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第28回 日南乳動物卵子研究会開催のお知らせ

日甫乳動物卵子研究会

会長佐久間勇次

下記Kより 第 28回目甫乳動物卵子研究会合よび総会を開催いた します。多数の会員

のど参加をな願いい たしま す。

o日 時:昭和 62年 4月25日(土) 9 : 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

T皿J 03-262-2271 

o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 4巻 第 1号K講演要旨と して掲載いた します。各演題は 2ペー ジ

Kかまとめいただきます。

発表時間は 1題Kっき 10分 ，討論 5分を予定 します。

な辛子 ，演題多数の場合は ，会場の都合などで演題の採否は会長Kどー

任下さいますよう。

o演題申込:締切 昭和 62年 1月 3 1日必着

演題の申込みは ，葉書K演題名(和文なよび英文)発表者なよび共同

研究者(ローマ字〉を記入のうえ下記宛な送り下さい。折タ返し発表内

容を記載する原稿用紙をな送bいたします。

講演原稿の〆切は昭和 62年2月28日(厳守)とさぜていただきます。

干 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

遠藤 克{
タ巴

TEL 0466-81-6241 内 332
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総 説

晴乳類透 明帯 の生物・物理 ・化学

Physicochemical and Biological Properties of 

Mammalian Zona Pellucida 

野田洋一

Yoichi NODA 

京都大学医学部産婦人科

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

はじめに

哨乳類卵細胞をとりまく透明帯は，重要かっ多彩な生物作用を有しており，具体的には，①種間の認識の

行なわれる場であるこ と， ②多精子受精の恒否のメカニズムの発簿される場であるこ と， ③受精後は睦の保

護作用にあたるとされ，と りわけ受精の過程における役割は重要である。乙の晴乳類卵透明帯に対する研究

の歴史をみると，単lζ形態の観察と記録という観点からすれば，すでに前世紀末には報告1)がみられ，一世

紀以上の経過があるといえる。しかしこのように長期間，興味と解析の対象となっている構造物であるにも

かかわらず，透明帯の構造と機能lζ関するすべてが明らかになっている訳ではなく ，むしろ今後さらに多く

の研究がなされるべき段階にあると考えられる。その理由はすでに多数の研究者によって指摘されている乙

とではあるが，1つには，晴乳類卵透明帯がconventi onal methodで物理，化学的に解析しうるほど大量

に得る乙とがむつかしいことであり，そのため多くの研究報告は定性的で，定量的ではない。さらに乙の透

明帯成分は極めて凝集傾向がつよく各ステップの解析結果自体が再現性よく示されないことがしばしば経験

され，研究者を悩ませてきたことである。こ乙で述べたいくつかの理由によって，時乳類透明帯は未だ十分

に理解されているとは言いがたいが.単クロ ン抗体の利用や，精子一透明帯bindingassay，電子顕微

鏡による超微形態の観察や，各種クロマトグラフによる解析lζ加えて，最近でミはマウス透明帯成分遺伝子の

クローニングlζ成功したとの画期的報告があり，透明帯研究も新しい段階に入ったといえる。本稿では乙れ

までに明らかにされている晴乳類卵透明帯の生物 ・物理 ・化学について，著者らの知見も交えてreviewを

試みたい。

I 透明帯の細胞起源、

-54-
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透明帯あるいは透明帯

構成成分がどの細胞によ

って産生され，分泌され，

そして透明帯としての構

造を構築するに至るのか

については，多方面から

の解析がある。透明帯自

体は厚さ約5~10μm 

(マウス・ブタ)で光学

顕微鏡下には無構造lζ見

える糖蛋白質から成り立

っている。粗な網目状構

造が走査形電子顕微鏡下

iζ観察されるが(図 1)， in vi voでは卵と周辺をとりまく額粒膜細胞の聞に位置しているので，透明書成分

は卵あるいは穎粒膜細胞のいずれかあるいは両者の共同作業下に構築されるであろう乙とが容易に推察される。

形態学的な手法での観察によれは" follicular celUこよって形成されるとする報告2)や，卵との共同作用によ

り透明帯のある成分は卵により，また他の成分はfollicular cell ，とよりもたらされるとの報告3)りがある。

ウサギ卵胞を材料として用い，解析したWolgemuthら4)の報告によれば，透明帯蛋白は最初偏平な頼粒膜細胞

層l乙固まれている卵細胞の辺縁にあらわれ.その後頼粒膜細胞層がcuboidalIL変化し，重層化するにしたが

い，その内側(卵側 )，ζ位置する細胞の細胞質中に出現するようになると述べている。透明帯がどの細胞由来

であるかについて形態学的手法あるいは免疫化学的手法のみでアプローチするには限界があると思われる。そ

の1つの理由は卵と，それをとりま く穎粒膜細胞はln VIVOで‘は密な相互関係を保っており，透明帯成分が分

泌され透明帯構造が構築される以前から，これら二者の聞にはGapJunction
5
)が形成されていることがす

でに知られているからである。例えば，乙のGap]unctionを通して物質の移行が行なわれ，卵がとり込む

栄養の85%以上がまず周辺の額粒膜細胞によってとり込まれるとの報告があるくらいである6}7L よって透

明帯前駆体の細胞内局在を調べることよりももっと直接的な証明が必要であり，乙の観点から単離卵細胞の蛋

白合成能を調べる実験が行われている 8)9)。

Shimizuら8)は8週令のDBAマウス卵巣から卵胞を回収し 9)，6日間のinvitro cultureのあと， L-

14C-amino acid mixture， (
35S 1 sulfuric acid. (

32
pJ phosphoric acid ， Lー (5.6-3HJfucose，あ

るいはD- (1 ，6 -11 J glucosamine等を用いてとり込み実験を行なった結果を報告している。それによる

と，すでに報告のあるZP-1， ZP-2およびZP-3はいずれも硫酸化糖蛋白であること，N-glycosilation 

の回害剤であるtunicamycin存在下にcultureを行なうと全蛋白合成が30第四害される条件下で新たに合成

された標識蛋白が透明帯に全く沈着 しない乙と， 等が明らかにされ， 卵の合成する全蛋白の 2~3%が透明帯

に
-u
R
d
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構成成分である乙とを明らかにしている。彼らの

頼粒膜細胞由来の影響は用いた実験条件下では，
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マウス透明帯成分ZP-1， 無視し得るもので，

の三種とも卵由来と考えてZP -2およびZP-3 

そもそも乙れ透明帯構成成分は，しかし，よ

ら三種の糖蛋白のみから成り立っているかどうか

についてはまったく不明で，未知lの成分がある可

完全解は今後IC残されている。

透明帯の物埋化学

日甫乳類透明得がどのような物性を示すかについ

能性は否定できず，

甘
且

5 
Z
-一幽

LFoga

てはすでにいくつかの報告がある。解析の対象と

なっている透明帯で定量的に取り扱われているも
‘~、一 一 ..'ー・"..一一 ・一一.-ーー-ーーーーー・・一一.....ー・一 ・一一

30 180 120 90 60 

。のは，殆んど唯一ブタ透明帯のみであり，他種の

透明帯は大量に入手しがたいこともあって定性的
( mi n ) TIME 

である。

ブタに関しては，卵巣より大量に透明帯を得る

方法が開発されたこともあって，定量的に解析し

た報告がなされだしている。著者らの経験から申

図3

SDS-POLYACRYLAMIDE 

GEL ELECTROPHORESIS 

ブタ透明帯は約10μmの厚さの白色透明な

構造物であるが，卵の浮遊している液の性状によ

せ1;1'，

Na -0.05 M その厚さに変化が生ずる。り，

phosphate pH 7.2程度では10μm程度の厚さを

100 %メタノール中でtは一見透明帯が示すが，

中性緩衝液中で再消失したかのごとく非薄化し，

0.1 M 

Na-borate 

PH 10.0 

び元の厚みに戻る。乙の乙とから見かけよりも粗

署長

O.lM T円s-CI

PH 8.5 

6M Urea 

0.02% EDTA 

な情造である乙とが推定される。 また蒸留水中で

は膨化し， 60
0C以上の加温により中性~アルカリ

図のpH領域で時間経過に伴って可溶化される。

2 Iζ示したのはフタ透明帯粗襟品の 0.1M Na-

pH 10.0 ， 60
0

Cの条件下での可溶化の時borate 

b a 

JO
 

F
h
J
 

閉経過で上澄の蛋白濃度の推移を表わ している。

一方lowpHでは常温で極めてすみやかに可溶化
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される。例えばO.1且 Na-citrate. pH 2.5で

は数秒以内lζ透明帯構造は消失する。乙の熔解性

については基本的には他種の透明鴇も同じ性質と

恩われるが，可溶化された透明得成分を SDS-

PAGE により解析すると種によ って，あるいは

可溶化の条件等により，ゲル上lζ示される蛋白の

バンドの数や位置に大きな差異がもたらされる。

図 3に示したのは，フタ透明帯の SDS-PAGE

のパターンである。条件は.a ) 0.1 M Tris-Cl 

pH 8.5 . 6且 Urea.0.0 29杉EDTA.600C.

b) 0.1且 Na-borate pH ] 0.0. 600cでそれぞ

れ可溶化したものであるが，パンドの数lζ相異が

認められる川ぺ 興味ある 乙とに，同じ可溶化

b)の条件下で得たSDS-PAGE のノfターンが

a) と同じ結果を与える ζ ともある乙とが知られ

ている 11)。乙の事実の意味すると乙ろは，可溶化

が十分行なわれていないか，あるいは不溶残誼が

大量に存在するか， あるいは透明帯成分の

Ta凶e1 

Amino acid and carbohydrate composition 01 puri1ied 
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agglutinating tendencyが強いためと考えられる。このように SDS-PAGEのパタ ーン自体が再現性とい

う点ではやや不安定で，可溶化したあとの同じ標品を 40CIζ保存しておくだけでも SDS-PAGE上のパター

ンが変化する傾向lζある。乙のようにブタ透明帯の電気泳動上のパタ ンはあてにならないものであるが，マ

ウスの場合はブタと異なり.熱による可溶化によってZP-1. ZP-2および ZP-3 の三成分が比較的再現性よ

く電気泳動上確認しうるようである。乙のマウス透明帯の三成分は分子量200K.120Kおよび 83K とされ

ているは)。 アミノ酸および糖の組成については，単離した透明帯，標品について検討されており，13)15)16) 比

較的信頼度の高いのは，材料を入手しやすいブタ透明帯についての結果であろう 13)16)。 表 1ICアミノ駿およ

び糖の組成を示した 13)。 マウス透明帯成分ZP-1. ZP -2. ZP -3 については，いずれも糖蛋白であり，

Shimizuら 17)1とより各成分の糖鎖の構造がレクチンとの結合性を調べる ζとにより解析されている。

Shim iz u らは 5~8 週令の I CR マウスを用いて， 過排卵処理により回収した卵より透明帯標品を得， SDS-

PAGE のあと nitrocelluloseK transferし，そのあと peroxidase標識あるいは biotin 標識レクチン

を用いて反応せしめ .be nzi dine および H 2 ~ と反応させて発色せ しめ， 各成分の糖鎖部分とレクチンとの反

応性を調べている。 その結果.ZP-l ~ ZP-3まですべての成分は GlcNAC Gal N AC および糖鎖内に

Galの残基をそれぞれ保持し.ZP-]とZP-3は末端KGal残基を，またZP-2は他の2者には含まれてい

ないα-D -Man.α-D -Gl uの残基を保持している乙とが明らかにされている。 Shimizuら8) の他の報告

7a 
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にみられる (35SJ Sulfuric acidのとり込みの事実からマウス透明帯も硫酸化糖を含んでいる乙とが推察

されており，ブタにおけると同線の透明帯糖鎖成分から成り立っていると考えられる。

乙のようにマウスでは異なった透明書成分ZP-l~ZP-3 の存在が想定さ れているが，ブタの場合はこ の

点議論が多い。 先lζ述べた一次元電気泳動の蛋白のパタ ーン自体が泳動や，可溶化条件の差によって変化す

るからである。 Dunbarら18) は単離したブタ およびウサギ透明帯粗標品を可溶化したあと二次元電気泳動

を行なし、， 3つの成分をゲノレ上に認めているn 二次元電気泳動法による透明帯構成分子種の単離と同定は精

力的に行われたが， この透明帯成分lζ関する限り泳動条件の設定がむつかし く，著者らがDunbar氏から個

人的に得た情報l引 によっても二次元電気泳動法によって得られるパターンは一定傾向を示すものの，現わ

れてく る蛋白のバ ンドは時には 4 本~5 本が認め られることがあると の 乙とで， 実験条件の設定のむつかし

さがわかる。crossedimmunoelectrophoresis 18).やmonoclonalantibody20)を用いた解析で， 二次元電

気泳動で認められるchargeとmolecularweight iζ閲して極めてheterogeneityの強い 3本のバンドは，

それぞれが共通の抗原性を持っとの報告があるが，前者の結果lζ関しては， 彼らが解析に用いたlmmune

serumが入手不可能なので追試はむつかしく，また単ク ロ ン抗体およびblotting法を用いての解析も，抗

体がconformationalantigenic d巴termmantに反応する場合はfixation，あるいは aggregatlon 等

lζよって反応性が会化することが考えられ，透明得抗原l乙関しては乙のタイ プの手法のみで情成成分l乙関

する悩報を得るのには限度がある。透明荷梢成成分の characterizati on精力的lζ行われてきた理由は，1つ

には透明帯は受精引象における種特異性の発障される場であり，恐らく 種特異的な精子 透明帯相互作用の

生ずる種特民性を示す構造あるいは抗原，月IJの言葉では r巴ceptor iC相当するものが同定できるはずだとの期

侍があるからで，もう 1つの忠I1司は抗透明千i;抗体が透明二郎上lζ沈着する と精子の透明得への接着が妨げられ歩

結束として受精がIlll止される現象が知られており，乙の乙とが受精現象の解析という立場や，あるいは臨床

的には避妊法の開発といった観点から興味がもたれたからである。今後，透明帯成分のcharacterizati onと

いう観点からは糖鎖梢造の解明が焦点になると思われる。ブタ透明帯の糖鎖構造は極めてユニ クである可

能性がある。 ぷ 1，ζ示したフタ透明借の楠成糖穣をみると， 硫酸化糖の存在が想定されるが，従来報告があ
って，すでに糖鎖構造が明らかになっているものと比較してみると，簡単に類似で既知の構造をみることが

できなL、。l唯一の例はYamashitaら21)が報告したものにみられるのみである。 乙の事実が透明帯の糖構

造を中心とした生物現象の ‘特異性 H にとのように関与しているのか，今後の課題であろ う。

1II.透明帯一精子相互作用

透明帯の示す種特異的な精子との結合は，自然界では異種聞の受精が一般的には生じにくいしく みになっ

ているので観察されにくいが，ln Vl t ro では，精子←透明得の相互作用の様子を観察するととが出来る。

透明得lζ穆特異的な精子レセプターが存在しているこ とはGwatkinら22)によって明らかにされている。

彼らはcapacltatlOnさせたコ〉 ノレデンハムス ター精子と単離した同種透明帯とをinvitro iCて反応せしめ

たと 乙ろ，精子は透明帯の外側表面にも内側luIfCも結合する乙 とが観察された乙とから，精子結合部位は透明

Q
U
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u
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帯の内外側に存在していることを明らかにしている。また同時に熱処理によって可溶化せしめた透明帯成分を

加えて，精子一卵相互作用を観察すると，精子は透明帯への付着が妨げられ受精が成立しなかったとし，また

同時に受精卵から回収した透明帯を可溶化して同様の実験をしたところ，受精阻害はまったく認められず，受

精前後で透明帯の性質の変化(構造変化)が生じていることを推定している。このとき異種透明帯(マウス)

を可溶化して同様の操作を行なうと，受精閉止効果は認められるものの，同種透明帯の示す効果lζ比して低い

ことも明らかにしている。このように，透明帯に精子レセプターが存在することが示唆されてはいるが，この

レセプターの完全解析には未だ到達していない。材料の制約から精子レセプターの単離の試みはブタ透明帯を

用いて行われている。 Dietle G23 )24) はフタ透明帯を単離したあと， Li -3，5一diiodosalicylate を用い

て可溶化し，high p巴rformanceliquid chromatographyを行って11のフラクションを得ており，そのうち

1o. 6のフラクションにcapaclt at lOn されたフタ精子に対して高い結合能を持った糖蛋白を回収している。著

者らも highperformance liquid chromatographyを行いブタ透明帯構成成分の単離を試みたが，たとえ 6

M Urea存在下の条件でも，可溶化透明舟成分の凝集傾向が強く，再現性ある溶出パターンを得る乙とが困難

であった。よってDietleらが試みたように，カラムによる分画と精子との反応性の検定という手順の組合せで

は，実験がsmallscale でしか行えないことや，その為l乙得た分画の純度の検定がむつかしい乙 と， さらに

フタ精子の capacitationの条件が決めにくい乙となどから，精子レセプターに関して完全解をうる乙とは困

難である と思われる。

透明帯と精子との相互作用の，あるいは認識機構の基本は，糖鎖構造の認識を通じて行われる乙とは多数の

報告からみてうなずけると乙ろである。 Oikawaらお)26)は，Wheatgerm agglutinin ( WGA)でハムスタ

一卵を処理すると暗視野で光散乱性が示されるようになり，媒精しでも受精は成立しないが，WGAの阻害糖

である GlcNA¥: で洗浄後に媒精すると再び受精可能になることを発見した。さらにRCA，WGA， DBA， 

およびCon-Aでハムスター卵を処理すると，いずれも異なった濃度で受精がほほ完全に阻害される乙 とを確

認しており，乙のことから透明帯に存在する糖鎖構造をレクチンで修飾すると受精が阻害されること，すなわ

ち透明帯上に存在する糖鎖構造が精子と卵の相互作用lζ直接影響を与えていることがわかるのである。

透明得一精子相互作用に関して，Shur らは精子膜表面lζ存在する galactosyl t ransf eraseの活性との関連

から解析を行っている。 Shurは，マウスオ遺伝子座位における mutantの遺伝子解析を利用し，精子におけ

るcapaCltatlOnと透明帯へのbindingという一連の現象において，糖鎖認識がgalactosyltransferase活性

を通して行われる様子を定量的に解析した幻)28)ぬ)釦Lそれによると，精子表面に存在するgalactosyltransfe-

raseはcapaCltatton前は精葉由来のポリ -Nーアセチルラクトサミン (GlcNAc とGalを有する)によ

って活性中心が覆われているがcapacltatlOnの過程で乙のポリ Nーアセチルラクトサミンが遊離し，その

ため透明帯の糖鎖末端のGlcNAcを認識，結合し，以後の精子の透明帯通過の最初のきっかけになるとして

いる。 Shurらの提唱している galactosyltransferase活性の透明帯認識の分子機構を図示すると図4のご

とく になる。この精子膜上の酵素活性が糖鎖認識にある種の役割を果たすという考え方はユニ クで，ホノレモ

ンとそのレセプタ ーの組み合せの場合のように分子 分子のレベノレで1の結合を考える場合と異なり，巨大な細

-5 9一
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胞ー精子ーがキチンと呼ばれる細胞外構造の中を通過する過程を考える場合に考慮lζ値するものであると考え

られ.さらに同様の機構で別種の酵素が関与する可能性について考慮、を払うことも必要であろう。

透明帯一精子相互作用の中で，乙れまで述べてきた透明帯と精子の糖鎖構造を介しての相互認識の観点から

の解析以外に，精子の acrosome reactionが開始するき っかけを与えるものと しての透明帯の性格を分析

しているクノレ プがある。 FlormanとStorey31)は，cholinergic receptor IC高い親和性を有する 3-

quinuclidinyl b巴nzilate

CQNB)を解析の道具と

して用い，マウス受精系
Figure 4 

における acrosome
一ァ---::rプ
Gal "'，al 
GICFJic Glhuc 

乙される acrosome

reaction IC与える影響

を調べた。 Ionophore

A23187によって引き起

って阻止することができ

なかったが，一方，卵透

明帯表面lζ付着している

か，単離透明帯lζ付着し

A
 

M
川

内

d

react IOnは， QNB ICよ

GlcNAC 

ているか，あるいは，可熔化透明帯存在下の精子lζはacrosomereactlOn が明らかに高率に引き起乙されて

おり(彼らはacrosorrereactionの有無の判定をSalingら32)のchlortetracyclin 法により行っている)乙

の場合はQNBIζより阻止することが可能であり.マウス IVFにおいてQNBが受精阻止作用を示すことと

合わせて透明帯一精子の接着結合が成立したあと acrosome reactionが誘起されるとしている。乙の仮説を

支持する傍証としては，完全に acrosomereact1 onの生じた精子は透明書に結合しないことや， QNBが

cumulus-intactの卵と精子の受精に閲しでも阻止効果を発揮する乙となどが，彼らによって主張されてい

る。 一方，Blei 1 and Wassermanらお)は可溶化マウス透明帯襟品ZP-1 ， ZP -2 ， ZP -3をそれぞれln

vltroで精子と反応せしめ，ZP-3には acrosomereactlonを誘起する活性があるかどうかを調べている。

それによると，ZP -1 ， ZP -2 ICは受精卵，匪における透明帯と同様acrosomereact10n誘起活性は低く，

ZP -3にはその活性が認められたと している。受精の過程で精子のacrosomereaction がいつど乙で生ず

るかについては古くから議論のあるところである。 Austinand Bishop 34)は cumulus-massの中で精子

のacrosome機造は部分的に，あるいは完全にこわれうるとしており，透明帯構造と精子との直接の関わり合

いがなく acrosomereactlOnが生ずるとの考えがあり 35)36) ， Flormanらが主張するごとくであるのかど う

か，作用機作も含めて今後の検討がさらに必要であろう。
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W 受精以後の透明帯

受精成立の前後で透明帯の性質が変化する乙とは多くの研究者によってすでに指摘されていると乙ろである。

たとえば Inoueら37)38 )は受精成立前の透明答と受精後では.solubility fC差が生じている乙とをすでに報告

しているし，またGwatkinら22)の報告にみられるように，精子のレセプター活性も未受精卵では検出され

ても受精成立以後は検出されないことが示されている。乙の変化は‘zonareaction"として説明されている

が，その実体に関しては未解決の部分が多い。 19 5 6年KAustinとBradenら 39)によってはじめてzona

reactlonが報告されて以後. 1 9 7 1年になって BarrosとYanagimachiら40)によってcortical gr anule 

の内容物がzonareact i on fC凶与している乙とが実験的に証明されるに至っている。その後Gwatkin らは

夕、イズ由来トリプシンインヒビターを用いて乙の現象を解析し.cort i cal granuleの内容が卜リプシン様蛋

白質分解醇素である とする仮説を提出している。その後Bleilら33)も受精成立後にマウス透明帯ZP-2が

prot巴slyticfC修飾されているとの恨拠を得ており，乙のことから zonareact lOn以後ZP-2が修飾され，

その結果精子の透明帯侵入が11Ft止される機構について述べている。乙のように.zona reactlon については

受精成立後，卵より放出されるcorticalgranuleの内容(proteolytic enzym巴)によって透明帯が修飾さ

れるという仮説が一見合理的に展開されてきているが，別の仮説を提唱する者もいる。 Oikawaら 39)40 )は，

Gwatkinらが行った実験lζ用いられた卜リ プシ ンインヒビタ ーそのものが，夕、イスレクチンとして作用する

可能性のある乙と，ジャガイモレクチン(S T A )を用いると未受精卵と受精卵の表層糖鎖を区別する乙とが

できること， トリプシン処理をして STA結合部位は未受精卵，受精卵を問わず等量存在する等の証拠を提山

し.cortical granuleの内容はproteolyticenzymeではなしむしろglycosidase活性を想定した方が

よいのではないか，との示唆を与えている。

おわりに

本稿は透明帯の生物 ・ 物理・化学という大きな標題をかかげているが， もとより透明帯研究そのものはß~t^;:

な数と幅と歴史のあるもので，すべての研究領域を網羅する乙とは不可能である。受精現象に興味を持ち，透

明帯研究の進歩lζ目を見はっている臨床家の l人として， 透明得を中心命題にすえてreviewを試みたが， 客

観的な記載というよりも私的な興味からの記述になったのではなし、かと恐れている。最近号のProc.Nat 1 . 

Acad. Sci. USA.vol.83， P4341-4345(1986)において.Ringuetteらによって発表された

、Oocyte-specific gene expression Molecular characterization of a c DNA coding for 

ZP -3. the sperm r巴ceptorof the mouse zona pellucida" は透明帯研究に新しいページを聞くもの

で，乙 の領域の今後の進歩lζ期待したL、。

本稿を終るにあたり，執筆の機会を与えて頂きました崎乳類卵子研究会編集委員会の皆様lζ深く感謝致しま

す。
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Abstract 

Under inv工tro condit工ons，the interaction of rabbi t gametes were 

observed by using scanning e1ectron microscope. The major工ty of 

rabb工t spermatozoa preincubated in mTALP medium for 5 hours 

attached to the cumu1us ce11s had intact acrosomes. After 15-20 

minutes of insemination， the spermatozoa passed out the cumu1us 

ce11 mass and reached on the surface of the zona pe11ucida. 1n the 

cumu1us ce11s the majority of the spermatozoa observed were in 

acrosome reacting states， but the comp1et工on of the acrosome 
reaction was not observed. Many spermatozoa comp1eted the acrosome 

reaction on the zona surface. 

1ntroduction 

1n vitro ferti1ization is a good too1 for the ana1ys工s of 

mechanisms of ferti1ization in mamma1s. 1n mamma1s， spermatozoa 
must undergo the acrosome reaction before they penetrate the zona 

pe1lucida. Under in vitro cond工七工ons， mammalian spermatozoa wi th 

intact acrosomes may reach on the zona surface immediately after 

inseminat工on (Yanag工mach工， 1981). Sa1工ng and his assoc工ates (1979a， 

b) have reported that acrosome intact sperm of the mouse can bind 

to the zona surface and beg工n the工r acrosome reactions on the zona 

surface thereafter. Similar observations in the hamster has 

reported by Gwatkin et al. (1977). A report by Bedford (1970) has 

ind工cated that uncapaci tated rabbi t spermatozoa can attach to the 

zona pe11ucida short1y after insemination. Further， he has observed 

that capacitation promotes the abi1ity of spermatozoa to attach to 
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the zona surf ace. Thus， under in vi tro condi t工ons spermatozoa can 

undergo capac工tat工on and/or the acrosome reaction on the zona 

surface. However， Cumm工ns and Yanagimachi (1981)， Yanagimachi and 

Phi1ips (1984) have pointed out that under ordinary in vivo 

cond工tions，ferti1izing spermatozoa probab1y comp1ete their capaci-
tation before contact with the cumu1us and the acrosome react工on

occurs near on the surface of the zona pe11ucida 工n the hamster. 1n 

the rabbit， however， re1ationships of the acrosome reaction of the 
spermatozoa and attachment to the zona surface are not c1ear. 1n 

the present study， the interaction of sperm and the zona pe11uc工da
of eggs of rabb工ts were exam工ned by using scanning e1ectrone 

microscope (SEM). 

Mater工a1s and Methods 

Japanese wh工te rabb工ts， 2.8-3.0 kg body wt.， were used. A11 

anima1s were housed in individua1 cages under 1ight and temperature 

contro11ed conditions. Spermatozoa were co11ected from adu1t ma1es 

proven their ferti1ity by an artificia1 vagina. Semen samp1es were 

centrifuged (800 rpm， 10 min) in oder to sepsrate sperm ce11s from 

the semina1 p1asma. The spermatozoa were suspended in a chem工ca11y

def工ned medium， a mod工fied Tyrode's solution (mTALP; Yanagimachi， 
1982) and then the sperm suspension was centr工fuged. Th工s wash工ng

procedure was repeated 2 t工mes. To induce capaci tation， washed 
spermatozoa were incubated in mTALP covered with minera1 oi1 for 5 

hours at 37 C under 5も CO in air 

Adu1t does were superovu1ated by pregnant mare serum gonadotropin 

(PMSG) human chorionic gonadotrop工n (hCG) injections. Br工ef1y，100 
1U PMSG was given 工ntravenous1y fo11owed by an intravenous 

injection of 75 工U hCG 72 hours 1ater. Ovu1ated eggs were recovered 

from oviducts 15 hours after hCG 工njection. The eggs were rinsed 

with fresh medium and then kept in the medium at 37 C under 5% CO 

in air for 工n v工tro ferti1ization. 

For in v工tro fert工l工zation，a1so， mTALP was used. The medium was 

prepared immed工ate1ybefore use. 

1nsemination was performed as fo11ows: an a1iquots of sperm 

suspension droped 工nto drop1et of the medium containing 5-7 eggs. 
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After insemination eggs were exam工ned by a phase-contrast micro-

scope and some eggs were fixed with 2.5も-glutara1dehyde for 

scanning e1ectron m工croscopic observations. 

Fixation of eggs was performed at a temperature of 4 C in fresh 

phosphate buffered 2.5も-glutara1dehyde for over night. After 

fixation the eggs were dehydrated rapid1y with a graded aceton 

series and p1aced on covers1工ps coated with po1y-L-1ysin (Sigma) 

and they were dried. After drying them， samp1es were p1aced on the 

supporter and coated with gold by an ion-coater (E工ko). Observat工on

and photography were executed using Akashi (A1pha-25) scann工ng

e1ectron m工croscope.

Resu1ts 

The SEM showed that rabbit spermatozoa preincubated for 5 hours in 

mTALP attached to the cumu1us ce11s immediate1y after insemination 

(Fig. 1). The majority of the spermatozoa attached to the cumu1us 

ce11s we工e intact acrosomes (AI). At 15-20 minutes after insemina-

tion， spermatozoa passed out the cumu1us ce11 1ayers and reached on 

the surface of the zona pe11ucida (F工9・ 2). The spermatozoa 

attached f工rm1y on the zona surface. During passing the cumu1us 

1ayers， the sperm ce11s showed the en1argement of their heads(Fig・

3). After the en1argement of the acrosome， the spermatozoa on the 

zona surface showed ves工cu1ation of the acrosome membranes (Fig. 4 

and 5) and then the comp1et工on of the acrosome reaction (AR) was 

observed (Fig. 6). The spermatozoa attached firm1y on the surface 

of the zona pe11ucida appeared to digest the zona substances (Fig. 

7). The sperm tract a1so was seen on the zona surface (Fig. 8). 

When the spermatozoa in the cumu1us ce11s， the majority of 

spermatozoa observed were 工n modif工cation of the acrosome morpho1-

ogy (Fig. 9)， but the comp1etion of the acrosome react工on was not 

yet. 

Discussion 

The present study has demonstrated that at 1east in the rabbi t， 

-67一



H甫乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第3巻第2号 198 6年10月

capacitated spermatozoa with A1 can attach to and penetrate the 

cumu1us ce11s. Further， the major工tyof spermatozoa， during passing 
the cumu1us 1ayers， was found as acrosome reacting. We a1so 

observed that the majority of spermatozoa observed near or on the 

zona surface were beginning or/and comp1etion of AR. Bedford (1968) 

has reported that rabbit spermatozoa among cumu1us ce11s near the 

eggs begin or comp1ete the AR in the majority， whereas the majority 

of A1 spermatozoa 10cated at the periphery of the ce11 mass. And 

often rabbit sperm ce11s adhering to the zona surface are known to 

have vesicu1ated acrosome sheath (Bedford， 1970). Our obsevations 
are agreement with resu1ts reported by Bedford (1968， 1970). 

1n vivo data to be reported e1sewhere have shown that on1y 

acrosome reacting spermatozoa are found during penetrating through 

the cumu1us ce11 1ayers and a11 the spermatozoa attached to the 

zona pe11ucida 工n the hamster (Cumm工ns and Yanagimachi， 1982; 
Yanagimachi and Phi1工ps， 1985). A1so， Huang et al. (1981) have 

reported evidence that in the guinea pig on1y AR spermatozoa can 

attached to and penetrate the zona pe11ucida. These disagreements 

under in vitro or in vivo condit工ons can not be exp1aned c1ear1y. 

Perhaps，工t may be depend upon defferences of experiment condi-

tions. However， specif工c specific工tyis not neg1ected. 
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Fig. 1. Attachment of 

rabbit spermatozoa with 

intact acrosomes to the 

surface of cumu1us ce11s 
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ウザギの体外受精に関する走査型電子顕微鈍 (SE門)による観察

佐穂嘉兵、若田修司、鈴木淑恵

日本大学農獣医学部家畜繁殖学教室

mTALP培幾液中でcapacitationを誘起したウザギ射出精子を用いて体外受精を行ない、初期受精過

程における精子先体の形態変化について SEMを用いて観察を行なった。 5時間の前培養を行なった

精子は蝶精後 15-20分でcumuluscell に様着した。その大部分のものは acrosomeintact(AI)であ

った。 Cumu1 us ce 11群を通過している精子はほとんどがA1であり、一部形態変化が見られたが先体

反応は観察できなかった。完全な先体反応が見られたのは透明帯上の精子のみであった。

透明帯上に接着し先体反応を起こした精子は、透明帯を消化して囲卵腔内に侵入した。
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ラ ァ トとマウスになける異属間集合キメラ匪の作成

The production of chimeric blastocys(Rat-Mouse)by aggregation method. 

高橋文明 ・藤代克彦 ・高橋寿太郎 ・安田泰久

Fumiak i T必¥.AH.ASHI，Ka tsuh i ko FUJI SHlRO. 

Jutaro TAKAHASHI and Yasuhisa YASUDA 

岩手大学農学部動物育種学教室

Laboratory of Animal Breeding， Facul ty of Aaricul ture， 

Iwate Universi ty， Morioka-shi 020， JAPAN 

An attempt for obtaining xenogeneic blastocysts (Rat++ Mouse) was undertaken by 

aggregation method. As a culture medium， Dulbecco' s modified eagle medium with 0.3% 

bovine serum albumin (pH 7.4) was used for the production of xenogeneic chimeric embryos 

in this experiment. 

When the late eight-cell stage rat and mouse embryos were cultured immediately after 

flushing from the uterus， 88.2% (30/34) of rat embryos and 95.0% (19/20) of mouse 

embryos developed into expanded blastocyst after 48 hours in culture. When rat and mouse 

embryos were removed their zona pellucidae with 0.3% pronase before culture， 87.0% 

(20/23) of rat embryos and 95.7% (22/23) of mouse embryos developed into expanded 

blastocyst after 48 hours in culture. On the other hand， 87.0% (40/44) of allogenic 

chimeric rat embryos (Rat仲 Rat)and 90.5% (38/42) of allogenic chimeric mouse embryos 

(Mouse仲 Mouse)developed into single， integrated expanded blastocyst after 48 hours in 

culture respectively. Furthermore， xenogeneic chimeras betwen rat and mouse were 

produced by aggregating embryos at the late eight-cell stage in this experiment. Out of 

41 aggregated embryos from rat and mouse， 34 (82.9 % ) formed single， integrated expanded 

blastocyst after 48 hours in culture. 

These results showed that Dulbecco' s modified eagle medium was available for the 

production of xenogeneic chimeras between rat and mouse. 
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奈者 -ニヱコ・

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なわれてい

る。実験発生学における集合キメラ作成の利点は，遺伝的に由来の異なる 2種類以上の匹細胞を

集合させ，その発生過程における細胞聞の相互作用を解析し得ることである 。本実験では，組織

培養に一般的に用いられているダルベッコ変法イ グル培地(ニッスイ)を用いて，同一実験系に

よるラットおよびマウスの同種内集合キメラ匪の作成，さらにラットとマウス聞の異属間集合キ

メラ脹の作成を試みた。ラットとマウス聞の異属間集合キメラは，初期駐に見られる種特有の細

胞内微細構造や種特異抗原を標識として利用でき，細胞系譜の解析に有用な手がかりを与えてく

れるものと考えられる 。また ，ラットとマウス間キメラ駐の移植により，着床，妊娠における，

胎子一母胎聞の免疫機構の解析など，今後ラットとマウス間キメラ駐の応用価値が増すものと考

えられる。そこで本実験は，ラットとマウス間集合キメラ駐作成の実験系の確立を目的としてい

る。

オ寸芋4走二三よ vピブ王主去

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Wist

ar系ラットおよび， 1 CR/Jc 1系マウスを使用した。これらの動物は， 23士1ocの温度条件下で銅

育され，照明は午前7時点灯，午後7時消灯とし，餌と水は自由摂取とした。

JIfの採取は，交配確認日を 0日目として，ラットで妊娠 3日目 ，マウスで妊娠 2日目の午後4

時から 6時の間に子宮かん流により行ない，得られた後期8細胞期駐を実験に供した。交配の確

認は，ラットでは腔スメア中の精子，マウスでは腔栓により行った。

後期8細胞期駐はダルベッコ修正培養液で 3回洗った後， 0.3% pronase(科研製薬株式会社)

含有ダルベッコ修正埼養液に約10分間浸し，透明帯が消失する直前に，ダルベッコ修正培養液に

移し ，透明帯の消失を確認した 。

その後直ちに， 0.3 % phytohemagglutinin P(Difco Laboratory)含有ダルベッコ修正倍養液

に移し，ラット間，マウス間，さらにラットとマウス聞で接着を行ない10分開放置した。接着は

時計血中で微細なガラス棒を用いて行った。その際，それぞれの駐の聞で，できる限り接着面を

広くするよ うにするとともに，必要以上に駐に触れないように留意した 。

接着を行なった駐は， 0.3 % bovine serum albumin(Sigma Chemical Company)含有ダルベッ

コ修正培養液で 1回読い，流動パラフィン(和光純薬工業株式会社)で覆った0.3%bovineseru 

m albumin含有ダルベッコ修正培養液の小滴に移した。

それぞれの操作は，各種ダルベッコ修正倍養液をホットプレ ートや培養器を用いて ，370Cに保
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ちつつ行った 。

培養は3TC， ち%CO2と95%空気混合気相中で48時間行い，キメラ駐への発生を観察した。同

時に，透明帯付きおよび透明帯除去駐の培養を行い比較対照とした。

0.:1 % pronase含有ダルベッコ修正培養液は，あらかじめ3TCで2時間加温し，混在する核駿

分解酵素を自己消化させたものを用いた。

培養液の調整には滅菌2次水を用い，また培養液は適宜ろ過滅菌し操作中の汚染を防止した。

培養液のpHは，使用前日に重曹で 7.4に調整し， 一晩37"C，5 % CO2と95%空気混合気相中に置

き.この気相に飽和させ，使用前に再びpHを 7.4に調整した 。

結果

対照とした透明帯付きおよび透明帯除去紅、の48時間後のExpandedBlastocystへの発生率は.

ラットでそれぞれ30/34(88.2%)，20/23(87.0%)であり，マウスでそれぞれ， 19/20(95.0%)， 22/2 

3(95.7%)であった(tab 1 e 1)。

ラットおよびマウスの同種内，さらにラット・マウス異属聞の駐、の接着による ChimericExpa 

nded Blastocystへの発生率は.それぞれ40/46(87.0%)，38/42(90.日)， 34/41(82.9%)であり (t

able 2)，その聞に有意な差 (P<0.05)は認められなかった。

Fig. 1はラット・マウス間接着眼のChmericExpanded Blastcystへの発生を続時的に観察した

ものである 。接着時，円盤状の駐、がラットlIfで.球状の匪がマウス匪である。 24時間後に腔の出

現が見られ， 48時間後にはChimericExpanded Blastocystに発生していることが観察され， 78時

間後にはさらに大きく成長したBlastocystが観察された (Fig.1)。

Table 1. Development of rat and mouse embryos from late eight-cell into blastocyst 
for 48 hours in culture 

No.of embryos developed from late eight-cell into 
Control No.of embryos 

cultured Blastocyst(%) Expanded blastocyst(%) Degeneration(%) 

Rat embryos 
with zona 
wi thout zona 

34 
23 

4(11.8) 
2( 8.7) 

30(88.2) 
20(87.0) 

o ( 0 ) 
1(4.3) 

Mouse 
wi th zona 
without zona 

20 
23 

、‘，，、
h
J

内
川

vnHV

(

(

 

n
u
n
U
 

19(95.0) 
22(95.7) 

1 (5.0) 
1(4.3) 
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Table 2. Development of aggregated embryos into chimeric blastocyst for 48 hours 
i n cul ture 

No.of embryos developed from aggregated 
Type of late eight-cell into 
embryos No.of embryos 
aggregated aggregated Chimeric Chimeric expanded 

blastocyst(t) blastocyst(l) Degeneration(%) 

Rat++ Rat 
Mouse特 Mouse
Rat特 Mouse

r
o
?白
・

I

a
u
y
a
n
T
4
q
 

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

40(87.0) 
38(90.5) 
34(82.9) 

2( 4.3) 
ヨ(7.1) 
6(14.6) 

云号 算要

マウスキメラ動物作出の方法については，現在までにほぼ確立されたといってよく，すでに数

千匹のキメラマウスが作出されている。ラットキメラ動物作出に関してはMayerand Fritz(I)， 

Mullen and Lavail(2)， Yamamura and Markert(ヨ)および亀山ら (4)が報告しており，修正標準

マウス培養液を用いた集合法によるChimericBlastocystへの発生率はMayerand Fritz(l)およ

び Yamamuraand Markert(3)の報告では，おおよそ50%であった 。また，亀山ら(4)は修正ダル

ベッコ PB S (一)培養液を用いた実験で， Chimeric Blastocystへの発生率が83.7%であったと

報告している。

集合法によるラット-マウス異属間キメラ駐の作出の実験は， Mulnard(ち)，Stern(6) ， Zei lma 

ker(7) ，およびTachiand Tachi(8)により行なわれており， Tachi and Tachi(8)は修正標準マウ

ス培養液を用いた実験で， Chimeric Blastocystへの発生率が37.7%であったと報告している。

今回の同一実験系を用いた実験で，我々はラット，マウス同種内，およびラット・マウス異属聞

でそれぞれ， 87.0%， 90.5%， 82.9%という高い ChimericExpanded Blastocystへの発生率を

得た 。したがって，ダルベッコ修正培養液は，ラット，マウスにおける同種内集合キネラ駐の作

出ならびに，ラット-マウス異属間集合キメラ駐の作出に有効であると考えられる 。また，これ

らの同種内および異属聞の聞の発生率に有意な差はなく，初期駐の発生段階において，ラット脹

とマウス臣、の聞は，相互に免疫学的に寛容な状態にあると考えられる。この点に関しては，今後

さらに詳細な検討が必要と思われる。

本研究は昭和60年度文部省科学研究費補助金， 一般研究(C)r異種動物聞のキメラ隆作成による

類縁性の解析J(課題番号 60560271)の一部であることを付記する。
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a e 
b C 

e 
Fig. 1 (a)A xenogeneic chimera between rat(left) and mouse 

(rIght) was demonstrated shortly after culture. 

The xenogeneic chimera of various developmental stages 
after 12(b)，24(c)，36(d)，48(e) and 76 hours(f) in culture. 
( x 50) 
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健保適用

11・3・zvsb3主75.150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用によ旬 、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)
との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺激ホルモン(HMG)
製剤であり 、反復投与が可能です。

.FSH活性のほかにしH活性を有し 、その活性化(FS

H/LH)はほぼ一定です。

[効能・効果1
間脳性(視床下部性)無月経，下垂体性無月

経の排卵誘発

【用法・用量1
1日卵胞成熟ホルモンとして75-150国際単位

を連続筋肉内投与し 頚管粘液量が約300mm3 

以上， 羊歯状形成(結晶化)が第3度の所見

を指標として (4日-20日，通常5日-10日間). 

胎盤性性腺刺激ホルモンに切り変える.

【包装】
パーコeナル注 75: 10管
パーコeナル注150: 10管

~ 繭国臓器製薬株式会社東京都港区赤坂二丁目 5番 1号

I使用上の注意1
1 一般的注意

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
ホノレモン低分泌無月経患者であるので次の点に注
意すること
ア エストロゲン・プロゲステロノテストで初めて
反応する第 2度無月経又は抗エストロゲン療法(
クエン酸ク ロミ7ェン.ンク ロ7ェニル等)が奏

効しない第 1度無月経の患者に投与する こと.
イ.患者の状態(例えばエストロゲン・性腺刺激ホ
/レモン・プレグナ/ジオール分泌，頚管粘液.基
礎体温等)を詳細に検査L，子宮性無月経の患者
には投与しないこと.
ウ.原発性卵巣不全による尿中性腺刺激ホルモン分
泌円高、、患者.冨I1腎・甲状腺機能の呉'品による無
月経患者.頭蓋内に病変(下垂体腫場等)を有す
る患者，及び無排卵症以外の不妊患者には投与し

ないニと，

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
の点に留意し.呉常が認められた場合には.直ち
に投与を中止すること
7.患者の自覚症状 (特に下腹部痛)の有無
イ 卵巣腫大の有無

ウ.基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) 卵巣過剰刺激の結栄としての多胎妊娠の可能性が
あるので.その旨をあらかじめ患者に説明するこ
と.

4) 妊娠初期の不注意な投与を避けるため.役与前少
なくとも 1ヵ月間は基礎体喝を記録させること

5) 産婦人科・内分泌専門医師の管理のもとに投与す
ること

2 次の場合には投与しないこと

1) 卵巣臆蕩及び多のヲ胞性卵巣症候群を原因とし主
L、卵巣の腫大を有する患者

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度無月経患者
2) 多のう胞性卵巣を有する患者
4 副作用

1) 卵巣過剰刺激 卵巣腫大.下腹部補.下腹部緊迫

感.腹水 ・胸水をl半ワいわゆる.
M引 gs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.
2) そ の 他ときに悪'L'，頻尿.しひ'tl感.頭

5.相互作用

痛.浮腫があらわfLることがある
また尿量が増加することがある .

胎盤性性腺刺激ホルモンとの併用により.卵巣の
過剰刺激による卵巣腫大，腹水・胸水を1半ういわ
ゆるMeigs徴症候群があらわれるニとがある
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Normal young from in vi tro ferti 1 ized mouse 

embryos developed in a medium supplemented with 

EDTA and transferred to pseudopregnant recipients. 
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Ki tasato Universi ty 

Present address: Drug Development Laboratories， 

Chugai Pharmaceut ical Co. Ltd. 

Abstract 

1n vitro fertilized 1CR mouse embryos were cultured 

during preimplantation period from the one-cell to the 

blastocyst stage in a chemically defined medium supplemented 

with EDTA. Development of normal progeny was confirmed by 

subsequent transfer into the uteri of pseudopregnant 

recipients. Developmental rate of newborn was not 

significantlY different from that of the embryos derived from 

fertilization in vivo. 

Introduction 

The mouse embryos derived from certain strains 01' Fl 

hybrids can be cultured through the preimplantation period in 

vitro. Yet mostly one-cell embryos of randomly bred strains 

1 ，2) 
arrest development at the two-cell stage:'-'This so-called 

'in vitro two-cell block・canbe overcome by the addition of 

Q
U
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EDTA-2Na into the culture r陀dium~ ・ 4) However， only a 

preliminary report has so far been published concerning the 

developmental normality of the embryos cultured in the 

5) 
presence of this chelating agent: 

In the present study， the in vitro fertilized embryos of 

randomly bred strain were developed into the blastocyst stage 

in a chemically defined medium supplemented with 100μM EDTA 

and were transferred into the uterus of pseudopregnant 

recipients to assess the developmental ability after 

implantation. 

Materials and Methods 

Jcl:ICR mice CICR1， 2-4 months of age. were induced to 

superovulate by intraperitoneal injections of 5 i.u. PMSG and 

5 i.u. hCG given 48hr apart. These females were killed by 

cervical dislocation 15-16hr after hCG injection and the 

oviducts were removed and placed in a culture dish containing 

6 ) 
0.4ml TYH medium

v
， covered with paraffin oil. The ampul1ar 

region of the oviduct was dissected with a needle and the eggs 

surrounded with cumullus cells were introduced into the 

medium. 

Sperms were obtained from cauda epididymis of 3-5 months 

old ICR male mice and suspended into 0.4ml of the medium under 

paraffin oil. After preincubation for 2 hr at 37
0 C under 5% 

CO
2 
in air， a small volume of sperm suspension was added to 

the medium containing eggs. The final concentration of sperm 

was adjusted to 150 cells/μ1. 

At six hours after insemination， the eggs extruded second 
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polar body were picked UP from the medium， washed 4 times and 

then cultured in 0.4ml droplets of Whitten's medium7) 

supplemented with 100μM EDTA under paraffin oil at 370 C under 

5% CO2 in air， acco吋 l開 toHoshi & Toyoda~l EI山 ryos were 

cultured for 72 hours or 96 hours after insemination and were 

transferred as morulae (72hr1 or blastocysts (96hr) into the 

uterine horns of Day 3 (morula and blastocyst1 or Day 4 

(blastocystl pseudopregnant ICR foster mothers. 

Pseudopregnancy was induced by mating with sterility-

proven vasectomized C3H/He or ICR males. When the vaginal 

plug did not appear， pseudopregnancy was induced by using 

8 ) 
artifical penis~'in the morning of Day 1. Day 1 was the day 

on which the vaginal plug was noticed. 

After anesthetizing the recipient with 50mg sodium 

pentobarbital per kg body weight and exposing the oviducal end 

of the uterine horn through dorsal incision， the uterine wall 

in the vicinity of utero-tubal junction was punctured with a 

25-or 27-gauge needle. Three to 6 embryos suspended in a 

small amount (below 0.3μ11 of Hepes-buffered Whitten's medium 

were then introduced into each horn of recipient using a fine 

glass pipette， which was made of hematocrit tube (75mm) and 

attached to a mouth piece. Embryo transfer was done as 

qUickly and gently as possible. 

The recipients were housed individually after transfer and 

examined daily for their vaginal smears. After a placental 

sign was detected. the recipients were allowed to deliver at 

full term， and the young were sexed and weighed. 
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In the control groups， morulae and blastocysts were 

obtained from the uterus of superovulated ICR mice on Day 3 

and Day 4 of pregnancy， respectivelY. All embryos fertilized 

in vivo were flushed from the uterus of the donors with 0.1-

0.2ml of Hepes-buffered Whitten's medium. These freshly 

collected morulae and blastocysts were immediately transferred 

into the uterus of pseudopregnant recipients with the same 

procedures as for the embryos fertilized in vitro. 

Results 

The results of transfer of in vitro and in vivo fertilized 

embryos are shown in Table 1. All of 27 recipients. except 

one received in vitro fertilized morulae， became pregnant as 

assessed by the appearance of a placental sign. Out of 4 

pseudopregnant females that had received 46 in vitro 

fertilized morulae. only one recipient delivered 3 young. 

After autopsy of these recipients. 7 implantation sites were 

found in 2 recipients. The rate of development (3/46) in this 

group was significantly lower than other groups. 

Of the 21 and 60 blastocysts derived from in vitro 

fertilization and transferred into the uteri of pseudopregnant 

recipients on Day 3 and Day 4. 76% 116/21) and 50% (30/60) 

were developed into the newborn young， respectively. 

Slightly lower rate of development in the Day-4 transfer group 

was due to 2 cases of stillbirth in this group. 

In the control groups， 62% (37/60)， 55χ(61/56)and 29% 

(12/41) of the embryos were development to the newborns after 

transfer of morulae to Day-3 recipients. transfer of 

blastocysts to Day-3 recipients and transfer of blastocysts to 
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Day-4 recipients， respectively. The developmental rate in the 

last group (29χ1 was significantlY lower than those of other 

two groups. 

The developmental rates to young following transfer were 

not significantlY different between the in vitro and the in 

vivo fertilized blastocysts whether they were transferred on 

Day 3 (76完 vs 55%) or Day 4 (50χvs 29%). In al1 six 

experimental groups. there was no difference in the day 

of the appearance of placental sign and the day of parturition 

(P>0.051. No gross abnormalities were found among the young. 

Discussion 

Although the development into fetuses has been shown by 

transfer of mouse embryos fertilized in vitro. only linlitect 

experimental data have so far' been available ¥<I[th 

regard to the transfer of embryos aft台r cultivation throughout 

9-15) 
the preimplantation period in vitro~ .~. Furthermore. 

developmental normality of the embryos which were stimulated 

to develop with the addition of EDTA into the medium has not 

5 ) 
been fully examined yet. Kimura et al~'have recently rnade a 

briei comrnent on the successful birth of newborn mice after 

transfer of in vivo fertilized embryos cultured in the medium 

containing EDTA. 

In this paper. in vitro fertilized ICR mouse embryosωere 

cultured UP to the blastocyst stage in the Whitten・5 medium 

suplemented by 100uM EDTA. Development of normal progeny was 

observed by subsequent transfer into the uteri of 

pseudopregnant foster mothers. Developmental rate to young 
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were not significantly different as compared with those in the 

control groups. except for the low rate of development of 

in vitro fertilized morulae transferred to Day-3 recipients. 

These results suggest that the in vitro fertilization and 

culture system used in the present experimental condition 

represents fundamentally the same conditions as in vivo. 

The authors wish to express their gratitude to Mr. Arthur B. 

Karnuah for his kindness in reading and revising the 

manuscript and to Miss Ruriko Sakurada for her help in 

preparing the manuscript. 
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EDTA含有培地で発生した体外受精マウス臨の移植による正常産子について

鈴木宏志・、豊田 裕

北里大学獣医畜産学部

現所属:中外製薬(稼) 開発研究所・

ICRマウスの過排卵卵子と精巣上体精子を用いて体外受精を行い、精子添加後6時間に前核期の卵

子を100μHの温度のEDTA.2Naを含むWhitten培地ヘ移し、 72時間または96時間第養した.得られた

桑実匪(72時間)および庇盤胞(96時間)を偽妊娠第3日または第4日の受容雌の子宮へ移植した.対照

区として、交配後第3日および第4日の妊娠マウスの子宮を潜流して採取した桑実旺および匪盤胞を

採取後直ちに偽妊娠マウスに移植した。体外受精由来旺の新生子への発生率は、桑実旺では対照区

に比し有意に低かったが、旺盤胞では、偽妊娠第3日および第4日のいずれの移植においても対照区

との聞に有意差を認めなかった。これらの結果から、 '2-cellb1ock'を克服するためにEDTAを添加

した培地内で発生した体外受精由来臨は、正常な発生能を有していると考えられる.
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にhfC21と~I ヒト精子と透明帯除去ハムスタ ー 卵受精系の多様性
について

Variety of cross fert i 1 izat ion between human 

spermatozoa and zona-free hamster eggs 

永江毅 ，川村良，勝 目 宏，館花明佳，岩城章，木下佐

Takeshi Nagae， Makoto Kawamura，Hiroshi Katsume， Akiyoshi 

Tachibana，Akira Iwaki， and Tasuku Kinoshita 

東邦大学医学部第2産婦人科

2nd Department of Obstetrics and Gynecology， School of Medicine， 
Toho University， Tokyo. 

Abstruct 

羽乃lenzona-free hamster egg test is used for assessment of fertilizing ability in 

human spermatozoa and elucidating the mechanism of fertil ization， i t needs to know 

the effect of zonaless， polyspermic， and cross fertilization. In this study， it is 

shown to observe unusual fertilization and sperm head ehromatin decondensation. 

Multiple flagella sperm was also shown to be capaole of penetrating egg. These 

observations seems to be very useful for electron microscopic observations 

緒言

柳町ら1)VLより報告された透明帯除去ハムスター卵とヒ ト精子の異種間受精系は，10年の年月が過ぎた今日，

IVF一目との成績比較Kも相闘の有る事が多〈報告されるK至り2)3)4J臨床面での有用性が確立されたかのよ

うに恩われる。しかしながら，不動性精子との受精5)や非定型的精子頭部膨化過程6)などの報告もあり，透明

帯除去卵の使用 ・多精子受精系そして異種間受精などの点を慎重に考慮しなくてはならないものと考えられる。

近年， との系を用いた精子一卵初期融合過程がそれぞれ透過電顕なよび走査電顕を用いて観察されている7)ぺ
とζで問題となるのは，標本固定によるー断面を観察するととしか可能でない電顕観察にある。すなわち，前

述した現象を考慮、に入れた観察が必要と考えられる。言い換えれば， 何が生理的変化であるか?何が非生理的

変化であるかを同定しなくてはならない。

既でに私共は， ζの系K於ける最も生理的と考えられるヒト精子頭部膨化過程を報告し，同時に他の膨化過

程を行 う精子の存在を報告している九れで今回は，非定型的ヒト精子頭部腕過程即興味ある受精を行っ

た精子について，位相差顕微鏡を用いて観察したので報告する。
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実験材料 ・方法

基本培養液は， Krebs-Ringer solution 

(mB¥¥柄1)9) K 3 %ヒト血清アルブミン

(Sigma)を添加して使用した。培養条件は，

37
0

C， 5 %C O2 in airとした。

透明帯除去ノ、ムスタ ー卵の作製は，柳町ら1)

の方法K準じた。ヒト精液なよび精子の処理は，

永江10)の方法に準じて行ったo尚，今回観察し

た卵は，媒精後60-120分である。

結果

観察されたヒ ト精子頭部膨化過程の大半は，

既でに報告された変化のものであった (Fig.

1)。 また，ζの様な変化は媒精後6か--90介

頃をピークにしばしば観察されていたが 4時

間後の卵に於いてはあまり観察されなかった。

さらに，媒精4時間後の卵内Kは時として核小

体を有する雄性前核を観察している。

精子奇形の中で比較的よく観察されるものに，

複尾精子がある。 ζのような精子は，運動性も

良く保たれているので，卵への受精の関与が考

えられる。私共の観察でも，明らかな 2尾部精

子が卵内にて正常な膨化頭部となっているとと

が認められている (Fig.2)。一方，形態学的

に正常と思、われた精子K於いても時として不完

全な膨化過程を生じるものや，全く異なる過程

にて膨化頭部を形成してゆくものがある。後帽

部領域からの halo構造の出現，早期消失等ほ

ほ生理的と考えられる膨化過程を経たにもかか

わらず，その後私共の分類 Ieの段階 Kて停止

した精子を Fig.3K示すo chromatinの両側

方には，黒い斑状権造物が特徴的に観察されて

いる。

Fig.4 K示す精子は，膨化精子頭部内に

Fig.l 

Fig.2 
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Chromatinの遺残が明らかに観察されるもの

である。との精子の初期膨化過程では，後帽部

よりの膨化が観察されず，頭部全体K一様な膨

化が認められたものである。 Fig.5では，先体

部より膨化の開始した精子を示す。膨化開始と

共vr.先体部領域は不鮮明となり，次第vr.halo 

構造が認められるようになる。 ζのhalo構造

内部には， mid-piece と連結した後帽部領域

が観察され， ζの部位にて膨化が開始していな

い事がわかる。又， ζの卵表層vr.は皮質頼粒も

観察されている。

Fig.6では，極体内に観察された膨化精子頭部

を示した。卵表層の皮質頼粒の消失事、よび雌性

前核の出現から， との極体は第2極体である と

考えられる。

尚，精子mid-piece についても改めて観察

すると，興味あるととに，全ての精子にないて

膨化頭部内での一部膨化が認められている。

考察

ハムスター卵 と向精子との受精系に沿いては，

媒精後約 1時間Kて膨化精子頭部が，約3時間

後には雄性前核の出現が報告されていdli今回

の観察からも， ヒト精子頭部の膨化は約 1時間

後には充分完了してなり ，初期膜融合から膨化

精子頭部完了までの種の時間的差は無いと考え

られる。しかしながら雄性前核の出現時聞につ

いては大きな差が認められている。私共の観察

した雄性前核出現は，媒精後約4時間であるが，

とのものは今まだ充分な前核形成はしてならず，

との点に関しては多精子受精による影響と考え

られる。

奇形精子の受精Uてついて考える時， との系に

は大きな問題点がある。透明帯除去による不動

Fig.4 

Fig.5 
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性精子との受精5)などは，その最も典型的なものと考えられる。又，円頭精子の無受精能ロ)も報告されている。

とれらの事は， ζの系K於ける精子受精能の評価に先体反応、の有無が最も大切なものであるととを示してい

る。精子奇形の中でも，比較的程度の軽いと思われる複尾精子K於いては，運動性や先体反応等に問題なく ，

in vivoにないても受精の生 じる可能性が示唆される。

今回観察した異常膨化過程を示した精子Kついては，同様な変化と思われる精子を Barroset al
13
)も報告

している。一般的に初期卵ー精子融合過程K必要な事と して，精子側での先体反応完了14)とれに従う後帽部及

び赤道節Plasma membraueの生理学的変化15弘嘩げられる。 ζれに対し，今回観察された精子では，後帽部

よりの生理的膨化が認められなかったので，何かしらの理由Kよる極めて稀れな変化なのかもしれない。

ハムスター卵の健体については，興味ある知見が得られている。すな わち， 第 1極体刷工微紋毛の存在が確

認されるものの，第2極体にはとの微紋毛が存在しな い?との事は，第2極体自体には，精子との融合機構が

欠如しているように考えられる。従って今回観察された極体内膨化精子頭部も，卵rneta phase IIの時期K侵

入 ・膨化した精子が，その後第2極体側に引かれていったものと考えられる。

精子rnid-pieceの卵内での変化についてはあまり知られていない。 Szollosland Hunter1;) Barros et 

al l~) そして井上ら叫ま，卵 Cytoplasrna 中の rn i d - p i e c e すなわちrnitochondoriaの存在を報告してい

る。今回の観察では，光顕を用いたものの為，今後電顕を用いて rnid-pieceの過程をも追ってゆくつもり

である。
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長期間低温保存 した培養液 (M1 6 )による

マウス前核期受精卵の培養並びK移植試験

Effect of storage period of the cul ture medium(M16) 

on the development of mouse zygotes in vi tro and in vivo 

塩田ゆみ・角田幸生

Yumi SHIODA and Yukio TSUNODA 

農林水産省畜産試験場繁殖部

Department of Reproduction， National lnstitute of Animal Industry 

The present study was undertaken to examine the effect of storage period of the 

3) 

culture medium，門16(Table 1)， on the development of mouse zygotes to blastocyst stage in 

vitro， and to 1 ive fetuses after transfer to recipients. 

トlousezygotes obtained from the superovulated Fl (C57BL/6 X CBA) females 18 hrs after 

hCG injection were used. The zygotes with two pronuclei were cultured for 4 days in one 

of the medium either fresh、storagedfor 30 days、60days、or90 days in the refrigerator. 

Blastocysts developed from zygotes cultured in each medium were separately transferred 

into the uteri of recipients on the third or the 4th day of psedopregnancy. They were 

kil led on day 18 to examine the number of implantation sites and I ive fetuses. 

In fresh medium， 185 of 228 zygotes (81%) were developed to blastocyst stage. The 

proportion of blastocysts developed from zygotes cultured in preserved media was not 

significantly different from that obtained in fresh medium (76~85% ， in table 2). 

The proportions of implantation sites (58 to 65%) and 1 ive fetuses (38 to 51%) after 

transfer of blastocysts developed in preserved media were not also significantly different 

from those (67% and 46%) obtainded in fresh medium (Table 3). 

The present study clearly demonstrated that the chemical Iy defined culture medium，門16，

could be preserved at least for 90 days in refrigerator without any detrimental effect on 
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mouse zygotes. 

緒 吾日

旺の体外培養は、晴乳動物の初期発生過程を研究する上で欠かすことのできない技術である。これ

まで主としてマウスおよびウサギ旺を用いて、妊の体外培養に及ぼすエネルギー源、アミノ酸、浸透
1‘ヨ〉

庄、 pH、培養の気相あるいは培養液の作製に用いる水質等多くの要因が検討されている。マウスで

は、¥oIhitteλ3化学合成培地を用いて 8細胞期旺を庇盤胞期まで体外で発育させることに成功して以

来、主としてクレプスーリンゲル重炭酸塩溶液 (KRB)が用いられ多くの改良が加えられてきてい

る。その結果現在では、受精直後の前核期卵を旺盤胞期まで高率に発育させ、またこれらの培養卵を
3.5.6) 

受卵雌に移植することによって産児が得られる培養液が開発されている。

これらの化学合成培地は、研究者によって異なったいくつかの方法によって作製されている。すな

わち、(1)必要な試薬をすべて秤量して混合する方法、 (2)無機塩類、グルコースやピルビン酸等を

含む試薬および炭酸水素ナトリウムの保存液をそれぞれあらかじめ作り混合する方法、 (3)す-べての

試薬の等張液を保存液として作っておき混合する方法、のいずれかの手法によって調整されている。

いずれの場合も、保存液は低温下で1ヶ月問、最終の混合液は 1-2週間以内に使用することが望ま
3.7-9) 

しいとされている。しかしながら、化学合成培地の保存性についてはほとんど、検討されておらず、わ
10) 10) 

ずかに¥oIalesand ¥oIhittingham の報告があるのみである。同氏らは、培養液を長期間低温下に保存

すると、培養液中に含まれるピルビン酸が脱カルボキシ化するため、マウス妊の体外での発生率が低

下すると報告している。

ヨ〉

本実験は、 マウス旺の体外培養に最も広く用いられている培養液の 1つであるM16を用いて、保存

日数別に旺の培養および移植試験を行ない、培養液の保存性について験討した。本実験の目的は、マ

ウス旺の生存性を低下させることなく、培養液を長期間保存する技術を確立し、培養液作製の労力を

軽減することである。

材料および方法

1)供試動物: 実験には自家繁殖したF1マウス (C57BL/6X CBA)の成熟雌を用いた。

2)採卵:P門SG(5IU)と hCG(5IU)を48時間間隔で投与して過剰排卵誘起後、 CBA系成熟雄マウスと

交配した。 hCG投与後17-18時間目に卵管膨大部を裂き、卵丘細胞に包まれた 1細胞期卵を採取した。

採取後 5-6時間前培養をし、ついでヒアルロニターゼ (300IU/ml，BSA欠門2)で卵丘細胞を除去した

のち前核が 2個みられる卵子のみを選び出した。
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3) 

3)培養液の調整:Whittinghamの門16液を用いたく表 1)。

各試薬は、原法lこ従って保存液を作製し、冷蔵庫内に保存して

1ヶ月間使用した。なお炭酸水素ナトリウム、ピルビン酸ナト

リウムおよびフェノールレッドは 1週間ごとに作製したものを

用いた。各保存液はプラスチック製ディスボーザプルピベット
12) 

(J7JDン社製〉を用いて規定量を秤量して混合後、 5%C02.、95%空

気の混合ガスを10分間通気した。ついで、ウシ血清アルブミン

( No.A-4378，シタマ社製〉を添加後ミリボアフィルタ一 (0.45μ，

ミリ訂社製)で櫨過滅菌し、プラスチック製小試験管制0.2003，

J7J日ン社製)に分注して冷蔵庫内(3.6"C)で30-90日間保存し

た。なお、試薬の調整には脱イオン後蒸留した水を、調整直前

にさらに2回蒸留した3回蒸留水を用いた。

4)体外培養:採取した前核期受精卵は4群に分け、調整直後

の新鮮培地(対照区)および30、60ならびに90日間保存した培

養液でそれぞれ4日間体外培養し、旺盤胞への発生率を調べた。

培養は5%C02、95%空気の気相下で、流動パラフィン(軽

Table 1. Composition of門16
3) 

Compound g/I 

NaCI 5.534 

KCl 0.356 

CaClz 0.189 

KH孟PO~ 0.162 

門gSO.・7HzO 0.294 

NaHC03 2.106 

Na lactate 2.608 

Na pyrvate 0.036 

Glucose 1.00 

Bovine serum albumin 4.00 

Peni ci 11 i n 100U/ml 

Streptomycin 50μg/ml 

。istiIled H20 lJp to lL 

質、 BDH社製)を満たしたプラスチックシャーレ (No.3001、ファルコン社製)に入れた培養液の小

滴 (0.1ml)内で行った。なお、各培養液は前日に小滴をつくり、炭酸ガス培養器内に静置したもの

を用いた。

5)移植: 培養後旺盤胞期ヘ発育した旺は、受卵雌に移植して産児への発生能を調べた。受卵雌に

は、精管結紫雄マウスと交配した偽妊娠3日目あるいは4日目〈腫栓確認日を第1日目とする)の雌

マウス (CO-1系〉を用い、子宮角当り 3-5個の旺を移植した。いずれの受卵雌も妊娠18日目にと殺

して、着床数ならびに生存胎児数を調べた。なお、結果の統計処理はXZ検定により実施した。

結果

第2表に、培養液の保存日数別の培養成績を示した。新鮮培養液を用いた場合、培養した前骸期受

精卵のうち81%が旺盤胞へ発育した。表から明らかなように、 30........90日間冷蔵庫内に保存した培養液

を用いても体外における旺の発生率は低下しなかった。すなわち、 30日間保存した培養液を用いた場

合の妊盤胞への発生率は85%であり、対照区と差のない高い発生率であった。また、 60日および90日

間保存した培養液を用いた場合でも庇盤胞への発生率は76%および83%と高く、いずれも対照区にお
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ける発生率と比べて有意な差は認められなかった。

Table 2. The effect of storage period of medium on the 
development of mouse zygotes in vitro. 

Storage per i od No.of zygotes No.of zygotes 
of the medium cultured developed to blastocysts(%) 

Fresh 228 185 ( 81 ) 

30 days 139 118 (85 ) 

60 days 63 48 (76 ) 

90 days 81 67 (83 ) 

Table 3. The viability of blastocysts developed from zygotes cultured 
in mediam preserved for different period， and transfered to recipients. 

Storage per i od No.of blastocysts No.pregnant/ No.of No.of 
of the medium transferred No.of recipients(%) implants(%) I i ve fetuses(約

Fresh 52 9110 (90) 35(67) 24(46) 

30 days 35 717 (100) 22(63) 18(51) 

60 days 37 517 (71) 24(65) 14(38) 

90 days 26 5/6 (83) 15(58) 11(42) 

旺盤胞へ発生した旺の移植成績を、第3表に示した。対照区においては、 52個の柾盤胞を10匹の受

卵雌に移植した結果、 9匹が妊娠し35個 (67%)の着床が確認され、 24匹 (46%)の生存胎児が得られた.

表から明らかなように、 30----90日間低温保存した培養液を用いて得られた恒盤胞を移植した場合の妊

娠率 (71----100%)、 着床率 (58----65%)および生存胎児率 (38----51%)は、いずれも対照区と比べて大差

なく有意な差はみられなかった。

考察
4) 

IJhittenが、化学合成培地を用いてマウス8細胞期駐の体外培養に成功して以来、培養液の組成や培

養条件等に多くの改良が加えられ、現在では 1細胞期卵を旺盤胞期まで体外で高率に発育させること
3.5.6) 

のできる化学合成培地がいくつか開発されている。これらの化学合成培地の多くは、 KRBを基本と
主.守、 9)

して修正されたものであり、いずれも最終の調整後 1----2週間以内に使用する必要があるとされてい

る。しかしながら、旺の発生率を低下させることなく、培養液を低温下に保存できる保存期間につい
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10) 10) 

てはほとんど検討されていず、わずかに Walesand Whittin抑制の報告があるにすぎない。同氏らは

50Cに 1ヶ月間保存した化学合成培地を用いてマウス2細胞期旺を培養した結果、阪盤胞への発生率

は新鮮培地を用いた場合に比べて低いことを明らかにした。その原因として、培養液中のピルビン酸

が保存期間中に脱カルボキシ化するためと考えられている。

10) 

しかしながら、本実験で得られた結果は Walesand IJhittinghamの報告とは異なり、マウス初期駐
3) 

の体外培養に広く用いられている化学合成培地M16液は、少なくとも90日間冷蔵庫内に保存できるこ

とが明らかになった。すなわち、受精直後の前骸期マウス卵を、 90日間保存した培養液で4日間体外

培養した場合の庇盤胞への発生率は 83%であり、新鮮培地を用いて得られた対照区の発生率 81%に比

べて差がみられなかった。また、これらの旺盤胞を受卵峨に移植後得られた受胎率 (83%)、着床率

(58%)および生存胎児率 (42%)は、新鮮培地を用いて得られた成績 (90%，67%および46%)に比べてい

ずれも育意な差は認められなかった。

10) 
Wales and Whittinghamが用いた動物の系統、培養条件あるいは培養液の保存条件等は明らかにさ

れていないことから、本実験で得られた結果との相違を比較することはできない。保存後の培義液中

のピルビン酸濃度は測定していないが、ピルビン酸は希釈された条件下ではきわめて不安定であるこ
1-4) 

とを考えると新鮮培地に含まれる 0.33門より低い濃度でマウスの1細胞期卵を駐盤胞へ発生させる

ことが可能と推察される。

本実験では培養液を、完全には密封されていないプラスチック製試験管に分注して保存したため、

保存期聞が長くなるに従ってpHが 9.1まで上昇した。しかしながら、培養前日に流動パラフィンを

入れた培養皿に培養液の小滴を作り、 5%C02、95%空気の炭酸ガス培養器内に静置したため、培

養開始時のpHは保存前の 7.4に下がっており特に問題はみられなかった。 90日間保存後も培養液中

に沈殿はみられず、また培養期間中雑菌等は全く観察されなかった。

従来、化学合成培地は 1.......2週間ごとに調整する必要があるとされていたが、本;実験の結果からマ

ウス阪の生存性を低下させることなく、少なくとも90日間冷厳庫内に保存できることが明らかとなっ

た。現在、さらに長期間保存したM16液を用いてマウス粧の培養ならびに移植試験を継続中である。
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マウス 2細胞期卵から分離した割球

の体外発育

In vitro development of blastomeres isolated from 2-cell eggs in mice 

中村克彦・石島芳郎

Katsuhiko NAKA門URAand Yoshiro ISHIJI門A

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. 

The present paper describes the in vitro development of single blastomeres iso-

lated from 2-cell eggs in mice. 

Two-cell eggs were recovered from CF 持1females which were injected with 5 IU 

of PMS followed 48 hours later by 5 IU of HCG and were mated ωi th ferti le CF:!:tl 

males. Zona pellucidaeωere removed by incubation in Hanks medium containing 0.2 

9/0 pronase for 5 to 8 minutes， and the zona free eggs were washed two times with 

Hanks medium. Blastomeres were separated mechanically with a glass pipet in Ca 村

and Mg*free Hanks medium containing 0.02 % EDTA. Separated blastomeres附 rein 

cubated in drops of culture medium(Whitingham 1971) coverd with paraffin oil at 

37.c in an atmosphere of 59/0 CO 2.，959/0 air for 72 hours. 

Of the 576 single blastomeres isolated from 288 2-cell eggs， 416(72.2 9/0) deve 

loped to blastocyst in culture for 72 hours. This rate ωas similar to the rate 

of development into blastocyst in zona free 2-cell eggs，although lower than that 

of normal 2-cell eggs. The proportion of monozygotic pair embryos developed to 

blastocyst陥 s61.5 9/0 in this culture. 
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緒言

近年，マウス， ヒツジ，ヤギ， ウシおよびウマなどで， 1個のembryoをマイクロマニプ

レーターを用いて 2分離あるいは切断し，その 1組の分離embryoをrecipientに移植して

ー卵性双子が作出されていることはよく知られている(1)。 一方， このembryoの分離法

として， 2"'8細胞のような初期embryoでは， EDTAを添加したCaぺMtfreeの培養

液中で軽くピペッテングして割球を分離する方法がマウスで試みられている (2，3，4，5)。

このEDTA添加による割球分離は，マイクロマニプレ ションを用いる必要がなく，

割球の損傷も少ないので， 一卵性双子作出ばかりでなく， 一卵性多子用の割球や実験用の

割球を得るのに便利な方法である。しかしながら， この分離法で得られた割球の体外発育

についてはまだ検討が少なく (2，3，4)，移植結果も芳しくない (2，5)。

本実験では，ー卵性多子作出にこのEDTAを用いた割球分離法を応用していく前段と

して，まずマウス 2細胞期卵から得られた分離割球が著者らの培養系でどの程度発育させ

られるか検討した。

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CF:!:j:l系マウスの成熟雌 (2"'5カ月

齢)を用いた。

2 )採卵

IV期の午後3時に5IUのPMSGを皮下注射し，ついで48時間後に5IUのhCGを皮下

注射して交配する過排卵誘起法を周い， h CG注射後48時間にマウスをと殺し，卵管j主流

法によって2細胞期卵を採取した。この採卵にはHanks液を用いた。

3 )透明帯の除去

採取した2細胞期卵を直ちにプロナ ゼ(アクチナ ゼE，科研製薬)を0.2%含むHan

ks液中に移して 5"'8分培養し，透明帯の一部が消失しかけたらプロナ ゼを含まないH

anks液に移し，軽いピペッテンクcにより行った。

4)割球の分離

透明帯を除去した2細胞期卵をHanks液で洗浄後， EDTA (第一化学)を0.02%含む

cJ;MJfreeのHanks液中に移し，数回ピベッテンク守することにより行った。
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5 )培養法

培養は，プラスチックシャ レ (35x 10mm)にo.1mlの小滴を4個っくり，各小滴に 1

割球 0/2embryo)ずつ入れ， 1シャーレに 2対入るようにして行った。培養液にはM16液

を用いた。培養条件は，炭酸ガス 5%，空気95%，湿度 100%，温度370cとした。

なお，対照区として，正常な 2細胞期卵ならびに透明帯除去2細胞期卵を，各小滴Lこl

個ずつ入れa 同じ条件で培養した。

6 )観察

培養割球ならびに培養卵は， 24時間ごとに実体顕微鏡下で観察を続け，終局的に72時間

後の発育程度をもとに発生率の比較を行った。

結果

-#- iI・
EDTAを添加したCa， Mg free培養液中で透明帯除去したマウス 2細胞期卵を2分

離し，その割球の体外発育能を調べた。

本実験では，透明帯の除去にプロナ ゼを用いたが，その結果，損傷なく透明帯が除去

できた卵の割合は88.4%(578/654個)であった。また，透明帯除去卵のうち 358個を割

球分離に供した結果， 288個 (80.4%)が全く割球を損傷することなく 2分離できた。

この 288個から得た分離割球 576個を72時間培養し，同様に培養した正常な2細胞期卵

ならびに透明帯除去2細胞期卵の発生率と比較した。その結果はTable 1に示す通りで

ある。 Table 1から明らかなように，分離した割球のblastocystへの発生率は 72.2% 

で，透明帯除去2細胞期卵の73.6%と大差なかったが，正常2細胞期卵の87.5%にはおよ

lぎなかった。

Table 1 In vitro development of blastmeres isolated from 2-cell 

stage eggs in mice 

Type of embryos No.of S tage 0 f deve 1 opmen t reached * 

embryos Blastocyst 卜10rula Abnormal Degene ra ted 

blastocyst embryo 

Intact 2-cell egg 641 561 (87.5) 21 ( 3.3) 59 (9. 2) 

Zona free 2-cell egg 220 162 (73.6) 2200.0) 2400.9) 12 (5. 5) 

Zona free ~ん embryo 576 416(72.2) 43 ( 7.5) 6601. 5) 51 (8.9) 

Values in parentheses are percentage of the number of embryos used. 

*Stage reached after 72 hrs in cul ture. 
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また> blastocystへに発育した分離割球のうち，対で発育した率は61.5%077 /288組)， 

一方のみ発育した率は21.5%であった (Table 2)。この結果，供試卵がともかく blas

tocys toに発育した率は83%となり， この率でみるかぎりは正常2細胞期卵の発生率に匹

敵するものであった。

Table 2 Development of the monozygotic pairs of 

blastomeres iso1ated from 2-ce11 eggs 

No. of No. of No. of 

pair embryos pair embryos one ha1f embryos 

cu1tured deve10ped deve10ped 

to b1astocyst ( % ) to blastocyst (% ) 

288 177 (61. 5) 62 (21.5) 

培養開始ならびιこ培養後のembryoの形態は図 1'""9に示した。

Explanation of Figures 

Fig.1. Intact 2-cell egg. 
Fig.2. 8-ce11 deve10ped from intact 2-cell egg after 24 hrs in cu1ture. 
Fig.3. B1astocyst developed from intact 2-cell egg after 72 hrs in culture. 
Fig.4. Zona free 2-cell egg. 
Fig.5. 8-cell deve10ped from zona free 2-ce1l egg after 24 hrs in culture. 
Fig.6. B1astocyst developed from zona free 2-e11 egg after 72 hrs in cu1ture. 
Fig.7. Pair of ha1f embryo isolated from 2-ce1l egg. 
Fig.8. Pair of 4-ce1l deve10ped from half embryo after 24 hrs in cu1ture. 
Fig.9. Pair of blastocyst developed from halfembryo after 72 hrs in culture. 
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なお，対で発育した14組のblastocystを，偽妊娠4日のrecipient14匹に，それぞれl

組ずつ移植してみたが，いずれからも産子は得られなかった。

考察

一卵性多子作出のためのembryoの分離法のひとつとして， EDTAを添加したCJMJ

freeの培養液中で軽くピペッテングする方法がマウスで試みられている(2，3，4，5)。この

方法は，高価なマイクロマニプレーターを必要とせず，割球に対する損傷も少ないことか

ら，分離割球を簡便に得る方法としてこれからも広く利用されることが考えられる。しか

しこの方法を再現性のある方法として受け入れるにはまだ検討が不十分のように思われ

る。本実験では， この方法が誰にでも簡単に利用できるかどうかを知るために，マウス 2

細胞期卵を用いて初歩的な検討を行ってみた。

まず，分離に先立ってプロナーゼ、による透明帯除去について出来るだけ多くの卵を対象

に実施した結果，割球に損傷なく透明帯が除去できた割合は88.4%(578/654個)で， loss 

した卵が11.6%もみられた。このlossはおそらく取り扱う卵を少なく，慎重に扱えばもっ

と軽減できると思われる。

本実験では，透明帯除去卵のうち 358個の卵をEDTA添加培養液で割球分離に供した

が，全く割球を傷めずに2分離できたのは80.4%に当たる 288個であった。この率は，鈴

木ら(4)が本実験と同様な方法で94--100%分離に成功しているのに比べると劣るもので

あったが，マイクロマニプレーターでマウス 2細胞期卵を分離した長嶋ら(6)の率より

は若干上回っていた。

2分離した割球の培養によるblastocystへの発生率は72.2%(416/576割球)で，同時に

培養した正常2細胞期卵の87.5%にはおよばなかったが，透明帯除去2細胞期卵の73.6%

とは大差なかった。このことは，分離割球の発生率が劣った原因が，分離による影響では

なく，むしろ透明帯のないことに起因していることを示唆している。これまでに， EDT 

A添加培養液中でマウス2細胞期卵を2分離した場合の発生率は， Fiser and Macpherson 

(2)がSwissAlbinoマウスで44.6%，Tojo et al. (3)がC57Bl/crSlc系雌にDBA/2S1c雄を

交配した F1卵で87.7%，また鈴木ら(4)がIVCSならびに F1マウスで91--100 %の値

を報告している。今回の発生率は， Fiser and Macpherson(2)よりはかなり高い率であっ

たが，その他にはおよばなかった。こうした発生率の差は，用いるマウスの系統差が考え

られる。
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今回> blastocystに発育した分離割球のうち，対で発育したものは 288組中 177組

(61.5 %)であり> 6 2組 (21.5%)は一方のみが発育，また 49組07.0%)は双方と

も発育しなかった。この結果，供試卵が何らかの形でblastocysUこ発育した率は83%とな

り， この率でみるかぎりは正常2細胞期卵の発生率にさして劣るものでなかった。今回の

対の発生率は，鈴木ら (4) が同様な方法で86~100 %を得ているのには遠くおよばなかっ

た。いずれにせよ，今回ある程度の発生率が得られたことは> EDTAを用いた分離法が

十分活用できることをうらずけているように思われた。今回，対で発育したblastocystを

l組ずつ recipienUこ移植しでも産子は得られなかった。これは当然予測された結果であ

り(2，5)>今後適切な移植法の開発がこの実験では必要と考えられた。

要約

本実験の結果を要約すると次の通りである。

1 )プロナ ゼ添加により割球を傷めることなく透明帯が除去できた割合は88.4%(578/ 

654 )，また， EDTA添加培養液中で全く割球を損傷することなく 2分離できた卵の率は

80.4% (288/358)であった。

2 )分離割球のblastocystへの発生率は72.2%(416/576)で，透明帯除去2細胞期卵の73

.6% (1621220) とは大差なかったが，正常2細胞期卵の87.5%(5611641)にはおよばなか

った。また，分離割球が対でblastocysUこ発育した率は61.5%(1771288組)で， 62組(21.

5 %)は一方のみが発育し> 49組(17.0%)は双方とも発育しなかった。

3 )偽妊娠4日のreci p i en t 14匹に，対で発育したblastocystをそれぞれl組ずつ移植し

てみたが，産子は得られなかった。
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Cen ter 

Abstract 

It is well known that in mammalian oocytes m巴ioticdivision is resumed by LH surge. 

Oocy tes and pr巴ovulatory follicles from imma tur巴 rats injected with PMS or PMS-hCG 

were used for studies of the changes in energy metabolism during oocyte maturation. 

The ac tivi ty 0 f phospho fructokinase，. a r ate-→imi ting enzyme in glycolysis， and ATP 

content in one oocyte were measured using an ultramicroassay called the enzymatic 

cycling method. They increased markedly in parallel wi th meiotic matura tion after h CG 

injection. The activity of phosphofructokinase increased after PMS injection disso-

ciated from meiosis， which may be med ia t巴d by production of estrogen within the 

follicles. 

Oocyte maturation should be considered meiotic and cytoplasmic separately. 1t is 
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proposed that activated energy metabolism， that is， glucose metabolism， is so good an 

indicator for cytoplasmic maturation as germinal vesicle breakdown and polar body 

emission for meiotic maturation. 

緒詳
ロ岡

哨乳動物では，卵は一般に LH surge IC:::より減数分裂を再開して germinal vesicle breakdown 

(GVB)をおこし，第 2減数分裂中期にいたって受精能を獲得する。 1935年， PincusとEnzmannu)

は家兎の卵胞より取出した卵はホノレモンの影響を受けずに invitroでGVBをおこ し第 2減数分裂中

期まで進む現象， すなわち spontaneous maturation について発表したが，その後この現象は他の晴

乳動物においてもおきることが確認された。 しかし，このような卵を用いて体外受精・旺移植を行っ

た場合，正常な胎仔へ発育するものは 1%足らずで，ほとんどの場合，卵子内へ進入した精子頭部の

膨化や雄性前核形成が阻害されてい る9)。これは， spontaneous maturationの場合卵の細胞質中に

合成される雄性前核成長因子の量が不十分なためではないかと考えられている叫

そこで，卵の成熟を検討する際には GVBや第 1極体形成を指標とする核の成熟 rnuclearmatu-

ra tionJだけではなく，細胞質の成熟 rcytoplasmicmaturationJもまた考慮する必要があをという

概念が生まれた14卵のタンパク質合成能凶や呼吸能8)などを成熟の指標とする必要があるとの考え
である。しかし，晴乳動物卵は直径約 100μmと非常lζ微小なため，従来は複数個を集めなければ分

析することができなかったが，われわれは酵素的サイクリング法5)7)による超微量定量法を確立し，

卵細胞 1個の物質代謝の分析を可能にした15)。本研究ではこの方法を用いて，卵のエネ Jレギ一代謝を

その細胞質の成熟の指標とみなし，解糖系の律速酵素である phosphofructokinase(PFK)活性の卵

成熟過程におけ る変化を検討 した。またそれに加えて，卵のATP含量の測定及び plasmaestradiol 

の測定を行った。

実験 材料および方法

1 試薬

1) P F K活性測定， AT  P定量に用いた酵素

酵素はすべて Boehringer Mannheim社の硫安浮遊液を購入し，使用直前に遠沈により硫安を除去

し20mMTris -HC 1 (pH 8.0)溶解した。

2) その他

NAD， NADH， NADP， NADPH， ATP， AMP， glscose-6-phosphate， oxalacetate， 

α-ketoglutarate， hyaluronidaseはBoehri nger Mannhe i m社， P M Sは帝国臓器， hCGは持田

製薬， 3-isobutyl-1-methyl xanthine (IBMX)はResearchBiochemicals Inc. より購入し，

その他の試薬もすべて特級を用いた。
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2. 実験動物

Wistar 系幼若雌ラット 25日齢(体重約 50S')を用いた。第 1群は25日齢iζ断頭屠殺後，採血し，

卵胞内卵細胞を採取した。第 2群は25日齢lζPMS( 10 i u/0.2mt生食)を皮下注射し48時間後に断頭屠

殺し，採血と卵胞内卵細胞採取を行った。第 2群の一部を用いて， cumulus -oocyte complex (CO 

C )の培養を行った。第 3群は， P M S投与 48時間後に卵巣より成熟卵胞(径 0.7-l.0胴)を取出し

器官培養を行つむ第4樹立.PMS投与48時信勝ζhCG(30 iu/0.2mt生食)を皮下注射 し， 過排卵をおこし

た。 hCG投与 16時間後の排卵率は 100%であり，この時点で屠殺し卵管内卵細胞を採取した。第 5

群は， P M S投与時と，その 24時間後の 2固にわたり，強力な estrogenantagomst である LY 

1567586J (0.2， l.0， 5.0mfl /0.2mt溶解液:DMSO/生食=74')を皮下注射して 48時間後に断頭屠殺，

卵胞内卵細胞を採取した。各群で，ラット 10匹以上を用いた。

3 卵胞内卵細胞の採取

卵巣あるいは器官培養終了後の卵胞をculture dish (Falcon 3001)にとった PB S ( phospha te 

buffered saline pH 7.4 2mt中に置き，実体顕微鏡下lζ23グージ針で穿刺し， cumulus-oocyte 

complexを遊出させた。これを hyaluronidase300 iu斤zf，を含む PB S Iζ移し，ピペッテイングlζ よ

り卵丘細胞を除去し卵細胞単独にした。卵細胞は，新しい PBSで 3回洗浄し， GV  Bや第 1極体放

出の率を倒立位相差顕微鏡で観察した後， ガラス試料板lこ載せ凍結乾燥した。これを PFK活性測定

試料とした。

4. 卵管内卵細胞の採取

実体顕微鏡下lζ卵管を hyaluronidase 300iuみzf，を含むPBS中で切開し， CO  Cを遊出させ，以

下 3と同様の操作に より

試料を得た。

5. cumulus-oocyte 

compl巴x(COC)の培養

COCは0.2mM 1 BMX 

を含むmodified B WW  

<Table 1> 2mt中iζ3と

同様な操作で遊出させ，

別のmBWW中で 16時間

まで hCG 10iuゐtを添加

した群と，非添加の群の

Table 1. Composition of m BWW 

Component I Concentration (mM) 

KH2PO. 

MgSO.・7H20

Ca lactate'5H20 

Na pyruvate 

Na lactate 

Na HC03 
Glucose 

BSA 

K.Penicillin.G， 
Streptomycin SO. 

Phenol red 
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2群lζ分けて培養 した (2 0個/dish)。培養は 37'C， 5%C02， 95%airの条件下lζ行った。

6 卵胞器官培養

成熟卵胞をステンレス製グ リッドiζ載せ (20(固/グリッド)， 15% f巴talbovi ne serum ( G 1 B C 

o )を含むmBWW2mt中で， hCG10iu斤te添加，非添加の 2群 lζ分けて 12時間培養した。培養条件

は 5.と同様とした。

7. P F K活性測定法

Fig. 1. Measurement of PFK Activity 
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Fluorometry 

PFK活性は，解糖tζ続 くgIycerol生成 径路で生成される NADをサイク リング基質とし， N AD 

酵素的サイクリング法lζ より 400倍lζ増幅定量 した くFig-1>oNAD が生成されるまでの転換反応

条件は <Table2>に示した。反応液は 5μLと微量であるため， oil -well法を用いたくFig.2>ooiト

wellとは， テアロン板に直径 2脚，深さ 2mmの小さなwellを堀ったもので，その中lζ ノミラフィンを満

たし，反応液の蒸発を防ぐ一種の試験管である。 oil-well中に投下した卵細胞が反応液に到達す るこ

とをもって反応開始とし ，HC 1を加え余剰の NADHを壊 して反応を停止させた。生成された NA

Dは過剰l量の et hanolとoxalacetateの存在下で， alchol dehydrogenase (ADH)により NADHIと還
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元され，続いて malat巴

dehydrogenase (MDH) 

により NADIζ戻る。こ

の 1回のサイクリックな

反応でNADと等量の

mala te が生成される。

この反応を 400回くり返

すことにより元のNAD

の化学量論的に 400倍の

mala te が蓄積される。

100"C， 3分加熱による

反応停止の後， mala te 

を指示反応により NAD

HIC変えて鐙光光度計

(Farrand Ratioll) Iζ 

て測定し， N ADの正確

な増幅値を定量した。

8. A TP定量法<Fig.3> 

Table 2. Enzyme Reaction Condition 

Enzyme Reagent Reaction Volume of 
volume HCI(O 3M) 

2 mM MgCI2 
3 mM NH.CI 
O.2mM AMP 
5 mM Na2HP04 
2 mM Glucose.6.P 

Phosphof ruc tokinase I mM ATP 5.24μt 5.24μt 
O.15mM NADH 2 

3μg/ml Glucose'P'isomerase 
12μg/ml Aldolase 
3μg/ml Triose'P'isomerase 
12/1g/ml Glycerol-3-P-dehydrogenase 

This reagent was prepared in 100mM Tris-HCI buffer 
containing 0.05%( w/v) bovine serum albumin. The pH 
was 8.0 

Fig. 2. Oil-Well Technique 

① ② ③ 

t←-2mmー・4 Teflon 

1 The reagent(1-5μ1) is added. 

Incubation 
perlod 

30min 

:? The reaction is started by introducing an oocyte 

into the reagent droplet through the oil. 

1 The reaction is stopped by adding HCI(or NaOH) 

ATPは転換反応によって生成される NADPHをサイクリング基質とし， N AD  P酵素的サイク

リング法により 5000倍 lζ増幅定量した。転換反応は oil-well中で行い， NaOH を加えて反応を停

止させた。サイクリング反応、により元の NADPHの化学量論的に 5000倍の 6-pho s pho -g luc ona te 

が蓄積される。 100"C， 3分加熱による反応停止の後， 6 -phos pho-g 1 ucona te を指示反応により N

ADPHIζ変えて鐙光測定した。
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Fig. 3. Measurement of ATP 

1. An Oocyte is introduced into 0.2μ1 of O.IN NaOH 

0.2μ1 of 2~20μM NADPH in 0.1 N NaOH for 5 tandards 
40min at 60 C 

2. Add 1μ1 of ATP reagent句 30minat 20 C 

3. Add 5μ1 of 150mM NaOH. 30min at 60 C 

4. Transfer 3111 aliquots to 50μ1 of NADP 

cycling reagent in fluorometer tubes 

Incubate 40min at 38C: 3min at 100C 

5. Indicator reaction 

". ATP reagent 

50mM Tris-HCI pH8.0、MgCI，.ImM 

dithiothreiotol. 0.5mM: Glucose. 100μM: NADP 

20μM: BSA. 0.02%: Hexokinase. 2μg/ml 

Glucose-6・P-dehydrogenase.0.15U/ml 

9. plasma estradiolの測定

Transforming Reaction 

A TP+ Glucose _!:i竺生旦竺....ADP+Glucose-6-P 

Glucose-6-P 
Glucose-6-P+NADP'一一一一一-6-P'gluconate+ lr'iM四+H"

dehydrogenase 

NADP Cycling Reaction 

dehydrogenase 
Glutamate a-Ketogluta r ate 

Indicator Reaction 
6-P-gluconate 

止と星亘亘副+NADP'一一一一一→ Ribulosけ P+助肥批正+CO，一一 ωhydrogenase ---i 
Fluorometry 

第 1群と第 2群 のラットの plasma estradiol値を E2RIAキット(第一ラジオアイソトープ)に

よって測定した。

10 統計学的検討

平均値聞の有意差検定は Studentの t検定により ，比率の有意差検定はx2検定により行った。
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Fig.4. 

Spontaneous Maturation of COC 

第 2号時乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第 3巻

果結
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COC培養系におけるエネノレギ一代謝動

態 :<Fig. 4> 

PMS投与 48時間後の卵ではすべて

1. 

PFK活ve si cleが保たれており，germinal 

性は 3.45士0.18(pmol/oocyte/min， mean::!:: 

S. E. M.， n = 1 0，以下同様)であった。培養開

始と共ILGVBの率は急速に増加し 1時間後iζ

5 3時間後には 96.1% (n = 75.5% (n=5 3)， 

8時間後lζ は 100係(n=30)となった。51 )， 

PFK活性 も培養開始後 3時間で 6.09::!::0.4 3と

以後漸婚 し， 16時間後には 7.45急激に増加 し，

16hr 8 3 。。
を添加した

場合も PFK活性はほぼ同様の増加を示した。

hCG 10iuふzf，となった。士0.24

Fig.5. 

Effect of hCG on the PFK Activitv 
(follicle enclosed oocyte) 

卵胞器官培養系におけるエネノレギ一代謝

動態:<Fig. 5> 

2. 

添加h CG 10 iu/mi 培養開始12時間後には，

mean:tS.E M 

10 

E
-
Pヒ
¥
ωH
h
u
o
o
¥
一OE
a

群ではGVBの率は 86.9%，第 1極体放出率は

PFK活性は 6.23::!::0.3 9 4 1.0% ( n = 6 1 )， 

に上昇と培養開始前に較べて有意(p < 0.01 ) 

しかし hCG非添加群ではGVBの率はした。

PFK活性は 2.96士0.35と培4.5 % ( n = 6 6 )， 

hCG 

101U/ml 
hCG(ー)before 

culture 

5 

。
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Fig.6. 

PFK Activitv of the Oocvte 
(PMS-hCG treated immature rat) 

第 2号

過排卵処置系における エネノレギ一代謝動

7> 態 :<Fig. 6， 

3. 

100係無処置の未熟卵胞内卵細胆は，

mean:tS.E.M vesicleが保たれてお り(0=100)，germ ioa I 

7 

6 

5 

A
叫

E
-
E
¥由
#
h
u
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o
¥
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E
a

これは PMS投与 48時間後 (0=100)にも変

化がなかった。しかし， PFK活性は 2.29::!::0.31から

3.45土0.18へと有意(p<O.OI)に上昇した。 hCG

投与16時間後の過排卵卵のGVB率は 100%，

PFK活第 1極体放出率は 87.7%(0=211)，

3 性は 6.15::!:: O. 4 1と PMS投与 48時間後の卵

tζ較べて有意(p < 0.0 1 ) Iζ上昇していた。
2 

ATP含量は未熟卵胞内卵細胞で 0.23土0.05

(pmol/oocyte， meao::!::S.E.M. 0=10，以下

。0.29 ::!:: PMS投与 48時間後の卵で同様)， 
16hrs 
after hCG 

48hrs 
after PMS 

Immature 
hCG投与 16時間と上昇傾向を示し，0.04 

後の過排卵卵で 0.62土0.01と有意 (p<O.Ol) 

Fig.7. 

Contents of A TP in the Oocyte 

に増加した。
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Fig.8. 

Effect of PMS on Plasma Estradiol 

Concentration and PFK Activity of Oocytes 

第2号lTfti乳卵研誌 (J.Mamm. Ova R巴S.)第 3巻

卵成熟過程における estradiolの効果 :4. 

<Fig. 8，9> 

PMS投与前後でラットの plas日laestradiol 
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PFK活性の上から335:1:65 (n=5)へと ，

昇と平行 して有意(pく0.01 )に上昇 した。
ミ300
国
且

LY156758を追加投与 した場合の PFK

活性は 0.2m'J 2回投与群で 1.65:1:0.27(n=4)， 

200 1.0m'J2回投与群で 2.28土O.1 2 ( n = 4 )， 5呼
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PMS 2回投与群で1.6 4 :!: 0.2 4 ( n = 4 )と，

投与前と 同レベ ノレiζ抑制された。
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Fig.9. 

Effect of L Y156758 on PFK Activity 

(PMS treated immature rat) 
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考 察

酵素的サイク リング法は. 2つの酵素反応を組み合わせて 10 -15 mol以下の物質を単一細胞レベ

ノレで測定する方法で. Lowry. O. H.. 加藤らによって完成された。われわれはこの手法を用い，単

一卵細胞の PFK活性の測定法を確立した。卵は実際lζは受精後 8- cellまでは glucoseをエネノレギ

一基質として利用できないののが. F S H作用下の成熟初期の段階から糖代謝能の完成に向けて PF

K活性が上昇していくことが本研究で明らかになった。 PFK活性の上昇の結果， AT  Pの産生も進

み，受精前には卵のATP含量は，未熟卵の約3倍になる。

PMS投与前後において卵は GVBをおこさないが. P F K活性は有意に上昇した。また PM S IC:: 

よるFSH作用で plasma es tradiol値は上昇するが，強力な estrogen antagonistであ る LY  

156758の作用で PFK活性は抑制された。すなわち， LHsurge 前の卵胞内卵細胞に核の成熟は

見られないが， estrogen IC::より細胞質の成熟は進むことが明らかになった。 Bar-AmiとTsafriri

1) 2)は卵胞内卵細胞が卵胞から解放された場合， spontaneous maturationをおこす能力，

meiotic competence を有するためには，卵胞に十分FSHが作用し estradiolが産生されること

が必要であると報告 してい る。この melotlc competence は細胞質が十分に成熟した卵のみに獲得

されると考えられる。

COCの培養でも卵の PFK活性は上昇していくが. spontaneous maturation による卵では受精

能が低いとしづ事実から，受精能という機能的な面から捉えた卵の細胞質の成熟の指標として， P F 

K活性は適当でないかもしれない。 Moor10)は aminoglut巴thim ideを用いた卵胞培養実験によ りス

テロイドが雄性前核形成Iζ必須であることを報告している。堤14) は，卵のステロイド合成酵素のひ

とつである 3s hydroxysteroid dehydrogenase ( 3 s HS D )活性の測定を NADサイ ク リン グ法に

より可能にした。過排卵処理をした幼若ラットにおいて，卵の 3sHSD活性は hCG投与 8時間後

まで変化がなく .16-24時間後iζpeakを示し 48時間後には低下したとしてい る。卵の内因性の

ステロイド合成能を示す 3sHSD活性は， meiosi sとは相関しないが受精能の指標にな る可能性が

あり， 今後検討を要する。

PFK活性は，少なくとも核の成熟lζ連動する細胞質の成熟の指標とみなせる。現在GVBの観察

だけに終始している卵成熟機構の解明に，鋭敏な感度をもっ PFK活性の測定は有用であると考えら

れる。
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晴乳卵研誌
(J.Mamm.Ova Res.) 

Vo1・iJ;fル叫ハムスターテストとマウス受精卵初期発生成績からみた
体外受精用培養液の検討

A study of culture mediums for in vitro fertilization from an 

overview of the results of a hamster test and of the initial 

development of mouse fertilized embryo 

柳田 薫 星 和彦 村岡栄一 菅野 業 会田都美子

吉松宣弘 佐藤 章

K. Yanagida， K. Hoshi， E. Muraoka， K. Kanno， T. Aita， 

N. Yoshimatsu， A. Sato 

福島県立医科大学産科婦人科

Department of Obstetrics and Gynecology， Fukushima Medical 

College 

Many kinds of culture medium are used for human IVF -ET at various institutions around the 
world， but the reason for their use is not always clear 

We examined such culture mediums for human IVF as Hoppe & Pitts， mEarles， Ham's F-10， T6 
and for animal IVF as mBWW， mKRB， T ALP-2 for their applicability to fertilization and to embryo 
culture by the hamster test and cultural experiment of mouse 2-cell stage embryo， respectively. The 
mBWW showed the most favorable results in both experiments. It seems important for the mBWW 
to be reconsidered as a culture medium for human IVF. 

緒昌

Whittingham T 6， Ham's F -10をはじめとして世界の各施設でヒ 卜の体外受精，匠移植(以下 IVF-ETと
略す)に用いられている培養液の種類は数多い。しかし，なぜその培養液を用いているかの根拠は必ずしも明

確でなく ，IVF-ETを臨床応用する際の培養液の選択はむずかしいのが現状である。
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今回われわれは，現在使用されているヒト IVF用各種培養液と，実験動物の IVF用培養液として従来から使

われている数種類の培養液をとりあげ，受精に関する適性はハムスターテストで，又庇培養に関する適性につ

いてはマウス 2細胞期匪の培養実話》を行い，それぞれの成績を比較し，ヒト IVF用培養液について検討したの

で若干の考察を加えて報告する。

材料および方法

1 実験方法の概略

検討の対象と した培養液は，ヒ卜IVF用培養液である Hoppe& Pitts液，m Earles液，Ham's F -10液，

T.液， HTF液と実験動物のIVF用培養液である mBWW液，mKRB液， TALP-2液の 8種類である。

その各々の培養液を用いてハムスターテスト(透明帯除去ハムスター卵とヒト精子との invitro侵入実験)

とマウス 2細胞期匪培養実験を施行した。

2 .培養液

実験に供した培養液の組成を表 1 に示した 。 それぞれの pH は実験毎に検査し7 . 4~7 . 6に調整した。ハムスタ

ーテストの場合は，Human Serum Albumine (HSA)を加えてその3.5%溶液とし，マウス 2細胞期妊培養実

験では，Bovine Serum Albumine (BSA)を加えて0.5%溶液とした。浸透圧は mBWW液が308mOsmで他

表 l 検討した培養液とその組成

組 成(mM) Hop問&P，tts 昨】Earles Ham's F.l0・1 T6 HTF mBWW mKRB TALP-2・z

NaCI 88.0 116.4 126.7 99.4 101.6 84.0 99.6 124.8 

KCI 4.78 5.36 3.82 1.42 4.69 4.78 4.78 2.68 

MgSO，・7H，O 1.19 0.81 0.62 0.71 0.20 1 19 1.19 0.49 

KH，POι 1.19 0.61 0.37 1.19 1 19 

NaH，PO，'2H，O 101 0.36 

Na，HPO， 1 10 0.36 

CaCI，・2H，0(orCa lactateJ 1.71 1.80 3.00 1.78 2.04 171 171 1.80 

NaHCO， 22.60 25.00 25.00 25.00 25.00 35.71 25.07 11.90 

Na-Iactate 21. 6 24.9 214 21.58 21.58 9.00 

Na -pyruvate 0.25 0.10 100 0.47 0.33 0.25 0.5 0.09 

Glucose 5.56 5.56 6.11 5.56 2.78 5.56 5.56 4.50 

PeOlcliiln (200.oo0Iu/.I) O.lml O.lml O.lml O.lml O.lml O.lml O.lml O.lml 

pH 7.4-7.6 

ホ 1 Amino acids、Vitamins等を含む

本 2 Tauri冊、Epinephrineを含む

;王 ハムスターテストでは3.5%HSA溶海、マウス2細胞期経培養実験では05%日SA港湾とする
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の培養液では275~290mOsmであった。

3.ハムスターテスト

i)透明帯除去ハムスター卵の作製

概略は図 1 に示した。体重90~ 150gの成熟メスゴー

ルデンハムスターを用いた。発情周期の第 1日目

(postestrous dischargeの認められた日)の午前中に

PMS 30 iuを腹腔内に投与，第 3日目に hCG30 iuを

投与することで過排卵をおこさせ，hCG注射後17時間

目に開腹して卵管中より未受精卵を採取した。その卵

を0.1% hyaluronidaseで15分間処理して卵丘細胞を

分散させて卵子を分離， 実験に供する培養液の0.3%

HSA液にて 3度洗浄後o. 1 % trypsinで3分間処理し

て透明帯を溶解除去した。その後さらに 3回洗浄して

できた透明帯除去ハムスター卵子を検査に供した。

ii )精液からの精子の分離

図 l 実験方法一 l ハムスタ ーテスト

ゴールデンハムスター ヒ卜精液

↓過排卵処理PMS-HCG 1楕海静置法
未受精卵回収 運動良好精子の回収

10.1%ヒアル口ニダーゼ | 

卵丘細胞分散 精子浮遊，直

| で¥ 十 ミヰラルオイル

培養 4時間 -...._検査培養液 0.3ml

37・C 5 %CQ，大気|

精子侵入の有無検査

精液は健康成人男子より用手法にて得られた。室温に約20分静置して十分に液化させた後， mBWW液(HSA

0.3%) 2 mlを入れた試験管の底に静かに0.5mlずつに等分する。試験管口をパラフィルムにて覆い，精液 ・培

養液境界が広 くなるよう30。に傾け3TCに1時間静置する。この間に，運動良好精子は精液中から培養液中に

sWlm upして来る。管底に残った精液を捨て，残った mBWW液を遠心 (230X g 5分間)により 2度洗浄後，

一定の濃度 (lOXI06/ml)になるように，検査培養液(HSA3.5%) 0.3ml中に移した。なお検査培養液はiプラ

スチック製ペトリ皿に入れ，その上をミネラルオイルで覆った。その後4時間の前培養を行い実験に供した。

iii)培養 ・判定

前培養の終了した一定濃度の精子を含むペトリ血中の検査培養液 (HSA3.5%含.0.3ml)の中に透明帯除去

ハムスター卵子を入れ， 370C 5 % CO，大気中で4時間培養した。

侵入の判定は位相差顕微鏡下に卵を観察して行った。 卵内に1個以上の膨化精子頭部もしくは雄性前核が尾

部を伴っている場合，侵入していると判定した。

4.マウス 2細胞期座培養実験

実験方法の概略を図 2 に示した。使用マウスは 7~9 週令の C57BL/ 6 Nで，PMS8iuの腹腔内投与後48時
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問目に hCG8 iuを投与し過排卵操作を行いその後交 図2 実験方法 2 "ウス 2細胞期医の培養実験

自己させた。翌朝，腔栓を認めた雌マウスについて，hCG

投与48時間後に腹部を切開し，実体顕微鏡下に卵管よ

りwash out法および乱切によって受精卵を採取し

た。この時卵は 2細胞期腔となっておりこれらを実験

に供した。検査培養液0.5mIをプラスチック製ペトリ皿

に取 りミネラルオイルで覆い，この中にマウス 2細胞

期旺を入れ，37T 5 % CO2大気下で培養した。 24時間

後実体顕微鏡下で桑実匠，胞妊に発育したものを正常

発育卵 と判定した。

成績

1 .ハムスiターテスト

8種類の検査培養液に対するハムスタ

ーテストの成績を表 2に示した。何個の

卵子に侵入が見られたかを数え(精子侵

入卵数)，実験に用いた卵総数に対する割

合を%表示(侵入率)したものである。

文， 1個の卵当たりの侵入精子数を平均

侵入精子数(侵入景子数)として示

した。

表2

精子の侵入率を見ると最も良好な成績

であったのがmBWW液の55%で，次い

でT6液の48%，Ham's F -10液の44%，

HTF液の43%で，他は40%以下であった。

士音 養 J夜

Hoppe & Pitts 

m Earles 

Ham's F-l0 

T6 

HTF 

m BWW 

m KRB 

TALP-2 

使用マウス C57BL/ 6 N 7 -9週令

ハムスターテストの成績

実験回数 卵実験に総用い数た 精子侵入
卵数 侵入精子数
(%) 卵

6 45 13 29% 0.6 

6 50 14 28% 1.1 

9 46 20 44% 0.9 

5 48 23 48% 0.9 

6 53 23 43% 0.6 

15 137 75 55% 2.0 

5 49 15 31% 0.4 

6 49 15 31% 0.4 

平均精子侵入数でも mBWW液が2.0，mEarles液が1.1，Ham's F-10液が0.9，T6液が0.9であった。

侵入率，平均精子侵入数からでは，ヒ卜体外受精用培養液と実験動物用培養液の聞には明らかな差は認めら

れなかった。

次にハムスターテストの成績の良好な順に培養液を並べ，それらの培養液に含まれる Na+， K+， Ca2+， Mg2+ 

のそれぞれのイオン濃度と Na+/K+， Ca2+ /Mg2+ (それぞれのイオン濃度の比) を表3に示してみた。実験

培養液中の Na+，K+， Ca2+， Mg2+の濃度とハムスターテス トの成績との聞には特に関連性を認め得なかったo

Na+ /K+， Ca2+ /Mg2+の比についても同様で関連性はなかった。
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表 3 ハムスターテスト成績と培養液内イオン温度

% 
100 

90← 

80 

精 70→

子 60 55 

イ憂 50-
48 

44 43 

入 40-

率 30

2 マウス 2細胞期庇培養笑験 表 4 マウス 2細胞期妊の培養実験成績

8種類の検査培養液に対する実験成績 士音 養 ;夜 i 卵耕に総用い数た 正常発育卵数 変性卵数
(%) (%) 

を表 4に示した。正常発育卵数と変性し
Hoppe & Pitts 22 18 82% 4 18% 

た卵数を示すとともに，それらの実験に
m Earles 32 25 78% 7 22% 

用いた卵総数に対する割合 (%)も示し Ham's F-IO 29 23 79% 6 21% 

た。実験結果は，最も良好な成績であっ
T6 31 24 77% 7 23% 

HTF 24 16 67% 8 33% 
たのが mBWW液で正常発育卵は97%

m BWW 30 29 97% 3% 

であった。次に mKRB液の 85%， m KRB 34 29 85% 5 15% 

Hoppe & Pitts液の82%，Ham's F -10 
TALP-2 43 15 35% 28 65% 

液の79%であり ，TALP-2液の35%が

最も悪い結果であった。ヒ卜体外受精用培養液は実験動物用培養液に比較して安定した培養成績であった。

次にマウス 2細胞期脹培養成績の良い順に培養液を並べ，それぞれの培養液中の Na+，K+， Ca2+， Mg2+の

濃度と Na+/K+，Ca2+/Mg2+を表5に示した。実験成績とイオン濃度の関係は，Na+， Ca2+については一定

の傾向が認められなかったが，K+， Mg2+については，それぞれのイオン濃度が高い程良好な成績が得られた。

Na+ /K+， Ca2+ /Mg2+については特に関連性はなかった。
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表 5 マウス 2細胞期旺培養成績と培養液内イオン温度

% 97 
100-， 

90-i 

80 

370 
ス 60

~ 50 
常 40
発
育 30

率 20

10 

K 

一 85 
82 

「ーーーーー 79 78 「ーーーー 77 

67 
「一ー一

35 
「一一

E度 mBWW mKRB 
Hoppe Ham'sF-10 mEarles T6 HTF TALP-2 &Pitts 

141. 54 146.75 132.45 154.9 142.51 150.49 148.33 146.15 

5.97 5.97 5.97 4.43 5.36 1. 42 5.06 2.68 
， .. 
1.71 1.71 1.71 3.00 1.80 1. 78 2.04 1. 80 

"+- 1.19 1. 19 1.19 0.62 0.81 0.71 0.20 0.49 
， ~ト
23.7 24.6 22.2 35.0 26.6 106.0 29.3 54.5 

~+ 
1.44 1. 44 1.44 i 4.84 I 2.22 2.51 10.2 3.7 g 

イオノ
m 

Na 

a

σ

b

j
r

M
m
 

C

M

J3
川
り

N

G

 

考 察
表 6 医療施設別使用培養液

現在， ヒ卜体外受精に用いられ

ている培養液の種類は多い。表6

には各医療施設で使用されている

3音 養 ，直

医 療 機 関

受精周 受精卵培養用

Bourn Hall (イギ リス) Earle's Earle's 
Gothenberg (スウエ デン) Tyrode's FI0 

Kiel (西ドイツ) FI0 FI0 

Melbourne.Monash (オーストラリ ア) FI0， Earle's. T6， FI0， Earle's， T 6， 
Hoppe & Pitts Hoppe & Pitts 

Melbourne-Royal Women's FI0+Ca.lactate FI0+Ca-lactate 
Hospital (オ ス卜ラリア)

培養液を示しである。ほとんどの

施設では受精用培養液と受精卵宿

養用培養液とは同ーの培養液を使

用している。今回われわれは，数

ある培養液の中で，どの培養液が

IVF-ETに適当であるかを検討

して以下のような結果を得るこ とができた。

Norfolk (アメリカ) FI0 FI0 

Paris-Clamart (フランス) 82 82 

Paris-S忌vres (フラ ンス) 82 日2

Vienna (オス卜リア) FIO+lactate+K F 1 0+ lac tate + K 

(星による つ

1 受精用培養液

その適性をハムスターテストの侵入率で検討したが， 8種類の培養液では明確な違いは得られなかった。ま

た，Na+， K+， Ca2+， Mg2+の濃度についても関連性は認められなかった。

Ca2+， Mg2+は精子の運動性維持，先体反応，精子 卵子の細胞膜融合に関与し，K+は精子が卵子の表面に付
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着するのに関与しているといわれている。先体反応について Ca'+は不可欠で，星らの検討によれば最少必要濃

度は0.4mMであったという。今回実験に用いた 8種類の全ての培養液は，受精に必要な各イオン濃度について

必要条件を満たしているものと考えられる。

pH に関しでも 8 種類の培養液はすべて7.4~7.6であり，受精に関して問題はない。しかし ， それらの培養液

の中で mBWW液は最も安定した成績を示した。この理由は種々考えられるが，精子の運動性と代謝には高浸

透圧の方が適しているとされており?他の培養液の浸透圧が275~290 mOsmに対して， mBWW液では308
mOsmであり，このことも一因であろう。

以上の結果， 受精用の培養液としては， 8種類の培養液はいずれも適当であるが，中でも mBWW液が安定

しているようである。

2 .受精卵埼養液用培養液

受精卵培養の適性を，IVF-ETの際の qualitycontrolとしてよく用いられるマウス佐培養実験で検討した。

8種類の培養液は TALP-2液を除いて良好な成績で，その中でも特に mBWW液が最良の成績であった。

初期旺の発生に影響を及ぼす因子としては酸素分圧，pH，浸透圧，エネルギー源等があげられるl?初期佐は
高濃度酸素で傷害を受けやすく ，20%以上では庇盤胞への発生率が低下し，その至適濃度は 5%前後と考えら

れている。浸透圧に関しては卵管液の浸透圧が最適と考えられており ， これは血清の浸透圧275~290 mOsmに

近いものである。 pHも卵管液，血清に近い値が適しており7.4前後である。エネルギー源については，一般の

細胞ではクールコースが最も重要なもので，8細胞期以後の匪においてもクソレコースが利用されているが，それ

以前の時期ではグルコースは利用されず，ピルビン酸，乳酸が重要で、ある。本実験で使われた培養液は以上の

4つの因子に関しては，必要条件を全て満たしている(表 1)。

各培養液中のイオン濃度と実験

成績の関係をみると， KヘMg2+に

ついてイオン濃度が高い程良好な

成績が得られた。ヒ卜卵管液の組

成については，いくつかの報告が

あり表7にその主要電解質の組成

を示したが，Na+はおお よ そ 130~

140 mM， K+は6~10 mM， Ca'+ 

は 1~ 3 mM， Mg'+ は 1~2mM

。on

Na' 

K+ 

Calt 

MgH 

CI 

表 7 ヒ卜卵管液における主要電解質イオン温度 (mM)

Borland et al Lippes et al Oavid et al 

Pre. Post- Pre- Post-

ovulatory ovulatory ovulatory ovulatory 

130:t 5 140:t 3 139:t 2 142.07士4.40 148.63土4.65

21.2士0.24 9.9:t1.8 7. 7:t0. 9 6. 72:t 1.26 6.95士0.48

1. 13士0.24 l.89:t0.52 2.37:t0.27 

1.42:t0.26 0.53-0.69 

132:t 6 119:t 4 117土 3 127.76士19.30 112.09:tl0.94 

(R. M. Borland et alによる)

である。今回検査した培養液を卵管液の組成と比較すると，Na+， Ca2+はほぼ同様の濃度であるが，K+， Mg'+ 

は全体として低濃度の傾向があり，実験成績は卵管液のレベ/レにより近い組成を持つ培養液が良好な成績をお

さめている。 K+， Mg'+の初期発生にかかわる役割については，現在のところ明らかにされてはいないが，やは
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りある濃度以上の存在が必要であろうと思われた。

結 量五
関口

ヒト IVF-ETに適した培養液を検討するために，ハムスターテストとマウス 2細胞期怪培養実験を 8種類

の培養液について行った。その結果，現在実験動物用として多用されている mBWW液が最も良い成績であり，

今後ヒト IVF用の培養液として再考する価値があると思われた。
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マウス匪盤胞の着床遅延と透明帯消失との

関係について

Re1ationship between de1ayed imp1antation and 10ss 

of the zona pe11ucida in the mouse b1astocyst 

辻井弘忠・伊藤伸

Hirotada TSUJII and Shin ITOH 

信州大学農 学部家畜育種繁 殖 学教室

Department of Anima1 Breeding and Reproduction， Facu1ty of 

Agricu1ture， University of Shinshu， Kamiina， Nagano， 399-45 

Summary 

Loss of the zona pe11ucida in the b1astocyst is an essentia1 process at the 
initiation of imp1antation， but its mechanism has not been comp1ete1y c1arified. 
It is genera11y known that 10ss of the zona pellucida is retarded during delayed 

imp1antation. In this experiment， we compared and investigated how the varied 
methods of de1ayed imp1antation effected the time when 10ss of the zona pe11ucida 

occurred. 

Mature virgin fema1e mice of ICR strain， 6-9 weeks old and 25-35 g in body 
weight， were kept in a 1ight contro11ed room， supp1ied with water and a standard 
1aboratory diet ad 1ibitum. The mice at proestrus were caged overnight with ma1es， 
and were checked for copu1ation p1ug the morning of the fo110wing day， which was 
set as the first day of pregnancy. 

The resu1ts obtained were: (1) Loss of the zona pe11ucida began as ear1y as 

the afternoon of the 4th day and was over by 2 o'c10ck of the 5th day; (2) the 
10ss got significant1y de1ayed in the groups of tuba1 1igation， recerpin， atropine 
su1fate，工ndomethacine，overiectomy (OVX) ， and OVX + progesterone， the most retard-
ed among those groups be工ngthe one that got OVX; (3) Uterine environment and ova-

rian hormones did not seem direct1y participate in 10ss of the zona pe11ucida， 
judged from the fact that such 10ss occurred even in the groups of tuba1 1igation 
and OVX; (4) 10ss of the zona pe11ucida was prompted by the app1ication of a 

higher concentration of progesterone and I or of estrone treatment. It may be 
said that the gestagens and estrogens are indirect1y responsib1e for the ratio of 

zona-free mouse b1astocysts. 
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論

卵子を囲む透明帯は、卵下降および卵子の保護に重要な働きをしており、多くの晴乳動物において、着床前
1.2) 

に透明帯が消失することが知られている口この透明帯消失は、着床の開始のために欠くことのできない過程で
2) 

あるが、その機構については不明な点が多い。 Rumeryand B1andauは、泌乳による着床遅延マウスにお
3-5) 

いて、透明帯消失が24~48時間遅れるこ とを報告している。泌乳による着床遅延以外に、下垂体摘出、レセル
6-9) 10) 10) 

ピン，硫酸アトロピン，インドメサチン，クロムヘン等の薬物投与、卵巣摘出、卵巣摘出後黄体ホルモン投与、

抗血清等による人為的着床遅延も知られている。下垂体除去による着床遅延によっても透明帯消失が遅れるこ

とが知られているが、他の人為的着床遅延による透明帯消失については不明である。そこで本実験では、透明

帯の消失機構を解析する手始めとして、各種の人為的着床遅延誘起方法が、マウス匪盤胞の透明帯消失時間に

及ぼす影響を調べた。さらに、卵巣摘出後黄体ホルモンの投与量による透明帯消失時間の違いと発情ホルモン

の投与が透明帯消失時間に及ぼす影響についても検討した。

材料および方法

実験材料は当研究室で系統維持している ICR系処女7 ウス(生後 6~9 週齢，体重 25-30 g )である。

午前点燈の 12LDの人工照明下で、餌は市販の実験動物周囲型飼料(クレア， CE-2 )と水を自由に与えた。

腔垢が発情前期を示した日に雄と一晩同居させ、翌朝腔栓の形成で交尾を確認し、腫栓を有した日を妊娠第 1

日目とした。実験群は以下の11である。

(1) 正常妊娠群

(2) 卵管結弘群・妊娠第 1日目に卵管と子宮の聞を手術用絹糸で結j;k

(3) レセルピン投与群:妊娠第3日目の18時に 1mg/kgを投与

(4) 硫酸アトロピン投与群:妊娠3日目の12時に 700mg/kgを投与

(5) インドメサチン投与群・妊娠3日目の18時に 0.5mg/kgを投与

(6) 卵巣摘出群:妊娠第 1日目に卵巣を摘出

(7) 卵巣摘出+プロジェステロン1mg投与群・妊娠第 1日目に卵巣を摘出後、プロジェステロン1mgを連日

投与

(8) 卵巣摘出+プロジェステロン2mg投与群:妊娠第 1日目に卵巣を摘出後、プロジェステロン2mgを連日

投与

(9) 正常妊娠十エス卜ロン投与群:妊娠第4日目の 1時にエストロン0.125pgを投与

(10) レセルピン+エス卜ロン投与群:妊娠第3日日の18時にレセルピン 1mg/kgを投与、さらに，妊娠第

4日目の12時にエストロン 0.125pgを投与

帥 卵巣摘出+プロジェステロン+エストロン投与群:妊娠第 1日目に卵巣を摘出後、プロジェステロン

を連日投与、さらに妊娠第4日目の15時にエス卜ロン 0.125μgを投与
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透明帯消失開始時から完全に消失するまで 1 時間毎に 3~5 匹(匹の数 30-50 )経時的に観察を行い、透

明帯の有無および匹の発生状態を実体顕微鏡下で観察し、不明のものはさらに高倍率の顕微鏡を用いて確認し

( pH 7.2 )で、卵管結其群で、は卵管から、その他の群では子宮から怪を得た。た。採卵に用いた液は KRB

透明帯消失睦数/採卵数の比率で表示した。

果結

各群において、発生の遅れている陸および退行匹の透明帯消失はみられなかった。

正常妊娠群(図 1)。正常妊娠群の匹盤胞の透明帯消失は、妊娠第4日目の13時 (受精後約81時間)から一

部の脹盤胞で始まり、妊娠5日目の2時(受精後約94時間)に全ての匪で終った。

卵管結!J.:群は、 透明帯消失が正常妊娠群より 12~39時間有意に遅れた。なお卵管結晶群において妊娠 5 日目

15時以降は、死滅退行した匹が多く、データをとることが出来なかった。

レセルピン投与群，硫酸アトロ ピン投与群およびインドメサチン投与群(図 2)においては、いずれの群も

透明帯消失は、正常妊娠群より 7~21時間有意に遅延したが、卵管結j弘群および卵巣摘出群の匹盤胞の透明帯

消失より早かった。

卵巣摘出群，卵巣摘出+プロジェステロン投与群(図 3)。卵巣摘出群よりプロジェステロンlrng投与群が、

また、 lrng投与群よりも2rng投与群が、約9時間透明帯消失速度が促進されるのが観察された。

エス トロジェン投与群(図 4)。正常妊娠群のマウスにエストロジェン投与によって、 透明帯消失が約5時

レセルピン投与群より透明帯の消失が約レセルピン+エス卜ロジェン投与群は、間早まることが観察された。
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Fig. 1. 

Loss of the zona pellucida 1n mouse blastocysts 

1n normal pregnancy and tubal ligation groups. 
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8時間早まった。卵巣摘出+プロジェステロン+エス 卜ロン投与群も卵巣摘出+プロジェステロン投与群より

約15時間透明帯消失が早まることが観察された。

プロジェステロンとエストロンの双方が透明帯消失の速度に及ぼす影響については、卵巣摘出+プロジェス

テロン+エス 卜ロ ン投与群が、卵巣摘出群より透明帯消失が約31時間早まった。また、卵巣摘出十プロジェス

テロン投与群のものより約14時間早まり、正常妊娠群に近づいた値を示した。

察考
10) 

Orsini and McLarenは、マウスでは妊娠4日目の22時から透明帯の消失が一部の匪盤胞で始まり、同日の

2)___ 11) 
Rumery and B1andau; McLarenも類似の23時には半分以上の匪で消失することを報告している。また、

報告をしており、本実験の結果はこれらの報告とほぼ一致した。
10) 

Orsini and McLarenは、卵管結生時における匹盤胞の透明帯消失は、正常妊娠のものより12時間遅れ

0 . 10) 
rsini and McLarenの結果とほぼ同じであったと報告している。 本実験においては、 12~39時間遅れ、

た。また、卵管結Jk群において、回収卵に死滅匪が多数見られたこ とから、卵管は桑実匪期以降の発育には決

して良い環境とは考え難いが、卵管内でも 80%近くの匹で透明帯が消失することから子宮環境は透明帯消失
10) 

Orsini and McLaren'も、卵巣摘出によって透明帯の消失には、心ずしも必須でないものと思考された。

が正常妊娠より遅れることを報告している。このことから透明帯消失には卵巣ホlレモンが必須でないと推察さ

れた。

卵巣摘出群，卵巣摘出+プロジェステロ ン1mg投与群，卵巣摘出+プロジェステロン 2mg投与群の)1買に

透明帯消失が早まったことから、プロジェステロンは、透明帯消失速度に影響を及ぼすことが推察された。
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正常妊娠，レセルピン投与，卵巣摘出+プロジェステロン 1mg投与の3群のマウスにエス トロンを 1回投

与すると、3群のマウス匹とも透明帯の消失が早まること、また、透明帯の消失時聞が正常妊娠の約半分の6

時間で総て消失することが観察された。このことから、発情ホルモンは透明帯消失速度に強く影響を及ぼすこ

とが判明した。また、卵巣摘出+プロジェステロン 1mg投与より卵巣摘出+プロジェステロン1mg +エス

トロン投与の方が透明帯消失が早まり、正常妊娠の透明帯消失に近づくことが観察された。これらのことから

卵巣ホルモンの存在が、透明帯消失速度に強く影響することがうかがえた。
12，13) 

着床前のエストロジェンサージは、マウスおよびラットの着床には欠かせないもので、この発情ホルモンが
!4，l_5) b6) 17，_:18)_ . 19，20) 

Illi盤胞の蛋白質や核酸の合成を高め、匹盤胞腔の拡張、 子宮液中の蛋白分解酵素の活性を高め、さらに、透明
21) 22) 

帯消失に作用し、匹盤胞の表面構造の変化や着床に備えて子宮内膜への変化をきたしていると推察された。

要 約

卵管結~，薬物投与，卵巣箱出および卵巣摘出後卵巣ホルモン投与による着床遅延誘起が、マウス臨盤胞の

透明帯の消失時間に及ぼす影響を調べ，さらに，発情ホJレモン投与の影響についても調べた。

(1) 正常妊娠における匪盤胞の透明帯消失は、妊娠4日目の13時から一部の匪盤胞で始まり、妊娠5日目の

2時に総べての匹盤胞で終った。

(2) 卵管結菓群、レセルピン投与群、硫酸ア トロ ビン投与群，インドメサチン投与群、卵巣摘出群、卵巣摘

出+プロジェステロ ン1mg投与群， 卵巣摘出+プロジェステロン 2mg投与群においては、透明帯消失が有

意に遅れ、 特に卵巣摘出群が著しく、正常妊娠群より 12~36時間遅れた。

(3) 卵巣摘出+プロジェステロ ン投与群において、透明帯の消失は 1mg投与より 2mg投与の方が早かっ

7こ。

(4) 正常妊娠，レセルピン投与および卵巣摘出+プロジェステロン 1mg投与の各群のマウ スにエスト ロン

を投与したところ、透明帯消失が早まった。
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ラット初期佐の体外培養における浸透圧

および Na+/K+比の影響

Effect of osmotic pressure and Na+/K+ratio on the 

in vitro cultivation of the rat embryos. 

伊藤雅夫 ，橋詰良一 ，種市衣里子，丸瑠耳電子

Masao 1 TO， Ryouichi HAS 1 Z UME， Eriko TAN E 1 CH 1 

and Ruriko MARU. 

日本大学医学部衛生学教室

Depar七mentof Hygiene， Nihon University Schoo1 of Medicine 

The resu1ts of cu1tivation of rat embryos under various osmo七ic

pressure are summarized as fo11ows. 

1) 2-ce11 embryos did not deve10p into b1astocysts under various 

osmotic pressure， but on1y deve10ped into 4-ce11 embryos. 

4-ce11 embryos grew in七omoru1a， b1astocysts under an osmotic 

pressure more than 190m-osmo1. The maximam growth ra七e into b1as七0-

cyst was obtained under an osmot工cpressure of 190m-osmo1， 47.8も.
Ear1y 8-ce11 and after embryos deve10ped very we11 under an osmo-

tic pressure of 1ess than 230m-osmo1. Especia11y， an osmotic pres-
sure of 190m-osmo1 yie1ed the highest growth rate，and more than 80宅
of embryos grew into b1astocyst. 

Thus the optimum osmotic pressure amounted to about 190m-osmo1 

for in vitro cu1七ivationof rat ova. 

2) 41.9一一45.6も of 4-ce11 embryos was grew into b1astocyst at more 

than 6 of Na+/K+ ratio under an osmotic pressure of 190m-osmo1. 

However， a11 ova cu1tured did no七 deve10pedunder 270m-osmo1. This 
resu1ts may be suggested that the optimum osmo七icpressure for ear1y 

rat embryos is 190m-osmo1， do not re1ate to Na+/K+ ratio in七he
medium. 

3) In order to test七heabi1ity of cu1七uredembryos to continue 

norma1 development， b1astocysts grown from the 4-ce11 stage invitro 
were transfer工edto recipient fema1es. Cu1tured embryos under 10w 

osmotic pressure were founded to have the abi1ity ofnoma1 deve1opment. 
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緒言

近年の卵子研究の急速な進展は、発生工学的手法を導入した新しい研究の進展を広い分野に亘って期待

させる.しかし、各種の実験に汎用されているラット1)ヶ5)ハムスター5).-.11)の初期匪の培養は困難で

あり、匪盤胞に発育させ得るのはいずれの場合も8細胞期以降とされている.これは発生工学的手法によ

る研究の遂行に大きな制限を加えることとなり、早期の解決が望まれる.著者等は、ハムスターおよびラ

ットの早期8細胞卵子の体外培養において、培養液の梗透圧を下げることによって、より高頻度に怪盤胞

まで発育させ得ることを報告した5)8).本実験は、 KRB液を用いてラットの初期匪を培養し、低浸透圧の

影響とHa、Kイオン比の関連性について検討したものであり、ラット 4細胞卵子を匪盤胞に発育させるの

に成功したので報告する.

材料および方法

1)供試動物

4週令で入手した、市販のSD系ラットを3均月令まで飼育して供試した.供試にさいしては腫スメア

の検査により正しい性周期を示す動物を抽出した.飼育環境は、室温23.-.2800、湿度50.-.80%、照明は 8

.-.20時までの14時間とした.

2)受精卵の採取

培養に供した受精卵子は全て自然排卵由来のものである.発情前期のスメア像を示した動物を交配し、

翌朝臆栓の有無により交尾を確認した.交尾を確認した日をdaJlとして、 daJ2の18時に2細胞卵子、 da刊

の20時に4細胞卵子をそれぞれ卵管から採取した.また、 daJ4の 4時に早期8細胞卵子、 daJ4の10時に8

細胞卵子を子宮より採取した.

3)培養液および培養条件

培養液は Biggers(1971)12)の液を基本とし、 HaCI、KCIの Tab1e 1 Concentration of NaC1 

量を加減して浸透圧を 150.-.270・-os.olに、 HaTK+比を 3.-. & KC1 in various media 

24に調整した.実験に用いた培養液それぞれのHaC1、KC1の量 Osmotic Na+jK+ NaC1 KC1 
pressure ratio (mmo1) (mmo1 ) 

を Tab1e1に示す. pHは培養気相で 7.2.-.7.8を示すように
190mOsm 3 19.1 20.8 

重炭酸ソーダを調整した.調整した後櫨過繊薗し、あらかじめ 6 28.5 11.4 

培養気相内で平衡にさせた後、ぺトリ皿(35X10・11)に分取し、 12 34.3 5.6 
24 37.6 2.3 

その上を流動ノ宅ラフィンでおおって使用した.培養条件は気相 270mOsm 3 49.1 30.8 

C0251、空気951、温度 1001、温度3700とした.
6 62.8 17.1 
12 71 .3 8.7 

4)培養卵子の観察と偽妊飯雌への移植 24 76.0 3.9 

150mOsm 10.0 14.9 4.8 
2，4細胞卵子は48時間培養し、卵子の状態を観察した.匪 190 * 13.3 34.9 4.8 

盤胞に遣したものの一部を偽妊娠(daJ4)子宮に移植し、 daJ20 230 16.5 54.9 4.8 
270 ** 19.8 74.9 4.8 

に開腹して着床の状態を観察した(一部は分婚に至らせて産子 a rea1 quantity *177.7士0.58mOsm

を得た). 8細胞卵子は24時間培養の後卵子の状態を観察した. **248.3士0.58
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果結

2細闘卵子発生段階の臭る卵子を種々の浸透圧条件で培慈した結果を Table2およびFig.lに示した.

4細胞へ達した卵子が若干認られるにすぎなかった.の培養においては、陸盤胞への発育は全〈見られず、

4細胞卵子の場合、 190.-oSlIoI以上の浸透圧下で Morula以上への発育が見られたが匪盤胞まで発育する

割合は18011-印刷lでの47.8%が最高であり、浸透圧がこれより高くても低くても発育率は低下している.

早期8細胞卵子の培養では230圃-OS・01以下の梗透圧下で良好な発育を示しており、 190.-os.01では80%の

ひ
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Effects of osmotic pressure cu1ture medium 

Stage of deve10pment reached 
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り、血清に比べてかなりの低値を示す.したがってcomposition of rat uterus 
and b100d serum (mEqj1) 

Ionic 
fl uid 

Tab1e3 

先の結果 (Table2、Fig.1)に見られた至適浸透圧

が、 Na7K+比の適正化によって生じたものとも考Blood serum Uterus fluid Component 

Kイオン比と

その結果を Table4に示

えられる.そこで、浸透圧条件とNa、

の関連性について検討し、

145.4士1.08

K + 44.3士1.63 4.0士0.94

Na+/K+ 2.2士0.12* 38.0士7.00*

97.5士1.84Na+ 

したo 190、270・-os.olの両浸透圧条件下において
6、12、3、Na7K+比をそれぞれ、

*ratio 

4細胞卵子を48時間培養した24とし、

Effects of osmotic pressure and Na+jlく+
ratio cu1ture medium 

Na+ /1く+
ratio 

時のそれぞれの怪盤胞への発育率を示

してある.匪鍍胞への発育が認られた

Tab1e4 

のは浸透圧190.-os・01、Na7K+比6NO. of blastocysts 
( % deve10pment ) 

以上の場合であり、 41.9，..，45.8.96の卵

しかし、子が匪盤胞まで発育した.

270.-os・ロ1の浸透圧ではNa7K+比を

変化させても脹盤胞への発育はほとん

ど見られなかった.すなわち、浸透圧
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26 (41.9) 

0(0 ) 
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の調整に伴なって生じるイオン組成の

ラット初期限変化の影嘗はみられず、

の培養における至適浸透圧がおおよそ

190.-os.01であることを裏付けた.Oeve1opment of cu1tured b1astocysts 
after to pseudopregnant reci pi ents 

Tab1e 5 

至適摂透圧である190.-08.01の条件

で4細胞期から発育した匪盤胞を偽妊Contro1 
group 

Experiment 
group 

娠雌に移植し、正常な発生能を有する
No. of recipient 
fema1es か否かを検索した.その成績は Table5 5 

5に示す通りであり、妊娠率、着床率100 % 100 % 

〈着床数/移繍匪数〉、生存胎児率

(生存胎児教/着床数)のいずれもが

対照区との聞に有意差が麗られず、低

38 
(7.6士1.8) 

35 
(7.0士2.5)

% of pregnant 
fema1es 

No. of b1astocyst 
transferred 
(Mean士SO)

NO. of imp1ants 
(Mean士SO) 浸透圧下で発育した匪盤胞が正常な発

27 
(5.4士2.3)

71.1 % 

24 
(4.8士2.6)

68.6 % 
育能を持つことが確認された.また分

% of imp1ants 

NO.of 1ive fetuses 
(Mean士SO) 雌させた2頭の移植母獣から移植脹の

18 
(3.6士1.3) 

66.7 % 

15 
(3.0士2.2)

62.5 % 41. 7.96に当る5頭の正常度予を得るこ

とが出来た.

Vaabil i ty 
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考察

これまでのラット卵子の培養成績をみると、 8細胞卵子から陸態胞への発育率は高〈、いずれも80%以

上の成績を示しているp......5)しかし、 8細胞期以前の卵子を高率に匪盤胞まで発育させた報告はな〈、ラ

ット卵子を体外で発育させ得るのは早期8細胞卵子が限度といえる~)4)5)従って、本実験の190.-08.01 の

摂透圧下での培遺産において47.8%の4細胞卵子を匪盤胞へ発育させ得たのは、極めて良好な成績と言える.

さらに、培養によって得られた匪盤闘は偽妊娠雌への移植により、正常な胎児に発育し産子を得ている.

初期発生過程における浸透圧条件に閲しては、 Brin8terl3)14)によるマウス2-cel1卵で276・-081D01、
Whi ttenl5)らによるマウストcell卵で242.-08.01、Nag1eeら16)およびMaurerら17)によるウサギ 2......4-

ce11卵で27011-08.01、Brackettl8)によるウサギ体外受精卵で221・-os・01などの報告がみられ、いずれも
血清に比べて低債を示す。また、浸透圧の条件には広い範囲にわたった許容域が有るようであるが、本実

験で得られたラット卵子における至適浸透圧190.-08・01(実測値は 177.7土0.6)はこれらの報告に比べ
て際立って低く、特異的といえるo Tab1e 4-に示すように、 NaC1の減量に伴うNa7K+イオン比の変化に

よる影響は龍られず、低浸透圧が、卵子の発育に好影響を与えているものと推察される.

StalDbaughl9)らはウサギの卵管分泌液の浸透圧が 302......310.-08.01であると報告しており、 in，i刊に
おける初期発生卵が血清とほぼ同じ梗透圧条件下に存在することが考えられる.すなわち、本実験にみら

れる至適浸透圧は生体内の条件と著し〈異っており、卵子の発育の場としてはむしろ異常な条件といえ、

2細胞卵子や体外受精卵子を匪盤胞まで発育させ得るためにはさらに多くの検討が必要であろう.また、

浸透圧の影響と他の培養条件との関連性についても多くの議論があり、培養気相における酸素濃度!5)培

養液のpH7)やアルプミなどの蛋白温度14)20)との関連性等が指摘されている.本実験においては、浸

透圧と相互作用する因子についての検討はしておらず、至適浸透圧についての結論を得るためになお慎重

な実験が必要となろう.

要約

ラットの初期限の体外初発育に及ぼす浸透圧とNa7K+比の影響について検討した.

1) 190.-os.01の浸透圧下での培養により、 4細胞卵子の47.8%が匪盤胞まで発育したが、 2細胞卵子の

発育はみられなかった.早期8細胞期以降の卵子では80%以上が匪盤胞に発育した.匪盤胞への発育率は

180.-03園口Ino浸透圧下で最も高〈、至適浸透圧がかなり低いことが推察された.

2) 190、270.・M・01の両浸透圧条件下においてNa7K+比をそれぞれ3......24とし、 4細胞卵子を48時間
培養した時の匪盤胞への発育率を比較したo 180・-08・01ではイオン比6以上で41.8......45.6%の発育事を示
したのに対し、 270・ー印刷lではいずれのイオン比においてもほとんど発育を示さなかった.すなわち、浸

透圧を下げるに伴なって生じるイオン組成の変化方移賢子の発育におよぽす膨曹は留められなかった.

3) 180圃-08.01の条件で4細胞期から発育した匪盤胞を偽妊娠雌に移植した結果、移植匪の65.2......75.0%

が着床し、その55.6......86.7%が生存胎児であった.これらの値は対照区との聞に有為差が認られず、培養

卵子の正常性が確認された.また、分焼に至らしめた2頭から5頭の正常度子を得た.
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家兎のパノレ ー ンカテ ー テルによる経麓採卵法

Technique of Collection of Embryos from Uterus 

through Vagina by Balloon Catheter in Rabbi ts 

山海 直 ，須山隆行 ，金山喜一 ，遠藤 克 ，佐久間勇次

Tadashi SANKAI， Takayuki SUYAMA， Ki ichi KANAYAMA， Tuyoshi ENDO 

and Yuzi SAKUMA 

日本大学農獣医学部獣医学科生理学教室

Departrnent of Veterinary Physioloむら Collegeof 

Agr icul ture & Veterinary Med i c i ne， Ni hon Unive rs i ty， 

Fujisawa 252 Japan 

A large number of normal ova or embryos are needed in basic researches on the ovum including 
ET， IVF and embryo engineering. For those purposes， ova are obtained by perfusing the extirpated 
oviduct or uterus. The authors succeeded in collecting e皿bryosthrough the vagina fro圃 the
uterus i旦三主主旦 ofa rabbit with superovulation treatment， using their original 2-way balloon 
catheter for the boy's bladder. 
A total of 555 ova were obtained from 17 subject rabbits; cleaved ova included 391即 rula

and 46 early blastocyst. The best yield fro圃 asingle rabbit was 65 ova including 63 cleaved ova. 
This is a very efficient田ethodfor embryo collection from the rabbit as it enables us to 

obtain嗣 nyova fro圃 theuterus in situ and even in repetition fro皿 thesa配 animal.

発生工学の一分野として、体外受精、旺移植、旺培養および遺伝子操作など卵子に関する研究が急速に進
歩発展している。これらの研究は、家兎、マウス、ラットなどの実験動物で試みられ、初期発生の全過程を
in vitroで行うことが可能となったが、まだ、多くの開発すべき研究課題が残されている。一方、家畜に
おいて、優秀なメスの子孫を増殖する方法として、旺移植は重要な改良増殖技術であり、実験動物による技
術開発と共に、応用、実用化されている。しかし、これらの技術もまだ完成されたものではなく、実験動物
による基礎的研究が待たれている。とのような発生工学に関する研究を行うためには、家兎、マウス、ラッ
トなど実験動物の多数の卵子あるいは旺が必要とされる。その採取方法として、一般に動物を安楽死させて
摘出した卵管、子宮を謹流する方法が行われている。しかし、との方法では、旺の回収率は高いが同一個体
から何回も反復して採卵するととはできない。そのため、反復して卵子を回収する方法として、家兎、山羊、
緬羊などで、主三主旦で卵管を濯流して、卵管内の卵子を回収する方法が試みられているが、満足できる成
果は得られていない。

著者らは、家畜の旺移植に関する基礎研究に最も多く用いられている家兎について、主旦主主旦で子宮内の
匪を回収する方法として、著者らが考案したバルーンカデーテルを用いた経腫採卵の手法によって良好な成

績が得られたのでその手訟を報告する。
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Fig.lバルーンと膨満した子宮角 Fig.2カテーテルによる謹流被の回収

供試家兎は、体重 3.0kg以上の日本在来白色種の未経産雌17例で、個別にケージに収容して、青草、圃

形飼料および水を不断に給与し、購入後1ヶ月以上、予備飼育したものを用いた。

採卵に供した家兎はいずれも過排卵誘起処理したもので、 FSH(デンカ製薬 k.k.)1却を午前と午後の1日

2回、 3日聞に6回、計6AUを皮下詮射し、 4日目に復数の雄と交配し、その直後にhCG(帝国臓器 k.k.)75

iuを静脈内注射した。

hCG投与後76時間自に全身麻酔後、仰臥位に保定し正中線を約4-5cm切開して、左右の卵巣を観察し、排

卵点を算定した。さらに正中線切開部から子宮角と子宮頚管を引き出して手指で保定し、外陰部から 3∞

10Fr.の男児用勝脱2-wayバルーンカテーテJレを挿入し、子宮角内へ2-3c狙挿入したのを確認し、 airを

送りバルーンを膨らませ、議流液を詮入した。バルーンに airを詮入する時、子宮破裂あるいは謹流時に

滋流被が漏出しないように子宮角の膨強の度合に注意した。潅流は、バルーンカテーテルに連結した 10∞

の注射器から漕流被を注入し、子宮角が膨満したところで子宮角を指でもみながら濯流液を注射器に回収し、

再び同ーの溜流液でこの操作を飾り返した。この操作を左右の子宮角でそれぞれ5回ずつ、すなわち、片側

の子宮に計50∞の漕流被で10回の子宮謹流を行った。謹流被は、 TC-199(日水製薬k.k.)に10%NRSを添加し

たものを用いた。回収した濯流被は、直ちにペトレイに移して実体顕微鏡下で鏡検し、卵子数および卵子の

形態を観察した。

以上の結果、供試17例のすべての個体に過排卵が認められ、排卵数は、 51.4:tll.57で合計874個で、回収

卵子数は、 32.6:t 16.77で合計555個、分割卵子数は、 25.1:t17.41で合計437個であった。その分割卵子像は、

圃orula391個、 earlyblastocyst 46個であった。すなわち、卵子の回収率は、 2例の100%を含み63.5%で

あり、受精率は78.7%であった。最も良好な個体の回収卵子数は65個で、そのうち分割卵子は63個であった。

以上のように、男児用蹄脱2-wayバルーンカテーテルを用いた経腫採卵訟で、 insituで探卵したところ、

供試17例の家兎から555個の卵子、 437個の正常な分割j卵子を回収することができた。また、著者らは本法を

用いた別の実験(未発表)で同一個体から最高7固まで反復採卵を試みたとごろ、最も多くの卵子を回収した

個体の卵子数は262個、最も多くの正常な分割卵子を回収した個体の分割卵子数は228個であった。合計17例

の家兎においては、回収した卵子数2095個、分割卵子数1677個であった。とのように、本法は、子宮から多

数の正常な卵子を得るのに非常に優れた有効な方法であった.

文献

1)丹羽暗ニ(1985).実験動物の卵子の採取法，リプロダクション実験マニュアル，飯塚理入、入谷 明、
鈴木秋悦、舘鄭、講談社サイエンティフィク、 P.1. 
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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 本会は日甫乳動物卵子研究会と称する。

第 2条 本会の事務局は会長もしくは幹事のもとにおく。

第 3条 本会はH甫乳動物の卵子に関する研究およびその成果の応用促進や会員相互の連絡を

図ることを主な目的とする。

第 4条 乙の目的を達成するために次の事業をおこなう。

1 ) 研究発表会の開催

2 ) 機関誌『崎乳動物卵子研究会誌』の発行

3 ) 研究Iζ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H甫乳動物の卵子iζ関する研究lζ実際に従事しているものおよび本会の主旨iζ

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に申し込むものとする。

幹事会は前記申し込みに対して可否を決定する。

なお、入会に際しては入会費を納入するものとする。

第 7条 会員は下記事項lζ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lと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 本会に賛助会員をおく乙とができる。

賛助会員は本会の主旨lζ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 9条 名誉会員は、本会11: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 本会には、役員として会長および幹事若干名をおき役員の任期は 3年とする。

ただし重任は妨げない。

第12条 幹事の選出は会員からの推薦により選出し、会長は幹事の互選によって選出する。

幹事および会長の承認は総会の議を経るものとする。

第13条 会長と幹事は幹事会を組織して会務を審議するとともに会の運営にあたらなければ

ならない。

第14条 毎年 1回総会を開催し事業IL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iζ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IL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に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lζ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

員会に送付する。

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費を著者負担と

する。なお、本誌ー頁は 400字詰原稿用紙 4枚iζ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K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 acro some reaction of hamster spermatozoa in vitro. 

Biol. Reprod.， 1 6， 22 8 -2 3 1 . 

b) 新村末雄、石田一夫(1 9 8 5 ).ハムスター期粒層細胞における 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 98 1 ). 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 裕 (1984).試験管内受精と初期医培養一7 ウスを中心K，“晴乳類の発生工学"大沢仲昭、

江藤一洋、舘郷、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部準位で受け付ける。

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 1866 

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



編 集 後 記

晴乳動物卵子研究会誌の第 5巻第 2号をな届けいたします。

第 1巻第 1号を発行 して以来， 年 2回の発刊を目標K頑張ってまい bま したが ，会
員からの投稿原稿もふえ ，一応軌道Kのりつつあるものと考えてなります。

今号は ，総説 ，原著 10編 ，短報 1編を掲載するととができ ，内容も 一層の充実を

はかるととができたものと思います。なな ，第 4巻第 1号Kは第 28回研究会の講演
要旨を掲載いたしますが ，原著論文を数編掲載する ζ とができますので投稿をな願い

いたします。

今後とも ，晴乳動物卵子研究会誌の発展Kど指導ど鞭撞下さい ます よう公願いいた
しま す。

(遠藤 克)

編 集 委 貝

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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F田区 牛受精卵恒温濯流液回収用

自動濯漏装
子宮潅流法によって受精卵を採取するときの

濯流液の温度維持と空気圧送による注入の

自動化によって 補助者の必要なく

ひとりで操作できるとともに

濯流液が外気にさらされることなく

受精卵が寒冷感作を受けないので

省力的で 安全な回収ができます

100VAC 50/60Hz 4A 

本体 440x 170 x 215 mm 
カー卜 675 x 275 x 700 mm 

富士卒工業株式会社
東京都文京区本郷6丁目 11番 6号干113

電話東京(03)812-2271代表

日本薬局方注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

1，500単位
3，000単位
5，000単位
10，000単位

日本薬局方 注射用血清性性腺刺激ホルモン
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1，000単位

製造元

⑧君主性??!




