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第 27回 目南乳動物卵子研究会のお知らせ

晴乳動物卵子研究会

会長佐久間勇次

下記lとより第27回晴乳動物卵子研究会および総会を開催いたします。多数の会員の

ど参加をお願いいたします。

。日 時:昭和61年4月 2日(水) ヲ:0 0より

。場 所:日本大学会館大講堂

東京都千代田区九段南4-8-24

TEL 03 -262 -2271 

。一般講演:前回の大会と同様K講演内容をオフセット印刷し，晴乳動物卵子研究会誌

第 3巻 第 1号lζ講演要旨として掲載いたします。各演題は 2ページにお

まとめいただきます。

発表時間は 1題lζっき 10分，討論 5分を予定します。

なお，演題多数の場合は，会場の都合などで演題の採否は会長lζど一任

下さいますよう。

。演題申込:締切 昭和 60年 1月 15日必着

演題の申込みは，葉書iζ演題名(和文および英文)発表者および共同研

究者(ローマ字)を記入のうえ下記宛お送り下さい。折り返し発表内容を

記載する原稿用紙をお送りいたします。

講演原稿の〆切は昭和 60年 2月 15日(厳守)とさせていただきます。

干 252 神奈川県藤沢市亀井野 1866

日本大学農獣医学部獣医生理学教室

遠藤 克宛

TEL 0 4 6 6 -8 1 -6 2 4 1 内332
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総説

X精子と Y精子

東京大学教養学部生物学教室

毛利秀雄

動植物の性比がになるのが戻し交雑と同じようなしくみによるのであろうと云うことは，既に1870

年ILMendelがNageliへの手紙の中IL書いていると伝えられる。性の決定!L:関与する性染色体の発見は.1891 

年ILHenking!L:よりホシカメムシの精母細胞でなされているが，彼は乙れを核小体と考えた。しかしその後の

ツユムシ精母細胞を用いたMcClungの研究により，乙れが特別な染色体である乙とが認められ. 1 9 0 2年IL

は乙の性染色体lとより性の決定が行われることが明らかにされた。乙のような昆虫や晴乳類では雄がヘテロで

あり，小さい方の性染体は Y染色体と呼ばれる。したがって減数分裂の結果生じる精子!L:は.x染色体をもっ

X精子と Y染色体をもっ Y精子がで存在する乙とになる。

と乙ろで男女.雌雄の産み分けについては古くから多くの人々が興味を抱いており.HippocratesやAristo

teles等もその方法について述べている。最近の技術も考慮に入れると，その方法は次の三つに大別されよう。

(1) 雌の体内で Xまたは Y精子のみが卵と受精するように調節する方法

(2) 雌または雄の匪のみを育てる方法

(3) 予めXおよびY精子を分離して，それぞれを用いて人工授精する方法

最後の方法については後で詳しく述べるので，乙乙では前二者について簡単IL触れてお乙う。まず第一の方法

としては腔内を重曹でア Jレカリ性にすれば男児，乳酸などで酸性にすれば女児を得るという乙とが 19 3 0年

頃よりいわれており，食事ILよる男女の産み分け方法も同じような発想，つまり X精子は酸に強く Y精子は弱

いという考えにもとづいている。月経周期との関係も同様であるo またリン ・カノレシウム剤により男児の産ま

れる確率が高まる という。第二の方法としては，たとえば雄の細胞の表面にはH-Y抗原があるという考えにも

とっき，抗H-Y抗体を用いて雌の座のみを残す，または匪を分断してその一部を雌雄の判定lζ用い，望みの

性の残りの部分を怪移植するといった乙とが試みられつつあるようである。しかし予めX精子と Y精子を分離

する ζ とができれば， ζれがもっとも容易で確実な方法となろう。

1. X精子と Y精子の差異

雄ヘテロの場合ILY染色体は小さい方と定義されているから，乙れを含むY精子はたとえ僅かであっても X

精子より小さな頭部(核)を持つはずである。事実統計的iとみて両者の頭の大きさに二つのピークがあるとい

1 • 2) 
う報告は数十年以前から出されている。

1 9 6 0年代の初めになるとShettlesがヒ卜精子の位相差顕微鏡による観察から. X精子は頭部が細長く大

きいのに対してY精子の頭部は丸くて小さく ，子供の性比がどちらかに片寄っている父親の精液中には一方の

3.4) 
形の精子が多く見られると報告した。しかし乙の結果は上下および左右方向から見た精子頭部の形をX.Yの

違いと誤認したものと思われる。

-9 8-
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最近ではFlowcytometry Kよって，蛍光色素で染められた精子DNA量がやはり二つのピーク lζ分れる乙
5， 6) 

とがGledrillらの 5)レープにより示されている。たとえばウシの精子では両ピークの差は 4%位である。乙の

方法では数千の精子のDNA量を測定できるが，固定した試料を用いる為K生きたX，Y精子の分離はできな

い。ただし分離したものの検定には有用である。

ととろでヒトの細胞，たとえば分裂中期のリンパ球などを蛍光色素のキナクリン ・マスタードで染めると ，

7) 8) 
Y染色体の長腕が特iζ強く染まる。また間期の男性の細胞でほ蛍光のスポット (F-body)が 1個観察される。

1970年KBarlowとVosaは精子Kおいても頭の中央leF-bodyを持つものがほぼ半数見いだされる乙とを観

ヲ 10)
察し，さらにSumnerらはDNA含量より F-bodyを持つ精子がY精子である乙とを示した。 乙の結果leより

ヒトの精子iζ関する限り，人工授精による出産を待つ乙となく， X， Y精子の判定が顕微鏡下で行い得る乙と

になった。 乙れまでのと乙ろ，キナクリン ・マスタードによる判定はヒトとゴリラに限られるとされてい

11) 
るが，固定 ・染色方法の改良lζよっては他の晴乳類精子にも応用されうる可能性がある。

X精子の方がY精子より大きいとすれば，遠心力Kよって前者の方が早く沈降する可能性がある。乙の点lζ

関しでも数十年前から研究が行われており，賛否両論が出されてきた。たとえばLindahlは向流遠心機 (co-

unter-streaming centrifuge)を開発してウシの X，Y精子の分離を試み，最初乙れに成功したと報じたが後
12) 

lζ白から否定的な結果を得た。乙の種の実験結果については後述する。なお両者の大きさの違いを利用してゲ

13. 14) 
Jレろ過法で分離しようという試みもなされているー

精子の大きさとも関連して，両者の運動性に差異があるのではなし、かという考えも出されている。たとえば

Y精子の方が身軽で速く動くのではなし、かといった類である。実際Y精子の方がX精子よりも子宮頚管粘液中

15) 
をより速やかK通過するという報告がある。 しかしこれが事実であるとしても，走化性の違いとか頚管粘液の

あみ目を切断するための酸素活性の違い等，いろいろな可能性が考えられる。EricssonらはY精子の方が速か
16 ) 

Kアルブミン層の中に入るので，乙れを繰返す乙とによってX，Y精子を分離できるとしているが，他の研究

者の追試の結果は否定的である。鞭毛運動において，頭の大きさの僅かな違いが大きな影響を与える乙とは考

え難い。

X， Y精子の両者の聞に，その細胞表面の性状K何らかの差異が存在するのではなL、かという考えも古くか

ら出さ れている。 19 3 0年代の初めにSchrらderらは，ウサギ精子の電気泳動の結果，楊極K集った精子から
17 ， 18) 

雌が，陰極lζ集った精子から雄の仔ウサギを得たと報告した。乙の結果は両者の表面荷電lζ差異のある乙とを

示唆しているb しかしその後の結果は後述するように，必ずしもとの初期の報告を支持するものではなかった。
19 ，20) 

とはし、えわれわれの得た結果は，やはり両者の表面荷電に差異がある可能性を強く示している。

表面性状の違いという点になると， H-Y抗原の存否も有力な候補者となり得る。H-Y抗原はもともと Y

染色体に位置する遺伝子leよって発現し.未分化の生殖巣を精巣IL分化させ，雄としての特徴を顕現させる重

21) 
妻な因子として知るおている。LかしX，Y精子の分化K関して乙の抗原，ないしはその遺伝子が関与してい

22) 
るという可能性は薄L、。そ咽亨開問X事長色体の共存が必要なようである。もちろん両者の細胞表面に免疫学

的な差異が存在する可能性に関してぽ否主主できない。乙の点K関しては今后の研究の発展を待つ必要がある。

-9 9-
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II. X精子と Y精子の分離

乙れまで述べてきたような差異を利用して.x精子と Y精子を分離する試みがなされてきた。その主なもの

は遠心分離法と電気泳動法である。分離の判定には前述のキナクリン ・マスタ ード染色によるF-bodyの有無

や.flow cytometry による DNA量の測定が用いられている。

1.遠心分離法

初期の試みについてはその一端を既に紹介したが，いわゆる分画遠心法かそれを改良した方法であり，成果

はあがっていない。むしろ乙れによる分離は不可能という結論であった。しかしより細かな分画が可能である密

度勾配遠心法の導入により.ある程度の分離がなされるようになってきた。

たとえばRohdeらはヒ卜精子をショ糖密度勾配遠心にかけ，密度の小さい分画にはY精子が多く，密度が大
23) 

きくなるほどX精子の割合が増加すると報告した。また遠心はしていないが(つまり 1x g).冷却したウシ精子

をスキムミノレクや卵黄などで作製した勾配中に浮上または沈降させ，下方の分画の精子を用いて高率iζ雌の産

24) 
仔を得たという報告もある。さらにFicollの密度勾配中での遠心でも ，重い方の分画にX精子の割合が高まる
25) 

傾向がある。ただし前述のように.Ericssonはアルブミンを重層してその上に精液をのせて静置した場合11::は，
16) 

Y精子の方が下IL来るという結果を報じているが，運動性(走化性)の違いのような ζ とであろうか。いずれ

にせよ彼の結果は他の研究者によっては支持されていない。

ところで上記の諸方法に用いられた密度媒体は，何れも密度を高めると浸透圧も高まるので，高浸透圧の精

子lζ対する影響も無視できない。乙れに対してPercollは浸透圧を変える乙となく密度をあげる乙とができ ，

また細胞に対して無害である乙とが知られている o Kanekoらはヒト精液を密度を異にする(1.11- 1.06)

6層のPercollの上にのせて 250gで 20分間遠心したととろ，やはり密度の高い分画I1::X精子が集まり ，密
25) 

度の低い分画ではY精子の比率が高くなるという結果を得た。しかし乙の方法でX.Y精子をそれぞれ純粋に

得る乙とはできなかった。そ乙でわれわれは，まず後述のような理由でより重要と思われるX精子をできるだ

け高純度lζ得る乙とを目標とし.Percollの層をより細かく 12層に増して種々の遠心条件で・検討を加えた結果，

図 1のように 250g.30分間の遠心でおよそ 25%の精子が沈殿し，その約 94%がX精子よりなる乙と
26) 

をみいだした。いずれにせよX精子はY精子よりも沈降速度が大きい乙とになる。

どうして乙のような差が生じるかについては，両者の密度の違い，形や大きさの違い，表面性状の違いなど

が原因として考えられる。しかしやはりPercollを用いての沈降平衡法では，図-2のように 1つのピークし

X-B・・rinlS阿 rm(".ー+ー }

・0 ・ .0

Oensit)' (g/"'.ー←}
1 閃1.0~ 1.10 I.I~ 
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S
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か得られず，乙のピークの X，Y精子の比はほぼであった。いいかえれば両者の密度はほとんど同じで

26) 
あった。という乙とは他に原因を求めなければならない乙とになる。

下層なおEricssonの実験の直接的な反証とはし、えないが， Percollの上に精液をのせて静置した場合には，

にY精子が集まるという結果は得られなかった。

2.電気泳動法

X精子と Y精子の聞には表面荷電IL違いがあり，そのために電場に置かれるとそれぞれ異なる挙動を示すの

ではないかという考えも古くからなされており，数多くの分離実験が試みられている。前述のようにSchroder
17，18) 

による電気泳動の結果は， X精子が陽極iζ ，Y精子が陰極IC移動するというものであった。 しかし，その後た

とえばNevoらはウサギとウシの精子で電気泳動を行い.精子の等電点は 3. 4ほどで，すべての精子が閉じ挙
27) 

動を示すと報告している。一方BattacharyaILよって開発されたconvectioncounter streaming galvanina-
28，29) 

tion法によると， X精子は陰極側IL，Y精子は陽極側lζ集まるという。わが国でも白井らによってヒト精子の
30) 

分離が試みられており，同様な結果が得られている。

われわれは先ILヒトのX精子はY精子よりも沈降速度が早いと云う結果を得たが，両者の密度は同じであっ
26) 
た。そ乙で両者の表面性状の違いを見いだそうという目的で，無担体電気泳動法を試みた。最初に用いたのは

VaP-5型であったが，泳動の結果 2つのピークが陽極側lζ得られ，より陽極

lζ近いピークは 100%X精子よりなり，もう 1つのピークは 85%近くがY精子よりなるという結果を得た
19) 

(図-3)0 Y精子のピークが 100%1とならないのは，X精子のピークの裾や未成熟精子が含まれているためと
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精子共その表面はNevoの結果のように

負lζ荷電しているが， X精子の方がよ

りその程度が高く ，陽極への移動度が

大きいということになる。

次iζ 乙のような表面負荷電の差が何

IL起因するかが問題lとなる。細胞表面

の負荷電は糖衣 (glycocaryx)IL含ま

れるシアル酸や硫酸iζ負う乙とが多い。

2 そ乙で精液をシアリダーゼで処理し

て電気泳動lとがけたと乙ろ，図-41ζ

O 

図-3
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O 示したように ，X，Y両精子のピーク共

次第に移動度を減じ，ついには 1つの
20) 

ピークになるととを観察した。
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図-4

乙のピーク中での X，Yの比はほぼ ..であった。

放に両者の表両負荷電の差は，少くとも表面のシア

Jレ酸含量の違いによるものと考えられる。より定量

的な実験結果が望まれるが，乙の違いが頭の表面積

huge--F

・』u-=画一
】

の差によるとは考えにくいので，haploidでのgene

expreSSlQnの結果かも知れないし ，またたとえば精

巣上体等での表面の修飾のされかたの違いによるの

かも知れない。なおX，Y両分画の精子のSEM像
31) 

では明らかな形態的な違いは認められなかった。

なお祈回らはウシ精液を無担体電気泳動にかけ，陽極

側l乙得られたピークの前の方の分画を用いて人工授

32) 
精し，雌 ?頭，雄 4頭の胎児を得たと報告している。

3.その他の方法

精子の大きさの違いに関連してSephadexを用いたゲノレろ過が試みられており ，X精子lζ富んだ分画が得ら
13.14) 33) 

れるという。しかし前述のアルブミン法同様に結果はまちまちであり，否定的な報告も出されている。

RohdeらはY精子の方が子宮頚管粘液を早く通過すると述べているが，先端lζ到達する Y精子の数は少く実用
15) 34) 

的ではなし、。またShettlesもミリ ポアフィノレターを通してY精子のみが頚管粘液中IL移動すると報じてはいる。

実際のところ腔および子宮で回収された精子のX，Yの比はほとんど違わずほぼ 1・1で，頚管粘液の影響は

35) 
見られない。頚管粘液中でヒト精子の運動様式が変化し，鞭毛運動の拡巾が小さくなる ことは確かであるが，

X精子と Y精子の間IL差が生じるとは考えにくい。

X，Y精子の細胞表面lζ免疫的な違いがある，つま り両者が異なる抗原を持つ可能性については既に述べた。そ

の中でも H-Y抗原は本来Y染色体上IL位置する遺伝子1[.よって発現するので， Y精子にもあるのではなL、か
36) 

という考えが出され，従って抗H-Y抗体を用いればY精子を除けるのではないかという発想がなされている。

もっぱら受精後の雄座の判定ならびに性選択しかし乙れを支持する結果は得られていない。抗H-Y抗体は，

iζ利用されているのが現状である。とはいえ免疫的な方法による分離が全く無効であるとは断言ぜきない。

乙の他1[.も色々な方法が試みられているが，肯定的な結果が得られていないので省略する。

皿. 問題点と展望

男女の産み分けは普からの人類の夢のーって‘あった。それ故lζ色々な方法が試みられてきたが，乙れまで科

1 982年lζ出

されたProspectsfor Sexing Mammalian Sperm CColorado Associated University Press)にもむしろ
37) 

悲観的な見通しが述べられており ，またflowcytometry による DNA量の検討でも，従来成功であったと報
6) 

ぜられた方法はすべてネガティブな結果iと終っている。一方ショウジョウパエでは突然変異その他による異常

学的IL確かな結果は得られていなかった。 ヒトを含む崎乳類のX，Y精子の分離に関しては，

性比が知られているし ，カメでは僅かな温度の差lとより雄または雌のみが生じる乙 とが明らかにされており，
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性の人為的支配が試みられてきている。 しかしヒトでの性の選択が実現性を帯びてくると，にわかにその社会

的影響が浮彫りにされてきた。最近の中国農村部における異常IL高い男児の比率は， 一人っ子政策の結果ある

種の行為が行われた乙とを推測させるし，同様な事例は我が国でも徳川時代にあったようである。従ってX，

Y精子の分離も，その応用には十分過ぎる程の規制が必要:である。

ただし 20Q近くに及ぶ致死的な伴性遺伝病(そのほとんどはX染色体上の遺伝子により男児lζ発現する)Iζ 

関しては，遺伝子操作をも含む各種の治療法と共Ir.，両親が望むのであればたとえば女児を産む乙とが許され

てもよいのではなかろうか。事実最近におけるヒト精子を用いた X，Y分離の試みは， F-bodylLよる顕微鏡

下での判定が可能であることと共に，乙の乙とを第一の目的としている。 何れにしても死の問題と並んで生

(産む乙と)の問題も，今後生命倫理の上から色々と論議される乙とになろう。

乙れとは対照的lζ，ウシなどの家畜における雌雄の産み分けは，経済的な観点からむしろ歓迎され待ち望ま

れている。すなわち乳牛では雌を，肉牛では雄を得る乙とが利益をもたらす乙とになる。それ放に畜産の分野

では熱心lととの線K沿った研究が行われてきた。また水産の分野でも魚の種類によって雄または雌が経済的な

価値を持つので，ホ Jレモン投与や細胞生物学的な手法によって何れかの性を得ようとする試みがなされている。

何れにおいても精子段階での選別は，成功すればもっとも簡単で確実な方法であることは間違いない。ただし

乙のような場合にも， gene bankなど将来へ向つての配慮が必要であろう。自然科学で得られた結果は両刃の

剣となる乙とが多い。X精子と Y精子の分離も，人類と地球上の動物のために役立つ乙とを望みたい。

本文中のわれわれの実験は，慶応義塾大学産婦人科教室 (飯塚理八教授・小林俊文助教授)の兼子智，なら

びに当教室の押尾茂の両氏が主に行ったものであり，また無担体電気泳動装置を用いた初期の実験には，東京

医科歯科大学難治研の中島教授のお力添えを得たことを付記する。なお 10年以前の乙の種の研究IL関しては，

36) 31，38 -40) 
西国による総説を参照されたい。またわれわれの 5)レープによる幾つかの総説も参考にして頂ければ幸いであ

る。
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図の説明

図- 1 Percoll密度勾配遠心法によるヒト X精子の選択的分離

図-2 Percoll密度勾配中でのヒ 卜精子の沈降平衡

図 5 無担体電気泳動によるヒ卜 X.Y精子の分離

図-4 ヒト精子の電気易動度iζ対するシアリダーゼ処理の効果
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種特異ブタ透明帯抗原lζ対する単一クローン抗体(BllC8)

の性状分析と抗体による受精阻害実験

Characterization of the monoclonal antibody (BllC8) to 

a species-specific antigen of porcine zona pellucida and 

blocking experiments of fertilization by the antibody. 

香山浩二1)・長谷川昭子1).繁田 実1).磯島晋三九永井 卓2).角田幸生2)

Koji KOYAMA:) Akiko HASEGAWA:) Minoru SHIGETA，') 

Shinzo ISOJIMA:) Taku NAGAI 2) and Yukio TSUNODA 2) 

1 )兵庫医科大学産科婦人科学教室 2)農林水産省畜産試験場繁殖部

')Departm巴ntof Obstetrics and Gynecology， Hyogo Medical College， 

Nishinomiya 2)National Institute of Animal Industry， Tsukuba 

Monoclonal antibodies(Mab) produced from one of the hybridomas (BIIC8) wh工ch

were established by cell fusion of mouse myeloma cells(P3UI) with spleen cells 

from a mouse immunized with porcine zona pellucida(ZP) were characterized and 

their inhibitory effect on in vitro fertilization of porc工neoocytes by boar 

spermatozoa was studied. BIIC8 Mab was IgG2a and reacted t工ssue-specificallyand 

specles-spec工ficallyto porcine ZP. It formed an immune precipitin line against 

heat solubilized porcine ZP in Ouchterlony's double immunodiffusion test， 

suggesting that multiple ant工genepitopes corresponding to BIIC8 Mab were 

expressed on one antigen molecule. The bind工ngsite of the ant工gencorresponding 

to the Mab seems to be composed of a peptide-carbohydrate mixed portion. BIIC8 

Mab， either divalent(IgG) or univalent(Fab) antibody， showed a strong inhibitory 

effect on the binding of boar spermatozoa to porcine oocytes. Th工ssuggests that 

BIIC8 Mab poss土blyrecognized some ant土genmolecule related to the sperm receptors 

on porcine ZP. 

緒 日

透明帯 CZP)は，精子の認識，多精子受精の阻止，受精卵の保護といった生殖生理学上大変重要な役割を

担っている。この ZPIと臓器特異抗原としての強い抗原性があり，抗ZP抗体1)2) 3) 4)あるいは ZP免疫5)6) 7) 8) 9) 

- 1 U 7 
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により受精が強く阻止される乙とが認められている。抗 ZP抗体による受精阻害機序として.ZP表面lζ存

在する精子レセプターに対する抗体が結合する乙とにより，直接，精子の ZPへの結合が障害される場合と，

精子 レセプター以外の ZP抗原に対する抗体が多量に ZPIL結合する乙とにより，精子レセプターが間接

的IL立体障害を受ける場合とが想定される。しかし，多くの研究は抗 ZP抗体の IgG分画では ZPへ

の精子の結合が強く抑制されるが，その Fab分画ではほとんど抑制されない乙とから10)…)川川l

そのものiκζは抗原性がないか，あっても非常に弱し、ものであろうと考えられている。

著者らは，ヒト ZPとブタ ZPの強い抗原交差性と，乙れを利用してブタ卵の後光抗体染色により不妊

婦人の血中K抗 ZP抗体を検出したという Shiversω らの論文lζ着目し，ブタ ZPle対するモノクローナ

ル抗体 (Mab)を作製し，乙れを用いてブタ及びヒ卜 ZPの抗原分析並び1ζ抗体の受精への影響について検

討してきたど)川本論文では，種特異的ILブタ ZPとのみ反応する一つの Mab(B11C 8)を選んで，その対

応抗原の性状分析とブタ卵のJnvitro受精系における抗体(IgG及び Fab)の影響について検討したので

報告する。

方法・材料

① 抗ブタ透明帯モノクロ一ナル抗体 (B11C8)の作製

BllC8 Mabの作製法についてはすでに報告したが 14)その概略を示すと，単離ブタ ZP500個を完全フ

ロイン卜アジュパントとともに BALB/cマウスに免疫し，免疫マウス牌細胞とマウスミ エローマ株化細胞 (P3 

/X63-Ag 8 U 1 : P 3 U 1 )をポリエチレングリコール1000の存在下で・細胞融合し，型の如く.HAT (hy-

poxanthine-aminopterin-thymidine)選択培地ILて融合細胞を増殖させた後，限界希釈法lζてクローニングを

行い，ブタ卵の間接蛍光抗体法ILよって ZPと反応する 5種の Mab産生ハイブリドーマを得た。今回の実

験lζは，乙の内種特異的iζブタ ZPのみと反応する Mab産性ハイブリドーマ (BllC8 )を選んで，大量

IL培養してその培養上清を集めるか，または前もって腹腔に pnstaneを注射した BALB/cマウスの腹腔

ICハイブリドーマ細胞 (lX107) を移植する乙とによって腹水を産生させ，乙れから抗体を分離して用いた。

② 抗体 IgGとFab分函の調整

BllC8ハイブリドー?の培養上清文はマウス腹水より.ProteinAを用いて IgGを分離した。 Protein-

A は SepharoseCL-4 Bゲル 1me当り. 2 mg結合させたものでカラム容量 5me ( 1 x 6 cm)を用いた。 0.1

M phosphate buffer (pH8.0)でカラムを平衡化した後，培養上清200me又は腹水 (0.5-1.0me)を加え，充

分に洗浄後.0.1M glycine-HCl buffer (pH5.0)にて IgGを溶出した。 5.12meの腹水より OD280nm吸

光度測定lζて29.03mgの IgG蛋白が分離され，乙の内17.74mgを Fabの調整IL用いた。方法は BllC8

IgG 12.24mg (凍結乾燥重量)を0.01Mphosphate buffer (pH8.0)にて20mg/melζ溶解し.0.01M cystein-

HClとO.02MEDTAの存在下で，基質蛋白K対して 1/100量の papain(Sigma)を加えて37
0

C. 4時

間反応させた。反応終了後.0.005M phosphate buffer (pH8.0)を外液として36時間透析し，乙れを DEAE

celluloseカラム(1 x 13cm) fC添加し.0.005Mから0.3Mphosphate bufferの連続的濃度勾配(linear-
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gradient) Iζて溶出させ Fab分画(蛋白量7.26mg)を得た。溶出分画における Fabの確認は SDS-PAGE

による分子量 (23kd)と鐙光抗体法lζよる抗体活性の測定によった。

① 間接鐙光抗体体.法ぽ14

フ夕各臓器の凍結切片(6μm)及び各種動物の卵丘細胞除去卵を B凹11叩C8~培音養上清と反応応、させた後. FITC 

標識第二抗体(抗マウス T-グロプリン家兎血清IgG-FCab')2分画)を加えて反応させ，洗浄後落射型空白光顕微

鏡 (Nikon)で後光の有無を判定した。第二抗体は前もってブタ卵巣及び肝 ・腎組織で吸収したものを用いた。

④ 酵素抗体法 (ELISA法)15) 

B11C8対応抗原の性状を調べるのに本法を用いた。加熱処理 (60
0
C.60分.0.05M Na2C03-HC03 

buffer pH9.6)にて可溶化したブタ ZP蛋白またはその各種反応試薬による処理産物を100μg/mlより倍

数希釈し，これを100μl/wellで microELISAプレート (Falcon)にコー卜し. 35ぢ BSA溶液で余

乗IJの蛋白結合基をブロックした後，ビオチン化 B11C8IgG (0.2μg/100μl/well)を加え室温で 1時間

反応させた。o. 05% Tween 20含有 PBSで充分に洗浄後.horse-radish peroxidase結合 avidin(0.1μg 

/100μl/well)を加えて室温で30分間反応させ，洗浄後.0.025ぢH202含有 ortho-phenylenediamidine 

(OPD)溶液 (20μg/100μ1/well)を加えて呈色反応を行った。 10分後に10%H2S04を加えて反応を停

止させ.microplate photometer (Corona electric)にて吸光度測定 (L1 ODSOO-660 nm)を行い，各種反応

試薬処理により抗原性の変化が起るか否かを検討した。

⑤ 抗体による受精阻害実験

抗ブタ ZP抗体 (BllC8 )の受精への影響は，ブタ卵胞卵とブタ精巣上体精子を用いたブタ卵の m vltro 

受精系16)Iζよって検討した。実験方法は，未経産ブタ卵胞卵を 5;;ぢ C02炭酸ガス培養器内で29-31時間前培

養した後，卵丘細胞をピペ y 卜で除去し，抗体(IgG又は Fab)蛋白 5mg/mlを含む m-KRB液内で30分

反応させた。抗体処理後.m-KRB液で3回洗浄した後， 受精用の m-KRB液lζ移しかえて精子濃度2X 106 

/mlで授精した。精子は雄ブタ精巣上体尾部精子を濃度4-8XlOB/mlで炭酸ガス培養器内で4時間前培養

したものを用いた。授精後20時間で固定 (259ぢaceticalcohol).染色(1 % aceto-orcein) し，位相差顕

微鏡下で精子尾部をともな った膨化精子頭部及び雄性前核形成の有無を判定した。

実験結果

① B11C 8抗体とその対応抗原の特徴

ハイブリドーマの培養上清と家兎抗マウス免疫夕、ロプリン(Ig)各クラス特異抗体 (Miles)とのゲル内

沈降反応によって調べた B11C8Mabの Igクラスは，抗T2 a特異抗体と反応を示す IgG2aであった。

間接鐙光抗体法によって調べた B11C8Mabの臓器及び種属特異性は表 1IL:示した。ブタ臓器の中では卵巣

切片の ZP部分とのみ反応し，皐丸，肝臓，腎臓.牌臓，脳組織とは反応しなかった。卵胞卵(ブタ，ヒト)

及び過剰排卵処理iζよる卵管卵(ハムスター，ラット マウス)を用いて行った種特異性の検定では.B11C 8 

Mabは，ブタ ZPとのみ反応し，他種属の卵とは全く反応しなかった。
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表 l

Characterization of the Mab B 11C8 
to porcine zona pellucida 

1. Immunogloblin class IgG2a 

2. Tissue specificity* 
ovary (zona pellucida) 
testi s 
liver 
kidney 
spleen 
brain 

+ 

3. Species specificity** 
plg 
human 
hamster 

+ 

rat 
mouse 

* By the immunofluorescent 
staining of porcine organs 

**; By the immunofluorescent 
staining of oocytes 

写真 1

Immunodiffusion test of heat-solubilized 
porcine zona proteins against conventi-
onal (Con.Ab.) and Mab (B11C8 and 
1 05-2B 7) to zona pellucida 

Con.Ab. 

105-2B7 事'" B llC8 

105-2B 7 

写真 lは熱処理 (600C.60分 .pH9.6) ILて可溶

化したフタ ZP 溶液 と抗ブタ ZP抗体との反

応をゲル内沈降反応により調べたものである。プタ

ZPを BALB/cマウスに免疫 して作製した通

常の抗ブタ ZP血清 (Con-Ab)との問には，少くとも 2本の沈降線が形成された。可溶化ブタ ZP1ζ対し

て作製した Mabである 1D 5 -2 B 715)とB11C8は可溶化ブタ ZPとの聞にそれぞれ 1本の沈降線を形成

し，互いに交差した。 Mabで形成された各々の沈降線は.Con-Abで形成された2本の沈降線と部分融合を示

した。乙れは非常に興味ある結果で，通常.Mabは対応抗原lζ対して沈降線を形成しないが，おそらく 1D 5 -

2 B 7 Mabと B11C8Mabの対応抗原は，抗原エピ卜ープが分子上で反復して表現されていてつの

分子上1<::複数の抗原エピトープが存在しているため，ゲ、Jレ内沈降反応1<::おいて沈降線を形成したものと考えら

れる。

B11C8対応抗原エピ卜ーフ。の性質を調べるため，可溶化ブタ ZPを各種の試薬で処理して，その抗原性

の変化を ELISA法によって検討した。 Trypsin処理 (ZP蛋白100μg/ ml + Trypsin 10μg/ ml PBS 

pH 7.4. 370C 1時間→ 40Covernight). mixed glycosidase処理 (ZP蛋白100μg/ml+mixed glyco-

sidase 50μg / ml acetate buffer pH 5.0. 370C 1時間→4
0

Covernight)及び過ヨウ素酸処理 (ZP蛋

白500μg/ml+periodicacid 20mM/saline. 40C ovetnight. Sephadex G-25)によって有意に抗原性の

低下を認めた。

② ブタ卵の mvltro受精系lζ対する B11C8Mabの影響

ブタ卵胞卵とフタ精巣上体精子との m vltro受精系における B11C8 Mab (IgG及び Fab)の受精阻

害実験の結果を表 21<::示した。対照実験の正常マウス血清 IgGIL比べ.B11C 8 IgG及び Fab抗体処

理卵では有意にブタ卵への精子の進入が阻止された。通常のマウス抗ブタ ZP抗体 IgG(Con-Ab)を反
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応させた場合と同様lζBllC8 IgG抗体処理卵では ZP表面に免疫沈降帯の形成が認められたが.Bll 

C8 Fab抗体処理卵では，免疫沈降帯の形成は認められなかった。

表2 Effect of Mab S11C8 IgG and Fab on fertilization 

in vitro of porcine oocytes matured in culture 

Antibody 
No.of No. (も)of oocytes penetrated** Mean No. 

oocy~es total with enlarged with both of sperm 
examined * sperm head pronuclei / oocytes 

Control IgG :2叫

Con-Ab IgG 26 

'
B

吋，‘

吋，ι
-
R
 *
 

大

)

}

 

、40
0

n
ヨ

't

(
 
、，&吋，‘

、，‘

。
3.0 

1.0 

S11C8 IgG 

S11C8 Fab 

叫3

3叫

。**女 。 。 0 

1.崎7(21)*** 6 

大 oocytesmaturing to metaphaseli were examined. 
** The oocytes were examined 20 hr after insemination. 
*** P<0.005 

考察

BllC 8 Mabは種特異的lζフタ卵の ZPとのみ反応する抗体(IgG2a)で，その対応抗原エピトープは

抗原分子上に反復して複数個表現されているため.Mab単独でも可溶化ブタ ZP蛋白との聞に沈降線を形成

し，また intact単離ブタ卵に反応させた場合にも ZP表面に免疫沈降帯の形成をみた。 BllC8対応抗原

は.trypsm処理.mixed gJycosidase処理.periodic acid処理によって抗原性の低下を来すと乙ろから，

おそ らくその抗原エピ卜 ープは gJycoprotein上に存在し，抗原性の発現には peptide部分と糖鎖の両者が

関与しているものと推定される。

BllC8 Mabは，通常の Con-Abと同様に強い受精阻害作用を示した。 BllC8抗体の受精阻害作用は，

divaJent抗体(IgG)の場合だけでなく univalent抗体 (Fab)の場合にも起ると乙ろから，単に抗体と

ZPとの反応によって形成された免疫複合物による精子レセプターの立体障害が原因と考えるよりも，精子

レセプターそのものK関与した直接的な精子結合障害が原因と考えられる。

ブタ ZPにおける精子レセプターの抗原性については.Petersonら17)は，ブタ ZPle対する Con-Ab

の Fab分画を用いて受精阻害実験を行い.univaJent抗体の場合にもブタ精子のブタ卵への結合が強く障害

されると乙ろから精子レセプターそのものに抗原性があると考えている。同様に.Sacco G18)も彼らが分離し

た分子量58.000のブタ ZPの精製抗原 (PPZA)に対する抗体 Fab分画が精子の ZPへの結合障害を示す

乙とと.PPZAそのものが，精子lζ結合し.PPZA処理精子は，ブタ卵へ結合できなく江る点より .PPZA 

分子上lζ精子レセプタ が存在し，乙れは抗原性を持っと考えている。著者らが本実験で用いた BllC8Mab 

の対応抗原エ乞トープが Saccoらの PPZA分子上にのっているか否かは， 今後 BllC8の対応抗原を可

溶化ブタ ZPから分離精製して調べねばな らないが.BllC8 Mabが種特異的にブタ ZPとのみ反応し，
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その Fab分画によって ZPへの精子の結合が強く障害されたという結果は， BllC 8抗体が精子レセプタ一

分子上の抗原エピ卜ープを認識している可能性が強い。
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下垂体抽出液投与によるラットの過排卵誘起と

初期旺発生の観察

Observation of Early Development of Fertilized Ova Superovulated 

by Pituitary Extract Inj巴ctionin Ra t. 
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and Yasuhisa YASUDA 

岩手大学農学部動物育種学教室

Laboratory of Anima1 Breeding， Iwate University， 

Morioka 020， Japan 

As a part of studies to research the possibi1ity of superpreg-
nancy， the ear1y deve10pment of ferti1ized ova which were induced 
superovu1ation by the administration of pituitary extract to fema1e 
rat was observed. 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 fema1e rat at 
metestrus. Effects of the pituitary extract injection on ovu1ation， 
recovery rate of ova and deve10pment of ova in pregnant rat were in-
vestigated. 
1. In a11 immature rats treated， the age at vagina1 opening was 
advanced. But the timing of the first ovu1ation was not affected by 
admimistrption of pituitary extract. 
2. 工nmost of 3-6 months old rats ovu1ated， the number of ova 
ovu1ated was more than 20 and the average of them was 22.8土8.9.On 
the other hand， in most of rats over 7 months old， the number of ova 
ovu1ated was 1ess than 20 and the average of them was 13.3ヰ5.8.
3. Nine of nineteen treated adu1t fema1e rats were induced superー
ovu1ation at fo11owing estrus and were copu1ated by ferti1e ma1e. 
Mean number of ovu1ated ova of treated rat was abou七 twofo1dthat of 
contro1 one on day 1 of pregnancy. 
4. Recovery rate of ova on day 3 and 5 of pregnancy in the treat-
ed rats were 10wer ( 68.9 and 67.0%， respective1y ) than those of 
contro1 rats ( 88.6 and 82.7%， r・espective1y ). 
5. Large vesicu1ar ovarian fo11ic1es were not observed during 
their ear1y pregnancy. 

In conc1usion， the pituitary extract acted on ovaries of a11 
treo.七edrats and promoted the growtri of七heirovarian fo11ic1es. 
Especia11y， in 3-6 months old rats， ad~inistration of the pituitary 
extract induced sじperovu1ationfrequent1y and did not interfere w工ヒh
七heear1y deve10pmen七 offerti1ized OV2 in pregnant 工'ats.
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緒論

ラッ トを用いてPMSGとHCG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い
ートlC)' r.:fc;G ， r t，--r.LJ= I_ "'~ ~ __ 

るJしかし、過排卵を誘起しても一般L妊助率は低く 、過剰妊肱人導く」とは困難であるといわれて

いるo特吟量のPMSGとH0 G処理された妊娠ラッ トでは、 着床前の匪の損失が多く?着床数は
12. ) 

正常妊娠ラットと同程度か逆に少なく、全く着床しない例も多いJそこで、雄ラ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起し、雄と交尾させて、 受精率と匪の発育について調べ、過剰妊

娠誘起の可能性を検討したO

材料と方法

1 .供試動物:実験にはWistar系ラ ットを使用したO 照明時間は7時から 19時とし、 室温は

23:t 100の条件下で飼育したO 固型飼料と水は自由に摂取させた。 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い雄ラッ トの下垂体を用いたO 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

O 保存期間は5ヶ月以内のものを使用したO 使用時にこれを解凍し、加えていた生理食塩水とともに

ホモゲナイズし、 2，500r..p.m. C1，OOOg)で15分間遠心したO 上清の全量を下垂体抽出液

としたの 3.雌ラットへの下垂体抽出液の投与 :-f固の下垂体から得た抽出液を一匹の雌に投与した

O 投与する雌ラットは、 未成熟、ろ ~6 ヶ月齢および 7 ヶ月齢以上のろ群に分類したO 未成熟ラット

には 28 日齢の 12 時~13 時に、他の 2 群のラットは正常な 4 日の性周期を 5 回以上くり返した未経

産の動物を用い、腫スメアーが発情後期像を示した日の同時刻に、下垂体抽出液を頚部皮下に注射し

たO 未成熟ラットは、毎日腫開口を調べ、開口後は毎日睦スメアーを観察したO 未成熟ラットは、投

与 3~12 日後および初めて発情期像を示した日に、他の 2 群は、投与 3 日後の発情期の日にエーテル

麻酔後、頚動脈切断によって放血し、と殺した。実体顕微鏡下で、卵管膨大部の卵子数を数えた。さ

らに子宮と卵巣を摘出して、その重量を測定したO 一方、妊娠誘起ラッ トは 3~6 ヶ月齢の未経産ラ

ヅトを用い、下垂体抽出液投与2日後の発情前期像を示す日に、成熟雄ラットと一晩同居させ、翌

朝、腫スメアー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

および匪発生の確認 :下垂体抽出液を投与して、交尾させた雌ラットを妊娠1、5および5日の12

時から 13時に殺して、排卵数、受精率、回収匪数、黄体数およひ'匪発生を調べた。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O

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。これに1%ヒアノレロニダーゼ溶液口.1~O. 2mlを加え、

37
0
0に加温し頼粒層細胞を離散させて実体顕徹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3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温流して卵管内の卵子お

よび匹を回収したO 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針子で固定し、時計皿
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上で子宮の卵管端をメスで切開して生理食塩水をi護流して回収した。実体顕微鏡下で回収した卵子お

よび匪を数えた後、光学顕徹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。 c)妊

娠5日目:妊娠5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O

結果

3，......6ヶ月齢の成熟雌ラットの過排卵誘起に対する雄下垂体数の影響について検討し、表1に示し

たO 下垂体1個分の抽出液投与では投与3日後の発情期の日に19例中14例に排卵し、排卵した動物

群の平均排卵数は 22.8土8.9で排卵教の増加が認められたo 2個投与した場合にも 7例中4例が排

卵し、平均排卵望者が増加したが、 1個および2個投与いずれにおいても排卵しない個体がそれぞれ5

例および3例認められたo 3個投与では排卵は認められなかったO この結果から、下垂体1個分の抽

Tab1e 1 Effect of the extract derived from different number of pituitaries 

on ovu1ation ユ口 3-6 months o1d fema1e rats. 

No. of Pユtuitaries

1 2 3 

No. of rats examユned 19 7 3 

No. of rats ovu1ated 14 4 O 

Ave. No. of ova 
recovered 土 S.D.

22.8主 8.9 24.3士 11.6 

Ovu1ated 
Not 

Ovu1ated 
Not Not 

ovulated ovulated ovulated 

Ave. weight of 33.3 28.0 3ユ.9 25.7 30.7 
ovary ~ S.D.(mg) 土 4.5 :1: 4.3 土 4.6 土 8.6 土 7.1

Ave. weight of 280.7 216.7 274.5 312.0 280.5 
uterine horn :1: S.D. 土 59.7 土 78.8 土 46.5 土 116.9 土 66.9
(mg) 

Table 2 Effect of the pituitary extract treatment on superovu1atory responses 
in 28 days o1d， 3-6 months old and over 6 months 0ユd rats. 

28 days old 3-6 months old Over 6 months old 

No. of rats examined ユ4 19 14 

No. of rats ovulated 3 14 9 

Ave. No. of ova 9.0 ~ 1.2 22.8土 8.9 13.3土 5.8
recovered :!: S.D. 

Ovuユated
Not Ovulated 

Not 
ovuユated ovulated 

Ave. weight of 9.2 土1.9-;町
33.3 28.0 29.9 30.0 

ovary :1: S.D. (mg) 土 4.5 土 4.3 土 5.8 土 6.2

Ave. weight of 
33.7 土 17.5女

280.7 2ユ6.7 351.7 248.3 
uter斗nehorn :1: S.D. 土 59.7 土 78.8 + 60.3 土 43.8
(mg) 

* ・・・・・ Rats that were sacrificed on 31 days o1d. 
- 1 1 7 
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出液の投与によって成熟雌ラッ トに高率に過排卵を誘起させ得ると考えて、以後、すべての処理動物

に対して下垂体1個分の抽出液を投与した。

雌ラッ トの生後日齢の違いによる下垂体抽出液投与の排卵に対する反応l性にっし、て検討し、表2に

示したO 下垂体抽出液を投与した未成熟ラ γ トの多くは、投与3"-'4日後 (31"-'32日齢)に腔開口

が認められたO しかし、初回排卵が早められることはなく、投与12日後でも排卵しない例もあったO

また、排卵の確認できた未成熟ラ ットの初回排卵日齢は、 40"-'50日齢で、排卵数の平均は、 9.0士

1.2であったO 排卵した3"-'6ヶ月掛ラ ット(14/19例)のほとんどが、20個以上の排卵数を示

し、その平均は22.8:t 8. 9であったO これに対し、排卵をした7ヶ月齢以上のラット(ヲ/14例7
では20個以上の排卵数となる例はほとんどなく、平均は13.3土5.8で対照群と有意の差は認めら

れなかった(表3)0 3"-'6ヶ月齢および7ヶ月齢以上のラットで、投与5日後に排卵しない例がか

Table 3 Effect of the pituitary extract treatment on ovuユation
in over 6 months old femaユe rats. 

Controユ Treated 

No. of rats examined 6 14 

No. of rats ovuユated 6 9 

Ave. No. of ova 
recovered 土 5.0.

12.3 土 2.7 13.3 土 5.8

Ave. weight of 
ovary 土 s.o.(mg) 

Ave. weユght of uterine 
horn 士 S.O.(m且)

Rates of 
fertilization(%) 

Ovulated 

31. 8 
土 5.2

302.9 
:1: 60.7 

85.6 

Ovulated 

29.9 
土 5.8

351.7 
土 60.3

100.0 

Not 
ovulated 

30.0 
土 6.2

248.3 
土 43.8

Tab1e 4 Effect of the pituitary extract treatment on ovulation 
in 3-5 months old female rats on Day-1 of pregnancy. 

Control Treated 

The aay of autopsy Day-l Day-1 Day-2 

Ovu1atec! Not ovuユated

Total 19 or mo:-e Less than 19 

No. o:f rats 5 14 9 5 5 7 

Ave. 1'10. of ova 12.4 22.8 27.2 14.8 9.1 
recovered 土 5.D. ま 2.2 士 8.9 + 7.4 :!: 5.1 土 2.5
(Range) (11-15 ) ( 6-40) (19-40 ) ( 5-18) ( 6-14) 

Rates of 92.2 94.6 100.0 ferti1ization(出)

Ave. weight of 31.4 33.3 33.4 33.1 28.0 28.7 
ovary 会 5.D.(mg) 土 7.5 会 4.5 土 3.9 土 5.7 土 4.3 土 2.9

Ave. weight of uterine 249.6 280.7 264.6 309.8 21o.7 2o5.0 
horn '" 5.D. (mg) :: 51.5 :!: 59.7 土 45.9 主 72.6 土 78.8 土 51.8

-1 18-
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なりの率でみられた。これらのスメアー像はすべて発情期像を示していたが、発情前期に雄と同居さ

せても、交尾しなかった。また、遅れて投与4日後に排卵する例もみられたO 排卵しなかったラッ ト

の卵巣には、多数の卵胞の存在が確認され、子宮に透明な貯留液が認められたO

妊娠1日目の排卵数は、投与群は表4に示すように投与群で有意に多く、 19例中9例に19個以上

Table 5 Nurnber of embryos in control and treated rats on Day-3 of pregnancy. 

No. of rats 

Ave. No. of embryos 
recovered :!: 5.D. 
(Range) 

Ave. No. of C.L. ま 5.D.
(Rお1ge)

Embryos 
/，.. ， X100(%) 
C.L. 

Ave. weight of ovary 
:!: 5.D. (mg) 

Ave. weight of uterine 
horn 土 5.D.(mg) 

Control 

8 

11. 3 
土 2.9
( 5-15) 

12.5 
土1.8
( 9-15) 

88.6 
±ユ4.8

27.7 
土 3.4

182.3 
土 36.7

C.L. Corpora lutea 

Total 

B 

20.8 
土 9.1
(11-36) 

31.9 
土 15.2
( 13-57) 

68.9 
~ 15.7 

38.1 
立 11.0

204.1 
~ 27.5 

Treated 

No. of embryos recovered 

19 or more less than 19 

3 5 

31.0 14.o 
士 4.6 ~ 3.0 
(27-36) (11-18 ) 

45.7 23.6 
士 9.9 ~ 11.2 
(39-57) (13-38) 

68.5 69.1 
土 5.0 :: 20.5 

4o.3 33.1 
土 12.0 土7.0

216.3 196.7 
:t 41.0 :!: 12.8 

Table 6 Number of embryos in control and treated rats on Day-5 of pregnancy. 

Control Treated 

Total No. of embryos recove~ed 

ユSor more ユessthan 19 

No. of rats B 9 6 3 

Ave. No. of embryos 12.0 18.8 20.3 15.7 
recovered :: 5.D. :!: 2.0 土 2.7 ±ユ .5 :t 1. 5 
(Range) ( 9-14) (14-23) (19-23) (14-17) 

Ave. No. of C.L. :!: 5.D. 14.1 28.8 28.2 30.0 
(Range) 土1.9 主 4.9 土 5.0 :!: 5.3 

(12-17) (23-37) (23-37) (24-34) 

74.0 52.8 
:!: 13.7 ±コ.。

Embryos/，.. . x100(%) 82.7 67.0 C.L. : 
:i: 8.o :t 15.4 

Ave. weight of ovary 32.4 40.2 41. 5 37.5 
:!: 5.D. (mg) :!: 8.0 士 7.2 土 7.9 土 5.3

Ave. weight of uterine 200.8 214.9 211.9 22ユ.0
horn :!: 5.0. (mg) :!: 27.1 :!: 23.1 士 18.0 :: 32.3 

-1 19-
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の過排卵が誘起され、受精率も 94.6%で対照群と差はみられなかったO 排卵しないものはげ例中5

例に認められたO また、 1日遅れて排卵するもの(表4， Dayー 2)が認められたが排卵教は増加し

なかったO

妊娠5日目の匪は、両群ともすべて卵管から回収された。回収匪の数は、投与群は対照群よりも有

意に多かったo (表5，P くo.01 )が、排卵数(黄体数)に対する回収座数の割合(回収率)は

対照群で88.6%であったのに対し、投与群は68.9%と低い値を示したO 匪が19個以上回収された

個体は8例中5例であったO 対照群では、回収された匪の約60%が4細胞期であったのに対いて、投

与群では、 2細胞期と4細胞期の匪がそれぞれ約30%みられ、庇の発生が遅れていた(凶1)0 しか

し、異常任や変性匪の出現率は、対照群との聞に差はみられなかったO

妊娠5日目の匪は、対照群の卵管から 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。回収匪の数は、投与群は対照群よりも有意に多かった(表6，P く且 05)が、回

収率は、対照群が82.7 %であったのに対し、投与群は67.0%と低い値を示した口対照群から回収

された匪の約90%が匪盤胞へ発生していたのに対して、投与群では匪盤胞への発生率は約70%を示

し、匪の発生に遅延が認められた(図2)。しかし、異常匪や変性匪の出現率は、対照群との聞に差

、

はみられなかったO

察

本実験においてろ~6 ヶ月齢ラットに雄ラッ トの下垂体 1 個分の抽出液を投与すると、排卵数が通

常のラットの排卵数より多くなることから、下垂体抽出被の投与がPMSGやHCGの投与でみられ
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るように、過排卵を誘起

することができるのは確

かで、あるO しかし、排卵

数の少ない例や排卵しな

し、例も多く、その効果は

確実なものではなし、。ま

た、卵砲の発育がみられ

るにもかかわらず排卵し

ないのは、 LHサージの

不足や遅延が原因である

と思われるO 特に、投与

4日後ま7で排卵が遅れた

例のあったことから、下

垂体抽出液がLHサージ

の量や時期になんらかの

影響を与えていると推測

口c。…l
~Treated 

れなかった原因についてより詳細な崎討が必要である。

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、 投与されたろ ~6 ヶ月齢の成熟雌ラッ

トの約75%が、投与3日後に排卵し、そのうち 58% (1~/ 31例)が19個以上の排卵を示したO
r，l.J 

P M S G 50工UとHC 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、過酬 が誘起された個体の着床前の回収座数は多く 、回収率も高いo石品種々の量

のPMSGとHCGを投与した成熟ラッ トにおける排州矧と受精およびその発育について詳細に検討し

ているが、その中でPM S G 20工UとHC G 20工U処理された妊娠1日目の回収卵子数が25.1i::1.6
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(M白an士S E. M)であることから、本実験における下垂体抽出液投与による過排卵誘起がほぼこ

の値に近いといえるo P M S G 20工UとHC G 20工U処理妊娠ラットでは妊娠の進行に伴ない回収
_. -.~) 

任教が減少し、回収率も低下を不しているか、下垂体抽出液投与によって過排卵誘起処理された妊娠

ラッ トでは、妊娠5日目においても、回収匪鞍の減少および回収率のイ民下はほとんど認められなかっ

たO この違いは、多量の PMSGとHCG処理ラットでは、妊娠初期に遺残卵胞が多く 、それが分泌

する過剰なエストロジェンが、妊娠初期匪の損失の原因の一つであることを示しているO 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3日目と

妊娠5日目の座の回収率は対照群に比較して低く、妊の発生にも遅れが認められたが、これらは排卵

前の卵巣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、。

本摘は第25匝iおよび第26回晴乳動物卵子研究会において発表した要旨を原著としてまとめたもの

で、あるO
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キメララットの作出

Chimaera rats from aggregated embryo 

亀山賢次・菅原七郎・小島 勝・正木淳二

Kenji KAMEYAMA， Shichiro SUGAWARA， 

Masaru KOJIMA and Junji MASAKI 

東北大学農学部家畜繁殖学教室

Department of Animal Science， Faωlty of Agriculture， 

Tohoku U ni vers i ty. 

Mammalian chimaeras are used for r巴serch∞ embryologyand interaction of distinctive 

cells in genetic disorder. Though chimaeric mice have been produced on a large scale. there are 

a few reports concerning chimaeric rats. The present study was attempted to produce chimaeric 

rats by aggregation between Wistar and Hybrid (Wistar x Brown Norway) embryos. The results 

obtained are summarised as follow. 

1. Aggregated embryos cultured in modified medium (Dulbecco's PBS(→wi th Whi tten's nu trien t 
saline) or Ham's F-12 with 5 % fetal calf serum developed to blastocyst in higher proportion 

compared wi th modified medium wi白 10% bovine serum alrumin. 

2. A total of 185 aggregated embryos was transfered and eighteen of them develo問d to chimaeric 

rats. Fifteen of the chimaeric rats grew up to adult. 

3. Sex ratio of chimaeric rats was 2: 1 (古:♀). 

4. All of the chimaeric rats had reproductive ability. 

緒 Eコ

E甫乳動物のキメラは， 二つの異なった細胞集団の利用による発生現象の解明や，遺伝的組成の違う細胞の相

互作用などの研究に用いられ，さらにキメラ匪の移植は，母体内環境との相互作用の解明などにも利用されて

いる。今後は，家畜における発生機構の解明や，マイクロ・マニピュレーションによる新しい繁殖技術の開発

にも役立つと考えられる。これまでのところ，キメララットに関する研究報告は少なく，応用段階での成果は
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ほとんど得られていなし、。したがって，本研究ではラットにおける集合キメラ作出のための妊の発生時期，培

養法などの諸条件を調べ，キメラ個体の作出を試みた。

材料および方法

予備実験として，培養液の pH，Iffの採取時期等を検討した。培養液の pHに関しては， pHを 7.4と7.0に

調整した修正培養液を用いた場合，至適 pHが 70であることがわかった。また，Iffの採取時期は，妊娠4日

目の9・30と13: 30を比較した。同じ8細胞期匪でも，早い時期に採取したものは，透明帯処理時に用いる

プロナーゼにより，害Ij球が分離しやすく，また集合しにくいように思われた。 13・30に採取した 8細胞期脹

は compactionを起こしており，透明帯除去や集合の操作がや りやすかった。

以上の結果を考慮、して，次のように実験を行った。

DonorにはWistar系 albino成熟未経産雌ラットを用い，一方にWistar系維ラット，他方に Brown

Norway系雄ラット(暗褐色毛.大村実験動物センタ ー産)と交配させ 2種類の匹 (Wistar，Wistar x 

Brown Norway: Hybrid)を得た。匪は，精子を確認した日を妊娠第 1日として，妊娠4日目の 13:00-

13:30に採取し， PBS 0.7miに0.3m']のプロナーゼを溶解した溶液で5-7分処理して透明帯を除去した。

その後 Phytohemagglutinin 0.5'10， B S A O. 1 '10を含む PBS中で2種類の 8細胞期駐を集合させた。

本実験に使用した培養液は， 1)修正培養液 (Modifiedmedium: DulbeccoのPBS(-lに Whittenの栄養塩

類を加えたもの。 2価の重金属イオンを Ca-lactateのみから供給)に BSAをO.1 '10加えたもの 2)修正

培養液に 5'10 FCSを加えたもの 3)Ham's F-12に5'10 FCSを加えたもの，であり， pHはすべて 7.0

-7.1に調整した。

集合Iffは，培養約 20時間後に観察し，桑実歴または匹盤胞に発生したもののみを移植に供したo Recipien t 

には Wistar系ラットを用い， Donorの交尾確認日に精管結集維により偽妊娠を誘起させた。移槌は，偽妊娠

4日目の Recipientにネ ンブタール麻酔下で，外科手術によって行った。

結 果

Iff盤胞への発生率は，修正培養液+5'1oFCS区の成績が最も良く，退行も少なかった。 Ham's F-12十

5'10 FCS区ではやや低下し，修正培養液+10'1oBSA区ではかなり低く，退行も多かった(table 1 )。

移値成績(table 2 )については，産子への発生率(産子数/移植座数)はいずれも低かったが， Ham's 

F-12+59もFCS区の 16.4'10が最も良かった。

本実験で産まれた 18匹のうち， 15匹が離乳までに成育した。このうち被毛の色については， Wistar系の

白色毛と Hybrid (Wistar x Brown Norway 腹部に白いスポット，前肢は白足袋状J 他の部位は黒色)の

黒色毛の混在する個体(キメラタイプ)が 9匹， Hybrid {1イプが6匹であり， Wistarタイプの被毛をもっ個
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体は皆無であった。性比は，キ メラタイプ. Hybridタイプともに 2: 1で・維の方が多かった。

考 察

集合キメラ匹の発生率は. FCSを添加した区で‘良好な成績が得られ.桑実IffあるいはIff盤胞への発生率は，

二つのFCS添加区で90'10を越えた。

移植成績については，培養区とはほとんど関係なく，どの区でも正常な匪盤胞あるいは桑実匹へ発生した集

合Iffを移植した場合産子が得られており，成功例が得られるものと思われた。しかし，産子への発生率は低か

ったので，移植技術などにまだ検討の余地があると思われる。産子数は全実験区を通じて平均 26匹と低く，

最高で6匹であった。産子数についても，移植技術の向上により増加させることができると思われる。

離乳までに成育 した個体のうち.6匹は Hybridタイフ。で、あった。 このように，片方の匪由来の毛色のみを

示すキメラマウスについての報告はいくつかあるが，本実験で得られた Hybridタイプの個体も. Wistarlff由

来の細胞が体表毛支配細胞群から欠損したのかも知れなし、。しかし毛色において Wistarタイ プは無く ， キ

メラタイプにおいても Wistar Iff由来の白色毛の占める割合が半分以上の個体は見られず，頭部のみ白色毛の

混さ'った個体が多かったことから，集合後の Wistar座由来細胞と Hybrid由来細胞の発生能力 (速度)に差が

あることが示唆された。さらに，毛色については，その発現機構や，遺伝子についても検討が必要であると思

われる。

性比については，個体数は少ないが. 2: 1で、維の方が多かった。これは. XX/XYのキメラが雄になる傾

向があるためと思われる。キメラ個体の繁殖能力について戻し交配やキメラ同士の交配を行った結果，すべて

の個体が生殖能力を有していることが認められた。
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Tab1e 1. Effect of cu1ture media on deve10pment of the rat aggregation 
er山口旦.m

No. of Stage of deye10pment 20h after aggregation 
Cu1 ture aggregation 
medium embryo moru1a b1astocyst degeneration 

Modified 
medium 75 30(40.0) 35(46.7) 10(13.3) 
+10%BSA 

Modified 
medium 79 11(13.9) 66(83.5) 2( 2.5) 
+5%FCS 

Ham' s F・12
+5おFCS 85 18(21.2) 62(72.9) 5( 5.0) 

Tab1e 2. Transp1antation of the aggrerated ra~ embryo(川starembryo付
Hybri d er山‘yo(WistarX Norway Brown)) to Wistar 同 cipi ent 

Culture No. of No. of No. of No. of 
medium recipients transfered pregnant offsprings(%) 

fema1es以i

Modifi ed 
medium 5 62 3(60.0) 6( 9.7) 
+10%BSA 

Modifi ed 
medium 4 62 1(25.0) 2( 3.2) 
+5完FCS

Ham's F-12 
+5%FCS 4 61 3(60.0) 10(16.4) 

Tota1 13 185 7(53.8) 19( 9.7) 

Tab1e 3. Coat pattern of the rat chimaeras 

Sex 凶istartype Hybrid type Chimaera type Tota1 

Ma1e O 4 6 10 

Fema1 e O 2 3 5 

Tota1 O 6 9 15 
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.. 

《診

1 21 

Fig. 1 Rat embryos aggregated (X 100). 

Fig. 2 B1astocyst was deve10ped from aggregation embryos 20h after incuvation. 

Sma11 b1astocyst was deve10ped from zona-free non-aggregated embryo 

for contrast (arrow)(X 100). 

3 

Fig. 3，4 Wistar付 Hybrid(WistarX Norway Brown) chimaeras showing chimaera 

type on coat pattern. 
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ゴールデンハムスター 8細胞期腔の

体外発育に及ぼす EDTAの影響

Effect of EDT A on development of 8-cell golden hamster 

embryos in Vitro 

石島芳郎 ・小 野寺政一 ・加 賀谷朋子

Yoshiro ISHIJIMA， Masakazu ONODERA 

and Tomoko KAGATANI 

東京農業大学畜産学科家畜繁殖学研究室

Laboratory of Animal Reproduction， Department of Zootechnical Science， 

Tokyo University of Agriculture. 

This paper describes the effect of EDTA on development of 8-cell golden hamster embry 

os to the blastocyst stage in vitro. Eight-cell embryosωere recovered from mated hams 

ters that had been superovulated with P門SG.Embryos were cultured for 48 hours in a mod 

ified Krebs-Ringer bicarbonate solution(modified KRB solution) containing various conce-

ntration of EDTA. ~t the end of the culture， the numbers of embryos developing to the b 

lastocyst stageωere recorded. 

The percentage of 8-cell embryos(approx. 70 hours post coitum) developing into blasto 

cysts was improved by adding EDTA to the medium(38.5 to 85.29/0 with EDTA vs. 16.7 9/0 wi-

thout EDTA). A marked effect of 40 P門EDTAon development were found. 

緒 言

ゴールデンハムスターの初期妊の体外培養は極めて困難で，現在， 8細胞期から旺盤胞に発達さ

せるのがやっとの現状にある。しかも，その発生率は，遅れた 8細胞期目壬からの培養ではBavister
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eL al. mが66"'69%と比較的高い成績を得ているものの，早期の8細胞期庇からではHashizume
e L a i. (2)が27.9%，Bavisleret al. (1)が57%，OeMayoet al. (3)が39.6%，Carneyand Bavist 

er(4)が55%と低率の結果しか得ていない。

著者らは，近年，マウスの体外受精由来壮やl細胞期Rfを旺盤胞へ高率に発生させるのに有効と

される印TA添加培養液でゴールデンハムスタ の8細胞期旺を培養したところ，高率に粧盤胞に発

達させることに成功したので概要を報告する。

材料および方法

1)供試動物

当研究室において閉鎖集団として維持しているゴールデンハムスターの成熟未経産雌(生後2'"

4カ月齢)を用いた。

2 )採卵

躍粘液当日 (Oay1)の午前10時に30IUの附SGを皮下注射し.Oay 4の午後6時に雄と同居させ

る内部単周過排卵誘起法を用い， 交配後約70時間に子宮を常法により濯流して. 8細胞期経を採取

'圃..
V l、。

3)培養液

Bri ns ter(1965)の修正KRB液を基礎とし.tlaCl量を調節

して浸透圧を190m-osmolとした(Table1) 0 ~ûTA はNa2EOTA 

(第一化学)を用い，同培養液中に2.5，10，20，40，100および

500凶を添加した。

4)暗養条件および培養法

培養は，炭酸ガス 5%.空気95%，湿度100%モ温度370c

の条件下で行った。培養法は，プラスチックシャーレ(35x 

lOmm)に0.5"'u.f)mlの培養液の小滴を作り，上から流動パ

ラフィ ンで覆う微小滴培養法を用いた。

5 )観察

いずれの培養1壬も48時間後に実体顕微鏡で観察し，発育の

程度を記録した。発生率はこの時聞にR壬盤胞に達した数で算

出した。

- 1 3 0一

Table 1 Composition of modified 

KRB solution 

Component g/l 

NaCl 1.904 

KCI 0.356 

CaCl2・4H20 0.311 
KH2IPO. 0.162 

門gSO.・7H20 0.294 

NaHCO 1 2.106 

BSA 1.000 

Glucose 1.000 

Na-Pyruvate 0.028 

Na-Lactale 0.802 

Streptomycin 0.050 

Penici 11 in 100 (I U/ml) 

m-Osmol 190 
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結果および考察

修正KRB液に各濃度の印TAを添加し，ゴールデンハムスター8細胞期'壬の培養を試みた。その結

果はTable2に示すとおりである。

Table 2から明らかなように，培養 Table 2 Effect of EDTA on development of 

48時間後の『亙盤胞への発生率は.EDTA 8-cell hamster embryos in vitro 

を添加しない場合は16.7%と低率であ Concentration No. of embryos No. of 

ったのに対し. EDTAを添加した場合は

は明らかに発生率に改善がみられ，と

くに40凶以上の投与で73.3%-85.2%

という高率の発生率が得られた。

これまでの報告では. Hashizume et 

a 1. (2)が排卵後62-64時間(およそ交

尾後70-72時間に当たる)の 8細胞期

で27.9%.Bavister et a1. (1)が精子

による卵子活性後の時間で54-55時間

のもので57%，同様61-62時間のもの

で69~ ， DeMayo et al. (3)が交尾後72

時間のもので39.7%，さらに Carney

and Bavister(4)が卵子活性後54時間

のもので55%というのが，それぞれの

報告者の最高の値である。今回得られ

た発生率はこれらの値を上回るもので

あった。

従来.EDTi¥はマウスの l細胞期『壬や

体外受精由来臨の培養における2-cell

blockの解除の目的で利用されていて

いる物質であるが(5，6，7)，今回の実験

の結果，ハムスタ のような培養の困

of EDTA (ド門) cultured blastocysts * (%) 

。 66 11 <16.7) 

2.5 26 10 (38.5) 

10 28 16 (57.1) 

20 25 14 (56. Q) 

40 27 23 (85.2) 

100 30 22 <73.3) 

500 18 14 (77.8) 

*No. of blastocysts scored after 48h in culture 

主幹

動

難なものでは. 8細胞期以降の旺発生 Fig. 1 Blastocyst developed from 8-cell stage 

にも効果のあることが示唆された。こ cultured in vitro for 48 hours 
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のようなEDTA添加の効果がどのような作用によるかはこの実験では判然としないが，マウスの場合

培養液中に混入する種々の金属の除去が考えられている(7)。

要約

ゴールデンハムスタ の8細胞期腔の体外発育に及ぼすEDTI¥添加効果を検討した。修正KRB液に

2.5 "'500凶の印TI¥を添加し，無添加の対照区と発生率を比較した。その結果，EDTI¥の添加により

旺盤胞への発生率は明らかに改善され(対照区16.7%に対しEDTA添加区38.5"'85.2%)，とくに40凶

の添加で最大の効果がみられた。
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マウス・ラット異種間反復移植血 清 が

マウス匪盤胞の着床におよほす影響について

Effect of rat serum col!ected with transfers of mouse eggs into rat 

uterus repeated on the implantation of mouse blastocysts 

辻井 弘忠 伊藤伸

Hirotada TSUJII and Shin ITO 

信州大学農学部家畜育種 ・繁殖学教室

Laboratory of Anima1 Breeding and Reproduction， Facu1ty of Aguricu1ture， 

Shinshu University. 

Present experiments were performed to examine the possibi1ity that 

the 1imited deve10pment of mouse eggs transferred into rat uterus was 

due to an immuno1ogica1 rejections. Mature virgin fema1e mice of the ICR 

strain were used as the .donor and recipient. Tree kinds of media were 

used;(1) KRP buffer;(2) 20% rat serum + KRP buffer; and(3) 20% rat serum 

was after transfer of mouse eggs into rat uterus especia11y when the 

transfer was repeated + KRP buffer. Eggs cu1ture and exposure to 3 kinds 

of media were transfer to the mouse uterus. As summarized in Table 1， 

exposure of b1astocysts to medium (3) caused a significan ( P<0.05 )in-

hibition of the imp1antation rate. 工twas suggested from the above re-

su1ts that a species-specific antibody appeared after transfer of mouse 

eggs into rat uterus especia11y when the transfer was repeated. 

緒論:マウスの卵子をラットの生殖器内に移植すると、マウスの卵子は着床し、 eg g-

cylinder~こまで発育するが、それ以降の匪の発育はみられず、退行していくのが観
1.2) 3) 

察されている;との退行の原因が何によって起こるのかは不明である。角田らは、家兎とラ
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ットの異種間反復移植において、抗体産生の可能性があることを報告している。そこで、マ

ウスとラットの異種間移植においても抗体産生の可能性があるか否かを検討した。本実験は

3) 
角田らの方法に基づいて、マウス匹盤胞をラット子宮内に反復移植したラット血清を、直接

マウス笹盤胞にさらし、その後、マウス卵子の着床および着床後の発達におよぽす影響を調

ベ、抗体産生の有無を検討した。

材料および方法:反復移植には、 ICR 系処女マウス(生後 5~10 週齢、体重 1 9. 0 

~29. Og) をo0 n 0 r に、 Wistar 系処女ラット(生後 3 ヶ月船体重 220~2

5 0 g) をRe c i p i e n tに使用した。 o0 n 0 rのマウスは、睦垢像が発情前期像を

示し た夕方雄と一晩同居させ、翌朝、腫栓の有無で交尾を確認し、その日を妊娠 l日目とし

た。採卵ならびに移植にはKRB液 (pH7.2) を用いた。妊娠4日目のマウスの子宮を

謹流して匪盤胞を採卵した。 Re c i p i e n tのラットは腫垢像が発情前期を示した日の

夕方、精管結~の維と 一晩同居させ、翌朝腫栓を有したものを偽妊娠とし、その日を偽妊娠

一日目とした。移植は偽妊娠 5日目のラットの子宮上部に、妊娠4日自のマウス匹盤胞を用

いて行った。移植 3週間後、ラットの性周期が戻ってきたものを再度移植を行った。移植総

計4-5回反復後、血清を探取した。この血清を異種間反復移植血清として実験に供した。

異種間反復移植血清の着床阻害作用については、 Donor，Recipient共に I

CR系処女マウスを用いた。濯流、暴露および移植には、 (1) KRB液、 (2) 20%正

常ラット血清+KRB液、 (3) 20%異種間反復移植血清+KRB液、の 3群に分けて行

った。移植方法は、妊娠4日目のマウス匪盤胞を、精管結禁雄で偽妊娠を誘起した偽妊娠 3

臼自のマウス子宮内に行った。探卵後 1時間各液に暴露後移植した固剖検は、偽妊娠 7日目

に行った。着床部位の判定はポンタミンスカイブルー反応を用い、着床部位を直ちにプアン

固定、包壊後、 8μ の連続切片をつくり、ヘマトキシリン・エオシン重染色を行った。旺、の

存在の有無については 100~400 倍の検鏡下で観察を行った。

結果:異種間反復移植血清で暴露した匹盤胞の着床数について表 1~こ示した 。 (1) K R 

B群においては、 12個体のマウスに 155個のマウス臣、盤胞を移植し、 10個体が妊娠し

た。ポンタミンスカイブルー反応の結果、 88個の着床部位を得、検鏡下で匹の存在数は 8

4個であった。 (2) 20%正常ラット血清+KRB群において、 7個体のマウス子宮内に

107個の着床部位を得、検鏡下での匪の存在数は 60個であった。 (3)20%異種間反

復移植血清+KRB群において、 8個体のマウスに 100個の匹盤胞を移植し. 5個体が妊

娠した。ポンタミンスカイブルー反応で 40個の着床部位を得、検鏡下での匹の存在数は 4
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Tab1e 1. Effect of rat serum co11ected with transfers of mouse eggs into 

rat uterus repeated on the imp1antation of mouse b1astocysts. 

Recipient No. of eggs No. of imp1atations No. of 1ive 

Exp. No. mouse no. transferred. (%) fetuses (%) 

(1) 12 155 88
a
(56.8) 84 (54.2) 

(2) 7 107 60
b
(56.1) 60 (56.1) 

(3) 8 100 40
c
(40.0) 40 (40.0) 

Tota1 27 362 188 184 

a> c (Pく 0.01)，b>c (Pく 0.05)

O個であった。

これら 3群の着床率を比較すると、 (1) KRB群は 56.7%、 (2)20%正常血清

+KRB群は 56.1%、 (3) 20%異種間反復移植血清+KRB群は40 %であった.

これらの値を X'検定したところ、 ( 3 )異種間反復血清群の着床率は(1) KRB群および

( 2 )正常血清群の着床率に比ベて有意に低かった。

なお‘組織標本を観察した結果は、 3群共匪は卵黄腔内に位置し、 egg-cy1inder 

を形成しており、匪の発生段階においては差がみられなかった。

考察:角田らはやラットの受精卵を家兎子宮内に反復して移植することによって、種特異抗

4) 
体が生じたととを推察している。また、同様に KT R B Y e t a 1 はマウス匪盤胞の腎

臓における発育は Re c i p i e n tマウスを移値抗原で予備免疫することにより阻害され、

また、子宮外における匹盤胞の発育は R e c i p i e n tの子宮外に繰り返し匹盤胞を移摘す

5) 
ることにより強くなることから匪盤胞に免疫性を有することを報告している。

本実験において、反復移傾血清群は、{也のKRB群およびコントロール血清群に比べ有意に

低い着床率で、マウス匹盤胞をラット子宮内に反復移植することによって、マウス卵に対する

抗体が、ラット血清中に産生される可能性があることが推察された。

1.2) 
著者らはJマウス卵子をラット生殖器内に移植し、マウス卵子が子宮内で着床し、 eg g-

cylinderにまで発達するが、それ以降匪の発達はみられず退行していくのを観察して
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いる.この匪の退行の原因が何によっておこるかについては、まだ不明である.マウス受精卵

をラット生殖器内に移植することによって生じた抗体がマウス匪のそれ以降の発育を阻害する

可能性のあることが本実験の成績より推察された。

3) 
角田らは、家兎とラットの異種間移植において、家兎およびラット受精卵を移植した家兎の

血清とラットの各臓器抽出液聞で免痩電気泳動を行った結果、 2回目の移植後の血清中に、移

植前および l回目の移植後の血清中にみられない新たな沈降線がみられる個体があったととを

報告している。しかし、本実験において、免疫電気泳動、抗原寒天板、抗体寒天板、 PCA反

応などの方法を用いて異種間反復移植血清の抗体の検出を試みたが、現在のところまだ検出で

きていない、今後さらに、この点について検討する必要があると思われる。
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卵 巣濯流法の子技と成績

Procedure and results of in vi tro perfusion 

of the rabbit ovary. 
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Hi rokatsu KITAI. Mikiko OHBA， Shu巴tu SUZUKI 

and Rihachi 11 ZUKA 

慶応義塾大学医学部産婦人科学教室

Department of Obst巴trics and Gynecology， K巴ioUniversity School of 
Medicine 

The rabbit ovary w巴re perfused after ligation of branches of the ovarian artery 

and cannulat ion of this artery. perfusion appratus consist巴d of a pulsatil巴 rotary 

pump， an oxygenator and a chamb巴r with circulating medium. Tissue culture 

m巴dium199 was supplement巴d with insulin， heparin and antibiotics， and oxg巴na-

t巴d by gas mixture of 95 ~ぢ O 2 and 5 ~ぢ CO 2 ・ Fo lli c l 巴 rup tur e ， maturation of 

oocytes and progesterone production of th巴 P巴rfused ovary were observed after 

administration of hCG or oth巴r ag巴nts into th巴 m巴dium. Although maturation 

of oocyt巴s and synthesis of progesterone of the perfused ovary were shown at the 

same r a t e a s t h巴 in situ ovary， follicle rupture occurred earlier. Prostaglan・

din， histamine and nor巴pm巴phrin巴 did not cause maturation of oocytes nor ste 

roid production but made follicles rupture. No s巴quence of production of hista 

mine and prostaglandin or interrelationship in their activity could be detected 

in th巴 ovulatory process. 

はじめに

排卵は、卵胞卵の成熟、ステロイドホノレモンの合成および卵胞壁の破裂より構成される複雑な過程である。

最近、性腺刺激ホルモン投与を含む排卵誘発法の進歩により排卵障害の治療率は向上しているが、多胎の頻度

の増加および排卵率と妊娠率の解離など、解決すべき問，習は多い。このためには、卵巣内部における排卵機序

の解明が必要と考えられる。
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排卵過程には、コナド卜ロビン刺激により合成されるプロスタグランジンをはじめ、ヒスタミン、ノノレエビ

ネフリンなどの中出物質、プラスミノ ーゲンおよびコラゲナーゼなどの酵素、ステロイドホルモンなどか関与

し、毛細血管の透過性冗進、血流の変化、卵胞壁の非薄化か生じることが知られている。)

しかし、乙れらの中間物質は生体内lζ広く分布し、 ln VIVOの実験では卵巣内の濃度だけを独立に変化させ

ることは困難である。また、卵巣または卵胞を器官培養する手法では、血流および血管透過性の変化lζ関する

因子が検討できない。卵巣i濯流法は循環を保ったまま卵巣を体内環境より切り離し器官培養する方法であり、

排卵機序の研究上有力な方法である。また、排卵過程を連続して観察する 乙とが可能であり、卵の成熟、ステ

ロイドホノレモン合成などの多くの情報を向時11:得る ことができる。

方 法

実験動物 3週間以上隔離飼育した体重 3kg以上の成熟雌ウサギを用い、ネンブタ ール50mg/kg静注にて麻

酔、ヘパ リン 700単位静注後無菌的lζ開腹する。

潅流装置 :濯流用ロ ーラーポンプ(コ ールパーマ一社、マルチポンプPA-41A型)11: 0.8脚内径のタイ

ゴン管を取りつけ、培養液を律動的に流す。卵巣容器はガラスの三角フラスコを改造し周囲に37"Cの温水を循

環3せて加温した。酸素化装置は、 1M外径の細いテフロンチューブ10mを試験管に巻き、チューブに95%O2 

および 5%C02の混合ガスを通 し、試験管周囲に流した培養液を酸素化した (図 1)。乙れらの器具はガラ ス

管およびタ イゴン管l乙て接続し、試料の注入部および培養液の採取部にはラテックスゴム管を付けた。カニュ

ーレへの倭続部lとは点滴注射用のタコ管を取りつけ、卵巣の空気栓塞を防止した。

濯流液 Hanksi夜酬をもっMedium199を用い、 regular insul in 20 IU/ム heparin200 IU/ム

‘¥  

図 l

ReservOlr 

/0295% 
C02 5% 

Perfusion Chamber 
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s t reptomycin 50巧/ぷ、 penicillin 75 m'l/.tを加え pH7.4 I乙調製した。濯流量はウサギの平均血液量

に相当する 150meとし、濯流速度は卵巣血流と閉じ 1.5 me/分とした。

瀧i流手技 :卵巣は、大動脈より直後分技する卵巣動脈により栄養されているが、 他iζ側方で後腹膜血管より

血流を受ける。 4-0号絹糸を用い卵巣子宮聞の勅帯を結設切断後、卵巣動脈の血流を保ったまま、卵巣動脈

より卵管および子宮方向に分校する卵管枝を結殺する。卵巣 ・卵管釆聞を切断後、卵巣を後腹膜より持ち上げ、

卵巣後腹膜聞の血管を脂肪組織とともに結主主切断する。卵巣への循環を確保するため卵巣lζ付着する腹膜上の

小血管を結紫する。

カニュ ーレは、外径 3脚の硬質ガラス管を火炎中で引き、先端を研摩して鋭角と した後、少し焼いて丸みを

付ける。先端の径は21G程度とし、急、lζ太く して動脈内lζ入る部分を短くする。

小錨子lとて脂肪組織を除き卵巣動脈を単離し、 2%プロカイン液を動脈iζ滴下し拡張させる。卵巣静脈は、暗

赤色で太く拍動性がないが、卵巣動脈は赤色で、壁は白色で厚く拍動する。卵巣動脈の大動脈側を結裂し、糸

を号|き血管を緊張させ小型曲鉄lζて血管壁を一部切開する。 i准流液を満たした前述のカニューレICタコ管を取

り付け、卵巣動脈l乙カニューレを婦人し絹糸lζて固定する。空気が動脈lζ流入しないよう、またカニューレが

血管に深く入り卵菅枝に侵入しないよう注意する(図 2)。カニューレlζ緩続した注射器より培養液を注入す

ると、卵巣は脱血され均一に白色となる。

観察 :濯流開始後、hCG50単位または他の排卵刺激物質を投与して、その後10または12時間濯流する。瀧流

卵巣の排卵は平均 6時間でおこり、12時間の観察中に排卵は完了する(図 3)。

排卵の際には、卵胞の増大、卵胞頂部の壁の非薄化、頂部の突出すなわち st igma形成および卵胞の似裂が

経時的lζ観察できる。卵胞破裂にともない卵丘細胞に包まれた卵が卵巣表面に浮かび、粘調性の卵胞1夜により

卵巣表面とつながれ、容器底lζ落下する乙とはまれである。時lζ頼粒膜細胞のみが卵巣表面lζ突出し、卵放出

が遅れる場合があり 、卵が卵胞外lζ出た時刻を排卵時刻とする。

瀧流液中lζ出た卵を、ノマスツ ールピペット iζて吸引し、 O.1銘ヒアノレロニダーゼ (シクマ社)を含む培養液

INFERゆR VENA CAVA 

図 2 LiGATURE TO SECURE CANNULA 

/ ;0…N附c 併/ A同TERY

/ J 
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中で頼粒膜細胞を除く。卵より少し細い口径のガラスピペットによる機械的除去も併用する。四角にワセリ ン

とワックスの混合物を付けたカパークラスIL:てスライドグラス上に卵を静置後、 25ちクソレタールアルデノ、ィド

を含むPB S IL:て 1 分間固定し、 10% ホルマリンを含むリン酸後衡液中で保存する。水洗後、 90~ぢ エ タノール

lζて脱水し、455ぢ酢酸lζて溶解した 0.25%ラクモイド色素 (G1 B C 0) 1<::て染色する。

減数分裂の再開1<::ともない、染色質の凝集、核小体消失、卵核胞の核膜消矢、染色体出現、染色体の赤道面

への配列(第 I減数分裂中期)、染色体の分裂と第 l極体の形成、染色体の凝集、そ して第2減数分裂中期lζ

到る一連の変化がみられる。変性した卵には、細胞質の変形または不均一化、細胞質内空胞、染色体の分散な

どの変化がみられる。

排卵時刻および排卵数の他、各卵巣の排卵効率を計算する。排卵効率は、排卵数を排卵数と瀧流後卵巣IL:残

存する直径1.5脚以上の成熟卵胞数の合計により除してパーセント表示したものである。各卵巣ごとに成熟卵

胞数が相違しているが、排卵効率により卵巣聞の排卵の比較が可能になる。卵巣は6個を一群とし、その平均

値を求めた。

i瑳流卵巣のホJレモン産生を測定するため、経時的lζ濯流液を採取する。謹流装置は、タイコン管が用いられ

瀧流液には血清か含まれないため、極性の少いステロイドは吸着されやすし、。プロゲステロンは最も吸着され

やすく 、半減期は約7時間であり、議流i液lζ牛血清アノレブミン 17吻/meを加えた場合にも有意差は認められな

かった。プロス タクランジン F2αは、乙のような吸着はなく瀧流j夜中lζ存在する乙とが確認されている。

図 3
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結果

1) hCG投与

排卵は hCG50単位投与後 6時聞を中心lζ 分布し、平均排卵時間 5.7時間とな った(図 4)。 排

卵卵 は33Sぢが卵核胞期、65Sぢが第 l減数分裂中期、2タ6が第2減数分裂中期となり、変性卵は25%1ζ認めら

れた。図6の成熟率は、卵核胞を持たない卵の割合を示す。排卵効率は、同一個体の左右卵巣ではよく相関

図 4
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し、 hCG 50単位では平均79勿となった(図 5)。

2) プロスタクランジン Fza投与

瀧流液lζ 1n9/ mfを一回投与しただけで排卵がみられ、 100n9/ mf投与時の排卵効率は66%となった。 後

者の排卵時聞は4.9時間となり 100%の排卵卵が卵核胞をもっていた。 lOn9/mf投与では排卵効率41%、 l

叩/mf投与では排卵効率32 ~ぢとなり 、低濃度では排卵効率が減少したが、 卵核胞をもっ排卵卵はそれぞれ82

%および100~ぢと高率にみられた。

3) ヒスタミン投与

ヒスタミンを毎時間 l噌/mP、10m'J/mPおよび 100噌/mPの濃度で瀧流液lζ投与した時、それぞれの排卵

効率は、 9~払 40% および 46% となり 、ヒ スタミン濃度の増加とともに排卵効率の増加が認められた。排卵

時間は 100吻/mP/時のヒスタミン投与では平均6.1時間となり、排卵卵の91%に卵核胞が認められた。

ヒスタミン姑抗斉Ijのうち、九フロッカーであるクロルフェニラミン67/19/mPの投与では、ヒス タミンlζ

より誘発注れた排卵は抑制されなかった。 Hzフロッカーであるシメチジンを毎時間投与すると、 O.lμ9/mf

1.0μ9/msおよび10勾/mPと濃度を濃すにつれ 100噌/mPのヒスタミンの排卵効率は抑制された。

4) ノルエビネプリン投与

6 X 10-8、6XlO-7および 6xl0-6 M濃度の/ルエビネフリンをO.5時間毎に投与後、濯流卵巣は排卵 した。

排卵効率は高濃度ほど高く 6xlO-6 M では65%となり、また排卵時間は高濃度になるほど短く 、6XlO-6 M 

では4.0時間であった。卵の成熟は、プロスタクランジン Fzαまたはヒスタミンと同様に認められなかった。

5) ンメ チジンおよびインドメサシン投与による排卵の抑制(表 1) 

ブロスタクランジン 100μ9/mP投与後lζ、シメチジン10匂'/mP/時の投与を追加すると、排卵時聞は4.9 

11寺問より 6.3時聞に延長したが有意の差はなく 、また排卵効率、卵の成熟および変性にも変化はみられなか

図 6
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っfこ。

ヒスタミン 100噌/mi/時の投与に加えて、インドメサシンo.5勾/miをl回投与した場合には、排卵の

制はみられず、卵の成熟lζは変化はなかった。排卵時間は 6.1時聞から 8.1時聞に延長したが有意の差はみ

られなかった。

6) hCG投与后のステロイド産生(図 7) 

hCGを投与せずに成熟卵胞をもっ卵巣を謹流した時には、潅流I夜のプロゲステロン濃度はlOn9/mi以下

で増減はみられず、プロゲステロン産生は認められなかった。 hCGを50単位または 100単位濯流液Ir.投与

すると、投与后 4時聞に採取した濯流後のプロゲステロン濃度が最高値となった。 hCG5単位を投与した

群では 6個中 4個の卵巣が排卵したのみで、排卵効率は26Sちであり、プロゲステロン産生は50、 100単位iζ

比較して低値であ った。

7) プロスタグランジンほか投与時のステロイド産生(図 8) 

プロスタクランジン 100n9/mi 1回投与またはヒスタミン 100n9/mi毎日寺間投与をすると、卵胞破裂はみ

られたがプロゲステロン濃度は上昇せず、j濯流1夜のみの群との有意差は認められなかった。

ノルエビネフリン 6XlO-
6
M10.5 hを投与すると平均20-40吻/miのプロゲステロン濃度がみられたが、

hCG群に比較して有意に低い濃度となった。

考 察

体外卵巣瀧流法は、卵巣を生体内の調節機構より分離し、 直視下の観察、各種薬剤投与および産生物質の分

析を容易にするため、特IC排卵過程の卵巣内機序の検討に有力な手段となる。

コナドトロビン投与后排卵までの時間は生体内では、 9.8から 14.5時間であり、遊流卵巣の排卵時間は乙れに

比べ短し、。乙の原因として、 hCGが代謝されなしずために、 高緩度で作用する 乙とが推測される。また、濯流

液の侵透圧は、血液侵透圧の生理的範囲におかれているが、高分子物質を濯流液lζ加えていないためコロイド

侵透圧が低く、そのため、卵巣内の浮腫が早期lζ進行し卵胞壁の彼壊を来たすとも考えられる。ほかに、本実

表 1

PG F2α(100ng/m1) Histamine (工00ng/m1/hour)

contro1 +Cimetidine contro1 +Indomethacin 

(10いg/m1/hour) (0.5いg/m1)

排卵卵巣/漉流卵巣 6/6 6/6 5/6 4/6 

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

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

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

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

卵巣水分含有率(係) 84.9:!: 0.78 85.2士 0.88 83.4 :!: 0.88 81. 8 :!: 1. 41 
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験では濯流速度が一定IL設定されているが、排卵時には卵巣血流が増加する と報告されており、濯流圧の変動

により排卵が促進される可能もある。

排卵した卵の成熟率は、コナドトロビン投与より排卵までの時聞に比例して上昇する。 Brackettの報告で

は、hCG投与后10時聞に 72.7必の卵が第2減数分裂中期に達しており 5)平均6時間で排卵される濯流卵巣

からの卵には未熟卵が多い。濯流卵巣中の卵胞卵の減数分裂を進める過程は、ゴナドトロビン刺激後は生体内

図 7
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と同様に進行すると推測される。潅流卵巣より排卵された卵は未熟であるが、乙の卵を hCG投与后12時間ま

で培養後、交配したウサギ卵管に移植する乙とlζより生仔が得られている。)

フ。ロスタクランジン巳αは、 1no/mt、10
no/mtおよび100九九tの濃度において濯流したウサギ卵巣の排卵を

誘発し、排卵効率は 100九号/mtが最大と なる。 乙の排卵効率は、 50あるいは 100単位の hCG投与後

より低く、排卵を起乙す最低の hCG量である 5単位の排卵効率よりは高し、。 プロスタクランジン F2αが

hCGiζ匹敵する排卵効率を示さない乙とは、卵巣内にプロスタクランジン以外の排卵を誘発する因子が存

在する乙とを病変する。

7).8) 
サルおよびウサギ卵巣の排卵はプロスタグランジン合成阻害斉IJであるインドメサシンの投与により抑制され、

またコ♂ナドトロヒ。ン刺激後にフ。ロスタグランジン F2uおよびEが合成されるとの報ぎから、排卵過程lζはプロ

スタグランジンが関与する乙とはほほ確実である。プロスタグランジン単独投与による潅流卵巣の排卵は、プ

ロスタグランジンが卵胞破裂に関与する乙とを示す。しかし、 プロスタグランジンF2αは、卵の成熟lζは作用

せず卵は未熟なまま封印Hされる。卵胞破裂と卵の成熟は別々の機序で進行すると考えられ、生体内でもdihy

dropyridazinon巴投与により卵核胞期の排卵が見られたとの報告がある。)

コナド卜ロビン刺激は、排卵時の卵巣に一連の変化を引きおこし、ヒスタミンを放出することが知られてい

る。ヒスタミン投与が瀧流卵巣に担同Hを起乙した乙とは、排卵過程lζ ヒスタミンが関与する乙とを示唆してい

る。乙のヒスタミンによる排卵が、H2ブロッカーであるシメチジンにより抑制される乙とは、排卵過程にお

けるヒスタミンの作用を示している。プロスタグランジンと同様にヒスタミンも卵の成熟を促進しないと考え

られる。ヒスタミン措抗剤は、濯流卵巣の hCGによる排卵を抑制できず、またヒスタミンによる排卵卵胞の

形態も hCGによる排卵とは異なり、)ヒスタミンは排卵過程においてプロスタグランジンのように一次的な役

割は持たないと考えられる。

プロスタグランジンとヒスタミンの排卵過程における相互作用については、イ ンドメサシンはヒスタミンlζ

よる排卵を抑制せず、一方シメチジンはプロスタクランジンによる排卵を抑制せず、両者は独立して働くと思

われる。しかし、排卵時聞には若干延長か見られており、排卵の二次的な調節lζ ヒスタミンか関与する可能性

もある。

プロゲステロンの瀧流卵巣による合成は hCG投与后 4時聞にて最高濃度となり、ウサギlζhCGを投与后

の血中プロゲステロン濃度に類似した変化がみられる。 6時間以後にみられるプロゲステロン濃度の減少は、

瀧流装置への吸着によると考えられる。他の濯流卵巣のステロイ ド生産の報告では、タイコ・ン管の代わりにテフロ

ンで内張りしたパイトン管を用いた場合、ステロイド濃度の減少は見られていなれ。 hCGを投与しない卵巣で

はプロゲステロンの産生は見られず、プロゲステロン産生は LH刺激後に誘発される。

ゴナドトロビンの代わりにヒスタミンまたはプロスタクランジンF2α を投与した場合には、排卵つまり卵胞

破裂はおこるがプロゲステロンが産生されない。プロゲステロンがコラゲナーゼを活性化して卵胞壁を破壊す

るとの報告があり。)また、フ。ロケ
U

ステロン投与が排卵前期のラ y 卜に排卵を誘発することが知られている;

ヒスタミンおよびプロスタクランジンはプロゲステロンを介さずに卵胞破裂を起こしており、乙の過程にはプ
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ロゲステロンは必須でないと推測された。ノルエビネフリン投与時には軽度のプロゲステロン産生がみられる。

黄体機能をノルエビネフリンが調節すると推測する報474あり 、排卵前の卵胞のステ ロイド産生iζ作用したち〕、
あるいは血管収縮により血流を変化させステ ロイドの静脈内移行を促進させている可能性がある。
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健保適用

'‘・::ij-JII@j主75-150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用によ旬、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与によ門排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺，敷ホルモン(ト-iMG)

製剤lであり 、反復投与が可能です。

eFSH活性のほかにしH活性を有し、その活性化(FS

H/LH)はほぼ一定です。

[効能・効果]

間脳性 (視床下部性)無月経，下垂体性無月

経の排卵誘発

[用法・用量1
1日卵胞成熟ホルモンとして75-150国際単位

を連続筋肉内投与し，頚管粘液量が約300rnrn3

以上，羊歯状形成 (結晶化)が第 3度の所見

を指標として (4日-20日，通常5日-10日間)， 

胎盤性性腺刺激ホルモンに切り変える .

[包装]
ノ〈ーゴナル注 75: 10管
ノ〈ーゴナjレ注150: 10管

E割帝国臓器製薬株式会社東京都港区赤坂二 丁目 5番 1号

[使用上の注意]
| 般的，主意

J) 事療法的対象は不妊症患者のヲちの.間脳又は下

垂体前葉町機能・総質的障害に由来する性腺刺激
ホルモンiJ~分ie.無月経患者であるので次の占に注
意する こと
ア エストロゲン・プロゲステロンテストで初めて

反応する第 2度無月経又は抗エスト ロゲン標法 (

7エン厳7ロミ7ェン.ン 7ロ7ェニル等)が奏
効しない第 1度無月経の，'，!!.者に投守するニと .
イ 患者一の状態 (f日lえばエストロゲン 性腺刺激ホ
ノレモン プレグナ/ジオーJレ分泌.頚管粘液.基

礎体溢等)を詳細に検査し.子宮性無月経の患者

には投与しないこと.

ウー原発性卵巣不全による尿中性腺刺激ホルモン分

泌の高い患者.面I1腎・'1'状腺機能の異常による無

月絞患者.~Jj蓋内に病変(下垂体目重傷等) を有す
る患者.及び無排卵症以外の不妊患者には投与L
ないこと

2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため.

投与前及び治療期間中は毎日内診を行".特に次

の点に留意し.異常が認められた場合には.直ち

に投与を中止すること

7.患者の自覚症状 (特に下腹部繍)の布無
イ 卵巣腫大の有無

ウ 基礎体喝の異常上昇の有無 (t正目測定させるこ

と)

エ 顕管粘液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果としての多胎妊娠の可能性が

あるので.その旨をあらかじめ!忠者に説明するニ

と.

4) 妊娠初期の不注意な投与を避けるため.投与前少

なくとも 1ヵ月間は基礎体温を記録させること
5) 産婦人科・内分泌専門医師の管理的Lとに投与す
ること

2 次の場合には投与しないこと

1) 卵巣月草場及び多のう胞性卵巣症候鮮をl原因としな
、、卵巣の腕大を有する患者

2) 妊婦

3 次の愚者には投与しないことを原則とするが，やむ
を得ず投与する場合には.慎重に投与すること

1) 児を望まない第2度無月経患者
2) 多のう胞性卵巣を有する患者
4 副作用

1) 卵巣過剰刺激 卵巣路大.下腹部補.下腹部緊迫

!感.腹水・胸水をl半ヲいわゆる.
Meigs様症状候群等があらわれた

場合には.直ちに投与を中止する

など.適切な処置を行うこと

のそ の 他 ときに悪心.頻尿. LぴiL感.liJi 

5 相互作用

痛.浮腫があらわれることがあるー

また尿量が培加することがある

胎盤性性腺刺激ホルモノとの併用によリ，卵巣の

過剰刺激による卵巣腫大.腹水 胸水を伴う いわ

ゆるMeigs様症候群があらわれるニとがある
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iKameino， Fujisawa 252 

Abstract 

In the present study， we examined the induction of capacitation 
of ejacu1ated rabbit spermatozoa using a modified Tyrode's so1ution 

(mTALP) containing taurine and epinephrine. Most of 1iving 

spermatozoa disp1ayed active movement 5 hours after the start of 

incubation in mTALP. When cumu1us-free rabbit eggs were mixed with 

spermatozoa preincubated for 3-5 hours， attached to the surface of 
the zona pe11ucida immediate1y. Spermatozoa incubated for 3 or 5 

hours penetrated into the perivite11ine space within 1 hour after 

insemination， but 1 hour incubated spermatozoa appeared in the 
perivite11ine space 3 hours after insemination. When spermatozoa 

preincubated for 5 hours were-mixed with rabbit eggs， we11-formed 
ma1e and fema1e pronuc1ei were seen in the egg cytop1asm 4 to 5 

hours after insemination. These resu1ts obtained indicate that 

mTALP can effective1y induce capacitation of ejacu1ated rabbit 

spermatozoa by a re1ative1y short period. 

Introduction 

In vitr~ ferti1ization in the rabbit was first achieved by using 

spermatozoa capacitated in uterus (Chang， 1959; Thibau1t et a1.， 
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1954). At present， how~v包 r ， rabbits are considered to be diffi-

cu1t species in the induction of sperm capacitation (Yanagimachi， 
1981). The hamster is frequent1y used as an mode1 anima1 for 

capacitation， the acrosome reaction or ferti1ization. Recent 
studies have shown that bovine fo11icu1ar f1uid， oviducta1 f1uid 
of rabbit and monkey， and spermatozoa of hamster， guinea pig and 
human a11 contain high concentration of taurine and hypotaurine 

(Meize1 et a1.， 1980). It is reported that chemica11y defined 
media containing taurine or hypotaurine and epinephrine are effec-

tive for in vitro capacitation and the acrosome reaction of hamster 

spermatozoa (Mursny et a1.， 1979; Lui et a1.， 1979; Bavister et 
al.， 1979; Yanagimachi， 1982; Sato and Suzuki， 1985). Thus， it 
is of interest to examine the induction of capacitation in vitro 

in a chemica11y defined medium containing taurine and epinephrine. 

We report here about the induction of capacitation of rabbit 

spermatozoa in a modified Tyrode's solution containing taurine and 

epinephrine supp1emented with bovine serum a1bumin. 

Materia1s and Methods 

Medium: The standard medium for in vitro capacitation and insemina-

tion was a modified Tyrode's solution containing slbumin， 1actate 
and pyruvate (mTALP， Yanagimachi， 1982). Themedium used was 
supp1emented with 1宅 bovnQneserum a1bumin (fraction-V， Sigma Inc). 
On1y effective BSA preparations in supporting capacitation and the 

acrosome reaction of hamster spermatozoa were used in the present 

study. The pH was adjusted to 7.4 under pure air. The medium was 

prepared immediate1y before use. 

Sperm suspension preparations: Semen specimens， co11ected by an 
artificia1 vagina (Sato， 1984)， were obtained from 3 ferti1e bucks 
of New Zea1and White rabbit. An a1iquot of semen was di1uted with 

medium and the samp1e was centrifuged for 8 minutes at 800 rpm. Th.e 

semina1 p1asma was discarded and the sperm pe11et was resuspended 

in 2 m1 of the medium. And the centrifugation was repeated. Each 

sperm suspension was di1uted seria11y to obtain the 10west of which 
5 ranged from 3 to 4 X 10J moti1e spe!matozoajm1. An a1iquot of the 
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sperm suspension was p1aced at the center of a p1astic petri dish 

and covered with minera1 oi1. For sperm capacitation， the prepara-
tions were incubated at 370C under 5 毛 CO~ in air for 1-5 hours. 

2 

Co11ection and insemination of eggs: Rabbit eggs were obtained 

from New Zea1and White fema1es by superovu1ation. Brief1y， 75 1U 
human chorionic gonadotropin (hCG， Teikokuzoki Pharmaceutica1s) was 
injected intravenous1y 72 hours after 100 1U pregnant mare serum 

gonadotropin (PMSG， Teikokuzoki) intravenous injection. About 14 
hours after hCG injection， the fema1es were ki11ed and their ovi-
ducts were removed. Eggs with compact cumu1us ce11 masses were 

recovered by f1ushing the oviducts. The eggs were then removed 

from cumu1us ce11s by 1も bovinetesticu1ar hya1uronidase (Sigma) 

and then the eggs were rinsed through1y and p1aced in the fresh 

medium for 1ess than 40 minutes. 

1nsemination was performed by adding 20 u1 of the sperm suspension 

preincubated for 1-5 hours. After insemination， sperm-egg prepara-
tions were incubated at 370C under 5 毛 CO~ in air for 5 hours. At 

2 
1， 3 and 5 hours after the start of incubation the eggs were taken 

out from the dish， washed in the medium， and mounted between a 
slide glass and covers1ip supported by 4 spots of paraffin-vase1ine 

mixture. The eggs were gent1y compressed under the covers1ip and 

examined by a phase-contrast microscope for evidence of sperm 

penetration through the zona pe11ucida and into the egg cytop1asm. 

Resu1ts 

Surviva1 of spermatozoa in mTALP: the moti1ity of spermatozoa was 

observed at various interva1s after the start of incubation. At 

starting time of sperm incubation， spermatozoa did not disp1ay vig-
orous (active) movement. However， when examined between 30 minutes 
to 1 hour after sperm incubation， 40-50宅 ofspermatozoa began active 
movement. At 1 hour after the start of incubation， some spermatozoa 
that had been weak movement were agg1utinated head to head. Most of 

moti1e spermatozoa disp1ayed active movement about 3 hours after the 

start of sperm incubation. Seventy-75毛 ofspermatozoa were free1y 
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swimming active movement 5 hours after incubation. 

Sperm penetration into eggs: When cumu1us-free eggs were mixed 

with incubated spermatozoa， spermatozoa attached to the zona sur-
face a1most immediate1y. As shown in Tab1e 1， spermatozoa incu~ 
bated for 3-5 hours were ab1e to penetrate ovu1ated eggs 1to 5 

hours after insemination. Whi1e， spermatozoa incubated for 1 hour 
were very 10w rate of ferti1ization at 5 hours after insemination. 

Zona penetrated spermatozoa were visib1e in the perivite11ine space 

when eggs were examined within 1 hour after insemination by 5 hour-

incubated spermatozoa. But， in 1 or 3 hour-incubated spermatozoa， 
the penetration of spermatozoa into the perivite11ine space. A ，パ

swo11en sperm head was seen in the egg cytop1asm 2 to 5 hours after 

insemination and we11-formed sperm and egg pronuc1ei in the egg 

cytop1asm 4 to 5 hours after insemination. 

Ferti1izing abi1ity of spermatozoa co11ected from individua1 bucks: 

Tab1e 2 summarized resu1ts of the ferti1izing abi1ity of spermatozoa 

co11ected from each bucks used. Ferti1izing rates of those 

spermatozoa were in ranging 90.0-100毛 wheneggs were examined 5 

hours after insemination. 

Tab1e 1 In vitro ferti1ization of rabbit spermatozoa 

incubated in a modified Tyrode's solution (mTALP) 
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time (hrs) 
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3 35 O 

5 35 2 ( 5.7) 

1 31 4 (13 .3) 

3 38 19 (50.0) 

5 36 26 (72.2) 

l 29 14 (48.3) 

3 30 22 (73.3) 

5 30 29 (96.7) 

l 

3 
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Tab1e 2 In vitro ferti1ization of rabbit eggs by 

ejacu1ated sperrnatozoa incubated in a 

rnodified Tyrode's solution (rnTALP) 

Buck No. No. of eggs No. (宅) of eggs 
inserninated ferti1ized 

010 10 10 (100.0) 

018 17 17 (100.0) 

033 11 10 (97.0) 

Dl.scussion 

As a1ready described， rnTALP is an exce11ent rnediurn for capacitation 
of harnster sperrnatozoa (Yanagirnachi， 1982). In the present study 
a1so， it was proved that rnTALP can induce capacitation of ejacu1a-
ted rabbit sperrnatozoa. A1though rnedia for the induction of capa-

citation of the rabbit has been provided to be chernica11y defined 

rnedia supp1ernented with serurn a1burnin or bovine feta1 serurn 

(Brackett and 01iphant， 1975; Akurk et a1.， 1979; Sato， 1984)， 
the procedures described for preparing rnediurn and sperrnatozoa are 

cornp1icated. The procedures for preparing rnediurn and sperrnatozoa 

and the cornposition of the rnediurn used in the present study are 

sirnp1e. When 90宅 orrnore of the sperrnatozoa were rnoti1e on first 

being suspended in rnTALP before washing， rnany of the sperrnatozoa 
kept their rnoti1ity at the end of 5 hours' incubation. Whi1e， 
30-50も of the sperrnatozoa were rnoti1e in rnTALP， their rnoti1ity de-
c1ined with incubation tirne and at the end of the incubation the 

rate of the sperrn surviva1 was about 10も or1ess than 10も These

resu1ts indicated the possibi1ity that by suspending ejacu1ated 

rabbit sperrnatozoa into rnTALP it wou1d be wise to se1ct rna1es 

which sperrnatozoa are "good" qua1ity. 

rnTALP contains taurine and epineph~ine. Epinephrine has been re-

ported t~ be effect sperrn rnoti1ity and capacitation of harnster 

sperrnatozoa (Meize1， 1978). Taurine as described is effective for 
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sperm capacitation and the acrosome reaction. However， in the 
present time， it is not c1ear why taurine or its precusor， hypo-
taurine stimu1ate capacitation and the acrosome reaction of mamma-

1ian spermatozoa. Further studies on mechanism of taurine on 

capacitation and the acrosome reaction are needed. 
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修正タイロード溶液中で受精能獲得した射出精子によるウサギ卵子の体外受精に

ついて

佐藤嘉兵 鈴木淑恵

日本大学農獣医学部家畜繁殖学教室

タウリン及びエビネフリンを添加した修正タイロード溶液 CmTALP)中で培養し

たウサギ射出精子を用いて体外受精を行った。 5時間の培養を行った精子では媒

精後速やかに卵子透明帯に結合した。さらに、媒精後 1時間以内に囲卵腔中に精

子が侵入した。 3時間の培養精子でもその割合は低かったが、類似の傾向を示し

た。しかし、 1時間の培養を行った精子では囲卵腔内に侵入したのは媒精後3時

間目であった。 5時間培養精子による体外受精卵子において、媒精後4-5時間

目に雌雄前核を観察できた。これらの結果は mTALPが、ウサギ射出精子に比較的

短時間で受精能獲得を誘起できることを示した。
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繁殖障害の治療と
卵子移植のときに./

唖国Jfナ官ラン干;夜⑩
〔効能・効果〕

牛 性周期の向調

黄体退行遅延に基づく卵巣疾患の治療

馬 性周期における黄体期の短縮

黄体退行遅延に基づく卵巣疾患の治療

豚:無発情の治療 (黄体の退行遅延ないし遺残に基づくもの)

〔用法・用量〕

牛 本品は子宮内注入または筋肉内注射しまうすゐ
F鴻

〈子宮内i主人法〉・・ 従来通り 。

<~主 身す i去〉

性周期の同調及び卵巣疾患の治療には

通常ジノプロス卜とし . 12- 15mgを|回筋肉内に注射し4ま正す。

馬.黄体期の短縮及び卵巣疾懇の治療には

通常ジノ ブロストとして 3- 6 mgを|回筋肉内に，主射しますゅ

豚.無発情の治療には

通常ジノプロストとして 6mgを l回筋肉内に注射ムします。

〔員宇 法〕 室温・しゃ光保存

〔包装) 12mg/6ml X 5V・30mg/15ml X 5V 

詳細は商品添付の説明書をこ'参照くだdい。
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S canning E lectron Microscopy of Nonfert i 1 ized 

Oocytes in Human 1 VF 
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Hideo AWAJI， Mitsue KANEKO and Akikazu FUJII 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， School of Medicine， 

Tokai Universi ty 

Following attempted in vitro fertilization (IVF)， 13 nonfertilized oocytes were 

examined by scanning electron microscope ( S EM)， in order to determine the cause of 

failure. Fifty-eight IVF treatments were performed on 32 infertile couples. 

S emen analysis and the hamster test were normal in all patients. Each hasband 

fertilized most of his wife/s oocytes and the mean fertilization rate was 93.2:::t2.6 % 

of 114 mature oocytes used 101 (88.6%) were fertilized. Nonfertilized oocytes were 

first examined by light microscope. They were then fixed， and processed for SEM. 

No oocytes had spermatozoa in the perivitelline space. The outer surface of the zona 

pellucida displayed a typical porous， net-like appearance in most cases. Oocytes with 

a smooth surface of the zona were also seen. Many spermatozoa in early stage of 

penetration were observed. The spermatozoa fixed on the zona had reacted acrosomes. 

The surface architecture and the sperrrr-zona interaction observed on the nonfertilized 

oocytes were not different from those of fertilized ova. 

It is clear that fertilization failure in human IVF usually oocur at the level of 

zona pellucida. The subsurface area of the zona seems to be primarily responsible 

for penetration block. 

緒言

体外受精-AE移纏 (IVF-ET)は現在，不妊症の治療にかなり広く用いられている。しかしそ
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図 1 非受精卵，第 1極体を認める。

の成績は必ずしも満足のいくものではない。

IVF-ET において予後を左右する因子は数多

くあるが，最も重要なのはやはり卵子の質であ

る。"卵子がよければ，そのあとのステップも

うまくいく"とさえいわれている。 発育が早

く，しかも形のよい受精卵を数多く子宮腔内K

移植することが取りも直さず妊娠率の向上につ

ながる。このため最近では刺激排卵周期での採

卵が中心となっている。しかし排卵誘発剤に対

する反応Kは，かなりの個人差があり，成熟卵

子を数多く採取することは必ずしも容易でない。

過排卵周期，とく VCHMG(human menopallsal 

gonadotropin)-HCG (human chorionic gon-

adotropin) 投与周期では，未熟な卵子や過熱

な卵子の出現する頻度が高く，また透明帯の異

図 2 図 1の SEM，透明帯表面は多
孔性のスポンジ様構造を示す

図 3 図 2の拡大図

常や脆弱化が起こることも報告されているf今後IVF-ETの成績をより一層改善するためには，

排卵誘発法についてさら K検討するとともに，卵子の正常性に関する検索が必要である。このよう

な観点から，われわれは IVFで受精しなかった卵子を走査型電子顕微鏡(SEM)で観察し，その
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表面構造について検討した。

方 法

男性側に異常のない卵管性不妊患者 32f1U VL計

58回の IVF-ETを行った。男性側因子は精

液検査の他に ionophoreA 23 1 87を用いた

精子進入試験 zona-freehamster egg sperm-

penetration test (Z 8PT) を行¥"，精子の

受精能力が正常 (Z8PT主主70%)であることを

あらかじめ確認した。4

月経周期の 5日目より clomiphene 1 0 0-150 

勾/日を 5日間経口投与し， 10日目より 超音波

(目立EUB-40)VLて卵胞の発育を観察した。5，6

c1 om i phene VL対する反応がよくない場合は，

次周期より HMG1 50 1 . U ./臼を追加投与し，

原則として 2個以上の卵胞が発育した場合に採

卵した。超音波上，主席卵胞の直径が 2011!11!程

度K発育した時点で患者を入院させ，HCG5000 

1， U.筋注した。採卵はHCG投与後34-36

時間で行い， 45回は腹腔鏡下VL，13回は超音波

誘導下K経皮的に卵胞を吸引した。腹腔鏡は直

径 3.4聞の針状腹腔鏡(オリ ンパス )を用い， 全

身麻酔下陀ステンレス製 singleneedle (内径

1.4 '111，アトム)にて用手的に卵胞を吸引したJ

骨盤内癒着が高度なため，直視下の採卵が不可

能な症例K対しては，超音波誘導下K経皮的，

経勝目光的に卵胞を穿刺したf卵胞液中に卵子を

認めない場合は，温かL、生理食塩水を用いて何

回か卵胞を洗浄した。卵子は実体顕微鏡下K観

察し，卵丘および放射冠の状態から成熟の有無

図 4 図 2の拡大図，結合精子は先体

反応、を完了

図 5 図 2の拡大図，侵入開始直後の精子

を判定した。成熟卵子はただちに 3mJ!の培養液を含む organ culture dish (Falcon 30 37)に移

9 
し4- 5時閉前培養した。精液は媒精の約 2時間前に用手的K採取 し， 室温陀 30分間静置 した。

液化した精液に培養液を加えて 15 mJ!とし 2回遠沈，洗浄した (5009，5分間).沈溢に 0.3mJ! 
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の培養液を加えて猿縮洗浄精子液を作成し，こ

の上κ0.7miの培養液を重積して，培養器内に

1時間静置した。上層の培養液中に遊出した運

動性良好の精子を媒精に供した。前培養した卵

子(1(，運動精子を加え (05~1×105/M)，14~

16時間培養した。卵子の操作はすべてクリー

ンベンチ内で行った。培養は炭酸ガス培養装置

(平沢製作所)を用L、， 3 70C， 5 % C 02 ， 9 5 % 

airの条件下で行った。精子の capacitation， 

卵子の前培養お よび受精にはmodified Ham 

F-l 0 (1( 7.5%非働化腐帯血血清を加えたもの

を使用した。受精の有無は雌雄前核の存在によ

り判定した。受精卵はmodifiedHam F-l 0 (1( 

15%非働化腐帯血血清を加えた growthmedillm 

k移してさらに培養 し， 媒精後 30-48時間すな

わち 2分割卵から 4分割卵に発育した時点で子

宮腔内に移植した。非受精卵はまず位相差顕微

鏡下に観察し，第 1極体の有無，精子の透明帯

への結合，囲卵腔への侵入の有無，等について

検索した。ついで非受精卵は 2% glutaralde-

hyde-0.025M phospbate bllfferで 22-24時

間固定した。 0.2% poly-L-lysinであらかじめ

処理したカパーガラス上に卵子を移し，接着さ

せてから上昇アセトン系列で脱水し，臨界点乾

燥を行った。炭素および金で二重蒸着後， 日本

電子 JSM-35型走査電子顕微鏡Kて観察した。

結 果

32例の患者(1(5 8回の採卵を行¥"，合計114

個の成熟卵子を採取した。このうち 10 1個の卵

図 6 非受精卵，透明帯の 1部が膨化

図 7 図 6の SEM，透明帯の 1部が平滑

子 (88.6%)が受精した。患者別の受精率は 93.2士2.6% (Mean 土S. E.)であった。 13個の非受精卵

はいずれも第 1極体の存在Kより成熟卵と判定された。(図 1)また固定前の位相差顕微鏡に よる

観察では，囲卵腔への精子侵入は認められなかった。 一部の卵子に囲卵腔の拡大や，透明帯の膨化
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(図 6)がみられたが， このような場合でも精

子の結合κはとくに差違は認められなか った。

SEM による観察では，非受精卵の透明帯表面

は多孔性のスポンジ様精造を示し， (図 2，3，9) 

基本的Kは以前報告した不妊症検査時に採取し

た卵子のそれと同じであった。透明帯の表面に

結合した精子はすべて先体反応を完了していた

(図 4)，また透明帯上には，侵入開始直後の

精子から，頭部を完全に埋没した精子まで， さ

まざまな精子侵入過程が観察された(図 5，10，

1 1，) ，位相差顕微鏡で透明帯に膨化の認めら

れた卵子は， SEMではスポンジ様構造の一部

消失と同部の平滑化として観察された(図7，8，) 

しかしこの部分においても， 頭部を完全K透明

帯内K侵入した精子が観察された(図 1O. ) 

以上の結果より，ヒト卵子における受精障害

は，①その大部分が透明帯の通過障害であるこ

と，②精子の通過障害は透明帯の表層下で起こ

ること，が示唆された。しかし，今回の SEM

による観察では非受精卵K特有な透明帯の表面

構造は認められなかった。

考 察

IVF-ETはいまや不妊症の重要な治療法の

1つになってきている。しかしその成績はまだ

まだ不十分なものであるJヒト卵子の IVFそ

れ自体はそれほどむずかしくない。精子のcap-

acitationは invitroで容易K起こり，精子の

受精能力に問題がなければ，成熟卵子の約90%

は受精する。しかも，媒精時の精子殺度が1x 

図 8 図 7の拡大図

図 9 図 7の拡大図，典形的なスポンジ

様構造を示す部分

105/mlとかなり高いにもかかわらず， 多精子受精率は約 1婦と非常K低いJ1 ヒト卵子の IVFは

他の動物に比べてむしろ容易であるといえよう。これに対して， 受精卵の培養は必ずしも十分とは

いえな L、。体外受精した卵子は確かK胞座期まで invi troで発育する。しかし IVF-ETで最も
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妊娠率が高いのは，媒精後 30-40時間すなわ

ち2分割卵から 4分割卵の段階で子宮腔内に移植

する場合である 0
2
in vi troでは受精卵は通常

初期桑実期の段階で子宮腔内へ輸送さ れる。し

たがってこの時期での ETが最も生理的なはず

である。しかし実際には，この時期で移植する

と妊娠率はむしろ低くなる。受精卵の培養には

まだ問題があり，長期間培養すると受精卵の質

が悪くなるためではないかと考えられている。2

IVF-ET において妊娠率を左右する最大の因

子はやはり受精卵の質である。発育が早く， し

かも形のよい 2分割卵か4分割卵を数多く移植

することが取りも直さず よい成績につながる。

このためにはまず質のよい成熟卵子を多数採取

することが必要である。排卵誘発剤， とく K

HMGの使用は確かに採卵数を増加させた。し

かし刺激排卵周期では未熟な卵子や過熱な卵子

が多く出現することも事実である。 HMG-HCG

周期では，透明帯の異常や脆弱化が起こること

が報告 されているf卵子の成熟度は通常，卵丘

と放射冠の状態から判定するが， HMG-HCG 

周期では外見上は成熟卵でも，実際Kは未熟卵

であることがまれではない。12 HMG-HCG周

期を用いた IVFの受精率が自然、周期のそれに

比べて低いのは，未熟な卵子を含めたいわゆる

"質のよくない卵子"の出現頻度が高いためで

あろう。今回のわれわれの採卵数は平均 2.0で，

clomi phene -H C G周期 では普通の成績であ

った。全体の受精率は88.6% (101/114)であ

ったが，これは諸家の報告に比べてむしろ高い

図10 図7の拡大図，表面平滑な部分
侵入精子の尾部を認める。

図 11. 図 7の拡大図，精子頭部は透明帯

Kおおわれている。

方である。非受精卵の大部分は 3個以上採卵した症例からのものであった。採卵が 1-2個の場合

はほとんどの卵子が受精した。このため患者別の平均受精率は 93.2士2.6係と非常に高かった。

非受精卵は第 1極体の存在κよりすべて成熟卵子と判定された。しかしこれは媒精時K成熟卵子で
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あったという証拠にはならな L、。未熟な卵子が媒精後に成熟するととも十分考えられる。事実，再

媒精 reinsemination~より受精したという報告もある。 13 しかしこのようなケースは非常にまれ

なものではないかと思われる。われわれもその後，非受精卵子をさらに 24時間培養した9. 再媒精

を試みたりしたが 1度も雌雄前核を確認することはできなかった。非受精卵子はそれ自体に何ら

かの異常があると考えた方がより自然であろう。採取した卵子はすべて同ーの organculture dish 

内で媒精しており，精子浪度や培養条件の微妙な違いKよって受精障害が起ったとは考えK くい。

しかし今回の SEMによる観察では，非受精卵の透明帯表面にはとくに異常所見は認められなかっ

た。 非受精卵の表面は多孔性のスポンジ様構造を示し，基本的には受精卵，すなわち IVFにお

ける多精子受精卵や不妊症検査時に採取し検査目的で受精させた卵子，のそれと同じ であった(未

発表データ)。非受精卵子の表面には先体反応を完了した精子が結合し， また侵入開始直後の精子

から頭部を完全に透明帯内に埋没した精子まで， さまざまな侵入過程の精子が観察された。固定前

の位相差顕微鏡による観察では囲卵腔への精子侵入は認められなかっ た。非受精卵における受精障

害は，精子の透明帯通過障害によるものであり，精子の通過障害は透明帝の表層下で起こるものと

思われる。もしわれわれの推測が正しく，透明帯の異常が表層下Kあるとすれば. S EMでとくに

異常所見が見つからなくても不思議ではない。非受精卵の l部には，透明帯の部分的な膨化が観察

された。しかし，この部分への精子の結合は他の部分と変りなく，その数はむしろ多いぐらいであ

った。 SEMではスポンジ様構造の消失した平滑な部分として観察されたが，精子頭部の侵入も認

められた。受精卵においても，このような透明帯の変化は実体顕微鏡下に時々観察された。透明帯

の部分的な膨化と精子の通過障害とは直接関係ないものと思われる 。すでに述べたように，現時点

において IVF-ETで重要なことはまず質のよ1.'.成熟した卵子を多数採取することである。こ

の意味では，現在用いられている刺激排卵周期は必ずしも満足のい くものではない。排卵誘発剤の

使い方や HCGの投与時期については，個別的投与法を含めて，今後きらκ検討する必要があると

思われる。
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編 集 後 記

晴乳動動卵子研究会誌の第2巻第2号をお届けいたします。年2回の会誌発行を目標

lと頑張っております。今号は、毛利教授の総説と 8編の原著論文を掲載する乙とがで

きました。第3巻より、乙れまで1号は研究会の講演要旨のみを掲載してきましたが、

原著論文と講演要旨を掲載するように変りましたので、 会員の皆様から多数の投稿を

お願し、申し上げます。

(遠藤克)

編 集 委 員

委員長 : 大槻清彦

委員 : 岩城 章，石島芳郎，鈴木 秋悦，花田 章，遠藤 克
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日本薬局方注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

1，500単位
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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

書
イ

元

京

卸

売

銀
問
問
稼
一
一
義
一
一一一一時⑧
 

製造元

⑧君主性習性

精液・受精卵の

授取・検査・培養・顕微操作・凍結・保管・

移送・融解・移植用機器

発情発見・妊娠診断用機器

器具滅菌用機器・その他関連機器

ご請求に応じて関係カタログの送付または係員が参上いたします

富士卒工業本朱式会社 T
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