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1985 X精子と Y精子について

x -s p巴 rm and Y-sperm 

毛 利秀 雄

Hideo Mohri 

東京大学教養学部生物学教室

Department of Biology， University of Tokyo 

ヒトを含む晴乳類の雌雄の産み分け、およびそれを目的とする X精子と Y精子の分離は古くから多くの研究

者達によって試みられてきた。われわれはキナクリンマスタード染色による F-bodyの存否でX精子と Y

精子を識別できる ヒト精子を用いて、乙の問題の検討を行った。

まずPercollの不連続密度勾配遠心法を試みたと乙ろ、 X精子の方が沈降速度が大きい乙とが分った。

しかし両精子の聞には密度lζ差が認められなかった。

そこで表面負荷電lζ差があるかどうかを無担体電気泳動法で調べたと乙ろ、 X精子と Y精子が別々のピーク

lζ分離する結果を得た。さらに乙の負荷電の差を生ずる原因をシア リダ ゼを用いて検討したと乙ろ、 X精子

の方が表面iとより多くのシアル酸をもっ乙とが判明した。

尚両者の聞に形態的な違いは認めるれなかった。
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ける hC G曝露が排卵数におよぼす影響

Effect of exposure to hCG on the number of ova shed in 

sodium pentobarbital treated superovulation rats 

利部 聴

KAGABU 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 

。fAgriculture， Yamaguchi Uni versity 

New method of superovulation treatment using sodium pentobarbital (PB) were 

examined. Suggested that PB is effective to maintain the ability of antral follicles 

by block LH release. In this study， observed the number of ova shed in superovu-

lation rats after )njection small dose of hCG instead of endogenous LH. 

Reduction of the number of ova shed observed injection greater than 0.25 iu hCG 

at PB injection 

緒論 :過排卵処理にぺン トパルピタ ル塩(P B )を併用すると，排卵数が飛躍的に増加する乙とを報告し

たj)増加の理由は， PBP:よって抑制されたLHが卵胞のLH受容体を減少させない乙とであると推測した。

本報告は，乙の推測をたしかめるため， P BでLH放出を抑制したラットに微量の hCGを投与して，排卵数

を調べたもの(jある。

方法:実験にはウ イスタ ー・イマミチ系ラットを使用 し，人工昼夜(14時間明/10時間暗)下で飼育し正常

な4日型発情周期を 2回以上くり返したものを用いた。過排卵処理後の排卵数および性腺刺激ホルモンに反応

する卵胞数は，週令lζより異るので 12週令のものだけを供試した。実験方法を図l乙示した。

結果 :PB投与の当日 Ic:hCGを投与すると， 0.25 iu以上のばあい排卵数が減少した。また， hCGが2.5

1U以上になると卵子は卵管狭部にも観察された。一方， PBを投与しない対照動物の膨大部にある卵は約60で

あり，一部のラットでは狭部にも存在した。

ヲヘJ
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考察 :LH放出を抑制するととのできる時期!r.pBを投与し，さらにhCGを少量投与して. LH放出をお

乙した動物のモデ・ル作製を試みた。 hCGをO.25iu以上投与すると，排卵数は有意に減少し. P Bを投与しな

PBを投与しないラットと類似するのは，いラ ットとほぼ同様な結果となった。卵の存在部位に関しては，

hCGを2.5iu以上投与したばあいであった。 LHのかわりにhCGを使用し，排卵数と卵の存在部位を指標と

h C G O.25iu以上がPMSG40iuを投与したラットのLH放出量に相当すると思う。一方.hCG

をlOiu以上投与すると，排卵すべき卵胞は，このhCG!乙反応して排卵する可能性があるので.10iu未満であ

ろう。ラットの排卵のためのhCG最少有効量はO.625iuとの報告がある?ζれにくらべて，乙の結果は最小

するなら，

hCGは，はたでも 4倍にもなっているが，この差違は今後解明しなければならない点である。そしてまた，

してLHのかわりとなりうるかも検討しなければならない課題である。

主要文献

利部聴: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におよぽす1. 

1983 29. 20 ----23. ペントパノレビタールの影響，家畜繁殖誌，

伊藤哲子，鮫島秀暢，江藤禎一 :ラットの下重体単一移植排卵における移値後の卵胞の発育及ぴ排卵能に

1982 

4 

49. ついて， 第93回日本獣医学会講演要旨集，

2. 
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下垂体抽出液投与によるラットの過排卵

および過剰妊娠誘起

Induction of superovulation and superpregnancy in rat 

by pituitary extract injection 

高橋寿太郎・伊藤 敦 ・安田泰久

Jutaro TAKAHASHJ. Atsushi ITOH 

and Yasuh工saYASUDA 

岩手大学農学部動物育種学教室

Laboratory of Animal Breeding， Iwate University， 

Morioka 020，Japan 

As a part of studies to research the possibility of superpregnancy， 
the induction of superovulation and superpregnancy was attempted by 

the administration of pituitary extract to fema1e rat. Pituitary gland 
removed from 3-10 months old ma1e rat was homogenized and centrifuged. 

The supernatant f1uid extracted from one pituitary was administered to 

3-6 months old female rat at metestrus. Effects of pituitary extract 

injection on ovulation， recovery rate of ova， development of ova， ovo-
implantation and viable fetuses in pregnant adult rat were studied. 
Nine of nineteen treated fema1e rats were induced superovu1ation at 
fo1lowing estrus and copu1ated. Mean number of ovu1ated ova of treated 
rat was about twofo1d that of contro1 ones on day 1 of pregnancy. 
Recovery rates of ova on day 3 and 5 of pregnancy in the treated 

rats were 10wer ( 68.9 and 67.0%， respectively ) than those of contro1 
rats ( 88.6 and 82.7%， respectively ). Most of the ova recovered were 
developed to 3cell and 4-ce1l stage on day 3 and to blastocyst stage 

on day 5 of pregnancy. Deve10pment of ova recovered from treated rats 

slight1y retarded 工n comparison with that of contro1 ones. 
The mean number of imp1antation sites of the treated anima1s on day 

7 and 10 of pregnancy was higher ( 19.6土4.2and 15.4土7.7，respect工vely ) 
than that of control ones ( 12.3土1.0 and 11.6ヰ1.0，respectively )， ane 

the size of 工mplantation site in the treated animals was not different 

from that of contro1 ones. The estimated 10ss of ova before implant-
ation was 10-15% 工n treated rats. 
The mean number of viable fetuses in treated rats on day 21 of preg-

nancy was more than that in control ones ( 18.3土4.1vs 8.5ヰ3.7 ). But， 
the mean weight of fetuses in teated rats was 1ighter than that in 

control ones ( 4.08 土0.48gr. vs 4.62土O.34gr. ). 
Large vesicu1ar ovarian fo11ic1es were hardly observed during their 
pregnancy. 
In conc1usion， about fifty percent of animals treated with pituitary 
extract were induced superpregnancy. 

に
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緒言: PMSGの単一投与またはHOGとの併用投与による過排卵誘起実験は、これまで数多く行われて

し、るO しかし、過排卵を誘起しても一般に妊娠率は低く、過剰妊娠に導くことは困難であるといわれているO

特に PMSGとH0 G処理された妊娠ラットでは、着床前の座の損失が多く、着床数は正常妊娠ラッ トと同
1 ，弘)~ ー

程度か逆に少なく、全く着床しない例も多し、。ぞ」で、雄フットの下垂体の抽出液を雌ラットに投与して過

排卵を誘/包し、雄と交尾させて、受精率，[Eの発育，着床について調べ、過剰妊娠誘起の可能性を検討したO

方法 : 1.供試動物:実験にはW工star系ラットを使用した。照明時間は、 7時から 19時とし、 室温は23

:::t 1 00の条件下で、飼育したO 国型飼料と水は自由に摂取させたo 2. 下垂体抽出液:下垂体抽出液は、 3~
10ヶ月齢の交尾経験のなし、雄ラットの下垂体を用いた。雄ラッ トをエーテル麻酔下で放血と殺して、下垂体

を摘出し、 0.5mlの滅菌生理食塩水とともに小試験管に入れ、 -2000で保存した。保存期間は3ヶ月以内

のものを使用したO 使用時にこれを解凍し、加えてし、た生理食塩水とともにホモゲナイズし、 2，500r. p. m. 

(1， OOOg)で15分間遠心した。上清の全量を下垂体抽出液としたo 3.雌ラットへの下垂体抽出液の投与:

睦スメアの観察によ って、正常な 4 日 の性周期を 3 回以上くり返した 3~6 ヶ月齢の未経産ラットを用いた。

発情後期像を示す日の 12時から 13時の間に、下垂体抽出液を頭部皮下に投与した。投与2日後の発情前湖、

像を示す日に、成熟雄ラッ トと一晩同居させ、翌朝、腔スメア中の精子の存在によって交尾を確認し、この

日を妊娠1日目としたo 4.排卵， 受精，匪の発生，着床の確認 :下垂体抽出液を投与して、交尾させた雌
ラットを妊娠しろ， 5， 7， 10および21日の12時から 13時に殺して、排卵数，受精率，回収匪数，匪

の発生，着床数，生存胎子数および黄体数を調べた。また、対照群として、無処置の 3~6 ヶ月齢雌ラットを

交尾させ、投与群と同じ日に殺して同様の観察を行った。 a)妊娠1日目:卵管を摘出し、生理食塩水の入っ

ている時計皿の中に入れ、卵管膨大部を切り裂き頼粒層細胞と一緒に卵子塊を取り出したO これに1%ヒアル
ロニダーゼ溶液O.1 ~O. 2mlを加え、 3700に加温し頼粒層細胞を離散させて実体顕微鏡下で、卵子を数えたO

さらに、光学顕微鏡下で卵細胞内の雌雄前核形成の有無によって受精卵と来受精卵を区別したo b)妊娠5日
目:卵管を摘出して時計皿上に置き、先端を丸めた注射針を卵管峡部に挿入して生理食塩水を濯流して卵管内

の卵子および匪を回収した。子宮内の卵子および匪は、子宮頚管から注射針を挿入して主"子で固定し、時計皿

上で子宮の卵管端をメスで切開して生理食塩水を濯流して回収したO 実体顕徹鏡下で回収した卵子および座を

数えた後、光学顕微鏡下で匪の発育段階，形態の異常および変性について調べた。 0)妊娠5日目:妊幅3日

目と同様の方法で卵管と子宮から匪を回収し、その数や発生段階，異常および変性について調べた。 d)妊娠

7日目:子宮を摘出し数珠状になった膨隆部の数を着床数としたoe)妊娠10日目:反子宮間膜側の子宮壁

を2本のピンセ ットで破り、慎重に匪を取りだしたO 正常匪および吸収匪の数を記録し、胎胞重量を測定した

。f)妊娠21日目:子宮間膜付看部付近の子宮警を2本のピンセットで破り、胎膜を傷つけないように取り

出したO 生存胎子や吸収[Eの数を調べ、胎胞，胎子および胎盤重量と体長を測定した。妊娠5日目から 21日
目までの卵巣を実体顕微鏡下で観察し、黄体数およu大型胞状卵胞の有無を調べたO
結果: 妊娠1日目の排卵数は、投与群は表1に示すように投与群で有意に多く、 19例中ヲ例に19個以上の

過排卵が誘起され、受精率も 90%以上で、対照群と差はみられなかったO 排卵しないものは 19例中5例に認め

られたO また、 1日遅れて排卵するもの(表し Day-2)が認められたが排卵数は増加しなかったO 妊娠3
日目の座は、両群ともにすべて卵管から回収されたO 妊娠5日目の匪は、対照群で卵管から 1個の匪が回収さ
れたものが1例あ ったが、他はすべて子宮から回収されたO 妊娠ろおよび5日目 (表2)の回収匪の数は、投

与群は対帰群よりも有意に多かった (PくO.01， P (0. 05)が、排卵数(黄体数)に対する回収匪教の
割合(回収率)は、 対帰群で 80~90 %であったのに対し、投与群は約70婦と低し、値を示したO また、対照

群では、妊娠3日目に回収された匪の約 60%が4細胞期であったのに対して、投与群では、 2細胞期と 4細

胞期の庇がそれぞれ約30%みられ、座の発生が遅れていたO 妊娠5日目には、対照群の約90%が匪盤胞で

あったのに対して 投与群では、任盤胞と桑実匪とがそれぞれ約70%と約10婦を占めており、匪の発生に遅

延が封、められたO ま7こ、異常匪や変性任の出現率は、対捕群との聞に差はみられなかったO 妊娠7日目および
10日目(表3)の着床数も対照群より投与群で多かったが、排卵数に対する着床数の割合(着床率)は、

ー も
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Table 1 Effect of the pituitary extract treatment on ovulation in 
3-6 months old female rats on day 1 of pregnancy. 

Control treated 

Day of autopsy Day 1 Day 1 Day2 

Ovulated Not ovulated 

No. of rats 5 14 5 7 

Ave. No. of ova 12.4 22.8 9.1 

recovered土 3.D. 土 2.2 土 8.9 土 2.5
(Range) (11-16 ) (6-40) 6-14) 

Rates of 
fertilization(%) 92.2 94.6 100.0 

Table 2 Number of embryos in control and treated rats on day 5 of 

pregnancy. 

No. of rats 
Ave. No. of embyos 
recovered 土 S.D.
(range) 
Ave. No. of C.L. 

土 S.D.
(Range) 
Embryos 

/，... T x100(%) 
C.L. 

Control 

8 
12.0 
土 2.0
(9-14) 
14.1 
土1.9

(12-17) 

82.7 
土 8.6

Treated 

9 

18.8 
土2.7
(14-23) 
28.8 
土 4.9
(23-37) 

67.0 
土 15.4

Table 3 Number of implantation sites in control and treated rats on 

day 10 of pregnancy. 

Control Treated 

No. of rats 7 12 

Ave. No. of live fetuses 11.6 15.4 

土 S.D. 土1.0 土 7.7

(Range) (10-13) ( 5-28) 

Ave. No. of C.L. 11. 9 24.8 

土 S.D. 土 0.7 土 11.9
(Range) (11-13 ) (11-46) 
Implantation rate 土 S.D.(%)

Imp l an t at i on / ×100) 97.5 69.2 
sites 'C.L. 土 4.3 之 18.5

- 7 -
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対照群で90%以上であったのに対して、投与群では約70%であったO また、妊娠7日目の子宮の膨隆部
の大きさや妊娠10日目の胎胞重量は、両群の間で差はなかったO 妊娠21日目の生存胎子数は、投与群で
18. 3士4.1、対照群8.5:i::3.7で有意に多かった (PくO.01 )が、投与群の胎胞，胎子および胎盤
重量は、対照群のそれらよりも有意に軽かった (PくO.01 )。体長には有意差はみられなかったO 本
実験において、卵巣に大型胞状卵胞がみられたのは、投与群の妊娠7日目に2例，妊娠10日日に1例あっ
ただけで、その数は 1~2個にすぎなかったO

考察 : 本実験では雄ラットの下垂体抽出液を投与することによって、投与された成熟~雌ラットの約 50 % 
に過剰妊娠を誘起することがで、きたo P M S G 50工UとH0 G 50工Uの投与による過排卵誘起に比較す
ると下垂体抽出液投与による過排卵誘起率は低いが、過排卵が誘起された個体の着床前の匪の損失は少な

く、着床率は高〈 、妊娠21日目における生存胎子被も多し、。この違いは、 PMSGとH0 G処理ラットで
は、 妊娠初期に遺残卵胞が%く 、それが分泌する過剰なエストロジェンが、妊娠初期の匪の損失の原因で

あると考えられてし、るg)本実験では妊娠中の卵巣への大型胞状卵胞の出現はほとんど認められなかったO し
かし、投与群の妊娠5日目と妊娠5日目の匪の回収率は対照群に比較して低く、匪の発生にも遅れが認めら
れたが、これらは排卵前の多くの卵胞から分泌されるエス トロジェンや排卵時間などが影響しているかもし

れなし、。妊娠7日目および10日目には、 投与群では対照群に比較して、多数の匪が着床するが、着床した
匪の発育は担害されていなかったO 妊娠21日目でも、投与群の生存胎子教は、対照群のそれよりも多く、
過剰妊娠が妊娠後期まで維持されることがわかったO 投与群で妊娠21日固め胎抱，胎子および胎種電量;ま
対照群に比較して軽し、のは、多くの胎子が着床、発育するために、胎子一頭あたりの血液供給量の不足や、

胎子同士の機械的圧迫などが原因と考えられたO

主要文献

し 高橋寿太郎，本田和正，正木淳二 :過排卵処置による成熟ラ ットの妊娠租害と妊娠前半期の血清プロラ

クチンおよびプロジェステロン濃度の変化について，家畜繁殖誌， 28， 59~66 ， 1982 
2.石橋 功:種々の量の PMSGとHOGを投与した成熟ラットにおける排卵数と受精および発育につい
て，家畜繁殖蒜， 29， 1~7 ， 1983 
う Miller，B. G. and ArmstronろD.T. : Effec七sof a Superovula七orydose of pregnan七

mare eerum gonado七ropinon ovarian func七工on，Serum es七 radio~ and progeste-
rone levels and ea功T embryo developmen七 in imma七ure ra七日 Biol.Reprod. ， 25， 
261-271，1981 
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めん羊の反復過排卵誘起

Repeated Superovulation in the Sheep 

福井豊 ・加納宏 ・小林正之 ・小野斉

Yu七aka FUKU工， lUroshi KANQ， 
Ma.sayuki KOBAYASH工 andHitoshi ONO 

帯広畜産大学畜産学部肉畜増殖学教室

peparttn.en七 ofMea.t Animal Reproduction， 
Obihiro Un.iv. of Agr. & Ve七. Med. 

Superovula七ionwas induced repea七edlyin ewes with medroxyproges-

七erone (MAP) sponge and follicle stimulating hormone (FSH) plus 

gonadotropin releasing hormone (GnRH) throughout the year. Fif七een

ma七ureewes were七reatedwith MAP sponge for 12 days， followed by 

18 mg FSH (111) with 12-hr intervals over 3 days and 100 jJ-g GnRH (n1) 

at estrus observed. Estrous ewes were ar七ificially inseminated with 

either fresh or frozen-七hawedsemen. Mean ovula七ionrates were de-

creased in repea七edly七rea七ed ewes~ 7.4， 5.5， 8.4， 3.2， 1.3， 5.5， 

1.0 for 1 - 7 tどeatmen七s，respectively. Embryo recovery rate aver-

aged 55.7も andfertilization rate was 48.8%. The presen七 S七udy

indica七esthat repeated superovulation could be obtainable a七 leas七

in 3 successive tどeatmentsin ewes by a proges七ogentrea七men七

combined wi七h FSH and GnRH regardless of seasons. 

緒言:めん羊の受精卵移植の研究および実用化の弊害になっている一つは，めん羊の季節繁殖性である。今

日まで，非繁殖季節における発情および過排卵誘起の報告は多数見られるが(1， 2)，年聞を通した反復過

排卵lζ関する報告は少なし、。今回，筆者らは季節IL関係なく過排卵誘起を実施し，反復処置後の排卵数，卵子

回収率，受精率を検討した。

方法:サフォーク種およびコリデール種の成熟雌羊15頭を用いた。雌羊iζ60mgの6-me th)i-17-ace toxy 

proges terone (MA P)を含む腿内スポンジを12日間婦人した。婦人後11，12 (スポンジ除去臼)， 13日目の

ヲ



哨乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.) 第2巻 第 1号 1 985年4月

3日間，12時間毎に計6回 (4，4，3，3，2，2mg)の卵胞刺激ホルモン (FS H :ァ ントリン，東芝製

薬)を筋肉内注射した。さらに，発情出現時lζ100μ9CnRH (コンセラーJv， 武田薬品)を筋注した。発情

雌羊は新鮮原精液または凍結 ・融解精液で 1-3回人工授精した。その後2-3日自に開腹手術し，封印H数の

記録，卵子回収を行なった。供試頭数は漸次減少したが，同様の処置を7固まで反復した。

結果 .反復過排卵処置による排卵数，卵子回収率，受精率をTableUC示 した。排卵数は反復処置により低

下する傾向にあったが， 3回目までは有意差は認められなかった。平均卵子回収率は 55.7必で，反復処置に

よる影響はなかった。受精率は漸次低下したが， 3回目処置時の受精率は 60.9%と良好であった。

Table 1. Resul七sof repea七edsuperovulation in the sheep 

No. of No. ewes No. ewes Ovulation 
trea七ment trea七ed heated (Mean土S.0.) 
(In七erval:
days) 

d
 
e
 
z
 

・1
h
，

可
よ

aau

--ょ，，、

や
Lr
 
e
 

F
 

a-E
d
 

o-e 
r
 
e

)

 

v
a壱
o

(

 

C
 
e
 
R
 

1 . 15 15 

2. (67.8土30.8) 9 6 

3. (56.1土41.4) 7 5 

4. (47.3土20.4) 6 6 

5. (55.3.:t13.5) 4 

6. (120.0土12.7) 2 

7. (38) 

3 

2 

To七al 44 38 

111 
A，B (7.4土3.8)

33 
(5.5~6.4) 

42 
(8.4土5.4)""
19 
A，C (3.2土1.6) 

4B，D 
(1 .3土1.5)
11 _ 
(5.5土2.1) ~ 

221 
(5.8土4.5)

59 
(53.2)a 
16 
(48.5)a 
23 
(54.8)a 
13 

(68.4)~ 

3 
(75.0)~ 

9 
(81.8)~ 

O 
( 0.0) a 

123 
(55.7) 

38 
(64.4)a 
3 
(18.8)c 
14 . 
(60.9)a，n 
4 
(30.8)n，c 

(33~3)c ， d 
O 句

o • 0)日。『
0.0)'"' 

60 
(48.8) 

A，B，C，O:The same superscrip七sare significantly differen七 (Pく0.05)• 
a，b，c，d:The same superscrip七s in the column are not significantly 

differen七 (P)0.05).

考察:卵子回収は外科的であるため卵管 ・子宮などの癒着などにより供試頭数は減少したが，本法lとより季

節に関係なく めん羊の反復過排卵が可能であることが認められた。特IL，約60日間隔で3日固までの反復処置

では排卵数の有意な低下は見られなかった。初回処置時の受精率 (64.4勿)は人工授精としては満足のいく

ものであったが，反復処置により漸次低下 した。 2回目処置時の受精率 (18.8 %)が低かったのは，雌羊の

l 頭が14伺俳卵し，その内11個回収できたがすべて未受精卵子であったためである。自然交配によれば受精率

の向上が期待されよう。

主要文献 :
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Irish Republic 74:81-83. 
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Biochemical Analysis of the Mechanisms of 

Cytopl部 micMaturation of the Oocyte 

堤治・矢野哲・綾部塚哉・石原理

木下勝之・佐藤和雄・水野正彦

Osamu TSUTSUMI， Tetsu YANO， Takuya A Y ABE， 
Osamu ISHIHARA， Katsuyuki KINOSHITA， 
Kazuo SATOH and Masahiko MIZUNO 

東京大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics & Gynewlogy， Faculty of Mediciue. 

University of Tokyo 

We have developed a microassay method sensitive enough to analyse 

single oocyte in order to know the mechanism of cytoplasmic maturation of the oocyte. 

Immature Wistar rats were superovulated with PMS・hCGand immature oocytes with 

intact germinal vesicle (GV) and rnaturing oocytes in GVB and PB stages were obtained. 

They were denuded， freeze-dried and applied for the assay to determine the enzyme 

activities and meta bolite levels. 

Glycolytic pathway in the immature oocyte was incomplete. Hexokinase activity was 

demonstrated to be one-tenth or one-one hundredth as low as in other tissues， indicating 

that the oocyte can not utilize glucose as energy source. The activities of hexokinase and 

other energy-yielding enzymes increased markedly in the process of maturation being 

induced by hCG. ATP content was also dramatically increased in the maturing oocytes. 

The results indicate glycolysis is stimulated in parallel with oocyte maturation， in othei-

words， the more energy metabolism is activated， the more oocyte maturation is promoted. 

The present study indicates that completion of the metabolic pathway for glycolysis may be 

a good indicator to know cytoplasmic maturation. 
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緒論:晴乳動物の卵子は一般にゴナドトロピン刺激をうけ第一減数分裂を再開し成熟する。同様の

現象は，卵子を卵胞からとり出し培養すると観察されるolj ところが，近年の体外受精匪移殖等の研

究により，形態学的には成熟したと考えられる卵子でも， 1n V 1 troのものは l口 V1VOのものに比較し

て受精率が低く，受精後の発育が悪いことが報告されたfjこれは卵子の成熟においては， (臓の形
態学的変化と同時に(2)細胞質内の質的変化を知る必要があることを示す。そこで我々は卵 l個を試料

とする微量定量法3)を用いて，細胞質の側からみた卵成熟機構を生化学的に解析することを試みた。

方法:

1 )動物実験

Wi star 系幼若雌ラ y ト(2 5日齢約 50 g )に， PMS 10il〆O.2ml生食，その 48時間後に

hOG 30i wO.2ml 生食を皮下注射し過排卵をおこした，排卵は hCG投与後約 12時間でおこり排

卵率は， 8時間後 0%， 1 6時間後 100%であった。

2)卵試料

PMS処置の卵胞からは卵核の認められる未成熟卵， h伯投与 8時間以内の卵胞からは，卵核崩

解の起こった卵を採取した。 hCG投与 16時間では卵管より極体の認められる成熟卵を採取した。

卵は周囲の卵丘細胞を剥離除去し単一の卵とした上で凍結乾燥した。

3)生化学的分析

卵の細胞質のもつ，解糖系の律速酵素である

hexokinase， phosphofructokinase (PFK)，五炭糖シャ

ントの律速酵素 g1 ucose 6 -P dehydrogenase (G 6 PD )， 

TCA回路の malate dehydrogenase(MDH)，解糖末端の

l呂ctat巳 dehydrogenas巴 (LDH)等の活性や， TCA回

路の中間代謝物である CItrate，高エネルギー化合物
4) 

ATPの含量をサイクリング法を用いて増幅定量した

(図 l参照 )。反応液組成等は Lowryによった。

また卵の重量測定にはミクロ天秤，試験管の代わりには

オイルウエノレdを用いたO
結果 :

1) 未成熟卵の酵素活性

PMS処置の未成熟卵の酵素活性を対照とし

て卵巣ホモジ ェネートのものを図 2に示した。

hexokinase活性は， 35.0:t 2.8 nmoVmg of 

dry we i qh t/h (mean士S.D. n = 8 )と極めて低

い。G6PD活性は極大的高活性を示した。

1 2 

図1Glucose Metabolism 
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MDHやLDHの活性も高く，一般の体細胞の水準であった。

2)成熟過程での活性変化

卵成熟過程での活性変化を hCG投与後経時的にみる

と(図3)， MDHの特異活性は約 3倍と著明に増加し

た。hexokinase活性， PFK活性も2倍程度に増加し，

解糖系が活発化することが明らかとなった。LDH活性

に著変なく G6PD活性は低下傾向を示した。

3) ATPとcitrate含量の変化

ATP含量は図 4に示すPMS処理卵の 0.28 pmo 1/00-

cyteから， h白処理 16時間の 0.61 pmo l/oocy teへと 2

倍以上の増加を示し，卵成熟に伴う解糖の活発化を示し

た。PMS 処置による差は認められなかった。逆に，

ci trate含量は， 2.43::t0.40pmol/00cyteから1.80土

0.26 pmol/oocyteへと hCG投与後有意に低下した。

考察:

1) 未成熟卵の特徴

未成熟卵のもつ酵素量で，最も特徴的なことは， hex-

okinase活性が他組織に比較して1/10-1/100と極め

て低いことである。これは，卵では hexokinase が解糖

の律速酵素となり， gl ucose利用が不良で、，卵の解糖系

が未熟であることを示す。G6PD 活性が高く，五炭糖

シャントは活発で，被酸合成の素材であるリボースの供

給や，還元型補酵素のNADPH等の産生はおこなわれる

と考えられる。MDHやLDHの活性が高いことは， Pyr-

uvateなどの基質の供給を受ければ，独自の ATP産生

図3hCG投与後成熟過程での
酵素活性の変化
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が可能であろう。 園5卵成勲にともなう代樹経路の変化

2) 成熟過程での変化

hCG投与後の卵成熟過程で，卵内部の解

糖系の活性は上昇し，エネルギー代謝が活

発化することが分わった。各酵素活性が上

昇する中で， G6PD活性が低下することは，

LH刺激により， 五炭糖シャ ン卜 という バ

イパスから解糖の主要路へとスイ ァチの切

Glucose Glucose 

LH刺激

G6P 亡ミ〉 G6P 

¥ l~ 
F6P 6PG F6P 6PG 

-1 3 -

成凪にとも傘い五自慢檀シャント1:低下する
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替が起こることを意味する(凶 5)。 これに同連して卵内部

の解糖系の制御には，巧妙な代謝調節機構が闘与することが

明らか となった(図 6)。まず，先に述べたスイッチの切替

により卵内で fructose6-Pが蓄積してくる。 これは代謝系

の上位に生成する代謝物が後方の律速酵素をアロステリックに

活性化するモデルで、あり， P円くのアクチベーターである。逆に

Pf'Kの活性をアロステリ ックに抑制する C1 t ra te含量は低下

図6 PFK活性の制御機構

1 醇棄の増加 (Induction)

2. F8P増加 (feedfoward activatlon) 

3. Citra回減Y(feed back inhibition・)

F8P..--一一「
↓ - ~l 前tivatio山

(Phosphofructokinase) ..( I J 

↓ 11 inhibition .131 
Citrate・=二J

し，抑制lは解除の方向にすすむ。これより， PFK活性の制御には酵素量の増加のみならずF6P

の増加lによる post fow日rdact ivationおよび cttrate減少によ る negative feed backの解除が関

係することが明らかになった。 ATP含量の増加は，卵成熟に伴うエネノレギ一代謝の活発化を反映し

ていると考えられる。

3)細胞質の成熟

未成熟卵のエネルギ一代謝は，不完全で未熟であり ，L H刺激後，代謝路の変化，活性化が起こ

り，成熟型へと移行する。すべての細胞は，生命を維持しなんらかの活動をおこなうために，エネ

ルギーが供給されなければならない。エネルギ一代謝の未熟型から成熟型への変化は，細胞質成熟

の指標というこ とができるが， さらに進んで細胞質内のエネルギ一代謝の成熟こそが細胞質の成熟

を代表するとも考えられる。そこで我々は，卵核崩壊に始まる核の成熟に対して，細胞質の成熟を

卵内部のエネノレギ一代謝の成熟としてとらえ，卵成熟機構をさらに究明したいと考えている。OM1

や c八Mドの成熱抑制効果についても核，細胞質の両面から分析を加え，近年明らかになりつつある，

卵の村民なステロイド代謝能、 プロスタグランジン 代謝能等6)との相関についても明らかにしたい。

文献:

1) Pincus， G. and Enzmann， E. V. The comparative behavior of mammal ian eggs in vivo and 

in vitro，J.日xp.Med.，62:665， 1935 

2) Fulka， J. Pavlok，ん andFulka， J. 1n vitro fertil izalion of zona free bovine oocy-

les malured in cul lure， J. R巴prod.Ferl.， 64;495， 1982 

3) 堤治，矢封哲，石原理，石川真木，木下勝之，佐藤和雄，水野正彦，坂元正一，サイクリング法

による哨乳動物卵子代謝動態解析， Il，ti乳卵研誌 1: 4 5， 1 9 8 4 

4)堤治，佐藤和維，坂元正一，加藤尚彦 :1酵素的サイクリングによる超徴量分析法の産婦人科領域

における応用，臨婦産 34; 6 5 3， 1 9 8 0 

5) しowry，O. H. and Passoneau， J. V. : A flexible syslem， of enzymatic analysis， Academic 

.Press， Ncw York 1 9 7 2 

6)虎治，受精着床過程における卵の物質代謝およびそのm1 croenVlronment 形成の生化学的解析，

臼戸主婦誌 36:1377，1984 
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晴乳動物卵子におけるステロイド代謝

Steroid Metabolism in the Mammalian Oocyte 

綾部琢哉・堤 治 ・北川浩明 ・矢野哲 ・木下勝之 ・佐藤和雄 ・水野正彦

Takuya AYABE， Osamu TSUTSUMI， Hiroaki KITAGAWA， 

Tetsu Y ANO， Katsuyuki KINOSHIT A， Kazuo SATOH， 

Masahiko MIZUNO 

東京大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics & Gynecology， Faculty of Medicine， University of Tokyo 

In order to know the significance of estrogens on mammalian oocyte maturation， several 

experiments were done using PMS . hCG superovulated Wistar rat. 

1. Conversion experiment revealed that the oocyte itself doesn't produce E， but cumulus 

cells produce an amount of E. 

2. 17 s -HSD activity in the oocyte was measured by cyding method. It was high compared 

with other tissues. It showed that oocyte has metabolic capacity of E. 

3. Aromatase inhibitor did not supress the number of oocytes ovulated， but did supress the 

completion of the 1st meiotic division. E2 treatment showed recovery effect. 

緒言 :両生類卵子においては.その成熟過程IL.ステロイドホノレモンが重要な役割を演じているが.日甫乳動

物卵子lとおいては.卵成熟IC.おけるステロイドの意義はし、まだ明らかではない。

今回我々は.卵・卵丘細胞におけるエストロゲン (E)の産生 ・代謝動態を分析しその卵成熟における意

義について検討を加えたので報告する。

方法:Wistar系ラッ卜 (25日齢)IC.. PMS(lOiu). 48時間後lζhCG(30 iu) を皮下注し.過排卵をお

乙させ.hCG投与16時間後lζ卵管膨大部より採取した卵 ・卵丘細胞. 及び.卵丘細胞を除去した卵を.試料

としfこ。

E産生能の検索には.3 H -androstenedione (ム4)を基質とした転換実験を行なった。即ち 3Hーム4

- 1 5 
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60p mol (5μCi)とprogesterone(P 4 5α-reductaseによる基質の消費を防ぐ)を添加したmBWW

200μI1ζ. それぞれ.卵600コ.卵 ・卵丘細胞複合体250コを加え.95~ぢ air ， 5 ~ぢ C02 37"C 下で24時間培

養した。産生物をクロロホノレム メタノ ール(1 1 )にて3回抽出し.Phenolic separationを行ない.薄

層ク ロマ卜グラフィー (TL C)にて分離した。Eと思われる放射能ピークを無水酢酸:ピリ ジン (1: 1) 

にてアセチル化し.再びTLCを用いて.純品EのアセチJレ化産物と閉じ位置にピークができる乙とにより同

定した。

E代謝能の検索lζは.Estrone (El ) -Estradiol (E2 )聞の転換酵素である17β hydroxysteroid dehy-

drogenase (17 s -HSD)の活性を.サイクリング法を用いて測定した。

Eが.卵の成熟lと及ぼす影響については. E産生酵素である aromataseの阻害剤を用いて検討した。即ち

5α-dihydronorethisterone 0.5 mgをhCGと同時に投与し.排卵数と.第1極体保有率を観察した。更に

E 2 0.5μトあるいは 5μgを補充して.阻害からの回復の有無をみた。

結果 1)E産生能;卵白身は 600個培養しでもどリからEへの転換は認められなかったが.卵・卵丘細胞

複合体250個では.EがO.34 X 106 D PM (転換率8%)産生されていた。

2) 17s-HSD活性は.卵で1.37士O.46 排卵とヱストロゲン

p mol/oocyte/h (mean:tSD. n=10。卵l個

あたりの蛋白量25ngとすれば55n mol/ mg 

protein/h)と.高レベルで代謝能が存在しfこ。

3) E産生を阻害した時.排卵数lζは変化

が認められなかった。 しかしながら.第 1極

体保有率は.対照80~訓ζ比べ. 18~ぢ と有意に

低下し. E? 0.5 μ9 補充群では41 ~ぢ . E2 5 

μg 補充群では50~ぢと.回復がみられた。

す卵成
"， rーーーー

J 
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考察 .本研究lとより.卵自身には aromatase活性が検出されず. Eは主として卵丘細胞側で産生される乙

と.卵細胞はEを代謝しうること. Eが卵の成熟過程lζ関与している乙と.が明らかにされた。即ち.卵丘細

胞側で産生されたEが.何らかの経路で卵側lと移行して代謝され.その過程で卵の成熟lζ影響を及ぼしている

乙とが推測されよう。今後は.卵の細胞質の成熟とEとの関係等について検討をすすめていく予定である。

主要文献

1. 堤 治.他受精着床過程における卵およびその microenvironment形成の生化学的解析.日産婦誌.

36 ; 1377. 1984. 

2. Eppig， J. J.， Freter， R. R.， Ward-Bailey， P. F.， and Schultz， R. M. Inhibition of oocyte 

-inhibitory factor， Dev. Biol.， 100 ; 39， 1983. 

maturation in the mouse Participation of cAMP， steroid hormones， and a putative maturation 
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ハムスター精子尾部の卵細胞質への進入

Incorporation of the Sperm Tail into the 

Hamster Oocytes 

平尾幸久・平岡純
耳障

Yuki-hisa HlRAO and Jun-ichi HlRAOKA長

和歌山県立医科大学生物学教室・解剖学教室*

ホ

Department of Biology andDer:artment of Anatomy，W叫~yamaMedical College 

At various tirres after the artificial inseminationinvivo，thefertilizedeggswere flushed fromthe amPJlla 

of the oviduct of hamsters. The processes of the s伊rmtai 1 entry into the ovum were studied wi th t he 

scanning electron microscope. At 6-7hr after the insemination， the sJerm head袖 Smco咋沿ratedcomple-

tely into the ooplasm， but the entire sperm tail still projects freely over the 0∞yte surface. The region 

whi ch the se co凶 polarbody is extruded was different from where the first polar bαおTemerged. At 8-9 hr 

after the insemination， the sperm包ilwas attached in a ripple-like fashion to the ∞cyt e surf ace . 

The si tes where some portions of the tai 1 attached were trapped by the mi crovilli of the oocyte ，and began 

to Sl此 intothe ooplasm. Thus， the entire sperm tail was incorporated into the ∞plasm successively but 
almost synchronously. From these observations， we have become to propose a model for the mechanism of 

the s戸rmtai 1 entry into the ooplasm in vivo. 

緒言:近年晴乳動物卵の受精現象に関する解析に走査電顕(SEM)を用いて，卵表上lζ見られる微細構造の

変化を観察した研究は多い (1-8)。しかしながら，ζれまで行われた観察は皆，卵表上での精子頭部の取り

込みに関する問題にのみ終始された感がある。即ち卵表lζ接した精子頭部はEquatorialsegment及び post-

acrosomal regionで卵膜と融合したあと，やがて頭部全体が卵細胞質lζ沈んで行く ζとが明らかにされた(1. 

2.4.5.7 )。そして頭部の侵入後，やがて尾部もその全長にわたって卵細胞質へ取り込まれると考えられている。

尾部の取り込みはあたかも頭部の融合点から卵内に吸い込まれるかのよ うに恩われている。しかしながら侵入

した頭部はただちに膨化 CDecondensation) を起し，まだ卵表外lとある長い尾部はもはやその推進力は失って

おり C3.9-11) ，頭部の膨化部を卵細胞質中に深く押しやりながら， 自らも卵細胞質IL:進入すると考えるには

不自然さが残る。そ乙で本観察はコ-)レデンハムスターを用い，頭部の侵入後に起り得る出来事K注目して，

尾部がどのようにして取り込まれるかを SEMで詳しく観察した。その結果，尾部の全長にわたって，と ζろ
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どζろ卵表上で膜融合を起しながら，ほぼ問時聞にその全体が取り込まれる ととが判ったので報告する。

方法:ゴーノレデンハムスタ -ii自動的に昼夜をコントロールした飼育室で繁殖させたものを用いた(室温は

a:rc _250C )。受精卵を得るために，成熟した雌(6 -10週齢，体重lα)-3∞'})の発情周期の第 1日目の午
前iζPMSGを30単位，続いて第3日目の夕方lζHCGを 25単位を腹腔内に注射するととによって過剰排卵させ

た。HCGの注射のあと 12時間自に，雄の精巣上体尾部の基部を切り 出し. 2 mtの0.85%のNact中で精子懸濁液

を作り ，次いで 0.2-0. 3mtの精子懸濁液を雌の子宮iζ注入して人工媒精を行った。人工媒精後6-10時間の聞

の各1時間毎lζ ，輸卵管を切り出し ，おnpulla部lζ注射針(ぬ30gause needle)をさし込んでFlushする乙と

によって受精卵を得た。取り出した卵子を 0.1%同raluronidase，次いで O.1 % Trypsinで処理して，卵丘細

胞及び透明帯を溶解して裸の卵子を得た。卵子の固定には 2.5 % Glutaraldehydeで2時間固定した。固定後.

予め poly-Lーlysine(sigrna溶液lζ5x 5 M のガラス片を浸しておいて，使用時に O.1 M cacodylate buffer 

で洗ったあと ，乙のガラス片に卵子を乗せて付着させた。卵子の付着したガラス片をO.lMcacodylate buffer 

の入った秤量ピンに入れて，冷蔵庫(40C )で一晩保存した。脱水はアセ トンで行い，酢酸イ ソアミ lレlζ通し

て臨界点乾燥を行った。観察はHitachiS-450型の走査電子顕微鏡で行った。

結果:観察は 320ケの卵子について行った。上記の人工媒精によって得られた受精卵はすべて地 nospermy

の卵子が得られた。

人工媒精後6ー7時間で，精子頭部の取り込みはほぼ完了し，長い尾部は卵表外に見られた (Figs1 -2)。

乙の時期には第2極体が放出中か，放出がほぼ完了する (Figs1 -2) .又第2極体の放出は.いつも第 1極体

の放出場所とはやや離れたと乙 ろで起った。第 l極体の放出跡は太くて長いMicrovilliが粗lζ分布する乙とに

よって特長ずけられる (Fig2)。精子頭部の侵入点は第 l極|本放出の近い所や，それとはまったく離れた所で

見られ，いずれもMicrovilliの密集すると 乙ろで起った。しかし頭部の取り込みの所には Incorporationconeは

見られなかった (Figs.2-3)。頭部の取り込みのあと直ちに頭部は卵細胞質でDecondensationを起した。

人工媒精後8-91時間では，第 2極体の放出は完了するが極体はまだ卵表と連らなっている (Fig.3)。又乙

の時期では頭部は卵細胞質中で前核形成が始まっている。卵表外iζ突き出していた長い尾部は卵表上lζ波を打

つかのような形で卵表に付着する (Fig.3)。卵表を1周するほどの長い尾部は卵の半球上にすっぽり収まるよ

うな形で付着する。一見すると比較的等間隔の縫い糸の目のように見える(Fig.4)。乙れ らの目 と目の聞では，

もう既に卵細胞質中に沈んでおり ，そ乙では卵細胞膜と融合を起している乙とを暗示している(Figs.4-5)。

人工媒精後10時間で，尾部は次から次へと卵表から消えて行くのが見られた (Fig.6)。尾部の卵細胞質への

取り込みは中片から順次その後端lζ向けて起るが，ほぽ同時期lζ尾部全域にわた って卵表上から取り込まれた。

考察:本観察を通じて，頭部の取り込みの後で，尾部の卵細胞質への進入が特異的な方法で起るととが明ら

かになった。ζれまで，尾部の卵内への進入は頭部の侵入後，その膜融合点から吸い込まれるかのように推測

されている。 しかしながら卵表上で精子頭部のEquatorialsegment及び post-acrosomal regi onで膜融合

を起して卵内に取り込まれた顕部は，ただちK卵細胞質中で膨化 (Decondensa t i on)が起る。乙の時光顕で見

る限り，中片の前端部は頭部から既に離れている。従って長い尾部が卵細胞質中に進入するにしても，膨化し

- 1 8 
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た頭部を尾部の推進力でさらに卵内に深く押しやりながら尾部を進入させると考えるには不自然さがある。事

実，透明帯を通り抜けた精子の尾は急速に動きが失われるととがHamsterやMouseで観察されている(3.9.10)。

Yanagi machi (11)によれば，ハムスターの精子がハムスター卵の透明帯を通過した後，囲卵腔中の精子尾留は

急速に動きを失い，小さな震動するような動きに変わる。そして頭部がDecondensati onを起したあとに，尾

部はその基部から先端lζ向けてゆっくりと， しかも速やかに卵内に取り込まれるという。本観察では，頭部が

ほぼ完全に取り込まれたあと，長い尾部は卵表外lζ突き出していた。恐らく囲卵腔中でゆっくり民atしている

ととを予測させる。と乙ろが次の 1時間で，尾部の一部が卵表上のMicrovilliIζよって捕えられ，卵の半球上

lζ波状Iζ付着するのが観察された。それぞれの付着したと乙ろでは，尾部の一部は卵細胞質中lζ沈んでいるの

が見られた。 ζの様な状態では.一見すると縫い糸で卵表を縫い付けた糸自のように比較的規則的な配列を示

した。 ζのような付着は尾部の基部からその後端lζ向けて順次起るのではなく，尾部の全域にわたってほぼ同

時に起った。又付着点からの取り込みも，尾部の基部から先行して起るが，ほとんど同時にその全域にわたっ

て起った。 ζのように卵表の半球上lζ尾部の全域が波状にへパリ付く乙とによって，それぞれの付着点で卵膜

と融合して卵内に取り込まれるのは，長い尾部をスピーディーに取り込ませるに最も合理的な方法で行われて

いると云える。

一方 invitroで. Zona freeのハムスタ ー卵存受精させた時，精子の前核が形成されたあとでも，尾部の大

部分は卵の外lζ残され，尾部の取り込みが遅れる。との乙とはYanagimachi(11)1とよっても指摘されている。

しかし invivoでの受精では例外なく精子尾部はその全長にわたって取り込まれた。乙の乙とは透明帯によっ

て形成される囲卵腔と関係があるのかも知れない。即ち囲卵腔lζ侵入した尾部はその中でゆっくりとbeatしな

がら，囲卵腔の最も狭いと 乙ろで，尾部の一部が卵のMicrovilliに接し，その結果MicrovilliIζよって捕えら

れると ，尾部の動きは制限され，その動きは小さな振巾lζ変わり，卵表上で次々に捕えられ波状に付着する乙

とが予想される。と乙ろが囲卵腔を持たない裸の卵では，卵表外lζ突き出た尾部の動きはその振巾も大きく，

いつまでたっても卵表上で捕えられ難く，その取り込みも大巾に遅れるものと思われる。
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The ability of hamster follicular oocytes 

to form male pronuclei 

ハムスター卵胞卵子の雄性前核形成能について

Yoshie Suzuki and Kahei Sato 

鈴木淑恵・佐藤嘉兵

Laboratory of Anima1 Reproduction， Co11ege of Agricu1ture 

and Veterinary Medicine， Nihon University 

日本大学農獣医学部・家畜繁殖学教室

ハムスター卵胞卵子の雄性前核形成能について検討を加えた。成熟l雌ハムスターに30
IUのP門SG投与を行い、 52・55時間後に30lUのHCGを投与し、 10，12，13あるいは15時間後
に卵胞卵子を採取した。この卵胞卵子を前培養した精子を用いて体外受精を行った。そ
の結果、受精した精子の頭部膨化及び雄性前核形成の割合は卵子の成熟が進むにつれて
増加した。また、上記の時聞に採取した卵胞卵子を2時間培養した後に体外受精した結
果、それらの雄性前核形成率は培養しなかうたものに比べ有意に増加した。

Abstract: Using in vitro ferti1ization， the abi1ity of sperm pronu-
c1eus formation in hamster fo11icu1ar oocytes was examined. Fema1e 

golden hamsters were given 30IU PMSG followed by 30IU HCG injection 

52 to 55hs 1ater. The oocytes were recovered at various times (10， 
12，13 or 15h) after HCG injection. The proportion of the head of 
penetrating spermatozoa to swe11 and form the pronuc1eus were gradu-

a11y increased as maturation of oocytes advanced. When the fo11icu-

1ar oocytes were cultured in a chemica11y defined med工umfor 2hs be-

fore insemination， cu1tured oocytes were more capab1e of forming the 
pronuc1ei to non-cu1tured oocytes. 

The abi1ity of immature fo11icu1ar oocytes in mamma1s to undergo 

maturation under various in vitro conditions has been reported 

(Biggers，1973; Yanagimachi，1981). However， it has been shown that 
errors in ferti1ization process in fo11icu1ar oocytes matured in 

vitro occur (Thibau1t et a1.，1975). This error of ferti1ization is 
an inabi1ity of the head of penetrating spermatozoa to swe11 and 

form a norma1 pronuc1eus. These resu1ts indicate that the in vitro 

matured oocytes 1acks such factors for decondensat工onand formation 

of sperm nuc1eus. At the present time， however， informations about 
the mechanisms on sperm pronuc1eus deve10pment are few. The present 

study was performed to examine when hamster fo11icu1ar oocytes be-

come capab1e of forming the ma1e pronuc1eus. 

2 1 -



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.) 第2巻第 1号 1 985年4月

MATERIALS and METHODS 

The mTALP medium(Bavister and Yanagimachi，1977) was used for the 
sperm preincubation and in vitro fert工1ization. The medium was the 

fo1lowing composition: 101.02mM NaC1， 2.68mM KC1， 1.80mM CaC1
2
， 0.49 

mM MgC1
2
6H
2
0， 0.36mM NaH

2
P0
4
H
2
0， 35.70mM NaHC0

3
， 4.50mM O-glucose， 

0.09mM Na-pyrubate， 9.00mM Na-1actate， 0.50mM Taurine， 0.05mM L-
epinephrine， 75IU/ml K-penici1in-G， 100ug/m1 Streptomycin-S0

4
， and 

15.0 g/l bovine serum a1bmin (BSA). The medium for oocyte cu1ture 

was inc1uding 4 amino acids(0.2mM L-Iso1eucine， 1.OmM L-G1utamine， 
0.05 mM L-Methionine， O.lmM L-Pheny1aranine) and 0.5g/1 Po1yviny1-

pyrro1idone in mTALP medium. The pH of both chemica11y defined media 

were adjusted to 7.2. Mature fema1e golden hamsters(100-120g) were 

given 30IU pregnant mere serum gonadotropin (PMSG) by i.p. injection 

on Dayl(day of proestrous discharge) prior to 1200h fo11owed by i.p. 

injection of 30IU human chorionic gonadotropin (HCG) 52 to 55 hs 

1ater. Anima1s were ki11ed at various times(10，12，13 and 15hs) after 
HCG injection， and excised ovaries were placed on a watchg1ass con-
taining M2 medium(Quinn et a1.， 1982) without BSA. Large preovu1ato-
ry fo11ic1es near the ovarian surfaces were broken with a sharp 

need1e to re1ease oocytes from the fo11ic1es. The oocytes were 

p1aced to disperse cumu1us ce11s in mTALP medium containing 0.2も

bovine testicular hya1uronidase(Sigma.) for 3-5 min. Cumu1us-free 

oocytes were rinsed 3 times in the incubation medium fo11owed by 

insemination with spermatozoa preincubated for 3 to 4 hs in mTALP 

medium， and incubated for 5 hs. The other experiment， the fo11icu1ar 
oocytes with surrounding cumu1us masses were rinsed 2 times by the 

oocyte cu1tured medium， and then cultured for 2 hs. After 2h-incu-

bation， the oocytes were inseminated after disso1ution of cumu1us 

cells using hyaluronidase， and incubated in mTALP medium for 5 hs. 
After incubation for ferti1ization， a11 oocytes fixed in 2.5も glu-
taraldehyde were mounted between slides and coverslips supported by 

4 spots of vase1ine-parafine mixture， and subsequent1y examined with 
the phase-contrast microscope for signs (sperm penetration， sperm 
head en1argement， and the formation of ma1e pronucleus) of fertili-
zation. 

RESULTS and DISCUSSION 

The abi1ity of oocytes recovered from the fo11ic1es 10 to 13 hs 

after HCG injection to be fert主1izedwas assessed by preincubated 

spermatozoa. As shown in Tab1e 1， after 10 to 13 hs of HCG injec-
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七工on，the proportion of oocytes recovered from the fo11ic1es formed 

ma1e pronuc1ei increased gradua11y as maturat工onadvanced. Ovu1ation 

was seen between 12 to 15 hs after HCG injection. Whi1e， pronuc1eus 

formations were observed in 54.5-85.1宅 of oocytes recovered from the 

oviducts after 13 and 15 hs of HCG injection respective1y. 1n order 

to examine a re1ationship between ovu1ation and the abi1ity of oocy-

tes to form ma1e pronuc1ei， and then ferti1ized fo11icu1ar oocytes 

cu1tured for 2 hs prior to 工nsemination and examined about morpho-

10gica1 changes occuring in the sperm heads 5hs after insemination. 

As shown in Tab1e 2， 40.8-56.3も of oocytes recovered after 10 to 13 

hs of HCG injection formed ma1e pronuc1ei in their cytop1asm. Wti1e， 

pronuc1eus formations were observed in 85.7も ofovu1ated oocytes re-

covered after 13hs of HCG injection. 

Usui and Yanagimachi (1976) have reported the presence of a factor 

necessary for decondensation of the sperm nuc1eus in the cytop1asm 

of immature hamster oocytes. This factor was ca11ed 'sperm nuc1eus-

decondensing factor (SNDF)' by them. They a1so have observed the 

SNDF beg工ns to appear in the cytop1asm after the germina1 vesic1e 

breakdown， increases with the advancement of nuc1ear maturation， and 
reaches a maximum at the time of ovu1ation. 1n our study， the abi1工-

ty of oocytes to decondense and deve10p the sperm nuc1ei was a max工-

mum 2hs after ovu1ation. Simi1ar resu1ts were found in 2h-cu1tured 

fo11icu1ar and ovu1ated oocytes recovered after 10 to 13 hs of HCG 

injection. Judging from these resu1ts， we estimated that the egg 

cytop1asm was activated by stimu1ation of ovu1ation， and some fac-

tors 1ike the SNDF necessary for deve10pment of the ma1e pronuc1eus 

increased during a short period after ovu1ation. 
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Tab1e 1: In vitro ferti1ization of hamster oocytes 

at various stages of maturation 

Time after No. of eggs No. (も)of penetrated oocytes with 

HCG injection inseminated Tota1 en1arged ma1e 

(hr) sperm head pronuc1eus 

fo11icu1ar oocytes 
10 42 35( 83.3) 13( 37.2) 。
12 41 39( 95.1) 21( 53.9) 3 ( 7.6) 

13 29 24( 88.9) 17( 70.8) 3 ( 12.5) 

ovu1ated oocytes 
13 13 ll( 84.6) 4 ( 36.4) 6 ( 54.5) 
15 56 47( 83.9) 6 ( 12.8) 40( 85.1) 

Tab1e 2: In vitro ferti1ization of hamster oocytes cu1tured 

for 2hr in a chemica11y defined medium 

Time after No. of eggs No. (宅) of penetrated oocytes with 

HCG injection inseminated Tota1 en1arged ma1e 

(hr) sperm head pronuc1eus 

fo11icu1ar oocytes 
10 32 27( 84.4) 4 ( 14.8) ll( 40.8) 
12 45 42( 93.3) 12( 28.6) 20( 47.6) 
13 16 16(100.0) 7 ( 43.7) 9 ( 56.3) 

ovu1ated oocytes 
13 8 7 ( 87.5) 1( 14.3) 6 ( 85.7) 
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体外成熟培養牛卵胞卵子への精子注入に関する研究

1 凍結乾燥精子頭部の注入

Freeze -dried sperm head injection into bovine eggs 

matured in vi tro. 

亀山賢次，浜野光市，菅原七郎，正木淳二

Kameyama:，K.， Hamano，K.， Sugawar、a，S.
and Masalくi，J . 

東北大学農学部家畜繁殖学教室

Dept. of Anim.Sci.， Fac. of Agric.， Tohoku Univ.， Sendai 

Bovine sperm head stored by freeze-dring was injected into bovine 

oocytes matured in vitro by microsurgery. A11 the sperm succesfu11y 

injected were decondenced and 13.0 percent of them(6/46) deve10ped into ma1e 

pronuc1eus in egg cytop1asm. The resu1t indicate that bovine freeze-dried 

sterm heads may be avai1ab1e for in vitro fertilization if injected into 

bovine oocytes. 

緒言:晴乳動物における体外受精研究は，受精現象の解明に貢献している。家畜では，精子および卵子の
受精能の検査，不妊および切迫屠殺雌の卵子の利用などの観点から ，体外受精法の確立が待たれている。 もし

受精能を有する精子を人為的に直接卵子内に注入して受精および発生に導くことができれば，最少の精子数で

目的を達することになる。また，自力で受精し得ない精子 ，例えば奇形精子，死滅精子，さらには異種精子の注

入による受精試験も可能となる。また，受精の各過程の重要性や意義などを解析するためにも役立つと考えられる。
晴乳動物卵子の精子注入の研究は ，1976年，初めてハムスターで試みられた。すなわち，上原と柳町は，
排卵直後のハムスター未受精卵に精子核を注入し，雄性前核への発達を認めた。1)また，精子核の機能は比較的

安定しており， 超音波処理により尾部や先体の一部を除去したハムスタ ー精子頭部2)や凍結乾燥した人精子 1)
でも，ハムスター卵細胞質内で雄性前核に発達し得ることが報告されている。その後，マウス精子を注入した
ラット卵子は 2細胞期へ， 3)また，マウス配偶子を用いた実験では.IiE鍍胞期まで発生4したことが報告されてい

る。本実験では，体外で成熟させた牛卵胞卵子内に凍結乾燥後4.0に保存した牛精子頭部を注入し，興味ある
知見を得たので報告する。

方法:牛卵胞卵子の採取と成熟培養の方法は菅原ら 5)の方法に従った。成熟培養後の卵子は，頼粒層細胞

を除去するために， O. 1係ヒアルロニダーゼを含むHam'sF-12に移し培養した。30分後，顎粒層細胞は，
実体顕微鏡下で針を用いて除去した。その後，卵子は 5%牛胎児血清， 0.05 mMピルビン酸ナトリウム，

F
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21.58mM乳酸ナトリウムを含むHam'sF -12に移し，精子頭部の注入を行った。この培養液は，顕微操作後
の培養にも用いた。

注入精子は ，人工授精用の凍結ス トロー精液を融解して用いた。生理食液水で洗浄後，インジェクション・
ピペットで 1個の精子を吸入し卵子に注入する操作を容易にするため， 超音波処理によって尾部を除去し，頭

部のみとした。凍結乾燥処理は，超音波処理液を生理食塩水で2回洗浄したのち， 0.1 mtずつ分注し，凍結乾
燥機に 1時聞かけた。凍結乾燥した精子頭部は4'0下で 1週間から 6か月間保存したものを使用した。使用時
には 0.1mtの蒸留水を加えたのち，さらに 3係ポ リピニルピロリドンを含む生理食塩水 1mtを加え，よく振と
うして用いた。

顕微操作終了20時間後に卵子を固定し，注入した精子頭部の発達段階を調べた。また， 対照区の卵子には，
同様の機械的刺激によ り雌性前核の形成が見られるかどうか調べるため ，生理食塩水+3係ポリピニルピロリ
ドンを注入した。

結果および考察: 卵子への注入に成功した凍結乾燥精子頭部はすべて膨化し ，13係 (6/46) が前核
に発達した。対照区では，前核形成は 1例も観察されなかった。このことは，精子を直接卵子内に注入する場
合 ，凍結乾燥後保存した精子を利用できる可能性を示している。卵細胞質に注入した精子頭部がすべて膨化し

得たことは，牛卵細胞質にはこれを誘起する因子が存在することを示唆している。さらに前核への発達に必要
な因子は，卵細胞質の活力と密接に関係しているものと思われる。

屠場材料の卵巣から吸引採取した卵胞卵子は，性状が不安定であるが数多く得られるため，本実験のような
マイクロ ・マニピュレーシ ョンの実験材料および予備実験の材料としては適切と考えられる。しかし，長時間
の体外成熟培養によって卵子の活力が低下するとみられるので，体内成熟卵子に比べて条件が劣るかも知れな
い。さらに ，注入操作による損傷が多少とも加わるため，卵子の活力は特に重要な因子になってくる。そのた
め，注入妓術を向上させることによ り，卵子の損傷を少なくする必要がある。

当研究室では ，本実験と同様の屠場材料からの牛卵胞卵子を用いて，同様な体外成熟培養を行ったのち体外
受精を試み， 8細胞期までの発生に成功しているi)卵子に直接精子を注入した場合でも，注入後の培養を継続
し，技術的問題点を解決していくことにより，卵割の誘起が起こり得るものと期待される。

Tab1e 1. Deve10pment of bovine sperm heads 20h after injection into bovine 
oocytes 
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Sperm head deve10pment 
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Freeze-dried 
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46 40 (87.0%) 6 (13.0%) 

3% PVP-sa1ine 49 
(Contro1) 
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内視鏡によるブタ卵胞内卵子の採取法

Laparoscopic procedures for collection 

of foll icular oocytes in gi 1 ts. 

菅原七郎， 亀山賢次，橋本伸二，浜野光市，宮本明夫 ，渡辺伸也 ，

佐々田比日志，梅津元昭，正木淳二，米武田光彦，来菅野興文

Sugawar‘a.S.. Kameyama.K.. Hashimoto.S.. Hamano.K..トJ
Miyamoto.A.. Watanabe.S.. Sasada.H.. Umezu.M.. Masaki.J.. 
安Takeda.M.and合Sugano.O.

東北大学農学部家畜繁殖学教室

均百和産業総合研究所，第 7研，水戸市

Dept. of Anim.Sci.. Fac. of Agric.. Tohoku Univ.. Sendai. 
*Central Research Laboratory. Showasangyo Co. Ltd.. Mito. 

The studies were attempted to innovate a procedure for collection of 

follicular oocytes using the techniques of laparoscopy. 

The immature gi1ts aged from 120 to 165 days were treated with PMSG. hCG 

and GnRH to induce fo11icu1ar growth and maturation. Three anima1s under-

went laparoscopic examination and fo11icu1ar oocytes were recovered from two 

of them. The rate of ovum recovery was very 10w. 

From the resu1ts obtained in the present experiments. we conc1uded that 

laparoscopic techniques via transabdomina1 approch wil1 be effective for the 

recovery of fo11icular oocytes in swine， if the instruments of the laparoscopy 

for anima1s is improved. The bore size of the need1e and the vacuum pressure 

inf1uenced the proportion and qua1ity of oocytes obtained from the fo11icu1ar 

aspirates. 

内視鏡術は医学獣医学の分野で広く 利用されている。1)近年内視鏡術は生殖生理の研究にも応用されてきて

いる。家畜では極く最近ヒツ ジとゥ、ンて‘下垂体ー生殖腺機能の解析2J吻H巣機能の周期的変化4プ姓娠鑑定9;10)

人工授精(子宮角への精液注入)1;，12)卵胞内卵子の採取1?，14)や卵子の移植15)などに利用され始めている。

内視鏡術は手術法と比べて術中，術後も極めて安全であり，卵子の採取や移植などに応用できれば従来の方
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式では移植できない発生段階の卵子の移植，また繁殖生理の研究に極めて有効な手段となる。

しかし，本邦では家畜用の内視鏡術は研究が少なく，殆んど実用化の段階に至っていない。それ故，各種家

畜に至適な内視鏡術の開発が望まれる。

本研究は幼若ブタにおける内視鏡術による卵胞内卵子の採取法について検討したのでその成果について報告

する。

材料および方法

動物 4.0-5.5ヶ月齢の大ヨークシャー，ランドレス，ハンプシャー，スポットなどの各雑種で体重が70

-90Kgの3頭を用いた。

排卵誘起処理:各個体は 1，0001 UのPMSGを筋注し， 96時間後に 5001UのhCG，または 500i"9の

GnRH (コンセラール)を筋注した。

内視鏡術の実施:⑦装置と器具ー本研究ではヒト用(直径 1071l1ll， 長さ 30 c祝曲型，オリンパス)で光源

(CLE-F型，オリ、ノパス)および内視鏡カメラ (SC16-3R，オリンパス)を用いた。 卵胞内採取針とし

て卵巣実質注射針(外径 1.571l11l) または針の先端を 450 に切った外径 1.871l11lの注射針をステンレス管(長さ

34 cm)にアロンアルファーで接着させたものを用いた。

@術式一前記誘起排卵処理したブタを hCGまたはGnRH投与後 38-42時間後にドロレプタン (2.5m'l 

/10-13K'I) ，またはストレスニール (4nマ/K9)の筋注による前麻酔をし，ハロセン (3.0係ハロセン+

92.5%酸素)の麻酔下で行った。

θ卵子の検査 採取した卵子は成熟卵子か否かを判定するために常法に従い核の検査を行った。

会士
1[¥口 果

結果は表 1に示した如く，内視鏡での観察の結果，排卵誘起法による幼若プタの反応性は良好ではないが卵

胞の発育と排卵に至るものがみられた。

Table 1. Ovarian response and oocyte recovery in the immature gilts induced 
follicular growth by the treatment of PMSG， hCG and GnRH 
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これら細胞のうち吸引可能なものについて内視鏡下で吸引操作を行った結果，卵胞吸引数に対する採卵率は

低いが卵胞内卵子を採取で‘きた。すなわち， 2頭の個体から，それぞれ lコづっの卵胞内卵子を得た。採取さ

れた卵胞内卵子のうち ，1コは殆んど卵胞細胞がなく，他の Iコもそれが非常に少なかった。

採取された卵子の組織学的な検査の結果， 1コはM-1，他の 1コは第 1極体がある成熟卵子であった。

考 察

本研究はプタにおける最初のものであり，得られた成果について比較するものがなく方法論の是非について

論求できない。しかし， 採卵率こそ低かったが内視鏡操作によるプタ卵胞内卵子の採取の可能なことが明らか

になった。今後の検討課題としてまず採卵率をあげるためには術者の技術的熟達は当然、のことであるが，その

他の最も大きな要因と して採取器具，材料の改良工夫が基本と考えられた。とくに，卵巣の個定器具と採取針，

および吸引法(吸引圧力)などの開発工夫が必要である。

また，幼若プタからの安定した良質の成熟卵子を得るための動物の処理法の改良および安定した麻酔法など

の工夫を必要とすることが明かになった。
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Plate 

Aspiration of oocytes by laparoscopy 

Fig. 1 and Fig. 2. Ovary， F:Follicle CL:Corpus luteum 
Arrow:Blood points 

Fig. 1. No good responsed ovary Fig. 2. Large follicles in ovary 

Fig. 3 and Fig. 4. Oocytes recovered by aspiration 

Fig. 3. Premature oocytes 
Fig. 4. matured oocytes with expanded cumulus cells 
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カニューレ経由子宮内 incubationヤギ精子の透明帯

除去ハムスター卵子への侵入

Penetration of goat spermatozoa incubated in 

uterus via cannulae into zona -free hamster eggs. 

浜野光市，佐々田比呂志，菅原七郎，正木淳二

Koichi Hamano， Hiroshi Sasada， Shichiro Sugawara 
叩 dJunji Masaki 

東北大学農学部家畜繁殖学教室

Laboratory of Animal Reproduction， Departmen七 of
Animal SCience， Faculty of Agriculture， 
Tohoku University， Sendai， Japan 

Washed or unwashed goat spermatozoa were injected into estrous and 
non-es七I'OUS goa七uterivia cannulae. The spermatozoa were recovered 
from uterus after 1-7h incubation and inseminated with zona-free 
hamster eggs. After 5h incubation in estrous and non由 estrousgoat 
uteri， spermatozoa previously washed with BO medium， penetrated into 
eggs at a rate of 93.8 % and 76.6 %， respectively. The penetration 
rates of spermatozoa unwashed and washed with physiolosical saline 
were 45.7% and 64.7%， respectively， after 5h incubation in estrous 
uterus. 

緒言:家畜精子の受精能獲得に関する研究は大部分，体外条件下で行われており ，体内における受精能獲

得についての観察は，主に異種動物および実験動物の摘出雌生殖道を利用して行われてきた。本実験では，ヤ

ギ子宮にカニ ューレを装着して，精子の注入 ，回収を試み，発情周期特に発情期と非発情期，子宮内における

incubation時間および精紫成分の精子受精能獲得に及ぼす影響をしらベた。

方法:正常な発情周期をくり返す成熟雌ヤギの子宮にカニュ ーレを装着し，これを腹部側位より体外に出

し，プラスチ ックカパーで覆った。成熟雄ヤギから採取した射出精液は生理食塩水および 80CBrackett & 

OIiphant: 1975)液による洗浄処理区，非洗浄処理区の 3区に分け，発情期および非発情期の各期のヤギ子

宮内にカニ ューレを経由して注入後， 1 -7時間の incubationののち回収し ，媒精に供した。過排卵処理成

熟ハムスターから採取したハムスタ ー卵子(透明帯除去ハムスタ ー卵子)は ，媒精後4時間または 1-6時間

の incuba t ionののち回収し ，固定，染色して受精の判定を行った。

結果:非発情期の子宮内で incubation後の精子のハムスタ ー卵子への侵入率は，生理食塩水洗浄処理区で

は， 5時間 incubation区で ，同区 1， 7時間区に比べ有意に高い 46.4婦を示し， 80液洗浄処理区でも，

5時間 incubation区で同区 1， 3 ， 7時間区よりも有意に高い 766婦の値を示した。非洗浄処理区では各

incubation時間内に有意な差を示さず， 6.7-24.1婦の侵入率にとどまった。発情期の子宮内での lncu-
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ba t ionでは，各処理区とも 5時間の incubation後，最も高い侵入率を示し，非洗浄処理区で45.7係， 生

理食塩水および BO液洗浄処理区で，それぞれ 64.7係および 93.8婦の侵入率を示した (Table.l)。 また，

全処理区を通じて最も高い侵入率を示した BO液洗浄処理後，発情期子宮内で5時間 incubateした精子は媒

精 3時間後に 612%の侵入率を示し， 4時間自にはピーク (84.8%)に達した。

Table 1. Penetration of goat spermatozoa incubated in estrous goat uterus into zona・
free hamster eggs 1n vitro. 

N0.Df * 
No. o:f penetrated eggs 

Sperm Incu-
w1th washing ba七10n

medium time(h) eggs en1arged en1arged ma1e ma1e Tota1 うも
aperm sperm pro- pro-
head heads nuc1eus nuc1ei 

** 1 33 。 2 。 ラ 9.1a 

3 31 。 。 7 。 7 22.5
b 

ラ 35 2 12 16 45.7c 

7 32 。 5 。 6 18.Cd 

29 3 6 20.7
8 

Physio-
12 40.0

f logic2.l 3 30 。 2 9 
saline 

5 34 3 16 2 22 64.7
g 

7 32 7 10 31.3
h 

31 1 。 3 5 16.1~ 

3 28 11 2 15 53.6
j 

B 0 
5 32 2 26 1 30 93.8

k 

7 30 。 7 2 10 33.3
1 

* Eggs were examined 4h a:fter insemination. Examination was repeated three times. 
材 Signific叩 t~ifferen ，? es were noted as :fo110w8; k> a，b，d，e，f，h，i，l (p.':O.01) 
g> a，d，e，i (pくo• 0 1) c) a (p ( O. 0 1 ) j > a ( p" 0・o1) 

考察:精子の受精能獲得のための incubatorとしての雌生殖道の利用は， 実験動物および屠場材料の入手

が容易な牛，フタを中心に行われてきた。本実験で行ったカニ ューレの装着による子宮内 incubation法によ

れば ，同種動物の雌体内での精子の incubationが可能となり，さらに，発情周期に伴う子宮内環境の変化，

incubation時間および精紫成分の精子に及ぼす影響などの検討も可能となる。非洗浄処理区に比べ，生理食

塩水洗浄処理区および BO液洗浄処理区の精子で，子宮内 incubation後，高い侵入率を示し，精子受精能に

及ぼす洗浄の効果が認められた。また，非洗浄処理精子では，子宮内 incubationにもかかわらず，侵入率は

低く，精察成分による精子受精能の阻害作用が推察されたが， 一方，発情周期に伴う子宮内環境の変化も，無

視できないと思われた。 BO液洗浄処理精子の発情期子宮内でで、の5時間の In川cu山bation後の媒精で

間後に侵入を開始し， 4 -5時間目にピークに達したが，これは体外におけるヤギ精子の経時的侵入能の変化

にみられた傾向とほぼ一致するものであった。以上，ヤギ精子は，カニューレを経由した子宮内 incubation

により，十分に受精能を獲得できることが明らかとなった。

主要文献

1. Iritani，A. & Niwa，K. (1977) J.Reprod.Fert.，50，119. 

2. Hanada，A. & Nagase，H. (1981) Japan.J.Anim.Reprod.，27，113. 

3. Iritani，A.， Niwa，K. & Imai，H. (1978) J .Reprod.Fert. ，54，379. 
4. Dandekar，P.V. & Fraser，L.R. (1976) J.Reprod.Fert.，46，77. 

円
ノ
ムzd 



晴乳卵研誌
CJ.Mamm.Ova Res.) 

Vo1.2 No.133-36 

1985 

透 明帝除去ハ ムスタ ー卵子を用 いた

精子受精能 力検査と体外受精 の比較

Correlation of Human ln Vitro Fertilization with 

Zona-free Hamster Egg Sperm Penetration Test 

井 上正入 ・小林善宗 ・本田育子 ・金子みつ恵 ・藤井明平日

Masato 工NOUE.Yoshimune K03AYA8HI. 
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Akikazu FUJII 

東海大学医学部産婦人科学教室

Depart皿entof Obstetrics and Gynecology. 8chooユofMsdicine. 

TOkai U niversi ty 

Ws havs dsvsユopeda rsproducibls and highly ssnsitivs zona-frss ham-

stsr sgg spsrm psnstration tsst(28PT)by the use Of ionophors A23187 

which is ussful for the asssss皿sntof fsrtility potentiaユofmen with 
abnormaユss皿 enpara田 etsrs..l;n the pressnt study. we compared 28PT 

wi.th ths in vi tro fsrtilization of human sggs. to furthsr asssss ths 

accuracy of this bioassay. Forty -six msn participating in an in 

vitro fsrtilization program wsrs includsd in this study. and 82 inss-

minations were psrfor皿 sdaf七erroutins 28PT. 

Thirty←七wo 回 enwi th normaユ Z8PT(主主 70%) gavs a high pens tra tion ra te 
of 95.7土1.6(Mean土8.E・y:6. and fsr tiユizedmost of thsir wivss' sggs in 

each trial. rSsuユtingin an overall fsrtilization rats of 88.6需(101/ 

114sggs). In 7 msn with 8ubnormal 28PT (30-70%).3 faiユsd to fsr-

tiユiz e human sgg8 • but thsir ovsrall fsrtiユization ra ts was also 

high as 80.8係(21/26sggs).8svsn皿印刷tha bnor m a工 28PT(壬30%) 

whose mean penstration rats was 5.3土4.3%.rangingfrom 0% to 28.1% . 

showsd a vsry poor fsrtilization psrformance. and only 1 (3.4係) 0 f 

29 eggs was fertiユized in 12 inseminations. 

These rS8ults indicate that 28PT corrslatss highly wi th ths fsrtili-

zation of human sgg in vitro・

緒言 :不妊症の診断，治療において，精子に受精能力があるか否かは最も基本的な問題である。 1976年

yamglmcudは capacitation したヒト精子が透明帯除去一スター卵子内に侵入するととをはじ

めて報告し，異種間受精を用いて精子の受精能力を検査する ζ とが可能であるととを示唆した。以来 zona-

fr白s ham日七日r egg sperm penetration test (Z8PT) については数多くの研究が行われている。2

しかし正常精子について も受精率に大きなパラツキがあり .falile nega ti v白も少くなく ，その臨床的意
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義Uてついてはまだよく分っていないのが現状である。一般的には. Z 8 P Tは原因不明不妊の診断κは有効で

あるが，乏精子liEや精子無力症といったL、わゆる男性不妊の診断Kはあまり有効でないといわれている。 3

我々は ionophoreA 23187 を用いて化学的に先体反応を誘起することにより，高原度でかつ安定した受精

系を催立し. Z 8 P Tが男性不妊の診断にも非常に有効である ζ とを. 549例の分析から明らかにしてきた。 4

本研究では，同一患者における Z8PTと体外受精の成績を比核するととにより .Z S P Tがどの程度正篠に

精子の受精詑力を反映するかを倹討した。

方法:対象は東海大学産婦人科不妊外来受診中の体外受精予定患者46例で.38例は高度の卵管性不妊であっ

た。残りの8例は男性不妊で，とのうち 4例は卵管因子と合併していた。

ZSPT 

6-8週令の戎熱ゴーノレデンハムスタ ーに過排卵処置をほどζ し. H C G注射後 16-17時間で卵管膨大部

より卵子を採取した。卵子はただちに 0.1 %hyaluronidas eで額結膜細胞を除去し，ついで0.1%trypsin 

Kて透明帯を溶解，除去した。透明帯除去ハムスタ ー卵子は培養液で 3回洗浄後実験に供 した。培養

液は BWW液に3mr;/meのB8A(Caユbioch白m)を加えたものを使用し，卵子の操作は流動パラフイン(半井
化学)下K行った。

精液は3日以上の禁欲期閣において用手的に採取し，倹査は3時間以内に行った。まず通常の精液検査を行

い，残りの精液K培養液を加えて 10meとし，よく境梓後，ティシュペーパーで液過してから 2回遠沈，洗浄
した (400g.5分間 ).沈澄vC1meの培養液を加えて 1時間前培養し. 10μMの 10nophoreAZ3187 
(Calb1ochem)を加えてさらに 1時間培養した。もう一度洗浄後. 1 meの精子浮遊液を作成し ，培養器
( 37・C.5%C02 • 95%空気)内vc約 30分間静置した。 0.2meの精子浮遊液を cuユtur白 dish( Nunc ) に
移し ，約 30個の透明帯除去ハムスター卵子を加えて 3湾問培養した。最終得子演度は3×10~1×10シdで
あった。培養終了後卵子は 2%gユutaraldehyd白および 10%formaユェnで固定した。 95% ethanol 

で脱水してから 0.25%lac moid で染色し，受精率を算定した。受精の判定は膨化精子頭部あるいは雄性前

核の存{Evcより行った。受精率が50%以下の場合は再検した。

体外受精一座移植

48例の不妊患者に計82回の体外受精を行った。月経周期の5日目より cユom i ph e n e 1 0 0 -1 5 0呼/日

を5日間内服させ.10日目より超音波(目立EUB40)陀て卵胞の発育を観察した。主席卵胞の厳大径が20u

程度に発育した時点で患者を入院させ. H C G (待田)5000単位を筋注した。採卵は丘 CG注射後 35- 36 

時間で行った。 67回は腹腔鏡下VC.15回は超音波誘導下に卵胞を穿刺して卵子を採取した。卵子の成熟度は卵

丘，放射冠の状態から判定した。成熟卵子は organ cul七ure dish (Falcon 3037 )に移し 4-5時

間前培養した。卵子の前培養および受精には HamF 10 vc 7.5%の非働化騎手存血血清を加えたものを使用した。

精液は媒精の 2時間前に採取し，室温vc30分冊静重量した。 液化した精液vc培受被告r加えて15miとし. 2回

遠沈，洗浄した(400 g . 5分胡)。洗浄精子K1meの培養液を加えて 1時間培養著書内vcft.し，上方に遊出

した運動性良好の精子を媒楕に用いた。
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前培養した成熟卵子VC1 x 10/meの運動精子を加えて 14-16時間培養した。受精の有無は雌雄前後の存在

により判定した。受精卵は Ha m F 10 VC 15 %非働化騎帯血血清を加えた grow七h medium VC移して，さ

らに培委し ，媒精後30-48時間すなわち 2分割以Hから 4分剖卵K発育した時点て九子宮H室内に移植した。

結果 28PTの成績から不妊患者を受精能力正常群(受精率ミ70%)，受精能力異常群(受精率三五 30%)， 

中間群(受精率 30-70%)の 3群に分けて体外受精のそれと比較した。

28PT正常鮮32例の受精率は 95.7士 1.6%(Mean土8.E. )であった。 ζの32例の不妊患者に計 58

回の体外受精を行った。体外受精の平均受精率は 93.5士2.6%で， 28PTのそれとほぼ同じであったb 乙の

群では合計 114個の成熟卵子を体外受精K用いたが，101個 (88.6%)が受，情した。

一方. 28 P Tで受精能力異常と判定された7例の受精率は5.3:t 4.2 %で，とのうち 2例は受精率 0%で

あった。 7例はいずれも乏精子症か精子無力症で，うち 3例は両者を合併していた。乙の群では12回の体外受

精を試みたが，平均受精率は1.8:t1.9%と非常に低く ，受精したのは 29個の卵子中わずか 1個 (3.4%)で

あった。 28FTで中間鮮と した 7例の受精主主は 48.5士4.8%であった。 7例K対して言十 12回の体外

受精を行ったが，平均受精主容は 56.1土21.5%でZ8 P T正常鮮と異常群の中間の値を示した。個々の受精率

は両極端を示し ，4例は 92.9- 100 %であったが.3例は受精率 0%であった。 乙の群では合計 26個の成

熟卵子を使用 し. 21個(80.8% )が受精した。

考察 :体外受精の臨床応用Kより， 不妊の治療範囲はかなり拡大されてきた。卵管の機能障害だけでなく ，

乏精子症や精子無力症といったいわゆる男性不妊に対しても体外受精が積極的に適用されている。しかしと の

場合でも精子に受精能力のあるζ とが不可欠の条件である。男性不妊の治療方針を決める上で精子に受精能力

があるか否かは最も基本的な問題といえよう。精子の機能倹査には通常，情液倹査が用いられている。しかし径

端な場合を除けば，精液倹査で男性の妊苧性や精子の受精能力を判定するととは不可能に近L、。

28PTは，透明帯を除去するとcapacitationした精子は異種の精子でも卵そ内に侵入できるという

ハムスタ ー卵子の特性を使用した新しい精子受精能力検査法である。2 しかし 28PTが精子のどのような機

能を反決するかについてはまだよく分っていなL、。また精子を培養液中でcapacitat工onさせる通常の方

法では，妊苧性の篠立された正常精子についても安定した高い受精率を得る ζ とはかなりむづかしく ，fal日

negativ自の問題も少くなL、。とれは 28P Tを臨床倹査として用いる上で重大な問題である。精子の受精

能力が実際に問題となるのは乏精子症や精子無力症であり ，これら精子の受精能力を判定するためには28PT

が高感度でかつ安定したものでなければならなL、からである。通常の28PTにおいて受精;$VC大きなパラジ

キがあるのは精子の capacita七ionVCかなりの個人差があるためと説明されている。 2 しかし精液倹査が

正常な場合は，今回の我々の成績からも明らかなように体外受精でほぼ100%近く受精する。 28P T におけ

る capacitionの個人差はあくまでも異種間受精における差であ り，同極間受精である体外受精ではほと

んど問題にならないといえよう。

我々は iOrlophore A 23187 で化学的た先体反応を誘起する乙とにより .28PTVC内在する ζれらの

問題を解決し ，高感度でかつ安定した倹査?去を濯立した。従来の28PTが原因不明不妊の診断には有効であ

R
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るが，いわゆる男性不妊の診断にあまり有効でないといわれているのに対し .ionophor白を用いたZ8PT

は，男性不妊特に乏精子症の診析に非常に有効である。 4 Z8PT (ICより乏精子症や精子無力症の予後をかなり

正催に判定できると我々は考えている。男性の妊苧性と精子の受精能力は必ずしも|司じではなL、。 Z8 P Tが

精子の受精能力をどの程度正縫代反映するかを知るためKは，体外受精の成績と比較すればよL、。しかし ζれ

までZ8PTと体外受精を同一患者について比較した研究はきわめて少なし、。 Wolfら (1983)5は，精液検

査正常の 18例の不妊患者vcZ8PTと体外受精を同時に行い，両者の関係を倹討した。 Z8PT10%を正常と

する と.16例 (89%)が一致し. Z 8 P Tのfal目白 negativ白は 2例(11 % )であったとし、う。また彼

らは 6例の乏精子症患者Kついて同様の倹索を行い. Z 8 P Tの false negativeが 2例(33.3 %). 

false pos工tveが 1例(16.7 % )あったと報告している。 3 一方.FOremanら(1984 )6 は体外受精で

受精しない不妊患者 15例陀ついて Z8PTを行ったと ζろ.9例が5-94% (平均 19.9::t 8. 0 % )の受精率を

示したと報告し. Z 8 P Tでは faユse pos工tiveが大きな問題であると指摘している。

今回我々 の分析では. Z 8 P Tと体外受精の成績とはよく相閣した。 Z8PTが正常(ミ 70%)の32例は，

体外受精でも全例K受精が認められ.114個の卵子のうち 101個 (88.6%)が受得した。両者の平均受精率を

比較すると Z8PTは95.7土1.6%.体外受精は 93.2土2.6%とほとんど|司じであった。 Z8PTの中間群(30 

-70% )では 717IJ中 3例は体外受精で受精しなかった(¥，、ずれも 1自の体外受精)。しかし全体としては 26

個の卵子中 21個 (80.8% )が受精している。 Z8PTが30%以上の場合はその他の条件がよければ，体外受

精でも十分受局するのではなL、かと思われる。ζれに対して .Z 8 PT異常群(壬30%)では 7例とも乏精子

症または精子無力症で.Z 8 P Tそれ自体力:平均で5.3::t 4.2 %と低く .12回の体外受精で受精したのはわず

か1回，全体としては 29個の卵子中 1個 (3.4%)だけであった。Z8PTがコンスタン ト(IC30 %以下の場合

は，体外受精を行っても受精する確率は非常に1)fいといえよう。しかし Z8PTが異常1直を示しても自然に妊

娠するケースがまれにはある。 Z8PTで受精能力なしと判定する基準については今後さらに倹討する必要が

あると思われる。
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豚精子により体外受精した透明帯除去ハムスター

卵子の融合について

Fusion of Zona-Free Hamster Eggs Fertilized by 

Boar Spermatozoa In Vitro 

吉問先敏、番揚公雄、小島義夫

Mi七su七oshiYoshida， Kimio BAMBA 

and Yoshio KOJlMA 

静岡大学農学部家畜繁殖学教室

Laboratory of Reproductive Physio10gy， Facu1ty of 

Agricu1ture， Shizuoka University 

The presen七 studywas concerned wi七h in vi七ropene七ra七ionof 

zona-free hamster eggs by epididymal and ejaculated boar sperma七0-

zoa and the fusion of七heseeggs in七hecourse of penetration. 

The hams七erzona-free eggs were pene七ra七edwith a high propor-

七ionby bo七hepididymal and ejacula七edspermatozoa， which had been 

preincuba七edin七hemedium (pH 7.8) for 2 and 4 hrs， respective1y. 

The fusion of七woor more eggs occured only in penetra七edeggsi the 

fusion was not observed in unpene七ra七edeggs with and wi七hou七 sper-

ma七ozoa. The proportion of fused eggs increased wi七h the passage of 

七hetime and the eggs fusion were observed in half the number of 

penetra七edeggs a七 24hrs after insemination. 

緒言 :透明帯除去ハムスター卵子はその特異的性質から異種精子の侵入を許し、精子の受精能

ヂ 1) ーザ

力を評価する手段などん利用されてきている。 一方、細胞の暗合は 般人受精時における糟子と

卵子の結合にみられるが、さまざまな研兜目的で体細胞、受精卵、あるいは卵子をHVJやポリエチ
2-4) 

レングリコールを用いて人為的に融合させる詰みが行われている。本研究では透明帯除去ハムス

--3 7 -
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ター卵子への豚精子の侵入および精子侵入卵にみられた卵子の融合現象について報告する。

方法:培養液はTCM-199に0.91mMピルビン酸Na、2.92mM乳酸Ca、3.05mMグ‘ルコース，S/ペカシン
5 ) 

(lOOug/ml)および10%の割合で牛胎児血清を加えた培地 を基本とレた。精子受精能獲得ぬため

の培地は基礎培地のpHを7.8に高めたものを用い、受糟用の培地は基礎培地に2mMカフェインを添

加したものを使用した。ゴールデンハムスタ ー (6~12週齢)にPMSG60IUを注射し、その56~58

時間後にHCG60IUを投与して過剰排卵を誘起し、 HCG投与後16~18時間に卵子を採取した。ハムス

ター卵子は0.1%ヒアロニダーゼ溶液で卵丘細胞を分離し、 0.1%トリプシン溶液で透明帯を除い

た後、流動パラフィン下の受精用培地 (0.4ml ) へ 15~20個を導入した。豚精子は ト湯材棋として

の糟巣上体尾部精子およびランドレース種雄豚から採取した射精精子を使用した。精子はBSA
μ 

(lmS(/ml)を加えた生理食塩水で、数回洗浄後、 2X10/'mlの濃度となるように2mlの精子受精能

獲得培地に加えた。精子の前培養は尾部精子で2時間、射精精子で4時間行った。前培養終了後、

最終程度が2X10少mlとなるように精子を卵子の入っている受精用培地に加えた。培養は38.50C， 

炭酸ガス恒温器内で6および24時間行った。培養終了後、卵子を固定染色し精子頭部の膨化なら

びに雄性前核の形成を中心に位相差および徴分干渉顕微鏡下で、精子侵入の判定を行った。

結果 :授精6時間後における豚精子の透明帯除去ハムスター卵子内への侵入および卵子の融合

数を表1に示した。糟子は尾部および射精精子ともに高率にハムスター卵子内へ侵入した。卵子

の融合は授精後3時間前後で観察され始めた。 2個あるいはそれ以上の卵子が互いにまず接着し、

しだいに卵子の融合が観察された(図1)。対照として精子を添加しなかった場合に卵子の融合は全

く観察されなかったが、

た。融合した卵子にお

ける精子侵入を調べた

ところ、全ての卵子に

侵入が認められた。反

対に糟子の侵入しなか

った卵子に融合はみら

なかった。授精24時間

後における融合した卵

子の割合は6時間後のぞれに出べて大きくなっていた(表2b図2に擾精24時間後における融合した

精子を添加した場合に

卵子の融合が認められ

Tab1e 1. Penetration and eggs fusion with and 

wi七hou七 boarsperrnatozoa. 

Spermatozoa 

No.of* 

eggs 

examined 

eggs 

fused(も)

No. of 

eggs 

pene七ra七ed(もr

No. of** 

78 o (0) 

Epididyma1 30(36.6) 96 82(85.2) 

Ejacu1ated 78(84.8) 32(41.0) 92 

* 6 hrs af七erinsemination 
** も frompene七ra七edeggs 

卵子内の侵入精子を示した。侵入精子数についてみると、融合した卵子および融合しなかった卵

口
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子において、侵入した卵子l個当りの精子数は授精6および24時間後ともに前者が後者に防べてや

や多いととが認められた。

Tab1e 2. Penetra七ionresu1ts and eggs fusion at 

6 and 24 hrs after insemination. 

Duration No. of No. of To七a1No. of 

。壬 eggs eggs penetra七edsperm 

cu1ture examined Penetra七ed Fused Not fused Fused 

(hrs) (宅) (宅)# eggs eggs 

6 188 160(85.1) 62(38.8) 338(3.5)E 301(4.9)E 

24 173 163(94.2) 88(54.0) 272(3.6) 408(4.6) 

非: も frompenetra七edeggs 

E: Per one egg 

考察 :透明帯除去ハムスター卵子内への豚精子の侵入は摘出雌生殖器道内6)あるいは合成培地

内 7)で前培養された精子についてみられるが、その報告例は少い。今回、 Cheng~ Polge(1983)が

豚の体外受精に使用した培地を用いて精子の前培養を行い透明帯除去ハムスター卵子内への糟子

侵スについて検討したところ、豚精子の高率な侵入が認められるとともに侵入の過程で卵子の融

合が観察された。本法は精子の前培養時に培地のpHを上昇させ、受精培地にカフェインを添加す

ることに特徴がみられる。糟子の前培養における培地のpHは先体反応の進行に関連し、その上昇

r 
は反応を促進するという。また、カフ ェインは精子の活力の維持に役割をはたし、 受精を促進す

るものと思われる。一方、透明帯を除去した卵子の体外受精時点における融合現象はPavlokら

(1982)により報告されている句 すなわち、ハムスターおよび豚の透明帯除去卵子は豚精子との体

外受精時に同種あるいは異種の卵子聞で融合が観察されることを示した。今回、観察された卵子

の融合も精子侵入卵にのみ認められ、また、融合の割合も経時的に上昇したことは彼らの報告と

一致していた。しかし、 精子侵入数と融合率に関して正の相関があったとしているが、今回の観

察では精子侵入卵のうち非融合卵子に出べて融合卵子への侵入糟子数はやや多いことが認められ

たものの、 いずれも多くの精子の侵入がみられた。融合の機構に関しては今回の観察で明らかに

することがわきなかったが、少なくとも本実験で精子侵入のみられなかった卵子においては融合

起らなかった事実から、融合には精子の存在と精子の侵入が必要であることが明らかにされた。
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このことから、今回観察された卵子の融合には精子先体反応後の産生物質、あるいは精子侵入に

よる卵膜の変化や卵子の産生物質が要因となっているものと推察された。

主要文献

1) Yanagirnachi， R.: Garne七e Res.， 10， 187 (1984) 

2) Egli七is，M. A.: J. Exp. Zool.， 213， 309 (1980) 

3) Fu1ka， J. Jr.: Exp. Ce11. Res.， 146， 212 (1983) 

4) Soupart， P: 工nvi七roFerti1ization and Ernbryo Transfer， pp.51 

Eds. Hafez， E. S. E. & K. Sernrn.， MTP press， (1982) 

5) Cheng， W. T. K. & Po1ge， C.: ARC Meeting at Nottingharn， (Persona1 

cornunica七ion) (1983) 

6) 工rnai，H.， Niwa， K. &工ritani，A.: J. Reprod. Ferti1.， 51， 495 

(1977 ) 

7) Pav1ok， A.: 工n七. J. Ferti1.， 26， 101 (1981) 
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Figure 1. Fusion of zona-free 

harnster eggs (X250) 

Figure 2. Swo11en sperrn heads 

(srna11 arrow) and surface of 

fusion(large arrow) (X500) 
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体外受精由来マウス匹の発生に対する Zn 2+の影響

Effect of Zn2+on the preimplantation development 
of mouse embryos fertilized in vitro 

鈴木宏志・東貞宏・山田秀一・豊田裕

Hiroshi SUZUKI， Sadahiro AZUMA， Shuichi YA門ADAand Yutaka TOYODA 

北里大学獣医畜産学部家畜育種繁殖学教室

Departm吃ntof Animal Breeding and Reproduction， School of Veterinary門edicine
and Animal Sciences， Kitasato University 

Preimplantation development in ICR embryos was inhibited severely by the 
addition of ZnCI2 to Whitten's medium supplemented with 10~M EDTA. No行mbryos
were developed to the 2-cell stage when the embryos were transferred to the 
medium containing 100ドト1ZnCI2 at 6h after insemination. In the presence of 
10μ門ZnCI2，95% of the embryos were developed to the 2-cell stage but further 
development was not observed. Development to the blastocyst stage at 120h 
after insemination was lower (28%) than that in control group (69%) when 
embryos were cultured in the presence of llJM ZnCI2・

緒言:培地への微量の印TA(Na2)の添加により、 ICR体外受精由来妊の4細胞期以降への発生が改

善され、高率に匪盤胞に発生することが知られている1)が、その作用機序は明らかでない。筆者らは

妊盤胞への発生に対する種々の金属-EDTAキレートの効果を検討した結果、 Zn-EDTAにおいては4細

胞期への発生が、完全に抑制されることを知ったので2)本実験においては、着床前の体外受精妊の発

生に対する種々の濃度の Zn2+の影響について検討した。

方法:実験にlぞ川附ウスを用いた。卵子は附お川叫 5i.uを48時間間隔で腹腔内

注射して過排卵処理亙面した雌マウスの卵管膨大部から、 hCG注射後15.-....16時間に採取した。精子は

雄マウスの精巣上体尾部より採取し、 2時間のプレインキユベート後卵子を含む0.4mlのWhitten's

培地3)へ添加して体外受精を行った。次いで、授精後5.-....6時間に第2極体の放出の認められた前核

期の卵子を、種々の濃度 (0.-.... 100仰〉の ZnCI2を含む10ド門 EDTA添加山itten・s培地に移し換え、

授精後 120時間まで培養に供した。妊の発生段階は、授精の時刻を基準として12時間毎に、倒立顕微

鏡下で観察した。

結果:授精後24時間における2細胞期への発生率では、 ZnCI20 .-.... 10川添加区および対照区が95
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........100%と高率に発生したのに対し、 1001-1門区では2細胞期への発生が認められず、以後すべての卵が

変性退行した。授精後48時間における4細胞期への発生率は、 oIJ門区の95%に対し10J.lM区、 l凶区お

よび0.1ド門区でそれぞれ、 0%、67%および100%と濃度が低くなるに従い発生率は高くなる傾向が認め

られ、 0.1川 ZnCI2では4細胞期への発生に対する影響は認められなかった。授精後120時間に妊盤

胞へ発生した妊の割合は、 01-1門区、0.1μ門区および1川区でそれぞれ、 69%、56%および28%であっ

た。 lUfJ門区および100ド門区においては、 4細胞期以降の発生は全く観察されなかった。

Effect of Zn2+on the preimplantation development of ICR mouse 
embryos ferti I ized in vitro 

Table 1. 

No. (%) of embrvos develooed to . 
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1) 10jJ門EDTA.
2) ZnCI2 was added at 6 hours after insemination. 
3) Hours after insemination. 

2細胞期への発生を完考察:授精後6時聞からの10川印TA添加培地への100}J門 ZnCI
2
の添加は、

このことは、 Aonumaら4)による授精後1.5あるいは 5時間におけるZnCI
2
(250ドト1)の培全に阻止した。

2細胞期への発生を抑制したとする報告を基本的に確認するものであった。 1川以下地への添加が、

の存在下においては、妊の発生に対する顕著な影響は認められず、 ZnCI2が第2卵割の濃度のZnC12 

を抑制したのは、 10凶以上の比較的高い濃度であったことから、培地内の微量のZn2?の存在が、直接

"2-cel I block"の原因とはなり得ないと考える。
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マウス受精卵の体外培養法の検討

The Cu1ture o.f Mo.use Zygo.tes in Vi七r。

木村資亜利1 ・小島博子2 ・横山峯介2 ・勝木元也1，3

l Shiari No.zawa K 工MURA~ ， Hiro.ko. KOJIMA 
2 __..:J ...._.L..____ T' '7¥ rnl""T'I'T'''' 1 ， 3 Minesuke YOKOYAMA- and Mo.七o.yaKATSUK工

1. (財)実験動物中央研究所発生工学研究室

2. (財)実験動物中央研究所生殖研究室

3. 東海大学医学部細胞生物学教室

1. Deve1o.pmen七a1Bio.techno.1o.gy Labo.ratry 2. Anima1 Repro.-
duc七io.n Labo.rato.ry， Centra1工ns七itute fo.r ExperimeJ.1tta1 Animals 
3. Departmen七o.fCell Bio.lo.gy， Scho.o.l o.f Medicine， To.kai Uni-
versity 

Strain differences were o.bserved in七heefficiency o.f 
culture o.f mo.use o.ne-cell zygo.七esin vi七ro.. Mo.re七han90も
o.f C57BL/6N zygo.tes develo.ped in七o.bla吉右吉さys七sin mo.dified 
Whi七七en'smedium， while less 七han55もfoど BALB/cA and 5宅 fo.r 
工CR，respectively. The cu1七ureo.f zygo.七eswere impro.ved by 
addi七io.n o.f s-mercapto.ethano.1(s-ME) o.r EDTA in七hecu1七ure
medium. A七社leo.ptimum co.ncentratio.n o.f s-ME，七hesuccessfu1 
develo.pment was enhanced七0.70.7も fo.rBALB/cA，七0.29.1亀 fo.r
工CRi and at七ha七o.fEDTA，七0.72.7も fo.rBALB/cA，七0.87.5毛 fo.r
工CR. No.rmal fe七useswere develo.ped七o七ermafter七hecul七ured
embryo. transfer. 

緒雷:マウス受精卵(1一細胞期)の培養では， ある種の近交系または近交系聞の F1交雑系以外

は 2一細胞期で発生を停止する系統が多く，さらK発生が進んでも怪盤胞を形成する割合は低いe

そのため培養液中K微量のEDTA を加えたり， 4-細胞期以降の怪の細胞質を受精卵K注入するな

どの試みがなされていえ

演者らは，各系統マウスの受精卵を...!....!!...ヱi...1..L♀で培養するととのできる方法を確立するためK種

々の検討を行なっているが，本実験では培養成績の低い系統を用いて，培養液中K低濃度の β ーメノレ

カプトエタノール (fJ-ME)，またはEDTA を加えたときの効果Kついて調べた。さらVL， よ且

v i t ro で脹盤胞Kまで発生した匪が，形態ばかりでなくその後の発生能K関しても正常であるとと
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を確認するため(tC，培養座盤胞の子宮への移植を行なった。

方法:;本実験Kは8-2 0週齢の C57BL/6N，BALB/cA j;~よび Jc 1 : 1 C R (1 C R)系

のマウスを用いた。受精卵の回収は， 自然交配またはホノレモン処理による過排卵Kょった。培養液は

mo d i f i e d Wh i t t e n培地を用い， 5%02 ， 5%C02， 90%N2 の気相中で受精卵を培養し

た;)培養を開始した日を培養 1日目として 4日間培養し， 5日固までに匪盤胞を形成した受精卵の百

分率を求めて匹盤胞への発生率とした。 BALB/cAとICRについては，培養液中Kβ-ME (1， 

5， 1 0， 20， 5 0， 1 00μM )またはED T A (1 0， 2 0， 4 0， 8 0， 1 0 0， 2 0 0μM) を添加して培養

し， Iff盤胞への発生率を求めた。培養Iff盤胞の一部は偽妊娠状態Kした ICR レシピエントマウスの

子宮内K移植した。レシヒ.エントマウスは分娩予定日の前日K帝王切開 し， 産仔bよび着床痕の数な

どについて調べた。

結果 :S -MEまたはEDTA を添加し左い培養液を用いた場合， C57BL/6Nの受精卵は培養

5日目 VC， 90 - 100 %の受精卵が形態的Kは正常と思われる匪盤胞を形成した。 BALB/cA の受

精卵では怪盤胞への発生率が低<，平均 55%以下であった。 ICRの場合はほとんどの座が 2一細

胞期のままで，}ff盤胞Kなるのはわずか 5%であった。

培養液中vcS -MEを添加すると， BALB/cA， ICR共に座盤胞への発生が改善された。 fJ-ME 
の濃度はBALB/cAでは 10μM， 1 C Rでは 20μMが最も効果があり，それぞれ平均 70.7 % j;~よび

29.1 %の受精卵が匪盤胞を形成 した。 EDTAを添加した場合には， BAL B/ c A ， 1 C R共(tC100μM 

の至適濃度で，それぞれ平均 72.7%なよび 87.5%と念り，特VCICRで著しい効果がみられた。

培養怪の移植成績はBALB/cA とICRの系統間で大き念差がみられた。 BALB/cA 受精卵の仔

への発生率は，S -ME (1--20μM)なよびEDTA(20 
--
80μM)存在下でそれぞれ平均 4.9% 

(0 -1 O. 3 %)， 6. 7 % (0 -1 3. 3 %)で，いずれも低い値となった。それK対して ICRでは，

S -ME (1--1 0 0μM)公よびEDTA(10 
--
100μM)存在下で，それぞれ平均 55. 1 % (4 O. 0 -

77.8 %)， 70.4 % (62.5 -83.3%) と高い値を示した。

考察:培養液中K加えた低濃度の S-MEなよぴEDTAは受精卵の匪盤胞への発生K効果的K働

いた。しかし， BALB/cAでは fJ-MEもEDTAも同じ程度の効果を示したのK対し， 1 C Rでは

EDTAの方が特K著しい効果を示した。とれらの薬剤jの詳しい作用KついてはさらK検討を要する

治主 β-MEVC関しては細胞内の SHタンパク質の酸化を防ぐとと， EDTAVC関しては培養液中K

混入する Ca*， Mg2+以外の重金属を除去するととが考えられる。また， fJ-ME，EDTA存在下

で培養した匪盤胞が正常に発生した ζ とは，子宮への移植によって産仔を得たととで証明された。

主要文献 1. Biggers，J.D.， Whi七七en，W.K.andWhi七七ingham，D.G.:The cu1七ure
of mouse embryos in vi七どo. Me七hods in Mamma1ian Embryo1ogy. J.C. 
Danie1，Jr. and Company， San Francisco 1971 
2. 妹尾佐知丸他(編) : u甫乳動物の初期発生;華礎理論と実験法， PP.215ー227，理工学社， 1981 

3. 勝木元也:マウス初期佐の培養と顕微操作，生体の科学， 35 (20) 90-95， 1984 
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マウス匪培養に及ぼす水質の影響について

Influence of water quality on mouse embryos 

cultured in vi tro 

福田愛作・ 津久井伸一 ・辰巳賢一 ・松本央 ・野田洋一 ・森崇英

Aisaku F叫mda，Shinichi Tsukui， Kenichi Tatsumi 

Hisashi Matsumoto， Yoichi Noda， Takahide Mori 

尽占~í大学医学部婦人科学産科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology Faculty of Medicine 

Kyoto University 

Th巴 influenceof water quality on mouse 巴mbryonicdevelopment (ICR) was assessed 

in vitro using five types of water preparation. which had been characterized by the 

electric conductivity value (μs) and the pattern of organic compounds eluted from a 

column (μBondapak) by high p巴rformanceIiquid chromatography. 

When 8 cell embryos wer巴 cultured.80 -90% of them reach巴dthe stag巴 ofexpanded 

blastocyst using BWW  medium prepar巴dwith ion exchanged (0.6μs). 1 t i me (1. 2μs) and 3 

times (0.8μs) distilled water and Milli-Q ultra pure (0.06μs) water respectively. Essentially 

the same results wer巴 obtained(55-625ち) under the same conditions starting from 2 cell 

embryos. but a differ巴口C巴 was noted in hatching process. Thirty-five percent of expanded 

blstocysts show巴dth巴 hatchingusing Milli -Q BWW medium. but 16_-22% were marked in 

other conditions. This phenomenon was augm巴nt巴dwhen the cultur巴 wasstarted from 

the fertilized single cell (F 1). 

The effect of tap water (160μs) was deleterious throughout all th巴 experimentperform吋.

The elution profil巴 oforganic compounds from aμBondapak co lumn showed both a high 

quality of Milli-Q water and unexpected contamination possibly be added from sillicone 

rubber duct. glsswares or from room air during the preparation of glass distilled water. 

Taking account these resul ts. it seems essential for embryo culture to use ultra pure water 

preparation (0.06μs) as evidenced in thi s s tudy. and in addition. the hatching se巴msto be an app-

ropriate indicator to assess the 巴nvironmentalconditions and developmental potential of the 
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embryo cultured in vitro 

緒言 1978年7月25日SteptoeとEdwardsによる世界で最初の体外受精児の誕生以後，ヒト IVF ET 

は我が国を含め世界各国で広く臨床応用され体外受精児の数は現在既に 500人を超えている。ヒト IVF並び

lζ匹培養に於いて，培養液の組成，ガス分圧等については詳細な検討が行なわれているが，培養液の基本溶媒

である水lζついては水質の一定の基準は見当たらず，それぞれの施設に於いて 3回蒸留水や5回蒸留水などが

経験的に用いられているのが現状である。今回，我々はマウス匪培養をモデルとしてヒ トIVF後の底培養11:

及ぼす水質の影響について検討したのでその結果を報告する。

方法 培養液はBWW(Biggers Whitten Whittingham)とし，その作成には以下の5種類の水を用いた。

1 水道水;京都大学医学部附属病院の自家精製水を用いた。

2 イオン交換7)<; 1の水道水をオノレヵーノ株式会社製G-lOイオン交換器を通し作成した水。

3. 1回蒸留水;2のイオン交換水をイワキガラス社製STILL-2蒸留装置を通し作成した水。

4. 3回蒸留水;3.の1回蒸留水を当研究室にてカブラ型ガラスフラスコによる蒸留を更に 2回行なって得

た水。

5 ミリ Q超純水 2のイオン交換水を日本ミリポアリミテッド製超純水製造装置に通し作成した水。

以上の7)<1とついて水質の評価は無機物については導電率を測定し，有機物については高速液体クロマトグラフ

ィーにより検索した。

マウス匹の採取は ICRまたはFlの4週令雌マウスにPMSG5-7.5単位を腹腔内投与し必時間後lζHCG

5 -7.5単位を同様11:投与して過排卵誘起を行なうと共に ICRの10週令雄マウスと同居させ自然交配を試みた。

翌朝に腔栓 CVaginalSemen Plug)が認められたものを匹提供マウスとし，同日をDay1とした。Day1 

kは1細胞期匪を， Day 21ζは2細胞期旺を， Day 31ζは8細胞期匪をそれぞれFlushingMethod 11:より採

取して培養に供した。培養液は 400μlで流動パラフィン下iζスポットを作り 370C，5 % C02 in airの条件で

培養を行なった。培養マウス座は倒立型ノマルスキー微分干渉顕微鏡で観察しExpandedBlastocyst， 

Hatched Blastocystの判定をした。

結果 1 水質の検索

イオンが主と考えられる無機物について導電率を測定すると，

表ー1のように水道水では 190と極端に大きな値であるが， イ

オン交換水， 1回蒸留水， 3回蒸留水ではそれぞれ0.6. 1.2. 

0.8と大きな差は認められなかった。ミリ Q超純水では 0.06

と非常に小さな値で，乙れは水道水の約 3000分の 1， 1回蒸

留水の20分の 11ζ相当する。次に， 有機物については図 1 

のようなChromatogramを得た。最下段のミリ Q超純水では

左右lζ小さなピ クを認めるがほぼ平担な曲線となっている。

- 4 6 -

使用した各水の導電率

導電率 (μs/cm) 

7)< 導 水 190目00

イオン交換水 0.60 

1回蒸留水 1. 20 

3回蒸留水 0.80 

ミリ Q超純水 0.06 

s(siemens)= U(Mhか占

表-l.
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3回蒸留水では右方lζ非常に大きなピークと

中央部lζ巾広く複数の中等度のピークを認め

た。 1回蒸留水では全体lζ汎る中等度のピ

各水の HPLC検査

クを 4個，イオン交換水では左方と中央部に

やや高いピ クを，そ して水道水では左方iζ

非常に大きなピ クを 1個認めた。5個の

CHROMA'τDGRAM 

Chromatogramを比較すると，水道水，イ

オン交換水そして l回蒸留水では主としてそ

のピークは左方即ち親水性側にあり 3回蒸

留水とミリ Q超純水では右方即ち疎水性側に

扇位する傾向が認められた。

2. マウス匪培養の成績

マウス l細胞期匹の培養結果では表-2のよ

うにExpandedBlastocystへの発育率は

3回蒸留水， ミリ Q超純水では 51.5%• 52.0 

%と差は認められなかったがHatched

Blastocystへの発育，更にはExpanded

BlastocystからのHatch率では 15.2%と

36.0% .更に 29.4%と 69.2%とその差は著明

となった。

IN]ECT 

。 5 10 15 20 
TIME (min) 

図-1 

マウス l細胞期臨培養 lと及ぼす水質の影響

1 c巴11Embryos Fl♀x ICR O 
(Fl ; C3H♀xC57BL古)

1 c巴11 Expanded Hatch巴d Hat./ Exp. ;;ぢ
Embryos Blastocysts (%) Blastocysts (%) 

水 道 水 34 6(17.6) o ( 0 ) 。
イオン交換水 24 8 (33.3) 1 ( 4.2) 12.5 

1回蒸留水 27 7(25.9) 2 ( 7.4) 28.6 

3回蒸留水 33 17(51.5) 5 (15.2) 29.4 

ミリQ超純水 25 13 ( 52.0) 9 (36.0) 69.2 

Medium BWW(BSA 1mg/ml) 
37
0

C 5% C02 in air 
実験回数 3回

表-2

-4 7 
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次lζマウス 2細胞期匹の培養では表-3のようにExpandedBlastocystへの発育率ではイオン交換水か

らミリQ超純7I<K至るまで差はみられなかったがHatched Blastocystまでみるとミリ Q超純水が34.2%と

最も良い成績を残し.Hat. I Exp.率ではその差は更に拡大した。

マウス 2細胞期匹培養に及ぽす水質の影響

2 cell Embryos ICR♀x ICR O 

2 cell Expanded Hatched 
Embryos Blasto cys ts (第) Blastocysts (%) Hat. I Exp. % 

水 道 7I< 

イオン交換水

l回蒸留水

3回蒸留 水

ミリ Q超純水

最後にマウス 8細胞期睦

の培養では表-4のように

Expanded Blastocystま

での発育率は水道水でやや

劣るが.Ha tc hed Blasto 

cystへの発育率やHat.l

Exp率では l回蒸留水以

下ミリ Q超純水まで特に差

は認められなかった。

48 

29 

32 

75 

38 

19 (39.6) 8 ( 16.7 ) 42.1 

16 (55.2) 6 (20.7) 37.5 

20(62.5) 7 (21.9) 35.0 

42 (56.0) 17(22.7) 40.5 

21 (55.3) 13(34.2) 61.9 

Medium BWW(BSA 1mg/ml) 
370C 5% C02 in air 
実験回数 9回

表 3

マウス 8細胞期臨培養K及ぼす水質の影響

8 cell 
Embryos 

7I< 道 水 22 

イオン交換水 16 

l回蒸留水 17 

3回蒸留水 18 

ミリ Q超純水 27 

8 cell Embryos ICR♀x ICR O 

Expanded Hatc h巴~_ L _ fn/¥ Hat./Exp. % 
Blastocysts(%) Blastocysts(%) ド

15 ( 68.2 ) 1 ( 4 5) 6. 7 

15(93.8) 3(18.8) 20.0 

14 (82.4) 

17 (94.4) 

24 ( 88.9) 

表-4

6 (35 3) 

8 (44 4) 

11 (4 0.7) 

42.9 

47.1 

45.8 

Medium BWW (BSA 1 mg/ml) 
370C 5% C02 in air 
実験回数 5回

考察1. 5種類の水の水質lζ関 して無機物並びに有機物についての検索を総合すると ，明 らかにミ リQ超

純水が最もきれいな水であった。

2. 当研究室で作成した 3回蒸留水は ，ある意味でイオン交換水や 1回蒸留水よりも不純な水である事が判明

した。この乙とはガラス器具による蒸留過程での蒸留器，導管パイプ，貯水びん，空気等の汚染の増強が懸念

される結果となった。

3. '7ウス臨培養ではExpandedBl as to cystまでの発育率が現在のと乙ろその匹の生存の指標とされている

が，今回の実験より以後の着床を考えるとHatchedBlastocystまで観察することが有意義であると思われた。

4. ヒ卜体外受精後の匹培養についても以後の着床率を考える時，いかなる水を選択するかという ζとは非常に

重要な問題である。今回の実験よりミ リQ超純水または同程度の水を用いる乙との重要性が明らかとなった。

-4 8-
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マウス誘起着床遅延モデ、ルの匪発生について

Developmental Ability of the Model of Induced 

Delayed Implantation in Mouse Blastocysts. 

久保春海・安部裕司・林 鴻程・片山 進

Harumi KUBO， Yuji ABE， Kotei RIN， 

Susumu KATAYAMA 

東邦大学第 1産婦人科学教室

1st Department of Obstetrics & Gynecology， Toho 
University School of Medicine 

To study the developmental ability and protein synthesis of induced delayed implan-

tation， mouse blastocysts(D4) were cultured in the medium (BME+AA) with proteinase 

inhibitors(NPGB+STI). Cell division is depressed in the culture which contains 

proteinase inhibi tors : Delayed blastocysts showed no increase in number after 5 days 

cul ture. M i totic figures were absent 120 hours after cul ture. On the other hand， 

most of the blastocysts showed a substantial increase in number in the first few 

days following the onset of delay. The DNA synthesis of nuclei in delayed blastocysts 

were measured by autoradiography incorporating 3H-TdR. Although the incorporation rate 

was 5 4士8cells/embryo(8 3士7%)on the first day of culture， it was decreased to 

36土5(24土1%)on the 10th day of culture. Protein synthesis was measured with the 

incorporation rate of 35S-methionine. The incorporation rate of delayed blastocysts 

declined sharply on the 5 th day of culture( 1.6土0.4pmol/embryo/hr.)in contrast to 

that of normal implanted blastocysts (2.5土0.3pmol/embryo/hr.).Qualitative change 

in synthesized protein were estimated by SDS-PAGE. About 110 of the autorad10一

graphic bands on l-D gel were observed in the 4th day blastocysts， and actin is the 

major protein synthesized， located between 50，000 and 55，000 daltons. No differences 

in these bands were seen between normal and delayed blastocysts. However， 2-D gels 

showed that the qualitative Patterns of protein synthesis of delayed embryos are 

significantly different from those of normal implanted blastocysts. In delayed blasto-

cysts， trophoblastspecific spots varied versatile. The delayed blastocysts were trans-

ferred to recipients at 2.5 days of pseudopregnancy. Number of fetuses was decreased 

(40土17or lower) in the case of transfer of 5 and more days delayed embryos， though 

most of 4 and 4.5 days embryos were developed to fetuses(70.8土12，74.2土9). 

-4 9一
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緒論: インビトロにおける実験的着床遅延匪はGwat k i nh  R.B.L.1〉によって培地中のアミノ酸

組成よりアルギニン，ロイシンを除去し，透析血清を添加することによれ最高 7日間，妊の接着が

遅延し，これらのアミノ酸を補うことにより遅延匪は接着を開始したという報告がある。また，

S he rman，M.1.，et a 12)はアガロースをコーティングすることによって，匹の接着を阻止し，

7 2時間後に，これ等の遅延匪をコーティングしていない培養皿に移すと，数時間以内に殆んどの匪が接着

してしまうことを認めている。著者〉らは蛋自分解酵素阻害剤を組み合わせて用いる方法により，遅延

接着が起こり，阻害剤を含まない培地に移してやると，ただちに接着し， トロホプラストの伸展，

1 CMの2層形成(ectoderm， endoderm)を遂げることを認めた。今回，この方法による遅延匪

の合成系および細胞増殖能について，正常接着陸および Shermanらの方法による遅延匪と比較し.

発生遅延の正常性に対する影響を生化学的に考察し，さらに遅延佐を移植することによれ着床率，

胎存率を各時期において観察した。

方法: 胞匪の回収は 1C R系雌マウスを用いた。 PMS 5 IU， 48時間後， HCG 5IU注によ

る過排卵処置後，個別に成熟雄ケ ージ中に入れ，自然交尾させた。腔栓確認を受精第 1日(D1)とし

た。胞匹は D4の妊娠子宮から f1 ushingにより回収した。培地には修正イーグル (BME十AA)4)に

1 0910牛胎仔血清を添加したものを基本培養液とした。

蛋白分解酵素阻害剤は著者らが前回報告したごとく， p-ni t rophe nol-d-guanld i no ben zo-

ate(NPGB)はdimethyl sulforide(DMSO)中に 10mM濃度に溶解，また Soybean

trypsin inhibitor(STI， tyPe 1)はBME+AAに 11l11j/ml(W/V)溶解し，各々保存溶液

とした。これらは使用時稀釈し，各々最終濃度 104M，および 350μ 'l/mlとして培養液中に添加

した。

匹の接着遅延培養は D4より D6.5まで実施し，この間O.5 D ( 1 2時間)間隔で移植実験を行った。

reClplentsは同系精管結勲雄による偽妊娠雌(D 2.5 )を各実験区画ごと 4匹ずつ作製し，佐をそ

れぞれ片側 5倒ずつ，両側計 10個，子宮内移植 (McLaren'69)した。反復実験を全区画5回ず

つ行い，着床率，着床痕，胎仔数，発育形態などにつき，着床遅延の影響を実体顕微鏡下に観察した。

その他の方法: 細胞数算定は Tarkowski変法を用いた。 DNA合成能測定には 10-2μCi (3H)ー

TdRを取り込ませた autoradiographを作製した。蛋白合成能の測定には Lー(35S) methionine 

を tracerとして， TCA不溶分画におけるメチオニンの取り込み率をシンチレーションカウンター

で計測し，更に，ポリアクリルアミドゲル 2次元電気泳動法によって蛋白合成能の質的変化を観察し

た。これらの方法は別報に詳述した。

結果: 胞匪構成細胞数はP1を含まない基本培地中では D6.5まで直線的に増加し，それ以後，増

殖率はやや鈍化するが，直線的増加傾向は変らなかった。一方， NPGB:STI法による遅延匪はD6

までは直線的増加傾向を示したが，その後，むしろ減少傾向を示した。

次に NPGB:STI法による遅延匪の DNA合成能は， D4では 54土8/匪(83土7910)の核に取り

5 0 
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込みが認められたが， D6.5では 45土3( 31士570)と減少した。一方，蛋白合成能に関しては遅延

匪は Dsまで、直線的な増加傾向(2.5士0.3pmo 1/ embryo/hr.)を示し，対照群と比較して殆んど差

を認めなかった。しかし， D s以降になると急激に低下し， D 9では1.6土0.4pmol/embryo/hr.) 

と対照群に比較して有意差 (P< 0.0 1 )を認め， D 11では 0.6土0.3pmol/embryo/hr.になった。
4 

SDS-PAGE による一次元電気泳動ではぺプタイドの M.W. は 1X10~-1X10 帯域に分布し，各

各 110のバンドが観察され，正常駐，遅延匪聞に蛋白質の差異は認められなかった。しかし， 2次

元泳動では各々 300のペプタイドスポットに分離し， 6つのトロホプラスト Specificなポリペプ

タイドは正常匪 (A)では著明な

radioactive spots (黒三角

印〉として認められたが，遅延匪

(B)ではweakly radioactive 

であり， トロホプラストにおける

合成能の質的変化が認められた。

しかし， ICM-specificなペプ

タイド(黒矢印〉は正常匪で

strong radioactiveであった

が，遅延匪ではweakly radio-

activeであった(写真 1)。

一方，匪移植成績は，各 4，

4. 5， 5， 5. 5， 6， 6. 5日匪の

胎仔数/着床数(m士S.E.)ではそ

れぞれ 70.8士12，74.2士9，40

土17，6.9士5，0.2士0，070と

なり， D5より胎仔数の急激な減

少が認められた。また，移植後，

D 12. 5での胎仔頭尾長は 7.5士

0.4111111 (D4& 4.5)，7.2土0.6棚

(D5&5.5)，7.3土0.2(D 6 & 

6.5 )と低下傾向であったが，培

8.0 

I E F 

505 
m.w. 

， 
F 

r 

1 0 

5 

養初期匹 (D4&4.5)と他群聞に有意差は認められなかった。着床痕には変性円筒期匪が観察され，

匪一子宮内膜不相関の結果，変性，吸収過程にあると思われた。

考察: 胞匪期以降の晴乳類匹では着床することが発育分化にとって，必須条件となる。必然的着

床遅延を起こす晴乳類を除けば，その他の動物では偶発的なものである。今回，我々はマウス胞匪の
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インビトロ接着を人為的にコントロールする事によって，誘起着床遅延モデルを作製し，この遅延匪

の合成能，移植後の発育，分化能を検討した。接着遅延によれ細胞増殖が抑制されるということは

細胞増殖に必要な細胞内合成系に対する影響が考えられる。この点から我々はアミノ酸およびチミジ

ンに対するアイソトープの取り込みをマーカーとして，遅延匪の核酸，蛋白合成系について正常匪と

の比較検討を試みた。この結果，接着遅延後の DNA合成系の低下が認められ，さらに，蛋白合成能

の低下と DNA合成能の低下には 24時間のずれが認められた。また，匪の細胞増殖能の低下も D9

噴より起ってくることから，遅延接着による DNA合成能の低下が引き金となれ細胞内査白合成を

減少させ，細胞増殖を抑制すると思われる。また，移植実験の結果からは核酸，蛋白合成能が抑制さ

れるよれもっと早期D5から，接着遅延が匪発生に影響を与えることが示唆され，胎仔形成が阻害

されることが確認された。
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ハムスター卵に対するモノクロナール杭休による

受精阻害実験

810cking Effect of Monoclonal Antibodies to Hamster 

Oocytes on In Vitro rerti lization in Hamster 

繁田実 、松田孝之、香山浩二、 議島晋三

Hinoru SHIGETA. TakaYIlI<i HATSUDA. Koji KOYAHA & Shinzo ISOJIJo!A 

兵庫医科大学産婦人科学教室

Department of Obstetrics & Gynecology. Hyogo Medical College 

Immunological inhibition of ferti 1 ization was demonstrated by conventional anti-

body to zona pellucida (Z.P.) in different species of animals. but the mechanism of 

its effect has not been wel 1 defined. In this study. we have established monoclonal 
antibodies (Habs) against hamster eggs and analysed their blocking effects on ferti-
lization in vitro in hamster. One of the Habs to hamster Z.P. (GHO-11) impaired the 
ferti lization of denuded eggs but not zona free eggs. On the 口therhand. these Habs 
to egg plasma membrane (GHO-4.8.13) impaired both denuded and zona free eggs. From 

these results. it possibly be assumed that antigen epitopes recognized by these Habs 

are associated or closely located to sper回 receptors in the surface of Z.P. 口regg 
plasma membrane. 

緒言:翰乳動物受精現象の調節機構の中で、卵細胞膜及び透明帯は種特異性の決定や、多精子

受精の阻止など、種保存の為の重要な役割を担っている。細胞膜又は透明帯表面には種特異的

精子レセプターの存在が推定され、一方 、 ヒ卜やハムスターでは多精子受精防御機構は主に透

明帯反応に依存すると言われているが 、詳細は明らかではない。本実験では、これら精子レセ

プターの同定や、透明帯反応、の解析を 目的として、卵細胞膜及び透明帯に対するモノクロナー

ル抗体 (Mab) を作製しこれら抗体及び対応抗原の受精における影響を検討した。

方伝:成熟 GoldenHamsterの卵巣ホモジネート (5mg) を完全フロイン卜アジュバン卜と共に

Balb/cマウスに免疫し 、免疫牌細胞とマウス Myelomacell line (P3Ul)を走法に従って細胞融

合、 HAT selection. cloningを行い、ハムスター卵細胞膜又は透明帯に対する Mab を作製し
た ~l) Habのscreening及び臓器特異性の検定にはハムスター卵巣の他各臓器に対する酵素抗
体法を用い、種特異性の検定にはマウス、ラット 、ブ夕、ヒト卵に対する蛍光抗体j去を用い

た。ハムスターの invitro受精実験は、 PMS-hCG にて過排卵処理したハムスター卵管卵に成熟

雄八ムスター副皐丸精子を modifiedTyrode液中で 5時間preincubate しcapacitateさせた
後、 inseminationしC02 i ncuba to r内にて培養後、固定染色を行い受精の有無を判定した。

結果: 6種のHabの内、 2種 (GHO-4及び8)は透明帯と卵黄膜に反応し、 3種 (GHO-11.26及び27
)は透明帯とのみ、他の 1種 (GHO-13)は卵黄膜とのみ反応した。 GHO-8はハムスター肝、牌、
腎細胞とも 反応したが他は交叉反応性を 認 めなかった。 GHO-11と13はmouse未受精卵と反応す

るが、ラット 、 プタ及びヒ卜卵とは反応を示さなかった。さらに、ハムスター受精卵及び 2分
割卵に対してもこれら GHO-11.13は反応性を示した。 GHO-4t土受精卵では反応性が消失し、GH
ト 13はその減弱が認められた。 invitroの受精系への抗体の影響は、卵丘細胞除去卵に抗体を
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反応させた場合、 GHO-8，11， 13 ではいずれも対照に比し受精率 の低下が認められたが、 GHO・

4， 26， 27 は有意ではなかった (表 1)。 一方、透明帯除去卵に抗体を反応させた場合は、 GHO-

4， 8， 13は精子侵入を完全に阻止したが、 GHO-llは影響 を与えなかった(表 2)。

第 1号第 2巻崎乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.) 

ハムスター卵受精系に対する抗ハムスター卵

単一クローン抗体の影響

一透明平等除去卵を用いてー

(表 2)(表 1)ハムスター卵受精系に対する抗ハムスター卵

単一クローン抗体の影響

一一卵丘細胞除去卵を用いて一一

抗ハムスター卵 精子結合卵数 (%) 
抗体 使用卵数 使用卵数

抗卵血清 。/5 (0%) 。/5 (0 %) 
正常血清 9/9 (100%) 6/9 (66.7%) 
..司p・_...事..・..司......... -ー・・.-..-....‘・......_.・ー..--- ー・・・・・・4・......... ..-. -_..... 

GHO・4 3/18 (16.7%)・ 。/18(0%)・
GHO・8 5/19 (26.3%)・ 。/19(0%)・
GHO・11 16/16 (1∞%) 9/16 (56.3%) 
GHO・13 6/13 (46.2%)・ 。/13(0%)‘ 

受積卵数
一一一一ー(受精率)
使用卵数

2/ 51 ( 3.9) 

83/101 (82.2) 

25/ 39 (64.1) 

12/ 40 (30.0) 

18/ 64 (28. 1) 

27/ 70 (38.6) 

17/ 29 (58.6) 

20/ 29 (70.0) 

実験回数

5

7

3

3

4

5

2

2

 

mハムスヲー卵
抗体

抗卵血清

正常血清

GHO-4 

GHO-8 

GHO・11

GHO-13 

GHO-26 

GHO-27 減 P<0.01 (X' test) 

考案: 抗卵透明帯抗体による受精阻害の作用機序については、精子レセプターに対する抗体に

よる精子 と透明帯との結合阻害と 、 レセプターに近接する抗原基に対する抗体により誘起され

る立体 障害 (sterichindr司nce)による結合姐害とが考えられる。マウスにおいて抗透明帯抗体

による 受精阻害作用が IgGでは認められるが F(ab)では認められないことから、通常の抗透明

帯抗体の中には精子レセプターに対する抗体は合まれていないと推定されたじにしかしながら

ブタ透明宇野に対する Mabにおいて、種特異的抗ブタ透明帯Mabが明らかな受精組害作用を示す

のに対し、 種交叉性 をしめすMabは部分的阻害作用かまたは全く組害作用をしめさなかった

事 、抗ブタ卵透明帯 Mabの中でハムスター卵に反応するものについてハムスターの受精阻害作

用を調べた結果、 Mabだけでは全く影響せず、第 2抗体を加えたときのみ受精障害が認められ
た事(3)、さらに 、今回ハムスタ ーに 対 して作製したMabの中で透明帯とのみ反応するGHO-llは

Mabのみで受精阻害を示した事等 は 、精予 レセプター 又 はこれに近接する抗原基(epitope) を

認識 している抗体が存在する 事 を示 している。精子レセプターは種特異性があると考えられる

ため 、マウス透明 帯とも反応する GHO-l1はレセプターというよりはむしろ精子レセプター近接

抗原基 (epitope) を認識している可能性が高 いと考えられる。また透明帯貫通精子が卵原形質

膜と融合する場合にも互いの認識が必要と考えられるが、 3種のMab (GHO-4，8，13)が単独で受

精阻害作用を示したという 事 は、これらのMabが認識する原形質膜上の抗原基(epitope) は精

子 との融合反応に関与している可能性が高 い。

文献し Shigeta，M.， ~Jatanabe ， T.， Maruyama， S.， Koyama， K. and Isojima， S.; Sperm 
1 m町obi1 izing monoclonal antibodY t口 humanseminal plasma antigens. Clin. Exp. 

Immunol. 42:458， 1980. 

2. Tsunoda， Y.， Sugie， T.， Mori， J.， Isoji田a，S. and Koya皿a，K.: Effectロf

purified zona atibody on ferti lization in the 田口use. J. Exp. Zoo1. 271:103， 
1981. 

3. Isojima， S.， Koyama， K.， Hasegawa， A.， Tsunoda， A. and Hanada， A.; Monoclo-

nal antibodies to porcine zona pel lucida antigens and their inhibitory effects 

on ferti 1 ization. J. Reprod. Immun口1. 6:77， 1984. 
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精子の透明帯貫通に及ぼす精子不動化

抗体の抑制作用

Effects of sperm immobilizing antibodies on zona 

penetration test 

津久井伸一 ・福田愛作・野田洋一 ・森 崇英

Shinichi TSUKUI， Aisaku FUKUDA， 

Yoichi NODA and Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

Department of Obstetrics and Gyneco1ogy， Fac.of Med. Kyoto Univ 

The effects of sperm immobilizing antibodi巴s(SIA) on human sperm penetration of 

human zona pellucida were assessed by in vitro zona penetration test. Sera from inferti1e 

women were screened for SIA by sperm immobilization test. Human zonae pellucidae werl巴

prepared from human oocytes stored in high1y concentrated sa1t solution for zona penetra-

tion test. The penetrating ability of sperm that were preincubated in mBWW medium 

containing 7.5% SIA positive serum was inhibited as compared with sperm that were 

preincubated in the same medium containing 7.5% SIA negative ser町n.

緒言 :近年原因不明不妊婦人における抗精子抗体，とりわけ精子不動化抗体の意義が論じられているが，そ

の受精の過程における作用は，なお不明な点が多い。今回我々は，精子不動化抗体が受精の過程lζ及ぼす作用

を検討する目的で， in vi tro 1<::て高濃度塩類溶液中lζ保存したヒ卜卵に対し，精子不動化抗体陰性血清(以下

陰性血清とよぶ)および精子不動化抗体陽性血清(以下陽性血清とよぶ)にて処理したヒ卜精子を用いて，透

明帯貫通試験を行なった。

方法.まず不妊外来通院中の患者より得た血清lζ対し精子不動化試験を行ない，精子不動化抗体のスク リー

ニングを行な った。次lζ子宮癌等の手術lζて摘出した卵巣より， 患者の同意を得た上でヒ卜未熟卵を成熟培養

し，高度の変形が認められなかった卵を高濃度塩類溶液中に保存した。一方healthy donorより得られた精

液を室視にて液化後， layering method ILより 7.55ぢ陰性血清または陽性血清を含むmBWW液中lζsWlm

upさせた運動性良好精子を用い， sperm suspenSlOnを作製した。上記の spermsuspenSlOnを用い，

ぺ卜リ テ、イツシュ中lζ300μlの spotを作製し，そ乙へ高濃度塩類溶液中lζ保存された卵を導入し ，370C， 
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5~ち C02 in air Kて24時間培養した。卵は培養終了後，マイクロピペットにて 3回洗浄し，ノマルスキー微

分干渉顕微鏡lζて，透明帯付着精子数および囲卵腔に認められる貫通精子数を算定した。

結果:Table 1 iこ示すように.3回の実験を通じ. controlすなわち陰性血清にて処理した精子の場合は，

すべて囲卵腔に貫通精子を認めたのに対し，陽性血清lとて処理した精子の場合は，貫通精子をまったく認めな

かった。また透明帯付着精子数iC関しでも，陰性血清lζて処理した場合と比較して，陽性血清lζて処理した場

合は，減少傾向が認められた。

Table 1 EFFECTS OF SPERM-IMMOBILIZING ANTIBODlES ON ZONA PENETRATION TEST 

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3 
Case r. Clinical 
N~~ SI50 d;~'g~;~is NO.of sperm No. of sperm NO.of sperm NO.of sperm NO.of speηn No. of sperm 

attached pen巴trated attached penetrated attached penetrated 

Control 578 4 

75 7.7 Unexplained 309 。
26 2.5 Unexplained 275 。

Control 533 

75 7.7 Unexpla ined 147 。
75 7.7 Unexplained 152 。

Control 402 6 

Control 295 4 

Sperm concentration 5xl06/ml 2x ]U6/ml 12x 106/ml 

⑧我々は 高一溶糊液叫…を相用川…ヒ叶………トN川川山川l汀m山…nv川…lげ川V引i
事を確認した。さらに精子不動化抗体陽性血清の存在下では，精子の透明帯貫通が悶害される現象を観察した。

その結果，従来より主として頚管粘液中で，精子の通過障害をもたらすと言われていた精子不動化抗体が，受

精現象そのものに関与する可能性が強く示唆された。

主要文献

l 香山浩二，伊熊健一郎，窪田耕三，鎌田敏雄，磁島晋三:定量的精子不動化試験とその臨床応用.

日産婦誌. 31: 1906， 1979 

2. Yanagimachi， R.， Lopata. A.， Odom， C. B.. Mahi C.A. and Nicolson， C. L. : 

Penetration of biologic characteristics of zona pellucida in highly concentrated salt 

solution The use of salt-stored eggs for assessing the fertilizing capacity of 

sperma t020a. Fertil. Steril. 35: 562， 1979. 
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思歪o 矢豆其沼壬呆君主主を目白匂としヌと

ヨド話事系吉壬呆君子三ぢ主去o を史書寸

S t u d i e s 0 f n 0 n -f r e e z i n g s t 0 r a g e 

for short term on embryos 

佐原弘益 金山喜一 遠藤克 佐久間勇次

Hiroeki SAHARA， Kiichi KANAYAMA， Tuyoshi ENDO and Yuzi SAKUMA 

日本大学農獣医学部獣医学科生理学教室

Depart皿entof Veterinary Physiology， College of Agriculture & 

Veterinary Medicine， Nihon University， Fujisawa 252， Japan 

Short term non-freezing storage of rabbit e皿bryowas studied. Superovulation was 

induced by PMSG or FSH. Then，the oviduct and uterus日ereirrigated to obtain embryos. 
Obtained e皿bryoswere stored at 5-8~ in the storage皿ediu田 whichwas 3.5 % gelatine 

solution containing 33 % rabbit serum. All of 8-16 cell ， which had been storaged for 84 

hrs ， developed to blastocysts. In the storage for 96 hrs about 50 % of the皿 developed

and for 240 hrs about 20 % of the皿 developedrespectively. 

緒論:家畜の改良増殖を目的として旺移植が広く応用されるようになり、とくにウシの旺移植に

関する多くの実用化技術が開発され、一般に普及されるようになってきた。旺の保存に闘して、長

期保存を目的とした凍結保存方法がネズミ、ウサギなどの実験動物で成功し、ウシ、ヤギなどの家

畜でも凍結旺の移植によって産仔が得られるようになり、家畜の陸移植は急速に普及されるように

なってきている。しかし、凍結陸は高額な凍結様材の設備と鄭雑な操作が必要であり、またその生

存位、移植成績など、まだ改良検討すべき多くの問題が残されている。人工授精における精液は、

常時、しかも多量に採取できるので精液の凍結保存は極めて経済的に有効な保存方法であるが、旺

移植に用いる旺は、採卵時期が限定され、しかも採取できる旺もごく少数であって、陸移植の実用

普及化には必ずしも凍結保存が必要とは言えない。ウシの性周期は3週であり 3週以内の保存方法

の検討が必要になってきた。著者らは、ウシの旺移植への応用を目的として、ウサギの旺を用いて

非凍結簡易保存方法について検討した。

方法:供試動物は、体重2.4-3.0kgの成熟雌ウサギで、 PM S G50IU1 の鯵脈内一回注射、 PM.

S G 100IUの皮下一回詮射、またはFS H 1 AUを1日2回3日間注射し、交配、 HC G50IU静脈

内注射で過排卵した旺を用いた。供試旺のcellstageは、 2~4 cellは交配後30hrs、 8~1 6 

5 7 



H甫乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第 2巻第 1号 1 985年4月

Survival of Rabbit embryos on non-freezing storage 
cellは45hrs、Morula

は 70hrs~こ卵管、子宮
Storage time Cell stage No.of No.of 
(hr) at storage embryos cu1tured e田byos % 

を濯流して採取した。 to b1astocyt 

謹流液は 10%の非 48 8-16 20 20 100 

働化家兎血清を含む 72 8-16 36 36 100 

TCM199を用い 84 8-16 26 25 96. 2 

た。冷蔵保存溶液は 96 8-16 33 16 48. 5 

生理食塩水を溶媒と 120 8-16 17 10 58. 8 

した3. 5%ゼラチ 144 8-16 25 12 48. 0 

ン溶液と非働化家兎 168 8-16 20 7 35. 0 
血清を 2: 1 ~こ混合 192 8-16 20 8 4 O. 0 
したものを用いた。

216 8-16 20 1 5. 0 
旺は、室温から直ち

240 8-16 20 4 2 O. 0 
に 5 ~8 0Cの冷蔵庫

に移し 24 ~ 240 hrs保存した。保存後に取り出した匪は、 30%非働化家兎血清を含むTCM

199に50IU/m1のペニシリン添加倍養液で2回洗浄し、洗浄液と同じ洛被で3日間培養した.

腔の生存性は旺盤胞への発生をもって判断した。

結果:旺の保存培養成績は、 Table~こ示すように、 8 ~ 1 6cell腔は84hrsまで全例が腔盤胞、

9 6 hrsでは 50%前後に低下し、それ以後徐々に低下し、 240hrsでは 20%であった。 2~4

cell旺の成績は、 72 hrsで60%に低下した。 Morula旺の成績は 12 0 hrsで80%前後であって、

2 ~4 、 8 ~ 1 6 cellに比べるとかなり生存性が高いことが示された。とれら生存性を確認するた

め移植して、その生存性を検討している。庇の保存に関して、 Chang(1947)2，Hafez(1961)"の報告

があ り、 Hughes(1982)4らは、阿orula旺を 4"Cで保存し、 7日間で 76%、10日間で 15%の生

存性を認めており、 7日聞の保存庇を移植して44%の産仔を得ている。小林(1983)5らは、ウシ

のMorula，Blastocystの腔を PBS 350Cの輸送用保存様で自動車輸送し探取後2~ 9 hrsに移植

しているが、 146個の旺を移植して 73個(63.27%)の産仔を得ている。

現在、著者らは保存培養後の旺の生存性を、陸移植により検討中であり、さらに最適な保存温度、

cell stage、冷蔵液、培養液などについても検討を試みている。

主要文献

1) 佐久間勇次，金山喜一，遠藤克，小林軍次郎，佐藤嘉兵. (1983) P M S Gの静脈注射によ

る家兎の過排卵誘起に関する研究 1.一有効投与量の検討一 日不妊会誌， 28， 221-224. 

2) Chang，M.C. (1947) Nor皿alDevelopment of Fertilized Rabbit Ova Stored at Low 

Te皿praturefor Several Days. Nature， 159， 602. 
3) Hafez，E.S.E. (1961) Storage of Rabbit Ova in Gelled Media at 10"C. J. Repr吋.

Fertil.， 2， 163-178. 

4) Hughes，M.A. and Anderson，G.B.(1982) Short-Term Storage of Rabbit Embryos at 4"C. 
Theriogenology， 18， 3， 275国 282.

5) 小林軍次郎，石島芳郎，金山喜一，山田均，高橋敬一，佐久間勇次.(1980)保存・輸送をともな

った牛眠の移植に関するこ，三の知見. 東京獣畜誌， 28， 1， 19-22. 
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85 I 予備凍結温度と保護物質の影響

Survival of Mouse Embryos Frozen to -196"C bya Two.Step Procedure 

with Reference to Preliminary Freezing Temperatures and Cryoprotectants 

宮本 元・宮本庸平・石橋武彦

Hajime MIYAMOTO， Yohei MIYAMOTO 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 Agriculture， Kyoto University， Kyoto 

Mouse embryos were frozen by the two-step procedure in the presence of 2 M glycerol of 2 M DMSO and thawed 

rapidly. Embryos were transferred to constant temperature baths at -10-ー79
0
Cand held at that temperature for 20 

min before being plunged directly into liquid nitrogen. The higher survival rates for morulae were obtained when frozen 

to -196
0
C following preliminary freezing at -30--60

o
C with glycerol (68-76%) and at -10

o
C with DMSO (59%). 

In the presence of DMSO， 21 % of 4-cell embryos survived after transfer to -196
0
C from -10

o
C but 2-cell embryos 

did not survive freezing with glycerol or DMSO. 

緒言: 1972年に Whittinghamらけによって考案された哨乳動物怪の凍結保存法は，今日世界的に普及し，

実験小動物妊および家畜妊の効率的利用に応用されている。当初，各種の動物妊の凍結保存には，緩慢な冷却速

度(0.2-0.8 oC/分)と融解速度 (4-25 oC/分)が採用された。これに対して近年， -30 --40
0Cまで緩慢冷

却した後サンプルを液体窒素 (LN)へ浸潰したり 2)，_ 300C付近のアルコールパス3，4)かー79
0Cの粉末ドライア

イス中 5)にサンプルを直接投入して，この温度に一定時間静置後にLNへ浸演するといういわゆる 2段階凍結法に

よって凍結しでも，座を38-40
0Cの温水中で急速融解すればかなり高い生存性が維持できることが明らかにな

った。

妊の2段階凍結法は凍結操作がきわめて簡易であり，凍結所要時間も短かく，高価な凍結機器を必要としない

などの長所があるが，緩慢凍結法に比べ生存性がやや低いという難点がある。

2段階凍結法において，予備凍結温度(脹を LNへ浸演する前に一時的に短時間凍結する温度)，保護物質，妊

の発生段階などが凍結後のマウス妊の生存性におよぽす影響を検討し， 2段階凍結法によって最良のマウヌ怪の

生存性がえられる諸条件を明らかにするために本実験を行った。
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方法:4 -6週齢の ICR系雌マウスに5-12 iuのPMSGおよびHCGを48時間間隔で腹腔内注射し，同

系の雄と交配させた。 HCG注射の48-50，56-60および76-80時間後に修正Dulbeccoリン酸緩衝液(PB

S)で生殖器を潅流して，それぞれ2細胞怪， 4細胞脹および桑実旺、を採取した。 O.lmlのPBSを含むガラス試

験管に形態的に正常な任を10-24個ずつ入れた。 OoCでグリセリンまたはジメチルスルフォキサイド(DMSO)を

含むPBSを， 0.075mlずつ 10分間隔で 2回添加し，最終濃度を 2Mとした。同温度で10分間の平衡を行った後，

ー70Cで植氷し5分後にサンフ。ルを凍結した。

実験1では，予備凍結時聞が2段階凍結後の桑実妊の生存性におよぽす影響を検討した。すなわち，グリセリ

ン存在下では-40oCで， DMSO存在下では 10
0

Cでそれぞれ5-90分間の予備凍結を行い，その後LNへ浸

潰した。

実験2では，各種の予備凍結温度が2段階凍結後の妊の生存性におよぽす影響を明らかにするために， -10-

ー79
0

Cの温度成で，10
0

C間隔のアルコールパスを作製し，これら各種の温度で20分間の予備凍結後に LNへ浸

漬した。

LN中に 1時間から 3日間凍結後，サンプルを400Cの温水中で振とうして急速融解(450-500
o
C/分;ー70

~ー10
0

C)した。室温下で融解匪を最初， 2M保護物質(グリセリンまたはDMSO)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2回洗浄した。これらの脹

を炭酸ガス培養装置内で培養した。凍結時の怪の発生段階に応じて， 40-72時間培養後に怪盤胞に発生した脹

を生存脹と判定した。同一実験を2-4回くり返して行った。

結果:グリセリン存在下の桑実妊 (32-51個)を一400Cで5，10， 20， 30， 60， 90分間予備凍結後に LNへ

浸潰したときの生存率は，それぞれ88，89， 74， 68， 71， 61 %であり， DMSO存在下で， -10oCで同時間予備

凍結したときの生存率は，それぞれ50，68， 53， 50， 42， 53 %であった。

2Mグリセリンまたは2M DMSOの存在下で， -196"Cへ2段階凍結した妊の生存性をTable1に示した。グ

リセリン存在下でー 10-一790Cのいずれの予備凍結温度からー196
0

Cへ急冷しても， 2細胞匪はすべて死滅し

た。これに対して桑実匪は， -10-ー790Cのいずれの予備凍結混度でも超低温における生存能力を獲得した。

30--600Cの予備凍結温度から-1960Cへの急冷によって最良の生存率 (68-76%)がえられた。これらに

比べてー 10(35 % )， -20 (41 % ) ，一70(60%)およびー79
0

C(58%)の予備凍結温度で桑実妊の生存性は低下

した(P < 0.05)。

2 M DMSOの存在下で， -10-一79"Cのいずれの予備凍結温度から急冷しても2細胞怪は生存できなかった。

4細胞妊の場合には， -10"Cの予備凍結温度からの急冷で21%の生存率がえられたが， 一20-ー79"Cの予備凍

結温度で生存率(0-12%)は低下した。これらの妊に比べ，桑実妊の生存率はいずれの予備凍結温度においても

高かった。 -10oCの予備凍結温度で桑実脹の最良の生存率(59%)がえられた。 -20oCの予備凍結混度で生存率

( 34%)が低下 し(p < 0.01)， -30-ー700Cの予備凍結混度で生存率 (6-12%)がさらに低下したが (p<

0.01)， -790Cでは生存率(27%)が若干高くなった。

考察 :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
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Tab1e 1. Surviva1 of mouse embryos when frozen abrupt1y to -1960C 
after pre1iminary freezing for 20 min at the temperatures indicated 
in the pr巴senceof 2 M g1ycero1 or 2 M DMSO 

も Surviva1

2 M g1ycero1 2 M DMSO 
Temperature drop 
( OC) 2-cell Moru1a 2-cell 4-cell Moru1a 

-10 -一ーヤ -196 o (34) 35 (66) o (41) 21 (58) 59 (75) 

-20-一一う -196 41 (46) o (33) 12 (66) 34 (68) 

-30一一一診 -196 o (38) 73 (66) o (28) 5 (44) 12 (66) 

-40ーーキ -196 o (42) 76 (67) 2 (49) 9 (55) 

-50 一一~ -196 o (33) 68 (57) o (35) 1 (38) 6 (62) 

-60一一一:>-196 72 (71) o (46) 7 (57) 

-70一一-+-196 o (27) 60 (57) o (32) 3 (37) 日 (53)

-79一一一う -196 o (35) 58 (71) o (45) 8 (51) 27 (66) 

The va1ue in parentheses represents the number of embryos recovered 
after thawing. 

あるといわれている叱 2段階凍結された怪内に存在する氷品を観察した報告はまだないが， -40
oCに緩慢冷却

後にLNへ急冷したマウス匪を緩慢融解する と，脹内に氷晶の存在することが観察されている7)0 DM  S 0またはグリ

セリン存在下で 2段階凍結したマウス脹を急速融解すると高い生存性がえられたが，緩慢融解では怪は生存でき

ないか急速融解に比べて生存性が低かった3-5)。緩慢融解では妊の生存性が低く，急速融解でのみ高い生存性が

えられるというこれらの報告は，妊の2段階凍結によって細胞内氷晶が形成されたことを示唆している。

従来，マウス 3-5) ウサギ 8)およびウ シ脹 9)を2段階凍結するさいの予備凍結温度として， -20--30oCか

一79
0

Cが用いられてきたが，本実験でえられた成績によって，これら以外の予備凍結温度でもマウス脹は超低温

における生存能力を獲得できることが明らかになった。この場合， 最良のマウス妊の生存性がえられる予備凍結

温度は， 2Mグリセリン存在下ではー30--60
0C，2M DMSO存在下ではーlOOCであり，両者聞には差が認められた。

1 M DMSO中のマウス未受精卵を緩慢冷却すると， -10，一20，-30および-400Cにおいて卵は凍結前の

正常卵体積の97-100，67，62および57%に収縮した 10)0 1.4 Mグリセリン中のウシ脹盤胞を緩慢冷却すると，

-7， -16， -21およびー37
0Cにおいて凍結前の正常任体積の 74，64， 66および58%であったlILすなわちこ

れらの妊(卵)を冷却したとき， -10
0

Cでは凍結前の正常なものの体積に比べてほとんど収縮しないか比較的わ

ずかな収縮がおこるにすぎないので，この温度では妊はほとんど脱水されていないと思われる。本実験で，グリセ

リン存在下では-30--60
0Cの予備凍結温度で最良の生存性がえられたのは，これらの温度域でマウス桑実脹

は十分に脱水され，その後の急冷によっても細胞内氷晶がほとんど形成されなかったためと思われる。これに対

して，DMSO存在下では脱水が不十分なーlOOCの予備凍結温度で最良の生存性がえられたが，この理由につい

ては今後の研究が必要である。

緩慢冷却によって，マウスの l細胞脹と 2細胞怪は比較的高い生存性が維持された1)。一方，本実験の2段階

凍結法では，桑実妊は生存できたが2細胞妊は死滅した。 2段階凍結法は緩慢凍結法に比べ脱水のための時聞が
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短かく，十分に脱水されなかったためであろう。また， A壬の発生段階が進むにつれて割球の膜の透過性l幻や浸透

圧衝撃に対する抵抗性が増すために，凍結過程で匹が脱水されやすくなるとともに保護物質も割球内に透過しや

すくなることも関係していると恩われる。

妊の2段階凍結法において，生存性に影響をおよぼす要因には，予備凍結温度，その温度での静置時間，保護

物質の種類と濃度などが考えられるが，これらの要因の相関については今後の検討が必要である。
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Viability Assessment of Frozen -Thawed Mouse Blastocysts 

by 4 '6 '一diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) -Fluorescence Test 

蛍光色素 DA P 1 による凍結融解後の

マウス匪盤胞の生存性判定

Boon-Guan Low， Yoshiyuki Takahashi and Hiroshi Kanagawa 

ロー ・ブーングァン 、高橋芳幸、金川弘司

Department of Veterinary Obs七etrics，Facu1ty of Veterinary 

Medicine， Hokkaido Universi七y，Sapporo 060. 

北海道大学獣医学部家畜臨床繁殖学講座

Abstract 

Detection of dead ce1ls in frozen一七hawedmouse blastocysts was 

done on embryos stained wi七hDAPI under the f1uorescence microscope. 

Embryos classified as morpho10gica11y good under the 1ight microscope 

had significantly 1ess dead ce1ls and higher developmen七a1poten七ia1

than the fair and poor embryos. The developmental po七entialof the 

good embryos decreased as the number of dead ce11s increased (P<O.Ol). 

On1y 7.1宅 ofthe good embryos which had more than 5 dead ce11s per 

embryo deve10ped to expanded b1astocys七s. These resu1ts suggest that 

七heDAP工-f1uorescencetest can be used as a me七hodof culling frozen-

thawed embryos which contain a 1arge number of dead ce11s and have 

10w deve1opmenta1 potentia1. 

工ntroduction

InacCurate cu11ing of non-viab1e embryos has been a major cause 

of 10w successfu1 rate with the transfer of frozen-thawed embryos in 

farm anima1s. Frozen-thawed embryos usua11y contain dead ce11s. It 

has been sugges七edthat the proportions of dead ce1ls in an embryo 
1) 

cou1d affec七 i七sviabili ty~ / . 工n the present study DAPI was used七o

detect dead ce11s in frozen-thawed mouse b1astocysts and the relation-

ship be七weenthe number of dead ce11s and the viabi1ity of the 

embryos was examined. 

63-



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.) 第2巻第 1号 1 985年4月

Materia1s and Methods 

Fema1e Slc:ddY mice， 4-5 weeks of age， were induced七o super-
ovu1ate by 5 IU PMSG and 5 IU HCG given 48 hours apar七. They were 

paired with ma1e of the same strain immediate1y af七erthe injection 

of HCG. B1as七ocystswere f1ushed from the excised uteri about 90 

hours post-HCG wi七h Du1becco's phosphate-buffered sa1ine (PBS). 

The b1astocysts were transferred through increasing concerntrations 

of DMSO in PBS supp1emented with 20毛 ca1fserum (0.5M， 10 min; 1.0M， 
10 min; 1.5M， 20 min)， and 10aded into 0.25 m1 straws. The straws 
were p1aced in a programmab1e freezer (Cryoembryo-SP， Hoxan) and 
coo1ed to -60C at -lOCjmin. Seeding was induced at -60C and the 

straws were coo1ed further to -40oC a七四0.50Cjminbefore七heywere 

p1unged into 1iquid nitrogen. Thawing was carried out in warm water 

at 370C. DMSO was di1uted out of the embryos in a s七ep-wisemanner. 

The frozen-七hawedb1astocysts were examined under七helight 

microscope and grouped into apparent1y good， fair and poor embryos 
by their gross morpho1ogy. They were then incubated with 10 pgjm1 

DAPI for 1 minute and examined under a ref1ec七ed-ligh七 f1uorescence

microscope. Dead ce11s with f1uoresced nuc1ei were counted. The 

embryos were cu1七uredin microdrops of BMOC-3 medium in humidified 

air with 5毛 CO
2

Resu1ts 

Nuc1ei of dead ce11s f1uoresced bright ye110w under七he

f1uorescence microscope. Even dead ce11s七hatover1apped with the 

embryo proper were easi1y de七ec七ed. Morpho1ogica11y good embryos 

had significant1y fewer dead ce11s than七hefair and poor embryos 

(P<O.OOl) (Tab1e 1). However， some good embryos which appeared to 
have only slight degeneration were found to contain as many as 10-14 

dead ce11s. 

The percentage of good embryos tha七 deve10pedto expanded 

b1astocysts after 24 hours of in v工trocu1ture was 70.8も. None of 

七heembryos in七hefair and poor groups deve10ped七oexpanded 

b1astocysts (Tab1e 1). However， some degree of re-expansion of七he
b1as七ocoe1edid occur in 6 out of 19 fair embryos. Deve10pmen七七o

disorganised ce11 masses with vesic1es or comp1e七edegeneration 

occured in a11 the other embryos. 
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Deve10prnen七a1po七entia1of rnorpho1ogica11y good ernbryos that 

were further c1assified into 4 groups according to七henurnber of 

dead ce11s per ernbryo was found to decrease as the nurnber of dead 

ce11s increased (P<O.Ol). Ernbryos which contained rnore than 5 dead 

ce11s had very 10w deve1oprnenta1 potentia1 (Tab1e 2). 

Tab1e 1 Nurnber of dead ce11s二anddeve1oprnenta1_potentia1 

of frozen-thawed rnouse b1astocysts 

Gross No. of ernbryos Average no. of No. & (も) deve10ped to 

rnorpho1ogy exarnined dead ce11s expanded b1astocys七S

Good 96 2.7l+3.02a 68 (70.8) 

Fa工r 工9
b o ( 0.0) 9.26+3.21 

Poor 11 11. 55j;5. 66
b o ( 0.0) 

a，b (P(O.OOl) 

Tab1e 2 Re1a七ionshipbetween the nurnber of dead ce11s and 

七hedeve1oprnenta1 potentia1 of rnorpho1ogica11y good 

ernbryos 

No. of dead ce11s No. of ernbryos No.& (宅)of ernbryos deve10ped 

per ernbryo cu1tured to expanded b1astocysts 

0-1 44 44 (lOO.O)a 

2-3 23 17 ( 73.9)b 

4-5 工5 6 ( 40.0)c 

三6 14 1 ( 7.1)d 

a，b (P<O.Ol)， c，d(Pく0.01)，b，c(P(0.05)， b，d(P(O.Ol)， c，d(N.S) 

k
d
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Discussion 

Frozen-七hawedmouse blastocysts which contained a larger 

number of dead cells was observed七oshow a higher incidence of 

embryos not deve10ping to expanded b1astocysts and of embryos 

which deve10ped七odisorganised ce11 masses. The number of dead 

ce11s present in an embryo can thus cause a retardment or 

disturbance in its embryonic deve1opment. 

with the use of DAP工-f1uorescencetest， presence of dead ce11s 

in frozen-thawed embryos cou1d be detected more easi1y than with 

七he1ight microscope. Cu11ing of embryos which contain many dead 

ce11s and have low deve10pmental potentia1 can be carried out 

accura七e1y. Thus， DAPI-fluorescence test can be used as a usefu1 

supp1ementa1 to morpho1ogical eva1uation of embryos by the 1igh七
2) 

microscope as proposed by Schil1ing et a1. 
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要約

D A P 1蛍光染色法を用いて、凍結融解後のマウス匪盤胞に おける死亡細胞の検

出を試みた。光学顕微鏡下で形態的に良好と判定された受精卵は、やや不良および

不良な受精卵より死亡細胞数が低く、体外培養における発育能が高かった。形態的

に良好な受精卵の発育能も死亡細胞数の増加によって低下し、死亡細胞数が 6個以

上の場合、発育能が 7./ %と極めて低か った。

これらの結果より、凍結融解後の受精卵の生存性判定方法として、 DA P 1蛍光

染色法の有効性が示唆された。
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卵操作におけるマイクロマニュプレーションの応用

Application of micromanipulation for ovum reseach 
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To approach a study of reproductive toxicology， application of micromanipulation 
for ovum reseach was carried out. 

Exp. 1 -We investigated th巴 roleof oocyte cAMP in the regulation of oocyte 

maturation by microinjection of anti cAMP rabbit seru瓜 The reaction might result 

in the decrease of oocyte cAMP and oocytes were induced to resume meiosis. This 

resul t indicated that the decrease of cAMP tr iggers oocyte maturat ion. 

Exp. 2 - To charactarise the mechanism of action of mitomycin C (山C) and 

colchicine (COL)， microinjection at various concentration of MMC and COL into 

the 2 cell embroys was carri巴dout. The effect of COL through microinjection into 

the cytoplasm was considerably lower than the presence of COL in the medium， but 

the effect of MMC was not lower. 

緒言:最近，生殖毒性学(Reproductive Toxicology) の重要性が強調されている。しかし，母体内

諸条件の複雑な関与が原因となって，その因果関係の解明は，未だ，十分に行われておらず， 日常 ζ

のような場合に用いられる，初期匪の培養系を用いた実験においても，化学物質添加の時期，時間，

量，あるいは，卵細胞膜への透過性，細胞質内での分布の問題など，多くの問題点が残されている。

われわれは，乙のような生殖毒性学へのアプローチの 1っとして，マイクロマニュプレーターによる

ー も7
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卵操作を行っているが，本研究会では，2・3の具体例を上げてマイクロマニュフoレーターの応用を報告する。

方法:

実験 1.一未受精卵操作

未成熟卵細胞は，減数分裂再開とともに，細胞内 cAMPが減少する ζ とが知られている。卵成熟制

御機構における卵細胞内 cAMPの役割を検討する目的で，卵へのマイクロインジェクションを試みた。

すなわち，発情前期のゴールデンハムスターに，PMSG25単位を投与し， 48時間後に卵巣を摘出し

た。卵胞を穿刺してi匪胞 (GV)をもっ未成熟卵を採取 した。 一連の操作は， GH-2港養液に 0.2

mMの 3- isobutyl -l-methyl-xanthin巴(IBMX)を加えたものを用いた。 IBMXは.phospho-

diesterase inhibi torで， cAMPの分解を阻止するとともに，卵の成熟を抑制する。探取した卵に，

マイクロインジェ クシ ョン法を用いて，抗 cAMPウサギ血清 5pfiを注入したのち培養して， 成熟動

態を観察した。対照として， 1)マイクロインジェクションを行わない卵， 2) マイク ロピペッ トを

穿刺する操作のみを行った卵， 3) ウサギ血清を注入した卵の 3群についても，培養 ・観察を行った。

実験 2.一受精卵操作

mitomycin Cとcolchicineのマウ

ス初期匪の発育過程に及ぼす影響と毒

性発現機構をマイク ロイ ンジェクショ

ン法を用いて検討した。すなわち，実

験動物として， slc-ICR系マウスを

用いた。使用薬物は，mi tomycin C 

(協和醸酵， }，刷C)とcolchicine(半井

化学， COL)で，溶媒対照としては

BVVIN培養液を用いた。受精卵は発情期

雌マウスの交尾腹栓確認後 30時間の

卵管から 2細胞期受精卵を採取した。 2分害Ij卵の 1側の害IJ球の細
，r-o../'、"^'〆\肉、/、~、~へ〆、J、/'

ン法で，各種濃度の薬物の 2pfiを直接注入(写真)後，培養し， 24，48，72時間後に，微分干渉

顕微鏡下にて観察した。別途，薬物添加培養液中で受精卵を培養し，薬物を直接注入した場合と比較検討した。

結果:実験 lの結果は， IBMXを含まな川培養液では，ハムスタ ー未成熟卵胞卵は，培養1.5時間

後に 84%に怪胞消失 (GVBD)が見られ，減数分裂を再開する。また， IBMX中で1.5時間培養後

のGVBDは，操作を行わない卵(対照 1)では 0%，マイク ロピペ ットを穿刺する操作だけの卵

(対照 2)で 20%，ウサギ血清を注入した卵(対照 3)で 13%であ った。 一方，抗 cAMP血清を注

-6 8 
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入した実験では， 54%に GVBDがみられた。

実験 2.の結果は，対照群として，培養液注入群の実験を行ったが，受精卵分割速度は受精卵培養時と

ほぼ同速度で，マイクロインジェクションによる発生過程に及ぼす影響はみられなかった。表1.， 2 

は，夫々， MMC， COLを細胞質内にマイク ロインジェクションした実験結果を示した。その結果，

細胞質内注入群の細胞分裂抑制作用は， }，刷Cでは 10 2μg/m&， COLでは 10-1μg/miであった。ま

た， i n v i t ro添加群においては， MMCでは 10μg/m&. CQLでは 10-5μg/miであった。

表1. In vitro development of late 2-cell staged embryo after injection 

MMC into cytoplasm of one-blastmere. N shows the number of 2-cell staged 

embryo u~ed. deg:Degeneration of embryo， 2:2 cell stage， 3-4:3-4 cell stage， 

5-8:5-8 cell stage， M:Morula stage， EB:Early blastocyst stage， LB:Late 

blastocyst stage， HB:Hatching blastocyst stage. 

Culture time after micro injection 

Mitomycin C 24 hr. 48 hr. 72 hr. 

{μg/m1) N deg 2 3-4 5-8 M EB LB HB deg 2 )-4 5-8 M EB LB HB deg 2 )-4 5-8 M EB LB HB 

10
2 

19 11 6 2 12 7 19 

10 39 6 2 16 15 6 2 28 3 20 6 l3 

l 54 2 37 15 14 1 9 3 26 l 27 7 20 

10-1 25 3 22 3 21 1 10 4 11 

Control 25 25 21 4 2 23 

表 2 工nvitro development of late 2-cell staged embryo after工njection

COL into cytoplasm of one-blastmere. N shows the number of 2-cell staged 

embryo used. deg:Degeneration of embryo， 2:2 cell stage， 3-4:3-4 cell stage， 

5-8:5-8 cell stage， M:Morula stage， EB:Early blastocyst stage， -LB:Late 

blastocyst stage， HB:Hatching blastocyst stage. 

Culture tirne after micro injection 

Colchicine 24 hr. 48 hr. 72 hr. 

(~g/m1) N deg 2 3-4 5-8 M EB LB HB deg 2 3-4 5-8 M EB LB HB deg 2 3-4 5司 8 M EB LB HB 

1 10 10 10 10 

10-1 34 6 20 8 12 19 3 34 

10-2 35 1 6 28 1 26 8 14 21 

10-3 19 9 10 2 14 3 4 14 l 

Control 24 4 20 15 9 2 22 

O
J
 

J
O
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考察:卵の成熟抑制に cAMPが関与する乙とは，以前から知られており， dibutyl cAMP， phos-

phodiesterase inhibi tor， adenylatecyclase activatorを加えた培養液中では， GVBDは抑制さ

れる。また，卵の成熟， GVBD にともなって卵細胞内 cAMPが減少する ζ とが確認されている。本実

験では，細胞内 cAMPを減少させる ζ とにより， GVBDが起乙る乙とを，直接に証明したものであり，

cAMPの減少は，卵の成熟再開の triggerとなることが明らかとなった。

次に，細胞介裂抑制作用などを指標とした毒性発現量の差から， CQLの作用機序は細胞膜への作用，

あるいは，細胞膜との結合によって生ずると考えられた。しかし， MMC については， 両群の聞に著

しい濃度差が認められない ζ と。細胞質内投与と核質内投与との聞に変性率の差が認められないこと

などにより，作用発現機構としての膜の重要性は少ないと考えた。

結び:遺伝子導入技術の進歩lζ伴し、初期匪のマイクロマニュプレーションに関する報告が散見さ

れるが，マイクロインジェクション法の応用は，細胞膜および核膜の機能解明，化学物質などの膜透

過性，初期Iffi乙対する毒性発現の機序解明lζ有用な手技方法である。

主要文献:

1. Muggleton-Harris， A.， Whittingham， D.C. and Wilson， C.: Cytoplamic control 

of pr巴impl呂ntation development in the mouse.， Nature， 299， 460， 1982. 

2. Schul tz， R. M.， Montgomery， R. R. and Belanoff， J. R.: Regulat ion of mouse 

oocyte m巴ioticmaturation， Implication of a decrease in oocyte cAMP and pro-

tein dephosphorylation in commitment to resume meiosis.， Dev. Biol.， 97，264， 

1 983. 
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汎用マイクロコンピューター制御による

受精卵及び初期匹への注入・切断の顕微操作

門icromanipulationby personalcomputer for microinjection 

and microbisection of ferti 1 ized eggs and early embryos. 

尾川昭三 ・高橋 一九 水野仁二・柏崎直巳・山根雅巳九成茂栄_t.
Shyoso OGAWA.Hajime TAKAHASHl広.，Jinji門IZUNO.NaomiKASHIWAZAKI. 

門asamiYA門ANEι.andEi ichi NARISHIGE忠孝

明治大学・家畜繁殖学研究室
Lab. of Animal Reproduction .門eijiUniversity 
k 早稲田大学・機械設計研究室
Lab. of Machine Design.Waseda University 
， .成茂科学器械研究所
Narishige Scientific Instrument Lab. 

ABSTRACT 

An operation for the micromanipulation of a fertirized egg and embryo in an 

early stage of development was attemped using the program control of a personal 

computer. The micromanipulator employed combines the X axis which is modified to 

be of the stepping hydraul ic type. with the Y and Z axes that are each modified 

to be of the stepping gear type al 1 of which are driven by pulse motors.The 

pulse signal that controls these three pulse motors was designed to be control-

led by a computer program. As a result. the fol lowing were found: 

l)it is possible to operate in the X.Y plane on a spacimen previously suctioned 

and retained by a retaining pipet. A microtube is inserted into a ferti 1 ized 

egg to obtain the male-pronucleus and the morula is cut using a metal ic micro-

blade from the side face. 

2)An unifixed specimen C morula ) was able to be divided in half by the use of 

the up-and-down motion of a glass microneedle in the Z axis. 

3)トlicromanipulationin three demensions CX.y.Z axis) was possible， which is very 

diffi c~ lt by manual operations. 
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緒言:ホ乳動物の受精卵へのマイクロインジェケションおよび初期H1'の切断分離なとの
顕微操作は、新しい家畜繁殖の手段としてのボテシシャリティーを有している。この様な
顕微操作には手動式のマイクロマニビヱレーターが用いられているのが現状である。また
この様なマイクロマニピユレーターにより目的を達するためには、マニピュレーターの
セッテイング並ひに操作にかなりの熟練を要するようである。この操作がマイクロコン
ビューター制御により簡単に行ない得ないものであろうか。例えばマイクロマニビユレ
ーターのx.y・Z軸の動きが電動パルスモーター駆動に置きかえることができるならば、
その駆動を汎用パーソナルコンビューターにて制御し得る可能性がある。その得られた
制御システムは、受精卵および初期町の顕微操作に適用し得るものと思われる。我々は、
この様なコンビューター制御による受精卵へのマイクロインジ工ケシヨン、並びに初期fU
の切断分離の操作を試みたので報告する。
材料および方法:
1 .受精卵および初期町の採取
受精卵 〈前核期)および桑実町は、 lCR系未経産マウス (7-16週齢、 体重 20-

~~ O g )および Wistar系未経産ラット(10-20週齢、体重 230-300g )から採取した。
マウスには 51U・PMSと 51U・HCGを 48時間間隔で腹荘内注射(午後 4時)し、 H
CG投与後 C57BL系雄と交配せしめた。 HCG投与後 16-20時間に前核期受精卵を卵
管より、 72-76時間に桑実Mを子宮より、採取した。ラットでは樫垢像が発情前期を示
した日の夜ACI系雄と交配せしめ、翌日(曜栓を確認した日〉を day1として、その日
の畳に前核期受精卵を、そして day4の午後早くに桑実Mを採取した。
2.マイクロマニピヱレーター
使用したマイクロマニピヱしーターは、大別して 2つの部分から構成されている。すな
わちそのひとつ(本体部分〉は、市販されているところの、 Z軸がパルスモーター駆動の
ステッピングキ、ア一方式の電動マイクロマニピュレーター (成茂科学 ELECTRONIC削-
CROMANIPULATOR門ODELS門-21 )をさらに Y軸の動きもパルス信号で駆動するように、パ
ルスモー ター、ギアオ、ックスを取り付けたものである。他のひとつは、パルスモーター駆
動のステッピンク油圧方式のマイクロマニピユレーター(成茂科学 STEPPING HYDRAじLIC
門ICRO・DRIVE附DEL-門0・83)であって、その駆動先端のシリンタ一部を、前記改造電動マ
イクロマニピユレーターの作動アームに取り付け、 X軸方向にも駆動するようにしたもの
である。これによりx.yおよび Z軸方向の動きがそれぞれ 3個のパルスモーターの駆動
によって行なわれることになる。なお、 y.z軸駆動部にはそれぞれ 104μmのリミソ
トスイッ チが取り付けられている。

3. コンビューター制御によるマイケロマニピユレーシヨンシステム
x . y . z軸に取りつけてある 3個のパルスモーターの駆動を支配するパルス信号は、
汎用マイクロコンビューター(N E C PC 8801 )によって制御するようにした。このシス
テムの織成図を Fi g. 1 (こ示す。 すなわち顕微 T.Vカメラからの倒立顕微鏡載物台上の
試料(マウス・ラット受精卵および初期日そを直径 10cmのプラスチッケシャーしの中央部
に0.5ml の培養液とともに置き、その上面を 25ml の流動パラフィンにて被覆したもの)
およびマイクロマニピユレーターに取り付けたマイクロトウール(微細ガラス針、微細金
属刃、注入用微細管なと〉の慢とCP U (コンヒュータ一本体〉からの画像信号をスーパ
ーインボーザーによって合成し、それがCRT ヂィスプレイ T.¥に映像する。この映像
情報にもとついて作製したコンビュータープロクラムに従ってマイクロマニピヱレーター
のパルスモーターへの駆動信号を制御するシステムを用いた。

X P. M. 

Y P. M. 

Z P. M. 

F. D. D. 

F i g. 1 M i c r 0 m a n i p u 1 a t i 0 n S y s t e m. 
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4.コンビューター制御による受精卵および初期Hfの顕微操作の実施
受精卵の雄性前核への微細ガラス管の挿入並びに義実崎の微細金属刃、微細ガラス針に
よる切断などのマイクロトウールの動き自体は、既報 1.2.3.4) の手動によるマイクロマ
ニピュレーションに準ずるようにして、これをパーソナルコンビューター制御したもので
ある。
注入および切断のいずれの操作においても、まず最初にディスプレイ T.V画面の右上
端にマイクロ卜ウールの先端が現われるまで Key操作を行なう。 同時に受精卵および初
期暗に対するマイクロトウール先端部の最終到達点:スーパーインボーザーによる×マー
クの部位と同ー平面上にくるように Key操作を行なう〈すなわち術部とマイクロトウー
ルの先端の像の焦点、を合わせる〉。次にこれを出発点とし、以下プログラムに従って、ま
ず目的部位のY軸の位置まで移動し、さらにX軸方向の×マークの中心点を最終目標到達
点としてマイクロトウール先端が移動する。このようにしてそれぞれマイクロインジェク
シヨン用の微細ガラス管の挿入、側方からの微細金属刃の切り込みが可能となる。なお処
置後のマイクロトウールの後退運動もプログラムによって制御され操作開始の際の出発点
にもどるようにした。微細ガラス針による上方からの切断方法は、まず、微細ガラス針の
先端がベトリディッシヱの底面から 200-""300μmくらいにもってくるようにプログラム
し、次いで 1)Wtの中心点を通る X軸の延長線上にHfの外側から 200-....400μm過ぎた位
置まで移動せしめ、 2)Key操作により微細ガラス針を下降して陪を固定する。 3)さらに
Key操作し微細ガラス針により町を圧迫し分離圧断した。

処置受精卵および切断分離陪は、マウスでは¥Jhittinghamの SCM液 5)、ラットで
はHE R i.夜 号) (3 c mのプラスチックシャーレの中央部に 0.3m 1の培養液を置きその
上面を流動パラフィンにて被覆したもの)中にて、 C02 5%， 370C.湿度飽和条件下で培
養を行なった。

結果および考察:
1 .受精卵雄性前核への注入操作について
注入用微細ガラス管の挿入・抜去操作においては、一度の連続的な動きでスムーズに注
入用微細管の先端が確実に雄性前核の核膜内に到達したもので、その処置卵が抜去後3時
間の培養の後、正常形態を保持しているものを手術が成功したものと判定した。この挿入
操作の際、蛍光物質 (FI T C 20μg/mlPBS)の注入により雄性前核の膨化が認
められた。注入したもののうち 3時間後に正常形態を保持したものは、さらに培養を続け
24時間後に 2細胞期町への発達を調べた。後述するように蛍光顕微鏡による観察も行なっ
た。
雄性前核内への微細ガラス管先端の挿入・抜去操作の成功例と判断されたものは、ラッ
ト・マウス受精卵ともに供試 10例中 9例であった。 蛍光物質の注入後、培養により、ラ
ットでは 5例中 4例が、マウスでは 7例中 3例が翌日 2細胞期Hfに発達した。なお蛍光
物質を注入したものでは、注入直後、並びに 2細胞期既に発達した時点で蛍光顕微鏡によ
り観察した結果、前者では、雄性前核内に蛍光物質の存在が、そして後者では、両細胞質
ヘ蛍光物質が分布していることが認められた。
2.桑実Mの切断操作について
ラット・マウス桑実Hfに対する側方(水平方向)からの微細金属刃の切り込みによる切
断、並びに上方(垂直方向)からの微細ガラス針による圧迫切断のいずれの操作も円滑に
行なうことができた。この側方からの微細金属刃による切断では桑実陪実質が2つに分離
されでも Z.P. (透明帯)の一部 〈保定用ピベットの吸引部)が切断されず、ブリッジを
形成するものもあったが、これらは一応手術が成功したものと判定した。また微細ガラス
針による切断(無保定〉の際にプロネース処理による Z.P.の暗弱化の不足が原因で微細
ガラス針によるHfの固定ができなかったものは例数から除外した。上方からの微細ガラス
針の移動により陪の切断二分に成功したもの(陪が完全に切断され、ほぼ均等な二片に分
離)は、ラットでは 16例中 13例、マウスでは 8例中 5例であった。側方からの微細金属
刃の移動により町の切断二分に成功したものは、ラットでは 7例中 5例、マウスでは 6例
中 5WIJであった。切断後分離Hfの双方が、正常形態を保持したものは、培養し18時間後の
発達を調べた。その結果、微細ガラス針による切断で得られた分離陪は、ラットでは 13
組中11組、マウスでは 5組中 4組が、微細金属刃による切断で得られた分離陪は、ラット
では 5:'f.H.中 4祖、マウ スでは 5組中 3組が、初期~中期日空盤胞に発達した。
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本研究で用いたマイクロマニピユレーシヨンシステムでは、挿入操作、切断分離操作は
共に高い率で成功するのみならず受精卵および初期陪へのマイクロマニビヱレーターのコ
ンビューター制御によるこれらの顕微操作も可能なことを示すものである。また、このマ

eイクロマニピュレーションシステムは、手動では非常に困難な種々の複雑な操作、例えば
側面(水平方向〉から微細金属刃をもって桑実Mを切断する切り込みの際に、 Z軸方向に
3-5μmの上下運動をしながらのX軸方向への移動など、が可能なことが確かめられた。
このようなシステムでは、顕微操作の経過がモニター T.Vに像映されるのでマイクロマ
ニピユレーシヨンの練習・教育にも有効であると考えられる。
この実験では、最初にマイクロトウールの先端を顕微鏡の視野に入れるべくコンビヱー
ターの Key操作をもっぱら用いた。 これは必ずしも完全なコンビューター制御を意味し
ないかも知れない。しかしながら先述のごとく、直接マイクロマニピユレーションを行な
う操作がコンビューター制御を受けている点で意義がある。なお、部分的に手動により行
なわれる顕微操作の肉、例えば受精卵および初期陪の保定操作は、保定用ビベット内に生
ずる陰圧に対するセンサーを組み込ませることによって、このマイクロコンビューター制
御も可能である と推定される。現在、試作品によって実験・検討中である。
我々が用いたマイクロマニピユレーターは2つの異なったタイプのマイクロマニピコレ
ーター(歯車式と油圧式)を組み合わせ、改良を加えたものである。従って、い くつかの
部分品が 900 または 180.の角度のネジ止めにより固定されている。 このためパルスモ
ーター駆動による掠動によって、円滑な動きが得られなくなることが考えられる。より安
定したパルスモーター駆動によるマイクロマニピヱレーションを行なうために、既存の油
圧式3次元マイクロマニピユレーターに/¥ルスモーターの組み込みを行ない、現在試験中
である。

文献
1 )長嶋比呂志・尾川昭三:家畜繁殖誌.27.12・19.1981.
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テット前核期卵における核移植法 iζ 関する

基礎的研究

The Basic Study on Nuclear Transplantation in Rat Zygote 

by HV J-mediated cell fusion of karyoplast. 

舟橋弘晃・内海恭三 ・湯原正高

Hiroaki FUNAHASHI， Kyozo UTHUMI and Masat aka YUHARA 

岡山大学農学部家畜繁殖教室

Laboratory of Animal Reproruction， S'ch. of Agri. Okayama Univ. 

We had already reported tha七 theUV-spo七工rraditionon pronucleus made 

use of non-surgical enuclea七ionin zygo七enuclear transplantation tachnique. 

In七hepresent s七udy，the firs七， we showed that the 1min'UV-spot irradi七].on

on pronucleus could工nactivateone of rat zygote， which became the non-
surgical enucleation technique.七henext， we found that purified HVJ as 
number as 2000 HAu/ml was required for the fusion of a karyoplast and 

enucleated zygo七e，ac~ording to七heinjec七ionand fusion technique described 
1) 

by McGrath and Solter'.' And the last， we examined the developmental ability 
of these nuclear transplan七七obe resulted工n七hecleaved stage. 

諸君:近年、マウヌ前傾期卵の雌雄両前般を微量のl東形質膿および細胞質ととも (Iくar:yo-

p!ast)にとりだ、し、同曜の方法で除傾された卵 (Cytop!ast)の囲卵腔中に注入し HV

Jを用いて細胞融合させることによって被移植を行う技術が、マウスにおいて確立された|:また、税々

はラット前椴期卵の傾を務外線でスポット照射することによって細胞質に都響を与えることなしに、非

外科的 t~ 怯のみを不活性化することが可能で、それは有効な除核手段となり得るということを既に報告

している?}

検移f直l立、最近、突然変異動物におけるその変異の由来を解明することに多大な成果を提供しただけ

でなく、今後、禎一細胞質問の相互作用、および細胞の分化など解明されねばならない基礎分野に対し

て‘又、クローン動物作成などの応用分野に対しても、明るい話盟を提供しうることが期待されうるも

のであり、その効率的な方法を模索することは有益なことと恩われる。
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本研買でほ、ラット前傾期卵の前触へのUV-sPot照射の照射置と卵の発育性、 karyo-

p 1 a s tと受惜卵とのHVJによる融合能、さらには、 UV-spot照射によって前般を不活性化

し、その囲卵胞へ他の卵からとりだした karyop!astを注入し， HV Jを用いて両者を融合さ

せるという核移憧j去を検討した。

方法'まず、前+買を不活性化するためのUV-sPot照射時閉と前微期卵の発育性との関係につい

て調べられた。 Wi s ta r-系雌ラットは精子確認の翌日殺され卵管を潅流することによって前傾期卵

が採集された。頼粒膜細胞は、 O.5%ヒアルロニダ}ゼによって除去された。採集された卵は、既輔

の方法に従って雄性前核に対して顕微分光温1)光装置 (DMSP-!1，オリンバス光学〉をもちい、キ

セノンランプノ 253.7nm波長の繁外線の 5.3.O"m2 のスポット照射が行われ、前椴への紫外線

照射量は照射時聞によって変られた。被照射卵は、偽妊娠第 1日目雌ラット卵管へ移植後3日自に回収

され、卵の発育状態が調べられた。

IAに、 McGr-ath & Solterによって報じられた骸移植;去による karyoplast

と隙核卵のHVJによる融合能が調べられた。採卵、顕微煩作、培饗などの一連の慢{舎のmedium

に、生貧血清 (2 : 1 )、Du1 becco' sPBS、或いはWhitten Mediumがそれ

ぞれ便用きれた。怯供与卵は、前もってザイト力ラシンB処理 (5〆..(1/m 1， 40 m i n)合れた。

ヌライドカラヌ上に 3ワの点滴が作られ(第 1の点滴はザイトカラシンBを5ノ-<.1/rn 1に含む

mediurn、第2の点滴はρブロビオラクトンで不活性化された HV.];夜、そして第3の点潤は
rnedium)、それぞれの点滴の聞は流動パラフィンによって区切られた。ザイトカラシンB処理さ

れた紋供与卵は第 1の点滴に、そしてUV-sPot照射会れた受微卵は第3の点満に置かれ、すみや

かに顕撒簿作が行われた。まず第 1の点滴において、骸供与卵から僅かな原形質膜及び細胞質とともに

雌雄間前績がピペット中に畷出され、 karyop!astが作成された。ついで第2の点滴中にピぺ

ツトが移され、微量のHVJ液がピペット内に吸引された。最後に第3の点滴中でkaryo-

p1astとHVJ;夜は受骸卵の囲卵腔に注入された。}主人を終られた卵は3回洗浄後、 j貫目hパラフィ

ン下点滴rnedium中に摂され、 37<C、ち%C02 i n a i r- 培膏蹄中で培養された。こ

れらの卵は、培養開始後60分に融合の有無が観察され、更に翌日まで in vitroで培脅された。

このようにして、融合、発宵に必要な HVJの量が検討された。

最後;に、{専られた情移植卵のその後の発有能が in vivo系で調べられた。受検卵l立、雌雄雨前

般に対して名 1.分間UV-spot照射が行われ、上述の方法により傾移世が行われた。検移姐卵は翌

日まで in vitr-o培養され、 2c e 1 1までの発宵が見られたものは、 23日令雌ラット卵菅に

-7 6 
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cytoplastカt、コントロールとして、移植容れ、 3日後に回収されその発育性が調べられた。

karyoplastのかわりに注入された卵、及び、雄性前核への 1分閉リV-sPot照射卵の

問権の発育性が調られた。

5つの実麟区(0， 実験 1:ラット前傾期卵の前傾ヘーの繁外線スポット照射は、結果及び考察

1 .に示す1 0分照射)において行われた。卵管移f直後回収された卵の発宵は、 Table民
J
Uつ叫

5分以上の前検へのUV-spot照射のような高線置の照射は、前とおりであった。このことから、

?虫卵を非t留殖売させ、 3分以下のような低線量の照射は、それらを 1-2回の卵書けをして増殖買させる

ラット前傾期卵の雄性前検ということが示され、ラット半数体は発育能を持たないということからも、

In vivo deve工opmentof embryos af七erUV-spot irradition on七O
male pronucleus for different time. 

Irradiated No. of No. of No. of 
time exp. embryos embryos 
( min ) trans- recovered 

ferred 
10 

13 
16 
17 
19 

1分閣のりV-spot照射によって不活性化されているということが示された。l立、

Embrvos 
1-cell 2-4cell morula frag. 
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実験2:情割及び濃縮されていないHV.)でρーブロビオラクトンで不活性化された HVJ;夜ととも
sPBS、及び

Me d i u mのいずれのmedium中においても受核卵と准集はおこすが融合はし
主〉

なかった。一方 s 槽慰及rl濃縮 (5倍〉追及びβーブロビオラヲトンで不活性化された HVJ(>20 

Dulbecco' に注入された karyoplastは、生食血清(2 : 1 )液、

V.fhitten 

Me d i 1..1 m中HT.u/m!)とともに注入された karyoplas十は、 Whitten。。
培養開始後約30分で融合を完了した (Tablea i r ln 5%C02 C において37。

)。また、培養開始60分に観察された時、;提集はしているが融合はして3， 2， L図2) 

いない卵t立、翌日観察された時に融合していたという例は一例もなかった。以上のことから、

karyoplastと受核卵の融合については、精製及び濃縮をすることによって効率的に融合した

ので、 H¥l J;碩の濃度及び糟割が大きく融合に関係しているということ、つまり、 HVJの濃度がある

karyop!astと受骸卵が融HT.1..1/m 1)に構盟、濃縮されたとき、
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Table 2. Efficiency of fusion in the nuclear transplantation technique 
HVJ Medium No. of No. of No. of No. of 
(HAu exp. zygote karyoplas七 fusion
/ml) pair inj ec七lon
2000 PSS & Serurn 9 67 40 
2000 Dulbecco's PBS 3 23 2 
2000 Whitten Medium 5 26 11 
2000 Whitten Medium 4 26 8 

In v工vodevelopment 
No. of No， of 
exp. embryos Total 

七ransferred
N.T. 4 2 2 
Contro工 1 2 2

N.T. : Nuclear Transplan七ation
control : Cy七oplas七 was七ransplanted.

198 5年4月

0 
0 
0 

7 

of七henucleartransplanted zygote. 
Embryo recovered 
1-cell 2-4cell 8-16cell frag. 
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染色体検査によるマウス 2分割匪の性別判定

Sexing of Bisected Mouse Embryos 

by Chromosonal Analysis 

中川 明 ・高橋芳幸 ・金川弘司

Akira NAKAGAWA， YoshiyukI' TAKAHASHI 
and Hiroshi KANAGAWA 

北海道大学獣伝学部家畜臨床繁殖学講座

Depar七men七 ofVeterinary Obs七etrics，Facul七Y of Veterinary 

Medicine， Hokkaido University， Sapporo 060， Japan 

Abs七ract

Different cul七ure1eng七hafter bisection and 1ength of colcemid 

七reatmen七 wereexamined to de七ermine七heop七imumculture condition 

for sexing of bisected mouse embryos using chromosoma1 ana1ysis. 

Abou七 54も ofbisec七edmouse embryos examined were satisfac七orily

sexed be七ween15 -18 hours of in vi七rocu1七urefo11owed by 3 hours 

of co1cemid treatment. After sexing using first ha1ves of the bi-

sected mouse embryos， 36 of the other ha1ves were transferred to 9 

recipien七s. Four七eenfetuses (38.9宅) were obtained with expected sex 

a七 Day18 of pregnancy. 

緒言 :雌維の生み介け、あるいは妊の性別判定をする方訟としては、降の一部の細胞による染色体検査や

H-Y抗原を利用 した免疫学的方法などが研究されている。本実験では、顕微操作により 2分割したマウス

多発実匪を用いて、染色体検査により性別判定を行う方法について検討した。

方法 :P M S G ( 7. 5 1 U )およびHCG(10IU)を投与し過剰排卵処理を施した ICR系成熟雌マウ

ス(8週齢)から、交配後HCG投与から 76時間後l乙採取した桑実歴(およそ16細胞)を供試した。 0.5%

へんー~一一一~一一~】~一
プロナーセ‘液で透明帯除去後、 Ca2+，M!f+free-PBS中でdecompaction処理を行い、ガラス微細針lとより

怪をほぼ中央官官で2分割した。Whit t ingham (1971)')のマウス匹培養液を用いて、 3 70C 5 % C 02、95 

%空気の気相下で一定時間体外培養した 2分割匪は、さ らiζ004μ&今11'のコルセミドを含む培養液中で培養し、
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Tab1e 工工. Effec七 of 1ength of co1cemid 七rea七menton 
sexing percentage of bisected mouse embryos 

Length of* 
treatment 
(hrs. ) 
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*吾7盃
No. (毛)of Mean no. of No. (宅) of 
embryos with ** 
metaphases 

metaphases embryos sexed 

3 (13.0)a 1.33 + 0.58 。、(0 

26 (54.2)b 3.00 + 2.43 17 (35.4)d 

57 (77.0)c 3.37 + 2.31 40 (54.1)e 

50 (78.1)c 3.16 + 2.15 35 (54.7)e 

20 (83.3)c 4.50 + 2.44 14 (58.3) 

24 (80.0)c 6.58 + 3.40 16 (53.3) 

*: This treatment was carried out at七herate of 0.04 ug/m1 
colcemid after 18 hours of cu1七ure.

安*: The mean was taken on1y from embryos wi七hme七aphases.
***: No. of embryos sexed / No. of embryos 七rea七ed

a vs b & c (Pく0.01)，b vs c (Pく0.05) and d vs.e (Pぐ 0.05)

上昇する傾向を示したが、体外培養 6時間らL上の群では有意な差は認められなかった。分裂指数(中期核板数

/核数〉は、培養時間0時間の群で最低値 11.50/0を示したが、 3時間以降は 15.7-22.8 0/0の聞を上下した。

15時間および18時間体外培養した群の分裂指数は、 0時間の群と比べて有意に高かった (P<005)。

実験日 コルセミ ド処理時間 (Tables) 

コノレセミ ド処理の時聞を増加させるにつれて、中期核板をもっ佐の平均中期核板数は増加の傾向を示した。

しかし、中期核板をもっ座の割合および性別判定可能な座の割合は、。、2および3時間の 3群では、処理時

間を延長するにつれて増加する傾向を示 したが、処理時間 3時間らL上の4群では、それぞれ有意な差は認めら

れなかった。

実験11 2分害IJ妊の性別判定と移植

染色体検査により性別判定できた匪は、 56.2 % ( 5 9/10 5 ) (合 平=33:26)であった。体外培養30時

間で正常な佐盤胞に発育した 2分割任は 87.60/0 (92/105)であり、乙のうち性別が明らかなものは 50.50/0

(53/105)(古 平=29:24)であった。

移植は受卵マウス9匹 (雄脹移植用 5匹、雌座移植用4匹)Iζ計36個の 2分割座を移植した結果、着床数19

( 528%)、生存胎仔数 14(3890/0)であり 、染色体検査で判定した座の性別は、自l検結果と100%一致した。

考察 :今実験では、桑実妊を 2分割して移植するまでの聞に、2分割怪の一方で、染色体検査により性別判

定するための最適条件について検討した。

2分割時のマウス桑実歴はおよそ 16細胞と細胞数が少ないため、コルセミド処理を施しでも、2分割怪1個あ

たりの中期核板数は少なし、。またコノレセミド処理時間を長くすると、中期核板数は増加する傾向を示したが、細
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染色体検査に供した。妊の染色体標本は美甘(19 7 7 )2)の方法lζ準じて作製し、核数、中期核板数および染色

体数を観察・記録し、St ichとHsu(1960刊の方法lζ従って性別を判定した。

実験 I マウス 2分割匪 349個を用いて、コルセミト処理前の体外培養時間の検討を行った。0-27時間、

3時間どとに1曜類の体外培養時聞について培養を行った。各々の群について 8時間のコルセミド処理を施した。

実験 日 分割匪 263個を用いて、コルセミド処理時間の検討を行った。供試匪はコルセミ ド処理前回時間

体外培養した。処理時間は 0、2、3、4， 6および8時間の 6種類について行った。

実験E 祭実匪 105個について2分割処理を行い、同一匹lζ由来する 2分割j匪は対にして体外培養を行った。

対の一方は、18時間体外培養後lζ3時間コルセミド処理を行った後、染色体標本を作製し性別判定を行った。

対のもう一方は30時間体外培養を行い、正常な座盤胞に発育し、対の一方の染色体検査により性別判定がつい

た2分割匪を移植に供し7こ。偽妊娠 4日目の受卵7 ウスの左右子宮角の片方に 2個ずつ計制図、雌雄の性別を

揃えて移植 しTこ。 受卵 7 ウスは妊娠 18日自に音Ij検 し、着床数、生存胎仔数および性別を観察 ・記録し7こ。

結果

実験 l コルセミド処理前の体外培養時間 (Tabl e 1) 

体外培養 0、 3および 6時間の 3群においては中期核板をもっ匪の割合は、培養時聞を増加させるにつれて

Tab1e工. Effec七 of1eng七hof cu1七urebefore co1cemid 
treatment on number of embryos with metaphases 
and mi七oticindices of bisected mouse embryos 

Leng七h of 
cu1ture" 
(hrs. ) 
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「
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勺

4

「
J

「
4

「
J
1
4
1
4

「
4

工2 (37.5)a 

15 (48.4) 

20 (66.7)b 

17 (65.4)b 

22 (66.7)b 

20 (76.9)c 

57 (77.0)c 

28 (73.7)c 

26 (68.4)c 

16 (76.2)c 

11.5+18.7d 

19.1 + 26.1 

15.7 + 14.7 

16.7 + 16.9 

18.0 + 20.5 

22.6 + 18.3
e 

22.8 + 21.ge 

16.7 + 14.6 

17.7 + 17.8 

17.6 + 14.8 

1) 
*: Cu1tured in mouse ova、cul七
**: No. of metaphases / To七a1number of nuc1ei 

a vs b (Pく0.05)，a vs c (Pく0.01) and d vs e (P< 0.05) 

- 8 1 -



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.) 第2巻第l号 1 985年 4月

胞は分裂中期の状態、で長時間経過すると、染色体が収縮する傾向がみられ、コルセミ ド処理を 3時間以上行っ

ても、性別半Ij定可能な妊の割合は増加しなかった。

コルセミ ド処理前の培養 0時間の群の分裂指数が最低であったととから、採卵から 2分割l乙至る一連の作業

はマウス佐の細胞分裂を一時的に抑制したものと思われる。中期核板をもっ怪の割合および、分裂指数を考慮す

ると、 2介割処理後、 コjレセミド処理前の培養は 6時間以上必要であると思われた。

コルセミド処理前の培養時間が 3時間以上の各群において、分裂指数が大きな変化を示さなかったととから、

マウス桑実佐を構成する割球の細胞周期の相は一致しておらず、その周期相のずれは、害Ij球間および各分割怪

の間でほぼ均等に分布していると思われた。

。以上の結果から、7 ウス桑笑怪を 2分割して染色体検査により性別判定を行うためには、 2分割後15 ~18 
時間体外培養し、そ¢後日時間のコルセ ミド処理を行うことにより、 Z分割座の性別判定を行うのが適当と考

えられた。

文献

1) Whittingham， D.G.(1971) Culture of mouse ova. J. Reprod. Fert.， Suppl. 

14， 7-Z 1. 

Z)美甘(和) (1977): 哨乳類卵子および未着床妊の染色体観察と分析. 臨床産婦人科. 31， 

1137 -1141. 

3) Stich. H.F. & Hsu， T.C. (1960) Cytological identification of male and female 

somatic cell in themouse. Exp. Cell Res.， 20.248-249. 
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発生速度の差異によるマウス初期睦の

性判別の試み

Different sex ratio of live young after transfer of位1ef担七ー

担 dsla.;-eeveloping mouse er由工yos

tbk智之・角田幸生・杉江倍

T∞匂吠i官JKUNAGA*，YuJr.io TSt:到OIJP._and Tae.出hiSUGm** 

農柿水産省畜産試験場・宇都宮大学農学部・家畜改良事業団

Na七iα1a工Insti七U七eof An公団工工ndus七ory
*民part:ra..'1七 ofAnimal Sci自信，Faαlltyof Agriα斗むJre，
U匂田町uyaUniversity 
*句.ivestoc.1<:. In;lrover寸1:..'1七Assoc.JapanInc. 
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'developむ1七ot.i.:.eまe-"1a工e.

緒言:交配後一定の時期に回収したマウス匠の発育ステージはー様でないことが一般に観

察される。その理由についてGateJは次の3点を挙げている。すなわち、1)受精時期の

違い、 2)匠の発生が中止文は阻止された場合、 3)匠の分割速度の述-いである。同氏は
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マウス2細胞期l任を体外で庇盤胞朗まで培長し、それらを急速分割肱と遅速分別j住とに分

け てRecipientに移植したところ、胎児生存率が急速分割匠で有意に高いことを示した
2 

.またこのような違いはウサギでも沼告されている.

著者らは予備実験において、マウス8細胞期匠を体外で庇盤胞期まで培養し、発生速度

を胞庇腔形成形成の時期によって2群に分け、それらの庄の移撞によって得られた盛子の

性比を調べたところ、発生速度の早い群における性比は71%(15/21)であった。本実験では

、同腹のマウス8細胞期涯を培養して胞旺腔形成の時期によって3-11干に分け、群別にRcci

pientに移植して、各群における生存胎児の性比が異なるか否か調べた.

方法:実験に供したCD-1系峰マウスは人工照明により明期12時間 (8:00・20:00)のF

で飼育し、雄1頭に対して雌4頭を同居させ、毎朝陸栓の有無を検査し交配を確認した.

交配した雌マウスを、腫栓を発見した日を 1日目として、 3日目の午前10時にと殺し、培
3 

養液胞を用いて8細胞期旺を個体ごとに回収した。回収した旺は流動パラフィンで被覆し
4 

た6X10穴のマイクロプレートの1列目のウエル内で門 16を用いて培長した.翌朝から30分

間隔で実体顕微鏡で観察し、胞匠腔を形成した匠を 2~ll目以下の各ウエルに!順次移した.

すべての旺が胞狂控を形成した後、胞庇腔形成の時期によって早い群、中間器、遅い群の

3群に分けた.ついで、これら3群の旺を偽妊娠1日自の卵管、あるいは偽妊娠3日目の
5 

子宮に別々に移極し、妊娠19日目にと殺して生存胎児数を調べるとともにその外部生殖器

から雌雄を判定・した.

結果:実験はDonor21頭について行い、平均11.8個 (9-15個〉、総数 247個の8溜胞

期涯を回収して培養に供した.その結束236個 (95.5%)の旺が庇盤胞期に達し、これら

の圧は胞匠腔形成の早い群83個、遣い群65個、中間群88個に分けられた.各群の庇移植に

よって得られた胎児の性比は守・い群で71%(29/11)であり全体の性比19%(191100)に比べ

て寛章(Pく0.05)に雄官.tlへの偏りを示した。これに対して遅い群では20%(5/25)で有意(P

く0.001)に煙倒への偏りを示した。中間群では11%(15/31)で有志;な偏りは認められなかっ

た。各群の生存胎児率は早い群で49%(41183)であり、遅い群38%(26/65)、中間群::39%(34/8

8)に比べて高い傾向を示したが、有意な差ではなかった。以上のように、 E主盤胞期iに速く

到達した圧、すなわち発生速度の早い旺から雄が、遅い旺からは雌が多く生まれる傾向が

みられた.
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発生速度の差異を利用したマウス旺の性判別

発生速度 移植駐数 産字・敬(%)

雄性胎児 雌性胎児

急速器 3

8

5

 

只
u

Q

u

n

u

28 (7 1 ) 

1 5 (44) 

5 (20) 

1 2 (29) 

19 (56) 

20 (80) 

中間群

遅速群

TOT̂L 236 48 (48) 5 1 (51) 

考案:本実験の結果から、旺の発生速度の差によって、ある程度雌雄を判別できる可能性

が示された。涯を発育ステ}ジの追いによって分け、その旺の移撞によって得られた胎児

の性比を調べた報告は著者らの知る限りではflafezのウサギにおける報告のみである。同

氏によればウサギでは肱の分割速度の早い群と遅い群の間に性比の差は認められなかった

.しかしながらflafezは実験に過排卵処理を施したウサギを用いており、その結果自然排

卵に比して排卵時間の変動が大きくなっていると考・えられる。本実感では、排卵の時間的

差の少ないと考えられる自然排卵の同臨旺を用い、発生速度の差異によって選別し、それ

から生ずる胎児の性別を調べた.その結果、発生速度の早い庇からは雄が多く、遅いHか

らは雌が多く生まれる傾向がみられた.この原因は未だ推論の域をでないが、 x-精子の
運動性などの差による受精時間の進い、あるいは精子の持ち込むゲノムの述いによって卵

子の発生速度が異なること等が考えられる。なお、現在同法によって選別したマウス旺の

雌雄を史色体分析を用いて判定する実訟を行っている。

1. Gates，A.H.， in p詑 implantationStages of pregn田 cy(edit.byWolstenholme， 

G.E.W.)， 270 (Churchill， London，1965). 

2. Hafez，E.S.E.， Proc.Soc.exp.Bio1.，工10，142 (工962).

3. Falton，B.P.，and Whittingham，D.G.， Nature， 273， 149(工978).

4. Whittingham，D.G.， J.Reprod.Fer七.，Suppl.工4，7{工97工). 

5. Tsunoda ， Y • ， Wal屯asu，M.，andSugie，T.， Jap.J.Zootec~.Sci. ， in press. 
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H-Y抗体によって性判別された山羊，

Development of Sexed Goat and Cow Embryo by H-Y Antibody 

牛受精卵の受胎例について

誠・内海恭三 ・湯原正高 ・山田雅保*佐藤英介・回

Masataka YUHARA Kyozo UTSUMI， Makoto DEN， Eisuke SATOH， 

and Masayasu Y AMADA 
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We found .the fac七 七hatra七 embryoscould be separa七edimmunologically 
either male or female at the morula stage by ra七 H-Yantibody. We 
already found七hatrat H-Y antibody could classified mouse， rabbit， 
goa七 andcow embryos as developed blastocys七(female)and arrested morula 
(male). This study is designed to examine whether the sexed embryos can 
be developed into young or no七 andto estimate the optimal七imingof 
embryo s七agefor H-Y an七工bodyexposure. The resul七swere as follow; 
1.Goat and cow embryos a七七hemorula stage can be classified morpholog工cally
as unaffected blas七ocys七 andaffected morula by rat H-Y antiserum which 
was absorbed with both ra七 andgoat or cow female spleen cell. 
2.When goa七 andcow embryos were exposed to H-Y antibody ~t the com会acted
morula stage ， they could be classified best. 
3.Those classified embryos by rat H-Y antibody can be pregnant. 

暗雲:費情卵の雌雄を分別しようとする試みは、細胞組繊学的に性染色体を調べる方法がなされて

きた。しかし、近年H-，{抗体による免疫学的方法による分別法が開発されつ・フある。著者らは、ラ

ツトにおいて作製した H-Y抗血清によりラット桑実期限の約半数が抗体に感作し、Iff盟胞期限への

分化が抑制され、抗体除去後に庇盤胞期庇ヘーと発資し約90%が雄となるが、一方、他は抗体の存在
1 ) 

に拘らず轟実期医から恒控胞期限へとそのまま発育し約80%が雌となることを明らかにしている。

8 6 -
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このように柵巣決定遺伝子の産物である H-，{抗原に対する抗体を伶蝦し、省床前陪を免疫学的に分

骨IJ可能なことが明らかにされたが、マウスにおいても、晶実期限をマウスH-，{抗体による補体依存
2) 3) 4) 

性細胞毒性試験、 或いは蛍光4意識第2抗体を使った閉慢蛍光試験によって雌雄分骨IJが可能なこ

とが報告され家畜眠での試みもなきれている。著者らはさらに、ラット H-，{抗血清のラット旺に対

する形態学的な分骨IJ能が、マウス、兎および山挙、牛"ii.(ご対しても、吸収操作を行うことにより問様
5) 6) 

に形態学的に2種に分買IJずる能力があることを示した。

本研究では、このうツトH-，{抗血清によって山挙、牛旺が‘マウス、兎電と同憶に分別し、分別

能の in vitro発育性と、その旺の移植後の発育性が倹討された。

方法 :Wistar系説いはD.A.系ラットの新生児糟巣をiI¥モジネイ卜し問系雌ラットの腹腔内へ

週 1回6週連続注射し、ブースターの 1)且閉後に採血した血清を抗血清とした。 PMSG或いはFS

HとPG F 2d..によって過排卵処理されてえられた山羊5日目旺、牛6日目慌が実験に供された。こ

れらの限は、ラッ トH-，{抗血清の rーグロブリン分画あるいは剣不活化 (5o'C，30mln)

後、山羊あるいはと字削珊で吸収されたラット H-，{抗血清のトグロブリン分置を含んだ20%仔

牛血清加rn-KR8培養液中で5%C02， i n a i r の条件下でドロップレット培脅された。さ

らに『抗体へのきらし時の鰻1直旺発膏段階をきめるため、それぞれの院を8cell，16cell

-後期義実期臨， cornpact i onがかなり進んだ桑実期限の段暗で抗体を含む培蕎液で培脅し

その分骨IJ発育性を調べた。

結果と考察 :マウヌ、兎のI勧告と問慌に山挙、牛の桑実期R目立、未処理ラット H-，{抗血清では、

すべての旺が発育を租奮されjs行した。しかし、それぞれの動物の雌稗憾で吸収した rーグロブリン

分直での培養では、ラット目玉のI場合と同様t::、品実期限の胞旺化を抑制されるものとそうでないもの

に約半数ずつに分刑された〈表ー 1)。それゆえに、ラッ↑ H-Y抗体は‘マウス、兎旺のみならず

山挙、牛~Iに対しでも同様に作用することが示唆された。マウス、兎旺の場合、分男IJ きれた降のうち
7) 

抗体の!型作を受け胞庇{ヒを抑制された義実期杯をTarkowskiの風乾j去によって染色体を検索

し、 Y染色体が確認された。山挙、牛旺の分骨IJされた旺の 1部が移憧され妊娠継続中である。胎児の

雌雄はまだ確認されてないが、家畜の雌雄の生み分けにラッ卜 H-，{抗体の使用が可能であることが

示唆された。名ステージの底の抗体中の培賓の結果は、表-2に示す。ラット隠のI場合は、 16ce

l一後期桑実期医において5-6時閉の抗体中の培費で恒を分別しえた。山羊、牛慌のI場合8ce

1 1:および 16cell一後期轟実期旺では、院を分別し得たが、培養師閣が24時閉以上になり、

しかも8c e 1 1:期旺においては、仰制きれた慌が抗体酪去後.発育せず退行した。 cornpact

ionがかなり進行した義実期限では、ラット隠は、抗体中でも2-3時間で、すべて降盤胞期障へ
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Table-1. Developmen七 ofgoat and cow morula exposed to rat H-Yantibody 

No. No. Development after expose. blastocyst(需)

species七reatmen七 of of 1 
exp. eggs No.blastocyst No.morula morula(需)

goat 
A 

B 8 h
斗

1

1

 

0 
6 8 

0/100 

42.9/57.1 

cow A 12020/100 

C9  56 21 35 37.5/62.5 

A)globulin fraction of H-Y antiserum 

B)globulin fraction of H-Y an七iserumwhich was heat-inactivated and absorbed 

Wl七hrat and goat female spleen 

C)globulin fraction of H-Y an七iserumwhich was heat-inactivated and absorbed 

with rat and cow female spleen 

Table-2. Blsatuユationof rat，goat a苧dcow embryos .exposed to H-Yantibody 

stage species No. No. Development after expose. No.recover. 
exp. eggs embryos 

No.blastocys七 No.morula (blastocyst) 

rat 5 42 11(26.2) 31(73.8) 0(0) 
8cell goat 1 1 o(o} 1 (100) 0(0) 

cow 1 1 0(0) 1(100) 0(0) 

16c:l~ -rat-一一完一日一五百(W-:-5J--18引E万了一一 18す(τo百)一一-
32cell goa七 2 10 4(40) 6(60) 5(83.3) 

cow 3 21 7(~3 ・ 3) 14(66.6) 0(0) 

-mno円 :rat---5--28--28(100了一一 -o(百)一一一一一一一一一一一-
A;zli-goa七:. 4 2(50) 2(50) 2(100) 

一 cow 5 35 13(37.1) 22(62.9) 22(100) 

と発育し、胞を分骨IJしえないが、山羊‘牛wま、 6-10時聞で旺を約半数ずつ旺盤胞期降と義実
期医とに分別しえた。このように山羊、牛匪では、ラットRIのI場合と遣い compactionが

謹んだ義実期旺の段階が最適な処理時期であることが示された。これは、 in vitroでの発

育の速さが、ラットでは速いが、山羊、牛降では遭いことにも関連しているようにおもえるが、ラ

ット低よりさらに発育の速いマウスや兎府においても compactionの進んだ桑実期降で旺

を2分できることから、 in vitroでの眠の発育のi車窓と分骨IJ最適段階とは関係のないこと

と考られた。抗体を採取した動物と異なる動物の区においてこのことが観察されるので‘抗体の異

種目h物に対する何らかの作用が存在するものと考られる。現在、伶到したラッ卜 H-，{モノクロー

-8 8-
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これら雌雄判刑の機構の解析を試みている。更に、それによる異種動物、特に山ナ)1)抗体を用いて、

挙、牛fffの雌雄判買IJ能を倹索中である。

なお研究遂行にあたり協力をいた1ざいた各県畜産試験湖、米国テキザヌ大学R!cherdos-

t r a n s社に謝意を表します。Genetic3社、およびErn。nt勇士司 Granada
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Vo1..2 No・1叩-93 Iとツジの切断二 分離陸移植による受嘘例

Viabilities of bisected hatc hed biastocyst in sheep 

吉羽宣明・大竹通男・塩谷康生家

Nobuaki YOSHIBA，Michio OHTAKE and Yasuo SHIOYA* 

埼玉県畜産試験場・*農水省畜産試験場

Saitama Prefectural Livestock Experiment Station. * National lnstitute 

of Animal Industry. 

The viabil ities of bisected hatched blastocysts in sheep wcre examined by 

transferring them to recipients.Embryos were collected surgically on day 7 ( 

onset of estrus :day 0) from a superovulatcd cwe. Hatched blastocysts were 

bisected using a micro・blademade from a razor.rour embryos were successfully 

bisected into 4 pairs of identical half embryos. 

These embryos were then transported from National Institute of Animal 

Industry to Saitama Prefectural Livcstock Experimental Station and transfcrred 

to recipient ewes immediately or after frozen storage. 

Two pairs of fresh half embryos were transferred to 2 recipients and both 

of them were diagnosed pregnant at day 60 by ultrasonic methods. A pair of 

frozen thawed half embryos were transferrcd to a recipient but she returned to 

estrus. 

案者言言:晴乳動物の初期旺を顕微的に分離する技術は、優良個体の複製すなわち種々の

試験に貴重な研究材料となるー卵性多胎仔の生産を可能とし、また、染色体検査による旺

の雌雄錨別技術に応用できる。ヒツジ旺については既に2--..8cellを二分離または四分離

して移植後にー卵性の双仔や凹生仔が生産されたことが報告されている!・2)しかし、この

手法はcompaction以前の藁実旺を用い謹雑な技術を要するものである。最近、より簡便な

3) 
方法によりヒツジの旺盤胞からー卵性双仔の作出例が報告された。今回我々はカミソリの

9 0 -
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刃で作製したナイフを用い、ヒツジのhached blastocystを簡易な手法で切断二分離し、

移植して受胎例を得たので報告する。

プ王寺去:農水省畜産試験場で飼養しているヒツジ(雑種〉に過排卵誘起のためにFSH

〈アントリン、デンカ製薬K.K.)を朝夕2回3.5日間にわたり総量17.5AUを分割して筋

肉内に注射した。 6回目と7回目のFSH注射時にPGF2αアナログ (ONO-I052、小野薬品

工業 K.K.)200μgを筋肉内に注射した。発情発見時及び発情発現中12時間間隔で自然交

配した。旺の回収は7日目〈発情発現日 :0日〉に開腹し、子宮角を下向性に擢流して行

った。濯流液にはOulbecco'sPBSに牛血清アルブミンを 1mg/ml、ベニシリン200単位/

，"1、スト レプトマイシン200mcg/mlを添加したものを用いた。採取した旺のうちhatched

blastocystをパラフィンオイル下の10%牛胎児血清加Ham-F 10のドロップに入れ、切断

に供した。

カミソリ の刃 (フェザー S両刃、 フェザー安全剃万 K.K.)を小さく折って接着剤~ (アロ

ンアルフア}、東亜合成化学)でガラス毛細管の先端につけ、切断用のナイフを作製した

。これをマイクロマニピユレータ-(成茂製作所製〉に装着した。切断二分離の方法は、

まず旺を内部細胞塊がナイフの先端の方に来るような向きにし、ナイフを下げ肢に近づけ

た。そして旺が二等分されるような旺の部位にナイフを軽く当て、旺を数秒間圧定した後

さらにナイフを下げシャーレの庇面に押しつけて切断した。完全に分離できなかった場合

は、 分離されるまでナイフを下げたまま水平に引いた。切断二分離した旺の一組は牛の卵

胞内卵子から得た空の透明帯に注入した。その際には外径約125μの注入針を用いた。残

る3組は注入操作を行わなかった。これらの旺は各組毎にそれぞれ10%牛胎児血清加Ham

-F 10とともに試験管に入れ、試験管を輸送者の体に密着させた状態で、約2時間半を要

して埼玉県畜産試験場に輸送し、受卵ヒツジ(コリデール種〉に移植した。移植は切断旺

1組ずつを受卵ヒツジの子宮角内に同時に移植した。

4) 、，
当日iこ移植できなかった2組の肢は、Bilton の方t}，;t<:準じて凍結保存し、融解後同様

の方法で移植した。妊娠診断は超音波断層撮影装置および超音波ドッフ.ラー式妊娠診断器

により移植後40-60日目に行った。

議吉身ミ :41困のhatchedblastocyst を切断二分離し、 4組の切断二分離旺を作製した

。これらの旺は輸送後鏡検したところ、すべて旺盤胞腔を再形成し、内部細胞塊を有して

いた。空の透明帯に入れた切断二分離旺1組と、透明帯のない切断二分離旺1組を2頭の

一 9 1 
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受卵ヒツジに移植した結果、 2頭とも受胎していることが確認された。同一角に移植した

ため現時点では双胎であるか否かは不明である。凍結保存した2組の二分離肢のうち 1組

を融解後培養し、正常な形態に回復したことを確認後、移植したが不受胎であった。

Table 1. Transfer results of pairs of bisected embryos 

No.of Synchronization 
recipient本 ofrecipient 

包位〉

-2 

Zona pellucida 
present (+) or 
迎笠並立i

Transfer result林孝

+ pregnant 

2 

3意事

。
。

pregnant 

non-pr皇gnant

本:A pair of bisected embryos was transferred to each recipient. 

本意:Frozen-thawed embryos. 

本主意:Diagnosed on day 60 by ultrasonic methods. 

三号毒事:発育ステージが進みcompactionした後の旺は、細胞聞の結合が強く分離するの

が困難になる。我々は旺盤胞をガラス針で二分離しようと試みたが、いわゆるcellular

bridgeができてしまうことが多く、これを切断しようとして涯の損傷を大きくしてしまう

ことを経験した。またhatchedblastocystは球型でなくガラス針による切断は困難であっ

た。そこで今回カミソリの刃を用い旺を切断二分離したが、 cellular bridge ができる

こともなく簡単に切断二分離することができた。このカミソリの刃は道具白作製も容易で

あるので応用性が高いと考えられる。この方法は旺を保定する必要がなくWi11adsen & 

3) 
Godka のガラス針で旺盤胞を切断する方法よりも簡易であった。

顕微操作にhatchedblastocystを用いた場合、切断後3時間後には内部細胞塊と柾盤胞

腔が再形成され、切断の良否が簡単に判定できた。その点でこの時期の旺は顕微操作に適

していると考えられる。

透明帯に再注入しないままの切断二分離旺で受胎例が得られたことは、この時期の旺は

実質的に透明帯が必要でないことを意味している。そしてこのような切断二分離旺よりヒ

3)守、守
ツジの双仔が得られている。」れりの」とから、旺を切断するだけならば顕微操作器具な

しでも不可能ではないので、ウシ庇盤胞などを簡単に切断二分離して利用できる可能性も

つムQ
f
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あると考えられる。

凍結保存した切断二分離旺を移植しでも受胎しなかったが、融解後の培養では正常な形

態に戻ったことから、正常な旺と同様に凍結融解ができるものと考えられた。しかしこの

点に関して更に追究が必要であろう。

なお今回の試験では旺の回収から移植まで約8時聞を要したが受胎性は損なわれなかっ

た。このことは旺の輸送は比較的容易であることを示しており、試験場開の協力などに重

要な示唆となっている。

主要文献
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切断二分離した旺盤胞からの子牛生産

Calf Production from門icromanipulated"Half" Blastocyst. 

塩谷康生・花田章・小林仁淑

Yasuo SHIOYA， Akira HANAOA and Jin KOBAYASHI % 

農水省畜産試験場 *東北大学農学部

National Institute of Animal Industry， %Paculty of Agriculture， 

Tohoku University. 

Holstein heifers were superovulated with fol I icle stimulating hormone administered 

twice daily by intermuscular injection. Embryos were non-surgically collected on day 7 

post estrus. Eight blastocysts were selected for micromanipulation. 

While the embryos were in holding medium，Ham-P10 supplemented with 10% bovine fetal 

serum，a fine glass needle was pressed down to bisect the whole embryo on a vertical 

plane.Six pairs of identical halves and two halves were injected into bovine empty zonae. 

They were placed in O.25ml french straws with fresh holding medium and non-surgically 

transferred into the uterine horn of 8 recipient females， ipsilateral to the corpus 

luteum. 

Just one pregnant recipient was obtained and a female calf was normally born，weighing 

36 Kg. 

~者言言:二~数個Lこ分離された目前乳動物の初期旺はそれぞれが個体に発育する能力を有しているこ

とが明らかにされており、初期旺を二~八分割することによって、 一卵性のヒツジの双仔、四生仔、ウ

シの双仔、三生仔、ブ、タおよびウマの双仔が得られている:，2〉 更にヤギの双仔やめヒツジの五生仔4)

の生産も報告されている。これらのー卵性多胎仔の作出はCompaction前の2-8割球期の藁実旺を分離

することによって行われている。このようなー卵性多胎仔は家畜のいろいろな研究に役立つものと期待

される。しかしこの方法は初期旺の体外培養技術の不十分さのために一時的に仮の雌の卵管内で培養す

ることを必要とする。

一方これらの時期以降の発育の進んだ藁実庇や旺盤胞を二つに切断して直ちに受卵雌に移植すること

-9 4 
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5，6，7) 8) 
によってー卵性の双仔がウシ やヒツジ で得られている。この方法は現在のウシの非手術的採卵

・移植技術と合致しており応用性が高く、商業的な駐移植に用いられている?)そして問機なことが雪印

乳業受精卵移植研究所や農水省日高穂高牧場でも試みられ、産仔の生産が報道されている。

本実験ではウシの7日齢の駐盤胞を切断二分した後、非手術的に受卵/十に移植して分娩例を得たので

1例ではあるがあえて報告する。

プ三月二去:過排卵誘起のためにホルスタイン米経産牛に36mgのFSH (アントリン、デンカ製薬K.

K.)を11日聞にわたり減少させながら投与した。 FSH投与第3日目にプロスタグランジンF2αアナ

ログ (ONO1052、小野薬品工業株式会社〉を600μgずつ朝とタに投与した。発惜の日の午後と翌日午

前に液状精液を人工t受精した。

阪の回収は7日目 (発情日=0日)に人用尿道カテーテルを用い非手術的Lこ行った。子宮の洗浄には

ぶどう糖、ピルビン酸ナトリウムを加えたDuI bccco' s P B S 1 Lに20ccの牛血清を)JUえたものを使用

した。切断には良好な肱盤胞に発育しているものだけを使用した。

駐はパラフィ ンオイルドの10%件胎!Ji血消)JU!iam-FlO ，こ移し、顕微操作に供した。倒立顕微鏡に組み

合わせた球両式油圧マイクロマニピユレーター(成茂製作所、門o102、R，L)を用い粧の切断、注入

を行った。粧を切断する針、内容空の透明帯を保定する保定問針およびtJJ断肢を透明帯(;:~上人する注入

針の3種の微細器具は直径1m日lのガラス毛細管(成茂製作所〉から微小電極製作器(成茂製作所〉を使

10λ i ザ {

用して作成した。切断針は既報 のとおりふ保ぇ針は先端の関口部を直径20.......30μ以下に溶融した。

注入針は先端の外径を約70.......90μのものを使用した。これらの器具の竹:成にはマイク口フォージ〈成茂

製作所)を用いた。

内容空の透明帝は卵胞卵や未受精卵を先端そ細くしたパスツールビベ、ソトで吸引、排出することによ ・

って得、あるいは脱出した透明帯を用いた。まず旺盤胞を切断針で圧して二分した後、内容空の透明帯

を保定用針に吸引固定し、 一方注入針に切断旺を吸引し、透明暗のtl-lに注入した。透明帯の保定にはイ

ンジェクター(成茂製作所 l門IlB)を、肢の吸引、 U入には油圧マイク口マニピユレーター〈成茂製

作所 MO-8)とマイクロシリンジ (Hami I ton 500μ1、ガスタイト 1750 LT)を組み合わせて用い

た。

注入旺は新鮮な培養液で洗ゆ後O.25mlストローに入れカスーの移植器でホルスタイン植の未経庄であ

る受卵牛の黄体側の子宮角に 1あるいは2個Fコ移植した。

- 9 5 -
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議古・5畏:8個の旺を切断して15個の二分庇を得た。そのうち内容空の透明帯Lこ証人したものは141固

で、6組のー卵性の二分旺と2個の二分駐を得た。これらを供卵牛より 1日早く先惜したLI::1頭、完全に

同調した牛3頭、 1日遅れて発情した牛4頭の計8頭Lこ移植した。受胎例は発惜の同調した牛に 1組の

二分旺を移植した 1頭のみであった。移植後275日目に分娩したが、g(仔は雌 1頭(生時体重36Kg)で

あった。現在(1985年2月)順調に発肖している。

ヨ雪語45:肱盤胞はガラス針でそのまま比較的容易に切断できた。この点については透明帯の軟化を

必要とする桑実旺とはことなった。

今回非手術的に採取した粧盤胞を二分したものから 119IJであるが出産例がえられた。この方法による

子牛の生産はすでにいくつか報告されている。 Ozi1 et al~)は 5本の微細長|を使用し、 Wi 11 iams et引

は金属製のナイフを使用している。本字国は3本の微細針で行う簡便なものである。 Lambethct a 1 ?C:t同

様に3本の針でー卵性の双仔を作出している。肢の生存性を損なはなければ装置や道具は簡便なものが

望ましいのでさらにこの点の追究が必要である。

顕微操作に過した肢の段階であるが義実肱6)あるいは胞肱形成の始まった肢ののみを般用して両主義の

6) )...1'. ~ ，.....， r-r J.t....6....r.lt l_"'.+-_ /. -sfJU双十fが生産されている。 一万Wi 1 1 i ams ct a 1 ~は 5~7 日齢のH士4ど ?i，数便用して二分駐の生存性

を検討して 7-7.5B齢の陛が好ましいとしている。今回使用した肱は完全に駐盤胞腔がl悶阪なもので

あった。著者らは6B齢の桑実駐は二分割した後体外でよく免白するが、その後移植しでも産仔への発

育は得られなかたことを経験している。 6日齢の駐は切断後直ぐに移植しても受胎率がよくなかったこ

とが報告めされている。これらのことから7日齢の旺盤胞は薬実旺よりは好ましいと考えられる。

更に脱出した駐盤胞を切断したものから一卵性の双仔のヒツジの生産も報告8)されており、顕微操作

の時期や方法Lこはまだ未解決の問題が多い。 今回の例でも受胎率が低かったこと、 一卵性双仔が得られ

なかったことなどさらに解決することが多く残された。非手術的採卵や移植に対応した効率的なサ11性

双胎仔の生産技術確立のために、より多くの研究が望まれる。
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切断二分離後透明帯にH入した牛旺

(黒線は長さ100μ)
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旦直呈L 重む牢勿 Iヨ恒二圭二」砲王室豆豆量三金旦~l (盟主旦立宣ー宅生且互旦割室)

第 1条 本会は晴乳動物卵子研究会と称する。

第2条 本会の事務局は会長もしくは幹事のもとにおく 。

第 3条 本会は哨乳動物の卵子に関する研究およびその成果の応用促進や会員相互

の連絡を図ることを主な目的とする。

第4条 との目的を達成するために次の事業をおこなう。

1 ) 研究発表会の開催

2) 機関誌『晴乳動物卵子研究会誌』の発行

3) 研究に関する情報の交換

4) その他本会の目的達成に必要な事項

第5条 本会は哨乳動物の卵子に関する研究に実際に従事しているものおよび本会の

主旨に添うものをもって組織する。

第6条 本会に入会しようとする者は、会員の推薦を得て事務局に申し込むものとする。

幹事会は前記申し込みに対して可否を決定する。

なお、入会に際しては入会費を納入するものとする。

第7条 会員は下記事項に該当する時は会員たる資格を失う。

1 ) 本人の意志による退会。

2) 会費未納の場合。

3) 会員として不適当と幹事会が認め総会がこれを承認した場合。

なお、第 1項により退会しようとする時は幹事会に届け出るものとする。

第8条 本会に賛助会員をおくことができる。

賛助会員は本会の主旨に賛同する法人およびこれに準ずるもので幹事会が認め

るもの。

第9条 名誉会員は、本会に多大の貢献のあった会員で幹事会で推薦され総会の賛同によ

って定められる。

第10条 年会費は総会においてとれを定め、その徴集方法は幹事会において決定する。

第11条 本会には、役員として会長および幹事若干名をおき役員の任期は 3年とする。

ただし重任は妨げない。

第12条 幹事の選出は会員からの推薦により選出し、会長は幹事の互選によって選出する。

幹事および会長の承認は総会の議を経るものとする。

第13条 会長と幹事は幹事会を組織して会務を審議するとともに会の運営にあたらなけれ

ばならない。

第14条 毎年 1回総会を開催し事業に関する協議を行なうものとする。ただし、会長が必

要を認めた時は臨時に総会を開催することができる e

第15条 本会の会務は毎年4月に始まり翌年3月に終了する。

第四条 本会の会則の変更は幹事会の決議を続て総会の承認も得なければならない。

事務局 神奈川県藤沢市亀井野1866

日本大学農獣医学部獣医生理学研究室内崎乳動物卵子研究会



編 集 後 記

昨年の 4月iζ晴乳動物卵子研究会誌の第 1巻第1号を発刊して以来I、

早いもので 1年が経過し、第 2巻第 1号をお届けするとととなりました。'

会誌の発刊に関しましては、年 2回(4月， 10月)を目標に努力を重

ねており、第 1号は研究会の講演抄録を掲載し、第 2号には会員から

の投稿論文を掲載したいと考えております。第 2巻第 1号には、毛利

教授の特別講演の要旨と、一般講演29題の抄録を掲載いたしました。

この号には、卵子に関する多方面の研究が掲載されておりますのでご

一読下さい。

(遠藤 克)

晴乳動物卵子研究 会誌

Journal of Mammalian Ova Research 

第 2 巻第 1 号

昭和 60年 3月25日印席IJ

昭和 60年 4月 1日発行

発行者
晴乳動物卵子研究会

代表 佐久間勇次

発行所 E甫乳動物卵子研究会

〒252 藤沢市亀井野 18 6 6 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

Te 1 0466 -8 1 -6 2 4 1 (内332)

郵便振替 横浜 8- 20350 

V 0 1.2 N o. 1 

(会員 頒布 )

印刷所 誠和印刷株式会社

住所藤沢市城南 5丁目 2番 8号

電話 0466-34ーヲ 11 0 (代表)





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

販売元 製造元

⑧ZT辻哲!?;?⑧
 

詫穂署R書誌
東京都中央区銀座 2- 7 - 12 

(家畜共済診療点数採用)要指示医薬品

繁殖障害に.グ

動物用

医薬品

前葉性卵胞刺激

ホルモン剤

特長 0米国アーマ一社との筏術提供によって製造され

Tこ新しい前葉性の FSH剤です。
()' -7-仕のFSHは世界て最初のFSH標準品に1*閉されていH，l

OFSH成介を主に含有し、卵胞の発育、排卵、

黄体化作用を有します。

OHCG又は、 PMS  Gで無効裁いは不的確な繁

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君主購開票甜 神奈川県川崎市川崎区中瀬 3ー19ー11

ft(044)288-1391(代)〒210



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
+40t ----180t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一教授

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i東結・融解に活用されています
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〒113 東京都文京区本郷 6丁目 11番 6号

電量舌(03)812・2271(代表)



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業株式会社IJイザ〉容器格式23祉
本 社大阪市西淀川区歌島 2ー 12-4 

電話大阪(06)471守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)
電話東京(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

丸亀営業所 丸亀市西平山町128番地
(研虎ビノレ内)

電話丸亀(0877)23-1371-2干763
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