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Abstract : Glucose incorporation and utilization in mouse embryos increases 

during preimplantation development， which may depend on the amount of glucose 

transporter in the em bryos. A reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR) was used to study the expression of glucose transporter GLUT1 

mRNA in preimplantation mouse embryos. Messenger RNA was obtained from 

100 of 2-cell embryos and blastocysts using the Micro-Fast Track mRNA 

isolation kit. RT-PCR revealed that GLUT1 mRNA is expressed in both the 2--cell 

embryos and blastocysts. The levels of GLUT1 mRNA increased during embryonic 

development. These results suggest that glucose incorporation or the switch in the 

substrate preference of the embryo from pyruvate to glucose during preimplantation 

development depends at least in part on the expression of GLUT1 at出etranscription 

level， which results in increased amounts of GLUT1 protein. Key words: Gluc出 e，Glucose

transporter， 立浪NA，Reverse transcription-polymerase chain reaction 
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Introduction 

Mammalian embryos undergo qualitative and quantitative changes in energy 

substrate utilization during the preimplantation period. Glucose is unable to support 

the development of oocytes and early em bryos until they reach the 4-cell stage1). 

There is a characteristic switch in the substrate preference of embryos: from 

pyruvate during the early cleavage stage， to gl ucose after the 8-cell stage2.3). 

Glucose becomes the predominant energy source at the blastocyst stage. Current 

experimental data indicate that there is a change in the uptake or metabolism of 

glucose in early embryos3-5). Thus， several investigators have attempted to assess 

the viability of embryos by measuring their glucose uptake3.6). A low level of 
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hexokinase activity has been proposed to explain the inability of many species of 

embryos， including hu mans， to utilize glucose7-10). Recently， investigators have 

proposed that the glucose transporter GLUT1， which is expressed in embryos， is 

involved in this substrate preference of embryos'1.l2). 

The aim of this study was to determine whether GLUT1 mRNA is expressed in 

embryos， and therfore may be responsible for GLUTI protein expression and 

glucose uptake by the preimplantation embryo. 1n order to detect small 

amounts of mRNA， the rever田 transcription-polymerasechain reaction (RT-PCR)me血od，

which is a sensitive technique because of its exponential amplification process， 

h出 beenemployed to study GLUT1 expression in preimplantation mouse embryos. 

Materials and Methods 

Mouse Embryos : Eight -week -old B6C3F1 female mice were superovulated with 5 

1U of pregnan t m訂 eserum gonadotropin (Teikokuzoki， Tokyo)， followed 48 

hours later by 5 1U of human chorionic gonadotropin (hCG; Mochida， Tokyo). 

Mating with males of the same strain was confirmed by the presence of a 

vaginal plug. Two--cell embryos and blastocysts were obtained at 40 and 88 hours 

after hCG administration by flushing the oviducts and the uteri， respectively. 

RNA Extraction : One hundred embryos were washed five times with phospha旬

buffered saline containing 3 mg/ml polyvinylpyrroridone. They were collected in 

a small droplet ( <5μ1) and were quick-frozen in liquid nitrogen and stored 

at -80'C. PolyA +RNA was extracted from the embryos by the Micro-Fast Track 

mRNA isolation kit (1nvitrogen， San Diego， CA， USA) ， which allowed isolation of 

poly A +RNA directly from a very small num ber of cells. Briefly， the lysates of 

100 embryos were directly applied to oligo (dT) cellulose for adsorption.Non-poly-

adenylated RNA， DNA， dissolved membranes， proteins and cellular debris were 

washed off the resin with a high salt buffer， and tRNA and rRNA were eluted with 

a low salt buffer. Finally， the polyadenylated RNA was eluted with water 

and ethanol precipitated. The resulting pellet of poly AすRNA，which was obtained 

by centrifugation， was resuspended in 4μ1 of 10mM Tris-HC1， pH 7.6 1mM 

EDTA， and 2μ1 were used for each of two RT-PCR reactions: one was for the 

GLUT1 mRNA assay， and the other for s -actin mRNA as an internal standard. 

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction: Each 2μ1 of polyA I RNA 

aliquot was incubated with 2.5 units of rTth DNA Polymerase (Perkin-Elmer/白tus，

Norwalk， ~， USA)for 15 min at 70'C in a total reaction volume of 10μ1 containing 

1XrTth reverse transcriptase bu妊8r(10mM  Tris-HC1， pH 8.3， 90 mM  KCI)， 0.2mM 

2-
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of each dNTP， 1 mM  MnCb and 10 pmol of the appropriate antisense primer. The 

reverse transcription reaction was stopped by placing the tube on ice. PCR was 

performed in the same tu be after adding 40μ1 of chelating buffer (5% glycerol， 10 

mM Tris-HCI， pH 8.3，100 mM  KCI， 0.75mM EGTA， 0.05% Tween 20)containing 1.8 

mM MgCl. and 10 pmol of the appropriate sense primers. The primers for the 

amplification of a GLUT1-specific sequencell) and those for mouse s-actin13)are 

shown in Table 1. PCR was performed in a DNA thermal cycler(Perkin-Elmer/ 

白 tus，Norwalk) according to the following protocol: an initial denaturation at 95'C for 

2 min w出 followed by 40 cycles of denaturation at 95'C for 1 min， and annealing， 

and primer extension at 60'C for 1 min. A further 7 min extension at 60'C was 

performed at the end of the 40 cycles to extend any remaining single strand 

products. Ten microliters of the PCR amplified products were electrophoresed in a 

2 % agarose gel containing 0.5μg/ ml ethidium bromide and photographed under 

UV-irradiation. The restriction enzyme cleavage patterns of the fragments 

using ApaI and Pvu II were analyzed to confirm the identity of the PCR products. 

Table 1. Primers used in the RT-PCR assay for GLUTl and 8 -actin in embryos 

Gene Primers used ProdUCl size Residues 

GLUTI CATCGCCCTGGCCCTGCAGGAGC 361 bp 1263-1285 .On.O .Irand 

GGCACCCCCCTGCCGGAAGCCGGA 1600-1623 antisense strand 

(J -aclin CGTGGGCCGCCCTAGGCACCA 243bp 182-202 sense strand 

TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG 403-424 anlisense strand 

Results 

Messenger RNA was isolated from batches of embryos at the 2-cell and blastocyst 

stages of development. The mRNA was primed with oligo-dT and reverse 

transcribed. An aliquot of the product was used for amplification by PCR for each 

primer pair specific for actin cDNA or for GLUT1 cDNA. . The出 sayswere repeated 

three times with different em bryo batches. The identity of the amplified 

products w出 confirmedby its size on an agarose gel and its restriction enzyme 

cleavage pattern. The RT-PCR products from mouse embryos are shown in Figs 1A 

and 1B. GLUT1 mRNA was detected in. both 2-cell embryos and blastocysts as 

evidenced by the presence of amplified cDNA fragments of the expected 361 bp 

size (Fig.1A). Repeated analysis of the intensity of the amplified fragments indicated 

that a relatively larger amount of mRNA is produced in the blastocysts than the 

2-cell embryos. Amplified s-actin cDNA of the expected 243-bp size was also 

-3-
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detected in both the 2-cell embryos and blastocysts (Fig .1B). No difference was 

observed in the amount of this PCR product in the embryos. Restriction 

endonuclease digestion of the PCR-amplified DNA by Pvu II and ApaI revealed that 

the 361 bp GLUT1 sequence was cleaved out into fragments of 209 and 152 bp， and 

269 and 92 bp， respectively， as predicted from the DNA sequence (Fig .1C) 

243・噌』

.1353 
...1078 
・ー 872

・.603 

4昨ー 269

M 

二↓
.._ 118 

_ 92 

M 2 

(C) 

3 
(A) (B) 

Figure 1. (A) Detection of GLUT1 transcripts in preimplantation em bryos by 
RT-PCR. Lane 1， two-cell embryos; lane 2， blastocysts; Lane M， 
molecular weight markers. The position of the expected 361 bp PCR 

product for GLUT1 is indicated. 

(B) Detection of s -actin transcripts in preimplantation embryos by 

RT-PCR. Lane 1， two-cell embry田;lane 2， blastocysts; Lane M， 

molecular weight markers. The position of the expected 243 bp PCR 

product for s -actin is indicated. 
(C) Digestion pattem of RT-PCR products by restriction en勾mes.

Lane 1， untreated GLUT1 PCR product; Lanll 2， fragments of 209 

and 152 bp produced by Pvull digestion; Lane 3， fragments of 269 

and 92 bp produced by Apa1 digestion. 

Discussion 

Purified mRNA was isolated from mou田 embryosat various stage of development 

by our RNA extraction procedure. Contamination of genomic DNA was ruled 

out by PCR amplification of each cDNA preparation using primers that flank a 

target sequence of the actin gene that contains an 87 bp intron. If genomic DNA 

were present in the cDNA， a 330 bp target sequence would be amplified as well as 

the 243 bp fragment representing the cDNA. No 330 bp PCR product for 

s -actin was detected in any of the RT-PCR reactions with embryo RNA 

samples (Fig.1B). This RT-PCR assay， however， is not quantitative enough to 

confirm the reported increase in actin mRNA levels which was detected by 

Northern blot analysis using thousands of embryos14). 

We have shown that mouse embryos express GLUT1 using RT-PCR on mRNA 

-4-
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from 50 embryos(Fig.1A and lB) in agreement with observations obtained using 

Western blot analysis凶 andRT-PCR川 GLUTlis the likely mediator of glucose 

uptake in early mouse embryos. Moreover， the levels of GLUTl increase when 

embryos develop although this is not quantitative (Fig.lA). This offers some insight 

into the characteristic switch in the substrate preference of embryos from pyruvate 

to glucose. The elevated levels of GLUTl expression may be responsible for this 

increased capacity for glucose uptake， which may be related， at least in part， to 

su bstrate preference. However， i t is also plausi ble that the levels of the enzymes 

involved in glucose metabolism may regulate the main energy source of the 

oocytes and embryos， because low hexokinase activity has民enreported to explain 

the inability of mouse， rat， and human oocytes and embryos to utilize glucose7
-
10l

• 

1n summary， our results suggest that increased GLUTl expression may explain the 

switch in su bstrate preference from pyruvate to glucose， and may correlate with 

the 'exponential increase in glucose incorporation during preimplantation embryo 

development. This approach may be important for analyzing biochemically the 

process of preimplanation development， because morphological criteria， such as 

the rate of blastocyst formation in vitro， are not very quantitative and have limited 

usefulness. Thus， the determination of GLUTl expression may be useful for 

investigation not only developmental changes， but also the possible involvement of 

certain factors influencing embryonic development. 1n fact， studies examining the 

roles of various growth factors， such as epidermal growth factor， are now in 

progress in our laboratory using the methodology described here. 
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マウス初期医糖輸送担体 (GLUTl)mRNA発現の

RT-PCR法による解析

森田豊1・堤治1・岡芳知2・片桐秀樹2・武谷雄二1

東京大学医学部産婦人科l，同第三内科2，東京都文京区113

マウス初期匪は発育分化にともない，糖取り込み能，糖利用能が急速に増加し，糖輸送担体

(GLUTl)蛋白の発現増加が，その要因であることが明らかになってきている。今回， R

T-P C R (reverse transcription-polymerase chain reaction)法を用いることにより，初期

匪におけるGLUT1mRNAの解析を行った。マウス2細胞期匪，胞匹のそれぞれ100個よ

り， ミクロスピンカラムを用いて polyNRNAを抽出し， 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GLUT 1 cDNAの361bpを規定するプライマーを用い

てPCRをおこない， GLUT lmRNAの検出を試みた。GLUTlmRNA発現は， 2細胞期匪，

胞匪のいずれにおいても検出され，その発現は，胞匹において増加している可能性が示され

た。以上より，マウス初期匹発育にともなう糖取り込み能の発達は，GLUT 1の転写レベル

における発現調節によることが示唆された。
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Effect of Glucose in a Semi -Defined Culture 

Medium on Development of Mouse 1・CellEmbryos 

Ken SAWAJ.， Jeong-Mook LIM， Kiyoshi OKUDA and Koji NlWA 

Division of Animal Sciena and Technology， Faculty of Agriculture 

Okayama University， Okayama 700 

Abstract: Mouse 1-cell embryos from C57BL/6J were cultured in CZB medium 

containing lactate， pyruvate， glutamine， EDT A and BSA. When examined 24， 36 

叩 d48 h after culture， embryos developed to the 2-cell (86%)， 4-to 7-cell (59%) 

and 孟8-cell(54%) stages， respectively， but hardly to the ~morula stage 72 h 

after culture. When 5.55 mM-glucose was added to the medium 24 or 36 h after 

culture， significantly higher proportions (71-75覧)of blastocyst-stage embryos were 

obtained 96 h after culture compared with when glucose was added 0 (43覧)and 48 

(26%) h after culture. Exposure of embryos to glucose for only 12 h between 36 and 

48 h after culture could support their development to the blastocyst stage (64%). If 

only glucose was present during this period， the additional exposure of embryos to 

glucose between 24 and 36 h and/or 48 and 96 h after culture neither inhibits nor 

promotes development of embryos to the blastocyst stage. Key words: Mouse， 

One-cell embryo， 1n vitro development， Glucose requirement (Received 19 January 

1994， Acc叩 ted8 February 1994) 

Introduction 

It is well known that development of l-cell mouse embryos in vitro is blocked 

at the 2-cell stage with an exception of some inbred and Fl strainsl-3). Although it has 

been reported that a high lactate/pyruvate ratio') and the addition of ethylene 

diamine-tetraacetic acid (EDTA) 5) or superoxide dismutase剖 toculture medium 

is beneficial for culture of l-cell embryos derived from some blocking strains of 

mice， there is considerable variation in the proportion of development beyond the 

2-cell stage in different media. To maintain whole development in vitro of 1-cell 

mouse embryos to the blastocyst stage it is important to clarify the factors which 

a丘ectthe blastocyst formation after overcoming a 2-cell block. 

Recently， Chatot et a1.8)found that l-cell CF-l embryos， which usually exhibit the 

2-cell block to development in vitro， developed beyond the 2-cell stage but not to 
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the blastocyst stage when they were cultured continuously in a medium (CZB 

medium) lacking glucose， but that exposure of embryos to glucose from the 3-to 

4-cell stage (48 h after culture) through the early morula stage (72 h after culture) 

is essential to maintain development of embryos to the blastocyst stage. However， 

in some non blocking strains， the addition of glucose to media at the start of 

culture dose not induωthe 2-cell block and supports development to the blast∞yst 
stage. Although 1-cell stage8.9l embryos ofthe C57BL/6] strain do not exhibit the 

2-cell block， the proportion of embryos developed to the blastocyst stage in 

media with glucose greatly differs by different laboratories!>-12l. 

In our laboratory， when cultured in CZB mediumηwhich is lacking glucose， 

C57BL/6] 1-cell embryos could develop beyond the 2-cell stage but not to the 

blastocyst stage (unpublished data). Therefore， the present study was undertaken to 

examine the effects of glucose on development of C57BL/6] 1-cell embryos in CZB 

medium. 

Materials and Methods 

Medium: The medium used for manipulating and culture of embryos was CZB 

medium formulated by Chatot et a18l. This medium consisted of 81.62 mM-NaCl， 

4.83 mM-KCl， 1.18 mM-KH2PO.， 1.18 mM一MgSO.・7H20，25.12 mM-NaHC03， 1.7 
mM--caCb・2Hρ，31.3 mM--sodium lactate， 0.27 mMτodium pyruvate， 1 mM-glutamine， 

5 mg globulin-free bovine serum albumin (BSA; No.A-7638， Sigma Chemical Co.， 

S1. Louis， MO， USA)/ml， 0.11 mM-EDTA， 0.7 mg streptomycin sulfate/ml and 

100 U sodium penicillin G/ml. 

Em bryo Collection and Cultu四 ofEmbryos : Mature (4-6 weeks old) random-bred 

C57 B L/6] female mice which were originally purchased from Clea ]apan Inc. 

and maintained under controlled light (14 h light: 10 h darkness; light on at 6: 00) 

were superovulated with intraperitoneal injection of 5 IU PMSG (Teikoku-Zoki 

Co. ，Tokyo) followed by 5 IU hCG (Sankyo Co. ， Tokyo) 48 h later and naturally 

mated with males of the same strain. On the following morning (24-25 h after 

hCG) ， 1-cell embryos were flushed from the excised oviducts in about 0.1 ml CZB 

medium supplemented with 0.1% hyaluronidase (No. H-35 06 ， Sigma Chemical Co.). 

After cumulus cells were completely dispersed， embryos were washed three 

times with the medium without hyaluronidase. Nine to 20 em bryos were then 

placed in a 50ーμ1drop of the same medium under paraffin oil (No. 261-17， Nacalai 

Tesque Inc. ，Kyoto) in a 35 x 10 mm falcon polystyrene culture dish (No.1008， 

Becton and Dickinsqn， N]， USA) and cultured in a CO2 incubator (5% CO2 in air 

at 37'C). 
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Experimental Studies: To clarify the process of early cleavage of em bryos ‘ 

cultu四 din CZ:S medium， embryos were examined at a 12-h interval from 24 to 

48 h after culture in Experiment 1. To examine the effect of glucose on 

development of embryos at different stages， embryos cultured in CZB medium 

were transferred to newly prepared medium supplemented with 5.55 mM-glucose 0， 

24， 36， 48 and 96 h after culture in Experiment 2. In Experiment 3， to examine 

the effect of the presence of glucose during various culture periods on 

development of embryos， those cultured in CZB medium were washed three 

times and transferred to newly prepared medium with 5.55 mM~glucose 24 or 36 h 

after culture and again washed three times and transferred to glucose-free CZB 

medium 12-36 h later. In Experiments 2 and 3， embryos were examined 48， 72 

and 96 h after culture for their developmental stages under a phase-contrast 

rrucroscope. 

Statistical analysis : Each experiment was replicated 3 (Experiments 1 and 3) or 4 

(Experiment 2) times. In Experiments 2 and 3， the proportions of em bryos 

developing to each stage were subjected to an arc-sine transformation and the 

transformed values were assigned for one-way analysis of variance (ANOV A) . 

When ANOVA revealed a significant treatment effect， the treatments we陀 compared

by Duncan' s multiple range test. 

Results 

Early development of embryos in CZB medium (Experiment 1) 

As shown in Table 1， almost all embryos (86%) completed the first cleavage 24 

h after cultu四. The em bryos could develop beyond the 2ーcellstage re配 hingto the 

孟4ーcell(59%) and ミ8-cell(54覧)stages 36 and 48 h after culture，児spectively.

Development of embryos in CZB medium supplemented with glucose at various 

times after culture(Experiment 2) 

As shown in Table 2， the proportion of embryos developed to the 孟4-cellstagβ 

48 h after culture was significantly (P < 0.05) lower in the medium with glucose 
from the start of culture (69%) than in the medium without glucose until 24 

(91%) ， 36 (92覧)and 48 (86-93覧)h after culture. High proportions of 注morula(88 

%) and blastocyst (75 %) stage embryos were obtained 72 and 96 h after culture， 

respectively， when glucose was not added to the medium until 36 h after the start 

of culture. These values were not different from those of embryos that had 

been cultured without glucose until 24 h after the start of culture (83% for 
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注morulaeand 71% for blastocysts) but significantly (P<0.05) higher than those 

(1D-66% for 孟morulaeand 0-4却 forhJastocysts) of all other groups. 

Table 1. Early cleavage of C57BL/6J l-cell e・bryoscultured in CZB medium' 
Time of No. and %' of embryos developed to 

obserV8 t ion 

(h) l-cell 2-cell 3-cell 4-7 -cell 

24 ゐ(ゐ) 96 (B6) 11 (10) 。(0) 

36 ゐ(ゐ} 26(23) 5( 5) 65(59) 

ゐ8 4( 4) 日(7) 2( 2) 24 (22) 

'A total of 111 embryos was c包lturedin 3 replicates. 

bPercentage of the number of embryos cultured. 

孟8-cell

。(0) 

2( 2) 

60 (54) 

Table 2. Development of C57BL/6J l-cell embryos in CZB mediu調 supplemented
with glucose (5.55 mH) at various times after the start of tulture 

Time of glucose No. of No. and %. of embryos developed to 
addition ellbryos 孟ゐーcell 孟Horula Blastocyst 
(h) cultured (48)・ (72) • (96) ・
。 58 40(69)' 38(66)" 25(43)' 
24 5日 53(91) ， 48(83)" ゐ1(71)' 
36 60 55 (92)' 53(88)' 45(75)' 
48 58 54 (93)・ 28(品8)' 15(26)' 
96(no addition) 58 50 (自6)' 6(10) ， 。(0)' 
'Parcentage of the nu・berof embryos cultured. 
bNumbers in parenthesis indicate the ti・eof exa・ination(h after culture). 
， 'Values with different superscripts within an each coluan are significantly 
different， P(0.05 at least. 

Development of embryos exposed to glucose in CZB medium for different periods 

(Experiment 3) 

As shown in Table 3， development of embryos to the ~4-cell stage was not 

affected by the different periods (12-36 h) of the exposu四 toglucose from 24 or 36 h 

after culture. When em bryos were exposed to glucose for 12 h from 24 h after 

culture， the proportion (48%) ofミmorula-stageembryos wぉ significantly(P<O.OI) 

lower than in those exposed to glucose for 24 (81%) and 36 (87%) h but not 

different from the values in those exposed to glucose for 12 (72覧)and 24 (76 %) h 

from 36 h after culture. However， blastocyst development (64-70覧)wぉ greatly

promoted (P<O.OI) when embryos were exposed to glucose for 24-36 and 12-24 

h from 24 and 36 h after culture， respectively， compared with those exposed to 

glucose only between 24 and 36 h afぬrculture. 
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Table 3. Effect of the presence of glucose (5.55 mH) in CZB medium during various 

culture periods on the development of C57BL/6J l-cell embryos 

Presence of No. and X' of embryos developed to 

glucose No. of 

during embryos 孟ゐcell 孟Horula Blastocyst 

(h) cul tured [46] b [72]・ [96] b 

24-36 50 41 (62) 24(46)' 11 (22)' 

2ゐ-46 54 47 (67) 44(61)。 36(67)' 

24-60 54 ゐ7(67) 47 (67)' 36(70)' 

36-46 50 45(90) 36(72)' ， 32(64)' 

36-60 50 4ゐ(66) 36(76)" 33(66)' 

'Percentage of the number of embryos cultured. 

bNumbers in parenthesis indicate the time of examination (h after culture). 

"Values with each different superscripts are significantly different 

within each column， P<O.Ol at least. 

Discussion 

The results of the present study indicate that C57BL/6J 1-cell embryos can 

develop beyond the 2-cell stage but hardly to the morula and blastocyst stages 

when they were cultured in CZB mediumηwhich contains lactate， pyruvate， 

glutamine， EDTA and BSA but no glucose. To maintain blastocyst formation， the 

addition of glucose to the medium was essential. However， the presence of 

glucose for the first 24 h of culture rather inhibited blastocyst formation. 

Exposure of embryos to glucose for only 12 h from 36 to 48 h after culture could 

support their development to the blastocyst stage. If only glucose was present 

during this period， the additional exposure of embryos to glucose between 24 and 

36 h and/or 48 and 96 h after culture neither inhibits nor promotes development 

of embryos to the blastocyst stage. This requirement of glucose was also 

applicable to development of embryos to the morula stage with less strictness 

compared with for blastocyst formation. 

The specific role(s) of glucose during culture of 1-cell embryos obtained from 

various strains of mice that do not generally exhibit the 2-cell block has been 

examined in detai18 •剖. However， it seems that the pattem of glucose requirement 

for development to the blastocyst stage is slightly different according to the 

different strains. Chatot et a18). have reported that some 1-cell embryos obtained 

from B6D2F1/J (C57BL/6J x DBA/2J) or CD1 females mated to B6S]LF1/J 

(C57BL/6J X SJL/J) males could develop. to the blastocyst stage in CZB medium 

but that the addition of glucose to the medium from the start of culture optimally 

maintained blastocyst development; the 出neficiale任ectof the addition of glucose 48 

h after culture as observed in blocking strainηwas not observed. Although 
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Chatot et a18). suggested that this was the result of an intrinsic difference in the 

ability of the blocking and nonblocking strains to metabolize glucose， this 

hypothesis was not necessarily supported by Du and Wales13) who recently observed 

that both strains responded similarly to the presence of glucose.. On the other 

hand， Brown and Whittingham9) have reported that no l-cell embryos from 

B6CBF1 (C57BL/6 x CBA/ca) mice mated to the same strain males developed 

to the blastocyst stage when glucose was omitted from bicarbonate-buffered 

mouse em bryo culture medium， M1614)， which contains lactate and p'yruvate but 

that an exposure of embryos to glucose for a 22-24h period at any stage during the 

first 72 h of culture supported development to the morula and blastocyst stages. 

These findings may suggest that there is some differences in the requirement of 

glucose among different non blocking strains. 1n the present study， exposure of 

C57BL/6J embryos to glucose was only necess紅yfrom 36 through 48 h after culture， 

at which time of culture embryos developed to the 4-to 8-ω11 stage， for development 

to the morula to blastocyst stage in CZB medium. The requirement of glucose 

during this specific period was quite similar to that observed in 1-cell embryos 

from blocking strain， CF-1 females mated to B6S]LF1 malesη. Although it has been 

repo口ed that uptake and incorporation of glucose by mouse embryos increase at 

the 4-to 8-cell stage1S.16)， the precise nature of the specific timing and of the 

strain di任erenceof the requirement of glucose remains unclear. 1t seems that 

glucose is required for the syrithesis of some stage-specific em bryonic 

component(s) involved in development to the morula and blastocyst stages. 

The requirement of glucose for development of embryos in vitro is different 

according to animal species. 1n the cattle， the presence of glucose throughout 

culture is detrimental for development of 1-cell embryos to the blastocyst stage17.18) 

but blastocyst formation from the 8-to 16-cell stage is promoted by the presence 

of glucose17-19). Participation of glucose in in vitro developmental block of embryos 

at specific stage is also reported in the sheep20)， hamsterll， and pig"). However， 

glucose is an essential component in chemically defined medium for development 

of rat 1ーcellembryos to the blastocyst stage剖.

1n conclusion， development of C57BL/6J 1-cell em bryos to the morula and 

blastocyst stages is inhibited when they were cultured in CZB medium with 

glucose for the first 24 h or without glucose throughout culture but greatly 

promoted when they were exposed to glucose for 12 h between 36 and 48 h after 

culture. 
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マウスト細胞期医の体外発生におよぼすグノレコースの影響

津井健・林正黙・奥田潔・丹羽暗二

岡山大学農学部家畜繁殖学研究室，岡山市 700

C57BL/6J系マウス1ー細胞期匹をCZB培地を用いて体外培養した結果，匹はそれぞれ24，36お

よび48時間後に， 2-(86%)， 4一~7一(59%) およびミ8-(54%)細胞期に到達したが，さらに培養を継

続しても桑実期以降への発生は困難であった。培養開始後24または36時間で匪をグルコース

(5.55 mM)添加CZB培地に移した場合，培養開始後96時間の匹盤胞形成率(71-75%)は，培養

開始時(43%)あるいは培養開始後48時間(26%)からグルコースの存在下で培養された匹と比較し

て、有意(P<0.05)に高かった。グルコースの存在下で培養する時期を培養開始後36(4一細胞期)

から48(8細胞期)時閉までの12時間に限定することによって， 64%の匪は匹盤胞まで発生した

が，この時期以外にさらに培養開始後24から36時間までの12時間および48から96時間までの48

時間のいずれか一方または両者の期間グルコースの存在下で培養しても匹盤胞形成率(67-75%)

は抑制も促進もされなかった。以上の結果から、CZB培地においてC57BL/6J系ト細胞期匹の匪

盤胞への発生を維持するためには4-"-'8-細胞期の段階でグルコースを添加する必要のあること

が示唆された。
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Stimulatory Effect of Porcine Follicular Fluid on the 

Fertilization of Cumulus ・FreeMouse Eggs In Vitro 

Yuji TAKAHASHI， Kazuo ISHIKAWA， Ferdinand P. DEAN， Kae KAMIO 

Sadahiro AZUMA， Eimei SATO and Yutaka TOYODA 

Department of Reproductive and Developmental Biology， The Institute of 

Medical Science， The University of Tokyo， Minato-ku， Tokyo 108 

Abstract : This study was designed to investigate the ability of porcine follicular fluid 

to increase the efficiency of fertilization of cumulus -free mouse 0∞ytes . Porcine 
follicular fluid (pFF) w部 fractionatedby ultracentrifugation， and termed Top， Second， 

Third， Bottom. The addition of Top fraction to the sperm preincubation medium 

釘ld the fertilization medium raised the fertilization rate significantly and dose-

dependently (10% Top: 11%， 20% Top: 25見， P<O.Ol)， while 出eothers exhibited no 

effect. pFF Top fraction also increased the number of capacitated spermatozoa 

(control: 21%， Top: 36%， P<0.05) as revealed by chlortetracycline ぉsay after 2 h 

preincubation. Additionally， the length of time necessay for zona lysis with 

chymotrypsin greatly decreased. These results indicated that pF下 mightfacilitate 

sperm capacitation and prevent hardening of zona pellucida， resulting in increasing 

efficiency in the fertilization of cumulus -free mouse 0∞yt回.Key Words: porcine 
follicular fluid， in vitro fertilization， capacitation， zona hardening (Received 27 

December 1993， Accepted 2 Febru紅γ1994)

Introduction 

Porcine follicular fluid (p FF) has been introduced to complete oocyte maturation 

in vitro， and to facilitate speロnpenetration and subsequent early cleavage in pigs1l. 

Porcine oocytes matured in modified KRB solution') containing pF下 weremore likely 

to form male釘ldfemale pronuclei after insemination than those matured in modified 

KRB solution. Mattioli et aPl revealed that follicle somatic cells and the conditioned 

medium which had been previously used for maturation of follicular oocyte markedly 

improved speロnpenetrability into the oocytes and male pronuclear formation in pigs. 

These results suggested that some component(s) of pF下 interactwith the plasma 

membrane and cytoplasm of the oocytes and / or sperm， resulting in high incidence 

of sperm penetration and pronuclear formation. DeFelici et a14) indicated that the 

addition of human follicular fluid or pF下tothe maturation medium of mouse oocytes 
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prevented zona hardening. Although it is still not certain that zona hardening 

which has 民enthought to be the conversion of ZP2 to ZP2fSJ reflects the physiological 

condition， proteolytic modification of ZP2 by exocytosis of cortical granules might be 

a critical event in speロnbinding to zona pellucida or speロnpenetration. 

The present study was undertaken to examine whether components of pFF could 

improve the fertilization of cumulus -free mouse eggs in vitro， and to explore the 

effects of pFF on speロnand oocytes. 

Materials and Methods 

Preparation of porcine follicular fluid: The protocol for the preparation of pFF was 

described previousl)f). Briefly， pFF was collected by aspiration from ovaries (the 

diameter of the follicles ranged from 2 to 5 mm) obtained at a local abattoir. The 

de bris was removed from pF下bycentrifugation， and then the pFF、wasultracentrifuged 

at 220，000 X CJ for 48 h. The pFF factions (termed Top， Second， Third and Bottom) 

were stored at -80'C 1児foreuse. Bottom fraction was added to TYH medium丹十1.0

mg/ml polyvinylpyrorridone (PVP -40， Sigma Chemical Co.， TYH -PVP). Bottom 

fraction was diluted with TYH -PVP to 2凶 beforestorage， because it was difficult 

to remove Bottom fraction from the centrifugation tu be. 

In vitro fertilization assay: Female and male Jcl: ICR mice were purchased from 

CLEA ]apan Inc. Females (7 -12 weeks old) were superovulated by intraperitoneal 

injections of 7.5 IU PMSG， followed after 48 h with 7.5 IU hCG. Fift怠ento 16 h after 

hCG injection， cumulus -oocyte complexes were collected from the oviducts and 

treated with 0.05 % hyaluronidase (Type N -S， Sigma Chemical Co.) in TYH -P可v'P

to remove the cumulus cells. Ten to 20 oocytes were placed in each 200μ1 drop of 

the fertilization medium (TYlトPVPor TYH -PVP containing pFF fractions). 

Spermatozoa were collected by extruding from the slitted portion of the epididymal 

duct of the excised caudae epididymides， and directly introduced into the 

preincubation medium (TYH -PVP， TYH -PVP containing pFF fractions， or TYH 

supplemented with 4.0 mg/ml bovine serum albumin， BSA -01， fatty acid free， 

Yagai Co. Ltd，. ]apan). Spermatozoa were preincubated for 2 -3 h at 37"C under 5 % 

C02 in air， and then small aliquots of sperm suspension were transferred to the 

fertilization medium at a concentration of 100 -150 sperm /μ1. Five to 7 h after 

insemination， oocytes were mounted on glass slides， pressed gently with a cover 

slip， fixed with 2.日 glutaraldehydein phosphate buffer (pH 7.4) and then with 10 % 

neutral formalin in phosphate buffer overnight. The fixed oocytes were stained with 

0.25 % acetolacmoid and examined under a Nomarski differential interference 
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microscope (AFX -IIA， Nikon). Statistical analysis was conducted by chi -square 

test and Fisher' s exact test. 

Assessment of sperm capacitation and zona hardening of oocytes: The capacitated 

sperm we児 evaluatedunder an epi-fluorescence microscope (BH2-RFC， OLYMPUS) 

by chlortetracydine (CTC) assay， according to the method of Ward and Storey8) • 

Three diffe児 nt fluorescence patterns were identified with this assay: speロnwith 

intact plasma membranes叩 dacrosomes (no reaction)， sperm in a perifusion state 

(capacitation)， and fully acrosome reacted or dead sperm. Ten to 20 0∞ytes was 
washed three" times in 200μ1 drops of TYH -PVP， and preincuba七edin 200μ1 drops 

of control or experimental medium for the length of time indicated. The oocytes 

we陀 then exposed to 200μ1 drops of 2.0 mg/ml alpha-chymotrypsin (Type-1 ， 

Sigma Chemical Co.) in modified PBS and the num ber of zona -lysed 0∞yt田 was
counted under a stereomicrosεope at 5 min intervals. 

Results 

mects of pFF and pFF fractions on fertilization 

The effects of pFF and pFF fractions on the fertilization rate of cumulus一台ee

mouse eggs紅 eshown in Figu回 1.pFF Top fraction promoted the fertilization of 

cumulus -free mouse eggs significantly and dose -dependently (10 % Top: 11 %， 20 % 

Top: 25覧， P<O.Ol). On the other hand， few eggs we児 fertilizedin TYH -PVP 

supplemented with pF下 Se氾ondand Third fractions， but not in such a medium with 

Bottom fraction. 

I~も T叩

20%Top 25・・
(18n2) 

2~も Secor叫

20'10 Third 

。 10 20 

% fertilization 

Fig 1. Effects of pFF fractions on the知tilizationof cumulusイT田 mouseeggs 

in vitro. Each fraction obtained by ultracentrifugation w昌 addedto TYH 

-PVP (sperm preincubation and fertilization medium) at a finai 

con田 ntrationof 20~ unless otherwi開 indicated.* *;Pく0.01
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to 

of pFF Top fraction (20%) in TYH -PVP markedly increased the 

perifusion state (36 %; P<0.05)， compared 

preincubated in TYH -PVP (negative control; 21%) (Fig.2). When 

TYH -BSA (positive control)， they 

Effects of pFF Top fraction on speロncapacitation 
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supplemention of pF下 Topfraction in the preincubation medium 出causethe length 

of time necessary for lysis of zona pellucida with chymotrypsin wぉ reduced.

Discussion 

Follicular oocytes can undergo spontaneous meiotic maturation in a chemically 

defined culture medium. However， lower incidence and abnormal male pronuclear 

formation were reported同 Theneed for cytoplasmic and oolemmal maturation for 

sperm penetration and early development was suggested by several investigators3.9). 

Fukui10) indicated that follicle cells might play an important role in cytoplasmic 

maturation and fertilization in cattle oocytes， in view of the results of co -culture. 

Insufficient maturity w出 markedly improved and a high rate of normal male 

pronuclear formation wぉ observedwhen pFFw部 addedto the culture medium2
•
6
). 

The developmental ability of 0∞ytes matured and fertilized in the medium with pFF 
was also increased 1 •目. These results demonstrated that soluble factor(s) secreted from 

follicle somatic cells might regulate not only the oocyte maturation but fertilization. 

Our date shown here suggested that pFF Top fraction contain fertilization-

promoting factor(s). 

The physiological roles of follicular fluid on fertilization have been reported; 

improving the rate of acrosome reaction10
•
ll

) , and preventing zona hardening叫.Nodirect 

evidence of promoting the acrosome reaction was obtained in our experiments， but 

spermatozoa were well capacitated after 2 h preincubation in TYH containing Top 

fraction. Meizel et al12) revealed that progesterone which was synthesized by granulosa 

and cumulus cells triggered the acrosome reaction in human. Margalioth et aP3) also 

indicated that a lower concentration of progesterone may stimulate speロncapacitation. 

Although it was unclear whether the fertilization -promoting factor in pFF was 

progesterone or not， it is conceivable that this factor remained within the cumulus-

oocyte complexes after ovulation. pFF influenced the fertilizing capacity of human 

spermatozoa14) ， and this effect might be associated with stimulation of the acrosome 

reactionll) • 

Inhibition of zona hardening by pFF Top fraction， which was thought to be the 

reason for low penetrability of sperm into the oocytes， was confirmed. Spontaneous 

zona hardening wぉ caused by spontaneous exocytosis of cortical granules which 

contained protease -like materials1S). The inhibitory effect of pFF on zona hardening， 

therefore， might result from the action of protease inhibitor present in pFF. Our 

data suggested that fertilization -promoting factor(s) in pFF was not species -specific， 

but rather ordinarily existing. 
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In conclusion， pFF included fertilization -promoting factor(s)， which was related 

to the enhancement of sperm capacitation and to inhibition of zona hardening， and 

the activities were expressed in a non species -specific manner. 
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卵丘除去マウス卵子の体外受精に対する

ブタ卵胞液の促進効果

高橋祐司・石川和男.Ferdinand P. Daen'神尾佳枝・東貞宏・佐藤英明・豊田裕

東京大学医科学研究所獣医学研究部，東京都港区 108

卵丘除去マウス卵子の受精に対するプタ卵胞液の影響について検討した。ブタ卵胞液を超遠心

(220，∞OXg)により分画し， Top， Second， Third， Bottomの4分画を得た。精子の前培養

培地及び受精培地にTop分画を添加すると，受精率が有意に上昇した。また，受精促進効果は

濃度依存的であった (10%Top: 11%，20% Top:25%， P<O.Ol)。しかし，他の分画を添加した

時には，受精率の上昇は認められなかった。一方， Top分画は受精能獲得精子の数を有意に増

加させるとともに (control:21%，Top:36%， P<0.05)，キモトリプシンによる透明帯の溶解に

必要な時間を大きく減少させた。これらの結果から，プタ卵胞液は精子の受精能力を増加させ

るとともに卵子透明帯の変性を妨げることにより，受精促進効果を示すものと考えられた。
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Abstract: Using Lens culinaris agglutinin(LCA) conjugated with fluorescein 

isothiocyanate， changes' in the distribution and density of cortical granules 

(CGs) in rabbit oocytes were lectin-histochemically examined during meiotic 

maturation in vivo and in vitro. A small num ber of LCA-reactive CGs existed 

throughout the cytoplasm of every oocyte with the germinal vesicle and of all the 

oocytes 6 hrs after copulation. The density of CGs rose slightly in the cytoplasm 

of the oocytes 9 hrs after copulation， though the distri bution did not vary. 1n the 

ovulated oocytes 12 hrs after copulation， CGs further increased and came to be 

localized mainly in the cortex except for the small CG-free domain. In the 

oocytes cultured in vitro， changes in the distribution and density of CGs in the 

course of culturing were similar to those in the oocytes matured in vivo， though 

about half of the oocytes cultured only for 9 hrs showed the same distributional 

pattern of CGs as in vivo oocytes 12 hrs after copulation. Key Words: Rabbit 

oocyte， Cortical granule， Meiotic maturation， LCA， Histochemistry (Received 24 

January 1994， Accepted 8 February 1994) 

Introduction 

It is well known that already in unfertilized mammalian eggs， cortical granules 

(CGs) are membrane-bound secretory granules located immediately beneath the 

plasma membrane， in order to prevent polyspermic fertilization1}. Electron microscopic 

o bservations have clarified， in rats2J and mice3J， that CGs first appear in the 

oocytes in primordial follicles， while in hamsters2
•
4

} and rabbits5}， in those in 

secondary follicles having bilayered granulosa cells， and in monkeys剖andhumansη，

in those having multilayered granulosa cells. Changes in the distribution and 

density of CGs in the oocytes during meiotic maturation have also been electron-

microscopically observed in rats剖， mlce剖，hamsters 2
•
4J , pigs8J and cows9J

• However 

such observations have not been done in rabbit oocytes. Recently， it has 

出come practicable to demonstrate C G s in mammalian oocytes at Iight microscopic 

level， using a lectin， Lens culinaris agglutinin (LCA) ， conjugated either with 
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biotin or fluorescein isothiocyanate (F1TC); using the LCAぉ aCG probe， then， 

the number and distribution of CGs have been observed in hamster and mouse 

oocytes during meiotic maturation昨川. Because the LCA method allows a rapid 

釘ldaccurate visualization of CG distribution in the cytoplasm of oocytes， this 

method is considered to have many advantages over the electron microscopic 

methodll.1叫 . 1n the present investigation， therefore， the authors utilized LCA 

conjugated with F1TC， in order to observe the changes in distributional pattems of 

CGS in rabbit 0∞ytes during meiotic maturation in vivo and in vitro. 

Materials and Methods 

1n this experiment， 39 female rabbits of ]apanese White were used: they were 

kept and fed normally in a room at 24"C， lit 14 hrs a day仕om4 a.m. to 6 p.m. 

To observe the changes of CGS in the oocytes during meiotic maturation in vivo， 

20 females were mated with males， and the oocytes were taken from the antral 

follicles 0， 6 and 9 hrs after mating and from the oviducts 12 hrs after mating. 

Meanwhile， to observe the changes of CGs in the oocytes during meiotic 

maturation in vitro， the oocytes taken from the antral follicles of unmated 19 

females were cultured in BAE and FOOTE medium同 at37'C for 6， 9 and 12 hrs 

in a C02 incubator (C02 5 %， air 95 %). 

CGs in the oocytes from both the groups were stained with LCA conjugated with 

F1TC (E-Y Laboratories， San Mateo， U.S.A.)， according to the method of DUCIBELLA 

et al.日)The oocytes were immersed in a phosphate buffered saline CPBS， pH 7.4) 16) 

containing 0.1 % hyaluronidase in order to disperse the cumulus cells， and then 

were further immersed in a PBS containing 0.2 % pronase to dissolve zonae 

pellucidae. The naked oocytes were washed in a PBS and fixed in a PBS 

containing 3.7 % paraformaldehyde for 30 min at room temperature. They were， 

then， washed 3 times in a blocking solution composed of 3 mg bovine serum 

al bumin (BSA， Sigma Chemical Co.， St. Louis， U. S. A. ) ， 7.51 mg glycine (Wako 

Pure Chemical 1ndustries Ltd. ， Osaka， ]apan) and 1 ml PBS， and were immersed in 

a PBS containing 0.1 % Triton X-100 (Nacalai Tesque， Kyoto， ]apan) for 5 min at 

20'C and were replaced in the blocking solution. The oocytes were finally 

immersed in a staining solution composed of 10μg LCA， 0.1μ1 Triton X-100， 3 

mg BSA and 1 ml PBS， for 30 min at 20"C. As for the controls， some oocytes 

were pretreated in a PBS containing 1∞mMα-methylmannosideCFluka Biochemika， 
Buchs， Switzerland) for 10 min at 20'C， and were immersed in a staining solution 

containing 100 mMα-methylmannoside for 30 min at 20'C. The oocytes thus 
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treated were thoroughly washed in a PBS containing 0.01覧TritonX-100 and 0.3 % 

BSA. and were placed on glass slides to be photographed under a reflected-light 

fluorescing microscope (Nikon Corporation. Tokyo. Japan). Atretic oocytes were 

eliminated from observation. 

To observe the state of nuclei， some oocytes matured in vivo and in vitro were 

taken to be immersed in a 0.1 M phosphate buffer solution (pH 7.4) containing 2.5 

覧glutaraldehyde.and were fixed in ethanol: acetic acid (3: 1) for 48 hrs at 4'C. 

The oocytes thus prepared were immersed in ethanol， and stained with 1.0 % 

aceto-orcein. They were washed in 20 % acetic acid solution， and were placed on 

glass slides to be photographed under a phase-con trast microscope. 

Results 

Nuclear status The germinal. vesicle was present in every oocyte from unmated 

rabbits and females immediately after copulation. The oocytes from mated animals 

were at the diakinesis stage of Prophase 1 6 hrs after copulation， at the Telophase 1 

9 hrs and at the Metaphase 11 12 hrs. In the oocytes cultured in vitro， also， the 

nuclear division progressed in the similar course of time as observed in the oocytes 

from mated animals， although some cultured oocytes reached the Metaphase 11 as 

earlyぉ 9hrs of culturing. 

Distributional pattems of CGs : When the oocytes were treated with LCA ∞njugated 

with FITC， granular fluorescence was observed in the cytoplasm (Figs.1 ，2). The 

fluorescent granules were regarded as showing the presence of CGs， because such 

granules did not appear in the control oocytes treated with α-methylmannoside 

(Fig.3) . 

Fig .1. An  oocyte with genninal vesicle coUected from an antral follicle. showing a 

small number of fluo四 scentCGS spread in the cytoplasm. 

Fig. 2. An  OQcyte coUected from the oviduct 12 hrs after copulation. showing a 

large number of fluorescent CGs in the cortex of cytopl回 m.but not in the 

仁Xト"Ireedomain (arrowed) 

Fig.3. A control oocyte collected from the oviduct 12 h四 aftercopulation. showing 

00  fluorescent granul田 inthe cytoplasm. 

Whole mount preparations of rabbit oocyt.es. taken at a magnification of x 250 by 

epifluorescence microscopy. The aQcytes in Figs.1 and 2 were treated with 

FTrCーconjugatedLCA. and the oocyte in Fig.3 was treated with a-methylmanno副 de

and then w日hF1TてrconjugatedLCA and o:-methylmannoside. 
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Given in Fig. 4 are the illustrations of changes in the distribution and density of 

CGs in rabbit oocytes during meiotic maturation in vivo and in vitro. An oocyte 

having the germinal vesicle always exhibited a small number of LCA-reactive CGs as 

single particles scattered throughout the cytoplasm (Fig .1) . Such a distri butional 

pattern was observed in the oocytes 6 and 9 hrs after copulation， but the density of 

the CG rose slightly at 9 hrs. In the oocytes 12 hrs after copulation (Fig. 2)， the 

CGs further increased and came to exist mainly in their cortexes， though not at the 

small CG-free domain (CGFD). 

In vivo 

。 6 9 12 * 

In vitro 

Fig.4. Diagram of the distribution釦 ddensity of CGs in rabbit oocytes 
during meiotic ma札Ifation.
合 Hoursafter copulation or円laturationculture. 
GV: germinal vesicle， CGD: CG domain， CGFD: CG-free domain 

1n the oocytes cultured in vitro， meantime， changes in the distribution and 

density of CGs in the course of time were similar to those in the oocytes matured 

in vivo， although at 9 hrs of culturing， about half of cultured oocytes showed the 

same distributional pattern of CGsぉ invivo oocytes 12 hrs after copulation did. 

Discussion 

In the rabbit， it has been reported that CGs first appear in the oocytes in 

secondary follicles5}， and that a large num ber of CGs exist mainly in the cortical 

cytoplasm of oocytes just before17) and after18} ovulation， and there appears the 

CGFD in the cortex of each oocyte immediately after ovulation18}. Changes in the 

distri bution and density of CGs in rabbit oocytes during meiotic maturation， 

however， have not been examined. The present experiments conceming this period 

proved that LCA-reactive CGs existed in a low density throughout the cytoplasm of 

rabbit oocytes at the germinal vesicle stage， which with the elapse of time after 
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copulation， increased and came to be localized mainly in the cortex of oocytes， and 

that the density of CGs reached its maximum in ovulated oocytes 12 hrs after 

copulation CMetaphase II). 

With the LCA method emp]oyed， it has been observed that in the hamsterl則，the 

density of CGs reaches its maximum in the oocytes in antral follicles 87 hrs before 

ovulation， and in the mouse'l-l叫，in the oocytes in antral follicles just before 

ovulation. Our present experiments showed that in rabbit oocytes， the density of 

CGs reached its highest 12 hrs after copulation Cimmediately after ovulation). Such 

periodic differences among animals at which the density of CGs reaches the 

maximum， seem to depend on mechanical differences among them to prevent 

polyspermic fertilization. 1n rabbits， as the vitelline block to prevent polyspermy is 

more functional than the zona reaction as compared with that in hamsters and 

mice剖， it seems that in rabbit oocytes， a larger number of CGs are necessary even 

after ovulation. 

FLECHON et a1. 21) have reported that there was no CGFD observed in rabbit 

oocytes Cimmediately after ovulation). 1n the present experiments， however， the 

authors confirmed the presence of CGFDs in the cortical cytoplasm of rabbit 

oocytes immediately after ovulation. Since the CGFD in rabbit oocytes is very 

small， it is suspected that FLECHON et a1. 21) were not able to recognize CGFDs 

electron-microscopically. 

1n mice oocytes'3) ， it has been reported that changes in the distribution and 

density of CGs during meiotic maturation in vitro are similar to those in the 

oocytes matured in vivo. 1n the present experiments， also， such changes of CGs 

after resumption of meiotic division were almost the same in rabbit oocytes either 

matured in vivo or in vitro， except for the formation of CGFD and for the movement 

of CGs to the peripheral cytoplasm in some of the oocytes cultured for 9 hrs. Since 

earlier changes in the distribution of CGs were observed in the cultured oocytes in 

which there was earlier progression of nuclear division occurred， it can be said that 

the phenomenon was not abnormal developmentally. 
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ウサギ卵母細胞における表層粒の成熟分裂に伴う変化

新村末雄・組江実佐

新潟大学農学部家畜生産学教室，新潟市 950-21

卵核胞期の卵母細胞と交配後6，9および12時間のウサギ卵母細胞について，表層粒の分布

と密度が成熟分裂の再開に伴ってどのように変化するかを， LCAを用いてレクチン組織化学

的に観察した。併せて，卵核胞期の卵母細胞を培養し，体外で成熟過程にある卵母細胞につい

ても表層粒の変化を観察した。 LCAに陽性の表層粒は，卵核胞期と交配後6時間の卵母細胞

では少なく，細胞質全域に分布していた。交配後9時間の卵母細胞では表層粒は増加したが，

分布状態は変化しなかった。交配後12時間の排卵直後の卵母細胞では表層粒はさらに増加し，

主として細胞質表層に分布していたが，細胞質表層には小型の表層粒を欠く領域(cortical

granule-free domain: CGFD)がみられた。一方，成熟培養した卵母細胞において，表層粒

の分布と密度の状態は体内で成熟過程にあるものとほぼ同様であったが，培養後9時間の卵母

細胞の約半数で比表層粒は主として細胞質表層に分布しており，細胞質表層に∞mを有していた。
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Effects of Calf Serurn and Bovine Serurn Alburnin 

on the Cornpaction of ，the Early Rat Ernbryos 

Reiko NAKAMIC四， Shigeki OHBOS日 andNoboru FUJll王ARA

Laboratory of Animal Reproduction， Department of Animal Sc:ienα:S， 

College of .Agriculture， Kyushu University 

46ー06，日gashi-ku，Hakozaki， Fukuoka 812 

Abstract: Effects of calf serum (CS) and bovine serum albumin (BSA) on the 

compaction of 8-cell rat embryos were investigated. Brief culture of pre-compacted 

8-cell rat embryos with a medium containing CS led to 100% compaction of the 

embrγos. In contrast， BSA-treated and untreated (control) embryos showed no 

signs of cell flattening (compaction) even after 12 h of culture. Approximately 30% 

of the CS-treated em bryos developed into the blastocysts following 18 h of 

incubation， and around 80% resulted in blastocyst stage after 24 h of culture. These 

results suggest that the development of rat 8-cell embryos is probably influenced 

by CS which may have some factor(s) responsible for the stimulation of 

compaction. Key Words: rat， 8-cell em bryos， blastocysts， calf serum， compaction 

(Received 7 Januarγ1994， Accepted 17 February 1994) 

Introduction 

At the 8-cell stage， the blastomeres of the preimplantation mouse embryo 

undergo a dramatic shape change， i. e. compaction. It is believed that the events of 

compaction have an important influence on the process involved in blastocyst 

formation'l. During compaction， the cells flatten against one another， thus maximizing 

intercellular contact and obscuring intercellular boundaries2l. This process involves 

major changes in the physical relationships between the constituent cells of the 

embryos with establishment of gap junctional communicationI.3，4，5l. A number of 

substances have been indentified which affect the formation and permeability of gap 

junctions. Some of these reduce the rate of junction formation (e. g. removal of 

serum from medium)， while others increase the rate (e.g. addition of retinole acid)6l. 

In this paper， we describe the effects of calf serum (CS) and bovine serum 

al bumin (BSA) on the compaction and em bryonic development of rat 8-cell 

embryos. 
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Materials and Methods 

Medium for cultur'e: The 凶sicmedium used for embryo culture was a modified 

HECM (hamster em bryo culture medium)-27). The difference in the chemical 

composition of this medium is shown in Table 1. For the experiment，国 (v/v)cs 

and 1 mg/ml BSA was supplemented with the basic medium. 

Collection of embryos : Female SD rats (9-11 weeks of age) kept under controlled 

light (12 h light and 12 h dark) and temperature (20-22"(:) were used. The females 

having regular estrous cycles were mated with the same strain males. Day 1 of 

pregnancy was designated by the presence of sperm in vaginal smear. Around 

0400-0500 on Day 4， 8-cell embryos were flushed from the oviducts with the basic 

medium. 

In vitro culture : Only well developed 8-cell em bryos (pre-compaction) were 

collected. Each embryo was transferred to a 100μ1 drop of the desired culture 

media covered with white mineral oil (Katayama Chemical， Japan) using plastic 12 

well plates (Corning 2588-12). The plates were equilibrated for at least 10 h in a 

humidified gas phase of 5% COz in air at 37"(: before the culture of the embryos. 

The em bryos we陀 culturedfor 30 h， observing their development every 6 h. 

Statistical analysis : All the data were su bjected to statistical analysis using 

chi-square test8). 

Results and Discussion 

Rat 8-cell embryos cultured for 6 h in the medium containing CS were fully 

(100%) compacted， whereas few embryos from BSA一treated(5.6%) and control (0.0覧)

groups showed signs of cell flattening after 6 h of culture. Only a few compactioning 

embryos were observed in the BSA-treated (16.7%) and control (18.7%) embryos 

following 12 h of culture， but even in these groups， most of the em bryos were 

compacted after 18 h of incubation (94.4% and 93.8%， respectively). After 18 h of 

culture， some (31.6%) of the CS-added em bryos developed into blastocysts， while 

none of the BSA-treated and control embryos did so. At this time of incubation， 

most of the BSA-treated (94.4%) and control (93.8%) groups were still flattened. In 

the BSA-treated and control embryos， blastocysts were first observed after 24 h of 

incubation (55.6% and 43.8%， respectively). On the other hand， few embryos ofthe 

CS-supplemented group developed to the stage of expanded or hatched blastocysts 

and most of these were degenerated. From the present results， it is Iikely that i n 

the presence of CS， blastomeres of the 8-cell stage rat em bryos were able to 

compact. Tn contrast， in the BSA-added and control groups， the blastocyst formation 
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Figure 1. Photographs of 8-cell and compacted embryos in rats. These 

photographs show that em bryos cultured with wel1 plate were 

coJlected in culture dish for taking picture: A) Freshly col1ected 

8-cel1 embryos. B) Flattened 8-cel1 emb町田 cultu四 dfor6h inCSー

supplemented medium. C) Note flattened 8-cell embryos cultured for 

6 h in BSA-treated medium. D) BSA-treated embryos cultured for 

18 h. Note that blastomeres are flattened. E) CS-added embryos 

cultured for 18 h. The arrowhead points to the early blasl民同t.ZP: 

国間開llucida.BC: BI国t民間le

AlI the pictures were taken by the same magnification and 

then scale bar indicates 5.0μm. 

was not found until 24 h of culture， suggesting that BSA may have no positive 

effect on the development of the rat 8-cell embryos. 

Compaction is considered to be a fundamental event in mammalian development 

and leads to the formation of blastocyst. In the early mouse embryos， compaction 

involves major change in the physical relationships between the constituent cells of 

embrys such as Ca-dependent cell-cell adhesion system 1.'.10) In the course of 

compaction， cells have 民enshown to possess gap junctions and zonular apical tight 
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junctions. Following fertilization， gap junction structures are first detected in 8-cell 

stage mou田 eIl1bryosI.S). This phenomenon is in agreement with the electrophyiological 

detection of gap junctional communication amongst most of the blastomeres of the 

early 8-cell embryo just prior to compaction3
•
4
). Furthermore， Leell) described that 

cmmunication through gap junctions may be involved in the maintenance of 

compaction. Our present results suggest that CS probably increase the formation of 

junction and communication through gap junctions， resulting in the stimulation of 

development of the rat 8-cell embryos. This also indicates that CS may have some 

factor (s) responsible for inducing the compaction of the early rat embryos. 

Tabl e 1. comp伺 itionof間 difiedhamster酬也ryocul ture鵬 di四.

C剖申。nent 酬 C個別P町，ent rnc/L 

Basic鵬dIlIII: Amino acids: 
NaCI B83 .0 l-arginine'HCI 63.20 
KCI .2 l-cysteine 12.∞ 
陶HeaacCHCh1O2 ・剖，0

2.0 l-histidine HCI'H，O 21.∞ 
-側，0 0.5 l-isoleucine 26.25 
s 25.0 L-Ieucine 26.20 

LL-『l帽ysine'HCI 36.25 
Na lact・te 10.0 thionine 7.55 
Na pyruvate 0.2 l-phenylalani冊 16.50 
glucose 5.0 l-thr・on，ne 23.80 

l-tryptophan 5.10 
l-tyros i隅 18.∞ 
l-val ine 23.40 

l-，Iutamine 146.15 

pH=7.2 

Table 2. Effects 01回 Ifser四 (CS)and bovine s町田 albumin(8SA) on the c醐申acti on and subs問 uent
devel叫糊nt01 rat 8-c・11・mbryosin vitro. 

N0.(1) 01割IIbryosdeve川崎dto 

lncubat ion t i隅 (h)

6II  re 24 30 

No. 01 8-cell C個別cted8-ce 11 Can同cted C明~acted Blasto-C四即actedB 1 asto-~B 1 asto-
Treat閥川町nbryoser崎町田岡山la eonbry問問rula 岡山la Cyst morula Cyst Cyst 
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• BSA: 1rnc/ml， CS : U (v/v). 
•• Values within a colunn with different剖陣rscriptsare signi1icantly different (1'， P<0.05). 
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ラット初期圧のコンパクションに及ぼすウシ血清

及びウシ血清アノレブミンの影響

仲道麗子・大星茂樹・藤原昇

九州大学農学部畜産学科家畜繁殖生理学研究室，福岡市 812

SD系雌ラットの妊娠 4日目に卵管から採取したか細胞期匪を， ウシ血清 (CS)及び血清ア

ルブミン (BSA)を添加した HECM-2培養液で培養し， 匪のコンパクションとその後の発

育について検討した。 csを添加することによって，匪の発育は著しく促進され，培養開始後
6時間ですべての匹にコンパクションがみられた。これに対 L，BSA区および対照区の匪の

発育は僅かに遅れたが，培養時間が進むにつれて徐々に回復し. 18時間培養後には両区とも

90%以上の匪がコンパクションを起こした。次に， 80%以上の匹が匪盤胞にまで発育する時聞

を比較すると， CS区では 24時間， BSA区並びに対照区では 30時間であった。しかし

cs区の場合，さらに継続培養を行っても拡張匹盤胞あるいは鮮化匹盤胞に到達する匪は少な
く，多くの匹は退行変性した。これらの結果から， CSはラ ット初期匹 (8一細胞期匪)

のコンパクションを促進するものと考えられた。

「
h
dzJV 



J.Mamm.Ova Res. 
Vol.ll NO.l 
PP.36-42 
1 994 

Hexokinase Activity of Bovine Embryos Produced from 

IVM・IVFSystem and Their Subsequent Development 

Z. Y. RYCXコandS. SUGAWARA 

Laboratory of Animal Reprodution， Faculty of Agriculture， 

Tohoku University， Sendai 981 

Abstract: To investigate the Embden -Meyarhof pathway (EMP) in bovine 

em bryos， individual 1-cell to. blastocyst stage em byos produced from in vitro 

maturation (IVM) and in vitro fertilization (口市)systems were subjected to measure 

hexokinase activity using a cyclinf enzyme method. In the present study， we 

founded that Ca++， Mg++-free phosphate buffered saline， PBS(一)-， coild be used as a 

reaction solution instead of Tris -HCI buffer and that after measurement the 

viability of the embryo could be maintained follwed by subseQuent development. 

When measured by adding glucose as a substrate， hexokinase activity was 227. 

9::!:18.6， 261.9::!:19.0， 337.8士29.8，241.8::!:37. 7 and 252.2::!:17. 7x10-9 mol/embryo/hr 

in the 2-cell， 4-cell， 8-cell， morula and blastocyst stage embryos， raspectively， 

indicating a significant difference between embryos at the 2-cell stage and those at 

more abvanced stages (P < 0.05). In em bryos at all stages examined， the level of 

hexokinase activity was increased by adding the substrate. When subseQuent 

development after measurement was examined using the 4-cell stage embryos， the 

development rate to the blastocyst stage was not significantly correlated to the 

hexokinase activity. The results suggest that the onset of glucose metabolism in the 

early embryos may be directly related to the synthesis of one or more key glycolytic 

enzyme， Key Words: Embden-Meyarhof pathway， enzyme cycling method， hexokinase， 

bovine embryo (Receive 10 Octo民r1993， Accepted 8 February 1994) 

Introduction 

Glucose is a 6-carbon molecule that occupies a central position as a substrate for 

both energy production and sythesis of complex molecules. 

After entry into the cell and phosphorylation to glucose--6-phosphate (G6P) ， glucose 

enters several major pathways. The Em bden-Meyerhof pathway (EMP) comprises 

the initial steps for glucose catabolism and the generation of ATP. Several studies 
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have qualitatively estimated the EMP and pentose phosphate pathway (PPP) activity 

of embryos in rabbits1.'l， mice2
•
S1 and rats'l using glucose radiolabeled at the first and 

sixth positions of its carbons; the ratio of C-1 and G-ti was determined. Javed and 

Wright6) determined the quantitation of the EMP and PPP activity in bovine 

em bryos by measuring 14C02恒ρ andtotal glucose metabolism through mathematical 

calculations. 1n pigS7，8)， using the same procedure， glucose metabolism of in vivo 

deried preimplantation embryos via bo出 glycolysis(Embden-Meyerhof pathway;EMP) 

and PPP was measared. Neither study however， followed subsequent development of 

the em bryos after measurement of the EMP and PPP activity. On the other hand， 

recently， an enzymatic cycling method of the pyridine nucleotide9)， in which an 

oxidized or reduced from of the nucleotide produced by the enzyme reaction 

amplificated by a cyclic process，has been applied in order to assay enzyme activity 

in a fresh single embryolO，ω. 

The objective of the present study was to investigate the glycolytic activity of 

bovine embryos produced from the IVM-1VF system by measuring the activity of 

hexokinase， which catalyzes glucose as the first step of glycolysis， and its involvement 

in the develpmental capacity of the embryo. 

Materials and Methods 

prep也rationof embryos : Thβovaries were collected from cows at a local slaugherhouse 

and under warm conditions (about 33'C) transported to the laboratory within 1 

hour. The oocytes were aspirated from small follicles (2 to 5 mm in diameter) with 

an 18 gauge needle attached to a 10 ml syringe. Morphologically normal oocytes 

with dense layers of cumulus cells were used in the experiment. Twenty-five to 30 

oocytes were cultured for 22 hours in 350μ1 droplets of TCM-199 (Nissui Co.， 

]apan) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS:Gibco Lab.， USA) covered by 

paraffin oil (Nacalai Chemicals Co.， ]apan) in a dish (60 x 15mm， Nunc Co.， 

Denmark) under a highly humidified condition (5覧CO2，95% air， 38.5'C). After in 

vitro maturation， the oocytes were inseminated with sperm suspension (5 x 106 

cells/ml) in BO mediuml2) containing 10 mM  caffeine plus 1% BSA. The sperm 

suspension was prepared by the following procedure ; after thawing at 33'C， 1.5ml 

of commercially purchased frozen semen was suspended in 5ml of BO medium 

containg 10 mM  caffeine plus heparin (10μg/ml) and then washed three times by 

centrifugation for 8 min at 450xg under room temperature. Six houres after 

insemination， all ova were washed with TCM 199 and co-cultu陀 dwith a monolayer 

of cumulus cells in droplets of TCM 199 containing 5% I'CS for 1 to 7 days under 
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the above condition. 

Measurement of hexokinase activity in the embry()s AII assays for hexokinase were 

carried out on individual em bryos at different cell stages by an enzyme cycling 

methodl3). In brief， a reaction mixture for hexokinase contained 5 mM  glucose， 0.6 

mM  NADP'， 6 mM  ATP， 5 mM  MgCI2， 1 mM  EDTA， 0.05% (w/v) BSA and 6 

μl/ml G6PDH in Ca++， Mg++-free phosphate buffed saline [PBS (一)，pH7.3J or 100 

mM  Tris -HCl buffer (pH 8.0). Individual embryos were transferred into a 1μl 

drop of the reaction mixture under paraffin oil and incu bated at 37"C for 20 min. 

The 4-cell stage embryos were then co-cultured under the above conditions and 

their su bsequent development was exmined. lmmediately after removal of the 

embryos， 1μ1 of 0.2 M N aOH was added to the reaction mixtu児 tostop the 

reaction and destroy unreacted NADP十. Two μ1 of this reaction mixture were 

placed in 1μ1 of a cycling reaction mixture and incu bated at 37"C for 1 hour. The 

cycling reaction mixture consisted of 5 mMα-ketoglutarete， 1 mM  G6P， 25 mM  

ammonium acetate， 0.1 mM  ADP， 0.02% BSA， 7.88μg/ml G6PDH and 103μg/ml 

glutamate dehydrogenase (GLDH EC 1.4.13) in 100 mM  Tris-HCl bu丘er，pH 8.0. 
After adding an indicative reaction mixture to oxidize 6-phosphogluconate produced， 

the fluorecence of each sample was measured with a CAM-220 (Fluorometer， Nikon， 

UV Fluor x20).日exokinaseactivity was indicated as a producttion of NADPH in 

mol/embryo/hour. 

Statistical analysis : The significanse of data between cell stages was analyzed by 

Student' s t-test by means of G6PDH activity or chi-square analysis for development 

rate in relation to the activity. 

Results 

In the preliminary examination， hexokinase activity of 2 to 4-ceU stage 

embryos was generated at about the same level in PBS(一)or Tris-HCl buffer回 an

enzymatic reacion mixture， but the embryos in Tris-HCl buffer (pH 8.0)did not 

develop after measuring of enzyme activity (Table 1). Table 2 shows hexokinase 

activity of bovine em bryos from the 2-cell to the blastocyst stage. When measured 

by adding glucose as a substrate， hexokinase activity was 227.9:t18.6， 261.9土19.0，

337. 8:t28. 9， 241. 8:t37. 7 and 252.2土17.7x 10"'mol/ em bryo/hr in the 2--cell， 4-cell， 

8-cell， morula and blastocyst stage em bryos， respectively. Among these， there: was 

significan t di任erencebetween em bryos at 2-cell stage and those at more abvanced 

stages (P<0.05). At any cell stage， NADPH was generated at a high level in the 

reaction when glucose was added as a substrate. Hexokinase activity of bovine 
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Table 1. Hexokinase activity of bovine 2-to 4-cell stage 

e・bryosusing either Tris-HCI buffer or PBS(ー}

Hexokinase activity* 
(xl0-.・ol/e.bryo/hr)

No. of e.bryos 

・easured
Cell 
stege 

Enzy・e
reaction 

・ediu・
177.9::t23.1 
233.3土21.7

8 

10 

2-cell 

4-ce I1 

Tris-HCl 

233.1::t22.0 
292. 1::t 44. 1 

8 

10 

2-cell 
4-ce II 

PBS (ー)

本l4ean::tSE 

Table 2. Hexokinase activity of bovine e・bryoswith or without 
the substrate(Glucose) 

Hexokinase activity* 
(x 10-・周oI/e.br yo/hr) 

No. of e.bryos 
.easured 

Glucose 
conc. (・14)

Ce 11 
stage 

152.8::t17.5・
227.9土 18.6・
227.6土 30.2・
261. 9土 19.0' 
283.。土27.4'
337.8::t28.ge 

176. 3士21.6'. 

241. 8::t 37. 7'. 
225.0土 31.2'. 
252. 2土 17.7' 
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0
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8-ce 11 

140rula 

4-ce II 

2-cell 

Blastocyst 

'b04Different superscripts within a colu・ndiffer 
significantly(P<0.05). 

*14ean土SE

morula and blastpcyst stages ranged from 234.7:t18.9 to 

360.0:t35.7 (xlO-9mol/embyo/hr). The hexokinase activity increased with develoment， 

peaked at the 8-cell stage and then became stable (Table 3). 

embryos at 1，2，4，8-cell， 

In the experiment， in which subsequent measurement for enzyme activity was 

examined using the 4-cell stage embyos， the range of the hexokinase activity釘nong

4-cell stage embryos examined was from 80.0 to 370.0 x 10-<>mol/embryo/hr. When 

the embryos were clessified into five categories on the basis of their hexokinase 

acteivity， there was no significant relationship between the activity and developmental 

ability to the blastocyst stage (Table 4). 
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Table 3. Hexokinase activity at different cell stages and 

subsequent development of bovine e阻bryos in presencene 

of subst rate 

Ce 11 No. of e・bryos Hexokinase activity本 NO.of 

stage 皿easuredand (xl 0-.圃ol/embryo/hr) blastocyst 

then cultured (~ ) 

1-cell*本 16 234.7土 18.9・
2-ce 11 14 241. 3士 10.9・ 4 (28.6) 

4-ce 11 13 279.9土 16.6・ 5 (38.4) 

8-cell 10 360. O:t: 35.7・ 5 (50.0) 

Morula 291. 5:t: 19. 7・b 6 (85.7) 

Blastocyst 8 277. 9:t: 13.2・

.bDifferent superscripts within a column differ 

significantly(P<0.05). 

*Mean:t: SE 

事専These e・bryos were not culture after measureaent 

Table 4. Relationship between hexokiriase activity and subsequent 

develop・ental abil ity of bovine 4-cell ellbryos to blastocyst 

Range of No. of elllbryos No. of developed to 

hexokinase activity・回easure d and 
(xl0-..01/e・bryos/hr) then cultured 8-cell Morula Blastocyst{x) 
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Discussion 

1n the prasent study， using the enzyme cycling method， we measured hexokinase 

activity in the bovine embryos produced from an 1VM-1VF system to evaluate the 

involvement of EMP during early development. We found that Ca++， Mg++-free 

phosphate buffered saline， PBS (一)， could 加 usedas a reaction solution instead of 

Tris-HCl buffer and that after measurement， the viability of the embryo could be 

maintained， followed by subsequent development.Hexokinase activity increased with 

develoment， peaked at the 8-cell stage and then 民camestable. 

Javed and Wright同 reportedthat in good quality bovine embryos much of the 

glucose metabolism before 16-cell stage occured via the PPP and that total glucose 

utilization increased drastically at the morula stage with a predominance of the 

glycolytic pathway， e. g. EMP. Our results are substantially consistent with their 

-40-



J. Mamm. Ova Res. Vol. 11， No. 1， April 1994 

results. Rieger & Guay14) concluded that in bovine blastocysts， glucose is metabolized 

by the pentose shunt and the Embden-Meyerhof pathway， although glycolysis is 

blocked due to an inhibition of pyruvate kinase. These studies and the present 

study suggest that the pattem of glucose utilization during the preimplantation stage 

in bovine embryos is similar to those in porcineηand ovine 15) em bryos . 

The level of hexokinase activity was increased by adding glucose as a substrate， 

in any cell stage embryo. These results indicate that a facilitated glucose entry 

mechanism of bovine embryos is present from the first cleavage division onwards 

and glucose is effectiveぉ anenergy sourge for the bovine em bryo. 

In the present study， we did not 0 bserve a correlation between hexokinase 

activity and development rate from the 4-cell to the clastocyst stage， and we did not 

examine the pregnancy rate after transfer. 

A part of this study was supported by the scientific grants (Nn02404018) from 

]apanese Ministry of Education， Science and Culture (Japan). 
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体外成熟・受精系由来ウシ腔のヘキソキナーゼ活性と

発生能との関係

柳在雄・菅原七郎

東北大学農学部動物生殖科学講座，仙台市 981

ウシ初期匪の解糖系 (EMP)を解析するために体外成熟・受精系で生産された 1細胞期から

匪盤胞期の匹を用い酵素周期法によりへキソキナーゼ活性を測定した。本研究ではトリス媛衝

液の代わりにCa ++・ Mg朴イオンを除いた燐酸媛衝液 (PB S一)を反応液として匪lコ当

たりの酵素活性を測定した後，匹は培養を継続し，その発生能を調べた。グルコース添加時の

2， 4， 8，桑実期，駐車産胞期のへキソキナーゼ活性はそれぞれ 227.9:t18.6，261. 9:t19.0， 

337.8:t28.9， 241.8:t37.7， 252.2:t17.7x 10-9mol/embryo/hrで，基質無添加時と比べ活

性が高くなったが， 8細胞期意外では有意差は認められなかった。 4細胞期についてへキソキ

ナーゼ活性と発生能との件では酵素活性の度合と直接的な関係は認められず，活性の低いもの

でもほぼ同率に発生した。
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In Vitro Culture of Bovine Nuclear Transplant Embryos in Modified 
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Abstract: Bovine nuclear transplant embrγos were cultured in modified synthetic 

oviduct fluid medium (mSOF) in an atmosphere of 5% COz一日O2-90%N2 at 39'C. The 

developmental rate of the reconstituted embryos was compared with that of embryos 

co-cultured with bovine oviduct epithelial cells (BOEC) under 5% CO2 in air at 

39'C. No significant difference was observed in the developmental rates to morula 

and blastocyst stages between the embryos cultured in mSOF under low concentrations 

of oxygen (16.0 and 9.0%， respectively) and those co-cultured with BOEC (12.0 and 

5.0%， respectively). Key Words: bovine， nuclear transplant embryos， synthetic 

oviduct fluid， oxygen， oviduct epithelial cell CReceive 31 January 1994， Accepted 18 

February 1994) 

Introduction 

The ability to produce large numbers of identical bovine offspring is of great 

importance for evaluation， selection and multiplication of genotypes with superior 

economic value. Since the first calf derived from nuclear transfer was reported")， a 

number of studies on nuclear transplantation of cattle embryos conducted to develop 

efficient and reliable methods have been reported2.12.19). Recently， the recipient 

cytoplasm and donor nuclei derived from in vitro maturation， fertilization and 

culture (IVM， IVF， IVC) have been used to produce reconstituted em bryos札止20)

Nuclear transplant embryos were cultured in CR-1aa13人 Thedevelopmental rate of 

em bryos cultured in CR-laa was compared with those co-cultured with bovine 

oviduct epithelial cells (BOEC) in TCM-199 and those cultured in ligated sheep 

oviducts川. The method of co-culture with BOEC is generally used for in vitro 

culture but the procedure for co-culture of embryos with BOEC is complicated. The 

method of culture in synthetic oviduct fluid medium (SOF) is simple. McLaughlin 

et al.9) cultured nuclear transplant embryos in SOF in a gas atmosphere of 5% CO2 

-5覧O2-90%N2・However，the developmental rate of embryos cultured in SOF under 
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low concentrations of oxygen has not been compared with those co-cultured with 

BOEC. 1n the present study， in vitro culture of bovine nuclear transplant embryos 

in modified SOF (mSOF) under low concentrations of oxygen was attempted to 

examine the utility of the method， and the developmental rates to morula and 

blastocyst stages were compared with those of embryos co-cultured with BOEC. 

Moreover， the present study was undertaken to examine the influence on the cell 

number of embryos cultured in mSOF under low concentrations of oxygen. 

Materials and Methods 

Nuclear Donor Embryos : Ovaries were collected from a slaughterhouse and brought 

to the laboratory within 4 hr after slaughter. Oocytes were collected by aspiration 

of antral follicles (2-7mm in diameter) with an 18-gauge needle and a sterile 

syringe. Cumulus-oocyte complexes (COC) were washed twice with modified 

Tyrode' s solution (TALP) 1) . The oocytes were then matured in TCM-l99 supplemented 

with Earle's salts， 25mM HEPES (Gibco， Grand1sland， NY， USA) ， 10覧fetalcalf 

serum (FCS， Gibco)， 0.02μg ml-1 FSH， 1μg ml-1 estradiol， 50μg ml-1 gentamycin 

(Sigma， St Louis， MO， USA) and 21.8μg ml-1 pyruvate for 22 hr in an atmosphere 

of 5% CO2 in humidified air at 39'C. 

Frozen-thawed semen from one Holstein bull was used for in vitro fertilization. 

Frozen semen was thawed in a water bath at 35"C for 1 min. The motile sperm 

were separated using 45 and 90% Percoll (Gibco) diluted with an isotonic defined 

medium (BO)3) supplemented with 13. 9mM glucose and 1.25mM pyruvate by 

centrifugation at 700g for 20 min and subsequently washed using BO medium 

without bovine serum albumin (BSA， Sigma) by centrifugation at 500g for 5 min. 

The sperm were co-incubated with about 15 COC at the concentration of 5 x 106 

cells ml-1 in a 100μ1 microdrop of BO medium containing 3mg ml-1 BSA and 

2.5mM theophylline and covered with paraffin oil for 18 hr under 5% CO2 in air at 

39"C. After removing cumulus cells by vortexing for 5 min， one-cell embryos were 

cultured in 50μ1 microdrops of mSOF14) supplemented with 3mg ml-1 BSA and 10μg 

ml-1 insulin (Sigma) for 116 hr under 5% CO.-5% 02-90% N2 at 39"C. The embryos 

were then selected as donors for nuclear transfer. The average cell number of these 

embryo唱 was23.1::1::3.0 (mean ::1:: SEM). 

Recipient Cytoplasm The COC collected from ovaries were matured in vitro for 

20-22hr. After the cumulus cells were removed， the oocytes with a first polar body 

were selected as recipients. The oocytes were placed in micromanipulation drops of 

Dul becco' s phosphate-buffered saline (DPBS)川 containing20% FCS， 5μg ml-1 
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cytochalasin B (CB， Sigma) and 0.3μg ml-1 nocodazole (Aldrich Chem.， Milw， 

USA) ， and enucleated by removing the first polar body and the adjacent cytoplasm 

presumably containing the nuclear material"). Enucleation was confirτned by staining 

the oocytes with 5μg ml-1 Hoechst 33342 (Sigma)日) The enucleated oocytes were 

further cultured for a total of 42 hr from the beginning of maturation同.

Nuclear Transfer and Membrane Fusion : The zona pellucidae of donor embryos 

were removed with 0.5% pronase (Actinase， Kaken Co.， Tokyo， ]apan) in DPBS. 

Blastomeres of donor embryos were isolated by pipetting the embryos in Ca2+一M!f+
-free DPBS. Nuclear transplantation was carried out as described by McGrath and 

Solter7，8). A blastomere of the donor embryo was introduced into the perivitelline 

space of the enucleated oocyte by an injection pipette (35-40μm in diameter) 

through a slit in the zona. The blastomere-oocyte complexes (BOC) were placed in 

an electrode cham ber (BTX， San Diego， CA， USA) filled with 0.3 M mannitol 

con taining 0.1 mM  MgSO.， 0.05 mM  CaC12 and 0.05 mg ml-1 of BSA. The BOC 

were aligned by exposure to alternating current (A.C.) pulses of 0.6 MHZ， 10 V 

for 6 sec. Thereafter， two direct current (D. C.) pulses of 1. 0 KV cm -1 for 70 

μsec (each pulse 1 sec apart) were applied for membrane fusion of the blastomere 

and enucleated oocytes叫 viaan Electro Cell Fusion instrument (LF 100， Life Tec. ， 

Tokyo， ]apan). About 15 BOC were cultured in a 50μ1 drop of mSOF under 5% CO2 

-5% Oc90% N2 at 39"(; or co-cultured with BOEC in drops of TCM-199 supplemented 

with 10% FCS under 5% CO2 in air at 39"(;. The procedure for co-culture of embryos 

with BOEC was previously described by Eyestone and First5). The fusion rate of 

BOC was examined after 1 hr and the cleavage rate of em bryos w出 investigated

after 24 hr of culture. The nuclear transplant embryos were cultured for 6 days 

(147 hr) and examined for development to the morula and blastocyst stages. All of 

the mSOF was replaced with fresh medium at 96 hr after fusion and half of the 

TCM-199 was replaced with fresh medium every 48 hr. 

Cell Counting : The embryos that developed to morulae and blastocysts after 147 hr 

of culture were prepared for cell counting"). Briefly， embryos we陀 placedin 0.9% 

sodium citrate supplemented with 0.3% FCS for 15 min. They we四 thentreated 

wi出 fixative1 (methanol: a四 ticacid: distilled water= 10: 3: 7) and fixative II (methanol:配etic

acid=3:l). After staining with 5% Giemsa (Merck， Darmstadt， Germany) at pH 6.8 

for 5 min， the total cell num国r，includi ng metaphase plates but excluding pyknotic 

nuclei， was counted under a microscope. 

Statistical Analysis : The fusion rate of BOC and the cleavage and developmental 

rates of embryos were analysed by χ2 test . The cell numbers of the embryos were 
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analysed by Student' s t test. 

Results and Discussion 

In the present study， the donor nuclei and recipient cytoplasm were derived from 

R尽If-IVF-lVC.The extrusion rate of the first polar body in the recipient oocyte was 

73.1% at 20-22 hr postmaturation and the successful enucleation rate was 78.4%. The 

results of in vitro culture of the nuclear transplant em bryos are shown in Tables 1 

and 2. No significant difference was observed 出tweenthe culture in mSOF without 

somatic cells and TCM-199 with BOEC in the proportions of fused oocytes (90.6 vs 

87.0覧)， cleavage (74.1 vs 80.0%) and development to morulae (12.0 vs 16.0%) and 

blastocysts (5.2 vs 9.0覧).The cell numbers of morulae and blastocysts were not 

significantly different between the two culture systems. 

Table 1. In vitro development of nuclear transplant embryos' 

Type of No. No. (目) No. (目) No. (目)developed to' 

oocytes oocytes em bryos 

culture used fused cleaved morula blastocyst 

TCM-'BOEC' 64 

mSOF' 115 

58(90.6) 43(74.1) 7(12.1) 3(5.2) 

1∞(87 .0) 80(80.0) 16(16.0) 9(9.0) 

a: The results from 5 replicates were pooled. 

b: No. embryos/ No.。∞ytesfused. 
c: Coculture with bovine oviduct epithelial cells 

d: Modified synthetic oviduct fluid medium. 

Table 2. Cell numt陪お ofnuclear transplant embryos' 

Morula Blastocyst 

Type of 

culture No. (以1No. No. Cel1 No. 

TCM-BOEC 7 22.0 1: 2.6 3 61.0:!: 7.1 

mSOF 16 29.9士3.6 9 114.8:!: 14.2 

a: Mean士SEM.

In co-culture with BOEC under 5% CO2 in air， the developmental rates of 

reconstituted embryos to the morula and blastocyst stages have been reported to be 

20 and 18覧， respectivelylo.20). The reconstituted embryos cultured in SOF under 5覧

CO.-5% O2-90% N2 showed developmental rates of 11.7 and 8.6% to morula and 

blastocyst stages， respectively') and were similar to the results of this study. 

Northey et al.叫 reportedno difference in the developmental rate of reconstituted 

embryos to morula and blastocyst stages between co-culture in TCM-199 with BOEC 

and culture in CR-1aa . 

In concIusion， there was no difference in the development of reconstituted 

emb円 osto morula and blastocyst stages between culture in mSOF under 5% CO2-5% 

O2-90% N2 and co-culture in TCM-199 with BOEC under 5% CO2 in air. The present 
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study demonstrates that this method using mSOF can be used successfully to 

culture reconstituted embryos. 
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低酸素下での修正合成卵管液によるウシ核移植怪の培養

田中穂積・菱沼 貢・高橋芳幸・金川弘司

北海道大学獣医学部家畜臨床繁殖学講座，札幌市北区 060

本研究では，低酸素下での修正合成卵管液 (mS 0 F)によるウシ核移植匹の培養を行い，

さらに，再構築の桑実期と匹盤胞期への発育率を， ウシ卵管上皮細胞との共培養と比較した。

レシピエン卜細胞質には，体外成熟卵子を， ドナー核には，体外成熟・体外受精・体外培養由

来匪の割球を使用した。桑実期と匹盤胞期への発育率は，それぞれ 16.0，9.0%と12 . 

0， 5.0%で，低酸素下での修正合成卵管液による培養とウ シ卵管上皮細胞との共培養との

間で差は認められなかった。
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血管収縮剤の局所的投与を伴うマウス腔の卵管移植

Improved Embryo Transfer into the Oviduct by Local Application 

of a Vasoconstrictor in Mice 

鈴木宏志リ・上回乙也1) ・鎌田宣夫1) ・寺社下浩_1) ・加藤基恵2) ・紫野正雄3)

日roshiSUZUKll) ，Otoya UEDN) ，Nobuo KAMADN) ，Ko叫d語JISHAGE!)，

Motoe KATOH')and Masao SHINぴ

1)中外製薬株式会社，現所属:勝訴:SKリサーチパーク，静岡県御殴場市 412

2) (財)食品薬品安全セシター，神奈川県秦野市 257

3)麻布大学獣医学部，神奈川県相模原市 229

l)Chugai Pharma但uticalCo， Ltd. ， Present adress: CSK Research Park， Inc. ， 

Gotem ba， Shizuoka 412 

2) Food and Drug Safety Center， Hatano 257 3) Azabu University ，Sagamihara 229 

Abstract: Embryo transfer into the oviduct was improved by local application of a 

vasoconstrictor. Conventional embryo transfer into the oviduct (Conventional method) ， 

embryo transfer through the oviducal wall (Nakagata method) and embryo transfer into 

the oviduct by means of a vasoconstrictor (Vasocontriction method) were compared by 

two technicians. In the Conventional method， the bursa over the infundibulum has a hole 

torn in it with watchmaker' s forcepts， In the N akagata method， the oviducal wall is cut 

with a fine scissors and a pipette inserted into the oviduct. In the Vasoconstriction 

method， several microlitters of the epinephrin solution (Bosmin) are applied onto the 

surface of the bursa before tearing a hole in it. Developmental rates after embryo transfer 

were not significantly differen t among three methods. By means of the vasoconstrictor， 

however， the percentage of time taken for introducing embryos w部 significantlyreduced. 

Although results of postimplantation development after transfer tended to show that the 

Vasoconstriction method was more successful than those of the other methods， these 

differences were not signiiicant. Development rates to newborns indicate that the 

application of a vasoconstrictor to the bursa does not affect the maintenance of pregnancy. 

Key Words: mouse， em bryo transfer， vasoconstrictor. 

(受付 1993年12月19日，受理 1994年1月21日)
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緒言

匪の卵管移植は，発生工学および生殖工学的技術として最も基本的な技術であるとともに，

最も熟練を要する技術のひとつである。一般的に汎用されている卵管移植法1-4)は，卵巣嚢を

ノエス勢万あるいはピンセットを用いて切開し，その関口部から移植用ピペットを卵管采に挿

入し，匪を注入するものであるが，卵巣嚢が毛細血管に富んでいることおよび卵管采の位置や

その形状が個体によって様々であることが，この技術の困難さを招いているように思われる。

卵管移植をより簡便化する試みとして電気メス 5)あるいは双極電気凝固装置6)を用いた卵巣嚢

の切開や経卵管壁卵管移植7)が報告されているが，これらはいずれも卵巣嚢からの出血を回避

するために考案されてきた方法である。本実験では，卵管移植に際して卵巣嚢に血管収縮剤を

塗布しその有効性について検討した結果，良好な成績が得られたもので報告する。

材料および方法

移植匹にはヒトIL-6トランスジェニックマウス 8) (背景はC57BL/6J)の体外受精卵を用い，

受容雌にはICR系成熟雌マウスを用いた。体外受精は豊田ら 9)の方法に準じて行い，卵管移植

については，後述する条件以外は，既報阻}に従って行った。授精後6時間および24時間のそれ

ぞれ，前核期卵および2細胞期匪を腫栓確認日の受容雌の左右の卵管に 8個ずつ，以下の3つ

の方法で2名 (RosおよびOt)の術者が移植しそれぞれの術者が移植に要した時間の計測，

着床数および生存産仔数についての観察を行った。卵管移植は，卵巣嚢を2本のピンセットで

用いて引き裂く一般的な方法 (Conventional法)3) ，中潟が開発した経卵管壁卵管移植法

(Nakagata法)7)および卵巣嚢に数μlのエピネフリン製剤である血管収縮剤(ボスミン， Bos 

rnin，第一製薬)を塗布後， Conventional法と同様に，卵巣嚢を引き裂く (Vasoconstriction

法)方法を比較検討した。一連の卵管移植の工程はFig.lに示す通りであるが，移植所要時間

の計測は，皮膚の切開から縫合までの合計時間および左右それぞれの卵巣嚢の切開(卵管壁の

切開)開始から匹の注入終了までの時聞について行った。尚，術者Rosは， Conventional法に

熟練しており，術者Otは，専らNakagata法を用いての卵管移植をルーチ γワークとしていた。

さらに，卵巣の血流量に及ぼすボスミンの影響を検討するために，麻酔下のICR系雌マウスの

卵巣嚢に数μlのボスミンを塗布し，その30秒後にレーザー血流計(レーザーメドALF21，アド

バンス社)を用いて血流量を測定し，ポス ミン塗布前後における血流量の変化を比較した。尚，

移植成績の統計学的処理には， ド検定を用いた。

結果

術者RosおよびOtそれぞれのConventional法， Nakagata法およひIVasoconstriction法によ

る卵管移植所要時聞は， Table 1に示す通りであった。術者Rosにおいては，平均移植所要時

間がConventional法およびVasoconstriction法で，それぞれ 5分55秒であり，両者に差は認

められず， また，卵巣様切1mから)匹の注入終了までの平均時間も， Vasoconstriction法がわすe
か1秒短いのみであり，所要時聞に及ぼす血管収縮斉1Jの効果は認められなかったのまた，術者
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Anesthcsizelthe recipient 

Make a s(Ilall transverse incision in the back 

Make a small incision in the right or left side of the body wall 

Pull out the均 htorleflovamoviductand utems 

Clip thesemnTontoth巴 fatpad 

(Apply a vasocon吋ωronto the bursa) 
Load a pipette with embryos 

Tran地 rinωrashhgmedium 

Load a transfer Pfpette w油 embryos

Tear a hole in山 bursa(olωt across配 oviducalwaJl) 

Insert the pipe肘 dW1thc0戸 ningto ampulla 

Blow until both air bubblcs 2 and 3 have entered the oviduct 

UhncdlM; 鎚叩吋吋mぱf白i

Push the uterus， oviduct and pv紅 yback inside the body wall 

Close the skin uo with wound clio 

Fig. 1. Procedure of embryo transfer via oviduct 
The ti01e taken合001O1aking a incision in the back to closing the skin up (underlined) 
and fro01 tearing a hoJe in the bursa or cutting acro回世leoviducaJ wall to introduc泊gthe 
e01bryo (itaJics) was recorded. 

Otにおいては，平均移植所要時間が最も短かったのは， Nakagata法の10分56秒であり，次い

でVasoconstriction法の11分55秒で，この時聞はConventional法に比べ 1分35秒短い成績で

あった。この傾向は，卵巣嚢の切開あるいは卵管壁の切開開始から匪の注入時閉までの時間

(注入所要時間)においても認められ，最も短かったのはNakagata法の 1分42秒であり，次

いでVasoconstriction法の 2分 7秒， Conventional法の 2分58秒の順であった。また，移植

所要時間に占める注入所要時間の割合は， RosではConventional法およひIVasconstriction法

T'able 1. Records of the time taken embryo transfer via the oviduct in mice 
Technicianll Yethods Yean ti附 taken(range) fro皿: 2B/A 

n: Yaking a incision in 
the凶ckto closing 
the skin up (A) 

ωnventional21 6 5' 55" (5' 33・-7'on
Vasoc加 striction"7 5・55"(5・22・1・08・)

n: Tearing a bursa or x 100 

Ros 

cutting across a oviduct 
to introducing eggs (B) 

1l 0' 42" (0' 16"ー1'25") 23.7 

14 0'41"(0'19"-2'00") 22.8 

Ot Convent iona 1目 3 13' 30・(11・22・ー14・53") 14 2・58・(1・07"-9・07づ
Nakagata" 3 10・56"(9・40ヘ12・59・) 14 1・42・(0・51"-4・09・〉
Vasoconstrictionl】 3 1l・55・(9・10"ー13・32づ 14 2・07・(1・07・4・23・〉
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1) Ros is skilled in the conventional脱出ods， Ot is inexperienced in the conventional 

鵬 thod，，hile he carries out the e田bryotransfer by Nakagata 腿 thod，routinely， 
2) The bursa聞storn by t間関irsof聞 tch国防r・sforcepts. 
3) Several ul of the vasoconstrictor were appliωonto the surface of bursa， and then the 
bursa Ifas tom by t.o pa i rs of 'a tch岡 ker's forcepts. 

4)ηle oviducal ・allwas cut across by a fine scissors and the pipette回 sinserted into the 
oviduct. 
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でそれぞれ. 23.7%および22.8%であった。 また.Otにおけるこの割合は.Nakagata法で31.

1%であったがConventional法では44.0%と高い割合を占めていた。 しかしながら.Vasocon 

striction法では35.5%であり，血管収縮剤の使用によって，移植所要時間に占める注入所要時

間の割合を，約10%低下させる効果が認められた。

Table 2には. Conventional法.Nakagata法およひtVasoconstriction法による卵管移植後

の産仔への発生成績を示した。 RosのConventional法およびVasoconstriction法による産子へ

の発生率は，それぞれ67%および68%であり，また. OtのConventional法.Nakagata法およ

ひtVasoconstriction法による産子への発生率は， それぞれ.50%. 52%および64%であった。

RosおよびOtいずれ術者においても. Vasconstriction法が他の方法と比較して産仔への発生

率および着床率が高い傾向であったが，移槌方法の違いによる統計学的な有意差は認められな

かった。また，ポスミシ塗布による卵巣組織内の血流量の低下は極めて顕著であり，その血流

量は，塗布前の46%~.こまで減少したが (Table 3) .移植成績は，血管収縮剤が移植後の妊娠

維持に影響を及ぼさないことを示すものであった。

Table 2. Offsprings developed from hIレ6transgenic mouse eggs fertilized in vitro 
and transferred into the oviduct of recipients 

Technician Yethods No. of eggs No. (覧)of No. (耳)of 
transferred liveborns implantation 

sites 
Ros Conventional 48 32 (67) 38 (79) 

Vas∞onstriction 80 54 (68) 68 (85) 

Ot Conventional 48 24 (50) 27 (56) 
Nakagata 48 25 (52) 28 (58) 
Vasoconstriction 48 29 (64) 34 (71) 

百leeggs at pronucleus and 2-cell stage were transferred to the pseudopregnant 
recipients on白yO. 

1'able 3. Effect of vasゅconstrictoron the blood flo'l of ovary in mice 
Blood flow (ml/min/lOOg tissue) 量of
o secJ】 30se氾1】 reduction
a
a
a

勾，・
n

，・
n
H
U

O
F
M
n
F

“，
E
a

白
7tu

12 

勾，.
A
U
J
w
a唱
ω

《

H
H
w
a
n
-

・"'・
p
h
u
-
a
m噌

F
h
d
"
'

・an
・5
内

M
U
-
m
m
u

Yean 
1) Yeasurement was performed .by using laser flowmeter before and 30 sec 
after the application of vasoconstrictor. 

考 察

卵管移植に際して，血管収縮剤の使用は極めて有効であった。術者Rosにおいては，血管収

縮剤の使用は移植所要時間の成績に反映しなかったが (Table1 )，卵巣嚢の血流量の減少に

より，血管走行に関係なく卵巣嚢を切開することができるため，操作性は極めて良好であった。

また，一般に行われている卵管移植法(Conventional法)，経卵管壁卵管移植法 .(Nakagata
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法)および血管収縮剤の使用による卵管移植法 (Vasoconstriction法)の三者を比較した術者

Otの成績では， Otにとって習熟度の高いNakagata法が最も短時間で操作を終了し移槌所要

時間に占める卵管壁切開から卵の注入終了までの注入時間の割合も31%と，他の二法と比較し

て小さいものであった。しかし Vasoconstriction法とConventional法と比較してみると，

前者が移植所要時間で約1分30秒，注入所要時間で約50秒程度，後者と比べ短時間で操作を終

了しており，また，移植所要時聞に占める注入所要時間の割合も10%程度の減少が認められた。

血管収縮剤の塗布により，卵巣組織内の血流量は顕著に減少したが (Table3)，移植後の匹発

生への影響は，全く認められなかった (Table2)。本実験における術者間の移植成績の比較

から，卵管移植に関しては，移植操作時間の短縮が，移植後の発生成績の向上を促す要因のひ

とつと考えられる。
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お 知 ら せ

第35回晴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，参加章に氏名と所属をご記入下さし、。

2. 会場では，必ず参加章をお付け下さい。

3. 会員の方は，晴乳動物卵子学会誌11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L、し、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分前に青ラソプで，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い。

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27日(水)午後6時00分から，私学会館 5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円を当日お支払下さし、。

会場のご案内

-

日本大学会館

古書図通り • 

(J R 市 ヶ 谷駅下車徒歩2介)
営団、都営地下鉄市ヶ谷駅下車 徒歩 2分
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会長講演

第35回 晴乳動物卵子学会
プロゲラム

第 1日 4月27日(水)13: 00 ~ 13 : 40 

日本大学医学部教授佐藤和雄

『卵の成熟と匪発生をめぐる話題』

座長鈴木秋悦(慶応大・医)

ワークショップ

第2日 4月28日(木) 15:05~17 : 35 

『卵子研究における新技術』

座長佐藤英明(東大・医科研)

堤 治(東大・医)

1.酵素的サイクリシグ法による卵および初期匪の代謝動態解析

0矢野哲 ・綾部琢哉 ・堤 治 ・武谷雄二(東大・医)

2.卵細胞内Ca2+の画像解析と共焦点レーザ一顕微鏡

0白川英樹 ・白石浩一 ・宮崎俊一(東京女子医大 ・第二生理)
3.培養法をによる匹培養の工夫一共培養についてー

0根上 晃*・ 前田淳一 ・小林修一 ・富永敏朗(笠原病院・産婦*福井医大)

4. マウス卵子および匪発生におけるRT-PCR法の応用

0栃木明人・ 吉永陽樹 ・長岡美樹 ・橋本芳美 ・早川 智 ・坂元秀樹 ・
栃木武一 ・津端捷夫 ・佐藤和雄(日大 ・医)

5.顕微授精によるウ シ精子核の低温安定性の検討

0後藤和文 ・木之下明弘・中西喜彦(鹿児島大 ・農)
6. 晴乳類の受精における分子機構の解明とその応用

0森庸厚 ・郭卯戊 ・馬場忠*・森悦子・古川清・高崎誠一
(東大 ・医科研，筑波大 ・応用生系勺

一般演題 第 1日 4月27 日 (9 : 05~11 :27) 

座長久保春海(東邦大・医)

1. S Z IとIC S Iの適応症例の比較

0高塚亮三・辻 敏徳 ・豊北美穂 ・藤被隆一 ・寺元章吉 ・道倉康仁 ・
加藤 修*(永遠幸マタニテクリニック，加藤レデスクリニック勺

2.顕徴受精の臨床評価

O粟田松一郎 ・田中 祖 ・永吉 基 ・塩見秀明 ・田中威づみ ・竹本洋一 ・
高崎博幸 ・井手紀子 ・有本恭子(セン トマザー産婦人科医院)

3.重症男性不妊症における透明市除去卵子の受精とl匹発育について

0粟田松一郎 ・問'1:1 7，品・永吉 基 ・I桓見秀lifJ・田中威づみ、竹本洋一 ・
高崎博幸 ・井手紀子 ・有木恭子(セントマザ 産婦人科医院)

座長 石島芳郎(東農大・生物産業)

一 山 一



4.高齢雄マウス精子からの体外受精による産子の作出
0若山照彦 ・種村健太郎 ・須藤淳一本・ 今村憲吉本・福田勝洋* . 
倉本和直“・九郎丸正道 ・林 良博(東京大・農，農水省・家衛試へ

都 ・老人研**)

5.牛体外受精匹の着床前の発生速度と性

0板垣佳明・木村直子・山中昌哉・須藤鎮世(伊藤ハム・中研)

座長佐藤嘉兵(日大・農獣医)

6.マウス体外受精における赤血球添加培養系の効果

。藤野祐司・松岡逸子・伊藤文俊・荻田幸雄・渡辺信和*・井上正康*

(大阪市大・医・産婦、生化*) 

7.野生マウス卵子の体外受精

0中潟直己・上田 進・ 山内一也・土屋公幸*・岡本正則帥.
松田祥一件・東貞宏*料 ・豊田 裕*件

(日生研・宮崎医大*・ 放医研**.東大医科研*叫 )

8.豚卵管および子宮が豚体外受精卵子の発生に及ぼす影響

0吉川奈美 ・岩崎泰造・戸津川清(山形大 ・農)
座長野田洋一 (滋賀医大)

9.受精とくに前核形成過程における蛋白質リン酸化の関与

0稲垣昇・ 山森尚子 ・遠藤芳広* .大隅一興材・大庭三紀子糾* . 
鈴木秋悦・野津志郎(慶応大 ・医、遠藤ク リニックへ

三菱油化ピーシーエルベ森永乳業 ・生科研*村)

10. PZD， ZD， Zona thinning法のマウス匪hatchingへの影響

0矢沢浩之・柳田薫・星和彦 ・渡辺美佳・吉松宣弘・佐藤 章
(福島県立医大・産婦)

11.マウス雄胎子期生殖細胞由来核移植卵の発生能に及ぼす電気刺激ならびに

成長因子の影響

O角田幸雄・加藤容子(近畿大・農)

一般演題 第1日 4月27日(13:50 ~17 :36) 

座長葛西孫三郎(高知大 ・農)

12.ラット 1細胞期匪の発生におよぼすPHAレクチソの効果

0山田雅保 ・内海恭三(京大・農)
13.マウス初期匹発育に対するbasicFibroblast Growth Factorの効果

0吉田壮一 ・高尾成久 ・原田 省 ・寺川直樹(鳥取大 ・医)
14.有袋類タンマ ワラビーの匹のinvitroで、の発育に及ぼす内因性血小板活性化

因子の役割

O小島敏之・ L.A. Hinds*・C.O'Neill村・ C.H. Tyndale-Bisco♂ 
(農林水産省・畜試， CSffiO*， Royal North Shore Hospital村， Aust ralia) 

座長塩谷康生(農林水産省・畜試)
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15. トリハロースを用いたVitrificationとそのマウス匪の発育に及ぼす影響

0石田ガブリエラ・野原 理・河内谷敏・平山寿雄・斉藤英和・広井正彦
(山形大・医)

16.マウス前核期卵の発生能に及ぼす培養密度の影響

0加藤容子・大野博美・福山香里・角田幸雄(近畿大・農)
17.ハムスター 1細胞期匹の体外発生に及ぼすタウリン及びEDTAの影響

0堀内俊孝・建本秀樹(広島県立大・生物資源)

座長斉藤英和(山形大・医)

18.透明帯除去受精卵に対する人工透明帯の開発とその有用性

0渡辺美佳・矢沢浩之・柳田 薫・星和彦・佐藤章(福島県立医大)
19.マウス4細胞期匹における割球分離・再集合操作がコンパクションに

及ぼす影響

O小川英彦・森 匡・清水弘(北大・農)

20.バイオプシーした牛匹の凍結・融解後の生存性

0沼辺 孝・高田直和・佐藤秀俊・木船厚恭・亀山賢次*
(宮城県 ・畜試，全農受精卵移植研*) 

座長新村末雄(新潟大・農)

21.マウス成熟卵および初期匪におけるProstaglandinE2 r悶 ptortype2， 

type3の発現について

0高見毅司・坂元秀樹・高見雅司・佐藤和維(日大 ・医)
22.マウスおよび豚卵母細胞におけるC一mos発現の組織化学的検出について

0山内伸彦・小林正男・佐々田比呂志・菅原七郎(東北大・農)
23.マウス初期匹発育に対するEGFおよびTGF-αの効果と

EGF受容体mRNAの発現

。原田 省・吉田壮一・高尾成久・寺川直樹(鳥取大・医)

座長星和彦(福島県立医大)

24.マウス未受精卵の各種耐凍剤透過性

0横山栄治・吉田直子・枝重圭祐・棲井孝志・町田隆彦 ・葛西孫三郎
(高知大・農)

25.血管収縮剤を用いたマウス匹の卵管移植法

0鈴木宏志・上田乙也・鎌田宣夫・寺社下浩一・ 加藤基恵*・紫野正雄村
(中外製薬・ CSKリサーチパーク，食品薬品安全センター¥麻布大・

獣医)

26.牛卵核胞期卵における染色体凝集への穎粒層細胞の関与

0建本秀樹・久保岳志・堀内俊孝(広島県立大・生物資源)

座長香山浩二(兵庫医大)

27. em bryo scoreをJIlI，、て検討した IVF-ET成績

0小林善宗・本国育子 ・鈴木隆弘・井上正人(東海大・医・産婦)
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28. I VF-E T妊娠後(分娩、流産、外妊)の再 IVF-ET成績

0鈴木隆弘 ・小林善宗 ・本田育子 ・井上正人(東海大 ・医 ・産婦)
29. ヒト卵細胞質内精子注入法の臨床成績

0竹中真奈美 ・高橋克彦 ・堀内俊孝*
(広島HARTクリニック，広島県立大 ・生物資源*) 

一般演題 第2日 4月28日(9 : 00 ~ 11 : 58 ) 

座長角田幸雄(近畿大・農)

30.マウス成熟卵及び初期匪におけるphosphofructokinase、hexokinase

遺伝子発現について

O高見雅司 ・高見毅司 ・坂元秀樹 ・佐藤和雄(日大 ・医)
31.マウス卵子成熟過程におけるc-mosmRNAの発現に関する検討

0石田恵理 ・上谷則子 ・佐藤嘉兵(日大 ・農獣医)
32.キメラマウスにおける導入Myogenin-LacZ遺伝子の発現

0金相勇 ・高橋寿太郎 ・堤 賢一 ・藤沢淳子* ・安田泰久
(岩手大・農，国立精神神経セソター*) 

座長井上正人(東海大・医)

33. ウシ体外受精卵の発育におけるInsulin およひ~Insulin-like growth f actor-I 

の影響

O松井基純 ・高橋芳幸 ・菱沼 貢・金川弘司(北大 ・獣医)
34.抗透明帯モノクロ ナル抗体(5H4)エピ卜ープの卵胞発育過程における

局在について

O井上みゆき ・長谷川昭子 ・竹村 正 ・香山浩二 (兵庫医大 ・産婦)

座長 河野友宏(東農大・総研)

35.マウス初期匹におけるRAG-l遺伝子の発現

一初期発生におけるgeneticrecombinationの可能性一

0早川 智・栃木明人・恨本則道*・千島史尚・白石尚美 ・
鈴木(唐崎)美喜 ・江角真理子科 ・桜井 勇*・佐藤和雄

(日大 ・医・ 産婦，第二病理*， 総医研叫)

36.断片化DNA末端標識法を用いた閉鎖卵胞検出の試み

。高野りや ・上谷則子 ・苫名 充 ・和気朗 ・佐藤嘉兵(日大 ・農獣医)

37.マウス初期卵子における 3Hーチミジソの取り込みに及ぼす戸 ーメルカプト

エタノ ル添加の影響

辻井弘忠 ・O佐藤由希子 ・高田 直・高木優二 (信州大 ・農)

座長 小林善宗(東海大・医)

38. 3次元立体内部構造顕徴鏡を用し、た卵管の観察

0樹旧秀夫・樋口俊郎*・工藤謙一 ・佐藤嘉兵付
(神奈川科学技術アカデミ ー，東大 ・〕ブ， 日大 ・農獣医村)

V
 



39.卵管采の卵捕獲ならびに卵輸送機能について

一特に排卵時の卵管内圧の充進ならびに収縮性について

。長田尚夫 ・角田郁夫 ・松浦正彦・高木健一郎 ・吉田孝雄 ・佐藤和維 ・

金山喜一* ・成相孝一* ・遠藤 克*・佐久間勇次*

(日大 ・医，農獣医*) 

40.ガラス化法により冷却された幼若ラット卵巣の組織細胞学的観察

0杉本実紀 ・宮本元(京大 ・農)

座長内海恭三(京大・農)

41.培養マウス匹盤胞における収縮運動のタイムラプスビデオによる観察

0高橋英太 ・新村末雄(新潟大 ・農)
42.卵核成熟、卵細胞質成熟とMicrofilaments 

0寺田幸弘 ・深谷孝夫 ・矢嶋 聴(東北大 ・医)
43.核除去 ・体外受精により作出されたマウス雄核発生卵(第l分割期)
の染色体解析

。吉沢 緑 ・阿久沢浩* ・影山恭子・前田高弘 ・河野友宏* . 

中原達夫本 ・村松 菅(宇都宮大 ・農、東京農大 ・総研*) 

一般演題 第2日 4月28 日 (13:55~15:05)

座長伊藤雅夫(日大・医)

44. ウシ体外受精由来匹盤胞の凍結保存にEthyleneglycolを耐凍剤とした場合

のSucroseの影響

0福島護之(兵庫県立中央農業技術セソター)
45.ニホンザルの卵胞卵と凍結精子による体外受精

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*) 

46.マイクロカプセル化した卵胞の凍結保存

0利部 聴 ・寓場光一 ・牧田登之(山口大 ・農)

座長金山喜一 (日大・農獣医)

47.膜標識蛍光色素，1MA-DPH，を使ったマウス表層粒分担、動態の新しい評価法
0田原正浩 ・高本明子 ・増本伸之 ・田坂慶一 ・三宅 侃(阪大 ・医)

48.プタの卵丘膨化における卵母細胞と卵丘細胞の役割
QF.P.ダエン ・佐藤英明 ・内藤邦彦 ・豊田 裕(東大 ・医科研)
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第35回目甫乳動物卵子学会

講演要旨集

Proceeding of the 35 th Annual Meeting ..Japan Society for 

Mammalian Ova Research. 

晴乳動物卵子学会



会長講演

卯の成熟と腔発生をめくや る 話題

Topics on the Oocyte Maturation and early Embryogenesis 

佐藤和維

Kazuo SATOH 

日本大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology. School of Medicine. 

Nihon University 

(はじめに)卵巣には2つの大切な働きがある。一つは排卵であり、もう一つは柿むを分泌する

ことである。この排卵現象は、問脳ー下垂体ー卵巣系の調節機構によって巧みに調節されている。

排卵の過程は、卵胞壁頂部の融解と卵の放出、卵細胞の成熟、穎粒膜細胞の黄体化という三つ

の現象から成り立っているが、これには下垂体からのfナト1ロヒザ分泌、卵胞での性ステロイド抑町

産生が重要である。 7.11^~f :;;ンγン(PG)が局所の柿むとしても、この卵成熟、排卵機構に関与し

ていることが明かにされてきている。ここでは排卵、卵の成熟および匪発生におけるPGの働き

を中心に述パる。

(排卵過程における問)排卵過程に伴うPG値の変動については、種々の動物において報告がみら

れる。過排卵処理内卜では卵巣中のPGは、HCG投与後上昇し、排卵に向かつてさらに増加し、排卵

後急激に減少する。一方、これらのPG増加をイント'').1)仰などのWロオキシゲナ_.1(阻害剤などで抑制する

と、排卵も抑制され、PGの補充によって排卵が回復する。このLHやhCGを引金として始まるPGの増

加は、LHが7デニル酸Wラ-i(を活性化させ、細胞内cAMPを上昇させる結果起こるとされている。こ

れと平行してOMIやcAMPにより第一減数分裂前期で成熟が停止している卵は、 LHなどの刺激で分

裂が再開され、卵絞崩壊がおこる。核の成熟である第一極体形成はインド対仰の投与で抑制され、

PGE2、PGF2α投与で回復を認める。細胞質の成熟の指標としてグルコース代謝系の最も重要な律速

酵素であるphophofructokinaseを挙げることが出来る。この酵素活性もイント.対川添加で容量依

存的に抑制され、 PGE2、PGF2α添加で活性の回復をみることより卵丘細胞で産生されるPGE2や

PGF2αは、核の成熟のみならず、細胞質の成熟も促すことが明かとなった。しかし、 PGの内で

もPGI2は排卵の回復には効果的であるが、卵の成熟にはあまり影響せずPGにより作用は一様で

はない。

(卵とPG)卵丘細胞ー卵細胞複合体ではt4C-l升トツ酸からPGE2、PGF2αや6-keto-PGFtαへの変
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換を認めるが、卵細胞ではその変換を認めない。しかし、 PG代謝酵素である15-0HPG dehydro 

genaseの活性が卵の成熟とともに減少することは卵におけるPGの効果発現のための調節機構が

働いていることを示している可能性がある。 電子顕微鏡的には、 卵細胞と卵丘細胞との間の

gap junctionがLHやPGの刺激により開離して卵成熟の過程が見られる。

(卵とcyclooxygenase)卵および卵巣におけるcyclooxygenaseやPG産生能の個体発生的変化を

知ることは、PGの作用を知る上で必要である。 幼若ラヲトにPMS-hCGで過排卵処理後の卵巣で¥4C-

7ラキトV酸からの¥4C-PG産生が、 hCG投与後の時間に依存して増加をみることは、 LH刺激による

cyclooxygenase活性の上昇や酵素の誘導が考えられる。 実際、、 ラヲト卵胞の器官培養実験では

PMS刺激後のhCG投与はPGE、PGF2αやかketo-PGF¥αの産生増加を容量依存的に起し、しかもこ

の現象は、 nチjマイシンD投与で抑制されることからLHによる酵素の誘導が示唆される。 cyclooxy-
genaseのmonoclonalantibodyを用いた卵胞の免疫組織学的検索でもhCG投与後はPMS投与後にく

らべ、その染色性に変化が認められ、.その量的変化が推察される。しかし、卵細胞自体でのPG産

生能は、その活性の有無や量的問題が有り明かでない。そこで、 cyclooxygenase蛋白やmRNAの

検索を行った。 100個の卵細胞を用いたWesternblot法では、 75kDの位置にcyclooxygenase-l

に相当するハ.ンドを認めが、卵細胞では7升トツ酸からPGへの変換は検出出来なかった。mRNAの検

出にはRT-PCR法を用いた.cyclooxygenase-1、-2に対するプライトを作成して行った。頼粒膜細

胞でのmRNAの発現はPMS-hCG投与ではhCG投与後に増強した。また、 mRNAの個体発生では4細胞匹

以降で発現を認め、 Westernblot法やmRNAの発現からみても卵や匪でのcyclooxygenaseの存在

が示唆される。

(匪発生と問)怪発生におよぽすPGの影響をみるために、インド対シンで前培養した卵と精子の受

精能をみた。この受精率には変化を認めなかったが、その後の匪発生は抑制された。この抑制

はPGE2、PGF2α、PGI2でほぼ回復した。成熟卵自体でのPG産生とその働きを知るために、 anti

cyclooxygenase-1 monoclonal antibodyを受精直前に顕微鏡下で注入した。これらの卵では受

精は成立するが、 2細胞匪八の発育が阻害された。 卵の成熟と匪発生に影響する解精系の重要

な酵素である hexokinaseは、 2細胞匪ではイント'j.~l;y処理で活性が低下し、 PGE 2投与で回復をみた。

(PGとcAMP)PGE2添加により受精卵のcAMP産生は増加を認めたが、 2細胞匪や桑実匹では認めな

かった。しかし、 PGE2受容体(EP3)はRT-PCR法で桑実匪に発現しており、これはcAMP産生に対す

るPGE2の反応の相違によるものであろう。

よって、 g~の成熟はphosphofructokinaseの活性と同調し、それはPG、特に PGE 2の調節を受う

けていた。 受精後の匪のpyruvateからglucoseへの糖利用の変化は PGによって調節される

hexokinaseの誘導による。卵の成熟、核や細胞質の成熟および匪の分化はPGによって調節され

るが受精は影響されない。 cyclooxygenaseは卵や初期匪に存在するがmRNAの転写は4ないし8細

胞期である。
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W-l 酵素的サイクリング法による卯および初期医の代謝動態解析

Analysis of metabolism in oocytes and embryos by enzymatic cycling method 

0矢野哲 綾部琢哉 堤治 武谷雄二

Tetsu YANO， Takuya AYABE， Osamu TSUTSUMI， 
Yuji TAKETANI 

東京大学産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology of Tokyo University 

【目的】体外受精・匪移植が不妊症治療の一手段として用いられるようI'L~9¥卵・初期匪の成熟分化の過程K

対する関心は高まった。しかし、卵が微小であるという方法論的制約Kより、従来の研究は卵核崩壊(GVBD)‘

第1極体形成、卵割、胞怪形成など形態学的指標Kよるものが中心であった。現在、卵成熟を検討する際Kは、

とれら形態を指標とする「核の成熟Jだけでなく、「細胞質の成熟」をも考慮する必要があるととが指摘されて

いる。我々は超徴量定量法である酵素的サイクリング法を確立し、細胞1個の生化学的分析を可能Kした。 本研

究では、卵・初期妊のエネノレギー代謝をその細胞質の成熟の指標とみ念し、サイクリング法を用いて解糖系の律

速酵素である phosphofructokinase(PFK) I>'よびhexokinase(HK)の活性の変化を検討するととKよ払初

期発生のメカニズムの解明を試みた。

【材料たよび方法】1.卵・初期匪の採取、培養 卵はPMSあるいはPMS-hCGで処理した25日齢Wistar系

幼著雌ラ y トよb採取した。 PMS投与48時間後K卵巣よb採取した卵丘細胞ー卵細胞複合体cumulus-oocyte

complex ( COC )、卵丘細胞除去卵 dcnuded-oocyte (DO )なよび卵胞を培養い各種薬剤を添加して‘卵成熟

動態K対ナる殻燥を検討した。初期匪は8週齢ICR雌マウスをPMS-hCG過排卵処理後維と交配させ‘hCG

投与56時間後K卵管内よ 94細胞期匪を採取し、卵と同様K培養実験K供した。2.試料の調整と酵素活性の測

定 卵は培養終了後1.GVBDあるいは第1極体形成の率を倒立位相差顕徴鏡で観察した後、 ガラス試料板K載せ

-30.CI'Lて凍結乾燥した。卵1個のPFl活性は解糖K続<glycerol生成径路で産生されるNADを基質とい

NADサイクリング法Kよb糟幅定量した。培養36時間後の初期lfEは桑実怪期Kあったが‘卵と同様K処理し個

の々HK活性を測定した。 HK活性は五炭糠shuntで産生されるNADPを基質とし‘ NADPサイクリング法Kよ

b測定した。また卵胞培養終了後、培養液中のprostaglandin ( PG) E 2， F2a， proges terone (P.)含量を

RIAI'Lて測定した。
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【結果】(1)PMS投与48時間後K卵はGVBDを起とさ左いが、 PFK活性は有意K上昇した。 hCGは卵のPFK

活性を invivo系、卵胞培養系のいずれでも未熟卵の約3倍K増加させた。またGVBD率も hCGVCより 0%から

100%VC上昇した。 (2)PG合成阻害剤である Indomethacinはinvivo系、卵胞培養系でhCGVCより誘導された

PFK活性と第1極体形成を抑制した。 Indomethacinvcよる抑制作用はPGの同時投与で消失した。またPGは

単独でhCGと同程度K卵胞卵を成熟させた。 phosphodiesterase阻害剤のIBMXと(BU)2cAMPの存在下で、

COCとDOのGVBDは完全K抑制されていたが、 PGはPFK活性のみを上昇させた。 (3)adenylatecyclase 

賦活~Jの forskolin と IBMXは、 COC の GVBD と PFK活性を抑制した。卵胞培養系では、 forskolin は卵成

熟を促進したが、 IBMXはPFK活性のみを上昇させ、 GVBDは起ζさなかった。 (4)EGF，C-kinase活性化弗j

bよびCaionophoreは卵胞培養卵を成熟させるとともに IBMXと(BU)2cAMPの存在下でDOのPFK活性

を高めた。 (5)前記(3)他)の卵胞培養系VC;J:，>いて‘ PGとp，がhCG添加群と同程度K産生された。 (6)4細胞期匪の

培養系VCp，を添加してもHK活性K変化はfr.いが、 3β-HSD阻害剤の trilostaneの添加Kより抑制され、 h
補充Kより回復した。しかし、とのP.の回復効果はP.の受容体antagonistのRU38486VCよb阻害された。

【考察】 (1)酵素的サイクリング法による単一卵細胞レベルのエネルギー代謝の測定力主初期発生のメカニズムを解

析する上で有用であるととを明らかKした。 (2)卵の細胞質の成熟が核の成熟と独立してまたは先行して起きると

とが示された。 (3)卵成熟過程VClo>いて、PGが必須左因子であるととが示唆された。 (4)A-kinase系、 C-kinase 

系、 Ca受容蛋白質系、 EGF(tyrosinekinase系):などの情報伝達系のいずれも治主頼粒膜細胞の成熟分化K対

し促進的K作用する一方.卵自体K対してA-kinase系は抑制的~'C， P Gを含めたその他のシグナルは促進的K

作用するととが示唆された。 (5)初期匪VC;J:，>いて、それ自身が産生するステロイドホルモンが特異;1:autocrine的

機序Kより、自己の成熟分化K作用すると考えられた。
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W-2 卵細胞内 Ca2+の画 像解析と共焦点レーザー顕微鏡

Intracellular Ca'+ image analysis with conventional and confocal laser scan microscopy 

in mammalian eggs 

0白川英樹、白石浩一、宮崎俊一
Hideki SHIRAKA W A， Koichi SHIRAISHI， Shunichi恥狂YAZAKI

東京女子医科大学 第二生理学教室
Department of Physiology， Tokyo Women's Medical College 

〈目的〉 ほとんどすべての動物種の卵において受精直後に卵細胞内Ca2+濃度の急激な上昇

が観察され、後口動物に共通して伝播性のCa2+波が起こる1)。晴乳動物では、卵細胞内Ca2+

濃度上昇は一定の間隔をおいて受精後数時間にわたり繰り返される (Ca2+振動) 0 Ca2+反応

は、 wnareactionによる多精拒否や以後の卵発生にとって重要な生理作用を持つと考えられて

いるが、その発生機構の解明には細胞内Ca2+の時間的空間的変化の測定が必須である。ここ

では、 Ca2+感受性蛍光色素Fura・2~こよる卵細胞での画像解析法について、ハムスター卵受精

時のCa2+反応におけるイノシトール三燐酸 (IP
3
)受容体/Ca2+チャネルの関与を示した最近

の研究2)を例にとり解説する。また近年普及してきた共焦点レーザー走査顕微鏡 (Confocal

Laser Scan Microscope; CLSM)を利用した高解像度のCa2+画像解析法についても論ずる。

〈方法〉

(1) Fura引こよる画像解析法

蛍光試薬の導入ー採取した卵は、透明帯を除去した後実験に供する。 Fura-2の卵内への導入

は、ガラス微小ピペットからの直接注入か、膜透過性の誘導体Fura-2/AMを取り込ませること

によって行なう。受精時のCa2+反応に対する細胞膜非透過性の試薬(今回の例ではIP3受容体

に対する単クローン抗体)の効果を調べる際には、試薬をFura-2とともに卵に注入しておく。

Ca2+濃度の測定一細胞内Ca2+濃度の測定は、二つの異なる波長の紫外光 (340nmと3ωnm)

で励起したときの蛍光像の比を計算することによって行う。すなわち、Ca2+濃度増加にとも

に増強する340nmの励起光による蛍光強度を、Ca2+濃度に依存しない360nmの励起光での蛍

光強度で割ることによって、色素の不均一な分布や細胞の厚みに由来する蛍光強度の違いを

補正する。画像の取得、蛍光比の計算や濃度のキャリプレーションにはイメージプロセッサ

を用いる。媒精の際は、ウシ副腎髄質抽出液とヒト血清によって活性化した精子を培地中に

与え、卵に精子が付着した直後から蛍光測定を開始する。また特定の試薬の細胞内投与時の

Ca2+反応を見る際には、先端の非常に鋭い微小ピペットから電気泳動的に注入する。注入量

円。
R
d
 



J. Mamm目 OvaRes. Vol. 11， No. 1， April 1994 

はピペット内の濃度、流す電流の大きさと時間によって容易に調節ができる。

(2) CLSMを用いた画像解析法

蛍光試薬の導入-ea2+感受性蛍光色素としては、Fluo-3、Calciumgreen、Furaredなど、可視
光域に励起波長を持つものを用いる。卵内への導入はFura-2の場合と同様、品4誘導体の取り

込ませや直接注入によって行なう。

蛍光の測定一アルゴンレーザーからの 488nmの励起レーザ一光を訂Yミラーによって二次元

的に走査する。蛍光は5401: 25 nm (Fluo-3とCaIciumgreenの場合)のフィルターを通し、さ

らに微小な孔(ピンホール)を通して非焦点面からのシグナルを除去したのち、光電子増倍

管によって検出し二次元画像として再構築する。レーザー光の位置制御、シグナJレの取得・

定量、画像の構築・保存などはすべてコンピュータによって統合的に行う。卵への刺激とし

ては、 Fura-2の場合と同様の媒精や薬物の微量注入も行えるが、そのほかに、田ged化合物(紫

外光照射によって活性物質を遊離する)による方法も適用可能である。

〈結果〉 受精直後に起こる初期Ca2+反応とIP3の一過的注入によって誘発されるCa2+反応の

いずれにおいても、 Ca2+濃度の上昇は刺激部位から始まり数秒のうちに卵全体に伝播する

Ca2+波が観察された。 1P3受容体に対する単クローン抗体は、 IP3注入によるCa2+反応を非競

合的に抑制し、また受精時のCa2+波、 Ca2+振動も完全に抑制した2)。一方、 CLSMによる

imagingでは、 z軸方向の解像度が飛躍的に改善されたため非常に薄い光学断面像を得ること

ができ、受精やIP3注入によるCa2+反応ではCa2+濃度の上昇は細胞表層部だけでなく細胞深部

へも伝播していることが確認された。さらに未受精卵において精子やIP3などによって誘発さ

れるCa2+反応では、細胞質のみならず卵核胞内でもCa2+濃度の上昇が認められた。

〈結論・考察〉 細胞内Ca2+画像解析法と微小注入法の併用によって、受精時のCa2+反応に

はIP3受容体を介したCa2+遊離が必須であることの直接的な証明が得られた。しかしながら、

卵のように大きな細胞におけるより詳細なCa2+動態の検討には従来の蛍光顕微鏡法では不十

分である。新しい手法としてCLSMを用いた画像解析法は、回ged化合物との併用などその応

用範囲も広く、今後の主流として有力であると思われる。

〈文献〉
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W-3 培養法による肢培養の工夫

一共培養について一

Study of quality of embryo culture using co -culture system 

福井県笠原病院産科婦人科¥福井医科大学産婦人科

Akira 1. Negami*， Jun-ichi Maeda， Shuichi Kobayashi 

and Toshiro Tominaga 

根上晃¥前田淳一、小林修一、 富永 敏朗

Department of Obstetrics and Gynecology， Kasahara Hospital* and 

Fukui Medical School. 

[目的と方法j

体外受精 ・ ß~移植などの配偶子操作の際の培養操作・ 条件は 多，メ の工夫が
なされてきたが、培養条件の詳しい設定 ・検討がなされていないため一定の

結論や定説に至っていない。一方、体細胞との共培養法は Vero細胞を中心

にして精力的に研究が進められているものの、その優位性は確立していない

のが、現状である。今回われわれは培養温度、培養時の浸透庄、培養液の蒸散

を培養環境の制御因子と考え、n発育を観察し共培養の効果を再検討してみ
た。

ウシの卵巣皮質から細切法により未成熟卵を回収し、その後体外成熟培養

を経て、体外受精を行った。受精後48時間後に妊を通常の培養、共培養、
順化培地で任発生を検討した。共培養細胞は、卵E細胞、卵管細胞、 Vero細
胞を使用し、)11買化培地は卵E細胞、卵管細胞、Vero細胞のそれを使用した。
使用した妊は通常の任(4細胞妊)、桑実匹、s:E盤胞などを使用した。
s:E発育の観察は共培養後の妊発育を継時的行った。分離妊の検討は桑実匹、
妊盤胞を使用し、2分離後のH発育の検討を行った。桑実庇.H~盤胞を使用
し凍結・解凍時の妊損傷の検討等を行い共培養の効果併せて検討した。
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『結果と結論j

培養条件は培養皿や培養インキュベーターの設定条件でも変化する。

培地の浸透圧は培養皿の形状や培養インキュベーターの設定温度、扉の開聞

によっても影響を受ける。

浸透圧は任発育にかなりの影響を与えた。浸透圧の影響を少なくするため

にはパラフィンを使用する庇培養が効果的であった。パラフィンを使用しな

い場合は 1----2日毎の倍地交換が必要であった。

ウシ体外受精庇を体細胞と共培養すると庇発育が観察される。この効果は

卵丘細胞を共培養細胞とすると最も効果的に観察される。また、共培養細胞

の順化培地でも同様に任発育が観察されるが初期佐では順化培地の効果は少

ない。

庇発育が進んだものでの共培養の効果は共培養細胞の種類に関係なく存在

する。この効果は順化培地でも同様であった。

2分離後の庇発育の検討や凍結妊の旺発育では共培養は不可欠で、 これら

の効果は卵丘細胞、卵管細胞、Vero細胞のいずれにも観察された。分離後、

解凍後の佐損傷の回復や細胞数の修復が共培養環境下で観察された。

以上のことから佐発育の各過程で共培養(細胞効果)や順化培地(液性因

子)の効果が観察され、共培養が不可欠なステージが存在することが示唆さ

れた。これらの培養効果は初期佐が卵管内で受精後、卵管を移動し子宮腔に

入るまでの自然の培養環境(卵正細胞ー卵管細胞一子宮内膜細胞)を示し、

ステージ毎の培養条件設定が匪培養に必要になるかもしれないと思われた。
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W-4 マウス卵子および目玉発生における RT-PCR法の応用

An application of reverse transcriptase -po]ymerase chain reaction 

(RT -PCR) in the study of the murine oocyte and embryogenesis 

栃木明人、吉永陽樹、長岡美樹、橋本芳美、早川 智、坂元秀樹、

栃木武一、津端捷夫、佐藤和雄

Meijin TOCHIGI， Haruki YOSHINAGA， Miki NAGAOKA， Yoshimi HASHIMOTO， Satoshi HAYAKAWA， 

Hideki SAKAMOTO， Buichi TOCHIGI， Katsuo TSUBATA， Kazuo SATOH 

日本大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gyneco1ogy， Schoo1 of Medicine， 

Nihon University 

(目的)近年開発されたPCR1)は、・非常に精巧なinvitro遺伝子増幅法である。 RT-PCR法は逆転写

酵素によりmRNAからcDNAを作成し、その後にPCRによって増幅を行う高感度遺伝子検出法で、微量

のmRNAを解析する方法として種々の分野で用いられている2)。卵や初期臨は、大量の検体を一度

に採取することが困難であるため、微量の検体で行えるPCR法は発生学的な解析などに特に応用が

期待される。今回、成熟卵および初期匪について、細胞の増殖や情報伝達に重要な働きをしてい

るecosanoidosfこ関連した酵素(cyc1ooxygenase-1， -2 : COX-1， COX-2 )や prostag1andin E2 

recptor( type:EPI3) ，EP24) ，EP35) )、叫ん receptor引のmRNAの発現の状況を知ることを目的とし

て、 RT-PCR法を用いマウスで検討を行った。

(方法)ICR系成熟雌マウスにPMS10単位、 48時間後にhCG5単位を腹腔内投与し過排卵処理を行

った。成熟未受精卵はhCG投与24時間後に卵管を摘出し、ヒ7仰ニr-f (500μg/m1)含有のBWW液中で
卵管膨大部より採取した。受精卵および各段階の初期匪は、 hCG投与後同系の雄と同居させ、腫栓

の確認出来たマウスの卵管および子宮腔を洗浄して採取した。 各卵および着床前の匪100個は、

mediumで洗浄後直ちに滅菌チュー7'に移し cDNA合成に用いた。 RNA の抽出は RNAzo1™B( 200μ1 ) 

を用いて杭γナイス.、抽出、遠沈、洗浄の操作に従い行った。 cDANの合成はrandomprimerとMMLV

RTaseによって行った。 primerは報告されている cDNAsequenceよりgenomicDNAが報告されてい

るものは1つ以上のintronをまたぐように設計した。 反応は tota120μ1 [ dH20 14.4μ1， 

(1. 5mM MgC12・10mMTris-HC1(pH 8.3)・50mMKC1・0.01%(W/V)ge1atin)/2μ1， 2.5mM 4XdNTP 

1.6μ1， primer( 10pmo1 each mix )/1μ1， temp1ate 1μ1， Taq po1ymerase O.5U/0.1μ1] 
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の反応系でsinglePCR (denaturation 94~ 1min， extension 72~ 1min， annealingはTmによる。

の条件で35回)を行った。 internalcotrolとしてs-actin mRNAを用い、 反応産物は agarose

gelで電気泳動後、 ethidiumbromideで発色して発現を検討した。

(結果)卵および初期匪から抽出したtotalRNAは260nmの扱光度測定では検出出来なかった。従

ってtotalRNAを用いてcDNA15μlを合成した。 s-actin mRNAの検出についてcDNA 1μlおよび

その64倍希釈 (0.1個の卵相当)でもPCRで検出可能であった。 COX-1、-2のmRNAの発現はは表に示

すごとくCOX-1はかcellembryoから、 COX-2は4-cellembryoから検出可能であった。

表 Ontogenyof COX-1 and COX-2 mRNA 

mature 1-cell 2-cell 4-cell 8-cell morulla blasto 

oocyte embryo cyst 

COX-1 

COX-2 

+ + + 

+ + + + 

。-actin + + + + + + + 

用いたprimerによる各receptormRNAは腎臓や頼粒膜細胞で検出可能であった。マウスaromatase

mRNAは頼粒膜細胞で検出可能であり、卵処理時の頼粒膜細胞の混入の指標とした。 TXA2

receptor mRNAは受精後に発現を認めたが、 EP¥などは未受精卵の段階から認めた。

(考察)マウス成熟卵および初期匪各期におけるCOX-1および-2mRNAの発現および PGEz，TXAz 

receptorのmRNAの発現を検討した結果、酵素とそれらの受容体のmRNAの発現には時間的な相違が

認められ、 eicosanoidosの刺激を早期より受ける機構の存在が示唆された。

(文献)

1)Saiki，R.K.， Gelfand，D.H.， Erlich，H.A.， et al.: Primer directed enzymatic 

amplification of DNA with thermostable DNA plymarase， Science， 1988， 239， 487-491 

2)早川 智、千島史尚、佐藤和雄:PCR(PolymeraseChain Reaction)の応用、産科と婦人科、

1993， 60(3)， 353-362 

3)Watanabe，A.， Sugimoto， Y.，日onda，A.，et al:Cloning and expression of cDNA for a mouse 

EP¥ subtype of prostaglandin E receptor， J. Biol.Chern.， 1993， 268， 20175-20178 

4)Honda，A.， Sugirnoto，Y.， Narnba，T.， et al:Cloning and expression of a cDNA for rnouse 

prostaglandin E receptor EPz subtype， J. Biol.Chem.， 1993， 268， 7759-7762 

5)Sugirnoto，Y.， Narnba，T.， Honda，A.， et al:Cloning and expression of a cDNA for mouse 

prostaglandin E receptor EPa subtype， J. Biol.Chern.， 1992， 267， 6463-6466 

6)Narnba，T.， et al:Biochern.biophys.Res.Cornrnun， 1992， 184， 1197-1203 
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W-5 顕微 授精によるウシ精子核の低温安定性の検討

Cold stability of bovine sprmatozoa examined by intracytoplasmic sperm injection 

後藤和文木之下明弘中西喜彦

Kazufu皿iGOTO， Akihiro KINOSHITA， Yoshihiko NAKANISHI 

鹿児島大学農学部家畜繁殖学教室

Laboratory of Animal Reproduction， Faculty of Agriculture 

[目的]晴乳動物の精子核は低温や高温処理に対してきわめて安定で、殺したのち凍結保存(ー200C)

された精子でも細胞質内に注入されることにより個体まで発生することυ、高温 (90"C，30分)処

理された精子でも初期匪までの発生能をもっていること引が報告されている。 本研突では、 凍結 ・

融解を繰り返して殺した直後の精子あるいは殺したのち30-90日間凍結保存 (ー20"C)した精子を用

いて卵細胞質内への顕微授精をおこない、両群の受精卵の発生能を比較した。

[方法]既報3)にしたがって耐凍剤を添加してあらかじめ凍結保存ト1960C)していた精巣上体尾

部精子を融解し、3回遠心分離により洗浄して耐凍剤を除去した。その後 swim-up法により活力の

よい精子を集め、耐凍剤を含まない漉中で2-3回凍結 ・融解を繰り返して精子を殺した。一部の死滅

精子はそのまますぐに、残りは分注して冷凍庫(ー200C)に30-90日間保存してから顕微授精に用い

た。 卵子はと場由来のウシ卵巣から採取し、既報4)にしたがって体外培養で成熟させ、第一極体

を放出した卵子のみを実験に用いた。卵細胞質内への顕微授精は既報1刊ごしたがっておこない、授

精後の発生はあらかじめ作成していた頼粒膜細胞の単層上でおこなった。すべての精養は、38.70C、

5%∞2、95%空気の条件下でおこなった。
統計処理はx2検定によりおこなった。

[結果]殺した直後の精子を用いた顕微授精卵の分割、桑実隆、駐盤胞率は、それぞれ32.1(18/ 

56)， 27.8 (5/18)， 22.2 (4/18)%であった。殺したのち30-90日間凍結保存した精子を用いたとき

の各ステージへの発育率はそれぞれ30.8(16/52)， 25.0 (4/16)， 18.8 (3/16)%であった。分割匹、

桑実匹、旺盤胞期腔への発育率はいずれもこ群聞に有意差はなかった (P>0.05)。
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Table 1. Intracytoplasmic injection of bovine sper皿atozoastored 

in the freezer after killing 

Days of storage N Cleaved Morula/Cleaved Blastocyst/Cleaved 

at -200C (%) (%) (%) 

o 56 18 (32.1) 5/18 (27.8) 4/18 (22.2) 

30・90 52 16 (30.8) 4/16 (25.0) 3/16 (18.8) 

No significant differences between groups (P> 0.05). 

[考察]ウシ精子は凍結保存にきわめて安定で、殺したのち30-90日間凍結保存しても殺した直後の

精子と同等の顕微授精後の発生能を保持していることがわかった。本結果と凍結・融解を繰り返し

て殺したのち凍結保存していた精子を用いてすで花顕微授精により産子が得られていること 1)を考

え合わせると冷凍庫内 (-200C)精子保存は、 将来ヒトで重症乏精子患者や精巣上体からしか精子が

採取できない患者に対する顕微授精用の簡易な精子保存法として役立つものと推察される。

[文献]

1)Goto， K.， Kinoshita， A.， Takuma， Y. & Ogawa， K.:Fertilisation of bovine oocytes by 

the injection of immobilised， killed spermatozoa. Vet. Rec. 127:517-520， 1990. 

2)Yazawa， H.， Yanagida， K.， Kanno， Y.， Watanabe， M.， Suzuki， K.， Hoshi， K.島Sato，A.: 

Examination of develoP[目entalability of embryos fertilized by microinjection of heat 

treated spermatozoa. J. M祖国.Ova Res. 10:58-59， 1993. 

3)Goto， K.， Kajihara， Y.， Koba， M.， Kosaka， S.， Nakanishi， Y. & Ogawa， K.:ln vitro 

fertilization and development of in vitro皿aturedbovine follicular oocytes. J. Anim. 

Sci. 67:2181-2185， 1989. 

4)Goto， K.， Kajihara， Y.， Kosaka， S.， Koba， M.， Nakanishi， Y. & Ogawa， K.:Pregnancies 

after coculture of cumulus cells with bovine embryos derived fro田 invitro fertili-

zation of in vitro matured follicular oocytes. J. Reprod. Fertil. 83:753-758， 1988. 
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日甫乳類の受精に おける分 子機構 の解 明のそ の応用W-6 

Studies on molecular mechanisms in mammalian fertilization 

and manipulation for reproduction 

高崎誠一
Mor i， Kiyoshi 
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Mori， Mao Wu Guo， Tadashi Baba， Etsuko 
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Tsuneatsu 
Furukawa， 
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1 S Z 1と1C S 1の適応症例の比較

Comparison of S2I cases with ICSI cases 

高塚亮三 、辻 敏徳 、豊北美穂 、藤波隆一 、寺元章吉 、道倉康仁 、加藤修*

Ryozo TAKATSUKA， Toshinori TSUJI， Miho TOYOKITA， Ryuichi FUJINAMI 
Shokichi TERAMOTO， Yasuhito MICHIKURA， Osamu KATO・

永遠幸マタニティクリック， *加藤レディスクリニック

Towako Maternity Clinic， Kato Lady's Clinic 

[目的]囲卵腔内精子注入法 (SZI)や卵細胞質内精子注入法 (ICSI)は精子の透明帯通過を補助することにより

従来のIVFでは受精不可能な配偶子でも受精を可能にした.しかしそのような配偶子がSZIの適応となるか、

ICSIの適応となるかは託行錯誤の結果であるのが現状である.一方針eirteghemらはSZIよりもICSIではる

かに高い受精率が得られることを報告している 1，2).

そこで本研究においては、 1993年中に当院において実施した顕微受精の結果についてretrospectiveIこ

解析し、 SZIとICSIの適応症例の比較検討を行った.

[方法]研究対象は当院で1993年中lこIVF-ETのために過排卵処理した858周期のうちSZI及びICSIの適応と

なった238周期 (27.7%)、156症例である.このうち138症例 (88.5%)に男性不妊原因が認められた.

顕微受精を行った238周期中、183周期にSZI，35周期にICSI，20周期にSZIとICSIの併用法を適応した.

SZI適用周期の14周期 (廃移植周期当り10.5%)、

ICSI適用周期の1周期(匪移纏周期当り5.9%)， 

SZIとICSIの併用周期の2周期 (佐移値周期当り

18.2%)で妊娠が認められた.精巣上体精子を

用いた9周期を含む全周期で、 精子の調整はミニ

パーコール;去を用いて行われた.SZI及びICSI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を装着した
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顕微受精操作による機械的鏡傷率はSZIで1.7%、ICSIで，

11.1 %であり、ICSIで有意に損傷率は高かった (P<

0.01) • SZI及びICSIの適応症例は右図に従って分瀕した.

統計学的検討はχL検定で行った.

[結果]SZI適応症例130例のうち、 A群が20.8%、B群が

73.1 %、C群が6.2%であり、全SZI症例の80.8%が底移

植可能であった.卵子当りの受繍率はAI草、 B群、CI草の

順で高くなり、多F育子受精率 (P5rate)は逆にA、B、C

群の順で低くなった.卵子当りの座移植率はA、8、C群の

順で高くなったが統計約有意差はなかった (Table1) • 

ICSI適応症例29例のうちD群が27.6%、E群が55.2

%、 F群が17.2%であり、全ICSI症例の55.2%がET可能

であった.F群の受精率及び庇移植率は他の二群と比べて

有意に高かった(Table2). 

SZIとICSIの併用周期のうち、SZIを行った卵子にのみ

受精が認められた周期は10%、IC51のみに受精が認めら

れた周期も10%、SZIとICSIの双方に受精が認められた周 Table 3. ReslIlls of SZI combincd wilh rCSI. 

期は45%、残りの35%の周期ではSZI，ICSI双方共受精が

認められなかった.併用周期でSZIとICSIの受精率、匪移

植率に有意差は認められなかった(Table3). 

1・able1. Rcsults of SZI 

l'孔tl巳nts Cycl巴s Oocytes 
Group 

』む14hh!日!{.uc!rCrI.bu:lln川 I'crt.l(au: 1円 R:tle1ドf.talC!

日付。|… 白川|…|…A 
77.S~ó 170.-'~， 75.0% I 62.5% "1.3缶 .4.1完 19.1% 

B 801コ9〈5e 1 l 79J95 '"γ …17!166ノ421212my~1I 5~ò I SJ. 2~， S7.~%lnS% 45.9% I 39.-1% I 23.1% 

C 
3U12iW12 45J83117川 lHJ83

お7.5%187.5%91.71}ゐ S3.3%5-1.2% I 37.S% 127ヲ%

114/1)十13U83|1日川2…21… laysJ3225 Overall 
87.7%180.8完 85.2%I 71.7% 45.6悟 40.L%121.7% 

Tablc 2. l(eslIlts of ICSI 

l'alienls Cycles Oocytes 
Group 
二7v可τ二JCn.KJIC! L1'1l:a¥c 'crl.l"'ll: 1:1' I>alC 
D 4/28 4/28 

37.5~る 37.5% 37.5% 137.5% 1~ .3 免 U.3% 

E 9/16 9/16 56.3缶 56.3% 45.5 % I 45.5 % 18.2% 1 14.4% 
4/5 4/5 
80.0% 80.0~も 80.0 % I 80.0 % 33.3 % 1 28.6 % …1UZ116/2917叶m…6l-6|
55.2% 155.2% 148.6% 148.69も 19.1% I 15.7% 

[考察]SZIに比べてICSIで卵子の繍械的績傷率が大きい.この損傷は非特異的と考えられ、 ICSII;:おいて高度な

技術的習熟度が要求される.SZIでは受精率が高いが多精子受精率も高く、結果として匪移植率はICSIと殆ど

変わらないが、従来のIVF法で受精率が低い症例 (C群)では比較的受精率が高く、多摘子受精率が低いため、

この群に特にSZIが有効と考えられる.他方ICSIはSZIで多精子受精のみしか認められないような症例 (F鮮)に

特に有効である.SZIとICSIの併用周期の結果ではSZIで受精するものはICSIでも受精し、 SZIで受精しないもの

はICSIでも受精しにくく、SZIとICSIの受精率にも差がなかったことから、録作の技術的習熱度がSZIとICSIの

適応の選択基準になる可能性が大きい.

[文献]1) Palermo，G.，et al:Pregnancies after intracytoplasmic injection of single spermatozoon 

into an oocyte. Lancet， 1992:340: 17 

2} Van Steirteghem，A.C.，et al:Higher success rate by intracytoplasmic sperm injection than by 

subsonal insemination. Report of a second series of 300 consecutive treatment cycles. Human 

Reprod，1993:8:1055 

3}Ed by Cohen，J.:Micromanipulation of Gametes and Embryos. 1992:P.250 
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2 顕微受精 の 臨床評価

Clinical evaluation of microfertilization 

粟田松一郎，田中 温，
Shoichiro Awata Atsushi Tanaka 

田中威づみ，竹本洋一，
Izumi Tanaka y oichi Takemoto 

有本恭子
Kyoko Arimoto 

永吉 基，塩見秀明，
Motoi Nagayoshi Hideaki Shiomi 

高崎博幸，井手紀子，
Hiroyuki Takasaki Noriko Ide 

セントマザー産婦人科医院

Department of Obstetrics & Gynecology， St. Mother Hospital 

[目的]男性因子による不妊症の場合，体外受精における受精率，妊娠率は低<，顕微授精の対象と な

る。射出精子数500万Iml以下，または精子運動率30%以下の症例に対して1992年より当院で臨床応用し

てきた顕微授精の成績について報告する。

[方法l 顕微授精の手技の選択としては，射出精子数3却O∞0~50∞O万1m副n叫1汁1，運動率3初0%以下(加r町moωoderat旬e~ low

motility)の場合lはまmam凶 1partial zona cutting (伊PZC) ， 5叩0~30∞O万1m凶l あるいは3却0%以下 (引low motility) 

ではSUZ訂1，5印O万1m叫n川11以下あるいはl叩0%以下(口lowmotility)の症例ではICSIを用いた。この選択法は絶対

的なものではなく， microdrop内の最終精子処理後の状態で決定されることが多かった。精子処理法は，

PZCの場合3層パーコール遠心後に6-8%ヒト卵胞液で30分間培養， SUZIでは 2層パーコール遠心後，

K-3法(1)で先体反応を誘起した。異物が多く混在するものではミニパーコール法を行った。 ICSIの場

合は10%血清HTFで遠心後， K-3法を行うか，凍結保護物質を含まない状態で凍結一融解を 3回繰り返

し先体反応を起こした (2) 。以上の処理を行った精子懸濁液を20~50μlのmicrodropとして，約 6 時間前

培養した卵子を注入した。manualPZCの手技は，採卵後約 6時間20%血清HTFで培養後0.1%ヒアル

ロニダーゼおよびピペッティングで裸化卵とした。 O.5M sucrose添加HTFで卵細胞質を収縮させ囲卵

腔を関大する。口に くわえたゴムチューブの先端に把持ピペッ トを装着し 左手に持ち，卵子を固定，右

手で1c.c.ツベルタリン注射筒に270針を付けて実体顕微鏡下に透明帯を切り開いた。 K-3処理法は，射

精精液を 4層パーコールで遠心し上清除去， NaCI， NaHC03， CaCl2を超純水に入れたK-3液で2回遠

心・洗浄。ガラスキャピラリーにぺレ ットを密封し， 40oC30~60分間培養し，遠心後20%血清 HTF

microdrop内ヘ処理精子を注入した。

n
U
 

7
f
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[結果]

受精 分割 多精子受精 妊娠

PZC 22% (687/3124) 14% (437/3124) 8 % (25013124) ) (48 :瀧分虫色) 

SUZI 15% (21/1371) 12% (16/1371) 8 % (1111371) 8 % (811∞) (2:流産)3:分幾

dead + sperm 
23%(1111481) 19% (91/481) 。 4 % (2151) (2 :流産)

ICSI 
A23187 

live sperm 
(2:流産 ) + 35% (44511272) 30% (32211272) 。 8 % (81103) 
6:妊娠継続K-3法

ーー....Lーー

(1994 .1) 

[考察1PZCやSUZIにおける妊娠率は約10%で，臨床上の有用性が確立されたものと考える。とりわ

けmanualPZCは手技の簡便化によ って 日常の治療現場でもしばしば行われている。ICSIも最近は受

精率，分割率が向上しているが，死滅精子にカルシウムイオノフォア (A23187)を用いたものでは成績が

悪く， necrozoospermlaに対しては現在， K-3法で精子の先体反応を誘起後にzona-freeoocytesと媒精

している。

K-3法は精子の先体反応を誘起させるために行なうが，代謝基質を含まない液を用い，精子を高濃度

の状態で比較的高温の嫌気環境下におくことによって精子の呼吸活性が活発化し，ごく短時間のうちに

酸素は消費され尽くす。ATPの産生は止まり消費が増加するためATPの急激な枯渇により精子糊包基質

膜のカルシウムポンプが作動しなくなり，自然拡散による細胞外カルシウムイオンの流入が先体反応を誘

起する。ATPが使い果されると精子の運動も消失するがこれは可逆的変化て百九TP産生回復のため酵素

や代謝基質を補うと精子は運動を再開する。

[主要文献]

1) Kusur叫 iH， et al : J. Exp. Zool. 249 : 322， 1989 

2) Goto K， et al : Vet. Pec. 127 : 517， 1991 

3 )田中 温，他:産婦人科治療 65: 560，1992 

4) Steirteghem AC， et al : Hum Reprod 8 : 1055，1993 

-71-



3 重症男性不妊症における透明帯除去卵子の 受精と
圧発育について

Evaluation of insemination of zona-free human 

oocytes for severe male infertility 

粟田松一郎，田中 温，
Shoichiro A，、rata Atsushi Tanaka 

竹本洋一，
Yoichi Takemoto 

田中威づみ，
Izum i T anaka 

有本恭子

永吉 基，塩見秀明，
Motoi Nagayoshi Hideaki Shiomi 

高崎博幸，井手紀子，
Hiroyuki Takasaki Noriko Ide 

Kyoko Arimoto 

セントマザー産婦人科医院

Department of Obstetrics & Gynecology， St. Mother Hospital 

[目的]透明帯除去マウス卵子を用いた体外受精によって健常な子孫が得られた (1 )との報告があるが.

ヒトにおいて重症男性不妊症の症例に対して同様の手技を行った。白血球やdebrisを多量に含む 1X104 

Iml程度の重症乏精子症の場合，従来の方法では先体反応を完了した精子を確保することがたいへん困

難である。またほとんど運動性のない重症精子無力症(<10%)に対して，従来の顕微授精による受精率

はいまだ低率である。これらの症例に対応するために，透明帯を完全に除去しで，精子と卵細胞との接

着可能面積をできる限り拡大した。

[方法] 採卵後5~6時間20%非動化血清含有HTFで前培養の後， 0. 1 % ヒアルロニダーゼで穎粒膜細胞を

除去，透明帯のまわりの卵丘細胞を除くためにpipettingを行う。裸化卵細胞をO.5 M sucroseを含む

HTFの中に入れ，卵細胞質を収縮させ， 囲卵腔を増大させる。実体顕微鏡下で卵細胞を holdingpipette 

の先に固定する opi petteの他端はゴム管に連結され，術者が口にくわえて吸引する。右手 1c.Cツベルク

リン注射筒を把持し， 27G針で透明帯に切聞を入れる。次に透明帯の外側から軽く圧迫し， 収縮した卵

細胞質を外へ押し出す。出た卵を20%HTFで4回洗浄して元の大きさへ戻し，30分間培養の後に，精子

の入った流動パラフィン包埋20%HTF小球(microdrop) 1O~20μl の中へ注入する 。 精子処理について

は，重症乏精子症の場合遠心分離後のぺレッ 卜を直接20μlのHTF小球内ヘ注入する。重症精子無力症の

場合はミニ・ パーコール法を用いて精子を集め， K-旧法(3，4)で先体反応を起こす。

媒精 3~4 時間後，卵細胞質と精子との接着を確認後， 20μlHTFヘ移す。媒精12時間後に前核の有無

およびその後の分割を観察した。

また，受精後に再び透明帯ヘ還納した状態での怪発育も調べた。O.5 M sucroseでもう一度収縮させた

受精卵を，空になった透明帯の中ヘ用手的に入れた後， 20%HTFヘ移して元の大きさにもどして培養を

行った。
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[結果]

透明帯除去卵の腔発育と媒精時の精子の濃度および運動率との関係
5田rm S同rmmotihtyNo.of No.01 Fertilizat畑、 poly5permy 2 cell 4 cell 8ceU Moru凶 Blastcyst cance伺tr.tκ賞、

•• •• 。出ytes rate r.ate rate r." ，. .. r." r." .，..暫niNlUor、 ......."噛bon 同....." (耳) {耳) (百) {誕}(1凶} (首) m日間nated (，，) (，，) (覧)

10一刻 8 国(7181 同(7/81 却 (4/8) 25(2/81 13(118) 。 。
>501μl 1-9 11 82(9/11) 36(4川1) 36(4111) 27(3/11) 。 。 。。 12 日(61121 25(3/121 25(3パ21 17(2/121 8 (11121 8 (1/121 。

10一刻 2 21 76(16/21) 48(10/21) 52(11/21) 33(7121) 24(5/21) 19(4/21) 10(2/21) 
10一切/μl 1-9 4 37 73(27/37) 4)(16/37) 41 (15137) 22(8/37) 19(7/37) 16(6/371 9 (3/37) 。 7 57(417) 14(117) 29(217) 14(117) 。 。 。

10-却 s 47 曲 (32/47) 34(16/471 45(21/47) 23(11/47) 9 (4147) 4 (2川71 4 (2/471 
5-91μi 

<10 3 28 57(16/28) 14(4/28) 35(10/281 11 (31281 25(7/281 7 (2/281 4 (11281 

< 51μl 10一刻 3 M 国 (17/)4) 15(5/)4) 17(6/)4) 12(4/34) 3 (1/)4) 3 (1/)41 3 (1/34) 

<10 2 却 15(3/20) 10(21羽) 。 。 。 。 。

Average 61(137/225) )4(7712251 お(57/2251 20(45/225) 10(221225) 7 (16/225) 4 (9/225) 

[考察)zona・freeの場合，受精率は60%で， 25%が2細胞期へ進むが，精子の状態がさほど悪くない場

合の従来のIVFと比較すると率は低い。しかしひとたび2細胞期になると 8細胞期や桑実期まで分割す

る率はさほど悪くない。だが更に怪盤胞期まで至る割合は少な p。

透明帯除去に徴性タイロード液を用いると単為発生が比較的高率に起こった。現在， PZDの簡易法と

して我々 の行っている“manualpartial zona cutting (PZC)"の手法と同様の処理を卵子に施して透明

帯除去を行っている。

処理後の精子の濯度と運動率別に受精率をみると， >50匹/μlでは約90%の卵車剛包が受精するがそのほ

とんどは多精子受精である 。 運動率が10~30%であれば至適濃度は 5 匹/μ 1 ， 10%以下なら10匹/μ! と

考えている。

zona-freeのままの状態で分割が進むと，ヒトの場合，形が崩れて平坦化しやすい。またこのままの状

態で子宮内ヘ戻すとマクロファージや細菌による障害を受けやすいといわれている。そこで受精卵を再

び透明帯の中へ戻す操作を加えた。 agaroseやsodiumalginateを用いた人工透明帯(artificialzona pell-

ucida， AZP)では囲卵腔が消失するため 4分割から 8分割への移行が困難である。我々が行った方法で

は16%の受精卵が4分割まで至った。

{主要文献]

1 . Natio， K.， Y. Toyoda and R. Yanagimachi， 1992. Hum. Reprod. 7 : 281-285 

2 .山田秀一， 福田芳詔，豊田 裕， 1993.哨乳卵学誌.10: 206-215 

3 . Kusunoki， H.， M. Sakaue and S. Kato et a!， 1989_ J. Exp. Zool. 249 : 322-328 

4. Kusunoki， H.， S6 S. Kato and S. Kanda， 1989. J. Exp. Zool. 250 : ~46-348 
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4 高齢雄マウス精子からの体外受精による産子の作出

Production of Term Offspring from in vitro Fertilization 

by Spermatozoa derived from Old Male Mice. 

若山照彦、種村健太郎、須藤淳一¥今村憲吉*

福田勝洋¥倉本和直M 、九郎丸正道、林良博

Teruhiko Wakayama， Kentaro Tanemura， Junichi SutoへKenkichiImamura本，
Katuhiro Fukuta *， Kazunao Kuramoto * * ，Masamichi Kurohmaru叩 dY oshihiro Hayashi 

東京大学農学部獣医解剖学教室、*農水省家畜衛生試験場、

**東京都老人総合研究所

Department ofVeterinary Anatomy， The U凶versityofTokyo，牟National

Institute of Animal Health，料To匂oMetropolitan Institute of Gerontology 

目的:体外受精は不妊症の改善や家畜の育種改良に利用されているが、トキのように絶滅に瀕し

ている希少動物の保護にも応用できると考えられている。たとえば、高齢により雄の交尾能力が

低下し、雌の側も排卵や受胎能力がなくなった場合、吏配可能な同一種・別系統の卵子と体外受精

を行って遺伝子を保存しなくてはならないだろう。そこで本研究では、高齢で交尾能力が著しく

低下した雄マウスの精子を異なる系統の若いマウスの卵子と体外受精させ、正常な産子を作出す

ることが可能かどうか検討した。

方法本実験で使用した高齢雄マウスは、東京都老人総合研究所において33カ月飼育された

BDF1マウスであり、採卵及びレシピエント用の雌マウスは家畜衛生試験場で飼育されていた3カ月

齢のICRマウスである。体外受精は豊田らの方法1)に準じて行った。受精の確認は極体の放出及び
前核の有無で行い、倒立顕微鏡により多精子侵入の有無を確認した。また採取した精巣上体尾部

精子の一部はスライドグラスに塗抹し、ギムザ染色後、Krzanowska2)の分類法によって形態異常

精子の割合を求めた。一部の個体については、精巣を摘出し、薄切切片を作製して精巣内部の形

態を観察した。受精卵はEDTAを加えたTYHで一晩培養し、 2細胞期庇ヘ分裂したものをレシピエン

トマウスの卵管内へ移植した。生まれた産子の一部は離乳後、尾の先端を切りとり、 l遇間培養

後、染色体異常の有無を確認した。

結果:7個体の高齢雄マウスのうち4個体の精巣上体尾部から精子が採取できたが、その内の2個
体は右側にしか精子が存在しなかった。受精率は69.5-91.日と高かったが、No.3の左右の精子以

外は多精子侵入の割合が増加した。しかし、前核を3つ以上形成する多精子受精はほとんど起こら
なかった。形態異常精子の割合は平均坊で、特にひどい異常精子は見られなかった。切片による

精巣内部の形態は、我々の以前の報告と同様3)、一部の精細管ではほぼ正常な精子発生像が認めら

れたものの、精子発生不全像を示す精細管横断面が頻繁に観察され、ここでは精上皮肉に精細胞

の脱落による空胞が多くみられた。また形態的に異常を示す精祖細胞は存在しなかった。移植後

の産子の出生率は、右側の精巣上体尾部精子由来の受精卵からは73.4覧(47匹)であったが、左側
由来の受精卵からは45.脱 (22匹)にすぎず、有意な低下を示した (pく0.01)。染色体を調べた個体
には異常は見られなかった。現在、突配による繁殖能力の検定を行っている。
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Table. 1 In vitro Fertilization and Embryo Transfer from Aged Mouse Spermatozoa. 

NO.of 
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Transfer Total(%) Male Female Death 
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3 

53.2 
33.6 
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76.4 
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L 
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a vs b; pく0.01

Three male mi∞have no spennatozoa. 

考察:加齢により卵母細胞数が急激に減少する卵巣に対して4)、精巣の幹精祖細胞は減少はする

ものの死ぬまで分裂能力を失わないと考えられている九したがって高齢イじした希少動物の遺伝資

源保全のためには、この雄の特性を有効利用することが効果的である。本実験において、 7匹中4

匹の高齢雄マウスから精子が採取でき、それらの精子から外見的に正常な産子が作出できたこと

から、遺伝子の保存のために体外受精は有効な手段であることが確認できた。しかし通常の体外

受精ではほとんど起こらない多精子侵入が高率に生じ、精子に形態的には判別できない異常があ

る可能性が示された。また3個体からは精子が採取できず、 2個体は左側の精巣上体尾部に精子が

存在しなかった。精子が採取出来なかった個体の精巣横断面の形態観察から、精上皮基底部の精

祖細胞は、生殖細胞としての機能を完全には失っていないと思われるが、精細胞の多くが分佑の

途中で精上皮から脱落したため、結果として精上皮における精子細胞が極端に減少し、精子が精

巣上体尾部に到達する事が出来なかったものと考えられた。

今後高齢な希少動物の遺伝的保存のためには、精巣上体尾部精子による体外受精だけではなく、

精巣内の未成熟精子細胞を卵子へマイクロインジェクシヨンする体外受精6)についても検討しなく

てはならないだろう。

参考文献:

1)豊田裕、横山峯介、星冬四郎 (1971)家畜繁殖誌

2) Krzanowska， H. (1981) 1. Reprod. Fert. 62; 385-392. 

3) T釦 emura，K.，Kurohmaru，M.， Kuramoto，K.， and Hayashi，Y.， (1993) 1. Vet. Med. Sci. 55; 703・710

4) 北嶋明子、一戸喜兵衛 (1991)晴乳卵学誌 8 j 55-56. 

5) Gosden， R.G.，脳chardson，DW.，Brown，N.， and Oavidson，OW. (1982) 1. Reprod. Fert. 64; 127・133.

6) Ogura， A. and Yanagimachi， R.， (1993) Biol. Reprod. 48; 219・225
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5 牛体外 受精腔の着 床前の発生速度 と性

Developmental Rate Differences and Sex of Bovine Preimplantation 

Embryos Generated In Vitro 

板垣佳明 木村直子 山中昌哉須藤鎮世

Yoshiaki ITAGAKI， Naoko KIMURA， Masaya YAMANAKA 

and Shizuyo SUTOU 

伊藤ハム 中央研究所

Centra1 Research Institute， Itoham Foods Inc. 

目的 :着床前の牛症の発生速度と性との関係について、雄匹のほうが雌旺よりも早〈、ある

いは進んだ時期へ発生することが示されている。こ れらの研究では、脹盤胞期脹を発生段階に

よって形態的に分類し、染色体1)あるいは雄特異的塩基配列2)によ って性を決定しており、この

ような発生速度による性差が受精後 どの段階から現われるかについては詳細には検討されてい

ない。最近、 Yadavet aJ.3)は体外受精妊の体外での第 1卵割の終了が媒精後5日での発生に影響

をおよぼすことを示すとともに、第 l卵割時期が早い匹(媒精後24-30時間:hpi) では遅い匹

(40-62 hpi) よりも雄旺が多いことを報告 している 。一方、我々もPCR法を用いて脱出距鍍

胞の性比の変動について報告し4)、さらに別の観点から第 1卵割時期と距盤胞への発生率との関

係について明らかにした5)。そこで、本研究では体外受精妊の体外での第 l卵割の終了が脱出目玉

盤胞の性比にどのよ うに影響するかについてPCR法を用いて検討した。

方法:屠場より 入手した卵巣よ り卵胞内卵子を採取 し、体外成熟ー体外受精 (IVM-IVF)によ

り受精卵を得た。体外受精には l頭の種雄牛から採取 した凍結.融解精液を用い、ヘパリンを含

むBO液で受精能獲得を誘起した。 22hpiにすべての卵子/涯を卵丘細胞層より剥離 して裸化した。

観察は22，26， 30および44hpiに行い、それぞれの時点で出現した卵割 (2・細胞期)距を別に用

意した卵E細胞層の拡がった400μlの培地に移し換え、 39'C、 5%C02の気相下で共培養を続

けた。 4つのグループに分けて培養した距の観察は164-248hpiまで12時間間隔で行い、それぞ

れの時間に観察された脱出妊盤胞を採取し、 PCR用のサンプルとした。 PCRのためのプライマ

一、反応条件およびPCR産物のアガロースゲル電気泳動による判定は既報4)に従って行った。

結果 :体外受精に供した669個の卵子のう ち、全体では504個(75.3%)が卵割 し、 183個

(27.4%)が脱出匹盤胞へ発生した。第 l卵割の終了のピークは26hpiでみられ(45.0%)、得'られ

た総卵割脹の69.6%(351/504)が22-26hpiで観察された(Tab1e1)。脱出妊盤胞への高い発生率

は22hpiで得られた阪でみられた(56.5%)。一方、 30-44 hpiで観察された脹では、 14.4%

(221153)しか脱出妊盤胞へ発生しなかった。 26hpiでは、この時間で得られた妊に対する割合で

は40.1%となったが、総卵寄~Jlf数に対 する割合では 18.1%と22hpiより多くの脱出旺盤胞が得ら

れた。 PCRによる性判別は171個(93.4%)で可能であった(Tab1e2)。判定できなかった12個の佐
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Table 1 Cleaving and Hatching Rates of Bovine Embryos Classified According to the Interval 
from Insemination to Completion of Their First Cleavage 

Interval to complelion of first cleavage (hpi) 

Total 

司

3
内

3

4
0
3
ι
ι
 

刊

日

目

3

3

44 

65 

12.9 

3 

0.6 

4.6 

30 

88 

17.5 

19 
3.8 

21.6 

26 

227 

45.0 

91 

18. 1 

40.1 

22 

124 

24.6 

70 

13.8 

56.5 

Zy畠。tes/

Cleaved 

Total cleaved (%) 

Hatched 
Total cleaved (%) 

Cleaved in classification (%) 

Table 2 Distribution of 171 Sex-Determined Embryos Classified According to the Interval from 
Insemination to Completion of Their First Cleavage 
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はPCR装置の温度設定ミスによるものであった。観察時間内の全体での性比は88:83(51.5%)で

あったが、脱出!If盤胞が観察された時間別では早い時間(-200 hpi)で雄阪が多い傾向にあった

(38:25， 60.3%)。それぞれの第 1卵割時期別で得られた脹では、 30-44hpiでやや雄伍が多い

傾向にあったが(14:8，63.6%)、22-26hpiでは性比に差はなかった(74:75，49.7%)。

考察:IVM・IVFによる牛匹の体外作出では、体内と比較して発生率は低く、また時間的にも

遅い。このことは、現在行われている体外培養系が材料面 も含めて完全ではないことを示して

いる。本研究では、卵子成熟から第 l卵割までのきわめて発生の初期段階で(正常な)体内発

生との時間的一致、あるいは最小限の遅延がその後の脱出匹盤胞への発生に重要であることが

明らかとなった。これらの発生速度による差異は染色体異常などの細胞学的に検出可能な原因

以外にも様々な要因3)が関連しているように思われる。性比については、透明帯より早〈脱出

した経盤胞に雄脹が多い傾向がみられ、以前報告した我々の結果とよく一致したの。一方、第 l

卵割の終了を指標とした場合、 22-26 hpiでは性比に差はみられず、それぞれの卵割時期にお

いて早い時間に得られた脱出版盤胞で雄妊が多かった。本研究では第 I卵割時の性および第 1

卵割後途中で発生を停止した距の性について検討を加えていないが、着床前の発生における性

差の発現は第 l卵割期以降の匹のゲノムの活性化との関連が示唆された。

文献 1)Xu， K. P.， Yadav， B. R.， King， W. A. and Beueridge， K. J. (1992). Mol. Reprod. Dev. 31: 249-252. 

2) Avery， B.， Jorgensen， C. B.， Madison， V. and Greve， T. (1992). Mol. Reprod. Dev. 32: 265-270. 

3) Yadav， B. R.， King， W. A. and Betteridge， K. J. (1993). Mol. Reprod. Dev. 36: 434-439. 

4) ltagaki， Y.， Kimura， N.， Yamanaka， M.加 dSuωu， S. (1993). J. Mamm. Ova Res.l0: 1-10. 

5)板垣佳明.山中昌哉，木村直子，須藤鎮世 (1993).第87回日本畜産学会講演要旨 p280.
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6 マウス体外受精における赤血球添加培養系の効果

Inhibitory effect of homologous erythrocytes to reactive oxygen species on mouse 

embryos development 

藤野祐司松岡逸子伊藤文俊荻田幸雄渡辺信和* 井上正康*

Itsuko Matsuoka， Yuji Fujino， Fumitosi Ito， Sachio Ogita， Nobukazu Watanabe and Masay俗uInoue 

大阪市立大学医学部産科婦人科学教室

Dep制 mentof Obstetrics and Gynecology， Osaka Cicy UnivぽsityMedica1 School 

大阪市立大学医学部第l生化学教室*

Department of Biochemお句1st，Osaka City University Medi回1School 

[目的]

マウス体外受精においては、従来より 2-cell Blockの存在が知られておりその解

除メカニズムに関して精力的に研究されている。この原因の lつとして培養環境におけるRe

active Oxygen Species (ROS)の関与が考えられている。そこで、今

回、マウス体外受精おける培養系に赤血球を添加し赤血球の抗酸化防御機構が受精および受

精卵分割、さらに匹発育に及ぼす影響を検討した。

[方法]

( 1 )実験 1 (in vitro fertilization) 

1 C R雌マウス (8~ 1 0週齢)にhMG (ヒユメゴン) 2 5単位、 48時間後に hC G (H 

CGモチダ) 1 0単位を腹腔内投与して過排卵処理し、 hCG投与 14時間後に頚椎脱臼法に

より堵殺、卵管より卵細胞塊を採取した。 また、 1 C R雄マウス(8週齢)の精巣上体尾部

より精子採取し lXl0
5
/dishの割合で培精し赤血球添加培養系 (HamsFIO+O.

5%赤血球)および赤血球非添加培養系 (HamsF 1 0)で24時間培養 (CO
2
インキユ

ベーター :37 oC、5%C0
2
)後、受精率、卵分割率を比較検討した。なお赤血球は 1C R 

雌マウスより無菌的に採血したものを用い、 PBSにて3回洗浄後、最終濃度O.5%Ht値相

当になるように調整し、培養液 (HamsFI0)に添加し実験に供した。

( 2)実験2 (in vivo fertilization) 

1 C R雌マウス (8~ 1 0週齢)にhMG25単位、 hCGIO単位を腹腔内投与後、雄マウ

円。
づ
/
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スとメイテング、 hCG投与44時間後に頚椎脱臼法により堵殺、卵管より 2細胞妊を採取し、

実験(1 )と同様に赤血球添加培養系、および赤血球非添加培養系で 24時間培養 (37.C、

5%C0
2
)し、妊発育率を比較検討した。

[成績]

(1) in vitro fertilization群において、 24時間後の受精率は、

赤血球非添加培養系で77.4%に対し、赤血球添加培養系では71.4 %と受精率においては特

に差は認められなかった。 一方、卵分割率は赤血球非添加培養系で 12.5 %に対して、赤血

球添加培養系で42.4%と赤血球添加培養系で有意に高い分割率であった (P<O.O5)。

( 2 )一方、 i n v i v 0 f e r t i 1 i z a t i 0 n群において、赤血球非添加培養系、

赤血球添加培養系における 2細胞期妊の発育に対する影響を 24時間後の4細胞期佐への発育

率で検討したところ、赤血球非添加培養系で発育率が8.3%に対し、赤血球添加培養系では発

育率が61.5 %と赤血球添加培養系で有意に高い4細胞旺への発育率であった (P<O.O5)。

[結論]

従来のマウス体外受精培養系 (HamsF10)にマウス赤血球を添加することにより、受精

率には差はないものの、受精卵分割率、および脹発育率に改善が認められた。ことから赤血球

添加培養系は、赤血球の持つ抗酸化防御機構により培養環境におけるRe a c t i v e 0 xy 

gen Species (ROS)の影響を解除するとともに、酸素毒性から受精卵ならびに

匹を保護することにより、JIf細胞発育に良好な環境をもたらす可能性が推察された。

[主要文献]

井上正康、渡辺信和;赤血球病態と活性酸素:活性酸素と病態(井上正康編著)、 pp127-144.

学会出版センター、 1992.

Pabon JE. et a1.; The toxic effects of short exposures to atmospheric oxygen concentr出 onon ear1y mouse 

embryonic deve1opment. Fe氏ilitySterility 51 ， 896・900.1989 

Nasr-Esf油aniMH. et a1.; Hydrogen peroxide levels in mouse oocytes andωrly c1eavage s凶.geembryos 

developed in vitro or in vivo. D eve10pment 109， 501-507， 1990 

Umaoka Y. et al.; Deve10pmental potentia1ity of embryos cu1tured under 10w oxygen tension with 

superoxide dismutase. 1. in Vitro F ertilization and Embryo Transfer 5， 245-249， 1991 
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7 野性マウス卵子の体外受精

In vitro fertilization of oocytes of wild mice. 

0中潟直己・上田 進・山内ー由・土屋公幸・-岡本正則“

松田洋一“・東貞宏“・-豊田裕u ・

Naomi NAKAGATA， S凶四u田DA，Kazuya Y雌ANOUCHI，Kimiyuki TSU印IYA.， ua泊 nori0臥鵬首“
Yoichi MATSUDA..， S剖ahiroA2四A“ヘ YutakaTOYODA... 

(財)日本生物科判丹究所，・宮崎医大，日放射線医学総合研知凡…東京大学医科判汗知万

Nippon Institute for Biological Science， ・ Miyazaki Medical College， "National Institute of 

Radiological Sciences，“・ The Institute of Medical Science，四eUniversity of Tokyo. 

【目的】近年、実験用マウス{恒挫盟l盟担笠且盟)の体外受精は確立された技術として、さまざまな

分野で応用されている。しかしながら、野生マウスに関する体外受精の報告はほとんどなく、体外受精の基

礎的研究もほとんど成されていないのカ顎状である。そζで、本研究では野生マウスの体外受精に関する基

礎的研究として、実験用マウスで確立された体外受精法を用いて数種の野生マウスの体外受精を行なった結

果、若干の知見を得たので報告する。

【方法}体外受精:実験にはMusd盟主(India).也笠恒旦叫担竪(Yugoslavia).Irkls !2坐生き(India)， 

胤JSspret回 (Spain)および恥smus叩 1田に属する3亜種(Mus剛氏叫凶 castaneus;India， Irkls DIIlSC叫u

呈担短笠且盟;Japan， Mus型型L盟型笠盟強;Den献 k)の計7種を用いた。体外受精はほぼ豊田らの方法り

に従った。即ち、卵子は郎G(2. 5-10iu)とHCG(2. 5-10iu)を48時間で投与し過捌H処理を施した成熟離の卵

管膨大部より、 HCG投与後15-16時間に採取した。一方、精子は成熟維の精巣上体尾部より採取し、IsF培

地内2)で1.5時間前培養した。媒精は卵子を含む受精用培地に前培養した精子の一部を導入することにより

行なった (精子濠度:180-620精子/μ1)。卵子の観察は媒精後6時間に倒立顕微鏡下で行ない、第2極体

と2個の前核を有する卵子を受精卵と判定した。また、受精卵と判定した卵子については100μM町fAを含

む培地内で更にt音養を続け、体外での尭生能について検討した。

【結果】 各種における体外受精成績、即ち、媒精後6時間に倒立顕微鏡下で観察した受精率は、臨型E回

以外の種において57~84% の範囲であり、そのほとんどが22時間後の培養により 2細胞期ヘ発生した。し

かしながら也~~些些 においては受精卵はまったく得られなかった (Tab1e 1)。またー奇1の種の受精卵に

おいては2細胞期以降も発生を続け、旺盤胞ヘ発生したものも認められた。以上の結果から、実験用マウス

において開発された体外受精法により野生マウスの体外受精が可能であるととが知れらた。しかしながら、

種によっては従来のマウスの体外受精法ではまったく受精しない種もあるごとから、今後更に検討を要する

ものと考えられる。
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Table 1. In vitro ferti1ization of oocyt回 ofwild mice. 

No.of No. (%) of No. (%) of 0田武田

Species oocyt回 oocyt回 developed to 

ex珊 ined ferti1izedal 2白田11stage 

肱JSdunni 98 80 (81. 6) 80 (81. 6) 

肱JShortul加国 19 16 (84.2) 16 (84.2) 

Musmuscu1国伺stane凶 130 102 (78.5) 101 (77.7) 

蜘smuscul出回10ssinus 35 22 (62.9) 21 (60.0) 

肱JSmusωI凶臥おcul回 20 16 (80.0) 16 (80.0) 

肱JSplatythrix 23 13 (56.5) 13 (56.5) 

肱~~邑盟 40 o ( 0) 

a) Oocytes with two pronuc1ei and a second polar加の.

文献

1 )豊田 裕、横山峯介、星冬四郎:マウス卵子の体外受精に関する研究.

1.精巣上体精子による受精成績.家畜繁殖誌 16 : 147， 1971 

2) Quinn， P. Q.， Kぽ in，J.F.，& Warn回，G.M.:Improv凶 pregn剖 cyrate in human in vitro 

ferti1ization with the use of a medi咽 basedon the composition of human tuba1 f1uid. 

Fertil. Steri1. 44: 493， 1985 
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8 豚卵管および子宮が豚体外受精卵子の発生に及ぼす影響

Effects of Porcine Oviduct and Uterus on the Development of Porcine Oviduct 

Derived from In Vitro Fertilization 

吉川奈美・岩崎泰造・戸津川清

Nami YOSHIKAWA， Taizo IWASAKI， Kiyoshi TOTSUKAWA 

山形大学農学部生物機能調節学講座

Section of Bioprocess Engineering， Faculty of Agriculture， 

Yamagata University 

目的:豚の受精卵を体外で倍養した場合、一般に4細胞期で発生が停止する。そのため、この4-cellブロッ

クを回避して怪盤胞まで発生させ得る倍養体系の確立が求められている。これまでに卵胞液及び卵管議涜液の

添加が、腔盤胞への発生率を高めることが報告されているけ。そこで本研究では、卵子の環境としての卵管及

び子宮、特にそれらの分泌被に注目し、豚体外受精卵子の発生に及ぼす影響を検討した。

方法:卵胞内卵子は、屠場で入手した卵巣の直径5mm以下の卵胞から採取し、 PBSで3回洗浄すると同時

に、細胞質が形態的に悶ーで、卵丘細胞が緊密に付着した卵子のみを選彼した。卵子は10%F C Sを含む修正

TCM199に投入し、 5%∞z、95%Air、38.5 0

Cの条件下で48~50時間成熟培養を行った。精子(射出精子)は P

BSで洗浄後、修正TCM199に入れ、 37
0

Cで4~5時間倍養し、受精能を獲得させた。体外受精は、成熟卵子と

受精能獲得精子を修正TCM199中で共培養することによって行った。

<実験1>修正TCM199に25%卵管滋流液 (OLF)あるいは子宮滋涜液 (ULF)を添加し、発生に及ぼす影響を比

鞍検討した。 <実験2>修正T叩199ij音地における、卵管 (OC)及び子宮 (UC)上皮細胞との共培養が発生に及

ぼす影響を比較検討した。<実験3>修正TCM199倍地における、卵管各部位(卵管膨大部:OA、卵管狭部:01、

子宮・卵管接合部:UJ)の上皮細胞との共指養が発生に及ぼす影響を比較検討した。<実験4>修正TCM199指

地における卵管上皮細胞との共培養、あるいは卵管上皮細胞コンディション渚地 (CM)が発生に及ぼす影響を

比較検討した。

結果:<実験1>OLF区における発生率は、修正TCM199(C目control)区と比較して有意に高い (Pく0.05)結

果であった。しかしULF区における発生率は、 C区と比較しでも有意差は見られなかった。<実験2>OC区にお

ける発生率は、 C区と比較して有意に高かった (P<0.05、Table.1) 0 UC区においては、 2-cellでは有意差が見

られた (P<O.05)が、 4-cell、Blastocystでは差が無かった。<実験3>OA区及び01区における発生率はC区

と比較して有意に高かったが、UJ区では有意差は見られなかった (P<O.05、Table.2) 0 <実験4>C区と比較

すると、 OC区、 CM区ともに全ての発生段階において有意に発生率が高く (PくO.05)、また、両区間には有意差

は見られなかった。

円
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考察:本研究により、豚卵管液には受精卵の発生を促進する物質が含まれ、それは卵管上皮細胞から分泌さ

れることが示唆されたG KOBAYASHJ2)らは牛の頼粒膜細胞から分泌される発生促進因子を、また河岸けらは豚

卵胞液中に含まれる卵成熟促進因子を同定しているが、豚卵管液中の発生促進因子の同定も必要と思われる。

Table. 1 Development of porcine 1YM/1VF embryos in co-culture with卯 rcine
oviduct or uterous e!lithelial cells. 

Culture No. of embryos No. (%) ofωbryos developed to 

condition examrn吋 2-cell 4-cell Blastocyst 

。L円J 178 88(49.4) .. 81(45.5)' 30(16.9)8 

U C 163 76(46‘6) • 69(42.3) .D 15( 9.2)b 

C 228 81(35.5)" 70(30.7) b 15( 6.6)D 

• Yalues with different superscripts in the same column are significantly 
different (p<O. 05). 

Table.2 Development of porcine 1YM/IVF elllbryos in co-culture witb porcine 
oviduct ampulla， oviduct isthmus and utero-tubal junction epithe-
lial cells. 

Cul.ture No. of elllbryos No. (96) of embryos developed to 

condition ex訓 rn凶 2-cell 4-cell Blastocyst 

。E 163 88(54.0) 79(48.5) 25(15‘3)" 

o M 150 78 (52. 0) 70(46.7) 23(15‘3)" 

U E 142 68(47.9) 56 (39. 4) 14(9.9)b 

C 150 65(43.3) 57(38.0) lu( 6. 7) b 

• Values with different superscripts in the回 mecolurrm are significantly 
di fferen t (p<O白05).

参考文献

1)戸津川清ら(1992)豚体外受精卵の発生に及ぼす豚血清、卵胞液及び卵管滋液液の影響， Uj甫乳動物卵子学会

誌 9，61-62. 

2) KOBAYASHI， K. et al. (1992) Development of Early Bovine Embryos to the Blastocyst Stage in Serum 

-Free Conditioned MediulII from Bovine Granulosa Cells.， 1n Yitro Cell. Dev. Biol.， 28A， 255-259. 

3)河岸洋和ら(1992)豚卵胞液中の卵成熟促進活性に関する生理 ・生化学的研究，食肉に関する助成研究調査

成果報告書， 30 -36. 
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9 受精とくに前核形成過程における蛋白質リン酸化の関与

Involvement of protein phosphorylation during fertilization -especially 

during pronuc1ear formation -in mouse egg 

稲垣 昇 山森尚子 ・遠藤芳広 ・・大隈一興 ・・・大庭三紀子 鈴木秋悦 野淳志朗

Noboru lNAGAKl，Naoko YAMAMORl，・YoshihiroENDO，"Kazuoki OSUMl，..'Mikiko OBA， 

Shuetu SUZUKI，Siro NOZAWA 

鹿恩義塾大学医学部産婦人科学教室，・遠藤クリニック，一三菱油化ピーシーエ ル，

.・森永乳業生科研

Departlent of Gynecology and Obstetorics，Keio University， 'Endo Clinic 
•• MBC COIPaney， ... Mor i naga M i lk COIPaney 

【目的】以前雄性前核形成因子というものが論じられていた時期があるが、その実体につ

いては結論の出ないままに現在に至っている。しかし卵への精子進入の後、前核形成がど

のようにして起こるのかは非常に興味のあるところである。近年、 signaltransduction ( 
情報伝達)の領域は目ざましく発達してきた。中でもリン酸化はsignaltransductionをダ
イナミックに観察し うる指標として注目され、非常に多〈のことが解明さ れつつある。今

回、我々はリン酸化を通し精子進入から第 2極体 (2P B)の放出、前核 (PN)形成に

於ける過程までについて観察し非常に興味ある結果を得たのでここに報告する。

【方法】 1)体外受精法によるリン酸化の検討:ICR雌マウス (6-8週齢)に PMSG

5 1 U投与48時間後HCG5IU投与し 14時間後に卵管より採卵ヒアル ロニダーゼ (
0.05%)にて卵丘細胞を除去の後 4回洗浄、顕微鏡下にて肉眼的に第 1極体を確実に観察し

えた卵を、 ICR雄マウス精巣上体より採取し swim UP  (90%以上の運動率)させ2
時間前培養し 100XI04mm3に調整した精子と媒精し 1時間後にピペッ ティング操作

にて4回洗浄し廻りの付着精子をできるだけ取り除き 1. 2時間後より次にあげるリン酸
化に関与する試薬を各濃度で入れた繕養液にうつし第2極体の放出・前核形成につき観察
をおこなった。形態観察には lacmoid染色、染色体観察にはHoechst33342を用いた。

また32P phosphateを用いてリン酸の取り込みについて 1次元の電気泳動で検討を行っ た。
検討試薬:cyclic nucleotid依存性proteinkinase系 (dbcAMP'dbcGMP'H8)

C kinase系(TPA'diC8・staurosporin)

tnosine kinase系(EGF. gen i s te i n) 

protein phosphatase系 (okadaicacid) 

2) chelical activationによる前核形成を用いたリン酸化の検討:Ca ionophore 2 0 
μM入った培養液の中に 5分間卵をいれた後2回洗浄し培養を続けると 46%の卵に第2
極体の放出、また 45%に前核(雌性)の形成が観察されることからこの実験系を用いて
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activationを行った後 1)と閉じ試薬を使い第2極体の放出・前核の形成について観察し

た。また TPA200ng/mlが入った培養液の中に 5分間卵を入れることによっても

前核形成が 48%しうることから(但し第 2極体の放出は 17 %)この系との比較も行っ

た。以上培養液はmKRBを用いた。

【結果】 1)①dbcAMP'dbcGMP'H8では明 らかな変化は見られなかった。

@TPA.diC8においては濃度依存性に第2極体の放出・ (雄性)前核形成を抑制した。また

32 P phosphateの取り込みも減少しdownregulationの可能性が示唆された。 staurosporin

においては第2極体の放出を抑制するものの(雄性)前核形成は早期にはむしろ促進する

結果となった。ただし電気泳動においては32P phosphateの取り込みが抑制されていた。

@EGFにおいては媒精後4-6時間の聞では 10-50ng/mlの濃度では第2極体の放
出・(雄性)前核形成促進作用がみられたが逆に高瀧度では抑制する結果となった。 32P 
phosphateの取り込みは促進されていた。またこの作用はgenisteinにより抑制された。

genisteinのみでも第2極体放出・前核形成は抑制され32 Pの取り込みは抑制されていた。

④okadaic acid(OA)については濃度依存性に第2極体の放出・前核形成が抑制されたが時

聞がたてば染色質はdecondensationし得た。我々は正常受精直後電気泳動上 58kd蛋白

が分子量位置が 56k d Iこ変化し約 2時間後に元lこ戻る事を観察し得たが、OAにおいては

この変化が延滞することを観察しまた媒精後 5-7時間においては 91 k d蛋自の32 P 

phosphateの取り込みが冗進逆に 33 k dの蛋自の取り込みが減少することを観察した。

2) TPA'staurosporin'EGF'genistein'OAについては第2極体の放出 ・(雌性)前核形成

に対しほぽ問機な結果が得られた。 Caionophore activationとTPAactivationの相乗効

果は認められなかった。ただしCai onophore 1 0 0μM にてactivationさせるとTPA2 0 0 

ng/mlと閉じく第2極体の放出は抑制された。
."刷均一....1:.".((01'μJIIu.... '‘・I~山"・6“刷・: .rrntallCf '・・t山.'叫・UI:tfltct・.tnA

:lF liメド接jlぷl至急
[考察]受精lこ伴い一連のイノシトールリン酸系が活性化されCaわの上昇、 Ckinaseの
活性化が起こるが、 Ckinase は活性化された後は速やかに不活化されるものと思われ、 c
kinaseを持続的に活性化することでは逆に前核形成・極体放出を抑制lし、また一時的にも

活性化の度合が高いと極体放出を抑制するものと思われる。 hrosinekinase については

精子侵入後ごく初期の段階で関与し、 1時間も経つと関与がなくなっていることがわかる。

しかし EGFを介した雄性前核形成促進に関しては受精直後ではなく精子侵入後ある一定時

間 (20-30分)が経つてはじめてみられており精子侵入後のTyrosinekinaseの生理

的な関与に対してはEGFreceptor と関係ないと考えられる。

【主要文献】

1 : Sarah K.Howlett and Virginia N.Bolton.1985.J.E・bryo.exp.Morph.87:175-206
2: Hugo D.Ribot.Jr..Edward A.Eisenl・an，andli11 ia・H.Kinsey，1984.J.BioI.Che..259:
5333-5338 

3: Daniel A.Schwartz and Richard M.schultz，1991圃Dev.Bio1.145:119-127 
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10 PZD， ZD， Zona thinning法のマウス怪 hatchingへの影響

The effects of assisted hatching of mouse embryos by using 

PZD， ZD， and Zona thinning 

矢沢浩之柳田薫星和彦渡辺美佳吉松宣弘佐藤章

Hiroyu1a.YAZAWA， Kao乱YANAGIDA，K副 uko.Hosm，Mika.WATANABE， 

Nobuhiro.YOSHIMA TSU， and Akira.SATOH. 

福島県立医科大学産婦人科学教室

Department of Obste出α釦dGyne∞logyofF山凶himaMedica1 Collage. 

[目的}匪の透明帯脱出(hatching)は発生学上重要な現象であり、子宮内でhatchingの障害、遅延が起

これば妊娠は成立しない。また、近年の生殖医学の発展に伴い、体外受精(IVF-ET)において qualityの

良好な受精卵が高率に得られるようになってきているにも関わらず、その着床率はいまだ満足できる状

態にないのが現状であり、体外受精、体外主音養匪の透明帯硬イじ(invitro induced zona hardening)に

起因する hactchingの障害が低着床率の一因として考えられ1)、これを解決する手段としてI1icromani-

pulationを用いた assistedhatching による着床率の向上が期待されている。そこで本研究では、その

臨床応用に先立つ基礎実験として、様々な方法による assistedhatchingが以後の匪発育に与える影響

をマウス匪を用いて検討した。

[方法]6-8週令のB6C3Fl雌マウスをPMSとHCGを用いて過排卵処理を行った後に、同系雄マウスと交配

させ、 HCG投与50時間後に4細胞期匪を卵管より採取し実験に供した。培養液はHTFを用いた。まず、蛋

白源として3.5~BSAを用いた場合、 10質勝帯血清を用いた場合に比較して匪のhatching率は有意に低下す

ることを確認して、以後はこれを hatching障害のコントロールとしてこの培養系(HTF+3.5~BSA) を用い

て実験を行った。得られた4細胞期匪の透明帯に皿icrollanipulatorを用いて以下のような操作を加えた。

(l)Pierce; SUZI，ICSI時の操作と同様に透明帝に微細なneedleを穿刺しただけのもの。 (2)S-PZD (small 

PZD) ;透明帯にpartialzona dissection法を用いて円周の約1/8程度の切闘を加えたもの。 (3)L-PZD 

(l ar ge PZD) ;円周の約1/4程度の切聞を加えたもの。 (4)ZD; Zona drilling法により透明帝を開孔した

もの。 (5)P-ZT (partial zona thinning); Zona drilling法を用いて透明帯の一部を非薄イじしたもの。

(6) C-ZT (circuIlferential ZT); Acid Tyrodeのdrop中に匪を数秒間浸すことにより透明帯を全周性に葬

薄イじしたもの (5)の方法はmicro皿anipuletorを用いていない〕。 これらの匪を悶C02，5~02 ， 90質問下で培

養し、 24時間毎にhatchingの状態を観察した。
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【結果】透明帯を穿刺しただけでは hatching 100 

の促進効果は認められなかった。 PZD法では、
目。

hatchingの開始は良好であるが、切開孔が小さ

いとほとんどの匪は途中で透明帯にtrapされて 60 

hatchingを完了することができない。切開孔が 40 

大きい場合には十分なhatching促進効果が認め

られた (72時間後のhatching完了率;59. 7") 0 20 

ZD法では、比較的大きな孔が形成されるため(15 0 

-30um)、やはりhatchingの完了は良好であった

(56.3")。これら透明帯開孔法を行った匪は、

Conlrol Pierce Small Large Zona C-lT P-lT 
PZD PZD drilling 

図 Effectsof assisted hatching(AH) of 
mouse embryos 

blastocystのexpansionによる透明帯の葬薄イじが起こらないままhatchingが進行した。 ZT法では、透明

帯の葬簿イじがある程度進行した後にhatchingを開始するため、より生理的に近い形での良好なhatching

促進効果が認められた。

【考察】透明帯開孔法 (PZD，ZD)では、匪移植時に割球の損失が起こり得ること、移植後に子宮内の免

疫細胞による侵襲を受ける可能性があることなどが指摘されており、 ZT法はこれらの欠点を克服したす

々れた方法であるといえる 2)。しかし、透明帯の biophysicalな性質がヒトとマウスでは異なるため、

ヒトでの assistedhatchingには余り有効でないとの報告もある 3)。今後は、さらに検討を加えること

で、ヒトIVFでのassistedhatching による妊娠率の向上をめざしたい。

文献

I)Coh印 .J，Elsner.C， Kort.H， Malter.H， Massey.J， Mayer.M， and Wiemer.K，(1鋭泊)Imμmn叩 tof the凶凶Usg

pr，似溺sfollowing IVF in血 humanand improvement of im向 1凶 onby蹴 IS凶 ha凶叫凶ing

miαomanip曲tion，Human Reprod， 5:7-13. 

2泊。rdon.J.W， Dapunt.U，(1993) Resωration of nomal imp凶凶onra凶 inmouse em岡oswi也 aha凶叫

m戸irmentby凶eof a new metl凶 ofassis缶dha凶 ing，Fertil.Steril. 59:13ω-1307. 
3)Tucker.M.j， BioLM.I， Wiker.S.R， and Ko氏H.I，(1993)Embryonal zona凶lucida帥 ningand山町

仕留lSfer.Assist.Reprod.Rev，3;168-171. 
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11 マウス雄胎子期生殖細胞由来核移植卯の発生能に
及ぼす電気刺激ならびに成長因子の影響

Effects of electrical stimuli and growth hormones on the developmental ability of 

nuclear transferred eggs with male fetal germ cells in the mouse 

0角田幸雄・加藤容子

Yukio TS山ODA& Yoko臥TO

近畿大学農学部畜産学教室

Laboratory of Animal Reproductlon. College of Agriculture. 

Kinki University 

目的:演者らはこれまで、生殖隆起より単離したマウス胎子期生殖細胞は個体への発生能(全能性)

を維持しているか否かを調べるため、染色体を除去した第2減数分裂中期卵細胞質への核移植を行っ

てきた。すなわち、胎子期生殖細胞を1個、あらかじめへキスト染色後蛍光顕微鏡下で染色体を除去

した卵細胞質へ不活化センダイウイルスそ用いて融合させ、直後にエタノール処置によって単為発生

刺激を与え、核が形成された再構築粧の発生能を調べた。その結果、 G。期の1)、小さな形態を示す

雄胎子期生殖細胞幻を用いた場合に匹盤胞期への発生率が高いことを明らかにした。 しかしながら、

核形成率が低L、ため得られる匹盤胞が少なく、レシピエントへ核移植後の個体への発生能を十分に検

討できなかった。そこで本実験では、核形成率ならびに再構築匪の匪盤胞への発生率を向上させるこ

とを目的として、1).電気刺激の影響および 2).脱メチル化剤である 5-AzacytidineとG。→Gl

期への移行を促進する成長因子P郎Fならびに FGFによる胎子期生殖細胞の前培養の影響を検討した。

方法:1).予備実験として、 F1 (C57BL/6 x CBA)雌マウスよりhCG投与後15時間目に採取後裸化した

卵子に、異なった条件の電気刺激(BTX-200)を与えて4日間培養し、前核形成率ならびに匹盤胞への

発生率を調べた。ついで、既報2)に従って15.5日齢雄胎子期生殖細胞の核移植を行い、最も良い条件

の電気刺激を与えた後培養し、得られた桑実匪~匪盤胞をレシピエント雌子宮へ移植した。 2). 5-

Azacytidine( 3μM) ， P閃F(5ng/mのあるいは FGF(50ng/mR)を加えた2096FCS加M16液で15.5日

齢制台子期生殖細胞を2......3時間前培養後、1)と同様に核移植を行った。
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結果:1). Zinmermann液へ1----6回移すだけで'41----4896の卵子に前核が形成され匹盤胞へ発生するこ

と、最も良い条件の電気刺激(l50V-IOOμsecl回、50V-50μsec2回、泊分間隔)処置区ではすべての

卵子で前核が形成され、9496が匪盤胞へ発生することが判明した。この条件下で核移植を行うと、供

試卵の4696が融合して9096が核を形成し、6396が桑実臨~匪盤胞へ発生した。しかしながら、これら

の発育匹の移植によって着床はみられなかった。 2).P郎Fならびに FGFで胎子期生殖細胞を前処置後

核移植しても、この濃度では再構築匹の発生率は control区と比べて大差がみられなかった (9596vs

9596， 3396vs5896)。しかしながら、 5-Azacytidine処置を行った場合は、全く発生がみとめられな

かった。

文献:

1). Tsunoda， Y.， T. Tokunaga，H. lmai and T. Uchida， 1989. Development 107:407-411. 

2). Tsunoda， Y.， Y.Kato and G. T.O'Neill， 199~ ，J.Reprod， Fert. 96・275-281.
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12 ラット 1細胞期腔の発生におよぼす PHAレクチンの効果

Effects of PHA lectin on in vitro development of rat 1・cellembryos 

山田雅保 内海恭三

Masayasu Yamada & Kyozo Utsumi 

京都大学農学部家畜繁殖学教室

Department of Animal Reproduction， Kyoto University 

緒言:ラット 2細胞期旺、は、修正KRB培養液を用いた体外培養では、 2細胞期から 4細

胞期でその発生を停止する。しかし、最近我々は、修正KRB培養液からリン酸を除去し、さ

らにNaCl濃度を 118mMから 85mMまで低下させることによって、そのような発生の停止は解除

され、さらに前核期匪の約80%が匹、盤胞期へ発生することを報告している。また我々はこの

一速の研究の中で、受精直後の匹を同様な培養条件下で培養した結果、匹盤胞期への発生

率は約20%であり、受精直後の匹の体外での発生能は前核期旺、に比べて非常に低いことを明

らかにしている。

同様のことが、 Bavisterらによって報告されている。 彼らはハムスター前核期匪はリ

ン酸およびグルコースを含まないHECM-3培養液で培養す ることによって高率(約70%) に桑

実期/匹盤胞期へ発生するが、受精直後の旺、の桑実期/匹盤胞期への発生率は約10%まで低下

すること、およびその発生率を改善するために卵管液中に高濃度で存在し精子の生理機能

に影響をもっハイボタウリンの効果を検討した結果、 lmMハイボタウリンを培地に添加する

ことによって、その発生率は約30%にまで改善されることを明らかにしている。これらの結

果から、ラットおよびハムスター旺、の受精直後から匹、盤胞期への発生は、匹が受精から前

核期までの聞に卵管環境内から受ける影響によって調節されることが示唆される。

本実験において、受精直後のラ y ト旺、の体外での発生条件を検討し、以下の結果を得

たので報告する。上述のラット匹の発生に対して改良された培養液(以下、 RECMと称す。)

からグルコースを除去することによって旺、盤胞期への発生率は改善されるが、ハイボタウ

リン添加によっては発生は全く影響されなかった。 また ハイボタウリンが活性酸素のスカ

ベンジャーとしての機能をもつことから SODについても検討したが、改善効果は認められな
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かった。ところが、体外での卵成熟lこ対して促進作用をもち、かっ種々の細胞に対して分

裂促進作用を有するレクチン、特にPHA-Pについて検討した結果、グルコ ース不含RECM(R 

ECM(Glc-)) にPHA-Pを添加することによって匹盤胞期へさらに高率に発生する ことが判明

した。

方法:自家繁殖ウイスター系ラットから排卵後 6-8時間に受精旺、を回収した。回収

匪は、 O.1 %ヒアルロニダーゼ処理により頼粒膜細胞を除去した後、 RECMあるい はRECM(Glc

-)で、あるいは種々の濃度のハイボタウリン、 SOD、PHA-Pを添加したRECM(Glc-)で120時間

培養した。 PHA-P処理においては、最初の24時間処理し、その後RECM(Glc-)でさらに96時間

培養する実験もおこなった。受精旺、は、侵入精子および第 2極体の観察、そして 2細胞期

への発生によって確認した。

結果および考察:排卵6-8時間後に回収した匹をRECMで培養した結果、ほとんどの匹

は4-8細胞期で発生を停止し、培養120時間後にわずか20%の匹が匹盤胞期へ発生した。

しかし、 RECM(Glc-)では、培養96時聞には、約70%の旺、が桑実期へ発生したが、 120時間後

の観察から、匪盤胞期への発生率は約 40 %であった。また、ハイボタウリン (1-10mM)

あるいはSOD(300-3000uni t)をRECM(Glc-)に添加しでも匹盤胞期への発生率には全く影

響は認められなかった。

次に、 PHA-Pの効果について検討した。 10μg/mlの濃度で培養開始後24時間処理した結

果、培養開始96時間での観察から、 PHA-P無処理区では、約70%の旺、が桑実期以降に、そし

て約20%が匹盤胞期へ発生したが、一方処理区では、約95%が桑実期以降へ、そして約50%が

匹盤胞期へ発生した。培養開始120時間後では、匹盤胞期への発生率は無処理区で は約40%

であったが、処理区では約80%と高率であった。以上の結果か ら、PHA-Pは受精直後の匪の

発生に促進効果をもち、さらに桑実期から匹盤胞期への発生に大きく影響をおよぼすこと

が明かとなった。また、 PHA-Pの効果は用量依存性であり、 10μg/mlで最大の促進活性を示

し、それ以上の濃度では、その活性は低下する。一方、 PIlA-P(10μg/ml)添加RECM(GLc-)

で120時間培養すると、桑実期までの発生速度の遅延および形態的に異常な胞匹腔形成が観

察された。

PHA-Pは、 Eサプユニット(E) とLサブユニット(L)からな る4量体で ある。予備的結

果ではあるが、 PHA-Pと同様の促進活性がEのみからなる PIlA-E.にはなく Lのみからなる PHA

ーしに認められた。 PHA-Pは一般には細胞表面上のアスパラギ ン結合型複合糖鎖でGa 1β1→ 

4GlcNAcβ1→ 2Mann構造を含むオリゴ糖、繕ペプチドに親和性をもつが、 E‘はさらに β-Ma

nn残基に結合している bisecting GlcNAc残基との相互作用を必要と し、いはそれを必要と

しないことから、 EとLとでは異なった複合糖鎖を認識している。 従って、 PHA-Pの匪発生促

進効果は、 1細胞期臨の細胞表面のい特異的結合糖鎖を認識することによって発揮される

ことが示唆される。

以上の結果から、ラット匹の受精後から匹盤胞 J~J へ の発生はグル コースを必要とせず、

またPHA-Pの作用を受精後24時間の聞に受ける事によ って促進される ことが明かとなった。

-9 1 



13 マウス初期庖発育に対するbasicFibroblast Growth Factorの効果

Effects of basicfibroblast growth factor on the development of mouse embryos 

10 vItro. 

吉田壮一 ・高尾成久・原田 省・寺川直樹

Souichi YOSHIDA， Naruhisa TAKAO， Tasuku HARADA， Naoki TERAKAWA 

鳥取大学産科婦人科学教室

Department of Gynecology and Obstetrics， Tottori University Faculty of Medicine 

目的:細胞成長因子は初期匹の増殖・分化に関与することが知られている。線維芽細胞

増殖因子(fibroblastgrowth factor:FGF)は、両生類の中佐葉形成を誘導するが、マウス初期匹に

おいても同様の作用が示唆されている1)-4)0 F G Fファミリーには、遺伝子の相向性から7

種類以上が存在すると考えられている。 FGF受容体も 4種類が知られており、それぞれの

リガンドが様々な親和性で受容体と結合する。マウス睦盤胞にはFGF受容体1CFGFR 

1 )が発現していることが証明されているが5)、初期臨発生における役割については明らか

でない。

したがって、本研究ではRT-PCR法を用いて、マウス着床前初期匪における FGFR

lの発現を確認するとともに、 FGFRlと高親和性をもって結合する塩基性線維芽細胞増

殖因子 Cb-FGF)のマウス着床前初期匹に対する作用を2細胞期怪から匪盤胞への発生

率、および蛋白合成を指標として検討した。

方法:4~6 週令のB6C3F1雌マウスにPMS7.5単位、 hCG10単位を48時間間隔で腹腔内

投与して過排卵処理し、hCG投与時に同系雄マウスと同室した。 hCG投与44時間後に卵管を

摘出し、卵管を潅流することにより2細胞期駐を採取した。

CRT-PCR)採取した2細胞期匹を、 O.l%BSA添加BWW培養液にて370C、5%C02泊airで

44時間培養し、匹盤胞を得た。 30個の匹盤胞からtotalRNAをguanidinethiocyanat巴法にて回収

し、 RTによりcDNAを合成した。マウスFG F R 1 cDNA配列から合成したプライマーを用

いてPCRを行い、 2%アガロースゲルに泳動後、エチジウムブロマイド染色により陽性ノ〈ン

ドを検出した。

(匹発生率、蛋白合成)O.l%BSA添加BWW培養液にb-FGFを0、0.1、1、5、10、50、

100ng!rn1の濃度で加え、 370C、5%C02in airで'44時間培養した。この時点で各濃度における匹

盤胞への発生率を検討した。それぞれの匹を3H-leucine(5μCi!rn1)添加培養液に移し4時間培養

した。培養後、匪を冷PBSにて5回洗浄し、凍結 ・融解を2回繰り返し細胞を破壊した。次に、

TCA/G溶性の成分の放射能を液体シンチレーションカウンターにて測定した。
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結果 :RT-PCR法によって、マウス旺盤胞において FG F R 1 mRNAの発現が認め

られた (図 1)。

いずれの濃度においても塙養液への b-FGFの各濃度の添加は2細胞朋j圧から旺推胞へ

の発生率に影響を及ぼさなかった。

b-FGFlおよび5nglml添加は、3H-lcucinの取り込みを指標とする)距離胞の蛋白合成をコ

ントロール (b -F G F Onglml)に比して有意に促進した (図2)。

考察 :FGFファミリーは形態形成と血管新生に重要な役割を果たすことが知られてい

るが、近年、発生における作用が検討されつつある。 FGFRlは、ド GFファミリーのう

ちa-FGFおよびb-FGFと高親和性をもって結合する。今回RT-PCIミによりマウ

ス)距離胞においてこのFG F R 1 mRNAが発現していることが確認された。さらに、 1および

5nglmlのb-FGFを培養液中に添加することによりマウス初期臨の蛋白合成を促進するこ

とが明らかとなった。

以上の結果より、

れた。

文献:
1.Haulヲ，0.and Goldfarb，M. (1991) Oevel.，1l2，397-406. 
2.Hebert，J.M.， Boyle，M. and Marrin，G.R. (1991) Oevel.，112，407-415. 
3.Niswander，L. and Martin，G.R. (1992) Oevcl.，1l4，755-768. 
4.Wilkinson，0.G.， Pctcrs，G.， Oickson，C. and McMahon，A.P. (1988) EMBO 1.，7，691-695. 
5.Campbell，W.J.， Miller，K.A.， Andcrson，T.M.， Sh凶，J.O.and Rizzino，A. (1991) In Vitro 
Cell.Ocv .Biol.，28A，6 1-66. 

b-FGFはマウス着床前初期JI壬の噌殖分化に関与する可能性が示唆さ
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14 有袋類タンマーワラビーの匪の invitroでの発育に及ぼす
内因性血小板活性化因子の役割

The possible role of endogenous platelet . activating factor 

on the in vitro development of Tammar wallabies' blastocysts 

小島敏之1， L. A Hinds2， C. O'Nei1l3， C.H.乃ndale-Biscoe2 

1農水省畜試繁殖部
lDep紅加lentof Animal Reproduction， National Institute of Animal Indus仕y

2CSIRO，野性生活生態学研究部門、オーストラリア

2 Division of Wildlife釦 dE∞logy，CSIRO， Australia 
3王立ノースショアー病院、オーストラリア

3 Human Reproduction Unit， Royal North Shore Hospital of Sydney， Australia 

目的:本実験は、晴乳動物初期匹の発育をinvitroで制御する系の確立を目指す研究の一

環として行われた。その実験モデルとして有袋類であるタンマーワラビー (Tammar

wallaby， }，ゐcropuseugenii)を選んだ理由は、その匹自体が泌乳性および季節性(日長時

間)のembryonic diapauseを示すからである。直接の研究目的は、 diapauseからの人為的

な活性化誘起処置(この場合は、腹嚢の中で吸乳している子を取り去る処置;以下、 RPY

と呼ぶ。Removalof pouch youngの意)後、活性化に至る種々のステージにある匹盤胞を

培養し、その発育の知何を観察することによりdiapauseを示す妊の発育を促す要因を分析

することであった。

方法:RPY後、 0、3、4、5、6、7および8日後の動物各4頭計28頭の子宮を摘出

し下向性に0.1%BSA加TCM199 (出nk's salt)で湛流し匹盤胞を回収した。得られた匹

盤胞は、回収後直ちに10%FCS加TCM199中に移し、 35'C，5 %CU2.95 %空気の湿度飽和の

気相条件下で保持した。一定時間後、それぞれの匹を表lに示した培養液に移し代え24

時間培養を継続した。成績の評価は、正立顕微鏡 (X400)を用いてハンギング・ドロッ

プ法により観察することにより行った。表1に示した子宮内膜浸出液のPAF濃度および末

梢血液中のプロジ、エステロン濃度は、既報 (Kojima et a1. 1993)において報告してい

る。

結果:数少ない座数の条件下で培養条件を種々検討したので、体系的な実験とはならな

かった。しかしながら、症の径が明らかに増大したもの(表1では、 developedと記載)

の7例のうち4例では、培養液として用いた子宮内膜浸出液に血小板活性化因子(以下、

PAFと呼ぶ)が検出されていた。他の3例ではそれらの庇が得られた母体の子宮内膜の

PAF濃度が比較的高値を示していた。これら両者の条件を備えていながら明瞭な発育を示

さなかった例は、 2例あった。

考察:休止状態にある黄体および匹盤胞は、 RPYにより活性化されるが距盤胞が実際に発

育を再開するのはRPY後5~6 日経過してからである 。 そして、その発育の再開にはRPY後

4~5 日で起こる黄体よりのプロジェステロン (P) の大量放出が必要であると言われてい

る。しかし、 RPYからPの大量放出までに要する日数には個体間差が大きく、 RPYによる

必
川
守

口
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活性化処置後の現象を検討する際には末梢血液中のP濃度のピークの出現を確認する必要

があることがわかった(表 l のA~Eの分類の根拠; Kojima et a1. 1993)。さらに、 P濃
度のピークのほぼ1日前にPAF分泌のピークがあることが子宮内膜浸出液中のPAFを分析

することによって明らかになった (Kojimaet a1. 1993)。したがって、 PAFはRPYによ
る黄体の活性化を起こす信号物質である可能性が示唆された。本研究においては、 PAFが

休止期にある匹盤胞に対しても直接の活性化効果を有している可能性が示された。

Table 1. In vi tro develop皿entof Tammar wallabies・blastocysts
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1The groups were defined as follo曹s:Group A， ani皿alsthat were autopsied 
on Day 0; Group B， no changes in peripheral progesterone; Group C， pro-
gesterone increasing to or on peak; Group D， past progesterone at time 
of autopsy; Group E， unable to be classified. 
:Day 0 = the day performed RPY (re皿ovalof pouch young) 
Jin pEOl/g，N/A=not available 
EII皿eansendometrial exudates， P addition of progesterone (l ng/ml)， BSA， 
bovine serum albumin， and FCS fetal calf serum. 
5 NS ind ica tes not s ign i fican t growth. deg. degenera t ion. and UFO unfert i-
1 ized ovum. 

引用文献:

T. Kojima， L. A.回nds，J. Muller， C. O'Neill and C. H. Tyndale-Bis∞e Production and 
secretion of prog凶teronein vitro and presenαof platelet-activating factor (PAF) in early 
pregnancy of the Marsupial， Macropus eugenii. Reprod. F巴rtil.Dev.， 5， 15・25(1993). 
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15 トリハロースを用いたVitrificationとそのマウス腔の発育に及ぼす影響

Vitrification with trehalose and its effects on mouse embryos' development 

石田ガブリエラ、野原理、河内谷敏、平山寿雄、斉藤英和、広井正彦

Gabriela M. Ishida， Makoto Nohara， Satoshi Kawachiya， Tosio 

Hrayama， Hidekazu Saito， Masahiko Hiroi 

山形大学医学部 産科婦人科学教室

Department of OB & GYN ， Yamagata Univ. Sch of Med 

目的:

8細胞のマウス座をVitrification法にて凍結するときに、凍結保護剤と匪を平衡す

る時聞が匪の発育に関してどのような影響を及ぼすかについて検討した。また、培養液中

に5七romo-2-deoxyuridineを加えてVitrification法がDNAIこ及ぼす影響について

も姉妹染色分体交換より検討した。

方法:

8細胞期匪は過排卵処理されたマウスより採取され、 7つのグループに分けられた。

対照群は凍結保護剤に暴露せず、直接培養した群とし、残りの6グループはSOcの凍結
保護剤に1、2、5、10、20、40分間平衡させた。各時間平衡させた後、匪を容量

0.25mlのFrenchストローに入れ、液体窒素に直接浸け急速冷凍した群とした。凍結保護

剤は、 Hepes-HTF液!こFicoI18%(w/V)，trehaloseO.3Mを解かし、さらにこの液に
ethylene glycolを40%(V/V)になるように加えた。融解は、ストローを20

0
Cの温水に

5秒間浸け、凍結保護剤を融解した後、匪を含む凍結保護剤を直ちに0.33Mのtrehalose

を含むHepes十iTF液に入れた。 5
0C、5分間平衡した後、 0.25Mのtrehaloseを含む

Hepes-HTF液に匪を移し。さらに5分間平衡した。次に匪を10%非動化血清を加えた

HTFIこ移しさらに5分間平衡させた後、 10%非動化血清添加HTF培養液にて培養した。

24時間後の胞匪形成率と匪の姉妹染色分体交換について検討した。

成績:

14回の胞匪形成率の平均は対照で73.7%、1分の平衡で43.7%、2分で58.8%、5

分で62.3%、10分で59.2%、20分で60.3%、40分で60.4%であり、胞匪形成率では1

分の平衡のグループでは対照に比較し明かに低値を示した。また5分以上の平衡時間を持

ったグループでは対照に比較するとやや低いが、ほぽ一定の値を示した。

また、姉妹染色分体交換の検討では、対照群に比較し1、2分の平衡群は高い姉妹染色分

体交換を示し、 5分平衡まで下降傾向し以後上昇に転じ、高い姉妹染色分体交換を示した。
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胞匪形成率(%)
姉妹染色分体交

平衡時間(分)
平均

50 換 (平均) 50 

(/metaphase) 

対照(0) 73.7 20.1 13.7 5.3 

1分 43.7* 30.3 20.6安 6.3 

2分 58.8 20.5 17.2* 6.1 

5分 62.3 19.4 10.1 * 4.2 

1 0分 59.2 17.5 16.0* 5.0 

20分 60.3 22.2 19.8安 4.5 

40分 60.4 29.4 21.7* 5.2 

*: P<0.05 

考察:

Vitrificationは従来の凍結法に比較し簡単に匪を保存できる方法ではあるが、こ

の安全性についてはまだ明かではない。我々はこのVitrificationi去を用いて8細胞期の

匪を凍結・融解後生存匪を得ている。 50Cで匪を凍結保護剤と平衡させることによって、
全ての平衡時間より生存匪を得ている。しかし、その胞匪への発育率からみると2分以上

の平衡時聞が必要であると考えられる。これは葛西らが述べているように、低温では平衡

時間を長くしても匪への障害は少ないと述べていることに一致する。また匪を扱う際には

ある程度の時間の余裕があることが必要であり、この上でも低温で凍結保護剤と平衡させ

ることは利点がある。また、匪の姉妹染色分体交換を検討すると5分の平衡で最も低い値

を示し、 10、20、40分では対照群よりも高い値を示し、 5
0
Cで凍結保護剤と平衡する

にしても、長ければ長い程良い訳でもなく、 5分が最適平衡時間と考えられた。これは凍

結保護剤には2つの作用、すなわち匪に対する毒性と凍結の際の細胞小器官、膜、蛋自の

保護作用があるためと考えられた。

主要文献 :

1. Kasai M， et all 1992. 8iol Reprod 47: 1134-1139 

2. Kasai M， et all 1990， J. Reprod Fe代.89: 91-97 

3. Rall WF， et a1l1985. Nature 313: 573-575 
4. Rall WF， et all 1987 J. Reprod Fert. 80: 499・504
5. Trouson A，et all 1987. Fertil 5teril. 48， 843-850 
6. Rudolph AS，et all 1985. Cryology 22， 367-377 

7. 5aito H，et a1l1984. Fertil Steril41， 761-765 
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16 マウス前核期卵の発生能に及ぼす培養密度の影響

Effects of the culture density of mouse zygotes on the development 

in vitro and in vivo 

0加藤容子・大野博美・福山香里・角田幸雄

Yoko KATO， Hiromi OHNO， Kari FUKUYAMA， Yukio TSUNODA 

近畿大学農学部畜産学教室

Laboratory of Animal Reprodudion， College of Agriculture， Kinki University， 

目的:最近，晴乳動物初期匪を体外で培養する時の脹の培養密度が，その後の発生能に大きく影響す

ることが示唆されている.演者らも第85回日本畜産学会で，ウシ体外受精卵を体外培養する場合に，

培養液10μEに対して匹5個あるいは10個を培養したときに匪盤胞への発生率が高いこと，また，匹

を複数個培養することが発生率を向上させるのに重要であることを報告した(日畜会報， 64， 904-

908， 1993) .本実験では，マウス前核期卵を用いて匹の体外発生能および移植後の産子への発育能
におよぼす培養密度の影響について検討した

方法:供試した前核期卵は， 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20時間目に卵管より採取した.回収した駐はヒアルロニダーゼで
裸化して実験に供した茎監L 培養密度の検討 :回収した匪は， 10μEの①M16培地， ②M16培地
+EDTA，③M16培地十SOD十thi oredox i n， ④CZB培地でそれぞれ1. 5， 10， 20， 40および60個

ずつ培養した各ステージへの発生は毎日観察し， hCG投与後120時間自に怪盤胞の細胞数を計測し

た茎監2_.培養液量の検討 :培養匹数対培養液量の比率を 1: 1すなわち，匪l個に対して培養液

1 /.1 fとなるような比率に固定し 1 ~10μE の培養液②でそれぞれの個数の前核期卵を体外培養し

て匪盤胞への発生能を検討した各ステージへの発生は観察せず， hCG投与後120時間自に駐盤胞へ

発育した匪の割合とその細胞数を計測した茎監立.産子への発育能の検討:1個あるいは10個の前

核期卵を10μ2の培養液②で4日間体外培養して得られた匹盤胞を，偽妊娠3日目マウスの子宮へ移

植した受匹雌は妊娠17日目に開腹し 生存胎子の有無を検討した
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結果・室監上 :Figure 1に4種類の培養液10μ2でそれぞれ1. 5， 10， 20， 40およひ(60個ずつ培養

後，匪盤胞へ発生した匪の割合を示した図から明らかなように匪盤胞への発生率が高い比率は，培

養液②および③の場合， 1: 1 (44~48%) あるいは 2 : 1 (55%)であった.M16培養液のみ(

①)では，培養密度にかかわらず匹盤胞へは全く発生しなかった.また，培養液④を用いた場合の匹

盤胞への発生率は， 1: 1の比率では14%，2~6 : 1 では32~37% と いずれも低率であり，また，

最適な比率は明らかにできなかった.室監2_:比率を 1: 1に固定して培養すると，培養液の量を変

化させても匪盤胞への発生率は大差がみられなかった (50~81%) . しかしながら，匹盤胞期におけ

る細胞数は匪をlμ2の培養液中でl個培養した場合に減少する傾向がみとめられた茎監丘:10μ 

Eの培養液に前核期卵 l個を培養して得られた匹盤胞 (53/140，38~ )を移植すると， 10個培養して

得られた匪盤胞(94/150，63~) を移植した場合と比べて，産子生産率が低下する傾向がみとめられた

(15% : 26%) . 

以上の結果より，マウス前核期卵においても，体外培養時の培養密度が匹の発生能に大き く関わっ

ており，最適な比率であっても匹を単一で培養すると発生能が低下する傾向がみられ，複数で培養す

る必要があることが示唆された.

(出) 60 

髄 M16

50ト11111 M16+EDTA 

30 

20 

10 

5 10 20 40 60 

The number of zygotes 

Fi~ 1 The proportion of blastocysts developed from zygotes 

cultured in 10μ1 varied mediu且
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17 ハムスター 1細胞期腔の体外発生に及ぼす
タウリン及び EDTAの影響

E Effects of taurine and EDT A on development of hamster 1・cellembryos in vitro 

堀内俊孝・建本秀樹

Toshitaka HORIUCHI. Hideki TATEMOTO 

広島県立大学生物資源学部生物資源開発学科

Department of Bioresoures， Hiroshima Prefectural University 

目的:晴乳動物距の多くは， 体外培養すると妊発生を停止することが知られている。
特に，シリアン・ハムスターは， 2細胞期， 4細胞期， 8細胞期で発生停止が生じるため，
体外培養は非常にむずかしいとされてきた。最近， Bavisterらの活発な研究から(1，2)，①培
養液中のグルコースとリン酸塩の存在がこの発生停止のー要因であること， ②ピルピン酸の
添加でl細胞期匹は4細胞期以降への発生を低下させること，①初期l細胞期妊の発生は，
ハイボタウリンの添加で改善されることなどが明らかにされた。また， Urnaokaらは，ハム
スター肱が光に曝されることで発生停止を生ずることを報告し(3)，発生停止の原因として
活性酸素生成を指摘した。

そのため，①卵管液中に比較的多く含まれるタウリンと②スーパーオキシドなどと反応す
る重金属イオンのキレート剤であるEDTAに注目し，本研究は，雌雄両前核の認められる l
細胞期妊の体外発生に及ぼすタウリン及びEDTAの影響について検討した。また，ゴールデ
ン系とアルビノ系のハムスターを用いて系統差についても調べた。
方法:シリアン・ハムスタ ーは，オリジナル毛色であるゴーJレデン系 (アグーチ) と
白色のアルビノ系を用いた。これらハムスターは，清水実験材料から購入，または本研究室
で自家繁殖させた。 6~8 週令の雌ゴールデン及びアルピノ・ハムスターは，発情周期第 l
日目(Ovulation Discharge放出日)の午前10時に PMSG15 iuを腹腔内投与し，3日目の夕
方，同系の成熟雄ハムスターと同居させた。翌朝，腫内に精子が確認されたものを妊娠1日
目として，妊娠l日目の午後3時に卵管濯流し，雌雄両前核期の 1細胞期目玉を採取した。採
卵は電気スタンドのみ点灯した暗所で行い 実体顕微鏡には赤いフィルターを付けた。卵管
湛流にはHepes.HECM3を，ハムスター妊培養の基礎培地にはHECM3を使用し，37.5

0

C， 
10%C02， 10%02の気相条件下で、培養した。タウリンは， 0， 5， 10， 20rnMの添加， EDTA 
は， 0， 25， 50， 100μMの添加とし，脹発生は培養後72時間で調べた。
結果:匹発生に及ぼすタウリンの影響は， Fig.1に示した。ゴールデン系では， 5~ 
20rnMのタウリン添加で4細胞期， 8細胞期，桑実期と匹盤胞期(M&Bl)への発生率は無添加
区と比較し有意に増加し， 5mM区で、M&Blは最も高くなった(56%: 41173)。アルビノ系で
は， 8細胞期までの発生率に差はないが， 10mM区でのM&Blは46%(46/106)と有意に高く
なった。EDTAの影響は， Fig.2 に示した。ゴールデン系では 8細胞期への発生率は25~100
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μMで有意に高く， M&Bl率は100μMで高 くなった(19%: 19/79)。アルビノ系では25μM

添加で8細胞期(69%: 58/84)とM&Bl(56%: 47/84)への発生率が最も高くなった。

(%) 

100 
Golden 

4-CeL1 8-CeL1 M & BI 

Taurine 

(%) 

100 

75 
Taurine 

2-CeL1 4-Cell 8-Cell M & BI 

Fig.1 Effect of taurine on development of golden and albino hamster 1-cell embryos in vitro. 

Golden 

EDTA 

2-Cell 4-Cell 8-Cell M & BI 

('16) 

100 

75 

50 

25 

。

a， b : P< 0.05 . Fishers's PLSD 

A1bino 

2-CeL1 4-CeL1 8-CeL1 M & BI 

Fig.2 Effect of EDT A on development of golden and albino hamster 1-cell embryos in vitro. 

a. b : P< 0.05. Fishers's PLSD 

考察:本研究で、はHECM3のみで、ハムスター l細胞期匹を培養した場合， Barnettらの報

告(2)よりかなり低い発生率であった。 HECM3にタウリン及びEDTAを添加する ことで，発

生率は改善された。その効果は，ゴーjレデン系ではタウリンが，アルビノ系ではEDTAが顕

著であり，ハムスター症の体外発生に遺伝的差異が認められた。また，マウスでの報告(4)

と同様，ハムスターでもEDTAで匹発生が改善されたことは，少なくても活性酸素生成が佐

発生停止のー要因であるものと考えられる。

主要文献:

1. McKiernan，S.H.，B.D.Bavister and R.J.Tasca， 1991. Human Reprod. 6:64-75. 

2. Barnett，D.K. and B.D.Bavister， 1992. Biol. Reprod. 47:297-304. 

3. Umaoka，Y. et al， 1992. Theriogenology 38:1043'1054， 1992 

4. Toyoda，Y. et al， 1992. J. Mamm. Ova Res. 9:180・190.

-1 01-



18 透明帯除去受精卵に対する人工透明帯の開発とその有用性

Effect of artifical zona pellucida on the development 

of zona pellucida -free mouse embryos 

渡辺美佳矢沢浩之柳田薫星和彦佐藤章

Mika WATANABE， Hiroyuki YAZAWA，Kaoru YANAGIDA， 

Kazuhiko HOSI，Akira SATO 

福島県立医科大学産婦人科教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Fukushima Medical College 

<目的>顕微授精は受精障害症例には不可欠な治療法になりつつある。しかし、特殊な技

術を要するのが.難点で、だれにでもできる治療法ではない。透明帯を除去した卵の受精は

極めて少数の精子で可能であることが知られているので透明帯を除去すれば理論的には顕

微授精と同様な受精が期待できる。しかし透明帯は卵を物理的刺激から保護し、分割卵の

割球の分離を抑える役割があり、未受精卵でも受精卵でも透明帯を除去するわけにはいか

ない。今回われわれは、人工透明帯開発を試み、透明帯除去受精卵に用いたときの有用性

についてinvivo， iv vitroで検討したので報告する。

<方法>人工透明帯としてアルギン酸カルシウムを用いた。3犯アルギン酸ナトリウムを

1.5%塩化カルシウムに反応させたものが、ラット子宮内における溶解性から適切と判断さ

れ、この濃度で人工透明帯を作成した。

B6C3F1の雌マウスにPMS10U、その48時間後にhCG10Uを投与し過排卵させ、同種雄と交配

させた。hCG投与から45時間後に2細胞期受精卵を採卵し、透明帯をPH2.5タイロード液に

て除去した後、人工透明帯を装着させ、 3TC.5%C02下にHTF+3.5%BSA内で培養した。

人工透明帯の装着は以下のような方法で、行った。透明帯除去卵を少量の3施アルギン酸ナ

トリム溶液と一緒にピペット内に吸引し、1.日塩化カルシウム溶液内に吹き込む。それに

より直径約200~250μmのアルギン酸カルシウムのゲル状の塊が卵周囲に付着することに

なる。これを洗浄した後HTF十3.5%BSA内で3TC，5別02下に48時間培養し胞匪期までの発育
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を観察した。なおアルギン酸ナトリウム、塩化カルシウムはHTFにて溶解した。

また、コントロール群としては透明帯を除去しない2細胞期卵(zonaintact群)と、人

工透明帯を装着しない透明帯除去卵(zonafree群)を用いた。

<結果>人工透明帯を装着させた群とコントロ ール群との比較を示す(図)。胞匪期まで

の発育率は人工透明帯装着群95略(229/242)、Zonai ntact群93話(108/116)、Zonafree群

では培養卵83施(100/i21)であった。また、透明帯除去匪では割球が分散してしまうことを

確認できた。
人工透明帯装着群とコントロール群の比較

Zona intact 

Zona free 

blastocyst数/培養卵数

|1叩 /116 問

100/121 (83%) 

Zona fre8+人工透明帯I229 / 242 (95%) 

さらに、人工透明帯装着群の胞匪期卵を偽妊娠マウスに移植したところ妊娠が得られた。

胞匪期まで発育した卵の人工透明帯を剥離し、偽妊娠マウスの子宮内に移植した。hCG投

与16日後に開腹し着床の様子を観察した。マウス3匹の左右の子宮にそれぞれ 2......3個の

卵を移植したところ、 1匹が妊娠し3匹の胎仔が確認できた。右子宮に425mg、左子宮に

206mg、448mgと1児に IUGRを認めたが、外表奇形はなく胎盤の付着も正常であった。

<結語>アルギン酸カルシウムによる人工透明帯は妊の発育に有害ではないという結論が

得られた。invivoにおいて匪が胞匪期になる頃溶解する人工透明帯は着床の障害になら

ず、また人工透明帯を装着することは、4......8細胞期に佐移植することを余儀なくされてい

るヒトのIVF-ETでは、着床前匪発育に有利に働く可能性も示唆される。囲卵腔内精子注入

法(SUZ I )に代わる体外援精法として本法の有用性を検討していきたい。

<文献>

l)Kunihiro Naito， Yutaka Toyoda and Ryuzo Yanagimachi(i992) Production of normal 

mice from oocytes fertil ized and developed without zonae pel iucidae.Human 

Reproduction.7(2);281-285 

2)Jerry L.Hal I，Ph，D.，Paul R.Gindoff，M.D.， and Robert J.Sti I Iman，M.D. (1993) Use 
of the Aertificial lona Pel lucida and Zona Replacement in Assisted Reproduction 

3(3); 129・135
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19 マウス 4細胞期腔における割球分離・再集合操作が
コ ンパクションに及ぼす影響

Effect of disaggregation and re -aggregation at the 4 -celJ stage 

on the formation of compacted mouse embryos. 

小川英彦・ 森匡 .i背水弘

Hidehiko OGAYlA，Tadashi MORI，Hiroshi SHBlIZU 

北海道大学農学部畜産科学科

D芭partmentof Animal Science，Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University 

目的:日甫乳動物初期妊において最初にみられる形態変化に、コンパクションの形成がある。この変

化は、発生過程の最初の分化、すなわち内部細胞流と栄養芽層への分化に必要であるとされおり 、

マウスでは8細胞期の後期にみられる。コンパクシ ョン形成に必要なDNAの転写は膝ゲノ ムの活性が

開始される2細胞期後期に始まり、 4細胞期中期 (4細胞期妊への分裂後約6時間)には完了している

ことが報告されている1)2) 3)。

本実験では、4細胞期目壬の割球分敵と再集合操作が、 その後の発生、特にコンパクシ ョンの形成に

及ぼす影響について、電子顕微鏡による徴紙毛の観察、ギャ ップ結合構成蛋白質である コネキシ ン

43(Cx43)抗体を用いたギャップ結合の検出を指標として検討した。

方法:7......10週齢のF1マウ ス(C57BL/6x C3H)の雌にPMSGを投与し、その48時間後にhCGを投与し過排

卵処理を施し、ICRのま症と交配させた。燈栓を確認した マウスの卵管より hCG投与後45......48時間に1紹

組期隆を採取し 、培養液(BWVI)で培養した。培養後、2時間おきに匪を観察し、4細胞への分裂の認め

られた院については、 Ca，Mgfree PBS(PBS-)で割球間の接着を弱めた後、0.5%プロナーゼ溶液で透

明帯を除去 し、ピペッティ ングにより割球を分離した。その後、集合までの時間を変えた3種類の再

集合隆、分離直後に再集合 (集合怪①)、分離4時間後に再集合(集合匪②)、分離8時間後に再集

合 (集合妊③)、を作成し、再び培養した。割球の集合には、フィト ヘマグルチニン(PHA)含有Bn

液を用いた。対照区として、透明帯の除去のみを施した怪を用いた。集合匪③を作成終了後4......12時

間に、8細胞期への発生、コンパクシ ョンの有無について、2時間毎に顕微鏡観察を行った。電子顕
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微鏡観察用試料は、日グルタールアルデヒド+0.日パラホルムアルデヒドで前固定、導伝染色、 1%四

酸化オスミウムで後固定、アルコール脱水後、臨界点乾燥を行った。抗体染色用試料は、3.7覧ホル

マリンを含むPBSで固定後、抗Cx43抗体(ZYMEDLaboratories，Inc.)とFJTC二次抗体を反応させ、共

焦点レ ーザー顕微鏡で蛍光分布を観察した。

結果:8細胞期への発生は集合脹③で対照区と比較して2時間の遅れが観察されたが、集合匪①およ

び②は対照区と差はなかった。コンパクションの形成時間は、集合医①で対照区とほぼ同時であっ

たが、集合目壬②、③で2時間遅れる傾向がみられた。

電子顕微鏡観察による徴紋毛の分布は、対照区、全ての集合膝で、集合脹③作成後6時間で仏均 ー

であったが、10時間後には、局在化がみられた。

一方、 ギャ ップ結合構成蛋白質Cx43の怪内分布を調べた結果、集合妊③作成後4時間では細胞質内

に蛍光がみられた。 6時間後には、対照区、集合目壬①で制球接触部分に強い蛍光が認められたが、集

合E壬②および集合膝③では、細胞質内の蛍光しかみられなかった。 8時間後には、集合怪②、集合膝

③でも割球接触部分に強い蛍光がみられた。この強い蛍光を示す部位には、斑状の蛍光が存在した

ことから、この部位をギャップ結合存在部位と判断した。これらの結果より、ギャップ結合の形成

は集合怪②、③で2時間遅れることが示された。

考察:4細胞期妊の割球接触がコンパクション形成に及ぼす影響を調べる目 的で、割球分離から再集

合までの時間を0，4、および8時間にした集合怪を用いて、その後の発生について検討した。コ ンパク

ションの形成は、対照区、集合目壬①と比較して、集合脹②および③で2時間の遅れがみられた。また、

割球分離から集合までの分離継続時間が異なるにも関わらず、コンパクション形成の遅れが同程度

であったことから、コンパクション形成には4細胞期中期までの割球綾触が大きな役割を持っている

ことが示唆された。コンパクションの形成時にみられる微紙毛の局在化とギャップ結合の形成につ

いて調ベた結果、微紙毛の局在化には差はみられなかったものの、ギャップ結合の形成の遅れはコ

ンパクション形成の遅れと一致していた。したがって、コンパクションの形成には、ギャップ結合

の形成が関連していることが示唆された。また、コンパクション形成に必要なDNAの転写は4細胞期

中期までに完了しているとされているが、合成されたギャップ結合構成蛋白質が細胞内輸送により

寄l球援触部分に移動する過程において、この時期の割球の媛触が必要であることが考えられた。

文献:l)Kidder GM，McLachlin JR (1985) Dev.BioI.112:265-275. 

2)McLachlin JR，Kidder GM (1986) Dev. BioI.117:146-155. 

3)Levy JB，Johnson MH，Goodall H，Maro B (1986) J. E阻bryol.Exp. Morphol. 95: 213-237. 
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20 バイオプシーした牛腔の凍結・融解後の生存性

Survival of frozen -thawed biopsied bovine embryos 

沼辺孝・高田直和・佐藤秀俊・木舵厚恭・亀山賢次・

Takashi NUMABE， Naokazu TA貼DA，Hidetoshi SATO 

Atutaka KIFUNE， Kenji KAMEYAMA • 

宮城県畜産試験場， *全農受精卵移植研究室

阿iyagiPrefectural Animal Industry Experiment Station 

*Embryo Transfer Laboratory， Zen-Noh. 

目的:畜産分野における人為的な雌雄の生み分け技術の確立は，とりわけ乳牛においてその意義は大

きい。我々は，雌雄生み分け技術のひとつとして，匹の性染色体分析による方法を検討し，希望する

性の子牛生産を行っている))。 一方， P C R法による性判別により，子牛生産も行われている2.3)。

そこで，これら牛匪の性判別技術の利用範囲を広げるため，透明帯の一部を切開し，細胞を採取され

た匪(バイオプシ一匹)の凍結保存法の確立が必要である。本研究では，体外受精由来匪を用いて，

3種類の凍結法でバイオプシ一匹を凍結し，融解後の生存性を検討するとともに，移植による受胎性

についても調べたので報告する。

方法: (濠結・融解後の生存性〕供試膝は，既報‘】により得られた体外受精由来の拡張匪盤胞匪 (d7

~d8:Aラ乃)を用いた。バイオプシーの方法は，匪を0.1Mショ糖を含む修正 PBSに入れシャーレ底面

に付着させ，金属刃をセッ卜したマイクロマニピュレーターを用いて，栄養膜の10%程度を採取し行

った。細胞を採取された匪を， 5%子牛血清(以下CS)添加TCM-199で1時間卵丘細胞との共培養を

行った後，以下の3種の耐凍剤に投入した。耐凍剤は20%CS添加 PBSを基本蝶液として， ①10%グ

リセロール+0.2Mショ糖，②10%エチレングリコール+0.2Mショ繕，③8%グリセロール・プロパン

ジオール+0.2Mショ糖の3種類とした。連結操作は，①については30分間平衡し，②③は5分間匹を

漫漬した後.0.25.2のストローに充填した。凍結曲線は-7"Cに直接投入し， 2分後に植氷，さらに8

分間保持した後， ー23"Cまで毎分 0.5"Cづっ下げ10分間保持後 LN2へ投入し保存した。融解は LN2か

ら取り出した後5秒間空気中で保持後35"Cの温議中で・行った。融解後，あらかじめ38"Cに加温してお

いた20%CSO.2Mショ糖添加 PBSIこ入れ耐凍剤を除去後， 5%CS添加TCM-199で卵丘細胞と共培養

し.24および48時間後に観察した。判定は明確な胞匪腔が確認できた匪を生存匪とした。
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〔移植による受胎性〕バイオプシ一匹を，①の凍結方法を基本にストロー内希釈(Onest叩希釈法5)) 

を行えるように充填し， d7の受匪牛に移植を行い， d60以降に妊娠鑑定を実施して受胎を調べた。

結果:U東結・融解後の生存性〕バイオプシ一匹の事結・融解後の生存率を Tab1e1に示した。融解
後24時間培養における生存率は，①10%クリセロール区86%(43/50)，②10%工予ω仰アル区78%(39/50)，③8 
%刊佃ーJ~ ・ 1目的フォール区90%(45/50) であり， 48時間培養では，それぞれ70%(35/50) ，66% (33/50)お

よび80%(40/50)で・あった。

〔移植による受胎性〕バイオプシ一匹をOnestep法により移植した場合の受胎率は 33.3% (7/21)で

であった。

考察:体外受精由来匪の凍結方法については，耐凍剤や凍結曲線など種々検討され，報告者により融

解後の生存率・受胎率が大きく異なっている。今回用いた耐諌剤についての有用性は，すでに明らか

にされているが，本研究の結果から，げイオプシ一匹においても変わらない生存性・受胎が得られる

ことが示唆された。

主要文献:

Tab1e 1. Effect of various frozen media on surviva1 rates of frozen-thawed 
biopsied and intact bovine embryos derived from IVF 

Treatment N0.of gTbary時ods No.of embryos surv何回(見)
Frozen medium of embryos frozen-th ZI+ lffil1 

100/Jil ycero 1 BinioUpsc ied 50 
zjgj +0.2MSucrose t(cont) 日

10ZEtyr+en0g.21yMcSouc1 rose B10u ps1ed 50 ~ !~l Intact(cont) 日

8焔1yOcl ero1・Propa- Bln10tapsc 1ed 50 
;iia! n凶io1+0.2陥ucrose 1 ntact ( cont ) 50 

x2 test; a vs b(P<0.05) 

Tab1e 2. Resu1ts of transfer of frozen-tha同dbiopsi凶
and intact凶vineembryos derived fr叩1IVF 

Treatment No.of No.of 
Frozen冊di川 of embryos recipients preg旧ncies(お)

10加1ycerol Biopsied 
+0.2附ucrose In匂ct(cont)

21 
76 3;ii;:?j 

35(内42 (84・

33i“j 31 (621 b 

~ !~l. 

1)沼辺孝;第7回家畜繁殖技術研究会講演要旨;16(1993) 

2)Kameyama，K.Aoyagi，Y.Takedomi，T.Konishi，M and Itakura，H.;Theriogenolog1y，39，241(1993) 

3)Itagaki，Y.Sato，S.Sitanaka，Y.Kudo，T.Yamaguchi，Y and Sutou ， S.;J.Reprod.Dev ， 39 ， 65~72(1993) 

4)Takada，N.Ohisa，N.Numabe，T and Isikawa，Y.;Vet.Rec，30，307(1991) 

5)大久範幸，高田直和，沼辺孝，石川勇志;哨現動物卵子研究会誌， 8， 9~14(1991) 
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21 マウス成熟卯およ び初期圧における ProstaglandinE2 receptor 
type 2， type 3の発現について

Ontogeny of Prostaglandin E2 receptor type 2 and type 3 gene activation 

in mouse embryo 

高見毅司坂元秀樹高見雅司 佐藤和雄

'akeshi Takami Masashi Takami Hideki Sakamoto Kazuo Satoh 

日本大学医学部産科婦人科学教室

Department o! obstetrics and Gynecology. Nihon University • 

school of Medicine 

(目的)我々は、マウス成熟卵におけるprostaglandin(以下'pG)合成系の機能が受精

の時期を越え、初期の匹分化の時期にまで広く影響を及ぼしていることを示唆する知見

を得た. 1} そこで更にPG特に特異的t.lreceptorを通して数々の生物学的作用を示す1>0

E2受容体についてその卵と脹における発現をR下PCRを用い検討した.PG E2re田pωrは

リガンド特異性や叫巴nylatecyclase活性化などの違いで3タイプに分けられ、それぞれ

EPl、 EP2、 EP3と呼ばれている.すでにマウスE問、 EP3命 DNAカ¥:loningされてお

り2)3)、今回、我々はEP2、EP3命 ntogenyについて成熟卵、初期駐について検討した.

(方法)8週令峰マウスにPMS5単位投与後、48時間後にHCG5単位投与し、 1 8 

時間後に卵管膨大部より成熟卵を採取した.また、同様に過排卵した雌マウスと8週令

雄マウスをmatingし12時間後に雌マウスの睦栓を確認し、卵管膨大部より受精卵を採

取した.雌マウスの睦栓を確認した日を第 l日として第4日に子宮内洗浄により匹盤胞

を採取した.

成熟卵、受精卵、駐盤胞それぞれ 10 0佃よりRNAZolB但io似 Lab.Inc.)にてmRNAを

抽出し、その後Firststrand cDNA synthesis kit (pharmacia)にてreversetranscriptionにより

cDNAを作成した.異なった時期に調整したcDNAを用いて検討を計3回行なった.

RT-PCR括的反応系は全量20μlとし、組成はlOXiaqbu能r2μl、2.5mMdNTP 1.6μl、

Taq polymerase 5units/μlσOYOBO)O.05μl、lmMMg021μl、primerlμl、DDWI2.2μl、

蜘 platecDNAl・2μlを加え、 denaturation940C1m加、 annealingはEP2約40C、EP3が580C

lmin、ex飽ntion720C 2minをlサイクルとして、 U35サイクル増幅した.使用したprimer

は、 EP25' -CAGTAAAGCCAT AGAGAAGAT-3・ J一CCTGAT GGA ATG TCG ACT 
GAA・5'EP3 5・ーGGGGCA AGA CGA CAC AGA GCA-3・.3・ーTAGCACGGTAGT 

AAAGGG ACG-5て.あり、また同時に3・ac出 (5'-TGTATTCCCCTCCATCGTGG・3
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J -CAA ACf CfG GAA GTI GTG GG・5.)も同一条件下で増幅しPCR効率の指標とし
た.

(結果)EP2mRNAは、頼粒膜細胞、駐盤胞で検出され、成熟卵、受精卵では検出さ
れなかった.また、 EP3mRNAも、頼粒膜細胞、妊盤胞で検出され、成熟卵、受精卵で
は検出されなかった.

(考察)PGの生殖生理における意義は多岐にわたっている.これまで、排卵、受精、
着床の一連の過程カヤGに依存性であることが数々の実験で明かにされてきた.今回、
PGE2 rec叩tormRNAが匹盤胞で検出されたことは、匹盤胞でPGE2民田pωr遺伝子の
回nscriptionが行なわれ、PGE2が着床に関与するということに合致する.我々は、卵
一初期目玉におけるPG合成系の機能についての知見として、 Westernblotによる成熟卵、
受精卵中のPG合成律速酵素ycl∞xygenase(COX)蛋白の存在、 microinj叫 on実験による
∞xの2細胞匹への分化の抑制、また∞x遺伝子の読み取りは2細胞期では起こらず、
匹盤胞で起こることを得ている1}L

今回の結果と併せて、匹自身のPG合成系および受容体遺伝子のtranscriptionは臨盤胞以
前には起こらないが、その機能は庇盤胞の時期までに完成していると推定される.

主要文献:

1.高見毅司.坂元秀樹，高見雅司，早川 智，佐藤和雄 (1994)マウス
成熟卵および初期匹分化における卵由来ycl∞xygenaseの意義とそ仇ntogenyに関す
る研究、日産婦誌、 inpress 

2.Y也ihikoSug加oω.Atsushi Ichikawa. Shuh Narumiya (1992):cloningand exp陀ssionof 
a cDNA for mouse prostaglandin E receptor EP3 subtype.J.Biol.Chem.267，6463・6466
3. Akiko Honda. Yukihiro Sugimoto. Shuh Narumiya. Atsushi Ichikawa (1朔 )cloning 
and expression of a cDNA for mouse prostagland泊receptorEP2 subtype. 
J.Biol.Chem.268，1・4
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22 マウスおよび豚卯母細胞におけるc-mos発現の組織化学的検出
について

Histochemical analysis for c -mos expression in murine and porcine oocytes 

目的

山内伸彦・小林正男・佐々田比呂志・菅原七郎

N. Yamauchi，M.Kobayashi， H. Sasada and S.Sugawara 

東北大学農学部 動物生殖科学講座

Laboratory of Animal Reproduction 

Faculty of Agriculture， Tohoku University 

脊稚動物の未受精卵は第二減数分裂の中期で分裂を停止しており、乙の分裂停止は細胞

質中に存在する細胞分裂抑制因子(CSF)の作用であると考えられている。この因子の重要

な成分がc-mos原癌遺伝子産物であるととがアフリカツメガエルを中心とした研究で明ら

かにされている 1)。晴乳類では、マウスで主に卵子中にc-mosの発現が確認されている 2)

が、他の動物ではCSFおよびc-mos原癌遺伝子に関する研究はほとんどない。卵子成熟と

CSFの関係を明らかにする上で、 c-mos発現とその動態を明確にする乙とが必要であると思

われる。そこで本研究では、ポリクローナル抗体を用いた免疫組織化学的検出法を検討し

マウスおよび豚卵子での成熟過程におけるc-mos発現を検索した。

材料及び方法

卵子の採取:ICR系マウスを用い、卵核胞期(GV期)と第二成熟分裂中期(M2期)の卵子を

それぞれ卵巣内卵胞とhCG投与12時間後に卵管膨大部から採取した。 l細胞期匪(lce11期)

は陸栓を確認した日のAMll:00に卵管を謹流して採取した。採卵液として、 PBS-PVAを用い

た。豚卵子は卵巣内卵胞卵子(GV期)、体外成熟培養開始後42時間(M2期)および体外受精後

18時間(IVF卵)の卵子であった。各期の卵子をトリプシンで卵丘細胞を除去し、プロナー

ゼで透明帯を除去したのち固定した。固定には、 Zamboni(picricacid-PFA)固定液を用い

た。豚卵子の採取、体外成熟培養および体外受精は既報 3)に従い行った。

免疫組織化学:固定した卵子をPBS-PVAで十分に洗浄後、 0.05%TritonX-100と0.3%H202

メタノール液でそれぞれ30分間処理した。処理後、ホールスライドグラス上で抗c-mosタ

ンパク質ポリクローナル抗体(久留米大学分子生命科学研究所、佐方功幸教授より供与)を

一次抗体としてPAP法により反応させた。反応の強弱を染色性の程度より 4段階(ー、士、+、++)

に分けて判定した。
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結果

ホールマウント法で反応させた結果、抗c-mosタンパク質ポリクロ ーナル抗体を用いた
PAP法によりマウスおよ び豚卵子で反応が認められた。すなわち、マウス卵子では +~ttの
強い反応の割合はGV期とM2期の卵子でそれぞれで93.3%と76.6%であった。一方、 1ce 11期

では什の反応を示す割合が激減し、 ー~ :t を 示す割合が 57. 1%であった。他方、豚卵子では
マウス卵子と同様にGV期と M2期の卵子でそれぞれ76. 3% と 82 . 7%の割合で +~t +の強い反応
が見られた。 IVF卵ではほとんどの卵子がー~士の反応を示し、その割合は74.2%であった

(Table.1， Fig. 1)。

本研究の結果、マウスおよび豚卵子のいずれでもGV期とM2期にc-mos原癌遺伝子産物が

免疫組織化学的に検出された。この乙とはアフリカツメガエルと異なり、マウスおよび豚
では卵核胞崩機前のGV期の卵子にc-mosが発現していることを示唆している。一方、受精
卵ではほとんどの卵子で反応が見られなかったことから、受精によってc-mos産物が分解

されることが示唆された。今後、成熟過程におけるc-mos発現の調節メカニズムを解明す

る乙とが必要であると思われる。

主要文献

1 )佐方功幸:CSFとMos:蛋白質・核酸・酵素 38(6):991-997(1993)

2) Pau les， R. S. et a 1. : Proc. Na t 1. Acad. Sc i. USA， 86: 5395-5399 (1989) 
3)山内伸彦他:第82回家畜繁殖学会講演要旨集p3(l992)

A 可・E

B 

Table. I Immunohistochemical detection of c-mos expression 

in murine and porcine eggs 

Stage NO.of eggs used No. (%) of eggs with immunostaining of 

of egg (No.of tria1s) + 十 十十

i'louse 

GV 75(3) o ( 0.0) 5( 6.6) 35(46.7) 35(46.7) 
M2 64 (3) 4 ( 6.3) 11 (17.2) 21 (32. 8) 28(43.8) 

1 ce 11 35(3) 10(28.6) 10(28.6) 11(3l.4) 4(11.4) 

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『ー一宇ー-----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
Pig 

Oh (GV) 97(3) 5 ( 5.2) 18(18.6) 43(4.4.3) 31(32.0) 
42h(M2) 75(3) O( 0.0) 13(17.3) 23(30.7) 39(52.0) 

IVF(lce11) 62(3) 18(29.0) 28(45.2) 10(16.1) 6 ( 9. 7) 

Fig.l Whole-mount preparations for c-mos expression 

by immunohistochemistry. 

(A)porcine eggs at GV stage，showing immunostaining of ++ 

(B)porcine eggs after IVF，showing immunostaining of -
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23 マウス初期医発育に対するEGFおよびTGF- の効果とEGF
受容体mRNAの発現

Stimulatory effect of EGF and TGF-αon the development of mouse巴mbryosand 
expression of EGF-r巴ceptormRNA

原田 省、 吉田壮一、 高尾成久、 寺川直樹
Tasuku HARADA， Souichi YOSHIDA， Naruhisa TAKAO， Naoki TERAKA WA 

鳥取大学産科婦人科学教室
Department of Obstetrics and Gynecology， Tottori University， School of Medicine 

[目的]晴乳動物の怪発生と分化に細胞増殖因子が重要な役割を果たしていることが示唆

されている。 EGF(Epidermal Growth Factor)が着床前初期医に対し発育促進効果を持つこ

とが報告されているが、 EGFとレセプターを共有するTGF-α(TransformingGrowth Factor-

α)については明らかでない。 そこで、マウス着床前初期旺発育にたいするEGFおよび

TGF-αの効果を妊のDNAおよび蛋白合成を指標として検討した。さらに、旺盤胞におけ

るEGFレセプターの遺伝子発現をRT-PCR法にて検討した。

[方法]5・8週令のB6C3F1雌マウスをPMSG7.5単位、 hCG7.5単位で‘過排卵誘起し、 hCG

注射と同時に同系雄マウスと交配させた。 2細胞期匹をhCG注射44時間後に卵管より採取

した。 2細胞期医は0.1，1， 10，50 nglmlのEGFおよびTGF-αを添加したBWW培養液中で

48時間培養し、旺盤胞への発生率を観察した。匪盤胞におけるDNA合成は3H-thymidine、

蛋白合成は3H-leucineの酸不溶性分画への取り込み(in∞rporation)を測定し評価した1)。

30個の匹盤胞からTotalRNAをGuanidinethiocyanate法にて回収し、全量からcDNAを合成

した。PrimerはEGF受容体のcDNA配列からExon-Intronboundaryを挟んで・設計した2)。

PCR合成産物の特異性は制限酵素部位の確認により行った。 s-actin mRNAの発現をコン

トロールとした。

[結果]0.1から50nglmlのEGFおよびTGF-αの添加は、 2細胞期匪の腔盤胞への発生率に

影響を及ぼさなかった。 腔盤胞におけるDNA合成は、 10nglml EGFおよび0.1nglml TGF-

αを添加した培養液中で発育した肱盤胞で有意に促進された (図1)。 また、蛋白合成も
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EGFおよびTGF-αのマウス佐DNA合成に及ぼす影響.図l

図2マウス匪盤胞におけるEGF受容体mRNAの発現.
lane 1: Marker， lane 2: EGF受容体mRNAの
RT-PCR産物 (248hp)，lane 3 : PCR産物のI'st1 消化後

10 nglml EGFおよび0.1nglml TGF-α 添加培養液で発育した)j{~胞で、それぞれコントロー

マウス!距離胞においてEGF受容体おルに比して128:t9%、 134:t8%と有意に促進された。

よび0・actinmRNAの発現が認められた (図2)。

[考察]以上の結果から、 EGFおよびTG下 α はマウス着床前初期限のDNAおよび蛍 I ~I什

マウス腕盤胞においてEGF受容体の遺伝子発現が認められたことから成を刺激すること、

EGFおよびTGF-αはマウス薪床前初期限発生において重要な役割lを果たすことが示唆さ

れた。

[文献]

l)Harada T， Tanikawa M， IWe仇 T，Onohara M， Mio Y， Tcrakawa N. (1992) Mcasurcmcnt of uptakc 

and incorporation of nuclcic acid prccursors by prcimplantation mousc cmbryos a白crdcvclopmcnt in 

vivo and in vitro. J Assist Reprod Gcnct， 9， 551・55o.

2)Avivi A， Lax 1， Ullrich A， Schlcssinger J， Givol 0， Morsc B. (1991) Comparison of EGF rcccptor 

sequences as a guidc 10 study the ligand binding sitc. Oncogenc， o， 673・(176.
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24 マウス未受精卵の各種耐凍剤透過性

Permeabilities of mouse oocytes to various cryoprotectants 

横山栄治・吉田直子・枝重圭祐・樫井孝志・町田隆彦・葛西孫三郎

Eiji YOKOYAMA， Naoko YOSHIDA， Keisuke EDASHIGE， Takashi SAKURAI， 

Takahiko MACHIDA &. Magosaburo KASAI 

高知大学農学部畜産学講座

Laboratory of Animal Science， College of Agriculture， Kochi University 

【目的】マウス桑実匪を Ethyleneglycol(EG)主体の溶液を用いてガラス化超低温保存する

と，生存性は極めて高く維持される 1)。ところが，閉じ方法で未受精卵を保存すると，ほと

んど生存できない 2)。 これは，冷却・加温過程における細胞内氷晶の形成か，あるいは耐凍

剤除去過程における浸透圧的膨彊による傷害ではないかと推測されるが，いずれの場合も細

胞膜の耐凍剤透過性が重要な役割を果たしている。 Jackowskiら(1980)3)は， 1細胞期のマウ

ス卵子を Glycerol(GL)溶液に浸し.その後の体積変化を数時間にわたって測定することに

よってGL透過性を調べた。しかしガラス化法においては，耐凍剤にさらす時聞が短いため，

浸漬直後の耐凍剤の透過が重要となる。本実験では，マウス未受精卵の種々の耐凍剤に対す

る透過性を，耐凍剤液導入後10分間の卵子の体積変化を測定することによって比較した。

【方法】過排卵処理した ICR系マウスから排卵卵子を採取し卵丘細胞を除去した。耐凍剤

液として， 10% (v/v)の EG，Gし DVSO，Propylene glycol(PG)あるいは1.5-V Acetallide 

(AA)を含むPB1液を作成した。一定温度下でPB1液中に卵子を入れ，倒立顕微鏡上のマイクロ

マニピュレーターのホールディングピペットで保定した。カバーピペットで卵子を覆って各

耐凍剤液へ移し，カバーピペットを除去することによって耐凍剤に暴露した。卵子の状態を

タイムラプスビデオで録画して経時的に卵子の画像をプリントし， PB1液中の卵子に対する

相対的な細胞質断面積の変化を測定した。卵子の細胞質の体積が相似形のまま変化すると仮

定して相対的体積の変化を求め，耐凍剤の透過性を比較した。

【結果と考察】 PB1液から耐凍剤液へ導入した卵子は直ちに収縮を始め， 10秒-2分後に最小

体積に到達後，徐々に回復した。 200Cの各耐凍剤液に浸した卵子の10分間の体積変化を Fig.

lに示した。 GL液に浸した卵子の収縮が最も大きく，その後の体積の回復もほとんどみられ
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Fig. 1. The volume change of mouse oocytes in various cryoprotectant solutions 
at 20.C. 
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Fig. 2. The volume change of mouse oocytes in 10%EG solution 
at various temperatures. 

なかったことから， GLは極めて透過しにくいと考えられる。次いで卵子の収縮が大き く回復

が遅かったのはEG液で， AA， DIISO液の順に回復が早まり， PG液中での回復が最も早かった。
用いた各耐凍剤液の浸透圧は.EG液 (2，500皿Os田)を除いでほぼ同じ(1.950-2， 080皿Os皿)

であったことから，収縮度の違いは，導入直後から耐凍剤の透過量が異なることを示してい

ると考えられる。異なる温度の10%EG液における体積変化を Fig，2に示したが， いずれの

耐凍剤液においても処理温度の上昇に伴って最小体積に達するまでの時聞が短縮し その後

の体積の回復が早ま ったことから，透過性が増大したと考えられる。

【引用文献】

1) K笛 aiet a1. (1990) J. Reprω. Ferti1. 89: 91-97. 

2) Miyake et al. (1993) Theriogenology 40・121-134-.

3) Jackowski et a1. (1980) J. Exp. Z∞1. 212: 329-3削.
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25 血管収縮 剤を用いたマウス腔 の卵管 移植法

Improved embryo transfer into the oviduct by local 

application.of a vasoconstrictor in mice 

鈴木宏志1)・上田乙也1)・鎌田宣夫1)・ 寺社下浩一l).

加藤基恵2)・紫野正雄3)

Hiroshi SUZUKII)， Otoya UEDAI)， Nobuo KAMADAI)， 

Kouichi JISHAGE!). Motoe KATOH2) and Masao SHIN03) 

1 )中外製薬株式会社、 現所属 :C株)CSKリサーチパーク

2) (財)食品薬品安全センター 3)麻布大学

1) Chugai Pharmaceutical Co， Ltd.， Present adress: CSK Research Park Inc.， 

2) Food and Drug Safety Center 3) Azabu University 

目的:佐の卵管移植は、発生工学および生殖工学的技術として最も基本的な技術で

あるとともに、最も熟練を要する技術のひとつである [1-4J。この技術の困難さは、

卵巣嚢が毛細血管に富んでいることおよび卵管采の位置やその形状が個体によって様々

であることに起因しているように思われる。卵管移植をより簡便化する試みとして、電

気メス [5Jあるいは双極電気凝固装置 [6Jを用いた卵巣嚢の切開や経卵管壁卵管移植

[7Jが報告されているが、これらはいずれも卵巣嚢からの出血を回避するために考案

されてきた方法である。本実験では、卵管移植に際して卵巣嚢に血管収縮剤を塗布し、

その有効性について検討した。

方法:移植旺にはヒ卜IL-6トランスジェニッ クマウス(背景はC57BL/6J) [8Jの

体外受精卵を用い、 受容雌にはICR系成熟雌マウスを用いた。授精後6時間および24時

間のそれぞれ、前核期卵および2細胞期症を腔栓確認日の受容雌の左右の卵管に8個ず

つ、以下の3つの方法で2名 (Rosおよひ刀t)の術者が移植し、それぞれの術者が移植

に要した時間の計測、 着床数および生存産仔数についての観察を行った。卵管移植は、

卵巣嚢を2本のピンセットを用いて引き裂く一般的な方法CConventional法)[3J、経卵

管壁卵管移植法CNakagata法)[7Jおよび卵巣嚢に数ulのエビネフリン製剤である血管収

縮剤 (Bosmin、第一製薬)を塗布後、 Conventional法と同様に、卵巣嚢を引き裂く

CVasoconstriction法)方法を比較検討した。移植所要時間の計測は、皮膚の切開から縫

合までの合計時間および左右それぞれの卵巣嚢の切開 (卵管壁の切開)開始から匪の注

入終了までの時間について行った。尚、術者Rosは、 Conventional法に熟練しており、

術者Otは、専らNakagata法を用いての卵管移植をルーチンワークとしていた。

結果:術者Rosにおいては、平均移植所要時間がConventional法および
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Vasoconstriction法で、それぞれ5分55秒であり、両者に差は認められず、また、卵
巣嚢切開から匪の注入終了までの平均時間も、 Va出so∞C∞Oα∞ns坑trictiωOα叩ni、法がわず
みであり、所要時間に及ぼす血管収縮剤の効果は認められなかつた。また、術者Otにお
いては、平均移植所要時聞が最も短かったのは、 Nakagata法の10分56秒であり、次
いでVasoconstriction法の11分55秒で、この時間はConventional法に比べ1分35
秒短い成績であった。この傾向は、卵巣嚢の切開あるいは卵管壁の切開開始から匹の注
入終了までの時間 (注入所要時間)においても認められ、最も短かったのはNakagata法
の1分42秒であり、次いでVasoconstriction法の2分7秒、 Conventional法の2分5
8秒の順であった。また、移植所要時間に占める注入所要時間の割合は、 Rosでは
Conventional法およびVasoconstriction法でそれそ'れ、 23.7%および22.8%であった。
また、 Otにおけるこの割合は、 Nakagata法で31.1%であったが、 Conventional法では
44.0%と高い割合を占めていた。しかしながら、 Vasoconstrictioni法では35.5%であり、
血管収縮剤の使用によって、移植所要時間に占める注入所要時間の割合を、約10%低下
させる効果が認められた。 RosのConventional法およひ'Vasoconstriction法による産子
への発生率は、それぞれ67犯および68犯であり、また、 OtのConventional法、 Nakagata
法およびVasoconstriction法による産子への発生率は、それぞれ、 50弘 52犯および64犯
であった。 RosおよびOtいずれの術者においても、 Vasoconstriction法が他の方法と比
較して産仔への発生率および着床率が高い傾向であった。

考察:卵管移植に際して、血管収縮剤の使用は極めて有効であると考えられた。術

者Rosにおいては、血管収縮剤の使用は移植所要時間の成績に反映しなかったが、卵巣
嚢の血流量の減少により、血管定行に関係なく卵巣嚢を切開することができるため、操

作性は極めて良好となった。また、移植成績は、血管収縮剤が移植後の妊娠維持に影響

を及ぼさないことを示すものであった。さらに、本実験における術者間の移植成績の比

較から、卵管移植に関しては、移植操作時間の短縮が、移植後の発生成績の向上を促す

要因のひとつと考えられる。

文献

[1]舘鄭ら(981):晴乳動物の初期発生、 (妹尾左知丸、加藤淑裕、入谷明、
鈴木秋悦、舘都編)pp257-262. 理工学社、東京

[2]福田芳詔(986):図説晴乳動物の発生工学実験法、 (菅原七郎編)ppI27-133. 
学会出版センタ一、東京

[3J Hogan. B.. Costantini. F. and Lacy. E. (1986): Manipulating the Mouse 
Embryo. pp135-145. Cold Spring Harbor Laboratory 
[4]横山峯介(1987):発生工学実験マニュアル、 (勝木元也編)pp77-103.講談社
ライフサイエンティフィック、 東京

[5]鈴木宏志ら(1987):家畜繁殖誌、33、96-100.
[6]中潟直巳 (990):実験動物、 39、593-595.
[7]中潟直巳 (992):実験動物、 41、387-388.
[8] Suematsu. S. et al. (1992): Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89. 232-235. 

-1 1 7-



26 牛卯核胞期卵における染色体凝集への頼粒層細胞の関与

Granulosa cells affect the chromatin condensation of bovine oocyte 

at germinal vesicle stage 

建本秀樹・久保岳志・堀内俊孝

Hideki TATEMOTO. Takeshi KUBO・ToshitakaHORIUCHI 

広島県立大学生物資源学部生物資源開発学科

Department ofBioresources， Hiroshima Prefectural University 

目的:成熟促進因子(MPF)の活性化が、晴乳動物卵の減数分裂再開(GVBD)に関与していること

がマウス卵で確認されている [1]。この恥1PF活性化にマウス卵は蛋白合成を必要としなし、。しかし、

cycloheximide (CYCLO)で蛋白合成を阻害した牛卵はGVBDを抑制され、しかも、牛卵のMPF活性化

には成熟培養後の蛋白合成が必要であることを、我々はMPFの特異的活性化剤であるオカダ酸を用い

た研究で明らかにした [2]。一方、 CYCLOでGVBDを抑制した牛卵において、頼粒層細胞に密に固ま

れた卵(EO)の多くは、卵胞から採取直後と同様な糸状染色体を維持するが、裸化卵(DO)では凝集染

色体が有意に増加する。そのため頼粒層細胞は卵染色体凝集に関与しているものと考えられた。通常、

穎粒層細胞の卵減数分裂への影響として、卵細胞質内cAMP濃度の変化が知られている [3]。従って本

研究では、蛋白合成阻害下におけるcAMPの卵染色体凝集への影響を検討した。

方法:本実験には小卵胞(直径2・8mm)から股引法によって得られたEOを用いた。基本培地として

TCM・199(10% CS， 0.12町ImlFSH添加)を用い、培養は39.C，5%C02の気相下で行った。また、 DOは

EOの穎粒層細胞をピペッティングによって除去することで作製した。核相の判定はホールマウン卜

標本を光顕で観察することで行った。実験Iでは、 25μg!mlCYCLO存在下におけるFSHの染色体擁

集への影響を調べた。実験Eでは、 25μg!mlCYCLOと0.1，1.0，10.0mM dibutyryl cM伊 (dbcAMP)を

培地に添加し、 DO卵の染色体碇集へのcAMPの関与を検討した。実験Eでは、 CYCLOとdbcAMPの

それぞれの処理によって得られた卵の核相を糸状染色体と凝集染色体とに蛍光染色で判別した後、卵

(10個/μりを常法に従って処理し、 SDS-PAGEにかけ、抗p34cdc2抗体によるimmunoblottingを行った。

このp34cdc2の移動度の違いによってMPF活性化状態を観察した。

結果 :<<実験1)) FSH無添加区では凝集染色体を卵核膜内に有する牛卵 (57%;32/56)が、 FSH添加

区(15%;8/53)に比べ有意に場加した(P<0.05)o ((実験II))牛卵を10.0mMdbcM伊だけを添加した培

地で24時間培養したところ 95%(85/88)の卵がGVBDを誘起し、 dbcAMPによるGVBDIこ対する有意な

抑制効果は全く認められなかった。 一方、 CYCLOとdbcAMPを培地に添加した場合、凝集染色体卵が

dbcA恥1pの漉度の培加に連れ有意に減少した (68%;61189，40%; 401101，26%; 25195) (Pく0.05)(図1)。

《実験ill))卵胞から採取直後のGV期牛卵は2本のp34Cdc2のバンドを示した。 CYCLO添加培地で24時
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間培養することで得られた糸状染色体

卵と凝集染色体卵のそれぞれの

p34Cdc2の移動度は採取直後の卵のそ

れと差を示さず、バンドの数が増加す

ることもなかった。同様に、 CYCLO

と10.0mM dbcA恥1pを添加した培地で

得られた糸状染色体卵のp34Cdc2のバ

ンドにも変化は認められなかった。

(
同
)

閉宵
品
品
己
点

O~ 0.1 1~ 

dbcAIIP添加濃度 (mN)

図1.蛋白合脚且筈下で制民雌め牛裸イ回H染色嗣こ及ぼす影響.
25μg/凶 cyc抽出命制陪地て匂時間培養

考察:蛋白合成阻害剤によって牛卵のGVBDは完全に抑制されるにも関わらず、 DOにおいて染色

体凝集がEOに比較して有意に増加することより、穎粒層細胞がGV期牛卵の染色体凝集過程に蛋白合

成に依存しない系で関与することが予想される。 FSH無添加の培地でEOの蛋白合成を阻害したとこ

ろ、援集染色体卵が有意に増加した。 FSHは頼粒層細胞のレセ7'ターに結合することで卵細胞内のcA恥1p

濃度を増加させることが報告されている [3]。さらに、 DO卵の蛋白合成を阻害し、 dbcA恥伊を添加し

たところ、 dbcAMPの添加濃度の上昇に連れて凝集染色体卵が有意に減少した。一般に、ゲア歯類卵

では0.1mM dbcA恥1pによってGVBDが間害されるが、本研究において高濃度(10mM)のdbcM伊で

あってもそれ自体による牛卵GVBDへの間害効果は認められなかった。このことは、卵細胞質内

cA恥1p濃度の上昇は減数分裂そのものを阻害するのではなく、染色体凝集過程への特異的な影響を及

ぼしていることを示している。しかも、マウス卵においてはcA恥1p依存型proteinkinase (A kinase)の

活性化によってMPF活性は抑制されることが報告されているが[1]、牛卵においてはAkinaseとMPF活

性との関係がこれまでの報告とは異なるものと考えられ興味深い。一方、我々はこれまでの研究に

よっ七マウス卵 [4]において認められているのと同様に、 3本のp34cdc2のバンドが恥1PF活性化に伴い

出現することを認めている。しかし、本研究において糸状染色体卵と凝集染色体卵のp34Cdc2のバン

ドの数、さらにその移動度に違いはなかった。

以上より、蛋白合成を阻害したGV期牛卵ではdbcAルPが染色体撰集を抑制することを認め、しかも、

p34cdc2のSDS-PAGEの結果より、この糸状染色体から凝集染色体への変化に恥1PFは関与していないこ

とが明らかとなった。今後、牛卵の減数分裂に関わるAkinaseと恥1PF活性の詳細な検討が必要である

ものと思われる。

主要文献:
1. Rime. H. and R. Ozon. 1990. Dev Bio1141: 115-122 
2.建本秀樹，堀内俊孝，織部智宏， 1993， ~南乳動物卵子学会誌 10(1): 84・85.
3. Hubbard， C. J.， 1986， Dev Bio1 118: 343-351 
4. Choi， T.， F. Aoki， M. Mori， M. Yamashita， Y Nagahama and K. Kohmoto， 1991， Development 113: 789-
795. 
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27 embryo scoreを用いて検討したIVF-ET成績

Enbryo score in relation to incidence of IVF -ET pregnancy 

0小林善宗・本田育子・鈴木隆弘・井上正人

Yoshimune KOBAYASHI， 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 

自的 IVF-ETを外来ベースで行うようになり、すでに5年以上経過した。多くの件数を行えることで

多くの患者の期待にそえるよう努力してきたが、妊娠率は向上するどころか逆に下降ぎみである。一方で多

胎旺娠の回避が声高に叫ばれており、単胎妊娠に限って妊娠率を向上させなければならないという臨床治療

としての困難さがますます表面化してきている。そこで今回、 IVF-ETにおける移植匹の形態分析と妊娠率、

多胎率について、 1992年報告のCumulativeembryo score (CES) を用いて検討した。

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、 1993年12月までに2050

回のIVF-ETを行った(表1)0 regular IVF -ETのうち、 2日目移植 (4細胞期匹)の1149回のIVF-ET

では326妊娠 (28.4%)が成立したが(表2)、これを対象に、 cumulativeembryo scoreによる妊娠率 (対

周期)、継続妊娠率(対周期)、多胎率(継続妊娠に対する継続多胎の率として計算)を検討した。embryo

scoreはMillsおよ<1Steerの報告によった(図1)。なお、これらの対象のIVF-ETでは移植匪に制限は加え

ていなかった。

結果-妊娠率(対周期)はCESの上昇とともに高くなり、 CES35-42のグループで、 40.2%、以後やや

下降しCES50+では-:37.9%であった(表3)。この傾向はMillsらの報告と同様な結果であった。継続妊娠率

も、妊娠率とほぼ同様の傾向を示した。多胎率はCES50+で最も高く、任娠率および継続妊娠率が最も良好

であったCES35-42のグループで14.7%と比較的低い傾向にあり、このCESの範囲が、多胎率が低いにも

かかわらず妊娠率が高い、結果となった。

考察:IVF-ET臨床治療では、患者年令の上昇、いわゆるpoorresponderの増加など、妊娠率の向上

をとても望めそうにない条件が増えつつある。本邦では卵子提供治療は行っておらず、増えつつある高年令

患者では数少い移植匪での妊娠を期待する以外に方法はない。今回の検討で、 CESの低点数域でも少数なが

ら妊娠成立が存在したことは注目すべき点であろう。また着床環境の解明が今後の課題であろう。

移植匪の形態学的な検討と着床率との関係の報告はかなりあるものの、匹の形態学的qualityの絶対的な半IJ
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定基準を決めることはかなり困難であり、今回のembryoscoreでも同様であった。多胎妊娠の回避が最重

要課題であるなら、課せられたのは100%妊娠可能な1個の卵子をいかに選択するかという究極の解答であろ

つ。

主要文献 :

1.小林善宗、他(1993)、外来IVF-ET4年間の成績。崎乳卵学誌10: 124 

2. Steer CV， et al (1992)， The cumulative embryo score-a predictive embryo scoring technique 

to select the optimal number of embryos to transfer in an in vitro fertilization and embryo 

transfer programme. Hum. Reprod. 7 : 117 

3. Mills CL (1992)， Factors affecting embryological parameters and embryo selection for IVF 

ET， A text book of in vitro fertilization and assisted reproduction (Edited by Brinsden 

PR釘ldRainsbury PA) ppI87-204， The Parthenon Publishing Group 

Grade Value 

~ ~~: Even blastomeres No fragmentation 

@ Uneven bla剖omeres<10唱 fragmentallon

⑬ 
3 

Uneven制措tomeres
10ー切%fragmentallon 

⑫…astomeres 
> 50% fragmentation 

図1.Embryo score caliculated from 
both embryo quality factors 

表1. 外来IVF-町成績(対周期)
(1988. 6-1993. 12) 

周期 妊娠

regular IVF 2015 
assisted IVF 35 
計 2050

530 (26.3 %) 
3 ( 8.6%) 
533 (26.0 %) 

表2.移植時期別regularIVF-ET妊娠率(対周期)
(1988. 6-1993. 12) 

移植時期

1日目移植(前核期)
2日目移植(4細胞期)

3日目移植(8-16細胞期)
4日目移植(16-細胞期)
前核期+匹

言十

周期 妊娠

556 
1149 
289 
17 
4 

2015 

125 (22.5 %) 
326 (28.4 %) 
76 (26.3%) 
2 (11.8 %) 
l(25.0 %) 

530 (26.3 %) 

表3.cumulative embryo score (CES)によるIVF-ET妊娠率、継続妊娠率、多胎率の検討(2日目移植regularIVF 1149周期)
cumulative 0 3 11 19 27 35 43 
embryo I I I I 50 +計
score 2 10 18 26 34 42 50 
妊娠率 6.8% 15. 1% 19.2% 25.4% 30% 40.2% 28. 1% 37.9% 26.3% 
(妊娠/周期) (4/59) (16/106) (30/156) (30/118) (51/171) (43/10η(34/121) (118/311) (326/1149) 
継続妊娠率 5.1% 10.4% 10.3% 11. 9% 17.5% 31. 8% 18.2% 24.4% 17.9% 
(継鏡妊娠/周期) (3/59) (11/106) (16/156) (14/118) (30/171) (34/107) (22/121) (76/311) (206/1149) 
多胎率 33.3% 9. 1% 6.3% 21. 9% 23.3% 14.7% 18.2% 30.3% 21. 8% 
(継続多胎/継続妊娠) (1/3) (1/11) (1/16) (3/14) (7/30) (5/34) (4/22) (23/76) (45/206) 
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28 IVF -ET妊娠後(分娩、流産、外妊)の再IVF-ET成績

Results of IVF -ET in patients with a previous IVF -ET pregnancy 
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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、不妊治療としての体外受精匪移植が確立しつつあるが、その妊娠率は一向に上昇する

きざしはみられず、当院でも同様である。形態学的な良好匪移植を理想、に種々の工夫、努力を重ねてきたが、

それだけで画期的に臨床成績を向上させるのは困難な様である。今回は、当院におけるIVF-ET臨床成績か

ら、妊娠(分娩、流産、外妊)後の再IVF-ET成績を検討することにより、卵子以外の妊娠成立・継続の条

件の分析を試みた。

対象 ・方法・超音波採卵に移行した1985.12から 1993.12の期間の当院のIVF-ET (表1)のなかで、

(1) IVF-ET分娩後の再度IVF-ET治療を行った29名、 (2)IVF-ET初回妊娠が流産に終り、再度IVF-ET

治療を行った120名、 (3)IVF-ET初回妊娠が子宮外妊娠に終り、再度IVF-ET治療を行った21名、を対

象にその予後として、再妊娠率(対患者)、最終的に継続した妊娠の率(対患者)を検討した。

結果 :(1) IVF-ET分娩後29名の再IVF-ET治療で18名 (62.1%)が妊娠した(表2)。妊娠18名で

継続12名、流産6名であった。流産6名中4名が再度IVF-ET治療を続行し2名が妊娠し継続した。集計す

ると計14名が継続妊娠で、対象29名に対しては48.3%であった。(2)IVF-ETi流産後120名がIVF-ET治

療を続行し、 62名 (51.7%)に再妊娠が成立した(表3)。再妊娠62名では継続30名、流産29名、外妊3名

であった。流産29名中15名がIVF-ET治療を続行し8名に再々妊娠が成立し、継続が5名であった。外妊

3名でもIVF-ET治療続行でl名に継続妊娠が成立した。集計すると計36名が継続妊娠で、対象120名に対

しては30.0%であった。(3)IVF-ET外妊後21名がIVF-ET治療を続行し、 15名 (7l.4%)が妊娠したが

その予後は継続7名、流産5名、外妊3名であった(表4)。その後のIVF-ET治療続行結果を集計すると、計

10名に継続妊娠が成立しており、対象21名に対しては47.6%であった。

考察:最近の圏外における高年令婦人に対する卵子提供IVF-ET成績は、妊娠成立に最も重要なものは

卵子であることを再認識させるものであった。しかし加令にともなう卵子のqualityの低下に対しては有効

な手段は少ない。今回の検討では、 IVF-ET分娩後と外妊後の再IVF-ET成績は比較的良好で、その理由は
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妊娠成立時と同等な卵子採取が期待できること、妊娠成立後の継続には良い着床環境が存在していることが

考えられた。これに比べてIVF-ET流産後の再IVF-ET成績では、再妊娠率、継続妊娠率が有意ではない

ものの低く、この差が着床環境因子と考えたい。

文献 :

鈴木隆弘、他(1993)、IVF-ET分娩後の再IVF-ET成績晴乳卵学誌10: 126 

表1. IVF -ET全体の成績

regular IVF 
assisted IVF 

患者数

1031 
27 

妊娠(%)

471 (45.7 %) 
3 (11.1%) 

表2. IVF -ET分娩後の再町F-ET成績

対象患者 再妊娠 予後

29名 (+) 18名 継続12名
(一)11名 流産 6名

集計 再妊娠率(対患者)

最終継続妊娠率(対患者)

表3. IVF -ET流産後の再IVF-ET成績

対象患者 再妊娠 予後

120名 (+) 62名 継続30名
(ー)58名 流産29名

外妊 3名

集計 再妊娠率(対患者)

最終継続妊娠率(対患者)

表4. IVF -ET外妊後の再IVF-ET成績

(1985. 12-1993. 12) 

回数 妊娠(%)

2153 558 (25.9 %) 
35 3 ( 8.6 %) 

再再妊娠

(+) 2名
(一)2名

予後

継続2名

62.1 % (18/29) 
48.3 % (14/29) 

再再任娠

(+) 8名
(一)7名
(+) 2名

予後

継続5名
流産l名

外妊2名
継続l名
流産l名

51.7 % (62/120) 
30.0 % (36/120) 

対象患者 再任娠 予後 再再妊娠 予後

21名

集計

(+) 15名
(一) 6名

継続7名
流産5名

外旺3名

再妊娠率(対患者)

(+) 2名
(一)1名
(+) 2名

最終継続妊娠率(対患者)
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継続l名
外妊l名(さらに外妊、流産)

継続 l名
外妊l名(さらに継続)

51.7 % (62/120) 

30.0% (36/120) 



29 ヒト卵細胞質内精子注入法の臨床成績

Clinical evaluation of intracytoplasmic sperm injection in human oocytes 
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目的:ヒ ト囲卵腔内精子注入法(SUZI)によって重度乏精子症でも妊娠が可能と なりそ

の安全性も確立した。しかし SUZIの適応症例の約30%は受精lζ至らず(1)、細胞質内精子注

入法(ICSI)の臨床応用が待たれていた。ICSIの問題点は精子調整法、卵活性化法及び高

率の卵損傷とされていたが、ベルギーのVanSteirteghem等は、 乙れら の問題を解決して

39.2%という高い妊娠率を得ており(2)、その詳細が 1993年9月の第8回世界体外受精会議

で発表された。我々は 1992年 10月より ICSIの臨床応用を開始していたが、上記の報告

を基lζ方法を改良する 乙とで著しい成功率の向上を見たので報告する。

方法 :対象は SUZIを施行しでも受精しなかった 44組の夫婦である。 1992年 10月よ

り93年 9月迄を第 1Phaseとし、乙の聞の精子調整法は、 精子頭部細胞膜を破壊する目的

で精子凍結 ・融解を 3回繰り返 し、無動状態の精子を使用 した。 卵 は採卵後すぐに

Hyaluron泊ase11:て頼粒細胞を除き、 Meta悼asenの卵のみ を使用した。 3-4時間後 iと
ICSIを施行、 その後卵を活性化させる 目的でCa ionophore 50μMK約 10分間浸した。 そ

の後HTF培養液lζ移し ICSI後約 20時間で受精の確認をし、さらに 24時間培養、匪移植

を行った。第 IIPhase は93年 10月より 12月迄で、精子調整は基本的iζパーコール単層撹

伴処置のみで ICSIを行ったが、精子総数 1万個未満の症例では凍結・融解 (1回のみ)を

行った。 ICSI精子注入用 ピペッ トは第 1Phaseよりさらに細く直径約3-4μmと改良し、
卵を活性化させる手技は行わず培養、第1Phase同様に匪移植を行った 。
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結果:第1Phaseで31組の夫婦に40周期 145個の卵に、第nPhaseで44組の夫婦に
(第!と重複あり)52周期、 226個の卵ICICSIを施行し次の結果を得た。

1 Phase n Phase 

周 期 数 40 52 

ICSI 卵 数 145 226 

受 精 数(率) 49 ( 33.8% ) 100(44.3%) 

分 割 数(率) 38 ( 77.6%) 93(93.0%) 

卵損傷数(率) 72(49.7%) 27 ( 12.0 %) 

妊 娠 数(率) 2/24 ( 8.3 % ) 5/41 ( 12.2 % ) 

(匪移植あたり)

考察:ヒト卵を受精させるためには精子先体反応と卵の活性化が必要条件と考えられて

いたが、今回の研究で必ずし もそれ等は前提条件でないことが明らかとなった。ハムスター

卵では、卵細胞を穿刺する ことで活性化が起こる乙とが報告されているが側、 ヒト卵でも 同

様に活性化するのかもしれない。

注入精子が先体反応を起こしていたかどうか判定する方法は無いが、一般 IVFで正常の

精子を 1 ~4 時間培養して先体反応が生じ る率は 10%未満なので、注入時の精子が先体反

応を起こしていたとは考えにくい。

むしろ第 1Phaseの結果が悪かったことより、 ヒト ICSIでは精子の先体反応や卵の活性
化を起こす必要は無く、精子を確実に卵細胞内iζ注入する ζ とで十分受精、妊娠が可能であ

ることが明らかとなった。

主要文献:

(1) 高橋克彦、竹中真奈美、高橋健太郎、 1994， 日産婦誌、 46: 21ー.26.

(2) Van Steirteghem. A.C.. et al. 1993. Hum. Reprod. 8 : 1061ー1066.

也) U ehara， T. • and YI乱闘gimachi，R.1977. J. Exp. Zool. 199: 269-274. 
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30 マウス成熟卯及び初期腔におけるphosphofructokinase，
hexokinase遺伝子発現につ いて

Ontogeny of phosphofructokinase and hexokinase gene 

activation in mouse embryo 

高見雅司高見毅司坂元秀樹佐藤和雄

Masashi Takami Takeshi Takami Hideki Sakamoto Kazuo Satoh 

日本大学医学部産科婦人科学教室

Department of obstetrics and Gynecology. Nihon University • 

school of Medicine 

(目的)マウス成熟卵、初期妊のエネルギー代謝は特異的変化を示し成熟卵から初期

受精卵においてはpyruvateがエネルギー基質となり 8細胞期以後はじめてglucoseをエ

ネルギー源として利用できると言われている. 1} 今回我々は解糖系の最大の律速酵素

Phosphofructokinase (PFK)およびglucose利用上不可欠なHexokinase(HK)の成熟卵、初

期匹におけるOntogenyについて検討した.

(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 1 8 

時間後に卵管膨大部より成熟卵を採取した.また、同様に過排卵した唯マウスと 8週令

雄マウスをm姐ngし12時間後に雄マウスの陸栓を確認し、卵管潅流法により初期受精

卵を採取した.1lE盤胞は雌マウスの陸栓を確認した日を第l日として第4日に子宮内洗

浄にて回収した.

成熟卵、受精卵、匹盤胞それぞれ 100個よりRNAZolB(BioteckL油Inc.)にてmRNAを

抽出し、その後Firststrand cDNA syn出esiskit (ph紅macia)にてreversetranscriptionによりcD

NAを作成した.異なった時期に調整したcDNAを用いて計3回検討を行なった.

RT-PCR法の反応系は全量20μlとし、組成は 10 XT叫 buffer2μ1、2.5mM dNTP 

1. 6μi、T叫 polymerase5 units/μlσOYOBO) 0.0 5μ1、lmMMgC12 1μl、primer

lμl、DDW1 2.2μi、templatecDNA 1 ~ 2μlを加え、denaturation9 4.C 1 min、

組問r1ingはPFK，HKとも 58.C 1 min、extention7 2・C2minをiサイクルとして、合計

35サイクル増幅した.使用したprimerはPFKS"'ITC GAC CGA ATC CTG AGT AGC 3. 

， 3. -GGT TCC CAG TCC ACG TTC TTC 5.、HKS-GAACCA CGA GAA GAC TCA GAA 3. 

， 3.-CTG AAC GCC GAT GCT ACT GGT 5.であり、また同時にs-actin (5. -TGT P;_廿CCC

口 CCAT CGT GG3.，3.-CAA ACT CTG GAA G'廿GTGGG5.)も同一条件下で増幅しPCR効

率の指標とした.
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(結果)PFKmRNAは頼粒膜細胞では検出されたが成熟卵、初期受精卵、臨盤胞では
検出されなかった.HKmRNAは頼粒膜細胞および匹盤胞では検出されたが成熟卵、初
期受精卵では検出されなかった.

(考察)受精前の未熟卵では、その糖代謝はpyruvate依存型であり、 grucoseの利用が
ない.これに比べ、受精後ではglycogenolysisが完成しglucoseを基質として着床に備えた
代謝系が完成する.一方単一の卵を用いた酵素サイクリング法によりPFK、HKの活性
を測定した成績では、初期匹から匹盤胞の時期を通じてほほ一定跡FK活性を認めるの
に対し、 HK活性は初期匹の時期には低く 8細胞期以後の粧で急に上昇する.2}.3}.4)
我々の今回の成績は、このHK活性の上昇が匹自身のHKgeneのranscription上昇によるこ
とを明らかにした.さらに匹からPFKのnRNAが検出されなかったことは、その
町姐scriptionが極めて低いか、あるいは抑制をうけており、 Dfから検出されるPFK活性が
m鉱閉la1なものとも考えうる.すなわち町anscriptionからみるとemb!アogenesisの過程でPFK
優位からHK優位にshiftする.この.こと凶nitosisを繰り返す'emb!アogenesisの日報Hにあって、
PFK活性を一定に保ちながら、 HK活性のみ上昇することでエネルギ一代謝をglucose主
体の成熟型に移行させると同時に、 5炭糖回路へのバイパスをより効率よく用いること
で核酸合成を行なうものと考えられた.

主要文献:

1) Biggers，J.D.，Whittingham，D.G.andDonahue，R.P.:The pa恥 mof energy metabo1ism in山
mouse oocyte and zygote.Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.58・560，1967.
2) Tsutsumi O.et a1.:Determination of Er句TmeActivities of Energy Metabo1ism in白eMaturi-
ng Rat Oocyte.Mo1.Reprod.Dev，33:333-337，1992. 

3) Tsutsumi O.et a1. :Studies of hexokinase activity in human and mouse ooc戸e.AmJ Obstet -
Gyneco1162・1301-1304，1990

4)堤治、佐藤和雄、木下勝之、中林正雄、岡井崇、榊原賢一郎、北川浩明、
矢野哲、加藤尚彦.(1984)日産婦誌Vo1.36，No.9， 1377-1386目
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31 マ ウス卵子成熟過程における c-mosmRNAの発現に関する検討

[目的]

Expression of c-mos mRNA during ∞cyte maturation in the mo凶 e

石田恵理・上谷則子・佐藤嘉兵

Eri 1SH1DA， Noriko UETAN1and Kahei SATO 

日本大学農獣医学部動物細胞学教室

Department of Cell Biology， Colledge of Agriculture and 

Veterinary Medicine， Nihon University 

癌原遺伝子c-mosは、 Molonymurine sarcoma virusのウイルス性癌遺伝子v-mosの細胞

性遺伝子であり、マウスでは4番目、 ヒトでは8番目(バンドqll)の染色体上に単一コ

ピーとして存在している。1985年には、 Propstらによってc-mosmRNAが成熟マウスの精

巣および卵巣で強く発現することが見出され、そのほかの器官では、副精巣、腎臓、胎

盤、乳腺で極わずかな発現が報告されている1)。その後、アフリカツメガエルの卵子成熟

過程Kおいてc-mos遺伝子産物の関与が報告され、すでに卵細胞分裂抑制因子

(cytostatic factor;CSF)であることが明らかにされている2)。一方、マウスにおいても

c-mos遺伝子産物が同様な過程に関与することが報告されているが3)、その発現時期・生理

機能の詳細については不明な点が多い。本実験では、マウス卵子成熟過程及び初期発生に

おけるかmosmRNAの発現についてinsitu hybridization法により解析し、これら諸過程

におけるc-mos遺伝子の役割について考察を加えた。

[方法]

5週齢のddY系雌マウスにPMSG5 IU. 50時間後にhCG5 1Uを腹腔内投与し、ホルモン

投与後一定時間ごとに摘出した卵巣を4弛PFAで固定した。常法に従ってパラフィン包埋し

た後、 厚さ6μ皿の連続切片にしたものをinsitu hybridization法に用いた。

プロープとして用いたc-moscDNA断片の増幅は以下のように行った。 c-mos cDNAが

insertされているプラスミ ドpSP64をE.col iに形質転換し、 アルカリ法および、CsCl密度
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勾配遠心法により調整および精製した。 制限酵素 (Ava 1および、Hindm)を用いて

plasmid DNAをc-moscDNA断片とpSP64に分離し、低融点agarosegel電気泳動法により目

的とするc-moscDNA断片を回収した。このc-moscDNA断片をdigoxigenin標識dUTPを用い

たランダムプライマー法により標識し、プロープDNAはとして用いた。

組織切片は脱パラフイン処理の後、 0.2NHClによる塩基性蛋白質の除去、 proteinaseK 

による標的核酸の露出処理を行い、 4%PFAで後固定した。 標識したかmoscDNA (10μ 

g/ml)を含むhybridizationm ixtur e を調製し37tで15~20時間hybridi zationを行い、

alkaline phosphatase標識・抗digoxigenin抗体を用いてハイプリダイズした部位を検出し

た。なお、 positivecontrolとしてs-act inのcDNA、negativecontrolとしてpSP64フ。ラ
スミドDNAを用いて同様の操作を行った。

[結果及び考察]
Table 1. Appearance of c-mos皿RNAlo副>cyt回 00tbe皿側諸
treated wllb PMSG-bCG 

Hybridization後反応においてc-mos Ti皿csfler Stage of ∞叩e皿aturatioo
PMSG岨dhCG

mRNAの発現は卵子細胞質中に観察され、 同cction(hrs) 11 III IV V Ov. 

PMSGを投与後47時間経過したものから徐々 P20 + + 

P44(h -6) 同ト + 
にシグナjレが強くなり、 hCGの投与直後に

P47(h-3) + + + + 

最も強いシグナjレが見られるようになっ P49.5(h・0.5) + + + + 

た。さらに、 hCGを投与してから2時間以上 P5O+bO 
+ + + + 

P 50+ hO.5 + + + + 経過したものでは、シグナルの減退が認め
P5O+h 1 + + + 

られた。また、 排卵後の卵については、ほ P5O+h2 + + + 

とんどシグナルがみられなかった。なお、 P5O+b8 + 
P50+ b 15 

発生匹についても同様に検討を加えた。
-; negative皿acti岨

これらの結果からマウス卵母細胞において、外国性LHサージ(本実験でのhCGの投与)

刺激によるc-mosmRNAの発現上昇が推測された。 また、 c-mos遺伝子産物が、このLHサー

ジ以後の卵母細胞の機能的分化のトリガーとして働いていることが示唆された。

[主要文献]

l)Propst，F.and Vande Woude，G.F. ;Nature 315，516-518，1985 

2)Sagata N. et al. :Nature，342:512-518， 1989 

3)小瀬村伊久美、木村順平、佐藤嘉兵;晴乳動物卵子学会誌、9，85-86，1992
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32 キメラマウスにおける導入 Myogenin -LacZ 遺伝子の発現

Expression of Myogenin -LacZ gene in chimera mice. 

金相勇高橋寿太郎 堤賢一* 藤沢淳子**安田泰久

Sang-Yong KIM， Jutaro TAKAHASHI， Ken-ichi TSUTSUMI*， 

Atsuko FUJISA W A **卸dYasuhisa Y ASUDA 

岩手大学農学部動物機能開発学教室

Laboratory of Animal Breeding and Reproduction， 

加 d* Institute for Cell Biology and Genetics， 

Faculty of Agriculture， Iwate University 

* * Division of Molecular Genetics， National Institute of Neuroscience. 

目的:Weintraubらのグループにより中佐葉多能性細胞を筋芽細胞に分化誘導する

遺伝子， myoDが分離されて以来 (3) ，筋細胞分化の研究は急速な進歩をみせて

いる。近年、中距葉由来の線維芽細胞を筋芽細胞に分化誘導する遺伝子として、

myoD、myoge凶n，myf.・5，mrf4・herculin叩 yf.・6などが単離され、これらの遺伝子群は、

筋分化を支配するものと考えられている。

本研究は匪発生過程における器官形成ならびに細胞の移動を探すため、特に、

myogenin遺伝子の機能について検討する目的で、マウスの myogenin遺伝

子にLacZ遺伝子を結合した pMGNLacZ遺伝子を用い、このリポーター遺伝子

を導入したトランスジェニツクマウスならびにトランスジェニックキメラマウスを

作出し、その発現とキメラの解析を検討した。

方法:注入遺伝子はマウスmyoge凶nエンハンサー/プロモーターにLacZ遺伝子を結

合させたもので、 pMGNLacZ(-4 K) を制 l制限酵素で消化後、精製した 。

マウスの系統は (C57BL/6x C3H) のF，雌マウスを用いた。定法によ

り過排卵誘起を行い、同系統F，雄マウスと交配して受精卵を採取した。一方の前核内

にDNA溶液を注入した。注入用培地は25mMHEPESパッフアー (pH7.4)を含む

Brinsterの修正培養液で行った。注入した受精卵はO.lmM EDTAを含むBrinsterの修

正培養液 (1)で4-5日間培養し、匹盤胞期匪まで培養した。

集合キメラ距の作出は、 DNA溶液を注入したF，受精卵を3日間培養し、そのふ16
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細胞期匹と、 BALB/c系統マウスに過排卵誘起を行い同じ系統の雄と交配させて

2.5 -2.7日に子宮および卵管よりふ16細胞期粧を採取し、以下のMullen& Whitten 
ら (5)の方法に準じてキメラを作出した。旺移植用には、 ICR/Slc系統7・9週齢のSPF

マウスを使用し、偽妊娠2.5日目の子宮内に移植した。その後、妊娠 9.5-12.5日目に

帝王切聞を行い， X-gaI(5・bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-gaIactopyranosid巴)染色を行い、

LacZ遺伝子の発現を調べた。

結果:pMGNLacZ遺伝子を導入した366個の受精卵で、形態的に正常な 2細胞

期匹 21例固(57.4% )が得られた 。 さらに、 72時間の培養によって匪盤

胞期臨までの発生は 128個 (61.0%) であった 。 これらの旺をレシピエントマ

ウス 13匹に移植した結果、 9匹 (69.2%)が正常に妊娠した 。胎子における

遺伝子発現を調べたところ、 10.5日匪では 30個の体節に発現が見られ、

9.5日匪では尾側の体節に弱い発現が、さらに、 12.0一 12.5日症では

頭側の体節から尾側の体節にかけて筋細胞で強い発現が見られた 。

考察:本研究のトランスジェニ ックマウスにおける myoge凶n遺伝子の発現

は、今まで報告されているmyogerun遺伝子の発現パターンとほぼ同様であった (2.4)。

本研究からmyogenin遺伝子は、脹発生おける体節ならびに肢芽 (limbbuds )の発現

誘導に関連しているものと示唆された。また、筋の発生分化と深く関連し、体節ならびに

肢芽(limb buds )において発生する筋芽細胞に特異的なマーカー遺伝子の導入

が指摘された。

主要文献:

1. Brinster， R. L， 1972. In Growth， Nutrition and Metabolism of Mammalian Cells in Culture 

eds. Rothblat， G. & Crstofalo， V.， Acadernic， New York， Vo1.2， pp. 251-286. 

2. Cheng， T-C.， M. C. Wallace， J. P. Merlie and E.N. Olson， 1993. Science. 261:215-218. 

3. Davis， R.L.， H. Weintraub and A.B. Lasser， 1987. Cell. 51: 987-1000. 

4. Fujisawa-Sehara， A.， K. Hanaoka.， M. Hayasaka.， T. H. Yagar凶加dY.1. Nabeshima， 

1993. Biochem. Biophys. Res. Comm. 191: 351・356.

5. Mullen， R.J. 叩 dW.K. Whitten， 1971. J. Exp. Zool. 178: 165-176. 
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33 ウシ体外 受精卵の発育 における Insulinと
Insulin -like growth factor -1の 影響

Effects of insulin and insulin -like growth factor ・I

on the development of bovine embryos 

松井基純・高橋芳幸・菱沼 貢・金川弘司

Motozumi MATSUI， Yoshiyuki TAKAHASHI， Mitsugu HISHINUMA， 

Hiroshi KANAGAWA 

北海道大学獣医学部家畜臨床繁殖学講座

Department of Theriogenology， Faculty of Veterinary Medicine， 
Hokkaido University 

[目的] 近年、細胞増殖因子がウシ初期匪の体外発育に及ぼす影響について様々な研究

が行われている.細胞増殖作用を有する insulinは、マウス リ、ラット 2)、ブタ 3)および

ウシ 4)の初期匪の発育を促進する ことが報告されて いる。さらに、マウス匪ではInsulin-

like growth factor-1 (IGF-1 )による匪の発育促進効果も確かめられている 5)。本実験

では、完全合成培地を用い、ウシ体外受精卵の発育に及ぼすinsulinおよびIGF-1の効果

について検討した。

[方法] と場より得たウシ卵巣の小卵胞から吸引採取した未成熟卵子を常法に従い体外

成熟を行った。凍結精液を融解後、パーコール密度勾配遠心法を用いて活力の高い精子を

選別し、 2.5mMテオフイリン と3mg/mlBSAを含むBrackettとOliphantの等張液 6)を媒精精地

として体外受精を行い受精卵を作出した。 媒精後約20時間で卵丘細胞を剥離除去し、 0.1%

polyvinylalcoholおよび20種類のアミノ酸を含む修正合成卵管液 (mSOF)6)を基礎培地と

して、 5%02、5%C02、39tの条件下で培養を行った。実験 1ではmSOFに10μg/mlinsulin、

20ng/ml IGF-1を添加した培地を用い、体外受精卵を 4日開港養し 、桑実匪(孟16-cell)

への発育および細胞数を調パた。実験2では、 mSOFで4日間培養 して得られた収縮桑実匪

を、実験 1と同様の培地で2日間培養を行い、 匪盤胞への発育および細胞数を調ペた。

[結果および考察] 桑実匪への発育率は、 insulinあるいは IGF-1の添加により有意

(p(O.Ol)に増加した (Table.l)0 しかし、 insulinと JGF-1の聞で差異は認められな

かった。また、得られた桑実匪の平均細胞数は、 insu1 inおよびIGF-1の影響を受けなか

った。匪盤胞ハの発育率において insulinあるいは IGF-1の添加による影響は認められ

なかった(Table.2)。得られた匪盤胞の平均細胞数は、 insulinあるいは IGF-1の添加に

より有意に増加したが (p(O.OI)、insulinとIGF-1の聞で差異は認められなかった.
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以上の結果より、insulinおよ び

IGF-1が、ウシ体外受精卵の桑実脹

および廃盤胞への発育を促進する こ

とが明ら かになった。 insulinは、

ウシ初期臨の発育を促進することが

報告されており 4)、本実験において

も同様の結果が得られた。また、マ

ウス匪では、 IGF-Jも発育促進効果

を示し 、IGF-1の濃度により、 IGF-1 

受容体を介する場合と、 insulin受

容体との交差反応による場合の、 2

つの作用機序が確かめられている針。

ウシ初期匪では、PCR法を 用いた

実験によ り、insulinおよびIGF-1の

受容体のmRNAが発現し、それぞ

れの受容体が存在するこ とが確認さ

れている円。 本実験の結果は、 ウシ

初期匪における、 insulinおよび

IGF-1の受容体の存在を示唆するも

のである。 今後、 insulinおよ び

IGF-1の有効浪度を調べ、マウス妊

に認められるような交差反応の有無

についての検討が必要と思われる。

Table.1 Effects of insul in and IGF-1 on the developr鴨川
。fone-cell embryos into the morula stage 

No.ロf
Treatment replicates Cleaved Developed No. of ce 11 s 

(Hoof) at 加 2 to m川 ae in mo山 e
embryosJ (百) at Day 5(耳) (mean) 

4 (125) 80.0 34.0 a 34. 7 
insul i n 4 (118) 81. 3 44.7 b 38.2 
IGF-1 4 (120) 82.4 45.4 b 39.1 

Day 0 = day of in-vitro insemination. 
One-cell embryos were cultured for 4 days mSOF with 
insul in (10μg/ml) or IGF-1 (20ng/ml). 
a，b : P<O.Ol 

Table.2 Effects of insul in and IGF-1 on the development 
。fmorulae into the blastocyst stage 
No.of 

Treatment replicates 

(Noof) 
morulae 

Deve loped No. of ce 1 1 s 
to blastocysts in blastocysts 
at Day 7 (~) (mean) 
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Day 0 = dayロfin-vitro insemination. 
Morula embryos were cultured for 2 days (Day 5 t口Day7)
in mSDF刷 thi nsu 1 i n (10μg/m 1) or 1 GF-1 (20ng/ml). 
a，b : P<0.01 

[主要文献]

1. Harvey MB， Kaye PL (1990): Development 110， 963-967. 

2. Zang X， Armstrong DT (1990): Biol. Reprod. 42， 662-668. 
3. Saito S， Niemann H (1991): Biol. Reprod. 44， 927-936. 

4. Seidel GE， Glass T， Olsen SE (1991): Biol. Reprod. 44， Supp1.1， 155. 

5. Harvey MB， Kaye PL (1991): Mol. Reprod. Dev. 29， 253-258. 

6. Takahashi Y， First NL (1992): Theriogenology 37， 963-978. 

7. Watson AJ， Hogan A， Hahnel A， Wiemer KE， Schultz GA (1992): Mol. Reprod. 

Dev. 31， 87-95. 

-1 33-



34 抗透明帯モノクロ一ナノレ抗体(5 H 4)エピトープの

卯胞発育過程における局在について

Localization of the epitope recognized by anti -zone monoclonal antibody 

(MAb・5H4) during folliculogenesis 

井上みゆき、長谷川昭子、竹村 正、香山浩二

Miyuki Inoue， Akiko Hasegawa， Tadashi Takemura， Koji Koyama 

兵庫医科大学 産婦人科

Department of Obstetrics and Gynecology， Hyogo Medical College 

目的:晴乳動物の卵をとりまく透明帯は、 一連の受精過程において種々の機能をもっ糖蛋白質である。

また透明帯には強い抗原性があり、抗透明帯抗体には強い受精阻害作用のあることもすでに明らかにされて

いる。しかし透明帯の合成部位については、従来より議論されているが(1，2)、動物種によるちがいや透明

帯構成成分によるちがいから、その結論は未だ得られていない。そこで今回、プタおよびヒト共通抗原に反

応し、正ピトープ構造の明かなモノクローナル抗体 (MAb・5H4)(3)を用いて、その対応抗原の卵巣内局在

性ならびに発現時期を調べた。さらに免疫電顕を用いることにより、透明帯が卵細胞自身によってつくられ

るのか、それとも頼粒膜細胞に由来するのかに関しでも検討を加えた。

方法 1.蛍光抗体法(光学顕微鏡観察) まずプタ卵巣をPBSで洗浄し、 ドライアイスーエタノール冷

却したヘキサンで急速凍結包埋後、 6μmの凍結切片を作成した。第一反応としてMAb-5H4のハイプリド

ーマ培養上清を室温でl時間処理した。 PBSで洗浄後、第二反応としてFITC標識抗マウスIgG(1:200倍希釈)

を同じく室温で 11時間処理した。 PBSで充分に洗浄後、蛍光顕微鏡にて観察した。これと同一切片または連

続切片をへマトキシリンーエオジン(皿)で対比染色した。

2.金コロイド法(電子顕微鏡観察) プタおよびヒト組織を4%パラホルムアルデヒド-0.25%グルター

ルアルデヒド固定液中で 10分間固定後、マイクロスライサーにより 300μmの切片にした。同固定液で

さらに氷温l時間固定し、脱水後切片を 1mm角に細切し、ロイクリル樹脂内にuv照射により包埋した。
NOVAミクロトームにより超薄切片(100nm)を作成し、ホルムパール支持膜を張ったニッケル単孔メッシュ

上に、押し付け法により標本を調製した。第一反応はMAb-5H4のハイプリドーマ培養上清を室温で1時間

処理した。PBSで洗浄後、第二反応は金コロイド(粒子径15 nm)結合プロテインA(1:10倍希釈)を、室温で

1 時間処理した。 PBSで洗浄後、ウランー鉛の二重染色を施し、観察は日本電子(JM-12∞CX)で行った。
結果:プタ卵巣凍結切片を用いた蛍光抗体法では、 1-2層の穎粒膜細胞層をその周囲にもつ卵母細胞

実質に、弱い蛍光が認められた。周囲の穎粒膜細胞層には蛍光は認められず、また卵母細胞の周囲細胞が扇

平な原始卵胞においては、会〈陽性反応、は認められなかった。即ち、 MAb-5H4により認識される透明帯抗
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原は、発育をはじめた卵母細胞により合成されることが示唆された。その後、卵胞の発育にともない卵母細

胞の周囲に強い蛍光を認め、これは皿染色における透明帯の局在と一致した。頼粒膜細胞層が7-8層、

さらに胞状卵胞へと発育するに従って透明帯の厚さとその蛍光強度は増加した。プタ卵巣の電子顕微鏡観察

では、 2-3層以上の穎粒膜細胞層を伴う発育卵胞および胞状卵胞内の透明帯に一致して、金コロイド粒子

の沈着が見られた。金コロイドは穎粒膜細胞の細胞間にも認められ、透明帯と穎粒膜細胞層が密接して存在

していることが分った。また、卵母細胞の細胞質内にも、分泌された透明帯と同じ金コロイド粒子を含む直

径 0.8-1.6μmの分泌小胞が認められた。ヒト卵母細胞を用いた観察からも同様な分J必小胞が認められ

た(図)。この分泌小胞は、おそらく合成された透明帯の前駆体を卵母細胞の細胞膜付近に運搬し、分泌す

る役割をもっと考えられる。しかし、プタにおいてもヒトにおいても、穎粒膜細胞の細胞質内には全く金コ

ロイドの沈着は認められなかった。

考察:今回の結果から、 5H4対応抗原を含む透明構成分はプタ及びヒトにおいて、周りを取り囲んでい

る頼粒膜細胞ではなく卵細胞自身により合成分泌されることが明らかになった。さらにプタにおいて、この

成分は一次卵胞卵よりその合成が開始され、卵胞の発育に伴って分泌小胞により運搬され細胞外に分泌沈

着することが明らかになった。Wassarm釦らもマウス卵巣を免疫電顕で観察することにより、これと同様な分

泌小胞を認めている(4)。

ZP 

V:分泌小胞

ZP:透明帯

図)卵細胞質内の透明帯抗原を含む分泌小胞 (Bar: 1μm) 

引用文献:

1) Liang， L. and Dean， J. : Vitam. Horm. ，47， 115-159， 1993. 

2) Lee， V. H. and Dunber， B. S.・Dev.Biol. ， 155，371-382， 1993 

3) Koyama， K.， Hasegawa， A.， Inoue， M. and Isojima， S. : Biol. Reprod.， 45， 727-735， 1991 

4) Wassarman， P. M目 andSteven， M. : Int. Rev. Cytol.， 130，85-110， 1991目
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35 マウス初期医における RAG-l遺伝子の発現
一初期発生における genetic recombination の可能性-

Expression of RAG・1in murine premplantation embryos ; possible 
genetic recombination during early embryogenesis 

早川 智l)，栃木明人11根本則道2}，千島史尚11白石尚美1}，鈴木(唐崎)美喜lL
江角真理子3)，桜井勇21佐藤和雄1)

Satoshi Hayakawa， Meijin Tochigi， Norirnichi Nemoto， Fumihisa Chishima， Hisami 
Shiraishi， Miki-Karasaki・Suzuki，Mariko Esumi， Isamu Sakurai and Kazuo Satoh 

1)日大医学部産婦人科、 2)第二病理、 3)総医研

Department of Obstetrics and Gynecology， 2 nd Depa.rtment of Pathology， 
Medical research lnstitute 

(目的)Recombinase activating gene (RAG)ー1，2遺伝子は未分化なTもしくはBリンパ球において特

異的に発現し抗体あるいはTCR遺伝子のV(D) J recombinationに関与するとされている。1)RAG-l，2 

は進化の上で広く保存され， 特にRAG-1はヒト RET遺伝子や酵母のRADl8遺伝子ともhomologyを有する

ことからDNAの複製や免疫系以外の細胞の発生分化における未知の機能を有する可能性がある。2)演者ら

はRAG遺伝子の匹発生における発現の有無とその意義をマウス初期匪を用いて検討した。

(方法)ICRマウスをPMS-hCGによって排卵、交尾後48時間に頚椎脱臼によって屠殺し実験に供した。卵

管より受精卵を採取しBWW中で培養した。受精卵より blastocystまでの各段階における初期匹40偲づつ

より RNAを抽出し MMTVRTaseによって逆転写し cDNAを作成した.マウス RAG-1，2特異的な

oligonucleotide primerによって35cycleのPCRを行ない2% agarose gel電気泳動， Nylon membrane 

にtransfer後， ECL oligonucleotide probeにてhybridizationを行なった。また各段階の匹にBiotin化

oligonucleotide probeによるinsitu hybridizationを行なった。さらに匹細胞培養液中に3，10，30， 100， 

300μMのRAG-1sense， antisence oligonucleotideを添加して発生に及ぼす影響を検討した。

(成績)RT-PCR法によりmorulaよりblastocystの時期に強いRAG-lの発現を認めた。確認のために異な

った領域を認識するprimerpairを作成して検討したと ころ，やはりmorulaからblastocystの時期にRAG-1

の発現を認めた。一方， RAG-2の発現は検討したいずれの時期に も認められなか った。 in situ 

hybridization法によって も同時期の匪にRAG-lの局在を認め， blastocystにおいては ICMおよ び

trophoectoderm双方に染色を認めた。しかしながらantisenseoligonucleotideによる実験では検討を行な

った各漉度ではsense，antisense間の発生に差を認めなかった。

(館館)マウス初期)ffiにおいてRAG-l遺伝子が発現しtrophoectodermとinnercell massの分化におい
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て未知の遺伝子領域のrecombinationが起きている可能性が示唆された。晴乳類においても初期発生におけ

る遺伝子の不可逆的変化が生じる可能性がある。

(主要参考文献)

1) Oettinger， M. A. 1992. Activation of V (D) J recombination by RAG1 and RAG2. Trend in 

Genetics. 8， 413 -416 

2) Chun，J，M.， Schatz，D.G.， Oettinger，M.A.， Jaenisch，R. and Baltimore，D.1991. The 

recombination activating gene-l (RAG-l) Transcript is present in the murine cetral nervous 

system. Cell，64， 189 -200 
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36 断片化 DNA末端標識法を用いた閉鎖卵胞検出の試み

Detection of Atretic Ovarian Follicles using DNA Nick End Labeling Method 

高野りや ・上谷則子・苫名充・和気朗・佐藤嘉兵

Riya T AKANO， Noriko UET ANI， Mitsuru TOMANA， Akira W AKE， Kahei SATO 

日本大学農獣医学部動物細胞学教室

Laboratory of Cell Biology， College of Agriculture and 

Veterinary Medicine， Nihon University 

[目的] 性周期を持ち、排卵を繰り返すことにより生殖活動を行うような動物では、一回に排卵される卵

子の数はほぼ一定である。このような動物では繰り返し発現する性周期ごとに、卵巣内に含まれる多数の卵

胞細胞の一部が発育を開始する。これら発育を開始した卵胞のうち、少数のものは成熟して卵子を排卵させ

るが、大多数の卵胞は退行(卵胞閉鎖)するこ

とが知られている。このような成熟卵子の選抜

過程における、卵胞閉鎖のメカニズムについて

は未だ不明な点が多い。しかし、大多数の卵母

細胞が除去されるにもかかわらず、卵胞閉鎖は

非常に速やかに起こることなどから、プログラ

ム細胞死(アボトーシス)による細胞除去機構

の関与が報告されている1)2)。従来の方法では、

卵胞閉鎖の判定はもっぱら形態学的な観察に頼

っていたが、卵胞閉鎖の過程におけるアポトー

シスの関与が示唆されたことによりDNAレベ

ルでの解析法の応用が待たれている。本実験で

は、最近開発されたTU N E L (TdT.mediated 

dUTP nick end labeling )法3)を用いてアポトー

シスに特徴的なDNAの断片化を検出すること

により卵巣内の閉鎖卵胞の局在を明らかにし、

卵胞防鎖のメカニズム解析に対する本法の応用

について検討した。

normal cell apoptotic cell 

⑤ 
color development 
， ~ / 
/ T ， POD labeled 

3'一一令 an凶ti-dig叫 e叩ni伽i
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t 
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TUNEL method 
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[方法] 過排卵処理を施した 1C R系成熟雌マウスより卵巣を摘出し、 4%PFAによる固定後、常法に

従いパラフイン包埋し、厚さ 6μmの組織切片を作製した。組織切片をProteinaseK (20μg/ml)で15分

処理する事により、タンパク質を除去し、 DDWで2分、 4回洗浄した。内因性ペルオキシダーゼを不活化

するために、切片を 2%H202で覆い5分間反応させた。 DDWで洗浄した後、 TdT(0.3 U/μ1)、DrG

(digoxygenin) .dUTPを加え、 60分、 37'Cにて付カ日反応を行った。切片をTBbufferに15分浸演することに

より反応を停止した。DDWで洗浄後、 TBSに5分間浸潰した。その後、 Blockingsolu tionに30分浸漬さ

せ、ぺJレオキシダーゼ標識anti.O[G'antibody(0.75 U/ml)を滴下し室温にて1時間反応させた。 TBSで3回

洗浄した後、 DABsolutionにて発色させ、 DDWで洗浄した。封入後、光学顕微鏡下で観察した。

[結果と考察] 連続切片にて3次元的に断片化DNA

の検出を試みた結果、形態的に大きな変化は見られない

が、いくつかの卵胞に限って穎粒膜細胞に強い陽性反応

を示した(右写真)。これらの卵胞では、卵胞を構成す

る全ての穎粒膜細胞の核にほぼ均等に陽性反応が検出さ

れた。また、幾つかの頼粒脱細胞では核のみならず細胞

質中にも非常に強い陽性反応、が観察された。形態学的に

明らかに卵胞閉鎖を起こしていると考えられる卵胞では、

卵胞構成細胞の幾っかにのみ陽性反応が観察された。初

期卵胞閉鎖の過程において頼粒膜細胞のDNA断片化が

起こることが多数報告されていること、また今回示した

ように同一卵巣内において特異的に陽性反応を示す卵胞

と、ほとんど反応を示さない卵胞とが観察されることか

ら、卵子の退行はアポトーシスによる周囲の卵胞細胞の

消失をともないながら進行すること、これにより従来の

観察では特定の難しかった初期閉鎖卵胞の局在について

TUNEL法が有用であることが強く示唆された。さらに、

ホルモンの過剰投与により卵胞閉鎖を誘導した卵巣にお

けるDNAラダーパターンの解析およびTUNEL法との比

較などの検討を加えた。

" 
. 
‘・.. .-，L-_' 

<写真説明>hCG投与後1時間のマウス卵巣。

特定の卵胞にのみ陽性反応が見られる。

[文献J l)J.L.Tilly，K.I.Kowalski，DW.Schombeger and AJW.Hsueh，(1992) Apoptosis in Atretic Ovarian 

Follicles is Associaties with Selective Decreases in Messenger Ribonucleic Acid Transcripts for Gonadotropin 

Receptors and Cytochrome P450 Aromatase .Endocrino1.l31:1670'76 

2) F.M.Hughes and W.C.Gorospe，(1991) Biochemicalldentificcation of Apoptosis (Programmed Cell Death) in 

Granulosa白 lls:Evidencefor a Potential Mechanism Underlying Follcular Atresia.EndoclinoI.l29:2415'2 2 

3) Yael G.，Yoav S.， and Shmuel A.B..，(1992) ldentification of Programmed Cell Death ln Situ via Specific Labeling 

of Nuclear DNA FragmentationJ.Cell Bio1.119・493.501
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37 マウス初期卯子における 3Hーチミジンの取込みに及ぼす
ーメノレカプ トエタ ノーノレ添加の影響

The effect ofβ-mercaptothanol on the incorporation of 

3 H -thymidine in the early developing mouse embryos. 

辻荊ム志 O佐藤由希子・高田直・高木優二

Hirotada Tsujii ， Yukiko Sato ， Naomi Takata & Yuji Takagi 

信州大学農学部資源開発学講座

Departmento of Agriculture Biotechnology. Faculty of Agriculture. 

Sinsl1u University 

目的:マウス卵子はinvitoroの培養において系が虐はあるが、 2細胞期にno主主制亭
止することが知られている。演者らはマウス "2-cellblock "前後におけるメチオニンの

Iお込みを調べた結果、 hCG投与後40-----45時間後にIお込みが急減すること、 EDTA添

加することによってhCG投与後40-----45時間の防込みの急減を防ぐことが可能であるこ

とを報告した。また、グルコース・ピルビン酸の耳おみみと C02産出量について検討を行った

ところ、グルコースの恥込み及び∞t産出量においてhCG投与後40-----45時間目の恥込

みの減少 .EDTA添加による恥込みの増加カ確認された。しかし、ピルビン酸及び C02産

出量においては顕著な変化は見られなかった。さらにチミジンのJf~みを諦べたところ hC

G投与後40-----45時間で恥込みが減じることを明らかにしたが、 EDTA添加による影響

はあまりみられなかった。

一方、ウシ布撰朋主を体外において培養する際に8細胞員崩1後で発育を停止してしまう現

象が知られており、 “8-cell block "と呼ばれウシsI-0体外発展の障害となっている.し

かし、βーメルカプトエタノール (β-ME)を添加することにより共培養法を用いること

なくウシsI-0Rf盤胞への発育カf可能であることが報告されている。このβ-MEは強力な還

元作用を持ち、生化学分野ではタンパク質の還元剤-抗酸化斉11として一殻的に用いられ、ま

た細胞培養においてはリンパ球・腫蕩細胞などの培養を行う際に培養液にj効目することによ

って細胞増殖促進効果カ切られている。そこで、本実験は2-cell block前後のマウス卵子

における3HーチミジンのIお込みに及ぼすβ-ME添加の影響を調べたので報告する.
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方法:1 CR系未経産マウス(5-----8週令)を用いPMSG.hCG48時間間隔でそ

れぞれ5iuを腹腔内に注射し、雄と一晩同居させた.採卵及び培養には、一晩インキュベ

ーター内で万ス通気させNaOHて下H7.4に語墜したM2液もしくはM2+β-ME液(5μ

M)を用いた。hCGの注射時を0時間とし 20・30・40・45・50・60時間に

おいては卵管内卵子を各培養液中で採卵した。これらの卵子は20・30時間でl細胞期、

40・45・50時間で2細胞期、60時間て.2-----4細胞期が主であった。90・95時間

においては子宮内の桑実眼およひ1盤胞期の卵子を採取した。各芙験区において得られた卵
子をマイクロチューブに各々 10個すえっ入れ3H_チミジンをO.5μc iを含むβ-ME添
加・無効日の培養液を加えインキュベーター内で2時間培養し取込ませた後、 10%TCA

で即E、を停止させた。その後、ミリポアフィルター上で5%TCAで数回洗浄後、エタノー
ルで洗浄した分画の各取込み量を液体シンチレーションカウンターで測定した。

結果及び考察:β-ME添加・無添加区において、 3Hーチミジン取込み量は時間の結晶と

ともに増加する傾向が見られ、特に90・95時間(桑実路.sH註胞)にかけて急増した。
また、 40・45・50時間にI見込みが有意に低くなった。β-ME添加区におけるマウス
卵子の3H-チミジンのIお込み量は40・50時間におし1て無添加区のほうよりやや高くなる
傾向が見られたが、緩↑的な有意差はなかった.

これらのことから、β-ME添加・無初日区におし1てhCG投与後40・45・50時間

にI込み州氏くなる傾向が見られ伝聞にも有意差があり、マウス卵子の2-cellblockが
hCG投与後45時間前後で起こることか磁Zされた。2・cellblock前後における卵子の
3HーチミジンのIおみみにおいてβ-ME添加による影響はあまり見られなかった。しかし、
40-----50時間でβ-ME納日区の方がやや取込み量が直くなったことからβ-MEのj初日

はマウス2-cell block をやや改善するとも考えられる。今後、マウス卵子の培養もあわ

せて擬すする予定である。

主要文献:

1.辻井弘忠境久雄 高木優二、invivoおよびinvitroのマウス2細胞期日昼への1-1-
メチオニンの取込みに及ほすE DTAの影響、第8~回家畜繁殖学会講演要旨、
1992年 p.a14

2.辻井弘志 中野匡博高木罷二、マウス初芦別H子における1-lCーグルコース及び14Cーピ

ルビン酸の1f~に及ほすEDTA溺的影響，第84回家畜繁殖学会講演要旨

1993年 p47

3.辻銅版高田直佐藤由希子高木優二、マウス棚匹における1-1ーチミジンの取
込みに及ぼすEDTA添訓の影響、第88四 日本畜産学会講演要旨 1994年
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38 3次元立体内部構造顕微鏡を用 いた卯管の観察

Observation of oviducts by the 3 Dimensional Internal Structure Microscope 

0横田秀夫・， 樋口俊郎・ 1・2 工藤謙一・¥佐藤嘉兵・ i・3

Hideo YOKOTA・'，ToshirouH1GUCH1・l・'，Ken-ichiKUDOH・'，KaheiSATO・l・3

本1(財)神奈川科学技術アカデミー，本2東京大学工学部，本3日本大学農獣医学部

本1Higuchi Project， Kanagawa Academy of Science and Technology 

本2Faculty of Engineering，Univ. of Tokyo 

本3College of Agricul ture and Veterinary Medicine， Nihon Univ. 

[目的]組織や細胞の立体像を観察する方法としては，一般に連続切片を作製し，その断面から全

体像を推定している。しかし，この方法では，切片作製に非常に多くの行程が必要であり，全ての

切片を標本化することは困難である。また，立体像の解像度を上げるために，切片を簿くした場合

や大きな試料の立体像を高い解像度で構築する場合，切片の枚数が多くなる。そのため，試料金体

の切片を作製することは，多くの 11寺聞と熟練した作業が必要であり，非常に図難である。近年，超

音波， x線などを用いたCTスキャナーが開発され，非破壊での断面像の観察や立体像の観察が可
能となった。しかし，上記のスキャナーなどによる観察は，色情報を得ることが困難である。また，

従来からの切片観察に比べ，分解能が低いために組織中の微細な構造を観察することも困難である。

そこで我々は，試料を簿くスライスし，その断面情報を元に立体像を構築する 3次元立体内部構造

顕微鏡 (3Dimensional 1nternal Structure Microscope = 3 D -i s m)を考案した。本システム

は，試料断面を観察するため，切片を作製する手聞がなく，試料の全断面を高速に観察することが

可能である。また，本システムは，試料全断面の画像情報をレーザーディスクに記録するため僚

本自体を保存する必要はなく，いつでも任意の断面を観察することが可能である。さらに，画像処

理装置を用いて立体商像を構築する事が可能であり ，実際には切断していない面の観察や，任意の

視野からの観察がおこなえる。今回， 3D-ismを用いて，排卵前後におけるマウス卵管の観察及

び立体像構築を行ったので報告する。

[実験装置]図 lに実験装置の試料切削昔日を示す。パラフィン又は， 0 C Tコンパウンドにて包埋

した試料を，試料送り部によりO.1から5μmの任意の送りで押し上げる。押し上げられた試料を回

転するガラスまたはディスポーザブルナイフで切削する。切削した断面は， C C Dカメラ(IKEGAMI

1CD-880)を取り付けた顕微鏡で観察し， レーザーディスク(SONYLVR-3000NA)に記録する。記録さ

れた断面情報をワークステーション(KUBOTATITAN2-800/Denali SD80)を用いて，断面を積み重ねる

ボリュームレンダリング法により立体像を構築した。
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[方法]ICR系成熟雌マウスに阿部5IU，48時間後hCG5IUの過排卵処置を行い，hCG投与16時間後に卵

管を摘出した。摘出した卵管は，過排卵誘起の確認の後， FBSを10耳含むPBSにて卵管内を環流し，ブ

アン固定液にて周定した。固定した卵管は， 5分間の水洗後，大きさの測定を行い， 1%エオジンで卵

管内を環流し，染色を行った。5分間の染色の後，水洗し， 1%のズダンブラックを含むOCTコン

パウ ンドで包埋し， -35'Cにて凍結した。なお，コントロールとして，正常マウスの卵管に同様に処

理をした物を用いた。以上の処理を施した卵管を3D-jsmにセットし， 5μm間隔で切削した。

試料金断面の切削終了後，立体像の構築を行った。

[結果及び考察]図 2に過排卵処理を行った

卵管のスライス断面図を示す。卵管がプア ン

固定液の黄色に染色され，卵管内腔がエオジ

ンの赤色に染色されている。管壁は卵管峡部

に比べ膨大部が非常に薄くなっていることが

観察された。図3に，断面図より構築した立

体像を示す。卵管膨大部，及び峡部が観察さ

れた。また，視点の位置を変えることにより，

卵管漏斗部，卵管子宮接合部が観察された。

本装置により，過排卵前後の卵管の状態，お

よび，実際には切断していない面や，卵管の

立体構造を観察することに成功した。

図2 過排卵処理後の卵管の断面像

[文献]

図 l 試料スライス部

図3 スライス断面より構築した立体像

1 .小林，樋口，青木，工藤 :1993年度精密工学会春季大会学術講演会講演論文集， pp.517-518. 

2.樋口，工藤，横田，李(1993):第 52回農業機械学会年次大会講演要旨， pp.79-80. 

-1 43-



39 卵管釆の卵捕獲ならびに卵管の卵輸送機能について
一特に排卵時の卯管内圧の充進ならびに収縮性について

Reproductive Physiology of the Fallopian Tube -Fimbrial Capture 

of the Ovum and Tunal Transport of the Ovum with Emphasis on 

the Ampullary Construction and Elevation of the Tubal Pressure. 

0長田尚夫、角田郁夫、松浦真彦、高木健一郎、吉田孝雄、佐藤和雄

金山喜一¥成相孝一¥遠藤 克¥佐久間勇次・

H. Osada， 1. Tsunoda， M. Matuura， K. Takagi， T. Yoshida， K. Satoh 

K. Kamayama*， K. Nariai*， T. Endo*， and Y. Sakurna・
日本大学医学部産科婦人科学教室

合日本大学農獣医学部獣医生理学教室

Depart. of Obstet. & Gynecol.， Nihin Univ. School of Medicine 

・Depart.ofVet. Physiol.， College of Agr. and Vet. Med.， Nihin Univ. 

目的:G 1FTや共培養などの補助的生殖技術の進歩とともに妊の発生 ・発育における卵管

の役割や特異性が改めて注目されている。周知のとおり卵管は、精子の輸送、卵の捕獲、受

精、受精卵の発育とその輸送など一連の巧妙な機構を営むが、依然その生殖生理については

不明の点が多い。排卵については、卵胞壁に存在する平滑筋の収縮が大きく関与し、排卵時

には、卵管采が卵巣表面に覆いかぶさるように密着する事が古くから観察されている。この

現象は、平滑筋の収縮による反応とされ排卵卵子を確実に卵管内に取込むための機構として

必須である。これらから卵管采の運動性カf排卵に連動して元進する現象が推察でき、さらに

卵胞期に卵管膨大部の運動性が充進していることも報告されている。これらの報告からは、

卵管膨大部の運動性の充進が排卵現象に同調しているかについては触れていない。そこで卵

管采の卵捕獲ならびに卵管の卵輸送機能について検討するために、テレメトリー自動計測シス

テムを用いて排卵前後の卵管内圧ならびに卵管運動を連続的に測定、興昧ある知見を得た。

方法:供試動物は、体重 3.0-3.5kgの日本白色在来種の家兎を用いた。生理的条件下で家

兎卵管内圧ならびに運動性を測定するためにテレメトリー自動計測システムの送信器を静脈麻酔

下で家兎腹腔内に装着し、 2-4週間の手術慢襲の回復期間を見てから実験に供した。圧セン

サーにつながるウレタンカテ子j切先端(直径約 2mm)は、膨大部卵管のほぼ中央に闇定した。

カテーテ:Jt，.(J，耐圧性で液体 noncompressablefluidで、満たされ、先端は、加塑性メンプランか

らなりgellで密封され体液の進入を防ぐ仕掛けになっている。このカテーテJl徒端で感じた圧

信号は、本体である発信器の圧センサーに通ずる。発信器は、センサー、増幅・送信回路、バッ

テリーからなる20mmrt X20mm大の円筒形で皮下に固定した。発信機ならびにウレタンカテ

ーテルは、組織反応が少ないようにコーテングされ、連続して 2(9)月開発信が可能である。発

信器装着は、卵管への侵襲をより少なく癒着を誘発させないようにマイクロサージ.エリー (9-0ナ

イロニクを用いた。排卵誘起は、 hCH100-15 Oiuを耳静脈内に投与して行った。卵管内圧

ならびに卵管の運動性は、テレメトリー自動計測システムを用いて家兎体内の発信機からのテ

レメ トリーデータを受信、 BIOEl王CTRICAMPUFIER(NECるanEi1253A)で増幅、 DATARECORDER 

(NECるanEi7R41)で記録した。波形分析は、 DATARECORDERで、記録した電位をCOMPUTER
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SYSTEM(NECるanEi signal proc自由rTf18)を用いてA-D変換してから FFT処理した。
結果:hCG投与後から連続して卵管内圧と運動性を観察した。一例を Figl'調 介する。
膨大部卵管内圧ならびに卵管の運動性は、内圧約 5mmHg、収縮圧と弛緩圧の差 2-3mmHg
とほぼ安定性を持続していたが、 hCG投与後9時間 58分に一過性に下向後、急激に約5分
間上昇(約 1OmmHgと約2倍)、収縮圧と弛緩庄の差異も 7-10附汁相と約3倍に増幅した。内
圧上昇は、にわたり持続した。その後の卵管内圧は、 周期的に軽度に上昇しでは正常に戻っ
た。この卵管内圧の変動ならびに卵管の運動性の充進は、約20にわたって数回観察された。

hC G 

50ju/kg 
lV 

。
排卵推定時都

10hOOmin 

排卵2

lOOSec/Div lOh05min 

円g.1排卵時における卵管内圧の変動(家兎卵管膨大部)

考察:テレメータ一方式での卵管内圧な らびに運動性は、排卵時に一致して充進を認めた
が、本研究は、排卵現象に連動した卵管膨大部の収縮性の充進を証明したものと考えている。
排卵に同調して卵管膨大部の収縮性を元進させる要因は、本研究の結果からのみでは特定す
ることはできないが、PGF2αが最も有力な要因であろうと推察している。排卵は、卵胞壁に
存在する平滑筋の収縮によって発現し、また家兎頼粒膜細胞は、PGF2αを産生・分泌するこ
とも知られ、排卵には卵胞液中のPGF2α濃度の上昇が必須条件で、あると推察される。また卵
胞液中のPGF2α濃度は、排卵前に急増することがラッ トや家兎で報告されている。この高濃
度のPGF2α を含む卵胞液が排卵に伴い卵管膨大部に流入するこ とによって卵管膨大部平滑筋
の収縮を誘発したと考えられる。排卵とそれに連動した卵管采の運動性の充進や、本研究で
明かとなった排卵に引き続き発現する卵管膨大部の収縮性の充進は、排卵卵子を卵管内に取
込み受精部位へと運搬するために不可欠な機構であることはいうまでもない。これからの一
連の現象が同調して発現することは性殖生理上、 合目的な機構であると考えられ実に興昧深
いといえる。

主要文献:

1.Frederiks， C. hl. ， Azzam， M. E. A. ， and Hafes， E. S. E. 1977. of the rabbit utero-ovarian 
ligament. The moti lity in vitro J. Reprod. Fe凡 49・387.
2.Ha1ez，E.S.E. 1973. Gamete transport. in: Human Reproduc!ion， Conception and 
Contraception. pp.85. Ha1ez，E. S.E. and Evuns，T.N. eds. Harper & Row. New York. 
3. Maia， H. S. ，and Coutinho， E.M. 1970. Peristalsis and antiperistalsis of the human 
1allopian tube during the menstrual cycle. Biol. Reprod. 2: 305・314.
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40 ガラス化法により冷却された幼若ラット卵巣の組織細胞学的観察

Histocytological examination of neonatal rat ovaries cryopreserved by vitrification 

杉本実紀・宮本元

Miki Sugimoto & H句imeMiyamoto 

京都大学農学部畜産学科 家畜生体機構学研究室

Laboratory of Functional Anatomy and Physiology， 

Department of Animal Science， Faculty of Agriculture， Kyoto University 

目的:卵巣の超低温保存法の開発は雌性生殖細胞の長期保存を可能にするだけでなく、

臓器移植で必要とされる各種の臓器の保存法の開発にも役立つと考えられるo臓器の超低

温保存については従来、緩慢凍結法による試みがなされてきたが、高濃度の凍害保護物質

の添加と急速な温度変化等の手段によって氷晶を形成させることなく超低温保存を行う、

いわゆるガラス化法が有望視されている。我々は今回、ガラス化法により処理した幼若ラ

ット卵巣の組織細胞学的観察を行い、保存処理過程において生じる傷害について検討した

ので報告する。

方法:7日齢のWistar系ラットを軽度エーテル麻酔下で屠殺、卵巣を摘出し、 Rallらの

VSl(l)を一部修正したガラス化液(以下VS1)に段階的に浸漬した後、少量のVS1と共に

液体窒素中に投入し急速冷却した。液体窒素中に30分間以上保持後、氷水中で急速に加

温し段階的希釈法 (Al群)またはサッカロース希釈法 (A2群、 O.5Mサッカロース加リン

酸緩衝液 (PBS)を使用)で保護物質を除去した。 AlおよびA2群の卵巣と、対照として無

処理の卵巣 (c群)と保護物質の添加・除去のみを行った卵巣 (B1およびB2群:各々段

階的希釈法およびサッカロース希釈法)を常法に従い2.5%グルタールアルデヒドと 1%

四酸化オスミウムで固定し、エボキシ樹脂に包埋した。準超薄切片をトルイジンブルーで

染色し、光学顕微鏡で観察した。また、超薄切片を作成し酢酸ウラニルークエン酸鉛二重

染色を施し、透過型電顕による観察を行った。

結果:A1およびA2群とも、卵巣表層部において明瞭な組織学的・細胞学的損傷の認め
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られない卵胞が観察された。 C群では大部分の細胞で損傷は認められなかったが、 Bl、

B2群ならびにAl、A2群では卵胞ならびに支質において細胞の収縮、膨張、ならびに細胞

質中の空胞形成等の損傷が観察された。空胞形成はAlおよびA2群で顕著であり、卵胞に

おいては卵巣の表層部に比べて内部で顕著である傾向が認められた。この空胞形成は電顕

観察の結果より、小胞体の槽の拡張等の変化によるものと推察された。またAlおよびA2

群において頼粒層細胞などに核潰縮の傾向を示す細胞が観察されたが、これは保護物質の

添加・除去のみを行ったBlおよびB2群でも認められた。 A2群ならびにB2群においては

支質または卵胞膜において著しく腫脹した細胞が観察されたが、 Bl群ではこの損傷は比

較的軽度であった。

考察:ガラス化法においては、氷晶形成を抑制するために高濃度の保護物質の添加ある

いは冷却・加温過程での急速な温度変化等の方法がとられる。そのため臓器保存にガラス

化を適用する場合、臓器内への保護物質の浸透と温度変化速度の不足が障害になると考-え

られる。本実験において、ガラス化冷却・加温後のAlおよびA2群の卵巣で、保護物質の

添加 ・除去のみを行ったBlおよびB2群と比較して細胞内の空胞形成等が顕著であり、卵

巣内部に比べて表層部では損傷が軽度であったことから、冷却・加温過程において卵巣内

部で氷晶形成の起こっている可能性が高いと推察される。その原因が保護物質の浸透不足

と温度変化速度の不足のいずれによるものか本実験では明らかではなく、今後検討が必要

である。また、サッカロース希釈を行ったA2群ならびにB2群において一部の細胞に著し

く腫脹したものが観察された。これは希釈時の浸透圧変化に伴う損傷であると推察され、

希釈液の浸透圧を現在より高くすることにより解決される可能性がある。しかしマウス脹

においては、より高濃度のサッカロース (lM(2)あるいは1.5M(3))を含む緩衝生理食塩水

では、室温で浸j責時聞が延長されると生存率が低下すると報告されており、卵巣において

も高濃度のサッカロースは生存性に悪影響を及ぼす可能性があるので、大型の組織を処理

するために希釈時間を延長する場合、他の浸透圧調節剤の使用も検討する必要がある。

主要文献:

1. Rall， W F. and G. M. Fahy， 1985. Nature 313: 573-575. 

2. Szell， A. and J. N. Shelton， 1986. J. Reprod. Fert. 76: 401-408. 

3. Kono、T.， O-Y. Kwon， K. Ichinoe and T. Nakahara， 1989. Jpn. 1. Anim. Reprod. 35: 211-216 

(in Japanese). 
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in Cultured Mouse Blasiocysts 
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新潟大学農学部員業生産科学科

Department of Animal Science， Faculty 01' Agriculture， Niigata University 

の

目的:j者養ウサギ脹盤胞1)が収縮運動を行うことが、 1929年に初めてタイムラプスシネマを用い

て報告されて以来、ウサギばかりでなく、マウス、ハムスター、ウシおよびブタの培養匹盤胞も収

縮運動を行うことがタイムラプスシネマあるいはタイムラプスビデオによって確かめられている。

またマウス匪盤胞では、収縮に要する時間と収縮の程度が調べられているが、これらの観察に用い

られている匪の教は少なく、収縮の回数については全く調べられていない。 一方、収縮運動は妊盤

胞ハッチングに関係しているとー般に考えられているが2)、ウシではハッチングしなかった匹盤胞

でのみこの運動が観察されることや、マウスでは収縮をせずにハッチングした匪綾胞がみられるこ

とから、収縮運動とハッチングは関係ないと考えている研究者もいる。とのように、収縮運動の生

理的意義についてはほとんど不明である。そこで本実験では、培養マウス旺盤胞について、佐盤胞

形成期からハッチング前、ハッチング中およびハッチング後の各期聞における収縮の程度と回数を、

タイムラプスビデオを用いて観察し、併せて、匪盤胞ハッチングにはプロスタグランジン (PG)が

関与しているといわれているのでω、PGの合成限害弗jであるインドメサシンを含む培養液で発生し

た匪盤胞についても、収縮の程度と回数を観察し、マウス!庄盤胞の収縮運動とハッチングとの関係

を検討した。

材料および方法 :供試動物として、 ICR系の成熟雌マウスを使用した。匹盤胞の収縮運動を観察

するために、 2細胞旺を、 PMSGthCGそれぞれ51Uを48時間間隔で腹腔内に注射して過排卵を誘起

し、閥系統の成熟維と交配させた雌の卵管から、 hCG注射後48時間に採取して Whittinghamの埼養

液4)で培養した。培養は、倒立位相差顕微鏡に装着した培養チャンパーを用いて、 37'Cで C025%、
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空気95%の気相下で行った。観察は、 30個の脹について、 fftl立位相差顕微鏡に取り付けた CCDカラ

ーカメラとタイムラプスビデオカセットレコーダーで4秒間隔で撮影した映像を用いて行った。 一

方、匪盤胞の収縮運動とハッチングとの関係を調べるために、採取した2細胞匪を 100川のイ ンド

メサシンを含む 附lIt t i ngharnの培養液で矯養し、匪盤胞における収縮運動を観察した。なお対照と

して、 0.2%のエタノールのみを含むWhittingharnの培養液で発生した脹盤胞を用いた。 観察は、そ

れぞれハッチング中の15個の匪盤胞について、匹盤胞形成後32時間まで行った。

結果 :ハッチング前の期間において、 30個中5個は収絡を起こさなかったが、 ハッチング中およ

びハッチング後の期間では、すべての匪が収縮運動を行った。また本実験において、収縮を程度に

より I型 (20%以下の体積の減少)、E型 (21%以上50%以下の体積の減少)およびE型 (51%以

上の体積の減少)に分けて、各期間における回数を調べたところ、平均収縮回数は、ハッチング前

では1.97回(I型:1. 90回、E型:0.033回、 E型 :0.033回)、ハッチング中では8.80回(I型 :

8.17回、 E型:0.53回、国型:0.10回)、ハッチング後では3.47回(I型 :2.97回、 E型:0.47回、

E型 :0.033回)であり、 ハッチング中で最も多かった。 さらに、ハッチング前後の期間では収縮

の程度は小さく、ほとんどがI型であったが、 ハッチング中では I型の収縮回数が著しく増加する

とともに、 E型の収縮を行う脹の数が増加した。なおいずれの期間においても、皿型の収縮は1な

いし3値の佐盤胞でみられる程度であった。

一方、イ ンドメサシンを含む培養液で発生してハッチングを完了しなかった匪盤胞において、す

べての匪が収縮を起こし、平均収縮回数は5.80回(I型:3.53回、 E型:1. 47回、周型:0.80回)

であり、平均収縮回数は対照の匪の6.14回との聞に有意な差はなかったが、対照の匪に比べ、 I型

の収縮回数は有意に少なく (P<0.05)、E型とE型の収縮回数は有意に多かった (Pく0.01)。

考察 :I翰乳動物匹盤胞でみられる収縮運動は、 ハッチングに関係していると一般に考えられてお

り、本実験においても、 マウス脹盤胞の収縮運動はハッチング中で特に活発であった。一方本実験

において、 間合成の阻害1初であるインドメサシンを含む培養液で発生したマウス匪盤胞の収縮の程

度と回数を調ペたところ、平均収縮回数は、対照の匹に比べ、I型のものが有意に少なく、E型と

E型のものが有意に多いことが明らかとなった。従って、旺盤胞の収縮運動はハッチングと密接に

関係しており、程度の大きい収縮が多くなると陸盤胞はハッチングを完了できなくなるとともに、

軽度の収縮はハッチングを促進することが推察された。なおこの運動は、ハッチング後にも観察さ

れたので、ハッチング以外にも何らかの生理的役割を果たしていることも考えられた。

主要文献:

1) Lewis， W. H. and Gregory， P. W. 1929. Science， 69: 226-229. 

2) Cole，R.J. 1967. J.Ernbryol.exp.Morphol.，17:481-490. 

3) Biggers，J.D. ，Leonov， B. V.，Baskal，J.F. and Fried，J. 1978. Biol.Reprod. ， 19:519-533. 

4) Whittingharn，D.G. 1971. J.Reprod. Fert. Suppl. ， 14:7-21. 
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42 卵核成熟、卵細胞質成熟とMicrofilaments

Localization of Microfilaments during oocyte nuclear and cytoplasmic maturation 

寺田幸弘 深谷孝夫 矢嶋聴

Yukihiro Terada， Takao Fukaya， Akira Y句ima

東北大学医学部産婦人科教室
Department of Obstetrics and Gynecology， Tohoku University School of Medicine 

目的:晴乳動物未熟卵(GVstage eggs)は体外培養系にても比較的容易に成熟
卵(M2stage eggs)に到達する。1)しかしこれら体外成熟卵の受精率は体内成熟
卵に比して非常に低い。このような事実より卵細胞質成熟という概念が存在
し種々の研究が為されているが、そのアプローチの難しさから体系的な解析
は未だ完成していない。我々は細胞質を構成する細胞骨格のー要素である
microfilaments(MF)に注目し、その動態と卵核成熟、卵細胞質成熟との関係を
f食言すした。
方法: (卵の採取および体外培養)性成熟雌ゴールデンハムスターをPMSG-
hCG処理し各成熟段階の卵を卵胞及び卵管より採取した。一部未熟卵は、
TALP(Tyrode Alubmin Lactate Pyruvate)を用い、 5%C02 in air飽和湿度のも
とで成熟培養した。2)また一部の未熟卵は核成熟阻害剤である hypoxanthine
(HypO)，3)およびアクチン重合阻害剤であるcytochalasinD(CCD)4)添加培地で同
条件の成熟培養を行なった。これらの卵におけるにおけるMFの局在と，核
の状態を蛍光抗体法にて観察した。 (MFの蛍光染色) Zona free eggを4%
formaldehyde にて60分間固定し0.1%Triton-XI00で10分間処理して細胞膜の透
過処理を行なったものを、 5IUjmlFITC-phalloidinで60分間処理しMFの蛍光染
色を行なった。5)核相は核を2μg/mlHoechst33342で染色して確認したO
(標本の観察)サンプルはpoly-L・lysin処理スライドグラス上に固定し、退色
防止剤添加50%グリセリンにて封入して全載標本を作成した。観察には共焦
点走査型レーザー顕微鏡OLYMPUS-LSM-GB-200を用いてサンプルの 3次元
的な解析を行った。6)
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結果:体内成熟卵では成熟に伴い細胞膜直下にMFが集積してゆき、 M2期卵
では第一極体放出部に特に強く集積しているのが観察された。体外成熟M2
期卵の44%に第一極体放出部以外の細胞膜直下のMFの形成が観察されなか
った。O.2mMHypo添加培養による核成熟停止卵に核相がGVstageにも拘わ
らず細胞膜直下にMFが集積しているのが観察された。CCD添加培養卵では
metaphase like chromosomeが卵の中心部に観察され、 MFは観察されなかった。
考察:体内成熟時のMFの動態を明らかにした。体外成熟卵の一部で核相が
M2期であるにも拘わらず、細胞膜直下のMFの形成が不十分であるものが観
察された。受精におけるMFの役割は未だ不明な点が多いが、この事実が体
外成熟卵の低受精率の一因となっている可能性が考えられた。CCD添加培養
卵の観察より、 MFは核の細胞表層への移動及び極体の放出に関与している
と考えられるが、 Hypoにて核成熟を停止した卵でも細胞膜直下の恥1Fの形成
が観察された。この事実は核とMFの動態にdiscrepancyが存在する事を示し、
MFの動態が卵細胞質成熟のー要素となっている可能性が考えられた。

(文献)
1) Pincus.G，et al (1935) J.Exp.Med 62 665・675
2) Bavister.B .D， (1989) Gamete Res 23 139・158
3) Sirado.M.A，et al (1988) Biol of Reprod 39229-234 
4) Brown.S.S et al (1979) J of Cell Biol 83 657・662
5) Maro.B.et al (1984) J of Embryol exp Morph 81 211・237
6) Smith.G.J.et al (1991) J of Electron Microscopy Technique 1838-49 
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43 核除去・体外受精により作出されたマウ ス雄核発生卵
(第 1分割期)の染色体解析

Chromosomal analyses of androgenetic mouse eggs at the first cleavage division 

吉津 緑、阿久津浩・、影山恭子、前田高弘、河野友宏傘、中原達夫‘、村松督

Midori YOSHIZAWA，Hiroshi AKUZAWA寧， KyoukoKAGEYAMA， Takahiro MAEDA， 

Tomohiro KONO・， Tatsuo NAKAHARA・andSusumu MURAMATSU 

宇都宮大学農学部、*東京農業大学総合研究所

Utsunomiya University，キ NODAIResearch Institute 

{目的】晴乳類の匹発生における両性ゲノムの役割が、核移植の技術を用いて明らかにされ

つつある。 雌性グノムのみで発生した匹は、着床後25体節を形成するまで成長する (Surani

& Barton， 1983)。しかし、雄性ゲノムのみで発生した臨は、胎盤外円錐と栄養膜細胞の発達

は良好であるが、胎子の発生・成長は劣悪で、 雌性ゲノムのみで発生した魅より早い段階で

退行するととが報告されている (Bartonet a1.，1984)。この雄核発生隆は胞状奇胎の成因で

あると考えられているほajii& Ohama，1977)。核移植により作成された雄核発生匹のとれま

での実験では、 雌性前核の除去後、 他の受精卵から雄性前核を 1個移植するごとによって 2

続性雄核発生匹を作成しているが、この方法では、 雌雄両前核の同定がかなり困難であると

とから、2親性雄核発生匪である確実性は完全なものではなく、それ以外の匹である可能性

も否定できない。ま た、 雌性前核のみ除去した卵の第 1分割を抑制し 、雄性ゲノムを倍加す

ることによ っても雄核発生臨を作成し得るが、 ζの方法ではホモ 2倍体雄核発生臨となると

とか ら、早期に死滅する可能性を有する性染色体構成YYの匹が約半数になると考えられる。

Kono et a1. (1993) は、とれらの懸念を除外したヘテロ 2倍体雄核発生陸の作成を目的とし

て、核除去 ・体外受精に より、効率的にマウス雄核発生匪を作出する方法を報告している。

演者らのひとり阿久津ら (1993)は、胞状奇胎発生の実験的証明の一環として、この方法によ

り作出したマウス雄核発生匹を移植し、その着床状態と胎盤の変化について報告している。

演者らは、 Konoet a1. (1993)の方法に よって、マ ウス未受精卵を核除去し、体外受精に

よって 2精子を侵入させ、 ヘテロ 2倍体雄核発生匪を作成し、口座、XY降、口座のJOi盤胞へ

の発生能および着床後の発生能を明らかにするための実験を行っている。今回、その第一段

階としてマウス雄核発生卵の第 l分割期の染色体観察を行ったので、その結果を報告する。

【方法】東京農大発生工学研究室で自家繁殖させた (C57BLx CBA) F.の6-10週齢のl雄マ ウスお

よび8-10週齢の雄マウスを実験に供した。 F.雌マウスにPMSG7IUと hCG6IUを48時間間隔で

腹腔内投与し、過排卵を誘起した。 hCG投与 14~16時間後に屠殺、開腹し卵管膨大部より未

受精卵を採取した。未受精卵は、ヒアルロニダーゼで卵丘細胞を除去した後、 Konoet a1. 

(1993)の方法に準じて透明帯切断、核除去、体外受精を行った。 4時間媒精後、洗浄し、さ

らに8時間培養し、 との聞に受精の確認および前核の観察、前核数の分類を行い、 0.1 μgj
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m1コルセミド添加培地中で10時間培養した後、洗浄し、 40Cに冷却、ストローに封入した。

その後、 4
0

Cに冷却したまま宇都宮大学に送付し、染色体標本を作製した。染色体標本の作

製は、 Yoshizawaet a1. (1990)の方法に準じて行い、 全ての標本に Cバンド染色 (Yoshizawa

et a1. ，1985)を施し た。

【結果および考察]前核観察時に判
No. of obs巴rved Tota1 

定した前核の数によ って卵子を分類 pronucleus 

Tab1e 1. Genomic ana1ysis of androgenetic mo凶 eeggs 

eggs n 
Lu-
+u
一
n

.'A円J
i
u

w
-

P
と
s
i

一
nu
『

n
H

nu-
un
一 4n 

し、それを染色体標本として、ゲノ

ムを分析した結果を表 1に示した。

1 
2 

175 160 (91. 4%) 14 1 
126 16 91 (12.2%) 14 

0 
5 

前緩観察時に 1前核と判定された卵
Tab1e 2. Incidence of first-c1eavage mitosis 

子 115個のうち、 ゲノムがnであっ in加 drogeneticmouse eggs 

たものは 160個で、 2nが14個、3n;が Tota1 No of e鐙swith 

1個観察され、 前核観察数とゲノム
eggs n 2n 3n 4n 

数が一致したのは91.4克であった。 Eggs ex訓 ined 301 176 105 15 6 
in mitosis 244 150 83 8 3 

また、2前核と判定された 126個の
s巴xed

(81. 1%) (85.2%) (79.側 (53.3%) 
151 109 41 l 。

うち、2nであったものは91個であり 、 (61. 9%) (12.7%') (49.4%') 

nが16個、3nが14個、4nが5個観察 * P<0.05 
され、前核観察数とゲノム数の一致は12.2%で Tab1e3. Analysis of sex-chromosome combination 

in androgenetic mo凶 eeggs 
あった。乙のこ とは、前核数の正確な判定が困

難なととを示しており 、さらに精敏な観察が必

要と思われる。乙れらの卵子の染色体分析の結 Ge 

No of eggs with 

X Y 以 xy yy 以X

果を表2に示した。合計 301個の卵子のうち57

個は前核期で、 244伺の卵子で分裂中期像が観

n 
2n 
3n 

52 57 
11 22 8 

察され、このうち、 151個の卵子で性染色体構成が分析された。ゲノムがnであった 116個の

卵子のうち 150個 (85.2%) で分裂中期像が観察され、 109個 (72.7%)において性染色体構成が

分析された。また、ゲノムが2nであった卵子では、各々 83個 (79.0%)、41個 (49.4%) であり、

20の卵子で性染色体構成分析率が有意 (P<0.05%) に低かった。とれは染色体の展開および分

染に問題があったものと考えられ、雄核発生阪の標本作製において、さらに技術的改良が必

要であると思われる。性染色体機成の分析結果では、 nの卵子において Y染色体を有するも

の 57個 、 Y染色体が観察されず X を有すると判定されたもの 52個であり 、 20の ~ß子にお いて

xxが11個、XYが22個、 yyが8個、 30の卵子において XXXの性染色体構成のものが 1値観察さ
れた(表 3)。この結果は、精子侵入による匹形成の理論値に準じたものであり、本実験で

作成された20卵子がヘテロ 2倍体雄核発生陸であるとと が立証された。

【文献】1)Surani& Bartoo (1983) Science 222:1034-1036 

2)Barton et al. (1984) Nature 311:314-316 

3)Kajii & Ohama (1917) Nature 268:633-634 

4) Kooo et a1. (1993) Mol Reprod Devl 34:43-46 

5)阿久津ら (1993) 第 1回日本胎盤研究会講演抄録

6) Yoshizawa et a1. (1990) Theriogeoology 33: 189-797 

7)Yoshiza胃aet a1. (1985) Jpn J Anim Reprod 31: 78-83 
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44 ウシ体外受精由来佐盤胞の凍結保存に

Ethylene glycolを耐凍剤とした場合のSucroseの影響

Effect of sucrose on viability of frozen-thawed bovine IVM-IVF-IVC 

blastocysts using ethylene glycol as a cryoprotectant 

福島護之

Moriyuki Fukushima 

兵庫県立中央農業技術センタ一 生物工学研究所

Department of Biotechnology， Hyogo Prefectural Agricultural Institute 

[目的]近年、ウシ旺盤胞の凍結保存では、融解後の耐凍剤除去操作を必要としない
Ethylene glycol (以下EGとする)を用いたダイレクト法が利用されるようになってき
た(1、2、3)。しかし、本法の基礎的な条件を検討した報告はほとんどない。また、1.4
M EGを耐凍剤として用いた場合の体外受精由来旺盤胞の移植後の受胎率は、1.4M 
Glycerol (以下GLとする〉を用いた場合の受胎率に比較して低L、(4)。そこで、1.4M EG 
を耐凍剤として用いた場合のウシ体外受精由来旺盤胞のダイ レクト法による凍結時の、
凍結媒液に種々の濃度のSucroseを添加した場合の凍結 ・融解匹の生存性と旺を構成す
る細胞 (内部細胞塊 (以下ICMとする)細胞と栄養外匪葉 (以下TEとする〉細胞〉数と
その構成比を検討した。

[方法]Fukushima et al. (1993)の方法に準じて作出した媒精7日目の体外受精由来
臨盤胞を実験に供した。得られた匪盤胞を1.4MのEGと0-0.3MのSucroseを添加した33%
子牛血清添加リンゲル氏液に直接導入して10分間浸漬し、耐凍剤に平衡しながらO.25ml 
のプラスチックストローに吸引、封入した。予めー7.0OCにしておいた液層式のプログ
ラムフリーザーに旺の入ったストローを浸漬し、 2分間保持した後にストローのパウダ
ーで封入した側を液体窒素に漬けておいたピンセットで挟んで植氷した。さらに、8分
間一7.0OCに保持した後にー0.5OC/分で-35OCまで冷却した。 -35OCで直ちに、液体窒
素中にストローを投入してそのままー1960Cの液体窒素中に保存した。
凍結 ・融解佐の生存性:融解方法は、ストローを液体窒素中から空気中に取り出して
5秒間保持した後、 370Cの温湯中で氷晶が融解するのを観察し、融解後直ちに空気中に
取り出してた。そして、予め保温しておいたシャーレ上に匹を取り出して、素早く370C
に保温した新鮮な培養液(1%子牛血清添加TCM-199)で10回洗浄した後、卵ι細胞を単
層培養している流動パラフィン下の100ul培養液の小滴中で48時間培養を継続した。生
存性の判定は、胞匹腔の回復した肱盤胞を生存匪とし、透明帯から脱出した旺盤胞を発
育匹とした。

凍結 ・融解旺の構成細胞数の検査:ICMとTEを分別染色するIwasakiet al. (990)の
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方法を用いて凍結・融解後24時間培養した医の構成細胞数を計測した。本法の原理は、
抗ウシ牌臓細胞家兎血清(以下、抗血清とする)と補体で傷害を受けた匪最外層に位置
するTE細胞をへキス卜33342とヨウ化プロピジウムによってピンク色に、一方、抗血清
と補体に感作しなし、1CM細胞をヘキスト33342のみで青色に染色することで、両細胞を分
別するものである。対照区として、凍結しない媒精8日目の匹を用いて同様の方法で細
胞数を計測した。

[結果]凍結 ・融解匹の生存性 :Sucroseの添加量はO、O.05、O.1、O.15、O.2、O.25およ
びO.3Mの7区とした。旺の生存性は、各区間に有意差は認められなかった。しかし、佐
の発育率は、 SucroseをO.15およびO.2M添加した区の69.6および66.0%がO、O.25およ
びO.3M添加した区の37.5-45.7%に比較して5%水準で有意に高い発育率を示した。
O. 05およびO.1M Sucrose添加区の63.8および61.7%もO.25およびO.3M区に比較して5%
水準で有意に高い発育率を示した。

凍結・融解佐の構成細胞数:総細胞数、 1CM細胞数と総細胞数に対する1CM細胞の割合
において有意差がみられた。 SucroseをO.15からO.2M添加した区では新鮮匹とほぼ同様
の総細胞数であったが、 0、O.05とO.1M区で減少傾向を示し、 O.25とO.3M区では有意に
減少した。 1CM細胞数とその総細胞数に対する割合は新鮮旺に比較して凍結・融解匹全
区で有意に低く、総細胞数の減少のなかったSucroseO.15からO.2M添加した区でも1CMの
損傷があることが示唆された。

[考察]1. 4M EGにO.15-0. 2M Sucuroseを添加することで凍結・融解後の旺の発育率
が有意に改善された。このことは、妊の構成細胞数とも対応していることが本結果から
示された。また、 1wasakiet a1. (994)は、凍結・融解任では凍結・融解過程で傷害を
受けた1CM細胞もピンク色に染色されることを報告している。今回TE細胞とした細胞のl
部は傷害を受けた1CM細胞も含んでいるため、 1CM細胞の割合が低下したものと考えられ
た。 Sucroseには、凍結保護作用のあることが知られているが、 今回の添加効果が、 直
接的な保護作用によるものであるのか、他の要因によるものであるかは明らかとはなら
なかったので、今後、検討を要すると考えられた。

[主要文献]

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P61.
~ Voelkel， S. A. and Hu， ~ X.， 1992. Theriogenology 37:23-38. 
3. 大江正人、山本政生、高木光博、鈴木達行、 1993.J. Reprod. Develop. j11-j15. 
4. 福島護之、富永敬一郎、秦谷豊、内海恭三、入谷明、 1992.第85回日本畜産学会
大会講演要旨P15.
5. Fukushima， ~， Tominaga， K.， 1wasaki， S. and Utsumi， K. 1993. 8th. World 
Congress on 1n Vitro Fertilization and Alternate Assisted Reproduction. 
OC-125. 
6. 1wasaki， S.， Yoshiba， N.， Ushijima， H.， Watanabe， S. and Nakahara， T. 
1990. J. Reprod. Ferti1. 90: 279-284. 
7. 1wasaki， S.， Yoshi take， Y.， Li， X.， Watanabe， S and Nakahara， T. 1994. 
Mol. Reprod. Oevel. (in press). 

-1 55-



45 ニホ ンザ、 ノレの卵 胞卯と凍 結 精 子による体外 受精

IVF using oocytes collected from the ovarian follicles and 

frozen -thawed spermatozoa in ]apanese monkeys (Kacaca fuscata) 

山海 直、 清水慶子車、長文昭、吉川泰弘

Tadash i Sanka i， Ke i ko Sh i圃izu*，Fu阻iakiCho 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(TPC)

Tsukuba Pri皿ateCenter for Medical Science， 

the National Institute of Health 

車京都大学・ 霊長類研究所(PRI)

Pri皿ateResearch Institute， Kyoto University 

数穫のサル類で、体外受精の成功例が報告されている。マカク属サルではアカゲザル、

カニクイザルにおいてその詳細が報告されているが、ニホンザルでは、ニホンザル卵子 と

カニクイザル精子を用いた体外受精について成功例が報告されている にすぎない(山海ら，

実験動物 43，45-50，1994)。今回、ニ ホンザルの卵胞卵と凍結融解精子を用いて体外受精を

試みたので報告する。

【方法】実験に使用し たニホ ンザルは、 PRIで飼育されたオス 1頭と メス7頭である。体外

受精実験に先だって、ニホンザル精子の凍結保存を行った。 精子は、 10歳齢成熟オスの精

巣上体から採取した。 ネンブタールの深麻酔下で両側の精巣上体を鏑出し、 ミネラル オイ

ルを満たした50圃lチュープに入れ5・Cで一時保存した。この操作は、 PRI(愛知県犬山市)で
行い、チュープを密閉した状態で 5'Cを保ちながらTPC(茨城県つくば市)まで運織 した。精

巣上体の摘出から約24時間後に37'Cまで加温したのち、精巣上体をチ ュープから取り出し、

滅菌した油紙の上でミネラルオイルを除去した。 精巣上体の尾部を切り放しTYHmediu田の

入ったペトレイ内で細かく切り刻み、約10分間、 37'C、5%C02条件下で静置 した。精子が
皿ediu園内に十分に浮遊したことを確認し、 90%パー コールを用いて遠心洗浄 し活性が良好

な精子を回収した。 得られた精子は、 カニクイザル精子のために開発された凍結保存法

(Sankai et al.， J.Reprod.Fertil.，印刷中)で凍結した。 融解は急速融解法で行い、融解

後直ちにパーコール洗浄した。回収した精子は、CaffeineとdBc-AMPを添加したTYHmediu皿

で 1-2時間前培養し体外受精に用いた。

卵子を採取するために 9-13歳齢の成熟メスを用いて卵胞発育誘起を試みた。卵胞発育誘
起および体外受精は、 ニホンザルの非繁殖期である 7、8月に行った。 卵胞発育誘起は、
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PMSGとhCGの組み合わせにより行った。 PMSGは、投与量200IU/回で6あるいは8回筋肉内投

与した。いずれの個体も PMSG最終投与から28時間自にhCG4，OOOlUを筋肉内投与し、そのJ翌

日に卵子の採取を試みた。 まず卵巣を摘出し、 卵巣を 10%FCSと101U/皿lPMSGを添加した

TCM-199で洗浄したのち、岡田edium内で細かく切り刻み浮遊した卵子を回収した。卵子は、

同町diu皿で十分に洗浄したのち、チュープに入れて密封し37'Cのポット内で保温した。 こ

れらの操作はPRIで行い、 その後、卵子はポット内で保温した状態でTPCまで約10時聞かけ

て運搬した。運搬後直ちに同町diumのドロップ内に卵子を移し、 37・c、 5%C02条件下で培
養した。 採卵後約24日寺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、 第 1極体の放出を認めたもの、あるいは卵丘細胞が緩

んでいるものをWhitten's圃ediulRに移して媒精した。

媒精は、前t奇襲した精子を卵子の入ったドロップ内に注入して行った。精子濃度は、300

/μ!とした。 媒精後約18時間目に鏡検し、縦性前核の形成、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を添加したWhi tten' s皿ediumに移して培

養を続け、経時的に観察した。

【結果】 PMSG6回投与群と 8回投与群の間で、 卵胞発育に顕著な差は認められなかった。

発育卵胞数には大きな個体差があったが、 供試7頭 13個(1個は他の実験に使用)の卵巣の

うち 4頭8個の卵巣に lmm以上の発育卵胞を、 2頭4個の卵巣に 11111以下の小卵胞を多数

認めた。残りの 1個の卵巣では、卵胞は全く認められなかった。 12個(さらに 1個は他の実

験に使用)の卵巣から卵子の採取を試みた結果、 11個の卵巣から合計195個(1-39個/卵巣)の

卵子が採取できた。採卵後24時間目、媒精直前の観察で46個に第 1極体の放出を認め、 21

個は卵子のステージは確認できなかったが卵丘細胞が緩慢になっていた。 これらの卵子、

合計67個を用いて体外受精を試みたところ、 29個(43.3%:うち 4個は多精子受精)に受精

を認め、その後の培養で13個(19.4%)が分割像を示した。

【考察】ニホンザルの体外受精にはじめて成功した。 その成功率を向上させるためには、

ニホンザルに適した種々の条件を検討する必要がある。 ニホンザルは、カニクイザルと同

じマカク属であるため、 今回の実験はカニクイザルの卵子採取および体外受精の方法に準

じて行った。 しかし、卵胞発育誘起の過程で大きな個体差を認めた。カニクイザルは周年

繁殖動物であるため、ホルモン投与は性周期にあわせて行っている。 一方、ニホンザルは

季節繁殖動物であるため、 ホルモン投与の条件はあらためて詳細に検討する必要がある。

また、卵巣を細かく切り刻むという方法で卵子の採取を試み、 多数の卵子を回収すること

ができた。 今後、回収卵子のうち少しでも多〈の卵子が成熟し、体外受精等の実駿に使用

できるようにニホンザル卵子の培養条件を検討して行きたい。 また、本研究は、犬山市か

らつくば市へ精巣上体と卵子を運泌するという実験過程があった。 精巣上体はミネラルオ

イルに入れて乾燥を防ぐという工夫を、 卵子は成熟培養の時間を利用して行うという工夫

により、比較的良好な成績が得られたと考えている。
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46 マイクロカプセノレ化した卵胞の凍結保存

Freeze preservation of microencapsulated ovarian follicle in rat 

利部聴・高場光一 ・牧田登之

KAGABU Satosi.胤阻AKouichi & MAKITA Takashi 

山口大学農学部獣医学科家畜解剖学教室

Department of Yeterinary Anatomy， Yamaguchi University 

[目的]

ラットの卵巣には膨大な数の卵細胞 (3万5∞0/頭)があるとされているが、演者らは
卵細胞の有効利用を目的とした卵巣の凍結保存にある程度の成功を収めているJ)。ラット

卵巣を概ね1/4に割断して、そのまま凍結保護剤に浸漬したのち、直接液化窒素に投入

する方法を取ったが、この方法だと 6週齢以上の卵巣に用いることができるが若齢のもの

には応用が困難である。そこで本実験は、卵巣を細切しても凍結操作が簡単な方法を開発

する目的で、細切卵巣をマイクロカプセルに入れたまま凍結・融解・移植操作を行ってみ

た。

[方法]

I一① ポリリジンマイクロカプセル法2) 

TCM-199中で細切したウイスター・今道系3週齢ラ ット卵巣を0.6%アルギン酸ナトリウム

ゲル内で固定化し、これをポリカチオンであるポリリジンの0.02%溶液に沈めて、アルギ

ン酸ポリリジン膜を形成する。

く卵巣の細切〉→ く細切卵巣懸濁液〉→く1.5%塩化カルシウム溶液〉

↑ ¥  

く0.6%アルギン酸ナトリウム溶液〉

ポリリジンマイクロカプセル法2)

Hー② コロジオン膜によるカプセル法

0.02%ポリリ ジン溶液

3-5分

同様に細切した卵巣を、コロジオン膜に包み込んでカプセルとした。

1II 凍結保存法および融解・凍結保護剤除去法

RallとFahy3)の方法によった。 0.4%ウシ血清アルブミンを含んだTCM-199に、凍結保護剤

として20.0%DMSO、15.5%アセトアミド、 10.0%プロピレングリコール、 6.0%ポリエチレン
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グリコール(分子量7800-9000)を添加してガラス化液とした(以下VSlと略)。マイクロ
カプセル化した卵巣をセラムチューブ内に入れ室温下で12.5%VS1、25.0%VS1、さらに氷冷
した25.0%VSl、50.0%VSl75.0%VSl 100.0%VSlにそれぞれ静置して脱水し、ただちに液化
窒素に浸漬して凍結した。融解は、 3TC温湯中で行い凍結保護剤の除去は75.0%VSl、50.0
%VSl、25.0%VS112.5%VSl、12.5%VSl、TCM-199にそれぞれ静置して行った。
N 子宮腔内移植法および生着の判定法

レシピエントは偽妊娠5日目のウイスター・今道系成熟ラットを用いた。ペントパルピタ

ール塩で前麻酔、 ジエチルエーテルで追麻酔しておいた動物の子宮角を露出して、小孔を

開け凍結融解卵巣を挿入して移植を行った。移植7日後に子宮ごと採材し、パラフイン連

続切片としてHE染色後検鏡して、非閉鎖卵胞の存在したものを生着とみなした。なお、

閉鎖卵胞の判定は、 BrawとTsafriri4)の基準に従った。
[結果と考察]

VSlで脱水・ガラス化後の卵巣カプセルの状態は、ポリリジンカプセルが良く、コロジオ
ンカプセルはもともと完全なカプセルでないこともあって細切卵巣はカプセル外に出てし

まった。このような卵巣を凍結融解後子宮腔内へ移植したが、カプセルの種類による生着

率には影響を及ぼさなかった。しかし本来の目的から判断して、ポリリジンカプセル法が

コロジオンカプセル法よりも優れていると考えられた。

ポリリジン法

コロジオン法

[主要文献1

表 マイクロカプセルによる卵巣の凍結保存

ヵ・ラス化後の状態 凍結融解後の状態

o - ム 。~ム
× × 

1 )利部聴・高場光一・牧田登之，晴手L卵学誌， 8，99， (1991) 
2) Lim F. & Moss D. ，J.Pharm.Sci. ，70，351(1981) 
3) Rall W. F.品FahyG.M.，Nature，131，573(1985) 
4) Braw R. H.品TafririA. ，J.Reprod.Fert. ，56，267(1980) 
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47 膜標識蛍光色素，TMA-DPH，を使った

マウス表層粒分泌動態の新 しい評価法

A new method of evaluating exocytosis of mouse cortical granules 

0田原正浩 ・高本明子 ・増本伸之・ 田坂慶一 ・三宅侃

Masaruro TAHARA， Akiko MAMMOTO， Nobuyuki MASUMOTO， 

Keuchi TASAKA， Akira MIY AKE 

大阪大学医学部産科婦人科

Department of Obste佐icsand Gynecology， Osaka U凶versityM剖icalSch∞l 

<はじめに>

晴乳動物の受精において、卵子に精子が侵入すると表層粒の開口分泌(exocytosお)が起

こり、その内容物が卵黄周囲腔に放出され、透明帯反応や卵黄遮断を引き起こして多受

精を防ぐと考えられている。この表層粒の開口分泌の観察法としては、表層粒の複合脂

質に結合するレクチンであるLensc叫inarisagglutinin(LCA)に蛍光色素を標識して、卵子

の表層粒の分布と数を調べる方法が報告されている 1)。 この方法では、透過型電子顕微

鏡を用いたものに比べ、細胞質全域にわたって表層粒の分布を観察することが可能であ

るが、しかし、卵細胞を固定して観察するため、同一卵における受精後の表層粒の開口

分泌動態の時間的経過を評価することは困難である。

われわれは、下垂体細胞におけるex∞ytωisの評価法として、膜標識蛍光プロープ
TMA-DPH、1・(4-出methylammoniumphenyl)・6・phenyl-lふ5・hexatriene、を用い単一生細胞で

の分泌動態の観察を報告した2)。そこで今回、この新しい方法で、マウス卵の表層粒の

分泌動態の観察を試みたので報告する。

<方法>

卵は、 ICR系8週齢マウスより PMSG5単位とhCG5単位を48時間間隔で腹腔内に注射し

て過排卵誘起後、 14-16時間後に卵管膨大部より採卵し、ヒアルロニダーゼおよび酸性

タイロードにて卵丘細胞と透明帯を除去した。精子は同系マウスの精巣上体より採取し

た。(実験1)種々の条件下で泊ωbateした精子を、卵に媒精し、 30分後に、 LCA-F汀C

蛍光染色法により共焦点レーザー顕微鏡にて観察した。 (実験2)上記の精子を、百ifA

-DPHを添加した卵に媒精したのち、励起波長350nmに対する430nmの蛍光量の変化を経
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時的に測定した。(実験3)上記の精子を、1MA・DPHを添加した卵に媒精したのち、
卵細胞の同一断面の蛍光分布の時間的変動を共焦点レーザー顕微鏡にて観察しコンビュ

ータ画像処理することにより評価した。

く結果〉

( 1 )死滅した精子、及び精巣上体より採取した直後の精子を媒精した場合、卵表面

のLCA蛍光は認めなかった。 TYH培地で約3時間のincubationをした精子を媒精した

卵表面にはLCA蛍光が観察され、表層粒の開口分泌が誘起されていることが確認され

た。 (2)TYH培地で約3時間のincubationをした精子を媒精した卵の百1A-DPH蛍光量
は5~10分後より増加し、その増加は約60分後まで続いた。死滅した精子、及び精巣上

体より採取した直後の精子を媒精した場合には、蛍光量の増加は認められなかった。

(3)百，fA-DPHを添加することにより、卵細胞膜表面が蛍光ラベルされた。 TYH培

地で、約3時間のincubationをした精子を媒精したところ、卵細胞膜表面の蛍光領域が厚く

なり蛍光量は増加した。

<考察>

百1A-DPHは、溶液内では蛍光を発せず、泊tactαHにおいて特異的に膜脂質に取り込ま

れ蛍光を発する色素で、九1A-DPH蛍光量は細胞の表面積を反映することになるため、

細胞内分泌頼粒の細胞膜との融合関口が起これば、その部分に新たにTMんDPHが取り

込まれ蛍光強度が増加することになる。今回の実験結果より、 inωbation後の精子を媒精

することにより卵の百1A・DPH蛍光量が増加することが確認され、同時にLCA染色法

においても蛍光を認めたことより、百1A・DPH蛍光量の増加は表層粒の関口分泌による

ものと考えられる。さらに、死滅した精子、及び精巣上体より採取した直後の精子によ

る媒精の結果は、この百仏，-DPH蛍光量の増加が表層粒の開口分泌によって引き起こさ

れていることを裏付けるものである。また共焦点レーザー顕微鏡での観察結果より、こ

の蛍光量の増加は、新たに蛍光ラベルされた膜領域の増加によるものであることが確認

された。

以上より、この膜標識蛍光プロープ百仏-DPHにより、表層粒のex∞ytosisの動態を生
きた卵において評価することが可能であった。この方法は、受精後の表層粒分泌にいた

る細胞内シグナル伝達機構の解析に有用であると思われる。

<文献>

1) Ducibellaヱ，Anderson，E.，Albertini，D.F.，Aalberg，J.and Rangarajan，S.(1988) Dev.Biol.，130， 

184-197 

2)Masumoto，N.，Tasaka，K.，MizukiムTahara，M.，Miyake，A.，andTanizawa，O (1993) Biochem. 

Biophys.Res.Commun.，197，207-213 
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48 ブタの卵丘膨化における卯母細胞と卵丘細胞の役割

Role of oocytes and cumulus cells on the expansion of porcine 

oocyte -cumulus complexes in vitro 

F. P.ダエン・佐藤英明・内藤邦彦・豊田 裕

Ferdinand P. Daen. Eimei Sato. Kunihiko Nai to & 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 lnstitute of Medical Science. The University of Tokyo 

【目的】ブタの系では、卵胞液を含む培養液で卵子卵丘複合体を培養すると卵丘膨化が誘起される。

私達は、このような卵丘膨化に係わる卵胞液因子の同定を試みてきたが、卵胞液を超遠心することに

より特定の分画 (Top分画)に活性が集中することを明らかにしている。また、高速液体クロマトグラ

フィーにより精製し、熱に安定な低分子の卵丘膨化因子を分離している。現在、本因子の化学構造決

定に係わる予備的な実験を行っているが、あわせて本因子の作用機序についても検討を始めている。

今回、卵胞液因子の卵丘膨化に係わる卵母細胞と卵丘細胞の役割を解析したので報告する。

【材料と方法】

卵母細胞の収集:屠殺場で得た卵巣を洗浄した後、直径2-5mmの卵胞を針で破り、卵丘細胞に固ま

れた卵母細胞を集め、 4mg/mlのウシ血清アルブミンを含むTYH液で洗浄した。卵胞液の調整:直径2-5

mmの卵胞の内容物を注射器により吸引し、その後遠心(1.000 x g 10分)し、上澄を卵胞液とした。卵

胞液を220.000xg(10C)で48時間遠心し、 Top、Second、Third、Bottomの4分画を得たが、 Topの分画に

強い卵丘膨化誘起作用を認めている。卵母細胞の破壊:実体顕微鏡下で注射針を操作し、卵子卵丘複

合体を押え、中に位置する卵母細胞を窄刺し破犠した。その後、複合体をTYH液で数回洗浄して培養し

た。卵丘膨化のアッセイ法:卵母細胞の体外成熟培養はNaitoらの方法(1)を参考にして行った。卵丘

細胞に囲まれた卵母細胞を100μlのTYH培養液、あるいは卵胞液分画を含むTYH液に入れ、 24時間培養

し、写真を撮影した。写真上で卵丘と卵母細胞の長径(L)と短径(W)を計測し、 LxWxO.7854の式により、

卵子卵丘複合体の占める面積を算出した。
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場群

Fig. 1. Photomicrograph of 
oocytectomized complexes incubated 
for 24h in Top fraction. All the 
layers of cumulus oophorus have 
expanded. Magnification: XI00 

200 

• 1 ntact 
12 ・0白戸配tomlZ凶

。
P'F Top Sec Thi Bot 

Medium 

Fig. 2. Cumulus expansion of intact 
oocytes and oocytectomized 
complexes. pFF・.porcinefollicular 
fluid， Top-Top fraction， Sec四Second
fraction， Thi・Thirdfraction and 
Bot-Bottom fraction. 

【結果と考察】卵母細胞の破壊された卵子卵丘複合体(複合体)をTop分画の添加された培養液で培養

したところ、卵母細胞を含む複合体に比べ膨化の程度は劣ったものの、顕著な卵丘膨化を誘起した

(Figure 1， 2)。しかしながら、卵胞液そのものを添加した場合にはTop分画を加えたものに比べて卵

丘膨化の程度は著しく小さかった。 Second，Th i rd， Bot tomの分画を添加した培養液では、卵母細胞を

含む復合体は有意な卵丘膨化を示さなかったが、卵母細胞を破壊された復合体では、部分的な卵丘膨

化を誘起した。 Eppigら(2)やVanderhyden(3)は卵母細胞の分泌する卵丘膨化促進因子について報告し

ているが、今回示した実験結果は、卵胞液にも卵丘膨化に係わるいくつかの因子が存在することを示

唆している。また、私達が解析しているTop分画の卵丘膨化作用の発現には卵母細胞のみならず、卵丘

細胞も深く関与していることを示唆している。

【引用文献】

(1)Nai to， K.， Fukuda， Y. and Toyoda， Y. (1988) Effects of porcine foll icular fluid on male 

pronulceus formation in porcine oocytes matured in vitro. Gamete Res. 21:289-295. 

(2)Eppig，J.J.， Peters，A.H.F.M.， Telfer，E.E. and Wigglesworth，K. (1993) Production of 

cumulus expansion enabling factor by mouse oocytes grown in vitro: preliminary 

characterizationof the factor. Mol. Reprod.Dev. 34:450-456. 

(3)Vanderhyden， B. C. (1993) Species differences in the regulation of cumulus expansion by 

an oocyte-secreted factor(s). J. Reprod. Fert. 98:219-227. 
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本会に次の役員を置く。
会長 1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
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。

役第4章
(役員)
第9条

第10条



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。

第5章 会議
(理事会)
第13条 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い。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、臨時にこれを開くことができる。
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 l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。
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

第四条

(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)
第四条 学術講演会は学会長が主催する。

第 7章 学術集会

(会計)
第17条

第8章 ム
一品
務

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。

附則
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。



晴乳動物卵子学会役員

期間:平成5年4月 1日~平成7年 3月31日

会長:鈴木秋悦(慶大 ・医)

副会長:菅原七郎(東北大 ・農)

理事 :

石島芳郎(東農大 ・生物産業)

小栗紀彦 (帯畜大)
香山浩二(兵庫医大)
菅原七郎(東北大 ・農)
角田幸雄(近畿大 ・農)
新村末雄(新潟大 ・農)
花田章(農水省・畜試)
福田芳詔(北里大 ・獣医畜産)
柳町隆造(ハワイ大 ・医)

井上正人(東海大 ・医)
金川弘司(北大 ・獣医)
佐藤和雄(日大 ・医)
鈴木秋悦(慶応大 ・医)
豊田裕(東大 ・医科研)
丹羽佑二(岡山大 ・農)
平尾幸久(和歌山県立医大)
星和彦(福島医大)

遠藤克(日大 ・農獣医)

久保春海(東邦大 ・医)
佐藤嘉兵(日大 ・農獣医)
武谷雄二(東大 ・医)
永田行博(鹿児島大 ・医)
野田洋一(滋賀医大)
広井正彦(山形大 ・医)
安田泰久(岩手大 ・農)

監事: 入谷 明(近畿大 ・生物) 堤義雄(酪農学園大)
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アジア学術会議~科学者フォーラム~ 開催

平成5年12月 日本学術会議広報委員会

今回の日本学術会議だよリでは，10月20日から22日まで開催された第 117回総会の概要，同総会で録択された「生物遺伝
資源レポジトリー及び細胞 ・DNAレポジトリーの整備について(要望)J等，11月15日から18日まで開催されたアジア学
術会談~科学者フォーラム~についてお知らせします。

日本学術会議第117回総会報告

日本学術会議第 117回総会 (第15期・第 6回)が， 10月
20日一22日の3日間にわた って開催されました。
総会の初日 (20日)の午前は.会長からの前回総会以降
の経過報告に続いて，各部，各委員会等の報告(学術分野
における国際貢献，アジア学術会議の開催など 214I'牛)が
行われました。次いで，今回総会に提案される案件の「生
物遺伝資源レポジトリ ー及び細胞 ・DNAレポジトリーの
繁備について (要望)J について，提案説明が行われた後，

質疑応答が行われました。

午後からは，各部会が開催され，上記提案案件の審議及

び各部会個別案件について審議が行われました。

総会2日目 (21日)の午前は，同提案案件についての討
論 ・採決が行われ，採択されました。これは.生物遺伝資
源レポジトリー整備拡大の必要性の増大に対処するため，

現在ある個別系統保存施設の拡充，総合調整機構の設置な

どを要望するとともに，細胞 ・DNAレポジトリーの整備
のため，各省庁傘下の施設のネ y トワーク体制を構築し全
体の活動を総合調整する，チェ yク機構を付加した細胞 ・
DNAレポジトリーセンターの設置など，政府関係機関に
おいて取るべき具体的措置を要望するものです。
なお，本件を要望するに当たり会長談話が併せて発表き

れました。

同案件の採択に引き続き，全休みを挟んで午後にかけて，

現在，常置委員会及び特別委員会で審議されている懸案事
項について，自由討議が行われました。この中て r人の
死と医療の在り方」を検討している死と医療特別委員会が
まとめた 「尊厳死」についての考え方を総会に報告し，そ
れについて活発な議論が展開され，<'スコミにも報道され
ました。

同委員会では，今回の議論を踏まえ，更に検討を深め，

来年5月の総会に報告として提案するため準備を進めてい
ます。

総会3日目(22日)は， 午前は，各常置委員会及び国際対
応委員会，午後は各特別委員会がそれぞれ開催されました。

生物遺伝資源レポジトリー及び細胞・ DNA
レポジトリーの整備について(要望)

我が国の生物遺伝資源、の保存は，数多くの施設 ・機関に

よって個別的に行われているが，その充実 ・強化と，国の

レベルて'の生物遺伝資源レポジトリーの整備が急務となっ

てきている。他方， 癌，遺伝病などの疾病の原因究明，ひ
いては人類の健康・福祉への貢献を目的とする細胞・ DN
Aレポジトリーの充実・整備もまた，今日の我が国にと っ

て急務てある。

このため，Ii.いに関連はするが，異なる性格，目的をも

っこれら二つのレポジトリーの整備等について要望する。

1 生物遺伝資源レポジ トリーの整備について
生物遺伝資源レポジトリーの主主制iif広大の必婆性の九百大
に対処するため，政府関係機関において次の措置をとる

よう要望する。

(1) 生物遺伝資源の保存は，基本的には，従来どおり ，

その分野の担当研究者の能力司地域性などをいかして，

個別の系統保存施設で行うことが望ましいので¥その

より 一層の拡充を図り ，そこに専任の研究者，専門技
術をもっ職.Qをillき，予算を充実し施設の近代化を図
る。
(2)個別の系統保存施設では，遺伝子工学に基づくトラ

ンスジェニ ック生物，細胞融合によ って作出される新

種， DN Aクローンや細胞及び凍結組織なとを加えた
新材料の保存を，社会的，法律的及び倫理的側面に配

慮しつつ，積極的に推進する。

(3) 系統保存事業の氷続性を保障するため，国のレベル
において，研究施設を附置する生物遺伝資源保存セン

タ を設立し， DN Aクローンや細胞及び凍結組織の
レポジトリーもこのセンターに集中する。

(4)生物遺伝資源保存センターは司関係機関との対応，
保存系統に関する情報の収集・提供，系統の導入 ・配

布・品質管理，海外との情報交燥などについて，個別

の系統保存施設の活動を総合調繁する。
(5) 国際的視野に立って，海外諸国との述撲を深めるた
め，保存系統に関するデータベースを務備する。

2 細胞 ・DNAレポジトリーの整備について
細胞・ DNAレポジトリーの重要性と必要性について
の認識を新たにし，早急に次の対策を講ずることを，政

府関係機関に要望する。

(1) 現在，各省庁傘下の各研究機関及び大学 ・研究所の
研究室に倒511]に置かれているレポジトリー又はそれに

矧する施設に対して予算，人員，スペ ス等について

絡段の措置を講ずるべきである。

(2) それとともに，研究施設を附置した細胞・ DNAレ
ボジトリー ・センターを新たに設置する。このセンタ

ーは， J'.~じの諸地設の活動を総合調整する 。
このセ/ターlj，すべての施設と#機的に結合するネ



ットワーク体制を構築し，必要に応じて各研究室に分

散保存されている細胞・ DNAを受け入れる。また，
現在設置されている施設のうち運営困難なものを解消

し， このセンターに移管する。

(3) 新しく設置されるセンターには十分な予算を措置し，

自主的な運営ができるようにするとともに，このセン

ターの運営を支えるための専門織を育成 ・硲保する十

分な方策を講ずる。また，海外との協力関係のより一

層の促進を図る。

さらに.センターの運営の適正を期するため， ヒト

ゲノムプロジェクトの推進についての勧告に言及され

ているようなチェック機構を付加する。

(詳細は， 日本学術会議月報11月号を参照して下きい。)

生物遺伝資源レポジトリー及び細胞・ DNA
レポジトリーの整備について(会長談話)

(平成 5…日)日本学術会議
会長近藤次郎

昨年6月. リオテジャネイロで開催された国連環境開発

会議 (UNCED)で合意された生物多様性保護条約を受
けて，現在， t世界中で生態系，生物種や遺伝子:などの保存
について関心が高ま っている。これは本来、人間も含めて

生命界全体の命運にかかわる重要な問題である。日本学術

会議としても，今後さらに引続き審議を深めるべきである

と考える。

しかしながら，先進国を中心にしてこの種のプロジェク

トは，国家の強力な援助の下に推進されている。将来にお

けるこの分野の科学の発展を考慮するとき，我が国の状況

をこのままに放置すれば学聞の進歩に遅れるなど由々しき

事態になると憂慮するものである。

今回は「生命科学と社会的諸問題」特別委員会のまとめ

た提案について，総会で人文社会科学部門も含めて真剣な

討議を行った上， とりあえずここに要望するものである。

アジア学術会議~科学者フォーラム~の
開催について

1 日本学術会議は，アジア地域の各国科学者の代表を東

京に招き，本年11月15日 (月)から18日(木)までの4

日間， 三国共用会談所 (東京都港区)においてアジア学

術会議一科学者フォーラム~を開催しました。

2 このアジア学術会議~科学者フォーラム~は，地理的，

歴史的，文化的に多くの共通点を持つ近隣諸国聞の交流

がそれぞれの国の学術の発展，ひいてはその地域全体の

学術の発展にと って極めて重要であるとの認識から，ア

ジア地域の各国における学術研究の現状について情報交

換を行うとともに，アジア地域における学術研究分野で

の連携 ・協力の在り方なとについて討議し，併せてアジ

ア地域の学術研究者間の相互理解と信頼を深めることを

自的として，本年度初めて開催したものです。

3 今回の会議には，中国，インド，インドネシア， 日本，
7 レイシア，フィリピン，大韓民国，シンガポール，タ

イの 9か国の学術推進機関 (アカデミ一等)から推薦さ

れた人文 ・社会科学系及び自然科学系の科学者19名が出
席し (日本からは近藤次郎日本学術会議会長及び川田侃

同副会長が出席)，rアジア地域における学術の発展とそ

のための連携 ・協力について」をメイン・テー?として

活発な討議を行いました。

4 初日の15日には，鳩山内閣官房副長官 (内閣総理大臣

あいさつ代読)を始め，国会議員，各国大使館，関係学

協会，関係省庁，関係団体などから 200名を超える方々
をお迎えし，開会式及び歓迎レセプションを開催しまし

翌16日からの自由討議においては(17日は筑波研究学
園都市視察(研究交流センタ ，電子技術総合研究所，

農業生物資源研究所を訪問))，それぞれの国籍や専門分

聖fを超えて，アジア地域における学術の振興という共通
の目的の下，熱心な討議を行し勺議長サマリ ーをまとめ，

18日に無事閉会しました。

開催に当たり御支援 ・御協力いただきました方々に厚

くお礼申し上げます。

(参考)アジア学術会議~科学者フォーラム~
議長サマリー(仮訳)

l アジア学術会議~科学者フォーラム~は， 日本学術会

議の主催により，アジア地域の9か国から，19人の各国
の科学界を代表する科学者の参加を得て開催され，それ

ぞれの国籍や専門分野を超えて， アジア地域における学

術の振興とい う共通の目的の下，熱心な談論がなされた。

本会合に参加した科学者は.学術の振興を通じた社会へ

の貢献が重要であり，科学者の責務であるということを

確認し，学術研究の成果は，人類の共通資産として，文

化的，社会的，経済的発展を通 じて，世界の平和と人類

の福祉に貢献するものであると信じる。また，そのため

には，自然科学者と人文 ・社会科学者の密扱な協力も不

可欠である。

2 本会合に出席した科学者は，アジアの科学者による学

術協力についての初の会合を提案し，開催した日本学術

会議に感謝し，今後も，このような日本学術会議の努力

が続けられること を期待する。

3 今氏世界は，環境悪化，人口爆発，資源の枯渇など
人類の英知を結集して取 り組まねばならない深刻lな問題
に直面しており，本会合での討議は，そのような問題の

解決に向けての将来の国際協力に発展していくものであ

る。

4 持続的開発は，アジア地域の各国にと って，21世紀に
向けての共通の重要課題である。地理的，歴史的，文化

的に宮、接な関係を持つアジア地域の科学者は，この問題

に協力して取り組むことが重要である。

5 国際的な研究，技術 ・資源の共有等に当た っては，地

域的な協力が効果的である。今後，そのよ うな領域にお

いて，地域の発展のために協力を推進することが必要で

ある。

6 学術の発展，社会の発展の基鍛となる人材の育成は，

科学者が地域的に協力して取り組むべき課題である。次

世紀に向けて，人材の育成のため，アジアの科学者も協

力することが必要である。

7 各科学者及び各国は，研究者の交流，共同研究，シン

ポジウム，ワークショ yプ等による情報の交換を促進す

るよう努力することが必要である。

8 学術協力は，対等互恵の原、目IJに基ついて行われねばな

らない。

9 本会合め趣旨，提案を受け継ぎ，より密接な学術交流
・協力の基盤となる将来の会合が聞かれることを期待する。

10 アジア地域の科学者に よるこのよう合会合を毎年開催
すること，当面， 日本学術会議がその事務局となるこ と，

アジア地域の学術動向についてのニュースレターを定期

的に発行することを提案する。

「日本学術会議だより」について御意見，お問い合

わせ等がありましたら.下記までお寄せくださし、。

〒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 人'O.32

平成 6年度予算(案)決定

平成6年 3月 日本学術会議広報委員会

今回の日本学術会議だよりでは，第16期の会員推薦関係費.アジア学術会議開催経費などを計上した平成6年

度予算及び最近公表された 「調査報告 我が国における学術団体の現状」等についてお知らせします。

平成 6年度日本学術会議予算

平成6年度日本学術会議の予算額は，総額で121意 その他，平成6年度予算では，国際分担金の16団体

128万7千円で閣議決定されました。前年度と比較して に対する単位額の変更が認められ，国際会議の国内開

1億546万円の増。率にして9.6%の伸びです。これは， 催については，神経 ・筋，園芸学，錯体化学，心電学，

平成6年度が第16期の会員推腐期に当たり，会員の推 情報ドキュメンテーション，病態生理学の6国際会議

薦に必要な経費，臨時総会及び臨時部会等の会員推薦 の開催を予定しています。

関係資が8，048万1千円増額し 1億5万5千円になった また，世界各地で開催される学術関係国際会議への

ことが主な事由です。 代表派遣や二国間交流に必要な経費が計上されてい

また，アジア学術会議の開催に必要な経費が，前年 ます。

度にワlき続き2，219万5千円が認められました。

平成6年度予算概算決定額表は，下表のとおりです。
(単位 ・千円)

前年度 平成6年度 比 較地
目ド 1質 予算額 予算額 ム減額 f.iii 考

A B C=B-A 

対前年度比較
日半;学術会議の五五営に 1，095，827 1，201，287 105，460 109.6% 

必要な経費

若手 議段i 1長 '代 265，525 272，534 7，009 0地球|麹 生物l調国際協同研究計画

国際学術交流関係資 221，254 226，646 5，392 
(lGBP)シンポジウム，公|井l講演会等

国際分iU.金 74，722 67，450 ム 7，272
国 内 |刻 1佳 73，543 86，172 12，629 
代 表 日正 λt旦.' 44，006 44，006 。
二 国間交流 6，823 6，823 。
アジア学術会議 22，160 22.195 35 

会 u 推 l間 1~1 f系 '1'( 19，574 100，055 80，481 
会員推が:t)-~; ~望会 19.102 21，632 2，643 

* 的 年正
，{ ~ 472 57，629 57，393 。第16lYI推的経質

臨時事 ii義経'代 。 21，007 21，007 。臨時総会、臨時部会
一 般・j午務処理 '1'1 589，474 602，052 12，578 



第4常置委員会報告一調査報告

我が国における学術団体の現状(要旨)

平成6年 1月26日

学会協会等の学術団体は各専門分担f'の学付:jの進展に

おいてift裂なf文書1]を来たしており .加えて. 日本学やI:i

会議の会μ{民側i.(号 を推薦し，また、研究t!H告委μ会に

委Jiをi孟るなど.CJ本学術会議の基盤となっています。

第4常置委礼会は，学術団体の活性化 ・活動強化等の

ための支援方策を検討するに当たって，学術会分野に

おける学術団体の現状を知る必要を認め，調貨を行い

ました。調査?;は選択肢方式の 9項目44設問にわたる

詳細なものでありましたが，調査対象とした日本学術

会議広報協力学術団体1069団体の70%にあたる 750団

体から回答を得ました。分析結果を対外報告 「調査報

告我が国における学術団体の現状」として今回公表し

ました。

報f守舎は.(1)専門分野， (2)会員，(3)設置形態と組織

形態， (4)活動状況， (5)国際性，(6)財政状態， (7)学術団

体の属性にみる専門分野の類似性，(8)学術団体への支

援について司及び 「附属資料」よりな っています。報

告では， "f~やr.ïI:lH本の諸属性を ， 全団体、|地Jに IJI I えて ，

~n"]分野別 と同体規絞りIJ に比較しています。 63 )えにわ

たる報告J?の内容を簡潔に要約することは凶賊ですが，

以下にその一端を紹介します。

学術団体の数は文学系及び医学系の分野で多<.法

学系及び経消学系で少なし、。2つ以上の専門分野にま

たがる団体の芹1]合は文学系及び医学系で少なく，理学

及び工学で多い。平均正会員数は全団体平均で約2.5

千人，人文料学部門で0.7-1千人，理学及び農学で

1. 7-2.5千人.工学及び医学系では約4千人である。

全団体の約20%が法人である。法人の割合は団体の

規模の昨!大と ともに急速に増加する。工学において特

に高し人文科学部門で低し、。フルタイムに換算した

事務職員数は正会員数に比例し，全団体平均でみれば

正会員千人あたり 0.71人である。事務所面積は正会員

数に比例し. 全団体についてみれば.法本r(o.fl'!が27m'

で.Æ会~~千人あた り 1. 7 m' である 。

会誌の発行は紋も普通的な活動で95%の団体に見ら

れる。人文科学部門ではやや{氏〈、理学及び工学にお

いてやや高い。論文誌の発行は約27%の団体て'行われ

ており，経済'芋系.思学及び工学において割合がrJjl..、。

tj絡め11¥1仮は15%の同体で行われており .旦E学，ユこと;:

l立び1込'"1・でr¥':j¥.、。その他の活動のうち.社会人教育は

19%の団体で行われており ，向学lえび工学に多く .付

I行 ~1 系 lえびl長苧系で少なし、 c

国際集会を主催した経験をもっ団体は51%である。

団体の規棋が大きいほどその割合は高し、。専門分野5)IJ

で見れは，文学lf:J止び法学系において低<，理学，工

学及び民学:てずれ、。間際集会を開催する |二てvの困型IEの

第1{立は「続代の調達」で84%に達している。会誌あ

るいは論文誌を何らかの立l床で国際的に開放 している

のは85%の団体にみられる。

団休の財政1縦A肘十悦失を正会貝数で古割lリlつた古紙Hは全団{体本ム4平jZ王I必均占勾J 

でで、2却9千円てで、 文学系l及立ひ

理学及び工学で高<4ω8-5幻7千円に達する。平成3年度

における実質収支 (繰り越しを除<)での亦字団体は

全体の約3分の lであ り，予算規模の10%以上の亦字

をもっ団体が 7%ある。外部からの支援を必要とする

事業は，成果刊行が最大で60%司次が国際活動で30%

である。団体の規模が大きくなると，国際活動への支

媛要求の割合が高まる。具体的な支彼方策としては，

学術団体の活動かー円滑に進むよう制度等を主主備する方

法.特に，学術同体に対する課税及ひ‘学術団体への寄

付者への課税を緩和する方策が効果的と考え られる。

終わりに、この調査に御協力を頂いた学術団体の1'11

当者の方々に泌〈感謝申し上げる次第です。

第16期日本学術会議会員のための

登録学術研究団体の概況

日本学術会議て酬は.JJl， f巨， 第161切 (平成6年 7月22

日~平成9年 7月21日)会員(定員210人)選出のため

の手続が進められていますが，その第 1段階として，

尚一年(平成5年)5月末日を締切期限として，己主:術研

究団体からの登録申請の受付ヵ、行われました。これら

の登録申請については司 日本学術会議会員推薦管埋会

において審査が行われましたが司その結栄は次のとお

りでした。

-申請団体数 ...........1110団体

・登鉢団体数・・・・・・・・・ー 1069団体

「日本学科:i会議だよ 1)Jについて御意見，お問い

合わせ等があ りました ら.下記までお寄せくださ

し、。

干106 点 J~ nl~港区六4= ~(7-22-34 

日本学術会議広報一変.w会 屯J1;03(3403)6291



編集後記

今年の冬は久しぶりに寒さがきびしくなりました。暖冬続きのこのごろでは少し安心感が

あるので不思議です。気候の変化に象徴されるように，何か落ち着かない不安定な時節に

暮らしているようです。卵子研究では，医学への体外受精法の応用，微量代謝物質の定且，

遺伝子のレベノレでの解析が可能になり，サイトカインや細胞増殖因子が容易に利用できて，

基礎から臨床医学まで研究分野が拡大してきました。数が少なく扱いにくいとされてきた

哨乳動物の卵にとって，良い時代になったといえます。しかし，多くの技術が利用できる

ようになった反面，一人の研究者が形態，生化学，生物学のレベルで一貫した実験をする

ことは難しくなってきました。卵子は独立した細胞として，個体への発生の能力を保ちな

がら存在しています。この卵子を中心にして研究を総合していくことに価値があると思い

ます。はなはだ微力ではありますが編集のお手伝いをさせていただきますのでよろしくお

願い申し上げます。(北井啓勝)

1978年エドワードとステプトーがヒト体外受精に成功し，ノレイーズちゃんが帝王切開によ

り出産した。この報道は世界に大きなインパクトを与えた。当時産婦人科の研修を始めた

ばかりで帝王切開や婦人科手術に明け暮れていた私は遠い世界のことのような気持ちと臨

床医として今まで不可能であった患者さんの治療法として憧れる気持ちが混在し，とにか

く素晴らしいことだと感じていた。その翌年当時の教室主任坂元教授より卵をテーマに研

究を進めるよう指示され，佐藤和雄講師の下で実験を開始した。まったくの素人で減数分

裂って何でしたっけ?等研究室に御迷惑をおかけしたが，加藤先生(現横浜市大生化学)

よりサイクリング法を伝授頂く機会を得て生化学に目を向けた。それから早いもので15年

になろうとしている。この間体外受精を按とした不妊治療の進歩普及は目覚ましく，凍結

卵，顕徴授精等の設術も夢から現実，そしていつかルーチソの仕事へと取り入れられつつ

ある。それでは15年後はどこまでいくのかと想うとそら恐ろしくさえある。体外受精卵の

生存能あるいは代謝異常を含めた着床前診断等に現在の研究が生かされ夢が現実となって

いくことを祈るものです。(堤 治)

編 集 委 員

委員長:石島芳郎副委員長:佐藤英明
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日本薬局方 注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

1，500単位
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日本薬局方 注射用血清性性腺刺激ホルモン
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健保適用

'‘・:]':t-J lI@j主75.150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用によ旬、 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)

製剤であり、反復投与が可能です。

.FSH活性のほかにしH活性を有し、その活性化(FS

H/LH)はほぼ一定です。

[効能・効果】

間脳性 (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]
ノ〈ーゴナル注 75:10管
パーゴナル注150:10管

E割帝国臓器製薬株式会社東京都海区赤坂二丁目 5番 1号

[使用よの注意]
l 一般的注意

1) 本療法の対象は不妊症患者のフちの. 問脳又は下

垂体前業の機能 ・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~に注

意するこ と
7.エスト ロゲ;ム・プロゲステロンテストで初的て
反応する第2度無月経又は抗エスト ロゲン療法 (
クエン酸クロミ7ェン.ンタ ロフェニル等)が奏
効しない第 1度無月経の患者に役与するニと。
イ 患者の状態 {例えばエストロゲシ 性腺刺激ホ
ルモン ・プレ グナンジオール分泌;量管枯液.基

礎体温等)を詳細に検査し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

泌の高い患者.面11腎・甲状腺機能の異常によ る無
月経患者.頭登内に病変 (下垂体脆窃等)を有す
る患者.及び無排卵症以外の不妊患者には投与し
ないこと

2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため.

投与前及び治標期間中は毎日内診をIT".特に次
の点に留意し.異常が認められた場合には.直ち

に投与を中止すること

ア 患者の自覚症状 {特に下腹部痛)の有無

イー 卵巣腫大の有無
ウ，基礎体温の異常上界的有無 (毎日測定させるこ

と).

エー頚管枯波量とその性状

3) 卵巣過剰刺撤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曹.者に説明するこ

と.

4) 妊娠初期の不注意な役与を避けるため.投与前少
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・内分泌専門医師向管理のもとに役与す

ること.
2 次の場合には投与しない二と

1) 卵巣蹟窃及び多肉ヲ胞性卵巣症候群を原因としな
、、卵巣の腫大を有する患者

2) 妊婦
3 次の愚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. 慎重に投与するニと

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，聖者
4 副作用

1) 卵巣過剰刺激 卵巣騒大.下腹部痛.下腹部緊迫
感.a夏水胸水を伴ういわゆる.
Meigs憾症状候群等があらわれた

場合には.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. 傾尿.しびれ~. ~Jj 

5 相互作用

痛. 浮腫があらわ{Lることがある

また尿量がI曹加することがある.

胎量産性性腺刺激ホルモノとの併用により.卵巣の
過剰刺激による卵巣腫大.騒水・ 胸水を1半ういわ
由るMeigs機症候群があらわれるニとがある.



プロゲステロン測定EIAキット/
動物用医薬品(体外鯵断周)

珂ヨ..~置;I~刀::I!:r四I'，，'.W

-わずか10分間で牛乳中プロゲステ ロ J 

ン濃度が定性的に判定できます。 事

包装32ウェル/キット

回 発 園
調ヨ..~置iiI~血液周EIA串.，.. 

血渡中フロゲステロン定量/定住キット

-乳汁を採取しにくし、和牛や馬及び未経

産牛に適切なキットです。

包装96ウェル/キット

:r:J"~iIi"~串棚田A串.，t-

-全手し中のプロゲステロ ン濃度が約1.5
時間で定量測定できます。

包装96ウェル/キット

.臨調菌llDi鐸画i.iI:k諸島主義11刷 、咽恒堕E阻副置置・回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

⑧安二..0鍵露繍武書誼

給餌の自動化を実現いたしました" E証書宜容EE陵町三週
I 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
手聞の節約。

・4控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 ・当社の符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て'す。

-本体はアJレミ製で軽量コンパク卜です。

関岡崎産業株式会社 町 1官者野間7出




