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1986 
グルタチオンのラ ッ 卜卵子の 培 養 に及ぼす

影響 について

Effect of glutathione on the deve10pment of eight-ce11 

rat embryos主主ヱ主主o.

辻井弘忠

Hirotada TSUJII 

信州大学農学部家番手育種・繁殖学教室

Laboratory of Anima1 Breeding and Reproduction， Facu1ty of Aguricu1ture， 

Shinshu University 

Eight-ce11 rat embryos wi11 d巴ve10pinto b1astocysts when glutathione is 

the on1y fixed-nitrogen sourc巴工nthe cu1ture medium. The optimum concen-

-4.. . ~ ....， • • ，̂-3.5 tration for reduced glutathione is 10 'M and for oxidized glutathione， 10 

M. There was no significant difference in the number of b1astocysts deve1-

oping in glutathione or albumin medium. 

緒論:近年、家畜および人における体外受精ならびに受精卵の移植に関する研究は、急進

歩している。これらの過程において最も重要である卵子の府養は、現在牛、緬羊、山羊、ウ

サギ、マウス、フェレット、人で一応成功しているものの、牛、人においては合成培地での
1，2) 

倍養には成功していない。また、ラット、豚、ハムスターでは培養が困難とされている。

これら卵子の培養の研究は、単に体外受精ならびに受精卵移植を高.率にさせるだけでなく

卵子の栄養代謝の面か らも探究する必要がある。
3，4) 

現在、ラット卵子の培養は 8細胞から初期匹盤胞への発生しか成功していない。そこで、
5) 

本実験は、マウス卵子の培養で好成績をあげているトリペプタイドのグルタチオンを取り上

げ、ラット卵子においても充分室素源として利用できうるかどうかを検討した。

材料および方法:当教室で自家繁殖している Wistar系ラット(生後 3ヶ月齢、体重
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220~250g) を使用した c 腔垢像が発情前期を示した夕方、雄と一晩同居させ、翌朝

交尾を確認した。受精後約 74時間自の 8細胞期の受精卵を使用した。潅流ならびに培養は
1.2) 

、 BrinsterのBMO  C，液を使用した。なお、牛血清アルブミンの代わりにポリビニ

ーjレピロリドン(1g/1) を用い、 10-
5 
Mから 10-1Mまでの還元型ならびに酸化型

のグルタチオンを添加した。卵管を潅流して得た卵子は、卵管液等の影響を少なくするため

に、毛細管ピペットを用いて 2-3回新しい培養液に移し変える操作を行った。指養は、直

径 6cmのシヤレーを用い流動パラフイン下で、 C0， 5 %、 ai r 9 5 %、37.5 0C下

の培養器内で行った。観察は、培養後 24，-48時間目における初期駐盤胞への発生数を調

ベた。

結果:還元型グルタチオンの各濃度における発生数を表 1に示した。各実験区の値は、 4

Tab1e 1. Effect of reduced glutathione on the deve10pment of 

eight-ce11 rat embryos. 

Mo1ar Response 

concentration Exp.1 Exp.2 Tota1 

。 。 。 。
10-5.0 7 3 10 

10-4.5 21 19 40 

10-4.0 24 29 53 

10-3.5 20 21 41 

10-3.0 24 19 43 

10-2.5 11 10 21 

10-2.0 4 3 7 

10-1.5 2 l 3 

10-1.0 。 。 G 

Response is the number of norma1 b1astocysts which deve10ped from 48 eight-ce11 rat 

rat embryos ( twe1ve in each four drops ) after 2 days in cu1ture. 

2 -
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8個の 8細胞から初期駐盤胞への発生数で;示した。安楽源無添加において 、 匹盤胞への発生

は全くみられなかったが、還元型グjレタチオン 10-5Mから 10 -1Mの間で匪盤胞八の発生

-4 がみられた。特に 10 -~ M が最適濃度であった 。

酸化型グルタチオンの各濃度における発生数を表 2に示した。各実験区の値は、 48個の

Tab1e 2. Effect of oxidized glutathione on the deve10pment 

of eiht-cell rat embryos. 

Mo1ar Response 

concentrat工on Exp.1 Exp.2 Tota1 

。 。 。 。
10 一5.0 3 5 8 

10一人『 ・5 7 6 13 

10-4.0 28 30 58 

10-3.5 34 36 70 

10-3.0 29 35 64 

10-2 •5 
23 23 46 

10-2.0 22 15 37 

10-1.5 11 6 17 

10-1.0 3 6 9 

Response is the number of norma1 b1astocysts which deve10ped from 48 eight-ce11 

rat embryos ( twe1ve in each four drops ) after 2 days in cu1ture. 

8細胞から初期匹、盤胞への発生 数で示 した υ 酸化型グlレタチオンは、 10-5 Mから 10-1 M 

の間で匹、盤胞ヘ の発生 がみられた。全体的に酸化型グルタチオンは還元型グルタチオンより

妊盤胞への発生が高かった。特に発生が高かったのは、 10-3 •5 M と 10-3•0 Mであった。

次に 牛血清アルプミン存在下におけるグルタチオン添加の影響を調ベた。実験群は、 1% 

牛血清アルブミン (BS A)、 10-4M還元型グルタチオン、 1% B S A + 1 0 -4 M還元型

-3.5'lK 5h/L---U:fI7-f' " .M -c._~"，. ... nl T""I."'" ^ "1 A-3.5 グルタチオン、 10 J.JM酸化型グルタチオン、 l%BSA+IO-..J.JM酸化型グルタチオ

~ 3 
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Tab1e 3. Effect of adding glutathione to the comp1ete cu1ture midium. 

Response 
Nitrogen sources 

Exp.1 Exp.2 Tota1 (~) 

1% BSA 28 27 55 (57.3) 

-4 
reduced glutathione (10 ~M) 29 28 57 (59.4) 

-4 
1% BSA + reduced glutathione (10 'M) 25 28 53 (55.2) 

-3.5 
oxidized glutathione (10 ・M) 30 38 68 (70.8) 

-3.5 
1% BSA + oxidized glutathione (10 ・M) 27 31 58 (60.4) 

Response is the number of norma1 b1astocysts which deve10ped from 48 eight-ce11 

rat embryos (twe1v.e in each of four drops) after 2 days in cu1ture. 

ンの計 5群であった。その結果を表 3に示した。 l%BSAにおいて 55/96 57.3 

%、 10-4 M還元型グルタチオン 57 /9  6 5 9. 4 %、 1% B S A + 1 0 -4 M還元型グ

-3.5 ルタチオン 53/96 55.2%、 1O-.J.-， M酸化型グルタチオン 68/96 70.8 

%、 1% B S A + 1 0 -3.5M酸化型グルタチオン 58/96 60.4%の発生率であった。

牛血清アルブミン存在下では、グルタチオン添加の影響は顕著でなかった。

考察:ラット卵子の培養において、 8細胞から匪盤胞への発生には窒素源が必要である。

また、この 8細胞から匪費量胞への発生には、アミノ酸、特にグリシン、グルタミン、グルタ

ミン酸、アラニン、アラギニン、セリン、パリン、アスパラギン酸およびトレオニンが効果

4) 
的であることを報告している。今回のグルタチオンは、これら単一アミノ酸添加時の発生率

より高かった。

還元型および酸化型グルタチオン添加で初期匹盤胞に発生した卵子を、偽妊娠4日目のラ

ット 4匹に移植したところ、還元型および酸化型グルタチオンの双方とも約 55%の着床率

で、正常に佐形成を行っているのを観察した。
5) 

これらのことから、ラット卵子においてもマウス卵子と同様、還元型ならびに酸化型グル

タチオンが窒素掘として充分利用しうるとと、また、その発生率は、牛血清アルブミンより

高いことが判明した。
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排卵過程に働く凝固線溶系と胎盤蛋白

Coagulo-fibrinolytic system and placental proteins 

serving in the ovulatory process 

相馬広明

Hiroaki SOMA 

東京医科大学産婦人科教室

Department of Obstetrics & Gynecology， Tokyo Medical College 

サンディエコ旬、動物園研究所所員

Fellow of the zoological Society of Sau Diego 

1. はじめに

血液凝固過程には線溶、キニン系の産生が関与している。すなわち内因性と外因性の凝固

因子がフ イプリン形成に参画しているだけでなく 、接触因子としてのカリクレイン ・キニ ン

系を通して凝固系と線溶系との協調が保たれている。乙とにプラスミノーゲンは、アクチベー

ターによってプラスミンを産生し、それがフイブリノーゲンやフイプリンだけでなく、第V

因子、第四因子などに働いて、分解産物FDPを作る。乙れらにはそれぞれインヒビターが存

在し、その聞のバランスが保たれている。最近排卵や受精、着床などの妊娠の成立や維持に、

乙の線溶現象が関与していることが次第に知られて来ている。一方胎盤から抽出される数々

の胎盤蛋白は、妊娠時の免疫抑制や妊娠維持や胎盤機能の表現などに働くと考えられるが、

その生物学的性状の不明なものが多い。しかしその胎盤蛋白のあるものは、卵胞液や精紫の

なかに出現したりするだけでなく、血液凝固や線溶に関連するものが見出されて来ている。

2. 卵胞液中の綿溶と胎盤蛋白

卵胞液の蛋白濃度やその組成は、血清のそれとほぼ同様である。卵胞液中lζはフイブリノー

ゲンが存在する。血葉値より低いが、 トロ ンビンにより凝固する。一方ラッ ト卵巣果員粒膜細

胞からプラスミノ ゲン ・ア クチベーターが増生される。来貢粒膜細胞はLHの増量 と、それ

につれてのCyclicAMPの細胞内レベルでの増量に反応して、プラスミノーゲン ・アクチベー

ターを増量する。これにより生ずるプラスミンが卵胞壁を弱体化する。また卵胞液中には、

多くのプロテアーゼインヒ ビターが存在するほか、胎盤蛋白PAPP-A(妊娠合併血葉蛋白一

ー ら 一
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A)やPP5が含まれているが、 ζれ らもまた抗凝固作用を有する。乙れらは卵胞内での果員粒

膜細胞か爽膜細胞による産生が推測されるが、しかも排卵機序に関与すると思われる。

3 精液の線溶と胎盤蛋白

精子頭部の先体は、卵への進入に際して特別なリソゾームをもっ乙とが知られている。な

かでも 卜リプシン様プロテアーゼ(アクロジン)が存在する。その他プラスミンの存在も推定

される。とくに精奨lとは高度の線溶活性が認められているといわれ、プラスミノーゲン ・ア

クチベーターが存在する。そして少量の線溶活性阻止作用しかないといわれているが、最近

その精紫中lζζ とにPAPP-AやPP5の胎盤蛋白が検出されている。

4. 受精卵の線溶

精子が卵子に進入し受精する際に先体反応が現れるが、乙れは卵子または卵丘から放出さ

れる特定物質によって誘導されると思われる。

その放出物質が何であるかはまだよく判らないが、精子がアクロジンやトリプシン、プラ

スミンなどの働きで卵の透明層を通過して卵黄膜lζ付着すると、透明層の乙の通過部位はす

ぐに閉じ、他の精子の進入を許さない。乙れは卵膜の表層粒のトリプシン様酵素が作用して、

透明居から精子のレセプタ一部位をとり除くと考えられている。乙の作用l乙線溶酵素や胎盤

蛋白が働かないであろうか。乙とにマウスやラットの受精卵周囲には卵管を通過する際に線

溶活性が地量し、やがて省床時にはその線溶活性は消失するという報告がある。

5. むすび

以上のように排卵から受精、着床lと至る過程l乙、凝固 ・線溶因子や、通常出現しない と恩

われる胎盤蛋白が検出されており 、それに働いているという乙とが推定される。 ζの講演で

は、乙のほかにロンドン動物園研究所で行われているマーモセットサノレの人工受精実験や、

サ ンディ エゴ動物園で行われている絶滅寸前のカ リフォルニア ・コ ンドルの卵の9呼化プロ

ジェクトについても紹介したい。
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成熟ラットにおける過排卵誘起処理後の卵胞数と

排卵数に及ほ、す抗 LH血清の影響

Effects of anti-LH serum on the numbers of 

Graafian follicles and ova shed 
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目的 PMSGを投与すると，排卵ホルモンに反応して排卵に至るための条件をそなえた，“臨界点"

以上に発育した大型卵胞が，発的前期には約 110になる。 しかし，この時期に hCGを投与しても排卵

に至る卵胞は多くない。この理由として，発情前ltJ1に分泌される排卵性 LHにより，排卵に至らないま

でも卵胞が賞休化するというこ とが考 えられる。本研究は， LHの影響を除去 して排卵数を増加させる

ために抗 LHJ(ll消を投与した。また，同J(ll清の卵11包発一討に及ぼす影響を調べた。

方法:実験には12週齢の Wistar ・今道系ラットを用いた。人工畳夜(14時間:照明， 10時間:暗)

で飼育した正常な 4日当1)発情周期を 2回以上 くり返した ものを使用 した。発{背後期の 9: 00時(時期!の

中心を o: 00時とする。以下同様)に PMSG40i.uを筋肉内注射し，発情前期の13: 00時に抗 LH血清

0.2meを静脈門注射した。卵胞の発育を調べる ために PMSG投与後78時間で屠殺し，常法に従って連続

切片を作製して観察した。なお，閉鎖卵胞の判定は Hirshfield& Midgley Jr. (1978)によ った。

排卵数を調べるため，上記処理ラットに PMSG投与後78時間に hCG40i.u を投与し20時間後に排卵

数を調べた。対H¥¥実験と して，抗 LHIl1lij'jの代わりにウサギ非免疫Il1l消を静脈内注射した。抗 LH.uJli青

は東北大学農学部家畜繁殖さ'1:教室から提供されたものである。

結果:抗 LH1(11i青を投与されたラットにおいて， 550μm以上の非閉重点卵胞は PMSG投与後78時間に

はほとんとγ自失し，それに代って初期閉鎖卵胞が多数観察された。また，抗 LH1血清を投与した場合，

排卵は観察されなかった。
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Table 1. Effects of anti-LH serum on follicular development and ovulation 

No. of follicles 孟 550μm(M::1::SEM) Rats ovulating/ No. of ova shed 

Treatment 

non-atr巴tlC early atretic rats examined (M士 SEM)

PMSG + Anti serum 16.5::1::6.6 81.1::1:: 7.2 

PMSG + NRS 22.7::1::8.2 79.2土6.9

PMSG + Anti serum + hCG 0/5 

PMSG + NRS + hCG 25.1::1:: 7.6 

PMSG were injected i. m. at 900 AM on the day of metestrus and after 51h with 0.2 ml 

anti-LH serum. Next day rats were injected 40 i. u. hCG at 300 PM， and killed 23h 

after hCG injection 

考察 :実験に用いた抗 LHJ(ILij'iは，ヒツジ LH(NIAMDD一oLH22)を抗原としてウサギで作製したも

のである。この抗 LHlf1li古は，発情の回'局しているラット に投与することにより，排卵を完全に抑制す

ることができる (Hondaet aL 1983)。本実験ではこの抗 LH血清を PMSG投与ラ ットに投与した結果，

550μm以上の非閉鎖卵胞はほ とんど消失し， hCGを投与しても初卵に至らなかった。ラッ トの LH分泌

には， 2在fI類あることが知られている。 lつは掛卵直前の周期的分?必 (LHサージまたは排卵性分泌)で，

他の1つは持続的分泌である。排卵直前の卵胞に至る急速な発育には FSHとと もに LHの持続的存在

が不可欠である (Schwartz1974)ことから，抗 LH血清で LHの持続的分?必の影響ま で除去してしまう

と，卯胞の発育は阻止され，排卵に至らなくなるものと推察された。

主要文献

1 . Hirshfield， A N. and A R. Midgley Jr. : Morphometric analysis of follicular development 

in the rat. BioL Reprod.， 19， 597-605， 1978 

2 . Honda， K.， Umezu， M， Sugawara， S. and Masaki， J: Blockade of post -partum ovulation by 

anti-lutenizing hormone serum in lactating rats. ]pn. J Anim. Reprod.， 29， 63-68， 1983 

3 . Schwartz， N. B. The role of FSH and LH and their antibodies or follicular growth and 

on ovulation. BioL Reprod.， 10， 236・272，1974 
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卵胞培養後のウ シ卵母細胞の成熟率 に及ぼす卵丘細

胞層の膨潤化 と伸長度の影響

Effects of expansion and stretchability of the cumulus 

cell mass on maturation rate of bovine oocytes cultured 

in intact follicles 

福井豊 ・藤井勝己 ・今井敬 ・ノエル ・M ・アルフォンソ ・小野斉

Yutaka FUKUI， Katsumi FUJI工， Kei 工MAI，Noel M. ALFONSO 

and Hitoshi ONO 

帯広畜産大学畜産学部肉畜増殖学教室

Dept. of Meat Animal Reproduc七ion，Obihiro Univ. of 
Agric. and Vet. Med. 

目的 :近年，体外で成熟したウ シ卵母制胞(卵胞内卵子)を体外受粘やウサギ卵管などに移植して受精お

よび発育能iζ関する研究が盛んに行なわれている。しかし，体外培養後の卵子が成熟(第 2成熟分裂の中期)

しているか否かを凶定，染色しないで判返する乙とは非常に困難である 。今回，我々は卵胞培養後の卵胞内

卵ずを111し、て卵丘利11胞屈のI1彰ilMl化とfljl長!立が成熟卵子を判定する指標になるかどうかを知る目的で，ウシ卵

胞内卵子の体外成熟率lζ校ほす卵丘利|胞脳の11彰j凶化と伸長度の影響を検討した。

方法 :と番場より得たウシ卵巣からl白径 5mm以下の卵胞を切り出し，正常卵胞と思われるものを実験lζ供

した。卵胞地養は石黒ら11の方法により 48I時間行なった。すなわち，培養液としてTC M 199 (阪大微研)

+ 20 %ウシJI台児血清を用いた。培養|刻始時には卵胞刺激ホノレモン (FSH:アントリン，デンカ製薬)10μ9/ml

と黄体形成ホルモン (LH:NIADDK，NIH)5μFパnlを添加し，16時間自にはさらに 5u9/mlL Hを追

加，そして 24時間白からはLH 10μ9/mlのみを含む培養液で 48時間固まで培養を続けた。

培養後，個々の卵子の卵丘細胞層の膨潤化および伸長度の程度をそれぞれ4段階K別れた。すなわち，前

者については，卵丘細胞層の>80%が膨潤化しているもの (肘)， 40 -70 %が膨潤化しているもの(廿)， 

10 -40 %が膨j関化しているもの(+)，はとんど膨潤化していないもの(ー)に別けた。後者については，

>lOmmのもの (A)，5-10聞のもの (B)， l-5mmのもの (C)，そして Ommのもの (D)とした。

なお，伸長j立のiJlil定は，個々の卵チを少i11の培養液とともにスライドクラス上に置き .27ゲージの注射針の

先で卵丘細胞屈の一部を引き上げて，伸長)立がII:k大の位置までの長さを計iJlilした。

分類後，それぞれの卵子は 0.1%ヒアノレロニターゼで卵丘制胞を除去し，常法IC従い固定，オノレセイン染

色後成熟分裂の段階を検索した。

結果:Tabel IC示すように.~Ii丘キIH胞!留の 11彰潤化の程度が 什以上， 伸長度が 5mm以上の卵子の成熟率はそ

n
U
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れ以下のものに比較して有意に (p< O. 05)高率であった。さらに，膨潤化の程度が刑であった卵子成熟

率は Hのものより有意に (P< O. 05)高かった。 卵丘細胞層の膨潤化の程度が什以上である割合は 67.8 

9ぢ(75 + 66/208 )と高率であったが，伸長度が5mm以上である割合は 44.4%(10 + 45/124 )と低かっ

fこ。

Table 1. Effects of expansion and stre七chabilityof the cumulus 
cell mass on maturation ra七e of bovine oocytes cultured 
in intact follicles 

Degどeesof No.oocytes No.oocytes Ranks in No.oocy七esNo.oocytes 
expanslon examined ma七ured stretch- examined matured 
of the cells (毛) abili ty of (も)

the cells 

+++ 75 55 (73.3)a A 10 8 (80.0)a 

++ 66 36 (54.5)b B 45 28 (62.2)a 

+ 51 17 (33.3)c C 49 16 (32.7)b 

16 2 (12.5)c D 20 3 (15.0)c 

a，b，c: The figures with differen七 superscripts in each column are 
significantly different (Pく 0.05). 

考察:本実験では卵丘細胞層の11彰位]化の程度と伸長度を同ーの卵子で検査しなかったが，両者は成熟卵子

を判定する際の指標になるものと思われた。すなわち，膨潤化の程度がf!卜で，5 mm 以上の伸長度を有する培養

卵子の60-80%は成熟していると考えられる。今回は卵胞培養後の卵子を用いたが，卵胞から採取後に培養す

る従来の方法でも同様な結果であった(未発表)n Testartら2はヒト卵母細胞で 30mm以上の伸長度を示し

た卵子の体外受精率はそれ以下の卵子よりも有意に (P<O.OOl)と高かったと報告している(78.6手伝と 30.8%)。

本実験ではlOmm以上の伸長度を示した卵子は少なかったが，これは測定方法の違いによるものと思われた。

主要文献

し石黒明俗，今井敬，久万田満，福井豊，小野斉 ウン卵胞培養後の卵子成熟lζ及ほす黄体形成ホノレモン

の添加量，添加時期について，第 77回日本畜産学会の講演要旨， P 73， No皿-29， 1985. 

2. Testart， J.， Lassalle， B.， Frydman， R. and Belaisch， J.C.: A study 

of factors affecting the success of human fertilization in vitro. 

工工 . Influence of semen quality and oocyte maturity on fertili-

zation and cleavage. Biol. Reprod. 28: 425-431， 1983. 
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ウシ卵胞液酸性ムコ多糖分画の

卵子退行遅延作用

Effects of acid mucopolysaccharide fractions of bovine follicular 

fluid on spontaneous fragmentation of mouse oocytes in culture 

佐藤英明，金山伊吹，石橋武彦

Eimei SA TO， Ibuki KANA Y AMA 

and Takehiko ISHIBASHI 

京都大学農学部畜産学科

Dept. of Animal Science， Faculty of Agri.， Kyoto University 

目的 卵丘細胞や矧粒膜細胞の間質および卵胞液中には，酸性ムコ多糖が含まれる。酸性ムコ多糖は，おそ

らく卵丘細胞や頼粒膜細胞から分泌されると思われるが，その蓄積は卵胞の発達と共に増加することから卵胞

の発達に何らかの関連があるものと推測される。一方，第 2減数分裂中期の卵胞卵を長期間培養すると最後に

は細胞は退行し，核の凝縮や分裂像が認められるようになる 。 しかもこのような退行的分裂像は，卵丘細胞を

もたない卵子で高頻度に，かつ早期に出現する。

この研究は分裂像の出現を卵子のi並行の指標として酸性ムコ多糖の役割を検討したものである。

方法 屠殺場で採取した卵巣から屠体の性周期の時期には関係な く， 直経2~ 15皿の卵胞から注射器で卵胞

液を吸引採取し，直ちに遠沈し，その上澄を卵胞液として凍結乾燥した。 納出に先だち，卵胞被凍結乾燥粉末

を10倍量のアセト ンにけん濁し， かくはんした後、遠沈し，沈殿分画を減圧下に放置し，脱脂乾燥粉末を作製

した。活性化パパインを含む0.1M酢酸緩衝液(pH5.8， 1MNaCl， 5mMシステイン塩酸塩， 5mM EDTA 

を含む)に脱脂乾燥粉末をけん濁し650Cで24時間反応させた後， トリクロル酢酸を加え，除蛋白して得た上

澄を蒸留水に対して透析して トリ クロル酢酸を除き 2%酢酸を含むエタノールで酸性ム コ多糖を沈殿させた。

1 C H系マウス(4 ~ 5週齢 )の卵巣から卵胞を解剖針で破り，遊離した卵胞卵を採取した。ピペッ ト操作に

より，卵丘細胞を除いて卵丘細胞をもたない卵胞卵を得た。培養液としてピルビン酸(0.25 mM ) ，ウシ血清

アルブ ミン(1 mg /叫)を含む修正 KRB液を用い，炭酸力、ス培養装置(5 %炭酸カ守ス， 37.50C)内で培養し，

倒立顕微鏡で 24時間ごとに経時的に観察した。

結果 酸性ム コ多糖分間 1mg /耐を含む培養液でマウス卵胞卵を培養しても， 卵胞卵の極体放出は影響され

ない。その後継続的に培養すると対照区では培養後 72時間で44.4%，120時間では72.2%の卵子が退行的分割

を誘起 した。酸性ムコ多糖分画を含む実験区では倍養後72，96， 120時間でそれぞれ10，30， 41.1 %におい
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て退行的分割が誘起されるがいずれの時間においても対照区にくらべ誘起率は有意に低い。

Table 1. Effects of acid mucopo1ysaccharid巳fractions(AMSF) of bovine fo1lic-
ular日uidon spontaneous fragmentation of mouse oocytes in culture. 

Duration of AMSF， 
culture (hrs) 0.0 (%) 

48 。
72 44A:tl0.5 

96 63.9:t 10.4 

120 72.2:t 3.9 

* Significantly different from the contro1 value 
(P < 0.05， Student t test) 

mg/ml 

1.0 (%) 

。
10.0 :t 4.2* 

30.0 :t 9.8* 

41.1 :t6.9* 

考察 成熟した卵子はその周囲に膨張した卵Eを有している 。膨張した卵丘には密な卵丘細胞間質が認めら

れるが，その主たる成分はヒアルロン酸を中心とする酸性ムコ多糖である。それは受精に際 して精子の先体か

ら分泌されるヒアルロ ニダーゼによ って分解されるが，その生理的役割は明確ではない。小さな卵子を卵丘の

膨張によ って，見掛けのサイズを大きくし，卵管采のうけとりを容易にしたり，機械的刺激に対する緩衝帯に

なった り，物質の透過性を調節したりする機能をもつことが想像される。卵丘の酸性ムコ多糖は減数分裂の再

開始に対応して出現し， その後急激に土問加する。卵丘に蓄積する酸性ムコ多糖は卵E細胞や頼粒膜細胞で産生

分泌されたものと考えられ，卵胞液の酸性ムコ多糖と同じ起源をもっと推察される。今回卵胞液の酸性ムコ多

糖類が卵子退行遅延作用をもつことが示され，卵丘細胞間質における酸性ムコ多糖の生理機能の一端が示唆さ

れたと思っている。

参考文献

1 佐藤英明，入谷明，西川義正 :培養フタ 卵胞卵における “核の形成"と “分割"について.

家畜繁殖誌， 25: 95， 1979. 

2. Sato， E.， Ishibashi， T.， and Iritani， A.: Meiotic arresting substance separated from porcine ovarian 

granu10sa cells and hypothetica1 a汀estingmechanism of m巴iosis.Advances in Exp. Med. Biol. 

147:161，1982. 
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ゴールデンハムスター卵子に見られる

第 1及び第 2極体の形成と放出

Formations and extrusions of the first and 

second polar bodies in hamster eggs 

平尾幸久

Yuki-hisa HlRAO 

和歌山県立医科大学生物学教室

Depart町時ntof Bi ology， Wakayama Medica1 College 

目的:崎乳動物卵のMeiosisK伴って起る極体の形成と放出に関する研究は乙れまで多く行われてきた。そ

の中でも，第 2阪体lζ関する研究が多いのに対して (1-6)，第 l極体のそれは少なし、(4)。しかも同一動物

卵での第 l及び第 2槻体の形成過程を比較した研究も少ない。これは第 2極体の形成を観察することが容易で

あるのに対して，第 l極体のそれを観察するのが比較的難かしいことに起因していると思われる。そ乙でハム

スタ 卵子のMeiosisの第 l分裂を ホノレモンでコントローノレし 次いで第 2分裂を見るために人工媒精を行

った。乙れらの観察には位相差及び電子顕微鏡 (8EM及びTEM)を併用しながら行った。

方法:コ ノレデンハムスタ ー雌の発情周期の第 l日目の午前にPMSGを，次いで第 3日自のタ万か第 4日

自の午前にhCGを腹腔内lζ注射した。第 l極体の形成を調べるために ，hCGの注射時を 0時間として，各時間

毎lζ卵巣を切り出し，卵胞から卵子を得た。第 2極体の形成を調べるために，hCGの注射後12時間目lζ雄の精

巣上体尾部から取り出した精子懸濁液を子宮に注入して，人工媒精を行った。媒精後 5時間目から各 1時間毎

1[，輸卵管を切り出し受精卵を得た。

結果:hCGの注射後 2~3 時間で卵胞中の卵子は，第 1 減数分裂を開始した。その時間的経過は Tab1e 1 IC 

要約される。 hCG の注射後 7~8 時間で，第 l 分裂の中期の分裂装置が卵表層近くに，しかも表層に対 してや

や斜めに位置する。卵核胞 (GV)から第 l分裂中期に至るまで，卵子の表面はMicrovilliが均一に分布する

だけで何の変化も見られない。と乙ろが hCGの注射後 91時間自になって初めて卵表の一部に変化が生じた。均

ーに分布していたMicrovilliの一部域に太いMicrovilliが突き出し始め，それらは基部の方で融合し盛り上る。

融合部が嫡えるにつれて，表面が滑らかにな りながら突き出してくる。この突出部の中には第 l分裂中期の分

裂装置全体が含まれ，卵表層iζ対して斜めに位置するか，ほぼ水平に位置する。第 1分裂終期と共に第 l極体

が放出されるが，その方向は分裂装置の位置によって決められ，卵軸lζ対して斜め方向に又は水平方向lζ放出
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された。

Table 1. Time sequence of the first meiotic division and polar body 
formation in hamster after PMSG injection. 

Hrs aft怠rPMSG 
l吋ectlOn 

Sta tus of egg 
nucleus 

1 0 h 1l~1 2 h 

hCG の注射後 12~13

1時間自に排卵が起り ，

輸卵管中iζ送られる。

乙の時期には第 l極体

は完全に卵表から分離

されるが，その放出跡は円~状の突起が突き出た特徴的な部域としてかなりあとまで残される。 卵内には第 2

分裂中期の分裂装置が卵表層近くに，斜めに位置する。媒精後 5~6 時間目に精子頭部が卵表に到達し ， 取り

込まれはじめると第 2分裂後期となる。精チ¢侵入から第2極体の放出までの時間的経過はTable2 IC要約される。

Table 2. Ti me sequence of the se cond meio tic division and polar bo命
formation in amstβr eggs after artificial insemination in vivo. 

Hrs after artificial 5 ~ 6 h 7~8 h 9 ~ 10 h 11 ~ 12 h inse mina tion 

II-ana Extrusion of Cor2nnpd le t10n For口1ation of 
Sta tus of egg nucleus (Start of sp 2 nd p. body of 2nd p. body bo世1pronuclei 
and s pe rm head head rene廿a一

tion) 
extrusion 
(Pene tra tion 
of s p tail) 

2ト~h

2 cell 

精子山i$が完-1:'ζl&.り込まれると 第 2 樋体となる部分が{~*り上がる 。 乙のH年は第 l 栂体の時と違って，

Mi crovi 11 iがない滑らかな突11'1部を形成する。娘精後10/1寺間で，第 2極体が放11'1される。その)j向は卵柄IHζ対

してやはり斜めに生ずる 。 ~，ζ第 1 版体放山の{立 i泣とはやや雌れたととろに第 2極体が放出される ととが判 った。

考察:第 l筏休が放niされる場所は，予め太いMicrovi lliが突出する部域がiJ'l米る。乙れはOkadaet al 

('86 )ω観重要と一致する。これらのMicrovilliがその基部で融合しながら ，滑らかな表面をもっ小さな球体が

突出してくる。これは卵細胞質の一郎が太いMicrovilli中に移動する ことを意味する。第 2分裂の分裂装置が

位置する卵点部は， Microvil1iのない滑らかな表面が既に形成されている。 ζれはいつも第 l極体放出跡とは

やや離れたと乙ろに生じた。第 l極体の形成には， GVの崩緩から，かなり i乏時聞かけて行われたのに対して，

第2極体の形成は精子の侵入と同時に開始するので，短時間で、行われる。つまり第 l極体形成には，それに必

要な膜要素が lケ所lζ集中して用意するに充分な時聞があると云える。一方第2極体の場合には，ラットで見

られるような万法で放出される(5)0 乙の違いは，減数分裂の第 l及び第 2分裂の細胞学的な違いに基づくもの

なのであろう。

主要文献 1. Austin C R (1951) : J .R.Microscop. Soc. 71: 295-306. 

2. Oder D L， B1andau R J (1951) :Anat.R忠c.llO:329-347.

3. Oder D L， Renninger D F(1960) :Anat.Rec.137: 13-24. 

4. Okada A， Yanagimachi R， Yanagimachi H(1986) : Submicr. Anat. in press. 

5. Sa to K， Blandau R J (1979) : Game te Res. 2: 283 -293. 

6. Stefanini M， Oura C， Zamboni L (1969) : J. Cel1 Biol. 43 : 138a. 
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マウス庇における細胞骨格系の透過型電子顕微鏡

による観察

Transmission electron microscopy of 

cytoskelton in mouse embryo 

藤井好孝 ・吉岡保

Yoshi taka FUJII， Tamotsu YOSH工OKA

倉敷成人病センター附属医科学研究所

Medica斗 ScienceLabコra;七ory，Center for Adul t Diseases. Kurashiki 

目的.マウス匪において compactionは 8細胞期に起こる。 Compactionに伴う割球の形態変化に

は細胞骨格系が関与している。しかし， mi crotubul eや microfilamen七は細胞質に比べ電子染色が困

難であり，電子顕微鏡による観察をしばしば困難にしているO 我々は今回，非イオン性界面活性剤の七ri七0孔

でマウス怪を処理し，細胞質を一部流出させた状態で匡躍した後 ，細胞骨格系を電子顕微鏡で観察する方法を

試みた。

方法:成熟 1C Rマウスを自然交配させ 3日後の靭に HA M F10で卵管潅流することにより桑実匪を得

た。匪はすぐに 0.2% tri七on，0.0012M pheny1methy1su1fony1f1uoride， 0.003M MgC12. 

0.005M P工PESpHワ.0の可溶化液で前処理し， 2.5% glutara1dehyde i液で固定し， 1%OS04液で

後固定した。そして之 % uraniumでブロック染色後， ethano1で脱水して spurrに封理し，超薄切辺を

二重染色した後，透過型電子顕微鏡で観察した。

結果 :低濃度のtriton液によ る処理によって細胞質の一部は形質膜外に流出したが，全体的な細胞の形

態は保持していたoCompactionが進行している桑実匪においてmicrotubu1esは細胞膜下に存在し，図1

に見られるよ うに透明帯に面した形質膜下では膜と平行に走っている場合が多かった。 一方， 図2に見られる

ように妊の中心に近い部分に多数の m工crotubu1es東が存在したが，この東は他の割球には認められなか

った。 m工cro f i1 amentは細胞質中に randomに認められた。

考察:低濃度の triton液による処理によって全体的な細胞の形を保持したまま，細胞骨格系の分布を電

子顕微鏡で縫認することが容易となった。今回用いた方法は，今後 compactionに伴う細胞骨格系の変化の

解析に有効な手段となりうることが示唆された。
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図工.透明帝に面した形質膜下に存在する

microtubu1e (矢印)0 Barは

0.5μmを示す。

主要文献

図2. 旺の中心部。 下側の割球には多数の

microtubu1esからできた束

(矢印)が見られるoBarは lμmを

を示す。

ユ Bernard，M. and Susan， P. : Microtubu1es inf1uence compaction in 

preimp1anta七ion mouse embryos. J. Embryol. exp. Morph. 84: 217， 1984. 

2. Johnson， M. H. and Maro， B. : The d工S七ribu七ion of cytop工asmic actin 

in mouse 8 ce11-b1astomeres. J. Embryol. exp. Morph. 82: 9'7， 1984. 
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モノクローナル抗体を用いて分離したブタ透明帯抗原

の免疫原性について

Immunogenicity of the antigen isolated from porcine 

zona pellucida using monoclonal antibody 

長谷川昭子・繁田 実・香山浩二・犠島晋三

Akiko HASEGAWA， Minoru SHIGETA，Koji KOYAMA 

and Shinzo ISOJIMA 

兵庫医科大学産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Hyogo Medical College 

目的:我々は、ヒト卵透明帝と共通抗原をもっプタ透明帯に対するモノクローナル抗体(Mab)を作製し、そ

の受精への影響を調べてきた。その結果、特定のMabはブタとヒトの透明帯に結合するにも拘らず、ブタのin
¥) 2) 

vitroの受精は阻害するが、ヒトのinvitroでの精子結合は阻害しなかった。しかし、 Mabを処理した卵をさ

らに第二抗体、抗マウスγーグロプリンで処理すると、透明帯表面に沈降帯が形成され、透明帯への精子結合

は完全に阻止された。このことから、このMabの透明帯上での結合部位は、精子結合部位そのものでないが、

それに近接して存在するものと考えられた。従って、 Mabの対応、抗原分子を精製し、マウスに免疫してポリク

ローナル抗体を作製すれば、この抗体は、精子の透明帯への結合を阻止し、しかも透明帯に特異性がより高く

なることが考えられるので、これを確認すべ〈、以下の実験を行った。

方法:1.抗原の精製法 Mab 3A4-2Gl(IgG，)は Sepha rose4 Bとカップリングさせ、免疫吸着体を作

製した。結合した!gGはカラムlmlあたり 1.5mgであり、カラムサイズは lX8cmとした。単離ブタ透明帯を

60.0 60分 pH9.6にて可溶化し、 一回に蛋白量にして1-2mgをカラムに添加した。非結合部分を0.05%SOS合

有PBS(pH7.4)で充分洗い流した後、 3MNaSCNにて結合分画を溶出した。結合分画は水に対して充分透析した後、

SOS-PAGEを行い、3A4-2Glの対応抗原の存在する92kdの位置(Rf0.18~0.23) を切り出し、 0.1% SOSを合む5皿H

NaHC01で一晩、 室温にて抽出した。これを水に対して充分透析後、分析及び免疫に用いた。

2.免疫法一精製した抗原は 2μg蛋白量を完全フロイントアジュバントと共にBALB/cマウスに注射し、 2週間

後同量を不完全アジュパン卜と共に注射した。さらに 2週間後より、 2μgを隔日に 3回 boosterinjection 

を行った。 1週間後に採血し、抗92kd抗血清を得た.

3.ヒ卜透明帯への精子結合阻止実験一手術摘出卵巣よりヒト卵胞卵を得、 48時間前培養して成熟させた後、抗

体で30分間処理を行った後、培養液で充分洗浄して実験に用いた.精子は3時間前培養した後、最終精子濃度
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Effect of anti-92kD antiserum on human sperm 
2 X 10/mlとし、卵を加えた。18時間後に位

binding to human zona pellcida 

相差顕微鏡下に透明帯への結合・進入精子数

を算定した。培養液には10%非働化ヒ卜血清

を含むHam'sFI0を用いた。

結果:抗92kd抗血清の抗体力価i士、単離ブタ

卵を用いた蛍光抗体法で1:4000であり、同じ

くヒト卵を用いた場合1:2000であった.また

この抗血清はハムスター透明帯とも反応した。

No.of No.of No. of 
treatment examined bound penetrated 

eggs sperm / egg sperm / egg 

川崎
・

e
 

ad u
 
o
 
m
 m
 

l

u

 

a
p
 

m
釦
r
s
 

o
 
n
 

68.8士36.9 6.3土叫.6

anti-jPZP十 3 1.3:!::1.5* 0.0士0.0
一一一一一一一一一一一一一一一一一
antト92kD 12 7.持土 6.0** 0.3士0.6

ゲル内沈降反応では、可溶イヒプタ透明帯と沈 十; isolated porcine zona pellucida 
六・ pく0.02 女夫; Pく0.001

降線を形成しなかった。ヒ卜精子の透明宇野結 ， 、

合に及ぼす影響では、 表に示すように、抗単離プタ透明帯抗血清よりやや弱いものの、抗92kd抗血清でも精子

の結合‘進入に阻害作用が認められた.このとき透明帯表面に極くうすい沈降帯の形成がみられた。また、プ

タ及びヒトの各組織の凍結切片を蛍光染色した所、抗単離透明帯抗血清(1:100)では透明帯以外の組織とも反

応するのに対し、抗92kd抗血清(1:100)では、透明帯とのみ反応し、特異性の上昇が認められた.

考察:プタ透明帯を用いて作製したMabの中には、第二抗体と共に卵に処理するとヒト精子の透明帝への結合

を阻害するものがある。この Mabを用いて、ブタ透明帯から対応、抗原を分荷量し、マウスに免疫してポリクロー

ナJレ抗体を作製した所、この抗92kd抗血清はヒト精子のinvitroでの卵への結合を阻害した。このことからMab

単独では受精阻害が起らない場合でも、精子結合部位に近接するエピトープを合む抗原分子に対するポリクロ

ーナル抗体を用いれば、受精阻害が起ることが明かになった。 Dunbarらはブタ透明帯蛋白を動物に免疫し、妊

苧性に及ぼす影響を調べ、動物が不妊になった場合にはホルモンバランスに関する重大な副作用が、生じるこ

とを報告していよ:このことからも、透明帯上の精子結合部及びそのごく限られた周辺部に対する抗体を作る

必要がある。従って本研究で行ったような方法を利用して、その抗体が受精組害作用をもち得る最小のフラグ

メント を分離すれば、より一層、透明帯の精子結合のみを障害する特異性の高い抗体が得られ、免疫学的避妊

法への応用も可能と考えられる。

主要文献:1) Isojima，S. ，Koyama， K.， Hasegawa，A.， Tsunoda，Y.and Hanada，A.(l984) J.Reprod. 
Immunol. 8 77-87 

" Monoclonal antibodies to porcine zona pellucida antigens and their inhibitory 

effects on fertilization " 

2) Koyama，K.， Hasegawa，A.， Tsuji，Y.and Isoji田a，S.(1985)J.Reprod.I皿皿uno1. 7 187-198 

" Production and characterization of monoclonal antibodies to cross-reactive 

antigens of hu田anand porcine zonae pel lucidae " 

3) Skinner，S.H.， M(lls，T.， Kirchick， H.J. and Dunbar，B.S. (1984) Endocrinology 

115 (8) 2418-2431 

" Immunization with zona pel lucida Proteins results in abnormal ovarian follicular 

differential and inhibition of gonadotropin-induced steroid secretion " 
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受精に及ぼす精子不動化抗体の阻害作用

Blocking Effect of Sperm Irnmobilizing Antibodies 

on Human In Vi tro Fertilization 

津久井伸一 ・野田洋一 ・福田愛作・松本央・矢野樹理・森崇英

Shinichi TSUKUI， Yoichi NODA， Aisaku FUKUDA， 
Hisashi MATSUMOTO， Juri YANO and Takahide MORI 

京lii5大学医学部婦人科学産科学教室

Department of Gynecology and Obstetrics. Faculty of Medicine. 
Kyoto University 

目的 我セは，精子不動化抗体が~Fí管 :Þ， lj液 It lて1精イーの通過障害を起こすだけでなく，受精現象そのものに対し

でも間持的に作用する引を報告してきたが，その{'J'.用機序lζ関しては， なお不明な点が多いη そ乙で我守は，

精 f不動化抗体陽性l血清より IgG分画を採取し，乙れを用いて透明帯貫通試験を施行すると共lζ，これにて処

煙した料I了ーを電子顕微鏡lζて検査し，先体反応lζ以lます影響を検索した。

方法 ーィ;妊外来itJ1lt'e中の婦人より得た凶li81ζ対し 精子不動化試験を行ない 補体依存性精子不動化抗体の検

出を行なった。次に健康9J子より得られた精液から“layeringmethod"により運動性良好精子を選7llJし，

7.5%精子ィ、動化抗体陽性的l清または陰性Ull清添加modifiedBWW 惰養中iCsuspendし，ぺ卜リ ティッシュ内lζ

s pot を形成した。そこ へ尚濃度上伝類約液仁1 1 に保符されていたヒト 卵を導入し • 24時間培養した。指養終了後，

ノマノレスキー微分干渉顕微鏡花て 回卵件内の透明幣貫通精子数を算定した。さらに陽性血清または陰性血清

より，プロテイン A法lζてIgG分阿を採集し，J京血清相当のIgG濃度l乙調整した条件下で，上記と同様の透

明帯貫通試験を胞行 した。また乙れら陽性UlI清および陰性血清lζて処理した精子は，透過型電子顕微鏡lζて検

査し，先体反応、の有無を検索した。

結果。 精子不動化抗体は， 今回の検査では全検体の6.1%，また特lζ原因不明不妊痕の場合の9.1%が陽性で

あった (Table1)。陽性血清または陰性血清存在下で透明帯貫通試験を行なった所，陰性血清存在下では精子の

透明帯貫通が起ったが，陽性血l清存在卜では起らなかった (Table2)。さらに血清の代りにIgG分画を用いて

同様の透明帯貫通試験を行な った所，ほほ問機の結果が得られた。また陽性血清lとて処理した精子は，陰性血

清iζて処flftした精イーと比較して， 先休反応を起している精子の割合が減少していた。

考察 精子不動化抗体陽性血清由来 IgG存在下では，精子の透明帯貫通が抑制された。乙れは精子不動化抗

体そのものによる作用であると思われる。ま たその作用機序の一因として，精子の先体反応lζ対する抑制があ
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るものと思われた。

Table 1 
INCIDENCE OF' SPERM 11¥1刷OBILlZINGANTIBODIES 

IN SERA F'ROM INF'ERTlLE WOMEN 

Clinical diagnosis No.of subiects No.of positive % of positive 

Unexplained 88 

Anovulation 38 

Tubal obstruction 35 

Uter i ne abnorma 1 i tγ 15 

Sperm abnormality 36 

Total 212 

reactiona 

8 

3 

。

13 

reactlon 

9.1 

2.6 

8.6 

0 

2.8 

6.1 

a: S creened bγsperm 1mπ1Obilization test 

Table 2 

EFFECTS OF SPERM IMMOBILlZING ANTIBODIES ON THE 

PENETRATION OF SPERM THROUGH ZONAE PELLUCIDAE 

Supplemented serum 
No.of No.of penetrated Mean No.of 

expenments ova (%) penetrated sperm 

S IAa-negative 6 8/ 9 ( 89%) 2.6 

SIA-positive 5 0/11 ( O%)b 。
Absorbed SIA-positive 3/ 3 (100%)C 1.7 

a: Sperm immobilizing antibody 

b: Significantly different from SIA-negative (ジ=11. 7 : p<0.002) 

c: Significantly different from SIA-positive (x
2=8.7: p<0.004) 

主要文献 :

1. Isojima S， Tsuchiya K， Koyama K， Tanaka C， Naka 0， Adachi H: Further studies on sperm-

immobilizing antibody found in sera of unexplained cases of sterility in women. Am. J. Obstet. 

Gynecol. 112 : 199， 1972 

2. Yanagimachi R， Lopata A. Odom C. B.， Mahi C. A.， Nicolson. C. L. : Penetration of biologic 

characteristics of zona pellucida in highly concentrated salt solution: The use of saltstored 

eggs for assessing the fertilizing capacity of spermatozoa. Fertil. Steril. 35 : 562， 1979. 
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1 - 2 Propandiolを用いたマウス受精卵の

凍結保存について

The survival of frozen and七hawedmouse embryos 

wi七h 1-2 propandiol as cryoprotec七an七

堀内俊孝・沼辺 孝・岸田忠政

Toshi七akaHORIUCHI.Takashi NUMABE. 

and Tadamasa KISHIDA 

宮城県畜産試験場研究第 1部

ドliyagiken-Exp.S七a七ionof Anim.Sci. 

目的 ;1-2propandiol(PrOH)は凍結融解過程で生じる細胞内の氷品形成を限定する

作用があり、受精卵の凍結保存で有効な耐凍剤のひとつである。また、 PrOHの 1段階

添加、ストロー内での 1段階希釈による凍結保存によって 高い生存率が得られている。

しかし、 PrOHを用いた凍結保存について詳細に検討した報告は少ない。本研究は、マ

ウス受精卵を用い PrOHの濃度、ストロー内の希釈液、植氷温度、液体窒素への投入温

度について検討した。

方法 ;6-7週令の ICR系雌マウスに 5-10iuの P門SGおよび hCGを 54時間間隔で

腹腔内注射し、同系の雄と交尾させた。ちつ栓確認を受精第 1日 (D1)として D4の朝

PBIで子宮を潅流して Blas七ocys七を採取した。次に PrOH溶液に室温で 1段階で移し、

30分間平衡後 0.25mlストローに卵子を合む PrOH層の両側をショ糖液層ではさみ封

入した。そして 室温からー7ocまで 1分間に 10C冷却し、 -70Cで植氷、 10分間保
持後 1分間に 0.30C冷却 -300Cで 10分間保持し液体窒素ー1960Cに投入した。療

結受精卵は約 320Cの温湯中で融解しストロー内で PrOH層とショ梧液層を混合して

PrOHを 1段階で希釈した。融解した受精卵は 20%非動化子牛血清添加 HamsF10を用

いた体外培養法 (370C.空気下 5%CO)における Expanded Blas七ocys七または

Hatching / ed Blas七ocys七までの発育を指標として生存率を調べた。実験 1では

PrOHの濃度について検討した。希釈液として 0.3門ショ糖液 (20%非働化子牛血清水

溶液使用)を用いた。実験 2ではストロー内の希釈液として 0.3または1.0門ショ結液

(20%非働化子牛血清水溶液使用).0.3または1.0門ショ槙簸 (20%非働化子牛血清添

円
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加PBI使用)を用い検討した。実験 3では植氷温度について検討した。室温から -3OC， 

-50Cまたはー7oCまで 1分間に lOC冷却し各温度で植氷した。実験 4では液体窒素ヘ

投入する温度 -30oCまたはー350Cについて検討した。 -350C投入ではー7oCから -35
0C

まで 1分間につき 0.30Cで冷却した。実験 5では PrOHの代りに1.4Mグリセリンを用

いて耐凍剤の 1段階添加、希釈を検討した。

結果;1. 0門，1.2門，1.5門，2.2門PrOHでの生存率は各 32%，59%，71%，13%で1.5

MPrOHで高かった。 0.3，1.0門ショ糖液 (20%非働化子牛血清水溶液使用)、 0.3，1.0

門ショ糖積 (20%非働化子牛血清添加 PBI使用)による生存率は各 71%，83%，96%，90%

であった。植氷温度-3 oC ， -5 oC ， -7 oCでの生存率は各 79%，89%，96%で -70Cで高か

った。積体窒素への投入温度 -30oC ，-35 oCでの生存率は各96%，32%で、 -30
oCで有意

に高かった。 1.5MPrOHの代りに1.4門グリセリンを用いると、その生存率は 80%で

グリセリンの 1段階添加、希釈でも PrOHと同様高い生存率が得られた(表 1)。

Table 1. The survival of mouse blastocysts after freezlng and thawlng 
wlth I .5M PrOH or 1.4M Glycerol 

No. of embryos 
Cryoprotectant frozen-thawed 

1.5M PrOH 46 

1.4M Glycerol 94 

No. of blastocysts 

expanded hatchlng/ed 

11 33 

25 50 

Survlval 
rates(%) 

96 

80 

考察;マウス受精卵を 1.5MPrOHに 1段階添加し 凍結融解後 0.25mlストロー内の

0.3Mショ糖被 (20%非働化子牛血清添加 PBI使用)で 1段階希釈する方法で 植氷温

度ー7oC ，液体窒素投入温度 -30oCで高い生存率が得られた。本研究において PrOH 

は受精卵の凍結保存において有効な耐凍剤のひとつであることが確認された。今回用い

たマウス受精卵の発育段階は Blas七ocys七であるが 今後さらに初期発育段階の受精卵

の耐喋性を検討する必要があると思われる。

主要文献

1.Miyamo七o，H.:Theprotec七iveac七ionof glycols agains七freezing

damage of mouse and ra七 embryos:J.Reprod.Fert.54:427，1978.

2.Renard，J.P. and Babinet，C.:High survival of mouse embryos af七er

rapid freezing and thawing inside plas七icstraws with 1-2propandiol 

as cryopro七ectan七.J.Exp.Zool.230:443，1984.

3.Renard，J.P. ，Heyman，Y. and Ozil.J.P.:Freezing bovine blastocys七S

ωi七h 1-2propandiol a cryopro七ectan七:Theriogenology15:113，1981. 
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耐凍剤連続的投与法 によるマウス佐凍結保存

Conti nuous Addi Lion of Cryoprotectant for Mouse 

Embryo Cryopreservation 

福田愛作・野田洋一 ・津久井伸一 ・松本 央 ・矢野樹理 ・森 崇英

Aisaku FUKUDA， Yoichi NODA， Sinichi TSUKUI 

Hisashi MATSUMOTO， Juri YANO， Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

Department of Gynecology and Obstetrics Faculty of Medicine， 
Kyoto University 

目的 :Whittinghamがマウス刷、の凍結保存{ζ成功して以米 ，J1r1i乳動物卵 fの凍結保存は著しい発反をとげ，

現住ではヒトぬ車内保存卵子の移布filとよみ小児も日正lζりられている。凍結融角1M;;については 7 ウス初期J匹を用い

て種今の検，(jがiJ なわれ，凍結制!fq!(後のIYGの生存率も 7 ウスでは 90%以卜ーとなっているの 然しノドらマウス!匝凍

結保存にIIJし、られる阿は非常に状態のよい物が用いられている事はよく知られているの ヒ卜体外受精によるl庄

の凍結保存では，受精卵の数が非常~J' lこ少なくまた非常 に貴Ef! でありその選別は許されないという特殊な条件の

j己にある。ヒト受:fNtJiJの凍結保存をJtえると， 凍結保存法iζは木だまだ改善の余地が残されている。凍結副!解

法の 1段階である耐ぬ斉IJの添加法についてはlJ;l法より現在l乙全るまで段階的添加法が用いられている。我守は

向、I泌斉IJの連続的添加/よを試み，従米のl段階iL，3段階法，5段階法との比較検討を行った。

方法 :ICR系4迎合iltil<'ウス{ζPMSとHCGを48時間間隔で投Ij，HCG投勺後直ちにICR系成熟雄7 ウスと

同!日jさせ，任娠3flldに卵缶より 8細胞1OJII-1;を0IJ1¥'il'l!流法で、同収 した。凍結l乙用いた8細胞期臨には

compactron以前と以後のものが出在していた。 IllHiW斉IJとしてはDimethylSulphoxide (DMSO)を用い， 最

終的l立は修IF.Dulbecco PBS ，1 rで 1.5M とはるよう Fig 1 

lζ l段階法，3段階法，5段階法と辿続法の4つの}j

法で3M DMSO依液を室温 (2ぴC)i乙て添加した。

段階法は Fig.lK，連続法はFig.2fと|ヌl示した。j_cg続法

は2mlのmPBSの入ったビーカーに50μmのmeshでで

きた袋をさげ，このなかにn五を入れヒーカーのqrでスタ

リンクンミーを1，-，1転させ乍ら3MDMSOをマイクロポンプで

連続的l乙作人した。Iru;1凍斉IJ添加後陸を500μlのプラス

24 -
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ティックストロ に封入し，(倒ほくさん製プログラム フリー Fig 2 

サ、 CRYOEMBRYOを用いて凍結したnプロクラムは

200Cより lOC/minで低下させ 7
0
Cで 10分間保持し自動植

氷，更に 040C/minで低下させて 40
0
Cまで冷却した後，

液体窒素(一1960C)に投入する 2段階凍結法を用い， 30分

から 24時間液体窒素中に凍結保存したn 融解法は 37
0

Cの温

湯lこ投入する急速融解法を用い，耐凍剤除去にはSUCROSE

法を用いた。凍結融解後の!凶は，融解直後lこ倒立顕微鏡下lζ

形態学的正常任を観察記録した後に BWWmediumで37
0
C

5% CO2 in airの条件卜iこ培養し ExpandedBlas tocys tか

らHatchedBlastocystまで観察記録した。統計処理は x2

test ，こて施行した。

結果:凍結融解直後の形態学的正7ji，'IAはFig3 iL示したよう

にI段階法では91個中27個 (29%)，3段階法では 106個ヰ1

64個 (60%)，5段階法では 133個中96個 (73%)， 連続法で

は109個中85個 (78%)であ ったnその後の発育については

Fig. 4に示したように，Expanded Blastocystへの発育率

は1段階法から連続法まで77%から82%と差はなかったが Fig4 

Hatching率では，1段階法で 22%と低い成績であったが，

3段階法から連続法では45%から 57%と左はなかった。
8 

考察:ヒト受精卵の丙かれている特殊な条件を念頭iζ置き， 5 

凍結融解後の旺、の生存率を更に高めるために耐凍剤の連続的 ; 

添加法を試みたところ 連続法で辰も良い!船残したが 7 
統計的有意芹ーは3段階法との閉までしか認められず， 5段階 言

法との聞には認め られなかったo 然しながら， 連続法での操図

4. Continuous method 

Embryos 

。 Microinfusion 
Pump 

Fig 3 

Survival rate 01 frozerトIhawedmouse 8 cell embryos 

1-step 3-step 5-step Cont・nuous

Culture of froze件thawedmouse 8 cell embryos 
(%) 

1・step 3-step 5-step ContinuOU5 

作のはん雑さ，即ち 50μmのmeshの袋への妊の出し入れ等による匹への物理的夕、メ ージを考慮すれば，連続

法の成績は決して低いものではなし、。今後，連続法の操作の簡便化や耐凍剤除去11守の連続法の応用が凍結融解

後の膝の生存率を更に向トーさせるものと期待される。

主要文献

1. Whittingham， D. G.， Leibo S.P. and Mazur p: Survival of mouse embryos frozen to -1960C and 

-2690C. Science 1972; J 78・411~414 

2. Trounson， A. and Mohr L.: Human pregnancy following cryopreservation， thawing and transfer 

of an eight-cell embryo. Nature 1983; 305 : 707~709 

3. Kasai， M.， Niwa K. and Iritani A. : Survival of mouse embryos frozen and thawed rapidly. J. 

Reprod. Fertil. 1980; 59 : 51 ~56 
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マウスの 2および 4細胞期匹から得た

分離匪の発生能について

Developmental abi 1 i ty of half-embryo代

d i v i dぞ d from 2- and 4-cel 1 stage in the mouse 

鈴木宏志.富樫守.宮井達也.岡本道生

Hiroshi SUZUKI.門amoruTOGASHI. Tatsuya門IYAiand外ichioT. OKA門(lTO

中外製薬開発研究所

DnJg De¥elopment. Laborat.orieぉ Chugai f'harmaceut i ca I (0.. L td. 

目的:透明帯を除去した 2細胞期旺の単離害IJ球から産仔を得ることは、旺の体外培養が比較的容易

なマウスにおいてさえも極めて困難とされているい3tしかし、巨の2分離が正確で容易な2細胞期
で分離された旺から個体発生を可能にすることは、 一卵性双仔作出に大変有効である。本実験で辻、

マウスの2および1細胞期で2分された旺の体外培養および産仔への発生能について検討した。

方法:TVC S系およびF1 (閃7札/6，1X C3H/He) 成熟l服マウス:こ P~lSGおよびhCG 各51.1i. を 48時間

間隔で皮下投与して過排卵処理を施し、 hCG投与後直ちに同系統の成熟雄と交配させた。 h(五投与徒

約48時間に、 2および1細胞期旺を卵管濯流法により回収し、 0.5:tプロナーゼを含むHanks液で透明

帯の除去を行った。次いで、透明帯除去旺をマ)[..チプレートテラサキ(住友ベークライト)内の流動

パラフィンで覆われた0.02%EDTi¥を含むc}+ーfreeまたは(孔2+• ~ lg2+-free Bトl(i(-3i音地で10分以内あ

るいは1O~30分間処理した後、ガラス毛細管ビベットで数回のビペッテインゲにより旺の 2分離操作

を行った。 2分離妊のベアは、開OC-3培地で72時間培養し旺盤胞までの発生を観察した。移植は、培

養後初時間に発生したFl2分離旺由来の旺盤胞を、偽妊娠2日目(腔栓確認日=[)ay0)のrvcs系

受容雌の子宮角ヘ、 -側あたり 4~7f回注入することにより行った。なお、生存胎仔数および着床数

は、 [)ay17に受容雌を宥殺して観察した。また、 一部の1/2分離胆:由来の旺盤胞のベアについては、

妊娠雌に移植して分娩を観察した。

結果:害IJ球を損傷することなく、ピペッテイングにより 2分離することが出来た割合は、 2細胞期

旺で94~100%および4細胞期旺では、 56---88%であった。培養後72時間に、 1/2分離粧のベア双方が

旺盤胞に発生した割合は、 IVCS旺では23---86%、1"1阪ではD4---100%であった。また、 2/4分離紅
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のベアでは、 IVCS旺の83%およびF1旺の100%が、双方ともに旺盤胞に発生した。 F1 1/2旺およ

び2/4庇から発生した旺盤胞を移植した結果、それぞれ、 25%(14/56)および29%(14/49)の生存胎仔へ

の発生が観察された。さらに、 1/2分離旺の移植により、一卵性双仔を得ることに成功した。

Table 1. In vitro developmtヲntto the blastocyst of mouse half(1/2 and 2/4)-embryos 
separai.ed by pi petti ng after treatment ¥.'i th (:a2+ー 01'Ca2+.ト122+句freeBト10("-3 med i um 

Type of Strain Medium for Duration of No. pairsl No. embryos developed No. pa i rs 
half- of separation treat.ment no. half- to blastocyst (わ developed 
embryo donor (min.) embryos 

48hr1) 72111.1 ) 
to Br1.q for 

じu1 tured 72hr~%) 

1/2 IVCS Clt::free -10 18/36 2( 6) 27(75) 12(67) 
10-30 38176 3( 4) 40(53) 16(42) 

2+..2+ 
ー10 28/56 3( 5) 51(91) 24(86) Ca-.門g~ -f ree 
10-30 30/60 I( 2) 20(33) 7(23) 

F 1 C(?~free ー10 29/58 48(83) 57(98) 28(97) 
10回30 33/66 54(82) 63(95) 31(94) 

~~Ml~ -10 19/38 33(87) 38(100) 19(100) Ca--. 門 ~free

10-30 34/68 46(68) 66(97) 32(94) 

2/4 IVCS 
2+..2+ 

10<~0 6/12 10(83) 10(83) 5(83) (a--.門g---f ree 
F 1 12/24 24(100) 24(100) 12(100) 

1) Lengtl1 of culture. 

考察:~1u 11 enら(長嶋らりの引用による〉はマウスの2細胞期旺を2分離後、体外培養する方法に

よって一組のー卵性双仔を得たが、 Fiser&ト1acpherson2i>および角田と杉江3)は、この方法で産仔を

得ることは困難であることを報告している。本実験においては、ピベッテイ ングにより 2分離された

1/2および2/4n主が体外培養により高率に旺盤胞へ発生することが観察され、さらに、発生した旺盤

胞のベア双方が産仔への発生能を有していることが示された。

文献

1) 長嶋比呂志、加納康彦、尾川昭三 初期旺の顕微手術適応による晴乳類一卵性多生仔の作出実験
日南乳類の発生工学 pp111-124 (1984) 

2) Fiser.P.S & Macpherson.J.¥J. Development of embryonic structures from isolated mouse 
blastomeres. J. Anim. Sci. 56，33-:36. (HH6) 

3) 角田幸生、杉江1古 マウスおよびヤギにおけるー卵性双子の作出、 家畜繁殖誌 :30. 18 -23 . (1 
984) 
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晴乳動 物卵 子の エレク トロフ ュー ジョ ン

Electrofusion of Mammalian Blastomeres 

菅原七郎 ・小松牧俊 ・石川嘉彦 ・亀山賢次 ・橋本伸二 ・正木淳二

Shichi ro SUGAWARA. Maki toshi KOMA'T S U. 

Yoshihiko 1 SHIKAWA. Kenji KAMEYAMA. 

Shinji HASHIMO'TO and Junji MASAKI 

東北大学農学部家畜繁嫡学教室

Labolatory of Animal Reproduction. Fac. of Agric. 'Tohoku Univ. 

目的:近年，卵子の初期発生における核と細胞質との相互作用の研究や倍数体を作出する目的で細胞融合技

術が導入されている。これまでは，不活化したセンダイウイルス1)やポ リエチレングリコ ール2)を用いた研究

が広く行われてきたが，前者は再活性化の恐れが，後者では卵子に対して毒性のあることが指摘されている。

そこで，より安全かつ簡便でさらに再現性の高い新技術としてエレク トロフ ュージョ ンが考案され，培養細胞

に用いられるよ うになった3)0 しかし哨乳動物ではマウス卵子で成功例が報告されているに過ぎず，方法が

まだ確立されているとはいえない4)。すなわち，この方法での最適融合条件および融合後の発生能については，

不明な点が多く残されている。そこで，本研究ではマウスおよびラットの 2細胞期匪を用いて，最適融合条件

や，処理条件と発生能との関係について検索 した。

方法:常法により過排卵処理した JOR系未経産マウスに IOR系および057B L系の雄マウスを交配し，

hOG投与から49-51時間後に PBSで卵管を濃流して 2細胞期駐を回収した。一方，ラットは発情前期の日

の夕方維と同居させ，交尾を確認した翌日(交配後47-49時間)にマウス同様，卵管濯流法により 2細胞期匹

を回収した。

エレクトロフ ュージョ ンのためのチャンパーは，プラスチックシャーレ(径807l!l1l)で作製した。チャンパー

の底には白金板(幅 257l!11l)を取り付けて固定電極とし P BSでチャンパーを満たした。一方，白金線(径

70μm)の移動電極をマイク ロマニ ピュ レーターに取り付け，倒立顕微鏡下で融合操作を行った。

電極聞は 100μmとし そこに卵子を保定用ピペッ トを用いて分割面を電極に対し垂直に保定した。 1-2 

kVゐ冗の電圧で持続時間 100-300μsecの電流を2秒間隔で2回通電 した。処理卵子は直ちにWhittenの

培養液で培養し，処理後30分. 60分における融合状態を調べた。その後，常法に従って96時間まで培養し，発

生状態を調べた。なお， 通電を しない卵子を対照区とした。

結果および考察・当初，チャンパー内の溶液に Oa-freeのPBSを用いてマウス 2細胞期匪を融合させ

- 28 
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BMOC-3中で培主主したところ，融合率は50-70%であったが， その後の発生率が低かった。これは，電気

刺激が卵子の発生能に回復しがたし、損傷を与えたためであろうと考え，以後の実験では PBSにCa件を添加

して融合操作を行った。同時に倍長液も Whittenの培養液に代えた結果.60-100 %の融合率になった。

マウスにおける融合率は，卵子の遺伝子型すなわち純系(1 C I元x1 CR) .またはハイブリッド(IC比

x C 57 B L)によって全く有意差がみられなかった。 しかし，その後の発生率を8細胞期で比較すると，ハイ

ブリッド区、が20-30%純系を上回った。この事実は. Flのヘテローシス効果に起因したものであると考えら

れる。木実験ではグループ 1. 3. 5で佐盤胞まで発生したが，グループ5 (2 kV/cm • 2 x 125μsec)に

おいて最も発生率が高く，マウスではこの条件が最適と思われる。他方，ラ ット卵子を用いるエ レクトロフ ュ

ージ ョンの条件として. 2 I叫 mの電圧が必要であることが明らかにな った。ts:.:to.詳細については引き続

き検討を行っている。

Table 1. Int(~nsity and duration of d. c. pulses on the fusion of mouse blastomeres and developmen 

ta I percen tages 0 f fused embryos i口 thedifferent strains 

ICR x ICR 

Group d. c. pulses 

1 C R x C 57 B L 

% of embryos 
Intensity Duration %of fused developed tJ 
(kV /eα1) (μsec) 巴mbryos

必offused 
embryos 

必 ofembryos 
developed to 

8 -cell Blastocyst 8 -cell Blastocyst 

l 2 X 25(1 76 (lV 1η 8 8 

2 1 2 x 300 60 ( 6/10) 17 。
3 1. 5 2 x 250 100 (10/10) 10 10 

4 2 2 x 100 59 (13/22) 。 。
5 2 2 x 125 73(19/26) 。 。
G 2 2 x 250 68 (17/25) 。 。
7 Con trol 86 76 

主要文献

8(l (20/25) 35 15 

n (11/15) 45 27 

71 64 

1) Grahall1. C. F. (1971) Virus assisted fusion of embryonic cells. 1n vitro methods in reproductive 

cell biology. pp. 154 -165. K呂rolinska symp. r巴s.methods reprod. endocrinology (E. Diczfalusy 
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2) Eglitis. M. A. (1980) !.'orll1ation of tetraploid mouse blastocysts after blastomere fusion with 
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3) Zill1mermann. LJ. and Vienken. J. (1982) Electric field-induced cell-to-cell fusion. J. 

Membrane Biol.. 67. 165-182. 

4) Kubiak， J. Z. and Tarkowski. A. K. (1985) Electrofusion of mouse blastorneres. Exp. Cell 

Res.. 157. 561-566 
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ラットとマウスにおける

集合キメラ佐の作成

Production of chimeric blastocysts by aggregation 
of rat and mouse embryos 

高橋文明・成長代克彦・高橋寿太郎・安田泰久

Fumiaki TAKAHASHI， Katsuhiko FUJISHIRO 
Jutarou TAKAHASJ-l工 andYasuhisa YASUDA 

*'手大学農学部動物育種学教室

Laboratory 01 Animal Breed_ing，Iwate Universi ty 

目的:近年， 実験発生学的手法としてのキメラ動物の作成が主にマウスを対象として行われている。

しかし，ラットキメラ，さらにはラットとマウス聞の異属間キメラについての報告例は少なく，ラット

とマウス聞の成体キメラの作出については，未だ成功をみていない。本実験では，組織培養に一般的に

用いられているダjレベッコ変法イーグル培地を用いて，同一実験系によるラットおよびマウスの同種間

集合キメラ臨の作成，ならびにラットとマウス聞の異属間集合キメラ旺の作成を試みた。

方法:実験には当研究室において，クローズド・コ ロニーで継代繁殖している 3~6 ヶ月齢の， Wi 

s t a r系ラットおよび ICR系マウスを用いた。 ラットは妊娠4日日，マウスは妊娠3日目の16:00-

18:00に放血屠殺し，子宮濯流により後期8細胞期胞を得た。 眠は 0.3%pronase含有ダルベッコ修正

培養液に 7~13分間浸 し，透明帯を除去 した 。 次に 0.3% phytohemagglutinin P含有ダルベッ コ修E

情養液中で，ラット間，マウス間，さらにラットとマウス間で脹の接着を行った。培養は 0.3%bovin 

e serum albumin含有ダルベッコ修正培養液を用いて， 370C， 5 %C02 95%空気混合気相中で行い，

キメラ脹ヘの発生を観察した。同時に透明帯付きおよび透明帯除去眠の培養を行い，比較対照とした。

ダルベッコ修正培養液は， p Hを7.4に調整した。

結果:Table 1に示すように，対照のラット，マウスの透明帯付きおよび透明帯除去脹の48時間後の

expanded blastocystへの発生率は，ラットでそれぞれ，30/34(88.2%)，20/23(87.5%)であり，マウス

nu 
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でそれぞれ，19/20(95.0%)，22/23(95.7%)であった。また，集合脹の chimericexpanded blastocyst 

への発生率は， Table 2に示すように，ラット間，マウス間でそれぞれ，40/46(87.0%)，38/42(90.5%) 

であり，ラットとマウス聞では， 22/29 (75.9%)であった。

Tεble 1. Development of ratぽ1dmouse embryos frαn late e工ght-cell
into blastocyst for 48 hours in culture 

Contro1 
No. of emb円ros
cu1tured 

No. of embryos deve10ped from 1ate 旦gh!-cellinto 
Expanded 

B1astocyst(%) :::~::~::::~:-:~...(O/\ Degeneration(%) b1astocyst(%) 

Rat embryos 
with zona 
without zona 

34 
23 

4( 11.8) 
2(8.7) 

30(88.2) 
20(87.0) 

0(0) 
1(4.3) 

lVJouse embηros 
with zona 
without ZOli& 

20 
23 

0(0) 
0(0) 

19(95.0) 
22(95.7) 

1(5.0) 
1(4.3) 

Tab1e 2. Development of aggregated embryos into chimeric b1astocyst 
fo1' 48 hours in culture 

巧rpeof 
No. 01' embryos embryos 
aggregated 

aggregated 

No. of embryos deve10ped from a，εgregated 
late eight-cell工nto
Chimeric Chimeric expanded 

Degenerat工on(%)blastocyst(%) blastocyst(%) 

Rat~Rat 

ド!ouse_!'!ouse
Rat争宇IVfouse

Fb
円

ζ

Q

J

A
斗

パ

『

円

ζ

4(8.7) 
1(2.4) 
1(3.4) 

40(87.0) 
38(90.5) 
22(75.9) 

2(4.3) 
3(7.1) 
6(20.7) 

考察:本実験おいて，同種および異属聞の眠の接着により， chimeric expanded blastocystへの高

い発生率が得られた。したがって，ダjレベッコ修正培養液は，ラット，マウスにおける同種間集合キメ

ラ旺の作成ならびに，ラットとマウス聞の異属間集合キメラ旺、の作成に有効であると考えられる。

主要文献

1. Yamamura， K. and Markert， C.L. : The production of chimeric rats and 

their use in the analys工s of the hooded pigmentation pattern. 

Deve1op. Genet.， 2，131，1981 

2. Tachi， S. and Tach工， C. : E lectron microscopic studies of chimeric 

b1astocysts experimenta11y produced by aggregating b1astomeres of 

rat and mouse embryos. Deve1op. B工01.，80，18，1980
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R eproduct i ve ab i I i ty of the young produced by 

pronuclear transprantation in the mouse 

1) 2) 
安井百]・角田幸生・中村公章・杉江佑

1) 
Tsukasa YASUI・YukioTSUNODA • Kosho NAKA門URA

2) 

and Tadashi SUGIE 

農林水産省畜産試験場・ 1)科研製薬安全性研究所・

2)家畜改良事業団

National Institute of Animal Industry・1)Ksken 

ドharmacentricalCo.しtd.・2)Livestock Improvement 

Assoc. .1比pan

1) 
諸言:1983年に卜lcGrathとSolterがマウス受精卵聞で前核の置換を行い産子を得て以来、前核移植

2，3) 
に関する研究が多数行われるようになり、現在いくつかの成功例が報告されている。演者らのグルー

プでも McGrathと Solterの方法を用いてマウス受精卵の前核置換を行い産子を得ることに成功して
4) 

いる。 今回、核置換により得られた産子について生殖能力を調べたので報告する。

方法:前核置換はCO1♀x CBA6、FlCC57BL/6 X CBA)♀X C016、Fl♀X CBA6および BALB

♀X BALB 6の交配により得られた受精卵と、 COl♀X CD16の交配で得られた受精卵の聞で行った
4.5) 

操作は既報は)1崩じて行い、まず、受精直後の卵子より雌雄両前核をマイクロマニピユレーターにセッ

トしたマイクロピベットで吸引除去したのち、別の受精卵より同婦な方法で抜き取った雌雄両前核を

センダイウイルスを含む液と共に注入して前核の置換を行った。核置換卵は門16液内で4日間体外培

養したのち、桑実旺から肱盤胞期で偽妊娠3日目のマウス子宮内に移植した。前核置換卵から得られ

た産子は光周期12D: 12L、温度24"C、自由給飼、自由飲水で 8週齢まで生育させたのち生殖能力検

3 2 
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定に供した。前核の由来が CD1XCBA、 F1 XCD1および F1X CBAの核置換マウスでは、雄について

は 8週齢を経た CD1雌マウスを 3ないし 4頭交配し、雌については同じく 8周齢を経た CD1雄マウス

と交配させた。また、 BALBXBALB由来の雄マウスについては BALB雌マウスと交配した。各マウスに

ついて腫栓により交尾を確認し、妊娠の有無、産子の数、性および眼色を調べた。

結果:表に示すように、検定した核置換マウス雌雄合わせてお頭のうち32頭までが繁殖能力を有し

ていたが、 BALBXBALB由来の雄マウス l頭が雌 l頭を妊娠させたのち睦栓の形成が認められなく なり

不妊状態となった。その他のマウスでは産子数、性比および眼色の分離比に異常は認められなかった

前監置i望マ'22の室自己成績

性 前核の 横定した交配したマウス 繁殖能力 平均 性比 産王立証眼色〔%}
由来 マ:12数の系統〔数} 健富不妊産子数 z1レビi 有色

COl XCBA 3 COl (11) 3 。12.8 49.6 48.9 51.1 
F1XCD1 2 CD1 ( 8) 2 。12.3 57.1 43.9 56.1 

色 F1 XCBA 3 CD1 (11) 3 。12.7 52.1 。 100 
BALBXBALB 5 BALB (16) 4 * 6.3 45.5 100 。
ーーーーーーーーー ーーーーー ーーーーーーーーー岨圃 a・ーー ー - ーーーーーーーー ーー ーー

CD1XCBA 10 CD1 (ー) 10 。10.7 48.6 47.7 52.3 
女*

♀ F1 XC01 4 CD1 (喝) 4 。 9.5 60.5 42.1 57.9 
Fl X CBA 6 CDl (-) 6 。 8.2 63.3 。 100 
* 交配途中より不妊状態となった
H 各個体について 1回の交配を行った

考察:以上の結果に示す通り、前核置換を行い生まれたマウスは、 雌雄とも生殖能力には操作によ

る影響は認められず正常であることが確認された。

参考文献

1) 門cGrathJ & Solter Science、220:1300、1983。

2) Surani、門.A.H.、S.C.sarton&門.L.Norris • Nature、308、548、1984.

3) 門ann、J.R.& R.H.Lovel I-Badge : Nature 310、66・67.1984.

4) 角田幸生・安井司・徳永智之・内田.晩・杉江佑・ 家畜繁殖誌 31(3):130、1985.

5) Tsunoda、Y.，T.Yasui，N.Nakamura、T.Uchida& T.Sugie : J.Reprod.Fert. (submitted). 
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日甫乳動物卵 子の遠 心処理と 発生 能について

Development of Mammalian Eg只sCentrifu只ed

菅原七郎・ 石川嘉彦 ・小松牧俊 ・亀山賢次 ・橋本伸二・正木淳二

Shichiro S UGAWAFtA. Yoshihiko 1 SH I KAWA. 

Makitoshi 1くOMATSU.Jく巴nji KAMEYAMA. 

日hillji IIAパ111¥IU'I'(i <Jnd ，j lIJlj i ¥1八S，¥ 1、l

東北大学民学部家畜繁殖学教室

Laboratory of Animal Reproduction， Fac. of Agric. Tohoku Univ. 

目的 .日甫乳動物卵子のうち，細胞質に脂肪滴や不透明物質を多く含む卵子では，伎や前核は見えない。この

ため，それらの卵子に対し顕微操作を行う際は，後光法 1)や，遠心法 2)の導入が試みられている。しかし

蛍光tよーは紫外線を使用する点で，その後の発生を1m害する。一方，遠心法については処理の最適条件や，卵子

の発生能との関係について研究が少なく，不明な点が多い。本研究では，牛と!琢の卵子で，前核や核の観察を

符易にするill心処埋法の最適条件を検索するとともに，マ ウス卵子をモデルとして，種々の条件下で遠心処

即を行い，その後の発生能とのlY:li系について検索 した。

方法:居場材料のノ|ーと1Iまの卵栄から，穿京1)吸引によ り卵胞内卵子を採取した。これら卵胞内卵子は，採卵直

後，成熱培養後，体外受精後，それぞれについて，20"0の条件下で，10，000 X日， 12，000Xg， 15，000Xg の

述心処珂!を 3分間行った。

一方，マウ ス卵子は， I C I ~ 系未経産マウスを用い， r:vlSGとhCGで過が|卵誘起により得た。これらは，

hOG処B['20時間後および24時間後の未受精卵子，前核期卵子，処s!I48時間後の 2細胞期，4細胞j切の卵子で

あった。なお， 受精卵子は， 10 Ii.系および 057B L系の雄との交配によって得たもので. 20'0の条件下で，

10，000Xg. 15，000Xgの述心処却を 3分間行った。処.l!1!卵子は，常法によ ってWhittenの培養液中で

1 20 時間培~ し発生を観察した。

結果および考察 :牛， Iほ卵子に対する遠心処到!効果を検討した結果，これまで前核等の観察に必要とされた

15，000 X gをかけなくてよい。すなわち. 12，000 X gの遠心で不透明物質の片寄り方は， 15，000 Xgの遠心に劣

るが，十分前阪や卵核!胞の観察が可能なことが明らかになった。 しかし 10，000 X gでは脂肪滴や不透明物

質等の片寄りカ司ミ十分で，前彼等の観察が出来なかった。

一方，マ ウスのフ|ミ受精卵子と前核期の卵子の発生能に及ぼす述心処埋の影響を2細胞期以上への発生率で、比

較した。その結果，前核j切の卵子では非処理受精卵子の発生率と比べ， 15，000 X gの遠心処理後の受精卵子
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の発生率は有意に高く (P<0.005).10.000 X gの遠心処理後の発生率も高かった(1"<0.025)。しかし. 3細

胞期以上への発生率は，非処理卵子と処理卵子で差がなかった。これに対し，未受精卵子では， 遠心処理

卵子の単為発生率は，非処用卵子のそれよりも低く， 処理卵子の単為発生率には遠心の強さによる差がみられ

なかった (Table 1)。 マウスの ，I口 vitro2-cell block'の影響を受けない2細胞期. 4細胞j切の卵

子の述心処却では，各処:f!jI卵子，非処.flT'卵子とも 8細胞期までは，かなり高い発生率を示した。 しかし脹明書

)j包期までの発生率では，非処理卵子の方が高かった。

Table 1 Development of unfertilized. 1-. 2-and 4-cell mouse eggsa centrifuged 

Stage Oentri 
of eggs fllgation 

No. of 
Percent of cleavaged stJge 

eggs 
2-ce 11 3-ce 11 4 -cell 8-ce 11 Morula Blastocyst 

85 1~ o 。
70 14 。 。 。
77 31 5 5 。 。 。
58 19 7 5 5 。 。
65 35 3 3 3 。 。
59 3 3 5 。 。 o 

45 82 82 82 73 60 

46 8:1 83 80 37 24 

16 100 100 94 75 75 

45 73 67 60 

34 50 44 44 

8 100 100 88 

10.000Xg 

Unferti lized 15.000X g 

Untreated 

10.0以JXg
1-cell 15.000Xg 

Untreated 

g
g
d
 

×
×
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つ
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4 -cell 

10、OOOXg 
15，000X宮

Untreated 

a Eggs were coll氏 tedfrom IOR strain. 
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1) PurseI. V. G.. WalL比 J.，Hammer. 11.. E. and Brinster. R. L. (1984) Oleavage of pig 

embryo after labeling with fluorecent dyes. J. Anim. Sci.. 59 (Suppl. 1). 359-360 
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2) Wall， R.J..PlIrseLV.G.. I-lammer. R.E. and Brinster， R.L. (1985) Development of 

porcine ova that were centrifuged to permit visualization of pronllclei and口uclei ・Biol

Reprod.， 32，645-651 
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染色体検査により sexmgされたマウス 二分佐並びに
それらの集合キメラ匹の移植試験、およびそれらの
移植で得られたキメラマウスおよびhomo-dizygotic
( ? )キメラ双生仔の繁殖試験について

On the sexing by direct chromosomal analysis of bisected mouse 
early em bryos and the transfer of the halved embryos and the 

aggregated chimeric embryos(consisted of one pair of halved 

embryosl， and on a progeny test of the chimeric mice and the 

chimeric mouse twins(homo-dizygoticつ)

長嶋比呂志*、水野仁二料、柏崎直巳料、水野敦子*料、加納康彦料、

尾川|昭三件

Hiroshi NAGASHIMA， Jinji MIZUNO， Naomi KASHIW AZAKI 
Atsuko MIZUNO， Yasuhiko KANO & Shyoso OGAWA 

*日Jill製粉(株)中刷、 判明大農、 料*雪印乳業(株)生物科学研

緒言:筆者らはこれまでに、マウスの切断二分匹、を発達(i n v i tl'o. i n v i vo)させるための諸条件を明らかにする

とともに、 二分肝ドつい工の決色体後斎法会搾江し、q1、の'I!t刊日11今可能にしじさた r これらのII)l究℃栂られた技術

を用いて、以下の実験そ行ったのて報告する '1 )性日Ijを判定された こ分匹の移値と、その結果得られた産仔の性

の硲認; 2 ) 'i1~IJの日月 lろかな二分府間 t の集合姐産によるキメラマウスの作出; 3)二組の:分桑支匹(奨系

続)相互の集合によるヰメ ヲ双生仔(homo-dizygotictwin chimeralの作出

方法、 :ICR. C3H およひ、C5 iRl系マウスを用いたu 桑安司不の採取から切断二分併の作車!i、分離ijl'の前奏と移植ま

での一-，1聖の処置は既報に獲じたで

手;険 '1 : 'Qf:Ht~の対谷公サ J7114の hを染色1似合奇に似して性別を主IJAEし、 fltJ方を移憎した。染色体摂広作成

法としては、 T品rkowskiの a i r rJry i ng法にKatoi1& Tanakaの固定法、平島らによる降正そ加えたものを採用した。

染g11木像の解析にはTVt二二々ーあるいはポラuイトカメラを用い、性別の判定はStich & HSlIの基準によっτ行っ

た 。 好娠{列では絡組後 14~16 日自に自IJ械を行い、胎仔の実際の性と先に判定した性とを照合した 。

実験 2 : 2@]の二分桑実際(')7ルヒノおよび有色系)を水野らの方訟によって空の透明都内に収納して 30~3

6時間Ut養し、集合 発達させた後移植したcその際、集合に用いたそれぞれの二分町、と一卵性の対そなす二分貯

についに実験1の乃法で性宇IJ別を行い、その結果から務憎した集合郎を構成する二分!杯の性σ〕組み合わせを決定

し、得られたtメラマウスの示す性と照合した。

実験 3:2個(J)桑丈肝()'}レヒノJ;よむlj['3系)に由来する41問(2組) .~ 7-)肝を、各々由来の輿なるこ分目玉同

上の組み台わせ℃、 2i聞の集合併iこ湾矯築し、移惜した【

/
O
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なお、実験2、3で得られたキメラマウスをICR系マウスと交配し、その産仔におけるアルビノおよび有色伺休

出現の割合を調べた。

結果:実験1、2、3の結果を以下の表にまとめた。

表1 性半IJ別きれた二分庇の移植成績と産仔の性

移植前 移植庭教レシピ妊娠産仔数
判定性別 エント伊j数と性

合 22 9 6 8 (き〉
♀ 17 9 6 8 (♀〉

表3 柑間的キメラ双生イ子の作出結果

移植した双仔 レシピ産仔数双仔キメラ
集合庇数組数エシト 組数

18 9 9 6 2車

本キメラタイプ毛色パタンの双仔 1組
単一タイプ毛色パタンの双仔 1組

表2 性別の明らかな二分恒によって情成された集合府の
移植成績と産仔の性

相暗成庇の性男IJ 移植した 産仔数被毛パタン 性別
の組み合わせ 集合暦数

~ .~ 1 2 8 キメラ 3 合
単一 5 

♀♀ 5 単一 ♀ 
合♀ 1 2 2 ? (a) 7 (a) 

単一(b) ♀(b) 

( a )死産 ( b)アルビノ単一タイプ;アルビノ庇は♀

表4 二分桑実府の集合によりi専られたキメラマウスの繁殖試験

キメラ性被毛色の劃合分間産仔数産仔の被毛色タイプ

個体No. (自性:有性) 回数 (白色有性)

古 6:4 19 24ア 247:0 
2 合 5:5 23 378 378:0 
3 s 4:6 23 389 381 : 8 
4 き 7:3 8 1 2 1 119: 2 
5 古 7:3 5 78 78:0 
6 ♀ 8:2 3 42 42:0 
7 ♀ 9 : 1 2 26 26:口
8 ♀ 7:3 2 18 1 8 : 0 

考察: 二分粧の移絡で得られた産仔の性は、予め判定されたものと全て 一致してのり、この目玉の性判官11法は今

後(1慰 安捕の泉砂的弱l究に利用されることが期待される何枚時と略歴の集合により作出されるキメラマウスは、

H-Y抗原とキメラ動物の性との関係を追求する上で有効なモデルとなるはずである。実験3で1号令れた2組の相間

的午メラ双件:仔が、~々双仔の両刀が揃ってキメ ラタイ プおよびmータイプであった点は興吠深い。
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前核期卵および初期旺に対する効果的な

パーソナルコンビューター制御顕微手術システム

An improved micromanipulation system control led by a personal computer 

for microsurgery of pronucleus stage ova and early embryos. 

山川宏人・柏崎直巳・水野仁二・高橋 _I  

山根雅巳玄-成茂栄一日・友田仁日本・尾川昭三

Hirohito YA門AKA\~A. Naom i KASH 1 ¥JAZAK 1， J i nj iト11ZUNO. 

Hajime TAKAHASHI末，MasamiVA門ANE玄，Ei i ch i NAR I SH 1 GE玄X，

Shinobu TO門OOA玄玄玄，andShyoso OGAWA 

明治大学・家畜繁殖学研究室

Lab.of Animal Reproduction.門eijiUniversity 

玄早稲田大学・機械設計研究室

Lab.of Machine Oesign.Waseda University 

ま玄成茂科学器械研究所

Narishige Scientific Instrument Lab. 

X本玄明治大学・家畜解剖学研究室

Lah.of Animal Anatomy，門eijiUniversity 

〔目的〕我々は先に電動 Pulsemotor(PM)駆動の門icromanipulator(日P)をPer-

sona I compu ter (P C)で制御するSystemを開発し、これによりマウス、ラットの受精卵

および初期庇の顕微操作が可能なことを報告したし 2)。その後、これに用いた器具ならび

にソフトに改良を加えた結果、 microinjection，microbisectionのみならず、さらに複雑

な顕微手術をより正確に、しかも安定して行い得るようになったので報告する。

〔方法) 3次元油圧MPの動作を 3個の電動PM (1内 /pulse)で行い得るようにし

た。 MPのX及びY軸の各作動部lこGapsensor(位置のセンサ一、分解能O.5μm )を組

込んだ。そして PCの指令とMPの動きの誤差が検知されると、その誤差がPCで補正さ

れうるフィードバック機構が働くようにプログラムを作製した。それにより ~1i crotoo 1 

円。zd 
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(MT:門icroneedle.川croblade，Micropipette)の先端の移動が正確に制御されるSys-

temを作製した。卵及び匠の保定にはPM駆動による陰庄作製用の保定九IPを試作し、そ

の吸引保定用トlicropipette接続基部lこ圧Sensor(-50gf/cm~~+50gf/cmりを組込み、圧変

化信号をPCで読取り、フィードハック機械により安定した保定を行L、得る様にした。圧

および位置のSensorは、圧および位置の変化を電圧の変化としてとらえ、この電圧の変化

をA/ D converterによりデジタル信号に置き換え、 PCに読み取られるようにした。以

上の日PのPNr駆動を支配するPulseSignalをPC (NEC PC-9801F)であらかじめ制作し

たプログラムにより制御するようにした。顕微手術ではまず、顕微TV画面のx.y座標

軸上の受精卵および庇の映像に対してSuperimposerでMTの先端の出発点(S)及び目標

点 (T)を表示し.P Cにより SとTの距離が演算される。演算結果lこ基づきPul日 Signal

が1plll seづっPi'vIに送信される。 Gapsensorが各Pulse毎に距離を測定し、その制定値

が0となる迄PulseSignalが送信されるSystemである。主としてマウス前核期卵、および

桑実妊について顕微手術を行なった。

〔結果) (1) XとY軸、 XとZ軸の同時動作を要する複雑な顕微操作(退化萎縮部分の

除去、透明智への喜IJ球の還納など〉がこのお'只temで容易となった。この事実は、このよう

なPC制御の:'-1Pの利用の将来への可能性、 Potentialityを示唆している。(2)保定;VIP

に!王sensorを組込むことにより受精卵.および妊の保定は極めて安定、確実となった。顕

微操作中に試料が保定用川cropipetteから離脱あるいはMTに付着して移動することがな

くなった。 (3)M T先端の動作が正確に制御される結果:前核期受精卵の核内へのト11-

crop i pette の挿入操作、門icrobla巾のX軸進行による柔実妊の!s.IJ面からの切断操作、この

動作:こシIT が T に到達した地点で Z 軸 50μmtJH~動作を加える操作、およじト1 j croneed 1 e 

のZ軸勤!乍による牛柔実匠の切断二分離なとの顕微手術〈各 15例以上〉がほとんどの例

で安定かつ確実に行い得た。

主要文献

1 .尾川昭三.高橋一.水野仁二.柏崎直巳.山根雅巳.成茂栄一:汎用マイクロ

コンビューター制御による受精卵および初期匠への注入、切断の顕微操作.

晴乳卵研誌.2. 71，1985. 

2. Og，wa. S.. Takahash j， H..ト1j zuno. J.. Kash i I>azak i， N.， Yamane.ト1..
Narishioe. E.: Personal computer-controlled miCioslIrgery of ferti 1 ized 

eggs and eal'ly emlJryos.Theriogenologj‘2;): ::l:{j. 198G. 

円

γ
ヲ
h
i
v



スナネズミの体外受精に関する検討

In vitro fertilization of mongolian gerbil eggs. 

日本大学農獣医学部家畜繁殖学教室

Laboratory of Animal Reproduction， College of Agriculture and 

Veterinary Medicine， Nihon University 

阿部景子，若田修司，佐藤嘉兵

Keiko Okabe， Shuji Wakata and Kah巴iSato 

日甫乳動物における体外受精(IVF)はYanagimachiand Chang(1963)が invitroでハムス

ターの精巣上体精子のcapacitationに成功して以来、ヒトを含む多くの動物において行な

われ成功している。最近、実験動物として無用され始めたスナネズミ (Merinones

nuguiculatus)のIVFに関する報告は少なく(Noske， 1971， Niwa， et'al.， 1983)，それら

の実験結果では受精成立の証明が不十分か、または受精率が極めて低い。岡部と佐藤(19

84)はBSAを含むBrinsterの培養液あるいは修正したBrinsterの培養液を用いて、スナネ

ズミの精巣上体精子にハムスターのzona-free卵子へのIVF実験を行い十分なcapacitation

を誘起することに成功した。しかし、との精子を用いたスナネズミの卵子とのIVFでは、

極めて低い受精率しか得ることができなかった。今回、我々はより確実なスナネズミのIV

Fを確立するための培養液について検討を加えたので、その結果について報告する。

材料および方法:実験に用いたスナネズミは当教室で鮪殖維持した成熟雌雄である。 IV

Fに用いた卵子は、 PMSG20 IUを皮下注射した後56時間目hCG15IUを腹腔内に注射し、過排

卵を誘起して得たものを用いた。一方、精子は精巣上体尾部の一部を切開して、その内容

物を押しだして培養液中にけん濁させた。これをCO.インキュベーターに静置して精子を

swim-upさせて活発な精子を回収し、実験に用いた。精子はcapacitationを誘起するた

めにCO.インキュベーター(5%CO.-Air. 3TC)で1時間の培養を行なった後IVFに用いた。

尚、培養液は修正Brinster液(MB液)とmTALP四ediu田を用いた (Table1) 0 IVFはプラス

チックのculturedishに5-7個の卵子を培養液のドロップ中に加え、ミネラルオイルで覆

いドロップ中に培養した精子を加えた。媒精後1-6時間に卵子を取り出し、位相差顕微鏡

- 40 -
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下で観察を行なった。

結果:4時間後に観察した場合、田TALP中で培養した精子を用いてIVFを行なった結果、

52.0%の卵子に受精がみられた。このmedium中のtaurineを2倍にした場合、受精率は15.4

耳であった。一方、精子のcapacitation誘起に有効とされているretinol40μg/叫を添加

した場合、 38.5%の受、情を示した。以上の結果は、 mTALPへのtaurine，retinolの添加がス

ナネズミ精子のcapacitationに有効でないことを示している。次に、 MB 液を用いた実

験では、特にtoirine6.3μg/mlとepinephrine0.9μg/田lの添加において優れていた(73.

6%)。また、 11B 液によって培養した精子によるIVF実験において、媒精後1-6時間におけ

る受精過程を調べた。その結果は Table2に示した。媒精後3時間で受精濯がピークにな

り、それ以後、ほぽ一定した受精率を示した。 Vitellus内に侵入した精子は、媒精後 1時

間で頭部が膨化し始め、 3時間には雄性前核へと発達した。
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透明帯除去リスザル卵へのチンパンジー精子貫通

Chimpanzee sperm penetration into zona free squirrel 

口lonkeyeggs 

矢野樹理・井田憲司 ・津久井伸一・福田愛作

松本央・野田洋一 ・森崇英.KG.Gould* 

Juri Y ANO， Kenji IDA， Shinichi TSUKUL Aisaku FUKUDA， 
Hisashi MATSUMOTO， Yoichi NODA， Takahide MORI， K. G. Gould 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

エモリー大学ヤーキ ズ霊長類研究所*

D巴pt.ofGynecology and Obstetrics. Faculty of Medicin巴. Kyoto University 
Yerkes Regional Primate Research Center. Emory University 

緒言。 受精現象は，精子の卵透明帯貫通及び精子と卵の融合の2つの過程から成り立っており，異種精子の

識別は透明舟上で、行なわれることが多い。透明帯は異種精子侵入を防ぐパリヤーとして働いているが，乙の透

明帯を除去すると，卵が異種精子を受け入れるようになることは，多くの動物卵で確認されており，特l乙ハム

スタ 卵は. Yanagimachi(l)が，ヒ卜精子の透明帯除去ハムスタ 卵への侵入を報告して以来，ヒ卜精子の

受精能を評価する方法と して，多くのヒ卜体外受精胞行施設で重用されている。このように，多くの動物 (7

ウス，ラ y 卜，ハムスタ ，ウサギ， フタ ，ウシ， ヒ卜)の透明帯除去卵lζ関する研究報告がなされているに

もかかわらず，サノレ卵を用いた研究は少なく， 現時点では，我令が透明帯除去 リスザ、ノレ卵を用いて行なった リ

スザノレ精子貫通試験(2)が報告されているにすきなし、。今回，我々は， リスザル精子のかわりに，異種精子であ

るチンパンジ 精子を用いて媒精を行ない，透明書を除去したリスザノレ卵へのチンパンジー精子貫通を確認し

たので報告する。

方法 卵採取には，エモリ 大学ヤ キ ズ霊長類研究所の成熟雌リスザノレ21頭を使用した。pureFSH 

5iul日を71::1関投Ijして卵胞発育を促進し.HCG 500 iu投与後 18時間後に，腹腔鏡下l乙採卵した。採取され

た卵は.TC 199に15%ヒ卜燐帯血清 (56
0
C，30分間非働化)を加えた培養液中で， 5 % C02， 95 % air， 

37
0

C'乙て成熟IJI養を行ない， 0.1 %ヒアルロニダーゼ溶液にて総胞細胞を分散させ， 0.5%プロテアーゼ溶液ま

たは0.5%卜リプゾン溶液にて透明帯を除去した後，実験に供した。チンパンジ 精液は，成熟雄チンパンジ-

4頭より ，用手法lこて採取し，培養液を用いて300G， 5分間遠沈を3回繰返して精子洗浄を行なった後，

SWlffi up法にて運動良好精子を選別した。 organculture dish中lζて，透明帯除去リスザル卵に対し，

1x106/m!の濃度にてチンパンジー精子を媒精し， 一定時間インキュベーショ ンを行なった後， 10%ホノレマリン

lζて固定， 0.25%ラクモイドにて染色を行ない，ノマノレスキー微分干渉顕微鏡下で精子貫通の有無を観察した。
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一部の卵は，0.2%クノレターノレアノレデヒドlζて固定後，エ タノーノレにて脱水し，炭酸ガスにて臨界点乾燥を行な

い，走査顕微鏡lζて，卵及び精子の微細構造の観察を行なった。

結果 ー得られた成熟卵53個のうち24個は，0.5%トリプシン溶液lζて透明帯除去を行なったが，40分処理

しでも完全には透明帯除去できず 機械的除去を必要とし その際10個の卵が損傷をうけた。残った 14個の

の卵に媒精を行なったが，18時間後も侵入精子は一匹も認められなかった。一方， 0.5%プロテアーゼ溶液に

て処聞した29個の卵は，約3分間処理lζより，卵損傷する乙となく透明帯を融解除去する乙とができた。乙の

日Igに媒精を試みたと乙ろ，表11乙示す知く，媒精後4時間ですでに高率にチンパンジー精子侵入が認められ，

8時間あたりから前核形成が観察された。 18時間後には， 21個中7個が細菌混入により損傷をうけたが，残り

14個中8個lζチンパンジ 精子の膨化頭部または前核形成が観察された。走査電子顕微鏡による観察では，

リスザノレglJ.. 長面は長い微紋毛でおおわれており ，チンパンジー精子は卵表面lζ垂直に接触し，頭部先端が卵微

微 Eによりしっかりとtrl1えられているのが観察された。

結論 透明帯除去 1)スザノレ卵へのチンパンジ 精子貫通が確認された。このことから 1)スザノレ卵の異種精

子識別機構は，ハムスタ ーやヒトと同じように，主として透明帯上に存在していると推察された。また乙の方

法を用いる乙とにより，ヒ卜精イーに対するハムスタ テストのように，チンパンジ 精子の受精能を調べる ζ

とが可能であると思われ，ワクチン検定なとの面で医学にも貢献度の高いチンパンジ を繁殖させるための，

生殖生思解明にも役立つものと考え られる。サノレ卵を用いた実験系は，倫理的lζ制約の多いヒト体外受精法の

改良のための基礎実験系としても有用であると考えられる。

表 l 透明帯除去リスザル卵へのチンパンジー精子貫通試験

透明帯処理方法 培養時間 透明帯除去卵総数 精子貫通卵数 多精子侵入卵数 前紘形成卵数

4時間 5 
2 2 。
( 40%) ( 100 %) o %) 

0.5% 
8時間

。
プロテアーゼ

3 (33.3%) ( 0 %) ( 100%) 

18時間 14 
8 7 5 
(57.1 %) (87.5%) (62.5 %) 

0.5% 
18時間 14 

。 。 。
トリプシン ( 0 %) ( 0 %) o %) 

文献

(1) Yanagimachi R etal : The use of zona free animal ova as a test system for the assessment 

of the fertilizing capacity of human spermatozoa BioL Reprod. 15 pp 471~476 (1976) 

(2) 矢野樹理他:透明帯除去 1)スザノレ卵の精子貫通能検査，産婦人科治療 51 p 783 (1985) 

(3) Yano J etal: Induction of follicular growth in the squirrel monkey (Saimiri sciureus) with 

human urinary follicle stimulating hormone (Metrodin) FertiL Steril 43 pp 799~803 (1985) 
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カニクイザノレの体外受精

1n vi tro fertili zation in crab -eating monkeys 
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目的 ヒ卜体外受精の手法の改良，及びヒ卜初期l匹の研究推進上，サノレ体外受精の技術を向上させる意義は

大きい。しかし，サル体外受精はヒ卜体外受精に比し， いまだかなり手法の遅れがあり成功例も少ない。各種

サノレの体外受精の手技の確立が待たれるところである。我々は，月経周期が28-29日で任周期性が無い等，

ヒ卜生殖パターンに近いカニクイ ザノレの体外受制を試み，各種条件の検索を行った。その過程で受精例をみた

ので併せ報告する。

方法 ・妊苧性の確認された雌18頭 (3-4 kg) .雄2頭 (6kg)のカニクイザルを用いた。各サノレは，恒温下，

日j随時間14時間，個別ケージにて飼育した。各ケージの床の出血斑を確認する乙とにより，月経周期を定め，

月経第 2日目より 7-11日間hMG37.5 IU/dayを筋注.hMG最終投与より 24-36時間後iζhCG1000-

1500 IUを筋注した。その後24-49時間で塩酸ケタミン (20-25mg/kg)麻酔下に開腹，採卵を行った。卵

は保温下l乙Dulbecco'sPBS (pH7.4)中にて運搬，微分干渉顕微鏡下に成熟度の判定，分類を行い，速やか

に 15;;ぢ血清加Ham's FlO(pH7.4)に移し.5 % C02 in air 37
0

Cにて培養した。血清は.FCS.サノレ血

清，ヒト隣帯血を用いた。

一方精液は，妊平性の確認された雄2頭より ，電気刺激器を用い，交流電流 8-12V反復直腸刺激iζより，

0.2 -o. 3ml を採取。精子は.7.5%[血局一加Ham'sFI0 (pH 7.6)にて2回洗浄を行った。1時間sWlm-upの

後.2.5mM theophyJlineを加え15分間静置。遠心の後上清を捨て精子濃度 1-5 x 106 Iml IC調整，成熟卵

に対して媒精を行った。未成熟卵は成熟培養後，媒精を行った。

結果と考察:延べ22頭にhMG-hCGによる排卵誘発を行し、合計333個の卵を得た。そのうちMsまで成熟

していたものは.63個 (18.9%)であった。採取卵数は O個 (6頭)から51個と個体差が大きく .1頭平均12.5

個であった。月経の11憤，不11頃から.A.B. Cの3群lζ分類すると， 平均採取卵数はA群36.3個 (3頭).B群
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16.1個 (7頭).C群4.5個 (4頭)と hMGへの反応性の差が顕著に認められた。文. hMG排卵誘発を反復行

ったものは.1回目平均採取卵数 20.0であったものが. 2回目平均4.6個と大きく減少した。 ζれは. hMG 

のサノレiζ対する異種室長白としての抗原性を示唆するものと思われる。 hMGの役与量についてみると .7， 8，9， 

10日間投与都の平均採取卵数は，各々 8.0，18.7， 18.7， 29.0とr-Wi次増加している。又.8， 9日間投与群で卵

巣の腫大は段高 となり(無処理卵巣直径の約4倍).大きな卵胞を伴った polycysticな卵巣となる。 10日

間投与群では，卵巣の大きさ，卵胞の大きさともに多少小さくなる傾向がみられるが.51個採卵した個体はと

の群に属すことから，発育卵胞の数は増加するにもかかわらず，卵胞は増大できないものと思われる。性皮の

発色度，子宮の腫大度も採取卵数を反映するよう に思われた。成熟卵を可及的多くとる目的でhCG投与後採

卵までの時聞を24時間より漸次49時間まで延長し排卵時期をみた。 hCG投与49時間後開腹中lζ l例のみ排卵

を見たがそれ以外はL、ずれも排卵の形跡をみないままであった乙とから. hMG過剰刺激による無排卵の可能

性も否定できなし、。

なお. 2個の卵が受精したが，乙れらは.hMG 10日間投与群であり .hCG 1500 IU投与後49時間で採

卵したものである。いずれも.polyspermyであり，各々3個(写真)と 5個の前核を認めた。精子は，洗浄，

swim-up. theophylline処埋後のものを月Jし、た。 精子濃度は 2x1Q6/m1. i運動率は 60-80%であった。

以上. hMG-hCG誘発法を用いて，カニクイザ‘ル体外受精の各種条件の検討を行ったが未だ成功率が低い

ため，排卵誘発法，卵日益法，精液調整法等，さらに改良を加え，受精率の向上を計らなければならない。

hMG投与量と採取卵数.成熟卵，受精率

hMG投与量 (total)* 個体数 平均採取卵数成熟率 受精率

7日(262.5IU) 3 8.0 。
8日(300.0IU) 3 18.7 23. 1 0 

9日(337.5IU) 6 18.7 26.5 0.018 (2) 

10日(375.0IU) 2 29.0 42.6 0 

文献.
*hMGは37.5IU/dayで 1mに投与

1) Balmaceda. ].P. (1984) Successful in vitro fertilization and embryo transfer in 

cy nomolgus monk巴ys. Fertil. Steril.. 42，791-795 

2) Bavister. B.D. (1984) Birth of rhesus monkey infant after in vitro fertilization and 

nonsurgical embryo transfer. Medical Sciences. 81， 2218 -2222 

3) Gould， K. G. (1978) Rectal probe electroejaculation of primates. ]. med. Primatol.， 7， 

213-222 

4) 本庄重夫，長文 fJ(j:カニクイザノレ一一繁殖に関する基礎データ一実験生殖生理学の民望 (1982)

ソフトサイエンス社
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体外受精一匹移植における多精子受精卵の

電子顕微鏡による観察
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目的 多精子受精は体外受精一匹移植IVF-ETにおける大きな問題の1って‘ある。 成熟卵子を数時間前培養し

てから媒精することにより，その頻度はかなり減少したといわれている。しかし多精子受精を完全に予防すること

はきわめてむずかしい。今回われわれは IVFで多精子受精となった卵子を走査型および透過型電子顕微鏡にて

観察し，その卵子側要因について検討した。

方法 男性側に異常のない，卵管性不妊患者 32例に計58回の IVF-ETを行った。 Clomiphene-HCG 

又は Clomi phene -HMG-HC Gで排卵誘発を行い，卵胞の発育は超音波にて観察した。 HCG注射後 34 

~ 36 時間で腹腔鏡( 45回 )あるいは超音波誘導 (13回)により採卵した。成熟卵子は約 5時間前培養後，

洗浄精子 (1 x 10 '/me )を加えて 12~ 16時間培養した。受精の有無は 2個の前核の存在により判定し 3個

以上の場合を多精子受精とした。32fylJの受精率は 93.2%::t 2.6 % ( Mean::t S. E. )で， 114個の成熟卵子中

101個(88.6 %)が受精した。このうち 5個(5 %)が多精子受精卵であった。多精子受精卵は定法通り固定

し 3個は走査型電子顕微鏡 (SEM) 2個は透過型電子顕微鏡 (TEM)にて観察した。

結果 SEM上，多精子受精卵の透明帯表面は多孔性のスポンジ様構造を示し，前回報告した非受精卵のそ

れとほとんど同じであった。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

侵入過程が観察されたが，精子数そのものは非受精卵に比べて必ずしも多くなかった。

TEMでは 3個の前核と 2個の精子尾部が認められ，多精子受精卵であることが確認された。卵表下の表層粒

は消失していた。透明帯の構造は非受精卵のそれとほとんど同じであり，透明帯反応を反映する所見は得られな

かった。透明帯には先体反応を完了した侵入中の精子が観察されたが， 表面には Intactな先体を有する精子も

認められた。前核内には電子密度の高いcompactな核ノト体が存在し，その周辺には多数の mitochondria，

annulate lamellaeが観察された。
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考察 1 VF-ETにおいて多精子受精は重大な問題であり ，その予防はきわめて重要である。今回われわれ

は多精子受精卵を SEM，およびTEMで観察したが，多精子受精の要因となるような形態学的所見は認められ

なかった。多精子受精を誘起する卵子側要因としては，卵子の未熟性，または老化， 採卵時の透明帯の破損など

が重要視されている。

卵子の未熟性は lnvltroでの培養により解決可能であり，最近では数時間の前培養が一般的に行われている。わ

れわれも約5時間の前培養を一律に行ったが多精子受精率は 5%と決して少なくなかった。5個の多精子受精卵

はすべて 2個以上の卵子を採取した症例に認められた。複数の卵子が発育する場合はその成熟度にかなりの差が

あるためではないかと恩われる。多精子受精を予防するためには，個々の卵子の成熟度に見合った個別的な前培

養が必要と思、われる。

主要文献

l 井上正人，小林善宗，本田育子，淡路英雄，金子みつ恵、，藤井明和体外受精における非受精卵の走査電

子顕微鏡による観察

晴乳卵研誌 2 157， 1985 

2. Sathananthan， A.H. and Trounson， A.O. The human pronuclear ovum fine structure 

of monospermic and polyspermic fertilization in vitro 

Ga ma te R esea rch 12 :l85， 1985 
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A Study on Embryo Transfer in Swine 

1 . Allyl Trenboloneによる性周期の同期化と受精卵回収

Synchronization of estrus in gi Its with Allyl Trenbolone 

and embryo recovery 

塩原広之、久保親二、 添田益夫、武田光彦、深谷 守、

杉本輝夫、 本菅野興文、将菅原七郎、村亀山賢次、村正木淳二

SH10BARA，H..KUBO.S.，SOETA，門.，T!¥KEDA，門.，FUKAYA，門.

SUGI門OTO，T.， 本SUGANO，O.，キキSUGAI.JARA，S.，キキKA門EYA門A.K.，本本門ASAKI，J.
昭和産業(株)飼料畜産部

*昭和産業(株)総合研究所

=ドヨド東北大学農学部家畜繁殖学教室

Anim. Feed and Allied Pro. Dep.，Sholo'a Sangyo Co.，Ltd. 
本 Cent.Res. Lab. .Sholo'a Sangyo Co.，Ltd. 
主主 Dept. of Anim. Sci. ，Fac. of Agri. ，Tohoku Univ. 

目的:家畜の性周期のコントロールは、計画的及び効率的な生産にとって重要なもので

ある。特に受精卵移植技術においては、供卵畜及び受卵畜の発情同期化が不可欠なもので

あり、各家畜において、より確実な発情同期化法の確立が望まれる。

本試験では、豚受精卵移植技術への応用を目的として、合成プロゲステロン剤の経口投

与による若雌豚の発情同期化を検討し、さ らに、受精卵回収までの日程のスケジュール化

を企図した。

方法:発情同期化試験は 2回行ない、供試豚はいずれも 7か月令から 8か月令ま での未

経産i瞳豚で、少なく とも 1回以上発情が確認されたものを用いた。経口投与プロゲステロ

ン剤は、 AllylTrenbolone (RU-2267，Rousell UClaf，France)を用いた。給与は、豚の発
情サイクルに関係なく、 1日1頭当たり 20mg、 18日間あるいは 14日間の連続給与とし

た。給与方法は、 AllylTrenbolone 20mgを添加した0.5kgの種豚用飼料を朝の給餌時に

与え、食べつくすのを確認してから残りの規定量を制限給餌で与えた。試験 1では、給与

終了日に PMSG ( P門Srゼンヤク」 、日本全薬工業)1，0001U、試験2では、給与終了
翌日に PM S G 1 ，000 I U、72時間後に hC G (プベローゲン、 三共)1， 500 I Uを投与し
た。発情は朝夕 2回確認し、発情及び種付までの日数を0.5日間隔で数えた。種付は自然

交配及び人工授精で行なった。

結果及び考察:発情同期化の結果はTable.l に示した。 AllylTrenbolone処理後6日以

内に発情が誘起され、全体で 97%の発情誘起率であ った。また、削 IylTrenbolone給与

期間中に発情がみられたものは 1頭もなかった。試験 1では、 18日間給与の場合、 PM

SGの無投与区と投与区の聞に、発情までの日数に有意な差があり、 PMSGを投与した

方が短かった。しかし、 AllylTrenbolone 1 8日間給与区と 14日間給与区の聞には差は

なかった。試験 2では、 PMSGとhCGを併用して誘起排卵を行なったが、 14日間給

与区が 18日間給与区に比べ、発情までの日数にやや短い傾向があるものの有意ではなく 、

また種付までの日数にも差はなかった。 1)-6) 
Allyl Trenboloneの給与による発情誘起効果についてはいくつかの報告がある。 その

多くは、 1日当たり 10----20mgの 18日間あるいは 14日間の連続給与で、給与終了
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後約5日で発情がみられている。また 18日間給与と 14，日間給与では発情までの日数に

差がない。 本試験では、これらの報告とほぼ同じ成績が得られており、また PMSG、

あるいはPMSGとhCGの併用で、発情までの日数が短縮化している。以上の事から、

Allyl Trenboloneの投与及びその後の PMSG、hCG処理は豚の発情同期化に有効であ

り、受精卵移植における日程のスケジュール化が可能であると考え られる。

Table 1. Time of estrus fol lowing treatment with AI Iyl Trenbolone 

Treatment 

Tr i a 1 1: 

Fed for 18 days 

Fed for 18 days 

+ P門SG
Fed for 14 days 

+ P門SG
Tr i a 1 2: 

Fed for 18 days 

+ P門SG，hCG
Fed for 14 days 

+ P卜lSG.hCG 

NO.of 

g i 1 ts 

3 

7 

4 

4 

12 

No.of g i 1 ts 

i n estrus 

3 

7 

4 

4 

11 

Oays to estrus Oays to mating 

(門ean:!:SO) 

a 

5.2 :!: 0.3 7.0 

b 

3.3 :!: 0.7 5.1 :!: 0.8 

3.8 :!: 1.5 5.5 :!: 0.7 

3.3 :!: 1.5 5.0 

2.2 :!: 0.9 5.3 土 0.3

a，b :トleanswithin a column with superscript letters in differ (P<0.05) 

Trial 1: The gilts were given 1.門. injection of PトlSGon the day after the 

treatment. 

Trial 2: P卜1SG injection was performed on the second day after the treatment 

followd by hCG 72 hr. later. 

文献

1.0avis，0.L.et al.(1979) Control of estrus in gilts with a progestogen. 
j • An i m. Sc i • ，49，1506. 
2.Redmer，0.A.et al.(1979) Estrus and ovulation in gi lt fed a synthetic 
progestogen (R-2267). j.A.nim.Sci..49，suppl.l，116. 
3.Pursel，V.G.et al.(1981) Synchronization of estrus in gilts I->'ith Allyl 

Trenbolone • Fecundity after natural service and insemination with frozen 

semen. j.Anim.Sci.，52，130. 
4.Kraeling，R.R.et al.(1981) Synchronization of estrus in swine with Allyl 

Trenbolone (RU-2267).j.Anim，Sci. ，52，831. 

5.Stevenson，J.S.and Davis，0.L.(1982) Estrus synchronization and ferti 1 ity in 
gi lts after 14-or 18-day feeding of Altrenogest beginning at estrus or 

diestrus. J.Anim.Sci .，55，119. 
6.菅原七郎ら(1984)合成黄体ホルモン剤(RLI・2267，allyl trenbolone)による豚の性周期の

同期化試験 日畜学会東北支部会報，34，21.
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家兎の卵管内人工授精 iζ 関する研究 VI 

Studies on the Tubal Insemination in Rabbits-VI 

山海 直 ・金山喜一 ・遠藤 克・佐久間勇次

Tadashi SANKAI， Kiichi KANA Y AMA， Tuyoshi ENDO and Yuzi SAKUMA 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室

Depertmen t of Veterinary Physiology， College of Agricul ture 

and Veterinary Medicine" Nihon University 

目的.受精は卵管膨大部において行われるが、受精lζ関与する精子は極めて少数である。

また、一般に精子の受精能は子宮から卵管を通過する過程を経て獲得されるとされているが、

卵管または子宮のみでも受精能が獲得される乙 とが知られている。演者らは、乙れ らの知見

をもとに、卵管采から卵管内に少数の精子を注入する卵管内人工授精に関する一連の研究を

続け、それらの成績を報告 してきた。今回は、受精現象の機序lζ関する基礎的研究として、

また、卵管閉塞症に起因する不妊症治療への応用を目的として、卵管子宮接合部を結紫ある

いは切断した家兎を用い、 2つの実験を試みた。実験 1は、従来の卵管内人工授精後に回収

した卵子を同ーの供試家兎の子宮内に移植する、いわゆるバイパス方式の陸移植であり、実

験 2は、交配後、一定時間後lζ供試家兎の子宮より回収した精子を用いた卵管内人工授精お

よびバイパス方式による匪移植である。

方法 ・(実験 1)体重 2.7-3. 4 kgの日本在来白色種の成熟未経産雌の卵管子宮接合部を

結然あるいは切断し、その後 1ヶ月以上、予備飼育したのち供試した。これらの家兎は開腹し

て、成熟卵胞を確認後、人工腫法で採取した精液をBrackett&Oliphan t (1975年)のm-Tyrode

液で 100倍に段階稀釈し、その 0.05mlを卵管采より卵管内に注入した。精液注入から 1時間後

に排卵誘起のためHCG75iuを静注した。 HCG投与後、 31-81時間 自に再び開腹してm situ 

で卵管を上向性lζ濯流し卵子を回収した。回収卵子は直ちに同一供試家兎の子宮に移値した。

HCG投与後11日目lζ開腹して着床胎児の有無を観察した。着床胎児が確認できた家兎は、そ

の後の分娩の有無、産子数、妊娠期聞を観察 した。また、回収卵子の一部は、 37"C、5%C02 

下で培養 し、匹の分割発生状態を観察 した。さらに、 着床胎児を確認した 1例について、そ

の後の排卵における卵子の卵管采からの取り込みについて検査した。

(実験 2)実験 lと同様に、供試 1ヶ月以前に卵管子宮接合部を結紫あるいは切断した家

兎を交配 し、その直後にHCG 50iuを静注 した。HCG投与後、13時間自に開腹し、子宮内精子を
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回収して卵巣の排卵点を確認後、回収液 0.05mlを同一供試家兎の卵管采から卵管内l乙注入 し

た。HCG投与後、 52-84時間自にIn Sltuで卵管を上向性K瀧流し卵子を回収した。その他の

操作は実験 1IC準じた。

結果 (実験 1)注入した生存精子の実数は 2.96xl05 - 1.82 X1Q6であ った。insituで

卵管-を濯流した供試20例のうち、12例から51個の分割卵子を回収した。排卵点数に対する卵子

の回収率は 62.4%であ り、 受精率は60.0 ~ちであった。また 、 3 例の家兎から回収した 11個の

分割卵子を培養 し、いずれの卵子もblastocystまで発育 した。さらに 8例について同一供試

家兎の子宮に怪移植を試み、 3例lζ着床胎児を確認し、 2例が分娩した。また、その後、供

試家兎で卵管采における排卵卵子の取り込みは正常であり 、正常な産子を分娩した。

(実験 2)供試11例のうち 9例、すなわち左右18本の子宮から精子を回収した。その一部

はtriple-stainしてacrosomereactionを確認した。卵管采から注入 した回収精液中の生存精子

数は 2.50X 102 - 0.8 8 X 105であ った。In situで卵管を濯流 し、 15本の卵管から分割卵子を

回収した。回収率は、 HCG投与後52時間目は 8l. 7 ~ぢ 、 72- 84時間目は 5 7.7 ~ぢであり 、 受精

率は、 HCG投与後52時間目は 55.2 ~ぢ 、 72 -84時間目は 7 3 . 3 %であった。32個の回収卵子を培

養し、し、ずれの卵子もblastocystまで発育した。 4例について同一供試家兎の子宮lζ匹移植を

試み、 2例lζ着床胎児を確認し、 1例が分娩した。また、その後、供試家兎で卵管采におけ

る排卵卵子の取り込みは正常であり 、正常な産子を分娩した。

Summarized results on embryo transfer 

No. of No. of embryo 
Developing stage No. of Anim. No. of 

Experiment of ova implantation implanted fetuses 
Anim. transferred transferred or delivery or litter size 

8 cell 7 
8 37 Morula : 26 3 3 

Blastocyst 4 

2 4 11 
Morula 8 2 4 Blastocyst : 3 

結論 :卵管子宮接合部を結実在あるいは切断した家兎について、射精直後の精子と子宮から

回収した精子とを用いて、それぞれ卵管内人工授精を試み、いずれも排卵を誘起する時期を

考慮する ζ とによって、正常な受精が起乙る乙とが認められた。さらに、回収した卵子を同

一供試家兎の子宮に移植して正常な産子を得た。分娩した家兎はその後、卵管采からの卵子

の取り込みには異常がないことが認められた。

以上のととから、演者らが試みてきた卵管内人工授精は、 ヒトおよび家畜における乏精子

症、卵管性不妊症の治療手段として応用できる可能性を示唆したものといえよう。

主要文献 :

Kanayama，K.，T.Endo，G.Kobayashi and Y.Sakuma: Studies on artificial insemination 

into the oviduct through the tubal fimbria in rabbits. Jap.J.Fert.Ster.，30:65，1985 
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配偶 子 卵 管 内移植の成 績

Results of gamete intra-frallopian transfer 

小林善宗， 本田育子，ムU.J巨人，金子みつ;恵，藤井明和

Yoshimune KOBA YASHI， lkuko HONDA， Masato INOUE， 

Mitsue KANEKO， Akikazu FUJII 

東海大学|宍"i':;';j)gj':婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， School of Medicine， Tokai 

University 

日 rrJ : イ三~HE治療としての体外受fi~;一院移植(IVF-ET ) は卵管性不妊のみならず，男性不妊や子宮内膜症，さ

らに原閃ポlリl不妊に対しでも片H、られているが，その成績は必ずしも満厄のいくものではない。とくに男性不

妊は結子受村能力異常が多 く， IVF-ETを行っても妊娠率はきわめて低い。我々は，精子受精能力異常を伴う

乏精子症忠名l乙配偶子卵管内移植gameteintra -fallopian transfer(GIFT)を行い，はじめて妊娠に成功した

，山人11(江l31司日本受打i.{iGK千五 )。その後適応を広げ，各種の不妊患者にお回のGIFTを行L、(860年度)，その有効

悩について検Hした。

ん法対象は当科受診qJの長期不妊患とí 66~，で，原発性54名，続発性1 2名 ， 平均年令34.1才 (27~44才 )，平均

不妊j切 IM J 8 .7 1 ド (3~1511.)であった。適応としては，子宮内膜症23名(4名は保存手術後，10名は レーザ一文は電気

メス焼灼後)，卵管形成術後21名(17名は)劇作鏡下手術，4名は7 イクロサージエリ ー手術)，男性不妊12名(11名

が粘子受:fi';fiE7J異常)，AIH腹腔鏡検査による卵管内精子輸送障害7名，fim bria ovaricaの延長を伴う長期不妊

3名であった。いずれも少くとも 1慣IJ の @I~ )~ は問符していた。

採卵は， clomid100mg(J-J経511目より5日!日l投Ij.)，又はclomid100mg(月経2日目より5日間)-HMG150IU(月

経71111より適時)による刺激)，';JJJjJで，超音波-''..cl士山卵胞が20mm程度に発育した時点で入院させ，HCG5000IU 

WJ注した。l-ICG注射後36時間で針状腹腔鏡下lζ成熟卵子を採取し(平均2.5)，体外受精と同様に洗浄精子を加

えて(lxI05/ml)30分間培養した。

18ゲージエラスタ 寸十の外套に50μLのmsemmat!Onmlxtureを吸引し，卵管釆より約2cmの所l乙注入 した。

結果 83凶のGIFT1こより， 15名が灯娠したが，これらはすべて子宮内妊娠であっ た。対患者妊娠率は22.7%

(15"，66)対施行灯娠率は18.1% (15/幻)で，開発 ・続発性不妊間では差はなかった。施行回数別による妊娠成立

は，1回目で25.5%(13，，51)， 2回目で7.7%(1/13)，3回目で50%(1，，2)であった。妊娠15名のうち， 11名iζ胎児
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心拍動が確認され，現在1名分娩， 10名が妊娠継続中である。 15名中3名が双胎であったが 1名はifrt産，1名は

単胎となった。 G1FTの適応~IHζ よる妊娠率は，子宮内膜症で対患者妊娠率8.7 %( 2/23) ，対施行令壬娠率6. 9%

(2/釦)であった。卵管形成術後では，それぞれ28.6%(6A1~ 22.2%(6イ7)。男性不妊では16.7%(2イ2)，11.8 

%(2イ7)。卵管内精子輸送|邸主'では，71.4%(5/1)， 71.4%(5イ)0 fim bria ovariaの延長では行娠成立はなかっ

た。適応数の多い子宮内膜抗と卵管形成術後の分析を行ってみると， 子宮内膜症では， AFS分類による

Stage 1(16名)，Stage皿(5名)1とそれぞれl名の妊娠成立があった。 ー}J卵管形成術後の場合，腹腔鏡下手術

後では妊娠率は29.4%(5/17)，マイクロサージエ リー手術後では25%(lA)であった。

21 
巧察:1984年，Aschら が初めてG1FTの妊娠例を報告したが，その適応は原因不明不妊であった。我々は，

精子受精能力異常の男性不妊をはじめと して，各種の難治性不妊に対してG1FTが有効な治療法である与を悦

認した。乙の新しい治療法の適応を決定するにあたり， 我々は全例精子受精能力検査のみならず，A1HI副作鋭

を行い，卵管の通過性，骨盤内所見， 卵管内精子輸送障害の有J!!¥を般認した。 子宮内膜症stage1， 11 につい

ては，諸治療のうえ原則として1iUUJの待機療法を行い高率の妊娠成立を得ている。 GIFTの適応としてのず宮

内膜症群は， )1:'1仰と難治性のf定例と巧えられた。一方，日l'官形成術後においても最低1年間の待機療法により

高率の妊娠成立を得ており，G1FTの適応群は難治性のjl'lて例で、ある。乙れらを背景として， G1FTの任~率をみ

ると， 卵管内精子輸送障害症例と卵管形成術後症例lζ高率に妊娠が成立した乙とから，難治性不肝の原因の

lっとじて，卵管内精子輸送障11~Xは卵子pick up障害が強く示唆された。またIVF-ETを行っても妊娠成立の

期待できない精子受精能力w'n~による男性不妊に対して有効であ った。

GIFTは体外受精iζ比べてより生想的かっ簡便であり， 卵管の疎通性のある難治性不妊に対して有効な治療

法と思われる。
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精i5床学会講演集，演題17;1985. 

2. Asch， R.H.， Balmaceda， J.P" Ellsworth， L.R.， and Wong， P .C.: Pregnancy after 

translaparos copic gamete intrafallopian transfer. Lancet 2・ 1034，1984.
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晴乳動物卵子研究会会則(昭和59年 4月5日制定)

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 5条 本会は晴乳動物の卵子lζ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

図る乙とを主な目的とする。

第 4条 乙の目的を達成するために次の事業をお乙なう。

1 ) 研究発表会の開催

2 ) 機関誌『崎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 本会は崎乳動物の卵子lζ関する研究IC実際IL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lζ入会しようとする者は、会員の推薦を得て事務局K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lζ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乙れを承認した場合。

なお、第 1項により退会しようとする時は幹事会lζ届け出るもの とする。

第 8条 本会iζ賛助会員をおく乙とができる。

賛助会員は本会の主旨に賛同する法人および乙 れに準ずる もので幹事会が認める

もの。

第?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乙 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lこは、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iとより選出し、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 IC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乙とができる。

第15条 本会の会務は毎年 4月IL始まり翌年 3月l乙終了する。

第16条 本会の会則の変更は幹事会の決議を経て総会の承認を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



晴乳動物卵子研究会誌投稿規定

1. 投稿論文は、原則として晴乳動物卵子の諸問題lζ関する未発表の和文または英文の原著 (Fullpaper)、

短報 (Briefnote)、総説 (Review)とし、著者は本会の会員に限る。

2 投稿論文は、編集委員会で審査し、掲載が決定したものについて受付順に掲載する。

なお、掲載が決定したものについて著者は本会指定の原稿用紙にタイプまたはワープロで印刷し、編集委

員会iζ送付する。

3 原著論文は刷り上がり 6頁以内、短報は同じく 2頁以内とする。超過ページについては実質を著者負担と

する。なお、本誌ー頁は 400字詰原稿用紙 4枚に相当する。

4. 本文が和文の場合、英文の表題、著者名、所属名および要旨を付記する。また，本文が英文の場合，和文

の表題，著者名，所属名および要旨(400字以内)を付記する。

5 引用文献の記載方法は下記の例l乙従う 。

雑誌の場合

a) Bavister， B. D. and Yanagimachi， R.( 1982). The effect of sperm extract and energy 

souces on the motility and acrosome reaction of hamster spermatozoa in vitro. 

Biol. Reprod.， 1 6， 228 -2 3 1 . 

b) 新村末雄、石田一夫(1 9 8 5 ).ハムスタ ー果買粒層細胞における 17s-

Hydroxysteroid dehydrogenaseの組織化学的研究、日本不妊学会誌、 30，36-46.

単行本の場合

c) Yanagimachi， R. ( 1 981 ). Mechanisms of fertilization in mammals. In Fertilizati-

on and Embryonic Development in Vitro， Edited by L. Mastroianni Jr， and J. 

D. Biggers. New York， Plenum Press， P.8 1. 

d) 豊田 絡 (1984).試験管内受精と初期医培養一マウスを中心に，“晴乳類の発生工学"大沢仲昭、

江藤一洋、舘剤、御子紫 克彦編、ソフ トサイエンス社、 P.2. 

6 別刷を希望する時は 50部単位で受け付ける。

7 原稿の送付および投稿に関する照会は、下記宛とする。

〒 252

神奈川県藤沢市亀井野 18 6 6 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

TEL 0466-81-6241 内線 332

哨乳動物卵子研究会編集委員会



繁殖障害に.グ

動物用
医薬品

(家畜共済診療点数採用)要指示

特長

前葉性卵胞刺激

ホルモン剤

0米国アーマ一社との技術提携によって製造され
Tこ新しい前葉性の FSH斉1]です。
(7ーマ一社のFSHI1世界τ最初のFSH標準品に採用されています，)
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むn製薬師会誼 神奈川県川崎市川崎区中，頼 3- 19 - 11 

fi' (044) 2 88 - 1391 (代) 干 210

M-7 (Isocage & Isocap) 

"，-.;r長三里更43=レーニショ:245E??ジ:

特長・Isocapの取り扱いが非常に筒
単です0

・本体はオートクレー ブ可能な

材質TPX製， PC製と 2種類

あります。

図岡崎産業株式会社



健保適用

，ト:J':f・3b3主75・150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により 、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺激ホルモン(HMG)

製剤lであり 、反復投与が可能です。

.FSH活性のほかにLH活性を有し、その活性化(FS 

H/LH)はほぼ一定です。

[効能・効果]

問脳性(視床下部性)無月経，下垂体性無月

経の排卵誘発

[用法・用量1
1日卵胞成熟ホルモンとして75-150国際単位

を連続筋肉内投与し 頚管粘液量が約300mm3 

以上， 羊歯状形成(結晶化)が第 3度の所見

を指標として (4日-20日， 通常5日-10日間)， 

胎盤性性腺刺激ホルモンに切り変える .

[包装】
ノ〈ーゴナル注 75: 10管
パーゴナル注150: 10管

E担繭国臓器製薬株式会社東京都磨区赤坂二 丁目 5番 1号

[使用上の注意1
1 一般的，主意

1) 本療法の対象は不妊症患者のうちの.問脳又は下

垂体前葉の機能・器質的障害に由来する性腺刺激

ホルモ/低分泌無月経患者であるので次の点に任

意するニと
ア エストロゲン・プロゲステロ/テストで初めて

反応する第 2度無月経又は抗エストロゲン療法(

7エン重量クロミ 7ェン. ンクロフェニノレ等)が奏

効しない第 1度無月経のl世者に投与するニと.

イ 患者の状態 (f~Jえばエストロゲシ・性腺刺激ホ

ルモン ・プレグナノジオール分泌.頚管粘;11.基
礎体温等)を詳細に検査し.子宮性無月絡の息者

には投与し主いこと

ウ 原発性卵巣不全によるほ中性腺刺激ホルモシ分

泌の高い.t，t¥者.面IJ腎・ '1'状腺機能の異常による証
月経患者.日貞道内に病変 (下垂体踊場等)を有す

る患者.及び無俳JJll症以外的不妊忠者には役与し
な、、こと

2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため.

投与前及び治療期間中は毎日内診を行い.特に次

の官、に留意し異常が認め句れた場合には，直ち

に投与を中止すること

ア 忠者の自覚症状 (特に下腹部痛)の有無

イ 卵巣腫大の有無

ウ 基礎体温の異常上昇の有無 (毎日測定させるこ

と)

エ 頚管粘液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果としての多胎妊娠の可能性が

あるのて¥その旨をあらかじめ患者に説明するこ

と
4) 妊娠初期的不正意な投与を避けるため.役与前少

なくとも 1ヵ月間は基礎体温を記録きせること .

5) 産婦人科・内分泌専門医師の管理のもとに投与す

ること
2 次の場合には投与 しないこと

1) 卵巣瞳蕩及び多のヲ胞性卵巣症候群を原因と しな

、、卵巣の臆大を有する患者

2) 妊婦

3 次の患者には投与しないこと を原則とするが，やむ

を得ず投与する場合には，慎重に投与すること

1) 児を望まない第2度無月続患者

2) 多のヲ胞性卵巣を有する'1'，者

4 副 作用

1) 卵巣過剰刺激 卵巣聞大， T版音lil，ii，下腹部緊迫
1氏腹水・胸水を1半ヲいわゆる.
Meigs係症状候群等があらわれた

場合には， 1直ちに役与を中止する

など.適切な処置を行ヲニと

2) そ の 他 ときに悪心. 頗尿.しびれ!~， 頗

5 相互作用

痛.浮腫があらわれることがある

また尿量が地加することがある

胎盤性性腺刺激ホルモンとの併用により.卵巣の

過剰刺激による卵巣艦大.脱水 胸水を伴ういわ

ゆるMeigs傑症候群があらわれるニとがある



繁殖障害の治療と
卵子移植のときに/

極圏動Jtナ官ラン.Fj夜@

の治療には

常ジノ ブ ロス トとして 6rngを|

室温・しゃ光保存

ロ詳細は商品添付の説明書をこ前参照ください。

発売元

図第一製薬株式会社一同喬一



編 集 後 戸
い==ロ

例年よりも春のおとずれが遅れた昭和61年でありますが、晴乳動物卵子研究会誌第 3

巻第 1号をお届けいたします。

第 1巻第 1号を発刊以来、年 2回の発刊を目標に頑張ってまいりました結果、発刊の遅

れもなく順調に経過し、 3巻の発刊となりました。 3巻からは、先にど連絡いたしまし

たように編集方針を変更し、 1号iとも原著論文を掲載し、その他に研究会の講演要旨を

掲載するととといたしました。なお、 3巻 2号は10月発刊の予定ですので多数の投稿を

お願いいたします。さらに晴乳動物研究会誌の発展のためにご鞭提下さいますよう切望

いたします。

(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

晴乳動物卵子研究会誌

Journa 1 of Mammal ian Ova Research 

第 5 巻 第 号 V 0 1 3 No.1 

昭和61年 3 月25日 印刷

昭和 61年 4 月 1 日発行 (会員 頒布)

発行者
晴乳動物卵 子研究会

代表 佐 久間勇次

発行所 晴乳動物卵子研究会

干252 藤沢市亀井野 1866

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

Tel 0466-81-6241(内332)
郵便振替横浜 8 -2 035  0 

印刷所 ー誠和印昂IJ 株 式会 社

住所藤沢市城南 5丁目 2番 8号
電話 0466-34- ? 110 (代表)



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h、たします

盟盟盟盟睡智型車よ宮ナ盟盟瞳官官瞳瞳車==臨調踊翻障問瞳舷τ苦?耳瞳富暫τ趨瞳輯磁器臨調盟踊歩~<fI!唱曲榔蝿軍事瞳瞳睡盟松宮盛車験車癒--語法富~:;:(E."ai五溜 碩寂買う江 f瞳鎗轟お露量移:唱f告主題盟盟瞳輯
掴盟国値圏盟主コ=..0醐醐輔現場笛F漉疲可露払曲醐叫臨ニピ..:.'~;z;:. 詞配::::ニ=ニ翼""'''''ゐ♂唖:.;，. .pu. 明醐醐趨瞳趨趨睡野望溜::;..1接持軍 in1i 噌日喝h湾配~i<.::l ~j幅蹄鍾瞳吾醐種量 五 三 唱凶司薗園田趨

盟国圃圃薗園l=.ニ::..l臨孟ニ4ニ3盟麗趨電車麗麺甑ぷム品函護主主緩私立軍纏U;:'，IL!>晶E孟間銀晶よd瞳Eこ~)睡麗且ロエよZ窟趨額調欝趨瞳窟醐盟郵醐盟 Z癒巌麹輯臨'. .'畢品謹題量竃 11忌 ;z.1tF.J磁器留め伊%轟極 事 九議酪鶴観麺趨

日本薬局方注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

1，500単位
3，000単位
5，000単位
10，000単位

日本薬局方 注射用血清性性腺刺激ホルモン

1，000単位
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