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1988I  Observations on Supplementary Sperm and the Pol訂 Body

in Rabbit Fertilized Ova 

Kenichi Higashi， Teruo Maeda and Yoshio Tsutsumi 

Animal Reproduction Laboratory， Faculty of Applied Biological Science， 

Hiroshima University， Higashihiroshima-shi， Hiroshima 724， Japan 

Abstract Rabbit eggs from the 1-cell to the expanding blastocyst stage were examined for 

a study of the distribution of supplementary sperm and polar bodies. A total of 252 eggs 

was recovered from 37 does from 18 to 160 hours following mating; 237 of them were ferti 

lized. Supplementary sperm persisted in 221 of the fertilized eggs (93.2%). Mean number 

of supplementary sperm in all fertilized eggs was 6.5士5.8，and of those recovered at 160 

hrs post coitum was 3.2. Though the proportion of eggs with agglutinated supplementary 

sperm was over 50% in the 1-cell to the 16-cell eggs， the proportion significantly de-

creased after the 32-cell stage. Three polar bodies were observed in 27 eggs (19%) out of 

142 during the 2-cell to the morula stage. Although the polar body was always located 

peripherally in the perivitelline space in the 2-cell stage， some eggs with one or two 

polar bodies located centrally among the blastomeres were found in both the 4-cell and the 

8-cell stages in the present study. The same phenomenon was observed during in vitro cul-
ture of the 2-or the 4-cell stage eggs， also. It was noted that one to five sperm ap-

peared in some blastocoelic cavities. 

Introduction 

Pincus and Enzmannl1 found supplementary sperm located in the perivitelline space of 

the rabbit ovum at 12 3/4 hours after copulation. The numbers of supplementary sperm in 

rabbit ova were reported to be 5.5 per egg at 20 to 23 hours after mating by Bedford21， 

and 20 in the 16-cell stage at 50 hours after mating by Adams 31
• Numerous supplementary 

sperm in rabbit 8-cell eggs showed intact microscopic morphology川. In an ultrastructural 

study by Oh and Brackett51， the inner acrosomal membrane and the equatorial segment of the 

supplementary sperm in an ovum 1 1/2 hours after insemination in vitro were clearly evi-
dent. And in ferti 1 i ty trial s， insemination wi th 1，000，000 epididymal spermatozoa in 1 m.Q 

serum/Ringer solution showed that the number of supplementary sperm was 4.2 per egg recov 

ered 18 hrs after mating 61 • These reports are fragmentary and do not clarify how long 

supplementary sperm persist in developing rabbit embryos. 

The chromosomes of the first polar body in rabbit ova sometimes undergo the second 

meiotic division， causing three polar bodies in an ovum 71 • Assheton81 reported that one 

polar body occasionally mingled with the βegments of the rabbit 8-cell eggs and placed it 

self within them， while the other remained in the perivitelline space. And Gregory9) re-
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ported that in about 25 to 27 eggs， the polar bodies appeared to occupy the depressions 

between cells; and in one or two cases they appeared to have been forced to occupy a posi-

tion with the cells which are enclosed. However， it is not yet clear whether such a phe 

nomenon commonly occurs in the rabbit. 

1n the present study， rabbit eggs in various developmental stages from the 1-cell to 

the expanding blastocyst were examined with respect to number and shape of supplementary 

sperm and polar bodies， which may change during 18 hrs to 160 hrs after mating. 

Materials and Meth吋s

Thirty-seven female Japanese White rabbits were bred twice with fertile bucks by nat 

ural matings and injected intravenously with 20 1.U. of hCG to insure ovulation. The eggs 

were recovered in vivo by flushing the oviducts at 18 hours post coitus (hrs P.c.) 

(4 does)， 24 hrs p.c. (6 does)， 30 hrs p.c. (5 does)， 38 hrs p.c.(6 does)， 48 hrs p.c. 

(3 does)， and 60 hrs p.c. (3 does)， by flushing both oviducts and uteri at 72 hrs p.c. 

(2 does)， and by flushing uteri at autopsy 90 hrs p.c.(3 does)， 120 hrs p.c.(2 does)， 144 
hrs p.c.(2 does)， and 160 hrs p.c.(one doe) using Ringer's solution supplemented with 20% 
rabbi t serum. 

Eleven of those cleaved ova recovered from oviducts at 18 hrs p.c. and 9 at 24 hrs 

p.c. were taken for in vitro culture. After recovery， these eggs were washed two or three 
times with Ham's F12 medium (G1BCO) and then introduced into droplets of 0.5 mQ of the 

same medium， which included 20% (v/v) inactivated rabbit serum and 100 1.U./mQ K-penicil-

lin G and adjusted to a final pH of 7.4 by dropwise addition of 7.5% (w/v) NaHC03 under 
liquid paraffin in petri dishes (35 mm in diameter). The eggs were cultured at 38t= in a 
humidified gas phase of 5% CO2 and 95% air for 48 hrs and observed every 6 hrs. 

All eggs， except those cultured in vitro， were transferred to glass petri dishes and 

viewed by an inverted microscope using differential interference to count the number of 

supplementary sperm and to locate the polar bodies. The number of supplementary sperm was 

counted very carefully. Second or third polar bodies， small spherical cellular bodies 

nearly as large as the first polar body， mainly situated in the perivitelline space， were 

also located， if present. Then the eggs were fixed in 2.0% glutaraldehyde in 0.2 M caco-

dylic acid buffer for 2 hrs at 4t=. After washing with 0.2 M cacodylic acid buffer for 8 
hrs， they were postfixed in 2% OS04 in cacodylate solution for 1 hr at 4t=， and were put 
into agar blocks (1-1.5% w/v)， dehydrated in ascending concentrations of acetone up to 

100% to embed in Epok 812. Successive sections (1μm in thickness) were made using an au-

tomatic ultramicrotome (Porte-Blum， Sorvall). The sections were stained with 1% (w/v) 

toluidine blue solution in 1% (w/v) sodium borate solution (pH=10.2)， and examined for 

supplementary sperm and polar bodies using a phase-contrast microscope. 

Results 

A total of 252 eggs was recovered from 37 does; 237 of them were fertilized. The 

mean number of eggs recovered per doe was 9.4士2.6(me加盟.D.)(range4-14). Supplementary 

η
ζ
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50 

sperm could not be faund in 16 (6.8%) 

fertilized eggs; the mean number was 6.5 ~ 

5.8 in all fertilized eggs. The mean num--

bers of supplementary sperm counted in 

eggs recovered at each time after mating 

are illustrated in Text-Fig. 1 (range， 

13.1-2.6). All supplementary sperm ob-

served by light microscopy were intact and 

well preserved in the perivetelline space 

(Figs. 1-4). 1t was also evident that one 

to five sperm appeared in the blastocoelic 

cavity; that is， 2.0=1.4 sperm in 5 out of 

6 early blastocysts， 2.0:1.0 sperm in 5 of 

10 blastocysts， and 2. 7il.5 sperm in 11 of 

47 expanding blastocysts (Fig. 6). 

Although two or more supplementary 

sperm appeared agglutinated together in 

many l-cell eggs at recovery， a few eggs 

in this stage demonstrated that sperms 

which were sWlmming separately in the 

perivitelline space just after recovery 

showed agglutination of sperm， mostly in 

proximity to the polar body， within one 

hour after recovery. 1 n the 2-ce 11 eggs， 

most agglutinated sperms were located in 

the bipolar and wider perivitelline space 

formed by the junction of two adjacent 

blastomeres. Changes in incidence (見)of 

eggs possessing agglutinated sperm in each 

cell stage are shown in Text-Fig. 2. The 

proportion of these eggs was briefly over 

50% during the l-cell to the 16-cell stage， 

and afterward it sharply decreased to the 

morula stage. 1n the early blastocyst， it 

was difficult to find supplementary sperm. 

Three polar bodies were located in 27 (19%) eggs out of 142 from the 2-cell to the 

morula stage (Table 1). It was impossibfe to identify the polar body in the early blasto-

cyst stage， because of the extremely narrow perivitelline space and the small cell-size of 

the blastomere. Al though the polar body was always located peripherally in the perivitel-

line space in the 2-cell stage， eggs with one polar body located centrally among the 

blastomeres were sparsely found in both the 4-cell and the 8-cell stages in the present 

study (Figs. 5 & 6). In the in vitro experiment， it was clarified that the third polar 
body appeared in the 4-cell stage and one of the polar bodies sometimes moved into the 

central portion among blastomeres， with the exception of one case in which two polar bod-

ies were located in the central portion among blastomeres， also. 
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Table 1. lncidence of three polar bodies and location of the 
polar bodles in eggs 

第 1号晴乳卵研誌(J. Mamm. Ova Res.)第 5巻

No. of eggs possessing 
polar bodies located in 
the central portion 
among the ~la~tomeres 

(%) 

No. of eggs with 
3 polar bodies ~ 
No. of eggs observed Cell stage 

(%) 

1-cell 
2-cell 
4-cell 
6-cell 
7-cell 
8-cell 
9-cell 
16-cell 
32-cell 
morula 

(39.4) 

(18.9) 
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(14.1) 20 ( 19.0) 142 / 27 Total 

Discussion 

According to photographs of rabbit fertilized eggs by Soupart41， agglutination of 
supplementary sperm is evident in the perivitelline space. 1n spite of a high incidence 
(over 50%) of rabbit eggs with sperms agglutinated in the l-cell to the 16-cell stage， it 
is curious that no description appears hitherto on the agglutination of supplementary 
sperm. Reasons for the occurrence of agglutination of supplementary sperm in cleaving 
eggs are not clear and remain to be explored. 
1n the present study， three polar bodies were recognized in some eggs later than the 

2-cell stage (Table 1)， and in vitro egg culture showed that the third polar body appeared 
in the 4-cell stage. Therefore， the third polar body may appear during the 2-cell to the 
4-cell stage， and incidence of eggs having the third polar body was about 20%. 
Gregory91 suggested that in the undivided egg to the 2-cell stage egg， the polar 

bodies are often found in close proximity to each other and in the 4-， 8-and later cell 
stages they are often found separate， and in many cases very far removed from each other 
to occupy the concavity formed by the junction of two adjacent cells. This trend is in 
reality demonstrated in the present study， also. Gulyas101 suggested that rotational 
cleavage occurs in one of two blastomeres during the second cleavage in the rabbit. 1t 
was also reported that one of two polar bodies was mingled with the segments of the egg81. 
Therefore， it is speculated that the migration of the polar body directed to the central 
portion among blastomeres may be related to rotational cleavage， and that this phenomenon 
frequently may appear in the 4-cell to the 8-cell stage. Gregory91 observed that in 
rabbit eggs of about 25 to 27 cells， the polar bodies appear to be living and always occu-
py the depressions betweeen cells; and-in one or two cases they have been forced to occupy 
a position with the cells which are enclosed. Batta et al. 111 demonstrated that the sec-
ond polar body in the rhesus monkey egg was located among the blastomeres. Gregory91 as-
sumed that the variation in positions of the polar bodies is due to segmentation， pressure 
and readjustment， because the polar加diesmay be shifted more readily by very small pres-
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sure than are larger cells. 

Nozawa12l noted that rabbit embryos do not hatch from the zona pellucida in vivo be-

fore implantation which begins later than 168 hrs after mating 13l
• In the present study， 

sperm were found both in the perivitelline space and in the blastocoelic cavity of five 

expanding blastocysts recovered 160 hrs p.C.， and these sperm seemed to be intact in light 

microscopy. Therefore， i t is of interest to determine the fate of these sperm in vivo at 

and after implantation. 
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EXPLANATION OF FIGURES 

1. l-cell egg recovered from the oviduct at 18 hrs p. C.， showing supplementary sperms 

(small arrows)， two polar bodies (large arrows)， two polar bodies (small arrows)， 

zona_pellucida (ZP)， and two pronuclei (PN) (X704). 

2. 2-cell egg recovered from the oviduct at 24 hrs p.C.， showing agglutinating sperms 

(small arrow) in the perivitelline space and the polar body (large arrow) occupied 

the concavity formed by the two adjacent cells (X1067). 
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3. 4-cell egg cultured in vitro for 12 hrs after recovery of 2-cell egg， showing agglu-
tinating sperms (small arrows) and a polar加の (largearrow)， which is just as a 
transparent round body located centrally among the b1astomeres (x 533). 

4. A semi-thin section of 4-cell egg recovered from the oviduct at 30 hrs p.C.， showing 
agglutinating supplementary sperms (small arrows) in the perivitelline space， one 
polar body (large arrow) located centrally among four blastomeres， and another polar 
body (large arrow) remained out of shape in the perivitelline space (X994). 

5. 8-ce1l egg cu1tured in vitro for 30 hrs after recovery of 2-ce1l egg， showing agg1u-
tinating supplementary sperms (small arrow) in the perivitelline-space and one polar 
body as a small round body located centrally among the blastomeres (large arrow) 
(X704). 

6. A sperm found in the blastocoe1ic cavity of an expanding b1astocyst recovered from 
the uterus at 90 hrs (sma11 arrow) (X500). 

7. A supp1ementary sperm (sma11 arrow) 10cated between the inner ce11-mass and the zona 
pel1ucida of an expanding blastocyst recovered from the uterus at 90 hrs p.C. 
(X1067). 

8. A semi-thin section of an expanding b1astocyst recovered from the uterus at 90 hrs， 
showing a supplementary sperm (sma11 arrow) between the trophob1ast and the 
zona pe 11 uc ida (X 560). 

家兎受精卵の補足精子と極体の観察

東賢一，前田照夫，堤義雄

広島大学生物生産学部家畜繁殖学教室

交配後 18時間から160時間で回収された1細胞期から拡張匪盤胞 (ExpandingBlastocyst)期まで
の家兎卵の補足精子及び極体の分布状態を観察した。

37羽の家兎から合計252個の卵が回収され、その内237個が受精卵であった。補足精子は受精卵のう
ち221個 (93.2%)で観察され、 受精卵1個あたりの補足精子数は 6.5::1=5.8個であり、 160時間後に回
収された卵においても、平均 2.6個の補足精子が認められた。 1細胞期卵の囲卵腔内補足精子は短時
間の聞に凝集するものが多く、凝集した補足精子を有する卵の割合は、 l細胞期から 16細胞期まで
の卵では50%以上にも及んだが、 32細胞期以降の卵はその割合は著しく低下した。 2細胞期から桑
実匪期の一部の卵では3個の極体を有し、さらに4細胞期と8細胞期の一部の卵では、 1個あるいは
2個の極体が割球聞の中央間隙に位置するものがみられた。なお、早期匪盤胞期以降の胞脹腔内に1
~5 個の精子が観察されるものがあった。
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Production of門onozygoticTwin門iceby separating of 2-cell Stage Embryos 

中村克彦・石島芳郎

Katsuhiko NAKA門URAand Yoshiro ISHIJIMA 

東京農業大学畜産学科家畜繁殖学研究室

Laboratory of Animal Reproduction， Depertment of Zootechnical science， 

Tokyo University of Agriculture 

The present study was examine the viavility of separated mouse embryos at 2-cell 
stage， including production of monozygotic twins. 

Two-cell embryos were collected from superovulated donor of three types: CFtt1 

females which were mated with CF件1males(tt1 embryo)， CFtt1 females which were 
mated wi th C57BL/6 males (Fl embryo) and Fl (CFttl xC57BL/6) females川lichwere 

mated with C57BL/6 males (BC embryo). Zona pellucida were removed in Hanks solu-

tion containing 0.2 ~0.5 ~ pronase. After removal of zona pellucida， the embr 

yosωere separated into t制ohalves by pipetting in Ca 1t and 門g~ free Hanks solut-

ion containing 0.02 ~ EDTA. Separated blastomers附 recultured in drops of cul-

tur medi um (門16)covered with paraffin oil at 37 .C in an atmosphere of 5~ C01，95 

~ air for 72 hours. Then a monozygotic pair of half embryos developed into bla-

stocysts were transferred to CF持1recipient on Day 4 or 5 of pseudpregnancy. 

The results were as fol10ω:l)The proportion of single blastomeres developd into 

blastocysts， for the tt1 embryo， Fl embryo and BC embryo附 re72.8， 74.2 and 78 

.5， and the proportion of a monozygotic pair of embryos developed into blastocysts 

were 61.1， 61.5 and 70.1~ ， respectively. 2)The cell numbers of half embryos af-

ter 72 hours culture， for the 梓1embryo， F1 embryo and BC embryo were 51.6 ~ 

2.0， 59.0~3.7 and 63.8 ~ 2. 1， while the cell numbers of normal embryosωere 108 

.6~5.5 ， 128.8 ~ 3. 7 and 136.6 ~ 4.6 ， respectively. 3)By transfer of a monozygotic 

pair of half embryos into recipients， number of pups were obtained 3 (16 . 7~) ， 

including one pair of twins for the F1 embryo and 1 (5.6 ~) for the BC embryo. 

By transfer of a pair of embryo plus eight of normal embryos into recipient， nu-

mber of pups附 reobtaind 5 (25.5 %)， including 2 pair of twins for the F1 emb-

ryo and 1 (3.6%) for the BC embryo. Three sets of monozygot twins附 reproduced. 

。。
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緒言

著者らは，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

腔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， CFtt:1系マウスの2

細胞期眠から分離した害rJ球が培養により大部分限盤胞に発育すること，さらにそれらの腔

を移植することにより低率ながら胎子に発育することを報告した (中村，石島 1986，中

村，亀山，石島 1987)。

その後， この移植成績の改善を目的に，一般に発生能の高いとされる交雑卵の分離割球

を用いて移植J去を再検討した結果， 3組の双子を含む産子を得るのに成功した。これは，

すでに富樫，鈴木，宮井，岡本(1987)がC57 B L / 6 J x C 3 H / H e AのFlの2細

胞期経を分離して 7組の双子を得たのに次ぐ好成績と思われるので報告する。

材料および方法

1 )供試H主

供試時には， C F:tt: 1系雌にC57BL系雄を交配して得た2細胞期眠 (F1腔)， C F 

Iキ1系雌xC57B L系雄のFl雌にC57BL系雄をパッ ククロスして得た2細胞期庇 (B

C腔)およびCF:tt:l系より得た2細胞期帽を用いた。これらの程は，すべて前報と同様

の過排卵処理を施して採取した(中村，石島 1986)。

2 )透明帯の除去

透明帯の除去は，採取した2細胞期腔を0.2----0.5 %のブロナーゼ、(アクチナ ゼE，

科研製薬)を含むHanks液の入ったプラスチックシャー レに入れ，実体顕微鏡下で行った。

3)割球の分離

割球の分離は，透明帯を除去した旺をHanks液で洗浄後， E DT A (第一化学)0.02% 

を含むCa*;Mt欠Hanks液中に移し，数回ピペッテングすることにより行った。

4)培養

培養は，シリコンコ テイングされた小プラスチックシャーレ (35x 10mm， L ux社製)

に， 数箇所に分け培養液を滴下し流動パラフ ィンを覆った小滴を作り，各小滴に l割球を

入れる微小滴培養法を用いた。培養液にはM16液を用いた。培養条件は，炭酸ガス 5%，

空気95%，湿度 100%，温度37'cとした。 培養はいずれも72時間行った。

-9-
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5)細胞数の算定

培養72時間の旺を対象に，以下の方法で細胞数を算定した。

すなわち，培養腔を40%ウサギ血清中に15分浸して低張処理した後，固定液(メタノ

ル:酢酸:蒸留水=3:1:4)の底に低張液を入れた液に移し5分間一次固定し，つい

で固定液のみで数秒間固定した。固定終了後，旺を少量の固定液とともに直径5..の丸印

をつけたスライドグラスの上に 1個ずつ置き，微細針で丸印の範囲で割球を広げながら乾

燥させ，ついでギムザ液で5分前後染色し，顕微鏡下でそれぞれの割球の数を算定した。

6)分離旺の移植

移植には，培養後72時間に双方が対で発育したF1眠およびBC匠由来の軽盤胞を用い

た。レシピエントにはCF持l系の雌マウスをあてた。移植は， 1)偽妊娠4または5日

のレシピエントの右子宮角に分離陸を l対のみ移植，または， 2) レシピエントの左子宮

角に CF:t:J:1系由来の無処理経5，右子宮角に同様の無処理府3個と分離腔l対を移植す

る2通りを行った。

結果

1 )分離割球の培養成績

F 1 ft歪， BC腔および比較のためのCF:t:J:1系旺の分離割球の培養成績はTableHこ示

す通りである。 Table1から明らかなように，分離した割球の腔盤胞への発生率は， F1 

1歪由来のものが74.1%，BC腔由来のものが78.5%で， C Fjキl系よりいくぶん良好であ

った。また，腔盤胞に発育した分離割球のうち，対で発育した率は， F 1 ft主が61.5%，B 

C眠が70.1%で， BC旺のみCF梓l系のものよりいくぶん高い傾向を示した。

Table 1 Development of blastomeres isolated from 2-cell embryos 

No. of No. of No. of 

half(or pair) half embryos monozygotic pairs 

developed Donor embryo embryo 

CF:t:J: 1 XCF:t:J:1 1110(555) 

CF:t:J:1 xC57BL 550(275) 

F1 x C57BL 214 (107) 

developed 

to blastocyst(%) to blastocyst (%) 

808(72.8) 

408 (74. 2) 

168 (78. 5) 

-10-
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2 )分離腔の細胞数

培養72時間の眠盤胞の細胞数を， C F:t:t 1系由来の分離服と交雑旺由来の分離腔とで比

較した (Table2)。いずれの分離陸の細胞数も無処理腔の約半数を示したが，交雑腔由

来の細胞数の方がCF Table 2 Cell number of splitted embryos川lichdevelped to 

特I系由来のものより blastocysts after in vitro culture for 72 hr 

有意に多い結果であっ Cell number 

た。またF1庇とBC Donor embryo Normal embryo Half embryo 

腔では， BC腔の方が CF:t:t1 xCF鉢1 108.6::1:::5.5 (n=16) 51.6::1:::2.0 (n=28) 

細胞数が多かった。 CF件1xC57BL 128.8::1:::3.7 (n=30) 59.0::1:::3.7 (n=14) 

3)分離旺の移植成績 F1 xC57BL 136.6::1:::4.6 (n=21) 63.8::1:::2.1 (n=11) 

対で発育した腔盤胞を， レシピエ ントに l対のみ，またはl対にCF:t:t1系由来無処理

腔8個を加えて移植し， ー卵性双子の作出を試みた。その結果， Table 3tこ示すように，

lレシピエントに l対の分離程を移植した場合は， F1旺では妊娠率が44.4%で，移植し

た旺から 3匹(16.7%)の産むが得られ，そのなかに双子がl組含まれていた。 BC腔で

Table 3 Results of transfer of blastocysts following culture in blastomeres 

isolated from 2-cell embryos 

No. of No. of pairs/ No. of 

embryos No. of No. of No. of No. of pairs of 

Donor embryo transferred/ embryo recip-pregnant pups monozygotic 

recipent transfered ients (%) (%) twins ( %) 

CFtJ: 1 x CFtJ: 1 half 2 14124 14 o (0 ) o (0 ) O( 0 ) * 

CF:t:t1 XC57BL half 2 9/18 9 4(44.4) 3 (16. 7) 1 (11.1) 

ha 1 f 2 + norma 1 8 10/20 10 6 (60. 0) 5 (25. 5) 2 (20. 0) 

F1 x C57BL ha lf 2 9/18 9 5 (55. 6) l( 5.6) O( 0 

hal f 2 + normal 8 14128 14 11 (78.6) 1 ( 3.6) O( 0 

* prev i ous da ta 
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は妊娠率が55.6%とFl旺より高くなっていたが，移植した怪からはl子 (5.6%)しか

得られなかった。 l対の分離眠を対照の無処理腔8個と共に移植した場合は. Fl腔では

妊娠率が60%とl対のみの移植より増加し.移植した旺から5匹 (25.5%)の産子が得ら
臨時み --れ，そのうち双子が2組合まれていた。

BC腔では妊娠率は78.6%とl対のみの

Fig. 1 

the transfer of a pair of blastomeres of an 
2-cell embryo into recipient. 

移植より増加すると共に，他の区に比べ

最も高い率を示したが，移植した眠から

はl子 (3.6%)しか得られなかった。

したがって，今回の移植では. Fl暗か

らのみではあったが， 3組のー卵性双子

が作出された。

考察

本実験では，先に行ったCFitl系由来の分離経の移植による胎子への発育率が低いこ

とから(中村，亀山，石島 1987) .その改善作として， 一般に旺の発生能が高いとされ

る交雑卵を用いて再検討を行った。交雑卵は，分離割球由来の子が毛色で識別できるよう

に，CFitl系雌にC57BL系雄を交配して得たFl腔，さらに CFitl系雌xC57B L 

系雄のFl雌にC57BL系雄をパッククロスして得たBC恒を用いた。まず，それぞれの

2細胞期限の分離割球の発育能を.CFitl系のものと培養により比較したところ，旺盤

胞への発育率および分離割球双方が旺盤胞へ発育する率は.CFit 1系旺と比べて遜色な

し発育能は若干高い傾向がみられた。しかし. C 57 B L / 6 J x C 3 H / H e AのFl

同志の交配で得た2細胞期腔の分離割球を，著者らとほぼ同様な方法で培養した富樫，鈴

木，宮井，岡本(1987)の成績(97.1-100 %) ，さらにはC57BL/crS lc系雌にDB

A/2 S lc系雄を交配して得たFlでの成績 (87.8%)にはおよばなかった。おそらく，

これは雌にCF梓l系マウスを用いていることも一因と考えられる。

次に培養72時間の無処理匠(正常旺)および分離旺の細胞数をそれぞれに比較した。

その結果，いずれの分離陪の細胞数も正常匠の約半数を示し. R ands (985)の報告を裏付

けた。供試腔闘で比較すると，正常腔，分離腔ともに， BC腔>Fl腔>CF:!:fl系旺の

!頃となった。このことは交雑匠由来の方が発生速度の早いことを示していた。このことが，

η
〆』ー
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先のBC腔， F1腔の分離割球の腔盤胞への発生率を高めた要因と考えられる。

対で発育したF1腔およびBC腔由来の分離陸をレシピエントに l対ずつ移植した結果，

CF:I:I:1系の分離腔で果たせなかった妊娠に成功した。妊娠率は，前者が44.4%，後者が

55.6%で， BC腔の移植の方が妊娠率は上回った。移植した分離腔が産子になった率は，

前者が16.7%(3/18)，後者が 5.6%0/18)で，妊娠率とは逆にF1腔の方が上回り，前者

からはー卵性双子がl組得られた。これらの妊振率は，いずれも富樫ら(987)の26.9%よ

りは高いものであったが，移植した分離恒の産子になる率は， F1旺のみが富樫ら (987)

の9.6%をわずかに上回ったにとどまった。本実験では，結局レシピエント当たり 1対の

分離陪を移植する方法では，都合18対の分離陸から l組の双子しか得られなかったが，こ

れは，富樫ら (987)が26対の分離胞の移槌で l組得たのと余り変わらなかった。

一方， 1対の分離程を対照の無処理腔 (CF:I:I: 1旺) 8個と共に移植した結果，妊娠率

はF1腔が60.0%，またBC胞が78.5%と，共に.1対のみの移植より向上し， 前者では移

植した20旺から 5匹 (25.5%)の産子が得られたが，妊娠率の高かった後者からは28眠中

l子(3.6%) しか得られなかった。前者の産子には2組の双子が含まれていた。このこと

は，移植旺数が多い方が妊娠しやすいことを示唆していた。この点は，先のCF:I:I:1系分

離眠での実験とも一致した(中村，亀山，石島 1987)。これらの結果，本実験で 3組の

一卵性双子の作出に成功した。これは，富樫ら (987)が上記の 1組と，妊娠雌に分離陸

をl対移植して6組の双子を得ている成績に次ぐものであった。

以上のことから，透明帯を除去したマウス 2細胞期からの分離旺を体外で培養して移植

しでも子が得られることが本実験でも裏付けることができた。
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Abstract 

In the present study， sperm distribution in oviducts and the 

status of their acrosome caps in the mogolian berbil after 

artificial insemination were examined. Adult females of Mongol-

ian gerbil were superovulated with PMSG-hCG treatment. At 2 hr 

after hCG injection artificial insemination was performed by 

exposing the uteri of females anesthetized with sodium pento-

barbital and then， 0.05 ml of a dense sperm suspension was 

injected into each uterus. At 0.5 hr after artificial insemi-

nation， motile spermatozoa were observed in the lower isthmus 

of oviducts. At 1 hr after the insemination， motile spermatozoa 

were seen in the upper isthmus and the first appearence of 

motile spermatozoa in the ampulla were observed 7 hr after 

the insemination. Motile spermatozoa recovered from the lower 

isthmus 3 hr after the insemination were not occurred the 

acrosome reaction. While， in motile spermatozoa recovered from 
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the ampulla of oviducts after 11 hr of the insemination the 

acrosme reaction was observed. 

Introduction 

Since Yanagimachi and ChangC1963 ， 1964) first reported suc-

cessful in vitro fertilization in the golden hamster， a con-

siderable amount of information has been accumulated on the 

processes and mechanisms of sperm capacitation. the acrosome 

reaction and fertilization， using in vitro techniques. However， 

lillle is known about during in vivo ferlilizalion at the 

present time. 

In the rabbit some spermatozoa may reach the ampulla within 

a minute of coitus; most of the " vanguard " spermatozoa， 

however， are dead， pass out to the peritoneal cavity， and do 

not participate in fertilizationCOverstreet and Cooper，1978). 

Fertilizing rabbit spermatozoa stay in the lower segment of 

the oviduct and do not ascend to the ampulla until about the 

time pf ovulationCHarper.1973; Overstreet et al.，1978). When 

female ratsCBlandau and Money，1944). hamstersCYamanaka and 

Soderwall，1960)， and gUinea pigsCFlorey and Walton，1932) are 

mated before ovulation. some spermatozoa may reach the ampulla 

within 15 min of coitus， but it is doubtful whether such sperm-

atozoa remain alive to effect fertilization. In fact， recent 

studies in ralsCShalgi and Kraicer，1976) miceCZamboni，1972)， 

guinea pigsCYanagimachi and Mahi，1976)， and hamstersCCummins 

and Yanagimachi，1982， 1985) have demonstrated that the fertil由

izinf spermatozoa do not ascend to the ampulla until at about 

the time of ovulation. 

RJV 
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In the present study， from interesting on in vivo fertilization 

mentioned above， uSing Mongolian gerbils sperm distribution 

in oviducts and the status of their acrosomal caps during 

fertilization after artificial insemination were examined. 

Materials and Methods 

Animals: Mature female(9-10 months old，70-80 g body wt.) and 

males(7-8 months old，70-100 g body wt.) of Mongolian gerbils 

were used. All animals used were housed in cages by a pair or 

groups(5-6 heads/group). All animals were provided with lab-

ratory food(Labo MR Stock，Kurea Co.，) and water ad libitum. 

They were raised and maintained in a temperature-controoled 

room(20 + 2 C) with a 14 hr light phase(0600申 2000hr) and 10 

dark phase. 

Induction of ovulation and artificial insemination: Mature 

females of Mongolian gerbils were superovulated by an intra-

peritoneal injection of 20 IU pregnant mare serum gonadotropin 

(PMSG，Teikoku Zoki Co.)followed 52 hr later by an intraperito-

neal injection of15 IU human chorionic gonadotropin(hCG，Teikoku 

Zoki Co.). Ovulation occurs between 10 to 12 hr after hCG in-

jection(Ishijema et al. ，1979). By this method， an average number 

of ovulated eggs was 9.8(7-15). 

Artificial insemination was carried out 2 hr after hCG injection 

by exposing the uteri of the females anesthetized with sodium 

pentobarbital(Abott Co.). About 0.05-0.06 ml of dense suspensios 

of spermatozoa collected from the cauda epididymidis of mature 

males(spermatozoa were suspended in saline at a concentration 
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of 2-4x106/ml and then injected into each uterus using a 1ml 

tuberculin syringe with 27 gauge needle. 

Examination of sperm distribution in oviuducts: ln the first 

experiment， females were killed at 0.5， 1， 3， 5， 7， 9， and 11 

hr after artificial insemination， and ovi~ucts were excised 

from a point slightly proximal to the uterotubal junction. The 

fat surrounding oviducts was removed and each oviduct was cut 

to divide at 3 regions of lower， upper isthmus and ampulla 

CFig. l).The oviducts were mounted on a slide glass by four 

pillars of a paraffin-vaselline mixture and moderately com-

pressed on a coverslip. When spermatozoa were found， sperm 

distribution in oviducts and the status of their acrosomal caps 

were examined using a phase-contrast microscope. ln the 2nd 

experiment， females were killed 3 and 11 hr after artificial 

insemination. The oviducts were removed on the same method 

used in first experiment.Each oviduct was cut to divide 3 re-

gions and each oviduct was flushed with warm saline. After the 

flusshing when motile spermatozoa were found， the spermatozoa 

were immediately covered with coverslips and the status of 

their acrosomal caps was examined with the phase-contrast micro-

scope. 

Scanning electron microscopic observation of oviducts: 

ln order to examine the status of spermatozoa in oviducts after 

artificial insemination， gerbil eggs were fixed at a tempera-

ture of 4 C in fresh phosphate buffered 2.5% glutaraldehyde 

for 12 hr at various times after the insemination. After 

fixation the speciemns were dehydrated rapidly in a graded 

aceton series and placed in 100% isoamyl aceton. The samples 

were mounted on a slide glass(about 5.5 mm aquare) coated with 
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poly-L-lysin(Sigma) and they were dried. Specimens were placed 

on the supporter and coated with gold to about 350 A with the 

ion coaterCEiko Inc.). Observations and photography were ex-

ecuted using Hitachi S-450 scanning electron microscope. 

Results 

Results of sperm distribution in oviducts were shown in Table 1. 

At 0.5 hr after artificial insemination motile spermatozoa were 

observed in the lowere isthmus(33.3%). How~ver ， at same time， 

in the upper isthmus and ampulla we could not find motile sperm-

atozoa. At 1 hr after the insemination， inthe upper isthmus 

motile spermatozoa were observed. While， in the ampulla motile 

spermatozoa were not found， until 5 hr after the insemination. 

The first appearence of motile spermatozoa in the ampulla were 

were at 7 hr after the insemination. 

Results of the 2nd experiment were shown in Table 2. Motile 

spermatozoa recovered from the lower isthmus 3 hr afer artificial 

insemination had intact acrosomes， but the acrosome intact sperm-

atoza decreased in observations of 11 hr after the insemination. 

About 50% of motile spermatozoa recovered from the upper isthmus 

3 hr after the insemination had intacti acrosomes. In the other 

hand， 75.0% of motile spermatozoa recovered from the upper 

isthmus 11 hr after the insemination had modified or reacted 

acrosomes. Further， 11 after the insemination about 86.0% of 

motile spermatozoa recovered from the ampullar portion were 

modified or reacted acrosomes. 

-18-
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Table 1. Sperm distri加tionin oviducts at variω5 times after artificial insemi国 tion

Portion of 
the oviduct 

0.5 

Hωrs after artificial ir沼田tination

3 5 7 9 11 

Lower 
istlYnus 

2/6(33.3) 10/10(100.0) 11/11(100.0) 12/12(100.0) 12/12(100.0) 14/14(100，0) 17/17(100.0) 

Upper 
isthmus 

Ampulla 

3/10(30.0) 5/11(45.5) 9/12(75.0) 10/12(83.3) 12/14(85;7) 16/17(94.1) 

3/12(25.0) 6/1.(42.9) 11/17(唱4.7)

Note. Numbers in parentheses represent percentage. 

'l'able 2. 

oviducts 3 and 11 hours after artific!al insemination 

lIours after artificial insernination 

Portion of 
11 3 

the oviduct 

Tbtal Acrosome Acrosome Acros団ne τ'otal Acros四ne AcrロS01田Acros01曜
No. of intacヒ modified reacted No. of intact modifi凶 r回 cted
sperm spe口n sperm spenn sperm sperm spenn S戸m

l.c削er 106 98(92.5) 8( 7.5) 32 20(62.5) 12(37.5) 1stl首凧悶

Upper 
50 29(58.0) 17(34.0) 4( 8.0) 78 20(25.6) 33(42.3) 25(32.1) isthmus 

J¥mpulla 86 12(14.0) 29(33.7) 45(52.3) 

Note. N町民間 inparentheses represent伊 rcen凶ge
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Spermatozoa in oviducts 3 and 11 hr after aetificial insemi国

nation were observed by an scanning electron microsocope. At 3 

after the insemination， in the upper isthmus of the oviduct 

many spermatozoa attached by their heads to the epithelial cells 

were observed and in most majority of them heads penetrated into 

the epithelial cells(Fig. 2). In the lower isthmus a considerable 

number of spermatozoa were observed. While，ll hr after the in-

were observed. 

semination few spermatozoa penetrated to the epithelial cells 

Lower isthmus Ampulla 

Discussion 

Fig. 1. 

Diagramatic drawing of oviducts 

of Mαョoliangerbils 

Fig. 2. 

Spermatozoa penetrated into the 
epithelia cells of the upper 
isthmus of廿leoviduct 

In most eutherian mammals， the zona pellucida of freshly ovulated 

eggs is surrounded by the cumulus oophorus cosisting of numerous 

nu 
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follicle cells and their viscous matrix. Under ordinsry in vivo 

conditions， fertilizing spermatozoa must pass through these in-

vestiments before fusing with the egg membrane. Under ordinary 

conditions， the cumulus and/or substances associated with the 

cumulus may wellbe among the most important factors triggerring 

the completion of acrosome reactions of fertilizing spermatozoa. 

Although it is well established that spermatozoa must complete 

their acrosome reactions before entering the zona pellucida， the 

site where spermatozoa begin and complete their acrosome reactions 

has been a subject of controversary. According to Austin and 

Bishop(1958)， hamster and guinea pig spermatozoa actively swim-

mming in the ampullary fluids usually have intact acrosome caps， 

whereas those swimming within the cumulus have either modified 

or no caps at all. A similar result in the hamster has been re-

ported by Cummins and Yanagimachi(1982). In the mouse， on the 

other hand， all the motile spermatozoa in the ampullary fluid 

are reported to have intact acrosome caps(Bryant，1974). In the 

rabbit the vast majority of spermatozoa in the ampullary fluid 

about the time of fertilization had been reported to have intact 

acrosome caps(Bedford，1972; Overstreet and Cooper，1979; Suarez 

and Katz，1982). 

In the present study， ovulation occurs about 8 to 10 hr after 

artificial insemination and fertilizing spermatozoa reached the 

ampulla at 1 to 3 hr before ovulation. The large number of sperm-

atozoa reached the upper isthmus of oviducts within 1 hr of the 

artificial insemination and after 0.5 hr of the insemination 

spermatozoa were seen only in the lower isthmus.The first appea-

rence of motile spermatozoa in the ampulla was observed 7 hr of 

ーη，
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the insemination. ln female hamsters mated naturally spermatozoa 

could reach the upper isthmus within 3 hr of mating and at 12 hr 

of mating spermatoza were found in the ampulla(Sato and Yana-

gimachi，1985，unpublished data). From these results， it seems 

that after artificial insemination before ovulation， the ascend-

ing of spermatozoa from the isthmus of oviducts to the ampulla 

in female gerbiles is earlier than that of the hamster. Gerbil 

spermatozoa also arrived at the ampulla before 1-3 hr of ovul-

ation. 

At 3 hr after artificial insemination spermatozoa in the upper 

oviduct showed morphological modification of their acrosomes 

or rhe acrosome reaction. But， acrosomes of the spermatozoa in 

the lower isthumus was intact at same time after the insemination. 

At 11 hr of the artificial insemination， the majority of sperm-

atozoa recovered from the upper isthumus and the ampulla were 

modified acrosomes or the acrosomes reacted. ln hamsters it is 

observed that spermatozoa entred into the ampulla are ready 

underdoing the acrosome reaction， and complete the reaction 

while passing through the cumulus or shotoly before， or after 

contacting the surface of the zona pellucida(Cummins and Yana-

gimachi，1982). ln contrast， in rabbits 98% of motile ampulla 

spermatozoa has been reported to have acrosome caps in the cu-

mulus cell matrix(Suarez et al.，(1982). ln the present study， the 

vast majority of gerbil spermatozoa in the ampulla were under-

going the acrosome reacting or acrosome reacted. From this re-

sult， in gerbils，the status of sperm acrosomes in oviducts 

was a similar pattern，as compared to the of the hamster. 

-22-
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スナネズミ(ト1ongolian gerbi 1;門erionesunguiculatus)卵管内における

精子の分布と先体反応について

佐藤嘉兵1、森下克則2

日本大学農獣医学部 応用生物科学科1、畜産学科2

精巣上体尾部精子を用いて人工授精を行い、その後のスナネズミ卵管内における精子の

分布と先体反応について調べた。成熟l雌スナネズミにP門SGとhCGを用いて過排卵処理を行

い、 hCG注射後2時間目に麻酔下で開腹し、子宮内に精子懸濁液を注入して人工授精を行

った。精子注入後30分に運動精子の多くは卵管狭部下部 (Ioweristhmus)に認められた。

そして、 1時間後には大多数のものが上部狭部に移動していた。しかし、卵管膨大部に

初めて精子が認めれたのは授精後7時間目であった。授精3時間後にloweri sthmusから回

収した精子においては先体反応は観察されず、 11時間後の卵管膨大部の精子では、ほと

んどのものが先休反応を開始していたか誘起していた。この時期には、排卵した卵子で

はすでに受精が観察された。

R
U
 
η
4
 





第 29 因

。甫乳動物卵子研究会

講演要旨集

会期 昭和63年 4月30日

会場 日本大学会館





家兎のLH-RH静脈内点滴投与による過排卵誘起の試み

A trial on Superovulation by LIトRH Drip Infusion 

Intraveneously in the Rabbit 

小林由美子、高井尚治、細水 明、山海 直、金山喜一

遠藤克、佐久間勇次

Yu圃ikoKobayashi， Naoharu Takai， Akira Hosomizu， Tadashi Sankai， Kiichi Kanayama 

Tuyoshi Endo and Yuzi Saku.a 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室

Depart圃entof Veterinary Physiology， College of Agriculture 

and Veterinary Medicine， Nihon University 

[目的] 家畜および実験動物において過排卵誘起を目的とした卵施の発育処理には、 FSH

またはPMSGが多用されているが、 演者らは、視床下部ホルモンであるLH-聞を用いてマウ

スの過排卵誘起を試み、良好な成績が得られることを報告してきた。本研究では、家兎に

おいてLH-RHによる過排卵誘起が可能であるか否かについて検討を試みた。

[方法] 供試家兎は、体重 3kg前後の日本白色種26例で、 実験に際し頭静脈に内径 2mm 

のT字型カニューレの装着手術を施し、長時間の点清がストレス負荷にならないよう配慮

した o LH-RH(コンセラール、武田)の投与時聞は、 48、72および96時間とした.なお、家

兎は交尾排卵動物であるととから、卵巣には常時卵胞が存在しているため、卵胞からのイ

ンヒピンの分泌を減少させる目的で、 LH-RHの投与開始 12時間前に hCG (ゴナトロビ

ン、帝臓)75iuを投与して排卵を誘起する試験区を48および72時間の投与区でそれぞれ設

けた o LH-RH投与後、 排卵を誘発する目的で、 直ちに交配しその直後に hCG75iuを投

与した.また、 LH-RHの72時間投与区で、投与後24時間を経過したのち交配とhCGを投与し

た試験区を設けた. 以上の 6試験区について、交配後30時間自に開腹して卵巣を観察し、

さらに卵管および子宮を摘出、濯流して卵子を回収し、受精の有無および涯の発育ステー

ジについて観察した.

[結果1 LH-RHを48、72および96時間の投与後、直ちに受配あるいは24時間後に交配した

成績はTable1に示すとおりである。 15個以上の過排卵を示した例数は、 LH-RH投与後直

ちに交配した試験区ではいずれも 4例中 1例であり、 72時間投与後24時間目に交配した試

験区では、 6例のうち過排卵とみなせる15個以上の個体は認められなかった。平均排卵数

は、 それぞれ10.3、14.3，11.0および6.2個であり、 未破裂卵胞数は金試験区とも多く，、

また、 LH-RHの持続投与で誘起された排卵が全試験区で認められた.
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Table 1 Ovulatory response by admlnistrBtion of LH-RH in rabbi ts 

Administration 
duration 
of LH-RH 

48 

72 

96 

72骨骨

NO. of Anim. 
examined 

4 

4 

4 

6 

• More than 15 Qva 

NO. of Anim. 
superovulated* 

。

Tota1 No. of 
ruptured points 

(Ave. ) 

31 (10.3) 

57(14.3) 

44( 11.0) 

37( 6.2) 

..: Mating 24 hrs after admi，nlstration of LH-RH 

Total NO. of 
unruptured points 

(Ave. ) 

55( 13.8) 

98(24.5) 

28( 7.0) 

113(18.8) 

Total No. of 
hemorrhage 
fo11ic1es (Ave. ) 

13( 3.3) 

23( 5.8) 

2( 0.5) 

15( 2.5) 

Table 2 Ovulatory response by admlnistration of LH-RH in rabbl ts lnduced hCG before 

Total NO. of 
ruptured points 
1nduced by LH-RH(Ave.) 

22( 5.5) 

30( 7.5) 

33( 8.3) 

36( 6.0) 

Administration NO. of Anlm. No. of Anim. Tota! NO. of Total No. of Total No. of Total No. of duration examined s~~~r~~ulated・ ruptured points unruptured points hemorrhage ruptured points of LH-RH examlnea superOVU.ld'teo'" (Ave.) (Ave.) fOllicles(Ave.) induced by hCG(Ave.)・・

48 4 47(11.8) 27( 6.8) 28( 7.0) 39( 9.8) 

72 4 36( 9.0) 14( 3.5) 48(12.0) 23( 5.8) 

*: More than 15 ova 
・・ hCGwas injected 12 hrs before LH-RH administration and a11 of' the anima1s examined showed ovu1atlon points 

LH-RH投与12時間前にhCGを投与した成績はTable2に示すと おりである.48および72時
間の試験区とも 4例中 1例に過排卵を認めただけで、 平均排卵教は、 11.8および9.0個で
あった。

【結論】 とれまでに、マウスを用いて、 LH-RHの投与により 過排卵を誘起するのに十分な

多数の卵胞を発育させ得ることを初めて明らかにし報告した.本実験では、家兎を用いて
LH-RHを持続的に静脈内に投与したが、満足のいく排卵搬の糟加は認められなかった. ま
た、マウスにおける検討で得られた知見をもとに、インヒ ピンの減少を期特して、排卵誘
起後に LH-RHの点滴を行った試験区においても卵巣に十分な卵胞を発育させることはでき

なかった。

以上のように、不完全性周期を示すマウスとは異なり 、交尾排卵動物である家兎ではマ
ウスと同様のLH-RHの投与方法では過排卵を誘起するととは困難であり、 さらに検討を要
する課題であると恩われる。

主要文献

1.金山喜一、遠藤 克、小林軍次郎、佐久間勇次 (1984). LH-RHによるマウスの過排卵
勝起に関する研究、日不妊会誌、 29，273‘278. 
2. Kanaya.a， K.， Endo， T. and Saku.a， Y. (1983). Superovulation in mice by 
ad・inistrationof LH-RH preparation. Proceedings of WCAP.， 2， 271-272. 
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ハムスター卵巣の体外培養における培養液の検討

Study of medium on surface culture 

of the hamster ovary主旦主主主E豆

大谷智弘、山海直、金山喜一、遠藤克、佐久間勇次

To皿ohiroOtani， Tadashi Sankai， Kiichi Kanayama， Tuyoshi Endo 
and Yuzi Sakulla 

日本大学農獣医学部生理学教室

Depart圃entof Veterinary Physio1ogy， Co11ege of Agricu1ture 
and Veterinary Medicine， Nihon University 

[目的】晴乳動物の排卵機構に関しては、 Espeyらの統括的な報告があるが、 ζれらの報告ではい

まだ明確でない部分も多く、との機序解明のために組織化学的、生理学的、生化学的な面から種々

の検討が試みられている。卵巣を体外培養して排卵を誘起する方法には、還流培養法などがあるが

かならずしも簡便な方法ではない。卵巣の体外培養訟は、 Baranczukらによって報告され、その後、

森岡らによって改良された簡易的方法であり、排卵機序の解明、 薬物を卵巣に直接的に作用させ

る方法として適しているものと考えられる。 とれまでに演者らは、 との卵巣体外培養法を用いて

tranexamic acidの排卵抑制効果について検討したが、 その隣、 tranexamicacid然添加区(対照

区)の排卵数が、 invivoでの成績より低い結果であった.今回は、体外培養卵巣における排卵の至

適条件を検討して排卵数を増加させる目的で、培養液量、卵巣摘出時間および培養液について検討

を試みた。

{方法}供試動物は、 成熟未経産ゴールデンハムスターであり、 charge(POD)により規則正しく発

情周期を、連続して3回以上続り返した60日齢以上(体重 98-180g)の摘出卵巣41個を用いた。卵巣

は、ハムスターをエーテル麻酔下で、頭動脈を切断、放血したのち無菌的に採取し、培養液を満た

した時計皿内で付着脂肪、卵巣轟を除去し培養液中でていねいに洗浄した.その後、培養液約8m1

を入れた組織培養用シャーレ(ペトレイ 60x 15mll:テルモ)にステンレス製の金網台(100圃esh)を置

き、この上に卵巣を載せ、 その上部約80%を液面上に震出した状態で液面培養を行った. 卵巣の

摘出と培養は、発情期のO:OO~こ行い、 培養は、 95%air. 5 %COz、37"Cの条件下で10時間培養し

11>:00に検察した。 検察は、 卵巣および金網台を0.1%ヒアルロニダーゼを含む培養液中に10分間

放置した後、 培養液中に遊離した卵子を数えた。 培養液は、 TCMI99(日水)の 1m1中にグルコース

3.0・g、 L-グルタミン0.1略、 アスコルビン酸0.05略、インスリン0.03511g、重炭酸ソーダ1.9mgお
よびストレプトマイシン0.12mgを添加した修飾TCM199とイーグルMEM(日水)の1m1中にL-グルタミン

0.292略、重炭酸ソーダ1.9mgおよびストレプトマイシン0.12町を添加した熔養液を用い、それぞれ

3l1g/dの牛血清(BSA:シグマ)を添加したものと、 無添加の培養液および生理食塩水の5種につい

て検討を試みた.
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Table Effect of medium on the in Vitro ovulation 
on hamster ovaries explanted at 24:00 

No. of No. of 
ovarles 
ovulated(%) 

No. of 
ova 
ovulated 

Ave. No. of 
Medium 

ovarles ova/ovary 

m-TCM199 9(1)長 9(100) 52 5.8士0.54

m-TCM199 
+BSA 9(3) 9(100) 43 4.8士0.32

Eagle MEM 9(2) 9(100) 45 5.0土0.68

M
 

P臼M
 A
 

q
u
 

e
 B
 

1
よ

+
 

U
D
 
a
 

E
 

10(1) 10(100 ) 47 4.7土0.39

Saline 4(1) 3 ( 75) 5 1.3土0.47

得 No. of ovary ovulated before ovaries explanted (mean土S.E. ) 

{結果]発情期の O:OO~こ卵巣を摘出し、 培養液 81111中で体外培養した成績はTab1e~こ示すとおりで

ある。 修飾TCM199、修飾TCM199+BSA、 イーグル間Mおよびイーグル間開+BSAの各試験区における

排卵陽性率は、いずれも100%であり、 平均排卵数は、それぞれ5.8、4.8、5.0および4.7個で、修

飾TC阿199にま3いて最も良好な成績が得られた。 また、生理食塩水を用いて体外培養したものでは、

排卵陽性率75%、平均排卵数1.3個であり、 他の4試験区と比較して有意に低値であった。 なお、

本実験で用いた41個の卵巣のうち8個に卵巣摘出時において排卵が認められたが、その排卵数はい

ずれも 1個であった。

[結論]本研究は、とれまで約 1m1の修飾TCM199を用いて、 19:00、21:00、22:00および23:00に卵

巣を摘出し体外培養した成績を報告してきたが、 invivoにおける排卵数と比較して低値であった.

本実験では、 第養液を約8圃1、卵巣摘出時聞を発情期の0:00とすることによって、 invivoに近い

排卵数が得られた。とくに、修飾TCM199で良好であり、血清を添加したものでは排卵数の低下が認

められた.また、生理食塩水においても排卵が認められたがいずれも低値であった.

以上のように、発情期の0:00に卵巣を摘出し、約8圃1の修飾TC阿199を用いて、卵巣の上部約80%

が液面に震出する状態で培養を行うごとで、 in vivoと同程度の排卵数が得られるととが、本実験

により明らかとなった。

主要文献

1. Espey， L. (1980). Ovu1ation as an infla..atory reaction-A Hypothesis. Biol. Reprod.， 

22， 73-106. 

2. Baranczuk， R.， Fainstat， T. (1975). Inf1uence of ti.ing of explantation upon 

ovulation of hamster ovaries iv vitro. J. Endoc.， 65， 449‘450. 

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.山海 直、渡辺靖治、金山喜一、遠藤 克、佐久間勇次(1987).ハムスターの体外培養卵巣に

おけるtranexa.icacidの排卵抑制効果、晴乳卵研誌、 4，98-104. 
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Histochemistry of Glycoconjugates in Mouse Zonae Pellucidae 

小川健司・木村順平・月瀬東・岡野真臣

Kenji OGAWA， Junpei KI門URA，Azuma TSUKISE， Masaomi OKANO 

日本大学農獣医学部獣医学科獣医解剖学研究室

Department of Veterinary Anatomy 

Col lege of Agriculture and Veterinary Medicine 

Nihon University 

目的:晴乳類卵透明帯(zonapel lucida)は、卵の保護、種聞の認識および多受精の阻止などにおい

て重要であり、また数種の動物においては精子の先体反応を引き起こし、正常な受精に不可欠なもの

であることが報告されている。また、透明帯と精子の聞の認識機備においては、糖鎖部分が重要であ

ることが示唆されている。透明帯は、排卵にともなって変化を起こすが、これは卵管上皮の分泌物が

関与しているものと考えられている。本研究ではマウスにおいて、排卵に伴う透明帯の化学的な変化

を、糖鎖と特異的に反応するレクチンを含む糖質組織化学的な方法によって検討した。また、シアル

酸を糖鎖末端とするダイマーを検索する目的でシアリダーゼ消化法も併用した。

方法:ICR系8週令l雌マウスに内部とhCGを48時間間隔で投与し、 hCG投与後18時間後に卵巣及び卵管

を摘出し、2%酢酸カルシウムを含む10%ホルマリン (4
0

C)で4-6時間固定した。常法に従いエタノー

ル上昇系列にて脱水、パラフィン包埋したのち厚さ3-5μmの切片として、糖の局在を明らかにする

目的で次のような染色および酵素消化を施し観察した。 過ヨウ素酸-Schiff(PAS)、アルシアン青

(AB) pH1.0、ABpH2.5、ベルオキシダーゼ標識ーレクチンージアミノベンチヂン (PO・LT-DAB)法を

中性糖、酸性糖および糖鎖末端の検索の目的で行った。 なお、レクチンとしては UEA-I、PNA、何PA，

SBA、DBA，BPA、ConAおよび WGAを適用した。また、糖の性質を明らかにするためシアリダーゼ消

化法(SIAL)をABpH2.5および PO・LT-DAB法について併用して行った。

本研究に使用したレクチンの性状はTable1に示すとおりである。

結果:マウス卵透明帯に適用した糖質の組織化学反応の結果は Table2および Table3のとおり

である。すなわち、透明帯は、 PAS、ABpHl.O、ABpH2.5、sialidase-AB pH2.5および PO・LT-DAB、

s i a 1 idase-PO・LT-DAB~こ対して種々の反応を示し、卵胞内卵と卵管内卵との聞に染色性の差異が認め

られた。
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Lectin/Agglutinin 

Table 1 Lectins used in histochemical studies 

Sugar specificity 

Ulex Europeus Agglutinin (UEA-I) 
Peanut Agglutinin (PNA) 
トlacluraPomifera Agglutinin (門PA)
Soy Bean Agglutinin (SBA) 
Dol ichos Biflorus Agglutinin (DBA) 
Bauhinia Purpurea Agglutinin (BPA) 
Concanaval in A (Con A) 
Wheat Germ Agglutinin (WGA) 

α-0・Fuc
β-O-Gal(1→3)-0・GalNAc
α-O-Gal 
α-D-GaINAc>s -D-GaINAc 
α-0・GalNAc
D-GaINAc 
α-0・門an>α-O-Glc>α-0・GlcNAc
β-0・GlcNAc(1→4)GlcNAc>s-O・GlcNAc

.Lectins were obtained from E.Y. Laborotories， U.S.A. 

lnh i b i tory Sugar 

α-Fucose 
Lactose 
Gal 
Gal 
Gal NAc 
Gal NAc 
Glucose 
GlcNAc 

Table 2 Histochemical reactions of glycoconjugates in the mouse zona pel lucida 

Foll icular 
Ov iducta 1 

AB pH1.0 

1・2
1-2 

AB pH2.5 

2 
2・3

SIAL-AB pH2.5 

2 

1・4=Thenumber being proportional to the intensity of reaction. 

Table 3 PO・LT-OABreactions of the mouse zona pellucida 

UEA-I PNA 門PA

SIAL + + + 

Foll icular 0 0 2 3 1 2 
Ov i ducta 1 0 0 2 2 2 3 

SBA 

+ 

3 3 
2 2 

DBA 

+ 

Con A 

+ 

BPA 

+ 

3 3 2 2 0 0 
2 2 2・32・3 1 1 

WGA 

+ 

2 2 
2 2 

O=Negative reaction 1・4=Thenumber being proportional to the intensity of reaction. 

考察:マウス卵透明帯は種々の中性ならびに酸性複合糖質を含み、またこれらは卵胞内卵よりも卵

管内卵透明帯により多く含まれていた。また、 PO・LT-DABの結果からマウス卵透明帯はその末端にα-

O-Mannose，α-O-Galactose， N-acetyl-D・Galactosamine，N-acetyl-D・Glucosam川eなどの糖残基を

含み、卵胞内卵と卵管内卵の糖鎖末端には差異があることが示された。PO・門PA-DABの結果から、卵胞

内卵及び卵管内卵透明帯の糖鎖末端には、シアル酸ーガラクトースの夕、イマーが存在することが示唆

された。また、卵管内卵にはBPAと特異的に結合する糖残基の存在が明らかにされ、これは、卵管上

皮に由来するのではないかと思われ、透明帯の機能上重要な役割を果たしているものと考えられる。

主要文献:

I.Araki， Y.， Kurata， S.， Oikawa， T.， Yamashita， T.， Naiki，門.and Sendo， F.: A monoclonal 
antibody reacting with the zona pel lucida of the oviductal egg but not with that of the 

ovarian egg of the golden hamster. J Reprod Immunol. 1987; 11: 193・208

2.Florman， H and Storey， B.: Mouse gamete interactions: the zona pellucida is the site of 
the acrosome reaction leading to fertil ization in vitro・DevlBiol. 1982; 91: 121・130

3.Spicer， S.S.， Horn， R.G. and Leppi， T.J.: Histochemistry of connective tissue 
mucopoly saccharides. In : The Connective Tissue.1967， pp 251・303.Ed. Wagner， B.門.and 
Smith， D.E. Wi 1 1 iams and Wi Ikins， Baltimore. 

31-



てマウス周歪己こさ3~ナるフ.ロスタグ、ラニノ宇;;ニノ

壬当i"n克醇~葺号0:::>糸巨来襲f ヒ金詐白勺本食H二3

Histochemical demonstration of prostaglandin synthetase 

in preimplantation mouse embryos 

新村末雄・石田一夫

Sueo N 11門URAand Kazuo ISHIDA 

新潟大学農学部畜産学科

Department of Animal Science， Faculty of Agriculture，Ni igata University 

目的:晴乳動物旺におけるプロスタグランジン (PG)の検出は、 1975年にDickmannand Spilmanに

よってはじめて試みられた。彼らはウサギの旺盤胞にPGE-AとPGFが含まれていることをラジオイム

ノアッセイによって調べた。その後、各種のPGがウサギ、ウシ、ヒツジおよびプタの旺盤胞でラジオ

イムノアッセイを用いて、また、 1細胞期から旺盤胞期までのマウス旺で間接蛍光抗体法を用いて

検出されている。さらに、ウサギ、ウシ、ヒツジおよびプタのinvitroの旺盤胞は刊を合成・分泌す

ることも知られている。最近、これらの動物の旺盤胞はアラキドン酸からPGを合成する能力を持って

いることが確かめられている。一方、ウサギとヒツジの旺盤胞のPG合成はインドメサシンによって抑

制されるといわれており、旺盤胞にPG合成酵素の存在することが示唆される。しかしこれまで、晴乳

動物旺ではPG合成酵素の検出は試みられていない。そこで、本研究では未受精期から旺盤胞期までの

マウス旺について、アラキドン酸を基質に用いてPG合成酵素の組織化学的検出を試みた。

方法:供試動物としてICR系マウスを使用した。卵と旺は過排卵処置を施したマウスから採取し

た。すなわち、 P門SG5 i .u.を腹腔内に注射し、 48時間後にhCG5 i.u.を腹腔内に注射して、未受精

卵採取の場合を除き同系統の成熟雄と交配させた。観察した卵と旺は、来受精卵、前核卵、 2細胞

旺、 4細胞旺、 8細胞旺、藁実旺および旺盤胞で、未受精卵を除きそれぞれhCG注射後24時間、 48時

間、 60時間、 67時間、 80時間および96時間で卵管または子宮を0.1門リン酸緩衝液 (pH7.4)でかん流

して採取した。未受精卵は雄と交配させないl雌からhCG注射後24時間で卵管から採取した。 PG合成酵

素を検出するための基質液は、 Janszenand Nugterenが使用した処方に準じて作成した。すなわち、

アラキドン酸 0.4mg、ジアミノベンチジン 2.0mg、シアン化カリウム 0.65mg、0.2門トリス塩酸緩

衝液 (pH8.0)10mlである。卵およひ、旺の基質液への浸漬は35<Cで3時間行った。なお、対照として
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基質を含まないi夜に浸潰した卵および旺を用いた。

結果:未受精期から旺盤胞期までのマウス旺を、 PG合成酵素検出のための基質液に浸潰すると、淡

褐色の反応生成物が細胞質全域に少量観察された(図-1)。この反応生成物は基質を含まない液に浸

潰した卵および旺の細胞質には出現しなかったので〈図-2)、この反応生成物がPG合成酵素活性を現

図-1PG合成酵素検出の基質液に浸漬 図-2基質を含まない液に浸潰したマ

したマウス2細胞旺 X250 ウス2細胞旺 X250 

わしていることが確認された。反応生成物の量は、未受精期から旺盤胞期を通して変わらなかった。

また、旺盤胞においては、内細胞塊と栄養膜の細胞の間で反応生成物の量に相違はみられなかった。

考察:これまで、ウサギ、ウシ、ヒツジおよびブタの旺盤胞はアラキドン酸から刊を合成すること

が確かめられているが、日常乳動物旺にPG合成酵素が存在するか否かについては明らかではなかった。

本実験において、未受精期から旺盤胞期までのマウス旺について、アラキドン酸を基質に用いてPG合

成酵素の検出を試みたところ、酵素活性は旺盤胞ばかりでなく未受精期から桑実旺期までの旺にも観

察された。このことから、マウス旺は初期発生を通してアラキドン酸からPGを合成する能力を有して

おり、マウス旺に存在するPGE2は旺自身が合成したものであることが確かめられた。

主要文献:

1.Dickmann，Z. and Spi Iman，C.H.:Prostaglandins in rabbit blastocysts. Science 1975;190:997・

998. 

2.門arcus，G.J.:Prostaglandinformation by the sheep embryo and endometrium as an indication 

of maternal recognition of pregnancy. Biol.Reprod.1981;25:56・64.

3.Ni imura，S. and Ishida，K.:lmmunohistochemical demonstration of prostaglandin E-2 in pre-

implantation mouse embryos. J.Reprod.Fert.1987;80:505・508.

4.Janszen，F.H.A. and Nugteren，D.H. :Histochemical local ization of prostaglandin s~'nthetase. 
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Effect of oviduct on the development of early mouse embryos 

鈴木治・河本馨

Osamu SUZUKI and Kaoru KOH門OTO

東京大学農学部家畜育種学講座

Department of Animal Breeding， Faculty of Agriculture 

University of Tokyo 

〔目的〕現在、マウス初期旺培養用として化学合成培養液が各種用いられているが、一般にはいわゆ

る“invitro 2-cell block"が生じるため、全ての系統で有効な培養液は存在しない。本研究ではこ

の発生停止の機序を明らかにするために、本来初期旺が存在する“卵管内環境"が初期発生に及ぼす

影響を調べた。現在の体外受精を用いた実験系ではマウス卵子の採取は大抵卵管膨大部より行なわれ

ており、排卵から採卵までの間の卵管の影響を考慮していないように思われるため、特にこの点につ

いて調べた。

〔材料と方法〕前核期旺は未成熟雌マウス (3-4週令〉に過排卵処理をした後、排卵卵子を採取し、成

熟雄マウス(12週令以上のJcl:ICR)の精巣上体精子を用いて体外受精することにより得た。体外受精

にはWhittent音地〈州)1)を用いた。旺の培養は涜動パラフィンで覆った川内で3TC、C025%+空気の気

相下で媒精後120時間まで行った。

卵管の器官培養には、 Grid法を用いた。培養液には通常の初期旺培養の条件に極力近づけるため、

州を用いた。器官培養用培養皿 (Falcon，No.3037)に約1.211&の仰を入れ、その上にステンレスメッ

シユを載せ、メッシュ上で卵管を培養した。卵管は未成熟Jcl:ICR雌より摘出し、直線状に引き延ばし

た状態で培養した。初期旺の卵管内培養はこの器官培養卵管内に初期旺を注入することにより行なっ

た。

卵胞由来卵子は、 hCG投与後約10時間に雌マウスから卵巣を摘出し、川内で 27Gの注射針を用いて

大卵胞を裂くことにより得た。回りにゆるく大量の卵丘細胞が付着している卵子を卵胞由来成熟卵子

として用いた。媒精時刻まで流動パラフィンでおおった州中に置き、排卵卵子と同じスケジュールで

体外授精に供し、卵胞卵子由来前核期旺を得た。

〔結果〕室監1.::未成熟)cl:ICR雌に由来する前核期旺を器官培養卵管内で1日培養し、その後州内で

媒精120時間まで培養したところ、匪盤胞までの発生が高率に見られた (Fig.1)。更に卵管の性周期

の影響を調べたが、特に性周期の時期による発生支持作用の変化はなかった。室監盆:未成熟B6C3F1
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:Slc(B6C3F'1)の卵胞卵子を用いて前核期旺を得、媒精120時間まで培養した。対照として用いた排卵卵

子由来旺、卵胞卵子由来旺、そして卵管内培養(l日間〉を経た卵胞卵子由来妊の全てが高率に旺盤

胞へ発生した(F'ig.2)。

〔考察〕卵管内環境にICR前核期旺を戻すと、 "invitro 2-cell block"が生じなかった〈実験1)。

このことは、卵管内環境がICR旺の初期発生を促進することを示している。つまり、発生停止を起こす

系統の前核期旺は、卵管の発生促進作用を欠くために体外で発生できないことが示唆される。一方、

発生停止を起こさない系統が発生できる理由としては、排卵から採卵までの聞の卵管の影響のみで十

分であるからという可能性が考えられる。そこで、卵管の影響を全く受けていないF'1卵胞卵子由来旺

の培養を行なった〈実験2)。しかし、 "invitro 2-cell block"を示さない系統においては初期発生

と卵管の影響の有無とに関連性は見られなかった。

以上のことから、マウス初期旺には系統的に“卵管依存型"と“卵管非依存型"とも言うべき2型

があることが示唆される。 ICRなどに代表される“卵管依存型"卵子由来旺では、発生に際し何らかの

卵管因子を必須とするが、 B6C3F'1に代表される“卵管非依存型"卵子由来旺では全く独立して発生が

進行すると考えられる。発生進行時には、前核期から 2細胞期にかけての旺細胞質の質的変化が必要

であると言われている2)。卵管依存型卵子では卵管因子が細胞質の質的変化を誘導し、この細胞質性

変化が2細胞期以降への発生を促すが、卵管非依存型ではこの細胞質の質的変化には卵管因子を必須

としないのであろう。
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着床期JIfにおける fibronectinの意義と

培養の及ぼす影響について

Significance of fibronectin in the peri-implantation 
embryos and the effect of culturing on the expression 
of fibronectin 

竹内一浩・森 明人・鵜木康資・永田行博

Kazuhiro TAKEUCHI， Akito MORI， 
Yasushi UNOKI， Yukihiro NAGATA 

鹿児島大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Faculty of Medicine， 
Kagoshima University 

目的:Fibronectinは1948年P:Morrisonらによって血液中の糖タンパク質として発見されたが，細胞接着，

走化性，細胞移動，組織の修復など多岐にわたる作用を有し，あらゆる方面から多くの研究者に注目されている。

匹の着床においても fibronectinは重要な役割を演じていると言われているが，その報告は少なく，受精卵

における fibronectinの出現時期について少数の報告1)-3)がなされているのみである。今回我々はヒト体外受

精・匪移植の基礎的研究として着床前期症における fibronectinの局在を観察し，また in-vivoembryos (体

内陸)と in-vitrocultured巴mbryos(体外培養匪)での相違点を観察し知見を得たので報告する。

方法:ICR系6週齢雌マウスに PMS及びhCGを48時間間隔で腹腔内投与し，同系成熟雄マウスと交配させ，

翌朝，腔栓が確認できたものを day1とした。 day2より day5まで卵管及び子宮を濯流し.2細胞期匪より後

期匪盤胞まで採取し，乙の群を体内陸群とした。 ζれに対して 2細胞期匹より 10%仔牛血清を含むmodified

Whitten's medium Iとて後期E基盤胞まで追加培養した群を体外培養臨群とした。これら体内及び体外情養群の

に示した。なお染色はAvidin-BiotinKit (Bio-
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胞期及び4細胞期で fibronectinの局在は認められず，桑実睦でも

fibronectinの出現時期と局在を Fig.21ζ示した。体内匹群では2細 Fi，.2 Comp・山間 ofn:preoaiOD of fibronectin(FN) b山町
同-"''10 embryoa and in-yitro cultured ・mbryo.

fibronectinの局在はま ったく見られなかった。 しかし初期座盤胞

期になって，その内部細胞塊に初めて頼粒状lζfibronectinが染色

された。また後期怪盤胞では，内部細胞塊のみならず栄養外匪葉も

強く染色された。しかし体外培養匪では，胞盤胞の時期になっても

fibronectinの局在はまったくみられなかった。

考察 Fibronectinが臨のどの時期1[.出現するかは， Wartiovaa-

ra 1)， 2)や Zetter3)らがすでに述べているが， マウス怪ではE基盤胞

になって始めて積出されるとした。我々の実験でも彼らの結果と同

様であった。乙れらの研究結果からみて，fibronectinが匪盤胞で

出現するととは，ほぼまちがし、なく，着床期JtEで重要な意義をもっ

ととも推察される。しかし，体外培養脹において，fibronectinが

通常出現する|時期を越えて後期匹盤胞に

なっても出現しなかった乙とは非常に重

要な所見であると考えられる。現在ヒト

における不妊症領域で盛んに行われてい

る体外受精・匹移植の低し、着床 ・妊娠率が

embryo回k 圃t..畢圃 FN e:r;preuiOD 

(in-vh'o) (iD・viho)

⑬ h同 U ( -) 
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問題になっている。乙の体外培養匪での

fibronectinの局在の消失は， fibrone- 1 

ctinが着床にどの程度関与しているかを く写真説明〉
i 後期医盤胞(体内陸群)

別Kしでも，体外培養匪では着床K必要 内部細胞塊(lCM)及ひ栄養外怪葉(Tr)1Cfibronectinの局在が強くみられ
る(矢印)0x 200 

なfactorが十分K得られていない可能 2.後期匪盤胞(体外培養妊群)
ICM及びTrのいずれにも fibronectinの局在はみられなし、。x200 

性も考えられる。今後さらに着床に関する in-vitro実験モテ〉レを用いた検討が必要であり， また郎内のfib-

ronectmがどの細胞lζ由来して作られるのか明らかにしていく必要がある。

文献:
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collagens and Laminin in the early mouse embryos. Develop Biol 1980; 76 : 100-114 

3) Zetter， B.R. and Martin， G. R. : Expression of a high molecular weight cell surface 

glycoprotein (LETS protein) by preimplantation mouse embryos. and teratocarcinom stem 
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Viability of mouse embryos 

cultured in BSA-free medium 

高木優二・菅原七郎・正木淳二

Yuhji TAKAGI， Shichiro SUG銅版A，Junji MASAKI 

東北大学農学部家畜繁殖学教室

Lab. of Anim. Reprod.， Fac. of Agri.，Tohoku University 

目的:各種晴乳動物卵子の培養には必ず血清や BSA(牛血清アルブミン)などの血液製剤が培養液

に添加されている。しかし、動物種や薬物のロット間変動が大きく、研究者、 研究機関によっても効

果に対する評価が異なっている。また、ウサギ、ハムスター、赤毛ザルでは匪盤胞までの発生におい

て培養液にアミノ酸やタンパク質の添加を必要としているが1)、マウスでは添加しなくても匪盤胞ま

で発生する乙とが報告されている 2.3)。そこで本研究では、 BSA無添加培地でマウス怪を培養し、匪

の割球数および移植後の胎児への発生能との関連で匪の発生に対する BSAの効果を調べた。

方法: ICR系雌マウスを、 PMSG-hCGで過排卵処理し、 hCG投与後48時間 、66時間および90時間に、

2細胞期匹、 8細胞期匹、桑実匪・匪盤胞期匪を採取した。培養液は、対照区としてBMoc-m液を用

い、実験区として BSA無添加のBMOC-m (BSA-free)液および BSAの代わりに FCSを10%添加したBMOC
一血液を用いた。採取した匪は瀧流後BMOC-m +HEPES液で一回洗浄し、 BMOC-m +HEPES(BSA-free) 

液で二回洗浄後、 0.35mlの培地に移し拡張匪盤胞からハッチングまで発育を観察した。割球数は、

2細胞期から66時間、 8細胞期から24時間および48時間培養した匹を固定・染色4)して調べた。移植

は、 2細胞期から66時間、 8細胞期から48時間培養した匪盤胞を偽妊娠3、4日齢の子宮に片側7個

ずつ計14個注入し、分娩時あるいは移植後16-18日に屠殺して生存胎児数を調べた。

結果:2細胞期から匪盤胞への発生率は、対照区、 BSA無添加区、 FCS添加区でそれぞれ 79.0% 

(523/662)、87.9%(420/478)、41.7%(25/60)で、有意差が認められたが、 8細胞期からでは94.3%(481

/510)、96.4%(188/195)、86.7%(26/30)と差は認められなかった。桑実匪 .n壬盤胞期から培養した場
合のハッチング率はそれぞれ28.8%(38/132)、0%(0/73)、80.0%(24/30)とBSA無添加区で1例も認め

られず、 FCSを添加することにより有意に高い値を示した。また、 2細胞期から培養を継続した場合

au 
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のハッチング率と同様の傾向が見られた。培養匪の割球数については表1に示したとおり、 8細胞期

から24時間培養したものでは BSA無添加区で有意差が見られたが、 2細胞期および8細胞期から66時

間培養した場合では差はなかった。また、 FCS添加区では有意に割球数は少なく抑制効果が見られた。

移植後の胎児までの発生については表2に示した。全ての実験群で有意差は認められなかった。

Tab1e 1 Number of b1astomeres in embryos cultured in BSA-free 
and 10% FCS medium 

Embrbye o .stage CUI t1( 1re period 
at beginning (h) 

Group No.of No.o(Mf ebmla± stomeres 
embryos (MeanISD) 

2-ce 11 66 Control 74 69. 7士28.4
BSA-free 39 70.3士28.4

Control 56 36.2士11.9" 
8-cell 24 BSA-free 38 47.4士15.2b

10%FCS 16 19.8士5.2C

Control 14 104.7士16.7" 
8-cell 48 BSA-free 27 109. H20. 2" 

10%FCS 26 37.0士12.5b

p(O.Ol 
Tab1e 2 The viabi1ity of mouse embryos cultured in BSA-free medium加 d

then transferred to recipient mice 

Embryo Cu1ture Day of No. of No. of No. of No. of live fetuses 

stage per(io)d group pSOIldo-recipient pr(e幻glmcy emsbfreyrores d 
h) - pregnancy . (%J transferredll (%) (Mean:tSD) 

8-ce11 48 Contro1 Day3 8 7((87.7) ) 98 54((55.1) ) 7.7士2.2
BSA-free 5 5( 100 70 47(67.1 9.4士0.8

Control Day3 7 ~~叫 98 叩叫 7.3士3.0
BSA-free 9 8(88.9 112 66(58.9 8.3士3.2

2-cell 66 
Control Day4 10 9j90.oj 126 叩円 6.9士1.8
BSA-free 8 6(75.0 84 40(47.6 6.7士2.8

1) No. of embryos transferred to recipients becoming pregnancy 

考察:JlI盤胞期までの培養には BSAを添加しなくても対照区と変わらない発生を示し、また、匪自

体の胎児までの発生能にも影響しないことが明らかとなった。しかし、匪盤胞以降の発生にはさらに

多くのアミノ酸やタンパク質あるいは匪の成長を促進する因子などの物質が必須であることが示唆さ

れた。

主要文献:1) Kane，M.T. (1987) In "The M剖unalian Preimplantation Embryo" 

ed Bavister，B.D.， Plenum Press，New York and London， p193-217. 

2) Cholewa，J.A. & Whitten，W.W. (1970) J.Reprod.Fert.，22，553-555. 

3) Goto，K.， Takagi，Y.，Nakanishi， Y.，Ogawa，K.， (1986) Japan J.加im.Reprod.，32，48-53.

4)美甘和哉・上口勇次郎(1985)"リプロダクション実験マニュアル"飯塚理入他編，講談社， 凶2.
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豚卵胞液中にみられる成熟分裂促進活性成分について

Meiosis Promoting Activity 

in Porcine Follicular Fluid 

石崎芳彦・吉田光敏・小島義夫・河岸桝r・水野卓本

Yoshihiko ISHIZAKI，Mitsutoshi YO叩IDA，Yoshio~印 IMA， Hirokazu KAWAGI剖ド，Takash i MIZl別ぴ

静岡大学農学部家畜無難学教室，車生物化学教室

Laboratory of Reproductive Physiology ，車Laboratoryof Biochemistry ， 

Facul ty of Agr icul ture ，51】izuokaUniversity 

目的:豚9閉鎖H子を体外で成熟培養し、その受精能や発生能カ漉んに研究されている。しかし、体外成熟豚

卵子は高い受精能を有するが、多精ヂ受精、多捌綬精などの異常受精の割合が高く雄性前核形成率も低いな

どの問抵点がある。これらのことは、卵子の核や細胞質の成熟カ句、十分であるととが一因として考えられる。

演者らは、日本畜産学会第80回大会において、豚卵胞卵子の体外成熟培地に腕H胞液(pW)を10%添加するご

とにより、卵母細胞の成熟分裂科目隼され 36h培養後の成熟率が大幅に改善されると同時に、多捌安受精卵の

寄拾も低下することを報告した。そこで今回は、 pfF中にみられる成熟分裂促進副生成分について検討した。

方法:豚卵子は屠場採取の9陳卵胞〈直径 2~5 IIID )より採取した。体外成熟倍地には1伽℃功伽ITCM199~こ

ホルモン〈開SG，h囚，E2)を添加したものを用いた。豚卵胞液(pW)は上記の卵胞より探取し普機エチル可溶

部を除去後、凍結乾燥した。 pFF脱脂輯粉末は2次蒸留水に懸濁し、剛一10仙nicon)で限外誼過して実験に

供した。そして、成熟培地に①凍結乾燥したpfF叩1)，舗砂防組駒陪審晶の pFF成分倒町:Mr>10， 000)，~艮外

漉過臨透過の pfF成沿<UF:Mr<10，000)、をそれぞれ10%加えた。また分子量10，000以上の pfF分画の一部は、

限強E-Toyopearl650M(1伽剖 Tris→K:l，pH8.0)桁ム如マトグラフィーを用いて分離し、 UV280nmの吸光度を襖院してク

ロマトグラムを件減し、得られたピーク各々についても検討した。卵子は 36h成熟培養し、卵丘細胞層膨潤化

〈明白の状態を観察した後、媒請し、 18h後に成熟・受精の状況を調べた。精子は2頭の大ヨーク種雄豚から

の濃厚部精液を使用し、前培養(め)終了後、 5X105/mlの精子讃度で媒精した。精子の前処週、培地、培養条件

は既報('87，YI捌 I0011に従った。なお、推言伴的分析は京検定で行った。

結果氾距の寄j合は、H)区および即D区でそれぞれ90.倒、 91.1%と対照区の72.5%に比ベ有意(p<0.01)に高

かった。一方、町区では 69.4%と対照区と差カ是みられなかった。表に示すように、成熟率は対照区に比べ同区
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および NUF区で有意に高く、 UF区では差カ高みられなかった。受精率は町区で有意に低かった。また、多卵核受

精卵の割合は、対照区と比べFD区および肌F区で有意に低かった。 一方、雄性前核形成率はFD区およびNtF区

では対照区と差カ認められなかったが、町区では有意に低かった。分子量10，000以上の pfF分画について、クロ

マトグラフィーで分離した結果、 ~H吸着部<NA) と吸着部4 ピーク( Al~M )消専られた。それらについて同様に検討

した結果、 CMEの苦手j合凶川区で78.1% 、 Al~M区では18~55% と CMEを促進する活性は検出できなかった。

一方、NA区における成熟率、受精率およ{}多捌変受精率はそれぞれ、 92.5%、80.邸、 5.3%であり、成熟分裂

促進制生が輸出された。 しかし、A1~M区ではいずれの区においても顕著な活性は検出で・きなかった。

表.限外櫨過膜透過・非透過卵胞液成分の添加が成熟・受精に及ぼす影響償動

豚卵胞液a) 多精子 多9暇 雄性前核

制日成分 成熟率% 受精率% 受精率%b) 受精率%b) 形成率%b)

66. 2 ( 511 77) 89.6( 691 77) 84. 1 ( 581 69) 17.4( lV 69) 50. 7 ( 351 69) 

FD 84.3(140/166)"倒.9(1411166) 72. 3 (lOV14D 7. 1( 10/141). 48.9( 69/141) 

NUFQ唱r>10000) 88. 8 <150/169伊・ 90.5(153/169) 73. 9 <113/153) 7.8( 1V1531・49.7( 76/153) 
UF<Mr<1000m 58.8<但1160) 78.1(125/160). 79.2< 99/125) 28.0< 35/125) 20.8< 26/125)" 

a)FD:脱脂乾燥粉末、 NUF:限外渡過胸躍過成分、 UF:~砂憾過成分 b) i受精卵昨く0.05，咽昨<0.01 

考察:豚卵胞液中にはこれまで卵母糊包成柳欄因子側D，Inhibinなどの物質の存在方報告21されている。

また、腕H胞液中には、卵丘細胞層の働問化の発現に必要な成分と卵核胞崩壊抑紬紛料確し、これらの物

質はともに分子量10，000以下であるとの報告31がある。しかし、卵母細砲の成熟・受精に及ぼす卵胞液の効果

については、まだ詳しく鰐局されていない。今回の実験では、卵胞液中に卵丘細胞層を勝同化させ、卵母糊包

の成熟分裂を促進すると同時に多卵核受精卵の割合を低下させる活性カ辛抱した。これらの成分は、卵胞液中

の脂質を除く分子量10，000以上の分画に存在することカ涼された。透明帯は分子量1600以上の物質を通過させ

ないことから、この活性成分はまず卵丘細胞層に作用し、卵母細胞の成熟に関与すると考えられる。また、陰

俳如マトグラフィー制服着部側)に高い活性カ主宰められた。 一殻に酸性の糖、蛋白などの物質は吸着されること

から、成熟分裂促進副生成分は中性あるいは塩基性の梼あるいは蛋白などの物質と考えられる。しかし、 C距

を促進する活性はNAおよび4ピークとも検出できず、操倫掛呈上で失活あるいは消失した可能性向略された。

卵胞液中には雄性前核形成を促進する物質の存在が報告制されている爪今回の結果からはその活性は認めれ

なかった。この原因として、使用した培地や判定基準の違いカ湾えられた。

主主要支訴ま:1)M. Yoshida:Jpn.J. Vet.Sci.49(4):711-718，1987， 2)J.J. Ireland:J.Reprod.Fertil. ，Suppl.34: 

39-54，1987， 3)湊芳明、豊田裕:日畜会報53(8):515-520，1982，4)内藤邦彦ら:晴事w師髄4(1):59-60， 
1987 
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豚卵胞液中で体外成熟した豚卵子の発生能
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内藤邦彦・上野 隆・大脇達也

椎名隆次郎・福田芳詔

In 

Kunihiko NAITO， Takashi UENO， Tatsuya OHWAKI， 
Ryuhjiroh SHIINA and Yoshinori FUKUDA 

北里大学獣医音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:演者らは、第 28回の本研究会において、豚卵子の成熟培地に豚卵胞液 (pFF)を使

用することにより、媒精後 18時間で観察した雄性前核形成率が約 30%から約 80%へと

高まることを報告した(1)。本実験では pF F中で体外成熟した豚卵子の、体外受精楼の発
生能についτ検討した。
方法:卵子は屠場より入手した未成熟豚の卵巣の直径 2~ 5 mmの卵胞より採取し、直ちに

37"C、日C0
2
95%空気の条件下で48時間の成熟培養を行った。成熟培地には主に pFFにFSH

(0.01AU/ml)を添加したものを使用した。培養終了後、卵子は 2mH力フ工インを含むTYH

中で体外受精させた。精子は本大学付属農場の種雄豚より採取し、高濃度処理(2)を施して

受精能を獲得させた後に受精に供した。卵子は媒精後6時聞に発生用培地であるBHOC-2に移

し替え発生を観察した。[実験 1]成熟培地としてTYH、TYHにpFFを25%加えたもの、
および100仰FFに、それぞれ FSH(0.01AU/ml)を加えた培地で成熟した卵子を、媒結後48時間

まで37"Cで培養し τ発生能を比較した。媒結後48時聞に卵子の染色標本を作製し、各割球に

1つの核が存在する乙とをもって正常卵割卵とした。[実験 2]媒精後96時間まで37"Cで培

養を続付、発生段階を倒立顕微鏡で観察した。[実験 3]発生培養を37"C、 39"C、および媒

精後6時間まで37"C、その後39"Cとしたもの(それぞれ37区、 39区、 37-39区)、の 3種類

について培養して媒精後48時間まで倒立顕徴鏡で観察し、発生速度を比較した。

結果: [実験 1]結果をTable1に示した。媒精後48時聞に見られた正常卵割卵の割合い

は100%pFF区で他の 2区に比べ有意に高かった。その大部分は 2細胞期暦であった。 100%pFF

区の媒精後48時聞に見られた 2細胞期暦の例をFi g. 1に、また 4細胞期胞の 1例をFi g. 2に示

した。[実験 2] 100%pFF区の服の培養を続けた結果、媒精後66時間に 8級胞期腔が

見られた (Fi g. 3) 。しかし、その発生率は低かった (21120)02細胞期以降への発生率は媒精

後66時間で最高となり、以後は退行に向かい桑実旺や駐盤胞は見られなか った。[実験 31 37 
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区、 39区および37-39区において、 2細胞期暦の多 くはそれぞ

れ媒精後33、30および27時聞から見られた。 2細胞期以降への

発生率は37-39区、 39区とも 42時間で最高となり、それぞれ

46.2%、39.5%、であった。

考察 :豚卵子を FSH0.01AU/ml を含む100%pFF中で成熟した

時の正常卵割卵の割合いは35.6%であった。この値を既に報告

した(1 )本培養系における成熟率、精子侵入率、 雄性前核形成

率(それぞれ約85%，50%，85%)から判断すると、雄性前核が形成

された卵子のほとんどは 、媒精後48時聞には 2細胞期以降ヘ発

生したと考えられる。これ らの陪をさらに培養したが8細胞期

を越えて発生するものはなかった。豚では体内成熟 一体内受精

卵に おいても 1細胞期から体外で培養すると、この段階で発生 F i g. 1 

が止 まることが報告されており (3) 、これを

確認する結果とな った。今回、 370Cで培養し

た場合 2細胞期暦が出現するのは多く は33時

間以降であり 、生体内と比較し著 しく遅かっ

た (4)。培養温度を390Cにする ことにより若

干速まったが生体内に匹敵する値ではなかっ

た。この原因のーっと して精子の侵入時期の

遅れが考えられ (2)、今後の倹討課題である。

F i g. 2 Fig目 3

Table 1. Development of in vitro matured and fertilized 
porcine oocytes cultured for 48h after insemination 

Maturation 

medium 6-

Frag. 

or Deg. 

No. of Developmental stage 
oocv1:es 

inseIU 己~ted 1-cell 2- 3- 4- 5-

T Y H 1~8 98 16 1 
(13.0%)a 

pFF 25% 88 24 )9 6 3 
(20.5%)a 

pFF 100% 118 39 L_2~ 4 4 
(35.6%)b 

1 22 

46 

2 3 37 

All maturation media contained FSH(O.OlAU/ml) 
a，b) Significant difference is present between a and b 

主要文献

1 . 内藤邦彦 他 ( 1987) 第28回捕乳動物卵子研究会講演要旨 p 59 

2. 浜野晴三，豊田 裕 ( 1987) 家畜繁殖誌 32 : 177-183 

'3. Lindner G H， Wright R W Jr (1978) J. Anim. Sci. 46:711-718 

4. Hunter R H F (1974) Anat. Rec. 178:169-186 

7

へJV
凋
川
『



ラット凍結卵巣の卵巣嚢内への移植

Transplantation of rat ovary into ovarian bursa 

after freezing and thawing 

利部聴・牧田登之・寓場光一

K AGABU Satosi，MAKIT A Takashi and 

MAMBA Kouichi 

山口大学農学部獣医学科

Department of Animal Anatomy， Faculty of 

Veterinary Medicine，Yamaguchi Univ巴rsity

Yamaguchi 753 

目的:ラットでは l匹あたり担問個の卵母細胞が存在しているが，大部分は閉鎖卵胞となり排卵によって

得られる卵子は，ごく一部にすぎなし、。閉鎖してしまう卵胞を成熟させ排卵させるためには，卵巣の凍結保存

は有効な方法と思われる。 ParkesとSmith(1953)は，未成熟ラット卵巣を一79
0

Cに凍結し移植後卵巣組織

が生着したことを報告してしる。

近年，受精卵子の凍結保存が方ラス化法による超急速無段階凍結法 (RallとFahy，1985)が用いられ，好成

績が得られてし、る。一方，演者らは，この方法で卵巣を凍結保存し，皮下に自家移植後，組織が生着したこと

を報告した(利部ら， 1987)。本報告は，凍結・融解後の卵巣を卵巣嚢内へ移植し，その後の生着状態を調べ

たものである。

方法:実験にはウイスター・今道系ラットの交配後22日目の胎児卵巣を用いた。卵巣を移値されるレシヒ。エ

ントも同系統のラットである。卵巣移植に際しては， Stevensの方法を改良した野口・野口の方法によった。

胎児から卵巣を取出して， PB 1中で卵管等をと り除く。次に12.5%VS1 (注)に15分間静置した後25%

VS 1に157士間静置する(以上，室温下)。その後冷日%VS1，冷1∞%VS1にそれぞれ15分間静置してから
精液用ストローに移しかえて，直接液体窒素中へ投入しi索結した。

液体窒素中で約1週間保存した卵巣を氷水中で融解した後，以下の方法て、凍結保護剤の除去を行った。すな

わち，冷日%VS1・105士間→冷25%VS1・107ナ間→室温PBIで2回洗浄した。

移植では，最初にレンピエントの卵巣を除去した。除去に際して卵巣嚢の切開部分をできるだけ小さくし，

卵巣門をキルナ一氏第万で切断してから胎児卵巣をスポンセeル(山之内製薬)を支持体として用い移植した。

移植後6週間で卵巣をパラフイン切片にして生着状態を観察した。非閉鎖卵胞が存在しているものを生着卵巣

とみなした。閉鎖卵胞の判定はBrawとTsafririの基準によった。すなわち果粒膜細胞に核濃縮が認められる
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ものを閉鎖卵胞とした。

結果:15匹のラ ットに凍結卵巣を卵巣嚢内へ移植して11例

に生着を認めた。 一方，凍結処理をしないでそのまま移植し

た対照実験区では， 15例中13例に生着を認めた。また，排卵

が実験区，対照実験区の一部に認められた。

考察:以上の結果から， VS 1による超急速無段階凍結法

により凍結保存した卵巣は.移植後生着することが確められ

た。しかし，生着した卵胞が少ないこと(直径50μm以上の

卵胞は22.5/卵巣)や，凍結方法が末だ頻雑である等，改良

すべき点が残されている。

(注)VS 1: DMSO 20.5 % W / V ，アセ トアミド 15.5% 

W/V，プロピレ ングリコール lO%W/V，ポリエチレン

グリコール 6%W/VとしてPBIに溶かしたもの。これ

をl∞%VSlとしてPBIでさらに希釈した。
主要文献

利部聴・牧田登之・蔦場光一:ラッ ト卵巣の凍結保存，秋

季家畜繁殖学会， 1987. 

野口基子 ・野口武彦:胎仔卵巣移植， 実験生殖生理学の展

開，お8，1982.

P B 1で.2図説浄

4 
12.5% v S 1 15分間室温

25S百 V S 1 15分間室温

50% V S 1 15分間氷水中

100% V S 1 15分間氷水中
4 
ストロー

液体蜜31:

凍結方法

融解 氷水中

50% V S 1 10分間氷水中

お% V S 1 10分間氷水中

P B 1で.2図説海

室温下

移祖

融解方法

Parkes，A.s.and Smith，A.U.:Regeneration of rat 
ovarian tissue grafted after exposure to low temperatures， Proc.Roy.Soc. B ，140，455，1953. 

Rall，W.F and Fahy，G.M.:lce free cryopres巴rvationof mouse embryos at -196'C by 

vi trifica tion ，N a ture， 313 ，573，1985 . 

Stevens，L.C.:A modication of Robertson's technique of homoiotopic ovarian transplantation 

in mice，Transpl.Bull.， 4， 1侃，1957.
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グリセリンーショ糖液で凍結した体外l受精マワス旺盤胞の

生存性に及ぼす凍結速度と液体窒素投入温度の影響

Effects of cool ing rate and plunging temperature into LN2 

on survival of mouse blastocysts fertilized in vitro and 

f rozen in gl ycerol-sucrose. 

平泉真吾・石井秀信・花田千仁・市川優樹・内麗邦彦・福田芳詔

Shingo Hiraizumi，Hidenobu Ishii，Chihito Hanada，門asaki Ichika胤，
Kunihiko Naito and Yoshinori Fukuda 

北里大学獣医畜産学部家畜育種繁殖学教室

School of Veterinary門edicineand Animal Sciences，Kitasato University 

目的:マウス受精卵の凍結保存技術は、畜産の分野では牛受精卵の凍結保存に応用され、受精卵移

植で実用化されている。凍結融解旺の生存にとって耐凍剤除去は重要な因子の一つであり、耐凍剤を

除かないで移植してもまったく受胎しない。最近、 Massipら(1984，1987)は、耐凍剤のグリセリンと

一緒にシヨ糖を添加した凍結用培地で凍結保存した牛の受精卵を、融解後耐凍剤の除去なしで直接移

植し、産子を得たと報告した。本研究では、体外受精由来マウス旺盤胞を用いて、グリセリンとショ

糖を含む培地で凍結する場合の最適な冷却速度と液体窒素投入温度を検討した。

方法:卵子は過排卵処理 Jcl:ICR系成熟マウスから採取し、常法に従って体外受精を行った。授精

後5-6時聞に倒立顕微鏡下で受精途上卵を判定し、 Whitten培地に移し替えてCOl2.インキユベータ

ー (37OC，5 %C02 ， 95%空気〉内で培養した。授精後96時間に得られた旺盤胞と拡張旺盤胞を実験

に供した。凍結用培地は、 20%FCSと 0.25門シヨ糖を含むPBUこ耐凍剤として10%グリセリンを添

加したものを使用した。受精卵は室温下 (20OC)で直接、凍結用培地に移し、ただちに 0.25mlスト

ローに収め30分間平衡した。 -7OCのメタノール槽記移して3分間保持後、植氷した。植氷後10分間

保持した後 O.3OC/分、 O.5"C/分および O.8"C/分の速度で冷却し、ー15"C、 -20"C、 -25"Cおよ

び-30"Cに達した時点で液体窒素中に投入した。液体窒素中で 1日間保存した後、 370Cの温湯中で30

秒間振とうして急速融解し、ただちにストロー内の受精卵を凍結用培地とともに時計皿に排出したグ

リセリンの除去は、 20%FCS-PB1を徐々に加えて等量希釈した後、 20%FCS-PB1に移して10分間、次

いで Whitten培地に移して10分間それぞれ静置して行った。受精卵は Whittent宮地で24時間培養し拡

張~瞬化中庇盤胞へ発生したものを生存旺とした.
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結果:凍結融解後、すべての実験区で94.1-100%の旺が回収された (Table1)0 液体窒素投入温

度がー150C、 -20OC、ー250Cおよび-30OCにおける旺の生存率は、冷却速度が 0.3OC/分の場合、そ

れぞれ1.3%、48.6%、73.3%および72.6%;0.5OC/分の場合、それぞれ22.5%、77.9%、97.5%

および96.2%;0.8OC/分の場合、それぞれ 9.4%、63.4%、88.5%および76.3%であった。各冷却

速度において、液体窒素投入温度がー250Cまで低くなるにつれて生存率は急激に上昇した。しかし、

-30OCまで低くしても生存率はー250Cの場合と有意差がなく、ほぽ同じか若干低い値を示した。冷却

速度 0.5OC/分の-25OCと-30OCの2区ではほとんどが生存し、 0.3OC/分と0.8OC/分に比べて、

それぞれ有意に高い生存率を示した。

Table 1 Effects of cool ing rate and plunging te欄pertureinto UU 
on survival of mouse blastocysts. 

Cool i昭 rate
(OC/min) 

O. 3 

O. 5 

O. 8 

Plunging temp. 
i nto LN!1 (OC) 

-15 
-20 
一25
-30 

-15 
-20 
一25
-30 

-15 
-20 
-25 
-30 

No.embryos recovered/ No.e.bryos survived1)/ 
No.embryos frozen(%) No.embryos recovered(%) 

78/80 (97.5) 1/78 ( 1.3) 
70/70 (1∞〉 34/70 (48.6) 
75/75 (100 ) 55/75 (73.3) 
84/85 (98.8) 61/84 (72.6) 

89/89 (100 ) 20/89 (22.5) 
95/95 (1∞〉 74/95 (77.9) 
81183 (97.6) 79/81 (97.5) 
78/80 (97.5) 75/78 (96.2) 

85/87 (97.7) 8/85 ( 9.4) 
93/94 (98.9) 59/93 (63.4) 
96/鈎 (97.0) 85/96 (88.5) 
80/85 (94.1) 61/80 (76.3) 

1) No.embryos developed to expanded and hatching blastocysts in culture for 24 hr after 
thawing. 

考察:以上の結果より、マウス旺盤胞は、 10%グリセリンと 0.25門ショ糖および2O%FCSを含む培

地を用い、冷却速度 0.5OC/分、液体窒素投入温度-25--30OCの条件下で凍結保存することにより

融解後、極めて高い生存率が得られることが明らかになった。門前sipand Van Der Zwalmen (1982) 

は、マウス旺盤胞を10%グリセリンと 0.2511ショ糖を含むPBSを用い、冷却速度 0.3OC/分、液体

窒素投入温度一250Cで凍結し、47.1%の生存率を得たと報告している。本試験の冷却速度 0.3OC/分

液体重棄投入温度一250Cの成績がよかったのは、凍結用培地に血清を加えたためと考えられる。

主要文献
1.門鎚sip，A.andVan Der Zwal闘en，P.(1982):Cryo・Letters，3:326
2.門assip，A.andVan Oer Zwal聞en，P.(1984):Vet.Rec.，115:327・328
3.門assip，A.VanOer Zwal ・~n ， P.and Ectors，F.(1987): T加riogenology，27:69・79
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Vitrificationによるラット2細胞則区切低温保存

Cryopreservation of rat two-cell embryos by 

vitrification 

平林真澄・茶谷伸夫

Masumi H 1 R A B A Y A S H 1， Nobuo C H A Y A 

雪E押i業株式会社生物科学研究所

Research Institute of Life Sciense， Snow srand Mi!k Products， Co.， Ltd. 

目的:1985年， Rall and Fahy 1)は、 Vi tri fication法によってマウス院が保存できることを報告した。

しかしながら、この Vitrification法は、凍割属物質の溺]日ならびに希釈が多段階であり、操作が糊tな

ため実用聞で方法の簡略化が必要と考える。

我々は、先にラット怪の凍結保存において2細胞期駐での保存が効率的であること討、さらに、 2細胞期臨

では融解後、凍結保護物質の希釈に一段F併開tを行い、高い生存率が得られること3)を報告した。

本実験では、 Vítrífícatíon法によるラット 2細胞期駐~呆存を試みた。また、保存後の凍害保諸物質の除

去には、一段階希釈法も行い比較検討した。

方法:実験にはWistar系成熟ラットを用いた。 2細胞期臨は、過羽~ß誘起を施した雌の卵管から採取した。

Vitri fication法による肝、の保存は、 Rallらの方法4)に準じて行った。すなわち、採取した駐は、 HBl液4)

あるいはHER液5)で洗浄後、 25%VS1 i夜室温;20分間， 50% VSl i夜40C; 10分間， 9(}% VSl i夜40C;5分間の

順に移した。次いで、 90%VS1 i夜90μlとともに0.25mlフ.ラスチックストローに駐を充填し、封入後、液体翠

索中に 1........14日間保存した。

加温は、 2oCの冷水中で急速に行った。 VS1液の希釈は、 Rallらの対去剖 (A法)と室温下で一段階希釈

(B法)を行った。 A法では、 50%VSl液3m!4 oC ; 10分間，25% VSl 液 4oC; 10分間， 12.5% VSl液室温

; 10分間の順に駐を移した。 B法では、室温下でI!sl液あるいはHER液 3m!にストロー内の駐を含むVSl7夜を

回収し、 15分間静置した。A法ならびにB法で回収した紅、は、 Hs1液あるいはHER液で洗河'後、実体繍卸売下

で形態を観察した。正常形態を示す怪は、培養せずに偽妊娠1日目のレシピエント層階内に移楠した。また、

対照群と して、無処置の2細胞期院をレシピエントに移植した。移植後、レシピエントは、妊娠18........20日目に

屠殺し、胎仔を確認した。一部のレシピエントについては、分娩させ産仔を離手U寺まで観察した。
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Table 1. Survival of 2-cell rat embryos after vitrification. 

No. of embryos 

Treatment') vitrified recovered(%) morphologically normal (%) 

A 4 6 46 (100) 4 2 (91. 3) 

B 60 57(95.0) 51(85.0) 

1) A: Stepwise dilution. 
B : One-step dilution. 

Table 2. In vivo develoPment of 2-cell rat embryos after vitrification. 

No. of embryos No. of No. of implantation No. of normal No. of live 

Treatment 1) transferred recipients2) si tes (%) 3) fetuses (%) 3) young (%) 

A 1 3 1 1 1 (84.6) 9 (69.2) 

29 2 19(65.5) 

B 28 2 1 5 (53.5) 1 0 (35.7) 

23 2 16(69.6) 

Untreated 32 2 26(81.3) 
control 

1) See Table 1. 

2) All recipients were pregnant. 

3) Number of implantation sites and number of normal fetuses were examin巴don Day 18-20 of 

gestation. 

結果と考察:実験の結果をTable1およひ:lable2に示した。 Vitrification法による保存fJfの97%が力凶品

後に回収され、 A法およびB法の希釈法を用いても85%比uがIF常形態を示していた。保存肝、の移植の結果、
実験区聞に差はみられたが、すべてのレシピエントから生存日台仔および産仔を得ることができたの産仔への発

生率は、両実験区とも約70%と高値であり、対照群での約80%に比較して特に大きな差は認められなかったの

これは、我々が先に報告したラット2細胞期庇ゆi賭喜保存法とほぼ同程度であった3)。

このことから、ラット2細胞期臨において、このVitrification法は、従来の凍結保存法と同様に降保存法

として適用できるものと考える。また、 i県警保護物質の除去を一段階で行うことが可能になれば、一部方法の

簡略化ができ、さらに実用的な方法として期待できる。

主要文献 1) Rall WF and Fahy GM ( 1985 ): Nature 313:573. 

2)水野敦子，星雅樹，平林真説(1987): 日本疾患モデル動物研究会記録 3:42. 

3)水野敦子，星雅樹 (1986) :雪印乳業研努:Jifr報告別:15. 

4) Rall WF， Wood MJ • Kirby'C and Wittingham DG(1987) :J.Reprod.Fert.80:499. 

5) Ogawa S， Satoh K， Hamada M and Hashimoto H (1972): Nature 238:270. 
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ハムスターの卵核胞崩壊前後での有核及び無核卵片

に侵入した精子核の変化

Changes of sperm heads incorporated into nucleate and 

anuclea te fragments of hamster oocytes before and 

af ter the germinal vesicle breakdown 

平尾幸久

Yuki-hisa HIRAO 

和歌山県立医科大学生物学教室

Depart men t of Biolo耳y，Wakayama Medical C ollege 

目的 日甫乳動物の排卵された成熟卵に侵入した精子核は、卵細胞質中でただちにその膨化(SND)が始まり、

次いで雄性前核(MP)が形成される。精子核を膨化させる能力の出現について、 ζれまで多くの観察が行われ

てきた(1-6)。一般に卵核胞(GV)期に侵入した精子は決して膨化を起さないが、卵核胞のJ崩壊(GVBD)が起

ると乙の時期を起点として、 SNDとMPの形成が始ま る。 このことは卵核の成熟と関連しているととを示して

いる。 Balakier and Tarkowski (6)はMouse卵を用いて、成熟途上の卵を二分する乙とによって、有核及び無核

卵片を作り、その卵片に侵入した精子核の変化を観察した。そとで本観察はHamster卵で、有核及び無核卵片

を一度IC多数作る乙とのできる密度勾配遠心法を利用し、目的の卵片を作り、それぞれの卵片に侵入した精子

核の変化を追跡し、先に行われたMouse卵のそれと比較した。

方法 GoldenHamsterのGV期の卵を得るために、発情周期のDay1の午前にPMSG(30 I.U~腹腔内に注

射したあと、 Day4の午前10-11時の間に卵巣を切り出し、大きな卵胞を針で破って卵子を取り出した。

Promet -1かMet-1の卵を得るためにはPMSGの注射のあと、 Day4の午前中にHCG(25 I.U)を注射して

から 7-8時間後に卵巣から同様な方法で卵子を得た。 Met-1Iの卵子を得るためにはPMSGの注射のあと

Day 3の夕方ICHCGを注射してから、 15時間後に輸卵管から卵子を回収した。

有核及び無核卵片の作製各骨のStageの卵子は酵素処理によって、 Zona -freeの裸の卵子にした。

Percoll (pharmacia)をPBSのulbecco's)で希釈し30%及び25%溶液を作製した。ポリエチレンの遠心管(1.6 

x 6.0 c抗1の底に30%溶液(1容)を、次いで25%溶液(2容1を加え、更に最上部にはPBS(1容)を加えて密度勾

配を作った。遠心の時、裸の卵を最上部のPBS中に静かに導入して、 8，000rpm (5，080 g)で5-10分間遠心し

た。遠心後ただちに遠心管の全液を時計JIllIL移し、二分された卵片を回収した。但しGV期の卵子を遠心する

時、裸にした卵を0.01mMのCytochalasinDで5分間処理したあと、遠心管に導入した。遠心で二分された卵
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子は、比較的小型で透明な卵片と、大きくて細胞質に富んだ卵片とに区別された。

人工媒精:媒精IC用いた精子は、精巣上体尾部から取り出した精子をYanagimachi(7)の方法IC従って、 m-

TAPL溶液中で 3-4時間培養した。先の方法で得た卵片は、小型のクループと大型のグループに分け、 0.3叫

のm-TAPL溶液中に移し、 ζの中で媒精した。媒精後凡そ 5分で、新しく用意したm-TAPL液lζ卵片を移し、

37'Cで5%CO.ガスの下で 3-4時間培養した。媒精後 3-4時間自に、卵片中に侵入した精子核の変化を観察

した。

結果 Zona-freeの卵片の多精受精を出来るだけ防ぐために、先lζ述べたように媒精後5分で、再び新しし、溶

液中に卵片を移し変え る乙とによって、 40 - 60~ぢは確実に単精受精卵を得るととが出来た。従って観察は主lと

単精受精のケースIC注目して行った。 GV期での有核及び無核卵片IC侵入した精子核は(但しとのstageでの受

精率は15-20~ぢ) 、 それぞれの細胞質中で膨化はまったく起らなかった。乙れに対して Promet -1 の卵子では

いずれの卵片においても精子核は皆膨化を起した。しかし乙の時点ではMPの形成は見られなかった。更にMet

-1の卵子では、両方の卵片共侵入した精子核は膨化を起し、 MPの形成が始った。乙れらの結果をまとめると
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Table 1 1ζ要約される。精子核の膨化はGVBDと共IC起り、MP

の形成はMet-llで最大となる乙とが判った。しかもControl

k用いたMet-llの二分しない卵子では、侵入した精子核は大

きな前核を形成した。同時IC第 2極体の放出と雌性前核 (FP) 

の形成も観察された。とれに対して卵片の場合は第2極体の放

出は異常となった。

S taεes 

Germinal Vesicle 

Prometaphase-1 

Metaphase-II 

SND; Sperm nucleus decondensation.lt shows 
t凶 tSND was observed(+)or wasn 't (ー). 考察:HCGの注射後7時間で卵子は既ICGVBDを起し、
MP ;Male pronucleus. It shows that the 
formation of MP occurred(+)or didn't (ー). Promet -1かMet-II IC達していた。従ってGV-materialが

細胞質IC分散したと看倣し得る。事実 ζの時期の卵片IC侵入した精子核はいずれの場合も膨化を起した。乙のζ

とはGV期の卵片ではし、ずれのケースにおいても膨化は見られなかったので、膨化を起す要因 (SNDF)が核質

に由来すると考えて良い。とればMouseの場合とよく一致する C5.6 )。しかしHamsterではとの時期にはMP

形成はまったく 見られなかった。 一方Met-IIの卵子で、初めてMPの形成が見られた。乙れらの観察から、精

子核の膨化を起させる要因がGVBDから出現する乙と、MPの形成はMet-II になって現われる乙と、つまり

SND能とMP形成能の獲得には時間的なずれがある乙とが判った。卵細胞質中に出現するζれら二つの要因は、

その特性が違う乙とが以前に指摘されたはめ玉、本観察からもそのととが領ける。

主要文献 1. Iwamatsu，T. and M. C.Chang (1972) : J.Reprod.Fert. 31・237-247.

2. Niwa，K. andは C.Chang (1975) : J.Reprod.Fert. 43: 435-45l. 

3. Usui ，N. and Y.Yanagimachi (1976) : J. Ultrastruct.Res. 57: 276-288. 

4. Hirao，Y. and Y. Yanagimachi (1979) : Zoo1.Mag. CTokyo) ，88: 24-33. 

5. Tarkowski ，A.K. (1980) : Exp. Cell Res. 128: 73一77.

6. Bal出ier，H. and A.K. Tarkowski (1980) : E却 .CellRes. 128: 79-85. 

7. Yanagimachi ，R. (1982) : In "In Vitro Fertilization and Embryo Transfer" (eds.E.S.E. 
Hafez and K.Semm) ，pp.65一76. MTP Press Limi ted， Landcaster， UK. 
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異属問および異科問(マウス，ラット，ハムスタ )集合キメラ粧の

走査型電子顕微鏡による観察

Scanning Flectron Hicroscopic Study of Interspecific 

Chimaeric Blastocysts 

添田 聡，中村のゆみ-高橋寿太郎・安田泰久

Satoshi SO~TA ， Noyumi NAKAHURA， Jutaro TAKAHASHI 

and Yasuhisa YASUDA 

岩手大学農学部動物育種学教室

Laboratory of Animal Breeding，Faculty of Agriculture，Iwate University 

目的:当研究室では、マウス、ラット、ハムスター聞の集合キメラ駐の作成を試みてきた。そして、

光学顕微鏡下で、その発生段階を経時的に観察することにより、また統合後の匪の大きさを正常駐と

比較することにより2つの駐が集合したと結論してきた。しかし、光学顕微鏡下の観察では、キメラ

脹と断定するのは困難であり、また、異なる由来の細胞の分布状態を判定するこ とはできない。 Tach
i & lachiは、透過型電子顕微鏡 (TEM)を用いて、ラット、マウス閣のキメラ駐を観察し、細胞
内微細檎造を指標に各細胞の由来を同定した。本研究では、走査型電子顕微鏡 (SEM)を用いて、

集合キメラ紅、の発生段階を追って観察することによって、害l球表面構造の違いから、由来の異なる細

胞群の分布状態、細胞間相互作用の解析を試みた。

方法:交配確認日を 0日目として、マウス、ハムスタ は2日目、ラットは3日目の16時から19時

に、放血屠殺し、摘出子宮を濯流することによって8細胞期の駐を採取した。 駐は、透明帯除去後、

植物性凝集素を用いて接着し、 37"C、湿度100%、ち%二酸化炭素95%空気混合気相下で培養した。

培養液には 0.3%BSA添加ダルベッコ変法イ ーグル培地を用いた。培養12時間、 36時間後に2.5% 

グルタ ルアルデヒド固定を行い、常法に従って試料を作成し、 SEMで観察した。

結果 :培養12時間後のマウス、ラット、ハムスター臣、を比較した。マウス駐では、 細胞表面が球状

に盛上がり、激襲状を呈していた。細胞表面には、微繊毛をほとんど見ることができず、細胞1つ1

つは割球の形を残していた。ラット区、では、微繊毛が多く存在し、マウス匹に比べ、細胞は平盤に近

い形をしていた。ハムスタ 駐では、微繊毛はラット匹よりも少なく、マウス匪よりは多かった。ま

た、細胞間境界はラット、マウス匠、ほど.明瞭ではなかった この傾向は培養36時間後の臣、にも見られ、

微繊毛はラット匠、の方がマウス脹よりも多く、またマウス、ラット駐は細胞が密に接着し、細胞間境

界も明瞭で稜状に盛上がっていた。ハムスター悔は、微繊毛がラット匹よりは少なく、マウス駐より

は多く存在し、太く短いものであった。培養後の同時期における各動物の粧の表面構造の差異に基づ

いて、統合がおこったと思われる駐を調べると、目基盤胞期においても各動物由来細胞の分布状態が判

断された。 Fi g. 1は、 t音養36時間後のマウス付ラットキメラ肝である。微繊毛の少ないマウス由来細

胞と、微紙モの多いラット由来細胞が、集塊を成してモザイク状を呈し、統合が進んでいるものと判

断された。またマウス由来細胞はラット由来細胞よりも大きいと思われた。 Fig.2は、培養36時間の
マウス付ハムスターキメラ匹であり、微繊毛の少ないマウス由来細胞と、微繊毛の多いハムスター由

内
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米細胞が混合していると忠われた。

考察 :SEMを用いて、阪、細胞表面の微繊毛の分布、細胞の大きさを観察することによって、キメ

ラ状態の確認、同一緒養条件下における細胞分布の状況の解析が可能であると思われる.

主要文献:

l.Tachi.S.and Tachi.C.:Electoron lIIicroscopic study of blastocysts experillentally produced 

by aggregating blasto掴ereso( rat and圃ousee圃bryos.Oevelop.Biol. 1980:80. 18-27. 

2. TarkowskY.A.K. :House chi冊aerasdeveloped frol fused eggs.Nature 19o1:190:857-860. 

Fig. l:Scanning electron聞icrographof 

aggregated e・bryo(皿ouse仲間t) af ter 
36 hours of culture. 

Co・pletelyintegrated expanded blastcyst. 
Surface of e・bryois covered with two types 
of cells.A group of cel Is of whic~ surface is 

densely covered with冊icrovilli(upper half 

portion of e・bryo)is derived frol1 rat ellbryo. 
The other group of cells of which surface 

(Iower half portion o( embryo) is covered 

wi th a few聞icrovii 1 i is dcrived (rom mouse 

el1bryo. 

Fig.2:Scanning electron皿icrog raph of 

aggregated e・bryo(圃ouse-ha圃ster)after 
36 hours of culture. 

Partially integrated expanded blastocyst. 

So・edegenerated cells adhere to trophoblast 
surface.Surface of e岡bryois covered with two 

types of cells. The one type of cells of which 

surface is covered with thick園icrovi11 i is 

derived fro町 hamsterellbryo. The other type of 

cel Is of which surface is moderately covered 

with lAicrovilli is derived from mouse embryo 

Irophobrast ccl Is derived from mouse c珊bryo

occupy all10st rcgion of embryo. 
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Ferti 1 ization of hamster eggs by microinjection of rabbit spermatozoa 

塩田和也l、後藤勤1、佐藤嘉兵2

Kazuya Shiota1， Tsutomu Goto1 and Kahei Sato2 

日本大学農獣医学部 畜産学科家畜繁殖学教室1，応用生物科学科動物細胞学教室2

Department of Animal Science1 and Department of Appl ied Biological Science2， 
Col lege of Agriculture and Veterinaryトledicine，Nihon University 

Fujisawa 252， Japan 

目的:現在、 capacitationの間接的な判定方法として、透明帯除去ハムスター卵子ヘ

異種精子が進入することを利用したハムスターテストが広く用いられている。しかし、

ハムスターテストにおいて、運動性の弱い精子の受精能力の判定は、精子が卵子細胞質

内に侵入し難い事が多く、正確に受精能力の判定を行うことができない。このようなケ

ースでは、精子を直接卵子細胞質Lこ注入することにより、このような障害は取り除かれ

受精能力を正確に判定することができると考えられる。 Ueharaand Yanagimachi(1976) 

は、ハムスター卵子細胞質内に精子核を注入して正常な受精が起こることを報告した。

本実験では、マイクロマニユピレーターを使用し凍結融解または、 Iysophosphatidyl

cho I i ne( LC)によって先体反応を誘起したもので、ともに運動性を消失させたウサギ精

子をハムスター卵子内に注入し、その受精能力について調べた。

方法:卵子は生後12週齢以上の成熟した経産または未経産の雌のゴールデンハムスタ

ーに州SG-hCGによって過排卵処理を行い、卵管濯流法により採卵した。採取した卵子は

O.I%hyaluronidaseを含むm-TALP培養液中で卵丘細胞を除去し、マイクロインジヱクシ

ヨンまで37
0

C、5%C0295%airの条件で培養を行った。

精子は生後6ヶ月齢以上のNewzealand-white種の雄から人工睦を用いて採取した射出精

子を用いた。凍結処理の場合m-TALP培養液で希釈後、洗浄のために遠心分離を行い、C02

培養器内でs¥，'im upした。その精子を-20
0

Cで3時間以上m-TALP培養液中で凍結し、先体

膜を破壊するとともに運動性を消失させた。一方、 LC処理は1I10BSAm-TALP培養液で希釈

後、洗浄、 swimupした後、前培養1，3時聞を行いLC濃度0μg/ml(control)，50μgl問I，10 

0μg/ml に15分間感作し、 Ohzuand Yanagimachi(1982)の方法により先体反応を誘起し

た。感作後、洗浄操作を行い、運動性のあるものは運動性を消失させてマイクロインジ

ヱクションに用いた。また、凍結処理した精子は38
0

Cで融解しマイクロマニュピレータ

ーを用いて、ハムスター卵子内に注入した。注入後、 m-TALP培養液中で37
0

C，5%C0295% 

airの条件で培養を行い、注入後1，3，5時間で卵子を観察し、精子頭部の膨化および雄性

前核を形成したものを受精能力があるものと判定した。
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Table 1 Ferti 1 ization of hamster eggs injected ~ith sperm cells 

Sperm Observation No. of eegs No. of eggs No. of eggs ~ith 

treatment time(h) examined ~ith s~ollen male pronucleus 

spermatozoa(%) formation (%) 

48 14(29.2) 4(8.3) 

Frozen-Tha~ed 3 51 13(25.5) 7(13.7) 

5 42 10(23.8) 11(26.2) 

(Control) 

Preincubation(lh) 1 20 。 。
+ 3 20 。 。
sa 1 i ne 5 20 。 。

Preincubation(1h) 1 36 8(22.2) 1(2.8) 

+ 3 35 5(14.3) 5(14.3) 

LC(50μg/ml) 5 46 6(13.0) 6(13.0) 

Preincubation(1h) 1 24 5(20.8) 2(8.3) 

+ 3 28 6(21. 4) 5(17.9) 

LC(lOOμ g/ml) 5 30 5(16.7) 7(23.3) 

LC:Lysophosphatidyl Chol ine 

結果および考察:精子の注入による受精結果は、 Table1に示した。このよ うに処理の

違いにより精子頭部膨化率及び雄性前核形成率に多少の差はみられるものの、凍結処理

とLC処理100μg/m1，50μg/mlの聞には、有意な差は見られなかった。 Controlにおいて

は、いずれの時間いおいても注入した精子には変化が見られなかった。この結果はいわ

ゆるacrosome-intact精子を卵子細胞質内に注入しでも受精は起こらず、先体は雄性前

核形成の妨げになることを示唆している。

一般に精子の受精能力を判定する上で、その運動性が大きな影響を占めるが、この精

子注入法を用いれば運動性と切り離して精子核の前核形成能を知ることが可能である。

ただし、この方法を用いる場合注意すべき点は卵子に物理的なダメー ジを与えることで

ある。この点を改善できれば、より有効な手段となるものと思われる。

文献.Uehara，T. and Yanagimachi ，R.(1976)門icrosurgical injection of sperm-

atozoa into hamster eggs with subsequent transformation of sperm 

nuclei into male pronuclei. Biol.Reprod.，15.467・470.

Ohzu，E.and Yanagimachi ，R.(1982) Acceleration of acrosome reaction in 

hamster spermatozoa by Iysolecithin. J.Exp.Zool. ，224，259-263. 
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マイクロマニプュレーションの体外受精

一匹移植への応用

Application of Micromanupulation for in Vitro 

Fertilization and 8mb!γo Transfer 

斉藤英和・佐藤文彦・平山寿雄・斉藤隆和・楊美貴・広井正彦

Hidekazu SAITO， Fumihiko SATO， Toshio HlRAYAMA 

Takakazu SAITO， Miki YOH， Masahiko HI ROI 

山形大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology Yamagata Universi ty Sch∞1 of Medicine 

目的:体外受精一匹移植は不妊症の治療法として普及しているが，その際児通常は受精が行われると二つの前

核が卵細胞質内に認れられるが，時々前核が三つ以上認められることがある。乙の原因としては非生理的濃度の

精子が媒精に用いられている乙とや， 卵胞内卵が用いられているとと等が考えられている。乙れら前核が3個以

上認められた卵でも分割をくり返すことができるこ とはすでに報告されている。しかしとれらの卵を体内K移植

すると大多数は着床せずに終るが，たとえ着床したとしても， empty sac 1(.終るために匹移植に用いるととはで

きない。最近マイクロマニピュレーションを使用して細胞への物質の注入や，細胞からの物質の抽出が可能とな

り，卵への物質の注入等が行われている。我々はこのマイクロマニュピュレーションを使用して，前核が3個以

上となった卵より余分な前核を摘出し，前核が2個とする試みを行ない，その方法の可能性や，その方法の侵襲

度について検討した。

方法:卵胞刺激方法は月経第 3日目よりヒト閉経性性腺刺激ホルモン (hMG)を150単位連日筋注し，卵

胞発育モニターは超音波断層装置を用いて卵胞直径の測定と，血中LHの測定にて行った。卵胞直径の平均が18

情1110.上の卵胞が2個以上発育した時， hMGを中止し，ヒト繊毛性性腺刺激ホルモン(h C G ) 1 0， 0 0 0単位投

与し， 3 4時間後に採卵手術を施行した。hMGを中止した時点でLHサージを認めた場合は，直ちに hCGを

補充投与し 24時間後に採卵を行った。卵はその周囲を取り囲む卵丘塊，放線冠の状態によって成熟・未熟の二

群に分類した。採卵二時間後に精液を採取し二回の遠心法l乙て精子を洗浄後， 5 0万/meの濃度にて媒精した。

1 6時間後卵周囲の穎粒膜細胞を除き受精の有無を確認した。前核が3個以上認めた卵は，患者の同意を得て実

験に用いた。マイクロ 7 ニピュレーシ ョンはナルシゲ製を用いた。

結果:第1例目は， 7個の卵が採取され，そのうち 6個が成熟卵であった。 3個の前核を認めた卵は2個あり，

乙の2個とも採卵時の卵成熟度は成熟卵であった。精液所見は， 1 2 0 x 1 O'Y似の濃度であり，運動率は58' 
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%であった。3イ固の前核を持った卵 表1. 多前核卵となった卵のその他のパラメーター

の前核を摘出した際1<:，1個の卵は 多精子受精卵 精 子

前核If固を完全に摘出し得たが，卵
症例採卵数成熟卵数正常受精

数成熟度 数 運動率

からの細胞質の流出が多く卵細胞は 7 6 2 2 成熟 120Xl0
6 58% 

崩壊した。もう l個の卵も前核1伺 2 2 1 1 1 未熟 41XI06 68% 

を摘出したが，細胞質の流出は軽度
3 10 9 6 1 成熟 59XI06 81% 

であった。ζの卵をさらに72時間培養し， 2 4時間ごとに観察したが， 2個の前核はともに消失する ζとはな

く，細胞も 1細胞のままで分裂しなかった。第2例目は， 2個の卵が採取され，うち 1個が成熟卵であった。 3

個の前核を持った卵の採卵時の成熟度は未熟卵であった。精液所見は41XI0Ymt，運動率は 68%であった。

3個前核を持つ卵の前核1個を摘出しようとしたが摘出できなかった。第3の症例は， 1 0個の卵が採取された。

うち 91聞が成熟卵であった。精液所見は 59XI0Vmtの濃度であり，運動率は81%であった。 3個の前核を

認めた卵の採卵時の成熟度は成熟卵であった。マイクロマニピュレーションにて前核は摘出できたが，細胞質の

流出が多く細胞は崩壊した。

考嬢:体外受精一匹移植では，非生理的状況において配偶子の接合が行なわれるため，時々多数の前核を 1卵

細胞中に認める乙とがある。乙の際余分な前核を摘出する乙とによ って正常な発育が再ぴ保つ乙とができるなら

ば，乙の方法は体外受精一座移植にと って有益な方法となり得る。しかし，我々はなるべく 3個以上の前核にな

らないように体外受精一匹移植を行っているので，その症例数が少なく結論はでないが，今回の実験より前核を

完全に摘出するのに約 15分の時間を要し，またその際の細胞質の流出を多く，卵に重大な障害を残す可能性は

十分あると考えられた。また 1伺の受精卵のみが，比較的細胞質の流出がなく卵の原形が保たれたが，分割しな

かった。 ζれはもともと卵自体に分割能力が欠損していたか，前核を摘出する操作という侵襲のために分割能力

が失なわれたか，前核摘出の際の細胞質流出が原因か，また操作中の温度変化， pHの変化が影響しているのか，

種々の原因が考えられるが，乙れは今後症例数を増加させ検討していかなければならない。今回の実験では，卵

が分割するととろまでは至らなかったが，卵分割が行われたらその卵の染色体の分析まで行わなければならない。

マイクロマニピュレーションによる配偶子操作は，我々にとってはまだ習熟を必要とするものではあるが，い

ずれにせよ，配偶子の侵襲という点ではかなり重大な侵襲であると考えられ， 今後症例数を増加させ乙の操作の

適応を検討しなければならない。

文献

1. Rawl ins， R. G.， Binor， Z.， Radwanska， E. Microsurgical enucleation of polyspermic human 

embryos， 43rd anrlUal meeting of the american fertility society， Sep.28-30， 1987 Reno， 

Nevada 
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Effect of DMSO on fertilizability of cumulus free mouse oocytes 

河野恵子・東 貞宏・豊田 裕

Keiko Kohno， Sadahiro Azuma and Yutaka Toyoda 

東京大学医科学研究所 獣医学研究部

Department of Animal Pathology， Institute of Medical Science 

University of Tokyo 

目的:マウスの未受精卵の凍結保存はWittingham(1977)による成功以来研究が進められ、

凍結保存卵由来の体外受精卵の移植による新生仔も既に得られている。しかし、凍結保存

卵の発生率は通常の体外受精より得られるものより低く、改善の余地が残される。とくに

耐凍剤として用いられている DMSOについては、従来の方法ではOOCでの添加(Wittingham

1977;Glenister，et.al.1987)あるいは牛胎仔血清を含む培地を用いた室温添加(Michaelis

et.al.1985 ;平泉ら，1986)が用いられ、初期匪について一般に行われている血清を含まな

い培地での室温添加では十分な検討は行われていない。そこで本研究では凍結の前段階と

して、 DMSOの添加によって卵子の受精能がどのように影響をうけるかについて体外受精法

を用いて検討した。

方法:ICR成熟マウスにPMSG及びhCG各5iuを48時間間隔で注射し、 hCG注射後14時間に卵管

膨大部より卵丘細胞層に包まれた卵子をヒアルロニダーゼ150u/m1を含むTYH培地内に採取

し裸化した。裸化卵をHEPESで緩衝したmodifiedPBS(以後四S)で洗浄後、各々の実験条件

でDMSO溶液に平衡した。

(1)平衡温度の比較:卵子を1.5MDMSOを含むHBSに室温(25-300C)又は40Cで10分間平衡し、

0.5Mシュクロースを含むHBSを用いて onestep dilutionを行った。

(2)平衡時間の比較:卵子を1.5MDMSO溶液に室温で各々し5，10分間平衡し、その後0.5Mシ

ュクロース溶液を用いてonestep dilutionを行った。

(3)DMSO除去法の比較:卵子を 1.5MDMSO溶液に1分間平衡した後O，5Mシュクロース溶液を

用いたonestep dilution 、または段階的に低濃度に移すstepwise法により DMSOの除去を

行った。

(4)平衡濃度の比較:卵子を各々 1.0，O.5，O.25MDMSO溶液に室温で2分平衡し、 stepwise法

により DMSOの除去を行った。

(5)透明帯除去卵による体外受精:卵子を1.5MDMSO溶液に室温で10分間平衡し0.5Mシュク

ロース溶液を用いたonestep dilutionを行った。その後酸性タイロード液で透明帯を除去

した。

全ての実験区はその後TYHに移し、1.5-2.0時間前培養した精巣上体精子を用いて体外受精

を行った(福田ら，1972)。精子添加6時間後に倒立顕微鏡下で雌雄前核および第2極体の放出

が認められたものを受精卵と判定した。またー部の卵子については培養を続け翌日 2細胞期

への発生を観察した。
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結果 :DKSOとの平衡温度の比較では、 40C平衡が41.1%(44/107)に対し室温平衡では、 8.5

% (6/71)と著しく低く(実験1)、室温でDKSOに平衡させたとき は平衡時聞が10，5，および1分

間のいずれの区でも全く 受精卵が観察きれなかった(実験2)。また、 DKSOの除去法ではシュ

クロースを用いたonestep dilutionでも段階的にDKSOの濃度を減らして行く stepwise法

でも共に各々は，3.6%(0/18，1/28)と著しく低い値であった。 DKSOの濃度についてはlKDKS 
O溶液平衡問(0/29)に対し0.5K，0.25KDKSO溶液を用いたものが51.6%，64.9%(16/31，24/37)

と明らかに高 〈、 対照区の値(69.3%)と有意差のない値であ った。一方、透明帯除去卵子に

ついてはDKSO平衡(1.5KDKSO，10分間室温)、未処置にかかわ らず全て受精した。

考察 :1K.l共上の濃度のDKSO溶液への平衡は室温では短時間でも卵子に対 し受精能をほとん

ど消失させることが示された。このDKSOの毒性の作用部位としてはすべての透明帯除去卵

子で精子の侵入および前核形成が観察されたことから、 透明帯の精子受容性の変化による

ものと考えられる。

Table 1 In vitro fertilization of cumulus free mouse oocytes after 

treatment with DKSO under various conditions. 

Oocytes Conc. of I Treatment I Treat-~ent r~-em o~--:-:;---r;:川 ized/
DKSO(K) I time(山 1)I temp. (oC) I DKSO I exallined(%) 

(1)Cumu1us I 0 
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*Zona pellucida of cumulus free oocytes was removed with acidic Tyrode solution 

after treatment with DKSO 

5 

10 

2 

2 

one step 

主要文献

l.Glenister，P.H， Kaureen J.Wood， Carol Kirby and D.G.Wittingham(1987) :Gamet.Res. 
16， 205-216 

2.Kichaelis，U， K.Rubin and J.Hahn(1985):Dtsch.tierarztl.Wschr. 92，16-18 

3.福田 芳詔・岡田 修・豊田 裕(1972):家畜繁殖誌 18， 73-77 

4.平泉真吾・東 貞宏・内藤邦彦・福田芳詔・豊田裕(1987):本誌 4，49-50 
5.Wittingham，D.G. (1977): J. Reprod. Fert. 49， 89-94 

one step 

step wise 

q
f
-
nJ
ι
内

r
ι

step wise 
step wise 

step wise 

10 

59-



頼粒脇細胞あるいは胎児腎細胞と共培養した

豚卵子の体外受精

In Vitro Fertilization of Pig Oocytes Cocultured 

with Granulosa Cells and Fetal Kidney Cells 

吉田光敏・石崎芳彦・番場公雄・小島義夫

削除utoshiYQSHlDA， Yoshihiko lSHlZAKl， Kimio臥順治， Yoshio ~田 lMA

静岡大学農学部家畜襲殖学教室

Laboratory of Reproductive Physiology， Faculty of Agriculture， Shizuoka University 

目的:豚では体内成柳脚H子の体外受精により産子縛られているが力体外成鞠貯のそれでは異常受精

の頻度カ滴く、発生能も低い。 一方、家或)~V:~は卵子を体細胞である献酬胞と共培養した後、受精
すると、受精や発生状況の改善が見られると報告されている。しかし、腕時の体外成熟における体細包との

共培養カ唆精や発生に及ぼす影響については明らかでない。本研究では、豚頼粒膜細胞あるいは豚胎児腎細胞

と共培養した豚卵子を体外受精し、それらの体細胞との共培養が卵子の成熟、受精およて焼生状況に及ぼす影

響を調べた。

方法:瞬時および豚穎粒臨細胞(pGO は屠場採取の9牒卵胞(直径:2~5 mm)より吸引採取した。豚胎児

腎細包(p町C) は胎齢約100 日の雌胎児の腎皮質をトリか消イほ愛、 6~7 日間培養して調整した。そして、 pFKCは

2~3 回継代後、実験前日にマイトマ仰心処理して分裂能を失わせて継代し、実験当日、積地を成熟培地に交換し

た。豚精子は射精精子を使用し、前培養(4h)後、実験に用いた。卵子は20~30個を一群として成熟培地2ml を

含む細胞無糊日区、 p配制日区(3~4X1Oce 1 é'mD およ{ßp阿倍勅日区(4~5XlOcell'争'mDへそれぞ、れ導入し、 36h

培養した。卵子は卵丘細胞層の状態を観察した後、受精培地へ移し、体外受精(5XH~mlの精子議度}した。そ

して、卵は媒精後6hで発生培地ヘ移し、 12hで一昔Eの卵を固定・染色して成熟・受精状況を調べた。残りの卵

はさらに精し、側42~44h で固定・染色して発生糊を調べた。体賊精の方法}域dこ準じ、麟階
地にはl伽℃功DmTCM199側~， h田， E2 添加)を、発生培地には1伽"cs加"CM199を使用した。なお、推詐勃句分

析はふ定で行った。

結果:媒精直前の卵丘細胞層の状態は細胞無添加区と比べてpGC添加区およ{sp開偉効日区で膨潤化の割合が

有意に(7脱;vs600，"，，5協 :p<0.05)減少し、逆に単層を形成した曾j合が6有意に(2航路3邸，37%:p<0.05)増加した。
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表1.体細包励日が腕時の成熟・受精状況に及ぼす影響俣望的

体糊包 成熟率% 受精執 多精子受精執a)多鯛変受精執 a)雄性前核形成率%a)

65.0(26/40) 82.5(33/40) 

p GC  60.0(24/40) 75.0(30/40) 

p F K C 75. 0 (24132) 71. 9 (23132) 

a)受精卵に対する害j合、神 pく0.01

78. 8 (26133) 

80. 0 (24130) 

65. 2 <15/23) 

12.1(4133) 

10.0(3130) 

13.0(3/23) 

33. 3 (} 1133) 

3.3< 1130)柿

39.1 ( 9/23) 

媒精後12hにおける卵子の成熟・受精状況を 表2.体細包添加が蹄卵子の発生状況に及ぼす影響機的

表1に示した。成熟率はp回目劫日区で、高かっ

たが、差はなかった。受精率は細臨添加区で

低かったが、差はなかった。多精子受精率は

p四位劫日区で‘低かったが、 差はなかった。ま

た、 2個此との雌性前核の見られる多附扱

体細菌

精卵の苦手j合もそれぞ.れの区で差はなかった。 pGC

しかし、雄性前核形成i率はpGC添加区で他の pFKC 

区に比べて有意に<p<O.01)低かった。媒精後

卵分.~陣%

63. 2 <7Vl14) 

55.8(67/120) 

59. 2 (711120) 

正常卵分害陣%

<2~4 細胞期)

8.8(10/114) 

10. o <1V120) 
12.5(15/120) 

42~44h における体外受精卵の発生状況を表2に示した。何れの区においても55% 以上の卵に分割が見られ、

卵分割率に差はなかった。 一方、第1 ・ 2極体カ親祭され、各書評隊に 1個の核を有する均等2~4細胞鵬轍

から求めた正常卵分曾l率は、 p陀K添加区で・高かった抗 差はなかった。

考察:生体内では卵子は多数の体細胞に取り囲まれた環境で成熟する。また、ー蝦に培養糊包の増殖能は

Feeder細胞層の存在により増強されるととが知られている。本研究においては、豚卵子の体外成熟培養の

Feeder層として用いたpGCおよ{1pFKCは同じ体細菌である卵丘細胞層の形態変化に顕著な影響を及ぼしたが、

卵子の成熟、受精および発生状況に顕著な影響を及ぼさず、卵子と体細胞の共培養の有効性は示されなかった。

しかし、蜘tlik& Fulka<1981Jも劇的受精および発生糊こ、また、 Staigmiller& Moor(1984紘羊卵

子の発生状況に同位Cとの共培養嫌煙を及ぼし、その有効性を報告している。との違いは卵子やGCを採取し

た個体への;f;崎清白知曜の有・無や受精方法が異なっていたことによると考えられた。また、 pGC添加区で雄性

前核形成率地かったのは、Motlik& 1'1山 (}981残惜したように、糊した側 貯 の椀撚 期澗を遅延

させたことにより生じたものと推察された。 一方、低率であったが、形態的には正常な体外受精卵カ背専られた

ことから、 今後、卵管移植後の発生能についても共培養の効果と共に検討する必要があると思ゐれた。

主要文献:DYoshida，M. (}987) :Jpn. J. Vet. Sci. ，49，711-718. 

2JMotlik，J. and Fulka，J. (1981) :J. Reprod. Fertil. ，63，425-429. 

3) Sta igmiller， R. B. and Moor， R. M. (1984) :Gamete Res. ，9，221-229. 
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ヒト体外受精における精子運動能の分析

S perm movement characteristics in human 1 V F 

淡路英雄・井上正人・小林善宗・本田育子・佐々木史・出口しのぶ・松井素子

HidωAWAG 1， Masato 1 NOUE， Yoshimune KOBAYASH 1， Ikuko HONDA， 

Humi SASAKI， Shinobu DEGUCHI， Motoko MATSUI 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Sch∞lof Medicine， Tokai U ni versi ty 

目的:受精の初期過程における精子側の条件は①Capacitationacrosome reactionなどの精子の生化学的

変化と@漣明帯貫通に必要な精子運動能とがあり①についてはCa i onophore A を用いたZonaf I""~'V .'23187 

ha皿steregg sper田penetrationtest (Z S P T)によりほぼ正確に判定出来るようになったが②については

何もわかっていなし、。

精子運動能については以前より検者の主観により Gradeして判定する方法 E ye and stop ...atch皿ethodの

様に客観性に乏しい方法やTime lapse photographyやVid回micrographyなどを用いて長時間を費やして計

測する方法などしかなかった。

最近アメリカで・開発されれた精液自動分析装置Automatedse皿enanalyzerは短時間に大量の検体を客観的、

定量的に検査出来る機器である。

今回我々は本機器を用いてヒト体外受精(体外受精匪移植 IVF-ET、体外受精卵卵管内移植 IVF-

ETR)に用いた精子浮遊液中の精子運動能について検討し、その結果を体外受精前に行ったZSPTと共に

検討しヒト体外受精における精子運動能について分析したので報告する。

方法:対象は昭和62年5月より 9月までに東海大学附属病院産婦人科において体外受精(IVF-ET、

IVF-ETR)による治療を受けた不妊患者の精子浮遊液96検体である。

卵採取は過排卵処理 (Clomid，clomid-HMG， HMG)の後卵胞径20mm大を目安に入院HCG投与後36

時間で主に超音波ガイド下に経腫、経勝脱的に採卵した。

精子浮遊液の作成は通常のS...1皿up法により (Bww液内で1-2時間S...1田upし遠沈後HTF液にて0.2

-0.4 mlに調整した。)作成した。

体外受精に用いたあと残りの精子の浮遊液を精液自動分析装置により測定した。
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今回使用した精液自動分析装置はCR Y 0 R esources社製

.Cell 80ft.である。本機器は IBM PC Co圃puter、オ

リンパス社製位相差顕微鏡、松下電気製 Vidω Cωlera 目立

製作所製 Vid曲 目onitor、OKIDATA社製 DotlIIatrix 

printerより構成されている。

-+b+e+d+・+1+0+れ+，
Velocll)l:= ----.問

l vl 
lInsarlty = • ... ... ... .. ..• XIO 

1・+b+c+d+・+I+g+れ+'1

計測は位置差顕微鏡により得られた像をCo皿puter処理しデジタル化した後精子の運動を精子頭部の0.75秒

間の基跡として、その像についてComputer分析を行った。 主な分析分析項目は一般的精子性状(濃度、運

動率…・・・)のほかに精子運動能として、平均Linearityと平均Velocityについて分析した。 Lineari tyは

図の如くデジタル化された頭部が描く 0.75秒間の曲線の各成分に対するベクトルの長さにより決定した。つま

り10に近い値がより直進性の高い働きをする精子である。 Ve10cityについては各曲線成分を合計した距離を

時間で除いた値で示した。

結果:体外受精により96側中83例 (86.5%)が受精した。精子運動能と体外受精の結果との比較では平均

Velocityについて差が明らかだった。 平均Velocityと体外受精前に行った28PT結果とを合わせて検

討すると 28PT正常群(受精率70%以上)78例(平均受精率93.7:t9.1%)では68例が体外受精により受精

したが、その平均Veloci tyは60.0:t10.5(Mean :t 8. D. )皿icrons/secであり非受精10例の平均

V eloci ty 50.1:t 6. 5microus/s配に比べて有意に低下を示した。 (P<0.01) 一方2P8T異常群(受精率

70%以下)18例(平均受精率43.8:t11.7%)では15例が体外受精により受精したがその平均Velocity は56.5

:t17.2皿icrons/secであり、非受精3例の49.5:t4.8皿icrons/secと比べ低下傾向はみととめられたものの症

例数が少ない為か有意な差はなかった。しかし18例中、受精はしたものの体外受精率30%以下の比較的低受精

率群である 5例と30%以上の13例とに分けて検討したところでは授精率30%以上群13例の平均Velocityは

61.1:t7.6田icrous/secであり30%以下の群5例のそれは 40.0:t 22.6田icrous/secとなり有為な差を認めた

(Pく0.02)

考察:ヒト体外受精における精子側の要因として我々は以前ZSPTにおける受精率と体外受精結果に相関

性の認められることを報告したが、今回は精子運動能と体外受精の結果との相関を検討した。結果はVeloc-

ity (8問団 側 i園田ingspead )と体外受精の結果には相関が認められ、精子運動能時にVelocityは体外受

精を行うにあたり 28PTと共にinvitroにおける精子受精能力の重要な因子であると考えられた。

文Z8PTとVelocityを組み合せ両面から検討することにより更に正確な受精能力検査法が開発されるもの

と期待される。

主要文献 :

1. Awaji. H.. 1 noue. M.. Kobayashi. Y. .Honda. 1 .and Pujii. A. : Co.parison of the zona tree hallls-

ter rgg sperm penetration fest and haman invitro fertilization Arch Gynecol. (8uppl) • 237:15. 1985. 

2.井上正人，他 :精子の受精能力検査一透明帯除去 ハムスター卵子貫通試験.ベリネ イタルケア 4:247. 1985 

3.淡路英雄・主主因朋男・松山毅彦・古様進一・小林善宗・本国育子・井上正人・藤井明和，体外受精におけるSwi阻UP

精子の運動能-Coonputor asslsted se圃印刷alyzerによる分析 第5回日本受精着床学界学術集会抄録集
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体外受精卵卵管内移植の成績

Ftesults of in vitro fertilization-embryo 

tubal replacement (1 V F -E T Ft) 

小林善宗・本田育子・井上正人・淡路英雄・松山毅彦・津田朋男・藤井明和

Yoshimune KOBAYASH 1， Ikuko HONDA， Masato 1 NOUE， HidωAWAGI， 

Takehiko MATUY AMA， To田∞ TS U D A， Akikazu F U J 1 1 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， S ch∞lof M凶icine，Tokai University 

目的:体外受精匹移植 (1V F -E T)は、高度の卵管性不妊に加えて、男性不妊や原因不明不妊などにも

1) """.tR-:!.l........ 広く適応されている。 しかしその成績は、 Seppala の集計九よる世界全体の妊娠率で、対周期11.1%と決し

て満足のいくものではなL、。このため、卵管の疎通性のある難治性不妊に対して、より生理的な配偶子卵管内

2) 3) 
移植 (G1 F T) が、新たな治療法として登場してきた。しかしGIFTにも限界があり、卵管内受精障

害などに対しては多くを期待できない。我々は、 GIFT不成功例に対するせたな治療法として、体外受精卵

卵管内移植(1 V F -E T R) 4)を開発した。今回、 IVF-ETRの成績と有効性を分析し、さらにGIF

Tの成績と比較し、不妊原因としての卵管内受精障害について考案した。

方法:対象は当科不妊外来受診中の長期不妊患者93例で、 S61-S62.9の期間に 109回の IVF-

ETRを行った。原発性不妊 61例、続発性不妊32例であった。 GIFT不成功例は42例で、 51例は

second 1∞k以後をかねた各種難治性不妊であった。全例Zonafree ha皿steregg sperm penetration test 

(ZSPT)を行い、 ZSPT平均90.4%(41.5-100 %)の精子受精能力から、 IVF可能であることをあ

らかじめ確認した。

4) 
方法は、 採卵から受精までは IVF-ETと同じで、媒精後約18時間すなわち、前核期の段階で受精卵

をGIFTの要領で卵管膨大部に移植した。

結果:9 3例の難治性不妊患者に、計109回の IVF-ETRを施行し、 34例に臨床的妊娠が成立した。

対患者妊娠率は3B.B%、不妊、続発性不妊の妊娠率はそれぞれ、 34.4%(21/Bl)、 40.B%(13/32)で両者

聞に差はなかった。 GIFT不成功例、非GIFT施行例の妊娠率はそれぞれ、 35.7%(15/42)、37.3%

(19/51)で両者間に差はなかった。主な不妊原因別の対周期妊娠率を表1に示した。卵管内精子輸送障害

(38.5%)原因不明不妊 (38.5%)が最も高率で、ついで子宮内膜症旬1.7%)、術後卵管性不妊 (2B，2%)
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であった。

IVF-ETRの成績をGIFTの成績(表2)と比較し、不妊原

因別に分析した。術後卵管性不妊(卵子pickup障害)では、 IVF

-ETRとGIFTの聞には大きな差はなかった。子宮内膜症では、

初期のstage1 (R -A F S分類)で著名な差が認められ、 IVF-

ETRの対周期妊娠率41.7% (10/24)は、 GIFTの12.0%(3/ 

25)に比べて明らかに高率であった。卵管内精子輸送障害では、抗精

子抗体陽性例でIVF-ETR6例の対周期妊娠率62.5%(5/8) 

は、 GIFTの14.3%(2/14)に比べて明らかに高率であった。逆

に陰性例では、 IVF-ETRの0%(0/5)に対して、 GIFT

の66.7%(4/6)の方が高率であった。原因不明不妊では、 IVF

-ETRの38.5%の対周期妊娠率に対して、 GIFTでは0%であっ

た。

考察 :IVF-ETRは、 GIFT不成功例とくに免疫性不妊に対

表1. IVF-ETRの成績

S61 -S62.9 

主な不妊因子 症例数 回数 妊 娠

術後卵管性不妊 37 42 11 (26.2%) 

子宮内膜症 35 41 13 (81.1%) 

卵管内精子錨送障害* 11 18 5 (38.m 

原因不明不妊 10 13 5 (38.5%) 

計 93 109 84 (31.2%) 

平均年令 34.9肱 (25-42)

平勾不妊期間 8.6年 ( 2-17) 

平均AIH 13.0 ( 0-59) 

銀取成熟卵子 (平鈎) 2.3 

移植正常受精卵(平均) 2.2 

事精子不動化抗体陽性 B例を含む

表2.G 1 FTの成績

S60 -S62.9 

主な不妊因子 症例数 回数 妊娠

術後卵管性不妊 84 106 25 (23.6%) 

子宮内膜症 48 46 9 (19.6%) 

卵菅内精子鎗送障害専 18 20 6 (30.0%) 

男性不妊.. 24 39 4 (lo.m 

原因不明不妊 8 10 日( 0%) I 
計 177 221 44 (19.9%) 

平旬年令 33.71& (25-44) 
平均不妊期間 8.5年 ( 2-19) 

平勾AIH 13.2 ( 0-59) 

採取成明卵子 {平勾) 2.1 

$精子不動化抗体陥性12例を含む

権$精子不動化抗体陽性4例を吉む

する新しい治療法として我々が開発したものである。 IVF-ETRは受精までをinvitroで行い、受精卵を

早期に卵管に戻すため、その後のプロセスは自然、の場合と変らない。 IVF-ETにおける受精卵の培養の問

題も匪移植に伴う問題も IVF-ETにはなL、。 IVF-ETRはIVF-ETに比べではるかに生理的であ

り、またGIFTに比べて受精を確認できることが利点である。不妊原因別によるGIFTとの比較から、

IVF-ETRは精子不動化抗体陽性例のごとき卵管内精子輸送障害に対してして非常に有効であった。一方、

精子不動化抗体陰性例でしかも卵管内精子輸送障害に対しては、 GIFTが十分有効であった。子宮内膜症合

併不妊、とくに初期の場合は卵子pickup障害というよりは、むしろ卵管内受精障害がその不妊原因ではない

かと考えられた。原因不明不妊では、その一部は卵管内受精障害と考えられたが、多くはむしろ着床に問題が

あることが示唆された。

今後、難治性不妊治療の成績向上のためには、不妊原因別に治療法を選択することが重要であろう。 IVF

-ETの成功率がまだ低い現在、 IVF-ETRはGIFTと同様に、卵管疎通性のある難治性不妊の治療に

試みるべき方法と思われる。

主要文献 :

1 ) Seppala M: The world collaborative report on in vitto fertilization-e・bryoreplacoaent;current state 
of the in J anuary 1984. Ann NY Acad Sci 442:558. 1985. 

2) Asch. R. H..Bal・aceda.J. P.. E llsworth. L. R. .and Wong. P. C :Pregnancy atter translaparo 
scopi c ga困eteintrafallopian transrer. Lancet 2:1034. 1984. 

3 )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，晴乳卵研誌

3:52. 1986. 

4 )小株普宗，本国育子，淡路英雄，松山殺彦.宮川和子，井上正人，藤井明和:体外受精卵卵管内移植の試み，鴫乳卵

研2在、4:67.1987. 
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牛旺の染色体分析による性判別法の検討

Sexing of Bovine Embryos by Chromosomal Analysis 

堀内俊孝・大久範幸・沼辺孝・高田直和・石川勇志

Toshitaka HORIUCHI，Noriyuki OHISA，Takashi NUMABE， 

Kaokazu TAKADA，Yushi ISHIKAWA 

宮城県商雌試験場・酪農肉牛剖i

月iyagi-kenExp. Station of Anim. Sci. 

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、希望する性の仔牛を生産する技術の

確立によって得られる利益は非常に大きい。これは、牛受精卵の移植技術の発展と共に、牛旺を性判

別することで可能である。今のところ、性判別の正確度が高く、実用性があると思われる方法は染色

体分析によるものである。しかし、初期牛腔(桑実期~腔盤胞期)の染色体分析による性判別法につ

いて技術的検討を詳細に行った報告は少なく、また性判別率も低く、その確立が望まれている。

今回は牛二分割眠を用いて、牛胞の染色体分析法のための分裂阻止剤について検討を加えたので報

告する。

方法: 阿部または FSHで過剰排卵誘起した黒毛和種雌牛から発情後第7日目に非タ卜科的に牛腔

を採取した。粂実期~旺盤胞期の牛腔をバイオ・メス 715(フェザ一社製)によって二分割した。二

分割腔は 20耳非働化仔牛血清(以下CSと略)加 Ham'sFIOで2時間清養後、染色体分析に用いた。

分裂阻止剤は Colcemid0.02μg/叫または Podophyllotoxinと Vinblastir】(以下 Pod.& Vinb.と

略)各0.02μg/叫あるいは各0.04μg/叫とし、 20%CS加 Ham'sF10に加え 2時間培養で用いた。

低張処理は 3%血清加O.略クエン酸ナトリウムで20~30分間行った。染色体標本作製は、美甘ら 1 )の

漸進固定・空気乾燥法に従い実施し、 25倍希釈ギムザ液で染色し検鏡した。

結果:分裂阻止剤として Colcemidまたは Pod.&Vinb.を用いた染色体分析の結果は表1に示し

た。 Colcemid0.02μg/叫の場・合、分析旺数8個、総核数 48.6:t27.3、中期核板の認められた旺数

7個 88%、中期核板数 2.1:t1.2、性判別できた恒数1個であった。 一方、 Pod.品川nb.各0.02

g/叫 と各 0.04μgh戒を用いた場合、分析旺数14個と19個、総核数 48.2:!:25.6と37.1:!: 15.3、中

期核板の認められた腔数12個 86%と15個 79%中期核板数 2.6:t1.9と 2.3:t1.5、性判別できた紅、数

8個 67%と5個 56%であった。とのことから、牛胞の染色体分析のための分裂阻止剤としては、Pod.

& Vinb.各0.02μg/叫で性判別率が高く、有効であることが明らかになった。図1は Colcemid添加

区の染色体像で染色体が収縮している。図2は Pod.& Vinb.各0.02μg/叫添加区の染色体像で・染色

体の収縮性は弱い。図 1と2の矢印は、 X染色体を示した。
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考察:牛腔の染色体分析のため用いられている分裂岨止剤は、 Colchicine、Colcemidが一般的で‘あ

る。本研究では、 Colcemidによって牛妊の染色体は著しく収縮した。Moustafa(1978)21は Colcemid

0.01μg/叫、Picardら(1985)3'は Colcemid0.05μg/叫、牛島ら(1986)4'は Colcemid0.04μg/叫

を用いているが、いずれの染色体像も収縮している。今回用いた Pod.& Vinb.は Colcemidと比ベ

て染色体の収縮性が低く、 性判別の正確度と性判別率の向上のために有効であることが示唆された。

今後さらに、染色体分析で性判別した牛二分割妊の移植による生産性の検討が必要である。
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Fig.l. Chromosome by using Colcemid 

Table 1. Sexlng of bisected bovine embryos by chromosomal analysis 

No. of emb. No. of No.(出)of emb. Total no. No. of Conc. of トlitotic 

sexed meta. ~J i th meta. of nuclei half emb. inhibitor inhi bi tor 

1 (14) 2.1 7(88) 48.6 8 0.02 colcemid 

:t 1. 2 士27.3

8(67) 2.6 12(86) 65.3 14 0.02 Pod.& Vinb. 

:t 1. 9 :t 27.8 

5(56) 2.3 15(79) 44.5 19 0.04 

:t 1.3 :t 25.8 

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，"リプロダクション実験マニュアル"

飯塚理入他編，講談社， P82 

2)ト'loustafa，von Lai la A.， Hahn， J.， Roseli us， R. (l 978) Versuche zur Geschlechtsbestimmung 

an Tag 6 und 7 alten Rinderembryonen ， Ber l. Munch.Tierazt l. ~}schr.9 1， 236- 238 . 

3)Picard，L.，King，W.A.，Betteridge，K.J.(1985)Production of sexed calves from frozen-

thawed embryos. Vet.Res.117，603-608. 

4)牛島仁他(1986)牛ー卵性二分離陸を用いた腔の性別予知，千葉畜セ研報10，13-18
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7~タ・ヒト 主差同月手停主主試亘主元長衰 ( 2 :3 Kd) にヌ寸するマウス

お主丘且ま青~ヒト in vitro雪乏来青斉も bこ&~ますー景55警警

Inf1uence of antiserum raised to the common antigen (23Kd) in porcine and human zonae pe11ucidae 

on in vitro ferti1ization system in hum加 S

長谷川昭子、 香山浩二、磁島晋三

Akiko H田 egawa.Koji Koy舗也. Shinzo Isojima 

兵庫医科大学産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gyneco1ogy 

Hyogo Medical Co11ege 

【目的】昨年本研究会でプタ・ヒト透明帯(ZP)共通抗原に対するモノクローナル抗体(Mab-3A4)の対応抗原に

ついて報告した。その中で、ブタZPは二次元電気泳動(等電点.SDS)で4つの糖蛋白質群に分離されるが、

Mab-3A4が認識する抗原は平均分子量23Kdに位置する11個の等電点の多様な分子群であることを示した。ごの

多様性は糖鎖の結合の割合が異なることに由来し、 23Kd分子群のポリペプチド部分は共通であろうと考えられ

た。この23M分子群は他の3つの分子群から分子量の差によって分離することができるので、今回23Kd分子群

を精製しマウスに免疫して抗血清を得、その反応性を検討した。

【方法】可洛化プタZPを一次元SDS-PAGEで分離し23Kd(20-30Kd)に相当する位置のゲルを切り出し

e1ectoe1utionにより蛋白質を抽出した。ごれを抗原としsALs/cマウス♂一匹あたり 10μg/回、フロイント完

全アジュバントと共に2回、 更に追加免疫3回行ない抗血清を作製した。乙の抗血清は①各種動物卵を用いた

間接蛍光抗体法②可溶化ブFタZPのWesternb10tJ③ヒト精子のヒ卜ZPへの結合に及ぼす影響について分析した。

【結果】抗23Kd抗血清はブタ卵を用いた間接蛍光抗体法で1:10.000の力価を示した。またMab-3A4がプタとヒ

トのZPとしか反応しないのに対し、抗23Kd抗体はハムスター・ネコZPとも反応し23Kd分子上にはヒトとの共通

エピトープの他にも複数のエピトープが存在するものと思われた。又可溶化ブタZPの二次元電気泳動の

Western b10tでは23M分子群と92Kd分子群に反応した。これは昨年発表した i23Kd分子群はS-Sの還元により

92Kdから解離するJという結果と一致するものであった。ヒト卵を用いた精子結合阻止実験では表に示すよう

に卵を抗23Kd抗血清で処理後完全に洗浄した場合、対照と比較してやや結合精子数は少ないものの、進入数は

高率で抗プタZP抗体と比較してその阻害作用は弱かった。一方抗血清10克存在下に媒精すると結合精子数にお

いても進入精子数においても強い阻害が観察された。

【考察】ブタZPはヒトZPと抗原性を共有するため、プタZPを用いてヒト避妊ワクチンへの応用が研究されてい

るH。しかし、 ZP上の精子の種を認識するレセプターは種により特異的構造と考えられるので、プタZPを利用

するu上多数の抗体の結合による立体障害というメカニズムによらねばならないだろう剖。今回の結果から抗
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23Kd抗体では弱い阻害作用しか起乙らなかったが実験条件によっては強い阻害作用も起乙り得るので、避妊ワ

クチンとして充分かどうか検討の余地はあると考えられる。又可溶化プタZP全体3)あるいはその最も主要な蛋

白質群4)を用いた研究では卵巣そのものに対する障害が報告されている。従ってエピトープ数が増えれば障害

が起とる可能性も高くなるので避妊効果に充分な最少のエピトープを含む抗原を選ぶことが重要であろう。

表 ヒ卜精子の透明帯への結合に及ぼす抗23Kd抗血清の影響

対照・

抗23Kd抗血清・

抗ブタZP抗血清・

3

3

2

 

透明帯結合 透明帯進入

精子数/卵 精子数/卵

39.0:t8.2 4.3 :t2.5 

18.3:t4.0 3.3士1.5

3.5:t2.1 0.0 :t0.0 

処理 供試卵数

対照・・ q
u
q
u

つ臼

66. 3:t30. 5 

8.7:t2.1 

0.5:t0.7 

6.0 :t1.6 

0.3 :t0.6 

0.0 :t0.0 

抗23Kd抗血清・-

抗ブタZP抗血清・.

-原血清で 1時間卵を処理後、充分洗浄して媒精した。

日原血清で 1時間卵を処理後、 10完抗血清を含む条件で媒精した。

【参考文献】
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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ナる。

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なよびその成果の普及を図る ζとを呂的とする。

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p市乳動物卵子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 ，辛子よびζれに準ずる者で理事会が認めたもの。

(3) 本会Kは名誉会員をなく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，入会費なよび会費を添え

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 ，退会届けを事務局に提出 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



理

監

幹

若干名事

事

事 2名

2名

第 10条 会長は ，本会を代表 し3会務を統指する。副会長は会長を補佐 し，会長に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，本会の業務むよび会計の執行について監査する。

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) 会長なよび副会長は ，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，会員中ょ b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

れを聞くことができる。

2. 総会は会長が召集し， その議長となる。

3. 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によって議決する。

第 14条 総会は次の事項を審議 し，決定する。

(1) 事業報告bよび決算

(2) 事業計画むよび予算

(3) 役員等の選任会 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日K始ま り翌年3月31日K終わる。

2. 本会の経費は会費 ，寄付金むよびその他の収入をもってζれにあてる。

附則

ζ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，同日沙諸ら施

行する。



晴乳動物卵子研究会誌投稿規定

l 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 (Bri巴fnote)、総説 (Review)とし、著者は本会の会員iζ限る。

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

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

員会に送付する。

3 原著論文は布IJ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K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 acro some reaction of hamster spermatozoa in vitro. 

Biol. Reprod.， 16，228-231. 

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

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

単行本の場合

c) Yanagimachi， R. ( 1 981 ). Mechanisms of fertilization in mammals. In Fertilizati-

on and Embryonic Development in Vitro， Edited by L. Mastroianni Jr， and J. 

D. Biggers. New York， Plenum Press， P.8 1. 

d) 豊田 裕 (1984).試験管内受精と初期匪培養 マウスを中心iζ，“暗乳類の発生工学"大沢仲昭、

江藤一洋、舘鄭、御子紫 克彦編、ソフトサイエンス社、 P.2. 

6. 月IJ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 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
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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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編 集 後 記

会誌 5巻 1号をな届けします。本号では、原著論文 5編と第 29回研究会の講演

要旨を掲載いたしました。

今年は、立春の翌日 K早々と春一番が吹き、異常気象とも思える暖冬かと思いま

したが、 2月Kは寒い日が続き平均気温は平年を下回る状況でした。 春の到来も遅

〈桜の開花も 5月中Kは見るととが出来ず、例年通タの開花というととで、自然現

象はそんな K大きく変るもので左いととを感じてなタます。

本研究会誌K も、春の到来が間近のようであ夕、投稿論文も増えてj:，~ !J、晴乳動

物卵子の専門誌として、今後とも内容の充実K努力いたしますので会員の皆様のど

支援をむ願いいた します。
(遠藤 克)

編 集 委 貝

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

晴乳 動 物卵 子研究会誌

J ourna 1 of Mamma 1 ian Ova Re search 

第 5 巻 第 1 号 V 0 1 • 5 NO. 1 

昭和 63年 5 月 25日印刷

昭和 63年 4 月 1 日 発行 (会 員頒布)

発行者 晴乳動物卵子研究会

代表佐久間 勇 次

発行所 哨乳動物卵 子 研究会

干252 藤沢市亀井野 18 6 6 

日本大学農獣医学部獣医生彊学教室内

Te 1 0466 -8 1 -6 2 4 1 (内332) 

郵便振替 横浜 8-20350

印刷所誠和印刷株式会社

住所藤沢市城南 5丁目 2番 8号

電話 0466-34-9110(代表)



健保適用

，トヨ=vsb3主75・150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により 、卵胞

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

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺激ホルモン(HMG)
製剤であり、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eナjレ注 75: 10管
ノ〈ーゴナル注150: 10管

[tt1J 商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
垂体的業の機能 器質的障害に由来する性腺刺激
ホルモ/低分泌無月経患者であるのてっkの点に注
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 (
クエン厳クロミフェン.ンクロフェニノレ等)が奏
効しない第 1度無月経の患者に投与すること.
イ 忠者向状態 (f91Jえばエストロゲノ・性腺刺激ホ
ルモン ・プレグナノジオール分泌.芸員管粘液込
健体出等)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*不全による尿中性腺刺激ホルモン分
泌の(.':jぃ患者.副腎・甲状腺機能の呉常による無
月経患者.頭蓋内に病変 (下垂体1重傷等)を有す
る患者.及び無排卵症以外の不妊患者には投与し
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い，特に次
の...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 (特に下腹部楕)の有無
イ 卵巣阪大の有無
ウ ~.!i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) 卵巣過剰刺激の結呆としての多胎妊娠の可能性が
あるので，その旨をあらかじめ忠者に説明する こ

と
4) 妊娠初期の不注意な投与を避けるため，投与tiIj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ニと
1) 卵巣腕蕩及び多のう胞性卵巣症候群を原因としな
L、卵巣の路大を有する患者

2) 妊婦
3 次の患者には投与しないニとを原則とするが.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 2J.e:無月経患者
2) 多のつ胞性卵巣を有する患者
4 副作用

1) 卵巣過剰刺激卵巣睡大，下腹部1弘下腹部緊迫
!乱腹水胸水を1半ういわゆる.
Meigs隊症状候群等があらわれた
場合には.直ちに投与を中止する
など.適切な処置を行うこと.

のそ の 他ときに悪心.頻尿.しびれ!惑.頭

5 相互作用

痛.浮腫があらわれることがあるー
また尿量が増加するこ とがある

胎健性性腺刺激ホルモンとの併用により，卵巣の
過剰刺激による卵巣腫大.腹水・胸水を1半ういわ
由るMeigs様症候群があらわれるニとがある



わが国初認可プ口ゲステ口ンの測定をわすか2時間に短縮。
| 牛乳に試薬を加えるたげてフロゲステロン値を高感度に測定して牛の妊娠診断かできます。 I 

3『コヨFIi;'~串劃周EIA串;，t・
体外診 断周 一一一一寸

牛乳中プロゲステ口ン測定キット

-特 長

・倹査には、 fli材し易い牛乳(全乳)を閉います。

・牛乳中プロゲステロンを、高感度で調IJ定でき、再現性が高いEIAキ

ットです。

・操作が簡便で、短時間(約 21時間)て測定てきます。

・機器による 定iii測定 t~. けでなく、目視判定ができます。

・RIA(欣射免疫法)及び二抗体EIA法との相関が良好です。
.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 ッバてはすでに牛の早期妊娠診断に広〈普及して

います。

家畜の黄体4幾能を推，則する上で、血中フロ

ゲステロン濃度の測定は有力な手段ですc こ

の測定にはRIA法などL、ろいろな方法がありま

すが、測定感度、操作のt頁雑ふ所要時問、特殊

な施設などそれぞれに問題点力、ありました

これに対して Fオブチエ ンク」は、牛乳中

のプロゲステロンを簡単な固相;圭EIA(酵素免

疫法)によつだ約2時間で科学的に直接，則定

する画期的なキン卜ですe 同開示合せ先時諮 問44-266-0400-l

輸入発売元 ⑥ Tニ.，b鍵藁繍武書'n製造元 ケンアJッジライフサイエンス社
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新製自細胞融合・遺伝子導入

実験に……教育に……贋

電子細胞融AJ怯嬰口手苓←-'--
国産化で画期的な低価格を実現/
用途に合わせ6機種60万円-150万円を選択できる
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〈特長〉
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〈仕様〉 標準機種(特注機種)

パルス出力電圧:IO-800V (~2400V) 

パルス幅 ・IO-990sec.

パルス印加回数:1-99回(自動)

パルス印加間隔 10-990msec. 

高周波出力電圧 :0-50Vp-p(AC100Vp-p) 

周 波数 :250KHz-2MHz(12MHz) 

入 力:ACI OOV、50/60Hz

サイズ:350W x 350D x 250H 

重量/容 量:15kg/ZOOW 

〈オプション〉

1.パルス回数/間隔の設定により連続的なパルスの自動印加カミ可。 1.デジタルディスプレイ

2.*票準出力800Vから最高2400Vまで出力ア ップが可。(オフション) 2. C.インターフェイス

3.高周波とパルスの合成波電圧の印加により 、様々な実験が可能。 3.高圧発生ユニ ット

4.各種入出力を完備。パソ コン、オシ口等外部機器との接続も可。 4.特別融合チャンパー
5.プログラムによる自動操作、データ記録も可能。(オプション) 5.オー卜CPUユニッ卜

6.チャンパーの特注製作や顕微鏡モニタリングシステムにも対応。 6.同CPU用プリンター

7.遠隔操作出来るためクリンベンチ内で観察実験が容易に出来る。 7.モニターシステム
8.テsレィタイマー

※全住lてのデモ申し込み受付中。お開J，、合わせは下記へ。 ※その他の特別仕織にも応じます。

函両面量子株式合祖
本 社:大阪市北区兎我野田T4一12 TEL.06-312-1471 FAX.06-312-6232 
東京営業所 :東京都渋谷区千駄ヶ谷5-8-2 TEL.03-356-140 1 FAX.03-356-1405 
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