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第 31回 日甫乳動物卵子研究会開催のお知らせ

晴乳動物卵子研究会

会長豊田 裕

下記Kよb第 31回晴乳動物卵子研究会なよび総会を開催いたします。多数の会

員のど参加をな願いいたします。

0日 時:平成 2年 4月 13日(金) ヲ: 0 0より

0場 所:日本大学会館大講堂

東京都千代田区九段南 4-8ー24

τ'EL 0 3 -2 6 2 -2 2 7 1 

0一般講演 .前回の大会と同様K講演内容をオフセット印刷 し，晴乳動物卵子研究

会誌第 7巻 第 1号K講演要旨として掲載いた します。各演題は 2ペ

ージf'L;j;，~まとめいただきます。

発表時間は 1題Kっき 10分，討論 5分を予定 します。

なな，演題多数の場合は，会場の都合念どで演題の採否は会長Kど

一任下さいますよう。

0演題申込:締 切 平成 2年 1月 25日必着

演題C申込みは ，葉書K演題名(和文必よび英文)発表者手伝 よび共

同研究者(ローマ字)を記入のうえ下記宛な送 り下さい。折り返し発

表内容を記載する原稿用紙をな送りいたします。

講演原稿の〆切は平成 2年 2月20日(厳守)とさせていただき ます。

干 252 神奈川県藤沢市亀井野 18 6 6 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室

遠藤 克{
7Q， 

TEL 0 4 6 6 -8 1 -6 2 4 1 内 332





会長あいさつ 一一新たなる飛躍に向けて一一

豊田 裕

秋が一段と深まり、紅葉の美しい秀節になりました。北国ではもう初雪でしょうか。会員の皆様K

は益々御健勝にて御活躍のことと拝察申し上げます。

さて、わが「晴卵研」は前身の談話会が昭和3~弐1960) VLスタートして以来、来年で満 30年K左

タます。この聞になける晴乳動物卵子に関する研究の発展は、眼を見張るものがあります。第 3回の

談話会から参加させていた Yいている私自身にとっても正に隔世の感があります。当初10名足らずの

メンバーカ人いまや 38 4名の一般会員を擁するK至bました。発足当初からの特色であった学際的

な性格は益々顕著Kな夕、会員の所属も多方面にわたっています。

とのよう左発展を踏まえて、談話会が研究会K脱皮したのは5年前 (1984)ですが、最近の5年間K

沿ける研究の進展もまた目覚ましいものがあります。その具体的念現われが、 医学にむける体外受精、

匪移植であれまた、自然界Kなかった新しい動物、 トランスジェニック動物の出現でしょう@いま

や晴乳動物卵子を取bまく問題は、 自然科学者だけの研究課題では念〈、社会全体の英知を集めて考

えるべき問題Kなってきました。

さて、 ζのよう左情勢の中で、わが研究会はどうあるべきでしょうか。 ζの問題は、 ζL数年来、

研究会の度K話題K上っていたのですが、遂K本年5月の理事会に沿いて、今後のあり方委員会H が

設けられ、本格的な検討K入ったととは本年度の総会で佐久間前会長から御報告があった通タです。

委員会のメンバーは、石島芳郎(東農大)、井上正人(東海大)、遠藤 克(回大)、小栗紀彦〈畜

試)、久保春海(東邦大)、佐藤嘉兵(日大)、鈴木秋悦(慶応大)辛子よび私の 7名で、約半年の問、

種々検討を重ねました。その結果、次のよう左原案がまとまりましたので、 会員の皆様の街耽b判を仰

ぎたいと考える次第です。

1. 世界に類を見左いH甫乳最物卵子の研究集会として本会を益々発展させる。

2. 本会の特色である自由に発表討論できる雰囲気を維持しながら、一方では研究発表の活性化と質

の向上K努める0

3. とくに機関誌である、 J.Mamm. Ova. Rer.の内容の充実K努力する。

4. 上述の目的を達成するためKは、研究会を学会Kするととが望ましい。このととKよって講演おミ

よび投稿が業績としてよD正当K評価されるようになb活性化Kつながると期待される。

5. 学会への移行は、もし可能であれば、平成2年 4月(第31回総会時)が適当と思われる。

6. 学会の名称は「哨乳動物卵子学会」、機関誌は「晴乳動物卵子学会誌」が適当と考えられる(英

文名は現在のまま)。

ス 学会へ移行する場合の規約等の検討をあらかじめ行うために小委員会を設け、会長・副会長、井

上正人・久保春海、両理事辛子よび遠藤 克・佐藤嘉兵、両幹事がとれに当る。

以上が骨子です。との案の背景Kは、最近、関連学会の設立が相次いでいるとと、辛子よびそれらの

関連学会と比較し、本会が会員数・会員構成・年会・学術雑誌の発行左ど、どの点をとっても遜色な

く、十分念実績を積んでいるとの判断があります。

勿論、とのような重大念事項は、少数のメンバーで決められるべきものでは念〈、会員の皆様の総

意によって決定されるべきです。たれ本会をより充実させ、発展させたいという熱意をな汲み

取Dいた泣ければ有難く思います。どうか忌俸のない積極的左御意見をな寄せ下さるような願い申し

上げ、御挨拶といたします。
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時着乳卵研誌

(J.M~mm.OvaRes. ) I Lysis of the Zona Pellucida in門ouseEarly Cleavage Eggs 
Vol. 6 No.2 85-88 I 
1 9 89 I Transferr叫 ωthe門ouse什ei即 lantationU句rus

Hirotada Tsuj ii 

La加ratoryof Animal Bn剖 i昭 andRe宵叫uction，Faculty of 

Agricul ture， Uni versity of Shinshu， KanlI ina， N時ano，399-45 

Abstract Transfer of船田e田rlycleavage eggs into the mouse宵ei即 lantationut町田陥scarried 

out in this 町田ri闘は. CωIPletely d叩 uded回 rlycl白 vagee，舘S附問 obtainedfor 23.邸 ofthe e舘 S

r氏。ver討. This s昭g田 tedthat a proteolytic enz抑舵 is∞ntained in the prちil11Plantation intra-

uterine fluid. 

Introduction 

叩ezona pellucida that encloses an egg plays an i晦均>rtantrole in transportation却 d阿。tecti-

on of the e邸. Lysis of the zona問 llucidain the船 useblast庇 yst出回nas回 rlyas the aftern倒 E

of Day 4胡 d陥 sov，町 by2:∞a.m. of Day 5 of宵egr凶ncyl-4). Lysis of t加 zona問 llucidain t胎
blast庇 ystis an essential pr民国sat， the ini tiation of illPlantation， but i ts I眠 hanisllhas not 

民矧 Cα即letelyclarified. 

The zona pellucida in an田rlycl田vageegg is easi ly lysed by宵'Oteolyticenzyme. This experi-

肥 nt陥 S 日rried∞t旬 investigate刷hetherlysis of the zona pellucida ∞C田・sin early cleavage 

e田str却 sf町 redinto the prei即 Iantationu旬rus.

I1aterials and l1e廿凶s

出turevirgin f棚 lemi田 ofICR strain， 6-9糊 ksold andお 35gin body刷出t，附-ek叩 tin 

a 1 ight∞，ntrolled rα測， suppI ied wi th陥 t町 anda stan也rdlabora旬Irydiet ad libi tum. The mi回

at pr偲 strous附 re臼g剖 overnightwi th males，剖d縦rrech配 kedfor c叩ulati∞plugthe 冊>rningof 

the followi昭白y，刷hich陥 sset as the first day of pregnancy. At 1:∞p.lI. of Day 1 of pr唱伊ancy，
the oviduct陥 sunilat町alyex凹sedby a dorsa 1 approach und町制邸tt陪 iawith悶 ltc加rbital sodi l1li 
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日南乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第 6巻 第 2号 1 9 8 9年 10月

and陥 s1 igated a t the oviduct-u旬rusjunction using a thin silk suture. The other oviduct岨skept 

intact. At 1:(的p.m. of Day 4 of pregnancy， under r田nesthesiawi th田nω凶rbi匂1sodium the up問r

end of the uterus of the ligated side陥 spunctured with a pin ωtransfer 6ω14 1-ce11 and 

2-cell s tage eggs of Day 1 of pregn加cyusing a pipette. The mi回附rethen autopsied fron 2:ま)

ω7:∞a.m. of Day 5. The ligat剖 oviduct，non-ligated oviduct and uterus附陀 rE蜘 V剖.
Intraoviductal e毘swe四 ωllectedby t阻ringthe oviduct. Intrauterine eggs were∞11民 tedby 
flushing using a KRB buffer solution(pH 7.2). The coll民 tedeggs附 reexamined by high-岡田ifica-

tion micr，凶∞pyωdetぽminethe pr，田町田 orabsence of zona pellucida. 

R田 ults 

伽ehundr吋 andninety-eight e.邸sof the 1-cel1剖 d2-田 11s tage eggs附問 transfぽ官Tedωthe

preimplantation uteri of加 mi田. Total悶 eggs附問 r民 overed，the zona問llucida陥 scαnpletely 

lysed in 21 of them (Table 1). 

Of 78 e回 S∞11ectedfrom the ligated oviduct， 18附 redegenerated. The cl田 vagestag田 ranged

from the 1-cel1 stage ぬ thehatched blastocyst stage. Lysis of the zona問 11ucida陥 sfound in 

24 blastocysts (Table 2). 

In the intact oviduct， there附 re221117 eggs， although the ti舵陥safter 2:∞a.m. of Day 5 
of pre伊剖cy. The 22 eggs∞nsisted of 6 denuded blast配 ysts，8 se伊Jentationspherちsand 8 degen-
erated e毘s. Of 95 e.田S∞11配 tedfr棚 theuterus of the non-ligated side， 74制eredenuded blas-
t侃 ysts，5附 reblastocysts wi th zona pellucida and 16同 redegen町 atede田s(Table 2). 

Table 1. Lysis of the zona pellucida in 冊 use田rlycleavage eggs transf町redto the lJIOuse 
preimplantation uterus. 

No. of e.邸 Lysis of zonae eggs wi th zona問 11uci da No. of 

recover国/transf町red* 1-cell 2-cell 4-臼 11 1-臼 11 2-cell 4一回 11 degeneration 

間/1~ 10 11 。 3 泊 6 20 

* Total 20 mice. 
Table 2. The number of d叩 ud剖 blast配 ystosin ω11配 tedeggs from the ligated oviduct， non-ligated 

oviduct and utぽus.

Total no. No. of eggs with zona pellucida 
Si te Degenera t i on 

r氏。V町国 denuded e舘S 1"'8臼 11 Morula Blast庇 yst

ligated oviduct 78 24 8 16 12 18 

non-ligated oviduct 泣 6 8 。 。 8 

non-ligated u旬πus 95 74 。 。 5 16 

* Total 20 miω. 

-86ー
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Discussion 

The zona開 llucida陥 slysed in 23.6% of the eggs r配 over咽 fromthe田rlycleavage e毘 S仙ich

had民間 transferredin句 thepreimplantation uteri. 門intz5，帥加spr司)posedthat 'zona-lytic' 

activity in the uterine.l凶即nis involved in implantation却 dthat the factor responsible for lysis 

of zonae is also responsible for al tering the surface of embryos却 dthus initiating明ibryoa t tach-

肥nt. Hoversland & Weitlaufηreported that阿-ei叩lantation刷 lse明bη回 with intact zonae問 11u-

cidae附 retransferred into the uteri of ovariect棚 izedf明 al田 tr四 tedwi th宵ogest町one，偲strad-

iol-17βplus prog田terone，or慨 tradiol-17βalone:lysis did侃 C町山田舗tradiol-17β 陥 sc棚 -

bin剖 with prog'田ぬrone.They suggested that the disapp(泡rarκeof z∞aefra田theuterine lu舵 n陥 S

usedωdeter咽inethe pres四回 of'zona-lytic' activity in situ. 

The facω，r responsible for lysing the zonae pellucidae 却 d al tering the 凹 rbryosurf ace i s 

thought ぬ bea宵ot田 lyticenzyme or enzyme cαnplex in uterine fluid b， 8-10). p，田k levels of 

‘zona-lytic' activity is induced within 18 h after removal of sucking young or胡 i吋ection of 

田stradiol-17βintomi印刷ith lactational de1ay 5， 11， 1 Z) and加tween12 and 24h af ter the i nj民 -

ti叩 of 田stradiol-17βc制 ifli剖 with prog'出回'One7) ，制 th田eti肥∞incidedwith the inti-

ation of棚 bryoat匂ch舵 nt句 theuterine epi theli明 7). The pr宙開te耳氾ri附 lts訂 ein agr咳珊苅t

wi th the a肱)()ver匂)()ts.

some of the transfぽr咽 1-田11却 d2-田11s臼gee.回sdeveloped into 4-田11s tage eggs bu t s(鵬

others附 redeg田町ated. The p問 S四回 ofa∞nsiderab1e mnl:町 ofdegenerated e田sin the uterus 

of the non-ligated side， the p四 S四回 ofeggs in the non-ligated oviduct even aft町 2:∞a.m.of 
Day 5 of開港伊加cyand the preserにeofe邸senc10sed by the zona pe11ucida s伎湖国句 S昭g田 tthat 

twice開 rfOnT回surgicalmanipu1ation und町制田廿陪iawi th問 1句凶rbital sodi湖町町tedsωIe stress 

ωthe miω. 
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着床前の子宮内に移植されたマウス初英目分割卵の透明帯剥離について

辻井 弘t

信州大学農学部 家畜育種繁殖学教室

マウスのf戚H分割卵を着床前のマウス子宮に移値したところ、透明帯が完全に剥離した初期分割卵23.6%を得

た。このことから、着床前の子宮j夜中にタンパク効酵素が存在することが利支された。
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Abstract 

工n the present study， in vitro fertilization of hamster eggs by 
microinjection of rabbit spermatozoa was investigated. The nuclei 
of frozen-thawed and lysophosphatidyl choline(LC)-treated rabbit 
spermatozoa were capable of developing into male pronuclei when 
工njected into ovulated hamster eggs. When examined between 1 
and 4 hr after injection of spermatozoa in all exper工mental
groups， male pronucleus formation was observed. 1n some eggs with 
male and female pronuclei syngamy was seen. 

1ntoroduction 

工n 1976， Uehara and Yanag工mach工 o，bserved tha t unf ert i 1 i z ed 
hamster eggs microinj ected wi th isolated sperm nuclei were 
capable of undergoing egg activation and then the successful 
formation of both female and male pronuclei. Since Uehara and 
Yanagimachi's report was published， sperm microinjection has been 
reported by a number of workers(Uehara and Yanagimachi，1977; 
Thadani，1980;Perreault and Zirkin，1982;Markert，1983;Barg et 
al.， 1986;Sato et al.，1976;Sato and Kaneta，1987;Lassalle et al.， 
1987;Lanzendorf et al.， 1988;Lanzendorf et al.， 1988;perreault et 
al .， 1988). Using this tecnique， the fertilizing ability of 
immotile or defective spermatozoa is capable of examination. 
Recent studies suggest its evidence (Lanzendorf et al.， 
1988;Lanzendorf et al.，1988). We already reported successful in 
vi tro fertilization of rabbi t eggs， using sperm microinj ection 
techniques and tha t embryos obtained by microinj ection of 
spermatozoa develped to the full term stage(Sato and Kaneta，1987). 
Microinjection of spermatozoa is considered to provide more 
detail information on mechniams of fertilization and of male 
gamete physiology in mammals. 1n the present work， we traced 
behavior of rabbi t spermatozoa after i ts' microinj ection into 
hamster eggs. 

Materials and Methods 

A modified tyrode's solution(mTALP，Yanagimachi，1982) was used as 
the regular medium. This medium is useful for the induction of 
capacitation of rabbit spermatozoa(Sato and Suzuki，1985). All 
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media were prepared immediately before use. Cultures were in 
petri dishes(35 mm，Falcon) at 37 Oc under 5も coっinair. 
Semen samples were collected from 5 males proven fertility by an 
artificial vagina(Sato，1984) and the samples were pooled. Pooled 
samples were mixed in a 1:1 dilution of the fresh medium and 
sperm suspenmsions were centrifuged at 800 r.p.m. for 6 min. 
Sperm clots were resuspendeo in the fresh medium and then 
supplied for experiments. Some samples of washed spermatozoa 
suspended in the medium were frozen by placing at -23v C for 3 hr. 
Frozen samples were thawing immediately before use. Other sperm 
samples were 工ncubated in the regular medium for 5 hr and then 
exposed to lysophsphatidyl choline(LC)(50 ug/ml medium) for 15 
min in order to indice the acrosome reaction. By this proceoure 
in 68-86も spermatozoa exposed to LC the acrosome reaction was 
observed. 1mmediately before use， the sperm suspension was 
dilluted by addition of the med工um.

Adult females of golden hamsters were superovulated by 
intraperitoneal injection of 30 1U pregnant mare serum 
gonadotropin (PMSG， Tekoku Zoki Co.) followed by 30 1U human 
chorionic gonadotropin(hCG，Teikoku Zoki Co.) 54 hr later. The 
females were killed 15 hr after hCG ~njection and then ovulated 
egg were collected by flushing oviducts with the medium. 
Collected eggs were pooled and spplied for microinjection 
performed 30 min later. 

Micropipets were made by pulling glass capillary tubes on 
a vertical pipet puller(Narishige 工nst.).The pulled pipet tip was 
beveled by grinding at an angle of 26 on a Narishige roting 
grinding wheel. The 1D of injected pipets was about 8-12 um. 
Holding pipets were pulled by Narishige puller from capillary 
tubes. The tip of holding pipets(工D 20-25 um) was polished using 
a microforge(Narishige 1nst.). A spermatozoon for injection was 
picked up from sperm head by the tip of the injection pipet(Fig 
1- a) and the egg was maintained by the holding pipet.The sperm 
injection pipet was inserted into egg cytoplasm through the zona 
pellucida(Fig 1-b and -c) and the holded spermatozoon was injected 
by a slight presssure on the injecting syringe. Eggs 
microinjected were then cultured for 3 hr(Fig 1-d). At various 
intervals after the start of cul ture eggs were observed by the 
phase-contrast microscope. 

Results 

As shown in Fig 1， injected rabbit spermatozoa first were a well 
defined shap. The head of spermatozoa injected swelled gradually 
and transformed into a male pronuclei. The sperm head swelled by 
1 hr after injection . When examined between 4 and 4.5 hr after 
inj ection of fresh spermatozoa， of 21 eggs only 2 contained male 
and female pronuclei. The spermatozoa which had been frozen-
thawed or Treated with LC were capable of transforming into male 
pronuclei when they were inj ected microsurgically into hamster 
eggs. Male pronucleus formation rates by frozen-thawed and LC-
treated spermatozoa were 44.7宅(17/44 eggs) and 37.1も(13/ 35 
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Fig. 1. a) A hamster egg held 
by egg-holding pipet and the 
sperm head of a rabbit sperm-
atozoon into microinjection 
pipet ( x 200). b) 工nsersion
of sperm injection micro-
pipet into the hamster egg 
cytoplasm (x 200). c) 工ntact
head of a frozen -thawed 
rabbit spermatozoon is seen 
in the egg cytoplasm shortly 
after injection into hamster 
egg(x400) 

d) A frozen-thawed rabbit sperm head swelling (arrow) 

in the egg cytoplasm 2 hours after injection(x 400). e) A hamster 

egg with two pronuclei， the left one is judged to be a male 
pronucleus which developed from a injected rabbit spermatozoon， 3 
hours after injection(x 400). 
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eggs)， respectively. The polynucleus forrnation of sperrnatozoa 
was observed in cases of 2 or rnore sperrnatozoa injection. 

Discussion 

In the present study we succeeded fertilization by rabbit 
sperrnatozoa into harnster eggs. Frorn the present results， also， it 
is suggested that frozen-thawed and LC-exposing treatrnent of 
rabbi t spermatozoa is available for inducing the acrosorne 
reaction. Uehara and Yanagirnachi(1976) have reported that frozen-
thawed and freeze-dried hurnan sperrnatozoa are capable of 
developing into rnale pronuclei wh.en inj ected into harnster 
eggs.The acrosorne reaction is nesessary for fusion of sperrn 
rnernbrane and egg rnernbrane. LC is known to induce the acrosorne 
reaction of guinea pig(Fleming and Yanagirnachi，1981) and 
hamster(Ohzu and Yanagimachi，1982)spermatozoa. Also， we observed 
ultrastructually that acrosomes of hamster and rabbit spermatozoa 
were destructed by freezing spermatozoa(unpublished). Although 
the status of acrosomes of rabbi t spermatozoa was. not exarnined 
after both treatments， acrosomes of spermatozoa which developed 
into male pronuclei are considered to remove or destruct by two 
treatments used in the present study. 

In the present study， we observed low pronucleus formation 
( 44.7宅) in frozen-thawed spermatozoa. Also， male pronucleus 
formation by injection of LC-treated spermatozQa was 37.1も. The 
present resul ts suggest that thereis no significant difference 

for inducing the acrosorne reaction between two sperm treatments 
used. We have already observed that frozen-thawed hamster 
spermatozoa injected into hamster eggs undergo decondesation or 
rnale pronucleus formation(74.8も)(kaneta and sato，1987). A recent 
study have pointed out that sperm nuclei of heterologous species 
undergo decondesation at very different rates (Perreault et 
al. ，1988). These resul ts rnentioned above including our resul ts 
indicate species differences in sperm nuclear decondesation or 
male pronucleus formation. Further studies are required on this 
. problern. 
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ハムスター卵子細胞質内へのウサギ精子マイクロインジヱクションによる

受精について

佐藤 嘉兵 1、 塩田和也 2、 後藤勤 2

日本大学農獣医学部 1動物細胞学教室、 2家畜繁殖学教室

ハムスター卵子の細胞質中ヘマイクロマニピュレイターを用いてウサギ精子を注入

して、それ以後に起こる受精変化について観察を行なった.凍結ー融解処理、あるいは

Iysophosphatidyl chol ine(LC)感作処理をおこなったウサギ精子頭部はハムスター卵子

細胞質中で雄性前核に発生することが確認できた.各処理群の精子はマイクロインジヱ

クション後、 1から 4時間において前核形成を示した.少数の卵子においては形成され

た雄性前核は卵子の中央部に移動して雌性前核と一見融合する様な像を示した.
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The present study was undertaken to examin the method for in vitro fertilization of ra-

bbit follicular oocytes by ejaculated spermatozoa. 

Ovaries were removed from superovulated females 9 hour after HCG injection. Oocytes were 

collected by puncturing follicles of 1---5 mm in diameter. Ovulated oocytes were recovered 

15 hour after HCG injection. Zygote and two-cell ova were collected 18 or 24 hours after 

mating and HCG injection. Ejaculated spermatozoa was collected from bucks by artificial 

vagina. BO medium was used for in vitro fertilization， sperm washing and preincubation of 

ejaculated spermatozoa and follicular oocytes. The media used for in vitro culture of zy-

gote and two-cell ova was BO， TCM199 and M16. TCM199 and M16 were added 20% heat-inacti-

vated rabbit serum (RS) or fetal bovine serum (FCS). In vitro insemination was done in 1.0 

ml BO medium added preincubated sper皿atozoa(lxI06/ml) for 8 hours. 

Results obtained are as follow : 1)Acrosome reaction was hardly observed just after spe-

rm collection. But， when spermatozoa incubated for 6 hours， 30 % of them showed acrosome 

reaction. 2)Oocytes collected at 9 hours after HCG injection resumed meiosis， but part of 

them completed maturation division. Completion of maturation required additional 4 hours 

incubation. 3)No oocytes without preincubation observed sperm entry at 8 hours after inse-

mination. 4 hours preincubation produced 15% fertilized oocytes. 4)Zygote and two-cell 
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ova collected at 24 hours after mating and HCG injection cultured in five media. Good re-

sults obtained in TCK199 + FCS， K16 + RS and K16 + FCS. Furthermore， 81. 4 % of zygotes colle-

cted at 18 hours after mating and HCG injection developed to blastocysts in K16+RS.5)lO.6 

% of ovulated oocytes fertilized in vitro were cleaved at 24 hours after insemination and 

20% of them formed blastocyst in M16+RS. 6.2% of oocytes preincubated for 4 hours and 

fertilized in vitro were cleaved but no one formed blastocyst. 

緒言

近年、晴乳動物卵胞卵の体外成熟・体外受精に関する研究はウシおよびプタを中心として活発に行

われている。しかし、これら大家畜は経済動物であるがゆえに研究材料が屠場材料に限定される場合

が多く、より詳細な基礎研究を遂行するためには、 実験動物で代替することが要求される。

比較的大型な実験動物であるウサギは、射出精液および卵胞卵の採取が容易であり、なおかっ過排

卵、体外培養、匪移植などの周辺技術が整備されているため、家畜のモデルとして極めて有効である

と思われる。

ウサギ卵胞卵の体外受精は、1968年にSuzukiand Mastroianni(1968)が試みて以来、子宮内射出精

子(Suzukiand Mastroianni 1968， Brackett et al. 1972， Mills et al. 1973， Hahn et al. 1980， 

Trotnow et al. 1981， Asakawa et al. 1988)あるいは精巣上体精子(Sato1981，細井ら 1987)を用

いて行われ、卵管卵より も受精率および受精後の腔発生率は劣るが正常産子 (Millset al. 1973， 

Trotnow et al. 1981)を得るところまでこぎつけている。しかし、受精能獲得がより困難な射出精子

を用いた場合については、ほとんど報告が見られないのが現状で、ある。

そごで本実験では、射出精子による排卵前ウサギ卵胞卵の体外受精法、特に射出精子の先体反応誘

起、 受精および受精後の発生能に及ぼす卵胞卵前培養の影響について検討した。

材料および方法

本実験には、日本白色穫および雑種の成熟未経産雌と日本白色種の成熟雄を供試した。供試卵は、

石島ら(1968，1969a) の方法で過排卵処理した雌より採取した。卵胞卵は、過排卵処理ウサギの排卵

がHCG注射後9~ 10時間で開始され、 14 ~ 15時間で終了することが知られているので(石島ら 1969b) 、

HCG注射後9時聞に、排卵直後の未受精卵は、 HCG注射後15時間に回収した。培養成績の比較の

ための受精 1細胞期卵および2細胞期匪は、交配およびHCG注射後18時間および24時間にそれぞれ

回収した。卵の採取には、 20%のウサギ非働化血清(RS)を添加したPBSを用い、卵胞卵は可視卵

ーヲ 6-



日甫乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第6巻 第 2号 1 9 8 9年 10月

胞を有柄針で穿刺することにより、また卵管卵は卵管を上向濯流することにより採取した。卵胞卵は

体外受精に先立ち、 BO液1.Oml 当り 5 個前後の卵を収容し、 2~6 時間前培養した。培養卵胞卵の

一部については、成熟段階を検査した。

精液は、採取前2日間以上を禁欲期間とした雄ウサギより、当研究室で考案した人工腔(亀山・石

島 1989)を用いて採取した。精子の洗浄は、 5mlのBSA欠BO液 (Brackettand Oliphant 1975) 

で希釈し、 50G5分間の遠心分離後に上清を採取して、 350G 10分間の遠心分離を 2回繰り返すこと

により行った。精子前培養はBO液を用い、精子濃度が1X 108/mlとなるよう調整して 2~12時間

行った。これらの前培養精子は、経時的に精子生存指数と先体反応誘起率を検査した。なお、先体反

応精子の判別にはBryanand Akruk(1977)の染色法を用いた。

体外受精は、採取直後および 4時間前培養した卵胞卵について行った。媒精は、 2~4時間前培養

した精子を 1X 106 /mlとなるよう添加したBO液1.Omlに5個前後の卵を入れ、 8時間行った。媒

精終了後、 一部の卵は受精状態を観察し、残る卵はピペッテイングにより洗浄した後に、発生用培地

に移した。培養条件は、すべて炭酸ガス 5%、空気95%、湿度100%、温度37
0Cとした。

結果

1)射出精子の体外における先体反応の誘起

5頭の雄から採取した射出精子をBO液中で前培養し、その精子生存指数と先体反応誘起率を経時

的に観察した結果を表 1に示した。先体反応精子は採取直後にはほとんど観察されなかったが、洗浄、

前培養を行うごとにより、前培養3時間の時点で平均25%、6時間以後で平均30%程度の精子に先体

反応が誘起された。精子生存指数は、ほぼ直線的に低下した。また、先体反応誘起率、精子生存指数

ともに若干の個体差が認められた。

2)排卵前卵胞卵の体外成熟

HCG注射後9時聞に回収した排卵直前の卵胞卵を前培養し、その成熟段階を経時的に観察した結

果を表2に示した。採取直後(培養0時間)の卵胞卵は、検査した33個すべてが中期 I(Met I )以降の

成熟分裂像を示し、すでに減数分裂を再開していた。成熟を完了したと思われる中期II(Met II)の分

裂像を示す卵胞卵は、前培養0時間の時点では51.5%にすぎなかったが、前培養2時間で65.2%と上

昇し、前培養4時間以降は79.2および73.9%とほぼ一定値を示した。

3)排卵前卵胞卵の体外受精に及ぼす卵胞卵前培養の効果

表2の結果を参考に、 BO液中で4時間前培養した排卵直前の卵胞卵を体外受精に供試し、授精後

8時間の段階で固定、染色して受精状況を観察した。その結果は表3に示す通りである。体外受精に
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Table 1 Acrosome reaction of rabbit ejaculated spermatozoa incubated in vitro. 

Rabbit No. 

No. of tests 

Mean biability index 
after collection 

Acrosome reaction(%)裂

Ohr Mean biability index 

Acrjsome reaction(%) 

3hr Mean biability index 

Acrosome reaction(%) 

6hr Mean biability index 

Acrosome reaction(%) 

9hr Mean biability index 

Acrosome reaction(%) 

12hr Mean biability index 

Acrosome reaction(%) 

l 

3 

90.0 

1.5 

69.2 

8.4 

46.3 

11.8 

39.6 

17.2 

16.3 

23.0 

9.2 

21.8 

2 9 

3 5 

95.0 76.0 

3.8 5.8 

91. 7 65.0 

4.1 22.8 

60.0 44.0 

7.4 48.2 

51.3 22.0 

10.7 49.5 

35.0 15.0 

11. 1 55.0 

29.2 8.3 

13.2 52.0 

13 15 

2 3 

87.5 86.7 

0.9 2.0 

77.5 78.3 

9.9 8.2 

60.0 62.5 

25.3 17.3 

52.5 45.8 

28.0 28.2 

43.8 25.8 

53.3 23.5 

32.5 15.8 

51.0 31.1 

Total 

16 

85.6 

2.5 

74.8 

12.2 

52.9 

25.1 

39.1 

29.5 

24.6 

31.1 

16.8 

31. 9 

※Acrosome reaction rate after collection is n=2， n=3， n=l， n=3， n=l and n=10， 

respectively. 
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Table 2 Stages of maturation division of preovulatory rabbit 

follicular oocytes preincubated in vitro. 

No. of No.of Met  1 AnaI  TelI  ProMetII MetII 

oocytes oocytes 

cultured examined ( % ) ( % ) ( % ) ( % ) ( % ) 

Ohr 3 5 33  5 2 9 1 7 

(15.2) 6.1 ) (27.3) (51.5) 

2 h r 25 2 3 4 1 3 1 5 

(17.4) (13.0) ( 65.2 ) 

4hr 2 6 2 4 2 3 1 9 

8.3) (12.5) (79.2) 

6 h r 2 5 2 3 2 1 3 1 7 

8.7) 4.3) (13.0) (73.9) 

Table 3 In vitro fertilizationロfpreロvulatoryrabbit follicular oocytes preincubated in vitrロ.

Duration Ho. of Ho. of Ho. of unfertilized oocytes(X) Tロtal Ho. of fertilized oocytes(%) Total 

。f oocytes oocytes (%) (%) 

preincu- utilized examined G V Met 1 Pro Met II Ana II Met II Ana II Tel II ProH 

bation Het Il 

o hr 43 42 4 37 42  

(100.0) ( 2.4) (9.5) (88.1) 

4 hr 110 101 5 5 73 286  3 2 5 515  

)
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は、表 1 の結果を参考に 2 ~4 時間前培養した射出精子を用いた。対照区としては、卵胞卵を前培養

なしに体外受精する区を設けた。

前培養なし(0時間)で体外受精した卵胞卵は、検査した42個のうち37個(88.1%)がMetIIに達して

いたにもかかわらず、いずれも精子侵入が認、められず未受精と判定された。これに対し4時間前培養

してから体外受精した卵胞卵は、 101個中15個(14.9%) に精子侵入が観察され、卵胞卵前培養による

受精能向上が認められた。これら15個の受精卵のうち14個(93.3%)が単精子侵入卵であり、うち5個

が前核期卵であった。

4)体外受精卵の発生用培地の選択

体外受精卵の発育に至適な培養液を選択するために、交配およびHCG注射後24時間に回収した 2

細胞期医および 1細胞期卵を 5種類の培養液で120時間培養し、舷盤胞および証張匪盤胞への発育を

観察した。その結果は表4に示す通りである。比較的良好な成績を示したのは、 TCM199+FCS、M16+RS

およびM16+FCSの3種の培養液であった。これら3種の培養液の2細胞期匪(l細胞期卵)から匪盤胞

以降への発育率は、TCM199+FCSが80.0%(60.0%)、M16+RSが92.9%(60.0%)、M16+FCSが70.4%(62.9

%)でいずれも有意な差は認められなかった(P<0.05)。

Table 4 Culture of one-and two-cell rabbit ova collected 

Hediu皿

80 

TCH199 +RS 

TCH199 + fCS 

H16 + RS 

H16 + fCS 

about 24hr after "CG injection. 

No. of N日. and (%) of ova developed to: 

Ce11 日va

stage cultured 81astocyst 

2 c e 11 2 3 o ( 0) 

1 ce 11 3 1 o ( 0) 

2 ce 11 5 6 1 5 (26.8) 

J ce 11 6 8 1 1 (16.2) 

2 ce 11 1 5 1 ( 6.1) 

1 ce 11 2 5 5 (20.0) 

2 ce 11 4 2 13 (31.0) 

1 c e 11 40 14 (35.0) 

2 ce 11 2 7 11 (40.1) 

1 c e 11 3 5 9 (25.7) 

-100-

Expanding 

blas t ocyst 

o ( 0) 

o ( 0) 

1 4 (25.0) 

1 ( 1.4) 

1 1 (13.3) 

1 0 (40.0) 

26 (61.9) 

10 (25.0) 

8 (29.6) 

13 (37.1) 

Total 

(%) 

o ( 0) 

o ( 0) 

2 9 (51.8) 

1 2 (17.6) 

1 2 (80.0) 

1 5 (60.0) 

3 9 (92.9) 

24 (60.0) 

1 9 (10.4) 

2 2 (62.9) 
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Tab1e 5 In vitro deve10pment of ovulatory and preovulatory rabbit oocytes 

fertilized in vitro. 

Type of No. of No. of No. and (%) of oocytes developed to: 

oocytes oocytes 

oocyte examined c1eaved 2 ~ 4cell 8~ 16cell Moru1a Blastocyst 

Ovu1atory 4 7 5 2 1 1 1 

(10.6 ) (40.0) (20.0) ( 20.0 ) (20.0) 

Pre- 11:3 7 。 7 。 。
ovu1atory 6.2) ( 0 100 ) ( 0 ( 0 

5)前培養後体外受精したウサギ卵胞卵の体外発育

体外受精卵の培養に先立ち、 M16+RSを用いて交配およびHCG注射後18時間に回収した 1細胞期卵

を144時間まで培養したところ、81.4%の卵が旺盤胞以上に発育した。

次に、 HCG注射後9時聞に回収して BO液中で4時間前培養した卵胞卵とHCG注射後15時間に

回収した卵管卵を体外受精し、授精後8時間の段階でM16+RSに移して144時間培養してた。その結果

は表5に示す通りである。卵管卵は、 受精後24時間の段階で47個中5個(10.6%)が分割を示した。こ

れら 5 個の分割卵のうち、 2 個が 2~4細胞期で発育を停止したものの、 1 個が 8 ~ 16細胞期匪に、

1個が桑実期駐に発育し、残る 1個 (20.0%)が匪盤胞に発育した。

一方、 BO液中で前培養した卵胞卵は、受精後24時間で113個中7個(6.2%)が分割を示した。しか

しながら、いずれも 8~16細胞期匪で発育を停止し、匪盤胞を形成するには至らなかった。

考察

今回の実験の結果、ウサギ射出精子をBO液中で前培養することにより、前培養3時間で25%、6

時間以降で30%程度の精子に先体反応を誘起できた。この先体反応誘起率は、高張液で8分間処理後、

40%ウシ卵胞液を含むBO液中で2時間IncubateしたOliphant(1976)の30%およびノイラミニダーゼ

添加BO液で6時間IncubateしたSrivastavaet a1.(1988)の27.8%という報告と良く 一致した。先
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体反応誘起率を個体別に見ると若干の個体差が認められ、この個体差が射出精子を用いた体外受精系

における受精率の個体差(Brackettand Oliphant 1975， Kubo 1977， Akruk et al. 1979)と関係する

ものと思われる。

また、本実験においては、採取直後に2.5%、洗浄終了時に12.2%の先体反応精子が観察された。

採取直後については先体異常と考えられるが、洗浄終了時については採取から培養開始まで約 1時間

半を要したことから、この聞に先体反応を起こしたものと考えられる。この事実は、 Brackett and 

01iphant(1975)が20分間BO液中で処理した射出精子を用いて体外受精を行い、受精卵を得ている事

実によっても裏づけられる。

本実験では、先体反応の判定に Bryanand Akruk(1977)の染色法を用いたが、同法は先体の有無し

か判定できず、トリプルステイン(楠ら 1984，1987)のように生死判別を同時に行えない難点があっ

た。しかし、ウサギ射出精子は加熱、高pH、低pHで死滅後にIncubateしても先体損傷が起こらないこ

とはすでに確かめられており (Oliphant1976)、少なくとも本実験で判定された先体反応精子は、生

存先体反応精子か、先体反応後に死滅した精子であると考えられる。 一方、受精能獲得は、精子原形

質膜からの糖蚤白除去による生理的変化であり、先体反応、は受精能護得後に起こる形態的変化である

(柳町・岩松 1974，野田 1976，入谷 1981)ごとから、実際の受精能獲得精子の割合は、先体反応精

子の割合より多いものと思われる。さらに、精子生存指数が経時的に低下することを考えると、本実

験系により前培養した精子を体外受精に用いる場合には、 3時間前後前培養するのが適当と思われた。

一般に晴乳動物は、ウマ、イヌなどの特殊なものを除けば第一極体を持った状態で排卵され、その

割合はウサギでは80%程度とされている(鈴木 1981)。本実験においても、排卵直前にあたるHCG

注射後9時聞における直径 1~ 5mmの卵胞を穿刺して卵胞卵を回収したところ、第一極体を持つ卵胞

卵は 75%程度であった。さらに、 metaphaseIIを示す卵胞卵の割合は51.5%にすぎなかったが、 HC

G注射後10時間に回収を行ったBrackettet al. (1972)の72.7%と概ね一致した。この metaphaseII 

の低出現率は、種特有の排卵時におげる成熟段階はもちろんのこと、過排卵処理ウサギの排卵時聞が

かなり幅がある(石島ら 1969b)ことも関与したと思われる。このことは、排卵直前の卵胞卵を用いて

体外受精を行う場合でも、卵の未熟性について考慮する必要があることを示唆している。

採取した卵胞卵をBO液中で培養したところ、 prometaphaseIIおよび metaphase11を示す卵胞卵の

割合は経時的に上昇し、前培養4時間の段階でほぼ一定値を示した。今回得られた成熟率は、 prome-

taphase IIおよてfmetaphaseIIを成熟完了と考えると90%程度であり、 GV卵胞卵を成熟培養した場合

(Thibault 1972， Motlik and Fulka 1974， Smith et al. 1978， Bae and Foote 1975a • b) とほぼ同等

の成績であった。
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無処理雌より採取した GV卵胞卵の成熟は、体内、体外にかかわらず 8~11時間を要するとされて

いる (Chang1955， Thibault 1972)。本実験においては成熟に達するまでに体内9時間、体外4時間

の合計13時間を要したので若干の成熟分裂の遅れが認められた。この遅れは採卵時ですでに 2~3 時

聞に相当する成熟段階のずれが認められたことに起因すると考えられる。

次に、これまで得た結果を参考仁、採取直後(前培養0時間)および4時間前培養した卵胞卵を体外

受精したところ、前培養0時間の卵胞卵はすべて未受精であった。これに対して 4時間前培養した卵

胞卵は約15%の卵が受精し、卵胞卵前培養により受精能が向上した (Suzukiand Kastroianni 1968， 

中潟ら 1988)。 この受精率は、子宮精子を用いて排卵直前の卵胞卵を体外受精した場合の 40 ~ 70% 

(Brackett et al. 1972， Kills et al. 1973， Hahn et al. 1980， Trotnow et al. 1981， Asakawa 

et al. 1988)に比べるとかなり低いが、射出精子を合成培地中で受精能獲得させて体外受精しでも必

ずしも良好な成績が得られていないので.(Brac抵抗tand Oliphant 1975， Kubo 1977， Brackett et al. 

1978， Akruk etal. 1979， Sato 1984， 1985)、妥当な成績と言えるかもしれない。

今回の実験では、卵管卵を体外受精すると前核形成は受精後4~9 時聞に起こる (Brackett 1970， 

沖永 1972，Kubo 1977，細井ら 1981)という報告を参考に、授精後8時間の段階で固定、染色した。

しかしながら、この段階では前核形成が認められた受精卵は33.3%にすぎず、前核期への移行が完了

していないものと思われた。これは、 HCG後10時間の卵胞卵を体外受精すると前核形成は受精後8.

25~14時間に起こるという Brackett et al.(1972)の報告と一致し、卵胞卵は卵管卵に比べて前核形

成が遅れることが示唆された。未受精卵の成熟段階は、前培養時聞にかかわらずほとんとeの卵がpro-

metaphase II以降に達しており、前培養0時間の卵胞卵は培精中に成熟を完了したものと思われた。

一方、 4時間前培養した卵胞卵の未受精卵のうち、 2.3%に精子進入が認められない anaphaseIIの像

が観察された。これは未受精卵が何らかの刺激で附活化され、単為発生を起こしたものと思われる。

体外受精卵の発生率は体内受精卵のそれに比べて低いとされており、至適な発生用培地を選択する

ことは成否の健を握るともの思われる。そこで、 5種類の培地を用いて 2細胞期匪および 1細胞期卵

の発生試験を行ったが、BO液以外の培地で廿;匪盤胞以降への発育が観察され、とりわけTCKI99+FCS

とKI6+RSにおいて良好な発育率が得られた。このため、KI6+RSを用いて排卵直後にあたる交配および

HCG註射後18時間の1細胞期卵を培養したところ、従来の報告 (0印刷 etal. 1971， Kane 1972， 

1974， Kane and Buckley 1977， Kane and Headon 1980，小野寺ら 1987)と一致し、交配およびHCG注

射後24時間に回収した 2細胞期匪および1細胞期卵の培養成績に劣らない良好な結果が得られた。す

なわち、 KI6+RSは受精直後のウサギ1細胞期卵の培養に至適で、体外受精卵をも十分に匪盤胞に発育

せしめることが推測された。
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射出精子による体外受精卵の分割能は低く、卵管卵を用いた場合でも供試卵の15~4 0%が分割を示

すにすぎない(沖永 1972，Brackett and Oliphant 1975， Kubo 1977， Brackett et al. 1978， Akruk 

et al. 1979， Sato 1984)。本実験においても、 10.6%とほぼ同程度の卵管卵が分割したにすぎず、

さらに匪盤胞まで発育したものはごく 一部にすぎなかった。 一方、排卵直前のウサギ卵胞卵は、子宮

精子を用いた場合には10~80%程度の分割卵が得られることが報告されており (Suzuki and Mastroi-

anni 1968， Brackett et al. 1972， Mills et al. 1973， Hahn et al. 1980， Trotnow et al. 1981)、

体外受精後の分割能は卵管卵と差がないものと思われる。本実験においては、射出精子を用いて体外

受精を行ったために分割率自体は低いものであったが、卵管卵と卵胞卵の差は認められず、同様の傾

向がうかがわれた。さらに、分割卵の庖盤胞への発育率については、 Hahnet al.(1980)およびTrot-

now et al. (1981)が40%前後と卵管卵に遜色ない成績を得ているが、本実験では大部分の卵が8~16 

細胞期匪で発育を停止し、ごごでは卵胞卵前培養の効果は(中潟・田中 1988)は認められなかった。

要約

排卵前ウサギ卵胞卵の体外成熟および射出精子による体外受精法について検討した。

1) 人工臆で採取した射出精子をBO液中で前培養したところ、前培養3時間の時点で25%、6時間

以降で30%程度の精子に先体反応が誘起された。

2) H C G注射後9時間に卵胞卵を回収したところ、いずれの卵胞卵も成熟分裂を再開していたが、

一部の卵は成熟を完了しておらず、すべての卵が成熟を完了するには4時間の体外培養を必要とした。

3) 前培養 O および 4 時間の卵胞卵を 2 ~ 4 時間前培養した射出精子で体外受精し、受精後 8 時間で

固定、染色したところ、前培養0時間の卵胞卵は検査した42個すべてが未受精であったが、前培養4

時間の卵胞卵は101個中15個(14.9%)が受精し、卵胞卵前培養の効果が認められた。

4)交配、 HCG注射後24時間に回収した2細胞期匪および1細胞期卵を 5種類の培養液で培養し、 JJE

盤胞以降への発育を観察したところ、TCMI99+FCS(80.0および60.0%)、MI6+RS(92.9および60.0%)、

MI6+FCS(70.4および62.9%)において良好な発育が認められた。さらに、 MI6+RSは交配、 HCG注射

後18時間に回収した 1細胞期匪の81.4%を匪盤胞以降に発育させたことから、体外受精卵の発生用培

地に適するものと思われた。

5) H C G注射後15時間に回収した卵管卵と HCG注射後9時間に回収し、 4時間前培養した卵胞卵

を体外受精、培養したとごろ、卵管卵は47個中 5 個(10.6%)が 2~4細胞期旺に発育し、そのうち 1

個(20.0%)が旺盤胞を形成した。これに対して前培養した卵胞卵は113個中 7 個 (6. 2%)が 2~4細胞

期旺に発育したが、いずれも 8~16細胞期匪で発育を停止し、腔盤胞を形成するには至らなかった 。
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[Abstract J 

By microsurgery， bovine spermatozoon was injected into bovine oocytes matured in vi tro， 

to elucidate a role of sperm components such as acrosome， neck， middle piece and tail 

playing in fertilization and subsequent development. The injected spermatozoon was 

selected from the pretreated sperm as follow: 1) washed sperm 2) preincubated sperm 3) 

sonicated sperm head 4) freeze-dried sperm head 5) preincubated sperm head. The sperm 

successfully injected were almost decondenced and 10.5-26.4 percent of them developed 

into male pronucleus in egg cytoplasm. The results indicate that bovine gametes may be 

available for in vitro fertilization by microsurgery， e. g. microfertilization， in spite 

of these pretreatment of sperm， and also this technique shall be useful for eLucidation 

the mechanism of the development in an interaction between oocytes and spermatozoa. 

{緒言]

家畜では、体外受精が、受精能力の判定に役立った、けでなく、配偶子の利用や交配の組み合わせを

自由に行なえる点で有効な方法として期待されている。しかし、分娩に至る成功例はまだ少なく、技

術的に多くの問題点を残している。そ乙で、もし受精能力のある精子を直接卵子に注入して発生させ

る乙とができれば、最少の精子数で最高の受精率が得られ、多精子侵入も防げると期待される。

ハムスターでは、精子を卵子内に注入すると雄性前核に発達する乙とが知られている 1)。精子は物

理的処理に対してかなり安定しており、超音波処理ハムスター精子2)や凍結乾燥ヒト精子 1)でもハム

スター卵細胞質内で雄性前核に発達する。このほか実験動物では、マウス精子をラット卵子に注入し

て2細胞期まで発生し 3)、マウス配偶子を用いた実験で匪盤胞まで発生することが報告されている引

。また、最近、ウサギでは精子注入法により産子が得られた 5)。

本研究では、体外成熟ウシ卵胞卵子へいくつかの処理を施した精子を注入し、その後の発生につい

て調べた。
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[材料および方法]

屠場材料のウシ卵巣からの卵胞卵子採取と成熟培養は菅原ら 6)の方法に従った。成熟培養後の卵子

は、 0.1%ヒアルロニダーゼを含むHam'sF-12-t-20mM HEPES~こ移し、ピペッティングにより 5%FCS，

0.25mMピルビン酸ナトリウム、 21.58mM乳酸ナトリウムを含むHam'sF-12-t-20mM HEPESに移し、精子
の注入を行なうまでCO2インキュベ タ 内に保管した。乙の培養液は精子注入操作中にも用いたが、

操作後は HEPESを加えない液に移し、培養を行なった。なお、操作は、第1極体の確認できた卵子の

みを用いて行なった。

原材料のウシ精液は、凍結ストロ 精液を用いた。 37"Cの温水中で融解した精液は、生理食塩水を
加えて遠心(1， 200rpm， 5分間)洗浄を1回行なった後、次の各処理を行なった。

1.洗浄精子

再度、生理食塩水で遠心洗浄し、 3%ポリピニルピロリドン (3%PVP)を含む生理食塩水に浮遊
させた。その後、運動性を抑制するために 20'Cの冷蔵庫に5分聞入れた後使用した。

2.前培養精子

菅原ら 7)により体外成熟ウシ卵胞卵子の体外受精における精子の前培養 (H訓 'sF-12-t-25%BFF -t-

2mM Caffeine， 1.5時間)と同様の処理を行なった後、生理食塩水で洗浄して3%PVPを含む生理食
塩水に浮遊させた。その後、洗浄精子と同様に-20'Cの冷蔵庫に入れたのち使用した。

3.超音波処理精子頭部

超音波処理には、 SONIFIER(Bronson Sonic Power社， w-185，出力目盛丸 4~5秒)を用いた。この処

理により精子の頭部と尾部は分離し、先体も剥離した。超音波処理した精子浮遊液は、生理食塩水で

2回洗浄した後、 3%PVPを含む生理食塩水に浮遊させた。

4.凍結乾燥精子頭部

超音波処理を行なった精子浮遊液を 2回洗浄した後、 O.lmlずつ分注し、凍結乾燥機(LOBCONCO社，
75034 )に1時間かけた。凍結乾燥した精子頭部は冷蔵庫 (4'C)に保存し、 1週間から 6か月経過し
たものを使用した。使用時には O.lmlの蒸留水を加えた後、さらに3%PVPを含む生理食塩水1ml:を

加え、良く振歯して使用した。

5.前培養精子頭部

前培養精子と同様の前培養を行なった後、超音波処理を行ない、 2回洗浄後3%PVPを含む生理食
塩水に浮遊させた。

また対照として、精子注入と同様の機械的刺激により前核期像が見られるかどうか調べるため、精

子浮遊液を用いた3%PVPを含む生理食塩水を卵子に注入した。

顕微操作終了後20時間後に卵子を固定・染色して、注入精子の変化を調べた。精子の頭部のみを注
入した場合、 2前核の観察された卵子において精子が前核まで発達したものと判定した。なお、超音

波処理精子頭部を注入した卵子について、注入後10、20時間目に固定し、透過型電子顕徴鏡(TEM) 
による観察を行なった。

[結果]

A.注入精子頭部の変化

卵子ヘ注入した精子の変化は、表1に示した。すなわち、精子の各処理区間で有意差はなく、注入
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の報告と一致する。精子核が変性した場合は、卵細胞質中で正常な反応を示す乙とはないと考えられ

るので、超音波処理や凍結乾燥処理は、精子核の性状に本質的な損傷を与える乙とはなかったものと

思われた。また、注入の失敗により精子が囲卵腔に停留する乙とがあったが、このような精子や精子

頭部は卵子と反応することなく、その後の変化は全く見られなかった。 一般的に、卵子原形質膜と融

合した精子は食作用的に卵子内に取り込まれる乙とが知られており、運動性は関与しないと考えられ

ている9)。したがって、本実験において、前培養を行なった精子が囲卵腔に入った場合でもその後の

変化が見られなかったことから、膜融合の開始には精子の運動性が重要であることが示唆された。

以上、体外成熟ウシ卵胞卵子へ直接精子を注入することにより前核期まで発達する乙とが確認され

た。乙の場合精子の前培養は必要なく、超音波処理後の精子頭部のみでも前核に発達し、さらには保

存の簡便な凍結乾燥精子頭部でも同様の前核形成率を示した。

Table.2 TEM observation on morphological changes of sonicated sperm heads 
injected into bovine oocytes matured in vitro. 

Time after 
lnJectlOn 

10h 

20h 

No. of 
eggs 

5 

10 

Changes of sperm hea.d Non 
lntact---Decoriaensation Pronucleus -detectable 

。
1* 

。
。

2 

5 

3 

4 

* This sperm head was not attached to ooplasm. 

Fig.1 Eggs in pronuclear stage 20h after injection of sperm head. a) Two 
pronuclei (PN) and nucleoli (NO) are visible. X1，300 b) Two pronuclei are 
close. G; Golgi apparatus， INL; intranuclear lamellae X3，300 
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精子の大部分は膨化以上の変化が見られ、前核形成率は10.5~26. 4%であった。一方、精子頭部がほ

とんど変化しなかったもの(intact)は、尾部のついたまま注入した区で多くなる傾向がみられた。

3 % PVPを含む生理食塩水を卵子に注入した対照区では、 2前核は観察されず、単為発生によると思
われる lつの前核が2/60(3.3%)の卵子で観察された。また、注入の失敗により、精子が囲卵腔に

停留する乙とがあったが、このような場合、その後の精子の変化は全く見られなかった。

Table.l Morphological char沼田 of pretreated sperm 20h after 
injection into bovineα犯yt田 matured in vitro. 

Substanee 
injected 

washed sperm 

Preincubat凶
sperm 

Sonicated 
sperm head 

Freeze-dried 
sperm head 

Preincubated 
sperm head 

No. of 
eggs 

38 

お

53 

49 

47 

3%PVP-saline 60 
(control) 

山a問団 ofs問rmhead 
Intact Decondensation Pronucleus 

6 28 4(10.5%) 

4 ab 24 5(15.8%) 

2 37 14(26.4%) 

1-b c 38 10(20.4%) 

。 40 7(14.9%) 

Different superscripts indicate statistically different subsets 
(Chi-square t邸 t， pく0.05).

B.注入精子頭部の電顕観察

超音波処理精子頭部を注入した卵子の電子顕微鏡による観察結果は、表2に示した。技術的に実験
に供した卵子すべたで注入精子頭部を捕えられなかったが、注入後10時間でも 2前核が観察され、 20

時間では2前核が卵子中央部で接近したものが観察された。前核期卵子の微細構造に関しては、精子

尾部が無い乙と以外、ウシ体内受精卵子での報告8)、体外成熟後に体外受精を行なった卵子における

観察結果と同様であった。すなわち、核小体、核内ラメラ、核膜に接近した小胞体やゴルジ装置等が

観察された(図 1)。

[考察]

注入精子の前核形成率には、精子の処理の違いによる差は見られなかった。この乙とは、凍結スト

ロー精液の精子を直接卵子内に注入した場合、精子の注入時の状態には関係なく精子核は卵子内で膨

化し、前核形成できる乙とが示された。したがって、精子の受精能獲得の過程は卵子内に侵入するた

めに必要な変化であり、その後の膨化・前核形成には関係しない乙とが確認された。超音波処理によ

り精子尾部を除去しでも、また、凍結乾燥処理後に冷蔵保存した精子でも、卵細胞質中で精子頭部の

膨化。前核形成に進むものが見られた乙とは、ハムスター卵子で観察された Uehara& Yanagimachi 
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Summary 

The regulative capacity of mouse embryos aggregated different 

stages and their developmental potential in the postimplantation 

have been examined. 

Seventy-eight percent of asynchronously aggregated embryos 

between 4-cell and 8-cell stage developed into integrated 

blastocysts. However， aggregation between 4-cell and 16-cell 

stage embryos was not occurred. 

Two adult mice have been obtained from asynchronously 

aggregated embryos by embryo transfer to normal pregnant hosts. 

One showed chimeric features， but the other was apparently 

derived from the one of the pair of asynchronously aggregated 

embryos. 

These resul ts suggest that ear ly mouse embryos tend to keep 

their own time-chronological development regardless of 

aggregation and that younger embryo in asynchronously aggregated 

embryos can incorporate into inner cell mass of integrated 

blastocyst. 
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緒 <=1 

初期マウス区、を用いて、集合キメラ匹、あるいはキメラマウスを作出する場合、 一般的

には、 8細胞期の駐、が用いられる 2にこれは、8細胞期以降の割球の偏平化が高い接着性

を伴うために 2) 割球聞の連絡面が増大する一方で、それが比較的緩やかな結合様式であ

るイオン透過性チャンネル(ギャップ結合)3)により維持されていることから、集合が短

時間で容易に起こるからである。そして、 駐の閣の発生時期が向調であれば、これらの起

こる時間的条件が等しくなり、統合駐盤胞の内部細胞塊が各区、の割球集団で構成される確

率が高くなるU 。しかし、発生時期が非同調である場合には、その程度により、各怪の内

部細胞塊への寄与率が様々なものとなる、あるいは、駐の集合そのものが阻害されること

が考えられる。本研究では、初期マウス駐がもっ調節能力に着目して、 4細胞期臨と 8細

胞期紅、との集合 (4細胞-8細胞)を試み、さらに、その着床後の発生能を調べるために

移植を試みた。

実験材料および実験方法

1.庇、の集合

実験には、当研究室でクローズドコロニーとして継代繁殖している、 ICR系およ

び、C57BL/6系マウスを使用した。管理交配を行い、交配確認日を 1日目として、交

配2日目の20時以降に4細胞期匪を卵管より回収し、 37"C、湿度 100%、5%C0295%

空気混合気相下、 0.3%B SA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時以降にも、同様の操作により 4細胞期駐を回収し、前日からの24時間培養に

よって得られた 8~16細胞期駐とともに、透明帯除去後、植物性醤集素を用いて接着し、

先と同様の条件で培養した。

非同調の集合魅は、 4細胞-8細胞、 4細胞日16細胞、 8細胞仲間細胞の3群を作出し

た。また、 4細胞-4細胞、 8細胞-8細胞、 16細胞-16細胞の3群を対照とした。培養

12時間ごとに、 ICR-ICR、あるいは、 1CR-C57BL/6の集合匠、を光学顕微鏡

下で観察した。

2.駐の移植

移植は、培養36~48時間後の4細胞-8細胞、 8細胞-8細胞の各集合駐について行っ

た。正常妊娠、あるいは偽妊娠 3~4 日目の ICR 、または、 C57BL/ 6 の片側子宮角

に、正常妊娠の場合は 1~2個、偽妊娠の場合は4~6個の集合駐を移植した。
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3. G P 1 (g lucose phosphate i somerase)のモニタリング

Petersonらの方法 5)に基づき、処理を施した溶血液、あるいは、尾静脈より得た無処

理の血液をデンアングル電気泳動に供した。

結果

1 .妊の集合

4細胞-8細胞では、その78%(39/50)が、 8細胞仲間細胞では、その33%(3/9)が、

それぞれ、培養60時間後、培養48時間後に統合怪盤胞へと発生した。しかし、4細胞日16

細胞からは集合匪が得られなかった (0/16) (Table 1)。

一方、対照群の統合匪盤胞への発生率は、 4細胞-4細胞では85%(11/13)、8細胞H

8細胞では95%(44/46)、16細胞日16細胞では69%(25/36)となり 、統合匪盤胞への発生

時聞は、それぞれ、 60，36， 24時間であった (Table2)。

なお、 4細胞-8細胞の集合過程を Fig.1，a-fに、集合匪が得られなかった4細胞日

16細胞については、その過程を Fig.2，a-cに示した。

2. JIfの移植、 GPI

4細胞 (C57BL/6) -8細胞(1 C R)の集合駐を正常妊娠4日目のC57BL/6

に、また、 4細胞 (ICR)-8細胞 (C57BL/6)の集合駐を正常妊娠3日目の

ICRに移植することにより、現在まで2例の成体マウスが得られている。

前者は雄であり 、眼色、体毛色からキメラであると判定される (Fig.3).GP 1はAB

型であった。なお、 AB型は当研究室の ICR系マウスに多く検出されている。

後者は雌であり、眼色、体毛色はC57BL/6タイプであり、また、 GPIもB型であ

った。

Table 1. Development of asynchronously 
aggregated embryos. 

Type of No. of No. of 
aggregated aggregated integrated 
embryos embryos blastocysts(%) 

4-cell←→ 8-cell 50 39 (78) 
4-cell←→16-cell 16 o ( 0) 
8-cell←→16-cell 9 3 (33) 
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Table 2. Development of synchronously 
aggregated embryos. 

Type of 
aggregated 
embryos 

No. of 
aggregated 
embryos 

No. of 
integrated 
blastocysts(%) 

4-cell←→ 4-cell 
8-cell←参8-cell
16-cell←→16-cell 

3

6

6

 

4
1
a
q
q
d
 

11 (85) 
44 (95) 
25 (69) 

ぬb

d 

r、、 c 

Fig.l 
Culture of asynchronously aggregated embryos (4-cell←→8-cell). 

a，Start of culture b，After 12hr c，After 24hr 
d，After 36hr e，After 48hr f，After 60hr 

a b c 

議拶
Fig.2 

Culture of 4-cell←→16-cell. Aggregation did not occur due to 
formation of tight junction of older embryo 

a，Start of culture b，After 12hr c，After 24hr 
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Fig.3 
A male chimeric mouse that was derived from 4-cell (C57BL/6)日

8-cell(ICR) asynchronus aggregation.The left eye was pigmented， 
the right one was slightly pigmented. 

考察

集合時の発生時間に、およそ12時間の差がある4細胞-8細胞の非同調集合怪から統合

匪盤胞が得られ、 24時間の差がある4細胞日16細胞からは得られなかった。

4細胞-8細胞の非同調集合駐は、集合12時間後に8細胞-16細胞へと発生し (Fig.1-

b)、24時間後には、不完全ながら統合桑実魅となり(Fig. 1-c)、36時間後には、おそらく

発生の進んだ倒(集合時の8細胞)より割腔が形成された(F i g. 1-d)。その後、 4細胞由

来の細胞の一部を外側に残した状態で統合脹盤胞が形成された(F i g. 1-e， f)。

4細胞日16細胞では、集合12時間後の段階で16細胞が初期匪盤胞へと発生し、外側の細

胞膜が栄養膜細胞へと分化してしまったために集合が血書された4) (Fig.2-a，b，c)。これ

らのことから、発生の異なる時期での集合には限界があり、それぞれの駐が本来保持して

いる発生時聞を保ちながら集合を進めることが示唆された 1ヘ

4細胞-8細胞の非同調集合駐の移植により、 2例の成体マウスが得られたが、 1例は

キメラタイプであり、もう 1例はC57BL/6タイプであった。これまでのGPIについ

てのモニタリング結果から、 C57BL/6系マウスがすべてB型であり、移植により得ら

れた、 C57BL/6タイプもB型であったことから、この場合には、 4細胞(1 C R)が

統合目基盤胞の内部細胞塊に寄与しなかったことが考えられる。以上のことから、 8細胞期

睦と集合した4細胞期匠、は、統合匪盤胞における内部細胞塊に寄与することが可能ではあ

るが、それが不確実なものであることが示唆された。
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今後は、非同調集合匪の移植例を増やすとともに、同調集合匹の移植を試み、比較検討

を行う必要があると思われる。

本研究は、昭和62年度文部省科学研究費補助金、 一般研究(C) r着床における症、と子

宮内膜上皮の相互認識に関する研究J (課題番号 62560256)の一部であることを付記す

る。
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Abstrいct

Chromosome preparations were made from first-cleavage mouse eggs obtained 

from ICR mice superovu1ated and mated with the same strain of ma1es. A11 

preparations were stained by the C-band method. Successfu1 chromosoma1 

analysis was made in 96.6 % of the eggs in mitosis. The incidence of 

chromosomal aberrations were 0.5 % triploidy， 0.2 % tetraploidy， 0.9 % 

hap1oidy， 0.9 % hyperdip1oidy， and 0.5 % structural aberrations. Chromosomal 

sexing was achieved in 93.8 % of norma1 dip10id and hyperdip10id eggs. The 

combined primary sex ratio at pre-syngamy and syngamy stages was 45.2 % ma1es， 

but with no significant deviation from equality. 

Introduction 

Chromosoma1 ana1ysis of mouse embryos at the first c1eavage mitosis has 

been conducted by severa1 workers with the aim to eva1uate the incidence of 

chromosoma1 aberrations and the sex ratio at this crucial stage in embryonic 

development (Donahue， 1972; Kaufman， 1973; Luthardt， 1976; Maudlin & 

Fraser， 1977; 1978; Fraser & .Maudlin， 1979; Katoh & Tanaka， 1980; Yoshizawa 

et a1.， 1985; Santa10 et a1.， 1986) . The work， however， has been frequent1y 

handicapped by a 1imited proportion of countable preparations. To improve this 

fau1t， we developed a simple method which consists of two-step fixation and 

retarded air-drying under heavy moisture to obtain many chromosome 

preparations with high quality. This paper dea1s with the resu1ts of 

chromosome ana1ysis with preparations made by this method from first-c1eavage 

mouse eggs superovu1ated and fertilized in vivo. 

Materials and Methods 

Virgin female ICR mice ( 2 -3 months of age) maintained in a 14-hr 

1ight ( 05:00 -19:00 ) and 10-hr-dark cycle were induced to superovu1ate by 

an i. p. injection of 5 i. u. PMSG followed by 5 i. u. hCG 48 hr 1ater. After 

mating with fertile ICR males， females having vagina1 plugs， a proof of 

successfu1 mating， were kil1ed at 27 hr after the hCG injection. Eggs were 

recovered by f1ushing the excised oviducts， and then incubated in Whitten's 
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medium containing 0.1μg/m1 colcemid for 5 hr. Eggs were briefly rinsed in 1 

覧 sodiumcitrate so1ution. and placed in a culture well containing 0.4 m1 of 

the same hypotonic solution for 15 min. A preliminary mild fixation was made by 

injecting O. 01~ 0.02 m1 of a mixture of methano1 and acetic acid (3 : 1). 

Each egg was p1aced on a slide glasse. and then fixed on the glass by 

dropping severa1 drops of the fixativ色. Chromosome preparations were made under 

heavily moisuturized conditions to secure good spreading chromosomes. 

Immediate1y after drying. eggs were examined microscopica11y for the degree 

of chromosome spreading. Cytop1asmic remnants. if present. were c1eaned by 

supp1ementa1 dropping of the fixative. Slides were stained by the C-band 

method described in our previous report ( Yoshizawa et a1. 1985 ). The data 

obtained were ana1ysed by the chi-square test. 

Results 

A11 but degenarated and fragmented eggs were prepared for chromosome 

analysis. Ferti1ization was determined by the presence of two or more mitotic 

genomes or pronuclei. Out of 538 prepared eggs. 499 (92.8 %) were ferti1ized 

( Tab1e 1 ). Of these. 443 (88.8克) were in mitosis and the remainning were 

at pronuclear stage. The majority (68.4 %) of the eggs in mitosis were at 

prometaphase ( pre-syngamy ) stage and the rest ( 31.6 % ) were at syngamy 

stage. Among unfertilized eggs. there were 4 eggs with only one genome (n=20 

). Their chromosomes resemb1ed in shape those at first-cleavage mitosis. 

lncidences of chromosoma1 aberrations in first-c1eavage mouse eggs were shown 

in Tab1e 2 . Out of 447 巴ggswith metaphase figures. 432 (96.6 %) eggs showed 

analysable chromosomes. Of these. 414 (95.8 %) were normal diploid. 

Hyperdiploidy and hypodiploidy were observed in 4 eggs (0.9 %) and 7 eggs (1.6 

克).respective11y. There were a1so 2 trip10id eggs (0.5 %) and one tetrap10id 

egg ( 0.2 % ). Chromosomes with chromosoma1 breakage were observed on1y in 2 

eggs ( 0.5克). 

Chromosoma1 sexing was made with 418 eggs inc1uding the norma1 dip10id 

and hyperdip10id eggs. Those eggs with the Y chromosome. which had no C-band. 

were determined to be ma1es. Successfu1 sexing was accomp1ished in 392 eggs 

with a sexing rate of 93.8 %. The primary sex ratio was 45.2克( 177 ma1es 

and 215 females ). but with no significant deviation from equality (Tab1e 3 ). 

The primary sex ratio was c1assified into two groups according to the stage of 

pre-syngamy and syngamy. but there was no significant difference between them 

( Tab1e 4 ). Sex chromosome combinations in the two trip10id eggs were XXX and 

XXY. respective1y. We cou1d not determine. however. the origin of trip10idy 

because we had no re1iab1e markers to distinguish paterna1 and materna1 genomes. 
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Table I.Fertilization rate and incidence of mitosis in l-cell stage mouse eggs 

No. of eggs prepared 

fertilized 

at pronuc1ear stage 

in mitosis 

pre -.syngamy 

syngamy 

unfertilized 

in mitosis・

* Only a haploid set of chromosomes was seen. 

538 

499 (92.8%) 

56 (11. 2%) 

443 (88.8%) 

303 (68.4%) 

140(31.6%) 

39 

4 (10. 3%) 

Table 2. lncidence of chromosomal aberrations in first-cleavage mouse eggs 

No. of egs prepared 538 

in mitosis 447 (83. 1%) 

with couotable chromosomes 432 (96. 6%) 

20 414 (95.8%) 

20+1 4 ( 0.9%) 

20-1 7 ( 1. 6%) 

30 2 ( 0.5%) 

4n 1 ( 0.2%) 

n 4 ( 0.9%) 

with structural aberrations 2 ( 0.5%) 

Table 3. Sexiog rate and sex ratio in diploid mouse eggs at the 

first cleavage division 

No. of eggs with 20 or 20 + 1 

sexed 

males 

females 

-121-

418 

392 (93.8%) 

177(45.2%) 

215 



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第6巻第2号 1 9 8 9年 10月

Tab1e 4. Sex ratios c1assified by the stages of first-c1eavage mitosis in 

dip10id mouse eggs 

No. of Sex ratio 

Stage of mitosis Ma1es Fema1es Tota1 ( % ma1es ) 

Pre-syngamy・ 117 143 260 45.0克

Syngamy 60 72 130 45.5% 

Tota1 177 215 392 45.2% 

牟 Twogenomes were seen to be separated. 
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Fig. 1. A hyperdip10id mouse egg at the first c1eavage mitosis. A right 

group has a chromosome comp1ement of n+1. Because of the absence of the Y 

chromosome. this egg was judged to be fema1e. C-band stainning was performed 

after air-drying. 
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Fig. 2. A nor冊a1dip10id mouse egg at the first c1eavage mitosis. Because of 

the presence of the Y. a sma11 chromosome with no C-band ( arrow ). this egg 

was judged to be ma1e. C-band stainnig was performed after air-drying. 
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Discussion 

A considerab1e 10w 1eve1 of triploidy is to be noted in the present 

study with first-c1eavage mouse eggs superovulated and ferti1ized in vivo. 

Comparab1e studies have reported the incidences of trip10idy to be 1.2 % 

(Donahue 1972)， 4.1 % (Kaufman 1973)， and 3.2 % (Luthardt 1976). Maudlin & 

Fraser (1977)， who examined the effect of PMSG dose on the incidence of 

chromosoma1 anomalies， showed that the incidence of trip10idy in in-vivo 

ferti1ization was 4.9 % in a dose of 1.5 i.u. and 0.6 % in a dose of 7.5 i.u. 

Takagi & Sasaki (1976) reported that the incidence of digynic trip10idy 

increased in superovulated mouse eggs， and Chang (1977) described that 

digynic triploidy after superovu1ation may be close1y re1ated to the aging of 

egg， during the time of ovu1ation more spread out in superovu1ation than in 

spontanous ovu1ation. More recent1y， Santa10 et a1. (1986) obtained a high 

incidence of 10.1 % in superovulated eggs from immature mice. The incidence 

(0.5 %) of triploidy in the present study is 10wer even when compared with an 

incidence of 1.4 % in eggs ovulated spontanous1y (Katoh & Tanaka 1980). Thus， 

we consider that superovu1ation induced by PMSG and hCG administration does 

not always incr巴asethe incidence of triploidy. 

Donahue(1972) considered that most of the hypodip10idy he observed in 

first-c1eavage mouse eggs were probab1y induced by artifactua1 10ss of 

chromosomes during fixation and spreading. Great care was taken， as did by 

Maudlin & Fraser (1977)， in our designation of hypodiploidy to exclude 

"uncertain" hypodip1oids. The incidence of aneup10idy in the present study 

was 1.6 % for hypodip10idy and 0.9 % for hyperdip10idy. These va1ues 

correspond to the reported .incidence of aneup10idy， 0.6 to 2.5 % for 

hypodiploidy ( Fraser & Maud1in，1979; Katoh & Tanaka，1980 ; and Glenister et 

a1.， 1987) and 0.3 to 0.9 % for hyperdiploidy (Katoh & Tanaka， 1980; Kaufman， 

1973; Fraser & Maud1in， 1979; G1enister et a1.， 1987)， although an incidence 

of hypodip1oidy as high as 8.3 % has been reported by Kaufman (1973). 

The incidence of eggs with structura1 aberrations of chromosomes， such 

as gaps， breaks， acentric fragments， and ring chromosomes， was reported to be 

2.2 % by Katoh & Tanaka (1980) and 1. 8 % by Santa10 te a1. (1986). As compared 

with these va1ues， 0.5 % in the present study was 10wer and the structura1 

aberration observed in this study was restricted to chromosoma1 breakages. 

Kaufman (1973) sexed first-c1eavage mouse eggs by the method of Stich & 

Hsu (1960)， wi th a primary sex ratio of 50.4克 . Luthardt (1976)， using 

G-band staining method with trypsin， reported the primary sex to be 51.4 %. 

Santa10 et a1. (1986) sexed first-c1eavage mouse eggs using C-staining 

method， and reported the primary sex ratio to be 51 %. As compared with these 

va1ues， we have reported 10wer primary sex ratio. Yoshizawa et a1. (1985)， 
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demonstrating the usefu1ness of C-band staining in sexing mouse embryos， 

showed that the combined primary sex ratio at pre-syngamy and syngamy was 

43.5 %， with a significant bias toward fema1e at syngamy. The primary sex 

ratio in the present study was 45.2 %， which is comparable to the sex ratio 

at pre-syngamy reported in our previous paper (Yoshizawa et a1.， 1985). 

We thank Dr. Masaki， Professor of Tohoku University， for his interest and 

criticism of this manuscript for pub1ication. 
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female somatic cells in the mouse. Exp. Cell Res. 20 : 248-249 

マウス受精卵(第1分割期)における染色体異常の出現率と性比

吉津緑、高田勝、村松隆

宇都宮大学農学部家畜育種繁殖学教室

321宇都宮市峰町350

ICR雌マウスに、 PMSGとhCGを投与して過排卵を誘起し、同系の雄と交配後、受精卵を

回収して第 1分割期の染色体標本を作製し、 Cバンド染色を施した。染色体の分析率は96

.6%であり、 3倍体の出現率0.5%、4倍体0.2%、 1倍体0.9%、高 2倍体O.問、構造的異常

0.5%であった。また、 Cバンド染色標本においてのY染色体の識別による性判別率は93.8

覧と高いものであった。 1次性比(雄率)は45.2%であり、理論値の50%から有意な偏り

を示さなかった。
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マウス着床実験モデルによる高ヱストロゲン環境の

着床におよぼす影響について

The InfluencE of Hyperestrogenis皿 onImplantation of Mouse Embryo. 

久保春海、安部裕司、白井彰、雀部畳、片山進、黄俸益
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くSu皿皿ary)

This study was undertaken to discover any influences of hyperestrogenism on implantation 

of mouse embryos in vivo and in vitro. 

I . 1凡 VivoImplantation Experiment: 

Mouse 0∞ytes were collected from superovulated Crj-CDl(ICR) females. In vitro fertiliza-

tion was performed according to the method of Toyoda et.al. Pronuclear stage eggs were 

transferred to m-WM皿ediumadded 100μM EDTA six hours after insemination. Blastocysts 

developed after ninety-six hours of culture， were transferred into uterine horn of recipi-

ents on Day4 of pseudopregnancy which mated with BDF1 sterilized male mice by a modified 

McLaren's technique. Each amounts (0，0.1，1，10，100隠/皿ouse)of estradioト 17s were injected 

subcutaneously to recipient mice during Day1 to Day5 (GroupI )or on Day4 and 5 (GroupII ) 

of pseudopregnancy. On the other hand， 1 or 5mg of progesterone was injected si皿u1taneous1y

with E2 inj配 tionto determine the effect of 1utea1 support on imp1antation. 

The recipients were killed on Day 9 of pseudopregnancy by cervical dislocation. The pro-

portion of implantatior， sites and live embryos were examined in bilateral uterine horn. 

n . ln Vitro 1 田p1antaticnExperiment: 

Uteri were removed frcm mice at D. of pseudopregnancy. The monolayer cells were made by 

the digestion of uterir，e epitheliu皿 witha trypsin-EDTA-DNase solution according to the 

technique of Salomon et. al. The uterine cells were seeded with a concentration of 6X 10
6 

ce11s/dish in a 35mm cL1ture dish (Fa1con 3001) containing B阻 +AAmedium (Spindle，A.I.，et. 

a1.)， and were allowed to settle and attach to the dish for 24 hours. Five blastocysts 
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fertilized in vitro wert! transferred directly onto the monolayer cells. Hormonal treatment 

was perfor田edfrom the day 1 of co-culture with addition of E2 or E2 & P in the medium. 

Attach皿ent，TbOGand two layered ICM were scored by counting under a dissecting microscope. 

Resul ts; In Group 1 ，1同 or皿oreof E2 treatment had affect on implantation in vivo. In 

Group n， 101Jg or more oJ・E2 had affect on implantation. However， the injection of 1 or 5 
皿gof progesterone with E2 overcame the influences. Addition of E2 or E2 and P had no 

affect on attach皿ent，TI~G and two-layered ICM up to a concentration of 10ng/m1 E2・ 102

ng/皿1or more of E2 had influence on the number of two-layered ICM， and 103ng/皿1or more 

of E2 had affect on TbOC;. However， progesterone had no influence on these phenomena. 

<緒言>

現在、ヒト体外受精ー匪移植(IVF-ET)における問題点のひとつとして、着床率の低さがあげられる.

この理由として、受精卵の染色体異常、また卵胞刺撮誌による高エストロゲン環境や卵胞壁の損舗が

黄体化を妨げプロゲステロン産生を抑制し、着床期内膜の生理的変化を阻害するといわれている.こ

のため P/E2比の向上が妊娠率の上昇をもたらすとして、ゲスターゲン剤やhCG投与による黄体賦活法

(1 utea1 support)を行う方法が一般に行われている。しかし、他のグループでは黄体賦活化の有効性

を認めなかったとする報告 11もある。

我守は、今回この矛盾を解決するために、マウスの高エストロゲン環境実験モデルを作製し、眠発

生能や着床率に影響をあたえるかどうかを検討した。

<方法>

I.体外受精匪の invivo韮阜皐皐ム

量盟ょ Crj: CD-l (I CR)峰マウス 4~6 週齢を人工昼夜 (08:00-20:00点灯)下で飼育し、 8~ 10週齢にて

PMS (セロトロビン)2.5IUおよびhCG(ゴナトロビン)5IUを48時間間隔で腹腔内法射して過排卵

処理をおこなった。 hCG詑16時間後に頭椎脱臼にて屠殺、両側卵管を子宮角より切断摘出し、卵管

間膜、脂肪組織を除去後流動パラフイン内に投じ、解剖針で卵管膨大部を小切聞によって、卵丘細胞

塊に包まれた卵子塊を採取し、速やかに流動パラフィン下TYH埼地 (Toyodaet a1 1971)引中に移し

た。

畳王且畳土事長卵直前に豊田らの方法 21に準じ 12週鯵の ICR雄マウスを屠殺、精巣上体尾部精子を採

取し、流動パラフィン下 TY-I培地に浮遊させ、受椅能獲得を誘起するため 1~ 2時間の前情養を行っ

た。婿養終了後、精子浮遊液を最終精子温度が 150cells/1Jlとなるように卵子浮遊培地に媒精した.

受精卵子の倍養:媒精後、ヨ時間で実体顕微鏡下に前核期受精卵を選別し、修正Whitten培地 (m-WM)

+ 100 IJ，M EDTAに移して培議:を継続した。さらに媒精後96時間培養し.胞騒期に遣した匪を移植に供
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した。

移植および受容鍾:受容雌は ICR 雌 (8~ 10遍齢}に BD町、精管結毅雄を交尾させ、 IVF実験の翌朝に腫

栓形成を認めたものを偽妊娠誘起Dayl(O，)とした。胞JH期に達した置を Bronsonet a13)の方法に準

じて偽妊娠D.受容雌をペントパlレピタール50皿g/kg(ネンブタール)麻酔下に背部切開し、両側子宮角

に各今 10個ずつマイクロピペットで移植した。

ホルモン処理:実験 1:E2処理は偽妊娠Dlより Dsまでの午前 9:00に連日それぞれ 0.1，1，10， 100~ /マ

ウスのエストラジオール・ 17sを皮下注した群を第 I群、また、偽妊娠D.およびDsにそれぞれ前記と

同量の E2皮下注をした群を第 E群とした実験2:1、E群とも上記と同じ処理日に E210~ + P 1mgを

同時皮下註した区およびE2100~ 十 P 5mgを同時皮下注した区を作製した。これにより Pの補充療訟

の効果を検討した。

移植成鍾の検討:移植後、偽妊娠D.に受容雌を屠殺し、妊娠個体数(率)、着床眠、着床数 (率)を

摘出子宮で観察した。

E. in vitro着床実験:

子宮内臆上皮細胞単層溶養系の作製法 5): ICR系偽妊娠D.峰の両側子宮角を摘出し、 PBS中で脂肪組

織を除去した。子宮角は0.5"トリプシン (typem， Sigma) + 2. 5"パンクレアチン添加Ca，Mg(ー)ハンク

ス塩類溶液中に 4 "c、 2 時間静置した。その後、室温にて、さらに 30 分 ~1 時間酵素作用させた後

新鮮PBS中に移した。実体顕微鏡下に、間質より遊離しつつある内綾上皮組織を分議採取した.分離

した内膜上皮組織は、 0.05"トリプシン+0.02" EDTA+ 200units DNaseを溶解したCa，Mg(ー)PBSを

入れた25ml培養フラスコ rtで37"C、 5分間温稽撮撞させた。その後、 10"損度に冷FCSを添加して、

酵素作用を止め、細胞浮過液を 100gX3分間遠沈した.沈撞を B阻+AA')にチャコールデキストラン処

理したFCSI0"を添加した培地 (Spind1eet al)で再浮遊させてから、細胞塊をフィルター(ト100-B}溢

過後、再遠抗した.分散細胞は上記培地をいれた 35mm埼養用ディッシュ (Fal∞n3001)に6X106cells 

ずつ植え込み、 6時間後に培地交換、 24時間後にconfluentな内臨上皮単層細臨系を作製した。

体外受精卵の細胞およびc()-culture :媒精後 6時間で前核期に達した受精卵を 100~MEDTA添加 mー剛

に移し、さらに 96時間培養して胞匪期に達した匪を用いた.これらの胞眠は.5~6 個ずつ confluent

な子宮内臨上皮細胞単層培養系のディッシュヘ移植した。

ホルモン処理:E2添加は、αo-culture後直ちに 1、10、10人 10
3、104ng/副議度となるようにヱスト

ラジオール・ 17sをエタノール溶解して、それぞれ借地中に 5日間連日添加した.また、他系列とし

て、 E2添加と同時に 1 、 5~ /mlのプロゲステロン (6a -methyl-17 a acetoxyprogesterone)を同時に連

日5日間添加した白コントロールとしてホルモン溶解量と同量のエタノール添加着手を作製した.

in vitroにおける着床周ill期の旺発育の検討:着床周辺期胞匪は図のごとく、経日的にハッチング、

後着 (attach皿ent)、栄養芽細胞の伸展 (trophoblastoutgrowth，T凶 G}.2層性匪盤 (two-layeredICM) 

へと発育分化する. in vi1.ro着床モデルとしてこれらの各発育段階に対してエストロゲンとプロゲ

ステロンの高浪度環境が与える影響について観察した。すなわち、添加E2およびP損度に対する%接

着率、 "TbOG率、"2層性腫盤率との相闘を検討した.
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<結果>

1. In Vi vo着床に対する効盈_i_E2添加のコントロール越の妊娠率は、 100"(5/5)、総移植底数52個

に対する総着床医数34鋼、着床率65"であった.また、 1個体あたりの平均着床医数は 6.8舗であっ

た。 これに対して、第 I群では E20 . 1~ 1. 01Jg皮下在区で妊娠率、着床率、平均着床率は各々 O. llJg区

75"、53"、6.7個、 1.01Jg区 60"、26".4.0個であり、コントロール群と比較して低下した。また.10~ 10 

01Jg皮下詮区では受容雌それぞれ4匹、 3匹に対して 42、31個の臨を移植したが、着床を認めなかった.

第E群ではコントロー jレ区と O.1は皮下註区とでは妊娠率、移植率、平均着床数各守 100"、70"、6.4

個、 100"、65"、6.8個と有意差を認めなかった.しかし、1.O~ 101Jg皮下注区では各者 75"、51"、7.0

個と 40"、11"、 2.5個で低下傾向を示した。また、 1001Jg皮下注区では5匹の受容厳に対して 45個の

匪を移植したが、着床医は皆無であった.この後さらに高エストロゲン環境による妊娠率の低下に対

してプロゲステロンの同時投与が措抗作用があるかどうかを検討した. 1群の EzlO階皮下注区に対し

てPllJgを同時皮下注した場合には妊娠率、着床率、平均着床数は各守 50"、36".6.5個、またE21001Jg 

皮下控区に P5mgを同時皮下註した場合には40"、29"、6.0舗と E2単狙投与群では着床率0"であった

のに対して Pの着床改善効果が認められた.また、第 E群でも E2+ P=101Jg + lmg皮下注区およびE2+
P=lOOIJg + 5mg皮下注区で各々妊娠率、移植率、平均着床旺数は60"、44"、6.7個、 50"、33"、6.5個
とE2単狙投与区と比較して同様にPの着床改善効果が認められた.

2. In Vitro着床に対する地塁i 写真 lはコントロール群における子宮内膜上皮細胞単層培養系に

接着直後の移植2日目の阪である.栄養芽細胞の伸展はまだ認められていない.写真2の左は、接着

直後の腫盤における 2層性発育をしめし、右は栄養芽細胞の伸展によって、周囲の子宮内膜上皮細胞

は圧排され ICMのまわりにhaloを形成しているところである.

E2無添加のコントロール区における胞臨の子宮内膜上皮細胞単層培養系に対する接着率は 65"(13/ 

20)、Tb∞60"(12/20)，2層性 1CM 55" (11/20)であった.これに対して E2添加各々 1.O~ 104ng/皿i区で
の胞匪接着率は各添加区ともコントロール区と比較して有意差を認めなかった.Tb凶はE21.O~ 102 ng 

/皿l区まで有意差を認めなかったが 103ng/ml添加区以上では低下傾向を認めた.また、 2層性 ICMで

は1.O~ 10ng/ml添加区で有意差を認めなかったのに対して、 102ng/ml添加区以上ではやはり低下傾向

を認めた.

<考察>

ヒト IVF-ETにおいて受精率に比較して、着床率が低い原因はまだ未解決の問題である.原因とし

ては第 1に受精卵の染色体異常によるもの、すなはち陸自身の問題。また、第2にIVF-ET卵の培養

による発育遅延と子宮内膜 l:のギャップによる陸一子宮内膜不相関の問題.そして第3の問題点とし

て、高エストロゲン環境下における着床不全の問題である。

第1番目の体外受精卵の染色体異常の問題では安部.)は体外受精・埼養条件を 4訴に分類して、そ

れぞれの条件下における発育匪の染色体における姉妹染色分体交換 (SCE)スコアを報告している.こ

れによると体外受精段階での接合子発生条件ではSCEスコアに彫響を与えないが、受精挫の環境要因

では生体外諸養系で匪を培養した揖合、 SCEスコアの上昇を認め、体外培養の匪に対する至適性の点
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で問題があることを指摘している.また、 Ros1ynet a171もヒト IVF-ETにおける受精卵の染色体異

常の発生頻度は約20"程度であると報告しており、着床率を向上させるためには体外培養臨のquality

controlを常に念頭においておく必要がある。

第2の問題点は体外受精婿養JItの発育遅延が移植卵子と子宮内臨との位相のズレを引き起こすため

いわゆる i皿p1antationwindowとの不相関が生じる問題である.体外受精培養匝の発育遅延はヒトを

始め、マウス川、サルヨ}その他の崎乳類で報告されている。この遅延に対して子宮内醸の位相がある

程度同調することが必要である。安部61はマウスの採卵同一個体による移植実験モデルを作製し、各

体外情養時間ごとの移植実験を行った結果、採卵同一個体移植では過排卵処理、採卵時の麻酔剤など、

何らかの子宮内膜増殖遅延因子が存在すると考えられ、このため子宮内膜が移植恒と調和し得る可能

性を示唆している a しかし.実際にはどの程度調和し得るか、すなわち imp1antationwindowをどの

程度ズラす可能性があるのかは不明である。このため、近年では体外受精卵の凍結旺を用いる方法で

同調させる報告が見られるが着床率の大巾な向上は認められていない.

第3の問題点は IVF-ETが自然周期で実施されていた頃には問題にならなかった点である.しかし、

卵飽刺滋周期採卵がルチンfじした現在の IVF-ET法においては多卵胞成熟を目的とする以上、高エスト

ロゲン状態を回避することは出来ない。この高エストロゲン環境すなわち、P/E2比の低下やLH基礎値

の高値が匪の着床に抑制的に働くのではないかという報告は以前より論議の的である。 1011 1 1 12 1着

床周辺期の高エストロゲン緩墳が子宮環境の破壊111もしくは直接的にJIt発育に悪露響を及ぼすので

あろうか.実際.ヒト IVF-ETにおいて高エストロゲン環境による妊娠率の低下と、これに対してPま

たはhCGによる黄体補充療訟により妊娠率の改善が認められている。 131しかし、この報告とは逆に

Diamond et a111は高エストロゲン (E2孟2，OOOpg/ml)群と低エストロゲン群との臨床的妊娠率の比較

において有意差は全く無く .またとの高エストロゲン群に対する P補充療法を行っても、妊娠率に有

意差はなかったと報告している.これらの相反する結論を検討することを目的として我守は今回の実

験を行った.

in vitro着床実験の結果からすると、移植直後DIより持続的に高エストロゲン状態に置かれた揖

合には E210~以上で完全に着床阻害が起きているが、着床周辺期(D4-Ds)のみの高エストロゲン状態

では 100~以上の高温度でないと完全阻害は認められなかった。 H四phrey(1966) 14 1によれば卵巣摘除

受容婦に対して移植旺の着床至適環境を形成するためにはおO.025~ を D4 と D. に、または D1-D. まで

E20.008ほを皮下注すれば充分であると報告している。この結果から考えれば今回のE2投与量は過剰

であり、高ヱストロゲン環境であるといえる。適量のエストロゲンは移植陸そのものにも作用し、移

植遅延匪の拡張期胞匪の形成や透明帯伸展によるハッチングを促進するといわれている.しかし、過

剰なエストロゲンはFinn{1U66)，.1によれば子宮内膜の過剰状態、すなはち脱落膜腫を形成し、着床

を阻害する.Gid1ey-Bairdら161(1986)は自然交配による妊娠D4マウスにそれぞれE2単姐群と Ez+P注

群を比較した結果、 E2O. 1~ ではコントロール群 (E 無負荷)と妊娠率、平均着床数とも有意差はなか

ったが、 E210階負荷群では妊娠率はコントロール群と比較して 12.5"平均着床医数も 22"に減少した

と報告している。このように高ヱストロゲン環境下で着床不全が起きるのはマウスのみに限らず、猿
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やヒ卜においても同様であり、避妊法開発の目的で研究がおこなわれている.今回の我守が行ったマ

ウス体外受精卵移植における invivo着床結果もGidley-Bairdらの実験結果とほぼ同じ結果が得ら

れ、体外受精卵を移植した場合にも、受容峰を高エストロゲン状態に置けば着床極害が発生すること

が立証された.しかし、この高エストロゲン環境における着床阻害も P との同時投与によりエストロ

ゲンの阻害効果は桔抗されるととが判明した。この実験結果からすれば、陸移植後に黄体補充療法を

行うことが妊娠率の向上に直結することは充分あり得ることである.ただし、ヒトとマウスでは黄体

機能に差があり、マウスでは排卵後はっきりした黄体形成が認められないととからPの補充が効果的

に作用している可能性が考えられる。

in vitroにおける高エストロゲン環境下の着床実験は今回の我々の報告以外に見当たらない.in 

vitroにおける胞匪の動態、すなわち接着、栄養芽細胞の伸展、眠薬形成などはinvivoの着床や栄

養芽細胞の子宮内膜浸潤と必ずしもアナログとはいいきれない点もあるが、 Gwatkinsl7)によれば同

一視を可としている。今回の我身の invitroの着床実験では高エストロゲン環境はlItの着床になん

の効果も与えなかったが、 102ng/ml以上で眠盤胞の分化が阻害され.103ng/ml以上の E2a度でTb∞
が阻害された。この結果から、高エストロゲン環境は着床初期段階である臨の子宮内膜への接着には

影響を及ぼさないが、接着後の栄養芽細胞の分化、子宮間質部への浸潤を阻害する.また、眠薬発育

自体も阻害することによって着床、妊娠率の低下を引き起こしていることが考えられる.しかしなが

ら、 102~ 103ng/血i以上の商品議度は胞妊に対してかなり細胞毒性を発揮するととも考えられ、とれ

が栄養芽細胞や匪葉の分化を阻害している可能性も否定できない。との点を考慮にいれれば、とれ以

下の揖度では invitro着床や栄養芽細胞、恒葉分化にはなんら蕗響を及ぼさないことが明らかであ

るから、 invivoにおける高エストロゲン環境の着床阻害効果はエストロゲンの環境が直接に1It-子

宮内膜相腐を阻害するのではなく、卵管における症の輸送 (transport)に対する蕗響や子宮内での腫

の定位 (aposition)や間隔どり (spacing)などの子宮筋の機能的な運動面に対して変化を与えることが

考えられ、間使的に匪の着床阻害が惹起される可能性が示唆された.
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写真1

写真2
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表 1 Effect of E2 on Implantation in Mice 

No. of mic巴 No. of embryos No. of embryos Mean No. of 
E， with implants transferred implantedl implantsl 
(μg) Itotal (%) transferred (%) 町、OlJse。5/5 (100) 52 34 (65) 6.8 
0.1 3/4 ( 75) 38 20 (53) 6.7 

1. (0，-05) 3/5 ( 60) 47 12 (26) 4.0 

10 0/4 ( 0) 42 。
100 0/3 ( 0) 31 。 。
。5/5 (100) 46 32 (70) 6.4 
0.1 5/5 (100) 52 34 (65) 6.8 

n. (0れ D5) 3/4 ( 75) 41 21 (51) 7.0 

10 2/5 ( 40) 46 5 (11) 2.5 

100 0/5 ( 0) 45 。 。

表2 Effect of E2 and P on Implantation in Mice 

No. of mice No. of embryos No. of embryos Mean No. of 

with implants transferred implanted/ implants/ 

El (~g) + p(mg) /total (%) transferred (%) mouse 

10+1 2/4 (50) 36 13 (36) 6.5 

100+5 2/5 (40) 42 12 (29) 6.0 

10+1 3/5 (60) 45 20 (44) 6.7 
H. 
100+5 2/4 (50) 39 13 (33) 6.5 

表 3
Effec:t of E2 on Attachment and Development of Mouse 

Embryos I n Vitro 

E2 No. of 81. Attachment TbOG Two-Iayered 
examined (% of total) (% of total) lCM 

(ng/me) (% of total) 

。 20 13 (65) 12 (60) 11 (55) 

23 15 (65) 13 (57) 13 (57) 

10 21 14 (67) 12 (57) 11 (52) 

10' 18 12 (67) 10 (56) 8 (44) 

102 20 14 (70) 9 (45) 7 (35) 

1 O~ 17 11 (64) 6 (35) 2 (12) 
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マウス 2細胞期匪凍結保存用耐凍剤の検討

A study of the cryoprotectant used for freeze preservation of mouse embryos 
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Department of Obstetrics and Gynecology， Fukushima Medical College， 

Fukushima 960・12，Japan 
本広島農業短期大学

Hiroshima Agricultural College， Shohara City， Hiroshima， Japan 

Summary 

We have studied the method of cryopreservation of mouse 

embryos. 

First of all we examined the effect of propanediol(PROH) as 

a cryoprotectant on survival of frozen-thawed embryos. The high-

est survival rate was obtained when we used Embryo Transfer 

Freezing Medium(ETFM) included 1.5M PROH as a cryoprotectant. 

Then we studied the effect of addition of sucrose or trehalose 

to freezing media Cl.5M PROH， 1.5M Glycerol， 1.5M dimethyl-

sulphoxide(DMSO)) on survival of mouse embryos. The survival of 

embryos frozen in the medium containing 1.5M PROH + 0.075M tre-

halose was considerably increased compared with others. 

These results suggest that the medium containing 1.5M PROH + 

0.075 M trehalose may be useful as the freezing medium of human 

embryos. 
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緒言

体外受精・陸移植法は重症不妊症に対する治療法として普及してきたが，妊娠率の向
上と採卵回数の減少，多胎妊娠の回避など患者の身体的負担軽減を目的とした受精卵あ

るいは未受精卵の凍結保存が新たな検討課題になってきた。著者らはより安全で効率の

良い凍結保存・融解法を確立すベく，基礎的研究を進めているが，今回マウス受精卵を
用いて生存率の高い新たな凍結保存・融解法の開発を試みたので報告する。
臨凍結の耐凍剤には，細胞膜透過性の物質と非透過性の物質があるが，単強使用で有
効なのは全て細施膜透過性を有するものである。そこで細胞膜透過性のある物質を単独

で用いた場合と，それに非透過性のものを添加した場合の陸生存性に与える影響を比較

し，その有用性について検討を加えた。非透過性耐凍剤としては従来からショ椅(sucr-
ose)が知られているが，本研究では同じ二糖類であるトレハロース (trehalose) もとり
あげてみた。

研究材料ならびに方法

1 .受精卵の単備

C57BLマウスの 2細胞期旺、を実験に供した。
7~9 週令の C57BL メスマウスに pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) 8i.u.と
human chorionic gonadotropin(hCG) 8i.u. を48時間間隔で腹腔内投与し，その後受胎
能力の確認されて いる同系オスマウスと受配させた。 hCG投与42......44時間後メスマウス
を開腹し，両側卵管から 2細胞期旺を乱切法にて採取した。
2 .凍結法
各割球とも正常な形態を呈する 2細胞期旺を被検耐凍剤を含んだ凍結媒液に移し，そ
の後0.25mlの凍結チュープに 20......40個の割合で移した。凍結はプログラミングフリーザ
ー(フジヤ矢野科学 ET司U3) を用い，室温より-C C/minで-7"Cまで冷却して植氷した。
その後， -30.Cまで-O.3.C/minで冷却し， 10分間平衡させた後液体窒素(-196・C)に漫積
して一定期間保存した。凍結操作の手順の概略は図 1に示した。
融解は凍結チューブを液体窒素から取り出し， 37・C微温湯中に静置する方法で行なっ
た。この時の温度上昇速度は約300.C/minになる。

:3.耐凍剤の除去

融解後，旺を細胞膜非透過性の耐凍剤(sucroseもしくはtrehalose)を含む稽液に
移し，その中に 5......10分置いた後modifiedBiggers，Whitten and Whittingham液(mBWW)
υに移して耐凍剤を除去した(1段階希釈)。

4 .融解後肢の培養と生存性の評価
融解旺をmB刷に移し， 37・C，5%C02 大気下で48時間培養する。融解後の旺を観察し
凍結前と同様の鮮明な輪郭と立体感のある形態を維持し，割球の変性が 1個以下の場合
を形態正常旺と判定し ，その後胞臨まで発育した ものを生存卵とした。
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5 .凍結媒液

Embryo Transfer Freezing Medium (ETFM， GIRCO製)を使用した。

6.被検耐凍剤の種類と調製

細胞膜透過性の耐凍剤としては，グリセロールglycerol，ジメチルスルブオキサイド

dimethylsulphoxide(DMSO)，プロパンダイオール propanedioJ (PROH)を，非透過性のも

のとしてはショ糖sucroseとトレハロースtrehaloseを使用した。単独で用いるときは

全て透過性の耐凍剤とし，その濃度は1.5刊にした。複合で使う時は， 1. 5Mの透過性耐凍

剤に 0.025，0.05， 0.075， 0.1， 0.3， 0.6， 1.0， 1.5， 2.0Mの非透過性耐凍剤を加えた

ものを使用した。融解時に耐凍剤除去のために使う希釈剤としては，添加したものと同

じ細胞膜非透過性の物質をO.3Mの濃度で用いた 。

一一一ーー一ーーーーーーーー ーーーーーー一ーー一一一一一一、

凍結保護剤添加

室温から植氷温度への冷却

植氷

緩慢凍結

液体窒素(ー196・C)保存

急速融解 (37.C 水槽)

凍結保護剤除去(一段階法)

培養

図 1.マウス 2細胞期腔の凍結操作手順

成績

各耐凍媒液を用いて行なった凍結保存後のマウス 2細胞期肢が，融解直後少なくとも

割球の 1個が形態学的に正常であ った率すなわち形態正常旺の割合は表 1に示し たとう

りである。
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形態正常旺を培養液に移して調べた旺、の生存率は表2に示した。凍結させない新鮮卵
をcontrolとしたが，その生存率は97.0%(97/100)であった。
耐凍剤を単姐で使用したときはPROHの成績が最も良く，しかも希釈液としては sucr-
oseよりも treharoseを使用した時の方が優れていた( 1.511 PROHで凍結保存・ 0.311
trehaloseにて希釈・・・旺生存率70.1%，1.511 PROHで凍結保存・ 0.3Hsucrose希釈・・・
68% )。

細胞膜非透過性の耐凍剤添加の効果は， sucroseにしろtreha10seにしろ 0.07511の
添加時に特異的な生存本上昇効果(図 2~ 3) を示した。今回検討した組合せの中では，
1.511 PROH + 0.07511 trehalose使用時の生存率が80%と最も高く，次いで1.511g1ycer-
01 + 0.07511 trehaJose及び 1.511D11S0 + 0.07511 trehaJoseの76%であった。

表 1.凍結肢の融解時における形態正常率 (%，形態正常陸数/凍結匪数)

sucroseの添加濃度 M 
耐凍剤 o 11 0.025M 0.05M 0.075M 0.1M 0.311 0.6H 1. OH 1.5H 2.0M 

1.5M PROH 82% 89% 91% 93% 87% 96% 95% 100% 55% 42% 
90/110 49/55 50/55 51/55 41147 26/27 19/20 3/3 6111 5/12 

1.5M Glycero} 94% 94% 92% 98% 82% 100% 100% 100% 100% 100% 
91/97 48/51 49/53 49/50 41150 52152 10/10 10/10 10/10 10110 

1.5阿DMSO 85% 91混 91% 95% 86% 92% 92% 100% 70% 73% 
86/101 50/55 50/55 52155 43/50 46/50 11/12 11/11 7/10 8/11 

treharoseの添加溝度 間
耐凍剤 o 11 0.02511 0.05M 0.075M 0.111 0.3M 0.6M 1. OM 1.511 2.0M 

1.5M PROH 94% 94% 93% 93% 92% 85% 70% 100% 86% 90% 
117125 52155 50/54 50/54 46/50 34/40 7/10 13/13 617 9/10 

1.5M Glycero1 95% 93% 94% 93% 94% 98% 100% 100% 100% 100% 
101106 51/55 51/54 50/54 47/50 49/50 10/10 10/10 10/10 10/10 

1.5M DMSO 83% 91% 92% 89% 86% 86% 92% 100% 100% 100% 
85/103 50/55 49/53 50/56 43/50143/5011川 2110/10110/10110/101
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表2.使用耐凍剤別凍結・融解旺の生存率 (% ，生存旺数/培養旺数)

耐凍剤 o M 

1.5M PROH 68% 

61190 

1.51'1 Glycerol 43% 

39/91 

1.5M DMSO 58% 

50/86 

耐凍剤 o M 

1.51'1 PROH 70% 

821117 

1.51'1 Glycerol 57% 
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図2.凍結・融解臨の生存率

sucroseの添加効果

図3.凍結・融解眠の生存率

trehaloseの添加効果
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考察

哨手し動物怪の凍結保存は， 1972年にWhittingham らU 及びWilmut幻によって，マウス

粧を用いての優れた方法が開発されて以来，ラット 4)・ウサギ引などの実験小動物や主

要家畜のウシ 6).ヒツジ引・ヤギω.ウマ 9)で成功が伝えられ，正常仔が得られている。

ヒトでは体外受精・腔移植法の普及にともない，その成功率向上と患者の身体的負担軽

減のために庇凍結保存の重要性が指摘され，基礎的臨床的検討が開始されて既に妊娠成

功例の傾告 10:01いもなされている 。われわれも本法を臨床の場に導入することの必要性

を痛感し，先ず最良の凍結媒液開発をめざした。

今回実験に用いたのはマウス 2細胞期匪である。凍結 ・融解に対する感受性は早期の
眠程l高く，ヒトの体外受精では現実的に初期旺の凍結保存が必要とされているため， 2 
細胞期腔での検討は重要と思われる。

検討した耐凍剤は，従来から使用されている PROH12)・g}ycero}l:-:l) ・DI1S014)・suc-

rosell) と最近注目さ れているtrehalose15)である。細胞膜透過性耐凍剤を1.511の濃
度で単独で用いた時は， PROHがglycerolやDMSOよ均も良好な生存率を示した。 ポリオー
ルの凍害保護効果はC鎖の炭素数が増すにしたがって高くなり，炭素数が閉 じ場合-OH
を多く有している物質程高いといわれる。しかし，われわれの検討では 2価のアルコー

ルであるPROHを使用したときの方が3価のglycerolより生存率が高く ，単に-OHの数だ
けてはない要因が働いている可能性があるの

trehaloseは sucroseと閉じ 二糖類で分子量・物理化学的性状ともよ〈似た細胞膜非

透過性の物質である。 treh川oseは植物に含まれ，その含有量の多いものは耐寒性に優

れている 。また，動物では昆虫の血液とリンパ液に比較的多く存在し，主要糖質にな っ

ているばかりでなく不凍剤としての効カも有し，季節によってその濃度を調節して耐寒

性を得ているといわれる。そ のため，以前から耐凍剤としで用 い得る可能性が指摘され

ていた l6)が，そのような報告例は少ない。 trehaloseや sucroseは細胞膜非透過性で

あるため，敬独使用は不可能で細胞膜透過性の耐凍剤へ添加したときの効果の有無が重

要となる。今回のマウス駐を用いての検討では，細胞膜透過性の耐凍剤に0.07511という
微量の細胞膜非透過性耐凍剤を加えたとき腔の生存性・ 発生能に飛躍的上昇を認めるこ

とができた。細胞膜非透過性耐凍剤を加えること によ り脱水効果を更に高めたことが旺

の生存率を上昇させる結果に結びついた ものと思われるが， 0.07511という濃度に特異的
なことは興味深い。 sucroseと trehaloseを比較すると， trehalose添加の方が優れて

いる 。生存率に大きな差があるわけでは無いが，体外受精の成功率をとげるためには少

しでも良い成績を示す耐凍剤が望まれる。1.5MPROH + 0.075M trehaloseを含む凍結媒
液の応用は，良好なヒト旺凍結保存への可能性を示唆し ていると考えられる。
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透明帯開孔術後卵子(ハムスター， ヒト)

の走査型電子顕微鏡による観察

Scanning Electron Microscopic Observation of Zona 

Drilled Hamster and Human Oocytes 
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Zona drilled hamster and human oocytes were examined by scanning eiectron microscope. 

In the hamster mechanical drilling by micropipette created a beautiful hole mimicking sperm 

penetration hole left on the zona. Chemical drilling with acidic solusion (PH 2.2) made a 

round， straight hole with the size corresponding to the micropipette used. In the human 

oocytes， mechanical drilling formed a round， somewhat irregular， micropipette sized hole. 

Neither the zona surface， nor the microvilli were damadged. On the contrary， drilling with 

ascidic solusion resulted in the formation of a large， V-shaped hole， reflecting the different 

solubility properties of human zona pellucida. The microvilli on the plasma membrane were 

apparently affected. These results indicate that a simple drilling by micropipette is enough 

to create a hole su伍cientfor sperm passage， and that acidic solusion is not recommended 

for human zona drilling because of potential damadge to the vitellus. 

緒言

乏精子症は単lζ精子の数が少ないだけでなく，その多くは機能障害，すなわち精子の受精能力異常や受精

能力障害を伴っているJしたがって，乏精子症の予後は不良で受精能力障害を合併する場合は妊娠は絶望的

である。また受精能力異常を伴う場合は.IVFを行っても受精する確率はきわめて低く.GIFT に対しても

多くは期待できないJ1986年 Gordonらはマウスをモデノレに micromanipulatorと酸性溶液で透明帯K小

さな穴を聞ける方法，透明帯開孔術 zonadrillingを開発し，乏精子症の治療に新たな道をひらいた3透明

帯は精子侵入iζ対する最大の関門であり.zona drillingは受精能力異常を伴う男性不妊にとって非常に魅

力的な方法である。透明帯開孔術の臨床応用はその後急速に進み.partial zona dissection法による妊娠.

-143-



時乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第 6巻第2号 1 9 8 9年 10月

図l ハムスター卵子。 酸性溶液(PH2.2)を用いて

関孔術を行っていると乙ろ。

分娩例がすでに報告されている3，4しかし透明帯開

孔術によって， ①どの程度の穴が生ずるのか， ②

酸性溶液の影響はないか，といった点については

何も分かっていない。そ乙で我々は，走査型電子

顕微鏡(注部心を用いて，透明帯開孔術後のハム

スタ ーおよびヒト卵子を観察し，酸性溶液による

化学的な開孔術と micropipetteを用いた機械的

な開孔術を比較検討した。

実験材料および方法

ハムスター卵子:6-8周齢のゴールデンハムス

ターに PMS，HCGを定法lζ従って投与し過排卵

誘起を行った。 HCG注射後16-17時間でハムス

図2 ハムスター卵子。図 1のSEM像。円筒状の穴

が形成されている。

図3 ハムスター卵子。 図2の強鉱大。microvilliIC 

変化が認められる。

ターを屠殺し，卵管膨大部より卵子を採取した。卵子は0.1% hyaluronidase ICて頼粒膜細胞を除去してか

ら実験に供した。

ヒ卜卵子:ヒ卜卵子は IVFで受精しなかったものを患者の同意を得て使用した。過排卵は主としてGnRHa-

HMG-HCG ICて行った。月経第1日目より GnRHa(スプレキュア)600~900μg/ 日を投与し， 3日目より

HMG 150-3∞IUを連日注射した。 2個以上の卵胞が18mm程度，血中estradiaI300pg/ml/卵胞(孟15
mm)以上になった時点でHMGを中止し，約32時間後に HCG1000IUを筋注した。なお GnRHaの鼻腔

内投与はHCGの注射までとした。採卵は HCG注射後36時間で，経腔的lζ行った。成熟卵子は 5-7時間
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図4 ハムスター卵子。ml.CrOplpetteを用いて開孔術

を行っているところ。

の前培養ののち， SWlm up法で集めた運動精子

(5-lOx 104/ml)を加えてさらに培養した (37

oc， 5 % COz. 9596 air )。培養液は HTF11:7.5% 

非働化勝帯血血清を加えたものを使用した。受精

の有無は媒精後約18時間で雌雄前後の存在により

判定した。非受精卵は micropipetteで穎粒膜細

胞および精子をよく除去してから実験11:供した。

透明帯開孔術:卵子は囲卵腔を広くするため，ま

ずO.5Msucroseを加えたPBSで 15分間処理し

た。ハムスター卵子は modifideBWW液IL. ヒ

ト卵子は 15%非働化隣帯血血清を加えた HTFII:

移して実験を行った。 micromanipulator(ナリ

シケ" MO-I02)を用いて倒立顕微鏡(オリンパ

図5 ハムスター卵子。図4のSEM像。精子侵入孔

を思わせるきれいな穴が形成されている。

図6 ハムスター卵子。図5の強鉱大。

ス， IMT-2)下に卵子をマイクロホルダーで固定した。化学的な開孔術で・はマイク ロピペットに酸性溶液

(PH 2.2)を吸引し，先端を透明帯iζ軽く押しあて，ご く少量の酸性溶液を圧出した(図 1)。透明帯が溶解

しはじめたらただちにマイクロピペットを離し，卵子を数回培養液で洗浄した。機械的な開孔術では，先端

を円く塞いだ mlcroplpetteを卵実質を傷っけないように斜めに囲卵腔内11:刺入した(図4)。ヒト卵子につ

いては， 一回の操作で2個の穴を聞ける乙とができる串刺法を試みた。(図 9)。開孔術後の卵子は 296gluta・

raldehyde-O.025 M phosphate bufferで22-24時間固定した。ついで 0.296poly-L-Iysinであらかじめ処

理したカバーガラス上K移し，培養させてから上昇アセトン系列で脱水し，臨界点乾燥を行った，炭素およ
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図7 ヒト卵子。酸性溶液を用いた関孔術。すり鉢状 図8 もう一つのヒ卜卵子。酸性溶液による影響が

の大きな穴が形成されている。 microvilli IC認められる。

び金で二重蒸着後，日本電子JSM-35型SEMIζて観察した。

結果

ハムスター卵子:酸性溶液 (PH2)を用いた透明帯開孔術では，ほほmlCrOplpetteの太さに見合った辺

縁の比較的シャ ープな円い穴が形成された(図2，3)。透明帯の表面にはとくに変化なし酸性溶液Kよる開

孔部周辺への影響は認められなかった(図 3)。しかし開孔部直下の卵子徴繊毛lζはかなりの変化が観察さ

れた(図3)0micropipette による機械的な開孔術では.micropipetteの太さに相当する辺縁のシャープな，

あたかも精子侵入孔を恩わせるような穴が形成された(図5，6)。開孔部周辺の透明帯はまったく正常で，

斜めlζ聞けられた穴の内面も平滑であった。(図的。

ヒト卵子 :化学的な開孔術では，ハムスター卵子と異なり，すり鉢状の大きな穴が形成された(図7，8)。

開孔部周辺の透明帯表面には広い範囲にわたって，酸性溶液による影響が観察された(図7)。また開孔部

直下の卵子徴繊毛にもかなりの変化が認められた(図7，8)。乙れに対して.micropipetteを用いた串刺し

法では，辺縁のやや不規則な，大きさの多少ちがう 2つの穴が形成された(図 10)。開孔部周辺の透明帯表

面lζは異常なしまた外から見える範囲では卵子表面の微繊毛lともとくに変化は認められなかった(図11)。

考察

IVF-ET， GIFT， IVF-ETRといった配偶子操作の開発lとより，女性不妊の治療は大きく進歩したJ借腹

surrogate motherや卵子提供 ovumdonationまで入れれば，少くとも理論的には女性不妊のほとんどが

治療可能になったと言っても過言ではない。

乙れに対して，男性不妊の予後はいまだ不良である。男性不妊に対しては適確な治療法が無いと言った方が
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図9 ヒト卵子。串刺し法を行っているところ。

正確かもしれない。薬物療法は古くから行われて

いるが有効性の確立されたものはほとんど無い。

もっとも汎用されている人工授精 (AIH)におい

ても，その有効性については疑問視されているご

男性不妊の予後が悪いのは，単lと精子の数や運動

率の問題ではなしその多くが精子の機能障害を

伴うためである.; Ca ionophore A23187を用

いた zona-freehamster egg sperm penetra-

tion test (ZSPT)を行うと，乏精子症(孟20X1Q6

1m!)の29.896に精子受精能力障害 (Z8PT096)拭

また 35.496に精子受精能力異常 (Z8PT孟3096)が

認められるJ男性の妊苧性にとってもっとも重要

なのは精子の受精能力である。精子の受精能力に

図10 ヒ卜卵子。串刺し法により 2個の穴が形成され

ている。

図11 ヒ卜卵子。図10の強鉱大。microvilliは正常に

保たれている。

問題なければ，すなわち Z8PTが正常(孟7096)であれば，乏精子症や精子無力症であっても，予後は正常男

子の場合と変らないJ乙れに対して精子受精能力障害を伴う場合は妊娠は絶望的である。 IVFを行っても当

然の乙とながら受精しない。精子受精能力異常を合併する場合も予後は明らかlζ悪い.;IVFで受精する確率

はきわめて低く，また GIFTを行っても妊娠率は Z8PT正常・中間群 (>3096)の約1/3である(未発表デ

ータ)。

透明帯は受精，すなわち精子侵入iζ対する最大の関門であり，乙の膜を除去すると容易に受精される乙と

はよく知られている。 1986年 Gordonand Talansky2はマウスをモデJレに micromanipulatorと酸性

-1 47ー



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第6巻第2号 1 9 89年 10月

Tyro血液を用いて透明帯lζ小孔を開ける方法，すなわち zona drillingを開発し，①104程度の低い精子

濃度でも約 1596受精する乙と， ②卵子の損傷は4.796と低く，多精子受精もとくに多くない乙と，③受精卵

の着床後の発育は対照群と変らない乙と，を明らかにした。また， Talanskyand Gordon(1988)6は， zona 

drilling後の受精卵の発育について検討し，対照群と差のない乙と， drilling IL伴う発育障害は896に過ぎな

い乙とを報告し，乏精子症の治療に新たな道をひらいた。その後，酸性溶液を使わない方法，すなわち機械

的iζ透明帯に裂孔を作る zonacutting 7 (partial zona dissection) 2法や zomopening8法が開発され，

臨床応用への気運が急速に高まった。 Depypereら (1988)7はマウスを用いて， drilling法と cuttmg法と

比較し， ①卵子の損傷は drilling ( 4 96 )の方が cutting(<196)より多かったが，多精子受精には差はなか

った。②受精卵の胞匪への発育率は drilling(6696)， cutting (7796)，対照群 (7196)とも差はなかった。

@また移植後の着床率も対照群を含めほとんど同じであった， と報告した。そして彼らは， drilling法，

cutting法とも有効かつ安全であり，透明帯開孔術の臨床応用は十分可能であると結論した。

しかし透明帯の溶解性は動物の種類によって異なり，酸性溶液を用いた drilling法はヒート卵子に対してはか

なり問題があるようである。 Gordonら (1988)9は通常の IVFで受精しなかった 10例の不妊患者を対照iζ

drilling法を行ったが，卵子の3496(16/47)は変性し，受精率は3296(10/31) 1ζ過ぎなかった。 乙れは同時

11:行った裸化卵子を用いた通常の IVFの受精率 2596(4/16)と有意差のないものであった。しかも.drilling

法で受精した卵子の5096(5/10)は多精子受精であった。彼らは， drilling法で受精，分割した卵子を3例iζ

移植したが妊娠には至らなかったという。今回の我々の SEMによる観察でも， drilling法の臨床応用には

問題のある乙とが明らかになった。まず第 1IC，穴の大きさをコントロールする乙とが非常にむずかしい乙

とである。ハムスターの卵子とは対照的に，ヒトの透明帯にはすり鉢状の大きな穴が形成された。しかも開

孔部周辺の透明帯にかなりの変化が認められた。第21ζ卵子細胞質の微織毛IL対する酸性溶液の影響である。

sucrose (0.5M)を用いて囲卵腔を広くしたにもかかわらず，開孔部直下の微繊毛は高度IC損傷されていた。

drilling法で卵子生存率が低く，多精子受精率が高いのは，ヒト卵子の酸性溶液iζ対する感受性が，ハムス

ターやマウス卵子に比べて高いため， ピペットの直径よりもはるかに大きな穴が生じ，しかも徴繊毛を含め

卵子細胞質がかなりの領傷を受けるからであろう。 Cohenら(19槌)3は， drilling法では30-5096が受精す

るが，受精卵の発育lζ難点のあるととから， partial zona dissection (PZD)法を開発し， 6例の男性不妊

を対象に臨床実験を行った。 PZDおよひe同時に行った通常の IVFの受精率はそれぞれ6396(10/16)， 2496 

(4/17)で， 4例iζ怪移植を行ったと乙ろ， 2例が妊娠したという。妊娠した2例はいずれも双胎で， 2個の

PZD 匪と 1個の IVF騒を移植した症例であった。その後 Malterand Cohen (1989) 4は， PZD単独を含

め6例が透明帯開孔術iとより妊娠し，うち 1例が正常に双子を分娩したと報告した。ヒト卵子の透明帯開孔

術としては， PZDの方が酸性溶液を用いた drilling法より確かにより有効のようである。しかし，精子の大

きさからみて，はたして PZDのように大きなスリットを作る必要があるのだろうか。 このような単純な疑

問から，我々は mlcroplpetteを貫通させただけのヒト透明帯を SEMで観察してみた。結果は予想通り，

micropipetteの太さに相当する精子の通過には十分過ぎる程の穴が，ハムスターの卵子ほどシャープではな
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いが，きれいに形成されていた。酸性溶液による drilling法とは異なり，開孔部周辺の透明帯には何の変化

もなく，開孔部直下の微繊毛は SEMでみる限りまったく正常であった。 micropipetteの太さを変えること

によって，穴の大きさを調節することは十分可能であり，また串刺し法のように一回の操作で2個の穴を聞

けることも容易である。 IVFで受精しなかったヒト卵子を用いた受精実験では，串刺し法による卵子の生存

率，受精率，多精子受精率はそれぞれ， 96.896 (60/62)， 43.396 (26/60)， 11.596 (3/26)であったJOこれに対し

て， Malterら(1989)11の行った PZDによる同様の受精実験では，卵子の生存率，受精率，多精子受精率は

それぞれ， 95.096 (115/121)， 45.296 (52/115)， 48.1% (25/52)であった。串刺し法と PZDを単純に比較する

と，卵子の生存率，受精率はほぼ同じで，多精子受精率だけが， PZDの方が串刺し法の約3倍高いというと

とになる。透明帯開孔術でもっとも注意しなければならないのは，当然のととながら多精子受精率の上昇で

ある。ヒト卵子の透明帯開孔術としては，今回の SEMによる観察からも，酸性溶液を用いた drilling法は

不適当であり，機械的な開孔術を用いるべきであろう。 micropipetteによる開孔術は，串車IJし法を含め簡単

で. しかも穴の大きさを自在lζコントローノレできるという利点がある。乙れまでの方法の中ではもっとも実

用的な方法と思われる。 PZD法は多精子受精を誘発する危険性が多分にあり，精子側の条件がきわめて悪

い患者など症例を選んで用いるべきであろう。透明帯開孔術では男性不妊以外の受精障害にとっても非常に

魅力的な方法である。乙の新しい方法は，今後男性不妊だけでなく，透明帯異常による受精障害12や通常の

IVFで受精しなかった卵子の再媒精などに対しても活用されるものと思われる。
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Abstract 

The number of spontaneous ovulations and number of ovulations induced by 

gonadotropic hormone lI'ere investigated in 12 strains of mice (nine inbred strains， 

one hybrid， tll'O closed colonies). l'he number of spontaneous ovulations Io'ere in 

the 9.1・ 12.8range in the inbred strains and 10.3 -15.4 in the hybrid and closed 

colonies.The response to induction of ovulation differed among the strains， 

and the rateof increase in ovulations with respect to spontaneous ovulations was in 

the 1.7・4.8fold range. 

緒
7 

口

マウスでは性腺刺激ホルモン(とくに州SGとhCG)の投与により性周期に関わることなく排卵を誘

起できる(1)ことから、未受精卵やオスと交配させた後の初期旺を得る方法として広く応用され

ている。とくに、近年進展の著しい発生工学や実験発生学の基本技術のひとつとしても重要性を増

し大きな貢献を果している(2)。しかし、マウスでは投与するホルモン量や間隔、使用する動物の

日齢や性周期、さらに系統の違いによってもその誘起排卵効果には大きな差があることも知られて

いる (3-6)。本実験では、各種系統マウスの繁殖生理学的な特性を明らかにし、その有効利用を

計るための検討の一環として、いくつかの近交系、交雑系ならびにクローズトコロニーの自然排卵

数と、 PMSG-hCG投与による誘起排卵数を調べた。
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材料および方法

マウス:当研究所で維持・生産されたAKR/N.BALB/cA.CBA/N，C3H/HeN.C57BL/6N.DBA/2N.臥.NFS/N.

NODの9系統の近交系と、日本クレアから購入した四元交雑系のJcl:門CH(ICR).クローストコロニー

の Jcl:ICR.Jcl :NIH(S)の合計12系統のマウスを使用した。これらは未経産メスを対象として、生

後1O~16週齢で実験に供した。

飼育条件:動物室は、温度24 :t 2
0

C、湿度60~70%、換気回数10~15/時間、照明14時間 (6:00点

灯・ 20:00消灯)に調整した。

実験に使用するまでのメスマウスの飼育はプラスチ、フク製ケージで、床敷は高圧蒸気滅菌(121"C.

20分-600mmHg)したものを使用した。ケージ交換は週2回行った。飼料は固形飼料 (CA-1.日本ケ

レア〉を自由に摂取させ、飲料水は、水道水を与えた。

自然排卵数の検査:メスマウスは夕刻 16:00~18 :00に外陰部の腫脹によって発情前期のものを

選び出し (7)、同系統のオスと1対1の交配を行なった。交尾の確認は翌朝睦栓の有無で行い、腔栓

の観察されたもののみを検査に供した。検査は殺処分したメスから卵管を摘出し、 2枚のスライド

グラスで挟んで軽く圧し、卵管膨大部にある卵を実体顕微鏡下 (X40)で数えた。

誘起排卵の検査:メスマウスに1.25 . 2 . 5 ，5 . 0 . 10 . 0 1. Uの P門部(セロトロビン:帝国臓器)

を16:30に腹腔内注射し、その48時間後に 5.0I.Uの hCG(コナトロビン :帝国臓器)を同様に腹

腔内注射した。排卵数の検査は hCGi主射後18~20時間に、自然排卵数の場合と同様にして行った。

成績

表lに近交系 9系統、交雑系 1系統ならびにクローズドコロニ-2系統の自然排卵数を示した。

近交系の排卵数は12.8~9.1の範囲で、 AKR/Nが最も多く、 DBAl2N と BALB/cAが中問、 C3H/HeN.Kk.

NFS/N.NOD，CBAlN，ならびにC57BL/6Nが少ない系統として大別された。クローズドコロニーの

Jcl:門CH(ICR)は13.7と近交系よりも多い排卵数であったが、 Icl:NI Hくのは近交系と差のない10.8と

いう値であった。近交系ICRの四元交雑系である Icl:門CH(ICR)は15.4と今回調べた系統で最も多い

排卵数であった。

表2にP門SGとhCGを投与した際の排卵陽性成績と誘起排卵数を示した。排卵成績ではNUD.BALB/cA.

CBA/Nの一部の群で、陰性の個体がみられたが、その他は全例とも排卵が確認された。誘起排卵数

は、州SG1.25 I.U群で自然排卵数に近い値が得られた。 P門SG投与量の増加に伴って排卵数も多く

なり、大多数の系統とも 5.0I.U群で最も多い値であった。さらにPト1SG投与量の多い 10.0I.U群

では、 5.0I.U群と同等か逆に減少する傾向が認められた。
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図lに各系統における自然排卵数と内部

投与量 5.0I.U群の排卵数を示した。自

然排卵数に対する誘起排卵数の増加率は、

4.8---1.7倍の範囲であった。増加率の高い

系統としてNOD，Jcl:NIH(S).DBA/2Nが、

低い系統としてAKR/N.BALB/cAが認められた。

考察

本実験での各系統の自然排卵数は、表1に

示されるように同一系統内では大きなバラ

ツキは認められなかった。これは使用した

マウスが未経産の成熟した10---16週齢のも

ので、体重もほぼ揃っていたことによるも

のと考えられた。措ら (8)はマウスの排卵

数と産子数との関係を綿密に検討し、系統

によって排卵数と産子数は必ずしも平行間

系に無いことを報告している。本実験にお

いても、近交系 9系統の排卵数は、生産の

場における初回産子数(未発表)に比較す

ると必ずしも平行関係は認められなかった。

排卵数と産子数との差の少ない系統として

はC57BLI酬とNFS/Nを、逆に大きい系統とし

てはAKR/N.DBA/2N.CBA/NおよびBALB/cAをあ

げることができた。

誘起排卵では、ほぼ全ての系統とも阿部

5.01.Uの組み合せで最も多い排卵数が得ら

れた。自然排卵数に対する排卵増加率は、

近交系において大きな差が認められた。

NODならびにNFS/Nでは増加率は高く、 4.5倍

以上で平均45個以上を上まわる排卵数が得ら

表1.各種系統マウスの自然排卵数

系統

AKR/N 

BALB/cA 

CBA/N 

C3H/HeN 

C57BLl6N 

DBA/2N 

KK 

NFS/N 

NOD 

Jcl:門CH(ICR)

Jcl: ICR 

Jc 1: N I H(S) 

。
AKR/N 

BALB/cA 

CBA/N 

C3H/HeN 

C57BL/6N 

DBA/2N 

KK 

NFS/N 

NOD 

J c 1 
MC H ([ C R) 

J c 1 : [C R 

Jcl:NIH(S) 

議晶
22 

25 

20 

20 

23 

21 

21 

24 

22 

31 

20 

23 

卵
10 20 

平排均卵数
(.ifs]::!:S.D) 

12.8::!: 1.6 

11.3::!:1.8 

9.2:!: 1.0 

10.2::!:O.9 

9.1 :!:2.4 

11.6::!:1.7 

10.0::!: 1.6 

10.0::!: 1.2 

9.7::!:1.0 

15.4::!:2.9 

13.7::!:1.4 

10.8::!: 1.5 

数
30 40 

亡コ自然排卵数
塵盟誘起排卵数

50 

o 10 20 30 40 50 
卵 数

図l各種系統マウスにおける自然排卵数と誘起排卵数との関係
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各種系統マウスの P門SG-hCG処理による誘起排卵数表 2

排卵陽性動物
あたりの排卵数
〈平均土 S.O)

排卵陽性

動九平
使用
動物数量

〉
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れた。逆に低いものはAKR/NとB. .¥LB/cAで約 2倍の増加率であった。本実験ではメスの性周期を考慮

することなしに附SG-hCG投与を行ったが、性周期に同調させるかたちで投与することにより、さら

に多くの卵を得ることができるかもしれない。

しかし、ホルモン投与によって過排卵させた卵の正常性については、現在はまだ十分解明されて

いるとは言えないので、今後さらに詳細な検討を行う必要があると考える。
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Abstract 1n vitro ferti1ization of cumu1us-free mouse oocytes was 

studied in an effort to find the cause of reduced ferti1izabi1ity in 

frozen-thawed oocytes. 1t was found that 1.5M DMSO in Hepes-buffered 

saline exerted deleterious effect on the ferti1izability of mouse 

oocytes when added at room temperature for a period as short as 30 

seconds. Oocytes retained the ferti1izabi1ity after exposure to DMSO 

at 40C， a1though the ferti1ization rate was significant1y reduced. 
A11 oocytes were ferti1ized when zona pe11ucida was removed after 

treatment with DMSO. Oocytes frozen-thawed in 1.5M DMSO supp1emented 

with 20% feta1 calf serum or its high molecu1ar weight (主30，000)
fraction retained their fertilizing ability. These resu1ts suggest 

that the de1eterious effect of DMSO is primari1y due to its direct 

effect on zona pellucida and is prevented by high molecular 

weight serum component(s) other than albumin. 

Introduction 

Freeze preservation of mamma1ian oocytes and embryos has important 

implications in animal breeding， biomedical research and medicine (1). 
1t wi11 provide a re1iab1e method to protect va1uab1e genetic 

materia1s against the 10ss by breeding fai1ure， genetic contamination 
and diseases. Preservation of oocytes wi11 have specia1 advantages 

in making a 1arge number of embryos with synchronous deve10pment and 

embryos of specific genetic combinations by in vitro ferti1ization. 

The first success in freeze preservation of mouse oocytes was 

reported by Whittingham (2) using dimethylsulfoxide (DMSO) as a 

cryoprotectant. Oocytes were frozen-thawed by a slow coo1ing and slow 

warming method origina11y deve10ped for embryo freezing. More 

recent1y， mouse oocytes have been shown to survive rapid freezing and 
thawing in 1.5M DMSO supp1emented with feta1 ca1f serum (3，4)， 
a1though the variables influencing the surviva1 after freezing have 

not been ful1y analyzed yet. Factors invo1ved in oocyte freezing are 

more complicated than that in embryo freezing， because the oocytes 
must retain ferti1izabi1ity together with morpho1ogica1 integrity (5). 

1n a pre1iminary experiment in which the freezing procedures for 

mouse embryos were applied to the unferti1ized oocytes， it was found 
that the oocytes had lost their ferti1izability almost complete1y (6). 

The present study was undertaken， therefore， to examine the cause of 
failure in ferti1ization of frozen-thawed mouse oocytes. 
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Materials and Hethods 

Animals 
Seven to 8 weeks old Jcl:ICR female mice were used as oocyte donors 

and recipients of embryos. In freezing experiment， 3-4 weeks old 
C57BL/6N females were also used as oocyte donors. Eight to 10 weeks 
old Jcl:ICR male mice were used as sperm donors. All animals used were 
purchased from Clea Japan， Inc. They were allowed to free access to 
food and water. 
Media 
Media used in this study were TYH (7) for in vitro fertilization， 

WM (8) for embryo culture and a modified Hepes-buffered saline (HBS) 
for freezing oocyt巴s (9). Bovine serum albumin (BSA， Fr.V. Wako Pure 
Chemical) was included in all media at a concentration of 4mg/ml(TYH) 
or 3mg/ml(WM， HBS). Heat-inactivated (560C for 30min) fetal calf serum 
(Gibco) was added to HBS in the freezing experiment. To get high and 
low molecular weight fraction， FCS was ultra-filtrated by 
centrifugation at 5，000rpm for 30min using Centricon 30 (Grace Co.). 
All media were sterilized through 0.20).lm filter (Corning Lab.) just 
before use. 
Collection of oocytes 
Oocytes were collec ted from females rece ived superovula tory i. P ~ 

injections of pregnant mare serum gonadotropin (PMSG， Sankyo Zoki) and 
human chorionic gonadotropin (hCG， Sankyo Zoki) given 48h apart. 
Females were killed by cervical dislocation 13h after hCG injection. 
Oocytes surrounded with cumulus cells were released from the ampulla 
of the oviducts and were treated with 150u/ml hyaluronidase (Type 
IV-s from bovine testes， Sigma) in TYH to remove the cumulus cells. 
Cumulus-fre巴 (denuded) oocytes were washed through three changes in 
TYH before being used for fertilization or freezing. 
In vitro fertilization 

Oocytes were ins巴minated in vitro with preincubated epididymal 
spermatozoa as previously described (10). Sperm concentration was 
adjusted to 150-250 cells/μ1. Oocytes were considered fertilized if 
they had male pronucleus， female pronucleus and the second polar body 
at 6-8h after insemination. Those considered fertilized were cultured 
in WM for the development to the 2-cell stage. 
Oocyte freezing and thawing 

A simplified method for embryo freezing as described by Kasai and 
Toyoda (11) was slightly modified for oocyte freezing. Oocytes were 
placed in HBS (with or without FCS) containing 1.5M DMSO (Dojin 
Chemical Co.)at room temperature (24-260C). They were transferred to 
a plastic straw (0.25ml， I.M.V.) containing the same medium. The straw 
was placed in the methanol bath in a programmed freezer (Fuj iya Yano 
Science Co.)， seeded and then cooled at a rate of 0.50C/min to -30oC. 
The straw was kept at -30oC for another 10min before being plunged into 
liquid nitrogen (LN2). 
The frozen straw was thawed rapidly by placing in a water bath at 

30
0
C. The content was expelled from the straw into 0.5M sucrose in HBS. 
Oocytes were picked up from the sucrose solution 10min later， washed 
twice by transferring through fresh TYH at room temperature. 
E:mbryo transfer 

The 2-cell embryos developed from in vitro fertilized oocytes were 
transferred to the oviducts of pseudopregnant females on Day 0 (the 
day on which vaginal plug was noticed). Each recipient was killed by 
cervical dislocation on Day 17 and was examin巴d for live f巴tuses and 
implantation sites. 
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Results 

In vitro fertilization of curnulus-free oocytes after thawing at 

different stages of freezing process 

The rate of fertilization of curnulus-intact eggs was 100% as shown 

in Fig.1. The rernoval of curnulus decreased the rate of fertilization 

to 61.5%. None of the oocytes were fertilized in all three groups in 

which the oocytes were recovered frorn different stages of freezing 

process， that is， before seeding， before plunging into liquid nitrogen 
(LN2) and after plunging into LN2. 

100%(60/60) 61.5%(24/39) 0%( 0/40) 0%( 0/41) 0%( 0/38) 

ん::"l-~g.:'i

37"C (錠γj-----+(o) 
v音版。J "'"〆 01150 
可空v ¥/ 

250C 一 三二一一一一 一
(room temperature) 

-70C -ーーーーーーーーーーーーーーーーーー

-300 C -ーーーーーーーーーー----ーーーーーー ーーーーーーーーーーー

-1960C -ーーーーーーーー"ーーーーーーーーーーーーー----ーーーーーーーーーーーーーーー

Fig.1. In vitro fertilization of ICR rnouse oocytes 

at various stages of freezing 

Effect of various treatrnents with DMSO on subsequent fertilization 

of curnulus-free oocytes 

1) Effect of equilibration ternperature 

As shown in Table 1， only a few oocytes (8.5%) were fertilized 
after equilibration with 1.5M DMSO at roorn ternperature. No sperrn 

penetration of zona pellucida was observed in those oocytes which 

had failed to fertilize. Lower equilibration ternperature (4
0C) 

afforded significantly higher fertilization rate (42.3%)， but it was 
still lower than that of control group (74.2%). 

Table 1. Effect of equilibration with DMSO at different ternperature 

on fertilization of curnulus-free ICR rnouse oocytes in vitro 

Conc. of Equilibration with DMSO n. fertilized/ 

DMSO (M) tirne (rnin) ternp. (OC) n. exarnined (%) 

1.5 10 roorn ternp. 5/71 ( 8.5)a 

1.5 10 4 30/71 (42.3)b 

control 49/66 (74.2)C 

Values with different superscript differ significantly (p<.5). 

2) Effect of different equilibration tirne 

As shown in Table 2， exposure to 1.5M DMSO at roorn ternperature 
for 1， 5 or 10 rnin resulted in cornplete failure in subsequent 
fertilization in vitro. Even in the oocytes exposed to DMSO for only 

30 seconds， only one oocytes (2.4%) was found to have been fertilized. 
The fertilization rate in the 15sec group (42.9%) was significantly 

higher than those of longer period groups， but it was still lower than 
those of control (untreated) and Osec (rnock treated) groups. 
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Table 2. Effect of equilibration with DMSO for different time 
on fertilization of cumulus-free oocytes in vitro 

Conc. of Equilibration n.fertilized/ 
DMSO (M) tirne n.exarnined (%) 

o sec 37/42 (88.l)a 
1.5 15 sec 18/42 (42.9)b 
1.5 30 sec 1/41 ( 2.4)C 
1.5 1 rnin 0/24 ( O.O)C 
1.5 5 rnin 0/20 ( O.O)C 
1.5 10 rnin 0/20 ( O.O)C 
control 48/62 (77. 4)a 

Values with different superscript differ significantly. 

3) Effect of different concentrations of DMSO (Table 3) 
None of the oocytes were fertilized when they were equilibrated 

with 1M DMSO for 2 rnin before being inserninated in vitro. 
Fertilization rates were not significantly different frorn control 
group when the oocytes were equilibrated with lower concentrations 
(0.5 and 0.25M) of DMSO. 

Table 3. Effect of equilibration with DMSO at different 
concentration on fertilization of cumulus-free 
oocytes in vitro 

Conc. of 
DMSO 

0.25 
0.5 
1.0 
control 

Equilibration 
time ternp. 

2 min room temp. 
2 min roorn temp. 
2 rnin roorn ternp. 

n. ferti1ized/ 
n. exarnined (%) 

24/37 (64.9)a 
16/31 (51. 6)a 
0/29 ( O.O)D 
15/25 (60.0)a 

Values with different superscript differ significantly， 

Effect of DMSO on fertilizability of zona-free oocytes (Table 4) 

Zona pellucida was rernoved with acidic Tyrode (pH 2.5) solution 
after equilibration with 1. 5M DMSO for 10 rnin at room temperature， 
and then used for fertilization in vitro. All the oocytes were 
fertilized whether they were previously exposed to DMSO or not. 

Table 4. In vitro fertilization of zona-free oocytes 

Exposure to 
DMSO 

+ 

n. ferti1ized/ 
n. exarnined (%) 

41/41 (100) 
39/39 (100) 

Effect of FCS on the fertilizability of frozen-thawed oocytes 

As shown in Table 5， frozen-thawed oocytes showed significantly 
higher rate of fertilization when the freezing rnediurn was supplemented 
with 20% FCS or its high molecular weight fraction (30000壬). On the 
contrary， no improvement of fertilization rate was observed when the 
medium was supplemented with low molecular weight fraction (<30000). 
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Table 5. Effect o~ FCS or its fraction on in vitro fertilization 
of frozen-thawed oocytes 

Freezing 20%FCS No. oocytes 
recovered/ morphologically fertilized/ 
frozen(%) normal(%) examined(%) 

+
+
+
 

+ 
? 30000 
< 30000 

24/35(68.6) 
25/35(71.4) 
17/22(77.3) 

16/24(66.7) 
17/25(68.0) 

8/17(47.1) 

a
a
‘b
a
 

)

)

)

)

 

Q
U
F
U守
口

u
n
u

-

-

-

-

Q
U

勺

4
n
u
n
U

6

8

8

 

(

(

(

(

 

r
O
『

J
o
o
n
U

マ
i
唱

i

2

J

，，，，，，，，，
r
，，， 

1
4
0
4
 

'
A
唱

i

q

4

FCS was previously heat-inactivated (560C， 30min) and was 
ultrafiltrated using Centricon-30(Grace CO.). 

In vitro fertilization and development of frozen-thawed ICR and 
C57BL/6N oocytes after transfer (Table 6) 

In both strains， cumulus-free oocytes frozen-stored in 1.5M DMSO 
supplementes with 20% FCS showed high rates of fertilization and fetal 
development， not significantly different from unfrozen control 
oocytes. 

Table 6. 工nvitro fertilization and development following transfer of 
mouse oocytes frozen-stored with 1.5M DMSO and 20% FCS in HBS. 

Oocyte 
strain 

Freezing F邑rtilizationrate(%) 
n.fertilized/examined 

Embryonic development(%) 
n.live fetuses/tranferred 

C57BL/6N + 

51/68 (75.0) 
50/68 (73.5) 

183/217 (84.3) 
103/121 (85.1) 

23/41 (56.1) 
30/48 (62.5) 
66/134 (49.3) 
36/ 68 (52.9) 

ICR + 

Discussion 

Present study clearly shows that DMSO added at room temperature exerts 
deleterious effect on the iertilizability of mouse oocytes. The 

results also. show that the 10ss of ferti1izabi1ity is primari1y due 
to the direct effect ofDMSO on the zona pe11ucida， and not due to the 
indirect effect mediating the changes in the oocyte itself as in the 
case of zona reaction that occurs after sperm penetration or 
parthenogenetic activation. 
V己ry f己w studies have so far been reported on the effect of 

cryoprotectants on the zona pe11ucida of unferti1ized oocytes. It was 
reported that DMSO has strong affinity toward glycochains of the 
membrane proteins as a binding site with lectin (12). In the same way， 
if DMSO has affinity to glycochains of sperm receptor protein(ZP3)on 
the zona pellucida (13)， sperm binding and penetration might be 
prevented. 
The present resu1ts have confirmed the beneficial effect of FCS 

in keeping the fertilizability of mouse oocytes during freezing and 
thawing， as have already been reported (3，4). Moreover， the resu1ts 
revealed that the high molecular weight fraction (30000~) of FCS is 
as effective as the whole FCS. Some macromolecular component(s) other 
than albumin seems to protect the oocytes against the toxic effect 
of DMSO added at room temperature， since control medium containing 
3mg/ml BSA could not keep the fertilizability of oocytes during 
exposure to DMSO. 
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Although successful freezing of mouse' oocytes with subsequent 
fertilization and full term development is demonstrated in this 
experiment， further studies are needed to clarify the factors 
necessary for th巴 optimumfreezing of mouse oocytes. 

This work is supported in part by a grant-in-aid for scientific 
research from the Ministry of Education， Science and Culture of Japan. 
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DMSO処理による卵丘除去マウス卵子の受精能の消失とそれに対する牛胎児血清の防御

効果

河野恵子家・東貞宏・豊田裕

(東京大学医科学研究所獣医学研究部、東京都 108本現所属:理化学研究所、和光市

351-01) 

凍結保存マウス卵子における受精能の抵下の原因を知る目的で、卵丘除去卵子の受精能に

及ぼすDMSOの影響について検討した。その結果、1. 5MのDMSOを室温で添加す

ると、 30秒以内に卵子の透明帯を変化させ、精子の侵入が不可能になることが知られた

。一方、牛胎児血清 (FC S) の分子量約 30， 000以上の画分に、この変化を防ぐ

効果があることが明らかになり、 20%FCSを含むし 5M  DMSO溶液内で凍結保

存された未受精卵の体外受精から正常な胎子が得られることが確認された。
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会 貝

第 5 条 本会は ，次の会員をもって組織する。

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

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

( 3) 本会には名誉会員をなく ζ とができる。名誉会員は本会K多大の貢献のあった正会員で理

事会で推薦し ，総会で承認された者。

入 会

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

て事務局に申 し込むものとするものとする。

退 会

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

ればならない。

第 8 条 会員は .次の事項K該当する時は会員の資格を失う。

(1 ) 会費未納の場合

(2)会員と して不適当と理事会が認め ，総会でとれを承認した場合。

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

2名

若干名

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

の職務を代行する。

2 理事沿よび監事は ，理事会を組織し ，本会運営の重要事項Kついて審議する0

3. 監事は ，本会の業務なよび会計の執行tてついて監査する。

4. 幹事は ，本会の会務K従事する。

第 11条 役員の選出は ，次によって行う。

( 1) 会長むよび副会長は ，理事の互選による。

(2) 理事なよび監事は，理事会で推薦 し，総会で決定する。

(3)幹事は ，会員中よ b会長が委嘱する。

第 12条 役員の任期は 2年とし ，再任を妨げないG

総会

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

れを聞く ζとができる。

2. 総会は会長が召集し ，その議長となる。

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

第 14条 総会は次の事項を審議し， 決定する。

(1) 事業報告なよび決算

(2) 事業計画なよび予算

(3) 役員等の選任なよび解任

(4) 名誉会員の推薦

(5) 会費の金額合よび徴集方法の決定 ，変更

(6) 会則の変更

(7) その他の必要事項

会計

第 15条 本会の会計年度は，毎年4月1日K始ま b翌年5月31日K終わる。

2 本会の経費は会費，寄付金なよびその他の収入をもってとれ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

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

短報 (Briefnote)、総説 (Revi巴w)とし、著者は本会の会員lζ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、短報は閉じく 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lζ相当する。

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

の表題，著者名，所属名および要旨(400字以内)を付記する。

5 引用文献の記載方法は下記の例iζ従う。

雑誌の場合

a) Bavister， B. D. and Yanagimachi， R. ( 1982). The effect of sperm extract and energy 

souces on the motility and acrosome reaction of hamster sp巴rmatozoa m Vltro. 

Biol. Reprod.， 1 6， 228 -2 3 1 . 

b) 新村末雄、石田一夫(1 9 8 5 ).ハムスター果員粒層細胞における 17s-

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

単行本の場合

c) Yanagimachi， R. ( 1 981 ). Mechanisms of fertilization in mammals. In Fertilizati-

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

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

d) 豊田 硲 (1984).試験管内受精と初期匪培養一マウスを中心lζ，“ 晴乳類の発生工学"大沢仲昭、

江藤一洋、舘剤、御子紫 克彦編、ソフトサイエンス社、 P.2. 

6 別席IJを希望する時は 50部単位で受け付ける。

7 原稿の送付および投稿に関する照会は、下記宛とする。

〒252

神奈川県藤沢市亀井野 1866 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

TEL 0466-81-6241 内線 332

晴乳動物卵子研究会編集委員会



晴乳動物卵子研究会役員

期間: 平成元年 4月 1日~平成 5年 5月 31日

会長: 豊田 裕 (東大)

副会長: 鈴木 秋悦(慶大)

理 事 : 石島 芳郎 (東農大〉、石田 一夫 (新潟大)、石橋 功(北里大)

井上 正人(東海大)、入谷 明(京大)、久保春海(東邦大)

小栗 紀彦(農水省)、加藤征史郎(神戸大)、金川 弘司(北大)

香山 浩二(兵庫医大)、佐藤 和雄(日 大)、菅原 七郎(東北大)

堤 義雄(広大)、野田 洋一(京大)、広井正彦 (山形大)

平尾 幸久(和歌山県立医大)、福田 芳詔(北里大〉、

星 和彦(福島医大〉、安田 泰久 (岩手大)

監事 : 佐久間勇次、 岩城 章

乾事 : 遠藤 克(日 大)、佐藤嘉兵 (日 大)

編集委員:委員長 石島 芳郎

委 員井上正人、遠藤 克、岡田 詔子、小栗 紀彦

久保春海、香山 浩二、 星 和彦、横山 峯介



編 集 後 記

会員の皆様VC6巻 2号をな届けいたします。早いもので、会誌を発刊するよう K

なりまして 6年が経過しようとしてなります。この間年 2回の発刊ではあ bますが、

精 bなく発刊できましたことは、会員の皆様方のど協力Kよる賜もの と存じます。

本号Kは、原著論文 11編を掲載す ることができま した。体外受精、マイク ロイ

ンジェクション、 着床環境など内容が豊富でありますので、秋の夜長Kど一読下さい。

左な、 7巻の掲載論文を受付てが bますのでど投稿下さいますような願いいたし

ます。 (遠藤 克〉

編 集 委 貝

委員長:石島芳郎

委員:井上正人，遠藤克，岡田詔子，小栗紀彦

久保春海，香山浩二，星 和彦 ，横山峯介

晴乳動物卵子研究会誌

Jnurna 1 of Mammal ian Ova Research 

第 6巻第 2号

平成元年?月 25日 印刷

平成元年 10月 1 日 発行

Vol.6 No. 2 

(会 員頒布)

発行者 日甫乳動物卵子研究 会

代表 豊 田 裕

発行所 晴乳動物卵子研究会 印刷所 誠和印刷株式会社

T2  52 藤沢市亀井野 1866 住所 藤沢市純南 5丁目 2番 8号

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内 電話 0466-34-9 1 1 0 (代表)

Te 1 0466-81-6241 (内 332)

郵便振替 横浜 8 - 2 0 3 5 0 
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健保適用

'‘・3・zvsb3主75.150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により 、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺激ホルモン(HMG)

製剤lであり 、反復投与が可能です。
.FSH活性のほかに LH活性を有し 、その活性化(FS

H/しH)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
ノ〈ーゴナル注150: 10管

~ 商国臓器製薬株式会社東京都港区赤坂二丁目 5番 1号

[使用上の注意1
1 一般的注意

1) 本療法の対象は不妊症患、者のうちの. 問脳又は下

垂体前葉の機能・器質的障害に由来する性腺刺激

ホルモン低分泌無月経患者であるので次の9.に注
意するこ と
ア エス トロゲン・プロゲステ ロシ テストで初めて

反応する第 2度無月経又は抗エストロゲン療法 (
クエン酸クロ ミ7ェン.シクロフェニル等)が奏

効しない第 1I主無月経の患者に役与すること.
イ 患者の状態 (["Jえばエストロゲシ 性腺刺激ホ
ルモン・プレグナンジオール分泌.頚管粘液， 基

礎体温等)を詳細に検査し子宮性無月経の患者

には投与しないこと

ウ 原発性卵巣不全によ る尿中性腺刺激ホノレモ/分

泌の高い患者，面IJ腎 甲状腺機能の異常による無

月経患者.頭登内に病変 (下垂体I重傷等)を有す
る患者.及び無排卵症以外の不妊患者には投与し
なL、こ と

2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため.

投与前及ひ'治療期間中は毎日内診を行".特に次

の点に留意し，異常が認められた場合には，直ち

に投与を中止すること.

ア 患者の自覚症状 (特に下腹部痛)の有無

イ 卵巣腫大の有無

ウ 基礎体温の異常上昇の有無 (毎日測定きせるこ

と).
エ 頚管粘液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果と しての多胎妊娠の可能性が

あるので.その旨をあらかじめ患者に説明するこ

と
4) 妊娠初期の不注意な投与を避けるため.投与前少

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

ること.
2 次の場合には投与しないこと

1) 卵巣1重傷及び多のヲ胞性卵巣症候群を原因としな
、、卵巣のR重大を有する患者

2) 妊婦
3 次の患者には投与しないこ とを原則とするが，やむ
を得ず投与する場合には，慎重に投与するこ と

1) 児を望まない第2度無月経患者

2) 多のう胞性卵巣を有する患者
4 副作用

1) 卵巣過剰刺激 卵巣極大.下腹部痛.下腹部緊迫
感.腹水 ・胸水を1半ヲいわゆる.
Meigs様症状候群等があらわれた
場合には.直ちに投与を中止する

など，適切な処置を行うニと.
2) そ の 他ときに悪心，頻尿.しびれ感.頭

5 相互作用

痛.浮腫があらわfLることがある

また尿量が増加することがある.

胎盤性性腺刺激ホルモンとの併用によ 爪卵巣の

過剰刺激による卵巣腫大. 腹水・胸水を伴ういわ

ゆるMeigs様症候群があらわれるニとがある



(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こ新しい前葉性の FS H剤です。
(J'-7 社のFSH1;1世界て最初のFSH標準品に抹用されています，)

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:y::.，n製薬踊揺誼 神奈川県川崎市川崎区中，頼 3ー 19ー 11

合 (044)288 - 1391 (代) 〒 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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