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マウスの受精、臨発生および駐盤胞ハッチングに

及ぼすインドメサシンの影響

Effect of Indomethacin on Fertilization， Early Development 

and Hatching of Mouse Eggs 

岡崎正幸・新村末雄・石田一夫

Masayuk i OKAZAK 1. Sueo N 1 1門URAand Kazuo ISHIOA 

新潟大学農学部畜産学科

Oepartment of Animal Science， Faculty of Agriculture， Ni igata University， 
Ikarashi 2， Ni igata 950-21， Japan 

The effect of indomethacin (1門)， an inhibiior of prostaglandin (PG) synthesis， on ferti-

1 ization， early development and hatching of blastocysts I.'as examined using ICR mouse eggs. 

(1) IVhen eggs obtained from the oviducts of superovulated females 15 hours after hCG 

injection I.'ere denuded I.'ith hyaluronidase and cultured for 2 hours in a modified Krebs-

Ringer bicarbonate solution containing 100 n門.1 凶， 10 ~M ， 100 凶 or200州 of I門before

being inseminated iv vitr・'0，55.9%，50.0%，47.1%，50.0%and 47.5% of the eggs were ferti-

1 ized respectively， shol.'ing no significant differences from that obtained in an 1門ーfree

(control) medium (55.8%). Ferti I ization rate I.'as significantly 10l.'ered only in the high-

est (400 川)concentration of 1門.

(2) When 2-cel 1 embryos I.'ere cultured for 48 hours in the presence of 100 n門，1 11門. 10 

uトI0 r 100 11M of I門， 79.6%，81.0%，81.1%and 85.7% of the embryos respectively I.'ere devel-

oped into blastocysts， but the percentages shol.'ed significant decrease in higher concen-

trations (200 凶)of I門andno blastocysts I.'ere observed in a medium containing 400 IlM of 

|門.

(3) The percentages of hatched blastocysts I.'ere significantly decreased I.'hen blastocysts 

obtained 96 hours after hCG I.'ere cultured I.'ith graded concentrations of 1門 hi gher than 1 

H門， resulting in only 6.7% of hatched blastocysts in a medium containing 400 11ト1of 1門.

These resu 1 ts suggest tha t PG synthes i s p 1 ays an i mportant ro I e i n ear I y deve I opment， 

especially in the hatching of blastocyst. 
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緒言

1975年にDickmannand Spi Imanl)は、ウサギ旺盤胞にプロスタグランジン (PG)E-AとPGFが含ま

れていることをラジオイムノアッセイ(RIA)によってはじめて確かめた。その後、各種のPGがウサ

ギ2-4、、ウシ5i、ヒツジ6，ゎおよひプタむの旺盤胞でRIAによって検出されている。また、これらの

動物の旺盤胞は、 ;11v;troでPGを合成・分泌しているとともにι6.マ， 9-12)、アラキ ドン酸からPGを

合成する能力をもっていることが知られている4，10， 13-1 S'，。

マウスについては、 Niimura and Ishidal9・20)が未受精期から旺盤胞期までの卵でPGE2を免疫組織

化学的に検出するとともに、アラキドン酸を基質に用いてPG合成酵素を組織化学的に証明し、マウス

卵に存在するPGE2は卵自身が合成したものであると結論づけた。

旺のPG合成は、旺盤胞のハッチングや着床と関係のあることがマウスを用いて調べられているが

幻寸小、 PG合成と旺発生との関係については調べられていない。また、卵のPG合成と受精との関係に

ついては、林ら26) が詳細に調べている。すなわち、 PG合成の阻害剤であるインドメサシン(1月〉を含

む培養液中でマウス卵の体外受精を試みたところ、 420}JMと560州の濃度の|門を含む培養液では受精

率は有意に低下すると報告している。しかし、このような培養液中での体外受精では、 |門の影響は卵

ばかりでなく精子にも及んでいる。

本研究では、(1)各種濃度の|門を添加した培養液でマウス卵を前培養したのち、体外受精を行って

受精率を調べ、 (2)1門を添加した培養液で2細胞旺を培養して、旺盤胞への発生率を調べ、 (3)同種

液で旺盤胞を培養してハッチング率を調べて、卵のPG合成と受精との関係、旺のPG合成と発生ならび

にハッチンゲとの関係を明らかにした。

材料および方法

供試動物として、 ICR系の成熟マウスを使用した。飼育は24
0Cのコイトトロン(EA-8HW)内で行い、

点灯は午前4時から午後6時までの14時間とした。これらのl雌に附SG(セロトロビン、帝国臓器〉と

hCG(ゴナトロビン、帝国臓器〉をそれぞれ51Uずつ、 48時間間隔で腹腔内に注射して過排卵処置を施

した後、未受精卵採取の場合を除き、直ちに雄と同居させた。

未受精卵はhCG注射後15時間に豊田らが使用した培養液 (TYH液)27) を入れた時計皿中で卵管膨

大部から採取した。 2細胞旺はhCG注射後48時間に卵管を、旺盤胞は96時間に子宮をWhittinghamの

培養液28) でそれぞれ濯流して採取した。旺盤胞は十分にエキスパンドしたもののみを実験に用い

た。

培養液に添加するl門(Sigma，U.S.A.)は、エタノールで溶解して50酬の濃度の溶液を作成した後、

TYH 液またはWhittinghamの培養液で希釈して100n門、 1u門、 10州、 100}JM、200州 および400州の

濃度に調整した。なお、培養液中のヱタノール濃度はいずれも0.8%とした。なお、!門を含まずエタ

ノールを0.8%含む培養液を対照として使用した。
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採取した未受精卵は、ヒアルロニダーゼ(Sigma)で卵E細胞を除去した後、各種濃度の|刊を含むTY

H 液に移し、 370Cで、炭酸ガス5%、空気95%の気相下で2時間前培養した。これらの卵は、前培養

後、 TYH液で3回洗浄して体外受精に用いた。体外受精は豊田らの方法27.29)に準じて行った。すな

わち、精子懸濁液は同系統の成熟雄の精巣上体尾部をTYH液中で細切して作成した。 この精子懸濁液

は3T'Cで、炭酸ガス5%、空気95%の気相下で2時間処理した。授精は培養した精子を含むTYH液に

前培養した卵を移し、同じ条件下で、 5時間培養して行った。なお、授精に用いたTYH液中の精子濃

度は、1.0......5.0 X 1Q5/mlであった。 授精させた卵は10%ホルマリン緩衝液 (pH7.4)で固定した後、

アセトラクモイド染色を施した。処理した卵は、あらかじめワセリン・パラフィンのスポットをカバ

ーグラスの四隅に位置するよ うに置いたスライドグラスの中央に移し、カバーグラスをかぶせ、静か

に押して卵を圧し、顕微鏡下で観察した。受精卵には単精子受精卵のほか少数の多精子受精卵も含ま

れており、未受精卵には単為発生卵と退行卵も含めた。

採取した2細胞旺と旺盤胞は、前述の濃度の|ト1を含む¥oIhittinghamの培養液に移し、37'Cで、炭酸

ガス5%、空気95%の気相下でそれぞれ48時間と24時間培養した。

受精率、発生率およびハッチンク、率の統計処理はf検定によ って行った。

結果

1 . 受精に及ぼす|門の影響

各種濃度の|刊を含むTYH液で2時間前培養した卵の体外受精の成績は表1に示す通りである。

I ~ Iを含まない培養液で前培養した卵では、 55.8%が受精しており、そのうち 1 個は多精子受精卵で

あった。 一方、|門を100n門、i州、 10問、 100#Mおよび200山添加した培養液で前培養した卵の受精

率はそれぞれ55.9%、50.0%、，17.1%、50.0%および47.5%で、対照との聞には有意差は認められな

かった。多精子受精卵はOないし6個認められた。しかし、|門を400川添加した培養液で前培養した

卵の受精率は27.3%で、対照に比べて有意に低かった。なお、 多精子受精卵は2個認められた。

2. 2細胞旺の発生に及ほす|門の影響

各種濃度の|門を含む培養液で2細胞旺を培養して得られた旺発生の成績は表2に示す通りである。

l門を含まない培養液では、 86.7%の旺が旺盤胞ヘ発生した。 一方、 i門を100nM、1#ト1、10州および

1Q0llM添加した培養液では、それぞれ79.6%、81.0%、81.1%および85.7%の発生率で、対照との聞

に有意差は認められなかった。しかし、川を200凶添加した培養液では、旺盤胞への発生率は11.4%

で有意に低下し、 l門を400凶添加した培養液では、旺盤胞へ発生した肢は認められなかった。なお、

|門を200;J門および400凶添加した培養液では、退行旺が観察され、その割合は|門の濃度が高い培養液

で顕著であった。

3. 旺盤胞のハッチングに及ほす|門の影響

各種濃度の|門を含む培養液で旺盤胞を培養して得られたハッチングの成績は表3に示す通りであ
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Table 1. The effect of indomethacin on the ill vitro ferti I ization of mouse eggs 

Concentrations No. of No. of No. of Rates of 
of indomethacin egb gs ferti 1 ized unfert i 1 i zed fertil ization(わ
in media observed eggs eggs 

None。(Control〉 43 24jlj 19 55.8 
100 n門 34 19 (0 15 55.9 
1 #M 40 

{j 
20 50.0 

10 /l門 34 16 C2 18 47.1 
100 Il門 50 25 (4 25 50.0 
200 /lM 40 19 c1 21 47.5 
400 :t卜1 66 18 (2 48 27.3本

The numbers in parentheses show the polyspermic egg. 
ト1a r~ed value is significantly different from that of the control(本 P<O.OI).

Table 2. The effed of inclomethacin on the developmぞntof 2・celI mouse embryos 
一一 一
Concentra t i ons No. of 2・cell No. (%) of embryos at different stages No.(%) of 
of indomethacin embryos 一一一一 atretic 
in media cultured 2-cell 4-cell 8-cell 門orula Blastocyst embryos 
一一 一一

None(Control) 83 

!ooj汁oj
j(jjjj 

100 n門 49 OC 0.0) OC 0.0) OC 0.0 10C20.4) 39(79.6) OC 0.0 
1 u門 42 OC 0.0) OC 0.0) OC 0.0 8CI9.0) 34(81.0) OC 0.0 
10 #門 53 OC 0.0) OC 0.0) OC 0.0 10CI8.9) 43(81.1) O( 0.0 
100 ρ1 42 O( 0.0) O( 0.0) O( 0.0 6(14.3) 36(85.7) O( 0.0 
200 11M 35 4Cl1.4) OC 0.0) 8C22.9 17(48.6) 4Cll.4本 2C5.7 
400 /l門 35 22(62.9) 1( 2.9) 2( 5.7 5(14.3) OC 0.0忠 504.:3 

一一一一一ー
Mar~ed values are significantly different from that of the control (本一-P<O.OOI). 

Table 3. The effect of indomethacin on the hatching of mouse blastocysts 

Concentrations 
of indomethacin 
in media 

No. of 
blastocysts 
cultured 

No. (%) of blastocysts 

hatched not hatched 
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将一 P<O.OI.持主 -P<O.OOI).

る。

i門を含まない培養液では、 67.9%の旺盤胞がハッチングを起こした。一方、|門を100nト1添加した培

養液では、ハッチングした旺盤胞の割合は50.0%に低下したが、対照との聞に有意差は認められな

かった。しかし、|門の濃度がl州より高くなるにしたがって、ハッチングした旺盤胞の割合は徐々に

有意に低下し、 i門を400州添加した培養液では、 6.7%の旺盤胞しかハッチングを起こさなかった。
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なお、ハッチングしない庇盤胞の中には萎縮して小型化したものが多数観察された。

、一三 考 察

マウス卵のPG合成と受精との関係を調べるために、 林ら26予は体外受精用の培養液に280州ないし

560仰の|門を添加して体外受精を行ったところ、|門を420州および560川添加した培養液では受精率

が低下するが、PGF2αを培養液に添加することによ って受精率の改善がみられることを観察してい

る。彼らはこれらの濃度の|門を添加した培養液での受精率の低下は、|門の濃度が高いためPG合成ばか

りでなく、 他の物質代謝も阻害されたためであろうと推察している。また、|門を添加した培養液中で

授精させているため、培養液中の|門が精子の運動と先体反応に影響を及ぼし、受精率の低下をもたら

したことも考えられると述べている。実際に、 i門で前処置したマウス精子を用いて体外受精をlrう

と、受精が阻害されることが報告されている30"。

本実験において、精子に及ぼす|門の影響を除くために、 l門を添加した培養液で卵のみを前培養した

のち体外受精を行った。その結果、 100n門ないし，200仰 の|門を添加した培養液で前培養した卵の受精

率は|門を含まない培養液で前培養した卵の受精率と比べ、 有意差は認められなかった。 Ni imur、aand 

Ishidal9' は、|門を100#ト1添加した培養液でマウス2細胞旺を培養して得られた旺盤胞について、 PG

Lの免疫組織化学的検出を試みており、 PGE2の局在を示す蛍光の強さは有意に低下し、蛍光のみられ

ない旺も出現すると述べている。また、 ウサギの旺盤胞では140仰 の|門を添加した培養液で 1ないし

2時間培養すると刊の分泌量は有意に低下することが明らかにされている4¥これらのことから、本

実験の100凶およひ.'200仰のl門を添加した培養液で前培養した卵においてもPG合成が阻害されている

ことが推察されるが、受精率には影響がみられなかった。したがって、卵でPGが合成されなくても受

精には影響がないことが示唆された。しかしながら、川を400#M添加した培養液で前培養した卵の受

精率は有意に低かった。|門はcyclooxygenaseを阻害してPGGの合成を抑制することが知られている

が、そのほか、 PGdehydrogenase、cA門Pdependent prote川 hinase、phosphodiesterase、Dopa

decarboxylaseなどの活性も阻害するといわれている31)。このことから、 1Mを400川添加した培養液

で前培養した卵の受精率の低下は、高濃度の|門がPG合成とともに他の物質代謝にも影響を及ぼしたた

めと推察される。

次に、本実験において、 l門を培養液に添加して2細胞粧を培養し、旺盤胞への発生を観察したとこ

ろ、|門の濃度が[OOn門か ら 100仰の範囲では、旺盤胞への発生率は I~Iを含まない培養液で培養したも

のと変わらなかった。既述のように、|門を!OOIlM添加した培養液で培養するとマウス旺のPG合成は抑

制されるといわれており、本実験の100仰の|門を添加した培養液で培養して得られた旺盤胞において

も、PG合成は阻害されているものと推察されるが、この濃度では旺盤胞への発生は影響を受けなかっ

た。このことから、旺でPGが合成されなくても発生には影響がないことが示唆された。しかし、 |門の

濃度が200州以上になると旺盤胞への発生率は著しく低下し、400仰 の|門を添加した培養液では旺盤
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胞へ発生した旺はみられなかった。高濃度の|門処理による発生率の低下は、受精率低下の場合と同じ

理由によるものとd思われる。

マウス旺盤胞のハッチングはPGE2の措抗剤である18，18，20-trimethylPGE2 やPGF2αの措抗剤であ

るN-dimethylamidePG九αによ って抑制されることから、 PGE2とPGF2αはマウス旺盤胞のハッチング

に役割を果たしていると考えられている24) 。一方、マウス旺盤胞のPG合成とハッチングとの関係に

ついては、 Biggerset al.z2i 、Hurstand MacFarlane 23.および千田25) が|門を用いて観察してい

る。すなわち、 Biggerset a/.22iは1州から1m卜1の|門を添加した培養液で、 Hurstand MacFarlane 

:23) は5凶から50仰の|門を添加した培養液で旺盤胞を培養すると、l門のハッチングに対するinhibi司

tory doses (ID) 50は、それぞれ9.08州および6.15州であったと報告している。また、千田25) はl

州から100pMの|門を添加した培養液で旺盤胞を培養し、ハッチングした旺盤胞の割合を育意に低下さ

せる|門の濃度は100pMであったと述べている。

本実験において、100n門から400州のl門を添加した培養液で旺盤胞を培養したところ、|門の濃度が

l 州より高くなるにしたがって、ハッチングした旺盤胞の割合は徐々に有意に低下した。この結果は

Biggers et al.の結果22) によく類似していた。以上の結果から、本実験においても、旺盤胞のPG合

成とハッチングとの聞には密接な関係のあることが示唆された。
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ゴールデン・ハムスタ一体外成熟卵の雄性前核形成能に及ぼす

成熟培地へのアミノ酸とホルモンの添加効果について
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The abi 1 i ty of ma le pronucleous foc'matIon of hamster foll icular oocy tes matured i旦ヱitro 

was examined by using in vitro fertilization technique of zona-free oocytes. 

When hamster oocytes， matured in vitro in a modified Tyrode's solution (mTALP) without 

amino acids and hormones， were fertilized in vitro， any oocytes could not get the ability 

to support the development of male pronucleus. 

By incorporating 12 amino acids (alanine， arginine， cystidine， glutamine， histidine， 

isoleucine， leucine， methionine， phenylalanine， proline and valine) and hormones(LH， FSH， 

PRL and estradiol-17s) in the 冊aturationmedium， higher percent (65%) of 75 oocytes 

gained the ability to support the development of皿alepronucleus. 

緒 王ヨt
E二2

晴乳動物の卵胞卵は、卵胞から遊離させ培養すると体外で成熟するロこのことは最初ウサギにおい

て Pincus& Enzu皿ann(1935)によって報告された。その後、ゴールデン・ハムスター (Gwatkin晶

Haidori，1974 a，b)を含む多くの哨乳動物で・明らかにされた。

しかし、体外で成熟させた卵胞卵は体内成熟した卵胞卵と比ベてその受精率が低く(マウス:Cross

品目rinster，1970;ウサギ:Thibault品Gerard，1973;ラット :Shalgiet al，1979)、ゴールデン・ハム
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スター(Leibfrlend品Bavister，1983)では侵入精子頭部が前核を形成しないことが報告されている。
本研究は、ゴールデン・ハムスタ一体外成熟卵の雄性前核形成能を判定するため透明帯除去体外受
精法を用い、体外成熟培地へのアミノ酸とホルモンの添加が体外成熟卵の雄性前核形成能に及ぼす効
果について検討した。

材料および方法

重蓋輩

卵巣や体外での卵の操作のため M2 (Quinn et al. ，1982) を用いた。この培養液は空気下で
PIl 7.2-7.4を示した。卵胞卵の体外成熟のため修正タイロード液 (Leibfried& Bavister，1983)を
用いた。この培養液(mTALP)の組成は 101.8凶 NaC1、2.68mMKC1、1.80mMCaC12、0.49mMMgC12、
0.36mM Nall2P04、35.70副 NallC03、4.50mMグルコース、 1.0mMピルビン酸ナトリウム、 9.0凶乳酸
ナトリウムである。この培養液は 5%C02、話O2及び90%N2の気相下でPIl7.2-7.4を示した。

ハムスター精子の受精能獲得と体外受精のためには mTALPのNaC1を124酬に上げ NallC03を 11.90酬
に下げ 0.5mMハイポタウリン、 0.05mMエビネフリンを添加した培養液(mTALP4)を用いた。この培養
液は空気下で PIl7.3-7.5であった。

M2およびmTALPには4略/叫の濃度で.mTALP4には15略/叫の濃度でウシ血清アルブミン(Ca1biochem
， Fraction V)を加えた.

アミノ酸とホルモン

体外成熟用培養液 mTALPには4アミノ酸または12アミノ酸を加えた。 4アミノ酸はグルタミン、イソ
ロイシン、メチオニン、フェニールアラニンで、 12アミノ酸は前者の4アミノ酸にアラニン、アルギ
ニン、シスチン、ヒスチジン、ロイシン、プロリン、セリン、パリンを加えたものである。これらは
SigmaまたはICNNutritiona1社製のL型アミノ酸で、その組成はIlaidori& Gwatkin(1973)がゴール
デン・ハムスター卵胞卵の体外成熟に用いたものと同様であった。

ホルモンは LIl1与Jg!1城、 FSIl10)lg/叫、プロラクチン(PRL)20ng/叫、エストラダイオール 17戸
(E2) 1 )lg/m!lの濃度で加えた。 LIl、 FSIl、 PRLは USDAで純化されたものを用いた。 E2は Sigma社製で
100%エタノール中 400)凶/叫の濃度で-400Cに保存した。

未成熟卵胞卵の採取と体外培養

発情周期の第 1 日目(排卵当日の午前 9~10時)P阿部 30iuを成熟雌ハムスター(生後2ヶ月)の腹腔内
に注射した.P阿部の注射後 59~62時間(発情周期の第 3 日目の夕方 20~22時)に卵巣を切り出し、 M2
にいれ解剖針で卵胞卵を遊離させた。卵丘細胞群に囲まれた卵胞卵のみをミネラルオイル(Squib& 
Sons)下mTALP(300)l 1) に IO~50個入れ、 5%C0 2 、 5%02及び90%N 2の気相下370Cで 15~17時間培養し体外成
熟させた。

受精能獲得のためのハムスター精子のインキュベーション

受精能獲得のための精子インキュベーションは、 Yanagimachi(1982)の方法に若干の修正を加えた.
すなわち、成熟雄ハムスターの精巣上体尾部を予め温めたmTALP4に切り出し切開した。約5分間37''C
のインキュベーターに静置し得られた精子懸渇液(約3叫)は700gで3分間遠心し、上清を除去した。
次いで、先の曲がったパスツールピペットで約3叫のmTALP4を、精子を混合しないように、上層に
ゆっくり加えた。との遠心管は380Cの温湯の入ったビーカー中におき、 37

0

Cのインキュベーターに静
置した。 5~15分後上清中の精子は85%以上が運動していた。上清の精子懸濁液 50)l 1 をミネラルオイ
ル下のmTALP4(300)11)に加え(約1.2XI07精子濃度)、約4時間インキュベーションし受精能獲得した。
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体外成熟卵の体外受精

成熟させた卵胞卵はM2中でピペッティングによって卵丘細胞群を除去した。 実体顕微鏡下で極体

の有無を観察し、極体の存在する卵胞卵を体外成熟卵と判定した。体外成熟卵は 0.1%トリプシン

(牛勝臓由来180TA阻 units/mg.ICNNutritional社)で透明帯を除去しM2で3回洗浄後、ミネラルオ

イル下 300)11mTALP4に入れた。次に、 受精能獲得したハムスター精子懸濁液 5)Jlを加え約5X10
4 

精子/叫の濃度で媒精し5時間培養した.

霊童旦盟主主

卵細胞質内で少なくとも膨化を始めたり膨化した精子頭部または雄性前核が認められたとき体外成

熟卵は受精したと判定した。本研究では、その過程を任意に4段階に分類した(図 1) ; (1)膨化直後

の精子頭部(A)、(n)完全に膨化した精子頭部(B)、(皿)仁の形成が始まった膨化精子頭部(C)、

(IV)明瞭な仁の認められた雄性前核(D、E)。

結果

成熟培地へのアミノ酸とホルモンの添加効果の結果は表1に示した。体外成熟率はアミノ酸とホル

モンの添加にかかわらず差はなく 74-88耳であった。体外成熟卵の精子侵入率は68-81耳、多精子侵入率

は41-60%(精子数 2-5)であった。

アミノ酸とホルモンの無添加区では、精子侵入卵30個のうち 17% で初期膨化精子頭部、 83%で完全

な膨化精子頭部が観察されたが、雄性前核の形成した卵は一つもなかった。

4アミノ酸(グルタミン、イソロイシン、メチオニン、フェニールアラニン)の存在下で、ホjレモン (LH、

FSH、PRし、E2)の無添加および添加区で、初期膨化精子頭部と完全な膨化精子頭部の認められた卵は、

精子侵入卵49個のうち各10臣、 88揮と精子侵入卵57個のうち各部、 63%であった。仁形成開始膨化精

子頭部と雄性前核形成の認められた卵はホルモン無添加および添加区で各0耳、 2%と各l師、 19%で成熟

培地へのホルモンの添加によって雄性前核形成率は有意に増加した。

表1 ハムスタ一体外成熟卵の雄性前核形成能に及ぼす成熟培地へのアミノ酸とホルモンの添加効果

成熟培地への添加* 媒精** 精子侵入

卵数 卵数(%)

アミノ酸 ホルモン

43 30 (70) 

4 7 1 4 9 (69) 

+ 70 57 (81) 

1 2 52 37 (71) 

+ 75 5 1 (6 8) 

雄性前核の発達段階(%) 

H W 

7

0

2

0

0

 

唱
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よ

q
u
a
u
q
U
Q
u
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8

8

6

4

2

 

皿

。 。
o ac 2 ac 
1 6 b 1 9 ad  

14d 38b 

1 2 65 b 

* 成熟培地ヘ添加されたアミノ酸とホルモンの種類は材料と方法を参照
M 体外成熟率 :74~84%、透明帯除去体外受精法を用いた

叫*雄性前核の発達段階:1 ~IVは材料と方法および図 1 を参照
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一方、 12アミノ酸(上記 4アミノ酸とアラニン、アルギニン、シスチン、ヒスチジン、ロイシン、プロ

リン、セリン、バリン)の存在下で、ホルモンの無添加および添加区での初期膨化精子頭部および完全

な膨化精子頭部の認められた卵は精子侵入卵37個のうち各師、48%と精子侵入卵51個のうち各側、

23%であったロ仁形成開始膨化精子頭部と雄性前核形成の認められた卵はホルモン無添加および添加

区で各14耳、 38耳、各12臣、 65%でホルモン添加による有意差は認められなかったが増加する傾向にあ

った。 ホルモンの存在下では.4アミノ酸と12アミノ酸の添加区で雄性前核を形成した卵の割合が

19耳と65%で、成熟培地への添加アミノ酸数の増加は雄性前核形成卵率を増加させた。

また、これら雄性前核の形成した体外成熟卵は雌性前核の形成が確認された。

考察

ゴールデン・ハムスタ ー卵胞卵が体外で成熟することは、 Haidori& Gwatkin(1973)、Gwatkin& 

Haidori (l974a ，b)、Mandelbaumet al(1977)、Leibfriend& Bavister(1983)によって報告された。

本研究では Leibfriend& Bavister(l983)の用いた修正タイロード液を基礎培地'とし極体放出した卵
胞卵を成熟したと判定した結果74-88%の成熟率で、アミノ酸およびホルモンの有無によって成熟率に

差はなかった。

ハムスタ一体外成熟卵の受精能は体外受精によって検討され、 Mandelbaumιetal (1977)はハムスタ

ー精子が透明帯を侵入できないと報告し、 Leibfriend& Bavister(1983)は卵細胞質に侵入しでも精
子頭部は膨化しなかったと報告した。本研究では、透明帯除去体外受精を行うことで体外成熟卵の卵

細胞質が精子頭部を膨化させる能力を得ていること、成熟培地八のアミノ酸の添加によって雄性前核

形成が観察されホルモンの存在下ではその効果が増大することを明らかにした。そして、崎乳動物卵

胞卵の成熟過程において、アミノ酸の吸収が増大し蛋白質合成が活発になること (Cross& Brinster， 

1974; Moor & Smith，1979)から、成熟培地へのアミノ酸の添加が体外成熟卵に不十分であった雄性前
核形成因子の合成のため有効に働いたのかもしれない。

また、性腺刺撤ホルモンは体外成熟の過程で卵丘細胞から卵胞卵へのアミノ磁の吸収を刺離するこ

と(Cross& Brinster，1974)や卵丘細胞群の蛋白質合成を制御するとと (Shultz& Wassarmann，1977; 

Warnes et al， 1977 ; Landwefel t et al， 1979)が報告されており、本研究でホルモン(LH，FSH，PRし，E2)

の添加によって雄性前核形成率がさらに増加したのは、アミノ酸の吸収を刺載し雄性前核形成因子の

合成を活発にさせたことが考えられる。体外成熟卵の受精能に及ぼすホルモンの効果に関しては、 Sh

algi et al(1979)がラットにおいて成熟培地へのLHの添加が有効であると報告し、 Ballet al (1983) 

がウシにおいて成熟培地へのFSH添加が体外成熟卵の受精霊与を高めると報告した。

最近、マウスで体外成熟培地に血清を添加することで体外成熟卵が排卵卵と同じ割合で匪盤胞に発

生すると報告した(Schroeder& Eppig，1984)が、ハムスタ ーにおいては今のととろ血清によって体外

成熟卵の受精能を改善したとの報告はない。今後、さらに詳細に検討することが必要と思われる。
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図1 体外成熟卵に侵入した精子頭部の変化;A:膨化直後の精子頭部(1)，

B:完全に膨化した精子頭部(s)，C:仁の形成が始まった膨化精子頭部(皿)， 
D，E:雄性前核(N)
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Summary 

In order to test the effect of ~怜tal-EDTA chelate on the preimplantation development 

of mouse embryos fertil ized in vitro， ICR mouse zygotes were cultured with 10μ門門g-，
Ca-，門n-，Co-， Ni-， Cu-， Zn-， La-or Fe-EDTA in Whitten's medium up to 120hr after 
insemination. Development to the 4-cel I stage of embryos was improved by addition of門g-，
Ca-， La-， 01' Fe-EDTA in the medium. \~hile Co-， Ni-01' Zn-EDTA showed no effect as control 
medium. At 120hr after imsemination， developmental rates to the blastocyst of the embryos 
i n cu I tu re ¥，' i th門g-(41.7%)，Ca-(45.8%) 01' La-EDTA(68.3%) were not significantly different 
compared with EDTA control(67.9%). In the presence of Fe-EDTA， ICR embryos overcame the 2-
cel I block(86.7%) yet most embryos could not developed to the blastocyst stage(10.0%). 
These resu I ts i nd i ca ted tha t Ca -，門g-or La-EDTA ¥"as effective to support the 
preimplantation development in ICR zygotes， and EDTA was effective not only on the second 
cleavage but also the blastocyst formation. 

序論

体外受精由来マウス旺の培養において、卵子提供雌の系統によって2細胞期で発生の停止が起こる
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(2-cel I Block)こと(l，2)、および培地への印TAの添加により4細胞期への発生が改善され、旺盤

胞への発生が可能になることが知られている (3，4)。また、 EDTA添加培地で発生した旺盤胞の移植

による正常産仔への発生も確認されているが (5，6)、 '2-celI Block'の原因はいまだ明らかにされ

ていない。また、 EDTAの作用機序については、 EDTAが培養液中の門g2+、Ca2+以外の重金属を除去する

ことにより、 2細胞期以降の発生を改善するとも考えられているが、その証拠は得られていない。本

実験では、種々の金属一印TAキレートが、体外受精マウス旺の発生を改善するか否かについて検討し

た。

材料および方法

実験にはすべてJcl:ICR成熟マウスを用いた。卵子は、 P門SGおよびhCG各5i.u.を48時間間隔で腹

腔内注射して、過排卵処理を施した成熟l雌マウスの卵管膨大部から、 hCG注射後15-16時間に採取し

た。精子については、成熟雄マウスの精巣上体尾部より採取し、 2時間のプレインキュベート後、卵

子を含む0.4mlのWhitten's培地 (7)に添加することにより体外受精を行った。精子および卵子の

培養条件は、 37
0

C、5%C02、95%空気とした。次いで、授精後5-6時聞に、第2極体の放出および雌

雄の両前核が認められた卵子を、 10μ門の濃度のEDTA(2Na)または各種金属一印TAキレート〈門g-，Ca-，

Mn-，Co-，N卜，Cu-，Zn-，La-およびF"e-EDTA)を含むWhitten's培地に移し換え、授精後120時間まで培

養した。また、 100μ門の濃度の印TAおよびLa-EDTAの効果についても比較検討した。

結果および考察

各種金属一印TAキレート存在下におけるICRマウス体外受精卵の培養成績は、 Table1に示す通り

であった。授精後24時間における2細胞期への発生は、各金属一印TAキレート区では88.3%-....100%で、

印TA区および対照区のそれぞれ98.8%および92.3%との聞に有意差は認められなかった(P>0.05)。

授精後48時間に4細胞期に発生した旺の割合は、 La-，ト19-，Ca-およびF"e-EDTA区では、それぞれ96.7

%， 77.1%， 83.3%および86.7%と印TA区(97.6%)に対して有意差のない値(P>0.05)であった。 一方、

門n-，Co・，Ni-，Cu-およびZn-EDTA区では、それぞれ42.2%，10.0%， 22.5%， 46.2%および0%で、 EDTA区

に比較して明らかに低く、特にCo-およびNi-EDTA区では対照区(15.0%)と差のない値(P>0.05)で

あり、 Zn-EDTA区では有意に低い値であった。授精後120時間における旺盤胞への発生率は、門g-(41.

7%)，Ca-(45.8%)およびLa-EDTA(68.3%)区で高く、 EDTA区(67.9%)と比較して差のない値であった(P

>0.05)。また、 Zn-EDTA区では4細胞期以降およひ:Co-EDTA区では旺盤胞への発生が全く観察され
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なかった。 10μ門の濃度の金属一印TAキレートの中で最も高率な粧盤胞への発生を示したLa-EDTAは、

100μ門の濃度においても良好な成績であり(Table2)、EDTAと同等にICR旺の4細胞期以降への発

生を促した。

Table 1 Effect of various metal-EDTA chelates on the development 
of ICR mouse embryos ferti I ized in vitro 

トletal-EDTA No. of No. (%) of embryos developed to 
chelate embryos 2-cell 4-cell Blastocyst 
(10μ門) cu I tured (24hr)1) (48hr)1) (120hr)1) 

門g-EDTA 118 47(97.9)a 37(77.1 )b 20(41. 7)b 
Ca-EDTA 48 48(100 )a 40(83.3)b 22(45.8)b 
La-EDTA 60 59(98.3)a 58(96.7)b 1l1(68.3)b 
ト'ln-EDTA 45 44(97.8)~ 19〈42.2)h 3( 6.7)a 
Fe-EDTA 60 60(100 )a 52(86.7) 6(10.0)a 
Co・EDTA 60 53(88.3)~ 6(IO.oi O( 0 i 
N i -EDTA 40 36e90.0)a 9(22.5i 3( 7.5)a 
Cti-EDTA 52 50(96.2)~ 24(46.2) 12(23.1) 
Zn-EDTA 69 62e90.0)a O( 0 ) oe 0 i 

EDTA(2Na) 84 83(98.8i 82(97.6)b 57(67.9)b 
Control 247 228(92.3)a 37(15.0)a 8( 3.2i 

1) Hours after insemination. 
Va I ues 'VI i th the d i ffer'ent superscr i pts are s i gn i f i cant I y d i fferent 
in the same column at p<0.05. 

Table 2 Effect of EDTA and La-EDTA on the preimplantation development 
of ICR mouse embryos ferti I ized in vitro 

No. of Devel opmenta I stage (%) 
embryos 2-cell 4-cell トlorula Blastocyst 
cul tured (24hr )1) (48hr)1) (72hr)1 ) (96hr )1】 (120hr)1 ) 

EDTA(2Nal) 60 58(96.7) 54(90.0) 43(71. 7) 45(75.0) 51(85.0) 
La-EDTA2J 60 59(98.3) 58(96.7) 47(78.3) 50(83.3) 56(93.3) 

Control 97 92(94.8) 18(18.6) 1( 1.0) O( 0 ) 1( 1.0) 

1) Hours after insemination. 
2) 100μ門
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以上の成績より、 ICRマウス体外受精卵の4細胞期以降への発生がEDTA(2Na)のみならず、他の金属

印TAキレートでも改善されることが知られた。また、発生が改善されなかった金属キレートの場合で

も、その効果にはそれぞれ特徴があることが知られた。特にFe-EDTAの'2-cellblock'克服の顕著な

効果(86.7%)にもかかわらず、旺盤胞への発生率が低率(10.0わであったことは、桑実腔から旺盤胞

への発生が第2卵割とは異なった機序により進行することを示唆しており、 EDTAの作用は第2卵割を

促すのみならず、旺盤胞への発生あるいは旺盤胞形成に対しでも、何らかの作用を有するものと考え

られる。

本研究の概要は、日本畜産学会創立60周年記念第76回大会で発表した。

要約

ICRマウス体外受精由来旺の発生に及ぼす種々の金属-EDTAキレートの効果を検討した。授精後6

時間に、前核期の体外受精卵を10μ門の濃度の門g-，Ca-川n-，Co・，N i -，Cu -，Zn -， La-あるいはFe-EDTA

を含むWhitten's培地に移し換え、授精後120時間まで培養した。授精後24時間における2細胞期へ

の発生は、各区とも高率(88.3~100わであった。授精後48時間に4細胞期ヘ発生した旺の割合は、

門g-(77.1%)，Ca-(83.3%)， La-(96.7%)およびFe-EDTA区(86.7%)でEDTA(2Na)区(97.6%)と比較して

有意差のない値であったが、 Co-，Ni-およひ.'Zn-EDTA区では、 EDTA無添加の対照区と同等あるいはそ

れ以下の成績であった。授精後120時聞における旺盤胞への発生率は、門g-(41.7%)，Ca-(45.8%)およ

びLa-EDTA区(68.3%)で、 EDTA区(67.9%)と有意差のない値であったが、他の区では対照区と同様な

低値を示し、特にCo-およびZn-EDTA区では旺盤胞への発生は全く見られなかった。また、 Fe-EDTA

区では2・cellblockの克服を示したものの、旺盤胞への発生は低率(10.0%)であった。
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凍結・融解したラット卵巣の卵巣嚢内への移植

利部聴・牧田登之・高場光 一 ・石田哲也

山口大学農学部獣医学科

Transplantation of rat ovary into ovarian bursa 

after freezing and thawing 

KAGABU Satosi， MAKITA Takashi. MAMBA Kouichi and ISHIDA Tetsuya 

Department of Animal Anatomy. Faculty of Veterinary Medicine. 

Yamaguchi， Uni versi ty. Yamaguchi 753 

Summary 

A study has been made of the viability of rat ovarian tissue after exposure 

196t. The ovaries were plunged into LN2 directry after soaking in the the 

vitrification solution(Rall & Fahy. 1985). After thawing and transplantation. 

such tissue formed functional grafts in the ovarian bursa of the ovariecto-

mised donors. and ovulated. 
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生殖期間中の総排卵数は、卵巣に存在する卵細胞のわずか0.01%であり、 99.9%が閉鎖

卵胞となる (Hirshfield品Midgley、1978)。卵細胞の効率的採取を目的として、過排卵

誘起処理を繰り返し行ってもわずかに増加するだけで、排卵数は卵巣のもつ能力のごく

一部を引き出しているにすぎない。近年の発生工学の進歩はめざましく、実験材料であ

る卵子の不足が深刻な問題となりつつある。卵巣の凍結保存一培養一排卵系または凍結

保存一移植系を確立すれば、卵巣から多数の卵子を効率よく得られるようになり、卵子

不足の解決する可能性がでてくる。卵巣の凍結保存に関連した研究は、 1 960年代ま

で多く行われたが、当時はまだ発生工学の今日のような発展はなく、その後この種の研

究は少なくなった。

一方、卵子の凍結保存法は改良が積み重ねられ、凍結保護剤を浸透させたあと直接液

体窒素に投入する超急速無段階凍結法がRallとFahy(1985)によって確立された。この凍

結法を応用してラットの卵巣を凍結し、移植後組織が生着したとの報告がなきれた(利

部ら、 1987)。

RallとFahyの方法は、従来のよ うにプログラムフリーザーを必要とせず、液体窒素保

管器があれば屠場で採取きれた卵巣もその場で凍結保存することも可能であるので、今

後この方法は利用価値が高まると予想、される。 本研究は、RallとFahyの方法を卵巣の

凍結保存法として適応させるために種々な条件下で卵巣を凍結し融解後卵巣嚢内に移植

し生着状態・排卵の有無を調べたものである。
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材料および方法

供試卵巣

ウイスター・今道系ラット(九動から導入)の交配後22日目の胎児卵巣 45個を用

いた。麻酔下で卵巣を取出し、だだちに室温に暖めたリン酸緩衝培養液(以下PB 1、

Quinnら、1982)中で、卵管・卵巣嚢・脂肪塊を除去した後ふたたびPB 1で洗浄し供試

した。

ガラス化凍結液

RallとFahy(1985)の方法に準じて調整した。O.4%W/vウシ血、清アルブミンを含んだP

B 1に、凍結保護剤として 20.O%W / v D M S 0、15.5%Wんアセトアミド、 10.0%W/vプ

ロピレングリコール、 6.0%W/vポエチレングリコ ル(分子量7800-9000)を添加してガ

ラス化凍結液(以下VS 1と略す)とした。

脱水・凍結法

実験 1

胎児卵巣をセラムチューブ(住友ベークライト、1.8ml)内で、脱水した。 VS 1 12.5 

%を含む室温PB 1 (12.5% V S 1 )に 15分間、室温 25%VS 1に15分間、さらに

水冷した50%VSl、10 0 %V S 1にそれぞれ静置して脱水処理とした。凍結は、

0.5m I精液用ストローに移しかえ、直接液体窒素に投入して行った。凍結融解後の卵巣

組織内にできる氷品を観察するため、常法による透過型電子顕徴銭 (TEM)での観察を

行った。

実験2
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凍結保護剤の浸透時間を各VS 1濃度とも 30分間とした。その他の方法は、実験 1

と同様である。

実験3

凍結保護剤の浸透を良くするために卵巣をセラムチュープに入れた状態にしてスタ ー

ラーで3回/秒、 1 5分間撹持した。温度設定およびその他の方法は、実験1と同様で

ある。

実験4

Whittinghamら(1979)のマウス匪の凍結方法によった。すなわちoOcで3MDMSO

を添加し-6
0

Cで植氷後-30 oCまでo.3~l"C /分で冷却したのち液体窒素で凍結した。

融解・凍結保護剤の除去

実験 1-2では、液体窒素中で6-7日間保存した卵巣を、氷水中で激しく振とうし

て融解した。融解後ただちに氷冷した 50%VSl、25%VSlにそれぞれ 10分間

静置後室温PBlで2回洗浄して凍結保護剤処理とした。実験3では、スターラーで撹

持して除去処理を行った。温度設定は、実験 1-2と同様である。また、実験4におい

ては、融解後PBlで2回洗浄して移植した。

移植

宿主として同系統のウイスター・今道ラットを用い、野口・野口(982)の方法によっ

て移植した。最初に、卵巣嚢の切開部分をできるだけ小さくして、卵巣嚢の内部で卵巣

門を切断して宿主の卵巣を完全に除去した。次に凍結・融解卵巣を止血剤および支持体

としてスポンゼル(山之内製薬)にのせ移植した。卵巣嚢切開部は縫合せずにそのまま
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の状態で腹腔内に戻した。なお、 卵巣の移植は片側だ、けに行った。

移植した卵巣の生着

移植後約6週間目の発情後期に生着を判定した。卵巣は卵巣嚢と ともに常法によりパ

ラフィン連続切片にして、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(980)の基準にしたがった。すなわち、頼粒膜細胞に核

濃縮、卵胞腔中に細胞屑が観察されるものは閉鎖卵胞と判定した。

結果

Tablel. Viability of frozen ovarian tissue after transplantation in rats 

Ovaries wi出

non-atretic Follicl缶詰Qpm

foll icles /Ovaries L i v i n g R:rls owla凶

transplanted ovary 

Exp. 2 

Exp. 3 

13/15  

10/15  

14/ 15  

22_  5 

1 9_ 4 

37_  6 

6 Exp. 1 

2 

3 

Table 1 および Fig.l- 4にその概要を示した。生着卵胞は、卵巣の周辺部に多

数観察された。

ヲヘ
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考察

ParkesとSmith(1953)は、ラット卵巣を-7 9
0

Cで凍結後移植して卵母細胞の再形成

を観察して卵巣の凍結保存のさきがけとなった。その後Deansley(1954、1957)、Green

ら(1956)、Parrott(1958)、ParrottとParkes(1960)が実験動物の卵巣の凍結保存を報

告している。最近になってDaniel(1987)がウシ卵巣を凍結し融解後培養して元どうりに

回復きせた。これらの報告はすべて冷却過程を数段階に分け、それぞれに冷却速度を設

定したものであって、操作は簡単であるとはいえない。卵子の凍結保存の分野では凍結

法の簡略化が検討されている。ガラス化法により組織を脱水し、そのまま直接LN 2へ

投入する超急速無段階凍結法がRallと Fahy(1985)によって開発され操作が大幅に簡

略化された。この無段階凍結法を卵巣の凍結に応用し、皮下移植後生着した組織が観察

されている(利部ら、 1987)。

これをうけて、本実験では凍結卵巣を卵巣嚢へ移植し生着を試みた。その結果、凍結

・融解卵巣は卵巣嚢内で生着し、排卵が観察された個体も認められた。また同時に怖-

ittingham(1979)のマウス魅に用いた3段階凍結法をラット卵巣に応用してみたが、こ

の方法によっても生着、しこれら 2方法問では卵巣の生着にあきらかな差異がなく、本

法は卵巣を短時間に凍結できる方法であることが示唆された。しかし、問題点がないわ

けではない。 6週齢ラットに存在する卵胞は 250μm以上のものでも卵巣当たり 28個

に達する(利部、 1983)が、移植後生着した卵胞はこれに比べて少ないことが指摘でき

る。また、生着卵胞の多くは、卵巣の周辺部に認められたが、中心部の卵胞はほぽ壊死

していた。この原因としては凍結・融解時の卵巣内部の氷品による障害が考えられたの
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で、融解後の卵巣をTEMで観察してみたところ、 1 5分静置区では卵巣の中心部に近

づくほど氷品形成によると思われる空胞が多く見られ、凍結保護剤の浸透が不足してい

るように考えられた。そこで、保護剤を卵巣中心部まで浸透させる目的で、①静置時間

の延長、②スターラーによる撹伴を試みた。その結果双方とも生着に好影響を及ぼさな

かった。今後卵巣を細切するなどして凍結保護剤の浸透性を高める方法を検討しなけれ

ばならない。また、この点に関しては移植卵巣の中心部へ栄養がゆきわたらないことも

原因として考えられる。さらに他の原因も考えられるが、本実験の成績から断定はでき

ない。

以上のことより、卵巣の凍結保存に超急速無段階凍結法は、有効な手段であることが

あきらかとなり、屠場等の現場で短時間にしかもプログラムフリーザーのような特別な

設備がなくても卵巣を凍結保存でき、融解後卵巣嚢内で再び機能を回復できる可能性が

示唆された。
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Fig. 1 In the segr聞 きnt of intact rat ovary. there appeared to be no additional 

dan自 ge.

Fig. 2 In the specimens which had been :freezed and thawed. varying amount of 

vacuoles (司llow) were seen. 

Fig. 3 Six week aEter homoioplastic-transplantation 量ntoovarian bursa， 

follicles appeared non-atretic. 

Fig. 4 An example of the ovulated ovum(allow} in transplanted ovary. 
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集合キメラ脹の走査型電子顕微鏡による観察

Scanning Electron Hicroscopic Study of Interspecific Chimaeric Blastocysts 

添田 聡、中村のゆみ、高橋寿太郎、 安田泰久

Satoshi SOETA，Noyumi NAKAHURA，Jutaro TAKAHASHI 

and Yasuhisa YASUOA 

岩手大学農学部動物育種学教室

Laboratory of Animal Breeding，Faculty of Agriculture，lwate University 

Summary 

lnterspecific chimaeric blastocysts (mouse~ rat ， mouse ~hamster ， rat ~ hamster)were 

produced in the present experiment目Feulgenstaining of nuclei and scanning electron 
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In Feulgen nuclear reaction， the cells derived from mouse， rat and hamster were 

distinguished by observation of its nuclear size，and the shade of stained nuclei in 

chimaeric embryos.The cel Is derived from mouse had large nuclei which were homogeneously 

stained. The cel Is derived from rat had various size of nuclei which were smal ler than 

those derived from mouse and were unevenly stained. The cel Is derived from hamster had 

small nuclei which were homogeneously stained. 

Observation with SEH showed the difference among the cel Is derived from each species 

embryos in density of microvilli on the surface of trophoblast cells.Trophoblast cells 

of which surface was covered with few microvi 11 i were derived from mouse embryo.Dense 

microvi 11 i were found on the surface of the cells derived from rat embryo. The cells 

derived from hamster were covered with many microvi 11 i which were thicker and shorter than 

those of mouse or rat. 

In chimaeric blastocysts，trophoblast cells derived from each embryos distributed in 

groups at random regardless of their polarity. 
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緒言

当研究室では、発生初期段階における、遺伝的に由来を異にする細胞集団の相互認識を解析する目

的で、異種間キメラ駐の作成を試みてきた(1 )。この結果、光学顕微鏡下における経時的な観察によ

り集合臨盤胞への高い発生率が確認された。しかしキメラ初期降の細胞構成を解析するためには、各

々の細胞集団に特異的な標識が必要である。現在ではGPI(glucosephosphate isomerase)等の酵素群

を用いての生化学的な定性的解析が広く行われているが、細胞聞の立体構成の杷握は不可能で-ある (2

)。このためには種特異的な形態上の標識が必要となる。Tachi&Tachiは、マウス、ラット間集合駐

の超薄切片を観察し、特異的な細胞内微細構造を指標として、各細胞の由来と、その分布状態を判定

している(3)。本研究では、より簡易な方法である、フオイルゲン反応、 走査型電子顕微鏡(以下S

EM)を用いて、駐の核の染色性、栄養膜細胞の表面構造を観察し、同一培養系におけるマウス、ラ

ット、ハムスター臨の形態学的な差異を確認した。そしてこれらを指標に、各動物間集合駐、の細胞群

の識別、立体的な配置、および細胞間相互作用の解析を試みた。

実験材料及び実験方法

実験には当研究室においてクローズド・コロニーで継代繁殖している、 Wistar系ラット、 ICR/Jcl

系マウス、ゴールデンハムスターの成熟雌を使用した。

管理交配を行い交配確認日を O日目とし、マウス、ハムスターは2日目、ラットは3日目の16:00

~ 19:00 に放血屠殺後、摘出子宮を濯流することによ って 8~1 6細胞期駐、を得た 。 採取した駐は0.3%

プロナ ゼ溶液に移すことによ って透明帯を除去後、 3rc、湿度10郎、日二階化炭素 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。

また透明帯除去駐を集合接着することにより、マウス、ラット、ハムスタ 閉集合駐を作成した。

粧の接着はO目3%植物性凝集素溶液を用いて行い、接着後、単独眼と同様の条件下で培養した。

単独匹、集合怪は、 6、12、24、48時間培養後、光顕下で観察し、それぞれフオイルゲン反応、走

査型電子顕微鏡の試料に供した。

フオイルゲン反応はホールマウント法によって、 SEMはグルタールアルデヒド固定後、常法に従

って標本を作成した。

結果

1.フオイルゲン反応

対照として、マウス、ラット、ハムスターの培養12時間後の粧を染色した。3者を比較してみると、

マウス匹は核が大きく均一に染色されているのに対L、ラット怪では核の大きさに差があるものの、
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一般にマウスに比べて小さく、染色性も均一で・はなかった。またハムスター庇、の核は、マウス、ラッ

トよりも小さく、大きさ、染色性は均一であった。

これらの核の大きさ、染色性を指標に域養12時間後の集合院の細胞分布を識別することができた。

すなわち、マウスH ラット間集合脹では、均一に染色された大きな核を持つマウス由来細胞と、核が

小さく染色性が不均一なラット由来細胞の細胞分布が観察される。同様にマウスH ハムスター、ラッ

ト日ハムスタ 閉集合匠、においても、小さく均一に染色された核を持つハムスター由来細胞群の分布

状態を見ることができる。各動物由来細胞は群をなし集塊状に分布していた(Fi g. 1)。

培養48時間後では、同様に、マウスH ラット間集合駐において、栄養膜細胞での細胞識別は可能で

あったが、内部細胞塊の両者の核の同定は困難であった。マウス日ハムスター、ラット日ハムスター

間集合駐は、例数が不十分であり 、標本作成に至らなかった。

2. SEMによる観察

培養12時間後において、マウス脹では、割球表面は丘状に盛上がって器産壁状を呈しており 、微繊毛

はほとんど認められなかった。ラッ ト駐では表面に微繊毛が密生し、割球もマウス区、に比べ平盤状に

近い。ハムスター匠、にみられた微繊毛は太く短いのが特徴的であり、ラット匪と同様に密生していた。

同じ傾向は、 24、36時間後の各匪にも見うけられた。細胞表面の微繊毛の密度は、マウスとラット、

マウスとハムスター聞で有意差があり(Table.3)、微繊毛の密度と形態を指標とした集合臨の細胞分

布の解析が可能であった。マウスH ラット閉集合院では、微繊毛の密生した細胞群と 、微繊毛のほと

んどみられない細胞群が混在しているのが観察され、マウス、ラ ット由来細胞が識別された(Fi g. 2)。

また、マウス日ハムスター間集合駐でもハムスターに特徴的な太く短い微繊毛を持つ細胞群が識別さ

れた(Fi g. 3) 

Fig.4は統合発生した集合駐のうちの5例であり、表面の細胞分布をSEMにより観察し、まとめ

た模式図である。由来の異なる細胞は、それぞれ規則性を持たずに群をなして分布し、モザイク状を

呈することはなかった。

考察

各動物由来識別の標識となった細胞表面微繊毛は栄養膜細胞の分化がおこる以前から存在し、発生

の段階で密度と形状に変化がみられるが、匹盤胞では栄養膜細胞の外側全体に存在する。この微繊毛

は、栄養膜細胞表面に増加する糖物質とともに着床を助ける (5) 。

Fig.4に示されているように、培養12時間後のマウス日ハムスター集合匹では、すでに粧の統合が

おこなわれていた。同時期のマウスH ラット間集合臨と比較すると非常に早い時期に統合されたこと

がわかる。マウス、ラッ トの培養12時間後の駐は、通常、桑実際あるいは初期目基盤胞であるため、桑
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実駐を経ないで's基盤胞になるハムスター駐の影響を受け統合が早まった可能性がうかがわれる(6)。

培養36時間後の同集合駐では、ハムスター由来細胞の占める領域が狭かったが、これは、同培養系で

のハムスター区、の発生率が低いこと (Table.1，2)、およびハムスター院の発生様式の遠いに原因があ

ると考えられる。マウス日ラット閉集合駐においては、マウス由来細胞の優位に分布している例が多

く、本培養系でのマウス駐の発生分化速度は、他の2者よりも速いのではないかk思われる。どの例

においても各動物由来細胞は群を成して分布し、ランダムなモザイク状を呈しているものはなかった。

細胞間相互作用は正常に働き、各由来細胞が混在した正常な脹盤胞を形成しており、このため、駐の

統合が行われた時期には、分化の発生調整能が失われておらず、また、自己および非自己の識別能が

なかったのではないかとかんがえられる。

以上のことより、フオイルゲン反応による核染色、 SEMを用いての栄養膜細胞表而微繊毛の観察

は、異種間集合脹の確認、細胞構成の解析に有効であるこ とが示唆された。

本研究は昭和60年度文部省科学研究費補助金、 一般研究(C) Ii'異種間動物のキメラ隆作成による類

縁性の解析A (課題番号60560271)の一部である。

Table 1. Developement of mouse and rat 8-16-cel 1 stage embryos and hamster 
8-ce 11 stage embryos i n v i t ro. 

Develop樋enta1 stages 
(Cultured Time) 

Species MO.of embryos Degenelatioin(%) 
Horula(克) Blastocyst(%) 
(12hr. ) (24hr. ) 

阿ouse 57 4 (7.0) 51(89.5) 2 ( 3.5) 
Rat 23 1 (4.3) 21(91.3) 1 ( 4.3) 
Ha田ster 12 5(41.2) 7(58.3) 

Table 2. Development of intraspecific and interspesific aggregated e聞bryos
I n V I vo. 

Types of 
aggregated 
embryos 

MO.of 
aggregated 
embryos 

Developemental stages 
(Cultured ti田e)

Disintegrated(草}
Horula(%) 
(12 h r. ) 

Blastocyst(克}
(24hr. ) 

Intraspecific 
M ~M 
R~R 

H~H 

マ，・
n
‘υ
内，ι

q
O
9
L
ζ
J
 

1 ( 2.7) 
3(13.0) 
17(32.7) 

31(83.8) 
16(69.6) 。

5 (13.5) 
4(17.4) 
35(67.3) 

InterspecifiC 
M ~R 

M ~ H 
R~H 

-E
，4ss
anuマ

E
J
q
J
q
d
 

1( 2.0) 
2 ( 6.5) 
5(14.7) 

39(76.5) 
2 ( 6.5) 

11(21.5) 
27(87.0) 
29(85.3) 

M ; mouse R; rat H;  halllster 
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Table 3. T he nUllber of microvi 11 i on the surface of ellbryos. (冊icrovilli125μnf)

Cu 1 t u red t i I目e

specles 6 hr. 36hr. 12hr. 24hr. 

House 
Rat 
Ha皿ster

42.44 :tl0.24 A
V
 
Aυ qζ ±
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n
u
p
o

E
3
内
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士
士
土

7
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マ
F
n
L
句

t

q'ι
nt
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o
 

ー

* P<O.05. **P<O.Ol cOMpared with ~ouse 

Fig.l Aggregated ellbryos after 12 

hours in culture.Adhered to sl ide 

。lassby wholc目ount~elhod ; fixed in 

10% fmal in solution:stained with 

Feulgen reaction. x400 

Aggrcgated e.bryo (Iouse ~ rat) shows 

various size of目ixednuclei derived 

frol ~ouse (Iarge arrow) and rat(s~a ll 

arrow). 

Fig.2 Scanning electron micrograph 

of aggregated e.bryo (Iouse H rat) 

after 36 hours in culture. 

Co~pletely integrated expanded blastocyst. 

Surface of clbryo is covered with two 

types of cells. A group of cells of 

which surface is densely covered with 

~icrovil I i (upper half portion 01 

embryo) is derived frol rat elbryo. 

The other group of cells of which surface 

(Iower half portion of e四bryo)is covered 

with few Microvil li are derived fro目lIouse

embryo 
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Fig.3 Scanning electron micrograph 

of aggregated embryo (mouse ，_， hamster) 

after 12 hours i n cu 1 ture. 

Co阻pleteintegrated e田bryoshows two 

types of cel Is. The cel Is of which 

surface is covered with聞icrovilliare 

derived fro田ha田ster e町bryo.The ce 11 s 

of which surface is covered with few 

microvi 1 1 i are derived fro冊目ousee田bryo.

F i g. 4 Distribution of the cells derived from each speceis in chimaeric embryos 

M-R M-ー-R M喝→R

after 24hr in culture after 36 hr in culture after 36 hr in culture 

亡コ Mouse

EヨRat
堅[1Hamster 

M-一-H

after12hr in culture 

M-H  

after 36hr In culture 
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マウス着床期匪におけるフィプロネクチン (FN)の意義と

体外培養が匪の FN出現に及ぼす影響について

The significance of fibronectin(FN) in peri-implantation mouse 

embryos and the effect of culturing on appearance of FN 

竹内 一浩 森 明人 鵜木康資 永田行博

KAZUHIRO T AKEUCHI AKITO MORI 

YASUSHI UNOKI AND YUKIHIRO NAGATA 

鹿児島大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Kagoshima University 

Abstract 

The localization of fibronectin in mouse embryos in vivo was first found in the inner cell 

mass of early blastocyst and was later found also massively in the trophectod巴rmof late 

blastocyst. In contrast， fibronectin could not be found even in the late blastocyst stage 

in cultured embryos 

When the blastocysts developed in VIVO or m vitro were further cultured for three days 

in Dulbecco's Modified Eagle Medium(D'MEM) containing 10% fetal calf serum， the in vitro-

implantation(trophoblastic outgrowth in vitro) rates were 90%， 37% respectively; the latter 

showed a significantly low rate. If in vivo blastocysts were cultured in D'MEM without 

fetal calf serum， the in vitro-implantation rate was as low as 29~ぢ However ， if fibrone-

ctin at the concentration of 5， 10， 20， or 40flg/ml was added， instead of fetal calf serum， 

to the D'MEM， the in vitro-implantation rates were improved to 76， 84， 82 and 79~ぢ ， resp-

ectively. 

Key Words; fibronectin， blastocyst， in vitro-implantation 

緒 言

フィブロネクチン(FN)は. 1948年leMorrisonらによって血液中の糖タンパク質として最初に発見された。FN

は細胞接着，走化性，食作用，細胞移動，組織の修復などの多岐にわたる作用があり，あらゆる方面から多く

の研究者に注目されている。
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匪発生lζ関するFNの役割は，細胞外マ トリックスのーっとして匪内K存在し，細胞活動に対して積極的な

生理機能を有し，匪発生に重要な役割を演じているととが示唆されている。 1)

しかしながら， FNと座発生lζ関する報告は少なく ，受精卵におけるFNの出現時期について少数の報告

2 )~5) がなされているのみである。乙とに着床現象との関係について述べた報告はほとんど見られない。

今回，我々は体外受精 ・睦移植という立場からその基礎的研究として，着床前期匪におけるFNの局在を観

察し，体内陸と体外培養怪における相違点を比較検討した。また， 着床におけるinvitro実験モデル 6)，7)を

用いて種々検討し， 若干の知見を得たので報告する。

材料と方法

1. 脹の採取

成熟ICRマウスにPMS5単位を腹腔内投与し，さ らに48時間後IChCG5単位を投与し過排卵誘起した。 h

CG投与後成熟雄マウスと交配させ，翌朝プラ グの確認できたものを実験に使用し，乙れをday]とした。 day

2で，卵管を加温PBSICて瀧流し， 2細胞期匹を採取した。さらにday3 -day 5までそれぞれ卵管及び子宮

を瀧流し， 4細胞期底，桑実膝，初期脹盤胞及び後期目壬盤胞，さらに円筒臨まで採取し， ζの群を体内群とし

た。 ζれに対して体外培養群は，2細胞期を採取し， ζれを10%仔牛血清を含むmodifi巴dWhitten's medi-

um 8) 1ζて後期匪盤胞まで追加培養した群を体外培養群とした。

採取した体内及び体外培養群のそれぞれの各期腔は，匪保護目的でpolyvinylpyrolidone (K -30)を添加した

acid-Tyrod's solution ICて透明帯を融解除去し，PBSICて洗浄した後，直ちに1O~ぢ中性ホルマ リン IC よる固

定を行った。

2. FNの免疫組織化学的観察

匪は固定後ま 図1

ずPBSICて清浄

し， 以後の操作

は全てTerasaki-

microplate上で

実体顕微鏡下で

行った。酵素抗

体法による染色

はBiogenix.La-

boratories(US 

A)のAB(アビジ ーーー

ン・ビオチン)キ

ッ卜(単クローン

Immunohistochemical staining 
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抗体)を用い，操作手順は図 lに示した。各ステップごとにmicropip討を取り替え， PBSでの洗浄は5分間を

3回繰り返し，次のような手順で染色を行った。 ①まずH202を1滴添加後，湿潤箱中で10分間反応させ，

内因性ペルオキシターゼ活性を阻止した。 ②PBSで洗浄後，続いてblocking-reagentとして第二抗体と同種

の正常血清を添加し， 20分間反応させた。 ③マウスと交文性が確認されているmouse-anti-humanfibro-

nectin(antigen : human amniotic fluid's fibronectin)引を第一抗体として加え，乙の11寺negativecont-

rolとして第一抗体と同種の正常血清を加えた群を設けた。 ζれらは120分間incubateした。 ④ビオチン結

合抗免疫グロプ リン(rabbit-anti-mouseIgG)を第二抗体として加えた。 ⑤ペルオキシターゼ標識アビジン

を添加したのち， ⑥DAB反応lζて発色させた。その後染色した睦はPBSfCて洗浄し， さらに封入固定した

後FNの局在を観察した。

3. in vitro-implantation 6)， 7)の観察

臨盤胞以降のmvltroでの発育を評価するために， tropho blastのinvitro outgrowth fLよって判定するm

vitro-implantationを観察した。なお，in vitro-implantationの評価は匪盤胞を 5%C02 in air， 37'Cの条

件下で培養し，位相差顕微鏡にて24時間ごとの観察を行い，培養後72時間自に行った。 trophoblastのoutgr-

owthの度合は ①no outgrowth ②marginal outgrowth @slightly outgrowth ④moderate out-

growth ⑤extensive outgrowth fC分け， ①以上をinvitro-implantation( +)と判定した。また， lnner 

cell massの発育度も評価の参考に した。

実験は，まずinvivo blastocyst及ひ‘m vitro cultured blastocystをそれぞれ10%仔牛血清を含むD'ME

M液で培養し， in vitro-implantation率を比較した。また， ζのとき培養液中のFN濃度をELISA法により測

定した。次fCin vivo-blastocystを用いて， ①血清を含まないD'MEM液のみ， @D'MEM液+FN(mouse

plasma fibronectin) (D'MEM液 lmlあたり 5，10， 20あるいは40f/gの濃度で添加)のそれぞれの培地で培

養し，それぞれのinvitro-implantation率を比較検討した。

成績

1. FNの出現時期と局在

体内陸及び体外培養匪におけるFNの出現時期と局在を図2fC示した。

体内匹では， 2細胞期および4細胞期でFNの局在は認められず，桑実旺でもFNの局在は全く見られなかっ

た(N=25)。しかしFNは初期E基盤胞になって，内部細胞塊lζ初めて出現した。それは，ほとんどの例(38/40)

で験粒状fC染色された。また， 4例では栄養外匪葉も薄く染色された。後期匹盤胞になると全例(N=40)fCおい

て内部細胞塊及び栄養外匪葉が染色され，特fL内部細胞塊は強く染まった(写真 1-3)。

体外培養では体内陸と同様桑実匪期まではFNの局在は認められなかった。

しかし体内匹とは異なり， ζの群では初期匪盤胞(N=37)になっても局在は見られず， さらに後期匹盤胞(N

=41)になっても局在は全く見られなかった(写真4)。
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図2 Compari.on of expre..ion of fibronectin(FN) between 

in. vivo embrYOB and in vitro cultured embry凹

embryonic stages FN .xpr...ion 

(in vivo) (in vitro) 

@… (ー)

⑬…  ( -) (- ) 

⑮ い.11 ( -) (-) 

。Morula (-) {ー)

Earl，y blastocy.t 

の旭川ell凶醐 (+ ) (-) 

'l'ruph凹lOOer阻 1土l (一)

Lale blnatocYBt の岡山 {村) (-) 

TropueclOO町田 (-1-) (-) 

写真 1~4

Fig. 1 : early morula (in vivo group) no stainning 

for fibronectin(FN). 
Fig.2 : early blastocyst(in vivo group) granular 

type of stained fibronectin (FN) is seen 

in the inner cell mass. (arrow) 

ICM : inner cell mass 

Tr : Trophectoderm 
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ICM 

3 4 
Fig.3 : late blastocyst(in vivo group) strongly 

stained fibronectin is seen in the inner 

cell mass and trophectoderm. (arrow) 

Fig.4 : late blastocyst(in vitro cultured group) : 

no localization of fibronectin 

2. in vitro-implantation rate 

in vivo-blastocyst群とinvitro-cultured blastocyst群の107ぢ仔牛血清を含むD'MEM液中でのm vltro-lm-

plantationrate率を表 1IC 表 1 Comparison of in vitro-implantation between the in vivo blastocyst 

示したoin vivo blastocyst group and田町trocultured blastocyst group 

群では90%の腔がm vltro-

implantationを起乙しfこ。

しかしinvitro-cultured 

group in vitro-implantation rate 

in vivo blastocyst 90% ( 54/60 )持
blastocyst群では37%のm

vitro-implantation率であ
in vi tro cultured blastocyst 37% ( 23/62 )* 

り，明 らかに低値であった。

なお，107ぢ仔牛血清を含む 表2
本 P< 0.001 

D'MEMt-夜の平均FN濃度 Effectof fibronectin ( FN ) on in vitro-implantation of the in .ivo blastocyst 

は15.2土3.11Ig/mlであった。
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20pg添加群で'82%，40/fg添加群で79%のinvitro-implantation率が得られた(表2)。

考察

フィブロネクチンが旺発生のどの時期iζ出現するかは， Wartiovaara 2)らやZetter4)らがすでに述べている

が，マウス妊においては受精以後桑実膝まではFNは検出されないと し，匪盤胞になって内部細胞塊の細胞聞

に初めて検出されるとした。さらにまた，内部細胞塊から内陸葉層と外腔葉層lζ分化してくると ζれらにもF

Nが検出されるようになると述べている。 2)我々の実験においても，上記の結果と同様に初期臨盤胞以前lζは

FNの局在は出現しなかった。FNは初期匹盤胞の内部細胞塊において初めて出現し， さらに後期臨盤胞以降で

は内部細胞塊及び栄養外妊薬にも強く出現した。ζれらの結果からみて， FNが初期陸艇胞になって初めて出

現する ζとは，ほほまちがし、ないと言えよう。

とζろでFNが着床期匪でどのような役割をしているかはまだ十分研究されていない。 FNは細胞接着を促

進する乙とから，われわれは妊卵の着床現象にもFNが関与しているのではなし、かと考えた。そのモデルとし

た体外培養膝において， FNが通常出現する時期を越えて後期座盤胞に至っても出現しなかった乙とは重要な

乙とだと考えられる。

また体外培養lとて得られた旺鍛胞のinvitro-implantation率が体内の匹盤胞のそれに比べて低値であった乙

とも重要であろう。

現在，ヒ卜における不妊症領域で盛んに行われている体外受精 ・匪移植の低い妊娠率が問題になっているが，

乙の体外培養伍でのFNの局在の喪失は， FNが着床iζどの程度関与 しているかを別にしても，体外培養では

着床lζ必要な要素が十分に得られていない可能性があるのではなし、かというととを示している。

次にm vltro における着床モデルとして，われわれはinvitro-implantationを用いたが， ζれがど乙まで'm

VIVO現象を反映するかと言う疑問はあるが，いくつかの報告結果 6)，7)，1O)，1!)を考え合わせると，現時点では

有効なモテソレと言える。

乙の方法では，血清を含む培地で培養するとinovitro-implantationが高率K起ζるが， Randallら14)や小沢

15)， 17)らは中でも血清中のFNがinvitro-implantation Iと深く関与すると述べている。

事実，我々の実験でも10%仔牛血清を含む培地での体内怪のinvitro-implantation率は高しまた1O~ぢ仔牛血 '

清を含む培地のFN濃度は15.2土3.1/fg/mlで、あった。 しかし，血清を含まないD'MEM液で培養した体内座の

in vitro-implantation率は低かった。 ζの指地ICFNを添加するζとでinvitro-implantation率が改善された

乙ともinvitro-implantation IC FNが必要な乙とを示している。

in vitro-implantationが起乙るためには培養液中ICFNが必要であることを我々はとの実験で確認した。そ

乙でinvitro-implantation率の低い体外培養匪の培養液ICFNを添加して検討したが，in vitro-implantation 

率は改善できなかった。乙のことは10%仔牛血清を含むD'MEM液での培養で体外培養匪が体内陸と比較して

in vitro-implantation率が著明IC低値で・あった乙とと同様に重要な知見であると考えられる。すなわち座の着

床lとは陸自体がFNを保有する乙とも重要な因子であると考えられる。つまり着床現象には匪の内外共ICFNが
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必要である可能性が強く，体外培養匪の場合，外的に与えられたFNは匪内に取り込まれないのではないかと

推察された。

現時点の我々の免疫組織化学法では座内で検出されるFNが果してどの細胞に由来して作られるのか明らか

にできないし，また乙のような報告も見ない。乙のため体外培養怪でFNがなぜ消失しているのか明らかにでき

ない。今後さらに乙れらの点について追求していく乙とが必要であると考えられる。
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CJ.Mamm.Ova Res.) I 精子透明帯相互作用に関わる
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I Salt-stored eggの透明帯機能について

Zonae pellucidae of salt-stored eggs : 

Their functions in sperm-zona interactions 

吉松宣弘，柳田薫，星和彦，佐藤章

N obuhiro Y oshimatsu， Kaoru Yanagida， 

Kazuhiko Hoshi， Akira Sato 

福島県立医科大学産科婦人科学講座

Department of Obstetrics and Gynecology， Fukushima Medical College， Fukushima. ]apan 

Abstract 

When mammalian eggs are placed in a highly concentrated solution of neutral salt， the egg cytoplasm 

shrinks to become a small spherule， whereas the non living zona pellucida remains morphologically 

unchanged. In this study we examined the function of zona pellucida of salt-stored eggs in about sperm 

-zona mteractIOns 

(1) Zona penetration by spermatozoa began about same time when salt-stored and living eggs were 

inseminated with 2hr preincubated (capacitated) spermatozoa in the same dish. Also the time course 

changes in the ratio of penetration (or fertilization) was almost same. 

(2) When2hr preincubated (capacitated) hamster spermatozoa were mixed with salt-stored and living 

eggs， almost same number of spermatozoa attached to each type of zona. The number of spermatozoa 

tightly bound to the two types zona was also about the same 

(3) Acrosome reaction inducing ability of the zona was well mainteined after storage of eggs in salt 

solution. 

The major biological and biochemical properties of the zona were retained in the salt solution， there-

fore saIt-stored eggs can be used to study sperm-zona interactions as the substitute of living eggs. 

緒言

Salt-stored eggは， 1979年Yanagimachiらにより考案された研究用晴乳動物卵子の一保存法である。Salt
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stored eggは，多くの研究施設で利用されてはいるが，その大部分は単に精子の透明帯貫通能力の研究に利用

されているに過ぎない。本法では，保存と同時に卵実質は死滅してしまうので，卵子としての機能は透明帯の

みに集約される事になるが，Salt-stored eggの透明帯が，生存卵の透明帯と同様の機能を有しているとすれば，

sperm-zona interactionの研究材料として，その応用範囲は拡がるはずで、ある。 本論では，ハムスターの卵子，

精子を用いて，精子の透明帯への貫通(Penetration)，透明帯の精子先体反応誘起能力(Zonainduced acrosome 

reaction) ，透明帯の精子結合能力 (Spermbinding ability)の3点につき，Salt-stored eggと生存卵につい

て比較検討を行ったので，ここに報告する。

研究方法

(1) 培養液:

修正Tyrode液の m-TALP-4 (Ex 1， 2)及びm-TALP-7(Ex 3)を用いた。それぞれの組成は， Table 

1， 11に示した。 pHは，それぞれ，7.3-7.4に調整して使用した。

(2) ハムスター卵子及び精子の回収:

2~3 ヶ月齢の成熟雌ゴールデンハムスタ ーの発情周期の第 1 日目に PMSG30 iu，第3日目にhCG25

IUを筋注し，第4日目に開腹して未受精卵を回収後， 0.1%ヒアルロニダーゼで処理して， cumulus-free egg 

を回収した。

又， 5 ~ 7 ヶ月齢の成熟雄ゴールデンハムスターの精巣上体尾部より swim-up 法で運動性良好の精子を

回収した。精子濃度は 5x 10scell/mlとなる様に調整し， m-TALP-4及びm-TALP-7にて 2時間前培養し

た。 (37'C，pure air) 

(3) Salt-stored eggの作製及び保存 :

Cumulus-free eggを， 2. OM (NH4) ，SO" 40mM Hepes， O. 5%Dextran， pH7. 0の高濃度塩溶液内に移し，

表面をミネラルオイルで、被って， 4'Cで1週間保存した。使用に先立ち，0.9%Nacl， 20mM Hepes， 0.3% 

BSA pH7.3の洗浄溶液で1時間洗浄した。

(4) Ex 1 受精及び透明帯貫通の評価:

2時間前培養した sperm-suspensionに，生存卵及びSalt-storedegg (以下SE)を媒精した。媒精後，

30分， 1， 2， 3時間後に卵子又は SEを取り出し，位相差顕微鏡下で，受精又は透明帯貫通の有無を観察し

た。尚 SEでは， Perivitelline space内の精子数もあわせて検討した。

(5) Ex 2 透明帯精子結合能力の評価:

Ex 1と同様に媒精を行った。媒精5分後に卵子及びSEを大口径のピペットを用いて静かに取りだし，m

TALP-4の入った時計皿で余分な精子を洗い流した後，卵子及びSEとこれに付着している精子のみを，あ

らかじめ用意したm-TALP-4に移した。媒精30分後に卵子及びSEを取り出し，半数の卵子及びSEは，ス

ライドグラスに移して，それぞれの透明帯に付着している精子数をカウントした。残りの卵子及びSEは，パ

ーコール (400μIlithiumfluoride/heparin coated tube， 1.8% percoll 250μ1， 2.8% 50μ1， 45% 50μ1)重
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積層にて90Xgで120秒間遠心し， 2.8%と45%パーコーノレ境界層より卵子及びSEを取り出し，遠心後もそれ

ぞれの透明帯に強く結合している精子数をカウン卜した。

(6) Ex 3 精子先体反応誘起能力の評価 :

m-TALP-7で2時間前培養した sperm-suspensionに，生存卵及びSEを媒精させる。媒精5分後，約

50~100個の精子がそれぞれの透明帯に付着した時， 大口径のピペットを用いて，静かに卵子及び SE を取 り

出し， m-TALP-7の入った時計皿に移す。この洗浄を 2度繰り返した後，あらかじめ用意したm-TALP

7に移す。媒精後10，30， 60分後に卵子及びSEを取り出して，位相差顕微鏡下で，透明帯上の精子頭部(先

体)の状態を観察した。この際，生存し運動している精子のみを観察し，動きのない精子は観察対象から除

外した。

結果

(1) Ex 1 受精及び透明帯貫通の評価:

Fig 1は生存卵及びSEの透明帯を精子が貫通する経時的割合と，SEのperivitellinespace内精子数の経時

的増加をプロットしたものである。生存卵と SEとの聞には極端な精子貫通開始時間の差は認められず，又，

精子の透明帯貫通が認められた卵子の割合もほぼ同率である。文，SEでは，時間経過と共に perivitelline

space内の精子数が増加していくのが認められた。

(2) Ex 2 透明帯精子結合能力の評価 :

TableIIlに生存卵及ひ。SEの透明帯への付着(遠心前)と結合(遠心後)精子数を示した。両者の聞には，

精子結合能力に関して全く差を認めなかった。

(3) Ex 3 精子先体反応誘起能力の評価:

Table IVにm-TALP-7内での精子先体反応 (Spontaneousacrosome reaction)の割合を示した。培養

開始後2時間で，先体反応、を完了した精子の割合は 0%であり，更に 1時間培養しでも 2%前後とm-TALP

-7内での先体反応を起こす精子の割合は極めて低率である。

TableVは，2時間m-TALP-7内で前培養した精子と生存卵及びSEを媒精し，先体反応を起こしている

透明帯上の精子の割合を示したものである。生存卵では，媒精後10分で約10%，30分で25%，60分で45%前

後の精子が透明帯上で先体反応を完了しており，この傾向は，SEでも同様であり，両卵子の先体反応誘起能

力には有意な差は認めなかった。

考察

受精とりわけ精子卵子相互作用の研究に除いては，一度に多数の卵子を使用しなくてはならない場合があり，

ハムスターやマウスなどの小動物では数多くの卵子を回収する事も可能であるが，牛やヒトなどでは不可能で

あり ，その為，少数の卵子を保存集積して研究に使用しなくてはならない。保存された卵子を，特に精子卵子

相互作用の研究に用いる際に最も大切な事は生存卵子の有する全ての機能が長期間に亘って保持されている事
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Table.I Table. n 
Composition of m-TALP-4 (mM) Composition of m・TALP-7(mM) 

NaCI 124.80 NaCI 124.80 

KCI 2.68 KCI 2.68 

CaClz (anhyd) 1. 80 CaCI， (anhyd) 1. 80 

MgClz・6H20 0.49 MgCI2・6H20 0.49 

NaH2P04・H20 O. 36 NaH2 PO.・H20 0.36 

NaHC03 11.90 NaHC03 11. 90 

D-Glucose 4.50 D-Glucose 0.50 

Na-pyruvate 1. 00 

Na-Iactate 9.00 

Na-pyruvate O. 25 

Na-Iactate 12.50 

Taurine 0.50 
Hypotaurine 0.50 

BSA 12mg/ml 
Epinephrine 0.05 Gentamicin sulfate 50μg/ml 

BSA 15mg/ml 
Osmolality 313mOsmol 

Gentamicin sulfate 50μg/ml Gas phase : pure air 

Osmolality 310mOsmol ※ Use for assessment of‘zona induced acrosome reaction*' 

Gas phase : pure air 

※ Use for handling hamstar spermatozoa and egg 

Tableill 

Comparison of sperm attachment and binding. to zonae 
pellucidae of salt-stored and living (control) hamster eggs 

Egg 

Living 
(control) 

Salt-stored 

No. Cmean:!:s.d) of spermatozoa on each zona 

Before rinsing 
with Percoll 

53+5 

55土4

After rinsing 
with Percoll 

19+8 

20+7 

( 1 ). 5tored in 2M (NH4)2 504 +40mM Hepes+0.5% 

dextran， pH7.0， for one week. 

( 2 ). Each value is based on examination of 16-25 zonae 

in four separate experiments. 
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Table IV. 

Survival and spontaneous acrosome reaction of hamster 
spermatozoa in standard m・TALP-7medium 

CValues are Mean土 50)

Incubation 
臥I10tility (ラ'0) ラ~ of acrosome* 

period (hrs) reacted spermatozoa 

1 96.0土1.7 。
2 88.3士 2.9 。
3 81.7::::1::::2.9 2.2::::1:::: 1. 9 

3experi ments. 
*ラ~ of acrosor:ne reacted (motile) spermatozoa among entire 
population. 

TableV • 
The ability to induce acrosome reaction of 
hamster spermatozoa. 

Time (post insemination) No  of eggs No  of 

10 30 60 exa打、- exp 

Living 11.2+4.3 27.4土 3.2 44.1土 8.1 75 4 

Salt-
9. 6::l:::3. 6 23.7土 7.9 42. 2 ::l::: 12. 3 60 4 

Fig 1 . 

100 

UE3 80 

E 

2凶E 60 

1‘E こ~ 

凶部 40 

百ミ

20 

stored 
p)0.5 p)0.5 ~ 

く1). Salt stored eggs were stored in 2M(NH4)2S04+40mM 
Hepes+0.5% dextran pH7.0 for lweek. 

( 2 ). Student t-test was carried out between the value of 
living and salt stored eggs. 

"' / 
/ 
/ 

〆， ， ， ， ， 
I 0 Fresh 

"' 
，・桝ー-ーー， 

-・ Salt.stored
x No of sperm in PVS 

o 0.5 1 2 3 
Time (hr) after Insemination 

(/) 
〉

300.. 
; Sperm penetration through the zonae pellucidae of fresh (Iiving) and 
ー~ salt.stored hamster eggs. The latter had been stored in 2M (NH4)2S04 + 
40mM Hepes+O.5% dextran， pH7.0 for I week. Each point represents E 

20包
骨

0 

10 0 
z 

the result of 3 experiments using 17・20eggs. Ordinate， the percentage 
of eggs with spermatozoa in the perivitelline space (salt.~tored eggs) or 
in the preiviteliine space and/or the vitellus (fresh eggs). 
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である。緒言の項でも述べた様に，Salt-stored eggは1979年にYanagimachiらにより考案された卵子保存法

の一方法であり，透明帯の生理的機能を損わずに保存できる為，精子卵子相互作用の研究には充分使用できる

材料であると認識されている。しかし， Yanagimachiらのいう生理的機能とは，透明帯の種特異性，トリ プシ

ンなどの薬剤に対する反応，抗透明帯抗体に対する反応などを生存卵と比較検討したものであり，本来透明帯

の持つべき精子卵子相互作用に関する機能，すなわち，精子結合能力，精子先体反応誘起能力等に関しては言

及されていない。その為か，その後の Salt-stored eggの利用法も単に精子の透明帯貫通能力を中心に，

Capacitation，先体反応の間接的な判定の為の利用法にしか過ぎなかった。本研究に珍いては，Salt-stored egg 

の透明帯は，精子貫通能力，精子結合能力，精子先体反応誘起能力にがいて，生存卵と比較して全く劣る事な

しこれらの能力を保持している事が確認された。この事は，Salt-stored eggが，特に Sperm-zonainteraction 

の研究に珍いて，生存卵の代用として充分に利用できる事の証明となった。尚，Salt-stored eggでは，特に精

子結合能力に於いて，卵実質を介する反応、(受精に伴う透明帯反応等)に関しては，生存卵とそのデータ上に

差が認められる事も付記しておく。
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マウス 着床前初期怪の産生するプロゲステロンの

ヘキソキナ ーゼ活性に及ぼす影響

Possible autocrine function of progesterone on 

hexokinase activity of mouse 

preimplantation embryo 

綾部琢哉、境 f台、矢野 哲、 藤原敏博、 三 橋直樹 、水野正彦

Takuya AYABE， Osamu TSUTSUMI. Tetsu YANO， Toshihiro FUJIWARA， 

Naoki MITSUHASHI and Masahiko MIZUNO 

東京大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Faculty Medicine， University 

of Tokyo 

ABSTRACT 

A possible function of progesterone (P4) produced by mouse embryo was investigated during 

preimplantation period. Four cell embryos were obtained from PMS-hCG treated ICR mice 56h 

after hCG administration and cultured in modified BWW. Hexokinase (HK) activity of the embryos 

increased 4 fold after 36hr culture period， i. e. from 2. 68土O.11 to 10.5:l:0.61 pmol NADPH!embryo 

!h (mean土SEM). Addition of P4 did not significantly increase HK activity. When P4 production 

of the embryo was i nhi bi ted by tri10stane (TRL) ， a specific i nhi bi tor of 3 s -hydroxysteroid 

dehydrogenase， the elevation of HK activity was suppressed dose -dependently (TRL 200μM，4.02 

土0.18)，andrecovered by P4 supplement(P.. 0.5μ g !me， 7.54土0.46).The inhibition was dominant 

when TRL was added in th巴 first24h. Actinomycin -D (ACTD) and cycloheximide， which inhib-

ited mRNA transcription and protein translation respectively， both inhibited the elevation of HK 

activity dose -dependently， and the inhibition by ACTD was also dominant when added in the 

first half. These results suggest that P.. play a role in the induction of HK enzyme protein at 

the transcnptlOnal level perhaps through autocn ne fashlOn 
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緒 言

マウス初期妊の培養液中に外因性1<::.pro只esterone(P4)を添加し初期限の形態学的変化に対する影響をみた

報告では、 P44μIJ lmeまでは伺ら影響な く1)、8μIJlme以上では毒性が現われるとされていた2)。本研究では、

初期限内部にお乙る糖代謝能の変化、特にその律速酵素である hexokinase活性の変化3)を定量的な指標とし

て、 ステロ イドホ ノレモンの影響を生化学的に検討した。更に、初期怪自身の産生する ステ ロイドホノレモンの意

義について検討を加えた。

材料

l 初期怪の採取、培養

8ないし 9週齢の ICR系雌マウスに PMS5単位， hCG5単位を腹腔内投与して過排卵処理を行い同系の雄

マウスと交配した。初期目壬は卵管ないし子宮を培養液で濯流し採取した。培養は modlfledBWWを用い、5%

C02， 95% an， 370Cの条件下に行った。

2 酵素活性の測定

それぞれの条件下で培養した初期臨を回収後、凍結乾燥し、酵素的サイクリング法により 3)、初期旺のも つ

hexokmase活性を初期旺 l個ごとに測定した。

方法

l 実験一 l

hCG投与後56時間で4細胞期匪を採取し、 36時間培養した。培養液中ICP40.5μIJlmeあるいは5μIJlmeを添加

して、 hexokinase活性に及ぼす影響を検討した。

2 実験-2

実験 lと閉 じ条件で培養した。 Progesterone産生酵素3s .hydroxy sterold dehydrogenase (3 s.HSD) の

特異的阻害剤である tnlostane(TRL.持田製薬)を培養液中に添加、 20μM，100μM200μMの各濃度につ

いて hexokmase活性K及ぼす影響を検討した。 TRL200μM添加群にはP40.5μiJlmeあるいは hydrocor-

tJsone (F) 0.5μIJlmeを加えhexokinase活性回復の効果を検討した。

3 実験-3

hCG投与後68時間で8細胞期佐を採取し、 24時間培養した。DNAから RNAへの転写を阻害する actlno-

mycln・DlXI0-4.-.._IXI0-1PlJlme，あるいは RNAから蛋臼合成への翻訳を阻害する cycloheximide0.1， 

0.2.0.5，1.0μIJlmeをそれぞれ培養液に添加して hexokinase活性に及ぼす影響を検討した。更に、 actmo-

mycm-D 1 X 10-1μIJlmeあるいは cyclohexlmlde1.0μIJlmeを培養の前半12時間にのみ添加した群と、後半12

時聞にのみ添加した群とについて、それぞれ検討した。

4 実験 4 

実験 lと同じ条件で培養した。TRL200μMを添加する時聞を、震初の12時間、 24時間、最後の12時間、 24
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時聞に区切り、それぞれhexokinase活性に及ぼす影響を検討した。

l 実験一 l

表 1I乙示す通り、 hexokinase活性

は、培養前2.68土0.11pmoll ernbryo陥

が、培養36時間後には10.5土o61 

pmoll embryol hまで上昇した。

培養液中l乙P40.5μglmeを添加し

でも、 hexokinase活性は、対象群

に比べて軽度上昇したが有意ではな

かった。P4濃度を5μglmeにしても、

培養36時間後の活性値は14.1土1.88

pmollembryo/h (n=8)と、やはり有

意の上昇は認められなかった。

2 実験-2

表2I乙示す通り、 TRLはhex.

okinase活性の上昇を用量反応性に

有意に抑制し、 200μM添加群では

4.02土0.18pmollembryo/hであった。

TRL 200μMIL更にP40.5μglmeを

添加すると、活性は7.54土0.46

pmoll embryol hまで有意に回復した。

この回復はFの添加でもみられたが、

日による回復l乙比べると有意に低値

であった。なお培養36時間後の初期

経は桑実怪期にあり、形態学的変化

は指標とならなかった。

3 実験-3

培養前のhexokinase活性3.39土

O. 23pmoll embryol hが、 24時間培

養後l乙は13.0土O.85pmoll em bryol h 

まで上昇した。 Actiromycin-Dあ

成績

表1マウス初期医のhexokmase活性に及ぼす

培養液中progesteroneの影響

培養時間(h)
hexokinase活性(pmollembryo/h)

control progesterone O. 5μg/ml 。 2.68+0.11 (10) 

24 3.11+0.81 (8) 3. 78::!:::0.26 (8) 

30 7.06::!:::0.91 (1相 8.31 ::!:::0.81 (8) 

36 10.5 ::!:::0.61 (75) 13.6 ::!:::1.21 (8) 

42 20.9 ::!:::2.35 側 20.4 ::!::: 1 .66 (8) 

成績はmean:tSEM正nは( )内に示した。

表2 マウス初期匹のhexokinase活性に及ぼす

培養液中trilostaneの影響

処 置 hexokinase活性(pmol/embryo/h)

1音.前 2.68:t0.11 。。
培養後 control 10.5 :t0.61・1 (75) 

TRL 20μM 7 .82:t 1.87 
100μM 7.17:t 1. 69 
200μM 4.02:t0.18月

TRL 200μM+P.0.5μg/ml 7.54:t0.46叶

TRL 200μMtF 0.5μg/ml 5.56:t0、42叫
成績はmean:tSEM，nは( )内に示した。
有意差 Pく0.01が次の各群間に認められた。
* 1 vs * 2， * 2 vs * 3， * 2 vs本 4，* 3 vs本4

(8) 

(7) 

(72) 

師団

(38) 

(TRL ; trilostane， P，; progesterone， F; hydrocortisone) 
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るいは cycloheximideを培養液中IL

添加すると、表 3f乙示す通り、乙の

活性上昇は用量反応性に有意に抑制

された。

また図 1f[.示すように、

actiromycin-Dを培養前半にのみ添

加した群ではhexokinase活性は対象

群f[.比べて有意K抑制されたが、後

半にのみ添加した群では抑制をうけ

ず、対象群との間K有意差はみられ

なかった。Cycloheximideについて

は図 21[.示すで通り、培養前半のみ、

あるいは後半のみに添加した群は、

両者とも対象群に比べ有意に抑制さ

表3 マウス初期妊のhexokinase活性に及ぼす

培養液中actinomycin-D，cycloheximideの影響

処 置 hexokinase活性(pmol/embryo/h)

培養前 3.39:t0.23 

1音養後 control 13.0 :t0.85 
aClinomycin.D 1 X 10-・μg/ml 12.6 :t0. 58 

IXW'μg/ml 6. 43:t0. 90* 
1 X 10-1μg/ml 4.66:t0.20・
IXIO・lμg/ml 4.63:t0.3γ 

cycloheximide 0.1μg/ml 6.41:t0.55・
0.2μg/ml 5.34:t0.39* 
0.5μg/ml 4.56:t0.26* 

1.0μg/ml 4.22:t0.35・
成績はmean士SEM，nは( )内に示した。
*はcontrolと比駁してPく0.01

図 1マウス初期旺のhexokinase活性に及ぽす

培養j夜中actinomycin-Dの添加時間による影響

actiromycm・oI XIO'→μg/ml hexokinase活性
添加時問団・) (pmol/embryo/h) 

。 。2h 24h 
13.0土0.85・1 (17) 

4.63:tO.32*2 (8) 

6.04:tO.6S*3 (9) 

10.5 :t 1. 05・4 (9) 

威績はmean:tSEM. nは( )内に示した。

(6) 

(17) 

(8) 

。。
(9) 

(9) 

(10) 。。
(10) 

(10) 

有意差 Pく0.01が以下の畠野間にI!的られた
事Ivs本2，* I vs * 3，・2v・*4， * 3 vs * 4 
*lv.*41 1 not signllicant 
皐2vs場3) 

れ、両者間には差がみ られなかった。図2マウス初期旺のhexokinase活性に及ぽす

両者とも抑制の程度は24時間全添加

群より有意に軽度であった。

培養液中cycloheximideの添加時間による影響

cyeloheximid・1.0μg/ml hexokinase活性
添加時間(・・) (pmoll・mbryofh)
0120 240 

lI  I 

• 
・・・ l 

l ・・・

-1 22一

13.0土0.85・1 (17) 

4.22:t0.35・2 (1同

6.01:t0.70円。。
6.91:tO.69" (8) 

成績はmean土SEM，nは( )内に示した。
有意書量 P<O.OIが以下の岳群聞に認められた
ホ1V8 * 2， * I vs・3，* I vs事4，* 2 v. * 4 
* 2 V8・3;Pく0.05
本3v・・4; not significant 
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4 実験-4 図3 マウス初期旺のhexokinase活性に及lます
培養液中trilostaneの添加時間による影響

図 31L示す通り、 TRLを最初の12時間、 24時間だけ添加 制岡山間200μM添加時間(圃}

した群は、培養によるhexokinase活性の上昇か有意に抑制

された。これに対し後半の24時間、 12時間だけ添加した群

では抑制の程度が弱く、前半24時間添加群4.32土0.77

pmoll em brvo/ hと後半24時間添加群7.65土0.65との間K

は有意差が認められた。

考 察

hexoklna.・活性
(pmoll・mbryo/h)

10.5 :t0.61 日目

4.02土0.18 (72) 

5.97:t0.74'1 (7) 

4. 32:tO. 77・2 (8) 

7.65土0.65・3 (8) 

7.42:t1.21" (9) 

成綱はm・In士SEM，nは( )内に示Lたの
* I v・・2， t not ligniflcant ・3v・・41
* 2 v・*3; P<O.Ol 

従来、初期医の分化発育の指標として、形態学的変化が用いられてきたが、本研究では初期匪のhexokinase

活性3)という生化学的指標を用いて定量的解析を行った。 Hexokinaseはブドウ糖をリ ン酸化して解糖系に

取り込む酵素であり、その活性は 2"'-4細胞期では低値であるが、卵割が進U'Kつれて急速に上昇する。乙の

ことは初期院の培養実験により得られた栄養要求性の事実をよく説明する。即ち初期経は 8細胞期以降で初め

てブドウ糖依存性になるが、 hexokirase活性の変化は乙のブドウ糖利用能の変化に対応していると考えられ、

生物学的にも 意義のある指標と考える乙とができょう。乙の指標を もって、培養液中に添加した外国性h の

影響を検討したが、実験 lの結果が示すように(表 1)九はhexokinase活性を有意には上昇させなかった。

しかしながら、初期妊自身にステロイド産生能があるととが組織化学的手法によ り示されり、我々もサイク

リ/グ法を用いて初期匪の3s-HSD活性を生化学的に測定している5)。乙の初期匪自身が産生するPd))，作用し

ているとすれば、外国性のP4は必ずしも必要なものではないと考える乙とができる。

そ乙で、実験2では TRLを添加して初期医自身によるP4産生を抑制してみた。 TRLは、 1970年、スタ リ

ング ・ウィンスロップ研究所の Neumannらによっ て合成された化合物で、3s-HSDを特異的、競合的、可

的に阻害する薬剤であり、 ステロイ ド代謝路の他の部位は阻害しないという 6)。乙の TRLの添加により

hexokinase活性の上昇が抑制され、九の同時投与で回復した(表 2)。乙の回復はFでも認められたがh に

よるものより低値であり、日に特異的と考えられた。従って、初期妊の産生する内因性のP4 ts hexoki nase活

性に何らかの形で関与している乙とが示唆されたといえよう。

次l乙乙のhexokinase活性上昇の機序について検討した。実験 3で示されたように(表 3)、初期妊による蛋

白合成を抑制すると、 hexokinase活性の上昇も抑制される。従って活性の上昇は、単なる機能の冗進だけでな

く、 hexokinase酵素蛋甲そのものの合成促進による可能性が考えられる。 ActinomycirトDでも抑制をうける乙

とから、マウス初期佐は自分自身の DNAから hexokinase酵素蛋白へと翻訳しているととが示唆された。

Actinomycin-Dの抑制効果発現時期が培養の前半l乙限られていることから(図 1)、乙の時期l乙hexokinase

酵素蛋臼 mRNAの転写が集中的に行われていると考え られる。 これに対し cycloheximideによる抑制効果は
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時期によ らず一定しており(図 2)、 mRNAからの蛋白の翻訳は、 mRNAの転写と同時に開始し、どの時期

でも同じ速さで行われていると考えられる。

次lζ、実験4で、内因性のP4がhexokinase酵素蛋白誘導のどのレベルで-作用しているかについて検討した。

Hexokinase活性上昇の、 TRLによる抑制効果は、培養前半K強く認められており、 actinomycin-D の効果

と時間的に類似している。乙の ζ とから、 一般のステロイドホルモンの作用機序と同様初期臨においても、P4

はDNAから mRNAへの転写レベルで作用しているのではなし、かと考えられよう 。そのP4が、初期経自身に

より産生されている可能性が本研究で示唆されたわけである。

マウス初期目壬は実際にはP4を産生できないともいわれていたが7)、我々は pregnenoloneを基質とした培養

転換実験により、 insituで九を産生し得る乙とも確認している8)。今後は更K詳しい作用機序について検討

をすすめるつもりである。

また、マウス初期目壬が estradio!-17 sを産生しうるか否かは確認されていないが、 invitroで抗 estrogen
斉IJ9)や aromatase活性阻害剤10)の投与により胞怪形成が抑制され、 estradiol・17sの投与により回復したとす

る報告もみられ、今後の展開が期待される。
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1988 I ダプノレトレーサ一法Kよるラッ ト卵子の 3H ーロイ シン

と 14Cーグノレタミン酸の取込みについて

Uptake of 3H-Leucine and 14C-G1utamic Acid in Rat Eggs of 

Preimp1antation Stage by the Doub1e Labe11ing Method 

辻井弘忠

H i r 0 t a d a TS U J 1 1 

信州大学農弘司壕畜育種驚殖学教室

Labora七oryof Anima1 Breeding and Reproduc七ion，

Facu1ty of Agricu1ture， Shinshu University 

14 
We have previous1y repor七edthe uptake of ~.C-1eucine and 

c-g1utamic acid in rat eggs of the preimp1antation stage. 工n this 

experiment， the simu1七aneousuptake of 3H-1eucine and 14C-g1utamic 

acid in rat eggs by the doub1e 1abe11ing method was studied to com-
3 

pare the sing1e up七akeof ~H-1eucine and the previous1y reported 

14 sing1e uptake of ~~c-g1utamic acid in rat eggs. 

(1) Both the sing1e uptake of 3H-1eucine and simu1taneous uptake 
'l.. ， 14 

of JH-1eucine + -~C-g1utamic acid in rat eggs were found七o increase 

unti1 60 minutes after cu1ture. When glucose， 1actate and pyruvate 

were added， the uptake of these amino acids was augmented. 
(2) The uptake of 3H-1eucine and 14C-g1utamic acid in rat eggs by 

the doub1e 1abe11ing method七endedto be reduced， compared to the 
3.. ， 14 

sing1e uptake of either ~H-1eucine or ~.C-g1utamic ac工d

(3) Using the uptake of 3H-1eucine in rat eggs as an index basis 
14 

of 1， the uptake of -'C-g1u七amicacid in the same eggs showed the 

same pattern whether sing1y or doub1y 1abe11ed. The simi1arity be-

tween the ratios of 1eucine and glutamic acid to tota1 free amino 

acids in the u七erine f1uid and the ratios of uptake of these amino 

acids in the present experiment suggested the possib1e re1ationship 

between the contents of free amino acids in the uterine f1uid and 

七heuptake of amino acids. 
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象者 言言

著者らはS5¥晴鶏腕柳子の発生過程における物質代謝および蛋白質の生成を解析する目的で、ラット卵

子を用いアミノ酸の取込みを検討してきた。その結果、子宮液中の遊離アミノ酸含量ωと卵子のアミノ酸の取

込み量との聞になんらかの関係カ帝在することが示唆された目。

そこで、ダブルトレーサー法を用いて、 2つのアミノ酸の取込みを調べ、卵子のアミノ酸代謝と子宮液中の

遊離アミノ酸との関係を検討する目的で行った。

キオヨF斗孟ヲよとy;、三ぢ士長
制istar系ラットの1細胞期日ヨ誹音卵)、 2細胞期および按周監彊胞の卵子を周いた。採卵および培養には

誠菌Ca-fr四KrebsRin伊rPhos同lateBuff町 (pH7.4) α.R.時妥衝掛を用いた。形態的に正常な卵子部個

を 0.1mlのK.R.P緩衝液中に集め、直ちに訂.5't下で翫時養5分間Tったのち、エネルギー無添加区において

は O.lmlのK.R.P緩衝液を、添加区においては O.1mlのグルコース傑末準阻O-ZM)、調厳ナトリウム (5

xlQ-ZM)、ピルビン酸ナトリウム (5XlQ-4M)のいずれかと0.5μci/lIIl3 H-(T) -L-Leuci肥(匂蹴.act. 

0.151nci/1Il)、 0.5μci/ml1・cω)-L-GlutaMicacid 倫既.act. 0.11配i/1Il)を同時添加した。なお、単
一 3H-Leucineの取込みは上記と|司蒙に行い3H-Leuci肥単一投与した。培養時聞は、各々 O、15、拡 45、

印分で、培養後、冷TCAを加え、終末濃度5%にして反応を停止させ、ミリポアフィルター (~8μ) 上

で5%TCAを用いて数回洗浄、乾操後、液体シンチレーション・スペクトロメーター(AlokaLSC印1)で測

定した。各取込み植は、各々の培養時間の取込み植より 0時間値を差引いた値をd~e毘で示した。

単_14Cーグルタミン酸のデーターは既報を参考にした5)。

1f.吉 男毛

1)単一 3Hーロイシンの取込みについて

1細胞肱 2細胞期および初耳理基盤胞におけるエネルギー源無添加、グルコース、事蔵、ピルビン酸を添加

I:J.-d. Contro1 

。-0: Glucose (lO-~) 
A--，l : Lactate (5 x 10-~) 
・-・:行ruvate(ラ x1O-4M) 
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Pig.l. Effect of gl民ose，11託匂teor pyruvate addi ti∞∞ i配 00:同'Tationof 3 H-letJ(ユi関 ofeach stage 

of egg in回chti圃eof i舵ubati∞.
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した場合の 3H ロイシンの取込みを図1に示した。 1細胞思 2細胞期および叡聞駈彊胞とも培養60分ま
では取込みか濯議制ヲに増加することカ留められた。また、 1細胞期および2細胞期ではピルビン酸および事厳
添加持、初期聾習量胞ではピルビン酸、事厳およびグルコース添加時に 3Hーロイシンの取込みが増加すること

カ留められた (P<O.O日。

2)ダブルトレーサー法による取込み

i )エネルギー撫添加時の取込みについて:結果を表1に示した。 1細'観払 2細胞期および械現型臨
とも培養60分まで 3HーロイシンおよびJ4cーグルタミン酸の取込みが増加した。 3Hーロイシンおよび
1・Cーグルタミン酸の取込みは、 1細胞期と2細胞期との聞には有意差がみられなかった (P>0.05)カ王、
1細胞期および2細胞期と槻胆輸の聞には有意差料られた (P<O.05)。
ii)グルコース添加時の取込みについて:結果を表2に示した。 1細胞期、 2細胞期および桓即駐軍胞とも
培養60分までは 3HーロイシンとJ4cーグルタミン酸の取込みが増加することカ留められた。 3Hーロ
イシンと 1・Cーグルタミン酸の取込みは、 1細胞期と2細胞期との聞には有意差"/){.みられなかった (P>
0.05)カt、1細胞期および2細胞期と棚阻阻胞の聞には有意差料られた (P<O.ω 。 3Hーロイシン
+14Cーグルタミン酸の取込みをエネルギー源無添加時の取込みと比較すると1細胞肱 2細胞期および初
賜強調包のいずれも取込みが増加した (P<O.服。
iii)事厳添加時の取込みについて:結果を表3に示した。 1掴'揖払 2細胞期および担鹿聾彊割胞とも培養伺
分までは、 3H ロイシンおよび14cーグルタミン酸の取込みが増加することカ留められた。調且厳重加時の
3HーロイシンとB・c-グルタミン酸の取込み植は、エネルギー源無添加持およびクツレコース添加時の取込
みと比べ各卵子とも有意に取込みが増加した (P<O.ω 。
iv)ピルビン酸添旗時の取込みについて:結果を表4に示した。ピIレピン酸添加時の 3Hーロイシンおよび
14C グルタ ミン酸の取込み値は、エネルギー源慎添加時およびク・ルコース添却時の取込みと比べて高い取

Table 1. [ncorporation of 3H-leucine and I・C-glutaMicacid in rat egg. 
(d~eω OIean ::t S.E.) 

lncu凶tionti眠 u.in.)

Stage of egg 

15 3J 45 印

1-cell 43.3:1: 3.1 日.1:1:4.2 82.6:1: 4.8 Hli.1:1: 1.2 
(凶ferti1 ized) (13.8:1: 5.2) (15.3:1: 2.9) (18.4:1: 3.2) α1.2:1:4.4> 

2-cell 37.1::t 5.9 位.8::t3.2 a.8::t 6.9 l回.7::t7.2 
(6.9::t 2.1) (11.1:1: 3.日 07.4::t 5.4) (19.9:1: 5.8) 

Early blastocyst 回.8::t9.5 139.1::t 7.9 173.4:1: 8.3 210. 1::t 10.0 
(47.3::t 6.7) (回.4::t7.9) (田.3::t8.2) (124.9::t 9.η 

Num出rin同renthesesrepresent incorporati∞of 3H-let則前.
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Table 2. Effect of glucose addition∞incorporati∞of 3 H-le¥κi閃 andI・C-glut訓 icacid. 
(d~eω 伽初土S.E.)

Incubati叩 tir舵(rwin.) 

Stage of egg 

15 3) 45 印

l-all 79.0::1:: 6.5 97.7:!: 8.2 114.4::1:: 9.6 167.5::1:: 7.5 

(unferti 1 iz国) (15.3::1:: 2.3) (18.1::1:: 1.3) <22.5::1:: 4.1) (24. 7:!:5. 9) 

2-cell 00.3::1:: 7.3 98.8::1:: 4.7 153.4::1:: 6.1 175.8::1:: 9.2 

(14.7::1:: 4.ω 07.3::1:: 5.2) <23.9::1:: 3.8) α5.4::1:: 6.4> 

Early blastc町st 81.3::1:: 5.8 152.5::1:: 8.5 172.4::1:: 5.5 Z犯.9::1::8.7 

(57.3::1:: 6.3) σ4.3::1:: 7.η (85.7::1:: 8.3) 042.1::1:: 9.0) 

Num舵rin問問nti陪 esr叩 resentincorporati∞of 3H-leucine. 

3 ・aTable ~i . Effect of lactate addi ti∞on incorporati∞of -H-le¥則前 and.・C-glul.alrticacid. 
(dJQl'，句g) ~訓::I:: S.E.)

Incu凶tionti舵(聞in.)

S凶geof egg 

15 3) 45 印

l-cell 134.5::1:: 5.6 171.1::':: 7.5 197.6::1:: 8.9 笈r2.6::1::9.9 

(unferti 1 iz国) <20.1::1:: 2.1) <27.3::1:: 4.3) (32.2::1:: 5.6) (45.8::1::7.6) 

2-cell 87.7::1:: 5.4 145.6::1:: 1.6 1日.0::1::9.4 笈~. 8 ::1:: 1.4 

<22.9::1:: 4.2) (3).8::1:: 6.9) (48.8::1:: 7.5) (日.9::1::8.4> 

Early blastocyst 129.4::1:: 1.6 248.4::1:: 1.1 ~.6 ::1:: 8.3 4~.8 ::1:: 8.4 

(00.7::1:: 6.8) 000.3::1:: 9.8) o田.7:!:8.6) 083.3::1:: 7.1) 

Nw四回rin同renti陪 es問符宙開tincorporati∞of 3 H-leucine. 

込み植を示した。しかし、ピルビン酸添加時の 3Hーロイシンの取込みは、調厳添加時と比べて1細胞朗の

l忠弘必分怯 2細院期の1扮値において有意差がなかった (P>O.邸)。また、ピルビン酸添加時と比

べて1細胞期の3>...45分殖は有意差がなかった (P>O.邸)。それ以外のピルビン酸添加時の 3H-ロイシ

ン+川Cーグルタミン酸の取込みは、事盛時の取込みより高かった (P<O.05)。
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Table 4. Eff民 tof pyruvate addi ti∞∞ i阪沿ηx>rati∞of J H-leuci問副首fI・C-gluta・icacid. 
(d~egg) ~::!:S.E.) 

Incu凶ti∞tilJle (min.) 

Stage of egg 

15 3) 45 印

1-cell 103.1::!: 7.2 lπ.3::!: 5.2 195.1::!: 8.7 お2.1::!:7.1 

(unferti 1 ized) σ7.1::!: 4.8) (37.3::!: 3.η (45.5::!: 5.9) (66.2::!:4.9) 

2-cell 1M.1::!: 4.8 1町.9::!:7.2 1!XJ.4::!: 6.4 Z犯.7::!:8.0 

(37.3::!: 6.3) (55.0::!: 4.0) σ3.4::!: 7.3) (87.2::!: 5.3) 

Early blastocyst 182.1:t 9.6 356.4:t 11. 2 む7.1:t9.9 525.7:t12.。
(94.4::!: 6.η 033.4:t 9.η (笈X>.4:t8.η (笈泊.6:t11.0) 

N叩舵rin同rentl隠sesrepres伺 tincorporati∞of J H-IetJ(二ine.

ヨきE 奪事さ

マウス卵子を用いたアミノ酸の取込みおよび蛋白質合成に関する研究は、月intz句、Weitlauf and Gr開 3

陥 1d8)、Monesi訓 Salfi¥BrimtdO〉など締除している。しかし、ラット卵子を用いた報告は少なく、

また、ダブルトレーサー法を用いての取込みを欄定した報告はない。
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エネルギー源無添加時およびクソレコース、事厳またはピルピン酸添加時の 3Hーロイシン+14Cーグルタミ

ン酸の取込みは、 1細胞肱 2細胞朗および棚組腕のいずれも培養働ほで増加すること、また、グルコ

ース、司厳およびピルビン酸添加によって取込みが増加rすることカ留められた。これらは単一 3Hーロイシン

および14C グルタミン酸の取込みの結果と一致した。また、いずれの場合も14Cーグルタミン酸の取込みが

高かった。

シングルならびにダブルトレースにおける 3Hーロイシンと14C グルタミン酸の取込みを、エネルギー源

無添肱グルコース、現厳、ピルビン酸添加時に分けて図2-5に示した。ダブルトレーサーによる 3Hーロ

イシン+14Cーグルタミン酸の取込みは、いずれも単一 3Hーロイシンおよび単一E・Cーグルタミン酸の取込
みより低くなる傾向カもみられた。

シングルならびにダブルトレースにおける 3H-ロイシンの取込みを1とした場合の1・Cーグルタミン酸の
取込み植を図6に示した。シングルならびにダブルトレースの場合とも14Cーグルタミン酸の取込みの方カミ

3Hーロイシンの取込みより約1.5-7.3倍高く、双方とも同じ傾向にみられた。すなわち、単一アミノ酸の

場合あるいは複数のアミノ酸の場合、多少増減はみられるカ又ほとんど同じ取込みパターンであることが示唆

された。

子宮分泌液中の遊離アミノ酸のロイシンとグルタミン酸の比は、発情前期で車切.4、偽妊娠5日で車:W.7と

いずれもグルタミン酸の方カ渉くω、卵子のアミノ酸の取込みと子宮分泌液中の遊離アミノ酸含量の間になん

らかの関係カ帝在することが示唆された。
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重要 請正勺

単一 3H ロイシンおよびダブルトレーサーによる 3Hーロイシン+14Cーグルタミン酸のラット卵子への

取込みは、培養印分まで取込みが増蹟『すること、また、クソレコース、事厳およびピルビン酸添加によって取込

みが増した。

ダブルトレースの 3H ロイシンおよび14Cーグルタミン酸のラット卵子への取込みは、単一 3Hーロイシ

ンおよび単一14Cーグルタミン酸の取込みと比べて、取込みカ唱くなる傾向がみられた。

子宮分泌液中の遊離アミノ酸のロイシンとグルタミン酸の比と、卵子へのロイシンとグルタミン酸の取込み

比減献していることから、卵子のアミノ酸の取込みと子宮分泌液中の避難アミノ酸含量との聞になんらかの

関係カ存在することが示唆された。
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健保適用

，ト:J・zvst主75.150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により、卵胞

の発育と成熟をイ足し、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 L、その活性化(FS

H/LH)はほぼ一定です。

【効能・効果】

問脳性(視床下部|生)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】
パーゴナル注 75: 10管
パーゴナル注150: 10管

ltt1J 帝国臓器製薬株式会社東京都港区赤坂二 丁目 5番 l号

[使用上の注意1
1 般的注意

1) 本療法の対象は不妊症患者のうちの.間脳又は下

垂体前葉の機能 ・器質的匝障E害に由来する性腺刺激
ホノルレモン1低氏分泌無月経患者てで嗣あるのて
意するニ 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 (
7エノ酸クロミフェン，シクロフェニル等)が奏
効しない第 1度無月経の患者に投与することー
イ 患者向状態 (例えばエス トロゲシ 性腺刺激ホ
ルモノ・プレ グナンジオール分泌.頚管粘液.基

礎体温等)を詳細に検査L.子宮性無月経の患者
には投与しないこと

ウ.原発性卵巣不全による尿中性腺刺激ホルモン分

泌の高い患者.国l腎 ・甲状腺機能の異常による無
月経患者.頭蓋内に病変 (下垂体腫蕩等)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) 本療法的卵巣過剰刺激による副作用を避けるため.
投与前及び治療期間中は毎日内診を行い.特に次

の点に留意し.異常が認められた場合には.直ち

に投与を中止すること.

アー患者の自覚症状(特に下腹部痛)の有無

イ.卵巣臆大の有無

ウ 基礎体温の異常上昇の有無 (毎日測定させるこ

と)
エ。頚管粘液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果としての多胎妊娠の可能性が

あるので.その旨をあらか じめ患者に説明するこ

と
4) 妊娠初期的不注意な投与を避けるため.投与前少

なくとも 1ヵ月間は基礎体温を記録きせること.
5) 産婦人科・ 内分泌専門医師の管理のもとに投与す

ること
2. 次の場合には投与しないこと

1) 卵巣腫蕩及び多のフ胞性卵巣症候群を原因としな

¥，JJli巣の雄大を有する患者
2) 妊婦
3 次の愚者には投与しないことを原則とするが，やむ
を得ず投与する場合には，慎重に投与するニと

1) 児を望まな L、第 2度無月経患者

2) 多のう胞性卵巣を有する患者

4 副作用

1) 卵巣過剰刺激 卵巣腕大，下腹部痛.下腹部緊迫

感.腹水・胸水を伴ヲいわゆる.

M引 gs様症状候群等があらわれた

場合には.直ちに投与を中止する
など，適切な処置を行つこと

2) そ の 他 ときに悪心.頗尿.しびれ感.頭

5 相互作用

痛.浮騒があらわれることがある.

また尿量が増加することがある.

胎盤性性腺刺激ホルモンとの併用により.卵巣の

過剰刺激による卵巣腫大.腹水・胸水を伴ういわ

ゆるMeigs様症候群があらわれるニとがある
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卵丘細胞層との共諸養による牛体外成熟・体外受精卵の体外発生と受胎例について

Development of Bovine Follicular Oocytes Matured and Fertlllzed In Vitro 
by Co-culture with Cumu1us Ce1Js and subsequent Pregnancies by Non-surgical 

Transfer 

滋J)i!l内俊孝 ・高田直和 ・沼辺孝・大久範幸・石川勇;音、
Toshitaka HORlUCH1，Naokazu TAKADA，Takashi NUMABE，Noriyuki OOHISA，Yushi lS If JKA~! A 

宮城県畜産試験場・酪農肉牛音11，*現所属 ・広島農業短期大学
月iyagi-kenExp. Station of Anim. Sci.， Hiroshima Agricultural College 

体外受精した牛体外成熟卵は体外では8~16細胞期までしか発生し得なかったため い ウサギ引やヒ
ツジ3.4 I卵管内で体内培養することによって眠盤胞期への発生が検討された。そして、この方法によ
って牛体外成熟卵は正常に匪盤胞期まで発生し受卵牛に移植することで産仔が得られた。
島近、牛体外成熟・体外受精卵を卵丘細胞層わ、 栄養芽層小胞(trophoblasticvesicle)hlや卵管
上皮細胞層 7)と共培養することにより体外での発生を改善し得ることが報告された。

本研究は、卵丘細胞層との共指養による牛体外成熟・体外受精卵の体外培養法を追試し、その結果
受胎例が得られたので報告する。

材料および方法

宮城県仙北食肉市場において屠殺されたホルスタイン種と黒毛和種の卵巣を屠殺後3時間以内に実
験室に持ち帰り、注射針 (21G5/8) をつけた法射筒で、小卵胞(l~8mm) を吸引した 。 卵丘細胞j曹 が告をに付
着し細胞質が均一な暗黒色を呈する卵胞卵のみを選択し、 10耳非働化仔牛血清(GIBCOCat 200-6170， 
Lot 24K6174) 加 TCM199(GIBCO ， 380-2340) で 20~24時間培養し体外成熟させた 。
精子は宮城県畜試繋養種雄牛の凍結精液を用いた。各精液は融解後、 10mMカフェイン加則被 8'で2
回洗浄(約2.OX 107 Iml) し、 0.1~0.4μHの A23187で 60秒間処理し媒精した 。 媒精後4~ 5時間で 10制ド働
化仔牛血清加TC川99にに移し培養を続けた。

媒精後72時間で卵子は卵丘細胞層からピベッテングによって遊離させた。その時点で、卵丘細胞は
シャーレ底面に付着し単層に増殖しており、卵子はさらに72時間卵丘細胞層と共地養した。媒精後6
日目で32細胞期から初期桑笑期に発生した庇は20%非働化仔牛血清加Ham'sFIOに移し換え培養した。

結果および考察

牛体外成熟・体外受精卵を卵丘細胞層と共培養した結果は表 1に示した。牛体外成熟 ・体外受精卵
83個のうち媒精後7 日目で8~32細胞期 Lこ発生した旺は 17個、桑実期と旺盤胞期に発生 した陛は 20 
個 (24%)であった。
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初期桑実経各3個を 2頭のホルスタイン極経産牛に移植したところ 1頭が受胎した。超音波診断に
よって単仔であることが確認されたが、 65-90日の聞に流産したの1.8阿プロパンディオールで凍.結保
存9!した5個の牛腔は250Cの温水中で融解し、 0.3ト1ショ精液/PBSで耐凍剤を除去後、 20耳仔牛血清加
Ham's 1"10で17時間地養して生復性を確認した。その結来、 2他，1(40出)が拡張旺盤胞に発生 し、ホル
スタイン種未経産牛に移植したところ受胎した。

卵丘細胞層との共;情養による
rab leし Developmentof bovine oocytes ferLilized in vitro 体外発生は梶原ら(1987)5;によ

and co-cultured wlth cumulus cells って報告され、卵子と卵丘細胞

j百との間での物理的接触または
No. of oocytes Stage of egg/embryo development 物質の交流が体外受精卵の体外
fer'Li I j z凶 作 32cell morulae/blastocys t (%) 発生にと って有効に働いたかも

しれないことを示唆した。福田
83 17 20(24) ら(1987)10)は卵子からの卵丘

細胞層除去を72時間以降にする
ことで-旺盤胞阪へ約11%が発生したと発表した。しかし藤谷ら(1988)I 1) は媒精8時間以降卵丘細胞
層には体外発生を積極的に促進する作用がないことを明らかにした。このことは、体外成熟・体外受
精卵の体外発生にとって卵丘細胞j留は初期に短期間存在することが有効であるかもしれないことを示

唆する。今後さらに詳細に検討する必要があろう。

体外成熟指養での卵丘細胞層の膨潤と媒;備後の卵丘細胞層のシャ レ底面への付着・増殖は血清の
ロットによって影響を受けた。本(rff究で矧いた仔牛血清は膨潤・付着・糟殖のすぐれているもので、
牛胎児血清でもロットによって有効なものがあった。血清の由来だけでなくロット閣の変動も大きい
と思われる。また、 Sanbuissho品 Thr-elfall(1985) I 3，しuet a1 (1987) 4 )は体外成熟培地への発情期

牛血清添加の有効性を報告し、藤谷ら(1987)は体外成熟・体外受精卵の体外信養系における庖盤胞期

限への発生率が牛胎児血清よりも仔牛血清で、良かった )3) と発表した。体外成熟と体外発生過程での

血清の有効性については今後の課題である。

体外成熟・体外受精白米の桑実旺と恒盤胞期肢を凍結融解し移植することで受胎例が得られたが、
発情後7日目に採卵した体内受精・体内発生妊の凍結融解後の生存率に比八非常に低かった。そして
、体外発生した腔盤胞期旺は体内発生したものよりも細胞質が暗黒色で活力が低く思われた。しかし

、情養の持続によって透明帯から脱出した。そのため、これら匪の凍結保存についてはさらに良好な
凍結方法を検討するか体外培養系の改善によって活力の高い騒を発育させることが必要と思われる。

参考文献

1)Eyestone WH，First NL，Theriogenology 25，152 Abstr 1986;2)花田章，家畜繁殖誌 31，56-61，1985;

3)Eyestone WH，Leibfriend-Rutledge r~L ， Northey DL，Gilligan BG，First NL， Theriogeno1ogy 27，1-7 
1987;4)Lu KH，Gorden I，Gallagher M，vet Rec 121，259-260，1987;5)梶原豊・後藤和文他，家畜繁殖雑
誌 33，173-180，1987;6)HeymanY，Menezo Y，Chesene Y，Camous S，Garnier V，Theriogeno1ogy 27，59-

68，1987;7)Eyestone WH，Vignieri J，First NL，Theriogeno1ogy 27，228 Abstr，1987;8)Brackett BG， 

01iphant G，Biol Reprod 12，260-274，1975;9)堀内俊孝・沼辺孝他，第80回日畜学会講漬要旨 V-48，

1988; 10)福田芳詔・市川優樹他，第79回日畜学会講演要旨 1-35，1987; 11)藤谷泰裕・高橋政義他，第80
回目畜学会講演要旨 V-42，1988; 12)藤谷泰裕・庖谷康生他，第72国家畜繁殖学会講演要旨 p17，1987 
;13)Sanbuissho A，Threlfall WR，Theriogeno1ogy 23，226 Abstr，1985. 
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哨乳動物卵子研究会会則

名称

第 1条 本会は.~南乳動物卵子研究会と称する。

事務局

第 2条 本会の事務局は，東京都内または近隣県内K置く。

目的

第 3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ととを目的とする。

事業

第 4条 本会は ，前条の目的を達成するため(IC.次の事業を行う。

会員

(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

第 5 条 本会は，次の会員をもって組織する。

入会

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

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

(3) 本会Kは名誉会員をなくととができる。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。

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

て事務局に申 し込むものとするものとする。

退会

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

ればならない。

第 B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

匝と

事

事

若干名

2名

幹事 2名

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

の職務を代行する。

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

五 監事は ，本会の業務なよび会計の執行Kついて監査する。

4. 幹事は ，本会の会務K従事する。

第 11条 役員の選出は ，次によって行う。

( 1) 会長合よび副会長は ，理事の互選Kよる。

( 2)理事なよび監事は ，理事会で推薦 し， 総会で決定する。

(3) 幹事は，会員中より会長が委嘱する。

第 12条 役員の任期は 2年とし，再任を妨げない。

総会

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

れを聞く ζとができる。

2. 総会は会長が召集し， その議長となる。

3. 総会は一正会員の 5分の 1以上の出席で成立 し，出席者の過半数の賛成Kよって議決する。

第 14条 総会は次の事項を審議し ，決定する。

(1 ) 事業報告なよび決算

(2) 事業計画なよ び予算

(3) 役員等の選任合 よび解任

( 4) 名誉会員の推薦

(5) 会費の金額b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 言十

第 15条 本会の会計年度は .毎年4月 1BI'L始まり翌年3月31日K終わる。

2. 本会の経費は会費 ，寄付金な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， 同日から施

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iζ関する未発表の和文または英文の原著 CFullpaper) 

短報 (Briefnote)、総説 CReview)とし、著者は本会の会員IC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)闘に掲載する。

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

員会に送付する。

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

する。なお、本誌ー頁は 400字詰原稿用紙 4枚iζ相当する。

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

の表題，著者名，所属名および要旨 (400字以内)を付記する。

5 引用文献の記載方法は下記の例K従う。

雑誌の場合

a) Bavister， B. D. and Yanagimachi， R.( 1ヲ82).The effect of sperm extract and energy 

souces on the motility and acrosome reaction of hamster spermatozoa in vitro. 

Biol. Reprod.， 16，228-231. 

b) 新村末雄、石田一夫 C1 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 98 1 ). Mechanisms of fertilization in mammals. In Fertilizati-

on and Embryonic Development in Vitro， Edited by L. Mastroianni Jr， and J. 

D. Biggers. New York， Plenum Press， P.8 1 . 

d) 豊田 俗 (1984) 試験管内受精と初期医培養 マウスを中心11:，“晴乳類の発生工学"大沢伸昭、

江藤一洋、舘鄭、御子紫 克彦編、ソフトサイエンス社、 P.2. 

6 別刷を希望する時は 50部単位で受け付ける。

7. 原稿の送付および投稿に関する照会は、下記宛とする。

〒 252

神奈川県藤沢市亀井野 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



日甫乳動物卵 子 研究 会 役 員

( 6 2. 4. 1 ~ 6 4. 3. 3 1 ) 

会 長 佐久間 勇 次 (日 大 )

副会長 弔<J.ヨ4 城 章 (東邦大 〉

理 事 石島 芳郎 (東農大) 石田 一夫 (新潟大 ) 石橋 功 (山口大 )

井上正人 (東海大 ) 入谷 明 (京 大 ) 小栗 紀彦 (農水省 )

加藤征史郎 (神戸大 ) 金川 弘司 (北 大 ) 香山 浩二(兵庫医大)

佐藤 和雄 (埼玉医大 ) 菅原 七郎 (東北大 ) 鈴木 秋悦 (慶大 )

堤 義雄 (広島大 〉 豊田 裕 (東大 ) 野田 洋一 (京 大 〉

福田 芳昭 (北里大 ) 星 和彦(福島医大)

』匹主幻とL 事 木 下 佐 ， 杉 江 f士口

幹 事 遠藤 克 (日大〉佐 藤 嘉 兵 (日大 )

編集委員 委員長 :豊 回 裕

委 員 :石 島 方..... 良E 井上 正 人 ZμヨJ 城 章

芝、~ 藤 克 香 山 浩 鈴 木秋 '悦

花 田 章



編 集 後 コい==口

本年は、夏から秋にかけて気象庁開設以来と云う、いくつかの記録を残した異常

気象であタましたが、会員の皆様Kは益々御健勝Kて御活躍のととと存じます。

本号Kは、原著論文?編と短報 1編を掲載することができ、内容も豊富で読み応

えがあるものと思います。また、投稿論文の方も巻を重ねるどと K増えて;t，~ .!?、頼

しい限bであタます。

明年の春Kは、本会が発足して以来 3 0年目を迎えるとととなタます。現在、 30

年を記念ナる大会を豊田委員長のもとで企画してなbますのでど期待いただきたく

存じます。

なま子、 6巻 1号の投稿論文を募集中であ bますので多数ど投稿下さいますような

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
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(家畜共済診療点数採用)要指示医薬品

繁殖障害に.グ

動物用

医薬品
前葉性卵胞刺激

ホルモン剤

特長 0米国アーマ一社との技術提燃によって製造さ れ
た新 しい前葉性の FS H斉IJです。
(アーマー社のFSHは世界で最初のFSH標準品に採用されています.)

OFSH成介を主 に含有 し、卵胞の発育、排卵、
黄体化作用を有 します。

OHCG又は、 PMS Gで無効或いは不的確な繁
殖障害牛にも有効です。

適応症 牛・ 馬 :卵胞のう腫、排卵障害、卵胞発育障害

(卵巣発育不全、卵巣静止 、卵巣萎縮)

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

⑥ む開票制舘 神奈川県川崎市 川崎区中瀬 3ー 19ー 11

ft(044)288-1391 (代) 干 210

日本薬局方 注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

1，500単位
3，000単位
5，000単位
10，000単位

日本薬局方 注射用血清性性腺刺激ホルモン

1，000単位

⑧
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