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凍結保存または凍結乾燥培養液 (M16) による

マウス腔の体外培養ならびに培養区の移植試験

The storage of culture media(M16) by freezing or freeze-drying 

for the development of mouse embryos 

加藤容子 ・亀喜淳一・角田幸雄

Yoko KATO， Junichi KAMEKI and Yukio TSUNODA 

近畿大学農学部畜産学教室

Laboratory of Animal Reproduction， 

College of Agriculture， Kinki University 

Abstract: The present study was undertaken to examine the effects of culture 

media(MI6) stored by freezing(-200C) or freeze-drying on the development of 

mouse zygotes or 2-cell embryos in vitro and in vivo. 

Zygotes and 2-cell embryos were obtai日巴dfrom the superovulated CD-l female 

mice mated with CD-l m乱les on 19""23 or 43""46 hrs after hCG injection， 

respectively. Zygotes with two pronuclei were cultured for 4 days with fresh and 

frozen media supplemented with 100μM EDTA. Two-cell embryos were cultured for 

3 days with fresh， frozen and freeze-drying media. Some blastocysts developed 

from zygotes or 2-cell embryos cultured with each media were transferred into 

the oviducts on day 0.5 or into the uteri on day 2.5 or 3.5 of pseudopregnant 

mice. They were killed on day 16.5 or 17.5 to examine the number of live 

fetuses. Cell numbers in both trophectoderm and inner cell mass of blastocysts 

on freeze-drying media were also examined. 

High proportions of zygotes 乱nd2-cell embryos cultured with frozen and 

freeze-drying media developed to blastocysts in vitro(59% and 86% for frozen 

medium， 89% for freeze~drying medium)， and were not significantly different 
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comp品redwith those obtained in fresh medium(59% and 86%). 

The proportion of live fetuses after transfer of blastocysts developed from 

zygotes or 2 ~ cell embryos with frozen medium(34% and 31%) were not significantly 

different from those obtained with fresh medium(35% and 39%， respectively). 

However， only 8% of embryos cultured with free z e ~ drying medium developed to 

fetuses. But， the cell numbers in trophectoderm and inner cell mass of 

blastocysts were not significantly different from those obt乱i日edwi th fresh 

medium. 

The present study demonstrated that M16 medium could be preserved at least for 

10 months at ~ 20 oC without the decrease of its potency for the development of 

mouse embryos in vitro and in vivo. However， although the reason was not clear， 

freeze ~ drying of medium resulted in a drastical decrease in the percentage of 

embryos developing to live fetuses after transfer to recipients. 

緒 -Eコ

現在，マウスでは前核期から距盤胞期まで体外で高率に発生させることのできる化学合

成培地がいくつか開発され，培養匪をレシピエント ベ移植後正常な産子が得られている 1

4)ことから，マウス匪の体外での操作に関する技術は一応確立しているものと思われる。

匪を体外で扱う時の操作液や培養液の調整や条件は，体外培養時の臨の発生やその後の生

存性に大きく関わってくる要因の 1つである。そのため研究室ごとに様々な修正が加えら

れ，培養液は調整後 1，.....， 2週間以内に使用する必要がある 1.5. 6)という考えが一般的であ

る。

一方，培養液作製に要する労力を軽減するため，培養液を低温下に保存する試みがいく

つかなされている。すなわち， Wales and Whittingham7) は 1か月間， Shioda and 

Tsunoda 8)は150 臼間，内田ら 9)は10""'"30日間，マウス匪の体外での発生率を低下させる

ことなく培養液を低温下に保存できることを報告している。使用する培養液，供試したマ

ウスの系統や匹のステージなどによって低温保存できる期間は異なっているが，いずれの

場合もさらに長期間保存するには凍結保存が好ましいと考えられている。しかしながら，

培養液の凍結保存に関する検討は少なく，わずかに内田ら 9)が-300Cに60日間保存した報

ハノ』
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告があるにすぎなし、。

そこで本実験では，長期間凍結保存した培養液および凍結乾燥培養液を用いてマウス臨

の体外培養を行い，さらに培養匹をレシピエントに移植後胎子への発生率を調べ，培養液

の凍結ならびに凍結乾燥が匪発生に及ぼす影響について検討した。

材料および方法

培養液 (M16) の調整および保存

各試薬は，原法 1)に従って保存液を作製 し，炭酸水素ナトリウム， ピルビン酸ナトリウ

ムおよびフェノールレッドは 1週間ごとにその他は 1カ月ごとに作製したものを用いた。

各保存液は，規定量を混合後， 5 %炭酸ガス95%空気の混合ガスを10分間通気し，ウシ血

清アルブミン (BSA，No. A-437R，シグマ社製)を添加した。ついで，フィルタ一誠菌(0.45 

μ， ミリポア社製)後，凍結用培養液はプラスチック製ディスポーザブルの小試験管に分

注後-20
0Cのフリーザー内に 10か月間保存し た。また，培養液の凍結乾燥は，滅菌済ガラ

ス製小ビンに 1m 1ずつ分注しておこない.凍結乾燥後は密栓しパラフィルムで栓を覆った

のち-20
0

Cのフリーザー内に保存した。

凍結培養液は，体外培養の前々日に冷蔵庫内(4 OC) に静置して融解し，凍結乾燥培養

液は 1mlの再蒸留水を添加して調整後，それぞれ前日に流動ノぞラフィンで覆ったプラスチ

ックディッシュに小滴を作り，ガス平衡をおこなった。なお，対照区としては調整後 1カ

月以内の新鮮M16液を用いた。培養は，流動ノぞラフィ ン下の それぞれの培養液の小滴内で

行った。

採卵，体外培養および移植

供試マウスはCD-1系成熟雌にPMSGおよびhCGをそれぞれ 5IUずつ48時間間隔で注射する

ことによって過剰排卵を誘起し，同系統の成熟雄と交配後，翌朝腫栓の確認できたものを

用いた。前核期卵は hCG注射後 19----23時間目に卵管膨大部を裂き， ヒアルロニダーゼ

(3001 U/m 1. BSA欠 M210) )で卵丘細胞を除去したのち.前核が 2個確認できたものを実験

に供した。 2細胞期匪は hCG後43----46時間自にM2で卵管を濯流することによって回収し

た。

採取した前核期卵は，対照の新鮮培養液と凍結後10か月自に融解した培養液とを用いて

4日間体外培養し，匹盤胞への発生率を調べた。なお，培養にはそれぞれの培養液に 100

zd 



晴乳卵学誌 (J.Mamm. Ova Res.)第8巻 第1号 199 1年4月

μM となるようにEDTAを添加して invitro 2-cell block")の解除をおこなった。また，

2細胞期匹は対照，凍結およ び凍結乾燥の培養液を用いてそれぞれ 3日間体外培養し，匪

盤胞への発生率を調べた。

前核期卵. 2細胞期匹のどちらを用い'た場合も，匪盤胞へ発生したものについては，一

部移植試験を行い胎子への発生能を調べた。レ シピエントには，精管結索雄と 交配した偽

妊娠マウス (CD-1)を用い. 0.5 日目の卵管あるいは 2.5または il.5日目の子宮へそれぞれ

3 "-'10個ずつ移植した。いずれのレシピエントも妊娠16.5"-'17.5日目にと殺して生存胎子

数を調べた。

また，凍結乾燥培養液を用いて培養した一部の匪については，匹盤胞期において細胞数

を計測しコントロール区と比較した。方法は. Papaioannou and Ebert(1988) 12) 

Iwasaki et al (1990) 1 3) に従って二重蛍光染色法によって実施し，栄養外匪葉と内細胞

塊の細胞数をそれぞれ別個に計測した。

結果

Table 1に，凍結培養液および凍結乾燥培養液を用いて体外培養をおこなった場合の前

核期卵および 2細胞期匪の匹盤胞への発生率と， レシピエントへ移植後の胎子への発生率

を示した。前核期卵を用いた場合，凍結培養液では58%(101/175)が匪盤胞へ発生し，また

67個の匪盤胞を 9匹のレシピエントに移植した結果 7匹(78%) が妊娠し. 23匹(34%) の生

存胎子を得た。これらは，新鮮培養液を用いて得られた路盤胞への発生率(59%.102/174). 

レシピエントに移植後の妊娠率(75%.6/8)および生存胎子生産率(35%. 22/62)と比べてい

ずれも有意な差ではなかった。

Table 1 The effect of frozen or freeze-drying culture media on the development of 四日usezygotes 
or 2-cell embryos in vitro and in vivo 

The stage of NO.of embryos NO.of embryos NO.of blastocysts No目pregnant/ NO.of live 
Media developed NO.of recipients fetuses 

embryos cultured to blastocysts(耳) transf-erred (目) (目)

Zygotes Fresh 174 102(59) 62 6/8 (75) 22(35) 
Frozen 175 101(58) 67 7/9 (78) 23(34) 

2-cell Fresh 465 398(86) 228 31/37 (日0) 90(39) 
Frozen 168 159(95) 123 12/15 (80) 38(31) 

Freeze-dry i ng 288 255(89) 106 8/22 (36) 9( 8) 

また. 2細胞期匪を用いた場合，新鮮培養液では86%(398/465)が匹盤胞へ発生し 228
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個の匹を37匹のレシピエントに移植した結果31匹(80%) が妊娠し，合計90匹(39%) の生存

胎子が得られた。また ，凍結培養液を用いた場合も95出(159/168)が匹盤胞へ発生し 123

個を15匹に移植したところ 12匹(80%) が妊娠して. 38匹(31%) の生存胎子が得られ，これ

らは前核期卵の場合と同様に新鮮培養液を用いて得られた成績に比べて大差はみられなか

った。これに対して，凍結乾燥培養液を用いた場合は高率に (89%.255/288)匪盤胞へ発生

したが， レシピエ ン トに移植後の胎子生産率は8%と極めて低かった。

Table 2に凍結乾燥培養液を用いて得られた匹盤胞の細胞数を示した。表に示すように，

内細胞塊および栄養外匪葉に含まれ る細胞数 (平均20および66個)は，いずれも新鮮培養

液を用いて得られた匹盤胞の細胞数(21および64個)と比べて大差がみられなか った。

Table 2 The effect of freeze-drying culture medium 

on t h巴 cellnumbers of blastocysts. 

Media 

Fresh 

Freeze-drying 

• Mean::!::S. D. 

Cell number in ホ

Trophoectoderm 

66::!:: 14 

64::!:: 8 

考察

Inner cell mass 

20士7

21士3

Shioda and Tsunoda(1988)8)は，マウス臨の体外培養に広く用いられている化学合成培

地であるM16液は，体外における匪盤胞への発生率およびレシピエントに移植後の産子生

産率を低下させることなく 3.6ocの冷蔵庫内に少なくとも 150 日間保存できるが. 150 日

を越えると発生率が低下することを報告している。また.内田ら(1989)9)は.-30oCに60日

間凍結保存した培地を用いても . 2細胞期臨は高率に匪盤胞へ発生することを明らかにし

ている。本実験ではM16液がさらに長期間凍結保存可能か否か，また凍結乾爆をおこなっ

た場合，それらの培養液が匪の生存性に影響を及ぼすか否かを検討するため. 10カ月間凍
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結保存あるいは凍結乾燥した培養液を用いて，前核期卵と 2細胞期匪の体外培養ならびに

培養匪の移植試験をおこな った。

その結果. Table 1に示すようにどちらの発育ステージの駐を用いた場合でも，凍結保

存培養液を用いた場合は匹盤胞への発生率およびレ シピエントに移植後の胎子生産率は新

鮮M16液を用いて得られた成績と大差がみられなか った。 このこ とから. M16液は-200C 

の凍結状態で少なくとも10カ月間保存できると考えられた。なお.凍結培養液を融解後培

養液中に沈澱物がみとめられたため.O. 45μ のフィルタ ーで鴻過をおこな ったのち使用し

たが，前核期卵と 2細胞期経のどちらの発生にも影響はみられなかった

これに対して，培養液を凍結乾燥すると新鮮培地を用いた場合と大差がなく高率に匪盤

胞へ発生したが， レシピエ ン トへ移植後の胎子生産率は極めて低か った。マウス初期匪が

体外で発育するにもかかわらず， レシピエントに移植後産子へ発生 しえない主な原因とし

て，一般的に1) .匪の細胞数の減少.2). 染色体異常の2つの理由が考えられる。本実験

では，匹の発生過程を新鮮培地を用いた場合と比較して検討したが. 4細胞および 8細胞

への分割時期. compac t i onおよび匹接胞形成時期などに明らかな差は認められなかった。

また， 得ら れた匹盤胞の細胞数を内細胞塊と 栄養外匪葉とに分けて測定したが，いずれも

新鮮培養液を用いて得られた匪盤胞の場合と大差がみられなかった。このことから，凍結

乾燥培地を用いて得られた匹盤胞の産子への発生率が低い原因 は少なくとも細胞数の問題

ではないと考えられた。また，一部のレ シピエントで着床痕率を調べたと ころ53掘 ときわ

めて高く，このことからおそらく 得ら れた匪盤胞の染色体には数的あるいは構造異常が生

じたため妊娠途中で死誠したものと考えられるが，本実験ではこれらを明確にすることは

できなかった。
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Glycerol-sucroseてv凍結したウシ体外受精由来日玉の

One step希釈による移植成績
Transfer by a one -step dilution method of bovine embryos 

derivecl from in vitro frozen in glycerol-sucrose. 

大久範幸 ・高田直和・沼辺 孝・石川勇志

Noriyuki OHISA， Naokazu TAKADA， Takashi NUMABE 

and Yushi ISHIKAWA 

宮城県畜産試験場 玉造郡岩出山町樋渡l

Miyagi Prefectual Animal Industry Experi皿entStation， Hiwatashi 1 Iwadeyama-machi 

Abstract:Embryos for freezing were obtained by the way of in vitro fertilization of 

bovine∞cytes matured in vitro and subseQuently cultured in vitro for seven days.Embryos 

(stage ranging from blastocyst to expanded blastocyst) were directly placed. into PBS con-

taining cryoprotectant such as 1.4M glycerol or combining 1.4M glycerol and 0.2M sucrose. 

Embryos were eQuilibrated for 15~20minutes at r∞m temperature， and a single embryo was 
loaded into the middle part of straw in a small volume of freezing medium separated by two 

air bubles from 0.3M sucrose filling the rest of the straw， next then it was deeply freez 

ed with program freezer and then stored at - 196~. The frozen embryos were thawed by plung 

ln只strawsdirectly into warm water at 370C. After frozen embryos have thawed they were 

mixed by rapidly shaking， and then transferred singly or in pair into recipient cows non 

surgically. Pregnancy rates of embryos frozen in glycerol and glycerol-sucrose were 40児(41

10)， 53出(21/40)respectively， and the rate of embryos frozen in glycerol-sucrose were de-

veloped to normal fetus higher than those frozen in glycerol only. It is suggest that suc-

rose can be used in combination with glycerol as a cryoprotectant and that a high rate of 

pregnancy can be achieved after a one-step dilution of the cryoprotectants. 

緒 言

Whi ttinghamら1)ゃれlmutら2)によってマウス匪の凍結保存技術が開発されて以来，各種動物旺の

凍結保存方法の研究開発が行われてきた。 凍結ウシ匪についてもストロー内で耐凍剤を除去する方
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法が開発され3.4) 現在は，この方法が実用化されつつある。

一方，凍結保存したウシ体外受精由来匪の移植試験では，受胎率が凍結体内受精由来匪のそれと比

べ著しく低いのが現状である 5.6)。

最近，耐凍剤としてglycerolとsucroseの混合液を用い体内受精由来牛匪を凍結し，耐凍剤を除去

することなく移植し， glycerolのみで凍結した場合に比べ高い生存率と受胎率が得られている 7.8)。

そこで，本研究ではウ シ体外受精由来匪の凍結保存方法について耐凍剤と保存後の発生について以

下の実験を行った。すなわち，耐凍剤として1.411 g 1 ycero 1および1.411 glycerolとO.2M sucroseを用

い，これらの混合液で凍結し融解後O.3M sucroseで1段階希釈を行い，匪の生存を確認することな

く移植し受胎性を検討した。

材料および方法

1.供試匪:未成熟卵の採取と体外成熟および媒精後の体外発育は，既報 9)に従って行い，体外受

精は山田らの報告10)に従って行った。すなわち，凍結精液を融解後，牛血清アルブミン (BSA)を除

いた修正タイロード、液(BO:Bracketand 01 iphant 1 1))にカフェイ ン10mll添加液(Caf-BO液)で希釈し，

遠出(400g)操作を2回行し、精子を洗浄した。洗浄後，精子濃度をCaf-BO液で2.0x107精子/mlに調整

した精子浮遊液をHep-BSA-BO液(20mg/皿1BSAと10IU/mlへノfリンを添加した修正タイロード液)で等倍
に希釈した。この精子浮遊被を100ulの小滴にして流動パライフィンで覆い，炭酸ガス培養器で15分間

前培養した。これにHep-BSA-BO液で2回洗浄した体外成熟卵を約50個ずつ導入した。

なお，供試匪は凍結保護物質に浸潰したのち，収縮を起こした時点で，匪の輪郭が明瞭で変性部分

がみられないものをAランク，匪の10%に変性が認められるものをBらラ ンク，それ以上のものをC

ランクとし，今回はAランクの匪のみを用いた。 昌seal

2.凍結方法 :凍結保護物質は1.411 glycerol加 I I 0.311 S 

phosphate buffered saline(PBS) (以下， G)と

1. 411 glycerolを添加したO.211 sucrose加PBS(以

下， G -S)を用いた。

まず匪を 2種類の凍結保護物質にそれぞれ15~

20分間平衡し， Fig 1に示したように， 0.25mmのス

トロー内を凍結保護物質とO.311 sucroseを空気層

で分離し， 一個ず、つ吸引し封入した。次いでス卜

次ローをプログラムフリーザー (plannerR204)に

より，室温からー1"Cまで毎分-60Cで冷却し， -1 

. I 1. 4>> G t 0.2>> S 

0.311 S 

O.3M S 

plu且

before freezing after mixinε 

Fig.1. Diagram of one-step dilution carried 

out within straw. S:0.311 sucrose C:1.411 gly 

cerol or 1.411 glycerol十 O.2 IIsucrose. 

℃で植氷したのち10分間保持した。G処理区では，一10Cから-300Cまで毎分-0.30Cで，G-S処理

区では-23
0

Cまで毎分-0.5
0

Cで降下させ，それぞれ10分間保持したのち，液体窒素に投入した。

3. 移植:凍結した匪は， 1~30 日間液体窒素に保存したのち， 31"Cの温湯で融解しストロー内でO.3 
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M sucroseと混合し， 5分間静置したのち移植した。移植は6人の移植師により両子宮角に1個ずつ，ま

たは片側子宮角にl個のみを非外科的に行った。

結果

匪の移植結果をTable1に示した。G処理区では10頭に2個の匪を移植したところ，4頭が受胎し受胎

率は40%であった。

また， G -S処理区ではl個の佐を4頭に移植したところ， 2頭が受胎し受胎率は50%，2個の匪を40

頭に移植したところ21頭が受胎し受胎率は53%であった。

Table 1. Pregnancies after transfer of embryos derived in vitro frozen 

in 1. 4M glycerol or 1. 4M glycerol-0.2M sucrose in PBS東

Cryoprotectant 

1. 4M glycerol 

in PBS 

1. 4M gl ycerol 

+ 

0.211 sucrose 

in PBS 

No.of embryos/recipient 

2 

2 

出PBSPosphate buffer salin 

No.of No.of 

reClplent pregnancies(見)

10 4(40) 

4 2(50) 

40 21(53) 

Embryos transferred after one-step dilution by 0.3M sucrose 

考察

ウシ体外受精由来匪を1.411 glycerol (G)および1.4M glycerolと0.2Msucroseの混合液 (G-S) 

7. 12)を凍結保護物質として凍結し融解後ストロー内で凍結保護物質を除去(ワンステップ希釈法)

し 受胎性を検討した。その結果， G-Sで凍結した匪の受胎率は58%であり， Gで凍結した匪の受

胎率40%に比較して高かった。

Massipら7)はウシ体内受精由来匪をGとG-Sを用いて凍結，融解して移植しそれぞれ42%，52児の

受胎率であったと報告しており，本実験の結果と同様の成績であった。しかし，ウシ体外受精由来匪

をGで凍結，融解，移植し得られた受胎率は，従来の体内受精由来牛匪の成績I3 I 1 I 5)に比べて低

かった。この要因として，完全体外培養で作出したウシ駐の細胞数は家兎卵管内で培養し作出したウ

シ匹に比べ少ない I6)ことなどから，ウシ体外受精由来匪も生体内由来牛匪に比べて細胞数が少なく

凍結，融解時にさらに破壊し減少した 17)結果と考えられる。一方， G-Sで凍結した匪で高い受
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胎率が得られたのは，耐凍剤にsucroseを添加することで匹に流入する耐凍剤の量が減少し，また融

解後，復水量が過度に流入しないためや 12) それにsucroseはtorehaloseと同様に細胞膜の保護作用

が指摘されており 18) このよ うなsucroseの物理的特性が凍結による細胞数の減少を最小限に抑え，

匪の生存性を高めたものと思われる。

しかし，匪をG-Sで凍結，融解したのち耐凍剤を除去せず移植した場合，匹にはGが残存し，そ

の後の生存性に悪影響を及ぼす可能性がある o Massipら7.1 2)は，ストロー内にG-Sの混合液のみ

で，鈴木ら引は，G-Sの混合液層の他にo.2~0. 35Mの S 層を配置し 一23~-25"Cで液体窒素に投

入しス トロー内で希釈する ことな く直接移植し，それぞれ52，57%の受胎率を得ている。これらの成

績は単純に比較できないが，匪の存在する Gの量により差ができたものと推察される。つまり後者は，

ストロー内にGを含まないo.2M ~ 0. 3MのS層を設けることで，子宮内での一段階希釈による Gの除去

を期待したものと思われる。本実験も融解後，ストロー内で0.3MSによてGを除去したことが受胎

率を高める要因になったと考えられる。

また，従来凍結に用いられる匪の品質評価はLindnerl9)の方法により培養液内で判定されているが，

この方法では，特にウシ体外受精由来匪の匪盤胞~拡張匪盤胞では変性細胞の存在が明確に判定でき

ないことがある。一方，本実験では，匪を耐凍剤に浸漬して形態評価を行ったところ，変性細胞にお

いては耐凍剤の細胞浸透が悪いかもしくは遅延するため変性部分の割合が明瞭に確認できた。本実験

も耐凍剤の中で匪を評価し凍結したため，良好な結果が得られたと考えられる。

今回の移植結果は，凍結した体内受精由来牛圧の2個移植の成績20)に比べて遜色のないものであっ

た 。 しかし，凍結可能な A ランク の匪が発生した匪の40~50%程度であり，今後品質が低下した匪の

凍結方法も検討する必要がある。
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亀山祐 一 -石島芳郎

Yuichi KAMEYAMA and Yoshiro ISHIJlMA 

東京農業大学生物産業学部動物資源学研究室

Laboratory of Animal Resources， Faculty of Bioindustry， 

Tokyo University of Agriculture. 

Abstract: Late 2-， late 4-and 8-cell chinese hamster ova were cultured in M16， M16+ 

EDTA and TCM199. At 72hr of culture， the rate of 2-cell ova developed to blastocyst was 

higher in MI6+EDTA (57.1%) than in M16 (20.9%， P<0.05) and in TCM199 (18.2%， P<0.05). 

Addition of EDTA did not improve the rate of 4-and 8-cell ova developed to blastocyst. 40 

-65% of 4-and 8-cell ova developed to blastocyst. 

3者 t 

Eコ

臨培養はH甫乳動物妊の発生工学的実験を行う上で不可欠な技術であるが、現在 l細胞期卵から匹盤

胞までのほぼ完全な体外培養系が確立している実験動物はマウスおよびウサギが挙げられるにすぎな

い]5) 。こうした特定動物種においてのみ旺培養が先行する状況は、 発生工学研究を展開していく 上

で望ましい形とは言えず、今後はより広い動物種の匹培義法の確立が望まれる。

そこで本実験では、佐培養の知見が乏しいチャイニーズハムスター初期匹の体外培養法について検

討した。

材料および方法

に
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本実験には当研究室で自家繁殖したチャイニーズハムスターの成熟未経産雌(2 -----4カ月齢)を用

いた。交配には同種の成熟雄を使用した。

過排卵処理は、 Roldanら12) および池田ら")の報告を参考に、性周期を考慮することなく午前10時

にPMS(PMSゼンヤク、日本全薬)20IUを皮下注射し、次いで78時間後に hCG(HCGモチダ

持田製薬)10IUを皮下注射する方法を用いた。 hCG投与後、雌チャイニーズハムスターは直ちに雄

と一晩同居させ、翌朝臆栓もしくはスメア中に精子の確認できたものを実験に供試した。初期駐の回

収は、池田ら 6)山崎 B引を参考に、 2細胞期匹を hCG投与(直後雄と同居)後72時間、 4細胞と

8細胞期匪を同96時間に、チャイニーズハムスターを屠殺して摘出した卵管をM16'6)で瀧流するこ

とにより行った。なお、回収粧のうち、 hCG投与後72時間の2細胞期匹および同96時間の4細胞期

匹は、それぞれ後期(late 2-cellおよび late4-cell)にあたるものと推定されたは)。

培養液は、 M16、M16 + E 0 T A (1 00 ~ M )、 TC M 199 (ニッス イ)の3種を使用した。 TCM

199は、25.07酬の炭酸水素ナ トリウムで緩衝し、ブ ドウ糖 (5.55mM)、ピルビン酸ナトリウム(O. 

33mM)およびBS A ( Fract ion V ， Sigma， 4 mg/ml)を添加した。培地の pHは7.2-----7.4とした。

培養は、微小滴培養法 1)を用い、 2細胞期佐は96時間、 4および8細胞期匹は72時間まで行った。

培養条件は、温度3TC、炭酸ガス 5%、空気95%、湿度 100%とした。

結果

hCG投与後72時間に回収した2細胞期匪と、同96時間に回収した4および8細胞期匹をM16、M

16+EDTA、TC M 199の3種の培地で培養したところ、表 lに示す結果が得ちれた。

2細胞期匪の培養72および96時間における匹盤胞への発育率は、M16が20.9および27.9%、M16+

EDTAが57.1および34.3%.T CM 199が18.2および 3.0%であった。 4細胞期匹は、培養48および72

時間の時点でM16において47.2および63.9%、MI6+EDTAにおいて34.8および43.5%、TC M 199に

おいて41.7および33.3%の匪が旺盤胞に発育した.一方. 8細胞期旺は、矯養48および72時間の時点

でM16において64.7および52.9%、M16+ EDTAにおいて45.8および29.2%、TC M 199において41.7

および29.2%の匹が匹盤胞に発育した。

各培地内における培養時間による匹盤胞への発育率の差は、 2細胞期駐をTC M 199で培養した場

合においてのみ有意であったが(P < O. 05)、TC M 199で2および4細胞期匪を培養した場合には.

培養時聞を96あるいは72時間まで延長するとovercultureになる傾向を示した。 8細胞期旺は、すべ

ての培地において培養72時間でovercultureになる傾向を示した。いずれの培地においても、培養終

4
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Table 1. ln vitro culture of chinise hamster ova. 

Stage No. of 臥lratiα1 No. of ova developed to 

of 除dia ova of D唱nerat凶

ova ωltured culture Early Blastocyst Ex問nded Total Blastocyst 

Blstocyst Blastocyst (%) 

M16 43 72hr 。 7 2 9 (20.9) 。
96 。 8 4 12 (27.9) 。

2-cell MI6+EDTA 35 72 2 11 7 20 (57.1) 。
96 。 6 6 12 (34.3) 8 

TCMlg9 33 72 5 。 6 (18.2) 。
96 。 。 1 ( 3.0) 5 

M16 36 48hr 2 10 5 17 (47.2) 。
72 8 14 23 (63.9) 。

4-cell MI6+EDTA 23 48 。 5 3 8 (34.8) 。
72 。 3 7 10 (43.5) 。

苧CM199 24 48 。 5 5 10 (41.7) 。
72 。 3 5 8 (33.3) 2 

M16 17 48hr 。 5 6 11 (64.7) 。
72 。 2 7 9 (52.9) 2 

8-cel1 M16+印ITA 24 48 。 3 8 11 (45.8) 。
72 。 。 7 7 (29.2) 4 

TCM199 24 48 。 5 5 10 (41. 7) 。
72 。 5 2 7 (29.2) 3 

了までに透明帯からの粧の脱出(hatching)は観察されなかった。

匹盤胞への発育率を培地問で比較すると、 2細胞期匪を72時間培養した場合ではM16+ EDTAが他の

2種の培地にくらべて有意に高い発育率が得られ(p < O. 05)、EDTA添加による発育率の改善が

認められた。培養時聞を96時間に延長すると EDTA添加による発育率の改善効果は消失し、 TCM

199のみが他の培地よりも発育率が劣る結果が得られた(p < O. 05). 4細胞期旺においては、培地

による発育率の差は72時間まで培養した場合のM16とTC M 199の聞においてのみ認められ (P<0. 

05)、8細胞期妊においては培地聞の差は存在しなかった。

士音養開始時点の匹の発育段階による匹盤胞への発育率の差は、 M16では4細胞期以降、 M16+ EDTA 
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およびTC M 199では2細胞期以降認められなかった。

考察

今回の実験の結果、 HCG投与後72時間に回収した後期2細胞期匹は、培養72時間の時点でM16お

よびTC M 199において20%程度、M16+ EDTAにおいて60%程度、匹盤胞に発育した。 EDTAは培

地中のCa ++およびMg++以外の重金属イ オンをキレー トするこ とにより マウスの2-cellblockを解

除することが知られており 5. 8. 9)、ラット 4細胞期怪 10)およびゴールデンハムスター 8細胞期匪 7) 

の発育にも有効であることが報告されている。本実験においても EDTAは、チャ イニーズハムスタ

ー初期匪の発育を改善したが、その効果は2細胞期に限定して発揮された。また、 TCM 199に含ま

れる多種のア ミノ酸などの微量要素はチャイ ニーズハムスター2細胞期匪の発育には必須でなく、窒

素源、としては血清アルブミンのみで十分であった。 4および8細胞期匪はいずれの培地においても40

----65%の匹が脹盤胞に発育した。 M16およびTC M 199の匹盤胞への発育率は2細胞期匹にくらべて

有意に向上しており、 2----4細胞期にかけて発育に影響を及ぼす代謝系、特に糖代謝系の変化 13) が

あるものと推測された。まfこ、粧盤胞への発育に要した時間は、培地聞の差が若干ある ものの 2細胞

期匪が72時間、4細胞期匪が48----72時間、 8細胞期匹が48時間であり、体内での発育速度 18) にくら

べて約 l日のずれが生じた。

チャイ ニーズハムスターはキヌ ゲネズミ 科に属しており 、同じ科のゴールデンハムスターと同様に

わずか16個の細胞で臨盤胞を形成する特徴を有している l川。しかしながら、ゴールデンハムスター

初期旺 1)はチャイニーズハムスター初期駐と細胞分裂周期がかなり異なり、後期8細胞期以降は体外

で高率に発育するものの、 4細胞期匹以前の培養が困難かつ、その発育が低浸透圧によ って改善され

るなど、どちらかといえばラット初期駐に近い性状を有している川。本実験においてはチャイニーズ

ハムスター2および4細胞期匹は300IT心sm前後のほぼ等張液で60%程度発育したことから、同種初期

匹の種特異的発育環境は、ゴールデンハムスターおよびラッ トとはかなり異なるものと推測された。

今回の実験では、いずれの培地においても発育した匹盤胞は拡張こそするものの、 着床前の重要な

ステップである hatchingは観察されなかった。これは培地の組成、ア ミノ酸、 BSA、粧の密度お

よび免疫グロプリン 3. I 1. I -1， 1 7 )などが抑制的に作用した可能性が考え られる。

いずれにせよ、チャイ ニーズハムスタ ー後期2細胞期匹はM16+ EDTAで培養するこ とにより60%程

度が匹盤胞に発育し、後期4細胞期以降は EDTA無添加でも同等の成績が得られたことから、チャ

イニーズハムスターはゴールデンハムスターやラットよりは培養が容易な動物種であるとみちれた。
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ラ ッ ト卵 子の 体外培養

一-#.T; JUJ泊ー合成同 地 での 8ff:IJJ胞 JtJ-Jからの培養 に つ い て一一

In Vitro Culture of Rat Eggs 

一一 Developmentof the 8 -Cell Stage in Chemically Defind Medium--

松本浩道 ・ 菅原七郎 ・ 正木淳二

Hiromichi HATSUHOTO ， Shichiro SUGAWARA and Junji HASAKI 

東北大学農学部家畜繁殖学教室

Faculty of Agriculture，Tohoku University 

Abstract: In vitro development of rat 8-cell stage embryos was examined using 

three chemically defined media such as mBHOC-IIl ，mTYH and mH-1I ，without any 

protein. 72.4， 48.0 and 26.9% of the embryos cultured in those media developed 

to the blastocyst stage，respectively.ln the mBHOC-IIl ，supplemented with either 

non-essential amino acids(NE) or essential amino acids(E)，70.0 or 63.3% of the 

embryos developed to the blastocyst stage，respectively，which was significantly 

higher(P<O.05) than that of the medium without amino acids(40.0%) or with both 

(HE) and (E) amino acids(36.7%). 

These results show that the田BHOC-ill is useful for in vi tro culture of the rat 

8-cell stage embryo，when either (NE) or (E) amino acids are supplemented. 

緒 言

晴乳動物卵子の体外培養に関する研究は広く行われており、数多くの成果が得られてい

る1¥ しかし、ラットは実験動物として広く活用されているにもかかわらず、培養方法は

確立されているとはいえない。すなわち、 ラット受精卵子を体外で培養すると 2-4細胞期

ブロックが起こるため、 1細胞期から匪盤胞期までの発生に成功した例はない 2.3.4¥ そ

のためラット卵子の怪盤胞期までの発生能は種々の条件で 8細胞期からの培養が行われて

いるが、発生率やハッチング率、その後の発生能などの点で多くの課題が残されている 5.

6 . 7 )。とくに、晴乳動物卵子の体外培養法を利用し生命現象の機構を解明する上で、完全

に組成の明らかな培地での発生ブロック解除や完全な発生をさせる培養条件の吟味が基本

課題になっている。

そこで本実験では、ラット受精卵子の培養法を確立するための基礎研究として、まず無

血清合成培地における 8細胞期からの培養法の検討を行った。

材料と方法

供試動物は本研究室において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15:00hに雄と同居させ、翌朝の睦桧確認をもって妊

娠第 1日とした。
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8細胞期の卵子は、妊娠第 4E:lの 1l:00-13:00hに卵管潅流を行い採取した。卵管潅流は

PBS C+)で行った。

0.35m1の培養液滴にミネラルオイルをかぶせた培地を培養開始の前 日に作製し、インキ

ュベーター中で一晩 CO2平衡を行い、 pHはフェノールレッドを指示薬として 7.2-7.4に調

整した。

採取した卵子は発生培地で 3-5回洗浄後、上記の発生用培地に移した。

培養は5%C02、95%空気、 38.5.Cの条件を保ったインキュベーター中で行い、培蓑開始後

24時間ごとに実体顕微鏡下で発生状況を観察した。

培養液は、マウス卵子培養に用いられる TYH81 、 BMOC-IIlれ、および本研究室におい

てブタ卵子培養用 に開発した M-Ilで検討した。これらの培養液はすべて蛋白質を

0.5mgjm1のpo1yviny1a1coho1 に置きかえ た。 各基本培養液の組成は表 1に示した。それ

ら各培養液に成長因子として、 lμgjml Insu1in 、10μgjm1Transferrin、 0.29ngjml 

Se1enious acid'0・111を、 またアミノ酸としては、 Eagle's minima1 essential mediaの

アミノ酸をそれぞれ添加した。 Transferrinは鉄解離型ヒトートランスフェリンを使用し

た。

実験 1:各培養液における発生能の比較

8細胞期卵子の，発生能の比較、検討を各成長因子と MEMの非必須アミノ酸を添加した

mTYH、皿BMOC-llI、 圃M-IIの 3種類の培養液で行った。

Table 1. Chemica1 composition of each mdium 

Component 田TYH 回BMOC-IlI mM-Il 

NaCl 119.37mM 94.59mM 97.82mM 

KCl 4.78 4.78 14.71 

CaC12・2H20 1. 71 1. 70 2.34 

MgSO. .7H20 1.19 1.19 1. 19 

KH2PO. 1. 19 1.19 1. 19 

NaHC03 25.07 25.07 25.07 

D-glucose 5.56 5.56 6.62 

Na-pyruvate 1. 00 0.50 0.50 

Ca-1actate 1. 43 

Na-lactate 2.04 0.57 

Penici11in 10，000 IU 10，000 IU 10，000 IU 

Streptollycin 5 皿g 5 mg 5 mg 

0.2%Pheno1 red 0.2皿l 0.2 m1 0.4 m1 

PVA 0.5mgj1l1 o .5mgjl・1 0.5mgj圃l

-22-



晴乳卵学誌(J. Mamm. Ova Res.)第8巻第 1号 199 1年4月

実験 2:各種物質添加DBHoc-mにおける発生能
実験 lでよい傾向を 示 したmBHOC-III を基礎培養液とし、それに各種アミノ酸を添加し、

発生能に対する影響を比較、検討した。培養区としては BSAのみ添加した区、各成長因子

を含む、 BSA添加区、アミ ノ酸無添加区、 MEM non essential amino acids 添加区、

HEH amino acids solution without L-glutamin添加区、両方のアミノ酸添加区、の計 6

区を設けた。

なお各基礎培養液の組成はTable1に示し た。

また、発生率は、 X 2 検定により有意差を求め た。

結果

実験 1: 

mTYH、mBHO C-III、 mH-II での 8細胞期からの培養成績はTable2に示 した。

匪盤胞期までの発生では mTYH 48.0%、mH-1I 26.9%、田BHOC-IIl 72.4% と田BHOC-Ill区で

最も高い成績が得られた。

なおmBHOC-山では 56.0%が革張旺盤胞に発生し、ハッチングもみられたが、他の培養区

では全く認められなかった。

培養時間と発生の関係では、国BHOC-mの区において培養開始後 24時間で 17個 (58.6%)
が匪盤胞期に発生したのに対し、 mTYHでは 2個 (8.0%)、 四十 IIでも3個(11.5%)とmBHOC一回

の方が有意に高 い成績を示 した (P<O.Ol)。

Table 2. Development of rat e田bryofrom 8-cell stage in each medium 

Culture Growth Amino No. and % of eggs developed to 

Protein n 

medium factor acid ~ morula ~ blastcyst 

mTYH 1， T， S NE 25 17(68.0%) 12(48.0%).b 

mH 11 1， T， S NE 26 12(46.2%) 7(26.9%). 

国BHOCIll 1， T， S NE 29 22(81.5%) 21(72.4%)。

1 : Insulin， T : Transferrin， S : Selenious acid. 

NE: HEH non essential amino acid. 

abValues with different superscripts differ significantly (P<O.Ol). 

実験 2:

皿BHOC-皿に各種アミノ酸を加えた場合の培養成績はTable3に示した。すなわち、アミ

ノ酸を加えた区の旺盤胞期、拡張匪盤胞期までの発生率は、加えない区に比べてよい傾向
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を示した。非必須ア ミノ酸、および必須アミノ酸を単独で加えた区の発生率はそれぞれ

70.0%，および 63.3%であ ったの に対 し、非必須アミノ酸と必須アミノ酸の両方を加えた

区では 36.7%と有意に低い発生率を示した (P<0.05)。

Table 3. Effects of growth factor and a圃inoacid on development 

of rat embryo from 8-cell stage 

Culture Growth Amino No. and % of eggs developed to 

Protein n 

四ediu皿 factor acid ~ blastcyst ミ ExB 2: H B 

BKOC 1日 BSA 35 14(40.0%)bC 8(22.9%)0 o ( 0.0%) 0 
BKO C III BSA 1， T ，S 30 14(46.7%)obC11(36.7%)Ob 3(10.0%)ob 

回BKOCill 一一一 1，T， S 30 12(40.0%)bC 5(16.7%)0 1 ( 3.3%) a b 

mBKOC III 一一一一 1， T， S NE 30 21(70.0%)a 14(46.7%)b 1( 3.3%)ab 

mBMOC III 一一一-1，T，S E 30 19(63.3%)ac 10(33.3%)ab 4(13.3%)" 

圃BMOCIll 一一一 1，T， S NE，E 30 11(36.7%)b 7(23.3%)ab 4(13.3%)b 

E : MEK amino acids solution without L-glutaain. 

ExB : Expanded blastocyst. 

HB : Hatching blastocyst. 

abcValues with different superscripts differ significantly (P<0.05). 

考察

3種類の培養被で 8細胞期卵子の旺盤胞までの発生能を比較した結果、 mBKOC-皿が最も

良好な成績を示した。 Wadaら4)、Horiuchiら引は、ラット初期匪の発生に乳酸が重要であ

ると報告しているが、本実験では低濯度の乳酸でも良い成績が得られた。また aTYHで‘の

成績から、ラット 8細胞期卵子の発生に至適なピルビン酸讃度はaBKOC-皿の温度より高い

ことが考えられる。 圃K-IIは乳酸が添加されているにもかかわらず、 mTYHより発生率が低

かった。 mBMO C-1Ilの成績から考えて、ピルビン酸が至適濃度より低かったためとは考えに

くい。このことからラット初期妊の発生において、 IIM-IIの特徴である高カルシウム濃度

はとくに有効ではないものと思われた。この点については、グルコース温度や他の組成と

の関連で再検討される必要がある 12l。

8細胞期からの培養では、アミノ酸の添加は発生に有効なことが示唆された。特に非必

須アミノ酸を添加した場合の匪盤胞期への発生率は 70.0%と、非必須アミノ酸、必須アミ

ノ酸の両方を添加した区の 36.7%に比べて有意に高かった (p<0.05)。

Zhang and Armstrongは、 KEKamino acids solution とインスリンを添加した培地で 8

細胞期匪を培養すると匪盤胞期まで高率に発生すること、また、得られた旺盤胞を移植し

高い妊娠率を得た、と報告している6.7¥ 着床前旺の発生に有効なアミノ酸が着床後の発
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生に影響しているということは大変興味深く、今後、各種アミ ノ酸との関係を明確にする

必要があると考えられる。

辻井らは、 8細胞期から初期匪盤胞への発生において個々のアミノ酸を添加した場合、

グリシン、グルタミン、グルタミン酸、アラニン、アルギニン、セリン、パリン、アスパ

ラギン酸、およびスレオニンが効果的であるのに対し、イソ ロイシン、フェニルアラニン、

トリプトファン、およびチロシンのそれぞれの添加区では発生しないことを報告している

け ) またWinkleらは、マウス受精卵で、グリシンが卵管中無機イオンの有害効果を抑制

する、と報告している I4 )。

旺盤胞形成に効果的な 9種類のアミノ酸は、ラット子宮液中の遊離アミノ酸のうち比較

的多く存在するものである。一方、イソロイシン、フェニルアラニン、 トリプトファン、

およびチロ シンの 4種類のアミノ酸は、ラット子宮液中の遊離アミノ酸のうち比較的少な

いものである I5 )。

これら 4種類のアミノ酸は、本実験で用いた必須アミノ酸にのみ含まれている。これら

のアミノ酸は子宮中の場合と違い、他のアミノ酸と同程度含まれている。しかし、必須ア

ミノ酸添加区では63.3%が怪盤胞期まで発生していることから、 これら 4種のアミノ酸が

妊の発生に対し阻害的に働いているとは考えにくい。

一方、非必須アミノ酸区では妊の発生に効果的である 9種のうち 5種が含まれ、重量比

で67.4%を占めた。その結果、旺盤胞までの発生率は70.0%で、本実験の中で最も高い値

を示した。

また、非必須アミノ酸、必須アミノ酸の両者を添加した区では、非必須アミノ酸添加区

に比べ発生率が有意に低かったが、この原因については今後の検討にまたなければならな

い。

必須アミノ酸添加区の結果から、 イソロイシン、フェニルアラニン、 トリプトファン、

チロシンの 4種のアミノ酸が回害的に働いているとは考えられないが、非必須アミノ酸、

必須アミノ酸のどれかが詰抗的に働いている可能性についても、検討する必要があると思

われる。

本実験で使用したトランスフェリンは鉄解離型であった。これは、鉄飽和型に比べて成

長促進活性は低いとされている。しかし、培養成績は良好であったことから、 トランスフ

ェリンを含まない単純な組成の培地での発生能の検討が可能になると思われる。
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牛体外受精卵子の幹細胞化

に関する研究

Isolation of the colony derived from bovine embryo in vitro fertilization. 

正木 全、柳 在雄、菅原七郎、正木淳ニ

Tamotsu門ASAKl，ZaeYoung RYOO，Shichiro SUGAWARA，Junji MASAKJ 

東北大学農学部畜産学科家畜繁殖学教室

Department of Animal Science，faculity of agriculture，Tohoku University，Sendai. 

Abstract: To isolate and establish embryonic stem ([S) cells、 frombovine embryos， 

an embryos from 2 cell to blastocysts stage were cultured on mouse embryonic 

fibroblasts feeder layer. ¥vhcn a blastomcres from embryos at 2，4， and 8 cell 

stage were cultured， a blastomere in each stage had divided to two or three 

times， and lh巴n50悶eof them attached to feeder layer， but none of them did grow 

and colonize. When the embryos culture were started from morulae， the embryos 

d肝velupedto blastocysls， and their trophoblast attached to feeder layer. Fol-

lowing the att丑chment，trophoblastic outgrowth were observed as that occured in 

the culture of blastocysts on feeder layer. The innercell mass(ICM) were dis-

rupted and passaged onto feeder layer. The colony derived from ICト1were isolated. 

走者三雪

マウスの[S細胞(embryonicstem cell:目玉性幹細胞)が、 EvansとKaufman(1981)により初

めて樹立されて以来、成功例が数多く報告された。 ES細胞は多分化能を持った培養細胞妹

であり、遺伝子導入等の操作が容易である。このため、シーンターゲテイングi去により特

定の遺伝子に相同的組み換えを起こさせた後、旺盤胞へ顕微注入すればキメラ個体を{午製

することができる。また、生殖細胞系列でキメラヵ、できれば、その子孫から特定の遺伝 子

が改変された i国体の生産が可能となる。この技術が家畜に応用されれば、改良増植の有効

ゐ:手段となり、高い経済的効果が期待される。しかし、マウス以外の動物における凶細胞

の樹 JLば困難であ η、現在までにハムスター、豚、羊で報告されているに過ぎない。特に、
畜産において経済的価値の高い牛における研究は、ほとんどなされていない。午のES細胞

樹立に関する研究が進まない理由の 1っとして、材料となる受精卵の入手が実験動物と比

べ非常に困難であることがあげられる。 一方、屠場卵巣由来卵f:}細胞を用いた牛の体外受

精法が低亨ながらも安定した旺盤胞の供給を可能とする技術として発展し普及され始めた。

本研究では、午ES細胞の樹立を目的として、 2細胞期から旺盤胞期の午体外受精卵子と

マウス !I台児線維芽細胞との接着条件について倹討した。また、 l仁川innnercell mass:内部

マ
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細胞境 ):こ由来するコロ二ーを 分離したので報告する。

材不斗 B乙び‘ ;方ジ去

< feeder layerの準備>feeer layerとして用いた マウス 胎児線維芽細胞は、妊娠15日齢の
lCR系マウスの胎児から分離培養した。摘出した胎児は、リ ン酸緩衝液(PBS)で洗浄後、肝

臓、腸を除き PBS中で細切した。次いで、これに0.25%トリプシン (DIFCO)/O.04%EDTA 液を

l胎児 当り 5ml加えス ターラーで 1時間撹枠した。 トリプ シン/EDTA液と同量のDHEM(Dul-

becco's田odifiedEagle's medium;4.5gグルコー ス!1，Gibco)+10%FCS(foetalcalfserum) 

を加え、ナイ ロンメヅ シユを通して細胞塊を除いた 後、遠心(1200rpmx5分)して細胞を集

めだ。細胞はD舵ト1+10%FCSに浮遊さ せ、胎児 1つ当り I5cm 2の培養フラスコ(住友) 1コに

播種した。その 24 時間後、培地を D町内+5~~ fC S に交換して、接着していない死細胞や血球を

取り除いた。培養はJ7 . 5 0C 、 5 ~;C0 2 ，95%空気の炭酸ガスインキュベーターで行い5-7日毎 に

継代した。細胞はコ ンブル ーエ ントに達 した時点で、マイト マイシン C(10ug!田1)で2.5-3

時間処理した。培地を除き PBS(ー)で細胞表面を 3回洗浄し、 トリ プシンで細胞を分散させ

た後遠心した。細胞は3x 105cells/mlの濃度に調整し、 24穴のウェルと 35mmフ。ラスチッ ク

シャーレにそれぞれ0.5ml、2ml分注し培養した。シャーレの表面は予め37.50Cで 1時間、

O. 1%ゼラチ ン(Swine，type 1I : Sigrna)処理したもので、作製から 1週間以内に使用した。

<午体外受精卵子の準備>仙台市食肉屠場より得た黒毛和種の卵巣を32-350Cに保温して持

ち帰り、卵管片や周辺組織を除去し、滅菌生理食塩水で数回洗浄し、卵胞卵子の採取に供

した。卵胞卵子は、直径がト5mmの卵胞から吸引法により採取した。卵子の体外成熟用とし

て、 TC九1199 (日水製薬)+ 10%FCSを用い、 39.OOC ， 5~， C02 ， 95%空気の条件下で21-22時間培養

した。体外成熟卵子の受精には、黒毛和種の凍結精液(ナこ，ハタ ケ)を用いた。凍結精液

l立、31-3 ~ oCの温渇中 で融解し 、BO(Brackett，B.G.&Oliphant，G.;1975)液+10m河カフェイン

に浮遊させ遠心 (2400rpmx 5分)した。 上清を除去し BO液+10mMカフェイ ン+1ul九ilヘパ リン

(ノポ・ へハ リ>1000u/田11に再浮遊させ、精子濃度が 106!mlになるように調整 した。こ

の 精子浮遊液 50 ul は、 BOi夜 +lOm ~1 カ フェイン + O .Ol g / mlBSAのドロ ヅプで等 i音希釈し 、 6 時 間

I煤惜した。 2、 4細胞期目玉は、媒精24時間後 に卵正細胞を 0.05%ヒアルロニ ダーゼで除去 し

て用 L、だ。こ れ以降の発生段階 ステ ージの分割期卵子は、明11丘細胞を除去せずそのまま共

培養を続けて得た。 8細胞期妊、16細胞期匹、 桑実旺はそれぞれ媒精後 2日、 3日、 5日

目の t音養でそれらの発生段階に達して~、たものを用いた。透明帯はいずれの駐でも、 o. 5 ~~ 
プロナーゼ処理で除去し培養に供した。旺盤胞は、媒精 7-9日目に出現したものを用い

た。ハ jチ〉グ してい ない 旺盤胞の透明帯は、同様に O.5~~プロナ一七で除去して用いた。

< 2 -16細胞期旺の培養>2 -16細胞期旺は、 35mmシャーレに作製した feederlayer上で
培養した。培地はD月E門あるい はTCM19 9にES細胞用添加物[20%FCS、O.lmM 2 -メルカプトエ

'7 j' - )~. (S i gma)、非必、須 アミ ノ自主i苔j夜(Gibco)、ヌクレ オシ ドJ容J夜(アデノ シン 、グアノ

L、 シチ:;.~、ウリミ-' シ、を それぞれ O.03mM ，チ ミジン O.OlmMlJ を加えて用い、毎日交換

した。培養は:J7.5'Cあるい は39.00C，C025%，95%空気のインキュベ ーター内で行った。以下

の実験も、同 僚の条件下で培養した。

。口η〆
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< 2 -1G細胞期の分散割球の培養>透明帯を除去した 2-16細胞期の駐は、 0.3%EDTA/PB Sで

3分間処理し割球を分散した。割球lま1つずつ、 24穴のウェルに作製した feederlayer上

で培養した。培地はDME月にES細胞用添加物を加え、 2日毎に交換し、それらの接着、分割

状態及びコロニー化について観察した。

<桑実目玉及びnE盤胞の培養>桑実目玉及び旺盤胞は、 35mmシャーレに作製した feederlayer 

上で培養した。培地は D 月 b~あるいは rCH199 に ES細胞用添加物を加えて用い、毎日交換した。

< 1 CMの培養>露出した ICHは、口径 100um程のマイクロピベ ヅ 卜で吸い上げた。 lC月はPllS

(ー)で洗浄後 ミネラルオイルで被覆した50ulの0.5%トリブシン溶液卜‘ロップ中で3-5分間処

理した。 t夕刊、で、 トロップに小量の培地を加え、マイクロピペッ トで数回出し入れして 20

コ程度の塊にした。この細胞塊は35mmシャーレの feederlayer上で培養した。培地は毎日

交換 した。

手吉身ヨL

< 2 -16細胞期妊の培養>2細胞期及び 4細胞期から培養した旺は、いずれの実験区でも、

培養24時間固までに割球が分離分散して、 72時間固までには全ての実験区で割球は変性し、

feeder layerと割球との接着はみられなかった。 2細胞期旺ではDMEM-37.5
0Cの区で、 24-

48時間までに割球の増加が認められたが、他の実験区では24時間目以降の増加は認められ

なかった。 4細胞期から培養した目玉は、 IC川 99-3 i .5
0C区で24時間固までに割球数が若干増

加した以外、 48時間目までにその他の実験l孟では、全く変化がみられなかった。

8細胞期から培養した目玉は、 24時間固までに一部の庇で割球が分散し、 96時間目までに

大部分が分散した。いずれの実験区でも、割球が120時間までに分裂増殖することはなかっ

た。また、割球と feederlayerとの接着が観察されたが、割球は球形を保ったまま I曽殖す

ることはなかった。

16細胞期から培養した駐は、 24時間後から割f;~が分散し始め、 120時間までに合計 16 コの

駐のうち 10コが分散した。分散した割球は、 oM E M -3 9 . 0 oC区とTCM199-39.00C区で72時間目
に、間EN-J i . 50(;区では9G時間自に feederlayerとの接着が観察された。しかし、 8細胞期

から培養したときと同様に割球は分裂増殖することはなかった。割球が分散しなかった 6

コの 16細胞期旺;ま、 feederlayerと接着することなくまた発生もしなかった。

< 2 -16細胞期の分散割球の培養>2細胞期の割球は、 24時間目までにほとんどが2-3回分

裂した。 24-48時間にかけて分裂したものは3/8わずかであった。

4細胞期の割球は、 24時間までに 10/16が2-3回分裂した。 24-48時間にかけて分裂を繰り

返したものは7/16であった。

8細胞期の割球は、 37.5OC区で24時間までに 1-2回分裂した。 39.0'C区では6/8が2-3回分

裂し、 37.50C区よりも分裂した割球数、分裂回数とも多かった。 24-48時間までに 37.5
0C区

の割球は若干分裂増加したが、 3g.0
0C区では全く変化しなかった。

16細胞期の割球は3i . 5"C区、 39.0
0C区とも48時間までに分裂は観察されなかった。

2 -16細胞期目玉の分散割球は、全ての実験区で培養72時間固までにほとんどカ、変性した。

また、全ての実験区でfeederlayerと接着する割球がみられたが、分裂増殖するものは認
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められなか -Jた。

<桑実妊及び旺盤胞の培養>桑実目玉期から培養したものは、 168時間までにDMEM-37.5
0

C区
で1/18、199-3I.50C区で4/11、199-39.00C区で1/12がfeederlayerと接着し、細胞の噌殖伸

展がみられたが、いずれの場合も桑実眠から直接feeder細胞と接着して増殖したものでは

なく、旺盤胞期への発生を経て栄養外駐葉(栄養膜細胞)と feeder細胞が按着して増菊し

たものであった。

旺盤胞から培養したものは、 DMD1-37.50C区と 199-37.50C区では、 48時間目から栄養外眠

薬の一部と feeder細胞との接着が観察された。両実験区の接着した旺盤胞は、 72時間まで

に栄養外旺葉が伸展し 1CMが露出した。 DM E M -3 9 . 0 oC区と199-39.0'C区では、 oM DI-3 7 . 5 oC区
と199-3 I . 50C区よりおよそ 24時間ずつ遅れて同様の現象が観察された。 DMEM+5%FCS区、 19

日+5Uじ日区ではさらに 24時間遅れ、 120時間目で栄養外眠薬の接着伸展、 IC刊の露出が観察さ

れた (Table)。

く lC門のt音養>解離した lCト16コからコロニ ーが lつ得られた。コロニーは1CM解離後 4日目

に出現し、中央部がやや盛り上がる形態をしていた。

Table. Effect of medium and temperature on the attachment and outgrowth of 

bovin blatocyts in feeder layer of mouse embryonic fibrobrasts 

medium temp. 

('C) 

DME円 37.5 

U月EM 39.0 

DME月' 39.0 

TCト1199 37.5 

TCM199 39.0 

TC~1199' 39.0 

culture time(hr) 

number 24 48 72 96 120 144 

of 

blasto. A G A G A G A G A G A G 

10 2 2 2 4 4 

10 2 2 

11 2 

10 2 1 2 3 3 。 2 2 

12 

A:~um ber of blastocysts that trophoblasts attached to feeder layer. 

G:河umberof blastocysts that trophoblasts att丑chedand grown to feeder layer. 

申:Supplementedwith 5% FCS only. 

若雪賓客

't体外受精卵子とマウス胎児線維芽細胞との培養では、 2、 4、 8細胞期目玉を培養した
ときには、妊の割球は分散し 2-3回分裂を行うものもあった。このことから、割球の分散に

よる割球同士の相互作用の消失が、その分裂増殖に彰響することが示唆された。この事実
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Figure A:Uisaggreg昌ted16 cell stage blastomere attached to feeder layer. s: 

sovine blastocyst attached to the feeder layer after 48hr of culturc. C:Bovine 

blastocyst with ICM (丑rrow)and trophoblasts (arrowhead) attached and outgrown 

to the feeder layer after 120hr of culture. D:The colony derived from bovine IC河

at day 4 after subsulture following JC河 disaggr巴galion. E:The colony derived 

fr 0田 bovinelCM at d丑y6 after subsulture following lCM disaggregation. f:The 

colony derived from bovine IC円at. day 9 after subsultllre following lC河 disag-

gregation. 
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:ま、割球聞の接触がこれらの聞の情報伝達を可能とし、この情報に基づいて分裂増殖、 発

生か支配されていることを示唆 している。 8、16細胞期の割球の一部はfeederlayerと接

着;ましたが、この時、旺の割球は分散し、 1コの割球または 2-3コの割球が一緒に接着

した。 また 8、 16細胞期の分散割球を培養した場合も、上記と同様の状態で割球がfeeder

layerと接着した。これらのいずれの場合においても、接着した割球は増殖することなく、

コロ二ーは形成されなか った。 この結果は、牛の 8及び16細胞期の割球は他の割球との相

互作用なしに増殖する能力は低 く、マ ウス胎児線維芽細胞との相互作用では 8、16細胞期

の割球の増加を誘起すること ができないか、あるいは細胞聞で相互に作用することがない

ということが示唆される。 Eistetter(1989)は、マウスの16-20細胞の桑実駐を分散させ、

この割球から高率にES細胞が樹立できたと報告している。この現象は、マウ スの桑実目玉で

特異的に起こ る現象であること が考 えられ、牛では桑実期ではない 16細胞期の割球がコロ

ニー化しなかったのかもしれない。あるいはまた、異種動物細胞である マウス胎児線維芽

細胞との親和性が問題である可能性も考えられる。

桑実目玉を培養したときに は、このステージの旺が直接feederlayerと接着してコロニー

化す るこ とはな く、経盤胞に発生 した旺だけで栄養外腔葉がfeederlayerと接着伸展し、

lCMが露出した。このように一端旺盤胞への発生を介して feederlayerに接着し伸展するこ

とは、材料として桑実匹は不適であることを示している。

旺盤胞期目玉を培養したとき、栄養外旺葉の伸展は、検討した 6実験区の全てで観察され

た。 D ~IE M - 3 7 .5T区及び199-37. 5.C区では培養48時間目 に接着が起こり、 72時間目か ら栄養

外旺葉の伸展及びlCMの露出がみられた。DM E M -3 9 . O.C区と199-39.0"C区では72時間目に接

着、日時間目に ICMが露出した。一方、 ES細胞樹立用に添加する物質を全く加えず、 DMEMあ

るいは 199にはのFCSのみを添加した区では、接着、{申展がさらに遅れる傾向を示した。こ

れらの結果から、自主盤胞の接着及びIC刊の露出にいたる過程には、マウス胎児線維芽細胞の

培養、ある いは千受精卵子の体外発生に通常用いている培地でも良いことを示しているが、

ES細胞樹立周の添加物と 20%のFCSを加える方が、より適しているといえる。また、妊盤胞

の接着伸展の過程は、培養液よりもむ しろ培養温度に影響を受けることが示唆された。な

お 、 D~EM と 199培地聞の比較から、これらの聞に明確な差は認められなかったが、最終的に

接着伸展した目玉はDM[f1を用いた方が多く、培地としてDME円がより至適なことが明らかにな

った。Piedrahitaら(1990b)は、豚旺盤胞を STO細胞のfeederlayer上で培養したところ、

24 -4 8時間後に接着し、 また羊旺盤胞をSTO細胞または羊胎児線維芽細胞のfeeder細胞上で

培養すると、 48-72時間後に接着が観察されたと報告している。このように、feederlay-

erと駐盤胞の接着するまでの時間が、動物種によりまた、培養条件によっても異なること

が明かとな った。マウス胎児線維芽細胞の培養条件を検討した予備実験の結果、最も良い

増殖を示したのは培養液がDM問、培養温度が37.5.Cの時であり、この条件で接着した目玉盤

胞数が最も多か ったことと 一致 してきわめて興味深い。

DMEH-39.UT区、 Dト!日-37.50C区および 199-39.0.C区の接着伸展した目玉盤胞のICMを解離し、

新しいfeederlayer上で培養したところ、 199-39.0.C区の1CMからコロニーを得ることに成

功した。マウスのES細胞は、細胞質に対し大きな核を持つ比較的小形の細胞で、コロニー

は細胞の境界が不鮮明でやや盛り上がる特徴を持っている。 Piedrahitaら(1990a)、Nota-

rianniら(1990)は、旺に由来する豚の多能性細胞椋は、マウスと同様の形態的特徴を持つ
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と報告している。しかし、今回得られたコロニーはこのような特徴は持っていなかった。

また、得られたコロニーは 1つであり、コロニ一分般の条件についてはさらに検討を要す

る。
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A Successful Procedure for In Vitro 
Fertilization of Rabbit Eggs Using 

by Ejaculated Spermatozoa 

Tuto皿uGOTO， Hideo YOKOTA and Kahei SATO 

Department of Cell Biology， College of Veterinary 
Medicine. Nihon University， Kameino 1866. 

Fujisawa 252 

Abstract:ln this paper，complete details are described for 

the procedures used in the Author's laboratory for in vitro 

fertilization(IVF) of rabbit eggs. Using ejaculated spermatozoa 

preincubated in a modified mTALP s01ution( a modified Tyrode's 

solution ) for 4-5hr， an average of 92-100% of inse皿inated eggs 

fertilized and 18.3-81.1% of the fertilized eggs developed to the 

various embryonic stages(2-ce11 -b1astocyst stages). The easeand 

reproducibi1ity of the rabbit IVF pro~edures make them very 

suitable for studies on analysis of the sperm fertilizing ability 

and on develpmenta1 abi1ity of eggs ferti1ized in vitro. We a1so 

developed a method for inducing capacitation of ejacu1ated rabbit 

spermatozoa. In other experiments， the ejaculated spermatozoa 

were preincubated for 1 hr and then， were exposed to 50 ug/m1 of 

1ysophasphatidy1a choline(LPC) for 15 min. After exposure to LPC， 

the spermatozoa were reincubated in the fresh medium for 30 min 

and this sperm suspension was used for in vitro ferti1ization. 

Obtained resu1ts indicated LPC-treated spermatozoa had high 

ferti1izing abi1ity under in vitro conditions. In addition， the 
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developmental ability of rabbit eggs fertilized by IVF， by 

spermatozoa preincubated in modified mTALP solution or treated 

with LPC has been examined using embryo transfer into oviducts 

and/or uteri of pseudopregnant does mated with infertile males. 

We succeeded to produce Japanese White offspring from reciplets 

after egg transfer. The procedures descrlbed ln this paper may be 

useful to other investlgators wlshlng to conduct research using 

IVF. Essentially， the same IVF procedures can be used with 

domestic animal and human gametes. 

Intrtoduction 

During past 30 years， numerous investigators have used in 

vitro fertilization(工VF) procedures to study sperm capacitation， 

the acrosome reaction， sperm/egg attachment， penetration of eggs， 

and fertilization in a variety of mammals(see for 

review，Yanagimachi，1981;Rogers，1978). In the rabbit， using a 

chemically defined medium， the successful of IVF has reported 

first by Brackett and 01iphant(1976). Eraly IVF procedure usually 

incorporated biological materials， such as blood serum， cumulus 

oopharous or follicular fluid， in the culture medium in order to 

induce capacitation and the acr080me reaction， and/or maintain 

sperm viability. Since the successful of IVF by Brackett and 

01iphant(1976) several investigators have reported the successful 

of IVF in the rabbit(Akuruk et al. ，1979;Hosoi et 

al. ，1980; Sato，1984) using the medium of Brakett and Oliphant(BO 

medium). However， in these reports， effectiveness of BO medium 

for rabbit sperm capacitation not evaulated. From 1984 we have 
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developed chemically defined media for inducing capacitation of 

rabbit spermatozoa ejaculated (Sato，1984; Sato and Suzuk1，1985; 

Sato et al. ，1986; Sato，1987). We estab11shed the method for 

inducing capac1tat1on of ejaculated rabb1t spermatozoa under in 

vitro conditions apac1tated spermatozoa， in vitro fertilization 

(IVF)of rabb1t eggs. In th1s paper， we report procedures for a 

consistently successul 1n v1tro fert111zat1on of rabb1t eggs in 

deta11s. 

Materials and Methods 

Media 

The regular med1um used for incubation of gametes 1s 

a modf1ed Tyrode's solut1on or1g1nally designated TALP for 

1nducing capac1tat1on of hamster spermatozoa(Bav1ster and 

Yanag1mach1，1977). We have mod1f1ed var10usly the TALP for 

inducing rabb1t perm capac1tat1on(Sato and Suzuk1，1985;Sato，1987). 

The compos1t1on of the bas1c salt solution 1s shown 

elsewhere(Sato and Suzuk1，1985; Sato et al 1986). All salts and 

other 'organ1c chem1cals are "analtyt1cal grade". Ham F12 added 

w1th 10%(VjV) bov1ne calf serum were used for culture of 

fert111zed eggs. 

Egg collection and preparation 

For IVF of rabbit eggs， adult females of Japanese Wh1te 

rabbit were superovulated by an intravenou injection of 80 IU 

pregnant mare serum gonadotropin(PMSG，Te1koku Zoki Co. ，Japan) 

followed by 80 IU human chorionic gonadotropin(hCG，Tekoku Zoki 

Co. ，). At 13.5-14.0hr after hCG injection females were anesthized 

with sodium pentobarb1tal(Abott Co. ，U.S.A.) and oviducts were 
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removed to collect ovulated eggs. Ov1ducts were flushed with 

med1a conta1n1ng bov1ne serum album1n(BSA). By th1s treatment an 

average number of 28.0 +1.8 eggs was obtained. Collected eggs 

were rinsed w1th fresh med1a and then app11ed for 1n vitro 

fert111zat10n. 

Collection and preparation of spermatozoa 

Semen was collected from fert11e males us1ng an artlf1cial 

vaglna(Sato，1984). Ejaculates were suspended 1n 2 ml of fresh 

med1a and held at 370 C. Spermatozoa were exam1ned by a phase-

m1crosocope and only 75-80% or more progress1ve mot11e spermatozoa 

were used for exper1ments. After spermatozoa were suspended in 

med1a the samples were centr1fuged at 1000 r.p.m. for 8 min to 

excess sem1nal plasma components. Th1s prcedure was repeated 2 

t1mes. For cOllect1ng act1ve mot11e spermatozoa， washed samples 

were resuspended 1n fresh med1a and the sperm suspens10ns were 

1ncubated at 370 C under 5%C02 1n a1r for 20 m1n. swim-up 

spermatozoa were recovered from uper layer of the sperm 

suspens10n and then recovered sperrnatozoa were transferred into 

fresh med1a. For 1n v1tro capac1tat10n the specimens were 

incubated for 3-5 hr at 370 C under 5%CO~ 1n a1r. 1n some 2 

exper1mets， to 1nduce capacitat10n/acrosorne reaction rabbit 

spermatozoa were exposed to lyophosphatidyl cho11ne(LPC， 50 ug/ml 

med1um) for 15 m1n after an 1 hr-pre1ncubat10n 1n the regular 

medium(Goto and Sato，1989). After exposure of spermatozoa to LPC， 

the spermatozoa were transferred 1nto the fresh regular med1um and 

then 1ncubated for 30 m1n. At the end of the 1ncubat10n， the 

spermatozoa were exam1ned for the1r mot111ty and acrosome 
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reaction， using the phase-contrast microscope. 

In Vitro Fertilizatlon(IVF) 

IVF was perfomed as fo11owed. severa1 sma11 drops of media 

containing 7-10 eggs under minera1 oi1 were made in Fa1con p1astic 

petrl dlshles(#1007，60x15 mm). 工nsemlnatlonwas carled out to 

introduce a sma11 volume( 30-50 ul) of sperm suspension into drops 

of media containing eggs. The fina1 concentration of spermatozoa 

was adjusted to 5xl05/ml. The small aliquots are taken from a 

part of the sperm suspension and percentages of highly motile 

spermatozoa were examined using a phase-contrst microscope. The 

duratlon of coincubatlon of spermatozoa and eggs depend upon the 

experlmental objectlves. Alternatlvely， eggs may be trnsferred 

to embryo culture med1um at var10us intervals after coincubation 

with spermatozoa. 

Exam1nation of Gametes 

When coincubation of gametes was comp1ete，the eggs were 

removed and e1ther exam1ned 1mmed1ate1y or fixed for 1ater 

analysis. In the 1ater case， 10 ul of f1xat1ve(2% glutara1dehyde-

2% formaldehyde 1n phodphate buffer，pH 7.2)was added to each IVF 

drop. Eggs were then transferred to 50 ul drops of calcium-free 

medium under m1nera1 oi1 and an ~qua1 vo1ume of fixative was 

added. After 20 min， most of the f1u1d was withdrawn from each 

drop and 50 u1 of fresh f1xat1ve m1xture 1s added. at th1s p01nt， 

the eggs can be stored at 40 C for few days. 

For exam1nat1on， eggs were placed 1n a sma1l drop of the med1u皿

which were depos1ted 1n the center of a clean m1croscope s11de 

glass and immediate1y covered with a coverg1ass supported on 
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vase11ne-paraff1n wax (8:2) spots. The coverglass were rap1dly 

pressed gently down to contact the drop otherw1se evaporat10n w111 

damage the eggs. espec1ally 1f they were unf1xed. Eggs were 

exam1ned by a phase-contrst andjor d1fferent1al 1nterference 

contrast m1croscope for ev1dence of fert111zat10n. Criter1a for 

fert111zat10n and examples of the morpholog1cal appearence of 

fert111zed eggs have been descr1bed elsewhere (Sato .1984;Sato and 

Suzuk1.1985). Each eggs were scored for numbers of polar bod1es. 

pronucle1. swollen sperm heads and numbers of spermatozoa 1n the 

perivitelline space(PVS). 

Cleavage of IVF Eggs and Embryo Culture 

Eggs 1nsem1nated are transferred to fresh culture medium for 

cleavage to the 2-cell or more embryonic stage. about 3-6 hr 

after 1nsem1nat10n. eggs are transferred to drop of embryo 

culture med1a. wh1ch are 1ncubated for further 72 hr under 5% CO2 

1n a1r at 370 C to perm1t development of embryos to the 

blastocyst stage.Med1a used for embryo culture are changed at a 

24 hr-1nterval. 

Cultured Embryo Transfer into the Oviduct and Uteri of 
Pseudopregnant Does 

Cultured embyos were transferred surg1cally 1nto ov1ducts of 

or uteri of does(Dutch Belted does) mated w1th vaso11gated males 

to induce pseudopregnant. At the stage of 4-cell to blastocyst of 

embryos the transfer was perfomed. Laparotomy was performed on 

each rec1p1ent does 2 week after the transfer. and the ability of 

transferred embryos to develop further 1n vivo was assessed at 

that t1me. Implantations. site of resorption. and complete 

fa11ures to 1mplant were examined. Rec1p1ents with normal 
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developing were retained for final assessment of fetal 

development at term. 

Results and Discussion 

Spermatozoa could attached to the zona pellucida immediately 

after insemination and then cumulus cells in cumulus-intact eggs 

were dlspersed by spermatozoa within 20-30 min. The zona 

penetration of spermatozoa were observed 1 hr after insemination 

and the sperm penetration into the egg cytoplasm was seen 1-1.5 

hr postinsemination. About 45% of the eggs penetrated showed the 

the enlargement of sperm heads within 2-3 hr postinsemination and 

swollen sperm heads in 70% or more of fertilized eggs was 

observed 3.5-4.0 hr after insemination. 

Table 1. In vitro fertilization of rabblt eggs by 
ejaculated spermatozoa prelncubated ln mTALP 
medium 

Sperm No. of eggs No. of eggs No. of eggs 
prelncu- lnsemlnated fert1l1zed(%) developed(亀)
batlon tlme 

3( hr 29 22(68.9) 11(55.0) 

4( hr 25 23(92.0) 18(78.3) 

5( hr 31 31(100.0) 27(87.1) 

All observations for evidences of fertilization 
were performed by 5 hr after insemination. 

In order to assess the developmental ability of eggs fertilized 

by IVF， egg transfer was performed.When fertilized eggs developed 
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to the 4- cell and early blastocyst stage， the fertilized eggs 

were transferred lnto the oviducts or uterl of 4 reclplents(Dutch 

Belted does). Thirty-elght fertl1lzed eggs were trnasferred 

surglcally and 2 of 4 reclpints became pregnant. Seven normal 

Japanese Whlte bunnles resulted from two normal pregnancles. 

Table 2. In Vitro Fertilization of Rabbit Eggs using 
LPC-treated spermatozoa 

Sperm Treatment No. of Eggs No. of Eggs No. of Eggs 
lnsemlnated fertl11zed(%) deve1oped(%) 

Contro1 sperm 
(5hr preincubated) 35 30(85.7) 25(83.3) 

LPC-treated sperm 48 48(100) 42(87.5) 
50 ug /皿1)

LPC-treated sperm 49 48(97.9) 44(91. 7) 

100 ug / ml) 

LPC; Lysophosphatldyl chollne 
All observations for evldences of fertl1izatlon 
were perfomed by 5 hr after lnsemlnatlon. 

As shown ln Table 1， the fertillzatlon rate was consistently 

hlgh ln IVF uslng spermatozoa prelncubated ln a modlfled mTALP 

medlum. When these fertl1lzed eggs were cultured ln Ham F10 or 

Ham F 10 contalning 10-15%(V/V) fetal calf serum， 85% of them 

developed to the 8-cell or more embryonic stages. 71.3% of 

developed embryos were early blastocysts 78 hr after IVF. In most 

cases the expandlng blastocyst stage was reached the following 

day. Some balstocysts contlnued to develop and then hatched from 

the zona pelluclda 5 days after IVF. The present result 

reconflrmed our observations previously reported(Sato et 
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al. ，1982; Sato， 1985;Sato etal. ，1987; Sato and Goto; 1990). In 

the results using BO medium， obatained fertilization rates are in 

60-83% range(Akuruku et al. ，1980; Hosoi et al;1982; Sato，1985)， 

however，using the use of our system for IVF， it is indicated that 

the higher rate of fertilization， comparedf to these results， was 

obtained consistentlY under in vitro conditions 

Similarly， in IVF using LPC-treated spermatozoa， very higher 

rate of fertilization was obtained， as shown in Table 2. In 2 of 

the eggs fertilized by spermatozoa treated with 50 ug/ml LPC ， 2 

spermatozoa were presented in the vitellus， each showing 

swelling of the sperm nucleus， the first stage of nuclear 

decondesation.The fertilized eggs， also， could develop to the 

morula or blastocyst stages(Table 3). This system for the 

induction of capacitation of spermatozoa by LPC-treatment was 

very short time， compared to the regular method as mentioned 

above， that needs the 5 hr~ preincubation time. 

Table 3. Deveolpment of Rabbit Eggs Fertilized In Vitro 
by spermatozoa treated with LPC 

No. of No. of eggs The final stage of eggs developed(君臨}
Exp. cultured 

2-cell 4-cell 8-cell Morula Blastocyst 

02 23 3 3 1 7 7 

05 25 5 2 8 5 5 

06 25 2 4 4 6 9 

Tatal 73 10(13.7) 9(12.3) 13(17.8)20(27.4)21(28.8) 

LPC; Lysophosphatidyl choline 
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The percentage of eggs fertl1lzed by LPC-treated spermatozoa to 

develop to the morula and blastocyst stage was ln raging of 27.4 

28.8% ， as shown ln Table 3. When developed to the 4-cell to 

blastocyst stage( Flg -1a，b) ，the embryos were transferred 

surglcally lnto the ovlducts or uterl of reclplent does(Dutch 

Belted does). There were 13 lmplantatlons and 20 normal young 

born from 10 reclplents transferred wlth 62 embryos(Flg 2). 

Our experlment， as 11ke other experlments， have shown that 

rabblt eggs obtalned from ln vltro fertl1lzatlon can develop to 

normal fetuses. The protocols decrlbed here have been rigorouslY 

tested and， lf carefully followed， wl11 produce satisfactory 

results glven a mlnlmum of lnvestlgor skl11. 

It Is often lndlcated to be dlfflcult to compare data from IVF 

studles by dlfferent laboratorles and/or uslng dlfferent specles. 

ln part， thls Is due to the wlde varlety of culture medla and 

procedures used for IVF. Use of the same medlum and essentially 

the same procedures for several dlverse specles can help to 

provide more meaningful comparatlve data. Our lVF procedure 

described here could be applled to wide mammalian species. 
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射出精子を用いたウサギ卵子の体外受精に関する検討

後藤 ilJ、 横田 秀夫、 佐藤嘉兵

日本大学農獣医学部動物細胞学教室

ウサギの射出精子を用いた体外受精法はいくつかの実験が試みられてい

るが、今だに十分な受精率が得られる安定した方法は確立されているとは

言 い難い。我々はウサギ射出精子による安定した受精が得られる方法につ

いて検討した。得られた結果は以下のとうりであった。射出精子を洗浄し

た後にアルブミンを添加した修正タイロード液中で 4-5 時間の incubatio

nを行って capacitationを誘起した。 この精子を用いて排卵卵子を体外受

精(1 V F)を行うと平均して 92 %以上の受精が得られた。 また、その受精卵

子の 78.3 %以上が in vitroの条件下で発生した。 これらの結果はすでに類

似の条件下で行った我々の教室からの報告と類似した結果であった。 また

短時間で capacitationを誘起する目的で上述の培養液中で射出精子を 1時

間 incubationを行い、 その後 50μg/mlの lysophosphatidyl eholine(LPC 

)を添加した培養液中で 15分間感作させた。感作後、新鮮な培養液に精子

を移して 30分間 incubationを行って 1VFに用いた。 その結果、非常に高い

安定した受精率が得られた。 これらの方法によって得られた受精卵子の体

内での発生能について調べるために偽妊娠を誘起した雌ウサギの卵管ある

いは子宮内に受精卵子を移植した結果、何れの方法で得られた受精卵子も

正常な発生を示して新生仔が得られた。以上の結果から、本実験で使用し

た 1VFにより安定してウサギの受精卵子得られること考えられた。
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Relation of the in vitro maturation and the period of the time after 

aspiration of the oocytes from slaughted ovaries in bovine. 
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Abstract: Oocytes were aspirated and co11ected into modified PBS from fo11ices 

in bovine ovaries obtained from slaughter house. These oocytes曹erewashed twice 

with PBS and kept in mPBS for 1. 2， 3， 4 and 5 hours at 37 oC respective1y unti1 they 
began to cu1ture for maturation. After keeping at each hour， the oocytes were 

transferred into culture medium (25mM Hepes Buffered TCM-199 supplemented with 5~ 

FCS)， and then culture in an atmospher containing 5% C02 in air at 38.50C during 

20-22hours. For in vi tro fert i 1 ization， each 10-20 matured oocytes were 

suspended in 100μ1 of BO solution which was adjusted sperm concentration to 4 x 

106~ml and added with caffeine(5mM~圃 1) and heparin(10μg~ ml) . After a sperm-
oocyte mixing曹asco-incubated for 6 hours， and then these fertilized ova were 

transferred into the TCM-199(earl' s salt) supp1emented with 1% FCS and continued 

to cu1 ture for deve10pment. The maturation rates to Metaphase-II of 1 (78%) or 2 h 

ours(70%) were significantly higher(P<0.05) than those of 3(49%) or 4 hours(31% 

に respectively，and the clervage rates of 4(28%) or 5 hours(32%) were 
significantly lower(P<0.05) than that of 1(78%)，2(72%) or 3 hours (62%に
respective1y. The rates of blastocyst developed 、inlhours(13. 3%) was 

significant1y higher(P< 0.05) than that of 2 (7.1%) or 3 hours(5. 6%)， respectively. 

There were no deve10pment of b1astocyst in the case of 4 and 5 hours. these 
results indicate that oocytes kept on shorter times are increasing in their 

deve10pment to blastocyst stages than those of 10nger times for transfer into 

maturation media after co11ection of oocytes. 

緒言

屠畜場由来ウシ卵子を用いた体外受精ほ、 La m b e r t e t a 1.8) (1986)， 

S i r a r d e t a 1 . ¥'3) (1985) ，花田ら (1986) ， C r i s t e r e t 
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a 1 .3) (1986)によりウサギやメン羊の卵管で発生させた旺を移植し受胎成功例並びに

分娩が報告された。その後、 Eyeston & First叫 (1988)およびGoto

e t a 1.ι) (1988)はそれぞ.れ卵管上皮細胞、卵丘細胞との供培養により移植可能旺

の作出に成功し、実用化への道が聞けてきた。しかし、これらの手法により安定的に移植

可能旺を作出していくためには、未だ多くの課題が残されている。体外へ取り出された卵

巣からより多くの正常卵子を得るためには、それに関与すると考えられる様々な要因を解

析し明確にしておく必要がある。 一つには屠場から研究室までの輸送温度と正常発生卵子

数との関係が明らかにされている。すなわち、ヒトの体外受精では卵子の輸送温度を30-

320Cに保持した場合に良好な結果が得られている (Qu i n m e t a 1. ¥¥) ， 1984)。

Cheng et al.幻(1986)は豚と羊で採取された卵巣の保存温度が卵子の成熟，

発生に関与すると述べ、とくに豚では適温が30-37
0Cの広範囲であるとしている。また、

Y a n g e t a 1. 16) (1990)は牛で20
0Cの保存温度で8時間保持した卵巣から採取

した卵子を体外成熟させ受精した場合、満足のいく結果が得られたと述ベている。このよ

うに卵巣の輸送温度が旺の成熟，発生に影響するならば一旦卵巣から体タ卜ヘ採り出された

卵子は、もっとその保存温度や保存時間に影響を受ける可能性が大きい。実際に頼粒膜細

胞から剥がされた卵子は大きな環境変化が生じ卵核胞の崩壊が開始されることが判ってい

る (Ya n g e t a 1. ¥ιJ，1990)。そこで筆者らは屠畜場由来ウシ卵巣から採取し

た卵母細胞を決まった温度でそれぞれ一定時間保持し、採取後の時間経過とその後の成熟

および発生能との関係を明らかにするために以下の実験を行なった。すなわち、吸引採取

した卵母細胞を温度37"C、湿度100%の条件下で1，2， 3， 4， 5時間保持し、それぞ.

れの時間保持した卵母細胞を培養液5%CS加TCM-199内に移して成熟させ、体外

受精を行なった。各保持時間ごとの卵の成熟率並びに阪の分割率について比較検討し、興

味ある知見を得たので報告する。

材料および方法

1.卵子の採取と成熟培養

広島市食肉市場で得られたホルスタイン由来卵巣で、合計182個を37
0Cに保温したリン

ゲル氏液を含む保温瓶に収め、約2時間の輸送を経て研究室に運んだ。卵巣は37
0Cに保温

した恒温槽内の滅菌ビーカー内に移し、21Gの針付きシリンジで直径2ー5mm大の卵胞か

ら卵子を吸引後0.3%ウシ血清アルブミン CBovine Serum Albmin， 

以下BSA)添加リン酸緩宙液 (Phosphate Buffered Saline， 

以下PBS)に集め、回収シャーレ(鈴木らl叫， 1987)内で洗浄後顕微鏡下で選別したの
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ち、前記PBSに移し、 370Cでし 2，3， 4， 5時間保持した。それぞれの保持時間で

190， 574， 208， 90， 138個の卵子を成熟用培地 (5%ウシ胎仔血清 [Fe t a 1 C a 1 f 

Serum，以下FCS]添加 25mM H e p e s b u f f e r T C M -1 9 9 

[E a r 1 e' s s a 1 t] )の100μl内に20個ずつ入れ、 38.50C，5 %C02 ， 90 

%02 気相条件下で20-22時間培養した。

2.卵子の成熟率

20-22時間の成熟培養後、採取後1，2，3，4，5時間の各保持時聞についてそれぞ‘

れ41，43， 47， 45， 46個の卵子を、酢酸+メタノーjレ(1: 3)の液で12時間固定した後

2%アセトオルセイン液で 1~2分間染色し、検鏡により成熟状態を確認した。

3.媒精および発生培養

卵子の成熟培養の20-22時間後に、最終濃度が5mM c a f f e i n eと5μg/m1 

heparinとなるように調整したBr a c k e t t &0 1 i p h a n t 1) (1975)液

(以下BO)内で4X106 個に調整した100μ1のドロップ内に20個前後の卵子を入れて

38.50C， 5 %C02 ， 90%02 気相条件下で6時間媒精した。次いで媒精終了後5%FC

S添加TCM-199培地に戻して38.50C，5 %C02 ， 90%02 気相条件下で7-8日

間培養した。なお培養液の安換は48時間経過ごとに行なった。

4.分割率と移植可能旺率の判定

媒精後48時間ごとの培養液の交換時に卵子の分割状態を観察し記録した。なお、媒精後

7日目または8日目までの培養で旺盤胞期にまで発生したものを移植可能旺とした。

結果

1， 2， 3， 4， 5時間の各保持時間におけるMetaphase一日での成熟率は、

それぞれ78%(32/41) ， 70% (30/43) ， 49% (23/41) ， 31% (14/45) ， 13% 

(6 /46)、1，2， 3， 4， 5時間の各保持時間での分割率は、それぞれ78%

(148 /190 ) ， 72% (413 /574 ) ， 62% (129 /208 ) ， 28% (25/90) ， 32% 

(44/138 )となり、 1と2時間区では有意差は認められなかったが4と5時間で著しい

低下がみられ、それぞれ1，2時間区とのあいだに有意差が認められた (1，2時間区と

4時間区 :Pく0.05，1， 2時間区と 5時間区 :Pく0.01)。また前記各保持時間での旺

盤胞旺への発生率は、それぞれ13.2%(25/190 ) ， 7.1 % (41/574 ) ， 5.8 % 
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100(耳)I ヲ民 1 hours 
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• 3 hours 
医 4 hours 

80 A 5 hours 

60 :刊問1)a 
(47) a 

だ刊 4) b 

40 

20 

(13) a 

。
2 4-8 16 molu1ae Blastocyst 

cell cell cell 

Fig.l In vitro cleavage and development of bovine embryos 

on day 8 after fertilization. 

The developmental rates of the grienps with diffrent 

superscripts differ statistically significant 

ab， bc(P<0.05)， ac(P<O.Ol). 

と、卵子採取後、成熟培養開始までの時聞が短い在有効と考えられる。 Eyestone

ら川(1988)は卵管上皮細胞との供培養により25%のウシ卵子が桑実匪から旺盤胞旺ヘ発

育したと述べている。また、 Gotoらe) (1988)は卵子を卵丘細胞との供培養により15

%の高率に旺盤胞旺八発育させた。 Utsumiら附(1988)もこれに準じた方法で得た旺

盤胞旺の移植で産子を得ている。このように卵子をとりまく卵丘細胞や特妹な蛋白は、発

。，
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Table 1 In vitro maturation of oocytes upon the 

suspended times into maturation media 

Suspended times % Metaphase n 

1 hrs 78 (32 /41) a 

2 hrs 70 (30 /43) a 

3 hrs 49 (23 /47) b 

4 hrs 31 (14 /45) b 

5 hrs 13 /46) c 

The maturation rates of the grienps with different 

superscripts differ statistically significant 

ab， bc(P<0.05) ; ac(P<O.Ol). 

(12/208 ) ， 0%  (0/90) ， 0%  (0/138 )となり、 1時間区では、 2，3時間区

に比べて有意 (pく0.05)に高く、 4と5時間区では発生例がみられなかった。

考察

本実験で示したように体外に取り出された卵子は時間を追うごとに成熟率並びに分割率

が低下し、旺盤胞旺への発生率は1時間区で最も高く、 2，3時間区で急激に低下し、 4，

5時間区では全く発生しなかった。これは、現在の操作条件下では一旦体外に取り出され

た卵子は短時間のうちに生存性と発生能を消失するととを示す。それ故、卵子の保存液や

保存温度の適正域を探し出しておく必要がある。 Yangら1&)(1990)は、卵巣の輸送温

度が4DCあるいは25DCの低温に置かれた場合に旺の発生率が高まると述べ、その理由とし

て卵巣の活性を低下させることによる酵素消費量の減少であるとしている。本実験では採

取後の卵子が体温に近い37DCに置かれたため、採取液の中での代謝がかなり活発に促進さ

れたものと考えられる。このように成熟培地内に移される前の100%空気条件下では卵子

の代謝や発生能にとって至適環境でなかったことを示すと考えられる。また保存液が修正

PBSであり、卵子の代謝に必要な有機物の組成やそれらの比率が至適でなく保持時間中

での生存性を消失させたものと考えられる。ウシの体外受精における卵子の成熟は20~24

時間の比較的短時間で誘起される(花田ら可)， 1986， L uらり叫， 1987) ことから考える
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生のために重要なファクタ一 (5hioyaら叫1988，Gandolfi & Moor引 1988)であり、これ

らが体外において保存容器，保存液や保存温度などに関連して不適正下に置かれると共存

する卵子と共に変性過程を辿る危険性がある。このことから考えると、採取後の卵子は、

Yangらぬ)(1990)の示したような200Cの比較的低温に置いて代謝を抑えるか、または

代謝を促進させても安全なTCM-199培地， Ham' s F-10やタイロード液など

の組織培養液内に保存したり、更には安全性の高い容器内で5%C02気相条件下で保存

するなどの細かい処置が必要と考えられる。
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H甫乳動物生殖系列細胞核の 全 能性と多能性

Totipotency and pluripotency of nuclei in mammalian germ line 

実司日ヨ三F玄佐

Yuki 0 Tsunoda 

近畿大学農学部畜産学教室

Laboratory of Animal Reproduction， College of Agriculture， 

Kinki University 

晴字l動物の初期発生は、精子と卵子が受精することによって開始さ札図 iに示すように、有糸分裂をくり

返して細胞数を増加させながら l個の個体を形成するために整合性を保ちつつ分化してL、く。すなわち、受精

卵は定まった周期で、2細肱 4細胞へと分裂し、怪醐匝羽に達して将来胎子となる内細胞塊と胎子胎盤を形成

する栄養外恒薬へと初めて分化する。内細目観鬼は、さらに原t砂叩藻 と原始内匹葉とに分化し、前者から胎子

本体れ後者からは主として胎膜が形成される。着床後、前者は内匝案外匹素中旺薬へと分化し、それぞ

れの匹葉から種々の器官が形成さ札個体として分娩された後成熟、老化し死に至る。同時に生斎醐胞が出現

するカ七これは減数分裂(卵子形成あるし、は精子形成)をへて半数体の精子や卵子を形成し次代へ遺伝形質を

伝えてし、く唯一の司司」の細胞芦干であり、 このつながりが生殖系列 (germ1 ine)と称されてし、る。

受精した直後の卵子は、 l個の個体安形成する青白]をもっ全能性細胞であるが、 J:.i主のように分裂をくり返

し分化してし、く過程で細包の核はどの時期まで全能性を樹寺してし、るのであろうか。また、個体を形成するこ

とかできなし、までも、種々の組織へ分化できる能力(キメラ形成松多能性と粉:する)を保持してし、るのであ

ろうか。晴割嵐物の発生は生体内て進んでいくため、これらの問題を明らかにするための手法は確立されてお

らずほとんど解明されていないが、本講漬ではこれまで明らかにされている点について紹介したい。

これまで、 8細肱期までの匹の害1)昧樹乍によって正常な個体カ特られてし、ることから、晴手働物では少なく

ともこのステージまでの大部分の害献の核は全能性械情していることは明らかである。また、第2減数分裂

中期の染色体を除去した未受精卵の細胞質と 8~泣細佐期匪の害1隙そ融合させて作出した再構築匹(核移植匹

)の移植によってウサギよヒツジやウシで産子カ特られてし唱。さらに、ヒツジでは恒輔包内細胸蜘胞の核

移植によって産子が得られており、これらの細胞核の全能性カ〈証明されてし唱。また、発生の進んだ原始外匹

葉や匪性幹細胞由来のキメラが作出できていることから、これらの細舵臓は多能性を保持することが明らかで
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ある。また、助長11.5日齢以降のマウス胎子期生頁細胞の多相生も検討されているれこれまでの所positive

な結果は得られていない。

このような研究は、府l動物における発生 ・分化の機構押月に貢献するのみでなく、応用的にもクローンや

コピー動物の作出に必要な基礎知識を与えるものと思われる。

本講漬における演者らの成績は、加藤容子氏f近大農)はじめ多くの共同研究者と、科学技術庁振興調整費

「発生工学J、文宮路?科研費(01102028)、ヒューマンサイエンス財団基礎研究費、バイオ科学研究所特別助成

金などを受けて実施されたものである。

図1.晴手l動物の初期発生過程(マウスを例として)

受精 一一一→ 卵割 一一一一→

「一→栄彰慌葉 「一一→原始内匹葉

匹盤胞形成 一一一L_→内細胞塊 一一一Lー→閥的悔葉

↓↓ 

↓↓ 

匹a性幹細胞

着床

L一一一精子形成 分娩て 一一 卵子形成←一一一一一一 生殖細胞

内匹葉

外匪葉

中匹葉

A
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マウス老化期にみる生殖能と卵母細胞数の

急減現象について

The rapid decrease of female fecundability 

and the oocyte number in aging mice 

北嶋朋子・一 戸喜兵衛

Tomoko KIT AJI恥1A，Kihyoe ICHINOE 

手稲渓仁会病院テイネ生殖研究室

Teine Reproduction Laboratory， Teine-Keijinkai Hospital， Sapporo， ]apan 

目的: 婦人の生殖能にみられる老化・衰退は特定年齢に忽然とおこり，かっきわめて急速に進行すること，

またこの時期に一致して卵巣における卵母細胞の急激な消退のみられることを明らかとしてきたは)

今回はマウス (C57BL!6J)において，ヒトと同様に生殖能の老化がやはり特定齢で急速に進行すること，

およびこれと軌をーにして卵巣に卵母細胞数の激しい減少がおこるのを観察したので報告する.

方法 : マウス (C57BL!6J) の加齢上にみる生殖能の変化について，生後55~99 日， 100~199 日， 200~299 

日，300~399 日 ， 400~499 日， 500 日以上と加齢上で 6 区にわけ， またとくに400 日齢代では400~449 日と ， 450~499 

日の 2区間に細分し，これらの区間における出産可能率の推移を比較検討した.なおここでの区間出産可能率

は各区間での出産回数の頻度ではな く，出産しえた母体の頻度(%)で表したもので，全区間観察対象数は延

べ757頭であった.

一方また卵巣146個における卵母細胞数の加齢的変動の観察は，生後100日齢以後50日ごとに600日齢までの10

区間にわけで行い，夫々の区間の卵巣での比較算定値の平均を比較検討した.

卵母細胞数の測定は，厚さ 2μ の卵巣組織切片の H.E.染色標本で，黄体や発育および成熟卵胞を除いた間質

単位面積 (lmm2) あたりに分布する卵母細胞 (原始卵胞)数を NikonCosmozone lSで算定し，夫々の区間

卵巣での比較値として用いた.この比較値は卵巣の卵母細胞の絶対数とは異なり，卵巣における卵母細胞の分

布密度をみたもので，加齢区間での変動推移の比較基準となる よう卵巣の部位を異にした 5枚内外の組織切片

で卵母細胞の密度を算定，平均したものである.

成績: マウス (C57BL!6J)の加齢上における(1)出産可能率の推移は， Tabl巴 1に示すように， 100日

齢代， 200日齢代の出産可能率は最も高く ，300日齢代での出産可能率は配偶の雄を適宜若齢に変えても，緩徐

な減衰傾向を示した (P<O.OOOl). しかしこれに続く母齢400~450日では僅か50 日の短期間に，配偶は若齢雄

にもかかわらず300日齢代の出産可能率に比べて突如 1/4へと更なる激減がみられた (P<O.OOOl).

また500日齢以後では127頭中での出産は皆無であった.
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m rates Age-related fertility 
C57BL!6J mice 

Fertility 
rates(%) 

64.8 

96.8 

92.5寸

* 6794 

* 17.1 J 
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Table-1 (2 )また卵巣における一定面積 (lmm
2
) 中の卵母細

胞数(密度)の推移は，100日齢から300日間にほぼ一定

Age in days しかその75%が消失する と推定された.勾配で減少し，

し続く 400~450 日齢の生殖能上の特定齢に一致して， 卵

55~ 99 
この50日母細胞数の急激な消失がみられた (Table-2). 

という短期間に350~399日値に比して ， 1/4という僅か
100~199 

な卵母細胞数を残すまでに急減した.500日齢以後の残留
200~299 

卵母細胞はきわめて稀で，600日齢以後は完全に消失する.
300~399 

ヒト40代前半期の特定齢で始動する婦人生殖能考察:

400~449 
の急激な衰退の背景として，卵子の老化が考えられてい

450~499 
その一面を徴表するかのように，40代初頭の短期間る.

500~ に，予備卵子にあたる卵母細胞数に激しい消失がおこる.

今回この老化現象のモデル動物としてマウス (C57BL/6 
* highly significant (p < 0.0001) 

その推移にかを用い，生殖能の老化のありようと，J) 

Table-2 NO.of oocytes in ovary(per mm
2
) 

with advancing age in C57BL!6J mice 

: Examined: No. of oocytes 
cases : per mm2(m:tSE) 

14 : 

25 : 

かわるとおもわれる卵巣での卵母細胞数の変動について

観察した.雌マウスカ'400日齢を過ぎて僅か50日の期間に

生殖能の急落がおこるが，その軌跡、をなぞるかのように，

Age in days 卵母細胞数の激しい消失をみた.この時期の卵母細胞は，

予備細胞と しての数量に止ま らず質的にも変化が大きし

変性傾向のつよまること引が窺われている.
46.4::t 4.5 100~149 

雌マウス (C57BL/6J)の老化による生殖能の結論 :
33.2::t 2.5 1 50~199 

低下は特定齢で急におこり，かつ急速に進行して短期間

29.1::t 2.9 18 200~249 
またこの衰退の軌跡と平行して同期間のに生殖が止む.

16.9::t1.7 22 250~299 
卵巣の卵母細胞数は激減することをたしかめえた.

15.6::t1.9 13 300~349 これらの加齢上よりみた生殖能の老化の推移は，婦人

10.6::t1.8寸

* 2.4::t0.6 J 

13 350~399 での patternとよく一致した.

13 400~449 日医師会1)一戸喜兵衛(1989).加齢と性機能，文献:

1.3::t0.6 11 450~499 誌， 102 ， 473~477. 

2)一戸喜兵衛，他(1990).更年期の卵巣背景，産婦の世 0.9::t0.6 6. 500~599 

界，42， 797~806. 。11 600~ 

* highly significant (pく0.001)
高齢マウスにおける無核卵の多発性
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ブタ体外成熟・体外受精卵の雄性前核形成に及ぼす

グノレタチオン合成阻害剤の影響

Effect of Glutathione synthesis inhibitor on the 

male pronuc1ear formation of pig oocytes matured 

and fertilized in vitro 

吉田光敏・番場公雄・小島義夫

Mitsutoshi YOSHlDA， Kimio BA肥Aand Yoshio KOJlMA 

静岡大学農学部応用生物化学科

Oepartment of Applied Biological Chemistry， Faculty of Agriculture， Shlzuoka University 

旧的]グルタチオン(C剖)は生体内に最も多く存在する非タンパク系チオール(剖化合物)である。 CSHは

タンパク質やOOAの合成、アミノ厳移送およひ湘胞の酸化防止などに際して役割を果たすとされる1)。一方、

マウスυやハムスター卵)， 4 )ではG剖は成熟に伴って合成され、受精後の精子の雄性前核への発達に必須な因

子であると報告されている。しかし、ブタ卵の成熟・受精におけるG剖の意義については明らかでない。本研

究ではG却合成阻害剤であるButhioninesulfoximineffi泊)の成ぞ階地への添加がブータ卵の体外成熟 ・体外受

精に及ぼす影響を調ベ、ブタ卵の成熟・受精におけるG却の役割と動態を明らかにすることを目的とした。

{方法]ブタ卵の体外成熟と体外受精法は基本的に既報5)に準じた。すなわち、卵は食肉衛生検査所で採取し

たブタ卵巣から回収し、成熟培地内で;36時間(hr)培養した。卯は卵丘細胞層の状態を観察後、受精培地<mTCM-

199)ヘ移した。成苓轄地にはWaymouthMB 75211液にホルモン刊SG，hCG，E2)，10筋'CSおよびlOr.pFFを添加し

たものを用いた。体外受精は種雄ブタから採取した射出精子を洗浄後、 2.5-5. 0万Imlの精子濃度で卵へ媒精

して行った。 ~ßは媒精16~18hr後に岡定・染色し、成熟・受精状況を調ベた。実験 I では成烹賠養開始直後

(Ohr区)、 12hr後および24hr後にsSO(lr酬)をそれぞ.れの成熟培地へ添加し、無添加区と成熟.受精状況を比ベ

た。実験I口Iで

外受精後の庇熟.受精状況を調ベた。なお、推計学的分析はど検定で・行った。

{結果]実験Iの結果は表1に示した。BSO添加区における卵丘勝閉じ率、核成苓棒、 およひ受精率は完投添加

区と比べて差は見られなかった。一方、侵入精子頭部の発達は成烹姫様早期からsSOを添加した区で抑制され

た。すなわち、雄性前核形成率は然添加区と比べて、sSO添加 Ohrおよび12hr区で有意に減少した<P<0.01)。

守，，R
d
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しかし、 BSO添加24hr[2S:における雄性前核形成率は無添加区と比べて差は見られなかった。侵入精子頭部の発

達は実験IIにおいても実験Iと同様に、培養開始後のBSO添加時期カ・旬.い区ほど抑制された。すなわち、雄性

前閥会成率はBSO添加24hr区(82.0%)と比べ、 BSO添加15hr<11.1%)、18hr <10. 9"10)、および21hr区(38.6%)

で宿意に減少し<P<O.Oll、さらに、I:lSO添加21hr区と比べ、 H田添加15hrおよび18hr区で・有意に減少した

<P<0.05 or PくO.Oll。

Tab 1e 1. Effec t 0 f g 1u ta th ione syn thes is i nh ib i tor (su th ion ine sulfoximine: BSO) on in-v i t ro 

maturation and ferti1ization of pig oocytes 

Time of BSO-treat- No. 伐)of oocyt日S

ment after cul ture 印刷lusexpansion Maturation Fertilization Male pronucl日us

Con t ro 1 94/101 (93. II 84/93 (90. 3) 68/84 (81. 0) 61168 (89. 7) 8 

o hr 114/125 (91. 2) 96/113 (85. 0) 73/96 (76. ol 1173( 1. 4)b 

12 h r 118/126 (93. 7) 10 1/115 (87. 8) 811101 (80. 2) 2/81 ( 2.5)" 

24 hr 85/93 (91. 4) 76/85 (89.4) 60/76 <78. 9) 47/60(78.3)a 

a vs b: Pく0.01

[考察]本研究7)結果から、ブタ卯の成熟に伴うGSHの合成が、受精後の雄性前初路成能に大きな影響を及ぼ

すことが示された。 B却はG叩合成の最初の反応を触般する酵素であるγーのレタミルシステインシンテター

ゼを特異的に抑制することにより、 GSHの合成を阻害する 1)そして、 BSOClrr制)はハムスター卵，)およびラッ

ト眠b)のGSHの合成を顕著に抑制し、また、卵丘働問イじゃ核成熟に対してBSOの影響は見られなかった。従っ

て、国0による雄性前核形成の抑制は毒性効果によるものではなく、 G剖合成阻害効果によると考えられた。

一方、ブタ卵の雄性前核形成能はB荻)添加24hr区と無添加区での差は小さく、 BSO認可知24hr区と21hr区で、の差

は大きかったことから、ブタ卵のGSH合成が成楚賠養24hrまでにほぼ完了すると示唆された。そして、卵の核

成熟能や精子の受精能が高くとも、受精前に卯のGSHが充分に合成されていなければ、受精後の発生能は低下

すると考えられた。

[文献1llCriffith， o. W. and Meister， A. (1979) J. Biol. Chem.， 254， 7558-7560. 

2)Ca lv in， H. I.， Grosshans， K. and Ba1ke， E. J. (1986) Cam日taRes.， 14， 265-275. 

3)Perreau1t， S.D.， Barbee， R.fI. andSlott， V.L. (1988) Dev. Biol.， 125， 181-186. 

4)Perreault， S.D. <1990l 1n: Fertilization in mammals， 285-296. 

5)Yoshida， M.， Ishizaki， Y. and Kawagishi， H. (1990) J. Reprod. Fertil.， 88， 1-8. 

6)S10tt， V. L and Hales， B.ド. (987) siochem. Pha rmaco 1. ， 36， 683-688 
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牛卵 子の 卯核胞崩壊 (GVBD) に関わる

細胞質要因について

Induction of Germinal Vesicle Break Down (GVBD) by Cytoplasmic 

Factors in Bovine Oocytes 

建本秀樹 ・堀内俊孝・山国 製

Hideki TATEMOTO， Toshitaka HORIUCHI， Manabu YAMADA 

広島県立大学生物資源学部生物資源開発学科

Department of Bioresoures， Hiroshima Prefectural University 

[目的] 卵子は減数分裂再開の際に卵核胞崩壊 (GVBD)を行う。このGVBDは、動物種に

よって違いがあるものの蛋白合成阻害剤(cycloheximide等)やcyclicAMP (cAMP)等によ

って阻害される 1)。しかし、 M期とGV期の卵子との融合卵が、これらのGVBD阻害剤の存在下

であってもGVBDを誘起することが、両生類(ツメガエル)l)、マウス川、ブタ川等の卵子で報

告されている。乙の融合卵におけるGVBD誘起は、 M期卵子の細胞質に由来する蛋白性の要因に

よるものであり、卵子のGVBDには特異的な蛋白合成が不可欠であることが認められている。し

たがって、本研究では、成熟培養時に蛋白合成限害剤 (cycloheximide)を添加することで牛卵胞

卵のGVBD誘起に関わる細胞質要因を検討した。

[方法] 牛卵胞卵は、屠場で入手した卵巣の小卵胞(直径 1~5mm) を吸引採取することで得た。

この卵胞卵のうち、本研究には卵丘細胞に密に覆われた卵子だけを供試した。

卵胞卵の成熟培養にはTCM-199に10%CSと1.2IU/叫 FSHを添加した成熟培地を用いた。実験lで

は蛋白合成阻害剤 (cycloheximide，0.1~50μg/叫)を成熟培地に添加することによって蛋白合成

阻害が牛卵胞卵のGVBDに及ぼす影響を調べた。実験2では24時間の成熟培養時間に、経時的に

cycloheximide 25μg/叫を成熟培地に添加し成熟過程における卵子の蛋白合成を臨書する乙とによ

って、 GVBDに関わる蛋自の合成時期を検討した。また、実験3では採取直後の2つのGV期の

卵 (GV+GV卵)、およびGV期の卵と24時間の成熟培養を行ったM期の卵 (GV+M卵)を電

気刺激により融合した。これらの融合卵を25凶/mQcycloheximideを添加した成熟培地(阻害剤添

加区)と無添加の成熟培地(阻害剤無添加区)の2区に分け、それぞれを4時間培養した後固定し

核相を判定した。

[結果] 牛卵胞卵のGVBDは5凶/mQ以上のcycloheximideで・完全に阻害された(実験1)。

また、牛卵胞卵のGVBDは、通常の成熟培養では6時間後に誘起され始めたが、成熟培養開始

時から経時的にcycloheximideを成熟培地に添加したところ、 5時間の成熟培養を行った後に蛋白

合成を阻害した卵子で初めてGVBDが認められた (24.1%， 14/58)。しかも、 9時間の成熟培
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養を行った後にcycloheximideを添加した卵子では、

92.4% (49/53)の率でGVBDが認められ、通常の成熟

培養によるGVBD率 (96.7%，51/52)との聞に有意

な差はなかった (P>0.01) (実験2)。

一方、実験3ではGV期同士 (GV+GV卵)を、融

合後、 cycloheximideを添加あるいは無添加の培地で4

時間の培養を行ったところGVBDを誘起した融合卵は

どちらの区にも認められなかった(図1)。しかし、 G

V期の卵子をM期の卵子と融合した融合卵 (GV+M卵

)では、 cycloheximideの添加区と無添加区の両区間で

有意な差があるもののGVBDが両区で認められた

(61.9%， 26/42; 97.6%， 41/42) (Pく0.01)。

[考察] 以上の結果から、蛋白合成阻害剤によって牛

卵胞卵のGVBDは阻害されることより、牛卵のGVB

D誘起には何等かの蛋白合成が必要であることが明らか

となった。しかも、その蛋白はGVBD約1時間前まで

には合成されているものと思われた。一方、 M期卵の細

胞質要因は蛋白合成阻害剤存在下で、あってもGV期卵の

GVBDを誘起するものの、 高率でしかも完全な減数分裂再開を維持するにはGVBDまでの継続

的な蛋白合成が必要であった。同様なことはブタ卵でも報告されており 5)、両生類の卵子の報告と

は異なっている。 一般に、成熟促進因子 (MPF)によってGVB"Dは誘起されることが報告され

ているυ。牛卵のGVBD誘起は蛋白合成阻害剤に対して鋭敏であり、しかもM期の細胞質要因に

よるGV期卵のGVBD誘起にも継続的な蛋白合成を必要とすることから、牛卵胞卵細胞質内のM

PFは両生類の卵子等と比較して合成ならびに活性化の点で異なっているものと推察される。

[主要文献]

1) Motlik， J.: Cytoplasmic aspects of oocyte growth and maturation in mammals. J. 

Reprod. Fert.， Suppl. 38 (1989) 

2) Gerhart， J.， Wu， M. and Kirschner， M.: Cell cycle dynamics of an M-phase-specific 

cytoplasmic factors in Xenopus laevis oocytes and eggs. J. Cell Biol. 98 (1984) 

3) Balakier， H. and Czolowska R.: Cytoplasmic control of nuclear maturation in mouse 

oocytes. Exp. Cell Res. 110 (1977) 

4) Fulka， J. Jr， Motlik， J.， Fulka， J. and Jilek， F.: Effect of cycloheximide on 

nuclear maturation of pig and mouse oocytes. J. Reprod. Fert. 77 (1986) 

5) Fulka， J. Jr， Flechon， J. -E.， Motlik， J. and Fulka， J.: Does autocatalytic 

amplification of maturation-promoting factor (MPF) exist in mammalian oocytes? 
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体内および、体外発育マウス圧における DNA.RNA合成の検討

DNA and RNA synthesis in mouse embryos developed in vivo and in vitro 

原田省・谷川正浩・大野原良昌・見尾保幸

HARADA Tasuku， TANlKAWA Masahiro， ONOHARA Yoshimasa， MIO Yasuyuki 

鳥取大学医学部産科婦人科学教室

Department of Obstetrics田 dG卯 ecology，Tottori University School of Medicine 

〔目的〕 従来、初期匹の発育能の評価には主として形態学的観察が用いられてきたが、これには限界がある

ことも指摘されている。 本研究では、マウス初期匪の発育をDNAおよびRNA合成を指標として評価すること

を目的としinvivoおよびinvitro発育匪のD貼および問A合成の比較検討を試みた。

〔方法J B6C3 F 1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時間

(Day 2)， 68時間(Day3)あるいは 92時間 (Day4)後に、それぞれ2細胞匹、桑実匹、匪盤胞を採取した。

2細胞匪はB附培養液中(BSA1mg/ml添加)で5%C02 in Airにて、 24あるいは48時間培養し、桑実匹、匪盤胞

へ発育した後、体内発育桑実匪および匪盤胞は採取後直ちにmethyl一(3H] thymidine (50μCi/ml)あるいは

methy 1-(3 H] ur idine (50μCi/m1)を含むB剛培養液中で 4時間培養した。 [3H] thymidineおよび

[ 3 H] uridineの取り込み値(incorporation)は前回の報告に準じて 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(3H]ラベルした前駆物質中での培養 0時間値を差し引いて

算出した。

〔結果J[3 H] thymidineあるいはuridineの取り込み開始時では、 in vitro発育臨と invivo発育匹の

聞に実体顕微鏡下での形態に明らかな差は認められなかった。 thymidineの取り込み値は invitro 、ln

vivo共に 桑実匪から匹盤胞へ発育するに従い、 約 3倍に増加した。 uridineの取り込み値は invitroで

約 50倍、 in vivoで約 43倍と著明な増加を示した。 invitro発育匪と invivo発育臨を比較すると、

thymidine、uridineの取り込み値は桑実匹、匹盤胞とも invivo発育匹で有意に高値を示した(Table1)。

6 1 
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Table.1 [3 H] thymidine and [ 3 H] uridine incorporation in mouse embryos developed in vitro 

and in vivo 

Morula Blastocyst 

Thymidine in vitro 592.1 + 139.2 1876.5+ 216.1 

incorporation 

(dpm/embryo) J.n VIVO 781.9:t 128.8 2235.2+ 318.5 

Uridine in vitro 102.1士 62.5 5955.1士 1362.7

incorporation 

(dpm/embryo) in vivo 305.1 + 108.5 12989.0+ 1745.8 

Values are me田土SD.

〔考察〕 ヒトあるいは家畜体外受精において、移植前匹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。 理想的には非侵襲的で簡便な方法が移植前匹の評価には必要であるが、侵襲的な方法でも客観的

で定量的な方法であれば培養条件の改良のための指標とすることができる。 今回、我々は、 thymidineおよ

び uridineの取り込みからDNAおよびRNA合成を検討することにより、匪発育能を評価することを試みた。

桑実臨から匹盤胞に発育するに従い DNA 合成および RNA合成は invitroおよび invivo発育匹とも同様の

割合で増加を示した。 invitro とinvivo発育匪の比較では、いずれの発育段階においても DNAおよび

RNA合成ともに invivo発育匪で有意に高く、特に悶A合成は invivo発育臨で約 2倍の高値となり、形態学

的には評価し得ない両者の機能的な差を示していることも考えられる。 今後、 in vitroでの培養環境を

in vivoに近づけるための新たな指標として本法の有用性が示唆された。

〔主要文献〕

1.原田 省、谷川正浩、大野原良昌、見尾保幸:マウス初期匪発生段階における DNA合成の検討.晴乳動物卵

子研究会誌 7巻 1号:31 ， 1990. 

2. Fischer B:Development retardation in cultured preimplantation rabbit embryos， J Reprod Fert， 79 

， 115， 1987. 

3. Daentl DL and Epstein CJ: Developmental interrelationships of uridine uptake， nucleotide 

formation and incorporation into RNA by early mammalian embryos. Dev Biol， 24， 428， 1971. 
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マウス 分 離割球の発 生 に及ぼす

分離及び再集合時期の影 響

Effect of stage of separation and re -aggregation 

on the development of mouse blastomeres 

森 匡・小川 英彦・清水弘

Tadashi MORI， Hidehiko∞AWA， Hiroshi SHIMIZU 
制龍夫学農学剖清産特ヰ

Department of Animal Science， Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University 

目的: 晴現類軍物恒ゆ発生・分化に関する機序については、細目節う裂が進んで内但l胸胞が形成される

時期に将来内剖細胞塊を形成するように分化する細胞と、栄養芽層細胞になるように分化する細胞が

決定されるという、いわゆる inside-outside説が有力である。マウスにおいてと例洲設定が最初

に行われる時期は8細胞期から16細胞期とされており、この時、周囲を他¢糊包によって固まれていな

し、細胞は栄養芽層細胞に、 周囲を完全に固まれた細胞は内剖細胞塊細胞に発生すると考えられている。

4細胞期で分脅峰、 異なる発生時期に再集合させたキメラ怪から発生した個偶村での、キメラ匹構成

細胞の寄与率を静くることは、この偏見を確かめるための4 の方法である。

本事裁ではキメラマウス作出に先立ち、 キメラ陸作出に適した条件を確立するために、2系統のマウ

スより得られた無処狸正常怪と分育館隊の発生速度の系締笥比較を行った。さらに、外側に集合させ

る分育館憾について、分青餓盟のその後の発生に及ぼす影響を静夫分育館憾の再集合に適した時間

を決定した。

方法: 実験には、 ICR(アルビノ)とC57BL/6j(黒毛色)の2系統のマウスを用いた。 ICRでは体外受精と

自然郊己により、 C57BL/6j(以下CB)では体外受精により受精卵を得た。体外受精においては消灯2時間

前にPM部 5iuとその48時樹後の協 5iu腹閉村投与により過脚隙盟を施し、 h∞投与後14附習に卵管

より成熟卵を採取し、 予め成脚音養した同系統制青子と体外受精した。受精用培養液に削TFを用い

た。自然郊己において尚脚開陳曜後雄マウスと郊己し、 h∞投与後16昭司に頼樹冒細胞と精子の付着

した卵を採取した。体外受精または自然交配により得られた9向討lTFで6剛司、その後はCZB培養液で

さらに24時師音:養した。 との培養により2細胞期卵に発生した卵をB附培養液に移してその後の発生を

紺続させ、怪発生速度の系紺詞比較実験を行った。 培養条例ま気相 5肌， 5拡~ ， 90肌、温度37 . 40C、
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餅曜度とし、 6時間毎に顕微鏡による形鱒忠実を行った。

分育館l隊の発生に伴う形態拘変化を観察するために培養により匪が4細胞期に発生した段階で害l隊

分離を行った。 CaとMgを欠いたPBI中に約回全間保持して報開械潜を弱めた後、 0.1%プロナーゼ溶

液によって透明帯を除去し一十づ示な扶持の後、 BWWドロップρ中でピペッティングを繰り返すことによって

寄隊を分離した。分南佐後2から4個のま清館l隊を5μlの培養液ドロップに移してその後の培養を行い、

細肱敷、 害l隊のコンパクションの有無、腔形成の有無について、顕微鏡観察を6剛司毎に行った。

分育館1隊の再集合は、害~持妾着用培動夜としてフィトヘマグルチニンを5μ 1Imlの濃度で添加した

B糊を用い、中心にCBの4細胞期怪由来の単一害!隊(1/4害隊)がくるように、培養により分裂した ICR

1/4害!隊(2/8分青粧および4/16分常値)を4個、その周囲に接着した。害!同場潜用培養液中で15から30

分間インキュベートした再集合粧を普榊した後、 B州ドロップρに一つずつ移して培養し、その後の形態

観察を行った。

結果: 体外受精した卵の、前核形成率，2細目包期怪発生率，4細胞期発生率，および無知週旺ゅ距翻包発

生率は ICRでそれぞ九 62札制，40札32払 CBでは68日，59札44札53出であった。

無知週旺奴〉発生については、 50湖沼細胞期医に発生する時習が ICRで媒精鋭事官0時間、 CBで17時間

と、 CB怪がより早く2細胞期に遣する傾向が見られた。さらに、媒精後48時習にCB匪の75陶q細胞期匪

に発生したのにたいして、 ICR匪では66%であった。 CB匹のより早U暁生の傾向はその後も続き、培養

した腔全体に占める8細肱期医，桑期怪，胆濫胞の害l冶が最も高まる時習は、 CBでそれぞれ媒精後54，72

90時間であったのにたいして、 ICRでは媒精後60，84，96時間であった。

ICR匪を4細胞期で分離した害憾において、コンパクション及び湛罪械が観察される時間はそれぞれ

媒精後60時間と66時間であり、無点盟の正常陸でこれらの形態変化が観察される附習と同じであった。

CBの1/捕球とICRの2/8から4/16の分育館主を集合させた時、 ICR畑舶の発生経過瑚習が媒精後60時

間利椅でコンパクションを起こしていない場合には、 一つに集合した桑実匪を経過して胆濫胞に発生

したが、媒精後72昭司以ヒ紐品してコンパクションを起こした分青粧を集合させた場合には、 CBの

1/4害隊と集合せず複数の恒糊包を形成した。

考察: 同じ時苛に体外受精した卵の発生速度を比較すると、 ICRはC57BL/6jよりも、 2細胞期匹に発

生するのに絢附問、 2細H棚以降にtま約12附司、発生が遅かった。 ICR系マウスは体外培養した時

2-cell blockを起こすことが知られているが、この発生の溺もも遺主剥な原因によると考えられる。

分育館l隊と無処運正常陸の発生を比較すると、細膨浪、コンパクション、腔形成に関して、差異は

認められなかった。本手数では、再集合妊において ICR7消粧が栄養芽層細胞に分化する傾向を高め

ることを目的に、 4細胞期で分離した害l隊を培養により2/8分育館怪に発生させた。集合怪が高率に胆濫

胞に発生するためには、 CB匪が4細胞羽にある時項目に ICR畑粧がコンパクションを起こしていないこ

とが条件(J)--------つであり、そのためには、体外受精を36時間早める必要がある。
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細胞骨格系阻 害 剤を用いた

マウス 2細胞期医の細胞 周期の同調

特に濃度の検討・

Synchronous division of mouse 2 -cell embryos with nocodazole， 

with special reference to the minimal and maximal concentrations 

加藤容子・角田幸雄

Yoko KATO， Yukio TSUNODA 

近畿大学農学部畜産学教室

Laboratory of Animal Repfoduction， College of Agriculture. 

Kinki University 

目的 :近年，核移植においてドナー核とレシピエント卵細胞質との細胞周期の一致が再構築臨の発

生に重要であることが示されてきている I 2) 。演者らも，マウス胎子期生殖細胞を 2細胞期臨へ核

移植した際， ドナー核とレシピエント細胞質との細胞周期が一致している場合にその後の分裂が高い

ことを示唆した(第78回家畜繁殖学会〉。そのため演者らは，ノ コダゾールを用いてFlマウス

CC57BL x CBA)の2細胞期粧を培養すると，その後の体外での発生能及び産子生産率に悪影響なく分裂

中期に同調させることができることを報告し (第84回日本畜産学会)，ノコダゾールによる細胞周期

の同調が核移植に応用できることを示した。本実験では，細胞周期の同調が可能なノコダソールの最

低濃度ならびに阻害作用の現れない最高濃度を知る目的で検討したのでその概要を報告する。

方法:2細胞期匪の採取，処理法については既報のとおりである(第84回日本蓄産学会〕。すなわ

ち，過剰排卵処理F1 (C57BL x CBA)雌をF，雄と交配し，hCG後43""46時間目に2細胞期匹を採取し

た。 ついで，オイル下のM2十日SAドロップ内で6""7時間4
0Cで保存したのち，ノコダゾール (0.006

"" 15μg/ml)を添加したM16+BSAドロップ内にそれぞれ移して5%炭酸ガス，95出空気の気相，37
0Cの

条件下で13""17.5時間培養した。その後.コントロール旺が4細胞期へ発生していることを確認して，

それぞれの2細胞期匹をM2液で洗浄しで薬剤を除去した。 M2液で洗浄後.培養器内の匹を 1時間毎に

観察し薬剤除去後同調して正常な分裂が起こるか否かを検討した。さらに，M16+BSAドロップ内で3

日間体外培養を継続し匹盤胞への発生率を検討した。

結果:ノコダゾール添加液内で培養した 2細胞期匹は，濃度がO.03μ尺Iml以上で全ての匪が分裂を

停止し， 9μg/ml添加までは，薬剤除去後の匹盤胞への発生に大差はみられなかった。薬剤添加が

0.015μg/ml以下では一部(19""77%)の匹においては2細胞期で‘の停止がみられ.停止匹の大部分

(85""100 %)が匹盤胞へ発生した。なお， 停止ーしなかった脹については全ての粧が匪盤胞へ発生し
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た。また，処置濃度にかかわらずノコダゾール処理中にフラグメントを起こす脹が
いくつかみとめら

れた。薬剤除去後. 12μg/ml以上の濃度では28%の匹が l時間で4細胞期に分裂したが.72%
の匹は

2時間以上経過後分裂するかあるいはフラグメン 卜を起こした。 9μ 耳Iml以下の濃度では.80
%の匹

以上が洗浄後 l時間以内に同調して4細胞期へ分裂した。

以上の結果より，ノコダゾールを用いてFlマウスの2細胞期院の細胞周期をその後の発生能
を阻

害するこ とな く同調させる有効濃度はO.03---9μg/mlの範囲内であることが明らかとなった。

I)Smi th. L. C.. Wi Imut. l. and HlJnter. R. H. (1988) J. Reprod. Fert. 84. fi19. 

2)Smi th. L. C.. Wi lmut. 1. and Wf'st. J. D. (1990) J. Reprod. Fert. 88， 655. 

Tab1e. Effect of concentrations of nocodaz01e on development of mouse 2-ce11 
embryos 

invitro. 

Conccntrations Two-cc11 No.of embryos Nn.of embryos developed to 

oF nocodaz01e embryos llsed 日toppedat 4-cell st品ge • b1乱stOCysts* 

(μ日Iml) 2-ce II s tage (%) (%) 

。 128 126( 98) 121( 95) 

O. 006 31 。(0) 
O. 0075 34 13 ( 38) 13(100) 11 ( 85) 

0.01 21 4 ( 19) 4 (100) 4(100) 

0.015 22 17 ( 77) 17(100) 16 ( 94) 

O. 03 13 13(100) 13(100) 13(100) 

3. 0 93 93 (l00) 84 ( 90) 60 ( 65) 

9. 0 22 22 (1 00) 22(100) 18 ( 82) 

12.0 50 50 (100) 24 ( 48) 13( 26) 

15.0 40 40(100) 7 ( 18) 6( 15) 

* Number of embryos developcd from embryos sLopped at 2-cell stage. 
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性腺機能低下症(hypogonadal)マウスの体外受精の試み

In vitro Fertilization in recessive hypogonadal mice 

橋爪 ー善・*高木優二・*辻井弘忠・演島房則

Kazuyoshi HASHIZUME. * Yuji TAKAGI 

*Hirotada TSUJII. Fusanori HAMAJIMA 

防衛医科大学校 動物実験施設・*信州大学 農学部

Center for Laboratory Animal Science. National Defense Medical College 

and * Facul ty of Agricul ture. Shinshu Universi ty 

(目的)性腺機能低下症 (hypogonadal、以下 hp g)マウスは、性腺刺激ホルモン放出ホルモ

ンに関わる遺伝子が先天的に欠損しているため、生殖腺が性成熟の時期に到達しでも未発達で

あり、生殖が不可能である。この形質は劣性遺伝であり、生殖腺の発育とホルモンの関係を検

索するモデルとして有用性が期待される動物である。すでに、劣性ホモ動物に正常個体の視床

下部の移植、ホモ個体の生殖腺の正常動物への移植および性腺刺激ホルモンの投与により、生

殖腺の発育が回復することが知られている 1】。 しかしながら、発育が回復した生殖腺からの精

子および卵子が正常か否かはまだ明かではない。それは人為的に生殖腺の発育を回復させた個

体の交配が容易でないためである。また、ホルモン処理により精子形成が回復した雄 hp g個

体の交尾能力は明かでない。このような交配が困難な動物の生殖能の検索に体外受精法は極め

て有効な手段と言える。

我々は、今回、雄 hp gマウスに旺馬血清性性腺刺激ホルモン(以下 PMS G)処理を行い

精子形成の回復を試み、発育した精子の受精能を体外受精法により検索した。更に、それらの

精子により受精した卵子の発育についても観察した。

(材料および方法)米国ジャクソン研究所由来のヘテロ雌雄マウスから生産した hP g雄マウ

スを実験に供した。生後 40日を越えても精巣の発育が認められない個体を hp g (ホモ)個

体と判定した。生後 8週令以降 51 UのPMSGを約 60日間ほとんど毎日皮下投与した。約

6 0日間の投与後、精巣上体を採取、精巣上体尾部を培養液中で破砕、浮遊精子を受精試験に

供した。対照群として生後 11 -2 0週令の同系正常雄マウスを用いた。
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受精試験は豊田引の方法に準じて行った。受精用の卵子は成熟 1C R系雌マウス iこ48時間

間隔で 51 UのPMSGおよび hCGを腹腔内投与し、過排卵したものを用いた。精巣上体精

子は、 TYH液中で 1時間の前培養後、受精試験に供した。受精の判定は、極体の放出および

ホールマウント標本により行った。一部の卵子は GPM液 (Serono-JAPAN)中で培養を継続し、

卵子の発育を観察した。培養は全て、 38. 50C、5% C 0 2、 90 % N 2の条件下で行った。

(結果) PM  S G処理した hp g雄マウスでは、精巣重量、精巣上体精子数および精子活力の

いずれの項目とも対照群に比べ低かった(表 1、 p<0.05)。受精率は、対照群の 84%

に対し、 hpg群では精子が採取できなかった個体を除き 46%と有意に低かった(表 1、 p

<0.05)。また、 4細胞およひ。匹盤胞への発生率は、対照群の各々 93%、 81 %に対し、

h P g群では 46%、 29%と有意に低かった(表 2、 p<O. 01)。

これらのことより、 PMSG投与により精子形成が回復した hP g雄マウスの精巣上体精子

は、受精能力を有しており、その精子で受精した卵子は、対照群に比較して少数ではあるが、

少なくとも匪盤胞期まで発生することが明かとなった。

1) Mason.A.J.. Hayflick.J.S.. Zoeller.R.T.. Youngill.W.S.. Phillips.H.S.. 

Nikolics. K.. and Seeburg. P. H. (1986) Science 234:1366 

2 )豊田裕・横山 峯介・星冬四郎(1971) 家畜繁殖誌 16:147 

Table 1. Fertility of spermatozoa from PMSG-treated hpg male mice 
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Table 2. Development of oocytes fertilized with PMSG-treated hpg male mice 

Group No. of embryos No. and (%) of develooed to: 
e xamined 二三 4-ce 11 二~Morula 二~ Bl astocyst 

Control 

!!l?五
27 

24 

25 (93) 25 (93) 22 (81) 

11 (46)* 7 (29)* 7 (29)* 

*. Differences between groups are significant. pく0.01.
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ハタオ、ズ、 、、 圧の初期発生

Development of Early Stage Embryos 

in the ]apanese Field Vole， Microtus montebell1. 

若山照彦・正田陽一・園山悠子・.小泉伸夫・・今村憲吉・・福田勝洋・

T.Wakaya皿a，Y.Shoda， Y.Maruyama・， N.Koizumi・， K. I皿a皿ura・&K.Fukuta・

茨城大学農学部 ・家畜衛生試験場

Faculty of Agriculture， Ibaraki University， 

'National Institute of Animal Health 

目的:ニホンハタネズミ (Microtus皿ontebelli)は草食家畜用実験動物として開発さ
れつ

つあるが，繁殖特性については十分に調べられていない。別種のハタネズミ
において，卵子

の大きさが晴乳動物の中で最小であること 1九マウスとの種間キメラが最高
12体節期まで進

むことなど2)興味深い特性が報告されている。今回我々は，ニホンハタネズ
ミの繁殖特性に

閲する研究の一環として， in vi vo及びinvitroでの眠の発生速度，匹の大きさにつ
いて検

索した。

方法:家畜衛生試験場で繁殖維持しているニホンハタネズミにPMSGとhCGの投与によ
って過

排卵を誘起し，交尾経験のある雄と 1時間だけ同居させ交尾の有無を観察した
。交尾を許容し

た雌は，睦スメアで精子の有無を確認した。採卵は交尾を確認してから時聞
を追って， M 16培

養液で卵管と子宮を漕流して行い，回収した匪は， M16で37.C，5%C02の条件下で培養
した。

2細胞期臨の培養では， 一部の匪についてはEDTAを100μ"になるよう培養液に加えた。
培養後，

時聞を追って匪の発生を調べ，目基盤胞への発生率を求めた。匹の大きさは，
回収したl細胞期

旺での細胞の直径及び透明帯も含めた外径を測定した。

結果:in v ivoでの匪の発生段階を表 lに示す。体内で発生する臨は，交尾後22-24
時間の

聞に最初の卵割を行い， 46-50時間の聞に次の卵割を行った。そして即時間前後には
4細胞か

ら8細胞へ， 72時間前後には8細胞から 16細胞になり， 94時間前後には匪盤胞になった
。一方，

in vitroでの培養では，交尾後21-24時聞に回収した53個の1-2細胞期臨は， 3-4細
胞期匹

になるものもあるが， EDTAの添加の有無にかかわらず、8細胞期匹以上には発達しなか
った(0/

53， 0%)。交尾後48-53時聞に回収した55個の2-4細胞期臨は， 47個が匪盤胞にまで発
達した

(47/55， 85%)。臨の大きさについては，交尾後22時間以内に採卵した3個体から 得ら
れたl細

胞期匹の細胞の平均直径は68μ皿で，透明帯も含めた匪の平均直径は87μmであった。

考察:ニホンハタネズミの初期発生では，マウスの初期匪に比べてより早く
2細胞期臨にな

りそのまま24時間2細胞期が続くが， 4細胞期以降での発生は一致した。このようなハ
タネズ

ミの発生速度は，同科別属のヤテネズミの初期匪と類似していた 3)。体外培
養では，交尾後
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Table I:Development of Japanese field vole eggs in vivo 

Tille after Total Total No. of blasto皿eres
no. of no. of 

mating(hr) voles eggs 2 3 4 4-8 8-16 blastocyst abnormal 

21-22 4 35 29 6 

24 2 19 5 13 

45-46 4 21 16 2 3 

48-49 5 55 2 21 5 23 4 

53 2 17 6 11 

59-61 3 27 4 13 10 

72 43 10 14 19 

94 9 5 4 

48時間以降に回収した匪ならば2細胞期匹でもM16で発生が進むことが明かとなったが，それ

以前に回収した匪の発生は， EDT Aを添加しでも進まなかった。こうしたことから，ハタネズ

ミではマウスより強い2cellblockが存在すると考えられる。匪の大きさはマウス匪よりわず

かに小さい程度であった。ハタネズミはマウスと同様の過排卵処置により発情と交尾を誘起

するが過排卵の効果はほとんどなく 4}，また交尾排卵型動物であるため5}，交尾刺激がなけ

れば排卵しないなどの問題点がある。今後は，排卵時間，過剰排卵のためのホルモンの投与

量と投与間隔， 1細胞期匪からの体外培養について検討したい。

参考文献

1)菅原七郎(1986).晴乳動物の卵子，"図説晴乳動物の発生工学実験法"

菅原七郎編，学会出版センター， P. 10. 

2)Mystkowska，E. T.(1975). Develop皿entof mouse-bank vole interspecific chi皿aeric

embryos. J.Embryol exp Morph.， 33，731-744. 

3)Mystkowska，E. T.(1975). Prei圃plantationdevelop皿entin vivo and in vitro in bank 

voles，Clethriono皿ysglareolus，treated with PMSG and HCG. 

J.Reprod.Fert.. 42，287-292. 

4)田中亮一，吉田連行，封馬宣道，引地宏二，川原尚人(1989). 未経産ハタネズミに対する

過剰排卵処置について.第82回日本畜産学会大会講演要旨集， P.22. 

5)後藤信男，橋詰良一(1978).ハタネズミ (Microtus皿ontebelli)の排卵様式.

晴乳動物学雑誌， 7，18卜186.
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ハムスター 1細胞期目玉培養 に よる腔盤胞形成

Blastocyst formation in vitro of hamster embryos 

cultured from single cell stage 

馬岡 陽・野田洋一・内川喜久 ・大前ゆかり ・

成本勝彦・中山貴弘 ・後藤康夫 ・森 崇英

Y oh UMAOKA， Y oichi NODA， Kiku UCHIKA W A， 

Yukari OHMAE， Katsuhiko NARIMOTO， Takahiro 

NAKAYAMA， Yasuo GOTO， Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

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

目的 :ハムスター睦の体外培養における発生効率を改善するために，培養液，採卵所要時間および低酸素下培

養が及ぼす影響を 1細胞期旺を用いて検討した。

方法 8週齢雌コ -)レデンハムスターにPMSG15単位を腹腔内投与して72時間後K同系雄と同居させ，翌朝鰹

内iζ精子が確認されたものを妊娠 1日目とした。妊娠 1日目の午後4時(12hr post egg activation) Iζ屠殺

し卵管還流法にて 1細胞期匪のみを回収し本実験に使用した。培養液はBavisterらの方法に準じmTALp11toょ

びHECM-12)を用いた。 培養はミネラルオイ Jレ下に作成した100μlの培養スポッ卜に各々約10から15個の旺を移し，

インキュベーターで72時間連続培養し， egg actlvatlOn後84時聞に怪の形態を観察した。基本培養は大気中で

採卵し， 5% CO2 in air， 37
0Cの気相下で72時間の培養を行なった。低酸素下培養は，可及的IC酸素濃度を5%の

条件下lζ維持できる閉鎖系をinfantincubator(ATOM社)を改良して作製5)し，乙 の装置内で匹の回収を行な

い，培養は5%02.5%C02. 90%N2の気相下で72時間連続して行なった。乙の様な基本的培養条件下で実験を行な

い，各種培養環境要因のうち，①培養液(mTALPおよび、HECM-1)，②酸素濃度(5%および20%)，③採卵所要時

間(5分および10分)の3要因がハムスター l細胞期匹発生に及ぼす影響を検討した。各実験の結果はが検定を用

い有意差を判定した。

結果:培養液mTALPで、は，低酸素下培養で採卵所要時聞を5分と短縮しでも 4細胞期匹率は0%(0/108)であり 4

細胞期以後の脹発生は認められず'2-cellblock現象が成立する乙とが確認された。一方培養液HECM-1を用いる

と，基本培養で採卵所要時間5分および10分，低酸素下培養で採卵所要時間5分および10分の8細胞期匹率は，各

々48.4児.34.0児.81.8%および64.2%であった。採卵所要時聞に関しては時聞が短縮すると成績は良好となり，酸

素濃度に関しては低酸素下培養が基本培養と比べ有意に成績が良好であり， 2-cell blockおよび:4-cellblock現

象の解除効果が確認された。以上より培養液HECM-lを用いれば，低酸素および短時間採卵による脹発生促進
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培養条件下(HECM-1，採卵

所要時間5分，低酸素下培

養)で，ハムスター l細胞期

匹を培養する と， 20.8%の怪

盤胞率が得られた。タ イロ

ード培養液lC4種類のアミ

ノ酸を添加した従来の培養

液mTALPでは，例え低酸素下培養で可及的に採卵時聞を短縮しでも依然と して2-cellblock現象は解除できず，

効果が認められた。

考察 .本研究では， egg 

activation 12時間後の至適

ハムスター 1細胞期座培養に繕養液，酸素漫度，採卵所要時聞が及ぼす影響

!l!聾荘 躍卵.，告費貫相
保卵所要 翼輔 1細胞期 孟4細胞聞 孟8細胞期 庭園胞数

時間 〈分}回世 匪数 匪数 (>" 匪量生 (%) (%) 

大気中程卵・基本培餐 99 o ( 0 ) 。(0 ) 。(0 ) 
(5 % C02 in air) 10 8 101 。(0 ) 。(0 ) 。(0 ) 

m-TALP 

低酷軍下館卵犠聾 B 113 。(0 ) 。(0 ) 。(0 ) 
(5%01. 5%C02. 90%N2) 10 自 107 。(0 ) 。(0 ) 。(0 ) 

コ!:!lI中幅卵・基本t吉聾

)
h
A
U
 

1
h刊
ハ
M
U

(5%C02 in air) 10 

HECM-l 

低酷禁下限卵t奮養

(5 %02.5 %C02. 90 % N2) 10 

採卵時剖" 旺娠1日目午後4時 (12hr post e9g activation) X2 test * : P < 0.05， ***: P < 0.005 

培養液の構成成分に欠陥がある乙とが明らかとな った。さらにmTALPと同ーの培養条件で、HECM-1を用いる

と， 8細胞期臨までの発生が可能であった乙とより， Bavisterの推論仰と同様lζ，体外培養においてglucose

および無構 リン酸によるエネルギ一代謝の傷害が発生 し.block現象に関与していると考えられた。さらにマウ

スと同様にハムスター旺、の初期発生においても，酸素濃度が無視できぬ影響を及ぼしている乙とが明らかとな

った。 我々は酸素毒性の観点から，02の消去系酵素であるsuperoxidedismutase(SOD)を用いた実験で，マウ

スにおいて低酸素下培養およびSOD添加低酸素下培養の有用性を既に報告している山L本実験における低酸素

下培養で基本培養と比べ， 8 細胞期~率および匹盤胞率が有意に高値であった乙とより，ハムスターにおいて

も低酸素下培養の有用性が実証された。しかLinvivo脹発生効率lζ比べると，未だ応発生効率は悪く低酸素下

採卵で採卵時聞を短縮すれば，臨盤胞率が有意に高値を示した乙とから考えて，酸素毒性の影響以外にその他

の要因例えば採卵時の可視光線や紫外線の影響が関与している可能性が示唆された。本研究は昭和63年度文部

省重点領域研究「生殖系列Jおよび科研費一般研究B(01480391)によって助成された。

文献

1) Bavister BD， Leibfried LM， Lieberman G : Dev巴lopmentof preimplantation embryos of the 

golden hamster in a defined culture medium. Biol. Reprod. 28:235， 1983. 

2) Shini SA， Bavister BD : Two-cell block to development of cultured hamster embryos is 

caused by phosphate and glucose. Biol. Reprod. 39: 1183， 1988. 

3) Seshagiri PB， Bavister BD : Phosphate is required for the inhibition by glucose of hamster 

8-cell embryos in vitro. Biol. Reprod. 40:607， 1989. 

4) Noda Y， Matsumoto H， Umaoka Y， Tatsumi K， Kishi J， Mori T : lnvolvement of superoxide 

radicals in mouse 2-cell block phenomenon. Molec Reprod Devel 1991 ; in press. 

5 )馬岡 楊，野田洋一，松本央，森崇英:マウス初期旺培養における酸素毒性の影響，日不妊会誌，

35:285， 1990 
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各種培養条件下でのラット前核期肱発育の検討

Rat Pronuclear Embryo Culture 

under Various Conditions 

岸淳二・野田洋一・成本勝彦・馬岡 陽・森崇英

JunJi KISHI， Yoichi NODA， Kalsuhiko NARIMOTO， 

Yoh UMAOKA， Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

Deparlmenl of Gynecology and Obsletrics， Faculty of Medicine， Kyolo University 

目的:ラット初期旺の培養は極めて困難であり、 2細胞期および4細胞期での匪発生の停止[1]が知られている。

本研究では、ラット初期臨発育にグルコース代謝が与える影響を検討するために、 2種類(皿odifiedKrebs-

Ringer solution (m-KRB)[2]、HamsterEmbryo Cullure Medium-I (HECM-I)[3])の培養液中でラット前核期臨

を培養し、その隆発生効率を比較検討した。さらに、マウス初期魅においてすでに証明されている酸素毒性か

らの膝の保護の必要性[4，5，6]が、態普遍的なものであるか否かを検討するために、低酸素濃度下でラット前核

期匪の指養を行い匹発生効率を検討した。

方法:4週齢のWislar系雌ラットにPMSGI5単位とhCGI5単位を48時間間隔で投与した後に、同系雄ラ ットと交配

させ、翌朝腔詮の認められたものから、 hCG投与の20-22時間後に前核期隆を採取して培養を行った。培養液は

m-KRB+0.4%BSAと、 HECM寸+O.I%PVAの2種類を用いた。培養条件は37'C、5%C02 in airとした。また、 hCG投与

の48時間後および72時間後に採取した2細胞期臨と4細胞期旺の培養をm-KRB+0.4%BSAを用いて行った。低酸素濃

度下腿培養は培養液lこHECM-Iを用いて行い、同ーのラットから採取した前核期医を2群に分け、低酸素滋度下

培養詳では5%02、5%C02、90%N2の気相下で臨港養を行い、対照群では5%C02in airの気相下で陸士吉獲を行った。

結果:m-KRB;を用いた培養では、 9/181(5.0%)の睦が、前核期眠から4細胞期臨へと発育したが、 8細胞期匹以降

への発育は全く認められなかった。また、 2細胞期臨および4細胞則自主からの培養でも8細胞期以降へと発育する

怪は認めなかった。 HECM-1を用いた培養では、 142/221(64.3%)の隆が前核期怪から4細胞期臨へと発育し(表

1 .)、さらに、 31/221(14.0%)の魅が培養120時間後に目基盤胞へと発育した(表1.)。しかし、目基盤胞からの

僻化は認められなかった。 HECM-Iを用いた、低酸素濃度下での隆培養では低酸素濃度群で43/214(20.1%)と対照

群の11/201(5.5%)に比べ有意に高い (x2 test， P<0.005)前核期から旺、懲胞への匹発育率を得た(表 n.)。
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表 II.低酸素濃度下でのラット前核期限培養

表 1. HECM-U夜中でのラット前核期怪培養

酸素濃度 前核期医数 臨盤胞数

前核期座数 4細胞j羽 8細胞期 桑実)ffi n主盤胞

221 142(64.3%) 90(40.7%) 53(24.0%) 31(14.0%) 

5% 

20% 

214 

201 

車 P<0.005(x 2 test) 

43(20.1%)車

11( 5.5%) 

考察:グルコースとリン酸を含まない指養液であるHECM-lを用いることにより、前核期から匹00胞までのラッ

ト初期匹培養が、初めて可能となった。 mKRBとHECM-lの主な相違点としては、後者は前者lこ含まれているグル

コースとリン酸を含んでいないことと、前者に含まれていない20径のアミノ酸を含んでいることが挙げられる。

ハムスターではリン酸の存在下でグルコースが脹発育を抑制する[3]ことが知られており、ラットにおいてもハ

ムスター同様にリン酸、グルコースが匹発育を抑制していることが推察される。アミノ酸のラット旺に与える

影響については、 8細胞却l以降の脹に対して促進的効果がある[7]ことが報告されているが、 4細胞期以前の臨に

対する影響は未だl明らかにされていない。しかし、マウスでは、 2細胞鈎l怪から魅盤胞までアミノ酸を含まない

培養液で熔養可能である[8]ことや、アミノ酸の腔への取り込みが8細胞期から座盤胞にかけて増加する[9]こと

が知られている。それらの事実から推察すると、 HECM-1によるラットのdeve10pmentalblockの解除は、アミノ

酸が存在していることよりも、リン酸とグルコースが欠如していることと大きく関連していると考えられる。

さらに、低酸素下で培養するとラット )]fの発育促進効果が認められたことから、ラットにおいてもマウス同様

に酸素ストレスからの保護が脹にとってより良い培養環境を与えることが判明し、初期臨培養における魅の酸

素遊性からの保護が、種普遍的lこ必要とされることが示唆された。なお、本研究は文部省重点領域研究(生殖

系列:No.01640004. No.02222104)および科学研究費一般研究B(No.01480391)により補助を受けた。

主要文献:

1) Mayer. J.F. andFritz. H.l.: (1974) J. Reprod. Fert.. 39:1-9. 

2) Toyoda. Y. and Chang. M.C.: (1974) J. Reprod. Fert.. 36: 9-22. 

3) Schini， S.A. and Bavister. B.D.: (1988) Biol. Reprod.. 39: 1183-1192. 

4) Quinn. P. and Harlow. G.M.: (1978) J. Exp. Zool.. 206:73-80. 

5)野田洋ーら: (1989)日産婦誌.41:751-752. 

6) Noda. Y. et al.: (1991) Molec. Reprod. Develop.. "in the press". 

7) Zhang. X. and Armstrong. D. T.: (1990) Biol. Reprod.. 42: 662-668. 

8) Cholewa. J.A. and Whitten. W.K.: (1970) J. Reprod. Fert.. 22: 553-555. 

9) Brinster. R.L.: (1971) J. Reprod. Fert. 27: 329-338. 
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Hatching前後における内細胞塊

の形態異常

Atypical Inner Cell Mass Fonnation before 

and after Hatching 

Satoru cl江DA， 抱sakuniSUZUK工， Lisello七eMEITI.凪，

千田智 鈴木雅洲 リセ、ロッティメットラー

スズキ病院産婦人科， Kie 1大学産婦人科

Department of Obstetrics and Gynecology， S回叫ciHospi tal 
Department of Obstetrics and Gynecology， Kiel University Hospital 

目的 :マウス受精卵を用いて培養系の qua1 i ty controlをしていた際， 2個の内細胞塊をもっ胞怪へ発育す

るものや，内細胞塊の発育不良(発育不全)と思われるものがあり，それらのHatchiag後の発育形態を

plast ic di sh上iζ接着させて観察した。またそれらの頻度について検討した。

方法 ;今回の報告は， 西ドイツ Kiel大学産婦人科研究室において 1987年 12月から 1989年 10月まで，
1) 

Ham's F 10培養液を用いた quali ty controlのシリーズより得たデータによるもので，マウスはCB6F1

を使用した。幼若雌マウスに過排卵処理後，同系雄マウスを用いて体外受精ないし交配による体内受精にて得

た2細胞期経をさらに 3日間培養し，胞匹期の内細胞塊の形態を倒立顕微鏡下に詳細に観察した。さらにそれ

らをCMRL-1066培養液に移し 2日間培養し，Hatching後の trophoblastのdish上での outgrowth及

び内細胞塊の発育を観察した。

結果:2個の内細胞塊をもっ胞睦への発育率は，体内受精由来臨で0.6%(3/526)，体外受精由来旺で.

3. 1 勿 (8/261)と有意に体外受精由来臨において高く，また乙れらの匹はHatching後にも 2個の内車問包怪

として l個の trophob I as t上iζ発育した(表 1)。また， 1個の内細胞塊をもっ胞怪でもHatching後dish上に

2個の内細胞塊へと分裂発育するものがあり，体内受精由来臨で1.2 ~ぢ (4 1 346)および体外受精由来臨で

2.0必 (21 98)と頻度に差を認めなかった。さらに両群において胞匹期lζ明確な内細胞塊を認め難いものが

あり，乙れらはHatching後dish上で trophoblastが発育増殖しでも内細胞塊は発育不良ないし内細胞塊を認

めない胞旺として観察された。乙れらの頻度は体内受精由来臨で8.1必(28 1 346) ，体外受精由来旺で，

11. 2 ~ぢ ( 11 1 98 )であった。
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Table 1. N削除rof monozygous duble inner cell masses blastocysts after fertilization in 
vi tro and in vivo 

Fertilization 

10 V1VO 
・10vltro 

No blastocysts 

No. 2-cell embryos 

526/617 (85.3鈎
261/ 373 (70.0鈎

米 P<0.025 by chi-square test. 

No. double inner cell masses 

No. blastocysts 

3 /526 (0. 6労)ー勺
8/261 (3.1 %) ___J' 

Tabl巴 2.Nt.rrnber of monozygous double inner cell masses formation and number of no inner cell 
masses formation in trophoblastic叩tQIDWihsぬ.geof single i~r cell m悩 blぉtαysts.

Fertilization 

ln VIVO 
10 Vl tro 

No. blastocyst attachment No. double inn巴rcell masses No. no inner cell masses 

No. single blastocysts No. blastocyst attachment No. blastocyst attachment 

346/471 (73.5 %) 
98/239 (41. 0 %) 

4/346 (1. 2 ~約
2/ 98 (2. 0 ~ぢ)

28/346 ( 8.1勿)
11 / 98 (11. 2 %) 

考察 :今回の観察において，一卵性双胎の起源は l胞怪内 2内細胞塊卵にあると思われ乙の発生頻度は体
2 

外受精由来経において高率であった。 ヒト体外受精脹移植後lζ発生するー卵性双胎は 1繊毛2羊膜の形態を
3) 4) 

とっており今回の観察と一致して興味深い。一卵性双胎の発生機序iとは諸説あるが，透明帯iζ固まれた 2細

胞明から胞睦期lζ生体内で2分割することは考え難い。 1個の内細胞塊がHatching後，着床期lζ分裂してい

く乙とは考えられ，臨床上結合体として認められている。 しかしその頻度はきわめて低く，今回の invitro 
日

での内細胞塊の分裂も dish上における接着形態によるものと説明され子宮内膜上ではお乙り難い現象である

Hatching後trophoblastは発育増殖するが，内細胞塊の発育しないものが観察されたが，これらは臨床上

Blighted ovum(枯死卵) となるものであろう。つま り桑実怪から胞匪に至る過程での内細胞塊の発育， 形

成不全が枯死卵の起源と恩われる。本研究は(旧)西ドイツ Alexandervon Humboldt財団の助成を受けた。

主要文献:

1) Chida， S. and Mettler， L. (1989). Screening test for mouse blastocysts as an index of 

the vitality of embryos. J. In vitro Fert. Embryo Transfer， 6， 310. 

2) Chida， S. (1990) • Monozygous double inner cell masses inπlOuse blastocysts follwing fert i-

lization in vitro and in vivo. ]. ]n vitro Fert. Embryo Transfer， 7， 177. 

3) yovich，]. L.， Stanger， ]. D. ， Grauaug， A.， and Mulcahy， M. T. (1984). 

Monozygotic twins frαn in vitro fert!llzatlOn Fertil. Steril.， 41，833. 

4) Chida， S. und Mettler， L. (1990). Monozygote zwillingsembryoblastentwicklung von Mauserrib-

ryonen nach in vi tro und in vivo Fertil isation. Reprod. DOm. Anim. ， 25， 173. 

5) Hsu， Y. C. and Gonda， M. A. (1980). Monozygotic twin formation in mouse embryos in 

vltro. Science， 209， 605. 
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家兎受精卵着床のメ カ スム

A 孔1ECHANISMOF IMPLANT A TION OF RABBIT FERTILIZED 

OOCYTES IN VITRO 

根上晃 1、前田淳一三河原和美 1、富永敏朗 1

2 
Akira NEGAMI'， Jun-ichi MAEDA"， Kazumi KAWAHARA'， 

Toshiro TOMINAGA1 

1
福井医科大学産婦人科学教室、 2福井県畜産試験場

1 Department of Obstetrics and Gynecology， Fukui Medical School. 

2 Fukui Prefectural Animal Experimental Station. 

目的:近年、細胞培養において培養基質の導入はめざましいものがある。各種

コラーゲンや基底膜成分を培養基質に導入することによコて、子宮内膜細胞の機

能や形態はほぼ生理的怠ものまで、培養系で再現CJることが可能に怠コたト310 胞

匠の最初の相互作用が子宮内膜や基底膜を含む細胞外成分であることを考え、本

研究では受精卵着床の基本的怠メ力士ズムを着床期の家兎初期匠と細胞外成分(

ECM) をもちいて検討した。

方法:家兎を自然変配さぜ、交配後61/2日目に開腹し得た、着床前期の匠盤

胞を本実験に供した。培養は 5%C02、959ゐ空気下とし、培養液は WHF631( 

Waymouth : Hanks : FCS = 6: 3 : 1 ) を用い、この条件下で35mm培養

皿にて胞匠の接着、着床、分化の過程を観察した。 ECMは各種コラーゲンや

Engelbreth -Holm -Swarm 屋篤から抽出した基底膜成分(Basement 

membrane extracts BME) を基質として使用した。コーテイング方法は

(1)基質の成分を変化さぜる、 ( 2) 基質の厚さを変化さぜる、 ( 3) 基質の濃

度を変化さぜるの 3点で検討した。培養液量の胞匠接着に与える影響の検討は胞

匠の高さに応じて培養液量を変化さぜ解析した。

結果:コントロール、コラーゲン存在下、 BME存在下の順に胞匠の接着率が

向上した(図 1) 0 BME存在下での接着率は家兎子宮内膜上皮細胞上での接着

率とほぼ一致した。 BMEの厚さは胞匠の発育や接着率に影響を与えるもののコ

ントロールに比べて有意怠差は Qかった。 BMEの濃度と接着率との相関を検討

写ると、 2.5-5.0 mg/mlの濃度に至適渥度ガ存在した。培養液量が胞匠の接

着率に与える影響を検討CJると、液量が胞庇の高さの 1/4-1/2で有意に接着率を

促進さぜた(図 2)。これらの条件下で61/2日の家兎胞匠を培養すると、 BME
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内やBME上で胞匠は初期発育と分化を遂行し、透明帯亀裂、解化、内細胞塊、

匠盤、原始卵黄曹、原始線条等の観察庁子宮内膜の存在怠しで観察された。

考察:着床の最初のステップである胞匠の接着に基底膜成分は促進因子として

働き、かつ胞匠の分化をも制御している可能性が示唆された。種が異怠り務床形

態もヒトのそれとは異怠るものの、子宮内膜上皮細胞は中心性着床の着床現象に

とって十分条件ではあるものの、必要条件では怠い可能性も示唆された。培養漉

量は表面彊力もしくほ、培養気層の影響を胞匠に与える結果、着床を促進させる

効果があると思われ今後さらに検討替る必要があると思われた。

文献:

1) Negami， A.1. and Tominaga，T.: Gland 

formation in vitro from epithelial cells of human 

endometrium. Human Reprod.，4: 620 ( 1989 ) 

2) Negami， A.I. et al. Culture model of human endometrial 

epithelial cells. J. Clin. Electron Microscopy， 22: 848 ( 1989 ) 

3) Negami， A.1. et al. A study of regulatory mechanism of 

huamn endometrial epithelial regener.ation 
model. J. Fertil. Implant. (Tokyo)， 

vitro 

epithelium 

using an in 

196 ( 1990 ) 

and 

7: 
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受精阻害抗透明帯モノクロ一ナノレ抗体(5 H 4 ) 

が 認識するペプチ ドのアミノ酸 配列に つ いて

Amino acid sequence of a peptide fragment recognized by 

a fertilization -blocking monoclonal antibody (5H4) to zona pellucida. 

長谷川昭子・井上みゆき・香山浩二・磁島晋三

Akiko HASEGAWA， Miyuki INOUE， Koji KOYAMA， Shinzo ISOJlMA 

兵庫医科大学産婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology， Hyogo Medical College. 

目的:晴乳動物の卵をとりまく透明帯に対する抗体には強い受精阻害作用があり，またブタ透明帯は

ヒト透明帯と抗原性を強く交差することから，ブタ透明帯を用いて避妊ワクチンを開発する研究が行

われている (1・2)我々はブタ透明帯構成成分(ZP1，ZP2， ZP3， ZP4)のZP1とZP3とZP4にヒト透明帯との

共通抗原が存在し，この3成分に対するポリクローナル抗体に，ヒト精子の透明帯への結合を阻害す
る作用があることを報告したω.またヒト精子の透明帯八の結合を阻害するモノクローナル抗体(5H4)
を作成し，その対応抗原がZP1とZP4糖蛋白質の蛋白質部分に存在することを発表したは)本研究では，

5H4が認識するペプチドフラグメントをZP4から単離し，そのアミノ酸配列について検討を行った.

方法:ブタ透明帯を 70'C， 30分加熱処理して可溶化し，還元条件の調製用SDS-PAGEによりZP4
(剛:23K)を単離した。 100μgのZP4蛋白質に対し， Endoproteinase LysC 2.5μgまたはtrypsin1μgを

加え， 37'C， 2時間処理することにより断片化した.これを0.1%トリフルオロ酢酸を含む15%アセト
ニトリルで平衡化した逆相HPLC(μBondapak C18)にかけ， 15%-60%(120分)のアセトニトリル直線上
昇勾配で溶出した.5H4に対する抗原活性の検出は，各フラクションをコーティングバッファーで100
培希釈して直接ELISA法にて行った。 N-末端側アミノ酸配列の分析は気相式シーケンサーにより行っ

た.

結果: Fig.1-aに示すように， Endoproteinase LysC処理により断片化したZP4は，逆相即日により 4
つのピークに分画され、 5H4との反応はPillに一致して検出された. Pillをリクロマトグラムした後
(Fig.1-b)， N-末端側アミノ酸配列を分析するとArg-Val-Arg-Gly-His-His-Gln-Met-Thr-Ile-Ar・g-Leu
-Ile-Asp-Asp-Asn-Ala-Ala-Leu-Arg-Gln-Glu-Ala-Leu-Met-Tyr-His-Ile-Ser-の配列が得られた.SDS 

-PAGEによりPillの分子量を求めると7Kであった(Fig.!-c).一方、トリプシン処理により断片化した
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ZP4を，逆相HPLCにかけて得られたPill (a) 

(Fig.2-a)のアミノ酸配列を調パた

結果，Leu-Ile-Asp-Asp-Asn-Ala-

Ala-Leu-Arg-Gln-の配列が得られ，

この配列はEndoproteinaseLys処理

ZP4から得られた7Kの12番目から21番

目の配列と完全に一致した.このペ

プチドは5H4に反応せず，分子量は5K

であった(Fig.2-b).

考察:今回， N-末端側アミノ酸配列

が判明した2つのペプチドフラグメ

ント(7K，5K)の比較から， 5H4のエピ

トープ配列は7KフラグメントのN-末

端側(Arg-Val-Ar・g-Gly-His-His-Gln

-Met-Thr-Ile-Arg-)に存在すること

が推定された.このアミノ酸配列の

ペプチドを化学合成することにより，

避妊ワクチンに応用することが可能

である. また，合成DNAプローブを

作成し， c-DNAをスクリーニングす

ることにより，透明帯蛋白質の遺伝

子レベルでの解析が可能になった.
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牛体外受精怪細胞の幹細胞化に関する研究

Isolation of the colony derived from bovine embryo in vitro fertilization 

正木 全、柳 在雄、官原七郎、正木淳二

Tamotsu MASAKI， Zae young RYOO， Shichiro SUGAWARA， Junji月ASAKI

東北大学農学部畜産学科家畜繁殖学教室

Department of Animal Science，Faculity of agriculture，Tohoku University，Sendai. 

<目的>ES細胞は多分化能を持った培養細胞株であり、遺伝子導入等の操作が比較的容易

である。このためシーンターゲテイング法により特定の遺伝子に相同的組換えを起こさせ

た後、庇盤胞へ顕微注入すれば、キメラ個体を作製することかできる。また、生殖細胞系

列でキメラができれば、その子保から特定の遺伝子を改変された個体の生産が可能となる。

この技術が家畜に応用されれば、改良増殖の有効な手段となり、高い経済的効果が期待さ

れる。しかし、マウス以外の動物における ES細胞の樹立に関する研究例は少なく、現在ま

でにハムスターと豚で報告されているに過ぎない。本研究では、牛1::S細胞の樹立を目的と

して、 2細胞期から旺盤胞期の午体外受精卵子とマウス胎児線維芽細胞との接着条件につ

いて検討 した。また、 ij_f盤胞を培養して得た ICM(innnercell mass:内部細胞塊)に由来す

るコロニーを分離した。

くお法>feeder layerとして用いるマウス胎児線維芽細胞は、妊娠15日齢の1CR系マウスの

胎児から分離培養した。また、午体外受精には、仙台市食肉屠場より得た黒毛和種の卵巣

から採集した卵胞卵子を用いた。媒精はカフェインーヘパ 1)ンi去により行った。

実験に(ま継代 3固までのマウス胎児線維芽細胞と、 2細胞期から目玉盤胞期までの牛体外

受精目玉を用いた。マウス胎児線維芽細胞は、マイトマイシン Cで処理後feederlayerの作

製に尉いた。各発生ステージの駐は、透明帯を除去後、 feederlayer上で培養し、接着、

増埴、コロニー化について、基礎培地CDHD1，TC円199)及び培養温度(37 . 5 oC ， J 9 . U oc )の影響
を検討した。また、 2-16細胞期の駐は、 EDTAで割球を分散さ せた後、個 -'zの割球で培養

温度の影響にっし、て同僚の検討を行った。次に、妊盤胞の培養によって得られた lC月をトリ

ン二で解離後、再びfeederlayer上で培養し、コロ二一化について検討した。

<結果>2 -16細胞期の駐を培養したとき、割球は分散した。このとき 2、 4細胞期の害IJf;F 

数の増加がみられたが、 8、16細胞期では増加しなかった。割球を分散させた後、割球毎

に培養したときには、 2、 4、 8細胞期の割球で 2-3回の分裂増殖が観察されたが、 1G 

細胞期では分裂しなかった。これらの実験~:で、いくつかの割球は feeder layerと接着し

たが、いずれの場合も旺細胞の増殖及びコロニー化は起こらなかった。桑実妊を培養した

ときには、このステーシの旺が直接コロニー化することはなかったが、 一部の目玉は、旺盤
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胞への発主を経て、栄養外旺葉と feederlayerとの接着伸展及びICMの露出が観察された。

妊盤胞を培養したときには、全ての実験区で、栄養外目玉葉と feederlayerとの接着伸展及

び iじト1の露出が観察された。 I妥着は培養24-96時間に起こり、栄養外目玉菜の伸展及ひ 1CMの露

出は72-120時間の聞に観察された。また、実験区により接着、 1申展を開始するまでの時間

差がみられ、 DM E~I-37.5 oc区と 199-37.50C区では早く起こった (Table)。露出した ICMを解離

して再培養した結果、 1C~1 に由来するコロニーを得た。

Iable. Effcct of mediu田 andtemperature on the attachment and outgrowth of 

bovin blastocysts in feeder layer of mouse embryonic fibrobr丑sts

cul ture time(hr) 

medium temp. number 24 48 72 96 120 144 

(CC) of 

blastocysts A G A G A G A G A G A 

DMEM 37.5 10 2 2 3 2 4 

D何E月 39.0 10 2 

D門EM' 39.0 11 2 

TCM199 37.5 10 2 2 3 

TCM199 39.0 9 2 

rCM199' 39.0 12 

A:Number of blastocysts that trophoblasts attached to feeder layer. 

G:Number of blastocysts that trophoblasts attached and grown to feeder layer. 

*:Supplemented with 5% FCS only. 

G 

4 

2 

2 

3 

2 

<考案 >旺盤胞の接着及びIC刊の露出にいたる 過程には、マウス胎児線維芽細胞の培養、あ

るいは午受精卵子の体外発生に通常用いている培地でも可能であることを示しているが、

ES細胞樹立用の添加物と 20%のFCSを加える方が、より適しているといえる。また、目玉盤胞

の接着伸展の過程は、培養液よりもむしろ培養温度に影響を受けることが示唆された。ま

た、D"1Eト1と199培地聞の比較から、これらの聞に明確な差は認められなかったが、最終的に

接着伸展した駐はDMEMを用いた方が多く、培地として DMEMがより至適なことが明らかにな

った。

目玉盤胞の1C'1を解離し、新しい fepderlayer上で培養したところ、 1CMからコロニーを得

ることに成功した。マウスのES細胞は、細胞質に対し大きな核を持つ比較的小形の細胞で、

コロニーは細胞の境界が不鮮明でやや盛り上がる特徴を持っている。しかし、今回得られ

たコロ二ーはこのような特融は持っていなかった。また、得られたコロニーは 1つであり、

コロ 二一分離の条件につい てはさらに検討を要する。
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添加した牛初乳字し清と血清の種類が牛体外受精

における怪盤胞への発生率に及ぼす影響

Effects of the colostrum milk serum and serum in the culture medium 

on development of bovine oocytes matured and fertilized in vitro 

山田 均・吉羽宜明・室賀友子・福島毅

Hltosbi ~肌ADA. Nobuaki YOSHIBA. YUKO MURO仙 Takesbl FUKUSHlMA 

埼玉県畜産試験場

Satltama Perfectural Llvestock Experlement Station 

目的:牛体外受精の未成熟卵子の成熟培養 ・発生培養には、 一般に牛血清を諒加した用いられてい

るが、その添加する血清の種類やその部加濃度により、腔盤胞への発生率に差があるととが、知られ

ている ijO 牛受精卵の体外培養には、砂)11ら2，により牛初乳乳清、鈴木出らにより供卵牛採卵白血清

の有効性が報告されているω そこで、本試験では、牛19)乳乳清(以ドCMS) と、イ共卵牛採卵日血清

(以ドDS)を牛体外受精の成熟・発生培養に用い、腔盤胞への発生に及ぼす影響について検討したω

方法 2顕の牛初乳乳清の採取は砂)11ら方法に従い、 3顧の供卵牛採卵白血清の採取は、鈴木らの

方法に従ったω 採取した2頭のCMS、3頭のDS、及び子牛血清(以ドCS)は、ぞれヂれ56.C30 

分間非働化処理したu 体外受精の成熟・発生培地への蔀加濃度は、協試験区、 10拡試験区とした“

未成熟卵子は、卵巣のbmm以下の小卵胞から注射器で吸引し、卵丘細胞の付着の緊密な A、Bランク

を供試したω 未成熟卵子の成熟培地は、 2bmMHepes緩衝TCM199lFSH 0， 02Au/ml E ~ lUJ!:/mllを用い、

初サ2時間成熟培養した。牛初乳乳清試験群の成熟・発生培地は、 Glucoseとacetateを除いた 25m.M

Hepes綾衝TCMl日9lGIBCO， ss-OOo6AG )を用いたω

精被処理は、 l頭の黒毛和種の凍結射出精子を融解後、 10mMカフェイン加BO被で2回洗浄後、最終精

子濃度を日， 3'ltiX10"/mlに調整した。その後、 10叫Imlヘパリン加BSA-BO械で等量に希釈し、 15分間培

養後に卵子を導入した。媒精後6時間自に発生培地に移し替え、 96時間目に、ピペッテイング操作に

より卵丘細胞を除去し、分割状況検査を行なった。その後4ß時間ごとに培養液を空機し、 7~10 日固ま

で腔盤胞への発生を経時的に観察した。

結果 :CMS群、 DS群、 CS群の分割率、庇盤胞への発生率は、表-1に示すとおりである“

受精率は、 92，9~100協で血清添加群では差は認められなかったが、 10憎し清添加区で72. 7~65，刊と低い
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傾向であった。 CMS群時告示加区の分割率は、 49.8弘1Zll/424)でDS群、 CS群と同様な成績が得ら

れ、佐盤胞への発主主容は 9.9'0(4Z1424)だったu CMS群10弘跡加区の分割率は、 38.2弘(136/356)で匹

盤胞への発生率はO.出(2/jbb)と低い成績であったu 0 S群では、品部加区に比べ 1刊誌加区におい

て分割率・睦盤胞への先生率が高かった。(ob. 9%vsη.8% ， 14. d協vs26. 9出lそのうち2頭で 10弘諏加
区で世盤胞への発生率に有意差(PくO.Ob)が認められた。 CS群では、印私書長加区に比べ‘肌添加区にお

いて8細胞・匹盤胞への発生率が高かった。(48. 7%vs53. 6% ， 10. 6%vs23. 9百lそのうち1ロットで、時添
加区でJfr盤胞への発生率に有意差 (PくO.05)が認められた。またDS群 ・CS群ともに叫・ 10弘添加区

において、 陸盤胞への発生当径十こ個体・ロット聞に有意、差 ¥PくO.Ob)が認められたω

考察: b~o午初乳乳清蔀加群は、血清蔀加群と同様な分割率が得られ、供卵数の9. 叫が肝韓胸に発生

したことは、午初乳乳清も未成熟卵子の成熟・発坐培養に利用できるものと考えられる.. 10弘供卵牛

採卵白血清を蔀加群は、尚子午血清蔀加群に比べても、その分割率、臨盤胞への発生率も高く、添加

血清として有効性が認められたむ

Tab I e 1: E f f e c t 0 f s e r 11 m c 0 n c e n t r a t i 0 n s 11 P 0 n s i n 

vitro deve10pment of bovine fo11iclar oocytes 

f e r t i 1 i z e d i n v i t r 0 

ser11m No. of % and (No. )of deve10ped to 

Gro11p (%) oocytes 2 c e 1 1壬 8 c e 1 1豆 B 1 a s t 

CMS 5 424 65. 3 (277) 49. 8 (211) 9. 9 ( 42) 

1 0 356 38. 2 (136) 26. 1 ( 93) O. 5 ( 2 ) 

D S 5 884 65.9(583) 52. 3 (462) 14. 8 (131) 

1 0 7 9 1 7 2. 8 (576) 61. 8(489) 26. 9 (213) 

じ S 5 755 60.8(459) 4 8. 7 (368) 23.9(181} 

1 0 1 242 65.0(807) 53.6(666) 1 6. 6 (206) 

CM S : 'j'he medlum was TCM199 (25mM HEPliS Earle-saltJ wi thou t glocose and acetate 
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単為発生腔をホストとした ES細胞集合キメラ腔の発生能

Developmental potential of chimaeric embryos produced by aggregation 

between parthenogenetic 8 -cell stage embryo and ES cells 

徳永智之・岡崎正幸・古沢軌・林 司・角田幸雄*

Tokunaga T..M.Okazaki. T.Furusawa. T.Hayashi and Y. Tsunoda* 

日本全薬工業 中央研究所・*近畿大学農学部

Central Research Labs.Nippon Zenyaku Co..Ltd. 

* Faculity of Agriculture.Kinki University 

~l) 
角田り は8細胞期受精匪の割球1個を本来個体に発生できない単為発生匪と集合させ、

受精距由来の遺伝形質のみを示す 1卵性多胎子を得ている。本研究ではこの手法がより効

率的なES細胞キメラ作製法として応用可能か否か検討する目的で、単為発生座をホストと

したES細胞キメラの作製を試み、その発生能力を検討した。

材料および方法
2)._ 

ES細胞とICII :実験に供したES細胞F1I1は、既報 L従って F 1 (C57BLXCBA)系マウ

ス匹盤胞から樹立した細胞であり、 XY型の正常核型を有している。また、 invitroで多能

性を示し、高度なキメラ形成能を有しており、生殖系列キメラを形成することが明らかに

されている。また、対照としてF1 (C57BLXCBA)系マウス座盤胞から免疫手術法により単

離した内部細胞塊(ICI)を用いた。

単為発生8細胞期旺:ICR系成熟雌マウスにPISGおよびhCGを5IUずつ48時間間隔で腹

腔内投与し過剰排卵処理を行った。 hCG注射後 17-18時間自に卵管を摘出し、 M2液中で卵

管膨大部を切開して未受精卵を回収した。卵丘細胞を付いたままの未受精卵を7%エタノー

ルを含むM16液に移し、室温で7分間培養して単為発生刺散を与えた。ついで、卵子塊を

1116液で 3回洗浄下後、サイトカラシン Bを5μg/ml添加したlH6液中に移し、 37
0
Cで5

時間培養を行った。培養終了後、 1116液で3回洗浄して新鮮な116液に移して、 37
0C.5%

CO2 .95児空気の培養器内で培養した。 3日間の培養によって8細胞期に発育した匪を選別

してホストとして用いた。
3)，_ー

集合キメラ作製:既報 L従い、あらかじめマーピュレーターを用いて単為発生由来8

細胞期匪 (P)の透明帯を一部カットし、このスリットから10-15個のES細胞あるいは1

個のICIIを囲卵腔に注入した。作製した集合匪を培養に供して匪盤胞への発生率を調べ、

さらに、得られた座盤胞を匪移植して産子生産率を調べた。また、対照として受精卵由来

8細胞期座 (F)を用いて同様の検討を行った。

結果

培養の結果を表1に示した。 PとES細胞の集合キメラ匪の匝盤胞への発生率は、 FとES

細胞、 PとICIおよびFとICIの集合キメラ匹さらに Pの匪盤胞への発生率のいずれと比

較しでも有意に低かった。 PとICIおよびFとICIの集合キメラ匹の発生率は変わらず、

PPとICIIの集合キメラ脹はPの脹盤胞への発生率と比べ有意に高い値を示した。一方、

それぞれのキメラ座由来の匪盤胞の移植試験の結果を表2に示した。 Fをホストとした場
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合にはES細胞とIC!tlのいずれの集合匪からも産子が得られ、キメラ個体も高率に得られた。

これに対してPをホストとした場合、 ES細胞集合座では産子を得ることができなかった。

また、 IC!tl集合庄ではわずか1頭ではあるがキメラ産子が得られた。

考察

PをホストとしたES細胞キメラ匪を作製し、その発生能力を培養および移植試験によっ

て調べた。培養試験の結果、 PはICMと集合することによって発生率が向上するが、 ES細

胞ではその様な効果は認められず、発生率はむしろ低下した。移植試験の結果、 PとES細

胞の集合キメラ匪からは全く産子を得ることができなかった。この原因は、単為発生匪で

は雄ゲノムの不在によってplacentaやyolksacなどの匝胎外膜組織の発育が不全であるた

4) 
め と推定される。また、受精座表 1 

細胞と単為発生距の集合キメラで

は受精匪細胞の一部が匝胎外膜組

織に寄与し、匪の発育を支持する

と考えられるが、 ES細II?}はそれら

の組織に機能的に寄与せず、 ES細

胞キメラ座の発生はホスト座由来

の匪胎外組織に依存していると推

察される。最近、受精卵を倍化し

て得た4倍体匪をホストとした場

合、 ES細胞キメラが得られること
仲 5)

が報告 されている。

一方、 ICMと単為発生匪のキメ

ラの産子生産率は極めて低いが、

これは、ホスト匹に比べ細胞が量

的に少ないためと考えられ、 ES細

胞の場合にもこの点の検討を要す

る。また、キメラ屈におけるES細

胞の分布を組織学的に検討したい。
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P:Parthenogene~ic 8-cell s~age embryos 
F:Ferti工ized8-cell stage embryos 
a) vs b)，c)，d);P<O.OOl. a) vs e);P<0.005. 
c) vs e); P < 0 . 01. 

表 2

Postimplan~ation development of chimaera 
embryos be~ween ES cell or工CM and 
parthenogene~ic 8-cel工 s~age embryo 

Tyopf e s NO.of youngs/ No.of 
N0.of embervG os chimaeras 

chimaera transferred(屯) {屯)

p∞Fl/ /1 0/127(0) 
F牛=>F1/1 27/59(46) 22(81) 

p∞ICM l// 52(2) 1(100) 
F~ 工CM 16/44(36) 10(63) 

P 0// 20(O) 
F 21/39(54) 

P:Parthenogenetic 8-cell stage embryos 
F:Fertユlized8-cell stage embryos 
工CM:工nnercell ma.ss 
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Y染色体特異的配列の検出によるマウス初期圧の性判別

Sexing of mouse early embryos by detection of Y -specific DNA sequences. 

洗美薮1、国枝哲夫1.2、小林栄治z、東貞宏1、豊田裕l

鳩山ei氾 AN
1，Tetsuo KUNIEDA1.2， Eiji KOBA Y ASHI2， Sad曲 oAZl爪仏¥Yutaka TOYODA1 

1東京大学医科学研究所獣医学研究部

lDepartment of Animal Pathology， Institute of Medical Science， University of Tokyo. 

2 (財)動物繁殖研究所

2Imamichi Institute for Animal Reproduction. 

目的: 哨乳類のY染色体上には性決定や精子形成などに関与すると考えられるいくつかの機能的な遺伝子

が存在することが知られている。ヒトではY染色体部分欠失個体の解析からY染色体短腕の特定の領域に精巣

決定因子 (TDF)の有力な候補と考えられている SRY遺伝子が存在することが明らかとされている。また、

この領域には精子形成等に関与すると考えられるZFY遺伝子も存在することが知られている。これらの遺伝子

は崎乳類の種間で強く保存されており、マウスにおいてもSRYおよびZFY遺伝子と相向性のあるSry遺伝子川、

および2つのZfjl宣伝子 (zかI、Z今2) (2)が単離されている。本研究ではこれらのY染色体上の機能的遺伝

子を配列特異的なDNAの増幅法であるPolymeraseChain Reaction (P C R)法 (3)を用いて検出することによ

り、マウス初期匹の性判別を試みた。

方法 C57BL/6Nの卵子とBlOBR. yddの精子を用いた体外受精により得られた受精卵をWhitten培地にて培養

し、 2細胞から距盤胞の各期の初期距を用いた。一部の庄では2細胞期で片方の割球を分離し、 Tarkowski法に

従って染色体標本を作製し、核型分析を行った。各距は熱処理の後にPCR法に供した。

マウスのSry遺伝子、勾遺伝子の塩基配列に基づき、 19merから25merのオリゴヌクレオチドからなるプライ

マーを向ーの領域をはさむ形で各々 2組合成した。また、コントロールとしてX染色体上のDxnds3遺伝子座 (4) 

の配列についても同様に2組のプライマーを合成した。各配列について外側のプライマーを用いて 1回目の増

幅を行い、さらにその産物を内側のプライマーを用いて2回目の増幅を行う 2重PCR法を行った。各増幅は

94"Cω秒、 ω"c150秒、 72"C150秒で30サイクル行った。 PCR産物は3%アガロースゲルにて電気泳動の後、

エチジウムブロマイド染色により検出した。

結果 Sry遺伝子およびZfy遺伝子に対する上記のプライマーを用いて、雄および雌マウスに由来するDNA 

についてPCR法を行ったところ、いづれも雄マウス由来のDNAのみで目的とする配列が検出されることが
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確認された。さらに、 2重PCR法により、 10個以下

の細胞に対応する量のDNAでも目的とする配列を検

出し得ることが確認された。

マウスの初期圧を用いて、上記のSry遺伝子および

Zf'戸宣伝子対する 2重PCR法を行なったところ、 Sry

遺伝子において147bpの、 Zか遺伝子では199bpおよび

217bpの目的とする配列が約半数の旺で検出され、残

りの匪では検出されなかった。それに対しDxnds3遺伝

子座の110bpの配列は全ての距に検出された。 Sry遺伝

子の検出された匪とZ今遺伝子の検出された距は完全

に一致した。次に核型分析により性判別された距を用

いて上記のPCR法を行ったところ、 Sry遺伝子とZ砂

遺伝子の検出はY染色体の存在と一致していることが

確認された。以上の結果より、 Sry遺伝子とZfyi.宣伝子

を対象としたPCR法によりマウス初期匹の性判別が

可能であることが結論づけられた。

考察:これまでにヒトおよびマウスではY染色体上

の反復配列を PCR法を用いて検出することにより初

期匹の性判別が可能であることが報告されている。し

かし、これらの反復配列は一部常染色体上にも存在す

るため必ずしも厳密な性特異性が得られていない。

B M F 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Sry 

--t・b

(Fig. 1) De胞ction'of Sry， Zfy，副叫肱nds3田quen国 inmouse 

morulae by PCR method. Left arrows show the副司Wied

fragments. L朗自:B， blank; M， male DNA; F， female DNA; 1，3， 

4，5，8， and 10， ma1e morulae; 2， 6， 7，皿d9， fema1e morulae. Left 

and right lanes ∞n凶 neDNA size marker 

本研究ではY染色体上の単一の機能的遺伝子を対象とすることにより、より厳密な性特異性を得ることを可能

とした。また、 Sry遺伝子およびZflが宣伝子は崎乳類の種間で強く保存されているため、上記方法は他の動物へ

の応用も容易であると考える。さらに本研究では、 2重PCR法により初期距においてもゲノム当り単一の配

列の検出が可能であることが明かとなり、 2重PCR法は初期臨における特定の配列の検出に有用な方法であ

ることが示唆された。

文献:

1) Gubbay， J. et al. : A gene mapping to出esex叫determiningregion of the mouse Y chromosome is a member of a novel 

family of embryonically expressed genes. Nature 346 : 245 (1990) 

2) Mardon， G. and Page， D. C. : The sex-determining region of山emouse Y chromosome encodes a protein wi出ahighly 

acidic domain and 13 zinc fingers. Ce1l56: 765 (1989) 

3) Saiki， R. K. et al. : Primer-dir∞ted enzymatic arnplification of DNA with a thermostable DNA polym巴rase.Science 
239: 487 (1988) 

4) Love， 1. M. et al. : Toward construction of a highly resolution map of白emouse genome using PCR-analysed 

microsatellites. Nucleic Acids Research 18 : 4123 (1990) 
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ハムスターの卵管内精子移動に及ぼす排卵の影響

Effect of ovulation on sperm transport 

in the hamster oviduct 

伊藤雅夫川・ T.T. Smith2)・柳町隆造 3) 

Masao 1TO， T.Timothy SM1TH， Ryuuzou YANAG1MACH1 

日本大学医学部衛生学教室(Dept.ofHygiene School of Medi.，Nihon Univ.) 1) 

Worcester Foundation for Experimental Biology2) 

Dept.of Anatomy and Reproductive Bio1. Univ. of Hawaii Medica1 Schoo13) 

[目的]ハムスターにおいては発情の開始と相同日がおよそ8時間ずれており、雌性生殖器道内に射精された多

数の精子の殆どは封印Hの時聞が近ずくまで卵管狭部に留まっている。そして、持防刊が近づくに従ってごく--i当日

の精子が卵管膨大部まで上昇して受精に関与する(Yanagimachi& Chang，1963; Smith et.a1，1987)。卵管狭部

が訪問H前に射精された精子の貯蔵機能を果たしていることはマウス(Olds，1970; Nicol & McLaren，1974)、ウサ

ギ(Harper，1973; Overstreet & Coop巴r，1978)、ウシ(百libau1tet.a1，1975)、モルモット (Yanagimachi& Mahi， 

1976)、ラット (Sha1gi& Kraceir，1978)、ヒツジ(Hunteret. a1， 1980)、ブタ畑山ter，1981)等の種においても認

められている。しかし、担問Hと精子の移動がどのように同調されているか、そのメカニズムは明らかにされて

いない。本研究は精子の雌性生殖器道内の移動に及ぼす榔Hの景簿を明らかにする目的で①別perovu1ation、

②precocious ovu1ation、③0刊 1a旬ηproductsの卵管への侵入阻止、の3つの条件下における精子の移動に

ついて検討したものである。[方法]佳話塾塾:成熟シリアンハムスター(雌;2-3、雄;4-6月令)で、とれら

の雌は正しく 4日の性周期を有し、 Day4の18:00-19:00hに発情が開始し、Day1のOO:30-02:00hに封印Hする集団

から選抜された。①精子移動に及ぼす過持同日の影響:Day1の10:00hにPMS30IUを皮下注射し、 Day4の20:00h

から30分間交配した。交尾を確認した雌を交配後3、6、12時間で屠殺し卵管の組織を作成した。②喧王宝整

動に及ぼすprecocio田 O刊 1ationの影響 :Day3の14:00hにhC G25IUを皮下注射し、同日の20:00hから30分間

交配した。一部のグループにおいては交配に加えて、同時に交配された別の雌より採取した射精精子を用いて

子宮内に人工授精を施した(20:30h)。これらの雌を交配後3、6時間で屠殺し、卵管の組織を作成した。@糧

子の移動に及ぼす0刊 latolyproductsの影響:Day4の20:00hから30分間交配した雌について、 ovu1a初1yprod 

uctsの卵管への侵入を阻とする為に a)卵管膨大部よ端の結紫、あるいは b)Technovitの囲卵腔内への注入

を行った(23:00、一部 03:00h)。これらの動物を交配後12時間で屠殺し、卵暗の組織を作成した。撞王盤包筆

墨:卵管の連続切片を(10μ)作成し、卵管内精子数を顕微鏡下でIntramuralIsthmus(In.I.) ，Cau也11. (Ca 
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.1.) ， Cephalic 1. (Ce. 1.) ， Ampulla (Amp.)の4部位に分けて算定した。固定はA.F.A.固定液、染色はSchiff's

reagentとFastGreen F. C. F.で行った。[結果]表1に過排卵誘起動物における卵管内精子数を示した。過

拶阿円誘起した場合の卵管内の総精子数は何れの時間帯においても自然有防H時に比べて大であり、交配後6時間

における Ca.1.、Amp.交配後12時間における Ce.1.、加lp.で統計学的に有意な差が認められた。特に、 Ce.1. 

およひ加lp.に到達する精子数が TolbleLMunn皿 ber，(range)叫血tributionol叩ermatozoain the oviduct and bw叫町村t…d叫 onof supero叫山間
異常に多いごとが特徴的に示さ

れた。表2に hCGによってDay3

に担問Hを誘起した動物における

卵管内精子数を示した。 hCG

によって阜其月に訪問Hを誘起した

場合、卵管に侵入する精子数は

自然訪問円の場合に比べて有意に

少なくなる。ごれは、精子の上

昇が子宮頚で阻止されているこ

とに起因しており、 hCGによ

って訪問"を誘起した場合でも子

宮内に人工授精を施せば卵管内

の精子の動態は自然封何日の場合

と変わらない結果であった。

卵管膨大部上端の結款によって

ovu1atoly productsの卵管内へ

の侵入を回止した時、あるいは

Technovitの囲卵腔内注入によ

って担問Hを物理的に限止した時

の卵管内精子数を表3に示す。

封印Hの直前における卵管結訟に

よってCa.I.より上部に到達す

る精子数は有意に減少した。同

様に訪問H直前の Technovitによ

る担~~の阻止は精子の卵管内上

昇を阻害する。しかし、封印H後

の Technovitの注入は卵管内の

精子移動に何ら影響を与えず、

ovulatoly productsが精子上昇

を誘引している事が示唆された。
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ヒト体外 受 精卵の後期胞怪への

発達 過 程につ いて

Development of the human in -vi仕o

fertilized eggs to late blastocyst. 

雀都豊、安部裕司、白井彰、

片山進、久保春海

Yutaka SASABE，Yuji ABE， Akira USUI， 

SUSUIsU KATAYAM直，HarumiKUBO 

東邦大学医学部第一産科婦人科学教室

Department of Obstetrics and Gyneco1ogy， Toho University， 

School of Medicine 

目的:ヒト体外受精一匹移植(IVF-ET)の技術的進歩は目覚ましいものがあるが、ヒトTVF受精

卵の発育過程を経時的に観察した報告はない。今回、われわれはIVF後，受精から着床後期匪

(培養14日以内)にいたるヒト匪の発育を経時的に観察した。また、培養液(HTF，HamFl 0)による

旺発育の差を検討した。さらに、との匪発育能とIVF-ET後の妊娠率との相聞を検討した ω

方法:当科のIVF-ET，GIFTプログラムに登録された患者のうち、採卵教が多く、移植受精卵数

に余剰がでた場合、インフォームド・コンセントによって、その取扱いが担当医に一任されて

いる29症例に限り上記目的のために日産婦学会倫理委員会の申し合わせ規定範囲内の14日間以

内において長期培養を試みた。卵胞刺甑法は前周期黄体期中期よりGnRHa(Buserelin)900μg/

dayを用いる 10ngterm protoc01を実施し、 14-16臼後に hMG(300IU/day)を開始した。 hMG

開始後5日目より血清E.測定、 USGによる卵胞計測を行い、E. ~ 200pg/m1/卵胞、卵施数3個以

上で最大卵胞径18mm以上、次席卵胞16mm以上となった時にGnRHaを中止し、最終附G注より36時

間後にhCG10，000 IU注した。 hCG注34時間後に超音波下経腫採卵法を実施した。前培養(4-5時

間)後、遠沈重層法による洗浄活力精子 1X 105/皿l温度で媒精した。培養液(HTF，Ham'sFI0)は

媒精時8%非働化HCSを添加し、 18-20時間後、印刷CS添加培地に移し、 20時間培養を行った。培

養終了後、平等割球を有する 2cell-4cell匹、4-5個の受精卵をETに供し、更に余剰受精卵が

出た場合にのみ、これらに対して培養を継続した。培養に用いた培養被は①Ham'sFI0(F10町

Lab.)および②HTF(IrvineScientific)であり、使用時に2801l0sm/kg、pH7.3に調整し24時間

co.インキュベーター内で平衡化したものを用いた。培養後は観察終了まで同一条件下で行い、
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培地交換は一切行わなかった。

結果:余剰受精卵は症例29例で計82個、 l症例あたり平均2.8個(ト12個)であった。これらの余

剰眠が到達した各分割期の割合は表1のごと く、 PN期 85.4%(70/82)、2細胞期 76.8(63182)、4

細胞期 74.4%(61182)、8細胞期 47.6%(39/82)、桑実期 31.7%(26/82)、胞腔期 21.9%(18/82)

であった υ 各期に到る時間的経過は媒精後PN期 15.0:t2.6(12-18)時間、 2細胞期 36.8土8.9

(26-48)時間、 4細胞期 48.7:t 12.1 (34-68)時間、 8細胞期59.7:t 12. 2(48-72)時間、桑笑期92.3

:t 21.8(85-120)時間、胞旺期 148.6:t 26.5 (140-160)時間であった。拡張期胞旺を形成後ハッ

チング終了までの時聞は平均 7.5時間、ハッチング後接着までの時聞は平均 24.2時間、トロ

ホブラストの伸展は接着より平均 39.5時間であった。 形態的観察ではハッチングは栄養芽細

胞層の herniationによって開始し、約4時間前後で1/2が、6時間で213が、 7.5時間で全体が

hatchingを完了した。ハッチングした匪の平均直径は190μmで、あった。ハッチング後接着し

た旺の周辺部よりトロホプラストの突起が伸展しはじめ、偽足状構造を示した。匪細胞塊中に

は立方上皮様構造や分離した多核細胞、空胞形成なども認められた。

これらの発生能が HTFおよびHam'sF10の培養液によって差があるかどうか検討した。 2-4

細胞期までの発生ではHTF79.4%(27/34)、Ham'sFI0 75.0$(36/48)と差は認められないが、胞

匪発生能は HTF14.7%(5134)、Ham'sFIO 27.1%(13/48) と有意差(p<O.Ol)を認めた ω また、 H

TFでのハッチング率は0%(0/5)であり、 Ham's F10では 30.8%(4113)であった。つぎに、移植

医による妊娠、非妊娠群と余剰臣、の発生能との関係について検討した。妊娠群(11'=9例)におけ

る余剰匹、の8細胞期への平均発生数は 2.0(18/9)、非妊娠群(n=20例)では1.1(21120)であった。

また、胞匪形成率は妊娠群 0.8(7/9)、非妊娠群 0.6(11/20)であった。

まとめ:IVF-ET時における余剰匪を用いて経時的に2前核期より着床後期旺にいたる形態的

観察を行った。2前核期より4細胞期には大多数の旺が到達することが出来たが、 4から8細胞期

へは 47.6%しか分裂せず、ヒト受精卵の 4-cellblockの可能性が示唆された。媒精後、 2前

核期医が観察される時間は平均15時間前後であり 、その後の分割間隔は各期で重なる部分が認

められる。しかし、発生速度の遅い旺では途中で発育を停止してしまうものが多く認められた。

また、後期胞眼形成後ハッチングをした匪は4個(22.2%)のみであった。とのうち HTF培養液

を用いた場合、 4細胞期までの発生はHam'sF10と差はなかったが、胞匪形成、ハッチング率

は Ham'sF10の方が良好であった。妊娠群、非妊娠群における余剰卵の発生能の差が予后を

反映しているかどうかを検討したが、やや妊娠群における発生能が良好であったが、有意差は

認められなかった。

文献:

1)Lopata，A.，1989; Fertil.Steril，51:984-991 

2)Bolton，V.N.，Hawes，S.M.，Taylor，C.T.and Parsons，J.H.，1989;J.IVF-ET，6:30-35 

3)Trounson，A.O.，Mohr，L.R.，Wood，C.and Leeton，J.F. 1982;J.Reprod.Fert.，64:285-294 
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卯子内精子注入の試み

Microinjection of Human Spermatozoa 

into H uman Oocytes 

淡路英雄・松井素子・小林善宗・本田育子

宗 完子・井上正人・藤井明和

Hideo A W AJI， Motoko MAT8UI， Yoshimune KOBA Y A8HI， 

Ikuko HONDA， Hiroko 80U， 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:男性不妊の予後は IVFや GIFTをもってしても不良である。男性不妊では、その多〈が精子の機能障

害を合併しているためである。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

登場してきた。透明帯開孔術、囲卵腔内精子注入については、すでに妊娠、分娩例が報告されている。しかし、

精子受精能力障害を伴う男性不妊では、これらの方法は無効であり、精子を直接卵子細胞質内に注入するしか

治療法はない。今回、われわれは IVFで受精しなかったヒト卵子を用いて卵子内精子注入 microinjectionの

有効性について検討した。

方法 :ヒト卵子は通常の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、 GnR

Ha-HMG-HCGにて行った。月経第 1日より GnRHa(スプレキュア@)600~900μg/ 日を投与し、 3 日目

より HMG150~300IU を連日注射した。 2個以上の卵胞が18111111程度、血中 estradiol 300pg/ ml/卵胞 (ミ15

111111)以上になった時点でHMGを中止し、約32時間後に HCGlO，OOOIUを筋注した。採卵は HCG注射後36時

間で経睦的に行った。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 xl04/ml)

を加えてさらに培養した (37"C， 5% CO" 95% air)。精子の受精能力はあらかじめ、 Caionophore A23187 

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

をIVF-ETの適応とした。培養液は HTFに7.5%非(動化関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により判定し、非受精卵は小さなpipetteで頼粒膜細胞をよく除去してから

実験に供した。

Microinjectionには、通常の油圧駆動 micromanipulator (ナ リシゲ)、および圧電方式の Piezomicroma-

nipulator controller (プリマハム)を使用した。倒立顕微鏡(オリンパス)下に卵子を microholderで固

定し、 inseminationmixture中の夫精子を l個micropipetteに吸引して、卵子細胞質内に注入した。術後

の卵子はただちに培養液に移し、 18~48時間培養した。なお、後半の実験では microinjectio n 後、卵子を5μ

?へ
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MA"聞を含むPBSで5分間処理してから培養液に移した。

結果油圧駆動micromanipulatorを用いた初期の実験では(表 1)、 64個の卵子中54個 (84.3%)が生存し、

うち7個(13.0%)に2個の前核の形成を認めた。しかし、分割したのはわずか 1個(1.9%)であった。こ

れに対して、圧電駆動でmicroinjectionを行い、術後ionophoreで5分間処理した群(表2)では、 73個の

卵子中67個 (9 1.8%) が生存し、このうち15個 (22.4%)に 2 個の前核を認め、 11伺(16.4%)は 2~4 細胞

期に分割した。

表1 卵子内精子注入の成績

卵子数 64 

生存卵子 54 (84.3%) 

受精卵 7 (13.0%) 

分割卵 1 ( 1.9%) 

油圧駆動micromanipulator使用

表2.卵子内精子注入 (A目187処理)の成績

卵子数

生存卵子

受精卵

分割卵

73 

67 (91.8%) 
15 (22.4%) 

11 "06.4%) 

圧電駆動micromanipulator使用

考察 :IVF， GIFTの開発により、女性不妊の治療は大巾に進歩した。これに対して、男性不妊の予後は相変

らず不良である。適切な治療法が無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〈が精子の機能障害を伴うためである。なかでも、精子受精能力障害 (ZSPT

0%)を合併する場合は妊娠は絶望的である。不妊患者2029例の分析では、全体で8.2%，乏精子症では実に29.

8%に精子受精能力障害が認められた。このような症例に対しては、卵子内精子注入が唯一の治療法である。

Microinjectionでまず問題になるのは、卵子に対する損傷であるが、今回の実験ではほぼ満足すべき生存率

が得られた。しかし、受精率，分割率はきわめて低かった。精子を単に卵子内に注入するだけでは卵子の act-

ivationには不十分なのであろう。実際、 microinjection後の卵子を ionophoreで短時間処理すると、受精

率，分割率ともかなり改善した。ionophoreA23187が卵子の活性化を誘起することはよく知られている。ウサ

ギではmicroinjectionによりすでに産仔が得られているが旺の発生率はやはり低いという。ウシの卵子につ

いてもほぼ同様で、 microinjection単独では受精率はきわめて低いが、 ionophoreA"聞で処理すると、受精

率，分割率とも大巾に改善すると報告されている。

最近、後藤ら(1990)は microinjectionで受精したウシ卵子を移纏し、子牛の生産にはじめて成功したが、

これらの卵子もやはり ionophoreA四m処理によるものであった。

ヒトの卵子は mvltroでactivationされにくいといわれている。しかし、 ionophore処理により microinjec-

tion後の受精，分割が促進されることは事実であり、卵子内精子注入は男性不妊に対する究極の治療法として

いずれ臨床応用されるようになるものと思われる。

立献 :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 

2. Iritani， A. (1990). Micromanipulation of gametes for in vitro assisted fertilization 

Molec， Reprod. Dev. 28: 199 

3.後藤和文，他(1990).顕微受精・体外培養妊の移植による子牛の生産

，第78回家畜繁殖学会講演要旨
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凍結マウス精子の卵管内注入 による新生仔の作成

Production of N ormal Y oung Following Injection of Frozen -Thawed 

Mouse Spermatozoa into Fallopian Tubes of Pseudopregnant Females 

中潟直己

Naomi Nakagata 

順天堂大学医学割1共同病理研究室

Central Laboratory for Medical Sciences， Division of Pathology， 

School of Medicine， Juntendo University 

目的:最近、マウス精子の凍結保存の成功例が相次いで報告され、それら精子を用いて体外受精・匹移植

あるいは人工授精を行なうことにより、産仔が得られている 1-4)。しかしながら、 体外受精・旺帯植は卵子

提供雌の卵子と凍結精子との間で体外受精を行ない、得られた匹をさらに受容雌へ移植するというコ邸皆の

操作を必要とし、また、 人工授精は、直接、 妊娠せしめようとする雌の腹あるいは子宮へ多量の精子を注入

しなければ、高い受胎率が得られないことから、融解後、活発な運動を呈する精子が極めて少ない凍結マウ

ス精子においては、産仔の作出法として、 体外受精・匪移植および人工授精は必ずしも良好な方法とは言い

難いように思われる。 そこで本実験では、 より少ない精子数で高率に受精可能であろうと考えられる卵管内

授精に着目、封印H直後の偽妊娠雌の卵管に凍結マウス精子を注入することにより、産仔の作出を試みた。

方法 :①精子浮遊液の作製 :Jcl:ICR成熟雄マウスの精巣上体尾部4ケを0.4mlの保存液(18%raffinose 

，3% skim milk in D.W.)内で細切し、 1 ~2分間浸量することにより、精子浮遊液制惜4した。②精子の凍

結および融解:作製した精子浮遊液を0.1mlずつ0.5m1の凍結用チューブに分注し、室温より凍結用チュー

ブを液体窒素ガス中に移し、約10分間静置後、液体窒素中に浸漬するごとにより精子の凍結を行なった。

また、融解は、凍結用チューブを液体窒素保管器より取り出し、 3~4分、室温に放置するごとにより行な

った。③融解後の保存液の希釈および洗浄 :融解した精子浮遊液を0.4mlの培養液下部に静かに挿入し、培

養器内で30分静置後、 0.45μのミリポ77ィルターを用いて保存液の除去を行ない、最終精子浮遊液量を0.4mlとし

た。続いてこの精子浮遊液をシャーレ内の中央に取り、その表面約2/3を流動パラフィンで被った後、培養器

内で1.5時間の前培養を行なった。⑤卵管内授精:卵管内授精は、精管結主主雄と交配し、偽妊娠を誘起した

Jc1:MCH(ICR)雌マウスの卵管へ凍結精子を注入することにより行なった。即ち、前培養した精子浮遊液の上

層部より、キャビアリー(φ150μ)内に精子浮遊液を吸引後、卵管采一指防H部位聞の卵管壁を介して材開H卵子近

傍の膨大部内に→別当たり最大許容量約 3-5μlの精子浮遊液(約6000-10000精子)を注入した。また、同

様の方法により未凍結精子を同部位に注入したものを対照区とした。尚、卵管内への精子の注入は、陸栓確

認日の午前8:00~10:00 に行なった。
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結果:卵管内ヘ凍結精子を注入された計12匹の受容雌の内、 5匹が妊振し (41.2%)、その全例から計28

匹(5.6:!:1. 50)の新生仔が得られた。一方、対照区においては移植を受けた6匹中4匹が、妊娠・分娩し (6

6.6%)、計30匹(7.5:!:2. 69)の新生仔が得られた(表1)。

Table 1. Conception and litter size fo11owing injection of frozen-thawed mo田 espermatozoa 

into Fallopian tubes of pseudopregnant females 

No. of No. of animals No. of live young 

Spenn pseudopregnant which delivered 

females useda live youngb(b/a，%) ♀ ♂ To句 l
C (Litter size : c/b) 

Frozen-thawed 12 5 (41. 2) 16 12 28 (5. 6:!:1. 50・)

Control(unfrozen) 6 4 (66.6) 17 13 30 (7. 5:!: 2.69・)

キ:Mean :!: S. D. 

考察:t1同日直後の偽妊娠雌の卵管に良好な運動性を有する凍結マウス精子を注入すると、擬妊賑雌の一部

は妊娠し、新生仔が得られることが明らかとなった。本法は体外受精・匹移植に比べ、簡易であり、また、

臨あるい子宮に精子を注入する人工授精より、極めて少ない精子数で受胎が可能であるごとから、凍結マウ

ス精子を用いた産仔の作出法として有効な方法と思われる。しかしながら、凍結マウス精子による妊娠率お

よび平均産仔数は対照区のそれらと比べ低く、今後、さらに検討を要するものと思われる。本研究は、平成

2年度文部省科学研究費重点領域研究「遺伝子導入動物」の一部として実施された。

文献

1 )横山峯介、秋葉久弥、勝木元也、野村達次: (1990)凍結保存マウス精子の体外受精による正常産仔

の作成。日本実験動物学会雑誌.39 125-128. 

2) Tada，N.， Sato，M.， Yamanoi，J.， Mizorogi， T.， K出 ai，K.and 0胆，wa，S. : (1990) Cryopre田円ation

of mouse spennatoza in the presence of raffinose and glycerol. J. Reprod. Fert. 89 

511-516. 

3)奥山学、磁貝滋樹、佐賀正彦、浜田 宏、尾川昭三:(1990) マウス凍結精子の体外受精および人

工授精試験。 日本受精着床学会雑誌.7 116-119. 

4)竹島勉、中潟直己、尾川昭三:(1991) マウス精子の凍結保存。 日本実験動物学会雑誌.投稿中
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クライオパイアノレを用いたマウス初期受精卵の

超急速凍結保存について

Ultrarapid freezing of early stage 

mouse embryos by using cryovial 

田谷順子・竹田 省・木下勝之

Junko Taya， Satoru Takeda， Katsuyuki Kinoshita 

埼玉医科大学総合医療センター 産婦人科

Depertment of Obstetrics and Gynecology， 

Saitama Medical Center， Saitama Medical School 

目的:近年、 Ralland Fahyによる Vitrification法1)を初めとする凍結保存技術の操作簡略化を目的と

した種々の研究が進められ、それらの産業動物(実験動物を含む)への応用が望まれている。これら研究の多

くはプラスチックストローを凍結容器として用い、パイアルによる試みはほとんどなされていなし、。発生工学

の進歩が目覚ましい現在、貴重な受精卵の確保並びに保存時の識別管理が重要になると思われる。そこで、凍

結容器に識別記入が十分可能なクライオパイアルを使用し、超急速凍結法によりマウス初期受精卵(前核期お

よび2細胞期脹)の凍結保存を試み、融解後の生存性について検討を行なった。

万法:ICR並びに IVCS系成熟雌マウスに 5iuPMSGと hCGを48時間間隔で腹腔内投与し、成熟雄と交配

させた。hCG投与24時間後に前核期受精卵および48時間後に 2細胞期匹を卵管准流法にて採取した。 受精卵は

15% FCS添加 HTF培養液 2)中で20-30分培養後、凍結実験に供した。 2MDimethyl sulphoxide， 1M 

Acetamide 3M Propylene glycol組成の DAP2133)を凍結保存液として用いた。凍結は1.5ml容量のクラ

イオパイアル(ポリプロピレン製、エパーグリン社)内に 50μlの保存液を入れ、その中に15一別個の受

精卵を少量の培養液と共に移し、即座に液体窒索へ浸漬して行なった。一定期間保存後、保管器よりパイアル

を取り出し、 370Cの微温湯中で加温しながら O.3M Sucrose HB1液4)を添加、振虚して保存液を希釈した。パ

イアル中の溶液をパスツールヒペットでシャーレに移して受精卵を回収し、 HTF培養液で十分な洗浄の後に受

精卵の形態的観察を行なった。形態的に正常と判定したものについては 100μMEDTA添加 HTF培養液内で体

外培養し、臨鑑胞期への発生を観察した。

結果:凍結融解時の生存率と体外培養成績を Table1および Table2に示した。融解時には90%以上の受精

卵が回収され、その形態的正常割合は前核期受精卵では84%、2細胞期匹では89%であった。また、形態的に

正常と判定した受精卵のうち、体外培養によりそれぞれ65および74%が匹盤胞期へと発生した。
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Table 1. Survival rates of frozen-thawed mouse embryos on thawing 

Stag巴 of

embryos 

at freezing 

1-cell 

2-cell 

No_ of 

embryos 

frozen 

217 

240 

No. of embryos 

recovered(見) morphologically normal(出)

201 (92. 6) 169 (84. 1) 

226 (94. 2) 200 (88. 5) 

Table 2. D巴velopmentin culture of froz巴n-thawedmouse embryos 

Stage of embryos No. of embryos 

at freezing cultured 

1-cell 169 

2-cell 200 

No. (児)of embryos 

developed to blastocyst 

110 (65. 1) 

147 (73.5) 

考察 :セラムチューブ使用によるマウス初期限の超急速凍結保存は河野ら 5)により試みられ、 8細胞期および

桑実匹以外の発生段階では高い生存率が得られないと報告している。しかしながら、本実験結果からは演者が

先に報告6)した成績とほぼ同程度の成績が得られた。このことから、超急速凍結法におけるクライオパイアル

の適用が可能となり、凍結保仔時に識別管理が重要視される受精卵への本法適応は有用であると考えられた。

主要文献

1) Rall. W. f. and Fahy. ~ M. (1985) Natur巴 313. 573-575 

2) Quinn. P. Q.. Kerin. J. F.. and Warnes. G. M. (985) Fertility and Sterility 44. 493-498 

3 )中潟直己(1989)日本不妊学会雑誌 34. 757-760 

4) Rall. W. F (1987) Cryobiology 24. 387-402 

5 )河野友宏、角田幸生(1987)家畜繁殖学会誌 33. 77-81 

6 )田谷順子、吉田長生、吉田竹郷(1989)日本不妊学会雑誌 34. 638 [講演要旨]
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ラット卵巣の ガ ラス化法による凍結保存

一一一-VS1 100%液への直接浸漬一一一

Cryopreservation of rat ovary by direct plunging into lOO%of VSl 

利部聴・高場光一・牧田賛之

KAGABU Sato...<;i，胤肥AKouichi and胤KJTATell伺shi

山口大学農学部家畜解剖学教室

民間rt配ntof Veterinarγ AnatOIl1Y， YaJJEguchi Uni versi ty 

[目的]

カヲス化j去による卵巣のI斡剖呆存か可能であることは知られてし、る 1)。カ、、ラスイ幻影〉特徴は、凍結過

程カマ是蜘方法に上ヒべ簡単で、あることがあげ、られるカミこの方法を用いてもなお責敢闘分争要する。

梓民告は、さらに簡単な漸誌を開発することを目的としてlOO%VS1液への直樹輔よよる凍

車部問包の生存性を調べたものである。

{方法}

実験に用いたのは、ウィスター・今道ラットである。ドナーとしたラットは6週齢レシピエントと

したのはあらかじめ卵巣を除去しておいた12-15週齢のラットである。ペントパルビター/は鮪日

麻酔・ジエチルエーテル後麻酔下で卵巣を取り出し、直ちに箭昆に暖めたPB[中で?信争した。続い

て氷冷したl∞%VSl液./，卵巣を入れ一定時間同液中に保持した。その後卵巣をl∞%VS1液とと
もにセラムチューブに入れ液化窒素に直接投入してI東結し7-10日

関東高音保存後移植した。 37
0

Cの温湯中に入れ激しくf耕して酬椴 VSl液の組成

氷冷した5O%VS 1液・Z5%VS1液・O%VS li夜中にそれぞれ15

分間保持して嚇群馬酬を除去した。以上のように凍結・ 醐卒した卵 ID削

巣をレシピエントの背部皮下に糊直後、 4日目に音l験・附オし常法に 17叫7げ

2O.O%W/v [ 

lぢ.5%W/vI 

よってパラフイン逸続切片として観察した。瀬古・融解・耕it卵巣の

生着の判定は、観察時の非閉鎖卵胞の存在によったのすなわち、①果

樹音細胞に核濃僻f認められないこと、②果粒層細包に分裂増殖像が

認められるもの、⑩sf部剛包の概要が崩壊していないことをもって

卵巣の生着とした。開制問包黄体など非閉鎖卯旭川の構成防を観察女橡からはずしたのは、本

研究の目的カ告訴持切こは、卵母車剛包の採取であるからである。なお、各完験区とも供試ラ、ソト数は

それぞれ10頭である。
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{結果]

移植した凍結・融解卯巣中に]つで、も非閉鎖卯胞が存在していたもの脅生着卵巣とみなしたっ 1α)%

VSl 液中に10-加分間保持したもので、は、全ífl]iこと佐着か観察されなかったカ~: 40-ω分間保持区で

は概ね114に卵巣のと主著か認められた。しかし保持時聞がさらに長くなると牲者率は.減少した。

[考察}

Rall & Fahy )がマウス卵子で開発した l暗率

7ケラス化j去をラヅト卵巣のI東矧府宇に応 |

用してみたカえわずかではあるものの卵!

巣が生着した。しかし空着したといって |

も最高で、主}%どまり、さらに生着卵抱数 !

も最少1つであるので材制改良しな i
ければならない点を多く残している。 ! 

23% 

卵巣のVSl液内での保棚寺開とと主著

蛾

主払

l似

0%似

口
10 20 30 40ω80(分)

l∞%VSl液中での保欄帯閉

i東京吉・副清朝H巣の守者:1(旧%vsn夜中で40分間保持し移植後4日目に音l腕・採材、宅着卵胞と
みなしたもの

{文献]

1)榔聴・棚配・醐光一:卵糊Fj糊献.第l明日欄隣(1明)

2) Rall， W.F. & FahY.G.M. : Ice-free crvopr出 ervationof !lDU関側廿yosat -l%t by 

vitrifiC'.aton. Nature， 1]3098ち)
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マウス初期旺発育に及ぼす酸化的ストレスの 評 価

The effects of oxidative stress on mouse embryo development 

後藤康夫・野田洋一・成本勝彦・馬問 陽・森祭英

Yasuo GOTO， Yoichi NODA， Katsuhiko NARIMOTO， Yoh UMAOKA， Takahide MORl 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

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

目的:我々は、活性酸素が限発育に及ぼす影響に着目し、 02ーのscavangerであるsuperoxidedis皿utase(SOD

)がマウス2-Cellblockを解除すること 1)、またSOD添加低酸素下培養法が極めて高い匹盤胞率をもたらすこと

幻を報告してきた。これらの事実は、臨をinvitroで取り扱う際には活性酸素からの阪の保護が軍要であるこ

とを示していると考えられる。活性酸素によって障害を受けるターゲットを考えてみると、その可能性の一つ

に酸化を受け易いものとしてのタンパク質SH基があげられる。本研究では、タンパク質のSH基の酸化還元反応

に関与するといわれる Thioredoxin(E.Coli)3)に着目し、そのマウス初期臨発育に及ぼす影響を検討するとと

もに、その作用時期を明らかにすることを目的とした。

方法:lCR系雌マウス4週齢1::過排卵処理をおこない、同系雄と同居させた。 hCG投与17時間後に回収した前核

期臨を実験に供した。基本培養液は0.3%BSA添加BWW液、培養条件は37・C，5%C02，in airとした。<実験1>基本

培養液にThioredoxinをそれぞれ20、200、2，000μg/皿lの濃度で添加した培養液中で培養した。対照としては基

本培養液で陸を培養した。<実験2>前核期臨を次の4群に分け培養した。 1:基本培養液にThioredoxinを200μ

g/皿lの濃度で添加した液で培養を開始し、 31時間後に別のThioredoxin添加液に移し培養を継続した群。 n:Th 

ioredoxin添加液で培養を開始し、 31時間後に基本培養液に移し培養を継続した群。皿:基本培養液で培養を開

始し、 31時間後にThioredoxin添加液で培養を継続した辞。 N:基本培養液で培養を開始し、 31時間後に別の基

本培養液に移し培養を継続した群。なお、JIfの移しかえの際にはBWW液で3回洗浄した。

結果:<実験1>培養開始120時間後におけるBlastocystへの発生率はThioredoxinを添加した場合、いづれも

対照に比し有意に高値であった。 Thioredoxin濃度が200μg/mlの場合に最高値を示した(73.9%)0(表1) <実

験2>培養開始96時間後におけるBlastocystへの発生率は、 Iおよび日群では、皿およびW群に比し有意に高値

であった。しかし、 I群と E群の間および皿群とW群の聞には有意差はみとめなかった。(表2)
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表1.Effects of Thioredoxin on mouse e 田bryos

Thioredoxin 

20μg/ml 

200μg/ml 

2.000μg/皿l

o (Control) 

Embryos Blastocysts (児)

96 28 (29.2)・・

92 68 (73.9)・・.u 

106 53 (50.0)・・

90 11 (12.2) 

...U P<O.01.χ2 test. 

表2.Stages on which Thioredoxin acts 

Group 

I群

E群

mH手

W群

Embryos 

102 

90 

82 

96 

..P<O.01.χ2 test. 

B las toCysts (目)

58 (56.9)・・

54 (60.0)・・

6 (7.3) 

6 (6.3) 

N.S・Nosignificant difference.χ2 test. 

考察本研究によりThioredoxinがマウス2-Ce11 b lockを解除し、高い隆盤胞E停をもたらすことが示された。

Thioredoxinの活性中心は、 2個のCysteine残忍に存在しており、酸化型では2個のCysteine残基はS-s結合して

いる。酸化型Thioredoxinは、 ThioredoxinReductaseにより還元され還元型Thioredoxinとなり、還元型Thior

edoxinはタンパク質のS-S結合を還元しSH基に変える 3)。低酸素下、 SOD添加およびThioredoxin添加培養は、い

づれも酸化的ストレスから初期臨を保護するという観点で共通した考え方に基づいている。しかし、本実験結

果から考えると、 Thioredoxinの作用の仕方は他の二者と異なっていると思われる。即ち、 Thioredoxinの作用

時期は前核期から2-Ce11 (hCG投与後17から48時間)のみであり、 2-Cell以降にも脹発育促進効果がみられる低

酸素下SOD添加培養法引と異なる。そこで、低酸素下、 SOD添加およびThioredoxin添加培養の作用機序を考察し

てみると、前二者は怪内あるいは培養液中における活性酸素の消去系として機能するものと考えられ、一方、

Thioredoxinは郎内に取り込まれて還元を受け、これがタンパク質のS-S結合を還元する働きをしているのであ

ろう。 Thioredoxinが還元する標的タンパクが何であるかは今後の検討を要する。

以上述べてきたように、 invitroで腔を取り扱う際には酸化的ストレスからの伍の保護が重要であり、低酸

素下、 SOD添加およびThioredoxin添加培養などにより腔発生効率が改善されることが明らかとなった。なお、

本研究は文部省重点領域研究(生嫡系列:No.01640004. No.02222104)および科学研究費ー般研究B(No.0148 

0391)により補助を受けた。

文献:

1) Noda Y. Matsumoto H. Umaoka Y. Tatsumi K. Kishi J. Mori T.: Molec Reprod Develop (in pr 

ess). 1991. 

2) Umaoka Y. Noda Y. Matsumoto H. Mori T: Jpn J Fertil St巴ril35:285-292. 1990. 

3) Holmgren A.: 'Thioredoxin. Ann Rev Biochem 54:237-271. 1985. 

4) Umaoka Y. Noda Y. Mori T.: Jpn J Fertil Steril 35:469-474.1990. 
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ホロ型及びアポ型トランスフェ リンのマウス初期医発生に及ぼす影響

Effects of holo -and apo -transferrin on mouse pronuclear stage embryos 

夏山知 ・野田洋一・成本勝彦・馬岡 陽・森崇英

Satoshi NATSUYAMA. Yoichi NODA. Katsuhiko NARIMORO. Yoh UMAOKA 

Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

Department of Obstetrics and Gynecology. 

Faculty of Medicine. Kyoto University 

目的:体細胞培養における細胞場殖には増殖因子や金属イオン・脂肪酸の担体としての各極血清蛋白が必要で

あることが様々な細胞系で明らかにされているし2」しかし、初期医、とくに前核期から卵割期における培養

脹の発育における増殖因子の関与は否定的であり 3)、また金属イオン・脂肪酸の担体蛋白質の意義についても

明らかではない。今回、鉄イオンの担体蛋白質であるトランスブェリンに注目し、 2cellblockを示すマウス(

刊CK.outbr巴d)前核期臨培養系を用いて、 ホロ型及びアポ型トランスプェリンの初期怪発生に及ぼす影響を検討

した。

方法:4週齢の雌マウスに過排卵処理 (PMSG5単位、 hCG5単位を48時間間隔で腹腔内投与)をした後、 11-1

2逓齢の同系雄マウスと交配させ、翌日腹栓を認めたものを実験に供した。 hCG投与18時間後に類推脱臼法lこて

屠殺し、卵管膨大部より前核期伍をD-P8S中に回収し、 O.l%hyaluronidase添加DーPBS中にて頼粒朕細胞を除去し

た後、 D-問SIこて洗浄して培養に供した。4wellmultidish にホロ型トランスプェリンおよびアポ型トランスブ

£リンをそれぞれ3mg/田l添加したB附の100μ1spotを作成し、皿Ineral011で覆い、 spot内に前核期臨を加え、

37'C、5%C02、in air にて培養した。対照として蛋白質無添加BWW培地および3mg/圃lのBWWを添加した培地を用

いた。~の発育は位相差顕微鏡下で24時間ごとに観察した。

結果:ホロ型トラ ンスフ ェリン添加群の2-cell率は蛋白無添加幹・ BSA添加静に比べて有意に低く(無添加:9

0.5%. BSA添加:88.2%.holo-transferrin添加:64.8%)、4-cell率もBSA添加群に比べ有意に低値であった(BSA添

加:41.2%.holo-transferr!n添加:9.2%)。一方、アポ型トランスフェリン添加群では蛋白無添加群臨・ BSA添加

者平に比べて、 4-cell率(無添加:14.3%.BSA添加:41.2%.apo-transferrin添加:83.6%)、morula率(無添加:2.3%

• BSA添加:17.6%.apo-transferrln添加:45.4%)及び臨盤胞率(無添加:0%. BSA添加:3.9%.apo-transferrin添

加:27.3%)が有意に高く、明かな魅発生促進効果が認められた。
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考察:BSA無添加のB開精地において、ホロ型トランスブェリンは前核期の臨発育促進効果を示さなかったの

に対し、アポ型トランスプェリンは有意t~2cell block解除効果を示した。我々はこれまで低酸素下培養“やS

00添加培養引によりマウス2-cellblockが解除されることを明かにし、酸化ストレスによる隆の障害が2-cell

blockの成因である可能性を示してきた。活性酸素による細胞障害過程において02ーとH202からOH・を生じるFe

nton型Haber-Weiss反応が重要な役割lを果たし、この反応には微量のFe2φやCu2+が必要であることから考えると、

添加されたアポ型トランスフェリンは鉄イオンとキレートを形成することにより、この反応を阻害し、阪の障

害を防いだものと考える。しかし、この機序を明らかにするためには、培養液中の鉄イオンの測定を含めた更

なる詳細な検討が必要である。この観点から今後さらに研究を進めて行く予定である。また、本研究は文部省

重点領級研究(生殖系列:No.01640004， No.02222104)および科学研究費一般研究B(No.01480391)により補

助を受けた。

表 初期魅培養におけるホロ型およびアポ型トランスフェリンの効果

Proteins NO.of No. of Oay2 Oay3 Oay4 Oay5 

(3mg/皿1) Exps. E阻bryos 2-ce 11 (%) 4-cell Morula Blastocyst 

無添加 4 42 38(90.5) 6(14.3) 1( 2.3) 。
BSA 4 51 45(88.2) 21(41.2)・・ 9(17.6)・ 2(3.9) 

Holo-transferrin 4 54 35(64.8)・・. 5( 9.2)“ 4( 7.4) 。
Apo-transferrin 4 55 53(96.4) 46(83.6)・・，++25(45.4)・・，++ 15(27.3)・・.++

蛋白熊添加群とのx2検定 (・:P<0.05、・・:P<O.OI)、 BSA添加群との X2検定(“:P<O. 01 ) 

文献:

1)山根績 (1985).細胞培養技術の歴史、"細胞t音養技術"福井三郎編、講談社、 P.1.

2)光木浩司源良樹(1985).細胞格養の基本技術と大量細胞培養の問題点、"細胞培養技術"

福井三郎編、講談社、 P.77.

3) Rappolee， O.A. et al. (1990). In:Early Embryo Oevelopment and Paracrine Relationships， 

Edited by S. Heyner， and L.M.Wi ley. New York， Wi ley-Liss， .P.l1， 

4) Umaoka， Y. et al.: Jpn. J. Ferti 1. Steri 1.， 35:285-292， 1990. 

5) Noda， Y. et al.: Molec. Reprod. Oevelop.， in press. 
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Thioredoxinによる Mouse2・cellblock解除効果

Release of Mouse 2 -Cell Block by Thioredoxin 

夏山知・野田洋一・成本勝彦・馬岡陽・森崇英

Satoshi NATSUYAMA， Yoichi NODA， Katsuhiko NARIMORO， Yoh UMAOKA 

Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

Depart皿entof Obstetrics and Gynecology， Faculty of Medicine， Kyoto University 

目的:我々はこれまでに低酸素下宿養1)やsuperoxidedis田utase(SOO)添加治養2)によりマウス2-cellblo 

ckが解除されることを明かにし、酸化的ストレスによる隆障害が2-cellblockの成因である可能性を示してき

た。 thioredoxin幻はthioトdisulfide交換反応により酸化還元反応を仲介する酵素であり、酸化的ストレスに

対する防御機能が注目されている。今回、初期臨培養おけるthioredoxinの効果を明らかにすることを目的とし、

2 -ce 11 b 1 oc kを起こすマウス(Tuck)前核期旺、を用い培養実験を行った。

方法:4週齢の雌マウスに過排卵処理 (PMSG5単位、 hCG5単位を48時間間隔で腹腔内投与)をした後、 11-1

2週齢の同系雄マウスと交配させ、翌日腿詮を認めたものを実験に供した。 hCG投与18時間後に類推脱臼法にて

屠殺し、卵管膨大部より前核期臨をO-PBS中lこ回収し、 O.I%hyaluronidase添加O-PBS中にて頼粒朕細胞を除去し

た後、 O-PBSにて洗浄して塙養に供した。 BSA3mg/皿l添加BWW培地にそれぞれ10、50、100、500、1000および500

0μg/皿lのthioredoxin(E.coli由来)を添加した。対照群はBSA添加BWW渚地とした。伍の発育を位相差顕微鏡

下にて24時間ごとに観察した。

結果:thioredoxin添加により、 4細胞率以降に有意な睦発育促進効果が認められた。 llnち、 4-cell率は対照

群で55，8%であったのに対し、 50、100、500、1000、5000μg/mlの各濃度のthioredoxin添加群でそれぞれ76.

3%、74.6%、84.2%、78.2%、80.7%と有意に上昇した。隆盤胞率は対照群で僅か3.8%であったのに対し、 50μg

/田lの漉度では37.3%と有意に上昇した。 500μg/皿lの濃度まで用量依存的に脹盤胞率の上昇がみられ、 1000μ

g/田lの減度以上では低下傾向を示した。

考察:初期臨培養において酸化ストレスからの膝の防御が重要であるとの見地から、我々はこれまで抗酸化

物質の初期任発育におよぼす影響を検討してきた。今回、 thioredoxinが2-cellblockを解除することを初めて

明らかにした。 thioredoxinの隆発育促進効果は用量依存性であり、 500μg/ml前後で最大効果を示し、 70.2%と
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極めて高いA基盤胞率が得られた。 thioredoxinはglutathionと同様に細胞内では還元状態で存在し、細胞が酸化

ストレス下におかれた場合に形成される蛋白質の非生理的なdisulfide結合を解除すること、 methionineの酸化

によるmethioninesulphoxideを還元・修復すること4)、また様々な酵素の酸化による失活を回復させることな

どが明らかにされている。 2-cellblockは細胞周期のS期以降で停止すること6.6)から考えると、 G2期からM期

にいたる細胞周期制御7)や細胞分裂機構における酸化的障害が2-cellblockの成因であり、 thioredoxinはこの

過程の障害を回復する可能性が強く示唆される。投与したthioredoxinは酸化型であり、臨内に取り込まれた後、

還元化されて旺、発育促進効果を示したものと考える。今回示されたn発育促進効果効果がthioredoxi日目。lecu

leそのものによりもたらされたものであるかどうかを、現在、抗体限害実験・熱処理実験を行って検討中であ

り、今後、細胞周期lや分裂機構の面も含め検討を続けていきたい。また、本研究は文部省重点領域研究(生殖

系列:No.01640004， No.02222104)および科学研究費一般研究B(No.01480391)により補助を受けた。

表 Thioredoxin(Trx)の初期臨培養に及ぼす影響 χ2検定(・P<0.05，..P<O.OI) 

Exper‘iments Number of No.(目)of e阻bryos developed to 
embryos 

Condition Trials examined 

Control 52 

2-cell(02) 4-cell(03) Blastocyst(05) 

4 

Trx(μg/ml) 

10 4 n

u

q

v

Q

U

円

i

n
n
v
F
n
υ
F
h
u
F
h
υ
 

50 4 

100 

500 

4 

4 

1000 4 

4 

55 

57 5000 

46(88.5) 29(55.8) 2( 3.8) 

50(83.3) 31(51. 7) 9(15.0) 

52(88.1) 45(76.3)・ 22(37.3)・・

54(91.5) 44(74.6)・ 35(59.3)・・

49(86.0) 48(84.2)・・ 40(70.2)・・

46(83.6) 43(78.2)・ 34(61. 8)・・

52(91. 2) 46(80:7)・. 31(54.4)・・

文献:1) Umaoka， Y. et al.: Jpn. J. Ferti 1. Steril.， 35:285-292， 1990. 

2) Noda， Y. et al.: Molec. Reprod. Oevelp.， in press 1991. 

3) Holmgren， A.: Annu. Rev.B iochem.， 254:237-271， 1985. 

4) Porque， P.G. et al.: J. Biol. Chem.， 245:2371-2374， 1970. 

15) Luthardt. F.W. et al.: Oevel. Biol.. 44:210-216. 1975. 

6) Goddard， M.J. et al.: J. Embryol. Exp. Morph.， 73:111-133，1985. 

7) Nurse， P.: Nature， 344:503-508， 1990. 
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マウス腔の 2-cell blockに及ぼす calmodurinの影響

Effect of calmodurin on 2 -cell block of mouse embryos 

山田 薫・西慶子 ・佐藤嘉兵

Kaoru YAMADA. Keiko NISI.Kahei SATO 

日本大学農獣医学部動物細胞学教室

Departrnent of Cell Biology. College of Agriculture 

and Veterinary Medicine. Nihon University 

目的:晴乳動物の初期匹に種々の操作を加えて発生を人為的に制御しようとする試みは古

くから行われいる が、受精卵の発育分化調節因子は未だ明らかにされていない。 マウス初

期匪の培養技術は確立されてはいるが、本実験使用の ddY系を含め一般の系統の初期匹で

は着床前の全過程を体外で進行させることは困難である。その多くは， 2細胞期で発生を

停止してしまう 2-cellblockによる ものである. この原因は明らかにされていないが、培

養条件の改善や培養液中への微量のEDTA添加や培養液中のCa
2
+量の減少により 2-cellbol 

ckが解除される事が知られていること から 2-cellblockにおいて卵細胞内でのCa
2
+の介在

が示唆されている。 そこで本実験では、4つのCa2+結合部位をもっ結合蛋白質のひとつであ

るcalrnodulinが2-cellblockに与え る影響について検討を行 った。

方法:実験にはddY系成熟雌マウ スを用いた，過排卵誘起のためPMSG8IU、hCG10IUを48時

間間隔で腹腔内注射 し， hCG投与直後に同種の成熟雄マウスと同居、交配させた。 hCG投与

後24時聞に腫栓の認められたものより卵管を摘出し濯流により採卵した。採取した卵子を

6μg/rnl. 6 x10-1μg/rn1. 6xl0-2μg/ m 1. 6 x 1 0 -3μg/mlのca1 mod u 1 i n添加培養液、 Ca
2
+量を

1/2に減少させた培養液で培養を行った。なおCa
2+濃度を1/2に減少させた培養液は浸透圧

を一定に保つためにCaC12とNaClを置換することにより調整した。 その後， 37
0C5%C02-A 

i rの条件下で培養し，4組胞期に達した ものを標準培養液に移し変え、胞匪への発生能を調

べた。

結果及び考察:calmodulinを添加 してない標準培養液の場合、 4細胞期への発生率0%に対

し、 calmodulinを 6μg/ml添加した場合では3.問、6x10-1μ g/mlでは30.4施、6x10-
2μg/m

lでは22.0%，6x10-3μg/mlでは 33.3誌の 4組胞期への発生がみられた。また， その他calm

odulin添加培養液で4細胞期匪を標準培養液に移し換えたもののその先の発生は， 6x10-
1
j.l 

g/mlでは 5.9%が桑実匹に， 6x10-2μg/m 1では15.4%が， 6xl0-3μg/mlでは 5.0%が胞臨まで発

生した.

以上のことからcalmodulin添加培養液において4細胞質期への発生に改善がみられ，
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2cell block解除効果が明らかに示された. しかし， calmodulinを6μg/ml添加したもので

は， 4細胞期以降，発生がみられないことから，高濃度のca 1 mod u 1 i n添加培養液での培養は，

その毒性により匹発生に悪影響を及ぼしたと考えられる.

Effect of calmodulin on the development in vitro of 

1-cell mouse embryos into blastocysts 

Concentration Developmental stage reached 

of calmodulin No. of 

(μg/ml) eggs 2-cell 4-cell 8-cell Morula Blastocyst 

。 45 28 。
(62.2) (0. 0) 

6x10-3 60 50 20 4 

(83.3) (33.3) (20.0) (10.0) (5. 0) 

6x10-2 59 49 13 

(83.1) (22.0) (38.5) (15.4) (15.4) 

6x10-1 56 49 17 2 。
(87.5) (30.4) (11.8) (5. 9) (0. 0) 

53 34 。
(64.2) (3. 8) (0. 0) 

Figures in parentheses represent percentage. 

主要文献

笠井久降 ・奥山典生(1981):カルモテ守ュリンの構造と機能

カルモテやュリンーCa2+受容蛋白質(日高弘義・垣内史朗編) pp.8-18.講談社，東京

八木康一・矢沢道生 (1988):カルモテ事ュリンを介する作用発現機構

カルシ A ウムイオンと細胞機能(信沢孝一編)， pp.2083-2101，共立出版株式会社，東京
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ハムスター卵胞卵子の体外成熟に

およぼす 二 、 三 の薬物の影響

Effects of Some Drugs on In Vitro Maturation of Hamster 

Follicular Oocytes 

佐藤嘉兵、 金田秀貴、 横田秀夫、

Kahei SATO. Hideki KANETA. Hideo YOKOTA 

日本大学農獣医学部 動物細胞学教室

Department of Cell Biology. College of Agriculture 

and Veterinary Medicine. Nihon University. 

目的:晴乳動物卵子は体外環境下で細胞核の変化から成熟が可能であること

は周知である。 しかしながら、体外で成熟した卵胞卵子を体外受精(1 V F)を行う

と精子頭部の膨化および雄性前核形成が阻害されることが研究の初期から知ら

れてきた (Thibault.1973)。 その原因は精子頭部膨化因子あるいは雄性前核形成

因子の生産が体外で成熟した卵胞卵子においては不十分である結果と推定され

ている (Yanagimachi.1981)。以上のようなことから、卵子の成熟は核の成熟と

細胞質の成熟に分けて考えられている。卵子の成熟に関して多くの検討が加え

られてきたが、その詳細については不明な点が多い。特に卵子細胞質が生産す

ると見なされている受精に関与する生理活性物質の化学的本態は明らかにされ

ていない。本研究ではハムスター卵胞卵子の成熟、特に受精後の精子頭部膨化

および雄性前核形成能に及ぼす A2C、 di t h i 0 t h r e i t 0 1 (D TT)、 Ca-ionophore A23 

187(A23187)処理の影響について検討を加えた。

方法:成熟した雌の golden hamsterを用いた。性周期の Day 1にPMSG 30 IUを

腹腔内に注射し、その 52 時間後に hCG 30 IUを投与した。 hCG 投与後 0から 15時

間の各時間に卵巣を取り出してて卵胞卵子を回収した。回収した卵胞卵子は鏡

検した後に一部のものは細い針を用いて透明帯を取り除いて zona-freeとした。

Zona-intactおよび zona-free卵胞卵子を各薬物を添加した成熟用培養液のドロ

ップ中に加え、 これをミネラルオイルで覆って培養した。培養は卵胞卵子の採

取時聞から排卵するまでの相当時間(1 3時間)まで行った。培養終了後新鮮な培

養液で洗浄して 1V Fに供した。 IVFは次のように行った。成熟した雄の精巣上体

尾部精子を mTALP培養液中で capacitation誘起のために 370C、 5%C02-airの条件

下で 4時間培養を行い、 この精子を成熟培養した卵胞卵子を含む mTALP液に加え
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て媒精を行った。媒精後の卵子の観察は zona-intactでは 5時間、 zona-free卵子

のでは 3時間目に行った。尚、 controlとして PMSG-hCG処理ハムスター卵胞卵子

を標準成熟培養液で培養したものを用いて実験を行った。受精の判定において

受精あるいは精子頭部の発達段階基準として、 1 )卵子細胞質への接着、 2)卵子

細胞質内への侵入、 3)精子頭部の膨化、 4)雄 f生前核形成の 4段階とした。

結果: Gonadotropin処理したハムスターの卵胞卵子における雄性前核形成能

を 1V Fを行って調べた。その結果、 zona-intact卵子では hCG投与後 0-9時間おい

て雄性前核形成は見られず、ほとんどが膨化したのみであった。初めて前核形

成が見られたのは hCG投与後 10時間のものであった。一方、 zona-free卵子にお

いて雄性前核形成は hCG投与後 9時閣の卵子 35.7 %に初めて観察された。 しかし、

精子核の発達段階は膨化のステージにとどまった。次に、 hCG投与後 1-7時間の

卵子に A2C，DTTおよび A23187感作させ卵胞卵子の雄性前核形成能におよぼす影響

について調べた。 A2C(0.1. 0.5， 1.0μg/m 1 )の存在下で培養された卵子では何

れのグループにおいても雄性前核形成は認められなかった。僅かに精子頭部の

膨化が認められたのに過ぎない。明らかに、 controlの卵子に比べて精子頭部の

膨化および前核形成能は劣った。 また、 DTT(50， 100， 150μg 1m 1 )処理卵子お

いて hCG投与後 3，5，および 7時間のもので前核形成は認められなかった。 一方、

A23187処理を行った卵胞卵子においては処理時聞によって結果が異なった。即

ち 10分間処理を行ってから標準培養液に戻して培養を行った hCG投与 5および 7時

間の卵子ではでは雄性前核形成が認められ、 controlの卵子のそれに比べて明ら

かに前核形成能の発現が促進された。

以上の結果から、 A231S7は体外で成熟培養を行ったハムスター卵胞卵子の受

精後の精子頭部膨化および雄性前核形成に効果的であることが認められた。

文献

Thibault， C.G. (1972) Final stage of mammalian oocyte maturation. In 

Oogenesis， pp 397-418， Park Press， Baltimore. 

Yanagimachi. R. (1981) Mechanisms of fertilization in mammals. In 

Fertilization and Embryonic Development in Vitro. pp 81-182 
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ウサギ精 子 の卵子 へ の囲 卵 腔内注入

による 受 精につ いて

Fertilization of rabbit eggs by sperm injection into 

the perivitelline space 

横田秀夫・赤星波・佐藤嘉兵

Hideo YOKOTA， Nami AKABOSI. Kahei SATO 

日本大学農獣医学部動物細胞学教室

Department of Cell Biology， College of Agriculture 

and Veterinary Medicine， Nihon University 

目的:精子を卵子内に注入することに よって受精が成立することが知 られている。精子注

入には囲卵腔と細胞質とに注入する方法がある。しかし，卵子囲卵腔内に精子を注入した

場合，受精率は極めて低い，そこで，本実験では、先体反応を誘起した不動化精子を、細

胞質と囲卵腔の各部位iこ注入 し、注入部位と注入法による受精率、発生率について検討を

行なった。

方法:実験には日本白色穫の成熟兎を用いた。過排卵誘起はPMSG75IUを耳静脈より投与し、

その72時間後にhCGI00IUを投与し、 12-14時間後，卵管潅流法により採卵した。排卵卵子に

付着してい る卵丘細胞はヒアル ロニター ゼを用いて除去し， マイクロイ ンジェクションま

で37
0

C，5%C02， 95%Ai rの条件下で培養を行った。精子は射出精子を採精後1/10BSAm-TALP 

で 2回洗浄を行い、 swimup後 1時間の前培養を行った。その後，先体反応、を誘起するため

に50μg/mlのLysophosphatidyl-Choline(LPC)で10-15分間感作させた後、 m-TALP培養液で

2回洗浄を行なった。 その後swi m upした精子に急冷処理を行い運動性を止めたものを圧電

素子の急速変形を利用したマイクロマニュピレーターを用いて、卵子に注入した。注入法

は以下の方法で行 った， 1. 卵子細胞質に直接注入を行ったもの 2. 卵子細胞質膜に 1回

接触して刺激を与えた後に囲卵腔に注入を行ったもの 3. 卵子細胞膜に触れる事なく囲卵

腔内に注入したも のの 3法で行った.その後、注入匹を37oC. 5 %CO 2の条件下で培養し， 2 

4時間毎に培養液を交換し，観察 した。

結果:受精率は、細胞質に注入したものでは42.0%、囲卵腔に注入し刺激を与えたものでは

56. 9%，囲卵腔に注入し刺激を与えなかったものでは3.1%であり、発生率はそれぞれ28.0% 

，56.1%，3.1%であった。
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Fertilization of rabbit ova by sperm injection 

into the eggs 

Injection NO.of ova NO.of ova NO.of ova NO.of ova 

manner injected survived(%) fertilized(%) developed(%) 

* 1 50 50 (100.0) 21(42.0) 14(28.0) 

* 2 40 32(80.0) 1 (3. 1) 1(3.1) 

* 3 51 50(98.0) 29(56.9) 29(56.9) 

* 4， 22 22 (100.0) 0(100.0) 0(100.0) 

* 1 Sperm injected into the ooplasm 

*2 Sperm were injected into the perivitelline space 

without stimulation to the cell emembrane. 

*3 Sperm were injected into the perivitelline space with 

stimulation to the cell emembrane. 

* 4， Insertion of injection pipette whi thout sperm 

into the ooplasm 

考察:以上の事から不動化精子を囲卵腔に入れただけでは受精が殆ど起きないことが解る。

しかし、注入時に卵子細胞膜をマイクロピペットで刺激すると受精が起こることから細胞

膜になんらかの活性化を促すことにより不動化精子と卵子細胞膜との融合が効率的に起こ

るのではないかと考えられる。

主要文献

1. Lacham. 0.. Trounson. A.. Holden. C. .Mann. 1.. and Sathananthan. H. (1989) 

Fertilization and development of mouse eggs injected under the zona pellucida 

with single spermatozoa treated to induce the acrosome reaction. 

J.Gamete Research 23:233-243 

2. Corol L.Keefer. (1989) Fertilization by sperm injection in the Rabbit. 

J.Gamete Research22:59-69 
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豚屠場卵巣卵胞内卵 子の無 血 清培 地に

おける成熟について

- 2. インスリン添加の影 響-

In vitro maturation of porcine fol1icular oocytes cultured in serum free medium 

2. Effect of Insulin on oocytes maturation -

山内伸彦、平田昌弘、菅原七郎、正木淳二

Nobuhiko YAMAUCHI，Masahiro J-JIRATA，Shichirou SUGAWARA，Junji MASAKI 

東北大学農学部畜産学科家畜繁殖学教室

Department of Animal Science，Faculity of Agriculture，Tohoku University，Sendai. 

<目的>インスリンは血清成分中にも含まれており、細胞のゲルコースやアミノ敵の取込

を促進し、ほとんどすべての培養細胞の増殖に不可欠である。また、外因性のインスリン

が豚の卵胞の発育に影響するごとや、体外において頼粒層細胞のステロイド合成を促進す

ることが報告されており、卵子に対する直接的な作用も無視できない。本研究では、先に

演者らが報告した(第78回家畜繁殖学会)無血清培地Medium-Ilを用い、豚卵子の体外成熟

に及ぼすインスリンの影響を検討することを目的とした。すなわち、培養時間を追って第

二成熟分裂中期に達した卵子を調べ、核の成熟に対するインスリンの影響を検討した。ま

た、卵細胞質に対するイ ンスリンの影響を調べるため、媒精後の雄性前核形成および発生

率を調べた。

く方法>卵胞内卵子は仙台市食肉屠場で、採取した卵巣の、直径1~6mmの卵胞より吸引採取

した。成熟培地には、対照区としてTCM199ト]O%FCS(l99匹)及びMedium-Il (M'-ll区)を用い、

Medium-IJにインスリン5pg/mlを添加したものをインス 1)ン添加区とした。それぞれの成

熟培地には、 PMSG10 IU/m 1、hCG10IU/ml 、 E ~ 1戸g/mlを添加した。媒精には射出精液濃厚

部を用~\， pH7.8に調整したTCM199+10%FCSで2時間前培養した。受精培地にはTCM199+10%

FCSに2mMCaffeinを加えたものを用い、媒精時の精子濃度は2XI06とし、 8時間後に発生培
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地mBMOC-ID，こ移した υ 実験1;成熟培養時間を:1O時間、 ~6時間、4.2時間、 48時間としそれぞ

れの培養時間後固定・染色し、培養時間と核の成熟の関係奈調ペた。実験2;成熟培養時間

を42時間とし、媒精後11時間で固定・染色して雄性前核形成を調べた。実験3;成熟培養時

間を42時間とし、媒精後48時間に均等2細胞卵および4細胞卵を調ペ、発生率を検討した。

得られたデータ聞の有意差はX2検定を用い、危険率fi%で判定した。

<結果>実験1;インスリン添加区では成熟培養30時間で成熟率が199区、 Medium-II区に比

べ有意に高い値を示した。36時間ではMediumIl区との聞に有意差が見られた。 42時間、

48時間では他の区と有意な差は見られなかった (TabI8)。実験2;インスリン添加区の雄性

前核形成は1.8%であり、 199区 (33.9%) および~Med j 1101-11区(11.8%)に比パ有意に低かった。

実験3;発生率は198区で27.3%、Medi um--rr区で17.問、インスリン添加区で18‘7%と、対照

区との聞に有意差は見られなかった。

Table. Effect of 1nsul in on nuclcar maturation of pig OOCytflS 

cultured in vitro at variolls incllbation time 

NO.of oocytes reaching Metaphase-U/No.of oocytes examined (目)

Cul ture Incubation time (hours) 

medium 30 36 42 48 

199 46/171(26.9)" 130/194(67.0)" ] 16/160(72. fi)吊 15?!183(83.1)a 

Medium-U 69/174(39.7)1> 97/178(54.5)h 110/182(60.1) b 123/155(79.4)a 
+ 1nsulin* 126/224 (56. ~)) c 141/192(73.4)a 119/174(68.4)' b 135/170(79.4)' 

a. h. c. 1n each incubation time，valucs without a cornmon superscripL are 

significantly different(P<O.05). 

本 Medium-II + 1 nsul in 5四/ml

<考察>卵胞内卵子を体外で成熟させ体外受精により正常に発生させるには、第二成熟分

裂中期に達する核の成熟と同様に卵細胞質の成熟が必要である。体外での卵細胞質の成熟

には、卵胞細胞の存在が必要であることが報告されている。本研究の結果、インスリンは

あきらかに核の成熟を促進する作用が認められた。Medium-11において、卵胞細胞の膨化
が見られなかったことを考えると、インスリ ンが卵子に対して直接的に作用したことが考

えられる。しかし、媒精後の雄性前核形成や発生率が199院に比べて低かったごとより、
インスリ ンの卵細胞質の成熟に対する効果は見られなかった。
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牛卵胞液および初期医の線溶活性について

Fibrinolytic Activity of Bovine FoIIicular Fluid and the EarIy Bovine Embryo 

堀内俊孝 ・山田 皐・建本秀樹

Toshitaka HORIUCHI. Manabu YAMADA. Hideki TATE阿OTO

広島県立大学生物資源学部生物資源開発学科

Department of Rioresources. Hiroshima Prefectural University 

[目的]プラスミノ ーゲンアクチベーター(PA)は、酵素前駆体であるプラスミノーゲンを活性化酵

素であるプラスミンに転換させ、フィプリン分解作用で線溶活性を示す。線溶は、血液凝固塊の溶解

のみならず、細胞移動、腫傷の転移、組織の破壊や構築などの現象に関係している 1)。また、生殖細

胞系においては、精子形成時の細胞移動、排卵や着床などに関与していると言われている 1)。

初期匪におけるPAの存在はウシでは拡張匹盤胞期から脱出中匪盤胞期2)、ヒツジでは脹盤胞期か

ら脱出匹盤胞期3)において、培養液中へのPAの放出とプラスミノーゲン添加培養液でのプラスミン

の生産によって確認された。また、培養液中へのプラスミノーゲン添加によって佐の透明帯からの脱

出率(マウス~)とヒツジ川)や透明帯の溶解性が高められた(ヒツジω)。そして、子宮内液にプラスミ

ノーゲンがある乙と 5)から臨の透明帯脱出過程におけるPAによる制御機序が考えられている。

最近、牛体外受精技術の発展に伴い、初期発育過程に従って牛粧の生理を研究する乙とが容易にな

ってきた。そのため、本研究は、牛卵胞液を含め、牛妊の発育時期に従い l細胞期から脱出匹盤胞期

の卵細胞におけるPA活性の検出を行うと共に培養液中に放出されたPAの特徴を明らかにする乙と

を目的とした。

[方法]屠場より得た牛卵巣の卵胞(直径1~5mm)から卵胞液と卵胞卵を採取した。 卵丘細胞層が密

に覆われた卵胞卵のみを選び、 10%CS加Hepes-M199培地で、空気下5%C02、38.5"Cの条件にて22-24.時

間成熟培養した。次いで、 BSA-free10mMカフェイン加Hepes-mTyrode液で洗浄した凍結牛精子を媒精

し、 5mMカフェインと10μgj叫ヘパリン加 Hepes-mTyrode液中で成熟卵を体外受精した。体外受精由来

の卵子は、卵丘細胞層との共培養法によって1細胞期から匪盤胞期まで体外発生させた。PA分析用

の培養液は、共培養法を用いず10%CS加Hepes-M199培地のみ(50，uQ)で約10個の睦を24時間培養し発生

を記録したものとした。卵胞液と培養液中の線溶因子の検索は、 Lysine-agaroseによるアフニティク

ロマトグラフイを用いた。卵子などの細胞についてのPA活性の測定はフイプリンスライド法、培養
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液などの木溶成分の測定はつィプリン平板法で行った。培養液中に放出されたPAのZymographyは、

Gr~ne lli - P i pe rno & Reich method (1978)に従って行った。

{結果]①卵胞液全体としては強力な抗プラスミン作用を示し、 Lysine-agaroseへの親和性物質のう

科、 1MNaClで溶出した画分は抗ウロキナーゼ活性が強かった。 O.lM酢酸で溶出した画分に弱いPA

活性が認められた。

①未成熟卵胞卵は卵丘細胞が強いタンパク分解作用を示し、卵細胞のPA活性は検出できなかった。

③2細胞期から粧盤胞期までの卵細胞のPAの出現はフイプリンスライド法ではほとんどなかった。

拡張睦雄胞期から急激にPAが放出され、脱出旺盤胞期においてもPA活性は認められた。

④拡張匪盤胞旺によ って培養液中に放出された PA活性は、 4 ~8細胞期匪による PA活性よりも有

意に(pく0.05)高かった(フイプリン平板法)。

⑤培養液のZymographyによって、拡張匪盤胞睦の放出したウシPAがヒト tPA(74K)に近い78Kの

分子量であることを確認した。一方、 対照区では(lO%CS加M199)P A活性は検出されなかった。

[考察]以上から、未成熟卵胞中は抗プラスミン作用が支配的であり、受精卵では拡張妊盤胞期から

PA活性が急激に増加すること、そして 培養液中にもPAが放出され、その分子量は約78Kである

ことを明らかにした。拡張匪盤胞期での活性の増加は、匪の透明帯からの脱出〈ハッチング)過程への

PAの関与が考えられ、 マウス匪では発生培地へのプラスミンやプラスミノ ゲンの添加によって透

明帯からの脱出率が増加すること川、ウシ怪ではプラスミノーゲンの添加で脱出を開始する時期が早

くなること 2)が報告されている。しかし、粧の透明帯からの脱出の機序は不明なことも多く PAの意

義についてもさらに詳細な検討が必要である。また、体外受精由来のウシ拡張佐盤胞脹には透明帯か

ら脱出できないものもあり、発生培地へのPAなどの添加の効果は今後の検討課題である。
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ヒ卜卵巣における superoxidedism utaseの発現

一卯および卵胞成熟との関連の観点か ら

lmmunohistochemical expression of superoxide dismutase in human ovarian function 

塩谷雅英・野田洋ー・成本勝彦・馬岡 陽・森崇英

Masahide SHIOTANI. Yoichi NODA. Katsuhiko NARIMOTO. Yoh UMAOKA. Takahide MORI 

京都大学医学部婦人科学産科学教室

Department of Gynecology and Obstetrics. Faculty of Medicine. Kyoto University 

目的:我々は、これまでに活性酸素の消去酵素であるsuperoxidedismutase(SOD)を培養系に添加することに

より、マウス初期JHi発育が著しく促進することを明らかにし1】、初期臨培養において酸化ストレスから騒を保

護することの重要性を指摘してきた。このSODは、生体内において活性酸素によって惹起される細胞・組織障害

の防御因子として働くのみならず、感染・炎症の防御や細胞の分化にも関与することが知られている。しかし、

ヒト生殖過程における役割については十分に解明されてはいない。そこで、我々は、女性生殖器におけるSODの

生理的役割を、特に卵および卵胞成熟との関連の観点から、明らかにすることを目的とし、ヒト卵巣における

SOD活性の各月経周期における局在の変動を免疫組織化学的に検討した。また、ヒト体外受精施行時lこ得られた

成熟卵胞の卵胞液中のSOD濃度をELISA法にて測定した。

方法:子宮全摘兼附属器摘除術で得られた子宮内膜lこてNoyesの分類に基づき組織学的に月経周期を確定し

た後、卵巣を免疫組織標本に供した。また、卵巣茎捻転にて摘除された卵胞膜腫および妊娠8週の卵巣も免疫組

織標本lこ供した。 recombinanthu阻anCuZn型SOD(r-hSOD)を家兎に免疫し、得られた抗血清から精製した免疫

グロプリンを、第一抗体として免疫組織染色(ABC法)に用いた。発色基質としてはamino-ethy卜carbazolを用い

た。ヒト体外受精の卵回収の際に得られた成熟卵胞の卵胞液は、溶血していないものに限り、 ELISA法にてSOD

濃度を、 colorimetric法にて蛋白濃度を測定した。

結果:旺、芽上皮、白膜、外卵胞膜の各細胞層lこは月経周期を通じて殆どSODの局在はみられなかった。卵胞腔

形成前に弱い活性が認められるのみであった内卵胞膜細胞は卵胞腔形成開始と共に強い活性を示したが、新粒

膜細胞には殆ど局在は認められなかった。卵胞発育過程で認められたSODの発現傾向は貨体形成過程においても

見られ、やはり頼粒朕黄体細胞に比べ卵胞膜黄体細胞に強い活性が認められた。また、原始卵胞の卵母細胞お

よび卵胞膜胞にも強いSOD活性が認められた。溶血が認められなかった成熟卵胞の卵胞液中SOD濃度は7.77:t3.
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62 ng/皿lであり、これを蛋白当りに換算すると0.22土0.19ng/mg of proteinであった。

考察:本研究により、我々はヒト卵巣におけるSOOの局在を初めて明らかにした。卵胞発育過程において内卵

胞膜細胞に強いSOD活性が認められたことは、同細胞のSODが内卵胞膜細胞周に密に存在する毛細血管網から惹

起される活性酸素からの周辺組織の障害の防御に重要な役割を担っていることを示唆すると共に、 blood-foll 

icular barr ierとして活性酸素の卵胞腔への拡散防御、即ち、卵胞内における活性酸素からの卵の保護に重要

な役割lを担っている可能性をも示唆するものと考える。本研究により、成熟卵胞の卵胞液中に血清とほぼ同程

度のSOD濃度が検出されたこと、および原始卵胞の卵母細胞に強いSOOの局在が認められたことは、卵胞内でも

活性酸素からの卵の防御機構の存在することを裏付けるものと考える。我々は、低酸素下2)• SOD添加幻・ thi

oredoxin添加川底溶養により各種ほ乳類初期臨発育が著名に促進されることを明かにし、初期目主t音養において

酸化ストレスからの旺の保護の重要性を指摘してきたが、受精前の卵の発育過程においても酸化ストレスから

の脹の保護が重要であることが示唆される。また、卵胞成熟過程における内卵胞膜細胞、頼粒膜・卵胞膜黄体

細胞、および卵胞膜胞にSODの局在が認められたことは、上記細胞がいずれもsteroid産生細胞であること、お

よび、 progesteron形成にはNAOHがNAO+'こ酸化される必要があり、この過程が活性アスコルビン酸によって著名

に促進されることから、 SOOが特にム4pathwayを介してのsteroidの産生に深く関与していることを示唆するも

のと考える。卵巣の他に、我々は、これまでにヒト子宮U ・卵管引におけるSODの局在を検討し、以下の3点を

明らかにしてきた。①卵管では、月経全周期を通じて間質細胞に比べ上皮細胞に強いSOD活性が認められ、その

活性は繊毛細胞で強い傾向を示すこと。②子宮では月経全周期を通じて粘膜・腺上皮細胞に強い活性が認めら

れ、特に、分泌則前1Ul-中期の腺上皮細胞の核上・核下空胞や腺腔内物質にも活性が観察されること。そして、

間質細胞は偽脱落朕化と共に強い活性を示すようになり、妊娠脱洛朕細胞においてもその活性は著明であるこ

と。③子宮頚部上皮の予備細胞に強い活性が認められること。以上の子宮・卵管におけるSODの局在およびその

変動から、①SODは女性生殖器において感染・炎症の際に発生する02ーによる組織障害の防御因子として働いて

いること、②SODは卵管・子宮内で酸化ストレスからの臨の保護に重要な役割lを担っていること、③子宮内般に

おいてはprogesteroneがSODの発現に関与し、 SODは臨床的に脱落膜化の指標となりうること、更に、④子宮頭

部の予備細胞に強いSOD活性が認められたことより、 SODが細胞の分化にも関与していること、以上の可能性が

強く示唆されている。以上、女性生殖器におけるSODの発現の部位、程度、或は、時期などは複雑な様相を呈し

ており、今後更に検討を加えていく予定である。なお、本研究は文部省重点領域研究(生殖系列:NO.0164000 

4. No.02222104)および科学研究費一般研究B(No.01480391)により補助を受けた。

文献:1) Noda. Y. et al.: Acta Obst. Gynaec. Jpn.. 41:751. 1989. 

2) Quinn. P. et al.: J. Exp. Zool.. 206:73. 1978. 

3) Noda. Y. et al.: Molec. Reprod. Oevelop.. in press 1991. 

4) Goto. Y. et al.: Biol. Reprod.. under submitting・

5) Narimoto. K. et al.: Acta Histochem. Cytochem.. 23:487. 1990. 

6) Narimoto. K. et al.: Acta Histochem. Cytochem.. 24:85.1991. 
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体外受精 腔移植(1 9 9 0) 

Results of IVF -ET (1 9 9 0 ) 

小林善宗・本田育子・井上正人・宗 完子・藤井明和

Yoshimune KOBA Y ASHI， Ikuko HONDA， Masato INOUE， 

Hiroko SOU. 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 

目的方法 :臨床不妊治療として IVF-ET
1988年度 1989年度 1990年度

はすでに確立した観があるが、その成績向表l
対 象

上の努力がなお必要である 当科の1990年 患者数 (ET周期)
157名(175) 256名 (319) 299名 (382)

。 原発性不妊 79名 128名 152名

度のIVF-ET成績を分析 し、 1988-89年 続発性不妊 78名 128名 147名

平均年令 33.6::t3.6才 33.8::t3.9才 33.9::t3.6才

度の成績と比較し最近の傾向を検討し平均不妊期間 8.7::t3.4年 8.4::t3.7年 8.3::t3.5年

た1)2)。 (M.::tS.D.) 

結果:1990年度の成績を述べる。対象の年表2. IVF-ETの成績

令・不妊期間に変化はなく (表 1)、件数 妊娠患者数 48名 99名 95名

妊娠数 48 104 99 
は 382回と増加したが、臨床的妊娠数は 対患者妊娠率 30.6% (48/157) 38.7% (鈎/256) 31.8% (95/299) 

9 9で、対ET妊娠率は25.9%と低下した 原発性不妊 35.4% (28/ 79) 34.4% (44/128) 28.3% (43/152) 

続発性不妊 25.6% (20/78) 43.0% (55/128) 35.4% (52/147) 

(表 2)。過排卵法別では GnRHa-HMG-h 対周期妊娠率 27.4% (48/175) 32.6%(104/319) 25.9% (99/382) 

CGが大半を占め、その妊娠率は27.7%と表3 過排卵法別妊娠率(対周期)

やや低下した。CC-HMG-hCGでは著明 CC-hCG (0) 0% ( 0/ 1) 

CC-HMG-hCG 31.3% (10/ 32) 41.4% (12/29) 
な妊娠率の低下がみられた(表3)。受精

U ~ 'm HMG-hCG 50.0% ( 7/ 14) 0% ( 0/ 2) 

に関しては変化がなかった(表 4)。移楠 GnRHa-HMG・hCG24.0% (31/129) 31.8% (92/289) 

では IVF 後 3 日目移槌 (8~16細胞期医移 CC : clomiphene
GnRHa:GnRHa!ronist 

績)を導入し38.3%の妊娠率がえられたも ー

表4. 採取卵子数、受精卵数、座数

のの、 1臼目移植(前核期移植)で著明に

妊娠率が低下した(表 5)。 主な不妊原因

別妊娠率では、その傾向に変化はなかった

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::t3.8 

-1 19-

7.8::t4.9 

6.9::t3.7 

5.9::t3.4 

(0) 

6.9% ( 2/ 29) 

0% ( 0/ 3) 

27.7% (97/350) 

7.8::t4.2 

7.4::t4.0 

6.2::t3.7 
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が、全体にやや低下した(表6，7 )。年令

別妊娠率では、年令の増加にともない妊娠

率が低下する傾向に変わりはなかった(表

正常受精卵数

座数

正常任数

4.1:t3.0 
4.7士3.2

2.3:t1.7 

4.3:t2.9 
5.1士3.1
2.7:t2.3 

8 )。 妊娠の予後は、妊娠12週未満の初期 表5 移植法別妊娠率(対周期)

流産率に差はなかったが、その後の継続率 1日目移植(前核期) 32.2% (29/90) 29.4% (68ノ231)

は上昇し(表9)、結果として予想分娩率 2日目移纏(2-4細胞期)22.6% (19/84) 40.9% (36/88) 
前抜期+JIH2-4細胞期) 0% ( 0/ 1) ( 0 ) 

は上昇傾向を示した(表10)0 3日目移植(8-16細胞期) (0) (0) 

考察:1990年度IVF-ETもすべて外来ベー表6. 主な不妊原因別妊娠率(対患者)

4.7:t3.1 
5.4 :t3.5 
2.7:t2.4 

(M.:tS.DJ 

13.9% (20/144) 

31.9% (61/191) 
( 0 ) 

38.3% (18/ 47) 

スで行ったが、妊娠率は低下したが予想分卵管性 25.3% (23/91) 39.9% (55/138) 33.3% (53/1ω) 

子宮内膜症 42.6% (20/47) 35.1% (27/ 77) 31.1% (28/ 90) 
娩率は上昇傾向にあり、 12遇以後の流産減卵管内精子輸送隊害*16.7% ( 1/ 6) 42.1% ( 8/ 19) 31.8% ( 7/ 22) 

少がその理由であろう。 さらに多胎妊娠率原因不明 30.8% (4/13) 40.9% ( 9/ 22) 25.0% ( 7/ 28) 

の上昇 (36.4%)が継続率の上昇に結びつ *免疫性不妊を含む

いたものと考えられる3)。新たに導入した表7 主な不妊原因別妊娠率(対周期)

3 日 目移植 (8~ 16細胞期移植) でも良好卵管性 21.9% (23/105) 31.9% (58/182) 27.1% (55/203) 
子宮内膜症 40.0% (20/ 50) 31.5% (28/ 89) 26.4% (29/110) 

な妊娠がえられ、移植の巾広い選択の可能卵管内精子輸送障害・ 16.7%(1/ 6) 40.9% ( 9/ 22) 25.9% ( 7/ 27) 

性が示唆され、外来ベースの IVF-ETに
原因不明 28.6% ( 4/ 14) 34.6% ( 9/ 26) 19.0% ( 8/ 42) 

*免疫性不妊を含む
とって極めて有用といえよう。その他に、

当科における新しい治療の試みとして、免
表8. 年令別妊娠率(対周期)

-24才
疫治療や子宮動脈血流改善がなされており、 25-29才 40.7% (11/27) 

子宮内着床環境改善の観点から IVF-ET 30-34才 24.1% (19/79) 
35-39才 28.1%(18/64) 

治療成績向上が期待される叫。 40- 才 0% ( 0/5) 

33.3% (，1/ 3) 

41.5% (17/ 41) 

37.6% (53/141) 

27.4% (32/117) 

5.9% ( 1/ 17) 

( 0 ) 

30.2% (16/ 53) 

28.7% (45/157) 

25.5% (37/145) 

3.7% ( 1/ 27) 

文献 表9. 妊娠の予後(1991年2月現在)

1)小林善宗，他(1990)，体外受精一匹移 妊娠

植(1988-1989).晴乳卵研誌 7:51 

2)小林善宗，他(1991)，体外受精一匹移

植の成績(1988-1989年度).日本受精

着床学会雑誌 8:(in press) 

3)小林善宗，他(1991)，経睦超音波走査

法による体外受精一匹移植妊卵消失率

の検討.日超医論文集 58: (in press) 

胎児，心拍確認

初期流産

子宮外妊娠

流産総数

多胎

分娩

ongomg 

出生児

新生児死亡

健児

48 

36 (75.0%) 

9 (18.8%) 

3 ( 6.3%) 

17 (35.4%) 

12 (25.0%) 

28 (58.3%) 

39 

1 (胎児水温)

38 

104 99 

66・(63.5%) 74: (74.7%) 

27 (26.0%) 24 (24.2%) 

12* (11.5%) 9; ( 9.1%) 

38 (36.5%) 25 (25.3%) 

20* (19.2%) 36; (36.4%) 

55・(52.9%)
32:>(67.7%) 

77 59 

2 (胎児水腫)
。

極小未熟児

75 59 

*内外同時妊娠計3glJを含む
4)田村かおり，他(1991)，子宮動脈血流

波形分析後の体外受精一匹移植
表10 分娩率

(IVF-ET)成績

日超医論文集 58:(in press) 

対周期

対患者

-1 20-

16.0% (28/175) 17.2% (55/319) 17.5% (67/382)* 

17.8% (28/157) 21.5% (55/256) 22.4% (67/299)・
*予想値



晴乳動物卵子学会会則

第 1章総則

(名称)

第 1条 本会は、晴乳動物卵子学会と称する。

(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。

第 2章 目的および事業

(目的)

第3条 本会は、晴乳動物卵子の研究およびその成果の普及を図るこ

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に、次の事業を行う。

( 1 )学術集会の開催

( 2 )学会誌の発行

( 3 )研究に関する情報の交換

(4 )その他本会の目的達成に必要な事業

第3章会員

員会

条

f
¥
r
o
 

第 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に関する研究に従事しているか、

または関心を有する者。

( 2 )賛助会員は本会の主旨に賛同する法人およびこれに

準ずる者で理事会が認めたもの。

( 3 )本会には名誉会員をおくことができる。

名誉会員は、本会に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 本会に入会しようとする者は、所定の入会申込書に必要事項

を記入し、入会金および年度会費を添えて事務局に申し込む

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、次の事項に該当する時は会員の資格を失う。



(役員)

第 9条

第10条

2. 

3. 

4. 

5. 

第11条

( 1 )会費未納の場合

( 2 )会員として不適当と理事会が認め、総会でこれを承認

した場合

第4章 役 員

本会に次の役員を置く。

会長 1名

副会長 l名

理事 25名以内

監事 2名

評議会 若干名

幹事 若干名

会長は、本会を代表し、会務を総括する。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。

理事および監事は、理事会を組織し、本会運営の重要事項に

ついて審議する。

監事は、本会の業務および会計の執行について監査する。

評議員は、評議員会を組織し、重要事項を審議するO

幹事は、本会の会務に従事する。

役員の選出は、次によって行う。

( 1 )会長および副会長は、理事の互選による。

( 2 )理事および監事は、理事会で推薦し、総会で決定する。

( 3 )評議員は理事会の推薦により、総会の議を経て選出

される。

(4 )幹事は、会員中より会長が委嘱する。

第12条 役員の任期は2年とし、再任を妨げない。

第5章 会議

(理事会)

第13条 理事会は、年 1回会長が招集する。また、会長が必要と認め

た時は、臨時に理事会を招集することができる。

2. 理事会は定数の万以上をもって成立し、決議は、出席者の

過半数をもって決する。

(評議会)

第14条 評議員会は会長が招集し、評議員の万以上の者が出席しな

ければ、議事を聞き決議することができなし、。但し、委任状



2. 

3. 

(総会)

第15条

2. 

3. 

をも って出席とみなす。

評議員会の議事は、出席評議員数の過半数をもって決する。

評議員会の議長は、会長とする。

総会は毎年 l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、臨時にこれを開 くことができる。

総会は会長が召集し、その議長となる。

総会は正会員の 5分の l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。但し、委任状をも って出席とみ

なす。

第16条 総会は次の事項を審議し、決定する。

( 1 )事業報告および決算

( 2 )事業計画および予算

( 3 )役員等選任および解任

( 4 )名誉会員の推薦

( 5 )会費の金額お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

第 7章 学術集会

(学会長選任)

第17条 学会長は理事会にて選出され、評議員会、総会により決定さ

れる。また、学会長の任期は 1年とする。

(学術集会の運営)

第四条 学術講演会は学会長が主催する。

第 7章会務

(会計)

第17条 本会の会計年度は、毎年4月1日に始まり翌年3月31日に終

わる。

2. 本会の経費は会費、寄付金およびその他の収入をもってこれ

にあてる。

附則

この会則は、学会への移行に伴い平成3年4月1日から施行

する。



日甫乳動物卵子学会誌投稿規定

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

短報 (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について受付順に掲載する。

なお、掲載が決定したものK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lζ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但と

する。なお、本誌ー頁は 400字詰原稿用紙 4枚κ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. ( 1982). The effect of sperm extract and energy 

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

Biol. Reprod.， 1 6， 22 8 -2 3 1 . 

b) 新村末雄、石田一夫(1 98 5 ).ハムスター果員粒層細胞における17 s 

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

単行本の場合

c) Yanagimachi， R. ( 1 981 ). Mechanisms of fertilization in mammals. In Fertilizati-

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

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

d) 豊田 裕 (1984).試験管内受精と初期座培養一マウスを中心't:.， "崎乳類の発生工学"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 別刷を希望する時は 50部単位で受け付ける。

7 原稿の送付および投稿lζ関する!照会は、下記宛とする。

〒252

神奈川県藤沢市亀井野 1866 

日本大学農獣医学部獣医生理学教室内

TEL 0466-81-6241 内線 332

日甫乳動物卯子こ字?会編集委員会



編 集 後 コU==ロ

4年連続の暖冬も今季は平年の気温となり桜の開花も平年通りのようであります

本会誌も学会に移行して最初の晴乳動物卵子学会誌となります。なお、巻号は研究

会誌を踏襲するとのことから 8巻 l号となります。また、本誌も学術会議に登録さ

れましたことから投稿論文も多くなり、今回は、原著論文7編と第32回晴乳動物卵

子学会の特別講演および一般演題33題の要旨を掲載いたしました。

現在、 8巻2号の掲載論文を受付けておりますのでご投稿下さいますよう

(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
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日本学術会議だより .No.20 

公開講演会成功裡に開催さる

平成 3年 2月 日本学術会議広報委員会

……………山…………………………一
日本学術I会議は，例年どおり，平成2年度におL、ても. 一i.m:の公!日j識が{会を 3凶間m!しました。今回の日本学術会議だより

ていは，その識1副会に1)11えて， 本会議の I Ej I:~(n 川 111)や1t<:近公表きれた 「 12ii 会報告ー」などについてお知 らせ します 。

平成2年度日本学術会議主催公開講演会

本会議は.本会議の会員が. 'j: 1~:1 の/，1，<:栄に ついて lム< dJ 
11(と語り合う機会として，時立にかな うたテー?を選定し
て.毎年， 公開講 i~( 会を開!日l している 。 本年度は.次の 3
闘の講演会を開催したが.いずれも成功慨に終γした。
I 公開講演会 「高度技術と市民生出」
標記講t京会は.1.、る平成 2年1011131:1 け )1311.¥'30う]'-
17時に，兵庫県加l!.Ritll社町の社町伯制センターホールて¥
約 250人の聴講者を得て開催された。J十}言i組e，:1ir.lliは，①
「高齢化社会と高度技術1J師、沢道美 {第7古11会主i. ~~ j;(逓
信病院院長).② 「消費生活と高度肢体iJïJ: HI 什~ (第2m; 
会員，上T刊liYJ『大，宇学教t校支)入.③ r J地也f減虫J扮kι、明興Lと人Ii川川i日川lリl什i:_)持'¥咋引¥'引lリリj
荷術術;1υ」竹|仏内人付.JI~咋与 (第3百剖郎|目;会H. !.Ri;¥大学教tnであった ο
11 公州議ili(会rftili，tエネルギーと地球部地に|民lするIA盟」
際記講演会は. 1、る判え 2年101130日 l火)1311，¥'-17時
に，本会議講堂で，まリ30人の聴講名ーを得て|品11保された。
各iii題と講師は.① 「人1::1と環涜」大仏IJ削J(第4古1¥会員，
早稲 111 大・7 教J引.② 「エ不ルギー と f;Pi~ J 11 jj>，'i他 (第
5 部会 j~. !.R応大乍教校).③ 「エネルギーと経治問題」
~Il 武保夫 ( 第 3 部会以，立正大:1・教t1:J.④ 「 エネルギー
とC02対策」上之国税佐 (第5ffI;会員.j!(ilJ大学教授)で
あった。

1Il 公|非lil講演会 「人間は21世紀を生きられるか」
待、記f品減会は.LるJドIJ.z3年 21119 LI (火)1311，¥'30分 ~
171叫に.本会ilN61高ll!てf')200 人の ~!f， 1;品れを {!jて1l11fii:され
た。千千iii(題と講師は.①「千f:'f:・技術・政策j j手本大一日1¥
(第 4部会主i.東京大:'1・教J受).② I科''1・と人111ト宇干!の
ための条例 づく リ 」 ー卜山城二 ( 第 2 部会 t~.大!.R文化大'γ
教J受).③ 「人間!の適応能力とリスク J -1保健三郎 (第7
部会員，i!L紫色科大学長)であゥた令
いずれのt進出会L.時期lにあった. 1共l心のIIl.;:丹、JlIIJであ
ったため，外くの時泳者カ、米場する脱会とな り，また. ~干

講附lの議 i~(í圭の質疑応{~では，聴講1，から iifj ~t な質問や，[J、
見の|非j隙がなされ，まさにdi1(とのnぷの協があり .似め
て有413.義であった。
なお，これらの議出会について;.i.後lJ. r lJ ';:ぷ詐」

として. (liオ) fI -1.~ :'f:術的'I ;I )HI~から IH J~~i きれる ニ(-うじであ
る。

平成 2年度ニ国間学術交流事業

本会議では，二IjU/甘l学術交流事業と して.毎年2つの代
炎凶を外[王|に派遣し.各訪問国の科学者等と学術上の諸問

題について(!凡交換を行って，相互理解の促進を図る事業

を行っている。

この:1事業は，昭和58年度から実施されており，これまで，
アメリカ.<>レインア.西ドイツ，インドネシア.スウェ

ーテン，タイ ，フランス，大韓民国，連合王匡1. ンンガポ
ール，チェ yコスロヴァキア.ポーランド，カナダ，イタ

リア，スイス及びインドの16か国に代表団を派遣してき
た。

白1<成2年度には，①9FJllBから22日まで.中11<人民共
和lE/へ.1度辺t('，MII会長以下 4名の会員等から成る代表団を，
② 91117日から27日まて¥オーストラリア及びニュー ・ジ
ーランドへ.大1J若手彦rJ11会長以下 5名の会員等から成る代
表団をそれぞれ派遣した。

中撃人民共和国派治代表団は，中国科学:院，中国社会科

学院，中民|医学科'':;・院，北京大学，西安交通大学，復旦大

学など約20機関を訪問し，中華人民共和国の学術Jや今後の
交流の推進策などについて会談，意見交換を行った。中華

人民共和国側からは，すでに，日本の多くの大学，研究機

関と交流を行っているが，さらに交流を拡大したいとの期

待が表明きれ.n由jlJ¥I/HIの今後のより積極的な交流・協力を
めぐって出発な定「凡の交換が行われた。

オーストラリア/止ひニュー ・ジーランド派遣代表団は，

オーストラリアでは.オーストラリア干i↓学アカテミー，オ

ース トラリア日HrL大γ¥ンドニ 大学，連邦科学・産業研 、
究機構など，ニュー ・ジ ランドでは，ニュー ・ジーラト〈 向

ド 1 立協会<> '/ セイ大~-f"'1 ウィクトリア大学， 科学技術て
研究機椛なと. I山jl.fl{~わせて 20を越える諸機関を訪問しご 1n:
それぞれの1:1¥1の'γf札今後の交流の可能性なとについてン〆
会談，芯見交f換を行った。特に，仙l闘では近年，凶家，底f'
1(に実際に役立つ妓荷:jの発展を目指した科学技術の大きなィ

改めがj直められており，これらの問題等について，熱心にi.iI

.0比の交換が1/われた。
今旬!の成裂は.代表団派遣時だけのものではなし今後

のわがIEIの'γ:r仙のL，I際交流・協力の進展に大きく役立つも ，
のと WJ刊される。



平成3年(1991年)度共同主催国際会議

本会議は，国際的な活活の一環として，毎年. 日本で開

催される学術関係国際会議を関係学術研究団体と共同主催

してきている。平成3年 (1991年)度には，次の61ヰのIIJ
際会識を開催する。

・第21回国際農業経済，''{:会議
開催期間平成3年8月22日-29日
開催場所 京王プラザホテル (東京都新街区)

参加者数国外550人， [五l内950人，計1，500人
共催間体 日本農業経治学会外4学会
・医j際医用物理・生体工学会議 (第16回国際医用生体工'亨
会議・第9回国際医学物理会議)
開催期間平成3年7月7日-12臼
開催場所 国立京都国際会館 (京都市 )

参加者数回外1，000人， [tJ内1，500人，，¥-1-2，500人
共催団体 (社)日本エム・イ -'''1会，1:1本医乍物.l'll"f:

ぷ〉、

.k七l際純正・応!tl1ヒヴーi生{J-1991[E[1努分析干lザ・ ~; It晶
開催期間1 平成3年8)-j 25 LI -3111 
開催場所 日本コンベンン ヨン センタ-(干柴山)

参加者数回外500人，凶|人J1，000人，n-l，500人
共催団体 (社)IJ本分析化ヴー会
・第22回国際シミュ レーン ヨン &ゲーミング"t会総会
開催期間平成3年7月151:1-19日
開催場所 立命館大学司国立京都凶際会館 (京都市)

参加者数回外170人，国~J300人，計470人
共催団体 日本シミ ュレーンヨン &ゲーミング学会

・一般相対論に関する第6凶7 ーセルグロスマン会議
開催期間 平成3年6月23日-29臼
開催場所 t主l立京都間際会館 (京都市)
参加者数例外380人， [JiJ内170人、 μ1-550人
共催1m本 (十J)日本物処学会
・第m叫医l際動物行動さ字会議
開催lUl間平成3年8n 22日-29日
開催場所大谷大学 (京都市)

参加者数回外400人， [主|内400人.計800人
共催 [:)j休 日本動物行郵~~f: 会

経営学研究連絡委員会報告一経営学
教育改善のために一(要旨)

(平成2年11J-J 26lJ 第763凶1;皇営審議会本記、)
企業環境の激変，就lj'fH市I小新.t:j度情報化， [I[際化等
々の急jjjj/1(にflって，経営7・教-(1'は.大きく礼的さtl，か
つ新たな体系化と 一層の内容の充実の必要性にi自られてい
る。すなわち，学術的分野の広がり，悶際化や情報化の急

進展は，経常字の外延(1力拡大を要請し. また絞常信ー理の高

度化，俊雄化および戦略的税夕、の承安門 -W:lJuは. 1むi'字の多
面的な内谷の充実強化を要求している。4'報告は.かかる

状況下において続営学教育の現状分析を行い.かつ(1)教育

体系 (とくにカリ キュラム)の内側成と(2)教育}j式の新た
なイtリ方をf寄り，も って経常学に対する社会的ニーズへの
I![l応と経営学教育の総fT自~J 'd:体系化への試みを展開したも
のである。とくに教育するjRlJ，されるfWJloLjl(!Iでの人村-(1'1，)(:

を強〈念頭に遣いて車正常"'i・教育改誇の}jj主を 1)'すとともに，
大学院教育へのつ主がりを，昔、識しながら将米への俊明を')、

I安しようとしたものである。

統計学研究連絡委員会報告一統計学研究
教育体制の整備のための具体的方策につ
いて(要旨)

(半!氏2年12月21日 第764回選営審議会株主~- )
現今.高度情報化の進展による情報資械の多激な苔新に

ともない，統計的↑i';.報処理を適切に行える人材に対する社
会的需要が1，しく向ま っている。現イi米側では60を超える
大'!・に統;i[，下科が{fイlするのに対L，我が匡lでは統計学関
連の大'γ:PA:'N.J.文はただ一つあるのみである。あUi:の学術研
究における.剥11'，実験，鋭iJliI等の治重i}Jの急速な.trl大を巧
躍するとき.データ有効利用の学としての統計1学の研究教

育体制の不備は， 我がlr[の学術研究の将来に対し.国際的
に見て結しく耳、手IJな状況を生み出しつつある。

本戦ftfで1;;:，統計乍を一つの専門うj"!!f'として狭〈抱える
従米の勾えんを避け，牛;米字際的な性mを持つ統計学研究
のw態に且1Iして， ，1持科'Iとの関連をより 11:>;悦する統計科学
の相正念を館 、j:L，広範な|誕l述分型fの研究者のthl，1Jにより統
，iI科''t・研究所あ るいは 咋攻等を設立することの推進を従事長
する 。 このiJt"A己を l~体化すること により， [.lil際的に見ても
'九逆 (I~J 主統計 .-nlf究教1Hj.:市I J を実現すること が可能になる
ものとlUli年きtLる。

実験動物研究連絡委員会報告一動物
実験を支援する人材育成について一
(要旨)

(平成2年12月21日 第764凶運営審議会承認)
医学，生物学領域において，動物をHl~ 、た実験研究が先

持 (I~J 'd:形で寄与し，社会に貢献してきたことの意義は大き
L 、。ill伝子 ・分.(.制胞の存レへルにおける研究成果;を総
介して1[1;11本の生物機能・生理現像を王理解し.病的現象に適
係な刈応をμ|るために， I1占l体レベルの研究，すわわち，動
物尖験による61f'先の必要性はますます別加jし， }f'f(J:J(かっ
221品'e'lの動物が精細な計画 ・枚目;)のもとで笑験に供される
ようにな った。以 lーの観点から動物実験を取り慣|む現状を
詳し く検討した結果，動物笑験の高度化・多際化に対応で

きる，専門(I(J知識とf主体Iを習得した技術者の数がー訴しく不
足し ていることを強〈認識するに至った。

4>:報告は，このような現状に対する改善の方向を明らか

にするとともに，バイオサイエン ス研究支t主体制を一層幣
備するための方策として，特に動物実験技術者の教育機関

の設立.を中心lこ. 技術Iの若手丘・認定制度の確立.技術者ーの

は川市11皮の検討，身分・処j担保障等についての将来民望を
，j、I安するものである。

日学双書の刊行案内

日本学術会議主Hi:公開議t演会の記録をもとに編集された

次の w{:)x.併がFIJIJされました。
・日ザ:;51.i!:=N叫10rくら しと学問のjlj:未来」
〔定価) 1 ， 000 frj (il'i費税込み，送料210内)

※!日J~、{-tわせ先:

(財)II本学術協力財団 (〒106東京都港区同麻布3-24
-2，交通笈全教育セ/タービ凡rt-.J.TEL 03-3403-9788) 

iiU在、比・お問いfTわせ等がありましたら 、 ド記ま
でお;令Fせくださいラ

〒106*京都港1;(六本木7-2234
H ;.j>:.t1f.i会議広報委員会屯話03(3403)6291



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

3~・タ友I
1，000単位

+
品
川
ば

寄

」

元
宗
一
昨

噛
E

F

O

量

白

川

緯

蛇

裳
一
一一一-H⑧
 

製造元

⑧言r王争点符

あなたの研究に役立つ
イ共 ロロロ 目

-フ 、y -ハムスタ

-マ ウ ス -ネ コ
-ウ サ ギ -サ jレ

-モルモッ 卜 -固型飼料各種

側埼玉実験動物供給所
干345埼玉県北葛飾郡杉戸町清地3-9-12

TEL (0480) 34ー 369 I附



健保適用

'‘・:1':t-J lI@j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，数ホルモン(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
パーゴナル注150:10管

E現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，主意

1) 本療法の対象は不妊症忠者のヲちの.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息者であるので次の占に注
意すること
ア エストロゲン・ブ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 (
クエン酸クロミワェン.ンクロ 7ェニル等)が奏
効しない第1度無月経の忠者に投与すること 。
イ 患者の状態 (例えばエストロゲ〆・性腺刺激ホ
Jレモン・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ルモノ分
泌の高L、患者.日IJ腎・甲状腺機能の異常によるE
月経患者.頭蓋内に病変 (下垂体腫場等)を有す
る患者，及び無排卵症以外的不妊患者には投与し
ないこと。

2) 本療法の卵巣過剰刺激による副作用を避けるため，
役与前及び治療期間中li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
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.基礎体溢の異常上昇の有無(毎日測定させるこ
と)
エ 頚管事占液量とその性状
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息者に説明するこ
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) 卵巣腫傷及び多のう胞性卵巣症候群を原因としな
、、卵巣の艦大を有する患者

2) 妊婦
3. 次の愚者には投与しないニとを原則とするが.やむ
を得ず投与する場合には，慎重に投与すること。

1) 児を望まない第 2度無月経忠者
2) 多のう胞性卵巣を有する忠者
4 副作用

1) 卵巣過剰刺激 卵巣臆大.下腹部痛.下腹部緊迫
!~.腹水 ・胸水を 1辛 ういわゆる .
Meigs傑症状候群等があらわれた
場合には.直ちに投与を中止する
など.適切な処置を行うこと.

2) そ の 他 ときに悪心.頻尿.しびれ!惑.頭

5 相互作用

痛.浮腫があらわれることがある
また尿量が地加するこ 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i半ヲいわ
ゆるMeigs悌症候群があらわれるニとがある



繁殖障害に.グ

ZZZE霊EtJ-J~HfJ ン

~Ð. M阿・山凶駒市制.A阿A剛 ACEUTIC札 co.
い で司ヲ同町円I-!'Ir胴 ARMOURPHARMACEl.'!'に札、cαq刷・"

特 長 0当社のホルモン精製妓術によって製造された前

葉性のFSH剤です。
OF S H成分を主に含有し、卵胞の発育、排卵、
黄体化作用を有します。

OH C G又は、 PMS  Gで無効威いは不的確な繁

殖障害牛にも有効です。

適応症 、 牛・馬 :卵胞のう腫、排卵障害、卵胞発育障害

(卵巣発育不全、 卵巣静止、卵巣萎縮)

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

⑥ むn縮刷会誼 神奈川県川崎市川崎区中瀬 3-19-11 
ft (044) 266 -0400 〒210

給餌の自動化を実現いたしました!!
自動給餌装置は各ケージに1台ずつ取付けるカートリッジタイプ

の本体とそれらを一括自動制御するシステムから成立っています。

Ea-，事iI筈EEEEZ町三週
| RF-OI ラビット用 | 

特徴
・希望時間に一定量の給餌が出来、正確な給餌量の

為エサ代及び人件費の節約。

・連続6日間の絵餌可能であり、休日の飼育管理の
手間の節約。

・従来のケージにも簡単に取付け出来ます。

・安全性を考え完全防水型に設計されております。

自動給餌装置付ラビット用自走式飼育装置 ・当社の誇る自動制御システムによりコントロール
し、取扱いは非常に簡単です。

MRF-03ラット・マウス用・DF-OI
-本体はアルミ製で軽量コンパクトです。

関岡崎産業株式会社町1官官問了間




