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Developmental Potential of Blastomeres Isolated from 4 cell門ouseEmbryos 

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， Department of Zootechnical Science， 

Tokyo University of Agriculture 

This paper describes the developmental potential of blastomeres isolated 4-cell 

embryos in mice. 

Four-cell embryos were collected from superovulated CF持1females which were 

mated with C57BL/6 males. Zona pellucidae were removed in Hanks solution contai-

ning 0.2 ~ pronase. After removal of zona pellucida， 4-cell embryos were separe-

ated into individual blastomers by pipetting in Ca~ →and 門g+ →free Hanks solution 

containing 0.02~ EDTA. Separated blastomeresCone-quarter embryos) were cultured 

in drops of門16medium covered with paraffin oil at 37'c in an atmosphere of 5 

~ CO2， 95~ air for 72 hours. 

Four one-quarter embryos developed to blastocystsωere transferred into right 

uterine horn of CFt+1 recipients on Day 4 or 5 pseudpregnancy， and 4 normal 

blastocysts of CFt+l strain cultured from 4-cell stage were transferred into 

left uterine horn of the same recipient. 

The results were as follow:l)The proportion of one-quater embryos developed into 

blastocysts附 re79/124(63.7~). 2)By transfer of one-quater embryos peveloped to 

blastocysts， the proportion of implantation sites and live fetuses制ere6124(25.0 

~) and 0/24(0~). On the other hand the propotion of implantation sites and live 

fetuses were 19/24(79.2 ~) and 14/24(58.3~に
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緒言

実験動物において，日分離による一卵性多子が容易に作出できれば，近交系作出のよう

な手闘をかけた遺伝的制御をしなくても均質な個体が得られるので，研究への利用価値は

高いと考えられる.

これまで，陪分離によるー卵性多子の作出は，主としてマウスで研究されており. 2細

胞期胞の分離割球による一卵性双子に関しては，すでにTsunodaandト1cLaren(983)によ

って4組の双胎子が得られたのを始め，富樫ら(987)が7組の双子，また中村，石島(198

8)が3組の双子を作出するのに成功している.一方. 4細胞期旺を4分離したー卵性4つ

子に関しては. Fiser and Macpherson 1976， 角田，杉江(983)，富樫ら(988)が培養に

より旺盤胞に発育した1/4旺の移植を試みているがまだ生存胎子すら得られておらず， こ

の方法での4つ子作出は困難視されている.しかし，マウス 4細胞期日から分離した割球

0/4旺)の発生能の検討は，培養を含めてもそう多くはなく (Fiserand Macpherson 19 

76， Rossani 1976，角田，杉江1983， 0' Brien et al. 1984， Tojo et al. 1985， 富樫

ら1988)，まだ検討の余地が残されている.

著者らは，分離日によるマウスのー卵性多子作出の検討の一環として，すでに 2細胞期

日から分離した112旺での成績は報告してきたが (中村，石島 1986，1988，中村ら 1987)，

その後4細胞期眠から分離した1/4暗についても培養，移植を試みたので報告する.

材料および方法

4細胞期陪は. C F:j:j: 1系雌マウスに過排卵処理後C57BL/6系雄マウスを交配して所

定の時期に採取した.採取した 4細胞期日は， 0.2 %のプロナーゼ(アクチナーゼE，科

研製薬)を含むHanks液中に入れて 5分程度培養することによって透明帯の除去を行った.

透明帯除去旺をHanks液で洗浄後， E DT A (第一化学)0.2 %を含むカルシウム，マグ

ネシウム欠Hanks液に移し，数回ピペッテングすることにより割球の分離を行った.分離

割球の培養は，シリコンコ テイングされた小フ。ラスチックシャ ーレ(直径35mm，深さ10

mm， Lux社製)を用い，シャ レごとにM16液O.lmlを滴下し流動パラフィンを覆った小

滴を4個作り， 4分離した割球を lf固ずつ小滴に入れて行った.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72時間行い，経盤胞に達したものを

発育旺とみなした.

移植には，分離した 4個の割球がすべて旺盤胞に発達したものを選び，偽妊娠4または

5日のレシピエント (CF:j:j: 1系雌マウス)の右子宮角に4個とも移植した.レシピエン

今
，
ム
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卜の左子宮角には，対照陪としてCF:t:t:1系マウスの 4細胞期から培養した旺盤胞を4個

移植した. レシピエントは，妊娠18日に当たる日にと殺開腹し，着床状況(着床数，生存

胎子)を観察した.

結果

マウス 4細胞期日から分離した割球 (114旺)の培養ならびに移植成績は，それぞれ，

Table 1および 2に示したとおりである.

4細胞期旺31個から分離した 124個の1/4旺を72時間培養したところ， Tab1e 1に示す

ように， 79個(63.7%)が旺盤胞に発達した. このうち4割球ともが組で発育したものが

10/31組 (40割球， 32.3%)含まれていた.

4個の割球がともに発育した 6組 (24個)の 1/4旺を， 1組(4個)ずつ6例のレシピ

ヱントの右子宮角に移植した結果， Table 2に示すように，全体で6/24H至(25.0%)が着

床したが，生存胎子は全く得られなかった.一方，左子宮角に移植された正常腔は，19/24

旺 (79.2%)が着床し， 14/2401 (58.3%)が生存胎子であった.

Table 1 Development of blastomeres isolated from 4-cell 

mouse embryos 

No. of 1/4 embryos 

cultured 

~o. of 1/4 embryos 

developed to blastocyst (%) 

124 79 (63.7) 

Table 2 Transfer of blastocysts following culture in blastomeres isolated 

from 4-cell mouse embryos 

No. of No. of No. of embryos No. of implantation No. of living 

recipients prngnant (%) transferred si tes (%) fetuses (%) 

Normal 1/4 Norma 1 114 Norma 1 114 

6 5 (83.3) 24 24 19(79.2) 6(25.0) 14(58.3) O( 0) 

考察

CF:t:t:l系雌にC57BL/6系雄を交配して得た 4細胞期旺から分離した 1/4腔の腔盤胞

への発生率は63.7%であり，すでに 2 同条件で培養した同系の 2細胞期旺から分離した l

/2旺の発生率74.2%には及ばなかった(中村，石島 1988).このことは， 1I4s歪の発生能

之
.u
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が1/2旺よりいくぶん劣ることを示していた. しかし，これまで報告されている 114旺の

体外培養による旺盤胞への発生率， 34.9% (Fiser and Macpherson 1976)， 65% (0 ' Brien 

et a1. 1984)， 42.5% (Tojo et a1. 1985)および61.8%(富樫ら 1988)に比べると，本

実験の成績も遜色ないものであった.一方，角田，杉江(1983)は1/4旺を3日間マウス卵

管内で培養し， 96%と体外培養に比べて高い発生率を得ている.

本実験で，分離された 4割球とも組で匠盤胞へ発生した率をみると， 32.3%と低率で，

すでに報告した 1/2.0互の対の発生率61.5%には遠く及ばなかった.このことは， 4分離し

た割球を揃えて発育させることが困難なことを示唆している.

今回， 4個の割球がともに発育した 1/4旺を6組 (24旺)選んで片側の子宮角への移植

を試みた結果，全体で25.0%の旺が着床していたが2 全く生存胎子は得られなかった.そ

れに対し，同じレシピエン卜の反対側子宮角に移植した正常隠は79.2%が着床し移植旺

に対して58.3%(生存胎子/着床数73.7%)の生存胎子が得られた.このことから，114旺

はきわめて生存胎子を得ることが困難なことが示された.同様な傾向は，すでに1/4Hを

移植したFiserand Macpherson(1976) ，角田，杉江(983)，富樫ら(988)によっても報告

されており，本実験はそれを裏付けた結果となった.

このように， 1/4怪から生存胎子が得られない原因としては，旺盤胞形成時の細胞数の

少なさが指摘されている(Rosant1976， 0' Brien et a1. 1984).これに関連して，Tsun 

oda et a1. (1987)および小野寺，角田(1988)は，マウス 8細胞期腔の4分離旺(2/8旺)

ならびに 8分離旺(1/8n至)でも単為発生卵と集合して細胞数を補うと，分離旺由来の産子

が得られることを証明している.このことから， 4細胞期日から分離した割球によるー卵

性4つ子の作出弘単為発生卵との集合法を検討する価値があるように思われる.

要約

マウス (CFtt1雌xC57B L/6雄)の4細胞期旺を分離し，それらの単一割球(1/4

日)の発生能を培養と移植により検討した.

1) 4細胞期日の分離割球を72時間培養した結果， 63.7% (79/124)が旺盤胞へ発達した.

2)この旺盤胞のうち4割球ともに発育した6組 (24個)の1140圧を6例のレシピエント

の右子宮角に移植してみたが，全く生存胎子は得られなかった.それに対して，左子宮角

に移植された正常旺は58.3%04/24)が生存胎子に発育していた.

このことから， 4細胞期旺から分離された割球は，培養では発生能を有していても，胎

子に発生する可能性が少ないことが示唆された.

4ー
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Surnrnary 

14 Our previous finding of the incorporation of L~C-1eucine and 

14 C-g1u七arnicacid in rat eggs has suggested七hatthe incorpora七ion

of arnino acids in rat eggs is rnediated by oxidation of七heinterrne-

diary rnetabo1ite as an energy source. 工nthis study， the incorpo-

ration of 14c-1eucine and 14C-g1u七arnicacid under an anaerobic con-

dition was exarnined using eggs of七he1-ce11 (unfer七ilized)，2-cell 

and ear1y b1as七ocysts七ages. The incorporation of七hesearnino 

acids under an anaerobic condition was 10wer ei七herin七heabsence 

of a substra七eor in七hepresence of 1acta七e，cornpared to the pre-

vious1y reported resu1七 underan aerobic condition. These resu1七S

suggested that the incorpora七ionof arnino acids in ra七 eggs lS rne-

diated by oxida七ionof the in七errnediaryrnetabo1ite as an energy 

source. 
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緒 論

著者らは26¥晴車車胸卵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invitroで櫛ずしてきた。その結果、エネルギー源添加することによって、アミ

ノ酸の取込みが増加することを見出した。これらのことから、ラット卵子のアミノ酸の取込みには、添加され

た中間代謝物の酸化カサ在していることが示唆された。

一方、卵子には炭酸ガスを匿陀する能力をもっていること7-10 、また、脱水素系からの酸化系料躍する

ことからは》、卵子のアミノ酸の取込みに添加された中間代議期の脱水素系による酸化が介在しているかどう

かを、嫌気条件下の取込みで検索した。

材料および方法

制istar系ラットのl細胞期(未受精卵)、 2細胞期および担期聾理能の卵子を用いた。採卵および培養には

滅菌Ca-fr田KrebsRi昭町Phos同Jate Buff er (p肝.4)O<.R.P.緩衝掛を用いた。形態的に正常な卵子関個

を 0.1m.eのK.R.P.緩衝液中に集め、直ちに幻.5't下で翫時養5分断子った後、エネルギー無添加区においては

0.1miのK.R.P.緩衝複を、添加区においては 0.1miの事厳ナトリウム (5xlO-ZM)を添加し、さらに 0.5

μci/mi 14C-Leucine (s陣.act. 0.4I1d/，訓)または 0.5μci/mi I4C-Glu匂micacid (s陣.act. 

0.1航i/I酬)を添加して嫌気的条件下で培養した。なお、初期分割卵子は 1∞%炭酸ガス下でも発生することか

らl∞%炭酸ガス下で行った。培養はO、拡印分で、培養後、冷TCAを加え、終末撞度5%にして反応を停

止させ、ミリポアフィルター(S(W8μ)上で5%詑Aを用いて数回洗浄、乾操接、液体シンチレーション・

スペクトロメーター ω10加~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時間植

を差引いた債を c~νe田で示した。好気的条件下の14Cーロイシン1-3) および14Cーグルタミン酸叫のデータ

は既報を参考にした。

結 果

1)嫌気的条件下における14C ロイシンの取込みについて: エネルギー源無添却時の取込みを表lに、乳

酸糊時の取込みを表2に示した。嫌気的条件下のエネルギー源無添加時および調虚添加時の1細肱 2細胞

Table 1. In∞Irporation of 1・C-leuci肥田泊町 anaer油 icin rat e毘s.
(c~/eω 仙沼n::!::S.E.)

Incu回ti叩 til肥(min.)

長孟亙福一一
却 ω 

1-all (unferti 1 ized) 4.6 ::!:: 2.2 (お.η 11.2 ::!:: 3.0 (臼.9)

2-all 5.1 ::!:: 2.4 ( 58.8) 14.5 ::!:: 4.1 ( 83.4) 

Early blastocyst 6.6 ::!:: 3.0 ( 7.9) 12.3 ::!:: 3.4 ( 24.3) 

Number in問問tthesesr司JreSentin∞Irporati∞of 1田 cineund町 a町obic.

-7-
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Table 2. Eff民 tof lactate addi tion on incorporation of 14 C-leucine under anaer油icin rat e田s.
(c問I/egg)(l1ean::!:S.E.) 

Incubation ti舵 (min.)

三ぷ函語一 却 印

1-all (unferti 1 ized) 8.7 ::!: 2.1 (加.0) 21.5 ::!: 4.2 ( 88.6) 

2-all 11.3 ::!: 3.4 ( 89.9) 24.2 ::!: 3.8 (105.η 

Early blastocyst 22.4 ::!: 3.6 (129.5) 38.7 ::!: 4.0 (1印.5)

Numl町 in同rentheses陀宵出回tin∞Irporation of leucine under a町、bic.

初期匪盤胞の取込みは、好知強件下での各々の取込みより低かった (P<O.邸)。また、嫌気自捺件下にお

ける無添加時の各分留悌子聞の取込みには有意差カtみられなかったカ又賓厳添加によって各分割取込みが増加

し、特に槻聾瑚曾で有意に糊目するの紛られた (P<O.Q5)。

2)嫌気的条件下における川Cーグルタミン酸の取込みについで: エネルギー源無糊時の取込みを表3に、

事厳添加時の取込みを表4'こ示した。嫌気B検件下のエネルギー源無糊時および翼政樹時の1細胞 2細

Table 3. InωIrporation of 14 C-glutamic acid under anaerobic in rat eggs. 
(ciD/egg) (l1ean::!:S.E.) 

Incubation ti肥 (min.)

lぷ訂五瓦 却 印

L印 11(unfertilized) 48.1 ::!: 4.6 (1∞.4) 52.9 ::!: 5.3 (123.1) 

2田 11 47.2 ::!: 4.1 (119.5) 85.6 ::!: 4.8 (143.2) 

Early blast侃 .yst l倒.9::!: 6.7 (144.η 110.7 :t 6.0 (181.3) 

Numl氾rin parentb回宙開P陀 sentincorporati∞of glutamic acid under aerobic. 

Table 4. Effect of lactate additi叩 onincorporation of 14 C-glu匂lIicacid und町制相油icin rat 
eggs. (cpn/e毘)(恥却::!:S.E.)

1 ncubati∞ti舵 (min.)
ー』sーーuーーーgーeーーーoーf egg~ 30 印

1-田 11(unf町 tiliz凶) a.3::!: 5.0 (210.3) ー123.6::!: 6.5 佐沼.8)

2-all 105.4 ::!: 4.7 留3.η 132.3 ::!: 4.3 (4羽.4)

Early blastocyst 157.1 ::!: 7.7 (ま刀.5) 276.3 :t 7.2 (日斤.8)

Number in同r四 th田 esre何百四ti ncorpora t i∞of gluta.lIc acid under a町。bic.

胞、槻聾瑚包の取込みは、ロイシンの取込みと恒臓、好気隙件下での各々の取込みより低かった。また、

嫌気的条件下における無糊時および現厳添加時の取込みは、 1細胞および2細胞の取込みはほ闇司じであっ

たれ叡聞聾盛割程は1細胞および2細胞より有意に取込みカ清かった (P<O.Q5)。調政添加によって各分割

卵子の取込みが持劫目した {P<O.町)。

培養後の卵子の生存活性についてニクeロシン染色で検査した結果、嫌気自徐件したでも培養2時間以内は正

常であった。

一日ー
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考 察

初勝浦卵子は、着床までの聞階および、子宮分泌液に栄養源を依存している。卵管および、子宮分泌液のか

なりの部分を占めるものに重炭酸塩があるはーω。この重炭酸塩はinvitroでの卵子の培養においても重要な

物質である 17) 。これらのことに注目してBiggersらωはマウス受精卵の分割中に炭酸ガスを匿旋する能力を有

すること、さらにマウス8細胞の卵子を用い、ラベルした重炭酸塩から卵子へ取込まれた放射物のほとんどが

酸可溶性の物質で、その大部分が蛋白質に一部が2割方に取込まれたと報告している7)。また、同じく核酸への

炭酸ガスの匿淀を検索した結果、 s-剛Atこ有意に取込まれること 8)などから、マウスの受精卵子はどの時期に
おいても炭酸ガスを匡旋する能力を有し、蛋白質および核酸等の巨大分子の合成に関与していること"を明ら

かにした。同様なことが、ラット卵子においてもみられている川。

一方、初期の卵管内卵子は、ヘキソーズ・モノフォスフェート横路で解麓されることカ哨っている11)。本

実験の雄知強件下のアミノ酸の取込みの結果、基質無添加時ならびに事厳添加時のいずれにおいても、好気

的条件下でのロイシンおよびグルタミン酸の取込みより低い値を示した。これらのことは、アミノ酸の取込み

には、エネルギー源としての中間代謝物の脱水妻系によるエネルギー供給量カ丈好気的条件での中間代謝物に

依るエネルギー源の供給より少ないために撤気自捺件下でのアミノ酸の取込みカ議紗したものと思考された。

また、嫌気B検件でのアミノ酸の取込みは、初勝油開子と智朗胆蓋胞の卵子において差異があること洲接

された。

要 約

蟻気自強件下で、 14C ロイシンおよび14Cーグルタミン酸の取込みをラット l細胞(未封書冊、 2細胞

および桓期髄壷胞をもちいて調べた。その結果、嫌気的条件下の14Cーロイシンおよび14C グルタミン酸の

取込みは、基質無添加時ならびに詞厳添加時のいずれにおいても、既報の好知ヲ条件でのそれぞれの取込みよ

り低かった。これらのことから、卵子のアミノ酸の取込みには、エネルギー源としての中間t謝物の酸化カザト

在しているものと推主則された。
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Advances on Ova Research 
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佐久間勇次

Yuzi SAKUMA 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室

Department of Vetrinary Physiology，College of Agriculture品

Veterinary Medicine， Nihon University， Fujlsawa 252 Japan 

本研究会は、昭和何年(1960)に発足した哨乳動物卵子談話会が25年の歳月を経て昭和59

年(1984) に晴乳動物卵子研究会となり、著者が初代会長を引き受けて 5年になる。談話

会は、発足当初から年一回の会合を、研究会になってからは年一回の総会と研究発表会、

年二回の会誌を刊行している。卵子研究者・の集いとして発足した談話会が、 30年の長い歳

月を経て本年は第30回の大会を迎えるととになった。

発足した昭和35年当時を振り返ってみると、昭和30年代は、もはや戦後は終ったといわ

れ高度経済成長が始まった時代である。自然科学領域においてもようやく独自の研究が始

まった時代である。生命科学の対象として精子、卵子の研究がある。精子の研究は、家畜

の人工授精を目的に戦前から多くの研究が行われ昭和30年前後には凍結精液が普及し、次

いでヒト精液の凍結保存も行われるようになった。 -方、卵子の研究は、ウサギの卵子に

ついて生物学的生殖現象として実験が行われていた。戦後、家畜に多発した鱗殖障害、ヒ

トの不妊症などの解明のため、排卵、受精、着床、避妊などに関する卵子の研究が始まり、

やがて優秀なメス家畜を増殖する方法として、腹は借りものと言われる家畜の旺移植を目

的にした卵子の研究が行われるようになった。著者らが始めて臨移植の実験に取り組んだ

のは、昭和20年代後半であり東北大学農学部助手の時代である。研究の動機は、恩師橋本

重郎教授、佐々木清綱教授の御示唆によるものであった。突験は、ウサギを使い幼稚な試

行錯誤を繰り返しようやく成功した。その後、昭和30年代に入ると農林省畜産試験場の大

槻、杉江らにより山羊、緬羊、昭和39年に牛の旺移植第一号が誕生した。麻酔の進歩と抗

生物質の普及により、昭和50年代の後半頃からウシの腔移植が画期的な改良増殖方法とし

て実用化されるようになった。また、ヒトの体外受精児は昭和58年(1983)に東北大学鈴木

雅洲教授のもとで第一号が誕生した。

とのように卵子の研究は、家畜もヒトも旺移植を共通テーマとして農学、医学、生物学

の研究者により談話会を中心に研究が進められた。

本研究会における30年間の演題の推移を示すと、図 1のごとくである。

発足当時の昭和35年からの10年間は、各回毎の演題数が10題以内であったが、昭和45年

以降は、生殖生理学に関する研究に関心が高まり、昭和45年からの 10年間は、毎回 10~15

題程度の演題が集まった。昭和55年以降は、さらにこの分野の研究が急讃な発展を示した
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ごとから演題数も糟加し、昭和55年からの 5年間は、毎回平均20題程度の演題が集まり、

また、 60年からの 5年間は、平均25題程度の演題が発表されるようになった。とく に、演

題数の増加は、研究会に移行する前の第24回談話会からであり、この演題数の増加が、研

究会ヘ発展的に移行するー因になった。
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図l 本研究会における演題数および参加者数の推移

研究会に参加する参加者数の推移をみると、図 1に示すとうりである。

発足当時の 5年聞は、毎回平均20人程度の集まりであり、その後の5年聞は、 30人程度

で推移した 。 昭和45年から昭和55年の 10年聞は、各回の平均参加者が50~70名程度で推移
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し、昭和55年以降は参加者が急識に場加し、昭和55年からの 5年閣の平均参加者は、約2

tr1の 130名程度に増加した 。 また、昭和60年以降はさらに増加し、平均参加者数は 160~17

0名程度となり、今回の第30回を迎えるにいたっている。

演題のtH題を機関別に比較すると、|立J2に示すごとくである。

第 1~30回までの ・般演題402題を機関別に分けると、農学系大学から 214題 (53.2% に

医学系大学から l17題(29.1%上海路試験場などの各積研究機関から71題(17.7%)となっ

ている。各回毎の分布は閲 2に示すごとくであり、とくに第20回以降において医学系大学

からの出題が多くなっている。

談話会発足以来の話題・ 一般演題を表1に示した ω 第 1回から 30固まで5年毎の内容

の変濯を示したものであるが、肝移繍・体外受精 凍結保存の接礎的研究および臨床応用

など内外の生殖生男学、生殖医主主の動向を表わしている。さらに近年においては、マニピ

ユレショ ンを用いたヨ:揃縦胞[学 ・)}H)-離と十t判別といったバイオテクノロジーに関する

先駆的な研究も行われている ο

第 1~5 回

第6~10間

第 11'~15回

第 16~20間

第 21~25問

第 26~30問

表 1 発表演題の動向

腕移被(Z9.fj%)，代謝(14.8%)，形態(11.8%)，組織化学(14.8%)

過排卵誘起(27.0軍人形態(16.2%)，陸移植・着床(16.2%)，

卵子の下降(8.1%)

排卵・受精(23.3%)，凍結保存(18.3%)，形態(15.0%)，生殖機能(13.0%)

体外受精 (13.]%)，凍結保存(13.J%)，代謝(13.1別，形態(11.5%)

凍結保存(1:i.2%)，体外受精(12.1耳)，生殖免疫(9.9%)，庇移植(9.9%)，

受精能獲得(8.時)

体外受精(15.1%)，凍結保存(11.9%)，マニピュレーション・随分離

(11.1%)，形態(7.0%)，庇発生 (7.9%)，キメラ (5.6%)，性判別(5.6%)

目前乳動物卵子談話会・研究会において特別企画としてとりあげたテーマを示すと表2の

ごとくである u

最初にとりあげたテーマは、 15年前に採卵のテクニックの要領とゅうテーマで11種類の

動物の採卵について詳細に報告してもらったのが最初である。その後、第20聞の際は、特

別講演2題とシンポジュウム 2題を企爾し、第20聞大会の記念とした。その後は、要望の

あるたびに特別講演をお願し、した。なお、そのテーマと演者は表に示すとおりである。

日南乳動物卵子研究会誌に掲載した論文を、内容別に検討すると表3~こ示すごとくである。

第 l巻 1号から第 5J:活2号に掲載した51編の論文を内容別に比較した結果、最も多かった

のは体外受精に関するもので21.6%であり、ついで精子の機能に関するものが15.7%，キ

メラ・肢の分離， Z~ ~i ~1' 成主主および翁床に関するものがそれぞれ9.8% ，卵の代謝(7.8%)

その他(25.5%) であった。

とのように本研究会は、 30余年に亘って生命科学のパイオニアとして大きな役割を果し

てきた。その結果現在では、家畜の腕移植はすべての家畜に応用され、また、ヒトにおい

ても IVF.ET、G1 F T，マイクロフアーテイライゼイションなどの手法が開発され
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表 2 u南乳動物卵子談話会・研究会における特別企画内容

特別講演

IVF-ERの展望:鈴木雅洲(第 28回)

排卵過絞に働く凝間線i容系と胎盤資自質:相馬広明(第 27凹)

X精子と Y精子について:毛利秀雄(第 26回)

卵子・のマニピュレーション:加藤淑裕(第 23回)

最近における卵子研究の動向:柳町|建造(第22回)

マイクロサージエリーについて :井J::i巨人(第 20問)

卵子の電顕技術について :藤原達司(第 20回)

シンポ、集中話題

体外受精(第211同)、牛の受精卵移植(第 2:3回)

卵子の体外受精、卵子のi策jill-保守 (第 20回)

採卵テクニックの要領(第]f)回)

表 :3 H市手し動物卵子研究会誌の内容別比i肢

体外受精 (21. G%) ，精子の機能 (15.7%) ，着床 (9.8%)

キメラ.:J{分緋 (8.8%) ，a:r夜明，主主 (9.8%)，卵の代謝 (7. 8 %) 
その他 (25.5%)

た。さらにまた、家畜およびヒトも腕の凍結保存が可能となった。

本研究会との関連学会である畜産学会、家主主;繁嫡学会、不妊学会、受精着床学会などに

おいても卵子研究の演題、論文が急増し多彩なテーマのシンポジュウムが企画.されるよう

になった。まさ に卵子研究は花ざかりの時代といえよう c

家資の日記移植、とく にウシの庇移植は牛肉、牛乳の生産性を飛躍的に増大させる産業技

術になり、 l月上狭少のわが国高度振興に大きな期待がかけられている。しかし、貿易自由

化による安価な牛肉、乳製品の輸入は、わが国の荷重量に強烈なゆさぶりをかけるごとにな

った ο 伎界の人uは急噌し50係人を鍾え、やがて 21世紀には人口鳩に伴う深刻な環境汚

染と食糧問題が起こり食糧の輸入が困難な時代がやってくる。これからの卵子研究は生き

残りをかけたわが悶の務箆振興に役立ち協力できる研究開発が必要になる。農学栄えて農

業亡びるという古くからの膏勾がある。将来の日本農業、畜産に対する私達八の瞥勾とし

て心しておくべき 三葉であろう。

終りに、本研究会 30年の発展の照史に貢献された諸先生、とくに故人になられた山根

ぷ倍、林 法之先生を始め、談話会の大黒柱として発足当時から十数年に亘り御指導下さ

れた加藤 浩先生をはじめ、大槻清彦、木下 佐、杉江 倍の諸先生に心から感謝いたし

ます。
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Cryopreservation of embryos in the farm animals 

小栗紀彦

Norihiko OGURI 

農林水産省畜産試験場繁殖部

Department of Animal Reproduction. 
Na t i ona 1 I nst i tute of An i ma I I ndustry 

1972年に晴乳動物旺における諌結保存の最初の本格的成功例がマウスで報告されて以来， 15動物種で
妊の凍結保存が成功している(Leibo，1989).主要家畜では，牛(Wilmut& Rowson，1973)，緬羊(WiIIad-
senら，1974)，山羊(Bilton&卜loore，1976)，馬(Yamamotoら，1982)で凍結保存が成功しているが，豚旺
の療結保存の成功例ははまだ報告されていない.

1.旺の凍結・融解手順

家畜旺の凍結保存において汎用されている主要な手順は次の通りである.1.旺の用意， 2.耐凍剤の
添加・平衡， 3.凍結保存容器への充埴.4.植氷温度までの冷却， 5.植氷， 6.緩速冷却， 7.液体窒素への

浸漬， 8.液体窒素中での保存.9.融解，10.耐凍剤の希釈・除去， 11.処理旺の生存性の評価.
2.凍結・融解旺の生存性に影響する主な要因
♀盆話HI:家畜では雌の生殖道を潅流して採取した旺，体外受精による旺，細胞操作した旺がj煎吉保
存に用いられている.旺の発育ステージおよび質は凍結・融解後の生存性に大きく影響することが知ら

れており，多くの動物種で，発育ステージの進んだ阪で耐凍性が高く，形態的評価の低い旺では凍結・

融解後の生存率が著し く低い.なお.成功例が報告されている動物種においても，すべての発育ステー

ジで凍結・融解旺の生存性が証明されているわけではない.

2〉耐連剤の添加・平衡:細胞膜透過性の物質(グリセロール.開SO，グリコール.メタノ}ル)，非透

過性の物質(ショ糖，PVP)が家畜旺の凍結保存で成功裡に用いられており，単独で用いて有効な耐凍剤

はすべて細胞膜透過性そ有する.耐凍剤の添加は2-6段階で行われているが.最近では，直接最終濃度
の凍結媒液に粧を移しでも生存性は損なわれないと言われている.牛旺の凍結保存では， 37.Cから室温

の聞の温度で，30分以下の平衡時聞を設けるのが普通である.
3〉凝結保存容器:フタ付きガラス試験管，ガラスアンプル，ポリプロピレン製セラムチュープ，牛精

液保存用プラスチックストロ一等が家畜旺の凍結保存容器として用いられている.緩速冷却・急速融解

法による牛旺の凍結保存では，ガラスアンプ.ル(0.5x5cm)を用いた場合よりもO.25m17'ラスチックスト
ローを用いた場合の方が，移植後の受胎率が高い(門assipら，1979).
4)植氷(氷晶形成の誘起):旺を含んでいる凍結媒液が過度の過冷却状態で凍結すると，細胞内凍結を

起こす恐れがある.これを避けるために，凍結媒液の融点よりわずかに低い温度で，人為的に植氷する

ことが，旺の凍結保存における一般的な手順となっている.日南乳動物妊の凍結保存における植氷は-4-

・g.C聞の温度で行われるのが普通であり.60C以上の潜熱発生は旺の生存性に大きく影響する.

以下に述べる植氷方法が哨乳動物旺の凍結保存のおいて成功裡に採用されている.a.微小な氷晶ある
いは媒液の結晶を凍結媒液中に投入する， b.パスツールビベットの先端部に予め氷晶を作っておき，こ

れを凍結媒液に接触させる， c.冷却したパスツールピベットまたは皮下針を植氷温度の凍結媒液に浸潰
する， d.植氷温度に保持されている凍結保存容器の外側に，液体窒棄などで冷却したピンセット，止血

紺子，ガラス棒，金属製スパチュラ，あるいはドライアイスの小片を接触させ，凍結媒液を部分的に急

冷して氷晶核を形成する， e.凍結保存容器〈ガラスアンプル〉の外側をピンセットで鋭く叩く， f.ヨウ化

銀(Agl)を凍結媒液に添加しておく等の方法である.市販の各種オートマチックフリーザーでは，自動
植氷装置が種々工夫されている.

5〉冷却・加増: a〉緩速冷却・鑑速融解法〈緩速冷却法:slowcool ing method) :植氷後，緩速(0.3-

R
d
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0.80C/min)におよそ-800Cまで冷却してから液体窒素に浸潰する.この方法は初期の仕事で多用され，
家畜では牛，馬，緬羊，山羊で成功例が得られている.生存旺を得るためには，緩速に加温ずる必要が
ある.冷却・加温に時間が掛かるので.現在，ほとんど採用されていない. b〉緩速冷却・急速融解法
〈急速冷却法:rapidcool ing method) : 1970年代前半には急速融解は致死的であると考えられていたが，
緩速冷却後-300C代で直接液体窒素に浸潰し場合，急速融解によってのみ生存旺が得られることが明ら
かにされた(Willadsen，1977).緩速冷却・緩速融解法と同様に牛，馬，緬羊，山羊で成功例が報告され
ている.植氷後，緩速(0.3"""'0. 80C/m i n)に-30.......-350Cまで冷却した後，液体窒素に浸潰する.浸潰す
る前に， 10分間O.I"C/minで冷却するか，保持する場合もある.融解には200.C/min以上の速度が必要
でありー通常，20.......380Cの温水中に凍結容器を浸潰して行われる.この方法は実用的見地から普及して
いる. c)2段階冷却法(two-stepcool ing method):植氷温度および-200C・-40"C聞のある温度に設定
した冷却槽にそれぞれ適当な時間保持した後.液体窒素に浸請する方法であり，家畜では牛で成功例が
報告されている(Bouyssou& Chupin，1982).この他，細胞膜透過性の耐凍剤と細胞膜非透過性の耐凍剤
とを室温で旺に作用させ，予備脱水した後，植氷操作を施すことなく ，-30oCに保持された低温槽に移
し，一定時間保持した後，液体窒棄に浸潰する方法もあり，牛旺(1.5門グリセロール+1.0門ショ糖)でも
成功している(Bui-Xuan-Nguyenら，1984).
6〉耐凍剤の除去:融解後，旺を含んだ凍結媒液に，耐凍剤を含まない媒液を少量づっ添加するか，あ
るいは融解した旺を，段階的に耐凍剤濃度を低くした媒液に，順次移すかした後，最終的には耐凍剤を
含まない等張の媒液に移して耐凍剤を除去する.細胞膜を透過しないシヨ糖の溶液中に融解後の旺を5
.......10分間おいた後， PBSヘl段階で移して耐凍剤を除去する方法も開発されている(Lei bo， 1983).この方
法で，凍結容器としてプラスチックストローを用い，旺を含んだ少量の凍結媒液と多量のショ糖溶液と
を気泡で分離して，充填しておけば，融解後，ストローを振って両液を混合できる.混合後，ストロー
内で，旺に含まれている耐凍剤の希釈が進行し， 5.......10分後に凍結保存容器として用いたそのストローの
まま移植することができる(Leibo.1984).

7)処理旺の坐存性の評価:凍結・融解妊の生存性の評価は形態観察，体外培養，旺移植によって行わ
れるのが一般的である.

3. Vitrification(ガラス化〉法
ガラス化とは熔解している液体が適当に急冷された場合，一種の過冷却状態を保って，結晶せずに
固相に変わることである.ガラス化し得る物質の例は多く ，ガラス，軸薬，エナメル，イオウ，セレン，
ミョウバン，各種アルコール，グルコース，各種の有機高分子化合物などが挙げられる.ガラス化法に
よる旺の超低温保存の成功例はマウス(Rall& Fahy，1985)，牛〈トlassipら，1987)，ラッ h(Konoら.1988)で
報告されており，数種の耐凍剤(DMSO+アセトアマイド+プロビレングリコール+ポリエチレングリコール
;グ1)セロール+ブロピレングリコール;ポリエチレングリコール+ブロピレングリコール;ポリエチレ
ングリコール+グリセロール〉を高灘度に含んだ媒液が用いられている.ガラス化法の手順はきわめて簡
便である.すなわち，供試旺を媒液に移して，耐凍剤を平衡させた後，プラスチックストローに封入し.
これを直接液体窒素に浸潰するだけである.加温はストローを温湯に直接浸潰して行う.この方法では
氷晶による傷害は避けられるが，高漉度の耐凍剤の毒性と浸透圧衝撃とによる害の防止が今後の課題で
ある.

4.牛旺の凍結保存
♀Jf92A墓:性周期の9.......14日目にP門SGの1回投与あるいはFSHの連続投与の開始とPGFaの併用によっ
て過排卵を誘起する.頚管経由法による非外科的移植で好成績を得るために，許容開始後7.......8日目の庇
(後期桑実旺~拡張旺盤胞〉を採取するのが一般的である.幸い，これらの発育ステージの牛旺の耐凍性
は高い.牛では自然の旺の他， 2分離した妊(Lehn-Jensen& Wi1 ladsen，1983;Niemannら，1986;Suzuki
& Shimohira.1986)および体外受精による旺も， (:賂吉保存されている.体外受精による旺の移植後の生
存率は59%(1111189)であり(家畜改良事業，1988)，自然の旺の成績と変わらないが，凍結保存した体外受
精旺の生存率25%(11144)(高橋，私信〉は自然の旺のそれと比較して低い.最近では，ガラス化法で-196.C
保存された牛の2分離旺の生存性も報告されている(Bielanski& Hara，1988). 
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盆遠誼互連:Wi lumut & Ro....son(1973)による最初の報告以来，初期の成功例は緩速冷却・緩速融解法
によったが.現在では緩速冷却・急速融解法が汎用されており，段階的凍結法ならびにガラス化法でも

成功例が報告されている.

演者らの研究室で開発した固定化ヨウ化銀による植氷法(Kojimaら，1988)を採用した牛旺の凍結保存

の概要を以下に紹介する. a)固定化ヨウ化銀の作製:ヨウ化銀を誌の濃度になるように.2%アルギン

酸ナトリウムのコロイド溶液に加え，超音波破砕機で細粒化した後，マグネチックスターラーを用いて

撹排する.このヨウ化銀・アルギン酸ナトリウム混合液を5cc注射器に吸引し.尖端を切断した23ゲー

ジ注射針の先端から100m門塩化カルシウム水溶液中に滴下してヨウ化銀を固定化する.ヨウ化銀・アル

ギン酸ナトリウム混合液は塩化カルシウム水溶液中に滴下すると球状になる.固定化ヨウ化銀そ塩化カ

ルシウム液から取り出し蒸留水で2--3回洗浄した後.121
0

Cで20分間湿熱滅菌し，使用時まで4
0

Cの滅菌

蒸留水中で保存する. 位盛益五i主:旺を10%(v/v)ク戸リセロール・ PBI(含10%FCS)溶液中へ移し，室温
で30分間平街させる.この聞に.0.25ml容量のプラスチックストロー内ヘ，旺1個を含む0.2mlの凍結媒

液とともに国定化ヨウ化銀 1個を納めた後，ストロー両端を加熱開封する.室温から-rcまで1oClmi n 
で冷却した後.5分間冷却槽内の温度を・rcに保つ.-70Cから圃36"Cまで0.30C/minで冷却した後， スト
ローを液体窒素中に浸潰し，融解まで保存する.冷却過程での外部からの植氷操作は行わない.37

0Cの
温水中にストローを浸潰して融解した後，肢を含んだ凍結媒液をディッシユに移す.次いで回収旺を含

んだ凍結媒液0.02mlと0.5門ショ糖・ PBI溶液0.15mlを0.25mlストローに気泡を隔てて再吸引し， 両液を

混合した後.綿栓部を下にしてストローを鉛直に保持し， 5分間静置する.ストローから旺を回収し，

0.5Mショ樟・ PBI溶液5mlの入ったディッシユに5分間移した後，PBIで2回洗浄する. c)固定化ヨウ化銀

法による成績 :固定化ヨウ化銀法による植氷で凍結した牛旺の培養による生存率は84%(16119)であり，

通常の植氷法による凍結・融解旺での成議65%(42/65)(Pratherら，1987)よりも高かった.

5.馬旺の凍結保存
1982年にYamamotoらが凍結保存した馬旺から発育した最初の子馬を報告した後， 馬旺の凍結保存に

関する研究の成果が相次いで報告されているが，馬旺の凍結保存についてはまだ不明な点が多い.

!21lf虫議虫 :馬では過排卵誘起が困難であり，凍結保存に用いられている旺はすべて自然排卵を利用

して採取されている.馬旺は排卵後140時間前後に，初期旺盤胞の状態で子宮に到達するので.6日目以

降にパルンカテーテルを用いて非外科的に採取する.この方法による採取率は87%と非常に高い.開腹

して卵管あるいは子宮を濯涜する方法も報告されているが，一般的ではない.

w!益五遺:馬旺の凍結ではFCSを含むmPBSを基本媒液とし，これに10%グリセロールを添加して凍結

媒液としている.冷却・加温は緩速冷却・緩速融解法および緩速冷却・急速融解法によって行われてい

る.耐凍剤としてOMSOも用いられているが，。門SO存在下で凍結された馬旺の生存例は報告されていない.

Sladeら(1985)によって報告された凍結保存旺の移植後の受胎率(39%)はかなり高いが，新鮮旺の受胎率

(78%)に比べると半分に過ぎない.馬旺の耐凍性は6日目旺で最も高く.7日目旺がこれに次ぎ， 8日目旺

ではl例で生存性が示されたに過ぎない.発育の進んだ妊の生存性が低い理由は明かでない.

6.豚旺の凍結保存

豚旺は低温感作を受け易く， +150C以下に冷却された旺は生存性を示さないと言われていた.演者ら

(1987)は-50Cに曝した豚肢の生存性を培養で証明したが，移植ではその生存性を証明することができな

かった.その後， Nagashimaら(1988)によって.+11
0

Cまで冷却された豚旺よりの生存胎児が報告され9

続いて-200C(長嶋ら，1988)，-35
0

C， -196
0

C(水野ら，1988)まで冷却した豚旺の生存性が培養で証明され

た.最近，-35"Cに約1時間保持した豚旺からの産子生産〈水野らによる〉が新聞報道されたが，豚旺の凍
結保存における本格的成功例はまだ報告されていない.ここでは，演者らの成績を中心に豚旺の凍結保

存を紹介する.

1)豚旺の採取:豚の子宮角は長いので.非外科的な旺の採取は困難であると考えられており，開腹あ

るいは屠殺して生殖道を潅流する方法によって旺を採取するのが一般的である.

2)凍結・融解方法:P門SGによる過排卵誘起処置を施した雌豚から，雄許容開始後6.7日目に採取した
良好旺を供試した.FCSおよび卵黄を含んだmPBSを基本媒液とし， 耐凍剤として，OMSO，グリセロール，
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プロピレングリコールを用いた.室温で耐凍剤と平衡し.IOC/minで-7
0Cまで冷却した後.-70Cで10分

間保持した.0.3OC/minで-360Cまで冷却した後，液体窒棄に浸潰し保存した.なお， 0.25mlストロー
を凍結容器とし，植氷は固定化ヨウ化銀法によった.温水中で融解した旺の生存性は，ショ糖溶液で耐
凍剤を希釈した後4培養ならびに移植で評価した.
詮基盤:凍結・融解旺348個を培養した結果， 24時間， 48時間後に良好な形態を示した旺はそれぞれ
38個(10.9%)，12個(3.4わであった.116個の凍結・融解旺を8例のrecipientに移植したところ， 5例は
不受胎であったが， 4個の新鮮旺とともに凍結融解旺を移植した3例は発情徴候を示していない.
7.緬・山羊旺の凍結保存
緬羊庇は1974年以来，凍結・融解条件の検討に多数用いられており，凍結保存旺の移植において高い
受胎率が得られているが，山羊旺の凍結保存に関する報告は少ない.緬・山羊では後期藁実旺および旺
盤胞の耐凍性が高いことが知られている.
!2lIf卑盛虫:緬・山羊では.P門SGあるいはFSHとhCGとの併用による過卵を誘起処置を施し，交配した
後，開腹して卵管あるいは子宮を濯涜して，旺を採取する.最近では.過排卵誘起にPGF却を併用するの
が普通である.緬・山羊旺は交配後3-4日目に4-8細胞期の状態で子宮に到達する.
~速益五盗:緬・山羊旺の凍結には同種血清を含むmPBSに1. 5門-DMSOあるいは10%グリセロールを添加
した媒液が用いられており，冷却・加温は緩速冷却・緩速融解法および緩速冷却・急速融解法によって
行われている.

1.5M・0門SO存在下20%緬羊血清を含んだPBS中で緩速に凍結した緬羊の後期桑実旺および初期旺盤胞の
融解後の培養成績から，高い生存率を得るためには-10OCより高い温度で植氷を行うことが必要である
ことが明らかにされている(門oore& Bilton，1979). 
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マウス初期座の凍結保存 とくに系統差について

Freeze Preservation of Mouse Embryos : With 

Reference to S train Di fferences 

横山峯介

Minesuke YOKOYAMA 

制実験動物中央研究所生殖研究室

Animal Reproduction Laboratory， Central Institute for 
Exper imental Animal s 

(緒言)系統保存への応用を目的としたマウス初期目玉の凍結保存は，ホルモン処理によって過剰排卵を誘起した

メスを交配し， 8細座期の発生ステージで匪を採取して凍結保存するのが一般的1[.行なわれている方法である。

しかしホルモン (PMSG-hCG )処理によって排卵ならびに発情を誘起し，交配したさいの交尾率には系統

差のあることが知られている1)。また， ミュータン ト系の中には，繁殖能力の低いものや運動失調のために自然

交配が不能で匪を得る乙とが困難なものも多い。

本研究では，いくつかの系統のマウスから体外受精によって受精卵を得，乙れを2細胞期匪で凍結保存した。

さらに凍結匪を融解し，その生存性と発生能について検討した。

(材料および方法)

動物:体外受精とそれにひき続く圧の凍結保存の実験には， BALB/cA， C57BL/6N， C3比句eN，

DBん/2N，BALB/cA-hr (へアレス)， CBA/N-nu (ヌード)， C57BL/6-nu(ヌード)，C57BL/

6-dy (筋ジストロフィ ー)， C57 BL/6-shi (シパラー)， MRL/MpJ -lpr (自己免疫)の成熟マウス

を使用した。また，[fを移植するためのレシピエントメスと，帝王切開した摘出仔を里子する里親には， J cl : 

MCH ( ICR )成熟マウスを用いた。

体外受精:体外受精のための卵は，メスILPMSG ( 5 1 U )とhCG( 5 IU )を48時間間隔で腹腔内注射し，

排卵を誘起して得られたものを使用した。採卵はhCG注射後 14-17時聞にメスを殺処分し，o降罰訟培|効>Gfjなっfこ。
精子はオスの精巣上体尾部から採取したものを， パラフィンオイル下のTYH

2
)に懸濁し， 1時間インキュベー

ト(37 oc， 55ちCO2・95%Air )して受精能獲得を誘起してから媒精i乙供した。媒精は卵の入った TYH液
に，精子懸濁液を最終濃度が100-150精子/μLになるように添加して行なった。その後はそのままの状態で

24時間培養 (37 oc， 55ちCO2・95%Air )し， 2細胞期へと発生させた。なお，一部の卵は媒精後約6時間
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iζ観察し，第2極体の放出が起乙り，雌雄前核の形成が確認されたものをM'N液 3)!ζ移しJ換えて 18時間培養

( 37 t， 5;;ちCO，・ 5%0，・90%N， )した。

!BSの凍結保存:)盛の凍結保存はWhitt inghamらのの方法に若干修正を加えた手法めにより行なった。体外受

精後の培養によって2細胞期に発生した匪は， PBI液6)で3回洗浄し，凍結チューブ(1.8 mt ;ヌンク，

No. 363401 )に 20-40個の割合で移した。室温でDMSOの最終濃度が 1M!となるように添加し， -7tまで冷

却して植氷した。その後， -50 Ocまで0.3t/分， -50-ー70-c聞を0.5'C/分で， ドライアイスアルコール

法により冷却した。 -70むまで冷却した凍結チュープは，液体窒素(一196'C)に浸潰して一定期間保存しfこ。

融解は凍結チューブを液体窒素内から取り出し，室温i乙静置する方法で行なった。乙の際の 70 tから 10
0

C 

までの温度上昇速度は約lQ
O

C/分であった。室温下で新鮮なPBI液を加えてDMSOを希釈・除去した後，匪を

MW液内に回収し，形態的な観察を行なった。

陸移植 :形態的に正常と判定された凍結融角旺は，精管結主主オスとの交配によって偽妊娠を誘起したDaY1

(交尾確認日)の レシピエントメスの卵管に移植した。移植座数は，片側の卵管あたり 5-8個で，合計10-16

個とした。妊娠が成立したレシピエントは，自然分娩させたが， Day 20の午後になっても分娩しないものにつ

いては帝王切開して仔を摘出し，里親iζ哨育させた。

育成と交配実験:得られた仔は発育を観察し，その一部は生後8週齢でメス 1:オス 1で同居させ，その繁殖

成績を調べた。

(結果および考察)

媒精後，約24時間培養した近交系およびミュータント系マウス卵の2細胞期への発生成績を表lに示した。近交

系ではC57BL/6Nが98.9%と最も高く， C3lVHeで83.1払 DBA/2Nで52.2弘 BALB/cAが最も低

く28.4~ち という値であったc ミュータント系では，運動失調症のモデルであるC57BL/6-shiが94.0%と最

も高く，免疫不全症のCBA/N-nuが88.5%， C57 BL/6-nuが82.7;;るであった。また，自己免疫症のMRL

/MpJ -lprでは 57.0%，筋ジストロフィー症で繁殖不能なC57BL/6-dyは56.1%， BALB/cA-hrで

も46.2;;ちという値であった。

体外受精によって得た2細胞期匪の凍結融解後の生存成績と移植成績を表2!乙示した。各系統とも凍結 ・融解

怪の回収率は955ち以上であった。形態的に正常と判定されたものは，近交系ではBALB/cA 98.2 ;;る， C3HAIeN 

93.5 ~ち， C57BL/6N92.59あおよびDBA/2N87.65ちであった。また， ミュータント系のC57BL/6-shi

では97.3%，C57BL/6-dyでも 72.9%と呆統聞には大きな差は認められなかった。

形態的に正常と判定された各系統の匪を移植したさいの仔への発生成績は表3に示すとおりである。すなわち，

C3H/包eNが58.3%，C57BL/6Nが55.4%と過半数を上わまわるものであった。 BALB/cAでは 43.6%， 

DBA/2Nでは最も低く 15.3~る という値であった。 ミュータント系のC57BL/6-shiで47.2%，C57BL/ 

6-dyでは30.6%の値であった。乙れらの仔は，自然分娩または帝王切開処置によって得られたものであるが，

80%以上のものが離乳へと至った。各系統とも性比に大きな偏りは見られなかった。また，得られた個体に

は，凍結保存の操作によって生じたと恩われる異常は全く認められなかった。さらに，交配実験による繁殖成績

nu 

n
J
L
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表 1. 各種系統マウスにおける体外受精成績本

系 統 使用 ♀数 検査卵数 2細胞期座数 (%) 

BALB/cA 43 429 1 22 ( 2 8.4 ) 

C57BL/6N 20 352 348 ( 98.9 ) 

C3H/HeN 20 242 201 ( 8 3.1 ) 

DBA/2N 4 1 945 493 ( 5 2.2 ) 

BALB/cA-hr 4 52 24 ( 46. 2) 

CBA/N-nu 22 40 1 355 ( 88.5 ) 

C57BL/6-nu 1 3 173 1 43 ( 8 2.7 ) 

C57BL/6-dy 75 931 522 ( 56.1 ) 

C57 BL/6ーは11 28 604 568 ( 94.0 ) 

MRL/MpJ -lpr 1 6 500 285 ( 5 7.0 ) 

* 2細胞期匪で受精を判定

表 2. 体外受精に由来する 2細胞期座の凍結融解後の生存成績と

移植による仔への発生成績

系 統
凍結融解 形態的正常

移植座数 出生仔数防)
離乳仔数

匪数 匹数協) (♀ :合)

BALB/cA 114 1 1 2 (98.2) 94 4 1 (43.6) 33 (16:17) 

C57BL/6N 280 259 (92.5) 195 1 08 (55.4) 97 (51: 46) 

C3H/HeN 199 1 8 6 (93.5) 144 84 (58.3) 7 1 (41: 30) 

DBW 2N 450 394 (87.6) 320 49 (1 5.3 ) 45 (18:27) 

C57BL/6-dy 85 62 (7 2.9 ) 62 19 (30.6) 18 ( 9: 9) 

C57BL/6-shi 74 72 (9 7 .. 3 ) 72 34 (47.2) 31 (18: 13) 
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も対照群と差のないものであった。

体外受精率は系統によって大きな差が認められた。近交系のC57BL/6Nでは各実験群とも安定して高い成績

が得られたが， BALB/cAでは実験群によりバラツキが大きく，平均でも 28.4%と最も低い値であった。 ミュ

ータント系でも系統より差があるものの凍結保存に供する 2細胞期座を得る乙とができた。とくにC57BL/6-

dyは筋ジストロフィーを生後約2週齢で発症するため，成熟時iζ達しても体重は15gを越える乙とはまれである。

乙のような繁殖不能な系統でも再現性のある成積で体外受精させる乙とができ， 2細胞期匪を得るととができた。

また，凍結融解匪の生存性は系統を問う乙となく，高い成績であった。しかし，移植による仔への発生率には，

系統聞に大きな差が認められ，今後さらに検討を要する課題を考える。

(主要文献)
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5) 横山峯介:実験小動物の卵子・座の凍結保存による系統保存(座パンク)・凍結保存ー動物・植物・微生物
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超急速凍結法を用いた体外受精由来マウス

初期経の凍結保存について

Survival of mouse embryos derived from in virto 

fertilization after ultrarapid freezing and thawing. 

中潟直己

Naomi Nakagata 

順天堂大学医学部共同病理研究室

Central Laboratory for Medical Sciences. Division of Pathology. 

School of Medicine.Juntendo University 

目的:最近、著者はRallらの開発した Fig. 1. 

vitrification so1ution(VS1) 1) を若干

改良したmodifiedVSlを保存液とし、匹

をmodifiedVS1に移した後、直ちに、液

体窒素中に浸漬する超急速凍結を試み、

融解後、高い生存率を得ることを報告し

た2.3)。そこで今回はこの超急速凍結法

を用いて種々の発生段階、即ち、体外受

精により得られたF1卵子由来の前核期受

精卵、 2細胞期、 4細胞期、桑実期およ

び匹盤胞期匹と各種系統における2細胞

期臨の凍結保存を試み、融解後の匪の生

存性について検討した。

方法 :5iu PMSGと5iuHCGを48時間間

隔で腹腔内投与し、過排卵処理を施した

B6C3F1雌マウス (8-12週令)の卵管膨

大部よりHCG注射後 16-17時間に採取し

た卵子と受精能獲得を誘起した ICR成熟

雄(8-15週令)の精巣上体尾部精子を用

いて HTF培地4)内で体外受精を行なった

¥川、白

H
u
v

山

37 oc】司町下司
T (washing) 

nc /min~0.3 M suぽ附
J 

300 

一196oc 

Table 1. Composition of DAP 213 

Component* Concentrations(mol) 

D兵methylsulphoxide 2 

Acetamide 1 

Propylene glycol 3 

Total 6 

* in PBl 

?コηζ 
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Fig.2 Frozen-thawed mouse embryos at recovery 

l-cell 2-cell 4-cell 

種参議努

Morula Blastocyst 

Table 2. Survival rates of frozen-thawed mouse embryos fertilized 
1n vitro on thawing. 

Stage口f No. of No. of embryos 
embryo embryos 
at freezing frozen recovered(も} 皿orphologicallynormal(も)

1-cell 100 95 (95.0) 87(91.5) 
2・cell 100 96 (96.0) 91(94.8) 
4・cell 100 94 (94.0) 89(94.7) 
Morula 100 95 (95.0) 89(93.7) 
Blastocyst 100 90 (90.0) 12(13.3) 

Table 3. Preimplantation development in culture of frozen-thawed 
mouse embryos derived fro皿 invitro fertilization. 

Stage of embryo 
at freezing 

No. of embryos 
cultured 

No. (も) of embryos 
developed to blastoGyst 

1・cell
2・cell
4・cell
Morula 

守

'
n
u
n
-
d
n
u
J

o
o
nヲ

n
o
n
o

Control 
( Unfrozen 1-cel1) 80 74(92.5) 

49(56.3) 
52(57.8) 
63(70.9) 
74(83.1) 

(37 oc、5%C02 in air)。授精後 6、24、48、72、および96時間の体外培養により、それぞれ前核期受精卵
2細胞期、 4細胞期、桑実期および匹盤胞期へ発生したものを凍結実験に用いた。凍結・融解操作

はほぼ前報に従った 2.3)が、保存液および融解操作についてはさらに若干改良を加えた (Fig.l) 。即

ち、保存液には DAP213 (Table 1)を用い、それぞれの匹を少量の HTF培地とともに直接わ7リンクh-1

(volume :-0. 5ml. sarstedt)内の20-30μ1のDAP213に移し (ltンプリンタh-1当たり 15-25個)、 10秒以

内に液体窒素中に浸漬することにより超急速的に匹の凍結を行なったi凍結後1-14週間に液体窒素保
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Tab1e 4. Surv1va1 rates of frozen-thawed 2・ce11mouse embryos fert111zed 

1n v1tro after thaw1ng. 

No. of 2-ce11 embryos 

Stra1n 
morpho1og1ca11y norma1(も}

C57BL/6J 

C3H/He 
DBA!2 
BALB/c 
ICR:JCL 
B6C3F1x ICR:JCL 

88(92.6) 
87(90.6) 
80(83.3) 
86(87.8) 
88(91. 7) 
92(93.9) 

recovered(も)

95(95.0) 
96(96.0) 
96(96.0) 
98(98.0) 
96(96.0) 
98(98.0) 

frozen 

100 
100 
100 
100 
100 
100 

Tab1e 5. Development to 11ve young of frロzen-thawed2-ce11 mouse embryos obta1ned by 

1n v1tro fert111zat1ロnand transferred to the ov1ductsロfrec1p1ents on day 1 

of pseudopregnancy. 

young No.of l1ve No.of an1ma1s 

wh1ch de11vered 
11ve young 

NO.of 
embryos 
transferred 

NO.of 
rec1p1ents 

used 
Stra1n 

tota1(者)

C57BL/6J 

C3H/He 
DBA/2 

BALB/c 
ICR:JCL 
B6C3F1x ICR:JCL 

53(60.2) 
23(27.7) 
4( 5.0) 
28(32.6) 
17(20.2) 
53(57.6) 
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に溶解)をす管器からわ11))グチュ-1を取り出し、 37
0Cに加温した0.3mlの 0.3Msucrose溶液(PB151 

ばやくすげリングh-1内へ加えることにより匪を融解と同時にDAP213を希釈した。続いてわ7リングh-1内

の溶液をシャーレに移し、匹を回収、回収臨をHTF培地で 3回洗浄後、それら怪の形態学的観察を行なっ

4細胞期および桑実期匹については2細胞期、さらに形態的に正常と判定された前核期受精卵、た。

および24時間、体外培養し、陸盤胞への発生について検討した。尚HTF培地内でそれぞれ90、72、48、

、授精後 6時間の前傾期受精卵を凍結することなく、単に、 90時間体外培養したものをcontrolとし

さらに上述の条件下で体外受精を行ない、授精24時間後に得られた各種系統の2細胞期匹 (C57Bた。

ICR )につ× および B6C3F1ICR ICR x BALB x BALB. DBA. C3H， DBA x C57Bし C3Hx L x 

また融解後におけるこれら匪の生存性の検討は、新生仔への発いても同様の超急速凍結を行なった。

生、即ち、形態的に正常と判定された怪を直ちに偽妊娠第 1日目(睦栓確認日)の受容雌の卵管へ移

植することにより行なった。

結果:各ステージにおけるF1卵子由来臨の融解時の生存率 (形態的正常旺の割合)をTable2およ

びFig.2に示す。融解時における形態的正常陸の割合は、前核期受精卵から桑実期睦においてすべて

しかしながら、臨盤胞におけるそれはわずか13.390%以上(91. 5~94 . 8%)ときわめて高値であった。

また形態的に正常と判定されたZと前核期受精卵から桑実期匹のそれらと比べ有意に低値を示した。

4細胞および桑実期

と、桑実陸において最も高い値であった (Table 3)。

R
V
 

η
，ι
 

2細胞、匪の内、体外培養により匪盤胞に発生した匪の割合は、前核期受精卵、

陸でそれぞれ 56.3. 57.8. 70.8および 83.1%
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各種系統由来2細胞期匹における融解時の形態的正常匹の割合をTable4に示すが、いずれの系統

においても回収匹の 80%以上 (83.3-93.開)が形態的に正常であった。各種系統において形態的に

正常と判定された凍結ー融解匹の移植成績をTable5に示す。凍結一融解匹の受容雌への移植により

いずれの系統においても新生仔が得られたが、新生仔への発生率は各系統によりかなりの差異が見ら

れ、 C57BL!6Jの匹および B6C3Flx ICRの匹が57.6-60.2%と最も高く、逆に DBA/2の匪においては

わずか移植匹の5.0%が新生仔に発生したにとどまった。

考察:本実験から匪の超急速凍結、即ち、室温にて匹を高濃度の保存液(DAP213) に移し、直ちに

液体窒素中に浸漬することにより、マウス匪の凍結保存が可能となった。

各ステージにおける超急速凍結保存について、 Masshipらι7)および Scheffenら引は牛およびマ

ウス匹の超急速凍結を試み、匹の生存性を検討した結果、脹盤胞における融解後の生存率は桑実匪の

それに比べ、きわめて低値であったごとを報告した。本実験においても匪盤胞の生存率は他のステー

ジの匹と比較し、有意に低かったごとから、今後、匪盤胞における本凍結法の十分な技術開発が必要

と思われる。

各種系統由来マウス2細胞期怪の移植成績について、横山ら 9)は緩慢凍結法により凍結保存したマ

ウス匹の新生仔への発生率には、系統差があることを報告した。本実験において各種系統由来未凍結

睦の移植は行なっておらず、 一概に凍結に対する匪の系統差についての比較はできないが、融解時の

形態的正常陸の割合がすべての系統で高値を示したにもかかわらず、新生仔への発生率にかなりのば

らつきが見られたごとは、一見、形態的には正常であるものの、凍結に対する感受性が系統により異

なることを強く示唆しているものと思われる。

文献

1) Rall.W.F.. and Fahy.G.M. (1985). Nature. 313. 573-575. 

2 )中潟直己 (1989) 日不妊会誌.34.掲載予定

3 )中潟直己 Exp. Anim. 投稿中

4) Quinn.P.Q.. Kerin.J.F.. & Warnes.G.M. (1985). Fertil.Steril. 44. 

493-498. 

5) Whi ttingham. D. G. (1974). Genetics. 78. 395-402. 

6) Massip.A.. Zwalmen.P.. & Leroy.F. (1984). Cryobiology. 21. 574-577 

7) Massip.A.. Zwalmen.P.. Scheffen.B.. & Ectors.F. (1986). Cryo-Letters 

7. 270-273. 

8) Scheffen.B.. Zwalmen.P.. & Massip.A. (1986). Cryo-Letters. 7. 

260-269. 

9 )横山峯介、勝木元也、野村達次 (1988). 実験医学.6. 246-251. 

-26-



教室におけるヒト怪凍結保存の導入の背景

The background of human embryo cryopreservation 

program in Kyoto University 

辰巳賢一 ・野田洋一 ・福田愛作・馬岡 陽・松本央・

岸淳二 ・江見信之・神崎秀陽・森崇英

Kenichi TATSUMI， Yoichi NODA， Aisaku FUKUDA， 

Yoh UMAOKA， Hisashi MATSUMOTO， Junji KISHI， 

Nobuyuki EMI， Hideharu KANZAKI， Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

Department of Gynecology and Obstetrics. Faculty of Medicine. Kyoto 

University 

はじめに :平成元年4月より当教室のヒト体外受精 ・匪移植プログラムlζ座凍結保存が導入される乙ととな

った。これは我々が体外受精 ・臨移植法を行う上で匪凍結保存が是非とも必要と考えるようになったからであ

る。本稿では教室の体外受精プログラムにおける匪凍結保存の必要性，教室において行ってきた匹凍結保存の

動物実験成績等について述べ，ヒト匪凍結保存プログラムの成立までの過程を示す。

阪凍結保存の必要性 :体外受精 ・匪移植法を受ける患者の目的は妊娠する乙 とであり， 我々はそれに答える

ために妊娠率を上げるための努力を日夜続けている。妊娠率を上げる最も有効な方法は多くの受精卵を子宮内

IC戻すととであり，ζのために患者iζ排卵誘発剤を投与し 多くの卵胞を発育させ 多くの卵子を回収しよ う

としている。教室では表 1Iζ示すように1986年2月から体 妊鑑率
年度 事l温周期 保卵 匪移植 妊艦

外受精フ。ログラムを開始したが. 1987年末までの聞に 4例
(/排卵) (/座移植)

1986 56 36 24 3% 4指

の妊娠例を得たに過ぎず，うち 3例は流産となり， 生児は 1987 71 62 55 3 5% 5%  

l例にすぎなかった。乙の聞は正常分割した匪をすべて子 1988 80 69 6d 18 26 % 30 % 

宮内IL戻していたが， 乙の事が問題になる乙とは無かった。
Total 207 167 139 22 13% 16% 

1988年IC入り，排卵誘発法をそれまでの Clomiphene-HMG- 表l 京都大学における年度別体外受精成績

hCG法1)から HMG-hCG法lζ変えたと乙ろ妊娠率がめざま しく向上し，またそれと同時に多胎妊娠が増えて

きた。 体外受精 ・旺移植法を受ける患者には双胎妊娠を希望する患者が多いが 教室の体外受精 ・匪移植法に

よる双胎妊娠例は前期破水，あるいは妊娠中毒症により早産となっており，やはり産科学的立場からみれば単

胎妊娠が望ま しい。 また患者の希望により6個の匪を移摘したある患者には要胎妊娠が成立した。妊娠31週で

破水し帝王切開の結果4児とも intactsurvivalとなったが 乙のような多胎妊娠は 母児共K危険な状態とな

る乙ともあり，できる限り避ける必要がある。 乙の様lζ多胎妊娠を避けるという見地からみれば移植匪数はで
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きる限り少なく抑える必要がある。

しかし一方前に述べたように妊娠率は移植する匹の数が多 100%

いほど高くなる。図 1Iζ教室の1988年の移植匪数と妊娠率，

多胎発生率との関係を示す。妊娠例数が18例と少ないためき

れいなグラフとならなかったが，それでも移植匪数が増える 50% 

に従い妊娠率も多胎発生率も上昇するのがはっきりしている。

妊娠率は3個の匹移植まで上昇し，それ以上移植しでも大き

な向上は見られない。一方多胎妊娠は 4個以上の匪移植を行

った場合に非常に高い頻度で出現する。図 lから見れば3個

の匹を移植するのが最も合理的であり，数が増えてグラフが

トー。妊娠率

←4 多胎発生率

移値座敷

図 l 移植臨数と妊娠率および多胎発生率
(京都大学， 1988年度)

もう少しなだらかになることを考えれば4個の匹移植までは良いとしても 5個以上の匹移植は意味が無いと考

えるべきであろう。乙の教室のデータは，移植する匪の数は 3個，多くても 4個とすべきであるという，現在

世界で一般的に言われている乙とを裏付ける乙ととなった。

次の問題は4個または5個以上の匪が得られた場合IL.，いかにして3個または4個の移植する匪を選ぶかと

いう乙とである。ある患者では12個の卵を採卵し，体外受精の結果10個の卵が正常受精し，正常分割した。中

でも 5個は形態学的にみて甲乙つけがたい 4-8細胞期匪であった。乙の内の 4個を選び移植を行ったが妊娠

は成立しなかった。一方形態学的に非常に良好であったが移植をしなかった座をその後も試験管内で培養を続

け，自然変性を待ったと乙ろ4日後には写真 1IL.示すよう

なhatchedblastocystとなった。 invitroの培養でも

hatched blastocystとなった乙の匹を選んで4細胞期に子

宮内に移植していれば妊娠が成立した可能性も高く 5個

から 4個を選び出し方が悪かったために lつの生命が誕生

できなかったかもしれないと非常に悔やまれる症例であっ

た。現在のととろ形態学的見地から怪の qualityを確定す

る乙とは難しし実務者のカンに委ねられているのが現状

である。教室における1988年の60例の匪移植症例のうち 5

個以上の形態学的正常匪の得られた症例は21例あり， 4個

以下の膝しか移植しないとすれば三分のー以上の症例で，

乙の様な責任重大な怪の選別を行い，一部の胎児となる可

能性のある匹の廃棄を行う必要が起乙るのである。

そ乙で乙のような問題を解決し，廃棄されるべき運命にある睦に生存の機会を与えたいということで，教室

写真 1 ヒ卜 hatchedblastocyst 

の体外受精プログラムlζ匪凍結保存を導入する乙とが必要となったのである。すなわち多胎妊娠を避けるため

移植せず残った正常分割匪を凍結保存し，別の周期に移植をお乙なう乙とにより，すべての正常分割怪に胎児
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となるチャンスが生じるのである。それに伴い当然，採卵当りの妊娠率は向上する乙とになる。また一方，新

鮮匪移植においては卵巣刺激をおこなった周期に移植を行うこととなり，子宮が内分泌学的に着床lと不適当な

状態となっている可能性がある。匪を凍結し，自然周期に移植する乙とによってより着床lζ好ましい状態の子

宮に移植することができ，乙の事によっても妊娠率が向上する可能性もある。 Testartらは体外受精プログラ

ムに脹凍結保存を導入する乙とにより 11.6-19.6%の妊娠率の向上が期待できるとしている 2)。

また睦を凍結保存し数回lζ分けて移植することにより 患者あたりの採卵回数を減らすことも可能となる。

教室においては1986年11月より超音波ガイド下経腹採卵法を用いており，腹腔鏡採卵を行っていた頃と比べる

とはるかに患者の採卵による負担は軽減している。しかし採卵に至るには卵胞刺激のため大量の排卵誘発剤を

使用する必要があり，また多くの場合，採卵時l乙写真2Iと示

すように卵胞のすぐ隣に外腸骨動静脈が走行しており，患者

は採卵の度l乙乙の大血管の損傷の危険にさらされなければな

らず，採卵回数は少なくてすめばそれに越したととはない。

以上が教室で匹凍結保存が必要となった背景である。

教室における旺凍結の動物実験 ・教室においては1985年よ

りマウスを用いて様々な匪凍結の実験を行ってきた。まず耐

凍剤の添加による急激な浸透圧の変化による匪の傷害に注目

し，耐凍剤を従来の段階的に添加する方法から連続的lζ添加

する方法に変えたところ，凍結融解後の睦の生存率が高まっ 写真2 採卵直前の卵胞

た3)，4)。また8細胞期lζ回収した匹を凍結し 7日間保存 SURVIVAL OF FROZEN.THAWED MOUSE EMBRYOS 

した後融解し更に24時間培養したところ，図 21C示すよ

うに臨盤胞にまで発育する率は耐凍剤処理のみを行った

コントロール群と比較して有意差を認めず，さらにこれ

らの睦盤胞をマウスの recipientの子宮内に移植し， 移

植後10日自に着床率，生存胎仔率を調べたと乙ろ，図3

lζ示すように凍結融解群で89.4;;ぢ， 75.8%と，コントロ

ール群の91.4%， 80.0;;ぢと差を認めない高率で妊娠が成

立することが確認された九また最近行われ始めた超高

速凍結法である Vitrification法を用いたマウス匹凍結融

解実験を行ったが，従来より行われている緩慢凍結法に

比較して良い成績は得られず6)現在のところ教室のヒ卜

匪凍結保存法に Vitrification法を用いる予定はない。以

上のように数年にわたるマウス座凍結保存実験の蓄積に

N.S 

92.7% 100 

亡=>

O 
Morphologically Normal Embryos Development to 81astOCyst Stage 

N.S. : Not Significant 

図2 ?ウス凍結融解匹の生存率

THE RATES OF IMPLANTATIONS AND LlVE FETUSES AFTER 

EMBRYO TRANSFER 

Frozen"t同w凶 Em町yosDMSO Ireated Embryos Fro;問、 thawedEmbryos OMSO treat凶 Em防yos

・・・・・・・4・・・・・・U勿勿勿担W2I N.S九 1・・圃・四・・--
・・ 91.4%_吻~75.a% 勿w_ao.o%.

Rate of Implantations Rate of Live Fetuses 

Assessed by laparotomy 
on Day 14 of pseudopregnancy (11th day after ET) 

N.S. : Not Significant 

より，教室においてヒト匹凍結保存法は技術的に施行可 図3 ?ウス凍結融解旺の子宮内移植成績
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能なレベJレIC達したと考えている。

おわりに :教室におけるヒト怪凍結保存の導入の必要性と ヒト匪凍結保存法の基礎実験として行ってきた

マウス匪凍結保存法について述べた。本稿で述べたようにヒト座凍結保存が必要となった理由は，畜産学の分

野における匪凍結保存の必要性とはまた異なったものである。我々はヒト体外受精 ・匹移植法の更なる充実の

ためにヒ 卜匹凍結保存を適切に行っていきたいと考えている。

文献 :

1)辰巳賢一，野田洋一，矢野樹理， 神崎秀陽，松本央，円山悠子，馬岡 陽，福田愛作，江見信之，高井

一郎，泰井俊造，森 崇英 Clomiphene-HMG-hCG による体外受精 ・匹移植法の卵巣刺激周期におけ

る血中 LH迅速測定法の有用性，日本受精着床学会誌 1988; 5: 22 -24 

2) Testart， J.， Lassalle， B.， Belaish-Allart， J.， Jorman， R.， Hazout， A.， Fries， N.， Frydman， 

R. H uman embryo freezing， Ann. N. Y. Acad. Sci. 541， 1988; 532 -540 

3)福田愛作，野田洋一，津久井伸一，松本 央，矢野樹理，森 崇英:耐凍剤連続的添加法によるマウス匹

凍結保存， 日不妊会誌 1986; 4・ 491 -496 

4) Fukuda， A.， Noda， Y.， Matumoto， H.， Mori， T. Continuous addition of cryoprotectant for 

freezing of mouse embryos. In In Vitro Fertilisation， Ratnam， S.S.， Teoh， E.， and Ng， S.， 

Eds.， The Parthenon Publishing Group， Lancs; 153 -158 

5)馬岡陽，福田愛作，松本央，岸淳二，辰巳賢一，矢野樹理，野田洋一，森 崇英 6段階耐凍剤添

加および除去法による凍結融解マウス怪の子宮内移植成績，第 6回日本受精着床学会講演抄録集 1988 ; 

37 

6)福田愛作，野田洋一，成本勝彦，松本央，森崇英 2段階凍結法(耐凍剤連続添加法による)と

Vi tri fication法によるマウス匪凍結保存，日本受精着床学会誌 1987 ; 4: 94 -98 

-30-



卵子凍結保存の染色体への影響

The effects of cryopreservation on embryo. 

佐藤文彦・斎藤英和・広井正彦

Fumihiko SATO， Hidekazu SAITO， Masahiko HIROI 

山形大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， 

Yaniagata University School of Medicine 

ヒトの受精卵および未受精卵の凍結保存は体外受精において、妊娠率の向上と患者の負担軽減のため

に不可欠の技術と成りつつある。我が固においても臨床応用が開始され凍結保存による妊娠が期待され

ている。ここで一帯問題になるのが凍結保存の安全性である。現在までのところアメリカ、オーストラ

リア、ヨーロッパなど‘で・凍結保存後に生まれた子・供に染色体異常や奇形が増加したとの報告はない。

しかし受精卵の凍結保存では凍結することに

より細胞分裂中期の紡錘糸に障害を受けると

言われており，これによりaneuploidyが増加

する可能性が示唆されている。これまで凍結

保存の染色体に及ぼす影響についての報告は

少なく、充分検討されているとは言えない。

我々は1983年以来、主にマウスを用いて凍

結融解・培養した受精卵の染色体分析や催奇

形物質や発癌物質の検定に有用な姉妹染色分

体交換 (SCE)用いて凍結保存の染色体に

及ぼす影響や安全性を検討してきた。

1)マウス8細胞期限の凍結保存とSCE

マウスの8細胞期限を卵管より取り出脅し、

図1のような凍結融解法にて凍結保存を行な

った後、 24時間の培養後固定・染色して染色

体分析およびSCEの観察を行なった。

3 1ー

凍結方法

室温にて凍結保護剤を数段階に添加し、

ストローに入れる。

S 

lOC/minにて-70Cまで冷却する。

S 

-70Cで用手的に植氷する。

S 

O.330C/minで -450Cまで冷却して

液体窒素につけて保存する。

融解方法

370Cの水槽内で急速融解する。

凍結保護剤を段階的に稀釈して

培養液で洗った後培養する。
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凍結保存せずに培養した対照群と -35
0Cまで 0.33oC/minで・冷却する緩徐凍結群と -80

0Cまで 0.33

oC/minで・冷却する急速融解群を作った。この結果融解後の正常眠および培養後に胞旺期にまで発育する

受精卵の割合は急速融解群と緩徐融解群では有意差を認めず、以後受精卵の凍結法には急速凍結法を用

いている。培養後の卵割球数、染色体分析およびSCEの結果は表1のように凍結・融解群で培養後の

卵割球数が対照群に比して有意に減少しており融解後発育が遅れていた。しかし、染色体分析では凍結

融解群で染色体異常は増加していなかった。またSCE数は対照群と凍結群で有意差無く、凍結保存の

染色体への影響は認められなかった。

表1 対照群および‘凍結・融解群の平均卵割球数、 SCE数および.染色体分析

対照群 緩徐凍結群 急速凍結群

平均卵割球数 28.5:t5.53 25.7:t4.07 24.8:!::5.91# 

(n=55) (n=41) (n斗1)

平・均SCE数 20.4:!::3.12 21.3:!:4.08 20.3:!:: 3.14 

(n=52) (n=54) (n=34) 

染色体分析数 31 25 20 

染色体異常旺数(%) 2(6.1) 1 (3.8) 1 (4.8) 

mean士S.D.，#; p<0.05 

2) 1細胞期限の凍結保存および染色体分析

近年、 1細胞期臨(前核期)での凍結保存が生存率、妊娠率の高さや培養時間の短縮に役立つことな

どより注目されている。 1細胞期妊には前核期から前核が融合して第1体細胞分裂の細胞分裂中期まで

の時期をふくんでおり紡錘糸八の影響の検討もで、きる。 PMS-HCGにて排卵誘起を行ない、 HCG投与後の

21時間目から第1体細胞分裂中期の近くの30時間までの4群を設けて融解後生存旺の割合を観察後培養

し、染色体分析を行なった。この結果、凍結保護剤として propandiol を用いた群で glycerolや

dimetylsulfoxideを用いた群に比して有意に高い生存率がえられた。 propandiolおよび sucroseを用い

て凍結すると表2のように21時間群より27時間群では融解時の生存旺の割合は変わらなかったが30時間

群では有意に生存率が低下ていた。また染色体分析の結果では表3のように生存率の低下していた30時

間群においても染色体異数性の増加は認められなかった。しかし， 21時間群から30時間の各群とも2%

から 7%の眠に polyploidyが認められた。また対照群においても10%の腔に polyploidyが認められ

た。従って、 1細胞の各時期においても凍結保存は染色体異数性を引き起こさなかった。
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このことより 1細胞期旺の凍結保存は

propandiolを用いれば成績が良く、凍結

時期は第1体細胞分裂中期より前であれ

ば成績は変わらないと思われる。卵割球

数が奇数の阪の凍結保存は成績が落ち、

細胞分裂時期は凍結の障害を受けやすい

とする報告があるが、今回の結果ではこ

の時期の障害は染色体異常を引き起こす

ような直接的な染色体への影響とは考え

られず、凍結保存の紡錘糸への影響は捕

えられなかった。

表2 各1細胞期に時期による凍結保存成績

融解時正常阪(耳) 培養後正常旺(耳)

30時間後 67/128(52.3)非非 56/128(43.8)## 

27時間後 69/106(65.1) 56/106(52.8) 

24時間後 108/180(60.0) 95/180(52.8) 

21時間後 104/156(66.7) 95/156(60.9) 

p<0.05 

表3. 1細胞期旺各群の染色体分析

染色体異常

分析細胞数 正常細胞数 染色体異数性(活) 多倍体(活)

一 一 一一一一一

30時間群 37 35 o ( 0) 2 (5. 4) 
27時間群 1c3 42 o ( 0) 1 (2.4) 
24，21時間群 40 37 1 (2. 5) 3 (7. 5) 

~-n 未受精卵の凍結保存の染色体への影響。

これまで受精卵の凍結保存が主に行なわれてきており、未受精卵の凍結保存の試みははサイズの大き

さなどの影響によるによる生存率の低さから遅れていた。しかし倫理面での問題が少ないことや、精液

所見の悪い症例にとって未受精卵の凍結保存が必要になることがあり、未受精卵の凍結保存の必要性が

増してきた。米受精卵の凍結保存法も進歩し、生存率が上がってきている。 未受精卵の場合、融解後

に受精させるため受精卵とは違った影響がある可能性がある。 Gleniater らはマウスの未受精卵を

dimethylsuHoxideを用いて凍結し、融解後培精して染色体分析を行い polyploidyや aneuploidyの

有無を体外受精群と体内受精群を凍結・融解群と比較した。

之
J

Z
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マウス受精卵を O"Cあるいはー196"Cに冷却した後の染色体分析

染色体異常卵

受精 卵子数多倍体(%) 異数性(%)

ー196.C凍結群 体外受精 272 43(15.8) 4 (1. 5) 

対照群 体外受精 271 23( 8.5) 9(3.3) 

対照群 体内受精 325 30( 9.2) 11 (3.4) 

o .C冷却群 体外受精 69 3(4.3) 4 (5.8) 

(1. 5M DMSD添加)

o .C冷却群 体外受精 68 6(6.8) 3(3.4) 

(1. 5M DMSO非添加)

対照群 体外受精 64 4(6.3) 3(4.7) 

Glenister，P.H. et a1.' 87 

表4のように染色体異数性は凍結保存群においても1.5%と対照群の 3.4%に比して増加していなか

った。また polyploidyは15.邸と対照群の 9.2%に比して増加していた。従って凍結保存は染色体異

数性を引き起こす可能性は低いが po1yploidyが増加する可能性が示唆される。 polyp1oidyの原因には

polyspermyと極体放出の障害によるものが考えられる。またこれらの眠は PMS-HCGによる排卵誘発に

より得られたものであり、我々が報告しているように過排卵誘起自体の影響により polyploidyが引き

起こされるので凍結保存の影響についてはさらに検討が必要であると思われる。

今後凍結保存の影響・安全性についてはさらに検討が必要であると思われる。

文献

1) G1enister，H.P.， ~)∞d ， M.J. ， Kirby，C. and Whittingham，D.G.; lncidence of chro即回配 anoma1ies
in first-cleavage冊 useembryos obtained from frozen-thawedαχytes ferti1ized in vitro. 

Ga配 teReseach， 1田7，16，205-216. 
2) Sato，F. and Mar・rs，R.P.:The effect of pregnant回 reserum gonadotoropin on恥 U田 embryos
ferti1ized in vivo and in vitro.， J. in vitro Fert. EmbtyoTrans. 1986; 3; 353 -357. 
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The development to the blastocyst stage of oocytes matured 
and fertilized in vitro from one abattoir cow 

高木優二・菅原七郎・正木淳二 ・江金益本-鐘声*.m必勤怠

Yuhji TAKAG1， Shichiro SUGAWARA， Junji MASAKI 
Jiang JINYUヘZhonySHENG・， Biqin FAN* 

東北大学農学部家畜繁殖学教室
*中国江蘇省農業科学院匪胎工程実験室

Lab. of Anim. Reprod.， Fac. of Agri.，Tohoku University 
Rmbryoengineering Research Unit， Jiangsu Academy of Agricultural Sciences， China 

目的:近年、屠場由来の牛卵巣より採取した卵胞卵子を体外成熟・体外受精・体外発生させた移植

眠から産子が得られるよ うになり実用化段階に入ったと考えられる。しかし、臨盤胞期までの発生率

は、研究者や研究機関で異なるのが現状である。これは、培養液や添加される血清および生理活性物

質、供試する精子やその処理条件等の差、さらに、供試する卵胞卵子の採取選択などによって左右さ

れていると考えられるのまた、 一頭より得られる卵子数と臨盤胞あるいは胎児への発生率との関係に

ついての報告は殆どなされていない。それ故、これら各諸条件と陸盤胞への発生率との関係を明確に

する必要があろう。そこで今回は、 一例であるが、 一頭より採取した卵胞卵子から睦盤胞への発生率

について検討したので報告する。なお、本実験は1988年11月29日『・-12月15日の期間、中国江蘇省農業

科学院院胎工程実験室で行なったものである。

方法:卵巣は屠場で妊娠末期(妊娠約10ヶ月)のホルスタイン種雌牛から採取した。保温状態で実

験室に持ち帰り、滅菌生理食塩水で数回洗浄後、注射筒を用いて吸引採取した。さらに、卵巣の皮質

をハサミで切開し m-PBS+ PVA (lmg/ ml)中でメスで細切し残った卵胞卵子を採取した。回収した卵胞卵

子は、 m-PBS+PVAで3回洗浄後、成熟培地に導入した。成熟培地は25mMHEPES buffer TCM-199(GIBCO 

lt Cat. 380-2340AG) + 5 %非働化牛胎児血清 (FlowliCat.29-101-54R Lot.127)を用い、 0.35mlのドロ

ップにて21.4時間成熟培養(38.0で，5%C02， 95%air)を行なった。なお、風清はマウスを用いたロット検

定で、 4ロット中、発生率および割球数が最も良かったものを用いた。また、血清中 E2、町、 FSH、

LH濃度は、それぞれ 21.7pg/ml、0.32ng/ml、57.10ng/ml、3.16ng/mlであった。精子は、 3頭のホル

スタイン種雄牛由来のベレ、ソト凍結精液を用い、融解後 B.O.液1)+ 10mMカフェイン(欠BSA)で2回

に，》
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遠心洗浄(l500rpm，5分)後、精子濃度を3.0XlOfi/mlに調整した。0.1川のイオノ フォアA23187(SIGMA社

Cat. B7272)で60秒間処理し、 50slの受精培地(B.O液+BSA20mg/ml)に50バ加えて媒精した。媒精後6時

間で成熟培地に戻し、以後2日おきに培養液の交換を行なった。頼粒膜細胞層からの遊離は、媒精後

72時間に行ない、頼粒膜細胞層と共培養2 ぺ)した。媒精後7日日より桑実期および脹盤胞期まで発生

した怪は、凍結あるいは凍結せずに受卵牛に移植した。

結果:吸引法により27個、細切法により31個の卵胞卵子を回収し、供試可能な45個を実験に供した。

45個中25個(55.5%)が分割し、 22個(48.9%)が8細胞期以上に発生した(表1)。媒精後7日目では、

桑実脹期以上に16個(35.6%)発生し、そのうち10個(22.2%)は、脹盤胞期怪で、あった。また、 同日に16

個のうち桑実匹3個および怪盤胞期匪10個を、凍結あるいは受卵牛に移植した。残りの3個の桑実匪

は培養を継続し、媒精8目、 9日目にそれぞれ1個ずつ匪盤胞期まで発生した。桑実匪期で凍結ある

いは移植した3個の脹を除き、睦盤胞期まで発生した匪は、合計12個(26.7%)で、分割匹中の48.0%で

あった。また、移植した9頭のうち6頭は発情回帰していない。

Tab1el Development of foll icu1ar oocytes matured， 
fertilized and cultured in vitro 

No. of oocytes 
inseminated 

No. of oocytes deve10ped to: 
ミ2-cell ミ8-ce11 ~ Morula ~ B1astocyst 

45 25 
55.5% 

22 
48.9% 
(68.0%) 1) 

16 
35.6% 
(64.0%) 

12 
26. 7% 
(48.0%) 

1) % of divided embryos 

考察:既述の如く、屠場牛卵巣から数多くの供試可能卵胞卵子を得るための採取法として吸引法と

卵巣皮質の細切法とを併用することが有効で、あり、また、効率の良い乙とが示された。さらに、頼粒

膜細胞と共培養するととによυ、数多くの匹盤胞期粧を一頭から得られることが示された。同様な条

件下で、黒毛和種11頭から細切法を用いることにより 455個の卵胞卵子を採取し、 67個(平均 6.1個

< 15%> ， 1個く2% >~15個く28%>)の佐盤胞期匪が得られ(未発表)、 一方、 吸引法では27頭より 358個を採

取し、 28個(平均1.0個く8%>)の匹盤胞期匪が得られた(未発表)。これらの事実は、吸引法で採取さ

れなかった卵胞卵子も匪盤胞期さらには胎児まで発生し得ることを示している。

主要文献:1) Brackett BG. ，Oliphant G.，Bi01 Reprod 12，260，1975 

2)Goto K.. Kajihara Y.， Kosaka S.， Koba M.， Nakanishi Y. and Ogawa K.， Theriogenology 29， 
251，1988 
3)梶原豊・後藤和文・小坂昭三 ・中西喜彦・小川清彦 家畜繁殖誌，33，173，1987

4)Fukuda Y.， Ichikawa M.， Naito K. and Toyoda Y.， 11th Internationa1 Congress on Animal 

Reproduction and Artificial Tnsemination， Dublin， 1988 
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二重盛光染色法Kよる牛匪盤胞期匪の栄養膜細胞と内部細胞塊の分染色

Differential nuclear staining of trophectoderm and inner cell mass of bovine 

blastocyst by double fluorochrome dye technique. 

岩崎説雄・吉田 豊本・渡辺誠喜議・中原達夫

Setsuo IWASAKI， Yutaka YOSHIDA. Seiki WATANABE and Tatsuo NAKAHARA 

東京農大総研・*東京農大農

NODAI Research Institute and *Faculty of Agriculture， 

Tokyo University of Agriculture 

目的:完全体外培養系により作出された牛脹盤胞期匪の受胎率は、家兎卵管内培養による怪のそれ

に比べ、約 15%低いといわれている l)。この原因の一つには、完全体外培養系由来の怪盤胞期怪の

細胞数が少ないことが考えられる 2)。一方、著者らは脱出脹盤胞期匪の内部細胞塊(ICM)を物理的

に取り出し、栄養膜細胞 (TE)と分けて標本を作製し、細胞の状態を観察したところ、 TEは増殖を続

けていた(分裂中期像の存在により確認した)にもかかわらず、 ICMは細胞の形態が不明瞭で、、すで

に変性していると考えられる怪を観察した。すなわち、 TEの増殖により脱出はしたものの、 ICMはす

でに死滅していた可能性が考えられる。 もしこれに類することが脹盤胞期匪内で起こったとすれば、

匹は子宮に着床はするが、その後の脹の発生は完全に停止するはずで、ある。さらに完全体外培養系に

より作出された任盤胞期駐には、約32%の頻度で何らかの染色体数異常の出現が観察されたが2)、

ごれがICM由来のものか、またはTE由来のものかは未だ検討されていない。&そこで著者らは、抗牛牌

臓細胞免疫家兎血清を作製し、 二重蛍光染色によりICMとTEの分別染色を行い、両者が明瞭に区別し

得るごとを確認した。さらに完全体外培養系により作出された匪盤胞期匪を用いて、 TEとICMの細胞

数を個別に計測することが可能で、あることを明らかにした。

方法:牛匪韓胞期駐は、著者ら:りの方法に準じ、屠場で採取した卵巣からの卵胞内卵子を体外成熟

・体外受精し、体外培養により作出した。ICMとTEの分別染色は、抗牛碑臓細胞免疫家兎血清を作製

したのち、 Papaioannou& Ebert (1988)4)の方法に準じて、 Hoechst33258とPropidiumiodide (PI) 

で蛍光染色した。すなわち、抗血清の作製は、牛牌臓細胞を洗浄後、細胞浮遊液を2x108/mlの濃度に

調製し、浮遊液2mlを週1回5週間、家兎耳静脈内に免疫し、全放血により抗血清を得た。 ICMとTE

の分別染色は、プロナーゼ処理により透明帯を除去した匪盤胞期匪を、 10%抗血清と39"C、 30分間

守，，之J
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反応後、 HoechstとPI(各10昭Iml)を含む補体 (20%モルモット血清)と39"C、 30分間反応させ、

蛍光観察 (UV励起、 Ex330-380、BA420)を行った。観察後の座をスライドグラス上で細胞を広げ、

再度蛍光観察により、 ICMとTEの細胞数を分別して計測し、両者の細胞数を比較した。

結果と考察:HoechstとPIによる二重蛍光染色

により、抗体の作用を受けて死滅したTEは、 PI

によりピンクに、また抗体の作用を受けなかっ

たICMは、 Hoechstによりライトブルーに染め分

けることができた (Photo.1) 0 1 2個の廃盤

胞期匪の全細胞数は48.2 士 21. 2(29~102) で、

ICMとTEの細胞数は、 ICM:9.7 士 6.5(1~21) 、

TE: 39.1土16.3 (23~81) であった。また ICMの Photo. 1. Differentia1 nuc1ear staining of 

全細胞数に対する割合は、 18.8士8.0%(3. 4~ trophectoderm and inner ce11 mass 

31. 3%)であった (Table1)0 Papaioannou & 

Ebert (1988)引は、 invivo回収した豚匪盤胞

期匪のTEとICMの細胞数を計測し、 ICMの割合は

初期旺盤胞期から拡張匪盤胞期にかけて増加す

るが、脱出匹盤胞期にかけて低下することを報

告している。このことは、両細胞の増殖速度が Tab1e 1. Ce11 number (Mean士SD)of inner ce11 

発生ステージにより異なることを示しており、 mass and trophectoderm in bovine 

牛匪においても、両者の発生を区別して調パる blastocyst. 

必要性が指摘される。 一方、著者ら 2)は完全体

外と培養系により作出された匪盤胞期匪の総細 No. of Tota1 Ce11 No. of 

of bovine blastocysts. (Left: 

Inverted micrograph， Right: Fluo-

rescence micrograph of nuc1ei dyed 

with Hoechst and PI， x200) 

胞数は、 4細胞期以降家兎卵管内で培養して作

出した匪のそれに比べ、有意に少ないことを明 Embryo cell number 

らかにした。今後、本法を用いてICMとTEの割

合の差異を検討し、培養系の違いが両細胞、特

ICM TE  

にICMの増殖に及ぼす影響を明らかにしたい。

主要文献:

1)榛芳明(1989):東日本受精卵移植技術

研究会報 5:11-14. 

2) Iwasaki S et al. (投稿中). 

3) Iwasaki S et al. (1988): Theriogenology 30: 1191-1198. 

4) Papaioannou VE， Ebert KM (1988): Deve10pment 102: 793-803. 

12 48.2士21.2 9.7士6.5 39.1士16.3

(18.8 i 8.0) (81.2士8.0)
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未受精ハムスター卵の表層穎粒の放出と滑面小胞体

Premature cortical granule release and sER of hamster oocyte 

~ x 
岡田詔子・川村 良 ・永江 毅・岩城 章 ・猪俣賢一郎
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Akira IWAKI ，Kenichirou INOMATA 

× 
東邦大学医学音l携二解剖学教室 ・第二産婦人科学教室

帝京大学医学部溝口病院産婦人科学

2nd Dep. of Anat.and Obstet.and Gynecol. Sch. of Mad. Toho Univ. 

Dep. of Obstet.and Gynecol. Teikyo Univ. Sch.of Med. Mizonokuchi Hosp. 

目的 :アフリカ爪鮭、ハムスター、ウサギの卵母細胞の卵表層に多量の滑面小胞体(sER)が出現することが知

られている。高坂ら3)はウサギ、 ハムスターでは、この小胞体がLH添加により 12時間で観察され2(時間では

消失することから成熟に関与している事を示唆している. Campane llaら1)は爪蛙の卵母細胞では表層頼粒(

C G)の放出時に卵表層に多量に存在してCGの周囲に一部がまきっき，他のsERに連絡して cortical 

networkを形成する。これは受精後の頼粒の放出を短時間に完了するようなactivation伝達機構であると報告

している。 一方、多くの崎乳動物卵の第二減数分裂の分裂装置上の表層ではこの領域に限定してCGが

欠損しfilallentロusな細胞膜を有し、この部位からは精子の侵入が起りに くいことをNicosiaらがマウスで観

察している。 演者ら2)はこのCGの欠損領域は第一分裂では主に極体放出時の分裂装置の移動によって両側に

おしゃられることにより形成され、第二分裂ではCGが放出されることにより形成されることを見出した.さ

らにCGの欠損領域の形成が囲卵周囲腔の形成時期と一致しているのでCGの放出と閤卵腔の形成が関連深い

ことなどを示唆した.そこでハムスター卵表層のsERが未成熟卵のCGの放出時にcortiaclnetworkを形成し

てCGの放出に関係しているか否かをタ ンニン酸固定法により超薄切片で検討した.なおタンニン酸闘定法で

は放出中の分泌穎粒は著し く電子密度が高く なり放出前の穎粒と区別できるとラット受精卵のCGの放出時や

、神経伝達物質のぺプタイドの分泌時の観察で報告されている.

方法: 成熟雌ハムスターにP阿部とHCGを各々 25iu投与してHCGの投与後ト19時間後に卵胞卵或は卵管より未

受精卵を回収してZallboniの固定液或はTakeucbiら4)のuタンニン酸固定液中で約1時間室温で固定した.
洗浄後 1% Os04にて約1時間の後固定を施した.その後エタノール系列により脱水、エポン包埋後に超薄切片

を作成し、ウランと鉛の二重染色後に観察した.
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結果:HCG投与後1時間卵では有窓屠板が出現しその有窓屠板の断端に小管状で内腔が中等度の電子密度を有

するsERが連続している像がしばしば観察された.この時期のCGは卵原形質膜から少し離れた部伎に所処

に存在したがsERとの接触は顕著ではなかっった。 HCG投与後 4時間卵では卵表層に塊状にsERが集積してい

た。 HCG投与後 8時間卵ではpro.etaphasestageで一部のsERはCGに接触して1-4イ固まきつ〈像がよく観察

された(図 1)0 HCG投与後 9時間卵ではanaphasestageで分裂装置にすぐ接した部位にCGが認められ、そ

の数は桜の反対側に比し密集して存在し、 CGの放出像は観察されなかった o HCG投与後11-12時間卵では

second pro・etaphasestage -.etaphase satgeで分裂装置上ではCGが欠損しその周辺においてCGが破れ
、その膜の内には小頼粒状の非常に高電子密度の物質を合有している放出中の頼粒が認められーー矢印.sER 

が放出前の頼粒に接している合星印のが観察された(図2)。放出中のCGの膜は放出前の膜と比して高電

子密度であり、その周囲の卵原形質膜と良〈似た電子密度を呈していた.

図 1 bar 0.5必 図 2 bar 0.5)l 

考察: 卵母細胞の成熟に伴いCGは上昇して原形質膜と隣接する.この時期にsERはCGの周囲にまきつい

て下層の豊富なsERと cortical network を作る事からCGの放出に関与している事が示唆される. 予定

極体放出領域のCGの放出後の膜t士、放出中のCGの膜が放出前の膜と比して卵原形質膜に類似した電子密度

を有していた事から卵の原形質膜の新表面となる事が推察される.さらにCa.panellaらが爪蛙の未受精卵のC

Gの放出は針刺激によって動物極のみにみられ植物極では観察されない.極体放出後の卵の針刺激では全周の

CGが放出されると報告している 。今回のハムスター卵の分裂装置上のCGの放出は、減数分裂被の周辺領

域のみに限定されて放出される点で爪蛙の極性と類似していると思われる.

文献:

1) Ca.panella C. et al 1984; J. Exp. Zool. 229 : 283-293 

2) Okada A. et al 1986; J Sub.icrosc. Cytロ1.18: 233-247 

3) 高坂哲也他 1981 ;家畜繁殖誌 27:130-133 

4) Takeuchi 1. et al 1985 ; Zoological Science 2: 415-418 
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ハムスター卵透明帯に関する糖質組織化学的検討

Cytochemistry of Glycoconjugates in the Zona Pellucida Associated with 

Ha蜘sterOocyte Maturation 

木村順平・高沢良徳・月瀬東・岡野真臣・*後藤勤・*佐藤嘉兵

Junpei KI門URA，Yoshinori TAKAZAWA， Azuma TSUKISE， Masaomi OKANO， 
本TsutomuGoto，本KaheiSato 

日本大学獣医解剖学教室・コド動物細胞学教室

Department of Veterinary Anatomy and本Departmentof Appl ied 

Biological Science， Col lege of Agriculture and Veterinary門edicine，
Nihon University， Fujisawa， Kanagawa 252 

目的:ハムスターの卵成熟に伴う卵透明帯の構成糖タンパク質末端糖鎖の変化をベルオキシ夕、}ゼ標

識レクチンージアミノベンチジン法により検索した。

方法:成熟ハムスターの発情期 (estrus，Day 1)の午前中にPMSG 30IUを投与しその54時
間後にhCG 30IUを投与した。投与後0、1、5、9、10、11、12および 13時間後に

左右卵巣を摘出し、左側卵巣は直ちに2%酢酸カルシウム加10%フォルマリン (4
0C)にて24時

間固定後、常法に従いパラフィン切片とした。右側卵巣では卵胞を破って卵丘細胞と共に卵を回収し、

O. 1 %ヒアルロニダーゼにより卵丘細胞を除去し上記固定液で2時間固定した。これらパラフィン

切片および卵E細胞除去卵にベルオキシダ}ゼ標識レクチンージアミノベンチジン法を適用した。レ
クチンとしてはUEA-l， WGA，SBA， PNAおよびMPAを用いたくTable1)。

結果:結果は Table2に示した通りである。すなわち、 hCG投与後0および1時間後では適用した

すべてのレクチンに透明帯は陰性老示したが、投与5時間目以降ではWGA，SBA， PNAおよび
MPAにおいて陽性反応に転じた。 UEAーl染色ではすべてのサンプルで陽性反応が観察されなか

った。

Table.l. Lectins used in cytochemical studies 

Lectin/Agglutinin 

Ulex Europeus Agglutinin (UEA-l) 

Peanut Agglutinin (PNA) 

門acluraPomifera Agglutinin (門PA)

Soybean Agglu土inin(SBA) 

Wheat Germ Agglutinin (WGA) 

Sugar specificity 

α胸 0・Fuc

s-D-Gal 
α-D・Gal

α-D-GaINAc 

s・0・GlcNAc

考察:卵透明帯を構成する糖成分は卵の成熟に伴い変化する事が判明した。すなわち、ハムスター卵

胞内卵透明帯を構成する糖タンパク質のかGaINAc，0・GlcNAcあるいはかGalといった末端糖鎖の発現
はhCGがTriggerとなり引き起こされ、組織化学的に検出可能な量の糖鎖はhCG投与より 5時間後
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から出現するものと理解された。成熟程度の低い卵は精子との結合能が低いという事実ほSuzuki& 
Sato (1985)により示されているが、精子リセプターとしての透明帯構成末端糖鎖の発現が精子との結
合に重要であることが確認された。なお、 L-Fucoseは末端糖鎖としては存在しないことが示された。

Table.2. Cytochemical reactions of glycoconjugates in the hamster 

zona pellucida 

Time after hCG injection UEA-l WGA SBA PNA 門PA

Oh 。。。。。
lh 。。。。。
5h 。 3 3 2 3 
9h 。 3 2/3 2/3 
10h 。2/3 3 3 3 
11 h 。 3 3 3 3 
12h 。 3 2 3 2 
13h 。 3 3 3 2/3 

O=Negative reaction， 
1・3=Thenumber being proportional to the intensity of reaction 

。
⑨ 

Explanation to figures 

1 : Positive reaction of PNA in Zona Pellucida of cumulus free oocyte (11hrs after hCG 

injection). 

2 : Pos i t i ve react i on of WGA i n Zona Pe 11 uc i da of fo 11 i cu 1 ar paraff i n sect i on (5hrs after 

hCG injection). 

文献:Suzuki， Y. and K， Sato.: The abil ity of hamster foll icular oocytes to form male 
pronuclei. Jト1ammOva Res 1985; 2: 21・24

η
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マウス卵の受精前後になけるタンバク合成

Protein synthesis of pre-and post-fertilization mouse oocytes 

藤原敏博・堤 治 ・綾部琢哉 ・矢野 哲 ・三橋直樹・水野正彦

Toshihiro FUJIWARA， Osamu TSUTSUML Takuya AYABE， 
Tetsu Y ANO， Naoki MITSUHASHI， Masahiko MIZUNO 

東京大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology. Faculty of Medicine. 

University of Tokyo 

目的 .初期匪の発生過程において必要となる蛋白の合成は， ウニ， カエルなどの下等動物の卵では母体由来

のmRNAすなわち maternalmRNAにより行われている乙とが明らかになっている。日南乳動物においても，

maternal mRNAの存在を示唆する報告はあるものの，それが活性化される時期やメカニズムについての知見

は少なし、。今回我々はマウスを用いた実験系で，過排卵を起乙させた後受精が成立するまでの一連の過程にお

ける蛋白およびRNA合成を調べ， さらにmaternalmRNAの作用発現についての基礎的検討を試みようとしfこ。

方法 ICR系自主マウス(8""'_ 9週令)KPMS (pregnant mare serum gonadotropin) 5 iuを腹腔内投与し，

その48時間後にhCG5 iuを腹腔内投与した後同系雄マウスと交配させ，翌朝盤栓を確認した。今回の実験にあ

たっては以下の4群の設定を行った。 A群 PMS投与24時間後に屠殺・開腹し，採卵した卵. B群 :PMS投

与48時間後K採卵した卵.c群 :PMS投与48時間後fChCGを投与し，交配はさせないで16時間後lζ採卵した卵，
D群 :PMS投与48時間後fChCGを投与し交配させ.16時間後に腔栓を確認し採卵した卵。なお，採卵はA群と

B群では卵胞を27G針で穿刺して行い，c群とD群では卵管より採取した。
〔実験 1J各群の卵を0.03%hyaluronidase加medium(modified BWW)中で卵丘細胞を除去した後，.medium

50μQ + 3 H -labelled leucine (1.0μCil mmoJ) 50μ立中で2時間培養し5回洗浄後，卵 1個 l個について液体

シンチレ ションカウンタ にてカウン卜した。またB群の卵については，未発育卵胞卵でも同様の実験を行っ

た。c実験 2J B・C・D各群の卵を0.03% hyaluronidase加medium中で卵丘細胞を除去した後， medium 
50μQ. + 3H -labelled uridine (35μCi/mmol) 50μE中で 2時間培養し， 5回洗浄後個々の卵についてカウン

卜した。なお，結果は mean土S.D.で表示した。

結果 c実験 1J各群の卵の leucineの取り込みを表 1に示した。未発育卵胞卵では leucineの取り込みは
みられないのに対し，発育卵胞卵 (PMS投与24時間後および48時間後)，未受精排卵卵，および受精卵ではいず
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れも取り込みが認められた。しかし，乙れら 4群の

取り込み量には差は認められなかった。またB群の

卵で，卵一卵正細胞のまま 3H-labelled leucine中

表 1 マウス卵のleucineの取り込み

で培養した後卵丘細胞を除去して，洗浄後ICカウン

トしたと乙ろ，取り込み量は318.2土50.7dpm 

(n=16. BG=55.1 dpm)であり， B群の卵の取り込

み量1[.比べ有意に低値であった。

〔実験 2J各群の卵のuridineの取り込みは表 21ζ

mouse oocyte 

未発育卵胞卵

発育卵胞卵 (A)

発育卵胞卵 (8)

未受精排卵卵 (c)

戸J九Z 精 卵 (D)

N count (dpm) 8G 

5 48.5土6.1 71.6 

13 527.2土180.5 59.0 

9 586.7土176.4 71.6 

26 369.7土182.2 112.9 

16 569.3土196.8 86.1 

示す通りであるが，いずれの群においても uridine

の取り込みはみられなかった。

表2 マウス卵のuridineの取り込み

考察 :実験 11[.おいて未発育卵胞卵ではleucine

の有意な取り込みは認められないのに対し，発育卵

胞卵では取り込みが確認された。乙のととから，

PMSの作用により卵胞が発育すると共に卵が蛋白合

mouse oocyte 

発育卵胞卵 (8)

未受精排卵卵 (c)

Z-L E， 半青 卵 (D)

N 

7 

23 

15 

count (dpm) 8G 

49.2土9.2 67.5 

97.5:1:21.2 76.2 

82.6:1: 28.4 109.9 

成を開始している可能性が示唆された。また卵一卵正細胞のまま培養したものは，卵単独で培養したものに比

べ有意に取り込み量が少なく，アミノ酸の卵への取り込みは， 卵丘細胞を介する間接的なものではなく，卵そ

のものが直接おこなっている可能性が示唆された。 しかし， leucineの取り込みはPMS投与24時間後でも48時

間後とほぼ同程度に認められており， さらにhCGの投与や受精にかかわらず，取り込み量に大きな変化は認め

られない。従って， meiotic arrestが解除され減数分裂が再開されたり，あるいは受精が成立しでも，卵の蛋

臼合成量には変化がみられないζとが示された。一方実験2ではいずれの群でも明らかなuridineの取り込みは

認められず，従ってこの時期の卵はRNAの合成を行っていないと考えられた。以上の乙とから， マウスの卵

には卵成熟~初期発生の段階で要する蛋白合成κ必要なmRNAが予め存在している，すなわちmaternal

mRNAが存在していることが示唆され， さらにζのmaternalmRNAはPMSの関与により活性化される可能

性が示唆された。

文献:

1) Brinster. R.. L. Uptake and incorporation of amino acids by the preimplantation mouse embryo. 

J. Reprod. Fert. 1971 : 27 : 329 -338 

2) Gross. P. ， R. . et al : Maternal mRNA and protein synthesis in the embryo. Acta Endocrinol 

CSuppl.J 1973: 180: 244-262 

3) Epstein. C.. J. Gene expression and macromolecular synthesis during preimplantation embry-

onic development. Biology of Reproduction 1975: 12: 82-105 

4) Harper. M. • 1. • Monk. M.. : Evidence for translation of HPRT enzyme on maternal mRNA in 

early mouse embryos. J. Embryol. Exp. Morphol. 1983: 33. 2: 389 -396 
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プログステロンのマ ワス初期旺蛋白合成， RNA合

成活性化における役割

Possible role of progesterone on the acivation of 

protein and RNA  synthesis of preimplantation 

mouse embryo 

綾部琢哉・堤
水野正彦

Takuya AYABE， Osamu TSUTSUMI， Tetsu Y必の
Tosihiro FUJIWARA， Naoki MITSUHASHI， 
l¥1asahiko MIZUNO 

東京大学医学部産科婦人科学教室

治・矢野 哲・藤原敏博・三橋直樹・

Department of Obstetrics and Gynecology， .Facul ty of Medicine， 
Universi ty of Tokyo 

目的 :マウス着床前初期妊がprogesterone(P4)を産生し勺 そのP4が初期匪自身のhexokinase活性上昇に関

与するととU を既に報告した。乙の内因性P4の初期目壬自身の遺伝子発現における意義を，RNA合成，蛋白合成

を通して検討した。

方法 8週齢のICR系雌マクスICPMS-hCGで過排卵処理を行い，同系の雄と交配させた。 Day1の21時に採

取した 1細胞期匪はそのまま3Hの取込み実験に供した。 Day2の21時lζ2細胞期匪を採取しmBWW液中で培

養した。培養 12時間毎に初期匪を回収し， 3R-leucine25μC i/100μfm B¥¥研 (250μM)，あるし刈担任 uri-

dine25μCi/100μfmBWW( 5μM)中lζて更に 2時間培養した後， 5回洗浄し，初期降1個どとIC3Hの取込み

を測定した。 次に， P4産生酵素 3s-hydro可 steroiddehydrogenaseの特異的阻害剤 trilostane( TRL)を

培養液中に添加し (20，100， 200μM)， 48時間培養後の初期匪の， 3H取込みに対する影響を検討した。 TRL

200μM添加群には更に九 (0.05，0.5， 5μ9/mi)， hydrocortisone(F， 0.5PS//mi)， estradiol-17 s( E， 

100n9/mi)を添加して回復実験を行った。

結果 :発生各段階における3H-leucineの取込み(図 1)は， 4細胞期から増加を始め，以後ほぼ一定の率で増

加した。 3H-uridineの取込み(図 2)は， 桑実Iff形成期から増加を始め，胞Iff形成期に急増した。培養液にP4

を加えただけでは3H-leucine， 3H-uridine共κ取込みは増加しなかったが(表 1，2)，TRLで初期匪の

九産生を抑制すると両者とも取込みは用量反応性に有意に抑制され， P4の同時添加で有意κ回復した。 F，E 

の添加では回復がみられず， P4の特異性が示された。

考察 :3HのIff発生iζ伴う取込み増加で， leucineがuridineより先行したのは，発生初期には蛋白合成に母体

由来のmRNAが利用され，発生が進むと自分自身のDNAから転写され始めるためと考えられる。また，マウス

校瑚匪の産生するP.が，初期匪自身の蛋白合成lと何らかの役割をはたしている乙と，そしてその作用がRNA合

成のレベノレκ及んでいる ζ とが示唆されたと考える。
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図1Uptake of 3H-leucine 
by mouse preimplantation embryo 
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図2Uptake of 3H-uridine 
by mouse preimplantation embryo 
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表1
Uptake of 3H-1eucine by rnouse preirnp1antation embryo 

treatment n dpm/ernbryo/2h 

contro1 27 2288.1 + 187.9*1 

P4 0.5)lg/rn1 14 2044.2 + 272.5*2 

TRL 20)lM 13 1935.6 + 257.0 

100)lM 13 845.2 + 138.2 

200)lM 30 462.7 + 36.1*3 

TRL 200)lM + P4 0.5)lg/rn1 30 1227.5 + 167.3*4 

TRL 200)lM + P4 5)lg/rn1 16 946.2 + 92.3*5 

TRL 200)lM + F 0.5)lg/rn1 16 865.4 + 213.8*6 

TRL 200)lM + E 100ng/m1 16 812.6 + 162.9*7 

Values are mean + SEM 

There were significant difference between 

表2

合1vs *3， *3 vs *4， *3 vs *5 (p< 0.01) 
There were no significant difference between 
*1 vs *2， *3 vs *6， *3 vs *7， *4 vs *5 

(TRL:tri1ostane， P4:progesterone， F:hydrocortisone， 
E:estradio1-17~ ) 

Uptake of 3H-uridine by mouse preimp1antation ernbryo 

treatment n dprn/embryo/2h 

contro1 15 4901.1 + 765.1*1 

P4 0.5)lg/rn1 15 4010.3 + 698.3*2 

TRL 20)lM 15 3457.5 + 504.6 

TRL 100)lM 15 1917.3 + 340.6 

TRL 200)lM 15 473.5 + 116.4*3 

TRL 200)lM + P4 0.05)lg/rn1 15 854.5 + 200.1*4 

TRL 200)lM + P4 0.5 )lg/rn1 15 2000.7 + 376.2合5

TRL 200)lM + P4 5 )lg/rn1 15 1476.9 + 343.7*6 

TRL 200)lM + F 0.5)lg/rn1 14 506.4 + 131. 0*7 

TRL 200)lM + E 100ng/rn1 15 519.4 + 150.4*8 

Va1ues are rnean + SEM 

There were significant difference between 
*1 vs *3， *3 vs *5 (pく 0.01)，会3vs *6(pく 0.05)
There we.re no significant difference between 
*1 vs *2， *3 vs *4，合3vs *7， *3 vs *8， *5 vs *6 

(TRL:tri1ostane， P4:progesterone， F:hydrocortisone， 
E:estradio1-17~ I 

文献 1)綾部琢哉 他 Pregnenoloneを基質としたマクス初期匪のステロイド転換実験，日本受精着床学会

雑誌， 6 30， 1989 

2)綾部琢哉 他 :マクス着床前初期匪の窓生するプログステロンのへキソキナーゼ活性に及ぼす影響，

晴乳卵研誌， 5 1 1 9， 1 988 
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スーパーオキシドジスムターゼの

初期匪姉妹染色分体交換に及ぼす影響

E ffec t of superoxide dismutase on sis ter 

chromatid exchange in early stage ernbryo 

斉藤英和，佐藤文彦，斉藤隆和，広井正彦

Hidekazu SAITO， Fumihiko SAτo 

Takakazu SAITO， Masahiko HIROI 

山形大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， School of Medicine， 
Yamagata University 

目的 :酸素は生体にと ってエネルギ産生系として重要な役割をしているが， 反面活性酸素 ・フリーラジカルを

副産物として生じ生体に炎症，発癌，老化，動脈硬化等の影響を及ぼしている。一方，生体はこれに対してスー

ノfーオキシドディスムターゼ(SOD)等の防御系を発展させてきた。

体外受精のように体外で配偶子や怪を培養する際には.体内の防御系物質の保護をうけず活性酸素 ・フリーラ

ジカルの脅威に直接暴露され，配偶子や膝は多大な影響を受ける可能性がある。特に.フリーラ フカノレ中間代謝

体にはDNA塩基に共有結合するも励まあり，その結果染色体異常，姉妹染色分体交換CSCE)， DNA単鎖切断お

よびDNA鹿基損傷などを誘発することが明らかになっている。

今回.初期医の培養系ICSODを添加し，その影響について，細胞割球数の変化とSCEを測定することにより

検討した。

方法 :BoC3Fl雌マウスにPMSを腹腔内に投与後48時間呂にhCGを投与し同系成熟雄マウスと交配させた。

hCG投与より 48時間自に2細胞期腔を卵管より採取し培養した。培養液は，アミノ酸，アルブミン，血清を含ま

ないHTF液を用い.この液ICSCEを観察するためにブロモデオキシウリジンを 1押 /miの濃度で加え.SODの濃

度範囲は， 100勾 /miから 101l'J/!耐を使用した。培養24時間後にコルセ ミドを加え，さらに2時間矯養後脱脂した

スライドグラス上にタルコフスキの方法にて怪を固定した。固定した怪はへキス ト33258色素に715分間染色後，

シェーレンセン緩衝液にて封入し.55・CICて40分間紫外線を照射後，ギムザ染色液にて20分間染色した。染色後

顕微鏡下に卵割球数. SCEについて観察した。

結果 :脹固定時の怪の形態はほとんどの腔が8細胞期以上の形態を示し.8細胞期以上院の率は対照で93.7 

%. SOD添加群で87.6%.96.6%.95.4%，94.5%. 94.7%CJI頂に100勾/制から 10形/mi)を示し，対照に比較

し.SOD 100押 /miの群においてやや率が低いが有意の差とはいえず， SOD添加群のどの濃度との聞に有意差
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を認めなかった。(表 1) 表1. SOD濃度と形態的怪発育段階

SOD濃度 と 8細胞期 (n)

o (対照) 93.7% ( 95) 

10η / 1/le 94.7% ( 94) 

100 !穆/耐 94.5% ( 91 ) 

1μ ~/ mß 95.4% ( 94) 

10岬 /ms 96.6% ( 89) 

100押 /ms 87.6% ( 97) 

目壬を周定染色後，妊の卵割球数を測定してみると対照 表2. SOD濃度と卵割球数

群の卵割球数は 13.4:I: O. 3個(平均土SEM)であるに対

してSOD添加群では， 12.5土0.4，13.4土0.3，

13.8土 0.4，13.1:I: O. 3， 13.0:I: O. 4 (11員に 100押</ms

から 10llfJ/ms)であり， 100呼</msの濃度で，やや低値

を示すが有意な差ではなく，他の濃度においても対照と

差を認めなかった。 t表 2】

S 0 D濃度
o (対照 )
10 n'J/ms 
100砂/me
1μ'1/ ms 
10勾 /ms
100押 /ms

卵害l球数 (7土SEM)
13.4士0.3

13.0 :I: 0.4 

13.1士一0.3

13.8 :I: O. 4 

1 3. 4 :I: O. 3 

12.5 :I: 0.4 

目壬の姉妹染色分体交換(SCE)数について観察してみ 表3. SOD濃度と姉妹染色分体交換(SCE ) 

ると，対照群が34.8:I: 1. 8個であるのに対して SOD添

加群では， 34.4土3.O. 28.2 :I: 2.9，24.8土2.6，33.7士2.7，

36.2:I: 3. 3 (1腕ζ100μめ/msから 101lfJ/me)であり ，1μ'J/ms

陀て最低値を示し対照に比較して有意に低値であっTこ。そ

の他的濃度においては対照群との聞に差を認めなかった。

SOD濃度

o (対照)
10 !噂/ms
100 llfJ/ms 

1 μ~/mß 

10時 / 智r.e

100時 /ms

SCE (/ metaphase ) 

34.8:I: 1. 8 (x土SEM)

36.2:I: 3.3 

33.7:I: 2. 7 

24.8:I: 2. 6 

28.2:I: 2. 9 

34.4:I: 3.0 

考察:酸素は生体のエネルギ産生系として必要欠くべからざる物質ではあるが，最近副産物として発生する活

生酸素 ・フリーラ ジカルは生体の多くの疾患の原因となっている。生体はフリ ーラ ジカルの防御系として種々な

物質を発展してきたが， SODもその一つに含まれる。体外受精一匹移植系においては，配偶子・ 怪が生体外で培

養されるために防御系に十分保護3れているとは言えず，かっ配偶子・初期臨がそれら自身で防御系を十分発展

させているとはいえず，フリーラジカルの影響を多大に受けている。SODを添加する乙とによって， 24時間とい

う短かい培養時間のためか使用したSODの濃度範囲においては対照に比較し形態的な妊の発育段階や卵割球数に

おいては差を認めなかった。発癌性物質や催奇形成物質』乙時に敏感な指標であるSCEより観察すると SODが

1μ今令6の濃度でSCEが有意に低値を示しており，乙のことより染色体レベルでの安全性が改善されていると考え

られた。しかし 1μ~~以外の濃度では有意なSCEの低値を認めない乙とより， SODの体外での至適濃度は比較

的狭い範囲にあると考えられた。またとの濃度は血清中の濃度比近く，生体中との関連も示唆された。

以上よりSODは染色体レベルで肢の安全性に関与していると恩われる。

文献1. Nakamura， Y. e t al ; Carcinogenesis 9 203一207，1988 

2. 永田親義;がん発生の機構，サイエンス社

3. Perry， P. et al ; Nature 258 121， 1975 
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マウス卵子の受精と初期発生におよぼすG負荷の影響

Effect of Acceleration on Fertilization and Early Development 

of Mouse Ova in vitro 

伊藤雅夫・丸瑠璃子・亀山祐一・-石島芳郎・

M部 aoIto. Ruriko Maru. Yuuichi K訓 ey訓 a*.Yoshiro Ishijima* 

日本大学医学罰百軒生学教室・東京農業大学・

Department of Hygiene. Nihon University School of Medicine 

Tokyo University of Agriculture事

目的:本研究は、目前乳動物の繁殖生理に関与する重力の影響を知る目的で、受精および旺発生に及ぼすG負

荷の影響を検討したものである。 晴乳動物を用いた発生学的研究においては、しばしば遠心必盟が加えられ

るが、ごれらは極めて短時間の処理であり、卵子の発生能に及ぼすG負荷の影響は無いとされている。 しか

し、受精や発生の全過程を通してのG負荷が匹発生におよぼす影響については、我々にとって未知の課題であ

り、 「哨乳動物卵子は、重力による極性を持っているのかJr精子の透明帯通過や、卵分割などの現象が外力

によって何のような影響を受けるのか」など担味深い問題を含んでいるものと思われる。 かかる観点から、

我々は遠心力を加えながら培養できる装置を考案し、 G負荷条件下においてマウス卵子の体外受精および弾青

卵の培養を行ない、 G負荷の発生生理学的影響について検討した。

実験材料と方法: 供試動物は ICRマウス (60~70日令)

である。 実験は図 1に示すごとく、受精卵の培養と、体外受

精の2つの系よりなっている。何れの場合も、卵子はGTHに

よって過剰相同Hを誘起した雌マウスから採取した。体外受精の

場合は、排卵後5時間の未受精卵子を卵管膨大部より採取し、

予め2時間の培養によってSwim-upし、受精能を獲得した精巣

上体精子を用いて、媒精した。媒精後直ちに、 G負荷条件下で

培養を開始した。 受精の判定は、 「培養 5~7時間後の核相

による判定jと「培養24時間後における2-cell分割率jの2通

りで行なった。体外培養の場合は、羽同日誘起と共に交配を行な

い、相同H後36時間の2-cell卵子を卵管より採取し、 G負荷条件
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下で72時間培養した。培養後、 rBlastocystへの発育率」と「匹を構成する細胞数Jの観察を行なった。培養液

は、体外受精ではTYHMediurn、受精卵の培養ではWhitten's恥diurnを用いた。培養条件は、気相ぺO2.5%.

air. 95寝入 温度:37
0 

Cである。卵子は96穴のマイクロプレートに収容し、培養器内のターンテーブルに固定

し、遠心加速度を負荷しながら培養を行なった。 G負荷量はターンテーブルの中心から各スポトまでの距離と

回転数から算出した。 Tab.1 印刷。fcenlrifugation 00 in vitro r町 lilization

結果:1.受精期におけるG負荷の影響。

媒精後、直ちにG負荷条件下で24時間培養した場合

の受精率 (2-cell分割率)を表1に示す。 2-cell分

割率は O.6~1. 2G および、1.8GιL上の2つの領域で

低値を示しており、 G負荷による受精阻害が示唆され

る。 2つの領域における受精阻害は、媒精後5時間に

おける核相の観察から、その様相が異なることは明ら

かである。 0.6~1. 2G負荷における未受精卵子の多く

はMetaphaseIIで発生を中止しており、卵細胞質内へ

の精子の侵入が阻害されている。 一方、1.8G以上の負

荷においては、卵細胞質内への精子の侵入が認められ

Ccolrifugati開 No.of ova No. of ova Fertilhation Princi問1n凹 1.官肉田e

I g ) lrealed lerlil日同・ ral. 11)・ on凹 fertilizedOV8 

Unlrealed 
0.4 
日.6
0.8 
1.0 
1.2 
1.4 
1.6 
1.8 
2.0 

0
2
5
0
5
0
5
4
7
8
 

6
4
7
6
4
5
5
6
4
7
 

1
3
5
5
6
2
3
5
4
4
 

5
3
2
2
2
2
5
5
2
1
 

85.0 
78.6 
33.3 
41.7 
57.8 
44.0 
96.4 
86.0 
53:3 
20.0 

lletapl田.11 

" 
11 

A岡由時e町
Telohase 

• : 2-cell .gro・lhnte 
・:Significant difference出tweenlreat.ent (Anolysis of varIlmce. p(O.OI) 

【%)

1図

8自

Tab.2. Effect of ccntrifugatlon開叩町lrodcvcloPfllcnl or 2-ccll ova 

n
H
U
 

R》

Cenlrifugation "0. of ova No・ofdeveloped明 bryos ce I1 nu耐crof 
1 g ) lreal.d inlo bl田 locysl11) .耐rY09

121 
25 
25 
25 
25 
25 

111 191. 0) 
21 184.0) 
20 18日日)
23 192.0) 
22 188.0) 
21 184.0) 

105.7士 5.3・
115.2土12.6
113.4士14.1
90.3士6.4
91. 3土 5.8
88.2土15.7

Untreated 
0.4 
0.8 
1.2 
1.6 
2.0 

3.6 
4.日

29 
52 

4 (l3.8) 
13 125.0) 

56.0 :t19.7・
58.2 :t 4.5・

、第2極体の放出が観察されるが前核が形成されなも ・:C.II nu嗣 b.r01 01間 t問 stin 96 hours after ferti1ized was 128士18.5
・:Signifi回 ntdifference bet・..n・andlhe olher group 1 p<O.OI) 

のや、 Polyspermyなとeの異常受精が高頻度に生じてい

る。(図2)

2.初期発生期におけるG負荷の影響。

受精後36時間の2-cell卵子をG負荷条件下で72時間 関

培養した場合のBlastocystへの発育率と、それぞれの

Blastocystの細胞数を表2と図3に示す。

2-cell卵子のBlastocystへの体外発育率におよぼす

G負荷の影響は2G以下においては全く認められてい

ない。しかし、 3.6G. 4.0 Gの負荷では強い影響が

見られ、比較的低いG負荷で発生が阻害されるごとが

Fig.1 f'lIcl国 rp同盟 ofova in vitro 
fertil iz凶 in 5 hours a fter 
insemir百tion

匡ヨMeta
図向闇・ orTelo. 

圏内rti 1. 
園 Pol~Sp.

Growth rate Fig.2 Effect of Centr i fu田 tion on 
ー{勾) Develo間鴨川 o(2-00>11 OV8 

1鴎

示された。また、これらのBlastocystを構成するの細

胞数は1.2G以上の負荷において有意に少なく、発育

の遅延が示唆される。特に、 3.6G. 4.0 Gの負荷で

は極端に少なく、これらのBlastocystが着床するごと

が出来たとしても、その後の臨死亡が増大することが

懸念される。 自

Cell肋.

1切

園 Growthrate 
. Cell肋.

125 

1関

7s 
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Lysophosphatidyl Chol ine処理ハムスター精子の受精能について
Ferti I izing abi I ity of Hamster Spermatozoa treated ¥Yith Lisophosphatidyl 
Cho I i ne 

佐藤嘉兵、 後藤勤、 高野総

Kahei SATO， Tsutomu GOTO， Satoshi TAKANO 

日本大学農獣医学部応用生物科学科動物細胞学教室

Laboratory of Animal Cell Biology，Depertment of Applied Biological Science， 
Col lege of Agriculture and Veterinary Medicine， Nihon University 

Fuj isa¥Ya， Kanagawa 252 

目的:Lysophosphol ipidsである lysolectin(=lysophosphatidylchol ine，LC)はCa2'
freeの条件下でモルモット精子のcapaci ta t i onを、促進すること(Flemingand Yanagi 

mach i ，1981)、また前培養を行ったハムスター精子をCa2'の存在下で先体反応(AR)の発現
を早めること(Ohzuand Yanag i mach i ，1982)が報告されている。このLCによる精子の
capacitationおよびAR発現促進効果におけるCa2'の役割を知る目的で、培養液中のCa2'

の有無がLCのAR発言に及ぼす影響についてハムスター精子について検討し、さらにその
LC処理精子の受精能について調べた。

方法:精子の培養および体外受精にはm-TALP培養液が用いられた。成熟したゴールデ

ンハムスターの雄を使用した。 精巣上体尾部から精子を採取しm・TALP培養液中に浮遊さ

せた。 Swimup法により運動性の良好な精子を回収し実験に供した。精子をstandard
m-TALP培養液とCa2'f reeのm-TALP培養液で1時間の前培養を行った。培養条件は37OC， 
5%C02・95%air下で前培養後、 LC(lO，20μg/ml)を添加したstandardm-TALP培養液に精子
を懸濁させて10分間培養を行った。その培養の後に、精子を遠心分離法によって洗浄し、

再びstandardm-TALP培養液で培養を行つで精子の生存率およびAR誘発率について調べた。

次に、 LCによって処理された精子の受精能力を調べるためにハムスター卵子を用いて体
外受精を行った。性周期のDay1にP門SG30 IUを腹腔内注射を行い、その52時間後にhCG
30 IUを腹腔内注射して過排卵処理を行った。 hCG投与15.5時間後に卵管を取り出し、濯
流法によって排卵卵子を回収した。卵丘細胞を取り除くために0.1%hyaluronidase溶液中

に5分間感作した。卵E細胞を取り除いた卵子をミネラルオイルで覆ったm-TALP培養液の
ドロップ内にいれ、これに精子(8-10X105/ml)を加えて体外受精を行った。
結果および考察:Ca2'free培養液で培養したLC処理精子の運動性はcontrol精子(LC無
添加〉に比べて低下がみられた。 25μg/ml添加群は10μg/ml添加群に比べて、精子培養

開始後の各時間の運動性を低下させる傾向にあった。一方、 standardm-TALP培養液中で

培養したLC処理精子も同様な結果を示した。 standMdm-TALP培養液中で培養した精子の
AR発現率は培養開始後1時間で40%(controlでは約4.3%)で、明らかにARは促進された。
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そして、 3時間後にはLC処理精子のAR発現率は約69%となり control(9.2%)に比べて顕著で

あった。 Ca2+freem-TALP培養液で培養された精子においてもstandardm-TALP培養液で

の精子と同様の傾向を示したが、 Ca2+存在下 (standardm-TALP培養液〉に比べてAR発現

率は低かった。 LC処理精子の受精能力を調べた結果はTableに示した通りであった。

Standard m-TALP培養液中でLC処理した精子はcontrol精子に比べて透明帯通過および卵

子細胞質内進入時間は明らかに早められた。以上の結果から、 LCのAR促進作用は前培養

用培養液中にCa2+が存在すると効率よく発現することを示している。また、本実験の結

果は、 Flemingand Yanagimachi(1981)，Ohzu and Yanagimachi(1982)，Sato(1987)等の結
果と一致した。今後、 LCのcapacitationあるいはAR発現の促進に関する分子レベルでの

機構解明が期待される。

Table 工nvitro fertilization of hamster eggs by spermatozoa treated with LC 

No. (も)of eggs fertilized 
Dose Total 

Observation no. of Vitellus SwollEln sperm Pronucleus 
time (hr) (ug/ml) eggs penetration head formation 

。 13 。 。 。
10 14 11(78.6) 。 。
25 14 8 (57.1 ) 。 。
。 13 1 3 ( 1 00 ) 。 。

3 10 13 。 9(69.2) 4(30.8) 

25 13 。 9(69.2) 4(30.8) 

*Spermatozo~ were preincubated for 1hr in mTALP medium and 
treated with LC for 10min. Thereafter，they were used for insemination. 

文献:

Fleming，A.D. and Yanagimachi，R.(1981); Effects of various 1 ipids on the 
acrosome reaction and ferti 1 ization of guinea pig spermatozoa ....ith special 

reference to possible involvement Iysophosphal ipids in the acrosome 

reaction. Gamete Res.， 4: 253-273. 
Ohzu， E. and Yanagimachi， R.(1982); Acceleration of acrosme reaction in 
hamster spermatozoa by Iysolectin. J. Exp. Zool.， 224: 259-263. 
Sato， K.(1987); In vitro fertil ization of rabbit eggs using spermatozoa 
treated with Iysophosphatidyl chol ine. J.ト1amm.Ova Res.， 2: 117-118. 
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7~夕、 ヒト主表明手帯会主主亘主元長京 23Kclに支寸するモノ

クロ一ナノレおtイ本OJイ乍事旦とそσ〉翌計青戸章軍菩にr コし、て

Production of monoclonal antibodies to the zona凹llucidaantigen (23Kd)common to human加 d

their inhibitory effects on i旦vi主o fertilization in humans 

長谷川昭子、香山浩二、犠島晋三

Akiko臥SEGAWA.Koji KOYAMA and Shinzo ISOJIMA 

兵庫医科大学産婦人科学教室

Dept. of Obstetrics and Gynecology. Hyogo Medi田 1College 

[目的]ブタ透明帯 (ZP)にはヒト ZPと茄京性を共有する成分が存在することからブタZPを用いて遇艶

ワクチンの研究が行なわれている。日 2)昨年本研究会でヒト ZPとの共通抗原を含む平均分子量23Kd(Z 

P 4)の糖蛋白質に対しポリクローナル抗体を作製し、その抗体がinvitroでヒト精子のZPへの結合を阻害

することを報告した。 3)今回はモノクローナル抗体 (M油)を作製しその受精阻害作用ならびに免疫学的反応性

について検討を行なった。

[方法]SDS-PAGEゲルから電気的に抽出した23Kd分画10μgをBALB/cマウスに免疫し、その牌臓

細胞と P3Ulを細胞融合し定法に従いハイプリドーマを作製した。抗体の検出は可制ヒブタZP(sPZP 

)をプレートに結合したELISA法、次いでブタおよびヒト卵を用いた間接蛍光抗偏去により行なった。

[結果]作製したMabの性質を表にまとめた。いずれもsPZPと強く反応し、またトリフルオロメタンスル

ホン酸 (TFMS)で糖を除去したDGsPZPとも強く反応した。これらのMabは23Kd糖蛋白質の蛋白

質部分を認識している可能性が強い。ヒト精子のZPへの結合に及ぼす影響では、 4A2.4E12.

5H4が阻害作用を示した。しかしその作用は抗23Kdポリクローナル抗体と同様あまり強くなく、抗sP

ZP抗体のように媒精直後から精子のattachmentを強く阻害するものではなかった。この後、

4A2と5H4について分析を進めた。 sPZPは二次元電気泳動で4つの主要構成糖蛋白質群 (ZP 1、

ZP2、ZP3、ZP 4)に分離される。 Westernblotでは4A2は必ずしも蛋白質染色のパターンと一致し

ないが、 ZPl、ZP2、ZP3、ZP4(23Kd)を含む広い領域と反応し、免疫原として用いた

ZP4 (23Kd)との反応性は強くなかった。 5H4はZP4に最も強く反応しZPlとも反応した。この

結果から各分子群聞には共通エピトーブが存在することが分かった。
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TFMS処理によっても糖蛋白質から糖を完全に除去することは困難で、アスパラギンに結合している糖

GlcNAcは残ることが指摘されている。川 実際Pheno1-研虚費法で測定すると、処理前の1.4%の糖が検

出された。そこでTFMS処理後、更にN-glycanaseを処理し抗原活性の低下があるかどうかdot部 S却によ

り調べた。4A2、5H4いず、れも反応性は処理前後において変化しなかった。またsPZPを蛋白質分解酵

素で処理してその活性の変化を調べたところ、 4A2の反応はtrypsin矩躍によって著しく低下したが、白川

otrypsin処理によっては変化しなかった。一方、 5H4の反応性はtrypsinよりもchymotrypsinに感到主であ

った。

[考察]5つのMabのうち3つにおいて精子結合阻害が観察されたが、その作用機序は、精子一ZP認識反応

を直接障害するものではないと考えられた。即ち、多種多様な抗体を含むsZPZ抗体の場合にはヒト ZP上

の精子認識部位に構造変化を起こし、 attachmentを阻害することが可能であるが、プ夕、ヒト種間共通抗原に

対するMabや特定の成分 (23K d)に対する抗体では、樹高特異的と考えられるZP上の精子官官接分子を阻

害することは出来ないのかもしれない。これらの弱い阻害は、精子一ZP誌背反応の後に続いて起ごるacro回

me reactionの誘起や、精子とZPとの固い結合を阻害するのではないかと考えられる。今後5H4が認識す

るアミノ酸配列を23Kd分子の中から検索し、避妊ワクチンの開発に役立てたいと考えている。

表 Characterization of monoc1ona1 anti凶diesto ZP4 (23Kd) 

Mab class ELISA Inmunofluor四 cene Inhibition of 

subc1ass sPZP凶sZPZ pig hl.Dsas har眠ter sperm binding 

2Al IgM + + + + + 

2G3 IgGl + + + + + 

4A2 IgGl + + + + + + 

4E12 IgGl + + + + + + 

5H4 I語2b + + + + + 
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マウス老刀其耳耳杢にZ之島ま~すま署長力日丘酎青の景~響E

Effects of serum on the development 

of early mouse embryos 

山元慎一・竹内一浩・福元清吾・堂地勉・森明人・永田行博

Shinichi YAMAMOTO，Kazuhiro TAKEUCHI，Seigo FUKUMOTO， 

Tutomu DOUCHI，Akito MORI，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門edicine，

Kagoshima University 

[緒言〕体外受精 ・粧移植は現在多数の施設で行われているが，その成績は必ずしも良好ではない。妊

娠率を向上させるために培養条件・培養液組成についても，数多くの報告がみられる。今回培養液内の

添加血清の効果及び血清中のホルモンの影響をマウス2細胞期駐を用いて検討した。

[材料と方法]8-12週齢FI(C3HXCS7BL)峰マウスに PMS5単位，hCG5単位を腹腔内投与して過排卵処理

を行いICR系雄マウスと交配した。 2細胞期目査は，卵管を培養液で濯流し採取した。培養液は，①HTF

(Quinn et al，control )② HTF + 10%NCS(Newborn calf serum， GIBCO)③ HTF + 10%CS (human cord serum) 

④ HTF + 10%HS (human serum， spontaneous cycle)⑤ HTF+10%HSOVF-ET patient' s serum，superovul-

a tion cycle)の5種とし，①~⑤の培養液の浸透庄・ pH• Na • K・Clを測定し，添加血清中のprogest-

erone，E1，Ez，E3植をRIAにて測定した。 2細胞期駐は 5%COz• 5%Oz' 90%Nz・37.0.c下に培養し経時的

に形態学的観察をおこなった。

[結果]1)①~⑤の培養液の浸透圧・ pH• Na • K・Clは，添加血清の有無・種類にかかわらず変化を認

めなかった。 2)5種類の培養液にて培養した 2細胞期腔の72時間及び96時間後のblastocystへの発育率

を示した (Table1) 0 96時間後のtotalblastocyst~の発育率はcontro 1 (83. 3%)と比較すると，NCS添加

群(87.0%)，正常周期血清添加群(80.5%)，瞬帯血清添加群(61.8%)で有意差はなかったが，hMG-hCGで過排

卵したIVF-ET患者血清添加群では，有意に発育低下がみられた。 3)96時間後のhatching率をみると，co-

ntrol群はhatchingが全くみられず(0.0%)，NCS添加群 66.7%， HS(正常周期)添加群 58.5%，CS添加群

26.5%であった。 4)それぞれの血清のホルモン植を示した(Table2)。プロゲステロン植は NCS0.1 

ng/ml， CS400<ng/ml ， HS(正常周期)2.5士4.Ong/ml (n=8)であった。 Ez植はCSが高値で(20290.Opg/ml) ， 

HSは 152.0i:217.4pg/mlであり，EI値はCSが高く U90i:47pg/ml)， E3値はCSのみが検出(796560pg/ml)
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された。 IVF-ET症例は 2~tlで，採卵前，後それぞれ測定したが，プロゲステロン植が著明に上昇した。

Table 1. De時岡剛tof T'同一Cell~e Elobryos in Cult田刷i咽同thDiff田明t缶四m

Bla5tocY5ts after 72h0ur5 of 臼lture Bla5t皿Y5tsafter鍛祖国 of臼lture

Cul ture No.of 2・Cell
H由、Ha比b剖 h民hed N∞Hatch国 Ha包b剖 To旬1BlastocY5ts 

臨調dIlIll EJobry田臼ltur咽
Ho.∞ Ho.∞ No.∞ No.∞ 高。.∞

①悶下(畑trol) 3l 22 73.3 。。 25 83.3 。0 ・ 25 83.3・

③ HTF+肌悶 54 

“ 
81.5 3 5.6 11 :D.4 お 66.7・ 47 87.0 

③ HTF+l似cs 34 19 55.9 1 2.9 12 35.3 9 26.5' 21 61.8 

⑥市!'+11lXHS 41 32 78.0 2 4.9 9 22.0 24 58.5 • 33 80.5 
(5剛凶制民)
③田下+1関lS 53 5 9.4 。。 5 9.4 。。 5 9.4 r 
OVF.町)

.. 'v師国.P<O.∞1. '時四国.P<O.OI. r町 S国・ P<O.OOI

[考察]培養液内の添加蛋自の可否については様々の報告干 。，.-~-
Table 2.匂官同n5冊。f出eSteroid H町宮対官民間15in diff町四t5町a

があり Z}3〉，統ーした結論をみていない。以前我々は比較 勧咽

的高K濃度の培養液のほうが受精卵発育が良いことを報告
①陥

h時国t町四時
(ng/.l) 

0.1 

400< した。今回K濃度5.06ml1のHTF1) を用い，添加血清の影響 ②岱

を検討した。マウス受精卵を用いた諸家の報告にも多く見 ③ HS(5岡市民拙JS) 2.5 :t4.0 

られる様に， blastocystへの発育率をみると，contorolと

比較して添加血清の有無にかかわらず発育率に差異は認め

n=8 
@ HS(lVF-町)a) 
n=4 
b) 

0.8 
bi.O 
1.1 
58.。

E， 

7.8 

E， 
(pg/.l) 

<15.0 

初捌.0 8:削.0<

152:t217 190:t47 

lお5.0
611.6 
町7.0 1114.0 
民沼.8 民沼.1

E， 

<5.0 

7虫波泊

<5.0 

<5.0 
<5.0 
<5.0 
<5.0 

なかった。しかし， hatching率をみると，血清無添加群ではhatchingを認めなかった。高木ら 4)も報告

しているように， blastocyst以降の発生に蛋白などの何らかの因子が関与していることが推察される。

ところが，体外受精患者血清を用いた培養液では， morulaまでは発育をしたが，blastocystへの発育率

が著明に低かった。今回血清を検討した体外受精患者 2~tlは，共に恒移植時 2"'4 細胞期医を移植して

いる。したがって，誘発周期の患者血清には， 2"'4細胞期以降の腔に対する何らかのtoxicfactorが

含まれている可能がある。誘発周期では，特にプロゲステロン，エストラジオール植が著明な変動をす

るが，NCSに比較してやや低い発育率を示したCSは，誘発周期の患者血清よりも高プロゲステロン，高エ

ストラジオール値である。従って，受精卵培養による発育において p.Eはあまり関与しないことが予

想される。もちろん，着床の点から考えると P. Eの植は全く関与しないとは断定できないが，誘発周

期の血清がなぜ良くないか，今後詳細な検討が必要と思われる。

[文献1l)Quinn P，Kerin JF， : Improved prcgnancy rate in human in vitro fertilization with the 

use of a medium based on the composition of human tubal fluid.Fertil Steril 44:493，1985 

2)l1enezo Y，Testart J:Serum is not necessary in human in vitro fertilization，early embryo cu-

lture， and transfer.Fertil Steril 42:750，1984 

3)Ed刷ardsRG，Purdy J門，SteptoePC，Walters DE:The groωth of human preimplantation embryos in 

vitro. Am J Obstet Gynecol 141:408，1981 

4)高木優二，他:BSA無添加培地におけるマウス駐の培養おび移植試験.噌乳卵研誌 5(1) 41， 1988 

56-



透明帯異常による受精障害

Fertilization failure associated with zona pellucida 

abnormal i ty in human 1 VF program 

淡路英雄・小林善宗・本田育子・津田朋男・松山毅彦 ・

松井素子・井上正人・藤井明和

Hideo AWAJI， Yoshimune KOBAYASHI， lkuko 
HONDA， Tomoho TSUDA. Motoko MATSUI， 
Masato INOUE， Akikazu FU JII 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， School of M巴dicine，

Tokai Universi ty 

緒言 :体外受精 睦移植IVF-ETは今や不妊症の主要な治療法の 1つであり，卵管性不妊のみならず，原因

不明不妊や男性不妊などにも広く用いられている;ヒ 卜の IVFはかなり効率がよく.成熟卵子の約90%は受精

する。したがって男性不妊の症例を除けばIVFで受精障害を起こすことはまれである。

今回，我々は透明帯の異常によると思われる受精障害の 1例を経験したので報告する。

症例:患者は36才の主婦，初経12才，月経は整，結婚33才，昭和60年12月2日原発性不妊を訴えて当科を受診し

た。不妊症一般検査では異常なく， ZSPTは100% (40 j 40) ，精子不動化抗体はともに陰性であった。腹腔

鏡検査で子宮内膜症stageI(r-AFS)と診断，電気焼灼を行った。同時に施行した腹水中精子回収試験は正常

であった。術後6カ月間経過観察し，その後AIH7回行うも妊娠しないため， IVF-ET(ETR)の適応

とした。

1回目の1V F (昭和62年6月4日) : clomid (100 時)-HMG (150IU)でsuperovula t i onを行っ

た。月経 13日目，血中E21680pgメmt，超音波で 18皿以上の卵胞5個を確認し， H C G 10000 1 U筋注， 36時間

後に腹腔鏡下lζ採卵した;卵胞液は平均4.0mt(2-7.2mt)で成熟卵子7伺を採取した。精液は採卵の2時間

前にとり， SWlm up法にて運動精子を回収した。精子自動分析装置 (CASA)による精子運動能の検索では，

Velocity 60.25 microns / sec.， Linearity 7.37で，いずれも正常であった。 5時間前培養した卵子に精子

(1 x 105/ mt)を加えてさらに培養し， 14時間後に受精の有無を判定した。結果は7個の卵子はすべて非受精卵

で，透明帯は図 1のような異常，すなわち表面が毛羽立った状態を示した。

2回目の IVF (昭和 63年2月3日) :前回と同様， clomid -HMG (日研)で superovu'lationを行い，

経腔的に採卵した。 6伺の卵胞から 4個の卵子を採取したが，成熟卵子は2個であった。卵子は5.5時間前培養

してから媒精し，17時間後に観察した。sWlmup精子の運動能はVelocity50 micronsjsec.，Linearity 

5.49であった。結果は4個の卵子は非受精卵で，うち2個は変性過程にあった。透明帯表面はすべて前回同様の

所見を呈し，走査電子顕微鏡による観察では図2のような異常が確認されたJ夫婦の染色体検査はいずれも正常
であった。

3回目の 1V F (昭和 63年10月22日): GnRHa -HMGでsuperovulationを行い，スプレキュア (600μg
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/日)は月経1日目より. HMG(300IU)は

3日目より投与ιた。月経 11日目E25765pg
/mt.超音波上多数の発育卵胞を認め.HCG 

100001 U注射. 36時間後lと経腔的lζ採卵し

た。 16 個の成烹W~子のうち14個は O.l%hゲal­

uronidaseで穎粒膜細胞を除去してから 5時

間前培養した。裸化卵子はすべて第1極体を有

し，透明帯は前2回と同様の異常所見を示した。

swi m up精子のVelocity.Linearityはそ

れぞれ68.87microns/sec..6.25であった。

媒精後17時間の観察で.4個 (25~紛が受精し

ていた。 hyaluronidase処理卵子の一部に透

明帯の膨化が認められた。受精卵は媒精後24時

間で移殖したが，妊娠には至らなかった。

4回目の1V F (平成元年1月18日) : 3回

目と同様GnRHa-1弘むで superovulation 

を行い，経腔的l乙11個の成熟卵子を採取した。

swim up精子のVe1∞ity.Lineari tyはそれぞ

れ70.71microns/sec..6.71であった。媒精後

16時間の観察では2個(18.2%)受精してい

たが，透明帯表面はすべて毛羽立っていた。受

精卵は前核期で移植したが，着床はしなかった。

考察 :卵子側の要因による受精障害は非常に少

なく，今回のようなケースは我々の知る限りい

まだ報告がない。本症例はZSPT100%で，

CASAによる精子運動能も正常であり，精子

の受精能力には問題ないと思われる。したがっ

て受精障害は透明帯の異常によるものと考える

のが順当であろう。 hyaluronidase処理によ

り，一部の透明帯が膨化したことからも，構造

的異常のある乙とが推測される。走査電顕でみ

図1. 非受精卵，透明帯表面が毛羽立っている。

図 2. 非受精卵の走査電顕像

ると，異常な透明帯も，場所によって正常に近い所が認められた(図2)。また光顕レベJレの観察では，卵子に

よって透明帯の“毛羽立ち"に多少の差が認められた。多数の卵子が採取された3回目. 4回目の IVFで低率

ながら受精が成立したのは，卵子によって透明帯の異常の程度や範囲が異なるためではないかと思われる。

文献:

1)井上正人，他 (1988) : IVF. GIFTの現状と問題点，日産婦誌. 40: 101 

2)井上正人，他 (1985) :体外受精プログラムの実際，臨婦産. 39 : 764 

3)井上正人，他 (1985):体外受精における非受精卵の走査電子顕微鏡による観察，

崎乳卵研誌 2 : 157 

O
D
 

E-u 



マウス卵子の体外受精における卵丘細胞層の

役割の再評価

Evaluat ion of the role of cumulus cells in 

fertilization of mouse eggs in vitro 

板垣佳明・東貞宏.R. B. ABDULLAH・豊田裕

Yoshiaki ITAGAKI， Sadahi ro AZUMA， 

R.B.ABDULLAH， Yutaka TOYODA 

東京大学医科学U研究所獣医学研究部

Department of Animal Pathology， Institute of Medical Science 
University of Tokyo 

目的:マウス卵子の体外受精は方法論的にはほぼ確立されており，精巣上体精子と排卵後の卵丘細胞層に包ま

れた卵子(以下，正常卵子)の体外受精では安定した高い受精成績を得ることがで、きるPじかしながら，卵丘細
胞層を除いた裸化卵子の体外受精で出一般に正常卵子の受精成讃よりも低く，変動も大きいことが知られてい

る?しかし，卵丘細胞層は精子侵入に必須のものではないと考えられているために，その役割に関する詳細な検

討は行われていない。そこで本実験では，今後未受精卵の顕樹桑作や凍結保存などの研究に必凄と考えられる裸

化卵子の体外受精についてより安定した受精成績を得ることを目的として，受精の場の環境を変えて体外受精を

試みヲその効果について検討した。

方法:卵子提供雌には ICRおよびB6CF1，精子提供雄には ICRのそれぞれ成熟マウスを用いた。卵子は

PMSGおよび、hCG各5iuを48時間間隔で投与した雌の卵管からhCG投与後1ト 16時間に採取した。卵丘細

胞層に包まれた卵子は150単位/叫ヒアルロニダーゼ(Sigma，type IV-S，cat No. H-3884)で卵丘細胞を

除去した。精子の前培養用にはTYHを，受精用にはTYHおよびTYHに25mM乳酸ナトリウムを添加しこれに

相当する量のNaClを減じて浸透圧を調節した培地(mTYH)を用いた(実験1)。 次に，精子を1時間TYH

で前培養弘正常卵子を含むTYHに添加し，その1時間後に卵子(少量の精子および卵丘細胞を含む)を新し

い別のTYHに移し換え，精子と卵丘細胞が残ったTYHに新たに裸化卵子を導入し受精させが)c実験2)。 体

外受精は常法により行い，I〉受精の判定は精子添加後6時間以降にホールマウント標本を作製し，ノマルスキー微

分干渉顕微鏡を用いて雌雄前核および受精精子の尾部の有無により行った。続十処理は12-検定を用いた。

結果:(実験 1) TYHに手L酸ナトリウムを添加した培地(mTYH)での裸化卵子の体外受精ではICRで72.5

% ( 40.0~ 90.3%)， B6CFlで77.3%(61. 9~94.7% ) が受精した。一方，同じ前培養精子を用いて TYH の

みで受精させた場合にはICRで57.8%(25.0~8 1. 3% ) ， B6CFlで68.3%( 42.1~89.2 %)であり，いずれ

も乳酸ナトリウムの添加により実験ごとの変動幅は小さくなり，若干の受精率の向上がみられた杭統計学的に

有意な差は認められなかった(P > 0.01)。
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(実験2)精子を TYHで1時鳥官H培養後正常卵子と受

精させ，その 1時間後に別の TYHに移し換えた実験区で

はICR，B6CFlともに高い安定した受精率が得られた

( ICR : 97.4 % ( 95.1 ~ 100係)，B6CF1: 94.2%( 87.l~ 

98.8 %) J。一方，裸化卵子については ICRでは卵丘細

胞と精子を1時間前培養後裸化卵子を導入した区で63.4'!b

( 55.4~100% ) ， TYHのみで受精させた区で55.6%(46.3

Table 1 In vitro fertilization of cumulus 
free mouse eggs in the presence or absence 
of Na-lactate in basic medium(TYH) 

No.o宣言面s No.of eggs 
Strain Na-lactate examined fertilized (亀}

ICR {・} 64 37(57.8) 

(+) 69 50 (72.5) 

B6CFl {ー} 161 110 (68.3) 

(+) 163 126(77.3) 

~81.3% ) であり，正常卵子と較べてい Table 2 工nvitro fertilization of cumulus fr~~_ m~useL:~?~ 
in the presence or absence of cumulus cells in ム

ずれも受精率は有意に低下した(P(O.Ol)omedium(TYH) 
No.of eggs No.of eggs 

しかしながら， B6CF1では同様の処理 Strain Eggs Cumulus cells examined fertilized (も}

で83.8% ( 56.5~96.8 9のが受精し， TYH
工CR Cumulus free {ー} 108 60a(55.6) 

(+) 101 64a(63.4) 

のみの62.6%( 13.6~80.0紛よりも有意 Control* 156 152C(97.4) 

に高くなったが(P(0.01)，正常卵子と
B6CFl Cumulus free ト) 99 62a(62.6) 

(+) 99 83b(83.8) 

の受精率には及ばなかった(P)O.Ol)o control* 206 194C(94.2) 

考察:卵丘細胞欄子の受糊巨獲得お ;??trZ12rt:;::nZJJ;.同 retransferred to fresh medium 

よび先体反応を含む受精現象に頭なれJ泣;;tzth忠fferent 叫…口pts are sig山 cantly
割を果たすことを示殴する報告は多いがち4)裸イt訓子のみの体外受精は可能であり，卵丘細胞の受精に対する明

確な役割については明らかでない。また，卵子の裸化処理に伴うヒアルロニダーゼを含む種今の酵素により透明

帯自体の変化も示唆されており，問題をより複雑にしている。本実験では正常卵子での体外受精で高率かつ安定

した成績の得られる TYHに乳酸ナトリウムを添加することにより裸化卵子の受精率の改善を試みたが，受精の

場の精子は活発な運動性を示したにもかかわらず，乳酸ナトリウムの添加だけでは卵丘細胞の効果を明確にでき

なかった。まわ Gwatkinら3)の方法に準じて，卵丘細胞を含むTYHでの裸化卵子の体外受精では， B6CFl 

においてTYHのみの受精率よりも高くなり，卵丘細胞の受精に対する効果が認められた杭 ICRではこれらの

効果は明確ではなかった。以上のように本実験では裸化処理に用いた雌の系統による差が示唆されたが，卵丘細

胞層の役割については今後，卵子の裸化処理に伴う透明帯の変化などの卵子側の要因，受精能獲得の機序解明を

含む精子側の要因および卵丘細胞層による卵子および受精精子の動きの制限などの物理的要因などを含めたより

精轍な検索が必要であると考えられる。

文献
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外来ベースの体外受精の成績

Resul ts of 1 VF -ET on outpat ient bases 

小林善宗・本田育子・津田朋男・松山毅彦・

淡路英雄・松井素子・井上正人・藤井明和

Yoshimune KOBAYASHI， lkuko HONDA， 

Tomoo TSUDA， Takehiko MATSUYAMA， 

Hideo AWAJ 1， Motoko MATSUI， 

Masato INOUE， Akikazu FUJ 11 

東海大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and GyIleco!ogy， Tokai University， Schoo! 
of Medicine. 

目的:安全・確実・簡便性1<::すぐれた超音波ガイド採卵法を用いて， IVF-ETを外来ベースで行う ζとが十

分可能となった。我々は本邦初の試みである外来 IVF-ETを開始したので，その成績を検討した。

方法:外来 IVF-ET155回(142名)，入院 IVF-ET(超音波採卵)104回(75名)を対象とした。両群聞の

平均年令，平均不妊期聞に差はなかった(表 1)。外来IVF-ETは8AMより採卵を開始し， 1時聞に3件のペー

スで1日最大5件の超音波経腔採卵(静麻又は局麻下)を外来1<::て行い，約6時間の観察で患者を帰宅させた。翌

日又は2日後のoPMより外来にて経腹超音波観察下1<::匪移植を行い， 4時間の骨盤高位安静後帰宅させた。 I

VFの方法は従来のとうりである。

結果:外来 IVF-ETの成績は対周期妊娠率25.2%で，従来の入院 IVF-ETの妊娠率24.0%と差はなかった

俵 2)。刺激法別の成績でも両群聞に大きな差はなく， hMG刺激の成績が良好であったが，最近開始したGn-

RHagonist使用による hMG刺激でも24%の妊娠率が得られた(表3)。採卵成熟卵子数は，外来IVF-ETで

平均5.7と入院IVF-ETの約2倍であるが，刺激法が異るため単純に比較で、きない。正常受精卵，正常分割脹

の比率には両群聞に差はなかった(表4)。移植法別成績では，前核期移植で十分な妊娠率が得られたが，乙れも

両群聞に差はなかった(表5)。適応別の成績で
IVF-ETの手順

は，外来IVF-ETで子宮内膜症と原因不明不 外来IVF-ET 入院IVF-ET

妊で高い妊娠率が得られた。入院IVF-ETで 入院日数 0日 3-6日

はほぼ全例が卵管閉塞の絶対適応症例であった
hCG注射時間 8PM(-day2 ) 3AM( -day1) 

採卵時間 8AM-9AM 3 PM-4 PM 

ため，単純な比較はできないものの，卵管疎通 精液採取時間 11 PM 6 PM 

性を有する難治性子宮内膜症や原因不明不妊に 移植時間 OPM-1 PM(day 1-2) 4PM-5PM (day 1-2 ) 

対して IVF-ETが有効であるととがわかった
骨盤高位安静 4時間 12時間
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(表6)。妊娠例の予後をみると，流産率，多胎妊娠率と

も両群聞に差はなく，ともに許容範囲内であった。外来 (1)対象

IVF-ETで7.7%の子宮外妊娠が発生したが，いずれ 期間

も卵管疎通性のある症例であった(表7)。

考察:IVF-ET 1<:おける最大の進歩の 1つは採卵法

の簡便化である。とくに最近の経腔採卵法は，場合1<:よ

り無麻酔でも穿刺可能であり，その簡便性からわが国で

患者数(回数〉

原発性不妊

続発性不妊

平均年令

平均不妊期間

(2)成績

も一般化された。 IVF-ETを外来ベースで安全に行え 妊娠

るのも，乙の経腔採卵法の開発にほかならない。 外来 対患者妊娠率

IVF-ETの成績は従来の入院 IVF-ET1<:比べて，ま
原発生不妊

続発性不妊

ったく差はなかった。外来 IVF-ETの適応1<:，卵管疎 対周期妊娠率

外来IVF-ET 入院IVF-ET

563.6-563.12 560.12-563.5 

142名(155回) 75名(104回)

71名 30名

71名 45名

33.6才(25-42才) 33.3才(26-42才)

8.6年(7-17年) 8.4年(2-16年)

39名 25名

27.5% (39/142) 33.3 %(25/75 ) 

29.6% (21/71) 36.7 %(11/30 ) 

25.4%(18/71) 31.1 %(14/45 ) 

25.2%(39/155) 24.0 %(25/104) 

通性の認められる難治性不妊があるが，とれは主1<:， (3)刺激法別妊娠率(対周期)

GIFT 1)あるいは IVF-ETR事事の不成功例である。そ
clomiphene-hCG ( 0) 18.2% ( 81必)

clomiphene-ht'心hCG250%(4116) お脳 (10/39)

の IVF-ETの成績で，とくに子宮内膜症や原因不明不

妊ではかなり良好な成績が得られた。 GIFT.IVF-E

TR不成功例では，見かけでは判明しない卵管内環境の

異常にその不旺原因があるのかもしれない。 IVF-ET

の成績の向上lとつながるもう 1つの問題は，培養と移植

hMG-hCGω0%(4/10) 33.3% ( 7/21) 

GnRHa-凶r1G-hCG 24.05ぢ(311129) ( 0 ) 

(4)受精

採取成熟卵子数

正常受精卵数

正常陸

平均5.7 

平均4.3

平均2.5

平均2.4

平均2.0

平均1.3

(5)移植法別妊娠率(対周期)時期である。前核期移植で分割座移植とかわらない妊娠
前核期移植 28.6 % (20170) 28.6 % ( 4/14) 

お.3% (21190) 

( 0 ) 

率が得られた乙との意義は大きい。子宮内環境が受精卵 分割陸移植 22.6 % (19/84) 

の分割にとって現状の invi troの培養より適したもの 前核期，分割怪 0%( 0/1 ) 

ならば，培養続行による受精卵の正常性viabi1 i tyが
(6)適応別妊娠率(対周期)

卵管性不妊
損われないうちに移植してしまうのはとりあえず1つの (うち絶対適応)

解決策といえよう。ジョーンズ研究所(東パージニア医大) 子宮内膜症

卵管内精子輸送障害
における 1987年度の IVF-ETの成績では，573回のET

原因不明不妊
にて妊娠 169(29.5%)との乙とであるが， 我々の外来

(7)妊娠例の予後

IVF-ETのペースでいけば，年間310回のETで78妊 継続(胎児発育)

娠が可能である。 2年遅れながら 臨床ベースでようや 流産

16.5%(14185) 24.0%(24/100) 

16.9%(11165) 23.5%(23/98) 

37.5%(18/48) 25.0% (1/4 ) 

16.7%( 116 ) (0  ) 

37.5%( 6/16) (0  ) 

27名(69.2%) 

8名(20.5%)

21名(84.0%)

4名(16.0%)

子宮外妊娠 3名(7.7%) 0名

く世界のレベルが見えてきたといえよう。 多胎妊娠 10名(25.6%) 6名(24.0%)

文献:(1)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，崎乳卵研誌 3 

: 52， 1986. (2)小林善宗，本田育子，淡路英雄，松山毅彦，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，晴乳卵研誌 4: 67， 1987. (3)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:体外受精卵卵管内移植の成績，晴乳卵研誌 5:64， 1988. 
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本手稲一渓仁会病院テイネ生殖研究室

Teine Reproduction Laboratory， Teine-Keijinkai Hospital，S柳 oro，Japan 

目的:体外受精臨の子宮内移植とともに配偶子卵管内移植や体外受精臨卵管内移植カ河効まの泊療に所期の目

的をあげつつある。今回カ功喝治療法を基礎観察するため、マウスで配偶子卵管内移植 (GIFT)や体外受精魅

.卵管内移植(IVF-EIFT)について観察を行っているのでその成績を報告する。

方法:使用したマウスは I偲系成熟マウス(60---80日齢)である。 過#開H処理のため、供卵マウスに

P略 10IU、その48時間愛に hCG1010をそれぞれ腹腔内に投与した。 採卵はhCG投与のn"....14時断iに、

O. 1%ヒアルロニダーゼを含む PBI中て摘出卵管より行い、卵より卵丘細胞を除去しつつ PBIて教団洗浄して

パラフィンオイル下の媒精用ドロップ(100M2 )中に移した.一方またこのドロップに、精巣上休尾部より採取

した精子を1---2時間前地豊島して活性化させたあと精子の浮遊液20M2を加えて媒精した.媒精時の精子波度は

0.7---3.0 X 106 /IIIJで、培養器内 (3アC、90%降、 5%02、5%∞2)でち---6時間の媒精のあと、卵を新しL、培
養液ドロップに移して、さらに培養を続けた.精子の浮遊液や、媒精液および受精卵培養漉にはO.3%酪Aを

加えた四を用いた. 体外受精卵は媒樹齢7時間以内にほとんどが2細胞期臨となるが、 IVF-EI阿・には

これを偽妊娠1日目にー側卵管あて4---8個を移植した。着床数と胎仔数は移植後14日目に開腹して調べ、ま

た分娩日に新生仔数を調べた。 また、体外受精による2細胞期臨の子宮内移植と IVF-EIFTの抵撮率を比

較するため、偽妊娠1日目の受容マウスの片側子宮角と他倒卵管に同時に魅移植して着床数、胎仔発生致、新

生仔教を調べた. GI貯では上記処理で卵丘細胞を除去した卵6---8個と、精子浮遊液 0.04寸.槌成(精

子散140---1200)を偽妊娠1日目の受容マウス卵管に移植した.着床数と胎仔発生教は、移植14日目に、また新

生仔教は分娩日に調べた. 一方また同織の GIFTのあと24時間目に卵管より卵を回収し、 GIFTでの卵管内

2細胞期脹発生率(2細胞胸H数/全卵数)を算定した.
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結果:

(1)体外受精での2細胞期脳性率は72.2% (390/540)であった.

(2)これら2細胞期怪 123個を9匹の受容雌の両側卵管に移植した結果、すべてのマウスが妊娠し、その着床

率、胎仔発生率および新生仔率はそれぞれ86.2% (106/123)、62.6%(77/123)、59.3%(73/123)で

あった。

(3)受容マウス14匹に IVF-EIFTと子宮内陸移植を同時に行った結果、 11匹が妊娠(妊娠率78.6%)したが、

この妊娠はすべて IVF-EIFTによるものてあった。その着床.と胎仔発生率、また新生仔率はそれぞれ77.5

% (62/80)、71.3% (57/80)、63.8%(51/，剖)であった。 このため IVF-EIFTの (2)、(3)にお

ける2細胞期匠の総計203個の着床率、胎仔発生率、新生仔率は68.5%、日.7%、61.1%であった. 一方

子宮内に移植された2細胞期匪90個を移植24時間後に囲収を試みたが腔形態を認めがたく、 14日目も着床痕

は認められなかった。

(4) GIFTのあと24時間目の2細胞期間性率をみるため卵管から卵を回収したマウス11匹において、 2細胞

期臨の発生を認めたのは10匹 (90.9%)であったが、2細胞期庇の発生率は54.4%(98/1加)に止まった。

これは体外受精における膨性率に比して低値であった (P<O.01)。

(ち)また150個の卵を GIFTで10匹の受容マウスに移植したが、ち匹が妊娠し、着床率、胎仔発生率および新

生仔率はそれぞれ51.2% (43/84)、46.4% (39/84)、45.2% (38/84)であった。このように GIFTの

着床率、胎仔発生率、新生仔率は IVF-EIFTの対応するそれぞれの値に比べて明かに低かったが、それぞれ

の率の劃ますべて卵管内受精と体外受精での2細胞期駐発生率の差に由来することがわかった。

考察:ヒト IVF-町では2細胞期駐の子宮内移植でも成功しているが、マウスでは偽妊娠1日目の子宮内に

移植された2細胞期阻止着床をみなかった。このことから初期駐の発生に卵管の重要な役割が示唆されるとと

もに、 2細胞期駐にとって偽妊娠初期の子宮内環境は、発生上不適であると考えられた。

また匠タ位以後に卵管を介して子宮に着床した場合は、着床率、胎仔発生率、新生仔率の推移は庇発生が

in vitroでも invivoでも全く差異をみとめないことカ指摘できた。なおまた invitroでの受精よりも

GI町での脳性率が低かったが、その原因については向後追求する。

文献:

1) Toyoda.， Y.. Yokoyama.， M. and Hosi. T.: Studies on也efertilization of・ousee邸sin vi tro. 
1. In vi tro ferti lization of eggs by fresh epididi血1sperm. Jap J Anim Reprod 16:147.1971 

2) Quinn. P.. Kerin.J.F. Warnes.QM.: IlProved pregnancy rate in vitro fartilization with the use 

of a mediu. based on the co・posltionof h咽組 tubalfluid. Fertil Steril岨:493.1985 
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Superoxide Dismutase によるマウス 2-Cellブロック解除の機構について

Mechanisms of the effect of superoxide dismutase on 2-cell block 

releasing in mouse embryo in vitro. 

松本央・野田洋一・馬岡 陽・辰巳賢一・岸淳二・森崇英

Hisashi MA  TSUMOTO， Yoichi NODA， Yoh UMAOKA， 

Kenichi TATSUMI， Junji KISHI， Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

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

【目的】 各種目南乳類の初期妊培養においてstagespecificな座発生の停止1)-3)が知られており，マウスで

は2-Cellブロックが成立する。近年，野田らは4)5)，Superoxide Dismutase(SOD) 6)によりマウス2-Cellブ

ロックが解除される乙とを，初めて報告した。乙の解除の機構を知る目的で，ヒ卜赤血球由来鍋・亜鉛型 r-

hSODの金属置換体及びアポ体を作成し，マウス初期妊培養系に添加して，その匪発生に及ぼす影響を検討した。

【方法】 培養に供した圧は， ICR幼若雌マウスに過排卵処置を行い，同系雄マウスと交配，翌朝睦栓の認めら

れた雌マウスよりHCG投与18時間後K回収した前核期座(写真1)で， O.3%BSA添加BWWmediumを基本

培養液とし， 37¥:;， 5% C02 in air，の気相にて培養し， 24時間毎に分割状態を観察した。 2-Cellブロック

の解除効果は，妊の形態及び匪盤胞(写真2)までの分割率で判定した。 r-hSODの金属置換体およびアポ体の

作成は， Weserらの方法7)rζ従った。

【結果】 基本培養条件のコン トロール群では，Jff盤胞率7.9%であったのに対し， CU2Zn2のホロ体では51.6

%， Cu2X2とCU2CU2の金属置換体ではそれぞれ52.5%と49.3%，X2 X2のアポ体では56.1%と有意に解除効果

が認められた。また，ホロ体，金属置換体，アポ体の4種聞には有意差は認めなかった。(表1) 

【考察】 ホロ体及び金属置換体による2-Cellブロックの解除は， SODの酵素活性によると考えられるが，酵

素活性に必須のCuイオンを持たないアポ体で2-Cellフcロックの解除効果が認められた乙とは，乙の効果がSODの単

なる酵素活性によるものばかりではない事を示している。おそらく銅・亜鉛の結合部位1<::，重金属が取り込まれる

乙とによる一種のキレー卜作用によるものか，あるいは細胞に取り込まれて一種のGrowthFactorとしての可

能性が考えられるが，詳細については更なる検討を要する。本実験に際し， r-hSODを提供して頂いた日本化

薬株式会社に深謝致します。また，本研究は昭和63年度文部省重点領域研究「生殖系列」によって助成された。
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写真 l 写真2

表1 Effect of SOD on Embryo a) Development 

No. of No. of embryos No. of embryos obtained 

Type of SOD expenment employed 2-cell(%) 4・cell(%) blastocyst (%) 

CU2Zmb) 4 64 62(96.9) 57(89. ~) 33(51.6)** 

CU2X2C) 4 61 60(98.4) 50(82.0) 32(52.5)** 

CU2CU2d) 4 67 66(98.5) 55(82.1) 33(49.3)** 

X2 X2e) 4 66 64(97.0) 55(83.3) 37(56.1 )** 

control 4 63 61 (96.8) 36(57.1 ) 5( 7.9) 

a) ICR平xICR 6 ** : z2 test P<O.OI 

b) c) d) e) Apo emzyme of r-hSOD， O.5mg/ml 

【文献】

1) Biggers，J.D. et al:The culture of mouse embryos in vitro. In:Methods in Mammalian 

Embryology (Daniel，J.C.ed.)， Freedman & Co.， San Francisco， pp.86-116(1971) 

2) Davis，D.L. et al:Cleavage and blastocyst formation by oig eggs in vitro. J.Anim.Sci. 46:1043-

1053(1978) 

3) Wright，R.J. et al:Aspects of in vitro fertilization and embryo culture in domestic animals. 

J.Anim.Sci. 53 :702-728 (1981) 

4)野田洋一，松本央，森崇英:Superoxide Dismutaseによるマウス2-Cellブロックの解除.日産婦雑

誌， 41巻臨時増刊:334(1989)

5)野田洋一，松本央， 森崇英:Superoxide Dismutaseによるマウス 2-Cellblockの解除.日産婦雑誌，

41巻6号， in press (1989) 

6) McCord，J.M. and Fridovich，I.: Superoxide dismutase， an enzymic function for erythrocuprein. 

J.Biol.Chrm. 244・6049(1969)

7) Weser，U. & Hartmann，H.J.:FEBS Lett. 17:78-80(1971) 
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低酸素濃度培養系におけるマウス 2-cell

ブロック解除について

Release of 2-cell block phenomenon in mouse embryos 

cultured under low oxygen tension. 

馬岡陽・野田洋一・松本央・

岸淳二 ・辰巳賢一・森崇英

Y oh UMAOKA， Y oichi NODA， Hisashi MATSUMOTO， 
Junji KISHI， Kenichi TATSUMI， Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Faculty of Medicine， 

Kyoto University 

目的 "ウス 2-cellブロッ クがsuperoxidedismutase (SOD)l)によって解除されることが，野田らのめに

よって初めて明らかにされた。乙の事実と以前から既lζ報告されている低酸素濃度下座培養が高い睦盤胞率を

あたえるという事実4)から， 2・cellプロックが酸素毒性によってもたらされる可能性が示唆されている。広く崎

乳類膝培養条件改良の見地から本研究でtはマウス怪培養系を用いて低酸素濃度下及びSOD添加の条件下におけ

る腔培養成績を形態及び怪盤胞率について検討した。

方法 :TUCK幼若雌マウスに過排卵処理(PMSG5単位， hCG 5単位， 48時間間隔)を加えた後，同系雄マ

ウスと交配させてhCG投与18時間後iζ得た前核期座を本実験lこ供した。

外気を遮断し混合ガス (5%02， 5% C02， 90% N2)を注入することにより，可及的lζ酸素濃度を5%の条件lζ

維持できる閉鎖系をinfantincubator (ATOM社)を改良して作製し，乙の装置内で=匹の回収を行った。同混合

ガスを連続的に注入した閉鎖系低酸素下培養チェンパ lζ形態正常な前核期匹を移し，37'C， 5% 02， 5% COz， 

90% N2の気相下で96時間の培養を行った後に匹の発育を観察し，これを低酸素濃度培養群とした。なおコント

ローノレ群は同系の前核期限を大気中で=採卵し， 37" C， 5% COz， in airの気相下で96時間培養した。また基本培

養液である0.3%BSA添加BWW液IC::0.5mg/mlのSODを加えて同様に低酸素濃度下及び大気中で採卵・培養

を行い，それぞれを低酸素濃度下SOD群及び大気中SOD群とした。そして，各々の匹盤胞数を算定し!匹盤胞

率を1'2乗検定で，コントロ ノレ群と比較し2-cellフゃロックの解除効果を判定した。

結果 :低酸素濃度培養群，大気中SOD群，低酸素濃度SOD群及びコントロ ノレ群の匹盤胞率は，それぞれ

28.4 % (57/201)， 31.0% (35/113)， 75.2 % (115/153)， 1.3 % (31231)であった(表1)。低酸素濃度群及び大気中

SOD群の臨盤胞率は，コントロ ノレ群のそれに比較して有意に高値であり (P<O.Ol)，両者とも2-cellフぃロック

の解除効果が認められた。さらに低酸素濃度SOD群の脹盤胞率は他の三者のそれより著しく高値であり
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(P<O.OI).低酸素とSODの相乗効果が認められた。

T able 1 : The effec~ of a low oxygen tension gas phase 
and SODωon the development of 1-=cell embryosb) 

02 SOD 
No. of embryos ob箇 ined

C<Jn<誕H'ltration 。oncentratlOl1 No.of embryos 2.曲 11(%) 4-cell (%) 8-曲 11(%) Blast∞yst(%) 

o mg/ml 231 209 (90.5) 80 (34.6) 16 ( 6.9) 3 ( 1.3) 

20% 

0.5 mg/ml 113 108 (95.6) 71 (62.8) 48 (42.5) 35 (31.0)*本

o mg/ml 201 175 (87.1) 128 (63.7) 90 (44.8) 57 (28.4i紳

5 %c) 

0.5 mg/ml 153 148 (96.7) 140 (91.5) 137 (89.5) 1 J 5 (75.2)*本

0) r-hSOD *本:〆四st P<O.Ol 

b) TUCK♀X TUCK古

c) r田町岬聞dand cultured in 5 % 02， 5 % C02， 9 % N2 

考察 :以上の結果から.Iffiの初期発生に酸素濃度が無視できぬ影響を及ぼしているととが明らかとなった。

現在までに，卵管液中の酸素分圧は大気中の酸素分圧の1/3程度である事5)が知られ，またirivitroで匹培養

を行う場合に酸素分圧を5%に設定するととによって高いE基盤胞率の得られる事実 4)が報告されている。乙れら

の乙ととSODが2H++20τ→H202+02という反応1)を触媒する乙と等を考え合わせると，匪内部あるいは

培養条件下で産生される0τ が細胞を障害しているのではなし、かと考える事ができる。マウス会cellフーロック成

立機序の完全なる解明には更なる検討が必要であるが，より合理的な培養法を確立するためには，酸素毒性に

対する配慮が必要であろうと考えられる。本実験IC:際し. r-hSODを提供して頂いた日本化薬株式会社に深謝

致します。また，本研究は昭和63年度文部省重点領域研究「生殖系列」によって助成された。

文献 :

1) McCord. J~ M. and Fridovich， 1: Superoxide dismutase， an enzymic function for 

erythrocuprein. J. Biol.， Chem. 244: 6049 (1969) 

2)野田洋一，松本 央，森 崇英:Superoxide Dismutase によるマウス 2-cellブロックの解除，日産婦雑誌，

41巻臨時増刊:334， (1989) 

3)野田洋一，松本央，森崇英:Superoxide Dismutase によるマウス2-cellblockの解除，日産婦雑誌，

41巻6号.in press (1989) 

4) Whitten， W.K.: Nutrient Requirements for the Culture of Pniimplantation Embryos in Vitro. 

Advances in Biosciences 6・129(1970) 

5) Mastroianni， L. Jr & Jones， R.: Oxgen Te'nsion within the Rabbit Fallopian Tube.， J. Reprod. 

Fertil. 9 : 99 (1965) 
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The effects of zona pellucida， perivitelline space and cell size on 

the development of single blastmeres of 2-cell mouse embryos 
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Tomohiro KONO， Miyoko OGAWA， Tatsuo NAKAHARA 

東京農業大学総合研究所

NODAI Research Institute， Tokyo University of Agriculture. 

目 的: マウス2細胞期匪の分離割球(1/2匪)は、産子への発生能を十分に有しているとが知られて

いる。しかし、透明帯を除去された1/2匪では体外培養による匪盤胞への発生が低下するばかりでなく、

移植により産子を得ることは困難とされいた1.2)。、富樫ら(1987)3)は透明帯除去1/2怪から得られた匪

盤胞を妊娠雌に移植して40%の産子を得たと報告している。そこで本実験では、マウス1/2睦の発生能と

透明帯、囲卵腔、および割球の形状との関係を明らかにしようとした。

方 法: Fl(C57BL/6jXCBA)の成熟雌にPMSGとhCG、5IUを48時間間隔で腹腔内注射し過割開H処理した

後、同系統の雄と交配した。 hCG注射後48時間目に屠殺しM2液を用いて卵管を濯流して2細胞期匪を回収

した。 マイクロマニュピレーションと電気細胞融合により4種類の1/2匪と4倍体匪とを作成し、その発

生能を比較検討した。作成した操作匪は次の通りである。

1)ー核除去2細胞期匪(以下1/2+C匪): 透明帯の一部を切断した匪をサイトカラシン B(5同/叫)とコ

ルセミド(10μg/叫)を含むM2液に浸潰した後、片側割球核を除去した。

2)一割球除去2細胞期匪(以下1/2ZP匪): 1)と同様に処理した後、片側割球を除去した。

3)裸化1/2割球(以下1/2ZPF): 透明帯の一部を切断した匪を、 Ca++、Mg++Free M2液で処理した後、

ピペッテイングより割球を分離した。

4)核除去割球融合2細胞期匪(以下1/2FC匪): 1)で作成した1/2+C怪を電気融合法により割球と細胞

質を融合させた。

5)割球融合4倍体匪(以下4N匪):正常2細胞期匪を電気融合し4倍体匪とした。

作成匪は、 M2液およびM16液でそれぞれ数回洗浄した後、 37tで 5%C02，5%02. 90制2の気相条件下に

あるM16液にて2日間培養し、臨盤胞への発生率を調パた。 また、得られた匪盤胞は偽妊娠3日目のレシ

ピェントの子宮に移植し産子八の発生能を検討した。

結果:体外培養による匪盤胞への発生率は、1/2+C匪:97%(161/166)、1/2即座:96%(15/120)および

4N匪:96%(97/107)では極めて高く対照区 (99%，371/376)に匹敵する値であった。 1/2ZPF匪および1/2

ZP匪では有意な低下が認められ、それぞ、れ87%(149/172)および88%(134/153)であった。 また、 1/2匪の
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Table 1. The effects of zona pellucida， perivitelline space and cytoplasmic volume 

on the devlopment of single blastomeres of mouse 2-cell embryos 

No.of Develop to No.of No. No.of No.of No.of 

embryos embryos pregnant/ implan- live live young 

Group cultured 2-cell Blastocyst transferred recipient tation young /implantation 

1/2+C 166 166 161(97) 62 6/6 59(82) 37(60) 37/51(73) 

1/2ZP 153 152 134(88)料 62 6/6 49(79) 37(60) 37/49(76) 

1/2ZPF 172 171 149(87)** 56く46> 5/6 24(52)紳 14(30)** 14/24(58)* 

1/2FC 120 120 115(96) 59 6/6 33(56)* 24(41)林 24/33(73) 

4N 101 101 97(96) 40 5/5 32(80) 

Control 376 376 371(99) 134 13/13 111(83) 92(69) 92/111(83) 

*:Pく0.01，**: Pく0.001， (%) 

囲卵腔に核除去割球を残存させるか、あるいは細胞質量を増化させることにより、匪盤胞への発生率を

向上させることができた。移植試験では、合計42匹のレシピェントのうち1例を除き全てが妊娠し204匹

の産子を得た。1/2+C匹および1/2ZP匪由来の怪盤胞では、ともに移植後60%(37/62)が産子ヘ発生したの

に対し、 1/2ZPF匪由来の匪盤胞の産子への発生率は30%(14/46)で最も低く、他区との間に有意差を認め

た。また、着床数に対する産子率をみても1/2ZPF脹由来の匪盤胞では58%(14/24)で、他区の73%~76%に

比べ低い値となった。 したがって、 2細胞期脹の片側割球から核を除去した1/2匪+C匪において最も優

れた発生率が得られ、操作匪の58%を産子にまで発生させることができた。

-考察:1/2ZPF匪と1/2ZP匪の匪盤胞への発生率は等しいこと、ならびに核除去割球の残存、融合によ

り1/2匪の匪盤胞への発生率が向上することから、1/2匪の匪盤胞八の発生率に対しては、透明帯の存在

自身より、囲卵腔内の匪の形状が重要であることが示された。 しかし、1/2ZPF怪由来の匪盤胞は移植

後の産子への発生率が明らかに低下することから、 1/2匪から高い産子への発生能を有する匪盤胞を得

るには、やはり透明帯の存在も必要であると考えられる。

文献:

1) Tsunoda， Y. 加 dMcLaren， A.: Effect of various procedures on the viability of mouse 

embrys containi昭 halfthe normal number of blastomeres. J Reprod Fert 1983; 69:315-322. 

2) Fiser， P.S. and Macpherson， J.W.: Devlopment of embryonic structures from isolated 

mouse blastomeres. Can J Anim Sci 1976; 56:33-36. 

3) Togashi， M.， Suzuki，H.， Miyai， T. and Okamoto， M. T.: Production of monozygotic twins by 

splitting of 2-cell stage embryos in mice. Jpn J Anim Reprod 1987; 33:51-57. 
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Laboratory of Animal Breeding，Faculty of Agriculture， Iwate University 

目的 :当研究室ではマウス、ラットを用いての同種問、あるいは異属聞の集合キメラ臨の作出を試

みてきた。集合キメラ匹作出の際には、 8細胞期の同調駐を用いており 、その統合紅、盤胞への発生率

も高いものであった。しかし、非同調粧を用いての集合キメラ駐の作出については、これまで試みら

れなかった。そこで、初期駐がもっ調節能力に着目 し、マウスにおける非同調妊の集合キメラ妊の作

出1)を試み、その統合目基盤胞への発生能を調べた。

方法 :実験には ICR/Jcl系(以下、 ICRと略す)、 C57BL/6J系(以下、 C57BLと略す)マウスを用

いた。交配確認日を 1日目として、 2日目の20時以降に4細胞期の粧を卵管より回収し、 37"C、湿度

100 %、 5%C02 95%空気混合気相下、 0.3%BSA添加ダルベッコ変法イーグル培地を用いて培

養した。翌日の20時以降、交配2日目のマウスの卵管より回収した4細胞期の匹と 、前日よりの24時

間培養によって得られた 8~16細胞期の匠、とを、透明帯除去後、植物性凝集素を用いて接着し、先と

同様の条件で培養した。非同調の集合駐は、 4細胞<->8細胞、 4細胞ω16細胞、 8細胞日16細胞の3

群を作出した。また、 4細胞<->4細胞、 8細胞......8細胞、 16細胞仲間細胞の3群を対照群とした。培

養12時間ごとに、 ICR<-> ICR、あるいは ICR<->C57BLの集合させた臨を光学顕微鏡下で観察した。

結果 :4細胞<->8細胞ではその80% (20/25)が、 8細胞日16細胞では、その43%(3/7)が、それぞ

れ培養72時間後、培養48時間後に拡張統合臣、盤胞へと発生した。しかし、 4細胞日16細胞では集合駐

が得られなかった(0パ3)(Table1)。

Tab 1 e 1 Development of asynchronously aggregated embryos 

Type of 
aggregated 
embryos 

No. of 
aggregated 
embryos 

No. of 
i ntegrated 
Blastocysts(%) 

No. of disintegrated embryos 

8-cells Horulas Blastocysts degenerated embryos 

4-cell-8・cell
4-cell-16-cell 
8-cell特 16-cell
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一方、対照群の統合H基盤胞への発生率は、4細胞-4細胞では80%(8パ0)、8細胞-8細胞では95

% (20/21)、16細胞-16細胞では69%(18/26)であり 、拡張統合怪盤胞への発生時聞は、それぞれ培

養開始後、 72，48，36時間であった。Fig. 1-a， -b，-cには4細胞-8細胞のそれぞれ培養開始直後、培

養36時間後、培養72時間後のものを示した。

L一一J

考察 :4細胞-4細胞と 4細胞-8細胞の統合匠、盤

胞への発生時聞が72時間と同様であることから、 4細

胞-8細胞の統合に際しては、4細胞が8細胞に対し

て、その発生を遅延させるよ うな細胞問調節作用 1.2) 

をおよぼすものと考えられる。4細胞-16細胞におい

Fig.1. Cul ture of asynchronously aggregated 
mouse embryos (4-ce 11 - 8-ce 11 ) 
a，Start of culture 
b，After 36hr of culture 
c. After 72hr of cu I ture 
Scale bar，50um 

ては駐の統合が起こらなかった。これは、16細胞の粧が先に匹盤胞へと発生したためで、4細胞の匪

と16細胞の駐の聞に微繊毛などの組織学的相違3)があるために、細胞聞の連絡3)が起こらないものと

考えられる。今後は、非同調集合キメラ匹における細胞分化の方向を確定するために lCR-C57BLsf 

の移植、また生体標識1)などの方法を用いる必要があると思われる。

文献

1) Stern，H.S.and Wilson，I.B.(1972).Expel、imentalstudies on the organization of the pre-

imnlantation mouse embryos. I. Fusion of asynchronously cleaving eggs. J.Embryol.exp. 

Horph目，28，247-254.

2) Prather，R.S.and First，N. L. (1988).Chimerization of highly asynchronous murine blasto-

meres:developmental alteration? Gamete Research，19，359-367 

3) Good匂1I，H.and Johnson，H.H. (1982). Use of carboxyfluorescein diacetate to study forma-

tion of nermeable channels between mOUSB blastomeres. Nature，295，524-526. 
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悪性テラトカノレシノーマ細胞凝集キメラマウス匪の発生

Developrnent of rnouse chimeric ernbryos produced frorn rnal ignant 

tera tocarc i noma ce I I s 

平野裕子、 後藤勤、 佐藤嘉兵

Yuko HIRANO， Tsutomu GOTO， Kahei SATO 

日本大学農獣医学部応用生物科学科動物細胞学教室

Laboratory of Animal Cell Biology， Department of Applied Biological Sience， 
College of Agricul tur巳 andVeterinaryトledicine，NihonUniversity 

Fujisawa， Kanagawa 252 

目的 Bri nster(l974)、ト1intzand II Imensee(1975)によってテラトカルシノーマと正

常マウス旺聞のキメラ旺作出が初めて報告された。これ等はいずれもblastocyststage 

のマウス妊のblastocoeleにテラトカルシノ ーマ幹細胞(EC細胞)をmicroinjedionする

方法により作出された。 一方、キメラ肢の作出にはもう一つの方法である凝集法がある。

現在のところは、もっぱら前者のmi c 1'0 i nj ect i 0 n?去によるものが主流を占めている。

しかし、集合法には特殊な装置を用いる事なく比較的簡単に行われる利点があり、発生

学上の諸問題の解析にキメラ旺が有効で使用頻度が増加することを考える と、凝集キ メ

ラ旺作出法の検討は意義あるものと思われる。我々は、 malignant teratocarcinomaと正

常マウス旺聞のキメラマウス作出についての基礎的検討を行った。

方法:ddY系成熟マウス:こP門SG81U、その後48時間でhCGI0lUを腹腔内投与し、過排卵処

理を行い、 hCG投与後直ちに同系統の成熟雄マウスと交配させた。交配後55~75時間後に

4~lG細胞期旺を卵菅および子宮濯流により回収し、ブロナーゼ0.5%を含む Brinster培養

液を用い透明帯除去を行った。その後、フィトヘマゲルチニン -pを5μI/mlとFCSlO~ 

20%('/;)を含む門E門培養液中にてddY旺と EC細胞が培養中剥離しないよう‘に二つの旺では

さみこむように接着させ、キメラ旺を作成した。なおEC細胞は、可移植性のテラトーマ

の代表的なものとしてあげられるOTT6050よりクローン化された刊を用いた。さらに培養

24時間後に柔実旺移行にまで発生した旺を偽妊娠処理したマウスの子宮内に移植した。

結果および考察:キメラ旺作生後24時間培養した結果、正常旺同士接着させたキメラ

旺と変わらない発生率を示し、 EC細胞接着のため、発生が停止した旺はみられなかった。

また、正常旺と EC細胞は正常旺細胞と区別する事ができるが胞旺期に至ったキメラ旺中

では、正常駐の構成細胞と全く同じ形態を示し、光学顕微鏡下では、 EC細胞の形態的な

特徴は観察できなかった。

なお移植により 6匹のマウスが得られたが、その成長については正常マウスと変わらず、

特に大きな差は認められなかった。出生4ヶ月後に開腹し、観察したところ腫蕩の発生は

認めていない。
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以上の事より、本来癌細胞としての働きを示すはずのEC細胞は正常旺細胞と接触した
ことにより、癌細胞としての無秩序な増殖が抑制され、旺の正常な発生機構に組み込ま

れEC細胞が正常化した可能性が考え られる。今後、詳細に検討する予定である。

EC細胞凝集キメラ旺(凝集直後) X 100 胞旺期に達したEC細胞キメラ旺 X 200 

〈矢印はEC細胞を示す〉

文献:

Brinster，R.L(1974):The effect of cモ11 transfered into the mouse blastocyst on 

sbsequent development. J.Exp.門ed.，140:1045-1056. 

門intz，B. and lllmensee，K.(1975):Normal genetically mosaic mice produced from 

ma 1 i gnant tera tocarc i noma cell s. Proc. Nat 1. Acad .Sc i • CU.S.A.)， 72 :3585-3589. 
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うットおよびマウスの凍結卵栄の措養

The cul ture of freead ovary in rats and冊 use

利部聴・高場光一・牧田登之

KAGABU Satosi，胤MBA Kouichi，胤KITA Takashi 

山口大学農学部獣医学科家畜解剖学教室

De開rt配 ntof Veterinary anatomY， Yarnaguchi University 

一目的ー

ラットの卵巣内には35000個の卵細胞が存在すると言われている J)。これらの卵細胞のわ

ずかo.01%が持聞Hに至りのこりの99.99%が閉鎖卵胞となる 2)。他の動物種でもこの
傾向は同様でほとんどの卵細胞が閉鎖してしまう。最近の発生工学の進歩はめざましく、卵子

の需要が増大しており卵巣の凍結保存一培養一排卵系またほ凍結保存ー培養一採卵系の確立が

またれている。本研究は凍結保存一培養一#聞s(採卵)系を確立するためにラットとマウスの

凍結卵巣を培養して形態学的に卵胞の状態を調べたもので、ある。

一対去-

ICR系6-8週齢マウス、ウイスター・今道系11 -1 2週齢ラットの卵巣を取り出し、 1

-2mmの厚きに細切した。 4昭 BS A/mlをくわえたPBlおよびM-199を基質液とし

てRall& Fahy3)が開発したVSlを用いて超急速無段階凍結法によって凍結した。 5-7日

間液体窒素内に保存したのち融解し、それぞれの基質液に入れ2日間37
0

C 5%C02イン

キュベータ一内で金網台法によって培養した。また、基質液にケタミンを0.5，1.0， 2.0#g/ml 

添加して同様に培養した実験区も設定した。培養終了後パラフィン連続切片にして形態学的な

観察に供した。卵胞の閉鎖の判定は、 Braw& Tsafriri4)によった。

洗 II?先 II v V V v I I凍 II融 II培 II観
S S S S 

司 1 1.・・j1|121Z1引l 司 1 司 1 司 1 I司 1 1-+1 1-+1 司

浄II浄|
①②完%I I % 
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-結果ー

ラットにおいては、 PB1

マウスではM-199による

培養でやや良好な結果を

表 1. 凍結融解卵巣の培養

PB1 恥1-199

ケタミン(Jlg/ml) ケタミン(Jlg/ml) 

得たが、明らかな差異は

なかった。培養液の違い

によるよりも、ケタミン

添加による影響が認めら

o O.日1.0 2.0 o 0.5 1.0 2.0 

ラット :f: + + ++ :f: :f: + + 

マウス + + ++ + + + ++ ++ 

れた。+， ++と判定した卵胞は培養

液と接する箇所に多数認められた。

一考察一

以J:の結果から、超急速無段階凍結法

によるマウス、ラットの凍結卵巣は融

解後2日までの培養が可能であること

が認められた。また、ケタミン添加に

よって培養成績が良好になったが、こ

れはケタミンのマイトージェン作用に

よるものと考えられる 5)。 本実験で

はおもに果粒層細胞の形態によって凍

結前の形態を保持しているか否かを観

察したもので、ある。さらに卵巣を移植

し生着を認めて凍結一培養卵巣の生存

性を明らかにしなければならない。

一文献-

写真説明
1.凍結前の卵巣(マウス)
2. ++と判定した凍結培養卵巣(マウス)
3. +と判定した凍結培養卵巣(ラット)
4. +と判定した凍結培養卵巣(ラット)
果粒層細胞にピクノーシスが認められる

1)組AI.H. ，Am. J.加at.，27，405.1920. 

2) HIRSHFIELD.A.N.& A.R.MI凶LEYJr..Biol.Reprod.，19，597，1978. 

3)臥LL，Vf. & FAHY， G. M. ，Nature， 313，ヲ乃.1985.

4) B臥W，R.H.&TSAFRIRI，A.，J.Reprod.Fert..59，267，1980. 

5) CULLEN，B.F.& CH旺TIEN，P.B. ，Anesth.Analg. ，52.518. 1切3.

76-



耐凍剤として 1-2Propanediolを用いた

マウス脹盤胞妊の凍結保存条件の検討

Preezing strage of mouse blastocysts by using 1・2Propanediol 

as cryoprotectant 

吉村格・本好茂一 ・大久範幸h 沼辺孝h 高田直和寧

石川勇志h 堀内俊孝料

I tarll Yosimura， Shigekazu Motoyosi， Noriyuki Ohhisa， 
Tal，asi NlIlOabe， Naokazu Takada， Yushi 1 sika¥ola. 
Toshitaka Horiuti 

日本獣医畜産大学，牢宮城県畜産試験場，料広島農業短期大学

Nippon ¥eterinary and Zootechnical (ollege， 
門iyagi-kenExp.St.at.ion of Anim.Sci.. Hirosima Agricultural College 

目的:晴乳動物旺の凍結保存において，現在用いられている耐凍剤はゲリセリン， DMSO，エチ

レングリコール，ト2Propanediol (PrOH)等がある。最近， PrOHは冷却中の氷晶形成を限定する作

用が注目され.PrOfIの一段階添加，凍結保存後のストロー内での一段階希釈〈融解〉により高い生存

率が得られている。しかし，耐凍剤として PrOHを用いた場合の凍結条件については，詳細に検討し

た報告は少ない。

今回我々は，マウス妊において PrOHを用いた場合の至適濃度，浸潰時間，冷却速度，植氷温度，

保持時間，液体窒素 (LN2)への投入温度及びストロー内希釈液〈ショ糖〉の至適濃度について検討

した。

方法:6・7週齢のICR系i瞳マウスに P門SGと HCGを 48時間間隔で腹腔内に注射し，同系の雄と交尾さ

せた。躍栓確認を DAY1として DAY4に PBlで子宮を濯流して Blastocystを回収した。採取した旺

は PrOH溶液に一段階で移し， 0.25101のストローに封入し両側をショ糖液層ではさみ，室温から -70C

までを -lT/分，ー70Cで植氷， 10分間保持後 -0.30C/分で -300Cまで冷却し， 10分間保持後 LN2

( -19ftC)に投入した。 LN2中で 2-....3日間保存後融解し，一段階希釈を行い Ham'sPlO培地で培養

(3TC，空気下 5%C02)した。 HatchedBlastocystまで発生したものを生存旺とし，以下の諸条件で

生存率を調べた。

〔実験1)PrOHの至適濃度;0.8-....2.2門溶液に一段階で移した。(実験2) 1.5門PrOHにおける浸

漬時間; 20分， 40分， 60分， 90分浸潰した後， Ham's PlOに移し培養。(実験3) 室温から-70C

までの冷却速度;毎分“10C，-50C，ー100C及びー70Cに直接投入した。(実験4) 植氷温度;-1-....-9 

0(0 (実験5) ・TCにおける保持時間; 0分， 5分， 10分。(実験6) -70Cから-300Cまでの冷却速
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度;毎分 -0・3........-2・OOCo (実験7) -30oCにおける保持時間; 0分， 5分， 10分， 15分。(実験8)

LN2への投入温度; ー10........ー500C0 (実験9) 希釈液(シヨ糖〉の至適濃度; 0-1・2門。(実験1)

から〔実験9)までの生存率をX2検定により有意差を求めた。

結果 :(実験1) PrOH濃度が1.0-1.8門で 90%以上の生存率が得られ， 1.5門では 96%と最も

高かった。(実験2) 浸漬時聞が経過するとともに生存率は 100%から 85%に低下した。(実験3)

冷却速度による差は見られず，全ての試験区で 90%以上の高い生存率を示した。(実験4) 植氷

温度は，ーTCで 96%と最も高い生存率であった。(実験5) 一70Cにおける保持時間によって生存

率の差は認められなかった。(実験6)冷却速度がー0.3，-0.5，ー1.00Cにおいて 90%以上の生存率

が得られ， -0.30Cで 96%と最も高かった (Table1)0 (実験7) ー300Cにおける保持時間での

生存率に差は認められなかった。(実験8) LN2の投入温度は-250Cから-450Cで高い生存率を

示し-300Cで 96%と最も高かった (Table2)0 (実験9) 希釈液としてのシヨ糖の濃度は， 0.15 

門から 0.6門で高い生存率が得られ， 0.3門で96%と最も高かった。

TableZ. Effects of plung tem問問t町 eon the survival 
of fr田 zingand tha叩 19回 U提 blastocysts.

Tablel. Eff配 tsof c∞ling rate on the survival 
。，ffr，田lZII沼田dthawing即 U田 blast皿ysts.

P lung No. of embηos No. of hatched Survival α)Qling No. of embryos No. of hatched Survival 
temp. (t) frozen-thaw凶 blast民 ysts ratesC:耳) rates/min frozen-thawed blastocysts rates (耳)
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考察:Renal寸，堀内らはPrOHを用いたマウス妊の濠結保存で1.5門のPrOH，-TCで植氷， -30oCで

LN2投入により高い生存率が得られたと報告しているが，我々は，これらの諸条件に加え，浸潰時間，

保持時間，冷却速度及び希釈液〈シヨ糖)の至適濃度についても検討した。その結果， 1.5MのPrOH

濃度，植氷温度はー70C，一TCからー300Cまでの冷却速度はー0.30C/min，LN2への投入温度はー3

OOC及び希釈液としてのショ糖はO.測がそれぞれ最も高い生存率であった。今後は他種の動物旺にお

~t る PrOHの耐凍能について，また他の耐凍剤の効果についても検討する必要があると思われる。

文献 1. Horiuchi，T.Numabe，T.at aI.T.; J.門ann.OvaRes. : 3，1，22・23，1986

2. Lasalle， T. Testart，at al. ; Human embryo and cryopreservation : 44，5，645・651，1985

3. Renal‘d ，J. P .and sab i net，C. ; J. Exp.Zaol. : 230，443，1984 
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プーノレデンハムスター未受精卵の

凍結融解後の生存性について

The effect of cryopreservation On the viability 

of山lfertilizedhamster oocytes 

加納 宏・関口総一郎・関本邦敏・下郡洋一郎

Hiroshi KANO， Soichiro SEKIGUCHI， Kunitoshi SEKIM日T日， Yoichiro SHIM日GORI

日本農産工業(株) 中央研究所

Research Center， Nihon Nosan Kogyo K. K. 

目的:透明帯を除去したハムスター卵子には、多種類の異種動物精子が侵入することが知られて

いる。 Yanagimachiけは、このことを利用して一般の精液性状だけでは推測できないヒト精子の受

精能を評価できる可能性を示した。今日、これはハムスターテストと称した新しいヒト精子機能検

査として注目されている。しかし、その実際は、卵子供給源としての動物の管理や過排卵処置、採

卵操作など繁雑な作業そ伴うため実施が困難な場合が多い。本実験では、これに利用するハムス

ター卵子の凍結融解後の生存性について、ウシ精子との異種間体外受精を行い検討した。

方法 :凍結用の培養液はDMSO1Mを含む HEPES緩衝 Tyrode's so 1 ut i on (3.0% BSA含む)を用い

た2h過排卵を施したハムスターより卵子を回収、 O.1河川aluronidaseで卵丘細胞を除去し、凍

結用培養液を三段階で徐々に加え平衡させた。その後、 O.25m 1ストローに卵子を収めプログラムフ

リーザーにセットし、凍結した。植氷は-6'1:で行い、 10分間保持した後、 0.3'1: /分で-60'1:ま

で下降させ、その後、直接液体窒素中に投下し保存した。融解は37'1:の温湯中に直接入れる方法(

急速融解;Method 1 )と -60'1:からo'1:までを4'1: I分で上昇させ、 o'1:で37'1:の混湯中に移す方

法(緩慢融解;Method n) の2種類について検討した。卵子は融解後、媒精用の培養液(8.O.液、

2. 0% BSA含む)で段階的に希釈し耐凍剤の除去を行った。ウシ精子は、花田らの方法幻によって処

理し、 6.0-8.0 xl06/mlの媒精スポットとした。 O.1首trypsinで透明帯を除去した卵子は媒精

スポットに移し 6時間培養した後、固定、染色し精子侵入の有無を調べた。

結果:i耐凍剤除去後の卵子をtrypanblueで緑色し、その生存性を調べた(Table1)。染色され

た卵子は凍結融解後に透明帯および細胞膜損傷等の‘形態的ダメージを受けていた。また、受精率は
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それぞれ、 72.7%(Control)、53.3%(Method 1 )および64.4%(Method 11 )であり、多精子受精率はそ

れぞれ、 39.3%(Control)、54.4%(Method 1)および38.2%(Method 11)であった。多精子受精は多く

の場合一つの卵子に 2-3債の精子が侵入したものであったが、中には 5-6個人るものも見られ

た。しかし、いずれも 6時間の媒精終了の時点では頭部を膨化させるか、前核の段階で発生を停止

していた。

Table 1. The survival of frozen-thawed hamster oocytes 

Oocytes used Negative/Oocytes stained， (耳)

Control 1】 136 

346 

644 

136/136 ( 0 ) 

270/346 ( 78. 0) 

587/644 ( 91. 1) 

Method 1 2) 

MethodII 3) 

1) Presh oocytes， 2) Rapid thawing method， 3) Gradual 

thawing method 

Table 2. The penetration of frozen-thawed hamster oocytes by bull spermatozoa 

Oocytes fixed 

after insemination 

Penetrated Polyspermy rate 

Control 

Method 1 

Method 11 

238 

407 

191 
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考察 :上口叫らはヒトの、立野 5)らはウシの精子を用い、新鮮ハムスター卵に対してそれぞれ81.

0%の受精率を得ている。今回、検討した凍結未受精卵はコントロールと比較して、形態的正常率、

受精率が低いものの、簡便な急速融解法で得られた卵子についてもその半数以上が受精しておりハ

ムスターテストに利用できる可能性が示唆された。
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Development of mouse half-embryos 
after freezing and thawing 

0石森久雄佐伯和弘宇高健二

Hisao ISHI附RI，KazuhiroSAEKI， Kenji UTAKA 

雪印乳業(株)受精嫡嫡研究所

Embryo Transplantation Laboratory， Snow Brand Milk Products Co. ，Ltd. 

【目的】ウシ匹の凍結保存において、形態的に低質の匪は良質の佐に比べて解凍後の生存性や受胎率が低下す

ると言われている 1210 しかし実際の受精卵移植においては、低質匪をも凍結保存しなければならない場合が

あり、受精9略植の効率化のためには、このような低質駐を有効利用することが重要と思われる。そこでマウ

ス匹を用いて変性害臓を有する匹と細肱撤の少ない臨を人細切こ作製し、それらを低質但ゆモデルとして凍結

解凍後の生存性につL、て衡すした。

【材料と方法】マウス (B6C3F，4-5週令)にPMSGとhCGを各5i. u.ずつ48時間間隔で腹腔内投与し、 hCG投与

44-46時間後Dulbecco's PBS十BSA(3mg/ m/，) (以下PBS)で卵管還流し、 2細胞期匪を得た。得られた匪をパラ

フィンオイル下の培養液滴中に移し、倒立顕微鏡下でマイクロマニピュレーターを用い、次の各操作を行った。

1 :サクションピペットで1衛隊を吸引除去し、 l答献を残した(吸引区)0 2 :ニ一ドルで穿孔してl衛隊

を破砕し、月臓を残した(破砕区)0 3 :ニ一ドルで透明帯を即日腔まで穿孔した(対照区)。これらの匪

をパラフィンオイル下のM16に移し、 37
0C、95%空気晴CO2、飽和湿度下で培養した。各区の匪を24時間培養

し、 8細胞期匹(対照区で8細胞恒¥処置区で4細胞船を得た。そのうち一部はさらに48時間培養を継続し

てその発育性を調べた。また残りの匪を以下のように凍結した。匪をlO%Glycerol加 PBSに移し、室温で'20分

間平衡後、‘ストローに充填した。室温から-60Cまで 20C/分で冷却、植氷後15分間保持して、 300Cまで

0.3
0C/分、ー33oCまで 0.10C/分で冷却後、 LN2 中へ投入した。解凍は370Cの温水で、耐凍剤の除去は匪を

2耳Glycerol力DPBS中に10--12分間保持することにより行った3)。その後M16中で48時間培養して生存性をや庭

した。匹の生存性は、匹盤胞への発育により検定した。

【結果】継続して培養を行った匪の回避胞への発育率をTable1.に示した。培養48時間における回避胞への発

育率は、吸引区(71%) 、破砕区(80掘)、対照区(92~) と吸引区と対照区で有意な差が認められた。培養72時間

での各区の発育率はそれぞれ吸引区(100~)、破砕区(97施)、対照区(叩O掘)となり、有意な差は認められなかっ

た。しかし、 Table2.に示すように各区の8細胞期匪の凍結解凍後の匪盤胞への発育率ついては、対照区

(87指)と比べて処置を行った吸引区(63~) と破砕区(62耳)の匹の発育率は有意に低下した(P<O.OO1)。 吸引区

と破砕区の発育率には、有意な差は認められなかった。

1
 

0
0
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Table 1. Development of half-embryos to blastocysts for 48-72h 

Treat即日t NO.of 8-cell No. (出)of embryos developed to blastocysts 
stage embryos 

48h 72h 

Aspiration of 38 27(71)a 38(100) 
1-blastor日ere

Destruction of 59 47く80)a，b 57く97)
1-blasto配re

Control 65 60(92)b 68(100) 

a， b:P<O. 001 

Table 2. Development of frozen-thawed half-embryos 
(8-cell stag巴)to blastocysts 

TreatI配nt NO.of embryos No. (指)of embryos 
recovered developed to blastocysts 

Aspiration of 79 50(63)a 
1-blasto配re

Destruction of 66 41(62)a 
1-blasto配re

Control 89  77(87)b 

a， b: P<O.OO1 

【考察】凍結せずに培養を続けた8細脆期匹の回盤胞への発育率(Table1) Iこついては、培養48時間の吸引区

かで対照区に比べ低下が認められた。しかし培養72時間では各区聞に有意な差は認められず、処置区は対照区と

差のない阻潤トの発育か認められた。また、変性害憾の有無にかかわらず発育率に差が認められなかったこ

とから、変性害l障の存在は回並胞への発育に影響しないと恩われた。

低質旺、(ウシ)1. 2)や人糊切こ2分離された匪(ヤギ4)、ウシ5))の凍結解凍後の生存性の低下が報告され

ている。それらの原因に関して、低質匪についてはSheaら1)が、分離陸については NiemannG5)が、細腫撤

の滅少を示唆している。今回の実験では、細脆撤を減じた8細胞期匪の凍結解凍後の生存率は対照区に比べて

有意に低下し、また商拠置区間に差は認められなかった(Table2)。これらのことから油田らの示唆と同様に、

組肱撤の減少、持鱗解凍後の生存性の低下の原因のーっと推察された。また凍結解凍のi崩呈において変性由隊

カ注存細胞に影響しているとは，思われなかった。

今後、更に発育の進んだ匹において細臨妨〈凍結解凍後の生存性に及ぼす影響について擬すしていきたい。

【文削 l)B.F.Shea，R.E.Janzen，R.J.McAlisterand D.P.McDermand， Theriogenology 20:205~212 (1983). 2) 

L.G.Kennedy，MLP.Boland and 1. Gordon， Theriogenology 19:823-832 (1983). 3)T. Takeda，R.P.Elsden and 

G. E. Seidel. Jr. ， Ther iogenology 28: 101-108 (1988). 4)Y. Tsunoda， T. Tokunaga; Y. Okubo and 

T.Sugie， Theriogenology 28:317-322 (1987). 5)H.Niemann，G.Brem，B.Sacher，D.S 皿idt，and H. 

Krausslich， Theriogenology 25:519-524(1986). 
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S t r a i n d i f f e r e n c e s i n t h e r e c 0 v e r y r a t e 
of embryos and the development after 
freezing and thawing by  vitrif.ication 

method in mice 

森口佳之・鈴木宏志・富樫守・安達二朗

Yoshiyuki門ORIGUCHI，Hiroshi SUZUKI，内amoruTOGASHI， and Jiro ADACHI 

中外製薬 開発研究所

Drug Development Laboratories， Chugai Pharmaceutical Co.， Ltd. 

目的: 1985年Rall& Fahyによって発表されたVi t r i f i ca t i on法は、従来の旺濠結法の概念を一新

させる方法として注目を浴び、これまでいくつかの機関で追試が行われた結果、再現性の高い方法

であることが確認されている。しかしながら本法での系統差を調べた報告はほとんどなく (Dagnas-

Hansen & Hau， 1988)、腔凍結による系統維持・生産を実用化するためには、 これらを予め検討して

おくことが極めて重要であると思われる。そこで当研究所で維持しているマウス7系統を対象に、過

排卵処理後の旺回収率およびVitrification法による凍結融解旺のその後の発生率について系統差が

認めれられるか否かの検討を行い、若干の知見を得たので報告する。

方法: 供試動物は、 BALB/cAnN，CBA/NCr， 001， C3H/HeN， FRG， HL門， ICRの成熟マウスを用いた。

過排卵処理は各系統の雌マウスに州SG5 i.u.および48時間後にhCG5 i.u.を腹腔内に投与すること

により行った。そしてhCG投与日の18:00に同系統の雄と交配して、翌日plugを確認した(DayO)。

plug(+)の個体の卵管からやcell......門oluraの旺を採取し、 Day2の15:00......16:00に凍結した。凍結融解

操作は、 Rall& Fahy(1985)の原法を若干改良した河野・角田(1987)の方法に準じて行った。融解し
た旺は1......2回洗浄後、 100μ門の印TAを含むWhi tten培地内で48時間培養し、旺盤胞への発生について

観察した。

結果: plug形成率、回収旺数および凍結融解旺の発生成績をTable1に示した。 plug形成率

(40.9・88.9%)および平均回収旺数(1.0・16.0)には顕著な系統差がみられた。 HL門はplug形成率および

回収旺数のどちらもが低いため、平均回収旺数が最も少なかった。また凍結融解後の旺の旺盤胞へ

の発生率は、 001が極端に低率であった(27.6%)が、他の系統については比較的高率に発生した

(70.0-95.6%)0 Table 2は、 Table1で得られた数値をもとに供試動物1個体あたりの旺盤胞への発

生数を算出したものであるが、 0.7......11.4と系統聞に著しい差がみられた。この値は平均回収旺数が
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大きな要因となっており、今回検討した7系統以外についても、 plug形成から凍結融解旺の発生まで

のいわゆる生産効率は、系統ごとに大きな差が生じることが推測される。

以上の成績より凍結保存を系統維持の実際的な手段とする場合、一定数の旺を確保するために、

系統差を考慮した十分な動物数の確保が必要であると考えられる。しかしながら、作業の効率性あ

るいは動物の有効利用を考えれば、 plug(ー〉個体から採卵して体外受精を行う方法ならびに極端に

plug形成率の低い系統においては、最初から体外受精を行い、旺を凍結する方法も有用であると思

われる。今後は体外受精および自然交配によって得られた旺について、凍結・融解後の生存性およ

び産仔への発生能について検討し、より効率的な系統維持の方法の確立に努めたい。

Table 1. 旺の回収成績および凍結融解後の発生成績

系統 山形府 見収旺数 平均旺数回収1) 培養旺数 旺盤胞への発生数(%)
-cell-
トlo1ura) 24h2) 48h2) 

BALB/cAnN 14/17 82.4)b 109 6.4 61 24 

相;曲ilCBAlNCr 8/14 57.1 a ， b 91 6.5 40 2 28 C70.0)b 
C3H/HeN 8/9 88.9)b 144 16.0 53 38 48 (90.6)c，d 
DDI 9/14 64.3 8. b 59 4.2 58 。16 (27.6)8 
FRG 15/18 83.3)b 75 4.2 40 3 31 (77.5)b.c 
HLM 9/22 40.9)a 22 1.0 
ICR 13/17 76.5)b 173 10.2 68 40 65 (95.6)d 

自言語rJ醤鞘5.:.~錯およ匙び(・〉を合わせた数老母数として算出した。
あり Cp<0.05)。

Table 2. 供試動物1個体あたりの凍結融解後の旺盤胞への発生数

系統

発生数

BALB/cAnN CBA/NCr C3H/HeN 

3.9 2.5 11.4 

DDI 

0.7 

FRG 

2.4 

plug形成率(%)X平均回収旺数×融解後の回収率(%)X発生率(%)X10-6 

ICR 

6.5 

Ral1 ，_~. F.， and Fahy， G.門.(1985). lce-free cryopreservation of mouse embryos at 
-196~ by vitrification. Nature， 313: 573・575.

Dagnas-Hansen， F.， and Hau， J. (1988). Cryopreservation of mouse strains by a simple 
and inexpensive method. トlouseNews Letter， 80: 154・155.

河野友宏・角田幸生(1987). ガラス化超急速凍結法によるマウス初期旺の生存性および移植
試験. 家畜繁殖学雑誌， 33: 77・81.
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(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

事

事

事 2名

若干名

2名

第 10条 会長は ，本会を代表 し 3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. 理事まずよび監事は，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 ，本会の業務なよび会計の執行について監査する。

4. 幹事は ，本会の会務に従 事する。

第 11条 役員の選出は ，次Kよって行う。

(1) 会長むよび副会長は ，理事の互選Kよる。

(2) 理事辛子よび監事は ，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Kζ

れを聞 くととができる。

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) 事業計画なよび予算

(3) 役員等の選任bよび解任

(4) 名誉会員の推薦

(5) 会費の金額なよび徴集方法の決定 ，変更

(6) 会則の変更

(7) その他の必要事項

会 言十

第 15条 本会の会計年度は .毎年4月 1BV<:始まタ翌年5月31日K終わる。

2. 本会の経費は会費 ，寄付金辛子よびその他の収入をもってとれK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

1 投稿論文は、原則として崎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 CFullpaper) 

短報 CBrief note)、総説 CReview)とし、著者は本会の会員に限る。

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

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

員会に送付する。

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 C400字以内)を付記する。

5 引用文献の記載方法は下記の例に従う。

雑誌の場合

a) Bavister， B. D. and Yanagimachi， R. ( 1982). The effect of sperm extract and energy 

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

Biol. Reprod. ， 1 6. 2 2 8 -2 3 1 . 

b) 新村末雄、石田一夫 C1 98 5 ).ハムスタ ー果献立居細胞における 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. C 1 98 1 ). Mechanisms of fertilization in mammals. In Fertilizati-

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

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

d) 豊田 裕 (1984).試験管内受精と初期怪培養一マウスを中心1<:，“暗乳類の発生工学"大沢伸昭、

江藤一洋、舘郷、御子紫 克彦編、ソフトサイエンス社、 P.2. 

6. glJ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lζ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



医療施設むけ医理科機器ならびにシステムの販売

医界のニーズに添う製品を速やかにご提供させて項く ことを

常に志して，人命の尊重こそ当社の至上命と心得る所存です。

販売品

サクラ精機製品

手術室用品

材料室用品

薬剤室用品

病棟用 ロ
悶悶

研究・検査室用品

電顕用周辺機器

各種医用システム

各種光学器械

株式会社メ ド城取
代表取締役木 口 啓 司

〒155東京都世田谷区代沢4-37-2ハイツ馬場1F TEL (412) 1925附

あなたの研究に役立つ
供給品 目

-フ 、ソ 卜 -ハムスタ

-マ ウ ス -ネ コ
-ウ サ ギ -サ jレ

-モルモッ卜 -固型飼料各種

側埼玉実験動物供給所
干345埼玉県北葛飾郡杉戸町清地3-9-12

TEL (0480) 34-3691 附)



…丸山
川

ノミイオテクノロジーをはじめ、

最先端の研究分野に対応、する倒立型システム顕微鏡c

未知をひらく光学技術
〈仕機〉・12V・50W高輝度ノ、ロゲンランフ:

位相制御調光方式、パーグラフ式Vメー

ター表示付・ステージ最大ストロークX方

向IIOmmXY方向76mm・位相差、落射

蛍光、微分干渉用各対物レンス.・コンテ'

ンサー(LWCD、ULWCD)

5種の検鏡法を同時に取り付けら

れる、倒立型システム顕微鏡です。

明視野検鏡をはじめ、位相差、蛍光、

ノマノレスキー、そして簡易偏光。L、ず

れの検鏡法もワンタッチで切換えが

可能です。また、両端支持構造によ

る固定式ステージは安定性lこ優札

マニピュレーション等の微細なテク

ニツクを駆使て、きますoIMT-21阜、

今までになし、新しし、システムをもって、

先進の研 究分野に大きく貢 献 L、

たします。

・5種の検鏡法を同時に装着可能、装置

付け換えなどのわずらわしさから解放され

ます。

・コンデンサー都は、ハヰあげ・スウインクe

アウトの2つの機能をもっていますL標本の

装着やインジェクションシステム等の取付

けが容易になりました。

・IXと1.5Xの中間変倍装置を内蔵。

・ステージ上面での標本移動なと.が楽

に行なえる最適なステージ高さ、 275mm。

・独自のマルチ鏡筒システム(オプション)

でl映像システム(3Smmカメラ、大版ポラロイ

ド、TV装置、 l6mmシネなと-)が鉱がります二

顕世銀内視鏡医療器・カメラ等の光学総合メーカー

OLVMPUS 
オリシパス光学工業椋式会社

販売先物式会社オリシパス

カタログ・パンフレットのこ摘京1:株式全社オリンパス
干101東京都千代国区神田駈河台3-4(飽名館ピル)

TEL.03(251)8翁へ



福田理化学

東京都豊島区池袋本町四丁目25番4号

電 話東京 (984)4745  
郵便番号 170 

更正不要.グC02濃度はいつも正しく指示します。
CPDシリーズはC02濃度のO更正、スパンとも必要ありません。

テ-1¥一式

C02t音養器/CPD-170型

新しい機能ガ備わりました。

1 .湿度指示もできます。〈オプション〉
2. PID制御|こおりましだ。
3.初期霞定で運転できます。
4. 自己~断機能もあります。

5. C02ガス切れも警報。
6.記録計(オプション)も取付可。
7.温度精度・分布・耐縫菌怠ども性能向上。

外法 …'W727X D660x H950C鉄台高:600'%) 
内法 "'W460x D530X H700C内容積:170ι) 
仕儀温度・ ~50・C C02濃度:0~19 . 9% 

温度精度::i:0.1'C 温度分布 士0.1'C
湿度範囲:95~98% 機伴:微風循環式

讐報装置・ 17種 電気:100V.AC.350W 

価格 ￥1.070.000 C本体〕
(i寸属白は多く用意されています〉

E咽|株式会社ヒラサつ・・.Jl'・・l干 113東京郁文京区湯島 2T目24-7
E画....ITEL 東京 (03)834-2 3 3 1 (代)
両示会函肩IFAXTEL 東京 (03)836- 1 1 4 0 

・テ-/¥一綜合カタログガあります。あ申込み下されば、ご送付致します。



健保適用

'‘・:l'j-JLti主75.150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用によ旬、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺激ホルモン(HMG)

製剤l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]

問脳性(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】
ノ〈ーゴナル注 75: 10管
パーゴナルj主150: 10管

E割繭国臓器製薬株式会社東 京 都 港区赤坂二 丁目 5番 1号

I使用上の注意1
l 般的，主意

1) 本療法の対象は不妊症!，!:，者のフちの.IMI脳又は下
垂体1拘禁の機能 ・器質的障害に由来する性腺刺激

ホルモン低分泌無月経患者であるので次の点に注

意すること

7.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(

クエン駿7ロミ 7ェン.ンクロフェニル等)が奏
効しない第 1度無月経の患者に投与するニと
イ 患者向状態 (例えばエストロゲ/・性腺刺激ホ

Jレモ/・プレグナンジオール分泌.頚管事Ii液.法

礎体温等)を詳細に検査し.子宮性無月経の忠者

には投与しないニと

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.冨IJ腎・甲状腺機能の異常による無

月経患者.頭蓋内に病変(下垂体『重傷等)を有す

る患者.及び無排卵症以外的不妊患者には投与し

なL、こと

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

の点に留意L.異常が認められた場合には.直ち
に役与を中止する こと

ア 患者の自覚症状 (特に下腹部痛)の有無

イ 卵巣艦大の有無
ゥ ;基~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.その旨をあ句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させること.

5) 産婦人科 ・内分泌専門医師の管理のもとに投与す

ること.

2 次の場合には投与 しないこと

1) 卵巣腫場及び多のヲ胞性卵巣症候群を!京ItIとし主
、、卵巣の腫大を有する患者

2) 妊婦
3 次の月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 2度無月経患者

2) 多のう胞性卵巣を有する息者

4 副作用

1) 卵巣過剰刺激 卵巣腫大.下腹部補.下腹部緊迫

!態.腹水 ・胸水を1半ヲいわゆる.
Meigs線症状候群等があらわれた

場合には.直ちに役与を中止する

など.適切な処置を行ヲこと

2) そ の 他 ときに悪心.頻尿.しびれ!'&¥. ~j'j 

5.相互作用

痛. 浮腫があらわfLることがある

また尿量が増加することがある

胎鍍性性腺刺激ホルモンとの併用によリ.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機症候群があらわれるニとがある



(Isocage & Isocap) M-7 

d~ r~'y/:.現l~，ríHV-~ーニシヨiシケージ

特長

.Isocapの取り扱いが非常に簡

単です 0

・本体はオート クレーブ可能な

材質TPX製，PC製と 2種類
あります。

図岡崎産業株式会社
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⑪株式会主t弛田理化

本 社東京都千代田区岩本町2丁目 15番12号
干101 TEL 03 (861) 6211(大代表)
FAX 0 3 (8 6 1) 6 2 6 9 

八王子支庄八王子市横山町 22番 2 号
干192 TEL 0426 (42) 0570 (代表)

三 島支庄 三 島市東本町 1丁目 15番 6号
干411 TEL 0559 (75) 0975 (代表)

平塚支底平塚市明石町 2 6 番 2 5 号

〒254 TE L 0 4 6 3 (2 1) 2 9 7 4 (代表)
千葉支庄市原市白金町 2丁目 14番 2号
干290 TE L 0 4 3 6 (2 2) 3 7 3 8 (代表)

筑波支底土浦市下高津 2丁目 6番 27号
〒300 TEL 0 2 9 8 (2‘4) 2681 (代表)

埼玉支居川越市大字豊田新田 21 8 3 -5 
干350 TE L 0 4 9 2 (4 5) 7 8 3 1 (代表)

横浜支庄横浜市瀬谷区本郷 2丁目 15- 1 
〒246 TE L 0 4 5 (3 0 3) 6 6 2 1 (代表)

藤枝支庖藤枝市青木 3 丁目 9 番 2 号

干426 TE L 0 5 4 6 (4 4) 5 5 5 1 (代表)

理化学器機 T.R. K.設計製作

日本橋本町

TEL 270-4541 
本郷赤門前

TEL 812-0038 
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TOMY SSオートクレーブ

lかん日ジタル
面倒な操作はありません

lデジタルセーフテイ
誤操作防止、安全優先設計

lデジ何度コント山
理想の広銭高精度温度管理

l前面メンテナンス
お手入れは本体前面から

lss-E4ル 123"C容量22.Q

88 -325: 60-132'C、容量53.Q

:OIGITA 

蹴武重量社・ト三一精工

本社 03(976)3111

仙台 022(273)5033

つくば 02975(6)0811 

神奈川口462(4日)5101

大阪 06(305)3333



-受精卵移鱒用のプログラムフリーザーiこ

新機種が重量溺レ~レた
・低価格で.t.生自E是正Ei-

1
!fl

・容易fJ.操作伎とt.!tい易い

.L1ZLみがす
・定.!flとレて御使用ください

{特畏〉
標準冷却プログラム砂4パターン内蔵
ユーザープログラム砂3パターン設定司
異 常検出機 綱砂水位低下、センサ異

常・ヒータ異常・オ
ーバーヒート時自動
制御停止

パックアップ微調理砂停電時などでも設定
温度・時閣を記憶

ポーズ機織砂温度保持

その他

{仕事離〉
・使用温度範囲 ・-4日-50・c
・冷凍機 :6日日W
・外寸法 :360 x 400 x 1000mm 

さらに便利になったKROY8001.TJI・I，、1'-
フォントカードの入れかえなして5書体(ヘルベチカレギュラー IIL.""'_V ..，、，、園、
ボールド・メディウム・ライト・イタリック)が印字可能です。また、そ

の他の書体も、フォントカードの対応により、自由自在に印字で

きまれ文字サイズは、 6pt~60ptまて'" lptきざみでサイズ指定が

可能な画期的な設計でギリシャ文字、カタカナ印字もできま1れ

.印字方式 熱転写・永久メモリー 32.000文字まで.当座メモリー 1.500文
字まで・外形寸法プリン，，-:W38cmX H9.2cmX 028.6cmキーボードーW38cmX
H7cmX0212cm(骨障ができ、プリン9ーの上にキーボードをのせても使用できま
も)・重量プリンタ-:4.54kgキーボード2.27kg

クロイレタリングシステム

クロイ800.レタリングマシンは粘着テープの主に文字を正確!こ印字する
システムです。操作ガ簡単でスピーディに鮮やかに仕上り、育能な、

レタリングヨコシスタントとして、多用途!こ活躍します。

例えば・.. 

7学会・会議資料の作成
・スライド原楕の作成・OHP用原稽作成
・ポスターセッション・フ戸イル整理・ネ
ームプレートネームカ ド(原清のタイト
リンク等、英文タイプとの併用も可能〉

ィ忽会〉
4~ 4/1-6/30 

2.研究・実験室で
・ラベリング・カルテ分類
この他、オフィス、デザインル
ム等あらゆる分野で利用できま弘

'¥/新発売記念キャンペーン実施中/
期間中お買い上げの方に、

もれなく便利な旅費精算電車

を差し上げます。

資料請求 -

q竺男 JJ~、、開学献武邑社 izzzi21521詰大官出(02223;鳴ら03)341-7913



編 集 後 戸
U一一=口

昨年K引き続き 暖冬の平成元年であ.!J.桜の開花も 3月K見られました。晴乳研

誌の第 6巻第 1号をか届けいたします。

本研究も昭和 35年K発足以来 30年を迎えるとととま.t.歴史/を感 じるしだい

であタます。

今回は，原著論文 2編と創設 30周年記念大会で企画いたしました，特別講演なよ

びシンポジウムの内容を各先生にど依頼いたしまして掲載いたしました。また，一

般演題 25題の要旨を掲載いたしましたので新しい研究の内容をど一読下さい。

(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携によって製造され

Tニ新しい前葉性の FS H剤です。
(ア マ 社のFS H Il世界て最初の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日目製薬師会誼
神奈川県川崎市川崎区中瀬 3- 19 - 11 

fi(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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東京都中央区銀座 2- 7 -12 




