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1987 

家兎なよ び マウス座の非凍結低温保存

Kついての検討

Unfrozen 1心w-Temperature preservat i on of 

Rabb i t and Mouse Embryos 

山海 直、佐原弘益、金山喜一、遠藤克、佐久間勇次

Tadashi SANKAI， Hiroeki SAHARA， Kiichi KANAYAMA， Tuyoshi ENDO 

and Yuzi SAKUMA 

日本大学農獣医学部獣医学科生理学教室

Department of Veterinary Physiology， College of 

Agriculture & Veterinary Medicine， Nihon University， 

Fujisawa 252 Japan 

Abstract 

At present embryos are frozen for 1ong-ter皿 preservation. But this method is 

not easy to carry out because of the comp1exity of the equipment and procedure 

required and the rnany prob1e皿syet to be solved. 

The authors studied the possibi1ity of unfrozen 1ow-te皿peraturepreservation 

of embryos for a short period by keeping them at 5 -8 oc. 
As a result， it was found that embryos at the 8 -16 cell stage were well 

preserved in serum-added geratine solution. The opti皿a1serum concentration was 

33.3%， and the addition of ge1atine had a favorab1e effect. When rabbit embryos 

at the moru1a stage were preserved in rabbit oviducts， they survived up to 7 days 

in near1y a11 the cases， whi1e mouse embryos preserved in rabbit oviducts were not 

viab1e. When rabbit ernbryos were preserved in b100d vesse1s， viab1e embryos were 

obtained up to 5 days fro皿 morethan ha1f the cases. These embryos were transfered， 

and they were proved nor皿a1embryos because they yie1d young. 

The above-mentioned findings indicated that this method cou1d be put to 

practica1 use with detai1ed studies of the ova1 stage， rnediu皿， and enviroment 

optima1 for ernbryo preservation. 

緒言

家畜の改良増殖を目的とした庇移植技術が広く応用されるようになり、獣医畜産領域に大きく貢

献するようになってきた。匪移植は、移植に用いる腔の発育程度とrecipientの同期化が必須の条

件である。また、過排卵処置によって一度に多数の腔を採取するととができるようになったととか

ら、多数のrecipientに同時に移植することができる反面、同期化した多数のrecipientを準備する

ととが必要であり、時間的および操作面でかなりの制約が生じる。そのため、採取した庇を採取時
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の発育段階のまま保存し、必要に応じて移植に供することを目的とした旺の短期および長期の保存

に関して積々の検討がなされている。 Charlg)は、血清を保存液とした家兎旺の低温保存で 6日間

の保存に成功し、また、Hafez2)は血清にゼラチンを添加することにより 6日間の保存で31%の生

存を報告している。その後、菅原、竹内 3)、lI'hittingham、Males4)、Anderson、Foote5斗)、
9) 

Trounsonら によって低温における短期間の保存成果が報告されている。 Hughes、Anderson は、

PsSを用いて、庇を 7日間保存し、その生存率は76%、10日間では15%であり、これまでの報告の

中で最も良い保存成績を報告している。また、小林ら10)は、牛旺をPsSで輸送用簡易保温様に保存

し、採取後 2-9時間、長距離を自動車輸送したのち移植しているが、 146個の庇を 117例の

recipientに移植し、 73例の妊娠を確認している。保存時間は短かったものの、この簡易保存法は

実用面への応用方法として十分に満足できるものであったと報告している。

現在、妊の保存に関する研究は、その殆どが長期間の保存を目的とした凍結保存を中心に進めら

れており、多くの研究者により、面す凍剤および冷却、解凍速度などについて詳細な検討がなされて

いる。ウサギ、マウスなどの実験動物では凍結保存腔を移植しでもその成功率は高いが、ウシでは

産仔が得られるようになったものの、その成功率はまだ低い。旺を凍結保存するためには、高額な

凍結設備と繁雑な操作が必要であり、しかもウシでは旺の生存性および移植成績などから実用技術

としてまだ安定した保存方法とは言えない状況にある。 recipientの発情同期化方法はすでに確立

されており、また、ウシの性周期は21日と短いことなどを考慮すると、ウシの庇移植の実用化には

必ずしも、肢の長期間の凍結保存の必要性は少なく、簡便な非凍結の低温保存方法による 2-3週

間の保存方法を確立するととも必要である。

そこで著者らは、ウシ、プ夕、ヒツジ、ヤギなど産業家畜における庇移植ヘの応用を目的として、

家兎およびマウスの旺を用いて非凍結低温保存方法について検討を試みた。

材料および方法

1 )供試動物

供試家兎は、日本在来白色種の未経産峻で、個別にケージに収容し、青草、固形飼料および水を

不断に給与した。購入後 1ヶ月以上の予備飼育を行い、体重が 2.1-3.0kgのものを供試した。供

試マウスは、 8-10週齢のddY系の未経産雌で、ケージに収容し、図形飼料および水を不断に給与

した。照明は、人工照明で午前5時から午後7時までの14時間とした。

2)供試卵子の採取

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、過排卵誘起方法は、 FSH(デンカ製薬

K.K.)は1AUを午前と午後の 1日2回、 3日間に計6AUを皮下投与し、または、阿部(帝国臓器K.K.)

50iuを静脈内単一投与した。 FSHを投与した場合は最終投与から24時間後に、また、 PMSGを投与し

た場合は投与72時間後に複数の雄と交配し、その直後にhCG(帝国臓器K.K.)75iuを静脈内注射して

排卵を誘起した。

供試した 2-4、8-16cell stageの卵子は、それぞれ交配後30、45時間目に卵管を濯流し、ま

た、 morulastageの卵子は交配後75時間自に子宮を潜流して探取した。潜流液は、 TC阿199(日水製

薬K.K.)に10%非働化家兎血清を添加したものを用いた。また、マウスは、性周期を考慮せずに

P阿SG5 iuを皮下投与し、 48時間後にhCG5 iuを皮下投与したのち雄マウスと同居させ、翌朝、腹栓

を認めたものを供試した。 morulastageの卵子は、 hCG投与後80時間目に卵管および子宮を

-2一
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Mzmediu皿で滋流して採取した。

3)培地の調整

生理的食塩水を溶媒とした 7%ゼラチン溶液を高圧蒸気滅菌し、ゼラチン湾液として室温で保存

した。実験に開し、この溶液に生理的食塩水、非働化家兎血清を添加したものを低温保存液とした。

なお、保存液は、ろ過滅菌後、それぞれ 3mlをプラスチックシャーレに入れ供試旺を保存した。

4)培地下での非凍結低温保存

7%ゼラチン溶液、生理的食塩水および家兎非働化血清をそれぞれ等量添加したものを保存液と

して、 2~4 、 8 ~ 16cell、morulastageのものについて、 1~10臼閣の低温保存を試みた。また、

保存液の血清濃度を100.0、66.6、50.0、33.3、25.0および20%に調整し、 morulastageの卵子に

ついてそれぞれ4日間の低温保存を試み、それらの生存性を比較検討した。さらに、自家家兎非働

化血清のみを保存液とし、 2~4 、 8 ~ 16cellおよび皿orulastageの卵子を 1~7 日間低温保存し

ゼラチン溶液と比較検討した。保存は、 5~80Cに調整した冷蔵庫内に卵子を入れたシャーレを静

置して行った。その後、保存卵子は30%非働化家兎血清および抗生物質を添加したTCM199で2回洗

浄し、 370C、5%C02下で培養し、 blastocyststageへの発生をもって低温保存後の生存旺と判定

した。

5)卵管、子宮および血管における非凍結低温保存

家兎眠、マウス庇の摘出した家兎卵管内での低温保存およびマウス庇の摘出したマウス卵管、子

宮内低温保存、 また、家兎旺の血管内低温保存を試みた。家兎腔の家兎卵管内保存は、 2~4 、

8 ~ 16cell stageの卵子はそれぞれ交配後30、45時間目に卵管を結殺して摘出したものを用い、自

家非働化血清中で保存した。 morulastageの場合は、摘出子宮を潜流して採取し自家非働化血清と

ともに自家卵管内に控入して同様に保存した。マウス旺の家兎卵管内保存は、採取したmorula

stageの卵子を過排卵誘起処置の後75時間目に摘出した家兎卵管内に、卵管供試家兎の非働化血清

とともに注入し同様に保存した。マウス眠のマウス卵管、子宮内での低温保存は、妊娠3日目ある

いは4日自の午前中に卵管、子宮を摘出し、それぞれ 8~16cell 、 morula stageの卵子を含んだま

ま非働化血清中で保存した。家兎旺の血管内低温保存では、皿orulastageを摘出した後大静脈内に

自家非働化血清とともに注入し結数して保存した。その後、家兎腔は30%非働化家兎血清を添加し

たTCM199で、マウス庇はMzmediu皿で培養し、その生存性について4)と同様に培養して判定した。な

お、家兎のmorulastageを卵管内に7日間保存した10個の旺を、同期化した家兎の子宮へ移植して

その生存性を検討した。

結果

7% ゼラチン溶液、生理的食塩水および家兎非働化血清をそれぞれ等量添加した保存液は‘ 2~

4 cell stage群で4日間まで生存旺を認めるととができたが全般的に低率であった。 8~16cell 

stage群では3日間まで全例に生存旺が認められ、 4日目以降生存率は急搬に低下したが、 10日閉

まで生存腔を確認することができた。 morulastage群では、 8~16cell stage群に比べて低率であ

ったが、 1、2日間の保存では95.0、89.5%と高い生存率を示した(Table1)。ゼラチン保存液に

おける血清濃度を検討した結果では、血清比33.3%において4日間保存した眠の生存率は60.0%で

最も優れていた(Table2)。自家非働化家兎血清のみを保存液とした場合、 8~16cell、 morula

stageで1日間保存で100%の生存率を示したが、その後の生存率においていずれもゼラチン溶液群
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に比べて低い成績であった(Table3)。

家兎旺を自家卵管内で保存した成績は、 2-4、8-16cell stageでは良好な成績は得られなか

ったが、皿orulastageで7日間保存まで、ほぽ全例に生存を確認するととができ、その後、保存期
間の延長とともに旺の生存率は低下していったが、最長12日聞の保存まで生存庇を認めた(Table4)。

また、マウス旺を家兎卵管内で保存した成績は、 1日保存で33.3%の生存旺、を得たにすぎず、 2臼

以上で生存旺は認められなかった(Table5)。マウス旺のマウス卵管および子宮内での低温保存で

は、 1日保存で、 8-16cell、morulastageがそれぞれ21.4、100%の生存率であったが、 2日間

以降では生存旺は得られなかった(Table6)。家兎旺の血管内低温保存では、 1臼保存では100%の

生存率であり、 5日間まで半数以上の生存が認められ、 7日間保存でも31.2%と良好な成績であっ

た(Table7)。また、家兎卵管内に 7日間保存したmorulastage10個を同期化した家兎の子宮に移

植して、 6例の正常な産仔を得るごとができた (Table8)。

Table 1 Survival of rabbit embryos in gelatine storage medium 

Cell stage Sto~age time (days) 
at sto~age 

l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
No. of emb~yos 
examined 10 10 10 11 12 12 12 10 

2-4 developed t。 2 l 3 2 。 。 。 。blastocyst 

% 20.0 10.0 30.0 18.2 。 。 。 。
No. of emb~yos 

20 examined 36 33 17 25 20 20 20 20 

8-16 developed to 
20 36 16 10 12 7 8 l 4 blastocyst 

% lαコ 1αコ 48.5 58.5 48.0 35.0 40.0 5.0 20.0 

N0.of emb ryos 20 
examined 19 20 25 21 20 20 17 13 14 

Mo~ula developed t。
19 17 12 16 7 。 l 。 。 。blastocyst 

% 95.0 89.5 60.0 64.0 33.3 。 8.3 。 。 。

Table 2 Survival of rabbi七 embryos on gelat工ne storage medium 
in various serum concentration 

Cell stage gelatine med1um : ~abbit serum 
at sto~age 0:1 1:1 1:2 2:1 3:1 4:1 

No. of emb~yos 
24 15 examined 13 25 11 10 

Mo~ula developed to 
B 4 l 16 2 blastocyst 2 

% 33.3 27.0 7.7 60.0 18.1 20.0 
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Table 3 SUFVival of rabbit embryos on serum s七orage medium 

Cell stage Storage t~me (days) 

at storage l 2 3 4 5 6 7 

No. of embryos 
9 10 12 12 examined 

2-4 developed to 
6 。 。 。

blastocyst 

% 6o.7 。 。 。
No. of embryos 
examined 10 10 10 9 s 

8-16 developed to 10 3 3 。 。
blascocyst 

% 100 30.0 30.0 。 。
No. of embryos 

20 20 30 24 20 10 10 examined 

Morula developed t口 20 16 blascocyst: 15 8 l 。 。
% 1αコ 80.0 50.0 33.3 5.0 。 。

Table 4 Survival of rabbit embryos in rabbit ov工duc七

Cell stage Storage time (days) 
at storage l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

No. of embryos 
examined 28 17 

2-4 developed to 。 。
blastocyst 

% 。 。
No. _~:__e，m_b_r!OS 13 
examined 12 19 5 5 

8-16 d~ ，:，eloped to 11 。。。。
blast:ocyst 

% 84.1 。。。。
No. of embryos 

8 10 27 13 12 22 10 18 12 16 10 14 17 examined 

Morula developed to 8 10 26 13 12 22 10 13 6 8 3 1 。blastocyst 

% lαコ lαコ 96.31αコ lαコ lα) 1αコ 72.450.0 50.0 30.0 7.1 。
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Table 5 Survival of ~ouse embryos in rabb工t oviduct 

Cell stage Storage tエme(days) 
at storage l 2 3 4 5 

No. of embryos 
9 examined 10 10 11 9 

Morula developed to 
blastocyst 3 

。 。 。 。
% 33.3 。 。 。 。

Table 6 Survival of mouse embryos in mouse oviduct and uterus 

Cell stage Storage t1me (days) 
at storage l z 3 4 5 

No. of embryos 
examined 14 5 

8-16 developed to 
3 blastocyst 。

% 21.4 。
No. of embrroS 11 
examined 10 11 13 

問。rula developed to 
11 。 。 。

blastocyst 

% l∞ 。 。 。

Table 7 Survival of rabbi七 embryos in rabbit vena cava caudalis 

Cell stage Storage t1me (days) 
at storage l 2 3 4 5 6 7 

No. _o_f_ _~m_b_ryos 9 14 8 14 15 16 
examined 

Morula developed to 
blastocyst 9 7 6 呂 9 s 

% lαコ 50.0 75.0 57.1 60.0 31.2 

Table 8 Result of embryos transfer 

No. of No. of embryos 
Cel1 stage 

Litter 
Anim. transferred of embryos 

size transferred 

l 10 Morula 6 

-6ー



明乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第4巻第 l号 1 9 8 7年 4月

考察

ゼラチン溶液による旺の低温保存は、 1961年にHafez2)が行った実験を参考に試みたが、 Hafezは、

保存後の生存性を旺移植によって確認しており、 recipientの状態、移植技術などの要因が関与す

るため、旺の生存性を正確に評価するととは困難である。著者らは、体外情養によって旺の生存性

を判定し、 一部の旺を移植することによってその正常性を確認した。とのように、生存旺の判定方

法は異なるが、本実験は、 Hafezの報告と同様に眠のstageによってその生存率に大きな差が認めら

れた。 Anderson、Footeト7)は一連の低温保存で、 24時間程度の低温曝露において保存後の旺に発

育の停止がおこる可能性が示唆されたと報告している。本実験では、保存後の 2~ 4 cell stageの

卵子を体外培養する過程において、 morulastageまで発生するがその後blastocystに発生しない旺

が多く認められ、低温曝露していない庇との聞に発生の差が認められたこと、また、 Anderson、

Footeの実験と保存液が異なることから、保存中の旺の代謝に差が生じ、低温曝露が腔の発生に悪

影響を及ぼしたものと考えられる。ゼラチンおよび血清の添加ド関しては、ゼラチン溶液中の血清

濃度は33.3%が最適環境であるととが明らかであり、ゼラチン無添加培地での保存と比較すること

により、ゼラチン添加の必要性が示唆された。 Huqhes、Andersong)は、 PBSにlactate、ピルビン酸、

血清などを添加した保存液で高率な生存性が認められたと報告し、 Anderson、FooteはPromineDの

添加が旺、の生存性の向上に有効だと報告している。このように、 10
0C前後の低温下の保存にはこれ

らの物質が匪の基礎代謝に何らかの影響を及ぼしているものと考えられる。

家兎旺の卵管内低温保存では、 morulastageで7日閉までほぼ全例に生存旺が認められ、また、

12日間まで生存を確認するととができた。さらに、 7日間の保存旺を移植するととにより正常な産

仔を得ており、この成績は低温保存で良好な生存性を示したHuqhes、Andersonの成績を上回る結果

であった。との要因として、家兎では交配後約3日まで卵管分泌液が盛んに分泌されており、今回

はこの時期の卵管を供試したととによるものと考えられる。卵管分泌液の成分としては数多くの物

質が知られているが、佐の生存に重要なものとしては、ピルビン酸、グルコース、遊離アミノ酸な

どが考えられる 11-13) 。今回のmorulastageの卵管内保存の良好な成績は、多くの研究者によっ

て試みられた物質を添加した培地での成績より保存性に優れており、卵管分泌液中に保存に最も適

した物質が含まれているともの考えられる。しかし、同一条件下における、 2~4 および 8~16

cell stageの腔の卵管内保存では良好な成績は得られなかった。このように、卵管内保存は、

morula stage庇の低温保存に適した方法といえるが、供試旺の発生stageと排卵後の卵管の経過時

間と密接な関連性をもっていることを示したものと考えられる。

家兎卵管内におけるマウスmorulastageの保存では、 2日間以降で生存旺を得ることができなか

った。近年、受精、卵子培養などを目的として家兎卵管内に異種動物の卵子を移植し回収する手技

が試みられるようになり 14，15)、部分的な成功を収めていることを考えると、本研究においても、

庇と卵管との実験条件等を十分に検討することによって、より有効な卵管内保存が明らかにされる

ものと思われる。

以上のように、低温環境下で旺を保存することによって、眠の生存性を保つことが可能であった

が、保存旺のstage、保存環境および保存液が大きく関与しており、最も良好な保存成績は家兎卵

管を用いて家兎の皿orulastage腔が最長12日間の低温保存が可能であることが示された。このこと
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は、産業家畜、特にウシの旺移植における庇の短期間保存に、と場で燦取できる同種卵管を利用し

て低温保存を有効に応用できる可能性が示唆された。
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Gonadotropin lnduced Superovulation in the Calf 

and In Vi tro Fertil ization 

Hirotada TSUJ工工"LSeiji YAMAMOTO女 and Kenji KOJI~也付

Facu1ty of Agricu工七ureUniversi七yof Shinshu， Ve七erinary
Practi七ioner女， Fuji七aPharmaceu七ica1Co.*女

Abs七どuc七 工nan a七tempta七 co11ec七ionof an increased amount of 

fo11icu1ar ova， supeどovu1a七ionwas induced in prepubera1， sexua11y 
imma七ureca1ves ( 8-12 weeks old ) by in七ramuscu1arinjec七ionof 15 

00 iu of PMSG fo11owed 5 days 1a七erby in七ravenousinjec七ionof 1500 

iu of hCG. The ovaries were removed by 1aparo七omyat 24 hours af七er

hCG tどeatmen七. The ovaries from one anima1 contained 70 fo11icles 

above 10 mm in diame七er，13 fo11ic1es 9-5 mm and 145 fo11ic1es above 
2mm. The ovaどies from the 0七heranima1 contained 86 fo11c1es mea-

suring more 七han2 mm in diame七er. The in vi七roferti1iza七ionexper-

imen七 using七heco11ected fo11icu1ar oocy七esresulted in 58.2% sperm 

pene七rationand 44.9% fer七i1iza七ionwi七h fema1e and ma1e pronuc1ear 

forma七ion. The resu1七ssugges七ed七ha七 ovaries from prepubera1 ca七七1e

have a hiσher ootentia1itv for ova. 

In七roduc七ion

Pre-and post-fer七i1iza七ionova are impor七an七 ingene manipu-

1a七ion. Especia11y in biotechno1ogy using bovine ova， co11ec七ionof 

as many ear1y-s七ageova of high viabi1i七y as possib1e is an impo七an七

process. From one sexua11y mature ca七七1e，on1y 6 七o 8 ova are ovu-

1a七edeven by induc七ionof superovulation. Ovaries co11ec七edfrom 

ca七七1ea七 a slaugh七erhouse are u七i1izedfor researches of in vi七ro

fer七i1iza七ion，bu七 ovaries from diestrous ca七七1eusua11y con七ainan 
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average of 17 fo11ic1es per cow. An average of on1y 8 ova are usu-
工)

a11y recovered. 

The purpose of七hiss七udyis 七oincrease the ra七eof fo11ic-

u1ar oocy七eco11ec七ionby induc七ionof superovu1a七ionin prepubera1， 

sexua11y imma七ureca七七1e. 工nvi七rofer七i1iza七ionwas a1so caどried

ou七 usingfo11ic1es co11ec七edfrom superovu1a七edca1ves. 

Ma七eria1sand Me七hods

Ho1s七einca1ves were reared since bir七hunder s七andardenvi-

ronmen七a1condi七ions. Two fema1e ca1ves a七 8-12weeks of age were 

used in七heexperimen七. Fo11icu1ar deve10pmen七 wass七imu1atedby 

in七ramuscu1arinjec七ionof 1500 i.u. of pregnan七 mareserum gonado-

七ropin (PMSG) fo11owed 5 days 1ater by intravenous injec七ionof 1500 

2) i.u. of human chorionic gonado七ropin (hCG)-:' A七 24hours after the 

injec七ionof hCG， the anima1s were fixed in a supine posi七ionon an 

operating七ab1eand 1apora七omizedby a mid1ine incision undeど genera1

anes七hesia七oremove the bo七hovaries. The ovaries were immedia七e1y

七ranspor七ed七o 七heLabora七oryusing a container con七ro11edat 30-35 

。C. Oocy七eswere aspira七edfrom fo11ic1es in accordance with七hedi-

ame七ersof fo11ic1es. Af七erwashing七wicein the cu1七uremedium， 

on1y oocy七eswith microscopica11y norma1 morpho1ogy were chosen and 

used for七heexperimen七.

Ham's F12 con七aining10宅 fe七a1ca1f serum (FCS) and 20も bovine

fo11icu1ar f1uid (BFF) was used for matura七ionand fer七i1iza七ionof 

七hefo11cu1ar oocy七es. Ham's F12 was supp1emen七edwi七h 100 i.u./m1 

of crys七a11inepenici11in G and 50 pg/m1 of s七どep七omycinsu1fa七e.

FCS and BFF had been heat-inac七ivateda七 560C for 30 minu七esprior 

七ouse. Frozen semen from Japanese black ca七七1ewas used for fer-
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七i1iza七ion. 工七 wasrapid1y 七hawedin 1ukewarm wa七era七 350C a七 the 

七imeof use. 工七 wasdi1uted two-fo1d wi七h a BO medium (Bracke七七

3) 
and Oliphan七， 1975) ~nd washed七wiceby cen七rifuga七iona七 300rpm 

for 5 minu七es. The sperm suspension was 七hencu1七uredfor capaci七a-

七ion. Using a BO medium containing BFF， sperma七ozoadi1u七edto七he

6 fina1 concen七rationof approxima七e1y3.0 x 10Vjm1 were enwrapped 

in drop1e七 withparaffin oi1 and precu1七uredfor 5-6 hours a七 370C

in a CO2 incuba七orwi七h 5も C02and 95宅
1，4，5) 
al.r. 

Oocy七es from fo11ic1es above 10 mm in diame七erwere immedi-

a七e1yinsemina七ed. Oocy七es from fo11ic1es measuring 5-9 mm in dia-

me七erwere cu1tured in vitro for 12 hours and those from fo11ic1es 

measuどing2-4 mm in diameter for 28 hours. Oocy七esnorma11y ma七ured

in七ome七aphaseI工(MI工) were inseminated. 工n vitro fer七i1iza七ion

was carried out using 七heabove-described cu1七uremedium. Ten M 工工

matured oocytes were added into the 300ド1drop1et and insemina七ed

6 
with 0.2 m1 (1.2 x 10

v 

spermsjm1) of capaci七atedsperms which had 

been placed in七hedrop1et. The oocy七esand speどma七ozoacon七ained

in the paraffin-covered drop1e七 wereco-cu1tuどedfoど 15-18hours a七
1，4，5) 

37 oC in a CO2 incubator with 5 宅 CO~ and 95毛 air. Af七er七heco-
2 

6) 
cu1ture， some of七heova were stained by七heτ'arkowski I S method and 

microscopica11y (x 400-1000) examined七o divide into fer七i1izedova 

wi七h fema1e and ma1e pronuc1eaど forma七ion， non-fer七i1izedova with 

sperm pene七ra七ionin七0 七hezona pe11ucida and degenera七edova. 

Resu1七s

The ovaries extracted from ca1f 1 showed remarkab1e deve1op-

ment and measured 6.5 x 6.4 and 7.0 x 4.5 cm. Tab1e 1 shows the 

number of fo11ic1es and oocy七esco11ec七ed. The 1ef七 andrigh七 ovari-
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Tab1e 1. The number of fo11ic1es and oocy七esco11ec七edfrom ca1f 1. 

Lef七 ovary Right ovary 
Diame七er

No. of Recovery No. of Recovery 
(mm) fo11ic1es of oocy七es follic1es of oocy七es

10 < 30 14 40 21 

5-9 5 2 8 5 

2-4 3工 12 31 工8

66 28 79 44 

Recovery of oocy七es/ No. of fo11ic1es = 72/145 (49.7宅)

Tab1e 2. The number of fo11ic1es and oocy七esco11ected from ca1f 2. 

Lef七 ovary Righ七 ovary
Diameter 

No. of Recovery No. of Recovery 
(mm) fo11ic1es of oocy七es fo11ic1es of oocytes 

10三 2 l l 。
5-9 3 2 5 l 

2-4 45 15 30 16 

50 18 36 17 

Recovery of oocy七es/ No. of fo11ic1es = 35/86 (40.7宅)

es con七ained30 and 40 fo11ic1es respec七ive1y七ha七 measured1arger 

七han10 mm in diame七er. Thir七eenfo11ic1es 5-9 mm in diameter ex-

is七edin七he1ef七 andrigh七 ovaries. The七o七a1of 145 fo11ic1es 

above 2 mm 七ha七 canbe used for in vi七rofer七i1izationexis七edin 

七he1ef七 and righ七 ovaries. The co11ec七ionra七eof oocy七esamoun七司

ed to 49.7宅.

The ovaries ex七どac七edfrom ca1f 2 were somewha七 sma11er in 

size compared to 七hoseex七工ac七edfrom ca1f 1 and measured 3.2 x 0.9 
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Tab1e 3. The ra七esof M工工 ma七ura七ion，sperm pene七ration

and feど七i1iza七ion.

Diame七er Recovery M工工 Sperm Fer七i1iza七ion

(mm) of oocytes matura七ion pene七ra七ion

10 < 36 36 31 24 

5-9 10 8 4 2 

2-4 61 54 22 工8

Tota1 107 98 57 44 

( 宅 ) (91.6) (58.2) (44.9) 

and 2.5 x 1.7 cm. A re1ative1y 1arge b100d poin七 (approxima七e1y10 

mm) immedia七e1yaf七erovu1a七ionwas detec七edin one of七heovaries. 

Tab1e 2 shows the numbeど offo11ic1es and oocy七esco11ec七ed. The 

七ota1sof 3 fo11ic1es三10mm in diame七erand 8 fo11ic1es 5-9 mm 

exis七edin the 1ef七 andrigh七 ovaries，in addition七o 86 fo11ic1es 

と 2mm in diame七er七ha七 can be u七i1izedfor in vi七rofer七iliza-

七ion. The co11ec七ionra七eof oocy七esamoun七ed七o 40.7宅.

Tab1e 3 shows the どa七esof M 工工 ma七ura七ion，sperm penetra-

七ionand fer七i1iza七ion. M 工工 ma七ura七ionoccurred in 8 of 10 oocy七es

from fo11ic1es 5-9 mm in diame七erand in 54 of 61 oocy七esfrom 

fo11ic1es 2-4 mm in diameter. 工nsem~na七ion of 98 oocy七esma七ured

in七oM 工工 resu1七edin 57 sperm pene七ra七edova (58.2も) inc1uding 

po1yspermy. These inc1uded 44 ova (44.9宅) which showed fema1e and 

ma1e pronuc1ear forma七ion. Fer七i1iza七ionwas achieved in 77も of

七hesperm pene七ra七edova. 

Discussion 

2) 
Onuma e七 a1. (1970) found differen七 pa七七ernsof fo11icu1ar 

deve10pmen七 inHo1stein ca1ves in which superovu1a七ionwas induced 
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by gonado七ropin. They reported七ha七 anaverage of 43 fo11ic1es ~ 

10 rnm in diarneter were produced by ei七her1500 or 2000 i.u. of PMSG 

and七ha七七heovu1a七ionra七earnounted七o 79宅 by adrninis七rationof 50 

rng of LH and七oon1y 16も by1500 i.u. of hCG. 工na sirni1ar experi~ 

7) 
rnen七 usingca1ves， Seide1 e七 al.'ob七ained，on the average， 46.5 

follic1es ~ 10 rnm in diarne七erand rnore 七han30 fo11ic1es 5-10 rnm 

in diarne七er. A工rnos七七hesarne fo11icu1ar deve10prnen七 wasfound in 

七hepresen七 experirnen七. Though 七henurnber of anirna1s used in this 

s七udywas 1irnited，七hefo11icu1ar responses appeared differen七.

This rnay be due七0 七hedifferences in 七he10t nurnber of hoどrnones

2) 
and irnpor七an七1y， as sugges七edby Onurna，七o the nu七ri七iona1and 

breeding condi七ionsof anirna1s. 

In 七hisexperirnen七， ova were co11ec七eda七 23-24hours af七er

hCG adrninis七どation. Ovu1a七ionof one ovurn occurred in ca1f 2. 

This indicated七hat1aparo七ornywi七hin24 hours seerned desirab1e. 

Since it is our in七en七ion七ocollec七 follicularova by surgical 

ex七rac七ionof ovaどieswi七hou七 sacrificinganirna1s， we prefer as 

rnuch as possib1e to avoid co11ec七ionof ova discharged in七0 七he

2) 
oviduc七. By induc七ionof superovula七ionwi七hPMSG， Onurna e七 a1-:

ob七ained79宅 ovula七ionby 七reatrnen七 wi七h 50 rng of LH and 16% ovu1a-

tion by七rea七rnen七 wi七h 1500 i.u. of hCG. A higher response七oLH 

七hanto hCG sugges七S 七ha七 a cornbina七ionof PMSG and LH rnay con七どib-

u七e 七ornore equa1 rna七ura七ionof fo11icu1ar oocy七es.

Higher ra七esof M 工工 rna七ura七ion， sperrn pene七ra七ionand feどー

七iliza七ionwere ob七ainedin七hepresen七 experirnent， cornpared七0 七he

corresponding ra七esob七ainedin a previous in vi七roferti1ization 

experirnen七 usingfo11icu1ar oocy七escol1ec七edfrorn slaugh七ered
1 ¥ 

ca七七1eovaries .~ ' This seerned七o sugges七七ha七七hepo七entia1ac七ivi七y
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is higher in fo11icu1ar oocy七es from prepubera1， sexua11y immature 

ca七七1e.

Simp1ifica七ionof fo11icu1ar oocy七eco11ec七ionunder fiber-

endoscopic con七ro1is expec七ed. Experimen七son c1eavage of fer七i-

1ized ova and七ransp1an七a七ionin a recipien七 area1so expec七ed七o

fuど七herprogress. 
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仔雌牛の卵胞卵を用いた体外受精

辻井弘忠・山本静二へ小嶋健司**

(信州大学農学部・ 開業獣医* フジ‘タ製薬ぺ

牛卵胞内卵子をよク多く集める手段として，春期発動前の幼若雌牛に過排卵誘起することが考え

られたので実験を行った。生後 2-3カ月齢の幼若の雌牛に PMSG1500 iu筋注. 5日後に hCG

1500 iu静注.24時間に，開腹手術を行って卵巣を摘出した。 1頭より 10凹以上の卵胞が70. 9-

5四国の卵胞が13と. 2 mm以上の卵胞が 145個存在した。他の 1頭も 2mm以上の卵胞が 86個存在した。

採取した卵胞卵を用いて体外受精を行ったところ精子侵入卵 58.2勿，雌雄両核を形成した受精卵が

44.9%得られた。幼若牛から採取した卵胞卵はかなり活性が高く，利用価値があると思われた。

本研究は，稲盛財団の助成金によった。
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マウス怪の初期発生K対するActinomycin D(Ac t -D) 

及びタンバク合成阻害剤の影響

Fffects of Actinomycin D and Protein Synthesis 

Inhibi tors on Early .I:evelopment of Mouse Embryos 

松井 葉子 佐藤嘉兵

Motoko MATSUI and Kahei SATO 

日本 大学農黙区'芋長!3家斉繁弛学教室

Laboratory of Animal Reproduction， college of Agriculture 

and Veterinary Medicine， Nihon University 

Fujisawa 252， JAP必J

Mouse embryos were cultured in vitro in media containing Act-D， PM 
or CHX during the interval from the 2-cell stage to the early blast-
ocyst stage. Two-or 4-cell stage embryos cultured in the presence 
Act-D developed to the 4-or 8-cell stage， ，respectively， butfurther 
development did not occured. Act-D at lO-'ug/ml inhibited develop-
ment of morula. PM and CHX inhibited completely the development in 
vitro of the embryos. 

近年 マワス 経 に 発生工学的 に 外部か ら 操 作を 加え 、 l時 乳動物!笹の先生機序 を n~ る 方

法が広 く用いられ ている。 このためマウス症の発生Lこ閉 す4情報の必要性 lこ迫 られて

きた 。ツメ ガエん におい工 は初期発生 旺では 臼細胞閉 までは析 しいmRNAを必要 とせ寸、

いわゆ る lI1aternal mRNA によ るタンパ ク合成がf'fわれていることが知 られている(出

川、 H178)。一方‘ マワス眼にお いては 2----4細胞問J，j向 、新し いmRN:¥(})コピ ーが開

始されるとされてい る。しがしその細部に ついての械討は十分 なされていない。 我々

はこうした背景か らマウ ス初期睦に対するmRNAある いはタ ン/¥ク合成阻害物質の影響

について調べ、初期発生旺にお ける mRNAと タンパク合成と発生と の関係につい て情報

を得ようとした 。

供試動物は ICR系マ ヴヌ の生徒 10週齢以上ω成熟 した雌雄 マウスで体重 3 0 ~40gの

ものを 5--....8匹ずつケー ジに収容し、固形飼料を7}¥と共に自由摂取させた。 マウスは

性周期に関係なく雌マウスを附SGC帝国臓器K.K)IOIU.48時間後:こh(守G(帝国臓器K.K)

10lUをそれぞれ腹 内lこ投与し過排卵誘起を行った。 hCG投与後直ら に雄と同居させ

11CG 投与後48--....72時間で 2cell.......morulaの旺を採取した 。その旺をそ れぞれ111川崎目害

剤である.Ac十 [i(SI 川l A) は 10- 4 • 1O- 3 ， 10- 2 • 1O - 1 u g /rnl 、タン パク合成阻害剤である

Purornycin(P門)(SIGM.i¥)あるいはCycroheximide(仁HX)(和光純薬)の0.1，0.5.1.5ug九nI 

を添加したBrinster培養液に人れ培養し，その後の発生について観察 した。

以上の結果を Fi g. 1 --.... 3に示した。 2細胞期か らの培養ではAct句 D(10-3，10-2.10-1

ug/ml)を添加した場合、 2ce1 I stageからの培養では4celI stage達 したが 、それ以

上は発生しなかった。4cell stagEーからの培養でも類似した結果であった が、 morula

からの培養では 10-1uglml の濃度で完全に脹発生を抑制した。一方、 P門及びCHXの添

加では各濃度が O.5--....511g/mIの範囲で完全に2，4cell stage及びmorlllaからの脹発生
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そ抑制した 。

以上の結果からマりスの初期旺では少なくとも4細胞期まで ll1aterna I Il1RNAが作動

しているものと思われた 。 しかし、 ll10rulaでは新しくコピ ーさ れた Il1RNt¥により タンパ

ク合成が行われて いるものと推察された 。 この結果は.培養マウス肝ーにおjするAct-D 

を用いたト10nesiぞt， al(l97u)の結果と矧似し ¥._いた 。 今後 .マウス脹におけ る

ll1at.μrna I IIIRNt¥及び新しい 111日刊 とタ Jンバ ク合成に関して詳細な験討が望ま れる。

4・cell stage Morula 

C白ntrol B /宝石lirol

/ 

i:ik-E-|/ JjjM|/  
10''> Fig. 1 Deve10prnent of 2-，4-ce11 10-2 
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continuous presence of 

同ーーー，->-ートーートー一寸ーー Actinornycin-D 
。晶lZz4 36 .u 12 

Culture period (hr) 

11 stラ1 "t 4-ccU stagc MOTul且

パプ，.1

‘， . 
"血
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M・7 (Isocage & Isocap) 

ご さが尽;ß~dJllV，~mi~~ia'~Z';S2ジニ

特長

.Isocapの取り扱いが非常に簡

単です0

・本体はオー トクレーブ可能な

材質TPX製， PC製と 2種類

あります。

図岡崎産業株式会社

繁殖障害にfノ

動物用
医薬品

(家畜共済診療点数採用)要指示医薬品

特長

前葉性卵胞刺激

ホルモン剤

0米国アーマ一社との技術提携によって製造され
Tこ新し い前葉性の FSH剤です。
(7-7-社のFSHli世界て最初のFSH標準品に録用されています，)

OFSH成介を主に含有し、卵胞の発育、排卵、
黄体化作用を有します。

OHCG又は、 PMS  Gで無効惑いは不的確な繁

殖障害牛にも有効です。

適応症 牛・馬 :卵胞のう腫、排卵障害、卵胞発育障害

(卵巣発育不全、卵巣静止、卵巣萎縮)

包 装 10アーマー単位(A.U.) 20アーマー単位(A.U.)
40アーマー単位(A.U.)溶解液付

⑥む目製薬刷会誼 神奈川県川崎市川崎区中瀬 3- 19- 11 

H (044) 2 88 - 1391 (代 ) 干 210
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ハムスタ-vcなけ る体外培養卵巣の
排卵機序 Kついて

Studies on ovulation in the explanted 

ham s ter ovary 

渡辺靖治・金山喜一・遠藤 克・佐久間勇次

Yasuhiro WATANABE， Kiichi KANAYAMA， Tuyoshi ENDO and Yuzi SAKUMA 

日本大学農獣医学部生理学教室

Depertment of Veterinary Physiology， college of Agriculture 

and Veterinary Medicine， Nihon University 

目的:晴乳動物における排卵現象は、成熟卵胞の卵胞壁組織の開裂が必須条件とされて

いる。しかし、この卵胞壁開裂の機構についてはいまだ明確でない部分が多く、その機序

解明のため組織化学的、生理学的、生化学的な方面から積々の検討が試みられている。こ

れまで、卵胞壁組織開裂の機構に関しては、平滑筋収縮説や卵胞内圧説が支持されてきた

が、現在は、排卵現象の最終段階でプラスミノーゲン・アクチベータが作用して卵胞壁組

織が開裂し排卵が起とるという仮説が最も有力視されている。しかし、これまで inヱよ主主

の実験では良好な成績は得られず、本研究では、プラスミノーゲンアクチベータ合成阻害

剤である Tranexa皿ic-acid を、卵巣により直接的に作用させる目的で、卵巣の被面培養

法(SurfaceCulture)を用いてTranexa皿ic-acidによる排卵抑制効果の実証およびプラスミ

ノーゲンアクチベータ限害による鴻胞内過熱卵作出の可能性について検討を試みた。

方法:(実験 1)膿垢検査により規則正しく発情周期を、連続して3回以上絹り返した

70日齢以上(体重 100-160g )の成熟未経産ゴールデンハムスターの摘出卵巣を用いた。卵

巣は、ハムスターをと殺したのち無菌的に採取し、 PBS液を満たした時計血中で付着脂肪、

卵巣嚢を除去し培養液中で軽く洗浄した.その後、組織培養用シャーレ (OrganTissue 

Culture Dish 60 x 15刷、内径30mm: Falcon社)にステンレス製の金網台(100皿esh)を

置き、この上に卵巣を載せ、その上部約80%を液面上に露出した状態で液面培養

(Surface Culture)を行った。培養は、 95%air、5%CO.、37"Cの条件下で翌日の検索時

(発情期の10:00)まで行った。また、培養液は森岡らの報告を参考にし、TCM199(日水社)

の 1皿1中に3.0mgのグルコース、 0.1略のL-グルタミン、 0.05mgのアスコルビン酸、0.035

mgのインスリン、 1.9mgの重炭酸ソーダ、 0.12mgのストレプトマイシンを添加した修飾

TCM 199を用いた。 invivo におけるハムスターの自然排卵は、発情期の0:00より始まる

ことから、卵巣の摘出時刻を発情前期の19:00、21:00、22:00、23:00の4試験区を設定し
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た。(実験 2)卵巣摘出時刻を実験 1の成績から21:00と23:00の2試験区を設定した。培養

液は、同一個体から摘出した 2個の卵巣のうち1個は修飾 TCM199で培養して対照区とし、

残りの 1個は0.1% w/wTranexa皿ic-acidを添加した修飾 TCM199で培養した。

結果:(実験1)排卵率は、 19:00~こ摘出した卵巣でO耳、 21:00で 75.0% 、 22:00で 90.4%、

23:00で95.8%であり、排卵数は、 21:00で1.90個、 22:00で1.76個、 23:00で3.96個であっ

て、 invivoにおける排卵開始時刻の0:00に近づくにつれて排卵率および排卵数は増加し

た。しかし、 invivoにおける片側卵巣からの平均排卵数の約6個に比べると、排卵数は少

なかった。(実験 2)培養液にTranexamic-acidを0.1%添加した結果、 21:00に摘出した卵

巣の排卵率は 25 . 0% 、排卵数は0.25個であり 、 23:00~こ摘出した卵巣の排卵率は 9 1. 6% 、

排卵数は1.58個であって対照区に対して有意な低下を示し、排卵抑制作用が認められた.

Table Effect of tranexamic-acid on hamster ovaries 
explanted at 21:00 and 23:00 

Time of % of No. of NO.of No.of Ave. No. of 
tranexamic-acid ovaries ova 

exロlantation ln medium ovaries ovulated ovulated ova/ovary 

0.0 12 10 24 2.00士0.78
(control) 

21:00 

0.1 12 3 3 0.25土0.12

0.0 12 12 46 3.83士0.61
(control) 

23:00 

0.1 12 11 19 1.58:t0.26 

Values are mean:tS.E. 

結論:19:00~こ摘出した体外培養中の摘出卵巣には全く排卵が認められなかったが、

21:00以降の摘出卵巣には排卵が認められた。しかし、卵胞壁の開裂が起こる21:00、

23:00の卵巣の培養被にTranexamic-acidを添加するととによって排卵が抑制された。その

抑制作用は23:00より 21:00に強く認められた。これらのことから、排卵における卵胞壁の

開裂にはプラスミノーゲンアクチベータが作用していることが裏付けられ、また、実験的

に過熱卵を作出できる可能性が明らかとなった。

主要文献

し森岡宏至、市川茂孝(1982).ハムスターの体外培養卵巣からの排卵、家畜鱗殖誌、 28，

200-204. 

2. Espey， L.， Shimada， H.， Oka圃ura，H. and Mori， T. (1985) Effect of various 

agents on ovarian plasminogen activator activity during ovulation in pregnant 

mare's seru皿 gonadotoropin-pri皿edi皿圃aturerats. Biol. Reprod.， 32，1087-1094. 
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受精卵分割におけ る細胞質の意義の検討

一二 次元電気 泳動法を用いて

Roles of cytoplasma for fert ilized ova cleavage 

- by the use of two-dimensional electrophoresis 

小松節子 ・鈴木秋悦 ・北井啓勝 ・遠藤芳広 ・大庭三紀子
伊藤武夫 ・依田和彦 ・探沢俊夫*・飯塚理八

Setsuko KOMATSU' Shuetsu SUZUKI 'Hirokatsu KITAI' 
Yoshihiro ENDO・MikikoOBA・TakeoITO・KazuhikoYODA 

Toshio FUKASAWA*・Rihachi IIZUKA 

慶恩義塾大学医学部産婦人科学教室，分子遺伝学研究室*

Dept. of Ob. & Gyn.， Lab. of Mol. Gen .*， Keio Univ.， Sch. of Med. 

呂的:最近，卵培養の技術に関する種々の検討がなされ，ヒ卜を含む多くの種属の受精卵の培養が可能とな

っている 1)。しかし，ある種の7 ウスの系統では，培養しでも 2細胞期で分割停止する，いわゆる "2 -ce 11 

block"とい う現象が報告されている2)。ζの"2 -cell block "は，EDTAの添加によって解除される3)が，

その作用機序は不明であり."2-cell block"の原因は体外培養によって，卵の細胞質に何らかの異常をきたす

ためであると推論されている2)。 そζで本研究は，"2 -cell block " Iζ関係する細胞質要因を， 二次元電気泳動

法を用いて，タンバク合成ノfターン，および.リン酸化ノfターンより解析した。

方法 ICR-slc マウスを用い，未分割受精卵は雌雄同居24時間後に，後期2細胞期卵は 48時間後に，卵管

内より採取し，未分割受精卵は 0.1% hyalur oni da se (シク7)含有BWW培養液で卵丘細胞を除去し，半数は，

108μM e thylenediamine te t raace tic acid disodium salt ( EDT A ，半井)含有培養液にて培養 した。各

群50-65個の卵は経時的に分割状態を観察した。二次元電気泳動には，後期2細胞期卵群，未分割受精卵から

培養して 2細胞期となった卵群 (培養2細胞期卵群)，未分割受精卵から EDTAにて培養して 2細胞期となった

卵群(EDTA培養2細胞期卵群 )の3群を設けた。各群 200個の卵は，50μCi L-[35SJmethionine (1000 

-1400 Ci/m mol，アマーシャム)，[32PJ orthophosphateCアマーシャム)にて，夫々 ，31$寺間培養した。 3回

凍結融解後.凍結乾燥し，20μlのlysisbufferを加えた。二次元電気泳動法は0'Farrellの方法4)を参考に， 一

次元自にpolyacrylamide gel によるデ、ィスク等電点泳動，二次元自にSDSslab gel を用いた。ゲノレは， 泳動

後，染色固定し，乾燥し， 1 週間の露光後，現像定着した。 [35SJ me thionineでラベルしたゲルに関しては，染

色固定後，ENLITNING C New England Nuclear )にて30分間振とうした。

結果 invivo系(後期2細胞期卵)とinvitro系(培養2細胞期卵とEDTA培養 2細胞期卵)の聞には，タ

ンパク合成パターンに種々の相異なるタンパクが認められた。さらに，培養2細胞其目卵においては，EDTA培養
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2細胞期卵と比較して，タンノ匂の欠如およひ増力日か認められた。 リン酸化タンパクにおいては， Jn VlVO系と m

vitro系との問には，塩基性側から酸性側へ移行するタンバクを認められたが，培養2細胞期卵に特殊なタンパ

クは認められなかった。

考察 Luthardtand Donahueは引佐盤胞への発生が困難な系統のマウス前核期卵を培養し，発生した 2細胞

期卵を[H3Jチミジンで処理した結果，ほとんどの卵がラベルされたことから， 2細胞期で発生を停止する卵におい

ては少なくともDNA合成が開始可能であり ，" 2-cell block"がDNA合成の欠如のためでないことを示した。そ

して，EDTAの体外受精由来卵に対する作用時期は，1細胞期の後半から2細胞期の前半に顕著に作用する ζとが

知られており6)乙れは，卵細胞質における母親由来のメッセンジャ-RNAの一部が活性化される時期7)と一致し

ており ."2-cell block"における細胞質因子の関連も推測されている。すでに，われわれは，EDTAをマイクロイン

ジェクション法を用いて，直接未分割受精卵の細胞質へ注入することにより， "2-cell block"を解除する 乙と

により細胞内成分の重要性を示唆した。

ζの細胞質因子に関しては，M uggl eton -Ha rr isらは8) F，?ウスの受精卵あるいは2細胞期で体外に取り出し

たMF，?ウスの細胞質の一部を，それぞれMF，?ウスの受精卵の細胞質へ注入し，またGulyasらはり，F，とMF，?ウス

の受精卵を細胞融合させ，"2-cell block"を解除し，桑実怪へ分割する ζとにより ，F，とMF，の間での細胞質要因

の違いを示唆している。 さらに，われわれは，未分割受精卵の細胞質へ後期2細胞期卵の細胞質を?イクロインジェク

ションしたとき，また，培養2細胞其1Wsの割球へ後期2細胆期卵の割球を細胞融合したとき，.. 2-cell bl∞k"を解除する

ζとより，体内受精由来の後期2細胞期卵と blocked2-cell卵の間でも細胞質要因の相違を示した'0)。

そして，今回のタンノザ合成パターンの解析より ，hCG投与48時間後の培養 2細胞期卵は ，後期 2細胞期卵

( in vivo系)と比較して，タ ンパクの欠如および増加が認められた。さらに， blocked 2-cell においては，後期2

細胞期卵iと欠加している，分子量 30000近辺に一連のタンバクを認めたが， ζれはFlachet. al.")が報告 して

いる1細胞期から初期2細胞期卵に出現するタンノ匂 と一致している ζとより ，invitro系における細胞質の成熟

遅延によるものと判断した。また， タンバクの リン酸化は，" 2-cell block "に特有でないと推察した。

主要文献1. 鈴木秋悦 ・他 (1985):組織培養.11:164-168.

2. Goddard， M. J. ， e t. al. ( 1983 ) : J. Embryol . Exp. Morph. 73 : 111-133. 

3. Abr且mczuk.J.，et.al. (1977) :Dev.Bio1.61:378-383. 

4. O'Farrell， P. H. ( 1975) : J. Biol. Chem. 250: 4007-4020. 
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Necessity of cytoplasmic change in mouse 2-cel Iのnbryos.
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〔目的〕 マウスの庇を前核期から培養すると一部の系統を除いては、ほとんどが2細胞期で発生を停

止する。この現象は、俗に“invitro 2・cellblock"と呼ばれている。この発生停止は卵の由来する

系統に依存していることから、卵細胞質の役割が注目されている。本研究では、核移植法による旺の

再構成、および細胞質移植法を用いてこの発生停止に対する卵子核、及び細胞質の関与を調べた。

〔方法〕文献データから、発生停止を起こす系統としてICRを、起こさない系統としてB6C3F1を用いた。

両系統の4週令雌ヘ、 P門SG5 IU、hCG5 IUを48時間間隔で投与することにより過排卵を誘起し、 hCG

投与後16時間で採卵した。 3ヶ月令のICRA並より採取した精巣上体精子によりWhitten培地1)にて体外

受精を行った。授精後6時間で第2極体の存在を指標として受精を判定し、受精卵を実験に供した。

核移植法は、 McGrathとSolterの方法によった2)。サイトカラシンBとコルセミドを含むHEPES-

buffered Whitteni音地の小滴に操作しようとする旺を15分間前培養した後、保定用ピペット(直径約

80問)と除核・証人用ピペット〈直径約15μ.)により操作した。微分干渉顕微鏡下で核供与旺より前

核をカリオプラストとして抜去し、 HVJ(阪大細胞工学センターより分与〉により、あらかじめ除核し

た旺の囲卵腔内にてカリオプラストを細胞融合させることにより核を導入した。前培養を含め、一連

の操作は 1時間以内に行った。操作後直ちに新しい培地に移し換えることにより洗浄し、 Whitteni音地

により 5日間培養した。カリオプラストの代わりにサイトプラストを用いると核移植と同じ様な方法

で、細胞質の移植も可能で、この方法により、細胞質の移植実験も行った。観察は、 24時間毎に実体

顕微鏡下で行った。

〔結果と考察〕各実験群の培養結果を表1にまとめた。骸移植による細胞質核再構成旺の発生をみる

と、移植された核の系統によらず、細胞質の由来する系統がICRであれば発生率が悪く、 F1であれば発

生率が良いことがわかる。つまり旺の発生性は細胞質に支配されており、またICRの核が発生能を欠く

zd 
η
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ということではないことがわかる。さらに、 Fl核と ICR細胞質からなる旺は、 ICR核と ICR細胞質からな

る旺よりも2細胞期を越えて発生する率が高い。これはカリオプラストに随伴した細胞質の影響で発

生向上がなされたことを示唆する。つまりFlには存在する発生に必須な物質が、 ICR細胞質にはないこ

とを示唆している。一方、 IC問主でも2細胞期から培養すると高率に旺盤胞に達することから、前核期

から2細胞期にかけて肢になんらかの変化が生じることを示唆する。そこでステージの違う細胞質を

ICR旺に移植してその細胞質の発生向上効果を指標に旺の経時的細胞質変化を調べた。表からわかると

おり、 2細胞期旺の細胞質の方が発生向上効果が高い。このことは、前核期から2細胞期になるにつ

れ、細胞質に変化が生じることを示している。マウス初期旺の細胞質による支配は、

門uggleton開 Harrisら3)によっても指摘されているが、この細胞質支配は、今回の細胞質移植の結果か

ら考えて、単に卵子形成時の蓄積物の影響でというよりも、前核期から2細胞期にかけて旺、特に細

胞質になんらかの変化が体外で生じうるかという点で発生停止の鍵を握っているといえるだろう。

Table 1 lr!自主rodevelopment of embryos in the Whitten's medium for 5 days of culture 

Cu I tured Cleaved Beyond.2-cell Reached the 
embryosa) embryosb) stageC) Blastocyst staged 

ClCoR ntrol 54 叫吟 ゐ~5 北~5Fl 85 85<100 

Reconstituted 
nuclei 

ICR FlC1 R ii 杓 1?jiIj 111j Fl Fl C1 R 437 
7 3234760 5 2291887 8 2108675 1 

Cytoplasm-transplanted 
cytoplasm _ embryo

‘
a

‘ 

lro川 ClearF1|CR27n(81)6(27〉 l(5!
ーcellFl ICR 27 27(100) 20(74) 9(33) 

4，.-.....6回の反復実験をまとめたもの。旺操作により、操作旺に若干の発生遅延がみられたため、観察

ステージを培養3日目、 4日目、 6日自に判定した。

a)対照群では、培養妊数を、操作旺では、カリオプラストまたはサイトプラストを囲卵腔に注入でき

て培養にうつした旺数を示す。

b)2日間の培養で、卵割をした旺の数。かっこ内は、培養柾数に対するパーセント。

c)3日間の培養で、 2細胞期を越えて発生した旺の数。かっこ内は、卵割した旺に対するパーセント。

d)5日間の培養で、旺盤胞になった旺の数。かっこ内は、卵割した旺に対するパーセント。
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主ヰニ警を埼宥.9f1o::>霊草星頁白勺寵見算要一 工

Electron microscopic ob舘 rvationof加vi ne embryos -1 

続木靖浩・藤原昇・毛利孝之古賀締

YaslIhiro TSUZUKI，Noborll FUJIH雌A，TakaYllki附HRIand Osamll K∞A 

丸刈大学農学部畜産学科

Dept，of Animal Science，Fac.of AgriclIltllre， KYllshll University 

目的・牛受精卵の形態については，新鮮卵および瀬古融酬を対象として，光顕ならびに電顕的に観察した報

告がいくつかみられる(1-3)。しかし，卵の瀬古融解に伴う批柵構造の変化については，まだ十分には傑サ

されていない。本研究はこの点を明らかにしようとして計画されたものであるが，今回はまず新鮮卵の枇細構造

および凍結肩蛸卒後にみられる形態的変化について，現在までに得られた観察結果を報告する。

方法:新制Hの場合には，人工授精後7日目に採取した受精卵(附肱L上)をただちに3%グlレタールアルデ

ヒドで2時間(ちOC)前固定した後，加分間問illonigのリン酸緩衝液(pH7.4)で洗浄し，さらに1%四酸化オ

スミウムで1時間(ちOC)後固定した。その後アセトンシリーズてー脱水を行い，エポン樹脂に包埋し，ウルトラ

ミクロトーム(叩RVALLMT-l)を用いて超薄切片を作成し透過型電子顕総量 (TEM，HITACHI HS-9型)で観察

した。一方，樹高醐酬の場合には，採取後10%のグリセロールを含む PBS で処理し， O.25mlの精液用ストロ

につめて，プログラムフリーザー(ダイサン)で凍結した後，液体窒素中に約払月間保存した。融解は二段

階法により3アCの温湯中にストローを1分間静置して行い，その後;新鮮卵の場合と同様に処理して， TEMで観

察した。

結果および考察.新鮮卵の場合，光学鏑放査員による観察で正常と思ゐれた佐盤胞をTEMで観察すると，栄養

芽細胞に多数の microvi11 iが存在し，細胞閣の接合部は tightjllnctionとde訓IOson院からなる jllnc-

tional complex を形成していた(図-1)。ミトコンドリアは球状あるいは卵型で，細胞内に散在しており内

部にはクリステ構造が観察された。内細胞塊の細胞では，ミトコンドリアは栄養芽細胞の場合と同様に散在して

おり，細胞中には大きなライソゾームも含まれていた。また内細胞塊および栄養芽細胞には多数の細胞質突起が

みられ，それらカ弔慰妻した細胞に接していた。次に早期怪盤胞についてみると，透明帯に面した細胞には micro-

vi 11 iがよく発達しており，この細胞は将来栄養芽細胞になるものと思ゐれた。細胞内にはミトコンドリアも多

区
1
》

司
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図-1 栄養芽細胞の jllnctional

complex(矢印) x 40，(削

図-2 凍結融解卵.障害を受けて

いる害野ま (D)および正常

な割球 (N) x 7，側

くみられ，それが核周辺にとくに集中している細胞も観察された。多数の細胞質突起が観察されたが，怪盤胞と

比較すると若干少ないように思われた。

次に，樹舗蛸平の場合，光学顕縦走で観察して正常な形態を保持していると思おれた割球細胞では，原形質膜

および細胞内ノJ~官には大きな変化は見られなかった。 これに対し，変性した割球細胞では，原形質膜が脱落し，

細胞内IJ器官が露出しているものが観察された(図-2)。また部分的に原形質膜が跡憶し細胞内容物が涜出

しているものも認められた。このような割球では，細胞内4、器官は多くの場合で安ヨ移しており，とくにミトコン

ドリアにはクリステ構造の見られないものが多かった。したがって，牛受精卵を凍結融解した場合の形態的変化

としては，まず原形質膜が損傷を受け，部分的に脱落が起り，その結果細胞内ノj鳴官に影響が及ぶものと考えら

れた。

締幸:本実験に用いた受精卵の採取および樹高保存に御協力いただいた大分県畜産試験場ならびに福岡県畜産

研期化深く感謝いたします。

主要文献

(1) Flechon，J.E.and Renard，J.P. (1978):A scanning electron microscope stlldy of the hatching of 

bovine blastcysts in vitro.J.Repr吋 Fert.，53・9-12.

(2) Linda， R阿 andTrounson A.O. (1981) : Strllctllra 1 changes associated with freezi昭 of加vJne

embryos. Biol. Repr凶 目，25:1C削 ー1025.

(3) Lehn-Jensen，H. and Rall，W.F. (1983)・Cryomicroscopicobservations of cattle問bryosdllring 

freezing and thawing.Theriogenology，19:263-Z刀.
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Effect of Insulin and Hydrocortisone 

00 the development of mouse embryos in vitro 

高木優二・亀山賢次・菅原七郎・正木淳二

Yuji TAKAGI， Kennji KAMEYAMA， Shichiro SUGAWARA， Junji MASAKI 

東北大学農学部家畜繁殖学教室

Lab. of Anim. Reprod. Fac. of Agric.， Tohoku Univ. 

目的:着床前の受精卵子の発生におけるホルモン類の役割については明確にされていな

い。実際、マウス受精卵子を invitroで培養した場合、培養液に新たにホルモンを添加し

なくても脹盤胞まで発生することから特に必要で・あるとは考えられていない。しかし、最

近、着床前の初期駐の発生に対するステロイドホルモン作用の解析 1)やInsulinのレセプ

ターに関する研究2)が行われるようになり、初期発生とホルモンとの関係が解明されるよ

うになってきた。本研究では、マウスの初期発生における InsulinとHydrocor.tisoneの効

果について検討を行った。

方法: ICR系4週齢雌マウスに PMSGおよび hCG各10i.u.を48時間間隔で腹腔内注射し

hCG投与後直ちに同系成熟雄マウスと同居させた。鹿栓の認められたものを hCG投与49-

51時間後に 2細胞期駐を卵管潅流法で回収した 。BMOC-3液を基礎培地として、それに牛

InsulinをO.6x10-7M，1. 5x10-7M， 3.0x10-7Mになるように添加した。 Hydrocortisoneは

Insul in 1. 5x10-7M添加したBMOC-3液に1.5xl0-sM， 3.0x10-sM， 6.0x10-sMになるように

添加した。それぞれの矯養液滴 1つ当たりに10-16個の 2細胞期脹を入れ38・C，日 C02， 
95%空気混合気相下で培養し24時間おきに発生を観察した 。なお、培養は採卵後 120時間

まで行った。

結果および考察:Table 1.に示すように lnsulin添加区の脹盤胞までの発生率は、対照

区， 0.6x10-7M， 1.5x10-7Mで 90.9%， 84.8%， 92. 6"を示したが、 3.0x10-7M訴加区では

72. 2"と他の区よりも低い発生率であった。これより 3.0xl0-7M以上添加することにより

マ，
，
弓，
ι
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発生が抑制されるものと考えられる。透明帯からハッチングした駐は、それぞれ 18.2%，

6.5%， 18.2%， 15.2%であった 。Hydrocortisone添加区 (Insulin 1. 5x10-7M)では、例数

は少ないものの1.5xl0-8M， 3. Oxl0-8M， 6. Oxl0-8Mで臨盤胞まで、それぞれ 88.9%，96.4 

%， 100先発生し、またハッチング率では1.5xl0-8M， 6.0xl0-8M添加区で 33.1%，35.7% 

と対照区および 1nsu 1 i nのみの添加区よりも高い値を示した 。ハッチング後の発生におい

て Insulinまたは Hydrocortisone添加区では、対照区よりも良い傾向が見られた 。以上

のことから、本実験において Insulinおよび Hydrocortisone添加による著しい効果は認

められなかった。なお、移植後の着床・分娩への影響については現在検討中である 。

Table 1. The effect of Insulin and Hydrocortisone concentration 

on the development of mouse embryos 

Insulin Hydrocortisone No. of No. and (耳) of embryos developed to 

(xl0-7M) (x10-8M) embryos 

cultured 4-cell 8-cell Blastocyst Hatched 

control 99 93 (93.9) 90 (90.9) 90 (90.9) 18(18.2) 

O. 6 92 83 (90.2) 78(84.8) 78(84.8) 6 ( 6.ち)

1.ち 121 118(97.5) 112 (92.6) 112 (92.6) 22 (18.2) 

3. 0 79 68 (85.3) 日(73.4) ち7(72.2) 12 (15.2) 

1.ち 1.5 27 27 (100 ) 25 (92.6) 24(88.9) 9 (33.1) 

1.ち 3. 0 28 28(100 ) 27 (96. 4) 27 (96.4) 3 (10.7) 

1.ち 6. 0 14 14(100 ) 14 (100 ) 14 (100 ) ち(35.7)

主要文献

1) Niehann，H. & Elsaesser，F. :Evidence for estrogen-dependent blastocyst 

formation in the pig. Biol. Reprod. 35，10，1986 

2) RosenblulII，I.Y.， Mattson，B.A. & Heyner，S. :Stage-specific insulin binding 

in mouse preimplantation e皿bryos. Devel. Biol. 116，261.1986 

(科研費 一般研究A 60440019) 
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マウス初期匪のミコフェノール酸感受性と

キサンチンによる回復

Effects of mycophenolic acid and xanthine on develop一

m en t 0 f pre imp lan ta t ion mouse embryos 

星 雅樹・水野敦子・結城 惇

Masaki HOSHI， Atsuko MI ZUNO， and 
Atsushi YUK 1 

雪印乳業株式会社生物科学研究所

Research Institute of Life Science， Snow Brand Milk Products， 
Co.， Ltd. 

目的 IMPdehydrogenaseのSpecificinhibitorであるミ コフェ ノール酸は，グアニンの欠如下にお

いて晴乳類細胞のDNA合成を阻害する 1L最近，演者らはマウス初期妊の発生におよぼすミコフェノール酸
の影響を体外培養法を用いて検査し，1ないし2細胞期経は他の細胞と著しくことなりミコフェノール酸の影

響をうけないこと，およひ'10μg/mlではミコフェノール酸の効果が8細胞期の後半から顕著になり怪盤胞へ

の発生を阻害する乙とを報告した2L本実験では，マウス初期経のプリン合成系の特異性を調べる目的で，初
期経に影響をおよぼすミコフェノール酸の必要最低濃度を検査し，さらにキサンチンによる回復効果について

検討を加えた。

方法:過排卵処理したB6C3F1 雌をCD-1雄と交配させ. h CG注射後20時間1L1細胞期怪を採取し

た。体外培養は.whi tten培地を用いて37'C.空気中 5%C02 の条件下で、行ったペミ コフェ ノール酸

( Sigma )およびキサンチン(S igma )は.O.lN水酸化ナトリウムに溶解後ただちに培地へ添加し， O.lN 

塩酸で中和した。培養妊の観察は.24時間間隔で倒立顕微鏡下(X 200 -400 )で行った。培養時に発生した

佐盤胞の一部は偽妊娠維に移植し，仔への発生能力を検定した。

結果および考察:1細胞期妊の発生におよ iます ミコフェノール酸(0 -10.0μg/ml)の影響は.Table 1 

1乙示した。すべての濃度区においてミコフェノール酸は，第 1および第2卵塁手jを拘1制しなかったが，培養72

時聞における桑実期から初期経盤胞期にかけて発生阻害効果がみられた。 1.0μg/mlの濃度区でその部分的阻

害がみられ， 濃度の増加にともなって発生率は減少した。培養9時聞における後期経盤胞形成への効果はさら

に著しく，対照の94%に対して1.0μg/mlの濃度区で14%が後期怪盤胞を形成したが.2.5μg/m!ではすべ

ての経が崩壊した。0.5μg/m!のミ コフェノール酸は，後期経盤胞までの発生には影響しなかった。移植実験

の結果から.0.5μg/mlおよび1.0μg/ml区で発生した膝盤胞の少なくとも一部は仔へ発生する乙とが示さ

口ア
円，
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Table 1. Inhibitory effect of mycophenolic acid on developmenヒof
1-cell mouse embryos担込主旦・

No. (も) of embryos developed to: 
Conc. of No. of Morula or Late 
mycophenolic embryos 2-cell 4-8-cell early blastocyst blastocys七

(24 h )'> (48 h )'> acid(pg/ml) cultured (72 h)り (96h)り

。 36 36 (100) 36(100) 36(100) 34(94.4) 

0.5 36 36 (100) 36 (100) 36 (100) 33(91.7) 

1.0 36 36 (100) 36 (100) 31 (86.1 ) 5 (13.9) 

2.5 36 35(97.2) 35(97.2) 14 (38.9) 。
5.0 36 35(97.2) 35(97.2) 6 (16.7) 。
10.0 36 35(97.2} 35(97.2} 。 。
1) Culture periods. 

Table 2. Reversal effect of xanthine on development of 1-cell mouse embryos 
cultured in the presence of mycophenolic acid. 

No. (%) of embryos developed to: 
Conc. of Conc. of No. of Morula or 
mycophenolic xanthine embryos 2-cell 4-8-cell early blas1focyst 
aCid(pg/ml} (pg/ml) cultured (24 h)つ (48 h)り (72 h) 

。 。 36 36 (100) 36 (100) 36 (100) 

2.5 。 36 34(94.4) 34(94.4) 13 (36.1 ) 

2.5 6.3 36 35(97.2) 35(97.2} 28(77.8) 

2.5 12.5 36 33(91.7) 33(91.7) 29(80.6} 

2.5 25.0 36 36(100} 35(97.2} 34(94.4) 

2.5 50.0 36 33 (91 .7) 33 (91 .7) 33(91.7} 

2.5 100.0 36 36 (100) 36 (100) 36 (100) 

1) Culture periods. 

れた。

Late 
blastocyst 
(96 h)り

34(94.4) 

。
。
5 (13.9) 

28(77.8) 

32(88.9) 

33(91.7) 

2.5μg/1ftl ~ コフェノール酸存在下におけるキサンチンの 1 細胞期医の発生におよぼす影響は， Table21乙

示した。6.3μg/ 1ftlのキサンチンは桑実旺あるいは初期匪盤胞への発生を有意に高めたが，後期怪盤胞形成へ

の影響はこの濃度ではみられなかった。 25.0μg/lIIlのキサンチンは後期怪盤胞への発生に顕著な効果を示し，

さらに濃度の増加にともな って発生率は上昇した。

キサンチンを単独で培地へ増加した場合.100μg/1fttの濃度までは佐盤胞までの怪発生に対して影響はみら

れなかった。

以上の結果から ， ~ コフェノール酸はマウ ス初期妊の 8細胞期以降l乙発生阻害効果を示す乙と ，およびその

阻害効果はグアニンの欠如下でキサンチンによって回復する乙とが示された。乙のキサンチ ン添加による回復

は，マウス初期医におけるバクテ リア型のxanthi ne -guanine phosphor i bosy 1 trans f eras eの役割をは

たす酵素の存在を示唆している。

文献 1)Frankl in T J， Cook J M (1969) : B iochem・J.113: 515 -524. 

2) Hoshi M， Yuki A (1986) : J apan・J.Anim. Reprod. 32 : 147 -152. 

-30-



ラットネ刀其司月杢旬〉イ~宇:費支垂EE-下可~旬〉

多量軍事にまヲよ，~~量一言者事警l2SIの景王手箸車

Effects of some factors on early develop皿ent

under low os皿oticpressure in the rat embryo 

伊藤雅夫、橋詰良一、 種市衣里子、丸瑠璃子

Masao ITO， Ryouiti HASHIZUME， Eriko TANEICHI and Ruriko MARU 

日本大学医学部衛生学教室

Dept. of Hyg. Nihon Univ. School of Med. 

目的: 演者等l士、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、培養液の浸透圧を

下げることによって、より高頻度に匹盤胞まで発育させ得ることを報告した。また、 190m-osmolの摂透圧

下で4細胞卵子を培養し、 40%前後の卵子を眠盤胞へ発育させるのに成功し、繕養によって得られた匪盤

闘から正常な産子を得ている.しかし、このような生体内の条件と著し〈異る低浸透圧が卵子の初期発生

に及ばす作用の生理的機序は不明であり、ラットの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となる。今回は、培養気相における酸素濃度、培養液の pH、アミ ノ酸

およびEDTA添加の影響など、浸透圧と他の培養条件との関連性について検討したので報告する.

材料および方法: 1)供試動物 ;SD系ラットであり、 4週令で入手した後、 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

23~26・0、湿度50~60%、照明は 6~20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、翌朝腫栓の有無により

交尾を確認した.交尾を確認した日をdaylとして、day2の18時に2細胞卵子、day3の20時に4細胞卵子を
Effect of amino acid on the in vitro cu1tivation of rat ova 

それぞれ卵管から採取したo 3)繕養液および
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培養条件;培養液は Biggers(l971)の液を基本 mOsm

とし、それぞれの実験に則して浸透圧、 pH 、 190 

NaHC03濃度、 Ca，Mg濃度、アミノ酸および回

TA添加などの調整を行なった.調整した後漣過 270

滅菌し、あらかじめ培養気相内で平衡にさせた

後、ペトリ皿(35XI0mm)に分取し、その上を流

2・cell 197 50 130 
(25.4) (66.0) 

81. De. 

17 
( 8.6) 

2・cell 69 

4 26 68 4 
( 3.9) (25.5) (66.7)( 3.9) 

16 40 10 1 . ~ 
(23.2) (5a:0) (14.5) ( 1.4) ( 2.9) 

27 13 2 4 
(58.7) (28.3) ( 4.3) ( 8.7) 

4・ce11 102 

4・cell 46 

伽1inoacid: glutamine，pheny1anine，methionine，iso1eucine 

-31ー



鴫乳卵研誌(J. Mamm. Ova Res.)第4巻第 1号 1 987年 4月

動パラフィンでおおって使用した。培養気相はO2

-濃度の検討以外は全てCO25%、空気95%とし、湿

度 100%、温度370Cで培養した。 結果:従来か

ら卵子の体外発育に影響を与えるとされている要因

について、浸透圧を変えて検討した結果を表および

図に示した。[培養気相中の02t農度の影響1 O2 190 
濃度を 5~10%に下げることにより通常の気相の場

Effect of NaHCo，concentration on the in vitro cu1tivation 
of rat ova 

合に比べて良好な発育を示し、通常の気相では匪盤

胞への発育を示さない270皿Os皿の浸透圧下において

も18%の卵子が怪盤胞に発育した。[重炭酸ソーダ

濃度の影響1 190mOs圃では通常様度土 10%ではその 270

影響は見られず、士20%において発育率は低下した

が、 270mOsmでは土 10%、-20%で20数%の発育を

示した。[Ca，Hg 濃度の影響]通常では駐盤胞へ¢

発育が見られない270mOs田の浸透圧下においても、 {阿}

Ca，Hgを刷日しない場合には24.4%の卵子が腔盤胞3
へ発育した。[アミノ酸添加の影響] 190皿O測にお:EO

いて、 BSAの一部をアミノ酸(グルタミン、フェニ;向。

ルアラニン、メチオニン、イソロイシン)に置変え

NO.of 1U  After C山 eぺOl Qva 
mM) ~ cultured 4・ce118・ce11 Mo1. 61. De. 

26 8 10 2 8 
(48.1) (14.8) (18.5) ( 3.7) (14.8) 

mOsm 

5.1 54 

15.1 53 

25.1 142 

35.1 39 

45.1 52 

5.1 40 

15.1 49 

25.1 41 

35.1 53 

45.1 60 

190mosmols 
2古訓o1.CO&門司

(32.1) 
11 18 7 
(20.8) (34.0) (13.2) 

17 1 34 56 34 
(12.0) ( 0.7) (23.9) (39.4) (23.9) 

1 6 8 18 6 
( 2.6) (15.4) (20.5) (46.2) (15.4) 

32 8 2 10 
(51.5) (15.4) ( 3.8) (19.2) 

2 16 8 8 6 
( 5.0) (40.0) (20.0) (20.0) (15.0) 

18 4 4 12 11 
(36.7) ( 8.2) ( 8.2) (24.5) (22.4) 

10 21 4 
(24.4) (51.2) ( 9.8) 

6 
(14.6) 

17 11 11 7 7 
(32.1) (20.8) (20.8) (13.2) (13.2) 

36 20 2 2 
(60.0) (33.3) ( 3.3) ( 3.3) 

た場合の十ce11卵子の匪盤胞への発育率は88.7%と

極めて良好な成績であったo [EDTA添加の影響]

190，270皿Os皿のいずれにおいてもEDTAの添加により

発育率は改善されるが、 270田Os圃の浸透圧において

20 
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B: Blostocy-st 11: Molulo トE ト8ce 11 0: Degenerotlon 
Effect of Ca，Mg concentration on the in vitro cu1tivation 
of rat ova 

もEDTA50皿/田lの添加により 39%の十ce11卵子が膝 Effectof EDTA on the in vitro cu1tivation of rat ova 
盤胞へ発育したことは特筆すべき結果である。 No.of After cu lture 

Osm EDTA 
Cu1tured 4伺ce118-ce11 Mo1. 61. De. 
0142171345634  

(12.0)(0.7)(23.9)(39.4)(23.9) 

14 24 16 
(25:9) (44.4) (29.6) 

15 24 33 
(20.8) (33.3) (45.8) 

9 23 20 
(17:3) (44.2) (38.5) 

A 6 
( 9.8) (14.6) 

Effect of 0之content;n atomosphere on the ;n v;tro 
cu1tivation of rat ova 

No.of 
mOsm 0， ova 
(ii ωturedト凶1
5 101 4 

( 4.0) 

190 10 121 2 
( 1. 6) 

21 193 11 
( 5.7) 

56 9 
270 (16.1 ) 

21 41 10 
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マウス 2 -;与田耳包茸耳!¥1sカ1 らうま高rItしョトこ害担求の

主音重委千差是の季多布亙厚支糸責

Transfer of embryos following culture in the blastomere isolated 

from 2-cell eggs of mice 

中村克彦・亀山祐一・石島芳郎

Katsuhiko NAKA門URA，Yuichi KA門EYA門Aand Yoshiro ISHIJIMA 

東京農業大学家畜繁殖学研究室

Laboratory of Animal Reproduction， Tokyo University of Agriculture 

目的:我々は，簡便な割球分離法として知られるEDTA添加培地を用い，マウス 2細胞期卵の

分離割球からのー卵性双子作出の検討を進めており，すでに，分離割球が培養により大部分旺盤胞

に発育することを報告した(中村，石島 1986)。本実験では，それら培養旺に胎子への発生能が

あるかどうか移植試験を試みたので報告する。

方法:供試した 2細胞期卵は，当研究室で閉鎖集団として維持しているCF梓l系マウスの成熟

雌 (3カ月齢前後)にPMSとhCGの過排卵処理を施して採取した。透明帯の除去は，採取した

2細胞期卵を直ちにプロナーゼ(アクチナーゼE，科研製薬)を 0.2-0.3%含むHanks液中で行

った。割球の分離は，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Ca什， Mgt寸freeのHanks液に移し，数回ピペッテングすることにより行った。分離

した割球は，空の透明帯に入れることなく，そのまま培養を行った。培養にはM16液を使用し，通

常の炭酸方、ス培養法を用いた。培養旺の移植は，桑実旺の場合は偽妊娠3日，また旺盤胞の場合は

偽妊娠4日のrecipientを用い，それぞれ，左子宮角に分離培養腔8個 (4対)，右子宮角に無処

理の培養腔7個を注入した。移植技術の対照として， in vi vo旺盤胞を偽妊娠4日の左子宮角のみ

に移植する区を設けた。 recipientは偽妊娠18日に当たる日に開腹し，着床状況を観察した。

結果:本実験での 2分離割球の培養による腔盤胞への発生率は73.4%(392/534割球)で，同時に
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培養した無処理2細胞期卵の90.1%(282/313個)にはおよばなかった。また，分離割球双方が旺盤

2-cel1 eggs of mice 

Table 1 Development of blastomeres isolated from 胞を形成した割合は60.7%06212 

67対)であった(表 1)。こうし

No. of た分離割球の培養成績は先の我々No. of No. of 

half (or pair) half embryos 

embryos developed 

monozygotic pairs の報告と同様であった(中村，石

developed 島 1986)。培養後の分離旺の移

to blastocyst (%) to blastocyst (%) 植成績は表2に示すとおり， 2個

(1対)を l子宮角に移植したも

534(267) のでは 1例も妊娠がみられなかっ

たが，他方の子宮角に無処理培養

旺を移植したrecipientに8個 (4対)移植したものでは，明らかに妊娠率が改善された。しかし

392 (73.4) 162 (60.7) 

移植腔数に対する生存胎子の割合は，桑実旺では 3.1%，旺盤胞でも10.4%にすぎなかった。それ

に対し，他側子宮角に入れた無処理の培養腔の生存胎子率は， in vi vo旺盤胞を移植した場合と遜

色ない結果であった。このことから， 2細胞期卵由来の分離旺は，胎子への発生が極めて困難なこ

とが伺えた。しかし，富樫ら (986) は， 2細胞期卵由来の分離眠から本実験より高い生存胎子率

を得，双子も生ませているので， さらに改善の余地はあると思われる。

Table 2 Results of transfer of embryos following culture in 

blastomeres isolated from 2-cell eggs of mice 

Stage of Type . Side of No. of No. of No. Pregnant re氾ipients

embryos of uterine embryos recipients pregnant No. of % live 

transferred embryo horn transferred/ 

recipient 

(%) embryos foetuses 

transferred 

blastocyst half lef t o * * 
morula half 

normal 

left 

right 

left blastocyst half 

normal right 

blastocyst normal* left 

blastocyst normal * left 
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文献:1)中村克彦，石島芳郎 (986)マウス 2細胞期卵から分離した割球の体外発育.目甫乳卵
研誌 3， 97'" 102. 
2)富樫守，鈴木宏志，宮井達也岡本道生 (986)マウス 2および4細胞期眠から得
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キメララット 4こ巨司τY る葺汗安宅 :6 - PGD-i~こよる

2子長糸充毘耳a::>ヰニメラとそ壬ロ〉雪若7i直.t生
Studies on chimeric rats : chimeras between 2 strain 

marked with 6-PGD-i and their reproductive ability 

橋本伸二 ・菅原七郎・正木淳二

Shinji HASHI門OTO，Shichiro SUGAWARA， Junji門ASAKI

東北大学農学部家畜繁殖学教室

Lab. of Anim. Reprod.，Fac.of Agric.Tohoku Univ.，Sendai，JAPAN 

〔目的〕演者らは、 6-PGD(6-リン酸グルコネー ト脱水素酵素)のアイソザイムがラ ットにおけるキメラのマ

ーカーになりうることを見いだし、それによりWistar系ラットを2群に分け、系統を確立した。その結果、

2系統間で産子数に差があること、その差は、服盤胞形成時に生ずるものであり、その要因が卵子側、特に

卵細胞質にある可能性が示唆されたことを第79回日本畜産学会で報告した。本研究では、6-PGDアイソザイ

ムをマーカーとしてキメラの作出を試みるとともに、その繁殖性を調べ、 6-PGDアイソザイムと繁殖能力と

の関係についてさらに検討を加えることとした。

〔方法〕実験には本研究室で累代繁殖している 3--8か月齢のWistar系ラットを用いた。ラットの赤血球を

デンプンゲル電気泳動にかけ、その6-PGDアイソザイムによりAとCの2群に分け、それぞれを兄妹交配で

維持し、系統を確立した。キメラの作出は服集合法によった。すなわち、これら 2系統をdonorとし、妊娠

4日目の13:00--14:00時に放血屠殺した。卵管濯流により 8--12細胞期胞を回収し、0.5%アクチナーゼE

含有ダルベッコ PBS中でその透明帯を除去した。次に 0.5μg/mlphytohaemagglutinin P含有修正培養液

中でAとCの2系統の胞を集合させた。集合胞は、 5%牛胎児血清含有修正培養液を用いて、38'c・5%C02 in 

Airのインキュベータ一内で培養し、約20時間後、正常に発生したもののみをrecipientへ外科的に移植し

た。以上の操作により作出したラットの雌を、 AまたはC系統の雄と交配させた。その産子数を記録する一

方で、産子から採血し、アイソザイムの分離を調べ、排卵卵子の遺伝子型を判定した。雌一個体について l

--2産させた後、放血屠殺し、赤血球・大脳・心臓・肝臓・子宮・卵巣を採取した。それらの試料について

デンプンゲル電気泳動を行い、泳動帯により、各組織が実際に2系統の細胞から構成されているかどうかを

確かめた。

また、 2系統闘でハイブリッドを作出し、その雌とハイブリッド、 AまたはC系統の雄を交配させた。そ
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れらの産子数を記録する一方、産子におけるアイソザイムの分離を調べ、キメラの場合と比較した。

〔結果〕作出した 206個の集合胞のうち、 127個が胆盤胞・拡張服盤胞へと発生し、移植の結果、 20匹の産

子(雄10，雌10)を得た。離乳以降まで成長したのは17匹(雄7，雌10)であり、このうち実験期間中に成熟

した雌8匹について繁殖試験を行った。最終的に8匹の各組織を分析した結果、 6匹が2系統の細胞から構

成されているキメラであった。これら 6匹のキメラは2系統の細胞が比較的均等に分布しており、このうち

3匹は生殖細胞もキメラ状になっていた。 6匹のキメラの繁殖成績を表lに示した。キメラXAはキメラ×

XCよりも低い産子数を示す傾向があった。 一方、ハイブリ ッド雌はいずれの交配でも良好な産子数を示し

た。産子におけるアイソザイムの分離から、キメラ由来のA師(遺伝子型 A/A)は発生能が低いが、ハイブ

リッド由来のA胞は正常な発生能を有することが示唆された。キメラの卵巣は2系統の細胞から構成されて

いたので、キメラ由来のA卵子はC系統卵胞細胞由来の卵細胞質を含有していたはずであ.る。それにもかか

わらず発生能の上昇が見られなかったことは、卵子の成長・成熟期間中に合成された卵細胞質に低発生能の

原因があることを示唆している。

表l キメラ， ハイフリッド (AC)の繁殖成績

アイソザイムの分離

♀×♂  

平均産子数

(m+SD) A (A/A) A C (A/C) C (C/C) 

キメラ X A (5h 

X C (6) 

9.4士2.9

11.5土1.6

3 7 1 0 

4 7 2 2 

A C x A C (8) 

x A (5) 

x C (4) 

10.6+ 1. 8 

12.0+1.8 

11.8土1.3

1 6 

1 5 

a
a
A
n
H
v
n
x
u
 

nノ
臼

門

〈

u
t
E
A 1 7 

1 8 

*分娩例数
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簡単左組成の生理的塩類溶液での前培養による

ヤギ精子の先体反応誘起

Induction of the acrosome reaction in goat spermatozoa 

by preincubation in a simple physiological salt solution 

楠比日志、加藤征史郎¥苅田淳・

Hiroshi Kusunoki， Seishiro Kato* and Sunao Kanda* 

神戸大学自然科学研究科、'農学部

The Graduate School of Science and Technology， 

Kobe University 

*Faculty of Agriculture， 

目的:先体反応は精子が受精を完遂するための必須条件である。 Invitroでほ乳動物精子の先体反

応を誘起する場合に通常用いられる媒液には、陽イオンとしてNa+、r、Ca2+およびMg2+，陰イオン

としてCl-、SO.2-およびPO.3-、代謝基質としてグルコース、ピルビン酸および乳酸、緩衝剤として重

炭酸塩やHEPESが含まれている。また、そのほかに不活化血清や血清アルブミンなどが含まれる場合

もある。 Ca2+が先体反応誘起に必要不可欠で・あることはよく知られているがυ、その他の成分と先体

反応との関係についてはあまり調べられていない。最近、我々幻は、ヤギ射出精子のinvitroで、の有

効な先体反応誘起方法として39.50Cでの密封ガラス管内前培養法を報告した。そして、この方法を用

いて、ヤギ射出精子の先体反応誘起における媒液中の種々の成分の必要性について調べ、ウシ血清ア

ルブミンは無効であること3¥代謝基質を含まないほうが先体反応がむしろ促進されること幻などを

調べた。

明らかにした。今回は、媒液中の陽イオンであるrとMg2+および陰イオンのPO.3-の必要性について

方法:雑種雄ヤギ 1頭から人工ちつ法により採取

した精液を、 Table 1に示す生理的塩類搭液を用い

て高精子濃度(30~50億精子/m.O の 3 回洗浄精子

浮遊液とし、密封ガラス管内に入れ、 39.5 0Cで 1~

3時間前培養した。精子の先体反応誘起の程度はト

リパンブルー・ギムザ (TG)染色りおよびハムスター

テスト引により調べた。

7
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Tab1e 2. Percentage of acrosome-reacted goat spermatozoa
a
) and abi1ity of 

b) 
ce11s to penetrate zona-free hamster eggs~1 after preincubation in various 

physio1ogica1 sa1t solutions 

Physio1ogica1 Duration of 
sa1t preincubation No. of 
solution (hr) tests 

K-1 1 3 

2 5 

3 4 

K-2 ーム

q
，h

吋コ

K-3 1
-
q
ノ旬コ
J

F

コ
F

コ
R
J

も of No. of eggs Average no. 
acrsome- ~=ne:~~~~~~~b) of sperm in 
reacted no. examined penetrated 
sperma) [も] eggsb) 

2.5 3/33[9.1] 1.0 

32.3 36/39[92.3] 4.1 

21. 2 37/45[82.2] 3.7 

0.8 1/52[1.9] 1.0 

49.5 80/92[37.0) 2.1 

55.2 73/78[93.6) 4.4 

1.7 1/28[3.6] 1.0 

58.5 32/42[76.2] 1.7 

63.0 49/51[96.1) 2..9 

ラ
J

E

J

r

o

a)Assessed by a trypan b1ue-Giemsa stain. 
b) 
Assessed by a hamster test. 

結果:TG染色により判別された先体反応精子の割合およびハムスターテストの成績はTable 2に示

す通りである。 K-1、K-2およびK-3のいずれの生理的塩類溶液を用いた場合でも、 1時間の前培養で

は精子の先体反応誘起の程度は低かったが、 2および3時間の前培養ではかなり高い先体反応精子率、

精子侵入卵子率および平均侵入精子数が得られた。以上の結果から、媒液中におけるrとMg2+および

P043ーの存在は、ヤギ精子の先体反応誘起に対して特に効果がないことが推定され、 NaCl、CaC12およ

び重炭酸塩だけからなる簡単な組成の生理的塩類溶液中でも先体反応の誘起されることが知られた。

文献

1) Yanagimachi， R. & N. Usui， Exp. Cell Res.， 89: 161. 1974. 

2)楠(比)、阪上(守)、加藤(征)、苅田(淳)、日本畜産学会関西支部報、 104:p.23. 1986. 

3)楠(比)、阪上(守)、加藤(征)、苅田(淳)、日本アンドロロジー学会第5回学術大会プロ

グラム講演抄録集:p.124. 1986. 

4)楠(比)、阪上(守)、加藤(征)、苅田(淳)、第79回日本畜産学会大会要旨集:印刷中、

1987. 

5) Kato， S.， H. Kusunoki， N. Miyake， T. Yasui & S. Kanda， Jpn. J. Zootech. Sci.， 56: 62. 
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卵の姉妹染色分体交換 K対する

E D T A の影響

Effects of EDTA on s i ster chrollla ti d exchange i n ova 

斉藤英和.佐藤文彦.平山寿雄司斉藤隆和，荒木曜憲法.楊美育ー 広井 正彦

Hidekazu SAITO. b'umihiko Sato • Toshio HIRAYA門A • Takakazu saito. 

Yoshihiko ARAKI .、1iki YOH ‘ ~asahiko HIROI 

山形大学医学部・産科婦人科学教室

Dept.. of Ob/Gνn Yamagata Gniversity School of νled ic i ne 

目的 :体外受精一陀移植がヒトに応用されるに重り、体外で卵や肢を培養するより安全な条件が求め

られるようになった。我々は、以前より発信性物質や催奇形成物質に敏感に反応する姉妹染色分体交換

(sist.er chromatid exchange-S C日)を用いて、培養条件の安全性について検討してきた。 (1-3) 

今回我々は、こLチレンヅアミンチトラアセチック ・アシッド (et.hylened i am i netetraacet ic ac id-E D 

TA)が重金属やアルカリ土金属とキレート化合物を形成することに着目し、 EDTAのマウス初期限

培養にいかなる影響を及ぼすかについて、卵割球数 .SCEより検討した。

方法 :B6C3FIマウスより 2細胞期肢を卵管より様取した。これをウシアルブミン (5mg/ml)

ブロモデオキシウりジン C;iOOng/ml)とEDTAを各種濃度(1 m?vIから 1μM)で含むヒト卵管液培

養液 (humantubal fluid-HTE )にて、 2回のDNA合成期を経るまで培養し、コルセミド (0.04μR

/ml)を加えた。 2時間後、肢をタルコフスキの方法にてスライドグラフ上に同定した。約24時間、ス

九bI e 1. Effect. of EDTA on b I as I omere number ライドゲラスを3TCにて乾f桑させた千麦、フルオ

レッセンス・プラス ・ギムザ法にて染色した。

ヘキスト :~3258色素 (5 lig/lI1l)にて15分間染

色後、シェレセニノ緩衝液 (pH6.8)にて封入し、

40分間ブラックライトを照射し、カバーグラス

を除去後ギムザにて15分染色した。顕微鏡下に

腕あたりの卵割球数、染色体中期像あたりのS

concentration mean n SE竹

lm"1 12.:~ 80 0.7 

100 μ川 13.1 78 0.5 

10 μ門 12.8 85 0.6 

1μ刊 J2.7 84 0.7 

control(O川) 12.7 80 0.8 

。ァ7
3
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CEの数を観察した。

結果:旺あたりの卵割球数の値は表Hこ示す

ように、日 DTAの濃度変化で卵割球数の変動

は認めなかった。:tた SECの変化は、表2に

示すように、 lttMでは対照との聞に差を認め

ないが、 101l.l¥.1、 100 llMでは対期に比較して

有意に減少した。また 1m門では、逆LこSCEは

対照より高備を示した。

考案:我々は以前培養液中の亜鉛濃度が生体内の5%以下であることに著白 し、培養液に亜鉛の補充

Tab I e 2. Effect of EDTA on SCE number 

concentrat.ion mean n SE刊

1m月 27.4 ~~O 2. :3 

10011門 14.0 34 1.7 

10 μ竹 13.0 32 2.0 

1 /.l河 22.0 43 1.3 

control (0門) 21.8 41 2.1 

を試みた。しかし体外の培養系においては生体の10%になるように補充しでも肢の発育を抑制し、 SC

Eも上昇した。さらに高濃度の室長鉛の補充はSCEをよりと昇させ、粧の発育も抑制された。最もよく

発宵したのは封照、すなわち極鉛の補充をしない群であり、 SCEも最小であった。しかし、培養液を

作製すると、いかに製精した水を用いでもある程度の重金属を含有してしまう。盟鉛だけを考えでも培

養液中には O.Olppm含まれている。今fi:jlの研究においては、単iこ EDTAの#I~に対する直接の作用を考

えるのではなく、むしろ EDTAのキレート作用を含めた杯への影響を観察していることになる。 ED

TAは、重金属やアルカリー七金属と安定したキレート複合体を形成するために、重金属の卵に対する毒

性を除去することができると考えられている。その変化は旺培養時間が短いためか、肢の卵害IJ球数では

1 m刊から 1μMの間で変化を認めないものの、敏感なモニタである SCEで械討すると、その最適濃度

は10J1Mから 100μMであり、 1酬になるとEDTA自体の毒性か、 または微量重金属やアルカリ土金

属がキレート接合体を形成し、税度に重金属、アルカリ十，金属が減少するためかSCEは上昇した。

よってEDTAは、 10μMから 100μMの濃度において、姉掛染色分体交挽数が減少することにより、

染色体の安定化を促し、卵・腕培養により安全な培養条件と成り得るものと考えられた。

主要文献

1 . Sa i to H， Be r・gerT.河ishellDR，1r，川arrsRP(1984):FertiI.Steril 41:460・464

2.Saito H.BergerTパishelI DRJr.~arrsRP(1984): ドertil .Steri I 41:761-765 

3.斉藤英和、佐藤文彦、小川智司、揚 美貴、広井正諺(1986) :受精・着床‘85:88-91 
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マウスおよびチャイニーズ・ハムスター匪盤胞の

染色体分析による性判別法の検討

Sexing of Mouse and Chinese Hams七erEmbryos by 

Chromosomal Analysis 

堀内俊孝・大久範幸・石川勇志・高田直和・沼辺孝・

1)島田昌幸・ 1)美甘和哉

Toshi七akaHORIUCHI.Noriyuki OHISA.Yushi ISHIKAWA. 

Naokazu TAKADA.Takashi NUMABE.1)Masayuki SHIMADA. 

1)Kazuya MIKAMO 

宮城県畜産試験場・酪農肉牛部

Miyagi-ken Exp. S七a七ionof Anim. Sci. 

1)旭川医科大学・生物学教室

Depar七men七 ofBiological Sciences. 

Asahikawa Medical College 

目的:畜産分野において 特に乳牛では 雌の価値が高いので、人為的に雌雄を生

み分ける技術の確立によって得られる利益は非常に大きい。雌雄の生み分け技術のひ

とつとして 初期匪の染色体分析による方法が検討されているが、技術的な問題など

が多く、いまだ その判別率は低い。今回、我々は 牛匪の染色体分析による性判別

法を確立する前段階として マウスおよびチャイニーズ・ハムスターの匪盤胞とその

二分割匪を用い 染色体分析による性判別法について検討を加えたので報告する。

方法 :ICR系雌マウスに P門SG7.5iuを皮下住射、 48時間後に hCG10iuを腹腔

内柱射、次いで 同系成熟雄マウスと同居させ、翌朝ちつ栓を確認した。ちつ栓確認

の日を Day1として Day4の朝 20%非働化仔牛血清加PB1で子宮を濯流し匪盤胞を

採取した。一方、チャイニーズ・ハムスターは ちつスメアで性周期をチェックし

発情前期の日に成熟雄チャイニーズ・ハムスターと同居させ 翌朝ちつスメア中の精

子で交尾を確認した。交尾を確認した日を Day1として Day5の 17:00-18:00に

20%非働化胎児血清加Hanksの塩類溶液で子宮を濯流して匪盤胞を採取した。二分割

匪はバイオ・メス 715を用いて作製した。匪盤胞(全匹)および二分割匪(半匹)は

コルセミド (0.04μ/ml)添加 Ham'sF10で 2時間培養、そして マウス全匪は

0.4%プロナーゼで.チャイニーズ・ハムスター全匪は 1%トリプシンで透明帯の弱

化処理をした。次いで 60%血清で 15分間低張処理し、美甘の方法に従って 標本

を作製し、 25倍希釈ギムザ糠で染色後、検鏡した。マウス染色体は S七ich& Hsu 

の方法に従って性別を判定した。

結果:マウス全匹と半匪の染色体分析の結果は表 1に、染色体の核型は図 1に示し

た。分析した 38個の全匪と 46個の半匪での総核数は 50.7:t 12.1、 22.4士

8.8、中期核板をもっ匪数は 35個 92%、 37個 80%で 中期核板数 5.5土 4.3、3.

6 :t 2.9、性判別された匪数 27個 77%、 32個 86%であった。チャイニーズ・ハム

スター全匹と半匪の染色体分析の結果は表 2に示した。分析した 12個の全匪と 38
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ー./'

個の半匹での総核数は 23.3::t6.2，l1.2::t 3.0、中期核板をもっ匪数は 10個83%，

24個 63%で、中期核板数 2.8::t1.3，1.8::t1.1、性判別された匪数 9個 90%、 20 

個 83%であった。

第 1号晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第 4巻

Fig.1，Chromosomal 

analysis of mouse 

embryos(left:female， 

righ七:male)
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Table 1. Sexing of mouse embryos by chromosomal analysis 

No. of 
embryos 
analyzed 

No. (%) of 
embryos 
sexed 

No. of 
melaphases 

No. (克) of 
embryos with 
metaphases 

Tolal 
no. of 
nuclei 

Embryos 

27(77) 5.5 
士4.3

35(92) 50.7 
士12.1

38 IIIhole 

32(86) 3.6 
士2.9

37(80) 22.4 
土8.8

46 Half 

Table 2. Sexing of chinese hamster embryos by chromosomal analysis 

No. (%) of 
embryos 
sexed 

No. of 
metaphases 

No. (%) of 
embryos with 
metaphases 

Total 
no. of 
nuclei 

No. of 
embryos 
analyzed 

Embryos 

9(90) 2.8 
士1. :3 

10(83) 23.3 
士6.2

12 IIIhole 

20(83) 

考察:中期核板の存在するマウスおよびチャイニーズ・ハムスター匪盤胞・二分割

匪で 80-90%の性判別が可能で、従来より高い判別率であった。二分割匪では中期核

板をもっ匪数が減少し 中期核板数も約%減少した。二分割匪での性判別率を増加さ

せるためには二分割匪の培養条件の改善や細胞分裂を刺激する物質の添加によって、

中期核板数を高めることが必要と思われる。

主要文献:1)美甘和哉・上口勇次郎(1985)卵子の染色体標本作製法、

クション実験マニュアル"飯塚理八他編，講談社，p82.

2)Stich，H.F.& Hsu，T.H. (1960)Cytological iden七ifica七ionof male and 

female soma七iccell in七hemouse.Exp.Cell Res. ，20，248-249. 

っιA斗

“リプロダ

1.8 
士1.1

24(63) 11.2 
土3.0

38 Half 



核型分析 K よるヤギ X、Y精子の判別
Identification of goat X-and Y-bearing spermatozoa 

by karyotype analysis 

阪上守人、楠比目志¥加藤征史郎、苅田淳

Korito Sakaue， Hiroshi Kusunoki*， Seishiro Kato and Sunao Kanda 

神戸大学農学部、 '自然科学研究科

Faculty of Agriculture， 

*The Graduate Scho口1of Science and Techn日logy，

Kobe University 

目的:家畜の性支配技術の開発は、 産業上非常に大きな意義を有している。ほ乳動物の性支配の方

法としては、初期妊の段階で核型分析によってまたはH-Y抗体を利用して判別する方法、およびX精

子とY精子を分離した精液を用いて人工授精を行う方法があげられる。前者は多くの動物種で試みら

れ、ある程度の成果が得られているが、後者についてはヒトで成功例が報告されているにすぎない。

その主な理由は、ヒト以外の動物種ではX精子とY精子の判別法が未だ見出されていないことである。

近年、 Yanagamachiら1)は、透明帯除去ハムスター卵子に侵入したヒト精子で核型分析が可能である

と報告した。 今回、我々は、 Kamiguchi& Kikamo引の方法に準じてヤギ精子の核型分析を行い、X、

Y精子の判別を試みたので報告する。

方法:基本培地としては、 3mg/mQのウシ血清アルブミンを含むBrackett& Oliphant3)の媒液を用

いた。卵子は過排卵処理を施したゴールデンハムスターから採取し、酵素処理によりか粒膜細胞およ

び透明帯を除去した。雑種雄ヤギから人工ちつ法で‘採取した精液を用い、楠ら引の方法により先体反

応を誘起したのちハムスター卵子に媒精した。媒精 1 時間後に卵子を新しい培地に移し、媒精 7~8

時間後に雌雄両前核の融合および紡錘糸の形成を阻止する目的でポドフィロトキシン(podophyllo-

toxin)およびピンプラスチン(vinblastine)をそれぞれ0.04μg/mQになるように添加し、さらに培養

を続けた。ついで、前核が消失した第一卵割中期の卵子を染色体標本とし、 1，000倍の顕微鏡下で観

察してFordら5)の標準核型と比較し、X精子とY精子の判別を行った。

結果:媒精後3l~82% (平均64%)の精子侵入卵子率が得られた。そのうちポドフィロトキシンと
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F ig. 1. Karyo七ypeof a goa七 spermatozoonwi七hY chromosome 

ビンプラスチンとともに培養することにより 40~62% (平均50%)の卵子が第一卵割中期に達した。

ハムスター卵子核由来およびヤギ精子核由来の核板が明瞭に分かれた標本を観察した結果、 Fig.1に

示すようなヤギ精子核由来の染色体像が得られ、 X精子とY精子の判別の可能性が示唆された。なお、

多精子侵入卵子では、その後の発生能が著しく低下し、一部においては精子が膨化または初期前核の

段階で発生を停止した。

文献
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蛋 白質無添加培地 Kなける

マウス卵子の体外受精

l旦主且玉旦 fertilizationof mouse ova in protein-free medium 

後藤和文・上野康公・中西喜彦 ・'J¥JIJ清彦

Kazufu皿iGOTO， • Yasukou U凹0，Yoshihiko NAKANISHI and Kiyohiko OGAWA 

鹿児島大学農学部家畜繁殖学教室

Lab. of Animal Reproduction， Fac. of Agri.， Kagoshima University 

目的:晴乳動物卵子の体外受精用培地には各種動物の血清あるいは牛血清アルブミ ン(BSA)などの蛋白

質の添方[掛必須と考えられている。しかるに、蛋白質の精子あるいは卵子に及ぼす効果，また受精の場での役割

については不明である (1 )。マウス卵子の体外受精系においても査白質の添力肋iなされている (2-7)。

しかし品丘、マウス卵子の体外受精およひ郵書卵の旺翻包までの体外培養系には蛋白質は特に必要でないこと

がわかった(1 )。またマウスの体外受精卵は蚤白質無添加F音地内での体外培養でふ化することもわかった(

未発表)。そこで本研究では、マウスにおいて、精子の体外での前培養および受精系に壷白質鮒醐培地を用

い、 一般的に用いられている蛋白質添加培地を用いた場合との受精率の比較検討を行った。

方法:f共試動物はすべてICR-JCL系成熟マウスで，固形飼料および水を不断給与して飼育したものである。卵

子は成熟雌マウス (8-16週齢)にPMSG(5iu)およびhCG(5iu)を48時間間隔で腹腔内j主射

し、 hCG注射後15-16時間に屠殺し，卵管膨大部から卵丘細胞に固まれた卵子塊として取り出し、受精

用培地にに導入した。

精子は成熟雄マウス(16-20週齢)を屠殺した後直ちに精巣上体尾部より精子塊として取り出し、流動パ

ラフィン下の精子前培養液 (0.4ml)に導入し、1-2時間、3goC、5C02， 9 5 %空気下で前培養

した。前培養後、少量の精子懸濁液を卵丘細胞に固まれた卵子を含む話働パラフィ ン下の受精培地 (0.4m

1 )に麟冬精子濃度が100/μ1となるように添加した。この際本研究においては特に前培養後の精子の活

力に注目し、運動が激烈で最活発な前進運動(活力+++， 80%以上)を行うもののみを受精系に導入した。

精子導入後6時間，上記の条件下で培養後梯責し，第2極体を放出した卵子の割合をもって受手梓とした。

精子の前培養培地には、TYH培地(3 )あるいはTYHからBSAを除いた培地 [TYH(-BSA)] 

を用い、受精用活地には、TYH，TYH(ーBSA)あるいはTYH，TYH(-BSA)にEDT A ( 1 

00μM)を添加した培地を用いた。なおTYHあるいはTYH(-BSA)のピルビン酸ナトリウムの濃度

はO.5mMに修正(7 )したものを用いた。

結果 :精子の前培養およひ体外受精用に種々の組合せの蛋白質の無添加あるいは糊I階地を用いたときの受

精率(第2極体放出率)をTable 1に示した。
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Tab1e 1.与巳主Qfert1ization of mouse ova from JCL-ICR strain in either protein-free 

or protein-supp1emented田ediUDI.

Treatment No. 

1 (Control) 

日

回

内

v 

'7l 

7ll 

'.11 

Medium for 

preincubation 

of sperm 

TYH(-BSA) 

TYH( -BSA) 

TYH(-BSA) 

TYH(-BSA) 

TYH 

TYH 

TYH 

TYH 

以:P<0.01 compared to control. 

Medium for 

Ferti1ization 

TYH(-BSA) 

TYH(ーBSA)+EDTA 

TYH 

TYH +EDTA 

TYH(-BSA) 

TYHモ部A)+E悶A

TYH 

TYH+EDTA 

No. of Ferti1ized oval
、

INo.of Ova Examined(%) 

35/48(72.9) 

60/78(76.9) 

28129(96.61跡)

36/44(81.8) 

80/113 (70.8) 

135/160 (84.4) 

35141(85.4) 

53/71(74.6) 

1) No. of ova extruding second polar bodies/No. of ova examined. 

精子の前培養培地としてTYH(-BSAlを用い体外受精用培地として、TYH(-BSA)，TYH( 

-BSA) +EDTA (100μM) ， TYH. TYH +EDT Aを用いたときの受t穿率は各々 、 72.9 ( 

35/48).76.9 (60/78)，96.6 (28/29).81. 8 (36/44) %でドあった。

精子の前培養培地としてTYHを用い，体外受精用培地として.TYH(-BSA)， TYH(-BSA) 

+EDTA. TYH. TYH+EDTAを用いたときの受車掌率は各々.70.8(80/113)，84.4 

(L35/i60). 85. 4 (35/41)および74.6(53/71)%であった。

考察 :マウス精子の前t培吾:養餐用培地およひ，明g卵H子のf体本外受精用t培音地には蛋白質は特に必喧

同稼の結果はすでに報告(1 )されているが，本実験ではより高い受精率がえられた。これは前培養後の精子

の活力に着目し，活力が特に優れている精子のみを受精に供したためと考えられる

主要文献

1. Goto K. Takagi Y， Nakanishi Y， Oga旧 K(1986): Japan J. Anim. Reprod. 32・48-53.

2. Iwamatsu T， Chang M C(1969): Nature 224:919-920. 

3. Toyoda Y. Yokoyama M. Hoshi T(1971):Japan J. Anim. Reprod. 16:147-151. 

4. Mukherjee A B(1972): Nature 237:397-398. 

5. Miyamoto H， Chang M C(l972): J. Reprod. Fert. 30:135-137. 

6. Hoppe P C. Pitts S(1973): Bio1. Reprod. 8:420-426. 

7. Toyoda Y. Takasugi M (1982): In Genetic Approaches to Developmenta1 neurobi01ogY.(Tsukada Y，ed. 

) 57-64. 
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の補足・過剰精子の出現率

The incidence of supplementary and supernumerary spermatozoa 

in the mouse eggs ferti I ized in caffeine-containing mediu冊

吉沢 緑・野沢えみ子・ 1中本智之・村松 隆

門idori YO$HIZA~A ， Emiko NOZA~A ， $atoshi NAKA門OTO，Takashi MURAMAT$U 

宇都宮大学農学部家畜育種繁殖学教室

Department of Animal Breeding and Reproduction，Faculty of Agricalture， Utsunomiya University 

緒言:豊田ら(1971)および NI~A et al .(1980)は、マウス体外受精卵において、 2個以上の侵入精子をもつも

のが、かなり高率に出現することを報告している。また、門AUDLIN& FRA$ER(1978)は、マウス体外受精卵におい

てみられる多倍数体は、多精子侵入によるものがほとんどであるとしている。われわれは、マウス体外受精卵の

第 1分割耳目の染色体検察を行なっているが、培地にカフェインを添加すると、多数の精子が侵入した受精卵が多

くなることを観察した。しかし、平板化された染色体標本においては、これらの精子の所在、すなわち囲卵腔内

の補足精子か、あるいは卵細胞質内に侵入した過剰精子かを明確に識別することはできなかった。そこで、この

両者をまとめて、補足・過剰精子supplementaryand supernumerary spermatozoa (以下$.$.$.と略す〉とし、

その出現率を卵の分割能、多倍数体の出現率との関連においてまとめたので報告する。

方法:豊田らの方法に準じて、以下のように体外受精を行なった。 BALBX C57BLのF1成熟雌マウスにP門$Gお

よびHCGを51Uずつ48時間間隔で腹腔内注射し、 HCG注射16時間後に卵管膨大部より卵E塊に包まれた卵子を取

り出し、 Jcl:ICR系成熟雄マウスの精巣上体尾部精子 (2時間前培養〉を用い、精子濃度 200/μ! として体外

受精を行なった。カフヱインは、精子前培養用および媒精用培地に2酬の濃度で添加した。媒精12時間後に第2

極体の有無により受精を判定し、受精卵について染色体標本を作製した。

結果:$.$.$.を有する受精卵の率はカフェイン添加区で89.7%、無添加区で63.3%であり、前者において有意

に高かった。 (Table1.)卵 1個あたりの$.$.$.数は添加区において 1-86 (平均9.7)、無添加区で 1-30 (平均

Table 1. Incldence of supplement.ary and supernumerary spermatozoa(5.5.5】 ln
1-cell mouse eggs fertlllzed In caffelne-contalnlng and -free media 

No. of eggs examlned 
wlth 5.5.5. 

録 P<O.OOI

Caffelne-contalnlng medlum Caffelne-free medlum 

398 390 
357後【89.7::1'.1 247様(63.3::1'.】

3.2)であった。第 1分割中期の染色体が観察された卵について$.$.$.の出現率をみると、添加区89.7%、無添加

区65.8%で、添加区の出現率が有意に高かった o (Table 2.)倍数性と$.$.$.の出現率の関連をみると、多倍数体
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の出現率は添加区において有意に高い。多倍数体卵における5.5.5.の出現率は添加区90.9%、無添加区76.5%で

あった。 (Table3.) 

Table 2. Incldence of supplementary and supernumerary spermatozoa(5.5.5.】
ln mltotlc and un-mltotlc 1-cell mouse eggs fertl1lzed ln caffelne-contalnlng 
and -free medla 

Caffelne-contalnlng medlum Caffelne-free medlum 

No. eggs examlned 
ln mltosls 

wlth 5.5.5. 
out of mltosls 

w1th 5.5.5. 

398 
390 
350梼【89.7%1
8 
7(87.5%】

390 
333 
219保(65.8%】
57 
28(49.1%】

係 P<O.OOI

Table 3. Incldence of polyploldy and supplementary and supernumerary 
spermatozoa【5.5.5.1 ln 1-cell mouse eggs fertlllzed ln caffelne-contalnlng and 
-free medla 

Caffelne-contalnlng medlum Caffelne-free medlum 

No. of eggs In mltosls 
trlplold 
tetraplold 
pentaplold 
trlplold wlth 5.5.5. 
tetraploid wlth 5.5.5. 

390 
44係(11.3%)
0 
0 
40 (90.9%1 。

333 
12、
4 ¥ 17後【5.1%)

10、13【76.5%】
3 • 

婦 P<O.OI

考察:島根と村松(1979)は、マウス体内受精卵〈第 1分割期〉における5.5.5.の出現率を観察し、過排卵によ

るマウス卵では 6.5%であった。本研究の体外受精カフヱイン無添加区では、 63.3%で約10倍の出現率である。

豊田らは、本研究とほぼ同じ精子濃度で、 2時間の前培養を行なった場合には単精子侵入卵は約30%にとどまっ

たと報告し、 NIIJAet al.も系統によって異なるが、 11-73%の卵において 2個以上の精子が囲卵腔または卵細

胞質ヘ侵入していたと報告している.本研究での無添加区の成績は、これらとほぼ同様であった.しかし、カフ

ェイン添加区の卵は、無添加区に比べ5.5.5.を有する卵の率が有意に高かった。また添加区においては第 1分割

中期卵でも極めて高率に5.5.5.j)1認められぷ.5.5.による卵の第 1分割への影響はないものと考えられる.マウス

体外受精における多精子受精卵の率は、 1-29%(NIIJA et al.)、あるいは6-9%  (豊田ら〉と報告されてい

るが、本研究の染色体分析による多倍数体卵の出現率は、無添加区において 5.1%と低率であった。同様にマウ

ス体外受精卵の第 1分割矧の染色体を観察した門AUDLIN & FRA5ERの成績では、数系統の平均で19.4%という高い

値を示している。彼らの用いた精子濃度は、本研究の10倍であり、ここに原因の 1つがあると考えられる。

カフヱイン添加区において5.5.5.および多倍数体の出現率が高いのは、カフェインにより精子の運動性および

受精能獲得が促進されたため(FRA5ER，1979)と考えられる.

主要文献: (1)豊田 裕、横山峯介、星冬四郎(1971):家畜繁殖誌、 16、152

(2) NIIJA，K.， ARAKI，門.& IRITANI，A.(1980): Biolo.Reprod.， 22， 1155 

(3)門AUDLlN，1& FRA5ER，L.R.(1978) : J.Reprod.Fert.， 52， 107 

(4)島根緑・村松 隆(1979):宇都宮大農学術報告、 10、55

( 5) FRA5ER， L. R. (1979) : J. Reprod. Fert.， 57， 377 
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凍結融解マウス卵子の体外受精

なよびその後の発生

In vitro fertilization and development of 

frozen-thawed mouse oocytes 

平泉真吾・東貞宏・内藤邦彦・福田芳詔・豊田裕

Shingo Hiraizumi，Sadahiro Azuma，Kunihiko Naito，Yoshinori Fukuda and Yutaka Toyoda 

北里大学獣医畜産学部家畜育種繁殖学教室

Department of Anima1 Breeding and Reproduction， Schoo1 of Veterinary Medicine 

and Anima1 Sciences，Kitasato University 

目的;晴乳動物卵子の凍結保存の研究は、 Whittinghamがマウス旺の凍結保存に成功して以来急速に

発展し、現在ではマウスのみならずウシ、ヤギ、ヒツジなどの家畜でも成功されている。未受精卵子

においては、 Whittinghamによってマウスでの凍結保存が成功して以来凍結条件について研究が続け

られている。本研究では、未受精卵子の凍結保存について、 1)20%FCSの添加 2)冷却速度3)液体窒素

への投入温度について種々の条件で凍結を試み、融解後の体外受精およびその後の発生を検討した。

方法:実験には ICR系成熟マウスを用いた。卵子は、州SGおよび hCG各 5i.u.を48時間間隔で注射

し hCG注射後13時間に卵管膨大部よりヒアルロニダーゼ15旬Im1を含むPBl培地内に採取し楳化した

凍結用培地は、 PBl及び20%FCSを添加した PBlを用いた。耐凍剤は、最終濃度1.5門となるようにDMSO

を室温で添加した。凍結用培地の入った0.25m1ストローに卵子を入れ封入し、 30分間平衡させ室温か

ら直接-70Cのアルコールに移し10分間保持し植氷、さらに10分間保持した。凍結は、 1分間に 0.5文

は 0.3OCで冷却、 -30及び-60OCで10分間保持し液体窒素中に投入し 1-24時間保存した。融解は、

370Cの温水中で30秒間振とによる急速融解法を用いた。開SOの除去は、 0.5MSucroseを含む PBlに卵

子を移し、次いでPBlで2回洗浄した。さらに TYHに移しそれぞれ10分以上静置後、豊田らの方法に

順じ体外受精を行った。授精後6時間にホールマウント標本を作製し、または受精卵と判定されたも

のを 100u門印TA添加州に移し 120時間培養老行った。

結果:回収率は、すべての実験区で89.6-98.8%であった。正常卵の割合は冷却速度 O.5
0

C/minで

58.1-67.3%の範囲であり FCSの有無および液体窒素投入温度による差はなかったが、 O.30C/m川の

口ア
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場合は、 FCS添加区で74.7%と83.5%であり、無添加区の43.2%と48.6%に対して有意に高い値を示

した。受精した卵子の割合は、冷却速度 0.3
0

C/minの場合、受精卵は得られなかったが、 0.5oC/min 

の場合、すべての区で受精卵が得られ、とくに FCS添加区が53.6%と44.9%であり無添加区の10.8%

と 5.9%より有意に高い受精率を示した(Table1)。冷却速度 0.5OC/min、20%FCS添加区の受精卵を

培養した結果2細胞期への発生率は 34.4---47.9%であり、 4細胞期への発生率は16.4---26.0%と低

下する傾向を示した。 4細胞期ヘ発生した卵子は、ほぼ全てが旺盤胞へ発生した (Table2)。

Table 1 ln vitro fertil ization of frozen-thawed mouse oocytes 

Cool ing 20%FCS Temp(OC) when No.of oocytes 
rate In transferred recoverdl morophologically fertil izedl 
(C/min) PBl to -196

0
C frozen(%) normal (%) examined(%) 

+ -30 2801298(94.0) 179(63.9) 96/179(53.6) 
O. 5 + -60 2051220(93.2) 138(67.3) 611136(44.9) 

-30 1121125(89.6) 68(60.7) 71 65(10.8) 
-60 93/100(93.0) 54(58.1) 31 51( 5.9) 

+ -30 791 80(98.8) 59(74.7) 01 59( 0) 
O. 3 + -60 791 80(98.8) 66(83.5) 01 66( 0) 

-30 371 40(92.5) 16(43.2) 01 16( 0) 
-60 721 80(93.0) 35(48.6) 01 35( 0) 

Table 2 Oevelopment _in culture after in vitro fertil ization of frozen-thawed 
mouse eggs 1) 

TempCC) when 
transferred 
to -196 oC 

-30 
-60 

No.of 
embryos 
cultured 

96 
61 

N0.(%) of embryos developed to : 
2-cel 12}hel  12}Blastocysl 
(24hr)" (48hr)" (120hr)~J 

46(47.9) 
21(34.3) 

25(26.0) 
10(16.4) 

25(26.0) 
9(14.8) 

1) Freezing condition:coll ing rate，0.50C/min. PB1 with 20%FCS. 
2) Hours after insemination. 

考察:本研究では、未受精卵子の凍結保存は、凍結培地への20%FCS添加、冷却速度 0.5OC/min液

体窒素投入温度-30
0

Cあるいは-60
0

Cで良好であり、体外受精により受精卵を得ることが示された。

冷却速度 0.3
0

C/minで受精卵を得ることができず、冷却速度の速い 0.5
0

C/minで可能であることは、

液体窒素に投入するまでの時聞が重要であることが考えられる。凍結用培地内での20%FCSの存在は

受精およびその後の発生に有効であることが示された。

主要文献
1.Whittingham，O.G.，Leibo，S.P. and門azur，P.(1972):Science，178:411・414
2.Whittingham，D.G. (1977):J.Reprod.Fert.49:89・94.
3.豊田裕・横山峯介・星冬四郎(1971):家畜繁殖誌、 16:59・66
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マウス プ ロラクチンのマウス体外受精および佐発生

lと及ぼす影響

The analysis of the effects of prolactin on in vitro 

fertilization and embryo development for the mouse 

福田愛作，野田洋一，森 崇英 *森 千里，本橋本尚詞*星野一正

Aisaku FUKUDA， Yoichi NODA， Takahide MORI， *Chisato MORI， 

*Hisashi HASHIMOTO and *Kazumasa HOSHINO 

京都大学医学部婦人科学産科学教室 *解剖学教室第三講座

Department of Gynecology & Obstetrics and * Anatomy， Faculty of 

Medicine， Kyoto University 

目的:卵管性不妊症の治療法として開発されたヒト体外受精妊移植法(IVF-ET)は， 今や不妊症の治療法の

ーっとして確立された感がある。プロラクチンについては現在まで主に排卵障害との関係が検討されているが，

その卵や精子に与える直接的な影響については殆ど報告はない。そ乙でヒト IVF-ETを念頭lζ置き，マウスプ

ロラクチンのマウス体外受精および匪発育への影響を検討した。 方法 :マウスプロラクチン(PRL)はマ

ウス下垂体の培養液より精製され純化されたものを用いた。培養液にはTYH-280を用い，コントローノレには

PRLの含まれないものを， 実験群はプロラ クチン濃度 10ng/ml， 50ng/ml， 100ng/mlの3種類とした。 培

養液はすべてMilli-Q純水製造装置による超純水を用いた。1. ICR雄の精巣上体尾部精子を採取しその時

点での運動率(A)を計測の後，コントロ ル， PRL 10 ng/ml， 100ng/mlの培養液中で90分間370C5%C02 

m alrで培養し培養後の運動率(B)を計測した。 2. ICR雌lζ過排卵誘起を行い採卵しPRL非添加培養液

中に入れて置き， ICR雄の精巣上体尾部精子をコントロール， PRL 10ng/ml， 50ng/ml， 100ng/mlの4種類

の培養液中で90分間培養の後 各々の精子を卵の入ったPRL非添加培養液に媒精を行い 6時間後lζ前核によ

り受精の確認を行った。 3. ICR雄の精巣上体尾部精子をPRL非添加培養液中で前培主主の後.コントロール，

PRL 10ng/ml， 50ng/ml， 100ng/ml中の卵に媒精を行い閉じく 6時間後に受精の判定を行った。 4.ICR 

雌を過排卵の後同雄と自然交配させ妊娠2日目(腔栓の認められた日を 1日目とする)1ζ卵管濯流により後期

2細胞期匪を回収しコントロ ール， PRL 10ng/ml， 50ng/ml， 100ng/ml中で培養しExpandedblastocyst 

からHatching blastocystまで観察した。 5.FI (C 57BLXC3H)雌1<::過排卵誘起を行い採卵しPRL非添

加培養液中に入れて置き， ICR雄の精巣上体尾部精子をコントロールと 3種類のPRLを含む培養液中で前培

養し媒精した。受精の確認の後.引き続き PRL非添加 Effects of PRL on s問 rmmotility 

培養液中で培養しExpandedblastocystからHatching

blastocystまで発育を観察した。 6. ICR雄の精巣上体

尾部精子をPRL非添加培養液中で前培養の後， コント

ロール， PRL lOng/ml， 50ng/ml， 100ng/ml中の卵

(Fl hybrid)に媒精した。受精の確認の後.引き続き 4

種類の培養液中で培養しExpandedblastocystから

Hatching blastocystまで観察した。

PAL in n咽dium
$perm motilitγ 

Mean士S.E.M.(No. of ca揖 s)

witho叫 PRL

A 77・02土3.20%(15) 
63.25士5.14% (15) 

Pri町 toir官ubat問、

After 
incubation 
for 
90 min 

PRL 10ng/ml B 64.25:1:3.99% (15) 
58.62:1: 4.82% (15) PRL 100ng/ml 

Table-l 

R》



結果:1. 90分間培養後の精子の運動率はコン トロ ールと

PRL加培養液との聞に有意差は認め られなかった(Table-l)。

2. PRL 50ng/ml以上の培養液中で前培養された精子では有意

に受精が抑制された (Figure-l)0 3 コントロールからPRL

100ng/mlまで媒精時のPRL濃度は受精に特に影響を与えなかっ

た(Figure-2)o 4.後期2細胞期匹の発育では必Expanded

blastocyst， %Hatching共にPRL濃度による有意な影響は

認められなかった (Figure-3)o 5. PRL加培養液中で前培養

された精子では受精率の抑制IJ(PRL 50ng/ml以上)と共lζ

% Expanded blastocystも有意に抑制(PRL10ng/mlと100

ng/ml)された。更に必Hatchinglζも抑制傾向が認められた

(Figure-4)o 6. PRL加培養液中でやや受精率の抑制(PRL

50ng/ml以上)が認められたが，以後の発育には殆ど影響を与

えなかった(Figure-5)。 考察:ヒ卜 IVF-ET における

PRLの影響については retrospectiveな検討がなされている

が一定の結論は未だ得られていなし、。本実験より， PRLは lTI

vitroでは精子に対しては 50ng/ml以上の濃度で前培養された

場合にその受精能を抑制する乙とが明らかとなった。 一方卵に

対しては未受精卵，受精卵共に大きな影響は認められなかった。

PRLの精子の受精能抑制の作用機序は全く不明である。しかし

PRLが運動能を抑制せずに受精能を抑制していることより，

その capac1 tatlOn過程に何 らかの影響を与えている可能性も

否定できなし、。今後更に実験を重ね解明されることが待たれる。
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Culture and freezing of the mouse and 

rabbit embryos using GIT 

小野寺政一・塩田ゆみ・河野友宏事・角田幸生

Masakazu ONODERA. Yumi SHIODA・TomohiroKONO才・ Yukio TSUNODA 

農林水産省畜産試験場 $東京農業大学

National Institute of Animal Industry，事 TokyoUniversity of Agriculture 

目的:ほ乳動物初期妊の体外培養成績に及ぼす培地の要因として，水および試薬の純度， B SAある

いは血清のロットや種類および培養液の保存期間などが指摘されている I. :2 )。

最近開発された市販の細胞培養用汎用培地GITは，使用時にあらたにBSAや血清を添加する必要

がなく，またロットによる変動が極めて少ないことや保存性に富むなどの利点があげられている。この

培地が初期妊の培養に適用できれば，懸念される培地の要因が少なくなるので有用と考えられる。しか

も，この培養液は空気中でも pHが安定なので凍結用培地としての利用価値も十分に考えられる。

そこで本実験では， G 1 Tが初期旺の培養および凍結保存に応用できるかどうか，マウスおよびウサ

ギ旺を用いて検討した。

方法:マウスでは， PMSG と hCG で過剰排卵処理後採取した 1~8細胞期旺ならびに腔盤胞を，ウサギ

ではFSHとhCG処理3)後採取した1細胞期卵をそれぞれ用いた。対照とした培養液は，マウスではM16')

をウサギでは20%同種非働化血清加M16をそれぞれ用いた。また凍結試験ではPBl4)を対照とし，宮

本ら 5)の方法に若干の修正を加え，プログラムフリーザー (FFP 190，大阪酸素)を用いて行っ

た。培養および凍結試験によって得られたマウス旺盤胞は，精管結殺雄により偽妊娠を誘起したCD-1

系受卵雌の子宮角へ移植した。また，培養によって得られたウサギ桑実匪あるいは旺盤胞は， hCGによ

り偽妊娠を誘起した同種受卵鎌の卵管 (hCG後1日目)あるいは子宮角 (hCG後3日目)に移植した。

結果:表1にマウスおよびウサギ匪の培養ならびに移植成績を示した。表から明らかなように， 8 

細胞期以前の匪をGITで培養した場合，腔盤胞への発生率および胎児生産率はM16で得られた成績

に比べていずれも有意に低い値を示した (p<0. 001 )。またこの培地では， 8細胞期の後期に起こる

コンパクション現象に異常が認められた。 一方，ウサギ匪ではこのような異常は認められず，旺盤胞へ

の発生率は，血清加M16の成績に匹敵するものであった。また移植試験では，わずかに1例でわある

がGITで培養した旺において生存胎児が観察された。
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表1 GITによるマウスおよびウサギ腔の培養ならびに移植成績

動物種 発育段階 庭養液 培養匪数 腔盤胞数 移植旺数 生存胎児数

(系統) (%) (%) 

1細胞期 GIT 147 77 (52') 55 1 (2本)
( F I ) M16 109 99 (91 63 19 (30) 
2細胞期 GIT 90 7 1 (79・) 37 5 (14事)

マウス (F I ) M16 86 85 (99 47 27 (57) 
2細胞期 GIT 167 77 (46事) 48 2 (4' ) 
(CD-1) M16 148 118 (80 63 21 (33) 
8細胞期 GIT 61 60 (98 47 10 (21) 
(CD-l) M16 59 58 (98 43 15 (35) 

ウサギ 1細胞期 GIT 100 82 (82 42 1 (0 
M16 85 77 (91 40 o (0 
* pく0.001

表2 GITを用いたマウス匪の凍結成績

発育段階 培養液 回収旺数 腔盤施数(%) 移植旺数 産子数(%)

2細胞期 GIT 42 o ( 0) 
PB1 40 o ( 0) 

8細胞期 GIT 49 43 (88) 15 3 (20) 
PB1 74 63 (85) 25 12 (48) 

桑実旺 GIT 34 23 (68掌) 10 2 (20) 
PB1 42 37 (88) 18 6 (33) 

臨盤胞 GIT 50 24 (48) 18 5 (28) 
PB1 54 29 (54) 24 8 (33) 
* p<O. 05 

次に凍結試験の結果を表2に示した。表から明らかなように，桑実腔をGITで凍結した場合の培養
成績以外は，産子生産率を含めてPB1を用いた場合と同様な結果が得られた。

考察:以上の結果より，細胞培養用汎用培地GITはマウス旺の培養には適さないものの，ウサギで
は20%血清を加えた場合の成績と同等な結果が得られること，およびマウス匪の凍結に応用できる可
能性のあることが示唆された。

(GITを供与いただいた和光純薬工業様式会社に深謝する。)
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Viabi 1 ity of zona-free mouse embryos derived 

from eggs fertilized in vitro 

鈴木宏志.富樫守.宮井達也.岡本道生

Hiroshi SUZUKI.ト1amoruTOGASH 1. Ta tsuya門IYAIand門ichioT. OKA門OTO

中外製薬開発研究所

Orug Oevelopment Laboratories， Chugai Pharmaceut.ical Co.， Ltd. 

目的:透明帯は、異種間受精および多精子受精の拒否のために働き、さらに着床前の旺の保護作用

を担っている。また、マウス旺を用いた研究によって、透明帯は旺の卵管下降に必須な構造物であり

コンパクション以前の透明帯除去旺を卵管に移植して産仔を得ることは、困難であることが知られて

いる 。透明帯除去旺の発生に関する研究は、透明帯の役割をより明確にし、阪に対する発生工学的

操作をより広範囲にする。本実験では、マウス体外受精卵を用い、前核期で透明帯の除去を施した卵

子を着床前の全期聞を体外培養後、受容l雌ヘ移植し、産仔への発生能について検討した。

方法:卵子および精子提供動物には、 (C57BL/6J X C3H/HeN)Flマウスを用いた。体外受精は、受
3，) 

精用培地として仙itten's培地(以下ゆりを用い、その他の操作はすべて豊田ら4)の方法に従った。

授精後6時間に、第2極体の放出およびl雌雄両前核の認められた卵子を、 0.5%プロナーゼを含む1m内

で約10分間処理して透明帯を除去した。次いで、透明帯除去卵子を2，_3回の洗浄後、流動パラフィ

ンで覆われたテラサキマルチプレート内の20μlの州(P区〉およびプラスチックシャーレ内の20μi

(0-20区)あるいは100μ!のドロップ(0-100区)に 1個ずつ移し、授精後120時間まで培養した。

また、対照として、プロナーゼ処理を施さない体外受精卵をP区と同様に培養した。移植は、授精後

96時間に発生した旺盤胞を、偽妊娠3日目〈腔栓確認日=Oay0)のIVCS系受容i雌の子宮角へ注入す

ることにより行った。

結果:各区とも授精後24および48時間には、高率(92-100%)に2および4細胞期に発生した。授精

後96時間における旺盤胞への発生率では、 P区(58%)が対照区(87%)と比較して有意に低かった(P<

0.05)が、0-20区(74%)および0・100区(66%)と対照区との聞には差が認められなかった。また、 P

E
J
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区の76個の旺盤胞を 8例の受容雌に移植した結果、移植旺の 5%に相当する 4匹〈♀ :~=3:1)

の生存産仔が得られた。

Development of zona-free mouse embryos derived from eggs 

fert i I i zed i n v i tro after t.ransfer i nto the uterus of 
pseudopregnant recipients 
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76 5/8(63) 18(24) 4( 5) 

1) Blastocysts developed in culture for 90 h after removal of 
zona-pellucida at 6 h after insemination. 

考察:前核期から旺盤胞までの着床前の全期聞を体外培養後、受容雌の子宮に移植された体外受精

lこ由来する透明帯除去卵子が、産仔への発生能を有していることが明らかになった。 これまでの報告 〉

と本実験の結果を考え合わせると、受精卵における透明帯は、旺の卵管内の移行に際して、旺の機械

的保護や卵管壁への接着、旺同士の融合および割球の分離を防ぐために必要な構造物ではあるが、卵

子の発生〈卵割)そのものには必須ではないと思われる。
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In vitro fertilization of porcine follicular oocytes 
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Shichiro SUGAW.総A，Kennji臥MEY訓A，Shinnji臥SHIMOTO，Yuj i T組AGI

Yasuhiro HANZAWA， Hiroshi SASADA， Junji地SAKI

剰じだ学農学部家畜繁殖学教室

Lab. of Anim. Reprod. Fac. of Agric.， Tohoku Univ. 

目的:豚の体タ慢精に冊する研究は内外で行われており、イギリス¥)と日本2)て怯伊撤ωd:tい州紗ト受精卵子か
ら産子カI~:等られている 。 しかし、方法論的に完全に確立されたとは言えず、 受精卵子の発生率や培養条件などの点でF

また百糟されることが必要である。

演者らは、豚で内視鏡法により受精卵子の移植技術法の確立を前提として成熟卵胞卵子の採取法を試みてきた。ま

た、屠場材料(卵巣)の卵胞卵子を成照時養して、それら9仔のt紗慢精法について擬すしてきた。
今回は卵子の採取条件による受精と発牛率との関係を知る目的で、成樹鰭した屠場材料の卵脚明子、過場開剛健

し、 ぽ峨与4伽採8附聞の異なる卵胞卵子、および封切自卵子などについて、体外受精併発生を比較したので報告

する。

材料と方法:卵子の採取:泣塁塁盟組:市屠場で屠体の内臓除去時に卵巣を取り、 30.Cに保温したジャーに入れ、

研究室に持ち帰った。直ちに、卵巣を滅菌食塩水で涜浄した後、直径2-51D11の卵胞から注射筒て吸引して卵胞卵子を

得た。 b)内視鏡法による成熟卵胞卵子の採取)醐柳処理(1.0001. U.のP慨を筋注して72時簡素に 5001.U.の hCG

を投与)した6か月齢の未経産豚 (LW)を用い、 hCG投与悌6-40時間目凶器法3)に従って卵胞卵子を採取した。

体外受精法:a)精子の前処理:実験の前日に採取した新鮮精液を遠心(1200r凹， 5分閣)して精子を分離した後、

P酪で2回出争して、受精背箇街尋用矯養液(TCM-199100mlに10略ピルビン酸、 90昭事l践、 55略グyレコース、 12ml

FCSを添加し、 pH=7.8に調整、 白e昭&Polge1983)に洗浄精子(2x1OS /111 )を移し、co官インキュベーター中で37
℃、 4-6時間様した。 b)卵子の前焼:屠場卵巣から採取した卵胞卵子は培養液で2回洗浄した後、成熟用培養

(Ha.m's F12 or町時199に 20%の FCSを添加)に移し、 28時間培養し、成熟させた。採取した成熟卵胞卵子はpHを

7.4に調整した精子の前矯養液に移し、 3-5時間培養した。 c)媒精と授鮒審養:上述の知く、前処理したそれぞれの

卵子を授精用培養液(精子前培養液pH=7.4)に移した後、受精能勝朝原聖した精子 (2x106/1血1)を20μl加えて、 15

-20時間培養した。心受精卵子の培養:媒精後上記時間帯て機械的に可能な限り、頼粒層細胞を除去し、培養液

(醐舵-3)で2団法浄した後、培養液に移し培養した。
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結果と考察:表1は各接取法による卵胞8肝の体タ慢精後の成績を示した。成男被告養した屠場陳の卵胞卵子で

は媒精後8細胞期まで 13.3%発生した。他方、過槻脚翠卵巣の卵胞卵子のうち、 ば湖与後40時間目のものでは2、

4、8細胞期まで発生した割合つIJ{最も高く、それぞれ52.4，28.6、9.切であり、そのうち2個が桑実期に透した。

則投与悌7時間で内視鏡により採取した卵胞内卵子では1/14が8細胞期まで発生した。

これらの結果から屠場卵巣内卵胞卵子のうち適切な条件下で成鞠音養し、成摂涜了したものは体外受精することに

より正常に発生し得ると言える。また、卵胞8肝の体外受精後の発性能は hα投与後の採取する時時帯と密接に関係

していることが示唆された。それらは今後検討によって司廟警にされる必要がある。

Table 1. In vi tro ferti 1 ization and subsequent develo凹entof porcine oocytes 

Sources Cleavage stage of oocytes fertilized in vitro (%) 

of No. of 

oocytes oocytes 2-cell 4-cell 8-cell Morula 

ovaries fro皿abattoir 15 ち(33.3) 4 (26.7) 2 (13.3) 。
ovaries 37h after 附 14 1 ( 7.1) 1( 7.1) 1( 7.1) 。
ovaries 40h after hCG 21 11 (52. 4) 6 (28.6) 2 ( 9. 5) 2 ( 9.5) 

oviducts 9 1(11. 1) 1 (11. 1) 1(11. 1) 1 (11.1) 

主要文献

1) Cheng， W. T.K& C.Polge (1983) A配 meetingat Northi噌lam.Sept.29 : abst 

2) 吉田光敏他 (1986)家畜纂殖学会 70大会講演要旨 p22

3) 菅原七郎他 (1985)補字し卵研誌 2:27

(科奇積一殻研究A 60440019) 

Plate. Porcine embryos from in vitro fertilization 
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豚体外成熟卵の雄性前核形成能に及ぼす

豚卵胞液の効果
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内藤邦彦浜野晴三 金田光稔石坂篤

鈴木 真 福田芳詔豊田裕

Kunihiko NAITO Seizo HAMANO Mitsunori KANEDA 
Atsushi ISHIZAKA Makoto SUZUKI 
Yoshinori FUKUDA and Yutaka TOYODA 

北里大学獣医畜産学部家畜育種繁殖学教室

Department of Animal Breeding and Reproduction， 
School of Veterinary Medicine and Animal Sciences， 

Kitasato University 

目的:輔乳類の未成熟卵は体外培養により成熟し、いくつかの種では休外受精によって受精が完了す

ることが確認されている。しかし、豚においては陶tI i k&Fu I kaが卵子内への精子の侵入は可能である
が精子頭は膨潤せず、雄性前核形成率が低いことを報告しており (1)、卵細胞質の成熟が不十分である

ことを想像させる。生体内では未成熟卵は卵胞液中で成熟を達成しており、卵胞液は卵子成熟にとって

好適な環境であると考えられるが、これまで卵胞液については卵子成熟分裂再開の抑制作用に注目が集

められ(2，3)卵細胞質の成熟に対する作用は十分検討されていない。そこで本実験では、豚未成熟卵の

体外成熟培養に豚卵胞液を使用し、体外受精後の雄性前核形成率を調べた。さらに生体内において卵子

成熟に影響を及ぼすと考えられるゴナ ド卜ロビンの効果についても併せて探った。

方法:卵子は屠場より入手した未成熟豚の卵巣(卵胞直径 2 ~ 5mm) より採取し、直ちに 48 時間

の体外成熟培養を行った。培養液は豊田らのマウス体外受精用培地 (TY H)を基礎培地とし、これに
直径 2~5mmの卵胞より採集した豚卵胞液( p F F )を5.25.50%加えたもの、及び100%
pFFを使用した。なお培養液には FS H (0目 01AUμg/ml). hCG (10IU/ml)の一方文は両者を

適宜加えた(Table1 )。体外成熟培養終了後、卵子は2mMカフ ェインを含むTYH中で体外受精さ
せた。精子は本大学付属牧場の種雄豚より採取し、本研究室で開発した高濃度処理(4 )を施して受精
能獲得を誘起した後受精に供した。卵子は媒精後20時間で染色標本とし観察した。第二成熟分裂中期
以降に達したものを成熟卵、卵細胞質内に二個以上の前核が存在するものを雄性前核形成卵とした。

結果:実験結果は Table1 に示した。成熟率はゴナ ドトロビン (GT H)を加えない100%P F Fで
54.9%と他のすべての区に対し有意に低い値であった。これ以外の区ではほぼ80%台の値を示し、有意

差はなかった。雄性前核形成率はTYHのみを培養液とした時35.6%であった。これにGTHを加えた

結果、 FSH添加区で有意な低下がみられたが、 hCG添加区、 FSH+hCG添加区ではTYHのみと

凸アkd
 



時乳卵研誌(J. Mamm. Ova Res.)第 4巻第 1号 1 9 8 7年 4月

有意差はなく、雄性前核形成率を改善 するこ とは℃、さなかった。これに対し、 TYHにpFFを加えた

結果、このネは FS卜|存在ドで pF Fの濃度の上昇とともに高ま り、100%P F F ( F S H添加区)では

85. 2%と最も高い{直が得られた。 100%pFFを使用したものについて FSH添加区はGTH無

添加、 rlCG添加両区より有意に白い値であった。

4察:豚!jfl胞液E、未成熟卵在成熟培益した結果、卵子成熟は抑制され、 GTけを加えることによって

p 1-1のこの代別が打 ち消された。これは卵子成熟に対する pFFの影響を示した以前の報告を支持す

るわのじあゐ (2，:n0 雄性前核形成率はTYH中で成熟培養した場合 30%台と低率であり、本培養系
℃は卵細胞11の成熟が不オ分 Cあると之えられた。この雌性前核形成率は HotI i k&Fu I kaがBSA、ピ

lレビン俗、グル 1一λを合む塩殺溶液中で成熟培養を行った時のf[!iとよく一致している(1) 0 TYHに

CIHをIJfJλたが、 AH生前銭形成率を改善することはでさなかった。 -方、成熟培養液に pFFを加え
た結果、このキは pFFの用量に依存して上昇し、 FSHを添加した100%PF Fで最も高い値が得られ

たpζ れは pFトに雄官f前妓形成能を促進する作用があることを示すものであり、さらに、 pFFの作

用は FS Hk:よりi問強dれる己とを示唆している。

Table 1. Effect of pFF and GTH on in vitro maturatユon of pig oocytes 

Maturation GTH
a 
No.oocytes No.oocytes No.oocytes No.oocytes 

medium examined matured(%) sperm ma~e P~ ，̂.b 
penetrated developed(%-) 

T Y H 219 175(79.9) 104 37(35.6) 

FSH 235 194(82.6) 115 17(14.8) 

hCG 88 72(81.8) 27 11(40.7) 

FSH+hCG 99 81(81.8) 55 17(30.9) 

pFF 5% FSH 165 133(80.6) 77 50(64.9) 

10% FSH 175 142(81.8) 92 67(72.8) 

50% FSH 107 94(87.9) 46 36(78.3) 

100% 173 95(54.9) 41 25(61.0) 

FSH 276 240(87.0) 116 99(85.2) 

hCG 67 57(85.1) 38 27(71.1) 
FSH+hCG 72 63(87.5) 30 24(80.0) 

a)FSH(O.OlAU/ml) ，hCG(10IU/ml) 

b)No.oocytes male PN developedjNo.oocytes sperme penetrated 

主要文献

1.Motlik J，Fulka J (1974) :J.Reprod.Fert.36:235-237 

2.Moor R M，Trounson A 0 (1977) :J.Reprod.Fert.49:101-109 

3.Tsafriri A，Dekel N，Bar-Ami S (1982) :J.Reprod.Fert.64:541-551 

4. 浜野晴三，豊田 裕 (1987): 家畜繁殖誌 32: (accepted) 
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豚凍結精子による卵胞卵の体外受精

In vitro ferti lization of pig foll icular oocytes 

by frozen boar spermatozoa 

永井 卓・桝田博司・岩崎説雄主・福島護之持・花田 章

Takashi Nagai ，Hiroshi Masuda，Setsuo Iwasaki 宰，門oriyuki FukushiMa 本本

and Akira Hanada 

農林水産省畜産試験場 本東京農業大学 科兵庫県畜産試験場

National Institute of AnilAal Industory 

目的:豚の体外受精用の精子には、体外でのインキユベイションによって受精能を獲得

させた精巣上体および射出精子が用いられている(1，2)。しかし、精巣上体精子は室温で

は1，2日しか保存できず、射出精子は採取する日によって受精率が異なることがある。常

に同じ受精率が期待できる体外受精系の確立およびその繁殖技術への応用には、精液を凍

結保存して同じ性質を示す精液をくり返し使用できるようにする必要がある。また、凍結

精子を用いれば、毎回射出精液を採取しなくてすむ。実際に、牛の体外受精では既に凍結

融解精子が使われている (3，4)。しかし、豚の場合、凍結精子を用いた体外受精について

の報告はない。そこで本研究では、凍結融解した射出および精巣上体精子をChengらの方

法(2)で処理し、授精後の卵胞卵への精子侵入の有無によって、この方法が凍結精子にも

有効であるかどうかを検討した。

方法:卵胞卵は、ト場で採取した未経産豚卵巣の直径2・5...の卵胞から回収した。コン

パクトな卵E細胞に包まれた卵胞卵を、 TC門199液 (25..門HEPES，10%去勢子豚血清，LH 10μ 

g/ml，E2 1 J1 glml，抗生物質を含む〉に入れて39"Cの炭酸ガス培養器内で約32時間成熟培養

して受精試験に供した。精子は、ト場で採取した精巣上体尾部から回収した精巣上体精子

(4頭 A，B，C，D)および射出精子 (3頭〉を用いた。ベレット法(5)で凍結した精液を37"C

のPBS液中で融解した後、 Chengらの方法(2)で処理し、炭酸ガス培養器内で4時間前培養し

た。体外成熟卵胞卵を受精用のB.O液 (2州カフェイン，BSA10mgl聞1添加)に移し、前培

養後の精子を2400万11111の精子濃度で加え授精した。つぎに、卵胞卵に侵入することが明

らかになった凍結融解精巣上体精子Aを2，4および6時間前培養し、精子侵入に及ぼす前培

養時間の影響について調べた。 また、 4時間前培養区においてカフェインを 0，2および

印刷含むB.O液内で授精し、カフェイン濃度の影響を調べた。この時、カフェイン濃度2酬

の区において授精時の精子濃度を200および2400万Imlにした。全ての卵子は授精後約12・

16時間で固定し、脱脂染色後に、位相差顕微鏡下で精子侵入の有無を調べた。
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Table.l Penetration of pig fol licular oocytes in vitro by frozen boar 

epididymal spermatozoa preincubated in a defined mediu剛

Du ra t i on No.of No.of oocytes penetrated No.of 

of oocytres monospermlc 

preincubation maturing Total with enlarged with both oocytes 

to 門ー 11 sperm head(s) pronuclei (%)牢

(h) at (%) (%)寧

examination 

2 34 6(18)・ 2 4(67) 3(50) 

4 51 21(41)b 9 12(57) 20(95) 

6 40 5(13)8 4 1(20) 3(60) 

牢Percentageof oocytes penetrated. (P<.05) 

結果:凍結融解精巣上体精子A，s，Cは卵胞卵に侵入し、精子侵入卵率は、それぞれ40，40

および13%であった。しかし、射出精子および精巣上体精子Dでは精子侵入卵を得ること

はできなかった。表lに示すように、精巣上体精子Aは、 4時間前培養した場合に高い (P

< .05)精子侵入卵率 (41%)を示した。単精子侵入卵率は95%と高く、雌雄両前核形成卵
率は57%であった。また、受精培地にカフヱインを含まない場合、精子は卵胞卵に侵入不

能であったが、カフェイン濃度が2m門および10酬の場合に精子侵入卵率は38%であった。

授精時の精子濃度を200万/剛lにした場合、精子侵入卵率は28%の低い値を示した(P< .05)。
考察:Cherぱらの方法(2)で処理した凍結融解精巣上体精子の卵胞卵への精子侵入率は、

41%であったが、単精子侵入卵率および雌雄前核形成卵率は高く、正常受精卵が多く得ら

れた。従って、この方法は凍結融解精巣上体精子の受精能獲得に有効であることが判明し

た。射出精子が卵胞卵に侵入不可能な理由として、前培養後の極端な運動性の低下が考え

られる。しかし、精巣上体精子0は授精時に活発な運動性を示したにもかかわらず、卵胞

卵に侵入不可能であった。カフヱインは、卵胞卵への精子侵入に有効であることが明らか

になったが、その濃度が2酬と10酬の場合に同様の精子侵入卵率が得られたことから、さ

らに高い濃度について検討すべきである。

主要文献 l.Nagai T，Niwa K，lritani A(l984): j.Reprod.Fert.70:271・275.

2.Cheng W T K，門oorR門，PolgeC(1986):Theriogenology.25:146. 

3.花田 章(1985):計糊と制御。 24:953

4.Parrish j j，Susko・Parrishj L，Leibried-rutledge門L，Critser

E S，Eyestone W H，First N L(1986):Theriogenology.25:591・600.
5.副島明彦・桝田博司・和出 靖・松川善昌(1983):人工授精研誌.

5:6・8.
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卵丘細胞 Kよって区分した牛未成熟卵胞卵子の
体外受精後の発生能

In vitro fertilization and cleavage abilities of bovine oocytes 

classified by cu聞uluscells and .atur剖 invitro. 

塩谷康生・桑山正成主・福島謹之将・岩崎説雄章特・花田 章

Yasuo SHIOYA， Masashige KUWAYA削，門oriyukiFUKUSHIMA， Setuo IWASAKI 

and Akira HANADA. 

農林水産省畜産試験場本:協同飼料(株) 林:兵庫県立畜産試験場将本:東京農業大学

National Institute of Aniaal Industry 

目的:体外成熟卵子を体外受精によって発生させ、それによって得た牛旺盤胞が正常な子牛に発育す

1)守ることが報告された 。」のような体外成熟卵子は屠場で得られる卵巣の小卵胞から吸引採取される

。吸引卵子には緊密な卵E細胞層を保有する卵子 (Aランク)、卵丘の一部 (Bランク〉または全部

(裸化あるいはCランク)が剥離している卵子あるいは膨潤の様を呈するクモの巣状の卵丘に包まれ

る卵子 (Dランク〉などがある。これらの卵子の比率はAランクが57.2%、Bランクが9.6%、Dラン

クがお.7%、Cランクが7.5%であった?〉今回、卵巣より吸引採取時点での卵子を卵丘細胞層の保有状

況によって区分し、体外成熟、体外受精に供し、発生率を調べたので報告する。

~.tGJ.I-_2 ，~)~_ L J. )~ 方法:供試した卵子は既仏報告もたよう仏、居場で得た卵巣から注射器で吸引採取した。採取後、

実体顕微鏡下で、卵丘細胞層の付着状況によって、 A:厚くかっ緊密な卵E細胞層を保有する卵子、

B" :保有している卵丘細胞層が薄い卵子及び一部だけでなく大部分の卵丘細胞層が剥離している卵

子、 c:卵丘細胞層を欠く楳化卵子に区分した。その後25IIMHe陀 S緩衝 TC門199を主体にする成熟用
培養液で22時間、庫温を39"Cに設定した炭酸ガス培養器内で培養した。

4))~ 体外受精には1頭の種雄牛の凍結精子を既報 仏よって処理して用いた。媒精6時間後に発生用培

養液に卵子を移した。発生用には去勢牛血清を 10%加えた25酬 Hepes緩衝TC門199に乳酸ナトリウム

〈印Zシロップ)3.7μIlmlとピルビン酸ナトリウム55mglしを加えた培養液を用いた。媒精16-18時

間後に卵子の一部を抜き取り精子侵入状況を検査した.その際、 GV期や染色体の分散が異常の卵子は

変性あるいは異常卵子とするとともに侵入精子数や雌雄前核の形成状況を調べた。残る卵子は40時間

後に卵丘細胞層を除去あるいはそのままで実体顕微鏡下で検査して分割状況を調べた。

結果及び考察:按き取り検査の結果によれば、受精途上卵及び第2成熟分裂中期の卵子を合わせた成

熟卵子は厚くかっ緊密な卵丘細胞層を保有する卵子 (A)と部分的にしか卵丘細胞層を保有していな

え叫J
O
 



晴手L卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第4巻第 1号 198 7年4月

い卵子 (B")では97.4%あるいは89.8%であったが、卵E細胞層を欠く卵子 (C)では52.9%と半

分であった。またCランクでは強る半数は第1成熟分裂中期あるいは異常な卵子であった。また、成

熟卵子に占める受精卵はA、B"ランクで85%以上であったが、 Cランクでは53.3%と低かった。受

精卵〈精子侵入あるいは受精途上卵)の状況はAランクの卵では多精子侵入卵を除き、すべて正常な

受精卵であった (29/33)が、 B"ランクあるいはCランクでは正常受精卵は65/91あるいは7124と減

少し、雌性前核形成起延卵が増加した。これらの実験においては各ランク付けされた卵子の蝶精に用

いた精子は同一時に処理されたものであるから、この雄性前核形成遅延は精子よ りはむしろ卵子側の

要因によるものと解される。卵丘細胞層を部分的に保有している卵子は体外培養によって成熟し、受

精することは明らかである。このことは精子の受精能検査などには卵丘細胞層を欠く楳化卵子でない

限り、供試可能であることを示している。

各ランク付けされた卵子の体外受精後の発生能はAランクでは63.7%が2細胞期以上に発生したが

、B"ランクでは29.5%、Cランクでは17.7%といずれも低い発生率であった。発生用の培養液を比

較検討したり、阪盤胞以上に発育させることを目的に試験者を行う場合には卵丘細胞層が厚くかっ緊密

に保有する卵子を選択することが重要である。

Invitrof日rtilizationand cleavage abilities of bovine oocytes classified by 
cumulus cells and matured in vitro. 
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体外受精由来ウシ2細胞期庄の染色体分析

Chromosomal analysi s of bovine 2-cell embryos 

fertilized in vitro 

岩崎説雄・塩谷康生率・桑山正成...福島護之口芋・花田章事・中原達夫

Setsuo IWASAKI， Yasuo SHIOYA， Masashige KUWAYAMA， Moriyuki問KUSHlMA，

Akira HANADA and Tatsuo NAKAHARA 

東京農大総研・$農水省畜試・口協同飼料(株) ・口手 兵庫畜試

Tokyo University of Agriculture 

目的:ほ乳動物初期匪の染色体に関する研究は、主にマウスを中心として早期性判別や着床前怪死亡

と関連した染色体異常(l)などについて行われている。しかし家畜、特にウシの初期匪の染色体に関す

る報告は少なく、匪移植に関連した性判別としての桑実期または匪盤胞期匪の分析がほとんどである〈

2)。一方、近年XY精子の分離による性制御の試みが行われ、ヒトではPercollを用いて分離が可能で

あることが報告されている (3)。ウシにおいても性制御が可能となれば産業上重要な価値をもっと考え

られるが、性判別には出生まで長期間を要することから、早期性判別法の開発が望まれる。そのーっと

してハムスター卵子ヘウシ精子を侵入させ、雄性前核の染色体検査により精子の性判別を行うことが試

みられているが(4)、この方法ではその後の庇の正常性等を調べることは不可能である。また桑実期以

前の匪の染色体分析は未だ確立されていないのが現状である。我々はすでに屠場卵胞卵子を用いた体外

受精系を確立し、多数の初期旺を得ることに成功している (5)。そこで体外受精由来の2細胞期匪の染

色体分析法を確立するため、空気乾燥法を改良したKamiguchiら (6)の方法に基づき、主に低張処理条

件について検討し、性判別を行うとともに匪の染色体構成の正常性を調ベた.

方法:屠場で採取した卵巣からの卵胞内卵子の採卵、体外成熟及び体外受精のための精子処理は既報

(5)に準じて行い、黒毛和種種雄牛1頭の凍結精液を用いた。媒精の 6時間後に卵子を10%ICS加TCM

199の発生培地に移し、さらに28時間培養した.これによって得られた2細胞期匪を0.08またはO.16 

μg/mlピンプラスチン+ポドフィロトキシン、 10%ICS加TCM199で12時間処理した後、染色体標本を

作製した。すなわち、 0.5%プロナーゼで透明帯を脆弱化し、 O.75-1%クエン酸ナトリウムで15-60分間

低張処理し、メタノール・酢酸で固定、乾燥後4%ギムザ被で 6分間染色した。観察された大型の中部着

糸型X染色体及び小型の次中部着糸型Y染色体の構成により性判別を行うとともに、染色体数の異常の

有無を観察した。
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結果と考察:2細胞期医 165個のうち、 o.08μg/mlビンプラスチン+ポドフィロトキシン処理により

分裂中期像がみられたものは69.1%で、薬剤濃度を2倍に上げても検出率は増加しなかった。

性判別率に及ぼす低張処理条件の影響は、表1に示したように一定の傾向は認められず、総計 125個

の中期核板像より異常を除く61個で性が判定可能で、性判別率は58.7%だった。しかしながら、染色体

像では大きな遣いがみられ、クヱン酸ナトリウム浪度の低下に伴い細胞質が脆弱化し、染色体は分散し

た。同時に染色体は細長くなり、収縮または歪みがみられたほか、染色体の間隔が広がり、時にはにじ

む傾向がみられた。低張処理時聞を短くすると染色体の広がりが抑制され、判別が困難になった。また

染色体異常では、特に3倍体が16個<12.7%)と多く検出され、他に2n/4n，2n+1が各1個〈各0.8%)認め

られた。 3倍体の原因は多精子侵入、極体の放出抑制等とされているが、本実験では精子侵入検査の結

果から前者の可能性が高いと考えられる。以上の結果から、 2細胞期匪の分裂中期像を得るには媒精34

時間後 0.08μg/mlピンプラスチン+ポドフィロトキシンで12時間処理し、低張処理は1%クエン酸ナト

リウムで60分間行う方法が最適と考えた。

Table 1. Chromosomal analysis of bovine embryos processed by various hypotonic treatments 

Sodium c i trate 2-cell embryos Diploid metaphase Sexing 

Conc. (%) Time(min) Processed Analysed Female Male Unsexable rate<%)本 加omalies 

1.0 60 84 52 7 18 19 56. 8 8 

1.0 30 12 8 2 1 2 60. 0 3 

0.95 60 16 9 3 1 3 57. 1 2 

0.9 30 23 16 3 4 7 50. 0 2 

O. 9 15 13 13 1 6 5 58.3 l 

O. 85 60 7 3 。 2 1 66. 7 。
O. 8 30 6 6 2 2 。 100.0 2 

O. 8 15 13 11 2 3 5 50. 0 1 

O. 75 60 10 7 2 2 1 80. 0 2 

Total 184 125 22 39 43 58. 7 21 

本:No. of male and fema1e/No.of analysed embryos except for anoma1ies 
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体外受精卵卵管内移植の試み

Experience with in vitro fertilization 

-embryo tubal replacement (IVF -ETR) 

小林善宗 Yoshimune KOBA Y A8HI 宮川和子 Kazuko MIYAGAWA 

本田育子 Ikuko HONDA 井上正人 Masato INOUE 

淡路英雄 Hideo AWAJI 藤井明和 Akikazu FUJII 

松山毅彦 Takehiko MAT8UY AMA 

東海大学医学部産婦人科

Department of Obstetrics and Gynecology， 

8chool of Medicine， Tokai University 

目的:不妊症に対する諸検査の進歩により，不妊原因の詳細が解明される様になった。臨床的には，不妊原

因に対する適切な治療法の選択が重要であることはし、うまでもなL、。卵管疎通性のある不妊患者に対する配偶

子卵管内移植gameteintra-fallopian transfer ( GIFT )も新しし、治療法として，各種の難治性不妊に対して有

効であることが判った1，2。しかし， GlFTを行っても妊娠しない場合， その不妊原因は受精障害か着床障害

と考えられる。われわれは，この様な症例に対して，不妊原因の診断をかねて，体外受精卵卵管内移植ln

vitro fertilization-embryo tubal replacement( IVF-ETR)を試み， はじめての妊娠に成功し(第31回日本

不妊学会3) ，生児を得た。今回，この新しい治療法であるIVF-ETRの有効性について検討した。

方法:対象は当科受診中の長期不妊患者で， GIFT治療無効例22名(861. 1 ~862. 1 )と， 2ndlookをかね

た2名(862.1に適応を拡大〉を加えた計24名に対して27回のIVF-ETRを行った。対象の24名は，原発性14名，

続発性10名で，平均年令34.3歳(28~39歳) ，平均不妊期間9.3年(3~14年〉であった。過去に行ったAIH

平均回数lα1回(0~42回)， GlFT平均回数 1. 5回 CO~3 回〉であった。夫側条件は，正常精子16名，乏精

子症4名，精子無力症4名であり，zona-freeハムスター卵子を用いた精子受精能力検査(Z8FT)では， Z8-

PT平均90.7必(56~100係)であった。妻側条件では， 正常腹腔 6 名 ， 卵管周囲癒着 6 名，子宮内膜症12名

( R-AF8分類 I期9名， D期 1名，皿期 1名，N期 1名〉であり，いずれも1側の卵管は開存していた。

AIH腹腔鏡による卵管内精子輸送検査では， 7名に精子輸送障害が存在し，このうち5名には委側の精子不動

化抗体が陽性と認められた。

採卵は， clomid 1007119 (月経5日目より 5日間投与)又はclomid1007119 (月経2日目より 5日間投与〉一

HMG 150IU (月経7日目より適時〕による刺激周期で，超音波上主席卵胞が20_程度に発育した時点で入院

させ， HCG5000IU筋注した。 HCG注射後36時間で超音波ガイド一十に成熟卵子を採取し(平均2.8)，体外受

マ，，JO
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キ青を行った。受精卵は，多精子受精卵を除き，採卵後約24時間後に，腹腔鏡を用いて卵管採より約 2cm内方の

卵管膨大音[1に注入した。

結果:27聞のIVF-ETRにより ，8名が妊娠 したが， すべて子宮内妊娠であった。対患者妊娠率は33.3係，

対施行妊娠率は29.6%で，原発，続発性不妊問では差がなく ，年令・不妊期間でも妊娠 ・非妊娠群聞に差はな

かった。妊娠8名では，妊娠初期 1名を除く 7名のうち 5名が妊娠継続し，1名が生児を得て(女児， 2660~) ， 

4名は妊娠経過順調である。着床数でみると，双胎3名を含む11個の胎嚢が確認され，初期 2個を除く 9個の

胎霊のうち胎児心拍動確認は6個で，胎児発育は 5個であった。

夫側条件による妊娠率は，正常精子群25%( 4/16) ，乏精子症群75%(3/4)，精子無力症群25必(1/4)

であった。委側条件による妊娠率は，正常腹腔0%(0/6)，卵管周囲癒着33%( 2/6) ，子宮内膜症50%

( I期 4名，n期 1名， IV期 1名妊娠〉であった。卵管内精子輸送検査条件による妊娠率では，輸送障害群で

57% ( 4/7)と，輸送障害のない群 (18必;3/17)に比べて高かった。また妻側精子不動化抗体陽性症例5名

では3名(60%)に妊ー娠が成立した。

27回のIVF-ETRで， 75個(平均2.8)の成熟卵子が採取され，72個(平均2.7)が受精したが(受精率96%) 

3個は多精子受精卵であった。69個の移植受精卵のうち15個に変形が観察され，移植正常受精卵54個(平均

2.0 )に対する着床率は20.4%で、あった。

考察:妊娠成立には，配偶子が受精の場へ到達するこ とが必須条件であるが，GIFTの場合は，この過程に

対する治療法である。実際，卵管内精子輸送障害症例あるいは卵子pickup障害症例に対しては高い妊娠率が

得られてL、るに一方，lVF-ETRて、は，卵管内精子輸送障害症例で57%，子宮内膜症症例で50%と高い妊娠率

が得られたo lVF-ETRを行った卵管内輸送障害症例がすべて GIFT無効例であることから，これらの不妊原

因が卵管内受精障害である可能性が強く示唆された。同様に， lVF-ETR施行の子宮内膜症例が，内膜症諸治療

後の難治例でありしかもGIFT無効例であることから，難治性子宮内膜症の不妊原因が卵管内受精障害である

可能性も示唆された。

IVF-ETRは，同時に受精障害か着床障害かの診断が可能であるばかりでなく， GIFT無効症例に対する新

らたな治療法として有効であった。またこの方法では，受精卵を前核期の段階で卵管内に移植するため，子宮

内に移植する体外受精怪移植(IVF-ET )に比べてより生理的であり ，IVF-ETに伴う受精卵の発育の問題や

着床の問題もかなり解決されることが期待できる。また，IVF-ET， GIFT， IVF-ETRと様々な方法をもつこ

とは，多様化した不妊原因に対して，より適切な治療法を選択できる点で大きな意義がある。

主要文献: 1. Asch， R.H.， Balmaceda， J.P.， Ellsworth， L.R.， and Wong， P.C.: Pregnancy after 

translaparo scopic gamete intrafallopian transfer. Lancet 2 : 1034， 1984. 

2. 小林善宗，本田育子，井上正人，金子みつ恵、，藤井明和:配偶子卵管内移植の成績，~甫手L卵研

誌 3: 52， 1986. 

3. 小林普宗，以上正人，本田育子，松山毅彦，宮川和子，村上 俊，内村道隆，藤井明和 :体外

受精卵卵管内移植による妊娠の1例， 第31回日本不妊学会総会抄録集，P190， 1986. 
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モノクローナJレ歩克4本:3A 4-によるづ三吋斤

Characterization of the low molecular protein obtained from porcine zona pellucida 

by using monoclonal antibody (3A斗)which reacts exclusively 

to pig and human zona pellucidae. 

長谷川昭子、 繁田 実、香山浩二、議島晋三

Akiko HASEGAWA， Minoru SHIGETA， Koji KOYAMA and Shinzo ISOJIMA 

兵庫医科大学産科婦人科学教室

Oepart皿entof Obstetrics and Gynecology， Hyogo Medical College 

[目的] : r翰乳動物の卵透明帯 (ZP)は一般に3つの主要な糖蛋白質から構成されるが、プタ ZPもまた二

次元電気泳動(等電点:SOS )で3つの分子群に分離することができる。さらにプタZPでは、還元条件下で電

気泳動を行なうと、第4のマイナーな低分子蛋白質 (23Kd)が分離される. 本研究では、プタ・ヒト ZPの

みを認識するモノクローナル抗体 (Mab-3A4)が反応する、この 23Kd低分子抗原の生化学的性質について調べ

た。[方法] :可溶化ブタZP(S-PZP)を SOS-PAGE又は二次元電気泳動で分離し、蛋白質を銀、染色するとと

もに分離蛋白質をニトロセルロース膜にトランスプロット後、酵素抗体法で染色 (Westernblot assay) し、

Mab-3A4と反応する抗原を検出した。対応抗原の性状を明らかにするためには、S-PZPを蛋自分解酵素、糖分

解酵素で処理した後、プレートにコートし、 ELISA法にて残存抗原活性を測定した. [結果] : SOS-PAGE 

(非還元条件〕で分離した蛋白質と Mab-3A4との反応を調べると、対応抗原は平均分子量約 92Kdに検出され

たが、還元条件下でl士、平均分子量約 92Kdと23Kdに検出された.さらに還元アルキル化条件では、 23Kdにの

み検出された.これは対応抗原が S-S結合の解離により低分子化したことを示唆する.この現象を確認するた

め、二次元電気泳動 (非還元・還元)を行なった.一次元では 92Kd付近に分敵された蛋白質の一部が、二

次元では 69Kdと 23Kd分子に分離することがわかった.Western blot assayでは、この2つの分子のうち

低分子の蛋白質にのみ Mab-3A41こ対するェピトープが存在した.二次元電気泳動(等電点・ SOS)で分析すると、

非還元条件下では対応抗原は、分子量92Kdに等電点 3-10に連続して存在した.(Fig.トa) 一方、還元条件

下では、分子量20-30Kdの範囲に等電点の異なる 10-1H回のスポットとしてみられた.(Fig.トb) 以上の結

果より、対応抗原は蛋白質の染色と一致して現われるが分子量の範囲が広〈槍蛋白質であることが推察される

ので、エピトープが蛋白部分か槍部分か見きわめる必要がある.そこで、S-PZPをtrypsin (20，40μg/ml) 

chy皿ohypsin(20，40μg/ml)、mixedglycosidase (40， 80μg/ml)、endoglycosidaseH (0.5U/ml) 

-6守一



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第4巻第 1号 1 987年 4月

endoglycosidase D (0.5U/皿1)で処理して、 Mab-3A4との反応性がどの程度残っているか調べた.trypsin， 

c hymotryps inなど比較的特異性の高い酵素でも蛋自分解醇素では、抗原活性は著しく低下した.これに対し、

neura皿inidase，endロHでは抗原活性の低下はなかった.mixed glycosidase， endo Dではやや抗原性の低下

が認められた。次にふPZPをトリフJレオロメタンスルホン酸で化学的に糖鎖を除去し、 SDS-PAGE(非還元条件〕

による蛋白質のパターンと Mab-3A4の対応抗原の位置を調べた.蛋白質のパターンは高分子側にも diffuseな

染色が認めらたが、主として分子量35Kdと 32Kdに 2本のバン ドとして存在した. Western blot assayでは、

抗原活性はかなり減少するが、32Kd付近に検出された.

[結言語] :モノクローナル抗体 (Mab-3A4)で認識されるプタ・ヒト ZP共通抗原の一つである篇蛋白質につい

て以下のことが明らかになった。

1. Mab-3A4の対応抗原エピトープを合む分子 (23Kd)t士、非還元条件下ではェピトープを合まない約69Kdの分

子とS-S結合で結合し、約92Kdの分子量で存在する.

2.二次元電気泳動(還元)では Mab-3A4の対応抗原は等電点の異る 10・11個のfa圃ilymellbersから成る分子群

で、分子量は 20-30Kd(平均23Kd)の範囲にある.

3.抗原ェピ トープの構造は trips inに対し感受性が高く、 ぺプチド部分に大きく依存していると考えられる.

4.化学的脱結鎖による分析の結果、対応抗原の core蛋白質の分子量は非還元条件下で 32Kdと推定される.

IEF 

ω白
凶

(a) non-reducing condition (b) reducing condition 

Fig.l Detection of the antigen corresponding to Mab 3A4 by 

two dimentional (isoelectric focusing and SOS) PAGE 

主要文献

1) Hedrick， J.L. and Wardrip， N.J. (1986) Isolation of the Zona Pellucida and Purification of Its 

Glycoprotein Fa皿i1 i es fro皿 PigOocytes Analitical Bioche.istry 157 63-70 

2) Koyama， K.， Hasegawa， A.， Tsuji， Y. and Isojima， S. (1985) Production and Characterization of 

Monoclonal Antibodies to Cross-Reactive Antigens of HUllan and Porcien Zona Pellucida. 

J .Reprod. 1園田unol.7 187-198 
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ヒト精子の運動形態に関する研究

一一hyperactivationとの関連性から一一

Movement characteristics of human spermatozoa 

一一relationto hyperactivation-

柳田 薫

官野 薫

Kaoru Y AN AGIDA 

Kiyohiko W A T AN ABE 

Akira SATO 

会田都美子

星 和彦

Tomiko AITA 

Kaoru KANNO 

吉松宣弘

佐藤 章

福島県立医科大学産婦人科学教室

渡辺清彦

N obuhiro YOSHIMA TU 

Kazuhiko HOSHI 

Department of Obstetrics and Gynecology， Fukushima Medical College. 

目的:hyperactivationがヒト精子にも存在するかを調べ，合わせて acrosomereactionとの関連性につい

ても検討した。

方法:精液静置法により運動良好精子を導き出し， 15分， 30分， 60分， 120分， 300分後の精子の動きを顕微

鏡ハイスピードビデオで撮影 (1/200秒コマ)した。再生画像から精子の運動形態を特に尾部の動き方より分

類し，時間経過にともなうその変化を調べた。同時にハムスターテストを施行し， acrosome reactionも調査

した。

成績:精子の運動形態は4つに大別できた。 A:活発であるが方向性が極めて不規則， B 直進するが尾部

端部の動きが大きい， C 尾部の振幅が小さ くなり速度を増す。 D:尾部全体が波状にリズミカノレに動く。ま

た，各々の平均速度は， 20.1::!:7.6， 31. 4::!:8. 2， 38.9::!:7.4， 52.3::!:7.5μm/secであった。そして，各々のタ

イプが占める割合は， ABCDの順に示すと， 15分後は96%，4 %， 0 %， 0 %， 30分後は53%，47%， 0 %， 

0%， 60分後は37%，51%， 12%， 0 %， 120分後は 6%， 3 %， 3 %， 61%， 300分後は 9%， 4 %， 26%， 

61%であった。最初はほとんどがタイプAの動き方を示すが，徐々にB→C→Dと変化していくのが判った。

同じ精子を用いたハムスターテストの結果をみると，タイプDの増える120分後では精子侵入が認められず，300

分後でわずかに12.5%の侵入率となり， 420分後で35.7%に上昇した。

結論:タイプDは極めてダイナミックな動きで明らかに他のタイプと異なり，ヒト精子のhyperactivation

と考えられる。そしてその変化は120分頃より認められ， acrosome reactionをおこすかなり前に生ずるものと
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思われた。

文献

1. YANAGIMACHI R. (1970) : J. Reprod. Fert. 23: 193~196 

2. Burl王manL.J. (1984) : Arc. Andrology. 13 : 153~ 165 

3. Katz D.F.， et al (1978) : J. Reprod. Fert. 53 : 259~265 

4. Suarez S.S.， Katz D.F.， et al (1984) : Gamete Res. 10 : 253~265 

5. Katz D.F.， et al (1986) : Gamete Res. 14 : 333~346 
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晴乳動物卵子研究会誌投稿規定

1. 投稿論文は、原則として崎乳動物卵子の諸問題IL関する未発表の和文または英文の原著 (Fullpaper) 

短報 (Briefnote)、総説 (Review)とし、著者は本会の会員に限る。

2. 投稿論文は、編集委員会で審査し、掲載が決定したものについて受付順K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lζ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枚に相当する。

4 本文が和文の場合、英文の表題、著者名、所属名および要旨を付記する。また，本文が英文の場合，和文

の表題，著者名，所属名および要旨(400字以内)を付記する。

5. 引用文献の記載方法は下記の例に従う。

雑誌の場合

a) Bavister. B. D. and Yanagimachi. R. ( 1982). The effect of sperm extract and energy 

souces on the motility and acrosome reaction of hainster spermatozoa in vitro. 

Biol. Reprod.. 1 6， 228 -2 3 1 . 

b) 新村末雄、石田一夫(1 98 5 ).ハムスター頼粒層細胞における 17f:i-

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. ( 1981). Mechanisms of fertiliiation 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匪培養 マウスを中心に，“暗乳類の発生工学"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部単位で受け付ける。

7 原稿の送付および投稿に関する照会は、下記宛とする。

〒252

神奈川県藤沢市亀井野 18 6 6 

日本大学農獣医学部獣医生埋学教室内

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

日甫乳動物卵子研究会誌の第 4巻第 1号をな届けいたします。

今年は，例年に左く暖冬であったととから桜の開花も 3月中にみられました。

早いもので本会が研究会K移行いたしましてから 5年が経過いたしました。との閉
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今後とも，会誌の内容充実K努力いたしますので益々のど指導ど鞭撞を賜 bますよ

うな願い申し上げます。
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健保適用

11ーヨヨ-st主75.150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により 、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性線刺激ホルモン(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】

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1
ノ〈ーコeナル注 75: 10管

パーコーナル注150: 10管

E担繭国臓器製薬株式会社東京都港区赤坂二 丁目 5番 1号

[使用上の注意】
l 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

垂体前業の機能・器質的障害に由来する性腺刺激
ホルモン低分泌無月経患者であるので次のδに注

意すること.
ア.エストロゲン・プロゲステロンテストで初めて

反応する第2度無月経又は抗エストロゲン療法(

クエン酸ク ロミ7ェン.シクロ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 患者向状態 (例えばエストロゲン・性線刺激ホ
Yレモ μ ・プレグナン ジオール分泌.頚管粘液.基

礎体温等)を詳細に検査し.子宮性無月経の患者
には投与しないこと
ウ.原発性卵巣不全による尿中性腺刺激ホルモン分

i1t-の高い患者.lilJ腎 ・甲状腺機能の異常による無
月経患者.頭蓋内に病変 (下垂体極窃等)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L、こと .

2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため.
投与前及ひ'治療期間中は毎日内診を行い，特に次

の点に留意[...異常が認められた場合には.直ち

に投与を中止すること
ア 患者の自覚症状(特に下腹部痛)の有無

イ.卵巣腫大の有無

ウー基礎体温の異常上昇の有無(毎日制定させるこ

と)
エ.頚管粘液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果としての多胎妊娠の可能性が

あるので.その旨をあらかじめ患者に説明するこ

と.
4) 妊娠初期の不注意な投与を避けるため.投与前少

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

2 次の場合には投与しないこと

1) 卵巣腫傷及び多のう胞性卵巣症候群を原因としな

、、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. IiIU作用
1) 卵巣過剰刺激 卵巣腫大.下腹部繍.下腹部緊迫

感.腹水・胸水をi半ヲいわゆる.
Meigs様症状候群等があらわれた
場合には.直ちに投与を中止する

なと¥適切な処置を行ヲ こと.
2) そ の 他 ときに悪心，頻尿.しびれ感.頭

5 相互作用

痛.浮腫があらわれる ことがある

また尿量が地加することがある ー

胎盤性性腺刺激ホルモンとの併用により， 卵巣の

過剰刺激に よる卵巣腫大，腹水 ・胸水を伴ういわ

ゆるMeigs傑症候群があらわれるニとがある .



F田区 牛受精卵恒温濯流液回収用

自動濯務
子宮濯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きれることなく

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 
カート 675 x 275 x 700 mm 
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日本薬局方 注射用胎盤性性腺刺激ホルモン
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日本薬局方 注射用血清性性腺刺激ホルモン
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