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第1章　緒論

　家畜における人工授精の研究は20世紀初頭に始まり各国で多くの研

究がなされ、雄側からの遺伝的な改良が大きく進歩した。また、油滴か

らの遺伝的改良を目的とした胚移植は1891年前Heapeがウサギにおい

て産子を』 ｾて以来、ラット．（Nicholas，1933）、ヤギ（Warwick　et

al．，1935）、ウシ（Willett　et　al．，1951）、ブタ
（Kvansnickii，　1951）、ウマ（Oguri　and　Tsutsumi，1974）な

どで報告がみられ、現在ではとくにウシの改良と増殖を目的として本邦

でも広く活用されるようになった。

　一方、哺乳動物の受精現象の解明に関する研究はChang（1951）お

よびAustin（1951）の精子の受精能獲得の発見に始まり、Chang

（1951）はウサギの精子が射出直後と受精直前では生理的に異なる

ことを明かにした。また、　Chang　（1957）は精漿中の因子が受精

能獲得精子を失活させることを報告し、さらに、Aus　tin　and　Bishop

（1958）はゲッ歯類の精子において受精前の形態的変化である精子

先主反応を発見した。同時期に哺乳動物における体外受精の研究

（Dauzier　et　aL，1954；Dauzier　and　Thibault，1956）　が始

まり、Chang　（1959）は、ウサギで交尾後の子宮内精子と排卵卵子

を用いて体外受精を行い、受精後の卵割胚を移植して産子を得ることに

成功した。その後、精子の受精能獲得を体外での合成培地内で行う報告

が相次いだ。それらはハムスター（Yanagimachi　and　Ch　ang，1963）、

マウス　　（lwamatsu　and　Chang，1969）、モルモット（Yanagimachi，

1972）、ラット（Toyoda　and　Chang，1974）、ウシ（Brackett

1
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etal．，1982）などの動物：種で行われた。これらの体外受精による産

子は体内成熟卵子由来のものであり、とくに、ウシなどの家畜において

は、外科手術を用いる体内成熟卵子の回収の煩雑さや、卵子数の制限な

どから実用性に乏しい一面があった。また、Sirard　and　Lambert

（1986）も内視鏡を用いて体内成熟卵子を吸引採取して、体外受精

を行い、ウサギ卵管内で培養後、受勲牛への非外科的な移植によって産

子を得ている。一方、体外成熟卵子を用いた体外受精に関する研究にお

いて、花田ら（1986）、Crister　et　al．（1986）らは体外成熟

卵子を用いて、体外受精を行い、その後の卵割胚を、ウサギ卵管内ある

いはヒツジ卵管内で体内培養後、非外科的に受療牛に移植し産子を得る

ことに成功した。

　その後、急激に体外受精技術が進展し、体外受精由来胚の培養系につ

いての検討がヒツジ（Gandolfi　and　Moor，1987）やウシ（梶原ら、

1987、Fukuda　et　al．，1989）で行われ、異種動物の卵管内培養

を行わずに、卵管上皮細胞や卵丘細胞との共培養によって、体外でも胚

盤胞まで発育することが確認されるまでにいたった。

　しかしながら、ウシ卵子の体外成熟、体外受精およびその後の培養に

関する知見は発分とは言えず、体外受精による安定的な胚盤胞の生産技

術を確立する目的で、本研究では凍結融解精子の精子処理方法と種雄牛

の個体差が体外受精におよぼす影響ならびに体外受精由来胚の体外培養

系に関する検討を行った。

2
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第2章ウシ精子処理法におけるカフェインとイオノボアの併用が体外

　　　　受精におよぼす影響

　Brackett　et　a1．（1982）は哺乳動物の体外受精の成否は精子の適

確な受精能獲得にあると述べている．精子の受榊膿得処理は同種ある

いは異種の生殖器内での前培養（lritani　and　Niwa，1977）に始ま

り・高イオン濃度の培養液による感作（Brackett　et　al．，1980）、

Caイオノボアの処理（花田，1985）およびムコ多糖類を含む培地内

での前培養（Parrish　et　a1．，1985b）などが報告され、比較的再現

性の高い方法が採られるようになった。しかし、これらの精子処理で体

外受精を行った場合、精子が充分に受精能を獲得しているかどうか、お

よびその後の卵割面や桑実胚への発育については不明な点が少なくない。

　以上のことから、本章ではウシ体外成熟卵子を用いて、ウシ凍結精子

処理におけるカフェインとイオノボアの併用が体外受精成績、とくに受

精率、卵割率およびウサギ卵管内での桑実胚への発育率におよぼす影響

について検討した。
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　＋勝醜公社で採取したウシ卵巣を、約38℃のペニシリンG

（’OOIU／ml）および轍ストレプトマイシン（…　μ9／ml）を含

む生理食塩水（8・59NaC1／1）に浸漬して、3時間以内に鰍室に持

ち帰った・生理食塩水で卵巣を洗浄後、血液を蹴でよく拭き駒、直

径2～5mmの卵胞を・・m1の注射器に接続した・8Gの注射針で刺し、

未成熟卵子を卵胞液とともに吸引採取した．リン二三（Ph。sphate

buffe「rd　sa”ne・PBS：Table・）に・O％の割合でウシ非働イヒ胎子血

清（fetal　calf　serum・FCS：Gibc・Lab．）を加えた液で吸引した卵胞液

を時計皿または35mmのプラスチックシャーレ（…　8，　Falc。n）内

で数倍に希釈し・Leibfried　and　First（・979）の基靴従って、卵

細胞質が均一で・勲な卵丘細胞に囲まれている卵子を駿に供した

（F’gure　1）・卵巣は主にホノレスタイン種から勲されたが、各個体

の年齢、体重および産歴は不明であった。

卵子の培劃こは・TCM一・99液（Gibc・Lab．）に・。％Fcs、25mM

N一［2　一hydroxyethyl］piperazine－N’一［　2　一ethanesulfonic　acid］

（HEPEs・sigma）・ペニシリンG（…　IU／m1）、轍ストレハマイ

シン（100μ9／ml）・・μ9／mlcD　l」H胞刺激ホルモン（f。llicle

stimulating　hormone，　FSH：　FSH一一P，　Burns　Biotec　Lab．）　．　1　O　st　g／ml

の黄体形成ホルモン（luteinizing　h・rm・ne，LH：P、．．　LH，　Burns　Bi。tec

Lab・）および・μ9／mlのエストラジオール・7β（E2，オバホルモン，

4
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Table 1．　Components　of　PBS　in
　　　dis七．

aqua

　＊
A NaCl

KCl
NaHPO
　　　　　4

NaH2PO4

136e9　MM
　　2．7　mM

　　7．4　mM

　　1．4　rnM

B cacl
　　　　2

Mgc126H20
Glucose

Na－Pyruvate

O．9　mM

O．5　mM

5．6　mM

O．3　m照

＊

　A＝PBS（一）
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Figure
　　　　　A）

　　　　　B）

　1．

Follicular　oocyte　with　compact　curnulus　cells（x　100）．
Follicular　oocyte　with　germinal　vesicle（GV）　before
in　vitro　maturation〈x　1000）． ’
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帝国臓器）を添加した培養液を用いた。卵子はこの培養液で3回洗浄し

た後、培養の2～6時間前に80～100μ1の培養液を直径35mmのプ

ラスチック製培養皿（Falcon）に5個の小滴とし、あらかじめ5％COっ

を含む空気で飽和させた流動パラフィン（アミノ酸自動分析用パラフィ

ンオイル、半井化学）で上面を覆い、炭酸ガス培養器内で気相平衡させ

た培養皿に、1小滴あたり10～15個の卵子を浮遊させ22～24時

間培養した。培養条件は38℃、気相はCO25％と95％空気で、飽和

湿度とした。一部の卵子は成熟率判定のために培養後8～32時間で、

固定染色を施し、鏡検に供した。

　精子の処理は花田（1985）の方法に準じて行った。ホルスタイン

種およびアバーデインアンガス種、各々1頭の種雄牛から人工腔にて採

取した射出精液は卵黄クエン酸糖液（10％グリセリン）を用いて、

0．5　mlストローあたり5xlO7個の精子濃度で凍結保存された。実

験時に凍結精液を温湯（37℃）融解して、3本をプールし、5mlの

10mMカフェインを含む合成塩類溶液（Brackett　and　Oliphant，

1975：BO液、　Table　2）で精液を希釈し、2回遠沈洗浄（450g

で5分間）し、精漿および卵黄クエン酸糖液を除去した。精子濃度が7

xlO7／mlになるように10mMカブェインを含むBO液で精子を再浮

遊させ、精子を以下の2区で処理した。カフェイン区は再浮遊液を2％

ウシ血清アルブミン（bovine　serum　albumin，　BSA：Fraction　V，　Sigma）

を含む　BO液で2倍に希釈し、直径35　mm　の培養皿（1008，

Falcon）に80～100μ1のパラブィンオイル下の小滴とし、炭酸ガ

ス培養器（38℃、5％COつと95％空気、飽和湿度）内で4時間の前

7



Table
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊

2．　Components　of　BO　medium
　　　　in　aqua　dist．

．NaCl

KCI

cac12　2H20

NaH2PO4　H20
Mgc12　6H20
NaHco
　　　　　3

Glucose

Na－Pyruvate
Phenol　Red
Penicillin
Streptornycine

　　147．47　mM

　　　　5．30　mM

　　　2e95　MM

　　　　1．22　mM

　　　O．69　mM

　　　61．60　mM

　　　13．88　mM

　　　　1．25　rnM

O．0002ug／ml

　　　lOOIU／rni

　　　lOOAig／ml

L
一
．
羅

＊

　Brackett　and　Oliphant（1975）
　medium　without　3rug／ml　BSA．

騨
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培養を行った。一方、カフェインとイオノボアの併用区はイオノホア

（Ca－Ionophore　A23187　free　acid，　Sigma）を高橋と花田

（1984）の報告にしたがって、エタノールとDMSO（3：1）で

溶解希釈し2mM濃度の保存液を作成し、・一20℃で遮光、保存した。こ

のイオノホア保存液は実験使用直前に超純水を用いて50倍に希釈し、

0．1　μM　濃度になるように精子浮遊液に添加した。イオノボアを添

加してから、30秒後に2％BSAを含むBO液を加えて精子浮遊液を

2倍に希釈し、イオノホアの作用を抑制させた。処理精液は80～

100μ1のパラフィンオイル下の小滴とし、2～3時三三培養された。

培養条件は38℃、気相はCO25％、空気95％で、飽和湿度とした。

　体外成熟培養後の卵子は、あらかじめ気相平衡したパラフィンオイル

下の2％BSA－BO液で3回洗浄した。その後、成熟培養卵子は無差

別に2区に分け、実験に供した。前培養された精子浮遊液（精子数　 3

x10ワ／ml）の小滴に膨潤化した卵丘細胞群（Figure　2）とともに卵

子を10～15個ずつ注入し、カフェイン区は5時間、カフェインとイ

オノボアの併用区は4時間培養された。培養条件は38℃、：気相はCO2

5％、空気95％で、飽和湿度とした。

　TCM－199に10％FCS、25mM　HEPES、硫酸ストレ
プトマイシン100μg／ml、およびペニシリンGIOOIU／ml
を含むパラフィンオイル下の培地内で体外受精した卵子は3回洗浄した。

さらに、パラフィンオイル下の小滴（80～100μ1）に10～15

個ずつ洗浄卵子を入れ、43～44時間培養された。培養条件は38℃、

9
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Figure
　　　　　A）

B）

　2．

Fo！licular　oocyte　with　dispersed　cumulus　cells
cultured　in　a　maturation　medium　for　22　h（x　100）．
An　oocyte　with　metaphase－II　plate（M－II）　of
chromosome　and　first　polar　body（PB，　x　1000）．
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気相はCO25％、空気95％で飽和湿度とした。培養終了後、実体顕微

鏡下で、ピペッテイングにより、できる限り卵丘細胞を除去して、卵割

の状態を観察した。なお、一部の卵子は媒精後16～18時間目に固定、

染色して受精率を調べた。

　体外成熟、体外受精および受精後の体外培養における卵子または胚の

顕微鏡下の操作はすべて加温プレート（38℃設定）上で行った。

　卵子または胚は加温（37℃）したO．1％ビアルロニダーゼを含む

PBS（一）　（Table　1）中で振邊され、卵丘細胞が除去された。これ

ら卵子は4隅にワセリンとパラフィンを配したスライドグラスに置き、

カバーグラスで軽く圧した。その後、25％アセトエタノールで24～

72時間固定した。固定後卵子をO．5％アセトオルセインで1～3分

間染色後アセトグリセロールで透徹し、位相差顕微鏡（x400～

1000）で観察した。

　体外成熟卵子は成熟の過程を調べ、体外受精後の受精の判定は、卵細

胞質内の精子侵入（精子頭部の膨化）あるいは雄性前核とその精子尾部

を確認したものを受精卵とした。さらに、受精卵の中で、雌雄両前核が

1個ずつ認められるものを正常受精卵（Figure　3　A）と判定した。

　体外受精由来胚は2～3細胞期および4細胞期以上の2区に分けられ、

PBS＋10％FCSで3回洗浄後、ウサギ卵管内（Boland，1984）

で4～5日間培養された。ウサギ（体重4～5kg）．は性成熟に達した

日本白色種を使用した。移植2～5日前にヒト絨毛性性腺刺激ホルモン

　　　　　　　　　　　　　11
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Figure
　　　　　A）

B）

　3．

1n　vitro　ferti1ized　embryo　formed　both　pronuclei
with　a　sperm　tail（F：female　pronucleus，　M：male
pronucleus，　ST：sperm　tail，　x　1000）．
Ernbryos（compacted　morula　to　early　blastocyst）
developed　in　rabbit　oviducts（x　200）．
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（2　to　5　mm　foiUcle）
　　　　　　　　　　l

　　In　viヒro　culしure
（5“　CO2　in．air，380c
　　　　　　　　　　　　　lO匙FCS）TCM－199　plus

Matured　oocyte

　　　Thawing　of　frozen
　　　semen（370c）
　　　　　　　　塵

　Washing（450　g　x　2，S　Tnin）
　with　BQ－caffeine
ResuspeAsion（7　x　io7／mi）

　　　　　　　　　　工onopliore　303ec
　　　　　　　　　　　　　　　馨
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　　　　　　　BO　一一　BSA
　　　　　　　　l
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　　　　　　　　l
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Inseminaヒion（4　ヒ0　5　h，　5亀

In　vitro　culture（2　dayst　TCM－199
plus　101CSr　5“，CO2　in　air，　380C）

Xn　vivo　culture（4　to
　　　　rabbit　oviduct）

5　days，

Figure 4． Procedure　oE　in　vitro
in　chapヒer　2．

fer七iliza七ion
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（human　chorionic　gonadetropin，　hCG：ゴナトロピン、帝国臓器）

1001Uを耳静脈内に投与し偽妊娠を誘起した。2％プロカインを用

い、局所麻酔を施し、正申線切開し、子宮卵管接合部のやや卵管側を結

紮した。胚の移植は、卵管采より約4cm子宮側にガラスピペットを用

いて胚を少量の培養液（PBS＋10％FCS）とともに注入して行わ

れた。移植後4～5日でウサギを屠殺し卵管を摘出した。胚の回収は、

結紮糸を取り除き卵管を濯流して行われた。回収胚の発育段階は倒立顕

微鏡下で観察し、桑実胚、後期桑実胚、初期胚盤胞および胚盤胞に分類

したが、その一部はFigure　3　Bに示した。

　なお、本研究における一連の過程はFigure　4に示した。

　カブェイン区およびカフェインとイオノボアの併用区における体外成

熟率、体外受精率、胚の卵割率ならびに桑実胚以降への発育率はフ〈2検定

により比較（検討）した。

1

　体外成熟培養時間と成熟過程との関連はTable　3　に示した。卵核胞

の核膜は培養開始後16時間目で完全に消失し、第一減数分裂中期像の

ピークが認められた。第二成熟分裂中期像（Figure　3）は培養開始後

22時間で固定した35個の卵子すべてに認められた。その後、時間の

　　　　　　　　　　　　　14
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一

経過とともに核の変性が増加する傾向があり、また、32時間の培養区

においては！個の前核を持つ卵子が2個認められた。

　カフェイン区およびカフェインとイオノボアの併用区の受精率はTable

4に示した。カフェイン区の受精率は53。3％（49／92）・また・

カフェインとイオノボアの併用区の受精率は88．5％（69／　78）

で両者間に有意差が認められた（P＜0．01）。さらに、受精卵中の

正常受精卵（Figure　3　A）の占める割合はカフェイン区で22．4％お

よびカフェインとイオノボアの併用区で53．6％と両者聞に有意差が

認められた（P＜0．01）。しかし、多精子侵入率は両者間で有意：差

は認められなかった。

　カフェイン区の卵割率は23．8％（87／366）、また、カフェ

インとイオノボアの併用区のそれは42．7％（214／501）で併

用区が有意（P＜O．01）に高い値を示した。さらに、卵割胚中の4

細胞期以上の胚の占める割合はカフェイン区で26．4％、カブェイン

とイオノボアの併用区では57．5％で、両者間に有意差が認められた

　（P〈　O．Ol）　（Table　5）．

　ウサギ卵管から回収後の桑実胚以降への発育率は2～3細胞期の移植

の場合、カフェイン区で5．9％、また、カフェインとイオノボアの併

用区では13．O％であった。さらに、4細胞期以上の胚の移植ではカ

フェイン区で35．3％、イオノボア区で37．5％と両者間に有意差

は認められなかった（Table　6）。
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Table　　3．　工n　vitro　maturat二ion　of　bovine　fo：Uicular
　　　　　　　　　　　oocytes　cultured　in　TCM－199．

Duration　of　No．of
incubation　oocytes
　　（hour）　examined

Stages　of　maturation＊　No．of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　degenarated

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oocytes

GV　GVBD　　M一工　　M一工工（審》

8

16

20

22

24

26

28

30

32

32

35

35

35

35

34

31

35

33

10　16

o

o

o

o

o

o

o

o

o

1

o

o

o

o

o

o

3

27

1（　3．1）a

　　　　　　　a
7（20．0）

9　23（6s．7）b

o

1

2

35（loo　）C

　　　　　　　　bc
34（97．1）

　　　　　　　　bc
29（85．3）

　　　　　　　　　　　bc
O　27（87el）

o　2s（so．o）b

　　　　　　　　　　　bc＊＊
O　28（84．8）

2

1

2

o

o

3

4

7

5

L

Maturation　rates　with　dif£erent　superscripts　are
significantly　diffe：rent（Pく0．05》．
＊GV＝germinal　vesicle，　GVBD＝ggrminal　vesicle　Preakdownt
　M　・一工＝meしaphase　工，　M一工工＝metaphase　工工・

＊＊Two　oocytes　showed　formation　oE　one　pronucleus　each．

昨
嬬
芸
巨
ピ
西
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rrable 4． 1’he　result　of　two　sperm　treatments　on
in　vitro　fertilization．

Sperm

treaヒmenし

　No．oE

　oocyしes

examined’

　　No．of　No．of

　　oocytes（“）　Both（g）　An　enlarged　Poly一

＊fertiiized　pronuciel＊speicm　head　spernda

Caffeine

CaEfeine
　　plus
ionophore

92

78

49（53．3）a

　　　　　　　b
69（88．5）

11　（22．4）a

　　　　　　　b
37（53．6）

31

23

7

9

　a　versus　b（Pく0。Ol》．

　＊TotaX　oE　in　vitro　fiertilized　results　derived　from　two
　　bulls　．．

＊＊No．ofi　embryos　that　formed　two　pronuclei　／　No．of
　　oocyヒes　fertilized．

tsnyh

麟　　．・灘鑛蝦’．．Men■，・・

17

ノ

泌
賭

F
－
「冷罵

ら
，
ド
‘
：
、
「
漕
ぎ
可
－
煮
，
」
　
ら
」
剣
，
「
，
沖
’
印
「
’
知
’
ゴ
（
「
　
セ
メ
■
．
．
‘
ビ
」
ド
r
F
．
鮮
．
．
．
　
　
　
・
㌔

レ
「
縁
ド
レ
◎
隠
一
一
総
」
鯵
鰹
ピ
鯵
碧
羅
雛
織
◎
擁
◎
鰻
繕
難

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
奪
態



’

rrable 5． The　result　of　two
cleavage　rates，

spermヒreaヒmenヒs　on

・　Sperru

ヒreaヒmenヒ

No．o　fi

oocy　ti　es

　　　　　　　　＊

examined

No．oE

e：nbryosC＊）

　　　　　　　＊＊

c工eaved

No．oE

＞4cell（“）

　　　　　　＊＊＊
embryo5一一一

Ca£Eeine 366 　　　　　　　　a
87く23・8，

， 　　　　　　　　a
23（26．4）

CafiEeine
　　plus
ionophQre

501
　　　　　　　　　b
214（42e7）

　　　　　　　　　b
123（57．5）

a　versus　b’（P〈0．Ol》．
＊

　Toヒal　of　cleavage　resu1ヒs　derived　Erom
＊t　　No．of　embryQs　c：Leaved　！　No．oE　oocyヒe8
t＊k　　　No．oE　＞4cell　embryos　／　No．oE　embryos
　　　　　　　　鱈

two　bulls．
exaruined．

cleaved．

’
ド
「
．
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Table　6． The　result　of　two　sperm　treatment　on　development
after　transfer　of　cleaved　ernbryos　into　rabbit
oviducts．

Sperm

ヒreaしmenヒ

No．of

embryos
　　　　　　　　　　　＊
transferred

No．of

embryos（＊）

Stages　of

development★★　Toヒal（竃）

recovered
M　iCM　EB　BL

Caffeine　49（2　to　3cells）

CaEfeine
　　plus
ionophore

19（4　to　8cells）

49（2　to　3cells）

34（69．4）

17（89e5）

46（63e9）

62（4　to　12cells）　48（77．4）

o

1

2

1

5

4

4　10

1

o

o

2

o

o

o

2

2く5．9》

6（35e3）

6（1　3．0）

18（37．5）

＊Total　of　ernbryos．
＊＊tvl＝morulat　CM＝compacted　morulat
　　BL＝blastocyst．

EB＝early　blastocyst　and

5
，

19
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　体外での成熟培養時間は22時間が最も適切な間隔であることが示唆

された。Suss　and　Wuthrich　（1985）はウシ卵胞卵子の体外培養時

間と成熟過程について、培養開始後16時間目から第二成熟分裂中期像

が出現し始め、20～・24時間でピークを示したと報告しており、今回

の試験結果とほぼ一致している。

　カフェインに対しカフェインとイオノホアの併用は受精率および雄性

前核の形成率を、また、卵割率ならびに受精後2日目における4細胞期

以上の胚の占める割合を向上させることのできる有効な精子処理方法で

あることが明かとなった。さらに、正常な胚の発育に悪影響をおよぼす

多精子侵入に両区で差がないことからもイオノボアO．1μM、30秒

処理が適切な方法であることが示された。一方、Byrd（1981）、高

橋と花田（1984）および花田（1985）はCaイオノボア濃度を1

～　10μMに高めてウシ精子処理を行うことによって急激な精子活力

の低下を認めている。本試験で用いた0．1μM濃度のイオノボア

（A23187）でも対照区（カフェイン区）と比較した場合、受精終

了時の精子活力の低下は明かであるが生存精子は認められており、花田

（1985）のウシ体外受精に用いたイオノボア濃度0．1μMが適切

であったことが、本試験からも支持された。

　卵割胚のウサギ卵管内移植による桑実胚への発育において、カフェイ

ン区とイオノホア併用区で差がなかったことから、受精時のイオノボア

の存在は受精率あるいはそれに伴う卵割率を向上させる効果があり、ま

た、初期卵割後の桑実胚への発育には悪影響の少ないことが推察された。

20
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　ウシ精子処理法におけるカフェインとイオノボアの併用が体外受精に

およぼす影響を調べる目的で、ウシ卵胞卵子の体外培養時間と核の成熟

率との関係および体外受精時の精子処理におけるカフェインまたはカフ

ェインとイオノボア併用による体外受精率、卵割率ならびにウサギ卵管

内移植後の桑実胚への発育率について比較検討を行った。

　屠畜場由来のウシ卵巣から吸引採取した305個の卵胞卵子は成熟率

の検討に、また、1037個の卵胞卵子は体外受精時の精子処理の検討

に用いた。成熟培養はTCM－199＋10％FCSを基礎培地として、

微小滴培養法により、成熟率判定のために8～32時間および体外受精

のために22～24時間行われた。精子処理は凍結精液を37℃温湯で

融解後、遠沈洗浄を2回行い、カフェイン5mM（C区）またはカフェ

イン5mM＋イオノボアO．1μM30秒処理（CI区）で前培養し、

4～5時間の受精を行った。発生培地にはTCM－199を基礎培地と

して42時間培養を継続し、卵割のステージを判定後、ウサギ卵管内で

4～5日間、体内培養を行った。なお、受精率は受精開始後18時間で、

常法の固定と染色とを行い、精子侵入～雄性前核形成を指標として算出

した。

　第二成熟分裂中期像から判定した成熟率は培養開始後22時間目でピ

ークに達した。体外受精率はC区で53．3％およびCI区で88．5

％であり、また、全受精卵中の正常受精卵の占める割合はC区で

22．4％およびCI区で53．6％であった。受精後、2日目の2細

胞期以降への卵割率はC区で23．8％およびCI区で42．7％であ

り、受精率および卵割率ともにC区に対しCI区で良好な成績が得られ

21
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た。しかし、ウサギ卵管内に移植した受精卵の桑実胚以降への発育率は

C区の2～3細胞期の移植で5．9％および4細胞期のそれは35．3

％であった。CI区のその発育率は2～3細胞期で！3．0％および4

細胞期では37．5％と、C区とCI区との間で有意差は認められなか

った。

　以上の成績から、カブェインに対し、カフェインとイオノボアとの併

用による精子処理のほうが体外受精率および初期卵割率の向上に有効で

あることが示唆された。

22



第3章　種雄牛の個体差が体外受精およびその後の胚発生に

　　　　におよぼす影響

　射出精液を用いた体外受精では供用する雄個体により受精率に差異の

生じることがウサギ（Brackett　and　Oliphant，1975）、ヒト

（Trounson，1984）およびウシ（Sirard　et　aL，1984；Sirard

and　Lambert，1985；Iritani　et　aL，1986）において報告さ

れている。とくに、Brackett　and　Oliphant（1975）はウサギにおい

て複数の雄の射出精液を用いた体外受精率は大きくばらつき、それは精

子処理後の被覆抗原の状態が個体により異なるためと推察している。し

かしながら、これらの報告は受精率だけの見地から述べており、卵割率

や桑実胚への発育に対しての種雄牛の個体差の影響については何等触れ

られていない。

　以上のことから、本章では、種雄牛の個体差が体外受精成績、とくに、

受精率、卵割率およびウサギ卵管内での桑実胚への発育におよぼす影響、

また、これらから得られた体外受精由来胚の胎子への発育能もあわせて

検討した。
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　卵子および精子処理、体外受精、受精後の体外培養ならびに胚の固定

と染色および体外受精後のウサギ卵管内培養は第2章で述べた材料と方

法に準じた。　なお、精子処理はカフェインとイオノホアの併用によって

行った。ホルスタイン種（3頭）およびアバーデインアンガス種、ヘレ

ホード種、黒毛和種各々1頭、合計6頭の種雄牛から人工膣で採取した

射出精液は卵黄クエン酸糖液（10％グリセリン）を用いて、0．5mI

ストローあたり5x107精子濃度で凍結保存後、実験に供された。

supt　usva
　ウサギ卵管から回収された小型化桑実胚以降へ発育した胚の一部は新

鮮または凍結融解後、黄体側の子宮角に2個ずつ、各々3頭、発情後7

～8日目の受卵牛に、子宮頚管経由法によって非外科的に移植された。

凍結に用いた耐凍剤はTable　7に示した。凍結方法および凍結曲線は

Takeda　et　a1．（1985）および青柳ら（1990）の報告に従った。

1．4Mグリセリンを含むPBS溶液に1段階で胚を入れ、室温で10～

20分平衡後、ストローに充填して一5．1℃のアルコールバスに浸漬

し、直ちに強制解氷を行った。15分同温度で維持し、その後、毎分

0．5℃の割合で一32．5℃まで冷却し、液体窒素へ浸漬し、凍結保

存した。融解は凍結ストローを室温で5秒保持後、35℃温湯内で行っ

た。融解胚はTable　8に示した0．3M　シュクロースを含むPBS溶

液1，IIおよびIIIに各々5分間隔で浸漬して脱グリセリンを行った。移植

液にはPBS＋20％FCSが用いられた。また、妊娠鑑定は移植後

30～40日、さらに、60～70日目に直腸検査または超音波診断に
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Table　7． Cornponents　of　freezing
medium　in　PBS．

Glycerol

BSA

Penicillin

Streptornycine

　　　1．4　M

　　　4g／　1

100ZU／m1

10Q心glm1
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Table　8． Components　of　deglycerol　medium
（in　PBS）．

1 Glycerol
BSA
Sucrose
Penicillin
StreptOmycine

　　924　mM
　　　4g／　l

　　　Oe3　M

lOOIU／rul
lOO）aig／mi

工工　Glycerol
　　　BSA

　　　Sucrose
　　　Penicillin
　　　Streptomycine

　　462　mM
　　　4g／　1

　　0e3　M
lOOIU／rnl
lOOpg／rnl

皿　BSA
　　　Sucrose
　　　Penicillin
　　　Streptomycine

　　　4g／　l

　　　O．3　M

lOOIU／ml
lOOjug／ml

L
．
』
　
一

　
　
．
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よって行われた。

　6頭の各種雄牛間の体外受精率、卵割率および桑実胚以降への発育率

は7（2検定により比較された。

　各種：雄牛の体外受精成績はTable　9に示した。3－Hの種雄牛の体外

受精率（52．5％）が最も低く、他の5頭のそれは84．2～
93．5％の範囲で有意差は認められず、3－Hと他の5頭の受精率と

の間に危険率1％以下で有意差が認められた。また、全受精卵中の正常

受精卵の占める割合は36．1～75．O％と各種雄牛間でばらつきが

認められた。しかし、6頭の種雄牛の多精子侵入率は10．0～

16．7％の範囲で有意差は認められなかった。

　各種雄牛の体外受精後の卵割率はTable　10に示した。受精率の低か

った3－Hの卵割率は17．5％で、他の5頭のそれ（38．7～
48．3％）と比べて有意（P＜0．01）に低値を示した。また・卵

割胚中の4細胞期以上の胚の占める割合は38．8～70．9％と各種

雄牛間でばらつきが認められた。

　ウサギ卵管内培養後の桑実胚以降への発生率は2～3細胞期胚の移植

で3．4～10．5％（平均8．1％）、4細胞期以上の胚のそれは

27
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Table　9． Ferヒi：1．iza七ion rat：es afヒer　in　ViヒrO　inSeminaヒiOn 1

among ヒhe　six differenヒ　bu工1s。 1

Bull　　　　No．of No．of No．of
・

　　★・@　　　　oocyヒesNo。

oocyヒes《馬｝

★★ Boヒh佳｝　An　enlarged Poly一
examined ferしi＝Lized ★★き

pronuclei　sperm　head spermia

1－A　　　　　40
　　ぐ

R6｛90．0》
b 　　　　　　　a　　　　　　　　　　　　　1813《36．1）

5’

2－H　　　　　38
　　　　　　　b33（86．8》

　　　　　　　bc　　　　　　　　　　　　　　524（72．7》

4

3－H　　　　　40
　　　　　　　aQ1（52．5⊃ 8（38．1》a　　g 4

1

4－H　　　　　30
　　　　　　　b27（90．0）

　　　　　　　bc　　　　　　　　　　　　　　418（66．7）

5

5－h　　　　　38

　　　　　　　b32（84．2）
　　　　　　　ab　　　　　　　　　　　　　1016〔50．0）

6
シ

6＿B　　　　　31
　　　　　　　b28（93．5）

21（75・0）c　　　　　　3 4 ヒ

工nviヒro ferti】．izaしion　rates wエth　differen七　8uPe：r8criPts
in　ヒhe　same　co：Lumn
@　★A：Angus，

　　　　　　are
g；1101Sヒein，

8ignificaぬ七1y　differen七《P《0。05⊃．
@h：｝｛ereford，　B3Japanese　black●

★★No．of　oocyヒes fert工lized
1 No．of　oocyt；es　examiηed・

★★★No．of　embryos formed bQth pr。nucユei！No・of　oocytes 「
i

ferti：Lized．

i ．

L
「
i
i
l
を
1
’
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Table 10． Cleavage　rates　after　in　vitro fertilization
with　sperm　from　different　bulls．

1 Bulユ No．of　　　　　　　　　No．of No．of

　　★mo． oocytes　　　　　　　embryos（亀》　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＝＞4cell（亀》

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★
?ｘａｍｉｎｅｄ　　O　　　　cleaved

　　　　　　　★★★
?ｍＣ窒凾盾嶋

1－A
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b288　　　　　　　　　　　　　114（39●6》

45（39．5》a

2－H
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b354　　　　　　　　　　　　151（42●7》

107（70。9》c
；

3－H
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a
R26　　　　　　　　　　　　　57（17．5》 28（49．1》ab

4－H
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b257　　　　　　　　　　　　107（40●5》

49（47．1》ab 1
』
セ
レ

5－h
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b186　　　　　　　　　　　　　72（38●7》

28（38．8）a
F

6－B
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b259　　　　　　　　　　　　125（48・3》

67（53．6）b

Values with　different　superscripts　in　the same　COlumn
were significantly　different（P〈0．05》． F

★A：Angus， H；Hoユstein，　h：Hereford， B3Japanese　b：1．ack． 「

★★No．of embryos　cleaved　／　No．of　oocytes examined． ｛
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Table 11． Development rates aft：er transfer of cleaved
embryos　into rabbit oviducts 　　●tS■ng 七he　semen
of　different buユユs．

「

Bull No．of No．of stages of

　　★
mo． embryos embryos development★★ Total傷》

1

transferred recovered ・

M　　CM EB BL

1－A 65（2 to　3cells》 38 0　　1 3 0 4（10．5）
♂

43（4 ’ヒ0　10cells》 28・ 3　　5 0 1 9（32．1）
L
．

2－H 30（2 to　3ceユls） 24 0　　2 0 0 2（8．3》

39（4 to　10cells》 30 2　　6 2 1 11（36．7）

3－H 29（2 to　3cells） 22 1　　1 0 0 2（9．1》 ；

19（4 to　10cells》 16 0　　5 0 0 5〔31．3） し
｝
旨

4＿H 35（2 to　3cells》 20 1　　0 0 0 1（5．0）
：

35（4 to　10c6ユユs》 13 1　　2 1 1 5（38．5》

5＿h 44（2 to　3cells） 40 2　　2 0 0 4（10．0》

28（4 to　10cells》 20 2　　1 1 1 5（25．0》
1

6－B 32（2 to　3cells） 29 0　　1 0 0 1（3．4》

47（4 to　10cells） 28 4　　3 3 2 12（42．9》
免

　　　　　★★★
sota工
235（2 to　3ceUs） 173 4　　7 3 0 　　　　　　　　aP4《8．1》

1

211（4 to　10cells》 135 12　22 7 6
　　　　　　　　b47（34．8》 ：

a　verSUS b（P〈0．01）．
ド

★A3Angus， H：Holstein， h：Herehord， B3Japanese black．
★★岡＝morula， CM＝compacted　morula， EB＝early blastocyst　and ，1

BL＝blastocyst．
★★★Total of　developmental results　derived from six　bulls．

：
伽
i
1
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25．0～42．9％（平均34．8％）で各種雄牛間に有意差は認め

ちれなかったが、ウサギ卵管へ移植する時点での胚の卵割ステージによ

って、桑実胚以降への発生に影響（2～3細胞期：8．1％、4～10

細胞内：　　34．8％）が認められた（P＜O．01，Table　！1）。

また、ウサギ卵管から回収された小型化桑実胚～初期胚盤胞の一部を受

卵牛へ移植した結果、新鮮胚の移植からは3頭中3頭が受胎、分娩し、

1組の双子を含む4頭の産子を得た（Figure　5）。凍結胚では3頭中

1頭が受胎し、！頭の産子を得た。

｝

　射出精子を用いた体外受精では雄個体により受精率に差異の生じるこ

とが示唆されている（Brakett　and　Oliphant，1975）。本試験におい

ても3－Hの種雄牛が低い受精率を示した。しかし、5頭の種雄牛では

全て、安定的な受精率および卵割率が認められたにもかかわらず、媒精

開始後18時間目における、正常受精率および受精後2日目の4細胞期

胚の占める割合は各種雄牛間で大きなばらつきが認められた。このこと

は卵子側に存在する雄性前核形成因子（Yanagimachi　and　Chang，

1963；　Thibault　and　Gerard，　1973；　Thibault　et　al．，

1975）の影響と考えるよりも、精子先頃表面の被覆抗原の状態が個

体によって異なるため（　Brackett　and　Oliphant，　1975）に、キ

サンチン誘導体とCaイオノボアによる精子細胞内へのCaイオンの流入

（豊田、1985）に個体的差異が生じ、受精能獲得および先体反応

32



に要する時間、すなわち精子が卵子内へ侵入するまでの時間がばらつい

たためと推察された。さらに、媒精開始後18時間目における雌雄両前

核の形成はその後の胚の正常な卵割と発育に関連しており、今後の体外

受精技術の進展のためにも、このようなばらつきを減少できる精子処理

方法の改善が望まれる。体外での精子の受精能獲得および先体反応誘起

のために、多くの物質が今までに報告されている。たとえば、ヘパリン

（Lee　et　a｝．，1983；　Parrish　et　al．，　1985a；　Xu　et　al．，

1986；Lu　et　al．，1987）、Caイオノボア　　 （Zuckerman

and　Alvarez，1980；Byrd，1981；高橋と花田、　1984；花

田、　1985）、BSA（Byrd，1981；Seigel　and　Graves・

1981）、カフェイン（高橋と花田、1984；Crister　et　aL，

1984）、サイクリックAMP（Crister　et　al．，1984）、イオ

ン高濃度溶液　（Brackett　et　al．，1980；Fukui　et　al・，1983；

Bondioli，1983；Sirard　et　aL，1985）、修正KRB
（lritani　et　al．，1986）、イミダゾール（Hanada　and　Nagase，

1981）、コンドロイチン硫酸：（Lee　et　aL，1983；Lenzet

aL，1983）および卵胞液（Fukui　et　aL，1983；菅原ら、

1985）などがある。これらの物質の有効的な組み合わせ方法、ある

いはより明確な作用機序が解明されれば、種雄牛の個体差による体外受

精への影響も減少できるであろう。

　ウサギ卵管内培養において、2細胞期あるいは4細胞期胚の移植後、

種雄壁間で発育率に差を認めないことから、初期卵割胚から桑実胚以降

への発育に対しては種雄牛の個体差がなんら影響していないことが推察

された。また、媒精後2日目において2～3細胞期であった胚の桑実胚

への発育率は4細胞期胚以上のそれと比べて、第2章と同様に常に低率
であり、’ ｱの日齢での2～3細胞期胚はすでに発育遅延あるいは退行し

　　　　　　　　　　　　　　33



灘

た胚を多く含んでいるものと考えられた。

　また、本試験から得られた新鮮または凍結胚の一部を受世帯に移植し、

正常な子牛が得られたことから、体外受精由来の胚が正常に発育してい

ることを示している。

　ウシ体外受精における種雄牛の個体差の影響を体外受精率、体外卵割

率およびウサギ卵管内移植後の桑実胚以降への発育率から比較検討した。

　屠畜場でウシ卵巣を採取し、直径2～5mmの卵胞から吸引した

1887個の卵胞卵子を実験に使用した。成熟培養はTCM－199＋

10％FCSを基礎培地として22～24時間・微小滴培養法により

行った．精子処理は6頭の雛牛の凍結精液を用い・37℃温湯で融解

後、カフェイン5mM＋イオノボア0．1μM30秒処理して・前培養

（2～3時間）し、4時間の媒精を行った・発生培地はTCM－199

＋10％FCSを基礎培地として、43時間培養を継続し・卵割卵のス

テージを判定後ウサギ卵管内で4～5日間・体内駿を行った・なお・

受精率は受精麟後・8時間で常法の固定・染髄行い・精子侵入～雄

性前核形成を指標とした．また、体外受精由来の新鮮胚および凍結胚を

各々3頭の受卵牛に2個ずつ非外科的に移植した。

　体外三二は鱗牛5頭で84．2－93・5％の範囲で有職は認
められず、1頭（3－H）は52．5％と他牛に比べて有意に低値を示

した（P＜0．0・）．体外での卵割率は3－Hの個体のみ17・5％

34



と低｛齢示したが・他牛のそれは38．7～48．3％の範囲内にあっ

た・受精卵申の正常受糟卵の占める害拾1ま38．1～75．0％の範囲

で6頭の種雄牛間でばらつきを認めた。また、卵割胚中の4細胞期胚の

占める割合は38・8～70。9％で幅力溜められた．ウサギ卵管内で

の桑実胚以降への発育率は媒精後2日evこおける、2～3細胞期胚の移

植で3・4～10・5％、4細胞期以上の胚のそれは25．0～

42・9％であり・各種雄牛間に有意剤ま言忍められなかった．また、新

鮮胚の移櫨こより・受卵牛3頭中3頭の受胎を瑚忍し、・組の双子を含

む4頭の産子を得た。凍結胚では3頭中1頭が受胎し、1頭の産子を得
た。

　以上の成績から、種雄牛の個体差が体外受精に影響することが明かと

なった。とくに、正常受精卵の割合および卵割胚申の4細胞期胚の占め

る割合に大きく影響することが示唆された。
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第4章　体外受精由来胚の体外培養とくに共培養に関する検討

　ウシ体内受精あるいは体外受精由来の初期胚をウサギ卵管（Boland，

！984）またはヒツジ卵管内（Eyestone　et　a1．，1985）で体内培

養することにより、胚盤胞期まで発育させることができる。ウシに比べ

て外科手術が容易なことからも、この方法がウシ初期胚の培養あるいは

輸送の手段に用いられてきた。一方、ウシ初期胚を体外で培養すると8

～16細胞期の間で発育が停止してしまうことが知られている
（Thibault，1　9　6　6　；Camous　et　al．，1　9　8　4　；Eyestone　and　First，

！986；Heyman　et　aL，1987；Bavister，1988）。ウシ初期胚

の体外培養に関する種々の検討が行われてきたが8～16細胞期の体外

での発育ブロックを有効に解除する方法はなかなか見いだせなかった。b’

最近になって、　Gandolfi　and　Moor（1987）はヒツジ初期胚の体外

培養にヒツジの卵管上皮細胞の単層上での培養が発育に有効であること

を報告した。ウシでも同様の試みがなされ、卵管上皮細胞との共培養に

よって初期胚の発育効果が認められた（Eyestone　et　aL，　　1987；

Lu　et　aL，1988；Eyestone　and　First，1989）。また、同時期に’ k

Heyman　et　aL（1987）はウシおよびヒツジにおいて、胚の栄養膜が

体外での初期胚の発育に有効に働くことを報告している。また、本邦に

おいても梶原ら（1987）およびFukuda　et　al．（1989）がウシ体

外受精由来胚の体外培養に卵丘細胞との共培養が有効であることを報告
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した。しかし、ウシ体外受精由来の初期卵割胚の発育維持に関して上記

細胞間あるいはウサギ卵管内の体内培養との比較は行われていない。

　そこで本章では、ウシ体外受精由来8細胞期胚の胚盤胞への発育に関

して、ウシ卵管上皮細胞、ウシ栄養膜の小胞、ウシ卵丘細胞およびウシ

羊膜細胞との体外での共培養ならびにウサギ卵管内培養間で比較検討を

行った。

本研究における一連の過程はFigure　6に示した。

　屠畜場において採取したウシ卵巣より、第2章の材料と方法に準じて

卵胞卵子は吸引と選抜がなされた。卵子の培養には、TCM一一　199液に

10％FCS、25mM濃度のHEPES、ペニシリンG（1001U／ml）、硫

酸ストレプトマイシン（100μg／ml）、10μg／mlのしHおよび　1

μ9／mlのE2を添加した培養液を用いた。卵子をこの培養液で3回洗浄し

た後、2～6時間前に500μ1の培養液を4穴式のプラスチック製培養

皿（four　well　petridish，　Nunclon　lnter一・Med．）に入れ、あらかじめ

5％CO2を含む空気で飽和させた流動パラフィンで上面を覆い、炭酸ガ

ス培養心内で気相平衡させた培養液に、1ウエルあたり30～40個の

卵子を浮遊させ、22～24時間培養した。培養条件は39℃、気相は

CO25％と95％空気で、飽和湿度とした。
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精子の処理はカフェインとイオノボアの併用処理で行った．黒毛和種

1頭の種雄牛から人工腕にて採取した射出精液は卵黄クエン酸糖液

（10％グリセリン）を用いて、0．5mlスト・一あたり5x、07の

精子灘で凍結保存された・その後の凍儲液の融解および処理方法は

第3章の材料と方法に準じた・駿条件は39℃、気相はC・25％，空

気95％で、飽和湿度とした。

体外成熟培養後の卵子を、あらかじめ気相輔したパラフィンオイル

下の2％BSA－BO液で3回洗浄した．前培養された精子浮遊液（精

子数3x107／ml）の小滴に膨潤イヒした卵丘細胞群とともに卵子を

lO～15個ずつ注入し・4時間培養された．培養条件‘ま39℃、気相

はCO25％および空気95％で、飽和湿度とした。

iscvalmp　tM2ik－iSL

　TCM－199に10％FC　S、25mM　HEPES、硫酸ストレ
プトマイシン・00μ9／mlおよびペニシリンG100、U／m！を

含むパラフィンオイル下の培地内で体外受精した卵子を3回洗浄した。

さらに・パラフィンオイル下の500μ1の入ったウエル内に30～

40個ずつ洗浄卵子を入れ・68時麟養した．培養条件は39℃、気

相はC　02　5％および空気95％で飽和湿度とした．培養終了後、実体顕

微鏡下で・ピペッテイングにより、卵丘細胞を除去して、卵割の状態を

観察し・均等に卵割した414個（供試卵の24．9％）の8細胞期
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h
，
［
，
巨
唱
’
」

　
　
・
L
’
恥
％
「
、

　
　
　
　
闘
■
，
“
配
馳

　
　
　
　
　
一
ぞ
　
真
「

　
　
　
　
　
　
馬
㌧
置
ギ
罫

「一γ
強’



胚（Figure　gA）を選抜した。

8　A“ ・の　　のt　の

　上記によって得られた8細胞期胚は以下の6種類の培養系で4～6日

間培養された。なお、体外培養の基礎培地にはTCM－199に10％

FCS、1001U／mlのペニシリンG、100μg／mlの硫酸ス
トレプトマイシンおよび25mMHEPESが加えられた。4穴式プラ

スチック培養皿に1ウエルあたり880μ1の培地を入れ、炭酸ガス培

養器内で充分に気相平衡されたパラフィンオイルを覆って、各区とも5

～15個の胚を培養した。培養条件は39℃、気相は5％CO2、95％

空気および飽和湿度とした。なお、培地交換は2日間隔で比量ずつ行わ

れた。

1）対照区：胚はいかなる体細胞とも共培養せずに、上記培地のみで培

養された。

2）ウシ卵管上皮細胞との共培養区：開花期黄：体を有する個体のウシ卵

管を屠畜場にて採取し、PBSに10％FCS、1001U／mlのペ
ニシリンGおよび100μg／m1の硫酸ストレプトマイシンを加えた

溶液で卵管内を灌流することにより、卵管上皮細胞が集められた。上記

TCM－199の培地で遠沈洗浄（450g、5分）を2回行い、卵管
1本あたり5mlの細胞浮遊液を880μ1ずつ各ウエルに分注した。

胚との共培養の3日前に細胞浮遊液は準備された（Fukui　and　Ono，

198　9）　o

3）ウシ卵丘細胞との共培養区：本方法は梶原ら（1987）、Goto　et

40

嘉
弔
烏
亡
藍
寡
門
ヤ
『
舌
ゾ
き
辱
㌦
ら
年
セ
｛
蚤
ξ
｛
垂
を
応
愛
養
㍗
軽
妾



aL（1988）およびFukuda　et　aL（1989）の報告に従った。す

なわち、体外受精後68時間でピペッテイングによって除去された卵丘

細胞を培地交換後そのまま共培養に用いた。

4）ウシ栄養膜の小胞との共培養区：ウシ栄養膜の小胞（Heyman　et

al．，1987）には過剰排卵処置牛（青柳ら、1987）から非外科的

に回収された13日齢の胚が材料として用いられた。その胚はPBS＋

10％FCSの入ったガラスシャーレ内で金属刀（バイオカット、フェ

ザー社）を用いてembryonic　discを除去後、1～2mmの小片に切断さ

れた。小片はTCM－199＋10％FCSで1日間COっインキュベー
ター @　（39℃、5％CO2および95％空気、飽和湿度）内で培養され、

小胞は第3章に示した胚の凍結方法と同様に凍結保存された。凍結した

栄養膜の小胞の融解および脱グリセリン方法は第3章に示した方法と同

様に行った・融解した栄養膜の小胞。ま、2～7日聞CO2インキュベー

ター（39℃、5％CO2および95％空気、飽和湿度）内で、　TCM－

199＋10％FCSを用いて培養したのち体外受精由来胚の共培養に

使用した（Figure　7）。

5）ウシ羊膜細胞との共培養区：ウシ妊娠子宮を屠畜場にて採取し、胎

子の体長から妊娠月齢を推定した。妊娠2～4カ月齢のものから羊膜を

無菌的に取り出し、PBS＋10％FCSの入ったガラスシャー・レ内で

金属刀（バイオカット、フェザー社）を用いて、乳頭状の羊膜上皮増生

の部分を除去して、約1mm2の組織片に切断した。胚との共培養の5～

12日前に、1ウエルあたり6個の組織片を入れた（Figure　8，Aoyagi

et　al．，1990）．
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Figure　9．
　　　　　A）　An　8－cell　embryo　cultured　for　3　d　after
　　　　　in　vitro　fertilization　and　in　vitro　maturation
　　　　　　（x　200）．

　　　　　B）　A　blastocyst　developed　from　an　8－cell　stage
　　　　　by　co－culture　with　trophoblastic　vesicles　for
　　　　　4　d（x　200）．

44

欝欝・難叢難難三民鯵繋1難難縫縫灘灘懇灘鑛

“

，

’

」

，
・
～
．
『
蓉
、
磁
薦
蝋
鷺
薄
総
鯵
蕪
四
三
四
．
、
灘
”
　
難
ヨ
．
　
懸
饗

準
急

鍛
．
鰯灘　’

確評



6）ウサギ卵管内培養区：　8細胞期胚はPBS＋10％FCSで3回洗

浄後、ウサギ卵管内で4～5日間培養された。ウサギ卵管への移植およ

び回収方法は第2章の材料と方法に準じた。

、
紅

　
μ
卜
i

　体外成熟、体外受精、受精後の体外培養における卵子または胚の顕微

鏡下の操作はすべて加温プレート（39℃設定）上で行った。

　各培養区から得られた胚盤胞（Figure　gB）の一部は新鮮または凍

結融解後、黄体側の子宮角に1～2個ずつ、発情後7～8日目の計21

頭の受乳牛に、子宮頚管経由法によって非外科的に移植された。凍結お

よび融解方法は第3章と同様に行った。また、妊娠鑑定は移植後　　35

～40日および60～70日目に直腸検査または超音波診断により行わ

れた。さらに、妊娠期間、産子の性別および生時体重が調べられた。

　6種類の培養系による胚盤胞への発育率および胚盤胞申の良好な形態

（優秀または優良胚の割合、金川、1984）を示す胚の割合はX2検定

によって比較された。
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　各培養系による胚盤胞への発育率はTable　12に示した。卵管上皮細

胞、栄養膜の小胞および羊膜細胞との共培養による8細胞期胚の胚盤胞

への発育率はそれぞれ39．0、50。7および48．6％であり、三

者間で有意差は認められなかった。対照区のそれは1．9％と低率で、
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Figure　10．　Normal　twins　derived　from　transfer　of
　　　　　frozen－thawed　embryos　co－cultured　with　amniotic
　　　　　sac　cells　in　March　1989．
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他のいずれの区と比較しても有意差が認められた（P＜0．01）。卵

丘細胞との共培養あるいはウサギ卵管内培養区の胚盤胞への発育率はそ

れぞれ　！9．5、29．3％で栄養膜の小胞および羊膜細胞との共培

養区に比べて、有意に低値を示した（P＜0．05）。

　また、凍結可能とみなされた良好な形態を示す胚の割合は卵管上皮細

胞・栄養膜の小胞、羊膜細胞との共培養区およびウサギ卵管内培養区で

15．5～27．5％認められ、対照区（0％）および卵丘細胞区
（3．7％）と比べて、有意に高値を示した（P＜0．05）。

　受精後7日目に胚盤胞数がピークを示したのは栄養膜の小胞または羊

膜細胞との共培養区であった。卵管上皮細胞または卵丘細胞との共培養

区においては受精後8日目の方が7日目と比べて胚盤胞の出現が高い傾

向にあった。また、ウサギ卵管内培養区では、明瞭なピークは認められ

なかった。

　体外受精後、体外培養によって発育した胚の移植による受胎、分娩の

結果はTable　13に示した。卵丘細胞との共培養区から得られた新鮮胚

の移植によって2頭中1頭の受卵牛が受胎、分娩した。また、卵管上皮

細胞、栄養膜の小胞および羊膜細胞との共培養から得られた凍結融解胚

の移植によって、16頭中6頭の受卵牛が受胎、分娩し、2組の双子を

含む8頭の産子が得られた（Figure　10）。

，
壁
，
卜
写
一

　
“

　対照区の胚盤胞への発育率は1．9％と他の共培養区およびウサギ卵

管内室魚区に比べて、極端に低率であった。Thibault（1966）、

Camous　et　aL（1984）、Eyestone　and　First（1986）および

Heyman　et　al．（1987）はウシ初期胚の非共培養による体外培養で、

49

雛講灘灘灘灘鑑％
r、f鱗籔雛，

髄
藤
舞
息
一
星
一
・



懸

8～16細胞内に発育停止する胚が多く認められることを報告しており、

本試験の成績と一致した。

　各種細胞との共培養における胚盤胞への発育率および胚盤胞申の良好

な形態を示す胚の割合は19．5～50．7％ならびに18．8～

54．3％と、用いた細胞の違いによって差異が認められ、このことは

ウシ初期胚の体外での発育維持に対する作用機序が各種細胞によって異

なる可能性が示唆された。Kuzan　and　Wright（1982）はウシ桑実胚

のウシ繊維芽細胞との共培養による透明帯からの艀化率を検討し、胚と

単層細胞との直接的な接触が発育率に影響すると述べている。しかし、

本章の栄養膜の小胞あるいは羊膜細胞との共培養では、必ずしも胚と細

胞との接触は必要としなかった。Heyman　et　a1．（1987）および

Eyestone　and　First（1989）はウシ栄養膜の小胞ならびにウシ卵管

上皮細胞との培養液上清を用いても8～16細胞期以降への胚の発育が

促進されることを報告している。各細胞の体外でのウシ初期胚に対する

発育維持の作用機序については現在のところ不明であるが、共培養に用

いた各種細胞が胚に対して何等かの代謝促進物質を産生しているか、あ

るいは今回用いた基礎培地の中に存在する胚にとっての有害物質を吸収

代謝しているものと考えられる。

　一方、ウサギを用いた卵管内培養では回収時に胚の一部損失

（23．7％）が認められた。ヒツジ卵管内（Eyestone　et　aL，

1985）あるいはウサギ卵管内（Aoyagi　et　a1．，1988）での体内

培養では約30％の胚の損失が報告されている。卵管上皮細胞、栄養膜

の小胞および羊膜細胞との共培養による体外培養系の方が胚の損失を生

じないこと、また、胚盤胞への発育率あるいは良好な形態を示す胚の割

合からみても、これらの共培養系は体内培養と比べた場合、より有用な

方法であることが明らかになった。
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　Heyman　et　a1．（1987）は1～8細胞期のウシ体内受精胚を栄養膜

の小胞と共培養して46％の胚が胚盤胞期に発育したことを報告してい

る。本試験の同一の培養系の体外受精由来8細胞期胚の発育率は

50．7％であり、体内受精胚と比べて遜色のないことが示された。ま

た、栄養膜の小胞および羊膜細胞との共培養で得られた胚盤胞は他の細

胞区と比べて、発育率およびその形態がより良好なこと、さらにその発

育速度もより体内胚（金川、1984）のそれに類似していること、さ

らにまた、それらの胚の凍結融解後に受胎性が証明されたことからも、

これら2種の培養系は体外受精由来の胚盤胞作出に有効な手段であると

考えられた。とくに、体外受精由来8細胞期胚の体外培養にウシ羊膜細

胞との共培養を行い、良好な成績を得たのは本試験が最初である。

一
　
　
ト
　
　
“

　
一
－
け
一

　ウシ体外受精卵の体外での発生率向上を目的として、各種細胞（卵丘

細胞、卵管上皮細胞、栄養膜の小胞、羊膜細胞）との共培養および細胞

を含まない対照区ならびにウサギ卵管内培養で、胚盤胞への発生率を比

較検討した。

　TCM－199＋10％FCSを基礎培地として、屠畜場由来のウシ

卵巣から吸引して得た1721個の卵胞内卵子をCO2インキュベーター

（39℃、5％CO2、95％空気、飽和湿度）内で体外成熟させた。黒

毛和種1頭の凍結精液を使用し、精子処理はカフェイン5mMおよびイ

オノボア0・1μM30秒処理によって行われた。4時間の媒精後、

TCM－199＋10％FCSを基礎培地として、胚はさらに68時間
培養され、卵丘細胞を除去して414個の8細胞期胚を選抜し、以下の
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6区で培養を継続した。対照区としてTCM－199＋10％FCSの
みで培養、卵丘細胞の単層上で培養、卵管上皮細胞との共培養、栄養膜

の小胞（過剰排卵処置牛より13日齢の胚を回収し、　1～2mmに切断

後、小胞化したもの）との共培養、羊膜細胞（妊娠2～4カ月齢の羊膜

を約1mm2に切断した組織片）との共培養およびウサギ卵管内で体内培

養を行った。なお、これらから得られた胚盤胞の一部は新鮮または凍結

融解後、非外科的に受皆目に1コ口は2個月つ移植された。

　胚盤胞への発生率および凍結可能胚（良好な形態を示す胚）の割合は

それぞれ対照区で1．9％および0％、卵丘細胞との共培養区で

19．5％および3．7％、卵管上皮細胞との共培養区で39．O％お

よび18．6％、栄養膜の小胞との共培養区で50．7％および

27．5％、羊膜細胞との共培養区では48．6％および24．3％で

あった。また、ウサギ卵管内培養区のそれらは29．3％および

15．5％であった。卵管上皮、栄養膜の小胞および羊膜細胞との共培

養によって得られた胚盤胞の凍結融解後の移植によって6頭の受財欲が

分娩し2組の双子を含む8頭の産子を得た。

　以上の成績から、卵管上皮細胞、栄養膜の小胞または羊膜細胞との共

培養によって体外受精由来の8細胞彩陶の発生率は向上し、かっ、形態

的にも良好な胚がより多く得られることが示唆された。とくに、体外受

精由来の8細胞期胚の発育に羊膜細胞との共培養が有効なことは新知見

である。
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第5章　総括

　ウシの体外受精による安定的な胚盤胞の生産技術を確立することを目

的として、ウシの卵胞卵子の体外成熟、体外受精および体外受精由来胚

の体外培養系に関する基礎的研究を行い、下記の知見を得た。

1）ウシ精子処理法におけるカフェインとイオノボアの併用が体外受

精におよぼす影響

　ウシ卵胞卵子の体外培養時間と核の成熟率との関係および体外受精時

の精子処理におけるカフェイン、まt：　Vまカフェインとイオノホア併用に

よる体外受精率、卵割率ならびにウサギ卵管内移植後の桑実胚への発育

率について比較検討を行った。

　ウシ卵胞卵子の体外培養と成熟過程について、第二成熟分裂申期像か

ら判定すると、培養開始後22時間目で成熟率はピークに達した。体外

受精率はカフェイン区で53％、カフェインとイオノボア併用区で89

％、また、全受精卵申の正常な受精卵の占める割合はカフェイン区で

22％およびカフェインとイオノボア併用区で54％とどちらも両区間

で有意差が認められた（P＜O．01）。受精後2日目の2細胞期以降

への卵割率はカフェイン区で24％およびカフェインとイオノボアの併

用区で43％を示し、両者間に有意差が認められた（P＜0．01）。
　　　　　　　　　　分割胚の
しかし、ウサギ卵管内噸実胚以降への発育率はカフェイン区および

カフェインとイオノボアの併用区の間で有意差は認められなかった。

　カフェインに対し、カフェインとイオノホアの併用による精子処理が

体外受精率および初期卵割率の向上に有効であることが示唆された。
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2）種雄牛の個体差が体外受精およびその後の胚発生におよぼす影響

　ウシ体外受精における種雄牛の個体差の影響を体外受精率、体外での

三門埣およびウサギ卵管内移植後の桑実胚への発育率から比較検討した。

　体外受精率は種雄牛5頭で84～94％の範囲で有意差は認められず、

1頭の：種雄牛（3－H）の凍結精液の受精率は53％と他牛に比べて有

意に三値を示した（Pく0・01）。卵割率は3－Hの個体のみ18％

と低かったが、他門のそれは39～49％の範囲内にあった。全受精卵

申の正常な受精卵の占める割合は38～75％の範：囲で6頭の種雄牛間

でばらつきを認めた。また、卵割胚中の4細胞期胚の占める割合も39

～71％で幅が認められた。卵割胚のウサギ卵管内での桑実胚への発育

率は各種雄牛間で有意差は認められなかった。

　種雄牛の個体差が体外受精に影響し、とくに、正常受精率および卵割

胚申の4細胞丁丁の占める割合に顕著に影響することが明かとなった。

3）体外受精由来胚の体外培養、とくに共培養に関する検討

　ウシ体外受精由来胚を各種細胞（卵丘細胞、卵管上皮細胞、栄養膜の

小胞、羊膜細胞）と共培養するか、あるいはウサギ卵管内で培養し、さ

らに、細胞を含まない培養を対照区として、胚盤胞への発育率を比較検

討した。

　胚盤胞への発育率および良好な形態を示す胚盤胞の割合は、それぞれ

対照区で2％および0％、卵丘細胞との共培養で20％および4％、卵

管上皮細胞との共培養区で39％および18％、栄養膜の小胞との共培

養区で51％および28％、羊膜細胞との共培養区では49％および

H
h
一

　
「
　
　
　
　
5
　
P

　
　
h
け
，

　
　
　
」
．
賢
，

　
　
　
　
一
D
一
、
レ

　
　
　
　
　
」
“
，

　
　
　
　
　
　
“
自
，

　
　
　
　
　
　
　
　
　
硬
一
、

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
－
一
讐

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ゴ
．
，

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
■
㌧
匹
．
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
，
，
皆
吋

54

β
」
』
、

　懇　 ．灘鱗鑛購鱗縦撒“N
雛



24％であった・また・ウサギ卵管内培養区のそれらは29％および

16％であった・さらに・卵管上皮、栄養膜の小胞および羊膜細胞との

共培劃こよって得られた胚盤胞の凍鰍解後の移樹こよって6頭の受卵

牛が分娩し・2組の双子を含む8頭の産子が得られた。

卵管上皮細胞栄養膜の小胞または羊膜細胞との共培劃こよって体外

受精由来の8細胞期胚の胚盤胞への発育率｝よ向上し、形態的にも良好な

胚がより多く得られることが示唆され、それらを受卵牛に移植した場合、

正常な子牛として生まれることが確認された。
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ST員撫1繍欝・ξRE全開T儲呂LTI需EVI￥嚢εEM暑E9器￥1。N

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S．／U　MMARY

　　　　　　The　effects　of　semen　treatments　and　semen　from　different

buils　on　in　vitro　fertilization　results　and　the　effect　of　culture

systems　of　early　stage　embryos　after　in　vitro　fertilization　were

examined　in　order　to　bstablish　a　stable　procedure　to　produce

bovine　blastocysts　derived　from　in　vitro　maturation　and　in　vitro

　fertilization．

　　　　　Efl暑。器t鍔ofl贈隻呈ll。lnr暑器欝mbl毒ll暑r器慧11s

　　　　　The　spermatozoa　from　six　different　bulls　were　treated　with

caffeine　or　caffeine　plus　Ca－ionophore　A23187　and　their　effects

on　in　vitro　fertilization，　cleavage　and　development　into　morulae

of　in　vitro　matured　bovine　oocytes　were　investigated．　ln　vitro

fertilization　results（formation　of　both　pronuclei，　cleavage　and

development　to　1；　four－cell　stage）　were　significantly（P〈O．Ol）

higher　using　caffeine　plus　Ca一一ionophore　A23187　than　those　using

only　caffeine．　The　rates　of　fertilization　and　first　cleavage　were

only　slightly　variable　among　the　bulls．　Howevei’，　the　present　data

showed　significant　variability　in　the　formation　of　both

pronuclei（36　to　75％）　of　fertilized　embryos　and　development　to　the

，〉．．　four－cell　stage（39　to　71％）　by　using　semen　from　different　bulls・

Development　into　morulae　of　embryos　recovered　from　the　rabbit

oviduct　did　not　show　any　significant　differences　in　relation　to

sperm　treatments　or　individual　bulls．
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　　　　　The　effects　of　co・一culture　with　oviductal　epithelial　cells，

cumulus　cells，　trophoblastic　vesicles　or　amniotic　sac　cells　on

the　development　into　blastocysts　of　bovine　eight一一cell　embryos

derived　from　in　vitro　maturation　and　fertilization　were

examined．　Frozen－thaw“ed　spermatozoa　were　treated　with　caffeine

plus　Ca－ionophore　A23187　for　capacitation　and　were　then　co－

incubated　for　4　h　with　oocytes　matured　in　vitro．　Fertilized

embryos　resulting　from　this　in　vitro　fertilization　were　cultured

in　HEPES一一buffered　TCM－199　plus　10％　fetal　calf　serum（FCS）　for　68　h

and　then　removed　from　the　cumulus　cell　mass．　The　eight－cell

embryos　were　cultured　using　four　co・一culture　systems　either

without　cells（controls）　or　within　the　rabbit　oviducts．　The　co－

culture　of　oviductal　epithelial　cells，　trophoblastic　vesicles　or

amniotic　sac　cells　significantly（Pく・．・5）increased　devel。pment

into　blastocysts（39．0　to　50．70／e）　when　compared　to　co－culture

with　cumulus　cells，　control　or　rabbit　oviduets（1．9　to　29．3％）．　Six

of　16　recipients　became　pregnant　with　frozen－thawed　embryos

derived　from　co一一culture　with　oviductai　epithelial　cells（1／2），

trophoblastic　vesicles（2／7）　or　amniotic　sac　cells（3／7）．　Eight

calves，　including　two　sets　of　twins，　were　subsequently　born．

　　　　The　results　have　demonstrated　that　co－culture　of　embryos　with

oviductal　epithelial　cells，　trophoblastic　vesicles　or　amniotic
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sac　cells　is　a　useful　method　for　enhancing　development　of　in

vitro　fertilized　bovine　eight　ce11　stage　embryos　into　blastocysts

and　for　producing　normal　calves　using　frozen－thawed　embryos

derived　from　in　vitro　maturation　and　fertilization．

　　　　It　is　obvious　that　this　study　is　useful　to　stabilize

production　of　blastocyst　stage　embryo　by　bovine　in　vitro

fertilization　and　con’tribute　to　the　practical　application　of

bovine　embi”yo　ti’ansfer．
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