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Vol ・:お.~ 1-6 I 家兎妊盤胞の走査型電子顕微鏡による観察

Observation of the Rabbit Blastocyst 

by the Scanning Electronトlicroscopy

戸津川 i青1)・菅原七郎・正木淳二

Kiyoshi TOTSUKAWA1) ，Shichirou SUGAWARA 

and Junj i門ASAKI

東北大学農学部家畜繁殖学教室

Ilepartment of Animal Science， Faculty of Agriculture，Tohoku University， Sendai. 

1 )山形大学農学部畜産学教室

1) I.ahoral.のryof Anlmal Sri~n(、九 F泊rull.yof ARricllll.1JI'(~.. Yamap，al.a IJlliversll.y. '1・日IJruoka.

Abst.ract 

In orrJer to elucidate t.he surface ultrast.ructure in blastocysts I'ecovered from the rabbit on Days 

5 anrl 6 of pregnancy， this study ¥Ias conducted hy the use of scanning electl'on microscopy. 

l.The lJlastocyst. covering was lack of unlformit.y ，alld constituted with t.wo thin layers. 

2. The I.roJlhob 1 as II C ce 11 s had a po 1 ygona 1 appcarancc a Ilhough each ce 11 var i cd i n shape and si 2C. 

Each of them was covered with slenrler microvi 11 i. 

3.The cells of inner cell mass made a gr01Jp of cells as a disk. Each cell varied two types. The 

large cells ¥Iel'e covered ¥Ii th some short. microvi 11 i， and the small cells had shorter one. 

緒百

H市議自動物の受精卵は、分割をくり返しながら、卵管を下降し、票実旺をへて旺盤陀 (hlastocyst)となり子

宮に看床ずる。者床ω.il~rf.(正 、 憾により異なっており、ぞれが旺盤胞ω形態や機能と密妓な関連を持っている。

特(Z:、家売H盤胸';t、仰の荷歯苅ど異な旬、着床前(Z:栄養陪細胞の数を著しく増やし、"1盤胞腔糟を内部に多
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Jt滞積し、外表而lこは被服を付けたまま子宮上皮との U~触 (cell cont.act)を行い着床過程を進行してゆ〈と

言われている1)。この一連の着床過程については、これまで光学顕微鏡を用いて検討されてきた 2.....))。また、

微細構造立ついては、主として透過型電子顕微鏡 (TEM)4_れを用いた報告がなされてきた.しかlハ走査

型電子顕微鏡 (SEM) 9"， 10)を用いたものは、比較的少ない。前報¥0)において、6日齢家兎旺盤胞の表面微

細構造について報告したが、本実験ではさらに各部位について詳細な観察を加えた.

材料および方法

日本白色種家兎より、交尾後5日および6日齢旺盤胞を滅蘭生煙食泡水で、子宮港i加去により採取した.一

部の旺盤胞は被膜を付けたままで、他のものは0.05%トリプシンにより被膜を溶解したものを使用した。 I}ン

酸緩衝液 (pH=7.4、0.2M)で2回洗った後、2ふ%グルタール・アルデヒドで5-6時間固定した。再び、

リン酸緩衝液で12-14時間洗った後、1%四酸化オスミウムで一時間国定を行った。次に、常法に従いアルコ

ール系列で脱水を行い、ステンレスのかごに入れ、目立HCP-l型で臨界点乾燥にかけ、金蒸着をした。処

理材料の観察には、目立S-70型電子顕微鏡で行った。

結果

家兎旺盤胞の形態は、図 Iの模式図で示す通りである。すなわち、最外層に非細胞性の糖蛋白質の被膜、そ

の内側に単層の栄養膜細胞が球形をつくるように連なり、一部に数層の細胞集団よりなる円盤状の内細胞塊が

局在し、内部に多量の旺盤胞腔液を満たした胞旺腔から情成されている。 SEMによる観察結果を以下に示す。

旺盤胞被膜:家兎旺盤胞被膜は、光学顕微鏡によれば均一で平らな膜表面を有しているが、電子顕徴鏡 (S

EM)での観察によれば、均一な層ではなく、部分により表面構造に違いを示した。すなわち、何らかの物質

が層状lこ付着したか、あるいは外部が剥がれ内部が裸出した様な不均一な部位が認められ、 6日齢の被膜に5

日齢で認められない小孔状の寓が認められた(間1.......3)。被膜は著しく葬薄化しており、機造的には明らか

に2つの層よりできている像が観察された(図4)。

栄養膜細胞:細胞は特に一定の形を示さず、連なってほぼ球状を呈していた。また、細胞は一定の厚さを有

して、内外両面にやや降起し(悶5)、被膜側の自由表面倒の細胞表面には多数の長く伸びた微純毛 (microv

i 11 i)がほぼ直立した状態で細胞全域を被っていた(図6)0 他方、旺盤胞腔側の表面は、糸状に長く伸びた

粘液性のものが全面を被っていたく図7.......8)。

内細胞塊の細胞:楕円形及び不正円形状の大小の細胞が重なっており、全体としてはほぼ円形の細胞集団を

形成していた(図9)。

大型細胞は栄養膜細胞よりやや短い微純毛で彼われ、 一方、小型細胞には短い突起がまばらに散在していた。

これら大、小2型の細胞は、上述の栄養膜細胞とは形及び細胞表面において明かな差異を示していた。また、

今
ノ
』
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2つの細胞の結合機式は極めてゆるく、数庖に重なっていた〈図 10) • 

考察

家兎旺盤胞は子宮内に入り、著しく細胞散を増加させながら、それに続〈着床への準備を行う。この時期の

受精卵は機能的に変化が著しく、その性状が形態的変化として微細構造に反映していることが推制される.そ

こで、この微細徳造の変化を電顕的lこ検討することは、旺盤胞の性状を知る手段として脊効と考えられる.

著者らは、本実験において目玉盤胞被股や内細胞持の細胞についての詳細な観察を行うことができた@旺盤胞

被膜の起原については、透明帯 (zonapel lucida)とするものと 2.1、11)、子宮分泌物が付着した結果によると

する12.....15)、2つに大別される.古くはBovi ngl2)が、卵胞卵の透明帯と旺盤胞被膜の容積の比較から、両者

を同ーとは考えられないとし、さらに， Dickmann!3)は透明帯は二層性であると報告している.また、野沢14)、

岩城15)らは、透明帯と被膜は異質のものであり、被膜の主体は子宮分泌液であろうと推測している。著者らは、

明かに異なるこつの層を観察したことにより、野沢らの説を支持するものである。さらに、被膜の外表面の観

察からすると、一機な構造ではなく.部1立により異なるものであった。表両全体lこ見られる小孔状の寓も整然

としたものでは必かった ω 理11.尺ら (a.， nna闘の穐宵に伴いìhlリ1m カq~f.ftl) ， -')~、 t日北海切れ 、 ムチ ン腐の内

壁に沿って分断片が根様状に存在したと報告している。これらは、着床へ進展するための形態的変化を反映し

ているのかもしれない。

また、内細胞塊の細胞表面をSEMにより観察した報告はこれまでなかったが、著者らは他のトロホプラス

ト細胞と異なる細胞集団を鮮明に認めることができた。これら大小の細胞は形状だけでなく、表面の撤純毛の

形態もトロホプラスト細胞のものと明らかに異なっており、細胞そのものの機能の違いと関係あるものと推測

される。
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Blastocyst cavity 

図 1.家兎庇盤胞の形態
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EXPLANATION OF  FIGURES 

1. In blastocyst covering 5 Oay rabhit IJlast.ocyst.(X 180) 

2. The surface ot blastocyst covering; lacking uniforlllity of cell surtace.(X4500) 

3. 門icro-hole(arrow) can he seen on the surface of blastocyst covering(X 18000) 

4. 1・heblastocyst covering is observed as tlolO layers. (x 15000) 

5. A lIIelllbrane free hlastocyst; showing a hall of trophoblastic cells. (x 180) 

6. A slender .icrobi 11 i of outer surtace of t.rophohlastic cells. (X9000) 

1. The inner surtace facing the blastocoel has sparse， long lIicrobi 11 i. (x3600) 

8. Outer (the right part ot the picture) and inner (the left part) surtace of a blastocyst. 

(x 3000) 

9. Cel Is of the inner cel 1回 sscan be seen as a rJisk; 6 days blastocyst. (X 450) 

10.A large type (the right part of the picture) and s欄all type (the left part) cells of the inner 

cell 聞asscan be seen. (X 9000) 
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1990 圧電素子を用いた細胞操作用

マイクロマニピュレータの開発

Development of Piezo Micromanipulator 

for cell Micromanipulation 

工藤謙一1，後藤勤2，佐藤嘉兵2，山形豊S，古谷克司S，樋口俊郎3

Ken-ichi KUOOH， Tsutomu GOTOH， Kahei SATO， ， Yutaka YAMAGATA， 

Katsushi FURUTANI and Toshiro HIGUCHI 

1 )プリマハム閥中央研究所

Prima Meat Packers， Ltd， Reserch and Development 

2) 日本大学農獣医学部動物細胞学教室

Department of Cel 1 Biology College of Agriculture and Vetrinary 

Medicine， Nihon University 

3 )東京大学生産技術研究所

Institute of lndustrial Science， Unversity of Tokyo 

Posi七ioningmechanisms wi七h 七hereso1u七ionof micro-meter 
order are required for precise ce11 manipu1a七ionin bio七ech-
no1ogy. Conventiona1 hydrau1ic manipu1ators and e1ectromagnet-
ic ones have fo11owing七woprob1ems: (l)The performance of 
manipulation depends on operator's skill. (2)工七 is difficul七
七oinsert a capi11ary into e1astic membrane of a ce11， and the 
ce1l is some七imes destroyed. A new micro-manipula七orand 
micro-injec七orfor ce11 manipulation are in七roducedin七his
paper. These are driven by七heprecise positioning mechanism 
U七i1izingrapid deformations of piezoe1ec七rice1emen七s，which 
have high positioning reso1u七ion. This micro-manipulator can 
insert a capi11ary into e1as七icmembどaneof a ce11 smooth1y 
and se1dom damage membrane， because this mechanisms uses 
impac七scaused by rapid deforma七ionsof piezoe1ectric e1e-
men七s. This micro-injec七orcan injec七 1essvo1ume per pu1se 
七han七heconven七iona1ones. Therefore these mechanisms solve 
previous problems. They are very simple， compact and suitable 
for ce11 manipu1ation and i七sau七oma七ion.
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1.まえがき

近年，晴乳動物における体外受精の研究には，精密な細胞操作を行なう必要があり， ミ

クロンオーダの精密位置決め機構に対する要求がある.体外受精の方法のひとつとして，

細胞操作用マイクロマニピユレータを用いた精子の卵子囲卵腔内あるいは細胞質内注入に

よる受精，並びに卵子透明帯の一部を切除して体外受精をさせる方法は，今後，受精機構

の解明の手段として，また，家畜生産，不妊症治療法としても大いに期待される方法であ

る1)引 3)しかし，大方の研究者の使用している既存の油圧駆動マイクロマニピュレータ

による操作，特に細胞内における微小位置決め操作には，オベレータの熟練を必要とし，

また細胞膜の弾性の強い卵子などは，マイクロピペットの挿入時に卵子が変形し破壊され

てしまい，成功率は低い.我々は，圧電素子の急速変形によって微小移動する機構を開発

して，種々の装置を試作し実験を行なって来た心引.今回，この機構を細胞操作用マイク

ロマニピュレータのマイクロピペットの微動装置，及びマイクロインジェクターの駆動に

用い，この機構が細胞操作用マイクロマニピュレータの駆動機構として優れた性能を持っ

ていることを確認した.

2.駆動原理

図lに今回開発したマイク

ロマニピュレータに使用して
，to竺ーo~dI __ ，Ma~出・ct:ヒo be竺竺d1 

いる微小駆動装置の駆動原理 ¥「τ一一ヒゴτ11......... '\~ 
を示す I① stal:t 1. <DStal:t 
移動体はベース上に置かれ 11 _ ー

て，摩擦力で保持されている 1 一一一

この移動体 (M)の端面に慣 |③ Rapid exte四回n

性体 (m)が圧電素子を介し

③ Slow contraction 
(Acce1erat:ionl 

戸50P
③ End 

(a)l.ftvard 1II0ve皿・nt

事End

(b)riqhtvard 1II0velll・nt

て接着されている.圧電素子

を縮めた状態から急激に電圧

を印可して圧電素子を伸ばす

と，移動体と慣性体が逆方向

に移動する(①~②).次に圧

電素子を縮め，慣性体を一定

の加速度で加速しながら引き

戻してやる.このとき移動体

が動かないように，この加速

により引き起こされた慣性体
Fig.1 Mechanism of Movement 

の慣性力が，移動体とベース

Mass 

の閣の静止摩擦力よりも小さくなるようにする.圧電素子が縮んだところで，慣性体の動

きを急、に止めてやれば，移動機構全体が，静止摩擦力に打ち勝つて運動を始め，そして，

運動エネルギーを動摩擦力によって失うまで移動して停止する(③~⑤).逆方向への移動

も伸縮のパターンを逆にするζとにより，同様に行うことができる.
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3.実験装置

図2は今回開発した圧電素子を用いた微小駆動装置(ピペット駆動装置)を市販の倒立

顕微鏡に取り付けた実験装置である.図3に微動部を示す.微動部分である直径4mmのピ
ペットホルダ(ステンレス製)に，圧電素子2個と 8gの慣性体2個を接着したプレート

(アルミ製)を固定して，静止摩擦発生機構であるガイド部(真鍛製)に取り付けた.ピ

ペットホルダにはマイクロピペット(ガラス製)を取り付けた.今回使用した圧電素子は，

PMN系積層型素子 (5X5X10mm)で，最大印加電圧 150Vにおいて約8μmの変位を生

じる.図4はピペットホルダの移動の様子を示す.今回実験に使用したピペット駆動装置

は，電圧振幅が 20Vの時， 1ステップ O.18μmの微小移動を記録している.なお，本機

構は原理上ナノメータオーダの超微小移動を可能にしている.今回の開発装置での兎の卵

子を使用しての実験では，印加電圧 30V， パルスレート 80Hzの時，良好な結果を得てい

る.

‘ 
予4晶~

Fig. 2 Hicro Hanipulator 

吟22jg品er) Mass e
 

ら
」
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Fig.3 Sketch of the Equipment 
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(a) Voltage Pattern 
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(b) Movement 

Fig.4 An Example of Movement 

of Micro Pipette 

図5は圧電駆動マイクロインジェクタである.市販のマイクロシリンジ(100μ1)の端面

に圧電素子と慣性体を取り付けただけの簡単な構造ながら，図6に示す様に，印加電圧

10vの時， 1パルスで，約 243pl (2.43X lG-7CC)の吐出量を得た.

Fig. 5 Micro Injector 
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4.実験結果とまとめ

図7に圧電方式マイクロマニピユレータと油圧駆動マイクロマニピユレータの細胞操作

の様子を示す.実験に使用した細胞は兎の卵子で，大きさは約 180μmである.表 lは圧

電マイクロマニピユレータを用いて行った実験結果である.

Hydraulic Manipulation 

月icroManipulation 

11-

(2) 
Piezo Manipulation 
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Table.l In Vitro development of rabbit eggs Fertilized by sperm microinjection 

Exp N o. 0 f Eggs : N o. 0 f Eggs N o. 0 f Egg 

No. injected : f e r t i 1 i z e d d e v e 1 0 p e d 

(%) (%) 

01 13 8(61. 5) 5 (62.5) 

02 20 17(85.0) 13 (76.5) 

03 14 9 (64. 3) 7(77.8) 

34 (72. 3) Total 47 25(73.5) 

従来の細胞操作用マイクロマニピュレータの駆動には，一部に電磁力などを用いたものも

あるが， 一般的には油圧駆動であり，油圧方式では，微小領域のマニピユレーションには

大変熟練を必要とし，微細針の位置決め分解能や細胞操作の良否もオベレータの能力次第

である.また，弾性の強い細胞膜などに微細器具を挿入する際，細胞が変形し挿入がうま

く行かないことがあった.今回，開発した圧電方式は，最小駆動ステップが非常に微小で

あり，駆動に圧電素子の急速変形に伴う衝撃力を利用しているので，弾性のある細胞膜な

どに微細器具を非常にスムースに挿入でき，細胞に与えるダメージが非常に少ないという

特徴があり，非熟練者でも微小領域における正確な作業が可能なので，細胞操作用マイク

ロマニピュレータの駆動機構に適していることが確認できた.本機構をインジェクタにも

応用することにより，さらに微小なインジェクションを可能にした.また，本機構は単純

な構造でコンパクトであり，電気的に制御可能なので自動化に適している.
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Effect of Cytochalasin B on工n Vitro Fertilization 
of Hamster Eggs 

Kahei SATO， Tutomu GOTO and Yuko CH工OKURA
Department of Cell Biology， College of Agriculture 
and Veterinary Medicine， Nihon University， and 
Department of 2nd Obstetrics and Gynecology，Toho 
University School of Medicine， 

Abstract: When hamster eggs were exposed to cytochalasin B (1.0 -
10.0 ug/ml) for 20 min and then fertilized under in vitro 
conditions by capacitated spermatozoa， the majority of them were 
polyspermic fertilization. While， in control(no treatment)eggs， 
polyspermy was 6.0も. At 30 min after insemination eggs treated 
with cytochalasin B contained rich cortical granules(CGs) in the 
cytoplasm， but in control eggs CGs almost disappeared. 

Introduction 

Generally， cytoskeletal systems have been known to invol ve in 
migration of intracellular substances(Hopkins，1978). The cortical 
granules (CGs) in mammalian eggs are released from the egg corte:x' 
during fertilization or egg activattion (Austin， 1956) . Thus， i t is 
interesting to investigete the role of the cytoskeletal system in 
migration of CGs in mammalian eggs during fertilization. 1n the 
present study， we examined the effect of cytochrasin B， an 
inhibitor for actin depolymerization， on in vitro fertilization of 
hamster eggs. 

Materials and Methods 

Golden hamsters were used. Females were superovulated by 
gonadotropins， according to the method of Sato and Suzuki(1986). 
Briefly， female hamsters were injected intraperitonealy with 30 1U 
pregnant mare serum gonatotropin(PMSG，Teikoku Zoki Co.，) followed 
by an ip injection of 30 工Uhuman cholionic gonadotropin(hCG， 
Teikoku Zoki Co.，) 52 hr later.At 15.0 hr after hCG injection all 
animals were autopsyed.Oviducts were removed and then were flushed 
with the medium( mTALP medium， Bavister，and Yanagimachi，1978j 
Yanagimachi，1982 ) to collect ovula ted eggs. The eggs obtained 
were exposed to 0.1も hyaluronidase in mTALP medium( to siperse the 
cumulus cells for 5 min at 370 C.Eggs were rinse with fresh 
enzyme-free medium， and then were exposed to cytochrasin B at the 
various concentration for 20 min. Cytochalasin B was dissolved in 
dimethyl sulfoxide(DMSO)and then the solution was added into the 
mTALP medium. After exposure to cytochalasin B， the eggs were 
transferred into the regular medium and supplied to experiments. 
Spermatozoa were collected from the distal portion of the cauda 
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epid土dymis and suspended in the medium in test tubes. The tubes 
were placed in 370 cto obtain active motile spermatozoa by siwm-
up. Collected spermatozoa by swim-up method were rs_?uspended in 
fresh mTALP medium at the concentration of 2 x 10'/ml and the 
medium droplet was prepared in plastic culture dishes. These sperm 
suspension droplets were covered with mineral oil and the 
incubation was performed under conditions of 5も C02 in air at 370 

C for 3-5 hr. 
1nsemination was performed by addition a small volume(0.01-0.02 

ml)of sperm suspension into a droplet of the medium containing 5-7 
egg covered with mineral oil. tThe sperm-egg preparations were 
incubated at 370 C under 5もC02 in air. At various intervals after 
the start of incubation the sperm-egg samples in a drop of the 
medium were mounted between a slide and cover slip supported 
by paraffin-wax mixture dots. Observations for sperm-egg 
preparations was performed ， using the phase-contrast microscope. 
工n some eggs， the CGs in the egg cytoplasm were observed by uing 
the thase-microscope. 

Results and Discussion 

Results obtained were presented in Table 1. 工n control， 
the rate of fertilization was in 91.0 - 99.0 宅(ave.97.3も).工n
cytochalasin -treated groups， there is no signigicant differences 
in the fertilization rate. While， treatment of cytochalasin B 
induced clearly polyspermy， as shown in Table 1. 1n control only 
6.0宅 of eggs inseminated was polyspermic fertilization， but in 
cytochalasin-treated egg groups polyspermy was seen in the range 
of 53.5 - 83.5も of fertilized eggs. 
When eggs treated with cy七ochalasin B were observed 30 min 

after insemination， a large number of CGs was seen in the egg 
cytolasm. On the other hand， in control eggs， the cortical 
granules have disappeared at the same time after insemination. 

Table 1. Effect of cytochalasin B on fertilization in vitro 
of hamster eggs 

Dose of No. of eggs No. of eggs No. of eggs 
cytochalasin B inseminated fertilized with polyspermic 
( ug / ml ) {も} penetration( も)

。 113 110(97.3) 9(6.0) 
(Control) 

1.0 119 114(95.8) 61 (53.5)女

5.0 118 114(96.6) 94(82.5)女

10.0 118 114(96.6) 80(70.2)安

Cytochalasin B was dissolved in dimethyl sulfoxide(10 ug/ml). 
Dimethyl sulfoxide(10 ug/ml) was added into the control medium. 

A
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Examination for the evidence of fertilization was performed 
1 hr after insemination. 
大 Significantlydifferent from the control(P> 0.01). 

The present results have indicated that cytochalasin B inhibits 
the release of the CGs from the egg cytoplasm at the time of 
fertilization in vi tro. CGs are presented in unfertilized eggs; 
these CGs subsequently disappeared during fertilization(Austin， 
1956). The CGs of mammalian eggs are known to contain hydrolytic 
enzymes and saccharide components (Gulyas， 1 980) and the CG 
contents which are released from the egg cortex during 
fertilization can 工nduce the zona reaction. The CG-media ted zona 
reaction is known to block polyspermy (Yanagimachi， 1988) .工n the 
present study， the high rate of polyspermy observed in hamster 
eggs treated with cytochalasin B depend clearly upon the blockade 
of the cortical granules release. Cytochalasin B is known to 
inhibit the addition of actin molecules to actin filaments， 
leading to filament depolymerization . Thus， it is suggested that 
actin filaments of the cytoskelton involves in the release of 
cortical granules during fertilization in vitro of hamster eggs. 
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ハムスターの体外受精におよぼすサイトカラシン Bの影響

佐藤 嘉兵1、 後藤 勤 1、 千代倉由子 2
日本大学農獣医学部動物細胞学教室 1

東邦大学医学部産婦人科学教室2

ハムスター卵子の体外受精におよぼすサイトカラシン Bの影響につ い
ベた. サイトカラシン B(1.0 -10.0 ug/ml);を含む培養液に排卵卵子を 2
間感作させた後に capacitationを誘起させた精子を用いて体外受精を行な っ
結果、どの処理群においても高い多精子受精(53・82%) を示した. 一方 con
rolにおける多精子受精は僅かに日であった. また、媒精後30分に卵子細胞
層における表層頼粒を観察したところ、 controlの卵子においては表層穎粒
とんど見られなかった.一方、サイトカラシン B処理を行なった各群の卵
おいては大多数の卵子において多数の表層頼粒が観察された.
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卵の細胞周期の調節機構

Regulation of cell cycle during oocyte 

maturation and early embryonic cleavages 

岸本健雄

Takeo KISHIMOTO 

東京工業大学・理学部・生物学教室

Biological Laboratory， 

Tokyo Institute of Technology 

個体の発生は、卵子と精子の受精に始まる。この直前に卵母細胞では、卵

成熟分裂がおこって染色体数を半減させ、雌性配偶子として完成する。 受精

直後のいわゆる初期卵割では、細胞数が一挙に増加して、そのあとの形態形

成に備える。本講演では、こうした受精前後の時期の卵の中では細胞分裂周

期がいかにして調節されているかについて、最近の成果を報告したい。

卵成熟分裂を開始する直前の卵母細胞はいわゆる未成熟卵で卵核胞をもち、

その細胞周期は第 1減数分裂前期、つまり M期の始まりに停止している。こ

うした卵母細胞で卵成熟開始の引金がひかれると、卵内で蛋白質性の卵成熟

促進因子 (maturation-promotingfactor， MPF) が活性化され、これが核膜

崩壊と染色体凝縮をひきおこして、第 1減数分裂の進行を再開させる。この

ようにMPFは当初、卵成熟誘起ホルモンの作用を卵細胞室内で仲介する活性と

して同定された。 しかしその後、 MPF活性は単に卵細胞(減数分裂)にとどま

らず体細胞(有糸分裂)の M期にも現れ、その作用は分類上の門を越えて非

特異的であると判明した。このためMPFは、真核細胞に共通の分裂中期誘起因

子として位置づけられるに至っている。そこで本講演では、 MPF活性の制御機

構を鍵として、卵の分裂周期を調節するしくみを論じていきたい。

MPFの分子的実体は長らく不明であった。しかしごく最近の研究の世界的な

急進展により、分裂酵母cdc2遺伝子産物ホモログと分裂期特異的蛋白質サイ

クリンとの複合体がMPFであると考えられ始めている(図 1参照)。
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cdc2 I ，__ I assoclati phosphorylati川)nI a.，.， 

令岬今

cdC2 

cyclin 〈r〉dephosphorylation 

phosphorylation 

図 1. MPF活性の調節機構についてのモデル。

その証拠は、高度に精製した MPFには SDS-PAGEで約 34kdと約 50kdの二つのサブ

ユニットが存在し、それぞれが抗

cdc 2抗体と抗サイクリン抗体によって認識され、しかも 一方の抗体による免

疫沈澱物に他方が含まれることである。

cdc 2産物は酵母からヒトに至るまで高度に相向性が保存された蛋白質で、

細胞周期を通じて常に存在する。 cdc2蛋白質はヒストン H 1・キナ ーゼ活性

をもつが、このための活性化にはチロシン残基の脱リン酸化が必要であると

判明してきている。 サイクリンは分裂酵母cdc13遺伝子産物のホモログで、

やはりヒトに至るまで相同なものがとられており、その mRNAは未成熟卵

内に微小注射したとき卵成熟誘起活性をもっ。 サイクリン蛋白質は、各分裂

間期に合成が始まって分裂期に最も蓄積し、各分裂期末に- 8分解されて、

分裂周期に応じた量的変動を示す。サイク リン は分裂期にはリン酸化されて

おり、 MPF分子内で自己リン酸化がおこることから、サイクリンのリン酸化は

cdc 2キナ ーゼによると推測されている。

以上のことから、脱リン酸化型cdc2蛋白質とリン酸化型サイクリンとの複

合体が活性型MPFの分子的実体をなすと考えられている(図 1)。この活性型

MPFは不活型のMPF前駆体から活性化されるが、 MPF前駆体は未成熟卵中に既に

存在している。未成熟卵中の cdc2蛋白質は、サイクリンと既に複合体を形成

してはいるが、 しかし未だリン酸化型である。従って、分裂中期への移行の

鍵を握る MPFの活性化の実体は、 cdc2蛋白質とサイクリンの複合体形成その

ものではなく、既に形成された複合体内で cdc2蛋白質の脱リン酸化とサイク

リンのリン酸化がおこることであるといえる。このあと、サイクリンの蛋白

質分解がおこり cdc2蛋白質との複合体が解離することによって、 MPFが不活

化され、分裂中期か ら後期への移行がもたらされると考えられる。
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ラット卵巣におけるインヒピンおよび

アクチビン α 、 βAおよびβBサブユニット

の局在に関する免疫組織化学的研究

Histochemical Localization of 

Inhibin and Activinα ，8 A and s B Subunits 

III the Rat Ovary 

小川健司、林 良博、九郎丸正道、*塩田邦郎、*高橋迎雄、西田隆雄

Kenji OGAWA， Yoshihiro HAYASHI， Masa.ichi KUROHMARU， 

申KunioSHIOTA，本MichioTAKAHASHI， Takao NISHIDA 

東京大学農学部獣医解剖学教室、*獣医生理学教室

Laboratory of Veterinary Anato・yand串Laboratoryof 
Veterinary Physiology， Faculty of Agriculture， 

The University of Tokyo， Bunkyo-ku， Tokyo， Japan 

目的:インヒピンはLHの放出に影響を与えることなく、下垂体からの FSH放出を抑制

する糖タンパク質であり、 α鎖と β鎖 (βAまたは βB)からなるヘテロダイマーであるこ

とが知られて いる。一方、ブタ卵巣からインヒピンを精製する過程で FSH分泌刺識活牲

を持つタンパ ク質が発見され、インヒピンの β鎖からなる (βAβAまたはβAβB)二量体

である!ことが判明し、アクチピンと名付けられた。また、インヒピンの β鎮と TGFー β

との聞に相向性が見出され、細胞の増殖や分化を調節する TGFー βファミリーと呼ばれ

る一群のタンパク質を構成するに至っている。近年、TGF-βファミリーに属するMI

SやTGF一β、またインヒピンが卵成熟に影響をおよぼすとの報告がなされ、その生理

的意義に興味が持たれている。

本研究では、成熟、未成熟および胎生期のラット卵巣における、インヒピンおよびアク

チピンの局在を α、βAおよびβBsubunitのそれぞれに対する抗体を用いて、免疫組撮

化学的に検討した。

方法: Wistar Imamichi系ラットを用い、成熟(8 -1 0週令)、未成熟 (3-4週令お

よび 10日令)および胎生期(交尾後15.5-20.5日令)のラットを実質量に供した。成熟ラ

ットでは発情前期の 11時および 23時(PE1100およびPE2300)に卵巣を、また発情期の
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1 1時に卵管を摘出した。組織は摘出後、速やかに 2%酢酸カルシウム加 10%フォルマ

リンで固定し、常法に従いパラフィン切片とした後、免疫組織化学的手法を施した。

結果:結果はTable1.に示す通りである。実験を行った全ての時期において卵細胞質がα、

βAおよび βB抗体に対して陽性反応を示した。成熟ラットでは、全ての抗体に対して頼

粒層細胞よりも黄体細胞に強い反応が見られた。 卵丘細胞における反応は PEllOOでは陽

性であったが、 PE2300およびOE1100では陰性であった。

考察:卵細胞質が強陽性反応を示すことから、インヒピンおよびアクチピンα、βAおよ

び βBサブユニットが卵細胞質に存在する可能性が示唆された。また、これらのペプチド

は頼粒層細胞よりも黄体細胞により多く存在することが示された。卵丘細胞が排卵の前に

反応性を減弱させることから、これらのペプチドは卵成熟に伴ったイベ ントにおいて機能

しているものと考えられる。

Table 1. The resul七sobtained with immunohistochemistry 

Adult 
PE2300 OE1100 

Genn cells 
Follicle 
Granulosa cells 
Cwnmulus cells 
GコrpusLuteum 
Luteal cells 

3 

。
3 

。

PE1100 

3 

3weeks 

3 

10 days 

4 

18.5dpc 

2 

2 2 

O=Negative reaction 
1-4=The number being propコrtionalto the intensity of reaction. 

The ovulated ovum in the oviduct 

exhibited intensely pコsitivereaction. 

βA (Protein A-gold-silver) 

Fig. 1. 
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子宮控内移植#~栄の hCGによる「生存J 時間延長
Prolongation of lifespan of rat ovary by hCG 

in homoplastic ovary into uterine cavity 

利部聴・石田哲也・高場光一 ・牧田登之

KAGABU Satosi. rSHIDA Tetsuya， MANBA Kouichi & MAKITA Takashi 

山口大学農学部獣医学科家畜解剖学教室

Department of Veterinary anatomy， Yarr叫 uchiUniversity 

[目的]

一時期、子宮腔内は移植片にたいして「治外法権Jになることを応用して、卵巣の子宮腔

内移植を試み、 異種動物の卵巣の生着が可能で、あることを認めた 1)。 きらに、移植卵巣

の子宮腔内 「生存」期間を 9日間まで延長させることに成功した2)。 本報告では、移植

後hCGを投与して 9日間以上の期間延長をめざした。

[方法]

実験に用いた動物はドナー、レシピヱントともウイスター・今道系ラ ットである。 ドナー

として 21日齢、レシピエントとして 12週齢・未経産の4日型発情周期を 3回以上繰り

返した健康な雌ラ ットを用いた。発情前期の夜に精管結葉雄ラヴト と同居きせ翌日腹栓を

確認したものをレシピヱントとした。睦栓確認日を 0日として偽妊娠4日目に卵巣を移植

した。ぺントバルビタール・ソヂウム (5mg/ラット)で前麻酔、ジヱチルエーテルで

追麻酔したレシピヱントの子宮角を露出して、子宮角中央部反間膜側に小孔をピンセット

(INOX7番)で開け、移植査前に麻酔下で摘出した卵巣をそのまま挿入した。挿入後

直ちに眼科用縫合糸で子宮角の小孔を縫い合わせ、続いて腹壁を縫合し移植を終了した。

注射用脂肪乳剤(イントラファット、大五栄養化学)でhCGを融解し移植後投与した。

生着の判定は、おおむね Braw& Tsafririの判定基準によった。すなわち、果粒層細胞に

核濃縮が認められないこと、同細胞に分裂増殖像が認められること、ならびに卵母細胞の

核膜が崩壊していないことをもって生着卵巣とみなした。閉鎖卵胞、黄体はど卵巣のほか

の構成物を観察対象から除外し非閉鎖卵胞にだけ注目した理由は本研究の目的は、最終的

には卵母細胞の採取だからである。卵巣移植後9、10、11、12、13、14、15日日に剖検したの

っι
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発情前期 偽妊娠4日目 移植後5日目

精管結禁雄 卵巣移植 hCG30iu 剖検移植後

と同居 T または、 oi u 9、10、11.12、

hCG30iu 13、14、l明日

または、oi u 

[結果]

hCG投与による移植卵巣「生存Jの延長

h C G Oiu+Oiu 30iu+ 30iu 

9日 30% 37% 

生 10日 27 3 0 

11日 27 2 3 

12日 10 

13日 15 

14日 10 

1ち日 3 

3

7

9

2

 

'
E
E
A

唱
E
A

[考察]

hCGにより移植卵巣「生存」のあきらか <写真説明>

な延長は、認めることができなかった。

[文献]

1 ) 第76国家畜繁殖学会、 198 9年

2 ) 第83回日本畜産学会大会、 199 0年

締接12間仁酬し、崎t 1f札た例。 hCG30 iu+hCG30iu~

3) Braw， R.H. & Tsafriri. A.，J.Reprod.Fert.，日6.267-272.1980
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NAOP-dependent prostaglandin dehydrogenase in preimplantation rabbit embryos 

;¥ histochemical studν 

新村末雄・石田一夫

Sueo N 11門URAand Kazuo ISHIOA 

新潟大学農学部畜産学科

Oepartment of Animal Science. F'aculty of Agriculture， Ni igata University 

目的:近年、ウサギ、ア夕、ヒツジおよひウシの旺盤胞は各種のプロスタグランジン(PG)を含有し

ているとともに、 PGの合成能を持っていることがinvitroの実験で調べられている。なお、合成され

たPGは旺盤胞の着床過程に密接な役割を果たしているといわれている。一方、 鴫乳動物旺において、

PGの不活化の第一歩を担っているPG脱水素酵素(PGOH)は、ハムスター 1)、マウス2，3)およびアタ4・で

各種のPGを基質に用いてそれぞれ組織化学的に検出されている。 PGOHは補酵素に対する依存性から I

型(NAO依存性〉と H型(NAOP依存性〉に分けられているが、これまで晴乳動物旺において検出されて

いるのは I型のみであり、 E型PGOHが晴乳動物旺に存在するか否かは不明である。本実験は、未受精

期から庇盤胞期までのウサギの卵と旺について、 PGE2を基質に用いてE型PGOHの活性の検出を組織化

学的に試み、ウサギの卵と旺にこの酵素が存在するか否かを検討するとともに、 I型PGOHの活性の存

在も併せて槙討したものである。

方法:j共試動物として日本白色種のウサギを使用した。観察した卵と旺は、前核期、 2細胞期、 4

ないし8細胞期、桑実旺期および旺盤胞期のもので、交尾後それぞれ16時間、 211時間、118時間、72時

間および120時間に、卵管あるいは子宮をリン酸緩衝塩類溶液(pH7.11)でかん流して採取した。な

お、未受精卵は雄と交配させる代わりにhCGを注射した雌から、 hCG注射後12時間に採取した。 H型

PG加を検出するための基質液は、 Nissenand Andersenが使用した処方5'に準じて作成した。すなわ

ち、 PGE2( フナコシ薬品)0.3刷 、NADP(Sigma.U.S.A.)0.75州、 ニト ロBT(Sigma)0.075州および

リン酸緩衝液(pH8.0) 0.1門で、全量を 1mlとした。基質はあらかじめO.lmlのエタノールに溶解し

て使用した。また、 NAOPの代わりにNAOを0.75州含む基質液も作成し、 I型PGOHの検出にあてた。
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結果:未受精期から旺盤胞期までのウサギの卵と旺をH型PGOHの検出のための基質減に浸漬する

と、卵と旺の細胞質にジホノLマザン頼粒が観察された(図・1a)。この頼粒は基質を含まない液に浸漬

した卵と旺の細胞質には出現しなかったので(図-1b)、この頼粒がPCOH活性を現していることが確認

された。この頼粒の沈着量からH型PCOH活性を判断すると、活性は 1細胞期では強く、禾受精期と前

核期の卵で活性に相違はなかった。 2細胞期では

強度のものに混じって弱度のものも認められ、活

性が低下していた。また、 4細胞期から旺盤胞期

の旺ではすべてが弱度であった。なお、 NAOを補

酵素として用いた I型PGOHの活性も、すべての発

生時期の卵と旺に認められ、その強さはE型PGOH

のものと同じであった。

考察:PCOHは補酵素に対する依存性から2つの

の型、すなわちNAO依存性の I型とNAOP依存性の

E型に分けられるといわれており、これらは補酵

素に対して高い特異性を有していることが確かめ

られている。晴乳動物の卵と旺において、 I型PC 図1

DHは数種の動物で組織化学的に検出されているが

、H型PGOHは全く検出されていない。本実験の結

ぞ

a 

H型PCOH検出のための基質液に浸潰したウ

サギ2細胞旺(a)と対照の旺(b)

果から、 E型PCOHがウサギの卵と旺に存在することが初めて明らかとなった。 H型PCOHがウサギの卵

と庇に存在する意義については明らかではないが、プタ胞旺のトロホプラストでは、 PGA1、PGi¥:l、 PG

BI、PGB2、PGE1、PGE2、PGF1αおよひ'PGF2αのいずれを基質に用いてもH型PGOHを検出することがで

きなかったといわれており 4i、この酵素の存在はウサギの卵と症の特徴のように考えられる。また、

本実験の未受精期から旺盤胞期までのウサギの卵と旺が I型およびH型のPCOHを持っているという結

果、およびウサギの卵と旺がPGE2とPCF2αを含育しているという免疫組織化学的結果6)とを考え併せ

ると、ウサギの卵と旺は発生初期を通して常にPGを含有しているとともに、その代謝能を持っている

ことが示唆された。

主要文献:

1.新村末雄、石田一夫(1978).家畜繁殖誌， 24，16"'18. 

2.新村末雄、岡崎正幸、石田一夫(1987).日畜会報， 58，845.，.849. 

3.三善隆広、小泉攻、石田一夫(1984).家畜繁殖誌， 30，154"'158. 

4.新村末雄、石田一夫(1979).家畜繁殖誌， 25，79"'81. 

5.Nissen，H.門.and Andersen，H. (1968). Histochemie， 14，189"'200. 

6.Ni imura，S. and Ishida.K. (1989). Jpn.J.Anim.Reprod.， 35，222"'227. 
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The time of blastomere differentiation in preimplantation mammal ian embryos 

四谷伊公子・新村末雄・石田一夫

Ikuko YOTSUTANI. Sueo NI I門URAand Kazuo ISHIDA 

新潟大学農学部畜産学科

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

目的:初期発生の過程で晴乳動物旺は卵割を繰り返した後旺盤胞に移行するが、採取時期によって

は旺盤胞への移行像を示す分割旺を見ることができる。これらの旺では、割球が球形と扇平な細胞に

分かれ、内細胞塊細胞と栄養膜細胞にそれぞれ分化を始めている(分化庇〉。演者ら J)は最近、晴乳

動物では割球分化の開始が(1)8細胞期のもの〈ハムスター〉、 (2)16細胞期のもの〈ラット)、

(3) 8細胞期と16細胞期のもの〈マウス〉、 (4)64細胞期のもの〈ウサギ〉のあることを報告した。

今回は、これらの動物の分化妊の出現割合を排卵後の時聞を追って詳細に調べたので報告する。

方法:供試動物としてゴールデンハムスター、ラット(ウイスター系)、マウス (ICR系〉および

ウサギ〈日本白色種〉を使用した。いずれの動物においても、観察し，た妊は8細胞期から庇盤胞期ま

でのもので、ハムスターでは排卵後63-81時間、ラットでは83-113時間、マウスでは56-88時間、

ウサギでは31-88時間に卵管または子宮から採取した。採取した一部の旺は直ちに位相差顕微鏡で観

察し、残りの旺はグルタルアルデヒドとバラホルムアルデヒドの混液とオスミウム酸で二重固定した

後エボキシ樹脂に包埋し、厚切り切片を作製した。この切片にはトルイジン青染色を施した。なお、

栄養膜細胞の接合装置を観察するために、一部の包埋試料は超薄切片として電子顕微鏡で観察した。

結果:各動物の排卵後の時間経過に伴う分化旺の出現状況は図1に示す通りである。すなわち、ハ

ムスターでは割球が分化するのは8細胞期で、排卵後64時間に旺全数の40.9%に分化旺が出現した。

ラットでは割球の分化は16細胞期で、排卵後89時間に旺全数の 6.3%に分化旺が出現し、 32細胞期で

はすべて分化旺であった。マウスでは割球の分化は8細胞期で、排卵後60時間に旺全数の44.7%に分

化粧が出現した。排卵後60-72時間では割球が分化していない16細胞期旺が相当数観察されたが、 32

細胞期ではすべて分化旺であった。ウサギでは割球の分化は64細胞期で、排卵後58時間に旺全数の38
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図1 ハムス夕 、ラット、マウスおよびウサギの分化匪の出現状況

.0%に分化阪が出現した。なお、割球分化の指標となる接合装置の形成は、いずれの動物においても

分割旺にはみられず、分化旺になって初めて認められた。

考察本実験において、ハムスターの分割旺の割球分化の時期は従来の報告主〉と一致していたが、

ウサギではGregoryの結果3)と異なっていた。すなわち、彼はウサギでは32細胞期に割球分化が起こ

ると述べているが、本実験では排卵後58時間の64細胞期に初めて観察された。ウサギの旺を電子顕微

鏡で観察したところ、割球分化の指標となる栄養膜細胞聞における接合装置の形成は32細胞期ではみ

られず、 64細胞期になって初めて観察された。したがって、ウサギの分割旺における割球分化の時期

は64細胞期が正しいものと思われる。一方、マウスの分割旺の割球分化の時期は研究者の聞で一致し

ておらず、 DucibellaとAnderson引は8細胞期であるといっており、 Handyside)は16細胞期である

と述べている。本実験において、マウスの分割旺の割球分化は8細胞期で起こったが、分化していな

い16細胞期旺も相当数出現していた。しかし、 32細胞期ではすべて分化旺であったことから、マウス

では割球分化は一部の旺では8細胞期に始まり、一部の旺では16細胞期に至って初めて始まることが

明らかとなった。これらの相違はマウスの系統の違いによることも推察される。

主要文献

1.四谷伊公子・ 新村末雄・石田一夫(1990). 第83回日本畜産学会大会〈口演).

2.石田一夫(1971). 家畜繁殖誌， 17， 25・28.

3. Gregory，P.W.(1930). Contr.Embryol.Carnegie Inst.，21，141-173. 

4. Ducibella，T. and Anderson，E.(1975). Dev.Biol.，47，45・48.

5. Handyside，A.H.(1981). J.Reprod.lmmun.，2，339-350. 
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Studies on the totipotency and pluripotency of the mouse primordial germ cells， 

with a special reference to aggregation method 

加藤容子・角田幸雄

Yoko KATO and Yukio TSUNODA 

近畿大学農学部畜産学教室

Laboratory of Animal Reproduction，College of Agriculture， 

Kinki University 

目的:始原生殖細胞(primordialgerm cells，PGCs)は，将来，精子あるいは卵子へと分化できる唯

一の未分化な細胞群である。 PGCsは，精子あるいは卵子へと分化し受精後全能性(個体へ発生する

能力)を獲得するが，未分化の状態で全能性または多能性(キメラを形成する能力)を有するか否

かは不明である。 TsunodaらI}は先に，雄PGCsの核移植を行い，再構築匪は少なくとも体外で臨盤

胞まで発生するがレシピエントに移植後産子は得られないことを明らかにした。そこで，今回はPG

Csを用いて，集合法による多能性の検討すなわちキメラマウスの作成を試みた。

材料と方法:実験に用いたPGCsは， De Felci and McLaren2}に従って，性別および日齢別に生殖隆

起よりそれぞれ分離・採取した。すなわち， 12.5"'"'16.5日齢のCD-l系アルビノマウスの胎子よりPB

S液中で眼科用メスと先の鋭いピンセットを用いて生殖隆起を分離し，ついでEDTA添加培地内に15

分間静置したのち， 10%FCS添加PBI液中に移し， 27ゲージの注射針でつつくことによって， PGCsを

浮遊させた。 PGCsは，実験に供すまで流動パラフィン下のPBltl0月FCSドロップ中で保存した。供試

匹は，過剰排卵FI雌(C57BLx CBA)にCBA系雄を交配し， hCG投与後 時間目にM2液で採取した 8細

胞期佐を用いた。集合は，①従来の透明帯除去匹との集合法3)と，②PGCsを囲卵腔に注入する方法

4 }との 2種のやり方で行った。すなわち，①フ。ロナーゼ処理により透明帯を除去した 8細胞期匹と

PGCsとをPHA添加溶液内で， ピペットや先を丸めたガラス針を用いて接着させた。②あらかじめマ

イクロマニピュレーターを用いて透明帯の一部をカットした 8細胞期匪の囲卵腔に，数個-10個の

PGCsを注入した。いずれも操作匹は， M16液で一晩培養後，桑実JIf-廃盤胞に発生したものを，妊

娠 0.5日餓マウスの卵管または 2.5あるいは 3.5日齢の子宮へそれぞれ移植した。

結果:①透明帯除去 8細胞期匹と集合させた307個の匹のうち294個(96%)が桑実匹~匪盤胞に発

育した。そのうち269個をレシピエントに移植したところ57匹(21%)の産子が得られたが，PGCs由

来の遺伝形質を示す個体はみられなかった。②透明帯カット 8細胞期匹との集合の結果，表に示す

ように96%の匪が発育し， レシピエントに移植したところ142匹の産子が得られた。しかしながら，

①と同様に明らかなキメラ個体は得られなかった。

27-



晴乳卵研誌 (J.Mamm. Ova Res.)第7巻第 1号 1 990年4月

以上の結果より本実験で、はマウス始原生殖細胞の多能性を証明することはできなかったが， 今

後匪盤胞への注入法あるいは核移植による初期化技術を用いてさらに検討を進めてゆきたし、。また，

PGCsの細胞内分布やその運命についても検討する必要があると恩われる。

I)Tsunoda， Y.， Tokunaga， T.， Imai. H. and Uchida， T. (1989)Development 407，107. 

2)De Felici.M.and A.McLaren (1983) Exp. Cell Res.144，417. 

3)Tarkowski， A. K. (1961) Nature 190，857. 

4)Tokunaga， T. and Tsunoda， Y. (1990) Ms. in preparation 

表 マウス始原生殖細胞と透明帯カット 8細胞期匹との集合成績

胎子の 胎子の 供試匪数 発育匪数 移植匪数 妊娠雌数/レシピエント数 産子数
性別 日 齢 (%) 

12.5 45 44 42 1/ 3 (33) 9 
13.5 120 111 105 5/10 (50) 31 

雌 14.5 50 50 48 3/ 4 (75) 18 
15.5 40 39 40 3/ 4 (75) 18 
16.5 36 32 32 1/ 3 (33) 8 

12.5 49 46 46 2/ 4 (50) 5 
13.5 80 80 77 5/ 8 (63) 12 

雄 14.5 31 31 30 2/ 3 (67) 5 
15.5 51 50 50 4/ 5 (80) 22 
16.5 31 30 30 2/ 3 (67) 14 

合計 533 513(96) 500 28/47 (60) 142(28) 
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ハムスター卵成熟過程の電気生理学的解析

Electrophysiological study on the maturation of hamster oocytes 

藤原敏博・堤 治・綾部琢哉・矢野 哲・ 三橋直樹・水野正彦・宮崎俊一*

Toshihiro FUJIWARA ， Osamu TSUTSU門1， Takuya AYABE ， Tetsu YANO ， 

Naoki門ITSUHASHI ，門asahikoMIZUNO， Shun-ichi門IYAZAKI*

東京大学医学部産科婦人科学教室 ，東京女子医科大学第2生理学教室*

Department of Obstetrics and Gynecology，Faculty of 門edicine，Universityof Tokyo 

Department of Physiology， Tokyo Wemen's門edicalSchool * 

〔目的〕晴乳類の卵成熟における卵の成熟度の指標としては、卵核胞崩壊 (GVBD)や

極体の形成といった形態学的な指標が従来から用いられているが、これらの指標において

は定量性に乏しい点と、主として核レベルでの成熟度の把握に止まる点が短所であった。

ところで、成熟ハムスタ 卵では受精に際して細胞内カルシウム (Ca )の周期的増加が

起こることが近年明らかにされた 1)。このメカニズムとして、受精時に細胞膜に存在する

phospholipase Cが活性化され、 phosphatidylinositol4，5-bisphosphateの分解の結果

産生される inositol1.4，5-trisphosphate(I P3)が、二次メ ッセンジャ ーとして細胞内

C aストアからの Ca わの遊離を引き起こすとされている 2)。成熟度の低い卵では透明帯

を除去しでも受精が不完全な形でしか起こらないが、この原因として上記のメカニズムの

発達が十分でないことが想定される。従って、成熟過程の各々の時期にある卵で上記メカ

ニズムの発達過程を調べることは意義のあることであり、またその発達過程に一定のパタ

ーンがあれば、これを卵成熟度の指標とすることが可能であると考えられる。ハムスター

卵では細胞内 Ca 2+の増加が細胞膜電位の過分極反応 (HR) として電気生理学的に捉え

ることができるので、今回成熟段階の異なる卵に対して 1P 3 の細胞内徴量注入を行い、

HRの値の変化の解析を試みた。

〔方法〕成熟雌ゴールデンハムスターより採取した卵を材料として用いた。透明帯を除去

した卵にマイクロマニピュレータ ーを用いてガラス徴小電極を 2本刺入し、一方の電極よ

り 1P 3 を一回の電流パルス (5nA ，1 sec) により細胞内微量注入し、惹起される HRを

他方の電極により記録した。実験は、1)PMS-hCG投与後各時間毎に卵巣または卵管より採
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取した卵、 2)P門S投与48時間後に卵巣より採卵し、卵丘細胞を除去した後 in vi troで培

養した自然成熟卵、について行 った。

〔結果J p門S投与48時間後の未成熟卵の HRは10.4:i::5.5mV (mean:i::SD)であった。実験

1)では hCG投与後の時聞の経過に伴いHRは増強し、投与 4-6時間後に一時横這いとな

り10-12時間後に 40mVを越え、以後最大レベルに達した(図 1)。実験2)では培養開始

直後より HRは急激に増強し、 1-2時間後に 35mV程度のピークを形成した後低下し、

3時間以降培養16時間後まで30-25mVの範囲を推移した(図2)。

(図1) in vivo成熟における HRの変化 (図2)in vi tro成熟における HRの変化
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〔考察J1.卵成熟と共に 1P 3 によって誘発される HRの増強が認められた。即ち、卵成

熟に伴い 1P 3 による細胞内 Ca遊離機構が発達することが示され、これが細胞膜・細胞

質レベルでの卵成熟の解析に有用な定量性のある指標と成り得ると考えられた。

2. H R増強パターンが invivoおよび in v i troでの成熟様式において異なっており、本

指標でみる限りこの 2つの卵成熟過程が異なるものである可能性が示唆された。

〔文献〕

1)門iyazaki，S.，Hashimoto，N.，Yoshimoto，Y.，Kishimoto，T.，Igusa，Y.and Hiramoto，Y. 

(986) Developmental Biology ， 118 : 259-267 

2)門iyazaki，S. (988) J. Cell Biology ， 106 : 345-353 
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マウス初期症発生段階における

DNA合成の検討

DNA synthetic activity in preimplanted mouse e 皿bryos

原因省・谷川正浩 ・大野原良自・見尾保幸

HARADA Tas叫{u.TAN1KAWA Masahiro. ONOHARA Yoshi皿asa.M10 Yasuyuki 

鳥取大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology. Tottori University. School of Medicine 

〔目的〕 マウス初期匪のDNA合成の指標として ド H)thymidineの取り込み(incorporation)を測定し、

時間経過に伴う取り込みの変化、 BSA (ウシ血清アルブミン)添加の影響、 invivo および~in VitTO発育旺の

比較検討を試みた。

〔方法) B6C3 F，雌マウスに、 PMS-hCGで過排卵処理を行い、同系の雄と交配後、 hCG注射から44(Day2). 

68(Day 3). 90(Day 4)時間後に、それぞれ、 2細胞匹、桑実匹、匹盤胞を採取した。 2細胞怪はBlfW培養液中

(BSA 1皿g/皿l添加)で5%COzin Airlこて、 24~72時間培養した。 2細胞臨は28~52時間後iこ、桑実匪、匹盤胞

は採取後直ちに皿ethy1- [' H) thymidine(50μCi/皿1)を含む BWW培養液中で 4時間培養した。 [3H)の取

り込み値はBallingらの方法に準じて 5個ずつ液体シンチレーションカウンターにて測定した。なお、各測定

値はそれぞれ ド H)中での培養 0時間値を差し引いた値を元に算出した。

〔結果) 2細胞症から invitroで培養した怪盤胞を用いた実験で、臨の数(5.10. 20個)と c'H)中

での培養時間(2.4. 6時間)により ['H)の取り込み値がほぼ直線的に増加することを確認した。

in vitro発育座で、は、 Day3. Day 4と [lH)の取り込みは増加したが、 Day5では Day4のカウントに比

較し半減した(Table.1)。

in vitro とinvivoの発育阪を比較検討すると、 Day3で invitro Jffiが invivoJffiより高値をとったが、

Day 4ではinvivo匪が高値を示した(Table. 1)。

培養液に添加したBSAの影響についてみると、 52時間培養後の後期臨盤胞の発生率に差は認められなかった。

同様に、陸態胞の [lH)の取り込み値にも差は認められなかった(Table.2)。
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Table. 1 ド H)thymidine incor凹ration(d.p.皿./e田bryo)in in vitro and in vivo 

developed田ouseembryos 

Day after hCG(hours after hCG) 

Day 3 Day 4 Day 5 

(68-72) (92-96) (116) 

in vitro 782:t141 1900:t202 849士191

(6) (17) (9) 

1n V1VO 616:t138 2241:t195 

(9) (7) 

Number of groups(5 e皿bryos)in parentheses 

Table.2 (' H) thymidine incor凹ration(d.p.m./embryo)in Day 4 embryos(96 hours after hCG) 

cultured in BSA supplemented and路，Afree血edi咽

BSA十

BSAー

No of groups 

11 

17 

Counts 

2021士268

1958:t252 

〔考察〕 ヒト体外受精あるいは家畜体外受精技術においても、移植前座の正常性と発育能に関する客観的

評価法が強く望まれている。 今回、我々は侵襲的な方法ではあるが、 (， H) thymidineの取り込みを用い

DNA合成を測定することにより、座発育を評価することを試みた2)。

in vitro とinvivo発育旺を比較検討すると、 in vitroでの匹発育が、培養時間が長くなるに従い遅延

する傾向がみられた。 また、 invitroで、発育したDay5の後期医盤胞で取り込み値が低下したのは、 S期に

対しG1期にある怪胞の割合が増加するためと推測された引。

〔主要文献〕

1. Balling R and Beier HM. Toxicology. 34. 309. 1985. 

2. Fischer B. J Repr吋 Fert.79. 115. 1987. 

3 Streefer C et al. Cel1 Tissue Kinet. 13. 139. 1980. 
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左ドイ本タト雪を来青における犀葺華笠伝子のJfi:L詫針生主たと
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Serum hormones at slaughter and development of oocytes 
matured， fertilized and co-cultured in加vineIVF 

高木優二1・森一樹2.長谷川喜久3・菅原七郎J.正木淳二E

Y. T拙agi，K. Mori， Y. llasegawa， S. Suga'回 ra，J. Masaki 

1)東北大学農学部家畜繁殖学教室
2)雪印乳業 ET研
3)群馬大学医学部産婦人科学教室

1) Lab. of Anim. Reprod.， Fac. of Agri.， Tohoku University 
2) Embryo Transplantation Lab.， Snow Brand Milk Products Co.，Ltd. 
3) Dept. of Gynecol. and Obstet.， Fac. of Medicine， Gunma University 

【目的1 近年、屠場由来の牛卵巣より採取した卵胞卵子を体外成熟・体外受精・体外発生させた

移植怪から産子が得られるようになり実用化段階に入っている.しかし、移植可能匪は卵巣より採取

される卵子の10%~25%と依然低く、数多くの卵巣を用いる必要がある。また、牛の過割問H処理におい

て、 一般的に個体差が大きい乙とが認められており、卵巣側の投与ホルモンへの反応性が各個体によ

って異なるためとされ、体外受精においても個体差の問題を考える必要がある。さらに、体外受精に

供試される卵巣は、性周期の異なる雌個体より採取されたものであり、性周期によりその後の匪発生

が異なるかどうかについても検討する必要がある。以上、本研究では、個体毎に卵胞卵子を股引法お

よび細切法により採取し、採卵数およびその後の発生率と、卵巣の形態および屠殺時の血液性状との

関係について検討したので報告する。

[方法】 屠場より牛卵巣(黒毛和種)および血液を個体ごとに採取し研究室に持ち帰った。卵巣

中の卵胞数(1個以上)、黄体数、大きさおよび重量を測定後、以下の方法で卵胞卵子を採取した.

①24頭分の卵巣より吸引法により卵巣表面に認められる小卵胞から採取したo@暖引採取した後に卵

巣皮質を m-PBS+PVA(lmg/ml)液中でメスを用いて細切して、吸引採取されなかった卵胞より卵子を採

取した.採取した卵子は①@別々に洗浄後、成熟培養は251訓阻PES緩衝 TCM-199+10%FCS液で22時間

行なった。精子は凍結精液を用い、 100剖カフェイン加 BSA欠BO液で2回洗浄後、精子濃度を調整し (3

XI07/ml )イオノフォア処理 (0.hM 60~90秒)を行なった。媒精は、 50111 (20略/mlBSA加即液)の

受精培地に精子を50111添加して行なった。媒精後6時間後に発生培地 (TCM-199+5%FCS)に卵子を移し

換えた。穎粒膜細胞からの遊離は、媒精後72時間に行ない、以後その上で培養を継続し、 48時間ごと
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に培地のみを交換した(森ら、第82回目畜)。血中各ホルモン (FSH、UI、inhibin、E2、P")語度は

RIA法により測定した。

Table 1 Development of follicular oocytes matured. fertilized and cultured in vitro(n=24). 

Methods of No. of ∞cytes No. and % (mean _LSE) 91 _ oocytes _ dl3_v~Lo~d to: 
collection inseminated 主2-cell 主8-cell ~ Morula きBlastocyst

Aspirate 427(17.8士1.9) 300(12.5士1.9) 184( 7.7士1.4) 137(5.7士1.0) 90(3.8士0.7)
58%士7% 35%士5% 26%士3% 17%士3%

Mince 344(14.3士1.9) 174( 7.3士1.4) 94( 3.9士0.8) 71(3.0士0.7) 47(2.0士0.5)
53%士6% 31%士3% 24%士3% 15%士2%

Total 771(32.1士3.2) 474(19.8士2.8) (11.6士2.0) (8. 7士1.5) 137(5.7士1.1)
54%士6% 32%士4% 24%士3% 15%士2%

Table 2 Correlation between development 
of embryos and horumones level 

Correlation to inhibin 
Total Aspirat Mince 

No. of ∞cytes 
と2-cell
主8-cell * r=.54 * r=.53 
~ Morula * r=.56 念 r=.57* r=.52 
とBlast
% of 2-cell * r=.53 
% of 8-cell 牢牢r=.65
% of Morula 傘 r=.59牢傘r=.68
% of Blast * r=.58 * r=.58 
No. of follicle 
No. of CL 

{結果]表1に吸引法および細切法により採取

した卵胞卵子の培養後の発生結果を示した。各採

取方法共に供試可能卵子数と各ステージへの発生

怪数との聞に正の相闘が認められた(pく0.001)0

しかし、発生率については吸引法のみに相関

(pく0.001)が見られ、吸引採取される卵子数が多

い卵巣ほど発生率が高くなることが示された。 一

方、細切法で採取された卵子は、卵巣に関係なく

一定の割合で発生する乙とが示された。大卵胞数

および黄体数と他の因子との聞には全く相関は見
CL:corpora luteum 牢 pく0.05;林 pく0.01

られなかった。また、卵巣の大きさと吸引法での

8細胞、桑実匹、匪盤胞への発生匪数および8細胞、匪盤胞への発生率との聞で正の相関(p(O.OOI)

が見られたo FSH、出、 L、九、 P，，/E2、FSH/山、印/E2の血中ホルモン濃度と匪数、発生率および

ホルモン聞で全く相聞は認められなかった.しかし、表2'こ示した通り、血中 inhibin濃度との聞で
正の相闘が示され、屠毅時の血中 inhibin濃度が高い卵巣ほど匪盤胞への発生率が高い傾向が示され

た。特に、吸引採取された卵子でその傾向が著しかった。

【考察】吸引法および細切法で採取される卵子とで異なる傾向が示され、吸引法で採取される卵胞

卵子は卵巣の質に影響される乙とが示唆された.また、 inhibin濃度との相関より、血中inhibin濃度

が高くなる卵胞期後期の個体の小卵胞から卵子を採取した方が、その後の匹発生率が高くなることが

示された。

A
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1n vitro culture of rat eggs 

-Development of rat eggs in chemical defined media-

松本浩道 ・高木優二-菅原七郎・正木淳二

Hiromichi MATSUMOTO， Yuhji TAKAG1， Shichiro SUGAWARA， Junji MASAK1 

東北大学農学部家畜繁殖学教室

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

【目的】 哨乳動物受精卵子の体外培養は幅広く研究され、数多くの成果が得られている。しかし、

ラットでは、受精卵子の体外培養において 1細胞期から匪盤胞期までの発生成功例は無い。受精卵子

の体外培養では、動物種によりそれぞれ特有の発生段階で発生が中止する現象が知られている。ラッ

トでは 2-4細胞期プロックがあり、プロック解除は大きな課題となっている。そこで本研究では、ラ

ット受精卵子の培養法を確立するための基礎実験とじて、完全合成培地における 1細胞期、 8細胞期

からの培養法の検討を行った。

【Ji法】 ラットは本研究室で系統維持されている Wistar系ラットを用いた。スメアで性周期を確

認し発情前期を示した日の 1ち:OOhに交配させ、翌朝の腫絵確認をもって妊娠第一日とした。 1細胞期

の卵子は妊娠第一日の6:30-8:00hに卵管膨大部の切開により、 8細胞期では妊娠第4日の 11:00 -

13:00hに卵管潅流により回収した。卵管の潅涜、 回収卵の洗浄は P邸(+)で行い、発生培地と同じ培

養液で3-5回洗浄後、ミネラルオイルをかぶせた0.35mlの培養液中で培養した。培養液はマウス卵子

の培養に用いられるTYH、BMocm、本研究室においてメタ卵子培養用に開発されたMIIなどで

検討した。表1に示した培養液は全て血清類を0.5略/mlの PVAにおきかえた。さらに、各培養液は

lμg/ml Insul in， 10μg/ml Transferrin， 0.29ng/ml Selenius acid、アミノ酸は Eagle's 

minimal essential mediaのアミノ酸(G1BCO社)をそれぞれ添加して用いた。発生状況は実験開始後

24時間ごとに観察し、 48時間ごとに培地交換を行った。

【結果】 1細胞期からの培養では2-4細胞期でプロックが起こり、それ以上の発生はみられなかった。

しかし表1に示したように、 8細胞期からの培養では、 1T3+ Non essential amino acidの区におい

て培養液閣の発生率の差がみられた。そこで最も発生率の良好であったBMocmを用い、添加する

アミノ酸の質を変えてみた。その結果、アミノ酸添加は発生に有用であるが、 Nonessential amino 

民
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acidとEssentialamino acidを同時に添加した区の発生率は低かった.

Table 1 Development of rat embryo from 8-cell stage 

Culture Growth Amino Total No. and (%) eggs developed to : 

no. of 

medium factor acid eggs 注16-cell孟morula注blastcyst逗exp.B注hatchingB 

TYH 1， T， S N 25 22(88.0%) 17(68.0%) 12(48.0%) 3(12.0%) 。(O. 0%) 

MII 1， T， S N 26 15 (57. 7%) 12 (46. 2r.) 7 (26. 9%) 2( 7.7%) O( 0.0r.) 

BMOC班 1， T， S 18 11(61.1%) 10(55.6%) 9 (50. 0%) 5(27.8%) 1 ( 5. 6%) 

BMocm 1， T， S N 29 27 (93. 1%) 22 (81.日)21(72.4%) 14(56.0%) 1 ( 3. 4%) 

BMocm 1， T， S E 27 20(74.1%) 19(70.3%) 18(66.7%) 10(37.0%) 4 (14.8%) 

BMocm 1， T， S N，E 25 19 (76.0%) 11 (44.0%) 10 (40. 0%) 6 (24.0%) 3 (12. 0%) 

1 : Insul in T : Transfcrrin ， S : Selenius acid 

N : MEM non essential amino acid E : MEM amino acid solution without L-glutamin 

【考察】本実験から、 1細胞期とブロック解除後の8細胞期では発生に必要な物質が追うことが分か

った.また、 8細胞期からではアミノ酸が有用であるが、発生に必要なものは Nonessential叩 ino

acidに存生していることが示唆された。さらに、 Nonessential amino acidとEssentialamino 

acid の両hを添加した場合、発生率が低下することから、この発生段階では両者はきっ抗レて働く

と思われる。しかし、例数をふやし、さらなる検討を加えて発生との関わりを明らかにする必要があ

る.

【主要文献】

1) Yut心<a.TOYODA and M.C.CHANG(1974).Fertilization of rat cggs in vitro by epididymal spe-

rmato-zoa and the dcvclopment of eggs following transfer. J. Rcprod. Fert. 36，9-22. 

2) Kohei WADA， Toshitaka HORIUCHI，Shichiro SUGAWARA and ，Junji MASAKI. (J981).Culture of rat 

eggs in vitro.Tohoku Journal of Agricultural Research. 32，3. 

3) Toshita.ka HORIUCHI， Mariko OHTA，M出 aruKOJIMA， .Tutaro TAKAHASHI， Shichiro SUGAWARA， .Jun.ii 

MASAKI. (1983). In vitro culture of rat eggs from eight-ccll to blastcyst in a modified Dul-

bccco' s med i um.日本不妊学会誌、 28.3

4) X.lang ， J. Rl1tledge and D. T. Armstrong. (1989). In vitro development of preiroplantation 

「礼tcmbryos in chemically dcfincd mcdi;l. Society 1'0¥ the Stl1dy of Rr.prodllction.338. 
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近交系マウス未受精卵の超急速凍結保存

Cryopreservation of unfertilized mouse oocytes 

from inbred strains by ultrarapid freezing. 

中潟直己

Naomi Nakagata 

順天堂大学医学部共同病理研究室

Central Laboratory for Medical Sciences， Division of 

Pathology， School of Medicine， Juntendo University 

目的:最近、演者は、高濃度の保存液を用いて超急速的にF1由来マウス未受精卵の瀬古保存を試み、良

好な成績が得られたことを報告した1)。そごで本実験では同様な包曾速凍結法を用いて、 B札B/c，C3H/He， 

C57BL/6およびDBA/2の近交系マウス未受精卵の凍結保存を試み、融解後の生存性について検討を行った。

方法:5iu PMSGと5iuHCGにより、過封印H処理を施したBALB/c.C3H/He.C57Bν6およびDBA/2の雌マウス

( 1 O~ 1 2週令)の卵管膨大部より、 HCG投与後14-15時間に採取し、 0.1%hyaluroni也seで卵丘細胞を

除去した裸化卵子を実験に供した。凍結は、卵子を20%FCSを含む町下培地2)内で1ト 20分培養後、直接

ザン7リげチュ-1(vo1ume:0.5ml. Sarstedt Co..Ltd)内の DAP2133) (2M dimethyl剖 lphoxide.1M acetamide. 

3M propylene glycol in Dulbecco・sphosphate buffer saline)に移し(1サげリげh-1当たり15-25個)

、5-10秒後に、液体窒素中に浸漬するごとにより行なった。融解は凍結してから3-5週間後に液体窒素保

管器よりわ7リi'lh-1を取り出し、 37"Cの温水中で素早く加温と同時に0.3Msucrose(in Dulbecco's phos-

phate buffer saline)を加えDAP213を希釈、町下培地にて洗浄後、卵子の形態学的検索を行なった。続いて

形態的に正常と判定された卵子を授精用町下培地に移し、 ICR系成熟雄(1 O~ 1 4週令)の精巣上体尾部

精子を用いて体外受精を行ない、授精24時間後に2細胞期へ発生した卵子を偽妊娠第1日目の受容雌へ移

植することにより新生仔への発生について検討した。

結果:融解時における回収卵に対する形態的正常卵の割合は、 BALB/c.C3H/He.C57Bν6およひqJBA/2でそ

れぞれ76.8%(129/168).84.2%(123/146). 90.9%(140/154)および60.2%(112/186)とC57BL/6で最も高値を示

した。表1に、授精24時間後に2細胞期ヘ発生した卵子の割合を示す。 2細胞期への発生率は BALB/c.

C3H/Heおよひ(C57BL/6で約70%ιL上と良好であったが、 DBA/2ではわずか33.慨にとどまった。 2細胞期へ

発生した卵子の移植成績を表2に示すが、各系統において移植匪の18.4%-43.0%が新生仔ヘ発生した。
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Tab1e 1. The rate of 2-ce11 e皿bryosthat deve10ped from frozen-thawed 
unferti1ized mouse oocytes 24 hr after insemination in vitro. 

Strain No. of oocytes No. and (も) of oocytes 

examined deve10ped to 2-ce11 stage 

BALB/c 129 102(79.1) 

C3H/He 123 87(70.7) 

C57BL/6 140 119(83.4) 

DBA/2 112 38(33.9) 

Tab1e 2. Deve10pment to 1ive young of 2-cell e皿bryosderived fro皿 frozen-thawed

unferti1ized mouse oocytes after transfer to pseudopregnant recipients. 

No. of No. of No. of anima1s No. of 1ive young 

Strain recipients 2-ce11 embryos which de1ivered 

used transferred live young ♀ ♂ Total(も)

BALB/c 7 102 7 14 20 34(33.3) 

C3H/He 6 87 5 11 16 27(31.0) 

C57BL/6 8 114 7 27 22 49(43.0) 
DBA/2 3 38 2 5 2 7(18.4) 

考察:也管速的に凍結したB札s/c，C3町He，C57BL/6およびDBA!2の未受精卵は融解後、体外授精により受

精可能であり、少なくともその一部は新生仔へ発生するごとが知られた。しかしながら、系統によっては必

ずしも良好な結果が得られず、今後、さらに検討を要するものと思おれる。

文献

1) Nakagata. N. (1989). Hi由 surviva1rate of unferti1iz剖冊useoocyt田 aft也、vitrification.

J. Reprod. Fert. 87， 479-483. 

2) Quinn，P.Q.， Kerin，J.F.， & Warnes，G.M. (1985). Improved pregn加 cyrate in human in vitro 

ferti1ization with the回 eof a medi四 basedon the c咽凹sitionof human tu凶1fluid. 

Ferti1.Steri1. 44， 493-498. 

3)中潟直己(1989) 体外受精由来マウス前核期卵受精卵の包雪速凍結保存について

日本不妊学会雑誌.34， 757-760. 
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混合耐凍剤によるマウス腔の凍結

町田zingof rrouse自lbryos
お1cryoprotE氾匂n七凶.xturモ

石森久雄，宇高健二

出足並コ鼠山IDri，Kenji批aka

雪印字喋鞠受精瞬嫡研究所

EirtJ可oTrヨ碍lan回Iti，∞I.al:xJra:匂可，Sn::測量溜rlMilk 民団l.C回白.， [;世.

目的】帰国耕助匪の凍結においては種々の耐凍粉河し、ら札それらの比較検制注されている 11210匪の

解凍後の生存性に関与する要因のーっとして凍結時の睦の発育段階カt挙げられ3，4， 5)、発育段階によって適し

た耐凍剤の種類が異なると報告されている 5)。また耐凍剤は一般に鞘虫で用いられることが多いれ耐凍剤を

混合して高い生存率料専られたとの報告がある 6，7)。そこで今臥耐凍剤を混合した場合のマウス8細胞期匹

と回避胞の解凍後の生存性の比較および混合の有効性について検討した。

【材料と方法】マウスぽ泣3Fl1い5週令)Iこi幽閉拠置を施し、問投学4--e6時間後に8細胞期匪を、出~

C:X:J時間後に回避胞をひ再B(GIBJ))+底込(斗噌/mi)(以下，FR3)で卵管および子宮を還流し匪を採取した。 凍結

メデ、イウムにl叫 yarol(G)、Ethyleagly∞，1(E)、prq:ν国)3glYl∞l(P)、目配せwlsulfa泊de(D)別種類
の耐凍剤を匝Eにそれぞれ 1.4叫濃度で諮解したものとそれらの凍結メデ‘ィウムを容積比 1:1で混合したもの

(6組:GtE， GtP， GtD， E+P， E+D， P+D )を用いた。

匪を室温下一段階で各凍結メデ、ィウムに1か---15分間平衡後、 0.l5nlストローに充損し、以下のように凍結し

た。斗℃から-4.80Cまで lOC/分で冷去仏植氷後1扮間保持して、 -330Cまで 0.30C/分で冷却後、液体窒索

中へ投入した。解凍は3ToCの砂kにストローを浸すことにより行った。耐凍剤の除去は匪を 0.5叫SlCn::毘加

民主3中に町子昧次いで毘S中に町子間浸潰することにより行った。その後匪をM168)中で培養し('57oC ， 93，芦

出口預∞2，飽和湿度)、 8細随瑚匪は岨時間後、匪盤胞は24時間後に拡張匪盤胞に発育した匪を生存匪とし

た。また対照として非凍結培養旺、を用いた。

【結果】 8細胞期匪の解凍後の生存率は、耐凍剤を単独あるいは混合して用いた場合、四:矧， P+D:82%， 

G+D:伎払 E+P:78~丸 E+D:TI丸 E:76'ゑ G:71明， P:6明， G+P:67:丸 D:55売の順であった。対照は反旗であった。 D

単独だけカf対照に比較して拡張胆盤胞への発育率は低かった(Pく0.01)。匪盤胞における解凍後の生存率は、

E+D:受払 D:8明，円D:部第， GtD必↓ゑ E:7C民 E+P泊甥， GtE:62%， P: 妥当~， G+P:51丸山主務の)1買であった。対照

は8甥であった。GtD，E+D， P+DあるいはD単独を郎、た場合、対照と比較して拡張回盤胞への発育率に差は

認められなかった。 8細胞期匪と阻盤胞で比較すると D単独あるい，;:tE+Dを郎、た場合は匪盤胞で高く、 G単

独あるいはG況を用いた場合は8細胞期匪で高かった(Pく0.01)0E， P， GtP， GtD， E+Pにおいては差は認めら

れなかった。
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Table. Development to ex戸nd剖 b泊st∞ystsof lIDuse 8-cell embryos 
or b泊st∞ystsfrozen in cryoprotEョctantsingle or mixture 

同町四国酔Sof development 
8-cell叩 bryos blast∞ysts 

CryoprotEぉtant

日
昨
日
明

J
J
'
J
/
f
f
'
J
/
 

却
沼
目
崎

あ
叩
目
的

b c • 

a b c 

b c 

巴 亀

70 (28/40) 
76 (28/37) 
69 (29/42) 
55 (18/33) 

G
E
P
D
 

Single 

-
年

d

e

b
 

nU
広
J
1
1
1
s
円
/
-
ワ

I

R
J
F
h
J

「う
p
h
J
R
J
F
う

，r'
，J'
'
'
'
J
J
'
J
J
'

，J'
 

到
沼
田
話
回
目

白
引
倒
的
併
問

~ (36/叩) a 
67 (29/1↓3) b c 
80 (37/垢) a b 
78 (32/比1) a b c 
77 (33/43) a ι 
82 (31/38) ab 

P
U
P
A
D
P
D
D
 

m
V

伊

仙

b

b
円

Mixtぼモ

89 (63/71) ab 

G:Glycerol，E:Ethylene gly;∞1，P:日"Opylene gly，∞1，D:DiIa廿1ylsulfoxide 
Figures in戸児nthe田 srep開田ntno.of develoj)Eヨdembryos/no.of tha¥oai & cultur凶 embryos.
Values wiせ1different superscripts訂モ significantlydifferent in the sa肥∞lumn.(Pくo.町)
*:significantly different in the田肥r'OW.(Pく0.01) 

86 (37/昭) a b Control 

の鞘虫あるいは 6組の混合が【考察】今回の実験結果より、マウス8細胞期匹の凍結には D以外の G，E， P 

適していることが示された。また回並胞では E+D、P+D、G+Dに有効性が認められたが、これら3組の混合は

8細胞期匪と匪盤胞で比較すると D単独あるいはE+Dを用いた場合は阻輩D単独を超えるものではなかった。

G単独あるし、はG+Eを用いた場合は8細胞期臨で高くなり、発育脚皆による解凍後の生存性の也、胞で高く、

P+Dを用いた場合8細胞期匪と回避胞の昧および対照と比較して生存率に差はが認められた。しかしG+D，

認められなかったことから、 8細胞期匪と回並胞の解凍後の生存性の違い4.5)は、それらの組合せにより、改

善できることが示された。また E+Dも8細胞期匪と恒強胞において対照との差は認められず、G+D， P+D ， 

E+Dの3組が8細胞期匪と回避胞の両発育騨皆の凍結に適しているものと層、われた。

百個主a&日gお16)はマウス旧避胞の凍結において1.5あるいは 2叫濃度の D単独あるし、は1.;:Su濃度の

G+Dの混合が最も効果的であったと報告している。今回の実験でも D単独あるいはG+助咽澗包に有効である

ことが示さ才L、彼らの結果とほぼ一致した。さらに今回 E+Dでも高い生存率が得られたのは、解凍後の耐凍剤

の除去にSlCl'UEを用いたことによるものと推察されたが、耐凍剤を混合して用いた場合の耐凍剤の除去につ

いては今後擬すが必要と思われた。

【文献】1)出血iM，Ni同 K& Iri回niA(1981 )J.R句rcd.Fert.，63，175-1加.2)内海恭三(1釧)日畜会報

元，石橋武彦(1掛)嚇国糊卵子研究会誌，1，貯98.比)地ssipA，V.剖Der加畑1，55，523--531↓. 3)宮本

P & I..eroy F(l掛 )α'YQbio堵 y，21，574.5)浦野浩司、高橋芳幸、金川弘司(1蝉)家畜繁殖誌，32，13}---133.

6)Tal但主主 T& El.sc:知1RP(1982)官官iq抑'Dlogy，17， l09(a出廿.). 7)1色町四時z--La:た2IlBJJ，邑19raせ1JP&

砂場1tJr.則(1咲泡)官官:ig却logy，29，259(a出句、.).8)陥uttir伊国 ffi(1ヲ71)J.11:司pro:i.Fi町t.，14， 7-21. 
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カノレシウム ι〉交カ身言!:，こーコし、-c

Effect of elevated calcium concentration 

on fertilization of cumulus free mouse eggs in vitro 

板垣住明・豊田裕*

Yoshiaki ITAGAKI， Yutaka TOYODA* 

伊藤ハム中央研究所、*東京大学医科学研究所 獣医学研究部

Central R巴searchInstitute， Itoham Foods Inc.， *Department of Animal Pathology， 

Institute of M巴dicalScience， University of Tokyo 

目的:マウス卵子の体外受精に影響をおよぼす要因について数多く報告されているが、これらの報告

は排卵後の卵丘細胞に固まれた卵子(以下、排卵卵子)での成績がほとんどであり、卵丘細胞を除いた

裸化卵子についての知見は少ない。裸化卵子の体外受精では排卵卵子と同一条件下でも受精率は変動し、

至適条件 、言い換えれば卵丘細胞の受精に対する役割についても明らかでないり。一方、 受精成立に必

要な要因のうち、 Ca2+は受精に関連したあらゆる局面で重要な役割を果たしており、排卵卵子では1.7

lmMのCa2+濃度で安定した高い受精率が得られている2)。本研究では裸化卵子の体外受精における至適

条件を検討する目的で受精用培地のCa2+濃度を高めたところ、裸化卵子の体外受精成績に改善がみられ

(実験I)、さらにCa2+濃度と精子前培養時間の関係について検討を加えた(実験 ll)ので報告する。

方法:実験には雌雄とも 1C R系マウスを用いた。培地は精子前培養にはTYH、体外受精にはTY

H(1.71mM)およびTYHのCaCl2i濃度を 2倍(3.42mM)あるいは 3倍(5.13mM)に高めた培地を用いた。培

養はすべて37
0

C、5%C02の条件下で行った。卵子はPMSGおよびhCG各 5i uを48時間間隔で腹腔内投与した

雌の卵管膨大部よりhCG投与後15.5-16時間に採取した。卵丘細胞に固まれた卵子は、 150単位Imlヒアル

ロニダーゼを含むTYHで卵丘細胞を除去し、 TYHに移し換えて洗浄後CaCl2濃度の異なる200μlの

受精用培地に導入した。精子は精巣上体尾部より採取し、 400μ!のTYH内で前培養した 。受精は実験

Iでは精子前培養開始後80-105分の範囲内で行ったが、実験Eでは精子前培養開始後90-180分にかけて

30分間隔で同一前培養精子を用いて行った。裸化卵子を含む受精用培地への精子添加液量は5μ!とし、

精子濃度の範囲は 200~3501 μl であった。実験 I では精子添加後6時間以降にホールマウント標本を作

成し雌雄前核の形成がみられた卵子を、実験Hでは精子添加後24時間で2細胞期へ発生した卵子をそれ

ぞれ受精卵とした。
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結果: (実験 1)T Y H (1. . 71 mM)で前培養した精子を、同じCaCl2濃度の裸化卵子を含む培地へ添加

した区では56.5%が受精したのに対し、同一前培養精子を用いて3.42mMCaCl2を含む培地で受精させた区

では84.2%が受精 した(p<0.001;X2-検定)。一方、 5.13mMCaCl2を含む培地で受精させた区では40.0%と

低くなり、 4回の実験

における実験聞の変動

Table 1 Effect of calcium concentration on fertilization 
of cumulus free mouse eggs in vitro 

も最も大きかった。な

お、多精子侵入卵は、

3.42mMの2/64にみられ

たのみであった 。

Concentration 
of calcium (mM) 
1 • 71 
3.42 
5.13 

No.of eggs 
examined 
69 
76 
60 

No.of eggs 
fertilized 
39 
64 
24 

(Range of も eggs
fertilized) 
(40.0 -81.8) 
(75.0 -90.5) 
( 0-81.3) 

(実験II)実験 Iと同じく TYHで精子を前培養し、前培養時聞を変えて、 各濃度の受精用培地へ導入

した ところ 、1.71mMでは90、120、150分で受精率はそれぞれ32.3、43.3および53.5%であり、前培養時間

の経過とともに受精率は上昇したが、 180分では56.4%と頭打ち状態であった。 一方、 3.42mMでは90分で

40.0%であっ たのに対し、 120分で66.2%、150分で76.1%と受精率は上昇したが、 180分では65.5%と低下

した。 5.13mMではいずれの精子前培養時聞においても受精率は5日以下であり、 180分ではもっとも低く

32. 7%であった。

考察:マウス卵子の体外受精では、高いCa2+濃度 (5.13mM豆)は受精に抑制的に働くことが示されて

いるがわ、ラット卵子では逆に3.42mMまで高めることにより受精率が向上することが報告されている心 。

これらの相違の一部は種差あるいは培養条件によるものと考えられるが、明確な原因は明かでない 。本

実験では従来の報告とは異なり、裸化卵子を用いていることや精子前培養には1.71mMのCa2+濃度を用い

ていることなど単純な比較はできないが、受精の場のCa2+の至適濃度は3.4 mM~付近にあるように思われ

る。排卵卵子の場合、精子の受精能獲得および先体反応にはそれぞれ90μMおよび900μM以上のCa2+が

必要であることが知られている 5)。しかし裸化卵子では最終段階で先体反応を引き起こすのに十分な卵

子近傍の微小環境でのCa2+が不足 している可能性も考えられる。あるいはCa2+と協同して作用する卵丘

細胞中の因子が失われたためにより高いCa討を必要とするのかも知れない。また、本実験では精子前培

養lこ伴い受精率が変動したことや、高濃度 (5.13mM)あるいは長い前培養時間 (180分)で受精率が低

下したことから、受精能獲得の過程における精子のCa2+に対する感受性の変化についてもさらに検討が

必要であると考えられる。

文献

1 )板垣佳明、 東貞宏、 Abdullah，R. B.，豊田裕 1989;崎乳卵研誌 6:59-60

2 )豊田 裕、横山峯介、星冬四郎 1971;家畜繁殖誌 16・147-151

3) Miyamoto， H. and Ishibashi. T. 1975; 1. Reprod. Fert. 45:523-526 

4) Davis， B. K. 1978; Proc. Soc. exp. Biol. Med. 157:54-56 

5) Fraser，L.R. 1987; 1. Reprod.Fert. 81:77-89 
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体外受精・受精卵移植を用いたマウスの

クリーニング〈病原微生物の除去〉

Rederivation of mice by means of in vitro 

fertilization and embryo transfer 

鈴木宏志・森口佳之・寓 啓悟・渡辺利彦・名倉政雄・龍昧哲夫

Hiroshi SUZUKI.Yoshiyuki門ORIGUCHI.KeigoYOROZU.Toshihiko WATANABE. 

ト1asaoNAKURA and Tetsuo TATSU門!

中外製薬開発研究所

Orug Oevelopment Laboratories， Chugai Pharmaceutical Co.， Ltd. 

目的:Specific Pathogen Free (SPF)環境下に新規の系統を導入する場合、対象系統の雌マウスの

分娩直前に帝王切開を施し、 SPFマウスへ里仔晴育を行うことによって病原微生物を除去するのが一

般的である。しかしながら、垂直感染を引き起こすような病原微生物では、胎仔期に感染が成立する

ために、帝王切開ー里仔法は万全とは云えない。また、体外受精および旺の凍結保存等を用いた動物

生産が実用化されるにあたり、配偶子ならびに得られた産仔の微生物学的清浄性の確保は、重要な課

題であると思われる。本実験では、体外受精・受精卵移植系を用いたマウスのクリーニングの実用性

を検証した。

方法:供試動物は、 C57BL/KsJ(パスツレラ陽性〉雄3例、雌7例およびKK-{ (パスツレラおよび

MHV陽性〉雄4例であった。検疫用隔離動物室〈以下、検疫室〉内に収容した雌マウス (KK-A
Y
の卵

子提供雌は、 SPFのKKマウスであった。〉に、 P門SGおよびhCG各5i .u.の過排卵処理を施し、 hCG投

与後16時間自に安全キャビネット内でと殺、開腹してi雌性生殖器を摘出した。次いで、生殖器をあら

かじめ37"Cに温めておいた0.3%の塩化ベンザルコニウム液〈オスバン〉に数十秒間浸潰し、さらに生

理食塩液で洗浄した。洗浄後は卵管のみを切りだし、流動パラフィンで覆われたTYH培地を含むプラ

スチックシャーレ内に投入した。卵子の採取は、解剖針を用いて卵管膨大部を引き裂き、卵丘細胞に

包まれた卵子をTYH内に導入することによって行った。精子については、 l雌性生殖器の場合と同様に

消毒、 i先海した雄性生殖器の精巣上体尾部から採取し、ただちにTYHtこ懸濁した。次いで、 2時間の

プレインキュベート後、数μ!の精子懸濁液を卵子を含む培地に添加することにより、体外受精を行
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った。精子添加後6時間に、受精卵子を100μ門の印TA添加Whitten's培地に移し換え、精子添加後

24時間に2細胞期旺を腔栓確認日のICR系受容織の卵管に移植した。尚、移植操作はバリア一環境下

の初期旺操作実験室で行い、他の操作はすべて検疫室内で行った。細菌検査は、咽喉頭穆出;夜、精子

懸濁j夜、無菌的に粉砕した精巣上体尾部、受精用培地および卵子洗浄液をTSA培地に塗布後、 3TC、

48時間培養して行った。また、受容雌および生後8週齢に達した産仔の咽喉頭法出液についても、同

様に菌分離を実施するとともに、血清抗体検査を行った。各サンプルの血清抗体検査は、以下に述べ

るCF(補体結合反応)法および凝集法によって行った。すなわち、 O.5mlのサンプルをSPFのC57BLI

KsJ-dbm 系マウスの腹腔内に接種し、 4週間後にエーテル麻酔下で下行大静脈より採血し、血清を分

離した。また、病原微生物除去対象動物、受容雌および産仔についても同様に採血し、それらの血清

をPBSで5倍希釈し、その25μ1に抗原(25μ1)と補体(正常モルモット血清:50μ1)を加え、 4て

で一晩静置した。次いで、ヒツジ感作赤血球(50μ1)を加え、 370C、2時間培養後に赤血球の溶解度

によって抗体の有無を判定した。尚、抗原には門HVの他、マイコプラズマ、ティザー菌およびHVJを

用いた。また、ネズミコリネ菌および気管支敗血症菌の抗体検査は、血清に抗原を添加して4.C、一

晩静置後、凝集膜の有無により抗体の存在を判定する凝集試験によって行った。

成績:C57BL/KsJおよびKK-AYの体外受精率は、それぞれ、 38.2%(97/254)および62.3%(778/1249)

であった。また、移植成績は、 C57BL/KsJで13.6%(12/88)、KK-A
Y
で15.6%(87/558)であった。微

生物検査の結果では、病原微生物除去対象動物の血清および咽喉頭法出液を除く、いずれのサンプル

からも病原性微生物は検出されず、体外受精・受精卵移植系が、 SPF動物作出に有効な方法であるこ

とが確認された。今回対象としたパスツレラについては、感染マウスの子宮から摘出問育された産仔

において、かなり高率に菌の存在が認められた例が報告されており、また、門HVについては雌性生殖

道内に存在することが報告されている。本実験に用いたTYHおよびWhitten's培地には、いずれもペ

ニシリンおよびストレプトマイシンが加えられており、卵子あるいは精子の表面が細菌に汚染されて

いたとしても、これらの抗生物質によって殺菌された可能性も考えられる。だが、精巣上体尾部の検

査成績では、雄性生殖器への感染の可能性は薄いと思われた。一方、透明帯に付着するある種のウイ

ルスに対しては、短時間のトリプシン処理がウイルスの不活化、除去に有効との報告もある。体外受

精・受精卵移植系では、卵〈旺〉を取り囲む透明帯あるいは卵細胞膜を病原性微生物が通過しない限

り、感染を受ける可能性は少ないと思われる。したがって今後は、卵子(旺〉の存在する培地内に、

細菌あるいはウイルスを接種し、感染の成立の有無を確認することや、これに洗浄操作を加えること

により清浄化することが可能か否かを詳細に検証する必要があると考える。
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Attempt to Produce Transgenic Animals 

by Sperm-mediated DNA Transfer 

保地真一、二宮隆、本間美保、結城惇

Shin-ichi HOCHI， Takashi NINOMIYA， Miho HO附Aand Atsushi Y山i

雪印字し業株式会社生物科朝汗知庁

Research Institute of Life Sci巴nce，Snow Brand Milk Products， Co.， Ltd. 

目的:トランスジェニックアニマルの作出方法としては、外来DNAをl細胞期受精卵の雄性前核に顕微注

入するマイクロインジェクション法がもっとも広く用いられている。一方、外来DNA導入のための他のシス

テムも開発されている。 Lavitranoら(1989)は精子をDNAのベクターとした比較的簡単な方法を用いてト

ランスジ、ェニックマウスを得ることに成功した。その後多くの研究者がこの方法の追試を行ったが、その再現

性は確認されていない CBrinster、1989)。本研究では、精子をベクターとして導入した外来DNAの受精卵

およひ産仔における存在を調べた。マウスにおいては、外来DNAが少なくとも拡大陸盤胞期まで受精卵内に

存在したが、トランスジェニックマウスは得られなかった。しかし、この方法により l匹のトランスジェニッ

クラットが得られたので、これらの結果について言及する。

材料および方法:導入するDNAには pSV2-gptC4.6kbp)を用いた。B6C3F1マウスの精巣上体尾部精子をFM

培地において 1-2XIOGcells/mlで2時間前培養し、最後の30分間その精子に l、5、25lLg/mlの濃度でDN

Aを添加した。B6C3F1マウスの卵管膨大部から採取した成熟沫漫精卵を上記の培地中に加え、 5時間媒精させ

た。そして卵子を洗浄後 B16培地において2細胞期に発育した匪を ICR系の偽妊娠雌に移植し、産仔を得た。

また 1lLg/mlの濃度のDNAで処理した精子を用いて郵青させた後、 B16培地中で体外培養して、 2、4-8

細胞期、桑実匪~腔盤胞期、拡大匹盤胞期匹を得た。一方ラットでは、 Wistarラットの精巣上体尾部精子をTC

培地において3-10X105cells/mlで4時間前培養し、最後の30分間その精子に111g/mlの濃度のDNAを添加

した。Wistarラットの卵管膨大部から採取した成熟未受精卵を上記の培地中に加え、 4時間媒精させた。そし

て卵子の洗浄後、 TC培地において2細胞期に発育した腔をWistar系の偽励医ラットに移植し、産仔を得た。マ

ウス受精卵、新生仔マウス、および新生仔ラットにおける外来DNAの検定にはPCR法を用いた (Ninomiya

et al.， 1989)。得られたトランスジェニックラッ 卜については、 Southern blot hybridization'こより染色
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体への組み込み、および導入コピー数を調べた。

結果:マウスにおいてDNA処理精子での郵青率を卵子の2細胞期への発育で矧面したとき、 DNA濃度の

増加につれて受精率が低下することが認められた。これらの匹を偽妊娠マウスに移植して計 130匹の新生仔マ

ウスが得られた。これらのマウスにおける外来DNAの存在をPCR法により検定した結果、すべてのマウス

においてトランスジェニックな例は得られなかった (Table1)。しかし、 DNA処理精子で受精させ、体外培

養により発生させた匹には、少なくとも拡大陸盤胞期まで外来DNAが存在することが認められた。一方ラッ

トにおいては、 1 ug/mlのDNA

で処理された精子を用いた体外受

精により46.%の卵子が受精し、偽

妊娠雌への移植により計 126匹の

産仔が得られた。このうち l例が Animals

PCR法による検定により、トラ

ンスジェニックラットであること

が明らかになった (Table1)0 80 Mouse 

uthern blot hybridizationによ

り、 Multi -cop iesのDNAがこの

ラットの染色体に組み込まれてい

た。しかし、このラットは導入さ Rat 

れたp8V2-gptの p8V2regionに一

部または全部の欠失が認められた。

Table 1. Production of transgenic animals 

by sperm-mediated DNA transfer. 

DNA conc. No. of eggs No. of youngs 

(ug/ml) transferred Born Transgenic 

l 163 69 。
5 105 40 。
25 35 21 。
Total 303 130(100児) 0(0児)

一一一一
1 590 126(100児) 1 (0.8%) 

考察:晴手l動物ではこれまでにマウス、ウサギ、ウシの精子が外来DNAを卵子内に持ち込むことが報告さ

れているが、本研究において我々はマウスで少なくとも拡大匹盤胞期までの受精卵に外来DNAが残っている

ことを示した。しかし、これらの卵子から発育した産仔にトランスジェニックマウスは見られなかった。精子

により外来DNAが卵子内に持ち込まれたとしても、それらのDNAはうまくマウス染色体に取り込まれない

のかもしれない。この精子ベクター法をラットに適用したところ、 1匹のトランスジェニックラットが得られ

た。トランスジェニックラットの作出のマイクロインジェクション法による成功はすでに報告したが、精子ベ

クタ一法では Lavitranoらのグループ以外の初めての追試成功例で、また同法により作出された初めてのトラ

ンスジェニックラットである。このトランスジェニックラットは導入DNAの一昔日に欠失が認められたが、こ

のような現象か精子ベクタ一法により作出されたトランスジェニックアニマルに起こり易いことかどうかにつ

いてはさらに多くのサンプルが必要と思われる。

主要文献:(1) Lavi trano，肌 etal.， Cell 5t 717-72& (2) Brinste~~ し， Ce 11 59， 239-241. (3) N i 

nomiya et al.， Mol.Reprod. Dev. 1， 242-248. 
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新しい partial zona dissection法

New method of partial zona dissection 

斉藤英和、佐藤文彦、沼崎政良、椎名有二、小池数与

斉藤隆和、広井正 彦

Hidekazu Saito， Fumihiko Sato.Masayoshi Numazaki， Yuuji 

Shi ina， Kazutomo Koike ，Takakazu Sai to， Masahiko Hiroi 

山形大学医学部産科婦人科学教室

Dept.OB&GYN. Yamagata Univ. Sch. of Med. 

目的.体外受精・匪移植は不妊症の種々な原因I乙応用されている。しかし男性不妊症においては、軽度、中等

度の障害であれば、かなりのよい成績を示しているが、重症の男性不妊症においては、体外受精がいかに少な

い容積を受精の場所としていても受精率は極端に低い。これに対して顕微受精という弱い精子の受精を助ける

方法が開発され、それには、 Partialzona dissection. zona drilli噌，囲卵腔内精子注入法、卵細胞室内精子注

入法などの方法が含まれている。しかしこれらの万法では、 micromanupulatorという高価な道具を必要として

おり容易に入取できるとはかぎらない。そこで我々は、 micromanupulatorを使用せずにpartialzona dissecti 

onが可能かどうか検討した。

方法:体外受精 ・旺移植を以前に1回以上施行し、成熟卵が2個以上採取されるも受精を認めなかった症例

例を対象とした。卵胞発育刺激法はブセレリン]200μFを月経第1日目より第7日固まで使用し、ヒト閉経期

性腺刺激ホルモン(h MG  )を ]50単位、月経第3日目より連日投与した。 2方向の平均卵胞直径が ]8mmを

越えた卵胞が2個以上認めた時点でhMGを中止し、最終hMGより30から36時間後にヒ卜繊毛性性腺刺激ホ

ルモン(h CG ) 10，000単位を投与し、 hCGより31から35時間後に採卵した。採卵した卵は約2時間の前培養

後、ヒアルロニダーゼ(1 "''1/m.e)と機械的に処理し卵を取り囲む顕粒膜細胞を除去した。次にO.2モルショ

糖を含むHTF倍養液に卵を移し、乙の培養液中で実体顕微鏡下l乙新しいpartialzona dissection法を施行し

た。新しい方法は26ゲージの使い捨て可能な針の付いたツベルク リンシリンジを 2本使用した。乙の 2本の針

を用いて縮少した卵細胞質に傷を加えないように透明帯に裂け目を形成した。精子の洗糠は、精液 111Ui1乙対し

HTH培養液]om.eを加え撹#後遠心し、上清を除去後再度培養液を加え遠心洗樵した。培精には最大]0万運動

精子/m.eを目標としたが、乙れに到達する症例は少なかった。培精後16時間後l乙卵の状態を観察し、前核の有

無にて受精の有無を判定した。
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結果:11 人の症{7~28個の卵に対して新しい方法を試みた。乙のうち24個 (86% )が処理後完全な卵であった。

乙れらの卵に対して精子濃度3万から 2億 6千万/mt、運動率2から66%の精子を培精した。 ]6時間後に卵を

観察し前核の存在を確認すると 7個 (29%)に前核を認めたが、 ζのうち正常な 2前核は4個 (16% )であっ

Tこ。

Result of aNewPartial Zona Dissection 

No.of No.of Semen No.of 
Pa t ient treated lntact Concentration Mo~ility f er t i 1 i zed 

Ova Ova ( x 1 06) (%) Ova 

1. R. Y. 3 3 0.5 40 
2K  J.h4し 3 3 3.5 14 2 
3. K. K. 2 1 0.03 66 。
4. M.H. 3 3 3.4 3 2 
5. H. E. 3 2 ] 4 3 。
6. R.O. 3 3 57 9 l 
7. E. K. 1 1 260 38 。
8. S. K. 1 1 0.3 36 。
9. M. K. 3 3 58 13 。
10. N. N. 2 1 33 2 。
11. S. M 4 3 0.9 44 1 

Total 28 24(86%) 7(2~も)

考察:体外受精は男性因子の治療法としてかなりの成績を治めているが、重度の男性因子に対してはその成績

も低値を示していた。乙れに対して、卵への受精の道のりをより通過しやすいように種々な方法が開発された。

しかし乙れらの方法はmlcronanu戸 latorを用いなければならず高値な方法であった。我々の考案した新しい

partial zona dissection法は26ゲージのデスポーザルツベルクリンシリンジを用いるという安価な方法であり

かつまたこの処理方法によって86%の卵が完全無傷であることにより信頼できる方法であると考える。また、

乙の方法の受精率が2~色、 かっ正常の受精が16%であることは、他の partial zona dissect ion法の報告よりは

低い値を示してはいるが、彼らの用いた精子は通常の培精法でも低値ながらも受精するような精子を用いてい

る可能性もある。我々はこの方法の際に通常の培精法も試みたが、我々の症例では 1個の卵も受精を認めなか

った。乙のことより、乙の新しい方法は、通常の培精法では受精する能力のない精子でも受精の道を聞いた方

法と考えられる。また乙の方法は針による処理時聞が2分ぐらいと比較的短時間に処理でき有用な方法と考え

られる。以上より新しい partialzona dissectionは安価、容易な方法であり 、かつ十分受精を速進する方法で

あると考えられた。

主要文献

1. Lanzendorf SE etal ;Fertil Steril 49・835，1988

2. Malter HE etal ;Fertil Steril Sl: 139，1989 

3. N g S C e t a 1 ; F e r t i 1 S t e r i 5 2 : 7 3， 1 9 8 9 

4. Bongso TA etal ; Human Reprod 4: 175， 1989 

5. Lassalle B etal:Gamate Res 16;69，1987 

6. King AL etal: Fertil Steril 48: 637，1987 

7. Gordon ]Wetal:Fertil Steril 50:68，1988 
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囲卵腔内精子注入によるヒト卵子の受精

Fertilization of Human Oocytes by Subzonal Insertion of 

Spermatozoa 

松井素子・木村麻美・淡路英雄・小林善宗・本田育子

中村加代子・井上正人・藤井明和

Motoko MATSUI， Asami KIMURA， Hideo A W AJI， 

Y oshimune KOBAYASHI， Ikuko HONDA， Kayoko 

NAKAMURA， Masato INOUE， Akikazu FUJII 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Tokai University， 8chool of Medicine 

目的:男性不妊の予後は 1VFや GIFTをもってしても不良である。 男性不妊では，その多くが精子の機能障

害を合併しているためであるJ最近，男性不妊に対する新たな治療法として顕微操作 micromanipulation

が注目されているJなかでも囲卵腔内精子注入は，安全性が高く， しかも注入する精子数を自由にコントロー

ノレて、きるという利点がある。また透明帯開孔術の適応とならない，運動性のない精子 (immotilecilia synd-

rome)でも，囲卵腔内lζ注入すれば十分受精は可能といわれている3今回，われわれは 1VFで受精しなかっ

たヒト卵子を用いて囲卵腔内精子注入 subzonalinsertion (81)の有効性について検討した。

方法:ヒ卜卵子は通常の1VFで受精しなかったものを患者の同意を得て使用した。過封印Hは主として， GnRHA-

HMG-HCG Iとて行った。月経第 1日目より GnRHa(スプレキュア⑧)600~9ÐOμgl 日を投与し， 3日目より

HMG 150~300 IUを連日注射した。 2個以上の卵胞が 18mm程度，血中 estradiol300pg/mll卵胞(ミ15mm)

以上になった時点、でHMGを中止し，約32時間後ICHCG 10，000 IUを筋注した。採卵は HCG注射後36時間で，

経腔的に行った。成熟卵子は 5~7 時間の前培養ののち. SWlm up 法で回収した運動精子 (5~lO x104/ml)を

加えてさらに培養した (37
0

C，5 % CO 2• 95 % air )。精子の受精能力はあらかじめ.Ca ionophore A23187 

を用いた zona-freehamster egg sperm penetration test (Z8PT)にて検査し.penetration rate>30 % 

を1VF-ETの適応としたJ培養液はHTFIC7.5 %非働化隣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時間で雌雄前核の存在lとより判定した。非受精卵は小さなplpetteで頼粒膜細胞および精子をよく

除去してから実験に供した。

卵子はまず囲卵腔を広くするため 0.5M sucroseを加えた PB8で15分間処理してから，培養液に移し，顕微操

作を行った。

micromanipulator (ナリシゲ)を用いて，倒立顕微鏡(オリンパス.1MT-2)下に卵子を microholderで固

。，
A
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定した。ついでinseminationmixture中の夫の精子を数個.micropipetteの中に吸引した。透明帯開孔術の

要領でmlcroplpetteを斜めに囲卵腔内iζ刺入し，精子を注入した。術後の卵子はただちに培養液lζ移し.18~ 

24時間培養した。

結果 :75個の卵子中63個 (84%)が生存し，うち29個 (46%)が受精した(表 1)。多精子受精は14倒 (48.3

%) 1ζ認められた。注入精子数は平均2.8個(1 -10)で，受精卵のそれは4.1個であった。

透過型電子顕微鏡による観察では，受精卵の細胞質内に精

子尾部を確認し，囲卵腔内には精子頭部が認められた。

考察:1VF， G1FTの開発により，女性不妊の治療は大幅

に進歩した。乙れに対して男性不妊の予後は相変らず不良

である。適切な治療法がないといったのが実情である。男

性不妊の予後が悪いのは，単に精子の数や運動率の問題で

はなく，その多くが精子の機能障害を伴うためであるJ

精子の機能検査法としては 28PTがもっとも有効である。われわれの分析では，乏精子症の 29.8%に精子受

精能力障害 (28PT0 %)が，また 35.4%に精子受精能力異常(28PT妥 30%)が認められたJ28PTが正

常(>70 % )であれば，乏精子症であっても，予後は正常男子の場合と変らない。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。精子受精能力異常を合併する場合も予後は明らかに悪い。 1VFを行

っても受精する確率はきわめて低く.GIFTの成績も不良である。一方.28PTが正常であっても，精子の運

動性不良のため 1VFで受精しないケースが少なからず認められる。乙のような症例に対しては.81がもっと

も合理的な治療法と恩われる。精子の運動性が必要なのは，透明帯の貫通Ic:.対してであり.81では乙の点、はあ

まり問題にならない。先天的に運動性のない精子でも. 811c:.より受精が起乙る 乙とが確認されている~ 81で

もっとも重要な乙 とは精子が生体反応を起乙しているかどうかという点である。 81は乏精子症に対しでも有

効のようである。 Ngら (1988)3は乏精子症に 81を適用し，妊娠に成功したとすでに報告している。 81は男

性不妊だけでなく，透明帯異常による受精障害や原因不明の受精障害にとっても魅力的な方法である。1VFでは強

力な過排卵処理を行うためか，原因不明の受精障害が決して少なくない。 今回のわれわれの成績からも明らか

なように.81は1VFにおける非受精卵の取扱いにも十分活用できるのではなし、かと思われる。顕微操作の中

では.81はもっとも完成度の高い方法である。卵子内精子注入のように卵実質を損傷する心配はほとんどなし

しかも注入する精子数を自由にコントロー Jレできるという，透明帯開孔術Kはない大きな利点がある。問題は

精子の人為的選択が介入する乙とである。 81は今後，透明帯開孔術と共に男性不妊や透明帯の異常による受精

障害の治療に広く用いられるようになるものと思われる。

文献: 1. 井上正人，他 (1989).配偶子操作による不妊症の診断，治療.臨産婦.43: 825 

表 1
囲卵腔内精子注入の成績

Ofl 子 数 75 

生存卵子 03 (84.0 % ) 

~ ζ 精 卵 29 (46.0 % ) 

多精子受精卵 14 (48.3 % ) 

注入精子数 2.8 ( 1 ~1O) 

2. Bongso， T. A.， et. al. (1989). Human fertilization by micro-injection of immotile 

spermatozoa. Human Reprod.， 4 : 175 

3. Ng， 8. C.， et. al. (1988). Pregnancy after transfer of sperm under zona. Lancet. 1 : 790 
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体外受精一匹移植 (1988-1989)、

Results of IVF-ET (1988 -1989) 

小林善宗 ・本田育子 ・津田朋男 ・中村加代子 ・

松山毅彦 ・淡路英雄 ・井上正人 ・藤井明和

Yoshimune KOBAYASHI， Ikuko HONDA， Tomoo TSUDA， 

Kayoko NAKAMURA， Takehiko MATSUYAMA， Hideo AWAJI， 

Masato INOUE， Akikazu FUJII 

東海大学医学部産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Tokai University， School of Medicine. 

目的 :最近の体外受精一任移植 (IVF-ET)の技術 IVF-ETの成績

的な進歩にはめざましいものがある。その lつは
1988年度 1989年度

超音波を用いた経腔採卵法の開発であり，外来べ

(1 )対象
一スのIVF-ETが可能となった。もう 1つは過排 患者数 (ET周期) 157名 (175) 256名 (319)

卵法としてのGnRHagonistの併用であり， pre- 原発性不妊 79名 128名

mature LH surgeの心配はなくなり，卵胞発育の
続発性不妊 68名 128名

平均年令 33.6士3.6才 33.8::1:3.9才

monitoringが大幅に簡素化された。今回，乙れら 平均不妊期間 8.7::1: 3.4年 8.4::1:3.7年

の技術を用いた当科における過去2年間のIVF-ET
(M.土S.D.)

の成績を検討した。

(2)成績
方法:当科における1988-1989年のIVF-ETを対 妊娠患者数

48名 99名

象とした。 1988年6月からは外来ベースのIVF-ET 妊娠数 48 104 

にきりかえ，1)1988年9月からは主にGnRHagon-
対患者妊娠率 30.6% (48/157) 38.7% ( 99/256) 

原発性不妊 35.4% (28/ 79) 34.4% ( 44/128) 

1St 併用過排卵法を用いた~) IVFの方法は従来ど 続発性不妊 29.4% (20/ 68) 43.0% ( 55/128) 

うりである。
対周期妊娠率 27.4% (48/175) 32.6% (104/319) 

結果:年度別の対象の年令 ・不妊期聞には差がな (3)過排卵法別妊娠率(対周期)

かった (表 1)が，妊娠率は1989年度Ie::向上し，
CC-hCG o ) 0%( 0/ 1) 
CC-H恥1G-hCG 31.3% (10/32) 44.4%(12/ 27) 

臨床的妊娠数は 104で，対移植妊娠率は32.6%に HMG-hCG 50.0% ( 7/14) 0% (0/ 2) 

達した(表 2)。過排卵法別では GnRHa-HMG-
GnRHa-HMG-hCG 24.0% (311129) 31. 7% (92/290) 

hCGが大半を占めるもののclomiphene-HMG-
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hCG法の妊娠率も良好であった(表3)。受精IL.関

しては2年聞に差はなかった(表4)。移植時期別

では1989年度lζ分割匹移植の妊娠率が上昇した

(表5)。主な不妊原因別では，1989年度lζは差がな

くなってきた(表6)。妊娠の予後では，分娩まで

至ったのは1988年度で58%であった。初期流産lζ

加えて， 18~24週の流産が存在した(表 8)。対患

者で分娩まで至ったのは1988年で17.8%であった

が，1990年では22.3%が予想される(表 9)。

考察 :外来ベースの IVF-ETにより，多くの件数

を行えるようになり，昨年の本研究会で予測した

年間目標どうりで，件数・妊娠率でようやく世界の

レベルに達したといえよう。妊娠率の上昇は採卵

法や過排卵法の進歩とともに，受精 ・培養系の安

定lζ帰すると乙ろが大きいと考えられる。重要な

問題は分娩まで至る率の低い乙とであるのはいう

までもないが， 1987年度の米国全体の IVF-ETの

成績でも，移植回数200以上の7施設で移植あたり

の妊娠率20先，分娩率15%であり，3)当科の成績も

同様であった。乙の点IL.関しては内外に批判的な

意見もあり， 早急な改善が望まれるが，現状では

慎重な産科管理と妊娠率の向上がとりあえずの解

決策といえよう。

文献 :1)小林善宗，他 (1989).外来ベースの体

外受精の成績，晴乳卵研誌 6 : 59 

2)小林善宗，他 (1990).GnRHagonist併用

HMG-hCG刺激による IVF-ET167回の成績

日本受精着床学会雑誌7(in press) 

3) Medical Research International and the 

Society of assisted Reproductive Technology， 

The American Fertility Society (1989). In 

vitro fertilization/embryo transfer in the 

1988年度

(4)受精

採取卵子数 7.4:t4.3 

採取成熟卵子数 5.6:t3.6 

受精卵数 5.9:t 3.8 

正常受精卵数 4.1I3.0 
座数 4.7:t 3.2 
正常座数 2.3:t1.7 

(5)移植法別妊娠率(対周期)

前核期移植 32.2% (29/90) 

分割l陸移植 22.6% (19/84) 

前核期+匪 0%( 0/ 1) 

(6)主な不妊原因別旺娠率(対患者)

卵管性 25.3% (23/91) 

子宮内膜症 42.6% (20/47) 

卵管内精刊命送障害* 16.7%( 11 6) 

原因不明 30.8% ( 4/13) 

1989年度

7.8 I4.9 
6.9:t3.7 

5.9土3.4

4.3 :t2.9 

5.1 :t3.1 
2.7 :t2.3 

(M. :tS. D.) 

29.4% (68/231) 

40.9% (36/ 88) 

( 0 

39.9先(55/138)

35.1%(27/ 77) 

42.1 % ( 8/ 19) 

40.9% ( 9/ 22) 

*免疫性不妊を含む

(7)主な不妊原因別妊娠率(対周期)

卵管性 21.9% (23/105) 

子宮内膜症 40.0% (20/ 50) 

卵管内精子輸部章害* 16.7% (11 6) 

原因不明 28.6% ( 4/ 14) 

(8)妊娠の予後 (1990年2月現在)

妊娠数 48 

胎児心拍確認 36 (75.0%) 

初期流産 9 (18.8%) 

子宮外妊娠 3 ( 6.3%) 

流産総数 17 (35.4%) 

多胎 12 (25.0%) 

分娩 28 (58.3%) 

ongomg 
出生児

新生児死亡

健児

39 

1 (胎児水腫)

38 

31.9% (58/182) 

31.5% (28/ 89) 

40.9% ( 9/ 22) 

22.2% ( 4/ 18) 

104 

66 * (63.5%) 
27 (26.0%) 

12 * (11.5%) 
36 (34.6%) 

20 (19.2%) 

30~ 
>(54.8%) 
27 

43 
胎児水腫
2 (骨l、未熟児)
41 

*内外同時妊娠 l例を含む

(9)分娩率

対周期

対患者

16.0% (28/175) 

17.8% (28/157) 

17.9% (57/319) * 
22.3% (57/256) * 

*予想値

United States: 1987 results from the NationalIVF-ET Registry. Fertil. Steril.， 51: 13 
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偽妊娠子宮日齢からみた移植マウス匪

( 2細胞~怪盤胞)の着床率

Jmplantation rate of mice embryos (2-cell~blastocyst) transferred 

to the uterine associated with pseudopregnant days. 

* * 森 匡・清水弘・北嶋朋子・一戸喜兵衛

Tadashi MORI ，Hiroshi S回MIZU，Tomoko KITA]ll叫A，KihyoeIα五NOE

北海道大学農学部畜産学科

Depertment of Animal Science ，Faculty of Agriculture ，Hokkaido University 

*手稲ー渓仁会病院 テイネ生殖研究室

Teine Reproduction Laboratory ， Teine-Keijinkai Hospi tal， Sapporo， ]apan 

目的

体外部割壬移植による不妊糊寮は普及しうつあるが、その基礎拘な研究はかならずしも十分ではなく

移棚壬の着床発育と受任子宮の封印般の紐品目数との関係もその一つであろう。マウスはヒト体外受精

悶多植のモデ、ルとして有効であるため、マウスを用いての体外受精と受精旺の移植成立条件について若

干の研究を行ってきた。今回は偽妊ま麟至日による着床発生の可能性について、胞移植実験による検討を

行ったので報告する。

方法

子宮内怪移植のため過封開陳盟を施した ICR系成熟雌マウスより受精腔を以下の通りにしてえた。腹

腔内にhCG注射後雄と百司馬させ、腫栓を交尾の記跡として腫栓発見日をもって妊娠 0.5日とした。 2細

目鵠粧を助長l.5日、 4細月鵠朋壬は妊娠 2.0日、 8細胞期任は妊娠 3.5日、桑実腔と旺盤胞は妊娠 4.5

日に、それぞれ卵管または子宮の下向潅流により採取した。

日壬を移植する雌侵HD船の偽妊娠(以下 P.P.と略す)削青管を切断した雄マウスと交尾させて誘

起し、腫栓発見日を P.P.l日固とした。採取した受精怪は保温した PBI中に保存しながら、細く引い

たヘマトクリット管を用いて受JfBlt1fの両側または片側子宮角にこれらの脹を移植した。 HB采取から移
植終了までは長くても2時間で、あった。

実庫負Iでは P.P.2日目から P.P.4日目の受四世に2糊醐旺を移植し、それそ制8時間後に摘出子

宮から匹の回収を行った。回収された腔は実体E爵挺亮下で発生形態を観森した。

実験Hでは受HDttの P.P.日数と脳の発生駒階を種々の組み合わせで移植し、 P.P.日数の増加に伴う

之
dkd
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着床とその後の発生可能な怪の発生関皆を静くた。子宮角当りの移植胆激は3個とし、両側または片側

に移植した。移植時の受lIDl推 P.P.日数に合わせて移植 10日目から14日目に開腹により受sH唯への着床

と胎即骸戒を確認し、その数を託録した。また妊娠していた場合は分娩日に産仔数を証縁した。

結果

<実験I> P.P.2日目に移植した場合、任発生が移植寺より樹子したものはみられなかった。これに

対し P.P.3 日目に移植した 2細胞期圧は約20出 (22/112) が桑実旺まで発生し、うち約5伽~ij丑藍胞であ

った。しかし P.P.4日目に移植した匪は、 P.P.2日目での移樹吉果と同様に、移植寺以上の発生のi童話子

はみられなかった。

く菊畑>P.P.l日目の受四ttの子宮角に2および4細胞期旺を移植しても着床医はたしかめられな

かった。 一方 P.P.2日目の移植でも2細胞期腔の着床はみられなかったが、 4細胞期目壬カミら肥盤胞では

着床し、産仔まで、いたった。また P.P.3日目における移植でも2細胞期医の着床はみられなかったが4

細胞期日壬からは着床し、 8細胞期目白もE濫胞は産仔にいたり、着床本産仔率ともに P.P.2日目での

移植蹴賓より良好であった。しかし P.P.4日目での移植では8細脇朋壬の着床はみられず、旺翻包移植

においても着床本産仔率は P.P.3日目のそれより低下する傾向にあった。

考察

P.P.l日目の子ー宮に移植を行った場合、 2細胞期または4細胞期いずれの発生劇活にある駐も着床す

ることはなかった。交尾後の子宮内精子は妊娠早期に除去される事実から、 P.P.l日目に移植された匹

も子宮外に排出されるものとおもわれた。移植後の旺回収の試みで腔形態をみなかったこと 1)はこのこ

とを裏付けている。 P.P.2日目からは子宮内勝E織に blebをはじめ progesteroneによる特有W変化

が明らかとなり、腺周辺に着床がみられた。すなわち P.P.2日目に子宮側の着床準備が開始さ才1へ 4細

』鵠朋壬から四割包まで移梱壬の着床がみられた。 しかし、 2細胞期移植妊の着床はみられず、実験Iの

結果からも、 P.P.2日目の子宮でも2細胞期睦の発生には子宮内膜』お薗当でないことが明らかとなって

一般に知られているマウスの 2-Cellblockとの関係も示唆された。 P.P.3日目の子宮は着床準備が整

うとされているが、子宮内腐間質細胞の諸変化からもこのことが宜心旨われた。 しかしここでも着床可

能な移欄寺の匹の発生関皆は4細胞期から胆濫胞であった。 P.P.4日目での恒濫胞の移植は他の研究者

の報告 2)と一致し、産仔率は3日目でのそれよりも低かった。以とから旺移植の成功率は子宮側の着床

適期と怪発生関皆との関車がきわめて重大とおもわれた。

1)森 匡，清水弘，~凶鳥朋子一戸喜兵衛体外および体内受精由来マウス睦の着床率の比較.

第30回哨手Ls阿汗誌，6:63-64 (1989) 

2)McLaren，A. and Michie，D. Studies on the transfer of fertilized mouse eggs to uterine 

foster-mothers. ]. Exp. siol. ，33:394-416(1956) 
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晴乳動物卵子研究会会則

名 称

第 1条 本会は ，日南乳動物卵子研究会と称する。

事務局

第 2条 本会の事務局は ，東京都内または近隣県内に置く。

目 的

第 5条 本会は ，哨乳動物卵子の研究たよびその成果の普及を図る ζ とを目的とする。

事 業

第 4条 本会は，前条の目的を達成するためI'C，次の事業を行う。

(1) 研究会の開催

(2) 会誌の発行

(3) 研究K関する情報の交換

( 4) その他本会の目的達成K必要念事業

会 員

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K従事しているか ，または関心を有する者。

(2) 賛助会員は本会の主旨K賛同する法人 ，むよび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bくととができる。名誉会員は本会K多大の貢献のあった正会員で理

事会で推薦し，総会で承認された者。

入 会

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

て事務局K申し込むものとするものとする。

退 会

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

ればならない。

第 8 条 会員は ，次の事項K該当する時は会員の資格を失う。

(1 ) 会費未納の場合

(2) 会員と して不適当と浬事会が認め，総会でζれを承認した場合。

役員

第?条 本会K次の役員を置く。

会 長 1名

副会長 1名



理

監

幹

若干名事

事

事 2名

2名

第 10条 会長は ，本会を代表し 2会務を統括する。副会長は会長を補佐し，会長K事故があるときはそ

の職務を代行する。

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

五 監事は ，本会の業務辛子よび会計の執行Kついて監査する。

4.幹事は ，本会の会務K従事する。

第 11条 役員の選出は ，次によって行う。

(1 ) 会長bよび副会長は ，理事の互選Kよる。

(2)理事なよび監事は，理事会で推薦 し，総会で決定する。

(3) 幹事は ，会員中よタ会長が委嘱する。

第 12条 役員の任期は 2年とし ，再任を妨げない。

総会

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

れを聞く ζとができる。

2. 総会は会長が召集し， その議長となる。

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

第 14条 総会は次の事項を審議し ，決定する。

(1) 事業報告企よび決算

(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) 会費の金額むよび徴集方法の決定 ，変更

(6) 会則の変更

(7) その他の必要事項

会計

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

2. 本会の経費は会費 ，寄付金なよびその他の収入をもって ζれKあてる。

附則

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

行する。



晴乳動物卵子研究会誌投稿規定

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

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

2. 投稿論文は、編集委員会で審査し、掲載が決定したものIC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Kタイプまたはワ ープロで印刷し、編集委

員会に送付する。

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

する。なお、本誌ー頁は 40 0字詰原稿用紙 4枚に相当する。

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

の表題，著者名，所属名および要旨(400字以内)を付記する。

5 引用文献の記載方法は下記の例に従う。

雑誌の場合

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

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

Biol. Reprod.， 16，228-231. 

b) 新村末雄、石田一夫(1 98 5 ).ハムスタ 一期粒層細胞における 17 f3-

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

単行本の場合

c) Yanagimachi， R. ( 1 98 1 ). Mechanisms of fertilization in mammals. In Fertilizati-

on and Embryonic Dev巴lopment in Vitro， Edited by L.ν1astroianni J r， and J. 

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

d) 豊田 裕 (1984).試験管内受精と初期怪培養一マウスを中心11:.“暗乳類の発生工学"大沢仲昭、

江藤一洋、舘郷、御子紫 克彦編、ソフトサイエンス社、 P.2. 

6. }lIJ刷を希望する時は 50部単位で受け付ける。

7 原稿の送付および投稿11:関する照会は、下記宛とする。

干 252

神奈川県藤沢市亀井野 1866 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

TEL 0466-81-6241 内線 332

哨乳動物卵子研究会編集委員会
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編 集 後 コUニ=ロ

4年連続の暖冬で、今年の桜の開花は例年より 10日余り早くなるそうです。本研

究会誌も早いもので 7巻 1号を発行することになりました。

今回は、原著論文 3編と第31回大会の特別講演および一般演題18題の抄録を掲載

いたしました。一般演題の内容を 7年前と比べますと大きく変化しており、研究の

進展をものがたっております。

なお、 7巻2号の掲載論文を受付ておりますのでご投稿下さいますようお願L、し、

たします。 (遠藤 克)

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
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M-7 (Isocage & Isocap) 
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特長

圃Isocapの取り扱いが非常に筒

単です 0

・本体はオートクレーブ可能な

材質TPX製， PC製と 2種類

あります。

回岡崎産業株式会社
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母乳に近い
機能をもったミルクカ埋まれました。

母乳・森来LF-Pドライミルク・従来品
オリゴペプチド新配合で母乳のように 新生児の牛乳たんぱく質消化能 および牛乳のたんぱく質濃度

おなかにやさしく | 際お滋蕊泌溺 |醐
。オリゴペプチド(たんぱく質を酵素消化した形態昨 日

配合することにより、非たんぱく態窒素の割合を母乳

と同じ20%になるようlこしました。

@未消化たんぱく質濃度を1. 3%程度まで、低減~，t: 
しました。

@全たんぱ〈質濃度を1.64%まで低減し、たしました0

・感染防御因子ラクトフェリンを世界で初めて配合

・ラクトフェリンを調乳液100me当り6.5mgとし母乳に

近づけました0

.ピフイズ、ス菌をもっとも増やす

働きのあるラクチュロース配

合しました。

.ビタミンKを安定的に配合す

ることlこ成功しました。

aもう赤ちゃんを待たせません，・1サジ=40ma らくらく針量E
. (すりきり) (でき 1'.') • 

‘:ザツと溶ける ーらくらく商事'tl

非たんぱ〈態宣繁a覧会
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下垂体性性腺刺激ホルモン
健保適用

'‘・:i'j-Jlt5主75.150
-強力な卵胞成熟ホルモン (FSH)作用により 、卵胞

の発育と成熟を促し、胎盤性性腺刺激ホルモン(HCG)

との組合わせ投与により排卵を誘発します。

・更年期婦人尿由来の下垂体性性腺刺激ホルモン(HMG)

製剤であり 、反復投与が可能です。

.FSH活性のほかにしH活性を有し、その活性化(FS

H/LH)はほぼ一定です。

【効能・効果】

間脳性(視床下部性)無月経，下垂体性無月

経の排卵誘発

[用法・用量1
1日卵胞成熟ホルモンとして75-150国際単位

を連続筋肉内投与し頚管粘液量が約300mm3 

以上，羊歯状形成 (結晶化)が第3度の所見

を指標として (4日-20日，通常5日-10日間)， 

胎盤性性腺刺激ホルモンに切り変える.

【包装]
パーコeナル注 75: 10管
パーコeナル注150: 10管

尽ヲ 帝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
l 一般的注意

1) 本療法の対象は不妊症患者のうちの.問脳又は下

垂体前葉の機能・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点に注

意すること.
ア エストロゲン・プロゲステロンテストで初めて

反応する第 2度無月経又は抗エス トロゲン療法(

クエン酸クロミ 7ェン.シクロ7ェニル等)が奏

効しない第 1度無月絞め患者に投与すること
イ 患者の状態 (例えばエストロゲン・性腺刺激ホ

ルモノ・プレグナンジオール分泌.頚管粘液. 基

礎体温等)を詳細に検査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ルモン分

泌の高い患者.冨IJ腎・甲状腺機能の異常による無

月経患者.頭蓋内に病変(下垂体腹場等)を有す

る患者.及ひ'無排卵症以外の不妊患者には投与し

ないこと

2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため，

投与前及び治療期間中は毎日内診を行い.特に次

の点に留守、L..異常が認められた場合には.直ち

に投与を中止すること
7.患者の自覚症状 (特に下腹部痛)の有無
イ 卵巣腫大の有無
ウ.基礎体温の異常上昇の有無 (毎日測定させるこ

と)
エ 頚管粘液量とその性状

3) 卵巣過剰刺激の結果としての多胎妊娠の可能性が
あるので.その旨をあらかじめ患者に説明するこ

と.
4) 妊娠初期の不注意な投与を避けるため.投与前少

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

ること
2 次の場合には投与しないこと

1) 卵巣臆傷及び多のヲ胞性卵巣症候群を原因としな

L、卵巣の腫大を有する患者

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) 卵巣過剰車1[;敷卵巣腫大.下腹部痛.下腹部緊迫

感.腹水・胸水をi半ついわゆる.
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.適切な処置を行つこと
2) そ の 他ときに悪心.頻尿，しびれ感. ~Jí 

5 相互作用

痛.浮騒があらわ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/との併用によリ，卵巣の

過剰刺激による卵巣腫大.腹水・胸水を伴ういわ

ゆるMeigs様症候群があらわれるニとがある
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特 長 0当社のホルモン精製技術によって製造された前

葉性のFSH剤です。
OF S H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。

OH C G文は、 PMS  Gで無効京いは不的確な繁
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，夜付

⑥ 日目脂脳会誼
神奈川県川崎市川崎区中瀬 3-19-11 
ft(044) 266 -0400 干210

日本薬局方 注射用胎盤性性腺刺激ホルモン

1，500単位
3，000単位
5，000単位
10，000単位

日本薬局方 注射用血清性性腺刺激ホルモン

1，000単位

⑧
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東京都中央区銀座 2ー 7ー 12




