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第29回 日南乳動物卵子研究会開催のお知らせ

哨乳動物卵子研究会

会長 佐久間勇次

下記Kより第 29回向日乳動物卵子研究会公よび総会を開催いたします。多数の会員

のど参加をな願いいたします。

o 日 時 :昭和 63年 4月 30日(土 ) 9: 0 0よb

o場 所 :日本大学会館大講堂

東京都千代田区九段南 4-8-24 

TEL 03-262-2271 

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

誌第 5巻 第 1 号K 講演要旨と し て掲載いたします。左:;þ~ .各演題の抄

録は 2ページKなま とめいただきます。

発表時間は 1題Kっき 10分 討論 5分，を予定 してお‘ります。

なま;"演題多数の場合は ，会場の都合などで演題の採否は会長Kど一

任下さいますよう。

o i演題申込 :締切 昭和 63年 1月 31日必着

演題の申込みは ，葉 rltVL演題名(和文bよび英文)発表者なよび共同

研究者 (ローマ字)を記入のうえ下記宛な送り下さい。折り返し発表内

容を記載する原稿用紙をな送りいたします。

抄録原稿の〆切は昭和 63年 2月 29[:1(厳守)とさせていただきます。

干252 神奈川県藤沢市亀井野 18 6 6 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室

遠藤 克
タ巳

TEL 0 4 6 6 -8 1 -6 2 4 1 内 332
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総説

IVF-ERの展望

The future of -1 V F -E R 

鈴木雅洲

Masakuni Suzuki 

(東北大名誉教授)

人聞に限って体外受精を考えてみる。臨床を行うために新しく病院を作夕、体外受精を初めとして不妊症

に厨ずる診療を行う とと Kよって、いくつかの間車点があるととに気がついた。とのように実際に診療を行

ったときに感じる問題点を 2-3あげてみる。第-1'(体外受精 ・怪移植後に他の病院に転院した場合に種々

の問題が生じる。一般の医療施設の産婦人科の診療にないて、 体外受精K関する知識と経験が殆んど念いと

とが実状である。体外受精の場合に、以前は自然排卵を利用 していたが、最近では誘発排卵が多く用いられ

ている。そうすると、性腺刺激ホノレモンを使うわけで、その後の妊娠状態に変化が認められる。着床しない

ときには出血、す念わち月経が数日早〈出現する。また、着床した場合には、出血し左い場合の方が多いが、

ときには、出血をとも左うとともある。誘起排卵の場合に妊娠しても出血が認められた時K、その出血は微

量であるが、 従来の医療常識では、妊娠して出血があれば流産として掻~して出すというのが基本となって

いる。それが適用されると、体外受精で妊娠した Embryoが掻隈で出されるという ζ とがなとりうる。と

の従来の産婦人科の診療の基本的な考えに、一応の修正を加えなければならないことを痛切K感じる。次に、

不妊症専門の病院を作ると、不妊症の患者が遠くから来るようになる。近くの一流病院あるいは大学の付属

病院左どで診療を受けてなり、妊娠が不可能と宣告された人たちは、それでもあきらめきれないのが一般的

である。妊娠できないと宣告された者の多くは複数の原因をもってなり、との人達に治療を試みようとする

と、日本になける倫理基準を変えなければその治療を行う ζ とは困難である場合もある。また、不妊症の診

療の場合K保険の点数が低いため、充分な診療ができないのが現状であるO わが国の現在の健康保険制度で

は、充分念不妊症の診療は、病院を赤字とする。 従って、我々の病院を尋ねてくる患者の多くは、検査が十

分でないまま治療が行われることが多い。何処の病院にないても医療技術上から大変複雑な不妊症の診療を、

確実に遂行出来えない社会状況κなかれているものと考えられるO 外国と違って、我国1'(:jo~ける不妊症に対

する診療方針は殆ど過去に見直されること左〈現在Kいたっている口との辺で国家的レベルで再検討する必

要があるものと考えられる。

国際的な立場からみて、体外受精がどの程度進んでいるかというととを考慮すると、少なくともヒトに対

する臨床としての体外受精の技術開発は終ったものと考えられる。しかし、それをとりまく周辺の問題がま
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だ残つてなり、また、社会的普及という問題が残されている。

次に、ヒ卜の Embryoを凍結したのち、それを融解して再移植するというととに関する国際調査 (A. 

C. Van S t irteghem， 1987)によれば、オーストラ リ76施設、ベルギ-2、フ ラY ス2、イスラエ

ノレ1、イタリ ア2、ノノレウェー 1、スペイン 1、ニュ ークーランド 4、英国2、米国2、で行念われている。

その国際的追跡調査によると、凍結したものを匪移植して、その結果妊娠した子のアンケートによると、妊

娠例数が 16 3例である。世界の実際の数は、なそらくとれよタももう少し多いのではないかと思われ

る。子供の誕生が 63例で、 流産が 43 171]、 子宮外妊娠が6例であり 、現在、妊娠を継続中のものが60例、

少なくともこれ以上の妊娠数が国際的Kはあるものと考えられる。

卵子については、凍結卵子総数が 22 8個、解凍して受精させ目玉移植が可能とをった座数が70個である。

施設tてついては、凍結保存卵子を受精させ、怪移植を実施している施設が 33施設である。との妊娠数で確

認されたものは 4例であった。とのととから考えると Embryoを凍結した場合よりも卵子を凍結した方が、

妊娠の成績がかなり悪い結果となる。

その次は、他人の卵子を提供して行う妊娠について述べる。「提供卵子を使う方法は合法的 Jとして認め

られている国は、米国、オーストラリア、東独、イスラヱノレの諸国で、ある。とれらの国家Kはそれぞれ倫理

基準があるものと考えられる。提供卵子を使って体外受精させ、それを移植する訳である。 J.G. Shenker 

( 1987)によれば、座移植を行った症例が統計上 18 5例であるが、辛子そらくとれ以上の数があるものと

考えられる。それからこれらを実際K臨床として行っている施設・病院の数は 18ク所で、現在までわか っ

ている妊娠仔l散 が 13例、現実にはとれを越えているものと考えられる。

次に体外受精の国際情勢を見る と、その 1っとして、オース トラリアでは全国の体外受精登録制度を行っ

ている。登録を管理しているのはオーストラ リア不妊学会であ り、 とれまでオーストラ リアで行われた体外

受精による妊娠総数が 1，日 日0例を越えてなり、登録済みである。そして、臨床妊娠の流産率は、 25 ~らで

ある。 との流産率は、妊娠した患者の年令とかなり相闘があり、 25才未満では 15 %、 40才以上では 45

%程度の努藍で発生する。また子宮外妊娠が 5%であり 、流産率は他の国でもだいたいとの程度である。単

胎妊娠の場合Kは早産が 18%であるが 、多胎妊娠の場合では23%である。 一般的には異常K高いと考

えられる。 先天異常は 2.6%で単胎妊娠の場合K1.8%、多胎妊娠の場合Kは3.4 ~もと在る。 オーストラリ

アの国自体での結論は 、色々な意味Uてなける異常妊娠は、多胎妊娠に極端に多いということであった。

フランスのJ. Cohenが行った体外受精の国際アンク ー卜 調査では、超音波採卵が 23%、腹腔鏡採卵が

7 7 ~らであ り、 数年前に比べて状況が変わってきているO 数年前は殆んど全部が腹腔鏡採卵であり 、 超音波

係卵は試験的に行われていた程度であった。との傾向をみると、なそらく数年中に超音波採卵が増え過半数

が超音波探卵で占める時代が来るものと予想される。

体外受精妊娠Kよって生まれた世界各国の子供数の推定値は、 2年前にオーストラ リアのメノレホ・ノレY で行

われた国際会議の報告では、約2，00 0名という結果がでている。それ以後の国際統計調査はない。今回の

米国ノーフォークになける国際会議の各国の報告から推定する と、現在では 4，0 0 0 -5， 0 0 0名の体外受

4
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精妊娠による人間の子供が生まれているものと推定される。

子宮内膜になける座の受け入れの状態K関する予知法は 、大変重要である。受精卵を体外で培養するわけで

あるが、もどす時K子宮の中の状態が判らないと種々の障害がなとると考えられる。子宮内膜の状態の変化

をいかに予知するかという ζとが現在の研究課題に念っている。 子宮内膜の状態を知る方法としては種々の

試みがあり、どのように して知るかというととが重要な課題となっている。子宮内膜状態の予知法の可能性

として考えられている方法は、(1)座移植前の子宮内膜の生検、ロ)血中の sex steroidの測定、 (3)分泌期子

宮内膜で産生される蛋白質を、血液中から測定する。 ζれには、色々あるが、たとえば endometrial

insulin -like growth factor -biding protein、あるいは endometrial β-lactoglobul in 

などが研究されている。その他いろいろな試みが世界の各国で行われてなり、いずれ近い将来に何らかの解

決策が見い出されるものと考えられる。

次V亡、体外受精の適応、κ関する国際統計は、ζれまでにも何回か行われている。 ζれらの統計の特徴と し

ては、卵管性不妊が大部分を占める ζと、男性側の原因(精子数が足りないとか、精子運動率が悪いとか、

奇形が多いとか、いろいろある。)によって体外受精を行う ζとはだんだん減ってきているのが、 1つの特徴

だといわれている。精子の状態、が大変悪い場合には、体外受精を行ってもほとんど妊娠は認められ念い。男

性不妊症で体外受精で妊娠するような場合には、それ以外の方法でも妊娠出来るととが多い。重症の男性不

妊症では、体外受精はほとんど役に立たないととが判明し、体外受精の適用として男性不妊症というものの

占める割合は、段々低下しつつあると考えられる。

重症の男性不妊症では殆んど妊娠できない。 AIDでは妊娠可能となるが、夫婦は夫の精子で妊娠を希望

するO このためK、現在、新しい方法が開発されつつある。精子を卵子に直接注入する方法で、マイ クロマ

ニュピνーターを用いる。との方法に関して、 実際にヒ 卜に応用する際Uては、一つの倫理基準をつくらない

限り、第5者の一般社会人から抵抗をうけるものと考えられる。 しかし、 との方法の臨床応用の可能性は充

分あるものと考えられ、これを microfertiliz ation とよんでいる。透明帯を除去する方法には、いろい

ろな問題点があり 、簡単に人体への応用は困難と考えられる。より可能性の高いのは、 microfertilization 

である。「マイクロマニピュレータ-Jを使う 方法では、その適応症と して、 高度の乏精子症、 奇形精子症、

運動不能精子症、などがある。 ζのとき 、精子K奇形があっても運動性が念くても、染色体なり遺伝子に異

常がなければ受精は可能である。まず最初に、精子の染色体分析を行って染色体異常がないととが確認され

たら、この方法を応用するととが可能であるっこの方法K関しては合法的であると認めた国はまだ世界にー

か国も存在しない。将来、各国とも ζの方法が合法的であるかどうかという倫理基準の作製が行われるもの

と考えられる。 実際Kは、オーストラ リアの A. Trousonの報告があり、人の精子と人の卵子聞で、成熟

卵7個中 5個が受精したと の報告があり(とれは受精だけでと めてルり)、技術的には可能な段階まで進ん

でいる。

臨床の問題では、人聞に関する体外受精の採卵の問題を記載する。探卵法の比較では、人聞の場合超音波

による方法と腹腔鏡Kよるものとがあり、それぞれ特徴がある。超音波の場合、操作が簡単であるが採卵で

-75-
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きない場合もある。 他方は癒着のとき可能であるが、広範囲の癒着では不可能である。過去に妊娠率は腹腔

鏡Kよる採卵の方法が明らかに高いという結果であ ったが、最近幾つかの施設で同等の成績が得られて訟夕、

今後超音波採卵法の改良tてより腹腔鏡と全〈同じ成績が得られる可能性がある。超音波で採卵する方法Kは、

非常K沢山の種類が存在する。経腹経勝航法は一番初めに開発された方法であり (1982)、次に経腫直

採法(1 984 )、経腫経勝脱法(1984)なども開発されている。さらK、経尿道経勝脱法が開発され

たが (1985)それぞれに一長一短が認められる。 経陸直接法はトランスジュ ーサーから卵巣までの距離

が短〈 、勝目光を充満させる必要がないという特徴が認められる。技術的Kは比較的容易であるというととと

卵子の中に尿が混ざる危険性がないというととなどもあり、最も多く用いられているのが経陸直接法である。

経陸直接法は極めて安全度が高い。

次に最近数年間K妊娠成功率を上げるために超音波採卵Kいろいろ左改良が行われ、超音波採卵tてお漬ける

妊娠率が向上して きた。超音波採卵では M. Wiklandのグノレープが採卵周期数286例の超音波探卵を行

い、卵子数 14 9 0個中受精卵 10 1 7個(6 8 %)の受精率が得られ、そのうちの 950個が分割してな

り、分割率93%、怪移植252-171]で妊娠 39例(1 6 <jら)の妊娠率を得ている。また、経陸直接法を用い

たフランスの P.D巴llenbachのグループの 693例、 経腫以外の超音波採卵42019IJ合計 1，1 1 3例に

ついてみる と、 102例が妊娠している。超音波採卵Kよる障害はほとんどなく、多数卵採取方法、排卵誘

発法の種類、なよび術者の技術によって、妊娠率が高くなるととを明らかにした。 また、ペノレギーの A.

Wisantoのグノレーフ・では、 超音波採卵が 12 0例、妊娠が 27例であり、腹腔鏡採卵が87例でその妊娠が

1 5例であ った。 超音波採卵の妊娠率は腹腔鏡採卵よりも低いという従来の報告を変える成績を示している。

したがって、数年後には超音波探卵が腹腔採卵にとって変わる可能性があるものと考えられる。

超音波断層法の採9昨L外の応用法が新しく開発されて会り、陸移植時のカテーテノレ挿入と怪注入の監視に

用いられている。現在、受精卵を子宮内に移植するのには、頚管法が用いられているが、その際にカテーテ

ノレの位置を確認するとと 、それから、移植している最中K怪を監視するのに、超音波断層法が!吏われるよう

に在った。

超音波採卵針は子宮外妊娠時にないて卵管内にメソ 卜Vキセー トを注入するのK使ったという報告もあり、

また、膝移植時VL頚管を通さずK超音波採卵針内にカテーテノレを通して子宮壁筋層を通過して子宮腔内K移

植する方法も開発された。頚管は脹を汚染する危険性があるので、ζれを防止するためKは超音波で監視し

ながら移植する方法である。との外Kも新しい移植法が開発されるだろう。次に超音波ギフ ト法についての

ベる。超音波で監視しな がら、カニューレを子宮内に挿入し、卵管角のととろまで先端をもっていき 、そ ζ

で、細いカテーテノレの中に卵子 ・精子が入つてなり、卵管角または卵管角から少し入ったところから卵管の

内へ送る方法がある。腹腔鏡の操作はいっさい使わ念いGIFT法が開発された。 この方法でも妊娠例が報

告されているので、将来、超音波は体外受精の中に大きく入りとんでくるものと予想される。

実際VL人聞を治療する場合には、家畜の場合と違い、第5者である社会の一般人の感情問題が入って《る。

それに対する対応が必要と在ってくる。臨床の新技術としては、2種類 (A1 HとAID)の人工受精があ
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り、 GIFTとVIFという方法で hasbandと wifeの間だけで行われる場合ど、donor sperm 

を使う場合、donoreggを使う場合、donor embryo を使う場合とがある。さらK凍結保存の方法で

は、 spermの凍結保存と preembryo の場合とがある。その外V亡、 surrogatemotherという方法が

ある。精子の人工受精による方法を surrogatemotherといい、 surrogate gestational motherと

いう方法は、ヒトの巴mbryoを他の女性の子宮内に移植するものである。称して「不妊症新治療技術Jと

いう。 ζの不妊症技術K対しては、少くとも一般大衆の中で反対する意見が多く 、反対意見が強いままに実

施すると、色々と問題を起ζすととに在る。反対する意見というのは、 感情的に反対する人も多く 、また、

全く経験がないととから、予想もつか左いよう なとと を言って反対する者も認められる。さら K宗教上から

の反対が認められ、 宗教も宗派Kよって全くその中身が違っているO それか ら、社会家族制度K混乱をきた

すというととで反対する者もいる。感染とか遺伝上のととで反対する例も認められる。新しい技術を臨床の

治療に導入する場合には、反対する意見が多く 、反対する意見の人たち全部というわけにはいかないが、そ

れらの人達の過半数K理解してもらわなければならない。そうした状態で、新 しい技術を治療の中に導入す

るととが可能となるわけであり、その方法として特別の倫理をつくらなければならない。もう 一つは、法律

的左問題の検討と解釈であり 、社会世論に対するいろいろな対応を充分に検討し、それらに対する理解を求

める ζ とと医学的安全性をどう実証するか、という 具体的な例を示すととKよって、全員を賛成者にすると

とができる。不妊症の治療の技術K対するととろの倫理の構成では、必要性に対する理解、との方法でない

と治らない疾患であるという理解、養子縁組が現代の社会構造にないて極めて困難であるとい うととの理解、

などがある。今後については、親子関係の法的整備が必要である。また、治療内容に対する患者のプラ イパ

シーの保護というととが必要となってくる。医学的には、感染防止(と とに STD)、適応と禁忌を明らか

にし、また、遺伝病の予防対策、血民結婚防止対策、が行われているというととを明らかにするとともに、

妊娠率が自然妊娠を下まわるととはなく、自然妊娠と同等以上であるととを医学的K示すζ とが必要である。

その他患者の同意書も必要であり 、提供精子卵子、あるいは、提供怪の売買に対しては規制が必要であり、

記録の保存在どを整えるととも K、とのためのプラ イパγ一保護も配慮し左ければ左ら左い。との ζ とを決

めたものに国際的K有名な基準がある。一つは、 united kingdomの Warnock委員会 (1984)であり、

1 V Fは正しいととであるというとと、卵子精子提供をした IVFは正しいというとと、それから、提供者

は誰であるかというととは教え念いとか、いろんな内容のととが記載されている。米固にないては American

Fertility Societyの倫理委員会tてないて、 1 986年U亡、 donation、 s u rr 0 ga teその他、 非常に詳

細左基準を発表して、不妊症新技術は倫理的K正しい ζとを結論している。 19 8 7年カナタ・では、 the 

Ontario Law Reform Commissionが不妊症治療新技術の倫理基準を発表している。とういうととに

よって、初めて、臨床に実現できるわけである。

今回は、ヒトのみについて、体外受精をめぐる諸問題について講演した。その概要を以上にまとめて記載

した。内容が断片的であり、読みにくい点について台詫びしたい。

との総説は、第 28回晴乳動物卵子研究会Kないて特別講演いただいた内容を鈴木教授K加筆いただき掲載したものである。

-77一



崎乳卵研詰、
(J.Mamm.Ova Res.) 
Vol.4 No.2 78-83 
1987 

黒毛和種のPMSGによる過剰排卵誘起法への

LH-RHの投与効果について

Effects of LH -RH Analogue on the Ovarian Response and Quality of Embryos 

in the Japanese Black Cows Superovulated with PMSG and PGF2α 
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Summary 

The present experiment was desighed to examine the effects of LH-RH 叩 alogue

on the ovarian response and the number of embryos recovered in Japanese Black 

Cows superovulated with PMSG and PG F2 a. 

The injection of LH-RH analogue was given 3-4 hours after initiation of 

standing heat. Embrγos were recovered non-surgically from uterus seven days 

after estrus. 

A single injection of 400μ>l of LH-RH analogue was increased the number of 

transferable embryos significantly and the percentage of embryos classified as 

excellent and good morphorogically. 

A single injection or double injections of 200μ>l of LH-RH analogue was not 

increased the number of transferable embryos. The double injections of 200 ωof  

LH-RH analogue was decreased the percentage of excellent and good embryos. 

The administration of 200ω. 400岬 or the double injections of 200ωof 

LH-RH analogue was increased the percentage of morula and blastocysts. 
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諸 三Z
Eコ

牛受精卵移植技術において、過剰排卵誘起法は安定的な移植を行うため重要な技術のひとつである。

牛の過剰排卵誘起法は卵胞刺激ホルモン (FS H)や妊馬血清性性腺刺激ホjレモン (PMSG)が

用いられる。 FSHによる方法は投与回数が多く、また投与牛群のうち約1/ちは移植可能卵が回収さ
1.2) 

れないが、 PMSGによる方法よりも平均回収卵数、平均移植可能卵数が多い ζとが報告されている。

一方、 PMSGによる方法は発情後に遺残卵胞が残りやすく、移植可能卵数は低下するが、 l回の投

与で過剰排卵誘起が可能で、牛受精卵移植技術の省力化のため非常に魅力があり、乙の方法の改良が

望まれている。

最近、 LH-RHの強い排卵促進効果が注目され、牛受精卵移植での過剰排卵誘起にLH-RHが
4) 

用いられている。 Takahashi& Kanagawa (1984)はホノレスタイン種において、 PM S G 2500 
5) 

1Uの場合、合成LH-RHの2回投与が有効であると報告し、 Newcomb(1980)はフリーシアン種に

おいてLH-RHの1回投与では効果が見られなかったと報告した。とのように、 LH-RHの投与

効果については必ずしも一致した結果が得られておらず、またLH-RHの投与量、投与回数に関し

て詳細に検討した報告も少なし、。

本研究は、黒毛和種においてPMSGを用いた過剰排卵誘起法へのLH-RHの投与を試み、卵巣

反応、回収卵数および受精卵の質におよぼす効果について、 LH-RHの投与量、投与回数に関連づ

けて検討を加えた。

材料および方法

供試牛は、宮城県畜産試験場にけい養している黒毛和種 (2-8才)で、 10頭は 1回のみ、他の10

頭は50-80白の間隔で2-4回用いた。過剰排卵処理は発情日をOとして、 性周期の 9-14日自に

PMS G (セロト ロピン;帝国臓器またはピーメ ックス;三共製薬)35∞-3800iuを筋肉内に投与し、
48-50時間後1<:P G F2α(パナセラ ンF 第 1製薬)30聞を筋肉内に 1回投与した。スタンデイング

発情の開始後3-4時間でLH-RH(コンセラーノレ;武田製薬) 200 M.  400ω を1固または2∞
岬を1.5時間の間隔で2回、筋肉内に投与した。人工授精はスタンディング発情開始後8-10時間お

よび22-24時間にO.5田l凍結精液ストローを各2本注入した。
6) 

卵回収は、発情後7日自にパノレーン・カテーテノレ(パーデックス社製)を用い、鈴木らの方法で行

なった。謹流液は修正ダノレベッコウのリン酸緩衡塩類溶液 (Dulbecco'sPBS)を用い、謹流後実体顕
7) 

微鏡下で卵を検索した。受精卵の形態は倒立培養顕微鏡下でElsdenら(1978)の基準に従って、便N..

良(B)、可(C)、未受精卵または退行卵(D)の4段階に分類した。また、受精卵の発生段階は Linder& 
8) 

Wright (1983)の基準に従って、 32-64細胞期、桑実期、睦盤胞期の3段階lζ分類した。

卵巣反応を判定するため、黄体数は発情後7日自の卵回収時lと、直腸検査法lとより数えた。
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結果

卵巣反応、回収卵数、移植可能卵数についての結果は表 1IL示した。対照区 (LH -R H投与せずK

L H -R H 200ω1回投与区、 LH -R H 400μ9 1回投与区、 LH -R H 200μ9 2回投与区における

平均黄体数は、各 11.0土4.9. 8.7土 2.4. 9.8土 3.3. 9. '7土 3.2で卵巣反応iζ差はなく、また

平均回収卵数は、各 5.3土4.6. 5.3土2.4. 7.5土3.1. 4.7土3.6で有意な差はなかった。しか

し、平均移植可能卵数は、各 2.2土2.2. 3. 7土2.4. 4.7土2.2. 2.1土1.8でLH -R H 400ω 

1回投与区と対照区およびLH -R H 200ω2回投与区の間で有意な差 (P< O. 05)が認められ、
L H -R H 400叫 l回投与によって平均移植可能卵数は増加した。
Table 1. Effect of UI-RII analogu巴 onthe superovulatory responces in 

Japanese Black Cow trealed with PMSG and PG 

Dose of No. of co~/s No. of No. of elllbryos 
しlトRIl<λJ9) trealed Cし recovered 

。 10 11.0 5.3 
!4.9 +4.6 

200 6 8.7 5.3 
+2.4 +2.4 

400 10 9.8 7.5 
+3.3 士3.1

200X2 10 9.7 4.7 
+3.2 +3.6 

CL;CorpusしuteuTII
200X2;Double inJections of 200メJ9of LH-RH analo9ue. 
a.b;p(0.05 

No. of transferable 
embryos 

2.2 b 
+2.0 

3.7 
+2.4 

4.7 a 
+2.2 

2. I b 
+ 1 .8 

移植可能卵の形態的分類についての結果は表 2，ζ、発生段階についての結果は表 3，ζ示した。
形態的分類では、対照区はAランク50%、Bランク14%、Cランク365ぢ、 LH -R H 200μ9 1回投

与区では、各505払 5%、455払 LH -R H 400μ9 1回投与区では、各62%、23第、 155ぢ、 LH-RH

200ω2回投与区では、各435払 5%、525ぢで、 LH -R H 400ω1回投与区ではA.Bランクの移

植可能卵は85%で、 LH-RH投与によって、優と良の受精卵の割合が増加する傾向にあった。

Table 2. Effect of LH-RH anal09ue on the morphol09ical nOl'malily of 
embryos wlth superovulatin9 treatment of PMSG-PG in Japanese 
Black Cow 

Dose of No. of Evaluation of embryos (%) a 
LH-RH(μ9 ) embryos 

A B C 

。 22 50 14 36 

200 22 50 5 45 

400 47 62 23 15 

21l0X2 21 43 5 民d 'ι》

a:A:Embryos did not have any extraneous degeneratin9 cells， 
[):Embryos had， small imperfecllons such as extraneoU5 degenerat.in9 
cells. 
C: Embryos had more'巴xtraneousdegelleratill9 cells but still cOlltalned 
a mass of ceLl~ that appeared viable. 

200X2:Double inJections of 200μ9 ofしlトR11allalo9ue. 
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発生段階では、対照区で32-64細胞期32%、桑実期54~ぢ、臨盤胞期14~ぢ、 LH -R H 200ωl回投

与区で、各9~ぢ、 77%、 14% 、 L H -R H 400ω1 回投与区で、各 9 %、 70~払 215弱 、 L H -R H 200 

岬2回投与区で、各19%、8H払 0%でLH-RH投与区で発情後7日目の移植に適する桑実期、匪

盤胞期i乙集中する傾向にあった。

Table 3. Effect ofしII-RIIanalogue on the develoPlllenl stage of 
transferable embryo凶1th sLlPerovulatlng treaLment of PMSG-PG 
in Japanese Black Cow 

Dose o[ No. of The stage of development (%l 
UI-RH()Jg) 巴mbryos

32-64 cell mOI.u 1 a blastocyst 

。 22 39 54 14 

200 22 9 77 14 

400 47 9 7U 21 

200X2 21 19 81 。
200X2;Double injectlons of 200μ9 of LH-RH analogu巴.

考 察
9) _ _ ， ___)0) 

黄体形成ホノレモン放出ホJレモ ン (LH-RH)はSchallyG (1971)、 Guilleminら(1972)、によっ

て、豚、緬羊の視床下部から抽出、単離されて以来、その類縁化合物に関して活発に研究され、わが

国でも LH-RH類縁化合物 (Des-Gly11LH R H-ethylaITIlde、酢酸フエノレチレリン)が合成さ
11) • _ _ _ _ _ _ • • _ _. J2) 
れ、牛の排卵遅延や卵巣のう腫などの治療に広く用いられている。

本研究は、黒毛和種の過剰排卵誘起法 (PMSG-PG法)への乙の合成LH-RHの投与を試み、発

情期における LH -R H 400叫の 1回投与が移植可能卵数を増加させる ζとを明らかにした。また、

形態的lζも良好で、発生段階も移植可能範囲の中lζ集中する傾向が見られた。乙れらの乙とは、 LH

-RHの投与によって排卵lζ要する時間のバラツキが小さくなった可能性が考えられる。
4) 

過剰排卵誘起法へのLH-RHの投与効果については、 Takahashi& Kanagawa (1984)はホルスタ

イン種において、 PMSG2500iu投与区で、 LH-RHの200岬と 400.ll9を90分間隔で2回投与する乙と
13) 

で、排卵数、回収卵数、移植可能卵数を増加させたと報告し、 Guay& Bedoya (1981)もLH-RHの
2回投与は、受精した卵数を増加させたと報告している。本研究ではLH-RH200.ll9の2回投与は、

逆lと移植可能卵数を減少させた。

LH-RHを90分間隔で2回投与すると血中LHレベルが、ブースター的に上昇するというFoster
15) 

(1978)の報告から、本研究でのLH-R H 200岬の 2回投与においても同様なLHの上昇が起ったも

のと推察され、LHサー ジの レベノレの上昇のみが移植可能卵数の増加に関与するものではないかもし

れない。

本研究でのLH -R H 200ω の2回投与では、 1回目の投与が発情開始後3-4時間で、 2回目の

投与はさらに1.5時間後であったが、過剰排卵処理でのLHサージが発情初期lζ認められるものの卵
3) 

巣反応は良く、移植可能卵が多く回収できるととを示唆した報告があり、本研究でのLH-RH200ω 
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の2回投与で移植可能卵が減少した乙とは血中LHサージの時期の遅延K起因しているのかもしれない。

LH-RHの投与量については、 200叩の 1回投与では効果が認められなかったが、 400ω の 1回

投与では効果が認められた。卵胞のう腫などの治療では 100-200岬の投与がお乙なわれており、今

回の過剰排卵での 400ω の投与は比較的多量ではあるが、 ζの投与範囲では、 LH-RHの投与量の
14) 

増加に伴う血中LHレベルの増加が報告されている。

今回行った PMSG-PG法での黒毛和種の過剰排卵誘起では、他の報告と同様な回収卵数であったが、

移植可能卵数は多少すくない傾向であった。 PMSGI乙対する卵巣反応は、 PMSGの投与量や製品など

による差があるので単純に他の報告と比較する乙とはできないが、系統や飼養条件などの相違も考え

られる。

本研究において、過剰排卵誘起法へのLH -R H 400ω1回投与が有効であるととが明らかになっ

たが、さらにPMSGの投与量との関連やLH-RHの投与時期について検討する必要があると思われる。

要約

PMSG-PG法による過剰排卵誘起法の改良のため、発情期での合成LH-RHの投与を試みた。

PMSG-PG法(対照区)に比べ、 LH -R H 400ω のl回投与は、移植可能卵数(正常卵数)を有

意lと(Pく0.05)増加させ、また形態的iζ優と良lと分類した受精卵の割合を増加させた。

一方、 LH -R H 200叫の l固または 2回投与は、移植可能卵数を増加させる効果は認められなか

った。 LH -R H 200ω の2回投与は、形態的lと優と良に分類した受精卵の割合を減少させた。

L H -R H 200ω 、400ω のl回投与または 200ω の2回投与は、 桑実匹と匪盤胞匹の割合を増加

させる傾向にあった。
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Summary 

The aim of the present study was to determine the poLenLial for the further devclop-

menL of zona-free mous巴 zygotesfertilized in vitro. Zona-pellucida of (C57BL/6J X C3U/HeN 

)Fl mouse eggs-were removed with 0.5% pronas巴 6hr after insemination. Each one of zona-

free eggs were cultured for 114 hr in 20}11 medium in Multiplate-Terasaki and 20pl and 100 

pl drops in dish. At 96 hr after insemination 58%， 74% and 66% of these eggs， respectiv巴ly，

【levelopedinto the blastocyst stage. After transfer to the uterus of foster-mothers， 4(5%) 

of 76 blastocysts cultu 

It was conclud巴dthat the zona-pellucida is not essential for development into the young 

from the zygotes fertilized in vitro. 

序論

透明格は異種間受精および多精子受精の拒否に働き、さらに着床前の妊の保護作用を担っている。

これまでのマウス慌を用いた研究により、透明帯は腔の卵管下|燥に必須な構造物であり、コンパクシ

ヨン以前の透明帯除去庇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 (1，2 

〕。また、マウス透明*除去妊の体外情養に関しでも、種々の検討がなされており (3-10)、王見従ま
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でのところ 2細胞j切で透明帯を除去後、 2分離された腔(1/2)任)由来の妊盤胞から 1卵性双仔の作出

が報告されている(11，12)。透明帯除去妊の発生に関する研究は、透明帯の役割をより明確にする

とともに、 JJfに対する発生工学的操作を 一層広範聞なものにする。本実験では、前核期で透明幣の除

去を施したマウス体外受精卵を着床前の全期間を体外培養後、 受容雌ヘ移植するごとによって、産仔

への発生能について検討した。

材料および方法

受精用情地としてWhi tten培地(以下、附と記す) ( 13) を用い、その他の体外受精操作はすべて

豊田ら (14) の方法に従った。卵子は、 (C57BL/6JX C3H/HeN)Fl成熟雌マウスに48時間間隔でPMSG(P

MSゼンヤク;日本全薬工業)およびhCG(プベローゲン;三共ゾーキ)各 5i. u.を投与して過排卵誘起

を施し、 hCG投与後、 15-16時間に卵管膨大部より採取した。精子は、 F1成熟雄マウスの精巣上体尾

部より採取し、 2時間のプレインキユベート後、卵子を含む0.4mlの州に 5pl添加して体外受精を行

った。J受精後 61時間に、第 2極体の放出および雌雄両前核の認められた前核期の卵子を、 0.5%プロナ

ーゼ(6) (アクチナーゼ;科研製薬)を含む州内で、約10分間処理して透明帯の除去を行った。次

いで、透明幣除去卵子を2-3回の洗浄後、流動パラフインで覆われたテラサキマルチプレート(住友

ベークライト)内の20plの培地(以下、 P区と記す)およびプラスチツクシャーレ (35mmX 10mm:Fa 

lcon) 内の20}J1 (以下、十20区と記す)あるいは100plのドロップ(以下、 D-l00区と記す)に l個

ずつ移し、 3TC、5%C02、95%空気の気相下で、授精後120時間まで培養した。また、対照としては

プロナーゼ処理を施さない体外受精卵を、テラサキマルチプレート内の各々のウヱルで、 l個ずつ同

様に塙養した。阪の発生経過は、倒立顕微鏡下で24時間間隔で観察した。以下の実験は、特にことわ

りのない限り、すべて P区を用いて行った。移植は、授精後96時間に発生した佐盤胞について、以下

の方法で行った。すなわち、偽妊娠3日目 (Plug確認日=Day 0)のNCS受容雌に対し、ベントバ

ルビタールナトリウム(ネンブタール;アボットラボラトリーズ)の腹腔内注射により麻酔を施した

のち、腹背部を切開して卵巣、卵管および子宮を引き出した。次いで、実体顕微鏡下で子宮卵管接合

部付近の子宮墜を注射針で穿孔し、マウスピースに接続したガラス毛細管ピペットを用いて、少量(

1 pl以下)の塙地とともに、子宮ー側あたり 3-5倒の脹を注入した。また、透明帯除去妊の 4細胞期

における妊の形態を、1IIJ球同士の接着点数によって、タイプ^ (媛着点=3 )、タイプ B (接着点=

4 )、タイプc(接着点=5)およびタイプo(接着点=6)に分類し、タイプ別の出現頻度および

腔機胞への発生率について観察した。さらに、加藤と問中(15) の染色体検査法を一部修正して、 I受

精後96時間に発生した腔盤胞の細胞数を算定した。培裳成績の統計処理は、 x2一検定によって行った。
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結果

体外受精由来透明帯除去怪の授精後120時間までの橋養成績をTable1に示した。各実験区ともj受

精後24および48時間には、対照区と同様に、高率に 2および4細胞期妊に発生した。段精後961時間に

おける妊盤胞への発生率は、 P区が対照区と比較して有意に低かった(P<0.05)が、 D-20区およびD-

100 区と対照区との聞には、差が認められなかった。また、各実験区間の発生率には差がなかった。

f受精後120時間の怪盤胞への発生率については、随時間の成績と同様の傾向であった。 P区において

は、桑実際以降の発生率が対照区と比較して有意に低かったが、 D-20区では着床前の全期間を通じて

対照区の発生平、と差のない値であった(P>0.05)。透明帯除去妊の 4細胞期における各タ イプ(Fig.

Table 1. Preimplantation development of zona-free mouse embryos fertilized in vilro 

Vessel Volume of No. of No. (%) of embryos developed to 

間edia(pl) embryos 2-cell 4-cell 円0「ul a )3 Bl as tocys t 

cu 1 tu red (24 h ~ )3) (48h~ )3) (72h r )3) (96hr)3) (120hr)3) 

P 1 a tc1) 20 52 49(94)a 48(92)a 23(4，d 30(58)a. 36(69)a 
Dish2) 20 42 41 (98)a 39(93)a 32(76)b ，~ 31 (74)a，b 32(76)a，b 
Dish2) 100 38 38( 100)d 37 (97)a 24(63)a，b 25(66)a，b 31 (82)a，b 

Control(zona-intact) 
P 1 a te 1) 20 30 29(97)a 30(100)a 28(93)C 26(87)b 28(93)b 

1) Multiplate-Terasaki. 2) 35 X 10 mm， Falcon. 3) Uours after insemination. 
Values witn the same superscripts are not significantly different in the same column 

at P>0.05. 

2)別の出現頻度は(Table2)、タイプBおよびCがそれぞれ29%および42%であり、直鎖状に 4個の

割球が配列したタイプAは、 14目であった。また、対照庇で最も多く観察された立体構造を呈するタ

イプDは、 15覧であった。対照怪では、タイプAおよびBは全く観察されなかった。透明帯除去)庄の

4細胞期における妊の形態と腔盤胞への発生率との関係を、 Fig. 1に示 した。授精後96時間の成績で

は、各タイプともほぼ同程度の発生率を示した。また、授精後120時間では、接着点の数が多くなる

に従って、版権胞への発生率が高くなる傾向が認められたが、タイプAからも形態的に正常・と忠われ

る降線胞ヘ67%の粧が発生し、この値はタイプ 0(86%) と有意、差のない値であった (P>0.05) 0 f.受精

後961時間における細胞数検査の結果(Table3)、透明帯除去)圧では53.4個、対照、腔では56.1個と、ほ

ぼ同程度の細胞数を有していた。移植成績は、 Table4に示す通りであった。 P区の76個の腔盤胞を
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Table 2. Total cell contact data in 4-cell embryosl) 

Treatment Percentage of 4-cell groups 
(numbers) 

A B C D 

Zona-free2) 14 29 42 15 
(478) 
Zona-intact 。 。 13 87 
( 78) 

1) Cultured in Multiplate-Terasaki for 48hr after 
lnsemlnatlOn. 
2) Zona-pellucida was removed 6hr after insemination. 

% 
100 

50 

。
A B c D 

Fig. 1. In vi tro development of various types 4-cell embryos 
without zona-pellucida to the blastocyst stage ([コ 96hrand 
匡~: 120hr after insemination). 4-cell embryos were classified 
into 4 types according to the total points of contact between 
the 4 blastomeres. A， 8， C and D have 3， 4， 5 or 6 points of 
contact， respectively. 

1 ) Table 3. Total cell numbers in blastocyst 

Treatment 
(numbers) 

Zona-free2) 
(14) 
zona-lntact 
(18) 

Mean cell number士S.D.

53.4:t 12.1 

56.1:t 13.4 

1) Cultured in Multiplate-Terasaki for 96hr 
after insemination. 
2) See the footnote in Table 2. 
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8例の受容雌に移植した結果、 5例が妊娠に至ったが、このうち 2例は死産および分娩遅延による胎

仔死亡が観察された。残 り3例の受容雌では正常分娩が観察され、総移植医の5%に相当する 4匹(♀

:♂= 3 1 )の生存産仔が得られた。

考察

前核期から医盤胞までの着床前の全期間を体外情養後、受容雌の子宮に移植された体外受精に由来

する透明帯除去目査が、産仔への発生能を有していることが明 らかになった(Table4)。コンパクシ ョ

ン以前の卵割期にある妊では、透明帯を除去したのち受容雌の卵管に移植して産仔を得ることは非常・

に困難なごとが報告されている(1 ，2 )。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

)ffの卵管の移行に際して、限の機械的保護 (1 )や卵管壁への接着 (2)、腔同士の融合 (6)およ

Fig. 2. 4-cell stage embryos (A， 8， C and D) developed in culture for 
18hr after removal of zona-pellucida 6hr after insemination. 4-cell 
stage embryos were classified into 4 types according to the total points 

of contact between the 4 blastomeres. That is namely， A， B， C and D 
have 3， 4， 5 or 6 points of contact， respectively. 

。。
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Fig.-3. Morula (E) and blastocyst (F) developed in culture for 66hr 
and 114hr respectively after removal of zona-pellucida. The two 
photographs represent the same embryo. 

Table 4. Development of zona-free mouse embryos derived 
from eggs fertilized in vitro after transfer into the 
uterus of pseudopregnant recipients 

No. of embryos1 
transferred 

76 

No. of pregnant/ 
no. of recipient 

(百)

5/8 (63) 

No. of No. of 
implan- new-

tations borns 
(見) (目)

18 (24) 4 ( 5) 

1) Blastocysts developed in 巴ultur巴 for90hr after 
removal of zona-pellucida 6hr after insemination. 

び割球の分離 (1 )を防ぐために必要な繕造物ではあるけれども、初期限の発生(卵割)そのものに

は必須ではないことを明示していると思われる。また、排卵された卵子の透明帯の機能のひと つと考

えられている卵細胞に媛する微小環境(囲卵腔)の調節(16) は、少なくとも受精卵にとっては、必

要ではないと忠われる。今回の実験条件においては、格養容機および培養液量の違いによって、透明

帯除去l杯の前核期から)If盤胞までの発生率には差が認められず、また、 D-20およびD-IOO区において

は、対!!日区との聞にも差が認められなかった(Table1)。さらに、細胞数検査の結果(Table3)では

透明幣除去阪と対!被腔との聞に差は認められなかった。このごとは、体外培養条件下における透明帯

の有無は、肢の着床前の発生に影響を及ぼさないことを明瞭に示している。これまで報告されている

2分隊肢の培養に関する研究では、コンパクシヨン時の妊の立体構造が内部細胞塊の形成に影響を及

-89-



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第4巻第 2号 1 987年10月

ぽすため、透明帯の欠如によって生じた割球配置の異常が、 着床後の阪の発生を阻害すると推察して

いる(17)。本実験では、コンパクシヨン時の妊の形態について詳細な観察はされなかったが、 4細

胞期における阪の形態(割球の接着点数)と妊盤胞への発生率との関係(Fig. 1)をみると、直鎖状に

4伺の制球が配列したタイプAと立体構造を呈していたタイプDとの値に差がなかった (P>0.05)。

したがって、 4細胞期における透明帯除去慌の割球配列の様式は、医盤胞までの発生には影響しない

と思われる。 しかしながら、腔盤胞への発生率に比して産仔への発生が低率であったことの原因や、

形態別に限移植を試みることによって、害Ul求配列と産仔への発生能との関係を明確にすることが今後

の課題と考える。
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要約

前核開で透明帯の除去を施したマウス体外受精卵の、体外培養および産仔への発生能について検討

した。f受精後 6時間に透明帯を除去した (C57BL/6JX C3H/HeN)Fl体外受精卵をテラサキマルチプレー

ト内の20Jllの培地 (p一区)および20Jll(D-20区)および100Jllのドロップ (D-I00区)内で、それぞ

れ l伺ずつf受精後120時間まで培養した。授精後96時間における阪盤胞への発生率は、 P区(58%)が

透明裕の除去を施さない対照区(87%) と比較して有意に低率であったが、 D-20区(74%) およびか100

区(66%) と対照阪との聞には、差が認められなかった。 P区の76倒の際盤胞を 8例の受容雌に移植し

た結果、 4例(♀.♂=3 1)の生存度仔が得られた。以上の結果、受精卵における透明帯は、卵

子の発 'I~ (卵割)そのものには必須ではないと考えられる。
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ヒト精子の運動形態に関する研究

hyperactivationとの関連性から一一

Movoment characteristics of human spermatozoa 

relation to hyperactivation-一一

柳田 薫 会田都美子 吉松宣弘 渡辺清彦

菅野 薫 星 和彦 佐藤 章

Kaoru YANAGIDA Tomiko AITA Nobuhiro YOSHIMATU 

Kiyohiko WA T ANABE Kaoru KANNO Kazuhiko HOSHI 

Akira SATO 

福島県立医科大学産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Fukushima medical College. 

Abstract 

Good spermatozoa were introduced by the layering method from six semen samples， and movem巴ntof 

the spermatozoa 15 to 300 minutes after introduction was recorded with a microscopic high-speed video 

camera (1/200 sec. frame). From the frame-by-frame analysis movement characteristics of spermatozoa' 

s flagellum were classified into 4 types ( A ， B ， C ， D). Time-course changes were studied. At the 

beginning， most of the spermatozoa showed a type A or B， but later the pattern gradually changed from 

A to B ， C and D. And these types got up speed in aiphabetecal order. At the same time， the hamster 

test was carried out for examination of the acrosome reaction. That results revealed no sperm penetra-

tion 120 minutes after when the number of spermatozoa showing type D increased. The type D showed 

an extremely dynamic movement， being definitely different from the other types， and it was considered 

as hyperactivation of human spermatozoa. This changes probably occurred much earlier than onset of 

the acrosome reaction. 

緒言

受精現象の成立には，卵子，精子にそれぞれの条件が必要と考えられている。精子の条件としては，受精能

獲得capacitation・先体反応acrosomereaction ・尾部の運動性があげられ，これら 3条件のうち 1つでも欠

ければ受精が成立しない。

運動性に関しては，有る種の晴乳動物の精子は卵子に受精する頃に，尾部の運動がより活発になるこ とが知

られており，この現象は hyperactivationと呼ばれている。Hyperactivationがすべての晴乳動物に認められる

か否かは不明で，ヒト精子についても同様である。

今回，我々は，顕微鏡ノ、イスピードビデオを導入することにより，ヒト精子に珍いて hyperactivationが存在

するか否かを検討した。合わせて， capacitationoacrosome reactionとの時間的関係についても検討を加えた。
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研究方法

6人の健康成人男子から用手法にて精液を採取し， 30分室温に置くことで十分液化させた。

小試験管に2.0m!のmodifiedBiggers， Whitten and Whittingham液(以下mBWWと略す)を入れ，そ

の管底に1.0m!の精液を静かに注入する。試験管口をシールし， 30度の傾斜で370C，5 % CO2 in airに静置す

る。下層の精液より mBWWの中へsWlmupしてきた運動性良好精子について， swim up開始から15分後，

30分後， 60分後，その後は5時間後迄1時間おきにそれぞれ精子を回収して検体とした。これらの検体を3TC

に保温した Mak!erの精子計算盤に滴下し直ちに位相差顕微鏡にセットし，顕微鏡ハイスピードビデオで l視

野数秒ずつ，精子が100匹以上となる迄録画した。このビデオシステムでは毎秒200コマの超高速録画が可能な

ため， 1/200秒毎の精子の動きが詳細に観察出来，我々は特に尾部の動きから精子の運動形態を分類し，経過時

間による変化を検討した。

それと同時に，ハムスターテストを行ない capacitation• acrosome reactionと，精子尾部の運動形態との

時間的関連について検討した。ハムスターテストの概略については図1に示した。

結果

ハイスピードビデオの再生画像より，ヒト精子の培養液内運動パターンは，図2の如く 4つのタイプに分類

出来た。図 2のそれぞれの精子のシェーマは1/40秒毎の精子の動きをトレースしたものである。ここでいうタ

イプAとは，運動は活発で、あるが，尾部の動きかた精子の進行方向ともに極めて不規則なものである。タイプ

Bは，直進はするが尾部末端部の振幅の大きい動きが目立ち，それが有効な推進力となっていない。タイプC

は，尾部末端部の振幅が小さくなり速度が増加する。タイプDは，尾部全体が波を打つようにリズミカルな動

きとなり速度もさらに一段と増加する。

培養液中の精子は，上記の 4つのタイプが混在するが，時間経過にともなうそれらの割合の変化を図 3に

示した。グラフの縦軸はswimup開始後からの経過時聞を，横軸は各タイ プの占める割合を百分率であらわ

した。症例 1，2， 3のグラフから， 15分後ではほとんどがAタイプ， Bタイプで，時間経過につれて両タイ

プが減少しCタイプが出現するようになり，さらに特長的なことは，60分から120分以後にはタイプDが出現し，

以後は著増することである。症例 4，5についても同様であり，症例6でもタイプDへの変化の割合は低値で、

あるが， 180分後より認められている。

次に，各タイプ毎の平均精子速度を求めた。そのために1/10秒毎に 1秒間，録画画像より精子の動きをトレ

ースし，各症例の各タイプ毎の精子10匹について平均速度を求めると表1の如くである。表より各タイプ別の

速度を比較すると，症例6を除いてA→B→C→Dの順に速度が増加することがわかる。

図4は各症例で行なったハムスターテストの成績を侵入率 (penetrationrate)で表わし，侵入率とタイプD

の占める割合の推移を同じグラフ上に示したものである。各症例とも大半の精子がタイプDへの変化をおこし

ている 120~300分の時点でも侵入率は 0 ，もしくは低値であった。

考察

精子の hyperactivationはYanagimachiが1970年に，ノ、ムスターの精子が受精能を獲得し，先体反応を起こ

す頃に以前にも増して尾部の動きが活発になることを発見して名付けたものである。現在では，ハムスターの

他にモルモット，マウス，イヌ，イルカ，ウサギ，コウモリ，ヒツジの精子でも確認された 。この hyperactivation

の持つ意味はまだ明確にされてはいないがcumu!usoophorusとzonapelluchdaを通過するために必要であ
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表 l 培養液内精子のタイプ別平均速度
(M土soμm/sec)

type case I case 2 case 3 case 4 case 5 

type A 19.3士9.617.7土4.620.1土7.613.9士7.327.4土8.1

type B 38.8士6.329.5土4.031. 4土8.228.7土9.341.2土11.3

type C 53.0士10.356.4土7.138.9土7.445.2士7.962.7士11.5

type D 59.5士8.364.l:t 10.。52.3土7.551.7土4.666.3土10.7

図l ハムスターテスト

ゴールデンハムスター ヒト精液

case 6 

14. 8:t 5. 7 

23.9土6.1

30.6土6.7 

26.4士9.6

l過排卵処理PMS-HCG !精液静置法

未受精卵回収 運動良好精子の回収

! 0.1%ヒアルロニダーゼ | 
卵丘細胞分散 精子浮遊液

! 0.1%トリプシン j 
透明帯溶解 preincuvation 4時間

l培裳液にて 3回洗浄 | 
透明帯除去ノ、ムスター卵 l 

1B. 藍書
J丸l'同

! ! 

l d宏、 十ミネラルオイル
培養 4時間 l ¥¥検査培養液 o. 3m! 
37・C 5 %CO，大気|

精子侵入の有無検査

図2 培養護内精子の運動タイプ分類と その特徴 (0.025秒毎の動きを示す)
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ろうと考えられている。

ヒト精子の hyperactivationの存在の有無は異論のあるところであるが， time.exposure photomicrogra. 

phy， microcinematography， videomicrographyと近年の解析装置の進歩により精子の運動形態は
1)2)4)7)8)9) 10) 11) 

明確にされつつある。今回，我々はハイスピードビデオを使用し，培養液内の精子運動パターンは初めはタイ

プA，Bがほとんどで，時間の経過とともにB→C→Dと変化し，速度もこの順序で増加するが，タイプDの

動きは明らかに他のタイプと異なり非常に力強くスピーディで，尾部運動の大きな変化という点から考慮して，

タイプDへの変化をヒト精子の hyperactivationとして良いのではないかと考えられる。タイプDは培養開始

後120~180分後から現れ， 180~240分で大部分を占めるようになる。また， acrosome reactionとの関連をノ、

ムスターテストの結果からみてみると，既に大半の精子が hyperactivation を起こしている 180~300分の時点

でも侵入率は極めて低く，おそらくヒトの場合は acrosomereactionの起こるかなり前の時期に hyperactiva. I 

tionが起こるものと考えられる。
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Abstract 

It is reported as a hypothesis that， in the final stage of ovulation， the 

plas皿inogenactivator acts on the follicular wall to rupture it up and thus to 

induce ovulation. The authors applied the excited ovary to tranexa皿icacid， 

which is an anti-plasminogen activator， to examine if it would inhibit 

ovulation. Ovaries were obtained from golden hamsters and incubated in vitro. 

Tranexa.ic acid was added to the 田ediu圃 at a concentration of 0.1 %. In 

ovaries excited at 21:00 and 23:00 of proestrus of the estrus cycle， ovulation 

rate was 25.0% and 91. 6 %， and the average numburs of ova ovulated were 

0.25土0.12and 1.58::tO.26， respectively. The number of ova was significantly 

fewer than the control. 

In this study， it was clear that tranexamic acid inhibited ovulation from 

ovaries in vitro. The present results indicated that ovulation in cultured 

ovaries was inhibited by blooking plas皿inogenactivator. 
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緒 三圭
包耳

生殖のー現象である排卵は、 LHサージ後に成熟卵胞の卵胞壁組織が開裂するととによって

おこる。この卵胞壁開裂の排卵機序については多くの研究者によって詳細な検討がなされて

いるが、未だ明確でない部分が多い。

Espey(1980) 1) は、家兎、ラットを用いて詳細な検討を試み、 LHサージの後に、 adenyl 

cyclase によってcAMPが産生され、 それが卵胞の旧爽膜細胞と頼粒膿細胞からのステロイド

合成を誘起すると共に、 histamine、serotoninなどを産生し、その後、 prostaglandinFzα 

が繊維芽細胞に作用し、さらにprostaglandinEzとhistamine、serotoninなどの作用によっ

て卵胞に炎症状態が誘起され、その結果、産生された蜜自分解酵素によって卵胞壁結合組織

の変性がおこるごとによって排卵が誘起されることを明らかにした。また、パルピツレート

などの薬物による中枢抑制などによってしHサージを抑制すると排卵は遅延するとと、さらに

また、 非ステロイド系抗炎症剤である indomethacin を投与し prostaglandinの産生を抑

制することによって排卵を抑制できることが、入、豚、家兎、ラットにおいて報告されてい

る。とれらはEspeyの排卵機構モデルを裏付けるものである。しかしEspeyら2)は、炎症状態

の卵胞および増殖した繊維芽細胞から分泌される蛋自分解酵素、 すなわち plas皿inogen

activatorによるcollagenaseの活性化に対して、その阻害作用を有するtranex皿icacidを用

いて、 排卵抑制効果について検討しているが、排卵および plasminogenactivatorの活性

化の抑制は認められなかったと報告している。

著者らは、 tranexamicacidの排卵抑制作用について、より直接的に卵巣に作用させる方

法として、 ハムスターの摘出卵巣を用いて体外培養液に tranexa田icacidを添加すること

によって、その排卵抑制効果について検討を試みた。

材料および方法

供試動物は、 ゴールデンハムスターの成熟未経産の峰で、 70 日齢以上の体重 100~160g

のものを用いた。 また、 排卵白の朝にハムスターに特徴的に認められる Post-ovulatory

vaginal dischargeを指標にし、規則正しい 4日の性周期を連続して 3回以上繰り返したも

ののみを供試した。飼育は、金属ケージに 4~5 匹ずつ収容し、固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。

実験に先立ち、卵巣の摘出時刻を設定する目的で、 proestrusの19:00、21:00、22:00およ

び23:00の4試験区を設けて、摘出した卵巣を体外矯養し、翌朝10:00に排卵の有無について

観察した。最も排卵成績の良好であったのは23:00の95.8%であり、ついで22:00の90.4%、

21:00の75.0%であった。 19:00は全く排卵しなかった。 これらの成績から、 供試卵巣は

proestrusの21:00と23:00を用いることにして、放血と殺して、直ちに卵巣を無菌的に摘出

し、 培養液中で脂肪、 血液などを丁寧に除去した。 組織培養用シャーレ (OrganTissue 

Culture Dish 60 x 15m皿、内径30mm: Falcon社)に100メッシュの金網をおき、 その上に卵

巣をのせ、上部約80%が液面上に露出するように培養液を注入して、 37
0C、5%COz下で培養

した(Fig.1，2)。 培養液は、森岡ら 3)の報告を参考にし、 TCM199(日水社)1 ml中にグルコー

ス3.0mg、 L-グルタミン0.1略、 アスコルビン酸0.05略、 重炭酸ソーダ1.9mgおよびストレ
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プトマイシン0.12時を添加して調製し、それに0.1% w/w tranexamic acid を添加して供試

した。同一個体から摘出した 2個の卵巣のうち 1個は tranexallicacid無添加mediumで培

養して対照区とし、 他の 1倒は tranexa圃icacid添加mediumで培養した。 検察は翌日の

10:00~こ実体顕微鏡下で行った。 排卵の有無を確認した後、卵巣から卵子を遊灘する目的で

卵巣を0.1%ヒアルロニダーゼ添加圃ed印刷こ約10分間放置 し、 卵巣表面、金網上および培養

液中に遊穫した卵子数を算定した(Fig.3)。

結果

体外培養卵巣における卵巣摘出時期!と排卵との関係を検討した結果は Table1に示すよう

に、 proestrusの19:00、21:00、22:00および23:00に摘出し た卵巣の排卵率はそれぞれ O、

75.0、 90.4および 95.8%であり、 平均排卵数は O、 1.90 :t0.24、 1.76:t0.63および

3.96:t0.15個であった。排卵率は、il!._ヱ主笠豆において排卵が開始される時刻に近いほど、す

なわち、排卵直前の卵巣ほど高値を示した。 平均排卵数についても同様の傾向が認められ、

23:00摘出卵巣の平均排卵数は21:00、22:00のものと比較して有意に高値を示した。しかし、

inヱ主旦における正常な排卵数と比較するとやや少なかった (Fig.4)。

卵巣を tranexamicacid添加mediumで体外培養した結果は Table2に示すように、 21:00

に卵巣を摘出し体外培養した tranexamicacid添加区で供試12個のうち 3個が排卵し排卵

率は25.0%であり、対照区の83.3%に比べて著しく低値であった。また、平均排卵数につい

ても tranexa皿icacid添加区は0.25:t0.12個であり、 対照区の2.00:t0.78に比べて有意な

減少が認められた (Fig.5)。 排卵直前の23:00に摘出した卵巣では、 対照区の12個の卵巣の

全例に排卵が認められ、 tranexa田icacid添加区では、 12個のうち11個 (91.6%) の卵巣に

排卵が認められ、 tranexamicacidの顕著な影響は認められなかった。しかし、平均排卵数

は、1.58:t 0.26個で対照区の3.83:t0.61と比較して有意な低下が認められた (Fig.6)。

Table 1 Results of ovulation in hamster ovaries explanted 
at 19:αコ，21:αコand23:αコ

Time of No.of No. of Total No. of Ave. No. of 

ovaries ova ovulated 

explantation ovaries ovulated(%) ova ovulated C/ovarγ) 

19:αコ 4 o( 0.0) 。 。

21:αコ 20 15(75.0) 38 1.90土0.24

22:αコ 21 19(90.4) 37 1. 76土0.63

23:α3 24 23(95.8) 95 3.96土0.15

Values arモ π百三an土S.E.
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Table 2 Effect of tranexamic acid on hamster ovaries 

explanted at 21:α) and 23:αコ

Time of % of No. of No. of No. of Ave. No. of 

tranexamic acid ovaries 

explantation in medium ovar~es ovulated(%) ovulated ova/ov副 γ

0.0 12 1O( 83.3) 24 2.αコ土0.78

(control) 

21:αコ

0.1 12 3( 25.0) 3 0.25土0.12

0.0 12 12(1∞.0) 46 3.83土0.16

(control) 

23:αコ

0.1 12 11( 91.6) 19 1.58土0.26

Valuse arモffiE三an土S.E.

Fig.1 A hamster ovary cultured ~旦竺~ Fig.2 A matured follicle in in vitro 
cultured ovary 

Fig.3 An ovulated ovum from ovaries 
cultured in vitro 
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考祭

排卵の遅延および抑制に関する研究は古くから試みられており、問ika圃04)はアフリカツメ

plasminogen activator 

ガエルで遅延排卵を観察し、温胞内過熱卵における染色体不分騰を示唆した。また、Fugoと

Butcher 5) は発情前期のラットにペントパルピタールを投与するととによりLHサージを抑制

して遅延排卵を誘起し、卵胞内における卵子の過熱がその後の受精異常の原因となることを

示唆している.また、 LHサージ後の卵胞開裂機構で重要な役割をもつものと考えられている

prostaglandinの産生を抑制して排卵を遅延する試みも行われており、 Espey2)は非ステロイ

ド系抗炎症剤である indo圃ethacin~こより排卵が抑制されることを確認している。さらに、川
村ら6)はindo圃ethacinで排卵を抑制した家兎にprostaglandinF2α を外因性に持続惨注訟で

多量に投与することで一度停止した排卵現象が回復すると報告している。

本研究は、排卵現象の最終段階において関与している と思われる
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の合成阻害作用をもっ tranexamicacidによる排卵抑制効果および排卵機構の解明と薬物投

与による排卵遅延の可能性について検討したものである。 本研究においては、 tranexamic 

acid を卵巣に直接作用させる目的で、 卵巣の体外培養法を用いて tranexanicacidの

plasminogen activator阻害による排卵抑制効果について実験を試みたものである。 日甫乳動

物の invitro における排卵誘起についての報告は少ないが、 1975、1976年に Baranczukと

Fainstat 7，8)はハムスターを用いて低率であるが体外矯養卵巣からの排卵誘起に成功してい

る。また、 Os皿anとNoordanus9)はラットとハムスターの摘出卵巣を体外培養することによっ

て排卵率を大幅に向上させた。さらに、 1982年には森岡、市川3)はハムスター卵巣を用いて

21:00以降に摘出培養した卵巣での排卵率100%、平均排卵数も約 5個と優れた成績を得てい

る。 本研究は、 森岡、市川の報告に準じて行ったものであるが、 21:00、22:00および23:00

に摘出し培養した成績では、卵巣の排卵率が、それぞれ75.0、90.4、95.8%で、平均排卵数

は1.90、1.76および3.96個であり、いずれも森岡、市川の報告より低値であった。また、本

研究において、 卵巣を摘出培養する時刻がinvivoにおける排卵時刻に近ずくにつれて排卵

率、排卵数とも漕加する傾向が認められた。このことは、他の問機の研究成績にも共通した

傾向が認められ、 Espeyの提唱する排卵機序 1) におけるいわゆる排卵因子の卵巣内への蓄積

が重要な意義を有するものと理解される。 本研究において 19:00~こ摘出し、培養した卵巣か

らは排卵が認められず、との時刻までの卵巣には循環血液中の因子が必要と考えられ、排卵

過程において必要な因子がまだ卵巣内に十分蓄積されていないととが示唆される。また、卵

巣を摘出した時聞が23:00と22:00の聞に有意な差が生じたが、同様に排卵因子の蓄積量の差

であるものと 推察される 。 また、体外培養卵巣からの排卵数は、 in vivoにおける正常排

卵数と比較して少なく、 培養方法にまだ検討の余地が残されていることを示唆するものであ

る。

本研究では、 plasminogenactivator合成阻害剤であるtranexamicacidを体外培養卵巣の

mediumに添加し、 その排卵に及ぼす抑制効果について検討した。 Espeyら2) はこの物質をラ

ットに投与し、 排卵に対する影響について検討しており、その結果、排卵抑制効果は認めら

れないことを報告して いるが、著者らの予備実験においても問機の成績であった。本研究で

は、卵巣の培養開始時刻jによる tranexa皿icacid感受性の違いを考慮にいれ、 proestrusの

21:00 と 23:00 の 2 試験区を設けた。 21:00~こ培養を開始した卵巣では、顕著な排卵率の低下

と平均排卵数の減少 を認め、 23:00に培養を開始した試験区では平均排卵数が減少するのを

認めたが、 排卵率にはほとんど差が認められなかった。

以上のこと から、tranexamicacidの排卵抑制作用は卵巣の培養開始時刻によりその影響

が異なるごとが明らかとなり、 排卵因子の卵巣内蓄積量およびplasminogenactivatorの出

現時刻と何 らかの関連牲があるものと考えられる。 invitoro条件下における方法を用いる

場合、 in vivo排卵との相違、培養液が卵胞あるいは卵子に及ぼす影響など多くの検討課題

が残されている が、tranexamic acid~こより排卵が抑制され、 Espey 1) の排卵機構モデルの一

部を裏ずける成績が得られた。また、近年、非ステロイド系の抗炎症剤であるindomethasin

が多用さ れてお り、 ヒト、家畜で plasminogenactivator阻害薬による排卵遅延を誘起で

きる可能性が示唆された。

-103ー



E粛乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第4巻 第2号 1 9 8 7年10月

文献

1) Espey， L. L. (1980). Ovu1ation as an inf1ammatory reaction-a hypothesis. Bio1. 

Reprod.， 22， 73-106. 

2) Espey， L.， Shi田ada，H.， Okamura， H. and Mori， T. (1985). Effect of various 

agents on ovarian p1asminogen activator activity during ovu1ation in pregnant 

mare's seru皿 gonadotropin-primedimmature rats. Bio1. Reprod.， 32， 1087-1094. 

3) 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. 

4) Mika皿0，K. (1968). Mechanism of non-disjunction of meiotic chromosomes and of 

degener~tion of 圃aturation spind1es in eggs affected by intrafo11icular 

overripeness. Experientia， 24， 75-78. 

5) Fugo， N. W. and Butcher， R. L. (1966). Overripeness and the mam圃alianova. 

Fertil. Steril.， 17， 804‘814. 

6) 川村直行、姫野憲雄、岡村均、森崇英、福本学、翠川修(1986). インドメサシ

ン投与家兎の排卵とcol1agenolyticenzymes活性へのPGF2α の効果、 日産婦誌、 38， 

81‘87. 

7) Baranczuk， R. J. and Fainstat， T. (1975). Influence of timing of explantation 

upon ovulation of hamster ovaries in vitro. J. Endoc~. ， 65， 449-450. 
8) Baranczuk， R. J. and Fainstat， T. (1976). Progesterone-induced ovulation of 

the hamster ovary in vitro. J. Endocr.， 70， 317句 318.

9) Osman， P. and Noordanus， C. L. (1980). Ovulation fro皿 ratand hamster ovaries 

in vitro. J. Reprod. Fert.， 59， 431‘436. 

-104ー



健保適用

，ト3・3・3b3主75・150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用によ旬、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺激ホルモン(HMG)

製剤であり、反復投与が可能です。

.FSH活性のほかにしH活性を有し、その活性化(FS

H/LH)はほぼ一定です。

【効能・効果】

間脳性(視床下部性)無月経，下垂体性無月

経の排卵誘発

[用法・用量1
1日卵胞成熟ホルモンとして75-150国際単位

を連続筋肉内投与し頚管粘液量が約300mm3

以上，羊歯状形成(結晶化)が第3度の所見

を指標として (4日-20日，通常5日-10日間)， 

胎盤性性腺刺激ホルモンに切り変える.

【包装】
パーコ.ナル注 75: 10管
パーコeナル注150:10管

eJ 繭国臓器製薬株式会社東京都港区赤坂二丁目 5番 1号

[使用ょの注意1
l 一般的注意

1) 本療法の対象は不妊症患者のうちの.間脳又は下

垂体前葉の機能・器質的障害に由来する性腺刺激
ホルモン低分泌無月経患者であるのて'次の点に注

意することー
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.患者の状態(例えばエストロゲン・性腺刺激ホ

ルモン・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.子宮住無月経の患者

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

i.z.の高い患者.匝IJ腎 ・甲状腺機能の異常による無
月経患者，頭蓋内に病変(下垂体腫傷等)を有す
る患者.及び無排卵症以外の不妊患者には投与し

ないこと.
2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため，
投与前及び治療期間中は毎日内診を行、h 特に次

の点に留意し.異常が認められた場合には.直ち
に投与を中止すること.
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.基礎体温の異常上昇の有無(毎日測定させるこ

と).
エ.頚管粘液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果としての多胎妊娠の可能性が

あるので.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きせること.
5) 産婦人科・内分泌専門医師の管理のもとに投与す

ること
2 次の喝合には投与しないニと

1) 卵巣腫事及び多のヲ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 次の愚者には投与しないことを原則とするが.やむ
を得ず投与する場合には.慎重に投与するニと

1) 児を望まない第2度無月経患者
2) 多のう胞性卵巣を有する患者
4 副作用
1) 卵巣過剰刺激卵巣脆大.下腹部痛.下腹部緊迫

感，腹水・胸水を伴ういわゆる.

Meigs機症状候群等があらわれた

場合には，直ちに投与を中止する

など，適切な処置を行う こと.
2) そ の 他ときに悪心.頻尿.しびれ!忠頭

5 相互作用

繍.浮腫があらわれることがある.
また尿量が増加することがある.

胎豊富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様症候群があらわれるニとがある
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The Analysis of the Effects of Prolactin on Gametes and 
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ABSTRACT 

Recently， human in vitro fertilization and embryo transfer (IVF-ET) has been established 

as one of the treatments for some selected infertile patients. However， the effect of prolac-

tin on gametes during in vitro fertilization has not been elucidated. In the present s tudy， 

the effect of mouse prolactin on the motility of sperrnatozoa， in vitro fertilization and in 
vitro development of the embryos were investigated in mice using the media containing three 
different concentrations (10 nι令11， 50 ng/ml and 100 ng，.匂1)of prolactin. The development 

of unfertilized and fertilized oocytes (embryo) were not affected in vitro by prolactin 

regardless of the amount of prolactin added to culture media. However， the fertilizing 
capaci ty of the sperma tozoa was suppressed when they we閃 preiricubatedfor 90 min in culture 

media containing 50 ng/ml and 100 n巴イnlof prolactin. The motili ty of the spermatozoa was 

not affected by prolactin. The present study indicates that prolactin may have some effects 

on capacitation process of spermatozoa preincuba ted in vi tro . 

緒言

プロラクチン(PRL)は下重体前葉ホルモンの 1つであり，生理的には乳汁分泌の維持に不可欠で

あると考えられていた。しかし.ヒト PRLのRadioimmunoassayl)が可能となってからはヒトにおけ

るPRLの生理作用や病的状態における PRLの意義等の研究が急速に進展し高プロラクチン血症が排

卵障害の一因である乙とが明かとなった。また， Bromocryptin (CB 154)の開発は高プロラクチン血

症による不妊症にとって大きな福音とな った。近年，不妊症治療法の lっとして体外受精座移植法

(I VF-ET)2)や配偶子卵管内移植法CGIFT)3)が確立されつつある。 IVFやGIFTでは通常，配偶子

(精子，卵子)の培養には母体血清4)や勝帯血清5)の添加された培養液が用いられている。しかし， PRL 

の配偶子や脹に与える影響はまったく分かっていないのが現状である。そ乙で著者らは，マウス PRL

をマウス体外受精匪宿養系に加えてその影響を検討し た。
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実験方法

1.マウス PRLおよび培養液

マウス PRLはマウス下重体構養液より抽出純化したものを用いた6)。 マウス体外受精および座稽養

には豊田らKより開発されたTYH-2807)を用いた。なお，本実験l乙用いたすべての培養液はMillipore

超純水製造装置COrganex型)を通して得られた超純水8)を用いて作成した。 Control培養液としては

PRLの含まれないTYH-280を用いた。 PRL含有培養液はPRL濃度 10ng.-匂1，50nιゐ11，100ng.-匂lの

3種類とした。

2.精子運動率の測定

ICR系成熟雄マウスの精巣上体尾部精子をcontrol培養液中に採取 し，精子懸濁液を作成し. 直後

に運動率を計測した。次tr.，乙の精子懸濁液より 20μlを400μlのcontrolおよびPRL10ng/mlおよび

100 ng.-合吐含有培養液に加え. 90分間 37
V

C5%C02 in air tr.て培養後に運動率を計測した。

3.マウス体外受精

ICR系の 4週齢のl雄マウス tr.PMSG 7.5i.u.CSerotropin:帝国臓器 K.K.)およびhCG7.5 i.u.(Pergonal: 

帝国臓器K.K.)を48時間間隔で腹腔内投与し， hCG投与16時間後lζ卵管卵を卵丘細胞と共に採取した。

0.1% Hyaluronidase加TYH-280tr.て卵丘細胞を除去後，第 1極体の認められるものを体外受精実験

に用いた。精子は ICR系成熟雄マウスの精巣上体尾部より採取した。乙の精巣上体尾部精子は 90分

間の前培養の後体外受精実験に用いた。 400μlの培養液中K卵を入れておき，そ乙』ζ前培養 した精子

を最終精子濃度が1X10Yr叫となるように媒精した。媒精6時間後に倒立顕微鏡(ノマノレスキー微分干渉

装置付き)下に雌雄両前核を認めたものを受精卵と判定した。

3 -a.精巣上体尾部精子はcontrol培養液およびPRL含有培養液(PRL10nι命1:および100ng.-匂1)中に

て90分間の前培養の後，体外受精実験に用いた。体外授精はPRLの含まれない培養液中にて行った。

3-b.精巣上体尾部精子は control培養液中にて 90分間の前培養の後，体外受精実験に用いた。体外

受精はPRLの含まれない培養液中およびPRL含有培養液 (PRL10ng.-句1，50nι匂lおよび100ng.-令せ)

中にて行った。

4.体外受精および受精卵培養

Fl hybrid (C3H x C57BL)9) 4週齢雌マウスをPMSGおよびhCGtr.て過排卵誘起"精子はICR系成

熟雄マウスより採取，他の操作は 3.と同様Kお乙 ない体外授精を施行した。約6時間後に受精の判定

を行った後，受精卵のみをそれぞれ媒精を行ったのと同じ 400μlの培養液に移し，さらに 120時間培

養し ExpandedBlastocystからHatchingBlastocystまで観察した。

4-a.精巣上体尾部精子は control培養液およびPRL含有培養液(PRL10ng/mlおよひー100ng/ml)中に

て90分間の前培養の後，体外受精実験に用いた。体外授精および受精卵の培養はPRLの含まれない培

養液中にて行った。

4 -b.精巣上体尾部精子は control培養液中lζて90分間の前培養の後，体外受精実験に用いた。体外

授精および受精卵の培養はPRLの含まれない培養液中およびPRL含有培養液(PRL10ng_-合丸 50ng，イnl

および100ng/rnl)中にて行った。

5.後期2細胞期匪および8細胞期妊培養

ICR系4週齢雌マウスをPMSGおよびhCGtr.て過排卵誘起， hCG投与直後に ICR系成熟雄マ ウス

と自然交配させ翌日 (Day1)睦栓の認められたものを座提供マウスとした。 Day2の午後および:.Day3 

K卵管および子宮を産流し，後期2細胞期座と 8細胞期Iffをそれぞれ採取して培養に供した。それぞれ

の佐は400μlのcontrolおよびPRL含有培養液(PRL10 nι匂1，50 ng/mlおよび100ng.-命1)にて96時間
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(8細胞期妊)から 120時間(2細胞期座)培養 し， Expanded Blastocystおよひ、HatchingBlastocystへの

発育を観察した。

6.統計処理

統計学的検討は，精子の運動率についてはStudent's t検定を用い，受精率および匪発育については

chi-square検定を用いて行った 。

結果

精子運動率の変化

採取 10分後の精巣上体精子の運動率は77.0%で

あった。 90分間培養後の運動率は control培養液

表-1.90分間培養前後の精子運動率の変化

では 63.3%となった。 PRL10ng/白lでは 64.2%， 培養前

PRL 100ng，匂lでは 58.6%となったが，乙 の両者
90分間

共(Ccontrol培養液との聞に有意差を認められな 縫養後

t吾 養液

TYH-280 

コントロールb

PRL 10 ng/ml 

PRL 100 n日Iml

• : ICR総務巣上体尾部精子
b: PRL非添加TYH-280

精子運動率.C%+S.E.M.) 

77. 02:t 3. 20 

63.25:t5.14 

64.25:t3. ggN.S. 

58.62:t 4. 82 N.S. 
かった。数値には現れていないが， 90分間の培

養後の運動性を観察した印象では PRL添加群で

control (C比して良好であった(表一 1)。

体外授精後の受精率

Student's t test against control. 

N.S.: Not significant. 

3 -a. control培養液中で前培養 した精子による

受精率は 90.5%であった。 PRL添加群では89.6%

(PRL 10nιイnl)，85.99百(PRL50ng，匂1)，47.4%

(PRL 100ngぺnl)であり， PRL 50ngぺnl以上の群

で有意に受精が抑制 された(PRL50ng，匂1:P< 

表-2.PRL加培養液中で前培養した精子の受精率

0.05， PRL 100ng/ml: P< 0.01) (表一 2)。

3 -b.精子の前培養は PRL非添加培養液で行い，

授精の場(Ccontrol培養液およびPRL添加培養液

を用いたと乙ろ，すべての受精率は 93.9%から

87.2%でPRL添加群と controlとの聞に有意の差

は認められなかった(表 -3)。

体外授精後の受精率および体外受精卵の培養成績

精子前t音養液. 媒精培養液

コントロール。

PRL 10 ng/ml 
TYH-280 

PRL 50 ng/ml 

PRL 100 ng/ml 

.: ICR雄精巣よ体尾鶴精子
b: ICR雌卵子
。:PRL非赤加TYH-280
Chi-問 uare祖国同einstcontrol. 

媒精卵数b 受精卵数

74 67 

77 69 

71 61 

76 36 

・:P<0.05. ..: P<O.OI. N.S.: Not significant. 

受精E巨(%)

90.5 

89.6N.S. 

85.9・
47.4.. 

4 -a. control熔養液中で前培養した精子による

受精率は 90.3%であった。 PRL添加群では81.0%

(PRL 10ng，命1)，71.9% (PRL 50ng，命1)，58.1 % 表-3.PRL加培養漉中で媒精した卵の受精率

(PRL 100ng，命1)であり， PRL 50ng，命l以上の群
繍子前t宮j襲液.

で有意に受精が抑制された CPRL50ng，命1:P< 

0.05， PR L 100ng，句1:P<O.OI)。乙の体外受精卵

を引き続き PRL非添加摺養液中で培養したと乙ろ， WHEno 

煤楠培養放

コントロール

PRL 10 ng/ml 

PRL 50 ng/ml 

煤繍卵数b 受繍卵数

114 107 

85 76 

82 75 

% Expanded Blastocyst (%Exp)および%Hatching PRL 100間的I 86 75 

Blastocys t (% Hatch)の双方でPRL添加前第養酔.:ICRt糊巣よ体尾郡精子

において抑制の傾向がみられると共(C，%Expで b:ICR雌卵子
Chi-sQuare恒 9tagain9t control. 

はPRL10ng，命lとPRL100ng，合吐とで有意に抑制IJN.S.: N坑 significant.

一107-

受精率(%)

93.9 

89.4 N •S 

91. 5N.S 

87.2N.S 
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された (P< 0.05)(表 4)。 表-4.PRL加前培養精子の受精率および受精卵の発育

4 -b.精子の前培養は PRL非添加培養液で行い， 1-4. PRL却]前渚養精子の受精率および受精卵の発育

授精の場P:con trol培養液およびPRL添加培養液帽子前培聾液・ 2欄JZ臨帽卵敵b 畳欄卵散(16) 座盤胞 (16) 1p!化 (16)

を用いたと乙ろ，受精率は contro1とPRL10ng/mlコントロ-JLtc

では95.1%と 82.8%とで有意の差は認められなか p肌 10叩刷

ったが" PRL 50ngイnlとPRL100ng，令11では 81.4 PRL 50咽刷

%と 82.1% で有意に抑制された。乙の体外受精卵 PRL川 崎川

72 65 (90.3) 17/27 (63.0) 411 n23.5) 

58 47 (81.0)"" 9/30 (30.0)・ 3/24(12.5)"" 
TYH-280 

57 41 (11.9)・ 9/25(36.0)"'" 3/21 (14.3)制S

62 36 (58.1)・・ 4117 (23.5)・ 0/14 ( 0 )".. 

を引き続き授精の場と同様の培養液中で培養した:::TA託??ふ)岨子
と乙ろ， %ExpでPRL10n的 lにおいて有取れ，fニ?と;22mml
制された (p<0.05)のを除き ，%Expおよび%Hatch': P<0.05.・・ :P<O.OI・N.5.:Not叫 nifi同町

の双方でPRL添加培養群において有意の抑制は認

められなかった(表 5)。
表-5.PRL加培養液中での卵の受精率および受精卵の発育

後期2細胞期妊および8細胞期怪培養成績 精子前諸費液. 篠輔・繕聾
t倉.漉

峰繍聞置b 畳繍聞敏{別 E・阻{剖 周化 (X)

後期 2細胞期怪からの培養による%Expanded 

Blastocys t (% Exp)は controlおよびPRL添加群 TVHφ280

で60.0%から 70.7%と有意差は認められず， また

コントローJ.，
PRL 10ng/ml 

PAL 50ng/ml 

% Hatching Blastocyst (% Hatch)も25.0%から ..ICR鎗欄巣上体部帽子

37.9%と有意の差は認められなか った(表-6) 0 :: ~~~Y;~~C:~~~2~~3H) 隠卵子

61 

58 

59 

同じく. 8細胞期匪からの倍養では%Expで92.9?iJ272.uttなirrlN叫叩ificant

%から 100%，% Hatchでも 53.8%から 66.7%と

58(95.1)州 . 34/34( 100) 12/34(35.3) 

48(82.8)"" 26/32(81.3)' 11/32(34.4)純&

. ・・ S 48(81.4)' 26/27(96.31"‘ 8127(29.61 

55(82.1)" 34/37(91.91側..12/37(32.41"‘ 

両者ともに有意の差は認められなかった(表一7)。 表-6.後期2細胞期旺培養成績

考 察
ll'l養液 培養厄数. 鰹盤胞(耳) 解化(")

コントロールb 67 46(68.7) 8/24(33_3)N.S 

PRL 10ng/m1 73 47(64.4)NS 6/24(25.0)N.S 

PRL 50ng/ml 82 58(70.7)N.S 11I29(37_9)NS 

PRL 100ng/ml 93 53(60.0)N.S 10/35(28.6)N.S 

• . 1CR雌xICRt量交配卵子
b. PRL非漏加TYH-280
Chi-sQuare t8St egainst control. 

N. S. : Not significant 

PRLは血液10)のみならず瞬帯血 11!精液121 子

宮頚管粘液 13: 脳脊髄液14! 乳汁 15)などさまざま

なものに含まれている。 PRLと排卵障害との関

連については多くの報告が見られるが，精液や子

宮頚管粘液など受精現象に非常に関係の深いとこ

ろに PRLが含まれているにもかかわらず，その精

子や卵 K及ぼす影響は殆ど明らかではな ~'o また

近年，不妊症治療法のーっとして定着した感のあ

るヒト IVF-ET法2)においても，母体血清4)や瞬

帯血清16)が培養液に添加されるのが常である。ヒ

卜IVF-ET法における血清PRL濃度と受精率や

妊娠率との関係については，東らは一過性高PRL

血症のある患者では採取された卵の成熟度には差

はないが，受精率，卵脅j率および妊娠率は低かっ

たと報告している 17L しかし， Forman et al_I8)や

小田ら 19)は一過性高 PRL血症は卵の受精率，分割

率また妊娠率に影響を与えないと報告している。

表-7.8細胞期旺培養成績

t音!襲液 培養庭教.

コントロールb 15 

PRL 10ng/ml 14 

PRL 60ng/ml 14 

PRL 100 ng/ml 13 

• . ICR 鎚XICR雄交配卵子
b. PRL非漏加TYH.280

Chi-squor・t・SIogoinsl conlrol. 
N.S. : NOI significonl 
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厩鍵胞(首}

15( 100) 

13(92.9)N.S 

14( 100)N.S 

13( 100)N.S. 

解化{覧}

10(66.7) 

9(64.3)N.S 

8(67.1)N.S 

7(63.8)N_S 
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一方， Laufer et a1.20)は卵胞液中のPRL濃度についてではあるが， PRL濃度の高い卵胞から採取され

た卵においてより高い受精率と妊娠率が得られたとし， PRLの卵成熟への関与を示唆している。乙の

ようにPRLの配偶子への影響については，ヒ卜 IVF-ET法の成績の retrospect iveな検討では， 現在

のと乙ろまだ結論は得られていない。マウス匪を用いた実験的検討では，吉田ら21)はヒト PRLをマウ

スの匪培養K添加したと乙ろ妊発育が抑制されたと報告しているが，マウスPRLとヒト PRLとの構造

の違い22)を考えると同種のPRLを用いた実験系が必要となる。今回の実験結果より， in vivo受精卵

(2細胞期卵および8細胞期卵)の発育には全く影響を与えなかった。また，精子の前培養tcPRLを加

えず媒精およびinvitro受精卵の培養KPRLを加えても受精や庇発育を抑制しなかった乙とより，未

受精卵 K対する受精阻害作用などは認められなかった。一方，精子の前倍養 ~LPRL を加えたととろ通

常の前培養時間では受精能を抑制した乙とから， PRLの前培養過程における capacitationへの影響が

強く示唆された。しかし脳下垂体移植による高PRL血症維マウスの精巣上体尾部精子による体外受精

においてはcontrolとの聞に差が認められなかったという成績23)を考慮すると， in vivoとinvitro に

おけるPRLの作用の違いというものを考えなければならないかもしれない。今後 PRLの invitroに

おける配偶子への影響をさらに明らかにする乙とは，生殖現象における PRLの役割を解明するばかり

でなく，ヒト IVF-ET法による臨床成績の向上をももたらすものと期待される。
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プタ・ヒト透明帯共通抗原K対するモノクローナル

抗体の受精阻害作用Kついて

Inhibitory effect of monoclonal antib吋iesto porcine zona pellucida antig叩 cross-reactive to 

humans on in vitro fertilization systems 
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Anti-ferti1ity effect of three monoc1ona1 antibodies (3A4-2G1， 105-

2B7， 1F2-1B8) produced to porcine zona pe11ucida (PZP) antigens cross-

reactive to humans was studied by using in vitro fertilization system of 

porcine and human eggs. Po1yc1ona1 mouse antiserum to PZP had a strong 

inhibitory effect on both porcine and human eggs. However， on1y two 

monoclonal antibodies (3A4-2G1， 1D5-2B7) on porcine eggs and no monoclonal 

antibodies on human eggs did show the inhibitory effect. When the 

monoc10na1 antibody-treated human eggs were further treated with anti 

mouse y-g10bu1in serum as a second antibody， two of the three monoc10nal 

antibodies (3A4-2G1， 105-2B7) showed an inhibitory effect on sperm 

binding and penetration to ZP of human eggs. These resu1ts suggest that 

the antigen epitopes corresponding to the monoclonal antibodies with 

anti-ferti1ity activity might be 10cated dense1y or c10se to the sperm 

receptors on ZP of porcine and human eggs. 
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【緒言】

日制動物の卵周囲を取り巻く透明帯(ZP)は精子の種の認識(精子T配 eptor)、多精子受精の阻上、受精卵の保

護といった生殖生理学上重要な役割を担っている。またZPは一般に3種の糖蛋白質から成り、マウスでは各糖

蛋白質と機能との関係が明らかになりつつある。 H 一方、 ZPに対する抗体は、 in vivoまたはinvitroにお

いて強い受精阻割問を示すごとが実験動物で報告されている。 2)叫剖引 更に、 1977年SaccoがブタZPと

ヒトZPの交文反応性を見出し引 またShiversが原因不明不妊婦人血中にプタ卵を使った蛍光抗併殺で検出さ

れる抗卵抗体の存在を発表7)して以来、ブタZPの避妊ワクチンへの応用を目的とした基礎的実験が数多く成さ

れてきた。 8川 しかし蹴丘、可溶化したブタZPまたはその主成分をサル、犬、ウサギに免疫した場合、免疫

動物は不妊にはなるが、卵巣機能障害を起こすことが明らかになり、ブタZPの不純抗原を遡王ワクチンとして

利用するごとは危険であるごとが解ってきた。ワクチンの開発には卵巣機能障害を起こさないでしかも精子と

卵のintぽ actionのみを阻害して不妊を起こすような抗原の精製が求められる。本研究では、ヒトZPと抗原性

を交叉するブタZPに対するモノクローナル抗体を作製し、ブタおよびヒト卵と精子のintぽaCtionに及ぼす抗

体の影響を検討するとともに、抗体の受精阻害機序について考察した。

【実験材料と方法】

1.モノクローナル抗体

単離ブタZPを免疫したBALB/cマウスの牌臓細胞をマウスミエローマ細胞(P3/x63Ag8UI:P3UI)と細胞融合し、定

法に従いIlybrid卵胞を樹立し、その産生するモノクローナル抗体を実験に用いた。実験に用いたモノクローナ

ル抗体(3A4-2Gl.lD5-2B7. lF2-1B8)は、いずれも蛍光抗体法で特異的にブタとヒトZPと反応し、

ハムスター、ラット、マウスZPとは反応しない抗体である。 ID5-2B7(IgG，)はモノクローナルであるにも拘ら

ず、ゲル内沈降即芯で可制ヒブタZPと沈降線を形成した。

2. in vitro受精実験去

ブタのinvitro受精はNagaiらの方法l引に従った。即ち、卵細胞を28時間佃&lmlの邸Aを含む叫RB中で培養

し成熟させた後、 5昭/mlの抗体を30分間処理し、充分リンスし、終濃度lxl08/mlのフ.タ精子で媒精し22時間後

に卵を固定染色し観察した。ヒト精子のinvitroにおけるヒトZPへの結合実験は著者らの方法l叫に準じて行

なった。即ち、婦人科疾管、により摘出された卵巣から卵細胞を取り出し40-48附制非働化ヒト血清を含む

耐RB中で培養し、ブタの場合と同様に処理した。終濃度lxl06/mlのヒト精子で媒精し15時間後、卵を充分ピペ

ティングし、直ちに位相差顕微鏡下で付着および進入精子数をカウン卜した。

【実験結果】

フ.タ卵のinvitro受精実験では表1に示すように、正常マウス血清から精製したControlIgGを用いた場合、

24個の卵のうち22個(92%)の卵に膨化精子頭部または雄性前核が認められた。これに対し、抗プタZPポリクロ

ーナル抗体(マウス抗血清)を処理した卵では受精率はわずか脱で、強い受精阻害が認められた。モノクロー
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表1

Effect of the monoclonal antibodies on in vitro fertilization of porcine eggs 

No.of No. (毛)of eggs penetrated mean No. 

antibodies examined with enlarged with both 
of sperm 

eggs total 
sperm head pronuclei 

/ egg 

control IgG 2件 22 (92) 21 3.0 

anti-PZP 1) 26 2 ( 8) 2 。 1.0 
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
Mab-3A4 叫2 15 (36) 15 。 1.5 

Mab-1D 5 37 o ( 0) 。 。 。
Mab-1F2 38 32 (8斗} 31 2.7 

1) anti-pZp; mouse antiserum to porcine zona pellucida 

表2

Effect of monoclonal antibodies on human sperm binding 
and penetration to Zpe of human eggs 

anti- No. of No. of No. of 

antibodies mouse examined bound penetrated 
to PZP 1) Ig2】 eggs sperm/egg sperm/egg 

control 3) 9 >50 2.l:!:3.0 (1-9) 
anti-PZPゆ 5 。 。
Mab-3A持 2 >50 2.0:t1.4 (1-3) 

Mab-1D 5 3 >50 2.3:t1.2 (1-3) 

Mab-1F2 2 >50 5.5士3.5(2-9) 

3) 
+ 3 >50 8.0:t3.5 (3_14) control 

Mab-3A斗
Mab-1D 5 
Mab-1F2 

+
+
+
 

H凶
τ

“uy
今コ

。。
>50 

0 

0 
6.0士2.5(3-11) 

1) PZP; porcine zona pellucida 
2) Ig; immunoglobulin 
3) c己ntrol:ascites from a muose innoculated with P3U 1 cells 
匂)anti-PZP; mouse antiserum to porcine zona pellucida 
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ナル抗体の場合、 3A4-2Gl.lD5-2B7. lF2-1B8抗体処理卵の受精率はそれぞれ15/42(36克).0/37 (臨，).32/38 

(84%)で抗体によりその受精阻害率は著しく異なっていた。受精阻劃乍用の認められた3A4-2Glまたは

lD5-2B7を処理した卵ではポリクローナル抗体を処理した卵と同様な説蜂帯か百要面に形成されていたが、受

精阻割乍用の認められなかったlF2-1B8を処理した卵では沈降帯の形成はなかった。

表2はinvitroでのヒトZPへのヒト精子の結合性および貫通性に対するモノクローナル抗体の景簿を見たも

のである。ミエローマ細胞P3U1を腹腔に移植して得たマウス腹水を使躍した対照卵では9個のうちすべての卵

に卵→固当たり50以上の精子が結合し、また明らかにZPに進入しつつある精子も平均2.11:3.0認められた。

抗ブタボリクローナル抗体(anti-PZP)を処理した卵では五衰面に訪持帯が形成され、精子の結合も進入も全

く認められなかった。モノクローナル抗体の場合は、 3種の抗体いずれも、モノクローナル抗体単独の処理で

は精子のZPへの結合・進入に対し全く抑制効果を示さなかった。しかし、モノクローナル抗体を処理した卵に

さらに第二抗体として抗マウスγーグロプリン抗体を処理すると、 3A4-2Glと1D5-2B7の2つの抗体でZPへの精

子の結合阻害が見られた。lF2-1B8では第二抗体を用いても阻劃午用は見られなかった。ヒト卵とモノクロー

ナル抗体のみの反応では沈降帯は形成されなかったが、第二抗体を反応させた場合には、 3A4-2Gl.lD5-2B7を

処理した卵において沈降帯の形成が見られた。

【考察】

精子とZPのinteractionとして、認識(attachment)、結合(bindi昭)、進入(開letration)の3ステップが想

定されているが、抗Zf杭体が受精をF且害するのはどのステップを障害するのであろうか。精子の認識と結合に

は精子r配 eptorが関与しており、これは種特異的な反応と考えられるので、本実験で用いた3つのモノクロー

ナル抗体はブタ・ヒト共通抗原を認識することから、精子Tec叩torそのものに対する抗体とは考え難い。ブタ

卵の受精阻害を示した2つの抗体(3A4-2Gl.lD5-2B7)の作用機序としては、精子T四叩too丘くの抗原エピトー

フ。に結合してr配 eptorがマスクされた可能性が強い。また認識の後に続くbindingに関与した機能を持つZPの

分子に抗体が結合し、受精が阻害された可能性もある。また更に、 ZPの概査蛋白質に抗体が結合することに

より、精子がZPを通過するのに必要な酵素の作用標的がブッロクされ、精子進入が阻害された可能性も考えら

れる。しかし、受精を間害された卵には必ずE表面に沈降帯が形成されていたことから、その機序は精子

r配 eptorに近接した抗原エピトープに大量の抗体が結合することによって引き起こされる非特異的な精子

receptorのマスキングが大きく関与していると考えられる。ヒト卵の場合、 3A4-2GlとlD5-2B7は鞘虫で処理

しでも精子の結合・進入を障害しなかったが、第二抗体を反応させると沈降帯の形成と同時に強い阻害が起こ

った。このことはおそらくヒト卵のZPではプタ卵のZPにおけるほど、両抗体に対する抗原エピ卜ープが密に存

在していないため、モノクローナル抗体が結合したうえにさらに第二抗体カ結合することにより初めて精子

receptorがマスクされたものと考えられる。

モノクローナル抗体単独では受精阻害を起こさないが、第二抗体を加えて受欄且害を起こすモノクローナル

抗体であっても、その対応抗原はヒトの避妊ワクチンを考える上では重要である。というのは3A4-2GlやlD5-
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2B7抗体の対応抗原エピトープのようにヒト精子receptorに近接しているエビトープであれは、それらモノク

ローナル抗体を指標として分子全体を精製し動物に免疫し、受精阻割乍用を持つ副反応の少ないポリクロナー

ル抗体を得るごとか可能であるからである。範丘、 ZPの精子receptorは糖蛋白質の糖部分であるとする報告が

多い。 1)16)川 また一般にポリクローナル抗体IgGは強い受精阻割問を示すが、そのFabはブタを除いて

受精阻害を示さない。 5)8】引 これらのことから、精子r配 eptorは免疫原性が低くreceptorそのものを認識す

る抗体は産生されにくいと思おれる。したがって精子receptorそのものよりもr配 eptorを含んだ糖蛋白質全体

を標的としたほうが良いと考えられる。精子receptorは卵と精子の認識機能分子で・あるから、 ZPに特異的と考

えられるが、糖蛋白質全体となると複数のエピトープが存在し、ほかの組織との交叉反応による冨肝午用が問題

となる。従って、充分な避妊効果を持つ最少エピトープ数の抗原分子を調製することが重要である。高丘マウ

スZP3のcDNAがクローニングされたが、 20) このような遺伝子工学的方法により合成したペプチドを用いれ

ば、安全なワクチンの生産も可能となろう。現在我々はとのような条件を満たす抗原分子として3A4-2G1の対

応出京について分析を進めている。
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In Vi tro Fert i 1 izat ion of Rabbi t Eggs Using Spermatozoa 

Treated wi th Lysophosphatidyl Chol ine 

Kahei SATO 

Laboratory of Anima1 Reproduction， Co11ege of 
Agricu1ture and Veterinary Medicine， Nihon 
University， Fujisawa 252， Japan 

Guine pigr spermatozoa can be induced by exposing to 1ysophospha-
2+ tidy1 cho1ine(LC) in Ca~'-free medium for 60-75 min(F1eming and Yana-

gimachi ，1982). This effect of LC was confirmed in hamster ~ sperma旬zoa

(Ohzu and Yanagimachi，1982). Rabbit spermatozoa has been considered 
to be comparative1y difficu1t inducing capacitation under i n vitro 

conditions(Yanagimachi，1983). Thus，正tis of interest to examine 
the effect of LC on capaci tation of rabbi t spermatozoa under in vitt。
conditions. 

Materia1s and Methods 

Mature Japanese white fema1e and ma1e rabbits were used. Fema1es 
(2.3-2.7 kg body wt.) were housed in individua1 cages for 17 days to 
e1eminate the chance of pseudopregnancy before use. The egg donors 

were superovu1ated by PMSG and hCG using our method reported pre-

vous1y(Sato， 1984). Eggs were recovered 14.5 hr after hCG injection. 
A1most of them had compact cumu1us ce11s. To remove the cumu1u ce11s， 
the eggs were p1aced in the dish containing the medium with 1も hy-

a1uronidase and then rinsed through1y・.Before insemination， the eggs 
were p1aced in the fresh medium for 1ess than 20 min. 

Semen was co11ected using an artificia1 vagina(Sato，1984). Indi-
vidua1 ejacu1ates were poo1ed in a modified Tyrode's solution(Sato 
and Suzuki，1985). On1y 80 or moreも progressivemoti1e spermatozoa 
were used. For i n vi tro capacitation ， spermatozoa were washed in 
the medium by centrifugation(800 r.p.m.， 8 min) and then the sperm-
atozoa were incubated in the medium containing 0-50 ugjm1 of LC for 
15 min at 370C(5も CO

2
in air~ .After exposing to LC， the spermatozoa 

were separated from the supernatant by centrifugation and resuspen-

ded in the fresh medium. Further， the sperm suspension was incubated 
for 3 hr at 370C under 5も CO

2
in air. 

In vitr~ ferti1ization was performed according to a previous re-
port(Sato and Suzuki，1985). To examine sperm moti1ity， at various 
times after the start of incubation a drop of the sperm suspension 
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was transferred onto a slide glass and the も ofmotile spermatozoa 

was determined wjth a phse-contrast microsocope(Nikon). 

Results and Discussion 

When examined between 0.5 and 1 hr after incubation， the control 

spermatozoa did not display active movement. Some of them agguluti-

nated head to head. At 3 hr after incubation， the control spermato-

zoa showed the active beating of their tails. On the other hand， 
about 40宅 of LC-treated spermatozoa were displaying th~ active mo-

ti1ity within i hr after sperm incubation. The surviva1 rate of the 

spermatozoa treated with LC declined rapidly with the advance of the 

incubation time， as compared with the control spermatozoa. 

Resu1ts on fertilization in vi tro of rabbit eggs using LC-treated 

with spermatozoa were presented in Tab1e 1. The present resu1ts in-

dicate the stimulatory effect of LC on capacitation of rabbit sperm-

atozoa. 
Table 1. In Vitro Ferti Ilzation ()f Rabbi t Eg3s by Spermato20a Incubat日d

in mT Containing Lysophosphatidyl Cl10l ine (LC) 

Observation Dose of LC No.of eggs No.υf eggs No.of ferti 1 ized 
time(hr) after (μg/ml) i nsem i nated fert i 1 i zed eggs shol< i ng 

i nsemi nation (%) Sl<ol len pronucleus 
sper問 forma t i on 

head(%) (:J:) 
3 。 20 18(40.0) <1(22.2) 0 
3 10 17 11(64.7) 3(27.3) 0 
3 20 12 12(100.0) 6(50.0) 0 

3 50 20 20(100.0) 9(45.0) 0 

6 。 20 20(100.0) 10(50.0) 2(10.0) 

6 10 16 16(100.0) 7(43.8) 3(18.8) 

6 20 21 20(95.2) 7(35.0) 6(30.0) 
6 50 20 20(100.0) 3(15.0) 15(75.0) 

3・ 。 28 2(7.1 ) 。 。
mT: A modified Tyrode's solution 
本 :Spermat020a were prei ncubated for 1 hr i n mT 
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晴乳動物卵子研究会会則

名称

第 1条 本会は，晴乳動物卵子研究会と称する。

事務局

第 2条 本会の事務局は ，東京都内または近隣県内K置く。

目的

第 5条 本会は ，晴乳動物卵子の研究bよびその成果の普及を図るととを目的とする。

事 業

第 4条 本会は ，前条の目的を達成するためVC，次の事業を行う。

(1) 研究会の開催

(2) 会誌の発行

(3) 研究K関する情報の交換

( 4) その他本会の目的達成K必要念事業

会 貝

第 5 条 本会は，次の会員をもって組織する。

(1) 正会員は哨乳動物卵子K関する研究K従事しているか，または関心を有する者。

(2) 賛助会員は本会の主旨K賛同する法人，なよびとれに準ずる者で理事会が認めたもの。

(3) 本会Kは名誉会員をま，.，.<ζとができる。名誉会員は本会K多大の貢献のあった正会員で理
事会で推薦し ，総会で承認された者。

入会

第 6 条 本会K入会しようとする者は.所定の申込用紙K必要事項を記入し，入会費bよび会費を添え

て事務局K申し込むものとするものとする。

退会

第 7 条 会員で退会しようとする者は，退会届けを事務局K提出し，その年度までの会費を納入しなけ

ればならない。

第 8 条 会員は，次の事項K該当する時は会員の資格を失う。

(1 ) 会費未納の場合

(2) 会員と して不適当と理事会が認め ，総会で ζれを承認した場合。

役員

第?条 本会K次の役員を置 く。

会 長 1名

副会長 1名



臣と

幹

事

事

事

若干名

2名

2名

理

第 10条 会長は，本会を代表し 9会務を統括する。副会長は会長を補佐し，会長K事故があるときはそ

の職務を代行する。

2. 理事なよび監事は，理事会を組織し，本会運営の重要事項Kついて審議する。

五 監事は，本会の業務bよび会計の執行Kついて監査する。

4. 幹事は，本会の会務K従事する。

第 11条 役員の選出は，次Kよって行う。

(1) 会長むよび副会長は，理事の互選Kよる。

(2) 理事会よび監事は ，理事会で推薦 し，総会で決定する。

(3) 幹事は ，会員中より会長が委嘱する。

第 12条 役員の任期は 2年とし，再任を妨げない。

総会

第 13条 総会は毎年 1回開催する。ただし，会長または理事の過半数が必要と認めたときは，臨時Kと

れを開くととができる。

2. 総会は会長が召集し，その議長となる。

五 総会は正会員の 5分の 1以上の出席で成立し，出席者の過半数の賛成Kよって議決する。

第 14条 総会は次の事項を審議し，決定する。

(1) 事業報告辛子よび決算

(2) 事業計画なよび予算

(3) 役員等の選任bよび解任

(4) 名誉会員の推薦

(5) 会費の金額なよび徴集方法の決定，変更

(6) 会則の変更

(7) その他の必要事項

会計

第 15条 本会の会計年度は.毎年4月 1自に始まり翌年5月31日K終わる。

2. 本会の経費は会費，寄付金bよびその他の収入をもってとれKあてる。

附則

との会則は，昭和59年 4月5日K制定 し，昭和62年 4月25日K全面改定し，同日から施

行する。



晴乳動物卵子研究会誌投稿規定

1. 投稿論文は、原則として晴乳動物卵子の諸問題に関する未発表の和文または英文の原著 (Fullpaper) 

短報 (Briefnote)、総説 (Review)とし、著者は本会の会員に限る。

2. 投稿論文は、編集委員会で審査し、掲載が決定したものについて受付順に掲載する。

なお、掲載が決定したものについて著者は本会指定の原稿用紙にタイプまたはワープロで印刷し、編集委

員会11:送付する。

3. 原著論文は刷り上がり 6頁以内、短報jは同じく 2頁以内とする。超過ページについては実質を著者負担と

する。なお、本誌ー頁は 400字詰原稿用紙4枚に相当する。

4 本文が和文の場合、英文の表題、著者名、所属名および要旨を付記する。また，本文が英文の場合，和文

の表題，著者名，所属名および要旨(400字以内)を付記する。

5 引用文献の記載方法は下記の例iζ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 acrosαne reaction of hamster spermatozoa in vitro. 

Biol. Reprod.， 1 6， 22 8 -2 3 1 . 

b) 新村末雄、石田一夫(1 98 5 ).ハムスター頼粒層細胞における 17s-

Hydroxysteroid dehydrogenaseの組織化学的研究、日本不妊学会誌、 30，36-46.

単行本の場合

c) Yanagimachi， R. (1981). Mechanisms of fertiliuition 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一マウスを中心K，“暗乳類の発生工学'大沢仲昭、

江藤一洋、舘剤、御子紫 克彦編、ソフトサイエンス社、 P.2. 

6. 別刷を希望する時は 50部単位で受け付ける。

7. 原稿の送付および投稿IL関する照会は、下記宛とする。

干252

神奈川県藤沢市亀井野 1866 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

TEL 0466-81-6241 内線 332

崎乳動物卵子研究会編集委員会



編 集 後 記

大先輩の大槻先生から編集委員長の重責を引きつく・ ζ と ~~!J ました。不慣れのため種々御迷惑をカミけ
るζとと思いますが.精一杯頑張る覚悟です。

晴乳動物卵子K関する最近の研究の進歩はまととK目覚ましく，医学がよび獣医畜産領域K訟ける
IVF/E Tの実用化，実験動物ではトランスジエニツクマウスの作出をはじめとする種々の庇操作技術
の開発など，まさK止まる所を知らぬ勢いです。しかし，一方では，先を急ぐあま D基礎的な面の検討が
置き去り にされている感があbます。マウスとウサギ以外の実験動物では初期匪の培養さえ満足にできな
いのが，その一例です。

誕生してから日の浅い本誌が，世界Kも類を見ないユニークな晴乳動物卵子の専門誌として，その速報
性とノート代!J~投稿できる気安さを保ちながら，国際的K通用する水準も維持して行くという.や L 慾
の深い目標K向って努力したいと考えて;1;'!Jます。何卒，会員の皆様の絶大なる御支援をな願い申し上げ
ます。

豊 田 裕

編 集 委 員

委員長:豊田 裕

委員:石島芳郎，井上正人，岩城章，遠藤克

香山浩二，鈴木秋悦，花田 章
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M-7 (Isocage & Isocap) 

Hffil竺;冬型2Z4:立長女:24:ヨ:342!:ヲ:24
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

わが国初認可プ口ゲステ口ンの測定をわずか2時間に短縮。
・百九日社けてブ口ケスJ口ンiII亭-こ IIIJ;jして牛のlDJlI川力、-ござけ

家畜の黄体機能を推測する上て¥ 血中ブロ

ゲステロン濃度の測定は有力な手段て'す。こ

の測定にはRIA法などし、ろいろな方法がありま

すが、測定感度、操作のt取量さ、所婆時間、特殊

な施設などそれぞれに問題点がありました。

これに対して「オブチェ ックJ は、牛乳中

のプロゲステロンを簡単な困相法EIA(勝繁免

疫法)によっつピ約2時間で科学的に直後測定

する画期的なキットです。

3r:J;riliiil~串罰用EIA串iilt・

-特長

・検査には、採材し易い牛乳(全乳)を用います。

・牛乳中プロゲステ ロンを、高感度で祖IJ定でき、再現性が高L、EIAキ

ットです。

・操作が簡便で、短時間(約2時間)で測定できます。

・機器による定量測定だけでなく、目視判定ができます。

・RIA(放射免疫法)及びニ抗体EIA法tの相関が良好です。

・放射性同位元素を用いないので、特殊な設備を必要tしません。

・アメリカやヨーロ ッパではすでに牛の早期妊娠診断に広〈普及して

います。

|お問い合せ妙 話器 ft044引 6-0400I 

製造元ケンアJ・β3ライフサイエンス社
C.n-、bridgeVeterinary Sc 

愉入発売元⑥安ニJD震露繍賀会誼
adi....曲目、 01Carr、bridgeUfe sc幡町田園c



F田区 牛受精卵恒温濯流液回収用

満義
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

100 VAC 50/60Hz 4A 

本体 440x 1 70 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

1，500単位
3，000単位
5，000単位
10，000単位

日本薬局方 注射用血清性性腺刺激ホルモン
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