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健保適用

'‘・3・才抽3主75.150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下重体性性腺刺激ホルモ ン(ト1MG)

製剤であり 、反復投与が可能です。

eFSH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】

問脳性 (視床下新性)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300rnrn3

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1
パーゴナル注 75: 10管
パーゴナル注150: 10管

E調繭国臓器製薬株式会社東京都港区赤坂二丁目 5番 1号

[使用上の注意]
l ー骨量的，主意

1) 本療法の対象は不妊症患者のヮちの.問脳又は下

垂体前築の機能・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て・次の点lこ注

意すること
アーエスト ロゲン ープロゲステロ/テストで初めて

反応する第 2度無月経又は抗エストロゲン療法(
クエ/厳クロミフェン，ンクロ7ェニJレ等)が奏

効しない第 1度無月経の患者に役与すること
イ 患者の状態(例えばエストロゲン・性腺刺激ホ
ルモン ・プレグナンジオール分泌.頚管粘液.基

礎体温等)を詳細に検査し子宮性無月経の患者

には投与しな、、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1)腎・甲状腺機能の異常による無

月経患者，頭蓋内に病変 (下垂体腫傷等)を有す

る患者.及び無排卵症以外の不妊患者には役与し

ないこと

2) 本療法的卵巣過剰刺激による副作用を避けるため.

投与前及び治療期間中は毎日内診を行い.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

7.患者の自覚症状(特に下腹部痛)の有無
イ 卵巣腫大の有無
ウ 基日E体温の異常上昇の有無(毎日測定させるこ
と).
エ 頚管粘液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果としての多胎妊娠の可能性が

あるので.その旨をあらかじめ患者に説明するこ

と.

4) 妊娠初期の不注意な役与を避けるため.投与前少

な〈とも 1ヵ月間は基礎体温を記録させること.
5) 産婦人科 内分泌専門医師の管理のもとに投与す

ること
2 次の場合には投与しないこと

1) 卵巣腫傷及び多のヲ胞性卵巣症候群を原因と Lな
、、卵巣の腹大を有する患者

2) 妊婦

3 次の患者には投与Lないことを原則とするが.やむ
を得ず投与する場合には.慎重に投与する こと

1) 児を望まない第2度無月経患者

2) 多のう胞性卵巣を有する患者
4 副作用

1) 卵巣過剰刺激卵巣腫大.下腹部補.下腹部緊迫

感.腹水・胸水を1牛ういわゆる，
Meigs隊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.適切な処置を行ヲこと
2) そ の 他 ときに悪，t.、.頻尿， Lぴれ感.頭

5 相互作用

痛.浮腫があらわれることがある

また尿量が増加すること がある

胎盤性性腺刺激ホルモンとの併用により，卵巣の

過剰刺激による卵巣腫大.腹水・胸水を伴ういわ

ゆるMeigs様症候群があらわれるニとがある



研究会の発足と会誌の刊行を祝して

佐久間勇次

本研究会は，昭和 35年K発足した晴乳製物卵子談話会が ，2 5 年に亘る歳月を経て，と~~名称をE甫

乳量物卵子研究会と改称して再発足した会であ11，との機会K機関誌として研究会誌を刊行するととK念

bました。

日甫乳動物卵子談話会は，その設立の経緯から研究会K移行するまでの24年間K亘る会の歩みを，代表世

話人の大槻清彦先生K寄稿いた Yき，また，年一回，開催されてきた24回分の演題，演者を本誌K再録し

たので会分タ頂けるものと思います。談話会が研究会として発足するまでの歩みは 実験動物，家畜，人

Kなける卵子研究者の集いであ11，生命科学を共通の目的Kした，農学，医学，生物学の広汎な学際領域

K亘る卵子研究者Kよって支えられ発展してきた会であります。談話会では，それぞれの専攻分野で，そ

れぞれの所属学会，研究会で，すでK発表した研究成果をまとめて，あるいは未発表のものも追加し，成

功例，失敗経験を含めて本会K話題として提供し，充分念時間をかけた自由討論Kよって知識，技術の交

流をはか11，新知見，技法を紹介しあう勉強会として発展してきました。しかし，最近，10余年の歩みは，

卵子研究が急速に進展するのK伴って話題提供者が急増し，止む念<，演題，講演時間を制限しながら，

学会 ，研究会の発表形式をとって開催して参りました。また ，本会の発表を研究業績Kという要望が強く

なったとともあり，準備委員会として慎重K検討を重ねた結果，愈々，本会も機が熟して，研究会K改称

しでも，将来，充分K存続，発展できるものと潮断して， 25周年を契機~，研究会として，さら~ ，研究

会誌を干l府するととVてなった次第であります。との度，開催される総会ならびK研究発表会は，研究会と

して第一回の催しではあbますが，談話会から継続した会として第25回研究会とし ，また，会誌は第1巻

として刊行するととにしました。念ま"，研究発表会になける講演内容を学術論文としてタイプ原稿にして

投稿いた';<ように念願いしたのは初めての試みでもあ11.演題が少いのでは念いかと危倶して:i>'11まし
たが，25編の御投稿を頂き ，事務局は印刷経費の捻出K頭を悩まして沿bますが ，立派念会誌を刊行して

研究会を開催できますととを会員の皆様と共Kシ慶び申し上げる次第であbます。

卵子の研究は，精子の研究と同様~，その基礎と応用K亘るものであ 11 ，卵子の生物学的研究，排卵，

受精，着床の生殖生理学的研究，さらK家畜の改良増殖を目的とした「腹は借タもの」 としての受精卵

子，匪移値の研究であ11，人になける体外受精，笹移植の研究であって，卵子に関する広汎な生物学的基
礎研究から，臨床，応用の領域に及ぶ各種の研究が行われて会タます。特~，最近では，動物発生学研究

者Kよる下等脊椎動物卵子になける多くの研究手法が，哨乳動物卵子研究にも応用されて，全く予想もし

左かった手法による研究が進展し，あるものは，底分断 ，匪融合，キメラ，クローンであ11.あるいは異

種動物遺伝子の匪注入左どが試みられてなbます。やがて， ζれらの新しい手法は，人類の重要な栄養源、

である乳，肉供給家畜の経済的生産性を飛躍的K増大させるととKな11.また，人Kないても，厳しい社
会的，人道的制約のなかで ，最終的治療手段としての卵管性不妊を含む不妊症解決の臨床医学として ，人

類社会K大き念貢献をもたらす学問研究として発展していくものと確信してなbます。

従来 ，卵子K関する研究発表は，多くの関連学会があbますが， ζの度，卵子研究の急速念進展κ伴い
会員の強い要望によって，卵子に限られた研究会として発足するととになったのであbます。発足した以

上， 今後は学術誌としての内容を高め，談話会の趣旨を生かし会員相互の知識，技術の交流を計る会とし

て，会員各位の倒指導，御協力Kょ11，本会が益々充実した会として発展できますよう皆様と共に願うも

のであbます。

最後~，談話会の設立以来，会の発展K多大の御尽力を頂いた多くの先生方の中で，特~，農学関係で

は，故 山根甚信先生，現在，御高齢念がら訟元気の加藤浩先生，学長として元気K活鼠されている西

川義正先生，医学関係では，故林 基之先生を始め，農学，医学，生物学K亘る多くの先生方K心から

感謝申し上げると共κ，今後も本会の発展を暖かく見守って頂きたいと願うものであDます。
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1984 日甫乳動物卵子談話会の歩み

大槻清彦

ζのたび， ~甫乳動物卵子談話会が発展的K解消して研究会として再発足する K 当た1:> ， 新しい会員も増えた

ので ，24年も続いてきた談話会の歩み，流れを記録K留めて紹介してbきたい。 5年前t'Lf20年を顧みてJ

という一文をすでK書いたので，屋上屋を重ねるようになるが ，談話会の成立以来 ，会の運営の裏方 ，代表幹

事として関与してきた関係で ，四分の一世紀 ，ーくぎりという ζとtてなるので前文を母体K記憶をたどりなが

ら，できるだけ詳細K筆をとるととした。

1. 昭和30年代初期の談話会発足当時の背景

わが国の獣医 ，畜産分野t'Ll;'ける晴乳動物卵子の研究は ，故 ・山根基信先生(台北帝国大学理農学部，

広島大学水畜産学部)t'Lよって最初家兎について手がけられた。 30年当時，千葉大学覆陸学部畜産担当の加藤

浩先生は，台北帝大在任当時，山根先生のもとで家兎の卵子研究Kとりくんでなられたので ，引 き続いて石橋

功先生(千葉大学から現 ・山口大学)へと卵子研究が受けつがれて基礎的研究が始められた。東北大学では ，

昭和 28年K家兎の受精卵子移植の成功を畜産学会で発表してbタ ，との受精卵移植をわが国で始めて成功し

た研究グループは佐久間勇次先生(現・日大捜獣医学部)たちであ1:>，ζれK続いて同じく東北大の菅原七郎先

生は卵子の代謝.石田一夫先生(現 ・新潟大農学部)は卵子の組織化学の分野Uてとりくまれていた。農林省農

業技術研究所(現 ・畜産試験場)家畜部繁殖科では，当時，昭和 30年の始め頃までt'L，牛の人工授精の凍結

精液の実用普及化に関する研究は殆んど完了したので，西川義正科長(現 ・帯広畜重大学学長)は，受精卵移

植は ，将来，牛の改良増殖K公ける重要な技術として発展してゆくであろうと考えられ ，私 ，堀江蕉久先生

(現 ・秋田県立短大)，杉江倍先生，相馬正先生，大沼秀男先生(現 ・北里大学獣医畜産学部)らが，家兎，山

羊などを使って，加藤浩先生の技術指導を受けて卵子の基礎的伎術開発Kとタくむζ とKなった。その他の大

学，研究機関ではまだ卵子K関する研究は殆んど試みられていなかった。

とのような背景のもとt'L，昭和34年4月の畜産学会の折 ，卵子K関する研究発表を行った仲間が雑談のう

ちt'L，辛子互いK技術的な取りくみ方，目的は若干異コていても，まだ，卵子研究は初期の段階であ.!J Jまた ，

ょうやく海外文献が入手できるようKなった時期でもあり，辛子互いK意見 ，技術交換 ，文献紹介などをしなが

ら，卵子研究を推進していとうというととKなった。それでは皆で近いうちK集ろうということκな.!J J当時，

人員も 多い農技研が集タの面倒をみまし I うというととになった。

2. 談話会の歩みと発展動向

有志の集タは ，昭和 35年 5月9日(月)の午後 ，青山の獣医師会館の座敷t'L，農技研 ，千葉大 ，東北大か

ら?名が出席し，大槻が「山羊の人工姫娠J，菅原が「ラット卵子の代謝J J石田が「卵子の組織化学検査j

石橋が「ラァト卵の刺激Kよる分割Jt'Lついての研究の現況を報告し，質疑応答をかわしたのが ，卵子の勉強

会最初の船出であった。 ζの席で長老格の千葉大の加藤浩先生から，年1回，畜産学会の前後K皆が集って気

軽K研究 ，技術交流をする会として続けたらどうかというととになった。集るための名称も ，そのようないき



晴乳卵研誌 (J・Marrrn. Ov a Re s . )第 1巻 第 1号 1 984年4月

さつから ，研究会Kはしないで，談話会として発足するととKした。従って，会員は卵子研究を行っ ている先

生 ，卵子の研究K実際K取Dくんでいる研究者だけK限ろうという ζとKなり，名称も，家畜だけではなく，

人も実験動物も含めてというととKなるので， p甫乳動物卵子談話会という名称K決った。あえて研究会Kしな

かったのは ，研究会では ，誰でも参加できる会Kなり会員が多くなタ過ぎて ，辛子互いK肝胆相照らした失敗例

まで話しあうととがむずかしくなってしまう ζ とが，他の研究会の実情から痛感されられていたからである。

また，会の世話役Vてついては当分の間.私が担当するととKなり，会の運営経費は会費制をとらないで，当日

の出席者K実費負担をして頂く方法をとるととKした。以上が第一回の談話会の経過である。

当時，西川義正先生が農技研から京都大学農学部教授と して転出されたので ，日本不妊学会関東支部会の幹

事を私が引き継ぐととKなった。 ζの会が縁Kなって日本不妊学会の設立者の一人である東邦大学医学部産婦

人科の ，故.林 基之教授と b近づきKなるととができた。林先生は産婦人科領域では，わが国では最初K卵

子の研究K取り組まれた先生であり，早速 ，木下佐，岩城章先生を始め同門の先生方をさそって談話会のメン

ζーとして入会された。医学部関係では最初のメンパーであタ ，その後も林先生の紹介で医学関係の先生方が

多数入会されるよう KなkJ，農学，医学の先生方が一堂K会して，第 2回の談話会を開催するとKなった。東

邦大からは卵子の組織，代謝関係の研究が始められていた。また，会を代表する先生として，卵子研究の草分

けである加藤 浩先生Kまとめ役としての会長をシ願いする ζとになった。集会の運営は，若い研究者が自由

K気楽Kディスカッションができるようt'L，互いK額を寄せ合わぜられるよう K会場を 「コJの字型Kしてき

た。会場は恵比寿十釈近くのハム・ソーセージ会館を借用し，その後も数会使用している。農林省家畜衛生試験

場でも卵子の研究が始まkJ，また ，東邦大医学部からも話題が出されるようKなった。第5回Kは広島大学の

中村経紀先生(現・麻布大学)も参加された。との時は，高輸のプリンスホテノレで開催した。古風なシャンデ

リアの下で古風で落ちついた風格のある会議室を使用したせいか，皆さんが堅くなって，くだけた話し合いが

始まるのK時聞がかかったが，討論のあと ，会と して始めての親睦会パーティーを聞いてから ，ょうやく打ちと

けたKぎやかなムードKなkJ，農学と医学の先生方の意志疎通をはかる楽 しい集り Kなった。 ζの時十亡，林先

生から私K依頼されていた会則案を持参して皆さんの御意見を伺ったと ζろ ，当分の聞は ，卵子研究K関係す

る同好有志の集Pという ととで良いのではないかという意見が多かったので会則はできなかった。林先生も会

則を作らないで ζのままでも良いなあと納得して下さった。その後も会則を作らないま Lで会を運営してきた

が ，大先輩の先生方の入会希望Kついて ，何とな しK趣旨を理解して頂いて入会をむ断タするのK都合のよい

ζ ともあったが，時折，皮肉まじりの声も聞えるととがあった。 ζの第 5回Kは家衛試から国崎球子さんが話

題を出され会を盛タ上げて下さった。国崎さんはその後 ，日本最初の防疫官となられた才媛であった。第 4回

Kは ，東北大農学部から日大農獣医学部K移られた佐久間勇次先生と石島芳郎先生(現 ・農業大学)の発表が

あった。 ζの時Kは，排卵誘起，受精卵移植，体外受精，卵子の形態などK関する発表が中心であった。

第5回は， (昭和 39年)4題で，出席者は 23名であkJ，まずまずの会である。それだけに 1題t'L1時間

ぐらいかけて討論が行なわれた。東邦大学では木下佐先生が林先生と交代 L々がら活発な討論をして下さった。

第6回は信州大学の登内徳一郎先生と名古屋大学の若杉昇先生が機関として初めて話題を提供されたが ，現
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在御両人とも仕事の方向が変わられた。

第 7回tては辛子元気だった山根甚信先生vcr初期卵子試験技術Kついての追想」を話して頂いた。実K楽しそ

うK昔を思い出されていたのが印象的であった。録音テープ，速記録をとってなかったのは残念でならない。

また，現在，ハワイ大学で国際的K活躍されている柳町隆造先生が北海道大学理学部から話題をさげて上京さ

れた。先生の紹介で苫小牧駒沢短期大学の佐藤品子先生の発表もあった。柳町先生が海外へ行かれてからは佐

藤先生も会から遠ざかってしまった。石島先生は東京農業大学へ移られ独立したのもとのとろでった。話題の

最初の 1 • 2はいつも熱心な質疑があり，長くなってしまって 40 - 5 0分もかかるととが多かったが，結局

夕方 5時頃Kは終るようKうまくコントロールして終らせたのは面白かった。

第 8回Kは 30名ほどの参加があった。民間として，中外製薬の信永利馬先生(現・東北大医学部).帝国臓

器の鈴木稔先生がそれぞれ話題を提供されたのが印象的であった。 ζのζろからは加藤先生御一人の座長では

な気の毒なので，私や佐久間，石橋，木下，岩城先生らが交代した。

第 9回では岩城章先生(東邦大)の御活鼠が目立ち，東北大でも家畜育種の岡田美夜子先生の発表があった。

話題も 8題，参加者35名であった。 1日1会場では話題も 10題まで，参加人員も 40名ぐらいまで沙攻守話

方式の談話会の限界では念いかと恩われるほど，年を追うどとK盛会Kなってきた。

第 10回(昭和44年大学紛争中)からは会場を広い森永本社の会議室へと移した。 ζれまでは医学関係

者のb力添えで，日独薬品.帝国臓器，森永乳業さんらのいろいろな形の御援助があったが，とのとろから森

永さんが主体Kなった。森永から森永製品を会場K提供していただき，疲れをとらせて頂いたととは感謝Kた

えない。慶応大学の鈴木秋悦先生の話題は ζのときが最初であった。とれまで実験動物はマウス ，ラット ，ハ

ムスター，家兎と小動物が主体であったが.9回の山羊.1 0回の猿と哨乳動物卵子談話会らしい会Kなって

きた。

第 11回Kは東北大学から北里大学へ移られた豊田裕先生がラット卵の体外受精で話題を，また，人材の多

い東邦大学と東北大学の話題が目立った。

第 12回では遂K話題が 15題と多くな.!?.一日で終わるのかなと思われた。東邦大学からシネ ・サイエン

スへ出られた日大農獣医出身の野沢あき子先生(現・東邦大医)の独立話題，日大医学部へ出られた農獣医出

身の遠藤 克先生(現・日大農獣医).京都大学いら角田幸生先生(現・畜試)が話題を，北海道大から小栗

紀彦先生(現・畜試)が馬卵子の研究とユニーク左話題をそれぞれ初参加で発表された。

同じ傾向の話題を 2-3まとめて討議して頂き，時間内Kうまくま?さめたような記憶が座長をつとめた私の

頭の中を通タすぎた。をた，会場の机とイスを「コ」の字型κするため開会の 1時間前K有志の方K来て頂い

て一汗かきながら会場の机を整理した.!?.終了と同時K元気な方は一寸手伝って下さいとアナウ ンスして机を

元通.!?VC戻して頂いたりしたので，手造タ会という印象K驚いた方が多いようであった。どうも私はワンマン

振タを示した世話役として，うらまれたのではないかと思っている。改めて辛子詫びします。

第 13回は鈴木秋悦先生の御好意で，慶応大の講堂を辛子借タしたが，との頃から演題が急、K多くなって ，一

般の学会方式をとらざるを得左〈念った。話題 15 .参加者 53名であった。
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第 14回は東邦大学の御好意で蒲田駅ピノレの広いホーJレで行われ， 62名の参加者があった。その頃Kなる

と，会員の主な方々が，交互K海外留学されるようKなJJ，姿を見せない光景がみられのも印象的であった。

次回は 15周年，何か記念Kなる特別な企画をという声が上がったので， ζれからは世話役を協議制とすると

とKして，杉江倍，佐久間勇次，岩城章，鈴木秋悦の諸先生と私の5人で会を運営していくととtてなり，事務

局は私が相変らず引きうける ζとKなった。私はすでK千葉の畜試を離れ，栃木県西那須野町の割減賜K移

っていたが ，5人の世話役が 15回の記念行事Kついて協議の結果，新らしい若い会員のため，採卵技術の紹

介をする ζとKなタ ，日大の佐久間先生が中心Kなって演題 ，演者をb願いするととKなった。

第 15回は， (昭和 49年)一般話題が 6題に対し，採卵技術の紹介は，馬，牛，めん羊，豚，猿，犬，猫，

ウサギ，ハムスター，モ Jレモット，ラット，マウスと 11部門(tLsって行われたのでなかなかの盛会ではあっ

たが ，盛沢山Kなb過ぎて説明時間 ，質問時聞が是タなくなった。しかし，採卵の方法はとの時期の卵子研究

(tL j;.ける大事な基礎技術としての一つの決算であJJ，それ自体有意義な技術紹介の 15回を記念する会Kなっ

た。

第16固には私が北海道農試に移って1年KなJJ，不妊学会支部K関係するととKなったのを機会(1(，北海道大

学医学部産婦人科の藤本柾一郎先生と沿知b合いVてなJJ，卵子の研究を始められていた先生K談話会を紹介し

たのでζの回から参加発表された。一方，岡山大学農学部では内海恭三 ，湯原正肩先生らが異色の研究をさげ

て話題提供された。畜試の花田 章先生は， M.C.Chang のもとK留学された時の仕事をもって始めて

参加された。との固から ，申し込み演題が多くなっ てきたので，各機関の話題は止むを得ず 1~2 題K しぼっ

て頂くととKしたので，ょうやく本来の討論ができる余裕をもっととができた。

第 17回は東北大から新潟大学農学部K移られた石田一夫先生が ，岩手大学農学部の安田泰久先生らの話題

が邑 Kついた。しかし，また演題が多くなJJ， 1 7題Kなってしまったが，皆さま方の勉強意欲を抑えるわけ

Kはいかなかった。恐らくとの頃から爆発的K卵子研究の意欲がもタ上JJ，日:本Kかける卵子研究の底上げを

意味する時期Kなり，わが国の卵子研究の動向も海外の研究と対等なレベルアァプも間近いものと考えられた。

第 18回では実験動物中央研究所へ移られた横山峯介先生の独立参加がみムれた。

第 19回では永年のカナダ留学より帰国された北海道大学の金川弘司先生が ，牛卵子の凍結保存例の話題と

京都大学から農林省畜試へ移られた角田幸生先生の発表があった。

第 20回(昭和 54年)では，また一区切タと云う ζとで，慶応大学から東海大学医学部へ移られた井上正

人先生と慶応大学医学部の藤原達司先生のマイクロマニピュレーション分野の技術 ，研究紹介を中心(tL， 20

周年Kふさわしい卵子の体外受精と凍結保存の話題を集めての試みは一応成功したといえよう。尾川昭三先生

(明治大学農学部)の切断脹は興味をもたれた初参加であった。 ζの時点で ，56機関から 81名の参加があ

JJ ，もはや以前のようK顔をつき合わせて百論する lコJの字の会場で発表会を行う ζとは無理Kなってきて，

研究会方式へと徐々K変っていくきざしがみえ始めてきた。私自身は農水省を去り，第一線から退いたので，

今日 ，ζζまで研究層が広〈厚くなタ ，しかも会の動きは研究者の環境条件から，レポー卜の公認を求める声

も上JJ，いつ談話会から研究会か，学会へと脱皮するかはわからぬ程，艇塞が熟してきた。私自身，卵子の研
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究のための第一期の仕事は終b任務を果したものと考え，今後は事務局を日大農獣医学部の佐久間先生を中心

K農業大学の石島先生の協力グノレーフ・KバトンタッチをするととKした。 ζの際VC20年を顧みての一文を

2 0周年記念号Kのせて頂いた。その後も本会の運営は相変らず 5人の世話役会で当分は進めるとと Kなった。

第 2 1 回~22 回では各機関とも充実した話題を出され ， 第 2 2回Kは久し振.!JVCハワイ大学の柳町隆造先

生の特別講演が行なわれた。話題の都合で夕食後の 19 OO~20 OOVC行なわれたのが特色である。

第 23回では一世話題K受精卵移殖の集中話題をシンポヅウム風Kとタ入れ ，実用化の第一線の先生方を中

心とした。一般話題では帯広畜産大学の小野 斉先生らの初話題があ.!J.受精卵移債の集中話題では，農水省

新冠 ・日高両種畜牧場 ，埼玉・静岡各県畜試，福島家畜共済 ，北海道開発公社，雪印乳業別海工場小岩井農

場 ，開業獣医師などの国 ，公，民間のパラエティ K富んだ移殖の実用技術が公開披露された。いよいよ日本で

もととまで受精卵移植が実用的 ，現実的な技術として開発されてきたものと思うと同時VC，とれまでVC20年

有余もの長くもあD短くも感じられる年月が流れたのかなとの思いを深〈感じさせられた。とれらの話題は

2 0周年特集号として，一冊の資料K再度集録した ζとは本会としては最初の企画でもあタ，今後の利用者の

ためKも理解し易い参考Kなるテキス卜として良い資料を残す ζ とがきたと自負している。さきに第 15回の

採卵技術のシンポジュームもとのよう VC，特集号Kする計画があったが，主K資金面などの都合で発行できな

かった ζとが思い浮かばれて残念でならない。

第 24回は.2 1の話題と体外受精5題のシンポヅウムが行われたので夜沿そくなるまで熱気をbびた発表

討論が続けられた。もはや学会なみKなり，きびしい時間制限の発表会Kなり質疑応答は廊下でというととが

多くなり ，卵子研究の大きな進歩発展の喜びとその反面，充分な討論時聞がとれないという淋しさはかくしき

れなかった。

体外受精のシンポジウムの計画は，まだ東北大学で日本で最初の体外受精匪移殖の成功が発表される前K

演題 ，演者を決めていたが，マスコミをKぎわした5月の成功発表後の談話会Kなったので，参加者も多 <， 

マスコミの参加もあって談話会が始って以来の盛会であった。東北大学からはシンポジウムの演者の星合先生

の他K鈴木雅掛l先生を始め ，多数の研究員も参加された。鈴木先生から特K今回の体外受精 -)jf移殖の成功K

つhて追加として話題を提供して頂くととができた。鈴木先生は，東北大学で体外受精 .!II移殖を開始した動

機から，患者の選択，体外受精・座移殖の方法などについていろいと苦心されたな話があ.!J，たまたま今回は

うまく成功しただけであって，まだまだ今後もいろいろな検討をしなければならない ζとが多いとと，また，

動物の成功例はウサギで東北大学で 30年前に佐久間先生が日本の第一号を作.!J.ヒ卜でも東北大学が第一号

K成功する ζとができたととなど ，静かな口調で謙虚に会話しをして下さった。

3. 談話会の脱皮と研究会の発足

第24回の集Dの前VC，5名の世話役が集って今後の運営Kついて検討するととKなった。毎年，演題の申

し込みが多くなってきて，一日一会場のま Lで談話会を続けていくととはできなくなってきた。特VC6年前K

イギリスで体外受精児の誕生以降，注婦人科領域の会員が急増し，また，牛の受精卵移植が日本でも実用普及

化され始めたので，会員も演題も急激K多くなって，もはや談話会の形式では運営不可能になってき た。そと
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で今後は研究会としての衣替えを検討しなければ左ら念くな9，準備委員を増やして具体的な研究会の発足Kつ

いて話し合いを始めるととKなった。との研究会または学会としての要望は， 2 0周年頃から強 くなっていた。

そして最終的に委員会で ，談話会を発展的K解消して ，学会ではなく研究会として発足させる ζ とが決定し，

名称、は晴乳量物卵子研究会とするととKなった。会員は ，会員推薦Kよる入会を公開し ，会員Ijを作成し p年会

費を徴収するととを決めて ，事務局は日本大学農獣医学部VLi>'き ，佐久間先生らが当分 ，面倒をみるととK決

った。今回 ，研究会にした主な理由の一つVL，この会で発表した演題を研究業績にしたいという要望が強〈寄

せられていととともあり ，また ，産婦人科の若い先生方からは ，外来診療を休んで出席するためKは談話会よ

り研究会 ，学会Kしてほしいという要望もあった。談話会というな互いの勉強会から ，学術的研究報告会への

移りかわ9VLついて，私は時代の大きなlnEれを痛感させられている。何人かの若い世代の研究者たちから ，研

究業績を重視する ζとはよくわかるが，研究会Kなって存分K語り合える今までの談話会のムードが消えてゆ

くのではないかという危機感を訴えられた時VL，私Kは改めて若い世代の研究者Kもとのような考えをもって

いる先生方がb られるのかと ，しばし迷いが通タすぎた。

今後 ，名称が，談話会から研究会K変っても ，他の研究会とは一味ちがう，談話会，勉強会の良きムードだ

けは残した研究会として大きく発展してゆくよう ，今後も見守ってゆきたいと思っている。

4. あとがき

2 4年もの長い年月K亘った 24回の談話会の歩みを振タ返ってみると，私の記憶のコンピ ューターがあち

とち故障だらけで ，一人ょがタな回想Kなっ介り ，誇張した郡分が多かったり ，大事な ζとを失念していたD

訟世話tてなった沢山の先生方のb名前と功績を思い出せなかったりしているととが多いと思います。ひらに御

容赦を願います。との会も ，人々のふれあいで11原調K発展 してきたととはタモリ氏の "友達の輪、、 に似た

ととろがある左あと自ら苦笑してなDます。

乙の談話会の雑務をずっと続けでな世話下さった畜試の杉江，相馬先生，農学音船佐久間，石島 ，遠藤先生 ，

医学部の木下 ，岩城 ，鈴木先生K厚く御礼を申し上げます。また ，森永，帝国議器などいくつかもの会社関係

からなKかと御援助を頂いてきました。とれからも引続いて御援助下さるよ うb礼をかねてb願い申し上げま

す。

尚 ，ζの談話会を育て L下さった ，故・山根甚信先生 ，農学 ・医学 ・生物学の領域VLEiる本会の発展K情熱

をかたむけて尽力して下さった東邦大の故 ・林 基之先生 ，期待されながら若くして亡くなられた畜産試験

場の福光進君の御冥福を皆様と共K心からな析P致します。

最後VL，新しく発足した研究会が農学 ・医学・生物学等の各分野VLEiる先生方が楽しく存分K語タ合える談話

会の良さを残した勉強会の場として永続し，大きく発展されてゆく ζ とを心から祈って筆をi>'<ζ とK致しま

す。
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晴乳動物卵子談話会 演題記録集

第 1回昭和 35年5月?日(月)(1960年〉 獣医師会館(青山) 出席者 ?名

1 山羊の人工妊娠に関する研究-

った槻 清彦(農技研)

2. ラット卵の代謝に関する研究 -

菅原七郎(東北大 ・農〉

3. 。ヨ胞内卵子，輸卵管内卵子の組織化学的検査

石田一夫(東北大・農)

4. ラット卵の束IJ戟Kよる分割について

石橋 功(千葉大 ・園芸〕

第 2回昭和 36年 4月 13日(金) (1961年)

ノ、ムソーセージ会館(エピス) 出席者 1 5名

1. ラッ ト卵子の第2極体形成後の受精と発育Vてついて

石橋 功(千葉大 ・園芸)

2. 血様炉胞の組織化学-

石田一夫(東北大 ・農)

3. 初期発生時Kなけるラット卵子の酵素消費能K対する基質の影響

菅原 七郎(東北大 ・農)

4. 家兎卵のオートラジオグラフィ

岩城 章(東邦大 ・医〕

5. 家兎受精卵の着床に関する研究・…

須)11 章夫(家衛試〕

6. 日甫乳動物K辛子ける直視下排卵現象の研究(1 6ミリ映画)

林 基之(東邦大 ・医)

第 5回昭和 37年 4月 9日(月) (1962年〉

高輪プリンスホテル(品J11 ) 出席者 2 2名

1. 頚管を通しての家兎受精卵の移植Kついて

大槻清彦(畜試 ・繁殖)

2. 家兎受精卵の着床K及ぼすEstrogenの影響……

国崎球子(家衛試)

3. シロネズミの受精卵培養…・

保条朝郎(東邦大・医)
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4. 家兎卵のラジオアイYトープ ー

岩城 章(東邦大 ・医)

5 ヒト 卵の体外受精・

揚 文勲(東邦大 ・医)

6. 多卵性1p胞と性ホノレモン・

中村経紀(広大 ・水畜産 〉

Z 卵子の染色性と呼吸能の関係Kついて ・

菅原 七郎(東北大 ・農)

第 4回 昭和38年4月10日(水) (1963年〉 獣医師会館(青山) 出席者 20名

1. 各 pHになけるラッ ト卵子の形態反応Kついて…………

0菅原七郎 ・竹内三郎(東北大 ・農)

2. ラット卵子の移植Kついて

0菅原 七郎 ・豊田 裕 ・竹内三郎(東北大・農)

3. 家兎受精卵の子宮内移植

0木下 佐 ・岩城 章 ・西平守之(東邦大 ・医〉

4. 卵子のデヒドログナーゼについて

O石田 一夫 ・菅原七郎(東北大 ・農)

5. 受精卵の着床K及ぼすエストログンの影響ー

0須川章夫 ・本間惣太 ・国崎球子(家衛試)

6. 馬主?よび緬羊下垂体前葉抽出物及び製剤JKよる家兎の過排卵誘起K関する研究

佐久間勇次 ・0石島 芳郎(日大・農獣医)

ス ヒトとウサギの体州受精 ・・

0揚 文勲(東邦大 ・医)

第 5回昭和 39年 4月8日(水) (1964年〉

ハムソーセージ会館(エピス) 出席者 2 3名

1. 卵管液の組織化学的考察・

O石田一夫・菅原 七郎(東北大 ・農)

2. 去勢家兎の受精卵移植 -

0木下 佐・西平守之(東邦大・医)

3. 兎卵胞卵の体外受精ー

0揚 文勲 ・天野悦男(東邦大 ・医〕

4 各機関現況報告
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第 6回昭和 40年 4月5日(月) (1965年〉

ハムソーセージ会館(エピス) 出席者 3 0名

1. 卵着床までの家兎子宮運動について・

登内徳一郎(信州大 ・農)

2. ラット ・マワスの過排卵なよび過剰l妊娠の研究 ・

佐久間勇次(日大 ・農獣医)

O石島芳郎(東農大)

5 卵巣の組織培養・

本田 昭博(東邦大・医〕

4. 家兎卵管卵の体外受精・

林 基之(東邦大 ・医〕

5. 近交系マウスDDK、KK、NCの系統内なよび系統間支配になける繁殖能力の差異ー

若杉 昇(名大 ・農)

第 7回昭和 41年 4月8日(火) (1966年)

ハムソーセージ会館(エピス) 出席者 2 5名

1. ラット ・マウスの過排卵と産子数の増加K関する研究

佐久間勇次 ・0遠藤 克(日大 ・農獣医)

0石島芳郎(東農大〕

2. 家兎の過排卵誘起KなよぼすEstrogen前処置の効果・…

0石島芳郎(東農大)

佐久間勇次(日大 ・農獣医)

3. ハツカネズミ (Musm uscul us )になける初期発生卵子の染色体観察方法Kついて

佐藤 晶子(苫小牧駒沢短大)

4. 日経的K与えたエチニーノレ・エストラタ河オーノレのマウス卵子K及ぼす影響 -

0柳町隆造(北大・教養 )

佐藤品子(苫小牧駒沢短大)

5. 卵管卵の組織化学…

比嘉国郎(東邦大・医〕

6. 初期卵子試験技術Kついて追想 ……………………・・・・・………・山根 甚信

第 8回昭和 42年 4月7日(金) (1967年)

ハムソーセージ会館(エピス) 出席者 28名

1. 過排卵ラッ ト卵子の形態的研究

E 性腺刺激ホノレモン投与後の卵子の成熟と排卵Kついて

石橋 功・ 0高橋紀代志(千葉大・園芸)
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2. ラット ・マクスの過排卵と産子数の増加に関する研究(続報)

- PMS単用Kよるマウスの過剰l妊娠誘起一

O遠藤 克 ・佐久間勇次(日大・農獣医)

3. マウスの自然、排卵Kよる卵の下降Kついて

第1報 自然、周期 VC j'，~ける卵診よび交配後の卵に対する Estradiolなよび Proges ter∞eの

効果…一

0信永利馬 ・中村勝美・高橋和明 ・岡本道生(中外製薬綜合研)

4. ラッ ト受精卵子の子宮内移行の研究(予報)

石島芳郎(東農大)

5 過排卵処置家兎Kなける卵子の生殖器道下降速度なよび卵分割進行程度-

石島芳郎 ・0伊藤雅夫(東農大〕

佐久間勇次(日大・農獣医)

6. 家兎 Blastocystの Autoradiography…

O岩城 章 ・間壁さよ子 ・平川 舜(東邦大 ・医)

7. Estradiolと ProgesteroneVCよる受精卵の誘起着床K及ぼすACTH投与の影響・

本間 惣太(農林省 ・家衛試)

8 向 上(追加〉

信永利馬(中外製薬綜研)

R 妊娠中期tてなける Estrogen投与の影響 …

鈴木 稔(帝国臓器)

第?回昭和 43年 4月 6日(土) (1968年〉

ハムソーセージ会館(エピス) 出席者 3 5名

1. 家兎の過排卵誘起になける Estrogen併用の効果……・・

0石島芳郎(東農大)

2. 過排卵処置家兎の排卵時期の検討(予報〕

0伊藤雅夫・石島芳郎(東農大)

佐久間勇次(日大 ・農獣医〕

5 ラット ・マウスの過排卵と産子数の増加K関する研究(三報)

- PMSの投与とラットの排卵・妊娠 ・分娩との関係一一

佐久間勇次 ・O遠藤 克(日大 ・農獣医〉

4. 家兎胞座の電子顕微鏡的観察ー

0林 基之 ・西脇俊幸(東邦大・医〉

5. Bl as tocys tの 3H-T hymidin e Autoradtograph. 

0岩城 章 ・間壁さよ子 ・平川 舜(東邦大 ・医)

6. 家兎胞座 (Embryonic -disc )の体外培養に よる心臓原基の発生Kついて…・・

0岩城 章 ・平川 舜 ・間壁さよ子(東邦大 ・医)

1 母体環境の変更がマワスの成長K及ぼす影響

- RB集団より選抜された体重大系 ・小系及び無選抜系を用いてー・

岡田美夜子(東北大・農)
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8 山羊の人工受胎K関する研究・とく K異品種聞の受精卵交換移植Uてついて・

0杉江 倍 ・相馬 正・大槻清彦(農林省・畜試〕

第 10回昭和 44年4月 12日(土) (1969年)

森永本社 5階A会議室(田町) 出席者 3 2名

1. 雌ラットの性成熟歪u来の機構Kついて
- PMS注射による下垂体排卵ホノレモン含量の変化一

0梅津元昭 ・菅原七郎・竹内三郎(東北大 ・農)

2. ラット ・マウスの過排卵の産子数の増加に関する研究(四報)

- PMSとHCGの投与量なよびProlactin併用投与と妊娠、着床、生存胎児との関係

佐久間勇次 ・0遠藤 克(日大 ・農獣医)

3. 子兎の過排卵誘起....・H ・....…-…

石島芳郎(東農大)

4. ハムスタ ーの卵分割の過程vCÞ~ ける分化 8 細胞期の出現K ついて・

石田一夫(新潟大 ・農)

5 ラッ ト卵子Kなける透明帯の消失について・

0菅原七郎 ・辻井弘忠 ・竹内三郎(東北大・農)

6. ラッ ト卵子になける 14C-L -Leucineの取込Kついて

0辻井弘忠 ・菅原七郎 ・竹内三郎(東北大 ・農)

ス 猿卵子について

飯塚理八 ・0鈴木秋悦 ・今井敏郎 ・近藤慶明 ・浜田康生(慶応大 ・医)

8. 着床機構の組織化学的検索

I 偽妊娠なよび脱落膜形成時にま?ける脱水素酵素の変化Kついて

0高橋寿太郎 ・星野忠彦 ・竹内 三郎(東北大 ・農〕

R 家兎卵の分割(映画〕

林 基之(東邦大・医)

第 11回昭和 45年 4月 6日(月) (1 9 7 0年)

森永本社5階 B会議室(田町) 出席者 3 4名

1. ラット ・マウスの過排卵と産子数の増加に関する研究(五報)

- ProJactinの投与時期と妊娠、着床との関係 一

佐久間勇次 ・0伊藤雅夫(日大 ・農獣医)

遠藤 克(日大 ・医)

2. ラタト の排卵診よび受精K及ぼすエタノール経口投与の影響… ・-……・・

0福田芳詔 ・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)

3. ラッ トの排卵と卵子の移動K対するアクチノマイシンDの作用tてついて ・

O菅原 七郎 ・竹内三郎(東北大・農)
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4. Rat になける Delayd Ovulat ionと卵の生物学的特性Uてついて...・H ・.. 

飯塚理八 ，他(慶応大・医)

5. 家兎卵管卵の体外受精と受精経過Kついて・ H ・H ・..

0岩城 章・沖永洋子(東邦大・医)

6. マウス卵子の体外受精…

0豊田 裕・横山峯介(北里大・獣医畜産)

ス 着床前家兎胞座Kなける トロホプラスト細胞の動態・

0林 基之 ・岩城 章・平川 舜(東邦大 ・医)

a 受精卵Kむけるセックス ・クロマチ;/VC関する研究

I 家兎胞Iffvcなけるセ γ クス ・クロマチンの存在部位について・
0利部 聴 ・星野忠彦 ・菅原七郎・竹内三郎(東北大 ・農)

虫 ラット子宮の脱落膜腫形成反応K対する卵巣ホルモンの影響について…

0高橋寿太郎 ・竹内 三郎(東北大・農)

10. ラット子宮液中の遊離ア ミノ酸について ・

0辻井弘忠 ・菅原七郎 ・竹内三郎(東北大・農)

第 12回昭和 46年 4月5日(月) (1971年)

ハムソーセージ会館(エピス) 出席者 4 0名

1. 過排卵処理Kよって誘起された家兎血胞の消失時期Kついて

0石島芳郎(東農大)

石田一夫(新潟大 ・農)

2. 人卵胞液K存在するD-型リプロースを含む物質Kついて…...・H ・

0林 晴男・長岡貞雄(東邦大・医)

3. 哨現動物卵子の染色体について(一報〕

ーマウス卵胞卵子の染色体Kついてー

野沢あき子(シネ・サイおノス研究部)

4. 体外Uてなけるマウス精子の受精能獲得について・

0横山峯介・ 豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)

5 体外受精によるマウス卵子の受精能力保持時聞の検討 ・

0福田芳詔 ・豊田 裕(北里大・獣医畜産)

6. ラット卵子の培養Kついて………...

0辻井弘忠 ・菅原七郎・竹内 三郎(東北大 ・農〉

ス ラット卵子の凍結保存の試み・

0菅原七郎・辻井弘忠 ・竹内三郎(東北大・農)

8. 睦スミア中にみられたヒト卵-

0岩城 章 ・平川 舜(東邦大・医)

R ラット 2細胞卵の家兎結主主卵管台よび結書記子宮内Kなける生存性・

O角田幸生・入谷 明・西川義正(京大 ・農)

10. 馬卵子K関する研究 ・

0小栗紀彦・堤 義雄(北大・農)
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11. 過排卵処置Kよる着床マウス卵の発生学的変化・ー…・

O遠藤 克(日大・医)

石田一夫(新潟大 ・農)

佐久間勇次(日大 ・農獣医)

12. ラッ トKなける着床遅延匪盤胞のSDH活性K対するエストロジェン単一投与の影響

0高橋寿太郎 ・竹内 三郎(東北大 ・農)

13. 家兎卵Kよるセックスーコン トローノレの研究 ……

O戸津川 清・菅原七郎・竹内三郎(東北大 ・農)

14. ラット子宮液の研究・ー

0長谷川喜久 ・菅原 七郎・竹内三郎(東北大 ・農〕

15. 偽妊娠ラシ トVCI>>ける子宮除去の卵胞の発育に及ぼす影響Kついて

0小林博史・梅津元昭・竹内三郎(東北大・農)

第 13回 昭和 47年 4月 6日(木) (1972年〉

慶応大学医学部本館臨床講堂(信濃町 〉 出席者 5 3名

1. 家兎の過剰排卵誘起と採卵成績にヨρ て・

O福光 進 ・相馬 正 ・杉江 倍(農林省 ・畜試)

2. マワスの反復過排卵誘起 …・…'"・H ・.. 

0石島芳郎 ・桜井誠一(東農大〉

3. ラッ トになける分娩後の卵胞発育と排卵Uてついて

0橋爪 ー善 ・菅原七郎 ・竹内三郎(東北大 ・農)

4. Gonadotrophin VCよる誘起排卵ネコの卵子検出成績……

5. 晴乳動物卵子の染色体Kついて

0信永利馬(中外製薬総合研)

高橋和明(残留農薬研)

ー マワス卵管卵と Pento barb i ta I麻酔後の卵胞卵の染色体Uてついて(二報)

野沢あき子(シネ・サイエンス研究部)

6. ラッ ト卵子になけるアミ ノ酸の 14C02発生量一

0辻井 弘忠 ・菅原七郎 ・竹内三郎(東北大 ・農)

1 ラット卵手Kなける炭配固定Kついて…

O菅原七郎 ・辻井弘忠 ・竹内三郎(東北大 ・農〕

8. 卵子の老化と、その超微細構造Kついて ・

0鈴木秋悦 ・井上正人 ・水本 弘 ・浜田康正

三谷 仁 ・杉山 修(慶応大 ・医)

呪 着床前期胞座の染色体分析 …

O鈴木秋悦 ・井上正人 ・水本 弘 ・浜田康正・杉山 修(慶応大 ・医)

10. Embryonic diskの 3H-Thymidine Autoradiograph" 

0岩城 章 ・平川 舜 ・田宮 親(東邦大 ・医)

11. 裸イヒマウス卵子の体外受精Kヨハて

0岡田 修・福田芳詔 ・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)
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12. マウス体外受精Kなよほす血清アルブミンの効果

0横山 峯介・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産〕

13. ラット受精卵の家兎生殖器管内Kなける生存性、特K着床の可能性の検討-1I

0角田幸生 ・入谷 明 ・西川義正(京大 ・農)

14. 家兎受精卵のラット子宮内Kなける生存性、特K性周期との関係 ・

0角田幸生 ・入谷 明 ・西川義正(京大 ・農)

15. 着床遅延ラットの子宮になける 3H-Estradiolの取b込みKついて……・

0高橋寿太郎 ・竹内 三郎(東北大・農)

第 14回昭和 48年 4月6日(金) (1973年)

蒲田駅ピノレホール(蒲田〉 出席者 6 2名

1. "'"ワスの反復過排卵誘起(続報)

O石島芳郎 ・金谷義明 ・堀川千秋(東農大)

2. ラットの発情休止期になけるHCGによる排卵の誘起…...・H ・.. 

0橋爪 ー善 ・菅原七郎・竹内三郎(東北大 ・農)

3. 高令Wistar-lmamichiラットの睦垢周期、HCGvcよる排卵誘起なよび雄許容について

0杉山 修(中外製薬綜合研)

鈴木秋悦(慶応大・医)

4. 家兎の過排卵並びK反復過排卵誘起-

角田幸生 ・o三宅正史 ・入谷 明 ・西川義正(京大 ・農)

5. ラγ ト受精卵移植試験、とくに注入液量と採卵時期Uてついて・

O福光 進 ・杉江 倍(農林省 ・畜試)

6 晴乳動物卵子の走査型電顕(SEM)VCついて ....・・・

菅原七郎(東北大 ・農)

ス ラット卵子の下降速度Kむよほす性腺刺激ホルモンの影響

I 未受精卵子の下降にま?よほすHCGの影響-

0利部 聴 ・石橋 功(千葉大 ・園芸)

8. 家兎受精卵のラット生殖器管内になける生存限界

0角田幸生・入谷 明 ・西川義正(京大・農)

R 馬受精卵子の卵管下降と未受精卵子の運命Kついて(予報)…

0小栗紀彦・堤 義雄(北大 ・農)

10目 マクスの体外受精Kなける培養液量の意義一

岡田 修(北里大 ・獣医畜産)

11 ラット卵子の体外受精 ……・・

豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)

12. 射精精液を用いた家兎卵管卵の体外受精くその 1>

0岩城 章 ・平川 舜・小泉義博・久保春海

室井 克夫 ・野沢あき子(東邦大 ・医)

13. 家兎匪盤胞の透明帯処理の影響Kついて…-

0戸津川清・三浦源三郎 ・菅原七郎・竹内三郎(東北大 ・農)
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14. 家兎胞座腔へのアミノ酸取込みKついて

0黒沢忠彦(東邦大 ・医)

D ・Dabich・E.S.E.Haf巴z(ワエイン大)

第 15回昭和 49年4月5日(金) (1974年) 友愛会館(芝) 出席者 6 2名

1. ハムスターの過排卵…………・ー

0橋詰良一 ・石島芳郎(東農大〕

伊藤 雅夫(日大・医〉

2. 卵胞内の卵核胞崩壊抑制因子Kついて・

0佐藤英明 ・入谷 明・西川義正(京大 ・農)

3. マウスの体外受精tてなけるグノレコースとヒソレピン酸ナトリクムの効果……

0岡本正則 ・岡田 修・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)

4. 家兎座盤胞の in vitro ~j;~ける処理が SDH活性K及ぼす影響について…

O戸津川 清・竹内 三郎(東北大・農)

5. 走査型電子顕微鏡Kよる卵子表面構造の観察…・・・

0浜田光磨 ・鈴木秋悦 ・藤原達司・関 賢一・ 伊藤武夫(慶応大 ・医)

6. ネコの採卵…

村杉栄治(日大 ・農獣医 〕

ヱ 採卵テクニックの要領

1.馬

小栗紀彦(北大 ・農)

2. 牛、めん山羊

杉江 倍(畜試〉

3. 豚

角田幸生(京大・農)

4.猿…

鈴木秋悦(慶応大 ・医)

5. 犬

武石 昌敬(日大 ・農獣医)

6. 猫 ……・…………・……・・ー

村杉栄治(日大・農獣医)

ス ワサギ

石島芳郎(東農大)

8. ハムスター

伊藤雅夫(日大・医)

9. モルモット ・・・・

石島芳郎(東農大)

10. ラット

信永利馬
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11. マウス ...・

遠藤 克(日大・医)

第 16回昭和 50年4月5日(土) (1975年〉 友愛会館(芝)出席者 56名

1. 卵母細胞の成熟K要する時間の決定機構K関する研究。とくにプ夕、ウシ聞にbける時間的相

違の由来について・

O佐藤英明 ・入谷 明 ・西川義正(京大 ・農)

2. Atresia ~関ナる 2 ・ 5 の考察・…..

0大山俊雄・藤原達司・鈴木秋悦(慶大・医)

3. 過排卵処理ハムスターの排卵時間と卵分割・・

0橋詰良一・石島芳郎(東農大)

4 家兎初期胞怪被膜の電顕像 ....・H ・..

O野沢あき子 ・岩城 章(東邦大 ・医)

5. Superovulationの家兎着床前受精卵に対する細胞遺伝学的影響Kついて…

0和気徳夫 ・有賀 敏 ・藤本征一郎(北大・医)

6. 家兎着床前胞座液中の1.H.様活性走らびにプログステロン濃度について…

0藤本征一郎・田中俊誠(北大・医)

ス 頼粒膜細胞の培養…-一……

0東条竜太郎 ・浜田 光磨 ・藤原達司 ・鈴木秋悦(慶大・医)

8. ハムスター卵子の培養の試み・

O石島芳郎 ・橋詰良一 ・新村末雄(東農大)

R 体外~:jõ>ける透明帯除去卵への異種精子侵入例ならびにその精子 Capaci tation との関係Kつ

いて

0花田 章(農林省・畜試)

M. C. Chang (米国ワースタ ー研 )

10. 制限給餌下で排卵されたマウス卵子の受精能・

0福田芳詔・豊田 裕(北里大・獣医畜産)

11. マウス卵子の体外受精法に関する一つの試み…

0豊田 裕・岡本正則(北里大・獣医畜産)

12. 晴現動物怪の超低温傷害に関する研究 ・

0内海恭三・湯原正高(岡山大・農)

第 17回昭和 51年 4月4日(日) (1976年)

東京薬業健康保険組合会議室(永田町) 出席者 7 2名

1. 晴乳類卵巣の抗原性…・…

0角田 幸生(農林省・畜試)

2. プタ卵胞卵子のエネルギー基質要求型と pH:jo>よびステロイドホJしそンとの相関…

0佐藤英明 ・石橋武彦(京大 ・農)
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3. 閉鎖卵胞の形態 … 一

O大山 俊雄 ・依田和彦・藤原達司 ・鈴木秋悦(慶大・医)

4. 卵胞液の生化学的分析K関する 2、3の知見
0小林 善宗 ・鈴木秋悦(慶大・医)

5. 培養穎粒膜細胞の微細構造とホノレモン産生機能 …

0東条竜太郎 ・藤原達司・鈴木秋悦(慶大 ・医)

6. ハムスター卵子K公けるステロイド脱水素酵素Kついて

0新村末雄・石田一夫(新潟大 ・農〕

ヱ 成熟ラヅト Kなける卵子の成熟と排卵K及ぼす性腺刺激ホルモンの影響

E 排卵時期Uてついての細胞学的観察…-…-

0石橋 功 ・青木ひかる(千葉大 ・園芸)

8 モルモッ 卜の過排卵誘起の失敗例・

0石島芳郎 ・広瀬美碕(東農大)

呪 マウス卵子への精子侵入K及ぼす卵丘細胞層の影響Kついて…

O東 善行 ・岡本正則 ・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)

10. ラッ ト卵子の体外受精になける多精子受精 -

0三宅正史 ・丹羽陪二・入谷 明・西川義正(京大・農〕

11. マクス精巣上体分泌液の精子 Capacitationへの影響…………...・H ・..…-

0井上正人・鈴木秋悦(慶大・医)

12. アンプ.OJレ法Kよるマウスの受精卵の培養Kついて…・

0笠井健吉・福田芳詔 ・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)

13 家兎怪の凍結保存に関する研究……

O内海恭三 ・湯原正高(岡大 ・農)

14. 着床前受精卵の染色体分析 一-

0鎌田 紘八(北里大 ・薬学)

杉山 修(中外製薬中央研)

鈴木秋悦(慶大 ・医)

15. 高令ラッ ト卵になける 2、5の知見 染色体観察と移植実験……ー

0岩城 章 ・清水工経・野沢あき子(東邦大・医)

16. D D 1系マウスの繁殖能力低下K関する研究

2. 着床K関する検討……...・H ・-…

0大和田一雄・長橋 武(山形大 ・医〕

信永 利馬(東北大 ・医)

17. ラッ トの初期受精現象K関する形態的研究…...・H ・-…・-…….....・H ・...……

0安田泰久 ・渡辺 章(岩手大 ・農)

18. ハムスター卵子の培養・

0橋詰良一 ・伊藤雅夫(日大 ・医)

石島芳郎(東農大)

1呪 晴乳動物妊の凍結保存K関する研究

0尾川 昭三 ・竹島 勉 ・平塚伴通・大滝洋嗣 ・成瀬美恵子(明大 ・農〕
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第 18回昭和52年4月5日(火) (1977年) 友愛会館(芝) 出席者 6 2名

1. 卵胞液の蛋白組成成分K関する知見-

0小林善宗 ・鈴木秋悦(慶大 ・医)

2. 成熟ラットの過排卵診よび卵胞発育K及ぼすPMSの投与時期の影響・

O石橋 功 ・荒戸 宏(千葉大 ・園芸)

3. ハムスター卵子Uてなける Prostaglandin dehydrogenaseの組織化学的証明と Prostag-

landinが卵子中の Steroid dehydrogenase活性に及ぼす影響 …

0新村末雄・石田一夫(新潟大 ・農)

4. リスざるになける、腹腔鏡Kよる着床前妊卵の採取法Kついて ・

0有賀 敏 ・藤本征一郎(北大 ・医)

5. 母体高年令の初期妊卵vc :t~ よほす細胞遺伝学的影響Kついて・

0藤本征一郎 ・有賀 敏 ・荒井英子 ・山上由紀子(北大 ・医)

6. ラット怪の単為発生誘起に関する研究

O山田 雅保・内海恭三 ・湯原正高(岡大・農)

ス 誘発排卵マウス匪の培養成績Kついて・

0湊 芳明 ・笠井健吉 ・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産〕

8. 透明帯除去ラッ トなよびハムスター卵子への家畜精子の侵入について

0今井 裕、丹羽陪二、入谷 明(京大・農)

R 高令ラット卵の多精子侵入と多倍体Kついて・ H ・H ・.....

O野沢あき子 ・岩城 章(東邦大 ・医)

毛利浩子 ・中沢道子(日大 ・農獣医)

10. マウスになける近交系内なよび近交系聞の体外受精について

11. ハムスター卵子の体外培養

- Modified Brin ster液を用いた培養の試みー

第 19回昭和53年4月7日(金) (1978年)

1. HMGVCよるモルモットの過排卵誘起の試み -

0横山峯介 ・谷岡功邦(実中研)

0橋詰良一 ・後藤信男(家衛試)

伊藤 雅夫(日大・医)

石島芳郎(東農大)

友愛会館(芝〉 出席者 69名

0石島 芳郎 ・大庭有美子(東農大)

2. 透明帯抗体の測定法・

0角田幸生・杉江 倍 ・森 純一(農林省 ・畜試)

5 異種卵子のもつ穎粒膜細胞への形態的、機能的影響・

0守谷修而 ・菊池徳、博 ・田中俊誠・岡田雄一・桜木範明 ・

藤本征一郎 ・一戸喜兵衛(北大 ・医〕

4. 発生初期Kなけるスナネズミ卵子の組織化学的研究・

0新村末雄・石田一夫(新潟大・農)
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5. ディーアマウス卵子受精とマウス卵子へのディーアマウス精子の侵入Kついて

0福田芳詔(北里大 ・獣医畜産)

M. B. Maddock • M. C.C hang (ワースタ ー実験生物研)

6. (日甫乳動物 )卵子研究への EPMAの利用tてついて・

岡田詔子(東邦大 ・医)

Z ラッ ト初期受精卵子の形態学的研究ーとく K、スチレン樹脂包埋法の走査型電子顕微読への

応用ー…

a ラット単為発生誘起K関する研究
ー 活性化法とその発育性 一

0安田泰久 ・佐藤 茂(岩手大・農)

0山田 雅保 ・内海恭三 ・湯原正高(岡大・農)

R ラット座の凍結融解過程κ辛子ける生存性維持の要固について…
O内海恭三 ・湯原正高(岡大・農)

10. 牛凍結保存卵成功の 1例報告-

金川弘司(北大 ・獣医)

第 20回昭和 54年4月7日(土) (1979年) 友愛会館(芝) 出席者 81名

1. 卵子の体外受精

1)ディアマ ウス卵の体外受精とマウス卵へのディアマウス精子の侵入

0福田 芳詔(北里大 ・獣医畜産)

M. B. Madock ・M.C. Chang (ワ ースター実験生物研)
2) ラットKむける子宮液の体外受精への影響…・・

三宅正史 ・0細井 美彦・丹羽時二 ・入谷 明(京大 ・農)

3) 精子の体外受精、とく K薬物処理精子の受精能Kついて・…・…

0山田 雅保 ・内海恭三 ・湯原正高(岡大 ・農)

山田 雅保 ・星野器官(重井医学研〉

4)走査電顕による マウ ス体外受精初期過程の観察…-一

O木村品次 ・豊田 裕(北里大・獣医畜産)

5)人卵の体外受精の現状(特別講演)

岩城 章(東邦大 ・医〕

6)討論

2. 卵子の凍結保存

1 )ハム スター受精卵の凍結保存の試み一

0角田幸生・相馬 正 ・杉江 倍(農林省 ・畜試〉

2) 自然排卵診よび誘起排卵由来マウス 2細胞期症の凍結保存 ・

O中潟直己 ・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)

3)卵子の凍結保存、薬物処理Kよる耐凍性の変化Kついて・

O内海恭三 ・湯原正高(岡大 ・農)

4) ラッ ト、 家兎桑実期妊の切断(二分離)方法、なよび切断分離匪の invitro発達、融合、凍

結保存K関する研究・
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O尾川昭三・長嶋比呂志・関根保男 ・榎本 伸・水野博品・

市川雅一 ・都築紀代子 ・林美智子(明大・農)

3. 特別講演

1) マイクロサージリ-(tCついて・・

井上正人(東海大 ・医)

2) 卵子の電顕技術Kついて・

藤原達司(慶応大 ・医〉

第 21回昭和55年 4月2日(水) (1980年〉 全共連 ピル

1. 実験動物卵子の陸からの採取Kついて

0矢部勝弘 ・小谷嘉宏・金山喜一 ・福井 豊 ・佐久間勇次(日大・農獣医)

2. ラット子宮内陸の非外科的採取-

0石島芳郎 ・富樫 守(東農大〕

五 マウス卵子の凍結保存K用いられる耐凍剤の比較・

0葛西孫三郎・丹羽陪二 ・入谷 明(京大 ・農)

4. マウス、ラット、家兎匪(2細胞期、桑実期)の切断分離割球の発達、凍結保存なよび融合

(キメラ阪の形成)(tCついて・

O尾川昭三 ・長嶋比呂志・関根保男 ・藤倉 朗 ・

矢野川正和 ・山内 篤(明大 ・農)

5. ラット人工キメラ目玉の作成法とその発育法Kついて ・一

0内海恭三 ・因調l 肇 ・守永太賀彦 ・湯原正高(岡大 ・農)

6. PHA-低温処理ラット単為発生座の着床後の発育Kついて…

O山田 雅保(重井医学研)

内海恭三・湯原正高(岡大 ・農)

Z ハムスター卵子の体外培養K関する検討…・

0佐藤嘉兵・宮重裕子(日大 ・農獣医〕

8. 発育 ・発生過程のハムスター卵子(tC:t~ける Cyclic AM  Pの合成と代謝K関する組織化学的

研究………………・・…

0新村末雄・石田一夫(新潟大 ・農)

R 走査電子顕微鏡Kよる豚卵子透明帯の観察 ・

0本村昌次 ・柴田徳美・田島淳史・湊 芳明 ・豊田 裕(北里大・獣医畜産)

10. 牛、豚精子の透明帯除去ハムスター卵子への侵入、とく K摘出したウサギ子宮内Kなける精子

の前培養の効果について

O花田 章 ・永瀬 弘(農水省 ・畜試)

11. Guinea pig精子の抗!gG、抗Fabが精子及び体外受精K及ぼす影響 …

O岡田詔子(東邦大 ・医)

K. M Tung (ニューメキシコ大)

柳町 隆造(ハワイ大)

12. ヒト精子受精能K及ぼす抗精子抗体の影響

O長谷川昭子 ・香山浩二 ・議島善三(兵庫医大)
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13. ヒトの体外受精研究の現状と今後の問題Kついて

鈴木秋悦(慶大 ・医〕

14. アメリカ不妊学会K出席して

鈴木秋悦(慶大・医)

第 2 2回昭和 56年 4月 2 5日(土) (1981年) 全共連ピノレ

1. マーモセット (Common marmoset)卵胞卵を体外で成熟させる試み 一

0足達雅之 ・横山峯介(実中研)

2. マウス卵子の成熟K及ぼすイオンの影響…・

O岡田詔子 ・加藤守男(東邦大 ・医)

佐久間勇次(日大 ・農獣医)

3. マウス卵母細胞の活性化K対する Ca++の関与について・

砂場一昭・内海恭三 ・湯原 正高(岡大 ・農)

O山田 雅保(重井医学研)

4 郵青卵の発育性と雌雄性の関係について…

0内海恭三 ・秋山 靖 ・湯原正高(岡大 ・農)

5. マウス一価透明帯抗体の受精K及ぼす影響…・

0角田幸生 ・杉江 倍(農水省 ・畜試)

香山浩二 ・儀島普三(兵庫医大)

6. Ionophore A 231 8 7で処理された精子Kよる豚卵子の体外受精Kついて

0豊田 裕 ・湊 芳明 ・板垣佳明 ・星 雅樹(北里大 ・獣医畜産)

ス 成熟雌ラットへのLH-RHアナログ投与による誘起排卵卵子の前核形成Kついて

O高橋寿太郎 ・小野健一・堀内 俊孝 ・菅原 七郎 ・正木淳二(東北大 ・農)

8 穿車IJKよるハムスター卵とマウス卵の活性化誘起Kついて

O福田芳詔 ・高杉 真 ・豊田 裕(北里大 ・獣医畜産)

呪 ハムスター卵子の成熟と受精卵Kみられる卵表層の粘性の変化・

0平尾幸久(和歌山医大)

柳町 隆造(ハワ イ大・医)

10. 凍結保存マウス卵子の形態学的研究 ー

0新村末雄・白石哲也・石田一夫(新潟大・農)

11. Z ona -freeハムスター卵子を用いた不妊患者精子の受精能力の検討一一-

0井上正人 ・根岸則武・藤井明和(東海大 ・医〕

12. 抗精子抗体の初期匪分化K与える影響

0長谷川昭子 ・香山 浩二 ・犠島普三(兵庫医大)

13. ネコの交尾排卵誘起に関する研究・

山田 均 ・0矢部勝弘・金山喜一・佐藤嘉兵 ・佐久間勇次(日大 ・農獣医)

14. 馬Kj:，~ける月壬保存の試み ・

0山本裕介 ・小栗紀彦・堤 義雄・八戸芳夫(北大 ・農)

15. ラット子宮内座の非外科的採取(続報〉

0石島芳郎 ・前田 普 ・富樫 守(東農大〕
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特別講演

最近Kなける卵子研究の動向……・

柳町 隆造(ハワイ大学医学部)

第 23回昭和 57年 4月1日〈木) (1982年) 全共連 ピノレ

1. マウス卵胞卵の成熟K及ぼすCa-ionophoreの効果…一

O岡田 詔子・加藤 守男(東邦大 ・医)

佐久間勇次(日大・農獣医)

2. 透明帯抗原に対するモノクロ一ナノレ抗体の作製とその応用・

0長谷川昭子・辻 芳之 ・香山浩二・磯島普三(兵庫医大)

五 受精の初期過程K関する研究

ーマウス体外受精卵の走査型電子顕微鏡Kよる観察一

O根岸 則武 ・井上正人(東海大 ・医)

4. ナキウサギ (Ochotona rufescens)の卵子に関する 2、3の観察

0豊田 裕・大井善臣(北里大 ・獣医畜産)

5. 体外培養後の牛卵胞卵子の受精能に関する研究 …・…・

0福井 豊・福島護之 ・小野 斉(帯畜大)

集中話題

6. 北海道VLi，'ける牛受精卵移植の現状…

0井上忠恕・金川弘司(北大 ・獣医)

Z 新冠種畜牧場Kなける受精卵移植技術の現況

0斎藤 則夫(農水省新冠種畜場)

8 日高種畜牧場Kなけるクシ受精卵移植の非手術的移植法と受精卵の培養・保存

0高橋芳幸・鈴木達行(農水省日高種畜場)

呪 北海道東部Kなける受精卵移植の現況について

0清家 昇(雪印乳業別海工場)

10. 十勝(乳牛)がよび襟裳(肉牛)牧場Kなける受精卵移植の現況と問題点Kついて

0山科 秀也(北海道農業開発公社)

11 牛の受精卵移植成績なよび供試後の繁殖成績-

0後藤太一・清水 明・三角久雄・萱野裕是・高橋徳行・

野沢日出夫・安藤三郎 ・主浜幸俊(小岩井農牧)

12. ヒツジシよびウシの受精卵移植

O大竹通男 ・吉羽宣明 ・渡辺文男(埼玉畜試)

13. 牛受精卵の凍結保存K関する研究..

0加藤雅通 ・白井健康・黒田博道 ・知久幹夫 ・森啓明 ・加藤三郎 ・入江達彦(静岡畜試)

14. 牛凍結受精卵の頚管経由移植K関する研究、とく Kオートフリーザーによる牛怪の耐凍性Kつ

いて

0内海恭三 ・藤井好孝 ・湯原 正高(岡大 ・農〕

富永敬一郎 ・道後泰治 ・猪八重悟(兵庫畜試)

西村和彦(大阪農技センター)

大西 悦男 ・松山謙二(大阪酸素工業)
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15 神奈川になける受精卵移植の王長伏-

河田 孝司(神奈川県開業)

16 嫌部切開法Kよる和牛の匪 (受精卵〉移植・

特別講演

卵子のマニプレーション

小林軍次郎(クインズランド大)

太田 実 ・菅原 七郎・三浦源三郎(東北大・農)

0三浦照生(福島家畜共済)

金山 喜一・佐久間勇次(日大 ・農獣医)

加藤淑裕(三菱生命科学研究所)

第 24回昭和 58年 4月 1日(金) (1983年) 全共連ピノレ

1. PMSGの静脈内投与Kよる家兎訟よびネコの過排卵誘起の検討・

O遠藤 克・百瀬正人・高橋敬一・金山喜一・佐久間勇次(日大・農獣医)

2. ラット過排卵処理後の排卵数になよぼすべントパルピタールの影響、とくに投与時期Kついて

0利部 聴(山口大・農)

3. スンクス(suncus murinus )I'L:IO~ける排卵 、 受精左らびに卵の初期発生について

0横山峯介(実中研)

4. 家兎の カテーテノレKよる経腫的子宮港流採卵法会よびマクスK辛子ける箆排出怪の綿栓吸着Kよ

る採取の検討…-・…・……・・・・

O金山喜一・遠藤 寛 ・佐久間勇次(日大 ・農獣医)

矢部勝弘(埼玉医大)

5. ヒト IVFのための卵採取の経験…

0可世木辰夫(可世木病院)

6. マウス卵巣卵の成熟及び受精能獲得K及ぼす HCG、Estradiol、Progesteroneの影響

0香山文美・森田 良子 ・佐藤孝道・水野正彦・坂元正一(東大 ・医)

1 マウス受精過程とカルシウムイオン・

0佐藤孝道・寄幻 文美 ・森田 良子・水野正彦 ・坂元正一(東大・医)

8. 透明帯除去ハムスター卵子へのヒト精子の侵入機序、走査型電子顕微鏡Kよる経瑚句観察

0対木 章 ・星 和彦・斉藤 晃 ・桃野耕太郎 ・京野広一・

星合 実・鈴木雅洲(東北大 ・医)

堀内俊孝(東北大・農)

9. In Vitrol'L辛子ける家兎射出精子の capacitation誘起Kついての検討

0渡辺芳久・木村をどか ・佐藤嘉兵(日大・農獣医)

10. ウサギまたはウシ卵管内K辛子けるウシ卵胞卵子の受精能K関する研究、特K精子処理法の検討

0福井 豊・福島護之 ・小野 斉(帯畜大)

11. マウス卵の体外受精過程・

O佐藤孝道 ・香山文美 ・森田 良子・水野正彦・坂元正一(東大・医)

12. ハムスタ 一体外受精卵の 2細胞期への発生Kついて…
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0福田芳詔 ・大滝真子・豊田 裕(北里大・獣医畜産)

13. マウス卵管へ移植されたハムスター 2細胞期脹の発生成績Kついて

0笠井健吉 ・茶山和敏 ・橋本 肇 ・佐々木淳寿(明学大〕

14 ウシとヤギの体外受精……・・

O浜野光市 ・堀内俊孝・宮本明夫・亀山賢次 ・佐々田比呂志 ・

菅原七郎・正木 淳二(東北大・農)

情野正道(仙台市衛生局)

風間 辰也(家畜改良事業団盛岡種雄牛センター)

15. プタ ・ヒト透明帯共通抗原に対するモノクローナル抗体によるヒト卵の受精阻害実験

O長谷川昭子 ・香山浩二 ・議島 晋三(兵庫医大)

16. プリァキング法Kよるマクス匪盤胞への プラスミドDNA(PBR3 22)の導入
0長嶋比呂志(東大 ・農牧場)

野村信夫(日獣大)

原沢 亮(理化学研)

1Z キメララットの作成…

O亀山 賢次 ・浜野光市 ・堀内俊孝 ・菅原七郎 ・正木淳二(東北大・農)

18. グッ歯類胎盤の血管構築像の検討 特K鋳型SEMの手技Kついて・

0高橋寿太郎 ・佐久間禁 ・細工藤真理 ・安田 泰久(岩手大・農)

1呪 家兎突実座の凍結融解後の生存性K及ぼす耐凍斉IJの影響…

0小島敏之 ・角田幸生 ・小栗紀彦・相馬 正 ・杉江 倍(農水省・畜試)

20. ウシ受精卵の凍結保存法K関する 2、5の実験-

O高橋芳幸 ・高倉宏輔(農水省・日高種畜場)

21. 牛妊の凍結保存K関する研究:とく Kオートフリーザ-(!Lよる 0.5ccストロー内の植氷Kつ

いて

シンポジウム

体外受精 司会

O内海恭三 ・保地真一 ・湯原正高(岡大 ・農)

富永敬一郎(兵庫県 ・畜試)

大竹通夫 ・吉羽宜明(埼玉県 ・畜試)

西村 和彦(大阪府農板センター)

松山 謙二(大阪酸素工業)

鄭 吉生(韓国・建国大学〕

鈴木秋悦

1. 家畜tてなける体外受精ーとく K生体反応一一

O今井 裕・入谷 明(京大・農)

2. 体外受精の臨床応用ー

星合 実(東北大 ・医)

3. ヒ卜精子受精能について

久保春海(東邦大 ・医)
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第 25回晴乳動物卵子研究会 プログラム

昭和 59年 4月 5日(木) 9:30 ~ 18:00 

日本大学会館大講堂 東京都千代田区九段南 4-8 -2 4 Te 1 03 -2 6 2 -2 2 7 1 

一般 演題(9 30~12 00) 座長石島芳郎(東農大〉

1.マウスの反復過排卵誘起K関する研究
ー排卵反応低下の改善K関する検討ー

0金山喜一・遠藤 克 ・佐久間勇次(日大・農獣医)

2.成熟ラ ・y トKなける過排卵処理後の排卵数VC:jo>よぼすべントパルピタール・ソデイウムの影響
一一 GTH量と排卵数Kついて 一一

利部聡(山口大 ・農)

3.雄ラヴトの下垂体抽出液Kよるラットの過排卵誘起
0伊藤 敦 ・高橋寿太郎・安田泰久(岩手大・農)

座長石橋功(山口大・農)

4. F S HVCよる牛の過排卵処理時の卵巣反応と匪の品質の関係

0塩谷康生収 C.D. HARE本(農水省・畜試，カナダ農務省)

5.纏流卵巣Kよる排卵機序の研究
O北井啓勝 ・鈴木秋悦.Edward E. Wallach ・飯塚理八(慶応大 ・医)

6. ラヴトの子宮内卵の非外科的採取

o石島芳郎 ・富樫守 ・前回 晋 ・大窪康貴(東農大〉

座長 菅原七郎(東北大・農)

スサイ クリング法Kよる日甫乳動物卵子の代謝動態解析
0堤 治・矢野 哲・石原 理・石川真木・木下勝之・佐藤和雄・水野正彦・坂元正一(東大・医 )

8.日甫乳動物卵子Kよるステロイド代謝 …・H ・H ・H ・H ・....

O佐藤和維・堤 治・綾部琢哉・北川浩明・高木耕一郎・木下勝之・水野正彦・坂元正一 (東大・医)

昭和59年度目甫乳動物卵子研究会総会 13 00~13 30 

一般 演題 ( 13:30~18:00 ) 座長鈴木秋悦(慶応大・医)

虫マウスbよびラソト卵巣卵の成熟過程tてなける頼粒膜細胞と卵の連関Vてついての
電顕的検討

0加賀山哲夫・五味淵秀人・香山文美・森田良子・佐藤孝道・水野正彦・坂元正一(東大・医)

kiw 。，ι



1日.ウシ卵子の走査電顕Kよる観察

ト体外成熟卵子への精子の侵入過程

0菅原七郎・浜野光市 ・亀山賢次 ・宮本明夫・正木淳二(東北大 ・農)

11.ヒ卜体外受精卵の電子顕微鏡による観察…-

O小林善宗 ・井上正人 ・金子みつ恵・藤井明和(東海大 ・医)

座長星和彦(東北大 ・医〉

12.マウス卵母細胞の体外受精VL;1;>よほす培養時聞の影響
O藤井好孝・吉岡 保(倉敷成人病センター・医科研)

1五ラット，ハムスター及びマウス初期1Itの体外発育になよほナ浸透庄の影響 ・

0橋詰良一・伊藤雅ぜ(畜産安全研・日大 ・ぽ〉

14.ハムスター培養成熟卵の受精能に関する検討

O三浦麗子・窪川優子・倉沢滋明・遠藤芳広 ・鈴木秋悦 ・飯塚理八(慶応大 ・医)

座長豊田裕(北里大 ・獣医畜産)

15.ヤギ精子の先体反応、の検査Kついて …...・H ・..…・

0浜野光市・佐々田比呂志・菅原七郎・正木淳二(東北大 ・農)

16.精子の透明帯結合と先体反応Kついて
O井上正人 ・小林善宗・金子みつ恵・藤井明和(東海大・医)

17. カルモデュリオ阻害剤IjW-7 処理ヒト精子先体反応の微細構造

O永江毅・岩城章・木下 佐・村上邦夫 ・黒田優(東邦大 ・医〉

座長岩城章(東邦大 ・医)

18.ラット前核期卵の核移惟:とく K紫外線照射Kよる非外科的核除去Kついて………

o昇 公一 ・舟橋弘晃 ・内海恭三・湯原正高(岡山大・農)

19. Mou se Pr e i mp lanta t i on Em bryoの性質
O上原茂樹・干回 智・八日市谷隆 ・星合長 ・星和彦(東北大・医)

座長花田章(農水省 ・畜試)

20.凍結 ・融解マウス匪の生存性t亡診よほす匪の発生段階の影響
O宮本 元 ・石橋武彦(京大 ・農〉

21.超低温冷凍庫を用いた牛匹の凍結とその成績…
O後藤太一 ・清水 明・三角久雄・安田 出・萱野裕是(小岩井農牧・技術センター 〉

22.牛凍結受精卵による受胎例

O早川俊司 ・遠藤敏明 ・石田和昭 ・山口 亮 ・西村実(千葉県畜産センター)

座長香山浩二(兵庫医大)

23.モノクロナール抗体作製の試み ...・H ・

0角田幸生・中井 裕・田中義夫・杉江 佑(農水省・畜試，茨城大・農1農水省・家衛寄)*調ド

24. H-Yモノクロナール抗体Kよるラット肢の性判定(予報)

O佐藤英介・内海恭三 ・山田雅保て湯原正高(岡山大・農 ，重井医学研r)
25.ヒト血中抗卵透明帯抗体様因子の分析

O武田守弘・繁田 実 ・香山浩二 ・磯島晋三(兵庫医大)
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Free Communication 

1. Studies on repeated superovulation in mice， ---Improvement 
on the lowered ovulation response. ー--

KANAYAMA， K.， T. ENDO & Y. SAKUMA 

2. Effect of sodium pentobarbital on the number of ova shed in 

superovulation treated adult rat， ---Relationship between 
dose of GTHs and number of ova shed. ー-- KAGABU， S. 

).工nductionof superovulation in female rats by pituitary ex-

tract of male rats.ー--ITOH， A.， J. TAKAHASHI & Y. YASUDA 

ら Superovulationfollowing FSH stmulation in cattle. ーーー

SHIOYA， Y. & W. C. D. HARE 

5. Studies on the ovulatory process using the perfused rabbit 

ovary.---KITAI， H.， S. SUZUKI， EDWARD E. WALLACH& R. IIZUKA 

6. Non-surgical collection of uterine eggs in the rat. -ーー
ISHIJlMA， Y.， M. TOGASHI， S. MAEDA & Y. OKUBO 

7. Analysis of metabolism in the mammalian oocyte and 
preimplantation embryos by enzymatic cycling.ー--
TSUTSUMI， 0.， T. YANO， o. ISHlHARA， K. KINOSHITA， K. SATOH， 
M. ISHlKAWA， M. MIZUNO & S. SAKAMOTO 

8. Steroidogenesis in the mammalian oocyte. ---SATOH. K.， 
O. TSUTSUMI， T. AYABE， H. KITAGAWA， K. TAKAGI， K. KINOSHITA， 
M. MIZUNO & S. SAKAMOTO 

9. Electron microscopic studies on ovarian oocytes during 
antral follicle development in the mouse and rat. 

KAGAYAMA， T.， H. GOMIBUCHI， F. KAYAMA， Y. MORITA， K. SATO， 
M. MIZUNO & S. SAKAMOTO 

10. SEM observation on bovine ova， 1. Sperm-egg interaction in 
bovine oocytes matured in vitro.ー--SUGAWARA， S.， 
K. HAMANO， K. KA~低YAMA ， A. MIYAMOTO & J. MASAKI 

11. Ultrastructure of human ova fertilized in vitro: the diag-

nostic value. 一ー-KOBAYASHI， Y.， M. INOUE， M. KANEKO & 
A. FUJII 
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12. Effect of culture time of mouse follicular oocytes on fer-

tilization in vitro.ー--FUJII， Y. & T. YOSHIOKA 

1J. Effect of osmotic pressure on development of rat， hamster 
and mouse ova in the in vitro cultivation.ー--

HASHIZUME， R. & M. ITOU 

1ら Fertilizabilityin vitro matured oocytes from golden 

hamsters.ー--MIURA， R.， Y. KUBOKAWA， S. KURASAWA， Y. ENDO， 
S. SUZUKI & R. IIZUKA 

15. Evalation for acrosome reaction of goat spermatozoa. ーーー

HAMANO， K.， H. SASADA， S. SUGAWARA & J. MASAKI 

16. Sperm-zona interaction in the mouse，ー--Special reference 
to the time of acrosome reaction.ー--

INOUE， M.， Y. KOBAYASHI， M. KANEKO & A. FUJII 

17. Ultrastural observations of the acrosome reaction in human 

spermatozoa treated with calmodulin antagonist， W-&.一--
NAGAE， T.， A. IWAKI， T. KINOSHITA， K. MURAKAMI & M. KURODA 

18. Nuclear transplantation into pronuclear-stage rat eggs: 

Enucleation of eggs by UV-irradiation.ー--
NOBORI， K.， H. FUNABASHI， K. UTSUMI & M. YUHARA 

19. The charactor of mouse preimplantation embryo. ーーー

UEHARA， S. S. CHIDA， T. YOHKAICHIYA， K. HOSHI & H. HOSHIAI 

20. Effects of embryonic stages on survival of frozen-thawed 

mouse embryos.ー--MIYAMOTO， H. & T. ISHIBASHI 

21. Freezing of bovine embryos in the ultra low temperature 

refrigerator. ーー-GOTO， T.， A. SHIMIZU， H. MISUMI， 
1. YASUDA & H. KAYANO 

22. Pregnancies by frozen embryos in cattle. ---HAYAKAWA， S.， 
T. ENDO， K. ISHIDA， A. YAMAGUCHI & M. NISHlMURA 

2J. A trial to produce monoclonal antibodies against H-Y antigen. 
ーー-TSUNODA， Y.， H. NAKAI， Y. TANAKA & T. SUGIE 

2l士 Sexidentification of rat embryos by H-Y monoclonal 

anti-body [Pleliminary)・一-SATO， E.， K. UTSUMI， M. YAMADA 
& M. YUHARA 

25. Analysis of an antibody like factor to porcine zona pellu-

cida found in human sera.ー--TAKEDA， M.， M. SHIGETA， 
K. KOYAMA & S. ISOJlMA 
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哨乳卵研誌
(よMarnm.Ova Res.) 
VoL 1， No. 1， 29 ~ 32 

1984 

マウスの反復過排卵誘起 K関する研究

一一排卵反応低下の改善 K関する検討一一一

Studies on Repeated Superovulation in Mice 

一-Improvement on 1ρIwered Ovulation Response-

金山喜一 ，遠藤 克，佐久間勇次

Ki ichi KANAYAN~ ， Tuyoshi ENDO and 

Yuzi SAKUMA 

日本大学農獣医学部獣医学科生理学教室

Department of V巴terinaryPhysiology，College of 
Agriculture & Vet巴rinaryMedicine，Nihon Universi ty， 
Fuj isawa 252 Japan 
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緒言:過排卵誘起は ，性腺刺激ホノレモン念どの投与Kよって人為的K一回の排卵数を増加させる試みであ.!?，

実験動物(tL:J;>いては研究用卵子を採取するための重要な処置方法である。

しかしながら同一個体(tL，性腺刺激ホノレモンを用いて過排卵処理を反復すると処理回数の増加Kともなって排

卵反応の低下が明らかKされている。著者らは ，とれまで反復過排卵誘起になける排卵反応の低下要因の解析な

らびK排卵反応の改善Kついて検討を試みてきた1L
従来 ，マウスの過排卵誘起は， PMSG の投与Kよって卵胞を発育させ，ついでHCGを投与するととKよっ

て排卵を誘起する方法が試みられている。しかし，との処理方法では，過排卵誘起を反復するととKよって排卵

反応の著しい低下が認められる。そとで著者らは ，卵胞発育系のホノレモ ンである FSHの排卵誘起作用K着目し，

発育卵胞をFSH (tLよって排卵させる方法で過排卵誘起を反復した結果，排卵反応の低下を改善するととができ

たので報告する。
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哨乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Re5.)第 1巻 第 1号 1 984年4月

方法 :供試動物は， ddY系の未経産マウスで実験開始時VC8週齢のものを用いた。過排卵誘起は，マウスの性

周期を特K考慮しないで 17時VCPMSGを皮下投与し，ついで 48時間後VCHCGあるいはF S H を皮下K投

与した。投与量は、 PMSG:;I:，>よびHCGは5in，FSHは ，今道ら 2)の知見を参考VC0.02 5AUとしたo;1:;1:，> ， 

反復処理の間隔は 10日間隔とした。排卵検査は， HCGあるいは， FSH投与後 24時間目Kマウスを開腹し，

顕微鏡下で卵管膨大部内の卵子を算定し ，とれを排卵数とした。

結果 PMSG-HCGなよびPMSG-FSHで過排卵処理を一回行なった成績はTable1VC示したとなb

である。その結果 ，両試験区とも 30個程度の排卵数が得られた。さらVC，との処理方法で過排卵誘起を 2回反

復した場合VC:;l:，>いても平均排卵数の著しい低下は認められず， PMSG-FSH処理区tてお‘ける排卵数は 1回目と

同程度であった (Table2)。 しかし， PMSG-HCG VCよる過排卵処理を 3回反復した試験区K沿いては排

卵数は激減し， 2回処理区の%程度の平均排卵数しか得られず，正常排卵数のレベノレであった。一方 ，PMSG-

FSHで過排卵処理を 5回反復すると， 2回処理区VC:;l:，>ける成績の%程度K減少するが，平均20個以上の排卵

数が得られた (Table3)。

次K排卵誘起系ホノしモンvcHCGとFSHを組み合わせて ，過排卵誘起を 3回反復した成績は Table3の第

5・4試験区である。第 1回目と 2回目の過排卵処理VCHCGを用い， 3回目の処理VCFSHを用いるととによ

って，平均排卵数は 20個以上とt.d ，HCGを5回用いた試験区の 2倍以上の成績であった。また ，1回自の

処理をHCGで2回目と 3回目をFSHで処理すると平均排卵数は28. 6個と良好であり， 1回目なよび2回目

の排卵数と同等の成績であった。

以上のよう VC，マウ スK過排卵誘起を反復する場合，排卵数の低下を防止する一要因として排卵誘起系ホノレモ

ンVCFSHを用いるととが有効であ.!J， 3回固までの反復Kないては ，HCGと組み合わせてFSHを用いると

とKよ.!J，平均排卵数の低下を改善できるととが示唆された。

考察 :性腺刺激ホノレモンによる過排卵処理を同一個体K反復すると排卵反応が低下するととに対する要因は ，

何人かの研究者Kよって推察されているが，明確な結論を得るKはいたっていない。 PMSG-HCGVCよる過排

卵誘起を反復した場合，とれによってもたらされる排卵反応の低下はHCGの反復投与が主要因であるという推

，3) _ ~ _ 4) 
察がウサキ ，マウス を用いた実験でなされている。

また著者らは，マウスを用いてHCGvてよる誘起排卵を5日間隔で反復した結果，平均排卵数，排卵陽性個体

とも 5回目から減少を示した。ナ念わち，マウスの正常性周期とほぼ同じ 5日間隔で，しかも正常排卵数の範囲

で排卵を誘起する誘起排卵の反復tてないても排卵反応は低下するととが示されている。

とのよう VCHCGの反復投与は卵巣機能K大き念障害をもたらすものと考えられる。

そとで本実昼食では ，HCGVC代わる排卵誘起ホノレモンVCFSHを組み合わせて用いるととKょ.!J，少なくとも

3回目までの反復にないて排卵反応の低下を，ほぼ完全K防止するととができた。 3回の過排卵誘起処理tてない

て排卵誘起系ホノレモンK用いたHCGの使用回数が 5回， 2回， 1回と少なく;1るほど ，平均排卵数は良好走成

績であった。

FSHは，雌性動物にないては，卵胞の発育を促進するホノレモンであると考えられているが，排卵誘起作用b

n
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Table 1 Ovulation response on superovulation treatment in mice 

Tr"eatment No. of No. of Ave. No. of Ave. weight 

町I1ce m1ce ova per m1ce of ovaries 

examined 
ovulated ovulating 

:!: S.D. (mg) 
(%) 土 S.D.

PMSG -HCG 10 

PMSG -FSH 8 

Treatment 

1 2 

PMSG-HCG， PMSG-HCG 

PMSG-FSH， PMSG-FSH 

Treatment 

1 2 

10( 100) ]].ら士 10.0 27.] :!: ].8 

8(100) 28.与:t12.2 20.8 z ].8 

Table 2 Ovulation response on repeated 

superovulation treatment (twice) 

No. of No. of Ave. No. of Ave. weight 

ロI1ce m1ce ova per m1ce of ovaries 

examined ovulated ovulating :t S.D. (mg) 
(%) z S.D. 

12 11(92) 27.0 :t 11.0 29.5土品.9

7 7(1∞)  28.6 :t 11.6 27.] z 6.8 

Table] Ovulation response on repeated 
superovulation treatment (] times) 

No. of No. of Ave.No.of Ave.weight 

m1ce m1ce ova per of ovaries 

examined ovulated mice z S.D.(mg) 
(%) ovulating 

3 z S.D. 

Ave. weight 

of uteri 
土 S.D. (mg) 

95.] :!: 19.ι 

101.9 Z 17.9 

Ave. weight 

of uteri 

z S.D. (mg) 

106.8 :t 29.5 

117.0 z 1].ι 

Ave.weight 

of uteri 

:t S .D. (mg) 

PMSG-HCG，PMSG-HCG，PMSG-HCG 9 ら(ιι9.]士].1 22.] z 2.ι8ι.8:!:17.5 

PMSG-FSH，PMSG-FSH，PMSG-FSH 7 7(100) 20.9z1].9 28.0 z 8.] 11ι.らz27.2

PMSG-HCG，PMSG-HCG，PMSG-FSH 7 7(100) 21.9z11.9 28.] z 6.0 12ι.6Z2].8 

PMSG-HCG，PMSG-FSH，PMSG-FSH 7 7(100) 28.6z11.6 27・] :!: 6.8 117.0:t1].ι 

よび，黄体化作用をも具有しているととが報告されている。本実験K沿いても，その排卵誘起能を再確認し，マ

ウスK沿いてPMSG投与Kよb発育した卵胞を排卵に導<，過排卵誘起の排卵誘起系ホノレモンとして用いると

とのできるととが示された。また，過排卵誘起処理rc ;j;~ける排卵誘起系ホルモンとして， HCG rc比べて，その

反復性K関してはるかK優れていると結論するととができる。
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過排卵誘起では 1度K多数の卵子か排卵されるので ，とれを反復すると卵巣内K性腺刺激ホノレモンK反応する

5) 
卵胞が減少するため，排卵反応が低下するという推察 もなされている。しかし，本実験の成績は，過排卵誘起

.... 7 3)，4) 
の反復Kよる排卵反応低下の要因は，主としてHCGの反復投与K原因かある とする推察を支持ナるもの

といえよう。

本実験Kよって，マウスの過排卵誘起は，少なくとも 3固までの反復では排卵反応が低下し左いととが示され

た。同一個体から ，研究用卵子を多数採取する方法として ，先K著者らが報告した，経腫的採卵法6)を用いれば，

マウスを殺さないで卵子の反復回収が可能であると考えられる。

また，さらVC，マウスの反復過排卵誘起VCj;>ける卵胞発育系ホノレモンVCLH-RH，HMG，排卵誘起系ホノレモ

ンVCLR-RH ，などを用いた試験も進行中であj:J，いずれ報告したい。

主要文献

1. 金山喜一，遠藤 克，佐久間勇次:反復過排卵誘起Kよる排卵反応低下要因の解析一1.マウスの反復誘

起排卵VCj;>ける排卵反応，日大農獣報 ， 40 ， 45 ~49 ， 19 83

2. 今道友則，江藤顧-:FSHが排卵誘起作用を有する可能性Kついて ，家畜繁殖誌 ，7 (4)， 159~162 ， 1962 

3. MAURER，P. R.， HUNT，W.L. and FOOTE，R.H. :Repeated svperovulation 

following administration of cxogenous gonadotrophins in dutch-belted 

rabbits. J，Reprod. Fert.， 15 ， 9 ラ~1 02，1968 

4. 石島芳郎 ，小松博道，伊藤雅夫，青山 滋:マウスの過排卵K及ぼすPMSまたはHCGの反復前処理の影

響，日不妊会誌， 26 ， 2 6 3~ 266 ， 1 98 1 

5. 杉江倍，相馬正，福光進:牛の人工受胎K関する研究，反復多排卵誘起処置tてついて(続報)，日本

畜産学会第 62回大会要旨， 49，1973

6. 矢部勝弘 ，金山喜一 ，浜田7暗，遠藤 克 ，佐久間勇次 :マウスの腫採卵K関する研究， 2 .エストロジェ

ンとプロスタグランディンF2α(PGF 2α)の併用投与の効果，東京獣畜誌， 3 1 (1) ， 4 7 ~ 5 2 ， 1 983 
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成熟ラッ トになける過排卵処理後の排卵数になよぼす

ペントパノレピターノレ ・ソディウムの影響

-GTH量と排卵数Kついてー

Effect of Sodium Pentobarbital on the Number of Ova Shed 

in Superovulation Treated Adult Rat - Relationship 

between Dose of GTHs and Number of Ova Shed 

利部 聴

|くAGABU Satosi 

山口大学農学部獣医学科家畜臨床繁殖学教室

Laboratory of Veterinary Reproduction， Faculty 

of Agriculture， Yamaguchi University 

New method of superovulation treatment using sodium pentobarbital were ex-
amined. All rats employed in this study were of the virgin Wistar-Imamichi 
strain only 11 weeks of age. They were kept under 14 hour illumination in 24 
hour(light on 07:00). 
New method of superovulation is PMSG(metestrus)+pentobarbital(proestrus= 
"critical period")+hCG(estrus)， former one is PMSG(metestrus)+hCG(proestrus). 
The maximum number of ova shed， about 100， observed in the rats 40 iu PMSG 
and hCG in new method. While in former one， maximum number were about 43， 
when injected 50 iu PMSG and hCG. 
These results suggested that pentobarbital is effective to increase the 
number of ova shed in PMSG/hCG treated adult rats. 

緒論:過排卵処理はGTHの投与によって行われているが，ベントパノレピタール ・ソディウム (pB)を併用

すると排卵数が飛躍的に増加する乙とを明らかにしたcn. 1回の処理で出来るだけ多くの卵を得る乙と，お
よび動物を反復して利用するばあいGTH量は少量である乙とがのぞましい。 本実験ではPBを併用した方法

を確立するため1(.，GTH量と排卵数との関連をしらべた。

方法:実験にはWistar-lmamichi系ラットを使用し，人工昼夜 (07:00 -21 :00照明)下で飼育し正常な

4日型発情周期を2回以上繰かえしたものを用いた。過排卵処理後の排卵数は，成熟後でも週齢によって異る

し，変異の大きい時期があるので11週齢のものだけを供試した。過排卵処理法を図に示した。排卵数は卵管膨

大部から得た卵をあてた。PMSGはセロ 卜ロピン(帝臓 )，hCGはゴナトロピン(帝臓)を用いた。対照実

験としてGTH'PBのかわりに生理食塩液を投与した。実験成績の有意差検定はF 検定によ った。

結果 :PBを併用した新しい過排卵処理法と，従来の方法との聞にはGTHが 10-20 iuの範囲では差はな
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いが. 30iu以上になると前者の排卵数が多い (P<0.01-0.05)oPB併用法での排卵数は 40iu投与におけ

る101.3土1O.7(M土SEM)で最大とな り.GTHの噌加により減少した(P < 0.05)，一方従来法における

震大値は 50iu投与群の 42.7土6.1であった。

M 

回圏

New method 
11:00 

PMSG 

Former method 

11:00 
PMSG 

D 

田園

P E M 

臨調 回掴

14..00 17:00 16:00 
PB' hCG ム.

17:00 16:00 
hCG ム・

PB ;sodium pentobarbital 

4 mg/100 9 BW. i.P・

ム;observat ion 

No. of ova shed per rat 

60 

40 

20 

。 -・・・・
saline10 20 30 40 50 60 70 80 100 

PMSG. hCG (iu) 

Method of super‘ovulation 

Effect of sodium pentobarbital on the 

number of ova shed in super‘ovulation 

treated adult rat 

考察 :PB投与によって排卵数が増加したのは. PMSGICよって卵胞発育上の、臨界点'を通過した排卵

』ζ至ると考えられる卵胞数は，従来法における hCG投与時期(発情前期予定日)に最大となるのではなく，発

情予定日I己最大となる。しかし最大の時点にhCGを投与しでも LH放出後なので，卵胞のLH受容体が減少し

ていると考えられるため排卵数は僧加しないと推察した。一方 PBでLH放出を抑制すると，卵胞のLH受容

体が減少せずκ発情予定日までhCGK対する反応性を矧続する結果増加したと考えるζとができる。HUSAIN

(2)は.エストラヲオール 17-βを7日間前処理すると 2倍の排卵数を得ると報告した。外国聞ホルモンに対

する脱感作 ・抗体産生を最少限に抑えるためには，投与量を少くすべきだと考えるので，乙の点lζ関しては本

法がすぐれている。

主要文献

1. 利部咽:成熟ラットにおける PMSG投与後の大型卵胞の消長ならびに過排卵処理後の排卵数ICおよぼす

べントパルピタールの影響，家畜繁殖誌. 29. 20 -23， 1983 

2. HUSAIN， S. M.: Facilitation of gonadotrophin -induced ovulation in adult rats by 

estrogens， Rev. Can. Biol.， 18. 137 -138. 1969 
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雄ラ ットの下垂体抽出液陀よる

ラットの過排卵誘起

Induction of superovulation in female rats 

by pituitary extract of male rats 

伊藤 敦 ・高橋寿太郎・ 安田泰久

ATSUSHI ITOH， JUTARO TAJ<AHASHI 
AND YASUHISA YASUDA 

岩手大学農学部動物育種学教室

Laboratory of Animal Breeding，工wate University. 

As part of the studies to research the possibility of superpregnancy， 
the 工nductionof superovulation by administration of the pituitary extract 
was attempted. Pituitary glands removed from 3-12 months old male rats were 
homogenized and centrifuged. The supernates were administered to female 
rats of 28 days old， 3-6 months old and older than 7 months. 
1. In all immature rats treated， the age at vaginal opening was advanced. 
But the timing of the first ovulation was not affected by administration of 
pituitary extract. 
2. In most of 3-6 months old rats ovulated，the number of ova ovulated was 
more than 20 and the average of .them was 23.9士 12.2 . On the other hand， in 
most of rats older than 7 months， the number of ova ovulated was less than 
20 and the average of them was 12.5土 5.5
The pituitary extract acted on ovaries of all rats and promoted the growth 
of follicles. Especially， in 3-6 months old rats， administration of pitui-
tary extract frequently induced superovulation. But， in older than 7 months 
and immature rats， superovulation was not induced. 

緒言 PMSGや HOGの投与に よって ラ ットに過排卵を訪起する研究は、これまで

数多 く行なわれてきた O しか し、 実際に過剰妊娠 を引き起こすまでに は至っていなし、 O

過剰妊娠を誘起する可能性を探るために、下量体抽出液に よる過排卵誘発実験を行な

った O

方法: 使用したラット は、当研究室で繁殖 、育成した Wis七ar系ラッ トで、照明
時間を 6 時~ 18時とし、 23士100で飼育 した O 下垂体は 、 3~ 12ヶ月齢の雄ラ ッ
トから採取し、 O.5mlの生理食塩水 (0.85 %、 NaO工) と一緒に試験管に入れて 、
-20 00て保存した O 解凍後、ホモ ゲナイ ズ し、 遠心分離(2500 r. p. m 1 5.分間)を
した上清を下表体抽出液 とした O 一個 の下埜体から得た抽出液を一匹の雌に投与した口

投与する雌ラ ッ トは、 未 成熟 、 3~ 6 月齢お よ び 7 ヶ月齢以上の 5 群に分類し た O 未
成熟ラ ットには、 28日齢 の 12 時~ 13時に、他の 2群のラッ トに は、躍スメアーが
発情後期像 (Me七日 strus) を示 した日 の同時刻に、下垂体抽出液を頚部皮下に注射
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したo 未成熟ラッ トは、毎日睦開口を調べ 、関口後は毎日腫スメアーを観察し たo 未

成熟ラ ットは、投与 3~ 12日後および初めて発情期像(E s七rus) を示し た日 に、
他の 2群は 、投与 3日後の発情期の日に エーテノレ麻酔後、頚動脈切断に よって放血し

、と殺した O 実体顕徹鏡下で、卵管膨大部の卵子数を数えたO さら に子宮 と卵巣も摘

出して、その重量を測定 したO
結果 : 下垂体抽出液を投与した未成熟ラッ ト のほとんどで 、 投与 3 ~4 日後 ( 31 

~ 32日齢)に腫開口が認められた。しか し、初回排卵が、早めら れること はなく、
投与 12日後でも排卵しない例もあ ったO また、 排卵の確認でき た未成熟ラッ トの初回
排卵日齢は 、40~ 52日齢で、排卵数の平均は 、 9.0:1=1.2 であった O 排卵をし たろ
~6 ヶ月齢ラッ ト ( 7 / 1 2例)のほとんどが、20個以上の排卵数を示し 、その平均
は、23.9士12. 2であった O これに対し 、排卵をし た 7ヶ月齢以上のラッ ト (8/13
例)では 20個以上の排卵数となる 例は、ほとんどなく 、平均は 、 12. 5士5.5と少な
かった o 3 ~ 6ヶ月齢および 7 ヶ月齢以上のラッ トで、投与 5日後に排卵 しない例 がか
なりの率でみられたO これらのスメアー像はすべて発情期像を示 していたが、発情前期

に雄と同居さ せても 、交尾することはな か ったO また 、遅れて投与 4日後に排卵をする
例もみら れたO 排卵しな か ったラッ トの卵巣には、多数の卵胞の存在が確認さ れ、 子宮

に、透明な貯留液がみうけられた。

Table 1. Effect of pituitary extraction administration on superovulatory 

responses in immature， 3-6 months old and older than 7 months rats. 

Immature 3-6 months old older than 7 months 

No. of rats examined 14 12 13 

No. of rats ovulated 3 7 8 

Ave. No. of ova per 

rat ovulated+S.D. 9.0土1.2 23.9+12.2 12.5+5.5 

not not 
ovulated ovulated ovulated ovulated 

Ave. weight of 9.2士 + 28.0士 30.8 会 30.1 士 30.0土

ovaries ~ S.D.(mg) 1.9 4.3 3.8 6.1 6.2 

Ave. weight of 33.7土 4・ 262.2土 216.7 土 344.1 士 248.3士

uteri ~ S.D.(mg) 17.5 50.7 78.8 59.4 43.8 

+ Data of rats that were sacrificed on 31 days old. 

考察 : 本実験において 3 ~ 6 ヶ月齢ラッ ト の排卵数が 、 通常 のラッ ト の 排卵数よ
り多し、ことから 判断 して、下垂体抽出液の投与が PMSGや HCGの投与でみら れるよう

に、過排卵を誘起することができるの は確かである O しかし 、排卵数の少ない例や排

卵しない例も多く 、その効果は権実なものではない O また 、卵胞の発育がみられるに

もかかわらず排卵しないのは 、 LHサージの不足?遅延が原因であると思われるO 特

に、投与 4日後まで排卵が遅れた例 のあった ことから 、下垂体抽出液が LHサージの
量や時期になんらかの影響を与えてし、ると推測できる o 7ヶ月齢以上および未成熟ラ
ットで、あまり過排卵が誘起されないのは 、卵巣機能や オγレモンに対する感受性など
に 3~6 ヶ月齢ラッ ト と差があると考えられる o Taya f)'は下垂体を来成熟ラッ トの
腎臓近くに移植 し、 初回排卵時期を早め 、過排卵を誘発しているが、今回の実験で、

腫開口時期だけが早ま り、初回排卵時期や排卵数に影響がみら れなか った原因につい

て、より詳細な検討が必要である O

主要文献 :1. Taya，K.， Mizokawa，T.， Matsui，T， and Sasamoto，S Induc-
tion of superovulation in prepubertal female rats by anterior pituitary 
transplants. J.Reprod.Fert， 69， 265-270，1983 
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FSH による牛の過排卵処理時の卵巣反応と

匹の品質の関係

Superovulation following FSH stimulation in cattle 

塩谷康生ヘ W.C.D.HARE

Yasuo Sl丑OYA ~d W.C.D.HARE 

カナダ農務省家畜疾病研究所

Animal 日seases Research Institute， Agriculture Canada 

Sixty two dairy catt1e were superovulated using 36mg of FSH beginning on day 10 

or 11 of t he estrus cyc1巴.Ova were recovered from excised tract 6 or 7 days after 

estrus. Means of 12.0 ova and 19.8 CL per donor were obtained. A m巴anof col1ection 

rate was 56.2% 

Twenty four heifers were observed the quality of ova and numbers of CL and large 

fol1ic1es on the ovaries. There was a c1ear -cut trend that the number of fol1ic1es 

remaining on the ovaries badly affected the number and quality of ova recovered. 

緒言 :牛の過排卵誘起には妊馬血清性性腺刺激ホルモン (PMSG)あるいは下垂体性卵胞刺激ホルモン(FSH)

が用いられている。 一般に過排卵を誘起すると 卵巣反応やその結果生産される脹の品質IC::大きな変動がある

乙とが知られている。牛の受精卵移殖では供卵牛あたりの良質怪の少ない乙とがひとつの大きな制限因子iζな

っているJ

PMSGの筋肉内注射による方法は注射回数が 1回で良く，薬品の入手が容易で安価な乙とから広く応用され

ている。辰近コロラド大学の研究者たちはFSHを漸滅的IC::筋肉注射する方法は反応が安定でかつ得られた妊の

品質もすぐれている乙とから FSHの使用をすすめているむPMSGによる方法は手術的な採卵と同時期lζ行わ

れたために，卵巣の肉眼観察成績と採取怪の品質との関係については多くの報告があるご一般に発情後6-7

日の匪回収時にみられる大きな卵胞は妊の品質に悪い影響を及ほしていると信じられている。 一方FSHによる

方法は非手術的な採卵技術とともに利用がすすんできたために，採取匪と肉眼的に観察した卵巣反応の関係lζ

ついての報告は少ない。

注) *農林水産省畜産試験場
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本報告ではFSHにより過排卵を誘起した後，発情6-7日後i乙牛をと殺して匪を回収し，怪の数および品質，

ならびに卵巣所見とくに黄体や残存卵胞数を明 らかに して，乙れらの関係について調べた成績を報告する。

方法:供試牛は乳用穫系の 2-4才の雌牛62頭で これらは過去に過排卵処置を受けたものである。過排卵の

ためにFSH(Schering Canada 1nc. FSH-P)36mgを4日聞にわたり. 6， 5， 4， 3 mgと減少させながら 1

日2回ずつ筋肉内注射 した。投与開始はプロスタグランジンF2α(PGF2α)類縁物質(ICI.Estrumate )を10日間隔

で2mf，づっ (cloprostenol 500μg) 2回投与して発情時期をそろえ， 2回目の発情後10日あるL、は11日目

であった。 FSH投与第3日自にPGF2<t類縁物質を 2mf，つ.つ午前と午後lζ投与して発情を誘起した。交配lとは人

工授精と自然交配を併用した。

62頭中8頭は発情日を O日として7日11:，残り 54頭は6日にと殺した。と殺後ただちに生殖器全体を摘出し，

実験室に持ち帰り，採卵を行った。

採卵lζ際しては人体用導尿ノイルーンカテーテノレを子宮角中央部にあけた小孔より挿入し，約1伽Z.P，の空気でバ

ルーンをふくらませた。洗浄にはリン酸緩衝液(PBS)1ζ子牛血清を2%加えて使用した。最初にPBS30mf，で卵

管釆方向から卵管と子宮を洗浄後，ついで子宮角先端から子宮をPBS30mf，でー洗浄した。それぞれの洗浄液は

時計血lζ集め検査した。

38例では黄体数と採卵数を記録し(Exp.I)， 24例では黄体数，直径 1cm以上の卵胞数，採卵数及び受精卵数

を記録した(Exp.n)。

採卵率は黄体数と採卵数の比率で，受精率は採卵数と受精卵数の比率で示した。 Exp.1とExp.nの62例につ

いては黄体数，採卵数及び採卵率との聞の相互関係を，データのそろっている24例については各測定値閣の相

関及び重相関係数を求めた。

結果及び考察:卵巣反応と採卵成績 :Exp.1では38頭中10頭. Exp.nでは24頭中2頭が過排卵時許容発情を示

黄体数と採卵数の関係

Y=O.55 X+ 1.17 30 .... 
.・ • 採

• 20 

J9~ • • 
10 

数 -.・
10 20 30 40 50 60 

黄 体 数

au 
zd 



日高乳卵研誌 (J.Marrm. Ova Re s . )第 1巻 第 1号 1 984年4月

さず，良好な発情を示したものは全体の81%であった。

牛1頭あたりの卵巣上の肉眼的な黄体数は平均 19.8個(範囲 1-58) ，採卵数は12.0個 (範囲0-29)であ

り，採卵率は平均で56.2'7らであった。黄体数が6個以上の牛の比率は全体の80%であったが， 6個以上採卵で

きた例は全体の13%であった。なお，採卵成績の良好であった例は， 31あるいは37個の黄体K.対し，採卵数が

29個，黄体数58個lζ対し採卵数28個などの例であった(図 1)。

黄体数が 1-5個の牛では採卵率が18.7'7も，6 -10個の牛では52.2%と低く，黄体数が11-15あるいは16-

20個の牛ではそれぞれ64.1%，70.1% と高い採卵率であった。 21個以上の黄体を持って~，t:..牛の採卵率は平均60.2

%であった。回収卵数が黄体数より小さい乙とはよく知られているが，非手術的な採卵の可能な 7日あるいは

8日よりも早い時期の 6日が多数を占める今回の摘出子宮からの採卵率が56'}'0という乙とは，非手術的採卵の

際の 1つの指標になるであろう。

卵巣反応と受精率の関係:Exp. nの卵胞数，黄体数，採卵数及び受精卵数を記録した24例についてみると，

卵胞数，採卵数及び受精卵数はそれぞれ黄体数によって区分した群によって差がみられた。黄体数が 1-5個

と少ない牛において，残存卵胞数も多く，採卵率や受精率も低かった(表 1)。

表 1 採卵成績に及ぼす黄体数の影響

黄 イ本 数

1 -5 6 -10 11 -15 16 -20 

雌 牛 頭 数 7 3 4 4 

1頭あたりの残存卵胞数 5.7 4.7 0.8 1.3 

1頭あたりの採卵数 0.9 3.3 10.8 15.3 

1頭あたりの受精卵数 0.4 1.3 6.0 14.8 

採 卵 率(%) 21.4 48.1 80.3 84.0 

E耳t 精 率(%) 28.6 58.3 56.6 97.2 

~ 21 

6 

3.5 

20.8 

10.7 

72.1 

51.4 

非手術的な採卵の場合でも卵巣反応が良好な牛の場合，採卵率が高いとされ， 11個以上の黄体を持っている

牛で採卵率が高かった乙とと一致した。また排卵数が特lζ多い場合でも膝の品質が低下する乙とはないとされ

ているが，最大の受精率は黄体数16-20個の群で得られ，黄体数が21個を乙えると受精率は低下する傾向を示

した。
表 2

平均

黄体数 (A) 14.7 

残存卵胞数 3.5 

採卵数(8) 10.2 

受精卵数 (C) 6.4 

採卵率 57.7% 
(B / A x 100) 

受精率 54.1 % 
(C /B x 100) 

卵巣反応と採卵成績の相関関係

残存卵胞数採卵数受精卵数採卵率受精率

-0.02 0.88** 0.51 ** 0.43* 0.16 

-0.32 -0.55** -0.56** -0.42* 

0.76** 0.72** 0.26 

0.65 ** 0.65** 

0.38 
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卵巣反応と妊の品質との関係を数量的に把握するために各項目聞の相関係数を求めた(表 2)。黄体数は受

精率を除いて他の臨iζ関する項目すなわち採卵数，採卵率と有意な正の相闘を示した。一方卵胞数は受精卵数，

採卵率及び受精率l乙有意な負の関係であった。

PMSGIζよる過排卵時lζ排卵されずに残っている大きな卵胞は採卵率や良い品質妊の数lとは影響しないとい

う報告もみられるが，本報告の結果は残存卵胞数の増加によって受精率が低下している乙とを示している。

黄体数及び卵胞数による受精卵数の推定:黄体数 残存卵胞数と採卵数や受精卵数との聞の関係を重回帰式

にあてはめ，以下の式が得られた。

Y 1 = 1. 1 7 + O. 5 5 (C L ) 

Y 1 = 3.63 + O. 63 (C L) -o. 67 (F L ) 

Y 2 = 5. 6 3 + O. 2 8 (C L )一 0.95(F L) 

r = 0.80 

R= O. 93 

R= 0.75 

Y1 採卵数

CL:黄体数

R2= 0.64 

R2=0.87 

R2= 0.56 

Y2 受精卵数

FL : 残存卵胞数

上の二式は黄体数のみでは採卵数の変動の64%を説明できるにすぎないが，乙れに卵胞数を加えると，その

変動の870/0が説明できる乙とを示している。乙の ζとは黄体数のみでなく，残存卵胞数も採卵数IC大きく関与

していることを示している。一方，受精卵数は黄体数と卵胞数を考慮Ic入れてもその変動の56%しか説明でき

ず，他の要因が大きく関与している乙とが推察される。
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濯流卵巣Kよる排卵機序の研究

Studies on the ovulatory process using the 

perfused rabbit ovary 

北井啓勝、鈴木秋悦、 E.E.Wallach* 、飯塚理八

Hirol王atsuK工TA工 ShuetuSUZUK工，

Edward E. Wallach大 and Rihachi 工工ZUKA

慶応大学医学部産婦入科学教室

ペンシノレベニア大学医学部産婦人科学教室 女

Dept. of Ob. & Gyn.， Keio Univ. Sch. of Med. 
Dept of Ob. & Gyn.， Univ. of Pennsylvania Sch. of Med: 

Rabbit ovaries were perfused by the tissue culture medium 199 
after cannulation into ovarian arteries. The apparatus consists 
of a roller pump， a perfusion chamber， a reservoir and an oxy-
genator. The medium was oxygenated with a mixture of 5% CO~ and 
95% 0内 passingthrough teflon tubing. Relationship between~ 
roles~of prostagland工n and histamine in the ovulatory process 
was examined by the perfus工onsystem. Addition of prostaglandin 
F門 (100ng/ml) into perfusate caused follicular rupture of per-
fused ovaries and release of immature ova. Hourly injection of 
cimetidine(10ug/ml) did not inhibit rupture by prostaglandin. 
Perfusion of six ovaries with hourly injection of histamine 
resulted in follicular rupture of five ovaries and release of 
immature ova. Follicular rupture by histamine was not inhibited 
by indomethacin(O.5ug/ml). These results suggest that there are 
separate pathways of prostaglandin and histamine leading to 
ovulation. 

緒言:排卵過程にみられるステロイド合成，卵成熟，卵胞破裂などの現象には， Prostaglandin (PG) 

~istamine ， Norepinephrineなどの関与が報告されているが，これらの相互作用については未知の点が

多い。ウサギの卵巣潅流法では humanchorionic gonadotropin 投与後，ステロイド産生，卵成熟，

排卵が直接観察でき，また体外排卵を培養後卵管K移殖し胎仔への発育も確認されている。

今回の実験では，排卵過程における PGとHistamineの役割の関速について，i-産流卵巣を用いて検討を加

えた。

方法 New Zealand系成熟雌ウサギを，最低5週間隔離後に用いた。装置はローラー ・ポンプ，テフ ロ

ン小管製の酸素化装置，卵巣容器より成り， Insulin (200IUjl) I Heparin (20工Ujl)I Strepto-
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mycin (50mg/1)， penici11in (75mg/工)を加えた組織培養液199を循環させた。流速は 1.5m1/

minで， 5も C02，95も 02混合ガスKて酸素化した。各器具は37"CK保たれた室内K置かれた。

各ウサギの片側卵巣を contro1，対側を実験群とし 6匹で1組の実験とした。第 1の実験では， PGF2α 

100ng/m1 を片側卵巣K投与，対側には PGF2αK加えて Cimetidine 10~g/m1 を PG 投与 30 分前

より毎時間投与した。第2の実験では， Histamine 100ng/m1を片側卵巣に投与，対側には Indo-

methacin 0.5いg/m1を Histamine投与前 30分に加えた。

卵巣は連続的K観察し PGF2α または Histamine投与時よりの排卵時刻を記録した。 12時間の濯流

終了後，直径 1.5mm以上の卵胞を穿刺して卵胞卵を採取した。排卵数と卵胞数の合計を成熟卵胞数と し，排

卵数と成熟卵胞数の比を排卵効率 (ovu1atory eff工C工ency)とした。

結果 PGF2α 100ng/m1の contro1群では滋流卵巣はすべて排卵し，排卵効率は 66.2弘排卵卵は卵

核胞崩壊 (GVBD)したもの 10.5%で未熟卵が多かった。 Cimetidineを加えた実験群では，排卵の抑制，卵

の成熟の変化は見られず，排卵時間の延長が観察されたが，有意差は認められなかった。

Histamine 100ng/m1/hour を投与した contro1群では 6個中 5個の卵巣が排卵し，排卵効率は

54.0%であった。工ndome七hacinを加えると排卵の抑制はないが排卵時間が延長した。

PG F2α(100ng/m1) Histamine (100ng/m1/hour) 

con七rol +Cimetidine control +工ndomethacin

(10いg/m1/hour) (0.5いg/m1)

排卵卵巣/濃流卵巣 6/6 6/6 5/6 4/6 

排卵効率(%) 66.2 :!: 13.9 67.2 :!: 13.7 54.0:!: 13.7 51.6 :!: 20.1 

排卵時刻(時間) 4.88 :!: 0.80 6.26 :!: 0.83 6.09士 0.63 8.09土 1.18

排卵卵 GVBD率 (係) 10.5 16.7 36.8 66.7 
変性率(係) 26.3 27.8 42.1 44.4 

卵胞卵 GVBD率 (係) 72.7 88.9 76.9 92.3 
変性率(係) 63.6 100 100 92.3 

卵巣水分含有率(係) 84.9 :!: 0.78 85.2 :!: 0.88 83.4 :!: 0.88 81.8 :!: 1.41 

考察:ゴナドトロピン刺激後卵胞破裂に到る過程において Histamineが PGを誘導し破裂に到る，PG

が Histamine を誘導する，両者が別々に働くという 5つの可能性が考えられる。 H2 blockerである

Cimetidine はPGKよる排卵を抑制せず，また PG合成阻害剤である Indomethacinは Histamine

による排卵を抑制しなかった。各抑制剤の濃度としては Histamine または HCG誘発排卵を抑制する濃度

を選択した。以上の結果より PGF2α と Histam工ne が別個の経路で卵胞破裂を起こすことが示唆された。

主要文献
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studies of ovu1ation in the perfused rabbit ovary. Ferti1. Steri1. 27， 178， 
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フットの子宮内卵の非外劇的採取

Non-suどgicalCollection of uterine Eggs 

in the Rat 

石島芳郎・富樫 守 ・前田 晋 ・大窪康貴

Yoshiro工SHIJIMA，Mamoru TOGASHI， Susumu MAEDA 

and Yasutaka OKUBO 

東京農業大学家畜繁殖学研究室

Lab. of Animal Reprod.， Tokyo University of Agriculture 

The non-surgical collection of uterine eggs in rats we児 exarnined.官官 appa-

ratus and methods for uterine flushing was designed as shown A， B and C of Fig.1. 

Egg rモcoverywas made on 5 days after mating. 

By A， B and C of non-surgical techniques， the 問 coveryrates were 34.4， 54.2 

and 47.4%，同sp.，笛 estimatedthe number of corpora lutea counted by slauter、

after non-surgical collection， rate of rモmainedeggs in the uterus in A， B and C 

methods we回，同sp.，43.0， 2.7 and 12.5%. 

結言:ラ、y ト、マウ ス、ハムスターなどの実験動物の卵子の探取は、一般には

動物をそのつどと殺し、摘出した卵管.子宮をかん流する方法が用いられてい

るが、この方法では同一個体の卵子を何度も使用することができない。したが

って、実昼食動物においても 家畜 で開発されているような子宮内卵の非外制的採

取法があれば便利である。そこで本実験では、ラットの子宮内卵の非外創的採

取法について二、三の検討を行なった。

方法:ラットは性 周期の規f'/IJ正しいものを選び、スメアにより I期の夕方 5時に

雄と同居させ、翌朝スメア中に精子を確認したもののみ、 交配後 s日自の午前
中に子宮内卵の回収を行なった。非タト制的採卵には Fig.l-A、B、Cに 示す 3通り

の方法を用いた。これらの方法はいずれも両子宮角に 実施 した。非外制的探卵

のあと、雌はと殺し、黄体数を検査すると共に、子宮をかん流し残留卵の回収

を試みた。なお、 A法と C法の一部は、採卵後そのまま飼育を続け、 交配後 15日
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に開腹検査を行ない妊娠の 1 Catheter 

有無をしらベた。

結果 Table1に示すよ

A 

うに、大小。2本のガラス管

を用いた A 法の場合は、採

卵率 34.4% 、子宮残留率 43

.0%で 、 かなりの率で子宮

内に卵が留まっていた。一

方、カテ ー テルを子宮角先

端まで入れた B法および C法

の採卵率が 54.2% お よび 47

.7% と A 法より高く、また

子宮残留率が 2.7% および

12.5%と A 法よりあきらか

L
I
l
i
-

-
「
l
l
l

に低率を示していた。次に

A法と C法において採卵後の

子宮残留卵による妊娠の状 0.9-ム
1 A.........，. 

祝をしらべたところ、 A 法 ‘・守…

では 19例 中 4例 (21.1% ) 、0.3"-'圭
0.4mm 

C 法では 16例中 2例(12.5 
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%)が平均 J匹の生奇胎児 Fig.l Diagram of methods used for the non-surgical flushing 

を有していた 。 このことは、非外制的探卵をくりかえすためには、子宮内から

すべての卵が

回収できる方

法が必要なこ

とが示唆され
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eggs by non-surgery in the rat 
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-44 



晴乳卵研誌
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1984 
サイクリング法K よる晴乳動物卵子

代謝動態解析

Analysis of Metabolism in the Mammalian Oocyte and 

Preimplantation Embryos by Enzymatic Cycling 

堤 治 ， 矢野哲 ， 石原理，石 川真木 ， 木下勝之

佐藤和維 ， 水野正彦 ， 坂元正一

Osarnu TSUTSUMI， Tetsu YANO， Osarnu ISHlHARA， 
Maki ISHlKAWA， Katsuyuki KIIDSHITA， Kazuo SATOH， 

Masahiko MIZUNO and Shoichi SAKAMOTO 

東京大学医学部産婦人科教室

Departrnent of Obstetri cs & Gynecology Facul ty of Medicine， University of Tokyo 

A rnicroassay method sensitive enough to analyse an oocy七ewas 
developed using enzymatic cycling for amplifying the reaction pro-
duct to lO，OOO-fold. An oil-well technique was apllied in the 
assay for achieving the reac七ionin七hemedium as little as 1.O~1 . 

Oocy七eswith intac七 germinalvesicle were ob七ainedby follicular 
punc七ureand preimplantation embryos a七 variousstages of develop-
men七 wereobtained by reproductive七ractflushing. They were 
freeze-dried and weighed on a quartzfiber fishpole balance (about 24 
ng per oocy七e). 
Hexokinase ac七ivitywas qui七e low at the early stages but showed 

remarkable increase after morulla stage. Oocy七escontained high 
activities of lactate dehydrogenase and malate dehydrogenase. The 
activity of LDH decreased during early development while that of MDH 
remained unchanged. 

緒論:近年晴乳動物卵子に対する研究の進歩Kは目ざましいものがあ 9，体外受精.)ff移殖の技術はヒト Kも

応用され不妊症治療の一手段として考えられるK至ったJ)しかしその成績はまだ自然のものには及ばない。ζれ

は培養法の改良あるいは形態学的観察などは進み左がら，卵子の内部でなζっている物質代謝の変化Kついては

2) 3) 
未知であったととKもよると考えられる。エネノレギ一代謝についてみれば 未成熟卵あるいは受精卵でも 4細

胞期まではglucoseを利用できず，主Kpyruvate K依存している。ととろが8細胞期以降では活発Kglucose

を利用しエネルギー源としている。 ζのよう K初期発生の過程で代謝動態K大き念変化がなとるととは示唆され

ていたが，卵子が超微量試料であるという方法論的制約Kより，卵子を直接生化学的K分析ナるととは困難であ

った。 我々 は， 超微量定量法である酵素的サイクリング 4)を応用して卵一個を試料とする測定法を開発したので

それを紹介し，初期医のエネルギ一代謝K関する成績の一部を報告する。
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方法 :

1. 実験試料

1)卵胞卵辛子よび受精卵の採取

実験動物KはICR系成熟マウ

スを用いた。スメアKて発情期

f象を示す日を day0とし， オス，

メスの同居Vてより交配をbとを

い早朝隆栓を確認、した日をday

1とした。卵胞卵は， day 0の

卵巣を hyaluronidase0.03 % 

を含むphosphatebuffered 

sal i ne中で穿刺し，マイクロ

ピペッ ト操作Kより卵丘細胞を

奈iJ離除去して採取した。受精卵は

day 1より day4までの各自の午後

K卵管ないし子宮腔をPBS(tLてflu-

shingし回収した。

2)凍結乾燥試料

採取した卵は， PBSで洗機後実体

顕微鏡で観察し，ただちにガラス板

上K移し凍結 した。とのガラス板を

耐圧ガラス管内Kて-30"C，0.01棚

Hg以下の真空状態K一晩保ち，凍

結乾燥をなこなった。

図1サイクリング法による測定とその原理
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〔蛍光測定〕

NADサイクリ ングの原理

図2 oil-well法

同一一一 2圃一一一針 テフロン板

在 :1-5μ4の反応波をoll-well中!ことる

。:卵細胞を加え反応を開始する

右 :NaOH(またはHCe)を加え、反応を停l.t:する

個々の卵は， ミクロ天秤5)を用いて乾燥重量の測定をなと在 った。 ミクロ天秤とは，径約 1ミク ロンの水晶糸

をγ リンダー内K固定したもので，自由端K卵をのせ重量Kよるたわみを実体顕微鏡で観測し測定するものであ

る。感度 0.1ngのものを使用したが，必要K応じてさらK高感度のものを作製可能である。

2. 実験方法

1)酵素反応

サイクリ ングKよる測定法の概略を図 1左K示した。生化学的反応Kよって生じた微量の物質をサイクリ ング

Kよって増幅定量するわけである。

今回測定した， hexokinase， lactate dehydrogenase(LDH)， malate dehydrogenase(乱IDH)の酵素反応

液組成はすでK報告した方法K ょ っ たf)反応液量は 1 ~ 5μ l と微量であるため， oil-well法 (図2)を用いた。
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その中KノミラフィンオイルOil--wellとはテアロン板に直径2脚深さ 2脚の小さな井戸(well)を堀ったもので，

を満たし反応、液をオイノレ中の小水滴と して蒸発を防ぎつつ反応をすすめる一種の試験管である。 Oil-well中に

投下 した卵細胞が反応液K到達するζ とをもって反応開始とし，反応の停止はNaOHまたはHClを加え同を変化

される ζ とによってな ζ7まったo

a酵素的サイクリング

Hexokinase活性変化図3酵素的サイクリングとは，二つの酵素反応を組合わせて

(mean土5.D.)
」工

¥
2
h
o
o
o
¥
一o
E
a

10碕モJv，以下の物質を測定する方法であ り， 単一細胞の分析

を可能にする超微量分析法である。図 1右K示したNADサイ

クリング7)を例(tL.サイ クリング反応の原理を簡単に説明す

る。過剰量のエタノーノレとオキザロ酢酸の存在下でNAD+(

ni co t i nami de-adenine dinucleotide)はアノレコール脱水

素酵素κより環元されNADH(tL左 る。 ζのNADHはリンゴ酸

脱水素酵素Kより酸化されて再びNAD+Vてもどる。 ζのサイ

10 クリック左反応1回でNADと等量の リンゴ酸が生成される。

元のNADの化学量従ってとの反応を10.000回繰りかえせば，

リン論的(tL10.000倍のリ ンゴ酸が蓄積される。反応停止後，

ゴ酸を定量しNAD+の正確な増幅値を測定する。増幅された

サイクリング反応生成をもう一度サイクリング，すなわち二重

day 4 
重サイクリングを行なえば10-20モノレ程度まで感度をあげると

とも可能である。

結果:

卵の状態と乾燥重量1. 

酵素活性の比較 (mean土5.0.)図4卵胞卵 (day0)はgerminalvesi-

口対照内膜図day4 図day 1 cleの存在をも って未成熟と判定した

c b a が，乾燥重量は 23.9土1.4ng(mean土

S.D. n= 5以下同様 )であった。 day

1たよび day2では， 実精卵は卵管よ

り回収され，それぞれ 1細胞期公よび

2細胞期で，乾燥重量は.24.1::!:1.9ng 

と23.6土1.9ngであった。day3では

卵管台よび子宮卵管角の部分より 8~
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子宮E室内より胞座が回収された。との胞匪はすべてハッチング前の状態で，乾燥重量は 25.2士3.3ngであった。

day 2で最小値を示し以後増加傾向を示したが，各群の間K有意の差は認められ念かった。

2 酵素活性

1) hcxokinase活性

day 0卵胞卵の hexokinase活性は， 0.52x 1か盟mol/oocy仲介lrす念わち 21.7土10.8x10-9mol/Ingdry wei-

ght/hr (mean士S.D.以下同様〕であり同一条件で測定した増殖期子宮内膜の活性(327土33.0x10-9)10%以下の

値であった。day1の受精卵では dayO~比較して有意の活性上昇(t検定Kて P<O.Ol) を示し， 86.5士23.9X10-9 

と在った。 day2の2細胞は day1と変化なく， 93.1土24.4X 10-9であった。 day3 の 8~16 細胞では上昇(

P<O.Ol)し， 246士106X 10-9で，他の組織と同じレベルKなった。 day4のblastocystではさらK高い活性を

示し， 709土88x10-1lとなった。との活性上昇は day3'~比較し有意 (P<O .Ol) である。また day 3で 8細胞と

16細胞を比較すると，それぞれ， 191士92，301士105 でζの時期での活性増加が著明であった。図 3~は卵 1 個あ

たりの活性を示し，図4a~は乾燥重量あたりの活性を示した。

2)LDH辛子よびMDH活性

LDH活性(10-6moVmgdry weighVmin)はday1の受精卵で 2.36士0.23(mean土S.D.以下同様)であるが，

day 4 の胞匪では1.54土0.38 と低下を示す。しかし両者とも K対照子宮内膜(166土20)~比べると活性は極めて

大である(図4b)0 MDH活性(10-1lmol/Ingdry weight伯 in)はday1受精卵で 915士45~対して day4 の胞

座では 848士65 と変化を認めなかった。 対照内膜の活性 132土11~比べて大である(図 4c)。

考察:マウス卵は初期発生の過程で約24ngで著明な重量変化は示さ左かった。とれは，卵割がすすむたびに卵

の1個1個の大きさが半減していくととを示して興味深い。いづれにしても， 1 mgの試料を得るκは4万個以上

の卵を必要とし，サイクリング法Kよる増幅定量が必須であると理解される。また，乾燥重量の測定は代謝活性

測定にあたり specificactivi tyの算出島必要であり，とれκより各時期あるいは，他組織，他種の卵との比較が可

能である。

先K述べたよう~，早い時期の卵は， glucoseをエネノレギー源として利用でき左い。 glucoseをリン酸化して

解糖系へとりとむ役割をもっhexokinase活性が他組織Kなける活性の10%以下と極めて低いととは，その原因

を生化学的K究明した ζ とKなる。

活性変化をみると， day 0とday1なよびday2から day3， day 4 ~かけて活性上昇がみられる。前の活性

上昇の要因としては， LH刺激，排卵受精等が考えられるが，我々のラット卵の成績では invivo ~hCGを投

与したと ζろhexokinase活性が上昇した 5)とと，受精前後でO2消費率が変わら念いとと 8)より， LH刺激十てよ

り卵が成熟するととに関連しているものと考えられる。しかし day1， day 2のhexokinase活性は組織レベ

ルK達せず， glucoseはまだ十分K利用され念いと理解される。

day 3以降hexokinase活性は急激に上昇しday4でpeak~達する。 day 3の8細胞卵は，培養実験からも

glucose依存性になる時期であり， hexokinase 活性が他組織同様~ glucose利用の域値K達したためと解釈で

きる。 blastocyst は他組織レベノレの 2~3 倍，卵胞卵の30倍以上の活性を有するとと K 在る 。 酸素消費率から
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見ても， blastocystは高い呼吸能があると とが報告されてなり ，着床前の座は極めて活発VLgluco seを利用で

きる。合目的的に理解すれば，着床Vてなける細胞接着K備えて匪が高いエネノレギーを蓄えていると考えられる。

LDHは解糖系の末端VL位置し，酸素供給が不十分念嫌気的条件下でpyruvateを還元しエネノレギーを供給する。

MDHVまTCAcycle(Krebs回路)の酵素であ り，糖はτ'CAcycleを通り好気的条件下で大きなエネノレギーを産生

し， H20， CO2 までに代謝される。 とれら酵素活性が高いととは， 卵白身がpyruvate等の基質を活発K利用し

て，自力でエネノレギー産生をなこ念っているととを示すものであろう 。初期発生がすすむKつれて， LDHの活性

は低下してい〈が，とれは相対的に好気的代謝が活発に念ってい〈ものと考えられる。

とのように卵は初期発生の過程で生化学的κ著明左変化がかとるととがわかった。たった 24ng位の卵を舞台

に様々を anabolic，catabolicなprocessが進行しているわけである。卵は受精をへて着床K至るまで母体血

行との直接的接触は念しいわゆる“free-)iving愉の状態で reproductivetract内を浮遊する。そとで，卵

の中でま?とる変化を制御するものは何かという問題が興味をそそる。 我々はその 1っとしてステ ロイドホノレモン

の関与を考え，それを究明する手段として，サイクリング法Kよるステロイド代謝動能解析法を考案し9)マウス

卵Vてもステロイド産生能があるととを証明しているPとれらを含めて，卵子そのものの内分泌代謝活動の解明を
さらにすすめなければなら左いと考えている。
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森末BFドライミルクは字L児栄養の理想、である母手しの優れた点を
追究し、各種栄養素の量 ・質 ・バランスの改善ばかりでなく、

礼児の感染防御に関係の深い腸内菌叢の改良をはかりピフィズ

ス菌を増殖させた点てより一層母乳に近づいたミルクです。

-ビフィズス菌が増えやすく母乳栄養児の腸内

菌貨に更に近づきました。

・ラクチュロースを始めピフィズス菌増殖因子を増強

ピフィズス菌の腸内での精殖にきわめて有効なラクチュロ

ースを調乳液100mtあたり65mg配合した他、ムチン・パント

テン酸・シスチン・マノレ卜トリオースなEの増殖l苅{-'a"配合
しでありま主

・ビフィズス菌が増殖しやすいよう腸内環境を整備

腸内箇叢の形成と関係の深い緩衝能・ pH、i公透圧を
母乳l三丘づけるため、たんぱく質滋度やリン合誌を減少し、

話、ラルノザンスを調型車しました。

これらの改良の結果、従来よりも更にピフィス。ス闘が増えやす

くなり、腸内のpHを下げると共に高Lザソ'チーム活性全維持

して病原菌や有害菌の増姉[を抑制しま丸

・各栄養素聞のバランスを母乳に近づけました0

・たんぱく質の改善

カゼインと乳清たんぱく質の比を40: 60と母字しと同じに

しましfょ。

・必須脂肪酸の増強

リノーノレ酸だけでなく、リノレン酸も増強し必須脂肪般の

エヰ、ノレギー比を母乳に近づけました。

・腎溶質負荷の軽減

たんぱく質i農度の減少、およびミオ‘ラノレバランスの調整
により腎臓にかかる負担を減らしました。

・ビタミンKの増強

FAO!WHO規格イ直OOOkcaJあたり4μg)封筒たすようビタ

ミンK含量を増強しました。

-消化吸収性も改善されました。

-たんぱく質

手Li青たんぱく質の増強と合設の調型車により宵の中でや

わらかL'I:敬細なカードを形成しiドjイヒ微4又されやすくなっ
ています。

. ~旨月方

消化吸収されにくし、ノわレミチン問責とステアリン般の比率

を減少しました。

・便性もさらに母乳栄養児に近づきました。

森禾BFドライミルクではヒずフィズス菌優位の菌叢が形成

されやすレので、色もにおL、も母乳便に近いほどよL、やわ

らカ・さの便性で丸また排便回数も母乳栄養児とはIi'同

じになりました。

n-.-rピフィス、ス烈果/お広方、酸性/
森京DPドラず量凡"
森禾BFドライミルクのBFはBifidusFactor (ピフィズス菌を増やす因子)の意味です。
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晴乳動物卵子によるステロイド代謝

Steroidogenesis in the Mammalian Oocyte 

佐藤和維・堤 治・綾部琢哉・北川浩明・高木耕一郎・木下勝之・

水野正彦・坂元正一

Kazuo SATOH， Osamu TSUTSUMI， Takuya AYABE， Hiroaki KITAGAWA， 
Kouichiro T AKAGI， Katsuyuki KINOSHITA， Masahiko MIZUNO and Shoichi SAKAMOTO 

東京大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics & Gynecology Facu1ty of M巴dicine，University of Tokyo 

In order to investigate steroidogenesis in the mammalian oocytes， rat oocytes supero刊 latedwith 
PMS.hCG were cultured in mBWW medium with 3H.pregnenolone at 37

0
C for 24 hrs. The radioactive 

metabolites were extracted and puri白edby three successive TLCs. Tritiated progesterone (P 4) (conver. 
sion rate 62.9 %) and 20αOHP4 (6.5 %) were identified using the reverse isotope dilution method. The 
present study confirmed our previous report that 3sHSD was present in the rat oocyte and the signifi. 
cance of P 4 in oocyte maturation. 

緒言:ステロイドホルモ ンは卵の成熟分化および受精着床に必要とされており ，着床前の家兎匹に

はステロイド産生能のあることが報告されている。)しかし受精前の卵にその代謝活性があるか否かは

必ずしも明確に証明されていない。本研究では 'H-pregnenolone ( PS)を用い progesterone 

(P. )への転換を reverse isotope dilution法で明らかにした。

方法:Wistar系ラ ット(2 5日齢)に PMS(lOiu)， 48時間後に hCG(30iu)を皮下注

し過排卵を起した。 hCG投与 16時間後に卵管膨大部より卵を採取，卵丘細胞を除去し試料とした。

卵(1 40個)をmBWWl00 μL中に入れ，基質として 7-'H-Ps(3.14xIOd DPM， S.A. 19.3Ci 

/mmol)を添加した。 5'7'oC02+95'}'oair，37'C， 24時間培養し，卵と培養液を分厳し，それ

ぞれに 2倍量の ジクロルメタ ンを加え反応を終了させた。反応生成物を ジク ロルメタン 2mtで 3回抽

出し， T L Cにて分離精製した。分離溶媒系は1.イ ソプロピルエーテル :石油エーテル:酢酸

(70 30 2)， rr.ベンゼン:アセトン (1 1) ，皿. クロロホルム:エタノール (9 1)
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rv.酢酸エチル:シクロヘキサン (1 1)を順次 4回用い，それぞれの放射能ピーク を純化した。

日の同定には reverse isotope dilution法を用い14C 九を添加し各TLCの段階での 3H/ 

14 C比が一定になるこ とで行った。

結果:抽出回収された放射能は培養液 2.45x 1 06DPM(回収率 78.0'10)，卵 20 x 1 03 D 

P M ( O. 6 4 '10 )で99. 2 '10が培養液中にあり， O. 8 '10が卵に取り込まれていた。培養液より抽出さ

れた放射能をTLCで分離すると 3つのピークがえられ，中間の極性をも代謝物がP4として同定さ

れ (表 1)，その転換率は 62.9'10であった。

表 1 R everse i sotope d i 1 ut i on法による P.の同定( 3H/14C比)

TLC II m rv 

培養液 O. 2 9 3 O. 2 8 4 O. 2 7 9 

極性の小さいピークは基質の P5に一致し，極性の大きいピークは 20 αOHP. (転換率 6.5 '10 ) 

と一致した。

卵より抽出された放射能は培養液と同様に分離純化され， P. (転換率 46. 2 '10 ) ， 2 0 αOH P. 

(12.8'10)と同定された。

考察:本研究によって卵細胞が P.を取り込みP.に転換し培養液中に放出することが明らかにされ

た。既に我々は酵素的サイクリングt去を用いて P5を基質として働く 3，8OH steroid dehydrogenase 

( 3州 SD)活性が未受精卵にもあることを報告Lているが，本成績はそれを確認するとともにその
酵素が insi tuで働いていることを証明したことになる。これまでステロイド産生は卵巣，精巣，副

腎皮質，胎盤に限られると考えられていたが，卵もステロイド産生臓器に入れられるべきであること

を示した。P.は両生類卵では成熟分化の誘導物質でありJ晴乳類卵でのそのような作用を指摘する
報告もある。また卵の 3βHSDはLH刺激後活性が上昇するとの我々の成圧を考慮すると卵自身がP.

を産生するとの成績は卵の成熟分化における P.の意義をより明らかにしたといえる。

文献

1) Dickmann， Z.， Dey， S. K. & Gupta Steroidogenesis in rabbit preimplantation emb-

ryos. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.7 2 298 -300， 19 7 5 

2)堤治，佐藤和雄，坂元正一:卵細胞のステロイド代謝動態に関する研究。日内誌58:1321
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3) Maller， ]. L. Interacticn of steroids with cyclic nucleotide system in amphibian 

oocytes. Adv. in Cyclic Nucleotide Research 15 2 95 -33 6， 19 8 3 
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マウス及びラァ卜卵巣卵の成熟過程ーになける頼粒膜

細胞と卵の連関についての電顕的検討

Electron microscopic studies on ovarian oocytes 
during antral follicle development in the mouse 

and rat 

加賀山哲夫，五味淵秀人，香山文美 ，森田良子 ，佐藤孝道，水野正彦 ，坂元正一

Tetsuo KAGAYAMA，Hideto GOMIBUCHI ，Fumiyoshi KAYAMA， 

Yoshiko MORITA，Kodo SATO，Masahiko MlZUNO，Shoichi SAKAMOTO 

東 京 大 学 医学部産婦人科 学 教 室

Department of Obstetrics & Gynecology， U niversi ty of Tokyo. 

Abstract:τ'wo experiments were carried out to study the maturation process of Qvarian oocytes dur-

ing antral follicle development. 

(1) Ovarian oocytes of immature mice administered PMS and HCG at 40 hours interval v.ere' 

observed under an electrone mi croscope every 2 hours after HCG injection. 

At the time of HCG injection，numerous proeesses from cumulus cells were observed to 

extend into zona pellucida and to make contact with vitelline surface. 

The number of processes from cumulus cells started to reduce between 2 and 4 hours af-

ter the injection of HCG. Perivitelline space was formed in 4 hours， the number of microvilli 

lli at the vitell~ne surface reduced in 8 hours，and the number of cortical granules increased 

in 10 hours after the HCG injection. 

(2)Ovarian oocytes of Wister rats with regular 4ー-daテ cyclewere observed under an electrone 

microscope every 2 hours starting at 2 p.m.on the day of proestrus. 

Reduction of the number of processes from cumulus cells in the zona pellucida started 

at 10p.m. on the day of proestrus.The number of microvilli at vitelline surface started to 

reduce at 6p.m. ，perivi telline space started to be formed at 8 p.m.， and the number of 

cortical granule() was increased at 10p.m.on the day of proestrus. 

緒言:卵と卵丘細胞は密接K関連して卵 ・卵胞の成熟K重要な役割を果すと考えられているが、L

H surge後の変化Kつい ては、未解明の点が多い。 そ ζ で、 マウス及びラ ッ トを用い、卵と卵丘細胞
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の関連を透過型電子顕微鏡 (TEM)を用いて観察した。

方法 実験 1) PMS及びHCG各 51Uを40時間間隔で投与した 24-27日令の ICR幼若マウ

スから HCG投与前、及びHCG投与後 2時間毎f'L10時間までの卵胞なよび排卵後の卵管卵を採取し、

TEMf'Lて観察した。

(実験n)規則的f'L4日性周期を持つ ζ とを確認したウィスター系成熟雌ラットの卵胞をproestrus

の午後 2時から翌日の午前 2時まで 2時間毎K採取し、 TEMvてより観察した。

結果 :(実験n)H C G投与前及びHCG投与 2時間の成熟卵胞では、卵丘細胞は、透明層周囲K間

隙なく配列し、相互Vて密K接触している。卵丘細胞からのびた突起は、透明層を貫いて卵表面と接触

している。との突起には、微細器官を含むものと含ま念いものがあり 、細いもので幅0.1μ程度である。

また囲卵腔は存在せず、無数の徴繊毛が透明層の中Kのびている。 HCG投与 4時間自には、囲卵腔

が形成されると同時K卵丘細胞 と透明層の間Kも部分的な間隙が生じはじめ、透明層を貫く卵丘細胞

の突起は減少する。 ζ の突起数は HCG投与 6時間後Kは著明K減少し、光顕では、卵丘細胞が水滴

状K離散するのが観察される。 8時間后Kなると、卵表面の徴繊毛は減少し、表面は波状と念る。 10

時間K左ると 0.3μ程度の表層頼粒が卵表面K多数認められる。

(実験n) Diestrus及び第一極体形成前の成熟卵胞では、卵丘細胞からのびた突起が、透明層を貫い
て卵表面と接触 しているのが観察される。 Proestrusの日の午後 6時から卵の微繊毛は減少しはじめ、

午後 8時tては、囲卵腔が形成されはじめ、卵丘細胞間K間隙が見られる ように左る。叉卵徴繊毛は、

さらK減少するのが観察される。午後日時一12時頃Kは、第一極体が形成されるが、ほぼ一致して囲卵

腔はさらに広がり 、卵丘細胞どうしはさらK離れ、 光顕レベノレでは、卵丘細胞が水滴状K離散するの

が観察される。卵丘細胞からの突起が減少するのが観察されるのは、 ラットでは ζの時間K在ってか

らであった。又表層穎粒の増加も第一極体の放出 される時間Kほほ一致 して観察さ れた。

考察 :卵丘細胞 と卵の形態的連関を経時的K観察し、 マウスの実験では、減数分裂の再開する HC

G投与 2-4時間目 tてほほ一致して卵丘細胞から叫突起が減少しはじめることを、 ラッ トの実験では、

第一極体放出の時期に卵丘細胞突起が減少するととを明らかKした。又、 マウス、ラッ トともK表層

穎粒の増加は卵が受精能を獲得する第一極体放出の時期K一致している ζ とを明らかKした。

1. Louse Odor. D. E lectron m icroscopic sttrlies on ovarian oocytes and 'iinuertiliqed tu凶1ova in the rat. 

J.B ioplwsic.and B iochem.Cytol. 7，3: 567 ， 1960. 
2. L.Zam凶ni. Fine Mor凶ologyof the Follicle Wall and Foillicle Cell-Q叫相 Association.

B iology of reprαluction . 10 : 125 ， 1974. 
3. L.Zamboni ，R.S.Tbompson，D.Moore Smith. FIine mor件1010gyof human oocyte maturation in 
vi tro . B i ology of reprα士uction7:425，1972. 
4. L.Zamboni. U1trastructare of mammalian oocyte and ova .Biol句yof reproduction s叩plement.

2:44，1970. 
5. L. Z a m boni ，L. Mastroiami . E lectron microscopic studies on ，f!l.bbi t ova . J . u1trastructure research. 
14:95，1966. 
6. M. Baca，L.Zamboni. The fine structure of ruman follicular∞のrtes.
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ウシ卵子の走査電顕 K よる観察

I. 体外成熟卵子への精子の侵入過程

Sugawara. S..Hamano.K.. Kameyama.K..Miyamoto.A. & J.Masaki 
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東北大学農学部家畜繁殖学教室

要約

体外成熟させたウシ卵胞内卵子に佑外受糟を行ない受精過程における

糟 子の侵入過程を走査電顕により観 察 した U ウシ糟子の透明帯への侵入

はウサギの揚合と同じ過程をとること，および精子侵入穫の卵細胞膜の

変化が観察された。

Abstracts. Sperm-egg interaction during fertilization was investigated 
by the electron microscopic procedure(SEM) in bovine oocytes matured and 
fertilized in vitro. The electron micrograms showed a important features 
for fertilization in bovine ova and suggested a possible mechanisms for 
sperm penetration into the ~ona. 

In mammals， sperm penetrata・onthrough zona peilucida during fertilization 
involves three major events:that is (a) sperm capacitation and site of acrosome 
reaction， (b) sperm-egg interacUon， i.e. attachment and binding of sperm to the 
zona pellucida and (c) spermatozoon passing through the zona. 
These events have been intensively studied by many investigators using a 

vadety of the techni ques， and the reports de~~mstrated that a number of important 
features for fertilization had been disclosedo. 
However， information on site of acrosome reaction of capacitated sperm， 

intrer‘action of the spermatozoon with the zona and a mode of sperm penetration 
is still not clear. 
Also， there is no information by scanning electron microscope(SEM) on 

ultrastructure of bovine oocytes before and after the sperm penetration and the 
sperm-egg interaction during fertilization， although transmi.ssion electron micro-
scopy has been applied in studies on follicular oocytes 2• 3 • 4 ) ， fertilization and 
early development of cow ovaS) • 
We had reported by SEM observation in mammals that an initiation of sperm-

egg interaction concerning especially with attachment and binding of sperm to the 
zona and a mode of spermatozoon passing through the zona were different from 
species to species， and it was suggested that the difference.in a penetrating 
mode of the spermatozoon depended~õn the shape of sperm headS). 
The present experiment was undertaken to elucidate the sperm-egg interaction 

in bovine oocytes matured in vitro， using technique of fertilization in vitro 
and SEM procedure. 

Materials and Methods 
Preparation for oocytes and spermatozoa. Oocytes collection and preculture 
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for maturation were conducted by the method reported by authors7). Sperm 
capacitation and in vitro ferti1ization were performed with the procedures used 
for our studies on the ferti1ization in vitro of bovine Qocytes. 
Estimation of spermatozoa bound to zona pellucida. At 1 hour after co-

cu1ture， oocytes-sperm comp1exes were transfered to sa1ine and cumu1us-sperm 
comp1exes were removed from ova with treatment of 0.2% Na-citrate solution for 
3 minutes. The ova were rinsed twice with sa1ine and prepared to examine for 
binding of sper叩atozoonremained attached even after treatment of Na-citrate 
and twice washings. 
Prepar、ationfor SEM examination. Bovine oocytes were picked up from the 

drop1et of the -incubafion-mediuin-co-ntaining sperm-egg comp1exes at 3， 5 and 20 
hrs after insemination and cumu1us oopherus-sperm comp1ex was ~emoved with 
mechanica1 or 0.2M Na-citrate treatment， and cumu1i-free ova were immediate1y 
fixed for 12 to 24 hours in 2.5% glutara1dehyde buffered with 0.2M phosphate 
(pH=7.2) at 40C. 
Fixed ova were washed twice with 0.2M phosphate buffer and stored in the 

buffer at 40C unti1 critica1-point drying was performed. 
Dehydration and critica1-point drying for ova were perfo欄 edwith the 

specia1 container described by us8). The ova were washed severa1 times by 
disti11ed water， and then transfered into the container and dehydrated through 
a graded series of ethano1 to isoamy1 acetate. 
The container with ova was transfered to apparatus for drying and critica1 

point dried with CO2 in a Hitachi HCP-I critica1 point drying apparatus. 
The dried ova were mounted on nicke1 stub and coated with gold in a Hummer 

sputter‘ing coater， and examined for sperm-egg interaction with Hitachi S-700 
scanning e1ectron microscope operated at 20KV. 

Results 
structure of bovine oocyte~. Cumu1us oocyte comp1exes observed immediate1y 

after iso1ation from the fo11ic1es of 2 to 6 mm in diameter we陀 compact(p1ate
1・1)and expanded extensive1y fo11icu1ar ce11s during pre-cu1ture for oocyte 
maturation(p1ate 1・2). Cumu1us oophorus-sperm comp1exes had condensed around 
oocytes when they were inseminated with the capacitated sperm and co-cu1tured 
for 12 to 18 hours(p1ate 1-3). Cumu1us oophorus comp1exes examined by SEM were 
spherica1 in shape. 
No interce11u1ar substance was observed between the ce11s， but fi1iform 

interce11u1ar processes that shou1d be tighted to ce11s to ce11s were present 
between the periphera1 cumu1us ce11s as we11 as between the inner ce11s. 
The fibrous projection from corona radiata ce11s was tighted with crypt of 

zona pe11ucida(p1ate 1-4，5). Spherica1 ce11s were observed in two types， i.e. 
some of them covered with b1ebs occasiona11y protrouded through amorphous 
materia1s(p1ate 2-4 FC arro制)and others with smooth surface(p1ate 2-2 SFC). 
Sperm cumu1us cαnp1exes interactio~. It was observed that capacitated 

spermatozoa had reached to the zona by threading through cumu1us oophorus com帽
p1exes(p1ate 2~1) and that some of sperma旬zoonpresented into cumu1us-oophorus 
matrixes was trapped by a ce11 of cumu1us(p1ate 2・3). 
Tip of spermatozoon head attached and bound to site of the receptor present-

ed on the surface of the zona(p1ate 2・5，6).
There was the trace formed in a shape of sperm head tip on the surface of 

the zona at the site where bound with the ~permatozoon(p1ate 2-7 arrow). 
Most of spermatozoon had attached and bound at an ang1e of 600 to 900 to the 

surface of the zona. A11 of the spermatozoa attached and bound to on the surface 
of the zona had no acrosome cap. 
On the other hand， spermatozoa with entire or partia1 acrosome cap did not 

attach or bind and just on1y 1ay on the surface of the zona. 
Sperm penetratio~. When bovine frozen spermatozoa， capacitated in vitro by 
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treatment of Ca-ionophore， were co-cu1tured with oocytes matured by pre-cu1ture 
in synthetic medium， the spermatozoa bound with the surface of the zona and 
passed through the zona within 3 to 5 hours after the incubation. Ten of 35 
oocytes was penetrated by spermatozoon and three of them had spermatozoon within 
perivite11ine space. 1t was observed that head region of the ferti1izing sperm-
atozoon bound most1y in rectangu1ar to the zona(p1ate 3，1，2 arrow) and passed 
through the zona at the site where was solved by proteo1itic enzymes re1eased 
from inner acrosome membrane of the ce11， and then the ce11 inc1uding the tai1 
entire1y had ~netrated(p1ate 3-3，4， star， 5 artow). 
E1ectron micrograph a1so showed the penetrated ho1e with shape that was 

formed by vibrating of sperm head to upside down(p1ate 3-6). A genera11y simi1ar 
appearance was observed by us in rabbit sperm penetration 
Changes in surface of vite11ine membrane after sperm penetration. It was 

observed that a moropho10gica1 change in the surfaces of the oocytes was asso・
ciated with the process of ferti1ization. The surface of vite11ine membrane in 
unferti1ized oocytes was characterized by wave 1ike projection and sparse sma11 
mi crovi 11 i . 
The surface of zygotes in both pronuc1ear stage was some of the mound 1ike 

e1evation and unform1ess somewhat 1arger microvi11i. The zygotes approaching 
of first c1eavage stage 1acked mound-1ike e1evations， but covered with many 
microvi11i e10ngated. 

Discussion 
SEM structure of bovine cumu1us ce11s was a1most simi1ar to that of swine 

and horse ova described by usり Cumu1usce11s in these anima1s were 10se1y 
connected to the zona pe11ucida and matrix between cumu1us ce11s was fewer than 
that of rabbit and rat. The trapping of bovine spermatozoon with cumu1us ce11 
wa_~、 observed in our study. A simi1ar feature has been described by Gwatkin et 
al" in hamster. According to the site of attachment and bind of ferti1izing 
spermatozoa to the zona， there seems to be differences among species such 
as mouse， rat， hamster， rabbit and pig. 1t has been reported that mouse zona 
pe11ucida is made up of three glycopr‘oteins and one of them is endowed with sperm 
receptor activity l0 J • 1n the present study， SEM micrographs showed that the 
surface of the zona bound on1y with the spermatozoa dissociated from acrosome 
cap. This features suggests that ferti1 izing spermatozoa were ready to acrosome 
reaction before reaching to the surface of the zona， i.e. during thread through 
cumu1us-oophorous comp1exes and that dissociation of the acrosome cap and hence 
exposure of the inner acrosoma1 membrane resu1ted from the interaction of the 
ferti1izab1e spermatosoon with the surface of the zona. 
Bovine spermatozoon passed through the zona in same manner as observed in 

rabbit ferti1ization. The resu1ts suggests that mechanics for sperm penetration 
into the zona shou1d be different from species to species. 
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ヒト体外受精卵の電子顕微鏡Kよる観察

Ultrastructure of Human Ova fertilized in Vitro: 

'rhe Diagnostic Value 

小林善宗・井上正人・金子みつ恵・藤井明和

Yoshimune KOBAYASHI. ~sato INOUE. 

Mitsue KANEKO and Akikazu FUJII 

東海大学医学部産婦人科学教室

Departrrent of Obstetrics and Gynecology. school of rredicine. Tokai 

University 

Electrone mi roscopi.e examinations of human ova ferti lized in vi tro w壱reperformed as a 

possible diagnostic approach in human infertility. Oocytes were recovered laparoscopically 

after stimulation wi th clomiphene and hCG. inseminated in vi tro. and process~d 12 hours 
later for scanning (SEM) and transmission (TEM) electron microscopy. 
1. Observation by SEM: At the outer surface of the zona pellucida， manyacrosome-reacted 
spermatozoa were in the process of penetration. Theyw哩repenetrating the zona either 

at an angle or tangentially to the surface. 
2.0bservation by TEM:. Fertilization was confirmed by the presence of sperm tail in the 

vicinity of pronuc1ei.No e.ggs were polyapermio. 
Ultrastructural study of human sperm-egg interaction in vi tro may be usefull for the 

diagnosis of selected infertile patients. 

緒言;体外受精の進歩は目ざましく，不妊症の治療として，臨床的にも応用の段階をむかえた。ま

た体外受精法を用いた配偶子νベルでの妊字性の検索が不妊症の新たな検査法として注目されている。

しかし，受精のメカニズム Kついてはまだ不明の点が多く，精子一透明帯の相互作用Uてついても，ほ

とんど分ョていない。特にヒトの受精Kついては，倫理的，技術的制約から，研究自体が困難であり，

その数は極めて少なかった。一方，臨床応用にともな1，'.内視鏡あるいは超音波断層法を用いた経腹

壁卵胞穿刺Kよる卵子採取法の確立Kより，安全確実K卵子採取が行える様になった事から，配偶子

聞の受精能力Kついての検索が可能となョた。我々も，不妊原因を機能障害の観点から受精障害K対

する検索を行ョている。精子側因子Kついては，すでに機能検査であるヒト精子受精能力検査(Zoma-

freeハムスター卵子を用いたヒト精子進入試験)の臨床応用を行ョている。一方卵子側因子について

は，排卵直前の卵胞卵子の状態の検索と，配偶子聞の受精を証明して，その受精能力(tL:ついて検査を行っ

ている。不妊症K対する腹腔鏡検査時に卵胞穿刺を行¥" .得られた卵子に対して体外媒精を行い，配
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偶子間の初期受精能力について，走査型電顕 (SEM)を用いて，精子側の透明層侵入能力について検

索し，透過型電顕 (TEM)にて初期受精を証明し，妊宇佐の検索を行った。

方法;腹腔鏡予定の不妊患者に対して，

月経 5日目より. c1omiphene-ci trate 100 

砂を 5日間投与し，超音波断層法Kよる卵胞

計測により卵胞最大径が 20棚以上Kなョた

時点で. hCG5000I.U. 筋注を行った。

hCG投与後，約 24-28時聞にて腹腔鏡検査

を施行し，諸観察と同時K卵子の採取を行ョ

た。同意を得た夫婦K対して，その採取卵子

を用いて体外媒精を行った。卵子は，ヒト腐帯

血血清を付加した HAM-F10培養液にて.4 

-24時間前培養を行い， 夫の洗様精子 (:最

終濃度 2-5X10 Yme)を加えてさらに 12時間

培養してから，受精卵子を固定し .0.1% 

hyal uronidase VLて頼粒摸細胞を除去し，定

法V亡従ョて，日本電子JEM-100C型透過電顕

及び JSM-35裂走査電顕にて観察した。 SEM

K供した卵子は，比較的未熟と観察されたも

のに対して操作を行い，精子進入の初期像を

観察して，精子の進入能力を検討した。一方，

成熟卵子と観察されたものに対しては. TEM 

を用いて，受精と断定しうる所見を検索した。

固定した受精卵子を toluidineblue染色を行

い，光顕上TEM観察の最適部位を決定し ，超

薄切片を作製した。

結果 SEMによる観察では，先体反応の完

了した精子はやや斜に透明層へ侵入する。侵

入孔はほぼ円形で，精子頭部はキリモミ状に

侵入するものと思われる。この方式がヒト精

子侵入の初期の主な形態学的特徴を示してい

ると考えられる。(写真 1.)ヒト に特徴的な

精子侵入所見としては，表在性K頭部を理没

写真 l 透明層へ進入しつつある精子頭部。

先体反応、は完了 している。

( x12200) 

写真2 透明層へ進入しつつある精子頭部，

写真 1と異り，極端に鋭角的に侵入

して L、る。(x10500) 

。4，。
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した稽子が多数観察された。透明層表面K対して極端K鋭角的K侵入している。(写真 2)精子頭部

先端が透明層表面に再び表われている侵入1象もしばしば観察された。先体反応が完了している。(写真

3 )その他K，この様な精子侵入あるいは付着，結合の跡、と恩われる溝が受精卵子の透明層表面K多

数観察され，写真2.3の状態が柑子付着，結合の様式である可能性も十分考えられる。 TEMによる

観察により，初期受稽の証明を行ョた。第

2極体の放出は重要な所見であるが，囲卵

腔内 K2つの極体が存在している。(写真

4 )下方の卵子細胞質表層には，表層穎粒

の放出が見られ 2つの極体のうち，左方

のものは表層頼粒が豊富であり，右方の極

体はすでに表層頼粒の放出が見られること

から，左方が第 1極体，右方が第 2極体と

考えられる。この前核期の受精卵子の細胞

質内を観察すると 2つの前核が存在し

(写真 5) ，右方前核内K核小体が存在し，

左方前核の右下方に精子属部(小枠内)が

存在した。左上方の枠内に拡大像を示した

が，輸フィラメント複合体である。従ョて

精子尾部に近い左方の前核が雄性，右方が

雌性前核と考えら、れる。

前核期における雄性・

雌性前核の存在及び卵

子細胞質内の精子部分

写真 3 透明層表面に再び頭部先端が表われ

ている。(Xl0500) 

(中片ないし尾部)の

存在を確認することは，

初期受精の証明として

は重要な点である。こ

れらの初期受精卵子に

は，多精子受精は 1O1J 

もなく，透明層深く侵

入した精子も非常に少

なか 9 た。多精子防禦
写真 4 前核期の受精卵子。囲卵腔内の 2つの極体のうち左方

は透明層の表l面下で極 が第 1極体，右方が第 2極体と考えられる。(x4200)
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めて有効に作用するこ

とが示唆された。

考察:一般Kは，精

子先体反応は，領粒膜

細胞中あるいはその近

接で起こるとされ，モ

ノレモ y 卜などでは，こ

の形式をとることが解

明されている。一方，

マウスやハムスターな

どでは，精子は透明層

K付着してから先体反

応が起こる様で，我々

もマウスの体外媒精卵

子をごく初期に固定し，

写真 5 前核期の受精卵子。中央2つの前核のうち左方が雄性，

右方がl雄性Kて，雄性前核の右下方に精子尾部(小枠内)

がみられる。(x3100) 

1 
SEM 11:て確認した。ヒトの場合， Edwardsらは，体外媒精後7.5時間で囲卵腔に精子を確認し， Lopata 

3 
ら2は， 3-4時間で精子進入を観察した。さら11:，陣地ster らは，体外媒精後すでに 2時間で囲卵腔に

精子を確認し， TEMI1:て，透明層外方では精子先体反応が起っていないが，侵入精子では，すべて先体反応が

完了していたことを観察した。我々の観察でも，ヒトの場合透明層に対して精子付着を起こしてから，先体反応

が起こることが推察された。ヒト精子は，透明層に対して 45度程度の鈍角的K侵入し，マウスの精子侵入様式

に似ていた。透明層に対する精子付着・結合とも考えられる鋭角的な精子侵入様式も特徴的Kみられた。この様

な初期侵入精子の観察から，先体反応完了の有無，進入能力などの精子側の受精能力についての検討を加えるこ

4. 
とが可能であった。一方， TEMによる受精の証明は， ZllIlI:loniらによる性交後24時間の前核期ヒト体内受

精卵子の観察があるが，体外媒精Kよる観察は， Soupartらが，ヒト未熟卵子を 48時間前培養，体外媒精後

_ < _ ， 2 
2 4時聞にて前核期の観察を行1.'，Lopataらは，やはり媒精後6時間ですでに前核期の確認を行った。我々

は，体外媒精後12時聞にて観察を行ったが，これまで報告された動物の受精卵子と同じ様な形態学的な微細構

造を確認した。第2極体の篠認，雌性・雄性前核の確認，卵子細胞質中の精子尾部の確認を行い，受精を形態学

的K証明することKより，受精能力の検査として不妊原因解明の臨床応凋を行った。

主要文献 1.Edwards. R.G.. Bavister. B.D. & Steptoe. P.C.: Early stages of fertilization 
in vitro of human oocytes matured in vitro. Nature Lond. 221. 632. 1969. 
2. Lopata. A..McMaster， R.. McBain; J.C. & Johnston. W.I.H.: In-vitro fertilization of 
preovulatory human egg. J. Reprod. Fert. 52: 339. 1978. 
3. McM!.ster. R.. Yanagimachi. R. & Lopata. A.: Penetration of human eggs by human 
Spem泡tozoain vitro. Biol. Reprod. 19:212. 1978. 
4. Zarnboni L.. Mishell. D.R.. Bell. J.H. JR. & Baca. M.: Fine structure of the human 
ovum in the pronuclear stage. J. Cell Biol. 30:579. 1966. 
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マウス卵母細胞の体外受精に及ぼす

培養時間の影響

Effect of Culture Time of Mouse Follicular 

Oocytes on Fertilization in vitro 

藤井好孝・吉岡 保

Yoshitaka FUJ工工， Tamotsu YOSH工OKA

倉敷成人病センター附属医科学研究所

Medica1 Science Laboratory ， Center for Adu1t Oiseases， Kurashiki 

For ferti1ization in vitro， the optima1 cu1ture time of fo11icu1ar oocytes 

according to their maturation stages was examined using mouse eggs. The highest 

ferti1ization percentage was obtained at the condition that the oocytes co11ected 

from fo11ic1es 3，7 and 12 hours after HCG injection and incubated 12，6 and 6 hours 

respective1y were inseminated. Considering a time in cu1ture of immature oocytes， 

successfu1 ferti1ization was observed when sperm was added to oocytes 13-18 hours 

after HCG injection. 工nthe case of oocytes matured in vitro， optimum ferti1iza-

tion time is equiva1ent to natura1 ferti1ization time. 工tis we11 known that the 

ovu1ation occurs about 16 hours after HCG injection. It is very interesting 

phenomenon that the optima1 ferti1ization time is same in vitro as in vivo. 

緒言:近年、人の体外受精の報告が増加しているが、人の場合は卵胞から得た卵を体外受精に供しなくては

ならない。体外受精の場合、 HCG湖れこより卵胞成熟をはかり、最適時間こ受精を試みる必要がある。しか

し実験動物においても9町包卵の成熟段『部こ応じた最適培養時聞に関する報告はみあたらない。そこで我々は湊

らの培養液を用い、 HCG湖す後、各成熟段階のマウス卵胞卵をさまざまな時間培養した後、体外受精し、受

精率に及ぼす培養時間の影響を調べた。

方法:実験こは;rCL/工CR系マウスを用いた。さまざまな成熟閤驚の卵H卸日を得るため、雌マウスに5

工U PMSと5工U HC Gを48時間間需で腹腔内湖すし(午後 6時)、 HCG注射後3，ワあるいは工2

5
 ，。
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時間で屠殺し、 9騰を取り出した。滅菌ろ紙上で血液を除き、 2m1の培地に入れた後、卵巣の卵胞壁を解剖針

で破った。出てきた卵胞卵を卵丘細胞と共にガラスピペット的径300~500μm)を用いて滅菌流動ノぐラ

フイン (メノレク、 Ar七ワ162)下の 0.4m1 の成熟用培地に移し、培養器 (3 ワ旬、 5 妬 C~ 、 95% 空気)内

で培養した。精子添加は採卵直後の卵子 (0時間 incubation または 6あるいは 12時間 incubation

した卵子を、流動パラフイン下の0.4m1受精用培地に移して行なった。対照としてはHCG注射後工6時間こ卵

管膨大部から回収した排卵卵を用いた。精子は豊田等の方出こ俗、、精巣上体尾部から得た精子塊を精子用培

地で1.5時間培養した後、最終濃度 O.6 ~ 1. 0 X工06精子/m1になるように受精用培地に添加した。精子

が卵子に侵入しようとする時間を限定するため、精子添力[駿工時間で卵を別の新鮮な0.4m1の受精用培地に

移しかえ、内径約200μmのガラスピペットで、卵透明帯に軽〈付着していた精子を除いた後、更に別の新鮮な

0.4m1の受精用培地に移し incubation した。 精子添加藤12時間で卵を2.5%グルタノレアノレデヒド (pH

ワ.0) のホーノレマウン ト標布こし、精子が透明帯を通過しているかどうか顕微鏡下 (X400)で判定した。精子頭

部の膨化、前核形跡卵子染を体については、卵を更に4%中性ホルマリンで固定後 45%酢酸ー0.2声ラクモ

イドで染色し、同様に顕微鏡下で検査した。

培地は湊らの方法に従い、精子培養用にはTYH(TOYODA、YOKOYAMA、HOSH工)を用い、卵成

熟用培地には TYH に 5%牛胎児血清と 10IU/m1PMS を添加した培地を用い、受精用培地には TYH~こ

5%牛胎児血清を添加した培地を用いた。全ての培地は寸圏聞に一度作製し、 O.22μmのポアサイズのミリポ

アフイノレターでろ過滅菌し、培養器内で一昼夜以上平衡させた後、実験に供した。

結果:対照の却問H卵の精子透明帯通過率は 98.1%であった。 HCG注射後の一定時間における各成熟段階

の卵子に対する体外受精の成果は表工に示す通りである。退行変倒Hは調査卵子動こ数えなかったが、

Metaphase工工に達していない未成熟卵子は含めた。精子の透明帯通過はHCG注射後3時間で得られた卵子

の内、ひき続き培養しなかった場合には20.0%と低率でしか認められなかったが、それらの卵子を 6時間

incubat工onすることによりワ4.工婦の高率となり、 12時間では工00%に達した。また HCG注射後工2

時間の卵子は incubationしなくても、精子の透明帯通過は88.工%と高率を示した。

受精卵に関しては、対照の拶防~ßßでは 85. 2% で、あった。 HCG 注射後 3時間で得られた卵子の内、ひき続き

叩 cubat工on しなかった場合唱こは17.8%と低率でしか認められなかったが、それらの卵子を12時間

incubationすることにより、 8ワ.3%の高率となった。またHCG注射後工2時間の卵子は、ひき続き

incubationしなかった場合でも 52.5%が受精していたが、 6時間の incubationにより 94.ワ%と高率

を示した。しかし、 12時鳥和 incubationではワ5.5%と少し受精率は低下した。

考察:岩松らはマウスを用いてHCG注射後一定時間で採卵し、 incubationなしに受精を試みた。その結

果、精子の透明帯通過率は、 2、4、6そして8時間後、それぞれ 35、工2、69そして53%であった。本実験と

比較すると、 HCG湖機ワ時間の卵子では28.2%と岩松らの報告の約50%の値を示したが、 3時間後の卵子は

ほぼ同じ婦を示した。 HCG注射後3時間とワ時間の卵子では、日lcubationによって透明帯が変化し、精

子が週月帯を通過できるようになったoHC G注射後工2時間の卵子の88.1%は精子透明帯通過sjiであり、この
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時期の透明帯は受精の受備をほとんど完了しているように思われる。 invivo においては卵丘細胞はHCG

注射後の時間経過に伴って大きし柔らかく、経散した状勝こ発達していたが、 invitroにおいても同様に

柔らかく、態散した状態4こ発達した。卵胞卵の成熟において卵丘は重要な役割をはたすことが報告されており、

卵丘細砲の発達も卵子の成熟に一助を成しているのだろう。

卵丘内未成熟卵は incubationにより成熟を助長され、 HCG注射後3時間の卵子は四時肱 HCG注射後

ヮ、 12時間の卵子は6時間の iiloubation 後の受精によって、それぞれ最高の受精率が認められた。これら

の時聞はHCG 注射後の時間と incubation の時聞を合わせ考えると、 HCG 注射後工3~18 時間が最もよ

い値を示した。今までも、 HCG注射後16時間前後に排卵されることが報告されている。本実験の結果は、

1) in vitro においても卵丘と卵子の成熟が invivo とほぼ同じ速度で進行する。 2)精子添加時

期は自然に行なわれる受精時期と考えられる 13~18 時聞が最適時期であるということを示している。

本実験の開始に当り御指導、御提案を承りました北里大学の豊田裕教授、ならびに同研究室の院生、学

生の皆様に深甚の謝意を表します。
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ラット，ハムスター及び、マウス初期経の

体外発育Kなよほす浸透圧の影響

Effect of Osrnotic Pressure on Developrnent of Rat， 

Harnster and Mouse Ova in the in vitro Cultivation 

橋詰良一¥伊藤雅夫場*

Ryoichi HASHIZUME and Masao ITOU 

肇 畜産生物科学安全研究所

Research Institute for Anirnal Science in Biochemistry 
and Toxicology 

来事日本大学医学部衛生学教室

Department of Hygiene S chool of Medicine Nihon University 

The amount of NaCl in the medium was adjusted to give gradient osmotic pre田uresof 150 to 308 m唱smolsto 

ova of rats， hamsters and mice in order to study the species differreces in optimum osmotic pressure. ln rats， an os-

motic pre田ureof 190 m-osmols yielded the highest growth rate for 4・celland 8-cell ova， and more than 80% of the 
8-cell ova grew into blastocysts. As for hamster百，8-cell ova could grow best under 190 m-osmols as in the case of 

rat ova， but the maximum growth rate into blastocysts was obtained under 170 m-osmols. It was found that 
more than 90% of mouse 2・cellova grew under 270 m-osmols but their growth was limitcd to less than 50% under 

170 or 190 m-osmols which had yielded satisfactory results in rats and hamsters. Thus definite species differences 

were demonstrated in the optimum osmotic pre田urefor in vitro cultivation of the ova. However， it was also shown 
that tha required osmotic p町田urevaried according to the developmental stage of the ova: undifferentiated ova req-

uired a lower osmotic pressure while those at a more advanced stage of differentiation displayed a wider tolerance to 

osmotic pre田ure

緒言:受精卵子の初期発生過程における種特異性の問題lζ関する詳細な検討は少な く，比較発生学や生理

学的興味からも解明が待たれる課題と考える。かかる観点から，著者らは，培養液lζ含有され~NaCIの量

を加減して 150- 308 rrトosmlsの段階的浸透圧下で，ラット・ハムスターおよびマウス卵子を培養し，至

適浸透圧に関する種差を検討した。

方法:実験Iζ供試した動物は，当教室で継代繁殖を続けているゴールデンハムスターであり， 70-ω日令

の成熟した未経産峰である。実験にさいしては，腔粘液および腔スメア検査を行い，正しく 4日の性周期を

示す動物を抽出して供試した。なお，一部 ICR系マウスを用いて同様の試験を行い，ラッ卜・ハムスター

の成績と比較した。

培養に供した受精卵子は，ハムスターの場合は過排卵誘起由来の卵子であり，ラッ卜の場合は自然排卵由

来の卵子を用いた。

ハムスターの過排卵誘起の方法は，腔粘液の分泌が認められた日(排卵の当日)をday1とし，乙の日 K

PMSを30m皮下注射し， day41ζ雄を交配する方法を採用した。交配の翌朝 (day5)に腔スメア検査を行
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い，精子の存在の有無によって交尾を確認した。なお，ラット の場合は，day4の夕方雄と交配し ， 翌朝

Cday5)に交尾を確認して採卵に供試した。卵子の採取は，目的の時刻lζ卵管および子宮を実体顕微鏡下で濯

流して行った。使用した培養液は，修正KRB液であり ，NaClの量を加減して浸透圧を段階的に調節した。

培養条件は，気相C025%，Air95%，湿度 100%，温度37
0
Cである。

結果:ハムスタ ー8cell卵子の培養においては， 230.210.190.170および 150m-osmolsの各区で， それぞ

れ39.1. 38. 4. 52. 7. 42. 7および¥24.6%の卵子が分化 8-cell以上に発育したが 270 m・osmols以上での

発育はみられなかった。また，発育卵子のうち，匪盤胞に発育した割合は，それぞれ 9.8. 17.9. 15.8. 27.9 

および 20.0%であった。すなわち，卵子の発育率は 190m-osmols区において良好な成績を示し，退行卵子の

割合も少なかったが，臨盤胞に発育する割合は， 170m-osmols区が優っていた。以上の結果はハムスター卵子

の体外培養における至適浸透圧が血清と等張を示す31Om-osmolsと比較しでかなり低いと乙ろにある乙とを示

唆している。ラッ ト2cell卵子の培養では， 190m-osmols区で若干の卵子が発育を示すものの，座盤胞までの

発育は合くみられなかった。 4cell卵子では， 190m-osmols以上の浸透圧下で50%の卵子が発育したが，隆盤

胞まで発育する割合は， 190m-osmols区の 40 ~ぢが最高であった。早期 8 cell卵子では 190m-osmols区で100

%の発育を示したが，浸透圧の上昇1<::伴って発育率は低下した。 8cell以降の卵子はし、ずれの浸透圧下 Kおい

ても容易に佐盤胞に発育した。マウス 2cell卵子の場合は 270m-osmolsで90労以上が座盤胞まで発育したが

ラット・ハムスターで良好な成績を示した， 170. 190 m-osmolsにおいては50%以下の低値を示している。

また，マウス 1cell卵子の培養における座盤胞への発育率は低いが， 230m-osmolsで若干良好な成績を示した。

考察:日甫乳動物卵子の体外培養における至適浸透圧の値に関しては，Brinsierによるマウス 2cell卵で 270

m-osmols， Whittenによるマウス 1cell卵で250m-osmols，NagleeらおよびMaurerらによるウサギ 2-4

cell卵で269m-osmolsなどの報告にみられるとおり，いずれも血清と等張を示す 315m-osmolsより低値であ

る乙とが指摘されているが，本実験で得られたハムスタ ーおよびラット卵子の最適浸透圧は，マウスlζ代表さ

れる他種動物の報告に比べて際立って低く，特異的な存在といえる。特にラ y 卜4cell卵子の場合，浸透圧を

190m-osmolsまで低くする乙とによってはじめて匪盤胞に発育しており，種特異的に要求される浸透圧条件が

満たされた時，高率に怪盤胞まで発育し得るととが示された。しかし一方で，要求される浸透圧条件は卵の発

生stageによって異なっているととも事実であり ，分化が進んだ段階においては浸透圧に対して広いcapacity

を持っているようである。乙の現象はマウス卵子においても認められており ，lcell卵子の至適浸透圧は，容易

に廃盤胞まで培養できる2cell以降の卵子に比べて低い乙とが特徴的に示されている。乙のように，発生段階に

よって至適浸透圧が異なっている乙と，特に未分化の卵子ほど低浸透圧であり ，しかもその閣植には種差があ

るという事実は乙れまで報告されておらず，新しい知見といえる。しかし，その発生学的機序は不明であり ，

今後の詳細な検討をまたねばならない。特lζ本実験における浸透圧の調節は，NaClの増減によって行ってい

る。しかし，乙の方法では培養液中のイオン組成の比率が各実験区どとに変わり ，それが卵子の発育に影響を

及ぼした結果とも考えられ，卵発生lζ及ぼす培養液中のイオン比の影響についても合わせて検討する必要があ

ろう。
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ハムスタ ー培養成熟卵の受精能

K関する検討

Fertilizability of 1n Vitro Matured Oocytes 

From Golden Hamsters 

三浦麗子，窪川優子，倉沢滋明，遠藤芳広，鈴木秋悦，飯塚理八

Reiko MIURA， Yuko KUBOKAWA， Shigeaki KURASAWA， 
Yoshihiro ENDO， Shuetu SUZUKI， Rihachi IIZUKA 

慶応大学医学部産婦人科学教室

Dept. of Ob. & Gyn.， Keio Univ. Sch. of Med. 

Ferti1izabi1ity of the in vitro matured oocytes iso1ated from hamster fo11ic1es 
was compared to that of the tuba1 oocytes (contro1). 
1. After cu1ture of the iso1ated fo11icu1ar oocytes， 90.1% of them deve10ped to 
the Metaphase II 14-15 hr after cu1ture. 
2. The rate of ferti1ization of the in vitro matured fo11icu1ar oocytes was 
10wer than that of tuba1 oocytes. 
3. 3.5% of the contro1 oocytes 4 hr after ferti1ization were achieved pro-
nuc1ear deve10pment norma11y. On the other hand， the rate of norma1 ferti1i-
zation of in vitro matured oocytes were 2.0% 4 hr after cu1ture and 25.0% 6 hr 
after cu1ture， and there was a higher tendency of po1yspermic ferti1ization. 
4. Formation of ma1e & fema1e pronuc1ei were 1ess frequent in in vitro matured 
oocytes (5.6% 4 hr， 63.6% 6 hr) than in contro1 (96.8% 4 hr). 

緒言:培養成熟卵の受精率が低いととは従来からも報告されてきているが ，われわれは， さら~，

培養成熟卵への進入精子の動態を検討 して，その本態を解明するととを 目的としてとの実験を行った。

方法:実験は，雌80-120 g，雄 100-140 gの成熟ゴ ールデンハムスタ ーを用いた。性周期第 1

日目 10:00 YC PMS ( pregnant mare senun) 251 U を投与し ，第 3日目 21:OOyC卵胞卵を採取， GH  

-2yCて培養した。14-15時間後K第一極体の有無を確認し，卵を m-TAPL液中K移 し， あらかじ

め4時間前培養した精巣上体精子Kて授精を行い， 4:.1>'よび 6時間後yC，ノマルスキー微分干渉レン

ズKて観察した。対照群は， 第 3日目 22:OOyC hCG (human chorionic gonadotropin)25 1 Uを投与

し， 14 -15時間後K卵管膨大部より排卵卵を採取，0.1 %ヒアルロニダーゼにて頼粒膜細胞を除去し，

同様K授精を行い， 4時間後 K観察 した。

結果:卵胞卵を invitroで14-15時間培養 した結果，その90.1%が第 2減数分裂中期 (Metaphase
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s ) ~達した。

Mß~達した卵を培養成熟卵とし，体外受精を行った結果，培養成熟卵は，排卵卵に比し，受精率

は若干低い傾向を示した。正常 2前核形成率は，排卵卵では授精後 4時間で73.5%であるのに対し，

培養成熟卵は 4時間で 2.0必， 6時間で 25.0%と，正常 2前核形成率の低下が認められた。多精子受

精率は，排卵卵 K比し，若干高い傾向を示した。

単精子受精卵K関して ，その前核形成をみると ，排卵卵は授精後 4時間でその 96.8%が両性前核を

形成するのK対 し，培養成熟卵では 4時間で両性前核を形成しているものは 5.6%しか認められず，

72.2%は未だ精子頭部が卵実質K貫入したままの状態Kとどまっていた。しかし 6時間では 63.6%

K両性前核が認められた。

考察:卵胞卵を invitroで培養すると，核レベノレでの成熟は完了するが，それらの卵 K体外受精を

行うと，受精率，正常 2前核形成率の低下， j:，>よび多精子受精の婚加傾向がみられた。

また，多精子受精防御機構が正常K働いたと考えられる単精子受精卵 tてかんして検討すると，精子

透明層通過の遅延，もしくは両性前核形成の遅延が認められ，細胞質の未成熟などの可能性が考えら

れた。しかし，両性前核形成能κかんしては，ハムスターの培養成熟卵で，とく K雄性前核が形成さ

れないという報告があるが，われわれの実験では 63.6%~ 両性前核形成が認められた。

主要文献

1. Leibtreid， M.L.， and B.D. Bavister Ferti1izabi1ity of in vitro matured 
oocytes from g01den hamsters. J. Exp. Zo01. 226， 481， 1983. 

2. Yanagimachi， R. In vitro sperm capacitation and ferti1ization of g01den-
hamster eggs in chemica11y defined medium. IN王nvitro ferti1ization and 
embryo transfer， Edited by E.S.E， Hafez and K. Semm， MTP Press， Lancaster， 
Eng1and， 1982. 

培養成熟卵 (Ms)の体外受精

精子/卵子
総卵子数 受精卵(必)

正常 2前核 多精子

培養時間(ω 形成卵(労 受精卵(錫

排 。H ~ß 4 83 73(88.0) 6 1 ( 73.5 ) 10 ( 1 2.0 ) 

4 5 1 30 ( 5 8.8 ) 1 ( 2.0) 1 2 (2 3.5 ) 

培養成熟卵

6 5 6 36(64.3) 1 4 ( 25.0 ) 1 4 ( 2 5.0 ) 
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J unj i Masak i 

浜野光市 ，佐々 田比呂志 ，菅原七郎，正木淳二

Department of Animal Science，Faculty of Agriculture， 
Tohoku University， Sendi，Japan 

東北大学農学部家畜繁殖学教室

企恒tr呈ct. App1ication of trip1e stain method to goat spermatozoa was 
investigat芭dto eva1uate acrosome reaction. Ejacu1ated sperm treated 
with or without IA(Ionophore A23187) were incubated at 370C in 5% C01 
95% air for 0 to 4 hours. Then， sperm was examined for moti1ity. An 
a1iquot of the sperm was further incubated in trypan b1ue at 370C for 
15 minutes and the rest was stained with Giemsa. Subsequent stain 
was made with Bismark brown Y and Rose Benga1 for trypan b1ue-treated 
sperm. In the IA treated sperm， per.centage of acrosome reaction was 
maximum at 1 hour incubation. Goat sperm showed a different reaction 
in the trip1e stain from human ~ßerm and optimum condition of stain was 
deve10ped for the former. Score of the acrosome reaction by trip1e stain 
was 10wer than that by Giemsa stain. 

Introduction 
Acrosome reaction is thought to be one of the essentia1 changes to ferti1i・

zation of malTl1la1ian spermatozoa" and is observed as the comp1ete or partia1 10ss 
of acrosome by 1ight mciroscopell in 1aboratory anima1s. In farm anima1s， 
however， the resu1ts of the acrosome reaction is not satisfactory， since 1) sperm 
head is not 1arge eno，ugh to estimate the reaction and 2) "fa1se or degenerative 
acrosome reaction"1，Jl -in dead or _9ying sperm is not exe1uded. 
Recent1y， Ta1bo1t and ChaconJl-have deve10ped the rapid procedure to score 

the acrosome reaction in human sperm. By this method， the acrosome reaction is 
c1ear1y distinguished between the norma1 and aegenerative ones. 
In this study， we tried to deve10p the method for estimating the acrosome 

reaction of goat sperm and to compare the Gi~msa stain with the trip1e stain. 

Materia1s and Methods 
Sperm preparatio~. Semen was co11ected by the artificia1 vagina from two 

mature ma1e goats of Japanese native breed druing breeding season. After.co11e-
ction， semen was di1uted 1:2 with BSA free BO(Brackett and 01iphant 1975)匂 J
medium containing 2mM caffeine and was centrifuged at 1，200 rpm for 5 minutes. 
After washing twice， the sperm suspension(0.1-1.0x10. sperm/m1) was treated with 
1 ~M in final concentration of IA(Ionophore A23187) for 2 minutes and transfered 
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to 0.3 m1 drops of BO medium inc1uding 3 mg/m1 ~SA under paraffin oi1. Fina1 
sperm concentration in each drop was 0.1-1 .Ox10' /m1. Incubation was done under 
5% CO2 95%'air at 37

0C for 0 to 4 hours. 
Giemsa stain. After the incubation for 0 to 4 hours， an a1iquot of sperm 

suspension was centrifuged at 1，000 rpm for 3 minutes. After examination of 
moti1ity， sperm was smeared onto glass slides， and stained.~n buffered Giemsa 
solution for 1.5 hours after Orth's f1uid for30 minutes5 ，6). Percentage of 
acrosome-1ost one in 500 sperm was expressed as AL(acrosome 10st sperm percentage). 
MAL was the va1ue multip1ied AL by M(sperm moti1ity percentage). VAL was the 
va1ue mu1tip1ied AL by V(sperm viabi1ity percentage). 
Staining condition of trip1e stai ~. The condition of trip1e stain by 

Ta1bo1t and Chacon31 (1981) was investigated to deter可ninethe optimum treatment of 
TB(Trypan b1ue)， BBY(Bismark brown Y) and RB(Rose Benga1). For this purpose， the 
fo11owing solutions were used. (1) 0.2， 1.0 and 2.0完TBin BO medium， (2) 0.1， 
0.4 and 0.8% BBY in disti11ed water(tH 1.8)， (3) 0.4 and 0.8% RB in Tris buffer 
(pH 5.3). To determine the optimum concentration of TB， sperm suspension was 
di1uted with an equa1 vo1ume of 0.2 to 2.0% TB. After incubation at 370C for 15 
minutes， sperm was examined moti1ity and smeared onto glass slides. After 
washing by BO medium， these specimens.， were fixed by 3% glutara1dehyde. To 
determine the optimum treatment by BBY and RB， sperm treated with glutara1dehyde 
and fresh ejacu1ated sperm， which were stained with TB， were stained with 0.1 to 
0.8% BBY tor 1，3 and 5 minutes and subsequent1y with 0.4 or 0.8% RB for 5， 15 and 
30 minutes. These specimens were examined at x1，000 under 1ight microscope. 
Trip1e stain. After the incubation for 0-4 hours， IA treated or non-treated 

sperm were di1uted with an equa1 vo1ume of 1.0% TB and further incubated at 370C 
for 15 minutes. Then， sperm were smeared onto glass slides and fixed after wash-
ing. These specimens were stained with 0.1% BBY for 3 minutes and with 0.8% RB 
for 15 minutes. Eva1uation was made for 500 sperm at x 1，000 under 1ight micro-
scope. The percentage of acrosome-1ost 1ive sperm was expressed as ALL. These 
processes were repeated four times. 

Resu1ts 
Trip1e stain. To determine the optimum condition of trip1e stain， sperm 

treated with glutara1dehyde or fresh ejacu1ated sperm was examined. In the 
treatment of 0.1% TB， where the moti1ity of fresh sperm was not affected， dead 
sperm was not stained b1ue. Sperm moti1ity was inhibited by 1.0% TB. The treat-
ment of 0.4 or 0.8% BBY for 3 or 5 minutes disco1ored b1ue at postacrosoma1 
region of the sperm treated with glutara1dehyde. In the non-treatment or 0.1% 
BBY treatment for 1 m.inute， the postacrosoma1 region was overstained pink by RB. 
The acrosome treated with 0.4完RBfor 5 and 15 minutes and with 0.8% RB for 5 
minutes disappeared pirik. The postacrosoma1 region was overstained pink with 
0.4 or 0.8% RB for 30 minutes. As a resu1t， the treatment with 0.5完了Bfor 15 
minutes， 0.1% BBY for 3 minutes and with 0.8% RB for 15 minutes enab1ed to stain 
pink distinctive1y for intact acrosome of 1ive and dead sper叩 andb1ue for post-
acrosoma1 region of dead sperm. 
問otility and viability of sperm. By the treatment of TB， sperm moti1ity 

cou1d-be compared with viability(Fig. 1A and B). During incubation for 0 to 1 
hour， the changing pattern of sperm moti1ity was simi1ar to that of sperm via-
bi1ity. After 2 to 4 hours incubation， moti1ity showed a marked decrease. The 
difference in score between moti1ity and viabi1ity was about 20% during 0 to 2 
hours incubation and was about 30完during2 to 4 hours. 
Acrosome react i 0n， The percentage of acrosome-1ost sperm treated with 

trip1e stain wascompared with that of Giemsa stain(Fig. 2A， B and C). ALL was 
10wer than MAL and VAL. ALL of IA treated sperm was maximum at 1 hour. The 
changing pattern of ALL was simi1ar to that of VAL. MAL decreased during 2 to 4 
hours incubation， a1though during 0 to 2 hours incubation its changing pattern 
was simi1ar to that of VAL. 
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Fig. 2. Percentages of acrosome-1ost sperm(AL) estimated by Giemsa stain 
(A:B) and trip1e stain(C). In Fig. 2.A， percentage(MAL) was mu1tip1ied . ~L 
by motility(M). In Fig. 2.B， percentage(VAL) was multip1ied AL by viabi1ity 
(V). In Fig. 2.C， ALL was the percentage of acrosome-1ost 1ive sperm esti-
mated by tr旬1estain. Fig. shows (0) nontreatment and (・)IA treatment. 

Discussion 
In this study， differences in the reaction for stainings were recognized 

between goat and human sperm; T8 concentration used for human sperm inhibited 
moti1ity of goat sperm during T8 incubation. BBY treatment used for human sperm 
cou1d not be app1ied to goat sperm. These differences may depend on the speci-
ficity of membrane properties between of the two species. 
Giemsaミtainhas been used for eva1uating the acrosomic system for sperm of 

farm anima1s 01 and for examining the presence of acrosome， but the sperm moti1i・
ty sho凶eda different resu1t from viabi1ity by T8 stain and the resu1ts of MAL 
was not accorded with VAL and ALL. If the acrosome reaction is examined. the 
moti1ity or viabi1ity of sperm must be important. Austin1) has demonstrated 】

that "the nonnal acrosome reaction" occurred in strong1y motile sperm and Meize1" 
defind "true acrosome reaction" as the 10ss of acrosome in moti1e sperm. 
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According1y， in Giemsa stain， fa1se or degenerative reaction might be inc1uded， 
since the sperm moti1ity in the same samp1e cou1d not be examined simu1taneous1y. 
By contrast， in the trip1e stain， vita1 stain inc1uding TB stain enab1ed 

the objective estimation of sperm viabi1ity and by BBY and RB s~qin ， norma1 
acrosome reaction was easi1y distinguished~ Ta1bo1t and Chacon3) reported that 
"the normal acrosome reaction" was observed as the 10ss of acrosome in live 
sperm. Trip1e stain scarece1y inc1uded fa1se or degenerative acrosome reaction， 
for simu1taneous estimation for sperm moti1ity and acrosome reaction appeared 
to be possib1e. 
In conc1udion， tip1e stain is re1iab1e technique for eva1uating acroosme 

reaction in comparison with Giemsa stain and avai1ab1e for estimation of goat 
sperm by modification of the orgina1 method for human sperm. 

References 
1) Austin， C.R.: J.Reprod.Fert.， 44， 155 (1975) 
2) Bedford， J.M.: Bio1.Reprod.， 5upp1. 2，128 (1970) 
3) Ta1bolt， P.， and R.5.Chacon，: J.Exp.Zool.， 215， 201 (1981) 
4) Brackett， B.G.， and G.01iphant，: Bio1 .Reprod.， 12， 260 (1975) 
5) Hancock， J.L.: J.exp.Bio1.， 29， 445 (1952) 
6) Onuma， H.: Bu11 .Nat.lnst.Anim.lnd.， 3， 105 (1963)(in Japanese) 
7) Meize1， 5.: In Deve10pment in Mamma1s. MH Johnson， ed. Vo1.3. p.1. North-
Ho11and， Amsterdam， (1978) 

要約

先体反応を検査するために trip1estain 法のヤギ糟子への応用を
検討した。射出糟子あるいはIA(IonophoreA23187)で処理した精子を 370C，
COっ5%，air 95認で 4時間インキュペーションした。精子の活力検査の
の'6，一部の糟子は trypanb 1 ueで 370C 1 5分間インキュペーション
し，残りの精子はギムザ染色を行なった。 trypanb1ue処理糟子は次に
Bismark brown Y と RoseBenga1 で染色した。ヤギ糟子はヒト精子の
trip1e stain とは異なった反応を示し，ヤギ精子についての至適条件
を見いだした。 trip1estain でしらベた先体反応の割合は，ギムザ喚色

のそれより低かった。
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Sperm-Zona In t er ac t i on in the Mouse-Spec i al 

恥 ferenceto the Time of Acrosome Reaction 

井上正人・小林善宗・金子みつ恵・藤井明和

Masato 1 NOUE. Yoshimune KOBAYASHI. 

Mi tsue KANEKO and Akikazu FU J 1 1 
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Mouse oocytes were examined by scanning electron microscope wi thln 15 minutes 

of insemination to clarify where and when does the acrosome reaction occur. 

The spermatozoa which had passed through cumulus oophorus were first associ-

ated with the zona pellucida by the anterior tip of the dorsal curvature of the 

sperm head. At this time. spermatozoa fixed on the zona had intact acrosomes. 

After fir・mlybound. they began to plow their furrows into the zona by a mechani-

cal shearing with a sharp edge of the dorsal curvature which were often surroun-

ded by softened. sticky zona material. suggesting lysis of the zona by a sperm-

born protease(s) playes an important role for sperm penetration. 

The spermatozoa in the process of penetration had undergone acrosome reaction 

and a c1uster of smal1 perticles. presumably acrosomal remnants. were not 

infrequently found on the sperm head or in the vicinity of the penetration hole. 

These results indicate that first. capacitated acrosome-intact spermatozoa 

bind to the zona surface. then undergo acrosome reaction and acrosome-reacted 

spermatozoa begin to penetrate mechanically the zona by means of a sharp edge 

of the dorsal curvature. dissolving the zona material wi th a zona lysi.n(s). 

緒言 :精子が透明帯ま貫通するためKは先体反応は必要条件であると 考えられている。しかし精子

がどの時点で先体反応を誘起するのか，精子の透明帯結合K先体反応、が必要であるのか，といョた点

についてはまだよく分っていなL、。 invivo (tCおける精子の透明帯通過は極めて速く 2-3分以内
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ると報告している。われわれはこれまでマウス体

外受精卵を用いて受精に伴う透明帯の変化，精子

の透明帝通過様式を走査型電子顕微鏡 (SEM)に

て観察してきた。今回は精子の透明帯結合と先体

反応の関係を明らかKする目的で，媒精後5-

1 5分で，すなわちまだ卵丘がほぼ intactな状

態で卵子を固定し， SEMを用いて観察した。

方法:供試動物は ddY系の未経産マウスで，実

験開始時に 7-8週令のものを用いた。 PMSG

7.5 iu. HCG7.5 iuを 48時間間隔で腹腔内K倒す

し， HCG投与後 16-17時間で採卵した。精子は

ddY系の成熟雄マウスの精巣上体尾部より 採取し，

1時間培養して採精能力を付与してから媒精K供

した。培養液は修正Krebs-Ringer液K0.3roの牛

血清アノレプミ ンを加えて使用した。定法K従ョて

媒精し， 5 -1 5分後K1 0 %ホルマリン液を 1

滴加え，精子の活動を停止させてから O.1 9も

hyaluronidaseで頼粒膜細胞を除去した。裸化卵

子は培養液で数回洗滋後， 2 9もglutaraldehyae

-∞25 M phospha te buff erで 20-40 時間固定
した。 0.2ro poly-L-lysinであらかじめ処理し

たカバーグラス上に卵子を接着させてから ，上昇アセト ン系列で脱水した。酢酸イソアミ ールで置換

と推定されており，受精精子を見つけてこれを観

察するのが非常に困難なためである。Flonmnら

(1982Tは裸化卵子を用いた実験に より，マウスで
は capacitationした精子がまず原形質撲で透明帯

K結合し，その後先体反応、を誘起して，侵入して

いくことを明らかにした。一方Huangら (1981)2

は，モルモ y トでは先体反応、は精子の透明帯結合

Kとョて必要条件であり，先体反応を誘起した精

子だけが透明帯K結合して，侵入することができ

図 1 媒精後 5分で 固定

図 2 媒 精後 15分で固定

し，臨界点乾燥，金蒸着を行なL¥日本電子JSM-35型 SEMKて観察した。

結果:頬粒膜細胞層を通過した精子は頭部大毎側を下向き Kして ，その先端部で透明帯K結合する
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(図 1)。精子は透明帯に結合してからも活発に

運動するため，やや横向き Kな 9 た精子頭部や大

量管側がかなり広く透明帯に接着している像がしば

しば観察された(図 2)。この時点では先体は

intactであり，放射冠K治ョて卵子表面K到達し

た精子はまず頭部先端の原形質膜で透明帯上の精

子結合部位を認識するものと息われる。透明帯K

結合した精子はまもなく先体反応を誘起し，原形

質膜と外先体撲の胞状化 vesiculation が認めら

れるようになる(図 3)。しかしこの時点でも精

子頭部先端はなお透明帯ょに結合したままの状態

であ 9 た。胞状化した先体はバラ バラttcなって離

脱し，精子頭部は先端よりやや内側の所で，透明

帯への侵入を開始する(図 4)。透明帯に侵入中

の精子はすべて先体反応を完了しており，胞状化

した先体の一部が内先体膜上に残っているのが時

K見られるだけであった(図 4.5. 6 )。精子頭部

には軟化した透明帯の表層があたかも徴紙毛のよ

うに付着している像が認められ(図 5.6) ，先体

内酵素による透明帯の溶解が，精子侵入K重要な

役割を担っていることが推察され，また透明帯が

精子侵入ttcactive ttc関与している可能性が示唆

された。侵入を開始した精子は，先体内酵素によ

り軟化した透明帯を鋭角Kなっている頭部大管部

で後方K切開するような形で，進んでいくも のと

思われる(図 6)。精子侵入口の付近には胞状化

した先体の遺残物と恩われる穎粒がしばしば観察

された(図 6)。

考察;受精精子を経時的Kしかも多数観察する

ことはむずかしく，また精子一透明帯の相互関係

図 3 媒精後 15分で固定

図 4 媒 精後 15分で固定

をSEMで観察するためKは穎粒膜細胞を除去することが必要である。このため ，精子の透明帯結合と

先体反応、K関する研究は，その大部分が裸化卵子を使って行なわれてきた。 Storyグル ープは，マウ

ス裸化卵子を用いた一連の実験から， ① capacitationした精子は先体の原形質膜で透明帯に結合し，
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②結合した精子は透明帯上で先体反応を誘起し，侵入

を開始する，③培養液中で誘起される先体反応は，透

明帯に結合してから起こる先体反応とは異なり，受精

には結びつかな1.'，ことを明らかKした。ハムスタ ー

でも先体反応、は精子の透明帯結合後K起こると報告さ

れている。これK対してYanagil1Bchi グルーフ・は?

モルモットを用いて培養液中で先体反応を誘起した精

子だけが，透明帯に結合して，この組織を通過できる，

と主張している。このような全く相反した実験結果が，

種特異性によるものであるか否かは現在の所同ミ明であ

る。われわれはなるべく invivo K近い状態で，精子

一透明帯の相互関係を観察する目的で，マウスの正常

卵子と媒精後5-1 5分で固定した。この方法は 10 

9もホルマリンを 1滴加え，精子の活動を停止させてか

らhya1uronidaseで穎粘膜細胞を除去するため，媒

精後の時聞を正確K設定することができるとL、う利点

がある。また精子滋度を下げることにより invivo 

k非常K近い状態で，受精精子だけを見ることも可能

である。今回のわれわれの実験結果は， Storyク.ノレ-

A主張を裏付けるものであり，マウスでは，①まず
精子は頭部先端の原形質膜で透明帯に結合し，その後

先体反応、を誘起する，②先体反応、を完了した精子だけ

が透明帯に侵入する，③最初に侵入するのは頭部先端

からやや内側の大管部である，ことが確認された。ま

た先体内酵素Kより，軟化した透明帯の表層が精子頭

を取り巻くように付着している像が観察され，透明帯

が精子の侵入Kactive K関与している可能性が示唆

された。マウスでは invivo Kおいてもほぼ同じよう

なプロセスで，精子の透明帯結合，先体反応，精子侵

入が起こるものと思われる。

図 5 媒精後 15分で固定

図 6 媒精後 15分で固定
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カノレモデュリン阻害剤W-7処理ヒト精子

先体反応の微細構造

U 1 trasttuctural observat ions of the acrosome 

react ion in human spermatozoa treated wi th 

calmodul in .antagonist， W-7. 

永江毅・岩城章・木下佐・村上邦夫、黒田優.

Takeshi Nagae， Akira 工waki，Tasuku Kinoshita， 
Kunio Mura}王am~， Masaru Kurod~. 

東邦大学医学部第 2産婦人科学教室

工工ndDepartment of Obstetrics and Gyneco1ogy， Schoo1 of 
Me己icine，Toho University. 

-東邦大学医学部第 1解剖学教室

工stDepartment of Anatomy Schoo1 of Medicine， Toho University. 

Abstract. 

There are many reports in which the mamma1ian spermatozoa acrosome reaction 
was observed in vitro and in vivo， but not in human. It has beeコknownthat the 
ca1modu1in antagonist， W-7， stimu1ates the acrosome reaction in human spermatozoa. 
This study shows the observation of the acrosome reaction in human spermatozoa 

treated with. W-7 in mBWW med;i.um. The resu1ts are as fo11ows: 
1. There was no morpho1ogica1 difference between the W-7 treated and the 

non treated human spermatozoa. 
2. 工nthe ear1y stage of the human spermatozoa acrosome， the e1ongation of 

the outer acrosome membrane and the swe11ing of acrosome were observed. 
3. 工nthe midd1e stage， the ring formation into the acrosome and the impro-

vement of the acrosome swe11ing were observed. There weren't any vesicu1ations 
in other species. 
4. In the 1atter stage， the ring formation a10ng the inner acrosome membrane 

wa，s observed and it resemb1ed ves.Lcu1ations in 0七herspecies. 
From the resu1ts mentioned above， there seem to be some differences between 

human and othev species in the process of the acrosome reaction. 

緒言: ヒト以外の晴乳動物精子先体反応、の過程については invi tro， in vivo ともに多〈

の報告がされてな !l， plsma membranとouteracrosome membraneの融合 <Vesiculation) と

いう形態学的変化そ起とす ζとが知られている。しかし， ヒト精子については， ζの様~変化が生じ

るものかどうか疑問視する報告もあ!l，詳細なととについては充分解明されていない。そζで我々は，

C almodulin阻害剤であるW-7がヒト精子先体反応を著しく促進する ζ とに注目し， ζの方法を

用いて透過電顕下に観察を行い若干の知見を得たので報告する。
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方法 50μM.W-7添加mBWW液中で 1時間精液静置法を行ったのち，さら κ 50μM.W-7

添加mBWW液中で 3時間 incubation した群 (W-7群)， 50μM.W-7添加mBWW液中で 2時間

preincubationしたあと W-7を除き mBWW液中でさら VL1時間 incubat i onした群 (W-7*群)， 

なよぴmBWW液中で精液静置法を行い，引き続いて mBWW液中で 3時間 incubat ionした群 (mBWW

群〉の 3群の精子について観察した。

それぞれの incubation終了後 0.1Mリン酸緩衝液中 2.5% glutaraldehydeで 90分間固定し，glu-

taraldehyde洗浄後，上記緩衝液中1.5% osmium tetraoxideで後固定を行い， 3 %アガロースに包

埋した@との資料を脱水系列で脱水後， Epon 812 VL包埋し，ポーターブルーム MT-2 型ウルト

ラミクロトームで超薄切片を作製し，酢酸ウラ ニー ル，クエン酸鉛で 2重染色を施した。観察は，

Hitachi-H600型公よびJEM-100 B型電子顕微鏡で行った。また，先体反応、の過程を大きく次の 3

群K分類した。 (1)未先体反応精子(N 0 n -A R ) 0 (2)先体反応進行精子~I) o (3)先体反応完了精子 (AR)。

との中で，今回の観察に特に重要と思われたV精子については，さら K初期，中期，後期κわけで詳

細K観察を行った。

結果:今回観察した 3群のヒト精子先体反応を進行期別 κ分類した結果をTable-1. 

K示す。 ζれから明らかなように W-7群なよびW-7*群 VLl，'いて v精子 ・AR精子共K著し

く増加してl，'T ( P<O.OOl)， 先体反応が促進されている ζ とがわかった。また，両者間K有意差は

認められないとと から考えて Calmodulin阻害剤W-7の直接作用により先体反応が促進したもの

である ζ ともわかった。そζでmBWW群と他の 2群 VLl，'ける先体反応発現の過程を形態学的に検討

したと ζ ろ，両者聞には全く異なるととろは認められず， W-7で処理したヒト精子先体反応は生理

学的変化であるととが確認された。

以下， ヒ 卜精子先体反応の過程につい示す。

(1)初期の変化として，

先体部の膨化・
Table 1. Observation of Human spermatozoa 

Acrosome Reaction by TEM 

outer acrosome 

membraneの延長

が認められる。

(2)中期の変化として，

膨化した先体内κ

膜様輪状構造が認

められ，膨化もよ

り一層著明となる。

また，一部の outer

acrosome membr-

NON-AR 

NON-AR: 
V 
AR 
効， . 

mB凶凶

89 

凶-7

44.5 

NON Acrosome Reaction 
Vesiculation 
Acrosome Reaction 

W-7 

40 

合

Preincubation in W・7for 2hs before 
incubation in mBWW for lhs. 
Fertilization rate is 40% at 30min. 

after insemination 
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aneとplasmamembraneの膜構造は不鮮明となり，との部から先体内基質の流出が認められる。

(3)後期の変化として，先体内K認められた膜様輪状構造が inneracrosome membrane VL治って存

在し，他のE甫乳動物精子先体反応、で観察される VesiculationVL類似している。

なな，今回観察したヒト精子 600匹中，他の晴乳動物精子先体反応、で認められるような outer

acrosome membraneとplasma membraneとの明らかな融合ー Vesiculat ion ーは認められな

かったが equatorial segmentの部位にないては，との 2つの膜は連続していた。

また， ζの実験で用いた精子の一部 (W-7 ・群)を透明帯除去ハムスター卵κ媒精したととろ，

媒精 30分で 40~の受精率が確認された。

考察 Russell1) らは inophoreA23187 を用いたヒト精子先体反応が他の晴乳動物精子と

異なるととを報告しているが，特に彼らの報告したVesiculationは inneracrosome membrane 

VL治って存在してb り，今回我々が観察した膜様輪状構造と酷似しているものであった。しかし，彼

らはそのVesicul at ionが，他の晴乳動物精子先体反応、で認められるような plasma membrane と

outer acrosome membrane の融合Kよb生じたものと考えているが，他の哨乳動物精子先体反応

を ionophoreA23187で促進させた場合 2Jvesi川 ationの存在する位置は膨化した先体の外側，

すなわち outeracrosome membraneとplasma membraneの部位K認められ Russellらなよび

今回我々が観察したような inneracrosome membrane VL近接した位置では左い。とのような ζ と

から. Russellらの報告したVesiculationは，我々が観察した膜様輪状構造である可能性が極めて

高いものと考えられる.

一方，柳町ら 3) は，モルモット精子先体反応を観察し，先体内への Ca の流入κよる先体の膨2十

化現象を報告しているが， とれは，今回我々が観察したヒト精子先体反応の初期κかいても認められ，

同様左機序によるものであると考えられた。しかし，その後の過程にないて，先体内の膜様輪状構造

の存在する点 plasma membraneとouteracros ome membraneの融合が確認でき左かった点な

ど，全く異なる変化が観察され， ヒト精子先体反応が他の哨乳動物精子とは異なる形般学的変化をす

るものと推測された.また Calmodul in阻害剤であるW-7のヒト精子先体反応への作用は，生理

学的形態変化を促す点である ζ とが判明し， とのととは，今後との薬剤lが不妊症治療に応用できる可

能性を示唆するものであった。

1) Russe11， L.， Peterson， R. N.， and Freund， M.: 

Morpho1ogic characteristics of the chemica11y induced acrosome reaction in 

human spermatozoa 

Ferti1， Steri1. 32:87， 1979. 

2) Peterson， R. N.， Rwsse11， L.， Bundman， 0.， and Freund， M.: 

Presence of microfi1aments and tubular structures in boar spermatozoa 

after chelllically inducing the acrosome reaction. 

Biol. Reprod. 工9:459 (1978) 
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3) Yanagirnachi， R.， and Usui， N.， 

Ca1ciurn dependence of the acrosorne reaction and activation of guinea pig 

sperrnatozoa. 

Exp. Ce11 Res. 89: 161 (1974). 

4 
D 

Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 Fig. 叫

Fig.1; This is the ear1y stage of the acroe~rne reaction in hurnan sperrnatozoa. 
The e1ongation of the outer acrosome membrane with p1asma membrane have been 
recognized.( 25，000) 
Fig.2; This is the middle stage of the acrosome reaction. The ring formation 
into the acrosome and the improvement of the acrosome swe11ing have been re-
cognized.( 30，000) 
Fig.3; This is the latter .stage of the aerosorne reaction. The ring formation 
along the inner acrosome membrane has been recognized.( 30，000) 
Fig.4; This is an acrosome reacted human spermatozoa. The membrane fusion has 
been recognized at the equatoria1 segment.( 15，000) 
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ラット前核期卵の核移植:とくに紫外線照射

Kよる非外科的核除去Kついて

Nuclear Transplantation i nto Pronuclear -stage 

Rat Eggs : Enucleation of Eggs by UV-irradiation 

昇 公一・舟橋弘晃・内海恭三・湯原正高

Koithi NOBORI， Hiroaki FUNAl凶団， Kyozo U百 UMI，

and ~sataka YUHARA 

岡山大学農学部家畜繁殖学教室

Laboratory of Animal Reproduction， Schl. of Agri. Okayama Univ. 

This study was designed to establish the fundmental principle 
for nuclear transplantation in rat pronuclear eggs. 
Single cell of rat ICM which was injected into the ICM cells 

in recipient blastocyst could differentiate into several organs， 
judged by coat clor， retina pigmentation and the identification of 
6-phospho gluconate dehydrogenase isozyme in the young. 
Haploid female pronuclear eggswhich was non-surgically enucleated 

by micro-spot irradiation of ultra-violet were duplicated the 
chromosomes by cytokaracine-B and then were in 豆~ developed into 
blastocyst. Therefore， these irradiation onto pronucleus of eggs was 
more effective for the subsequent egg development and differentiation 
than whole egg irradiation. But， the injected ICM cell could only 
pertially developed in the pronuclear eggs enucleated both pronucleus 
by micro spot irradiation and so， further device on microinjective 
technique was remained to be resolved. 
Thus， these results showed the possibility that micro-spot 

irradiation on nucleus makes use of non-surgical enucleation in egg 
nuclear transplantation techniques. 

緒言:匹性ガン細胞の核が正常な受精匹と融合させられた時，形質発現を転換して宿主旺の正常な分化発達

11:唾参加する乙となどから，核にある遺伝子の発現は細胞質の働きによって調節されている乙とが発生工学的にも

明らかにされるようになった。 Hoppe&Illm ensee(1981)1〉はマウスの匪盤胞期臨の ICM核をマウス

前核期卵Ir注入して， 1 CM由来のマウスの作出に成功したことは座の核移植に理論的基礎を与え，技術的問

題を大きく前進させただけではなく，クローン動物作出への道を聞くものと思われた。しかし，匪の核除去や

核の再注入など、の顧徴外科的技術を中心として，核移植には解決されねばならない問題が残されている。

本研究ではラット単離 ICM細胞をラット匪盤胞へ注入してキメラ動物を作出しラット匪盤胞の ICMの分

長
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化多能性を調べるとともに，被核注入細胞の核を紫外線Kよって非外科的IL除核する方法を検討し，その卵細

胞質での注入移植核の発育能も検討した。

方法:注入核の分化能の検定 :DA系睦盤胞のICMを免疫外科的手法により単離した。抗ラット牌臓家兎

血清(抗体)にさらし，続いて新鮮正常家兎血清(補体)Iとさらして，細胞溶解法によって栄養膜細胞のみを除い

て. 1 CM細胞塊を得た。 ICM細胞塊は 0.1必プロテアーゼiζ軽くさらした後， ピペッティングκよって個

々の単離細胞とした。単離ICM細胞をWistar系佐盤胞の ICM細胞塊iC.顕微注入法によって栄養膜細胞

を介して，物理的IC押し付けて凝集させた。注入キメラ臨から得られた産仔の色覚的検査を毛色と眼球の網膜

細胞の色素分布で行ない，各臓器の 6ーリングルコン酸脱水素酵素(6P G D)のアイイザイムを電気泳動法iζ

より検定し，さらにはWistar系との交配による産仔の毛色から生殖系列のキメラ性を調べる ζとによって注

入されたICM由来の遺伝子の寄与率を判定した。

宿主前核期卵の紫外線照射による除核:非外科的IL前核を除核するためIL種々の紫外線l照射による核の不活

性化法を検討した。流動パラフィン下の媒液(KR p)中iζ静置された前核期卵に紫外線殺菌灯を 20-40分間

照射した。各時間の照射卵を偽妊娠 l日目の卵管へ移植し. 3日後fC:子宮卵を回収する乙とKよって照射卵の

発育性を検定した。一部の照射卵に単離ICMを顕微注入し，その後同様lとして注入卵子の発育性を調べた。

続いて，紫外線の全卵照射による細胞質DNAへの障害を考慮して，核のみへの紫外線のスポット照射を試み

た。流動ノfラフィン下で点滴培養中の前核期卵'C:対して，顕微分光損IJ光装置(DMSP-ll. オリンパス光学)

によってキセノンランプの 253.7nm波長の紫外線の 5.3μdのスポットをその前核にのみ照射されるように

した。雄性前核Kのみ30分のスポット照射を施し卵管移植によって ln V1VO の発育性を 3日後の子宮卵

を回収して検定した。対照として，細胞質にのみスポット照射を行なった。さらに，雄性前核のみをスポット

照射で不活化した前核期卵をサイトカラシンB処理c5μL/mL. 12時間)によって，残された活性のある雌性前

核を2倍体化した後，同様にして invivoでの発育能を検定する乙とによって紫外線照射法の是非を検索し

た。さいどに，雌雄の両前核を同核のスポット照射で不活化し，その卵細胞質へ注入された ICM核の発育分

化能を同様lとして調べた。

結果と考察:実験1.注入核の分化能の検定 :DA系(有色)単離ICMを注入されたWistar系(アルビノ)

E基盤胞から発育したキメラ産仔は背線を中心に両側へDA系のアゴウチの毛色配列を示し網膜細胞にも色素

細胞がランダムK分布し視覚的IC:は注入ICM由来の遺伝子が宿主細胞中で分化し，発現している乙とを示

した。さらに 6-PGDのアイソザイムの検定から，肝臓と血液細胞にDA系由来のタイプが検出された。し

かし， ζの雄個体をWistar系雌ラットと交配して得られた産仔IC:は有色の個体が得られなかったので生殖系

列にはDA系由来の細胞が関与していなかったものと思われる。

Hoppe & Illmensee (1981)込その他によって，マウスのICM細胞が分化多能性や分化全能性を持つ

乙とが実証されていたが，本実験の結果から，ラット ICM細胞も少くとも分化多能性を持つ乙とが示された。

実験1 紫外線照射による前核の除核と ICMの顕微注入:紫外線殺菌灯によって全卵!照射された前核期卵

は30分の照射で正常発育卵も得られたものの，かなりの増殖死を起乙し. 40分の照射では増殖死に加えて，非
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正常発育卵は得られなかった(表ー 1)。

Table-l The effect of UV irradiation on the survival of rat pronuclear eggs 
and the developmental performance of transplanted ICM-cell nucleus in such 
enucleated eggs 
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非照射や20分の照射では全て匹態胞への発育を示し， 30分照射によって始めてその内いくらかは分裂の途上で

退行(いわゆる増殖死)しているものが認められた。 40分照射になると，分裂死のみならず未分割のまま退行し

照射効果の臨界時間正常発育卵は得られなかった。以上の結果から，ている(非増殖死)卵子も多く認められ，

は30分であろうと推定し 30分!照射卵か40分照射卵1<:1 CMを注入してその発育性を調べた。 30分照射卵では

わずかな発育性の改善がみられ，死滅卵もほとんど増殖死による発育途上卵が

認められた。 40分照射卵では ICM核注入によっても卵子の発育は認められなかった。 Ei bs & S p i lman 

(1977)2)はマウスの前核期卵から桑実匪1<:対して 253.7nm紫外線K対する感受性を比較した結果，前核期

ICM細胞核の注入によって，

乙れをゲノムDNAのUV傷害の修復機構が阻害されるためとした。そし

UV による細胞内構造物の傷害を示唆した。さて高線量の場合1<:はさらにとの修復能が抑えられる乙とから，

らにKu&Voytek(1976)3Fは遺伝的ILDNAのUV傷害修復機構を欠いた色素性乾皮症の皮慮の細胞でさ

受精卵の感受性が高い乙とを示し，

えもマウス受精卵の発育を 4細胞期まで1<:完全iζ停止させたUV線量 (0.5J/nf)において 5割の生存があっ

受精卵において，核DNA以外にも紫外線の標的になり得るものが存在する可能性を示唆した。fこととから，

従って本実験での比較的高線量と思われる40分照射卵1<:1 CM核の注入された後iとも卵子の発育性の回復が認

められなかったのは，細胞質中の核酸(とくにミトコンドリアDNA)を含めた細胞質の領傷による可能性も充

分IL考えられる。

紫外線による細胞質の損傷を避けるために，紫外線の核のみへのスポット照射法が検討された(表-2)。

30分間紫外線を前核期卵の雄性前核か細胞質1<:スポット照射した時のその後の発育能が調べられた。雄性前核

発育途上で退行した。一方，細分裂能を失ない 1細胞卵のままか，のスポット照射卵子ではほとんどの場合，

胞質へのスポット照射で・は全ての卵子が匪盤胞へと発育した。ラットの単為発生匪での発育検定lとおいて半数体

2倍体}O51ζなって始めて匪盤胞かそれ以上IL発育する乙とが著者らの研究 4)匪は 2細胞期までしか発育せず，

で証明されている乙とから，本研究での雌性前核のみの半数体座の発育停止は紫外線照射によって雄性前核の

みが首尾よく不活化されている乙とを示している。

損傷を受けた核の残遺物が細胞質1<:残存した場合，他の正常核の分裂に関与して発育障害を引き起こすとい
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Table-2 The effect of UV micro-spot irradiation on the survival of rat pro-
nuclear eggs and the developmental performance of diploid female pronucleus 
or of transplanted ICM白 cellnucleus in such enucleated eggs 

Object Nuclear No. No. of Embryos recovered 
of UV transp/ of embryos Total(%) Normal Abnormal % of 
irrad宇 Cytka-B exp transp. Blast. Deg-Moru 2-7cell 1cell abnor 

M-pron 5 16 11(69) 1 O 6 4 91 
Cytpla 4 7 4(57) 4 O O O O 

M-pron Cytka-B 2 10 2(20) l 1 O O 50 

M&F-Pr Nuc.tra. 3 9 6(67) O 。 2 4 100 
M&F-pr 2 2 2(100) O O 1 1 100 

2-cyto l 3 3(100) 3 O O O O 

*) 30 minutes' micro-spot irradiation 

う報告5)もある乙とから，雄性前核を不活化し，雌性前核のみ正常と恩われるハフ。ロイド怪をサイトカラシン

で2倍体にして陸銀胞への発育を観察した。雌性発性 2倍体匪はE基盤胞期にまで発育するものが認められた。

乙れらの結果から，細胞質に障害を与えるととなしf(，スポット照射によって核のみを不活化した場合，その

卵細胞質は正常な核の遺伝子発現を誘導し，発育分化能を保持させ得る可能性が示唆された。さらに乙のスポッ

ト照射法Kよって障害を受けた核が他の正常核の発育分化能を回害しないととからスポット照射法が非外科的

な核除去法の有効な手段となり得る乙とが示された。

雌雄の両前核に紫外線をスポット照射した卵細胞質ILICM細胞の単離核が注入されて，その卵子の発育分

化能が検定された。両前核を不活化された卵子は全て分裂停止を示したが，核移植された卵子は 4日間の in

V1VO培養で6~ 8細胞期まで発育した。しかし，乙の分割卵子はその後の in v i t ro培養で=それ以上の発育

を示さなかった。乙のように，核の顕微注入旺の低い発育能は， ラット ICM核の分化多能性が前もって検定

されているととから，顕微注入操作の技術的問題K帰国するかも知れない。顕微注入卵子は注入後，数時間の

in vitroの培養f(よって形態的正常性の検定後K卵管移植に供されているが，著者らの顕微注入技術では検

定培養中f(退行変性する卵子が多いととから，注入成功率の低さが低い発育率と関連しているようK恩われる。

6) "ーそのような乙とから， McGrath&Solter(1983) が不したような細胞融合法による核の注入法も検討

しているが未だ確実な成果を得ていない。

以上のようにラット廃盤胞の ICM核は分化多能性を持つ乙とが示され細胞受精卵細胞質のドナー核と

して供用し得る乙とが示唆された。雄性前核を不活性化され， 2倍体化された雌性前核期匪がE基盤胞期にまで

発育した乙とから，紫外線のスポット照射によってラット前核期座の核を非外科的に不活性化する乙とが有効

な除核法となり得る乙とが本実験から明らかにされた。しかし，紫外線で核不活化された卵細胞質での注入核

の分化全能性が今後の研究において証明されねばならない。
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MOUSE PREIMPLANTATION EMBRYO 

の性質

The Charactor of Mouse Prei mplantation Embryo 

上原茂樹・千田智・八日市谷隆・星和彦・星合実

Shigeki UEHARA， Satoru CHIDA， Takashi 

YOI丑¥AICHIYA， Kazuhiko HOSI召and
Hiroshi HOSHIAI 

東北大学医学部産科学婦人科学教室

Depar七men七 ofObsieirics and Gyneco1ogy， Tohoku Universi七ySchoo1 of Medicine 

The presnei siudy was carried oui in order io revea1 ihe characior of ihe 
preimp1aniaもionmouse embryo. The resu1is obiained in ihe siudy were summarized 
as fo11ows; 
1. 13Hluridine incorporaiion of preimp1antaiion embryos was siim叫 aiedby 

10-8 M 日甘えdio1，1μg/m1 and 10μg/m1 of prosiag1andin F2α， but ii was inhibited 
by 10μg/m1 of prosiag1andin E2' 1μg/m1 and 10μg/叫 ofindor四七hacin. The in-
hibiもoryeffec七 ofindomeihacin on [3H]uridine incorporaiion was counieracもedby 
prosもag1andinF2a when added to the medium. 
2. The amouni of [3H]esiradio1 upiake of embryos cu1iured in 40C was reduced， 

compared wiihもha七 ofembryos cu1 tured in 370C. There was no significant differ-
ence beも，weenihe radioacもiviiyof embryos cu1iured in ihe medium coniaining 2x10-8M 

[3H]es七radio1andもhaiof embryos cu1tured in七hemedium containing 2x10-8M 
13Hlesもradio1p1us 10-6M non1abe11ed esiradio1. However， ihe radioaciiviiy of 
embryos cu1iured in ihe medium containing 2.5x10-8M[3H]esiradio1 p1us 10-6M 
non1abe11ed esiradio1 was more ihan iwice七haiof embryos cu1もuredin ihe medium 
coniaining 10-8M[3H]esiradio1 p1us 10-6M non1abe11ed esiradio1. The former 
resu1is suggesiもhaiihe physio1ogica1 concen七raもionof esもradio1and pros七ag-
1andin F2a siimu1aied meもabo1ismof preimp1antation mouse embryo and七hai七hese
subsもancesinduce imp1aniaiion土とよと♀・ Furihermore， byもhe1a杭 erresu1is， ii 
is indicaもedthai preimp1aniaiion embryos are capab1e of upiake of esもrogenand 
もha七もhemechanism of upiake is neiiher se1eciive nor recepior mediaied. 

緒...:着床機構における子宮及び怪の相互関係については近年研究が進んできているが， 着床前の胞妊のも

つ性質，とくに胞匪は着床期IC生体内にある物質によって影響を受けるかどうか，また胞座は子宮lζ対して能

動的作用を及ぼすのかどうかなどについての報告は僅かである。 そ乙で我々は， マウス胞脹の [3HJurid ine 
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取り込みを指標IC:， estradiol， prostaglandin E2 & F2a， indomethacinの及ぼす効果を調べると同時に，

マウス胞妊の estradiol取り込み能について検討し，着床前の胞区、のもつ性質についていくつかの知見を得た。

方法 1. ?ウス胞怪の [3HJ urid ine取り込みに及ぼす estradiol，prostaglandin E2， prostag-

landin F 2αindomethacinの影響

週令6-9週の CD-1 ?ウスを PMSG6 IU， hCG 10 IUで過排卵処理し交配させ，翌朝腔栓を検索し

た。 hCG投与後90時間の妊娠4日目lζeth巴r 麻酔下，頚椎脱臼で屠殺し子宮を摘出，それを実体顕微鏡下で

2分し，各子宮角IC:Hanks液を注入して胞脹を採取した。採取された胞匪は Hanks液で一回洗浄され，続

いて実験に使用する培養液中で再び洗浄された。使用した培養液は MEMまたは DMEMで， 1 mg/ml BSA 

(bovine serum albumin)， 10μg/ml gentamycinを添加し，さらに [3HJ uridineを 20μCVmlの濃度

で加えた。各培養液Kは estradiol10-8， 10・7 10-6 M， prostaglandin E2 1， 10μg/ml， prostaglandin 

F2α 1， 10μ包/ml，indomethacin 1， 10μι/ml及び indomethacin1μι/ml + prostaglandin F2αlμι/ 

mlの条件で各物質が加えられたのに対し，対照の培養液は乙れらを加えないものとした。胞佐は10-20個を l

群として， 500μlの各培養液中で370C， 5 ~ぢ C02 下で 4 時間 incubation し， radiolabellingされた。その

後氷冷すると同時に非放射活性 uridine液 (10-4M)を 1ml加えてから，各群をl順次 PBSで2回洗浄した。

次いで胞脹数を確認しつつ filt er上に移し，氷冷10%TCA液で処理， PBSで十分洗浄したあと fi1 t er 

を乾燥した。 radioactivity測定は液体シンチレーション法によった。実験は各物質別lζ行われ，各々につき

3回以上繰り返された。

2. ?ウス胞隆の [3HJestradiol取り込み

同様の方法で採取した胞匪を用い， [3HJ estradiol の取り込みを種々の条件下で観察した。使用した培養

液は DMEMでやはり 1mg/ml BSA， 10μg/ml gentamycin を添加した。設定した胞匪の培養条件は，

i) [3HJ estradiol 2 x 10-8 M中で 40C下 ii)[3HJestradiol 2 x 1O-8M中で370C下 iii) [3HJ 

estradiol 2 x 1O-8M + nonlabelled estradiol HJ6M中で3アC下 iv)[3HJ estradiol 1O-8M + nonlabe-

11 ed es tradiol 1σ6M中で370C下 v)[3H J estradiol 2.5 x 1O-8M + nonlabelled estradiol 10・6M中で

3アC下の 5穫で，各々 5~ぢ C02 内で 20時間とした。胞膝は 10-20個を l 群として，各条件につき 3 群以上を

供した。培養後は胞脹を Hanks液中で 6回洗浄し，次いで 4N NaOH 中で溶解後 4NHCIで中和し，

radioactivityを液体シンチレーション法で測定した。

結果 1. ?ウス胞妊の [3HJuridine取り込みに及ぼす estradiol，prostaglandin E2， prostaglan一

din F2α ， indomethacinの影響(図 1，2，3，0

各物質につき 3回以上の実験が行われ，各回で対照群の radioactivityの平均値に多少の差がみられたため，

それらを 100とし，各条件下での結果を対照K対する百分比で表わし， normalize した。統計学的解析は

t -test によった。 estradiolは1O-8Mで [3HJuridine取り込みを促進し， 高濃度になるとその効果は減じ

た(図 1)0 prostaglandin E2は10μg/mlで取り込みを抑制した(図 2)のに対し， prostaglandin F2α は

1 ，l.tg/ml， 10μg/mlで共に促進し，その促進効果はとくに lμg/mlで高かった(図 3)0 indomethacinは濃
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度』ζ応じて取り込みを抑制したが， indomethacin 1μι/mlと共に prostaglandinF2αlμg/ml を加えた場

合にはその抑制作用は減弱した(図4)。

6 ) 7 ウス胞座の [3HJestradiolの取り込み(図 5， 2. 

取り込みは370Cで培養された場合より有意に低値をとり劉5)，40C下で培養された場合の [3HJ estradiol 

乙の条件の radioactivityは非特異的取り込みと考えられた。 37"(;の培養条件で得られた取り込みにおいて，

2 X 10-8 M + nonl abe lled est radiol 10-6 M 中の取り込み量2 x 1O-8M中と [3HJestradiol [3HJ巴stradiol

2.5 x 1O-8M + nonlabelled estradiol 1O-6M中の取り込みはまた [3HJestradiol には有意差はなく(図 5)，

[3HJ estradiol 1O-8M + nonlabelled estradiol 1O-6M中の取り込みの2倍以上の値を示した(図6)。

とれらのが生理的濃度と考えられ，estradiolは10・8M，prostaglandin E2及び F2α は lμ包/ml考察 :

取り込みを促進した ζ とは，生体内でも胞匪lζ直接濃度で estradiol，prostaglandin F2α が [3HJuridine 

作用を及ぼし， 着床を促進する可能性が示唆された。とれに対し， prostaglandi n産生阻害物質である

さらにその抑制が外的に加えた prostag-i ndomethaci nが invitroで[3HJuridine取り込みを抑制し，

landin F2α によって代償された乙とは，胞匪の prostagI and i n産生を推測させる事実とも考えられた。

40C下での培養では胞佐が発育せず低値をとったが，取り込みについての結果から，胞匪の [3HJestradiol 

40C下での取り込み量は非特異的なも37"(;下では胞脹が発育したため高値をとったととが考えられた。即ち，

取り込みの原因であると推察された。また37'C下での発育lζ伴う胞脹腔の拡大が[3HJestradiol のであり，

[3HJ estradiolの濃度を 2.5x J(J8Mと1O-8M の2また nonlabelledestradiol 10-6 Mを用いた場合の結果，

その取り込みは受容体を介さないものである乙とが考えられた。
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凍結・融解マウス腔の生存性におよぼす

怪の発生段階の影響

Effects of Embryonic Stages on Survival 

of Frozen-Thawed Mouse Embryos 

宮本 元・石橋武彦

Hajime MIY AMOTO and Takehiko ISHIBASHI 

京都大学農学部家畜生体機構学研究室

Laboratory of Functional Anatomy of Farm Animals， Faculty of Agric， Kyoto Univ. 

ηle effects of血estages of development on survival of mouse embryos frozen by various methods were examined. 

When embryos were cooled to -40 or _75
0
C at 0.5

0
Cfmin before transfer to liquid nitrogen (LN) in the presence 

of DMSO (2 or 1.5 M)， the survival of 8-cel1 embryos and morulae was higher thar. that of blastocysts and survival 

was the lowest for 2・cellembryos. After placed into a -20
o
C bath for 20 min before transfer to LN with DMSO， the 

survival of 2-cell embryos was lower than that of embryos at later stages of development. After placed into crushed 

dry ice for 15 min before transfer to LN with DMSO， no embryos survived. When embryos were frozen in the presence 

of glycerol (2 or 1.5 M)， the survival of 8・cellembryos and morulae was higher th如 thatof blastocysts regardless of 

freezing methods and no 2-cell embryos survived. The present results show that differences in the susceptibility of 

mouse embryos of various stages of development to freezing and thawing exist. 

緒言 1972年に Whittinghamら1)によってマウス怪の凍結保存法が開発されて以来，今日ブタ以外のおも

な哨乳類脹の凍結保存が可能になった。凍結 ・融解妊の生存性に影響をおよぼすおもな要因には，保護物質，冷

却速度，融解速度などがある。さらに，凍結後の脹の生存性は動物種によ っても異なり，また同一種でも区、の発

生段階によ って差異がある2-5)牛ではγ 任盤胞は凍結に耐えられるが 8-16細胞脹はooCに冷却するだけでほ

kんど死滅するすマ ウスでは 1細胞妊から妊盤胞にいたるすべての発生段階の凍結眠から産子がえられている

が細胞脹は 2および8細胞妊に比べ凍結後の生存性は低いl，V本研究はジメチノレスノレフオキサイド (DMSO)

およびグリセリンの存在下で，種々の方法で凍結した7 ウス膝の生存性におよぼす妊の発生段階の影響を明らかにす

るために行ったものである。

方f去 ICR雌マウス (4-8週齢)に 5-10 i uのPMSGおよびHCGを約 48時間間隔で腹腔内注射し，
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雄と交配させた。修正Dulbeccoリン酸緩衝液 (PBS)で生殖器を瀧流し， 2，4および8細胞妊，桑実脹，怪盤

胞を採取した。PBS( 0.1 mR )を含むガラス試験管に 10-25個の怪を入れ， OoCでDMSOまたはグリセリン

を含む PBSを0.075mRずつ 10分間隔で 2回添加し，保護物質の最終濃度を 2Mまたは1.5M とした。Oocで

10分間の平衡後， -70C で植氷し 5分後につぎの 4種類の方法でサンフ勺レを凍結した。なおドライアイス凍結

法では植氷を行なわなかった。(J)緩慢凍結法(凍結法1) : 0.5 oC /分の速度で一750Cに下げ，この温度から

サンフ勺レを液体窒素 (LN)へ浸潰した?岨)-400Cから液体窒素へ急冷(凍結法n) : 0.50C /分で-40Tに

下げ，この温度からサンフ勺レを液体窒素へ浸潰した。 00)二段階凍結法(凍結法1U):植氷後のサンプノレを -

20 0C のアルコーノレパスに移し，このパス中に 20 分間保った後液体窒素へ浸漬した~ (N)ドライアイス凍結法

(凍結法lV):サンフ勺レを OoCから魔法びん内の粉末ドライアイス中に移し，試験管の下部2/3 をドライアイ

ス中に 15分間埋没させた後液体窒素へ浸潰した?液体窒素中で 1-24時間凍結したl後，サンフ。ルを 400Cの温

水中で振とうして急速融解した。 緩慢凍結したサンフ勺レのみは室温下の空気中に静置して緩慢融解した。融解

任を 0-2
0Cで最初，凍結時と同濃度の保護物質と 0.5Mショ糖含有の PBSに移し 3分後に 0.5M ショ糖含

有の PBSに移し，さらに 3分後に新鮮な PBSで数回洗浄した。これらの庇を炭酸ガス培養装置内で繕養し，

怪盤胞に発生した駐を生存脹と判定した。なお，月壬盤胞を培養した時には，それらが膨脹したときに生存脹とみ

なした。同一実験を 3-5回くり返して行った。

結果 DMSO存在下で凍結されたマウス妊の生存性におよぼす任の発生段階の影響について検討し，それら

の成績を Table1 に示した。 ドライアイス凍結法では 2細胞脹から脹盤胞にいたるいずれの発生段階の脹も

すべて死滅したが，他の 3種類の凍結法ではこれらすべての発生段階の脹が生存した。緩慢凍結法では 8細胞

妊(生存率83%)と桑実脹 (90%)の生存率は 2細胞怪 (32%)と脹盤胞 (54%)の生存率より高かった(P 

< 0.01 )。これと同様の傾向は， -40oCまで緩慢凍結した後液体窒素へ浸潰した場合にもみられた。-20oCか

ら液体窒素へ浸潰したこ段階凍結法の場合には 8細胞脹(42%)，桑実脹(52 %)および怪盤胞 (40 %)の

の聞には生存率に有意差はなく，これらに比べ2細胞座(20 %)の生存率は低かった(p<0.05 )。 以上の成績

から， DMSOを用いた本実験条件下では 8細胞任と桑実妊の凍結後の生存性が他の腔より高く，また凍結法 1，

Eは凍結法1U，Nより高い生存性のえられる傾向がみられた。

グリセリン存在下で凍結された妊の生存性におよぽす発生段階の影響に関する成績を， Table 2に示した。

2細胞脹はいずれの凍結法でも死滅したが 8細胞脹，桑実妊および妊盤胞はいずれの凍結法でも生存した。こ

れらの凍結法において 8細胞怪を桑実脹の生存率は脹盤胞よりも高く (p<0.01 )，また凍結法 (， H， Nは凍結

法Eより高い生存性のえられる傾向がみられた。

各発生段階の妊の凍結後の生存性と保護物質 (DMSO，グリセリン)との関係をみると，緩慢凍結法と -40oC

まで緩慢凍結した後，液体窒素へ浸潰した場合には 8細胞脹，桑実脹および怪盤胞の生存性に関して DMSO

とグリセリンの間には差がなく 2細胞妊は DMSO存在下で生存したが，グリセリン存在下では死滅した。一

方， 一20
0

Cから液体窒素へ浸潰した二段階凍結法では 8細胞庇、と桑実妊の生存性は DMSOよりグリセリ ン

存在下の方が高かったが 2細胞脹は DMSO存在下でのみ生存した。 ドライアイス凍結法の場合， 任はグリセ
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Table l. Effects of em bryonic stages on survival of mouse em bryos合ozen-thawedin the presence 

of DMSO 

% Survival 
Freezing method* 

2-c巴11 8-cell Morula Blastocyst 

(1) Slow freezing 32 (72)** 83 (80) 90 (77) 54 (68) 

(11) 
Slow freezing to _40

o
C 

45 (60) 80 (91) 88 (75) 56 (84) 
before transfer to LN 

(III) 
Two-~tep freezing 
(_20
o
C (20 min)→ LN) 20 (75) 42 (66) 52 (83) 40 (65) 

(IV) 
Dry ice freezing 
(-79

0
C (J 5 min)→ LN) 

o (63) o (55) o (68) o (61) 

*For details of freezing methods， see text. 

市・Thevalue in parentheses represents the number of embryos recovered after thawing 

Table 2. Effects of em bryonic stages on survival of mouse embryos frozen-thawed in the presence of 

glycerol 

% Survival 
Freezing methodホ

2・cell 4司cell 8・celJ Morula Blastocyst 

(1) Slow freezing o (54)** 79 (66) 82 (77) 51 (63) 

(II) 
Slow freezing to _40

o
C o (68) 85 (59) 92 (65) 56 (71) before transfer to LN 

(III) 
Two-st。e{p freeZIng 
(_20

V

C (20 min)→LN) o (65) 56 (70) 71 (78) 39 (67) 

(IV) 
Dry ice freezing o (51) 6 (66) 61 (71) 80 (64) 41 (68) (-79

0
C (15 min)→LN) 

ホFordetails of freezing methods， see text 

帥 Thevalue in parentheses represents the number of embryos recovered after thawing 

リン存在下でのみ生存し， DMSOの保護効果は認められなかった。

考察: 本研究において， DMSOの存在下で凍結されたマウスの 2細胞妊の生存性は， 8細胞妊，桑実佐，庇、

盤胞より低く，グリセリンの存在下で凍結すると 2細胞妊のみ死滅した。これらの成績は，凍結 ・融解後のマウ

ス怪の生存性は脹の発生段階によ って差異があり 2細胞妊は 8細胞脹以後の膝に比べ生存性が低いことを示し

ている。

ラット妊の凍結において 2細胞陸は廃盤胞に比べ生存性が低く?また桑実脹は 2-8細胞任や脹盤胞より生

存性の高いことが示唆されている8)さらに，ウサギの桑実歴は8細胞怪より凍結後の生存性が高く 8細胞匪よ

り前の発生段階の脹は凍結にほとんど耐えられない9)牛では， 8-16細胞脹はOocに冷却するだけでほとんど

死滅するが，桑実月壬とH壬盤胞は凍結後も生存できるap今日，牛，羊および山羊では桑実妊か妊盤胞の凍結保存

は可能であるが，桑実脹より前の発生段階の妊の凍結には成功していない?

本研究および従来の報告から，マウス脹を含む晴乳動物妊の発生段階が凍結後の生存性に大きな影響を与え，

一般に発生が進むにつれて耐凍性の増すことが明らかである。凍害のおもな原因は，凍結過程での細胞内氷晶

の形成および融解過程でのそれらの成長と再結晶化であり，一般に保護物質は細胞内に透過した方が保護効果が

高まると考えられている円 マウスの未受精卵と怪では，発生が進むにつれてグリゼリ ンの透過性が増加した己)
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妊の発生が進むにつれて割球の大きさは小さくなるが，それとともに割球の膜の透過性や浸透圧衝撃に対する抵

抗性が増すために凍結過程で妊が脱水されやすくなり，同時に保護物質も割球内に透過しやすくなると推察され

る。一方，脹の発生が進むにつれて苦手l球の細胞質自身の脱水性も脱水されやすいように変化するのかもしれない。
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小岩井農牧(株)技術研究センター

Koiwai Agriculture and Stock-farming Co・， Ltd.Research and 

Development Laboratory 

In order to clarify the viability after deep-freezing， thirty-normal embryos 

(from molulae to blastocysts) were undertaken. 

Each embryo was deposited in the 0.25ml straw with 1.0 M glycerol Dulbecco's 

Phosphate Buffered Saline (PBS) containing heat treated ca¥f serum. The straws 

were transfered into a plastic bottle poured absolute ethyl alcohol. The bottle was 

placed on the ultra low temperature refrigerator kept to -85C. 

When the tempetature of ethyl alcohol reached at -35C， the straws were transー

f ered to the ano ther pre -cooled alcohol (ー70--75C) and retransfered into liquid 

nitrogen immediately. 

Each embryo was thawed directly in a water bath at 35 C. 

The results obtained were as foJlows; 

1. Cooling rates from room temperature to -5C and -5C to -35Cwere -0.43 

C/min. and -0.25 C/min. respectively. 

2. Four of 22 embryos Cl8S恒)were developed in vi tro cul ture. F our of 8 embryos 

( 50第)transfered non-surgically to recipients were confirmed in pregnancies. 

Survival rate of blastocysts was higher than that of molulae in both embryo 

culture and embryo transfer of this frozenー thawedmethod 

(2.3.4.5) (1.2) 
緒言:牛匪の凍結には， プログラムフリーザーやドライアイス・アルコーノレなどが使われている。しかし， プログ

ラムフリーザーは高価なこと. ドライアイス・アルコーノレ法は， ドライアイスの投入が煩雑である乙となど
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の欠点がある.

著者らは.アルヨールと超低温冷凍庫を用いて，牛!Biの凍絡~試みた。この方法の繊嬰と，その成績につ

いて報告する.

方法:供誠した牛屈は，多緋卵瞬起した牛の排卵後6-8自自に採取した正常な形触を有する，祭実底から騒鍍飽

.u;の計30個である.凍結保存骨量は20~子牛血清添加リン厳緩衝液 I( Dulbecco's PBS)を周いた。耐凍剤は

グリセリンを周い， 6終温度は， 1. 0モルとした.グリセリン平衝は室温でお乙ない6段階のグリセリン自慢

度(0.17， 0.33， 0.5， 0.67. 0.83，1.0毛ル)IC移卵し各処理時聞はそれぞれの自民度で5分間.除去は10

分間とした.

牛!Bili，精子凍鯖周の O.25mlプラスチックストローに 1(困ずついれた.

，.鯖方法は，周圏を断熱材〈発泡スチロール〉で被弔たプラスチックボト Jレに純エタノ ーJレ500mlをい

れ，このエタノ ール中 IC，牛E蓄をいれたストロ-~いれ. -85"CIC保たれた超低温冷凍庫(内容積500i ) 

の中ICi放置した.傭氷はー5"Cで，予め過冷した鮒子でストロー域面を外側帥BらはさIUか，ストロー内械を

予めアルヨーJレ減薗よりよ部IC出しておく方法のいずれかでおとな弔た.アルコールが-35'Cまで陣下した

時IC.ストローを予め超低温冷凍庫IC置いたアルコール(ー70・~ー 75.C)IC移したのち，ただちに液体g

*IC移し.保存した.

凍結底は，ストロ -~35"C温湯IC直按いれて融解した。グリセリン除去後は.以下の方法で生存性を綱ベた。

(1)培養試験:30~子牛血清添加リン厳緩衝液に凍結融解底をいれ. 5 ~炭11ガス培養奇12時間以上おと

ない，正常な発育を示したものを生存応とした。

(2)移相自鼠験:1取締融解底で卵細胞が正常な応を.頚管経由法で殉情周期化した牛ICli国ずつ移帽し，受

胎の有無を調べた.

緒泉 :-5"Cで僧氷した11園の冷却速度li.蜜温からー 5"Cまで.毎分0.43土0.06( S • D) 'C. -5 'cから-

35'tまで.毎分0.25:: 0.03 ( S • D ) 'cであ唱た。

鼠験成績は.凍結時の底のステージごとに表 llC示した。培養では.22倒のうち正常な発育をみたのは4

Table 1. The results of transfer and culture of 

bovine embryos after deep-freezing 

S tage of culture (C) No・of No. develロped

embryo transfer(T) embryos No・pregnant(~) 

Morula 

Blastocyst 
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個(18%)だった。移績では 8個中の4個(50% ). 4頭の受卵牛が受胎した。凍結僧解後の怪の生存率

は，凍結時の膝のステージが進むほど高かった。

(4) (2.3.5) 
考察:牛匪凍結時の冷却速度は.植氷(-4-ー70C)まで，急、冷.毎分一 IOC. さらに植氷から-350C位まで毎

(2.3) (1.2) 
分-0.30Cが一般的である。その冷却速度を得るために， ドライアイス・アルコール法やプログラムフリー
(2.3.4) 
ザーが使われている。今回の方法では，室温からー 50Cの植氷まで毎分-0.43 "C.植氷から-350Cまで毎

(2.3.4.5) 
分-0.250Cの冷却速度が得られ，多くの報告よりやや緩慢であった。

凍結融解後の培養および移纏成績は，それぞれ.18%の発育率と50%の受胎率であった。座の耐凍性は，
(2) 

凍結時の座のステージにより差があるといわれ，今回の試験でも，桑実底の生存事はJff盤胞Jfflζ較べ著しく

低く.そのために発育率も低かった。

本法は，簡単な装置と超低温冷凍庫を用いた方法であり冷却速度の再現性も良く，安価で， トラブルもな

い。また. 7)レコール容量や，断熱材の厚さを変える乙とで，冷却速度を変えることもできる。

今後は，移植例数を婚やし実用化の検討を重ねたい。

終りに，御校閲を賜わりました，岩手大学農学部・安田泰久教綬，高橋寿太郎助教授に深謝いたします。
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牛凍結受精卵による受胎例

Pregnancies by frozen embryos in cattle 
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A lactating dairy cow was superovulated with PMSG， inseminated and flushed nonsurgica 
lly 8 days after standing heat (dayα. 
Embryos were frozen in 1 M glycerol in Dult氾ccosPBS+25% bovine serum at 1"C per min 

down to -6"C and田ede:iat-4 t:. After seedi噌 thef ree zing ra te was 0.3 t: pe r m i n and 0.1 t: per 
min down to temperatures betweenー36t:and -37t: before direct transfer to liquid nitrogen at 
-196t:. 
After storage from 13 days to 27 days， the straws containing the embryos were thawed in a 
water bath at 35 t: 
Upon thawing， 4 embryos were recovered and transferred to 4 recipients， 2 recipients Vle-
re pregnant and 2 calves were born. 

緒言:牛受精卵の凍結保存を確立させる乙とは供卵牛と受卵牛との発情周期化を省く乙とができるだけでなく

野外普及の上欠く乙とのできない問題である。 1973年Wilmut.Rowsonらが世界ではじめて牛凍結受精卵から

産子を得る ζとに成功して以来，圏内においても数例の成功例が報告されている。

今回，千葉県においても野外普及を目的として農家けい養の I頭の供卵牛より得られた受精卵を凍結保存し 2

頭の産子を得たので報告する。

方法 :供試卵は10才7か月 (8産)になるホルスタイン種lζ多排卵処置を施乙し非手術的に採卵した5個の

expanded blastocystを用いた。

凍結用卵子浮遊液はダノレベコ PBSIL25%牛血清を加えたものを使用した。耐凍剤にはグリセリンを用い， 25

5ぢ牛血清加PB S IC:グリセリンを添加最終濃度 1モルになるように0.17，0.33，0.5，0.67，0.83，1モルの

6段階に溶液を調整した。耐凍剤の添加は調整した各溶液lζ7分間とおし最終1モノレ溶液Kて40分間の平衡時聞

をおいた。

凍結器はA社のプログラムフリーザーを使用した。

冷却方法は乙のプログラムフリーザーを用い，あらかじめ0.25mi精液用ストローに封入した受精卵を室温より

1 t:/minで-6t:まで冷却した。-4t:にて自動掴氷装置を作動させた。-6 t:1ζて5分間保持させたのち，

-36t:までを0.3t:/minで， -37t:までを0.1t:/minで冷却しそれから直接LN2中に浸し保存した。

凍結保存した受精卵は13日から27日間保存，その後35t:の温湯lζて融解した。耐凍剤の除去は添加過程とは逆

に6段階iζ各々10分間づっとおした。
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融解した5個の受精卵のうち 1個は融解時不明となったが 4個は融解後培養2時間で生存性が確認され移植

した。

結果 :融解して得られたexpandedblastocyst の正常卵4個を4頭の受卵牛iζ移植した。うち 2頭は当セン

ターけい養牛lζ，他2頭は農家けい養牛lζ移植した。農家牛はおよそ 3時間， 100 km離れた場所へ輸送した。乙

の結果各々 l頭，計2頭が受胎した。そしてそれぞれ雌子牛を無事出産した。

在胎日数は各々 273日， 271日であった。

Table 1. The resul ts of transfer of frozen embryos. 

Recipients 

Nu 
Ag巴
Da te of 

transfer 

Date of Calvirg 
Syochronization 

last問rturit i∞ rnmber 

1 2-3 Mar. 2，83' Nov. 6，82' O 

2 2-3 Mar. 3，回 Nov.28，82' +1 

3 7-3 Mar. 16，83' Nov. 8，82' 5 

4 1-2 Mar. 16，83' O 

考察 Biltonらは132個の融解した受精卵から， 46例の妊娠例を報告し

告している。

今回報告した受胎例は l頭の供卵牛より得られた 5個の凍結卵を融解し，

Fro担 1 embryos 
Pr匂ancy

Stalle Days of age 
store 

巴理溜rled
13 blastα;yst 

11 14 + 

11 27 + 

〆〆 27 

Willadsenらは 757ぢの受胎率を報

4個を移植した 2頭である。又用い

たexpandedblastocyst であり，乙れは当センターよりおよそ 100km離れた採卵地より試験feて保温輸送し，

その後凍結し保存した。そしてこれを当センターにて融解後ストローに封入，同様におよそ 100km離れた移植地

へ輸送した。この ζとから受精卵の凍結前後3-4時間の輸送は受胎に影響がなかったと思われる。牛受精卵の

凍結保存には発育の進んだblastocyst が適しているといわれているが，受胎した2個の受精卵は expanded

blastocyst であった。すなわち良好な受精卵であり適切な取扱いをすれば輸送 ・凍結といったストレスに対し

でも充分に耐えられるように思われる。

今回受胎した受卵牛は無事2頭の正常な雌子牛を分娩した。

主要文献
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モノクローナル抗体作製の試み

A trial to produce monoclonal antibocties against 

H -Y antigen :;+: *本

角田幸生・中井裕・田中義夫 ・杉江倍

Yukio Tsunod.a， Yu taka Nakai， Yoshio Tanaka and 
Tadashi Sugie中↓↓
農水省畜試・茨城大農・ 農水省家衛試 ↓ 

National Institute of Animal Inctustry， .Faculty of 
Agr icul fure， Ibaraki Uni vers i ty and林Nat ional 
Institute of Animal 1長alth 

切lepresent study examined the production of H-Y antibody by using conven-
tional and monoclonal procedures. 工nthe conventional method， we could obtain 
one serum out of 42 mice which had specific activity of H-Y antibody. We 
established 32 hybridomas which produce monoclonal antibodies reacting wιth male 
tail epidermal cells by EL工SA.None of them was cytotox工cto mouse 8-cell 
embryos， however， one sample showed fluorescence on the embryos by using 
FITC labelled goat anti-mouse ~-globulin serum. 

緒言:組織適合Y抗原 (Histoc{)mpatibilityY antigen) に対する抗体 (H-Y) を用いて座の
雌雄鑑別が司能なととが知られている。また特異的なH-Y抗体の作製は容易でないζとも指摘
されている。本実験では従来より用いられている方法 (conventional法)および最近進歩のい
ちじるしいmonoclona1抗体作製法を用いてH-Y抗体の作製を詰みた。
方法:日本チヤールスリバーより購入したC57BL/6系雌マウスに、同系雄マウスより採取した
E細胞あるいは糟子を抗原として免疫した。免疫の方法は、 conventional法の場合、 Table 1 1~ 
示すようにし牌細胞を7日間隔で7-10回免疫 2. アジュパントとともに14日間隔で6回免疫
および3・2-3日間隔で17回免疫の3種を用いた。最終免疫後7日自に血清を採取し、尾上皮細
胞を指標としたCytotoxicity testにより特異抗体の有無を調べた。 Monoclonal抗体の場合、
被免疫マウスより採取した蹄細胞とミエローマ細胞 (P3U1) をポリエチレングリコール
(Merk 4000) で融合させ、 HAT mediumで融合細胞を96穴プレート内で培養してコロニーを
形成させた。ついで、コロニーを形成した各ウエルより上清を採取し、マウスの雄上皮細胞
を指標としたELISA(enzymeーlinked immunosorbent assay) により抗体産生の有無を調べたの
反応が陽性と判定された各ウエルの細胞は、 24穴プレートに移してさらに培養を継続し、ついー
で限界希釈法によって1個の細胞よりゆ来するコロニーを選び、 96穴、 24穴、 6穴へと増殖させ
たのち上清申の抗体の有無をELISAにより判定した。
結果:Conventional法の場合、 Table に示すように牌細胞を2-3日間隔で免疫した場合のみ
15個体中1個体で特異抗体が検出された。との抗体を用いて、マウスの8細胞期座および透閉帯

を除去した座に対する細胞毒性を調べた結果、透間帯除去座の場合に1/2-1/8誇釈で、供試し
た座の約50%が死滅するととが朗らかとなった。

Monoclonal抗体の場合、雄上皮細胞と反応する合計32のクローンを分離した (Table 2) 0 
いずれのクローンの上清も8細胞期座に対して有意な細胞毒性効果を示さなかったが、 FITC:m;
マウスグロブリシ抗体を用いた間接ケイ先抗体法で調べた結果、 1つのクローン (D1D) 上清で。
8細胞期座の一部を特異的に染色することが知られた。
考察:1976tとKrco and Goldbergがマウスの8細胞期座をH-Y抗体で処理すると約半数が死滅
し、またWhiteら(1982) はH-Y抗体処理後影響をうけなかった座を移植した場合、 865ぢの産
子が雌であったζとを報告している。 H-Y抗原は晴乳動物で共通することが知られているとと
から、マウスで作製された抗体は家畜匪の雌雄鑑別に利用できると考えられてい広一そのため
数多くの研究者がHーY抗俸の作製を試みているが、本実験でも聞かなように特異抗与を作製し
うる確揮は低く、同ーの抗体を用いて一連の研究をケイ続することが困難で・ある。一方、体外
で多量の均一な抗体を作製できるモノクローナル抗体作製技術は、医学、生物学、 獣医学等の
広い分野で利用されている@本実験では、座の雌雄を鑑別しうるH-Y抗原に対するモノクロー
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ナル抗体の作製を詰みたが、結果で朋らかなようにとれまでの所顕著な成凍は得られていない.
本報告では、その作製技術を申心に紹介したい。

Tab1e 1. An cxamp1e of the production of H-Y antiserum 

Antigens No.of Interva1 of No.of mice positive 

injections injections /immunized 

Sp1een ce11s 7-10 7 days 0/25 
with adjuvant 6 14 days 0/3 
Sperm with adjuvant 6 14 days 0/14 

SpJ:een ce11s 17 2-3 days 工/15

Tab1e 2. Fusion and c且oningof hybrydomas producing antibodies detected by 

EL工SAof themai1 tai1 epiderma1 ce11s 

Experiment Fusion and deve10pment C10ning 
NO.of we11s NO.of we11s No.of No.of No.of No.of 

with fu11 positive monoc1ones positive stocked 
grouth we11s monoc1ones 

工 980 
588 
294 

203 
146 
46 

Aιτ

勺

4
n
u

74 

48 

36 

3 
31 

1 工工

工工工
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H-Yモノクロ一ナノレ抗体Kよるラット座

の性判別(予報)

Sex Identification of Rat Embryos by 

H-Ymonoclonal Antibody C Pleliminary J 

佐藤英介・内海恭三・山田雅保水 湯原正高

Eis叫ce SATO， Kyozo UTSUMI， Masayasu 
YAMADA and Masataka YUHARA 

ヰド)
岡山大学農学部家畜繁殖学教室， 重井医学研究所

Laboratory of Animal Reproduction， Sch. of Agri. Okayama Univ. 
*) Shigei Medical Research Institute 

A male-specific (H-Y) antigen was discovered on the skin-graft testing 
within a certain inbred strain of mouse. Most of data reported indicates 

that H-Y antigen is postulated to be the products of sex detrminating 
genes. We found the fact that rat embryos can be separated immunologically 

either male or ~emale . at the morula satage(2). Rat female spleen cells 
immunized to rat newborn testis and mouse myeloma cells (P3/X63. AgEUl; 
P3Ul) were successfully fused with polyethylene glycol (PEG 4000) and 
some fusedcell cultures were found to produce H-Y antibody， judging 
from embryo assays. It is expected to obtain the single clone which 
produce H-Y monoclonal antibody. 

緒言:雄特異(H-Y)抗原は，精巣決定遺伝子の産物であるといわれており 1)乙の抗原に対する抗体を作製

し，発生の段階において精子と卵の雌雄を判別する試みがなされてきている。著者らは， ラッ 卜によ って作製

された抗精巣血清或いは抗牌臓血清によ って， ラット受精卵の約半数の桑実匪は臨盤胞への分化が抑制され，

その内の匪盤胞から雌が得られ，いったん発育が抑制されるが抗体から開放された後， JOS盤胞へと再分化する

ものから雄が得られる乙とを報告したりまた，附ite et alは 7 ウスにおいて作製されたH-Y抗体を用い

て，マウスの 8cell匹の細胞毒性試験を行ない，生き残った匪から雌が得られる乙とを報告したJ)

本研究は， ラy 卜のH-Y抗体の受精卵を雌雄分別する機構を解析するため， H-Y抗原lζ対するモノクロ
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一ナノレ抗体産生ハイブリドー7 の樹立を試みた。

方法:ラットH-Y抗血清作製は，既報の方法に従ったりすなわち. Wistar系或いはDA系の新生児精巣

あるいは雄牌臓をホモジネイトし，同系雌ラ ットの腹腔内へ週一回六週連続注射し，ブースタ ーの一週間後に

採血される血清を抗血清とした。抗血清の抗体力価は， ラ y ト尾上皮を用いた細胞毒性試験により検定されt!~

ラット怪の雌雄判別は，桑実伍の抗体へのさらしにより，発育が抑制されて胞匪腔のできないものを雄，発育が

影響されず胞匪化するものを雌とした。免疫されたラ ットより牌臓細胞を採取し その細胞とマウスミエロー

マ由来の株化細胞 (P3 u 1)をPE G4000の存在下で細胞融合させ. HAT培地で融合細胞のみを選択増殖さ

せてモノクロ一ナル抗体産生ハイブリド -7樹立を試みた。培養上清中の抗体の有無は，ラットの桑実歴の発

育性によって検定した。

結果 :ラット尾上皮細胞毒性試験により免疫された雌ラッ卜の血清中にH-Y抗体が存在する乙とが示され

た(F ig， j)。また，その抗血清の

rーグロプリン画分でラ ットの桑

実匪を培養した結果，約50%が桑

実匪のまま発育が停止し，それよ

り約90必の雄産仔が得られた。

また残りの抗体の影響を受けず匹

盤胞へ発育したものより約80%の

雌が得られた (Table1) 0 HA 

T培地で融合細胞のみを選択増殖

させた後，培養上清中の抗体の有

50~ ¥ 50 
Antites山 1"¥ Antispleen 

司咽 40 司咽 40 
山 由

司 30 ・'0 30 
r-4 u........" r-4 
r-4 'G{ " r-4 

~ 20r ?寸ミ 円 20
込'¥.60 .... 

o 10~ '¥: 0 10 
台、 N

O L_  __ ....&- ___-"'-___.o  
1/1 1/2 1/4 1/8 

Serum dilution Serum dilution 

Fig.-1 Cytotoxy test of H-Y antiserum on rat male 
tail epideroal cell (0: Unaosorbed serumi・.Serum 
absorbed with female spleen cell; 0: Serum absorbed 
t'1Ith male spleen cell) 

無を調べたところいくつかのWell

において抗体陽性(一部の桑実匪

の胞匪形成

を抑制する)

Table-1 Sex ratio of full-term fetus developed from H-Y antiserum 
exposed rat"morula 

であ った。

現在乙の

Wellを限界

希釈法11::よ

Source Develop-No. No. No. % Tatal Mo. No. of 
of ment of of of of of embryo viable 
antibody after recip eggs recip preg to pregna fetus 
(Glubul) exposure trans tran trans -nt recip. Fe Ha 

Sex-ratio 
of 
fetus 
Fe Ma 

Anti- Blasto. 34 132* 6 
testis Morula 32 122 6 

17.6 
18.7 

40.7 
30.0 

Q
J
r
o
o
-

Z

A

'

i

『
d
q
J

りクローニ Anti- Blasto. 27 86**11 

ングしてい spleen Morula 27 121 8 

15 4 79 21 
o 16 0 :100 

23 6 77 23 
2 29 6" 94 

る。 *)52% of eggs per total eggs; **) 43% of eggs per total eggs 

考察 :本研究の結果からラ ットによって作製されたH-Y抗体によりラッ ト受精卵を雌雄判別する乙とが明

らかにされたが，その機構はまだわかっていない。しかしながらモノク ロ一ナル抗体を使う乙とによ って H
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-Y抗原の解析をする乙とができると考えられ，すで1ζWhiteet a1は，マウスのモノクロール抗体を作製し

第二抗体を蛍光ラベJレしマウス受精卵の雌雄判別を試み，成功している?本研究でラ ットより採取された免疫

牌臓細胞より作製されたハイプリドーマの上清中にもラット受精卵を判別する能力がある乙とが示され，乙れ

より sing1ecloneのスクリーニングが期待できる。
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フログラムフリーザ
自動植氷装置付き

受精卵凍結装置

電子プログラムによって
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Zona Pellucida Found in Humon Sera 

武田守弘・繁田実・香山浩二・議島晋三

Morihiro TAKED^~ Minoru SHIGETA 

iくojiKOYA門Aand Shinzo ISOJI門A

兵庫医科大学産婦人科学教室
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Incidence and characterization of antibodies to zona pellucida in human 

sera were studied and the following resu1ts were obtained. 

1. Some huraan sera showed the positive immunofluorescence staining of 

porcine zona pellucida after absorption with porcine red b100d cells， 1iver 

and kidney. 

2. The incidence of immunof1uorescence positive sera in inferti1e women 

was not significant1y different from pregnant women and hea1thy men after 

absorption with porcine red b100d ce11s， 1iver and kidney. 

3. Among sixteen sera with positive staining of porcine zona pe1lucida， 

two showed positive stainings of human oocytes. 

4. The gamma globu1in fraction from the above two sera a1so stained 

human zona pellucida but neither made precipitate on the surface of zona 

pe11ucida nor b1Qcked human spermatozoa to penetrate into the zona pe11ucida 

of human oocytes. 

5. There was no corre1ation between incidences of antibody to porcine 

zona pellucida and sperm immobilizing antibody in human sera. 

緒言:ヒト卵の透明帯がブタ卵透明宇野と抗原を交叉する性質を利用した分析方法

で、抗透明帯抗体が不妊婦人に特異的に検出されるという報告もあるがけ 2)、否定的

見解を示す論文も多く3)4) 5 >、未だ結論が得られていない.本研究では不妊婦人、対

照婦人及び男性等多数の症例につき血中の抗透明帯抗体の検出率と抗体の特異性をプ

タ卵透明帯及びヒト卵透明帯の間接蛍光抗体法にて比較検討し、 ヒ卜卵透明帯と反応

した血清によるヒト卵の受精阻害実験を行った.
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万法:鐙光抗体法 Kはブタ卵又はヒト卵を被検血清と 37.01時間反応させた

後、第 2抗体として家兎抗ヒト !g又は !gG抗体のF!TC標識F(ab')2 を37"030分間反応

させ、洗浄後、落射型蛍光顕微鏡下で卵表面の蛍光の有無を判定し、抗体の特異性の

検定には抗体吸収実験法を用いた.第 2抗体はプタ卵又はヒト卵染色前にプタ新鮮血

球、 ヒト新鮮AB型血球で吸収後用いた.ヒト卵のinvitr口受精系l士、 ヒ卜卵透明帯と

反応した血清を 40%飽和硫安により γーグロプリン分画に精製したものを、 invitro 

で48時間培養した未成熟卵と反応後、精子を加え、 15時間後に透明帯への結合又は進

入精子を位相差顕微鏡下に観察した.

結果:未吸収ヒト血清ではほとんど全例が蛍光染色陽性を示したが、被検血清をプ

タ新鮮血球で吸収後の抗!g抗体及び抗 !gG抗体による蛍光染色陽性率i士、不妊婦人で

25.5%(19.1%) ，妊婦で33.1%07.9%)，男性で28.8%(20.0%)であった。被検血清をさら

にブタ肝 ・腎組織で吸収後はそれぞれ6.4%(4.3%)，13.1%(5.9%)， 4.4%(2.2%) とな

り、更にプタ卵巣で吸収後はすべての症例で陰性となった (Table 1) 

Table 1 

Incidence of positive 剛 unof1uorescent 5'taining of porcine zona 

pe11ucida after absorption of human sera with porcine RBC， 

1iver & kidney， and ovary 
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*1) Stained e FITC-conjugated F(ab')2 fragment of rabbit anti human Ig 
(I gA+IgG+Igt~) 

*2) Stained e FITC-conjugated F(ab')2 fragment of rabbit anti human IgG 

勺)No. of tested sera 

抗精子抗体保有不妊婦人32例では血球吸収後8例、肝腎吸収後 1例の血清がプタ卵透

明帯染色陽性で、卵巣吸収後は陰性となり、抗精子抗体非保有不妊婦人28例について

は、それぞれ 3例陽性、 1例陽性、全例陰性となり、不妊患者血清中の抗プタ卵透明

帯抗体と精子不動化抗体との相関性はみられなかった(Table2) • 
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Table 2 

Incider、ceof anti porcine ZP antibody in human sera 
with orwithout sperm 'immobllizingantibody 
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No. of tested sera 

NO. of positive sera 
absorbed with RBC会

No. of positive sera 
absorbed with porcine 
liver and kidney 

32 28 

8 3 

• RBC: porcine red blood cells 
.. SIT: sperm immobilization test 

なお、精子不動化抗体については、各臓器吸収による抗体価の低下は全〈認められな

かった.肝腎吸収後にプタ卵透明帯染色陽性を示した被検血清の中でヒト卵透明帯染

色陽性を示したものは 219IJのみで(Table3)、その γーグロプリン分画によるヒト卵

の in vitro受精実験では受精阻害は見られなかった。

Table 3 

1m引unofluorescentstaining of human oocytes by human sera 

with positive staining of porcine zona pellucida (ZP) 

Infertile women Pregnant women Healthy men 

No. of positive sera* 
to porcine ZP 

No. of positive sera 
to human ZP 

3 11 2 

。

* A 11 sera were absorbed \~ith porc i ne red b 1 ood ce 11 s (RBC). 1 i ver.. and 

kidney. 

PITC-conjugated second antibody was absorbed with porcine RBC. ovary and 

human RBC. 
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考察:プタ卵透明帯の蛍光染色によって検出されるヒト血清中の抗透明帯抗体は決

して不妊婦人に特異的に検出されるものではなく、妊婦、男性にも検出され不妊症の

発生とは関係ないものと考えられる.又、この抗体が男性にも検出されるところか

ら、卵透明帯抗原に対する自己抗体とは考えがたく、たまたまプタ卵透明帯抗原及び

ヒト卵透明帯抗原と抗原性を交叉する何らかの外来抗原によって感作されたヒトに出

現してくる非自己抗原に対する抗体である可能性が強い.
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編 集 後 記

晴乳動物卵子研究会誌の第 1巻第 1号をとと K発刊できますととを会員の皆様

ととも K喜びたいと存じます。

との第 1巻第 1号 Kは晴乳動物卵子談話会の設立いらい，代表世話人としてど

苦労を賜タました大槻清彦先生Kとれまでの経過Kついてど執筆いただき，また，

談話会時代の演題を集録いたしました。

第 25回晴乳動物卵子研究会の講演内容は論文として 25編掲載いたしました

が ，原稿をいた Yきましてから発刊まで 1ヶ月余 Dの期間しかなく，編集上K誤

タがあることと存じます。次号以降とれKもまして立派な研究会誌の発干I]VC努力

するつも b でjO~ .!?ますので会員の皆様のど協力を賜タますようまF願い申し上げま

す。 (遠藤 克〉

晴乳動物卵子研究会誌
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第 1 巻第 1 号

昭和 59年5月25日印刷

昭和 59年 4月 1日 発行
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(会員頒布)
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晴乳動物卵子研究会

代表 佐久間勇次

発行所 日南乳動物卵子研究会

干252 藤沢市亀井野 18 6 O 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

Tel0466-81-6241(内332) 

郵便振替横浜 8ー 2 0 3 5 0 

印刷所 誠和印届Ij株式会社

住所藤沢市城南5丁目 2番8号

電話 0466-34-9110(1-抜)
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M-7 (Isocage & Isocap) 

:三

特長・Isocapの取り扱いが非常に簡
単です 0

・本体はオートクレーブ可能な

材質TPX製， PC製と 2種類

あります。

図岡崎産業株式会社

日本薬局方 注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

1，500単位
3，000単位
5，000単位
10，000単位

日本薬局方注射用血清性性腺刺激ホルモン

1，000単位
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金川弘司編 著

牛の要精卵移植 .85判 200頁定価2，600円

口絵 8頁図89 表 109

わが国でも実用化に向けて大きな一歩を踏み出し、いま熱い注目をあびる牛の受精卵移継に

関するはじめての成書。関係者の期待に応え、最新の技術・情報・成績を集大成した待望の書。

1. 受精卵移惜の背景 :概要，研究の歴史/実用化の歴史/外国にみる実用の形態/国際受精卵移植学
会の発足/実用化からみたカナダ・米国とわ力、固との比較/牛受精卵移植に関連した用語2. 牛受精卵移植の現況と技術の実際 donorの選択/donorに対する過剰排卵処置/donorの発情/d∞or
に対する人工授精/受精卵の回収/溢流，夜およひイ呆存・移植;夜/卵の検査/reclplentの発情周期化/受精卵の

移植/牛受精卵の保存/牛受精卵の人為的介割

3章 牛受精卵移植を実際に行う際の手引 !f:心構え/受精卵移植技術の訓練/実際の手順と，主意点/記

録/受精卵移格生産牛(新生柵 )の登録

4章 研究標題と将来の展望 :受精卵の保存と体外培養/受精卵の凍結保存/受精卵の輸出・入と検疫/

混合精液の使用 /性別の支配または判定/双仔の生産/牛受精卵の人為的介害IJ--将来の可能性 /卵胞細

胞の体外培養と成熟受精卵移僧に関する免疫学的問題/牛卵子の体外受精

附牛受精卵移植関係法規

意書 康生化学く第三版〉日記f |7000円

…一. *近代出版却4557!?25第十日i2;3
-
牛
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い
可
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性
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⑨ 

Conceral 
タケタめすくれた合成技術が生んだ
LH放出ホルモン製剤 動物用医薬品

匝宵~四fJ
牛の卵胞のう腫、排卵障害、

卵巣静止の治療、排卵促進に

(要指示)

製造発売元

武田薬品工業株式会社

提携

帯国臓器製薬株式会社
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蛍着、ノマノレスキーマニと:ヱレーショシなとよ

多様な検鏡J去に対応で古る倒立37システム顕放鏡。

〈イ士棟〉・12V.50W高輝度ハロゲンラン

フ:位相制御調光方式、パーグラフ式V

メーター表示付・ステージ最大ストロー

クX方向 IIOmmXY方向76mm・位相

差、落射蛍光、微分干渉周各対物レン

ズ・コンデンサー(LWCD、ULWCD)

未知合ひιぐ北学技術

かずかずの機能を搭載した倒立

型システム顕微鏡、登場。新技術

を盛り込み、操作を簡単にして、多

様な検鏡に対応できるよう設計さ

れていますL

・同時に3種の検鋭装置が付けら

れ、しかもワンタッチ切換え可能で1

・レボ、上下動によるフォーカシンク;

・x.yの移動量が大きL、ステージ;

・低い位置に設計されたステーメ

・光路切換えは、タイ河ヤノレひとってi

・コンデンサー部!:J:、 ハオ、あげ式。

・中間変倍と芯出し望遠鏡を内蔵。

額1敵視内視il・匡簿器・カメラ等の光学説合メーカー

0町 MPUS
オリシパス光学工業株式会社

オリシ'1'¥ス販売椋式会社

力?ログ・パンフレット等のこ請求は ~ I O I 東京都千代田区神田駿河台3- 4 (龍名館ピル) ft03(251)8971 
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受精卵の
凍結保存に

マイコン式

プログラムフリーザー
FFP-190 

ダリック

DA L I C 

〔実用新案出願中〕

総発売元 製造元

~大阪酸素I業株式会祉lJ-t..，.::--容器格式iiii
本 社大阪市西淀川区歌鳥2ー 12-4 

電話大阪(06)471-0798干555
東京営業所東京都港区芝公園 2-4-1

(秀和芝ノマークビル 3F)
電和東京(03)434-2935干105

大阪営業所 大阪市西淀川区歌島2ー 12-4 
電話大阪(06)474-4120〒555

熊本営業所 熊本市保田窪2-1ー 53
(中村ーピJレ1F) 

電話熊本(0963)82-2132干862
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Corfceral 
タケダのすぐれた合成技術が生んだ

LH放出ホルモン製剤 動物用医薬品

匝宵~畳間
牛の卵胞のう腫、排卵障害、 (要指示)

卵巣静止の治療、排卵促進に

提携

帯国臓器製薬株式会社
製造発売元

武田薬品工業株式会社
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第 26回 日甫乳動物卵子研究会のお知らせ

晴乳動物卵子研究会

会長佐久間勇次

下記Uてより第 26回晴乳動物卵子研究会会よび総会を開催いたします。多数の会員の

ど参加をb願いいたします。

。日 時:昭和 60年 5月 30日(土) 9: 0 0ょb

。場 所:日本大学会館大講堂

東京都千代田区九段南 4-8-24

τ'EL 03-262-2271 

。一般講演:前回の大会と同様K講演内容をオフセット印刷し，晴乳動物卵子研究会誌

第 2巻第 1号K掲載いたします。各演題は 4ページまたは 2ページKがま

とめいただきます。

発表時間は 1題Kっき 10分，討論 5分を予定します。

なな，演題多数の場合は，会場の都合などで演題の採否は会長Kど一任

下さいますよう。

。演題申込:締切 昭和 60年 1月 15日必着

演題の申込みは，葉書K演題名(和文会よび英文)発表者b よび共同研

究者(ローマ字〉を記入のうえ下記宛が送タ下さい。折り返し発表内容を

記載する原稿用紙をか送タいたします。

講演原稿の〆切は昭和 6Q年 2月 15日(厳守)とさせていただきます己

〒252 神奈川県藤沢市亀井野 1866 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室

遠藤 克宛

TEL 0 4 6 6 -8 1 -6 2 4 1 内 332





山根 甚 信先生略歴

明治 22年 1月 20日出生

大正 2 年 7 月 東北帝国大学農科大学(北大前

身)畜産学科卒業

大正 2 年 11月 東北帝国大学農科大学助手

大正 7 年 12月 向 上 助教授

大正 8 年 4 月 官制改正北海道帝国大学となタ

助教授

大正 ?年 7 月 農学博士

大正 14年 11月 ドイツなよびアメリカへ出張

(昭和3年 B月15日まで〉

昭和 5 年 4 月 台北帝国大学理農学部勤務

昭和 6年 5 月 台北帝国大学教授

昭和 11年 5 月 台北帝国大学理農学部長(昭和

1 3年 5月 31日まで)

昭和 16年 4月 向 上 理農学部付属農場

長(昭和 17年5月3日日まで)

昭和20年 11月 台湾大学農学院K留用(昭和 23

年 12月 10日まで)

昭和 24年 7月 広島大学教授

広島大学水畜産学部長(昭和 29

年 5月31日まで)

昭和 29年 3月 停年退官

昭和 29年 4月 広島県立農業短期大学学長

昭和 39年 6月 向上退職

昭和 47年 3月逝去



恩師山根甚信先生の追 憶

加藤 浩

山根先生は昭和47年6月，ミュンヘンで開催の国際家畜繁殖学会K招かれ ，その準備K忙殺されていた 2

月26日に心筋梗塞で急逝された。時f'L83才。

先生は博覧強記 ，かつ努力家であJ?，学問のためK生れて来られたよう念方であった。しかも事務的，行政

的才能Kも恵まれ，台北帝大理農学部長，獣医学科の新設，終戦後は広島大学水畜産学部長，広島農業短大学

長と して ，その新設に手腕を発揮された。

先生は我が国人工授精の草分けであるが，とのととK異常念ほど熱意を持たれたのは，京大医学部の石川日

出鶴丸先生K負うととろが大きい。石川先生はヨ ーロッパ留学の帰途ロシアのイワノフ教授のもとに立寄り ，

彼から家畜人工授精の重要性を説かれ ，かつ技術の手ほどき を受け ，用具一式を貰って帰国された。そして日
し

本もロシア同様 ，馬の改良Uては人工授精K如くはなしと考えられ ，とのととを当時の京大総長へ報告すると共

f'L，自らも奥羽種馬牧場で実施された。とうしたととが若い山根先生を強〈感動させたのである。

先生は馬の人工授精を行うKは，まず精液の理化学的性質なよび精子の生理を研究する必要があるとして，

との面の開拓K従事され ，その結果が学位論文となった。さらK精子の保存と輸送が大切と考えられて，との

商の研究Kも努力された。私も先生の指導の下Kな手伝いするととKなったが ，丁度との頃(大正 14年)先

生はドイツK留学されたので ，残された私は暗夜K杖を失った状態で ，しかも参考文献の殆ど無い当時であっ

たから ，文字通り無我夢中で精子の保存と保存精子Kよる人工授精K取り組んだ。当時を回想すると冷汗三斗

の思いがある と同時f'L，良き指導者の如何K大切であるかを痛感する。真駒内から函館まで汽車輸送した馬精

子で産駒を得た時は ，さすがに嬉しかった。先生の帰国後 ，私達は鳩Kよる馬精子の輸送を新冠 ・机腕間で試

みたが，中途Kして先生も私も台北帝大へ転勤となったので ，終タを完うし得なかったのは遺憾であった。

先生は家畜繁殖の研究は ，精子だけでなく ，卵子Kついても行うべきだとされ ，ζの面の開拓K並々ならぬ

熱意をも って当られた。当時は哨乳動物卵子の研究は皆無に近かったので ，先生は採卵方法 ，培養液 ，切片作

製方法等すべてKわたって創意と工夫を重ねながら ，数々の立派な成果を挙げられた。私も及ばず左がら，な
11.泊、

手伝いをしたが，計らずも私が石川先生の教室で習得したガラス細工の技術が，卵子の取D扱い上役立ったの

は幸いであった。先生の卵子の研究で最も注目すべきは，卵子を囲む卵胎細胞群の分散や第 2極体の放出が ，

精子の保有する蛋自分解酵素Kよってま?とる ζとを明らかKされたととである。 ζのことは 1930年K発表

され ，195 1年K蛋白分解酵素はヒアノレロニダーゼと同ーのものであると確認されたととである。

以上先生の先覚者的な歩みを記したが ，そのほか各方面Kわたって精力的な研究を行なわれ ，幾多の貴重左

報告をされている。卵子の研究も今日は驚異的な進歩を遂げているが ，そのノレーッは先生Kあるととを忘れて

はなら念い。また先生Vてならって，研究者は常Kフロンティヤー精神KのっとJ?，新天地の開拓K努むべきで

あろう。



林 基之東邦大学教授略歴

本 籍 和歌山県那賀郡名手町大字穴伏 43 昭和 26年 8 月 アメリカ合家国へ出張

生年月日 大正2年 6月 17日生 昭和 26年 12月 医学博士の学位を授与される

昭和 13年 5月 東京帝国大学医学部医学科卒業 昭和32年 6 月 東京大学助教授

昭和22年 3月 復員 昭和 34年 1 月 東邦大学教授

昭和 22年 8月 東京医学歯学専門学校講師を嘱 昭和 46年 10月 第 7国際不妊学会事務総長担

託される 当

昭和 22年 ?月 文部教官 昭和 49年 10月 日本不妊学会副理事長

昭和 24年 12月 東京大学講師 昭和 52年 2 月 逝 去
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林 基之先生を偲ぶ

岩城 章

本研究会の主要左メンバ ーの一人であられた林教授が亡 く念 られてから ，早 7年余と念ります。当時の談話

会K比べて現在の研究会は人数的Kも，大部増加 してかbますので ，本会員のなかでも可成り多数の方が林教

授の馨咳K接 してなられ念いと思います。先tて林先生のど略歴を紹介 しましたが，どく簡単Kまた特K本会と

の関連の深い点だけを Pic k up しました。 したがって医学関係のみの ，例えば看護学校長 ，病院長 ，医学会

での役職左どは紙面の都合上省略させて頂きま した。

林教授といえば日本で最初~ human ovumを研究対象として選ばれた医学者として知られてなります。

196 4 年~ Singapore てないて開催された VIIth C onf erence of the Interna t i onal Planned Pare-

nthood Federation で発表された Human ovaの IVFの成績は ，その後数年間は幾つかの文献に引用さ

れてなり ，私も驚いたものでした。元々 ，先生は卵とは大部異った領域の新生児の血液を研究され ，新生児骨

髄内輸血の臨床的研究という論文で学位を取られています。昭和26年のアメリカへの出張時 Carregie 

1 nstitute では ，かの有名左 Hertig ， B oving とも知り合われ，帰国後 Reproduc t i on の分野K研究

の目を向けられるよう Kなbました。それで本会との繋がりを持つようK在ったわけですが，その経緯Kつい

ては本誌 1号K大槻先生が述べられて::J;'!Jます。

またアメリカからの帰国K際しては陸式手術， Culdoscopyの技術を持ち帰られ ，内視鏡Vてないては我が国

~::J;' ける婦人科内視鏡の先駆者の一人と念られました。内視鏡は最初のうちは純臨床的友病変の観察のみであ

って，本研究会とは直接の関係はありませんでしたが ，今日では IVF-ET実施K際しては不可欠念

technique ~な って いるととは皆様よく御存知の通りであります。さらK最近 M i crosurgerY ~よる卵管

形成の優秀さが報告されて合りますが，既K昭和 30年代K手術用顕微鏡を購入され，とれKよるテ ーマを教

室員K与えられてなります。そして 19 7 4年の Riode Janeiro ~::J;'ける第一回 Human Reproducti -

on の会では Culdorcopie Nicrosurgerγ という特別講演をさえてなります。以上の ようK現在 Hurmn

Reroduc t i on の分野Kないて興味を持たれ，ま た問題K左っているThema~対 して 2 O~ 30年前K目

をつけられてなられ ，今日の盛況を御覧Kなれば，さぞ満足されるととでしょう。その先見の明K敬服する次

第であります。

また昭和 49 年 8 月 Kは日本医学会シンポジウム~::J;'いて初期発生という The ma を企画され ，その際の卵

や受精K関する発言者 20名のうち約半数を本会員よタ選ばれ ，本会K対する肩入れが推測されました。また

生物学を始め多方面での交友の広さKひeっくり致しました。

林先生は，その面前で先生K対する反対意見を自由Kのべる事が出きた教授であったととをt旬、び念がら ，本

追悼を記しました。
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総説
家畜の受精卵移植技術の現状と将来

家畜改良事業団

家畜改良技術センタ ー

杉江 倍

畜産の分野では，近年「受精卵の移植J(iL関連する技術が著しく進歩し，子畜を生産するためK実用的K利

用できる状態、(iL~った。さら K最近， 開発された受精卵移植の関連技術を基盤にして，細胞培養や細胞工学的

技術(顕微操作技術)あるいは生殖免疫学的技術左どを導入し，受精卵の細胞を分離して 1卵性の双子や 4つ

子を生産する技術，卵子と精子を体外K取り出して容器の中で結合させる体外受精，移植前K受精卵の性を判

別する技術，あるいは受精卵の核を入れ換えて同一遺伝子を持つク ロー ン動物を生産する技術などの，先進的

な技術開発を目指す研究が多くなった観がある。このよう(iLf受精卵移植技術Jは，現在実用的利用でも，研

究の動向K沿いても，一つの転換期にさしかかっでいる感が強い。 したがってとの稿では現在進められつつあ

る顕微操作技術を含め，家畜の受精卵移植K関連する技術的展望を述べてみたいと思う。

なな受精後発育を開始して2細胞以上K分割した受精卵は，正式Kは匪 (embryo)と呼ぶので，座移植と

言うのが正しい呼びかたと思うが，慣例で受精卵移植を用いる場合が多い。

1.受精卵移植の歴史とその後の展望

H南乳動物の受精卵移植の歴史はか念り古<，今から約1世紀前，正確Kは 1890年(iL， イギリスでWalter，

He ape )と言う生物学者がウサギの受精卵を取り出して別の個体に移植し，子ワサギを生産したととから始ま

る。その後との成果を確かめた 1~2 の報告が発表されたが本確的K研究が開始されたのは 1 9 3 0年代K入

ってからと思われる。乙の時期K家畜を用いた研究も開始され， 1 9 3 4年Kはヒツジで，受精卵移植 (War-

2) タ) 戸) . 4) 
wick B. L.ら 1934)(iL成功したととが発表された。その後 19 5 0年前後K念ってヒツ‘ン， ヤキ，プタ，

ウ‘ンL相次いで受精卵移植μ って子畜が生産された。
ζのような研究成果を契機(iL，家畜の受精卵移植K関連する技術開発が急速に進展し，開腹手術に よるヒ ツ

13-17) 

ジやヤギの受精卵移植Vてないては，受胎率が 70-80%k達し，ほとんど自然繁殖K劣らない受胎率が得ら

れるよう Kなった。

ウシの場合は，とれらに比較するとや』遅い転歩で開発が進められたが， 1 9 7 0年前後Kなってワ シの技
18-20) 

術も著しく進歩し，開腹手術Kよる受精卵移植では 72-73%の受胎率が得られた。 ζのような成果が刺激

Uてなって，受精卵移植技術を実際の子ウシ生産K利用しようとする気還が高まり， 1 9 7 1年Kはカナダ西部

のアノレパーター州カノレガリー市に初めて卵子移植会社が設立され，企業的Kウシの受精卵移植事業を開始した。

その後次々とカナタ・やアメリカ合衆国K同様左会社が設立され技術の改善と実用化が進められた。との ような

風潮は世界的K急速に広がり，現在では 13カ匡l(iL:e.って 11 0余の会社や事業所が設立され，受精卵移植事

業を経営している。との外，受精卵移植K関連する技術開発研究を行っている国公立の試験場や研究所は世界

-116-
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表 - 1 晴乳動物の受精卵但D移植の研究経過

発表者 成果なよび事項 動物の種類

Heape (1890)1) 最初K晴乳動物の受精卵移植K成功し子ウサギを生産 うさぎ

Beidl (1 922) 6) ウサギを用い初期K受精卵移植試験を追試して成功 うさぎ

Nicholas (1933)7) 実験小動物を用い受精卵に成功 ラッテ

3) 
Warwick & Berry (1949) 家畜を用い受精卵移植K成功し，子畜を生産 ひつじ，ゃぎ
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牛の non surgical法による採卵と受精卵移植で
子生産

最初K家蓄の受精卵移植会社を設立，事業を開始

うし

うし

晴乳動物の受精卵凍結保存K成功し子を生産 マウス

101 
Wi加 ut& Rowson(1973) ノ 家畜の受精卵凍結保存に成功，子畜生産 うし

Steptoe & Edwards (↑978) 人の受精卵移植に成功，初めての子供が生れる。 ひと

111 
Willadsen (1979) ノ

Palmiter (1982) 12) 

人為的操作Kよる 1卵性双子の生産K成功 ひっじ

遺伝子操作Kよる動物(スーパーマウス)生産 マウス

各国Vc::Eiつてなびただしい数に達している。現在日本では主として国公立の場所で技術改善と普及事業を進め

ているが，国の方針として，法律を改正して実用化の体制をつくり ，事業を推進しようと しているので，とれ

からは実用的に子ウシ生産K利用する事業所の数も実施頭数も増加するものと思われる。さらに生殖細胞の顕

微操作樹町も進展し，新しい生産技術として実用的に利用できる日も，近いととと思われる。

n.受精卵移植K用いる技術

部青卵を母体の外に取り出し，さらK移植して子を生産するためには，笑施の過程で，それぞれ特殊な技術

を用いなければならない。それらの技術として 1. 一度K多数の卵子を生産するための多排卵誘起処置。 2.

母体から受精卵を取り出す採卵技術o 3. 受精卵を受け入れて育てる個体K卵を移植する技術。 4. 受胎を成

立させるために，受精卵を提供する母畜と，受け入れて育てる個体との発情同期化。 5. 取り出した受精卵を

保存する技術などが挙げられる。

1 多排卵誘起処置

技術的K効率を高めるために受精卵移植にないては，卵を提供する動物K多排卵誘起のホノレモン処置を施す
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ヤギなどは性腺刺激ホルモンを投与することKよって，多数の排卵を誘起すヒツジ，場合が多い。幸lハワ ‘ン，

ることができる。多排卵誘起処置は，常K一定して多数の健全な受精卵を生産するととが大切な条件になるが，

との ζ とを目標K従来多くの方法が試みられてきた。しかし，近年プロスタグランディン Fzα(PGFzα)が開

発され，晴乳動物の黄体退行促進作用の強いととが解明されてからは，性腺刺激ホノレモン処置VCPGFzα の投

5日聞を除いた黄体与を併用する方法を用いる場合が多い。すなわち図K示すよう VC，各家畜とも排卵後4，

2-3日後VC20-2 5m'J以上の PGFza期VC，それそすL所要量〔表-2 )の性腺刺激ホノレモ〆を注射してなき，

LHあるいは hCGを注射して排卵を促進し，授精を行う方法である。とのを投与し，発情が出現した日VC，

方法Kよると供用する雌畜の性周期に束縛されるととなく処置を開始するととができ，採卵や移植の作業計画

ヤギ念どでは通常 10 -1 5個のヒツシ，を立てる場合K便利K利用できる。このような処置によってウシ，

排卵が誘起きれる O

15 

ICG授m

11'含す

10 

イT

5 1日性周期

r ， 
/............ 
〆
~ : : 
J ，: ， 
，:・・目・・
I・90..，::::e.0.・:

コ一一一一-3000i u 
PGFzα 併用 Vてよるウシの多排卵誘起処置図- 1

家畜の多排卵誘起のためのホノレモン所要量表-2 

進

(IU) 

促

hCG 

排卵

LH (1吻)

促進

(IU) 

発育

PMSG 

卵 胞

F S H (m'J) 
動物区分

2000 1 500 100 7 5 3000 1 500 5 0 2 0 (成雌)牛

1500 1000 7 5 50 2000 1 000 50 2 0 牛子

1 500 1 000 7 5 5 0 1500 1000 20 1 2 山羊(成雌)

1500 1 000 7 5 5 0 1200 1 000 1 5 円

u-品手山子

1500 1000 75 5 0 2000 1000 20 1 2 めん羊(成雌)

1500 1000 7 0 50 1 500 1 0 00 1 5 1 0 羊子

1日00
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2. 受精卵の採取

多排卵誘起に続くステップとして受精卵採取技術がある。卵子の採取法Kは母畜を屠殺して摘出した卵管や

子宮から卵子を回収する方法，開腹手術して卵管や子宮を濯流して採卵する方法，あるいは開腹しないで子宮

を洗浄して採卵する方法などがあるが，動物種やそのときの都合によって用いられる方法も異念ってくる。し

かしいずれの場合も採卵では，排卵された卵子を安全VC，できるか寄り多〈回収するととが重要1.::条件Vてなる。

なな技術の実用化にあたっては，採卵K用いた個体を再び繁殖に供用できる条件が要求される。したがって，

中小家畜では開腹手術tてよる採卵が主流になっている。またワシでは非手術的K採卵するために，種々の採卵

表-3 牛怪の 初期発育

発育 stage 5日 4日 5日 6日 6 ~全日 7 日 751A10日 B 日 ?日
(座数) (46 ) (123) ( 101 ) (109) (258) (1242) (510) (610) (47) 

2細胞期 1 8 5 5 B 

3 1 6 7 2 

4 5 7 6 

4 - 8 1 3 1 1 1 8 5 

8 5 3 1 4 1 1 7 

8 - 1 6 4 6 2 6 6 

1 6 1 5 7 1 0 

早期桑実期 2 1 2 2 0 2 4 1 6 ? 5 

桑実期 comp act 1 3 3 5 4 1 2 8 1 2 1 2 

早期怪盤胞 4 2 1 2 8 2 0 1 9 1 7 

座 盤 胞 1 4 2 0 3 6 2 5 2 5 

膨大陸盤胞 B 2 3 3 8 2 8 

怪盤胞 zona-free 0.2 4 3 0 

数値は%， (杉江 1964'22{ Wright げ 81玖 Lindner& Wright 1983必:))

器具が考案され， ζれらを用いて子宮を洗浄し受精卵を回収する方法が用いられ， 7 0 '10前後の回収率が得ら

れている。念会ウシの卵子は排卵後 4-5日自に子宮K下降するので，子宮洗浄Kよる採卵は 5日以後になる。

しかし最近用いられている頚管経由Kよる移植の場合は，子宮の収縮運動が消失する発情後 7日以降に移植す

るので，採卵も必然、的VC7日以降Uてなる。また乳牛の場合は自然発情後 1個の卵を目標K採卵を実施するクー

スも多くなってきているが，との場合は排卵側の子宮角上部を限局して洗浄するので，洗浄液も少し 300ml

程度の子宮洗浄で， 7 0 '10前後の採卵率が得られている。

3. 受精卵移植

母体から取b出した卵が完全な子供Kなるまで発育できる環境は，同じ種類の雌性生殖器内Kかぎられてい

る。したがって，取り回した受精卵から子畜を生産するためには受精卵を育てる個体を選び，その生殖器道内

に移植しなければならない。中小動物の場合の受精卵移植は，開腹手術して卵管や子宮角を切開口K引き出し
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て移植する方法を用いる。しかしクシでは開腹せずに受精卵を移植できる技術が切望され，多くの実験が繰返
8) 

された。 19 6 4年崎産試験場で新しい着想から，子宮頚管を通過せずに受精卵を子宮K注入する移植器

具を考案 し，とれを使用して開腹せずにクシの子宮内に受精卵を移植するととに成功し，その後多数の子牛を
21-22) 

生産した。しかしとの方法は技術的に熟練を必要とするととから，近年，技術を簡易化する目的で，人工授精

と同じ要領で頚管を経由して受精卵を移植する技術開発が進められた結果，発情後 7-8日以上経過すると，

頚管を経由して受精卵を移植しでも受胎するととが解明され，ワシの非手術的卵移植法と して用いられる よう
23-2め
Kなった。術式は，人工授精用の超細型ストローを用いるか，あるいは細い管を用いて野青卵を吸いとり ，人

工授精の深部注入法と同じ要領で，頚管を通過して注入管を子宮角K挿入し，少量の液とー諸K受精卵を注入

する。注入管の挿入に当つては，図K示すようK滅菌消毒した紙製や ビニール製の輸で注入管を覆って睦内を

通過さぜ，子宮内K細菌の持込みを防止す

る方法で好結果が得られている。なな，と

の方法による受精卵移穏で最近 60'}'O前後

の受胎率が得られる。

4. 受精卵の保存

受精卵移植の場合，卵の発育程度と受け

入れて育てる子宮の環境が，性周期的Kみ

て一致していないと，受胎は望みがたい。

しかし受精卵を採取した時の状態で長期間

保存できると，受け入れる雌の発情後の経

過を待って移植するととができる。また受

精卵を長距離輸送するととが可能Kなるの

で，国際貿易も期待できる。さらに農家の

立場で考えると移植技術を習得すれば，保

存卵を購入して移植するととが可能に在る

ので，望みの品種や系統の子畜を格安K導

入するととができるなど，受精卵の保存技術確立による利益は甚大になるととが予測される。

内可
。
=二コ

、、
、、

市へ
図-2 ワシの受精卵移植法

卵子の保存技術tては.O-10.C程度の低温K短期間保存する方法と，凍結して長期間保存する方法がある

が，精子の保存と同様，凍結保存が最も望ましい方法といえる。受精卵の凍結保存技術は. 1 9 7 1年イギ リ
9) 

スでWhittinghamがマウス卵の凍a告に成功したのを契機K著しく進展した。その成果として家畜でも-196
10，29) 30) 31) 32) 

。Cの液体窒素(LN)中K凍結保存した受精卵を融解して移植し，ウシ，ワマ， ヒツジ，ヤギ， 家兎などの各

家畜で多数の子が生産される ようKなった。

受精卵凍結では実用化促進のために，さらK技法を簡易化するととに主眼をないて研究が進められ，昨今家

畜の受精卵凍結Kないては凍結に要する時聞が著しく短縮された。またコンピューターを内蔵した凍結用冷却
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装置が開発され，動物種別にプログラムを作り，とれを利用する ζ とによって自動的K凍結が完了するので，

著しく簡便K実施できるようK在った。受精卵凍結Kなける冷却パターンを大別すると ，図-31'L示すようI'L.
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図-3 家畜の受精卵凍結 K なける冷却法

-60--80
o
Cの低再域主で比較的緩慢K冷却してからー 1960CのLN中に浸潰する方法(実線)と，-35 

--45 oCの比較的高い温度域から直接LN中K浸漬する方法(点線)の 2つの方法が挙げられるが，クシや

ヒツジ，ヤギなど家畜の受精卵凍結では冷却過程が短時間で完了する後者を用いると ζろが多い。

とのよう念冷却の様式は，凍結保存後融解する場合の温度上昇パターンと重要な関連性をもっている。すな

わち-6 ooC以下の低温域主で緩慢に冷却した場合は，融角ヰにあたって比較的緩慢K温度を上昇させる方法が

適合する。しかし-35，-ー45
0

Cの温度域から直接LN中に浸潰して保存したものは，LNから取b出し，す

ぐ1'L37-40
o
Cの混湯中K漬けて急速K温度を上昇さぜて融解する方法が適合する。

現在，凍結保存した受精卵を移植した場合の受胎率は，ラット，マウス，ワサギなどの実験小動物ではかな

り凡上し，約 50 '10が個体K発生するようになった。とのような進展K伴 って実験用小動物では Embryo 

Bankが設立され，稀少価値のある品種ゃ特定な系統の保存に利用され始めている。しかし家畜の凍結保存卵

移植では，まだ受胎率はそれほど高くなし満足できる域K達していない。したがって凍結保存卵からの個体

発生率を高くするための研究成果K期待がかけられている。
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5. 供用雌の発情同期化

上述した主要技術のほか，受精卵移植を実施する場合は，供用する雌畜の発情期が同調してい左ければなら

ないと言う ，きびしい制約がある。しかし限られた数の雌のなかから自然の発情期が一致しているものだけを

多数集めるととはむずかしい。したがって予定した雌の発情期を.調整しなければ左らない場合が多い。

家畜の発情期調整Kは，黄体ホルモン投与あるいは黄体除去など，従来幾つかの方法が開発されていたが，

いずれも欠陥があって受精卵移植K利用するととはむずかしかった。しかし近年プロスタグランディンFza

(PGFzα)が開発され，晴乳動物の黄体退行促進作用の強いととが解明されてから，とれを利用して家畜の発
33-3の

情期調整技術が確立された。とれらの成果からワシでは黄体期KPGFzαを5TTUJずつ24時間間隔で2回，計

1 0 mg，あるいは 15mg以上を1回筋肉内K注射するか， PGFzαアナローグ O.2 TTUJ以上を注射すると，黄体

は急激K退行し，注射後2-4日目Kは発情を発現し，排卵も起きる。またとツヅ，ヤギでは5呼らL上の PGFzα

を 1固に頚管実質内K注射すると，注射後 3-4日で発情が出現するととが判明 した。したがって日数を計算

して所要量のPGFzαあるいは，そのアナ ローグを注射する乙とKより ，比較的容易K多数の雌の発情期を同

期化できるので，受精卵移植にきわめて便利K刺用できる。

とのような PGFzαを用いた発情期調整技術と，前述のホノレモン処置にPGFzα を併用する多排卵誘起法を

組み合わせると，雌畜の性周期に束縛されるととなく ，受精卵移植を計画して実施するととができる。

ffi.受精卵移植の受胎に関連する諸要因

受精卵移植Kよって受胎が成立するのは，健全に発育している受精卵を育ちやすい環境K移植した場合であ

るが，受胎成立に影響する要因として幾つかの条件が指摘される。

1. 発情期の同調

受精卵移植K会ける受胎成立の重要念条件として，卵を提供する雌畜と， 卵を受け入れて育てる個体の発情
14-17) 

期(排卵時期)の同調が挙げられる。両者の発情期が 24時間以内K同調したときK70-80'Yoの受胎率が

得られる。また両者の発情時期が異在る場合の許容範囲は，ヒツジ，ヤギでは前後K 4 8時間，ワ シでは 24 

時間違いまでといえる(表-4 )。

2. 移植時期と受胎率

移植の時期は，用いる移植方法Kよって異なる。開腹手術による方法では移植時期が一般K早く なる。 しか

しクシで非手術的K受精卵を採取し，頚管経由で移植する場合は，移植時期が発情後 7日以後K制約され，時

期的K遅くなる。ワ・ンの受精卵移植になける移植時期別の受胎率をまとめると，表-5のよう K一般的Kみて

発情後 5- 9日K移植した場合K受胎率が良くなる傾向がうかがわれる。非手術的移植法の場合は，発情後 7

日以後K実施した場合K明らかK受胎率の向上がみられる。とれは発情後 7日以後になると，頚管刺激Kよる

子宮運動が著しく弱くなるととが一つの要因と考えられる。

3. 受精卵の発育程度
46) 15) 

移植卵は排卵直後の T細胞期から，ヒ ツジでは発情後 14日の妊盤胞まで，またウシでは排卵後 16日の目玉
40) 

盤胞まで，いずれの細胞期のものでも，その発育程度に応じた環境の生殖器内に移植すれば受胎するととが立
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牛の怪移植一発情期同調と受胎率表-4 

-3日-2日一1日-12hr 口
凶
一
n
u
-

-
1
l
'
 

，且-

L
U

一

η
4
-
1
-
+一+1日+2日+3日方法なよび発表者

。3D 52 

71 

39 

66 

62 

非

杉江

25 

。
41 

39 

。25 30 

58 

50 

61 

9 1 

92 

67 ' 

63 ' 

82 

29 ， 

25 

， 71 

59 

， 42 

61 

57 

50 

40 20 

手術

Rowson外(1972)20)

Sreenan & Beehan(1974)87) 

Schneider外(1980)47) 

Newco mb (1q7?)37) 

Sreenan外{1975)55)

腹開

67 

36 。。
腹

外 (1972)21) 

Boland外(19 75)飽〕

開

25 

25 J illela & Baker (1978)89) 

Wright (1981)45) 68 61 

50 

59 

38 
48) 

Lindner & Wright( 1983)~vJ 

牛の座移植一移植時期月iJ~てみた受胎率 (ro)表-5

時期

10日 11日 12日 13日14日 15日以後

植

8日

移

5日 6日
方法辛子よび発表者

?日

開

48 56 

7日

70 

49 

87 73 

4日

55 

5日

10 

術

N ewcornb & Row son (1975)36) 

Newcomb (1979)37)J 

Nelson外 (1975)39)

手腹

32 - 100 56 

100 

63 

4880100 

ト 75 .61. 56 
・・・ー--1 - 1--ー・ー--i

63 54 30 

。

59 

24 26 42 

7 32 
トーー---~---~トー・咽ーーーーーーーーー・4

1-_ _ _ _ 3_8_ _ _ _ -1 .. _ .? .5_ _ -1 .. _ _ ~ ~ 
・ー・ーーーーー・-1 1-------4ト・ーーーー--1

53 67 54 
---------11・・ーーー---1い----・・・ 4

ト 30 50 
ー..------

Betteridge外(197守)40) 

Betteridge & Mitchell(1974)38) 

外(1978)41)

Troun son外(1978)26)

外(1979)27)

外(1975/
4
)

外(1 978) 42) 

外(1978)43) 

外(1977)44)

外(1981)45)

E Isden 

50 40 22 

E昆開

L awson 

Heyman 

非

Halley 

Brand 

Renard 

65 
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証されている。 しかし若いステージの受精卵よりも桑実期や座盤胞K発育したものの方が受胎成績は良い傾向

がみられる(表 6 )。

表-6 牛の怪移植一発育ステージ男IJKみた受胎率(%)

目壬の発 育ステージ
方法なよび発表者 8-12 1 6 早期 早期 膨大

桑実期 怪盤胞
細胞期細胞期桑実期 匪盤胞 怪盤胞

開 腹 手 術

Rowson外(1969)18) 53 29 43 

Schneider外(1980)47) 61 67 67 7 1 

非 開 腹

Halley外 (1979)2η 24 27 38 

Wright (1981)45) 44 53 65 66 64 

Lindner & Wright(1983)48) 40 33 34 35 40 50 

4. 移稲部位

Zona-free 
座

38 

受精卵は，その発育程度K応じて育ちやすい環境K移植する ζ とが原則J~てなっている。したがって若い発育

過程の受精卵は卵管K，発育の進んだものは子宮K移植するととも一つの条件K念る。しかしながら 8細胞

未満の受精卵を卵管K移植した場合と 8細胞期以上の卵を子宮K移植した場合の受胎成績を比較すると 8
49，50) 

細胞期以上の受精卵を子宮K移植した場合の方が，受胎率ははるかに高い。また片側だけに移植する場合は排
50-55) 

卵領IJK移植した方が反対側K移植するより受胎率は高い。しか し排卵側子宮角に受精卵が生存する場合は，反
52-54) 

対側K移植しても卵の生存性は高い。さらに受精卵を子宮角K移植する場合K，移植部位を， 子宮角の上部，

中央部，下部のいずれが良いかKついても検討されているが，との場合は移植部位Kよって受胎率K有意差が

みられない(表-7)。

表 7 牛の匪移植一移植部位と受胎率 ('7'0)

発 表 者 移植方法 子宮角上部 子宮角中部 子宮角下部

Sreenan (1976)51) 開腹手術1卵 6 5 6 0 

Newcomb外(1978) 開腹手術 1卵 6 0 5 0 

Sreenan & Beehan (1976) 開腹手術2卵両側 8 0 7 0 

Newcomb外(1980) ?口 6 5 

2 ~ß 1倶Ij 8 0 

Rowe外 (1 9 80) 6 0 4 5 

非開腹 1卵 7 5 

Boland外(1976) 4 0 

非開腹 1卵 2 5 
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5. その他受胎K影響を及ぼす要因

上述のほか，移植する卵の個数と受胎成績Kついても検討されている。移植卵は 1個だけより 2個あるいは

5個を移植した方が受胎率は高くなる。さらf'C2個以上の複数卵を 1個体に移植する場合は， 1側の子宮角K

移植するより両側K分けて移植した方が受胎率も高<.移植卵の生存性，すなわち双子のp生産率も著しく高〈
17，59，6(り 6の 63)

なる。とれらのほか，汚染防止処置の有無，移植時の麻酔効果，実施の温度条件などが受胎K及ぼす影響Kつ
61) 

いても検討され，受胎率向上の諸条件が解明されて きている。とれらの条件を整え，かっ繁殖生理的に健康な

雌を選んで受精卵を移植すれば，自然、繁殖K劣ら念い受胎成績と子畜生産が得られるものと考えられる。

N.受精卵移植技術の利用

受精卵の移植技術が家畜の繁殖技術と して実用化すると，直接家畜の生産技術として利用され，予測される

利益も大きい。また繁殖生理学や動物遺伝学，あるいは生物学や医学などの研究分野で利用すれば，未解決の

諸問題の解明K役立ち，間接的K学問の発展に寄与する効果も大きいものと考えられる。

1. 畜産になける子畜生産上の利用効果

(1) 家畜の改良に利用

家畜と して能力の優れている雌K多数の受精卵を生産させ， ζれらの卵を能力の乏しい個体や他の品種の雌

の生殖器内K移植し， 受精卵を受け入れた個体を妊娠させて，一時的K胎内を借りる状態で胎子を育てさせ，

移植卵から発育した子畜を生産すると，卵子を提供した母親のもつ優れた遺伝形質を受け継いだ子畜が多数生

産される。との種の利用効果は，とくにワシを対象にした生産面で期待されている。

(2) 特定品種の増産に利用

受精卵提供畜を特定念品種の雌に置きかえ，受け入れる倶IJf'C，既存の雌を用いると，産業的に要望の多い特

定念品種の子畜を急速に増産するととが可能に在る。ウツを例Uてとると，乳用，肉用いずれの品種でも，その

ときの要望K応じて生産することが出来る。とくf'C，乳牛の腹を借りて肉牛を生産する場合は，乳の生産を滅

らすとと左<.肉資源@増産をはかるととが出来る O このような特定品種増産の利用法は，現在カナダやアメ

リカ合衆国f'Cjo>ける受精卵移植会社のなもな事業Uてなっている。

(3) 家畜導入に利用

受精卵の凍結による長期保存技術が確立すると，受精卵の国際貿易が技術的に可能Kなるので，高価な種畜

を，高い輸送費をかけて輸入する必要がなく念る O また，家畜を飼育している農家の立場では，繁殖能力のあ

る雌畜を所有していれば， 望むときに望みの品種や系統の受精卵を購入して移植する ζとKよ.!?，要望する純

粋な子畜を，安い経費で導入するととが出来る。

(4) 誘起多胎K利用

肉畜の増産対策として誘起多胎技術の開発が着目され，すでに各国で多くの研究が行われているが，本来，

誘起多胎は，自家生産卵を過剰に着床させ，双子あるいは三つ子を生産するととを言う。しかし，ワシでは，

ホノレモン処置の影響Kよって受胎率が低下し，多胎子の出産率も低く在るなど，多くの問題があって，期待出

来る成果は得られてい左い。近年，多胎生産K受精卵移植技術を利用する試みが行われ，複数の卵子を両側の
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子宮角K分けて移植する ζ とKよ!J，かなb高率K双子や三つ子が生産されるととが証明され，特Kウシでは

期待のもてる多胎生産技術Vてなった。

(5) 品種や系統の保存κ利用

近年，家畜や実験戴物の品種や系統が著しく多くなってきている。一方消滅の危機に瀕する貴重な原品種念

どの保存を望む世論も強い。しかしとのような多岐に亘る品種や系統の動物を生体のま L飼育して保存すると

とは，施設や経費，労力などの点で困難念問題が生ずる。したがって品種や系統の特質を完全K継承している

受精卵の状態で凍結保存してなき，必要K応じて融解して移植し，子を生産すると，多くの品種や系統を著し

く安価(tL，半永久的(tL，保存するととができる。との企画はすでに実験用小動物では実用化され，数か国K

Embryo Bankが設立されて多くの品種や系統の受精卵を凍結保存している。家畜や野生動物の場合は，実

用的(tLEmbr yo Ba nk を開設するまでに至らないが，近き将来実現する可能性が強いと思われる。

以上畜産の分野Kなける子畜生産上の利用効果について述べたが，とのほか受精卵移植技術は試験研究を進

めるためK一つの手段として利用され，未解決の諸問題解明K寄与する効果も大きい。と くに繁殖生理学の研

究分野で有効K刑用され，受精現象の解明から，体外受精技術の開発に発展している。そのほか受精卵の発育

や着床を検査する方法で，低受胎の原因，夏期受胎率低下の要因，性周期の機序，妊娠期間の決定因子など種

々左問題を解明するための試験研究に利用され，多大な成果が挙げられている。

また，動物遺伝学的左研究分野では生産子に及ぼす母体効果を調べるための研究に用いられ，種々の新知見

が得られている。 上述のよう K受精卵移植技術は，すでKかなり広い分野で利用され効果を挙げているが，今

後実用的に普及するK従って利用効果も一段と拡大されるものと思われる。

V.卵子の研究分野Kなける新しい動向

受精卵移植技術は基礎的Kほほ確立し，実用的に普及され始めてきたが，一方，晴乳動物の卵子K関与する

研究の分野では，開発された受精卵移植技術を基盤にして，最近新しい技術を開発しようとする動きが活発K

:1 !J ，一つの転換期にさしかかった観がある。す左わち，細胞工学的(顕微操作〕技法を導入して，受精卵の

細胞を分離し，それぞれの分離細胞の再生能を利用して個体発生をはかり ，一卵性の複数子を生産する技術，

あるいは卵の核を置換してクローン動物を作出する技術，または受精卵から分離した細胞を融合させてキメ ラ

動物を作出する技術，そのほか体外受精や座の性判別左どの技術開発研究が進められている。さらに遺伝子操

作技術を組み入れて，新しい品種の作出や特性を持つ動物を生産する技術開発研究も始められている。

1. 細胞分離による一卵性複数子の生産

一卵性複数子の生産技術は，単に畜産の分野で優良な子畜の増産に利用できるだけではなし ー卵性双子を

試験研究の供試動物として使用すると，信頼性の高い結果が得られるととから，か左 b古くから着目され，技
64-72) 

術開発のために多くの試験研究も試みられていた。しかし長年月に亘ってその成功はみられなかった。Willad-

sen ( 1 9 7 9 )がヒツジを用い 2細胞期の受精卵の細胞を分離し，分離細胞を別々に空の透明帯のなかに

納め，寒天包埋して育て，とれらの分離卵を移植して始めてー卵性双子の生産K成功した。同氏ら (1981)

は同じ方法を用い牛でも受精卵分離Kよる一卵性双子と， 1/4分離Kより一卵性3つ子の生産に成功した。と
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れらの試験では 2細胞-8細胞期の早期卵が用いられたが，その後，桑実期や怪盤胞に発育した受精卵を金属

製やガラス製のナイフ，あるいはガラス棒で切断して 2分離する方法が開発され， ウシで多数のー卵性双子が

生産されるよう Kなった。

2. 核移植技術開発研究

初期発生期の卵の核を置換して生物の発生を促す試みは，下等脊椎動物を用いた実験でかなり古くから行わ

れていたが，近年顕微操作技術や日甫乳動物の受精卵移植技術が開発されたζ とに伴い，晴乳動物でも核の置換
7η 

技術を繁殖領域K応用できる可能性が示唆されてきた。 Illmensee & Hoppe ( 1 98 1 )はマウスの初期

受精卵の核を除去して， ζれに他の怪盤胞の innercell massから分離した核を置換して子を生産した。そ
7め

の後引き続いた報告が見られなかったが，最近Mc Grath & Salter (1983) が，核置換した受精卵を

育て 64個を移植して 10匹の子を生産し，核置換技術開発の可能性を立証した。 ζれらの両実験では，いず

れも怪盤胞に発育した受精卵の inner cell ma ssから分離した核を用いている，とのよう左核の置換技術は，

家畜の繁嫡分野K利用すると，優秀念同一遺伝形質をもっ多数の個体(クローン動物)を生産できる可能性を

示唆し，家畜改良K利用すると著しい効果が期待される。

3. キメラ動物の作出
79) 

別々左受精卵から分離した細胞を融合させてキメラ動物を作出する技術は同種間ではTarkowski( 1961 ) 
ω) 

Mintz ( 1 9 6 2 )らに よってマワスを用いた実験で開発され，その後多数のキメラマウスが作出されている。
81) 82) 飽)

異種動物間のキメラ座はZeilrnaker(1973) Stern(1973) Mulnard(1973) VLよって作られ，培
8の

養で発育するまでtてなりたが，異種キメラ動物はRossantら(1980)が初めて作出した。また最近家畜で
ぉ) 8の

もヒツジとヤギのキメラ動物がFehilly& Willadsen (1984)， Meinecke -Tillmannら(1984)

Kよって作出されている。とれらのキメラ動物Kついては，発生学などの研究分野では重要な意義をもつが，

その特性調査が始められたばかbの状態で， 実用的な刺用法は，まだ開発されていない感がある。

上述のほか，近年晴現動物の遺伝子組み換えに成功し，ラァテの生長因子を持ったス ーパーマウスを生産し

たととが Palmiterら (1982)VLよって報告され，センセイションを巻き起したととは，まだ記憶K新し

い事柄である。以上家畜の受精卵の移植，~ らびKζれを基盤にした利用の概要， 最近の研究動向念どVてつい

て記述したが，受精卵事植に関連する技術の改善が進出K従って，顕微操作技術もさらK一層使い易〈改善さ

れ，利用範囲も拡大されて畜産になける生産分野や種々の試験研究分野に寄与する効果も増大するものと推測

される。
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着床遅延マウス旺盤胞の微細構造

Ultrastructure of Delayed Implanting 

Mouse Blastocysts 
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Niigata Uni versi ty School of Medicine 

The ultrastructure of delayed implanting mouse blastocysts during the p巴riodof Days 10 through 

30 showed no differences throughout the period， but was different in the following points， as com-

pared with that of intact blastocysts on Day 4. 

1. Trophoblastic cells. (1) Elongation of trophoblastic cells that had long cytoplasmic projections 

at the intercellular portion near the blastocoele， (2) Appearance of the basement membrane-like 

material along the inner surface of the trophoblast， (3) 1rregularity in the shape of the nucl巴us

with invaginations of the nuclear membrane， and the thickening in the density of the nuclear 

substrate， (4) Disappearance of vacuolated cristae in mitochondria， (5) Decrease in the number of 

rough -surfaced endopl asmi c reticula， of pol ysomes and of Golgi apparatus， (6) 1 ncrease i n the 

number of lipid dropl ets， (7) Disappearance of fi brous i ncl usions. 

11. 1nner cells. (1) 1rregularity in the shape of inner cells with fine cytoplasmic projections， (2) 

Phenomena ∞nceming nuclear and cytoplasrnic organelles and fibrous i ncl usions similar to those in 

trophoblastic cells. 

緒言: 着床遅延脹盤胞の微細構造は，アノレマジロ 1)， ミンク 2)， イタチ 2)， オットセイ 2)， ノロジカ3，4)

およびコウモリ S) で調べられているほか， 卵巣摘出後プロジェステロンを投与したマウス 6，7)とラット 8，9)

で，前者では Day5から Day17まで(腔栓が確認された日を Day1)，後者では Day8と Day9 (経内
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に精子が確認された日を υay1 )の時期に観察されている。しかしながら， ζれらの時期よりさらに着床を遅

延させた必綾胞の微細稿造については，報告がみられなし、。

本実験は，Day 10から Day30までの着床遅延マウス脹盤胞の微細構造を観察し，無処置の雌から得た Day

4の凶盤胞と比較したものである。

方法: 供試動物として ICR系の成熟マウス (A1usr.nusculus)を用いた。飼育はコイ卜トロン (EA-

8 HW)内で行い，室温を24
0Cfζ保ち，点灯を午前 4時から午後 6時までの14時間とした。これらの雌に PMSG

(セロ 卜ロピン，帝国臓器) 5 IUと HCG(コ凶ナトロピン，帝国臓器) 5 IUを 48時間間隔で腹腔内に注射

し，過排卵を誘起した。 HCG注射後直ちに同系統の雄と同居させ，翌朝，腔栓の確認されたものを実験に供

し，その日を Day1とした。着床遅延を誘起するために， Day 3の午後にとれらの動物の卵巣を摘出し，

その日から 0.05mlのコ "油に溶解した 1mg のプロジェステロン(半井化学)を毎日皮下注射した。

着床遅延伍盤胞は，Day10， 17， 24および30において 0.1M カコジル酸緩衝液 (pH7.4)で子宮を緩流し

て採取した。なお対照として，交配後無処置の Day4のマウスから， 着床遅延経盤胞の場合と同様な方法で

経盤胞を採取した。

透過型電子顕微鏡用試料を作成するために ，採取した怪盤胞は 0.1Mカコジル酸緩衝液 (pH7. 4 ) で洗浄

後，直ちにグルタノレアノレデ ヒドを45ぢ，パラ ホJレムアノレデヒドを 25ぢ含む 0.1Mカコジル酸緩衝液 (pH7. 4) 

で 4
0

Cで2時間，前固定した。引き続き ，0.1 Mカコジル酸緩衝液 (pH7. 4) を数回交換しつつ， 4
0

Cで一

晩洗浄した後，同酸化オスミウムを 1~弱含む 0. 1 Mカコジル駿緩衝液 (pH7. 4)で 4
0

Cで 1時間後固定した。

脱水はアセ トン上昇系列で行い，包埋はクエトーノレ 812で行った。超薄切片の作成には ]UM-7型超ミクロ

卜ームを用い，写真撮影には JEM-IOOB型電子顕微鏡を使用した。 なお，電子染色はウランと鉛で行っ

7こ。

観察した脹盤胞の数は各時期のものについてそれぞれ 5個程度であった。

結果1. 無処置座盤胞 (Day4 )の微細構造 (図 1) 

日壬盤胞は扇平な栄養膜細胞とほぼ円形の内細胞からなっており ，透明帯によって包まれていた。栄養膜細胞

の外側表面には倒伏した短い微械毛が生えており ，微繊毛の聞にはところど乙ろに浅い陥入が存在していた。

内側表面ICは細胞質突起がみられた。栄養膜細胞の聞には接合装置が認められた。内細胞の表面には細胞質突

起がみられ， ζれらの細胞の聞に接合装置は存在しなかった。 核は栄養膜細胞では扇平，内細胞ではほぼ円形

付図説明

略号 BC 怪盤胞腔， BMM 基底膜様物質， CP 細胞質突起， TBC 栄養膜細胞， IC 内細胞， ICS 細

胞間隙， ]C接合装置 LD脂肪滴 M ミトコンドリア MV微繊毛， N 核， NO核小体，

RER 粗函小胞体， ZP 透明帯

図 l 無処置マウス隆盤胞 (Day4) . x 4， 800 

図 2 着床遅延マウス脹盤胞 (Day24). x 8， 000 
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であったが，いずれも核質の電子密度が低く，核小体を l個ないし 2個含んでいた。栄養膜細胞と内細胞にお

いて，細胞質小器官と封入体の状態はよく似ていた。すなわち，ミトコンドリアは大部分のものが球状であっ

たが，一部lζ得状のものもみられた。乙れらのミトコンドリアのクリステは板状であったが，空胞状のものも

散見された。粗面小胞体は槽状であったが断片的で細胞質に散在しており，まれに，長〈伸びたものもみられ

た。遊離リボゾームはポリゾームを形成し，細胞質全域lζ多数分布していた。ゴlレジ装置は未発達で，核の周

辺に少数観察された。ライソゾーム様小体および脂肪滴は少なかった。線維状封入体は多かった。

2. 着床遅延廃盤胞の微細構造 (図 2)

着床遅延経盤胞においては，遅延時期による微細構造の相違はみられなかったが，脹盤胞によっていろいろ

な像が出現した。それらのうち，どの怪盤胞にも共通してみられるものをまとめると，およそ次の通りである。

いずれの経盤胞においても透明帯は消失していた。栄養膜細胞は扇平であったが，直接伍盤胞腔lζ面している

ものは，無処置のものに比べ著しく伸張していた。外側表面には直立した短い微繊毛が生えており ，微繊毛の

聞には浅い陥入がみられた。内側表面は比較的平坦であった。栄養膜細胞の外側に近い隣綾部位には接合装置

がみられ，内側lζ近い部位Kは長い細胞質突起がみられた。無処置の脹鍍胞と異なり ，内細胞は不定形で細胞

質突起が多く ，細胞は ζれらの突起によって倭していた。栄養膜細胞や内細胞の間隙は拡張していた。栄養膜

の内側IC沿って基底膜様物質が出現し，乙れは内細胞の間l療にもしばしば侵入していた。核は栄養膜細胞にお

いても，また，内細胞においても不定形で，核膜の陥入が随所lζ認められ，核質の電子密度は高く，核小体を

l@ないし 2個含んでいた。着床遅延脹盤胞においても，細胞質小器官と封入体の状態は栄養膜細胞と内細胞

の聞では似ていたが，無処置のものとはかなり異なっていた。すなわち，ミトコンドリアはほとんどのものが

棒状で，無処置の峰盤胞にみられるような球状のものは存在しなかった。クリステは板状であったが迂曲する

ものが多く ，空胞状のものはみられなかった。粗面小胞体は無処置のものと閉じく繕状であったが，数は少な

かった。遊離リボゾームは細胞質全域に多数分布していたが，ポリゾームを形成しているものはわずかであっ

た。コールジ装置はほとんど認められなかった。ライソ、/ーム様小体と脂肪滴は主として栄養膜細胞に含まれて

おり，脹盤胞腔に面している栄養膜細胞に散在している脳肪滴はとくに大型であった。乙の大型脂肪滴は無処

置の経盤飽のものと比べると多かった。無処置の脹盤胞にみられる線維状封入体は全く認められなかった。 ζ

のほか，脹盤胞によっては無処置のものにはみられないフィラメン卜の束，多胞体などが出現した。

考察: 従来の報告によると， Day 5から Day17までのマウス着床遅延怪盤胞ふりと， Day 8と Day9 

のラッ ト着床遅延脹盤胞 8，9)における微細構造の特徴は，高電子密度の小体 (densebody)の出現，基底膜様

物質の出現，ポリゾーム，組面小胞体およびゴ、ルジ装置の未発達などであるとされている。高電子密度の小体

については，その類似構造物がノロジカ 3，4) とラット 8)でも報告されており，脂肪小滴品約あるいは蛋白質線

物質を含む小体 8) と考えられているが，その本質は明らかにされていない。本実験の DaylOから Day30まで

の着床遅延脹盤胞には，乙のような小体は観察されなかった。しかし，基底膜様物質，未発達なポリゾーム ，

粗面小胞体およびコツレジ装置は認められ 乙れらの点については従来の報告とほぼ一致していた。

本実験の着床遅延マウス脹盤胞においては，上記の特徴のほかに，無処置伍盤胞に比べ核の微細権造と細胞
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質lζ分布する線維状封入体の消失の点が異なっていた。核小器官については，着床遅延マウス脹盤胞の核小体

が無処置経舷胞のものと変わらないという報告 7) がある。 本実験では，着床遅延脹盤胞の核質が無処置JlA徽

胞のものより電子密度が高かった。一般に，マウス 10-13) とラ y 卜14) の着床遅延雌盤胞は，DNA と ぼ~A

の合成が低下しており ，細胞分裂も停止しているといわれている。しかし，着床遅延マウス凶盤胞の RNA合

成の低下を疑問視する研究者もいる 7，15)。 本実験の微細精道の観察からは，核酸合成の低下を示す確同たる

証拠lは得られなかっ たが，ポリゾームが未発達であるととから ， 少なくとも m陪~A 合成の低下は示唆される。

マウスなどのげっ歯類の卵に含まれている線維状封入体の成分は盆白質で，卵の分割や分化のためのエネノレ

ギー訴として貯えられていると考えられている 16)の 本実験では，線維状封入体は無処置の雌鍛胞にはみられ

たが，着床遅延l怪般胞では消失していた。マウスの着床遅経~徽胞では，アミノ般の取り込みは減少し ，蛋白

質の合成も低下しているととから 7，10，17-22)， 無処置脹舷胞に含まれている線維状封入体が，着床遅延中lζ脳

盤胞が要求する蜜白源として消費されたものと推察される。

既lζ述べたように，本実験の着床遅延l凶盤胞では，ポリゾーム，粗面小胞体およびゴノレジ装置は未発注であ

った。乙の乙とから ，着床遅延彪盤胞における蛋白質合成能および分泌機能の低下が形態学的1(*奈される。
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マウス初期怪の

プラスミノーゲンアクチベーター活性

Plasm nogen Activator Act vity 

of Early Stage Mouse Embryos 

石川真木 堤治 中林正雄 木下勝之 佐藤和雄 水野正彦
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Katsuyuki KINoSHITA Kazuo SAToH and Masahiko MIZUNo 
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Department of obstetrics and Gynecology， Faculty of Medicine， 

University of Tokyo 

To study fibrinolytic activity of preimplantation embryos， microassay methods to quantify 

plasmiogen activator in a single embryo附 redeveloped. 1. Preimplantation mouse embryos 

of day 2 and day 3 (4 cell to unhatched blastocyst stage) were incubated in 2μ1 medium drops 

containing 0.196 fibrin and 2 cu~ml plasminogen for 24 hours. Day 2 and day 3 embryos gave 

complete liquefaction of the fibrin drops. The amount of plasmin produced by a single ovum 

出asassayed削 thsynthetic fluorogenic substrate， Boc-Glu-Lys-Lys-阿CA，and was 0.215I:0.041 

mcu with day 3 morula and 0.335I:0.039 mcu with day 3 blastocyst. Day 1 and day 4 to 5 

embryos (uncleaved ov~ and hatched blasocysts， respectively)， incubated in the sa田eway， 

produced only partial 1】quefactionof the fibrin drops. 2. When applied directly on 

plasminogen-rich fibrin plates， day 30va (morulae) produced grossly recognizable fibrinolysis. 

No lysis咽asobserved on application of day 3 ova on plasminogen-free fibrin plates. Fiveμl 

medium drops incubated刷 thday 3 embryos脚ereapplied on both kinds of fibrin plates and gave 

similar results. 

緒言

卵の発生と分化について多くの研究がつまれ、未分化な初期臨の段階にあっても、細胞内では代謝活動

やその調節が行われていると考えられる。

たとえばマウスでは、 4細胞期までは熔養液lこ含まれるク.ルコースをエネルギー源として利用できない
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乙とが知られていたが、解糖系酵素を分析した結果、 4細胞期まで1まhexokinase活性が低くク・ルコースを

効率よく代謝できないことなどが解明された。このような初期匪の現在を物質的、定量的にとらえる試みは、

卵が微小微量であるという方法論的制約より困難であったが、たいへん重要で・ある。初期怪そのものの機能

の解明は乙れからの課題である。

特l乙、着床というできごとの全経過にわたって、初期臨は母体の器官と伺事かを“交信しあって"いる

と考えられ、環境との接点という見方から、初期匪の分泌、吸収、膜受容体、細胞運動などについての興味

がそそられる。

我々は初期匪の分泌能の一例として、培養初期旺の周囲にあらわれるプラスミノーゲレアクチベーター

(PA)活性の測定法の開発を試みた。動物のPAはウロキナーゼと体組織のPA(こ大別され、後者は成

体では、血管内皮、 マクロファージ、多形核白血球などから分泌されるととが知られている。体組織のPA

は、活性化された一つの酵素が次のプロ酵素を限定分解し活性化する機構を重ねて eyzymecascadeをつく

るセリンプロテイナ ゼ群lこ属するため、 PA活性は単lこ線i容に機能するのみならず、広く炎症や組織の改

変lζ関与するものと想定されている。また、悪性黒色腫の lnvltro培養系において、強い PA活性が培

養上清lζあらわれるが、この腫場が高度の転移能、浸潤発育能を持つのはひとつには PA活性機能によるの

かもしれない。現時点では初期妊のPA活性の具体的な位置づけは不明確であるにしても、以上のような点

からみて、着床lこともなう急速な組織の改変にあたって、初期怪から分泌される PA活性が母体の器官lこ有

効に作用しているのではないかとの期待がもたれるのである。

材料

マウス lCR系マウス、 雌8----9週齢。雄 10週齢以上。
6) 

I音養液 Basic med il日n for ovum cu 1 ture ( B WW) 

試薬 Fibrinogen( F ib) 第一化学薬品 Bov i ne f i br i nogen type 2 (P lasm i nogen非含有)。

Plasminogen (Plg) 第一化学薬品 Bovineplasminogeno Thrombin (Tb) 持田製薬 Human thrombin。

Urokinase (U K) 持田製薬 Human urokinaseo Boc-Glu-Lys-Lys-MCA (Plasmin測定用合成基質): 

ペプチド研究所、箕面。

その他 ペトリ皿 Falcon社， USA，醇3001.35x 10mm • 蛍光光度計 Farand Ratio 11， USA. 

方法

交配・採卵 自然交配によ って得た妊賑雌を day1，2，3または day4まで飼育し、頚椎脱臼法lとより

sacr if i ce L，た。 妊娠の確認は腫栓によった (day ~)o Dayl----3で，t;t卵管、 day4で‘は子宮腔をBWWでフラ ッ

シユし、卵を得た。ついで、実体顕微鏡下lζ正常な発育を示す卵を選択し、 約 300μlのBWWドロップで2

回洗浄し、 PA活性の測定lと用いた。

Fibrin (Fb)小滴内での培養 流動パラフィンをはったぺトリ皿の底(1:、 BWW小滴を 8ケずっ作製し、
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それぞれの内部で day1~4 の

卵 1ケを培養した(図 1)。

プラス ミ々測定 Boc-Glu-

Lys-Lys-MCAを 0.05問 Tri s-HCl 

緩衝液 (pH7 .4 ト~aC l 0.15阿)に

3x10・'M(こ溶解し、 1μlずつ

をそれぞれのFb含有BWW小

滴(2μl，液化している) (乙

加えて37'tで20分間インキユベ

ートし て後、 10%酢酸 1ml と

1. BWWにFbg0.2%とPlg4cu/ml 

を加えた培肇液を 1μtずつ、底面に
配置する。

2 卵を 1ヶずつ、それぞれの培養涜小
滴に入れる。
3 繕j墜j夜小満の各々 に、 BWWにTb
0.5U/mlを加えた溶!聾液を 1μtずつ
追加する。以上の禄作により、 2μt
のフィプリン(Fb)小満 (FbO.l%.
Plg 2cu/ml. Tb 0.25u/ml)内部に卵

が閉じこめられた状態にして、37t、
C025%、水蒸気飽和の状態で24時間
インキュベートした。

図 1 Fb小滴内培養

流動パラフィン

Fb小;/ii(2μt)

BWW(50μl) 

混合して反応を停止し、放出された aminomethylcoumarinによる 380nm励起 460nm発光の蛍光光度を測
7) 

定した。

スタンダード Fb小滴中lζ現れた PA活性を産生された P1量lと換算するために、 P19を、 0.05刊

Tris-HCl緩衝液 (pH7.4NaCl 0.15M) (ζ10cu/m 1 (と溶解し、その 1m!!とUK 2000 I.U ./ml 溶液を

10μllml加え(最終濃度 20I.U ./ml)、37 't(ζ 4時間インキュベート した。得られたプラスミン (Pl) を

2μl あたり 0.1~0.5 mcu の濃度lζ希釈し、サンプルと同じ条件で Boc-Glu-Lys-Lys-MCAの分解を行い、

検量線を作成した。

線j容活性の分析 卵告含むFb小滴と問機lと各種の

成分を欠く培養液の小滴毛色作り、卵をイ々キュペート

した(表 1)" P A活性は、 Fb小滴 (疑固したもの)

では小滴の液化によって判定し、 Fbg小滴 (Tbを欠

くもの)では P1産生によって測定した。

Fb平板による PA検出 Plg含有と非合有のFb

平板を作製し、 day2~3 卵(胞匪)の PAの検出lζ用

いに Fb平板上lと直接蜘をのせて 24時間培養する

培養液小滴中の因子
欠如成分

Fbg Fb Plg Tb ~~ 

Fbg + 十 + 
Plg + + + 
Tb + + + 
~~ + + + 

表 1 各成分を欠く培養液

方式と、流動パラ フィンの中につくった 5μlの培養液小滴で卵を24時間培養し、乙の培養液中のPAを

Fb平板で測定する方式とを行った。Fb平板は、 P19 (2cu/ml)含有または非合有の Fbg溶液 (0.1%)

1mlとTb水溶液 (100u/ml) 5μlをo't(ζ冷却して混合し、直ちにぺトリ皿lζ注いで37'tのイ ンキュベー

ターの内の水平面lζ1時間おいて作製した。各Fb平板は作製から 24時間以内lζ使用した。Fbgの溶解液

は、卵を直接のせる場合は BWWを、卵を培養した培養液をのせる場合は 0.05開Tris-HCl緩衝液 (pH7.4

NaCl 0.15M)を用いた。いずれの方式でも検体をアプライしてから 16 ~ 24時間後lと、乙の部位(1:一致し

て凹んだ液面がみられるかどうかを肉眼的11:観察し、凹んだ液面のみられたものを Fb分解ありと判定した。
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結果

IfJn乳卵研誌 CJ.M<!mm.

P 19非存在下では:Fb分解能Day 3の桑実怪は P19存在下で Fbを分解したが、初期匪の線j容活性の特色

FbとTbを含む、はみられなかった。 Fb gを含みTbを含まないメジウム小滴でインキュペートすると、

場合lζ比べてごく低いP1 i童生が認められた。表2tζBWW小滴内培養による day3桑実眠の線j容活性を示

P 19含有FbFb平板法のうち、す。なお、図2tこMCA基質による PIアッセーの検量線を示す。また、

P 19非合有Fb平板ではど平板では卵嬉養後の箔養液小滴、卵そのもののどちらにも Fb分解が認められ、

ちらの検体についても全く Fb分解が認められなかった。表 3tこFb平板によるday3桑実匪の線溶活性を示

すO

Dayl~4 の縁々な時期に採取した初期匪の P 1産生について、図 3tζ示す。発生段階と P1産生

Dayl 20:00 P 1検出不能、 day220:00 0.037土0.017mcu(mean工S.D.。以下同様)、 day32:00 0.215土

0.041mcu、day322:00 0.335:t0.039mcuと、 day3の終わりまでは、次第に PI産生の増加する傾向がみられ

たが、透明帯を脱出した胞匹、 day422:00および day51:00では PI産生能を検出できなかった。

検体

~~ 

培養液

Plg-free 

o一3
一
O
一3

Plg-rich 

3
-
3
一4
一5

Fb平板
欠如成分 Fb分解 PI (mcu) 検体数

+ 0.215:t 0 . 041 4 
Fbg ~/ 7 

Plg --------3 Tb ~ o . 0 18 :t 0 . 004 5 
~~ レィ竺プ 3 

検体数分母分子 Fb分解のみられた検体数
/ :判定もしくは測定不能

Day 3桑実医の線溶活性表3Day 3桑実怪の線溶活性表2

ぱ、色。
} 
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図2

発生段階と PI産生図3
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考察

初期旺は P19から P1をっくり、また、 P19存在下で・のみFb分解を行ったので、 PA活性を持つが直

接のFb分解能はないと考えられる。

電気ショックやカテコルアミン投与などの負荷lとよ って、血中lと線溶活性が現れる。また、マクロフ

ージは 膜の活性化lζ呼応して PA活性を放出する。Invivoでも lnvltroでも、何らかの細胞膜刺激を

加えて PA活性が検出されるのがふつうであり、何の刺激もなしに PA活性が観測されるのは珍らしい乙

とである。 (悪性黒色腫はただ培養するだけで PA活性を放出する)。

初期粧を P19含有Fb平板にのせた場合ばかりでなく、培養後のメジウムを P19含有Fb平板にのせて

もFb分解がおと った。すなわち、全体量からみてかなりのPA活性が匪の外へ遊離されていたと考えら

れる。Fb平板の溶解面積の対数と P1量の対数の聞には直線的な関係があるので、溶解面積は間接的tc:::P 

A活性と対応するが、 Fb平板に直接卵をのせた系と卵を培養したメ ジウ ムをのせた系とでは培養の条件が

かなり違う点などから、この二つの系を比較して卵から遊離されずにはたらくPA活性(膜表面ゃ細胞内で

機能する因子)を検定する事はできないと思われる。

動物のPA活性は酵素作用からみて、組織プラス

ミノーゲンア クチベーター (TPA)型と ウロキナー

ゼ(じK)型lζ大別される。TPA型のPAでは、

Fbまたは Fbgがあるとき 、活性の増強がみられ、

特lζ Fb存在下で著しい(表4)。乙れはTPAが

P 19(と作用する効率を高めるための反応の場を Fbが

提供するためと考えられている。 UK活性lとはFb

やFbgの存在は影響しない。初期妊のP1産生は Fb

または Fbg存在下で‘のみ検出され、 Fbの系は Fbgの

ぷ兵? Glu-Plg 
5 

0.061 

28 
Fbg 

0.3 

0.16 
Fb 

0.1 

Lys-Plg 

19 

0.2 

1.8 

0.3 

0.02 

0.2 

上段 Km (μM) 
下段 kcat (5.') 

表4 TPA(子宮)のMichaelisconstantと
catalytic rate (文献10)

系の 10倍以上のPlを産生した。乙れらの結果は、初期匪のPA活性はTPA型であるととを示唆する。

Fb 、Fbgを含まないメジウムlとも PA活性は分泌されたので、乙れらは PA分泌の刺激として機能したわ

けではないと考えられる。

さまざまな段階の初期怪令用いて P1 i童生を測定し、day3(胞旺、透明宇野あり)をピークとする P1産

生がみられたが、乙の実験結果の解釈にあたって問題点を以下lζ挙げる。まず培養液について、BWWは本

来、桑実匪までの卵lζ適合し、胞匹以後の卵lζは、一般にエネルギ一代謝やアミ ノ酸要求からみてク.ルコー

スとアミノ酸を含む培養液(例、 BME)が使用される。卵の利用できる培養液の量が少ないときは特lζ、

乙の点は重要である。本実験では、必須アミノ酪のリジ ンがP1 のFb分解作用を阻害するために、 リジン

を含まないBWWを使用したが、胞旺期以後の代謝活発な卵にと っては、培養の条件が好適でなかったと考

えられる。つぎに Fb小滴を液化させて乙のなかのP1を測定するとい う方式についてであるが、 PA活

性は Fbの存在下で著しく増強されるので、 Fb分解の程度lζより一定量PAあたりのP1産生効率は経時
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的lζ変化し、したがって、 P!産生量は PA活性の総量と必ずしも並行しないと推察される。

主土至E
ロ"口

本実験では、初期旺がPA放出能をもち、その活性はday3で最大である乙とが示された。初期匪をよい

培養条件で培養し、刺激を加えなくてもこれが持続的に PAを放出するのかどうかは、興味深い問題である。
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ヒト精子頭部膨化現象

(光学顕微鏡を用いた連続観察 〉

Swelling of Human Sperm Head 

(Continuous Observations under Light門icroscope)

永江毅，土肥保之，岩城章，木下佐，岡田詔子

Takeshi NAGAE， Yasuyuki DOH工， Akira IWAK工，

Tasuku KINOSH工TA，Akiko OKADA* 

東邦大学医学部第 2産婦人科学教室

*東邦大学医学部第 2解剖学教室

2nd Oep. of Obstet. ~ Gynec.， Schoo1 of Med.， Toho Univ. 
2nd Dep. of Anat.， Schoo1， of Med.， Toho Univ. 

A1though there are rnany reports of spe工m chrornatin decondensation within eg-

gs， on1y two reports have shown this observations with the use of the e1ectrorni-

croscopy. Nobody has shown the process of hurnan sperrn chrornatin decondensation 

with the continous observations of 1iv工ngoop1asrna. Our previous report has 

shown that ca1rnodu1in antagonist W-7 can stirnu1ate the acrosorne reaction of hurnan 

sperrn， and七hatthese spe工rnare capab1e of penetrating zona-f工eeharnster eggs. 

This study has shown the contious observations of chrornatin decondensation 

of hurnan sperrn treated with W-7 by rneans of zona-free harnster eggs. A1though 

various patterns of decondensation were recognized， a1most a11 of the sperrn showed 

the fo11owing: 1). the brightness of the post acrosorna1 region was 10st just before 

decondensation began， 2) chrornat工ndispersion began at the anterior ，one-third or 

rnid 1atera1 region of七hepost acrosorne， 3) the bright area origenated frorn this 

post acrosorna1 region and gradua11y increased， 4) the decondensat工onof the post 

acrosorna1 region was rnore rapid than the acrosorna1 region， 5) the ova1 shaped 

~~ng forrnation was shown to be a rernaining chrornatin rnass by Nomarski工nterference
争

Mic.roscopy， and was recognized at the βpex area of the acrosorne， 6) the periphe-

ra1 ring forrnation. '!lPpeared around the ova1 shaped ring forrnation wh工chwas fusing 

in the front and rear. This ring forrnation was observed for a per土odof approxi-

rnate1y 2 to 5 rninutes after the ova1 shaped ring forrnation disappeared. 

Frorn these observations， we suggest that the rnechanisrn of hurnan sperrn chrorna-

tin decondensatiorl does not resernb1e other rnarnrna1ian sperrn chrornat工ndecondensa-

tion on the basis of such ring forrnation. 
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前者 Eコ
1--4 ) 

晴乳動物精子の卵進入機序や雄性前核形成過程Kついては多〈の報告 があり ，最近では電顕
5--9 ) 

を用いた微細変化を報告したもの が増えている。しか し電顕を用いた観察では多数の精子Kな

ける一般的変化を知るととは非常K困難念ため， ある現象K関ナる所見Kつい て も全〈相反する報告

が発表されている ζ とがあるO 例えば精子一卵融合の初期過程左ど で もequatorialsegment から始

10寸 1) ι 12寸 3)
まるとする報告 ノとpostacroso m al regi onとする報ロ K別れている。ヒト精子の研究で

は，観察K使用可能左成熟卵採取の困難性念ど医学的問題と体外受精K対する社会的問題が複雑に関

与 し，いまだ研究は緒tてついたばかりと考えられる O とのため今 日までヒ 卜精子頭部膨化現象を生体

連続観察した報告は左<， とれら の問題を克服するためK是非とも ヒト 卵K代P得るもの(卵)が望
14 ) 

まれてい た。 1976年柳町 Kよ9， ヒト卵K代 D得るものと して透明帯除去ハムスター卵が紹介

15) 
され，先体反応完了ヒト精子が卵K進入して雄性前核を形成する ζ とが報告されたoB arros et at: 

16) 
Tal bo t and C hacon らは， との系を用いて初期受精過程を電顕で詳細K観察したが， 念な不明な

点 も残っている O とれは，他の日甫手し動物にないて光顕観察が充分行われてきたのK対し， ヒ ト精子K

沿いては全〈行念われていないためと考えられる。

そとで今回我々は， との系Kなけるヒト精子頭部膨化現象を位相差顕微鏡台よび透過型ノマノレスキ

ー微分干渉顕微鏡を用いて連続観察し，興味ある知見を得たので報告する。

実験方法

17) 
基本培養液として KrebsRinger液である mBWW液 を使用 し， とれVCHSA (Human Serum 

Al bumin) 30呼/meを添加した。培養条件は 37
0

C，5%C02 in air である。

健康成人男子より得られた精液は，室温で 30分間静置し充分液化状態Kしたのち，W-7・50μM
18) 

添加mBWW液 2meの入った試験管底K静かに分注 した。 1時間精液静置法 を行 ったのち，上清中

の運動良好静子を集めて 300x g， 5分間遠沈を 2回行い精策成分を除い て高濃度精子浮遊液(精子濃

度 1~1 5 x 108 /me)を作製した。とれを上記 mBWW液で精子濃度が 10~15 x 106 /meときる よう希

釈し 2時間 incubationを行い先体反応を促進させた。終了後，W-7 を除き ，再度高濃度精子浮遊

液を作製し，媒精K用いた。

14) ー
透明帯除去卵の作製は柳町ら の報告K準じて行 った。す 左わ ち， ゴ ーノレデンハムスタ ー 6~9

周齢を用いて発情周期とは無関係VC， P M S 30 i u， 48時間後HCG 30 iuを投与 し， 17 ~ 19 時

間後卵管中より成熟卵を回収した。次VC0.1 % hyaru 1 on i daseで頼粒膜細胞を 01% trypsinで透

明帯を除去したのち実験K使用した。

Petri dish(10x35 mm， Falcon) VC mB羽川f液 500..Lllを加え mineral oi 1で被ったのち，上記高濃

度精子浮遊液と卵を加え，30分左いし 60分間 coincubationを行った。次K卵を取 b出 し mB¥¥研液

で洗浄後，スライドグ・ラス上K移しカパ ーグラスで圧迫して観察 した。との時カバ ーグラス 周囲をミ

ネテノレオイノレで被い，培養液の蒸発を防ぐよう Kした。観察Kは.OLYMPUS-BH2 (位相差顕微

-144-



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res. )第 1巻第 2号 1 984年10月

鏡台よび透過型ノマノレスキー微分干渉顕微鏡〉を用いた。

最古 果

卵表面付着精子の中で卵内進入可能な精子頭部は膨化直前の後帽部が黒〈輝きが失念われ (Stage 

1 a) ，他の付着精子と明瞭K区別できるよう Kなる。しばらくすると後帽部中央ないし前 1/3 VLク

サピ状の陥入像が出現し (Stage 1 b )，やがてとの左右の陥入が連続して〈る(S tage 1 l:I込ζ の時

期では陥入像の周辺K明るい領域 (Stage10'， Stage Ic)が出現し，我々はとの領域を halo構造

と名付け， 精子頭部の卵実質内への拡散K ょ b 生じるものと考えている。その後， 先体音~VL 比し，後

帽部の膨化はすみやかK終了し， halo構造の拡大Kより精子頭部全体がとの構造に取 b固まれるよう

に見える(S tage 1a)。さらK膨化が進むと ，残存精子頭部の両側K小さな黒い点が認められ(Stage 

1 e )，ノマノレスキー微分干渉顕微鏡(以下ノマノレスキーと略す)で観察すると小さ左隆起性構造であ

るととがわかる(S tage 1e)。

以上の変化は， ヒト精子頭部の原型が失なわれてゆく 一連の過程であるので Stage 1と分類した。

次K最後まで残存した精子頭部先端部Kは，惰円輪状構造が認められるよう Kなるが (Stage lla)， 

ノマノレスキ-~てないて同構造を観察すると中央部の陥凹した精子頭部の遺残構造であるととがわかる

( S tage lla)。 さら K時間が経つと，惰円輪状構造は前後K接近 ・融合して一本となり，またとの周

囲Kも輪状構造が出現してくるととが観察される (Stage llb )。ノマノレスキ-~てないて同時期の構造を

観察すると，中心部の隆起性構造とその周囲に輪状構造が認められるが，その聞の構造は周辺より陥

凹しているよう K見える (Stagellb)。その後一本化した惰円輪状構造はすみやかK消失するが，周囲

輪状構造はしばらくの間認めるととができる (StageII c )。

以上の変化は， ヒト精子頭部の原型が失念われた後十て観察できる一連の過程であるので， Stage II 

と分類した。

周囲輪状構造の消失後， しば ら〈の聞は核小体が認められず，(Stage illa )受精能の評価Kは主と

して， との時期の膨化頭部が観察されている。その後.核小体の出現をもってとの受精系の過程が完

了するので(Stage皿b)，我々はとれらを Stage皿 と分類した。

以上観察したヒト精子頭部の主な膨化過程を模式的K表わすと図ー14の様Kなる。また， とれら一

連の過程を時間で追ってみると，主左精子は 10分前後で全過程を終了してなり，生体内Kないてはか

なタ速く膨化を完了するものと考えられる。

考 察

卵表面K接触した精子は，その後卵 microvilliのtrapping VLよD取 P込まれてゆくものと考えら

1920 ) 
れているが ζ の時，精子赤道節あるいは後帽部との間で初期膜融合が生じるものと考えられてい

10-13) 
。 今回我々が観察した後帽部初期の変化，すなわち輝きが失なわれ黒〈なる過程は，卵 mIcro-

villiの後帽部への trapping VL相当するものと思われる。その後，後帽部前1/3 または中央あた

りの両側方K陥入が生じ， との部位から膨化が開始された。とれは，光顕観察で認められる後帽部が

-145-



晴乳卵研誌、 (J.Mamm. Ova Res. )第 1巻 第 2号 1 984年10月

前後K分断されている訳で，前方の部位が赤道節ではないかと考えられるととより ，初期膨化 ・膜融

合もとの部位Uてないて生じるものと恩われる。

16) 
Talbot and chacon は，同様の実験系を電顕観察し，膨化が進むKつれて先体部は後帽昔日よ D早

期K消失すると報告したが，光顕連続観察した今回の実験では多数の精子後帽部がより早期K膨化を

21. 22) 
完了し，消失していたO とれは，内先体膜が比較的溶解し(rC<い構造を持つためと考えられ，

後帽部十ては赤道節以外Kとの膜が存在しないためであろう。

1) . 23) 
我々が観察した変化は rat， hamster 精子の生体観察Kよるものとも比較的一致してな9，一般

的な過程と考えられる。

後帽部両側焔入像の認められる周辺Kは，明るく見える領域が急速に出現，拡大して〈るが， とれ

は後十て膨化頭部K念るととが観察されている。それ故， との halo構造は精子頭部膨化KよD卵実質
l6) 

k流入した chromatinを含む成分によ D形成されたものと考えられる。 Talbotand Chacon ' ~/I 

電顕Uてよる観察で，精子頭部周辺K認められる organellefree zoneを報告しているが，光顕Kよb

観察された halo構造は， ζ の organel1efree zone と一致するものと考えられる O

さらK膨化が進み精子頭部原型が失なわれる直前Kは，頭部両側K黒い点が出現し， 隆起性構造物

であるととが観察された。との変化は非常K短時間しか観察されず，位相差よりもノ マノレスキ-(rC;l.:，> 

いて容易K確認できるものでるった。 ζ の構造Kついては成因等不明であるが， ワサギ精子の膨化途

24) 
中(rCchromatinの一部が lateralprojection として観察されてな9， ヒ ト精子Uてないても同様

左構造が形成されるととは非常K興味深い。
23) 

Barros and Franklin 仕， ハムスター精子Kないて今回の観察と同様な楕円輪状構造を認め，内先

体膜(先体下基質を含む)と卵形質膜によって形成されていると考えているが， ノマノレスキーによる

観察で， とれは精子頭部の遺残物であるととが判明したととよ 9， との幣造K卵形質膜の関与する可

能性は少左いものと考えている。その後出現する周囲輪状構造 Vてついては，現在までのととろヒ ト以

外の精子Kついても類似報告はなく ，全く解明されてい左い。このため，今後は ζれ らの変化 を参考

K電顕レベノレでの解明が必要であると考えている。

今回観察したヒト精子は Calmodulin阻害斉IJWー7を用いて先体反応を促進させたが，既K正常 在

25) 
形態変化で先体反応が生じる ζ と や， との実験系Kないては媒精後 30分で 45%前後， 60分で約

26) 
90婦の受精率を得るととが知られている。重た卵受精能K関して透明帯除去後 90分ですでK有意左

27 ) 
低下が認められる J ととから，今回媒精後 30分または 60分で観察したのは媒精一観察の時間とし

ては適当左ものと考えられる。また，今回供覧したヒ ト精子頭部膨化過程は， との系Vてなける全ての

精子が同様な変化をした訳では左<，異なる変化を行ったものもあった。 しか し， 大半の精子は今回

我々が観察した過程K属するものであったととから， ζの系Kなける最も一般的 左変化 であると考え

られる。

本論文要旨は，第 28回日本不妊学会総会K於いて発表した。また，研究K協力 していただいた生化
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付 図

F ig l(Stage Ia):写真中央の黒い精子(矢印)が膨化直

前の精子である。他の卵表面付着精子後帽部が白色な のK

対し，膨化直前の精子では後帽昔日は黒〈なる (位相差顕微

鏡Kよる。以下特記して念ければ位相差Kよる写真)。

F i g. 2， (Stage Ib): 次いで後帽部中央乃至前%の側方

に陥凹が生ずる(矢印)。
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Fig. 3.(Stage Ib'): 陥凹は中央で連続して後帽部を 2

分するように念る(太矢印)。との頃Kは同部位の周辺K

明い領域 (halo構造〉が認められる(細矢印)。

Fig. 4.(Stage IC): halo構造が後帽部周囲全体K認めら

れるよう Kなる(矢印)。先体音sVL比べて後帽昔日では膨化

がよ P速く進んでいる。

Fig. 5(Stage Id): halo構造はさら K先体領域にも拡大

し，精子頭部全体を被うよう Kなる(矢印)。

Fig. 6 (Stage Ie):先体部先端は三ク月状K形を変え，

その両端十ては黒い点が認められる。
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Fig. 7(Stage Ie'): halo 構造の中央K精子先体部があ

る。との両側十ては隆起構造(矢印)が認められ，前図での

黒い点に対応するものである。(ノマルスキーによる)

Fig. 8 (Stage lla):精子先体部先端が消失 した直後，そ

の該当部位K楕円輪状構造(矢印)が認められるよう Kな

る。

F i g. 9 ( S t age 11 1) :左上方K三ク月状の構造(矢印)が

認められる。との中央に陥凹した部位があ!J，楕円輪状構

造内部K対応するも のであ る(ノマルスキー)

Fig. 10 (Stage llb): 楕円輪状構造は前後十て融合し，一

本の線状K見えて〈る(細矢印)，その周囲Kは新しい輪

状構造(太矢印)が認められる。
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F i g . 11 ( S t age llb I ) : 膨化した頭部の中K隆起状構造(

太矢印)が認められ， ζれは位相差での楕円輪状構造の線

状化の図と対応している。さら11:，そ の周囲Kも輪状構造

(細矢印)が認められている(ノマノレスキー)。

Fig. 12(Stage llc， illa): 情円輪状構造はすでに消失

し，周囲輪状構造(矢印)のみが残っている。なな上方K

は Stage田a の精子頭部が認められる。

Fig. 13(Stage皿b): 尾部を伴った膨化頭部内K核小体

が認められる。との後，尾部の離断，核小体の成長が生ず

る。

Fi g. 14:模式図

注 Stage1 a→Stage 1 b， Stage 1 c →Stage llcまでは同

一精子の連続観察よ P得られたもの。またノマノレスキ-11:

よる変化も同一精子Kよる。
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ヒト精子の透明帯認識・接着に与える糖の影響

Eff ects of s ugars on the attachment of 

human spermatozoa with the zona pellucida. 

星 和彦・斉藤 晃 ・桃野耕太郎 ・京野広一 ・対木 章

Kazuhiko HOSHI， Akira SAITO， Kotaro MOMONO， 

Koichi KYONO and Akira TSU 1 K 1 

東北大学医学部産科学婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Tohoku University 

School of Medicine. 

Experirnents vlerc designed to test the effects of sirnple sugars and 

complex polysaccharides on the attachrnent of hurnan spermatozoa with 

the zona pellucida. For this in v工tro systern the salt-stored hurnan 

eggs (Yanagirnachi et al. 1979) were used. 

'.i'he attachrnent of capaciated sperrnatozoa to the zona pellucida was 

inhibited by fucoidin. Fucoidin was a very potent inhioitor， com-

pletely blocking attachrnent at a concentration of 0.1 rng/ml. 

When the sperrnatozoa were treated with 1 rng/ml fucoidin and were 

rnixed with ova in fucoidin-free rnediurn， they barely attached to the 

zona. However， pretreatrnent of the zonae identicaly， prior to 

rnixing with untreated sperrnatozoa， did not inhibit attachment. 

These results suggest that fucoidin probably reacted with sperrna-

tozoa， not with zonae. 

緒言

受精現象についての研究は近年急速な進歩をみているが，そのメカニズムの細部については未だ不明な点が

数多く残されている。

精子が同種の卵をどのようにして認識し接着するかは， 受精の種特異性を考える上で極めて大きな課題であ
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るが，その詳細は十分解明されているとはし、えない。現在のと乙ろ，日甫乳類では精子の原形質膜の表面構造と

透明帯の表面構成成分の相互作用によるものと推定されている。

卵膜層の構成成分は糖蛋白である。精子IL対する種特異的結合部位が糖部分なのか，蛋白部分なのかは明ら

かではないが，植物性凝集素を用いた実験などから晴乳類では糖部分であろうとの説が有力である。

もし精子一卵結合が特別は糖同志あるいは糖と蛋白の関係の結果とすれば，構造的に関連のある物質の過剰

状態で精子一卵結合が阻害されるはずである。そ ζでわれわれは invitro においてヒト精子の透明帯への

接着状態を観察し，接着lと与える各種糖の影響を検討した。

方法・材料

① 実験方法の概略

高濃度塩溶液内lζて保存されたヒ卜卵透明帯をよく洗浄した後， ヒ卜精子を加え，培養液内における精子の

透明帯への接着を調べた。図 1はその概略である。

図1. 透明帯への精子接着テスト法

卵巣

↓ 
未熟卵胞卵採取

↓ 
|in vitro成熟培養 |

↓ 48時間
|高濃度塩溶液内にて保存|

↓ 5回以上洗浄
保存透明帯

精液

(用手法による)

液化

精液静置法

洗浄(遠心法 230g5分間 2回)

濃度調節

↓ 
(前培養 prelncゆ ation)

〆/フラスチック製ペトリ皿

l ぬ」ーミネラルオイル
培養液 O.3m11

(最終精子濃度 1-5.Xl06/m.s) 

培養(6時間-)

37・C in Air (or 5 % CO2 in Air) 

検鏡
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①培養液

研究lζ用いた基本となる培養液は modified Biggers， Whitten and Whittingham
1
)液 (mBWW液)

である。その組成については表 lK示した。

① ヒト卵透明者手の作製・保存法

概略は図 2Iζ示した。

手術で得られたヒト卵巣を Dulbecco's phosphate buffered saline (P B S)中で細切し，実体顕微

鏡下に未熟ヒト卵を採取する。 3 ~ 5 回 PBS で洗浄後，成熟用培養液(表 2) ，と入れ3アC ・ 5~ぢ CO2大気中

で48時間培養して成熟させる。48時間後iζ卵をとり出し高濃度塩溶液 (0.5M(NH4) 2 S04 + 1 M MgCl2 +01~ぢ

Dextran) 中に入れ，実験K供するまで40Cで保存した。実験K際しては mBWW液で 5回以上洗浄して

用いた。

高濃度塩溶液に入れられるととにより，卵実質はもちろん死滅するが，その透明帯は精子接着 ・通過性lζ対

する性質を変えるととなく保存可能な乙とが報告されている九

表l 研究lζ用いた基本培養液の組成

modified Eiggers， Whitten and 

Whittingham液

g/.e mM 

l、~aCI 4.910 84.00 

KCI 0.356 4.78 

CaCI2 0.189 1. 71 

トくト'2P04 0.162 1. 19 
MgS04・7H20 0.294 1.19 
NaHC03 3.000 35.71 

Na-p:Tuvate 0.028 0.25 

Na-Iactate 2.416 2.158・
Glucose 1.000 5.56 

Human serum albumin b 35.000 

Antibiotics stock soln. 0 1.0m.e 
mOsmol 308 

• DL-Iactic acid， Na-salt (Sigma Chem.， St. 

Louis， MO); 60% syrup， 3.68ml. 

， Purified human serum albumin， Norite-trea-
ted， (Sigma Chem.， St. Louis， MO) 

c 100，000 iu/mQ K-penicillin G and 50 mg/m.e 
streptomycin sulfate in distilled water， sto-

red frozen until use. 

表2.成熟培養用培養液の組成

成 分 量

TC Medium 199・ 80mQ

Fetal calf serum b 20 mQ 

LactatejPyruvate stock soln. c 5mQ 

Antibiotics stock soln.' 0.1 mQ 

NaHC03 160 mQ 

Distilled water 20 mQ 

This mixtur巴 hasPH 7.3 under 5% CO2 in 

air and an osmolality of about 290 mOsmol. 

• Hank's solution; base; Difco Lab.， Detroit. 

MI. 

I b Heat-inactivated; Grand Island 8iol. Co.， 

Grand Island， NY. 

c 200 mM Na-Iactate and 20 mM Na-pyruva te 

in distilled water， stored frozen until use. 

'100，000 IU K-Penicillin G and 50mg/m.Q 

streptomycin sulfate in distilled water， sto-

red frozen until use. 
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図2 ヒト卵透明帯の作製・保存法

卵巣

↓PBS内にて洗浄
↓PBS内にて細切

1 *~".." H tf l tlJ"t九未熟卵胞卵をさがし出す

3回洗浄(PBS)

成熟培養液で培養

図3 精液静置法

2 ml 
jO妥涜

④ 精子の準備

0.5ml 
n1iJi 

3rc 
GO分間置

し4込J ミネラルオイル
O.3-0.5mJ1 培養液

l…0， in Air 
48時間

高濃度塩溶液内にて保存

+ 

(O.5M [NH4J2S04+1M MgCI2+O.1 % Dextran) 

4 'cで数ヵ月保存可

培養液にて5回以上洗浄

j 
保存透明帯

精子を回収するために用いた方法，精液静置法3)については図3にその概略を示した。

精液は健康成人男子より用手法にて得られた。 20分間室温に置く ζとにより十分液化させた精液を0.5mt

づっ，培養液が2.0me入れられた小試験管底lと静かに分注する。精液一培養液境界面が大きくなるよ うに試験

管を300傾け，試験管口をパラフィルムでシールして370CP::: 1時間静置する。

乙の聞に，運動良好精子は精液中から培養液中1<:::浮遊してくる。管底iζ残った精紫を捨て，残った培養液を

集めて230X g 5分間遠心し，上清を捨て，培養液を加えて再度遠心洗浄し高濃度精子浮遊液にする。

① tn Vl tro における透明帯への精子接着実験法ならびに判定

培養液(3.5%ヒト血清アノレフミンを含む) 0.3 msを3.5X 1.0cmの Petri dish内に入れ，その上をミネラ

ルオイルでおおう。培養液にはあらかじめ検討すべき物質が溶解されている。

培養液内lと保存ヒト卵透明得と精子を入れ，370C大気中で6時間培養する。最終精子濃度は 1~ 5 X 106 

/mt になるよう調節する。

透明帯接着の判定は，位相差顕微鏡下1<:::観察して行う。全く精子が透明帯に接着していない場合引一)，わず

かに接着する精子がみられる場合を(土)，透明帯の輸廓がわかるように密に接着しているときを(+)， 透明帯が

識別できない程沢山接着している場合を附と表現した。
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績成

単糖類の透明帯接着に与える彰響① 

ヒト精子の透明帯接着に及ぼす影響培養液lζ，精子の運動性を阻害しない程度の過剰の各種単糖類を入れ，

と差がなく影響は認めを観察した。 14種類の単糖類について検討した成績を表 31C示したが，全て Control

られなかった。

多糖類の透明帯接着lζ与える影響① 

Chondroi tin 同様に 3種類の多糖類を個々に加えて検討した。用いたのは Fucoidin. Heparin. 

ヒト精子はsulfate Aで，全て硫酸基を有するポリマーである(図 4)。実験の成績は表 4Iζ示したが，

その効果は Fucoidin低濃度でも認められた。Fucoidinの存在下で著しく透明帯接着が抑制され，
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単

D-Mannose 
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N-AcetylrieL'raminic acid本

Arabinose 

D-Glucuronic acid* 

D-Galacturonic acid* 

N-Acetyl-D-.glucosamineホ
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n・、 60

Glucuronic acid 
ヴル7ロンM
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表4 精子一透明帯接着1[.対する多糖類の影響 表 5 Fucoidin処理精子およびFucoidin処理透明帯

多糖類 濃馬精子一透明帯 の精子一透明帯接着
(れg/m.e)接着状態

Fucoidin 1.5 精 子 透明帯 接精子ー透明帯
着状態

0.1 Fucoidin処理

2.0 4十 (1 mタVms1時間) 無処理 + 
Heparin 

Chondroitin sulfate A 2.0 4十
無処理

Fucoidin処理
十

(1m，タVms1時間〕

Control (None) +十 無処理 無処理 十

① Fucoidin による精子あるいは卵透明帯の前処理が，精子の透明帯接着lζ与える影響

ヒト精子もしくはヒト卵透明帯をFucoidinが 1mg/mO含まれる培養液内であらかじめ 1時間前処理し，培

養液で1回洗浄した後に培養液中に加えて精子の透明帯への接着性を調べた。精子の洗浄は遠心法 (230Xg

5分間)によった。

その成績は表 51L示したが， 乙の場合は精子を前処理したときに抑制がみられた。

考察

受精の種特異性は，精子一卵両配偶子の表面構造によって規定される乙とが最近の研究で次第に明らかにな

りつつある。

晴乳類の透明帯は糖蛋白から構成されており，精子の細胞膜表面には糖蛋白の分子が露出している。 l巴ctm

を用いた実験によると透明帯表面には N-acetyl-D-glucosamine • N-acetyl-D-galactosamine 

• D-galactose・L-fucoseなどの糖残基が豊富に分布しており4)精子の膜表面にも同様の糖残基が密

K存在する 5)。そして乙れらの糖鎖あるいは糖蛋白が精子 卵接着の相互作用の役割を担っている。精子が認

識して接着する透明帯の精子結合部位は，その構造がおそらく動物種によって異なり乙れが受精の種特異性を

決定しているのであろう。

乙れら配偶子認識に関与する膜構造はいくつかの動物種では同定されている。モノレモットでは精子表面の

lec tin様物質が卵表面の糖分子の一群lζ結合する乙とが確かめられ，特iζfucoselL選択的lζ結合する lectin

様物質らしい乙とが示唆されている6)マウスで‘は，卵をあらかじめ糖で前処理するとその後の受精が阻害され，そ

れに対応する glycosidaseで精子を処理しでも同様に受精がお乙らなくなる乙とから，配偶子認識に関与す

るのは透明帯の lectin様物質と精子原形質膜の 1igand様物質らしい 7)8) 0 Mus musculus (研究用マ

ウス)は卵の sialic acid (neuraminic acid)処理や精子の neuraminidase処理で， 精子一卵接

着が抑制される。 Muscaroli (野生のマウス)は卵のα-methyl mannose処理や精子のmannosidase

処理で配偶子接着が抑制される 9)。ブタでも免疫学的検討からマウス同様精子の ligand様物質が関与すると

の報告がある 10)。ハムスターに関して. Oikawaら4)・11)は未受精卵を麦芽凝集素 (wheatgerm.: 

agg lutinin. W G A)で処理すると受精が大きく抑制され，他の lectinでは影響がみられない乙とから，
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WGAが透明帯と特異的Ir.結合し， 精子の結合および貫通を阻止すると考え，透明帯の精子結合部位は糖ペプ

チドの部分で N-acetyl -D -glucosamine様残基であろうと推定した。しかし最近. Ahuja 12) は糖や

糖蛋白を用いての精子一卵接着抑制実験や精子の glycosidase処理による受精阻害実験を試み，ハムスター

の配偶子緩着は fucose• galactose • N -acetyl -gl ucosamine そしてN-acetylgalactosamine 

残基を有する精子表面の ligand様物質によって行われている ζとを示した。乙のように未だ十分とは言えな

いが，実験動物においては配偶子聞の認識作用部位が次第に明らかになりつつある。ヒトでは，材料とくに卵

入手の困難性からか，乙の方面lζ関する研究報告はほとんどみられない。

われわれは invitroでのヒトの精子一卵接着の実験Ir.Yanagimachiらが 1979年Ir.報告した 2)塩溶

液内保存ヒト透明帯を用いて検討してみた。硫安溶液内に冷却保存されたとの透明帯は，精子の接着 ・通過性

などに対する性質が変化しないととが報告されている。 invitroで，種々の糖を加えた培養液内Ir.精子と透

明帯を入れると fucoidin'の存在下で精子の透明帯への接着が著明Ir.抑制された。今回の実験で用いた他の単

糖類や多糖類では全く接着抑制はみられていない。 fucoidinは fucoseと fucose 硫酸からなるポリマー

であるが，乙の配偶子接着抑制が硫酸基によるものでない乙とは硫酸基を閉じように持つ heparinや

chondrsitin sulfate Aでは影響がみられない乙とからも明らかであり fucoidinによる特異的な現象で

る。精子や透明帯を fucoidinで前処理したときは，精子の前処理の場合にのみ接着が抑制され，精子が選択

的lζfucoidinIr.結合して透明帯への結合が抑制されたものと考えられる。乙の実験結果より， ヒト透明帯の

精子結合部位は fucoidin類似物質で fucoseが重要な役割を演じていると思われるが fucoseはハムスタ

ーやモルモットでも結合部位の一部である可能性が高く，晴乳類透明帯の精子結合部位の共通構成部分かも知

れなし、。しかし，他の哨乳動物では配偶子接着を抑制する galactose. acetylated amino sugars. 

sialic acid. mannoseなどでは配偶子の接着は影響されず，種特異性の存在が示唆される。今後さらに

多数の糖類，糖化合物による研究で配偶子結合部位の詳細な構造解析を行いたいと考えている。
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受精に伴うマウス透明帯の変化

:走査電子顕微鏡 に よる観察

Fertilization-Associated Changes in the Murine 

Z;ma pellucida A Scanning Electron Microscopic S tudy 

井上正人 ・小林善宗 ・金子みつ恵 ・藤井明和

Masato INOUE. Yoshimune KOBAYASHI， 

Mitsue KANEKO and Akikazu FUJI 1 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department Obstetrics and Gynecology. School of Medicine. 

Tokai University 

The surface of the zona pellucida from unfertilized and fertilized mouse ova 

was examined wi th the scanning electron microscope ( S EM)， The zona of a 

mature unfertilized ovum showed a sponge-like appearance with numerous fenes-

trations. Up to 5hours after fertilization no change was observed in this str 

ucture. except for sperm penetration hole whi ch remained almost unchanged 

even after cleavage， The zona of z-cell embryo was considerably smoother and a 

porous appearance was much less obvious， SEM-detectable surface change in 

the mouse zona pellucida may be due to the precipitates of tubal secretions. 

緒言 :日南乳類の成熟卵子は弱酸性の糖蛋白質から成る ，比較的厚い膜 ，透明帯にななわれている O

透明帯は受精Kより変化し，多精子受精から卵子を守るという重要念働き をしているLしかし透明
帯十て なける多精子拒否，す なわち透明帯反応のメカニズム Kついてはまだよく分 っていない。受精

2~ 7 
前後で透明帯の性質が変化す る ζ とはとれ までい〈っか報告されている O また透過型電子顕微

鏡 に よる観察では未受精卵は 2層から ，受精卵は 4層からなり，受精後K新たK形成される 2層のう

8 
ち最内層は表層穎粒由来の もので， 最外層は卵管分泌物の沈着Kよるものと考えられているη 一方
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図 l 未受精卵

受精K伴う透明帯表面の形態学的変化については

意見が分れている O

9 

Jackowski and Dumont ( 1979)はマウス透明

帯の表面は受精Kよb明らかK変化すると報告し

たO とれK対して Phi l l i ps and Shalgl(198O )10 

は透明帯の表面は受精前後では全〈変らないと し

ているO われわれはマウス透明帯Vてついて一連の

実験を行い ，溶解性は受精直後より変化し ，精子

結合性は受精後しばらくしてから変化するととを

明らかにしてきた6・;
本研究では ，マウス卵子を走査型電子顕微鏡

(SEM)I'Lて観察し ，溶解性なよび精子結合性

の変化K対応する形態学的変化が透明帯表面K起

とるか否かを検討した。

実験材料b よび方法

図 2 未受精卵 ， 図 ]の拡大

図 3 未受精卵 ， 図 1の強拡大

DDY系成熟マウス(6 ~ 10週齢)1'L7.5iuのPMSなよびHCGを約 48時間間隔で腹腔内

K投与し ，未受精卵は HCG注射後 16 ~ 17 時間で卵管膨大部より採取したo受精卵は交配した

雌を HCG投与後 17 時間(受精後約 5時間)， 22 時間(受精後約 10 時間 )な よび 40時間で屠
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殺し 2分割卵は培養液(BWW液 )vcて卵

管を洗糠して採取したO 未受精卵診よび受精

後約 5時間の卵子は 0.1% hyaluronidaseを

含む培養液に移し ，穎粒膜細胞を除去した。

]細胞期の受精卵は実体顕微鏡下に雌雄前核

を確認したものを実験に供した。卵子は 2% 

glutaraldehyde-O.025M phosphate buffer 

で 22~24 時間固定後. 0.2% poly-L-ly-

slnであらかじめ処置したカパーガラス上K

移し ，接着させてから上昇アセトン系列で脱

水し ，臨界点乾燥を行った。炭素なよび金で

二重蒸着後 ，日本電子 JSM-35型 SEM

Kて観察した O

結果・マウス未受精卵はほぼ正円形で，そ

の表面は網の白状を呈し ，一見スポンジ様構

造をしている(図 1~ 3 ) 0 強拡大で見ると ，

透明帯の表面Kは大小不同の円形または楕円

形の小孔が無数にあり ，比較的大きい孔の中

Vてさら Kノトさ左 子しが開いている(図 3) 0 と

とろどとろK帯状の部分が見られるが，マウ

ス透明帯の特徴的な所見として Phi11 ips and 

10 
Sha 19i ( 1 9 8 0 ).が報告した ，太い帯状の

隆起や格子状のバンドは認められ左かったO

とれは多分系統差Kより ，透明帯の表面構造

が多少異なるためではないかと思われる O 予

備実験の段階では，しばしば透明帯に細かな

ヒピ割れが観察された(図 4~ 5 ) 0 Jack-

owskland Durnont(1979)9はとのような

所見をもって ，マウス未受精卵の表面構造と

したが，とれは Phi11 ips and Shalgi ( 1 9 

80)が指摘するよう に，明らかK人工的建

図 4 未受精卵 ，全体的K小さ念ヒピ割れを

認める(artifacts ) 

図 5 未受精卵 ，図 4の強拡大

物であり ，箇定 ，脱水の段階K問題があるのではないかと思われる。受精後約 5時間の卵子も，透

明帯表面はほぼ未受精卵のそれと同じような構造を示した(図 6~ 7 ) 0 受精後約 10時間K念

ると穎粒膜細胞は卵子から自然K離脱する O との時期の透明帯は未受精卵のそれに比べて表面
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がやや密Kなる傾向が認められた(図 8~9 )。

また精子侵入孔は必ずしも円筒形ではなくさ

まざまな形が観察された(図 9 ) 0 2分割卵

は米俵のよう念形をして b り，中央がやや〈

びれている(図 10 • 1 3 ) 0 したがって未受

精卵と 2分割卵の鑑別は容易であり，両者を

見違えるととはない。そとで条件を一定にす

るためttL.その後の実験では禾受精卵と 2分

割卵を一緒K固定し，同ーのカバ ーガラス上

K接着させた。 2分割卵の透明帯は未受精卵

K比べて，表面がやや平滑で ，小孔の数は少

な<，しかも浅〈念る傾向が認められた(図

1 0 ~ 14 ) 0 しかしとれは必ずしも 一般的な

ものではなく図 15のように未受精卵とほと

んど同じ透明帯も観察された。

考祭:透明帝の生理化学的性質が受精前後

で変化するととはか左り古くから知られてい

含~7

るo 1 969年 Barrosand Yanagl machi l l 

はハムスター卵子の精子結合性が受精により

変化するとと，また透明帯を除去した卵子を

in vitroで受精させて，表層頼粒機物質を培

養液中K集め ，その中で未受精卵を培養する

と，透明帯の精子結合性が失われて ，受精が

阻止されるととを報告し，初めて透明帯反応

K実験的根拠を与えたo 続いて Gwa出n ら J~
① trypsin ( 0.001 %)処理Kよりハムスター

透明帯の精子結合性が消失する ，②表層穎粒

様物質Kよる精子結合性の変化は trypsi n in-

hi bitorの存在下で阻止される ，ととから透

明帯反応、のメカニズムは表層穎粒内の trypsin

図 6 受精後約 5時間の卵子

図 7 凶 6の強拡大，精子侵入孔を認める

様酵素Kよる精子結合部位の破壊であると推論したo 一方マウスを用いたわれわれの実験では6，7

未受精卵を trypsin( 0.01% )で 30分間処理しでも精子結合性は変化せず ，受精卵十てなける精

子結合性の変化は受精後約 5時聞から 10時間の間 ，ちょ うど穎粒膜細胞が受精卵から離脱する
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時期K一致して起とったO またl.nvュtroで受

精した 2分割卵は不完全な精子結合性の変化

を示したO したがってマウス透明帯の精子結

合部位は trypsinI'C対して感受性がな<.精

子結合性の変化は受精直後十ては起とらず，受

精卵が卵管分泌物の影響を受けて完成される

ものと恩われるO マウス卵子を invitroで媒

精すると，表層穎粒の約 50%は受精が起 ζ

る前K放出されるIJしかしとのような条件下
でも受精は阻害されない。表層頼粒の放出だ

けでは透明帯反応は起とらないのか， 受精Vて

より表層穎粒内の酵素が活性化されて，透明

帯反応、が誘起されるのか，非常K興味深い問

題である O 受精K伴う透明帯の形態学的変化

としては. Baranskaら(1 97 5 ) 8は ruth-

enium red染色したマウス卵子を透過型電子

顕微鏡Kて観察し，未受精卵の透明帯は 2層

から ，受精卵のそれは 4層から成 っていると

報告したO 受精後K新たK形成される 2層の

うち ，最内層は表層穎粒が付着したものであ

り，最外層は卵管分館、の沈着Kよるものであ

ると考えられている O 今回の SEMI'Cよるわ

れわれの観察でも，透明帯の表面は受精直後

では変化念<.受精後約 10時間頃より多少

変化する傾向が認められたo とのような変化

はやはり卵管分泌物の沈着によるものではな

いかと思われるO 受精K伴う透明帯表面の変

化を SEMで比較検討した研究はきわめて少

ないo Jael〈owskiand Dlimont(1979)9は

マウスを用いて，透明帯表面は受精Kより著

図 8 受精後約 10時間の卵子

図 9 図 8の強拡大

明K変化すると報告したO しかし彼らが未受精卵の特徴として示した写真は ，明らかK人工的産

物Kよるものである。卵子の固定 ，脱水は必ずし も容易では念<.透明帯Kヒピ割れなどの人工

的産物を形成するととが少 〈ない。また彼らの示した受精後約 6時間の卵子の透明帯は ，われわ
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図 10 2分割卵 図 11 2分割卵， 図 J0の拡大

れのいう未受精卵のそれと全〈同じである O

彼らが透明帯の最終的変化として示した受精

後 11時間の卵子は，われわれの 2分割卵の

それに相当する O したがって Jackowskiらの

成績も，透明帯の変化は受精後 5時間以上経

ってから起とるととを示して いるといえよう O

一方Ph11li ps and Shalgi (198O )10 はマウ

スbよびハムスターの未受精卵と 2分割卵を

比較し ，受精Kよる透明帯表面の変化は認め

られ念かったと報告しているo 8 E Mで観察

される透明帯の変化は一定不変のものではな

< .受精卵Kよっては未受精卵どほとんど変

らないものもあるO 卵管分泌物の透明帯への

沈着は卵子Kよってかなり異在るのかも知れ
図 12 2分割卵， 図 10の強拡大

ないO また固定や脱水の仕方Kよっては ，ζ

のよう念沈着物が除去されてしまう可能性も十分考えられる O

マウス透明帯の溶解性は受精直後より変化し，酸性溶液 2-mercaptoethanol， あるいは 80一

4， 7 14 
dlium periodate (rC対して難溶性と在る o8chmell and Gulyas ( 1 979 )は，溶解性の変化 ，
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図 13 2分割卵 2個の精子侵入孔を認

める

すなわち透明帯の硬化は表層穎粒K含まれる

ovoperoxidase I'Lよ って誘起されると 報告し

ている。しかし今回の実験では溶解性の変化

K対応する，透明帯表面の形能学的変化は認

められなかったO 受精直後K見られる SEM

上の唯一の変化は精子侵入 口の存在であったo

精子侵入孔の形はさまざまであるが 2分割

卵Kなってもほとんど修復されずK残ってい

た。
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Chromosomal sex determination of bovine embryos 
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* Departmen七 ofVeterinary Obs七etrics，Facu1七yof Ve七eru).ary

Medicine， Hokkaido Universi七y，Sapporo， Japan. 
** Laboratory of Embryo Transfer， Snow Brand Mi1k products 

Co. Ltd.， Naganuma， Hokkaido， Japan. 

Abstrac七

Chromosoma1 ana1ysis of bovine embryos was a七七emp七edon 14 

b1as七ocys七s. E1even b1astocysts (78.6毛)showed metaphase p1ates， 

bu七 sexdetermina七ionwas successfu1 in on1y 4 embryos (28.6も). 

Fai1ure to iden七ifysex of embryos was due to con七rac七ionof chromo-

somes and a 1qw number of me七aphasep1ates. 工twas especia11y 

difficu1七七odifferentiate七heY chromosome due七ocon七raction.

The mitotic index of bovine expanded b1as七ocys七swas 2.8も，whi1e 

七hatof mouse expanded b1as七ocys七swas 11.2も Theseresu1ts 

suggested that more studies are needed in chromosoma1 preparation 

of bovine embryos for sex de七ermination.

工ntroduc七ion

Chromosoma1 ana1ysis studies for七hepurpose of sex determi-

na七ionof bovine embryos have been repor七edfrom many 1abora七ories.

Sexing 2-week-01d bovine embryos by chromosoma1 ana1ysis of tropho-

b1as七 biopsiesis possib1e in abou七 60毛 of七heembryos (1-5). 

In七hecase of 1-week-01d bovine embryos， name1y moru1ae and b1asto-

cysts， abou七 60も of七heembryos were sexed by Mous七afaet a1. (6) ， 
whi1e the successfu1 sexing ra七eof七heseembryos reported by Singh 

e七 a1.(7) and Popescu and Cribiu (8， ci七edby Cribiu， 9) was abou七
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30も Fai1ureof sexing embryos is a七tribu七edto poor qua1i七y or 

absence of metaphase p1ates. The number of metaphase p1ates 

avai1ab1e for chromosoma1 ana1ysis grea七1yaffects the resu1ts of 

sexing・ Asrepor七edby King e七 al.(10)，七henumber of metaphase 

p1ates of bovine embryos can be increased by pro1onging the 1ength 

of cu1ture wi七hco1chicine. 工七 is thus necessary to examine the 

optimum conditions for co1chicine trea七mentin order to obtain many 

metaphase p1ates of good qua1i七Y・

In this study， who1e b1astocys七sof mice were used to study 
mitotic activity. Bovine b1astocys七swere七hencu1tured under七he

conditions for mouse b1as七ocystsfor七hepurpose of chromosoma1 

ana1ysis. The feasibi1i七yof s~xing bovine b1astocys七sby this 

method was discussed by comparing i七 with七hemethods used for 

sexing mouse b1as七ocystsand those described in other reports. 

Ma七eria1sand Me七hods

Mice were七rea七edwith 5IU of pregnant mare's serum gonado-

trophin (PMSG)， fo11owed by 5IU of human chorionic gonadotrophin 

(HCG)， and七heembryos were f1ushed from七heuterus on day 4 

( day 0 day of mating ) wi七hDu1becco's phosphate buffered sa1ine 

(PBS). A 七ota1of 155 expanded b1as七ocystswere used to study the 

mi七O七icindex. Cows were treated wi七h 3500-4000工Uof PMSG fo11owed 

by 30-40mg of prostag1andin F2ふ， and the embryos were f1ushed from 

the uterus on day 6七o 7 ( day 0 day of estrus ) with Eag1e's 

minimum essentia1 medium (MEM) containing 60 pg/m1 of Kanamycin. 

Bovine embryos were cu1七uredby Brinster's BMOC-3 medium for 4-20 

hours before the co1chicine treatmen七， and chromosoma1 ana1ysis 

was a七七emp七edon 14 b1astocys七s.

A11 embryos were cu1tured in 5も CO2and 95も O2a七 370C.

Co1chicine trea七mentof 七heembryos was attemp七edbased on七he

me七hodof Hishinuma and Kanagawa (11) 七hecu1七urewas made by 

BMOC-3 containing 0.4 pg/m1 co1chicine and kep七 for2 hours. 

Chromosoma1 preparations were made by the air-drying method of 

Mikamo (12). Fo11owing 七heco1ch工cinetreatment，七heembryos were 

p1aced in PBS containing 0.5% trypsin for 1 minu七eand immediate1y 

transferred in七o a hypotonic solution of 1も sodiumci七ratefor 15 

minutes. Fixation was carried out in七hreesteps in order七o fix 
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七heembryos gradua11y: first wi七h a fixative of me七han01and ace七ic

acid and disti11edwa七er ( 5:1:4 ) for 5 minutes，七henwi七h

me七han01and acetic acid ( 3:1 ) for over 20 minutes and fina11y 

wi七hme七han01and acetic acid and disti11ed wa七er ( 3:3:1 ) for 1 

minu七e. Each embryo was p1aced on七oa c1ean， grease-free s1ide 

g1ass with a sma11 drop of the first fixative. Since七hezona 

pe11ucida of the mouse embryos was easi1y diss01ved by the first 

fixative， they attached themse1ves七o 七hes1ide g1ass. 工twas 

difficu1七 todiss01ve the zona pe11ucida of bovine embryos within 5 

minutes with the first fixation， and some embryos were fixed for 1 

hour. The second and七hirdfixations were carried ou七 byp1acing 

the slide g1ass in a cop1in jar fi11ed with fixa七ive. Spreading 

of七hece11s was accomp1ished by b10wing on the s1ide g1ass under a 

stereomicroscope. The preparations were stained wi七h 2も Giemsa，

pH 6.8. 

The number of nuc1ei and me七aphasep1a七eswere coun七ed. The 

mi七o七icindices of mouse and bovine b1astocysts were ca1cu1ated to 

compare七hemito七icac七ivitiesor frequency of ce11 division. 

Resu1七s

Chromosoma1 prepara七ionsof 14 bovine b1as七ocys七swere a七tempt-

ed and 4 of 七heembryos ( 28.6も )were sexed ( Tab1e工). In the 

5 embryos cu1七uredwi七h 0.4 pg/m1 co1chicine， i七 wasdifficu1七 to

determine七hesex because of 10ss of embryos during fixation 

( No.4 )， absence of metaphase p1a七es ( Nos.1，3 ) and con七raction

of chどomosomes、(Nos. 2 ，5 ). In七he8 embryos cu1七uredwi七h 0.1 or 

0.2 pg/m1 c01chicine，七heX chromosome was easi1y found ( Nos. 6-10 

12-14 )， bu七 itwas difficu1七七odifferen七la七e 七heY chromosome 

because of con七rac七ion ( Nos.7，10，12-14 ). The Y chromosome was 

differen七iatedin one embryo ( No.11 )， bu七七heX chromosome cou1d 

not be found. 

The number of nuc1ei， me七aphasep1a七esand七hemi七oticindex 

ob七ainedfrom bovine expanded b1astocysts， and， for comparison， 

七hoseobtained from mouse expanded b1as七ocys七s，are shown in 

Tab1e 工工.

Discussion 

In chromosoma1 studies on bovine embryos， 2-week-01d embryos 
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Tab1e 工工 Mitoticindices of bovine and mouse expanded 

b1as七ocysts

Species No. of No. of nuc1ei No. of me七aphase Mitotic 
embryos per embryo p1ates per embryo index 

(宅

Ca七七1e 9 157.0 + 26.0** 4.3 + 2.1 2.8 + 1.2 

Mouse* 155 66.0 + 15.9 5.7 + 3.0 11.2 + 26.8 

女 Cu1七uredTy BMOC-3 containing 0.4 pg/m1 co1chicine for 2 hours. 

*女 Mean+ SD. 

have been examined by means of biopsy. Recent1y 1-week-01d moru1ae 

and b1astocys七swere used in chromosoma1 ana1ysis. Sex de七ermina-

七ionwas possib1e in 33.0も and63.0も ofmanipu1a七edmoru1ae， 

reported by Singh and Hare (7)， and Mous七afa (6)， respec七ive1y，and 

in 53も ofmanipu1ated b1as七ocystsrepor七edby Moustafa (6). Chromo-

soma1 ana1ysis for de七ec七ingabnorma1ity in七henumber and structure 

of chromosomes was a1so possib1e in 44.6毛， 48も and47.4も of七he

embryos repor七edby King e七 a1.(13)， King and Linares (14) and 
King et a1.(15)， respec七ive1y. In these s七udies，co1chicine or 

co1cemid was uSed under various conditions， and a few studies were 
reported on co1chicine treatmen七 (10). 

Sex de七er~ination was successfu1 in on1y 28.6宅 ofthe bovine 

b1astocysts in this study. This ra七e is 10wer than the successfu1 

ra七eof 63も reportedby Mous七afae七 a1.(6)， but i七 agreedwith that 

of Singh and H~re (7)， and Popescu and Cribiu (8)， who repor七eda 
va1ue of 33毛 and30毛， respec七ive1y. The main reason for the fai1ure 

was con七ractionof chromosomes and七hepresence of on1y a few 

me七aphaseP1atles. 

Heavy contrac七ionof chromosomes was observed in the embryos 

cu1tured wi七h 0.4 pg/m1 co1chicine， and even when the concen七ration

of co1chicine was reduced七o 0.1 pg/m1， con七raction¥.vas s七i11obser-

ved. Io mouse embryos， however， contract工onof chromosomes was not 

observed in 七h~ cu1七urewith 0.025-1.6 pg/m1 co1chicine (11)， which 
suggests different sensitivity agains七 co1chicinebetween bovine 
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and mouse embryos. 

The mi七oticindex of bovine expanded b1as七ocystswas an average 

of 2.8も Thisva1ue is 10wer than七he7.3宅 reportedby King e七 al.

(10)， who cu1tured bovine b1as七ocystsfor 2-2.5 hours. They a1so 

reported tha七七hemito七icindex of b1astocys七swas doub1ed by 

1engthening七heincuba七iontime from 2-4 hours七o 4-10 hours. 工t

was repor七edby S工nghand Hare (7) 七ha七 bovinemoru1ae cu1tured for 

4-6 hours showed a mitotic index of 8.9毛， and by King et a1. (10) 

七hatday-7 bovine embryos cu1七uredfor 4-8 hours showed a va1ue of 

5.2も Thismay suggest七hatthe 10w mito七icindex in this study 

was caused by insufficien七 incuba七ionof七hecu1ture. In the mouse 

expanded b1astocys七s，however， the average mito七icindex was 11.2も，

and七hisagrees wi七hSingh and Hare (7)， Sa七oe七 al.(16) and 

Niimura e七 a1.(17). Moreover， there was no significan七 difference

in the mi七oticindex of mouse embryos be七weena 2-hour and a 6-hour 

cu1ture (11). This may sugges七七ha七 mi七O七icac七ivityis differen七

be七weenbovine and mouse embryos， or七ha七七hebovine embryos 

examined in this study had 10w mi七oticactivity ・工twas shown by 

Singh and Hare (7) 七ha七七he10wer 1eve1s of mito七icac七ivitymigh七

be exp1ained by七heexistence of a donor fac七or. Morpho1ogy of 

embryos migh七 bere1a七edto mi七oticac七ivi七y，since the average 

number of nuc1ei of bovine b1astocysts in this s七udywas 141.8， 

whi1e七ha七 ofb1as七ocys七sused by King e七 al.(10) was 76.9. 

In conc1usion， sexing of bovine b1astocys七scou1d not be 

achieved wi七h 七hecu1七urecondi七ionfor chromosoma1 preparation of 

mouse b1astocys七s. More studies， especia11y on七heconcen七rationof 

co1chicine， dura七ionof cu1七ureand morpho1ogy of the embryos， are 

needed in order七oob七aina higher ra七eof successfu1 sex de七ermina-

tion of bovine b1as七ocys七sby chromosoma1 ana1ysis. 

References 

1) Hare，W.C.D.， Mi七che11，D.，Be七七eridge，K.J.，Eag1esome，M.D. and 

Randa11，G.C.B.: Theriogeno1ogy， 5， 243 (1976) 

2) Mitche11，D.， Hare，W.C.D.， B~七七eridge ， K.J. ， Eag1esome，M.D. and 

Randa11，G.C.B.: VIII th In七.Cong.Anim.Reprod.A.工.， Cr akow， 3， 

258 (1976) 

3) Hare，W.C.D.， Singh，E.L.， Be七七eridge，K.J.，Eag1esome，M.D.， 

Randa11，G.C.B. and Mitche11，D.: 工n "Contro1 of Reproduction 

-174一



日商乳卵研託、 (J.Mamm. Ova Res. )第 1巻 第 2号 1 984年 10月

in七heCow"， ed. J.M.Sreenan， Martinus Nijhoff， The Hague/ 

Bos七on/London，1978， pp.441 

4) Hare，W.C.D. and Singh，E.L.: 4th Eur.Co11oq.Cy七ogenet.Domest.
Anim.， 1980， pp.172 

5) Wintenberger-Torres，S. and Popescu，P.C.: Theriogeno1ogy， 14， 

309 (1980) 

6) Mous七afa，von工Jai1aA.， Hahn，J. and Rose1ius，R.: Ber1.Munch. 

Tiergrzt1.Wsch.， 91， 236 (1978) 

7) Singh，E.L. and Hare，W.C.D.: Theriogeno1ogy， 14， 421 (1980) 

8) Popescu，C.P. and Cribiu，E.P.: 工Icongr毛sinterna七iona1de 

transfert d'embryons chez mammifらres，Annecy， France， 1982， 

20-21-22 

9) Cribiu，E.P.: Rec1.Med.Vet.Ec.A1for七， 159， 95 (1983) 

10) King，W.A.， Linares，T.， Gustavsson，I. and Bane，A.: Ve七.Sci.

Comm.， 3， 51 (1979) 

11) Hishinuma，M. and Kanagawa，H.: Japan J.Anim.Reprod.， in press 

12) Mikamo，K.: C1inica1 Gynec.Obstet.， 31， 1137 (1977) 

13) King，W.A.， Linares，T.， Gustavsson，I. and Bane，A.: Hereditas， 

92，167 (1980) 

14) King，W.A. and Linares，T.: Theriogeno1ogy， 15， 116 (1981) 

15) King，W.A.， Linares，T. and Gustavsson，I.: Heredi七as，94， 219 

(1981) 

16) Sa七o，Y.，Niimura，S. and Ishida，K.: Japan J.Anim.Reprod.， 26， 

141 (1980) 

17) Niimura，S.， Sato，Y.， Sasaki，H. and Ishida，K.: Memoirs Facu1t. 

Agri .Niiga七aUniv.， 33， 53 (1981) 
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ウシの匪盤胞 l件個について染色体の検出を試みた O その結果、 11 個 <78.6%)

の受精卵に中期核板がみられ、 Q個(28.6%)の受精卵で性別判定が可能であった O

しかし、ウシの受精卵には中期核板が少なく、さらに染色体の収縮が起こるため、

Y染色体の識別は困難であった O 以上の結果から、ウシの受精卵の染色体検査を行

う場合には 、さらに培養条件の検討が必要と考えられた O

Fig.l Chrornosornal preparation of bovine blas七ocyst

(No.6). Five rnetaphase plates are shown. 

Giernsa x170 

• 
• 

• 

//.; 
、，-j¥ 

Fig.2 High rnagnifica七ionof Fig.l. Me七aphasepla七e.

Two X chrornosornes ( arrow ) are observed. 

x1460 

-176一



晴乳卵研誌
(J.地 mm.Ova Res.)1 
Vo1.1 No. 2 1 77~182 

1984 

Motility pattern and acrosome reaction of 
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並旦旦主主 Sequentialchanges in capacitation， acrosome reaction and 
hyperactivation were estimated with ionophore A23187 treated goat sper-
matozoa using zona-free hamster eggs. The eggs were co-incubated with 
the ionophore-treated spermatozoa with or without preincubation at 370C 
for 0.5-4 hours in the drops of BO medium. Acrosome reaction and hyper-
activation occurred almost simultaneously in the spermatozoa. Their 
penetrating ability to zona-free hamster eggs dropped rapidly there after. 
Early capacitation and acrosome reaction were induced in ionophore-treat-
ed spermatozoa compared with those preincubated in the female reproductive 
tract. 

Introduction 
There have been many studies on fertilization in vitro for the purpose of 

investigating capacitation. Acrosome reaction is essential for sper~atozoa to 
pass through the zona And the egg plasma membrane after capacitationリ .

Yahagimachi(1970)2) reported a charact~ristic movement of capacitated hamster 
spermatozoa， later cailed "hyperactivation，， 3). It has been known' that the 
acro?o~~ reaction and the hyperactivation have close relationship with capacita-
tion2 -8). Yanagimachi and Usui 5) have suggested that capacitated sperm，il，tozoa 
undergo acrosome reaction and hyperactivation in a medium containing Ca" . 
Using ionophore A23187 as the ion carrier， studies on inducing capacitation， 
a~ro~Qme reaction and hyperactivation have been made extensively in many species 
10，11) However， information with sperm of the domestic animals is spa~ce' and 
the reliable methQds for evaluating acrosome reaction and hyperactivation have 
not yet been obtained. We reported availability.pf the triple stain method for 
evaluating acrosome reaction of goat' spennatozoa 1Z). 
In this study， sequential changes in capacitation， acrosome reaction and 

hyperactivation of ionophore-treated goat spermatozoa were examined using zona-
free hamster eggs. 

Materials and阿ethods
坐虫旦 Brackettand Oliphant(BO) mediuml3) was used as basic medium， BSA 

free BO medium for ionophore treatment of sper可natozoaand BO medium containing 
both 3 mgjml BSA and 2mM caffeine for in vitro fertilization and sperm incubation. 
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P repar、ationof eqqs and spermatozoa. Mature fema1e golden hamsters were 
super‘ovu1ated by injection of 30 IU PMSG at the day of post ovu1ation dis・
charge and by injection of 30 IU of hCG 52-56:lhours 1ater.、 Theeggs， necovered 
from the amp1ae of oviducts 15-17 hours after the hCG injection， were removed 
zona pe11ucida with 0.05% hya1uronidase and 0.05% trypsin. After three times 
washing， the zona-free 10-15 eggs were introduced into 0.3m1 insemination drops 
and covered with paraffin oi1 in p1astic cu1ture dishes. One of three mature 
ma1e goats of Japanese native breed， which had shown the highest penetrating 
abi1ity of the ionophore-treated spermatozoa in the previous experiment， was used 
as donor of semen. Semen was co11ected by artificia1 vagina， di1uted to doub1e 
with BSA-free BO medium and centrifuged at 1，200 rpm for 5 min. 凶ashingwas re-
peated three times. Tr~atment with 0.5μM ionophore for 2 min. was made for the 
sperm suspension(2-3x10' Im1). 
In vitro ferti1ization and examination. After ionophore treatment， penet-

rating abi1ity of spermatozoa was examined as fo110ws 1) Soon after ionophore 
treatment， a part of sperm， suspension was mixed with zona-free hamster eggs(fina1 
sperm concentration:2-3x10. Im1) and incubated under 5% CO2 95% air at 37

0C for 
0.5， 1， 2 and 3 hours. Non-treated sperm suspensions as contro1 were mixed with 
eggs and incubated for 4 hours. 2) After ionophore treatment fo110wed by pre-
incubation under at 370C for 0， 0.5， 1， 2 and 3 hours， an a1iquot of sp~rm sus-
pension was mixed with zona-free eggs(fina1 sperm concentration: 2-3x10b Im1). 
Fo110wing further incubation under the same condition at 370C for 4 hours， the 
eggs were fixed with 10% neutra1 forma1ine and stained with 0.25% 1acmoid. Sperm 
penetration was determined with existence of en1arged sperm head(s) and/or ma1e 
pronuc1eus(pronuc1ei) in the cytop1asm of egg. 
Eva1uation of sperm moti1ity pattern. Spermatozoa either treated or non-

treated with ionophore were transferred into the drops of insemination medium. 
They were covered with paraffin oi1 and incubated under 5% CO2 95% air at 37

0C 
for 0.25， 0.5， 1， 2， 3 and 4 hours. After that， sperm suspensions recovered from 
the drops were centrifuged at 1，000 rpm for 3 min. to concentrate the ce11 number. 
After examination of moti1ity， 5 ~1 sperm suspensions were p1aced onto glass 
slides and covered. Edges of th 

Resu1ts 
Moti1ity pattern of spermatozoa treated with ionophore A23187. The iono-

phore-treated spermatozoa showed character、isticchanges in moti1ity pattern 1-2 
hours after incubation(Tab1e 2) in the insemination medium. By the ionophore 
treatment， the progressive moti1ity pattern， common1y observed in non-treated 
fresh spermatozoa， was changed into whip1ash -like beating of their f1age11ae 
(Figs， 1 & 2). The 1atter pattern(Fig. 2) was same as or simi1ar to、thatof 
hyperactivation which was reported in other 鴨川alssu"h as hamster" ， guinea pig 
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Fig. 1.2. Bu1b exposure-dark fie1d micrographs of goat spermatozoa， the shutter 

of camera was opened for 1 second. 
Fig. 1. Heads of non-treated motile sperm 100k 1ike chains. 
Fig. 2. Ionophore treated sperm heads show hyperactivation 

Penetrating process of goat spermatozoa treated with ionophore A23187 into 
zona-free hamster eggs in vitro. The penetrating process into zona-free 

hamster eggs was observed in houy、1yinterva1s after insemination(Tab1e 1). A f倒
eggs(19.4完)were penetrated 2 hours after insemination. The percentages in 3 and 
4 hours rised to 70.6% and 86.1%， respective1y. Non-treated spermatozoa were 
unab1e to penetrate within 4 hours observation. Of the penetrated eggs， on1y en-
1arged sperm head(s) was found at 2 hours， and the completion of formation of 
pronuc1eus(or pronuc1ei) at 4 hours after insemination. 

Tab1e 1. Penetrating process of goat spermatozoa treated with ionophore A23187 
to zona-free hamster eggs in vitro. 

Incubation No. of No. of No. 0干色面spenetrated 
time after eXR~ri- eggs With With With With 
insemination ment exa- en1arged en1arged ma1e ma1e Tota1 (お)

(h) mined sperm sperm pro- pro-
head heads nuc1eus nuc1ei 

0.5 3 29 0 0 0 0 0 可切一一一
1.0 3 32 0 0 0 0 0 00) 
2.0 3 31 5 0 0 6 (19.4) 
3.0 3 34 3 11 4 6 24 (70.6) 
4.0" ¥ 3 36 2 5 23 31 (86.1) 
4. OU I .3 32 0 0 0 0 0 (0 

a) Non-treated spermatozoa were inseminated with zona-free hamster eggs(contro1 

Changes in moti1ity and acrosome reaction of spermatozoa treated with iono-
phore A2318l. Tab1e 2 indicates hour1y changes in the moti1ity and acrosome 

reaction of the ionophore-treated spermatozoa. They retained their moti1ity for 
2 hours after incubation. Thereafter， it gradua11y dec1ined. Propotion of hヅー
peractivated spermatozoa rised gradua11y from 1 hour after incubation and reached 
to pealく(37.6%)ati2 hours. The percentages of acrosome-reacted spermatozoa rised 
from 1 to 3 hours after incubation. The rising period was a1most synchronized 
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between hyperactivation and acrosome reaction. 

Tab1e 2. Changes in moti1ity and acrosome reaction of goat spermatozoa treated 
with ionophore A23187 

Incubation Percentages of spermatozoa eva1uated for 
time after 

b) 
treatmentUJ Moti1ity MotilityuJ Acrosome 
(h) pattern reaction 
0.25 59.3 0 8.9 
0.5 57.6 7.6 18.5 
1.0 53.2 27.1 26.8 
2.0 52.5 37.6 29.3 
3.0 29.2 18.5 31.4 
4.0 18.4 6.4 28.2 

a) Spermatozoa were t陀 atedwith 0.5州 ionophoreA23187 for 2 min. 
b) Percentages hyper.activated/moti1e spermatozoa. 
c) Percentages of acrosome-1ost .1 i ve spermatozoa. 

Tab1e 3. Changes in penetrating abi1ity of goat spermatozoa treated with iono-
phore A23187 

Incubation No. of No. of No. of eggs penetrated 
time before expen-. eggs With With 凶ith With 
insemination ment examined enlarged enlarged ma1e ma1e Tota1 (認)

(h) sperm sperm pro- pro-
head heads nuc1 eus nuc1ei 

O 3 36 2 5 23 31(86.1) 
0.5 3 29 2 2 4 14 

凶1.0 3 33 6 3 
3.0 3 31 O O O 

Changes in penetrating abi1ity of spermatozoa treated with ionophore A23187. 
The data summarised in Tab1e 2 show how 10ng the spermatozoa retain their 

penetrating abi1ity to the zona-free hamster eggs after the ionophore treatment. 
The penetrating abi1ity of the treated spermatozoa dec1ined soon after 0.5・1.0
hour incubation and to on1y 3.2% after 3 hours incubation. 

Discussion 
The results of the present study have indicated that the ionophore-treated 

goat spermatozoa show hyperactivation. Recent1~~ ， the characteristic move町母ntof 

;;1;:1rr;??iU6VMa:73i;??;;1??11trぉ;;iJ:U1円以{21;;pem
p1asma membrane increased by ionophore A23187 shou1d make up a physio1ogica1 
situation for capacitation of the treated ipermatozoa. Hyperactiva~ ，ion had been 
thoughtto be caused by metabo1ic changes r:-equiring extracei1u1ar Ca2+， enzymes 
and a good ba1anced energy sources 2 ， 5~ O ， 21 ) Th~se hypotheses may b~ appiied to 
the goat spermatozoa. In vivo conditio~? ， phenomenon of hyperactivation was 
observed in hamster22!33!o，and rabbit ~ ~' ~ ~ ): .' However， in the domestic anima1s， 
s uch asgoat26i，boa r27.28) and bu1128，29)i nCubation of spematozoa e1ther1n 
homologous or heterogenous fema1e reproductive tract did not induce hyperactivat-
ion. We do not know whether goat spermatozoa incubated in vivo are the case. 
Goat spermatozoa preincubated for 5-5.5 hours in gi1t reproductive ~r~ct were 
enab1e' to be capacitated and penetrated into zona=free hamster eggs 26). In the 
present study， penetration of the ionophore-treated goat spermatozoa to zona-free 
hamster eggs occurred in much shorter time than that of sperm~tpzoa incubated in 
vivo. The time req~ired for capacitation of bu11 spermatozoa20Y treated with the 
ionophore A23187 ， ~ps shorter than in those preincubated in bovine reproQ~ctive 
tract(3-4 r hours) 2 9T ~ in iso1ated rabbit reproductive tract(12-14 hours)29) and 
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28 ) 
1n rabbit uterus(5 hours) '.'. It is a1so suggested that the acrosome r~Ç!.c;tion 
may be induced rapid1y if spermatozoa are treated with ionophore A2318710，11) . 
In the present study， the en1argement of heads of the penetrated goat sperm began 
~~， 2 hours after insemination. According to the suggestion of Yanagimachi(1981) 
31) on the initiation of sperm heads en1argement， attachment and fusion of'goat 
spermato~oa treated with ionophore A23187 to vite11ine membrane may begin during 
1二1.5hours after insemination. In this study， formation of the pronuc1eus was 
a1most comp1eted in 2 hours after sperm heads en1argelJ1，~nt(4 hours after insemi-
nationl~ ， same as data of hamster by Yanagimachi(1981)川 andof bu11 by Takahashi 
(1984) '20). From the above data， ;t appears that goat spermatozoa was advanced 
capacitation and acrosome reaction by the ionophore treatment， and that penet-
rated spermatozoa deve10ped to ma1e pronuc1ei in the norma1 ferti1izing process. 
Observation on the acrosome reaction using transmission e1ectron micro-

;:;弘2刊誌911;s;:em2;;;;ziぷ;PTA101b2271J110aZ32:(?;思?r)e，
the 10ss of acrosoma1 cap must have occurred after fusion and vesicu1ation in the 
capacitated spermatozoa. The present resu1ts that the 10ss of acrosoma1 cap 
occurred 1 hour after ionophore treatment suggest that the fusion and vesicu1at-
ion proceed within 0・1hour after the treatment. Since there were no cumu1us 
a~d zona in the hamster eggs used in this study， it is proposed that the sperm 
aftachment to vitell i ne membrne occurred withi n 1司 1.5hours after insemination. 
Hyperactivation， eva1uated as characteristic vigorous whip1ash-1ike beatiDg_of 
th~ f1age11um， is essentia1 movement to pass th~ough the ~umu1us and zo~a 2 ; 3 . 8) . 
It begins short1y before3，6) the acrosome reaction-or simultaneous1y3，5). In the 
present study， it seems that the ~yperactivation was initiated simu1taneous1y or 
short1y after the acrosome reaction. It was uncertain whether this time 1ag to 
the initiation qf hyperactivation was due to the species specificity or by the 
treatment of ionophore A23187. 
Within 1 hour incubation after ionophore treatment， penetration ratio de-

clined to below one half.From the comparhon of the data of this study w1th 
those of preincubation in gilt reproductive tract 26)， it may be assumel that the 
penetrating abi1ity of ionophore-treated goat spermatozoa dec1i 

2). 

4) 

8) 

10) 
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イオ ノ フォア処理ヤギ精子の運動性型と 先体反応 に ついて

浜野光市 ，佐々田比呂志 ，菅原七郎 ，正木淳二

東北大学農学部家畜繁殖学教室

要約

イ オ ノフォア A23187で処理 したヤギ精 子 の capacitation acrosome 
reaction および hyperactivation を 透 明帯除去 ハムス タ L卵 子を 用

いてし らベ た。卵子はイオノフォア処理後 インキユペーションなしに、

ある いはパ ラ フインオイ ル 下の BO 液 での 37t.0.5-4.0時間の インキ
ユペ ーシ ョンののち媒精 された。イオノフォア処理精 子では、acrosorne
reaction と hyperactivationは ほ ぼ同時 に 起 きた が 、その 後 、処理精

子の 透 明 弗 除去 ハ ム スター卵子 への 侵入能 は、 速 やかに低下した。

イ オ ノフ ォ ア処理精子は 雌生殖器内 で プ リインキユベーションした 精 子

に出ベて、 早 い capacitation と acrosornereaction が 誘起 された。
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Effect of PMS G Dose on the Fert i 1 i zat ion Rate 

and Incidence of Polysper my of Rat Eggs in vi tro 

YutalくaTOYODA and 門口sahitoSUGIMOTO 

School of Veterinary Medicine and Animal Sciences 

Kitasato University， Towada-shi ，034 

Surnm豆王工・ Recent1y ovu1a七edoocytes were obtained from imma七ure

fema1e rats of JCL-SD s七rainwhich had been trea七edwith 7.5， 

15 or 30i.u. PMSG and with 15i.u. hCG 56 h 1a七er. The oocytes 

were inseminated in vitro with epididyma1 sperma七ozoain a 

chemica11y defined medium under 5も C02 in air a七 370C. A七 7-8

h after insemination， the oocytes were examined for the evidence 

of ferti1ization. The percentages of 七heoocytes undergoing 

ferti1ization were 100， 91.3 and 76.9も whenoocytes were obtained 

from irnmature fema1es 七どeatedwith 7.5， 15 and 30i.u. PMSG， 

respective1y. The ferti1ization rate in the oocytes stimu1ated 

with 30i.u. PMSG was significant1y 10wer than that for the oocytes 

stimu1ated wi七h 15i.u. PMSG (X2=12.4， Pく0.01). The rates ofpo1y-

spermy were 14.3， 17.7 and 27.5毛 inthe oocytes ob七ainedfrom 

fema1es treated with 7.5， 15 and 30i.u. PMSG， respective1y. These 

resu1ts sugges七七ha七 excessivestimu1a七ionof ovaries wi七hPMSG 

may increase 七heincidence of oocytes wi七h 10w ferti1izabi1ity. 

In七roduction

Since the first report of successfu1 fer七i1ization 工nvitro 
1) 

of intact rat eggs with epididyma1 spermatozoa~J ， various conditions 

for 七hecapaci七ationof spermatozoa and the ferti1ization of rat 
2-9) 

eggs in vi七rohave been repor七ed.- -， A1七houghthese authors have 

invariab~y used the superovu1a七edoocytes from immature fema1es by 

the administration of exogenous gonadotrophins， it is not known 

whe七her the variation of gonadotrophin dose exerts any effec七 onthe 

ferti1i zabili七Y of 七heovu1ated oocytes. Very recent1y， Evans and 
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10) 
Armstrong~~1 have reported the reduction in ferti1ization rate in 

vitro when 七heoocytes were ob七ainedfrom immature rats which had 

been induced 七o superovu1ate with PMSG. The purpose of 七hisstudy 

was to examine 七heeffect of PMSG dosage on the rates of ferti1iza七ion

and po1yspermy of rat oocytes ferti1ized in vi七ro.

Materia1s and Methods 

Recent1y ovu1ated oocytes were obtained from immature fema1e 

rats (24-27 days old) of JCL-SD strain 七hathad been injected 

subcutaneous1y wi七h 7.5， 15 or 30i.u. PMSG (Peamex， Sankyo Zoki) 

and 56 h 1ater with 10i.u. hCG (Puberogen， Sankyo Zoki) intra-

peritonea11y. A11 different 1eve1s of PMSG stimu1ation were examined 

in each experiment. The fema1es were ki11ed 16 to 16.5 h after the 

injection of hCG. The medium used throughout this study was 
1) 

a chemica11y defined medium reported by Toyoda and Chang・ The

oocy七esin cumu1us were re1eased from excised oviducts and p1aced 

in 0.4m1 medium under paraffin oi1 at 370C under 5も CO
2
in air. 

Spermatozoa were obtained from cauda epididymidis of mature 

ma1e rats (more than 30 weeks old) of the same strain and suspended 

into 0.5m1 medium. Sperm suspensions show~ng ' large numbers of 

turbu1ence swir1s were used. They usua11y contained 1.0-2.5 x 10
7 

spermatozoajm1. After about 10 min， a sma11 vo1ume of 七hesperm 

，;suspension was introduced to 0.4 m1 ferti1ization medium under oi1 
in a different dish by means of a ca1ibra七edPasteur Olpette. The 

fina1 sperm concentration was adjusted to 0.4 x 10
6 
spermatozoajm1 

by changing 七headding vo1ume of origina1 sperm suspension. 

After sperm preincubation for 4.0-4.5 h， the oocytes with 

surrounding cumu1us were introduced into the di1uted sperm suspension 

and incubated for 7-8 h in a CO~ incubator (5 も CO~ in air at 370C). 2 ~.._--- --~ --2 

At the end of incubation， the ooCytes were washed， mounted and 

stained with 0.25も 1acmoidin 45も aceticacid. They were c1assed 

as 'penetrated' if a spermatozoon was inside the perivite11ine 

space or the oocytes[were undergoing ferti1ization. Those with 

more than one en1arged sperm head or ma1e pronuc1eus in the vite11us 

were c1assed as 'po1yspermic'. Statistica1 significance between 
2 

the rates of ferti1ization was determined by X--test and the difference 
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in the mean numbers of supernumerary spermatozoa in po1yspermic 

oocytes was deteどminedby Studen七'st-test. 

Resu1七sand Discussion 

The resu1七sare presented in Tab1e 1. Ovu1ation was induced 

in a11 fema1es except two of five rats received 7.5i.u. PMSG. 

The mean number of ova per ovu1a七inganima1 was 7.0， 14.6 and 23.1 

for the fema1es trea七edwith 7.5， 15 and 30工.u. PMSG， respective1y. 

In 7.5i.u ・group，a11of the 21 oocytes were undergoing ferti1ization 

with two dispe笠myand one trispermy. But， due to sma11 number of 

ovu1ated oocytes， the difference in either ferti1iza七ionrate or 

po1yspermy was not s七atistica11ysignificant as compared with 15 

and 30i. u ・group. The percentages of penetrated oocytes (91.9も)

and of the oocytes undergoing ferti1ization (91.3宅 inthe 15i.u. 
2 

group were significant1y higher(X-=5.4， Pく0.05and X-=12.4， P(O.Ol) 

than thoSe of 30i.u. group. 

The ra七eof po1yspermy showed a tendency to increase with 

the higher dose of PMSG; 14.3， 17.7 and 27.5も in7.5， 15 and 30i.u. 

dose group， respective1y. The average number of supernumerary sperm 

in the ferti1ized oocytes was 0.19，0.19 and 0.32 in the 7.5， 15 and 

30i.u. group， respec七ive1y. The mean number in the highest dose 

group (30i.u.) was significant1y higher than 七hatof the 10wer dose 

(15i.u.) group (七=2.20，Pく0.05). This is in agreement with 七heresu1ts 
11) 

of Maud1in and fraser--' which have shown in the mouse 七ha七 the

frequency of polyp1oidy was raised in proportion to increasing dose 
12) .， ~，... ，， 13) 

of PMSG. Austin and Braden--' and Odor and B1andau--' reported that 

七hefrequency of po1yspermy in rat uterine tube was 1.2毛 (10/810) 

and 0.3% (1/336)， respective1y. The rate of po1yspermy in the present 

study wasiliuch higher than those repor七edin vivo. Severa1 factors， 
4) 

inc1uding sperm concen七rationsarround the oocytes" ， maturity and 
5，6) 

postovu1atory ageing of the oocytes-'-'， presence of fo11ic1e ce11s 
7) 

arround the oocytes" and cu1七ureconditions for sperm capacitation 
2，3，8，9) 

and ferti1ization-'-'-'-'are known 七o exert some inf1uence on the 

rate of po1yspermic ferti1iza七ion土nvitro. 
.司・ ，_14) 
It has beeh shown in the mouse 七hatinduced ovu1ation in 

immature anima1s may cause an increase in tne incidence of abnorma1 
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oocytes with defec七ive fer七i1izabi1ity. Moreover， Evans and 
10) 

Arrns 七rong~~/have recent1y shown that proportionate1y fewer oocytes 

recovered frorn superovu1a七edirnrnature rats are cornpeten七 toundergo 

in vitro ferti1iza七ionthan are oocytes recovered frorn contro1 rats. 

Fur七her investiga七ion 工sneeded to c1arify the cause of 10wered 

ferti1ization rate and higher incidence of po1ysperrny in the oocytes 

stirnu1ated wi七h a high dose of PMSG. 

This work was supported by a grant aided by 七heMinistry of 

Hea1th and We1fare of Japan for research on handicapped chi1dren. 
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体外受精 K なけるラッ ト卵 子の受精率

なよび多精子受精率に合よぼす

P M S G投与量の影響

豊田裕 杉本正{二

:Il:豆大学試l三;誉会学部

J C‘L-SD系幼若Jtliラyト(:24-27日齢〉に 7. G司 1 5または:3リ IUト'iV1SC;と
10 1 (f H (ヘ G を 5 li 時間間隔で投与し、 H(二 G t~与 lG-lG.5時間後に卵管膨大部
よIj~fJ子をほ取し、体外受精によって受精能を械討した " 1:，~+'\正同系統の成熟雄 ( :3 U週
齢以上)の楠葉上i本尾部から採取し、 ().4X1U 精子/1111となふよ')(こ希釈し4.， () 
一主. 5時間ブレイ ンキコベー卜 した。卯子;まりfJlI細胞層に包まれたままの状態で結子液
中へ導入後7-8時間に透明帯への精子侵入、 卵細胞質内心精子の有照Jiよひ多情 t'受精
について位相差顕微鏡下て械査した。7. 5. 1 Gおよじ 301UP;¥1SG投与v:...::: :i ~j 
る平均排卵執は、 7.O. 1.'1.. (j行よ '...f:23. 1であった。受精ヰ;は、それぞれ 10()
、91. :3およV7G.9%であり、 :301U投与区は 1[5 I L区に比べて有意に低 値
てるった。多精子受精率は、それぞれの段与区で 14. 3. 17.7おより27. 5ヲfjで
、投与量の増加に伴ってよ昇する傾向を示した。これらの結果から、 P1¥'1 S G (こよ ~i fj lJ司さ
の過度の刺激は、 排卵卵子の受精能力を低下させることかï~日た された。
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編 集 後 記

本年4月研究会の発足と共(!C，会誌の発干IJ(!c関して春は講演要旨を，秋は投稿論文を

掲載 し， 年 2回発行を目標と して検討 して きましたが ，幸い多〈の方々が入会され，未

確定念資金の目安がつきま したので ，と bあえず在京幹事で臨時編集委員会をつく 9， 

時間的問題を考慮して，甚だ独断的と存じますが，主左幹事K論文を推せん頂き，ス タ

ート Kふさわしい模範研究会誌を編集し，皆様Kな届けするとと Kしました。来年 4月

Kは正式K編集委員会を発足し，広〈会員投稿論文を募集致しますので，今回の処置を

御理解頂き ，今後共御協力の程な願い申 Lあげます。

(大槻 清彦〉

編 集 委 貝
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受精卵の
凍結保存に

マイコン式

プログラムフリーザー
FFP-l 

ダリック

DA  L I C 

〔実用新案出願中〕

総発売元 製造元

~大阪酸素I業株式会社IJ~'ザ〉容器械式委託
本 社大阪市西淀川区歌島 2-12-4 

電話大阪(06)471-0798干555
東京営業所東京都港区芝公園2-4-1

(秀和芝パークビル 3F) 
電和東京(03)434-2935干105

大阪営業所大阪市西淀川区歌烏2-12-4 
電話大阪(06)474-4120干555

熊本営業所熊本市保田窪2-1 -53 
(中村ビル 1F) 

電話熊本(0963)82-2132干862
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繁殖障害の治療と
卵子移植のときに/

画面)fナ官ヲン.Fj夜
〔効能・効果j
牛 :性f周期の同調

黄体~行遅延に基ゴブく卵巣疾患の治療

馬 性周期にあ、ける黄体期の短縮

黄体~行遅延に基づく卵巣疾5患の治療

豚 :無字情の治療(黄体の退行遅延ないし遺均モ芝基づくもの)

〔φ用 j去・ 用ぷ 量〕
t佐

牛 本品は子宮内注入弓たL折戸内注射同参下型

〈子宮内注入法〉 ーー従来通 1)0 

〈注 :身丁 、法〉 表+パ 滋

4生:周期の向調及び卵巣疾患の治療に;(W

通常ジノプロス卜とし .-12- L5mみ 主|回筋肉内に注射しま九

馬-黄体期の短縮及び卵巣疾患の治療には

通常ジノブロス卜として 3- 6 mgを 、l回筋肉内に注射します。

豚 無発情の治療には

通常ジノプロストとして 6mgを l回筋肉内に注射します創

〔貯 法〕 室温・しゃ光保存

〔包装) 12mg/6ml X 5V・30mg/15ml X 5V 

詳細は商品添付の説明書をご参照ください。



日本薬局方注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

1，500単位
3，000単位
5，000単位
10，000単位

日本薬局方注射用血清性性腺刺激ホルモン

⑧
 

販売元

義緯京寄託
東京都中央区銀座 2一 7ー 12

1，000単位

製造元

⑧三?と?主主字竺

'‘・3・zvsb3主75・150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性線事1];敷ホルモン(HCG)

使用上の注意等については添付文書をよ くご覧ください

[効能 ・効果]

間脳性 (視床下部性)無月経，下垂体性無月

伐の排卵誘発

{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l
Jぐーコ'ナル注 75: 10管
/，ーコeナル注150: 10管

尽ヲ 繭国臓器製薬株式会社東 京 都港区赤坂二丁目 5番 l号



繁殖障害に.グ

動物用

医薬品

ミ(繍酬嶋 f. ... 眠、制⑮鯵 ... “!i>'~偽~ #'I<:+、別冊鍋.. 鈎トル
.."，・・ eω・M・"'!:-が開鵬、

も供ゆ悌， 0蜘w・・ 4・働、p ，~略ヤ 験縄動惨禍喝 .. ぬ~""' ........
.....' ..，・陽神 夙岬 掴婦ν念 伽 V鴫....附.-例町初
砂‘W附...、刊炉、 . 

e…川、τ叫同開叫胤曲
. .. '制 炉開 岬剛舟持続剣~!Ct\抑制、 四 ""暗

(家畜共済診療点数採用人一一

特長

号1<'1函，、"""'"回目

前葉性卵胞刺激

ホルモン剤

0米国アーマ一社との筏術提燃によって製造され

Tこ新しい前薬性の FS H斉IJです。

(7 - 7-U の F S HU 世 界 て E初の FSH!~ 1品に 1*用 2 れ てい H.l

OFSH成分を主に含有し、卵胞の発育、排卵、
貧体化作用 を有します。

OHCG又は、 PMS Gで無効或い は不的確な繁
殖障 害牛にも有効 です。

適応症 牛 ・馬 :卵胞のう腫、排卵障害、卵胞発育障害

(卵巣発育不全、卵巣静止、卵巣萎縮)

包 装 10アーマー単位(A.U.) 20アーマー単位(A.U.)
40アーマー単位(A.U.)溶解液付

⑥ 骨1曹関戸誼 神奈川県川崎市川崎区中瀬 3-19-11
n ( 0 44 ) 2 88 -1 3 9 1 (代)〒210

PROGRESS IN VETERINA R Y SClENCE 1984 
創刊毎年 1回発行

獣 84編集主幹/伊沢久夫琳悠紀臣
'85半IJ 256頁図98 表53 定価5，000円

わが国の獣医学研究は、世界に，;守る数々の業績を残しながら、目覚ましい進歩を続けている。加えて、獣医学の

研究 ・技術に対する社会の期待と要求は最近、とみに高まり 、その内容も多様化している。

E 学
本書発刊の目的は、細分化し専門化しているわが国獣医学の、 個々の分野における最も優れた研究業績を圏内外

の研究成果と ともに紹介し、合わせて獣医学の将来を展望することにある。それゆえ本書により 、同一専門分野は

もとよ リ災なる専門分野にある獣医学研究者、さらには獣医学の関連領域にいる研究者は各分野の優れた最新の研

究情報を的維 ・迅速に効率よ く、しかも体系化された形で修得できる。

目次より 砂抗原刺激と リンパ節の食細胞(杉村 誠 a橋本善春)/反すう獣および鳥類の胃運動と、その自律神経支

配(中里幸和 ・大賀 暗}/実験動物感染病への対応ー経緯と現状ー(旗原公策}/腸内細菌の異常性状とプラスミド

(佐穂儀平 ・石黒直隆}/マレ ック病の免疫(見上 彪}/広東f主血線虫における宿主特異性と好酸球(吉村堅太郎}/
家畜繁殖学領域における人為的支配(金川弘司)

牛の要精卵 金川弘司編著 85半IJ 200頁定価2，600円

牛受精卵の人為的介割まで最新の情報と技術をま とめ，将来を展望するとともに.実際に受精卵移植を行うにあた

っての心構え，器具から具体的手技を. 図と写真をE豊富に用いてわかりやすく解説。関係法規併載。

生化学 J.J川崎久保周一郎
『ム 会tr 且E 伊沢久夫 監訳
陶 く第ニ版〉戸尾棋明彦

本書は単なる生化学の解説書ではない。現在まで提出された研究者の豊富なデータに，著者らの追試したデータを

加え，臨床生化学の基礎から応用，展望に至るまで¥種差，個体差について言及しながら，家畜の臨床生化学を体

系づけた唯一の成書である。

A5判 950頁定価17，000円

-詳細内容見本贈呈・ i近代出版 223)519;25谷川



副型哩B

フロタラムフリーザ
自動植氷装置付き

受精卵凍結装置

電子プログラムによって

+40
0

C ---180
o

Cの範囲の
凍結・融解速度を

自動的に制御できます

英国プラナ一社が ケンブリッジ大学ポルジー教授

の指導のもとに開発したもので 現在同社製のフリー

ザ-200基以上が世界各国で使用されており 動

物の腔の凍結 ・融解に活用されています

輸入朝日ライフサイ工シス株式会社 販売富士卒工業株式会社
干 113 東京都文京区本郷6丁目 11番 6号

電話(03)812・2271(代表)



l 。住友の動物用医薬品 | 
プロスタグランジンF2α類縁体製剤 〔要指示医薬品〕

Zストラメイト く20~>
〔クロプロステノールナトリウム "'0.263明 /mQJ 

性周期の同調

黄体退行遅延に基づく卵巣疾患の治療

-微量の筋注で効力を発揮します。

.安定で常温保存出来ます。

確かな分娩コントロール
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発売元・~住友化学工業株式会社医薬事業部
司F 大阪市東区道修町2丁目40 TEL 06(202)0051 

東京都中央区日本橋2丁目7-9 TEL 03(278)7354 

fJCI、インベリ戸ル・ケミカル・インダストリーズ
提携先匝逼H
宅冒電ヲピー工ルシー(英国I.C.I社)
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