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ブタ体外受精における精子の受精能に関する研究

鈴木啓太



ブタ体外受精における精子の受精能に関する研究
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略記および用語の定義

略記

入TPCadenosine 5'-triphosphate):アデノシン 57一三リン酸

BSA (bovine SerU111 albmin):ウシ血清アルブミン

Ca2+:カルシウムイオン

cAMP (cyclic adenosine 3'， 5'-1110nophosphate) 

:サイクリックアデノシン 3'，5'一一リン酸

CASA (Computer Assisted Sperm j勺lalysis)

:コンビュータを利用した精子解析

cGlvlP (cyclic guanosine3'， 5'-monophosphate) 

:サイクリックグアノシン 3'，ら'一一リン酸

COCs CCUl11Ulus Oocytes Complexes):卵正一卵子複合体

CTC (chlortetracyc日ne):クロルテトラサイクリン

FCS CFetal Calf Serum):ウシ胎子血清

hCG Chuman Chorionic Gonadotropin):ヒト級毛性性腺刺激ホルモン

Hepes CN-2-hydrox"yethylpiperadine-N'-2-ethanesulfonic acid) 

: N-2-ヒドロキシエチルピペラジンーN'ーエタンスルホン酸(ヘペス)

K+:カリウムイオン

Nゲ:ナトリウムイオン

pFF (porcine follicular fluid):ブタ卵砲液

PlvfSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin):妊馬血清性性腺刺激ホルモン

PVA (pohァvinylalcohol):ポリビニルアルコール(合成高分子)

PVP (polyvinylpyrrolidone):ポリピニルピロリドン(合成高分子)

[A] : Aの濃度を表す。また、[ ]後の添字 i，eはそれぞれ細胞内および細胞外を

示す。

例えば、 [1ぐJiは、細胞内カリウムイオン濃度

[Na+Jε は、細胞外(培地中の)ナトリウムイオン濃度

用語の定義

精子侵入(卵子卵子に精子の侵入が見られる現象(およびその卵子)

精子侵入卵子率(%)= (精子侵入卵子数/供試卵子数)X100

単精子侵入(卵子) : 1卵子あたり 1精子の侵入が見られる現象(およびその卵子)

単精子侵入率(%)= (単精子侵入卵子数/精子侵入卵子数)x100 

単精子効率 (96)ベ単精子侵入卵子数/供試卵子数)XI00

平均侵入精子数:精子の侵入の見られた卵子一個あたりの平均侵入精子数

前核形成率 (96)= (前核形成卵子数/精子侵入卵子数)X100

-
1
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第 l章緒 三 仏

日間

人類は、野生動物を家畜化し、その繁殖特性を利用して人為的な支配下におくことで、

家畜の生産性を高め、その生産物を利用してきた。現在では、育種改良技術の進歩とと

もに、自然交配から、人工授精、さらには体外受精、経移植といった繁殖技術を組み合

わせ、効率的な遺伝的改良を進めることが可能になり、家畜の生産性は飛躍的に向上し

ている。しかし、体外受精、経移植が既に実用技術として位霞づけられるウシ

(Thompson， 1997)に比較すると、ブタでは未だに体外受精の成功例が少なく、体外受

精は実用技術として確立していない (Funahashi& Day， 1997)。怪移植と組み合わせ

た体外受精は、生体の移動、および¥生体同士の接触を伴わないため、疾病の伝播を妨

ぐことを可能とし、また、特定病原欝を保有しない SPF(Specific Pathogen Free)豚

作成への応用に期待がかかっている。さらに、近年になってクローン技術、遺伝子導入

技術などの新技術を用いた家畜生産が検討され始めている。これらの新技術を行うため

には大量の受精卵(あるいは卵子)を必要とし、体外受精は受精卵を大量に作出する基

礎技術として今後重要な位置を占めることが予想される。一方、体外受精は、精子およ

び卵子の発生・生理学的動態を追跡し、詳細に受精機構を解明するための有効な手段で

あり、家畜繁殖のみならず、ヒトの生殖治療の学問的基礎を提供してきている。補乳動

物精子および卵子の受精前後に起こるさまざまな現象が究明されつつあるが、詳細につ

いて解明されていない部分も多い。すなわち、安定した体外受精系を確立することで、

受精機構の解明を通して、受精、発生機構に関する基礎知見を得ることができ、また、

さまざまな研究と技術に搭用することが期待される。

多くの生物で、両性の配偶子が接合することは、新たな個体が誕生する最も初期段階

に起こる現象である。受精に関する初期の研究には、無脊椎動物、あるいは、両生類や

魚類といった、日高乳動物以外の生物が材料として用いられてきた。これらは、研究材料

の入手が容易であり、また、自然界での受精が体外で起こることから、実験室で比較的

容易に受精、発生に関する研究を行うことができたことにも起因している

l 



(Yanagimachi， 1994)。一方、家畜を含む晴乳動物の受精は、通常数個から十数個の卵

子が排卵後卵管内に入り、卵管膨大部に到達し、結子は躍側から離生殖道に入り、子宮、

卵管峡部、膨大部へと移動した後、精子と卵子は卵管膨大部で出会い、受精が成立する

(図 1-1) 。すなわち受精は本来雌の体内で起こる現象であり、また、研究に用いる

白的で回収できる卵子の数も少なく、さらに技術的な開題とも相まって、晴乳動物の受

精を体外で再現させることが可能になるまでには多くの困難が伴っていた。日高乳動物の

体外受精の可能性が示されたのは、 1950年代に入ってからである。すなわち、 E甫乳動

物の精子は、雌性生殖道内に一定期間存在することで細胞生理学的修飾を受けた後、初

めて卵子に侵入する能力を獲得する現象が見出されたこと (Chang，1951; Austin， 

1951)に端を発する。この精子の変化を、 Austin(1952)は、 「受精能獲得(キャパシ

テーション;Capacitation) Jと名付けた。その後、 Chang(1959)は、ウサギを用いて、

排卵卵子と雌性生殖道内で培養した精子を簡単な組成の培地中で体外受精後、体外受精

卵を卵管内に移植し、正常な産子を得たことを報告した。この結果は、体外受精卵にも

正常な発生能があることを示している。さらに、 YanagimachiとChang(1963)によっ

て、ハムスター精子は体外での受精能獲得が可能であることが示され、生体器官(雌性

生殖道)の関与なしに体外受精を行う糸口となった。それ以降、体外培養法の改良、発

展に伴い、特定の晴乳動物では、受精現象を体外で再現できるようになり、現在までに

体外受精に関連する一連の研究、すなわち卵子および精子の成熟、受精機構、腔発生に

関する研究は、棺補しながら進展してきでいる。

現在の体外受精方法は、精巣上体精子あるいは射出精液由来精子に受精能を務尋させ、

卵抱から回収後に体外成熟培養を行った卵子、あるいは排卵卵子と共培蓋し、受精卵を

作出、受精卵ないし肢の体外培養を行うことが一般的である(図 1-2)。ブタ体外受

精では、効率的な体外受精卵の作成のためには、まず、 1 )卵巣内の卵胞から卵子を回

収後、受精するために必要な第二減数分裂中期 (1/1II期)まで(体外成熟)培養し、ま

た、同時にこの過程で細胞質成熟をさせ、 2 )精子を適切に処理して受精に必要な状態

にし、さらに、 3)高率に単精子侵入卵子、すなわち正常受精卵を作成すること、が必

2 



図1-1.雌ブタ生殖器と生体内で精子が通過する経路

生体内では、排卵された卵子が卵管采から卵管内に入り、卵管膨大部に到達する。一方、精子は陸

側から(ブタでは子宮内に射出される)雌生殖道内に入り、子宮、卵管峡部、卵管膨大部へと移動す

る。精子と卵子は卵管膨大部で出会い、受精が成立する。

(Marrable A. W. (1971)， The Embryonic Pigより引用)
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|一般的に行われている体外受精方法|

精子の準備 卵子の準編

精子の回収

1 )射出精液由来精子

2)精巣上体精子

(前培養)

新鮮

液状保存

凍結融解

ぷ罰、卵胞卵子

( @> ))) (未成熟卵子)

卵 核問一子↓

体外成熟培養

成熟卵子 O 

排卵卵子

(成熟卵子)

第ニ減数分裂中期 (MII)卵子

体外受精

。)
体外培養

。1細胞翻

。一
。一

図 1-2. ブタ体外受精の方法
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要である。ブタの体外受精の研究初期には、他種目高乳動物精子の侵入を阻止しないハム

スター卵子を用いて受精能を検査(ハムスターテスト)した Imaiら(1977)の報告があ

り、わずかに 2%の卵子に精子の侵入が見られたのみであった。雌性生殖道内で前培養

を行った精子を用いた場合には、 10-36%の侵入が見られている。 Iritaniら(1978)は、

体外成熟培養を行った卵胞卵子を精巣上体、あるいは射出精液由来精子と共培養を行い、

卵子への精子の侵入を見ている。その結果、 mIZRBで前培養した射出精液由来精子を用

いた場合には、卵子への精子の侵入は観察されなかったが、精巣上体精液由来精子を用

いた場合、低率ながら卵子への侵入が見られ (3.3%)、雌性生殖道を用いない体外受精

の可能性が示唆されることになる。一方、雌性生殖道内で前培養した精子を用いた場合

には、 10-26%の卵子への精子の侵入が示されている。その後、雌性生殖道を用いず、

体外で受精能を獲得させた射出精液由来精子 (Pavlok，1981; Nagai et a1.， 1984; 

Cheng et a1.， 1986; Yoshic1a， 1987; Nagai et a1.， 1988)、あるいは精巣上体精子による

卵子への侵入が報告され (Nagaiet a1.， 1983; Nagai et a1.， 1984; Nagai et a1.， 1988)、

さらに、体外受精で得た受精卵の移植による産子もわずかながら報告されてきている

(Cheng et a1.， 1986; Nagai et al.， 1988; lvIattioli et a1.， 1989; Yoshida et a1.， 1993; 

Funahashi et a1.， 1996; Funahashi et a1.， 1997)。したがって、ブタ体外受精卵には、

受精卵移植後に正常な産子にまで発育する能力があることは明らかである。しかし、ブ

タでは、正常な体外受精卵を常時高率に作出するためには、多くの函難がある。その中

には、前核形成不全 (Nagai， 1996)、高率に起こる多精子侵入および受精卵の低発生率

CFunahashi & Day， 1997)、さらには、精液サンプル間(雄間)に大きな受精能の差が

ある (Wanget a1.， 1991)ことなどが含まれる。したがって、これらの問題を克服し、

正常受精卵を高率に作出可能な体外受精方法を確立することが求められる。これらの問

題の中で、精子の処理、精子と卵子の共培養(受精)時には、以下の問題がある。

( 1 )個体毎あるいは採取反復関毎の精液サンプル聞に認められる精子侵入率の差異

まず、第一に、異なる雄から採取した精液間で、あるいは同ーの雄から採取した精液

であっても、採取ロットが異なる精液に由来する精子を用いた場合に、体外受精率(侵

O 



入率)に大きな違いが見られる (Nagaiet 31.， 1988; Wang et al.， 1991; Xu et al.， 

1996)。このため、適切な条件設定が困難となる。体外受精に用いる精子の処理法につ

いては、卵子との共培養前に前培養を行うこと (Nagaiet al.， 1984; Zheng & Sir出札

1992)、高精子濃度状態で精子を前培養後、受精を行うこと (Nagaiet al.， 1984)など

が試みられている。また、ヒトやウシでは、一定の体外受精結果を得るために、パーコ-

)~ (Percoll) ~去 (Parrish et a1.， 1995)、あるいは、 s'l/im-up1去 (Shamsuddin& 

Rodriguez-Martinez， 1994)で分離後の、活力のある精子を用いる方法が比較的一般的

に行われている。しかしながら、ブタ精子に関する精子の処理法についての詳細な検討

は、ほとんど行われていない。したがって、精液間の受精能の差異を減らし、安定した

体外受精結果を得るためには、体外受精に用いる精子の処理法の検討が必要である。

( 2 )受精に必要な培地成分

第二に、ブタ体外受精結果は、研究者間で大きな差があり、一定した結果を得ること

が難しい (Nagai， 1996)。この原因としては、用いる精液の違いと共に、体外受精方法

の違い、特に、用いる培地の違いが大きく影響している可能性がある。現在、塩類、生

体由来のタンパク質や細胞、あるいは種々の化学物質が体外受精培地に添加されている。

培地を構成するナトリウム (Hyrleet a1.， 1984; Bhattacharyya et al.， 1986; Murphy 

et aJ.， 1986; Fraser et a1.， 1993)、カリウム (Fraser，1983; Bhattacharγya et a].， 

1986; Murphy et 31.， 1986; YaIlagimachi & Bhattach8.1γya， 1988)、カルシウム

(1'v1urphy&Y出1agimachi， 1984)などの主要な塩類やイオン、培地の pH(Hyne， 1984; 

lvlurphy & Yanagimachi， 1984)、生体由来の成分である血清やアルブミン (Fraser，

1985; Tajik et a1.， 1993)、あるいは、細胞および体内での受精部位である卵管から採

取した卵管上皮細胞や卵管液 (Parrishet a1.， 1989; Kano et aJ.， 1994; Dubuc & 

Sirard， 1995)などが精子の受精能獲得、先体反応、あるいは受精能に与える影響につ

いて調べられている。また、いくつかの化学物質が精子侵入卵子率の向上を日的として

培地に添加されており、それらが精子に与える影響について調べられている (Meizelet 

a1.， 1980; Parrish et a1.， 1985; Tesarik， 1985; Fraser， 1986; Chung et a1.， 1993)。し
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精において、受精に適切な培地の種類および受精に必須あるいは重要な培地成分などの

基礎的な知見はほとんどない。したがって、これらを明らかにすることで、安定した体

外受精結果を得るために用いる培地を絞り込むことができる。

( 3 )多精子侵入(受精)

第三に、多くの報告で繰り返し言及されている問題として、ブタの体外受精では2つ

以上の精子が卵子内に侵入してしまう多精子侵入と呼ばれる異常受精が頻発する現象が

ある (Nagai， 1994; Funahashi & Day， 1997)。他種晴乳動物では、体外受精時に多精

子侵入は高率に起こらないため、大きな問題とはなっていない (Nagai& 1¥1oor， 1990)。

体外成熟培養を行った卵子では、卵子の表層穎粒放出様式が、体内で成熟した卵子とは

異なっていること (W出19et a1.， 1997)が報告されており、表層頼粒の放出が多精子侵

入の防御に影響を与えていると考えられる (Wanget a1.， 1998)。しかし、ブタでは、体

内であっても通常より多量の精子が受精部位に存在する場合、多精子侵入が発生する

(Hunter， 1973)。したがって、ブタにおける多精子侵入拒否機構は、必ずしも卵子のみ

に依存しているのではなく精子の要因も係わり、子宮一卵管接合部での精子の選別、卵

管峡部における一時的な精子の待機、排卵に伴う受精に適した精子の効果的な卵管膨大

部への移動、といった卵管の効果的な精子選別機構が考えられる (Yanagimachi， 1994; 

Hunter， 1996)。同時に、多精子侵入拒否機構のーっとして、卵管内の分泌液(卵管液)

の役割も重要であろう。すなわち、体内では卵子の多精子侵入拒否機構と協調して、

受精の場である卵管内の環境に反応した精子側の効果とが協調的に働くことで、効果的

に単精子侵入卵子を作り出している事が予想される。したがって、体外受精で単精子侵

入卵子を効率的に作出するためには、雌性生殖道内の環境が参考になると考えられるが、

これらに関する知見は少なく、詳継に検討していく必要がある。

本研究では、以上述べたブタ体外受精の問題を解決し、さらに、受精機構の解明に必

要な基礎知見を得るため、 1 )体外受精に用いる精子の処理法の検討、 2)精子侵入に

必須な培地成分およびその濃度の確立を呂的とした。さらに、 3 )体外受精による単精

子侵入卵子の効率的作出を試みた。



第2章 精子処理法が精子の受精能におよぼす影響

第 l節緒言

ブタの体外受精には、新鮮な射出精液由来精子あるいは精巣上体精子、およびそれぞ

れの液状保存あるいは凍結融解した精子が用いられている。これらの精子を遠心洗浄、

再懸濁し、一定時間の培養(前培養)を行った後、精子と卵子との共培養を行う方法が

広く用いられている。 (Nagaiet a1.， 1984; Cheng， 1985;浜野と豊田， 1986; Nagai et 

a1.， 1988)。これら一連の方法で処理した精子を使用して得られる体外受精の結果は、

精液を採取する雄の違い、あるいは、同じ雄から採取した精液であっても、サンプル間

で(体外)受精率に大きな差が見られることが報告されている(高橋と永井， 1990;

W出l.get aJ.， 1991; Xu et a1.， 1996)。再現性のある結果を得るためには、一定の受精

能を有する精子を選別した後、それらを受精に適した状態に導くことが必要であるのか

もしれない。

晴乳動物精子の前培養は、精子に受精能を獲得させる目的で行われてきた

(Yanagimachi， 1994)。ブタ体外受精研究の初期には、精子を雌性生殖道内で一定時間

培養することで、精子に受精能を獲得させていた(Iritaniet a1.， 1978)。その後、生体

の関与なしに、簡単な組成の合成培地中で精子の受精能を獲得させ、体外受精を行うこ

とが可能となった (Nagaiet a1.， 1984)。現在行われているブタの体外受精では、それ

ぞれの報告ごとに、精子の前培養時間が異なっている。精子の前培養時間の違いによる

精子侵入卵子率には違いが見られ(浜野と豊田， 1986; Nagai， 1996)、また、前培養時の

精子濃度がその後の精子侵入卵子率に影響をおよぼしていることが示されている

(Nagai et a1.， 1984;浜野と豊田， 1986)。これまで、精子の前培養は体外で受精能獲

を起こさせるために必要な過程であると言われてきた (Hamanoet a1.， 1989; Rath， 

1992)。しかしながら、 Yoshidaら (1993)は、前培養を行わない新鮮射出精液由来の

精子を用いた体外受精で得られた卵子から産子が得られたことを報告している。また、
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Mattioliら(1989)は、前培養をせずにパーコールで処理した精子を用いて作成した体

外受精卵を移植後、産子を得ることに成功している。 Yoshidaら(1993)、Mattioliら

(1989)のいずれの研究グループも比較試験を行っていないので前培養の効果は不明で

ある。しかしながら Bergerら(1989)は、パーコールで洗浄することで部分的な精子

の受精能獲得を導いている可能性のあることを示唆している。

精子の選別は、正常な形態、を存し、運動性のある精子を回収するために行われる

(s'ivim-up: Shamsuddin & Rodriguez-lvlartinez， 1994; g1ass ¥vo01: Katayama et a1.， 

1989; Sanchez Sarmiento et a1.， 1996; SpennPrep fi1tration column: Smith et a1.， 

1995; Correa & Zavos， 1996; Percoll: Sirard et a1.， 1993; Parrish et a1.， 1995; low 

speed centrifugation: lvlartinez et a1.， 1996; Gadea et a1.， 1998)。パーコールは、

PVPでコーティングされたシリカビーズを主成分とし、細胞を分画するために広く使

用されており (Avenァ&Greve， 1995)、パーコール分離法は、日南乳動物精子の選別に用

いられている。しかし、ブタでは、この方法を体外受精に用いている研究はわず、かであ

る(主知ttioliet a1.， 1989)。

近年になって、精子の運動特性について、その移動軌跡をコンビュータ解析

(computer assisted sperm motion analysis: CASA)技術で評価できるようになってい

るGvlortimeret a1.， 1995)。いくつかの研究では、精子の運動特性のパラメータと受精

能との関連性、あるいは精子の運動特性のあるパラメータによる受精能の予測可能性を

検討している (Mortimeret a1.， 1995)。現在のところ、精子の運動特性と受精能とのはっ

きりとした関連性を示すのは困難であるとする見方がある (Oehningeret a1.， 2000)。

一方、LiuとBaker(1992)は、ヒト精子の運動特性のパラメータは、その受精能を予

測するものとなり得ることを示している。しかし、パーコールで分離したブタ精子の運

動特性と受精能について検討している研究は、現在のところほとんど見当たらない。

以上のことから、本章では、体外受精に用いる精子の処理方法を検討することを目的

に、まず、雄の違いによる精子の受精能を比較し、次いで、前培養の効果を検討した。

さらに、パーコール法で分離した精子の受精能および運動特性について比較検討した。
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第2節 前培養が精子の受精能におよぼす影響

本節では、異なる雄から採取した射出精液由来の精子を用いた場合の体外受精結果を

比較し、続いて、前培養条件が受精結果におよぼす影響について調べた。

l.材料および、方法

供試精子および卵子

精子は、性成熟に達し、繁殖豚として飼育されている、大ヨークシャー (Large

White)、ランドレース(Landrace)、デュロック (Duroc)種の雄豚から採取した精液に

由来する。卵子は、と畜場で回収したと畜直後の未経産雌豚の卵巣から採取した。

精液の採取

本節では、射出精液由来の精子を使用した。射出精液は、精子濃度の高い濃摩部精液

(spem1 rich fraction)を手圧法 (gloved-hand-method)で採取した。採取時には、謬

様物の混入を避けるために二重にしたガーゼを使用し、採集後は急激な温度変化を避け、

最終的に 15:Cになるように徐々に温度を下げ、宿所に保存した(液状保存射出精液)。

培養条件

本研究では、特に言及しないかぎり、卵子の体外成熟培養、および精子と卵子の共培

養は 39℃， 5%C02，95%空気、また、精子の前培養は 37cc， 5% COっ， 95%空気の培

養器内で行った。いずれの場合も培地は使用する環境に 3時間以上前に置き、気相条件

等を平衡にした。

精子の前培養

精液を、室温(約 20CC)にした 5m1の精子洗浄液に移し、 600g， 8分間の遠心分離
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を行い、上清を除去後、沈殿した精子を精子洗浄液で再懸濁した(精子の洗浄)。同様

に前培養培地で洗浄した後、前培養培地に精子を再浮遊させ、前培養を行った。また、

前培養は、実験計画にしたがって条件を変えた。精子濃度は、血球計算盤を用いて測定

し、所定の濃度に調節した。

卵子の採取および体外成熟培養

と畜直後に採取した卵巣を、急激な温度変化を避けるため保温容器に入れ、一時間以

内に実験室に持ち帰った。生理食塩水で数回洗浄後、 18あるいは 19ゲージの針

(Termo)を装着した 5mlのプラスチック製注射筒 (Termo)を用いて直径が約 2-5mm

の卵胞から卵丘一卵子複合体 (cumulus-oocytes-complexes:COCs)を含む卵胞液を吸

引、採取した。採取時には回収液の急激な pH変化を避けるため、濯流液として加温し

た卵子洗浄用培地を少量使用した。吸引した COCsを含む卵胞液を 35-37CCの加温漕

内に立てた試験管内に集め、 COCsを含む沈殿物をプラスチックディッシュ上に移し取っ

た。実体顕微鏡下で卵丘細胞がしっかり付着し、卵細胞質が均一な卵子を選び、約 37

℃程度に加温した卵子洗浄培地中に回収した。 COCsを洗浄培地内でピペッテイング

を繰り返すことで洗浄し(卵子の洗浄)、向様に成熟培養培地で選別を行いながら洗浄

を繰り返し、最終的に成熟培地の小滴中に COCsを移した。体外成熟培養は 44-46時

間行った。

pFFの調製

ブタ卵胞液 (porcinefo11icular fluid: pFF)は Naitoら(1988)の方法を参考に調製し

た。と畜場で採取した卵巣を冷却して実験室に持ち帰り、生理食塩水 (5
0

C)で数回洗?争

後、濯流液を使わずに、 COCsの回収と同様な方法で卵胞液を吸引採取した。卵胞液以

外の細胞組織や血液などの混入物を取り除くため、 5CCで 7，500-10，000gの遠心分離

を30分間行ない、上澄を凍結用プラスチック試験管 (Falcon，4805)に移し、使用まで

-800

Cで保存した。
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体外受精

体外成熟培養の終了した COCsを受精培地で洗浄し、細胞質が均一で膨潤化した卵

丘細胞層が均一に付着している卵子を選別後、シャーレ中の受精培地に卵子を移した。

前培養の終了した精子を受精培地で洗浄 (900g， 8分)し、所定の濃度になるように希釈

を行い、卵子のある受精培地に導入し、卵子と精子の共培養(体外受精)を行った。

卵子の国定、染色および観察

培養の終了した精子の付着した卵子は洗浄し、余分な精子を透明帯から剥がした。ワ

セリンのラインスポットを 4点付着したスライドガラス上に卵子を並べ、カバーグラス

を被せた。その後、 24時間以上カルノア酉定液(酢酸:エタノール口1:3)に浸して脱

脂、脱水による国定を行った。核相の観察には、 1%アセトオルセイン溶液で染色後、

余分な染色液を置換液(氷酢酸:グリセロール:蒸留水 =1:1:3)で洗い流し、カバー

ガラスの周囲を密封して、標本の作成を完了した。 Nagaiら(1984)の方法にしたがい、

卵子を位相差顕微鏡下で観察し、卵子の核相、精子侵入の有無および、侵入精子数、雌雄

性前核形成について記録した。卵子内への精子の侵入は、精子頭部の膨化、あるいは精

子尾部を伴った前核を基準に判断し、精子侵入卵子、および侵入精子数について調べた。

統計処理

精子侵入卵子率はカイ 2乗検定で、また、平均侵入精子数はスチューデントの t検定

で統計分析を行った。

実験1.異なる雄から採取した精液由来の精子を用いた体外受精結果の比較

用いる精子の雄個体の違いによる体外受精結果を比較するため、 5頭の雄豚(A， B，C， 

DおよびE)から採取した精液由来の精子を用いて、体外受精を行った。卵子の洗浄に

は、 20 mM  Hepes， 1 mg/ml PVAを加え、 pH7.4にした TCM199培地 GvIedium

199， ICN Biochemicals) (TCivI199-Hepes)を、卵子の体外成熟培養には、 10%FCS， 
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10% pFF， 10 IU Iml PJvlSG (帝国臓器)，10 IU hCG (帝国臓器)を加えたウェイマウ

ス培地 (¥Vaymouth'slvIecliU111 MB752/1: ICN Biomeclicals) (vVay-FCS)を用いた。精

子洗浄液は、 Saline-BSA(0.9% NaCl， 0.1% BSA)を、精子の前培養培地は、

PJ'vl-Hepes-BSA (付表 1)および Pi¥tl-BSA(付表 1)を、受精培地は、 Fl'vl-BSA

(付表1)を使用した。精子の前培養は1.5時間、精子濃度は 4x 108 cellsl凶、精子

と卵子の共培養(受精)は 6時間、精子濃度は 1X 105 cells/ml (雄A，BおよびC)、ま

たは 1-3X 104 cells/m日雄DおよびE)で行った。また、本実験では、共培養後、卵子

に付着している余分な精子を取り除いた後、 BMOC-2溶液 (Cheng，1985) (付表 2) 

で4時間の培養を行ない精子侵入を観察した。

実験 2.精子の前培養時間が精子侵入卵子率におよぼす影響

本実験では、 3頭の異なるランドレース種の雄豚 (F，Gおよび日)から採取した精液

由来の精子を用いて、精子の前培養時間、および前培養培地への BSAの添加が、卵子

への精子侵入におよぼす影響を観察した。

精液を洗浄後、 BSAを添加 (PM-BSA)あるいは無添加の前培養培地 (PM-PVA(付

表 1))中で、前培養を行った。前培養時の精子濃度は、 1X 108 cells/mlとした。精子

の前培養時間および前培養培地中の BSAが、精子の体外受精能におよぼす影響を明ら

かにするため、雄 F精子は、 0，1.5，4，8および 12時間の前培養を BSA無添加培地

(PM-PVA)で行い、同時に1.5時間区については、 BSA 添加前培養培地 (Prv1-BSA)で

前培養を行った。雄 G精子は、 0，1.5，4および 8時間の前培養を、 BSA添加

(PM-BSA)、あるいは無添加前培地 (PM-PVA)中で行った。雄日精子については、

BSA無添加前培地 (PM-PVA)中で1.5時間の前培養を行った。いずれの精子も、前培

養後、体外成熟培養を行った卵子と 8時間の共培養を Flvl-PVA(付表 1)中で行った

(精子濃度:1 X 106 cells/mD。同時に、卵子との共培養産後および共培養 8時間後に運

動性のある精子割合(精子活力)を位相差顕微鏡で観察した。
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2.結果

( 1 )異なる雄から採取した精液由来の精子を用いた体外受精結果の比較(実験 1) 

由来する雄による精子の受精能を比較するため、異なる雄から採取した精子を用いて

体外受精を行った結果を、表2-1、および表2-2に示した。まず¥精子濃度 1X 106 

cells/mlで雄 A，Bおよび C由来の精子を用いた体外受精の結果、精子侵入卵子率に

23から 97%までの大きな差が認められた(表 2-1)。問中菜!こ、 1-3X 104 cells/ml 

で雄 DとE由来の精子を用いた精子侵入卵子率を比較した場合にも、 59から 84%と、

雄個体聞に有意な差が認められた(表 2-2)。

( 2 )精子の前培養時間が精子侵入卵子率におよぼす影響(実験 2)

精子の前培養時間が体外受精結果におよぼす影響を見るため、異なる時間、前培養を

行った精子を用いて体外受精を行った。精子の前培養時間が長くなるにともない、精子

侵入卵子率が高まり、単精子侵入率が低下する傾向が認められた(表2-3)。雄 F精

子を用いた場合、1.5時間の前培養 (13%)に比較して 8時間の前培養を行ったものでは

有意に高い精子侵入卵子率 (58%)を示した。同様に、雄 G精子を用いた場合、 8時間の

前培養を行った精子を用いた時に最も高い精子侵入卵子率を示した (70%)( 0， 1.5，4時

間の前培養区で、それぞれ 2，2，10%の精子侵入卵子率)。また、1.5時間の前培養を

行った雄日精子は、 3頭の雄のうち最も高率な精子侵入卵子率を示し (74%)、精子の前

培養時間および精液を採取する雄個体問で、精子の卵子へ侵入する能力に差が見られた。

それぞれ BSAを含む、および含まない前培養培地で1.5時間の前培養を行った精子を

用いた場合、雄 F精子では、 3および、 2%、雄 G精子では4および2%であり、また、

雄G精子を用いた場合、どの前培養時間の区においても、前培養培地中の BSAの有無

によって、前培養培地中への BSAの添加は精子侵入卵子率を上昇させる効果は認めら

れなかった。さらに、運動性のある精子割合は、雄 G について 8時間培養後の精子活

力が著しく低下していたが、精子侵入卵子率との関連は見られなかった。
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表 2-1.採取した雄の違いによる精子の受精能の比較(1 )市

雄 供試卵子数 精子侵入卵子数(%)

A

B

C

 

A
t
η
i
ヴ

i

ウ
i

O

O

ウ
i

63 (79.1)a 
20 (23.O)b 

75 (97.4)c 

市受精時の精子濃度:1 X 105 cells/ml 

a，b，c異なる肩文字を持つ値の間に有意差あり CP<0.01) 

表 2-2. 

雄

D 

E 

採取した雄の違いによる精子の受精能の比較(2戸
供試卵子数 精子侵入卵子数(%)

178 149 (83.7)a 
133 78 (58.6) b 

市受精時の精子濃度:1-3 x 104 cells/ml 

a，lコ異なる薦文字を持つ{直の間に有意差あり CPく 0.01)
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受精終了後

90 

90 

90 

80 -90 

80 

70 -80 

1!i1l子活力(%)

受精培地に

移した誼後

60 -70 

80 -90 

70 -80 

80 -90 

70 -80 

50 -fj() 

のおSAの有無が精子の卵子への侵入におよぼす影響市

平均侵入精子数

1.0 

1.1 

1.0 

1.3 

1.5 

1.3 

単精子侵入(%)

1 (100.0) 

8 (88.9) 

2 (100.0) 

13 (81.3) 

20 (66.7) 

8 (66.7) 

卵子数

侵入/供試日

1/ 48 (2.2)abh 

9/ 71 (12.7)be 

2/ 81 (2.5)a 

16/ 48 (33.3)C 

30/ 52 (57.7)d 

12/ 49 (24.5)α 

表 2-3.精子の前培養i時間および前培養地地

前培養 前培養121地

時間 中の BSAの

(h) 有無(十/一)。
1.5 

1.5 

4 

8 

12 

ート

反復

!
£

i
£
、
ベ
ノ

1

l

I

5

2
£

i土

J

L

/

-

r

"

に

4

4

d

話I

F 

40 -60 

90 -95 

90 -95 

90 -95 

90 -95 

10 -30 

10 -20 
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( 3 )結果の要約

本節では、精液を採取する雄の違い、および精子の前培養時間により、受精結果に大

きな影響を与えていた。精液を採取した雄個体問で、精子侵入卵子率に有意な差が認め

られた。精子の前培養時間を Oから 8時間へと長くするに伴い、精子侵入卵子率は高ま

るが、単精子侵入率は逆に低下する傾向が認められた。また、1.5時間の前培養であっ

ても高い精子侵入卵子率を示す個体もあった。さらに、前培養培地への BSAの添加は

精子侵入卵子率、単精子侵入率、平均侵入精子数に影響をおよぼさなかった。精子活力

は、個体、前培養時間、 BSAの有無関に差はなく、精子侵入卵子率、単精子侵入率、

平均侵入精子数との関連性も認められなかった。
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第3節 パーコール法で分離した射出精液由来精子の受精能

ブタ体外受精では前培養した精子を用いるのが一般的である。一方精子の分離法とし

て知られているパーコール法では、分離後に前培養を行わずに体外受精に用いている。

本節では、より一般的な洗浄・前培養法およびパーコール溶液を用いない洗浄法を対照

に、射出液状保存精液由来精子のパーコール処理が卵子への侵入能におよぼす効果を検

討した。

1.材料および、方法

卵子の準備

卵子の洗浄には、 TC:r..H99-Hepesを、卵子の体外成熟培養には、 Way-FCSを用い、

本章第2節の方法にしたがって卵子を準備した。

精子の準備

本節では、大ヨークシャ一種の雄豚から採取した射出液状保存精液由来の精子を用い

た。

精子の分離、洗浄法

精子の分離・洗浄法としてパーコール法を用いた。対照区として、一殻的な遠心洗浄・

前培養法、およびパーコール溶液を用いない洗浄法を用いた。

1 )パーコール法による精子の分離

70および、 35%のパーコール溶液を、塩類濃度がHTM (Hepes緩衝タイロード溶液:

138 mM NaCl， 3.1 mM KCl， 5 m1v1 glucose， 0.4 mM MgSO，j ，0.3 mM  NaHっPO，j， 20

mM Hepes) と等しくなるように調製し、試験管内に下層を 2m170%、および上層を
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4m135%パーコール溶液で二重層を作成した。このパーコール溶液の二重層上に HTM

で希釈した 1m1の精液を重層した後、 200g， 5分間、続いて、 1，000g， 15分間の遠心

を行ない、最下層部に沈殿した精子をパーコール分離精子として用いた(図 2-1)。

体外受精は本章第 2節の方法にしたがって行った。パーコール法で処理した精子は前

培養を行わず、受精培地 (Flvl-BSA)で再懸濁後、受精培地中で体外成熟培養を行った

卵子と精子濃度 2X 105 cel1s/凶で、共培養を行った。 6時間の共培養後、一部の卵子を

国定した。また、残りの卵子は、余分に付着した精子を除去した後、 BMOC-2溶液中

でさらに 4時間培養した後固定した。いずれの卵子についても核相を調べ、雌性前核の

状態については、核膜が形成されつつあるものを「初期j 、完全に形成されているもの

を「完全Jな前核として判断した。

2)通常の洗浄法(通常法)

濃厚部精液を Sa1ine-BSAで5m1になるように懸濁し、 1，200g， 3分間の遠心を行

い、上清を除去した。沈殿した精子を再懸濁し、遠心をさらに 2回行った(通常法)。

通常法では、精子を洗浄後、沈殿した精子を4m1の前培養培地(PM-BSA)で懸濁し、

1.5時間の前培養を行った(精子濃度:4 X 108 cells/ml)。前培養の終了した精子を、受

精培地中の体外成熟培養を行った卵子と共培養した。すべての卵子は、 6時間の精子と

の共培養後、洗浄し、B1vl0C-2溶液で4時間の培養を行った。

3 )対照となる洗浄法(対照法)

パーコール法で用いたパーコール溶液は生理的条件にするために HT:t-/lで希釈してい

る。パーコール法との比較のため、対照法では精液を 5m1のHTMに0.5mg/mlPVP、

および¥0.5mg/m1 PVAを添加した溶液で希釈し、l，200g， 3分間の遠心を行った。

上清を除去し、同様に沈殿した精子を問じ HTlvl溶液で希釈、遠心を 2回行った。体外

受精およびその後の卵子は、 1 )と同様に処理を行った。
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および方法の項目を参照)



2.結果

体外受精に用いる射出精液由来精子の処理法を検討するため、パーコール法、通常行

われている洗浄・前培養法および対照となる洗浄法を行った精子を照いて体外受精を行

い、受精結果を比較した。 BSAを含まないパーコール溶液(パーコール法)あるいは

洗浄液(対照法)で分離、洗浄した区と、 BSAを含む通常法の精子侵入卵子率に差は

なく、ともに高かった(表 2-4)。このことは、精子の洗浄過程で BSAを添加しな

い場合でも、あるいは前培養を行わない場合でも精子の受精する能力を低下させないこ

とを示している。精子と卵子の共培養を 6時間行った卵子と、共培養後に洗浄し、精子

の存在なしにさらに 4時間(合計 10時間)の培養を行った卵子との間の精子侵入卵子

率に差は見られなかったことから、精子の卵子への侵入は、ほとんどの卵子で最初の 6

時間に起こっていることを示唆している。また、 10時間と 6時間の培養時間で、卵子

の核棺の状態に差が見られた。しかしながら、パーコール法で分離した精子および、対照

法で洗浄した精子を用いた場合に差は見られず、わずかにこの 2区の間では 6時間の培

養で、対照法で早期の精子の侵入が認められる。すなわち、本実験では、パーコール法

による精子の受精能促進効果を示すことはできなかった。
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表 2-4. パーコール処理が射出精液EI:l来精子の卵子への侵入能におよぼす影響曹

精子と卵子の共培
精子の侵入を受けた卵子-の核粍IS 

養開始後の11寺間 ~:fl]子侵入
MI TI MIIAII TII 

精子の処理法 供試卵子数# 卵子数(%)(h) 

パーコール法 3，4 32 (94.1) O 。
対照法 6 37 35 (94.6) 。l 

パーコール法 10$ 36 36 (100) O 。
対照法 10$ 38 37 (97.4) 。O 

通常法(がJ:I:存主主) 10$ 35 ~i5 (100) 

市2反復の結果

#卵核胞崩壊卵子

$ ~Wi子と卵子の共情義後に、精子の存在しない状態で 41時間の培養を行ったもの

S lVII， Tl， MII， AlIおよびηIは、それぞれ、 metaphase 1， telophase 1， metaphase 11， anaphase IIおよびtelophaseII 

:j: 11な核!践を形万えしつつある rìíii亥を初期、形J~えしている員削支を完全とした

a，b ， c 異なる肩文字を持つ植171] に存意i~あり (P< 0.05) 

2 4 5 

1 2 リ「

1 。O 

1 O O 

同定せず

雌性前核t

初期 元全

10 11<1 

5 21b 

O 35C 

O 36C 



第4節 パーコール法で分離した精巣上体精子の受精能

射出精液由来精子を用いた前節の体外受精結果では、通常法や対照法で高い精子侵入

卵子率を示していたため、パーコール法にこれらの方法に比較して精子侵入卵子率を高

める効果は認められなかった。本節では、さらに、凍結融解精巣上体精子に対するパー

コール法の有効性を検討するため、精子の運動特性に関する各パラメータについて運動

性解析装置を用いて調べるとともに、体外受精に用いて受精結果を比較した。

1.材料および方法

精子の凍結保存と融解

本実験では、と畜場で採取した4頭の雄ブタ (PRP，PNK， YELおよび、BLE)の精巣上

体から回収し、凍結保存後融解した精子を用いた。精液の凍結は、 Nagaiら(1988)に

よる報告を改良した方法で行った。まず、適当な太さC1~2 mm)の精巣上体尾部管部位

を直線状にほぐし、輸精管側から、先端の鋭利部分を加工した 18ゲージの注射針を挿

入し、 50m1のプラスチック注射筒を装着した後、空気圧で精巣上体尾部精子を試験管

内に回収した。回収した精子を VVS-PVA(付表 1)で 2田洗浄 (600g， 10分)後、沈

殿した精子を BF-5i容液 (Pursel& Johnson， 1975)で、 2倍量に希釈、懸濁した。精

子懸濁液の温度を 3時間かけて徐々に 5ocに下げた。冷却した精子懸濁液を、 6%

(γ/v)グリセロールを含む BF-5溶液で、さらに 2倍量になるように希釈、懸濁した

(最終グリセロール濃度 3%)。精子懸濁液を 0.5mlのプラスチックストローに入れ、

まず、液体窒素上 4cmの位置に設けた台上に精子懸濁液の入ったストローを並べ、ふ

たをして 30分間放置した。続いて、ストローを液体窒素中に保持し、使用まで液体窒

素中で保存した。凍結精液の融解は、ストローを 35
0

Cの温湯中に 15秒程度保持し、

空気の泡が出なくなった直後に 200Cの水中に l分間保持して行った。
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パーコール法による精子の分離

実験 1では一層の、実験2および3では二層のパーコール溶液による分離法を用いた。

まず、特定の濃度のパーコール溶液を、 10倍の塩類濃度にした ¥VS-PVAと混合するこ

とで作成した。精子は 5mlWS-PVAで懸濁し、洗浄した (600g， 8分)。沈殿した精子

をWS-PVAで精子濃度が 1X 108 cells/m1となるように懸濁し、 1m1の精子懸濁液を

試験管内にあらかじめ準備しておいた溶液の上に重層した。実験 lでは一層のパーコー

ル溶液を、実験2および3では二層のパーコール溶液を用いて精子を処理した区をパー

コール分離区、いずれも対照としてパーコール溶液を WS-PVAに置き換えた区を対照

区(iI¥Tho1efraction: FRW)とした。その後、 200g， 5分、続いて 900g， 15分間の遠心

を行った。パーコール法で分離した精子は、上震を除去後、精子を含む最下層を

WS-PVAで 3m1にした。対照区は、上清を除去し、沈殿した精子を vVS-PVAで 3m1 

に希釈した。パーコール溶液を除去するため、また、条件を同じにするため対照区も同

様に 600g， 8分で 2回の遠心、再懸濁を行った。大気中で行う運動特性の解析には、

行うため、 pHの急激な変化を避ける目的で Hepes濃度を高めた受精培地

(Pig-FM-Hepes: 111 m1¥l1 NaCl， 4 mM NaHC03， 20 m1v1 Hepes，他は Pig-FMと向中お

で、体外受精照には受精培地 (Pig-F1;1:付表 2)でパーコール分離区、あるいは対照区

の精子を再懸濁した。精子の洗浄、分離は 20'L、大気中で行った。

精子の運動特性の解析

精子の移動軌跡に係わる各種パラメーターを、精子運動性解析装置 (Motility

4勺1alyzer，Hami1ton Throne， rvos， Yersion 10.6)で解析した。解析パラメータの設

定は以下のようにした;frallleS acquired: 30， frame rate: 60 Hz， minimum contrast: 

80， minimum cell size: 5 pixels， minimulll static contrast: 1， straightness 

threshold: 50%， low V AP cut off: 5.0μm/s， medium VAP cutoff: 25.0μm/s， 

head size non-motile: 5， head intensity non-moti1e: 80， static head size: 0.33 to 

2.50， static head intensity: 0.38 to 2.00， temperature set: 38.5。出力画面上で、プ
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レイパック機能、スローモション機能を利用して設定を行い、誤って判断される精子を

可能なかぎり減らした。測定した項目は、認識された精子に占める運動精子割合

(Motile)、激烈に運動している精子割合 (VAP>25.0μm/s， STR> 50) (ProgressI¥re)， 

および運動精子の平均軌跡速度 (averagecell path velocity: V AP)，直線軌跡速度

(straight line velocity: VSL)，曲線速度 (curvilinearvelocity: VCL)，頭部転移振幅

(amplitude of lateral head displacement: ALH)，横切頻度 (beatcross frequency: 

BCF)，産進性(平均値) (straightness: STR = VSL/V AP)、そして直線性(平均笹)

(]inearity: LIN = VSL/V CL)である。観察の直前に 10μiの精子懸濁液 (5X 107 

cells/ml)を、観察用チャンパー (Maklerchamber)上に置いた直後に、解析を開始し

た。その際、出力画面上で、プレイパック機能、およびスローモーション機能を使い、

読集した精子数を数えた。カウントされた総精子数に占める凝集した精子数(凝集精子

割合)および、凝集した精子群数の割合を求めた。 lサンプルあたり、少なくとも 5視野

を解析した。精子の軌跡を追跡にあたっては、 l実験区あたり 276から 2075留の精子

を検査し、 3回以上の反復を行った。

体外受精

卵子の洗浄には WS-PVAを、体外成熟培養には vVay-FCSの基礎培地を TCM199

に変更したTCIvI199-FCSを用い、 45時間の体外成熟培養を行った。受精培地には、

Pig-FIvIを用い、受精時の精子濃度は、 1X 106 cel1s/mlで行った。体外受精には、二

層のパーコール溶液で分離した精子 (FR75)、および対照区の精子 (FRW)を用い、精子

と卵子の共培養を 8時間行った。

実験1.パーコール濃度の違いによる精子の分離能

パーコールの精子を分離する効率を調べるため、日 (FR15)，30 (FR30)， 45 (FR45)， 

60 (FR60)， 75 (FR75)および 90%(FR90)濃度の一層のパーコール溶液で精子を分離し

た。精子濃度は、分離前後に血球計算盤を用いて算出した。分離後の精子は、最下層の
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分画から回収したものであり、分高齢すの精子数に対する分離後の精子数の都合を求めた。

実験 2.パーコール法で分離した精子の運動特性

本実験では、実験 lである程度の精子の選別能に差が見られた濃度のパーコール溶液

を用い、二層(上層 2m160%、下層 :2m175%)にした溶液を使用した。対照区は、

4mlのWS-PVAをパーコーjレ法と比較するための洗浄時に用いた。洗浄、希釈した精

子は、 Pig-FM-Hepes中で、 15または 90分間培養 (39
0

C、大気中)し、パーコール

分離精子 (FR75)、および対照区の精子 (FRW)の軌跡を解析した。

実験 3.パーコール法で分離した精子の受精能

二層のパーコール溶液(実験2と同様)で分離した精子の受精能を見るため、それら

を体外成熟培養した卵子と共培養した。

統計処理

得られた結果は、 StatVievvプログラム (AbacusConcepts， 1nc.)を用いて分散分析

(ANOVA)を行った。さらに、それぞれの実験区間の比較には、フィッシャーの PLSD

testを行った。百分率表記のデータは、分析の前にアークサイン変換を行った。体外受

精結果は、カイ 2乗検定あるいはフィッシャーの直接確率検定、およびスチューデ、ント

のt検定を行った。有意水準が 0.05以下の場合に統計的に有意であると判断した。

2.結果

( 1 )パーコール濃度の違いによる精子の分離能(実験 1) 

パーコール濃度の違いが精子の分離能におよぼす影響を見るため、一層の異なる濃度

のパーコール溶液で精子を分離し、その分再鮪告を調べた。最下層の精子の回収率は、パー

コール濃度が上昇するにつれ減少する傾向があったが、対照区 (FRW)とパーコール濃
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度目から 45%(FR15から FR45)までの間 (100-86%)、および、パーコール濃度 75%

(FR75，14%)と90%(FR90， 2%)との聞に差は認められなかった(図 2-2)。一方、

パーコール濃度 45%(FR45， 86%)と60%(FR60， 39%)の間 (P<0.01)、および 60%

(FR60)と75%(FR75， 14%)の関 (P<0.05)には差が見られた。

( 2 )パーコール法で分離した精子の運動特性(実験 2)

パーコール法で分離した精子の運動特性を明らかにするため、パーコール法および比

較のために対照法で処理した精子の運動特性をCASA装置を用いて調べた。 75%のパー

コール溶液で分離した精子 (FR75)は、運動精子割合Ctvlotile)(P< 0.01)、激烈に運動

している精子割合 (Progressi¥ァe)(P< 0.01)、いずれの雄においても対照区 (FRW)に比

較して有意に高いことを示している(表 2-5) 。すなわち、パーコール法で、運動お

よび激烈に運動している精子を選別することができる。しかし、 lvIotile、Progressive

ともその精子割合は培養時間、雄間にも有意な差が認められ(表 2-6) 、培養時関が

長くなるにしたがって有意に低下した。いずれの精子割合も培養 15分より 90分で、

分離方法問の差がより明確で、パーコール法が対照区より高いことが認められた。

Ivlotileについて、培養 15分では、雄 PRPとPNKが高いが、 90分の培養後では、雄

BLEが最も高く、培養時間により雄の順位に変動が認められた。運動パラメータにつ

いて、 FR75のSTRとLINは、 FR¥iVの値よりも高く (P<0.05)、分離法問に差が認め

られ、 15分間培養した精子の ALHは、 90分間培養した精子よりも高かった(表 2

-7， 8)。一方、それ以外のパラメータには、パーコール分離したものと対照区との

問、および培養時間の違いによる明確な傾向は見られなかったが、雄の要因は、すべて

のパラメータに影響をおよぼしていた (P<0.05)。また、雄一YELのVAP，VCL， ALH 

は、他の雄の精子の値に比較して高く (P<0.01)、雄一BLEのVSLは、雄一PNKおよび

-y'ELの値に比較して低い傾向が認められ (P<0.05)、雄一PRPのALHは、雄一.PNKに

比較して高く (P<0.01)、雄一PRPおよび-BLEのBCFは、雄一PNKおよび-¥'ELの値

に比較して高かった (P<0.05)。さらに雄一PNKのSTRとLINは、他に比較して高く
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図2-2. パーコール濃度と精子の分離能

単荘!のパーコール溶液で、精子を分r~Jm し、分I;Jrr~前の精子数に対する分IIJm後の1%'ié..数の割合を Y~IJ:\した。パーコール

分間、 FR¥へ人 FR15，l'R30， l'R45， l'R60， FR75，および FR90は、それぞれ未分離、 15， 30， 45， 60， 75，および 90%

濃度のパーコーJ!ノ溶液で分I~Jm した分砲を示すの値はSfL均値:tSD。

a-c異なる文字を持つ髄flJJで回収効率に有意差があることを示す(P<0.(5) 
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表:2-5. パーコール分114m法が運動精子単 (Moti!e)および激烈に運動する精子率

(Progressive)におよぼす彰製!

精子割合 :!:SD唱

Mf~ 培養時間 パーコール分間 Motile Progressive 

F'RP 15分 FRvへf 3S.4土 6.5 7.3 :!: 3.1 

FR75 68.5:!: 3.2 a 12.2土2.5

iコNK FRvへf 18.0:!: 12.7 4.9 :!:4.8 

FR75 63.9:!: 10.6 a 14.2:!: 4.4 a 

YEL FRW 28.8:!: 7.9 4.2士2.7

FR75 39.3:!: 3.0 6.0土0.9

13LE FRW 24.5:!: 6.7 3.1土2.3

FR75 53.4:!: 2.6 a 18.9:!: 1.1 a 

PRP 90分 FRW 7.9:!:1.0 b 1.0 :!: 0.8 b 

FR75 38.0:!: 10.5ab 8.3土5.5a 

PNK FRW 5.0:!: 5.0 b 0.8:!:1.Ib 

Fl¥.75 19.9士5.2ab 7.0土3.4ab 

YEL FRW 8.8:!: 4.0 b O.!l :!: 0.6 b 

FR75 30.7土6.9a 6."].:!: 1.5 a 

J3LE FIミ1へl 13.1 :!: 3.1 0.5 :!: OJJ 

FR75 59.6:!: 4.3 a 29.1土6.0a 

明Motile:検査精子のうち運動している精子の割合、 Progressive:検査精子のうち激烈に運動

しているおl行三の割合

aFRW区と FR75l玄関に有意差あり(Jコ<0.05) (同一雄、問 A 培養11寺11¥]内)
b 培養時間 15分区と 90分区間に有志:差あり (P<0.05) (同一雄、同一分IAimフラクション内)
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表 2~~. 6. ilITj!VJ結子王手 (Motile)および激烈に運動する精子率 (Progn三ssive)の

分散分析結果市

要i永j Motile Progressive 

Mt ** *ヰc

分自Ir *ド *'1 
INj，rlJJ ** ** 
雄〆¥分ItJlt ** 
-，.. 11寺1m ** 
分I;JW/11寺no
Mt ~分IFJW;ぐ時間

市アークサイン変換後の分析結果

*: F)< 0.05， **: P< 0.01 
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表 2-7.ハーコール分ilJIR後の精子の運動パラメータ

j軍部jパラメータ土 SD市

雄 liH主H寺17fj パーコール分間 VAP(μ1111 s) VSL(いれl!s) VCL(い1111s) ALH(μ111) 日CF(I-Iz) STR (~)~) LIN (%) 

PRP 1.5分 FRW 63.4:t 47.5 38.3:t 43.6 157.:3土81.8 7.7 :t4.0 34.0:t 24.8 56.3士30.1 23.9 :t 20.2 

FR75 69.2:t 47.6 39.Ll主41.4 155.9 :t 82.2 7.6:t 4.1 33.5:t 23.1 53.8ま28.3 25.7:t 19.7 

PNK FRW 66.2 :t 46.8 41.0 :t 42.1 153.4:t 8/1.8 7.1土4.1 31.8土23.5 60.4:t 27.9 29.2:t 21.1 

FR75 66.8土48.9 42.1 :t 41.7 148.1土80.7 7.]土3.9 30.5:t 22.2 60.8土24.6 29.3:t 19.6 

YEL FRvへl 83.2土61.2 40.3土49.6 175.0 :t 10LI.8 8.4:t 5.1 27.0:t 26.2 46.8:t 31.1 24.6 :t 22.9 

FR75 76.7:t 55.8 40.8 :t 47.4 169.4 :t 95.0 8.3 :t4.6 28.6:t 25.5 49.1 :t 29.1 25.1 :t 22.4 

13LE FRW /]5.5土32.] 22.4土 25.7 110.9 :t 6:3.il 5.6 :t 3.5 29.LJ土 24.9 48.7:t 29.2 21.5:t 17.7 

FR75 60.3土34.23 33.3土28.2 143.7:t 70.7a 7.0土3.73 3~3.1 :t 20.3 53.0:t 29.1 25.2土19.:3

PRP 90 分 FRW 53.2:t 50.1 33.8土53.0 111.1 :t 72.Gb 5.7土3.5b 26.0土27.8 51.1 :t ~)8.2 27.9土30.6

FI~75 59.6 :t 41.8 34.5 :t 35.8 135.6 :t 84.1 b 6.8ま4.1b 33.4:t 23.9 55.1 土~)1. 5 28.8:t 24.6 

PNK FI~W 75.4:t 73.3 46.9 :t 74.1 136.6土88.1 6.1 :t 3.4 29.8:t 22.6 51.3士31.9 27.3 :t 22.3 

PR7fi 53.5土37.1ab 35.1 :t 32.4b 127.1土77.:3b 5.7:t 3.8 b 28.7土22.1 61.7:t 25.6 28.5土20.Ll

YEL FRW 91.9:t 83.6 46.1]土68.9 191.3土]15.8 8.2 :t4.8 27.6:t 26.8 40.2土29.3 19.2:t 20.5 

FR75 80.7土55.6 43.G:t 50.0 177.9 :t 95.1 8.6:t 4.4 30.6:t 25.7 48.7土32.1 25.4 :t 25.5 

13LE FR¥へf ，t4.6:t 17.0 18.1 :t 15.9 112.6 :t 49.5 3.3 :t 3.3 46.4:t 15.5b 41.6:t 27.] 17.2:t 12.4 
. PR75 67.1 :t 32.9 40.6土28.3 150.4土 65.8 7.2 :t3.5 33.5土18.1 59.3:t 24.6 b 28.1 :t 17.4 

事
VAP (average cell path velocity): 5fl均軌跡速度， VSL (straight line ve!ocity):直線軌跡、速度， VCL (curvilinear velocity): IUI総速度， ALH (amplitl1de of 

Iatera! head displace111ent):頭部転移振111m，13CF' (beat cross freQl1ency):横切頗度， STR (straightncss:， VSL/VAP): iili:進性(平均flliD.LlN Oincarity: 
VSL/VCL):直線性(平均撞)

a FRWI豆と PR75I玄関に有志:差あり (P<0.(5) (同一雄、同一培養i時間内)
blサJ印I~止 1m 1 5分区と 90分区間に有意差あり (P<0.05)([f，J-'雄、同一分雌フラクション内)
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(P< 0.01)、ま章一PRPと-BLEのSTRは、ま章一YELの値に比車交して高い傾向にあった (P

<0.01)。これらから、運動パラメータについては、パーコール法で分離した精子では、

対照法で処理した精子に比較してわずかに STRとLINが高い傾向が見られるが、他の

運動パラメータでは、雄による違いが顕著であることが示された。

凝集精子率は、精子分離法および雄要因に影響を受けており (P< 0.01) (表2-9， 

1 0)、対照区 (FRW)の精子は、パーコール分離した精子に比較して高い凝集精子率

を示した (P<0.01)ことから、パーコール分離は凝集する精子を除去することが示唆さ

れた。さらに、雄一PRPと-BLEは、雄一PNKに比較してこの値は高く (P<0.01)、雄

一YELは、雄一PNKおよび-PRPよりも高い値を示し (P<0.05)、雄間で有意な差が見

られた。一方、培養時間は凝集状況に影響しなかった。

( 3 )パーコールで分離した精子の体外受精能(実験 3) 

体外受精結果からは、パーコール分離 (FR75)は、雄一PRPおよび-BLE精子の卵子

への精子の侵入を有意に高め、雄一PNKおよび、円ーYELの精子では有意ではなかったが受

精能が高い傾向にあり(表2-1 1)、パーコール分離により卵子への侵入能の高い精

子を選別できる可能性が示唆された。また、対照区 (FRW)、FR75区ともに雄一PRPお

よび-BLEの精子は、雄一PNKおよび-YELの精子よりも高い精子侵入卵子率であり、

雄による卵子への精子の侵入能の違い、およびパーコール分離の有用性に差異があるこ

とが示唆される。雄一PRPおよび -BLE精子では、明らかに、パーコール分離した精子

を用いた場合、対照区の精子を用いた場合よりも、単精子侵入率が低かった。一方、パー

コール分離精子と対照区の単精子効率には、統計的な有意差は認められなかった。

(4)結果の要約

凍結融解精巣上体精液由来精子を異なる濃度のパーコール溶液で分離したところ、 60

から 75%パーコール溶液で有意に選別される精子数が減少した。このため、続く実験

では60および75%濃度にしたこ層のパーコール溶液を用いて分離した精子を用い、運
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表 2-9. パーコール分離が1~i'i子の凝集におよぼす影響

凝集精子割合唱

材i i計義11寺1m パーコール分画 :t SD 

PRP 15 5:ハl FRW 4.1 :士 4.5
FR75 2.0土3.8

PNK l'RW 1.1 :t 0.9 
FR75 0.0土0.0

YEL FRW 8.7 :t 3.9 
FR75 5.5士4.9

心コ BLE FRW 8.7土3.6多j斗
FR75 2.8 :t 0.9 

PRIコ 90分 FRW 3.6 :t 0.9 
FR75 2.7士2.8

PNK FRW 2.0土1.3
FR75 0.5 :t 0.6 

YEL FRW 5.1土3.9
FR75 4.2 :t 2.~3 

BLE FRW 6. ]土 2.9
FR75 3.2土2.6

官CASAシステムに認識された1(j'J子数に対する凝集した精子数(%)
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表 2- 1 1. パーコール分I~(f した精子の受精能

パーコール 卵子数 (?1;::!: SE) 平均侵入精子数

Ml 分画 {;J~frJt# 精子侵入 単精子侵入 単155子効率土SE 土SE

PRP FRW 97 53 (54.6士14.2)a 21 (39.6 ::!: 14.5) a 21. 7 ::!: 5.3ac¥ 2.8土0.3a

(;.) FR75 97 96 (99.0土 0.9)b 12 (12.5土 6.3)b 12.4::!: 6.2ac 9.2::!: 0.8b 
。コ

3 ( 3.1士 1.7)c 3 000.0 ::!: 0.0) aef 3.1::!: 1.7b 1.0 ::!: O.Oab PNK FR羽r 98 

FR75 90 6 ( 6.7士 3.8)C 5 (83.3::!: 8.3) ag 5.6士3.5bc 1.2::!: 0.2
a 

YEL FRW 70 o ( 0.0士 0.0)c 0.0 ::!: O.Ob 

FR75 71 3 ( 4.2土 3.3)c 3 (100.0士0.0)aef 4.2::!: 2.8bc 1.0 ::!: O.Oab 

BLE FRW 95 37 (38.9士1.6)c1 28 (75.7::!: .eJ.5) ceg 29.5土0.9c¥ 1.2::!:0.lc 

FR75 98 74 (75.5士 8.1)e 25 (33.8 ::!: 12.6) c¥f 25.5::!: 7.1 c¥ 3.0士0.3a

#M 1I卵子

a-g同一項目内で異なるj百文字をJ守つ鯨[1:fJに有意差あり (P< 0.05) 



動精子率、激烈に運動する精子率、および運動パラメータを CASAで分析した。いず

れの場合も、雄の違いによる差が見られ、パーコール法は、運動精子率、激烈に運動す

る精子率、およびALHを高めることが示された。これらの精子を体外受精に用いた結

果、 4頭の雄からの精子の内、 2頭の精子についてはパーコール分離をした場合に卵子

への侵入能が高まった。
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第 5節考察

本章では、精子の処理方法が体外受精結果におよぼす影響について検討した。まず、

異なる雄から採取した液状保存射出精液由来の精子を体外受精に用い、精子の侵入を受

けた卵子の割合を比較した。その結果、精子侵入卵子率は雄関で大きく異なっていた

(23-97%) (第2節実験 1)。この結果は、雄問、あるいは同一雄であっても採取反復

関で体外受精能に差が見られている過去の報告 (Nagaiet a1.， 1990;高橋と永井， 1990; 

W出l.get a1.， 1991; Xu et a1.， 1996)と一致しており、このことが安定した体外受精結

果を得ることを難しくする一つの原因となっている。このため、安定した体外受精結果

を得るための精子の適切な処理方法が望まれる。

体外受精に照いる精子に対して比較的一般的に行われる処理法として前培養がある

(Nagai et a1.， 1984; Cheng， 1985;浜野と豊田， 1986; Nagai et a1.， 1988)。本章で、精

子の前培養時間が精子侵入卵子率におよぼす影響を検討したところ、前培養時間が精子

の受精能に大きな影響をおよぼしていることが明らかになった。すなわち、雄 Fおよび

Gの精子は、前培養時間が長くなるにつれて精子侵入卵子率が高まり、前培養時間が 8

時間のときに最も高かったが、雄 Hは1.5時間で高い精子侵入卵子率を示し、最適な

前培養時間は雄によって異なっていることが明らかになった。精子の前培養時間がブタ

精子の卵子への侵入能力に影響を与えていることを示している同様な過去の報告もある

(浜野と豊田， 1986; Behalova et a1.， 1993)。一方、前培養を行わない精子を用いた体外

受精も報告されているが (Mattio1iet aJ.， 1989; i，̂lang et a1.， 1991; Yoshida et a1.， 

1993)、これらの報告では、卵子は 12時間以上の培養後、受精の状況を検査しており、

卵子と精子の共培養中に精子の前培裳と同様の効果を精子に与えた可能性もある。本章

第 3節では、洗浄処理のみを行った精子を用いた場合、卵子との共培養後 6時間ですで

に雌性前核が形成していることが確認できた。凍結融解精子は、受精能獲得している場

合、体外で卵子に侵入するためには 2から 3時間を必要とし (Nagaiet a1.， 1993)、

Hunter (1972)は、体内での前核形成は、受精(精子の侵入)後 2時間で起こるとして
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いる。したがって、本章第3節で用いた射出精液由来の精子には前培養は必要ではなく、

また、この実験方法では、比較的速やかに精子の受精能獲得が起こる可能性がある。さ

らに、前培養培地中のBSAは、精子の卵子への侵入能を高めなかった(第2節実験2)。

今後、 BSAの必要性に関する詳細な検討が必要である。

続いて液状保存射出精液由来(第3宣告)および凍結融解精巣上体精子(第4節)をパー

コール法で分離し、受精能を検討した結果、液状保存射出精液由来の精子は、パーコー

ル法を行わない場合であっても高率な精子侵入卵子率を示したため、パーコール分離の

効果を明確にすることができなかった。一方、凍結融解精巣上体精子をパーコール分離

し、体外受精に用いた結果、パーコール法で分離した精子は、通常に洗浄した対照毘に

比較して、高い運動性と激烈に運動する精子の割合を示し(第4節実験2)、また、精

子の卵子への侵入能を高める効果が認められた。しかし、特定の雄から採取した精液由

来の精子を用いた場合に、精子侵入卵子率を高める効果の認められない場合があった。

精子の受精能に影響を与える要因

なぜ、精子を体外受精に用いた場合、採取した雄の違い、あるいは同一個体由来の精

子であっても採取反復関(高橋と永井， 1990)で精子侵入卵子率に差が見られるのだろ

うか。一般的な体外受精を行う場合、精子が卵子へ侵入するためには、まず、精子が運

動する能力を持ち、卵子に到達することが必要である。一方、第4節の結果からは、

動精子率および、激烈に運動している精子割合の高い精子サンプルであっても、必ずしも

高い精子侵入卵子率を示していないことが明らかとなった。したがって、精子が卵子に

侵入するためには、運動性を持っていることは必要であるが、それだけでは不十分なよ

うに思われる。晴乳動物精子の受精には、捜雑な精子表面の変化、運動特性の変化等を

伴う受精能獲得が必須のプロセスである (Yanagimachi，1994)。すなわち、高い運動性

を有している場合でも、受精能獲得をしていないために受精することができなかった可

能性がある。さらに、卵子側の要因も考慮に入れる必要がある。しかしながら、本研究

では、実験の反復毎に卵子は同時に回収したものであり、また、各々の実験区に無作為
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に配置しており、体外受精試験はいずれも並行して行っているため、卵子の違いが特定

の実験区の精子侵入卵子率を低下させた原因になったとは考えにくい。一つの仮説とし

て、細胞膜の脂質二重層の組成および構造は細胞膜の流動性を決定しており

(Bretscher et a1.， 1994)、精子の細胞膜の流動性は受精能と深い係わりがあることが示

唆されていること (Davis，1981; Aitken， 1999)から、低い精子侵入卵子率を示す精子

は、主に脂質構造が不適切な細胞膜を持っていることが考えられる。前培養時間による

射出精液由来精子の精子侵入卵子率の違いは、培養中に精子の縮胞膜脂質の組成および

構造が変化したことに起因している可能性がある。すなわち、ある一定時間培養するこ

とで、精子の細胞膜が流動化し、精子の卵子への侵入能力を上昇させたことが推測でき

る。加えて、 BSAは精子の細胞膜組成を変化させることが報告されており (Daviset 

a1.， 1980)、BSAが培地中に存在することで、精子は容易に受精能を獲得することが示

唆されている。しかし、本章の結果からは BSAが精子侵入卵子率に与える効果は認め

られなかった。

精子の選531Jと受精能

精子の選別法として、いくつかの方法が知られている。その中で本章では、ウシ精子

で広く用いられているパーコール法 (Parrishet a1.， 1995)で選別した精子の受精能につ

いて検討した。パーコール法による精子の洗浄は、一般的に用いられてきた、精子を懸

濁後、遠心により沈殿させる方法(遠心洗浄法)に比較していくつかの利点がある。可

溶化した精疑成分を除去するために、パーコール法は、 l呂の洗浄でたやすく再懸濁可

能な精子の沈殿を得ることができる一方で、後者は、パーコール法と同程度の除去を行

うためには、数回の遠心と再懸濁の過程が必要がある。遠心洗浄法では、精策の可溶化

成分を除去することができるにすぎない。パーコール洗浄法は、精子懸濁液中の精援の

可溶化成分を除去するのみならず、ゲル状の物質の除去もできる (Harrisonet a1.， 

1992)。パーコール法は、広く細胞の分画に用いられており、また、精子以外の爽雑物

も除去することができる CBoltonet a1.， 1986; Aitken et a1.， 1992; Avery & Greve， 
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1995)。このため、パーコール法は、脱受精能獲得因子 (de-capacitatingfactor)など

の受精能獲得を抑制する働きのある精紫成分を効果的に除去している可能性がある。

Bergerら(1989)は、パーコール法によって分離されたブタ精子はある程度の受精能獲

得を起こしていることを示唆している。さらに、形態の異常なヒト精子は、低い受精率、

および、体外受精後の卵子を移植 (embryotr出l.sfer:ET)した場合に低受胎率を示し

(Kruger et a1.， 1986)、核クロマチン異常と形態異常精子率の間には相関があることが

示唆されている (Uu& Baker， 1992)。パーコール法は、形態異常精子を除去すること

ができ (Hallet a1.， 1995; Claassens at a1.， 1996; Gravance et a1.， 1998)、加えて、

Parrishら(1995)は、パーコール法は扱うことが比較的容易な方法だとしており、上記

の問題を解決し、安定した体外受精結果を得るためには有効な方法の一つである。

Aroraら(1994)は、体内でパーコールを用いた場合に有毒な影響は認められず、パー

コールは、臨床的に精子の分離に使用されており、パーコールの有害な影響は報告され

ていないとしている。また、パーコール法で分離した精子を用いて作成した体外受精卵

が正常な子ブタに発生しており (Mattioliet a1.， 1989)、仮にパーコールに有害な作用が

あるとしても、パーコールは数由の洗浄を行うことで精子懸濁液から除去することがで

きる (Avery& Greve， 1995)ことから、通常の体外受精で行う精子の洗浄により、精

子の受精能に対する有害な作用は現れないと考えられる。 rvlattioliら(1989)は、パー

コール法で、高い精子侵入卵子率を得ており、 Gr出世ら (1994)は、パーコール法で洗

浄した精子を用いた場合、分割する受精卵の割合が上昇することを報告している。これ

ら2つの報告では、高精子濃度で長時間の精子の前培養を行っているため、はっきりと

したパーコールの効果を示すことはできていない。また、本研究第 3節の液状保存射出

精液を用いた場合にパーコールの有効性を明確に示すことができなかった。その理由と

しては、受精培地中の高い Ca2
+濃度、あるいは、前培養なしで、も元来高い受精能を持っ

ている精子のサンプルであったことが挙げられる。パーコール法がブタ体外受精におい

て、受精能の低い射出精液由来精子の受精能の改善に有効であることが期待される。

第4節では、凍結融解精巣上体精子をパーコール法で分離し、精子の運動特性と受精
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能を調べた。パーコール濃度の違いによる精子の回収効率の差を見るため、一層のパー

コール溶液で精子を分離したところ、パーコール濃度が高まるにつれ、精子の回収効率

は低下し、特に、 45から 60%、および 60から 75%の間に大きな低下が見られた(第

4節実験 1)。桝田ら (1988)は、同様な傾向のブタ精子のパーコールの分離効率を示

している。しかし、ヒト精子をパーコール法で分離した過去の結果は、本研究の結果と

は異なった傾向を示し、 40-100%のパーコール溶液上に精子を静置した後、拡散によっ

て分離した場合に、ほとんどの精子は最上層から回収され、続いて最下層に分離された

精子が存在しており (21%)、中間層にはごくわずかな精子のみが存在していた

(Pousette et 9.1.，1986)。また、ウシ精子の分離には 90%のパーコール溶液が広く使わ

れている (Parrishet a1.， 1995)。したがって、精子の分離に適切なパーコール濃度は種

間で異なっている可能性がある。パーコール法で分離した精子は、精子洗浄のみの対照

区(FRW)に比較して、高い運動精子率、激烈に運動する精子割合を示した(第4節

験 2)。一方、体外受精結果におよぼす効果は雄によって異なり、パーコール分離した

精子が、対照区に比較して高い精子侵入卵子率を示した場合(雄一PRPおよび-BLE)お

よびパーコールの効果が見られなかった場合(雄一YELおよび -PNK)があった(第 4

節実験 3)。したがって、パーコール分離法は運動性の高い精子を分離することはでき

るが、必ずしも受精能のある精子を分離できるわけではないことを示している。パーコー

ル法で分離した精子が、高い運動性を示しているにも係わらず、低い受精能しか持って

いない場合があることの詳細な理由は、本研究からは明らかではない。

パーコール法で分離した精子が高い運動性を持っていたにも係わらず、低い精子侵入

卵子率を示した理由として、受精能獲得ができなかったこと、凍結融解によって精子の

先体あるいは縮胞膜が損傷し、パーコール法では損傷を受けた精子を除去できなかった

ことなどが考えられる。低い精子侵入卵子率を示した雄の精子サンプル中には、自然発

生的な先体反応を起こして先体が剥離し、受精に係わることができない精子

(K.rogenaes et 9.1.， 1994)が多く存在していた可能性もある。また、精子に傷害を与え

る反応性酸素種 (reactiveOAjTgen species: ROS) (Aitken， 1999)は、精液中の白血球
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によって産出され(Aitkenet a1.， 1992)、精子細胞膜の流動性を低下させるといわれて

いる (Zalataet a1.， 1998)。パーコール法は白血球を除去できる CBoltonet aJ.， 1986; 

Aitken et a1.， 1992; Avery & Greve， 1995)ことから、特定の雄の精子に対して白血球

由来の ROSの有害な作用があったとは考えにくい。現在では、受精能獲得を示唆する

変化は CTC法で (Wanget aJ.， 1995)、低い精子侵入卵子率の精子に係わる原因の一つ

であると考えられる細胞膜の損傷は PトCFDA法で(日出Tison& Vickers， 1990)、さら

に、先体の正常性はいくつかの先体染色法 (Cross& lvleizel， 1989)で追跡することが可

能である。今後、凍結融解処理、およびパーコール分離法が、精子の機能的な変化、形

態異常、あるいは精子細胞膜脂質組成にどのような影響を与えているのかについて、上

記の方法を用いて詳細に追跡し、さらにそれらを体外受精結果と比較することで、精子

サンプル聞の差、および精子の分離に最適なパーコール処理方法を検討する必要がある。

CASAの有効性

CASAシステムを用いることで、精子の「動き」を追跡することができる。精子の受

精能と運動特性パラメターの関係について調べているいくつかの研究がある (Grunert

et a1.， 1989; Mortimer et a1.， 1995)。しかし、標準となる方法や解析条件の設定は研究

ごとに異なっているので、得られた結果から精子の受精能を判断する場合には、注意が

必要である (Mortimeret a1.， 1995)。本節では CASAで得られたパラメータと精子侵

入卵子率の間に明確な関係を見出すことはできなかった。たとえばハイパーアクティベー

ション(超活性化現象)を起こしており、前進性はないが激烈に回転運動をしている精

子 Gvfortimeret a1.， 1995)などについては、解析条件を厳密にすることなどにより詳細

に検討する必要があるのかもしれない。ヒト精子では、低い ALH値と、体外受精の失

敗との関連性が示唆されている (Jeu1inet aJ.， 1986)。加えて、 CASAで得られる精子

のパラメータと精子侵入卵子率との関連性について、重回帰による解析が試みられて

いる GvIortimeret a1.， 1995)。しかしながら、 Oehningerら(2000)は、一つの CASA

パラメータのみが受精能との間に相関を示すとは考えにくく、受精能を推測することは
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図難であろうとしている。さらに、古くから行われている方法、たとえば顕微鏡観察に

よる形態異常率の算定などは、 CASAで得られた結果よりも、精子の受精能を漉確に推

測できるように見える (Grunertet a1.， 1989)。いずれの場合でも、 Tom1insonら

(1999)が精液のパラメータ値に関する論文で言及しているように、 E甫乳動物の正常な

受精では、一つの卵子に侵入するのは、ただ一つの精子であることを忘れてはならない。

すなわち、 CASAでは、精子群を調べており、必ずしも受精する(予定の)精子を追跡

しているわけではない。したがって、 CASAで得られたパラメターを、精子の受精能を

予測する手段にすることは矛盾があるのかもしれない。以上より CASAパラメターと

受精能との関連について明らかにするためには、より適切な解析条件、得られた数値の

統計処理方法などのさらなる検討が必要で、ある o さらに、本研究では、精子の凝集状況

について、詳細に追跡することができた。精子の凝集状況と受精能との関連は明らかに

はできなかったが、パーコール分離によって、凝集した精子の割合は減少する傾向にあ

り、また、凝集状況には、雄間で違いが見られた。凝集状況と、受精能との関係につい

ても、今後さらに検討していく必要がある。 CASAを用いることで、精子の凝集状況を

追跡することが比較的容易となるため、凝集状況の観察に、 CASAを適用することが期

待できる。

本章では、雄毎、あるいは精液毎に、前培養やパーコールによる精子の選別などの適

切な処理が必要であることが明らかになった。比較的高く安定した体外受精結果を得る

ためには、 CASAの利用により鰭便に適切な処理条件が決定できるようにする必要があ

る。受精能力が異なる精子すべてについて体外受精が可能である方法は現在のところ確

立されていないが、体内の状態を参考にして、受精環境、たとえば、精子の受精能獲得

を効果的に促進するような受精培地などを改善していくことが必要であろう。
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第 6節 要 約

本節では、まず、異なる雄から採取した射出精液由来の精子を用いた体外受精を行い、

精子侵入卵子率を比較したところ、雄の違いによる差がはっきりと現れた(第 2節)。

次に、異なる雄から採取した射出精液由来の精子を用いて、体外受精を行い、精子の前

培養時間が精子侵入卵子率におよほす影響を比較した。その結果、精子の前培養時間は、

精子の卵子への侵入能に大きな影響をおよぼしており、また、雄によって最適な前培

時間は異なっていた(第2節)。したがって、あらかじめ、条件設定を行い、体外受精

を行う必要があることが示された。続いて、パーコール法で分離した精子を用いて体外

受精を行ったところ、射出精液由来精子を用いた場合では、元来精子の受精能が高く、

パーコール法の明確な効果は現れなかった。また、この精子サンフルは、前培養が必要

ではないことが示唆された(第 3節)。凍結融解精巣上体精液由来の精子を、パーコー

ル法で分離し、パーコール濃度の違いによる精子の分離効率を検討したところ、パーコー

ル濃度が45-60%、および、 60-75%の間に、回収される精子割合の急激な減少が見られ

た。また、二層のパーコール (60，75%)を用いて分離した精子を体外受精に用いたとこ

ろ、パーコール法を用いない場合に比較して精子侵入卵子率を上昇させる効果が見られ

た一方で、雄によってはその効果が認められないものもあった。同時にパーコール分離

した精子の運動特性を CASAで調べた結果、パーコール法で分離した精子の運動率、

および、激烈に運動する精子割合の上昇が見られた。しかし、体外受精結果の精子侵入卵

子率と、運動性との明確な関係はなかった(第4宣告)。以上から、低い精子侵入卵子率

を示す精子を用いて安定した体外受精結果を得るためには、低い精子活力が疑われる場

合には、パーコール?去を用いて選別した精子を用い、それ以外の場合には、精子の前培

養時間を長くすることが有効であることが示唆された。しかし、パーコール法で分離し

た精子を用いた場合、必ずしも高い精子侵入卵子率を得られたわけではなく、今後の手

法の一層の改良が求められる。また、精子の受精能獲得状況、先体の正常性、細胞膜の

正常性といった精子の生理的状態が精子の受精能に深く係わりのあることが考えられ、
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本章ではそれらについては明らかにしておらず、今後検討する必要がある。同時に、現

在、ほとんど知見のない、培地成分などが、精子の受精能におよぼす影響を、多精子侵

入を抑制する効果とともに検討していく必要がある。
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第 3章 受精培地のカリウムイオンとナトリウムイオンが

精子の受精能におよぼす効果およびその機構

第 l節緒

現在、培地に添加した種々の化学物質、培地のイオン組成、あるいは生体由来のタン

パク質や細胞の存在が体外受精結果におよぼす影響について調べられている。培地の構

成成分である塩類は、培地中でイオン化し、培地の主要な成分となる。培地中の塩類

(イオン)が精子および卵子、あるいは受精におよぼす影響に関して、実験動物ではい

くつかの知見がある。カルシウムイオン CCa2
+) は、直接あるいはタンパク質のリン酸

化を介して間接に精子の先体反応を引き起こすことを示唆する結果や、超活性化運動時

に細胞内濃度が上昇することが示されており、細胞内情報伝達機構における役割ととも

に受精における係わりが注呂されている CFraser，1994; Yanagimachi， 1994)。ナトリ

ウムイオン (Nゲ)およびカリウムイオン (K十)濃度(それぞれ [Na勺、および [Kつ)

が生体の細胞内外で異なることはよく知られており、細胞内では低 [Naつ、高 [Kつ、反

対に細胞外では高 [Naつ、低[I{-j-~である。また、補乳動物の受精の場である卵管の内腔

液では、血清成分と比較して [Kつは高く、 [Naつは{尽く(Irit出.1ie t al.， 1974)、さらに

精液成分である精築中の [Kつと [Naつもこれと似た傾向を示している CBorlandet al.， 

1977)。マウス精子では、培地のナトリウムイオン濃度(細胞外ナトリウムイオン濃度:

[Na+)が、受精能獲得および精子の先体反応や体外受精結果に影響を与えることから、

受精に必要とされる [NaつEが調べられている CFraseret al.， 1993)。さらに、ラットに

おいては受精培地の [Kつ巴/[Na勺巴の濃度比が高い場合に精子侵入卵子率が高まる傾向が

見られている CToyoda& Chang， 1974)。また、受精培地に Kーが存在しないときに、

精子と卵子 の細胞膜融合が起こらないことがモルモット CYanagimachi& 

Bhattacharyya， 1988)およびマウス CBoldtet al.， 1991)で示されており、これらの種

では受精時に K+が精子および卵子の細砲膜に効果的に作用することが示唆されている。
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一方で、、高 [Kつξ は哨乳動物精子の代謝、運動を抑制するとの報告 (W討es& vVhite， 

1958)もあり、さらに、動物種によって精子および卵子の K
T

への反応が異なっている

可能性も考えられる。日甫乳動物の受精前後に起こるさまざまな現象が究明されつつある

が、いまだに解明されていないことが多い。特に、培地および生体内における受精環境

において、最も主要なイオンである Na
T

および K+がブタ精子の受精能に与える影響に

ついてはほとんど調べられていない。

以上のことから、本章では Na
7

および K
T

が精子の卵子への侵入におよぼす影響を明

らかにすることを自的として行った。
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第2節 受精培地の高濃度カリウムイオンが精子の卵子への侵入におよぼす影響

受精の場である発情期にある晴乳動物の卵管内腔液には、現在用いられている体外受

精培地に比較してカリウムイオン (Kづが多く含まれていることがI1itaniら(1974)、

およびBorlandら(1977)によって示されている。それらの結果は、現在、晴乳動物の

体外受精で一般的に用いられている培地に含まれている濃度の数倍の K+が卵管内腔液

に存在していることを明らかにしている。高濃度の [Kつεが、ヒト精子の先体反応を促

進すること (Robleroet a1.， 1988)や、高い [K-r-J/[Naつε値の培地で前培養されたラッ

ト精子は受精能が高く、また、卵子に早く侵入すること (Toyoda& Chang， 1974)が示

されている。一方、ブタでは、体外受精時に K十の濃度を高めた時の影響は明らかにさ

れていない。そこで本節では高濃度の K-r-がブタ精子の受精能におよぼす影響に関して

検討した。同時に、精子の受精能と密接な関係を持つことが示唆されている細胞内カル

シウムイオン濃度 ([Ca2つi) を測定し、 K+との関係について調べた。

1. 材料および方法

体外受精

卵子の体外成熟培養から体外受精までの処理、および精子の洗沖から前培養までの処

理は第 2章第2節の方法にしたがって行った。精子は液状保存射出精液由来のものを用

いた。精子の洗浄には vVS-BSA(付表 1)を、 精子の前培養には P五M.匂a一一.嶋輸mω.嶋輸-嶋輸.嶋.

受精には mBO(Bra配ck王et口t&Oαi均i治phant，1975，付表 2)を、受精後の卵子の培養には

BMOC-2 (培養培地)をそれぞれ使用した。精子の前培養は、精子濃度 1x 10 8 

cells/mlで1.5時間、精子と卵子の共培養は精子濃度 1x 10" cells/mlで6時間行ない、

共培養の終了後、培養培地中で4時間の培養を行った。
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精子の細胞内遊離遊離カルシウムイオン濃度の測定

精子の細胞内遊離カルシウムイオン濃度 ([CahI)の測定は、 Zhouら(1990)の方法

にしたがって行った。遊離カルシウムイオンに特異的に結合する蛍光物質である

Fura-2/AM (和光純薬)を、 DMSOに 1mMとなるように溶解したストック溶液を作

成し、使用直前まで -20:Cで保存した。 精子内 [Ca2つiの測定に用いた溶液には、 400

mM EGTA， 2.4 1v1 Tris (pH 8.2)， 0.92 mg/ml Digitonin， 6 M HCl， 990 m1¥;l Ca2ふのス

トック溶液、および Fura-2を精子内に取り込ませるための溶液として Physiological

Medium (145 ml¥1 NaCl， 4 mM KCl， 0.5 mM MgS04， 1 mM Na2HP04， 1 mM CaC12， 5 

mlv1 Glucose， 10 mM Hepes， pH 7.4) (Zhou et a].， 1990)を基礎とし、 Kふとして培地

組成の KCl濃度を変え、浸透圧を NaClで修正した溶液を用いた。

精子を受精培地でOから 6時間まで培養し、 1時間間隔で、 Fura-2を用いて精子の

細胞内 [Ca2つiを測定した。あらかじめ培養器 (5%coh95%空気， 390C)内で平衡にし

ておいた PhysiologicalMediumにストックの Fura-2を最終濃度 500nMになるよう

に入れ、そこに、受精培地で所定時間培養後、遠心 (1，500g、5分)・沈殿した精子を

再懸濁した。再度遠心後、 PhysiologicalMediumに再懸濁した。 Fura-2の取り込み

のために 1時間、培養器内 (5%COっ， 95%空気， 39
CC)で培養後、石英セルに精子懸濁

液3mlを移し、蛍光分光光度計(日立 650-40)で蛍光強度の測定を行った。セルの温

度はあらかじめ 39
0

Cに設定しておき、波長は励起が 339nm (5 nmスリット)、放射

が500nm (10 nmスリット)に設定した。各ストック溶液を、最終濃度が、 3.3mM 

EGTA、20mMTris、0.06mg/ml Digitonin、20mMHCl、3.3mM Ca2+になるよう

に以下の通りに加え、よく捷持した後に測定した。まず、細胞外に存在する Fura-2を

確認するために 25μ1EGl二九 25μ1Trisを加え、反応 150秒後の値を Fとした。細胞膜

を壊すために 25μ1Digitoninを加え、反応120秒後の蛍光強度を Fminとする。その後、

HClを10μi加えて酸性にし、さらに十分量の Ca2
+(10 μ1)を加えることによって、す

べての Ca2
+
を Fura-2に結合させた時 (150秒後)の値を Fmxとした。 Grynkiewicz

ら(985)の次の計算式にしたがって、 [Ca2勺を算出した。
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[Ca2+Jj = Kd (F -F min)/(F max -F) 

九=224 nM (Fura-2とCa2+の解離定数)

実験1.受精培地の高濃度カリウムイオンが精子の卵子への侵入におよぼす影響

受精培地中の高濃度のカリウムイオンが受精におよぼす影響を見るため、対照区の

KCl 濃度を 4mIv1 (受精培地 mBOの標準濃度)に、その他の実験gは 20，40，60，お

よび80mMの4区を設定した。培地の浸透圧を一定にするため、カリウムイオン濃度

([KつJを高めたことに伴い培地に添加する NaCl濃度をそれぞれ、 112(対照区)， 96， 

76， 56， 36 m:Mにした。前培養の終了した精子を洗浄せずに [K勺Eの異なる 5種の受精

培地で希釈後、それぞれの受精培地中で卵子と共培養した。

実験2.高濃度のカリウムイオンが精子の受精能に与える影響

実験 lで、 KCl濃度が 60mMの受精培地を用いた場合に最も高い精子侵入卵子率が

得られたことから、高 [Kつεが精子の受精能に与える影響を見るために、 [K-:-Jeが 4

(90.6 mM  NaC1)または 60mM  (34.6 mlv1 NaCl)の 2種の PM-BSAを用いて前培養を

1.5時間行った。精子の前培養時の精子濃度は 1x 108 cells/mlに調節した。精子と卵

子の共培養には 4mM[Kつεの受精培地 (mBO)を用いた。

実験 3.高濃度のカリウムイオンが卵子の受精能に与える影響

高濃度の K
T

が卵子におよぼす影響を見るために、成熟培養後に洗浄した卵子を、 2 

種の受精培地、すなわち [Kつ巴を 4(112 mM  NaC])および 601111¥11(56 111M NaC1)にし

た受精培地 (mBO)で、共培養前の1.5時間、精子と卵子の共培養と同一条件で培養す

ることで前処理を行った。その後、 mBO([KつE24mlf)で4田洗浄後、受精培地に移

した。精子の前培養は精子濃度 1x 108 cells/mlに調節した Pt'，/I-句BSA([Kつe= 3.1 

mM)を用い、1.5時間行った。精子と卵子の共培養には4mlvI [Kつεの受精培地 (mBO)

を用いた。
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実験4.高濃度のカリウムイオンが精子内の遊離カルシウムイオン濃度におよぼす影響

高濃度カリウムイオンが精子の受精能を高めていたことから、受精時に精子内濃度が

上昇することが知られている精子内遊離カルシウムイオン濃度を測定し、培地のカリウ

ムイオン濃度との関連について調べた。対照区として KClを4mM、高カリウム濃度

の区として 60mM添加し、浸透圧を一定に保つために NaClをそれぞれ 145および

89 nu1にした 2種の mBOを受精培地として用いた。また、前培養培地には PM-BSA

([Kつe=4mM)を用いた。精子を前培養後に受精培地に導入し、精子と卵子の共培養

と同じ条件で精子のみを培養(精子濃度 1X 10
7 
cells/mD した後、細胞内遊離カル

シウムイオン濃度の測定を行った。

2.結果

(1)受精培地の高濃度カリウムイオンが精子の卵子への侵入におよぼす影響(実験 1) 

体内における受精の場である卵管の内腔液には、一般的に用いられている受精培地に

比較して高濃度の K十が含まれていることから、受精培地の高 [Kつεが精子の卵子への

侵入状況におよぼす影響を調べた。精子と卵子の共培養(受精)に用いる培地の [KつE

の違いにより、精子侵入卵子率には差が見られ、対照区([Kつe=4 m:tvI)の 62%から、

[Kつεの上昇に伴って上昇する傾向が見られ (20mM: 72%，40 mM: 90%)、60m1v1で

97%と最大植を示したが、 さらに高い濃度の 80mMでは 78%へと低下していた(表 3

-1 )。一方、精子侵入卵子率の上昇は単精子侵入率の低下および平均侵入精子数の上昇

を伴っていた。また、ほぼ同じ精子侵入卵子率であった 20と80mIv1の区を比較する

と、 80m1v1での単精子侵入率が低く (80mM: 17%，20 mM: 37%)、平均侵入精子数は

多かった (80mM: 4.2， 20 mM: 2.7L 80 m1v1で共培養を行った後、多くの卵子は細胞

質が変質していた。これらの結果から、受精培地の高 [KつE は、精子の受精能を高めて

いることが示されたが、その最適濃度については受精後に受精卵(目白を培養後に腔移

植して産子への発生試験を行い、卵子に対する傷害作用の有無を確認する必要がある。
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表 3-1.受精培地の高 [Ki-Jeが精子の卵子への侵入におよぼす影響

[K+Je 卵子数 (%)

(mlvD:J: 供試写 精子侵入

4 112 69 (61.6)a 

20 93 67 (72.O)ac 

40 114 103 (90.4)b 

60 118 114 (96.6)b 

80 105 82 (78.1)c 

±精子と卵子の共培養(受精)時の [Kつe
T 卵核胞崩壊卵子

単精子侵入

33 (47.8)a 

25 (37.3)a 

22 (21.4)b 

8 ( 7.0)C 

14 (17.1)b 

a， b，c，d間一項目内の異なる肩文字を持つ値間に有意差あり (P<0.05) 

平均侵入精子数

土 SE

1.8:!:0.la 

2.7:!: 0.3b 

4.0土 0.3c

6.2土 O.4d

4.2:!:0.4C 

表 3-2. 精子の前培養培地の高 [K寸εが精子の卵子への侵入におよぼす影響

[Kつε

(m1!f):J: 

4 

60 

供試写

236 

243 

キ精子の前培養舟培地中の [Kつe
-卵核胞崩壊卵子

卵子数(%)

精子侵入

178 (75.4) 

212 (87.2)牢

中間一項目内で有意差あり (P<0.05) 

単精子侵入

65 (36.5) 

32 (15.1)ヰ

平均侵入精子数

土 SE

2.5会 0.2

3.8土 0.2*

表 3-3.卵子の前処理時の高 [K勺εが精子の卵子への侵入におよぼす影響

日三一Je
(mM)t 供試写

4 236 

60 219 

キ卵子の前処理用培地中の [IC]e

T 卵核胞崩壊卵子

卵子数 (%) 平均侵入精子数

精子侵入 単精子侵入 :!:SE 

236 1 (0.4) 13.3 :!: 0.4 

219 1 (0.5) 13.0土 0.4
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( 2 )高濃度のカリウムイオンが精子および卵子の受精能に与える影響(実験2、3 ) 

実験 1で、受精培地の高 [Kつεは精子侵入卵子率を高めており、その効果が精子ある

いは卵子のどちらに対する効果なのかを検討するため、精子および卵子をそれぞれ高

[KつEの培地で処理後に体外受精を行い、受精結果を比較した。精子の前培養を高 [Kつε

の培地 ([KつE口 60mlvI)で行った場合、対照区 ([K"7Je= 4 mM)に比較して精子侵入卵子

率は有意に (p< 0.05)高く(高 [K-L:87%、対照区:7596) 、また、単精子侵入率およ

び平均侵入精子数は、それぞれ対照区で、 37% ， 2.5 、高 [1ぐ〕ε では 15~b ， 3.8と、いず

れも有意な差が見られた (P<0.05) (表 3-2) 。一方、卵子を高 [Kつεの培地 ([Kつ巴Z

60 mT¥のあるいは通常濃度の K+を含む培地 ([K勺e=4mM)前処理を行った場合には、

すべての卵子に精子の侵入が見られ、また、ほぼすべての卵子が多精子侵入卵子であり、

平均侵入精子数を含め、卵子の前処理用の培地中の [KつE の異なる両者間に差は認めら

れなかった(表 3-3)。精子および卵子をそれぞれ高 [KつE の培地で処理をして得ら

れたこれらの結果から、受精培地の高 [K"7Jeが精子侵入卵子率を高めた(実験 1)のは、

主に精子の受精能を高めた効果によるものであると推察される。

( 3 )高濃度のカリウムイオンが精子内の遊離カルシウムイオン濃度におよぼす影

(実験4)

培地の高 [K+Jeが、受精時に細胞内濃度が高まることが示されている Caかを介して

精子の受精能を高めたのかを調べるため、高 [K+Jε培地で培養した精子の細胞内 [Ca2つi

を測定した。図 3-1に示されている通り、高 [1ぐ]ε(60mM)のmBOで培養した精子

の[Ca2+Jjは、対照区 ([Kつε=4mM)に比較して上昇が早く、また、培養 l時間後に最

大値を示し (86nmo1l107 
cells)、通常濃度の [K寸e(4mM)である mBOで培養した場

合の最大値 (68nmo1l107 
cells，培養時間4時間)よりも高かった。したがって、受精

培地の高い [Kつε は、精子の [Ca~勺 i を効果的に高めていることが示唆された。
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図 3-1. [K+Jε が4および、 60mlvfの受精培地で培養し

た精子の細胞内 [Ca2勺jの推移

前培養を行った精子を受精培地で培養後、 Ca2+に結合性の蛍光色素である

Fura-2/ Alvlで染色して精子内 [Ca2+]iを測定した Fura-2/1仙 11取り込みの

ために l時間を要するため、実際の誤IJ定は培養終了時とはずれがある c
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(4)結果の要約

晴乳動物の卵管内 [Kつは、現在体外受精に用いられている受精培地における濃度に

比較して高い。受精培地の [Kつがブタ精子の受精能におよぼす影響に関する知見はほ

とんど見当たらないため、本節では、培地の [KつE を高めることが受精に与える効果を

検討した。その結果、受精培地の高 [Kつε(60m1v1)は、精子侵入卵子率を高め、多精子

侵入率および、平均侵入精子数ともに上昇させた(実験 1)。この効果は、精子あるいは

卵子のどちらに対するものかを明らかにするため、精子および、卵子を高 [K+J
e培地でそ

れぞれ独立に処理後、通常用いられている [K-;-Je (4 mM)の培地で体外受精を行った。

精子を高 [Kつε培地で前処理(前培養)した場合に、精子侵入卵子率は高く(実験2)、

一方卵子を前処理した場合には、高 [Iぐ]ε の効果は認められなかった(実験 3)ことか

ら、受精時の高 [K-:-J
eが精子侵入卵子率を高める効果は、精子の受精能を高めたためで

あることが示唆された。さらに、精子の受精能に重要な役割を持つことが示されている

精子の [Ca2+Jjを、高 [Kつεの培地で培養後に調べたところ、培養した場合に比較して高

い値を示したことから、高 [Kつεは精子の [Ca2+Jjを高め、受精能を上昇させていること

が推測された(実験4)。
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第3節 体外受精時のカリウムイオンの必要性

体外受精の培地にカリウムイオン (Kづが存在しない時、精子と卵子の融合が起こら

ないことが、モルモット (Yanagimachi& Bhattacharγya， 1988)、およびマウス

(Boldt et al.， 1991)で示されている。前節では、高濃度の Kナがブタ精子の受精能を高

めているという結果が得らた。一方、ブタ精子が受精するための K+の必要性は明らか

ではなく、基礎的な知見もない。そこで本節では、ブタの体外受精系を用いて、精子が

卵子に侵入するために必要な培地の K+濃度 ([KつJについて検討した。さらに、第 2節

で高 [Kつεは精子の卵子への侵入を促進していたことから、細胞内外の K+の濃度差が

減少することで精子の受精能が高められている可能性がある。一方、細胞内外の K-;-の

濃度差の減少は、 K-;-が細胞外に流出することでも実現される。通常の体外受精では、

培地の K+濃度は、数 mMレベルであり、細胞内外の Kーの濃度差の減少がブタ精子の

郵青に必要であると仮定すると、 K+が細胞外に流出することが必要になる。このため、

受精と関連した K-;-の挙動を明らかにする目的で、精子の細胞膜上に存在し、細胞内外

の濃度勾配にしたがって K-;-の(細胞内から細胞外への)流出を仲介する K-;-チャネル

に対する阻害剤を受精培地に添加して体外受精を行い、精子の受精に果たす K十チャネ

ルの機能を検討した。

1.材料および方法

第2章第2節の方法に従い、卵子および精子を準備した。精子の洗浄にはvVS-PVA

を用いた。精子の前培養は PM-PVAを基礎にして調製した培地を用い、精子濃度を l

X 108 cells/mlで1.5時間、精子と卵子の共培養は FM-PVAを基礎にした培地を用い、

精子濃度を 1X 105 cells/mlで8時間行った。

57 



実験1.精子の受精能におけるカリウムイオンの必要性

精子との共培養に用いた卵子は、成熟培養終了後、 0.1%のヒアル口ニダーゼを含む

WS-PVAで処理し、洗浄した卵E細胞除去卵子を用いた。培地中の [ICJεが精子の受精

能におよぼす影響を見るために、 Kーとして KClをOあるいは 3.1mM含む 2種の前

培養培地で精子の前培養を行った。また、浸透圧を一定にするため、それぞれ NaClの

濃度を 94.6，91.5 mMにした。前培養後、 5種の受精培地、すなわち KCl濃度を 0，

0.3，0.7，1.5または 3.1mM  (浸透圧を一定にするために NaCl濃度はそれぞれ 114.1，

113.8，113.4， 112.6および 111.0mM)にした FM-PVAに精子を導入し、卵子との共

培養を行い、前培養および受精時の [Kつeの影響を見た。また、共培養開始後の精子活

力を 0，4および、 8時間後に位棺差顕微鏡を用いて測定した。活力 Oから 25%を一、

25から 50%を 十/一、 50から 75%を十、 75から 100%'を++として評4面した。

実験2.K十チャネル担害剤が精子の受精能におよぼす影響

K-'-チャネル阻害剤が受精結果におよぼす効果を検討した。精子の前培養、受精培地

の[Kつεは、 3.1mMとした。また、精子との共培養には卵丘細胞除去卵子を用いた。

K-'-チャネル担害剤として塩化テトラヱチルアンモニウム (Tetraethylammonium

Chloride: TEAC，和光純薬)を1.0あるいは 10.0mM、4-アミノピリジン

(4-Aminopyridine: 4-AP，和光純薬)を 0.5あるいは 5mMの濃度となるように受精

培地に添加した。いずれも対照区として阻害剤無添加区を設定した。

統計処理

得られたデータはカイ 2乗検定で解析した。
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2.結果

( 1 )精子の受精能におけるカリウムイオンの必要性(実験 1) 

精子の前培養および受精時の K
T

の必要性を明らかにするため、培地中の [Kつρ を低

くした場合、あるいは K+欠如培地を用いた場合の精子の受精能を調べた結果を表 3

-4に示した。前培養時の [Kつεにかかわらず受精時の [Kっさが同ーである場合に、精

子侵入卵子率に差は認められなかった (P<0.01)。対照区(精子の前培養、受精時のい

ずれも [Kつe=3.1 mM)の精子侵入卵子率は 67%であり、受精時の [Kつeの低下にした

がって精子侵入卵子率が低くなる傾向が認められた。また、前培養、受精時共に K+が

存在しない区では精子の侵入が起こらなかった。単精子侵入率は低 [K+J告のとき(前培

養時に [Kつe=OmMの場合は、受精時に [Kつe=0.3 mMの時、前培養時に [Kつe=3.1 

mMの場合は、受精時に [K+Je=0 mMの時)にそれぞ、れ対照区に比較して高い値を示

したが、同時に単精子効率は低下した。これらのことから、 Kふは受精時に必要である

ことが示され、本実験で用いた K7

濃度では、 3.1mMで最も高い受精能を示すことが

明らかになった。また、培地の低 [Kつεあるいは KTを含まない培地での精子の活力を

観察し、 [Kづεによる影響を調べた結果を表 3ーらに示した。精子を [KつεがomMの

培地で前培養したとき、受精培地での培養直後(0h)の活力は [KつEが 3.1mMの場合

に比較して低い傾向にあるが、その後に K
T

が含まれる培地での培養4時間後までに上

昇し、対照区と差がなくなった。また、 [K+Je
之江 3.1mMの培地で前培養した精子は受

精培地での培養直後から活発な動きを示し、 4から 8時間後まで続いた。受精培地での

培養時に [Kつe= Omr叫であるとき、前培養培地の [Kつfにかかわらず経時的に活力が

早く低下する傾向があった。したがって、 Kナは精子の活力維持の役割を果たしている

ことが示された。

( 2 )カリウムチャネル臨害剤が精子の体外受精能におよぼす影響(実験 2)

精子の受精能におよぼすK+の作用が KT

チャネルを介しているかを調べるため、 KT
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表 3-4. 低[IC"]e培地における精子の受精能

[Kつε(mM)+ 

前培養 受精

O O 

0.3 

0.7 

1.5 

3.1 

3.1 O 

0.3 

0.7 

1.5 

3.1 (対照区)

土培地中の [Kつε

学卵核胞崩壊卵子

供試写

91 

82 

90 

90 

87 

93 

84 

94 

98 

89 

g括弧内は精子侵入卵子数に対する割合
叫

平対照区と有意差あり (σPく 0.05)) 

卵子数(%)

精子侵入 単精子侵入

o (0.0)ミ

9 (l1.0)b 8 (88.9) * 

38 (42.2)ce 13 (34.2) 

46 (51.1t 24 (52.2) 

60 (69.0)d 22(36.7) 

5 (5.4)a 5 000.0)* 

13 (15.5)b 10 (76.9) 

33 (35.l)d 23 (69.7) 
56 (57.l)GC 24 (42.9) 

60 (67.4)d 31 (51.7) 

表 3-5.低 [Kつe培地における精子活力肝

[K+]e (mM) + 共培養開始後の経過時間 (h)

前培養 共培養 O 4 8 

O O 十/一 十/一

0.3 十/一 十十 十/一

0.7 十/ー +十 十十

1.5 十/一 十十

3.1 十/一 ++ 一

3.1 O 十/一

0.3 T T 

0.7 +十 十十

1.5 十+ 十十 十+

3.1 (対照区) 十+ 寸時寸ω T 

市精子活力;一:0-25九十/一:25-50%，十:50-75%，十十:75-100% 

±培地中の [Kつe
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単精子効率

9.8* 

14.4平

26.7 

25.3 

5.4平

11.9ネ

24.5 

24.5 

34.8 



チャネル阻害剤を受精培地に添加して体外受精を行った。 K
T

チャネル阻害剤である

TEACあるいは 4-APが培地中にそれぞれ 10mMおよび 5mM含まれる場合に精子侵

入卵子率は低下した(表 3-6およびア) 0 K
T

チャネルは、細胞外に比較して高濃度

の紹胞内 Kーを細胞膜を隔てた濃度勾配にしたがって細胞外に排出する機能を持ち、そ

の阻害は精子の受精能を阻害していたことから、受精時に細胞内 Kーは K+チャネルを

介して細胞外に移動することで脱分極が起こり、受精能を得ている可能性が示唆される。

( 3 )結果の要約

受精時の K+の必要性を明らかにするため、 [K+Jεを{底下させた、あるいは K+欠如の

精子前培養培地および、受精培地を用いて体外受精を行った。その結果、精子の卵子への

侵入能は、精子の前培養培地における K
T

の存在に係わらず、受精時の [KつE が低くな

るにしたがい精子侵入卵子率が{尽くなる傾向が見られ、 IC欠如受精培地では、ほとん

どの卵子は精子の侵入を受けなかった。したがって受精時に縮胞外の K十は必要である

ことが示された(表 3-4)。また、培地の低い [KつEあるいは K
T

を含まない培地に

おける精子の活力を調べ、 K
T

濃度による影響を調べた結果、 K
T

は精子の活力維持の役

割を担っていることが示唆された(表 3-5)。さらに、精子の受精能におよぼす KT

の作用が KT

チャネルを介しているかを調べるため、 K+チャネル阻害剤を受精培地に

添加して体外受精を行ったところ、精子侵入卵子率は低下した(表 3-6および7)こ

とから、精子の受精能におよぼす K7

の作用は、 K7

チャネルを経由した K引の細胞外へ

の移動による脱分極が関係していることが示唆された。
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表 3-6. Kゃチャネル胆害剤 (TEAC)が精子の卵子への侵入に

およぼす影響

[TEAC]e 

(mM):I: 供試?

o (対照区) 154 

l 167 

10 165 

本受精培地中の TEAC濃度

存卵核胞崩壊卵子

卵子数(%)

精子侵入 単精子侵入

109 (70.8)a 50 (45.9) 

117 (70.l)a 40 C34.l)a 

31 C18.8)b 18 (58.l)b 

a， b同一項目内の異なる肩文字を持つ値間に有意差あり CP<0.05) 

表 3-7. K+チャネル阻害斉U(4-AP)が精子の卵子への侵入に

およぼす影響

[4-AP]ε 卵子数(%)

CmM):I: 供試作 精子侵入 単精子侵入

o (対照区) 124 89 (71.8) a 34 (38.2) 

0.5 124 76 (61.3) a 40 (52.6) 

b 131 2 ( 2.3) b 2 (100.0) 

±受精培地中の 4-1ザ濃度

ご卵核胞崩壊卵子

a， b同一項目内の異なる文字を持つ値間に有意差あり CP<O.05)
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第4節 ナトリウムイオンとカリウムイオン濃度が精子の卵子への侵入におよぼす影響

前節までの結果から、高濃度の Kャが精子の受精能を高めること、および体外受精時

のカリウムイオンの必要性が明らかになった。いずれの場合にも、浸透圧調整のために、

[K+]eを変化させるのに伴い、培地に含まれるナトリウムイオン濃度([l¥;a~~e) を変えて

いる (~aCl として 36-114 m;¥;1)。したがって、本節では Na+が精子の受精能におよぼ

す影響を明らかにするとともに、培地の [Na+]eと[Kつeとを同時に変化させた場合に精

子の受精能に与える効果について調べた。

1.材料および方法

体外受精は、第 2章第2節の方法に従って行った。精子の洗浄にはWS-PVAを、受

精培地には F1;f-BSAを基礎にした培地を用い、精子濃度 1X 10;' cells/mlで8時間行っ

た。なお、精子の前培養は行っていない。

実験1.受精培地の NaCl濃度が精子の受精能におよぼす影響

受精培地の NaCl濃度が精子の受精能におよぼす影響を見るために、 NaClを60から

120mM含む受精培地で体外受精を行った (NaCl以外のナトリウム塩に由来する Nゲ

は 39.5mM)。これらの培地の浸透圧を塩化コリン濃度で調整して一定にした

(340-350 mOsm/kg)。また、すべての培地の[Iぐ]己を 5.0mMにした。

実験 2.高濃度カリウムおよびナトリウムイオンが精子の受精能におよぼす影響

高濃度カリウムおよびナトリウムイオンが精子の受精能におよぼす影響を見るため、

以下の培地を準備した。高 [Kつ告の影響を見るため、 1) 25 mM  KCl， 110 mM  NaCl 

(高 K，~320 mOsmollkg)、2)0 mM  KCl， 110 mM  NaCl， 5 mM塩化コリン (K(一)， 

~280 mOsmol/kg)、 3) 5 mM  KCl， 110 mM  NaCl， 20 mIvI塩化コリン (K-Osm，
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~320 mOsmo1/kg)、および、高 [Na+Jeの影響を見るため、 4)5 mIvI KCl， 160 mM 

NaCl (高 Na，~370 mOsmo1/kg)、 5) 5 mM  KCI， 0 mM NaCl， 110 mM塩化コリン

(Na (ー)， ~280 mOsmo1/kg)、 6) 5 mM KCl， 110 mM  NaCI， 50 mM塩化コリン

(Na-Osm， ~370 mOsmo1/kg)の受精培地で体外受精を行った。なお、対照区は、 5

mM KCl， 110 mM  NaClの受精培地を用いた(対照区:~280 mOsmo1/kg)。

続いて、受精培地中の KCl濃度と NaCl濃度の組み合わせによる精子の受精能への影

響を見るため、 110mM NaCl， 5 mM  KClを含む培地を対照区とし、 22mMNaCl、

25mMKClを含む培地を低 NaCl、高 KCl培地とし、塩化コリンで対照宮と同程度の

浸透圧 (280mOsmo1/kg)に調整した。

つ ザシ土 問
~. ;'(¥ロ ズて

( 1 )受精培地の NaCl濃度が精子の受精能におよぼす影響(実験 1) 

受精培地の NaCl濃度が精子の受精能におよぼす影響を調べるため、 NaCl濃度を変

えた培地を用いて、体外受精を行った結果を表 3-8に示した。精子侵入卵子率はいず

れの区においても低く (20-46%)、一般的に体外受精に使用される培地 (280~290

mOsmo1/kg) に比較して高い浸透圧 (340~350 mOsmo1/kg) が影響した可能性があ

る。処理区間の比較では、精子侵入卵子率については、 60mM匿と 80，90，110mM 

区との間に、単精子侵入率については 60mM区と 120mM区を除く他の区との間に、

また、単精子効率については 60mM区と他のすべての区との間に有意な差が認められ

た。その他の区間では、わずかに単精子効率に 90mMNaCl区で 120mM区に比較し

て高い値が見られたのみであった。このことから、精子の卵子への侵入能は 60mM以

下の NaClでは低下することが示唆され、また、 70から 120mMの間の NaCl濃度で

は差がないことが示された。
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表 3-8. 培地中の NaCl濃度が精子の卵子への侵入におよぼす影響市

NaCl 卵子数(;\~;) 

(rnM) {共試科 精子侵入 単精子侵入 -~w-精子効率

oO 70 14 (20.0) a 5 (35.7)a 7.1 a 

70 71 22 (31.0) ab 16 (72.7)b 22.5bc 

80 64 25 (39.1) b 18 (72.0)b 28.1 bc 

90 66 30 (45.5) b 23 (76.7)b 34.8b 

100 65 21 (32.3) ab 17 (81.0)b 26.2bc 

110 60 25 (41. 7) b 20 (80.O)u 5o》οF『》 .ο00
】f

守
i 

120 63 19 (30.2) ab 12 (63.2)ab 19.0c 

#MII卵子
a， b，c 同一項目内の異なるII言文字を持つ髄II¥Jで有設定あり (Jコ<0.05) ，r浸透圧は塩化コリンで調整し、 340-350rnOsrnol/kgにした。なお、 NaCl以外のナトリウム塩に由来する Na'椴度

は :39.5rnM である。



(2 )高濃度カリウムおよび、ナトリウムイオンが精子の受精能におよぼす影響(実験 2)

受精培地に添加する KClおよび NaCl濃度の影響を見るため、それぞれを高濃度含む

場合、通常用いられる濃度を含み浸透圧を高濃度含む場合と同程度に調整した場合、あ

るいは無添加の場合について、精子の卵子への侵入状況を調べた。結果を表3-9に示

した。 NaClは対照[Rと向濃度で、 KClを添加せず浸透圧を塩化コリンで調整した K(ー)

区では、対照区 (63%)に比較して精子侵入卵子率に大きな低下が見られた (13%)。一方、

NaCl、KCl濃度は対照区と同じで浸透圧を高 K区と同程度にした K-Osm区(67%)に

比較して、それより KCl濃度が高い (25mM)高K区 (83%)で高い精子侵入卵子率が

見られた。前節までの結果で得られた高 [Kつεが精子侵入卵子率を高めたのは、浸透圧

調整のために低下させた NaCl濃度によるものではなく、高 [K-'-Je自体に起因すること

を示している。また、 K-Osm区では対照区と間程度の精子侵入卵子率を示しているこ

とから、塩化コリンには少なくとも精子の卵子への侵入を臨書する作用はないと考えら

れる(表 3-9)。一方、 KCl濃度、浸透庄は対照思と同じにし NaClを添加していな

いNa(一)芭では、 K(一)区間様、対照区に比較して有意に低い精子侵入卵子率を示した

(14%)。また、 NaCl， KClを対照[Rと向濃度で、浸透圧を高 Na区と同程度にするため

に塩化コリンを添加した Na-Osm区では対照区と比較して精子侵入卵子率は低下した

(13%)。また、高 Na区では精子侵入卵子率は低下する傾向があった (5%)(表3-1 0) 。

以上のことから、高濃度の KClは精子の侵入能を高めることが再確認され、また、

その効果は低 [Na-'-jeによるものではないことが同時に明らかになった。さらに NaCl

無添加および高濃度含む培地では、いずれも精子の卵子への侵入能は低くなったことか

ら、 K+と同様に適切な [Na+Jeが必要であることが明らかになった。浸透庄の影響のみ

を比較することにより、 320mOsmolまでは精子侵入卵子率に影響はないが、高濃度

含む場合に見られた低い精子侵入卵子率は、浸透圧を同程度にした場合にも近い値を示

したことから、高浸透庄が原国となっている可能性もある。

続いて、これまで得られた結果をもとに、高濃度 KClおよび低濃度 NaClの培地を用

いて体外受精を行ない、結果を表 3-1 1に示した。低 Na-高K区では 52%の精子侵
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表 3-9.高濃度 KClおよび、浸透j王が精子の卵子への侵入におよぼす影響市

IItl検区 KCl 

対照区 5 
K (-) O 

K-Osm 5 

高 K 25 

1r 110 111M NaCl 

5平均11立:!:5 1l10smol/kg 

tJ:M II卵子

話1類濃度 (mM)

塩化コリン

O 

5 
20 。

a， b，c見なる肩文字を持つ値IIrJに有意差あり (P<0.(5) 

浸透j王5

(111 OS111ol/kg) 

280 
280 
320 

320 

卵子数(?6)

{共試# 精子侵入

79 50 (63.3)" 
77 10 (13.0)1' 
78 52 (66.7)" 

78 65 (83.3Y 
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表:3-10.高濃度 NaClおよび浸透圧が精子の卵子への侵入におよぼす影響唱

試験区 KCl 

対照区 110 
Na (-) O 

Na-Osm 110 

i高Na 160 

，r 5 mM  KCI 

5平均{底土 5rnOsrnol/kg 
#Ivl II卵子

1a類濃j支 (mf吐)

塩化コリン

O 

110 
50 

O 

a， b呉なるJfJ文字を持つ値1111に有志差あり (P<0.05) 

浸透!王宮

(mOsrnol/kg) 

280 

280 
:370 

:370 

卵子数(%)

05試# 精子侵入

79 50 (6:3.3)" 

78 11 (14.1)1' 
75 10 (13.3)l' 

77 4 ( 5.2)1' 



σ〉

亡。

表 3-1 1. 高濃度 KCl および、低濃度 NaCl の組み合わせが~(í!f子の卵子への侵入におよぼす影響

試験反 NaCl 

対日夜12¥_ 110 

低Na一治'jK 22 

5平均{i立主 5rnOsrn/kg 
:J-tM II卵子

忠実真濃度 (mM)

KCl ja化コリン

5 O 

25 68 

a， b同一羽目!}すの異なる肩文字を持つ11立IliJで有志:差あり (P<0.05) 

浸透j王5 卵子数(%)

unOslnol/kg) 。主主t# *，J子侵入

280 97 16 (16.5)<1 

280 74 38 (51.4)b 



入率が認められ、対照区と比較して高率であり、低 NaCl濃度と高 KCl濃度の組み合わ

せが精子の卵子への侵入能を効果的に高めることが明らかになった。

( 3 )結果の要約

培地の NaCl濃度およびKCl濃度が精子の卵子への侵入能におよぼす影響を明らかに

するため、まず、 NaCl濃度を変えた受精培地を用いて体外受精を行ったところ、精子

侵入卵子率は、わずかに 60mM  NaClで低い値が得られたが、その他の NaCl濃度

(70-120 mM)間で差は見られず、受精培地中の NaCl濃度が 70から 120mMの範菌

では、濃度の違いによる精子の卵子への侵入能への影響は少ないことが推測される(実

験 1) 0 NaClおよび KClを無添加あるいは高濃度添加した培地、さらに、高濃度添加

した培地と向穆度の浸透圧にした培地を用いて、これらの塩類の添加および、浸透圧が精

子の卵子への侵入能におよぼす影響を調べたところ、 KCl無添加、 NaCl無添加、高濃

度 NaCl、および比較的高い浸透庄の培地を用いた場合、精子の卵子への侵入能は低下

することが明らかになった。また、低い NaCl濃度 (22mM)と高い KCl濃度 (25mM) 

の組み合わせが精子の卵子への侵入能を効果的に高めていることが示唆された(実験 2)。
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察考第 5節

およびNaCl濃度を変えることで、溶液中本章では、体外受精に用いる培地の KCl、

および-:¥a+濃度が精子の卵子への侵入におよぼす影響をでイオンとして存在する K一、

いにより、精子侵入卵子率に明らかな差が見られたことか

ら、精子の受精能に Kャは重要な役割を担っていることが示唆された。

観察した。培地の [Kワρ の

1.高[Iぐ]eが精子の卵子への侵入能に与える影響

[Kつ日が一般的に体外受精に用いられている程度の濃度である 4mMから 60mMに

この効果は、精子と卵子まで増加させた時、精子侵入卵子率は濃度依存的に上昇した。

の共培養前に、高 [K-]巴の培地で精子の前培養処理を行った後、通常濃度の Kム (4mM)

を含む受精培地で精子と卵子の共培養を行ったときに精子侵入卵子率を高めていたこと

から、主に精子に対する効果であることが示唆される。晴乳動物の受精の場である卵管

分泌液中には、血清成分に比較して K
7

濃度は高く、 Na
7

濃度は低いことが示されてい

ブタ :Iritani et a1.， ウサギ:Iritani et a1.， 1971、る(ヒツジ:I1itani et a1.， 1969、

しかし、過去の研究では、培養環境を体内に近マウス:Borland et a1.， 1977)。1974、

(体外)受精能を必ずしも上昇させ付けるため、培地の [Kつεを高めることは、精子の

てはいなしio たとえば、高 [K寸εの培地は、体外でのハムスター精子の先体反応誘程に

逆にウサギ精子の活力を減退させ、対する効果が認められず (Rogerset a1.， 1981)、

[Kつ日を減少させることで超活性化現象の増加が見られたこと CBurkmanet a1.， 1984) 

マウスの体外受精結果に与える K十濃度の影響Fraser (1983)が、が観察されている。

を調べたところ、精子侵入卵子率は標準的な K7

濃度である 2.7mMの培地を用いた時

高 [Kつεはマウス精子の受精能に比較して高濃度 K7 (27.7 mM)の培地で有意に低く、

[Kつーであるが、必ずしもそれが受精に適しているのを低下させていた。卵管内は、

ではなく、たとえば、血中と間程度のカリウムイオン濃度である卵胞液が放出されるこ

とで局部的な [KつE の低下が受精に適した状態を作り出している、あるいはホルモンの
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作用による卵管液の組成が変化するためであることを Fraser(1994)は坂定している。

これに反して、ラットでは、前培養時の [IC'"Jeが高い (35mM)場合に、精子侵入卵子率

は対照区に比較して高まる傾向が見られている (Toyoda& Chang， 1974)。現在のとこ

ろ、哨乳動物精子に対するイオンの効果について検討している研究は少ないため、これ

らの結果のみから結論付けることは困難であるが、この二つの相反する結果は、異なる

動物種や個体によって高 [KつE に対する精子の反感が異なることを示唆する。高 [KつE

は補手し動物精子の代謝、運動を抑制するとの報告 CWales& White， 1958)がある一方で、

Babcockら(1983)はウシ精子で、また PetersonとFreund(1973)はヒト精子で、細

胞内と向程度の Kャ濃度が代謝活性を促進することに言及している。運動に係わる代謝

と受精能に係わる代謝に異なる様式で KT

が効果をおよぼしている可能性もある。

2.精子の卵子への侵入における Kずの必要性

本章第 3節で精子が卵子に侵入するための K+の必要性を見るため、 K十を含まない

培地で精子と卵子の共培養を行ったところ、精子の卵子への侵入は見られなかった。一

方、 K
T

を含まない培地で前培養を行なった精子を用いた場合、その後の精子と卵子の

共培養時に K叫が存在することで卵子への侵入が見られたことから、 Kーは受精時に必

要であることが明らかになった。過去に行われた研究結果から、 K
T

は精子が卵子と融

合時に必須であることは、靖乳動物に共通する現象のようである。 Yanagimachiと

Bhattacharyya (1988)による透明帯除去卵子を用いた実験の結果は、モルモット精子

では、 1) K
T

欠如培地中で、受精能獲得、および先体反応は起こること、 2) KT

を含

む培地中で先体反応を起こした精子は、 K
T

欠如培地中で卵子と融合できること、 3 ) 

K+欠如培地中で先体反応を起こした精子は、 K
T

欠如培地中で卵子と融合できないこと、

4) Kj-を含まない培地中で先体反応を起こした精子は、 K""を含む培地中で卵子と融合

できること、を示している。 Boldtら(1991)は、カルシウムイオノフォアで受精能を

獲得させ、先体反応を誘起したマウス精子は、 K+欠如培地中で透明帯除去卵子と接着

可能であるが、融合できないことを示している。このため、精子が卵子に接着後、融合
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する時に K+が必要とされることが示唆される。本章では、 K+を含んだ培地を用いた精

子と卵子の共培養中に受精能獲得が起こっていた可能性も否定できず、今後、精子の受

精能獲得および先体反応の状況を確認する必要がある。また、 K+欠如培地における精

子の活力低下が示され、エネルギー代謝にも影響を与えていることが推測される。 K+

欠如培地での前培養で低い活力を示した精子は、 K'を含む受精培地に移した後に活力

は回復したことからも可逆的な活力の低下であることが示唆される。

極性を持つイオンは脂質二重層である生体膜をそのままでは透過することができず、

イオンポンプ、およびイオンチャネルと呼ばれる膜タンパク質の存在によって初めて透

過可能になる (Bretscheret 31.，1994)。この膜タンパク質のイオン運搬作用により、細

胞内のイオン濃度は、細胞外とは異なる濃度になっている (Bretscheret 31.， 1994)。細

胞外に比較して紹胞内 K十濃度は高く、反対に細胞内 Nゲ濃度は低い。これは、細胞膜

を介したイオンの濃度勾配に逆らった Na'，K' -ATPaseによる、細胞内からの Na-の

汲み出し、および細胞外からの K'の取り込み作用(能動輸送)が働いているためであ

ると考えられている。同時に、一定の条件下で関口するイオンチャネルを通じて細抱膜

を隔てたイオンの濃度勾配にしたがったイオンの移動が行われる(受動輸送)

(Bretscher et 31.， 1994)。また、 Kャは膜電f立を決定する重要なイオンでもある。 K+欠

如培地中では、精子の先体成分の分泌(先体反応)が抑えられ(ハムスター:Mrsny & 

Meizel， 1981;マウス:Fraser， 1983)、活力および体外受精率が低下する現象が見られ

ている (Fraser，1983)。培地に K'が存在しない場合に精子の卵子への侵入が起こらな

いことは、単純に細胞内への K+の取り込みができず、機能を果たすために必要とされ

る生理的な [Kつiを維持できないため (Fraser，1994) 、あるいは、膜電位に影響を与

え、精子と卵子の融合が臨害された可能性 (Boldtet 31.，1991)が考えられる。

3.培地の [KつE と[Naヤ Jeが受精結果におよぼす影響

広汎に体外受精培地の主要成分として用いられる Na'、および K'が、精子および卵

子におよぼす直接の効果を観察することは難しい。たとえば、 K'濃度を一定にしたま

73 



まで、 [Naつーを上昇させようとすれば、培地の浸透圧が上昇し、 [Na+Je、あるいは、浸

透庄の上昇効果のどちらの影響であるのかを判別することができない。第 2節で、高

[Kつε培地で見られた精子侵入卵子率の上昇は、浸透圧調整のために低くした [Naつεに

よる影響である可能性も考えられたが、第 4節で浸透圧を一定にした培地を用いた場合

であっても高 [K+ーでは精子侵入卵子率は上昇する傾向が見られた。また、 [KつEを変

化させずに塩化コリンで浸透圧を一定にし NaCl濃度を変えた培地を用いて体外受精を

試み、わずかに 60mMのNaCl(総 Na-:-:99.5 mM)で精子侵入卵子率の低下が見られ

たが、それ以外の NaCl濃度 (70-120m:NI)でははっきりとした傾向は見られていな

い。したがって、高 [Kつξ の場合に高い精子侵入卵子率が見られたのは、低い [NaつE の

影響ではなく、高 [K寸εの直接の影響であることが明らかである。さらに、マウス精子

では、低い [Na-:-Jeでは、精子侵入卵子率および先体反応率が低いことが示されている

(Fraser， 1983; Fraser et a1.， 1993)。これらのことから、ブタ精子に関しては現在のと

ころ明らかではないが、低い [Naづgが精子の侵入能を高めている可能性は低いと考え

られる。一方、塩化コリンを用いて [Na寸E を高めた場合と間程度に浸透圧を調整した

時、対照区に比較して精子侵入卵子率が低下が見られた。したがって、高い [Na勺E の

場合に見られた低い精子侵入卵子率は、高浸透圧が原因となっていることが推察される。

しかし、 [Naつ巴を高めるにしたがい、浸透圧は自動的に上昇するため、高い [Naつεの

直接の影響であるかについては本章の結果からは断言することはできない。 Gilmoreら

(1996)は培地の浸透圧を生理的状態 (290mOsmol/kg程度)から低下させて精子の反

応を観察し、活力は 210から 300mOsmo1/kgまでほぼ一定であり、それ以下では激

減すること、また精子の細胞膜の完全性は 270から 300mOsmo1/kgで最も高値を示

し、それ以下では徐々に低下傾向にあることを示した。浸透圧 300mOsmol 以上の結

果は明らかにされていないが、本研究で 350mOsmo1/kg 以上の浸透圧では、低い精

子侵入卵子率を示したことから、高浸透庄の有害性が示唆される。卵子に対する高浸透

圧の影響とともに精子に対する影響についても詳細に検討し、イオン濃度との関連を今

後明らかにしていく必要がある。
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4. 受精時に精子内で起こるイオンの挙動

イオンポンプやチャネルといった膜タンパク質機能に対する担害物質、および、イオン

の膜透過性を高めるイオノフォアを用いることで、細胞膜を隅てたイオンの出入を制御

することができる。 Na-'-，K-'--ATPaseの担害剤であるウワパイン(1μM)は、先体反応

を闇害するが、 K+イオノフォアであり、膜内外の K+一日÷交換反感を行うニゲリシン

には、その阻害作用を除く作用があることがMrsnyら(1984)によって示されている。

これらを用いて vVorkingとMeizel(1983)は、ハムスター精子の先体反応に K-'-の精子

内への流入と、その結果起こる先体内の pH上昇が重要な作用を果たすことを指摘して

いる。しかし、ウワパインとニゲリシンを用いた場合には Iぐの膜内外への移動は同じ

方向に進み、いずれも縮胞内から縮胞外へ漏出することになり、 K+が細胞内に流入す

る方向への移動は起こりえず、上記の推測は妥当ではない。また、精子に対するイオノ

フォアの効果を調べた YanagimachiとBhattacholγva(1988)の推論では、 Kヤが細胞

内へ流入し、 K+の動態に連動して日ーが細胞外へ流出する、としているが、この場合

も細胞内に K+が流入することは論理的ではない。 Boldtら(1991)は、マウス精子では

K+チャネル阻害剤の影響が見られなかったことから、精子と卵子の細胞融合時には K-'-

チャネルは係わっていないと推測をしているが、本研究では、 Kヤチャネル阻害剤は、

精子の卵子への侵入を阻害していた。 Shel1enbargerとShapiro(1980)はマウスの体

外受精で、 K十チャネル阻害斉UTEAC (5 mM)はマウスの精子侵入を阻害したことを述

べており、今回の結果とも一致している。したがって、ブタ精子では、 Kキチャネルが

受精時に果たす役割の大きいことが示唆される。

Boldtら(1991)は受精時の精子において、脱分極による Ca2十の細胞内への流入を想

定している。また、モルモット精子では、精子細胞内 Na-'-の上昇が受精能獲得に必要

であること (Hyneet a1.， 1984)から、細胞内 Na-'-の上昇が、受精前に起こるもっとも

初期のイオンの挙動であることを指摘している。本章で、高 [Kつ巴は精子の卵子への侵

入を促進し、精子の[Ca2つiを高めたこと、および K+チャネル阻害剤は精子の卵子へ

の侵入能を阻害していたことから、ブタ精子の場合、 1 )卵管内における [Kつεの上昇、
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あるいは 2)何らかの刺激によって K-:-チャネルを介して K-:-が細胞外へ流出し、いづ

れの場合にも、その結果として細胞内外の K甲濃度差が小さくなることで脱分極が起こ

り、膜電位依存性の Ca
2ムチャネルが関口し、 Ca

2ャの流入が起こることで精子の受精能

を高めた可能性がある(図 3-2)。細胞内 Ca2+は、受精能獲得、先体反応を調節し

ており、さまざまな機序で精子の機能を変化させていることが確認あるいは推測されて

いる。そのーっとして、アデニル酸シクラーゼの活性化が考えられている。この酵素は、

ATPからじ仏iIPを産出する。多くの研究で、サイクリックヌクレオチド、特に cAMP

とcGMPが精子の機能を高める役割を果たしていることが報告されている。細胞外の

サイクリックヌクレオチドやサイクリックヌクレオチドホスホジヱステラーゼ阻害剤

(サイクリックヌクレオチドの分解を担止する作用を持つ)は、精子の活力を高め、体

外での受精能を高めていることが示されている。 cAMPの主要な機能は、 cAMP依存性

プロテインキナーゼの活性化にあるようであり、細胞中の特定の基質のリン酸化を促進

することによって、これらのキナーゼは続いて精子の機能を調節することができる

CFraser， 1994)。

精子と卵子の共培養時に存在する成分が卵子への精子の侵入に与える影響は、精子あ

るいは卵子のどちらに、あるいは両者に対するものなのかを判断できないため、今後、

それぞれに対する影響を見ていく必要がある。また、経時的に変化しているこれら一連

の細胞内外のイオンの動態と受精現象との関わりを明らかにするためには、さらなる検

討が必要である。特に、今後、蛍光色素などを用いて細胞内イオンの挙動を直接観察す

ることで、受精時に精子内で起こるイオンの動態が明らかになるだろう。
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ヘ1
ベl

Fraser (1994)による仮説(マウス精子)

[N 0+] j ↑ー惨 [H+] j↓ー炉 pHjtー静 Ca2+チャネル?

一軒 [Ca2+]i ↑ー傍受1肘

本研究結果から推測される仮説(ブタ精子)

[ Iぐ]e t¥¥叫

---齢脱分極?一一静 JJ英電位依存性 Ca2
+ーチャネル?

[ Iく+]j ↓?~ 

一齢 [Ca2+]i t一幹受精する能力の獲得

[ L:細胞内濃度 [ ] e :細胞外濃度 t :上昇を表す ↓:低下を表す

図3… 2. 受精前に起こる精子に係わるイオンの挙動(仮説)



第 6節要約

本章では、培地成分でもっとも主要な成分である KClとNaClに着目し、それらが精

子の受精能におよぼす影響および作用機序を明らかにすることを日的に行った。

晴乳動物の卵管内 [K+Jは、現在体外受精に用いられている濃度に比較して高く、ま

た、培地の K'がブタ精子の受精能におよぼす影響に関する知見はほとんど見当たらな

いことから、培地中の高い [K寸Eが受精に与える効果を検討した結果、精子侵入卵子率

を高め、この効果は、精子の受精能を高めているためであることが示された。さらに、

[Kつョは精子の [Ca
2つiを高めることで、受精能を上昇させていることが推測された

(第 2節)。さらに、受精時の K'の必要性を明らかにするため、 [KつE を(底下させた、

あるいは K'欠如の精子の前培養培地および受精培地を用いて体外受精を行った結果、

精子の前培養培地における K'の存在に係わらず、受精時の [Kつs が低くなるにしたが

い、精子侵入卵子率が低下する傾向が見られ、 K'欠如受精培地中では、ほとんどの卵

子は精子の侵入を受けていなかったことから、受精時に細胞外の Kヤは必要であること

が示された。さらに、精子の受精能におよぼす K'の作用が K-:-チャネルを介している

ものかを調べるため、 Kヤチャネル阻害剤を添加した受精培地を用いて体外受精を行っ

たところ、精子侵入卵子率は低下したことから、精子の受精能におよぼす K+の作用は、

K十チャネルを経由した K-:-の細抱外への移動が関係していることが示唆された(第3節)。

また、培地中の NaCl濃度が精子の卵子への侵入能におよぼす影響を明らかにするため、

NaCl濃度を変えた受精培地を用いて体外受精を行ない、受精培地中の NaCl濃度が 70

から 120mMの範囲では、濃度の違いによる精子の卵子への侵入能への影響は少ない

ことが示された。 NaClおよび KClを無添加あるいは高濃度添加した培地、さらに、高

濃度添加した培地と間程度の浸透圧にした培地を用いて、これらの塩類が精子の卵子へ

の侵入能におよぼす影響を調べたところ、高濃度 KClを含む培地では、精子の卵子へ

の侵入能は高められていることが明らかになり、この場合に用いた培地と同程度の浸透

圧を持つ培地では効果が認められなかったことから、第2節で得られた効果、すなわち、
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高[K五培地で精子侵入卵子率が高まったのは、浸透正調整のために低下させた NaCl

濃度の影響ではなく、高 [K~J e自体の効果であることが示唆された。また、低濃度の

NaClと高濃度の KClを含む培地で精子の侵入能は高められたことから、低濃度 NaCl

と高濃度 KCl濃度の組み合わせが精子の卵子への畏入能を効果的に高めていることが

明らかになった(第4節)。以上のことから、ブタ精子の受精においては、 K+は卵子

への侵入に不可欠であり、 [Kづεを高めることで卵子への侵入能力を高めていることが

示された。その効果は、細胞外 [Kつ巴が高い場合、あるいは、 K守チャネルを介して Kー

が細胞外に流出することによって脱分極が起こり、膜電位依存性の Ca2+チャネルが活

性化され、 [Cahiが上昇することで精子は卵子に霞入する能力を得ることが示唆された。
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第4章 受精培地の構成成分が精子の受精能におよぼす効果

第 l節緒言

ブタ体外受精に用いられている培地として、 mKRB(Nagai et a1.， 1984)、BO(Nagai 

et a1.， 1988)、mTBM(Abeydeera & Day， 1997)、TC1'd199CWang et a1.， 1991)、

mTyrode (Yoshida et a1.， 1993)など、いくつかの種類のものが報告されている。体外

受精用の培地に必要な条件は、精子および卵子を受精に適した状態にさせることである。

顕微受精 (1CS1)など、の人為的操作による補助的手段を用いない場合には、精子の運動性

を維持させ、受精能を獲得させるとともに、精子を卵子と接触させ、細胞質内に侵入さ

せる必要がある。さらに、培地中に存在する精子や卵子に有害な物質を除去あるいは無

害化させ、適切な pHを維持し、細胞の代謝に必要な成分を含んでいる必要がある。体

外受精に用いられている培地は、精子および卵子の生理的な機能を維持するための塩類

(イオン)、エネルギー源、および血清や血清アルブミンなどのタンパク質を含んでい

る。

重炭酸/COっ緩衝系は、体外受精に使用する培地に広く用いられている。また、卵管

内腔液は高濃度の重炭酸を含み (Hamner，1973; Brackett & ¥Iastroianni， 1974; Maas 

et a1.， 1977)、精子の活力と代謝を高める効果のあることが報告されている (Hamner

& vVilliams， 1964， Murdoch & vVhite， 1971; Garbers et a1.， 1982; Tajima et a1.， 

1987)。さらに、重炭酸は、マウス精子が受精するために必須であり (Lee& Storey， 

1986)、モルモットの受精を促進すること (Bhattacharyya& Yanagimachi， 1988)、

ハムスター精子の活力、先体反応、透明帯への侵入を促進し (Boatman& Robbins， 

1991)、マウス精子の超活性化を高めていること (Neil& Olds-Clarke， 1987)、などが

示されている。しかし、家畜では、受精時における重炭酸の重要性については検討され

ていない。一方、重炭酸の必要性に関する実験を行うことは、非常に複雑となる

(Umbreit， 1957)。まず、重炭酸溶液はアルカリ性を示すため、生理的な pHを得るに
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は、溶液を COzガスで平衡にする必要がある。気相中の COz濃度が一定の条件では溶

液の pHは、重炭酸濃度に依存する。すなわち、重炭酸濃度が高くなると、 pHは高ま

る。したがって、目的とする pHは、気棺条件が一定である場合には、ある特定の COっ

濃度で得ることができる。それ以外の重炭酸濃度を用い、最終的な pHをNaOHある

いは HClで調整したとき、 Henderson-Hasselbalch等式にしたがって自動的な調節

が行われる。この調節は、 COっガスが溶液に溶け込んだ場合に重炭酸イオンと水素イオ

ンが生成する、あるいは、 COzの分解や損失が起こった場合に重炭酸イオンが COつに

なる反感によるものである(図 4-1)。温度も、このシステムの平衡に影響を与える

ため、最終的な pHや重炭酸濃度に対しても影響を与える。他の培地成分による緩衝作

用を考慮に入れると、さらに複雑になる。もし、培地の pHが、重炭酸濃度による平構

状態に達していない場合、重炭酸の分解あるいは COつの培地中への吸収が平衡に達成

するまで続く。このように、培地の平衡時の重炭酸濃度と pHは、最初の重炭酸濃度の

みではなく、気相の COっ濃度と温度にも依存している。これらをすべて厳密に調節し

ない場合、重炭酸塩の添加の有無による精子の受精能におよぼす効果の比較は、 pHの

差異による影響を受け、正確ではなくなる。

晴乳動物細胞の体外培養では、培地への添加物として、血清としてウシ胎仔血清

(FCS)あるいは血清アルブミンとしてウシ血清アルブミン(BSA)などが比較的よく用い

られる。ブタの体外受精に用いる培地には、 BSACrアoshidaet al.， 1990; Nag必etal.， 

1984; Nagai et al.， 1988)や、血清 (Wanget al.， 1992; Rath， 1992)を添加している。

血清と同様に、アルブミンには未知の成分が含まれ、これらの成分のロットによる差が

細胞の生存性などに異なる効果をおよぼす原因になる。また、そのために、いくつかの

物質が体外受精結果に影響をおよぼす種々の要因解析を困難にする。一方、受精の場に

存在する体細胞が体外受精結果に与える影響について調べられており、ブタでは卵子に

付着した卵丘、頼粒層細胞は精子の卵子への侵入を促進させてはいない結果をKikuchi

ら(1993)が報告している。また、 MahadevanとTrounson(1985)は、ヒトでは卵子

の卵丘細胞の有無による精子侵入卵子率に差がないことを示している。しかし、卵丘
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細胞の存在下でハムスター精子の卵子への侵入率が上昇したことを G"¥vatkinら(1972)

は報告している。これらの精子の卵子への侵入等に与える効果を検討するためには、ア

ルブミンなどのタンパク質が無く、かつ他の細胞が存在しない条件で体外受精を行うこ

とが望ましい。また、たとえば、精子と卵子との相互作用に果たす透明帯あるいは細胞

膜上のタンパク質の役蔀を解析する場合などに、タンパク質を添加していない培地を有

効に用いることができる。第 2章の結果からは、前培養時の BSAは精子の卵子への侵

入には影響を与えていないことが部分的に明らかになった。しかし、受精時の BSAの

必要性については調べておらず、詳細に検討する必要がある。

以上のことから、本章では、体外受精に用いる培地が、精子の卵子への侵入におよぼ

す影響を明らかにするため、培地成分の中で、重炭酸、およびタンパク質 (BSA)に着目

し、それらの体外受精時における必要性を観察し、さらに、基礎となる培地の比較を行っ

た。
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第2節 重炭酸が精子の受精能におよぼす影響

本節では、体外受精時の培地中の重炭酸の必要性について調べた。重炭酸塩を添加あ

るいは無添加で浸透圧と pHを可能なかぎり同程度にした培地を用い、体外受精結果に

与える影響を見た。重炭酸が受精におよぼす影響を見るとともに、細胞の機能を損なわ

ないと考えられ、広く用いられている緩衝剤である Hepes(Ferguson et a1.， 1980)、

および¥ブタ体外受精に効果的とされるカフェイン (Wanget a1.， 1991)が精子の卵子

への侵入におよぼす影響を観察した。

1.材料および、方法

精子および卵子の準備

精子は、デ、ュロック、大ヨーク、ランドレースの雄ブタから採取した射出液状保存精

液由来のものを用いた。卵子は、第2章第2節の方法にしたがって準備した。

体外受精培地

精子の前培養培地および受精培地は、修正タイロード溶液を基本にした PM-BSA、

および、FM-BSAを用いた。精子の前培養は p日を 7.8に調整した前培養培地で、体外

受精は pHを7.4に調整した受精培地で行った。重炭酸塩を含む培地は 5%COっ、およ

び含まない培地は、 COっガスを導入しない気相(大気中)で平衡にした(表4-1)。

体外受精

精子の前培養は、 390Cで1.5時間行った。前培養は精子濃度4X 108 cells/mlで行い、

前培養後の精子を卵子と 6時間共培養した。共培養時の精子濃度は、 1x 100 cells/ml 

とした。精子と卵子の共培養終了後、 Br.，!fOC-2で4時間培養した。

84 



表4--1.体外受精に用いた培地組成，r

前培養培地 (Pl¥II) 受精j当地 (FM)

培地成分 B-PM BH-PM H-PM B-FM BC-FM BI-IC-FM H-FM I-IC-FIvJ 

αコ NaHC03 40 40 15 15 15 
。l

20 20 20 20 20 I-Iepes 

iコ1-1土 SE 7.82土0.06 7.86土0.05 7.80:t0.02 7.31:t0.03 7.28土0.02 7.33土0.06 7.36土0.02 7.36:t0.C)1 

CaC12 2 2 2 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6 

カフェイン 2 2 2 

NaCl 95 70 112 113 112 96 112 111 

BSA (rng / ml) 
。，、》

3 3 5 5 5 5 5 

，r 組成の濃度は、特に脂定のある場合以外は mM で表記。本表に記載してある以外の組成は、付表 5 および 7 の組成去にしたがった共通の濃度の損1~WJf
を合む



実験1.重炭酸が精子の受精能におよぼす影響

本実験では、精子の前培養および受精時における霊炭酸、さらに受精時のカフェイン

が精子の卵子への侵入能におよぼす影響を明らかにすることを目的として行った。重炭

酸塩 (B-PM)、あるいは Hepesを含む(重炭酸塩無添加)前培養培地 (H-P!¥Dで精子

の前培養を行った。 H-PMで前培養した精子は、カフェイン無添加の Hepesを含む受

精培地(日-FM)、2mMカフェインと Hepesを含む受精培地 (HC-FM)、および重炭酸

塩とカフェインを含む受精培地 (BC-FM)で卵子と共培養した。 B-PMで前培養した精

子は、 BC-Fj¥1で卵子と共培養した。

実験2.Hepesが精子の受精能におよぼす影響

実験 1で、 Hepes添加の受精培地である H-FMおよび日C-FMで見られた低い精子

侵入卵子率は、 Hepesに精子の卵子への侵入を阻害する作用があることが原困であっ

た可能性がある。したがって、本実験では、精子を重炭酸塩および、 Hepesの両者を含

む(BH-PM)、あるいは Hepesを含まない前培養培地 (B-PM)で前培養し、 BH-PMで

前培養した精子は璽炭酸塩と Hepesおよびカフェインを含む受精培地 (BHC-FM)、ま

た、 B-PMで前培養した精子は BC-FMで受精させ、 Hepesに精子の卵子への侵入を

祖害する作用があるかどうかについて検討した。

実験 3.カフェインが精子の受精能におよぼす影響

実験 1で、重炭酸塩を受精培地に添加していない場合、カフェイン単独で、は精子侵入

卵子率を高めなかったので、重炭酸の存在下でのカフェインの効果を改めて再度確認し

た。精子は、 H-PM中で前培養を行い、受精は、 2mMカフェイン添加 (BC-FM)、お

よび無添加培地 (B-FM)で行った。本実験に用いた精子は、実験 1， 2とは異なった 2

頭の雄(1， J) 由来の精子を用いた。予備試験の結果、高い精子侵入卵子率を示してい

たので、受精時の精子濃度は、 1-3X 104 cells/mlで行った。
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2. 結果

( 1 )重炭酸が精子の受精能におよぼす影響(実験 1) 

重炭酸塩無添加培地を使用した受精培地 (H-FM，HC-Ff.-.;J)に比較して、重炭酸塩添

加培地を使用した場合、精子侵入卵子率は高く、単精子侵入率は低かった。受精時に重

炭酸が存在している場合 (BC-FM)、前培養時の重炭酸の有無 (H-PM，B-PM)による差

は、精子侵入卵子率、単精子侵入率、平均侵入精子数ともに見られなかったことから、

重炭酸塩の培地への添加は受精時に必要であるといえる。重炭酸塩を含まない受精培地

では、カフェインを添加した場合 (HC-FM)であっても精子侵入卵子率は改善されなかっ

た(表4-2)。

表4-1に示したように、測定した BC-FMの平均 pH値は、日-FM，HC-FMのpH

値よりもわずかに低い値を示した。受精培地はオイルで覆って使用したため、受精終了

後の培地の pHを測定しなかったが、フェノールレッドの色調から判断する限り、これ

らの培地の pHに差は認められなかった。表には示していないが、精子の前培養前後の

B-PMとH-PMのpHの測定から、これらの培地問に緩衝能の差はないことが明らか

になった。したがって、培地中の重炭酸の有無による精子侵入卵子率の差は pHの違い

によるものではないといえる。

(2) Hepesが精子の受精能におよぼす影響(実験 2) 

実験 lで、重炭酸塩添加培地に比較して、 Hepes添加培地では低い精子侵入卵子率

を示したことから、 Hepesに精子の受精能を随害する作用が考えられたた。そのため

重炭酸と Hepesの両方を含む培地を用いて、日epesの阻害作用があるかを検討した。

その結果、表 4-3に示した通り、重炭酸のみ (B-PM→BC-FM)、あるいは重炭酸と

Hepesを含む培地 (BH-PM→BHC-FM)のどちらの培地を用いた場合でも、すべての

卵子に精子の侵入が見られた。すなわち、日epesが精子の卵子への侵入を担害してい

る作用は見られなかった。したがって、実験 lで Hepes添加培地(日-FMおよび日C-
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表 4-2.精子の卵子への侵入におよぼす重炭酸の影響

培地5 卵子数(%)
平均侵入

前培養→受精 供試T 精子侵入 単精子侵入 精子数土 SD

日-PM-→ H-FM 163 5 ( 3.1)a 5 000.0) a 1.0土0.0

H-PM→ HC-FM 146 1 ( 0.7) a 1 (lOO.O)a 1.0土0.0

H-PM→ BC-FM 84 58 (69.0) b 6 (10.mb 5.1土2.5

B-PM→ BC-FM 154 100 (64.9) b 22 (22.0) b 5.0士4.3

5精子の前培養および受精培地

守卵核胞崩壊卵子

a， b，c同一項目内の異なる肩文字を持つ値間に有意差あり CP< 0.05) 

表 4-3.培地への Hepesの添加が精子の卵子への

侵入におよぼす影響

地協同
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一
一
一
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一
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培
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子
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前
日
間
一
同
品
市

卵子数(%)

供試有 精子侵入

53 53 (100.0) 

60 60 000.0) 
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FM)に比較して重炭酸を含む培地 (BC-FM)で示した高い精子侵入卵子率は、 Hepesの

存在による臨害効果 (H-FMおよび HC-FM)ではなく、重炭酸の促進効果 mC-FM)で

あることが明らかになった。

( 3 )カフェインが精子の受精能におよぼす影響(実験 3) 

実験 lで、重炭酸が存在しない場合に、カフェインが精子侵入卵子率を高める効果を

示さなかったため、本実験では、重炭酸の存在下でカフェインが精子侵入卵子率におよ

ぼす効果を検討した。雄の違いによる結果に差が見られたので、それぞれの雄ごとに表

4-4に示した。どちらの雄の精子についても受精培地 BC-FMで高い精子侵入卵子率

を示し、同時に多精子侵入率も増加させていたことから、重炭酸の存在下でカフェイン

には明らかに受精能を促進する効果があることが明らかになった。一方、カフェイン無

添加培地を用いた場合、雄J精子は非常に低い精子侵入率を示したが(3%)、雄I精子は、

それに比較して高い値を示し (22%)、また、単精子侵入率はどちらも間程度であった。

雄iの精子は雄Jの精子に比較して BC-FM中で高い受精能を持っており(雄 1:84%，雄

J: 58.6%)、また、多精子侵入率も雄Jの精子よりも雄 iの精子のほうが高かった。カフェ

イン添加の有無にかかわらず、雄 i精子は、雄J精子に比較して高い精子侵入卵子率を

示していた。

顕微鏡を用いた肉眼検査による、精子と卵子の共培養前および共培養後の精子活力は、

どちらの時点でもカフェイン添加培地中での活力のほうが高かった(表4-5)。しか

し、いずれの培地での精子活力とも雄間で差がなく、精子活力と精子侵入卵子率との関

連性は認められなかった。

( 4) 結果の要約

本節では、精子の受精能におよぼす培地中の重炭酸の効果について検討した。浸透圧

およびpHを厳密に調節した培地を用い、重炭酸塩の添加の有無による精子の卵子への

侵入能を調べたところ、受精時に重炭酸が存在している場合には、高い精子侵入卵子率
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表4-4.重炭酸の存在下でカフェインが精子の卵子への侵入におよぼす影響

培地g

前 培 養→ 受精 ま住

H-PM→ BC-FM 

H-PM→ B-FM 

日-PM→ BC-Fivf

H-PM→ B-FM 

5精子の前培養および受精培地

学卵核胞崩壊卵子

J 

J 

供試T

178 
184 

133 
142 

卵子数(%)

精子侵入 単精子侵入

149 (83.7)a 34 (22.8) a 
41 (22.3) b 37 (90.2) b 

78 (58.6) C 47 (60.3)C 
4 ( 2.8)d 4 (100.0)bc 

a， b，c，d同一項目内の異なる寛文字を持つ値間に有意差あり CP<O.05)

表4-5. カフェインが精子の活力におよぼす影響

受精培地に導入直後

共培養6時間後

雄 l 雄 J

B-FM BC-FM B-Fi¥il BC-FM 

71.3太6.3 83.8土6.3本 75.0土5.8 91.3土4.8料

70.0土7.1 86.9土4.6料* 69.4土6.8 87.5:t6.0*料

ネ Pく 0.05，村 Pく 0.01，料*Pく 0.001:カフェイン無添加区に比較して有意差あり
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を示したが、重炭酸が:存在しない場合には、卵子への精子の侵入はほとんど見られなかっ

た。したがって、重炭酸は精子の受精能を促進する効果を持つことが明らかになった

(実験 1)。しかしながら、実験 lでは、重炭酸のない培地には、培地に緩衝作用を持

たせるために Hepesを培地に添加している。このため、重炭酸無添加培地で見られた

抵い精子侵入卵子率は、日epesの作用による阻害の可能性がある。 Hepesが精子の卵

子への侵入におよぼす効果を検討するため、続いて重炭酸と Hepesが含まれている培

地を用いて体外受精を行った。その結果、培地に Hepesが含まれている場合であって

も、精子侵入卵子率は低くはならなかった。このことから、 Hepesは精子の受精能を

阻害することはなく、実験 lの結果は、重炭酸が精子の受精能を高めていることを示し

ている(実験 2)。さらに、実験 lで、重炭酸が存在している場合のみカフェインが

子の受精能を高めていた。カフェインと重炭酸の相互作用について検討するため、重炭

酸の存在下でカフェインが精子侵入卵子率におよぼす影響について観察した。カフェイ

ンを添加していない霊炭酸を含む培地を用いた場合に比較して、明らかにカフェイン添

加培地では重炭酸の存在下で精子侵入卵子率を高めており、カフェインは単独ではその

効果はなく重炭酸との協調作用であることが示唆された(実験 3)。
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第3節 体外受精時のタンパク質の必要性

体外受精に用いる培地には、ウシ血清アルブミン (BSA)やウシ胎仔由清 (FCS)など

のタンパク質あるいはタンパク質を豊富に含む物質が添加されている。一方、これらの

タンパク質がブタ精子の卵子への侵入能におよぼす効果を検討している研究は見当たら

ない。さらに、各種タンパク質が精子および卵子におよぼす効果を検討するためには、

タンパク質を添加しない培地を用いて体外受精を行う必要がある。このため、精子の卵

子への侵入にタンパク質が必要であるかどうかを明らかにする必要がある。そこで本節

では、精子の前培養および受精培地中のタンパク質が精子の受精能におよぼす効果を調

べ、さらに、タンパク質を添加しない培地を用いて、卵丘細胞が精子の卵子への侵入

におよぼす影響について検討した。

1.材料および方法

卵子および、精子は第 2章第2節の方法に準じて準備した。精子は液状保存射出精液由

来の精子を用いた。また、精子の前培養および受精には、修正タイロード溶液を基本と

した培地を使用した。精子の洗浄は WS-BSAを用いて行い、前培養は1.5時間、精子

濃度、 1X 108 cells/mlで、行った。受精のための培養は 8時間行った。

実験 1.受精培地中のタンパク質が精子の受精能におよぼす影響

精子の前培養は、 3mg/mlBSAを含む培地(伊PM-祉vl叶仕寸寸1-司"鴫一句-命句蜘句-司句-句

子は、受精培地で2回遠心(1，500x g)、洗浄した。受精培地へのタンパク質の添加効

果を見るため、洗浄の終了した精子を 5種類の各受精培地 (FM)で希釈後、卵子の入っ

ているそれぞれの培地に導入した。各 FMには以下のようにタンパク質、タンパク質を

豊富に含む物質、あるいは合成高分子を添加した。 1)5 mg/ml BSA (Noλ-4503， 

Fraction V， Lot No. 107F-0052: Sigma) (FM-BSA)， 2) 10% (v /v) FCS (Batch No. 
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19397: Filtron， Brooklyn， Australia) (FM-FCS)， 3) 5 mg/ml PVA (FM-PVA)， 4) 5 

mg/ml PVP (FM-PVP)および 5)合成高分子およびタンバク質等を含まないもの

(FM-Free)。精子と卵子の共培養中の精子濃度は 1-3x104 cells/mlに設定した。

実験 2.精子の前培養時のタンパク質 (BSA)の必要性

前培養培地中のタンパク質が精子の受精能におよぼす効果を検討するため、 2種類の

前培養培地、すなわち 3mg/mlのPVAを含み、タンパク質を含まない PM-PVA、ま

たは、タンパク質として 3mg/mlの BSAを含む PM-BSA中で前培養を行った。前培

養終了後、 2種類の受精培地、 Fl¥I-PVAまたは FM-BSA中で精子と卵子の共培養を行っ

た。受精時の精子濃度は 1-3x 104 cells/mlに設定した。

実験 3. タンパク質 (BSA)および、精子濃度が精子の卵子への侵入におよぼす影響

実験 lで、タンパク質を添加していない培地を用いた場合、添加した培地を用いた場

合に比較して低い精子侵入卵子率を示した。受精時の精子濃度は、精子侵入卵子率に影

を与えることが知られている。このため、本実験は、タンパク質 (BSA)の有無およ

び卵子と精子の共培養時の精子濃度が、精子の卵子への侵入におよぼす影響を明らかに

し、タンパク質無添加培地で高い精子侵入卵子率を得ることができるかを調べる目的で

行った。精子の洗浄には¥rVS-BSAを、前培養には PM-BSAを用いた。前培養の終了し

た精子を洗浄後、 3種の受精培地、 FM-PVA、FM-Freeまたは FM-・BSAに導入し、

卵子との共培養を行った。精子と卵子の共培養時の精子濃度を、 1X 104 cells/mlおよ

び 1X 106 cells/mlとした。

実験4. タンパク質 (BSA)および卵丘細胞が精子の受精能におよぼす影響

本実験は、受精時のタンパク質 (BSA)および卵E細胞が精子の受精能におよぼす影

響を明らかにするために行った。卵丘細胞剥離卵子は、成熟培養の終了した卵胞卵子を

0.1%のヒアルロニダーゼを含むWS-PVAで処理後、 WS-P'v'Aで洗浄して準備した。
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また、卵丘縮胞の効果を見るため、卵丘細胞を除去していない卵子を同時に準備した。

精子の前培養は PM-PVA中で行った後に受精培地に導入し、卵子との共培養を行った。

受精培地として FM-PVAおよび FM-BSAの2種を用い、精子と卵子の共培養時の

BSAおよび、卵丘細胞の有無が、精子の卵子への侵入におよぼす影響を調べた。精子と

卵子の共培養時の精子濃度は 1-3x 10、cells/mlに設定した。

2.結果

( 1 )受精培地中のタンパク質が精子の受精能におよぼす影響(実験 1) 

合成高分子 (PVA，PVP)およびタンパク質 (BSA，FCS)が精子の受精能におよぼす影

響を明らかにするため、これらを添加した受精培地を用いて体外受精を行った。その結

果、タンパク質添加培地 (FM-BSA:77%および FM-FCS:57%)に比較して、タンパク

質無添加培地中での精子侵入卵子率は低かった(それぞれ FM-Free，FM-PV Aおよび、

FM-PVPで 14，19および27%)。また、単精子侵入率は FM-Free，FM-PVAおよび

FM-PVPの問、あるいは FM-BSAおよび FM-FCSの間には差はなく、 FM-BSAおよ

びFM-FCSに比較して FM-Free，FM-PV Aおよび Fl，I-PVPで有意に高かった。単精

子効率は FM-PVPで FM-Free，FM-BSAおよび FM-FCSよりも高い値を示した。こ

れらの結果から、タンパク質が培地に添加されている場合、精子の受精能を高め、また、

単精子侵入を減少させることが示された。 FCSに比較して BSAに特にその効果が強く

見られた。同時に、タンパク質添加培地に比較して低率ではあるが、合成高分子を添加

した培地を用いた場合でも、精子は卵子に侵入できることが明らかになった(表4-6)。

( 2 )精子の前培養時のタンパク質 (BSA)の必要性(実験 2)

実験 lで得られた結果から、受精時に BSAが存在することで精子の受精能が高めら

れていること、タンパク質を添加せず、合成高分子を添加した培地を用いた場合であっ

ても精子は卵子に侵入できることが示された。しかし、 FM-Freeでは、卵子がシャー
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表4-6. 受精培地中のタンパク質および、合成高分子が精子の卵子への侵入に

およぼす影響

卵子数(%)

受精培地 {共試写 精子侵入 単精子侵入 単精子効率

FM-Free 140 19 (13.6)a 18 (94.7)a 12.9a 

FM-PV八 140 27 (19.3) ab 23 (85.2) a 16.4ab 

FM-PVP 136 36 (26.5) b 33 (91. 7) a 24.3b 

FM-BSA 274 212 (77.4) C 37 (17.5)b l3.5a 

FM-FCS 143 82 (57.3) d 17 (20.7) b l1.9a 

竹供試卵子は、卵核胞崩壊卵子を用いた

a， b，c，d向一項目内の異なる肩文字を持つ値聞に有意差あり (P< 0.05) 

表4-7. 培地中の PVAおよび、 BSAが精子の受精能におよぼす影響

培地

前培養 受精

PM-PVA FM-PVA 

FM-BSA 

P]¥v'I-BSA FM-PVA 

FM-BSA 

侵入/供試卵子数件

27/132 

119/136 

30/142 

122/136 

ご供試卵子は、卵核胞崩壊卵子を用いた

精子侵入卵子率

(範盟)

20.5 (16-25)a 

87.5 (80-96)b 

21.1 (20-22)a 

89.7 (84-96)b 

a， b同一項目内の異なる肩文字を持つ僅間に有意差あり (P<O.05)
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単精子侵入

卵子数(%)

22 (81.5)a 

25 C21.O)b 

26 (86.7)a 

17 (13.9)b 



レおよび操作用ガラスピペットの表面に接着しやすく、取り扱いが国難であった。本実

験では、精子の前培養時のタンパク質および、合成高分子の効果を見るため、精子の前培

養培地として PM-BSA、あるいは BSAをPVAで置換した PM-PVAを、受精培地と

して FM-BSAあるいは FM-PVAを用いて体外受精を行ったっ表4-7に示されるよ

うに、 受精培地に FM-PVAを使用した場合、 PrvνfトPVAあるいは PM.一一句司悶鴫叩-司鴫鴫句a揃.嶋.

た精子の精子侵入卵子率はいずれも 2幻1%であり、また、受精培地が Fi¥f-BSAの時、

PM-PVAあるいは PM-BSAで前培養した精子は、それぞれ 88%、および 90%の精子

侵入卵子率を示した。したがって、精子の卵子へのd侵入能は、受精培地中の BSAの有

無による影響を強く受け、精子の前培養中の BSAの有無による差異はなかった (P<

0.05)。単精子侵入率は、精子の前培養培地の違いによる差は見られず、受精培地の違

いによって精子侵入卵子率と逆の傾向を示し、 Flvf-PVAで受精を行った場合は、

FM-BSAで行った場合に比較して高しミ値を示した。

( 3 )タンパク質 (BSA)および、精子濃度が精子の卵子への侵入におよぼす影響(実験 3)

本実験は、タンパク質(BSA)および、精子濃度が精子の卵子への侵入におよぼす影響を

明らかにする臣的で、 PVAあるいは BSAを添加した受精培地 (FM-PVA，FM-BSA)、

およびタンパク質、合成高分子等を添加していない受精培地 (FM-Free)を用いて異な

る精子濃度で体外受精を行い、精子の卵子への侵入状況を見た。その結果、精子と卵子

の共培養時の精子濃度を、 1X 104 cells/mlから 1X 106 cells，々nlに高めることで、精

子侵入卵子率は脊意に上昇した (P<0.05)。合成高分子およびタンパク質の両者を添加

していない培地 CFM-Free)では、精子濃度が 1X 104 cells/mlの時には卵子への精子

の侵入は認められなかったが、 1 X 106 cells/mlでは 350
0の卵子に精子の侵入が見られ

た。 FM-PVAおよびFM-BSAにおいても同様の傾向が認められ、 1X 104 cells/mlで

受精を行った場合の精子侵入卵子率は、 FM-PVAおよびFlvf-BSAでそれぞれ 13%、

44%であり、 1x106 cells/mlの場合には、それぞれ 69%、75%に上昇した(図4-2)。

したがって、タンパク質 (BSA)を添加していない受精培地を用いた場合でも、受精時
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の精子濃度を高めることで、精子侵入卵子率を高めることができた。

(4) タンパク質 (BSA)および卵丘細胞が精子の受精能におよぼす影響(実験4)

精子の卵子への侵入におよぼすタンパク質および卵丘細胞の効果を見るため、 BSA

添加あるいは無添加 (PVA添加)受精培地を用いて、それぞれ卵丘細胞剥離および付

着卵子卵子への精子の侵入状況を観察した。その結果、卵丘細胞の有無は、精子侵入卵

子率、単精子侵入率、および平均侵入精子数には影響を与えていなかったが、培地に添

加した BSAあるいは PVAを添加した培地問で差が見られた (P<0.05)。精子侵入卵子

率、単精子侵入率、および平均侵入精子数は、 FM-PVAでは、卵丘細胞剥離のそれぞ

れ9，88?~および1. 1、卵丘細胞付着卵子では、それぞれ 17 ， 769~ および1.3 で有意差

はなかった。 FM-BSAでは、卵丘細胞剥離および付着卵子を用いた場合のそれぞれの

値は、 78，31%および4.3(卵丘細胞剥離卵子)、 81， 21%および4.3(卵丘細胞付着

卵子)で有意差はなかった。いずれの値も、卵丘細胞の有無による差は認められず、

PVAを添加した培地を用いた場合には、 BSAを添加した培地を用いた場合に比較して、

精子侵入卵子率は低く、単精子侵入率は高く、平均侵入精子数は少ない傾向が見られた。

したがって、卵子を取り屈んでいる卵丘細胞の有無は、精子の卵子への侵入能に影響せ

ず、一方、タンパク質 (BSA) を添加した受精培地は、合成高分子 (PVA)を添加した

培地に比較して、その侵入能を高める効果が認められた(表4-8)。

( 5 )結果の要約

本節では、体外受精に用いる培地に広汎に添加されているタンパク質が精子の卵子へ

の侵入におよぼす効果を明らかにすることを目的として行った。まず、もっとも一般的

に用いられているウシ血清アルブミン(BSA)、あるいは種々のタンパク質を含んでいる

溶液であるウシ胎仔血清 (FCS)、合成高分子である PVAおよびPVPを受精培地に添

加し、その効果を検討した。 BSAおよび FCSを含んでいる培地に比較して合成高分子

を含む培地あるいはそれらを含まない培地を用いた場合に精子の卵子への侵入能は低い
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受精時の精子濃度:

a 

学(0/82)(28/80) 

FM-Free 

口:1x 104 ceUs/ml 

盟 :1x 106 ceUs/ml 

d 

(11/88) (62/90) 

FM-PVA 

受精培地

d 

(34/77) (61/81) 

Frd-BSA 

関4-2. タンパク質 (BSA)および精子濃度が精子の卵子への侵入におよぼす影響

PM-BSA中で前培養を行った精子と体外成熟培養を行った卵子とを、 5mg/ml PVAあるいは BSA

を添加した受精培地(それぞれ FM-PVA および FM-BSAにあるいはそれらを添加しない受精培地

CFM-Free)中で共培養した3 共培養時の精子濃度は、 1X 104
あるいは 1x 10o cells/mlとし、培地

に添加するタンパク質 (BS必および合成高分子 CPVA)が、異なる精子濃度での精子の卵子への侵入

におよぼす影響を調べた。値は、平均値:!:SEで表示したロ

"'"'"C )内は、精子侵入卵子数/卵核胞崩壊供試卵子数

a， b，c，d問一項目内の異なる肩文字を持つ値間に有意差あり CP<0.(5) 

表4-8. タンパク質 (BSA)および卵丘細胞が精子の受精能におよぼす影響

卵丘 精子侵入卵子数精子侵入卵子率 単精子侵入 平均侵入

受精培地 細胞s/供試卵子数ご (範圏) 卵子数 (90) 精子数土 SE

FM-PVA 17/196 8.7 (2-20)a 15 (88.2) a 1.1土O.la

十 33/198 16.7 (2-28)a 25 (75.8) a 1.3土0.1a 
FM-BSA 146/187 78.1 (50-100)b 45 (30.8) b 4.3土0.3b

十 153/188 81.4 (57-100)b 32 (20.9) b 4.3::t0.3 b 

s-:卵丘細胞剥離卵子、+:卵正細胞付着卵子

字供試卵子は、卵核胞崩壊卵子を用いた

a， b間一項目内の異なる肩文字を持つ値間に有意差あり CP<0.05)
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ことが示され、培地への添加タンパク質が精子の受精能を高めていること、また一方で、

タンパク質に換えて合成高分子を添加した培地においても低率ながらも精子は卵子に侵

入可能であることが明らかになった(実験 1)。次に、精子の前培養時のタンパク質

(BSA)および合成高分子 (PVA)の効果を見るため、精子の前培養培地および受精培地

にそれぞれ BSAあるいは PVAを添加して体外受精を行った。その結果、精子の卵子

への侵入能は、受精培地中の BSAの有無による影響を強く受け、精子の前培養中の

BSAの有無による差異はなく、受精時の BSAが精子の受精能を高めていることが示さ

れた(実験 2)。続いて、タンパク質 (BSA)および、精子濃度が精子の卵子への侵入にお

よぼす効果を検討したところ、精子と卵子の共培養時の精子濃度を高めることで、タン

パク質(BSA) を添加していない受精培地を用いた場合であっても、精子侵入卵子率を

めることができた(実験 3)。さらに、精子の卵子への侵入におよぼすタンパク質お

よび卵E細胞の効果を見た。卵子を取り屈んでいる卵丘細胞の有無による、精子の卵子

への侵入能におよぼす影響はなく、タンパク質 (BSA) の存在による精子の侵入能を上

昇させる効果が認められたのみであった(実験4)。
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第4節 新たな体外受精培地の開発とその有効性

本節では、これまで得られた知見をもとに、最適なブタ体外受精培地を明らかにする

ため、体外受精に適切であると考えられる受精培地を作成し、精子の侵入を指標として、

現在までに報告されている培地と比較した。同時に、精子と卵子の共培養時間と受精培

地の影響を調べた。まず、一般的にブタの体外受精に用いられている mBOと、新たに

開発した受精培地 (Pig-FM)の比較を、続いて異なる精子と卵子の共培養時間での精

子の受精状況を 4種類の培地で比較した。

1.材料および方法

精子の凍結保存と融解

精子は 3頭の受胎能を持つことが確認されている雄ブタから採取し、凍結融解した

射出精液を用いた。採取した精液は Bwangaet a1. (1990)の方法を参考に準備した。精

液を BTS希釈液 (Pursel& Johnson， 1975) (32 OC)で希釈し、徐々に 15Gまで温度を

下げた後、この温度で 3時間保持した。その後、 800 g， 1 0分間の遠心を行い、

を除去し、沈殿した精子を、卵黄とラクトースを含む希釈液で、遠心前の容量まで希釈

した(150C)。精液温度を 2時間かけて 50Cにまで下げ、最終希釈液(卵黄， lactose，

Equex STM [Nova Chemical Sales， 1nc.， Scituate， :NIA， USA]， glyceroDで精子濃度が

1 X 109 cells/mlとなるように希釈した(最終グリセロール濃度:3~h)。希釈後の精液は、

0.5 mlの凍結用プラスチック製ストローに入れ、プログラムフリーザー (Mini

Digitcool1300， 1MV， France)で凍結した (5to -5 oC: 30C/分、 -5to -140 oC: 40 oC/ 

分)。凍結したストロー管は、使用まで液体窒素中で保存した (Eriksson& 

Rodriguez-Martinez，2000)。凍結精液の融解は、第 2章第4節の方法にしたがって行

い、融解した精液は、 4.5mlのvVS-PVAで希釈し、洗浄した (600g， 8分)。
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卵子の準備および体外受精

卵子の準備および体外受精は第 2章第 2節の方法に準じた。卵子の体外成熟培養には

TCM199-FCSを用いて45時間の培養を行った。また、精子の前培養は行わず、受精

には数種類の培地(以下に記載)を使用し、精子濃度は、 2.0X 106 cells/mlに調整し

た。

受精培地

本節では、以下の 5種類の培地を精子と卵子の共培養(受精)培地として用い、精子

の卵子への侵入におよぼす効果を比較した。 1)修正トリス緩衝培地 (modified

Tris-buffered medium: mTBM， Abeydeera & Day， 1997、付表2)、2)修正タイロー

ド溶液 (PM-BSAに同じ)、 3 )修正 BO港液、 4)TCM 199、および 5)新たに開

発した受精培地、 Pig-FMである。 Pig-FMの組成は、表4-9に示した。この培地は、

他の培地に比較して主に NaCl濃度が低く、 KCl濃度が高いこと、およびグルコースを

添加していないことで特徴付けられる。なお、いずれの受精培地も、 8mi¥!I CaC12、2

mlvIピルビン酸ナトリウム、 2mMカフェイン、および5mg/ml BSAを含んでいる。

なお、 mBOのCaCl，濃度は、 2.25mM以上では沈殿を生じるため、 2.25mMとした。

実験l.新たに開発した培地 (Pig-FM)での精子の受精状況

本実験は、新たに開発した受精培地 (Pig-FM)の有効性を検討することを目的として

行った。凍結融解した射出精液由来の精子と 9時間、 Pig-FM中で共培養を行った。

Pig-F1!Iの有効性を見るため、ブタ体外受精に用いる受精培地として比較的広汎に用い

られている mBOを用いて精子の卵子への侵入状況を比較した。

実験2.精子と卵子の共培養時間および受精培地が体外受精結果におよぼす影響

実験 1では Pig-FMとmBOの比較を行ったが、本実験では、さらに 3種の受精培地、
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表4-9. Pig-FMの組成*

組成 濃度 (mM)

NaCl 90.0 

KCl 12.0 

NaHC03 25.0 

CaCb 8.0 

MgSO， 0.5 

NaH2P04 0.5 

Pyruvate 2.0 

Lactate 10.0 

Hepes 10.0 

Caffeine 2.0 

BSA 5 mg/ml 
pH 7.5-7.6 

半この培地は独自に開発したものである
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mTBM，FM-鵬BSAおよびTCM199とPig-FMとの比較を行った。また、精子と卵子の

共培養を 3，6および9時間行い、受精時間と精子の卵子への侵入状況との関係を調べ

た。

2.結果

( 1 )新たに開発した培地 (Pig-FM)での精子の受精状況(実験 1) 

Pig-F¥;Iの有効性を調べるため、ブタ体外受精に比較的広汎に用いられている mBO

とPig-FMの比較を行ったところ、 Pig-FMを用いた場合、 mBOに比較して精子侵入

卵子率は高く (P<0.01)、一方、 子侵入率は低かった (P<0.05)。また、単精子

効率に差は認められなかった。さらに、前核形成率は、 mBOでは O%であったのに対

して、 Pig-FMで約 20%と高い傾向が見られたが統計的有意差は認められなかった

(表4-1 0)。したがって、 Pig-FMは精子の受精能を高めていることが明らかになっ

た。しかし、単精子侵入率は低く、また、単精子効率は mBOと違いがなかったことか

ら、今後、これらを改善していくことが求められる。

(2 )精子と卵子の共培養時間および受精培地が体外受精結果におよぼす影響(実験2)

実験 lで比較に用いた mBO以外にブタの体外受精で用いられている受精培地、

mTBM， FM-BSA， TCM199とPig-Fl'vIとの受精培地の比較を行った。さらに、精子と

卵子の共培養時間を変え、時間経過に伴う各培地での卵子への精子の侵入状況を調べた。

その結果を表4-11に示した。精子侵入卵子率は、培地 (Pく0.01)および共培養時間

(P< 0.01)間で差が認められた。 Pig-FMは高い精子侵入卵子率を示し、比較対照中で

最も高い mTBMとの間にいずれの培養時間でも統計的な有意差は認められなかった。

また、 3時間の共培養時間での精子侵入卵子率は、 6および 9時間区よりも{尽く (P<

0.01)、6と9時間区の間には差は見られず、 FM-BSA以外は6時間で精子の卵子への

侵入はプラトーに達していることが示される。 FM-BSAでは、 9時間まで精子侵入卵
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表4-1 O. Pig-FMあるいは m130で受精させたときの精子の卵子への佼入雫

ハ 精子侵入 単精子・授入

受精培地 供試卵子数日 卵子数(?6) 縦四(?6) 卵子数(%) 範間(%)

Pig-FM 73 6~) (86)(1 

11 (15)b O 円円- u.) 

74 -100 

73 mBO 

1r 4反復の結果

#MII卵子

SMPN:珂t'lt，lii核形成卵子、 M&FPN:rtt((J;iE (iTIIJ)性前核形成卵子

a， b IpJ-~Jm~1 内の314なる宿文字を持つ髄IIf1で有意差あり (P< 0.05) 

14 (22)(1 

10 (gl)b 

0-35 

83 -100 

平均侵入精子数

単結子効率 土SE
19 Z.8:tO.Za 

14 1.1土0.1b 

卵子数 (%)S

MPN M&FPN 

13 (21) 12 (19) 

o ( 0) 0 ( 0) 



表4-11.受精培地および、精子と卵子の共培養時間が精子の卵子への侵入におよぼす影響の比較，r

精子と卵子の 受精 精子侵入 w-精子侵入 平均侵入結子数

共情義11寺1m 培地 供試卵子数打卵子数(%) 組問(?t;) 卵子数(%) 範間(%) 士SE JiL精子効率

3h mT]ヨル 63 23 (37)ab ll-54 15 (G5)agb 50 -100 1.5:!: 0_7 a 24aclg 

FM-BSA 5G 5 ( 9)c 5 -15 5 OOO)ah 100 1.0:!: 0.0 H 91コcf

TCM 199 57 3 ( 5)c 0 -10 30(0)ach 100 1.0:!: 0.0 abcd 5 b 

Pig-FM 50 19 (38)め 1~i -53 H)(84)a 78 -100 1.3:!: 0.8 ad 32 ae 

ト」

49 (83)de 22 (45)b~gi o 6h rnTBM 59 G9 -91 31 -64 1.9:!: 1.0 b 37H 。'-1
~i2 (49)a 

ad 
l.3:!: 0.6 a ~i4ah FM-BSA 65 42 -57 22 (69) 50 -80 

TClv1199 60 19 (32)b 12 -46 10 (53)仁1し:hi ~iO -86 1.5:!: 0.7 ab 仁i l7 ccle 

Pig-FM 47 39 (83)de G8 -100 13 (33)bej 27 -50 2.3ま1.2bcd 28ade 

911 rn'口ヨM 64 50 (78)de 59 -9G 17 (34)bej 14 -54 2.0土1.0dc 27ade 

FM-BSA 62 116 (74)d 56 -86 24 (52)仁lehi 28-70 l.8土1.1ae 39
a 

TCI¥1199 60 20 (~-l 3)ab 27 -115 lS (75)ad ci7 -100 1.3:!: O.G a ]つに5ade

Pig-FM 48 43 (90)c 86-JOO 9 (21)0 9 -30 2.4土 1.3CEi 19 cfgll 

情3反復の結果

#MII卵子

aづ!ヨ1一項 I~I 内のb'i~なる宿文字を持つ-fWI I\Jで有意差あり (p く 0.05)



子率が上昇していた。単精子侵入率では、精子侵入率とは逆に Pig-FMとmTBMは、

FM-BSAとTCM199より低く、 Pig-FMとmTBM、および FM-BSAとTCM199と

の間に統計的な有意差はなかった。単精子効率は、 6と9時間の共培養時間による違い

は認められなかった。したがって、 Pig-FMとmTBMは他の培地に比較して精子の卵

子への授入を促進しており、これらの培地を用いた場合、 6時間(以内)の精子と卵子

の共培養で精子の卵子への侵入は完了することが示唆された。また、実験 1と同様に精

子侵入卵子率が高まると単精子受精率は低下する問題を今後解決する必要がある。

( 3 )結果の要約

本節では、新たに開発した受精培地である Pig-FMの有効性を調べるため、ブタ体外

受精に比較的広汎に用いられている受精培地と Pig-FMの比較を行った。 Pig-FMを用

いて体外受精を行った場合、 mBOに比較して精子侵入卵子率は高く、 Pig-FMは精子

の受精能を高めていることが示された(実験 1)。さらに、実験 2では、精子と卵子の

共培養を 3から 9時間、 Pig-FMとmTBM，FM-BSAおよびTCM199を用いて行い、

共培養時間および受精培地を比較した。精子侵入卵子率は、共培養時間および培地の影

響を受けていた。 EvI-BSA以外の受精培地では、 6時間で精子の卵子への侵入はブPラ

トーに達していることが示された。さらに、 Pig-FMとmTB:¥iIは他の培地に比較して

精子の卵子への侵入を促進していた。しかし、これらの培地を用いた場合、単精子侵入

率は低く、今後改善していく必要がある。

106 



第 5節考察

1.精子の受精能に対する重炭酸(イオン)の重要性

本章の結果から、用いた培地の pHを厳密に調整することで pHの変動による結果の

誤差を除去することにより、受精培地に添加した重炭酸塩には精子の受精能を高める効

果のあることが示された。また、カフェインは単独では効果がなく、重炭酸の存在で精

子の受精能を高めることが明らかになった。過去の報告では受精にとっての重炭酸の有

用性が、マウス (Lee& Storey， 1986)や 、 モ ル モ ッ ト (Bhattacharyya& 

Yanagimachi， 1988)、ハムスター(Boatman& Robbins， 1991)で報告されている。そ

して、多くの報告は、重炭酸が精子の活力と代謝を高めていることを示す結果を得てい

る(ウサギ:Hamner & ¥tVil1iams， 1964;ヒツジ:Murdoch & ¥tVhite， 1971;モルモット:

Garbers et a1.， 1982;ブタ:Tajima et a1.， 1987; Okamura et a1.， 1985)。しかし、重炭

酸、 COっ、そして pHの間には密接な相互関連性があるため、以前に示されている重炭

酸の効果は、いくつかの場合、 pHの変化によって引き起こされていた可能性は否めな

い(Salisbury&Lodge， 1962; Mann， 1964; Peterson & Freund， 1973)。したがって、

そのような不確定さを回避することが必要である。本章の実験では、 Umbreit(1957) 

の提唱した理論に基づき、重炭酸/COっ組成を正確に調整した培地を作成した。平衡状

態にある pHは予測値に非常に近いものであった。したがって、重炭酸を添加した受精

培地を用いたときの精子侵入卵子率の上昇は、 pHの要因ではなく、重炭酸塩/COつの

効果である。本章の結果は、 BoatmanとRobbins(1991)の結果と一致しており、彼ら

は重炭酸はハムスター精子の透明帯への侵入を促進したことを示し、重炭酸の作用を受

精能獲得を誘導する函子と解釈している。本研究の結果からは、重炭酸の影響は、明ら

かに精子の前培養時ではなく精子と卵子の共培養時に作用しており、また、卵子に対し

てよりも精子に対する影響によって重炭酸は受精に作用していると考えられる。すなわ

ち、まず第ーに、精子と卵子の共培養の直前まで、卵子は体外成熟培養時に重炭酸に接

触している。卵子を介した影響が重炭酸無添加培地に移した直後に急激に変わるとは考
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えにくい。第二に、重炭酸は多精子受精率を非常に高めていた。多精子受精率は精子侵

入率と高い相関があり (Kendal1rank相関，P< 0.001， n=10: Campbell， 1974)、多精

子受精の増加は、卵子を取り囲んでいる受精能を獲得した精子の数の増加の結果として

よく説明することができる (Rath，1992)。最も強力な理由として、塩蔵卵子を用いた予

備試験では、卵子がまったく活性を持っていない場合でも、重炭酸は精子の透明帯への

接着や透明帯への侵入を促進していた (Clarke& Harrison， 1993)ことが挙げられる。

いろいろな培地や実験方法がブタ配偶子の体外受精を行うために用いられている

(Hunter， 1990)。重炭酸を含んでいる培地が、ほぼ普遍的に用いられていることに加

えて、一般的に二つの特徴がある。精子と卵子の共培養前に高濃度で精子の前培養を行

うこと、および共培養時にカフェインを用いることである。本研究で、 lから 2日間保

存した液状精液を用いた場合、重炭酸は前培養時には必要ではなかった。前培養に関し

ては、高濃度の精子懸濁液の p日は、代謝によって急激に低下することを強調するべき

である。本研究でも、 4X 108 cel1s/mlで90分間の培養後、培地の pHは7.8から 7.5

に下がっていた。 pH7.8の培地は Cheng(1985)によって開発され、それ以降精子の

前培養培地に多く引用されているが、精子の培養時もその値を維持していたかどうかは

定かではない。培養前に高い pHfi直を示す前培養培地の有効性は、 Cheng(1985)が指

摘しているように、精子の代謝に損害を与える程度まで pHが低下することを避けるた

めだけなのかもしれない。 Hepesなどの緩衝剤を用いることで前培養培地の pHを維

持させ、その時の効果を検討することで、今後前培養時の最適な pHを求めることがで

きるだろう。

カフェインは、 Cheng(1985)が最初に言及して以来、いくつかのグルーフコでブタ体

外受精に用いられている (Wanget a1.， 1991)。本研究では、受精培地中のカフェイン

は重炭酸の存在下で精子侵入を促進していたが、重炭酸がなし i場合には受精を引き起こ

すことはできなかった。これに対し、重炭酸は単独(カフェイン無添加)で受精を成立

させていた。これらの結果は、重炭酸は受精に必要不可欠な成分ではあるが、カフェイ

ンは促進的な効果のみを持つことを示唆する。
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重炭酸とカフェインが、その影響をどのような機構で調節しているのかについては、

現在のところ不明である。どちらもブタ精子の活力を高めることが報告されている(重

炭酸:Tajima et a1.， 1987;カフェイン:Garbers et a1.， 1973; Bamba & Kojima， 1978)。

しかし、両物質(成分)とも、本研究の体外受精に用いた手法と近似した条件下で、ブ

タ精子の細胞膜の不安定化の原因となっているという報告もある (Harrisonet a1.， 

1993)。受精するために、精子は透明帯の表面で先体反応を起こすだけではなく、先体

反応によって放出される酵素の作用と同時に、活力によって透明帯を通る経路を切り開

く必要がある。重炭酸とカフェインは、どちらも類似した役割、すなわち先体反応の準

備において精子の膜を不安定化させ、透明帯への侵入を容易にするために活力を高める

役割を果たしているのかもしれない。その 2つの物質は、類似した機構で作用している

可能性がある。

2. タンパク質の必要性

体外受精時の車清あるいは血清アルブミンの役割は、いまだに未知な部分が多い

(Sidhu & Guraya， 1989)0 Zn2ャイオンは、マウス精子の体外での受精を組害すること

が報告されており (Aonumaet a1.， 1982)、 BSAのひとつの役割として、この Zn2
+ な

どの精子にとって有害な重金罵イオンをキレートする作用があることが考えられている。

Fraser (1984)は、アルブミンの役割として、精子表面に結合した受精を阻害する物質

の除去を挙げており、アルブミンのない状態では先体反応が比較的緩慢に起こるのでは

ないかと推測している。本研究では、アルブミン無添加培地を用いた場合、添加培地を

に比較して低い精子侵入卵子率を示した。このことは、アルブミン欠如培地中では、精

子は先体反応が遅延したこと、あるいは受精能獲得を起こし難かったことが考えられる。

アルブミン中の脂肪酸組成が、先体反感 (AR)を調節しているとも考えられている

(Lui & Meizel， 1977)。細胞膜の脂質二重層の組成が、その流動[主に重要な役割をもっ

ていることが知られている (Bretscheret a1.， 1994)。リン脂質中のシス二重結合が多

く存在する場合、あるいはコレステロール/リン脂質の比が低いと、細胞膜の流動性は
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増加する。 Davis(1981)および、 Dぁァisら(1980)は、精子細胞膜のリン脂質およびコレ

ステロールの含量が精子の受精能獲得および先体反応に反映するとしている。すなわち、

コレステロール/リン脂質の比が高い場合、受精能獲得に長い時間が必要であることを

示唆している。アルブミンが、コレステロール/リン脂質比を変化させることで、速や

かにかつ効果的に受精能獲得および先体反応を起こすことが推測されている (Davis，

1980)0本研究の結果では、 BSAは、他の高分子合成物に比較して、精子の卵子への侵

入を促進する効果が見られ、上述の推測を支持している。一方で、タンパク質無添加培

地中でも、ブタ精子は卵子へ侵入が可能であることが示されたことから、 BSAは、効

果的に精子の受精能獲得および先体反応を引き起こすが、必ずしも必須ではないことが

示唆された。

的の動物種では、タンパク質無添加培地を用いた体外受精が試みられている。ウシで

は、 BSAは精子の卵子への侵入に必須ではないことが報告されている (Saekiet al.， 

1993)0 Fraser (1985)は、アルブミンはマウスの体外受精時に必要であるが、少なく

とも精子の受精能獲得には必要ではないとしている。今回の実験においても同様なこと

が示され、ブタ精子の前培養にはタンパク質は必要ではないが、受精時(精子と卵子の

共培養時)には影響を与える結果が得られた。合成高分子である PVPは精子と卵子の

相互作用にとって有害な物質を含んでいると考えられており (Fraser，1985)、最近その

代替合成高分子物質として、 PVAが用いられている。しかしながら、少なくとも本研

究結果からは PVPの卵子への精子の侵入に対する有害な作用は見い出せなかった。タ

ンパク質および合成高分子の両者を添加していない培地 (Fr¥:I-Free)中では、卵子が容

易にシャーレ表面に接着するため、取り扱いが難しく、また、精子と卵子の共培養直後

からシャーレの表面に付着する多数の精子が観察された。このため、ピペットやシャー

レ表面に精子および卵子が接着するのを避けるために PVAを用いたが、細胞付着によ

る受精粗害を防ぐ効果以外の作用は PVAにはないと考えられる。
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3.精子の受精能におよぼすその他の要因

Tesarik (1985)は、卵丘細胞の存在下でヒト精子が効果的に先体反応を起こすこと、

Gwatkinら(1972)はハムスター精子が卵丘細砲と共存することで効果的に受精能を獲

得することを示した。しかし、体内での精子の受精能獲得に関与している主要なものは

卵丘細胞や頼粒層細胞ではなく、雌性生殖道からの分泌物によるものであるとする報告

(Yanagmachi， 1994)もあり、体内で卵丘細胞が果たしている役割については不明であ

る。今回の実験では卵E細胞の有無により、精子侵入卵子率に差は認められず、卵丘細

胞の精子の受精能に対する効果は認められなかった。おそらく卵丘細胞の役割として卵

子が完全に成熟することに主たる作用があり、精子に対する効果は少ないと考えられる。

Kikuchiら(1993)は、卵E細胞と頼粒層細胞の付着により卵子へのブタ精子の侵入率

に差の見られない結果を示しており、今回の結果とも一致している。

精子と卵子の共培養時の精子濃度は、精子の卵子への侵入に大きな影響を与える。

NiwaとChang(1974)はラットの体外受精において、精子濃度は精子侵入卵子率に大

きな影響を与えることを例証し、精子濃度が高い場合、あるいは、ある濃度から低い場

合でも精子の侵入は起こりにくくなり、従って最適な精子濃度の設定が要求されると結

論している。 SiddiqueyとCohen(1982)は、マウスでは高い精子濃度で精子と卵子の

共培養を行うと、精子侵入が促進されたことを報告している。また、 Lβibfried-

Rutledgeら(1989)は、ウシの体外受精では、用いる精子の由来(提供雄)の違いによっ

て、最適な精子濃度の設定が必要であるとしている。第 3節実験 1(表4-6)で、タ

ンパク質無添加培地中での精子侵入卵子率は低かった一方で、精子と卵子の共培養時の

精子濃度を高めると、 BSAの存在しない場合でも精子侵入卵子率は高まった(第 6節実

験 3、図 4-2)。ウシ同様ブタでも精液を採取する雄僧体毎に精子と卵子の共培養時

の最適精子濃度を設定する必要があることは経験的には判明しているが、この点につい

てはさらなる研究が必要である。
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4.新たに開発した培地の有効性

体外受精培地は、卵子と精子の生存に必要な緩衝作用、有害物質の捺去、エネルギー

源の供給、および適切な生理的環境の提供などにより最終的に配偶子が体外で受精する

ことを可能にする多様でしかも重要な役割を担っている。本研究では、 mTBMおよび

Pig-FM中での精子侵入卵子率は、 mBO、TCM199あるいは FM-BSAに比較して

く、さらにmTBMとPig-FMでは、共培養6時間までにすでにブラトーに達していた。

mTBMは、 トリス緩衝の簡素な組成の溶液であり (Abeydeera& Day， 1997)、

NaHC03を含んでいない。ほとんどのブタ体外受精の研究では、 NaHC03を含む培地

を体外受精用の培地として使用している (Nagaiet al.， 1990; Wang et a1.， 1995; 

KJkuchi et al.， 1999)。また、本章第2節の結果(表4-2)からは、 NaHC03は体外

でブタ精子が受精するためには必須であることが明らかにされている。 mTBMを照い

て、気相条件が 5%COつの培養器内で体外受精を行った本研究や以前の研究

(Abeydeera & Day， 1997)でも、卵子内への精子の侵入が観察されていることから、

少なくともこれらの条件では、精子の受精能を維持するために体外受精培地に

NaHC03を添加する必要はない可能性がある。しかしながら、重炭酸と CO
2は非常に

緊密な関係があり、また、ブタ体外受精はほとんどの場合 COっガスを導入した培養器

内で行われていることに注目する必要がある。興味深いことに Abeydeeraと Day

(1997)は、大気中で mTBM中では精子の侵入は見られなかったことを指摘している。

本研究でも、 Hepesで緩衝した重炭酸塩を添加しない受精培地を用い、大気と向ーの

気粗条件下で体外受精を行った場合、非常に低い精子侵入卵子率を示している。したがっ

て、ブタの体外受精に NaHC03を添加しない培地を用いる場合には、少なくとも、あ

る一定の濃度の COつは必須であり、気相中の COつは培地に溶け込んで重炭酸イオンと

なることから、重炭酸イオンが必須であることとは矛盾しない。培地成分が精子および

卵子の機能におよぼす影響を観察する場合、組成の簡単なものを用いることが望ましい。

TCM 199は、通常すべての成分が粉末として包装された状態で入手するため、現在の

体外受精を行う研究室でその組成構成を調製することは国難である。 Pig-FMの特徴は、
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他の受精培地に比較して添加されている KCl濃度が高く、逆に、 NaCl濃度が低い。培

地中の [Kつを高めることで、精子の卵子への侵入能が高まることは第 3章で明らかに

なり(表 3-1)、細胞内 [Ca2
つを高める効果のあることが推定される。卵管内腔液の

[Kつは、体外受精に用いられている培地よりも高いことが知られており(第 3章参照)、

生体内での受精により近い環境であることが示唆される。ブタ精子は、個体および採取

サンプル間で、その受精能にばらつきが認められる(第2章)。本章第4節では、 3頭

の雄から採取・作成した凍結融解精子を用いたが、 Pig-FMを用いることによって、比

較的安定して高い精子侵入卵子率を得ることができ、卵子への侵入能を高める Pig-FM

は、これらの精子を用いた体外受精に有効に利用できることが期待できる。一方で、単

精子受精率が低下する問題があるため、体内における受精時の環境を明らかにしていく

ことと同時に、それらを踏まえた培地のさらなる改善をしていく必要があろう。
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第 6節 要 約

本章では、体外受精に用いる培地の構成成分の中で、特に重炭酸および、タンパク質に

着目して、これらが精子の受精能におよぼす影響について検討した。さらに、新たに開

発した培地の効果を調べた。まず、 pHを厳密に調整した受精培地を用いて体外受精を

行ったところ、重炭酸欠如培地では精子の卵子への侵入は見られず、また、精子の前培

中には重炭酸が精子の卵子への侵入におよぼす効果は認められなかったことから、受

精時に重炭酸は必要であることが明らかになった。また、カフェインは霊炭酸と協調作

用を持ち、精子の受精能を高めていることが示された(第2節)。続いて、培地のタン

パク質が精子の卵子への侵入におよぼす効果を検討したところ、培地中にタンパク質が

存在することで精子の卵子への侵入は促進され、その効果は受精時に見られるもので、あっ

た。一方、タンパク質に替え、合成高分子を添加した培地であっても、低率ながら精子

の卵子への侵入が見られ、タンパク質無添加培地での体外受精の可能i主が示唆された。

そこで、受精時の精子濃度を高めた結果、効率な精子侵入卵子率を得ることができた。

さらに、タンパク質無添加培地において、卵丘細胞が精子の侵入におよぼす影響を調べ

たところ、卵丘細胞の有無による影響は見られなかった。これらのことから、ブタの体

外受精は、タンパク質無添加培地を用いて行うことが可能となり、受精機構の解明に有

効に利用できると考えられる(第 3章)。さらに、新たに開発した受精培地である

Pig-FMを用いて体外受精を行い、種々のいくつかの受精培地と比較したところ、 精子

の受精能が高められ、安定して高率な精子侵入卵子率が得られた。したがって、この新

たに開発した培地が今後のブタの体外受精に利用できると思われる(第4節)。
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第 5章 単精子侵入率向上の方策

第 l節緒邑

正常な体外受精卵を効率的に作出することは、家畜の育種効率を高めるとともに、受

精のメカニズムについての基礎的な情報を解き明かすためにも有用である。晴手し動物の

多精子受精卵は、胎児にまで発生することができず (Hunter，1996)、また、確実な単

精子受精方策の解決はいまだにブタ体外受精の大きな課題の一つである (Funahashi& 

Day， 1997)。ブタ体外受精における多精子受精の問題を解決するために、多くのアブ

ローチが試みられてきた (Niwa，1993; Nagai， 1994; Funahashi & Day， 1997)。しか

し現在のところ、低い多精子受精率を高い再現性で実現する体外受精法は見出されて

いない。ブタ精子の受精する能力は、雄問、あるいは同一雄でも採取反復間で変動が非

常に大きい (vVanget a1.， 1995;本研究第 2章第 2節)。ブタ体外受精で多精子受精を避

けるために行われている方法では、低い多精子受精を示す特定の雄(サンプル)から採

取した精液が使用されている。しかしながら最終的な自擦は、どの雄から採取した精液

を用いた場合でも、多精子受精が発生しない、あるいは最小限に抑制し、単精子受精を

確実にすることである。

精子は精巣上体液や高IJ生殖腺の分泌液からなる精策 (seminalplasma: SP)に浮遊した

状態で射出され、特にブタでは、精疑は精液の主要な成分である。精築は精子の機能や

受精能に影響を与えていることが知られている (Okamuraet a1.， 1985; Juang et a1.， 

1990; Killian， 1992; Therien et a1.， 1997; ;VleL"¥.'¥九吃11& Johnson， 1999; Topper et a1.， 

1999)。精援の存在下で前培養したブタ精子に体外受精能はほとんどなく、精策成分が

精子表面に強く結合し、受精する能力を阻害していると考えられている (Nagaiet a1.， 

1984)。一方、精策は、精子の微細構造を安定化させる作用を持ち、ブタ精子が凍結融

解過程に損傷を受けずに生存する能力を高めることが示唆されている (vVatson，1995)。

しかし、精策がブタ精子の受精能獲得などの生理的変化にどのような影響をおよぼして
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いるのかは明らかではない。

卵管内で、精子は排卵した卵子と直面する以前に、雌性生殖道の上皮細胞や卵子を取

り囲む卵丘細胞といった細胞の他に、子宮液、卵管液、そして卵胞液とも接触する

(Fazeli et 81.， 1997; 1999; :NIburu et 81.， 1997; Myles & Primakoff， 1997; Hunter et 

81.， 1998)。卵管上皮細胞の細胞膜と接触することで、精子の生存性が維持されること

や (Smith& Nothnick， 1997、ウサギ)、特にブタでは、体外受精において卵管上皮細

胞が多精子受精を抑える効果を持つことが報告されている (Nagai& Moor， 1990; Kano 

et a1.， 1994; Dubuc & Sirard， 1995)。また、卵丘細胞は体外での卵子への精子の侵入

率を上昇させる (Wanget 81.， 1995)結果もあるが、本研究第 3章では卵丘細胞の存在

効果は認められなかった。したがって、精子の受精能におよぼす卵丘細胞の効果を明ら

かにするためにはさらに検討が必要である。

卵管上皮細胞、卵丘細胞、あるいは卵正一卵子複合体 (COCs)が分泌する成分は、受

精時の精子および卵子に影響を与えていることが推測される (Siiteriet 81.， 1988; 

Kikuchi et 81.，1993)。卵子の体外成熟培養中にブタの COCsから放出されている物質

の一つに、細胞外グリコサミノグリカン (glycosaminoglycan:GAG)ファミリーの一つ

である (Salustriet 81.， 1992; Nakむramaet 81.， 1996; Rodriguez-Martinez et 81.， 

1997)ヒアルロン酸 (Hyaluronan，Hyaluronic acid: HA)がある (Rodliguez-Martinez 

et 81.， 1998)。反努類の子宮および卵管液中に多量のヒアルロン酸が検出されており

(Lee & Ax， 1984)、さらにまたブタ卵管内に分布していることも抗体組織化学的に示

され、精子に生理的変化を誘起する機能が示唆されている (Rodriguez-Martinezet 

81.， 1998)。また、ヒアルロン酸は、各種体細胞の機能を調節する作用があり(Laurent

& Fraser， 1992)、体外受精に用いるウシ精子の調整時に精子を「清浄化Jする効果の

あることが明らかになっている (svvim-up法)(Shamsuddin & Rodriguez-Martinez， 

1994)。しかし、ヒアルロン酸がブタの体外受精におよぼす影響、および精子におよぼ

す影響については研究報告がない。

本章では、体外受精で正常な単精子受精卵を効率的に作出することを目的とし、ヒア
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ルロン酸、卵丘細胞の効果、および単精子受精卵の効率的作出に有効であることが報告

されている卵管上皮細胞が多精子受精を減少させる効果について検討した。また、ヒア

ル口ン酸、卵丘一卵子複合体の培養上清、および精疑に関しては、これらが精子の機能

的な状態におよぼす影響を知るために、受精能獲得様の変化 (capacitation-1ike

changes)を識別可能な CTC法 (Saling& Storey， 1979; Fraser et al.， 1995; Wang et 

al.， 1995)で染色した染色パターンについても調べた。
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第2節 卵管上皮縮胞が単精子侵入におよぼす影響

本節では、多精子受精を抑制し単精子侵入卵作出に効果のあることが報告されている

培養卵管上皮細胞およびその細胞が分泌する成分を含む培養上清を用いて体外受精を行

い、有効性を調べた。

1.材料および方法

培地

卵子の体外成熟培養には、 TCM199-FCSを、卵子の洗浄には、 TCM199-Hepes 

を用いた。精子の洗浄には、 WS-PVAを用いた。受精培地には、 Pig-FMを用いた。

卵管上皮細胞の培養には 10%FCSを添加したl¥JIEM/F12等比混合培地 (Gibco)を用い

た。

卵管上皮細胞の調整

卵管上皮細胞は、と畜場で採取した卵管から調製した。卵管を生理食塩水で洗浄後、

内控を露出させ、卵管峡部および膨大部の各部位別に上皮細胞をメスの刃で軽く削り取

り、培養液に呂収した。 2回の遠心による洗沖 (600g， 8分)後、細胞濃度が 1x 100 

cells/mlとなるように希釈し、シャーレに移し、培養器内で培養を行い (39'C，5% 

COっ， 95%空気)、シャーレ内の底面を敷き詰めるように分裂増殖し、コンブルヱント

に達した後に実験に用いた。コンブル工ントに達した細胞を受精培地で洗浄後、さらに、

体外受精と時間、気相および温度を同条件で受精培地で培養した後に上清を回収し、フィ

ルター(0.22μm)を通し、卵管上皮細胞培養上清とした。

卵子の準備

卵子は、第 2章第2節の方法にしたがって準備した。卵子の体外成熟培養は45時間
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行った。

精子の準備

精子は第4章第4節の方法で作成した凍結射出精液由来の融解精子を用いた。なお、

本節で用いた凍結融解精液は、冷却前に 3時間、精策と共存させた精液由来の精子を用

いた。

体外受精

体外受精は第2章第2節の方法にしたがって行った。精子の前培養は行わなかった。

卵管膨大部、峡部および全部位由来の卵管上皮細胞の培養上清(卵管上皮縮胞培養上清)

を用い、あるいは、コンブルエントに達した膨大部、峡部および全部位由来の卵管上皮

細胞をシャーレに敷き詰めた状態で体外受精を行った(卵管上皮縮胞との共培養)。ま

た、対照区として Pig-FMを用いた。精子と卵子の共培養は6時関行なった後、卵子を

洗浄し、 TCM199-BSA中で4時間の培養を行った。受精時の精子濃度は、1.5-2.0 x 

106 cells/mlに調整した。

培養上清中のヒアルロン酸濃度の測定

培養上清中、および、体外受精を行った後の培養液中のヒアルロン酸濃度を、

Tienthaiら(2000)が報告した放射性同位体を用いた方法で測定した。

2.結果

卵管の全部位、膨大部あるいは峡部の上皮細胞を培養した上清液を用いたとき、およ

び向上皮細胞との共培養を行ったときの体外受精結果を、対照区としての合成培地であ

るPig-FMでの受精結果とともに表 5-1に示した。卵管上皮細胞培養上清を用いた場

合の精子侵入卵子率は、いずれの部位でも対照区よりも高い傾向があったが有意な差で
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表 5-1.卵管上皮細胞および9Ig~I~;J二皮細胞培養上清が精子の卵子への侵入におよぼす影響市

処理

対照12<_
卵管J二皮細胞I73養上消

全部位

膨大部

11侠吉I~

卵管上皮細胞との共府主主

全部位

JJ彰大宮I~

11決 )11~

，r 31反復の結果

#MII卵子ー

供試 卵子数 (?6)

卵子数# 155子侵入

62 48 (77.4) 

56 45 (80.4) 

59 51 (86.4) 

62 52 (83.9) 

52 30 (57.7)* 

67 27 (40.3)中中

51 38 (74.5) 

・1・1コ<0.05 '1口l'F'< 0.0] 対照区に比較して有意差あり

単精子侵入 単精子効率

14 (29.2) 22.6 

19 (42.2) 33.9 

13 (25.5) 22.0 

21 (40.4) 33.9 

19 (63.3)料 36.5 

17 (63.0)中本 25.4 

22 (57.9)料 43.1ホ

平均侵入精子数

+ SD 

2.4:!: 1.3 

1.9 :!: 1.0* 

2.7土1.5

2.1土1.3

1.7土1.2"・

1.G :!: 0.8川

1.9土 1



はなかった。また、単精子侵入率も、全部位と峡部上皮細胞培養上清で高い傾向があっ

たが有意な差ではなかった。一方、峡部の卵管上皮細砲との共培養では、精子侵入卵子

率は、対照区および上皮細胞培養上清と有意差がなく高い値を示したが、全部位と膨大

部の上皮細胞との共培養では有意に低かった。しかし、単精子侵入率については、いず

れの部位の上皮細胞との共培養でも、対照区および細胞培養上清より有意に高く、単精

子効率も高い傾向があり、特に峡部上皮細胞との共培養では 43%'と最も高かった。上

皮細胞の卵管部位間については、培養上清を用いたときの精子侵入卵子率は差がなく高

かったが、共培養の受精では、全部位と膨大部の上皮細胞で有意に低かった。しかし、

単精子侵入率では、培養上清、共培養ともに卵管部位間に差はなかった。

受精培地に用いた卵管上皮細胞培養上清のヒアルロン酸濃度を図 5-1に示した。全

部位で最も高く (304ng/ml)、次いで峡部 (217ng/mD、膨大部 (145ng/m1)の}II震であっ

たが、有意差は認められなかった。また、卵管上皮細胞との共培養で受精させた後の培

地中のヒアルロン酸濃度は、峡部で高い傾向にあったが (563ng/mD、部位間に有意な

差は認められず、培養上清よりも高濃度であった(圏 5-2)。

卵管上皮細胞との共培養での受精では、峡部の上皮細胞を用いた場合に単精子効率が

高く、有意ではなかったが膨大部、全部位に比較してヒアル口ン酸濃度が高い傾向があ

り、ヒアルロン酸が単精子侵入卵子を作出するために効果のあることが示唆された。ま

た、卵管上皮細胞培養上清のヒアルロン酸濃度は、共培養で受精後の培地中よりも低く、

ヒアルロン酸は卵子(卵丘細抱)から に分泌されていることが示唆された。

結果の要約

合成培地 (Pig-FM)での受精に比較して、卵管上皮細胞培養との共培養で受精させる

ことで単精子侵入率が高まった。一方、卵管上皮細胞の培養上清にその効果はなかった。

卵管上皮細胞上清には 145""304 ng/mlのヒアルロン酸が含まれ、共培養での受精後

の培養液にはさらに高い濃度の 479""563ng/mlが含まれていた。
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図5-1.卵管上皮細胞培養上清中のヒアルロン酸濃度

体外埼養を行い、コンフルエントに達した卵管膨大部、峡部、および全部位由

来の卵管上皮細胞を受精培地中で 6時間培養した培養上清中のヒアルロン酸濃度

をTienthaiら(2000)の方法で測定した3
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図5-2.精子と卵子および、卵管上皮細胞の共培養を行った受精培

地中のヒアルロン酸濃度

体外培養を行い、コンフルエントに達した卵管膨大部、峡部、および全部位由

来の卵管上皮細胞を用いて受精培地中で6時間の精子と卵子の共培養後、上清中

のヒアルロン酸濃度を Tienthaiら(2000)の方法で測定した 2
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第3節 ヒアルロン酸が単精子侵入におよぼす影響

前節で、卵管上皮細胞との共培養下で受精させたことで、単精子侵入率が有意に高ま

り、単精子効率が高まる傾向が見られ、受精培地にヒアルロン酸が 500ng/ml前後含

まれていたことから、ヒアルロン酸が単精子侵入を効果的に起こさせていることが示唆

された。また、体内の卵管内受精部位には高濃度のヒアルロン援が存在していることか

ら、本節では、ヒアルロン酸が精子の卵子への侵入、および単精子侵入におよぼす影響

を明らかにすることを目的に行った。

1.材料および、方法

培地

卵子の体外成熟培養には、 TCM199-FCSを、卵子の洗浄には、 TCM199-Hepes 

を用いた。精子の洗浄には、 WS-PVAを用いた。精子の前培養培地には、 PM-BSA、

受精培地には、 Pig-FMを用いた。ヒアルロン酸 (HA.)は、 Bayerからの提供を受けた

(Hyonate @; vet.， S¥A，leclen)。

精子および卵子の準備

精子は第4 4節の方法で作成した凍結射出精液由来の融解精子を用いた。なお、

本実験では、精液の凍結処理前に精液温度を 15
0

Cまで温度を下げた後、精紫の存在下

で3(Batch A)、 1 0 CBatch B)、あるいは 20時間 (BatchC)保持した。卵子は、第2

章第2節の方法にしたがって準備した。卵子の体外成熟培養は45時間行った。

体外受精

体外成熟培養後、 COCsはWS-PVAで2回、受精培地で2回洗浄し、受精培地の小

満中に移した。卵丘細胞剥離卵子は、 COCsを、 0.05%のヒアルロニダーゼを含んで
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いる WS-PVA中で、内径を狭くしたピペットで緩やかにピペッティングして作成した。

精子は、血球計算盤で精子濃度を検査した後、希釈した。実験 l、3および、4は、受精

培地で希釈した。実験計商にしたがい、希釈した精子を、卵子の入っている受精培地中

に導入した。前培養処理をする精子の準備には、精液を前培養培地で希釈し、精子濃度

を1X 108 cells/mlにした。本節では、精子の前培養は 39tで 15分間行った(実験

2) 。前培養を行った精子は、遠心 (600g， 8分)で沈殿させた後、受精培地で懸濁し、

受精培地に移した。受精時の精子濃度は1.5-2.0 x 1ぴcells/mlに調整し、精子と卵子

の共培養は 9時間行った。

実験1.受精培地へのヒアルロン酸添加が単精子侵入におよぼす影響

前節で、卵管上皮細胞との共培養下で受精させたことで、単精子侵入率が有意に高ま

り、単精子効率が高まる傾向が見られ、受精培地中の濃度の測定結果から、ヒアルロン

酸が単精子侵入を効果的に引き起こしていることが示唆された。本実験では、受精培地

にヒアルロン酸を添加することにより受精成績の改善を試み、同時に卵丘細胞の作用に

ついて検討した。

ヒアルロン酸の有無による 2種の培地を比較した。生体内での受精部位には 0.5

rng/ml程度のヒアルロン駿が存在することが報告されていることから、ヒアルロン酸

濃度を Oおよび0.5mg/mlとした。用いた培地は、1)0 mg/mlヒアルロン酸、および

4) 0.5 mg/mlヒアルロン酸である。いずれも、卵丘細胞が付着している卵子および剥

離した卵子を用いてそれぞれを調査した。本実験では、精液の凍結処理前に精液混度を

15'Cまで温度を下げた後、精疑の存在下で 20時間保持した Bach-C精子を用いた。

実験2.精子の前培養中のヒアルロン酸が単精子侵入におよぼす影響

実験 1において、ヒアル口ン酸は精子侵入卵子率あるいは単精子侵入率を高める効果

が認められた。これらの効果が精子の受精能獲得など精子に対する効果か否かを確認す

るために精子の前培養培地へのヒアルロン酸の添加を試みた。洗浄した精子を 2種類の
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培地、 1)0 mg/mlヒアルロン酸、 2) 0.5 mg/mlヒアルロン酸添加、で前培養した。前

培養後に遠心し、受精培地で再懸濁した後、卵子の入っている受精培地に精子を導入し

た。本実験では、精液の凍結処理前に精液温度を日℃まで温度を下げた後、精策の存

在下で 20時間保持した Bach-C精子を用いた。

実験 3.凍結前の精築との接触時間の差が精子の卵子への侵入におよぼす影響

精築は精子の受精能獲得を阻止することや凍結融解過程における精子の損傷を防ぐ作

用を持つことが推察されたため、本実験では、精液の凍結処理前に精液温度を 15'Cま

で温度を下げた後、精紫の存在下で 3、1 0 、および 20時間保持した 3種類の精子

(それぞれBatch-A，Bおよび、C)を用いて体外受精を行い、受精培地中のヒアルロン

酸が精子侵入および単精子侵入におよぼす影響を見た。精子は洗浄後、 0.5mg/mlヒ

アルロン酸を添加、あるいは無添加の受精培地に導入した。いずれも、卵丘細胞付着卵

および剥離卵子に関して検査した。

統計処理

それぞれの実験は4反復行った。得られたデータは、分散分析 (ANOVA)で解析を行っ

た (Proc.GLM， Statistical .Analysis System， 1994; Stat¥iアiewVersion J-4.5 for 

Macintosh， Abacus Concepts， Inc.)。比率で表示されたデータは、アークサイン変換

を行った後に解析した。さらに、体外受精結果は、カイニ乗検定、あるいは、フィッシャー

の直接確率検定を行い、侵入卵子あたりの平均侵入精子数は、スチューデ、ントの t検定

を用いて処理問の比較をした。

1.結果

( 1 )受精培地へのヒアルロン酸添加が単精子侵入におよぼす影響(実験 1) 

卵丘縮胞が付着、あるいは剥離した卵子を用い、受精培地にそれぞれヒアルロン酸無
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添加と 0.5mg/ml添加したときの受精成績を表 5-2に示した。卵丘細胞付着卵子と

剥離卵子の関には、精子侵入卵子率に有意な差はなかったが、最IJ離卵子に比較して、付

着卵子は単精子侵入率が低下し、平均精子侵入数は高まる傾向が認められた (p< 0.05)。

さらに、卵丘細胞付着卵子の精子侵入卵子率にヒアルロン酸が添加されている場合

(72%)と添加されていない場合 (52%)とで差が見られたが、単精子侵入率に差は見られ

なかった。加えて、卵丘細抱剥離した卵子を用いた場合、単精子侵入率は、ヒアルロン

酸を添加している場合 (78%)に、添加していない場合 (57%)に比較して高い傾向見られ

たが、精子侵入卵子率に差は認められなかった。

( 2 )精子の前培養中のヒアルロン酸が単精子侵入におよぼす影響(実験 2) 

ヒアルロン酸を無添加、あるいは 0.5mg/ml添加した培地で前培養を行った精子を、

卵丘縮胞付着ないしは剥離卵子と体外受精したときの受精成績を表5-3に示した。そ

の結果、精子の前培養培地へのヒアルロン酸の添加は、精子侵入卵子率には影響がなく

単精子侵入率を高め (P<0.05)、平均侵入精子数を減少させていた (P<0.05)。また、

卵丘細胞は、精子侵入卵子率を上昇させ (P<0.05)、単精子侵入率を低下させ (P<

0.01)、平均侵入精子数を増加させていた (P<0.01)。さらに、ヒアルロン駿添加区

(1.2)では、平均侵入精子数はヒアルロン酸無添加区 (1.8)に比較して少なかった。前培

養培地へのヒアルロン酸添加は、卵E細胞付着卵子の単精子侵入率を増加させる傾向が

あった。

これらの結果、および実験 lの結果から、ヒアルロン酸は、精子に作用し、単精子侵

入を促進する効果があること、卵子の卵丘縮胞は単精子侵入を阻害する作用を持つこと

が示された。

( 3 )凍結前の精築との接触時間の差が精子の卵子への侵入におよぼす影響(実験 3) 

精液の凍結処理前に精柴との接触時間の異なる (3， 10， 20時間) 3種の精液サ

ンプル (BatchA， B， C)を用い、ヒアルロン酸を無添加(一)あるいは 0.5mg/ml添加し
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表 5-2.精子と卵子の共培養中のヒアルロン酸が粘子の卵子への侵入におよぼす影響市

ヒアルロン酸 WI~丘細胞 供試 卵子率土 SD(%) 

(十/一) (十/一) 卵子数件 精子侵入 単精子侵入

ート

，r 4反復の結果

# M 11 ØI~ 子

→ザ

80 

85 

66 

78 

abc JJ~~なる府文字を持つ値同士は/PJーヂIJ 内で有意差あり(Jコ< 0.05) 

*{直IIrJにヒアルロン酸の有無による差あり (P<0.05) 

461: 17H 571:13(1 

441: 7a 78土どlLJ

52土13<1 501: 14el 

721: 11 b 50土10a

平均侵入精子数

1: SD 

1.61: 1.0 ab 

1.31: 0.6 b 

1.91:1.0a 

2.0 1: 1.5 a 
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表 5-3. 精子の前培養中のヒアルロン酸が精子の卵子への侵入におよぼす影響'1

ヒアルロン酸

(十/一)

(前培養培地)

十

イ市

~4 反復のデータ
#MII卵子

a.b，c具なるj古文字を持つ

卵丘細胞 供試

(ート/一) 卵子数#

90 

7/1 

イー 83 

ート 80 

i可j二は同一 -31IJ内で存意差あり (F)<0.05) 

にヒアルロン酸の有1!主による差あり (P<0.(5) 

卵子率土 SD(%) 

精子授入 単精子侵入

44土12a 50土13
el

35:!: 11 a 81:!: 7
b 

80:!: 7 b 35:!: 11 a 

81土 7b 46:!: 5
a 

平均侵入精子数

二七 SD 

1.8:!:0.9a 

1.2 :!: O.G 
b 

2.3:!: 1.:3c 

2.0:!: 1.2 ac 



た受精培地(+)で、それぞれ卵丘細胞付着、あるいは剥離卵子を用いて受精させ、その

結果を図 5-3に示した。ヒアルロン酸は、単精子侵入率を上昇させ (p< 0.01>、卵丘

縮胞は精子侵入卵子率を上昇、単精子侵入率を減少、平均侵入精子数を増加させた (p

< 0.01)。また、精子侵入卵子率、平均侵入精子数に精液サンプル間の差が認められた

(p < 0.05)。精子侵入卵子率および単精子侵入率ともに、 Batch-Aでは、受精培地への

ヒアルロン酸の添加効果は認められなかった。 Batch-Bでは、ヒアルロン酸を添加した

場合 (92%および43%，それぞれ、卵丘剥離卵子、卵丘付着卵子を用いた場合)、添加し

ない場合 (59%および 19%，それぞれ、卵丘剥離卵子、卵丘付着卵子を用いた場合)に

比較して高い単精子侵入率を示している。一方で精子侵入卵子率には差は認められなかっ

た。これらの結果から、ヒアルロン酸は、単精子浸入率を高める傾向があり、また、そ

の効果は用いる凍結前の精疑との接触時間が異なる精液サンプル間で異なり、精策と 1

O時間接触した精子でヒアルロン酸の効果が強く表れたことを示している (BatchCの

結果は、表 5-2より引用)。

(4 )結果の要約

本節では、培地へのヒアルロン酸の添加および卵子の卵丘細胞が受精成績に与える効

果について検討し、以下の結果が得られた。

卵丘細胞を剥離した卵子に比較して、付着卵子の単精子侵入率は患く、平均侵入精子

数は多い傾向が見られた。一方、凍結処理前に精奨の存在下で異なる時間保存された精

子サンプルによる精子侵入卵子率、平均精子侵入数には差が見られ、精子処理法が受精

成績におよぼす影響が示された。いずれもヒアルロン酸と卵丘細胞、精子処理方法との

交互作用は見られず、ヒアル口ン酸の作用は単独の効果であることが示唆された。

これらの結果から、ヒアルロン酸は、精子に作用し、単精子侵入を促進させる作用を

もつことが示唆された。
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図:ヒアルロン酸:一，卵丘細胞:十

関:ヒアルロン酸:+，卵丘細胞:十

図 5-3. ヒアルロン酸(0.5mg/mDが精子侵入卵子率 (a)、単精子侵入率 (b)、平

均侵入精子数 (c)におよぼす影響

凍結前に異なる時間精紫の存在下で保存侶atchA， Bおよび Cはそれぞれ 3，10および 20時

間)した凍結融解靖子を、卵丘細胞付着あるいは剥離卵子と 9時間共培養した s( )は供試卵子数

を、苧( )は侵入卵子数を示す。値は平均の割合 (aおよび b)、または平均の数 (c):土 SDで表記。

異なる肩文字で示した値は互いに有意差があることを示す (pく 0.05)0牢は、ヒアルロン酸の有無に

よる有意差があることを示す。 BatchCは、表 5-2から引用。

Batch C 

一，卵丘細胞

，卵丘細胞:一

臼:ヒアルロン酸:

圏:ヒアルロン酸:
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第4節 ヒアルロン酸が精子の受精能獲得におよぼす影響

前節で得られた結果から、ヒアルロン酸は精子に作用し、効率的に単精子侵入率を高

めることが明らかになった。さらに、凍結処理前に精築との接触時簡を変えた精液サン

プルを用いた体外受精結果から、精子サンプルの違いによる精子侵入卵子率に差が認め

られ、精紫と精子の卵子への侵入能との係わりのあることが示唆された。しかし、精子

が受精に備えて、どのような状態にあるのかは明らかではない。したがって、本節では、

ヒアルロン酸、卵丘細胞あるいは精築が精子におよぼす効果を見るため、ヒアルロン酸

あるいは精築の培地への添加、さらに卵丘一卵子複合体 CCOCs)の培養上清の効果につ

いて、精子の受精能獲得状況を判別可能な Hoechst-CTC法で調べた。

1.材料および、方法

培地

卵子の体外成熟培養用培地、洗浄用培地および基礎となる受精培地は、前節にしたがっ

た。精子と卵子の共培養(受精)後の卵子の培養には、 3mg/ml BSA CFraction. V)を

添加したTCM199-BSAを用いた。

卵子および精子の準備

卵子は、前節の方法にしたがって準備した。精子は、射出凍結融解および液状保存精

液由来の精子を用い、凍結融解精液は第4章第4節の方法にしたがって準備した。なお、

凍結前に 3時間、精策と接触させた状態で保持した精子を用いた。液状保存精液は、採

取後に希釈を行い(BTS希釈液)、 16時間、 200

Cで保存した。融解した凍結精液およ

び液状保存精液は、 4.5mlのWS-PVAに懸濁させて洗浄した (600g、8分)。
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体外受精

体外受精は、前節の方法にしたがって行った。なお、体外受精時の精子濃度は、 2.0

X 10b cells/mlで6時間行い、体外受精後に卵子を洗浄し、 TCM199-BSA中で 6時間

の培養を行った。なお、本節では精子の前培養を行っていない。

Hoechst-CTC法による精子の評価

本節で用いた Hoechst-CTC(chlortetracycline)法は、 Wangら(1995)の方法にし

たがって行った。精子を洗浄し、各培地中で培養(0， 1， 3および 6時間)した後、 792

μiの精子懸濁液を、まず、 lμg/ml Hoechst bis-benzimide 33258で3分間、室温で

染色後、 3%PVPを含む4mlPBSの上層に精子懸濁液を静置し、1，400g， 5分間の遠

心を行い、洗浄した。沈殿した精子を、 45μiのvVS-PVAで再懸濁し、 45μ!のCTC

溶液と十分に混合した。 8μiの12.5%(w/v)パラホルムアルヂヒド溶液(12.5%(w /v) 

paraformaldehyd色、 0.5M Tris-HCl、pH7.4)で固定した。 10μlの染色、回定した精

子と、一滴の1，4-diazabicyclo[2.2.2J octane (DABCO)溶液(0.22M DABCO、

glycerolおよびPBS(9:1)の混合溶液)を、スライドガラス上で混和し、カバーガラス

で覆い、軽く抑えた後、周囲を密封した。作成した精子の標本は、観察まで4
0

C、暗所

で保存し、 2日以内に観察した。精子の機能的な(受精能獲得)状況は、蛍光装置を備

えた、Leitz-DiallL'C顕微鏡 (LeitzvVetzlar， Jena， Germany)で観察した。まず、

Hoechstの染色状況を、励起波長 340-380nm、吸収波長 400nmのダイクロイック

ミラー (dichroicmirror)を用いて観察し、続いて問視野を、励起波長400-440nm、

吸収波長470nmのダイクロイックミラーを用いて CTC染色の観察を行った。生存精

子 (Hoechstに不染)について CTCの蛍光パターンを分析した。 CTCの染色パター

ンは、 Fraserら (1995)の報告にしたがってそれぞれ以下のように分類した;

F-pattern:精子頭部の全領域に蛍光が見られるものを反応の進行していない状態(未反

応)、 B-pattern:精子頭部の後帽部以外に蛍光の見られるものを受精能獲得をしている

状態(受精能獲得)、 AR-pattern:精子頭部全体に弱い蛍光のみが見られる、あるいは赤
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道帯のみに明るい蛍光の帯が見られるものを先体反応を起こしている状態(先体反応)を

示していると分類した。各実験区あたり 2枚の精子標本を作製し、各スライドあたり

100以上の精子を評価した。

精策の準備

精築は、 2頭の雄豚射出精液(全分画)から採取した。精液を1，500g、30分間で遠

心分離し、上清を回収後フィルター(孔径 0.45および 0.22μm) に通し、使用まで凍

結保存(一200C)した。

卵丘一卵子捜合体の培養上清の調製

卵丘一卵子複合体 (COCs)の培養上清 (COCs-conditionedmedium: CCM)は、体

外成熟培養後の COCsを培養した受精培地の上清から調整した。体外受精に用いる場

合と同様の方法で COCsを培養した後、受精培地で 2回洗浄し、 4ウェルデ、イツシュ

(Nunc)中の受精培地に移した 000COCs/0.5 ml培地)0COCsは、精子と卵子の共培

養(受精)と同条件で6時間の培養を行った。培養終了後、 COCsを含む培地を試験管

に移し、1，500g、 1 0分間の遠心を行った。上清を回収し、フィルター(干し径 0.22

μm)を通した後、冷蔵保存した (5"c、 1 8時間以内に使用)。

実験1.精策およびヒアルロン酸が液状保存射出精液由来精子の受精能および機能的変

化におよぼす影響

精柴およびヒアルロン酸が液状保存射出精液由来精子の体外受精能および機能的変化

におよぼす効果を明らかにするため、体外受精は1)Pig-FM (対照区)および 2)10 % 

(γ/v)精築を含む Pig-FM(SP)で行い、対照区には卵丘細胞付着あるいは剥離卵子を、

SP区には卵丘細胞付着卵子を用いた。 Hoechst-CTC法による評価は、1)Pig-FM (対

照図， 2)凍結融解 CCM(FT一CCM)および3)10 % (v/v)精柴を含むPig-FM(SP)でO、

1、3、6時間培養した精子について行った。
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実験 2.卵丘一卵子複合体培養上清、精策およびヒアルロン酸が凍結融解射出精液由来

精子の受精能および機能的変化におよぼす効果

卵丘一卵子複合体培養上清にCNI)、精紫およびヒアルロン酸が、凍結融解射出精液由

来精子の受精能および機能的変化におよぼす効果を明らかにすることを自的として行っ

た。実験 lで用いた液状保存精液由来精子は、受精前の洗浄処理までの問、精策と共存

しているため、本実験で凍結融解精液由来精子を用いることにより、受精前の精疑が精

子におよぼす効果を見ょうとした。さらに、 CCM、受精培地に添加した精築およびヒ

アルロン酸が与える影響について液状保存と凍結融解精液由来精子の差異を明らかにし

ようとした。

凍結融解精子は、凍結融解後に洗浄した精子を卵丘細胞付着および、剥離卵子と共培養

し、また、受精能獲得様の変化を Hoechst-CTC法で評価した。用いた受精培地は、1)

Pig-FM (対照区)， 2) CCM， 3) 10%精紫を含む Pig-FM(SP)， 4) 10μg/mlヒアルロン酸

を含む Pig-FM (HA10)、および 5)500μg/mlヒアルロン援を含む Pig-FM(日生500)

である。

統計的分析

統計的分析は前節の方法にしたがって行った。

2.結果

( 1 )精疑およびヒアルロン駿が液状保存射出精液由来精子の受精能におよぼす影響

(実験 1) 

精疑が液状保存射出精液由来精子の受精能におよぼす効果を調べるため、液状保存精

液由来精子を 2種類の受精培地 (Pig-FM(対照区)およびPig-FM(SP区))を用いて卵

子と共培養し、受精結果を表 5-4に示した。

対照区では、卵丘細胞を剥離した卵子を用いた場合、卵丘細胞が付着している卵子を
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表 5-4. 粉疑 (SP)が液状保存続液由来精子の卵子への侵入におよぼす影響"

卵丘 供試 1111子侵入 lii精子侵入

受精培地 調[]胞 卵子数# 卵子数(%) 範活1(%) 卵子数(%) 範臨(%)

対照I:K
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Slコ￥

11 3反復の結果

#MII卵子
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45 (94) a 
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o ( 0) c 

88 -]00 

35 -9G 
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4 ( 9) a 

11 (34) b 

0-19 

13 -89 
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15 (33) a 

19 (59) b 

l5 (33)el 

19 (59) b 



用いた場合に比較して高い精子侵入卵子率を示した。単精子侵入率および、前核形成率は、

卵丘細抱剥離卵子に比較して付着卵子で高い傾向が見られ、平均侵入精子数は少ない傾

向があった。さらに、対照区(卵丘細胞付着卵子)における精子侵入卵子率は 35"-'96

%であったのに対して、精築を含む Pig-Frvl(SP)中で受精させた卵子に精子の侵入は

見られず、明らかに精策には精子の卵子への侵入を阻害する作用があった。

これらの結果からは、 10%精紫を添加した受精培地は精子の卵子への侵入を阻害して

いることから、受精阻害作用を持つことが示唆される。また、卵丘細胞が付着している

卵子を用いることで、精子侵入卵子率は低められ、単精子侵入率は高められ、凍結融解

精子を用いた前節の結果とは異なっており、それぞれの精子について機能的状態を検討

する必要がある。さらに、対照区では、卵丘細胞付着卵子の前核形成率は剥離卵子より

も高く、卵丘細胞は卵子に作用して前核形成能を高めていることが示唆されるため、今

後、受精後の発生試験を行い、卵子の発生能を調べる必要がある。

( 2 )精禁およびヒアルロン酸が液状保存射出精液由来精子の受精能獲得におよぼす

効果(実験 1) 

精築およびヒアルロン酸が液状保存射出精液由来精子の機能的変化に与える効果につ

いて検討するため、受精培地として pig-F:vr(対照区)、HA.500およびSPを用いた。

前項で受精試験に用いた精子に関して、これらの培地で培養後、精子の機能的変化を

日oechst-CTC法で評価した各培養時間後の結果を圏 5-4に示した。

分散分析結果からは、受精培地の違いは未反応率、受精能獲得率には影響を与えなかっ

たが、先体反応率には差が見られ、対照区は I-LL¥500区よりも高い傾向のあることが示

された。また、培養時間が長くなると未反応率は低下傾向に、先体反応率は増加傾向に

あることが明らかになった。一方、未反応率、先体反応率ともに、 3と6時間の培養時

間の間には差は見られず、 3時間までにこれらの値がプラトーに達する傾向があった。

6時間の培養を行った精子の未反応率は、対照区に比較して SP(予言葉)区で高かった。

また、培養時間が長くなるにしたがい、受精能獲得率が高まり、培養前に比較して 3お
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10% (v/v)精築 CSP)が、液状保存精液由来精子の受精能獲得状況 (CTCーパ

ターン)におよぼす影響

それぞれの受精培地で、 O.1. 3.および 6時間の培養を行った精子に日oechst-CTC染色を

施した Hoechstに不染の精子を生存精子とし、さらに CTC染色状況を観察した CTC染色

パターンを、 「未反応J、 「受精能獲得」および「先体反応J (それぞれ、 Fraser ら (1995)

の分類である 'F-pattern¥百一pattern'，および;吠-pattern'に対応)に分類したo ~直は、生存

精子の数に対する各々のパターンの精子数の割合土SDで表示した。異なる肩文字を持つ値間に

O 6 

有意差あり (P<0.05)。
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よび6時間の培養で高い値が得られたことから、培養時間の延長にともなって受精能獲

得が進行することが示唆された。さらに、 6時間の培養を行った1-L日00区の受精能獲

得率は、 SP区に比較して高い傾向が見られたが、統計的に有意ではなかった (P=0.06)。

対照区の精子は、すべての培養時間で、他の区に比較して先体反応率が高い傾向を示し、

6時間培養した対照区の先体反応率は、 SP区およびI-lA500区よりも高かった。

これらのことから、液状保存射出精液由来精子を用いた場合、 1 )対照区では培養時

間が長くなるにつれ、未反応の精子が減少し、先体反応が進行すること、 2)精疑は精

子の皮~を抑制し、未反応な状態にとどめておく作用のあること、 3 )ヒアルロン酸は

(有意ではないが)精子の先体反志までの変化を抑え、受精能獲得状態を保つ作用のあ

ることが示された。

( 3 )精疑が凍結融解射出精液由来精子の受精能におよぼす効果(実験 2)

培地への精援の添加が凍結融解精液由来精子の卵子への侵入におよぼす影響を明らか

にするため、受精培地として、 1)Pig-FM (対照区)および 2)10%精築を含む Pig-FM

(SP区)を用いて体外受精試験を行った。 SP区には卵丘細胞付着卵子を、対照区には卵

丘細胞付着および剥離卵子をそれぞれ使用し、結果を表 5-5に示した。

SP区では、精子の侵入は見られず、精子の卵子への侵入に対して明らかな担害作用

があった。さらに、単精子侵入率は卵子の卵丘細胞付着の有無による差は見られず、単

精子効率は卵丘細胞付着卵子を用いた対照区で剥離卵子に比較して高い値を示したが、

統計的な有意差は認められなかった。また、卵丘細胞黍iJ離卵子に比較して卵丘縮胞付着

卵子の前核形成率は高く、受精時に卵子を取り屈む卵丘紹抱が前核形成を促進する効果

のあることが示唆され、この後の発生能が高い可能性がある。

(4 )卵Ji-卵子複合体培養上清と卵丘細胞が精子の受精能におよぼす影響(実験2) 

本項では、卵丘一卵子護合体培養上清にCM)が精子の受精能におよぼす効果を検討

するため、卵丘細胞付着および剥離卵子を用い、 Pig-FMを用いた対照区および CCM
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表 5-5. ~符竣 (SP) が凍結副(fqr'~fitf液由来1115 子の卵子への侵入におよぼす影響 l'

卵丘

受精培地 細胞

対照区

SP￥ 

l' :3反復の結果

#M II Ol'l子

fJUi式
卵子数#

60 

75 

64 

精子授入

卵子数(%) 範自1(%)

45 (75) a 59 -95 

59 (79) a 71 -89 

o ( 0) b O 

$存在核(ivIPN:h;1H~l: TìíJ核、 M&FPN: 雌雄前核)形成卵子

￥央l'IKlI玄十 10% (v /v) ~~lf~ft 

a，b同列内で異なる}詩文字を持つ髄の間に有意?をあり (P<0.05) 

liifj1r子佼入

卵子数(%) i(!s陸1(%)

22 (49) 22 -71 

34 (58) 4G -71 

平均侵入結子数 卵子数(%)$

単精子効単 土SE MPN M&FPN 

~i7 2.1:t0.2 14 (31) 14 (31) 

45 1.8:t0.J 43 (73) 41 (70) 



を用いた CCM区で、受精試験を行った。

結果を表 5-6に示した。卵丘細胞の有無による効果は、いずれの受精結果において

も認められず¥また、受精培地による効果は、平均精子侵入数で CCM区に比較して対

照区で多い傾向が見られた以外には認められなかった。対照区で卵丘細胞付着卵子の精

子侵入卵子率 (88%)は、剥離卵子 (73%)よりも高い傾向が認められたが、 CCM区では

卵E細胞の有無による差は認められなかった。単精子侵入率は、 CCM区で高い傾向が

あったが有意ではなく、単精子効率も同様であった。また、平均授入精子数は、対照区

で卵丘細胞付着卵子を用いた時 (3.0)、剥離卵子 (2.4)よりも多い傾向があったが、

CCM区では卵丘細胞の有無による差は認められなかった。雄性および峰雄前核形成率

は、卵丘細胞剥離卵子を用いた CCM区で最も高い値を示し、 CCMが卵子の発生能を

促進している効果を持つことが期待されたが、統計的な有意差はなく、また、卵丘細胞

の有無による一定の傾向も見られなかった。

対照区で、卵丘細胞付着卵子は剥離卵子よりも精子侵入卵子率が高く、 CCM区では

卵丘細胞の有無による差が見られなかったことから、卵丘一卵子複合体培養上清は、卵

E細胞剥離卵子で、卵丘細胞付着卵子を用いたときと同程度に精子の卵子への侵入能を

高めていることが示唆される。また、本項では、前項までの凍結融解卵丘一卵子複合体

培養上清 (FT一CCl'vI)に見られた精子の卵子への侵入を阻害する作用は認められず、凍

結融解処理は、卵丘一卵子複合体培養上清の組成などを変化させ、精子の受精能を阻害

することが示唆された。

( 5 )ヒアルロン酸濃度が精子の受精能におよぼす影響(実験2) 

実験 lの結果から、ヒアルロン酸が精子の受精能獲得を促進していることが、また、

単精子侵入率を上昇させていたことが示されたため、受精培地のヒアルロン駿濃度が受

精結果におよぼす効果を検討した。まず、本節で用いた体外受精方法で、卵丘-gs子複

合体 (COCs)から培地に分泌されているヒアルロン酸濃度を、 Tienthaiら(2000)の方

法で測定した。得られた値は、 COC1個あたり、 1mlの培地に分泌されるヒアルロン
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表 5-6. COCs培養上清にCM)が凍結融解結液由来精子の卵子への侵入能におよぼす影響 11

卵j王

受精培地 細胞

犬、I"!ml玄

十

CCMl: 

十

11 3反復の結果

:l-tM II卵子

{共試
ør~子数#

62 

72 

66 

70 

精子侵入

卵子数(%) i[![i [[1 (%) 
45 (73) a 53 -95 

63 (88) bc 75 -9fi 

47 (71) a 56 -82 

58 (83) ac 69 -91 

$ riiJ核 (MPN:â~t性níJ;核、 M&FPN: n峰雄前1亥)形JJX.卵子

t 液状保存 COCst副主上Yi!J
￥対!l引豆;十 LO% (v /v) ifi!JUft 

a，b，c向;YiJ内で異なる}言文字を持つ1i立の1mに有意差あり (pく 0.(5)

単精子侵入

卵子数(%) 範間(%)

14 (31) 22 -40 

18 (29) 9 -61 

18 (38) 28 -50 

21 (36) 20 -56 

平均侵入精子数 卵子数(%)$

単精子効率 :t SE MPN M&FPN 

以つU q 2.4士 0.2ab 12 (27) 12 (27) 

25 ~j.O 士 0.3b 19 (30) 19 (30) 

27 2.2士0.2a 18 (38) 17 (36) 

30 2.2士0.2a 16 (28) 16 (28) 



酸量で示した。その結果、分泌するヒアルロン酸は、 29.7ng/m1/COCであった。こ

の結果から、本実験で用いた体外受精法では、 COCsから受精培地に分泌されるヒア

ルロン酸濃度は、おおよそ 10μg/mlであることが算出された。この値は、本章第 2節

で得られた卵管上皮細胞の培養上清に分泌されている値 (145~304ng/mD に比較して

高濃度であった。続いて、 COCsが分泌するヒアルロン酸濃度が、受精結果におよぼす

影響を明らかにするため、受精培地のヒアルロン酸濃度を 2種類設定し(0および 10

ug/ml、それぞれ対照区およびHiuO区)、それぞれ卵E細胞剥離あるいは付着卵子を

使用した。

受精結果を表 5-7に示した。卵丘紹胞には、精子侵入卵子率、雄性、雌雄性前核形

成率を高め、平均侵入精子数を増加させる効果が認められた。一方、ヒアルロン酸濃度

の違いによる影響は、平均侵入精子数に見られ、 HA10区で多い傾向が見られた。精子

侵入卵子率および平均侵入精子数は、卵丘細胞付着卵子で剥離卵子に比較して高いある

いは多い傾向が見られ、単精子侵入率および単精子効率は HA10区の卵丘細胞剥離卵

子で付着卵子に比較して高い傾向が認められた。雄性あるいは雌雄性前核形成率は、

日A.10区の卵E細胞付着卵子で剥離卵子に比較して高い傾向が見られた。

これらのことから、卵丘紹抱は精子の卵子への侵入能を高めていること、卵子の前核

形成を高めていることが明らかとなった。ヒアル口ン酸の存在 (10μg/mD下で単精子

効率が高い傾向が見られたが有意で、はなく、ヒアルロン酸が単精子侵入を促進する効果

は明らかにはならなかった。わずかに、ヒアル口ン酸が平均侵入精子数を増加させてお

り、精子の卵子への侵入を促進している可能性を示唆するのみであった。

( 6 )卵丘一卵子複合体培養上清、精築およびヒアルロン酸が精子の機能的変化におよ

ぼす影響(実験2)

第3節の結果からは、ヒアルロン酸は主に精子に作用し、単精子侵入率を高める効果

が認められ、ヒアルロン酸無添加培地では受精に備えた精子の変化が短時間の間に多く

の精子で起こってしまい、その結果多精子侵入率を高め、一方、ヒアルロン酸添加培地
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平均侵入精子数

lit精子効率 土SE

25ab 

26ab 

円円 a
οο 

18b 

単精子侵入

卵子数 (%) 範凶(%)

26 (33) a 

32 (29) ac 

27 (42) a 

17 (19) bc 

精子侵入

卵子数(%) 範閤(%)

78 (76)a 

110 (91)b 

64 (77)(1 

90 (96)む

表 5 7. 受精堵地のヒアル口ン酸 (HA) 濃度が凍結融解~qJ液由来精子の卵子への侵入におよぽす影響 11

卵丘

部lJJJ包

n
b
d

四

%一
ん
比
一

卦
歩
一

子一
同
グ
一

NP
 

M
 

供試

卵子数# M &FPN 

21 (27) ab 

~-3 8 (35) a 

12 (19) b 

33 (37) a 

21 (27)-~i5 

38 (~-3 5) a 

13 (20) b 

33 (~-3 7) a 

2.3士0.1a 

2.9士o') b 

2.0 :t 0.1 a 

22 -41 

円r: _ r:{~ 
D;:) -;:)U 

9 -61 

53 -95 

75 -96 

62 -88 

103 

121 

83 

ート

受精i音i告す

対照!玄

HA10 
]「品

ω
3.4士0.3c 

t 1-仇 10は対照l豆(Pig-FM)にヒアルロン般を 10μg/ml含む

11 3反復の結果

#MII卵子

g前核 (MPN:雄官l:iIIi1安、 M& FPN: IIt{g雄前核)形成卵子

a，b，c悶列内で514なるJlヲ文字を持つ{症のIUJに有意差あり (P<0.05) 

5 -46 92 -100 94 →目



ではその変化が緩慢に起こることが推測される。さらに、ヒアルロン酸は卵子に作用し、

多精子侵入阻止能力を高める可能性もある。また、本節実験 1では、ヒアルロン酸の添

加は、有意ではなかったが液状保存射出精液由来精子の受精能獲得率を高める傾向が見

られた。これらのことから本項では、ヒアルロン酸濃度、卵丘細胞、卵丘一卵子複合体

培養上清 (CCN仏および精疑が凍結融解精子の受精能獲得状況におよぼす影響につい

て検討した。 5種の受精培地、 Pig-FM(対照区)、 CCM、10%の精築を含む Pig-Flvl

(SP) ， 10または 500μg/mlのヒアルロン酸を含む Pig-FM(それぞれHA10および

HA500)を用い、 0， 1， 3および6時間培養した精子を Hoechst-CTC法で評価し、

その結果を図 5-5に示した。

受精培地の違いは、未反応、受精能獲得、先体反郎の各パターンに影響をおよぼし、

未反応パターンの比率は SP区、 CCM区、対照区の順で高い傾向が見られた。受精能

獲得パターンの比率は、対照区に比較して託生10およびl-Li¥500で高く、また、先体反

応パターンの比率は対照区で最も高く、 SP区で最も低く、対照区では自然発生的な先

体反応を高率に引き起こし、 SP区では未反応な状態に維持する{頃向があった。さらに、

ヒアルロン酸は、受精能獲得率を高めていることが示唆される。培養時間が長くなるに

したがい、未反応パターンの比率は低下し、受精能獲得パターンの比率は培養 3時間か

ら6時間の間に増加し、さらに、先体反応パターンの比率は l時間から 3時間の間に増

加する傾向が認められた。未反応パターンの比率は、培養 l時間では、対照区で SPIR 

およびCCM区より低く、それ以降は SP区で他より高笹を示し、精築が精子の受精に

備えた反応を阻止していることが示唆される。受精能獲得パターンの比率は、培養 3時

間で対照区、 SP区に比較して CCM区、 HA10IRで高く、また、l-Li¥500区では SP区

より高かった。また、培養 6時間で対照区、 SP~互に比較して CCM 区、 HA500 区で高

く、また、 HA100区では SP区より高く、ヒアル口ン酸は受精能獲得を促進している

可能性が指摘される。先体反応パターンの比率は、培養 l時間では、対照区でもっとも

高く、 SP区でもっとも低い値を示し、 3時間では、対照区で CCM匿、日生10匿、

HA500区よりも高く、また、 HA500区で SP区よりも高かった。さらに、 6時間では、
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図対照区 口CCM

100 未反応
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図5-5.受精培地 (Pig-FM)中のヒアルロン酸(10μg/ml:日生10;500 figJml: 

HA500)、10%(v/v)精策 (SP)、および COCs培養上清 (CCM)が、凍結融解精

液由来精子の受精能獲得状況 (CTC-パターン)におよぼす影響

それぞれの受精培地で、 0，1， 3，および 6時間の培養を行った精子を Hoechst-CTC染飽を施

した Hoechstに不染の靖子を生存精子とし、さらに CTC染色状況を観察した。 CTC染自パ

ターンを、 「未反応J、 「受精能獲得Jおよび、「先体反応J (それぞれ、 Fraserら(1995)の分

類である 'F-patterぜ， 'B-pattem'，および 'AR-pattem'に対応)に分類したロ値は、生存精子数

に対する各々のパターンの精子数の割合土SDで表示した包異なる薦文字を持つf車問に有意差あり

CP< 0.05)。
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対照区で CCM区および1-Li¥500~互に比較して高く、 SP 区では、 CCM 区、日A.10 区お

よび1-Lt¥500区に比較して低い値を示しており、通常の方法で精子を培養した場合、時

間経過とともに先体反応率が上昇する一方、精築は先体反応率の上昇を起こさず、ヒア

ルロン酸や卵丘一卵子複合体からの分泌物はこれらの中間の値を取っていた。

これらの結果からは、 1 )受精培地で精子を培養したとき、培養時間が長くなるにつ

れ、精子は未反応な状態から先体反応を起こす状態に推移し、受精能獲得の状態に留ま

らないこと(対照区)、 2)精疑は精子を未反応な状態に維持させる作用を持つこと

(SP区)、さらに 3)ヒアルロン酸および卵丘一卵子複合体からの分泌物は精子の先体

反応を引き起こさせず、受精能獲得状態を{果たせることを示している。

( 7 )結果の要約

前節で得られた結果から、ヒアルロン酸は、精子に作用することで、効率的に単精子

侵入卵子を作出することが明らかになったが、この場合に精子が受精に備えて、どのよ

うな状態にあるのかは明らかにはされていない。このため、受精時に重要な作用を持つ

ことが考えられるヒアルロン酸、卵丘細胞、精築が精子におよぼす効果について CTC

法を用いて検討した。

液状保存射出精液由来精子を用いた場合(実験 1)、 1036精援を添加した受精培地

(SP)は精子の卵子への侵入を阻害しており、受精担害作用を持つことが示唆された。

Hoechst-CTC法の結果からは、精疑は精子の反応を抑え、未反応な状態にとどめてお

く作用のあること、一方、ヒアルロン酸の受精培地への添加は、精子の先体反応を抑え、

受精能獲得状態を保つ作用のあることが示唆された。

凍結融解射出精液由来精子を用いた場合(実験 2)、卵丘一卵子複合体培養上清

にCM)は受精能獲得パターンを示す精子割合を高めていた。さらに、受精培地に卵丘

一卵子複合体から分泌されるヒアルロン酸濃度を測定したところ、本節で行った体外受

精方法では、おおよそ 10μg/mlであることが明らかとなった。この濃度に合わせ、ヒ

アルロン酸を添加した培地で培養した精子について Hoechst-CTC法で得られた結果
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からは、ヒアルロン酸は先体反応パターンを示す精子割合を抑え、受精能獲得パターン

を示す精子割合を増加させており、効果的に精子に受精能を獲得させる作用のあること

が示唆された。卵丘細胞剥離卵子に比較して卵丘細胞付着卵子の前核形成率は高い傾向

があり、受精時に卵子を取り囲む卵丘細胞が前核形成を促進する効果のあることが示唆

され、この後の高い発生能を期待できる。一方、精築は精子の卵子への侵入を完全に担

止しており、精子を未反応な状態に維持させる作用を持つことが示された。
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第 5節考察

卵管上皮細胞およびその培養上清が単精子侵入におよぼす影響を調べたところ、合成

培地 (Pig-FM)での受精に比較して、卵管上皮細胞培養との共培養で受精させることで

単精子侵入率が高まったが、卵管上皮細胞の培養上清にその効果はなかったことから、

培地中への分泌物ではなく、細胞との物理的な接触によるものであることが示唆された。

卵管上皮細胞上清には 145~304ng/mlのヒアルロン酸が含まれていたが、 COCs培

養上清および報告されている生体内の濃度 (Kanoet al.， 1998)に比較して、非常に低

い値であったことから、ヒアルロン酸濃度が低いことによる低い単精子侵入率であるこ

とも推測される(第 2節)。続いて、培地へのヒアルロン酸の添加および卵子の卵丘細

胞が受精成績に与える効果について検討し、まず、卵丘細抱剥離した卵子を用いた場合、

単精子侵入率は、受精培地にヒアルロン酸を添加したとき (78%)、添加していないとき

(57%)に比較して高い傾向見られ、卵丘細胞は単精子侵入率を低下させた。また、精子

の前培養培地へのヒアルロン酸の添加は、単精子侵入率を高めた。いずれも、ヒアルロ

ン酸は、単精子侵入を高める傾向があり、その効果は用いる精液サンブワレによって異な

ることを示していた。したがって、ヒアルロン酸は精子に作用し、単精子侵入を促進さ

せる作用を持つことが示唆された(第 3節)。ヒアルロン酸が精子におよぼす効果を見

るため、液状保存射出精液由来精子の受精能獲得状況を Hoechst-CTC法で調べたと

ころ、ヒアルロン酸は精子の先体反応までの変化を抑え、受精能獲得状態を保つ作用の

あることが示唆された。また、卵丘細胞が付着している卵子では、精子侵入卵子率は低

められ、単精子侵入率は高められており、凍結融解精液由来精子を用いた前節の結果と

は異なっていた。ヒアルロン酸を添加した培地で培養した凍結融解射出精液由来精子の

機能的変化の結果からは、ヒアルロン酸は先体反応パターンを示す精子割合を抑え、受

精能獲得パターンを示す精子割合を増加させており、自然発生的な先体反応を抑え、効

果的に精子に受精能を獲得させる作用のあることが示唆された(第4節)。

雄の精巣で産生された晴乳動物精子は、精柴とともに雌の生殖道に射出される。子宮
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を通過した後、卵管峡部に入り、卵子が排卵されるのを待つために、一時的に待機する。

卵子が排卵されると、精子は卵管峡部から離れ、受精部位である卵管膨大部に到遠し

(侭Rodr鼻t包iguぽ1氾ez-一斗-

ができる(図 1一1υ) 。そして、精子は卵子を取り囲んでいる卵丘細胞と接触した後、

透明帯を貫通し、受精が起こる。精子が通過するこれらの経路では、それぞれの部位か

らの分泌液や細胞が存在しており、精子に影響を与え、受精を効果的にしていることが

推測される。卵管液には、アルブミンやグロプリンなどのタンパク質やイオン、プロテ

オグリカンや糖タンパク質、さらに、静素などが存在しており、生殖道内にある細胞の

寄与が大きい (H訂 per，1994)。本章では、卵管液に存在する物質の中で、受精卵の発生

率を高める効果のあることが報告されているヒアル口ン酸 (Kanoet a1.， 1998)に着目

し、受精におよぼす影響について検討した。

本章で得られた結果(図 5-1および第4節実験2)から、ヒアルロン酸は、卵管上

皮細胞の培養上清、および培養卵管上皮細胞の存在下で精子と卵子の共培養を行った培

養液に、それぞれおおよそ 150~300 ng/ml、および 500ng/ml含まれていた。また、

本研究で用いた体外受精環境では、培養した卵丘一卵子複合体 (COCs)は受精培地中に、

約 10μg/mlのヒアル口ン酸を分泌していた。したがって、ヒアル口ン酸の分泌は、卵

丘細胞で卵管上皮細胞に比較して多いことが示された。 Kanoら(1994)は、受精試験

の結果から、卵管上皮細胞の培養上清は、単精子侵入率を上昇させる効果を持つことを

示しているが、本章ではその効果は見られなかった。ヒアルロン酸濃度は COCsから

の分泌量に比較してごく低濃度であったことが影響していた可能性がある。卵管上皮細

胞の培養条件(培地量など)によって、培養上清のヒアルロン酸濃度は異なるため、

Kanoら(1994)の研究で用いた卵管上皮細胞の培養上清には本章で用いた培養上清に

比較して高濃度のヒアルロン酸が含まれていた可能性もある。同様な結果は Nagaiと

Moor (1990)によって示されており、糖タンパク質が単精子侵入に効果的であることを

仮定している。一方、本研究では峡部卵管上皮細胞との共培養を行ったとき、精子侵入

卵子率を低下させず、高率な単精子侵入率が得られた。生体内では、雌の生殖道内を上
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向した精子は、卵管峡部の上皮細胞に捕捉され、排卵が起こる時期に向調して細胞から

放出されるほodriguez-Martinezet a1.， 1998) ことから、卵管上皮細胞に接触するこ

とでリガンド・レセブターを介した精子の受精能力の効果的な調整が行われていること

が示唆される。ヒアルロン酸を含むグリコサミノグリカンは雌性生殖道中に存在してい

る(Lee& &"'{， 1984)。体内の受精部位(卵管)におけるヒアル口ン酸濃度は、過去の

研究からおおよそ 0.04から1.83mg/mlであることが算出されている (Kanoet a1.， 

1998)。したがって、本章で用いた 0.5mg/mlのヒアルロン酸濃度は、生理的な濃度で

あることを示している。一方、 Tienthaiら(2000)は、発情期の卵管液のヒアルロン酸

濃度は 10μg/ml程度であることを指摘しており、これは本章で得られた COCsによる

分泌濃度に等しい。正確な濃度を明らかにするためにはさらなる調査が必要である。

興味深いことに、卵子の周りを取り臨んでいる卵丘細胞が精子侵入におよぼす影響は、

実験問で異なっていた。液状保存精液由来精子を用いた場合、対照区での卵丘細胞剥離

卵子の精子侵入卵子率は、付着卵子よりも高く(表 5-4)、一方、凍結融解精液由来精

子を用いた場合、対照区における卵丘細胞付着卵子の精子侵入卵子率は、剥離卵子より

も高い(表 5-6， ア)、あるいは間程度の値(表 5-5)であった。これらの棺反す

る結果からは、体外での卵子への精子侵入におよぼす卵丘細胞の影響を結論付けること

は難しい。受精時に卵丘細胞間にあるほとんどの精子は先体反応を起こしており、先体

酵素であるヒアルロニダーゼの働きにより、ヒアルロン酸を大量に含む細胞間マトリッ

クスを消化する。このため、それらの精子は先体反応を起こしていない精子であっても

透明帯に到達できる通路を開いていると示唆されている (Krogenaeset a1.， 1994; 

Rodriguez-Martinez， 1999)。したがって、この通路を開く役割を持つ精子が少ない場

合には精子侵入卵子率が低下すると考えられる。卵丘細胞が精子侵入におよぼす影響に

ついて、これまでの研究結果は液状保存射出精液由来精子を用いた場合に卵丘細胞の有

無で精子侵入卵子率に差が見られない(表4-8)、あるいはそれとは異なり、凍結融解

射出精子は卵丘細胞剥離卵子に比較して卵丘細胞付着卵子に高率に侵入したこと

(Wang et a1.， 1995)を指摘している。実験時の卵丘細胞の状態が異なっていた可能性
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もあるが、これらの結果と本章の結果は、卵丘細胞の精子侵入に対する有効性は、精子

の由来や処理方法に依存していることを示唆している。

第4節で、 CCMで培養した精子は、 CTC法で高率な受精能獲得パターンを示した

ことから、 CCMは精子の受精能獲得を促進し、効果的に受精する準備を促しているよ

うに見える。統計的有意差は認められなかったが、体外受精結果において CCM中では、

対照区に比較して単精子畏入率および単精子効率が高い傾向が見られた。一方、受精能

獲得状態を Hoechst-CTC法で評価した時、ヒアルロン酸を 10μg/ml含む培地で培養

した精子と CCM中で培養した精子は同様な染色パターンを示した。したがって、

CCMの精子に対する主要な役割の一つをヒアルロン酸が担っている可能性がある。

本章第 3節の結果からは、ヒアルロン酸は精子侵入卵子率を下げることなく単精子侵

入率を上昇させると考えられた。また、精子サンプル問で体外受精結果におよぼすヒア

ルロン酸の効果は異なっていたことから、精子サンプル問で精子におよぼすヒアルロン

酸の効果に差があることが推察されるが、その原因は本章の結果からは明らかではない。

第4節で COCsは培地にヒアルロン酸を分泌していることが明らかになった。過去の

報告でも同様な結果が示されている CSalustriet 31.，1992; Rodriguez-j¥ねrtineze t 31. ， 

1997)、また、本章第 3節実験 lおよび2では卵丘細胞剥離卵子を用いたとき、ヒアル

ロン酸は単精子侵入を促進していた。一方、卵丘細胞付着卵子を用いた場合、卵正細胞

から分泌されたヒアルロン酸がすでに存在していたことが添加効果が表れない原因となっ

たと考えられる。

ヒアルロン酸は、細胞外マトリックス中に存在するグリコサミノグリカンファミリー

の中で硫酸基を持たず(l.aurent& Fraser， 1992)、配偶子の機能に影響を与えているこ

とが示唆されている CRodriguez-Martinezet 31.， 1998) 0 Rodriguez-Martinezら

(1998)は、 CTC法を用いて精子の受精能獲得状態について検査を行い、ヒアルロン酸

を含む培地で培養した精子は対照区に比較して先体反応を伴わない受精能獲得パターン

を示す割合が高い結果を得ている。同様に、本章でヒアルロン酸添加培地で培養した精

子を Hoechst-CTC法で精子を検査したところ、先体反応パターンを示す精子割合の
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上昇は抑えられ、一方、受精能獲得パターンを示す精子割合は増加していた。したがっ

て、受精の場に精子が到達する以前に起こる自然発生的な、あるいは受精に適切な状態

に達していない精子の先体反応を防止する役割をヒアルロン酸は持っており、一方で精

子の受精能獲得を促進する役割を持っていることが推測される。 Shamsuddinと

Rodriguez-Martinez (1994)は、ウシの体外受精における swim-up法による凍結融解

ウシ精子の選別効果におよぼすヒアルロン酸の影響について調べ、ヒアルロン酸添加培

地を用いた svv1m-up法で分離した精子は、対照区に比較して高い活力を持っており、

精子以外の爽雑物の混入も少なかったことを報告している。ヒアルロン酸は、雌性生殖

道中で精子を効果的に選別し、さらに受精能獲得を起こさせ、また自然発生的な先体反

応を抑制することで卵子に到達する精子を減らし、多精子侵入を抑制している可能性が

ある。

ヒアル口ン酸は、ブタ精子のフロアクロシンからアクロシンへの変換を促進している

ことが報告されている (Parrishet a1.， 1980)。すなわち精子の卵子への侵入能力を高め

ているといえる。さらに、ラット精子中のヒアルロン酸結合糖タンパク質

(HA-binding glycopr・otein)の存在が す で に 明 ら か に さ れ て い る こ と から

(Ranganathan et a1.， 1994)、ヒアルロン酸は、精子の細抱膜に結合し、精子の機能を

調節していることが示唆される。線維芽細胞では、ヒアルロン酸は結合タンパク質を介

して細胞の代謝を調節しており、ブロテインキナーゼ活性もこれに含まれている

(Laurent & Fraser， 1992)。精子に対して同様な役割を担っているとすれば、ヒアルロ

ン酸によって、代謝活性が高まることで効果的に受精が起こることが考えられる。しか

し、ヒアルロン酸結合糖タンパク質がブタ精子に存在しているかどうかはまだ明らかで

はなく、今後の研究に期待される。その他のヒアルロン酸の精子に対する作用として、

精子が卵子の透明帯に到着するまでの問、細胞膜を保護する作用とともに細胞膜に変化

をおよぼすことなくヒト精子の移動速度を高める作用 (Huszaret a1.， 1990)、さらに透

明帯によって引き起こされるサル精子の先体反応を加速させる作用が報告されている

C¥乍ndevoortet a1.， 1997)。いずれも、ヒアルロン援は、体内で精子の受精能に重要な
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影響を与えていることが示唆されるが、現在のところ精子におよぼすヒアルロン酸の作

用は明らかにはされておらず、今後、受精能獲得および、卵子への侵入能との係わりを明

らかにすることが必要である。

本章の体外受精では、比較的安定した精子侵入率を得ることができた。複数の雄から

採取した精液を混和して用いたので、雄個体の影響を除去、あるいは最小限に抑えるこ

とができたと考えられる。第 3節実験 3では 3種類の精液サンプルを用いた。精液は 3

頭の生殖能力を持つ雄ブタから採取し、冷却・凍結前に異なった時間、精疑に接触させ

ている。その結果、精液サンプル間でヒアルロン酸に対する異なった反応が見られた。

凍結前に 10時間精疑に接触させた精液は、ヒアルロン酸が単精子侵入に与える影響を

はっきりと示した。このことから、精紫の働きによって凍結融解の際に精子の細胞膜は

保護され、また、精築成分とヒアルロン酸の相互作用があることが示唆される。凍結融

解処理は、精子の部分的な受精能獲得を引き起こすことが推測されている CWatson，

1995)。しかし、本章の結果では、液状保存精子と凍結融解精子の受精能獲得パターン

の問には差は見られなかった(図 5-4および図 5-5中の対照区間の比較)。これらの

実験は並行には行っておらず、また、それぞれの精子サンフルのために用いた雄の数が

異なっていた(液状保存:2頭、凍結融解:3頭)ため、保存方法が異なる精子でも受

精能獲得状況が類似した結果となった可能性もある。明確な結論を得るためには、各雄

{自体ごとの精子サンプルにおける受精能獲得状況を並行して比較する必要がある。

精築は射出精液中の精子濃度を希釈する。いくつかの精子に対する異なった精策の役

割が報告されており、たとえば、ウシ精巣上体精子の受精能獲得を調節していること

(Lee et a1.， 1985; Florman & First， 1988)、凍結時にヒト精子に対する有害な影響を取

り除くこと (Grizardet a1.， 1999)、ブタ精子のアデニル酸シクラーゼ活性を上昇させる

こと (Okamura& Sugita， 1983)、そしてブタ精子の活力を高めること (Okamuraet 

a1.， 1985; Rodriguez-Martinez et a1.， 1990)、などがある。また、ブタ精築中のリラキ

シン様物質が活力の制御に関係していることも報告されている (]uanget a1.， 1990)。

体外受精の結果、受精培地に 10%添加した精紫は完全に精子の卵子への侵入を阻止し
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ていた。 Nagaiら(984)は、同様に精築に接触させた精巣上体および射出精液由来の

精子は、たとえ洗浄した場合でも体外で卵子に侵入しなかったことを示している。また、

精子の受精能に対する精疑の悪影響はウサギ精子にも見られており (Chang，1957)、さ

らに Iwamotoら(1992)は、精築はブタ精子の活力を低下させることを示している。

CTC法による解析の結果からは、精策は精子を未反応な状態に保つ作用があるように

見える。 Mぉ¥:VvellとJohnson(999)も同様な結果を報告している。精子は排卵までの

問、しばらく雌性生殖道内に待機している。したがって、この精疑による精子の受精能

獲得抑制作用は体内における主要な作用であり、受精能獲得反応を抑えることで、自然

発生的な先体反応、あるいは退化的な反応を起こさせず、受精可能な精子を確保してい

る可能性がある。このように仮定される精築の作用を主とした精子の保護が体内でどの

ように解除され、精子が受精可能な状態に移行するのかは、今後、雌体内から得た精子

を用いて詳細に確かめる必要がある。また、Leeら(985)は、精策はグリコサミノグ

リカンを含んでおり、これらのグリコサミノグリカンがウシ精子の機能を調節している

可能性を示唆している。本研究では、凍結融解前にあらかじめ精築にさらしておいた精

子は、処理をしていない精子に比較して効果的に受精能獲得を起こした可能性がある。

しかしながら、精援は他のグリコサミノグリカン(0.25-1.6mg/mDに比べると、低濃

度(0.004mg/mDのヒアルロン駿のみを含んでいることが示されている(工βeet al.， 

1985)ことから、精築中のヒアルロン酸の役割および精子に対する作用について詳細に

検討する必要がある。第 3節では、射出精液由来精子を用いており、これらの精子はす

でに精築と接触している。精築と多精子受精、および精子の生理的な変化との関係を明

らかにするためには、精巣上体と射出精液由来の精子を比較した実験を行うことが求め

られる。

ブタでは、受精の場に多数の精子が存在すると卵子に 2つ以上の精子が細胞質内に侵

入してしまう。これはたとえ体内であっても起こる (Hunter，1973)。したがって、ブ

タ卵子は、元来多精子侵入の防御機構が限定されており、卵子の成熟状態よりも受精の

場における状態が強く単精子侵入に影響しているようにも見える (Nagai， 1994)。本節
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で得られた結果から、ヒアルロン酸は精子の受精能獲得を効果的に誘起し、また、単精

子侵入率を高めていた。ヒアルロン酸は体内において、受精の場に大量に存在し、精子

の受精能獲得を促進し、また、卵子と接触する前の精子が先体反応を起こすことを抑制

していることが推測される。したがって、単精子侵入卵子を効率的に得るためには、ヒ

アルロン酸を培地に添加が有効であることが示された。本研究では、体外受精後の卵子

(受精卵)を体外培養していない。今後、その発生能について確認する必要がある。
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第6節要約

本章では、精子の受精能獲得、先体反応および、卵子への侵入能力におよぼすヒアルロ

ン酸、卵丘一卵子擾合体培養上清 (CCM)、精策の影響を調べた。ヒアルロン酸は体外成

熟ブタ卵子の単精子侵入率を効果的に増加させることが示され、また、 CCMはヒアル

ロン酸を含むことが確認された。しかし、精子侵入率および単精子侵入率に対するヒア

ルロン酸の影響は、用いる精子の凍結前処理、すなわち精疑との接触時間の違いによっ

て異なっていた。 Hoechst-CTC法で精子の受精能獲得状態を評価した結果、通常の方

法で精子を処理したとき(対照区)、精子の先体皮応は容易に引き起こされた。ヒアル

ロン酸および、CCMは精子の受精能獲得を効果的に起こさせるのに有効であり、一方、

構築は精子を未反応な状態に保つ作用を持つことが示唆された。また、用いた精子サン

プルによっては、単精子侵入におよぼすヒアルロン酸およびCCt-/Iの効果が明らかでは

ない場合があり、用いた精子サンプルの違いがヒアルロン酸の精子に対する作用に影響

している可能性もある。精紫とヒアルロン酸の精子に対する協調作用は、射出精子のみ

ではなく、精巣上体精子を用いた比較を行うことで明らかにする必要がある o 体内では、

精子は雌性生殖道内で細胞からの分泌液や細胞と直接接触する。卵管上皮細胞は、単精

子侵入率を高めており、この効果は細胞の培養上清には認められず、培地内に分泌され

ているヒアルロン酸の効果ではなかった。このため、ヒアルロン酸以外に単精子受精を

引き起こす要因があると考えられる。体内では、単精子侵入がどのようにして起こるの

かについて明らかにするためには、今後受精部位における精子を追跡し、詳細に検討す

る必要がある。
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第6章総括

本研究では、ブタ体外受精の問題を解決し、受精機構の解明に必要な基礎知見を得る

ため、 1 )体外受精に用いる精子の処理法の違いが受精結果におよぼす影響を検討し、

2 )培地成分が精子の受精能におよぼす作用を調べ、 3 )単精子侵入卵子の高率的作出

を試みた。

1 )受精結果におよぼす精子処理法の影響

用いる精子(雄)の違いにより体外受精結果に大きな差が見られ、また、精子の前培

養時間は精子の卵子への侵入能に影響を与え、適切な培養時間は精子サンプルによって

異なっていた。

さらに、ウシ精子に広く適用されている精子の分離法であるパーコール法を用いて選

別した精子を受精試験に用い、その有効性を調べたところ、射出精液由来精子では元来

の受精する能力が高く、パーコール法の明確な効果を認めるには歪らなかったものの、

このときに用いた精子サンブロルには前培養が必要ではないことが同時に示された。精巣

上体精液由来の凍結融解精子を異なったパーコールで分離し、その効率を検討したとこ

ろ、 45から 60%および 60から 75%のパーコール濃度間で分離能が大きく変化するこ

とが明らかになった。次に、パーコール法で分離した精子の運動特性を CASAで調べ

た結果、分離精子の運動精子率および激烈に運動する精子割合の上昇が見られた。受精

試験の結果、パーコール法を用いない場合に比較して精子侵入卵子率を上昇させる効果

が見られたが、精子サンプルを採取した雄によってはその効果が認められないものもあっ

た。また、精子侵入卵子率と、運動性との明確な関係は見られなかった。

2) 受精結果におよぼす培地の影響

体外受精に用いる最適な培地を開発することを目的に、培地成分が精子の受精能にお

よぼす効果を検討した。その結果、培地のカリウムイオン濃度を高めることで精子侵入

卵子率は上昇した。高濃度のカリウムイオン培地では、浸透圧調整のためナトリウムイ

オン濃度を低下させている。したがって、高濃度カリウムイオン培地で精子の受精能が
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高められたのは、ナトリウムイオン濃度を低下させたことによる可能性があった。そこ

で、浸透圧およびカリウムイオン濃度を一定にして、ナトリウムイオン濃度を変化させ

た培地で受精試験を行ない、ナトリウムイオン濃度を低下させても精子の受精能は上昇

しなかったことから、カリウムイオン濃度を高めることが精子の受精能を上昇させるこ

とが明らかになった。細胞内カルシウムイオンは、精子の受精能に重要な役割を持つこ

とが知られているため、異なるカリウムイオン濃度の培地で培養した精子の細胞内カル

シウムイオン濃度を測定した。高濃度のカリウムイオンを含む培地で培養したとき、精

子の細胞内カルシウムイオン濃度は、通常濃度のカリウムイオンを含む培地で培養した

ときに比較して高い傾向が見られた。また、受精培地のカリウムイオン濃度を低下させ

たとき、精子侵入卵子率は減少し、カリウムイオンがない場合には精子は卵子へ侵入で

きなかった。細胞内カリウムイオンを細胞外に流出させる作用を持つカリウムチャネル

の阻害剤は、精子の受精能を阻害していたことから、高濃度のカリウムイオンを含む培

地では、精子の膜電位依存性のカルシウムチャネルの作用によってカルシウムイオンが

細胞内へ流入し、精子の受精能を高めていることが推察された。

次に、重炭酸が精子の受精能におよぼす効果を検討したところ、重炭酸が受精培地に

添加されていない場合、精子の卵子への侵入は見られず、精子は受精するために重炭酸

が必須であることが明らかになった。

さらに、培地に添加するタンパク質が精子の受精能におよぼす効果を検討したところ、

培地にタンパク質を添加しない場合であっても、卵子への精子の侵入は見られ、また、

受精時の精子濃度を調整することで高率な精子侵入卵子率を得ることができたことから、

受精時の培地にタンパク質は必須ではないことが明らかになった。

続いて、本研究で得られたこれまでの結果から、ブタ体外受精に用いる受精培地、

Pig-FMを新たに開発し、その受精結果を調べた。いくつかの受精培地との比較を行っ

たところ、 Pig-FMは常に安定して高率な精子侵入卵子率が得られたことから、この受

精培地の有効性が確かめられた。
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3 )単精子侵入卵子の効率的作出

ブタの体外受精で照題となっている多精子侵入を抑え、単精子侵入卵子を効率的に作

出する方法を確立することを目的として、受精時の卵管内に大量に存在するヒアルロン

酸に着目し、単精子侵入率におよぼすその効果を調べた。その結果、受精培地にヒアル

ロン酸を添加することでは単精子侵入率は高まる傾向が見られた。一方、精子侵入卵子

率および単精子侵入率に対するヒアルロン酸の効果は、用いる精子の凍結前処理、すな

わち精策との接触時間の違いによって異なっていた。 Hoechst-CTC法で精子の受精能

獲得状態を評価した結果、ヒアルロン酸および卵丘細胞の培養上清は、精子の受精能獲

得を効果的に起こさていたが、精築は精子の機能的変化の進行を阻止していた。

これらの結果から、ブタの体外受精において、低精子侵入卵子率を示す精子サンプル

では、適切な精子の前培養時間を設定し、さらにパーコール法で分離した精子を用いる

ことが有効である。これらの方法で

本研究で開発した受精培地で安定して高い精子侵入卵子率を得ることができること、ま

た、ヒアルロン酸添加培地を用いることで単精子侵入卵子を効率的に作出できることが

明らかになった。本研究では、作出した体外受精卵の発生能については調べておらず、

今後検討する必要がある。
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付表 1.培地の組成表(1) ~ 

組成 (mM) WS-PVA* 

NaCl 140.0 

KCl 3.1 

Pl叫-PVA11

95.0 

3.1 

40.0 

2.0 

0.4 

0.3 

PM-BSN' 

95.0 

3.1 

40.0 

2.0 

0.4 

0.3 
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WS-BSA* PM-Hepes-BSN' 

140.0 112.0 

3.1 

FM-BSA官

111.0 

3.1 

15.0 

4.6 

0.4 

0.3 

CaCl 

MgSO 

NaHPO 

2.0 

0.4 

0.3 

15.0 

4.6 

0.4 

0.3 

NaI-ICO 
:l 

Glucose 

Pyruvate 

L.actate 

5.0 

1.0 

21.7 

5.0 

1.0 

21.7 

5.0 

1.0 

21.7 

5.0 

1.0 

21.7 

5.0 

1.0 

21.7 

I-Iepes 

Caffeine 

20.0 20.0 20.0 

2.0 2.0 

BSA 

PVA 

1 mg/ml 3 mg/ml 3 rng/ml 5 mg/rnl 

1 mg/ml 1 mg/ml 1 mg・Iml

pH 7.4 7.4 7.6-7.8 7.6-7.8 7.6-7.8 7.5-7.6 7.5-7.6 

5本研究で用いた地養液には、最終濃度10ぃg/mlのフヱノールレッド、および以下の抗生物質のうちし1ずれかを添加している。

1) 100 IJg/mlストレプトマイシン、 100 IU/rnlペニシ 1)ンを詔合したもの、 2)25-50 IJg/rnlゲンタマイシンあるいは3)50μg/rnlカナマイシン

み生理食塩水を修正

11Parrishら(1988)により修正されたタイロード熔液を改変



付表 2. 培地の組成表(2) ~ 

組成 (mM) mBO'1 Pig-FM* mTBMホ BMOC-2t 

NaCl 112.0 90.0 113.1 119.0 

KCl 4.02 12.0 3.0 4.8 

NaI-ICO 37.0 25.0 25.0 
3 

CaCl 2.25 8.0 8.0 1.7 
-白3 

MgSO 0.5 1.2 
4 

MgCl 0.52 
" 

NaH PO 0.83 0.5 
M a， 

KI-I PO 1.2 
') 

←s・ Glucose 13.9 11.0 5.6 

Pyruvate 1.25 2.0 5.0 0.25 

Lactate 10.0 20.4 

Hepes 10.0 

Tris 20.0 

Caffeine 2.0 2.0 2.0 

BSA 5 mg/ml 5 mg/ml 5 mg/rnl 1 rng/ml 

PVA 

pH 7.5-7.6 7.5-7.6 7.5-7.6 7.4 

5本研究で用いた培養液には、最終濃度10問 Imlのフェノールレッド、および以 Fの抗生物質のうちいずれかを添加している。

1) 100ぃg/mlストレプトマイシン、 100 IU/mlペニシリンを混合したもの、 2)25-50μg/rnlゲンタマイシン、あるいは

3) 50いg/rnlカナマイシン

官Brackett& Oliphant (1975)を改変〆!ffrたに開発した崎地，本Abeycleera& Day (1997)を改変， t Cheng (1985) ;を改変


