUGAW ARA， 

S.NIIMURA & K.1SHIDA .……・……・・……..118
Frozen storage oh hamster 8ーallembyos. 

HORIUC日，T.& N.TAKAHAS日 ...........................120

Eff配tof various dilution pro田dur田 ofIVF embryos frozen by 1.5M ethylene 

glycol for direct transfer method. 

SHIMOHIRA，1.， Y.Gσro，K.IMAI，M.τDMIZAWA，M.SAITO， 
H.OKUC日&O.DOUC団 ・・・・・.............122

R巴ultsof IVF-ET in outpatient clinic for 4 years. 

KBAYAS団，Y.，1.HONDA，T.SUZUKI & M.INOUE ....…・・・・……ー…・・124

R田 ultsof IVF-ET in patients with a previous IVF suα:ess 
SUZUKI， T. ，Y.KOBAYAS日，1.HONDA & M INOUE ................. .126 

Immunogenicity and antifertility effect of a recombinant zonapelluchida protein. 
HASEGAWA，A. ，M.INOUE，K.KOYAMA & S.1SO]IMA ............128 

An attempt to sudcloning of embyonic stem all. 

KAMADA，N. ，K.]ISHAGE，H.SUZUKI， 
T.MIYAI & M.TANIGAWA ..................130 

The attempt of an出 tablishmentof embryonic stem白 11sf rom bovine em bryos 

fe口ilizedin vitro. 

INAGAKI，H. ，Z-Y.RYOO，E.INAIZUM1， 
Q-X.QIAO & S.SUGAWARA ........…・・・….132

Mitochondrial distribution in mouse oocyt田 andembryos. 
τDKURA，T. ，Y.NODA，Y.GσrO，T.NAKAYAMA & T.MOR1 ...............134 

Calcium transients in mouse oocyt白 inj配 tedwith sendai virus. 

KONO，T. ，] .CARROLL，D.WHITτ到GHAM& T.N必至AHARA..………・・・136

Effect of leukemia inhibitory factor(LIF) on the attachment of mouse embryos 

in vitro and development to young in vivo. 
ODAGAKI，S. ，Y.KATO & Y.τ'SUNODA ...................................... .138 

α1 the length of the paternal maternal chromosom田 inthe mouse embryos 
at one 一白11stage. 

MOR1，H. ，S.1S日0&Y.SHODA ........................140 



Quantitaive analysis of mRNA in embryos by reverse transcription -polymerase 

chain reaction. 

MORITA，Y. ，0.τ'Su百 UMI& Y.TAl包TANI ..…・・・・・・・…・・….142
Sex identification of mouse preimplantation embryos using PCR method 

and miσomanipulation. 

Y ANO， T. ， Y. SASABE， N. TAl包SIDTA，S. KATAY AMA， 
H.KUBO & S.HIRAKAWA ..……...…...・H ・...144

Biopsy of mouse embryo fertilized in vitro as a pr配lincalmodel f or 

human preimplantation diagnosis. 

SASABE，Y. ，T.Y必ilO，Y.ABE，H.ll包NAGA，A.USUI，S.KATAYAMA， 
H.KUBO & S.r宜RAKAWA...............146 

A pro白durefor collection of mouse ova using mono-poly r田olvingmedium 

and the eff配 tof the medium on the development of mouse embryo. 

SUENAGA，M.，M.τてに団GI，Y.HASHIMOτD，
B.τDC日GI& K. SATOH .................... .148 

Gene transfer into mouse early embryos via E1A(一)adenovirus vector. 

τ'SUKUI， T. ，S.AZUMA，S.MIYAl包，I.SAITO& Y.τDYODA .....・H ・...…150



日甫乳卯学誌
(J.Mamm.Ova Res.) 

Vol.lO No.l 1-10 

1 993 

The Sex Ratio of Bovine Hatched Blastocysts Produced 

and Cultured In Vitro as Oetermined by 

the Polymerase Chain Reaction 

Yoshiaki Itagaki， NaolくoKimura， Masaya Yamanalくa

and Shizuyo Sutou 

Central Research Institute， Itoham Foods Inc.， 1・2

Kubogaoka， Moriya-machi， Kitasouma， Ibaraki 302・01，Japan

Abstract. The sex ratio 01 bovine hatched blastocysts produced and cultured in vitro 

was examined by the polymerase chain reaction (PCR). A total 01 190 hatched blastocysts 

was obtained between 188 and 248 h post insemination (hpi). The hatching rates expressed 

as a percentage 01 the total one-cell presumptive zygotes (0 hpi) and 01 cleaved embryos 

(72 hpi) were 31.8 and 46.7%， respectively. The sex 01 189 embryos (99.5%) was 

success1ully determined. The results 01 agarose gel electrophoresis clearly indicated that 

male embryos gave a double band with male-speci1ic and gender-neutral primers， and 

1emales gave a single band with gender-neutral primers alone. The overall sex ratio was 

51.9% (98パ89)，which did not signi1icantly differ 1rom the expected ratio 01 1 :1. Based on 

the observations at 12 h intervals， embryos were divided into three developmental groups 

according to the timing 01 hatching. The sex ratio 01 the 1ast group (188-200 hpi) was shifted 

to males (59.4%， 38/64)， although with no signi1icantly difference 1rom the expected ratio 01 

1・1.On the other hand， the intermediate (212 hpi) and slow (224・248hpi) groups had 

slightly more 1emales than males (47.1%， 33/70) and the sex ratio close to the expected 

ratio 01 1:1 (49.1 %， 27/55)， respectively. 

Key words: PCR， Sex ratio， Hatched blastocysts， Bovine， In vitro. 
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Introduction 

Ampli1ication 01 bovine Y chromosome-speci1ic repetitive sequences by the polymerase 

chain reaction (PCR) has made it possible to allow 10r an accurate and rapid sexing 01 

bovine preimplantation embryos1・3).Some 01 these methods can already be used on-1arm 

conditions1). Apa吋fromeconomic advantages in livestock production， this method would be 

use1ul for investigating the sexual differences in the developmental process 
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The sex ratio of bovine embryos produced both in vivo and in vitro， determined by 

cytogenetic analysis， did not significantly differ from the 1:1 ratio， although males did 

predominate4-9). However， cumulative data on the sex ratio using molecular genetic 

technology， are stilllimited10， 11). Bondioli et a/. 11) repoパedthat examination of day-6 to・7

embryos with a DNA hybridization probe revealed 379 males (60%) and 253 females. 

We recently reported a reliable sexing technique of bovine embryos by taking 

advantage 01 two up-to-date methods， i.e.， the in vitro production 01 embryos and PCR12). 

Using these methods， we have investigated the sex ratio of bovine preimplantation embryos 

produced by the in vitro maturation and fertilization (IVM-IVF) and co-culture system. This 

system provides a large number of embryos and precise timing 01 1ertilization and 

development13). A more accurate estimation of the primary sex ratio of embryos would be 

obtained by sexing closer to the time of fertilization. However， our present PCR conditions 

required more than 10 cells to discriminate males from females， as repo吋edpreviously12) 

and advances in co-culture systems with various types of cells have allowed the continuous 

development of small po吋ions(20-60%) of bovine zygotes to blastocysts13). Therefore， we 

determined the sex of hatched blastocysts， the most advanced stage in the preimplantation 

period， and examined whether the sex ratio of embryos is related to the timing 01 hatching in 

vitro. 

Materials and methods 

In vitro deve/opment of bovine embryos from zygotes produced by IVM-/VF to hatched 

b/astocysts 

Bovine hatched blastocysts were obtained by IVM-IVF and co-culture system. This 

system was essentially the same procedure we had used to obtain live calves with sex 

predicted by PCR12). Briefly， ovaries were obtained from non-pregnant Holsteins at a local 

slaughterhouse and transpoパedto our laboratory being kept川 0.85%w/v NaCI with 

antibiotics at 32 oC within 1 h. Follicular oocytes with compacted cumulus cells aspirated 

1rom ovaries were cultured in 400・μIdroplets of TCM-199 medium containing 25 mM 

HEPES (Sigma Chemical Co.， St. Louis， MO) with 5% heat-treated calf serum， 0.5 mM 

η〆ム
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sodium pyruvate， and antibiotics under paraffin oil for 24 h. The culture conditions for IVM-

IVF and co-culture were at 39 oC under a humidified atmosphere of 5% C02 in air. Each 

droplet contained approximately 40 oocytes-cumulus complexes. IVF was achieved using 

frozen-thawed semen from a single bull throughout this study. In vitro matured oocytes were 

transferred into BO medium14) supplemented with heparin and caffeine， containing the 

capacitated spermatozoa. Following co-incubation of the spermatozoa and oocytes for 5 h 

post insemination (hpi)， one-cell presumptive zygotes with attached cumulus cells were 

placed in the same medium that had been used for IVM. At 72 hpi， oocytes/embryos were 

manually stripped from their cumulus cells that had grown into a cell layer on the bottom of 

the dish by using a finely drawn pipette. On the basis of the assumption that most of the 

uncleaved oocytes were unfertilized， oocytes that did not develop to at least the 2・cellstage 

were discarded and cleaved embryos were continued to co-culture with cumulus cell 

monolayers for 10 days. Embryonic developmental stages were recorded at 12 h intervals 

between 176 hpi (day 7， 2100 h) and 248 hpi (day 10， 2100 h). Good or excellent quality 

hatched blastocysts determined by morphological criteria were picked up with an extremely 

small amount of the culture medium and directly subjected to PCR for sexing. 

Primers and PCR conditions 

Sequences of primers and the conditions for PCR amplification were similar to those 

descri bed previously12). Two pairs of primers for bovine male-specific (5'-

TGGACATTGCCACAACCATT-3' and 5'-GCTGAATGCACTGAGAGAGA-3')， and bovine 

gender-neutral (5'-GCCCAAGTTGCTAAGCACTC-3' and 5'-

GCAGAACTAGACTTCGGAGC-3') were synthesized with an automatic synthesizer (Applied 

Biosystems， model 391). These oligonucleotides amplified 226 and 102 bp， respectively. 

To each of the tubes containing an embryo， 100μI of a reaction mixture consisting of 

10 mM Tris-HCI (pH 8.9)， 1.5 mM MgCI2， 80 mM KCI， 0.1 % sodium cholate， 0.1 % Triton X-

100， 50μM dNTPs， 0.2μM DNA primers， and 2 units of Tth DNA polymerase were added 

and the mixture was overlaid with 50μI of mineral oil. PCR amplification was carried out for 

50 cycles each consisting of denaturation for 1 min at 94 oC， annealing for 1 min at 60 oC， 

之
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and extension for 1 min at 72 oC. Ten μ1 of amplified products were electrophoresed in 3% 

NuSieve 3:1 agarose (FMC BioProducts) gels in Tris-borate-EDTA buffer. After 

electrophoresis， amplified fragments were visualized directly by ethidium bromide staining 

and ultraviolet illumination. Positive controls including 1 ng of purified DNA of both sexes 

and negative control without DNA were subjected to PCR together with the embryo 

samples. 

Statistical analysis 

Comparisons of observed sex ratios with the expected ratio of 1:1 were made by the 

Chトsquaretest. The probability of less than 0.05 was considered significant. 

Results 

Of 598 oocytes matured and fertilized in vitro in four replicates， 407 (68.1 %) cleav~d at 

72 hpi and most of them reached the 8・cellstage or beyond (Table 1). Since uncleaved 

oocytes were discarded at this time， embryonic development was monitored in those 407 

cleaved embryos. A total of 190 hatched blastocysts was obtained between 188 and 248 hpi 

(Table 1， 2). The hatching rates expressed as a percentage of the total one-cell presumptive 

zygotes and of cleaved embryos were 31.8 and 46.7%， respectively. 

When 190 hatched blastocysts were subjected to PCR for sexing， the sex of 189 

embryos (99.5%) was successfully determined， excepting one case (Table 1). This single 

Table 1. In vitro development of bovine embryos from one-cell presumptive zygotes 
to hatched blastocysts and efficiency of sex determination by PCR 

One-cell Embryos Successful 
presumptive cleaved Hatched sex-
zygotes cultured at 72 hpi Blastocysts~ blastocysts determined 

Number 598 407 227 190 189 

% of cultured 100 68.1 38.0 31.8 

% of cleaved 100 55.8 46.7 

% of hatched 100 99.5 

4-
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Table 2. Sex ratios of bovine embryos classified according to the timing of hatching 
in vitro 

h No.of 
post hatched Sex ratiob 

Groups insemination blastocysts Male Female (% of males) 

Fast 188 18 11 7 61.1 

200 46 27 19 58.7 

total 64 38 26 59.4 

Intermediate 212 70 33 37 47.1 

Slow 224 23 10 13 43.5 

236 18a 9 9 50.0 

248 14 8 6 57.1 

total 55 27 28 49.1 

Total 189 98 91 51.9 

a. Failure of sexing， one case. 
b， Sex ratio did not differ (P > 0.05) from the expected 1:1 ratio. 

failure of sexing (sampling time， 236 hpi) may have been due to a loss in handling the 

embryo because of the absence of both male and female signals. An example of agarose 

gel electrophoresis of embryo samples with PCR is shown in Fig. 1. As indicated in the 

picture， male embryos gave a double band with male-specific and gender-neutral primers. 

On the other hand， females gave a single band with gendeトneutralprimers alone. 

The number and distribution of sexed hatched blastocysts obtained from 188 to 248 hpi 

are presented in Table 2. The overall sex ratio (the number of male embryos/the number of 

embryos sexed) was 51.9% (98パ89)，which did not differ significantly from the expected 

ratio of 1 :1. For a more precise analysis， we divided embryos into three developmental 

groups according to the time of hatching. The interval and number of embryos in the fast， 

intermediate， and slow groups were 188・200hpi (n=64)， 212 hpi (n=70)，and 224-248 hpi 

(n=55)， respectively (Table 2). Although not significantly. different from the expected 1:1 

ratio， the sex ratio of the fast group was shifted to males (59.4%， 38/64). On the other hand， 

p
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the remaining of two-third (intermediate and 

slow) had slightly more females than males 

(47.1 %， 33/70) or the sex ratio close to the 

expected ratio of 1:1 (49.1 %， 27/55). 

Discussion 

In most of the previous studies on 

sexing of bovine embryos before 

implantation， cytogenetic analysis has been 

used to discriminate males from females4-9). 

This technique is very accurate when a good 

metaphase spread of the chromosomes is 

obtained. However， success in sexing 

processed embryos rarely exceeds 77%， 

due to the absence or condensation of 

metaphase spread9). The possibility of 

erroneous sex ratio may not be negligible， if 

the number of embryos available is limited or 

the successful sexing ratio is low， due to 

preferential loss of one karyotype. 

Furthermore， the process is labor intensive 

abc 
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Fig. 1. Agarose gel electrophoresis 01 PCR products 
Irom whole hatched blastocysts. Forty-live hatched 
blastocysts were directly subjected to PCR lor sexing. 
Twenty-five samples showing a double band with male-
specilicい)and gender-neutral (<l) primers were judged 
to be male embryos. Twenty samples showing only a 
single band with gender-neutral (<l) primers were judged 
10 be females. a: 1 ng of purilied bovine male DNA， b: 
1 ng of purified bovine female DNA， c: negalive conlrol 
without DNA. 

and time-consuming. An alternative technology for embryo sexing has been developed using 

Y chromosome-specific DNA probes10， 11). The sex of a large number of embryos could also 

be determined by PCR using shoはsegmentsof Y chromosome-specific DNA as primers. In 

the present study， this technology provided a high accuracy rate (nearly 100%) and a quick 

answer (6h or less). These data suppo門的eprevious repo吋sof our own 12) and also of other 

investigators 1-3). 

The hatched blastocysts used for this study were of good quality with morphological 

criteria and chronological developmental rate comparable to those seen in vivo15). Although 

ーも
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some blastocysts were hatched from the zona pellucida when the culture was continued to 

beyond 10 days， they had a morphologically poor quality and their development was slower 

than that of in vivo， so that we excluded them from the data. Therefore， we could presume 

that the vast majority of hatched blastocysts sexed in this study have resulted from normal 

fertilization and development. 

The present study revealed an overall sex ratio of 1: 1 with 2% more males than 

females. These data are in agreement with previous repo吋son preimplantation embryos 

produced both in vivo 4， 8) and in vitr05-9)， in which more males than females were obtained， 

although not significantly different from the expected 1:1 ratio. The sex ratio obtained during 

the gestation period after gonadal differentiation 16) and that at biパh17)have also generally 

revealed a preponderance of males 

To determine the difference in the developmental speed between male and female 

embryos， we divided hatched blastocysts into three developmental groups according to the 

timing of hatching in vitro. The resultant sex ratio was 59.4， 47.1， and 49.1 %， in the fast， 

intermediate， and slow groups， respectively. These results were not significantly different 

from the expected ratio of 1 :1. However， the concept that male cleave-stage embryos 

develop more rapidly than do the female embryos has been proposed in mice18) and cattle7， 

8). Tsunoda et al. 18) divided mouse embryos recovered from the uterus into three groups 

according to the time of blastocoel formation and transfer to the recipients. :n cattle， 

blastocyst-stage embryos produced and cultured in vitro were carefully classified into four7) 

or five8) developmental stages by morphological criteria and analyzed cytogenetically. Xu et 

al.8) suggested that sex-related gene expression affects the development of embryos during 

the first 8 days of development in vitro. We chose hatched blastocysts to examine the sex 

ratio under our PCR condition because， 1) the embryos contains a large number of cells， 2) 

there was no contamination by spermatozoa adhering to the zona pellucida or contained in 

the perivitell川espace， 3) they were easily classified by morphological criteria， and 4) there 

was little data on the hatched blastocysts by cytogenetic analysis. Although a tendency of 

males to develop more rapidly than females was seen in this study， the timing of hatching in 

vitro itself did not appear to be a suitable parameter to determine the sexual differences in 

-7-



日市手L卯学誌、 (J.Mamm. Ova Res.)第10巻 第 l号 1 993年 4月

the developmental process. In other words， the present study suggested the presence of 

some factor(s) affecting the difference in hatching among blastocysts， besides sex-related 

differences. The rate of development in the mouse was suggested to be controlled by 

genetic regulation such as H-2 complex and the genes located elsewhere19， 20). 

Hatching of blastocysts in vitro after IVF extended over a 188 to 248 hpi period in this 

study. When and how this variation is related to the stage closer to the time of fertilization is 

not fully understood. More precise observation such as the fate of the individual embryo in 

relation to 'the 8・16・cellblock' is required. 
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PCR法を用いて検査した牛体外作出脱出妊盤胞の性比

板垣佳明木村直子山中昌哉須藤鎮世

(伊藤ハム中央研究所 茨城県北相馬郡守谷町久保ケlil-2)

体外受精一体外培養系およびPCR法を用いて牛脱出佐盤胞の性比を検討したの媒精

後188----248時間で190個の脱出妊盤胞が得られ、供試卵子数および媒精後72時間での

卵割怪数に対する割合は、それぞれ31.8および46.7%であったのPCR産物のアガロー

スゲル電気泳動では、雄怪では雄特異的および雌雄共通の 2本のバンドが、雌庇では雌

雄共通の 1本のバンドのみが認められ、判定は容易であり、 189/190個 (99.5%)の

佐で性判別が可能であったの全体での性比は51.9%(98/189)であり、性比に差はな

かったの12時間間隔での観察をもとに透明帯からの脱出時期に従って、 3区に分類して

みると、早い区(媒精後188----200時間)で雄妊が多い傾向がみられたが (59.4%、38

/64)、統計学的に有意な差ではなかったのまた、中間区 (212時間)および遅い区(

224----248時間)では、それぞれ僅かに雌妊が多いか (47.1%、 33/70)、あるいは期

待値に近い値 (49.1%、 27/55)であったの
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Effect of cumulus cells on in vitro fertilization and 

subsequent development of pig follicular oocytes 

Kiyoshi Totsukawa and Masayoshi Yokota 

Section of Bioprocess Engineering， Faculty of Agriculture， 

Yamagata University， Tsuruoka 997， ]apan 

Abstract:Three experiments were conducted to investigate the biological role 

played by cumulus cells in the early pregnancy of pig. 

In Exp 1， the proportions of oocytes with or without cumulus cells relating to 

follicular size were studied. The proportion of oocytes with cumulus cells increased by 

63 % in the oocytes collected from small follicles (1 ~4mm) compared with those from 

large follicles (ミ5mm).In Exp 2， in vitro matured oocytes were fertilized with 

epididymal or ejaculated spermatozoa in vitro. 

There was a significant difference in the rate of ovum development into 8 -cell and 16・

cell stage between epididymal and ejaculated spermatozoa. In Exp 3， the developmental 

ability of oocytes with or without cumulus cells was investigated. Oocytes nuded from 

cumulus complexes at in vitro fertilization could not develloped over the 4 -cell stage. 

KEY WORDS : in vitro fertilization， pig follicular oocyte， cumulus cell， 

(Received 8 October 1992， Accepted 27 January 1993) 

Introduction 

In vitro fertilization in pig have been studied to define the various conditions 

on the maturity of follicular oocytes and fertilization'-
S
). This technique have solved 

many problems on the fertilization and subsequent development of eggs. By now， a 

few piglets were born by the use of follicular and tubal oocytes.-7). 

On the other hand， the requirement of cumulus cells for the follicular to mature 

in vitro has been reported in few animalsト川. However， the biological. role of 

cumulus cellshas not been fully elucidated yet during the early development of 

oocyte. 

The present study was conducted to investigate the role played by the cumulus 

cells during in vitro fertilization and su bsequent d~velopment into blastocysts. 

-1 1 -
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Materials and Methods 

1. Collection of oocytes 

Ovaries were collected from immature gilts at a local ab唄ttoirand brought to the 

laboratory with Dulbe∞0' s phosphate buffered saline at 35・37'C.Only healthy follicles with 

a diameter of 1-4 mm and ~5 mm were used for this study. The obtained oocytes were 

cl出sifiedas follows ;α出 sA : oocytes surrounded by many layers of cumulus complex田;

Class B : oocytes surrounded by only 1 ~2 layers of cumuluscells ; Class C : nude oocytes ; 

αぉsD : abnormal oocytes. 
2. Preparation of sperm 

Semen was collected from Duroc boars by glove method， and washed once with 

Dulbecco' sphosphate buffered saline. 

Otherwise， epididymal spermatozoa was collected from the cauda epididymis at a local 

abattoir. Ejacula匂d and epididymal sperm samples were diluted with a basic medium 

consisting of Tαι199 with Earle' s . salts (Nissui， ]apan) supplemented with 10 % FCS 

(HAZLETON， USA)， 100mg/l dibekacine sulfate to a final dilution of 2 x 10. sperms/ml. 

The diluted sperm was then pre-incuba匂dfor about 4 to 5hr at 37'C. After the incubation， 

the sperm showed the whiplash -like movement and reduced mortality. 

3. Fertilization in vitro 

About 50μ1 speロn suspension (1 x 10. sperm/ml) were introduced into the 200μl 

medium contained 1O~20 of matured oocytes. The oocytes and sperm we陀 co・incubatedat 

沼.5'C in an atmosphere of 5 % CO2 and 95 % air， and examined every 24hrs. 

Experiment 1， the proportions of oocytes with or without cumulus cells relating to follicular 

size were investigated. 

Experiment 2， the comparison of ejaculated or epididymal speロn was examined for the 

development of oocytes fertilized in vitro. 

Experiment 3， Using ejaculated speロn，this experiment was conducted to examine a 

developmental ability of oocytes with or without cumulus cells， after its removal and 

subsequent addition near the 0∞ytes at fertilization and de刊 lopment.

4. Statistical method 

The data were analyzed with the x 2-test. A probability (P) of 0.05 w出 considered

significant. 

Results 

P'roportions of oocytes wi出 orwithout cumulus cells (Exp 1) 

The proportion of oocytes with or without cumulus cells relating to follicular size were 

studied (Table 1). In the small follicle (1 ~4 mm in diamet怠r)，the percentage of 0∞ytes 

with cumulus cells (class A and class B) wぉ 63.4覧andnude oocytes showed 30.1覧.
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Whereas， the percentages of oocytes surrounded by cumulus cells in large follicles (孟5mm)

were slightly lower. 

Table 2. Development of follicular oocytes matured， fertilized and cultured in vitro 

Source of No. and % of oocytes developed to : 
Class of oocytes N o. of oocytes 

spermatozoa ;;;2-cell ;;;4-cell 逗8-cell ;;;16-cell ;;;molura 

Epiclidimal A 21 14 
8 (38.1) 4 (19.0) 3 (14.3)a 2 (9.5) (66.7) 

B 24 
15 (62.5) 6 (25.0) 4 (16.0)・ (8.3) (0) 

Ejaculated A 71 
44 (62.0) 23 (32.4) 11 (15.5) 2 (2.8)b (1.4) 

B 224 
1.05 (46.9) 50 (13.4) 11 (4.9)b (3.6) (0.9) 

Significance of difference ; a vs b P < 0.05. 

E能 ctof sperm on in vitro fertilization (Exp.2) 

The data are suInmarized in table 2. Both ejaculated and epididymal sperm could develop 

to the 2・cellstages at a high rate (47~67 覧) between Class A and Class B 0∞ytes. But， the 

dev官lopmentalrate in both cIass decIined during the 4-cell to 16・cellstage. Theepididymal-

cIass B was superior to the ejaculated -cIass B for development to 8・白IIstage (P<O.05). 

Furthermore， the epididymal ・classA w部 superiorto the ejaculated -A for development to 

16・cellstage (P<O.05). However， only a few oocytes (CI出 sA) developed into the morula 

stage. 

Table 3. Effect of cumulus cells on the development of pig follicular oocytes 

Condition No. and S of oocytes developed to : 
N o. of oocytes 

at fertilization - at development ミ2-cell 孟4-cell 逗8-cell ;;;16-cell ミmolura

Adherence -Adherence 37 
26(70.3)・17(46.0)・10(27.0)・5 (13.5) (2.7) 

Adherence -Addition 56 
34(60.7)・13(35.7)13(23.2)・13(23.2) (3.6) 

Adherence -Nude 70 
37(52.9)19(27.1)b13(18.6)11 (15.7) (4.3) 

Nude -Addition 27 
6 (22.2)b (7.8) ( 0) 

b 
( 0 ) (0) 

Nude -Nude 22 
6 (27.3)b 1 (4.5)b 0 (0) 

b 
0 (O) 0 (0) 

Significance of difference; a vs b : P<0.05. 
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m'ects of cumulus cells on the development of pig oocytes (Exp.3) 

Table 3 showed the effects of cumulus cells with， without and addition at the stage of 

fertilization and development. The oocytes with cumulus cells at fertilization had a 

significantly higher rate (53・70%) of development than the oocytes without cumulus cells 

during 2 -cell to 8・cellstagβ(P<0.05) . 

Otherwise， both oocytes with or without cumulus cells did not develop significantly from 

16・cellup to morula stage. However， 14・23% of the oocytes with cumulus cells developed 

to 16-cell， and 2・4% of the 0∞ytes to morula stag'β. 

Table 1. Proportions of oocytes with or without cumulus cells 

relating to follicular size 

Classification 

A B C D (%) total 

Follicle size (mm) 

1~4 

5豆

497 

(14.4) 

50 

(12.3) 

1698 1041 226 3462 

(49.0) (30.1) (6.5) 

164 161 32 407 

(40.3) (39.5) (7.9) 

Discussion 

A positive correlation between antral follicle diameter and 0∞yte maturation in vitro 

has been reported in pigs9). On the contrary， antral follicular sizes have not appeared 

toinfluence 0∞ytes maturation in vitro12). FUKUI and SAKUMAI3) showed that the proportion 

of bovine 0∞ytes without cumulus cells collected from the larger follicles wぉ~ 30 % greater 

白血 thosecollected from small follicules (壬5mm). In addition， the rate of degeneration of 

the 0∞ytes without cumulus cells during culture seemed to be higher than those of the 0∞ytes 

with cumulus cells. In the present study， the proportionof 0∞ytes (A + B) with cumulus cells 
collected from small follicules (孟4mm)w出~63 % greater than those collected from the large 

follicules (ミ5mm) (Table 1). 

There w出 asignificant difference in the growth ratio into 8・celland 16・cellbetween 

epididymal and ejac叫atedspermatozoa (Table 2). The reぉonfor this di任erenceis not clear. 

Iritani et al') reported that the slightly higher proportion of oocytes was penetrated by 

epididymal than ejaculated spermatozoa. We assume that coming in contact with seminal 

plasma might be harmful to the spermatozoa. However， the development to the 2・cellstage 

was not different between the two sources of spermatozoa. 
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FUKUI and SAKUMA日)concluded that the presence of cumulus cells surrounding 

o∞ytes appe訂 edto be more important for in vitro maturation to metaphase 11 than either 
ovarian activity or follicular size. 

But， it is not known whether or not cumulus cells play an important role at the time of 

in vitro fertilization. In pigs，出e4 -cell block in culture in vitro for development have been 

observed for a long time叫. However， the reason of the in vitro developmental block is not 

clear yet. In the present study， some embryos with cumulus cells at the time of 

fertilization allowed development throughthe 4・cellblock (Table 3). Otherwise， nude embryos 

without cumulus cells could not develop to the 8・cellstage. These results suggest that the 

cumulus cells may be very important for in vitro fertilization. 
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豚卵胞卵子の体外受精と発生に及ぼす卵丘細胞の影響

戸津川 清・横田真良

山形大学農学部生物機能調節学講座

豚未成熟卵子の体外受精とその後の発生に及ぼす卵丘細胞の影響について比較検討した。

1. 1~4mmの卵胞から採取した卵子の内、卵丘細胞を有する卵子(ランク AおよびB) の割合は63

.4%であり、他方5mm以上の卵胞では52.6%であった。

2.体外で成熟させた卵子を精巣上体精子および射出精子で体外受精した結果、 8細胞期および16細胞

期へ発生する割合は精巣上体精子を使用した場合が有意に高かった (P<0.05)。

3.体外受精時および分割期に卵丘細胞の有無が発生に及ぼす影響を調べた結果、受精時に卵丘細胞を

有していることがその後の発生に必要であることが明らかになった。さらに、卵丘細胞を有しない卵子

は4細胞期以上に発生しなかった。
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Abstract: The aim of this study was to develop a simple and 
rapid method of cηTopreservation of rat blastocysts by vitrification. 
Vitrification solution used here contained glycerol and 
polyethylene glycol as cηToprotective agents in a HEPES buffered 
saline (VS3). Two methods of vitri白cation，one-step and stepwise， 
were examined to explore a convenient and successful technique 
for vitriちringrat embryos. No obvious difference was found in 
post-thaw 加 vitrosurvival of vitrified embryos between the two 

methods of vitrification， suggesting that one-step method may 

be successful for the vitrification of rat blastocysts. Microscopical 
observations of the embryos revealed that prolonged exposure of 
the embryos to the VS3 induced the considerable swelling of 
embryonic cells， suggesting the intracellular influx of 

cryoprotective agents. Based on the morphological examinations， 

no serious damages were observed泊 thevitrified-thawed embryos 
after a short period of exposure time (5 min). The present 
results demonstrate that one-step method of vitrification would 
be successful for cηTo-storage of rat blastocysts. 

KEY WORDS: Rat， Embryos， Cryopreservation， Vitrification， 
Morphological features 

(Received 17 October 1992， Accepted 5 Februaηr 1993) 

Introduction 

In the previous papers， we demonstrated that， using original 
vitrification solution (VS1)1 ， rat blastocysts were successfully 
cryopreserved by vitrification employing one-step method

2
， 3，4) 

These results also suggested the possibility of the improvement 

of the vitrification solution， which would be more suitable for 
better vitrification than the above-mentioned solution (VS1).τhis 
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experiment was， therefore， designed to examine the effect of 
newly developed vitrification solution(VS3)5) on in vitro post-thaw 
survivability of vitrified rat blastocysts， in particular focusing 
on morphological features of the vitrified-thawed emb守os.

Materials and Methods 

Source of embryos: 
Sprague-Dawley strain (QDJ) were housed under a constant 
temperature (20-24 C) and lighting regimen (12L: 12D). Adult 
female rats (8 to 19 weeks of age) were mated with males of the 
same strain on the evening of proestrus. The day on which 
spermatozoa were found in the viginal smear was taken as Day 
1 of pregnancy. The embryos were flushed from the uterine 
hom with HEPES buffered saline (HB1) bJ on Day 5 of pregnancy. 

Morphologically normal blastocysts were washed twice in fresh 
HB 1 before exposing to the vitrification solutions. 

Vitrification solution: 
The vitrification solution (100% VS3) consisted of a mixture 
of 47.5% (v/v) glycerol and 6.0 % (w/v) polyethylene glycol (m.w. 
8000) in a modified HB1 at pH 8.0 5) Dilutions of the 100 
%VS3 were prepared using HB 1 to yield solutions with 25% and 
50% of the c巧Toprotectantconcentrations before experiments. 

Effect of vitrification solution on 加 vitrosurvivability of the f民sh
embryos(toxitciy test): 
In this experiment， freshly collected embryos were directly 
exposed to 100% VS3 for 5， 15 or 30 min in an ice box (3-4 C)， 
and subsequently the embryos were transferred to 3.0 ml of 
HB1 at room temperature (20-24 C)， holding for 10 min. As 
controls， the freshly collected embryos were exposed directly to 
HB 1， holding for 5 min in an ice box， and then transferred to 
3.0 ml of HB1， keeping for 10 min at room temperature. 

Vitrification and warmin~ procedures: 
Two methods of vitrification， one-step and stepwise， were 
employed according to the method reported previouslr' 3， 4) • In 
case of one-step method， the embryos were exposed directly to 
100 %VS3 for 5， 15 or 30 min in an ice box， while in the 
stepwise method， the embηTOS were exposed for 10 min to 25% 
VS3 at room temperature and 50% VS3 in an ice box. The 
both embryos were transferred to 50 ml of 100% VS3 in an ice 
box， and then the suspensions containing embryos were carefully 
aspirated in 0.25 ml plastic insemination straw (IMV， France) 
separated by two air bubbles from the rest of the straw filled 
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with 100% VS3. The straws were heat-sealed and frozen rapidly 
by immersing quickly into LN 2 and stored for periods between 1 
and 7 days. The warming procedure of straws was conducted 
rapidly by agitating gently in an iced-water bath. The contents 
of each straw were expelled into 3.0 ml of HBl at room 
temperature， mixed and held for 10ロun.

Assessment of in vitro embryonic development of the embryos: 
All recovered emb:ryos were washed twice in MEM supplemented 
with 10. 0% FCS (Gibco)， and subsequently were cultured for 
up to 48 h in drops (400 ml) of the same medium under mineral 
oil at 39 C in an atomosphere of 5% C02 in剖r.The morphological 

appearance was assessed by the use of inverted microscope at 
24 h intervals. The emb:ryos developed to expanded and hatched 
blastocysts were classified as viable. 

Statistical analysis: 
Data were analyzed by use of ANOVA and the statistical 
differences of means were evaluated by Duncan's new multiple 

range test after transformation to arcsine values 6) 

Morpholo民icalexamination: 
The emb:ryos were immediately pre-白xedin Karnovsky's 
fixative for 1.5 -2.0 h at 4 C， rinsed in 0.1M cacodylate buffer 

for 2-3 h and then post-fIxed 1.0 % osmium tetraoxide for 1 h at 
4 C， dehydrated in aceton series and embedded in Epoxy resin. 
Semi-shin section (0.25 mm) were stained with 0.5% toluidine 
blue and observed by using light microscope. 

Results 

As shown in Table 1， in comparison with control emb:ryos， 
prolonged exposure of the freshly collected emb:ryos to 100%VS 
inhibited their subsequent in vitro development， depending upon 
the exposure time. A serious inju:ry was observed in the emb:ryos 
exposed for 15 or 30 min to吐leVS3， particularly the development 
to hatched blastocysts was severely damaged by the prolonged 

exposure time (Table 1). 
Table 2 showed that the vitrification in VS3 was not always 

harmful to the rat emb:ryos as compared with the case of toxiciザ
test， indicating that the toxic effect of the cηTOprotectants on 
emb:ryonic development might be more important for vitrification 
than vitirification per se. The degree of inhibition of emb:ryonic 
development by vitrification was not comparable to that by the 
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Table.1 Effect of vitrification solution(VS3) on in vitro development of rat 

blastocysts 

Incubation time (hr) 

Exposure No. of embryos 24 48 

t Ime used 

(minutes) Expanded B.1 Hatched B. Expanded B. Hatched B. 

(軍)

Control 30 28. 8:!:l8. 9" 68.1士17.72 3.H 3.73 89.3:!: 6.4" 

5 32 66. H12.0" 13.3:!: 8.8 6.7:!: 6.7 42. 2:!:l3. 1b 

15 25 51. l:!:17. 2" O.O:!: 0.0 3.3:!: 3.3 3.3士3.3b

30 28 18. 9:!:l1. 6" O.O:!: 0.0 O.O:!: 0.0 6.7:!: 6.7b 

1 B : Blastocyst 

2 3 No statistical analysis was done in these columns. 

" b阿eans士SEin the same ~olumn with different superscripts are significantly 

different(P<O.Ol). 

Table 2. Post-thaw development of rat blastocysts vitrified in VS3 

Incubation time (hr) 

Treatment No. of embryos 24 48 

recovered 

Expanded B.1 Hatched B. Expanded B. Hatched B. 

(耳)

Control 30 28.8::!::18.98 68.1::!::17.7
2 3.7::!:: 3.7" 89.3::!:: 6.4

8 

Stepwise 55 59. 6::!::10. 8" b O.O::!:: 0.0 1.5::!:: 1.5" 30.1::!::12.4
bc 

One-step 

5min 64 83.8::!:: 5.8b 1.6::!:: 1.6 4.3::!:: 1.4" 35. 4::!::10. 7
b 

15min 43 54.4::!:: 7.9"b 2.5::!:: 2.5 4.6::!:: 2.7" 21. O::!:: 1. 8
bc 

30min 42 31.0::!:: 7.8" 2.8::!:: 2.8 5.2::!:: 3.3" 7.2::!:: 3.3
c 

1 B : Blastocyst. 

2 No statistical analysis was done in this column. 

" b c阿eans:!:SE in the same column with different superscripts are 

significantly different(Pく0.01).

-20ー



日南乳卯学誌 (J.Mamm. Ova Res.)第10巻 第1号 199 3年4月

.調，

③ 

~!p 

白e

① 一②

、
J 

④ ⑤ ⑥ 

Explanation of figures 

Fig. 1. A仕eshlycollected rat blastocyst before vitrification. 

Fig. 2. A blastocyst exposed for 5 min to VS3 ln an lce box (3-4 
C). The lnner cell mass (Icm) and trophoblast cells (Tc) 
訂 eslightly swollen. 

Fig. 3. A blastocyst just after removal of VS3. Blastocyst was 
exposed for 5 min to VS3 without vitr1fication. 
Morphologlcal featur Is very simllar to that of the 
unvitrified 企eshblastocyst 

Fig. 4 A vitrified-thawed blastocyst. showing slmilar 
morphological appearance to that of the fresh 
blastocyst. 

Fig. 5. An expanded blastocyst. which was cultured仇 vitrofor 
24 h following vitrification and thawing. A disc of仕le
trophobla畠tcells (Tc) and the embryonic cells were 
connected to each other with string-like fiber. 

Fig.6. An injured vitrified-thawed blastocyst. whlch was 
culture in vUro for 24 h after vitrificatlon and出awing.
The inner cell mass (Icml was destroyed and cell 
organelles were scattered. 

Abbrevlations 1n the f1gures: Bc. Blastocole; 註旦!.Inner cell 
mass; Tc. Trophpoblast cells; ~ Zona pellucida. 
Each callbration bar lnd1cates 15 nm 
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exposure treatment (Table 2). Inhibitory effect of vitrification 
on post-thaw in vitro embryonic development was also dependent 
upon the exposure time， showing that the more exposure， the 
less development. As is clear in Table 2， one-step method， 
being 5 min exposure time， resulted in the better in vitro post-thaw 
survival of the vitrified-thawed rat embryos. This suggested 
that one-step method would be successful for the vitrification of 
the rat embηTOS. Morphological examinations showed a 
slight swelling of the embryonic cells， which were exposed to 

lOO%VS3 for several minutes as compared with the freshly 
collected embryos (Figs. 1 and 2)， and the degree of swelling 
was also dependent upon the exposure time of the embryos， the 
more exposure time， the rnore swelling. On the other hand， 
some of the vitrified-thawed embηTOS， which were frozen just 

after 5 min exposure to VS3， showed normal morphological 

features similar to those of 吐lefresh embryos (Figs， 3 and 4). 
Morphological characteristics of the expanded blastocyst were 
observed in the connection among the cells in trophoblast layer 
and inner cell mass. These intercellular connections were 

maintained each other with string-like fiber (Fig. 5). Some of 
the slightly cryoi吋uredembryos showed the cellular debris and 
cell organelles scattering inside the blastocoele (Fig. 6). 

Discussion 

As mentioned above， the vitrification solutions containing 
glycerol and polyethylene glycol， clearly inhibited in vitro 
development of the rat blastocysts， and the degree of inhibition 
of embryonic development was also dependent upon the exposure 
time， during which the embryos were e~中osed to吐levitirification 
solutions. The toxic effect of the vitrification solutions has 

already been reported using mouse embryos 5). From the present 

study， prolonged exposure of the embryos to vitrification solutions 
seemed particularly harmful to subsequent embryonic 
development in vitro， even if the embryos were not vitrified. 
This means that the cηToi吋uηTbrought by vitrification and 
thawing arised probably mainly from toxic effect of the 
cηToprotective agents rather than vitrification per se. In mouse 
embryos， the developmental inhibition or post-thaw in vitro 
sun社vabilityfollowing vitrification-tha¥¥辻nghas been reported by 
many researchers 5，7，8). The low survival rate of vitrified-thawed 

mouse embryos， however， has been said to be due to chemical 
toxicity of glycerol， which has the high permeability to mouse 
emb巧Toniccells， rather than to osmotic同ury8，9). 
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On the other hand， there was no significant difference in 
post-thaw 加 vitrosurvival and embryonic development between 
one-step and stepwise methods of vitrification， suggesting the 
possibility of successful vitrification of rat blastocysts by using 
a simple and rapid freezing method. Similar results have 
already been reported in the rat embryos， employing the same 
method as used here 10， 11) It has also been reported the 
superiority of VS3 to the previous vitrification solution (VSl) 5). 
In the present study， HB 1 diluent， which was used for 
recovering vitrified-thawed embηTOS， contained neither glycerol 
nor sucrose， resulting in in vitro better embηTonic survival and 
subsequent development， as comp訂 edwith the previous reports 
2， 3，4) In general， the addition of sucrose and/or glycerol to the 
diluents at the time of embryo recovery could enhance the post-
thaw survival of the embryos 2， 3， 4， 12， 13). These results also 
suggest that the supplement of some chemicals to the diluents 
may induce some osmotic changes at cellular levels during 
dilutions of the embryos， leading to a better recovery of many 
viable embryos following vitrification and thawing. 
Morphological observations revealed that the exposure of the 
embryos to the vitrification solutions brought about the swelling 
of the embryonic cells， depending upon仕leexposure time. The 
figures indicate the possibility of the intracellular pe口neationof 
cηToprotectants to the rat blastocysts. Similar findings， swelling 
and/or shrinkage of the embryonic cells， have already been 
reported in mouse eight-cell embryos when the embryos were 
exposed to the vitrification solutions and/or diluted after 
vitrification and thawing 5). These transient morphological 
changes have been仕lOughtto be caused by osmotic shock due 
to high concentration of CIγoprotectants 5). 
Well-vitrified-thawed embryos showed normal morphological 
features in comparison with those of freshly collected emb巧TOS，
suggesting出atsuitable VS3 and/or better treatment for vitriちring
rat embryos caused no morphological changes in the emb巧ronic
cells. 
The present results showed that a simple and rapid method 
for cηTopresen札ngrat balstocysts using favourable vitrification 
solutions could be successful. However， less toxic and more 
stable vitrification solutions and the procedures of dilution for 
removing cηToprotective agents from the embryonic cells are still 
required to improve the survival rate of vitrified-thawed embryos. 
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ガラス化凍結保存したラット怪盤胞の形態的観察

大星茂樹、仲道麗子、藤原昇、古賀惰*

九州大学農学部、動物生理学研究室

本九州東海大学農学部、畜産学科

妊娠5日目の子宮より採取したラット匪盤胞を用いて、簡易・迅速な一段階法によ

るガラス化凍結を行い、融解後の匪の発育と形態的変化について検討した。まず、ガ

ラス化溶液 (VS 3)が新鮮匪に及ぼす影響について検討したところ、この溶液に浸

潰することによって匪はかなり膨潤し、その後の発育も若干抑制された。つぎに、ガ

ラス化凍結を行う場合、低温 (3-4C)で短時間 (5分)に平衡処理をすると、 一

段階法でもすぐれた生存匪を得ることができ、匪の凍結障害も極めて少ないことが確

認された。
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Abstract: Uncompacted 8-cell mouse embryos cultured in a Whittingham medium contain-

ing anti-Lewis X CLex) antibody underwent compaction， and developed into 16-cell embryos， 

though their blastomeres were all round and tended to be se凹ratedfrom each other. In 

such embryos no junctional complexes were seen of a町 type. These findings seem to 

suggest that LeX epitope must play an important role in cell-to-cell recognitionin trans-

formed embryos and in the subsequent formation of junctional complexes. 

KEY WORDS: Anti-Lex antibody， Mouse embryo， Compaction， Junctional complex， Actin 
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Introduction 

Lewis X (Lex) epitope is thought to influence cell-to-cell recognition which leads to 

cell differentiation1
• 2) 組 dorgan formation3

• 4). In mouse embryos whose blastomeres have 

been transformed following the activation of actin filaments5) in the cytoplasm and of E 

cadherin6) on the cell surface， it is suggested that Lex epitope helps blastomeres to 

identify themselves by binding itself to receptors on the surface of blastomeres 7
• 8) . 

Compaction of embryos is assumed to complete its entire course through such serial events， 

which also are accompanied by the construction of junctional complexes between pairs of 

blastomeres8. 9) • 

Some reports have dealt with the effect of Lex epitope on compaction of mouse em-
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bryos; in such studies， the embryos were cultured in a medium containing anti-LeX antibody 

10-12). Their results， however， were contradictory: (1) embryos normally underwent com-

pactionlO) ， (2) embryos did not undergo compaction， but developed into 32-cell embryos 

composed of only round blastomeres JJ
• 12). There have been no examinations， however， on 

the fluctuation of actin filaments， transformation of blastomeres or on the construction 

of junctional complexes. 

1n the present investigation， the authors examined the ultrastructural aspect of 

junctional complexes and the histochemical location of actin filaments in mouse embryos 

which were developed from the 8-cell stage on in a medium containing anti-LeX antibody， 

and discussed the role of Lex epitope in the construction of junctional complexes that 

grow between pairs of blastomeres. 

Materials and Methods 

Eighty mature mice of the 1CR strain were kept and fed normally in a room at 24 t， 

lit 14 hrs a day， from 4 a.m. till 6 p.m. Superovulated with 5 i.u. PMSG (Teikoku Hormone 

Manufacturing Co. Ltd.， Tokyo， Japan) and with 5 i.u. hCG (Teikoku Hormone Manufacturing 

Co. Ltd.) 48 hrs later， they were mated with 1CR strain males of proven fertility. 

1n order to examine the influence of anti-LeX antibody on in vitro development of 8-

cell mouse embryos， uncompacted 8-cell embryos were collected from the oviducts 63 hrs 

after hCG injection， and their zonae pellucidae were removed with pronase (Si伊臥 St. 

Louis， U.S.A.). The embryos thus treated were cultured at 37 t for 8 to 24 hrs in a 1 ml 

Whittingham medium13) containing 2 ~g anti-Le玄 antibody(Biodegign International， N. Y.， 

U.S.A.) placed in a CO2 incubator (5 % CO2， 95 % air). As for the controls， a few un-

compacted 8-cell embryos were cultured in a Whittingham medium devoid of antibody. Some 

of the embryos thus cultured were examined under a phase-contrast microscope. Approxi 

mately half of the remaining embryos were fixed in a 0.1 M cacodylate buffer solution (pH 

7.4) containing 4 % glutaraldehyde and 2 % paraformaldehyde at 4 t for 3 hrs. Rinsed 3 

times in a 0.1 M cacodylate buffer solution (pH 7.4) over night， they were post-fixed in 

a 0.1 M CaCodylate buffer solution (pH 7.4) containing 1 % osmium tetroxide. The embryos 

2 7ー



日前手L卵学誌 (J.Mamm. Ova Res目)第10巻 第1号 1 993年4月

were dehydrated through an acetone series， and then embedded in Epon 812. The embedded 

samples were cut using an ultramicrotome， stained with uranium acetate and then with lead 

nitrate， finally to be photographed under a JEM-100B electron microscope. 

For the detection of actin filaments， the rest of the embryos were fixed in a phos 

phate buffer saline14) (PBS， pH 7.4) containing 3.7 % formaldehyde at room temperature for 

30 min. Rinsed in a PBS， they were immersed in a PBS containing 0.25 % Tween-20 (Bio-Rad 

Laboratories， Richmond， U.S.A.) at room temperature for 5 min. Again rinsed in a PBS， the 

embryos were immersed in 100 ~l PBS containing 16.5 ng phallacidin (Molecular Probes Inc.， 

Junction City， U.S.A.) at room temperature for 20 min. As for the controls， a few embryos 

were immersed in a PBS devoid of phallacidin. The embryos thus prepared for actin fila-

ment observation were placed one or a few at a time in the center of 4 vaseline spots on a 

slide. A coverslip was carefully placed on the vaseline spots and pressed gently to 

anchor the embryos in between the cover slip and the slide. Observation was carried out 

under a reflected-light fluorescing microscope (Nikon Corporation， Tokyo， Jap組).

Results 

耐lenuncompacted 8-cell embryos were cultured in a Whittingham medium， the embryos 

underwent compaction， and outer round blastomeres became flat; a subsequent culture， then， 

led them to grow into blastocysts. When cultured in a Whittingham medium containing anti-

Lex antibody， compaction occurred just the s訓 e (Fig. 1)， but the subsequent culture 

prevented the embryos from growing into blastocysts: the embryos， instead， had 16 round 

blastomeres， which were usually separated from each other. 

Junc甘onalcomplexes 

In com開cted8-cell embryos cultured in a medium without the antibody， 空目1主

occludens， predesmosomes叩 dgap junctions appeared between each pairs of outer flattened 

blastomeres (Fig. 2)， and gap junctions between each pair of inner round blastomeres， and 

between a flattened blastomere and a round blastomere. Cultured in a medium with the 

antibody， however， neither compacted 8-cell embryos nor 16-cell embryos composed only of 

round blastomeres had a junctional complex anywhere (Fig. 3). 
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耐lennormal embryos cultured in a medium with or without antibody were immersed in 

phallacidin solution， fluorescence appeared throughout the cytoplasm (Figs. 4 and 5)， but 
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not when the embryos were immersed in a solution devoid of phallacidin， these findings in-

dicating that the fluorescence shows the presence of actin. 

In com開ctedembryos cultured in an antibody-free medium， the fluorescence was 

stronger in the ectoplasmic zones where two blastomeres adhered than in other parts of the 

cytoplsm (Fig. 4). In those cultured in a medium containing antibody， fluorescence was 

stronger throughout the ectoplasmic zones than in other parts of the cytoplasm (Fig. 5); 

but in 16-cell embryos， most of the blastomeres showed no fluorescence， though a few 

blastomeres showed a small amount. 

Discussion 

It is agreed that Le1 epitope first appears on the blastomere surface of uncompacted 

8-cell mouse embryos， but the largest amount of Le1 epitope occurs in compacted embryos， 

however， in blastocysts a small amount remains only on the surface of inner-cell-mass 

cells15-17). Le1 epitope is assumed to play an important role in cell-to-cell recognition 

amo昭 transformedblastomeres and in subsequent formation of junctional complexes; the 

latter speculation， however， has not been proved experimantally. The present experimental 

findings confirmed this， showing that Le1 epitope does play a role in the formation of 

junctional complexes. Incomplete com開ctionof anti-Lex antibody-treated embryos， accom 

panied by the lack of formation of junctional complexes and of actin activation， result-

ing in組 inabilityto develop blastocysts， together seem to confirm our findings. 

Johnson et al. 11】釦dKemler et al.12) reported that no compaction occurred in anti-

Le玄 antibody-treatedmouse embryos， disagreeing with our results. It seeffiS that compac-

tion did not occur because of the deployment of an antiserum made from the surface mole-

cules of embryonic teratocarcinoma cells as antigen. That is， the antiserum may have con-

tained叩 antibodyagainst E-cadherin together with one against Le epitope18. 19). If em-

bryos are treated with such an antiserum， activation of intercellular adhering molecules 

on the blastomere surface， the first step of compaction， is inhibited by the antibody 

against E-cadherin even before the inhibition of cell-to-cell recognition of blastomeres 

is induced by anti-Lex 組 ti加dy，thus no compaction occurs in the embryos. 
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抗LeX抗体処置マウス匪の割球接合に関する研究

四谷伊公子様・新村末雄・石田一夫

新潟大学大学院自然科学研究科灘，新潟大学農学部，新潟市950-21

コンパクションを起こしていないマウス 8細胞脹を抗LewisX (Lex)抗体を含むWhittingharnの培

養液で培養すると、外側の割球は肩平に変形した。しかし、このような匪を抗Le
x 抗体を含む培養液

で引き続き培養すると、匪は16細胞期まで発生したが、割球は全て球形を呈しており、離散する傾向

があった。また、抗Le抗体を含む培養液で発生した匪では、割球聞の接合装置は全く観察されなか

った。以上の結果から、 Le型糖鎖は割球が変形した目玉における割球聞の認識と、引き続いて起乙る

接合装置の形成に重要な役割を果たしていることが示唆された。
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牛 IVF卵子の初期発生時の MALATE

DEHYDROGENASE 活性と中間代謝物質との関係

Relationship between malate dehydrogenase activity and energy substrates of fresh 

bovine em bryos derived from IVF 

柳在雄，菅原七郎

Zae Young RYOO， Shichiro SUGAWARA 

東北大学農学部家畜繁殖教室

Laboratort of Animal Reproduction， Faculity of Agriculture， TOHOKU University 

Abstract: We have studied on the relationships between substrate activity of MDH 

in TCA and energy su bstrates of bovine em bryos from the 1-cell to blastocysts stages. 

MDH activity was calculated in single fresh em bryos， using enzyme cycling method 

modified by us for single fresh embryos， and then each embryo estimated MDH 

activity was co・culturedwith cumulus cells to check subsequent development. 

We found out that the level of MDH activity was significantly higher (P<0.05) in 

AMLP buffer as compared with PBS (一) buffer as enzymatic reaction buffer during 

early stages of development; but the bovine embryos in AMLP buffer(pH 9.8) did not 

continue subsequent development after estimation of enzymatic activity. MDH activity 

of bovine embryos at unfertilized， 2， 4， 8-cell， morula and blastocysts stages was 

ranged from 5.20:1:1.06 to 12.18:1:1.86 (x10'6 mol/embryo/hr). The activity was the 

highest at the blastocyst stages. MDH activity in the degenerated embryos was 

significantly lower(P<0.05) as compared with that in normal embryos. MDH activity 

increased markedly in the presence of glutamate， malate，α-ketoglutarate and DNP， 

indicating that via the TCA cycle that these su bstrates can be used as energy sources. 

KEY WORDS: Bovine em bryo， Metabolic activity， Enzyme cycling， Enzymatic activity 

(受付 1993年 1月 11日，受理 1993年 2月25日)
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緒員

牛初期匪はPentosePhosphate Pathway (PPP)とEm1:xlen-MeyerHof (EMP)の両経路によっ

てglucoseを酸化している1) 他方， RiegerとGuay(1988) 2)および Tiffinら (1991)劫は，牛初期匪で

はglutamateをTricarboxylicacid cycle (TCA)で代謝していることを示した.これらのことは，牛

初期匪におけるエネルギ一基質の酸化経路はglucoseからのPPPとEMPだけではなく，初期発生時でも

かなりTCA系によって物質の酸化をしていることを示すものである.しかし牛卵子においてTCA系

の中間代謝物質の代謝はマウス，ウサギおよびラットなどの実験小動物卵子のそれらと比べて殆ど報告

がなく，不明の点が多い.そこで，牛卵子および匪において， TCA系を経て代謝される中間物質のエ

ネルギ 代謝とその後の卵子の発生能との関係を調べることを目的として，酵素周期法により新鮮卵子

1個当りのMDH(ma1ate dehydrogenase)活性とそれらに関連している中間代謝物質の代謝能との関

連で匹盤胞への発生率を検討したので報告する.

材料および方法

( 1 )牛胞卵子の体外受精および体外培養による初期匪の作出

屠場で採取した牛卵巣からの卵胞卵子を用い，体外受精法により初期匪を作出した.体外受精は既

報ωに従った.すなわち，黒毛和牛の卵巣より吸引採取法により未成熟の卵胞卵子を採集し， MDH活性

とそれらに関連している中間代謝物質の影響を検討すると共に， 24時間成熟培養後，体外受精に供した.

黒毛和種の凍結射出精液を温水 (32~35'C)で融解後， BAS無添加B.O.液(Brackett& 01iph -ant)勺こ

lOmMカフェイシ(和光純薬)を加え，遠心分離 (200xg，8分)を2回繰り返して精子を洗浄した.

洗浄後， BSA無添加B.O.液に15μg/mlへパリ γ(H・3125，Sigma)および10mMカフェイシを加

え， 1回遠心分離 (200xg，8分)し，精子濃度を10xlO6cell/m1になるようにB.O.液で調整した.受

精用シャーレ (Falcon，35mm， No.300l)は， 0.01g/m1のBSAを含むB.O.(50μ1)を加え，さらに

成熟培養した卵子をB.O.+BSA液で2回洗浄後，同シャーレに導入して媒精を行った.媒精時の精子

濃度は5xl06cell/m1とした.媒精6時間後に卵子は，発生培地で3回洗浄して付着した精子を除いた

後に， ミネラルオイルで覆った発生培地 (350μ1)に移した.発生用培養液は， 25mM HEPES緩衝

Ear1e型TCM199(GIBCO， Cat.380・2340)を基礎に日 (v/v)の非働化牛胎児血清 (FCS，F10w 

Lab.， Lot. 910)と抗生物質 (100IU/m1Penicilin; 0.05μg/ m1 Streptomysin)を添加したものを

用いた.成熟卵子は卵胞卵子を22時間成熟後に得られた.初期匪については，媒精後24~26時間で 2 細

胞期匪， 44~46時間で 4 細胞期匪， 50~52時間で 8 細胞期匹， 120~124時間で桑実期匪および160~170

時間で匪盤胞期匪を得た.
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( 2)酵素 (MDH)活性測定

Malate dehydrogenase (MDH)活性の測定はLowry(1972)叫が用いた酵素周期法について新鮮

卵子測定用に修正した方法を用いて行った.

a.酵素反応

MDHの反応液は以下に示した組成のものを用いた.すなわち， 50mM 2・amino-2・methyl-L-

propanol HCl buffer (AMLP) (pH 9.8)およびPBS(・)(pH 7.3)に0.2mMNAD， 6.5mM 

malate， 1.0mM  EDTA， 0.05% (w/v)を溶解した.酵素反応は1.0μlの反応液とともに，内径5mm，

厚さ1mmの特製スライドグラス上に卵子1個を入れ， ミネラルオイルで覆い， 37t:で15分間反応させ

た.その後0.2MNaOHを加え，反応を停止させ過剰のNADを破壊した.

b.サイクリシグ反応

MDHの酵素反応によって生成されたNADHをサイクリングにより増幅した.サイクリング液は，

pH 9.8の50mMAMLP bufferに300mMethanol， O.lmM ADP， 0.02% BSAを含む反応液に， 50μ 

g/ ml alcohol dehydrogenase (ADH: EC 1.1.1.1) ，および 5μg/ml malate dehydrogenase 

(MDH: EC 1.1.1.37)を加えて用いた.サイクリングは37t:で1時間行った.

c.指示反応 (NADH活性)の測定

サイクリングで増幅された反応生成物のNADHを顕微測光装置 (CAM-220: Fluorometer， Nicon， 

UV Fluorx20) により各サンフ。ルの測定時間を 5 秒に設定し，蛍光照射 (UV励起Ex3∞~400nM，干

渉フィルタ Em465) により蛍光度を測定した.スタソダードには10 ・3~ 10.B_M NADH溶液を用いた.

実験は以下の4区について行い，成績を比較検討した.

(実験1)bufferの種類と酵素活性との関係を検討するために， 8細胞期匹，桑実期匪および匪盤胞に

ついて，酵素反応液として， 50mM AMLP buffer (pH 9.8)とPBS(一) (pH 7.3)の酵素活性を

測定した.

(実験2)実験1の結果をもとに，酵素活性は低くでるが，その後の発生率がよかった酵素反応液

(PBS(一))を用い，卵母卵子から匹盤胞までの酵素活性と匹盤胞への発生率を調べた.

(実験3)媒精5日目の卵子ついて，正常に発生した新鮮な牛体外受精卵と退行卵(発生遅延，発生停

止あるいは発生不良卵)を選んで酵素活性と旺盤胞への発生率を調べた.

(実験4)中間代謝物質とMDH活性の関連を調べるため，桑実期匪を用い，酵素反応液に中間代謝物

質として， 6. 5mM malate， 5mMα-ketoglutarate， 4mM glutamate， 3mM iso・citrateおよび

50μM 2，4・dinitrophenol(DNP;Sigma，St Louis)をそれぞれ添加し酵素反応を測定した.

結果は， Fisher' s Exact testおよびChi-square testによって有意差の検討を行った.
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結果

酵素反応液を50mMMιPbuffer (pH 9.8)および PBS(一)(pH 7.3)とし， 8細胞期匪，

桑実期匪および匪盤胞のMDH活性を測定した結果， Table 1に示すように，酵素反応液 AMLPbuffer 

の酵素反応はPBS(一)より有意に高かった (P<0.05). しかし， PBS(ー)の条件での匹盤胞までの

発生率が， 8細胞期匪と桑実期臨でそれぞれ20.0(1/5)および50.0%(3/6)に対し，AMLPbuffer 

の条件ではすぐ形態的な変化を起こし変性し初め，その後の発生が認められなかった.

実験1の条件では，酵素反応は低くでるが，酵素活性測定後，続いての発生能を有していることが

明らかになった.それ故，以降の実験ではP酪(一)を用い，卵母卵子から匪盤胞までの酵素活性を測定

し，その後の発生率を検討した.その結果，卵母卵子(12.12士1.34x10-6mol/em bryo/hr)および脹盤

胞(12.18:t 1. 86x10匂101/em bryo/hr)での酵素活性は2細胞期匹(5 . 20 :t1.凶x10~ol/embryo/hr) 

および 4 細胞期匪 (5.90:t0.89x10~ol/embryo/hr) より有意に高かった (P<0 . 05) .また， 2細

胞期匪から匪盤胞までの酵素活性は徐々に増加する傾向にあった (Table2) . 

媒精5日目の卵子について，正常卵子および退行卵の酵素活性を比較したところ，正常卵子の

MDH活性 (n.19:tO.86x10-6mol/embryo/hr)が退行卵子 (6.63:t0. 87x10-6mol/ embryo/hr)よ

り高く (P<0.05)，匪盤胞への発生率も退行卵子の場合全く発生しなかったが，正常卵子では16個の

卵子中9個 (56.3%)の卵子が匪盤胞に発生した (Table3) . 

中間代謝物質とMDH活性の関連を調べるため，酵素反応液に中間代謝物質， 6. 5mM malate， 5mM 

α-ketoglutarate， 4mM  glutamate， 3mM  iso-citrateおよび50μMDNPをそれぞれ添加し酵素反

応を測定した結果，基質無添加区とiso・citrate添加区は，基質としてmalateを添加した区より有意に低

かった (P<0.05). しかし， α-ketoglutarate， glutamateおよびDNPを添加した区ではmalate添加

区より酵素活性が高く，さらにα-ketoglutarate添加区およひ百NP添加区ではmalate添加区との間で

有意差が見られた (P<0.05) (Table 4) . 

考察

TCA系は卵子のエネルギ・生産において解糖系より大きな役割をもっている.すなわち， glucose 

からpyruvateに転換する間，わずか， 2分子のATPしか生産できないが， C1および GからのC02生産と

同時に24分子の ATPがTCA系で生産できる.

牛匪の初期発生時における基質の酸化経路に対して，]avedとWright(1991)ηは， 16細胞期臨まで

CO2生産はpentosephosphate pathway (PPP)とEmbden-MeyerHof pathwayの両方で高かった

が，EMPでは発生の進行により徐々に増加する反面， PPPでは16細胞期匪から急速に減少することを

報告している.また， Riegerと Guay(1988) 2)は，空気中のCO2変化を補正するシステムを考案して，

守，，ヲベJ
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Table 1. Malate dehydrogenase activity of bovine embryos using either 2・amino-

2-methyl-L-propanol buffer or PBS(・)and subsequent development 

reaction stage 

No.of embryos MDH activity* 

measured and (x10~mol/embryo/hr) 

then cultured 

No. and % of 

blastocysts 

Enzyme Cell 

y
 

*
 …一
一 6 

5 

14. 16::!::1.34a 

19.73::!::5.19b 

。

PBS(一) morula 

blast∞yst 

a， b， vs c，d:P<0.05. 

6 

5 

5. 36::!::1. 78c 

8. 59::!::0.98d 

3(50.0) 

* Mean::!::SE 

**2・amino-2・methyl-L-propanol(pH9.8) 

Table 2. Malate dehydrogenase activity at different cell stages 

of bovine em bIγos and subsequent development 

Cell No.of embryos measured MDH activity* 

and出encultured (x10~mol/embryo/hr) 

No. and % of 

blastocysts stage 

Unfertilized * * 12 12. 12::!::1.34a 

2 -cell 11 5. 20::!::1. 06b 2(18.2) 

4-cell 10 5.90::!::0.89c 1(10.0) 

8-cell 10 8. 49::!:: 1. 40d 3(30.0) 

Morula 10 8.50::!::1.1Oe 5(50.0) 

Blastocyst 9 12. 18::!:: 1. 86f 

a，f vs b，c:P<0.05. 

* Mean::!::SE 

* * These oocytes were incubated 22 hours for maturation. 
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Table 3. Malate dehydrogenase activity and subsequent development of 

norrnal and degenerated morulae obtained 5 days after IVF 

Type of the 

embryos 

Normal 

E)egenerated 

a vs b:P<0.05. 

* Mean::!::SE 

No.of embryos 恥IDH配 tivity*

examined (x10-6mol/embryo/hr) 

16 1l.19::!::0.86a 

No. and覧of

blastocysts 

9(56.3) 

19 6.63::!::0.87b 。

Table 4. Malate dehydrogenase avtiVIty of bovine morulae 

with substrates 

Substrates No.of embryos MDH activity* 

measured (xl0‘mol/ em bryo/hr) 

7 7. 57::!::0. 72a 

7 11. 16::!::0.53b 

7 16. 83::!:: 1. 58c 

7 15.01土1.15d

7 9.02土0.1ge

10 17.57士1.83f

Non-substrate 

Malate 

α-ketoglutarate 

Glutamate 

iso-citrate 

Dinitrophenol 

a vs b，c，d，f; b，c，d vs e; b vs c，f:P<O.05. 

* Mean::!::SE 

nγ' 
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匹盤胞のglucose代謝を調べたところ， pyruvateおよびglutamateはTCA系により酸化されるが，

glucoseの酸化はpyruvatekinaseの欠乏あるいは阻害により制限されることを報告した.MDHの酵素

活性を指標により牛初期発生時の酵素活性と匪盤胞への発生率を調べたところ，酵素反応液PBS(一)

の条件はAMLPbu丘erと比べ，酵素活性は低かったが，各発生段階の匪盤胞への発生率は有意に高かっ

た (Table1) . PBS (一)の条件での酵素活性と発生能がAMLPbufferと異なることは酵素反応液の

pHによる影響であると考えられる.

牛初期匪のMDH活性は2細胞期匪から匪盤胞まで徐々に増加し，匪盤胞での酵素活性が最も高かっ

たことは (Table2) ，牛初期匹の匹盤胞ではexogeneousの基質の酸化も含め発生時のエネルギーを

獲得しているものとみなされる.従って，着床前であっても栄養学的な面より，母体環境から物質を取

入れて代謝を行っているものと考えられる. しかし， Brinster (1966)町主マウス初期匪でのMDH活性

は卵母細胞から匹盤胞までに大きな変化が見られないが， G6PDHの活性に比べ全般的に2培程高いこ

とを報告した.

正常に発生した新鮮な牛体外受精卵は退行卵(着床遅延，発生停止あるいは発生不良卵)より酵素

活性が高かった (Table3) . JavedとWright(1991)ηは牛初期匪の pento田 phosphatepathwayと

Em bden -MeyerHof pathwayにおいて，品質不良卵のtotalglucose利用率が正常卵より低いことを報

告した.これらのことは，エネルギ一代謝の還元剤であるNADPH脱水素酵素によって卵子の生存性を

判定できることが示唆された.

RiegerとGuay(1988)は，排卵 7日目の牛匹盤胞を用い， 50mM DNPを入れた発生培地に

glucoseあるいはglutamateをそれぞれ添加してTCA系の基質利用率を測定した結果， glucose発生培地

中にDNPを添加した場合TCAのCOz生産は多かったが，glutamine発生培地中にDNPを添加した場合，

逆にCOz生産は減少した.マウスの匪盤胞でも同じ結果であることがO'FallonとWright(1986)によっ

て報告されている.牛の桑実期匹においても，TCA系の中間代謝物質であるmalate，α-ketoglutarate， 

glutamateと同時にDNPはMDH活性が高かった. これらのことは， malate，α-ketoglutarateおよび

glutamateは牛初期匹のエネルギー源として，また， DNPはTCA系にある中間代謝物質の刺激物質と

して利用できる可能性が示された.

研究の一部は文部省科学研究費(一般 ANo.024040l8)によって行った.
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ability in individual bovine embryos 

柳在雄，稲垣宏，菅原七郎

Zae Young RYOO， Hiroshi INAGAKI， Shichiro SUGAWARA 

東北大学農学部家畜繁殖教室

Laboratory of Animal Reproduction， Faculity of Agriculture， TOHOKU University 

A bstract: In order to survey the relationships between metabolitic activity and 

develpmental ability of bovine embryo derived from in vitro fertilization， we modified 

an enzymatic cycling method in the present study. We measured lactate dehydrogenase 

(LDH) in preimplantation stages of single bovine embryo derived from IVF to examine 

the effect of LDH activity on a subsequent development in vitro. LDH activity of 

bovine embryos varied with the cleaving stages and embryos quality(Table 1， 2). LDH 

activity in the degenerated embryos was the highest as compared with that in normal 

embryos. It is suggested that the release of. LDH by dying or degenerating embryos 

might offer an alternative for determining 2 the viability of embryos. Thus， the LDH 

activity proved to be a practical method fordistinguishing between nonviable and 

viable em bryos. 

KEY WARDS: Bovine embryo quality， Enzymatic cycling， LDH， Metabolitic activity 

(受付 1993年 1月 11日，受理 19 9 3年 2月25日)

緒員

解糖系で‘pyruvateからlactateを生じる系とその逆反応でlactateを脱水素してpyruvateを生

じる系は心筋や他の組織などで重要な役割を行っている.しかし，初期匪での乳酸代謝に関して

は知見は少なく，明確にされていない.

-42-



日蔚手L卯学誌 (J.Mamm. Ova Res.)第10巻 第1号 1 993年4月

Renardら (1982)刈ま，体内の牛初期匪を体外の発生培地中で培養した時，発生能を失った匪ある

いは退行が進んでいる匪の発生培地中には非常に高いLDH活性が検出されたと報告した.これは，退

行あるいは退行が進行中の匪のLDH活性による匪の生存能が予測できる可能性を示唆した.

最近，卵子における酵素活性の測定は性判定2)および代謝活性による発生能却を予測するために用い

られている.酵素活性と匹の生存能力および発生能は明らかではないが，少なくとも通常の匹発生時に

おける妊の代謝活性は一定のレベルを保っていることが基本と考えられる. しかし現在のところ，その

指標となる酵素活性の基準が明確にされていない.

そこで本研究では，牛の初期発生時における解糖系の中間代謝物質の乳酸とエネルギ一代謝につい

て，酵素周期法により卵子1個当りのLDH活性を測定しその後の発生能との関係を調べた.

材料および方法

( 1 )牛卵胞卵子の体外受精および体外培養による初期匹の作出

屠場で採取した牛卵巣からの卵胞卵子を用い，体外受精法により初期匹を作出した.体外受精は既

報。に従った.すなわち，黒毛和牛の卵巣より吸引採取法より未成熟の卵胞卵子を採集し， LDH活性と

その後の発生能との関連を検討すると共に， 24時間成熟培養後，体外受精に供した.黒毛和種の凍結射

出精液を温水 (32~35t:)で融解後， BSA無添加B.O.液 (Brackett& Oliphant)勺こ10mMカフェ

インを加え，遠心分離 (200xg，8分)を2回繰り返して精子を洗浄した.洗浄後， BSA無添加B.O.液

に15μg/mlへノミリン (H-3125， Sigma) およひ~10mMカフ ェイソ をι加え， 1回遠心分離 (200xg，8 

分)し，精子濃度を10xl06cell/mlになるようにB.O.液で調整した.受精用シャーレ(Falcon，35mm， 

No.3001)は， O.Olg/mlのBSAを含むB.O.(50μ1)を加え，さらに成熟培養した卵子をB.O.+BS

A液で2回洗浄後，同シャーレに導入して媒精を行った.媒精時の精子濃度は5x106cell/mlとした.媒

精6時間後に卵子は，発生培地で3回洗浄して付着した精子を除いた後に， ミネラルオイルで覆った発

生培地 (350μ1)に移した.発生用培養液は， 25mM  HEPES緩衝 Earle型TCM199(GIBCO， Cat.， 

Lot.910)と抗生物質 (lOOIU/mlPenicilin; 0.05μg/ ml Streptomysin)を添加したものを用いた.

初期匪については，媒精後 3 日目で8~16細胞期匹および媒精後 5 日目で桑実期匹を得た.

(2 )酵素 (LDH)活性測定

LDH活性の測定はLowry(1972) 6)が用いた酵素周期法について新鮮卵測定用に修正した方法を

用いた.

a.酵素反応

LDHの反応液は以下に示した組成のものを用いた.すなわち， PBS (-) (pH 7.3)に1.5mM

NAD， 110mM lactate， 1.0mM  EDT A および0.05%(w/v) BSAをそれぞれ各濃度に溶解した.酵

之
J

A
U『



日南乳卵学誌 (J.Mamm. Ova Res.)第10巻 第1号 199 3年4月

素反応は1.0μlの酵素反応液とともに，内径5mm，厚さ1mmの特製スライドグラスに卵子1個を入れ，

ミネラルオイルで覆い， 37'Cで5，10および20分間反応させた.その後0.2MNaOHを加え，反応を停

止させ過剰のNADを破壊した.

b.サイクリング反応

LDHの酵素反応によって生成されたNADHをサイクリングにより増幅させた.サイクリソグ液の

組成は，pH8.0の100mMTris -HCl bufferに300mMethanol， O.lmM  ADP， 0.02% BSAを含む反応液

に，50μg/mlalcohol dehydrogenase(ADH: EC 1.1.1.1)，および5μg/mlmalate dehydrogenase 

(MDH: EC 1.1.1.37)を加えて用いた.サイクリングは 37'(;で1時間行った.

c.指示反応 (NADH活性)の測定

サイクリングで増幅された反応生成物のNADHを顕微測光装置(CAM-220:Fluorometer， Nicon， 

UVFluorx20)により各サンプルの測定時間を5秒に設定し，蛍光照射 (UV励起E泊∞"""'400凶仁

干渉フィルタEm465)により蛍光度を測定した.スタンダードには10・3"""'10・8MNADH溶液を用いた.

実験は以下の4区について行い，成績を比較検討した.

(実験1)媒精5日目の培養で，正常に発生した新鮮な牛体外受精卵(桑実期匪)と退行卵(発生遅延，

発生停止あるいは発生不良卵)を選んでNADHの反応時間を5，10分および20分として， LDH活性を調

べた.そして酵素反応測定後，卵子は培養を継続して匪盤胞への発生率を検討した.

(実験2)笑験1の結果をもとに酵素反応時聞を10分として，媒精3日目の培養で8"""'16細胞期匹に発

生した正常卵子と退行卵子を用い，それぞれ酵素反応を測定後， LDHのNADH反応が検出されたもの

(positive)とされなかったもの (negative)とに分け，その後の発生率を調べた.

(実験3)媒精5日目の培養で桑実期に発生した正常卵子と退行卵子を用い，正常卵子を純粋エタノー

ルに入れ， 1分間放置した後，正常卵子および退行卵子とともに酵素反応を測定し， NADH反応の有

無により卵子を分け，その後の発生率を検討した.

(実験4)実験1から実験3までの正常卵子において，酵素活性を測定後，それぞれ卵子のNADH反

応の一定値で区分して， 48時間培養を続け酵素反応とその後の発生能との関係を検討した.

結果は， Fisher' s Exact testおよびChi-square testによって有意差の検討を行った.

結果

酵素反応時聞を10分にした場合， 45.0 % (9/20)の卵子で酵素活性の測定ができ，測定に供した

卵子の30% (6/20)が匪盤胞に発生した.また，不良卵子においてのLDH活性も酵素反応時間10分区

(45.5:!:9.6x10-7 mol/embryo/hr)が5分 (37.0:!:18.9x10-7mol/embryo/hr)および20分区
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Table 1. Effect of enzymatic reaction time on LDH activity and subsequent 

development of normal em bryos [morulae (M) ] and degenerated one (D) 

Enzymatic Type No.of No.of LDH activity No. and % of 

reaction of the embryos embryos in the positives blastocysts in the 

time(凶 n) embryos examined positive (x10・7mol/embryo 

/hr) positives negatives 

5 M 8 l 5.3* 。 5(71.4) 

D 6 3 37.0::!::18.9 。 。
10 M 10 1 19.3 。 6(66.7) 

D 10 8 45.5::!:: 9.6 。 。
20 M 10 3 19.0::!::11.3 。 2(22.2) 

D 6 5 37. O::!::l1. 7 。 。
ーーーーーーーーーーーーーー・・ーーーーー・・』ーーーー・・ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー『ーーー四ーーーーー--国ーーーーーーーー

Control M 42 33(78.6) 

* Mean::!::SE 

Table 2. LDH activity and subsequent development of 8~16 cell stage embryos 

obtained 3 days after IVF 

Type No.of No.of embryos LDH activity No.of embryos developed to 

of the embryos negative (above) (x10・7mol/

embryo examined or embryo/hr) 

positive(民low) Morula Blastocyst (覧)

normal 24 18 。 15 13(72.2) 

6 26.7::!::9.1* 2 1(16.7) 

degen- 11 1 。 。 。
erated 10 41. 9::!::5. 2 。 。
* Mean::!::SE 
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A
U守



日甫礼卵学誌 (J.Mamm. Ova Res.)第10巻 第1号 1 993年4月

Table 3. LDH activity and subsequent development of normal， ethanol-treated 

and degenerated morulae obtained 5 days after IVF 

Type No.of 

of the embryos 

embrγo examined 

normal 21 

EtOH- 8 

treated 

dege- 6 

nerated 

*Mean::l::SE 

No.of embryos 

negative(above) or 

positive(below) 

18 

3 

8 

。

1 

5 

LDH activity 

(x10・7mol/

embryo/hr) 

。
14.7::1::6.3* 

。
。

。
30.3::1::8.6 

No. and % of 

blastocysts 

15(83.3) 

。

。
。

。
。

Table 4. Relationship between LDH activity and subsequent development 

of bovine embryos 

Range of LDH activity No.of embryos measured No.of embryos 

(x10・7mol/embryo/hr) and then cultured developed(%) 

80.2・53.3* 2 。
49.0・31.9 3 。
27.2 -10.0 8 3(37.5) 

5.3-0.6 4 1(25.0) 

non -detected 78 53(67.9) 

Total 95 57(60.0) 

*Me釘1土SE
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(37.0:t11.7x10-7 mol/embryo/hr)と比べ高かった.正常卵子の5分および10分区の匪盤胞への

発生率は，それぞれ71.4覧および66.7%で，酵素活性の測定操作をせず頼粒膜細胞の単層上で培養を

継続した control(78.6%)区と比べ，殆ど差がなかったが酵素反応時間20分の匹盤胞への発生率は22.0

Zと低かった (Table1) .この結果から以下の全ての実験は酵素反応時聞を10分とした.

8~16細胞期匪において酵素活性の検出は，正常卵子では卵子24個中6個，退行卵子では卵子11個中

10個が酵素活性が測定でき，退行卵子の酵素活性の検出率が正常卵子の検出より高かった. しかし，酵

素反応が検出できなかった正常卵子18個中13個 (72.2%)が匪盤胞に発生した.他方，酵素反応が検出

できた卵子6個中，匪盤胞に発生したものはわずか1個であった (Table2) . 

媒精5日目の桑実期匪において，正常卵子および退行卵子での酵素反応はそれぞれ21個中3個， 6個

中5個で検出されたが，純粋EtOHに卵子を入れ， 1分間放置した卵子での酵素反応は検出できなかっ

た.また，正常卵子で酵素反応が検出できなかった18個の卵子中15個が匪盤胞に発生した (Table3) . 

正常卵子において酵素反応を測定後， 48時間培養後の発生能を検討した結果，それぞれ一定範囲

の酵素活性値によって発生率に差のあることが判った.すなわち，酵素反応が測定できなかったものは

67.9% (53/78)が発生したが，酵素活性が低いもの (27. 2~0. 6x 10-7 mol/ em bryo/hr)および高

いもの (80.2~53.3x10-7 mol/embryo/hr)で発生率はそれぞれo(0/5) ， 33.3% (4/12)であり，

酵素活性が高い程，発生率は低下した (Table4) . 

考察

Lactate dehydrogenase (LDH)はNADを水素受容体として，または乳酸を脱水素してpyruvate

を生じる酵素で，平衡な逆方向に傾き，解糖系でpyruvateからlactateを生成することに働く酵素であ

る.Spielmannら (1978)ηによると，卵子のLDH活性は着床後，急速に増加することを報告した.ま

た，マウスの生殖器(卵管，子宮)では高いレベルで・LDHの存在が報告されている附. しかし，牛の

初期発生時における解糖系の中間代謝物質の乳酸とエネルギ一代謝についてはまだ十分に明らかにされ

ていない.そこで本研究では，新鮮牛卵子 1個のLDH活性を測定し，その後の発生能との関係を調べ

たところ，酵素反応時聞を10分にした場合， 45.0 % (9/20)の卵子で酵素活性が測定でき， 30 %(6/20) 

が匪盤胞に発生した (Table1) .正常卵子と退行卵子のLDH活性の検出率は退行卵子の方が高く，酵

素活性が測定できた正常卵子の発生率は酵素活性反応がなかった卵子より低かった.この結果について，

Jordanら (1989)叫は，退行卵子および退行が進んでいる牛初期匪でのLDH活性が高かったと報告し

ている.また， Johnsonら (1991)日)は， 4細胞期匪から拡張した牛匪を非外科的に採卵し，正常卵子

および退行卵子に分け， LDH活性を測定した結果，退行卵子のLDH活性が正常卵子より有意に高かっ

たと報告した.さらに， DixonとWebb(1979)凶は，未受精卵子でのLDH生産は起こらないことと，

受精後匪の分割と同時にLDHの生産は徐々に増加して，最も発生した匪は非常に高いレベルのLDHを
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持ているが，卵子の退行とともにLDHの生産は停止しすべての細胞質にある酵素は発生培地に漏れ

ることを示唆した.

酵素活性と匹の生存能力および発生能との関係は明かではないが，少なくとも，通常の匪発生時に

おける匹の代謝活性は一定の基礎レベルを保っていることと考えられるが，現在のところ，その指標と

なる酵素活性の基準が明確にされていない.従って，酵素活性と発生能との具体的な尺度を明確にする

ことと， X染色体上の酵素活性との関係も明らかにできれば，判定誤差が小さくなることは論を待たな

L、.

卵子の基質の利用性を調べるために体外培養やアイソトーフ.化合物を用いての実験が行われた結果，

発生時期によって異なるが，エネルギ一源と合成のTたこめに使われる基質が明らかにされている.すなわ

ち， pyruv刊at恰eとlacta抗te剖iは主主としてエネルギ一源として利用されるu山，1.玖4

降の分割卵子は等張なリ γゲル液やその他の塩類溶液に乳酸を加えTたこだけで分割して発生すること同カか込

ら，そのような考えが支持されていた.

本研究の結果においても，乳酸のエネルギ一代謝は匹発生能との高い相関があり，酵素活性測定後

の発生能は発生の高いもの，低いものと測定できなかったものに分け，それぞれを比較したところ活性

の高いもの程その後の発生能の低下率が高いことが示された (Table4) .このことにより， LDHの酵

素反応によって生産されるNADHはその後の発生能を予測するために利用し得ることが示唆された.

研究の一部は文部省科学研究費(一般 J¥No.02404018)によって行った.
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An establishment of embryonic stem cells from bovine embryos 

fertilized in vitro. 

稲垣宏柳在雄菅原七郎

Hiroshi INAGAKI， Zae Young RY∞， Shichi ro SU印刷RA

東北大学農学部動物生殖科学教室
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Abstract: We have attempted an establishment of ES cells from bovine blastocysts 

fertilized in vitro co-cultured with fibroblast feeder cells of murine or bovine embryos. 

In this report， we have shown bovine ES-like cells from co-culture used murine fibroblasts 

as feeder layer. The ES-like cells were compared morphologically with trophoblast whose 

features are like ES cells. Furthermore， when the ES-like cells were exposed to 10-5M all-

trans-retinoic acid， these cells differentiated into neuron-like cells. And， it was observed 

that the growth of ICMs of blastocysts used were slow， some of them hardly grew. These 

results may suggest that the growth of ICMs is influenced by differences of genome of each 

embryo， and also indicat that the property of ICMs is different between murine and bovin. 

i包YWORDS: bovine embryos， ES cells， retinoic acid， differentiation 

(受付1993年1月11目、受理1993年2月25日)

緒言

ES細胞は初期匪の内細胞塊(ICM)または原始内匪葉が多能性を保持したまま体外培養下で無限に培

殖する性質を獲得した細胞である。最初にマウスでその樹立が報告されけ 2)、現在ではES細胞の無

限増殖性を利用したジーンターゲッティングにより、動物個体に人為的に遺伝子を導入する実験系へ

と発展している。また、様々な動物で樹立が可能になれば、晴乳動物の遺伝子工学的手法における個

体発生や分化に関する特異的な遺伝子の発見とその発現の特性、および時期との関連を解析すること

や、種の分化とその特性を解明するための最も有力な手段となりうる。

家畜では、豚3) • 1)や羊3) • 5)での樹立の報告がされているが継代化と実用化までにはいたっていな

い。また牛では正木ら 6)や Streichenkoら7)の報告もみられるが、細胞系樹立までにはいたっていな

い。しかし家畜のES細胞(ESC)を常に一定の割合で樹立し維持ができれば、 ES細胞に遺伝子修飾を行

ない初期匪へ注入し、それを移植して形質転換キメラ個体の作出が可能となる。さらに作出された個

体が生殖系列キメラであれば、戻し交配によりES細胞由来の個体を作出できる。したがって利用価値
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の高い形質の導入が可能であり、その形質は子孫に継代でき利用できる。以上のような観点から、本

研究では牛体外受精卵子をもちいてES細胞の樹立を試み、さらに得られた邸細胞様細胞をレチノイン

酸処理によってその分化能を調べた。

材料と方法

(a)フィーダーレイヤーの調整

フィーダーレイヤーとしてマウス胎仔線維芽細胞または牛胎仔線維芽細胞をもちいた。マウス胎仔

線維芽細胞は、 14~16 日齢の胎仔を摘出後 PBS(一)で洗浄し、内蔵を除去して洗浄した。ついで0.25花

トリプシン (Difco) ・ 0 . 02舵DTA/PBS(一)で40~60分間処理し、ナイロンメッシュで漉過して採取し、採

取した線維芽細胞は10%牛胎仔血清(FCS)添加DMEM(Gi bco)に懸濁し遠心して洗浄をした。この操作を2

回繰り返し細胞を集めた。血球計算板で細胞数を計測し、 1X10
6cell/meになるように調整して25cm

の組織培養フラスコ (Corning) に播種した。ほぽコンフルエントに達した時点でX線約4000~4500rad

を照射して不活性化した。次いで培地を除去し、洗浄後トリプシン処理を行って10%FCS添加DMEMに懸

濁した。遠心後直径55皿の組織培養皿(Nunc)に5X 105ceH/meに調整して300meのスポットを作りミネ

ラルオイルで覆った。

牛胎仔線維芽細胞は妊娠約1ヵ月齢の胎仔から表皮を採取して、以降はマウスと同様の手順で培養

し調整した。培養はすべて10%FCS添加DMEMの培地で 37.5t:，5%C02， 95%空気条件下のインキュベー

ターで行った。

(b)牛匪盤胞の調整

食肉処理場より得た黒毛和種の卵巣をランチジャーで32~35tに保ち、実験室へ持ち帰って滅菌し

た整理食塩水で洗浄後、吸引法により卵胞卵子を採取した。次いで顕微鏡下で観察して十分に卵丘細

胞が付着しかっ細胞質が均一なものを採卵した。さらに，ミネラルオイルで覆った10%FCS添加1CM199

(Gibco)のスポットで洗浄後、同様の培地で39.0t:， 5児CO2，95先空気条件下のインキュベーターで22

時間成熟培養を行った。

黒毛和種の凍結精液は、 31~32t:の温湯中で融解しカフェイン添加B.O.液に浮遊させ遠心した。上

澄を除去後、豚へパリン(Sigma)、カフェイン添加B.O.液8)で遠心し血球計算盤で精子数を測定した.

卵子は洗浄後、牛血清アルブミン、カフェイン添加B.O.液で精子濃度を5X106/meに調整したスポッ

トへ移した。 5"'6時間後卵子を洗浄して10%FCS添加TCI.I199のスポットへ移し培養を続けた。さらに48

時間後、付着している卵丘細胞から卵子をはずし4細胞期に達していないものは除去した。培地交換

は 48時間毎に行い桑実匪期からは24時間毎に行って初期匪盤胞、拡張匪盤胞、脱出匪盤胞を得た。

(c)牛匪盤胞とフィーダ一細胞との共培養

体外培養により得た匪盤胞は線維芽細胞のフィーダーレイヤーと共培養した。すなわち、初期旺盤

胞、拡張匪盤胞は0.5%プロナーゼ(BMY)処理またはピペッティングによって透明帯を除去し、脱出匪

盤胞はそのままで共培養にもちいた。培養は20%FCS、O.1mM 2-メルカプトエタノール、ヌクレオシド

溶液(アデノシン、グアノシン、シチジン、ウリジンをそれぞれO.03凶、チミジンO.01ml.l)、非必須

アミノ酸溶液(Gibco)、および103i.u./me mLIF(Amard)を添加した高グルコース処方のDMEI.Iをもちい、

37.5t:， 5先CO2，95児空気条件下のインキュベーターで行った。培地交換は48時間毎に行い、継代はト

リプシン処理またはキャピラリーチュープによる操作により行った。

(d)レチノイン酸の調整と処理

本実験では alトtransレチノイン酸(Sigma)をもちいた。 99%エタノール中に3.3X10-
4M濃度をスト

ー只d
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ック溶液とし、目的の濃度になるように培養液で直接希釈した。培養からレチノイン酸を除去する場

合は、レチノイン酸を含まない10肺CS添加Dt.lEMでよく洗浄し、以後同様の培地で培養した。

結果

邸C様細胞の形態的特徴

フィーダーレイヤ一上へプレートした匪盤胞の接着とESC様細胞の出現に関するデータは Table1. 

に示した。また、牛匪盤胞由来のESC様細胞が出現したマウス胎仔線維芽細胞のフィーダーレイヤ

を用いた培養結果は発生ステージ別に Table2.に示した。匪盤胞は接着後、 ICMを中心に栄養外匪葉

細胞が円状に拡がっていったが、 ICMは用いた匪盤胞により増殖に差がみられ中にはほとんど増殖し

ないものもあった。接着7日後に新しいフィーダー上へ継代した。

Table 1. Attacl】mentof blastocyst and appearance of ES-like cells 

cultured with feeder layer 

Ani皿alkind No. of No. of No. of 

of feeder embryos embryos apperrance 

examined examined attched of ES-like cells 

mouse 23 19 2 

bovine 39 24 。
The data as to attachment were evaluated on 5th days from co-culture. 

Table 2. Attachment of different cell stage embryo and appearance of 

ES-like cells culutured with feeder layer of mouse embryo fibroblasts. 

Ce 11 s tage No. of No. of No. of 

embryos embryos appearance 

examined attached of ES-like cells 

11 7 。
9 9 

3 3 

Ealy B. 

Expanded B. 

Hatched B 

The data as to attach皿entwere evaluated on 5th days from co-culture. 

B.=blastocyst 

フィーダー上へプレ 卜した匪盤胞のうち2っからESC様細胞の形成がみられた(Fig.l)o 1つは脱出
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匪盤胞由来であり、他の 1つは拡張匪盤胞由来であっ

た。これはいずれも24時間以内に接着した匪盤胞から

得られたものであった。これらESC様細胞は‘約25.-...-35.

mの小型の細胞で、マウスのES細胞のように著明な仁
を含む大きな核を持っていたが多層を形成せず上皮様

で豚や羊で報告されているのと同様な形態的特徴と様

相を示した。しかしES細胞は栄養外旺葉細胞と形態的

に類似しているので、それらの区別をするためにまず

栄養外匪葉細胞のみをフィーダ一上で培養し、 ESC様

細胞との形態的な相違(大きさ、核数、その他特徴)を

観察した(Fig.2a.b)。その結果栄養外匪葉細胞は約50

.-...-851lmの径を持つ大型の 細胞であり、邸C様細胞の

約2倍以上も大きく、細胞質に多くの頼粒が存在して

いるのが分かつた。したがってこのような形態的特徴

Figure 1. The phase-contrast micrograph 

of ES-I ike cells. x150 

Figure 2. The phase-contrast micrograph of monolayer of ES-like cells (a). and trophobrast 

ce 11 s (b). X225 

の違いから、得られた邸C様細胞は栄養外匪葉細胞とは異なる細胞であると判断した。

得られたESC様細胞は、 48日間維持されたが4回目の継代後は増殖せず消失した。

レチノイン酸による分化誘導処理

単層のESC様細胞の分化能を検討するために、培養培地にレチノイン酸を添加することにより分化

の誘導を行った。本実験ではレチノイン酸漉度を10-8.-...-10-51.(で行ない、 10-51.(で最も効率的に誘導さ

れた。しかし旺性ガン腫(EC)細胞での報告とは異なり、処理開始48時間以内に神経細胞様細胞への分

化が観察された(Fig.3)。形態的に変化したのちは構養培地からレチノイン酸を除去してもこの形態

を維持した。
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考察

本研究では牛IVF匪からのES細胞の樹立を試み、得られたESC様細胞をレチノイン酸処理によって分

化能を確認した。得られたESC様細胞はマウス胎仔線維芽細胞のフィーダーレイヤーを用いた培養系
であり、牛胎仔線維芽細胞を用いた系からは得られなかった。このことは、陸の接着やES細胞の樹立

には、必ずしも同じ動物種が適しているとはいえない

というハムスター 9)や豚 10)での報告と一致している。

異なった発生ステージの匪盤胞で接着率が異なったの

は、匪盤胞がフィーダーレイヤー上で接する面積の差

とその違いによることが考えられるが、この点につい

てはなお吟味する必要がある。また、データには示さ

なかったがフィーダーの不活性化処理にマイトマイシ

ンCを用いると、接着率に差はみられなかったものの

ESC様細胞は得られなかった。このことから、線維芽

細胞によって取り込まれたマイトマイシンCがこれま

での細胞培養系におけると同様に、 ICMになんらかの

悪影響を及ぼしていると考えられる。事実、 EC細胞の

F9細胞ではマイトマイシンを作用させると原始または

遠位内匪葉の分化マーカーであるプラスミノーゲン活

性化因子活性が上昇する 11)ことが報告されている。

凶C様細胞の単層は、レチノイン酸処理によって神

Figure 3. The phase-contrast micrograph 

of cells induced differentiation by 

10-5 M retinoic acid treatment. X37.5 

経細胞様細胞へと分化した。しかしこの結果は分化に必要なレチノイン酸濃度が、これまでのES細胞
や匪性ガン腫細胞由来のEC細胞での実験報告とは異なる。このことは細胞密度など培養の違いや、レ

チノイン酸のストック溶液温度の低さが考えられるがさらに検討を要する。また、 ES細胞またはEC細

胞の単層培養系ではレチノイン酸処理により線維芽細胞様細胞へ分化することが報告されている 1Z}.

これは本実験の結果とは異なるものであるが浮遊培養系で細胞凝集塊を作らせレチノイン酸を作用さ

せた場合、 F9細胞は近位内匪葉へまたP19細胞は神経細胞、グリア細胞へ分化するというように、細

胞株によって反応は異なることが明らかにされており、分化能についても他の解析が必要と考えられ

る。

家畜のES細胞樹立にはこれまでいくつかの間題が指摘されている。 一つは遺伝子的系統の問題であ

る。マウスでは邸細胞を樹立するための系統としてテラトカルシノーマが多発する系統である129系

がしばしば用いられている。また、現在までに生殖系列に入ることが報告されている邸細胞株の多く

は129系から樹立したものである。現在ではどの系統からでも樹立は可能であると考えられているが

比較的樹立が容易な系統から困難な系統が存在することは確かである。 ES細胞が樹立されているハム

スターや羊でも樹立率は極めて低く、他の動物でもこのような匪ゲノムの差があると考えられる。本

実験でも用いた匪盤胞によりICIIの増殖に差がみられた。実用的樹立のためにはテラトカルシノーマ

の発生し易い系統であることが必要であるかもしれない。また、他の要因としてICMの性質の違いが

考えられる。すなわち有蹄類の初期旺のICMはマウスとは異なり、葉裂後匪盤は分裂を休止する。し

たがって生体内で起こる分裂休止を反映した体外培養系での分裂停止が起こると考えられる。マウス

のES細胞はICMあるいは原始外匪葉由来であるが、有蹄類では原始内匪葉と混在しあう前のICMでなく
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ては樹立が困難であると考えられる。これまで牛匪盤胞の詳細な葉裂時期に関する報告はなされてい

ないが、葉裂前にES細胞化させなければならないだろう。本実験で使用したLIFでも、原始外匪葉の

形成は回答するが、原始内陸業の形成には影響せず 13)、この点についての効果は期待できない。家

畜、とくに有蹄類で回細胞の樹立を試みる場合これらの事実をふまえて培養系を組み立て、試験して

いく必要があると考えられる。
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第 34回

目甫乳動物卵子学会

プログラム

大会長:石田一夫

新潟大学農学部教授

会期 平成 5年 4月22，23日

会場 ホテル新潟(新潟市)





お知らせ

第34回哨乳動物卵子学会および総会を開催致しますので、多数の皆様のご参加をお待ち

致しております。

大会参加の方々へ

1. 参加費5，000円をお支払いの上、参加章κ氏名と所属をど記入下さし、。
2. 会場では、必ず参加章をお言付け下さし、。

3 会員の方は、晴乳動物卵子学会誌10巻 1号に本大会の抄録が掲載されていますので御

持参下さい。

なお当日、年会費(5， 000円)をお支払いいただければ幸いです。

発表者の方々へ

1. 講演時間は8分、質疑は 4分です。講演時間 1分前に青ランプで、終了時には赤ラン

プとブザーでお知らせしますので、講演時間を厳守してくださし、。

2. スライドプロジェクターは35mm用を 1台用意します。スライドの枚数は制限致しませ

んが、 10枚程度が適当かと思われます。

3. スライドは講演開始30分前までにスライド受付にお渡し下さい。発表後、スライド受

付で返却致します。

懇親会のご案内

1. 懇親会を22日(木)午後 5時50分から、当ホテル2階で行います。多数の皆様のご出

席をお待ちしております。

2. 懇親会にご出席の方は、参加費5，000円を当日お支払い下さい。

会場のど案内

ホテノレ新潟は、 JR新潟駅から徒歩8分、北陸自動車道黒埼料金所から車で 20分のと

乙ろにあります。なお、大会参加者のためにホテル新潟iζ割安料金で宿泊できるように

依頼しでありますので、希望者は各自で「晴乳動物卵子学会出席のため」と申し添えて、

電話で早めにお申込下さい。



時刻

11 : 40 

12 : 40 

13 : 00 

16 : 58 

17 : 10 

17 : 40 

17 : 50 

20 : 00 

日

4月22日

理 事 メAλ 

一 般講演

1 -19 

特別講演

懇 来見 メZミL 

理事会:阿賀の間 (3階)

一般講演、特別講演:芙蓉の間 (2階)

懇親会:芙蓉の間(2階)

程

時刻

9 : 00 

11 : 58 

12 : 10 

13 : 00 

13 : 15 

13 : 45 

13 : 55 

16 : 53 

一 11一

表

4月23日

一 般講演

20 - 33 

評議員会

総 メ~

一般講演

34 -47 

評議員会:阿賀の間 (3階)

総 会 :芙蓉の間 (2階)



第34回崎乳動物卵子学会

フ。ログラム

特別講演

第1日 4月22日(木) 17: 1O~17:40 

「実験材料としての両生類の卵J

新潟大学理学部教授 岩津久彰先生

座長石田一夫(新潟大・農)

一般講演

午 目IJ 午 後

1 -10 11-19 
4月22日

13: 00-15 : 00 15: 10-16: 58 

20-28 29-33 34-41 42-47 
4月23日

9 : 00-10 : 48 10: 58-11 : 58 13: 55-15 : 31 15: 41-16: 53 

第 1日 4月22日(木)午後講演番号 1 ~19 (13: OO~16: 58) 

13: 00-13 : 36 座長久保春海(東邦大・医)

l 熱処理精子の顕微注入による精子の耐熱性の検討

0矢沢浩之・柳田 薫・菅野良恵、・渡辺美佳・鈴木和夫・星 和彦・佐藤章(福島県立

医大)

2. SZI における挿入精子数について

0高塚亮三・辻 敏徳・豊北美穂・藤波隆一・道倉康仁・加藤修(永遠幸マタニティー

クリニック)

3 重症男性不妊に対する機繊的透明帯部分間孔術 (PZD)の有用性の検討

0高尾成久・ 吉田壮一・片桐千恵子・池成孝昭・岩部富夫・関島秋男・戸田稔子・原田 省・

見尾保幸・寺川直樹(鳥取大・医)

13: 36-14 : 24 座長石島芳郎(東京農大・生物産業)

4 卵巣濯流を用いた成長ホノレモンの卵巣直接作用の検討

0南郷周児・北井啓勝*・大庭三紀子料・鈴木秋悦・野津志朗(慶大・医、埼玉中央病院*

森永乳業・生科研**) 
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5. VS 1. 2. 3によるラッ卜凍結保存卵巣の子宮腔内移植後の生存性

0利部 聴 ・大上美穂 ・寓場光一 ・牧田登之(山口大 ・農)

6. LH-RH単用による過排卵誘起の試み

0加回日出美 ・嶋田秀庸(東京農大 ・短期大)

7. マウスにおける反復過排卵誘起後に卵管膨大部内で分割像を示す未受精卵子の出現について

0石塚久義 ・栗栖輝光 ・斎藤直道 ・平田義一 ・成相孝一 ・金山喜一 ・遠藤克・

佐久間勇次(日大・農獣医)

14 : 24-15 : 00 座長佐藤嘉兵(日大・農獣医)

8. ニホンザル卵子とカニクイザJレ精子を用いた体外受精

0山海 直・清水慶子*・ 長 文昭・吉川泰弘(予研・ 霊長類センター、京大・ 霊長研*)

9. ニホンジカ射出精子の体外における透明帯除去ハムスタ ー卵子への侵入能 とくにウシ精子正

の比較についてー

0小林 仁・池田昭七 ・武田武雄・佐々田比呂志*・菅原七郎* (宮城農業短大、東北大・

農*) 

10.透明帯切開卵子を用いた低受精能マウス凍結精子の体外受精成績

0中潟直己 ・上田 進 ・山内一也 (日生研)

休憩 (15:00-15: 10) 

15: 10-15: 46 座長野田洋一(滋賀医大)

11 ウシ卵における表層粒の体外成熟に伴う変化

0細江実佐 ・高橋知子*・荻原 勲*.河野友宏**・中原達夫“・新村末雄・ 石田一夫

(新潟大・農、協同飼料・ ET研ヘ東京農大・総研**) 

12 マウス卵における表層頼粒とセカンドメッセンジャーに関する検討

0小関みづほ・倉沢滋明*・大庭三紀子山・遠藤芳広***・鈴木秋悦・野津志朗 (慶大 ・

医、南多摩病院ヘ森永乳業 ・生科研*ヘ遠藤クリニ ック***)

13 共焦点レーザー顕微鏡による受精時の卵子表層頼粒の動態に関する観察

0横田秀夫・加藤 勝*・佐藤嘉兵(日大 ・農獣医、オリンパス光学*) 

15: 46-16 : 22 座長佐藤英明(東大・医科研)

14 オカダ酸による牛および、ハムスター卵子の卵核胞崩壊 (GVBD)

0建本秀樹 ・堀内俊孝 ・織部智宏(広島県立大 ・生物資源、)

15 ハムスタ ーとヒト卵子におけるelectricalstimulation による eggacti vation 

0柳田 薫 ・木村康之 ・片寄治男 ・吉松宣弘・ 呉竹昭治 ・月川 奏 ・阿部利明 ・星 和彦 ・

佐藤 章(福島県立医大)

16 活性化卵を用いた牛の核移植における受核卵の核の不活化

0坂根淳太 ・牛島 仁*・佐賀正彦**・江藤哲雄・ 尾川昭三 (明治大・農、千葉県畜(Cセ

ンターヘ 聖マ リアンナ医大**) ;.. 一..， -



16: 22-16 : 58 座長安田泰久(岩手大・農)

17. マウ ス卵子体外成熟過程へのチロシン リン酸化の関与

0木村裕幸・遠藤芳広*・大隅一興**・大庭三紀子***・鈴木秋悦・野津志朗(慶大・医、

遠藤クリニックヘ 三菱油化ビーシーエル**、森永乳業 ・生科研*叫)

18 牛卵胞内卵子の体外成熟におよぼす成長因子の影響

0小林敬三 ・山下祥子*・星 宏良(機能性ペプチド研、東京理化器機バイオ研*)

19. マウス卵子卵丘複合体における TNF-α の分布とその予想される一生理機能

0佐藤英明・高橋裕司・東貞宏・豊田 裕(東大・医科研)

第2日 4月23日(金)午前講演番号 2ト 33(9 : 0ト 11: 58) 

9 : 00-9 : 36 座長斎藤英和(山形大・医)

20. Acridine orange染色法による sperm-eggfusionの判定法

0片寄治男・中木純子・矢沢浩之・柳田 薫・星和彦・佐藤章(福島県立医大)

21.限定培地におけるウシ体外受精卵の初期発生におよぼすグルタミンおよびタウリンの影響

0林正黙・丹羽陪二 ・金 宗興・奥田潔(岡山大・農)

22. 限定培地におけるラット l一細胞期臨の体外発生におよほすグルコースおよびリン酸濃度の影響

0三好和睦・丹羽暗二・奥田 潔(岡山大・農)

9 : 36-10 : 12 座長塩谷康生(農水省・畜試)

23. マイ卜マイシン処理した細胞との共培養がウシ体外受精由来臨の発生に与える影響

0富沢宗高 ・下平乙夫 ・今井 敬・後藤裕司・奥地弘明・斎藤政宏・堂地修(農水省・

家畜改良センター)

24. Brinster修正培養液と Dulbecco修正培養液によるキメラマウス匹の培養と移植成績

0川島康成・高橋寿太郎・安田泰久(岩手大・農)

25 マクロファージと卵の共培養

0野原 理・斎藤英和・斎藤隆和・小池数与・田中栄一・平山寿雄・広井正彦(山形大・

医)

10: 12-10: 48 座長星 和彦(福島県立医大)

26 細胞質を増加したマウス 2細胞期匹の発生能

0加藤容子・大黒 寿 ・角田幸雄(近畿大 ・農)

27. 牛体外受精匪の初期発生速度がその後の発育成績に及ぼす影響

0後藤裕司・下平乙夫 ・富沢宗高 ・今井 敬・奥地弘明・斎藤政宏・ 堂地修 (農水省 ・

家畜改良センタ ー)

28 体外培養したウマ臨盤胞の僻化様式に及ぼす血清の影響

0保地真一・ヨアヒム ブラウン・小栗紀彦(帯広畜大)
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休憩 (10: 48~10 : 58) 

10: 58~11 : 34 座長堤 治(東大・医)

29 マウス成熟卵及び初期肢における cyclooxygenase活性の生理的意義

0高見毅司 ・坂元秀樹・佐藤和雄 ・加藤珠美h 江角真理子* (日大 ・医、総研*)

30. 牛IVF卵子の初期発生時の MALATEDEHYDROGENASE活性と中間代謝物質との関係

0柳在雄・ 菅原七郎(東北大・農)

31 ウシ培養匹におけるプロスタグランジンE2の免疫組織化学的検出

0四谷伊公子 ・柳 在雄*・松本浩道*・菅原七郎*・新村末雄**・石田一夫**(新潟大・

自然科学研究科、東北大 ・農*、新潟大 ・農**)

11 : 34~11 : 58 座長丹羽階二(岡山大・農)

32. ハムスター8細胞期臨の凍結保存について

0堀内俊孝・高橋典子 (広島県立大 ・生物資源)

33. 1. 5 M Ethy lene Glycolで凍結された牛体外受精眠からの耐凍剤除去条件の検討

0下平乙夫 ・後藤裕司 ・今井 敬・富沢宗高 ・斎藤政宏 ・奥地弘明・堂地修(農水省・
家畜改良センタ ー)

第2日 4 月 23日(金)午後講演番号 34~47 (13: 55~16 : 53) 

13 : 55~14 : 19 座長香山浩二(兵庫医大)

34 外来IVF-ET4年間の成績

0小林善宗 ・本田育子・鈴木隆弘 ・井上正人(東海大 ・医)

35. IVF-ET分娩後の再IVF-ET成績

O鈴木隆弘 ・小林善宗 ・本田育子 ・井上正人(東海大 ・医)

14 : 19~14 : 55 座長角田幸雄(近畿大・農)

36. リコンビナン卜透明帯蛋白質の免疫原性と妊苧性に及ぼす影響について

0長谷川昭子 ・井上みゆき ・香山浩二 ・磯島晋三 (兵庫医大)

37. 匪性幹細胞 (ES細胞)のサブクロ ーニング法の検討

0鎌田宣夫 ・寺社下浩一 ・鈴木宏志 ・宮井達也 ・谷川 学(中外製薬 ・御殿場研)

38. 牛体外授精(IVF)由来臨からの旺性幹 (ES)細胞樹立の試み

0稲垣宏・柳在雄 ・稲泉絵里 ・銭暁喬・菅原七郎(東北大 ・農)

14 : 55~15 : 31 座長井上正人(東海大・医)

39. マウス初期匪発生過程におけるミト コン ドリアの分布

0都倉 隆 ・野田洋一*・ 後藤康夫 ・中山貴弘 ・森崇英(京大 ・医、滋賀医大*) 

- Vl一



40 センタイウイルスを接種されたマウス卵子における細胞内 Ca2+の変動

0河野友宏 ・J.Carroll *・ D.Whittingham *・中原達夫(東京農大・総研、 MRC・UK*) 

41. LIF (白血球増殖抑制因子〕が7 ウス怪の接着ならびに移植後の生存性に及ほす影響

0小田垣諭司・加藤容子 ・角田幸雄(近畿大 ・農)

休憩 (15:31 ~15 : 41) 

15: 41~16: 17 座長小林善宗(東海大・医)

42. マウス 1細胞期匪における雌雄前核由来染色体の長さについて

0森 英紀 ・石尾佐代 ・正回陽一(茨城大 ・農)

43. RT-PCR法による初期旺mRNAの定量

0森田豊 ・堤 治 ・武谷雄二(東大 ・医〕

44. PCR法と micromanipulation法によるマウス着床前期旺の性別診断

0矢野ともね ・雀部豊 ・竹下直樹 ・片山 進・久保春海 ・平川 舜(東邦大・医)

16 : 17~16 : 53 座長河野友宏(東京農大・総研)

45 着床前診断を目的としたマウス体外受精臨に対する biopsy法の検討

0雀部豊・矢野ともね・ 安部裕司 ・池永秀幸 ・白井 彰・片山 進・久保春海・平川舜

(東邦大・医)

46. "ウス卵採取時の mono-polyresolving medium処理と腔への影響

0末永美樹・栃木明人・橋本芳美 ・栃木武一*・佐藤和雄(日大 ・医、川口市民病院*)

47. EIA欠損アテノウイルスベクターによるマウス初期臨への遺伝子導入

0津久井通 ・東貞宏 ・三宅早苗 ・斎藤 泉 ・豊田裕(東大・医科研)
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特別講演
実験材料としての両生類の卵

Amphibian Eggs as Materials for Experimental Studies 

岩津久彰

Hisaaki IW ASA W A 

新潟大学理学部生物学教室

Biological Institute， Faculty of Science， Niigata University 

1.両生類卵の実験材料としてのメリット

両生類の卵を研究材料として使用する場合のメリットとしては以下のような点が考えられる。

(1)数百、数千の同腹の卵が容易に得られる。 (2)卵は無殻で卵膜・ゼリー膜は軟らかく、ほと

んどが卵生である。 (3)水中で発生し、卵膜・ゼリー膜をつけたままにしておくと無菌的に扱う

必要はなく、また塩類溶液は不要である。 (4)体外受精(無尾類のほとんど全部と有尾類の10%)

と体内受精(無尾類のごく一部と有尾類の90%)がみられる。 (5)小型シャーレの中でフリーハ

ンドでさまぎまな操作ができる大きさである。 (6) かなりの種類で周年採卵が可能である。 (7)

変温動物だから保温は不要で、また温度と発生の関係をみるのに適している。 (8)卵貰を蓄積し

ているので、卵黄に関する研究に適しており、また匪・幼生は給餌なしでかなりのステージまで

発生する。

2. 両生類卵の実態と採卵方法

一腹の卵数(産卵は大体、年 1回)はアフリカのニシパヒキガエル(卵胎生)の数個からウシ

ガエルの2万余まで幅がある。卵径はニンパヒキガエルの0.5mmからアマゾソ流域のコモリガ

エルの6mmまで様々であるが、一般に2mm前後のものが多い。産出卵の状態は 1個ずつ独立

しているもの(イモリ)、塊状に産出されるもの(トノサマガエル、ウシガエル)、 1個ずつ産

出され塊状に粘着するもの(カジカガエノレ)、紐状(ヒキガエル、オオサシショウウオ)、泡巣

の中に産出されるもの(モリアオガエル)、卵嚢に入っているもの(クロサンショウウオ、ハコ

ネサ γショウウオ)などである。

採卵するには、卵が卵管を下降し、いわゆる子宮に入っている産卵直前のカエルでは指先で腹

部を後方に向けてしごく。ヒキガエルやサンショウウオでは虹門から出かかっている卵紐・卵嚢

の先端をピンセットでつまんで引き出す。イモリでは紅門経由の卵はすでに受精しているから、

未受精卵を得るには、開腹して卵管を下降中の卵を取り出す。これらの卵に精液をかけると受精

する。体腔卵に精液をかけても受精はおこらない。両生類の排卵誘発法は確立されている。卵巣

に熱卵をもっ個体に生またはアセトンを通して乾燥させたウシガエルの下垂体を皮下に投与する

か、市販のhCGを皮下注射する方法が一般的である。
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アホロートル(メキシコサ γショウウオのネオテニー型)では温度ショックが賞用される。

3.卵形成のプロセス

熱帯・亜熱帯地方では幼若個体における卵形成は継続的に進行し、早々と成熟に達するが、温帯地方

では体の発育、卵の発達は冬眠で中断し、成熟には種類によるが、満1年一 3年を要するものが多い。

温幣地方では産卵期はほとんどの場合、年1回で、卵形成(肥大・卵黄蓄積)は産卵期の後に始まり、

冬眠前にほぼ完成する。従って早春一初夏が産卵期の種類では、10-11月ころに野外で採集して低温保

存(人工冬眠)しておけば、ゴナドトロピシの投与によっていつでも採卵することができる。

4.生息環境と産卵数・卵サイズとの関係

一般に低地や南方では冬が短くて活動期間が長く、餌も多いが天敵も多く、このような地域の両生類

は小卵多産である。 一方、高地や北方では冬が長くて活動期聞が短く、餌も少ないが天敵も少ない。そ

してこのような地域の両生類は大卵少産である。クロサ γショウウオは水平分布、垂直分布の広い両生

類で、 この現象の研究には好適の種類である。新潟県の例では、海岸近くの産卵池と海抜2000mの高

山池では産卵数は3:1であった。この産卵数の決定は遺伝的なものと思われる。

5.精巣卵

精巣の中にみられる卵様細胞、すなわち精巣卵の出現は生殖細胞の性的両能性を示すものであり、 卜

γポ、 ミミ ズなどの無脊椎動物、魚類、両生類、順虫類、鳥類などで知られている。両生類における精

巣卵の出現率には種差があり、ヌマガエル、 トノサマガエルでは高く、ツチガエルがそれに次ぎ、アマ

ガエルとカジカガエルでは低く、ヤマアカガエルとモリアオガエルではきわめて低い。精巣卵は毎年、

精子形成のスタート時に細精管内に新生し、肥大成長するが、翌年の繁殖期の後に退化する。卵径は最

大でも230-260程度である。両生類では性ホノレモン投与などによって精巣卵の発生を人為的に誘発す

ることはクリアカットには成功していないが、メダカでは精巣卵の形成を容易に誘導することができる。

6. ピダー器官

ヒキガエルの精巣の前端には痕跡的な卵巣、すなわちピダー器官がついている。ここでは毎年卵母細

胞が発達してくるが、卵貰を蓄積するものはきわめて稀である。ピダー器官を残して精巣を摘出すると、

ピダー器官は機能的な卵巣に変る。ヒキガヱルは雌ヘテロ型で、この性転換雌 (ZZ)と正常雄 (ZZ) 

との交配で生れる子はすべて維となる。ピダー器官の発生初期にはいわゆる髄層構造の発生がなく、こ

れが遺伝的性にかかわらず卵巣構造に発生する原因とされる。両生類の生殖細胞はそれと接する体細胞

から特別の働きかけがなければ、遺伝的性に関係なく、卵方向に分化を始めるように思われる。

7. コモリガエルの育房内解卵

アマゾン流域に生息するコモリガエルは分類学上アフリカツメガエルに近い大型のカエルである。

産卵様式は特異で、抱接が始まると雌の背皮は 1日くらいで著しくふくらむ。抱接のまま宙返り泳ぎを

して産卵し、卵が雌の背皮に付着するとその部分の皮膚が陥没し、 2日で卵を取り込んで育房を形成す

る。育房内の肢の多くは流・早産するようである。変態した子ガエルの多くが育房を出ると、それまで

ふくらんでいた背皮は急にふくらみを減じて正常に戻る。卵が付着するとその部分の皮膚が陥没して育

房を形成する機構、育房内での匪の発達、流・早産の原因などは比較内分泌学的に関心のもたれるとこ

ろである。
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l 熱処理精子の顕微注入による精子の熱耐性の検討

Examination of developmental ability of embryos fertilized 

by microinjection of heat treated spermatozoa 

0矢沢浩之柳田薫 菅野良恵渡辺美佳鈴木和夫星和彦佐藤章

Hiroyuki YAZAWA， Kaoru YANAGIDA， Yoshie KANNO， Mika WATANABE， 

Kazuo SUZUKI， Kazuhiko HOSHI， Akira SATO 

福島県立医科大学産婦人科学教室

Department of Obstetrtics and Gyn巴cologyof Fukushima Medical College. 

【目的】不妊症治療技術の進歩により人工授精や体外受精などの配偶子操作の機会が増加してきた今

日、精子が体外において様々な環境の変化にさらされることがある。精子や受精卵の凍結保存はすで

に医学や畜産の分野で応用されており、これらが低温刺激に対しては非常に安定であることが確認さ

れている。柳田ら 1)は、精子核を卵細胞質内に顕微注入する方法を用いて、ハムスター、ヒトなどの

精子核が、 900C、30分間の熱処理後も受精能を有していることを報告している。本研究では、さらに、

熱処理された精子核が、雄性前核形成能のみならず、初期旺への発生能をも有しているかをみるため

にウサギを用いて検討した。

【方法】ウサギは、日本白色種を使用した。まず、雄ウサギの精巣上体尾部より精子を採取し、テフ

ロンホモジナイザーで精子核と尾部の分離を行なった。遠心洗浄後、ペレットを生食に浮遊させ、

deep fre巴zerで保存した。

実験当日に370Cで融解し、 600C、30分間の熱処理を加え、顕微注入に供した。来受精卵は、雌ウサギ

にFSHを1日 12IU.を3日間筋注した後、 HCG，lOOiu.を静脈内に投与し、その15時間後に卵管より回

収した。 0.1% hyaluronidaseで頼粒膜細胞を除去したのち、顕微注入に供した。

Microinjectionは、 15%PVP中に浮遊させた精子から 1個の精子をpickupし、細胞質内顕微注入を

行なった。 Controlとして、熱処理を加えない精子を同様に注入し、その後の雄性前核形成能、及び、

初期腔発生能を検討した。注入後の卵子は、 HamF-12中で 5%C02，5%02， 90%N2の環境下で増養し、

24時間毎にその形態を観察した。
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【結果】熱処理精子を67個の卵に注入したときの受精率は36%、卵割率は24%であり、同様に、熱処

理した精子核だけを77個の卵に注入したときの受精率は43%で、卵割率は26%であった。熱処理して

いない intactの精子を注入したときの受精率は43%、卵割率は29%であり、熱処理群と、非熱処理

群との聞に有意の差は認められなかった。また、注入後72時間で8細胞期までに発育した匠を観察し

得た。

【結論および考察】以上より、ウサギ精巣上体尾部精子は、少なくとも60
0Cまでの耐熱性があり、雄

性前核形成能のみならず、 8細胞期までの初期旺発生能を保持しており、精子核がかなりの範囲の温

度変化に対して安定性を有していることが確認できた。この精子の耐熱性には精子核内に存在する-

s-s一結合が強く関与していると考えられている。晴乳動物精子では、精巣上体内での成熟過程におい

て、精子核内 DNAに結合している S-H基が酸化され s-s結合となり 2)、隣接する DMAとの聞に強

力な結合を形成し、核内の DNAを安定化していると考えられている3¥この耐熱性は、体細胞では認

められず、生殖細胞の種の保存という大役に合目的であると思われる。

【文献】

Microinjection 01 heat treated主主旦星空

epididymal sperm into rabbit oocytes 

Injected No of 
No.(%)of No.(%)*of No.(%)**of 

oocytes survival oocytes 
sperm injected oocytes fertilized 

Intact 43 14 6 
(control) (33) (43)a 

Whole sperm 67 25 9 
(60'C， 3omin) (31) (36)b 

77 23 10 
(60'C， 30min) (30) (43)c 

x'test; a.b，c; d，e，f; NS 
* fertilize rate=(fertilized oocytes)/(survival oocytes) 
* * cieavage rate=(cieaved oocytes)/(survival oocytes) 

oocytes 
cleaved 

4 
(29)d 

6 
(24)e 

6 
(26) f 

1) Yanagida，K. Yanagimachi，R. Perreault，S.D. : Thermostability of sperm nuclei assessed by 

microinjection in to hamster oocytes， Biol.Reprd. 44:440-447，1991. 

2) Bedford，J.M. Calvin，H.I. : The occurence and possible functional significance of S-S 

crosslinks in sperm head， with particular reference to eutherian mammals， J.Exp.Zool， 188: 

137， 1974. 

3) Poccia，D. : Remodeling of nucleproteins during gametogenesis， fertilization and early 

development， Int.Rev.Cytol. 105:1，1986. 
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2 S Z 1における挿入精 子 数について

The number of human sperm to be 

inserted in SZI 

0 高塚亮三・辻敏徳-豊北美穂

藤波隆一 道倉康仁・加藤修

Ryozo T泌ATSUKA，Toshinori TSUJI， Miho TOYOKITA 

Ryuichi FUJINAMI，Yasuhito MICHI限JRA，Os舗ruKATO 

永遠幸マタニティクリニック

Towako Maternity Clinic 

{目的]顕微受精は、高度乏精子症の患者にも挙児の希望を与える手技ではあるが、受精率、 妊娠成功率とも低

く改善すべき諸問題を含んでいる 1)。特に囲卵腔内精子注入法 (SZ I)は応用範囲も広く、ごれまで通常のI

VFでは妊娠を望めなかった夫婦の大部分を救済できると目されながら受精率が低く、周期当りの良質な受精卵

を多く得ることができないのが現状である。

本研究において、 SZIにおける注入精子数と受精率及び多精子受精の発生率との関係を明らかにし、注入精子

数の最適化を図るための方法について検討した。

【方法】対象は当編愛で1992年中に SZIで得た匹を移植しえた61症例、 72周期で、採取した 564個の卵子のうち、

Metaphase IIの卵子 428個 (75.9紛である。 72周期には GnRHaとhlfiで過羽岡H処理した51周期、クロミッド投与

の18周期、自然周期3周期が含まれる。 61症例中59症例で男性不妊原因が認められ、そのうち6周期で精巣上体

精子が用いられた。射精精液中の全運動精子が10万未満のもの26周期、 10万以上 100万未満のもの20周期、 100 

万ιL仁500万未満のもの11周期、 500万ιL上1000万未満のもの5周期、 1000万立L上のもの4周期であった。精子

の調製はミニパーコール法で行ない、可能な場合は TestYork Buffer (宵B)処理を行なった。 SZIは透過型

ノマルスキー微分干渉装置を備えたオリンパス IM-IIにナリシゲの三次元ジョイスティック油圧四方向マイク

ロマニピュレーターを装着したものを用い、 Cohenらの方法を踏襲しだ。 2)

{結果172周期で得られたMetaph回 eIIの卵子 428個(周期当り 5.9個)のうち、 SZI施行後得られた受精卵

は 223個(周期当り 3.1個;受精率52.1%)で、そのうち65個は多精子受精(発生率15.2%)であり有効受精卵

は 158個(周期当り 2.2個;有効受精率36.9%)であった。移植できた脹数は 136個(周期当り1.9個)で8周

期で妊娠が認められた(対周期妊娠率11.1%)0 fig.1には各注入精子数に対する全受精率、多精子受精発生

率、有効受精率がまとめであるρ 注入精子数が増加するに従って全受精率は向上するが、 8個以上精子を注入し
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た場合、急激に多精子受精発生率が憎加するために、有効受精率.は注入精子数7個で最大値50.9%を示した。

[考察]J;J.よの岐鯖より臨床的には初診の症sillに対しては注入精子数7個より出発することが奨閉される。本研

究においても最高注入精子数30{閣を用いて正常な受精が得られたこともあったが10個以ヒの精子を注入する場合

は調製した精子懸濁液が高濃度であることが要求され、症例によっては多数の精子を注入するごとが困難であるや

また一部にはごのような症例に対し、精子の損失を最少唄度に留められるような精子のH武活化の開発が望まれ、
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【文献]

1) S:C Ng，A.Rongso，S.S.Ratnam : Microinjection of human oocytes : a technique for s仔vere

oligo&<;thenoteratozoospermia. 

Fertil St.eril 1991;56 (6) :1117. 

2) Ed.by J.Cohen : Micromanipulat.ion of Gametes and Embryos. 1992:P.250. 

3) G. Palermo. et. al : Pregnanr:i e1' after intracytoplasmic inj8ction of single spermatozoon. into 
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3 重症男性不妊に対する機械的透明帯部分間孔術

( P Z D )の有用性の検討

The effects of partial zona dissection in severe male 

infertility on the outcome of in vitro fertilization 

高尾成久・吉田壮一・片桐千恵子・池成孝昭・岩部富夫

関島秋男・戸田稔子・原田省・見尾保幸・寺川直樹

Nan血isaTAKAO.Souichi Y邸HIDA.Chieko KATAGIRI. T，誼aakiIK聞姐1.Tomio IJABE 

Akio S医IJIIA.Toshiko叩DA.TaSuku臥臥DA.Yasuyuki lIIO. N田kiT皿組AJA

鳥取大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology.Faculty of ledicine. Tottori University 

目的:近年、男性不妊に対する最終の治療法として顕微授精法が開発され臨床応用されてきた。今回我々は、

機械的透明帝都分間孔術(問rtialzona dissection.PZD)をヒト卵子に対して行い、その有用性を検討した。

方法:通常のIVFを3回以上行い受精が起こらない重症男性不妊15症例54周期(227個)及び精液所見は正常な

がらハムスターテストとIVFにて受精の起こらない受精障害3症例10周期(46個)を対象とした。患者の同意

を得て、これらの卵に対してPZDを行った卵(PZD群)と通常のIVFを行った卵(IVF群)の2群に分けた。当科

のIVFプロトコ ルに従って卵巣過剰刺激を行い1)、hC恨与36時間後に採卵した。用手法にて採取した精液

を30分液化後、精液所見(精液量，精子護度，運動率)及び精子前進運動(FP)スコア(表1)2)を記録した。そ

の後、直ちに単層Percoll法で運動精子を回収し、 1X 105 / mlの浪度に調整し媒精に供した。 5時間の前培

養した卵子はO.1~ hyaluronidase添加培養液で穎粒膜細胞を除去し、ついで0.311sucrose添加培養液で囲卵腔

を拡大した後、顕微操作を行った。顕微操作には、 OLYIIPUS:社製倒立型システム顕微鏡およびNARISIGE:社製

licrom叩 ipulatorを用いた。 PZD群ではHOldingneedle(外径100μm)で卵を吸引・保持し、 Dissection

needle (外径5μm)で透明帯を 1時から11時の方向に貫通後、 Holdingneedleの管壁で

きなスリツトを作成した。一方、 IVF群では顕微授精以外の同様の操作を施行し、両群の聞で受精率、多精子

受精率を比較検討した。統計学的検討はx2検定で行った。

結果:対象症例の精液所見を表2に示した。重症男性不妊での受精率は、 PZD群で有意に(Pく0.001)改善され

たが、多精子受精はPZD群で25.0 ~に認められた(表3)。一方、受精障害例においては、 PZD群での受精率は

IVF群に比して有意に改善され(Pく0.01)、多精子受精率は33.3 ~であった(表4)。次に、 FPスコアと受精率の

関係では、 FPスコア 1以下では両群共に受精卵は得られなかったが、 2以上ではPZD群で有意に改善され

σく0.001)、多精子受精率は25.0 ~であった(図1)。
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表l精子前進巡動(FP)スコア 凶l精子前進巡動性とPZDの成績
F Pスコア 精子前進運動性の評価 50 。 前進運動精子を認めない

総迷動精子の30%以上が1区画を S
5秒以上で通過する Z 

2 総連動精子の30%以上が113:酬を生25

3秒以上5秒未満で通過する 以

3 総運動精子の30%以上がl区画を

2秒以上3秒未満で通過する

4 総運動精子の30%以上がl区画を
2秒米満で通過する

P Z D群

表2重1主兇性不妊lkび受精障者の精液所見
精液量(rul) 痛手強度(x 10" /皿1)

重症男性不妊 2.5士1.0 13.6士21.4 
受精陣容 2.6士0.9 121.7士67.3

IVF群

蓬萄率m
Eオ!31. 6 
65.0士15.0
mean士SD

表3重症男性不妊に対するPZDの成績 表4受精障害に対するPZDの成績

FPO僧 l
FP2陶 4
多精子受精率

PZD群 I青森 PZD群 IVF群
受精率 23.2(16/69)" 4.4(7/158)担 受精率 25.0(3/12)' 0(0/34)' 
多精子受精率 25.0(4/16) 0(0/7) 多精子受精率 33.3(1/3) 

• P<0.001 • Pく0.01

考察:重症男性不妊に対する最終の治療法として開発された顧微授精法には、現在3つの方法(partialzona 

dissection.PZD; sub-zonal insemination.SUZI; cytoplasmic sperm injection)があり、各方法ですでに妊

娠、分娩例が報告されてはいるが、今だ例数も少なくその有効性、安全性に関しては確立されていない3.4. 5 

)。今回、我々はこの3法のうち卵に対する侵襲が最も少なく、また人為的に精子を選択することが少ないと

考えられ、乏精子モデルによるマウスIVF実験系6)を用いた検討で有用性と安全性が確認されたPZDをヒト卵

子に対して行い、その有用性を検討した。本研究結果よりPZDが重症男性不妊、あるいは受精障害の受精率の

改善に有効であることが明らかとなった。また、精子前進運動性の良好な(FP2陶 4)症例では、 PZDにて受精率

の改善が認められたことから、精子前進運動性とPZDによる受精率との関連が示された。同時に、精子運動率

不良で精子前進運動性の低い(FPO~ 1)症例ではPZDは限界があり、受精を期待するためにSUZI、または

cytoplasmic sperm injectionの必要性が示唆された。

文献:1)見尾保幸，他.(991).卵胞期における血中progesteroneイ直の微小変動がIVF-ETの治療成績に及ぼす影

響.日本受精着床学会雑誌.. 8. 165 ~ 168. 

2)谷川正浩，他.(1992).体外受精・匪移植時の精子処理における3層Percoll密度勾配法の有用性につ

いて-Swimup法との比較検討一.日本不妊学会雑誌.37(2).232 ~ 236. 

3)HenηEM et al. (989). Partial zona dissection of the h凹却制yte:anontraumatic method 

using micromanipulation to assist zona pellucida問netration.Fertil Steril.. 51. 139 ~ 148. 

4)Simon F et al. (1991).Presentation of six pregnancies established by sub-zonal insemination 

(SUZI). Hu血nReprod. • 6. 124 ~ 130. 
5)Gianpiero P et al. (1992).Pregnancies after intracytoplasmic injection of single 

spermatozoon into an∞cyte.同ncet.• 340. 17 ~ 18. 
6)高尾成久，他.(1993).マウス乏精子モデルにおける機械的透明帯部分間孔術の有用性の検討.

日本受精着床学会雑誌 投稿中
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4 卵巣潅流を用いた成長ホノレモンの卵巣直接作用の検討

Direct effects of growth hormone on the in vitro perfused rabbit ovary 

南郷周児、北井啓勝¥大庭三紀子"、鈴木秋悦、野津志朗

Shuji NANGO， Hirokatsu KITAI'， Mikiko OBA"， 

Shuetsu SUZUKI， Shiro NOZA WA  

慶応義塾大学医学部産婦人科学教室、宵玉中央病院、"森永乳業生科研

Department of Obstetrics and Gynecology School of Medicine， Keio University， 

'Saitama-chuo Hospital， "Biochemical Research Laboratory， Morinaga Milk Industry Co.， Ltd. 

[目的]最近になって多嚢胞性卵巣症候群およびHMG(humanmenopausal gonadotropin)による排卵誘発に抵抗性を示

す無排卵症例に対して、成長ホルモン(hGH)をHMGと併用することで排卵率を高める試みがなされてきている。幾つかの

施設で排卵率が上昇した成績が報告されているのに対して、効果の見られないという報告もあり、一定の成績は得られてい

ない。またGHが卵胞発育および排卵に対してどのように関与しているかについては、未だ不明である。

我#は卵巣のステロイド産生及び直視下で排卵観察することのできるウサギを使った卵巣潅流実験を用いることによっ

て、 GHの卵巣直接作用を検討することを目的とした。

[方法]3週間以上隔離飼育した体重3kg以上の経産成熟雌ウサギを用いた。卵巣動脈に一部切開を加えガラス製カニュー

レを挿入した。ヘパリンと抗生剤を添加しfごHa叫(s塩を含んだpH7.4のMediuml99を潅流液として卵巣動脈カニューレよ

り緩徐に注入し、卵巣内血液を流出させた後、卵巣を摘出し潅流装置に移した。滋流速度は家兎卵巣動脈正常血流速度とほ

ぼ同様の1ラmν分に調節し、一側卵巣の滋流液は総量lうOmlとした。

同一ウサギのー側卵巣潅流液にrecombinanthGH O.5IUを混入し、対側卵巣滋流をコントロールとして120分湛流後、

両側卵巣にそれぞれフェルチノームP(almostpure FSH)ラIUを注入した。その後、 30分おきに180分まで卵巣静脈より

mediumを採取し、 Estradiol(E2)、Progesteroneを測定した。また、 180分の捕監流直後の卵胞内卵子を採取し一部の卵子

のmaturationと変性を観察した。残りの卵胞内卵子をminimalessential medium(MEM)/polyvinylpyrrolidone(PVめで
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12時間培養し、同様に検討した。

[結果]120分間の前潅流終了時点での卵巣からのE2の放出量はお 5回の実験中3回でhGHを投与した側がコントロール側

に比べて有意に増加し、残り 2回は両側共E2の放出量が低値であった。 FSHラIU刺激後、 E2の放出量は全例両側共上昇を

示したが、 5田中3回でhGHを投与した側がコントロール側に比べて促進傾向を示した。残り 2例には有意な差は認めら

れなかった。 180分後に卵胞内卵子を観察したところ、 GHを投与した群とコントロール群の聞に差は認められなかった。

また、 MEM!PVPで12時間培養後の卵子にも、GHを投与した群とコントロール群との間に差は認められなかった。

hGHのウサギに対する作用を観察するため、ウサギにhGHOう単位を静注し、ウサギ血液中のIGF-I(Insulin-likegrowth 

factor -1， human)が上昇するのを確認した。同様にhGHを投与した側の卵巣潅流液中のIGF-Iを測定したところ、有意な

上昇は認めなかった。

[考察]卵巣でのFSH刺激によるE2産生放出は、上記結果からGHにより促進されているが、これがGHの直接作用による

ものであるのか、 IGF-Iを介したものかは不明である。 GHを投与した卵巣の湛流液中のIGF-Iは測定値以下であり、この事

がGHの直接作用によるものの存在を示している可能性が高い。しかし、卵胞で産生される微量のIGF-IがE2放出促進に関

与している可能性も十分に残されている。これを明らかにするためには、今後抗IGF-I抗体(Sm1.2B)等を使用して、 GHの

直接作用を証明していく必要がある。

また今回の実験では卵子成熟過程において、 GHは卵子に対して明らかな細胞障害を示さないと同時に、 maturattonに対

しでも促進も抑制もしていなかった。発育や代謝に大きな作用を有するGHを使用するにあたり、臨床上問題となってくる

のは、 GHを投与したときの細胞毒性であり、特に卵子の発育成熟過程に与える影響は慎重に検討して行かなくてはならな

い。 今後はこの点に対して更なる検討が必要と恩われる。

主要文献:

1. S. Nango， H. Kitai， Y. Furukawa， S. Suzuki， and S. Nozawa: Human Reprod， Abstr 7thWorld Congr IVF Assisted 

Procreation. 1991: P3凶

2. S. Nango， H. Kitai， M. Ohba， Y. Matsui， S. Suzuki， S. Nozawa: The American Fertility Society， Abs 48由Annual

Meeting， 1992 

3. E. Katz， E. Ricciarelli， Eli Y. Adashi:刀lepotential relevance of growth hormone to female reproductive physiol-

oぁ/and pathophysiology. Fertility and Sterility 1993. Vol.ラ9，No.1 1993: 8-34 
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5 V S 1、 2、 3によるラット凍結保存卵巣の

[目的]

子宮腔 内移植後の 生存性

Survival of frozen preserving ovaries with VS 1，2 and 3 

after transplant into uterine cavity 

0利部聴・大上美穂・高場光一 ・牧田登之

KAGABU Satosi， OUE Miho， MAMBA Kouichi and MAKITA Takashi 

山口大学農学部家畜解剖学教室

Deparatment of Veterinary Anatomy， Faculty of Agricul ture， 

Yamaguchi Uni versi ty， Yamaguchi 753， Ja凶 1

卵巣には膨大な卵細胞が存在しているが、実際に利用きれるのはごくわずかである。Hirsh

field & Midgley')によると 99.99%が閉鎖していまい 0.01%が排卵するだけと考えられてい

る。卵巣のもつ潜在能力を引き出すために過剰排卵処理などが行われているが、それで、も閉鎖

してしまう卵細胞の割合はまだ多い。我々 は、 [卵巣凍結保存司移植または培養司卵子

採取 司体外受精司受精卵移植]系か確立すれば卵細胞をより有効に利用でき、いくらかで

も閉鎖割合を減らすことができるのではないかと考え、 [卵巣の凍結保存司子宮腔内移植実

験]を行っている 2-5)0 Rall & Fahy6)によって開発されたガラス化法=超急速無段階凍結法

を用いて、演者等は卵巣の凍結融解と移植後の生着を報告しているが、生着卵巣あたりの非閉

鎖卵胞数は多くはない。

そこで今回は各種ガラス化液 (VS 1、VS2、VS 36) )で卵巣を凍結し、移植後の生

着状態を観察した。

{材料・方法]

卵巣凍結:べントパルピタール前麻酔、エーテル後麻酔下で卵巣を卵巣嚢や周囲の脂肪塊と

ともに取り出し直ちにBSA4.0n啄川lを添加した室温のHBlまたはTCM-l99に保持し

た。それぞれの液中で卵巣以外の爽雑物を取り除き、新しい液に移し替えたのち、 HBlおよ

びTCM-199に凍結保護剤を添加して調整したyゲラス化液に入れ脱水した。ガラス化液1

00%に保持後直接液化窒素に浸漬して凍結を行った。37
0

Cの温湯中で融解し脱凍結保護剤

処理をしたのち、移植に用いた。

卵巣移植:精管結紫雄ラットと交配した偽妊娠6日目(交配日= 0)のレシピエントの子

宮角中央部反間膜側に小孔をあけ凍結・融解卵巣を挿入し移植した。移植後2週間目に子宮と

ともに移植卵巣を取出し、定法によりパラフィン連続切片として生着を観察した。生着の判定

は、 Braw& Tsafrifi 7)の基準にしたがい非閉鎖卵胞を保有するものを生着卵巣とみなした。
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凍 12.5%司 25.0%司 25.0%司 切.0%司 ち.0% 司 I∞Z 司 L 

結 (5、10分) (旦10分) (宮、10分) (匹、10分) (旦10分) (5、10分) N 

室 sBa a 米 'ぞ/勾努ごF明 7J{ - 一日 d喝ヨ弔謬ター押 l 

融卵巣移植ー 0% ー 12.切 e・25.0% 。圃 25.0% ... 50 .0% ...融解

解 (切) (明) (切) (切) (功) 37'C 

室 程紘 7一ïØit~一
自.......，

哨 ポーヲ表~9 中

{結果]

凍結卵巣は、子宮腔内で生着したがその割

合は凍結保護剤の種類で異なり 5分区、 1 0 

移植凍結・融解卵巣の生着(生着/鰍蹴)

分区ともVSlの生着割合か高い傾向を示し

た。また保掬寺聞の違いに関しては、 5分区

の方が良好な成績となった。 5分

以上の結果から本実験で用いたガラス化液 1 0分

のなかではVSlが、また、保持時間は5分

が適していると推察された。

{文献]

VSl 

4/5 

2/5 

VS2 

1/5 

1/5 

VS3 

0/5 

0/5 

1) Hirshfield，A.N.and Midgley，A，R，Jr.:恥rphometricanalysis of follicular develop-

配 ntin the rat ，Biol.，Repr札 ，19，5fJ7， 1978. 

2 )利部聴・牧田登之・高場光一・石田哲也:凍結・融解したラット卵巣の卵巣嚢内への移

植、晴手L卵研誌 5、89-97、1988. 

3)利部聴・石田哲也・高場光一・牧田登之:ラット子宮腔へのマウス卵巣の異種間移植一

子宮腔内「生存」期間の延長、第83回日本畜産学会、 1990. 

4 )利部聴・高場光一・石田哲也 :ラット子宮腔へのラット卵巣の同種間移植、日本不妊学

会誌、 36、185-188、1991. 

5 )利部聴・高場光一:ニホンザル、コーーノレデンハムスター、ウサギ、マウス卵巣のラット

子宮腔への異種間移植、日本不妊学会誌 37， 658-660、1992. 

6) Rall，W.F. :Factors affecting the survival of冊 useenDry'偲 cryopreservedby vit-

rification，Cryobilogy，24，387-402，1987. 

7) Braw，R.E.& Tsafriri，A. :Effect of P略Gon follicular atr田 iain the immature rat 

ovary，J.Repr吋.Fert. ，56，267，1980. 
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6 LH-RH単用による過排卵 誘起の試み

An attempt for the superovulation by only LH -RH 

加田日出美・嶋田秀属

Hid凹i貼DA.Hidetsune SHlMADA 

東京農業大学短期大学部農業評ヰ畜産学研究室

Laboratory of Animal Science. Junior COllege. Tokyo University of Agriculture 

目的:近年.Gn-RHの応用が広く試みられている.演者らは昨年の本学会において.hCGの前後処狸にLH-RH

の5回の中間処躍を組み合わせたi脚t卵誘起方法につL、て，従来のPMSGとhCGによる方法と捌轍，初期匪の

形態上ならひ可こ染色体の正常性について比較し報告した.LH 聞によるi脚柳誘起方法は.LH-RHカ泊分子量

であることに着目し，生体に抗体を作らせないことを目的としたものであった しかし LH-RH処理の前後に排

卵を確実にさせるためにhCGが使用されており.hCGについての抗体か産生されることが考えられるため，今

回出lCGの前後処狸を省略もしくはLH-RHで置換できるか否かについて擬すした.

方法:試験には6-12週齢のC57BL Gr叩 ~yO ~yl ~y2 ~y 3 

xCBA Fl未経産マウスを供試した.LH-
加 trol P 

10 

聞については，マウス性周期の各ステ
P 

2 P 
3 P 

ージにおいて誘走弱旬開試験カマ子われて 4 P 
5 P @ 

いるため，発情前期 CP).後期 CM) 6 M 
。

7 M @ 
8 M 。 (F 

間期 CD)のそれぞれのステージを処 9 M 
10 M 

理開始日 CDay0 )として，ホルモン 11 M 
12 M 
13 。

投与プログラムを.Fig. 1.のように 14 D ωA 
15 。

設定した各試験区ともDay0-1に 16 D 

かけてLH-RHを 0.025用ずつ5巨股与
よ肋叩附t
.闘 51U .汁前 10lU 
0:υ+矧 0.025pg 。:U十時j0.05 /18 .:ut骨j0.1/18貴:L/f-剛 0.2t哩

した.Day 2に投与を終了した時点で
Fig. 1. Progr調。f同町官官tr田町mts

同じFl成烹雌と同居させ，翌日Day3 

の午前中に腫栓の有無を確認後有無にかかわりなく安楽死の上開腹し，卵管膨大部内の卵子を押し潰し-法に
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および9蝶・卵管・子宮重量の体重比もあよって観察し，抑轍を算定した.また，担柳点未捌剛隣接丸

わせて検討を行った

結果:各試験区における成績はTable1.に示したとおりである.LH-RH投与の前後処理について擬すしたと

ころ，交尾率はControlで 100%であったが，試験区では4区の33%，10区の60%を除き交尾を観察すること

はできなかった.また Day3における封印日数は，Contro 1が26.8::1:3.8であったのに対し試験区ではほとんど

カ教信権牒されたのみであった.10区は他区より多く 7.6士4.0であったが，自然封印轍を上回る結果とはな

らなかったt1~卵点は担何時幻こ比伊Jする傾向を示したが，未j剤師陣激とホルモン集狸との関係は認められな

かった Controlでの前後処理は hCG5 IUで充分な結果カ呼号られたが，試験区では前処理を LH-RHO. 1，ugにし

しかしその処理ではた場合のみ倒防港牒され前処理は LH-RHO.嶋で置換できることが明らかとなった.

hCG 10IUの投与でも全ての卵胞を担旬日させることはで後処理が hCG5 IUでは担眼目を誘起こすことができず，

きなかったまた，交尾率およひ場閉轍は有意に低下した.試験区で宋捌柳胞カ多量膝された.

考察:五よ上のように今回の試験では， LH-RHの前後処理を省略することはで、きなかった.前処理についての

み hCG5 IUの代わりに LH-RHO. 1，ugで、置換できる可能性が示唆されたが，交尾率州民下し，抑日数も自然~~卵

hCG 10IUを投与しても充分な排

これらのことから強力なj瑚附乍用を持つホルモンの前後史狸カ泌須であると思われ

数と差は認められなかったさらに前処理を LH-RHO. 1，ugで、置換した場合，

卵を起こすことはできず，

た.今後さらに LH-RH単用もしくは，節子子量の他のホルモンによる処狸を擬すする必要があると恩われた
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7 マウスにおける反復過排卵誘起後に卵管膨大部内で分割像

を示す未受精卵子の出現について

Appearance of unfertilized ova cleaving in the ampulla of the oviduct 

after repeated superovulation inducement in mice 

石塚久義栗栖輝光斉藤直道平田義一成相孝一

金山喜一遠藤克佐久間勇次

H.ISHIZUKA. T. KURISU. T. SAITO. Y. HIRATA. K. NARIAI. 

K.KANAYAMA. T.ENDO. Y.SAKUMA 

日本大学農獣医学部獣医生理学研究室

Department of Veterinary Physiology. College of Aguriculture and 

Veterinary Medicine. Nihon Universi ty. 

【目的】 排卵後に受精しなかった未受精卵子でも、時間の経過にともなって分割像を示すことが知

られている。この分割は、未受精卵子の fragmentationの過程の一経過であるとされている。一方、

性腺刺激ホルモンによる過排卵誘起処理によって得られる卵子の大部分は、多くの研究によって正常

な発育能を有することが明らかにされている。しかしながら、演者らは、これまでにマウスに過排卵

誘起処理を反復すると、排卵卵子が、未受精にもかかわらずその多くが卵管膨大部内においてすでに

分割像を呈していることを観察してきた。そこで今回、性腺刺激ホルモンの投与量と投与間隔が、異

常分割卵子の出現頻度にどのような影響を及ぼすかについて検討したので報告する。

【材料および方法】 供試マウスは、 ddY系 (SPF)の未経産マウスで日本SL Cより4週齢で購入し、

4週間の予備飼育をしたのち実験に供した。したがって、実験開始時におけるマウスは8週齢である。

マウスの飼育方法は、マウス用アルミケージに5-6匹ずつ収容し、人工照明下で午前5時から午後7

時までの14時間照明とし、飼料はラット.マウス繁殖用固形飼料を用い、水と固形飼料は不断に給与し

た。

過排卵誘起処理は、マウスの性周期をとくに考慮しないで、午後5時にPMSG5.01U (セロトロビン

:帝国臓器製薬)を腹腔内に投与し、ついで48時間後にhCG5.0叩(ゴナトロビン:帝国臓器製薬)を

腹腔内に投与した。反復処理の間隔は、 5日間隔とし、反復回数は、 1固から5固までとした。実験1

(Fig. 1)では、投与量をかえて、 PMSGおよびhCGを 5.0.3.75.2.5.1.0および 0.5IUの5試験区とし

た。さらに、実験2(Fig. 2)では、反復処理の間隔を10日間および20日間とし、 PMSGおよびhCGを

5.01Uずつ腹腔内に投与した。

排卵反応については、 hCGを投与して24時間後にマウスを安楽死させ、開復して卵巣、卵管および子

宮を摘出し、卵管圧ぺん法により卵管膨大部内の排卵卵子数と異常卵子数を算定した。
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【結果および考察】 実験 1(F i g. 1). 5日間隔のPMSGおよびhCG5.01U投与区では、 1-5回の過排
卵処理で、排卵数は 33.8，13.1，8.5，3.6および1.0個と低下し、また、変性卵子の出現率は

1.5，6.9，9.4，33.3および 50.0%であった。 PMSGおよびhCG2.51U投与区においては、 0，1. 6， 
3. 5， 4. 7および 3.8%となり、変性卵子の出現率の低下が認められた。また、1.0および 0.51Uの投
与区においては、平均排卵数の低下がみられるものの、変性卵子の出現率はきわめて低かった。なお、

これら変性卵子はmorula様の異常分割像を呈していた。

実験2(Fig. 2). 5日間隔のPMSGおよびhCG5.01U投与区を対照とすると、 10日間隔では、平均排卵
数は 17.5，14.4，7.8，8.2および 7.6個の低下がみられ、さらに変性卵子の出現率は 0.5，5.8， 

6.4，12.2および1.6%の低下が認められた。さらに、 20日間隔では平均排卵数は 17.5， 24. 3， 9. 9， 
4.0および 6.1個の低下が認めらみられ、さらに変性卵子の出現率は 0.5，5.2， 0， 6.8および 0%

となり、きわめて低くなることが明かとなった。

以上のように、過排卵誘起処理を反復すると、反復回数の増加にともなって排卵数は減少し変性卵

子の出現率が増加するが、 PMSGおよびhCGの投与量が 5.01Uより少ないほど変性卵子の出現率は低下し、
また、投与量が 5.01Uであっても投与間隔が10日から20日であると変性卵子の出現率は低下している。
従ってマウスの反復過排卵誘起には、 GTHの投与量を 5.01U以下とし、反復間隔を10日以上とすること
によって、より多数の正常卵子が得られることを知り、家畜における反復過排卵誘起についても同様

の傾向があるものと考えられる。

【文献】

①Nakamura T.. (1957) 1. Fac. Fish and Animarl Husb.. Hiroshima Univ. 1 (3) 343-351 
②Nakamura T.. (1961) J. Fac. Fish and Animarl Husb.. Hiroshima Univ. 3 (2) 375-412 
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8 ニホンザノレ卵子 とカニクイザ、ノレ精子を用いた体外受精

IVF using ]apanese monkey eggs and cynomolgus monkey spermatozoa 

0山海直、清水慶子*、長文昭、吉川泰弘

Tadashi SANKAl， Keiko SHIMIZU*. Fu.iaki CHO and Yasuhiro YOSHIKAWA 

国立予防衛生研究所・筑波医学実験用霊長類センター

Tsukuba Pri.ate Center for Medical Science. 

the National Institute of Health 

*京都大学・霊長類研究所

Pri・ateResearch Institute. Kyoto University 

【目的】サル類における体外受精は、数種のサル類で成功しているが、 ニホンザルでの報

告はなされていない。我々は、厳終的にニホンザルを用いて体外受精を行 うことを 目的と

して、いくつかの基礎検討を行っている。今回は、季節繁殖性をもっニホンザルに多数の

卵胞を発育させることができるか否かを検討した。また、発育した卵胞か ら採取した卵子

の受精能力を知る目的で基礎データが豊富なカニクイザル精子を用いて体外受精を試みた。

【方法】京都大学霊長類研究所で繁殖・育成された 7-16才の成熟雌ニホンザル 4例を用

いた。卵胞発育誘起は、 PMSG(帝国臓器)と hCG(帝国臓器)の組み合わせにより行った。

PMSGの投与量は200IU/回で、 最初の投与日をdaylとしてday3.5.7.9.10の計6回、あるい

はday1. 3.5.7.9. 10. 11. 12の計8回筋肉内投与した。 いずれの個体も PMSG最終投与から 28

時間目にhCG4.000IUを筋肉内投与した。その翌日に安楽殺したのち、あるいは全身麻酔下

で開腹手術を行って卵巣を摘出し、直径 1..以上の卵胞から卵胞液とともに卵子を吸引採

取した。 採取した卵子は、 10%FCSと10IU/圃lPMSGを添加したTCM-199で十分に洗浄したの

ち、チュープに入れて密封し37"Cのポット内に保存した。これらの操作は、京都大学霊長

類研究所(愛知県犬山市)で行ったが、 その後、 卵子はポット内に保存 した状態で国立

予防衛生研究所・筑波医学実験用霊長類センター(茨城県つくば市)まで運搬し成熟培養、

体外受精を行った。 運搬した卵子は、採卵後9-13時間自に運搬時と同様の培養液内で成

熟培養した。 その後 13時間目にノマルスキー微分干渉顕微鏡下で GV、第 1極体の有無、

さらに卵丘細胞の状態について観察し、成熟卵と未成熟卵を分類した。成熟卵は、 lu/.l

BSAを添加したWhitten'sudiu園内に移して媒精した。 媒精には、 ニホンザルと同じマカ
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ク属であるカニクイザルの凍結保存精子を用いた。 凍結保存されたカニクイザル精子は、

既に同種卵での体外受精に成功しており 、体外条件下での受精能力は実証されている。凍

結精子は急速法で融解してパーコール洗浄し、 l圃Mカフェインと 1圃MdBc-AMPを添加したTYH

mediu聞で 2時間の前培養を施したのち、卵子の入ったドロップ内に注入した。この時の精

子は、ハイパーアクチベーションが誘起されていることを確認し、 また、精子漉度は300

個/μ!とした。媒精後 5時間目に検索し、雄性前核の形成が明らかなもの、あるいは第 2

極体の放出を認めたものを受精卵と判定した。 受精卵は、 10%FCSとl圃gj圃IBSAを添加した

Whitten's田ediumに移して培養をつづけ、経時的に観察した。また、実験期聞を通して末

梢血を採取し、 エストロジェン (E2)、プロジェステロ ン(p)およびLHの血中濃度を測定し

た。

【結果および考察】ニホンザルは季節繁殖性を有しているが、実験に使用した個体は、実

験開始前のE2、Pがいずれも低値を示していたこと、 また、月経を認めていなか ったこと

から考慮すると性周期は停止した状態にあったものと考えられた。 P 1tI SGおよひ~hCGを投与

した結果、 PMSG6回投与群では、 2例中 1例のみに卵巣サイズの増大を認め、左右合計42

個の卵胞発育を誘起できた。しかし、 1例には全く卵胞を認めることができず、排卵点が

1個存在した。 PMSG8回投与群では、 2例ともに卵巣サイズの増大を認めたが、直径 1... 

以上の卵胞発育を誘起できたのは 1例のみで、その発育卵胞数は、左右合計52個であった。

他の 1例は、発育卵胞は全くなかったが多数の小卵胞を認め、さらに左右卵巣に 1個う、つ

の排卵点が存在した。これらの排卵は、血中ホルモン動態から PMSG投与中に起きたもの と

推察された。

卵胞発育を誘起できた 2例の合計94個の卵胞から 47個 (50.0%)の卵子を回収した。成

熟卵は 1例のみから 5個回収されたが、 この個体はhCG投与後E2の急激な低下を認めてい

る。他の 1例から回収された卵はすべて未成熟であり、採卵時にも E2は高値を示していた。

合計42個の未成熟卵は、培養により 13個 (31.0%)が成熟した。合計18個の成熟卵を用い

て体外受精を行った結果、媒精後5時間目の検索で 16個 (88.9%)の卵子に雄性前核ある

いは第 2極体を認め、その後の培養で 12個(75.0%)が分割像を示した。

以上のように、ニホ ンザルを用いて多数の卵胞を発育させることができた。さらに、発

育した卵胞から回収した卵子の成熟培養とカニクイザルの凍結精子を用いた体外受精に成

功した。今後、ニホンザル精子の体外条件下での性状について明らかにし、ニホ ンザルの

卵子と精子による体外受精を試みたい。また、本研究の実験過程では卵子の輸送という操

作が入っており、今回、輸送卵で体外受精に成功したことは、わが国においてご く限られ

た場所でしか飼育されていない実験用霊長類を用いた本分野の研究の発展に大きく貢献す

るものと思われる。
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9 ニホンジカ射出 精子の体外に おける透明 帯除去

ハムスター卵 子 への侵入能
とくにウシ精子 との比較について一

Penetration of Fresh Spermatozoa in Sika Deer 

(Cervus Nippon) to Zona -free Hamster eggs In Vitro 

ーComparrisonwith Bull Spermatozoa-

小林 仁・池田昭七・武田武雄・佐々田比呂志事・菅原七郎事

Jin KOBAYASHI. Shoushichi IKEDA. Takeo TAKEDA. 

Hiroshi SASADAヘShichirouSUGAWARA事

宮城県農業短期大学附属農場，事東北大学農学部2動物生殖科学
Research Farm. Miyagiken Agricultural College. 

本Lab.Animal Reproduction. Faculty of Agriculture. TOHOKU University 

【目的】ウシなどの家畜において卵子の体外における成熟や受精の成功が報告されているが，シカの

体外受精についての報告は少なく，シカ精子の受精能獲得法について十分な検討がなされていない。

精子の受精能を判定する場合，同種の卵子に対する受精によって行われるが，卵子の採取が困難な動

物では異種の卵子を用いることが可能である。透明帯除去ハムスター卵子を用い，精子の受精能獲得

の判定が実験動物，ヒト，ブタおよびウシにおいて報告されている。本研究では，ニホンジカ精子に

ついてウシの体外受精法を用い，透明帯除去ハムスター卵子への侵入能をウシ精子と比較し検討した

ので報告する。

【方法】発情周期第l日目の午前中にPMSG30iuを成熟雌ゴールデンハムスターの腹腔に注射し， 57時
間後にhCG25iuを腹腔に注射して過剰排卵処理を行った。 hCG投与後18時間後に卵管膨大部から卵子を
取り出し， 0.1% hyaluronidase液および0.05%trypsin液で頼粒膜細胞と透明帯を除去し媒精に供した。

ニホンジカ精液は電気射精法により成熟雄2頭(3と9才)から2""14日間隔で採取した。電気射精器は環
状多極電極式電気射精器(富士平工業製〉を用いた。動物は2%キシラジン液(セラクタール〉を体重

kgあたり0.05mgを筋肉内注射し鎮静させ保定した。次に電極プローブを直腸から挿入し， 3Vと8Vの電
圧を10""20回反復して電気刺激を行った。精液の採取は緬山羊用人工腫(富士平工業製)を用いた。
採取した精液はウシ用卵黄クエン酸糖液で希釈し， 40Cで0""1日間保存した。ウシ精子は，黒毛和種の
凍結精液を使用直前に融解して用いた。精子の前処理はウシで行われている方法に従った。 10mM

Caffeineを含むBO液で遠心(500g5min) ・洗浄を2回繰り返した後， 15X 106cell/mlの精子濃度に調製
した。 Ca-ionophoreA23187(以下 ionophore)処理では，この精子懸濁液にionophoreをO.O. 1. 0.5お

よび1.OuM添加し， 1分後にBSA20mg/mlを含むBO液で等量希釈した後媒精した。 Heparin処理では，洗
浄後の精子をheparin10. 20および40mg/mlとBSA20mg/mlを含むBO液で等量希釈し15分間380Cで前培
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養した後，媒精した。媒精後は38
0C.空気下回 CO2の気相条件で6時間培養した後，ラクモイドで染色

し侵入を判定した。

結果:電気射精により採取したニホンジカ精子は，同一個体からでもバッチにより生存率および活力

が大きく異なった。活発前進精子(++)が80%以上を示した精液を実験に用いた。 Ionophore処理の場合，

精子侵入率は.0.1. 0.5および1.OuMの濃度でウシ精子ではいずれも80お以上の侵入率であったのに対

し，ニホンジカ精子ではそれぞれ 32.8. 41.0. 32.7先であった。平均侵入精子数は，ウシ精子では

1.0以上であったのに対し，ニホンジカ精子ではすべて0.5以下であった。 Heparin処理の場合，精子の

侵入率は，ニホンジカ精子では0"-'22.6%であったのに対しウシ精子では85%以上であった。平均侵入精

子数はニホンジカ精子がウシ精子よりも低かった。

【考察】本実験は，ウシの体外受精法を用いニホンジカ精子を処理して透明帯除去ハムスター卵子へ

の侵入により受精能の検討を行った。わずかに卵子へ侵入した精子が認められたものの，ウシ精子に

比較して侵入率や平均侵入精子数が有意に低かった。この違いは今回用いた方法がニホンジカの精子

には適さないものか，あるいは供試した精液に依存していたことによるものかもしれない。ウシやヒ

ツジの精子では，個体聞や個体内で受精率に大きな変動があることが知られている。今後，供試個体

数を増やすことや，精巣上体精子を用いることにより，また，発情期の卵管や子宮での受精能を獲得

した精子について検討する必要があると考えられる。

Table 1. Effect of ionophore on sperm pen巴trationto hamster eggs in 
sika deer buck and bull. 

Ionophor巴 in the buck in the bull 
A23187 No. of No. of No. of No. of No. of No. of 
Conc. eggs eggs sperm eggs eggs sperm 
(uM) examin巴d pene- penetrated examined pene- penetrated 

trated(目) on average trated(%) on average 

。 69 2 ( 2. 9) 0.03 39 o (0 ) 。
O. 1 61 20 (32.8) 0.33 40 39 (95.5) 1.3 
0.5 61 25 (41. 0) 0.44 43 41 (95.3) 2. 8 
1.0 55 18 (32.7) 0.34 40 32 (80.0) 1.6 

Table 2. Effect of heparin on sperm penetration to hamster eggs in 
sika deer buck and buII. 

in the buck in the buII 
Heparin No. of No. of No. of No. of No. of No. of 
Conc. eggs eggs sp巴rm eggs eggs sperm 
(ug/田1) examin巴d pene- penetrated examined pene- penetrated 

trated(%) on average trated(%) on average 
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主要文献

1) Fukui Y. et aI :Effects of Culture Duration and Time of Gonadotropin Addition on In 

Vitro Maturation and Fertilization of Red Deer (色白笠単盟也~) Oocytes:Theriogenology 

1991. 35. 499-512 

2) Parrish J.J. et aI :Capacitation of Bovine Sperm by Heparin:Biol. Reprod. 1988.38.1171-
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3)花田章 他:体外受精された牛体外成熟卵子の旺盤胞期への発育，第77回日本畜産学会講演要旨
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10 透明帯切開卵子を用いた低受精能マウス凍結精子の

体外受精成績

Fertilization in vitro between frozen mouse spermatozoa with low fertilizing ability 

and oocytes with the zona partially dissected. 

中潟直己・上田 進・山内一也

Naomi NAKAGATA， Susumu UEDA， Kazuya YAMANOUCHI 

日本生物科学研究所

Nippon Institute for Biological Science. 

【目的】最近、マウス精子の凍結保存が可能となり、各種系統のマウス精子に応用されているト引。しかし

ながら、融解後の精子活力が極めて低く、必ずしも良好な受精率が得られない系統があり剖、現在、乙れら

系統の凍結精子を用いて、種々の体外受精技術系の検討を行っている。今回は、これら系統の凍結精子の受

精率を高めるごとを目的として、 Paritia1zona dissection(PZD)を施した卵子と媒精を行い、その有用性

について検討した。 【方法】精子の採取および凍結:C57BL/聞の成熟雄より摘出した精巣上体尾部2ケをガ

スチヴクシャーレ内の0.4101の保存液 (18%刃ィ/λ、3%λキムミルクとなるように蒸留水に溶解したもの)に入れ、眼科

用ハサミで細切、精子懸濁液を作成した。続いて、約0.1m1ずつ0.25m1の7玖内奴トローに充填し、液体窒素

ガス中で10分静置後、液体窒素中に浸潰した。また、融解は、サンプルを室温の水槽に入れる乙とにより

行なった。 PZD:PZDにはPMSGとhCGにより過n同H処理を施したJcl:ICR系戚熱雌の卵管から、 hCG投与後1
4-15時間に採取、げ加ニダーゼ処理により卵丘細胞を除去した裸化卵子を用いた。まず、裸化卵子を0.5M 

hークローλ溶液内で十分に収縮させた後、 0.75M "'JJ.ークローλ溶液に移し、実体顕微鏡下でPZDを行なった。すな

わち、マウスピースに接続したホールディングピペット(外径 60μ、内径 20μ)で、卵子を吸引・固定

し、 30Gの注射針で透明帯の一部を切開した。体外受精・匹移植:融解後、フィルタ一法にて洗浄し、 1. 

5時間前培養した凍結・融解精子を含む培養液内(4000-6000精子/μ1)に、 PZD処理した裸化卵子を導入す

るごとにより媒精を行ない、媒精後30-60分に卵子を新鮮な培養液で3回洗浄し、余分な精子を除去し

た。卵子は媒精後6時間に倒立顕微鏡下で、第2極体の放出と雌雄前核を指標として受精の有無を検査し、

その後、更に 18時間培養、 2細胞期への発生について観察した。また、 2細胞期ヘ発生した卵子は偽妊振

第1日目の受容雌の卵管ヘ移植し、新生仔への発生について検討した。なお、 PZD虹躍を行なわなかった裸

化卵子を凍結・融解精子で媒精したものをContro1とした。
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【結果】媒精後6時間における受精率はPZD処理した裸化卵子で61%(136/203)とP却を行わなかった裸化卵

子 (Control)の受精率(10.3%.20/195)に比べ、極めて高い値を示した(Table1)。さらに、多精子受精卵

を除くすべての単精子受精卵を培養した結果、そのほとんどが2細胞期ヘ発生した(Table2)。さらに、と

れら2細胞期粧の移植により、 29匹の新生仔が得られた(Table3: 23%. 29/126)。

以上の結果より、 PZD区における2細胞期匪の移植成績は、 Controlに比べ低値を示したものの、受精率

はControlと比べ極めて高く、供試卵に対する新生仔への発生率は、 14.3%(29/203) とControl(3.6%.1/19 

5)の約4倍もの高い値が得られたととより、低受精能マウス凍結精子において、卵子へのPZDは受精率を向

上させるための有効な手段になるものと思われる。

本研究は、文部省科学研究費重点領域研究 No.01619005の一部として実施された。

Tab1e 1 百leferti1ization rate of PZD oocytes ins四 inated
with frozen C57BL/6N mo凶 esperm in vitro 

Oocyte No. of No. of oocytes fertilized 
treatment oocytes 

exa皿inedTotal (耳.)Monosp田租icPolys似宜'DIlC

PZD 
Control 

203 136 (67.0) 131 
195 20 (10. 3) 20 

5 

0 

Tab1e 2 Development of 2-cell四bryosfr咽 PZDoocytes ins圃 inated
with frozen C57Bν6N即凶esperm in vitro 

Oocyte No. of No. of oocytes 
tr伺凶ent monospermic deve10ped to 

oocytes 2-cell stage 

PZD 131 126 (96. 2) 
Control 20 20 (100 ) 

Table 3 Development to live yo山Jgof 2-ce11 mo凶 e四wryosaftぽ transferto the fallopi釦
tubes of psωdopregnant recipients 

Oocyte No. of No. of No. of釘1imals No. of 
treat皿ent recepients 個 bryos which deli vered live 

used transferred live yo山Jg YOlmg(%) 

PZD 6 126 6 29 (23. 0) 
Control 2 20 7 (35.0) 

文献

1 )横山峯介、秋葉久弥、勝木元也、野村達次:実験動物 39:125-228、1990
2)奥山学、磯貝滋樹、佐賀正彦、浜田宏、尾川昭三:日本受精着床学会雑誌 7:116-119、1990
3) Tada N. Sato N. Y.沼田oiY. Mizorogi T. Kasai K. Ogawa S.: J. Reprω. Fぽt.89: 511-516. 1990 
4)竹島勉、中潟直己、尾川昭三:実験動物 40:493-497、1991
5) Nakagata N & Tak回 himaT.:刀leriogenology37: 1283-1291. 1992 
6) Nakagata N & Takeshima T.: Exp. Ani皿 inpress 
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11 ウ シ 卯 お け る 表 層 粒 の

体 外 成 車丸 伴 フ 刀少kに イヒ

Changes of Cortical Granules in Bovine Eggs 

during In Vitro Maturation 

細江実佐・高橋知子・・荻原 勲・・河野友宏“・中原達夫"・新村末雄・石田一夫

Misa HOSOE， Tomoko TAKAHASHI・， Isao OGlHARA・， Tomohiro KONO"， 

Tatsuo NAKAHARA"， Sueo NIIMURA and Kazuo ISHIDA 

新潟大学農学部農業生産科学科，・協同飼料(株)ET課，日東京農業大学総合研究所

Department of Animal Science， Faculty of Agriculture， Niigata University 

'Kyodo Shiryo Co.， LTD. 

-・NodaiResearch Institute， Tokyo University of Agriculture 

目的:ごれまでに、ウシ卵母細胞の成熟に伴う表層粒の密度と分布の変化については電子顕微鏡を

用いて調べられている 1)。それによると、表層粒は、卵核胞期の卵母細胞では塊状をなして主に細胞

質深部に分布しているが、 LHサージ後の卵核胞が崩壊した卵母細胞では塊状をなして細胞質表層に分

布するようになり、排卵直前の卵母細胞では塊はさらに大きくなるといわれている。しかし、体外で

成熟過程にあるウシ卵母細胞の表層粒の変化は調べられていない。最近、ピオチンあるいは蛍光色素

を標識したLensculinaris agglutinin(LCA)を用いて表層粒を検出することが可能になっており別、

この方法を用いた観察では電子顕微鏡を用いた観察に比べ、表層粒の密度と分布を細胞質全域にわた

って調べることが容易であるといわれている 2)。そこで本実験では、ウシ卵母細胞の表層粒が体外成

熟の過程でどのように変化するかを、 FITCを標識したLCAを用いてレクチン組織化学的に調べるとと

もに、受精後の変化も併せて観察した。

材料および方法:卵母細胞は、ホルスタイン種卵巣の小型卵胞(直径2-5mm)から採取し、10% 

FCSを含むTCM-199を用いて39
0

Cで20時間成熟培養した。また、成熟卵母細胞は常法に従って受精能

獲得処置を施した精子を用いて媒精し、 39
0

Cで12時間培養した。観察した卵母細胞は、卵核胞期、成

熟培養後10および20時間、媒精後6、12および24時間のものである。

表層粒を観察するために、これらの卵母細胞をDucibellaらの方法2)，こ従って処置した。すなわち

、ヒアルロニダーゼとプロナーセ.で卵丘細胞と透明帯を除去した卵母細胞を、パラホルムアルデヒド
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を3.7%含むPBSに室温で30分間固定した後、 TritonX-100を0.1%含むPBSに5分間浸潰し、透過

処置を施した。次いで、 PBS1 m1中にLCA(E-YLaboratories， U.S.A.) 10問、TritonX-1000.1 ~l お

よびBSA3 rngを含む液に20"Cで30分間浸漬し、染色した。なお対照として、 LCAを含まない液に浸潰

した卵母細胞と αーメチルマンノシドで処置した卵母細胞を用いた。これらの処置を施した卵母細胞

は落射蛍光顕微鏡で観察した。一方、卵核胞期、媒精後6および12時間の卵母細胞の一部については

電子顕微鏡による観察のために、 4%グルタルアルデヒドと 2%パラホルムアルデヒドの混液および

1覧四酸化オスミウムで固定し、 Epon812に包埋した。包埋後、超薄切片を作製して染色し、透過型

電子顕微鏡で観察した。

結果:卵母細胞をFITCを標識したl.CAで処置すると、細胞質に頼粒状の蛍光が認められた。 この蛍

光は、 LCAを含まない液に浸漬した卵母細胞と αーメチルマンノシドで処置した卵母細胞にはみられ

なかったので、この蛍光頼粒が表層粒の存在を示していることが確認された。 LCA陽性の表層粒は、

卵核胞期、成熟培養後10および20時間の卵母細胞では細胞質全域に塊状をなして多数分布しており、

これらの卵母細胞で表層粒の密度と分布の状態は変化しなかった。媒精後6時間の卵母細胞の約半数

において、表層粒は単独で細胞質表層に多数分布していたが、半数の卵母細胞は表層粒を全く含んで

いなかった。媒精後12時間以降の卵母細胞では表層粒は完全に消失していた。また卵母細胞の電子顕

微鏡による観察において、高電子密度の表層粒は、卵核胞期の卵母細胞では主に細胞質の表層から少

し離れた部位に、密度の低い大型の塊をなして多数分布していた。媒精後6時間の卵母細胞では、 1表

層粒は細胞質表層に1列に並んで多数分布していたが、表層粒を含まないものもみられた。媒精後12

時間の卵母細胞では、表層粒は細胞質のいずれにもみられなかった。

考察:本実験において、ウシ卵母細胞の表層粒は卵核胞期から成熟培養後20時間まで変化なく、常

に塊として細胞質全域に観察され、体内で成熟過程にある卵母細胞の表層粒を電子顕微鏡で観察した

結果 1)とは若干異なっていた。この相違については、本実験が体外成熟させた卵母細胞を用いている

乙とによることも考えられるが、卵母細胞の細胞質における表層粒の密度は部位によって異なってい

ることが知られているので、成熟過程の表層粒の動態についてはLCAを用いた本実験の方が正確のよ

うに思われた。 一方、媒精後6時間の卵母細胞では約半数でl.CAに陽性の表層粒が観察されなかった

ので、これらの卵母細胞ではすでに精子が侵入したために表層粒は放出されて消失したものと思われ

た。また、この時期の残りの半数の卵母細胞では表層粒が細胞質表層に分布していたので、受精直前

の成熟したウシ卵母細胞では、表層粒は塊を形成せずに単独で細胞質表層に分布するようになること

が確かめられた。

主要文献

1. Kruip，T.A.M.，Cran，D.G.，Van Beneden，T.H. and Die1eman，S.J. (1983). Gamete Res.，8，29-47. 

2. Ducibe 11a， T. ，Anderso!l， E. ，Al bertini， D. F. ，Aa1berg， J. and Rangarajan， S. (1988). Dev. Biol. ， 

130，184-197. 
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12 マウス卯における表層頼半立とセカンドメ ッセンジャーに

関する検討

Study of Second Messenger 

and 

Cortical Granuels in the Mouse Oocytes 

小関みづほ、倉揮滋明*、大庭三紀子料、鈴木秋悦、野揮志朗

Mizuho KOSEKI. Shigeaki KURASAWA*， Mikiko OBA本事，Shuelsu SUZUKI， Shiro NOZAWA 

鹿臆大学医学部産婦人科学教室、本南多摩病院産婦人科、料森永乳業生科研

Detarlmenl of Obstelrics and Gynecology School 01' Medicine， Keio Universily， 

*D e p a r l m e n l 0 f 0 b s t e l r i c s a n d G y n e c 0 I 0 g y， M i n a m i l a皿aHosTilal， 

本*BiochemicalResearch Lsboratory， Morinaga Milk Industry Co. Lld. 

目的 :近年、不妊治療としての体外受精が広く行なわれるようになり、顕微受精の応用も注目 されて

いるが、受精に伴って卵細胞内でおこる変化および現象に関しては、未だ不明な点が多い。受精時に

は、精子が卵に進入し、卵細胞膜下の表層頼粒のp.xocyl.osisが起こり囲卵腔に放出され、その結果、

透明層反応が起こり多精子受精が防御されると考えられている。今回の研究では、 受精におけるセカ

ンドメッセンジャーの役割を明らかにすることを目的として、 表層頼粒をLCA蛍光染色法で観察し、

さらに、 1251ラベルによる l次元ゲル分析で表層反応に伴う蛋白分析を行なった。

方法:DDY4-H週齢マウスにPMSG51U!:腹腔内投与し、 48時間後にHCG5lUを腹腔内投与して、その15時

間後に卵管より過排卵卵を採取し、 Hyaluronidaseで卵丘を除去し、卵丘除去卵の透明層を O. 2時

Proteaseで‘除去した。その後、 TPAIOng/mlを加えたBWWmediumで1時間培養し、 BWWmediummで5回洗

浄した。

l} LCA蛍光染色法.前記の卵を 刈 Paraformaldehyde溶液で、30分間定した。その後、 O. 0時 Triton 

x-100で処理しLCA蛍光染色法にて観察した。対照の排卵卵に対しては、 TPAを加えず、 BWWmediumの

みで、 l時間、 培養を行なった。固定法及び染色法は、 TPA処理卵と同様に行ない、両者の比較観察

を行なった。

Z)マウス卵表層頼粒の ー次元ゲル分析 :TPA処理卵に関しては、排卵卵をTPA10ng/ml添加 BWWmedium 
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で培養し卵を除いた液を使用し、対照に関してはBWWrnediurnで、培養し卵を除いた液を使用した。それ

ぞれの液の表層頼粒蛋白を 1251で標識し、 SDSポリアクリルアミド電気詠動法による一次元電気泳動

ゲル分析を行なった。

結果:1) protein kinase cを活性化するphorholesterすなわちTPAで処理された排卵卵の表層頼粒

放出に対する影響をLCA蛍光染色法で形態学的に検討した。TPA非処理卵では rnetaphaseplate以外の

部分に表層頼粒が存在しているが、 TPAIOng/田lで処理した排卵卵の表層頼粒の数は、対照に比べ、有

意に少ないことが認められた。

2)マウス卵表層頼粒の一次元ゲル分析の結果、排卵卵を BWWrnediumのみで培養した培養液中には75

kDaという蛋白分画はみられなかったが、 TPAI0ng/rnl添加された BWWrnediurnで培養した場合、 75kDa

に蛋白分画の出現が認められた。

考察:体細胞において起こる分泌現象には、カルシウムの動員とPK-Cの関与が考えられている。すな

わち、 G蛋白は、 phospholipasecを活性化させ、カルシウム動員をもたらすイノシトール3燐酸

(1 P3)、および Proteinkinase-C (PK-C)を活性化するDAGのふたつのセカンドメッセンジャーを生成

する。これらの働きで、細胞内の反応が起こるが、受精時に起こる表層頼粒放出に対しても、このシ

グナル伝達機構が関与しているものと考えられている。本研究では、 PKCを活性化するTPAで未受精卵

である排卵卵を培養したが、 TPAによって表層頼粒が卵外に放出されることが、 LCA蛍光染色法と 1251

で標識された一次元ゲル分析によって示唆された。

主要文献:

I)Cherr， G. N" Drohnis. E， Z" and Katz， D， F， (1988)， Localization of cortical granule constitu-

ents hefore and after exocytosis in the harnster eg ιJ， Exp， Zool. 246， 81-93， 

2) Pierch， K， E" Siebert， M， C" Kopf， G， S" Schul tz， R， M" and Calarco， P. G. (1990). Characterization 

and localization of a日ouseegg cortical granule antigen prior to and following fertili-

zation or egg activation， Devel. Biol. 141 :381-392. 

3) Ducihella， T.， Kurasawa， s" Rangarajan， S" Kopf， G. S.， and Schultz， R. M. (1990). Precocious loss 

01 cortical granules during rnouse oocyte rneiotic rnaturation and correlation with an egg 

induced rnodifieation 01 t.he zona pellucida， Devel. Biol. 137:46-55 

4)小関みづ‘ほ、大庭三紀子、倉揮滋明、鈴木秋悦、野津志朗:多精子受精防御機序における表層頼粒

の動態に関する研究.第44回日本産婦人科学会講演要旨. 1 992. 63 

5)小関みづほ、南郷周児、木村裕幸、大庭三紀子、倉淳滋明、鈴木秋悦、野津志朗:卵の成熟過程に

おける表層頼粒の動態に関する検討.哨乳卵学誌.第日轡 第l号 1 99 Z. 4月
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13 共焦点レーザー顕微鏡による 受 精時の

目的:

卵 子表層 頼粒の動態に関する観 察

Observation of Cortical Granules at the Time of Fertilization 

by the Laser Scanning Microscope 

本黄 E日多写ラ柔ミ ・ 力口悪事葺成禄 イ左房事弄喜よミ

Hideo YOKOTA， Makoto KATO*， Kahei SATO 

日本大学農獣医学部動物細胞学研究室、場オリンパス光学工業

Department of Cell Biology .College of Agriculture and Veterinary 

Medicine.Nihon University， *Olympus Optical CO..Ltd. 

受精時において、受精刺激により卵子表層頼粒の放出が引き起こされ、卵黄遮断や、透

明帯反応により多精子受精が阻止される事が知られている。近年、蛍光標識したLenscul 

inaris agglutinin(FITC-LCA)を用いて、卵子表層頼粒の放出について観察が行われている

が、落射蛍光顕微鏡を用いているため細胞内の詳細な極在について報告されていない 1)2)。

本実験では、共焦点レーザー顕微鏡を用いてウサギ、および、マウスの受精時における卵

子細胞質内の表層頼粒の動態について調べた。

方法:

実験に用いた未受精卵は成熟雌ウサギ(PMSG75IU/hCG 80IU) 、および6週齢の雌マウス

(PMSG 5IU/hCG 7IU)Iこ過排卵処置を施し、 hCG投与 14時間後に卵管濯流により採卵を行っ

た。また受精卵は、 hCG投与時に同種の雄と交尾させ未受精卵と同様に採卵した。採卵した

卵子は、 0.1%ヒアルロニターゼ溶液により卵丘細胞を除去し、 4%パラフォルムアルデヒド

で30分間固定し、 DPBSで 3回洗浄を行った。固定した卵子をえっき針により透明帯を取り

除き、膜の透過処理の為に0.02%Tr i ton x-l00 in DPBSで5分間感作した。その後、暗箱内

でFITC-LCAを10μg/ml含むDPBSで30分間染色を行い、 DPBSで洗浄した。なお、コントロー

ルとして、無染色の卵子と D-マンノースで処理した卵子およびエタノールにより刺激を与
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え、表層穎粒を放出させた卵子を用いた。これらの卵子を、共焦点レーザー顕微鏡(t')il¥' 

^ LSM-GB200)により観察を行った。なお、観察は、レーザ一波長488nrn、トYスキャンによ

り行った。

結果および考察:

未受精卵では卵子表層に表層頼粒 (CG)が観察され、細胞質内には認められなかった

(図 1)。受精卵およびエタノールで刺激を与えた卵子においては、表層のCGは放出され

ていたが、中央部にCGのものと考えられる蛍光が観察された。また、無染色およびD-マン

ノース処理した卵子では蛍光が観察されなかった。

以上の観察結果から、受精刺激またはエタノールの刺激により、卵子表層のCGは、表層

から放出されることが確認された、さらにCGのすべてが放出するのではなくその一部が卵

子細胞質中央に移動している可能性が示唆された。

主要文献

図 1F ITC-LCAで染色した未受精卵

グラフは蛍光強度を示している

1. Cherr， G. n.， Drobnis， E. A.， and Katz， D. F. (1988). Localizationof cortical granule 

consti tuents before and after exocytosis in the harnster egg. J. Exp. Zoo1. 246，81 

-9 3. 

2.Ducibella，T.，Anderson，E.，Alberini.D.F.，Aalberg，J. and Rangarajan，S. (l988).Dev. 

Biol.， 130，184-197. 
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14 オカダ酸による 牛 およびハムスター卵 子の

卯核胞崩壊 (GVBD)

Stimulatory Effect of Okadaic Acid on Germinal Vesicle Breakdown (GVBD) 

of Bovine and Hamster Oocytes 

0建本秀樹・堀内俊孝・蟻部智宏

()Hideke TATEMOTO・ToshitakaHORIUαn・TomohiroOR1BE 

広島県立大学生物資源学部生物資源開発学科

Department of Bioresoぽ es，Hiroshima Prefectural University 

【目的】 我々は、牛卵胞卵のGVBD誘起には継続的な蛋白合成が必要であり、蛋白合成を阻害するとGVBDは完全

に阻害されることを報告した1)。一方、マウスとラットでは蛋白合成阻害剤に関係なくGVBD.が誘起されるの。GV

BDは卵細胞質内のMPF(Maturation Prαnoting Factor)の活性化によって誘起され、牛卵ではマウスやラットと異

なりこのMPFの活性化に蛋白合成が必要であるものと思われる。このように、 GVBDを引き起こすMPFの合崩昼程は

種によって異なっているものと見られる。 MPFの活性化にはp34cdc2ならびにcyclinBの合成によるpre-MPF合成、

さらにはpre-MPF合成後のproteinphosphatase (1 or 2A) (PPase)の阻害が必要である。この阿部eはオカダ酸に

よって阻害され、マウス卵ではオカダ酸を添加することでGVBDを誘起する3)。

そこで本実験では、蛋白合成阻害剤(cycloheximide;cyclo)、リン酸化阻害剤(6-D胤P)そして1B服を牛ならび

にハムスター卵の成熟培養時に添加することによりGVBDを阻害し、オカダ酸の添加によりGVBDを誘起することで、

牛及びハムスター卵のGVBDにかかわるpr・e-MPF合成時期を様すした。

【方法】 牛卵胞卵は屠場で入手した卵巣の小卵胞(直径2-8mm)を吸引することで採取し、 100μ1TCM-199 (10% 

CS， 0.12IU/ml F@瑠初日)培養液内で39"C5%C02の気組下で培養した。また、ハムスター卵は、発情周期第1日目

の午前中にPM3G40IUを成繋灘ゴールデンハムスターの腹腔内に投与し、 P略G投与後12時間に卵胞から採取した。

ハムスター卵の培養は100μlHE倒川聞アミノ酸添加)内37"C5畑 2の鮒目下で行った。卵胞卵は、頼樹冒卵丘細

胞に覆われているものを用い、頼粒層卵丘細砲の除去はピペッティングによる方法で行った。(1)冊胸囲害:牛

卵では、 25μg/mlcycloを培養開始後経剛ヲに添加することでGVBD誘起に必要な蛋白合成時期を調べた。 一方、
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ハムスター卵では、 25μg/mlcyclo、O.2mM113MX、2.umM6-DMAPを添加すてることでGVBDの阻害条件を検討した。

(2)オカダ酸による倒B碍灘己:培養開始後、経時的に2.0μMオカダ酸を添加することで牛及びハムスター卵の

pre-MPF合成時期を検討した。 100 

【結果】 (l)G四の阻害:牛卵は頼粒
80 

層卵丘細胞の有無にかかわらず、 cyclo cl 

によってGV腕阻害された。この阻鞠 EEO 。
巣は前猪養7時間後にcyc]oを添加した 次 40

区で有意に減少した(図 1)。一方、ハム 、 20 

スター卵のGVBDはI13MXと6-D刷Fによって

完全に阻害されたが、 cycloでは 69%
。

zz c:;;;:l+ 
Controlφ 

.-一一一ー・
オカダE量・ Cyclo

。φ24 7+22 4φ20 5+19 6+18 7+17 8+16 9争1510φ14 11+13 
前培養時間+継続培養時間 (h) 

(37/54)の卵がGVBDを誘起した。しかし、

ごのGVBD誘起にかかる時聞はcontro1と
凶 1 経時的[ζ添加した25μg/・Icyclohexi・ide及び2.0μ'":>rカ

ダ確による牛卵子のGVB01聾忽

比較して遅延した。ハムスター卵におけるcyeloによるGVBD阻害効果は、 I13MX添加培地内で1時間前培養した卵子

では全く認められなかった。(2)オカダ酸によるGVBD誘起:採取直後の17%(8/47)の牛卵がオカダ酸によってGVBD

を誘起し、 7時間以降ではそのGVBD誘起率は有意に増加した(図 1)。また、卵胞から採取直後のハムスター卵を

オカダ酸とcycloを添加した培地で培養したところcycloだけを添加した場合と比較してGVBD誘起率に差は認めら

れなかった(73%vs 69%)。

【考察】 蛋白合成阻害によって牛卵のGVBDは完全に抑制された。 一方、同じゲッ菌類のマウスやラットが蛋白

合成に関係なくGVBDを誘起するのに対して、ハムスター卵のG四DIま牛卵ほどではないがcyclolこよって阻害された。

このことは、種によって卵細腔質内のGVBDにかかわる蛋自の合成抗態が異なっていることを示している4)。また、

卵胞から採取した直後の卵子ではオカダ酸によってGVBDか誘起されなかったことや、 GVBD誘起に必要な培養(蛋

白合成)時間とオカダ酸によるGVBD誘起に必要な前培養時間とが、牛およびハムスター卵ともほぼ同様な時間で

あったことより、蛋白合成~Ii害剤によるG四郎E害はpre-MPFの合邸E害によるものと示唆され、これら卵胞から採

取直後の卵子の細胞質中にはGVBDを誘起するに十分なpre-MPFは備わっていないものと思われる。

以上より、牛及びハムスター卵はマウス卵とは異なり、例BDi誘起に蛋白合成を必要とし、この蛋白合成はMPFの

前駆体であるpre-MPFの合成のためであるものと示唆された。しかし、晴現動物卵におけるpre-MPFからMPFへの活

性化機序には不明な点が多く、今後、 pre-MPFの脱リン酸化に関わるMPF'i苦性化因子などの詳細な検討が必要であ

るものと思われる。

【主要文献】

1)建本秀樹，堀内俊孝.山目撃:[鞘乳載胸卵子学会誌. 8巻1号:59-60， 1991. 

2)蜘tlikJ.， Rimkevicova Z.: Mo1 Reprod Dev， 27: 230・234，1990. 

3) Schwartz DA.， Schultz RM.: Dev Biol， 145: 119・127，1991. 

4) Motlik J.: J Reprod Fert (Supp1.)， 38: 17-25， 1989. 
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15 ハムスターとヒト卵子 におけるelectricalstimulationによる

egg activation 

Egg activation indused by electrical stimuration 

in hamster and human 

柳田 薫・木村康之・片寄治男・吉松宣弘・呉竹昭治

月川奏・阿鱗リ明・星和彦・佐藤章

Kaoru YANAGIDA， Yasuyuki KIMURA， Haruo KATAYOSE， Nobuhiro YOSHIMATSU 
Syoji KURETAKE， Susumu TSUKIKAWA， Toshiaki ABE， Kazuhiko HOSHI， Akira SATO 

福島県立医科大学産婦人科教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Fukushima Yedical College 

【目的】 ハムスター、ヒトなどの日開動物で、精子例剛腕質内顕微注入による受精を行った場合、受

精率カ抱いことが指摘されている。正常の受精過程では精子が卵子の原青須膜に癒合した時に卵子が

activationされ、以後卵子内で雌雄前核が形成されるが、この顕微授精法では精子注入後の卵子の

activationが起こらない場合があり、受精率が低い原因の一つに考えられている。その対策として顕

微注入卵に対し Caイオノフォアで activation粛撒を行う事がなされている1)0 Activationを誘起す

るものとして Caイオノフォアの他にエタノールや電気粛撒があるが、本研究では電気府撒の顕微授精法

への応用について報告する。

【か法】 1)電気耳慣撒の処理液はマニトールなどの非電解質被が頻用されているが、本研究では PBS液を
使用することとし2)、ハムスター未受精卵での粛撒による activation効果を調べた。ゴールデンハム

スターに PMS30IUとHCG30IU による過排居間斑を行い、 HCG投与から15時間後に卵子を探取し、頼

粒膜細包を0;1目ヒアルロニダーゼで除去して卵子を準備した。卵子の培養には皿odified Tyrode液の
W/H液31を用いた。電気見事撒は島津細胞融合装置SSH-2で 250-500V/c皿、 100μsecのパルスを使用し、刺

激後は W/H液で 3時間培養し、卵子をアセトカミン染色をして activation(能性前核の形成と第2極体

の放出)の状況を観察した。 21次にヒトで、細包質内精子顕微注」入を行った卵子にパルスを印加し、受

精率への影響を調べた。卵子は重症乏精子・精子無力症の診断で顕微授精の適応となった IVF-ET (体外
受精.Jlf移植)患者から同意を得て準備した。刺激法は月経周期3日目から HMG300IUを2日間、以後
HMG150IUを卵胞成熟徴候が認められるまで投与し、徴候カt有ればHCGI0000IUを筋注してその 35時間後

に採卵した。採9隙は HTF液で 5時間培養後 O.1%ヒアルロニダーゼで卵丘細包を除去し、 l個の精子を
既に報告したか法3)で顕微注入した。精子は蒸留水で処理した。注入 30分後にパルス印加を行い、 HTF液

中で培養し受精の状況をノマルスキー倒立顕微鏡で 48時間後まてを擦した。
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【結果】 1) PBS液を電気月肝臓の処理液としたハムスターでの粛撒による activation効果は、印加電界

強度が 375-500V/cm の時がもっとも卵子の activation率が良く、かっ卵子に対する侵襲が少ない結果

が得られた。印加電界強度が 750-1000V/c皿ではほとんどの卵子カ欄胞融解を起こした。 mannitol液
(0.3M mannitol+O. 9mM CaC12)で同様の実験を行ったが、 PBS液と同じ結果が得られた。また、 PBS液

からCa2+を除去した培養液ではパルスによる卵子の activationは観察できなかった。 2)ヒト顕微授

精法での電気刺激を追加した場合の受精率を表に示した。我々が顕微授精卵の activationを促進する

ために行っている A23187処理 (10μMA23187， 5分間処理)の結果も併せて示した。無処理の場合での

受精率は 42.7目、 A23187処理では 54.錦、パルス処理では57.9%であった。どの群においても、パルス処

理後にre滅したものは無かった。
【考察】 卵子のパルス印加の処理液を培養環境の点から考慮すると、非電解質液よりPBS液の方が適し

ている。 PBS液ても非電解質i夜と同じ効果が得られることがわかり、ヒトの層防細胞質内精子顕微注入法に

応用したが、従来のA231287と同等の効果を得ることができ、今後の臨床応用が期待される。

表 ヒトの層欄胞質内精子顕微注入法での受精成績

処理 |縦|敬 ac t ivation~轍(率) 前核期層撒(率) 分割敵(率) 受精層激(率)

無郷里

A23187吏国

パルス処国

【文献】

68 

103 

19 

30 (44. 1目)

60 (58. 3%) 

11 (57. 9目)

23 (33.8目)

38 (36. 9%) 

8 (42. 1目)

6 ( 8.8目)

18 (17. 5%) 

3 (15.8%) 

29 (42.7目).

56 (54.4目)

11 (57.9%) 

1)K.Goto， A.Kinoshita， Y.Takuma and K.Ogawa: Fertilisation of bovine oocytes by the 
injection of immobilised， killed spermatozoa. Veterinary Record 1990; 121: 511-520. 

2)L.F.Rickords and K.L.White : Electrofusion-indused intracellular Ca2+ flux and its 

effect on murine oocyte activation. "01. Reprod. Dev. 1992; 31: 152-159. 
3)K. Yanagida， R. Yanagimachi， S. D. Perreault and R. G. Kleinfeld : Thermostability of sperm 
nuclei assessed by microinjection into hamster oocytes. Bio1. Reprod. 1991; 44: 440-441. 
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16 活性化卵を用いた牛の核移植における受核卯の核の不活化

Treatment for the NucIei Inactivation Prior to the 

Nuclear Transfer in Pathenogenetically Activated Cytoplasm 

坂根淳太・牛島仁..佐賀正彦草草・江藤哲雄事・尾川昭三

Junta SAKANE， Hitoshi USHIJIMA本， Masahiko SAGA"， Tetuo ETO草， Shyoso OGAWA 

明治大学農学部生殖工学研究室・事千葉県畜産センター・ 料聖マリアンナ医科大学産婦人科教室

Laboratory of Reproduction Engineering，Faculty of Agriculture，Meiji university.， 

本ChibaPrefectural Livestock Experiment Station.， 

寧本Departmentof Obstetricsand Gynecology，St Marianna University School of medicine. 

目的:ウ シにおける核移植では、発生の進んだ旺細胞核を再構築するために、受核卵として

第2減数分裂中期 (MII期)の未受精卵や活性化卵細胞質 1)が用いられている。これらの受核卵

の核の不活化は主と して第一極体に隣接した細胞質の除去によって行われ、間接的あるいは直接

的に細胞質を染色して核の除去を確認している 。しかしながら、 一連の除核操作(細胞質の除去、

染色処置による核の確認、核が除去された卵のみの選別)は煩雑であるために一度に大量の受核

卵の作出は困難である。

永井によれば、 成熟培養28・32時間目のウシ卵腹卵は、活性化を目的としたエタノール処置に

よって、活性化処置後4・6時間で高率に第2極体及び1前核を形成する 2)。

そこで我々は、エタノールによる活性化卵を用いた核移植において、受核卵の第2極体放出の

有無が除核の指標に成り 得るかについて検討した ε

方法:屠畜場由来の牛卵巣から吸引採取した卵胞卵を、 5%非働化仔牛血清を含むTCM-199で

24時間成熟培養した。ついで卵E細胞をヒアルロニターゼ(300I.U./ml)にて除去した後、坂根ら

の方法引に従ってMII期末受精卵を選別した。細胞質の除去は、サイトカラシンB(5μg/ml)及

びコルセミド (0 . 1μg/ml) を含む培養液中で 、 角田 らの方法~)に準じて実施した。これらの卵に

成熟培養30時間で7'1，エタ ノールにて7分間の活性化処置を施し、受核卵とした。これらの受核卵

を、次の実験に供した。

実験 1;除去した細胞質にヘキスト (10μg/ml)を含む培養被で5分間の染色処置を行い、紫

外線照射によって核の有無を間接的に判定した。この判定により受核卵を二群に

分けた。両者の卵に活性化処置後6時間でヘキスト染色処置を行い、蛍光顕微鏡下

で前核及び第2極体放出の有無を調べた。

実験II;受核卵を活性化処置後6時間で第2極体放出の有無により二群に分けた。両者の卵

。口Q
U
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の囲卵腔内に体外受精後3-5臼目のふ32細胞期旺の割球を 1個ずつ注入した。これらを電気的に

融合処置(75V，50μS;2回)した。融合が認められた卵はサイトカラシンB(7.5μg/ml)を含む

TC汗199に1時間浸潰した。洗浄後、これらの核移植旺をTCM-199にて9日間体外培養(390C，5%

CO2，95%air)して 2細胞期への分割率、桑実匪及び旺盤胞への発生率を調べた。

統計処理は、 χ2-testにて施行した c

結果:実験 Iの結果をTable1に示す。活性化処置後6時間において核が存在しない受核卵は

第2極体の放出が認められなかっ Table 1 

た(94個中O個れこれに対し、核が 受核卵の核の有無及び活性化後6時間における第2極体放出率

存在する受核卵は92個中78個(85%)

が第二倍体を放出した。これらの

ことから卵細胞質に核が存在する

受核卵にのみ第2極体を放出する

ことが明かとなった 3

実験Eの結果をTable2に示す c

活性化処置後6時間で第2極体を放

出した受核卵から作出した核移植

旺の成績は、第2極体の放出が認

められなかった受核卵から作出し

た核移植底と比較して2細胞期匪

供試 第2極体有第2極体無

核の有無卵数

94 

+ 92 

本l1etaphaseII 

Table 2 

M II ' (X) 1前核有(活) 1前核無(X)

。(0) O( 0) 94(100) 

14(15) 78(85) O( 0) 

第2極体の有無により分溜した受核卵の再告書築匪の発生能

第2極体供試 fa合 匿の発達(X)

の有無 卵数卵数(X) 2細胞期経桑実H H盤胞
228 2ll (93) 

+48  47(98) 

a>b(P<O.Ol) 

186(88)a 

32(68)b 

59(28) 28 (13)a 

7(15) O( O)b 

への分割率、桑実匪への発生率のいずれも低く、また、匪盤胞への発生は認められなかった。

考察:核移植において受核卵を作出する手法には、迅速かつ高精度であることが要求される。

本手法は除核操作終了後に卵細胞質中の核の有無が判定できる利点がある。このため、従来の方

法に比べると一度に大量の受核卵の作出が可能と思われる。また本手法により除核を確認した受

核卵から作出した核移植匪における発生率は、これまでの報告と比較して、劣らない成績であっ

た。

以上のことから、受核卵の第2極体放出を指標とした除核方法は、エタノールによる活性化処

置後6・9時間を経過した受核卵を用いる核移植において、有効な除核方法であると考えられる。

主要文献:

1.Ushijisa H.and Eto T.1993;Theriogenology 39:333(abs.) 

2.Nagai T.1992;Theriogenology 37:869-875 

3.坂根淳太ら 1992;第82田家畜繁殖学会講演要旨 p18

4.Tsunoda Y. et al.1987;J.Exp.Zool.242:147・151

5.Westhusin，M.E. et al.1992;J.Reprod.Fert.95:475剛480

6.Powell，R.，and Barnεs，F.L.1992;Molec. Reprod. Dev.33:53・58
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17 マウス卵子体外成熟過程へのチロシンリン酸化の関与

lnvolvement of tyrosine phosphorylation in the process 

of in vitro maturation of mouse oocytes 

木村裕幸・事遠藤芳広・科大隅一興・料大庭三紀子・鈴木秋悦・野深志朗

Hiroy叫<iKIMURA，本YoshihiroENDO，料KazuokiOSUMI， 

判事MikikoOBA， Shuetu SUZUKI， Shiro NOZAWA 

慶態義塾大学医学部産婦人科学教室，牟遠藤クリニック**三菱油化ビーシーエル，

*料森永乳業生科研

Department of Obstetrics and Gynecology， Keio University School 
of Medicine， 判 Mitsubishiyuka BCL， 判事Biochemical Researc h 

Labolatory， Morinaga Milk Industry Co. Ltd. 

【目的】鳴乳類卵子成熟過程において、蛋白質リン酸化反応が重要な役割を演じていることは、広く認められ

た事実である 1)。一方最近、蛋白質のチロシン残基のリン酸化が、 MPFなど細胞周期調節機構との関連や、 EGF

などgrowthfactorとの関連で脚光をあひている。これまで我々は、チロシンリン酸化阻害剤のgemstemによっ

て、マウス卵子のGVBDおよび第1極体放出が用量依存性に抑制されることを報告してきた2)3) 4)。 今回は、

gemstemと抗ホスホチロシンモノクロ一ナノレ抗体を用いて、マウス卵子体外成熟過程へのチロシンリン酸化の関

与について、新たな知見を得たので報告する。

【方法】 4から8週令のDDY系雌マウスに5lUPMSGを腹腔内投与し、 48時間後500μMdbcAMPまたは0.2

mM IBMXを含むminimalessential medium (MEM) / polyvinilpyrrolidone (PVP)下で卵子を採取し実験に

供した。

<実験1>genistein+cAMP， genistein+TPA(protein kinase Cのstimulator)のGVBD抑制効果:卵子を

IBMX非存在下でgenistein+dbcAMPまたはgenistein+TPAを含むMEM/PVPで培養し、 GVBDを観察し

た。

<実験2>抗ホスホチロシンモノクローナル抗体のmlcromjectwnがGVBDに与える影響:IBMX存在下の卵

子に、抗ホスホチロシンモノクローナル抗体(PY20， ICN)を約10p 1 microinj ectionしたのち、 IBMX-free 

で培養し、 GVBDを観察した。

<実験3>GVBDに伴う蛋白質リン酸化パターンの変化に対する gemstemの影響:卵子をlmCi/ml32pを添

加した500μMdbcAMP含有phosphatefree modified-Krebs Ringer Buffer(-P， m-KRB)/PVPで2時

間 radiolabel後、 dbcAMP非存在下に30μg/mlgenistein含有一p，m-KRB/PVP/32Pで培養し、 SDSポリ

-90 
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アクリルアミド電気泳動で蛋白質リン酸化パターンの変化を分析した。

【結果】

<実験1>Fig.1 (a) : 15μg/ml genisteinと40μMdbcAMPの共存

Fig.1 (b) : 15μg Iml genisteinと5昭 ImlTPAの共存

図の如く、 genisteinとcAMP，genisteinとTPAのGVBD抑制効果は相乗的であった。

<実験2>Fig.2: PY 20をmicroinj巴ctlOnされた卵子て、は、control群の卵子に比べ有意にGVBDが遅延した。

<実験3>Fig.3: genisteinはcAMPと同様に、 GVBDVこ伴う蛋白質リン酸化パターンの変化を阻害した。
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Fig.1 (a) Fig.1 (b) Fig.2 Fig.3 

Fig.1 (a) (b). Effects of genistein， dbcAMP， and TPA on GVBD 

Fig.2. Effect of PY 20 microinjection on GVBD 

Fig.3. Effect of genistein on the maturation associated changes of the protein 

phosphorylation patterns 

【結論】マウス卵子体外成熟過程にチロシンリン酸化が関与することが示唆された。

【文献】

1) Endo Y， Kopf GS， Schulz RM(1986) J Exp Zool 239:401-409 

2)木村裕幸， 遠藤芳広，福山隆一，小松節子，清水信義，鈴木秋悦，野津志朗 (1991)日産婦誌 43:S-358 

3) Kimura H， Endo Y， Fukuyama R， Oba M， Shimizu N， Suzuki S， Nozawa S (1991) Abstracts of 

the 7 th Annual Meeting of the ESHRE and the 7 th World Congress on IVF and Assisted 

Procreations: 121-122 

4)木村裕幸，遠藤芳広，大隅一興，大庭三紀子，鈴木秋悦，野津志朗 (1992)日不妊会誌 37:867 
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18 牛 卵胞内卵 子の 体外成 熟 におよ ぼす

成 長 因 子の影響

Influence of growth factors on 

in vitro maturation of bovine follicular oocytes 

0小林敬三 ・山下祥子・星宏良

Keizo KOBAYASHI， Shoko YAMASHITA ， Hiroyoshi HOSHI 

機能性ペプチド研

Research Institute for the Functional Peptides 

* 東京理化器械バイオ研

Biotechnology Laboratory，Tokyo Rikakikai CO.，Ltd. 

【日的】近年、表皮成長因子 (EG F)、 トランスフォーミング成長因子αおよびs(TGF-α、TG F -s) 

などの成長因子が、卵絞胞崩懐 (GV B D)や卵丘膨潤を促進することがマウスやラ ットを用いた実験で示

されている1)2) 3)。また、これらの成長因子が卵胞液に存在し、卵巣構成細胞により合成・分泌されるこ

とも明らかにされており、従来卵子の成熱を制御する因子として知られている LHやFSHなどのゴナドト

ロピンのほかに、これらの成長因子が卵子の成熟に関与している可能性が示唆されている。そこで今回、わ

れわれは種々の成長因子を加えた無血清培地を用いて牛卵胞内卵子の体外成熟を行い、卵丘膨潤、受精およ

び匪盤胞への発生におよぽす影響を検討した。

I方法】屠場で入手した牛卵巣から、切開法により卵丘一卵子複合体を回収し、 EG F (1 0 n g 1m 1 )、

T G F -a (1 0 n g 1m 1 )、 TGF-sl(10ng/ml)、塩基性繊維芽細胞成長因子 (bF G F、 10 

n g 1m 1 )、インスリン (5μg1m 1)、 LH (5μg/ml) +FSH (0.5μg 1m 1)、または胎児牛血

清 (FB S、10%)を添加したTCM199培地および無添加のTCM199培地で39.5"C、 24時間

培養し、卵丘の膨潤した卵子数を実体顕微鏡下で数えた。観察終了後、凍結構液を用いて BSA (5 mgl 

m 1 )およびへパリン (7.5μg1m 1)を含むBO液中で体外受精を行い、 6時間培養後、 インスリン(5 

μg 1m 1 )を含むTCM199培地に移した。さらに 48時間培養後、分割した卵子を計数した。また、 E

GF、TGF-α、LH+FSHおよびFBSについては、上記の方法で牛卵子の体外成専属、媒精した後9日間

培養を行い、匹盤胞までの発生におよぽす影響を調べた。受精卵はインスリン (5μg1m 1 )を含むTCM

199培地で I型コラーゲン (100μg 1m 1 )であらかじめコーティングしたデ ィッシ zを用い卵丘細胞

と共培養した。得られたデータはカイ 2乗検定により有意差の検定を行った。
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【結果】成長因子等の卵丘膨潤および分割率におよぽす効果を表 1に示した。 EGF、TG F-αを添加した

培地で体外成熟を行った卵子は、無添加コ ントロールの10%に対し 100%膨潤しており、 LH +FSH、

FBSと同様に卵丘膨潤を強く促進することが示された。またEG F、TG F-aを添加した培地で体外成熱

を行った卵子は、それぞれ70%および71%分割し、無添加コントロールの49%に対し有意に高い分割

率を示した。 LH+ F S H、FBSにもこれらと同様に分割率を高める効果が認めらた。一方、 TG F -s 1、

bFGFおよびインスリンは、卵丘膨潤と卵子の分割のいずれにもほとんど効果を示さなかった。

卵子の匪盤胞への発生率も、 EGFとTG F-αの成執培地への添加により有意に高くなり、無添加コント

ロールの 10%に対しEGFで18%、TG F-aで21%の分割率を示した(表2)。発生率が高くなった

最も大きな要因としては、これらの成長因子の添加により分割率が51%から 80%近くまで増加したこと

が考えられる。 一方、)ff盤胞への発生率を分割した卵子数あたりでみると、有為差はないもののわずかに噌

加しており(無添加コントロールの 19%に対し EGFで23%、TG F-αで27%)、これらの成長因子

の成熟培地への添加が、分割後の発生も改善している可能性が考えられた。また、 LH +FSH、FBSを添

加した場合にも、ほぽ同様に匪盤胞への発生率が高まる傾向がみられた。

以上の結果から、同じリセプターに結合することが知られている構造的に類似した2種類の成長因子、

EGFとTG F-aが牛卵胞内卵子の卵丘膨潤、体外成熟を促進することが明らかになった。これらの成長因

子が実際に in v i v 0でも卵子の成熱に関与しているのかどうか、情報伝達機構がゴナドトロピンとど

う異なるのか、という点が今後の問題となるだろう。

Table 1. Effects 01 growth lactors during in vitro maturation 

on cumulus expansion and cleavage 01 bovine oocytes 

Treatment NO.ol NO.and percent 

oocytes oloocytes 

examined Expanded Cleaved 

None 127 13(10%) 62 (49%) 
..・ .. 

EGF 116 116 (100%) 63 (70%) .. .. 
TGF・α 126 126 (100%) 69 (71%) 

TGF.sl 126 7 (60/0) 36 (30%) 

bFGF 125 17(14%) 50 (40%) 

Insulin 131 30 (23怖) 71 (54怖).. 
LH+FSH 119 119 (100%) 60 (67%) .. . 
FBS 119 117 (96%) 76 (66%) 

....Percentages with asterisk(s) differ Irom the percentage 01 

the control in each column • at P<0.01 and・・at P<O.OOI 

【文献】

Table 2. Effects 01 EGF and TGF.αduring in vitro maturation 

on in vitro development 01 bovine oocytes 

Treatment NO.ol NO.and percent 01 oocytes Blastocysts 

。ocytes Cleaved Developed loocytes cleaved 
examined to blastocyst 

None 194 96 (51%)a 19(10%)c 

EGF 196 152 (76%)b 35((16%)d 

TGF.α 196 156 (79%)b 42(21%)d 

LH+FSH 195 136 (70%)b 31(16%)c.d 

FBS 198 156σ9%)b 38(19%)d 

a，bpercentages with different superscripts diller at P<O.OOI. 

c.d Percentages with different superscripts differ at P<0.05. 

19% 

23% 

27% 

23% 

24% 

l)Downs，S.M. : Specificity of epiderma1 growth factor action on maturation of the murine oocyte and 

cumulus expansion. Bio1.Reprod. 1989; 41: 371-379. 

2)Brucker，C. ，A1exander，N.J. ，Hodgen，G.D. and Sandow，B.A. Transforming growth factor-α 

augments meiotic matu悶tionof cumulus cell-enc1osed mouse oocytes. Molec.Reprod.Dev. 1991; 28・

94-98. 

3)Feng，P. ，Catt，K.J.組dKnecht，M. : Transforming grow凶 factor-s stimulates meiotic maturation of 
the rat oocyte. Endocrinology 1988; 122: 181-186. 
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19 マウス卵子卵丘複合体における TNF-α の分布と

その予想、される 一生理機能

Distribution and possible physiological role of TNF-α 

in mouse cumulus -oocyte comlexes 

o佐藤英明・高橋裕司・東 貞宏・豊田裕

Eimei SATO. Yuji TAKAHASHI. Sadahiro AZUMA. Yutaka TOYODA 

東京大学医科学研究所獣医学研究部

Department of Reproductive and Developmental Biology. 

The Institute of Medical Science. The University of Tokyo 

【目的】卵胞の成熟や黄体の形成過程において、卵胞や黄体の周辺にマクロファー ジやリンパ球など

が集まり、それらの産生・分泌するサイトカインなどが卵胞や黄体を構成する細胞の機能に影響を与

えていることが知られてきている (l)oTNF-α はマクロファージの産生するタンパク質で腫痕に壊

死を起こす物質として発見されたが、最近、頼粒膜細胞でも産生されていることが報告される (2)とと

もに、 TN F-α が卵巣のステロイド産生に影響したり (3)、FSHによるアロマターゼの活性誘導を

抑制したりする (4)ことが明かにされてきている。私達は卵胞閉鎖や卵母細胞の死滅の制御機構の解析

を行ってきたが、その一環としてTNF-α をとりあげ、その役割を明らかにしようとしている。今回、

マウス卵巣における TN F-α の分布を免疫組織化学的に調べ、卵巣内での分布を明らかにするととも

に、その生理機能を推察するためいくつかの実験を行ったので報告する。

【方法】解析には Jcl: ICR系の雌マウスを用いたが、卵胞や卵母細胞の成熟は PMSGとhC

Gを投与して誘起させた。免疫組織化学的解析のために卵巣をプアン液で固定し、 パラフィンに包埋

の後、 4μmの連続切片を作製した。一次抗体として抗マウス TNFーα抗体(apolyvalent rabbit 

antiserum)を用い、 ABC法により発色させた。なお、マクロファー ジの分布も知るため抗マウスマ

クロファージ抗体(apolyvalent rabbit antiserum)による染色も行った。一方、卵母細胞の成熟、退

行に及ぼすTN F-α の影響を調べるために、卵母細胞の培養系に TN F-α を添加してその作用を調

べた。すなわち、 PMSGとhCGを投与したマウスから卵母細胞を分離し、 TN F-α を含むTYH

液で培養し、その影響を調べた。
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【結果と考察】 TN F-α は閉鎖卵胞や膨化した卵丘に観察された。閉鎖卵胞では主として退行中の卵

母細胞に強い陽性反応が認められた。 hCG投与後、 4時間以降に卵母細胞は卵核胞の崩壊を誘起す

るとともに、卵丘の膨化も誘導したが、膨化卵丘の細胞間質に TN F-α の強い陽性反応が認められた。

膨化卵丘の構成細胞にpycnosisなどの退行的な変化は認められず、また成熟過程にある卵母細胞には

陽性反応は認められなかった。

卵胞の成熟過程において卵胞周囲にマクロファージが集積するようになったが、基底膜を超えて卵

胞内部に進入することはなかったので、卵丘lこ観察される TN F-α はマクロファージの分泌したもの

を卵丘が蓄積・濃縮したものか、卵丘で強く産生されているのかどちらかであろうと推察された。

卵丘で強く発現している TN F-αが卵母細胞になんらかの影響を与えている可能性を検討するため

に、卵母細胞の培養系にTN F-α を添加してその影響を調べた。 TNF-α を最終濃度が 1m 1あた

りlないし 10 n g になるようにしたところ、卵核胞の崩壊率や極体の形成率に影響はみられなかっ

たが、卵母細胞の断片化が抑制される傾向を示した。すなわち、卵胞から分離した卵母細胞の断片化

は培養72時間以降に誘起されるが、培養液にTN F-αが含まれる場合、培養72時間以降の卵母組

胞の断片化誘起率は有意に低下した。マクロファージにおける TNF-α の産生を促進させるリポポリ

サッカライドは卵子卵丘複合体の卵核胞崩壊、極体の形成、断片化には影響を示さなかった。排卵さ

れた卵母細胞の断片化は培養 24時間後から誘起されるがTN F-α は排卵卵子の断片化を抑制するこ

とはなかった。以上のことから卵丘に分布する TN F-α は、卵母細胞の成熟の制御因子として機能し

ているものと推察された。

1. Adashi. E. Y. (1990) The potential relevance of cytokines to ovarian physiology: the 

emerging role of resident ovarian cells of the white blood cell series. Endocr Rev 

11: 454-464. 

2. 201 ti. M.， Meirom， R.， Shemesh， M.， 1¥'011ach， D.， Mashiach， S.， Shore， L.， Rafael， 2. B. (1990) 

Granulosa cells as a source and target organ for tumor necrosis factor-α. FEBS Let t， 

261: 253-255. 

3. Robby， K. F.， Terranova， P. F. (1990) Effects of tumor necrosis factor-αin vitro on 

steroidogenesis of healthy and atretic fol1icles of the rat: Theca as a target. 

Endocrinology， 126:2711-2718. 

4. Adashi. E. Y.， Resnick， C. E.， Croft， C. S.， Payne， D.I¥'. (1989) Tumor necrosis factor α 

inhibitis gonadotropin hormonal action in nontransformed ovarian granulosa cells. 

J. Biol. Chem.， 264: 11591-11597. 
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20 Acridine orange染色法による sperm-egg 

fusionの判定法

Acridine orange staining as a mean of detecting 

sperm -egg fusion 

片寄治男・中木純子・矢沢浩之・柳田薫・星和彦

Haruo KATAYOSE，Jyunko NAKAKI，Hiroyuki YAZAWA 

Kaoru Yanagida，Kazuhiko HOSHI 

福島県立医科大学産婦人科教室

Department of Obstetrics and Gynecology，Fukushima Medical College 

【目的】卵と精子頭部赤道領域の細胞質膜どうしの融合現象であるsperm-eggfusionには，精子の

acrosome reactionが不可欠である。 Sperm-eggfusionを検出することは，精子の受精能，すなわち

capacitationおよびacrosomereactionの評価に成り得ると考えられる。検出法としては，これまでに

， 1)位相差顕微鏡(IIAA9テスト)，2)電子顕微鏡，3)Spermtail movement，4)膜電位変化，5)Hoechst染色法，

6)Giemsa染色法などが提唱されているが，手技および判定法の難しさ，正確さの面で一長一短があり，ハ

ムスターテスト以外は繁用されていない。今回，我々はsperm-eggfusionの新しい検出法として，精子

核クロマチンの性状によって異なる染色性を呈する核酸染色弗IAcridineorangeが有効か否か検討した

ので報告する。

【方法】①卵の準備;卵は過排卵を誘発されたメスゴールデンハムスターの卵管および卵巣から採取

し，O.1%Hyaluronidase，O.1%Trypsinの処理により透明帯除去卵(成熟卵および未成熟卵)にして用いた。

②精子の準備;ハムスター精巣上体尾部より回収された精子を，m-TALP-3培養液にてswim-upし，さらに

5時間前培養することによりacrosomereactionを惹起されたものを用いた。③媒精;精子濃度3.0X

106/mlに調整された培養液300μlをミネラルオイルでcoveringし，卵を同液へ移した後10分間増養した

(5%C02 in ai r ，3 70C)。卵はpipettingしたのちに，新鮮な培養液ヘ移され，さらに10分，20分，35分およ

び50分間培養を継続した。④Acridineorange染色;カルノイ液(メタノール:氷酢酸=3:1)へ卵を少量

の培養液とともに浸潰し，2時間以上酸処理を施した。染色に際しては，卵を実体顕微鏡下に少量のカル

ノイ液とともにスライドガラス上に滴下，風乾後5分間染色を施し，落射型蛍光顕微鏡(450-490nm;exi-

tation filter，520nm;barrier filter)で観察した。 Acridineorangeは，pH2.5に調整された

phosphate-citrate bufferを溶媒に，最終濃度0.02%で用いた。

【結果]①成熟卵(metaphaseII)を用いた場合;媒精後30分より膨化精子核が観察されはじめ，膨化以

前にはred型を呈するintactな核を認める時期が存在した(Table1.)。②未成熟卵(germinalvesicle 

stage)を用いた場合;媒精後60分では膨化精子核を認めず，ほとんどがred型のintactな核に変化した

(Table 2.)。尚，精巣上体尾部精子核自体は100%green型の蛍光を呈した。
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【考察】 eggとfusionした精子頭部は，まず卵細胞質内の酵素により精子核蛋白(プロタミン)の8-8結合

が還元される。プロタ ミン分子は次第にヒスト ンに置換され，最後にmetaphaseの卵細胞質内に存在す

るfactorにより膨化現象を起こすという一連の過程を経て受精が完了する1) 2)。核酸染色剤である

acridine orangeは，精子核においてはプロタミン分子内の8-8結合の数により染色性が左右され，成熟

精子核(8-8rich)はgreenの，8-8結合の乏しい核はredの蛍光を呈する3)。今回の観察により，acri-

dine orange染色は，卵細胞質内で膨化現象を引き起こす以前のintactな精子頭部の段階で，8-8結合の

還元を受けた核も同様に識別することが可能であることが証明され，本染色法がsperm-eggfusionの迅

速かっ特異的な判定法になり得ることが示唆された。

主要文献

l)Zirkin BD，8oucek DA，Chang T8K，Perreault 8D. 1n vitro and in vivo studies of mammalian 

sperm nuclear decondensation. Gamate Res.1985;11:349-365. 

2)Kopecny V，Pavlok A. Autoradiographic study of mouse spermatozoan arginine-rich nuclear 

protein in fertilization. J Exp Zool.1974;191:85-96. 

3)Kosower N8，Katayose H，Yanagimachi R. Thiol-disulfide status and acridine or叩gefluore-

scenc巴 ofmammalian sperm nuclei. J Andrology.1992;13:342-348 

Tab1e.1 A1teration of acridine orange f1uorescence during nuclear decondensation. 
(10 min insemination) 

Incubation No. of No. of 
period eggs sperrn 
(total) exarn. detected 

10 rnin 

20 min 

30買¥l.n

45 min 

60 min 

(no.of exp.) 

17 
(3 ) 

30 
(3) 

25 
(3 ) 

15 
(2) 

12 
(2) 

51 

74 

82 

32 

33 

[ ) ; nurnber of sperm detected / one egg 

Condensed nuc1ei 

Green Red 

30/51 
[1. 8] 

16/74 
[0.5] 

7/82 
[0.3] 

3/32 
[0.2] 

0/33 
[0.0] 

21/51 
[1. 2] 

58/74 
[1. 9] 

57/82 
[2.3] 

10/32 
[0.7] 

1/33 
[0.1) 

Decondensed nuclei 

Partial Total 

18/82 
[0.7] 

17/32 
[1.1] 

0/33 
[0.0) 

。/82
[0.0] 

2/32 
[0.1] 

32/33 
[2.7) 

Tab1e.2 A1 teration of acridine orange f1uorescence of sperm nuc1ei during post-fusion 
course in the germina1 vesic1e satqe oocytes. 

Incubation No. of No. of Diamide Condensed nuclei Decondensed nuclei 
period eggs sperrn treatment 
(total) exam. detected 

(no.of exp.) Green Red Partial Total 

30 min 17 65 n。 18/65 47/65 
(3) [ 1.1] [2.8] 

60 rnin 36 182 n。 3/182 179/182 
(3) [0.1) [5.0) 

7 62 yes 62/62 0/62 
(2) [8.9] [0.0] 

[ ) ; nurnber of sperm detected / one egg 
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21 限定培地におけるウシ体外受精卵の初期発 生 に

およぼすグノレタミンおよびタウリンの 影響

Effects of glutamine and taurine in a chemically defined medium on 

the development of bovine oocytes fertilized i旦目立o

0林正黙・丹羽時二・金宗興・奥田潔

Jeong -卜lookL I門， Koji NIWA， Jong-Heung KI門andKiyoshi OKUDA 

岡山大学農学部家畜繁殖学教室

Division of Animal Science and Technology， Faculty of Agriculture， Okayama University 

【目的】 最近，演者らは無蛋白合成培地におけるウシ旺の初期発生におよぼす幾つかの要因につ

いて報告したが13}，旺盤胞までの発生率はさほど高くない。一方，卵管液に含まれるアミノ酸の

うち，グルタミンとタウリンの濃度は比較的高く 4)，体外においてもハムスタ _ 5)やマウス6)の初

期旺の発生を促進することが報告されている。 本実験ではウシ旺の初期発生におよぼすグルタミ

ンとタウリンの影響について検討した。

【方法】 未熟卵子を常法通り 24時間成熟培養後，カフェインーへパリン法7)により体外受精し

た。授精後8時間で卵E細胞を除去し，実験により異なる発生培地に卵子を移して 184時間継続

培養した。基礎発生培地として，印刷-NaCl，3.2m門-KC1，2m件CaC12，0.5mM-MgC12， 25m門-NaHC03，

0.35州-NaH2P04，0.5m門-ピルビン酸，印刷-乳酸， 1 9種類のアミノ酸(1%の門E門と8門E)および0.1%

PVAを含む修正タイロード液を用いた。 実験 1では1m門，グルタミンと10m門・タウリンを単独，ある

いは組み合わせて添加した。実験2ではタウリンのみを種々の濃度(0・12.5m門〉で添加した。

【結果】実験 l(Table1):グルタミンとタウリンの何れか一方あるいは両者を添加しでも，授精

後144時間の桑実旺までの発生(39・44%)には全く効果が見られなかった。 授精後192時間の旺盤胞

の割合はタウリン単独添加(33%)において最も高かったが(P<0.05)，グルタミンとタウリンの同時

添加における値(26%)と比較して有意差はなかった。実験2(Table2):12.5州のタウリン添加時の

柔実旺の割合(29%)は10酬における値(48%)と比較して有意(P<0.05)に低かったが，それ以外の濃度

における値(38-43%)と比較して有意差はなかった。 旺盤胞の割合は0・印刷の範囲で濃度依存的に

増加し，印刷で最も高くなったが(35%)，この値は7.5mM(29%)以外の濃度における値(17-25%)と比

べて有意(P<0.05)であった。以上の結果から， 1 9種類のアミノ酸以外にタウリンを添加すること
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により，ウシ旺の旺盤胞形成は促進されるが，グルタミンの添加は効果のないことが示唆された。

【文献】

Table 1. Effect of glutamine and/or taurine in a chemical ly defined medium 

on the development of bovi ne oocytes matured and ferti 1 ized l.!:!笠i主ro

Medium I.'ith 
No. of No. and (%) of oocytes developed to 

Glutamine Taurine oocytes 
(lm門〉 (lOm門〉 cultured 主2-cell Morula Blastocyst 

+ + 47 38(81) 19(40) 12(26)a b 

+ 46 36(78) 18(39) 10(22)a 

+ 45 37(82) 20(44) 15(33)b 

45 36(80) 19(42) 10(22)a 

a-bp<0.05 or higher. 

Table 2. Effect of different concentrations of taurine in a chemically 

defined medium on the development of bovine oocytes matured and 

fertil ized in vitro 

Concentra t i on No. of No. and (%) of oocytes developed to 
of tauri ne oocytes 
(m門) cu I tured ミ2-cell トlorula Blastocyst 

0.0 45 37(82) 17(38)ab 10(22)ac 

2.5 46 40(87) 19(4l)ab 11 (22)a c 

5.0 44 36(82) 19(43)ab 11(25)ac 

7.5 45 37(82) 18(40)ab 13(29)a b 

10.0 46 39(85) 22(48)b 16(35)b 

12.5 41 33(80) 12(29)a 7(17)c 

a-cp<0.05 or higher I.'ithin each column. 

1)金宗興，丹羽時二，奥田潔，林正黙，伊賀浩輔:第82回家畜繁殖学会講演要旨.1992; P.21. 

2) K i m， j. H .， N i I.'a， K.， L i m， j.門.and Okuda， K.: Biol. Reprod. 1993;印刷中.

3)林正黙，丹羽時二，金宗興，奥田潔，伊賀浩輔:第87回日本畜産学会講演要旨.1993;印刷中.

4) Zaneveld， L.j.O. and Chatterton， R.T.: ln Biochemistryand Mammal ian Reproduction. 

1982; pp.192-193. 

5) Carney， E.W. and Bavister， B.O.: j. ln Vitro Fert. Embryo Transfer. 1987; 4:162・167.

6) Oumoul in， j.C.門， Evers， j.L.H.， Bars，門.， P ieters，門.H.E.C.and Geraedts， j.P.門.:j. 

Reprod. Fert. 1992; 94:373-380. 

7) Nil.'a， K. and Ohgoda， 0.: Theriogenology. 1988; 30:733・741.
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22 限定培地におけるラット 1-細胞期腔の体外発生に

およぼすグノレコースおよびリン酸濃度の影響

Effects of glucose and phosphate concentrations on in vitro development 

of rat 1 -cell embryos in a chemically defined medium 

0三好和睦・丹羽時二・奥田潔

Kazuchika MIYOSHI， Koji NIWA and Kiyoshi OKUDA 

岡山大学農学部家畜繁殖学教室

Division of Anirnal Science and Technology， Faculuty of Agriculture， Okayarna University 

【目的】 ラット l 細胞期匪を体外で培養すると、 2~4 細臨期で完全に発生を停止するが 1 -2)、最近、

ハムスター匪の発生培地として開発されたHECM-13)を用いて、ラット1-細胞期匪の一部が匪盤胞にま

で発生することが報告された 4)。 演者らは、アミノ酸を除去したHECM--1(田町CM-l)を用いて、ラッ

ト匪における早期発生停止の原因が培地中のリン酸の存在にあること、さらにリン酸不在下では、グ

ルコースは1-細胞期から桑実期への発生には影響をおよほ‘さないが桑実期から匪盤胞期への発生を促

進することを明らかにした 5)。本実験では、ラット1--細胞期匪の体外発生におよぼすこれら両者の成

分の濃度の影響について検討した。

【方法】 自然交配させたlVistar系成熟雌ラヴト (2-3カ月齢)の卵管を0.1%ヒアルロニダーゼを含む

rnHECM-1で擢流して1-細胞期匪を回収した。匪をrnHECM-1で3回洗浄した後、形態的に正常な匪のみを

選んで、 37"C、同COd95田空気の条件下で、培養した。実験1では、種々の濃度 (0-10.0rnM)のグルコ

ースを含むrnHECM-1で匪を培養した。実験2では、種々の濃度 (0-10.0 ~M) のりン酸 (NaH 2 P0 4 ) を

含むrnHECM-l(7. 5 mMグルコース添加)で匪を培養した。なお、匪盤胞形成率は250rnOsrnの浸透圧で・

最も高いことが知られているので 6)、本実験においてもNaCl濃度を変えることにより、最終的に培地

の浸透圧が250皿Osrnになるように調整した。培養開始後120時間まで、 24時間ごとに位相差顕微鏡下

で匪の発生状態を観察した。

【結果】 実験1: Table 1に示すように、培養96時間後の桑実期までの発生率 (68-79%)には異なる

グルコース濃度間で有意差は認められなかったが、培養120時間後の匪盤胞形成率は7.5 rnMまではグ

ルコース濃度の上昇にともなって増加し、 o(26部)および2.5(33出)rnMよりも7.5 (67%)および10.0
(60児)rnMの濃度で有意 (P<0.05)に高くなった。実験2:Table 2に示すように、きわめて低濃度
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(0.001-0.01 p!Oのリン酸存在下では、匪盤胞までの発生は全く影響されなかった。 しかし、 O.1お

よび1.0 pMと濃度のと昇にともな って、それぞれ桑実期および4・細胞期への発生が阻害され、 10.0

pMでは2一細胞期で発生は完全に停止した。

Table 1. Effect of concentration of glucose on development of 

l-cell rat embryos in mHECM-l without amino acids本

Conc. of No. of 24 h 72 h 96 h 

Glucose embryos 2-cell 孟4-cell 孟Morula

(mM) cultured (地) (月) (見)

47 47(100) 44 (94) 32(68) 

2. 5 48 48(100) 46 (96) 33(69) 

5. 0 48 48(100 ) 44 (92) 33(69) 

7.5 48 47 (98) 46 (96) 38(79) 

10. 0 47 47(100) 47(100) 37(79) 

本Osmolarityof the medium was adjusted to 250 mOsm. 

8 . b Pく0.05or higher. 

120 h 

Blasto 

cyst(児)

12(26)8 

16(33)8 

22(46)8b 

32(67)" 

28(60)" 

Table 2. Effect of concentration of phosphate on development 

of l-cell rat embryos in mHECM-l without amino acids* 

Conc. of No. of 24 h 72 h 96 h 120 h 

Phosphate embryos 2 ~ cell ミ4--ce11 とMorula Blasto 

( p祖) cultured (出) (見) (見) cyst(出)。 45 45(100) 44(98)' 36(80)" 27(60)" 

O. 001 45 44 (98) 42(93)8 32(71)8 24(53)8 

O. 01 45 45(100) 43(96)8 37(82)8 28(62)' 

O. 1 45 45(100) 43(96)8 21(47)b 15(33)b 

1.0 45 45(100) 11(24)" o (O)c o (O)c 
10. 0 45 45(100) o (O)c 。(O)c o (O)c 
本Themedium was supplemented with 7.5 mM glucose and 

os皿olaritywas adjusted to 250 皿Osm.

8-cll'ithin each column， Pく0.05or higher. 

【文献】

1) Mayer， J. F. and Fri tz， H. I.・ J.Reprod. Fert. 1974; 39: 1-9. 

2) 1I'hi ttingham， D. G. : J. Reprod. Fert. 1975; 43: 575--578. 

3) Schini， S. A. and Bavister， B. D. : Biol. Reprod. 1988; 39: 1183-1192. 

4) K i sh i， J.， Noda， Y.， Nar i moto， K.， Umaoka， Y. and Mori， T.: Human Reprod. 1991; 6: 

1445 -1448. 

5)三好和臨丹羽暗二，奥田 潔，舟橋弘晃:第82国家畜繁殖学会講演要旨. 1992; P.22. 

6)三好和睦，丹羽暗二，奥田 潔:第87回日本畜産学会講演要旨 1993;印刷中.
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23 マイトマイシン処理した細胞との共 培養 が

ウシ体外 受精由来腔の発生 に与える 影響

Effect of mitomycin treated somatic cells 

on development of bovine embryo 

co -cultured in vitro 

0富沢宗高・下平乙夫・今井敬・後藤裕司・奥地弘明・斎藤政宏・堂地修

Munetaka TOMIZAWA， Itsuo SHIMOHlRA， Kei lMAI， Yuji GOTO， 

Hiroaki OKUCHI， Masahiro SAITO， Osa皿uDOUCHI 

農林水産「省家畜改良センター技術部

Department of Technology National Livestock Breeding Center 

【目的】ウシ匪の体外培養では、一般的に卵丘細胞との共培養法が用いられている。しかしながら、卵丘細胞

の増殖とともに培養匪が卵丘細胞に付着し、物理的に圧迫を受ける現象が観察される。このため、定期的に培

養匹を卵丘細胞より遊離する必要がある。特に、核移植などの透明帯を切開する処理を加えた匪では、匪盤胞

までの発生培養で、卵丘細胞と付着が起こり、圧迫を受け書IJJ:求が透明帯外に飛び出すなどの匪発生への悪影響

がみられる。我々は、匪の付着が少ない共培養法の確立を目的とし、共培養細胞として継代が可能であり、培

養条件の設定が容易であるウシ胎児鰍佐芽細胞、 STO細胞、マウス胎児脳間細胞を使用し、細胞の増殖を

抑制するマイトマイシンで細胞を郷里し、旺の発生及び匪との付着について検討したので報告する。

【方法】試験に用いた共培養細胞は、試験区としてウシ胎児繊維荊倒胞(以下BF区)、 STO細胞(以下S

TO区)、マウス胎児鰍佐芽細胞(以下MF区)、対照区として卵丘細胞(以下CC区)の4種類である。試

駿区の細胞は、培養フラスコの底面いっぱいに広がった状態でマイトマイシンCI) (10μg/ml， SIG 

MA)に2......3時間感作させ、細胞を利舌化し、洗浄後12時間培養を行った。その後、 0.2%EDTA加

0.25%トリプシン溶液で細胞を剥離し、遠心、洗浄した後、 TCM199+5%CS溶液中に細胞数が5X

104 /m 1になるよう再浮遊させた。この浮遊液で35mmシャーレ上に500μIのドロップを作成し、ミネ

ラルオイルで覆い 24時間培養し使用した。 CC区は、当センターの常法に従い、匹から~蹴した9駈細胞を

5∞μlのドロップに移し使用した。供試匹は、屠場卵巣より採取し、当センターの常法で体外成熟、体外受精
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後直ちに、 0.5%ヒアルロニターゼで処理し、ピペッティングにより卵丘細胞を完全に蜘鵬した後、それぞ
れの試験区に移し培養を行った。発生培養は、 9日間行い、 48時間ごとに培養液を半量交換し、E濫胞への
発生を観察した。また、発生した座盤胞の一昔日についてはヘキスト (No33342)で染色2)し、細胞数を計測した。
さらに、 24時間ごとに匪と共培養細胞の付着を観察し、シャーレを振盟後匪が細胞に付着しているものを付

着(+)、シャーレを10回叩打後付着しているものを付着(++)とした。

【結果】ウシ体外受精匪をマイトマイシン表ー1 マイトマイシン処理した細胞と共渚餐した座の怪翻包への発生成績

Cで処理した各種共培養細胞て培養した結
共猪養細胞 供試旺数 E錨鎖(%)

果、分割IJJHSの匪盤胞への発生成績は表1の
卵丘細胞(熊処理) 162 72 (44.4) とおりであり、各区とも40%♀L上の発生 STO細包 226 96(42.3) 
牛胎児鰯信細包 232 96 (41 . 4) 率を示し、匪盤胞への発生率に差を認めな
マウス胎児勝信細胞 216 102 (47. 2) 

かった。さらに、出現した匪盤胞の細胞数

を計測した結果についても、各区聞におい表ー2 マイトマイシン仰望した細包と共培養した匪の匪盤胞の細包数
て細胞数に差を認めなかった。また、共培

共培養細胞 供試E致 平時細包数土SD桜田胞と匪の付着に付いてでは、 STO、

BF、MF区はcc区より有意に付着(+)卵丘鋤包(無加盟) 51 99.5:t30.8 
STO細胞 44 109.6土37.2

の割合が低かった。一方、 STO、BF、 牛胎児繊信細胞 46 110.6:t38.4 
MF区間では有意差を認めなかった。付着

マウス胎児繊館側包 56 110.0:t35.0 

(++)では各区間全てで有意差を認めな
表-3 マイトマイシン郷里した共培養級胞と匪との付着成績かった。J2)._上より、今回マイトマイシンC

で処理した試験区の細胞聞では、匪との付

着と匹発生成績に付いて差を認めなかった

が、cc区と匪盤胞の発生成績について差
がなく、匪との付着は弱いことから、核移

植匪などの透明帯に処理を加えた匪の培養

に有効である可能性が示された。

【文献】

共培鎖倒包

卵白磁包(無知里)
STO細胞
牛胎児鰍信網目包

マウス胎児勝信細胞

延べ供試庖致

2164 
2521 
2591 
2528 

付着の抗慾

+ (%) ++ (%) 

1206(55.7)a 13(0.6) 
249(9.9) b 0(0.0) 
353(13.6)b 7(0.3) 
187(7.4) b 7(0.3) 

(異符号聞に有意差あり、 P<0.05)

1) Robertson，E.J.， Teratocarcinomas and Embryonic Ste皿Cells: A Practical Approach. 
IRL Press. Oxford and Washington，DC.71-112.1987. 

2) V.G.Pursel， R.J.Wall， C.E.Rexroad，Jr.， R.E.Hammer and R.L.Brinster : A Rapid Whole-Mount Stain 
ing Procedure for Nuclei of Mammalian Embryos. Theriogenology， 24: 687-691. 1985. 

103一



24 Brinster修正培養液と Dulbecco修正培養液

によるキメラマウス肢の培 養 と移植成 績

Development of chimeric mouse embryos cultured in 

modified Brinster' s medium and modified Dulbecco' s medium 

川島康成・高橋寿太郎・安田泰久

Yasunaγi KAWASHIMA，Jutaγo TAKAHASHI and Yasuhisa YASUDA 

岩手大学農学部耕捌鮪陽暦治教室

Laboratory of Animal Breeding and Reproduction， 

Faculty of Agriculture， Iwate University 

目的:当教室では、 Dulbecco修正培養液を用いたキメラ軍閥叫午出において、ラットでは成功し

ているが、マウスでは未だ成功していない。そこで今回は先の研院で陪髄となった、他の一部制なマウス初

期臨の培養液を用いた砂院成績と上l主交して、その脹の発生速度が五重かった点を考癒して、 一事舶なマウス初

期匪の培養液の一つであるBrinster修正培養液を用いて、その比較検討を行うと共に、さらに発生

速度を早めるためにそれぞれの培養液を修正し、また、移植技術においても改良を試みてみた。

方法:聾胸はBALB/ c系と C57BL/ 6系の 2~3 カ月齢雌マウスを胆採取用に、 ICR系 3~4

カ月酎雌マウス(経産、または未経産)を庖移植用にし、匝採取用雌マウスはPMSG、hCG、45~4 

8時間晶霜で投与して過封柳誘起をさせて、 hCG投与後それぞ、れ周系成課轍マウスと同居させて、その妊

娠2.5~2. 7 5 日日に子宮および卵管より濯流法により 8~1 6細種田匹を回収した。キメラ匪は集合

法により作出し、瀞月帯除去にはpronase 0.4%培養液を用い、匪の集合にはphytohe-

ma g g 1 u t i n i n P 0.2%培養液を用いた。作出した集合キメラ匪ぽ疏動パラフィン下の徴

小措借養液内で培養を行い、培養開始後6、18、24附占目に臨の発生過程の観察を行った。なお、各集

合キメラ匪を区gl.付るために、 一つの働l市蹄養液当たり匪はーっとした。また、余った脹をコントロール

として無処理、同条件で培養、智擦した。恒盤胞~拡張恒壷甜包に発生した匹は、予め準備させた偽虹張2.

5~3 日目の胆移植用雌マウスの子宮内に移植した。 なお、移植の際の麻酔はアパーチン腹腔内投弘ある

いはキシラジン、ケタミン併用筋肉内投与とした。
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結果:Dulbecco修正培養液とBrinster修正培養液を比較すると、後者の方カラ住白載が

早く (Fig. 1. Fig. 2-c)、これは他の研究にみられるー蜘守なマウス初期匹の培養液を用いた

集合キメラ匪の発生速度とほぼ同じであった。また、どちらの場合もグルコース濃度が0.1%よりもo.
2%材性速度が早かった (Fi g. 1. F i g. 2 -a， c， d)。さらに予め2時間の麟鰻漬を行っ

た培養液ではDulbecco修正培養液でより発生速度が早くなり、 Brinster修E培養液ではほ

とんと変わらなかった (Fi g. 2-a， b， d， e)。しかし、卵巣浸漬を行った培養液ではどちらの培

養液の場合も発生した匪の形状が非常iこ尉子であった。

à~O Percentage of 
80 

口8-cell 760 0 embryos (%) 
50 

11111 morulae 430 0 

20 0 

髄 blastocysts 0 1 

11 expanded blastocysts 12 24 36 48 ω Term of cu 1 tur巴Chour)

Fig.1 Development of chimeric embryos in vitγo in DMEM. C masahiγo TAKAHASHI， 1992 ) 
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Fig.2 Development of chimeric embryos in vitγo. a.DMEM containing the O.29o glucose. b.a inc-

ubated with ovaries for 2 hours in advance. c.Brinster' s modified mediu且 d.Brinster'smodifi 

ed medium containing the 0.2% glucose. e. d incubated with ovaries for 2 hours in advance. 

なお、移植樹台子の発生がみられたのはBrinster修正培養液、およびその修正培養液のみでDu

1 b e c c 0修正培養液では胎子の発生はみられなかった。

文献:

1. Mullen，R.J.，and Witten，W.K. C197D.Relationship of genotype and degree of chimerism in coat col 

orto sex ratios and gametogenesis in chimeric mice. J.ExT.ZooL. 178，165-176. 
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25 マクロフア ジと卵の共培養

Coculture of mouse ovum and macrophage 

野原 理， 斉藤英和、小池数与、田中栄一、斉藤隆和、平山寿雄、広井正彦

M Nohara， H Saito， K Koike， E Tan誌a，T Saito， T Hirayama， M Hiroi 

山形大学産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology 

Yamagata University School ofMedicine 

(目的)体外受精匪移植 (IVF-ET)において、媒精時の未受精卵の出現はIVF-ET成功率の

低下を招いている。未受精卵の出現の原因としては、精子減少症、精子無力症等の精子側

の因子、および卵透明帯の異常などが考えられている。

当院ではこのような男性不妊症、および原因不明の受精障害のある症例に対し、 micro-

manipurlatorにより囲卵腔内に精子を注入するsubsonalinsertion、あるいは26ゲージ針によ

り透明帯にmechanicalincisionを加えるpartialzo回 dissection(PZD)が行われている。

Cohenら勺まPZDを行った匪を移植する際にステロイドの投与を行い、妊娠率の向上が認

められたことを報告している。このことは免疫抑制をすることが、 PZD処理匪の佐自体、

あるいは着床に関する障害を少なくすることが考えられ、 PZD処理匪が通常では免疫担当

細胞により障害を受ける可能性があることを示唆している。そこで今回我々はPZDによっ

てzonaperucidaにmechanicalincisionを加えることが、妊のマクロファージに対する防御に

どのような影響を与えるのかを、マウスの卵を用いて検討を加えた。

(方法)B6C3Fl雌マウスに妊馬血清性腺刺激ホルモン10単位、 48時間後にhCGIO単位を

投与し交尾させたのち、 24時間後に卵管を摘出、潅流することにより 1細胞の受精卵を採

取し培養に供した(各条件ともn=lOO)。またPZDは実体顕微鏡下で26ゲージ針を用いて施

行した。一方マクロファージはマウス腹腔内にピシパニールlKEを投与し、 48時間後に腹

腔内洗諦液より採取したのち30万/m1の濃度で佐との培養に供した。匪にPZDを施行せず

マクロファージを加えないコントロール群をC群とし、陀Dを施行せず、マクロファージ

を加えた群をM群、陀Dを施行し、マクロファージを加えた群をP群とした。また、 C群、
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M群、 P群においてマクロフ ァージを賦活化するために培養液中にOK432を加えた群をそ

れぞれC群、M'群、 P'群とした。この6群聞において匪の発育、分割状況を24時間ごとに

実体顕微鏡で観察し、各時間ごとの、理想的な妊発育段階に達した佐の率を調べた。

(結果)24時間後の理想発育段階に達した匹の率は、 C，M，P，C'，M'，P'群でそれぞれ100、

ω0、98、l∞、 lω、100(%)であり各群聞に差を認めなかった。 48時間後ではそれぞれ

83、93、95、27、88、88(%)であり、 コントロールC群、 C群で発育の遅れが認められ、

特に培養液中にOK432を加えたC群では、発育率の有意な低下が認められた (Pく0.001)。

培養72時間後ではそれぞれ、 69、80、81、31、85、85(%)であり、 M，P，M'，P'群で有意

に発育率が高かった (P<O.OOl)。また、 M群とP群、およびM'群とP'群の聞に差を認め

なかっった。また、 96時間後でもそれぞれ、 62、74、72、15、84、85(%)とM.P.M'，P'

群で有意に発育率が高く (P<O.ool)、M群とP群、 M'群とP'群の間に差を認めなかった。

以上の結果より、マクロフ ァージを培養系に加えても、臨の発育は障害されず、むしろ

匹の発育は傷害されず、むしろ匹の発育を促進していた。また、 PZDによ り透明帯mecha-

nical incisionを加えても、マクロフ ァージによる脹への発育障害は認めなかった。

表l マウス佐理想、段階発育率

Control PZD Macrophage Control PZD Macrophage 

11 (c) (P) +PZD (恥1) (C') (P') +PZD(恥1')
==.:..=~-=，::= 

24(h) 100 100 98 100 100 100 

48 83 93 95 27 88 88 

72 69 80 80 31 85 85 

96 62 74 74 15 85 84 

120 。 72 82 

(文献)

l)Cohen .T，恥1alterH，Elsner C，Kort H，Massey J，Mayer M:lmmunosuppression suppo口simplantation 

of zona pellucida dissected human embryos:Fettility加 dSterility.1990;53:662-665 
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26 細胞質を増加したマウス 2細胞期目玉の発 生能

Effects of the increased volume of cytoplasm on the developmental ability of 

mouse 2 -cell embryos in vitro and in vivo 

0加藤容子・大黒寿・角田幸雄

Yoko KATO. Toshi日HGURO.Yukio TSUNODA 

近畿大学農学部畜産学教室

Laboratory of Animal Reproduction. College of Agriculture. Kinki University. 

目的:演者らは第85回日本畜産学会で. 2細胞期匪の細胞質量を50%まで減少させると，コントロー

ル匪と比べて，少ない細胞数で早い時期に匹盤胞を形成すること，また，それらをレシピエントマウ

スへ移植後，正常な子供へ発育することを報告した本実験では，核に対する細胞質の量を2倍ある

いは4倍に増加させて，体外での発生能ならびにレシピエントマウスへ移植後の発生能について検討

した.

方法:細胞質2倍匪の作製には2細胞期匪を用いた.すなわち， CD-l系雌マウスに48時間間隔でPMSG

とhCGを各5IUずつ腹腔内投与した後，同系雄と交配させてhCG投与後43時間目にM2液で卵管を濯流

して採取した.回収した匪は，サイトカラシンBとノコダゾールで前処理したのち，マイクロマニプ

レータを用いて片側割球より核を除去した.ついで， 0_ 3モルのシュークロース液に移して平衡させ

たのち，電極幅 1凹の電気融合用チャ ンバーをもちいて交流(0_5MHz. 15V. 15sec)および直流

(lkV / cm. 100μsec)をそれぞれ2回流すことにより割球融合させた.コントロールは片側割球核を除

去した匪とした細胞質4倍匪の作製には，上述の2細胞期匹を約24時間培養して得られた4細胞期

匪を用いた.すなわち， 3つの割球より核を除去して同様の電気刺激条件により 4割球全てを融合さ

せた.また，コントロールとしては3つの割球より核を除去した匪を用いた.これらの細胞質増加匹

は，体外培養を継続し2細胞への分裂ならびに匹盤胞への発生を観察した匪盤胞へ発育したものは，

培養開始後70時間目に細胞数を計測，あるいは系統の異なる妊娠マウスの子宮へ移植して個体への発

育を検討した.
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結果:Table 1に細胞質増加匪の体外発生能ならびに移植成績を示した.細胞質を2倍に増加させた

匪は，441個のうち256個(58%)が匹盤胞へ発生し，コントロール匪(33/73，45%)の発生率よりも有

意に高い値となった.そのうち82個を10匹のレシピエントマウスへ移植した結果， 36匹(44%)の産子

が得られた培養開始後70時間目の細胞数は60::t20であり，コントロール怪の42士11と比べて有意に

増加した.細胞質を4倍に増加させた匹では， 400個のうち86個(22%)が匪盤胞へ発生したが，コン

トロール匪の発生率02/18，67%)に比べて有意に低い値となったそのうち78個を11匹のレシピエン

トへ移植した結果， 2匹(3%)の産子が得られた.また，培養開始後70時間目の匹盤胞期での細胞数は

22::t 6であった.以上の結果より，細胞質量を2倍に増加させた匹ではコントロール匹と比較して細

胞数が増加する傾向がみとめられ，細胞周期が速くなる可能性が示唆された.今後，胞匹腔形成時の

細胞数の計測などを詳細に検討する必要が考えられたまた，細胞質を4倍に増加させた匹由来の産

子が得られたことから， 4細胞期匪核の全能性が示された

Table 1. ln vitro and in vivo development of mouse embryos whose cytoplasmic 

volume was increased two or fourfold. 

Cytoplasmic 

volume 

Control・

twofold 

Control •• 

fourfold 

No. of embrvos 

used cleaved developed to transferred developed 

73 

441 333( 76) 

18 18 (100) 

400 

blastocyst to young 

33(45) 

256(58) 

12(67) 

86(22) 

82 

78 

36(44) 

2( 3) 

• 2-cell embryos whose one nucleus was enucleated 
•• 4-cell embryos whose three nucl巴iwere enucleated 
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27 牛 体 外 王J立Eら キ青 腔 の 初 期 発 生 速 度 カ3

そ の 後 の 発 育 成 ド，/，:量貝三 及 lま す 旦尽ノノ 響

Effect of cleavage speed at early embryonic 

stage on subsequent developmental potential 

of IVF -derived bovine embryos. 

0後藤裕司・下平乙夫・富津宗高・今井敬・奥地弘明・斎藤政宏・堂地修

Yuji GOTO. Itsuo SHIMOHIRA. Munetaka TOMIZAWA. Kei IMAI， 

Hiroaki OKUCHI. Masahiro SAITO. Osa.u DOUCHI 

農林水産省家畜改良センター技術部

Depart皿entof Technology National Livestock Breeding Center 

【目的】最近の核移植技術のドナー細胞には発生初期匪が容易に得られる体外受精匪が用いられるこ

とが多くなっている。しかし、体外受精の初期分割匪の匪盤胞への発生率は40-50%程度であり、

発生途中で発育が停止するものが多く、ドナー細胞の初期匪の選定の良否が再構築匪の匪盤胞期への

発生成績に影響することが考えられる。一方、牛の体外受精技術において媒精後48-72時間に行

う初期発生検査時の匪の細胞数には大きなばらつきが認められ、発生初期の細胞周期がその後の匹盤

胞への発生率に影響を与えているとする報告もある 1)。そこで、核移植のドナー細胞に供する体外受

精由来の初期限を選定する段階で、匪盤胞への発生率が高い臨を利用するため、発生初期段階の発生

速度により匹を選別して、より発生率の高い眠の選別方法が確立できないか検討した。

【方法】当センターの常法に従い、成熟培養、媒精を行い卵丘細胞と共培養し、媒精後24-48時

間で卵丘細胞から匪を剥離し、実体顕微鏡下で細胞数を計測した。そして、以下の実験 1-3により

初期匪の細胞数により区分した匪を卵丘細胞が単層発育した発生培地で継続培養し、媒精後7-9日

固までの匪盤胞への発生率を調査した。

実験1.媒精後48時間目に①17細胞期以上、②8-16細胞期、③2-7細胞期、④未分割卵に

区分
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実験2.媒精後24時間目に①5細胞期以上、②3-4細胞期、 @2細胞期、@未分割卵に区分

実験3.媒精後24時間目に実験2と同様4区に区分し培養を継続し、 24時間後(媒精後48時間

目〉にさらに細胞数を計測し、各4区をそれぞれ8細胞期以上、 7細胞期以下の2区に分け、計8区

に区分

48時間選別後の発生成績表-1【結果】実験1.48時間目で4区に分けた

No. 01 blastocyst No. 01 
e皿br)'os
Oay7 

Cleavage 
stage 

1 7細胞期以上区結果、匪盤胞の発生率は、

Total(%) Oa)'9 Oay8 及び8-16細胞期区が他の区に対して有意

-

-
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<0.01)。

82 (34.6) 18 30 34 232 Total 【考察】今回の結果より、体外受精匪の初期

a vs b. c vs d(p<O.OI) 発生(媒精後48時間固まで)の発生速度が
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認された。また、この現象を利用して初期段

4< 階で匪盤胞への発生率の高い群を作成するこ

3-4 とが可能であることが確認された。今後は、

2 この方法により選別した匪盤胞への発生率の

国ono高い初期匪を用いて、その細胞周期の確認及

111 (30.2) 32 37 42 368 Total 
び核移植への応用を検討する必要があると考

えられた。
e vs f(p<0.05) a vs b. c vs d(p<O.OI) 

【文献】

1) L.Plante and W.A.King : Effect of ti皿eto first cleavage on hatching rate of bovine 

embryos in vitro. Theriogenology 1992; 37: 274. 
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28 体外培養したウマ肱盤胞の僻化様式に及ぼす血清の影響

Influence of Serum on In Vitro Hatching of Equine Blastocysts 

保地真一・ ヨアヒム ブラウン ・小栗 紀彦

Shin-ichi HOCHI. Joachim BRAUN and Norihiko OGURI 

帯広畜産大学 総合馬学講座

Laboratory of Horse Production 

Obihiro University of Agriculture and Veterinary Medicine 

且血:睦盤胞の体外培費系の確立は、凍結融解や顕微操作などの種々の過程を経た後の

匪の生存性を検定する手段として有効である。加えて、ウマ初期臨盤胞の囲卵腔に形成さ

れ瞬化後も脹を被覆している"カプセル"の生理的な役割を調べるうえにも重要である。

我々はこれまでに、ウマ腔盤胞の体外瞬化(透明帯からの脱出)には 3つの型があり、そ

れは培養開始時の脹の発育ステージによって影響されることを報告した 1)。とくに初期匪

盤胞では体外瞬化の時間的経過及び瞬化時のカプセル消失という点で生理的な瞬化とは明

らかに異なっていた。本研究では、ウマの初期匪盤胞を用いて体外培養におけるそれらの

癖化様式に及ぼす培養液に添加した血清の影響について検討した。

互主主:北海道和種及びサラ ブレッド牝馬を用い、排卵確認から 144'"168時聞に子宮濯

流法によって非外科的に採取した初期脹盤胞を実験に供した。培養液にはTCM199に10%の

非働化試験血清を加えたものを用いた。 4種類の血清、(1)市販のウシ胎児血清(以下 FBS

とする)、 (2)市販のウマ胎児血清 (FES)、(3)排卵日の牝馬から調製したドナー血清 (DMS-

0)、(4)妊娠 8日目の牝馬から調製したドナー血清 (DMS-8)を比較した。体外培養は37t、

5 %C02 95%空気の気相下で、 200μlの小滴中にて10日間行った。それぞれの匪の瞬化

様式の観察は12時間毎に行い、 24時間毎に撮影した写真に基づいて旺の外径を測定した。

また、カプセルの所在を明らかにするために、培養の終了時に陸と脱出後の空の透明帯の

両方を酢酸エタノール(1:3)で固定し、 1%オルセイ ンで染色した。それぞれの血清中の

Estradioト17β(E2)、及びProgesterone(P4)値はEIAにより定量した。

盆墨:それぞれの血清を添加した培養液におけるウマ初期匪盤胞の瞬化について表 lに

要約した。培養開始前の匪の外径は平均で 165.3"'180.3μmの範囲であった。培養開始か

ら 2.0"'3. 8日でウマ匪は瞬化を開始した。そのときの腔の外径は 286.2"'405. 4μmであ

った。騨化を完了するまでに 3日間以上の培養時聞が必要なSQ型やTU型の瞬化が最もよく

観察されたが、 FES群で 3例中 1例、 DMS-O群で 5例中 3例が最長でも12時間以内に瞬化
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を完了するES型の瞬化様式をとった。培賛期間内での旺の最大外径は添加した血清によっ

て異なり、平均で 489.0'"1505. 3μmであった。どの血清下で瞬化を完了した腔において

も、カプセルは脱出後の透明帯の中に認められた。血清中のし及び~ P 4の濃度(ng/ml)は F

BSで 0.074及び O.800、 FESで 9.150及び 8.350、 OMS-Oで 0.013及び 2.390、そして D

MS-8で 0.010及び 6.340であ った。

Table 1. In Vitro Hatching of Equine Early Blastocysts 

Serum 

supplement 

FBS 

FES 

OMS-O 

OMS-8 

Oiameter (gm.mean+S.O.) of embryos at Hatching 

recovery 

168.0:!:: 8.2 

(n=5.0ay6.5) 

180.3:!:: 8.1 

(n=3.0ay6.0) 

168.0:!:: 8.3 

(n=5.0ay6.2) 

165.3:!:: 5.7 

(n=6.0ay6.3) 

hatching maXlmum manner • 

405.4:!:: 36.8 a 942. 2:!:: 307. 7 a SQ=4. TU=1 

(n=5.0ayl0.0) (n=5.0ayI6.3) ES=O.NH=O 

341.7:!::1l3.5 ab 1505. 3:!::666. 3 a SQ=l，TU=1 

(n=3.0ay 8.0) (n=3.0ayI5.5) ES=I.NH=O 

322.5:!:: 55.6 b 

(n=4.0ayl0.0) 

286. 2:!:: 42. 3 b 

(n=5.0ay 8.6) 

677.5:!::224.1 ab SQ=l，TU=O 

(n=4.0ayI5.0) ES=3.NH=1 

489.0士 99.1 b SQ=4. TU=1 

(n=5.0ayI4.7) ES=O.NH=1 

SQ= Squeezing through a small opening in the ZP. TU= Tearing up the ZP 

ES= Escaped suddenly from the ZP. NH= Not hatching. 

a. b Oifferent superscripts within columns differ significantly (PLSO-test. 

Pく0.05). 

主室:ウマ旺盤胞は体内においては排卵後 8日目頃、その外径が約 300μmのとき透明

帯を消失することが報告されている 2.3)。一般的に血清を用いる試験では、血清のロット

によって結果にかなりの変動があることを考慮しなければならない。しかし、ウマの血清

を添加した群(FES. OMS-O. OMS-8)において瞬化開始時の腔の外径が体内でのそれに近か

った。動物種に特異的な何らかの要因が瞬化開始の引き金を引く可能性が示唆された。ま

た、 ES型の醇化様式はウマの拡張匪盤胞を体外瞬化させたときによく観察され、 FES群と

OMS-O群で見られたこの瞬化様式は初期腔盤胞の拡張過程が培養系で再現された結果かも

しれない。一方、いずれの培養条件下でもウマ匪盤胞は透明帯だけでなくカプセルからも

脱出しており、この点で生理的な瞬化とはなお異なるものであった。

茎盤:1) Hochi.S. et a1.. 1993. Equine Vet. J.. Supp1. (in press). 

2) Betteridge.K.J. et a1.. 1982. J.Anat.. 135. 191. 

3) Wilson.J.M. et a1.. 1986. Bio1. Reprod.. 34 (Supp1.1). 101. 
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29 マウス成熟卯及び初期医における cyclooxygenase活性の生理的意義

Biological signficance of cyclooxygenase in mature oocyte and eary embryo 

高見毅司 1 坂元秀樹 1 佐藤和雄 1

加藤珠美 2 江角真理子 2

Takeshi Takami1 Hideki Sakamotol Kazuo Satoh1 

Tamami Katou2 Mariko Esumi2 

1日本大学医学部産婦人科学教室

lDepartment of obstetrics and Gynecology，Nyhon University， 

school of Medicine 

2日本大学総合医学研究所

2Medical Research Institute，Nyhon University 

[目的] 受精、着床周辺期において卵自身の機能調節が重要な生理学的意義を

持つことは疑う余地がないが、その詳細については全く明らかにされていない。

我々はこの時期におけるprostaglandin(J.2L下 PG) 合成阻害が正常な受精-着床

processを抑制することより、卵-JJfにおける PG合成が重要な意味をもっと考え、

PG合成律速酵素cyclooxygenase(以下 PG H S) の存在とその機能的意義を成

熟卵及び初期妊において検討した。

[方法] 8週令雌マウスに PMS5単位投与後、 48時間後にHCG5単位投与

し、さらに 18時間後に卵管膨大部より成熟卵を採取した。卵の培養は、 MW液

(超純水100ml中にNaCl640mg，KCl 35.6mg，KH2P04 16.2mg， 

MgSo429.4mg， NaHC03 190.0mg， pyruvic acid sodium salt 2.5mg， Glucose 

100.0mg， Calcium lactate 46.0mg， streptomycin5.0mg， penicillin G7.5mg， 

phenol red 1 00μ1， 100mMEDT A50μ1， 20mM s -Mercaptoethanol 150μ1 BSA 
3mg/ml)中で、ミネラルオイル法、 370C，5%C02，5% 02， 90%N2気相でおこな

った。一方、 8週令雄マウス精巣上体管より TYH液(超純水100ml中にNaCl

697.6mg KCl 35.6mg KH2P04 16.2mg MgS04 29、3mgNaHC03 190.0mg， 
pyruvic acid sodium salt 2.5mg， Glucose100.0mg， CaC12 19.0mg， streptomycin 

5.0mg， penicillin G 7.5mg， 100mMEDTA 50μ1， 20mM s -Mercaptoethanol 150 
μ1 BSA 4mg/ml)を用い、精子を採取し体外受精を行なって同調受精卵を得た。

「実験 1Jヒアルロニダーゼ処理した成熟卵 80個、受精卵 80個を用いて徳
島大学山本尚夫教授より提供された PGHSモノクローナル抗体 (PGHSmA

b) でWesternblotによる PGHS蛋白検出をおこなった。
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「実験2J成熟卵 100個、受精卵 100個よりreversetranscliption-P C R法
によって PGHSmRNAの検出をおこなった。陽性コントロールは、穎粒膜細
胞を用い、 primerは教室早川 智博士より提供された 5-GACCACT
CGCCTCATCCTTA 3-GCCATCTCCTTCTCTCCTGT 
をイ吏用した。

「実験3J成熟卵に PGHSmAb、OXFORD BIOMEDICAL RESEACH INC 
社製PGHS純正で吸収した PGHSmAb及びマウス 1g -G2aを各々8plを
細胞質内へmicroinjectionした。穿刺の影響はsham刺入をコントロールとして検
討した。

[結果] 1) 成熟卵、受精卵とも PGHS蛋白が検出された。
2 )成熟卵、受精卵とも PGHSmRNAは検出されなかったが、 s-actinは
検出された。穎粒膜細胞あるいは頼粒膜細胞付着成熟卵では PGHSのメッセー
ジが検:出された。

3) PGHSmAbをmicroinjectionした卵はすべて死滅した。 (n=15)P
GHS吸収PGHSmAb注入では 40%が2細胞になり (n=12)，マウス
IG-G2aを注入した卵の 50%が2細胞まで成長した (n= 8 )。キャピラーリー
刺入のみは 60%が2細胞になった (n=lO)。
x2分析では、 PGHSmAbと比較して吸収実験pく0.05 IG-G2a実験pく0.05
sham実験p<O.OO1といずれも有意に 2細胞への成長が観察された。
[考察]成熟卵、受精卵とも PGHSの存在が確認された。

microinj ectionの実験結果より PGHSの存在、すなわち正常な卵-}lliにおける
PG合成が受精卵の分化に関わっていると推測できる。受精の直前(成熟卵)、
直後(初期脹)のいずれにおいても PGHSmRNAが検出されなかったことよ
り、受精周辺期においては卵・脹中では PGHS遺伝子のtranscriptionはなく、そ
れ以前より卵の中に存在する PGHS活性に依存しているものと推定された。
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30 牛 IVF卵 子の 初期発 生 時の MALATE

DEHYDROGENASE活性と中間代謝物質と の関係、

Relationship between malate dehydrogenase 

activity and energy substrates of fresh 

bovine embryos derived from IVF 

0 柳在雄，菅原七郎

Zae Young RYOO， Shichiro SUGAWARA 

東北大学農学部家畜繁殖教室

Laboratory of Animal Reproduction， Faculity of Agriculture， TOHOKU University 

[目的]われわれは，牛初期臨はPentosePhosphate Pathway (Ppp)とEmbden-MeyerHof(EMP)の両

経路によってglucoseを酸化していると報告¥)した.他方， Riegerら2)は，牛初期医のglutamate代謝

はTricarboxylicacid cycle (TCA)により酸化されることを示した.しかし，牛卵子についてTCA系

の中間代謝物質の代謝はマウス，ウサギおよびラットなどの実験小動物卵子のそれらと比べて研究報

告が少なく，不明の点が多い.そこで，牛卵子において， TCA系を経て代謝される中間物質のエネルギ

一代謝とその後の卵子の発生能との関係を調べることを目的として，酵素周期法により新鮮卵子1個

当りのMDH(malate dehydrogenase)活性とそれらに関連している中間代謝物質の代謝能との関連で旺

盤胞への発生皐を検討した.

[方法]牛胞卵子の体外受精および体外培養による初期旺の作出は屠場で採取した牛卵巣からの卵胞

卵子を用い，体外受精法により初期旺を作出した.体外受精は既報3)に従った.MDH活性の測定は酵素

周期法によって行った.すなわち， 1.0μ1の酵素反応被 [50mM2-amino-2-methyl-L-propanol・HCl

buffer (AMLP) (pH 9.8)およびPBS(・) (pH 7.3) ]とともに，特製スライドグラス上に卵子1個

を入れ，ミネラルオイルで覆い， 37"Cで15分間反応させた.その後0.2MNaOHを加え，反応を停止さ

せ過剰のNADを破壊した.MDHの酵素反応によって生成された陥聞をサイクリングにより増幅した.サ

イクリングは37"Cで1時間行なった.サイクリングで増幅された反応生成物のNADHを顕微測光装置に

より蛍光度を測定した.

[結果}酵素反応被をAMLPおよび PBS(・)bufferとし，牛初期旺のMDH活性を調べた結果， AMLP 

bufferの酵素反応はPBS(-)より有意に高かった (Pく0.05).しかし，PBS (・)の条件での旺盤胞ま
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での発生事が， 8細胞期眠と桑実期限でそれぞれ 20.0 (1/5)および 50.0%(3/6)に対し， AfoILP 

bufferの条件ではすぐ形態的な変化を起こし変性し初め，その後の発生が認められなかった.嫌精5

日目の正常卵子のfoIDH活性(11.19:t0.86x10-smol/embryo/hr)が退行卵子 (6.63:t 0 • 87x10-6 mol/ 

embryo/hr)より高く (Pく0.05)，眠盤施への発生率も退行卵子の場合全く発生しなかったが，正常

卵子では16個の卵子中9個 (56.3%)の卵子が眠盤施に発生した.中間代謝物質とfoIDH活性の関連を調べ

るため，酵素反応液に中間代謝物質をそれぞれ話加し酵素反応を測定した結果， malate， 

α-ketoglutarate， glutamateと同時にDNPの存在下で間H活性が高かったことは，これらの中間代謝物

質を牛初期医のエネルギー源として利用できる可能性を示した (Table1) . 

Table 1.阿alatedehydrogenase activity of bovine morulae with substrates 

Substrates No.of embryos measured foIDH activity寧(x10-smol/embryo/hr)

Non-substrate 7 7.57:t0.72" 

foIalate 7 l1.16:tO.53b 

α-ketoglutarate 7 16.83:t1.58c 

Glutamate 7 15.01:t1.15d 

iso-citrate 7 9.02:t0.1ge 

Dinitrophenol 10 17.57:t1.83f 

a vs b，c，d，f; b，c，d vs e; b vs c，f: Pく0.05.車foIean:tS.E.

{文献]

1) Suga陥 ra，S. and Ryoo， Z.Y.(1992): Estimation for enzymatic activity of energy 

metabolism and subsequent development of fresh bovine embryos from in vitro 

fertilization. Proc.12th Int.Congr.Anim. Reprod.A.I.，Hague， 3，1339・1341.

2) Riger， D. and Guay， P.(1988): foIeasurement of the metabolism of energy substrates 

in individual bovine blastocysts. J. Reprod. Fert.， 83， 589・591.

3)正木全，柳在雄，菅原七郎，正木淳二(1991):牛体外受精卵子の幹細胞化に関する研究.

晴乳卵研誌， 8，27・33.
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31 ウシ培養腔におけるプロスタグランジン E2の

免疫組織化 学 的検出

Immunohistochemical Demonstration of Prostaglandin E2 

in Cultured Bovine Embryos 

四谷伊公子・柳 在維業・松本浩道業・菅原七郎来・新村末雄鰍・石田一夫鰍

Ikuko YOTSUTANI， Zae Yoong RYOOへHiromichiMATSUMOTOへ
Shichiro SUGAWARAへSueo NIIMURA糊 and Kazuo ISHIDA業業

新潟大学大学院自然科学研究科，※東北大学農学部生物生産科学科，

業獲新潟大学農学部農業生産科学科

Graduate School of Science and Technology， Niigata University 

援Departmentof Animal Scieuce， Faculty of Agriculture， Tohoku University 

制 Departmentof Animal Science， Faculty of Agriculture， Niigata University 

目的:ウサギの匪盤胞J)がプロスタグランジン(問)E-Aと問Fを含有していることが、 1975年に

初めてラジオイムノアッセイ (RIA)を用いて報告されて以来、ウサギばかりでなくヒツジ、ブ夕、

ウシおよびウマの匪盤胞も各種のPGを含んでいることがRIAによって確かめられている。また、こ

れらの動物の怪盤胞とカニクイザルおよびヒトの佐盤胞はPGの合成能と分泌能を持っていることも

in vitroの実験で調べられている。さらに最近、 PGの合成と分泌は、ヒト 4細胞匪およびウシ桑実

匪でもみられるといわれている。 一方、未分割卵および分割怪におけるPGの検出はNiimuraと

Ishida2. 3)によって間接蛍光抗体法を用いて、マウス、 ラット、ハムスターおよびウサギの未受精

期から匪盤胞期までの卵と佐について試みられているのみで、これら以外の動物の分割匹がPGを含

有しているかどうかは明らかではない。そこで今回は、体外で成熟・受精後培養して得られた未受

精期から匪盤胞期までのウシの卵と匪について、 PGE2の検出を間接蛍光抗体法を用いて試みた。

材料および方法:観察した卵と匪は、未受精期、受精未分割期(媒精後6時間)、 2細胞期(媒精後

1日)、 4細胞期(2日)、 8細胞期(3日)、 16細胞期(3ないし4日)、桑実匹期(4ないし 5日)、初

期匪盤胞期(6ないし 7日)、拡張匪盤胞期(8ないし 9日)および瞬化匪盤胞期(10日)のもので、黒

毛和種卵巣から採取した卵母細胞を体外で成熟 ・受精させて培養したものである。

PGE2を検出するために、採取した卵と匪を前法2)を若干修正した方法に従って処置した。すなわ

ち、卵丘細胞の付着している卵についてはこれをヒアルロニダーゼで除去し、次いですべての卵と
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匪を0.2%プロナーゼ・ PBS(pH7.4)で処置して透明帯を取り除いた後、 10%ホルマリン・ PBS(pH7.

4)に室温で60分間固定した。固定後、 PBSで洗浄し、 0.1%TritonX-100'PBSに浸潰して透過処置を

施した。次いで、ウサギ抗PGE2l血清(Polysciences，IJ.S.A.)に室温で60分間浸潰した。なお対照と

して、ウサギ抗PGE2血清のかわりに正常ウサギ血清に浸潰した卵と粧を用いた。これらの卵と匹は、

FITC標識ヤギ抗ウサギIgG(Cappel， U.S.A.)に室温で30分間浸潰した。観察は落射蛍光顕微鏡装置

で、行った。

結巣:ウシの卵と佐をウサギ抗PGE2血清とFITC標識ヤギ抗ウサギIgGに浸潰すると、細胞質に蛍

光が出現した。この蛍光は、ウサギ抗PGE2血清のかわりに正常ウサギ血清で・処置した卵と妊には出

現しなかったので、この蛍光がPGE2の存在を示していることが確かめられた。

PGE2の存在を示す蛍光は、 1細胞期から桑実陛期までの卵と匹では弱かったが、佐盤胞ではし吋ま

れの時期のものも強かった。また 1細胞卵において、 PGE2の蛍光の強さは未受精期と受精未分割期

の間で相違なかった。

考察:交尾後13、15および16日のウシ匪盤胞はPGFとPGE2を含有していることがRIAによって確

かめられている叫。また、交尾後6日の桑実佐期から交尾後20日の佐盤胞期までのウシl庄はアラキ

ドン酸から各種のPGを合成できることが調べられており、とくに交尾後12日以前の佐ではアラキド

ン酸は主にPGE2に代謝されるといわれている 510 しかし乙れまでに、ウシの未分割卵や分割匪がPG

を含有しているかどうかは調パられていない。

本実験において、培養したウシの卵と匪についてPGE2の検出を試みたところ、 PGE2の存在を示す

蛍光は未受精期から匪盤胞期までのすべての卵と脹に認められ、とくに粧盤胞で、強かった。従って、

発生初期のウシ佐は常にPGE2を含有しているとともに、 PGE2含量は佐盤胞で多くなることがうかが

われた。なお、ウシの桑実匪と匪盤胞はPGE2を合成する能力のあるこkがすでに確かめられている

ので、本実験の桑実匪と脹盤胞で検出されたPGEzは眠自身が合成したものであることが考えられた。

またこれまでに、 16細胞期までのウシ匪におけるPG合成を直接証明した報告はみられないが、本実

験の培養匪でPGE2が検出されたことから考えると、 1細胞期から16細胞期までの佐に存在するPGE2

は外部から流入したものではなく、匹自身によって合成されたものであることが推察された。

主要文献

1) Dickrnann，Z. and Spilrnan，C.H. (1975). Science，190，997-998. 

2) Niirnura，S. and Ishida，K. (1987). J.Reprod.Fert.，80，505-508. 

3) Niirnura，S. and Ishida，K. (1989). Jpn.J.Anirn.Reprod.，35，222-227. 

4) Shemesh，M.， Milaguir，F.， Ayalon，N. and Hansel，W. (1979). J.Reprod.Fert.，56，181-185. 

5) Hwang，D.H.， Pool，S.H.， Rorie，R.W.， Boudreau，M. and Godke，R.A. (1988). Prostaglandins， 

35，387-402. 
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32 ハムスター 8細胞期目玉の凍結保存について

Frozen Storage of Hamster 8・CellEmbryos 

堀内俊孝・高橋典子

Toshitaka HORIUCHI. Noriko TAKAHASHI 

広島県立大学生物資源学部生物資源開発学科

Department of Bioresources，日iroshimaPrefectural University 

[目的]1971年のマウス脈の凍結保存の成功以来、牛、羊、ウサギなど多くの晴乳動物において匪の

凍結保存が可能になってきている。ゴ--)レデンハムスターにおいては、凍結融解後の形態正常率は高

< 11 1-凍結融解直後に陸移植する乙とで産子が得られる[2]ことが報告されているが、体外培養が
困難であったため、その成功は限定されたものとなっている。最近、ゲルコースと無機リン酸塩がハ

ムスタ-8細胞期臨の発生に阻害的に作用することが明らかにされ[3，4J匪培養が改善された。そ

のため、本研究は、凍結融解ハムスター8細胞期貯の体外発生に及ぼす凍結培地と希釈培地の影響及

び凍結融解における 2~3 の要因について検討し、凍結融解後の脹盤胞期への発生率を改善した。

[方法]発情周期第 1日日(Ov1l1ationDischarge放出日)の午前10時にPMSG15iuを成熟雌ゴールデン

ハムスターの腹腔内に注射した。3日目の夕方、成熟雄ハムスター]匹と同居させた。交尾は、翌日

の午前中に睦スメアの精子で確認した。交尾確認日をDay1としてDay3の午後1時に卵管と子宮を謹

流し、 R細胞期匪を採取した。ハムスター粧は、 0.2叫の培地に移したのち、等量の1.5M DMSOを除々

に添加し 5分間静置後、1.5M DMSO(4'C)に移し10分間で 0.25叫ストロ ーに配置し封入した。次に、 4

℃から _..7 "cまで 1 "C/分で冷却し、植氷後 10分間保持し-35"Cまで-.-0.3"C/分で冷却、10分間保

持し液体窒素に投入した。凍結ハムスタ一匹は37"C温水中で、融解後35剛培養皿に取り出し、 0.3Mショ

糖液(0.25mQ)を加え5分間静曹、さらに希釈液を加え耐凍剤の除去を行-った。体外培養には、 PVAを

BSA(O.lmg/mQ，)に置き換えたHECM3[5 ] を用い、 lO%COl ， 10%0 2 ， 80%N lの気相条件下 37"Cで 24~36時間

培養した。Ii'実験 1.!I体外発生に及ぼす匪回収液(M2 vs llepes-HECM3)の影響 『実験2.!1凍結培地

及び希釈培地としてP阻またはHepes-HECM3を用いたときの凍結ハムスタ-8細胞期脹の脹盤胞期への

発生率『実験3.11凍結培地におけるBSA濃度(4%vs 0.4%)の影響 『実験4.D耐凍剤の添加方法の影響

(2殴階 vs1段階) Ii'実験5.11各種耐凍剤の影響(1.5MDMSO，PROH，Ethylene glycol，Glycerol) 

[結果] Ii'実験 1.11ハムスター8細胞期匪を M2液で回収し、 HECM3で体外培養すると匪盤胞期への
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発生率は30%(24/79)で、回収液と してHepes-HECM3を用いると眠韓胞期への発生率は100%(62/62)と

なったれ 『実験2~ 凍結培地と してPBl を用いた場合、希釈培地が PB1 またはHepes-HECM3にかかわら

ず脹韓間期への発生率は各0%(0/57)、6%(3/53)と低率であった(表lL ・方、 Hepes-HECM3を凍

結培地と して用いた場合、希釈培地がHepes-HECM3のとき睦盤胞期への発生率は85%(80/94)と有意に

高いが、 PBlを用いると]]%(7/66)と有意に低下した。[j'実験3d]凍結培地のBSA濃度を4%から 0.4

%に低下させても融解後の脹韓胞期への発生率に影響はなかった(85% vs 80%t [j'実験4~ DMSOを

2段階で添加しでも 1段階で添加しでも、月壬盤胞期への発生率に有意な差は認められなかった(87%

vs 88%)0 [j'実験5.n耐凍剤として1.5M DMSO， PROH， Ethy lene g lycol， Glycerolを用いた場合、旺盤
胞期への発生率は各85%(80/84)，52% (28/54)，54% (32/59)，33% (19/58)で、本実験の条件では1.5M 

DMSOで最も高い発生率となったの

Tdble 1. Effect of freezing and di lution medium on development of hamster frozen and 
thawed 8-ce 11 emb ryos i n v i tro 

No. embryos No. (目) No. (目)embryos developed to 
Freezing Di 1 ution frozen and normal 
medium medium thawed embryos Morulae slastocysts Mor.+Blast. 

PBI PBI 57 50(88) a 17 (30) O( 0) a 17 (30) a 

PBI lIepes-IIEC¥l3 53 47 (89) a 7 (13) 3 ( 6) ab 10(19) a 

lIepes-HEC¥l3 PB1 66 60(91) a 13 (20) 7(11)b 20(30)a 

lIepes-HECM3 Hepes-HECM3 94 制(89)a 13 (14) 80(85) c 93 (泊)b 

a，b，c Values with different superscripts within a column differ(P<O.侶). 

[考察]ハムスタ 8細胞期匹の凍結保存においては、通常凍結保存に用いられているPB1ではなく

、グルコー スと無機リン酸塩を含まな ~\Hepes -HECM3 を凍結培地及び希釈培地として用いることで、

高率に肝盤胞期へ発生するが明らかとなったo この乙とは、ハムスター陸が凍結融解及び希釈環境に

おいて培地の組成に著しく影響を受けることを示している。 一方、ハムスタ 臨は光を含めた外的環

境に対して非常に感受性が高いことが知られているが、凍結融解に伴う物理的影響は小さ く、 形態的

正常率は高い割合であった。本研究では、緩慢・急速凍結一急速融解法によっても、緩慢凍結一緩慢

融解法[1 ， 2 Jと同様に匪が生存することを示した。各種耐凍剤のうち DMSOで高い生存率が得られた
が、各耐凍剤で至適処理条件が異なるため、さらに検討が必要である。

{主要文献]
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3) Seshagiri PB， Bavister BD: Biol Reprod，40:599-606，1989. 

4) Seshagiri PB， Bavister BD: Biol Reprod， 40:607-614， 1989. 

5) Barnett DK， Bavister BD: Biol Reprod， 47:297--304，1992. 
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33 1 ， 5M Ethylene Glycolてや

凍結され た午体外 受精腔 か らの

耐 凍剤除去条件の検討

Effect of various dilution procedures of 

IVF embryos frozen by l，5M Ethylene Glycol 

for direct transfer method. 

下平乙夫、後藤裕司、今井敬、富津宗高、斎藤政宏、奥地弘明、堂地修

Ituso Shi皿ohira.Yuji Goto. Kei I.ai. Munetaka Tomizawa. Masahiro Saito 

Hiroaki Okuchi. Osa皿uDouchi 

家畜改良センター 技術部

Department of technology. National Livestock Breeding Center 

【目的】最近牛の凍結匪の移植方法として融解後一切の操作を必要とせず直接移植可能なDirect

Transfer法(以下Direct法)の検討がなされている。 Direct法に用いる耐凍剤にはEthyleneGlyc 

01[1，2]のほか、 PropyleneGlycol[3]、Sucrose+Glcerol[4]江ど様々な耐凍剤が用いられているが

その特性については必ずしも十分検討されていないのが現状である。とくにDirect法に用いる耐凍

剤を使って凍結された臨を子宮内直接移植を想定してPBSに直接投入により耐凍剤除去後した際

の生存性は、必ずしも受胎成績を反映する安定的な成績が得られていない。そこで、本研究ではEt

hylene Glycol を用いて凍結された牛体外受精匪の体外での耐凍剤除去条件と生存性との関係を脱出

匪盤胞への発生率を指標として検討した。

【方法】実験1:体外受精由来匪 135個を1.5Mの EthyleneGlycol溶液を耐凍剤としてVoelkel

ら[2]の方法を一部修正して凍結し、融解後は、以下の3区に分けて耐凍剤 (EthyleneGlycol)を

除去し、その後の生存性判定試験に供した。

(5分一室温区) :融解後5分後にストローから匪を取り出し、室温 (22-23'C)下で直径3

5mmの小型シャーレに入った3mlのCS-PBSに匪を直接浸潰して 10分間静置することに

より耐凍剤を除去した。

(5分一加温区) :融解後5分後に37'Cに加温した3mICS-PBSに直接浸漬、 10分間静

置して耐凍剤除去を行った。 CS-PBSの加温は直径35mmの小型シャーレに3mlのCS-

PBSを入れ、匹を浸潰する 15分前から 37'Cに設定した加温板(北里メディtJn7"7-1)上で加温し

て供試した。

(40分一加温区) :融解後40分間ストローを室温に静置後、ストローから匹を取り出し、 (5 

分一加温区)と同様加温したCS-PBSに浸潰して耐凍剤を除去した。

実験2:凍結融解匪の耐凍剤除去までの経過時聞が生存性に与える影響を調べた実験1の対照とし

て、体外受精JHi56個を用いて新鮮匪のEthyleneGlycol内感作が生存性に与える影響を調べた。

即ち、匹を無作為に2群に分け、室温下で 1.5MのEthyleneGlycol に浸潰してそれぞれ25分間
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及び60分間経過後に 37.Cに加温したCS-PBSに移し、 10分間静置して耐凍剤の除去を行

い、その後の匹の生存性を調べた。

生存性の判定法:凍結匹、新鮮匪とも洗浄後頼粒膜細胞が単層発育した5%子牛血清加m-19

9培地の小滴内で48時間培養し、脱出旺盤胞期以上に発育した匪を生存脹とした。

【結果】実験 1: (5分一加温区)の生存率は53.5%(23/43) であったのに対して、

(5分一室温区)は39.2%(20/51) で有意差は認められないものの、室温区に比べて加

温区において耐凍剤除去後の生存性が高い傾向が見られた (P<0.10) 0 40分経過後に加温し

て耐凍剤除去を行った (40分一加温区)の生存率は24.4%(10/41)と (5分一加温区)

に対して有意に低い生存率を示した (Pく0.05) (表1)。

実験2:25分間EthyleneGlycol内で感作させた新鮮匪の生存率は64.3%(18/28)であ

り、さらに35分間静置し、計60分間EthyleneGlycol内で感作させた匪の生存率は6O. 7% 

(17/28) で、両区の生存率に有意な差は認められなかった(表2)。

表 1
1.511 Eth)'lene GI)'colで凍結した牛体外受精懸の各磁条件下で耐凍刻除去後の生存性

試験区 除去混度 経過時間 供試騒 生存騒' 生存率

5分一室温区 22-23'C 5. i n 5 1 2 0 39.2%4 

5分ー加温区 3 7' C 5. i n 4 3 2 3 53.5 % 1・c

4 0分ー加温区 3 7' C 4 0・in 4 1 1 0 24.4%b 

a vs b P<O.05 c vs d P<O.lO 
窓生存si: 4 8時間培養後に脱出中のE基盤抱期以上に発育した1IEを生存1IEとした

表 2
新鮮牛体外受精白釆1IEの 1.5MEth)'lene GI)'col中での経過時間と除去後の生存率

E G除去温度 E G感作時間 供試臨 生存1IE* 生存率

3 7' C 2 5・in 2 8 1 8 6 4.3 % 

3 7' C 6 0 • i n 2 8 1 7 6 0.7 % 

窓生存脹:4 8時間嶋養後に脱出中の1IE豊富胞期以上に発育した1IEを生存1IEとした

【考察】今回の実験結果から、 EthyleneGlycolは他の耐凍剤と比べて分子量が小さいので、細胞

内における分子の動きは環境温度の影響を受け易く、 PBS直接浸漬により耐凍剤を除去する場合、

その環境温度に留意する必要があることが確認された。また、 EthyleneGlycol は新鮮匪に毒性は

示さないが、融解後は耐凍剤除去までの経過時聞が長くなることにより匹の生存性が損なわれる可

能性が示唆された。

1 ) 堂地修，今井敬，高倉宏輔.(1991)第84回日本畜産学会大会講演要旨 p.61.

2) Voelkel SA，Hu YX. (1992) Theriogenology 37: 23-38. 

3) Suzuki T，Yamamoto M，Ooe M，Sakata A， (1990) Theriogenology 34: 1051-1057. 

4) Massip A，Van Der Zwalmen P，Ectors F.(1987) Theriogenology 27: 69-79. 
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34 外来 1 V F - E T 4 年間の成績

Results of IVF -ET in outpatient clinic for 4 years 

0小林善宗・本田育子・鈴木隆弘・井上正人

Y oshimune KOBA Y ASHI， Ikuko HONDA， 

Takahiro SUZUKI， Masato INOUE 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， School of Medicine 
Tokai University 

【目的】 IVF-ETを外来ベースで行うようにな ってから、すでに4年が経過しており、 今回その成績を集計し

検討を加えた。

【対象・方法】 1988年6月から IVF-ETをすべて外来ベースで行っているが、 1992年5月までの実質4年間

の成績を集計した。この期間に 761名に対して 1367回の IVF-ETを行った。対象の平均年令は 33.5:t3.8 

才、平均不妊期間は 8.0:t 3.5年(いずれも mean:t S.O.)であった(表1)。

表1.対象 表2.IVF -ET成績 表3採取卵子数、受精卵数、区4攻

(mean :t S.O.) (mean :t S.O.) 

期間 1988. 6-1992. 5 妊娠患者数 331名 採取卵子数 7.5 :t 4.3 

患者数 761名 妊娠数 379 採取成熟卵子数 6.6 :t 3.8 

ET周期 1367周期 対患者妊娠率 43.5% 受精卵数 5.9 :t 3.6 

平均年令 33.5:t 3.8才 対ET周期妊娠率 27.7% 正常受精卵数 4.4 :t 3.0 

平均不妊期間 8.0:t 3.5年 旺4攻 5.0 :t 3.2 

正常脹数 2.6 :t 2.1 

【結果】 IVF-ET成績は、 331名に 379妊娠が成立し、妊娠率は対患者43.5%、対ET周期27.7%であった

(表2)。採取卵子数は、成熟卵子平均6.6個採取し、正常受精卵数平均4.4個をえて、 一部は前核期に移植 し、

正常任平均2.6個をえて移植した(表3)。用いた過排卵法はGnRHagonist併用HMG-hCGが、 1240周期

と最も多く、 28.4%の妊娠成立がみられた (表4)。移植時期別では 1日目-3日目移植ですべて妊娠が成立し

たが、 2日目移植 (4細胞期)の妊娠率が29.8%と最も良好であった(表5)。主な不妊原因別対周期妊娠率で

は、 原因不明や卵管性不妊の成績がやや不良の傾向にあった(表 6)。年令別対周期妊娠率では、年令の上昇に
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伴う妊娠率の下降は明らかで、最も影響する因子であった(表7)。結局全妊娠のうち 59.6%が分娩まで至り、

324健児がえられた(表8)。分娩率は対患者で 29.7%、対ET周期で 16.5%であった(表的。

表4過排卵法別妊娠率 (対周期) 表5移植時期別妊娠率 (対周期)

周期 妊娠 周期 妊娠

natural -hCG 。 1日目移植(前核期) 501 125 (25.0%) 

CC -hCG 3 。 2日目移植 (4細胞期) 704 210 (29.8%) 

CC -HMG -hCG 105 23 (21.9 %) 前核期+11杢 2 。
HMG -hCG 18 4 (22.2 %) 3日目移値 (8-16細胞期) 160 44 (27.5 %) 

GnRHa -HMG -hCG 1240 352 (28.4 %) 

CC : clomiphene， GnRHa : GnRHag6nist 
表7.年令別妊娠率(対周期)

表6.主な不妊原因別妊娠率(対周期) 周期 妊娠

周期 妊娠 24才 4 2 (50.0%) 

卵管性 738 189 (25.6%) 25 29才 166 63 (38.0%) 

子宮内膜症 411 131 (31.9 %) 30 34才 574 182 (31.7 %) 

卵管内精子輸送障害 96 29 (30.2 %) 35 39才 540 126 (23.3%) 

原因不明 122 30 (24.6 %) 40 才 83 6 (7.2 %) 

表8.妊娠の予後 表9分娩率 【考察】外来ベースのIVF

妊娠 379 分娩患者数 226名 ETに切りかえることで、

11台児，心拍確認 266・ (70.2%) 分娩数 226 
手技の省略化、患者および

初期流産 96 (25.3%) 対患者分娩率 29.7% 

子宮外妊娠 37・ ( 9.8%) 対ET周期分娩率 16.5% 
医師側双方の負担の軽減を

流産総数 123 (32.5 %) はかり、多くの件数を行え

多胎(継続) 78 (20.6 %) ることで多くの患者への福音となることを願ってき たが、患者年

分娩 226' (59.6%) 
令の上昇、いわゆる poor responderの増加など、 今後とも妊

出生児 326 

新生児死亡
娠率上昇を期待できない条件がそろ っている様に恩われる。これ

2 (胎蜘 ~ J 
極小未熟児1 に加えて、継続妊娠に対しでも産科的管理の問題、多胎管理の問

健児 324 題など、楽観できない条件も存在し、臨床治療としてのIVF-ET 

*内外同時妊娠計7例を含む
には今後とも相当の努力が必要であろう。
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35 1 V F - E T分娩後の再 IVF-ET成 績

Results of IVF -ET in patients with a previous IVF success 

0鈴木隆弘・小林善宗・本田育子・井上正人

Takahiro SUZUKI， Yoshimune KOBAYASHI， 

Ikuko HONDA， Masato INOUE 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， School of Medicine 

Tokai University 

【目的】本邦でもヒト体外受精児誕生からすでに 10年が経過し、不妊治療として体外受精が確立しつつある。当

科の体外受精治療でも誕生 した体外受精児は 400に達 しようとしている。この中には、体外受精治療で 1児目

が誕生し、 2児白を希望し、体外受精治療を再度希望する症例が少いながら出現してきた。この様な場合には良

好な再妊娠が期待できるとの意見もあり、今回検討を加えた。

【対象 ・方法】 1992年までの体外受精治療のなかで、すでにIVF-ET分娩を経験 しており、 早産による新生児

死亡に終ったかあるいはさらに 2児自を希望して再度IVF-ETを行 った18名を対象とした。この 18名を|徐い

た体外受精治療を対照として、妊娠率、継続妊娠率に関して、 ドーtest(Yates修正)にて比較した。

表1)対象18名のプロフィール
(mean :!: s.o.) 

初回分娩に至ったIVF-ETI時 主なIVF-ET適応不妊原因 再IVF-ET

卵管性不妊 12名 平均年令 34.4 :!: 3.3才

平均年令 31.6 :!: 3.4才 子宮内膜症 4名 平均開始時期 2.3 :!: 1.3年

平均不妊期間 6.7:t 2.9年 (分娩後)

IVlt月 3名

卵管内精子輸送障害 l名

原因不明 l名

【結果】対象 18名は初回分娩に至るま でに 26回のIVF-ETを行い、分娩まで至った妊娠を含めて 22妊娠の

成立をみており、 18名中 16名は単胎分娩にて健児を得たものの、 2名は早産(1名は双IJ台)による極小未熟児

にて新生児死亡の結果に終わっている。再IVF-ETは33巨l行われた。採卵~受精一~妊について検討すると(表2)、

再IVF-ETでの採取正常卵子数、正常受精卵数、正常陸数は初回IVF-ET時と大差がなかった。
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表2) 採卵~受精-)怪の検討
(mean ::t S.D.) 

再IVF-ET33回によっ
初巨IIVF-ET(26回) 再IVF-ET(33回)

採取卵子数 8.8 ::t 4.9 8.3 ::t 4.2 
て、 11名に 13妊娠が成立し

正'，'i¥"!iP子数 7.5 土 4.9 8.1 ::t 4.3 たが、継続は 10妊娠であっ

受精卵数 7.2 ::t 5.0 7.2 ::t 3.9 た。対照と比較してみると、

正常受精卵数 5.1 ::t 4.0 4.8 ::t 3.4 
妊娠率に差はなかったものの、

阻強 5.8 ::t 4.0 (n = 13) 6.2 ::t 3.8 (n = 23) 

3.3 士 2.2 (n = 23) 
継続妊娠率で有意に対象が高

正常匹数 3.5 ::t 2.7 (n = 13) 

い結果となった(表3、表4)。

表3) 再IVF-ET成績(妊娠率)
継続多胎妊娠率をみると、

対象では継続妊娠 10のうち

患者数 妊娠(%) 回数 妊娠(%)
多胎は4で、継続多給率は40

対象 (IVF-ET分娩後) 18 11 (61.1 %) 33 13 (39.4 %) 

対照(上記を除く) 911 399 (43.8 %) 1805 464 (25.7 %) %であり、対照と差はなかっ

NS NS た(表 5)。再IVF-ETで

の継続妊娠は、車胎妊娠2名
表4)再IVF-ET成績(継続妊娠率)

が継続中で、双胎4名と単胎

患者数 継続妊娠(%) 回数 継続妊娠(%)
4名がすでに分娩まで至り、

対象(IVF-ET分娩後) 18 10 (55.6 %) 33 10 (30.3 %) 

対照(上記を除く) 911 275 (30.2 %) 1805 275 (15.2 %) 
健児が得られた。

P < 0.05 P < 0.05 【考察】IVF-ET分娩後の

再IVF-ET成績は、比較的

表5) 再IVF-ET成績(継続多胎率) 良好なもので、その理由は、

継続妊娠数 継続多胎妊娠数(%) 初回採卵l侍と同等な採卵が期

対象(IVF-ET分娩後) 10 4 (40.0 %) 待できる こと、妊娠成立後の

対照(上記を除く) 275 92 (33.5 %) 
継続には良い着床環境が存在

NS 
していることが考えられた。

今回得られた結果は、 Kochらの発表とも一致するものであった。

【文献】

Koch W.F.R.M et al・Isthere a higher chance of success in IVF recidivists? Abstracts of the 

8th Annual Meeting of the ESHRE， The Hague， 1992・ abstract 11 (P12) 
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36 リコンビナン卜透明帯蛋白質の免疫原性と

妊苧性に及ぼす影 響 について

Immunogenicity and antifertility effect of a recombinant zonapellucida protein 

長谷川昭子井上みゆき 香山浩二議島晋三

Akiko HASEGAWA， Miyuki INOUE， K吋iKOYAMA， Shinzo ISOJIMA 

兵庫医科大学産婦人科学教室

Depaertment of Obste住icsand Gynecology， Hyogo Medical College 

[目的] 崎乳動物の卵細胞をとりかこむ透明帯には、強い抗原性があることから、これを避妊ワクチンに

応用する研究が広く行われている。我々は、プタ透明帯を構成する糖蛋白質のひとつであるZP4成分をハ

ムスターに免疫すると、自己の透明帯と反応する抗体が産生され、 一時的な不妊が誘導されることを明ら

かにした(1)。 しかし、プタ卵巣から精製できるZP4成分には量的限界があるため、遺伝子操作法を利

用してZP4の大量生産を行うことにした。すでにZP4の全アミノ酸配列の決定とZP4をコードする遺伝子

の単離に成功している (2)ので、今回これを発現ベクターに組み込み、リコンピナントZP4の作成を行

った。さらに、この蛋白質を家兎に免疫して、妊苧性に及ぼす影響についても検討した。

[方法] プタ卵巣 cDNAライプラリーからZP4をコードする遺伝子をPCRを用いてクローニングしたの

ち、 ZP4の全配列を含むDNA (596ベース)を発現型ベクタ-pMAL(このベクターは、大腸菌蛋白質

のマルトース結合蛋白質と目的蛋白質との融合蛋白質を産生する)のKpn1 /Bam H 1サイトに導入し、

大腸菌 (JMI09) を形質転換した。抗体スクリーニングにより、陽性コロニーをピックアップし、目的

のZP4蛋白質が産生されていることを、 ZP4の特異的モノクローナル抗体を用いたWestern blotting法

により確認した。大量培養(lリットル)の後、 IPTGにて ZP4蛋白の産生を誘導し、集菌後、リゾチ

ームおよび超音波処理により、菌体を破砕した。 10，OOOgで遠心した上清を、 MBPとアミロースの親和

性を応用したアミロースカラムにかけて、lOmMのマjレトースで溶出する結合分画を得た。この分画に含

まれるリコンピナントZP4は 2mgであった。免疫方法は、リコンビナントZP4(蛋白質量100μ g/回/匹)

を、まずフロインド完全アジュパントと共に日本白色家兎(体重 2.5Kg)4匹に注射し， 3週間後に同量の

抗原を不完全アジユパントと共に注射し、さらに2週間後より boosteri吋ectionを3回行った。対照の家

兎(4匹)には、大腸菌蛋白質であるマjレトース結合蛋白質仙侶P)のみを同様に免疫注射した。
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(a) (b) (c) (d) 

(a)分子量マーカー (Mr X 10-3) 

(b)大腸菌ライセート (CBB染色)

(c)モノクローナル抗体によるリコンビナントZP4の検出

(Western blotting) 

(d)精製リコンピナ ントZP4(CBB染色)

図 リコンビナントZP4蛋白質のSDS-PAGE

血中抗体価はnativeZP4をコーテ イングしたELISA法により測定した。最終boos町より4週間後、 PMS

50lUを48時間の間隔で2回皮下投与し、さらに48時間後に♂との交配を行った。

[結果と考察1pMALにより産生されるリコンピナント蛋白質は、 Westernblot血g法にまり、恥ffiP

との融合蛋白質としての分子量66，400を示した (図-c)。またアミロースカラムで得た結合分画も、同じ

く66，400の蛋白質ノてンドを示した(図-<1)。 このリコンピナントZP4を家兎に免疫すると抗体が産生き

れ、抗体価はnativeZP4を免疫したときとほぼ同様の1:6，400であった。抗体価が、最高に達した後、血

中エストロゲン債はやや低下した。対照のMBPのみを免疫した群には、このような低下は認められなか

った。交配により対照の家兎(2匹)には妊娠が成立し産仔が得られたが、実験群 (4匹)の家兎には妊

娠が成立しなかった。卵巣の組織検査では、リコンビナントZP4免疫群において、成熟卵胞の数がやや減

少していたが、そのほかには、対照との問に明らかな差はなかった。また実験群の家兎の卵巣組織を凍結

切片とし、蛍光抗体法で染色すると、透明帯のみに抗体の沈着が認められた。以上の結果より、リコンピ

ナントZP4蛋白質は、安全で効果の高い避妊ワクチンとして応用できると考えられる。

[文献]

1 Hasegawa， A.， Koy細a， K.， Inoue， M.， Takemura， T. and Isojima， S. (1990) Antifertility 

effect of active immunization with ZP4 glycopro飽infamily of porcine zona pellucida in 

hamsters. J. Reprod.lmmunol. 22: 190-210. 

2 長谷川昭子、井上みゆき、香山浩二、議島晋三 (1992)プタ透明帯糖蛋白質 (ZP4)のアミノ酸配列

について 晴乳卵学昔、 9(1):47-48. 
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37 腔性幹細胞

サブクロ

E S 細胞)の

ング法の検討

An attempt to sudcloning of embryonic stem cell 

鎌田宣夫、寺社下浩一、鈴木宏志、宮井達也、谷川学

Nobuo KAMADA. Kouichi JISHAGE. Hiroshi SUZUKI. Tatsuya MIYAI. Manabu TANIGAIVA 

中外製薬(株)前臨床研究所

Preclinical and Drug Engineering Research Lab. 

Chugai Pharmaceutical Co.LTD. 

目的:ES細胞は、遺伝子欠損マウスの作出のみならず、細胞分化に関する研究材料と

して注目されている。しかし、この細胞は培養により未分化状態を失ったり、あるいは

染色体異常を起こすなど、その維持は比較的難しく培養条件の不確定要素も多い。また、

ES細胞株の樹立の成功は、ある特定の研究機関に限られており、未分化状態で継代、維

持するためには、マウス胎仔繊維芽細胞等をフィーダー細胞として用いるとともに、 L1 

F(Leukemia Inhibitory Factor)添加培地で培養する以外、決め手となる有効な培養法は

確立しておらず、研究者の細胞形態の観察に依存するところが大きい。そこで、本実験

においては、 ES細胞株の簡便なサプクローニング法の開発を目的として、いくつかの方

法を試みたので報告する。

方法:実験には、すべて東と豊田 t)によって樹立されたES細胞、 A3-1株を使用した。

培養はLIF添加SCM培地引を用い、マイトマイシン処理したマウス胎仔繊維芽細胞層上で

行った。また、培地交換は毎日行った。サブクローニング法としては、以下の 3つの方

法を行った。 1.ピックアップ法:トリプシンーEDTA処理により単一細胞とした ES細胞を、

倒立顕微鏡下でマイクロマニプレーターを用いて、細胞の形態別に、球形、非球形およ

び2時間経過後も球形を呈していたものに選別した後、それぞれ約100個のES細胞を24穴

のマイクロプレートに移し換えて培養を開始した。細胞の増殖にともない6穴マイクロプ

レート、 60mmシャーレに移し換えて培養した。 11.沈降法: 60mmシャーレで培養したES細

胞を単一細胞化した後、 15-45分間、インキュベーター中 (37.C、日C02 in air)で静置し、

シャーレ上に接着した ES細胞および培養液中 lこ浮遊している ES細胞に分けて培養した。

次の継代時には、それぞれの ES細胞を単一細胞化、静置後、シャーレ上に接着した細胞

-1 30ー



H甫乳卯学誌 (J.Mamm. Ova Res.)第10巻第 l号 1 993年4月

を培養したものはシャーレ上に接着した細胞のみを培養し、培養液中に浮遊していた細

胞を培養したものは浮遊している細胞のみを培養した。この操作を継代毎に行い、数世

代培養した。 ill.コロニーピックアップ法:ES細胞を 60rnmのシャーレに 5x104個播種して

から 72時間後に、倒立顕微鏡下で観察し、形態的に正常と思われるコロニーを選定し、

96穴のマイクロプレート上で単一細胞化した後、 24穴のマイクロプレートで培養を開始

し、細胞の増殖にともない6穴マイクロプレート、 60mmシャーレに移し換えて壌養した。

ES細胞の評価は、サブクローニング前後の正常染色体数を有する細胞の割合および体外

における分化能の検定によって行った。

結果:ピックアップ法では、サプクローニング前の正2倍体の割合が40%であったのに

対し、球形を選別した場合10-16%、非球形では 0-16%、 2時間経過後も球形を呈していた

ものを選別した場合26-51%とサプクローニングの効果は認められなかったが、 2時間経過

後も球形を呈していたものを選別した場合においては、 40本未満の染色体を有する細胞

が全く観察されず、染色体数が細胞の形態に反映ししていることを示唆する成績であっ

た。また、沈降法においては、サプクローニング前の正2倍体の割合が30-48%であったの

に対し、接着細胞では 24-42%および浮遊細胞では24-46%と、ここでもサプクローニング

の効果は認められなかった。コロニーピックアップ法では、正2倍体の割合が48%のライ

ンから形態的に正常であると思われた3つのコロニーをサブクローニングした結果、 68-

78%の正2倍体を有する 3ラインを得ることができた。なお、浮遊培養による分化能の成績

は、全ての実験区において、サブクローニング前後で顕著な差を認めなかった。以上の

成績より、本実験条件下ではコロニーピックアップ法が最も効果的であることが知られ

たが、今後とも、より簡便なサブクローニング法の開発が必要であると考える。

文献

1 )東 貞宏、豊田 裕:マウス匪性幹細胞に由来する生殖系列キメラ個体の作出

Jpn J Anim Reprod 1991;37(1):37-43 

2)Robertson EJ:Embryo-derived stem cell lines. In:Teratocarinomas and 

Embryonic Stem Cells.A Practical Approach(Robertson EJ ed.). IRL Press.Oxford. 

1987;71-112 

-1 31-



38 牛体外授精( 1 V F )由来怪からの

底性幹(E S )細胞樹立の試み

The attempt of an establishment of embryonic stem cells 

from bovine embryos fertilized in vitro 

0稲垣宏・柳在雄・稲泉絵理・銭 暁喬・菅原七郎

Hiroshi INAGAKI， Zae Young RYOO， Eri INAlZUMI 

Qian Xiao QIAO， Shichiro SUGAWARA 

東北大学農学部動物生殖科学教室

Laboratory of Animal Reproduction， Faculity of Agriculture 

Tohoku lJniversity， Sendai 

[目的】 ES細胞(ESC)の樹立はマウス けで報告されて以来、様々な動物で試みられている

が継代化と実用化までにはいたったものはない。 牛においても、正木ら 2)や St r巴ichenko

ら3)の報告がみられるが細胞系樹立までにはいたっていない。しかしES細胞を常に一定の

割合で樹立し維持ができれば、晴乳動物の遺伝子工学的手法における個体発生や分化に関

する特異的な遺伝子の発見とその発現の特性、および時期との関連を解析することや、種

の分化とその特性を解明するための最も有力な手段となりうる。またES細胞に遺伝子修飾

を行ない初期匪へ注入し、それを移植することによりキメラ個体の作出が可能となる。さ

らにその個体が生殖系列キメラであれば戻し交配によりES細胞由来の個体を作出できる。

したがって利用価値の高い形質の導入が可能であり、その形質は子孫に継代されるので利

用できる。また最近、始原生殖細胞からのES細胞の樹立叫が報告されたが、この細胞は生

体内での分裂休止に対応した体外培養下での分裂停止がみられるという点で葉裂後の牛内

細胞塊と類似した性質を持っている。したがって通常の培養方法に加え、これと同様の培

養系を用い樹立を試みた。

[方法]フィーダーレイヤーとしてマウス胎仔線維芽細胞、牛胎仔線維芽細胞、 STO細胞、

SI/m220細胞 (Dr.DavidWil1iams，Howar Hughes Medical.lnstitute， Indiana University 

Medical school) を用いた。マウス胎仔線維芽細胞は妊娠 14~16 日齢の胎仔を用い、常法 2 ) 

により調整した。牛胎仔線維芽細胞は妊娠約 1ヵ月齢の胎仔を用いマウス胎仔線維芽細胞

と同様な方法で調整した。 STO細胞はヒトLIFを発現するプラスミドを導入した細胞株で、

SI/m220細胞は膜結合型steel因子を発現するプラスミドを導入した細胞株であり、これら

の細胞は松居靖久博士(東北大学抗酸菌病研究所)から頂いた。細胞の不活性化はX線約

4000~5000radの照射またはマイトマイシン処理により行なった。培養はすべて 10%FCS添加
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DMEMの培地で37.50C，5児C02，95児空気条件下のインキュベーターで行なった。

牛初期脹盤胞、拡張匹盤胞、脱出臨盤胞をフィーダー細胞との共培養に共試した。これ

らは正木2)らの方法に準じて培養を行ない、媒精後6""10日目の膝盤胞を用いた。拡張粧盤

胞と脱出版盤胞は0.5%プロナーゼ処理またはピペッティングによって透明帯を除去し、脱

出版盤胞はそのままで共培養した。指養は20%FCS、O.1 mM 2ーメルカプトエタノール、ヌク

レオシド溶液、非必須アミノ酸溶液 (Gi bco)、および103i. u. / me mL 1 F (A皿ard)を添加した

高グルコース処方のDMEMをもちい、 :n5'C， 5拡CO2， 95見空気条件下のインキュベーターで
行なった。培地交換は48時間毎に行ない、継代はトリプシン処理またはキャピラリーチュ

ーブによる操作により行なった。

得られたESC様細胞はレチノイン酸処理により分化の誘導を行なった。本実験では al卜

transレチノイン離 (Sigma) をもちいた。 99施工タノール中に ~ . 3XIO - 4M濃度をストック溶

液とし、目的の濃度になるように培養液で直接希釈した。培養からレチノイン酸を除去す

る場合は、レチノイン酸を含まない10%FCS添加DMEMでよく洗浄し、以後同様の培地で培養

した。

[結果]脹盤胞のフィーダーレイヤーへの接着はマウス胎仔線維芽細胞で19/23、牛胎仔

線維芽細胞で24/39であった。これらのうち前者の2例でESC様細胞が得られた。 lつは脱出

匹盤胞由来であり、他のlつは拡張匪盤胞由来であった。これはいずれも24時間以内に接

着した阪盤胞から得られたものであった。これらESC様細胞は、約25----35#mの小型の細胞

でマウスのES細胞のように著明な仁を含む大きな核を持っていたが多層を形成せず、上皮

様で豚や羊で報告されているのと同様な形態的特徴と様相を示した。しかしES細胞は栄養

外阪葉細胞と形態的に類似しているので、それらの区別をするためにまず栄養外匪葉細胞

のみをフィーダー上で培養しESC様細胞との形態的な相違(大きさ、核数、その他特徴)

を観察した。その結果栄養外腔葉細胞は約50----85#mの径を持つ大型の細胞であり、 ESC様

細胞の約2倍以上も大きく、細胞質に多くの頼粒が存在しているのが分かった。したがっ

てこのような形態的特徴の違いから、得られたESC様細胞は栄養外匹葉細胞とは異なる細

胞であると判断した。またこれらの細胞はレチノイン酸処理により神経細胞様細胞への分

化が観察された。形態的に変化したのちは、培養培地からレチノイン駿を除去しでもこの

形態を維持した。

なお、 STO細胞およびSI/m220細胞については実験中である。

[文献]

1) Evans， M. J品Kaufman，M. H. (1981). Establ ishment in culture of pluripotential 

cells from mouse embryos. Nature， 292，154-156 

2) j上木 全、柳 在雄、菅原七郎、正木淳二 (1991).牛体外受精卵子の幹細胞化に関

る研究，晴乳動物卵子学会誌， 8.27-33. 

3)Strelchenko，N.，Saito，S.& Niemann，H. (1991).Towards the establishment of bovlne 

embryonic stem cells. Theriogeno1ogy， 35， 274. 

4)Matui，Y.，Zsebo，K.M.，Hogan，B.L.M. (1992).Derivation of pluripotential embrionic 

stem cells from primordlal germ cells in culture.Cell，70，841-847 
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39 マウス初期医発生過程におけるミトコンドリアの分布

Mitochondrial distribution in mouse oocytes and embryos 

0都倉隆 ・野田 洋-*.後藤康夫・中山 貴弘・森 崇英

Takashi TOKURA， Yoichi NODA， Yasuo GOTO， 

Takahiro NAKA Y AMA， Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

滋賀医科大学産科婦人科学教室*

Department of Gynecology and Obstetrics， Kyoto University Faculty of Medicine 
Department of Obstetrics and Gynecology， Shiga University of Medical Science* 

【目的】すべてのlivingcells においてenergymetabolismの中心的役割を担っている mitochondriaは，代

謝や増殖，分化といった細胞機能の変化に対応して，その形態や分布を変化させている乙とが報告されているす

卵細胞に於いても meiosisの時期にmitochodriaがperinuclearregionへ集中し，その後妨垂体の週固に集

まる乙とが報告されている習しかしながらこれらの報告はいずれも，細胞周期のある時期を断片的に観察した

にすぎず， mitochondriaが細胞周期とともに分布形態をどのように変化させるのかを，時間経過を追って系統

的に観察した報告はない。本研究では 細胞質内のmitochondriaの分布が細胞周期と共にどの様に変化して

いくのかを明らかにするため， GV stageから2-cellstageまでのマウス卵及び座を用いて， ln VIVO における

mitochondriaの分布の変化を fluorescencemicroscopeを用いて系統的に検討した。更に invitroで培養さ

れたマウス匹における mitochondriaの分布も検討した。

【方法】(l)1CR系雌マウスをHMG及びhCGIζて過排卵処理した後，マウス卵及び匹を経時的に採卵し，

mitochondriaを特異的に染色するRhodamine123 (10μg/ml)にて生体染色した後， mitochondriaの分布

形態を fluorescentmicroscopy fとて観察した。 (2)hCG17-18h後に採卵した怪をBWW液で培養し， hCG 

35， 40， 50 h後iζfluorescencemicroscope f乙て同様の観察を行い， vivo Jlfと比較検討した。 (3)hCG17-18h 

後に採卵した睦をBWW液にSuperoxidedismutase (SOD; 200μg/ml)あるいはThioredoxin(TRX; 

500μg/ml)を添加した培養液で培養し， (2)と同様の検討を行った。

【結果】卵，匹における mitochondriaの分布形態は次の3型に分類できた。すなわち細胞質内iζ均等に分布す

るHomogeneous(H) pattern，核周辺への集中が見られる Perinuclearaccumulation (PA) pattern及

び細胞質内での凝集が著明なAggregation(Agg) patternである。 VIVOから回収直後の卵及び睦では，

mitochondriaの分布形態はhCG投与後の時間と共に，以下のように変化した。すなわちhCG投与前はH
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pattern， hCG投与8-9h後はPApattern， hCG投与 1O-14h後は再びH pattern， hCG投与24及び31-32h

後は再びPApatternを示した。 2細胞期では， hCG投与35h後でAggpattern， hCG投与40h後でH

pattern， hCG投与48h後でPApatternを示した。vitroで培養された匪では，hCG投与35h後でAgg

patternを示したまま， mitochondriaの分布形態は変化しなかった。 TRXやSODを添加した培養液で培養さ

れた怪においては， vivo~と同様の分布形態の変化が認められた。

【考察 】以上の結果からmitochondriaは細胞質内に於いて，細胞周期に依存して集合離散している乙とが明

かとなった。文mitochondriaが細胞質内を移動することは，細胞分裂にとって必須である乙とが示唆された。

更に晴乳類初期廃に見られる座発生停止現象はmitochondriaの移動が阻害されたために生ずると考えられた。

【文献】

1) Johnson， L.V.， Walsh， M.L. and Chen， L.B.: Localization of mitochondria in living cells 

with rhodamine 123. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1980; 77 (2) : 990-994. 

2) Van Blerkom， J. and Runner， M.N.: Mitochondrial reorganization during resumption of 

arrested meiosis in the mouse oocyte. Amer. J. Anat. 1984; 171: 335-355 
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40 センダイウイノレスを接種され たマ ウス卵 子における

細胞内 C a 2+ の変動

Calcium Transients in Mouse Oocytes Injected with Sendai Virus 

河野友宏 1)・ ]ohnCarroU2) ・DavidWhittingham 2) .中原達夫 1)

1 )東京農業大学総合研究所、 NodaiResearch Institute、

Tokyo University of Agriculture 

2) MRC Experimental Embryology and Teratology Unit， UK 

[目的] パラインフルエンザウイルスの仲間であるセンダイウイルス (HV J) は、

強い細胞融合能を示すことが知られている。こ の性質を利用すること により、噌乳動物

卵における核移植が可能となった。最近では、除核未受精卵への匪細胞核や体細胞の核

移植に広く用いられている。しかし、センダイウイルス自身が細胞融合時に卵子に対し

てどのような影響を及ぼすかについては何ら明かにされていな ~ ~o そこで、本実験では

センダイウイルスをマウス未受精卵に接種した場合、卵細胞質内Ca2+にどのような変動

が生るのかを明かにしようとした。

[方法] 供試動物にはFl(C57BLxCBA)マウスを用い、未受精卵は 4・6週齢の雌に過剰

排卵処置しhCG投与後16時間後に、また、 2細胞期匪は 6-8週齢の メスに過剰排卵処置

を施して雄と交配しhCG投与後40-42時間後に、それぞれ採取 した。センダイウイルス

は、 5000HAUに調整して使用し、 15-6001をマウス卵子に接種した。卵子の保定、ウイル

スの注入、細胞質および細胞核の移植等の顕微操作は、既報1)の核移植操作に準じて実施

した。卵細胞質内Ca2+の測定には、Ca2+染色剤であるである加do・1を用 いた 3)。まず、

卵子を50uMの泊do・1と0.02%のplurooicF・127を含むM2液に、 370Cで60分間浸積し

た。次いで、卵子を370Cに保ったチャンパー内のM2液ドロ ップ中に移し、蛍光装置を

装着した倒立顕微鏡下にて顕微操作を行った。その後、直ちに卵子か らの蛍光を90分間

にわたりphotomultipliertubeにて測定し、 UMACsystemを用しミコ ンピューターにて記録お

よび解析した"。
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[結果]後期 2細胞期匪の細胞核および細胞質あるいは未受精卵細胞質をセンダイウイ

ルスにより未受精卵に融合させた場合には、いずれも同様の卵子内Ca2+の変動が認めら

れた。すなわち操作終了後3・10分以内に卵子内Ca2+の著しい上昇が認められ、 その後の

10・20分間に複数のピーク を示し、一旦基礎値に戻った。細胞融合は，多く の場合その直

後に観察された。次いで、測定終了時までの聞に単発的な上昇が 3・10回繰り返された。

一方、センダイウ イルス接種した場合にも同様な卵子内Ca2+変動が認められ CFig.1)、

このCa
2
+変動は、 接種したセンダイウイルスの量に依存して増大す る傾向を示した。ま

た、 hCG投与12.5時間目に採取した卵子では. Ca2+の変動が微弱になる傾向が認められ

た。これらの結果か ら、センダイウイルスが卵膜に結合して卵子細胞膜の融合を引き起

こしたため、外界か ら卵子内へCa2+の流入が生じたもの と考えられた。

1 
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咽
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Til'lle ("，in) 
Fig. 1. Calcium transients in mouse oocytes injected with HV] 

[文献]

1) Kono Tリ KwonO.Y. and T. NAKAHARA， Development of enucleated mouse oocytes 

reconstituted with embryonic nuclei. J Reprod. Fertil. 93，165-172，1993. 

2) McCormack J. and P. Cobboli P， Cellular calcium， The practical approach series. IRL press， 1992. 

3) Carroll J. and K. Swann， Spontaneous cytosolic calcium oscillation drived by inositol triphoshate 

occur during in vitro maturation of mouse oocytes. J. Biol. Chem. 267， 11196-11201， 1992. 
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41 L 1 F (白血球増殖抑制因子)が

マウス匪の接着ならびに移植後の生存性に及ぼす影響

Effect of leukemia inhibitory factor (LIF) on the attachment of mouse embryos 

in vitro and development to young in vivo 

0小田垣諭司・加藤容子・角田幸雄

Satoshi OOAGAKI， Yoko KATO， Yukio TSUNOOA 

近畿大学農学部畜産学教室

Laboratory of Animal Reproduction， College of Agriculture， Kinki University， 

目的:近年，晴乳動物初期匪の体外発生に及ぼす成長因子の影響が多数検討されている. leukemia 

inhibitory factor CLIF)は， ES細胞の分化を抑制する作用を持つサイトカインの一種で，最近，匪

の着床にはこのLIFの発現が必須であることが明らかとなった)) また，匪の体外培養時にLIFを添

加すると透明帯からの脱出率やデ、イッシュ底面への接着率を向上させる効果のあることも報告され

ている幻.そこで，本実験では①培養液に添加する牛胎児血清CFCS)とLIFの濃度が匪の脱出率なら

びに接着率に及ぼす影響ならびに②LIFの子宮腔への注入が移植匪の生存性に及ぼす影響について検

討した.なお，体外培養は2種のLIFを用いて検討した

方法:供試した8細胞期匪は， CO-1系の雌マウスに48時間間隔でPMSGとhCGを各5IUずつ腹腔内投与

した後，同系雄と交配させてhCG 投与後67~69時間目にM2液で卵管ならびに子宮を濯流して採取した

①採取した匪は lあるいは10%のFCSまた， 103Uあるいは104U/mlのLIFを添加したM16液を用いて

体外培養した各区とも 5%C02， 95%空気の気相で3TCで培養し透明帯からの脱出とデ、イッシュ底

面への接着を観察した②8細胞期匪を104U/mlのLIFを添加したM16液を用いて一晩培養後，桑実

Jlliから匹盤胞へ発生した匹を3X 104UのLIF液と共に偽妊娠マウスの子宮へ移植したなお，コント

ロールとしては， 10μlのダルベッコ変法イーグル培養液COMEM)を子宮腔に注入した.

結果:①Table1.に，培養液に添加するLIFの濃度が匪の脱出率ならび、に接着率に及ぼす影響につい

て示した匪の脱出率はBのLIFを103U/ml添加した場合に低い値が得られたものの他区に大差はみ

られなかったまた，ディッシュ底面への接着率はFCS 無添加区では 0~6%と極めて低い値であった

が， FCSを添加すると有意に増加し添加濃度が高くなるにつれて上昇する傾向がみられたまた，
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どちらのLIFを用いた場合も. LIF を添加することによって接着率が有意に増加した (36~49% vs 

58~90%). ②培養時のLIF の添加は移植後の産子生産率に影響を及ぼさなかったが，移植時にLIF を

子宮腔に直接注入するとコントロールと比べて向上する傾向がみとめられた (7~9% vs 18~21%). 以

上の結果より，培養液にLIFを添加するとデ‘イッシュ底面への臨の接着率を向上させる効果のあるこ

とが明らかとなったまた，移植時に直接LIFを子宮腔へ注入することにより産子への発育が上昇す

る傾向がみられたが，今後注入量や濃度などを詳しく検討する必要があると考えられた

文献:

1) Stewart. C. L. . Kaspar. P. . Brunet.しJ.. Bhatt. H.. Gadi. 1.. Kontgen. F. and Abbondanzo. 

S. J. (992) : Blastocyst implantation depends on maternal expression of 

leukaemia inhibitory factor. Nature. 35~ 76-7R 

2) Robertson. S. A.. Lavranos. T. and Seamark. R. F. (990) : In vi tro models of th巴

maternal-fetal interface. In Molecular and cellular immunobiology of thematernal-fetal 

interface (Wegmann. T. G.. Nisbet-Brown. E. and Gill. T. J. m.. eds)pI91-206. Oxford 
Univ.Press. New Yort 

Table 1. Effect of LIF on the dev巴lopmentand the atachment of mouse 8-cell 

embryos in vitro 

LIF Concentrations of NO.of embryos NO.of blastocysts (出)

LIF(U/ml) FCS(出) used developed hatched attached 

A 。 。 58 57( 98) 36(63) 2( 6) 

。 44 44(00) 33(75) 7(21) 

。 10 60 58( 97) 45(78) 16(36) 

103 10 57 57(00) 40(70) 23(58) 

104 10 59 59(00) 42(71) 30(71) 

-ー ー・ーー・_------- - ------- ----- ------ - - ---- ---ーーーーーー~-----------ーーーー・ーーーー・・・・・・ーーーー

B 。 。 57 56( 98) 42(75) O( 0) 

。 50 33( 66) 21(64) 8(38) 

。 10 58 56( 97) 47(84) 23(49) 

103 10 58 46( 79) 20(43) 18(90) 

104 10 58 50( 86) 36(72) 32(89) 
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42 マウス 1細胞期腔における雌雄前核由来

染色体の長さについて

On the length of the paternal and maternal chromosomes 

in the mouse embryos at one -cell stage 

森英紀・石尾佐代・正田陽一

Hidenori MORI， 5ayo 15H10， Yoichi 5HODA 

茨城大学農学部

Faculty of Agriculture， Ibaraki University 

(目的)ロパートソン型転座をヘテロに持つマウスでは、減数分裂の過程で正常型および均衡型配偶

子のほかに、染色体不分離による不均衡型配偶子が形成されることが知られている1)。当研究室では、

Rb(6，15)1 Aldと命名されているロパートソン型転座染色体を導入されたB10系マウスを維持してい

るが、 B10系の正常核型マウスとの交配によって得られた転座ヘテロ雄マウスでは、 CDF 1マウスと

の交配成績において、胎子数および産子数の減少が認められたため、 1細胞期匪における転座ヘテロ

雄マウスの精子染色体分析を試みている。 1細胞期脹では雌雄前核由来の核盤が区別して観察できる

が、卵子由来と精子由来の核盤を判定するには、 「精子由来の染色体は卵子由来に比べ細長く、凝縮

が少ない。」ことでなされている2.3)。そこで本実験では、このような染色体長の違いを確認するた

め、精子側の核盤にロパートソン型転座をホモに持つ雄マウスを利用し、雌雄配偶子染色体長を比較

した。

(方法)d d y系の成熟雌マウスにPMSGとhCG (各々 0.21U/B.I.g)を48時間間隔で投与し、

hCG投与後直ちにロパートソン型転座をホモに持つB10系雄マウスと同居させた。採卵はhCG投

与後17時間目に行い、卵丘細胞除去後、ポドフィロトキシン+ピンプラスチン (0.04μg/皿1)添加

のM16培地で12-14時間培養した。低張処理は15%FCS加O.9%クエン酸ナトリウムで

1 0分間行った。染色体標本は、美甘らωの漸進固定・空気乾燥法に従い作製し、ギムザ染色後、写

真撮影による染色体像より、精子由来の核盤と卵子由来の核盤の染色体長を計測した。染色体写真よ

り得られた実測値は、各々の標本におけるロパートソン型転座染色体の長さを 100として補正し、

集計した。

(結果)1細胞期匪の染色体像と核型を図ー 1に示した。ロパートソン型転座染色体(矢印)を持つ
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精子由来の核盤に比較し、転座染色体を持たない卵子由来の核盤では、染色体の灘縮がより進んだ状

態であることが認められた。染色体長を比較するため、凝縮の異なる 10例の1細胞期騒の染色体像

より得られた卵子由来、精子由来の染色体の平均補正値を図ー2に示した。 10例全てにおいて精子

由来の染色体が長く、平均補正値で約6.......20の差が認められた。しかし個々の染色体の凝縮の程度

は、核盤により異なっていた。

以上の結果より、 1細胞期匹の雌雄前核由来染色体に灘縮の差が認められた場合、瀧縮の少ない核

盤が精子由来の染色体であることが確認された。
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1) Gropp， A. and Winking， H.(1981) : Robertsonian translocation: cytology， meiosis， 

segregation patterns and biological consequences of heterozygosity. In Biology of the 

House Mouse， Berry， R. J.(ed.)， Acade圃icPress， London， P.141-181. 

2) katoh， M. and Tanaka， N.(1980) : Relationship between chro・oso・eaberrations in the 
first-cleavage皿etaphasesand unscheduled DNA synthesis following paternal MMS 

treatment. Jpn. J. Genetics， 55， 55-65. 

3) Mika圃0，K. and Kamiguchi， Y.(1983) : Pri.ary incidences of spontaneous chromosomal 

anomalies and their origins and causal mechanisls in the chinese ha.ster. Mutation Res. 

108， 265-278. 

4)美甘和哉、上口勇次郎(1985):卵子の染色体標本作製法，"リ プロダクシ目ン実験マニュアル"

飯塚理八他編，講談社， P.82-89. 
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43 R T-P C R法による初期腔 mRNAの定量

Quantitative analysis of mRNA in embryos 

by reverse transcription -polymerase chain reaction 

森田豊，堤 1台，武谷雄二

Yutaka MORITA. Osamu TSUTSUMI. Yuji TAKETANI 

東京大学医学部産科婦人科学教室

Departm巴ntof Obstetrics and Gynecology. Faculty of Medicine. University of Tokyo 

【目的]RT-PCR (reverse transcription-polym巴rasechain reaction)法は，逆転写酵素による mRNAからの

cDNA合成とPCR法とを組み合わせた高感度遺伝子検出法で，微量の mRNAを解析する方法として，今日広く利用

されつつある.また，本法の応用により.mRNAを定量化するという試みは近年報告が散見されるが，極めて微

量な試料である初期目玉を材料とした報告はこれまで知られていない.我々は，マウス初期旺発育過程における

糖輸送担体 (GLUTl) 町RNAの定量的解析を試みたので報告する.

【方法] 6-----10週令B6C3F1雌マウスをPMS5単位とhCG5単位を用い

て過排卵させた後に，同系雄マウスと交配させ，翌朝腹栓の認めら

れたものを実験に用いた.hCG投与40.88時間後にそれぞれ2細胞期

旺，胞旺を，卵管ないし子宮より採取した. 両群の初期旺100偲よ

り.oligo (dT) cellulose micro spin culumnを用いpo!yA+RNAを

抽出し.reverse transcriptaseにより逆転写して一本鎖 cDNAを合

成した。この cDNAを鋳型として，マウス GLUT1cDNAの361bpを規

定するprimerを用いてPCRをおこない. GLUTl mRNAの検出を試みた.

また.PCR産物の反応特異性は制限酵素を用いて検討した.

mRNAの定量はinternalstandardとして. GLUTl mRNAの構造をも

たない合成 RNA(末端に polyA+構造を有し.micro culumn~こ吸着

される〕を用い，一定量を両群の旺 100個に加えてpolyA+ RNA抽

出操作，遺伝子t曽幅を同時に行い，両群の初期旺由来の最終産物量

(361 bpの領域)を interna!standard由来の産物量 (308bpの領

域)で補正して検討した (Fig.l) • 増幅反応は，産物量が指数関

数的に増加している条件を用い，定量性を確認して行った.
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〔結果】 2細胞期旺，胞旺の両群において.primerで規定された361bpの増幅遺伝子が得られ，この産物の制

限酵素による消化パターンは.GLUT1に特異的であった.胞旺100個と一定量のinternalstandardより同時に

抽出したpolyA+RNAを段階希釈して遺伝子増帽を行ったところ.GLUT1およびinternalstandardのいずれにお

いても.1/16希釈までの範囲において，産物量との聞に直線性が認められた. 2細胞期旺および胞旺におけ

るGLUT1mRNAの発現量を比較検討すると (Fig. 2) .両群に加えたinternalstandard由来の産物はほぼ同等で

あるのに対し，初期目玉 GLUT1mRNA由来の産物は 2細胞期旺よりも胞旺で多量に発現していることが示された.

以上の実験をくりかえし行い産物量を定量評価すると，胞旺では 2細胞期旺の11倍の発現量を認めた (Fig.3) • 

GLUT1 
pnmer 

2・cell blastocysts 

句簡際

必組主

1 2 

internal standard 
RNA primer 

r 、、

2・cell blastocysts 

3 4 

Fig.2初期旺および internalstandard由来のPCR産物
両群に加えたinternalstandard由来の産物はほぼ同等であ
るのに対し(Iane3.4) .初期目玉 GLUTlmRNA由来の産物は
胞庇で多量に発現している (Iane1.2) • 
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Fig.3 2細胞期旺，胞旺のGLUT1mRNA 
int巴rnalstandard RNA由来の産物量で
補正して示した. Cm巴an+SD.n=8) 

我々はこれまで，マウス初期旺発育に伴う GLUT1の発現増加を蛋白レベルで解析してきた1)2)が，今回の結

果は， GLUT1の発現噌加が転写レベルで制御を受けていることを示すものであり，旺発育における糖取り込み

能発達機構を解明する上で重要な知見と考えられる.また，このマウス初期旺を材料とする定量的RT-PCR法は，

H南乳動物初期旺以外の微少試料中の微量mRNAの検出，定量にも極めて有用な方法であり，今後の応用も期待で

きる.

【主要文献】

I)Morita. Y.. Tsutsumi. 0.. l!osoya.l.. Taketani. Y.. Oka. Y. and Kato. T. (1992). Expression and 

possible function of glucose transporter protein GLUT1 during preimplantation mouse development 

from oocytes to blastocysts. Bi ∞hem. Biophys. Res. Commun.. 188. 8~15. 

2)森田 豊，堤 1台，細谷岩生，武谷雄二，水野正彦，加藤尚彦(1992). ミクロウエスタンプロッティング

法によるマウス初期旺の糖輸送担体の解析，鴫乳卵学誌.9(1) . 107~108. 
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44 P C R i:去と micromanipulation i:去による

マウス着床前期医の性別診断

Sex identification of mouse preimplantation 

embryos using PCR method and micromanipulation 

0矢野ともね・雀部 豊・竹下直樹・片山進・久保春海・平川舜

Tomone YANO， Yutaka SASABE， Naoki TAKESHITA， 

Susumu KATAYAMA， Harum i KUBO， Shun HIRAKAWA 

東邦大学医学部第 1産科婦人科

1 s t Department of Obstetrics and Gynecology. Toho Universi ty， School of Medicine 

【目的】体外受f精青技術の進歩は着床前期匪lにζ対する操作を可能lにζし、 mic口ro刀oma如n岬i

加えずlにと割球を biopsyする方法が確立されつつある。また、小量のDNAから目的とする配列を短時間で

増幅する乙とが可能な polymerasechain reaction ( P C R)法 1)の発展に伴い、着床前期座を用いて遺

伝性疾患の診断にPCR法を応用する試みがなされている 2)。今回、ヒトの遺伝病の非侵襲的着床前診

断の確立を目的として、マウスの体外受精により得られた着床前期匪を用いて dual PCR法による性

別診断の可能性を検討した。

【方法】 Y染色体特異的配列として Sry遺伝子を、また internalcontrolとしてmyogeninを使用した。

目的の DNA配列の増幅は 1組の primerを用いる singlePCR法と 2組の primerを用いる dual

PCR法を用いて行った。 Sryおよびmyogenin遺伝子それぞれに対して outerおよび innerの犠Eのpri-

merを作製した。 Single PCR法では outerpri merを用いて、検体lζreactionbuffer(10mM Tris 

HCl pH 8.9， 15mM MgCI2， 80rrM KC 1. 1mμg/ml BSA. 0.1% sodium cholate. 0.1係TritonX-

100)、それぞれ 200，uMのdNTPs，それぞれ 20pmolのprimer、および、2.5UのThermusthermo-

phiIus DNA polymeraseを含む reactionm ixtureを加え PCR(denaturation 94'C 30秒、 annealing

ω'C30秒、 extension72'C 60秒の条件で 30回)を行った。 DualPCRはsinglePCR終了後10μlの増幅産物

をそれぞれの innerprimerを含むreactionmixtureを入れた tubeに添加しPCRを30団施行した。増幅終

了後、対応する tubeから 5μlの増幅産物を混合し、 6%polyacrylamide gellζて電気泳動後、巴thidium

brom ideで染色して増幅産物を確認した。初めに雄および雌マウス骨格筋より抽出した genomicDNA 

を連続希釈した検体を用いてPCRを行い、 singleおよびdualPCR法の増幅感度を比較した。 8から 10

週齢の Crj;CD-1 ( 1 CR)雌マウスに、 5IUのPMSおよび5IUのhCGを48時間間隔で腹腔内注射して過排
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卵処理を行い、 hCG注射後 14時聞に卵子を採取し、 TYHmediuml乙て前培養した精巣上体精子で媒精

した。媒精6時間後に受精卵を 100μMEDTA加Whitten' s medium Iζ移し、 37L:、 5%CO2 in airで

培養し、4一、 8-および 16-細胞期匪を採取した。 4-および 16-細胞期医は、 0.5%pronaseを加えた

Whi t ten' s mediumで3-5分間培養して透明帯を除去後、 全怪を検体として用いた。 4-細胞期医の一部

はCa++ー.Mg++ -free Wh i t ten・smediumで30分間培養してそれぞれ4つの割球に分離して検体と した。また

8-細胞期医より雀部らの方法 3)Iζより単一割球をbiopsyし、乙れを検体とした。全匪およひ

一ブは一イ70'Cで凍結後、直ちlにζ9倒4L:の heatingb 1 ock Iにζ移し、 2却O分間の加熱』にζより内因性の deoxy-

ribonucleaseを破壊してから PCR引lにζよる増幅を行つた。

【結果】 Single PCR法では genomicD N A 100 pgまで増幅できたが、 dual PCR法では 10阻 ま

での増幅が可能で、雄DNAでは Sry147 bpおよび、myogenin 245 bpの2本の増幅産物が、まfこ雌DNA

ではmyogenin 245 bpのみの増幅産物が検出された。 4-および 16帝国胞期匪では、それぞれ24個中23

個 (96%)(雄12個、雌 11個)および24個 (100%)(雄11個、雌 13個)の性別判定が可能であった。 4-細

胞期症より分離した割球では 84個中 79個 (94%)で性別判定が可能であり(雄44個、雌35個)、 5個は

増幅不良のため判定できなかった。 AE単位では 21個の 4一細胞期匪のっち16個 (76%)の匪で 4個の割球

の性別が一致 した。 BiopsyIとより得た 60個の割球のうち43個 (72%)で性別判定が可能であり(雄18

個、雌25個)、 17個は判定不能であった。 Dual PCR法により単一割球の性別判定が可能であった。

また、割球の biopsyから性別判定まで 8時間以内で完了するため biopsy後の匪を凍結保存せずに移

植する ζ とができ、 dual P C R法による着床前性別判定法をヒトへ応用するととが可能であるととが

示唆された。

【文献】

1) R.K.Saiki. D.H. Gelfand. S. Stoffel. S.J. Scharf， R. Higuchi. G.T. Horn. K.B. Mullis and 

H.A. ErJich: Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable D N A 

polymerase. Science 1988; 239: 487-491 

2) M.Morsy. L. Veeck. K. Takeuchi. G.D. Hodgen. R. Kaufmann and S.J. Beebe: PrecJinical 

models for human pre-embryo biopsy and genetic diagnosis. 11. Polymerase chain reaction 

amplification of deoxyribonucJeic acid from single lymphoblasts and blastomeres with 

mutation detection. Fertil. St巴ril. 1992; 57: 431-438 

3)雀部 豊，安部裕司，白井彰，池永秀幸，片山進，久保春海，百瀬和夫.着床前診断のため

の embryobiopsy法に関する検討.晴乳卵学誌. 1992; 9: 115-116 
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45 着床前診断を目的としたマウス体外受精怪に対する

biopsy法の検討

Biopsy of Mouse Embryo Fertilized In Vitro as a Preclinical 

Model for Human Preimplantation Diagnosis 

雀部豊 ・矢野ともね・安部裕司・池永秀幸 ・白井彰・片山進・久保春海・平川舜

Yutaka SASABE，Tomone YANO，Yuj i ABE，Hideyuki IKENAGA， 

Akira USUI，Susumu KATAYAMA，Harumi KUBO，Shun HIRAKAWA 

東邦大学医学部第一産科婦人科学教室

1 s t Depar tmen t of Obstetrics and Gynecology， 

Toho University， School of Medicine 

【目的】近年、体外受精法の進歩を背景とした発生工学の技術と分子生物学的手法が結びつく乙とにより、遺

伝性疾患の着床前診断が可能となってきた。そして、その臨床応用に向けて、実験動物モデルを用いた基礎的

研究が進んでいる。着床前診断を目的としたbiopsy法に必須の条件として、 1)匪発育』ζ影響を及ぼさないζ

と、 2)遺伝子診断に適した検体が摘出できるととの2条件があげられる。今回マウス体外受精匪を用いた臨床

モデルにより着床前診断を目的としたbiopsy法について検討を行った。 Biopsy法は、 di spl acemen t法1)

および extrusion法2)に修正を加えた巴xpulsion法を用いた。

【方法】体外受精:1 CR系のマウスを用い豊田ら 3)の方法に準じて体外受精を行った。媒精6時間後tζ雌雄

前核を確認できた正常受精症のみを100ttMEIYrAtmWhitten's medium 

何1M)へ移し、 5%C02 in airで培養を行った。

Micromanipulation:外径約80ttm、内径約15.um、先端部を鈍とした座固

定用ピペットおよび、先端部を約45度、内径約 10.umとなるように研磨した

biopsy用ピペッ 卜を用いた。位相差顕微震下に座固定用ピペットで座を固定

後、 biopsy用ピペットlζてCohenら4)の方法に準じた partialzona 

dissectionを行い透明帯に摘出割球直径の約2/3の大きさのストリッ卜を

作り、対極の囲卵腔iζ挿入した biopsy用ピペットより培養液を流入させ、割

球を押し出すexpulsion法(図1)を行った。

1.被摘出座の体外培養:4，8，16細胞期医に対してexpulsion樹乙よるbiopsyを

biopsy pipette 

電器

行い、 4，8細胞期匪より 1個、 16細胞期匪より 1-2個の割球を摘出した。 被図1Procedure 01 Expulsion Method 

摘出庇をWMへ戻し媒精96時間後まで培養を行い、胞座形成を観察した。
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対照群は、 biopsyを行わずに無処置の匪を媒精96時間後まで培養した。

ll.被摘出妊の移植 :同様に、 4，8，16細胞期座各々に対してbiopsyを行い、遺伝子診断を行うととを想定して

6-8時間培養後、移植へ供した。Recipientとして精管結数雄と交配させた偽妊娠雌を用いた。対照群は

biopsyを行わずに無処置の怪をrecipientへ移植した。偽妊娠 18日自に帝王切開を行い、着床痕、胎仔形成

の観察および胎仔頭管長、胎仔体重、胎盤重量の測定を行った。

JH. PCR法による DNA増幅 :摘出した単一割球は、 dual PCR法によるDNA増幅に供した。

増幅目標は、 Y染色体特異的配列である Sry遺伝子およびコン トロール配列と して常染色体上に存在する

myogenin遺伝子と した。増幅産物は、6% polyacrylamide gelで電気泳動し、 ethidiumbrom ideで染

色後確認を行った。

【結果 】I.被摘出座の体外培養 :3/4細胞座の胞匪形成率(媒精96時間後〕は 52.4%(22/42)であり、対

照座の胞膝形成率88.0%(44/50)より有意に低率であった (P<O.OOl， x2 test)o 7/8.14-15/16 細

胞座の胞座形成率は、各々対照、座と有意差を認めなかった。

ll.被摘出匪の移植 :3/4細胞座の着床率、胎仔形成率は各々 58.7%(27/46)、19.6%(9/46)で、 対照座

より有意に低率であった(各々 P<0.05.0.05. x2 test)o 7/8、14-15/16細胞座の着床率、 胎仔形

成率は、対照圧と有意差を認めなかった。また、胎仔頭啓長、胎仔体重、胎盤重量の測定により胎仔 ・胎盤の発

育を比較したと乙ろ、3/4細胞座は有意に対照匪より発育が良好であり、 7/8.14-15/16細胞匪は対照匪

と有意差が認められなかった (Student'~ t-test)。すべての胎仔に外表奇形を認めなかった。

][.PCR法によるDNA増幅 :Dual PCR法によるDNA増幅iζ供された 10個の摘出単一割球の内、 2個の割

球より 245bpのmyogenin遺伝子と147bpのSry遺伝子が増幅され、6個の割球より 245bpのmyogenin遺

伝子が増幅された。また、 2個の割球からは両者とも増幅されなかった。

【考察】 Expulsion法は 8細胞期匪および 16細胞期目白乙対して適応する ζとにより、被摘出!ffの発育を阻害

するととなく、遺伝子診断に適した検体が摘出できる乙とが示された。また、expulsion法の4細胞期座Iζ対

する適応は、匪発育に影響を及ぼす可能性が示された。乙れが4細胞期匪のbiopsy，ζ対する耐性が低いため
に起きた現象なのか、または expulsion法が4細胞期医l乙適さなかったために起きた現象なのかについては今

後の検討が必要である。

【文献 】

1) Roudebush W.E. et al. : Am J Obstet Gynecol 1990; 162: 1084 -1090 

2) Takeuchi K. et al. : Fertil Steril 1992; 57: 425-430 

3)ToyodaY. et al. :JpnJ. Anim. Reprod. 1971; 16: 147-151 

4) Cohen J. et al. : Fertil S teril 1991; 56: 696 -706 
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46 マウス卯採取時の mono-poly resolving medium 

処理と腔への影響

A procedure for collection of mouse ova using mono -poly 

resolving medium and the effect of the medium on 

the development of mouse embryo 

末永美樹、栃木明人、橋本芳美、栃木武ーへ佐藤和雄

Miki SUENAGA， Meijin TOCHIGI， Yoshimi HASHIMOTO， 

Buichi TOCHIGI， Kazuo SATOH 

日本大学医学部産婦人科学教室、川口市民病院産婦人科本

Department of Obstetrics and Gynecology， 

School.of Medicine， Nihon University 

Department of Obstetrics and Gynecology， 

Kawaguchi Shimin Hospital* 

[目的]卵の代謝系を検討する場合、酵素的サイクリ ング1)による特殊な方法では、卵l個による解

析が可能であるが、卵の代謝能や酵素活性の測定には通常多数の卵による検討が用いられている。卵

子や匪は、その培養環境に非常に影響されやすく不安定であるために、光や空気との接触も含めてそ

の取扱には注意が必要である。例えばマウス授精卵においては、 低酸素下培養2)や superoxide 

dismutase(SOD)添加培養3)が2-cellblockを解除すると報告されているように酸化的ストレスは細胞

障害を引き起し匪発育を障害するため、卵や怪を取り扱う場合には徴小滴培養時のオイルの使用など

大気との接触を避けなければならないと言われている 。卵のみを採取する場合、卵管内の卵は多数の

卵丘細胞に固まれているためヒアルロニダーゼなどの酵素処理が必要である。 そこで短時間で多数の

卵を採取しなくてはならない場合を考慮して、今回我々は、 白血球の分離に使用されている

Hypaque-F i co 11法4)によるmono-polyresolving medium(M-PRM)を用いた比重遠心分離で多数の卵の

同時採取を検討し、さらに採取した妊の発生に対する影響も検討を加えた。

[方法]ICR系成熟雌マウスにPMSG101UおよびhCG5IUずつ48時間間隔で腹腔内投与し過排卵処理を

行った。 hCG投与24時間後に卵管を摘出し、ヒアルロニダーゼ (500μg/ml)含有のBWW液中で卵管膨

大部を切開して未授精卵を採取した。採取した卵、卵丘細胞を含む液をM-PRM(1CN B10CHEM1CAL)に
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重層し、遠心分離 (1000rpm、20min)した。 M-P聞は3層とし、下層より原液、 BWW液による2倍希釈、

4倍希釈液とした。各層を採取してBWW液を添加し遠心 (1500rpm、15min)後、各沈澱物について顕微

鏡下で観察した。匪への影響は、マウスをhCG投与後雄と同居させ、 48時間以降に卵管を摘出し還流

して4細胞座を採取した。匪は未受精卵と同様の分離操作処理後BWW液中で培養し怪発育を観察した。

{結果]M-P聞の性状は平均で原液:414mOsm/kg、比重:1.112、pH:6.8、2倍希釈液:353、 1. 049、

7.6、3倍希釈:333、1.040，7.6、4倍希釈液:323、1.035、7.6、5倍希釈液:318、1.030、7.6であ

った。各層を顕微鏡下で観察した結果、原液層では卵正細胞である小円形細胞が認められた。 4倍希

釈層では卵が認められその他の成分はほとんど認められなかった。 M-P聞による分離処理後の4細胞匪

の発育は、対照では77.4%の匪が匪盤胞まで発生した。 M-PRMで分離処理を行った匪の怪盤胞八の発生

は対照とほぼ同じで72.7%あった(表)。

[考察]卵は生体外では培養条件などで容易に影響され、受精卵では怪の発生が障害されるため生体

外の操作を短時間で行なわなければならない。今回、我々が用いたM-PRMはすでに白血球分離に用い

られており、細胞への影響についても検討されているが卵に対する影響については明かではない。本

研究で4細胞腔の発生よりみた卵への影響は無く、しかも短時間に多数の卵を他の細胞から分離し採

取可能であった。従って、本方法は多数の卵を用いる実験の際に有用と思われる。

表 4細胞匪発生におよぽすM-PRMの影響

Kroup 4細胞E王 座盤胞 率(見)

対照群 31 24 77.4 

M-PRM群 22 16 72.7 

[文献1
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日本不妊学会雑誌.1991;35:285-292. 

2)松本央、野田洋一、馬岡陽、森崇英:Super Dismutaseによるマウス2-Cellblockの解除.
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47 E 1 A欠損アデノウイノレスベクターによる

マウス初期腔への遺伝子導入

Gene transfer into mouse early embryos via EIA (ー)adenovirus vector 

津久井通 l 、東貞宏 l 、三宅早苗 Z 、斎藤泉 2 、豊田裕 l

Tohru TSUKUI1，Sadahiro AZUMA1，Sanae'MIYAKE
2，Izumu SAIT02，Yutaka TOYODA1 

2 東京大学医科学研究所獣医学研究部

'Department of Reproductive and Developmental Biology， 
Institute of Medical Science，The University of Tokyo 

2 東京大学医科学研究所遺伝子解析施設

2Laboratory of Molecular Genetics， 

Institute of Medical Science， The University of Tokyo 

【目的}最近、非増殖型(E1A欠損型) アデノウイルスベクターは、遺伝子治療のためのベクター

として注目されている。本研究で使用した Adex4SRLacZL1)もアデノウイルスの複製に必要な E1A蛋

白質を産生させずに外来遺伝子を発現させるように設計され、また細胞および組織での発現を確認で

きるように、 SRα プロモーターの支配下に E.coli由来の LacZ遺伝子を挿入したベクターである。

本研究では、このベクターを用いることによってマウス初期匠への外来性遺伝子の導入の可能性を検

討した。

【方法】 BCF1(C57BL/6XC3H)雌マウスに、 PMSG，hCGを各 7.5i.u.腹腔内に注射して過排卵を誘起

した。精子提供雄には、同系統の雄マウスを用いた。培養およびウイルスとの反応は、すべて 5%C02，

95%空気、 370Cの条件下で行った。実験出:hCG投与後14時間に未受精卵を TYH2)培地中に採取し、ヒ

アルロニダーゼ(300u/ml)で卵E細胞を取り除いた。次に、酸性タイロード液 (pH2.5)で透明帯を

溶解し、 TYHで 3回洗浄後、 180μlの TYHに透明帯除去卵を移し、 20μlに浮遊させた Adex4SRLacZLウ

イルスをM.O.I.(ここで使用する M.O.I.は、来受精卵または受精卵を細胞 1個と考えたときの目安で

ある)= 104， 105，および 106 となるように添加した。ウイルス添加の 2時間後に、あらかじめ TYH

で 2時間前増養を行った精子を最終濃度が 5-10精子/μ1となるように添加し、体外受精を行った。

ウイルス添加 6時間後に受精卵を 100μMEDTAを含む Whitten培地3) (剛・ EDTA)に移し4回洗浄

後、桑実匠期 (72h)まで培養し、 M.O.I.を変化させたときのマウス初期匠のβーガラクトシダーゼの

発現率および発生率を検討した。実験、2:hCG投与後 16時間に卵E細胞に包まれた来受精卵を TYH中

に採取し、あらかじめ TYHで 2時間前培養を行った精子を最終温度が 150精子/μlとなるように
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加えて体外受精を行った。媒精してから 3-6時間後に、受精卵を附・ EDTAに移し、ヒアルロニダー

ゼ(300u/ml)および酸性タイロード液 (pH2.5)で卵E細臨および透明帯を除去した。次に、ウイル

スを M.O.1.= 106 となるように添加した。ウイルス添加後、 2，4 ，6 ，および 8時間後に卵子を
剛・ EDTAに移し培養を継続し、発生率および発現率を調べた。さらに、 M.O.I.=106 、ウイルスと

の反応を 6時間に固定して、経時的 (24h， 36h， 48h ，54h ，72h ，および 96h)に Adex4SRLacZL

の発現時期をβーガラクトシダーゼ活性により調べた。 Adex4SRLacZLの βーガラクトシダーゼ活性

は、卵子を 4mg/mlPVP-40を含む 0.1Mリン酸Na緩衝液(pH7.3)で 2回読浄した後に、 0.25%グル

タールアルデヒドで氷上において 10分間固定し、武闘ら引の方法に従い X-Gal( 5-Bromo-4-chloro 

-3-indolyl-β-D-Galactoside)を基質とする酵素反応を利用した発色の有無により判定した。

【結果】実験'1:Adex4SRLacZLを透明帯除去卵子に加えてから体外受精を行った実験では、 M.O.I.

= 104，105，および 106 にした場合、媒精後 72時間における桑実匠への発生率は、それぞれ 40.0，

33.3，および16.7%であり、発現率(LacZ陽性卵数/検査卵数)は、それぞれ 48.0，52.4，および

70.8%であった。透明帯で包まれた卵子では、発現はみられなかった。実験ヨ:卵丘細胞存在下で体外

受精を行った後に透明帯を除去し、ウイルスを加えた実験では、 M.O.I.=106に固定し、反応時間を

2，4，6，および 8時間と変化させた場合(処理区)、媒精後 96時間における匪盤胞への発生率はそ

れぞれ、 87.8，83.2， 89.7，および 80.9% であった。透明帯除去、ウイルス無添加(対照 A)、お

よび透明帯あり、ウイルスとの反応 8時間(対照的の発生率は、それぞれ 82.1および 96.3%で

あった。 LacZの発現率は、処理区でそれぞれ 37.5，51.2， 85.3，および 87.7%であり、対照区 A，Bで

は、ともにo%であった。 M.O.I.=106に固定して、ウイルスとの反応時閣を 6時間に固定した場
合の媒精後 24，36， 48， 54， 72，および 96時間における発現率はそれぞれ 1.6，5.8， 34.8， 84.2， 

91. 5，および 85.3%であった。以上の結果から、外来性遺伝子の発現率は非常に高く、かっ初期匠

の発生への影響も少ないため、 E1A欠損アデノウイルスベクターは、マウス初期匠への外来性遺伝子

の導入に有効であると考えられる。

文献:

1)斎藤泉、辻美保、三宅早苗 (1992 )アデノウイルスベクターによる遺伝子発現法、蛋白質

核酸酵素 37:2688-2694 

2)豊田裕、横山峯介、星冬四郎(1971)家畜繁殖研究会誌 16:147-151 

3)星雅樹、豊田裕 ( 1985)日本畜産学会報 56:931-937

4)Takeda S，Toyoda Y (1991) Mol.Reprod.Dev. 30:90-94 
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晴乳動物卵子学会誌投稿規定

1 .投稿論文は、原則として晴乳動物卵子に関する未発表の和文または英

文の原著 (Fullpaper)、短報 (Briefnote)、総説 (Review)、その他

(論説、資料、文献紹介等)とし、著者は、原則として本会の会員に

限る。

2 .投稿論文は、編集委員会で審査し、掲載が決定したものについて受付

順に掲載する。

3 .論文は、次の規定に従って投稿する。

初投稿は手書かワープロしたものを投稿し、掲載が決定したものにつ

いては、本会指定の原稿用紙 (A4版)に所定の様式に従って印刷し

たものと文書フローピ (3.5、5.0イ γチ)を送付する。

(1)和文、英文の両論文とも、和文、英文両方の表題、著者名、所属お

よび要旨(和文400字、英文150Words程度)を付記する。

(2)原著は、緒言 (Introdcuction)、材料及び方法 (Materialsand 

Methods)、結果 (Results)、考察 (Discussion)、文献 (References)の

順序とする。なお、短報は原著に準ずるが項目分けはしない。

(3)図、表、写真等のタイトル、説明は英文とし本文中に挿入する。

(4)外国人の人名、地名などは原語、数字は算用数字、学術用語および単

位の略語などは常用されているものを用いる 。

(5) Key word phraseは一論文につき 5個以内とする。なお、英文論文

ではAbstractの後に、和文論文では英文抄録の後に、短報では所属機関

名の後に記入する。

(6)引用文献の記載方法は下記の例に従う。

雑誌の場合:著者名(年次)、表題、誌名、巻(号)、頁ー頁

1) Bavister， B. and Yanagimachi， R. (1982) : The effect of sperm 

extract and energy sources on the motility and acrosome reaction 

of hamster sperm atozoa in vitro. Biol. Reprod. ，16， 228 ~ 231. 

2)新村末雄，石田一夫(1985):ハムスター頼粒層細胞における 17s-

Hydroxysteroid deh ydrogenaseの組織化学的研究，日不妊会誌、30，

36-46. 

単行本の場合:著者名(年次)、表題. 書 名、(編集者名)、頁一頁

発行所、発行地.

3) Yamagimachi， R. (1981): Mechanisms of fertilization in 

mammals.ln Fertilization and Embryonic Development In Vitro 

(Mastroianni，L.]r.and Biggers ].D. ，eds)p81-90，Plenum Press， 

New York. 

4)豊田 裕 (1984):試験管内受精と初期匪培養一マウスを中心に，

晴乳類の発生工学(大沢仲昭、江藤一洋、舘 都、御子柴 克彦編)

p2~10、ソフトサイエンス社、東京.

4 .原著論文は、刷り上がり 6頁以内、短報は同じく 2頁以内とし、超過

ページについては実費を著者負担とする。

5 .別刷を希望する時は50部単位で有償で受け付ける。

6 .原稿の送付および投稿に関する照会は、下記宛とする。

〒252 神奈川県藤沢市亀井野1866

日本大学農獣医学部獣医生理学研究室内

晴乳動物卵子学会編集委員会



晴乳動物卵子学会会則

第1章総則

(名称)

第 1条 本会は、晴乳動物卵子学会と称する。

(事務局)

第2条 本会の事務局は、東京都内または近隣県内に置く。

第 2章 目的および事業

(目的)

第3条 本会は、晴乳動物卵子の研究およびその成果の普及を図るこ

とを目的とする。

(事業)

第4条 本会は、前条の目的を達成するために、次の事業を行う。

(会員)

( 1 )学術集会の開催

( 2 )学会誌の発行

( 3 )研究に関する情報の交換

(4 )その他本会の目的達成に必要な事業

第3章 会員

第5条 本会は、次の会員をもって組織する。

(入会)

第6条

(退会)

( 1 )正会員は晴乳動物卵子に関する研究に従事しているか、

または関心を有する者。

( 2 )賛助会員は本会の主旨に賛同する法人およびこれに

準ずる者で理事会が認めたもの。

( 3 )本会には名誉会員をおくことができる。

名誉会員は、本会に多大の貢献のあった正会員で理事

会で推薦し、総会で承認された者。

本会に入会しようとする者は、所定の入会申込書に必要事項

を記入し、入会金および年度会費を添えて事務局に申し込む

ものとする。

第7条 会員で退会しようとする者は、退会届けを事務局に提出し、

その年度までの会費を納入しなければならない。

第8条 会員は、次の事項に該当する時は会員の資格を失う。



(役員)

( 1 )会費未納の場合

( 2 )会員として不適当と理事会が認め、総会でこれを承認

した場合

第4章 役員

第9条 本会に次の役員を置く。

会長 l名

副会長 1名

理事 25名以内

監事 2名

評議員 若干名

幹事 若干名

第10条 会長は、本会を代表し、会務を総括する。副会長は会長を補

佐し、会長に事故があるときはその職務を代行する。

2. 理事および監事は、理事会を組織し、本会運営の重要事項に

ついて審議する。

3.監事は、本会の業務および会計の執行について監査する。

4. 評議員は、評議員会を組織し、 重要事項を審議する。

5.幹事は、本会の会務に従事する。

第11条 役員の選出は、次によって行う。

( 1 )会長および副会長は、理事の互選による。

(2 )理事および監事は、理事会で推薦し、総会で決定する。

( 3 )評議員は理事会の推薦により、総会の議を経て選出

される。

(4 )幹事は、会員中より会長が委嘱する。

第12条 役員の任期は2年とし、再任を妨げない。

(理事会)

第13条

第 5章 会議

理事会は、年 1回会長が招集する。また、会長が必要と認め

た時は、臨時に理事会を招集することができる。

2.理事会は定数のX以上をも って成立し、決議は、出席者の

過半数をもって決する。

(評議員会)

第14条 評議員会は会長が招集し、評議員のズ以上の者が出席しな

ければ、議事を聞き決議することができなし、。但し、委任状



をもって出席とみなす。

2.評議員会の議事は、出席評議員数の過半数をもって決する。

3.評議員会の議長は、会長とする。

(総会)

第15条 総会は毎年1回開催する。ただし、会長または理事の過半数

が必要と認めたときは、臨時にこれを聞くことができる。

2. 総会は会長が召集し、その議長となる。

3. 総会は正会員の5分の 1以上の出席で成立し、出席者の過半

数の賛成によって議決する。但し、委任状をもって出席とみ

なす。

第四条 総会は次の事項を審議し、決定する。

( 1 )事業報告および決算

( 2 )事業計画および予算

( 3 )役員等選任および解任

(4 )名誉会員の推薦

( 5 )会費の金額および徴集方法の決定、変更

( 6 )会則の変更

( 7 )その他の必要事項

第7章 学術集会

(学会長選任)

第17条 学会長は理事会にて選出され、評議員会、総会により決定さ

れる。また、学会長の任期は 1年とする。

(学術集会の運営)

第18条 学術講演会は学会長が主催する。

第 7章会務

(会計)

第17条 本会の会計年度は、毎年4月1日に始まり翌年3月31日に終

わる。

2. 本会の経費は会費、寄付金およびその他の収入をもってこれ

にあてる。

日
H

ハ附

この会則は、学会への移行に伴い平成3年4月 1日から施行

する。



日本学術会議だより .No.27 

秋の総会開催される

平成4年11月 日本学術会議広報委員会

日本学術会議は去る10月21日から23日まで，第 115回総会を開催しました。今回の日本学術会議だよりでは，同総会の議

事内容及び総会中に発表した会長談話等についてお知らせします。

日本学術会識 第115回総会報告について

日本学術会議第 115回総会 (第15期 ・第4回)は， 10月

21日-23日の 3日間開催されました。

総会の初日は，会長からの前回総会以降の経過報告に続

いて，運営審議会附置委員会，部会，常置委員会，国際対

応委員会，特別委員会の各委員長，部長からの報告があり

ました。また，本年 9月27日から10月11日までの問，二国

間学術交流委員会の代表団がアメリカ合衆国を訪問し，ア

メリカ合衆国の学術の現状を視察するとともに，大統領補

佐官を始めとする連邦政府機関の関係者，国立科学財固め

関係者，その他関係機関の関係者との意見交換を行い，多

大なる成果が得られたとの訪米報告が行われました。午後

からは各部会が開催され，国際対応委員会や研究連絡委員

会の在り方等について審議が行われました。

なお，二国間学術交流の成果等に関する「平成4年度日

米学術交流について」の会長談話を21日付けて、発表しまし

fこ。

総会2日目は，学術分野における国際貢献に関しての自

由討議が行われ，国際貢献の意義，方針等について活発な

討議が行われました。本件については， 日本学術会議第15

期活動計画の中に重点目標として掲げられており，また，

昨年秋の第 113回総会において内閣官房長官から，学術研

究の分野で我が国がどのような国際的貢献をなすべきかに

ついて全学問領域から総合的に検討し，意見を出すよう求

められ，以来，日本学術会議としては重要案件として審議

してきたものです。

午後からは，米スペースンャトル「エンデノミー」で微小

重力実験に取り組んだ毛利衛きん，向井千秋さん，土井隆

雄きんの三宇宙飛行士を招き，笑験成果等の報告をしてい

ただくとともに会員との意見交換が行われました。

なお r学術分野における国際貢献について」の会長談

話を22日付けで発表しました。

総会3日目は，文化としての学術特別委員会を始めとす

る各特別委員会，各常置委員会が開催されました。

平成4年度日米学術交流について(会長談話)
平成4年10月21日

1 本年度の日本学術会議の二国間学術交流事業として，

9月27日から 10月11日までの 2週間にわたり，私を団長

とし，各部所属の会員 7名，その他事務局2名，計10名

で構成する代表団がアメリカ合衆国を訪問した。

2 今回の日米学術交流は，21世紀に向けて我が国の学術

の発展向上を図るためには，日米両国の緊密な連携協力

が不可欠でトあることから，アメリカ合衆国の学術研究の

現状と動向について調査するとともに，関係機関の責任

者等と忌'陣ない意見交換を行うためであった。なお，こ

の機会に，いわゆるビッグ・サイエンスの象徴ともいう

べき SSC，NASA， NIH等の現地視察を行った。

3 連邦議会の会期末で1993年度予算案の調整等のため極

めて多忙な時期であったにもかかわらず，いずれの機関

においても， トップ又はそれに準ずる責任者が自ら出席

するなど，代表団は温かく誠意あふれた応接を受け，関

係者の日本の学術への期待が極めて大きいことが印象的

であった。代表団の感想として特記すべき点をいくつか

挙げれば，次のとおりである。

(1) アメリカ合衆国の学術政策の基盤は，確固たるもの
があり ，これに割り当てられる国家予算のスケールも

大きい。これは，学術に対する同国の期待の大きさを

表すものである。例えば， 1863年にリンカーン大統領

のイニシアティプで設立きれた科学アカデミーは，政

府からの独立を前提とし，政府，議会の諮問に応える

など，政府，議会との緊密な連携の下に，国民並びに

人類の福祉の向上に寄与しているが，その後設立され

た工学アカデミー，医学会とともに，総額約 250億円

余に上る予算を毎年政府から受け取っている。これは，

日本学術会議の使命と今後の発展を考える上で参考と

なるものである。



(2) 学術の国際協力については，日米両国は，経済力，

先端科学技術の水準から見ても，世界の中で指導的役

割を果たすべき立場にあり，両国の学術交流を中心と

して新しい時代の知識と技術を創造し，人類の発展に

寄与していく必要がある，との認識がアメ リカ合衆国

の関係者にあり ，我が国としても，このことを考慮す

べきである。

(3) 日本政府が本年 4月に決定した科学技術政策大綱に

おける国家予算の倍増計画については，アメリカ合衆

国の関係者は，大きな期待と好意とをもって注目して

いる。

(4) S S C，宇宙開発などのビッグ ・サイエンスについ

ては，それぞれの計画が学術における開拓者精神とで

もよふ、べき情熱をもって推進されていることをが，認

められた。特に， 3名の日本人宇宙飛行士達との懇談

は感動的ともいうべき印象を残した。

また， S S C 計画への資金面での参画問題について

は，我が国の学術研究の基盤自体が不十分であり ，こ

れの充実強化が優先的課題であること，欧州やアジア

諸国等との協力をどう考えるか， s s c計画自体への
国民の理解をどう促進するか，など今後早急に検討し

なければならない課題があること，などの当方の説明

に対して，これを傾聴する姿勢が見られた。

4 今回の日米学術交流の聞に形成された代表団の一致し

た認識は，冷戦終駕後の新しい世界秩序形成過程におけ

る諸課題のーっとして，学術のあらゆる領域にわたって

の国際協力が今後ますます重要性を持つという こと であ

った。そのことは，今回の代表団へのアメリカ合衆国側

の対応からも十分窺われる ところであった。

5 代表団としては，今回の訪米の結果について，総会，
運営審議会，その他の関連の委員会等において会員に報

告するとともに，改府関係者に対しても，必要に応じて

報告を行う予定である。その上で，日本学術会議会員は

もとより，政府並びに国民の関で，我が国の学術に関す

る国際協カ・貢献の在り方について十分な論議が行われ

るよう強〈期待するものである。

6 終わりに，今回の代表団の訪米に当たり，格別の御協

カをいただいたアメリカ合衆国側関係者及び在アメリカ

合衆国日本大使館の関係者に対し，ここに深い感謝の念

を表するものである。

学術分野における国際貢献について(会長談話)
平成4年10月22日

現在，我が国の国際的な貢献が強〈求められており，各

方面でその方策が討議きれているところである。日本学術

会議としては，平成3年10月の第 113回総会において，時

の坂本三十次内閣官房長官から，学術研究の分野で我が国

がどのような国際的貢献をなすべきかについて全学問領域

から総合的に検討するよ う求められ，以来，特別委員会を

設けて検討するとともに，今回の第115回総会においても，

会員全員による討議を行った。

今回の総会での討議を踏まえ，私としては，次の点を強

調したい。

1 本来学術の国際貢献とは， 日本における学術研究の

成果を広〈世界に伝達 ・発信し，学術の進歩に貢献す

ることである。

2 海外から研究者が進んでい来日し，優れた研究成果を
挙げられるような高水準の研究施設を整備するととも

に，外国人が日本の文化・ 学術を吸収する能力を高め

られるような諸条件を獲備 ・充実する必要がある。

3 上記2を実現するためには，省庁の枠を超え，宮民

の総力を結集して，必要な資金の確保，人材の養成等

についての基本方策を策定し，推進する新しいシステ

ム (例えば学術協力機構)が必要である。

上記の趣旨を踏まえ，本会議としては，具体的な貢献策

について提案すべ<，全力を挙げて検討し，速やかに結論

に達したいと考えている。

日本学術会議主催公開講演会

本会議では，毎年公開講演会を開催しています。この講

演会は会員が講師となり ，一つのテー?を学際的に展開し

ています。平成4年度最後の公開講演会が決まりましたの

で，お知らせします。多数の方々の御来場をお願いします。

入場は無料です。

公開講演会「科学技術を通じての国際貢献」

日時平成5年2月22日(月)13:30-16:30 
会場 日本学術会議講堂

演題・演者

「日本の科学技術」 西津潤ー 第5部会員

(東北大学学長)

「社会科学と自然科学との学際研究を通じての国際貢献」

松田武彦第 1部会員

(産能大学学長)

「日本の貴重な体験の伝授」 猪瀬博第 5部会員

(学術情報センタ一所長)

i21世紀の科学技術」 近藤次郎

日本学術会議会長

〔申込み先〕 はがきに，住所 ・氏名 ・郵便番号を明記し，

2月15日までに下記宛てお申し込みください。

干106東京都港区六本木7-22-34 
日本学術会議事務局 「公開講演会係」

合 03 -3403 -6291 内線 227，228

御意見 ・お問い合わせ等がありましたら，下記ま

でお寄せください。

干106東京都港区六本木7-22-34 
日本学術会議広報委員会 電話03(3403)6291



日本学術会議だより MJ.28 

「アジア学術会議(仮称)Jの開催決まる

平成5年 3月 日本学術会議広報委員会

「アジア学術会議(仮称)Jの開催経費を含む日本学術会議の平成5年度予算が決まりましたので，その概要についてお知ら

せします。

平成5年度日本学術会議予算

日本学術会議の第15期活動計画の大きな柱である「学術

研究の国際貢献の重視」の具体的方策の一環として rア

ジア学術会議(仮称)Jの開催が，平成5年度予算によ って

実現することとなりました。その内容は，学術研究が環境

問題等の諸課題を克服し，人類の繁栄と世界の平和に寄与

するとの認識に立って，本年秋に東京で，我が固と地理的

.文化的に関係の深いアジア各国を代表する学術研究者が

一堂に会して，各国における学術研究の現状，アジア地域

平成5年度予算概算決定額表は，下記のとおりであります。

前年度 平成5年度

事 項 予算額 予算額

A B 

日本学術会議の運営に 1，042，482 1，095，827 

必要な経費

審 議関 係 費 248，789 265，525 

国際学術交流関係費 198，514 221，254 

国際分担金 67，089 74，722 

国 内 開 {雀 80，596 73，543 

代 表 iiK 1且且 44，006 44，006 

二国 間交流 6，823 6，823 

アジア学術会議 22.160 

会員推薦関係 費 21，216 19，574 

一 般事務処理費 573，963 589，474 

における連携 ・協力のあり方などに関し意見を交換する場

として開催するものです。我が国を含め10か国程度のアジ

ア諸国から，代表者を招へいする予定です。

その他，平成5年度予算では，国際分担金の25団体に対

する単価アップが認められ，国際会議の国内開催費につい

ては，アジア社会科学，植物科学，太平洋学術，電波科学，

純粋 ・応用物理学，気象・ 水分，の6国際会議の開催を予

定しています。また、世界各地で開催きれる学術関係国際

会議への代表派遣や二国間交流に必要な経費が計上されて

おります。

(単位:千円)

比 較増

ム減額 f蒲 考

C=B-A 

対前年度比較

53，345 105.1% 

16，736 0 地球圏一生物園国際協同研究計画

(lGBP)シンポジウム，公開講演会等

22，740 

7，633 

ム 7，053。
。

22，160 

ム 1，642

15，511 



日本学術会議第16期会員の推薦について

日本学術会議の会員は，従来，科学者を有権者とする直

接選挙によって選出されていましたが， 日本学術会議法の

一部を改正する法律(昭和58年法律65号)により .第13期

(昭和60年 7月22日)から、学術研究団体を基盤とする推

薦・任命制に改められました。来年7月て1 この推薦制度

も三期9年を経過することとなります。

この会員選出制度のあらましは，次のとおりです。

① 日本学術会議は.一定の要件を備える学術研究団

体を，その申請により登録する。

② 登録学術研究団体は，その構成員である科学者の

うちから，会員の候補者を選定し，及び会員の推

薦に当たる推薦人を指名し，それぞれ， 日本学術

日本学術会議第16期会員選出手続日程

会議に届け出る。

③ 推薦人は，会員推薦管理会がその資格があると認

定した会員の候補者のうちから，会員として推薦

すべき者及び補欠の会員として推薦すべき者を決

定し， 日本学術会議を経由して内閣総理大臣に推

薦する。

④ 内閣総理大臣は，上記③の推薦に基ついて，会員
を任命する。

⑤ 学術研究団体の登録，会員の候補者の資格の認定

その他会員の推薦に関する所要の事務は， 日本学

術会議に置かれる会員推薦管理会が行う 。

以上の概要を第16期(平成6年 7月 平成9年 7月)の

会員選出日程によると，次表のようになり，これに従って

今後の事務処理が行われる予定になっています。

5月31日(月)まで 学術研究団体の登録申請の締切り

9月上旬 登録審査結果の通知

平 不登録通知を受けた日の翌
日から20日以内

不登録通知を受けた団体からの異議の申出受付
成

5 9月上旬
関連研究連絡委員会についての意見聴取事

年 10月下旬 〈団体関係〉異議の申出に対する決定

11月30日(火)まで 関連研究連絡委員会の指定・

12月上旬 会員の候補者の選定及び推薦人の指名の依頼

1月31日(月)まで 会員の候補者の届出の締切り

2月21日(月)まで 推薦人(予備者を含む)の届出の締切り

3月20日(日 )まで 会員の候補者の資格の認定等の通知

平 3月下旬 推薦人に会議開催等の通知発送

成 不認定通知を受けた日の翌 会員の候補者の資格の不認定通知を受けた学術研究団体又は会員の候補者からの

6 日から20日以内 異議の申出受付

年
4月20日(水)まで 〈会員の候補者関係〉異議の申出に対する決定

5月中旬から 6月上旬ま で 推薦人会議(会員及び補欠の会員として推薦すべき者を決定)

6月中旬 日本学術会議を経由して内閣総理大臣へ推薦

7月22日(金) 第16期日本学術会議会員の任命

注 *は， 日本学術会議会長が意見聴取し，指定する。

日学双書の刊行について

日本学術会議主催公開講演会及び公開シンポジウムの記

録をもとに編集した，次の日学双書が刊行きれました。

日学双書第15干IJ r文明の選択一都市と農業 ・農村の共

存を目指して 」

定価1，000円 (i肖費税込み，送料240円)

日学双書第16干IJ r子どもの人権を考える」

定価1，000円 (i肖費税込み，送料240円)

日学双書第17刊 「首都機能の一極集中問題」

定価2，000円 (i肖費税込み，送料310円)

(問い合わせ先)

干106東京都港区西麻布3-24-20

交通安全教育センター内

側日本学術協力財団

ft03-3403-9788 

御意見 ・お問い合わせ等があリました ら.下記ま

でお寄せください。

〒106東京都港区六本木7-22-34 

日本学術会議広報委員会 電話03(3403)6291



編集後記

会員の皆様に晴乳動物卵子学会誌の第10巻第1号をお届けいたします。

今冬季も暖冬となり、春のおとずれも例年より早いようですが、会員の

皆様にはお変わりなく研究活動に遁進されていることと存じます。

早いもので談話会から研究会に移行し、会誌を発刊するようになりまし

て、 10年目を迎えることができました。この閉会誌の発刊が滞ることなく

発刊できましたことは、会員に皆様のご協力、ご支援によるものと感謝し

ております。今号には、原著論文 7編と第34回大会の要旨48題分を掲載い

たしました。今後、本誌が益々充実するよう努力いたしますのでご支援の

ほど宜しくお願い申し上げます。なお、 10巻第2号の掲載論文を受付てお

りますので、ご投稿下さいますようお願い申し上げます。

編 集 委 員

委員長:石島芳郎

委員:伊藤雅夫，井上正人，遠藤克，小栗紀彦

久保春海，香山浩二，新村末雄，星 和彦

晴乳動物卵子学会誌

Jnurnal of Mammalian Ova Research 

第 10巻第 1 号

平成5年3月25日 印刷
平成5年4月1日発行

発行者晴乳動物卵子学会
代表 豊田 裕

Vo1.10 NO.l 

(会員頒布)

(遠藤克)

発行所補乳動物卵子学会

干 252 藤沢市亀井野 1866
日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

TEL.0466-81-6241 (内332)
郵便振替 横浜 8 -20350 

印刷所載和印刷株式会社

住所藤沢市城南5丁目 2番8号
電話 0466-34~9110( 代表)
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日本薬局方 注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

日本薬局方 注射用血清性性腺刺激ホルモン

⑧
 

販売元

誕穏訳書誌

製造元

⑧言XiT智明東京都中央区銀座 2-7 -12 

1 ，500単位
3，000単位
5，000単位
10，000単位

1 ，000単位



健保適用

'‘・:J'j-JII@j主75・150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により 、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺激ホルモン(HMG)

製剤jであり、反復投与が可能です。

.FSH活性のほかに LH活性を有し、その活性化(FS

H/LH)はほぼ一定です。

【効能・効果]

問脳性(視床下部性)無月経，下垂体性無月

経の排卵誘発

【用法・用量1

1日卵胞成熟ホルモンとして75-150国際単位

を連続筋肉内投与し頚管粘液量が約300mm3 

以上，羊歯状形成(結晶化)が第3度の所見

を指標として (4日-20日，通常5日-10日間)， 

胎盤性性腺刺激ホルモンに切り変える.

【包装】
パーコeナル注 75: 10管
ノ〈ーゴナルj主150:10管

尽ヲ 繭国臓器製薬株式会社東京都港区赤坂二 丁目 5番 1号

[使用上の注意]
l 一般的注意

1) 本療法の対象は不妊症患者のうちの.問脳又は下

垂体前葉の機能・器質的障害に由来する性腺刺激

ホルモン低分泌無月経患者であるので次の点に注

意すること .
7.エストロゲン プロケ'ステロンテス トで初めて

反応する第 2度無月経又は抗エストロゲン療法 (

クエン酸7ロミ7ェン.シク ロ7ェニル等)が奏
効しない第 1度無月経の患者に投与すること.
イ 患者の状態 (例えばエストロゲン 性腺刺激ホ
ルモン プレグナンジオール分泌.頚管粘液.基

礎体温等)を詳細に検査L，子宮性無月経の患者
には投与しないこと

ウ.原発性卵巣不全による尿中性腺刺激ホルモン分

i.o・の高い患者.副腎 甲状腺機能の異常による無
月経患者.頭蓋内に病変 (下垂体臆場等)を有す

る患者.及び無排卵症以外の不妊患者には投与し

な、、こと

2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため，

投与前及び治療期間中は毎日内診を行、~特に次

何点に留意し， 異常が認められた場合には.直ち

に投与を中止することー
ア.患者の自覚症状 (特に下腹部痛)の有無

イ 卵巣腫大の有無
ウ 基礎体温の異常上昇の有無(毎日測定させるこ

と).
エ 頚管枯液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果としての多胎妊娠の可能性が

あるので.その旨をあらかじめ患者に説明するこ

と
4) 妊娠初期的不注意な投与を避けるため.役与前少

なくとも 1ヵ月 間は基礎体温を記録させること
5) 産婦人科・内分泌専門医師の管理のもとに投与す

ること.
2 次の場合には投与しないこと

1) 卵巣腫蕩及び多のう胞性卵巣症候群を原因としな
い卵巣の腫大を有する患者

2) 妊婦
3 次の患者には投与しないことを原則とするが，やむ
を得ず投与する場合には.慎重に投与すること 。

1) 児を望まない第 2度無月経患者

2) 多のう胞性卵巣を有する患者
4 副作用

1) 卵巣過剰刺激卵巣臆大.下腹部補.下腹部緊迫

感.腹水 胸水を1辛ういわゆる，
Meigs様症状候群等があらわれた

場合に1;1.，直ちに投与を中止する
など.適切な処置を行うこと.

2) そ の 他ときに悪心.頻尿.しびれ感.頭

5 相互作用

痛，浮腫があらわれることがある

また尿量が増加することがある

胎盤性性腺刺激ホルモンとの併用により .卵巣の

過剰刺激による卵巣腫大.肱水・胸水を1半ういわ
ゆるMeigs線症候群があらわれるニとがある



フOロゲステロン測定EIAキット./
珂ヨ"'1置;，~71::tØ"'~'・w

-わずか10分間で牛礼中プロゲステロ
ン濃度が定性的に判定できます。

包装32ウヱlレ/キット

園発園
調ヨ""iIi"~血清周EIA皐却ト・
-手L汁を採取しにくし、和牛や馬及び未経
産牛に適切なキットです。

包装96ウ工ル/キット

調::r'lili;'~相周回A事時
牛乳中ブロゲステロン定量/定住キット

・全字し中のプロゲステロン濃度が約1.5
時間て定量測定できます。

包装96ウェル/キット

動物周医薬品(体外鯵断用)

.臨調歯llllli鋸画面ヨ監謹同脚耐司.堕堕E阻副;a・匿E・I・-

製造元

ケンブリッジベテリナリーサイエンス社
Cambridge Veterinary Sciences 
a division of Cambridge Life Sciences plc 

輸入発売元

⑥子二JD禦嘉繍責告誼

給餌の自動化を実現いたしました!! .三回iI径EEEE置葺
| RF-OI ラビット用 | 

自動給餌装置は各ケージに1台ずつ取付けるカートリッジタイプ

の本体とそれらを一括自動制御するシステムから成立っています。

特徴

・希望時間に一定量の給餌が出来、正確な給餌量の

為エサ代及び人件費の節約。

・連続6日間の給餌可能であり、休日の飼育管理の
手間の節約。

・従来のケージにも簡単に取付け出来ます。

・安全性を考え完全防水型に設計されております。

自動給餌装置付ラビット用自走式飼育装置 ・当社の誇る自動制御システムによりコントロール
し、取扱いは非常に簡単です。

MRF-03ラット・マウス用・DF-OI犬用
-本体はアルミ製で軽量コンパクトです。

関岡崎産業株式会社町1官官間了間




