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第一章　緒　論

成熟した噂乳動物卵巣の卵子は,アルカリ性ホスファクー

ゼに富む細胞質を持ち,妊娠数週間後に卵黄のう内膳葉およ

び尿のう基部に見出される大型の細胞,すなわち原始生殖細

胞(primordinal germ cell)が発達した,ものである.この細胞

は,後腸上皮および背側腸間膜の組織内を移動して,発生途

上の生殖腺の中に定着し,卵阻細胞に分化する.卵巣におけ

る全卵祖細胞の体細胞分裂による増殖は,通常胎生期の間に

終了し,第一減数分裂期に入り卵母細胞へと分化する.その

卵母細胞の核相　は,第一減数分裂前期の前細糸期

(preleptotene stage),細糸朔(leptotene stage),接合糸期

(zygotene stage),太糸期(pachytene stage)を経て複糸期

(diplotene stage)に進み,分娩前後には,退行する卵子を除

いた全ての卵巣内卵子の減数分裂は休止する(豊田　1988)

したがって,食肉処理場で採取した性成熟に達する前のブ

タ(未成熟ブタ)の卵巣における正常卵胞の卵子は全て核相の

進行を複糸期で休止した状態である.複糸期に達した卵子は,

一層の偏平な額粒層細胞に取り囲まれ,原始卵胞を形成する.

原始卵胞内の卵子の直径は約30(Amであるが,この末発育卵

千(growing oocyte)は卵胞の発達とともに発育を開始し,そ

の体積を徐々に増加させ,最終の大きさである120|xmへと発

育する(宮野ら　1994)　発育を開始した卵子の核は次第に大

きくなり,卵核胞(germinal vesicle^GV)と呼ばれるように

なる.卵子が発育を開始すると頼粒層細胞が重層化し,透明

帯および卵胞膜が形成され,原始卵胞は一次卵胞,さらに二
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次卵胞へと進行する.さ　らに,頼粒層細胞間に間隙が現われ,

卵胞腔を形成し,胞状卵胞へと発達する.

胞状卵胞内卵子は,黄体形成ホルモン(LH)のサージを受け

ると,長い休止期を終え,減数分裂を再開する.すなわち,

卵子は卵核胞崩壊(Germinal Vesicle Breakdown, GVBD)

を起こし,第一減数分裂前中期(PrometaphaseI,ProMI),

中期(MetaphaseI, MI),後期(AnaphaseI, AI),終期

(TelophaseI ,TI)を経て第二減数分裂中期(MetaphaseII

MⅡ)に達し,ここで再び減数分裂を停止し,精子の侵入を待

つ(Hunter&Polge, 1966).

このように,晴乳動物の性成熟に達した個体の卵巣には発

育完了卵子(fully grown oocyte)が多数存在する・これらの

卵子の核相をMⅡまで進行する過程(成熟)を体外で再現させ

ようという初めての試みは　Pincus　&Enzmann(1935)によ

って行われた.彼らは,成熟ウサギの卵胞から採取した卵子

をホルモン無添加Ringer-Loeke液で培養し,卵子の減数分

裂が再開され, MⅡに進行することを認めた.このことから,

晴乳動物の卵巣から採取し,体外で培養した卵子は,ホルモ

ンの刺激なしで自発的に減数分裂を再開し, MⅡにまで進行

することが明らかにされた.

この報告以来,マウス(Edwards,1962,1965;Donahue,

1968),ハムスター(Edwards,1962;Gwatkin　&　Haidri,

1973;Iwamatsu　&　Yanagimachi,1975),ヒツジ(Edwards

1965),ウシ(Edwards,1965;Leibfried　&First, 1979

Fukui &Sakuma,1980),ヒト(Pincus&Saunders,1939

Edwards,1965)においても,卵巣から取り出した卵子を
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体外で培養すると,卵子は自発的にGVBDを誘起し, MⅡに

まで進行することが報告された.

ブタにおいては,1965年に　Edwardsが初めて卵胞卵子を

体外で43時間培養し　59.5%(25/42)という成熟卵率を得た.

その後,体内ではLHサージによって卵子の減数分裂が再開さ

れることから,体外で成熟させる時に用いる培地に添加する

ホルモンが卵子の成熟卵率に及ぼす影響が　Yoshida et aI.

(1989)によって検討された.彼らは培地にホルモンを添加し

なかった時　53.1%であった成熟卵率が,ヒト繊毛性性腺刺

激ホルモン(hCG)および妊馬血清性性腺刺激ホルモン

(PMSG)を添加すると　81.2%に上昇し, 17β-エストラジオ

ールを添加しても成熟卵率は増加しなかった(80.3%)ことか

ら, 17β-エストラジオールの併用如何に関わらず　hCGおよ

びPMSGは,卵子の成熟を促進すると結論した.

また,卵巣から採取した卵子の中には卵丘細胞が付着した

卵子および付着していない卵子が存在することから,佐藤ら

(1978a)は,いずれの卵子が,体外での成熟培養に適してい

るかを検討した.すなわち,卵胞から採取した直後に卵丘細

胞が付着している卵子(COC)と付着していない卵子(DO)と

に分類し,それぞれの卵子を培養した時の核相を経時的に観

察した.その結果,両卵子ともGVBDは培養開始14時間後か

ら開始され,成熟卵率は30時間後以降でプラトーに達したが,

培養したDOにおいては成熟卵率は著しく低く,染色体の異常

凝縮や消失など退行的変化を示す卵子が高率に出現したこと

を認めた.このことから,ブタ卵子の体外成熟を行う際には,
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倶試卵子としてCocを用いるのが適当であると結論した.

ブタ卵子成熟用培地の最適pHを調べるために,佐藤・石橋

(1977)は　pH6.7および7.2の培地でブタCOCを30時間培養

した結果　pH6.7の培地でCOCを培養した時　18.8%であっ

た成熟卵率が　pH7.2の時には56.3%に上昇したことを報告

した・また,佐藤ら(1978a)は, pHが6.8-7.0, 7.2-7.4

および7.8-8.0の培地でCOCを培養した時,卵子の成熟卵

率はそれぞれ15, 60および30%であり　cocを培養する際

の培地のpHは7.2-7.4が適当であることを示唆した.

佐藤ら(1977)は成熟培地の浸透圧が卵子の成熟卵率に及ぼ

す影響を調べた.その結果　cocを培養する培地の浸透圧が

166-355mOsmと上昇するにつれて成熟卵率は0-51.4　と

増加し,浸透圧が388mOsmになると再び成熟卵率が低下し

たことから,最も適当な成熟培地の浸透圧は355mOsmであ

ることを示した.

湊と豊田(1982)は,体内で卵子が成熟する時,卵子は周囲

を卵胞液で囲まれていること,および卵胞液は主に血清成分

であることから,卵胞液および血清が卵子の成熟を促進する

と考え,成熟培地に添加する卵胞液あるいは血清が卵子の成

熟卵率に及ぼす影響を検討した.そして, 5%のブタ卵胞液あ

るいはブタ血清を添加した成熟培地でCOCを培養した時,い

ずれの区も約80%の卵子が成熟していたことを認め,成熟培

地に卵胞液あるいは血清を添加する必要性を主張した.

以上のように,ブタ卵胞卵子の体外成熟培養の条件が検討

され,現在では,卵丘細胞に囲まれた卵子(COC)を用い,ブ
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夕卵子体外受精用として,恒常的に高い成熟卵率が得られる

ようになって来た.

Naito et al.(1988)は,体内の卵子は卵胞液に囲まれた状態

で成熟するので,卵胞液中に体外受精後の卵子の雄性前核形

成を促進させる物質が存在すると考え,卵胞刺激ホルモン

(FSH)添加ブタ卵胞液中で卵子を48時間培養して媒精・し,

FSH添加TYH培地で培養した卵子(20.0%)に比べて有意に高

い雄性前核形成率(81.0%)を示したことを報告した.

Yoshida et al.(1992a)は,精子が卵子に侵入した後,雄性

前核が形成されないのは,卵子内のグルタチオン(GSH)濃度

が低いためで,精子のDNA蛋白であるプロタミ　ン内のS-S

結合が分解されないためであると考え　GSHの1成分である

システインを添加した成熟培地で卵子を36時間培養して媒精

すると,システイン無添加区(20%)に比べて,有意に高い雄

性前核形成率を示した(94%)ことを報告した.

Yoshida et al.(1992b)は,卵胞液中の体外受精後の卵子の

雄性前核形成を促進させる物質の分子量決定を試み,分子量

10,000-200,000の物質が,雄性前核形成を促進させたこ

とを報告した.

また,卵胞液と共に体内の卵子を取り囲んでいるものとし

て,卵胞壁,卵丘細胞および壁額粒層細胞に注目　し,

Mattioli et al.(1988)はこれらの細胞が卵子の雄性前核形成

率に及ぼす影響を検討した.その結果　cocを44-46時間

成熟培養し,媒精しても雄性前核形成率は2%であったが,壁

頼粒層細胞を含む卵胞壁と付着した状態でCOCを成熟させる
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と雄性前核形成率は62%にまで上昇したことを報告した.

同様に　Zheng　&Sirard(1992)は,成熟培地に卵胞壁を

加えることによって雄性前核形成率は有意に上昇したと報告

した(26%, 6%)　また　Ocampo et al.(1993)は,卵丘細胞

が卵子の雄性前核形成に及ぼす影響を検討し, 3層あるいは

それ以上の卵丘細胞が付着した卵子の雄性前核形成率

(78.9%)は,全く卵丘細胞を有さない卵子および1-2層の卵

丘細胞を有する卵子のそれ(37.5, 36.7%)に比較して,有意

に高い値を示したことを報告した.

同様に　Nagai et al.(1993)は,卵子を取り囲む卵丘細胞

の数が卵子の精子侵入後の雄性前核形成率に及ぼす影響を調

べた.-卵子当たり15×103の卵丘細胞を有する卵子の場合,

3.5×103の卵丘細胞を有する卵子に比べて,かなり高い雄性

前核形成率を示し(83%, 27%),卵子に付着した卵丘細胞が,

雄性前核形成率に大きな影響を及ぼしていることを明らかに

した.

以上の通り,ブタの体外成熟および体外成熟卵子を用いた

体外受精において,高い成熟卵率と雄性前核形成率が得られ

るようになって来た.

しかし,高い成熟卵率,高い雄性前核形成率の得られる培

養法で成熟させた卵胞卵子を体外受精させた場合でも著しく

高い多精子侵入卵率を示す.そこで　Zheng&Sirard(1992)

は,多精子侵入が起こる原因を卵子の体外での成熟が不十分

だからと考え,成熟培地に添加する蛋白が多精子侵入卵率に

及ぼす影響を調べた.その結果,ウシ胎児血清(F.CS)を添加
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した培地で,卵子を48時間培養した時の多精子侵入卵率は

74.5%であったが　FCSを添加した培地で24時間培養した

後,ウシ血清アルブミン(BSA)添加培地でさらに24時間培養

した時の多精子侵入卵率は50%になり, FCSを添加した成熟

培地中で,卵子を48時間培養した時のその値に比べて有意に

低くなったことから　FCSを添加した成熟培地で24時間培養

した後　BSA添加培地でさ　らに24時間培養する成熟培養法

は,多精子侵入卵率を低下させると結諭した.

また　Funahashi et al. (1994b)は　NaCl濃度の高い

(116.4mM)TCM-199培地で成熟させた卵子に比べて　NaCl

濃度の低い(68.5mM)Whitten培地で成熟させた卵子におい

て,体外受精後の雄性前核形成率が増加した(Funahashi et

α1 1994a)ことから,成熟培地中のNaCl濃度が卵子の成熟と

深く関わっていると推論し,成熟培地に添加するNaClが多精

子侵入卵率に及ぼす影響を調べた.その結果,培地に添加す

るNaCl濃度が減少するにしたがって,多精子侵入卵率は減少

し　NaCl濃度68.49, 92.40, 116.40および140.35mM区

に比べて44.50mM区において,有意に低い多精子侵入卵率

を示した.このことから,成熟培地中に低い濃度のNaClを添

加することが,多精子侵入卵率を減少させると報告した.

このように,多精子侵入卵率を減少させるための研究がい

くつか行われているが,体外成熟ブタ卵胞卵子の体外受精に

おいては多精子侵入卵率が依然として高く,正常受精卵子は

ほとんど得られない.

一般に,食肉処理場で廃棄されるブタ卵巣から卵胞卵子を
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採取し,体外で成熟させた後,受精させる実験では,完全に

発育を完了した卵子(発育卵子　fully grown oocyte)が用い

られている.発育卵子は1卵巣当たり,わずか10個程度しか

採取できない.しかし,ブタ卵巣には発育卵子の他に,多数

の発育途上の卵子(末発育卵子,growing oocyte)が存在して

いる.核移植によるクローン動物や形質転換動物の作成のた

めの研究あるいは優良家畜の配偶子保存に関する研究には,

非常に多くの卵子が必要であるから,卵巣内に多数存在する

未発育卵子を利用することが必要である.

前述した通り,卵子は発育とともにその直径を増加させる

ので,卵子が発育しているか否かの指標として,卵子の直径

が用いられている.卵子の直径とGVBDとの関係を調べた

Motlik et al.(1984)は,直径0.3-0.7,0.8-1.6,1.7-2.2

および　　5mmのブタ卵胞から採取した卵子の直径はそれぞ

れ約100, 110, 115および120|xmであり,これらの卵子を

体外で24時間培養した時のGVBD卵率はそれぞれ15, 72

94および100%であったと報告した.

この報告は,直径の小さい未発育卵子はGVBDを誘起する

能力を有していないことを示している.したがって,末発育

卵子を利用するためには,まず,未発育卵子のGVBDを誘起

させる方法が明らかにされなくてはならない.さらに,その

ためにはブタ卵子のGVBD誘起機序を解明する必要がある.

晴乳動物卵子のGVBD誘起機序に関連して　Dekel&Beer

(1980)はラットのCOCと裸化卵子をLH添加あるいは無添加
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培地で培養した.裸化卵子のGVBDに要する時間が　cocを

LH添加培地で培養した時のそれとよく一致していたことか

ら,卵丘細胞を除去することが卵丘細胞一卵子間ギャップ結

合を切断し　GVBDを起こさせるというLHの影響と同一の作

用を及ぼしたのであろうと推論L GVBDの引き金は卵丘細

胞一卵子間ギャップ結合の切断であると主張した.

また　Dekel et al.(1981)は,ラットのCOCをLH無添加培

地で20時間培養すると, GVBDも卵丘細胞一卵子間ギャップ

結合の切断も起こらないが, LHを添加するこ　とによって

GVBDおよび卵丘細胞一卵子問ギャップ結合の切断が同時に

起きることを示し　GVBDは卵丘細胞一卵子間ギャップ結合

の切断によって引き起こされると結論した.

しかし　Eppig(1982)によると,ラットにおいてはhCG投

与3時間後ですでにGVBDが誘起されているが,卵丘細胞一

卵子問ギャップ結合の切断はhCG投与3あるいは6時間後でも

観察されないことを示した.同様にマウスにおいてもcocを

3時間培養した時点で卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断

は認められなかったが　GVBDはすでに開始されていたこと

が示されている(Sarustri&Siracusa,1983).また,過排卵

処理を施したラットにおいて,卵子のGVBD開始時間は,卵

丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断ではなく卵丘細胞間ギャ

ップ結合の切断とよく一致していることも認められている

(Larsen et al.,1986,1987).

このように,ラットやマウスなどの窟歯類では卵丘細胞一

卵子間ギャップ結合あるいは卵丘細胞間ギャップ結合の切断
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とGVBDとの関係はかなり検討されているが,晴乳動物卵子

におけるGVBDの引き金はなお不明のままである.また,ブ

タにおいては　GVBDを起こしたCOCにおいても放射冠細胞

と卵子間のギャップ結合は存在していたという報告(Motlik

et al., 1986)はあるが, GVBDと細胞間ギャップ結合との関

係はほとんど検討されていない.

本研究はブタ卵巣の未成熟卵子の有効利用を目的として,

ブタ卵子の減数分裂進行に対する卵丘細胞の役割を追及する

とともに,卵胞卵子を成熟させるための新しい方法の開発を

試みた.まず,第二章では本研究を行うに当たって,最適な

卵子を採取する条件を調べるために,様々な大きさの卵胞か

ら採取したブタ卵胞卵子における各核相卵子の割合を求め

た.第三章では,卵丘細胞を除去することがブタ卵子の

GVBDおよびその後の減数分裂の進行に及ぼす影響を調べ,

減数分裂の進行における卵丘細胞の役割を明らかにしようと

した.第四葺では, GVBDと細胞間ギャップ結合との関係を

調べ,ブタ卵胞卵子のGVBDの引き金が何かを追求した.第

五章では　10M液滴で20個のCOCを培養した時の培地が卵

丘細胞の膨潤およびGVBDに及ぼす影響を調べ,卵丘細胞か

ら培地中へ放出されるGVBD抑制因子の同定を試みた,最後

の第六章では　10i*l液滴で24時間培養し,さらに24時間培

養して成熟させた卵子を用いて体外受精を行い,新しい卵胞

卵子成熟培養法の有効性を検討した.
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第二章　ブタ卵胞の大きさと卵胞卵子の核相との関係について

第一節　序　論

卵胞の大きさと卵胞卵子の成熟能との関係について調べた

Tsafriri　&　Channing(1975)は,直径l-2mm, 3-5mmお

よび6-12mmの卵胞から採取したブタ卵子を成熟培養した時

の成熟卵率がそれぞれ15.6, 54.8および80.1%を示したこ

とを　Motlik et al. (1984)は　0.3-0.7mm, 0.8-1.6

mm　1.7-2.2mmおよび　　5mmの卵胞から採取し,培養し

たブタ卵子の成熟卵率はそれぞれ0, 17, 49および76%であ

ったことを報告した.これらの報告から考えると,卵子を採

取する卵胞の直径が小さくなるにつれて成熟卵率が急激に低

下する,すなわち,卵胞の直径が小さくなるにつれて,末発

育卵子の割合が増加すると考えられる.

ところが,ブタ卵胞卵子の体外成熟には,最近でも通常,

直径　　6mmと比較的小さな卵胞の卵子が用いられている

(Mattioli et al., 1990;Mattioli et al., 1991;Singh

et al., 1993;Reed et al., 1993).したがって,体外成

熟用に採取された卵子には未発育卵胞卵子が多数含まれてい

る可能性がある.その末発育卵子が体外で成熟させた時の卵

核胞崩壊(GVBD)卵率,成熟卵率およびその後の正常受精卵

率を低下させていることが考えられる.したがって,卵巣か

ら採取し,成熟培養を開始する前の卵胞卵子の核相を調べ,

卵子の成熟能と採取時の核相との関係を明らかにすることが

重要である.
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一方,前章の緒論で論述したとおり,優良な大中家畜を効

率良く生産するためには,卵巣に多数存在する末発育卵子を

利用する手法を確立することが重要である.しかし,未発育

卵子を体外で培養しても,減数分裂の再開は誘起されない.

したがって,未発育卵子を利用しようとする場合,正常に発

育したブタ卵胞卵子(発育卵胞卵子)を用いて,卵子の減数分

裂再開機序を明確にすることが必要である.しかし,どのよ

うな卵胞から採取すれば正常に発育した卵子が回収されるか

明らかでない.したがって,正常に発育した卵子がどのよう

な卵胞から採取できるか検討することは重要である.

本章では,大きさの異なる卵胞から採取したブタ卵子にお

ける各核相卵子の割合を明らかにする目的で,種々の大きさ

の卵胞から採取した卵胞卵子の核をプロピジウムアイオダイ

ドで染色し,共焦点レーザー顕微鏡で観察した.
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第二節　材料および方法

実験1　共焦点レーザー顕微鏡によるブタ卵胞卵子の核相の

観察

食肉処理場で末経産ブタ卵巣を採取し,表面に付着した血

液等をキムワイプで拭き取った後　O.lmg/mlカナマイシン

(明治製菓)を添加し,オートクレーブにかけた0.85%生理食

塩水(約37℃)中に浸して, 2時間以内に研究室に持ち帰った.

その卵巣の表面にある卵胞に10mlシリンジ(テルモ)に装着し

た21G(5/8)の注射針(テルモ)を穿刺して,卵子を含む卵胞液

を吸引し,その液を20ml試験管内に移した.その試験管を,

卵子を沈澱させるために, 37℃に保温したウォーターバス内

に　　10分放置した.上燈を捨て,沈殿物に5%ウシ血清

(bovine serum,BS)およびO.lmg/mlカナマイシンを添加し,

櫨過滅菌したリン酸緩衝生理食塩水(Phosphate buffered

saline, PBS, Nissui)数mlを加え,シャーレに移した.実

体顕微鏡下で,卵子のみを選別し,卵丘細胞が付着した卵子

の卵丘細胞を,ピペッティ　ングにより除去し,酢酸アルコー

ル(酢酸:エタノール-1:3)で6時間固定した後　20(xg/ml

プロピジウムアイオダイド(Propidium Iodide,PI,SIGMA)

添加pBS中に30分以上浸漬して,共焦点レーザー顕微鏡

(Con focal Laser Scanning Microscopy,CLSM,ACAS750,

MERIDIAN)で観察した. CLSMの光源にはアルゴンレーザ

ーを用い,波長488nmで励起し　575-605nmの光を測定し

た・光学的切片の厚さを表すピンホール(Pinhole)は100
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225に設定した.同一のCLSMで観察した卵子をカルノア液

(エタノール:クロロホルム:酢酸=6:3:1)で脱脂し,アセトラ

クモイド(1%ラクモイド添加45%酢酸)で染色して,アセトダ

リセロール(蒸留水:アルコール:酢酸-3:1:1)に封入した.こ

の卵子をホフマン・モジュレーショ　ン・コントラスト顕微鏡

(Hoffmann Modulation Contrast Microscopy, HMCM)で

観察した.

HMCMで観察した卵核胞(GV)期卵子の核相はMotlik&

Fulka(1976)の分類に基づいて,卵核胞内に核小体を有する

卵子(GVI)　核小体およびクロモセンターを有する卵子(GV

Ⅱ),核小体および織維状の染色糸を有する卵子(gvm)およ

び核小体は消失し,繊維状の染色糸を有する卵子(GVIV)に区

分した.また,それ以降のMⅡまでの卵子の核相については,

Hunter　& Polge(1966)の分類に基づき第一減数分裂前中期

(ProMI),中期(MI)　後期(AI)および第二減数分裂中期

(mn)に区分した.

実験2　大きさの異なる卵胞から採取したブタ卵子における

各核相を示す卵子の割合

実験1と同様に採取し,研究室に持ち返った卵巣の卵胞の

大きさを2mm以下　　　5mmおよび5mm以上に区分し,各区

の卵胞から卵子を吸引した.そして,コンパクトで完全な卵

丘細胞を有する卵子とそれ以外の卵子(卵丘細胞が一部欠如し

た卵子あるいは全く卵丘細胞を有していない卵子)とに分けた.

ピペッティ　ングにより卵丘細胞を除去し,酢酸アルコールで
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固定した後, pIで染色, CLSMで観察し,核相の判定を行っ

た.
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第三節　結　果

実験1　共焦点レーザー顕微鏡によるブタ卵胞卵子の核相の

観察

pIで染色した後, CLSMで観察し　GVI　と思われる卵子

を図2-laに示した.卵核胞内部はその周辺の細胞質より　も弱

い蛍光を示した.また,卵核胞内部には,核小体と思われる

強い蛍光を示す一つの塊が観察された.同一の卵子をアセト

ラクモイド染色してHMCMで観察した.その卵子は図2-lb

に示す通り,核膜とその内部に明瞭な核小体が観察された.

このHMCMで観察した卵核胞および核小体の位置は　CLSM

で観察した時のそれらの位置とよく一致した.

GVⅡと考えられる卵子のCLSM像を,図2-2aに示した.

この卵子の卵核胞内部はGVIの卵子と同様に周辺の卵細胞

質より蛍光が弱く,核小体およびクロモセンターは強い蛍光

を示した. HMCMで観察した同一卵子の卵核胞にも核小体お

よびクロモセンターが認められ(図2-2b),それらのHMCM像

における位置は, CLSM像における位置と一致した.

CLSMで観察した時　Gvmと考えられた卵子を図2-3aに

示した.核小体と繊維状の染色糸がかなり強い蛍光を示し,

周囲の卵核胞内部は細胞質よりも弱い蛍光度であった.同一

の卵子のHMCM像(図2-3b)においても,核膜,核小体および

繊維状の染色糸が認められた.卵核胞および核小体の位置は

HMCM像とCLSM像で一致した.

CLSMで観察し, gvivと考えられた卵子を図2-4aに示した.
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図2-la GVIを示す卵子のCLSM像
卵核胞内部はその周辺の細胞質よりも弱
い蛍光を示し,卵核胞内部には,核小体
と思われる強い蛍光を示す一つの塊が観
察される.

図2-lb GV Iを示す卵子のHMCM像
卵核胞およびその内部に明瞭な核小体が
観察される. (×450)
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図2-2a GVnを示す卵子のCLSM像
卵核胞内部は周辺の卵細胞質より蛍光が弱く,
核小体およびクロモセンターと思われる物体
が強い蛍光を示している.

図2-2b GVnを示す卵子のHMCM像
卵核胞および,その内部に核小体およびクロ
モセンターが認められる. (×450)
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図2-3a GVmを示す卵子のCLSM像
核小体と繊維状の染色糸がかなり強い蛍光
を発している.また,その他の卵核胞内部
はその周辺の細胞質よりも弱い蛍光を示し
ている.

図2-3b GVmを示す卵子のHMCM像
卵核胞,核小体および繊維状の染色糸が認め
られる. (×450)
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図2-4a GVIVを示す卵子のCLSM像
繊維状の染色糸が強い蛍光を発しているが,
核小体状の蛍光を発する物質は観察されない.

図2-4b GVIVを示す卵子のHMCM像
卵核胞が観察され,繊維状の染色糸が確認で
きる. (×450)
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繊維状の染色糸が強い蛍光を発していたが,核小体状の蛍光

を発する物質は観察されなかった.同一の卵子をHMCMで観

察した時の像を図2-4bに示した. CLSMで観察した時と同一

の位置に卵核胞は観察され,その中に繊維状の染色糸のみ認

められた.

PioMIと考えられた卵子のCLSM像を図2-5aに示した.

卵核胞は消失し,染色体は一つの塊として強い蛍光を示した.

同一の卵子のHMCM像では, CLSM像におけるほぼ同じ配置

に染色体が観察された(図2-5b)

MIと考えられた卵子のCLSM像を図2-6aに示した.強い蛍

光を示す染色体が区別できた.同一の卵子のHMCM像を図2-

6bに示した. CLSMで観察した卵子の核とほぼ同じ配置の染

色体が観察された.

CLSMで観察した時, AIと考えられた卵子を図2-7aに示し

た.強い蛍光を示す二つの染色体の塊が観察された.同一の

卵子のHMCM像ではCLSMで観察された位置に二個の染色体

の塊が観察された(図2-7b)

MⅡと考えられた卵子のCLSM像を図2-8aに示した.卵子

の染色体は,各染色体ごとに強い蛍光を示した.また,極体

染色体は,強い蛍光の一つの塊として観察された.同一の卵

子のHMCM像ではCLSMで観察された染色体とほぼ同じ配置

に卵子の染色体と極体の染色体が認められた(図2-8b)
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図2-5a ProM Iを示す卵子のCLSM像
卵核胞は消失し,染色体と思われる蛍光の強

い物質が一つの塊として観察される.

図2-5b ProM Iを示す卵子のEMCM像

著しく凝縮した染色体が観察される. (×450)
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図2-6a MIを示す卵子のCLSM像
蛍光の強い個々の染色体が明瞭に区別できる.

図2-6b M Iを示す卵子のHMCM像

個々の染色体が分離している様子が観察さ
れる. (×450)

23



図2-7a AIを示す卵子のCLSM像
核と思われる蛍光の強い二つの塊が観察され
る.

図2-7b AIを示す卵子のHMCM像

両極へ分裂している核が観察される. (×450)
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図2-8a MEを示す卵子のCLSM像
卵子の核と思われる物質は,個々の染色体が
強い蛍光を示し,明瞭に区別でき,極体と思
われる物質は,蛍光の強い一つの塊として観
察される.

図2-8b MHを示す卵子のHMCM像

卵子の核および極体が認められる. (×450)
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実験2　大きさの異なる卵胞から採取したブタ卵子における

各核相を示す卵子の割合

大きさの異なる卵胞(≦2mm,2-5mm,5mm≦)から採取し

たブタ卵胞卵子のうちコンパクトで完全な卵丘細胞を有する

卵子の割合とそれ以外の卵子の割合を表211にまとめた.

2mm以下の卵胞から採取した卵子においては,コンパクトで

完全な卵丘細胞を有する卵子は34.3%であったが　　　5mm

の卵胞から採取した卵年子では49.8%に上昇した.さらに5mm

以上の卵胞から採取した場合,ほとんどの卵子がコンパクト

で完全な卵丘細胞を有していた.コンパクトで完全な卵丘細

胞を有する卵子の割合は,卵子を採取する卵胞の直径が大き

くなるにつれて有意に上昇した.

次に,コンパクトで完全な卵丘細胞を有する卵胞卵子の核

相を,採取した卵胞の大きさごとに調べた結果を表2-2に示

した　2mm以下の卵胞から採取した卵子においては　GVIV

の卵子の割合が最も高く,次いで, gvi, gvin, gviの

順であった.しかし　　　5mmの卵胞から採取した卵子では,

GVIの卵子の割合(42.3%)が最も高い値を示し,次いで,

GVII, GVIV, GVfflの順であった.また　　　5mmの卵胞か

ら採取した区のGVIおよびGVⅡの卵子の割合は　2mm以下

の卵胞から採取した区のそれらに比べて有意に高い割合を示

し,逆にGVⅢおよびGVⅣの卵子の割合・は2mm以下の卵胞か

ら採取した卵子におけるそれらの倍に比べて有意に低い割合

であった.また　5mm以上の卵胞から採取した卵子において

はGVI卵子の割合(85.7%)が著しく高く　　　5mmの卵胞区
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表2-1大きさの異なる卵胞から採取したブタ卵胞卵子におけるコンパクトな

卵丘細胞を有する卵子の数とコンパクトな卵丘細胞を有さない卵子の数

卵胞の大きさ　　　供試

(x mm)　　　卵数

コンパクトな卵丘　　　コンパクトな卵丘

細胞を有する卵子　　細胞を有さない卵子

(%)　　　　　　　(%)

Ⅹ ≦　　　　　108　　　　37 (34.3)

2 <x <5　　　　223　　　111 (49.8)

5 ≦　　　　　38　　　35(92」.) C

71 (65.7)

112 (50.2) b

3( 7.9)

()内の数値は供試卵数に対する割合(%)

a,b, c　各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.01)

表212　大きさの異なる卵胞から採取したコンパクトな卵丘細胞を

有するブタ卵胞卵子における各核相を示す卵子の数

卵胞の大きさ供試

(xmm)　卵数

GV (%)

n m rv

Ill　25(22.5)a 13(ll.7)d　25(22.5)d　48(43.2)

2<x<5　104　44(42.3)b 28(26.9)b ll(10.6)b 21(20.2)

5≦　　　35　30(85.7)c　5(14.3)ab 0(0.0)c 0(0.0)'

GV : Germinal Vesicle

()内の数値は供試卵数に対する割合(%)

a, b, c :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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におけるその値よりも有意に高い割合であったこ　また　5mm

以上の卵胞から採取した卵子には　GVIおよびGVⅣを示す

卵子は全く観察されなかった.

次に,卵丘細胞が部分的に欠如した卵子および全く卵丘細胞

を有していない卵子の核相を採取した卵胞の大きさごとに調

べ,その結果を表2-3に示した　2mm以下の卵胞から採取し

た卵子のうち, 76.2%の卵子がGV期であり　GVI卵子の割

合はわずかに8.9%であった.また,卵核胞崩壊(GVBD)以降

の核相を示す卵子が23.8%も存在し　12.9%はMetEの核相

を示す卵子であっ、た.

5mmの卵胞から採取した卵子のうち,完全には卵丘細

胞に囲まれていない卵子においてもGV期卵子は74.1%であ

り,そのうちGVI卵子の割合は25.0%であった.この値は

2mm以下の卵胞から採取した区におけるGVI卵子の割合に

比べて有意に高い値であった　　　5mmの卵胞区の卵子にお

いてもGVBD以降の卵子が認められ　MetH卵子は15.2%の

割合で観察された.

5mm以上の卵胞から採取した卵子のうち完全な卵丘細胞を

有していない卵子は3個しか回収されなかったが,それらの

核相はすべてGVIを示した.この割合は2mm以下の卵胞か

ら採取した区および　　5mmの卵胞から採取した区における

割合より有意に高かった.
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表2-3　大きさの異なる卵胞から採取したブタ卵胞卵子のうち、コンパクトな

卵丘細胞を有さない卵子における各核相を示す卵子の数

卵胞の大きさ　供試

(x mm)　卵数

GV (%)

II m rv
ProMI MI AI Mil

(%) (%) (%)　(%)

1012141
(8.9)(5.9)(20.8)(40.6)

2<x<511228b

(25.0)81334
(7.1)(ll.6)(30.4)

5≦x33c0a0a0a

(100.0)(0,0)(0.0)(0.0)

1013
(1.0)(9.9)(0.0)(12.9)

a-i¥f)m(0.9)(8.0)(1.8)(15.2)

0a0a0a0a
(0.0)(0.0)(0.0)(0.0)

GV: GerminalVesicle ProMI : Prometaphase I MI :MetaphaseI

AI : AnaphaseI Mil : Metaphase II

()内の数値は供試卵数に対する割合(%)

a,b, c　各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.01)
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第四節　考　察

実験1において　GVI, GVn, GVI, GVIV, ProMI

MI, AIおよびMⅡの核相を示す卵子において, PI染色し,

CLSMで観察した像と,同一の卵子をアセトラクモイド染色

L HMCMで観察した像とは,卵核胞,.核小体および核の位

置が良く一致し　CLSMで判定した核相とHMCMで判定した

核相は相同であることが明確にされた.したがって,酢酸ア

ルコールで固定(6時間)LpI染色した卵子をCLSMで観察し,

核相を判定する手法は非常に短期間に卵子の核相判定を行う

有効な方法と考えられた.

本実験において　2mm以下の卵胞から採取したcocのうち,

コンパクトな卵丘細胞を有していない卵子の割合は65.7%で

あり　　　5mmの卵胞から採取した卵子においても約半数の

COC(50.2%)がコンパクトな卵丘細胞を有していなかった.

しかし　5mm以上の卵胞から採取した卵子においては,卵丘

細胞を有していない卵子の割合は,わずかに7.9%であった

(表2-1)　これらのことから,卵子を採取する卵胞の大きさ

が減少するにつれて,コンパクトな卵丘細胞を有していない

卵子の割合が増加することが明らかとなった.

Albertini　&　Andersen(1974)は,閉鎖卵胞内のCOCの卵

丘細胞間結合は緩く,卵丘細胞一卵子間ギャップ結合は切断

されていたことから,閉鎖卵胞からCOCを吸引すると,卵丘

細胞は除去されると結論した.また　Tsafriri &　Channing

(1975)は,卵子を卵胞から採取した段階で卵丘細胞を有して

いない卵子は閉鎖卵胞から採取した卵子であると述べている.
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これらのことと,上述の卵子を採取する卵胞の大きさが減少

するにつれて,コンパクトな卵丘細胞を有していない卵子の

割合が増加することとを考え合わせると,卵胞の大きさが減

少するにしたがって,閉鎖卵胞の割合が著しく増加すると考

えられる.

閉鎖卵胞は自濁し,不透明であるため(Moor& Trounson

1977)　本実験では透明な卵胞のみから卵子を吸引した.し

かし,小卵胞から採取されたCOCには高い割合で,コンパク

トな卵丘細胞を有さない卵子が認められた.このことは,透

明な卵胞にも閉鎖卵胞が存在することを示す.

しかし,閉鎖卵胞の初期の段階(StageI atresia)では卵胞

液中にわずかな浮遊物があるのみであるという報告(Braw　&

Tsafriri, 1980)から考えると,透明な卵胞に含まれる閉鎖

卵胞は,極めて初期の段階の閉鎖卵胞であろう.

卵胞から採取した卵子のうちコンパクトな卵丘細胞を有す

る卵子のGVIの核相を示す割合は,卵胞の大きさ2mm以下

区(22.5%), 2-5mm区(42.3%)および5mm以上区(85.7%)

と,卵胞の大きさが増加するにつれて有意に上昇した(表2-2).

逆に　GVE以降の核相を示す卵子の割合は,卵子を採取す

る卵胞の大きさが減少するにつれて上昇し　2mm以下の卵胞

から採取した卵子においては,77.5%という割合を示した(表

2-2)

また　Motlik　&　Fulka(1976)は,卵胞から採取した直後

にGVⅡ以降の核相を示す卵子は,閉鎖卵胞から採取した卵

子であると報告している.このことと,大きな卵胞(5mm以
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上)から採取したコンパクトな卵丘細胞を有する卵子は

85.7%がGVIであったこととを考え合わせても,`大卵胞の

ほとんどは閉鎖卵胞ではないと考えられた.

Moor　&　Trounson(1977)も,卵丘細胞の退行は卵胞閉鎖

の初期の段階(Secondary atresia)では認められず,かなり

進行した段階(Tertiary atresia)で初めて変化が現われると

報告している.

卵胞から採取した時,コンパクトな卵丘細胞を有する卵子

の中には　gvh以降の核相を示す卵子が　2mm以下区で

77.5%　　　5mm区で57.7%, 5mm以上区で14.3%も観察さ

れた・したがって,卵子を取り囲んでいるコンパクトな卵阜

細胞は卵子の核相がGVIからGVⅡへ移行することには関与

していないと推察された.

Tsafriri　&　Channing(1975)は　　　2mm　　　5mmおよ

び　12mmの卵胞から卵子を採取し48時間培養すると,成

熟卵率はそれぞれ15.6,54.8および80.1%となり,卵子採取

に用いる卵胞の直径が大きくなるにしたがって成熟卵率は上

昇することを明らかにした・また　Motlik et al.(1984)は,

0.3-0.7mm, 0.8-1.6mm, 1.7-2.2mmおよび　　5mm

の卵胞から採取したCOCを成熟培養し,それぞれ0, 17, 49

および76%の卵子が成熟したことを報告した.本実験では卵

胞の直径が大きくなるにしたがってGVIの核相を示す卵子

の割合は急激に上昇したが　GVI, GVIE, GVIVの核相を

示す卵子の割合は減少した(表2-2)　このことは,卵胞から

採取した直後にGVIを示す卵子のみが,培養後, GVBDを
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誘起し, MⅡまで進行する能力を有することを示すものと考

えられる.したがって　GVBD誘起に関する実験を行う場合

には,通常のブタ卵胞卵子の体外成熟に用いられる　　6mm

の卵胞から採取した卵胞卵子よりも大きい卵胞から採取した

卵胞卵子を用いることが必要と考えられる.
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要　約

(1)　ブタ卵子の核相の判定法として,共焦点レーザー顕微

鏡(CLSM)で観察する手法が有効か否かを調べる目的で,卵

胞から採取した直後の卵子を,酢酸アルコールで6時間固定

し,プロピジウムアイオダイド(PI)で染色してCLSMで観察

した.さらに,同一の卵子をアセトラクモイドで染色し,ホ

フマン・モジュレーション・コントラスト顕微鏡(HMCM)で

観察して,両像を比較検討した. GVI, GVE, GVI, GV

IV, ProMI, MI, AIおよびMⅡのいずれの核相を示す卵

子においても　CLSM像とHMCM像とが良く一致した.この

こと・から, PIで染色LCLSMで観察する方法はブタ卵子の核

相判定法に有効であることが明らかにされた.

(2)種々の大きさの卵胞(2mm以下　　　5mm, 5mm以上)

から採取した卵子を,酢酸アルコールで固定し, pIで染色し

てCLSMで核相を判定した　2mm以下の卵胞から採取した

COCのうち,コンパクトな卵丘細胞を有する卵子は34.3%を

占めていた　2mm以下の卵胞から採取し,コンパクトな卵丘

細胞を有する卵子においては　GVIVを示す卵子の割合が最

も高く(43.2%)　続いて　GVI(22.5%)およびGVⅢ

(22.5%)を示す卵子の割合が高い値を示した, 2mm以下の卵

胞から採取した卵子のうち,コンパクトな卵丘細胞を有さな

い卵子においては, 23.8%の卵子が既にGVBDを起こしてお

り,そのうち12.9%の卵子はMⅡの核相を示した.

(3)　2-5mmの卵胞から採取した卵子のうち49.8%の卵子が

コンパクトな卵丘細胞を有していた,これらの卵胞から採取
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し,コンパクトな卵丘細胞を有する卵子においては　GVI

を示す卵子の割合が最も高く,続いて　gvnおよびGVⅣを

示す卵子の割合が高い値を示した　　　5mmの卵胞から採取

し,コ　ンパクトな卵丘細胞を有さない卵子においては,

25.9%の卵子が既にGVBDを起こしており, 15.2%の卵子が

MⅡの核相を示した.

(4)　5mm以上の卵胞から採取したCOCのうち,コンパクト

な卵丘細胞を有するCOCは　92.1%を占めていた　5mm以

上の卵胞から採取し,コンパクトな卵丘細胞を有するCOCで

は, 85.7%の卵子がGVIを示し　GVIおよびGVIVの核相

を示す卵子は全く観察されなかった.

(5)　以上のことから,卵子を採取する卵胞の大きさが減少

するにしたがって　GVIの核相を示す卵子が著しく減少す

ることが明確にされた.
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第三章　　卵丘細胞を除去したブタ卵子の卵核胞崩壊

(GVBD)および成熟について

第一節　序　論

Cross　&　Brinster(1970)は,マウ不卵丘細胞卵子複合体

(COC)を体外で培養した時の成熟卵率(87-97%)は,裸化卵

子(DO)を培養した時の成熟卵率(47-77%)に比べて著しく

高い値を示したことを報告した.また　Kennedy and Do-

nahue(1969)は,ヒトCOCとDOを培養した時の成熟卵率を

比較し　cocの成熟卵率が, DOのそれに比べて有意に高い

値を示したことを,さらに　Sirard et al. (1988)は,ウシ

卵子の減数分裂進行に対する卵丘細胞の役割を追求する目的

で　cocとDOを体外で培養し, cocがDOに比べて有意に高

い成熟卵率を示したことを報告した.これらの報告は,卵丘

細胞から卵子へ成熟を促進する因子が放出されている,すな

わち,卵丘細胞が卵子の核相の進行を促進させることを示唆

している.

また　Guoliang et al.(1994)は,マウスのCOCを4およ

び10時間フォルスコリン(アデニルサイクラ-ゼ活性化物質)

添加培地で培養し,その後フォルスコリン無添加培地で24時

間培養すると, DOよりもcocの卵核胞崩壊(GVBD)卵率お

よび成熟卵率が有意に促進されたことから,卵丘細胞から卵

子へ成熟促進因子が放出されていると主張した.

一方　Petr et al.(1989)は　10fxl液滴に10個のCOCを入

れ, 24時間培養した時　81%の卵子がGVBDを誘起するが,
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10汁1液滴に20および40個のCOCを入れて培養した時には,

GVBD誘起卵子の割合は著しく低下したことを認め,卵丘細

胞がGVBDを抑制する因子を放出すると結論した.

このように,噛乳動物卵子の核相の成熟(減数分裂の進行)

に対する卵丘細胞の役割は促進的に作用する結果と,抑制的

に作用するという相反する結果が報告さ-れている.したがっ

て,晴乳動物卵子の減数分裂の進行に対する卵丘細胞の役割

は明確にされていないと云える.

本章では,卵丘細胞が卵子の減数分裂の進行に及ぼす影響

を明らかにする目的で,成熟培養開始後種々の時間にCOCか

ら卵丘細胞を除去し,その裸化卵子を培養開始24および48時

間後まで継続して培養し,卵子のGVBD卵率および成熟卵率

を調べた.
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第二節　材料および方法

J-J/J栗iV採J'kふよこLl一強.tfi坤/・J)吸IIおよび仲仰

卵巣の採取および研究室までの搬送は第二章の方法と同様

に行なった.卵子を採取する卵胞の大きさに関しては,第二

葺において,様々な大きさの卵胞から卵子を吸引採取し,核

相を調べた結果,卵胞の直径が上昇するにつれて,正常卵胞

卵子であるGVI卵子の割合が有意に増加することが明確に

されたので,本章では,通常,卵子の採取に使用される2-

6mmの卵胞より大きい　　8mmの卵胞から　10mlのシリンジ

および21G(5/8)の注射針を用いて吸引した.卵子を含む卵

胞液は　20ml試験管に移し,その試験管を37℃に保温したウ

オーターバス内に　10分放置した後,上燈を捨て,沈殿物を

数mlのリン酸緩衝生理食塩水(Phosphate buffered saline,

PBS, Nissui, 5%BSおよび0.1mg/mlカナマイシンを添加

し,櫨過滅菌したもの)と混合して,シャーレに移し,実体顕

微鏡下でコンパクトな卵丘細胞を有する卵子のみを選別し,

実験に供した.

成rfft.茸

COCをpBSで2回,成熟培地で1回洗浄した後　35mmディ

ッシュ(CORNING)内のミネラルオイル(SQUIBB)で覆われ

たIOOm-1成熟培地の液滴に卵子を15-20個ずつ入れ, 39℃,

5%CO　　95%空気,温度100%の条件で培養した.成熟培地

には10IU/mlhCG(帝国臓器),10IU/mlPMSG(帝国臓器),
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l汀g/ml 17β-エストラジオール(SIGMA), 50ng/mlゲンタ

マイシン(SIGMA)および10%FCS(GIBCO)を添加した

TCM-199 (GIBCO.Earle-s salts)を0.45^mフィルター

(Millipore)で漉過滅菌して用いた. 17β-エストラジオール

(E2)は,予め100%エタノール中に溶解し,褐色のバイアル

ビンに入れ,蓋をしっかり閉めた後,更にパラフイルムで密

封して, 5℃保存しておいたものを,培地作成時,培地

2.48mlとE2溶液20fxlとを混合して用いた.

C()Cカ、ら{')聯h::舶m& '&A-

COCを卵丘細胞除去用溶液(0.1%ヒアルロこダーゼ

[SIGMA]および50ng/mlゲンタマイシン添加TCM-199を波

過滅菌したもの)に37℃で1分間浸漬した後　cocを約20汁1

の溶液とともに2.5ml試験管に移し　1.5分間ボルテックス

で撹拝した.ボルテックスでの撹拝強度は4とした.管壁に

付着した卵子を底に落とすために,卵丘細胞除去用溶液を少

量加えた.その後,裸化卵子を含む溶液を時計皿に移した.

なお付着している卵丘細胞は,先の直径が透明帯を含む卵子

の直径とほぼ等しいパスツールピペットを用いて,完全に除

去した.

坤/'--o*-- >l -'*ニ・ /、 K^(.D{)蝣:成お、よこv'ttHISJ PI/」'

卵丘細胞を有する卵子においては卵丘細胞を除去後,裸化

卵子においてはそのままホールマウント標本に供された.

ホールマウント標本の作成においては,裸化卵子を酢酸ア
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ルコール(酢酸:エタノール-1:3)で48時間以上室温で固定

した後,カルノア液(エタノール:クロロホルム:酢酸-6:

1)を流し,完全に脱脂されたのを確認して,アセトラク

モイド(1%ラクモイド添加45%酢酸)を流した.卵子の周辺が

わずかに赤く染まるのを確認した後,再びカルノア液を流し,

全てのラクモイドを除去した.次に,アセトグリセロール(義

留水:グリセリン:酢酸-3:1:1)とカルノア液とを入れ替えた

徳,カバーグラスの4辺にマニキュアを塗布し封入した.卵

子の核相は位相差顕微鏡(10×40)で調べ　Hunter　&　Polge

(1966)の方法に基づいて　GV, ProMI MI AI, TI

およびMⅡに分類した.

実醇,-;/- /*/

実験1　培養開始前における卵丘細胞の除去

試験1

培養開始前にCOCから卵丘細胞を除去し,これらの卵丘細

胞除去卵子を24時間培養した.この区をOhcf+24h区とした.

また,対照として卵丘細胞を除去せずにCOCを24時間培養し

た区(24h区)を設定した.

試験2

培養開始前にCOCから卵丘細胞を除去し,これらの卵丘細

胞除去卵子を48時間培養した.この区をOhcf+48h区とした.

また,対照としてCOCを48時間培養した区(48h区)を設定し

た.
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実験2　培養8時間後における卵丘細胞の除去

試験1

8時間培養したCOCから卵丘細胞を除去し,新しい培地内

に移して,さらに16時間培養した.この区を8hcf+16h区と

した.新しい培地に移し替えることが卵子のGVBDに及ぼす

影響を調べるために,対照区として, 8時間培養したCOCを,

卵丘細胞を除去せずに新しい培地に移し,さらに16時間培養

した.この区を8h+16h区とした.また,培養開始8時間後

に培地を変えないでCOCを培養開始から24時間後まで継続し

て培養した.この区を24h区とした.さらに, 8時間培養した

時の卵子の核相を調べるために, 8時間培養した後,核相を

判定した.この区を8h区とした.

試験2

8時間培養したcocから卵丘細胞を除去し,新しい培地内

に移して,さらに40時間培養した.この区を8hcf+40h区と

した.新しい培地に移し替えることが卵子の成熟に及ぼす影

響を調べるために,対照区として, 8時間培養したcocを,

卵丘細胞を除去せずに新しい培地に移し,さらに40時間培養

した.この区を8h+40h区とした.また,培養開始8時間後

に培地を変えないでCOCを培養開始48時間後まで継続して培

養した.この区を48h区とした.
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実験3　培養16時間後における卵丘細胞の除去

試験1

16時間培養したCOCから卵丘細胞を除去し,新しい培地内

に移して,さらに8時間培養した.この区を16hcf+8h区と

した・新しい培地に移し替えることが卵子のGVBDに及ぼす

影響を調べるために,対照区として, 16時間培養したcocを,

卵丘細胞を除去せずに新しい培地に移し,さらに8時間培養

した.この区を16h+8h区とした.また,培養開始16時間後

に培地を変えないでCOCを培養開始24時間後まで継続して培

養した.この区を24h区とした.さらに, 16時間培養した時

の卵子の核相を調べるために, 16時間培養した後,核相を判

定した.この区を16h区とした.

試yjiiヱ

16時間培養したcocから卵丘細胞を除去し,新しい培地内

に移して,さらに32時間培養した.この区を16hcf+32h区

とした.対照区として,新しい培地に移し替えることが卵子

の成熟に及ぼす影響を調べるために, 16時間培養したCOCを,

卵丘細胞を除去せずに新たな培地に移し,さらに32時間培養

した.この区を16h+32h区とした.また,培養開始16時間

後に培地を変えないでCOCを培養開始48時間後まで継続して

培養した.この区を48h区とした.

実験4　培養20時間後における卵丘細胞の除去

20時間培養したcocから卵丘細胞を除去し,新しい培地内
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に移して,さらに28時間培養した.この区を20hcf+28h区

とした.対照区として,新しい培地に移し替えることが卵子

のGVBDおよび成熟に及ぼす影響を調べるために, 20時間培

養したCOCを,卵丘細胞を除去せずに,新しい培地に移し,

さらに28時間培養した.この区を20h+28h区とした.また,

培養開始20時間後に培地を変えないでCOCを培養開始48時

間後まで継続して培養した.この区を48h区とした.さらに,

20時間培養した後の卵子の核相を調べるために, 20時間だけ

培養したCOCの核相を判定した.この区を20h区とした.

実験5　培養24時間後における卵丘細胞の除去

24時間培養したCOCから卵丘細胞を除去し,新しい培地内

に移して,さらに24時間培養した.この区を24hcf+24h区

とした.対照区として,新しい培地に移し替えることが卵子

のGVBDおよび成熟に及ぼす影響を調べるために, 24時間培

養したCOCを,卵丘細胞を除去せずに新しい培地に移し,さ

らに24時間培養した.この区を24h+24h区とした.また,

培養開始24時間後に培地を変えないでCOCを培養開始48時

間後まで継続して培養した.この区を48h区とした.さらに,

24時間培養した時の卵子の核相を調べるために, 24時間だけ

培養したcocの核相を判定した.この区を24h区とした.

実験6　培養28時間後における卵丘細胞の除去

28時間培養したCOCから卵丘細胞を除去し,新しい培地内

に移して,さらに20時間培養した.この区を28h-cf+20h区
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とした.対照区として,新しい培地に移し替えることが卵子

のGVBDおよび成熟に及ぼす影響を調べるために, 28時間培

養したcocを,卵丘細胞を除去せずに新しい培地に移し,さ

らに20時間培養した.この区を28h+20h区とした.また,

培養開始28時間後に培地を変えないでCOCを培養開始48時

間後まで継続して培養した.この区を48h区とした.さらに,

28時間培養した時の卵子の核相を調べるために, 28時間だけ

培養したCOCの核相を判定した.この区を28h区とした.

実験7　培養32時間後における卵丘細胞の除去

32時間培養したcocから卵丘細胞を除去し,新しい培地内

に移して,さらに16時間培養した・この区を32hcf+16h区

とした.対照区として,新しい培地に移し替えることが卵子

のGVBDおよび成熟に及ぼす影響を調べるために, 32時間培

養したCOCを,卵丘細胞を除去せずに新しい培地に移し,さ

らに16時間培養した.この区を32h+16h区とした.また,

培養開始32時間後に培地を変えないでCOCを培養開始48時

間後まで継続して培養した.この区を48h区とした.さらに,

32時間培養した時の卵子の核相を調べるために, 32時間だけ

培養したCOCの核相を判定した.この区を32h区とした.

実験8　卵丘細胞で合成される卵成熟抑制因子は培地に分泌

されるか否か

実験4および5において, 20および24時間培養したcocか

ら卵丘細胞を除去し,その後,新しい培地に移してさらに28
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および24時間培養した時,卵丘細胞を除去しなかった卵子に

比べて,有意に高い成熟卵率を示した.このことから,卵丘

細胞が,卵子の減数分裂の進行を抑制する因子を放出すると

考えられた.そこで,実験8は卵丘細胞で合成される成熟抑

制因子が培地内に分泌されるか否かを調べる目的で行った.

24時間培養したcocを三等分し,最初のグループと二番目

のグループのCOCは卵丘細胞を除去した後に,三番目のグル

ープのCOCは卵丘細胞を除去せずにそのまま用いた.最初の

グループの裸化卵子15個(対照区)は100M-1のドロップに入れ

24時間培養した・二番目のグループの裸化卵子15個(共培養

DO区)と,三番目のグループのCOC15個(共培養coc区)とは

一つのドロップ(100pxl)内で24時間共培養した.
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第三節　結　果

実験1　培養開始前における卵丘細胞の除去

培養開始前に卵丘細胞を除去し, 24時間培養した時の卵子

の核相を調べ,その結果を表3-1に示した.卵丘細胞を除去

せずに24時間培養した区(24h区)では,約50%の卵子がGV

を示したが,卵丘細胞を除去した後, 24時間培養した区

(Ohcf+24h区)では,わずかに5.5%の卵子がGVに停止して

いたにすぎなかった.そして　24h区のGV卵子の割合と

Ohcf+24h区のそれとの間には有意差が認められた　MI

AIおよびTIの核相を示すそれぞれの卵子の割合は,卵丘細

胞を除去した区が有意に高い値を示した.また　Ohcf+24h

区のMⅡを示す卵子の割合および退行卵子(Deg卵子)の割合

とも24h区より有意に高い値を示した.

次に,培養開始前に卵丘細胞を除去し, 48時間培養した時

の卵子の核相を調べ,その結果を表3-2に示した.卵丘細胞

を除去せずに48時間継続して培養した区(48h区)のGVを示す

卵子の割合は,卵丘細胞を除去して48時間培養した区

(Ohcf+48h区)の値に比べて有意に高い値を示した　ProMI

MI, AIおよびTIを示す各卵子の割合においては48h区と

Ohcf+48h区との間に有意差は認められなかった.また, M

Ⅱ卵子の割合においても両区間に有意差は認められなかった

が　48h区のそれがかなり高かった.卵丘細胞を除去した区

の卵子の20.8%は退行した.この割合は,卵丘細胞を除去し

なかった区のその値に比べて有意に高かった.
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表3-1培養開始前に卵丘細胞を除去することが卵子のGVBDに及ぼす影響

ォ・.- ;蝣試　　G V

卵数　(%)

GVBD (%)
Deg.

総数　ProMI MI AI,TI MH　(%)

24h　　　　　1 10　　　56

(50.9)

Oh cf+24h　　1 09

502422

(45.5)(21.8)(20.0)(1.8)(1.8)(3.6)

90 .  18　　46 .   12　　14　13

(5.5)b (82.6)b (16.5)a (42.2)b (ll.0)b (12.8)b (ll.9)b

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)

表3-2　培養開始前に卵丘細胞を除去することが卵子の成熟に及ぼす影響

処理　　　供試　GV

卵数　(%)

GVBD (%)

Deg.

総数　ProMI MI AI,TI MH　　(%)

48h　　　　　1 1 3　　　　　　　99　　　　　　　　22　　　　　　　67

(6.2)a (87.6)a (6.2)a (19.5)a (2.7)a (59.3)a　(6.2)a

Ohcf+48h 1 O6　　1　　　83　　　　4　　　23　　　0　　　56　　　　22

(0.9)D (78.3)a (3.8)a (21.7)a (0.0)a (52.8)a (20.8)'

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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実験2　培養8時間後における卵丘細胞の除去

培養開始8時間後に卵丘細胞を除去し,その後16時間培養

した時の卵子の核相を調べ,その結果を表3-3に示した.那

丘細胞を除去する時の卵子の核相を調べるために, 8時間培

養した卵子を直ちに固定し,核相を観察した.ほとんどの卵

千(99.0%)がGVで停止していた.培養8時間後に卵丘細胞を

除去し,その後,新しい培地でさらに16時間培養した卵子

(8hcf十16h区)においては, GV卵子は全く認められず,

91.3%の卵子がGVBDを起こしていた.このGVBDを起こ　し

た卵子の割合は,卵丘細胞を除去せずに24時間継続して同一

の培地で培養した卵子(24h区)および培養8時間後,卵丘細胞

を除去せずに新しい培地に移し,さらに16時間培養した卵子

(8h十16h区)の値に比較して,有意に高い値を示した　proM

I卵子の割合は, 24h区において最も高い値を示したが, M

I-TIの卵子の割合は　8hcf十16h区において有意に高かっ

た　8hcf十16h区においては　4.3%の卵子がすでにMⅡに達

していた　Deg卵子は8h区を除くすべての区においてわずか

ながら観察され, 8h+16h区のその割合と8hcf+16h区のそれ

との間には有意差が認められた.

培養8時間後に卵子から卵丘細胞を除去し,その裸化卵子

を新しい培地でさらに40時間培養した時(8hcf十40h区), GV

卵子は全く観察されなかった(表3-4).このGV卵子の割合は

8時間培養した後卵丘細胞を除去せずに新しい培地でさらに

40時間培養した卵子(8h+40h区)のその債に比べて有意に低

い値であった. ProMIを示す卵子の割合およびMI-TIを
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表3-3 8時間培養した卵子から卵丘細胞を除去することが卵子のGVBDに及ぼす影響

処理　　　供試　　GV

卵数　(%)

GVBD (%)

総数　ProMI MI AI,TI Mil

Deg.

(%)

8h

24h

8h+16h

8hcf+ 16h

104　　103

(99.0) '

Il1　　　42

(37.8) 1

114　　　57

β0.0) 1

115

(0.0) 1

1

(1.0)'

64　　33

(57.7)D (29.7)b

54　　　13

(47.4)D (ll,4)C

000

(0.0)V(0.0)d(0.0)'

272713

(24.3)b(0.9)a(2.7)ab

373713

(32.5)D(0.9)a(2.6)ab

105　　　　　　　　　71　　　21

(91.3)c　(7.0)c (61.7)c (18.3)D (4.3)'

0

(0.0) '

5

(4.5) be

3

(2.6) ab

10

(8-7)1

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b, c :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)

表3-4　8時間培養した卵子から卵丘細胞を除去することが卵子の成熟に及ぼす影響

処理　　　　　供試　　GV

卵数　(%)

GVBD (%)

Pro MI MI AI, TI MU

48h　　　　　　　1 20

8h+40h

8h cf+40h

113

115

109

(2.5)ab (90.8)a (4.2)a (15

95

(8.0)d (84.1)d (7.1)d (21

104

(0.0)D (90.4)a (5.2)a (15

iK

.0)

24

.2)

18

.7)

1

(0.8) '

0

(0.0) '

85　　　　8

(70.8)a (6.7)a

63　　　　9

(55.8)D (8.0)f

80　　　　11

(0.0)d (69.6)a (9.6)'

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : MetaphaseII Deg. : Degenerated

a, b:各縦列の異文字間に有意差あり伊<0.05)
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示す卵子の割合は,いずれの区間にも有意差は認められなか

ったが, MⅡを示す卵子の割合は　8h+40h区において,他

の区(48h区　8hcf十40h区)に比べて有意に低い値を示した.

また,いずれの区においてもDcg卵子の割合は,著しく低く,

いずれの区間にも有意差は認められなかった.

実験3　培養16時間後における卵丘細胞の除去

16時間培養した後,卵丘細胞を除去し,さらに8時間培養

した時の卵子の核相を調べ,表3-5に示した. 16時間培養し

ただけの区では(16h区), 78.4%の卵子がGVに停止したまま

であり, GVBDを起こ　した卵子の割合はわずかに, 21.6%で

あった. 16時間培養した後,卵丘細胞を除去し,さらに8時

間培養した区(16hcf十8h区)のGV卵子の割合は,卵丘細胞を

除去せずに24時間培養した他の2区(24h区　16h+8h区)に比

べて,有意に減少した　ProMI卵子の割合も　16hcf十8h区

において,かなり低い値を示し　16h+8h区に比べて有意に

低い値であった. MI卵子の割合は逆に,培養16時間後に卵

丘細胞を除去したことによって有意に上昇し　58.6%という

高い値を示した.一方　16hcf+8h区のDcg卵子の割合は,

他のすべての区(16h区, 24h区, 16h+8h区)に比べて有意に

高い値であった.

次に, 16時間培養した後に卵丘細胞を除去し,さらに32時

間培養した時の卵子の核相を調べ,表3-6に示した.卵丘細

胞を除去した区(16hcf十32h区)のGV卵子の割合は最も低く,

その値と卵丘細胞を除去せず,培地交換も行わなかった区
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表3-5 16時間培養した卵子から卵丘細胞を除去することが卵子のGVBDに及ぼす影響

処理　　　供試　　GV

卵数　(%)

GVBD (%)
°eg.

総数　ProMI MI AI,TT Mil　　^

16h 111

24h

16h+8h

1 6hcf+8h

87　　　　　24

(78.4)a (21.6)'

100　　　31

(31.0)

100　　　38

(38.0)

99　　　　4

申.0)

19

(17.1)d　(4.5)d (0.0)d (0.0)d　(0-0)'

65　　25　3 2

b (65.0)bc (25.0)ab (32.0)b (4.0)b (4.0)b (4.0)b

b

c

(5

(7

54　　29　22

4.0)D (29.0)D (22.0)D (3.0)ab

0　　　　　　8

(0.0)a　(8.0)[

76　　　17　　　58　　　　　　　　　　　　　19

6.8)c (17.2)a (58.6)c (0.0)a (1.0)ab (19.2)

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : TelophaseI Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b, c :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)

表3-6 16時間培養した卵子から卵丘細胞を除去することが卵子の成熟に及ぼす影響

処理　　　　供試　　GV

卵数　(%)

GVBD (%)

総数　ProMI MI AI5TI Mil

48h　　　　　　120

(5.8)

16h+32h　　　116

(4.3)

1 6hcf+ 32h　　1 07

(0.9)

a

ab

93　　　　　　　　　81　　20

(77.5)a (1.7)a (5.0)a (3.3)a (67.5)a (16.7)ab

lOl　　　15　　　　85　　10

(87.1)a (0.9)a (12.9)b (0.0)b (73.3)a (8.6)a

83　　　　　　　　　72　　23

(77.6)a (1.9)a (8.4)ab (0.0)* (67.3)a (21.5)b

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b:各縦列の異文字間に有意差あり伊<0.05)
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(48h区)のそれとの間に有意差が認められた　ProMIを示す

卵子の割合は,いずれの区も2%以下の著しく低い値を示した

が　16h十32h区のM王卵子の割合は,最も高い値を示し,卵

丘細胞を除去せず,培地も交換しなかった区(48h区)のそれ

との間に有意差が認められた.いずれの区の成熟卵率も70%

前後であり,各区間に有意差は認められなかった.また,

16hcf+32h区のDeg卵子の割合は　16h+32h区のそれに比べ

て有意に高い値であった.

実験4　培養20時間後における卵丘細胞の除去

20時間培養した後,卵丘細胞を除去してさらに28時間培養

した時の核相を表317に示した. 20時間培養しただけの区

(20h区)では∴37.6%の卵子がGVBDを起こしていた.また,

この区においてすでにDcg卵子の割合が1.8%観察された.

20時間培養した後,卵丘細胞を除去し,さらに28時間培養し

た区(20hcf十28h区)においては, GV卵子は全く観察されず,

このGV卵子の割合は,卵丘細胞を除去せずに培地を交換し

た区(20h+28h区)の割合より有意に低い値であった　ProM

IおよびMIを示す卵子の割合は, 48時間培養したいずれの

区においても有意な差は認められなかったが　ProMI, MI

AIおよびTIを示す卵子の合計の割合は　20hcf+28h区

(13.1%)が, 48h区(20.1%)および20h十28h区(18.1%)より

かなり低い値を示した　20hcf+28h区の成熟卵率は著しく高

い値を示し　48h区および20h+28h区のその値との間には有

意差が認められた.また　Deg卵子の割合におけるいずれの
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表3-7　20時間培養した卵子から卵丘細胞を除去することが

卵子のGVBDおよび成熟に及ぼす影響

処理　　　　供試　　GV

卯数　(%)

GVBD (%)

総数　ProMI MI AI,TT ME

20h　　　　　　1 09

48h　　　　　　1 09

20h+28h　　　105

20hcf+28h　　1 15

66　　41　21　17

(60.6)a (37.6)a (19.3)a (15.6)a (0.9)a (1.8)a　(1.8)」

99　　　　19　　　　77

(2.8)b (9Q.S)bc (1.8)b (17.4)a (0.9)a (70.6)b　(6.4)a

ll　　　　　　14　　　　69

(10.5)c (83.8)b (4.8)b (13.3)a (0.0)a (65.7)b

ll1　　　　13　　　　96

(0.0)b (96.5)c (0.9)b (ll.3)a (0.9)a (83.5)c　(3.5)a

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b, c :各縦列の異文字間に有意差あり伊<0.05)

表3-8　24時間培養した卵子から卵丘細胞を除去することが

卵子のGVBDおよび成熟に及ぼす影響

処理　　　　供試　　GV

卵数　(%)

GVBD (%)

総数　proMI MI AI,TI Mil

24h　　　　　　　98

48h　　　　　　1 04

24h + 24h　　　　98

24hcf一十24h　　1 25

24　　　68　　　33　　　27

(24.5)a (69.4)d (33.7)d (27.6)d (3.1)d (5.1)d

l1　83　　　　17　　　　57

(10.6)b (79.8)ab (8.7) (16.3)ab (0.0)ab (54.8)b

84　　　　22　　　　58

(3.1)c (85.7)I* p.1)1* (22.4)ab (1.0)ab (59.2)b

113　　　　　　　　16　　　　　　　　95 ll

(0.8)c (90.4)c (1.6)c (12.8)b (0.0)b (76.0)c　(8.8)a

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI :Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b, c :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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区間の差も有意ではなかった.

実験5　培養24時間後における卵丘細胞の除去

24時間培養した後,卵丘細胞を除去し,さらに24時間培養

した時の核相を表318に示した. 24時間培養しただけの区

(24h区)のGVBD卵率は　69.4%であり,すでにDeg卵子も

6.1%の割合で観察された. 24時間培養した後,卵丘細胞を

除去し,さらに24時間培養した区(24hcf+24h区)のGV卵子

の割合は著しく低く,卵丘細胞を除去せずに培地交換も行な

わなかった区(48h区)のそれとの間には有意差が認められた.

24hcf十24h区のProMI卵子の割合はかなり低く　48h区の

それに比べて有意差が認められた.また, MI卵子の割合に

おける48時間培養した3区間の差は有意ではなかったが,

24hcf十24h区のMI卵子の割合が最も低い値を示した.

ProMI, MI, AIおよびTIを示す卵子の合計の割合では,

24hcf+24h区(14.4%)が, 48h区(25.0%)および24h十24h区

(26.5%)に比較して,有意に低い値を示した.逆に,成熟卵

率は　48h区および24h+24h区に比較して, 24hcf十24h区が,

有意に高かった.しかし　Deg卵子の割合においては,いず

れの区間にも有意差は認められなかった.

実験6　培養28時間後における卵丘細胞の除去

ほぼGVBDが終了していると思われる,培養開始28時間後

に卵丘細胞を除去し,その後さらに20時間培養した時の核相

を調べ,表3-9に示した. 28時間培養しただけの区(28h区)
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表3-9　28時間培養した卵子から卵丘細胞を除去することが

卵子のGVBDおよび成熟に及ぼす影響

処理　　　　供試　　GV

卵数　(%)

GVBD (%)　　　　　　Deg

総数　ProMI MI AI,TT MH　　^-'

28h 1 10

48h 1 18

28h+20h 101

28hcf十20h

22　　84　28

(20.0)a (76.4)a (25.5)a

lO3

(7.6)b (87.3)b (1.7)b

93

(4.0)^ (92.1)b (1.0)b

48　　　4

(43.6)a (3.6)"

(14

(18

119　　　　105

(0.8)c (88.2)b (0.0)b (23

17

4)

19

8)

28

5^

h

b

4　　　　　　4

(3.6)*　(3.6)'

84

(0.0)b (71.2)b　(5.1)ab

73

(0.0)ab (72.3)' (4.0)ab

77　　13

b (0.0)b (64.7)b (10.9)b

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg言Degenerated

a,b, c :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)

表3-10　32時間培養した卵子から卵丘細胞を除去することが

卵子のGVBDおよび成熟に及ぼす影響

処理　　　供試　GV GVBD (%)　　　　　　Deg.

卵数
(%)総数　proMI MI A叩　Mil　(%)

32h　　　　　　1 17

48h　　　　　　　92

32h+16h

32hcf+16h

19891347ab

(16.2)a(76.1)"(ll.1)"(40.2)d(6.0)dU(1孟&{i.iy

82　　　　10

(6.5)b (89.1)b (4.3)a (10.9)^ (2.2)a

104　10　10

(7.8)b (89.7)b (8.6)a (8.6)b (1.7)a

(7

(7

104　　　　20　12

(0.0)c (92.9)b (7.1)a (17.9)c (10.7)b (5

66

1.7)

82

0.7)

64

7.1)

b

b

4

(4.3)a

3

(2.6) 8

8

(7.1)'

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI :AnaphaseI TT : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a,b, c :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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では,大半の卵子(76.4%)がGVBDを起こしており,そのう

ち　43.6%の卵子はMlにまで進行していた.卵丘細胞を除

去し,その後さらに20時間培養した区(28hcf+20h区)では,

GV卵子はわずかに1個(0.8%)観察されたのみで,この区の

GV卵子の割合は,卵丘細胞除去および培地交換を行なわな

かった区(48h区)のそれに比べて有意に低かった　ProMIお

よびMI卵子の割合においては, 48時間培養したいずれの区

間にも有意差は認められなかったが　28hcf+20h区のMI卵

子の割合は,卵丘細胞を除去せずに48時間培養した両区(培

地交換区,培地否交換区)に比べてかなり高かった.成熟卵率

は, 28hcf+20h区において最も低い債を示したが, 48時間培

養した3区(48h区　28h十20h区　28hcf+20h区)間いずれの

差も有意ではなかった.また, 28hcf+20h区のDeg卵子の割

合は,かなり高い値を示し, 28h区との差は有意であった.

実験7　培養32時間後における卵丘細胞の除去

32時間培養した卵子から卵丘細胞を除去し,さらに16時間

培養した卵子の核相を表3-10に示した. 32時間培養しただ

けの区(32h区)では, 76.1%の卵子がGVBDを誘起し,その

うち, 40.2%の卵子がMIへ　18.8%の卵子がすでにMⅡに

達していた.卵丘細胞を除去し,さらに16時間培養した区

(32hcf+16h区)にはGV卵子は全く観察されなかった.この

区のGV卵子の割合は他の区(48h区　32h+16h区)のそれに

比べて有意に低かった　32hcf+16h区のMI卵子の割合は,

著しく高い借を示し,この値と,卵丘細胞を除去せずに培地
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を交換した区(28h+20h区)のその債との差は有意であった.

同様に　32hcf+16h区のAIおよびTIを示す卵子の割合は,

卵丘細胞を除去せずに48時間培養した両区(48h区,

32h十16h区)に比べて,有意に高い値を示した. 32hcf+16h

区の成熟卵率は,他の区(48h区　32h十16h区)に比較して有

意に低かった　Deg卵子の割合においてはいずれの区間にも

有意差は認められなかった.

実験8　卵丘細胞から放出される卵成熟抑制因子は培地に分

泌されるか否か

24時間培養した後,卵丘細胞を除去した裸化卵子と,卵丘

細胞を除去していないCOCとを24時間共培養した時の卵子

(共培養DO区,共培養coc区)と, 24時間培養した後,卵丘

細胞を除去し　cocと共培養せずに24時間培養した卵子(対

照区)の核相を表3-11に示した.対照区と共培養DO区のGV

卵子の割合は,卵丘細胞を除去しなかった区(共培養coc区)

に比べて有意に低かった　ProMIおよびMIの卵子の割合に

おいては,いずれの区間にもほとんど差はなかったが,対照

区および共培養DO区の成熟卵率は,高い値を示し,共培養

DO区の成熟卵率と共培養coc区のそれとの差は有意であっ

た　Deg卵子の割合にはいずれの区間にも有意差は認められ

なかった.
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表3-11卵丘細胞から放出される因子は培地を介して卵子の成熟を抑制しているのか否か

処理　　　　　供試　GV

卵数　(%)

GVBD (%)

総数　ProMI MI

対照

共可DO

C。C

1101a97ah!a

(0.9)(88.2)(0.9)

109101
(0.0)a(92.7)a(0.9)a

i ll* 81

(6.8)b (78.6)b (1.9)a

15

(13.6)

16

(14.7)

16

(15.5)

a

a

081ah12

(0.0)3(73.6)ab(10.9)a

84

(0.0)a (77.1)a　(7.3)a

63　　　　15

(0.0)a (61.2)D (14.6)'

GV : Germinal Vesivle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a,b :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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第四節　考　察

培養開始前に卵丘細胞を除去し, 24時間培養した区

(Ohcf十24h区)のGV卵子の割合は,すでに5.5%と著しく低

い値を示したが,卵丘細胞を除去せずに24時間培養した区

(24h区)のそれは50.9%とかなり高かっfc(表3-1).また,培

養開始前に卵丘細胞を除去し, 48時間培養した区(Ohcf+48h

区)のGV卵子の割合は0.9%を示し,24時間だけ培養した区

(Ohcf十24h区)のそれに比べて4.6%しか低下しなかった.し

かし,卵丘細胞を除去せずに48時間培養した区(48h区)のGV

卵子の割合は6.2%であり, 24時間だけ培養した区(24h区)の

それに比べて44.7　も低かった(表3-2).

同様に,培養開始8時間後に卵丘細胞を除去し,培養開始

24時間後まで培養した区(8hcf十16h区)のGV卵子の割合は,

すでに0.0%と著しく低い値を示したが,卵丘細胞を除去せ

ずに24時間培養した区(24h区)のそれは37.8%とかなり高か

った(表3-3).ま・た,培養開始8時間後に卵丘細胞を除去し,

培養開始48時間後まで培養した区(8hcf十40h区)のGV卵子の

割合は0.0%を示し, 24時間だけ培養した区(8hcf+16h区)の

その割合も0.0%であった.しかし,卵丘細胞を除去せずに

48時間培養した区(48h区)のそれは2.5%と24時間だけ培養

した区(24h区)のそれに比べて35.3%も低かった(表3-4).

さらに,培養開始16時間後に卵丘細胞を除去し,培養開始

24時間後まで培養した区(16hcf十8h区)のGV卵子の割合は,

すでに4.0%と著しく低い債を示したが,卵丘細胞を除去せ

ずに24時間培養した区(24h区)のそれは31.0%とかなり高か
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った(表3-5).また,培養開始16時間後に卵丘細胞を除去し,

培養開始48時間後まで培養した区(16hcf十32h区)のGV卵子

の割合は0.9%を示し, 24時間だけ培養した区(16hcf+8h区)

に比べて　3.1%減少しただけだったが,卵丘細胞を除去せ

ずに48時間培養した区(48h区)のそれは5.8%と24時間だけ

培養した区(24h区)のそれに比べて25.2%も低かった(表3-6).

このように, 24時間培養した時は,卵丘細胞除去区のGV

卵子の割合と対照区のそれとの間に大差が認められたが, 48

時間培養した時には,その差はほとんど認められなかった,

これらのことから,卵丘細胞の除去はGVBDを早期に誘起さ

せると考えられる.すなわち,卵子から卵丘細胞を除去する

ことによって,卵丘細胞で合成されたGVBDを抑制する因子

が卵子に移行しなくなり,卵子のGVBDが早期に誘起された

と考えられる.

Dekel&Beer(1980)も,培養開始前にラットcocから卵

丘細胞を除去し,ホルモン無添加培地で培養した時　GVBD

はCOCのそれより早い時期に起きたことを報告している.

また,培養開始　0, 8, 16, 20, 24, 28および32時間後

に卵丘細胞を除去し,その後培養開始48時間後まで培養した

時,卵丘細胞を除去しなかった区に比べて卵丘細胞を除去し

た区は,有意に低いGV卵子の割合を示した(表3-2, 4, 6,

10)　このことは,卵丘細胞を除去することが,

GV卵子の割合を減少させる,すなわち,上述した通り,卵

子から卵丘細胞を除去することによって,卵丘細胞で合成さ

れたGVBDを抑制する因子が,卵子に移行しなくなり,卵子
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のGVBDが誘起されたものと推察される.

卵丘細胞で合成されるGVBDを抑制する因子に関連して,

Vanderhyden　& Armstrong (1989)はラットのCOCとDOを

培養L cocよりもDOが, 2-4時間早期にGVBDが起きた

ことを認め, cocのGVBDの遅れは,卵丘細胞で合成された

cAMPが卵子へ移行し,その結果,卵子内cAMP濃度が上昇

することによって,卵子のGVBDが抑制されたためと考察し

た.

しかし　Racowsky(1985)は,ブタCOCをフォルスコリン

添加培地で24時間培養すると,卵子内cAMP濃度か上昇する

とともにGVBDも抑制されたが,フォルスコリン添加培地で

48時間培養すると,卵子内cAMP濃度は上昇したが　GVBD

が誘起されたことから,ブタ卵子のGVBDは　cAMP濃度に

依存しないと結論した.

培養開始20および24時間後に卵丘細胞を除去し,さ　らに

28および24時間培養した時,卵丘細胞を除去せずに48時間

培養した卵子に比べて,成熟卵率が有意に上昇した(表3-7,8)

したがって,成熟抑制因子は培養20-24時間の間に放出され

ると推察された　Zheng&Sirard(1992)も,培養開始24時

間後に卵丘細胞を除去し,さらに24時間培養すると,卵丘細

胞を除去しなかった卵子に比べて,有意に成熟卵率が上昇し

たことを報告している.

培養開始20および24時間後に卵丘細胞を除去することによ

って　GVBD卵率も有意に上昇した(表3-7, 8)ことから,卵

丘細胞を除去することによって,成熟卵率が上昇した原因の
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一つとして, GVBD卵率が増加したことが考えられる.

さらに,培養開始20および24時間後に卵丘細胞を除去する

ことによって　ProMIからTIの卵子の合計の割合が減少し

た(表3-7, 8)　このことから,卵丘細胞除去卵子の成熟卵率

上昇の三つ目の理由は　ProMIからTIまでに停止した卵子

の割合が減少したことによるものと思われる.

卵丘細胞で生産される成熟抑制因子が培地に放出されるか

否かを調べた結果, DOと共培養したCOCの成熟卵率は,共

培養したDOおよび,共培養しなかったDOの成熟卵率に比べ

て有意に低い値を示した(表3-ll).また, DOをcocと共培

養しても,共培養しない時とほぼ同様の成熟卵率であった(表

3-ll)　これらのことから,卵丘細胞から放出されている成

熟抑制因子は培地を介して卵子に影響を及ぼしているのでは

なく,ギャップ結合を介して卵子の成熟卵率を減少させてい

ることが示唆された.

Tsafriri &Channing(1975)は,ブタ卵胞卵子を小卵胞,

中卵胞および大卵胞から採取した頼粒層細胞と共培養すると,

GVBDが著しく抑制されたことを報告した.佐藤ら(1980)は,

ブタCOCを壁頼粒層細胞に付着させた状態で培養すると,

COCのみを培養した時に比べて,有意にGVBD卵率が減少し

たことを認めた　Kalous et al.(1993)は,ウシCOCのみを

8時間培養した時　82%の卵子がGVBDを起こしていたが,

COCをブタ壁粟粒層細胞と付着させた状態で8時間培養する

と　GVBD卵率は16%まで低下したことを報告した.また,

Wert&Larsen(1989)はフリーズ・フラクチャ一法を用いて,

62



ラットCOCのギャップ結合とGVBDとの関係を検討し,卵丘

細胞間ギャップ結合の切断の直後にGVBDが起こることを兄

いだし,卵子のGVBDは,卵丘細胞間ギャップ結合の切断に

より,頼粒層細胞からの成熟を抑制する因子が卵子へ移行し

なくなることによって誘起されると結論した.これらのこと

は,額粒層細胞が卵子の成熟抑制因子を産生しており,この

因子はギャップ結合を通じて卵子へ移行していることを示し

ている.

本章の実験には,壁頼粒層細胞の付着しないCOCを使用し

たので,卵子の成熟抑制因子の生産は頼粒層細胞で合成され

たものではないことは明らかである.したがって,前述の粟

粒層細胞で合成されている成熟を抑制する因子と本実験にお

いて明確にされた卵丘細胞で合成されている成熟抑制因子と

は異なっているものと考えられる.

また　Petr et al. (1989)は, 10M液滴で20個以上のCOC

を培養すると　GVBDは有意に抑制されたことから,卵丘細

胞から培地中へGVBDを抑制する因子が放出されていると結

論した.しかし,本実験において,卵丘細胞で合成された成

熟抑制園子は,培地を介して卵子の成熟を抑制しているもの

ではないと考えられた(表3-ll)ことから,本実験で示された

成熟抑制園子は　Petr et al.(1989)の報告したGVBDを抑制

する因子とも異なるものと推察される.

培養開始20および24時間後に卵丘細胞を除去し,さらに

28および24時間培養した時,卵丘細胞を除去せずに48時間

培養した卵子に比べて,成熟卵率が有意に上昇した(表3-7,8).
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しかし,これらの卵丘細胞を除去した卵子が正常に受精し,

その後,正常に発生するか否かは明らかではない.実際,成

熟培養したCOCが,成熟培養したDOより,有意に雄性前核

形成率,分割率および桑実肢への発生率が高かったという報

告がある(Sirard　&　First, 1988;Ocampo et al., 1993

Zhang et al.,1995).したがって,培養開始後様々な時間に

卵丘細胞を除去し, 48時間後まで培養した卵子に媒精して,

高い雄性前核形成率および発生率を得るためには成熟のどの

段階まで卵丘細胞が必要なのか検討する必要があると思われ

る.
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要　約

(1)　卵丘細胞が卵子の減数分裂の進行に及ぼす影響を明ら

かにする目的で,成熟培養開始後種々の時間にCOCから卵丘

細胞を除去し,その裸化卵子を培養開始24および48時間後ま

で継続して培養し,卵子のGVBD卵率および成熟卵率を調べ

た.

(2)　COCを0,8および16時間培養した後　cocから卵丘細

胞を除去し,さらに培養開始24時間後まで培養した時,対照

区の卵丘細胞を除去しないで培養した卵子(45.5, 57.7

54.0%)に比べて有意に高いGVBD卵率(82.6, 91.3

76.8%)を示した.これらのことかノら,卵丘細胞を除去する

ことは　GVBDを促進させる,すなわち卵丘細胞からGVBD

を抑制する因子が生産されていると推察された.

(3)　COCを0, 8, 16, 20, 24, 28および32時間培養した

後　cocから卵丘細胞を除去し,その後培養開始48時間後ま

で培養した時,卵丘細胞を除去しなかった区(6.2, 8.0, 5.8,

10.5, 10.6, 7.6, 7.8%)に比べて卵丘細胞を除去した区は,

有意に低いGV卵子の割合を示した(0.9, 0.0, 0.9, 0.0,

0.8, 0.8, 0.0%).このことから,卵丘細胞付着状態で培養

した時には誘起されない卵子のGVBDが,卵丘細胞を除去し

て培養すると,誘起されることが明らかにされた.

(4)　COCを20および24時間培養した後, cocから卵丘細胞

を除去し,さらに28および24時間培養した時,卵丘細胞を除

去せずに48時間培養した卵子に比べて,成熟卵率が有意に上
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昇した・したがって,成熟抑制因子は培養20-24時間の閏に

放出されると推察された.

(5)　COCを20および24時間培養した後, cocから卵丘細胞

を除去し,さらに28および24時間培養した時,卵丘細胞を除

去しなかった卵子に比べて,卵丘細胞を除去した卵子におい

て有意に高いGVBD卵率(20時間: 83.8%および96.5%;24

時間:79.8%および90.4%)および有意に低いProMIからT

Iの卵子の合計の割合(20時間:20.1%および13.1　24時

間:25.0%および14.4%)を示した.したがって,培養開始

20および24時間後に卵丘細胞を除去することによる成熟卵率

の上昇は, GVBD卵率の増加およびProMIからTIの卵子の

合計割合の減少によるものと考えられた.すなわち卵丘細胞

から　GVBDを抑制する因子と伴にProMIからTIへの減数

分裂の進行を抑制する因子も放出されていることが推察され

た.

(6)　COCを24時間培養した後　cocから卵丘細胞を除去し,

裸化卵子(DO)15個とCOC15個とを100M.1液滴で24時間共培

養した・共培養したDOの成熟卵率(77.1%)は,共培養した

COC(61.2%)に比べて有意に高かった.また,共培養した

DOの成熟卵率(77.1%)は,対照区の共培養しないDOの成熟

卵率(73.6%)とほぼ同じ値を示した.したがって,卵丘細胞

で合成される成熟抑制因子は,培地に放出されずギャップ結

合を介して卵子の成熟を抑制しているものと考えられた.

(7)以上の結果から,卵丘細胞において卵子の成熟抑制因

子が合成されており,この因子は培地を介して卵子に影響を
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及ぼしているのではなく,ギャップ結合を介して卵子の成熟

卵率を減少させていることが示唆された.
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第四章　ブタ卵胞卵子の卵核胞崩壊(GVBD)に対する卵丘細胞

間ギャップ結合の役割

第一節　序　論

第三章において,卵丘細胞が卵子の減数分裂の進行に及ぼ

す影響を調べた結果,培養開始0, 8, 16, 20, 24, 28およ

び32時間後に卵丘細胞を除去し,その後培養開始48時間後ま

で培養した時,卵丘細胞を除去しなかった区に比べて有意に

低いGV卵子の割合を示した.このことから,卵丘細胞にお

いて卵核胞崩壊(GVBD)を抑制する因子が合成されていると

考えられた.

また,培養開始24時間後に卵丘細胞を除去した裸化卵子

(DO)をさらに, 24時間培養すると,卵丘細胞を除去しなか

った区に比べてかなり低いGV卵子の割合を示したが,培養

開始24時間後に卵丘細胞を除去したDOをさ　らに,卵丘細胞

卵子複合体(COC)と24時間共培養しても,共培養しなかった

DOとほぼ同じGV卵子の割合を示した.このことから,卵丘

細胞で合成されたGVBDを抑制する因子は,卵丘細胞間お-よ

び卵丘細胞一卵子間ギャップ結合を通じて,卵子へ移行する

ことによって,卵子のGVBDが抑制されていると考えられた.

したがって,これらの細胞間ギャップ結合の切断により,

GVBDを抑制する因子が卵丘細胞から卵子へ移行しなくなる

ことによって,卵子のGVBDが引き起こされると推察される.

Motlik et al.(1991)は壁頼粒層細胞に付着したブタCOC

と壁頼粒層細胞の付着していないCOCをホルモン無添加培地
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で24時間培養すると　GVBDを誘起した卵子の割合はそれぞ

れ4および96%であり,壁顧粒層細胞が,、卵子のGVBDを著

しく抑制することを明らかにした.

また　Kalous et al. (1993)は,ブタ壁粟粒層細胞と付着

させたウシCOCと付着させていないウシCOCを8時間培養し

たところ,壁粟粒層細胞と付着させず　cocのみを培養した

時のGVBD卵率は82%であったが,壁額粒層細胞と付着させ

ることによって, GVBD卵率は16%にまで減少したことを報

告した.

これらの報告から,粟粒層細胞からもGVBDを抑制する因

子が放出されており,その因子は頼粒層細胞一卵丘細胞間,

卵丘細胞間および卵丘細胞一卵子間ギャップ結合を通して卵

子へ移行しているものと考えられる.

体外で成熟される哨乳動物卵子においてGVBDを抑制する

因子の流れが,額粒層細胞一卵丘細胞間,卵丘細胞間.および

卵丘細胞一卵子間ギャップ結合のいずれかで切断されると

GVBDが誘起される.そこで,どのギャップ結合の切断が,

GVBDの引き金かに関してラットおよびマウスを用いて検討

されている.

たとえば　Dekel　&　Beer (1980)および　Dekel et al蝣

(1981)はラットを用いて,卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の

切断が卵子のGVBDの引き金と主張した.また　Salustri　&

Siracusa (1983)およびSchultz et al. (1983)はマウスを用

いて　Larsen et al. (1986, 1987)はラットを用いて,卵丘

細胞間ギャップ結合の切断がGVBDの引き金と推論した.こ
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のようにラットやマウスCOCにおいては,ギャップ結合の切

断とGVBDとの関係はある程度調べられているが,体外で培

養するブタCOCのGVBD誘起とギャップ結合の切断との関係

はほとんど検討されていない.

そこで,本章では,蛍光色素であるルシファーイエローを

卵子に注入する方法を用いて,ブタ卵子のGVBDと細胞間ギ

ャップ結合の切断との関係を明らかにしようとした.
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第二節　材料および方法

卵巣の採取および搬送,卵子の吸引採取および検卵は,第

二章の方法と同様に行なった.

ホールディング・ピペッ　声およびインジ1クシ3ン・ピペッ

h <V(-:b」

ホールディ　ング・ピペットおよびインジェクショ　ン・ピペ

ットのいずれを作成する時も,まずプラ-(MICROPIPETTE

PULLER, MODEL PC-84, Leica)を用いて,キャピラリー

ガラス管を引き伸ばした.ホールディング・ピペット作成時

には,この引き伸ばしたピペットの外径150-200汁mの位置

を,フォージ(WILDM3B, Leica)を用いて切断し,さらに,

この切断面を溶融し,ピペットの内径を100-130ixmに調整

した.

イ　ンジェクション・ピペット作成時には,引き伸ばしたピ

ペットの先を,フォージに作成したガラス玉に強く　当てて破

砕し,さらにベベラー(MICROPIPETTE BEVELER MO-

DEL BV-10, Leica)を用いて,約35度になるように研磨し

た.このピペットの先端をフッ化水素に2秒間浸漬して,ガ

ラス管壁を薄く　した.外径は10-15m-mになるように調整し

た.これらのホールディ　ング・ピペットおよびインジェクシ

ョン・ピペットをシリコン(silicofilm　ナカライ)処理し,

アルコールで洗浄した.
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インジェクショ　ン

マイクロマニピュレーター(Leitz)およびホフマン・モジュ

レーション・コントラスト顕微鏡(Hoffmann Modulation

Contrast Microscopy,Modulation Optics)を用いて,卵丘

細胞に囲まれた卵子内に　IOmMHepe声添加pBSに10%ルシ

ファーイエロー(SIGMA)を溶解させたルシファーイエロー溶

液の4pl/oocyteを注入した.ホールディング・ピペットおよ

びイ　ンジェクション・ピペットは,マイクロインジェククー

(Microinjector, CIト1, SHIMADZU)のそれぞれポート2

およびポート1に接続し,インジェクション圧力およびイン

ジェクション時間はそれぞれ20-30KPaおよび0.05秒の条

件で注入を行なった.インジェクション量は,オイル中にイ

ンジェクショ　ンした液滴を作り,その半径から算出した.イ

ンジェクショ　ンおよびギャップ結合の切断状態の観察は,い

ずれも5%BS添加pBS中で行なった.

坤//:轟〟mnuギナ　-　1'4,'ii今<Dill櫛#sの/&蝣醇

ルシファーイエロー溶液を注入したCOCをpBSで数回洗浄

した後,スライドグラスとカバーグラス間にマウントし,マニ

キュアで封入した.注入して10-15分間後に共焦点レーザー

顕微鏡(ConfocalLaser Scanning Microscopy,ACAS　570

MERIDIAN)を用いて,ルシファーイエローの卵丘細胞への

移行状態を励起波長488nmで観察した.測定波長は575nm以

下のショート・パス・ダイクロイックミラー(short pass
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dichroic mirror)を通過した515-545nmとした.ピンホール

は100とし,対物レンズは100倍の池浸を用いた.この設定

条件でスキャンした時の光学的切片の厚さは, 14.5抄mであ

った.

ルシファーイエローの卵丘細胞への移行状態は,以下の4

型に分類した.

I型:ルシファーイエローが全ての卵丘細胞に移行した

COC(図4-la, b)

Ⅱ型:ルシファーイエローが内側から2層以上へは移行して

いたが,全ての卵丘細胞へは移行しなかったCOC(図

4-lc, d)

Ⅲ型:ルシファーイエローが最内側1層の卵丘細胞にのみ移

行したCOC(図4-le, f)

Ⅳ型:ルシファーイエローが卵丘細胞へ全く移行しなかった

COC(図4-1g, h)

I.君島打子/'////蝣

実験　100M-1液滴で培養した卵丘細胞卵子複合体(COC)に

ついて

0, 8, 16, 24, 32, 40および48時間培養した後,それぞ

れの区の半数のCOCにルシファーイエローを注入し,ギャッ

プ結合の切断状態を観察した.各区における残りの半数の

COCは裸化させ,_　ホールマウント標本を作成し,核相を判定

した・培養方法およびホールマウント標本の作成は,第三葺
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図4-1　ルシファーイエローの卵丘細胞への移行状態による

COCの分類(IおよびⅡ型)
上段: a,bはI型を示した同一の卵子, aは光学顕微

鏡像で, bは蛍光像を示す. (×227)

下段: c,dはⅡ型を示した同一の卵子, Cは光学顕微

鏡像で, dは蛍光像を示す. (×190)
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図411　ルシファ-イエローの卵丘細胞への移行状態による

COCの分類(ⅢおよびⅣ型)

上段: e,fはⅢ型を示した同一の卵子, Cは光学顕微

鏡像で, fは蛍光像を示す. (×164)

下段:g,hはⅣ型を示した同一の卵子, gは光学顕微

鏡像で, hは蛍光像を示す. (×145)
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の方法に準じた.

各区における, Ⅱ型, Ⅲ型およびⅣ型COCの合計の割合,

Ⅲ型およびⅣ型COCの合計の割合, Ⅳ型COCの割合および

GVBD卵率をそれぞれ算出した.それらの割合をarcsin√%
/

の式に当てはめて得られた値を用いて,各割合間における相

関を求めた.それぞれの相関係数からt--検定を行い　P<0.05

を有意とした.

実験2　微小液滴(10M)で培養した卵丘細胞卵子複合体

(COC)について

10|Al液滴で多数のCOCを培養するとGVBDが抑制される

(Petr et al.,1989).そこで, IOm-1液滴で様々な数のCOCを

培養し,卵丘細胞間ギャップ結合の切断とGVBDとの関係を

追及した.

微小液滴(lOiil)で1, 3, 6, 10, 20および40個のCOCを

24時間培養した後,各区の半数のCOCにルシファーイエロー

を注入し,ギャップ結合の切断状態を観察した.各区の残り

の半数のCOCは,ホールマウント法による核相の判定に使用

した.培養方法およびホールマウント標本の作成は,第三葦

の方法に準じた.
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第三節　結　果

実験　IOOm-1液滴で培養した卵丘細胞卵子複合体(COC)に

ついて

0および8時間培養したCOCの卵子内にルシファーイエロー

を注入し,ギャ　ップ結合の切断状態を調べた　90%以上の

COCがI型を示し, Ⅲ型およびⅣ型のCOCは全く観察されな

かった(表4-1).培養16時間後のCOCにおいては, I塾の

COCの割合は著しく減少し,その値と培養8時間後のその割

合との間には有意差が認められた.また,培養16時間後はⅢ

型およびⅣ型のCOCが初めて観察されるようになったが,そ

れらの割合は著しく低かった.また,培養16時間後のⅡ型

cocの割合は最高値を示し,この値と,培養8時間後のその

値との間には有意差が認められた・培養24時間後においては!

Ⅱ型のCOCの割合が培養16時間後に比べて有意に減少し, Ⅳ

型COCの割合が培養16時間後に比べて有意に増加した.さら

に,培養時間が32時間以上になるとI型cocは全く観察され

ず, Ⅳ型COCの割合は培養時間が長くなるにしたがって有意

に増加した.また,培養48時間後には全てのCOCがⅣ型を示

した.

次に,各培養時間におけるGVBD卵率を調べた結果を表4-

2に示した.培養開始oおよび8時間後の卵子のほとんどはGV

期であった. GVBDは培養開始16時間後から始まり,培養開

始32時間後まで　GVBD卵率は急激に上昇した.さらに培養

時間が長くなると, GVBD卵率は徐々に増加し,培養48時間
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表4-1様々な時間培養した時の、各ギャップ結合切断状態を示す

COCの割合の推移

培養時間　供試卵数　ギャップ結合の切断状態により分類された各型(%)

(hr) n m IV

100　　91(91.0)　9 (9.0) a

71　65(91.5)　6 (8.5) a

16　　　　　　68

24　　　　　　77

32　　　　　　72

40　　　　　　63

48　　　　　　66

12(17.6)　42(61.8)b

6 (7.8)　28(36.4) -

o (0.0)　4 (5.6)ad

0 (0.0)　2 (3.2)ad

0 (0.0)(　o (0.0)'

o (0.0)'　o (0.0)'

o (0.0)'　o (0.0)'

8(ll.8)bd　6 (8.8)

12(15.6)　31 (40.3)C

18(25.0)C　50 (69.4)

3 (4.8)ad　58 (92.1)

o (0.0)a　66(100.0)f

a,b, c,d, e, f:各縦列の異文字間に有意差あり伊<0.05)

I型:ルシファーイエローが全ての卵丘細胞に移行したCOC

Ⅱ型:ルシファーイエローが内側から2層以上へは移行していたが、全ての

卵丘細胞へは移行しなかったCOC

Ⅲ型:ルシファーイエローが最内側1層の卵丘細胞にのみ移行したCOC

IV型:ルシファーイエローが卵丘細胞へ全く移行しなかったCOC

表4-2　様々な時間培養したCOCにおけるGVBD卵率の推移

培養時間　　供試卵数　GVBD卵数　　GVBD卵率

(hr)　　　　　　　　　　　　　　　(%)

0　　　　　　　　65

121

16　　　　　　　128

24　　　　　　1 05

32　　　　　　125

40　　　　　　　　73

48　　　　　　　124

3.1

0.8

29　　　　　　　22. 7

70　　　　　　　66.7

105　　　　　　　84.0

65　　　　　89.0 de

116　　　　　　　93.5

GVBD : Germinal Vesicle breakdown

a, b, c,d, e :異文字間に有意差あり伊<0.05)
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後には93.5　を示した.この培養開始48時間後のGVBD卵率

と培養開始32時間後のその値との差は有意であった.

これまでの結果をもとに,培養時間に伴うGVBD卵率の推

移　n, mおよびⅣ型を示したcocの合計が全cocの中で占

める割合の推移, ⅢおよびⅣ型を示したcocの合計が全coc

の中で占める割合の推移およびⅣ型を示したcocの割合の推

移を図4-2に示した　n, mおよびⅣ型を示したcocの合計

の割合は,卵子内に注入されたルシファーイエローが少なく

とも最外層の卵丘細胞へは移行しなかったcocの割合を示す.

ⅢおよびⅣ型cocの合計の割合は,卵子内に注入されたルシ

ファーイエローが少なく　とも内側から2層以上の卵丘細胞へ

は移行しなかったcocの割合を示す. Ⅳ型cocの割合は卵子

内に注入されたルシファーイエローが全く卵丘細胞へ移行し

なかったCOCの割合を示す.

GVBD卵率とⅡ, ⅢおよびⅣ型を示すcocの合計割合との

相関(r=0.96, P<0.01), GVBD卵率とⅢおよびⅣ型を示す

COCの合計割合との相関(r-0.99, P<0.01)およびGVBD卵

率とⅣ型を示すcocの割合との相関(r-0.97,P<0.01)はい

ずれも有意であった.そのうち　GVBD卵率とⅢおよびⅣ型

を示すcocの合計割合との相関が最も高い有意性を示した.

さらに, GVBDが開始された培養開始16時間後からGVBD

がほぼ終了していると思われる培養32時間後まで, Ⅳ型を示

すcocの割合はGVBD卵率よりも常に低い値を示した.
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GVBD卵率

□ ILIIIおよびIV型

COCの合計の割合

△　ⅢおよびⅣ型COC

の合計の割合

O IV型COCの割合

0　　　　8 16　　　24　　　32　　　40

培養時間(hr)

48

図4-2　様々な時間培養したCOCにおけるギャップ結合の切断と

GVBDとの関係

表4-3　ギャップ結合の切断状態により分類した時の各型を示すCOC数

coc数　供試卵数　　ギャップ結合の切断状態により分類された各壁(%)

(個/10両　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ill IV

r^^^^^^^^^Kit

49

6　　　　　　49

10　　　　　58

20　　　　　　43

40　　　　　65

o (0.0) a　　23(76.7)'

1 (2.0) '　　35(71.4)'

5(10.2)ab　29(59.2)''

12(20.7) b　　33(56.9) ''

31(72.1) c ll(25.6) b

60(92.3)d　　2 (3.1)(

4(13.3) ;　3(10.0) ab

7(14.3) '・　　6(12.2) ab

8(16.3) '　　7(14.3) ac

(5.2)ab 10(17.2)a

0 (0.0)'　1 (2.3)'

o (0.0)'　3 (4.6)be

a, b, c, d :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)

I型:ルシファーイエローが全ての卵丘細胞に移行したCOC

Ⅱ型:ルシファーイエローが内側から2層以上へは移行していたが、全ての

卵丘細胞へは移行しなかったCOC

Ⅲ型:ルシファーイエローが最内側1層の卵丘細胞にのみ移行したCOC

IV塑:ルシファーイエローが卵丘細胞へ全く移行しなかったCOC
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実験2　微小液滴(10ドl)で培養した卵丘細胞卵子複合体

(COC)について

1個区(1個のCOCを10汁l液滴に培養した区)および3個区(3

個のCOCを10M液滴に培養した区)においては, I型のCOC

の割合は著しく低く,ほとんどのCOCは・Ⅱ型を示していた(義

4-3)　また, ⅢおよびⅣ型のCOCも10-15%程度観察され

た・ 6個区(6個のCOCを10汁1液滴に培養した区)では, I型

COCの割合が有意差はなかったもののかなり高かった.さら

に, 10個区(10個のCOCを10汁1液滴に培養した区)において

は, I型COCの割合はかなり高い値を示し,この債は, 1お

よび3個区のその値に比べて有意に高かった. 6個および10個

区では　50%以上のCOCがⅡ型を示した. 20個区(20個の

COCを10抄l液滴に培養した区)においては, I型cocの割合

は著しく高い値を示し, 1, 3, 6および10個のCOCを培養し

た時のその借に比べて有意に高かったが, Ⅲ型およびⅣ型

COCはほとんど観察されなかった. 40個区(40個のCOCを

10ドl液滴に培養した区)では, l型cocの割合は他のいずれ

の区と比較しても有意に高かった.

次に　10M液滑に様々な数のCOCを培養した時のGVBD卵

率を調べた結果を表4-4に示した. 1個区, 3個区および6個区

では, 24時間培養すると, GVの核相を示す卵子の割合はわ

ずか20%前後であり　70%以上のCOCがGVBDを誘起してい

た・しかし, 10個区におけるGVの核相を示した卵子の割合

は1, 3および6個区のそれに比べて有意に高く, GVBDを誘
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表4-4　様々な数のCOCをIOfil液滴中で24時間培養した時の卵子の核相

Oc数　供試卵数　　　　各核相卵子数

(個/1叫　　　　　GV(%) 1　GVBD(%) l
Deg. (%)

a.ctfH」Ll¥ft7416(23.9)d51(76.1)

7714(18.7)d61(81.3)a

5814(27.5)a37(72.5)a

lO11353(51.0)b51(49.0)b

207150(79.4)c13(20.6)

40138109(87.2)16(12.8)C

7 (9.5)

2 (2.6)

7(12.1) '

9 (8.0) ab

8(ll.3)

13 (9.4) ab

GV : Germinal Vesicle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown

Deg. : Degenerated

1 :核相判定可能卵子数に対する割合

2:供試卵数に対する割合

a, b, c ;各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)

GVBD卵率

E II,IIIおよびⅣ型

COCの合計の割合

△　ⅢおよびⅣ型COC

の合計の割合

0 IV型COCの割合

10　　　　20　　　　40

COCの数(個/10|Al)

図4-3 lOjxl液南中で様々な数のCOCを培養した時のギャップ結合

の切断とGVBDとの関係
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起した卵子の割合は逆に, 1, 3および6個区に比べて有意に

低かった.さらに, 20個区および40個区のGV卵子の割合は

それぞれ79.4および87.2%で,これらの値は他の区のその値

に比べて,有意に高かった.また, 6個区および20個区の退

行卵子(Deg卵子)の割合が3個区のその割合に比べて,有意に

高くなったが,他の区間のいずれの差も・有意ではなかった.

これまでの結果をもとに　10p*l液滴に培養したCOCの数に

伴う　GVBD卵率の推移　n, mおよびⅣ型を示したcocの

合計の割合の推移, ⅢおよびⅣ型を示したcocの合計の割合

の推移およびⅣ型を示したCOCの割合の推移を求め,図4-3

に示した.

GVBD卵率とⅡ, ⅢおよびⅣ型を示したcocの合計割合と

の棉関(r=0.98, P<0.01)およびGVBD卵率とⅢおよびIV型

を示したcocの合計割合との相関(r-0.92, P<0.01)は有意

であった.

さらに,液滴にいずれの数のCOCを培養した時にも, Ⅳ型

COCの割合はGVBD卵子の割合よりも常に低い値を示した.
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第四節　考　察

Dekel&Beer(1980)は, FSH添加培地でラットcocと裸

化卵子を培養して, FSHが卵丘細胞を膨潤させ,卵丘細胞一

卵子間ギャップ結合を切断することと,人為的に卵丘細胞を

除去して卵丘細胞一卵子間ギャップ結合を切断することとは

卵子のGVBD誘起に対して同じ作用を有することを明らかに

するとともに,卵丘細胞一卵子間ギャ　ップ結合の切断が

GVBDの引き金であると主張した.また　Dekeletal.(1981)

は,卵胞に包まれたラットの卵子を, LH添加および無添加培

地で20時間培養し, LH添加培地で培養した卵子の卵丘細胞

一卵子間ギャップ結合は切断され　GVBDは誘起されたが,

LH無添加培地で培養した卵子の卵丘細胞一卵子間ギャップ結

合は切断されず　GVBDも誘起されなかったことから,p卵丘

細胞一卵子間ギャップ結合の切断が卵子のGVBDの引き金で

あると結論した.

本章の実験1において,卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の

切断を意味するⅣ型を示すcocの割合は,培養開始0, 8

16, 24および32時間後に観察されたいずれの割合も,

GVBD卵率よりかなり低い値を示した(図4-2).また,実験2

の, Ⅳ型COCの割合は　　　　　　10, 20および40個区の

GVBD卵率よりかなり低い値を示した(図4-3)これらの結

果は,卵丘細胞一卵子間ギャップ結合が切断されるより前に

GVBDが誘起されていることを示す.したがって,卵丘細胞

一卵子間ギャップ結合の切断は　GVBDの引き金ではないこ

とは明らかである.
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Eppig(1982)も　hCG投与6時間後,卵丘細胞一卵子間ギ

ャップ結合は維持されていたが,投与3時間後に,すでに

GVBDが誘起されており,卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の

切断が, GVBDの後に起こることを認めている.

実験1において　GVBD卵率とⅡ, ⅢおよびⅣ型を示す

COCの合計割合との相関, GVBD卵率とⅢおよびⅣ型を示す

COCの合計割合との相関およびGVBD卵率とⅣ型を示すcoc

の割合との相関はいずれも有意なことを認めた(図4-2).し

かし,培養16および24時間後のⅢおよびⅣ型を示すcocの

合計の割合は　GVBD卵率よりも低い値を示した(図4-2).

ⅢおよびⅣ型を示すcocの合計の割合が　GVBD卵率よりも

低い値を示したことは　GVBDが起こった後に, ⅢおよびⅣ

型を示すcocが出現するということであるから,内側から2

層以上の卵丘細胞間ギャップ結合の切断が, GVBDの引き金

であるとは考えられない.

Ⅱ, ⅢおよびⅣ型を示すcocの合計の割合は,いずれの時

間培養した時にもGVBD卵率よりも高い値を示した(図4-2)

すなわち　GVBDが誘起される前に　n, mおよびⅣ型を示

すcocが出現した.また　GVBD卵率とⅡ, ⅢおよびⅣ型を

示すcocの合計割合との問には有意で高い相関が認められた.

これらのことから　GVBDの引き金は,最外層の卵丘細胞間

ギャップ結合の切断と推察された.

実験2においても　GVBD卵率とⅡ, ⅢおよびⅣ型を示す

COCの合計割合との相関およびGVBD卵率とⅢおよびⅣ型を

示すcocの合計割合との相関はいずれも有意であった(図4-
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3).また　10M-1液滴にいずれの数のCOCを培養した時にも,

ⅢおよびⅣ型を示すcocの合計の割合は　GVBD卵率よりも

常に低い値を示した(図4-3). mおよびⅣ型を示すcocの合

計の割合が　GVBD卵率よりも低い値を示したことは,

GVBDが起こった後に, ⅢおよびⅣ型を示すcocが出現する

ということであるから,内側から2層以上の卵丘細胞間ギャ

ップ結合の切断が　GVBDの引き金とは考えられない.しか

し　　　　　　　10および20個区においては　n, mおよびⅣ

型を示すcocの合計の割合が, GVBD卵率よりも高い値を示

した(図4-3)　つまり, GVBDが誘起される前に　n mお

よびⅣ型を示すcocが出現した.また　GVBD卵率とⅡ, 班

およびⅣ型を示すcocの合計の割合との間には有意で高い相

関が認められたことから　GVBDの引き金は,最外層の卵丘

細胞間ギャップ結合の切断と推察された.

ラ　ットのCOCをフリーズ・フラクチャ一法で検討した

Larsen et al.(1986)も,卵丘細胞間ギャップ結合がhCG投与

後2-3時間で消失するとともに　90%以上の卵子がGVBDを

誘起したことから,ラット卵胞卵子におけるGVBDの引き金

は,卵丘細胞間ギャップ結合の切断であると結論している.

マウスやラットにおいては,頼粒層細胞および卵丘細胞か

ら,ギャップ結合を通して卵子へ移行していると考えられて

いるGVBDを抑制する因子として, cAMPおよび.ヒポキサン

チン(hypoxanthine)が知られている(Dekel et al., 1981

Dekel&Beer,1980 ; Salustri&Siracusa,1983 ; Schultz

et al.,1983;Shim et al.,1992).
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一方,ブタにおいては　Racowsky(1985)がアデこルサイ

クラ-ゼ活性物質であるフォルスコリン(forskolin)添加培

地でCOCを48時間培養し,卵子内cAMP濃度は著しく上昇し

たが　GVBDは誘起されたことを認め, cAMPはGVBDに関

与していない,すなわちGVBDを抑制する因子はcAMPでは

ないと結諭した.

したがって,本実験において,卵丘細胞で合成され,ギャ

ップ結合を通じて卵子へ移行すると考えられるGVBDを抑制

する因子は,ヒポキサンチンの可能性もあるが,十分な証拠

はない.したがって今後検討する必要がある.

実験1において, cocを40および48時間培養した時, Ⅳ型

COC(ルシファーイエロ-が全く卵丘細胞へ移行しないCOC)

の割合(92.1, 100.0%)がGVBD卵率(89.0, 93.5%)に比べ

て高い値を示した(図4-2)　このことは,全ての卵丘細胞間

および卵丘細胞一卵子間ギャップ結合が切断されている卵子

でも, GVを示す卵子が存在したことを示す.これらの卵子

は　GVBDの引き金を引かれてもGVBDを起こす能力がなか

った末発育卵子と考えられる.

Motlik et al.(1984)も直径0.3-0.7mmのブタ小卵胞から

採取した卵子を48時間培養し　59%の卵子がGVBDを起こさ

なかったことを認め,このGVBDを起こさなかった卵子を

GVBDを起こす能力のない未発育卵子と呼んでいる.

Petr et al. (1989)は　10M液滴で1, 5および10個のCOC

を培養した時　80%以上のGVBD卵率を示したが, 20および

40個のCOCを培養した時,GVBD卵率は61および20%と徐々
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に減少したことを認めた.しかし,本実験では, 1, 3および

6個区のGVBD卵率は76.1, 81.3, 72.5　であったが, lo備

区においてすでに49.0%という低いGVBD卵率を示し, 20お

よび40個区では　20.6および12.8%という非常に低い

GVBD卵率を示した(表4-4).このように,本実験の結果と

Petr et al.(1989)の結果との間に差が認められたのは,本実

敬(ホルモン添加培地)とPetr et al.(ホルモン無添加培地)の

実験で用いた培地が異なるためだと考えられた.

さらに　Petr et al. (1989)は, 10汁1液滴で40個のCOCを

24時間培養した後,そのコンディション培地で,新しい10個

のCOCを培養した時,それらの卵子のGVBD卵率は11%と著

しく低下したことから,卵丘細胞から培地中へ　GVBD抑制

因子が放出されていると結論した.

本実験において　10M液滴で20個以上のCOCを培養した

時,卵子のGVBD卵率が低下した(表4-4)　上述したPetr et

αJ (1989)の報告から考察すると,本実験においても卵丘細

胞から培地内にGVBD抑制園子が放出されたと考えられた.

また, 10けl液滴で20個および40個のCOCを24時間培養し,

ルシファーイエローを注入して,ギャップ結合の切断を調べ

た結果,卵丘細胞間および卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の

切断が有意に抑制された(表4-3)　このことから,卵丘細胞

から培地中へ放出されるGVBD抑制因子は卵子のGVBDを抑

制するとともに,ギャップ結合の切断も抑制すると推察され

た.
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要　約

(i) loom液滴に20個のCOCを入れ0, 8, 16, 24, 32

40および48時間培養した後,一部のCOCの卵子内にルシフ

ァーイエローを注入し,ギャップ結合の切断状態をI型(ルシ

ファーイエローがすべての卵丘細胞に移行しているCOC),

Ⅱ型(ルシファーイエローがすべての卵丘細胞には移行してい

ないが,内側から2層以上の卵丘細胞には移行しているCOC),

Ⅲ型(ルシファーイエロ-が内側から1層の卵丘細胞にのみ移

行しているCOC)およびⅣ型(ルシファーイエローが全く卵丘

細胞に移行していないCOC)に分類した.残りのCOCは核相

の判定に使用された.その結果,培養時間が長くなるにつれ

て,王型COCの割合は減少し, Ⅳ型COCの割合は増加した.

(2)培養8時間後まではGVBDは誘起されていなかった(3.1

0.8%)　培養16時間後から32時間後までGVBD卵率は急激に

増加し,その後も徐々に増加した.

(3)　経時的にギャップ結合の切断状態を調べた結果と経時

的にGVBD卵率を調べた結果とを比較すると,培養0, 8, 16

24, 32時間後の卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断を意味

するⅣ型COCの割合は, GVBD卵率よりも低い値を示した.

少なくとも最外層の卵丘細胞間ギャップ結合が切断されてい

ることを示すⅡ型, Ⅲ型およびⅣ型COCの合計の割合は,

COCをいずれの時間培養した時においても, GVBD卵率より

やや高い倍を示し,これらの間には有意な高い相関が認めら

れた(r=0.96, P<0.01)　これらの結果から,ブタ卵子の

GVBDの引き金は卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断では
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なく,卵丘細胞間ギャップ結合の切断と推察された.

(4)　XOixl液滴で様々な数のCOCを24時間培養した後,一部

のCOCの卵子内にルシファーイエローを注入し,ギャップ結

合切断状態を調べ,残りのCOCはGVBDの判定に用いた.そ

の結果　10M-1液滴に入れるCOCの数が増加するにつれて, I

型COCの割合は増加し, Ⅱ型COCの割合は減少した.

(5) 10nl液滴に1, 3および6個のCOCを培養した時は

GVBDが誘起されたが, 10個以上のCOCを培養する`と,

GVBD卵率は著しく減少した.

(6) 10i*l液滴で様々な数のCOCを培養した時のギャップ結

合切断状態を調べた結果とGVBD卵率を調べた結果とを比較

すると, Ⅳ型COCの割合は,常にGVBD卵率よりも低い値を

示した.また, 101*1液滴で　　　　　　10および20個のCOC

を培養した時, Ⅱ型, Ⅲ塑およびⅣ型cocの合計の割合は,

GVBD卵率よりやや高い値を示し,これらの間には有意な高

い相関が認められた(i=0.98, P<0.01).これらの結果から,

ブタ卵子のGVBDの引き金は卵丘細胞一卵子間ギャップ結合

の切断ではなく,卵丘細胞間ギャップ結合の切断と推察され

た.

(7)　以上の結果から,ブタCOCを体外で培養した時の

GVBDの引き金は,卵丘細胞間ギャップ結合の切断と結論さ

PS^^V^^^I
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第五章　卵核胞崩壊(GVBD)抑制因子について

第一節　序　論

Tsafriri &Channing(1975)は,小卵胞(直径1-2mm),

中卵胞(直径3-5mm)および大卵胞(直径6-12mm)から採取

した卵胞液を50%添加したTCM-199でブタ卵丘細胞卵子複

合体(COC)を48時間培養し,卵胞液無添加の対照区に比べて

卵核胞崩壊(GVBD)卵率および成熟卵率が有意に抑制された

こと,および小卵胞の額粒層細胞とcocを共培養すると,卵

子のGVBD卵率および成熟卵率が有意に抑制されたことを報

告した.

したがって,粟粒層細胞から卵子の成熟を抑制する因子が

放出され,卵胞液中にこの物質が蓄積されていると考えられ

る・この因子は,卵母細胞成熟抑制因子(oocyte maturation

inhibitor,OMI)と呼ばれ,種特異性がなく,ヒト卵胞液のOMI

はブタ(Hillensjo etal.,1979)およびラット卵子(Chariet

α7　1983)の成熟を,ウシ卵胞液のOMIは,ハムスター卵子

(Gwatkin&Andersen, 1976)の成熟を,さらに,ブタ卵胞

液のOMIはマウスおよびラット卵子(Tsafririetal., 1977)

の成熟を抑制する・また　OMIは熟に強く(佐藤ら1978b),

分子量2,000以下のペプチドであろう　と推定されている

(Stone et al., 1978).しかし,未だにOMIは固定されてい

ない.

一方,佐藤・石橋(1978)は,~直径　　5mmのブタ卵胞から

得たcocをグルコースおよびピルビン酸を含むKrebs
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Ringer Bicarbonate液で培養した時,卵子のGVBDが速やか

に誘起されたことから,ブタ卵丘細胞は, OMIを放出しない

と結論した.

しかし,第四章の実験2において,微小液滴(10M)で, 1,

3および6個のCOCを培養した時　80%前後の卵子はGVBDを

誘起したが∴微小液滴で20個以上のブタCOCを培養すると,

GVBD卵率(12-20%)は有意に減少した.このことから,卵

丘細胞から卵子のGVBDを抑制する因子が放出されていると

考えられる.また,微小液滴で20個以上のブタCOCを培養す

ると　GVBDと同時にギャ　ップ結合の切断も抑制されたこと

から,卵丘細胞から放出されるGVBD抑制因子はギャップ結

合の切断も抑制していると推察された.

本章では,ブタ卵丘細胞が卵子のGVBDを抑制する因子を

生産し,培地に放出するか否か,またその因子は卵丘細胞の

膨潤をも抑制するか否かを調べ,さらに,この因子の同定を

試みた.
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第二節　材料および方法

卵巣の採取および搬送,卵子の検卵は,第二章の方法と同

様に行なったが,卵子の採取には卵胞卵子の回収率の高い切

開法を用いた.その方法は次の通りである.

約35℃に設定したウォーマ～プレー_ト上のシャーレに2-

5mlのダルベッコリン酸緩衝生理食塩水(D-PBS)を入れ,坐

理食塩水をキムタオルで拭った卵巣をその中に浸し,ピンセ

ットで卵巣を固定し,剃刀で直径　　8mmの卵胞を切開し,

先を研磨した薬匙で,その卵胞の内容物を掻きだし,卵胞内

容物の付着した薬匙をD-PBS中ですすいだ.次に,一つの卵

巣内の卵胞を全て切開した後　D-PBSを入れた50mlビーカ

ー内でその卵巣を洗浄し,卵巣表面に付着した卵胞内容物を

D-PBS中に洗い落とした.この処理を6個の卵巣を用いて行

なった後,卵胞内容物を含むD-PBSを綱目の一辺が212!xmの

振るい(日本理化学器械)にかけ,不要な頼粒層細胞塊を除去

した.振るいを通過したD-PBSを,さらに綱目の一辺が

125urnの振るいにかけ,血液および単離された額粒層細胞等

を除去した.綱目の一辺が125mnの振るい上にあるCOCの乾

燥を防ぐため,振るいは35℃に設定したウォーターバス内の

200mlビーカー内のD-PBSに浸漬静置した.全ての卵巣の卵

胞卵子を125urnの振るいに集めた後,その振るいの裏側から,

コマゴメピペットを用いてD-PBSを流し,振るい上のCOCを

100mlビーカー内に回収した.このビーカーをウォーターバ

ス内で約10分間静置し, cocを沈澱させた後,上澄を捨て,

第二章の吸引法と同様にして沈殿物からコンパクトな卵丘細
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胞に囲まれた卵子のみを回収した.

D-PBSは, 264mlの超純水にPBS(-)粉末2.88gおよび

IOmg/mlカナマイシン溶液3mlを添加し,オートクレーブを

かけたPBS(-)溶液に,使用直前あるいは前日に　30mlスト

ック液(O.lmg/ml塩化カルシウム　0.lmg/ml六水塩化マグ

ネシウム　Img/mlグルコース　0.036mg!mlピルビン酸ナト

リウムを添加しオートクレーブをかけたもの)と3mlウシ血清

(BS)を混合して作成した.

コ>　デT・ i・ゴニJ/i-Jlk(Vff:*e

以下の実験計画で述べる各々の培地10fxl液滴で20個の

COCを24時間培養した.そのコンディ　ション培地を10汁1用

マイクロピペットを用いて吸引し,乾熱滅菌済みのエッペン

ドルフチューブ(QUALITYSCIENTIFIC PLASTICS)に回

収した.

7?勝サ/" A'1'/

実験1様々な数の卵丘細胞卵子複合体(COC)あるいは裸化

卵子をホルモン無添加培地の1帥1液滴で24時間培養

した時の卵子の核相

第四葦の実験2において,ホルモン添加培地の10汁l液滴で

20個以上のCOCを24時間培養した時, GVBDは有意に抑制

された.

本実験では, GVBD抑制因子が,ホルモン無添加培地で培
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養したCOCによって生産されるか否かについて検討した.

1, 3, 6, 10, 20および40個のCOCあるいは20および40

個の裸化卵子(DO)を　35mmディッシュ内のミネラルオイル

で覆ったホルモン無添加培地(10%　FCS,50|xg/mlゲンタマイ

シン添加TCM-199)の10M液滴で24時間培養した後,第三章

の方法にしたがって,卵丘細胞を除去し,卵子を固定,染色

して,核相の判定を行なった.

実験2　ホルモン添加培地の10けl液滴で24時間培養した時の

卵核胞崩壊(GVBD)抑制卵子をIOOM液滴に移し,さ

らに24および48時間培養した時の卵子の核相

第四葺の実験2および本章の実験1においてホルモン添加お

よび無添加培地の10m.1液滴で24時間培養した時　cocの

GVBDは抑制されたが,これらの卵子を,通常の培養条件で

培養すると,減数分裂を再開し,正常にMⅡにまで達するか

否かを調べた.

ホルモン添加培地(10IU/mlhCG,10IU/mlPMSG, lug/

ml 17β-エストラジオール,10%FCS, 50ドg/mlゲンタマイシ

ン添加TCM-199)のIOm-1液滴で20および40個のCOCを24時

間培養した後,これらのCOCを新しいホルモン添加培地で洗

浄後,各20個のCOCを100汁lのホルモン添加培地に移し,さ

らに24あるいは48時間培養した.また,対照区として,培養

開始時から　100汁l液滴に20個のCOCを入れ, 48時間培養し

た区を設けた.培養終了後,第三章の方法にしたがって,卵

丘細胞を除去し,卵子を固定,染色して核相の判定を行なった.
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実験3　コンディション培地で培養した卵丘細胞卵子複合体

(COC)および裸化卵子の卵核胞崩壊(GVBD)

回収した直後のコンディション培地で10卜l液滴を作成し,

その中に各6個のCOCおよび裸化卵子を入れ, 24時間培養し

た. 1液滴のCOCの数を6個とした理由は,第四章の実験2お

よび第五章の実験1で, 6個のCOCを新しい培地で作成した

1恥l液滴で24時間培養してもGVBDは抑制されなかったから

である・培地には10 IU/mlhCG,10 IU/ml PMSG,1ixg/ml

17β-エストラジオール10%FCS,50[ig/mlゲンタマイシンを

添加したTCM-199を用いた.培養終了後,第三章の方法に

したがって,卵丘細胞を除去し,卵子を固定,染色して,核

相の判定を行なった.

実験4　凍結処理および加温処理したコンディション培地で

培養した卵丘細胞卵子複合体(COC)の卵核胞崩壊

(GVBD)

試験1.凍結処理したコンディション培地での培養

回収したコンディション培地を-30℃で1-5日間凍結した.

培地作成直前に融解し, 10nl液滴を作成して各6個のCOCを

入れ, 24時間培養した.培地には10IU/mlhCG, 10IU/ml

PMSG, lug/ml 17β-エストラジオール10%FCS,50|tg/m.1

ゲンタマイシンを添加したTCM-199を用いた.

培養終了後,第三章の方法にしたがって卵丘細胞を除去し,

卵子を固定染色して,核相を判定した.
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試験2・加温処理(56-C, 30分間)したコンディション培地での

培養

ディ　ッシュ内に回収したコンディション培地の10ド1液滴を

作成し,ミネラルオイルで覆った.このディッシュをサラン

ラップ(日立ボーデン)で包み, 56℃に加温したウォーターバ

ス内で30分間加温処理を行った.さらに, 2時間以上, 39℃,

5%CO　100%湿度の条件のインキュベーター内に静置した

後, 10卜1液滴に各6個のCOCを入れ24時間培養した.培地に

は10 IU!ml hCG, 10IU/ml PMSG,1トg/ml 17β-エストラ

ジオール10%FC.S,50ng/mlゲンタマイシンを添加した

TCM-199を用いた.

培養終了後,第三章の方法にしたがって卵丘細胞を除去し,

卵子を固定,染色して核相を判定した.

試験3.加温処理(70℃, 1時間)したコンディション培地での

培養

56℃で30分間加温処理を行なったコンディ　ショ　ン培地で

COCを培養した試験2において,培養cocのGVBDは抑制さ

れた.そこで,さらに高い加温処理でGVBD抑制因子が破壊

されるか否か検討した.

56℃以上の温度で処理すると,培地中のFCSの蛋白質が変

成する可能性がある.そこで　FCSの代わ_りにポリビニルピ

ロリドン(polyvinylpyrrolidone, PVP, MW=40,000

SIGMA)を用いてコンディ　ショ　ン培地を作成し,加温処理

(70℃, 1時間)したコンディション培地のGVBDに及ぼす影

響を調べた.
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まず　PVP添加培地の10nl液滴で20個のCOCを24時間培

養した時　FCS添加培地での培養と同様に, GVBDが抑制さ

れるか否かを調べるために次の予備試験を行った.

0.3%PVPを添加したホルモン添加培地(10IU/mlhCG

10 IU/ml PMSG.lptg/m1 17β-エストラジオール　50|xg/ml

ゲンタマイシンを添加したTCM-199)の10ド1液滴に20個の

COCを入れ, 24時間培養した.

その結果, GVBDは抑制されたので,この0.3%　PVPを添加

したホルモン添加培地の10M液滴に20個のCOCを入れ24時

間培養し,コンディション培地を作成した.ディッシュ内に

回収したコンディション培地の10汁l液滴を作成し,オイルで

覆った.このディ　ッシュをサランラップで包み, 70℃に加温

したウォーターバス内で1時間加温処理を行った.さらに,

39℃　5%CO2, 100%湿度の条件のインキュベーター内に2

時間静置した後, 10什l液滴に各6個のCOCを入れ24時間培養

した.

培養終了後,第三章の方法にしたがって卵丘細胞を除去し,

卵子を固定,染色して核相を判定した.

実験5　コンディション培地が卵丘細胞の膨潤および核相の

進行に及ぼす影響

FCSおよびホルモン添加培地(10IU/mlhCG, 10IU/ml

PMSG,lug/ml17β-エストラジオール　50ng/mlゲンタマイ

シン　10%　FCSを添加したTCM-199)を用いてコンディショ

ン培地を作成した.このコンディショ　ン培地を0, 50および
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100%含むFCSおよびホルモン添加培地で10M液滴を作成し,

この中に各6個のCOCを入れ, 24および48時間培養した. 24

および48時間後に卵丘細胞の膨潤を観察し, cocは,第三章

の方法にしたがって卵丘細胞を除去し,卵子を固定染色して

核相を判定した.卵丘細胞の膨潤は,以下の分類にしたがっ

て判定した.

±型　;全く膨潤が認められず,コンパクトな卵丘細胞を有

するCOC(図5-1)

+塑　; ±に比較して全体的に膨潤はしているが,個々の卵

丘細胞は分離していないCOC(図5-2)

++型;外層の卵丘細胞は膨潤が進行し,個々の卵丘細胞が

分離しているCOC(図5-3)

さらに, 100%コンディション培地のIOm-1液滴で48時間培

養した一部のCOCは,第四章の方法にしたがってギャップ結

合の切断状態の観察に使用した.

実験6　卵核胞崩壊(GVBD)抑制因子の分子量の推定

試験l.PVP添加ホルモン無添加培地の10ドl液滴で卵丘細胞卵

子複合体(COC)を培養した時の卵子の核相

GVBD抑制因子の分子量の推定は,限外櫨過膜(MILLI-

PORE)を用いて行なった.限外液過を行なう場合,コンディ

ショ　ン培地にGVBD抑制因子以外の未知物質が含まれている

と,それらの物質が除去されるので,可能な限り単純な組成
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図5-1 ±型を示すcoc

100%コンディション培地で24時間培養したCOC

卵丘細胞はコンパクトなままであり,全く膨潤し

ていない. (×206)

図5-2 +型を示すcoc

50%コンディション培地で24時間培養したCOC
卵丘細胞は,図5-1に比較して全体的に膨潤はして

いるが,個々の卵丘細胞は分離していない. (×206)
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図5-3 + +型を示すcoc
O%コンディション培地で24時間培養したcoc

卵丘細胞は膨潤が進行し,個々の卵丘細胞が分離

している. (×206)
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の培地を使用することが必要である.そこで　FCS添加培地

の代りにPVP添加ホルモン無添加培地を用いた.まず　PVP

添加ホルモン無添加培地の10|il液滴で20個のCOCを24時間

培養した時に, GVBDが抑制されるのか否かを以下の通り予

備試験として検討した.

0.3%　PVP, 50|ig/mlゲンタマイシン∵を添加したTCM-199

の10抄l液滴に6あるいは20個のCOCを入れ, 24時間培養した.

培養後,第三章の方法にしたがって卵丘細胞を除去し,卵子

を固定,染色して核相を判定した.

試験2.限外櫨過を行なったコンディション培地が卵丘細胞の

膨潤および卵核胞崩壊(GVBD)卵率に及ぼす影響

0.3%　PVP, 50けg/mlゲンタマイシンを添加したTCM-199

の10汁1液滴に20個あるいは　50(xl液滴に100個のCOCを入

れ, 24時間培養し,このコンディ㌣ヨン培地を作成し,使用

するまで-30℃で保存した.

限外波過用チューブのフィルターは乾燥防止のため,グリ

セリ　ンおよびアジ化ナトリウムでコーティ　ングされている.

このグリセリ　ンおよびアジ化ナトリウムを除去するために起

-　純水でフィルターを洗浄した.すなわち,限外櫨過用チュー

ブのフィルターカップに超純水400什1を添加し,全ての超純

水がフィルターを通過するまで3500×gで遠心分離した.こ

の処理を2-3回繰り返した後,クリーンベンチ内に限外波過

用チューブを静置し,約30分間紫外線照射して滅菌した,醍

外波過用チューブのフィルターカップに,凍結保存し,融解

したコンディション培地400Mを入れ,全ての培地がフィル

102



クーを通過するまで, 3500×g, 5℃で遠心分離した.使用

した限外櫨過膜は　3,000(ウルトラフリーC3-LBC,

MILLIPORE), <10,000(ウルトラフリーC3-TGC)

<100,000(ウルトラフリーC3-THK)の3種類であった.

回収されたコンディション培地をエッペンドルフチューブ

に入れて再び-30℃で,使用するまで保存した.

分子量100,000以上の物質を除去したコンディション培地,

FCSおよび新しい培地(100IU/mlhCG, 100IU/mlPMSG

long/ml 17β-エストラジオール, 50ドg/mlゲンタマイシンを

添加したTCM-199)を8:1:1の割合で混合した培地を用い

た(分子量100,000以下区).

分子量10,000以上の物質を除去したコンディション培地あ

るいは分子量3,000以上の物質を除去したコンディション培

地　FCSおよび新しい培地(2.4%PVP, 100IU/ml hCG

IOOIU/mlPMSG, lOM-g/m117β-エストラジオール, 50汁g/

mlゲンタマイシンを添加したTCM-199)を8:1:1の割合で

混合した培地を用いた(分子量10,000以下区,分子量3,000

以下区).

コンディション対照区の培地には,限外櫨過前のコンディ

ション培地　FCSおよび新しい培地(100IU/ml hCG, 100

IU/ml PMSG,10ドg/ml17β-エストラジオール,50抄g/mlゲン

タマイシンを添加したTCM-199)を8:1:1の割合で混合し

て用いた.

なお,対照区の培地には10%FCS,0.24%PVP.10IU/ml

hCG, 10 IU/ml PMSG,1汁g/ml 17β-エストラジオールおよ

円[fit]



び50ng/mlゲンタマイシンを添加したTCM-199を使用した.

以上のように調整した培地の10nl液滴に各6個のCOCを入

れ, 24時間培養した.培養終了後,実験5と同様に卵丘細胞

の膨潤状態を観察した後,第三章の方法にしたがって卵丘細

胞を除去し,卵子を固定,染色して核相の判定を行なった.
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第三節　結　果

実験1様々な数の卵丘細胞卵子複合体(COC)あるいは裸化

卵子をホルモン無添加培地のIOm-1液滴で24時間培養

した時の卵子の核相

ホルモン無添加培地の10i*l液滴で20個以上のCOCを培養

した時もGVBDが抑制されるのか否かを検討する目的で,ホ

ルモン無添加培地のIOm-1液滴で　　　　　10, 20および40

個のCOCを24時間培養した時の卵子の核相を調べ,その結果

を表5-1に示した,

1個区(1個のCOCを培養した区), 3個区(3個のCOCを培養

した区)および6個区(6個のCOCを培養した区)のGV卵子の割

合は　27.3-38.1%で各区間に有意差は認められなかったが,

10個区(10個のCOCを培養した区)のそれは, 1, 3および6個

区より有意に高い(57.8%)値を示した. 20個区(20個のCOC

を培養した区)および40個区(40個のCOCを培養した区)の

GV卵子の割合は著しく高く　80%以上の値を示した.また,

GVBD卵率は,逆に101*1液滴で培養するCOCの数が増加する

にしたがって減少する傾向を示し, 20および40個区のそれら

の値は,それぞれ13.0および6.8%と極めて低い値を示した.

ProMIおよびMIを示す卵子の割合においても　10nl液滴

で培養するCOCの数が増加するにしたがって減少する傾向が

認められた.しかし,退行卵子(Deg卵子)の割合は, 1個区と

6個区および1個区と40個区との問に有意差が認められた.
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表5-1様々な数のCOCをホルモン無添加培地のIOmJ液滴で

24時間培養した時の卵子の核相

各核相卵数(%)

COC数　供試

(個/10|il)卵数
GVBD

総数　proMI

T,

6

37

(38.1) (60

65!

(36.2) (61

77　　　21

(27.3) '

128　　　　74

β7.8) '

138　　113

(81.9) '

118　　102

(86.4) '

(W

(jy

(13

(6

59

.X)

58

蝣7)

50

.9)

HI

.1)

18

.ll)

8

.8)

18　　　　37

(18.6) (38.1)'

18　　33

(19.1)d (35.1)ab

a

b

llll30

(14.3)ab(39.0)a

11　30

(8.6f- (23.4)b
8　　　　　9

(5.8)1-　(6.5)1

4　　　　　4

(3.4)<-　(3.4)c

2　　1

(之.声(2.1)ab (1.0)8
2　　5　　2

(2.1)ab (5,3)a (2.1)ab

4　　　　　5　　　　　6

¢・2)" (6,5)a (7.8)c

5　　4　　4

(3.9)dC (3.1)ac (3.1)ab

1    O　　7

(0.7)te (0.0)b (5.1)ab

0    O　　8

(0.0)b (0.0)be (6.8)b

GV : Germinal Vesicle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b, c :各縦列の異文字間に有意差あり伊<0.05)

表5-2様々な数の裸化卵子pO)をホルモン無添加培地の10け1液滴で

24時間培養した時の卵子の核相

DO数　供試

(個/10mJ)卵数

各核相卵数(%)

GVBD

GV

総数　　proMI MI AI,TI Mil

20　　　100 17　　　　73　　　　1 1　　　43　　　14

(17.0) (73・0)" (ll.0)" (43.0)d (14.0)'

401002361

(23.0)(61.0)12a41a51

(12.0)(41.0)(5.0)

5

(5-0)"

3a

(3.0)

GV : Germinal Vesicle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : TelophaseI Mil : MetaphaseII Deg. : Degenerated

a,b:各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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培地中に放出されるGVBD抑制因子が卵丘細胞自体で合成

されているのか否かを検討する目的で, 10けl液滴で20および

40個の裸化卵子を24時間培養した時の卵子の核相を調べ,義

5-2に示した.いずれの数の裸化卵子を培養した時において

も,かなり高いGVBD卵率を示し,この値は, 10け1液滴で1,

3および6個のCOCを培養した時の値とほぼ同じであった.

実験2　ホルモン添加培地のIOm-1液滴で24時間培養した時の

卵核胞崩壊(GVBD)抑制卵子をIOOul液滴に移し,さ

らに24および48時間培養した卵子の核相

10汁l液滴で20個以上のCOCを24時間培養した時のGVBD

抑制卵子が減数分裂を完了する能力を保持しているか否かを

検討するために,ホルモン添加培地のIOul液滴で24時間培養

した時のGVBD抑制卵子を100m-1液滴に移し,さらに48時間

培養した時の卵子の核相を表513に示した. GV卵子の割合は

いずれの区においても著しく低い値を示し, 40個区(1恥1液

滑で40個のCOCを培養した区)においては,全くGV卵子は認

められなかった　ProMIを示す卵子の割合も,いずれの区

においても極めて低い値を示した. MIを示す卵子の割合は,

対照区(100nl液滴で20個のCOCを培養した区)に比べて, 20

個区(IOm-1液滴で20個のCOCを培養した区)および40個区が

高い値を示し,これらの間の差は有意であった.成熟卵率は,

対照区に比べて, 20個区および40個区において,わずかに低

い値を示したが,いずれの区間の差も有意ではなかった. 20

個区および40個区のDeg卵子の割合は,対照区に比べて,わ
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表5-3 COCをIOmI液滴で24時間培養した後, 100[xlの培地に移し,

さらに48時間培養した時の卵子の核相

各核相卵数(%)

GV ProMI MI M, TI Mil

20COQ′lOOixl,

48h

20COC/10 ul, 24h

20COC/100ul, 48h

734a-a12a

(5.5)(0.0)(16.4)

97

40COC/101tl, 24h -　117

20COC/1001山, 48h

31

β.2)(3.1)02.0)

1(0.0)137.

(0.9)(31.6)

Oa49a8a

(0.0)(67.1)(ll.0)

52

(0.0)(53.6)(6.2)

71

(0,9)(60.7)(6.0)

GV : Germinal Vesicle ProMI : Prometaphase I MI : Metaphase I AI : Anaphase I

TT : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)

表5-4　COCを10|xl液滴で24時間培養した後, 10叫1の培地に移し,

さらに24時間培養した時の卵子の核相

各核相卵数(%)

GV ProMI MI AL TT Mil

処理

20COC/100|4
48h

20COC/10 u1 24h

20COC/100 u1 24h

61

98

40COC/10汁I5 24h -　116

20COC/100汁l, 24h

5　　　　　4

(8.2)　(6.6)

5

(5.1)a (3.1)'

蝣e ^^^^^^^^He<

(9.5)　(2.6)

4

(6.6)

23

¢3.5)

045

(0.0)(73.8)

xa55b

(1.0)(56.1)

(16.4)* (2.6)* (591)*
3

T,

(4.9)

lla

(1 1.2)

11

(9.5)

GV : Germinal Vesicle ProMI : Prometaphase I MI : Metaphase I AI : Anaphase I

TT : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b:各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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ずかに低い値を示したが,各区間の差は有意ではなかった.

次に,ホルモン添加培地の10M-1液滴で24時間培養した

GVBD抑制卵子をIOOm-1液滴に移し,さらに24時間培養した

時の卵子の核相を表5-4に示した. GV卵子およびProMI卵

子の割合は,いずれの区においても10%以下と著しく低い値

を示した.しかし, 20個区および40個区のMI卵子の割合は,

対照区に比べて,比較的高い値を示し,対照区の値と20個区

の値との問には有意な差が認められた.対照区の成熟卵率は,

最も高い値を示したが, 20個区および40個区においても50%

以上と高い値を示した.対照区の成熟卵率と, 40個区のその

値との差は有意ではなかった.また, 20個区および40個区の

Dcg卵子の割合は,対照区に比べて,かなり高い値を示した

が,各区間には有意差は認められなかった.

実験3　コンディション培地で培養した卵丘細胞卵子複合体

(COC)および裸化卵子の卵核胞崩壊(GVBD)

卵丘細胞から培地中へGVBD抑制園子が放出されているの

か否か,またその因子は卵丘細胞を介して卵子のGVBDを抑

制しているのか否かを検討するために,コンディション培地

の101*1液滴で6個のCOCあるいは裸化卵子(DO)を24時間培

養した時の卵子の核相を調べ,表5-5に示した　coc区(コン

ディション培地のIOIAl液滴で6個のCOCを培養した区)のGV

卵子の割合は74.7%と著しく高い値を示したが, DO区(6個

の裸化卵子を培養した区)では　21.1%と低いGV卵子の割合

を示し, coc区とDO区との間には有意な差が認められた.
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表5-5 COCおよび裸化卵子(DO)をコンディション培地の1叫1液滴で

24時間培養した時の卵子の核相

各核相卵数(%)

GVBD

総数　　ProMI MI ALTI Mil

coc　　　83 62　　　　20.　　12.

(74.7)  (24.1)  (14.5)  (9.6)　(0.0)  (0.0)  (1.2)

DO9019.

(21.1)(6品832.5,15,1

(8.9)(35.6)(5.6)(16.7)(12.2)b

GV : Germinal Vesicle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : TelophaseI Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b :各縦列の異文字間に有意差あり伊<0.05)

表5-6　COCを熱処理および凍結処理したコンディション培地のiomJ液滴で

24時間培養した時の卵子の核相

各核相卵数(%)

処理
卵数　　GV

GVBD

ProMI MI AI, TI

Deg

('')

馴　　S3

-30-C

56-C30分

62,　　20,　12,

(74.7)  (24.1) (14.5)

8

(9.6)

ーa　　-a

(0.0)　印.0)　(1

17812340,20-20

(69.1)(22.5)(ll.2)(ll.2)(0.0)(0.0)(8

87641710
(73.6)(19.5)"(ll.5)(8.0)d(0.0)a(0.0)a(6

1
蝣2)'

151

蝣4
6
・9)ab

GV : Germinal Vesicle GVBD : Germinal Vesicle Breakdown ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : Telophase I Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a,b:各縦列の異文字間に有意差あり伊<0.05)
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COC区のGVBD卵率は, DO区に比べて,有意に低い債を示

した　ProMIの卵子の割合においては, coc区とDO区との

間に有意な差は認められなかったが, coc区のMIおよびA

I,TIの卵子の割合は, DO区のそれらの債に比べて有意に

低い値を示した.また　coc区には成熟卵子は全く認められ

なかったが, DO区においては　16.7%観察され,両区間の

差は有意であった. DO区のDcg卵子の割合は,著しく高い債

を示し, coc区のそれとの差は有意であった.

実験4　凍結処理および加温処理したコンディション培地で

培養した卵丘細胞卵子複合体(COC)の卵核胞崩壊

(GVBD)

試験1.

卵丘細胞から放出されるGVBD抑制因子が-30℃の凍結処

理で破壊されるか否かを検討するために,コンディション培

地を130℃で凍結し,融解した培地の101*1液滴で6個のcoc

を24時間培養し,卵子の核相を調べた結果を表5-6に示した.

-30℃区(凍結・融解したコンディション培地の10M液滴で6

個のCOCを培養した区)のGV卵子の割合は　69.1%で,対照

区(新しいコンディション培地)との間に有意差は認められな

かった.また　GVBD卵子　ProMI卵子およびMI卵子の割

合においても　-30℃区と対照区との間に有意差は認められ

なかった　-30℃区において　AI,TIおよびMⅡの卵子は

全く認められなかった. -30℃区のDeg卵子は比較的高い割

合(8.4%)を示し,この値は対照区のそれに比べて有意に高か

111



zmm

試験2.

卵丘細胞から放出されるGVBD抑制因子が56℃30分間の加

温処理で破壊されるか否かを検討するために,コンディショ

ン培地を56℃で30分間加温処理した培地の10M液滴で6個の

COCを24時間培養し,卵子の核相を調べた結果を表516に示

した. 56℃区(56℃, 30分間加温処理したコンディショ　ン培

地のIOm-1液滴で6個のCOCを培養した区)のGV卵子の割合は

73.6%とかなり高い値を示し,この値と対照区の値との間に

は有意差はなかった.また　GVBD卵子　ProMI卵子, MI

卵子およびDeg卵子の割合においても, 56℃区と対照区との

間に有意な差は認められなかった. 56℃区には, AI, TI

およびMⅡの卵子は全く認められなかった.

試験3.

pvpおよびホルモン添加培地の10M-1液滴で20個のCOCを

培養した時も卵子のGVBDが抑制されるか否かを検討するた

めに　PVPおよびホルモン添加培地の10(xl液滴で, 6個(6個

区)および20個(20個区)のCOCを24時間培養した卵子の核相

を調べ,その結果を表5-7に示した. 20個区のGV卵子の割合

は, 6個区のその値に比べて,著しく高い値を示した. 20個

区のGVBD卵率は, 6個区に比べて,極めて低い値を示した.

これらのGV卵子の割合およびGVBD卵率は,いずれの場合

においても,両区間に有意な差が認められた. MIを示す卵

子の割合は, 20個区に比べて, 6個区において,有意に高い
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表5-7 COCをPVPおよびホルモン添加コンディション培地の1叫1液滴で

24時間培養した時の卵子の核相

各核相卵数(%)

COC数　供試
GVBD

(個/lo咋)卵数　　GV

総数　　proMI MI AI, TI Mil

6　　　　72 1 1　　　　56　　　　　　　　　　　47

(15.3)" (77.8)" (8.3)a　(65.3)d

205526256

(47.3)-(45.5)D(10.9)(32.7)b

2　　　　1　　　　5

(2.8)-　(1.4)a　(6.9)*

L^^^^^H^^^^^Kl

(1.8) (0.0)  (7.3)d

GV : Germinal Vesicle GVBD : Germinal Vesicle Breakdpwn ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : TelophaseI Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b:各縦列の異文字間に有意差あり伊<0.05)

表5-8　COCを熱処理(70-C1時間)したコンディション培地の10¥i¥液滴で

24時間培養した時の卵子の核相

各核相卵数(%)

VILJ i|!

卵数　　GV
GVBD

総数　ProMI MI

Dcu

(∫.i)

H )W.　　ftf

70-C1時間　101

62　　　　20　　　1 2

(74.7) (24.1) (14.5) (0

75　　　　23　　　　　　　　1 3

(74.3) (22.8)  (8.9) (12.9) (0

0

0)

0

0)

0

(0.0)

1

(1.0)

1

(1.2)

T,

(3.0)

GV : Germinal Vesicle GVBD : Germinal Vesicle Breakdpwn ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : TelophaseI Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

各縦列の両区間に有意差なし
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値を示した・しかし　ProMI, AI TI MHおよびDcg

卵子の割合においては両区間(6個区, 20個区)に有意差は認

められなかった.

次に,卵丘細胞から放出されるGVBD抑制因子が70℃1時

間の加温処理で破壊されるか否かを検討するために,コンデ

ィション培地を70℃で1時間加温処理した培地の10M-1液滴で

6個のCOCを24時間培養し,卵子の核相を調べた結果を表5-

8に示した. 70℃区(70℃で1時間加温処理したコンディショ

ン培地の10汁l液滴で6個のCOCを培養した区)のGV卵子の割

合は　74.3　で,対照区のその値に比べて有意差は認められ

なかった.また　GVBD, ProMI, MI , AI, TI, MH

およびDcg卵子の割合においては,両区間(70℃区,対照区)

に有意な差は認められなかった.

実験5　コンディション培地が卵丘細胞の膨潤および核相の

進行に及ぼす影響

培地に放出されたGVBD抑制因子が卵丘細胞の膨潤に及ぼ

す影響を検討するために,コンディション培地を0, 50およ

び100%含む培地のIOul液滴で6個のCOCを24および48時間

培養し,卵丘細胞の膨潤状態を調べ,その結果を表5-9に示

した.

24時間培養した時の0%区(COCを0%コンディション培地

で培養した区)では,ほとんどのCOCが++型(外層の卵丘細

胞は膨潤が進行し,個々の卵丘細胞が分離しているCOC)を

示した・しかし, 24時間培養した時の50%区(COCを50%コ
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表5-9コンディション培地で24および48時間培養したCOCにおける

卵丘細胞の膨潤状態

培養　　コげィシヲン　　供試

時間　　培地濃度　　卵数

<hr)　　(%)

卵丘細胞の膨潤状態(%)

±　　　　　　十　　　　　　十十

104

50　　　　　91

100　　　　　102

3
(2.9)'

1

(1.1)

101

(99.0)

(7.7)93.

(89.4)'

411

(45.1)149

(53.8)01
(0.0)1(1.0)'

48　　　　　　　　　　　1 04

48　　　　　　50　　　　　91

48　　　　100　　　　102

1

(i.oy

O

(0.0) '

99

(97.1) c

7

(6-7) '

HI

(33.0) '

T,

(2.9)'

a, b, c :各培養時間の各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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ンディション培地で培養した区)では,約半分(45.1%)の

COCが+型(±型に比較して全体的に膨潤しているが,個々

の卵丘細胞は分離していないCOC)を示し,残りの約半分

(53.8%)のCOCが++型を示した. 24時間培養した時の

100%区(COCを100%コンディション培地で培養した区)では,

99%のCOCが±型(全く膨潤が認められftいCOC)を示し,こ

の値は,他の区(0%区　50%区)に比べて,有意に高い値であ

った.また, 24時間培養した時の++型COCの割合は,コン

ディ　ション培地の濃度が高くなるにしたがって有意に低下し

IjO^H

COCを0, 50および100%含む培地で48時間培養した時の

0%区(COCを0%コンディション培地で培養した区)では++

型COCの割合が　100%区(COCを100%コンディション培地

で培養した区)では±型COCの割合が著しく高い債を示した.

50%区(COCを50%コンディション培地で培養した区)では,

++型COCの割合が,かなり高い値(67.0%)を示した.

コンディション培地を0, 50および100%含む培地の10けl

液滴で6個のCOCを48時間培養した時の,卵子の核相を調べ,

表5-10に示した. GV卵子の割合はいずれの区においても5%

以下の低い値を示し,各区間に有意差は認められなかった.

MI卵子の割合は,コンディション培地の濃度が高くなるに

つれて増加し, 0および50%区と100%区との間には有意な差

が認められた.逆に,成熟卵率は,コンディ　ション培地の濃

度が上昇するにつれて,徐々に低下する傾向であったが,い

ずれの区間にも有意差は認められなかった. 50%区および
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表5-10 COCをコンディション培地で48時間培養した時の卵子の核相

コげィション　　供試

培地濃度　　卵数

(%)

各核相卵数(%)

GV ProMI MI AI, TT ME

100

50　　　　　91

1 00　　　　　88

74

(4.0)"  (0.0) (9.0)  (1.0)  (74.0)'

17　　　　　　　　　　　65

(1.1)　(0.0) (18.7)a　(1.1)a　(71.4)'

028,54

(1-1)(0.0)(31.8)(2.3)(61.4)(3.4)1

GV : Germinal Vesicle ProMI : Prometaphase I MI : Metaphase I AI : Anaphase I

TI : Telophase l Mil : Metaphase II Deg. : Degenerated

a, b:各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)

表5-ll COCをPVP添加ホルモン無添加培地の10¥il液滴で24時間培養した時の

卵子の核相

各核相卵数(%)
COC数　供試

(個/10汁1)卵数
GVBD

GV

総数　ProMI MI AI,H Mil

58

20　　　181

33　　　　23

(56.9) (39.7)

150　　　　20

(82.9)D (ll.0)c

IB

(6.9)" (22.4)"

17

(1.1)-　(9.4)c

3　　　　　3　　　　　2

β2)a (5.2)」 (3-4)d

l.　　　　　　　　11

(0.6)- (0.0)l　(6.1)d

GV : Germinal Vesicle GVBD : Germinal Vesicle Breakdpwn ProMI : Prometaphase I

MI : Metaphase I AI : Anaphase I TI : TelophaseI Mil : MetaphaseII Deg. : Degenerated

a, b :各縦列の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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100%区のDcg卵子の割合は, 0%区に比べて,かなり低い値

を示し, 0%区と100%区との間には有意差が認められた.

100　のコンディション培地で48時間培養したCOCの卵子

内にルシファーイエローを注入し,ギャップ結合の切断状態

を観察した.その結果,すべてのCOCの卵丘細胞間および卵

丘細胞一卵子間ギャップ結合は切断されていた(図5-4)

実験6　卵核胞崩壊(GVBD)抑制因子の分子量の推定

試験1.

pvp添加ホルモン無添加培地の1OM液滴で20個以上の

COCを24時間培養した時,卵子のGVBDが抑制されるか否か

を検討する目的で　cocをpvp添加ホルモン無添加培地の

10ドl液滴で24時間培養した時の卵子の核相を調べ,その結果

を表5-11に示した. 20個区(20個のCOCを培養した区)のGV

卵子の割合は, 6個区(6個のCOCを培養した区)に比べ,有意

に高かった. 6個区のGVBD卵率は,有意に高い値を示した.

6個区のProMI, MI, AI, TIおよびMⅡを示す卵子の割

合は, 20個区に比べて有意に高い値を示した.両区(6個区お

よび20個区)のDeg卵子の割合は,いずれも,著しく低く,

それらの差は有意ではなかった.

試験2.

分子量3,000以上の物質を除去したコンディ　ショ　ン培地

(<3,000画分区),分子量10,000以上の物質を除去したコン

ディション培地(<10,000画分区)および分子量100,000以上
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図5-4 100%コンディション培地で48時間培養したCOC

aは光学顕微鏡像で, bは蛍光像を示す.ギャップ

結合の切断状態はⅣ型(ルシファーイエローが全く

卵丘細胞へ移行していない)を示す. (×200)
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の物質を除去したコンディ　ション培地(<100,000画分区)が

卵丘細胞の膨潤および卵子の核相に及ぼす影響を調べ,表5-

12に示した. ±型を示すcocは　<10,000画分区にのみ観

察されたが,その割合は著しく低かった..+型COCは,対照

区(新しい培地の10M-1液滴で6個のCOCを培養した区)におい

ては　6.1%とわずかに観察されたのみであったが,コンデ

ィ　ショ　ン対照区(限外櫨過していないコンディション培地の

10抄1液滴で6個のCOCを培養した区), <3,000画分区,

<10,000画分区および<100,000画分区においては, 40%以

上と著しく高い値を示した. +型COCにおいては,対照区と

他のすべての区(コンディ　ショ　ン対照区　<3,000画分区,

<10,000画分区および<100,000画分区)との間に有意差が認

められた.対照区の++型COCの割合は極めて高く,その他

のコンディション培地を含む各区においては,かなり低い値

を示した.また, ++型COCにおいては,対照区と他のすべ

ての区(コンディ　ション対照区　<3,000画分区　<10,000画

分区および<100,000画分区)との間に有意差が認められた.

表5-12に示す通り,対照区のGV卵子の割合は,最も低い

値を示し,この債と他の各区(コ　ンディ　シ　ョ　ン対照区,

<3,000画分区　<10,00.0画分区および<100,000画分区)と

の間に有意差が認められた.また　<3,000画分区で,最も

高いGV卵子の割合を示し,この値はコンディ　ショ　ン対照区

および<100,000画分区のその値に比べて,有意に高かった.

対照区のGVBD卵率は,最も高い値を示し,この値と他のい

ずれの区(コンディション対照区　<3,000画分区　<10,000
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画分区および<100,000画分区)との間にも有意な差が認めら

れた.また　<3,000画分区において,最も低いGVBD卵率

を示し,この値は<100,000画分区のそれに比べて,有意に

低かった　ProMIの卵子の割合は,いずれの区においても

非常に低い値を示し,コンディショ　ン対照区と,対照区およ

び<10,000画分区との間には有意差が認められた.対照区の

MIの卵子の割合は,他の各区(コンディショ　ン対照区,

<3,000画分区　<10,000画分区および<100,000画分区)に

比べて有意に高い値を示した　Deg卵子の割合は,いずれの

区においても極めて低い値を示したが,コンディション対照

区と<3,000画分区との間には有意差が認められた.
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第四節　考察

実験1において, 10卜1液滴で1, 3, 6個のCOCを培養した

時のGVBD卵率は60.8, 61.7および64.9%となったが, 20

個および40個のCOCを培養した時のそれらは13.0および

6.8%と著しく低い値を示した(表5-1).このことから　IOiU

液滴で20個以上のCOCを培養すると,卵子のGVBDは抑制さ

れることが明確にされた.

また,実験3において, 20個のCOCを10M液滴で24時間培

養したコンディショ　ン培地の10IXl液滴で, 6個のCOCを24時

間培養したところ　GVBD卵率は　24.1　を示した.この値

は,新しい培地のIOm-1液滴で6個のCOCを培養した時の値

(72.5%)に比べて有意に低い値であった(表4-4,5-5).これ

らのことは, cocから培地中へ卵子のGVBDを抑制する因子

が放出されることを示す.

さらに　iom液滴に20個以上の裸化卵子を培養した時は,

GVBDは抑制されなかった(表5-2).このことから,卵子自

体はGVBD抑制因子を培地中へ放出しないことが明らかにさ

れた.したがって, 10M液滴で20個以上のCOCを培養した

時に培地中に放出されるGVBD抑制因子は,卵丘細胞由来の

ものと推定された.

一方,コンディション培地の10nl液滴で6個の裸化卵子を

24時間培養した時のGVBD卵率は66.7　であった(表5-5)

この値は, 6個のCOCをコンディション培地で培養した時の

その値(24.1%)に比べて有意に高い値であった(表5-5)　さ

らに,その裸化卵子のGVBD卵率(66.7%)は100M液滴で20
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個のCOCを24時間培養した時の値(66.7%)と一致した(表4-

2).したがって,コンディション培地中のGVBD抑制因子は

裸化卵子には何ら影響を及ぼさないと考えられる.すなわち,

GVBD抑制因子は卵丘細胞を介して,卵子のGVBDを抑制し

ているものと推察された.

第四葦の実験2において,ホルモンおよび血清添加培地の

10汁1液滴で20個以上のCOCを24時間培養すると　GVBDが

抑制され(表4-4),本章の実験4において,ホルモンを添加し,

血清の代わりにPVPを添加した培地の10i*l液滴で20個の

COCを培養した時も, GVBDは抑制された(表5-7)　これら

のことは,ホルモン添加培地で20個以上のCOCを培養すると,

血清を添加するか否かに関わらず,卵丘細胞は培地中に

GVBD抑制因子を放出することを示している.

さらに,本章の実験1において,ホルモン無添加で血清添

加の培地を使用した場合(表5-1)および実験6のホルモン無

添加でPVPを添加した培地の場合にも(表5-ll), lOul液滴で

20個以上のCOCを24時間培養すると　GVBDは抑制された.

これらのことから,卵丘細胞から培地中へ放出されるGVBD

抑制因子の生産は,ホルモン(LHあるいはhCG)には依存し

ないと考えられる.さらに, LHあるいはhCGは卵丘細胞お

よび卵子内cAMP感度を上昇させること(Bauminger etal.

1978)から,卵丘細胞のGVBD抑制因子の合成には　cAMP

系の代謝調節機構は関与しないと推察される.

第四章の実験2における血清とホルモンの添加培地(表4-4)

および本章の実験1における血清添加でホルモン無添加培地
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(表5-1)の10i*1液滴に20個のCOCを入れて培養した場合,

GVBDは抑制された.また,本章の実験4における, PVPと

ホルモンの添加培地(表5-7)および実験6におけるpvp添加で

ホルモン無添加培地(表5-ll)の場合にも　10m-1液滴に20個

のCOCを入れて培養した場合, GVBDは抑制された.これら

のことから,卵丘細胞から培地中へのGVBD抑制因子の放出

は,血清にも依存しないことが明らかとなった.

実験2において,ホルモン添加培地の10汁l液滴に20個ある

いは40個のCOCを24時間培養した後,それらのCOCを

1001*1液滴に移し,さらに24あるいは48時間培養した時,

GVBDは正常に誘起され,減数分裂は正常にMⅡにまで進行

した(表5-3,4).これらのことは　10M-1液滴で培養してGV期

で休止しているCOCは,明らかに正常に減数分裂を進行させ

る能力を保持している,すなわち生存cocであることを示す.

通常,ブタ卵子が体外で成熟するためには48時間を要する

(Nagai&Moor, 1990)が,本実験において　IOm-1液滴から

100汁1液滴に移し, 24時間培養したのみで50%以上の卵子が,

MⅡにまで進行した(表5-4).このことは, 20あるいは40個

のCOCを10叶l液滴で培養し, GV期で休止していたCOCの減

数分裂は　GVBD抑制園子を除くと著しく加速され,通常の

減数分裂の進行に要する約半分の時間でMⅡに達することを

示している.

これに類似した現象として,ブタCOCを蛋白合成阻害剤で

あるシクロへキシミド(cycloheximide)を添加した培地で20

時間培養してGVBDの抑制されたCOCが,シクロへキシミド
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無添加培地に移され,さらに培養されると,通常の3分の1の

4-6時間でGVB Dが完了する　ことが報告されている

(Kubelka et al.,1988).

COCを10i*l液滴で24時間培養した後　IOOul液滴に移し,

さらに24時間培養した時, MIを示す卵子の割合が比較的高

く, 10M液滴に20個のCOCを培養した時のその値は,対照

区の倍に比べて有意に高い値であった(表5-4).また　IOOul

液滴に移してから48時間培養した時も同様の結果であった

(表5-3).このように　cocをIOh-1液滴で24時間培養した後,

100M液滴に移しさらに培養した時, MIを示す卵子の割合

が高くなる理由は不明である.

10M-1液滴に20個のCOCを培養して作成したコンディ　ショ

ン培地を-30℃で凍結処理あるいは56℃30分間の条件で加

温処理した後,これらの培地でIOm-1の液滴を作成し,その中

で6個のCOCを24時間培養し,核相を調べた.その結果,凍

結処理区および56℃加温処理区のGVBD卵率は,対照区(新

鮮なコンディション培地でCOCを培養した区)のそれとほと

んど変らなかった(表5-6).これらのことから　GVBD抑制

因子は　-30℃での凍結処理, 56℃での30分間加温処理で

も,被壊されない物質と考えられた.

さらに, PVPとホルモンを添加した培地で10Mの液滴を作

成し,その中で, 20個のCOCを24時間培養した時のコンデ

ィション培地を70℃で1時間加温処理し,その培地の10汁l液滴

で6個のCOCを24時間培養して,卵子の核相を調べた.その結

果,加温処理したコンディション培地で培養した時のGVBD
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卵率は,対照区(新鮮なコンディション培地の10M-1液滑で6個

のCOCを24時間培養した区)のそれとほぼ同じ値を示した(表

5-8).このことから,コンディ　ション培地中のGVBD抑制因

子は, 70℃, 1時間の加温処理によっても破壊されない物質

であることが明らかになった.

分子量<3,000,<10,000,<100,000で限外櫨過を行ない,

これらの液液を80%添加した培地の10M液滴でCOCを培養し

た時の卵子の核相を調べたところ,対照区(新しい培地で

COCを培養した区)のGVBD卵率は,コンディション対照区

(限外漣過していないコンディション培地でCOCを培養した

区)およびいずれのコンディション培地画分区(<3,000画分区,

<10,000画分区および<100,000画分区)のそれらの値に比べ

ても,有意に高い値を示した(表5-12).このことは　GVBD

抑制因子は分子量3,000以下の物質であることを示す.

実験5において,コンディション培地を0,50,100%含む培

地の10M液滴で, 6個のCOCを24および48時間培養し,卵丘

細胞の膨潤状態を調べた.その結果,全く　コンディ　ション培

地を含まない培地で培養した時(0%区)には,ほとんどの

COCが++型(外側の個々の卵丘細胞は分離している)を示し

たが,その割合は,コンディ　ション培地の濃度が上昇するに

つれて,低下し　100%コンディション培地で培養した時に

は,ほとんど観察されなかった.逆に, ±型(全く卵丘細胞が

膨潤していない)COCの割合は,コンディション培地濃度が

上昇するにつれて増加し　100%コンディショ　ン培地で培養

した時にはほとんどのCOCが, ±型を示した(表5-9)
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また　10M液滴に20個のCOCを培養して作成したコンデ

ィション培地を分子量3,000, 10,000および100,000以上を

除去する限外櫨過膜で櫨過し,それらの溶液を80%添加した

培地(<3,000画分区　<10,000画分区および<100,000画分

区)の10ド1液滴に各6個のCOCを入れ, 24時間培養L coc

の卵丘細胞の膨潤状態を観察した. +型cocの割合は,対照

区(新しい培地)において6.1%と著しく低い値を示したが,コ

ンディション対照区および,いずれのコンディショ　ン培地画

分区(<3,000画分区　<10,000画分区および<100,000画分

区)においても　50%前後のかなり高い値を示し,これらの

債は,対照区のその値に比べて有意に高かった.また,逆に,

i+型COCの割合は,対照区に比べて,コンディション対照

区および,いずれのコンディション培地画分区(<3,000画分

区　<10,000画分区および<100,000画分区)においても,有

意に低い値を示した(表5-12)　これらの結果から,卵丘細胞

はGVBD抑制因子と同時に,卵丘細胞の膨潤を抑制する因子

も放出していると推察された.

10汁l液滴に20個のCOCを培養して作成したコンディ　ショ

ン培地が,卵丘細胞の膨潤および核相の進行に及ぼす影響を

調べた実験5の結果より,コンディション培地濃度が上昇す

るにつれて,卵丘細胞の膨潤は抑制され,同時に　GVBDも

抑制された(表4-4,5-5,9).また,限外漣過を行なったコン

ディション培地が卵丘細胞の膨潤およびGVBD卵率に及ぼす

影響を調べた実験6においても,各コンディ　ショ　ン培地添加

区では,対照区に比べて卵丘細胞の膨潤は抑制され, GVBD
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も抑制された(表5-12).これらのことから, GVBD抑制因子

と卵丘細胞の膨潤を抑制する因子とは同一の物質と推定され

た.

このように, GVBD抑制因子は卵丘細胞の膨潤を抑制する

作用を有すること,第四章の実験2で　IOIAl液滴で20個以上の

COCを24時間培養すると, GVBDとともに卵丘細胞間ギャッ

プ結合の切断も抑制されたこと,およびラット(Chen et al.

1990)およびマウス(Eppig, 1982)卵子において卵丘細胞の

膨潤が抑制されることによって卵丘細胞間ギャップ結合の切

断が阻止されると報告されていることとを合わせて考察する

と　GVBD抑制因子は卵丘細胞の膨潤を抑制することによっ

て,ギャップ結合の切断を阻止し　GVBDを抑制していると

推察された.

卵丘細胞が膨潤するためには,ヒアルロン酸(Hyaluronic

acid)の合成が必要である(Salustrietal., 1989).そこで,

Chen et al.(1990)はヒアルロン酸合成阻害剤であるヘパリ

ン(heparin),6-ジアゾー5-オキソーL-ノルロイシン(6-diaz0-

5-oxo-L-norluecine)およびりリジンモノフオスフェイト

(uridine monophosphate)を添加した培地でマウスCOCを

培養し,卵丘細胞の膨潤が著しく抑制されることを示した.

したがって,ブタ卵丘細胞で生産され,培地に放出される

GVBD抑制園子は,ピアルロン酸合成抑制物質様物質である

可能性がある.

さらに,ヒアルロン酸を含む細胞外マトリックス(extra-

cellular matrix)の合成に卵丘細胞内アクチンが密接に関与
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している(Sutovsky et al., 1995).また,卵子の核相がGV

期で維持されるためには,透明帯を通過し,卵子の原形質膜

へ達する卵丘細胞の突起中のアクチンが豊富でなければなら

ない(Allworth　&　Albertini, 1993).これらのことから,ブ

タ卵丘細胞で生産されるGVBD抑制因子は卵丘細胞内アクチ

ンの合成および分布に関与し,卵丘細胞の膨潤およびギャッ

プ結合の切断が誘起されないように,アクチンを制御してい

る可能性がある.

COCをコンディション培地で48時間培養した時,卵丘細胞

の膨潤は抑制されたが,卵子はGVBDを誘起し,正常にMⅡ

にまで進行した(表5-10).また,コンディション培地中で48

時間培養したcocの卵細胞質内にルシファーイエローを注入

し,ギャップ結合の切断状態を調べた結果,全ての卵丘細胞

間および卵丘細胞一卵子間ギャップ結合は切断されていた(図

5-4).したがって,コンディショ　ン培地で48時間培養した

COCにおいては,卵丘細胞間および卵丘細胞一卵子問ギャッ

プ結合は切断され　GVBDが誘起され,減数分裂が正常に進

行したものと考えられる.さらに,卵丘細胞から培地中へ放

出されたGVBD抑制因子は,卵丘細胞の膨潤は抑制するが,

ギャップ結合の維持作用はないと推考された.

ギャップ結合はコネクシン(connexin)の6量体から構成さ

れており(Beyeretal., 1987;Risek etal., 1990),閉鎖

卵胞におけるギャップ結合消失時には,コネクシンRNAおよ

びコネクシン蛋白が減少するこ.とが報告されている(Wiesen

&　Midgley, 1994)したがって,コンディション培地で48時
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間培養した時,卵丘細胞の膨潤は誘起されずにほとんどの卵

子がMⅡに達した(表5-10)のは,コネクシンRNAの転写ある

いはコネクシン蛋白の合成がGVBD抑制園子によって抑制さ

れ,ギャップ結合の維持ができなくなり切断された可能性が

ある.
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要　約

(1) 10汁l液滴で1, 3, 6個のCOCを24時間培養した時の

GVBD卵率は60.8, 61.7および64.9%であったが, 20個お

よび40個のCOCを培養した時のそれはそれぞれ13.0および

6.8%であった.このことから　IOm-1液`滴で20個以上のCOC

を培養すると,卵子のGVBDは抑制されることが明確にされ

KB^B

(2)　培地の10抄l液滑に20個あるいは40個のCOCを24時間

培養した後,それらのCOCをIOOul液滴に移し,さらに24あ

るいは48時間培養した時　GVBDは正常に誘起され,減数分

裂は正常にMⅡにまで進行した.これらのことから, IOm-1液

滴で培養して, GV期で停止しているCOCは,明らかに正常

に減数分裂を進行させる能力を保持している,すなわち生存

COCであることが明らかにされた.

(3)　20個のCOCを10汁1液滴で24時間培養したコンディショ

ン培地の10M液滴で, 6個のCOCを24時間培養したところ,

GVBD卵率は　24.1%を示した.この値は,新しい培地の

10什1液滴で6個のCOCを培養した時の債(72.5%)に比べて著

しく低い値であった.これらのことから　cocから,培地中

へ卵子のGVBDを抑制する園子が放出されることが明確にさ

rS^Ej^^l

(4) lOul液滴で20および40個の裸化卵子を培養した時,

GVBDは抑制されなかったことから, cocが産生し培地中に

放出されるGVBD抑制因子は,卵丘細胞由来の物質と推定さ
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れた.

(5)　20個のCOCを24時間培養して作成したコンディション

培地の10M液滴で6個の裸化卵子を24時間培養した時の

GVBD卵率(66.7%)は高く,この値は　cocをコンディショ

ン培地中で培養した時のその値(24.1%)に比べて有意に高い

ものであった.したがって　GVBD抑制因子は卵丘細胞を介

して,卵子のGVBDを抑制していると考えられた.

(6)　20個のCOCを24時間培養して作成したコンディション

培地を-30℃の凍結処理あるいは56℃30分間および70℃1時

間の加温処理を施した後,これらの培地で10|xlの液滴を作成

し,その中で6個のCOCを24時間培養し,核相を調べた.そ

の結果,凍結処理区(22.5%), 56℃加温処理区(19.5%)およ

び70℃加温処理区(22.8%)のGVBD卵率は,対照区(新鮮な

コンディション培地でCOCを培養した区)のその値(24.1%)

とほとんど変らなかった.これらのことから　GVBD抑制因

子は　-30℃での凍結処理, 56℃30分間および70℃1時間の

加温処理で,破壊されない物質と考えられた.

(7)　20個のCOCを24時間培養して作成したコンディション

培地を分子量<3,000, <10,000, <100,000の限外波過膜で

漣過した画分を80%添加した培地で10nl液滴を作成し,その

液滴に各6個のCOCを24時間培養した時の卵子の核相を調べ

た・対照区(新しい培地でCOCを培養した区)のGVBD卵子の

割合(78.1%)は,コンディション対照区(限外波過していな

いコンディション培地でCOCを培養した区), <3,000画分区,

<10,000画分区および<100,000画分区のその値(50.7
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41.0, 45.9, 56.0%)に比べて,有意に高い値を示した.こ

のことから　GVBD抑制因子は分子量3,000以下の物質であ

ると推定された.

(8)　20個のCOCを24時間培養して作成したコンディション

培地を0,50,100%含む培地の10nl液滴で, 6個のCOCを24

および48時間培養し,卵丘細胞の膨潤状態を調べた.±型(全

く卵丘細胞が膨潤しない)COCの割合は,コンディション培

地濃度が上昇するにつれて増加し　100%コンディ　ショ　ン培

地で培養した時には,ほとんどのCOCが±型を示した(24時

間　99.0%;48時間　97.1%).これらのことから,卵丘細

胞で合成されるGVBD抑制因子は,卵丘細胞の膨潤をも抑制

するものと考えられた.

(9)以上の結果から　GVBD抑制因子は,卵丘細胞で合成

され,培地中へ放出されることが明確にされた.また,この

因子は凍結および加温処理に対して安定であり,分子量

3,000以下の物質と推定された.さらに,この因子は卵丘細

胞の膨潤をも抑制することが明らかにされた.
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第六章　卵核胞崩壊(GVBD)を抑制して培養したブタ卵胞卵

子の体外受精

第一節　序　論

Funahashi et al.(1994b)は,様々な濃度にNaClを添加し

た成熟培地でブタ卵丘細胞卵子複合体(COC)を通常に成熟培

養し(卵核胞崩壊[GVBD]を抑制せずに48時間継続して培養

する方法),体外受精に供した.その結果　NaCl濃度が減少

するにつれて精子侵入卵率および雄性前核形成率は上昇し,

逆に多精子侵入卵率は低下する傾向を示したが,最も低い多

精子侵入卵率の得られた区においても　50%とかなり高い値

であったことを報告した.

Suzuki et al.(1994)は,通常に成熟培養したブタCOCを用

いて,受精培地に添加する緩衝剤が精子侵入卵率に及ぼす影

響を検討し,受精培地に緩衝剤であるへペス(Hepes)を用い

た場合　0.7%であった精子侵入卵率は緩衝剤としてH2C03

を添加することによって69.0　にまで上昇したが,この時の

多精子侵入卵率は89.7%と非常に高い値であったことを報告

した.

さらに　Wang et al. (1995)は,通常に成熟培養したブタ

COCを用いて,完全合成培地での卵子の体外受精を試み,ポ

リビニルアルコール(polyvinylalcohol)添加mBO培地を受

精培地として用い,約80%という高い精子侵入卵率と高い多

精子侵入卵率(41%)を報告した.

このように,通常に成熟培養したブタCOCを用いて体外受
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精を行うと,精子侵入卵率および多精子侵入卵率とも高く,

正常受精卵子はほとんど得られない.したがって,より多く

の正常受精卵子が得られるブタ卵子の体外成熟系を確立する

ことは極めて重要である.

一方　Fulka et al.(1986)は未成熟ブタ卵子を培養開始時

から,蛋白合成阻害剤であるシクロへキシミド(cyc10-

heximide)添加培地で培養すると　GVBDは完全に抑制され

るが,培養開始12時間後までシクロへキシミド無添加培地で

培養した後, 24時間後までシクロへキシミド添加培地で培養

すると, 46%の卵子がGVBDを誘起することを報告した.こ

のことは,通常の培養条件で培養され　GVBDを誘起するブ

タ卵子は,培養開始12時間後までに合成される蛋自しか有し

ていないことを示す.上述した通り,通常の方法で成熟させ

た卵子を体外受精に供しても,正常受精卵率が極めて低い理

由はこの蛋白合成が関係していることも考えられる.したが

って, GVBDが誘起されるまでに通常の成熟培養で合成され

る以上の蛋白を合成させると卵子の成熟は十分に行われ,高

い正常受精卵率が得られる可能性がある.

前章の実験において　10nl液滴で20個以上のCOCを24時

間培養したところ,卵子のGVBDが抑制された.その後これ

らのCOCを1001*1液滴に移し,さらに24時間培養すると,正

常にMIIにまで進行した.すなわち　IOiU液滴で20個以上の

COCを培養すると,核相はGV期で停止した状態で卵子の蛋

白合成が24時間行なわれ,その後, GVBDは誘起され, MⅡ

に達したと考えられる.したがって　IOh-1液滴でGVBDを抑
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制し,その後成熟させる方法は,卵子を十分に成熟させ,よ

り多く、の正常受精卵子を生産出来る可能性がある.

本章では, IOm-1液滴で培養L GVBDを抑制させたCOCを

さらに培養して成熟させ,体外受精させた時,高い正常受精

卵率が得られるか否かを調べる目的で行った.

実験1では10卜l液滴で培養し,さらに100什l液滴で培養し

たCOCを用いて,受精培地に添加するウシ大卵胞液が精子侵

入卵率および正常受精卵率に及ぼす影響を,実験2では10M-1

液滴で培養し,さらに100nl液滴で培養したCOCを用いて,

精子回収時の遠心力が精子侵入卵率および正常受精卵率に及

ぼす影響を検討した.さらに,実験3では10汁l液滴で培養し

たcocを1001*1液滴に移す時に用いる成熟培地に添加したウ

シ大卵胞液が,精子侵入卵率および正常受精卵率に及ぼす影

響を調べた.最後に,実験4として　10(Jtl液滴で培養し,さ

らに100nl液滴で培養したCOCに様々な精子濃度で媒精し,

媒精濃度が正常受精卵率に及ぼす影響を調べた.
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第二節　材料および方法

卵巣の採取と運搬および卵胞卵子の検卵は第二章の方法に

準じて行なった.また,卵胞卵子の採取は,第五章の方法と

同様に行った.

'J/シ大仰m誹一の採ik

食肉処理場で採取したウシ卵巣を0.85%生理食塩水

(0.1mg/mlカナマイシンを添加し,オートクレーブをかけた

もの)に浸漬して,約30℃で研究室に持ち帰った.その卵巣

の直径15mm以上の正常な卵胞から10mlシリンジおよび21G

注射針を用いて,卵胞の内容物を吸引し　50mlプラスチック

遠沈管に入れ　2,200×g, 5℃で15分間,遠心分離して,撹

粒層細胞および卵子を沈澱させた.上澄を56℃, 30分間の非

働化処理を行った後,使用時まで-80℃で保存した.

結/蝣{-,くi/l伸幸　Wftwfを艇o」率およこtll:甘受ttw-fi&n#

末膨化精子頭部,膨化精子頭部あるいは雄性前核のいずれ

かが,精子尾部とともに観察された卵子を,精子侵入卵子と

判定した.また,前核の周辺に,尾部が確認された前核を雄

性前核とし,円形の第2極体とともに2つ以上の前核が確認さ

れた時,少なく　とも1つの前核は雄性前核と判定した.さら

に,雌性前核と雄性前核を1つずつ有する卵子を正常受精卵

子と判定した.
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実験1受精培地に添加するウシ大卵胞液がブタ卵胞卵子へ

の精子侵入卵率および正常受精卵率に及ぼす影響

10|il液滴に20個のCOCを入れ, 24時間培養した後,それ

らのCOCを100Mの液滴に各20個入れ,さらに24時間培養し

た.成熟培地は,第三章と同じ組成の培地を用いた.

精液はゲッチンゲン系雄ミニブタから手圧法により3重ガ

ーゼで覆った100mlビーカー内に採取した.その精液を直ち

に研究室に持ち帰り,一部の精液で運動性を確認した.残り

全ての精液は50mlプラスチック遠沈管に移し, 20℃で18時

間放置した・その後　400×g, 37℃で10分間遠心分離して,

腸様物を沈澱させ,上澄を再度700×g, 37℃で5分間遠心分

離し,運動精子を沈澱させた.上澄みを捨てImg/mlウシ

血清アルブミン(bovine serum albumin,BSA,ナカライ)蘇

加pBSを3ml添加し　700×g, 37℃で5分間の遠心分離を2

回繰り返し,精子を洗浄した.さらに,受精培地を1ml添加

し　700×g, 37℃で5分間遠心分離し,精子運動機能解析装

置(HTM IVOS Motility Analizer, HAMILTON THORN

RESEACH)を用いて精子濃度を測定した.その後,受精培地

を用いて希釈　して,最終精子濃度が1×105および

10　sperm/mlとなるように,成熟培養されたCOCを含む受精

培地に導入して媒精した.媒精6時間後,卵子を発生培地に

移し,さらに18時間培養した.受精培地には　3.05mMグル

コース, 2.92mM乳酸カルシウム　0.91mMピルビン酸ナト
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リウム　5mMカフェイン, 50汁g/mlゲンタマイシンを添加し

たTCM-199に,さらに0%, 10%, 20%, 50%および70%ウ

シ大卵胞液を加えて用いた・ウシ大卵胞液を添加しない区(大

卵胞液0%区)の成熟培地には, 10%　FCSを添加し対照区とし

た.発生培地には　50|xg/mlゲンタマイシンおよび10%FCS

を添加したTCM-199を用いた.培養終了後,ピペッティ　ン

グにより卵丘細胞を除去し,第三章の方法に準じて卵子を固

定・染色して,精子侵入卵率,雄性前核形成率,多精子侵入

卵率および正常受精卵率を調べた.

実験2　精子回収時の遠心力がブタ卵胞卵子の精子侵入卵率

および正常受精卵率に及ぼす影響

成熟培養および精液の採取は,実験1と同様に行なった.

採取した精子を20℃で約18時間放置した後, 3等分した.義

初の精液は400×gで10分間遠心分離して,腰様物を沈澱さ

せ,その上澄みを700×gで5分間遠心分離し,運動精子を沈

澱させた・この区を700×g区とした・ 2番目の精液は700×g

で10分間遠心分離して,腰様物を沈澱させ,その上澄みを

1200×gで5分間遠心分離し,運動精子を沈澱させた.この

区を1200×g区とした, 3番目の精液は1200×gで10分間遠

心分離して,腸棟物を沈澱させ,その上澄みを1700×gで5

分間遠心分離し,運動精子を沈澱させた.この区を　1700×

g区とした.

次に,上澄みを捨て, BSA添加pBSを3ml添加し1700×g,

5分間の条件で遠心分離を2回繰り返し,精子を洗浄した.さ
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らに,受精培地を1ml添加し, 1700×gで5分間遠心分離した.

遠心分離は,全て37℃の条件で行った.その後,精子運動機

能解析装置を用いて精子濃度を測定し,受精培地を淘いて希

釈して, 1×105および10-sperm/mlの精子濃度で媒精した.

媒精6時間後,卵子を発生培地に移し,さらに18時間培養し

た.受精培地には　3.05mMグルコース　2.92mM乳酸カル

シウム　0.91mMピルビン酸ナトリウム　5mMカフェイン,

50|Ag/mlゲンタマイシンおよび10%FCSを添加したTCM-

199を用いた.発生培地には,実験1と同じ組成の培地を用い

た.培養終了後,ピペッティ　ングにより卵丘細胞を除去し,

固定・染色して,精子侵入卵率,雄性前核形成率,多精子侵

入卵率および正常受精卵率を調べた.

実験3　成熟培地に添加するウシ大卵胞液がブタ卵胞卵子の

精子侵入卵率および正常受精卵率に及ぼす影響

第三章と同じ成熟培地の10ill液滴に20個のCOCを入れ24

時間培養した.そして,10 IU/ml hCG, 10 IU/ml PMSG

l汀g/ml 17βエストラジオール,0.75mMシステイン(片山化学

工業)を添加したTCM-199に0, 10, 20%ウシ大卵胞液を加

えた培地の100柊1の液滴にCOCを移し,さらに24時間培養し

た・ウシ大卵胞液を添加しなかった培地(大卵胞液0%区)には,

10%FCSを添加して用いた.

精液の採取,回収,洗浄および卵子の発生培養は実験1の

方法で,媒精は実験2の方法と同様に行なった.培養終了後,

ピペッティ　ングにより卵丘細胞を除去し,固定・染色して,
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精子侵入卵率,雄性前核形成率,多精子侵入卵率および正常

受精卵率を調べた.

実験4　媒精時の精子濃度が精子侵入卵率および正常受精卵

率に及ぼす影響

成熟培養の方法は実験3と同様に行ない,成熟培地に添加

するウシ大卵胞液の濃度は　10%とした.精液は, 2頭の異

なる雄ミニブタ(18ケ月齢の雄ブタAおよびB)から採取し,

実験1と同様に精子の洗浄を行った.ウシ大卵胞液を10%添

加した受精培地を用いて,雄ブタAにおいては最終精子濃度1

×106　　×10　　×10s X104および1×104sperm/mlで,

雄ブタBにおいては最終精子濃度5×10　　　×10　　　×10

1×105および5×104sperm/mlでそれぞれ成熟培養卵子に媒

精した.発生培養は実験1と同様に行った.培養終了後,ピ

ペッティングにより卵丘細胞を除去し,固定・染色して,精

子侵入卵率,雄性前核形成率,多精子侵入卵率および正常受

精卵率を調べた.
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第3節　結　果

実験1　受精培地に添加するウシ大卵胞液がブタ卵胞卵子へ

の精子侵入卵率および正常受精卵率に及ぼす影響

1×10-sperm/mlの精子濃度で媒精した場合,いずれの区

(卵胞液0, 10, 20, 50, 70%区)においても　90%以上の著

しく高い精子侵入卵率を示した.特に,卵胞液20および50%

区の精子侵入卵率は100%を示した(表6-1).しかし,卵胞液

0%区の精子侵入卵率と20および50%区のその値との間,

70%区の精子侵入卵率と10, 20および50%区のそれとの間

には有意差が認められた.

1×10　sperm!mlの精子濃度で媒精した時の雄性前核形成

率においては,卵胞液20および50%区でかなり低い値を示し,

これらの値と他の区(卵胞液0, 10, 70%区)の値との間には

有意差が認められた.

また, 1×10-sperm!mlの精子濃度で媒精した時の多精子侵

入卵率は全ての区で著しく高い債を示し,特に0, 10, 20お

よび50%区の多精子侵入卵率は100%であった. 1×106

sperm/mlの精子濃度で媒精した時の正常受精卵率はいずれ

の区においても0%であった.

1×103sperm/mlの精子濃度で媒精した場合,卵胞液0%区

の精子侵入卵率に比べ　10%区の借は有意に高かった.また,

卵胞液添加濃度が高くなるにつれて,精子侵入卵率は次第に

減少した.

1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した時の雄性前核形成
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表6-1受精培地に添加するウシ大卵胞液が精子侵入卵率および

正常受精卵率に及ぼす影響

精子濃度　卵胞液　供試

(sperm　　　濃度　　卵数

ノ叫　　(%)

精子侵入卵子[%】 (%)

総数　　雄性前核　多精子　　正常受精

形成卵数　侵入卵数　　卵数

10

1× 10　　　　20

6763

[94.0]ab

6968

[98.6]be

6969
【100,0]C

70　　　　70

【100.0]

63

17　　　　　63

(27.0)　(100. 0)

27

(39.7)a　(100.0)a

69969

(13.0)(100.0)

970

(12.9)(100.0)

70

57

[90.5]'16

(28.1)'55

(96.5)66　　　　43

[65.21

10

1 × 10J　　　20

62　　　　51

[82.3]

m
56L ab
[74.7]

3320

(46.5)ab33

(76.7)ab
2642

(51.0)(82.4)a

42

2444

5

[7.6] ab(ll.6) ab

^

[4.8] a (5.9)'

5

(42.9)' (78.6)ab [6.7]ab(8.9)a

48

[64.0];313112

(64.6)-(64.6)D[16.0]b(25.0)b
21

[34.4]'(33.3)'13

(61.9)ab[3.3]吾(9.5)ab

[]供試卵数に対する割合

日精子侵入卵数に対する割合

a, b, c　各精子濃度で媒精した時の各縦列内の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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率は,卵胞液50%区で,最高値を示した. 1×10　sperm/ml

の精子濃度で媒精した時の多精子侵入卵率は,最も高い精子

侵入卵率を示した卵胞液10%区において最高値を示した.ま

た, 1×105sperm!mlの精子濃度で媒精した時の正常受精卵

率は,供試卵数に対する割合では卵胞液50%区において比較

的高い値を示し,その値と10%区および70%区の値との差は

有意であり,精子侵入卵数に対する割合で示した正常受精卵

率では,卵胞液50%区の値が10%区および20%区の借より有

意に高かった.

実験2　精子回収時の遠心力がブタ卵胞卵子の精子侵入卵率

および正常受精卵率に及ぼす影響

1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した場合,いずれの遠

心力区間においても精子侵入卵率に有意差は認められなかっ

た(表6-2)　雄性前核形成率は,遠心力が強くなるにつれて

減少し,遠心力700×g区および1700×g区との間に有意差が

認められた.多精子侵入卵率および正常受精卵率においては,

いずれの区間にも有意差は認められなかったが,正常受精卵

率は全ての区において　10%以上の高い値を示した.

1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した場合,精子侵入卵

率は精子回収時の遠心力が強くなるにつれて有意に減少した.

雄性前核形成率も,同じ傾向を示したが,いずれの区間(700

×g区　1200×g区　1700×g区)にも有意差は認められなか

った.さらに,多精子侵入卵率においても,精子回収時の遠

心力1700×g区において, 700および1200×g区に比べて有
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表6-2精子回収時の遠心力が精子侵入卵率および正常受精卵率に及ぼす影響

lI'/ j'SiM

(sperm

・ Illl)

精子回

収時の

遠心力

(×g)

供試

卵数

精子侵入卵子[瑚(%)

総数　　雄性前核　多精子　　正常受精

形成卵数　侵入卵数　　　卵数

700　　　108

1 × 1OU　1200　106

1700　　　107

6947

[63.9](68.1)

71,

[67.0]'39

(54.9)ab
ffl

[69.2] ' 蝣-蝣)2-ト

42.

(60.9)'14

[13.0]a(20.3)

50

(70.4)'10

[9.4]a(14.1)a

4711
(63.5)'[10.3]a(14.9)a

70011267,

[59.8]41ォ

(61.2)40

(59.7)'18a

[16.1]a(26.9)

1×10-120010948b2727

[44.0](56.3)(56.3)a[10.1]ま1
b(22.9)a

17009618(

[18.8](50.0)(22.2)[6.3]b(33.3)a

[]供試卯数に対する割合

日精子侵入卵数に対する割合

a, b, c　各精子濃度で媒精した時の各縦列内の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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意に低い債を示した.正常受精卵率は,いずれの区も23-

33%とかなり高い値を示したが,有意な差は認められなかっ

た.

実験3　成熟培地に添加するウシ大卵胞液がブタ卵胞卵子の

精子侵入卵率および正常受精卵率に及ぼす影響

1×10-sperm/mlの精子濃度で媒精した場合,精子侵入卵

率は卵胞液濃度が高くなるにつれて,徐々に低下したが,有

意な差は認められなかった(表6-3)　また, 1×10　sperm/

mlの精子濃度で媒精した時の雄性前核形成率においても,い

ずれの区間にも有意な差は認められなかったが,卵胞液10%

区がかなり高い値を示し,この区の多精子侵入卵率は最も低

かった.この債と, 0%区の多精子侵入卵率との差は有意であ

った.

1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した時の,正常受精卵

率は,供試卵数に対する割合においても,精子侵入卵数に対

する割合においても,卵胞液10%区で,最高値を示し,これ

らの値は0%区のそれらの債に比べて有意に高かった.

1×10　sperm!mlの精子濃度で媒精した場合,卵胞液10%

区において,最も高い精子侵入卵率を示し,この値は　20

区のその値に比べて有意に高かった. 1×103sperm/mlの精

子濃度で媒精した時の雄性前核形成率は,卵胞液10%および

20%区が, 0%区に比べて著しく高く,卵胞液10%区と0%区

との差は有意であった.また, 1×10　sperm/mlの精子濃度

で媒精した時の多精子侵入卵率は卵胞液10%および20%区が,
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表6-3成熟培地に添加するウシ大卵胞液が精子侵入卵率および

正常受精卵率に及ぼす影響

精子濃度　　卵胞液　供試

(sperm　　　濃度　卵数

ノ叫　　(%)

精子侵入卵子[%】 (%)

総数　　雄性前核　　多精子　　正常受精

形成卵数　侵入卵数　　　卵数

114

1×10'　10　　112

20　　　1 08

826263

[71.9](75.6)(76.8)

74

[66.1]60.

(81.1)'43,

(58.1)70　　　　　　55

[64.8]　(78.6) '

47

(67.1)ab

102594045

[57.8](67.8)(76.3)

1×10-1010971

[65.1]60,

(84.5)37

(52.1)2012052

[43.3]43

(82.7)ab22

(42.3)

[11講15.9)

24,

[21.4]b(32.4)

18
[16.7]ab(25.7)>ab

9

[8.8] a (15.3)

27

[24.8] b (38.0)

27

[22.5] b(51.9) b

日供試卵数に対する割合

日精子侵入卵数に対する割合

a,b　各精子濃度で媒精した曙の各縦列内の異文字間に有意差あり(P<0.05)
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0%区に比べて著しく低い値を示し,これらの差は有意であっ

た.

1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した場合,供試卵数に

対する正常受精卵子の割合においては　10%添加区が最高値

を示し,この値は0%区に比べて有意に高かった.精子侵入卵

数に対する正常受精卵子の割合においては,卵胞液濃度が上

昇するにつれて増加し,卵胞液10および20%区の正常受精卵

率と0%区のその債との間には有意な差が認められた.

実験4　媒精時の精子濃度が精子侵入卵率および正常受精卵

率に及ぼす影響

雄豚Aの精子を様々な濃度で　10　卵胞液添加受精培地を

用いて,媒精した時の卵子の精子侵入卵率および正常受精卵

率を調べ,表6-4に示した. 1×106および5×105sperm/ml

の精子濃度で媒精した時,ほぼ全ての卵子に精子が侵入して

いたが,精子濃度が減少するにつれて,精子侵入卵率は有意

に低下した.

雄豚Aの精液を用いた時の,雄性前核形成率は,比較的低

い精子濃度区(1×10　　×10　　×104sperm/ml区)にお

いて,高い値を示し,これらの値は, 5×10　sperm/ml区の

値に比べて有意に高かった.精子侵入卵率が著しく高かった

精子濃度1×106および5×10　sperm/ml区においては,全て

の卵子が多精子侵入卵子であり,精子濃度が減少するにつれ

て,多精子侵入卵率も有意に低下した.

雄豚Aの精液を用いた場合,精子濃度1×106および5×105
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表6-4　雄ブタAおよびBの精子を用いて様々な精子濃度で媒精した時の

精子侵入卵率および正常受精卵率

精子濃度　　　供試

(sperm　　　卵数
/I叫)

精子侵入卵子[%] (%)

総数　　雄性前核　　多精子　　正常受精

形成卵数　侵入卵数　　　卵数

雄

ブ

タ

A

の

精

子

efc

ブ

タ

B

の

精

子

1×106

5×105

1×105

4

5×10

1×104

20

Ill

137

136

130

5×10(　　　90

1×106

5×105

1×105

5×104

12066

[100.0](55.0)ab120

(100.0)0

[0.0]a(0.0)110

[99.1]49

(44.5)'110

(100.0)[0.0]a(0.0)al12

[81.8]79

(70.5)C89

(79.5)19

[13.9]b(17.0)

77

[56.6]52

(67.5)加47

(61.0)24

[17.6]b(31.2)

24

[18.5]21

(87.5)'16

(29.2)[12.3]b(66.7)86　　　　　58

[95.6]　(67.4)

95

[100.0]

69

(72.6)

10186

[100.0](85.1)

品C品ab

69

(80.2)[ll.1]aD(ll.6)

10ab

88,

(92.6)[5.3]~(5.3)

品[18品8.8)

.^^^^^^^^^^Bl筒
(16.7)[16.5]b(62.5)

[3.4] (100.0)ab (33.3)ac [2.3]C(66.7)C

日供試卵数に対する割合

( )精子侵入卵数に対する割合

a,b, c,d　各雄ブタの精子で媒精した時の各縦列内の異文字間に有意差あり
伊<0.05)
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sperm/ml区では,正常受精卵子は全く観察されなかったが,

それ以外の区(1×10　sperm/ml区, 5×104sperm/ml区, 1

×104sperm/ml区)ではかなり高い割合で観察された.特に,

供試卵数に対する割合では,精子濃度5×104sperm/ml区で

最高値を示した.しかし,精子侵入卵数に対する正常受精卵

率では,精子濃度が低下するにつれて,・有意に上昇し,精子

濃度1×10　sperm/ml区では,著しく高い値(66.7%)を示し

た.

雄豚Bの精子を用いて媒精した時の精子侵入卵率,雄性前

核形成率,多精子侵入卵率および正常受精卵率を表6-4に示

した・精子濃度5×10　　×10　　×10-sperm/ml区の精

子侵入卵率は,いずれも, 95%以上の値を示したが,それ以

下の精子濃度区(1×105sperm/ml区, 5×104sperm/ml区)

の精子侵入卵率は著しく減少した.

雄豚Bの精子を用いた時の雄性前核形成率は,すべての区

で　　65　以上の　値を示　した.特に,精子濃度5×

10　sperm/ml区の雄性前核形成率は高く,この値は, 5×

106および1×10-sperm/ml区の値に比べて有意に高かった.

雄豚Bの精子を用いた時の多精子侵入卵率は精子濃度1×

10　sperm/ml区において最高値を示し,この値と5×106お

よび5×10　sperm/ml区の値の間には有意差が認められた.

また,精子侵入卵率の低かっ　た1×105および5×104

sperm/ml区の多精子侵入卵率は低かった.

雄豚Bの精子を用いた時の供試卵数に対する正常受精卵率

では,精子濃度5×105および1×10　sperm/ml区が比較的高
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い値を示し,これらの値と1×10　sperm/ml区の正常受精卵

率との間には有意差が認められた.精子侵入卵数に対する正

常受精卵子の割合においては,精子侵入卵率の低かった精子

濃度1×105および5×10　sperm/ml区で極めて高い値

(62.5　　66.7%)を示し,これらの値は,他の区のその値に

比べて有意であった.
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第四節　考　察

受精培地に添加するウシ大卵胞液がブタ卵子の精子侵入卵

率に及ぼす影響を検討した実験1において, 1×10　sperm/ml

の精子濃度で媒精した時の卵胞液10%区の精子侵入卵率は

0%区に比べて有意に高く,それ以上添加卵胞液濃度が高くな

ると,精子侵入卵率は徐々に減少した(表6-1).このことか

ら,ブタ卵子の体外受精において,受精培地に添加するウシ

大卵胞液の濃度は10%が適当と考えられた.

Ghetler et al.(1990)は,ヒト卵胞液を50%添加した前培

養培地で15分間培養したと　卜精子を卵子に媒精すると,卵胞

液無添加培地で前培養した対照区の精子に比べて,有意に高

い精子侵入卵率を示したことを報告した.本実験では精子の

前培養は行なわずウシ大卵胞液を添加した受精培地を用いて,

1×103sperm!mlの精子濃度で受精させた.卵胞液10%区の

精子侵入卵率は, 0%区に比べて有意に高い値を示した(表6-

1).このことは,受精培地に添加したウシ大卵胞液が,卵子

への精子侵入を即効的に促進させたことを示す.すなわち,

ウシ大卵胞液がブタ精子の侵入能を向上させる作用は即効性

であるものと考えられた.

受精培地に添加した卵胞液がブタ卵子への精子侵入卵率に

及ぼす影響を検討した実験では(実験1),卵胞液としてウシ

卵胞由来のものを使用した.したがって,卵子および精ノ子の

種と異なる種の卵胞液を受精培地に添加したことになる.し

かし, 1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した時,卵胞液

10%添加区では,対照区に比べて精子侵入卵率は著しく上昇
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した(表6-1)　このことは,ウシ大卵胞液が,ブタ精子の侵

入卵率を上昇させることを示す　Siegel &　Graczykowski

(1991)も　8mm以上のブタ卵胞から採取した卵胞液を前培

養培地に25および50%となるように添加し,その培地でヒト

精子を前培養し,ヒト卵子に媒精すると,卵胞液無添加区に

比べて有意に高い精子侵入卵率を示したことを報告した.し

たがって,体外受精に用いる卵子および精子と,受精培地に

添加すると精子の侵入能を上昇させる卵胞液の因子には種特

異性はないものと推察される.

モルモットおよびウサギにおいては,完全に先体反応を起こ

した精子でも,卵子の透明帯と接着できる(Fleming　& Yana-

gimachi, 1982;Kuzan et al., 1984)が,ブタ,マウスお

よびハムスターにおいては,完全に先体反応を起こした精子

は卵子の透明帯に接着できない(Saling　&　Storey, 1979

Bleiletal., 1988)ことから　Funahashi&Day(1993)は,

高濃度のブタ卵胞液はブタ精子の先体反応を著しく促進させ

るため,精子の透明帯への接着が抑制され,その結果として,

精子侵入卵率を低下させると結論した.

実験1の1×10^sperm/mlの精子濃度で媒精した時,受精培

地に添加するウシ大卵胞液10%添加区では,対照区に比べて

精子侵入卵率は有意に上昇したが,それ以上卵胞液濃度が高

くなると,徐々に精子侵入卵率は低下した(表6-1)　この精

子侵入卵率に及ぼす卵胞液濃度の影響を上述のFunahashi　&

Day(1993)の結論をもとに考察すると,受精培地に添加する

ウシ大卵胞液は低濃度で用いるとブタ精子の受精能獲得を誘

154



起させる程度の作用で精子侵入卵率を上昇させるが,高濃度

ではブタ精子の完全な先体反応を短時間に誘起するため,精

子侵入卵率が低下したものと推察される.

一般に,体外受精に用いるブタ精子洗浄時の遠心力は,

250×g(Zheng&Sirard, 1992), 400×g(Nagai et al.

1984;加野ら1993), 500×g(Ocampo et al.,1994), 800

×g(Behalova et al.,1993), 1000×g(Mattioli et al.

1989), 1200Xg (Coy et al., 1993; Martinez et al

1993;Funahashi et al., 1993;Suzuki et al., 1994)

が使用されている.

実験2において,精子回収時の遠心力700×g区は,まず

400×gで腰様物を取り除き,その上澄みを700×gで遠心し

て精子を回収し　1700×gで精子を洗浄した区である.精子

回収時の遠心力1200×g区は,まず700×gで腰様物を取り除

普,その上澄みを1200×gで遠心して精子を回収し　1700×

gで精子を洗浄した区である.さらに,精子回収時の遠心力

1700×g区は,まず1200×gで腰様物を取り除き,その上澄

みを1700×gで遠心して精子を回収し　1700×gで精子を洗

浄した区である.つまり,遠心力700×g区の精子は, 400×

gから700×gまでの遠心力で沈殿する精子であり,遠心力

1200×g区の精子は, 700×gから1200×gまでの遠心力で沈

殿する精子であり,遠心力1700×g区の精子は　1200×gか

ら1700×gまでの遠心力で沈殿する精子である.

精子回収時の遠心力が精子侵入卵率に及ぼす影響を調べた

実験2において, 1×10-sperm/mlの精子濃度で媒精した時は,
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いずれの区(700×g区, 1200×g区および1700×g区)におい

ても60%以上の高い精子侵入卵率を示し,各区間に有意差は

認められなかったが, 1×10　sperm/mlで媒精した時は,逮

心力が強くなるにつれて,精子侵入卵率は有意に低下した(表

6-2)　したがって,より強い遠心力で沈澱される精子ほど,

卵子へ侵入する能力が劣ると推察された.

実験3における1×10-sperm/mlの精子濃度で媒精した場合,

成熟培地に添加する卵胞液の濃度が上昇するにつれて,精子

侵入卵率は徐々に低下した.また, 1×10　sperm/mlで媒精

した時の卵胞液20%区の精子侵入卵率は著しく低かった.こ

の値は他の区(卵胞液oおよび10%区)のそれに比べて有意に

低い値であった(表6-3)　このことは,比較的高い濃度のウ

シ大卵胞敢(20%)を添加した成熟培地で卵子を成熟培養した

後,媒精すると,精子侵入卵率が低下することを示している

が,この理由は明らかでない.

1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した実験3の雄性前核形

成率は,卵胞液10および20%区が0%区に比べてかなり高い

値を示し, 1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した時も,那

胞液10および20%区の雄性前核形成率は, 0%区に比べてか

なり高い値を示し,卵胞液0%区と10%区との間には有意差

が認められた(表6-3)　これらのことから,成熟培地に添加

するウシ大卵胞液は,雄性前核形成を促進する,すなわち卵

子の細胞質の成熟を促進すると考えられた.

精子濃度が卵子への-精子の侵入に及ぼす影響を調べた実験

4において,雄ブタAおよび雄ブタBのいずれの精液を用いた
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場合においても精子侵入卵率が上昇するにつれて,多精子侵

入卵率も増加した(表6-4)　このように,精子侵入卵率が上

昇すれば,多精子侵入卵率も増加するので,多精子侵入が抑

制されたか否かを調べる場合,精子侵入卵率がほぼ同じ値を

示す区間で比較しなくてはならない.

成熟培地に添加するウシ大卵胞液が卵子の精子侵入卵率お

よび正常受精卵率に及ぼす影響を調べた実験3における1×

10-sperm/mlの精子濃度で媒精した場合,精子侵入卵率はい

ずれの区(卵胞液0%区　10%区および20%区)もほぼ同じ値

を示したが,その時の多精子侵入卵率は,対照区(卵胞液0%

区)に比べて,卵胞液10%区および20%区でかなり低い値を

示し,対照区と10%区の間には有意差が認められた.また,

1×10　sperm/mlの精子濃度で媒精した時の精子侵入卵率は

対照区に比べて,卵胞液10%区でかなり高い債を示したにも

かかわらず,多精子侵入卵率は,対照区(76.3%)に比べて,

卵胞液10%区(52.1%)で有意に低い値を示した(表6-3)こ

れらの結果から,成熟培地に添加するウシ大卵胞液は,卵子

の多精子拒否反応を誘起する能力を上昇させる,すなわち,

成熟培地に添加するウシ大卵胞液は,卵子の細胞質の成熟を

促進すると推察された.

雄ブタAおよびBの精液を用いて体外受精を行い媒精時の精

子濃度が精子侵入卵率に及ぼす影響を調べた実験4において,

1×103sperm/mlの精子濃度で媒精した時の雄ブタAの精子

侵入卵率は81.8%,雄ブタBのそれは26.4%であった.また,

5×104sperm/mlの精子濃度で媒精した時も,雄ブタAの精
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子侵入卵率は56.6%　雄ブタBのそれは3.4%であり,雄ブタ

Bを用いた時が著しく低い精子侵入卵率を示した(表6-4).こ

れらのことから,精液を採取するブタ個体によって,体外受

精時の精子侵入卵率は異なることが明らかにされた.

ブタ体外受精において,精液を採取する雄ブタによって,

精子侵入卵率が異なることはNagaieta/.(1988), Wang e?

a/.(1991), Vazquez et al.(1993), Wang et al.(1995)に

よっても報告されている.

前述した通り,多精子侵入が抑制されたか否かを調べる場

合,精子侵入卵率がほぼ同じ値を示す区間で比較しなくては

ならない.そこで,実験4の精子侵入卵率が90%以上の区の

多精子侵入卵率を雄ブタAを用いた場合と雄ブタBを用いた場

合とで比較した.雄ブタAでは,精子侵入卵率が100%および

99.1%を示した精子濃度1×106および5×10　sperm/ml区に

おいて,多精子侵入卵率はそれぞれ100および100%であった.

雄ブタBを用いた場合,精子侵入卵率が95.6%,100%および

100%を示した精子濃度5×10　　　×106および5×105

sperm/ml区の多精子侵入卵率はそれぞれ80.2, ′92.6,

78.2%であった(表6-4)　これらの結果は雄ブタAの精子より

雄ブタBの精子が,多精子侵入の起こり難い精子であること

を示している,すなわち,雄ブタBの精子が,卵子の多精子

拒否反応を起こし易い精子であることを示す.このようにブ

タ個体によって媒精後の多精子侵入卵率に違いがあることを

明らかにした報告は他には見当たらない.

多精子拒否反応は精子と卵原形質膜との融合により,精子
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内の細胞質因子が,卵細胞質内に放出され　Ca2+オスシレー

ション(oscillation)が起こり,それによって表層額粒が放出

されることによって誘起される(Cuthbertson&Cobbold

1985 ; Fissore et al., 1992 ; Sun et al., 1992 ; Ben-

Yosef et al., 1993;Kline&Kline, 1992).さらに,精子

の細胞質因子を成熟卵子にマイクロインジェクショ　ンするこ

とにより　Ca2+オスシレーションが誘起されることが,マウ

ス,ハムスター(Swann, 1990, 1992,1994)およびと卜

(Homa&Swann, 1994)で報告されている.

本実験において,雄ブタAの精子より雄ブタBの精子が,多

精子侵入の起こし難い精子,すなわち,多精子拒否反応能の

高い精子であったことは,精子を採取する個体によって,精

子のCa2+オスシレーションを誘起させる細胞質因子が量的あ

るいは質的に多いことによって　Ca2+オシレーション,表層

額粒の放出,さらに多精子拒否反応が強く現われた可能性が

ある.

一般的にブタの体外受精においては,精子侵入卵率が高く

なると,多精子侵入卵率も高くなるので,供試卵数に対する

正常受精卵率は減少する.逆に,精子侵入卵率が低いと多精

子侵入卵率は低くなるが,精子侵入卵数自体が少数になるの

で正常受精卵数も減少する.すなわち偵試卵数に対する正常

受精卵率は低下する.したがって,より多くの正常受精卵子

を得るためには,供試卵数に対する正常受精卵率が最高値と

なるような媒精時の精子濃度を決定しなくてはならない.

実験4では,雄ブタAの精液を用いた場合,精子濃度5×
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10　sperm/ml区において,最も高い供試卵数に対する正常受

精卵率を示した.また,雄ブタBの精液を用いた場合, 5×

10　sperm/ml区において,最も高い供試卵数に対する正常受

精卵率を示した(表6-4).このことから,個体によって,最

も高い供試卵数に対する正常受精卵率の得られる精子濃度が

異なることが明らかとなった.したがって,ブタ体外受精で

より多くの正常受精卵子を得るためには,精子を採取する個

体毎に,最も高い正常受精卵率の得られる精子濃度を確認す

る必要があろう.

成熟培地に添加するウシ大卵胞液が正常受精卵率に及ぼす

影響を調べた実験3において,精子濃度1×10　sperm/mlで媒

精した時の卵胞液10%区において　21.4　の供試卵数に対す

る正常受精卵率を示した.また,精子濃度1×103sperm/ml

で媒精した時の卵胞液10%および20%区において　24.8およ

び22.5%の供試卵数に対する正常受精卵率を示した(表6-3)

Yoshida et al.(1992b)は, GVBDを抑制しない通常の成

熟培養法で36時間成熟培養した卵子を用いて体外受精を行い,

20%の供試卵数に対する正常受精卵率を得た.本実験で得ら

れた倶試卵数に対する正常受精卵率は　20%以上の値であっ

た.したがって　IOm-1液滴で培養したGVBD抑制卵子をさら

に培養する成熟培養法は,今までの報告と同等かそれ以上の

正常受精卵率の得られる方法である可能性が示唆された.
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要　約

(1) lOul液滴で24時間培養した後,さらに100M液滴で24

時間培養したブタ卵子に,ウシ大卵胞液を0, 10, 20, 50,

70%となるよう　に添加した受精培地を用いて,精子濃度

10　sperm/mlで媒精した.卵胞液10%添加区の精子侵入卵率

(82.3%)は0%区(65.2%)に比べて有意に高く,それ以上卵

胞液濃度が高く　なると,精子侵入卵率は徐々に減少した

(74.7, 64.0, 34.4%).このことから,ブタ卵子の体外受

精において,受精培地に添加するウシ大卵胞液の濃度は10%

が適当と考えられた.

(2) 700, 1200, 1700×gで回収した後　1700×gで洗浄

した精子を用いて　10M液滴で24時間培養した後,さ　らに

100|xl液滴で24時間培養したブタ卵子に,精子濃度1×

10Dsperm/mlで媒精した時,遠心力が強くなるにつれて,精

子侵入卵率は有意に低下した(59.8, 44.0, 18.8%).した

がって,より強い遠心力で沈澱される精子ほど,卵子へ侵入

する能力が劣ると推定された.

(3) 10M液滴で24時間培養した後,ウシ大卵胞液を0, 10

20%添加した成熟培地の100ドl液滴でさらに24時間培養して

成熟させた卵子に精子濃度1×10　sperm/mlおよび1×

lO^sperm/mlで媒精した.精子濃度1×10　sperm/mlで媒精

した時の卵胞液10および20%区(81.1, 78.6%)の雄性前核

形成率は, 0%区(75.6%)に比べてかなり高く,精子濃度1×

10　sperm/mlで媒精した時の卵胞液10%区(84.5%)の雄性前
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核形成率は, 0%区(67.8%)より有意に高かった.これらの

ことから,成熟培地に添加するウシ大卵胞液は,雄性前核形

成を促進する,すなわち卵子の細胞質の成熟を促進すると考

えられた.

(4) 10け1液滴でCOCを24時間培養した後,ウシ大卵胞液を

0, 10, 20　添加した成熟培地の10Ofxl液滴でさらに24時間

培養して成熟させた卵子に精子濃度1×lCsperm/mlおよび1

×1CPsperm/mlで媒精した.精子濃度1×10bsperm/mlで媒

精した時の精子侵入卵率はいずれの区もほぼ同じ値を示した

(64.8-71.9%)が,卵胞液10%区(58.1%)および20%区

(67.1%)の多精子侵入卵率は, 0%区(76.8%)に比べて,か

なり低い値を示し, 0%区と10%区の問には有意差が認めら

れた.また,精子濃度1×103sperm/mlで媒精した時の卵胞

液10%区(65.1%)の精子侵入卵率は0%区(57.8%)に比べて

高い値を示したが,卵胞液10%区(52.1%)の多精子侵入卵率

は, 0%区(76.3%)に比べて,有意に低い値を示した.これ

らの結果から,成熟培地に添加するウシ大卵胞液は卵子の多

精子拒否反応を誘起する能力を上昇させると推察された.

(5) 10叶l液滴で24時間培養した後,さらに100抄l液滴で24

時間培養したブタ卵子に,雄ブタAおよび由の精液を用いて,

種々の精子濃度で媒精した.精子濃度1×10　sperm/mlで媒

精した時の雄ブタAの精子侵入卵率は81.8%,雄ブタBのそ

れは26.4%であった.また,精子濃度5×10　sperm/mlで媒

精した時も,雄ブタAの精子侵入卵率は56.6%　雄ブタBの

それは3.4%であった.これらのことから,精液を採取する
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ブタ個体によって体外受精時の精子侵入卵率は異なることが

明らかにされた.

(6) 10M液滴で24時間培養した後,さらに100ドl液滴で24

時間培養したブタ卵子に,雄ブタAおよびBの精液を用いて

種々の精子濃度で媒精し,精子侵入卵率が90%以上を示す区

の多精子侵入卵率を雄ブタAを用いた場合と雄ブタBを用いた

場合とで比較した.雄ブタAでは,精子侵入卵率が100%およ

び99.1%を示した精子濃度1×10-sperm/mlおよび5X

lO^sperm/ml区において,多精子侵入卵率はそれぞれ100%

であ　ったが,雄ブタBを用いた場合の精子侵入卵率が

95.6%,100%および100%を示した精子濃度5×106

sperm/ml, 1×10　sperm/mlおよび5×105sperm/ml区の多

精子侵入卵率はそれぞれ80.2, 92.6, 78.2　であった.これ

らの結果は雄ブタAの精子より雄ブタBの精子が,多精子侵入

し難い精子であることを示している,すなわち,雄ブタBの

精子が,卵子の多精子拒否反応を起こし易い精子と考えられ

た.

(7) 10抄l液滴で24時間培養した後,さらに100i*l液滴で24

時間培養したブタ卵子に,雄ブタAおよびBの精液を用いて,

種々の精子濃度で媒精した.雄ブタAの精液を用いた場合,

精子濃度5×10　sperm!ml区において,最も高い供試卵数に

対する正常受精卵率を示した(17.6%)　また,雄ブタBの精

液を用いた場合, 5×105sperm/ml区において,最も高い供

試卵数に対する正常受精卵率を示した(18.8%)　このことか

ら,個体によって,高い供試卵数に対する正常受精卵率の得
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られる精子濃度は異なることが明らかにされた.

(8) 10i*l液滴で24時間培養した後, 100M液滴でさらに24

時間培養したCOCを用いた体外受精でかなり高い供試卵数に

対する正常受精卵率(21.4%, 24.8および22.5%)の得られ

ることが明らかとなった.このことから　10M液滴で培養し

たGVBD抑制卵子をさらに培養して成熟させる方法は,多数

の正常受精卵子を生産する有効な手法である可能性が示唆さ

sc^^B^^^H
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第七章　総合論議

核移植によるクローン動物や形質転換動物の作成に関する

研究あるいは優良家畜の配偶子保存に関する研究には,非常

に多くの卵子が必要であるから,卵巣内に多数存在する未発

育卵子の利用を可能にすることが必要である.しかし,末発

育卵子は卵核胞崩壊(GVBD)を誘起する能力さえ有していな

い.したがって,発育卵子を用いてブタ卵子GVBD誘起機序

を解明することが必要である.

発育卵子のGVBDは,卵子内の成熟促進園子(maturation

promoting factor,MPF)の活性化によって誘起される(Naito

&　Toyoda,1991).このMPFを活性化させるGVBDの引き金

は,卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断(Dekel　&　Beer

1980;Dekelet al.,1981)あるいは卵丘細胞間ギャップ結合

の切断(Eppig,1982; Salustri & Siracusa,1983 ; Larsen

et al., 1986, 1987;Wert&Larsen, 1989)であることが,

畜菌類卵子で報告されている.しかし,ブタ卵子における

GVBDと卵丘細胞間ギャップ結合の切断との関係はほとんど

検討されていない.そこで本論文では,ブタ卵子に付着する

卵丘・細胞のGVBDあるいはその後の減数分裂進行に対する役

割を検討した.

まず,卵丘細胞が卵子の減数分裂の進行に及ぼす影響を調

べるために,培養開始0, 8, 16, 20, 24, 28および32時間

後に卵子から卵丘細胞を除去し,それらの裸化卵子をさ　らに

培養して,卵子の核相を調べた.

培養開始0, 8, 16, 20, 24, 28および32時間後に卵丘細
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胞を除去し,その裸化卵子を培養開始48時間後まで培養した

時のGV卵子の割合は,卵丘細胞を除去しなかった卵子に比

べて有意に低い値を示した(第三章,表3-2, 4, 6, 7,-8, 9

10)　また,培養開始20および24時間後に卵丘細胞を除去し,

さらに48時間後まで培養した時,卵丘細胞を除去しなかった

卵子に比べて　GVBD卵率は有意に上昇し　ProMIからTI

までの卵子の合計の割合は有意に低下し,成熟卵率は有意に

増加した(第三章,表3-7, 8).これらのことから,卵子の減

数分裂の進行(GVBDおよびProMIからTIまでの進行)は卵

子に付着した卵丘細胞によって抑制されていると考えられた.

また, 24時間培養したCOCの一部から卵丘細胞を除去し,

その裸化卵子と残りのCOCとを共培養したところ,裸化卵子

の成熟卵率はCOCに比べて有意に高かった(第三章,表3-ll)

このことから,卵丘細胞が生産し,ギャップ結合を介して卵

子へ移行する因子が卵子のGVBDとproMIからTIまでの減

数分裂の進行を抑制していると推測された.

さらに,ブタCOCを0, 8, 16, 24, 32, 40および48時間

培養し,経時的にGVBD卵率とギャップ結合の切断状態を調

べ,両者の関係を比較検討した.培養0, 8, 16, 24, 32時

間後の卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断を意味するⅣ型

COCの割合は, GVBD卵率よりも常に低い値を示した(第四

章,図4-2).また,少なくとも最外層の卵丘細胞間ギャップ

結合が切断されていることを示すⅡ型, Ⅲ型およびⅣ型COC

の合計の割合は, cocをいずれの時間培養した時においても,

GVBD卵率よりやや高い債を示し,両者の間には有意な高い
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相関が認められた(r=0.96, P<0.01).これらのことから,

卵丘細胞で生産されたGVBDを抑制する因子の移行が,卵丘

細胞間ギャップ結合の切断によって遮断され,ブタ卵子の

GVBDが誘起されると推察された.

また　10Hi液滴で20個以上のCOCを24時間培養すると,

卵子のGVBDが抑制されると報告(Petr et al., 1989)されて

いる.そこで, 10IXl液滴で培養したCOCにおいても卵丘細胞

間ギャップ結合の切断がGVBDの引き金か否かを検討するた

めに　IOm-1液滴で　　　　　　10, 20および40個のCOCを培

養した時のCOCのギャップ結合の切断状態とGVBD卵率を調

べた. Ⅳ型COC(卵丘細胞一卵子間ギャップ結合が切断され

ているCOC)の割合は,常にGVBD卵率よりも低い債を示し

た(第四章,図4-3)　また, 10汁l液滴で1, 3, 6, 10, 20個

のCOCを培養した時, Ⅱ型, Ⅲ塑およびⅣ型COCの合計の割

合(少なくとも最外層の卵丘細胞間ギャップ結合が切断されて

いるCOCの割合)は　GVBD卵率よりやや高い値を示し,両

者間には有意な高い相関が認められた(r=0.98, P<0.01)

これらの結果から　10^1液滴で培養したcocにおいても,卵

丘細胞間ギャップ結合の切断によって,卵丘細胞で生産され

るGVBDを抑制する因子の移行が遮断され,ブタ卵子の

GVBDが誘起されると推察された.

10抄1液滴で20個以上のCOCを培養した時,ほとんどの卵

子のGVBDが抑制されたことから,その培地は卵子のGVBD

を抑制する因子を含む可能性が考えられた.そこで　IOul液

滴で20個のCOCを培養した培地(コンディション培地)で6個
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のCOCを24時間培養した.その卵子のGVBD卵率は,対照区

(新しい培地で6個のCOCを培養した区)に比べて有恵に低か

った(第五葺,表5-5)　このことから,卵丘細胞あるいは卵

子でGVBD抑制因子が生産され,培地へ放出されていると考

えられた.

このGVBD抑制因子の生産場所を【甘らかにする目的で,

10nl液滴で20個および40個の裸化卵子を培養した. 20個

(73.0%)および40個(61.0%)を培養した裸化卵子のGVBD卵

率は　10M液滴で20(20.6%)および40個(12.8%)のCOCを

培養した時のGVBD卵率に比べて有意に高かった(第五章,義

5-2)　このことから　cocから培地中へ放出されるGVBD抑

制因子は卵丘細胞由来のものと考えられた.

次に　10ill液滑で20個のCOCを培養したコンディ　ショ　ン

培地で6個のCOCおよび裸化卵子を24時間培養したところ,

COCのGVBD卵率(24.1%)は,裸化卵子(66.7%)のそれに比

べて有意に低かった(第五章,表5-5)　したがって,卵丘細

胞から培地に放出されるGVBD抑制因子は,卵丘細胞を介し

て卵子のGVBDを抑制していると考えられた.

さらに, 10汁1液滴で20個のCOCを培養したコンディ　ショ

ン培地を-30℃の凍結処理および56℃30分間あるいは70℃1

時間の加温処理を行い,それらのコンディション培地の10M-1

液滴に各6個のCOCを入れ24時間培養したところ,いずれの

処理を行ったコンディ　ション培地でも19.5-22.8%の低い

GVBD卵率を示し,対照区(新鮮なコンディション培地で培養

したCOC)のその値(24.1%)との間に有意差は認められなか
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った(第五章,表5-6, 8)　このことから, GVBD抑制因子は

-30℃の凍結処理および56℃30分間あるいは70℃1時間の加

温処理でも破壊されない物質であることが明らかにされた.

また, 20個のCOCを24時間培養して作成したコンディショ

ン培地を0, 50, 100%含む培地の101*1液滴で, 6個のCOCを

24および48時間培養し,卵丘細胞の膨潤状態を調べた. ±型

(全く卵丘細胞が膨潤しない)COCの割合は,コンディション

培地濃度が上昇するにつれて増加し　100%コンディション

培地で培養した時にはほとんどのCOCが, ±型を示した.逆

に, ++型COC(外層の卵丘細胞は膨潤が進行し,個々の卵

丘細胞が分離しているCOC)の割合は,コンディション培地

濃度が上昇するにつれて減少し　100%コンディ　ション培地

で培養した時には++型COCは全く観察されなかった(第五

章,表5-9).これらのことから, GVBD抑制因子は,卵丘細

胞の膨潤をも抑制すると考えられた.

さらに　<3,000の限外波過膜で演過した溶液を用いて

10(xl液滴を作成し,その液滴に各6個のCOCを入れ24時間培

養したところ, <3,000画分区のGVBD卵率(41.0%)と限外

櫨過を行わなかった培地を用いた時のGVBD卵率(50.7%)と

の間の差は有意ではなかった(表5-12).このことから,

GVBD抑制因子は,分子量3,000以下の物質であることが明

確にされた.

以上のように,未成熟ブタ卵巣の　　8mm卵胞から採取し

たブタ卵胞卵子(ほとんどが発育卵子である)を用いた本研究

において　GVBDおよびproMIからTIへの進行は,卵丘細
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胞で合成され,ギャップ結合を通じて卵子へ移行する因子に

よって抑制されることが明らかとなった.また,卵丘細胞間

ギャップ結合の切断によって,卵丘細胞で生産される成熟抑

制因子の移行が遮断されブタ卵子のGVBDが誘起されること,

卵丘細胞から培地へ放出されるGVBD抑制因子は,凍結処理

および加温処理で破壊されない分子量3,000以下の物質であ

ることおよびGVBD抑制因子が卵丘細胞の膨潤を抑制するこ

とによって,卵丘細胞間ギャップ結合の切断が抑制され,

GVBDが抑制されることが明らかにされた.

一方　Motlik et al.(1984)は,直径0.3-0.7, 0.8-1.6,

1.7-2.2および　　5mmのブタ卵胞から採取した卵子を体外

で24時間培養した時のGVBD卵率はそれぞれ15, 72, 94お

よび100%であったことから,卵胞から取り出し体外で培養

してもGVBDを誘起しない卵子が存在すること,および0.8

1.6mmの卵胞から採取した卵子を48時間培養すると, GV

卵子の割合は17%と低かったが　41%の卵子はProMIおよ

びMIの核相を示したことから,体外で培養するとブタ卵胞

卵子のGVBDは誘起されるがMIまでで減数分裂が停止する

卵胞卵子も存在することを明確にした.このような体外で培

養してもGVBDを誘起しない卵子およびGVBDは誘起するが

MIで減数分裂を停止する卵子は未発育卵子と呼ばれている.

本研究において培養開始前に卵丘細胞を除去することが卵

子の成熟に及ぼす影響を調べた時の対照区(卵丘細胞を除去せ

ずに48時間培養した区)におけるGV卵子の割合は6.2%であ

った(第三章,表3-2).また,培養8時間後に卵丘細胞を除去
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することが卵子の成熟に及ぼす影響を調べた時の卵丘細胞を

除去せずに48時間同じ培地で培養した区および培養8時間後

に培地の交換をし,卵丘細胞を除去せずにさらに40時間培養

した区におけるGV卵子の割合は2.5および8.0%であった(第

三章,表3-4).

同様に,培養16, 20, 24, 28, 32時間後に卵丘細胞を除

去することが卵子の成熟に及ぼす影響をそれぞれ調べた時の

対照区である卵丘細胞を除去せずに48時間同じ培地で培養し

た区およびもう一つの対照区である卵丘細胞を除去せずに培

地の交換をして48時間まで培養した区におけるGV卵子の割

合はそれぞれ5.8および4.3%(16時間,第三章,表3-6)

2.8および10.5%(20時間,第三章,表3-7), 10.6および

3.1%(24時間,第三章,表3-8), 7.6および4.0%(28時間,

第三葺,表3-9), 6.5および7.8%(32時間,第三章,表3-10)

であった.これらの値から,本研究に用いた卵子(3-8mmの

卵胞から採取した卵子)の中には, 48時間培養してもGVBD

を誘起しない末発育卵子が平均6.1%(2.8-10.6%)存在して

いたことになる.

これに関連した本研究の第三章の実験で,培養開始前に

COCから卵丘細胞を除去し,その裸化卵子を48時間培養した

時のGV卵子の割合(0.9%)は卵丘細胞を除去しなかった区

(6.2%)に比べて有意に低かったが,卵丘細胞を除去した区の

Deg卵子の割合(20.8%)は卵丘細胞を除去しなかった区

(6.2%)に比べて有意に高い値を示した(表3-2).これらのこ

とは,培養開始前に卵丘細胞を除去された末発育卵子(通常の
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培養ではGVBDを誘起しない未発育卵子)は退行することを示

す.

しかし　cocを8時間培養した後卵丘細胞を除去し,さら

に40時間培養した時のGV卵子の割合(0.0%)は卵丘細胞を除

去しなかった区(8.0%)に比べて有意に低かったが　Deg卵子

の割合はほぼ同じ値を示した(9.6および8.0%,表3-4).

同様に, 16, 20, 24, 28, 32時間培養したCOCから卵丘

細胞を除去し,その裸化卵子をさらに培養開始48時間後まで

培養した時のGV卵子の割合(0.9%, 0.0%, 0.8　　0.8%,

0.0%)は卵丘細胞を除去しなかった区(5.8%, 10.5%

10.6%, 7.6%, 7.8%)に比べて有意に低かったが　Deg卵

子の割合における両区間(16時間　21.5および16.7%,表3-

6 ;20時間　3.5および5.7　　表3-7; 24時間,8.8および

9.6%　表3-8 ;28時間, 10.9および5.1%　表3-9 ;32時間,

7.1および2.6%　表3-10)には有意差はなかった.

このように,培養開始前に卵丘細胞を除去し, 48時間培養

すると,卵丘細胞を除去しない卵子に比べて, GV卵子の割

合は著しく低くなり　Deg卵子の割合は有意に高くなったこ

と,および8時間以上培養した後卵丘細胞を除去し,その裸

化卵子をさらに培養開始48時間後まで培養すると, GV卵子

の割合は極めて低くなったが　Deg卵子の割合は卵丘細胞を

除去しなかった区とほぼ同じであったことから,卵丘細胞の

付着した状態で8時間以上培養した未発育卵子のGVBDは,

卵丘細胞を除去されることによって,誘起出来ると推察され

た.
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さらに, 32時間培養したすべてのCOCにおける最外層の卵

丘細胞間ギャップ結合は切断されていたが,すべての卵丘細

胞間と卵丘細胞一卵子間ギャップ結合とが切断されていた

COCの割合は69.4%であり　GVBD卵率は84.0%であった

(第四章,表4-1,表4-2).しかし,培養32時間後に卵丘細胞

を機械的に除去(卵丘細胞間および卵丘細胞一卵子間ギャップ

結合を切断)した時のGVBD卵率は92.9%であった(第三章,

表3-10).したがって,未発育卵子のGVBDの引き金は卵丘

細胞一卵子間ギャップ結合の切断であり,その引き金が弾か

れるとGVBDは誘起されるものと推定された.

ブタの発育卵子内には不活性型のMPF(pre-MPF)存在し,

これが活性化される　こ　とによってGVB Dが誘起される

(Naito　&Toyoda, 1991).また,ブタ未発育卵子のMPFに

ついて検討したChristmann et al. (1994)は, 0から48時間

培養した末発育卵子と発育卵子のヒスト　ンHlキナ-ゼ

(histone HI kinase)活性とイムノブロッテイングによる

p34cdc2およびcyclin B量を測定した.いずれの培養時間に

おいても未発育卵子のヒストンHlキナ-ゼ活性は低かったが,

培養前の発育卵子と末発育卵子のp34cdc2およびcyclinB蛋

白量はほぼ同量だったことから,末発育卵子にもGV期の発

育卵子と同じ量のpre-MPFが存在すると結論した.

前述の通り,本研究の第三葦の実験2, 3, 4, 5, 6におい

て卵丘細胞の付着した状態で8時間以上培養した未発育卵子

は,卵丘細胞を除去されることによって, GVBDを誘起する

と推察された.この結果とChristmann eta/.(1994)の報告
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とを考え合わせると,体外で8時間培養する間に卵丘細胞が

未発育卵子中のpre-MPFの活性化に関与する因子の供給に関

係していると推論される.

さらに,培養開始前に卵丘細胞を除去し,その裸化卵子を

48時間培養した時のGV卵子の割合(0.9%)は,卵丘細胞を除

去せずに48時間培養した卵子(6.2%)に此べて有意に低かっ

たが　Deg卵子の割合は有意に高い値を示した(20.8および

6.2%,表3-2).このことは,培養開始前に卵丘細胞を除去

された末発育卵子は48時間以内に退行することを示す.

しかし, 8, 16, 20, 24, 28, 32時間培養したcocから

卵丘細胞を除去し,さらに培養開始48時間後まで培養した時

のDeg卵子の割合(9.6%, 21.5%, 3.5%, 8.8%, 10.9%

7.1%)は,卵丘細胞を除去せずに同じ培地で48時間まで継続

して培養した区および卵丘細胞を除去せずに新しい培地で48

時間まで培養した区(6.7および8.0%, 16.7%,6.4および

5.7%, 9.6および11.2%, 5.1および4.0%, 4.3および

2.6%)とほぼ同じ値を示した(表3-4　　　　　　　　10).こ

のように,体外で8時間以上培養した後,卵丘細胞を除去し,

さらに48時間後まで培養しても　Deg卵子の割合は卵丘細胞

を除去しなかった区とほぼ同じ値を示したことから,培養開

始8時間までに,卵丘細胞は未発育卵子を退行しないよう変

化させていると推考された.

一方,前述のMotlik et al.(1984)の論文に述べられている

通り,体外で培養してもGVBDを誘起しない卵子と同様に,

GVBDは誘起するがMIで減数分裂を停止する卵子も未発育
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卵子である.

このGVBDは誘起するがMIで減数分裂を停止する未発育

卵子の本研究における割合は,培養開始前に卵丘細胞を除去

することが卵子の成熟に及ぼす影響を調べた時の対照区(卵丘

細胞を除去せずに48時間培養した区)におけるProMIおよび

MIを示す卵子の合計の割合(25.7%)である(第三章,表3-2)

また,培養8時間後に卵丘細胞を除去することが卵子の成

熟に及ぼす影響を調べた時の卵丘細胞を除去せずに48時間同

じ培地で培養した区および培養8時間後に培地の交換をし,

卵丘細胞を除去せずにさらに40時間培養した区における

ProMIおよびMIを示す卵子の合計の割合は19.2および

28.3%であった(第三章,表3-4).

さらに,培養16, 20, 24, 28, 32時間後に卵丘細胞を除

去することが卵子の成熟に及ぼす影響をそれぞれ調べた時,

卵丘細胞を除去せずに48時間まで同じ培地で培養した区およ

びそれぞれの時間培養した後,卵丘細胞を除去せずに培地の

交換をして48時間まで培養した区のProMIおよびMIを示

す卵子の合計の割合は,それぞれ6.7および13.8%(16時間後

卵丘細胞を除去した区の対照区,第三章,表3-6), 19.2およ

び18.1%(20時間後卵丘細胞を除去した区の対照区,第三章,

表3-7), 25.0および25.5%(24時間後卵丘細胞を除去した区

の対照区,第三章,表3-8), 16.1および19.8%(28時間後卵

丘細胞を除去した区の対照区,第三章,表3-9), 15.2および

17.2%(32時間後卵丘細胞を除去した区の対照区,第三章,

表3-10)であった.これらのことから,本研究に用いた卵子
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の中には, 48時間培養してもGVBDは誘起するがMIまでで

減数分裂が停止する未発育卵子が平均19.2%(6.7-28.3%)

存在していたことが明らかとなった.

この体外で培養するとGVBDは誘起するがMIまでで減数

分裂が停止する末発育卵子に関連して,培養開始20時間後に

COCから卵丘細胞を除去し,その裸化卵子をさらに28時間培

養した区のProMIおよびMI卵子の合計の割合(12.2%)は,

卵丘細胞を除去せずに48時間培養した卵子(19.2および

18.1%)に比べて低く, 20時間後に卵丘細胞を除去した区の

成熟卵率(83.5%)は卵丘細胞を除去しなかった区(70.6およ

び65.7%)に比べて有意に高かった(表3-7)　同様に,培養開

始24時間後にCOCから卵丘細胞を除去し,その裸化卵子をさ

らに24時間培養した時のProMIおよびMI卵子の合計の割

合(14.4%)は卵丘細胞を除去せずに48時間培養した卵子

(25.0および25.5%)に比べて有意に低く,成熟卵率において

は有意に高かった(表3-8).

これらのことは,少なく　とも,培養してもMIで停止する

未発育卵子は,卵丘細胞除去によって減数分裂を再開し, M

Ⅱまで進行することを示す.

以上のように,体外で培養されたブタ発育卵子において,

GVBDおよびProMIからTIへの進行は,卵丘細胞で合成さ

れ,ギャップ結合を通じて卵子へ移行する因子によって抑制

されることが明らかとなった.また,卵丘細胞間ギャップ結

合の切断によって,卵丘細胞で生産される成熟抑制因子の移
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行が遮断されブタ卵子のGVBDが誘起されること,卵丘細胞

から培地へ放出されるGVBD抑制因子は,凍結処理および加

温処理で破壊されない分子量3,000以下の物質であること,

GVBD抑制因子は卵丘細胞で生産され培地に放出されること,

およびこのGVBD抑制因子は卵丘細胞の膨潤を抑制すること

によって卵丘細胞間ギャップ結合の切断を抑制L GVBDを

抑制することが明らかにされた.一方,培養してもGVBDを

誘起しない未発育卵子は　　8mmの卵胞から採取しコンパク

トな卵丘細胞を有する卵子の内,平均6.1%を占めること,

この未発育卵子は培養開始前に卵丘細胞を除去すると畢行す

ること,および培養開始8時間までに卵丘細胞は未発育卵子

を退行させないように変化させていること,さらに, 8時間

培養する間に卵丘細胞が未発育卵子のPre-MPFの活性化に関

与する因子を供給していること,および未発育卵子のGVBD

の引き金は卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断であること

が推考された.また,培養してもGVBDは誘起するがMIで

停止する未発育卵子は　　　8mmの卵胞から採取しコンパク

トな卵丘細胞を有する卵子の内,平均19.2%を占めているこ

と,およびこれらの卵子は卵丘細胞除去によって減数分裂を

再開しMⅡまで進行することが明らかにされた.

特に,体外で培養された発育卵子は,内側から2層以上の

卵丘細胞間ギャップ結合の切断により,卵丘細胞で合成され

た成熟抑制因子が卵子へ移行しなくなりGVBDを誘起するが,

GVで停止する末発育卵子は8時間以上培養した後に卵丘細胞

一卵子間ギャップ結合の切断によってのみ, GVBDを誘起し
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得ること, MIで停止する末発育卵子は,少なくとも20およ

び24時間培養された後に卵丘細胞を除去されると,減数分裂

を再開し, MⅡまで進行すること,さらに, 8時間以上培養し

た末発育卵子は,培養8時間以内に卵丘細胞から卵子へ退行

抑制因子が放出されていることが明確にされた.したがって,

今後,未発育卵子を利用していくためにはGVBDを誘起しな

い末発育卵子のGVBDを内側から1層の卵丘細胞が抑制する

機序,およびGVBDを誘起しない未発育卵子のGVBD後にお

ける減数分裂を抑制している要因,さらに, MIで停止する

未発育卵子のMⅡまでの進行を内側から1層の卵丘細胞が停止

させている機序を明確にすることが必要である.
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総　　括

核移植によるクローン動物や形質転換動物の作成に関する

研究あるいは優良家畜の配偶子保存に関する研究には,非常

に多くの卵子が必要である.しかし,食肉処理場で採取する

卵巣に存在する発育完了卵子(発育卵子)の数は少ない.そこ

で,卵巣内に多数存在する末発育卵子の利用を可能にするこ

とが必要である.しかし,未発育卵子は卵核胞崩壊(GVBD)

を誘起する能力さえ有していない.したがって,末発育卵子

を利用するためには,まず,未発育卵子のGVBDを誘起させ

る方法を明らかにする必要がある.そのためには,発育卵子

を用いてブタ卵子GVBD誘起機序を解明する必要がある.本

研究は,ブタ卵子に付着する卵丘細胞Aの減数分裂進行

(GVBDおよび成熟)に対する役割を検討するとともに,

GVBDを抑制して体外培養した後に成熟培養を行う新成熟培

養法で成熟させた卵胞卵子の有効性を追究した.

1. GVBD誘起機序を解明するためには,正常な卵胞卵子を

用いる必要がある.そこで,いずれの大きさの卵胞から採取

すれば,多くの正常卵胞卵子が得られるかを検討するために,

大きさの異なる卵胞から採取したブタ卵胞卵子における各核

棉(GVI, GVII, GVI, GVIV, ProMI MI AI M

Ⅱ)を示す卵子の割合を求めた.

直径2mm以下　　　5mm, 5mm以上の卵胞から採取したブ

タ卵子を酢酸アルコールで固定し,プロピジウムアイオダイ
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ドで染色して共焦点レーザー顕微鏡で核相を判定した.

卵子を採取する卵胞の直径が増大するにしたがって,採取

した卵子に対するコンパクトな卵丘細胞を有する卵子(COC)

の割合は有意に増加した.コンパクトな卵丘細胞を有する卵

子の核相は全て卵核胞期(GV期)であった.また, GV期の内

のGVIを示す卵子の割合は卵子を採取する卵胞の大きさが

増すにつれて有意に上昇した.さらに,コンパクトな卵丘細

胞を有していない卵子においては　GVBD以降の核相を示す

卵子もかなりの割合で認められ, MⅡ卵子をも観察された.

コンパクトな卵丘細胞を有さない卵胞卵子においてもGVI

を示す卵子の割合は,採取する卵胞の大きさが増大するにつ

れて有意に上昇した.

これらのことから,卵.胞の大きさが増加するにつれて,正

常卵胞の割合が上昇することが明らかにされた.したがって,

GVBD誘起機序を検討するためには,通常体外成熟用に採取

する　　6mmの卵胞より大きい卵胞から採取した卵子を用い

る必要があるだろう.

2・卵丘細胞が卵子の減数分裂の進行に及ぼす影響を明らか

にする目的で,成熟培養開始後種々の時間に卵丘細胞卵子複

合体(COC)から卵丘細胞を除去し,その裸化卵子を培養開始

24および48時間後まで継続して培養し,卵子のGVBD卵率お

よび成熟卵率等を調べた.

COCを0, 8および16時間培養した後, cocから卵丘細胞

を除去し,さらに培養開始24時間後まで培養した時,対照区
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の卵丘細胞を除去しないで培養した卵子に比べて有意に高い

GVBD卵率を示した.また, cocを0, 8, 16, 20, 24, 28

および32時間培養した後　cocから卵丘細胞を除去し,その

後培養開始48時間後まで培養した時,卵丘細胞を除去しなか

った区に比べて卵丘細胞を除去した区は,有意に低いGV卵

子の割合を示した.これらのことは,卵丘細胞を除去するこ

とがGVBDを促進させることを示す.このことから,卵丘細

胞からGVBDを抑制する因子が生産されていると推察された.

COCを20および24時間培養した後, cocから卵丘細胞を

除去し,さらに28および24時間培養した時,卵丘細胞を除去

しなかった卵子に比べて,卵丘細胞を除去した卵子において

有意に高いGVBD卵率および有意に低いProMIからTIの卵

子の合計の割合を示した.したがって,培養開始20および24

時間後に卵丘細胞を除去することによる成熟卵率の上昇は,

GVBD卵率の増加およびProMIからTIの卵子の合計割合の

減少によるものと考えられた.さらに,このことから,卵丘

細胞からGVBDを抑制する園子とともにProMIからTIへの

減数分裂の進行を抑制する因子が放出されていると推察され

た.

卵丘細胞において生産される卵子成熟抑制因子が培地を介

して卵子の成熟を抑制しているのか否かを調べる目的で,

COCを24時間培養した後　cocから卵丘細胞を除去し,梶

化卵子(DO)15個とCOC15個とを100M.1液滴で24時間共培養

した・共培養したDOの成熟卵率(77.1%)は,共培養した

COC(61.2%)に比べて有意に高かった.また,共培養したDO
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の成熟卵率(77.1%)は,対照区の共培養しないDOの成熟卵

率(73.6%)とほぼ同じ値を示した.したがって,卵丘細胞で

合成される成熟抑制因子は,培地に放出されずギャップ結合

を介して卵子に移行して作用しているものと考えられた.

3.卵丘細胞で合成された成熟抑制因子がギャップ結合切断

によって卵子へ移行しなくなり　GVBDが誘起されるが,卵

丘細胞間あるいは卵丘細胞一卵子間のいずれのギャ　ップ結合

の切断がGVBDの引き金かを検討するために,ブタ卵子の

GVBDとギャップ結合の切断との関係を検討した.

100M液滴に20個のCOCを入れ0, 8, 16, 24, 32, 40お

よび48時間培養した後,一部のCOCの卵子内にルシファーイ

エローを注入し,ギャップ結合の切断状態をI型(ルシファー

イエローがすべての卵丘細胞に移行しているcoc), n型(ル

シファーイエローがすべての卵丘細胞には移行していないが,

内側から2層以上の卵丘細胞には移行しているcoc),m型(ル

シファーイエローが内側から1層の卵丘細胞にのみ移行して

いるcoc)およびⅣ型(ルシファーイエローが全く卵丘細胞に

移行していないCOC)に分類した.残りのCOCは核相の判定

に使用した.

培養時間の経過にともなうギャップ結合の切断状態を調べ

た結果と同じく培養時間の経過にともなうGVBD卵率を調べ

た結果とを比較すると,培養0, 8, 16, 24および32時間後

の卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断を意味するⅣ型coc

の割合は　GVBD卵率よりも低い債を示した.また,少なく
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とも最外層の卵丘細胞間ギャップ結合が切断されていること

を示すⅡ型,Ⅲ型およびⅣ型COCの合計の割合は,cocをいず

れの時間培養した時においても　GVBD卵率よりやや高い値

を示し,両者の間には有意な高い相関が認められた(r=0.96,

P<0.01)　これらゐ結果から,ブタ卵子のGVBDの引き金は

卵丘細胞一卵子間ギャップ結合の切断ではなく,卵丘細胞間

ギャップ結合の切断と推察された.

10汁l液滴で20個以上のCOCを培養すると　GVBDは誘起

されないことが知られている.そこで　10i*l液滴で培養した

COCにおいても卵丘細胞間ギャップ結合の切断がGVBDの引

き金となるか否かを検討する目的で　10ill液滴で様々な数の

COCを培養した時のギャ　ップ結合切断状態を調べた結果と

GVBD卵率を調べた結果とを比較した. Ⅳ型COCの割合は,

常にGVBD卵率よりも低い値を示した.また　10ixl液滴で1,

10および20個のCOCを培養した時, Ⅱ型, Ⅲ型およ

びⅣ型cocの合計の割合は　GVBD卵率よりやや高い倍を示

し,両者の問には有意な高い相関が認められた(r=0.98

P<0.01).これらのことから　10Mの液滴中で培養されたブ

タ卵子のGVBDの引き金は卵丘細胞間ギャップ結合の切断と

推定された.

4.ブタ卵丘細胞が卵子のGVBDを抑制する因子を生産し,

培地に放出するか否か,またその因子は卵丘細胞の膨潤をも

抑制するか否かを調べ,さらに,この因子の同定を試みた.

10M液滴で1, 3および6個のCOCを24時間培養した時の
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GVBD卵率は60.8, 61.7および64.9%であったが, 20個お

よび40個のCOCを培養した時のGVBD卵率はそれぞれ13.0

および6.8%であった.このことから　10M液滴で20個以上

のCOCを培養すると,卵子のGVBDは抑制されることが明確

にされた.

10|Al液滴に20個あるいは40個のCOGを24時間培養した後L,

それらのCOCをIOOul液滴に移し,さらに24あるいは48時間

培養した時　GVBDは正常に誘起され,減数分裂は正常にM

Ⅱにまで進行した.これらのことから　10i*l液滴で培養して,

GV期で停止しているCOCは,明らかに正常に減数分裂を進

行させる能力を保持していることが明らかにされた.

20個のCOCを10|xl液滴で24時間培養したコンディショ　ン

培地のIOm-1液滴で, 6個のCOCを24時間培養したところ,

GVBD卵率は　24.1%を示した.この値は,新しい培地の

1-0i*l液滴で6個のCOCを培養した時の値(72.5%)に比べて著

しハく低い値であった.これらのことから　cocから,培地中

へ卵子のGVBDを抑制する因子が放出されることが明確にさ

れた.さらに　101*1液滴で20および40個の裸化卵子を培養

した時, GVBDは抑制されなかったことから, cocが産生し

培地中に放出するGVBD抑制因子は,卵丘細胞由来の物質と

推定された.

コンディション培地(20個のCOCを24時間培養して作成)

のIOul液滴で6個の裸化卵子を24時間培養した時のGVBD卵

率(66.7%)はCOCをコンディション培地中で培養した時のそ

の債(24.1%)に比べて有意に高いものであった.したがっ
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て,GVBD抑制因子は卵丘細胞を介して,卵子のGVBDを抑制

していると考えられた.

コンディション培地(20個のCOCを24時間培養して作成)

を-30℃の凍結処理あるいは56℃30分間および70℃1時間の

加温処理を施した後,これらの培地で10Mの液滴を作成しそ

の中で6個のCOCを24時間培養し,核相を調べた.その結果,

凍結処理区(22.5%), 56℃加温処理区(19.5%)および70℃

加温処理区(22.8%)のGVBD卵率は,対照区(新鮮なコンデ

ィション培地でCOCを培養した区)のその値(24.1%)とほと

んど変らなかった.これらのことから　GVBD抑制因子は,

-30℃での凍結処理, 56℃30分間および70℃1時間の加温処

理で,破壊されない物質と考えられた.

コンディション培地(20個のCOCを24時間培養して作成)

を分子量<3,000, <10,000, <100,000の限外櫨過膜で櫨過

し,それらの各画分を80%添加した培地で10叶l液滴を作成し,

その液滴に各6個のCOCを24時間培養した時の卵子の核相を

調べた・対照区(新しい培地でCOCを培養した区)のGVBD卵

子の割合(78.1%)は,コンディション対照区(限外波過して

いないコンディション培地でCOCを培養した区), <3,000画

分区　<10,000画分区および<100,000画分区のその値

(50.7, 41.0, 45.9, 56.0%)に比べて,有意に高い値を示

した・このことから　GVBD抑制因子は分子量3,000以下の

物質と推定された.

コンディション培地(20個のCOCを24時間培養して作成)

を0, 50および100%含む培地の10nl液滴で,6個のCOCを24
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および48時間培養し,卵丘細胞の膨潤状態を調べた.±型(坐

く卵丘細胞が膨潤しない)COCの割合は,コンディション培

地濃度が上昇するにつれて増加し　100%コンディ　ショ　ン培

地で培養した時にはほとんどのCOCが, ±型を示した.逆に,

++型COC(外層の卵丘細胞は膨潤が進行し,個々の卵丘細

胞が分離しているCOC)の割合は,コンディション培地濃度

が上昇するにつれて減少し　100%コンディ　ショ　ン培地で培

養した時には++型COCは全く観察されなかった.これらの

ことから,卵丘細胞で合成されるGVBD抑制因子は,卵丘細

胞の膨潤をも抑制するものと考えられた.

10トl液滴でGV期のままcocを24時間培養し,その後さ

らに24時間培養すると,通常の成熟培養法で培養した卵子よ

りも卵細胞質の成熟は進むと考えられる.そこで　GVBDを

抑制して体外培養した後,さらに成熟培養を行う新しい卵子

成熟培養法で成熟させた卵子の有効性を追及した.

10汁1液滴でGVBDを抑制して24時間培養した後,さ　らに

1001*1汲滴で24時間成熟培養する方法(新卵成熟培養法)で成

熟させたブタ卵子に,ウシ大卵胞液を0, 10, 20, 50および

70%となるように添加した受精培地を用いて,精子濃度1×

10　sperm/mlで媒精した.卵胞液10%添加区の精子侵入卵率

は0%区に比べて有意に高く,それ以上卵胞液濃度が高くなる

と,精子侵入卵率は徐々に減少した.このことから,新卵成

熟培養法で成熟させたブタ卵子の体外受精において,受精培

地に添加するウシ大卵胞液の濃度は10%が適当と考えられた.
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新卵成熟培養法で用いる成熟培地にウシ大卵胞液を0, 10

および20%添加して成熟させた卵子に精子濃度1×106

sperm/mlおよび1×1(Psperm/mlで媒精した.精子濃度1×

10　sperm/mlで媒精した時の卵胞液10および20%区(81.1

78.6%)の雄性前核形成率は, 0%区(75.6%)に比べてかなり

高く,精子濃度1×10　sperm/mlで媒精した時の卵胞液10%

区(84.5%)の雄性前核形成率は, 0%区(67.8%)より有意に

高かった.これらのことから,新卵成熟培養法で用いる成熟

培地に添加するウシ大卵胞液は,雄性前核形成を促進する,

すなわち,卵子の細胞質の成熟を促進すると考えられた.

ウシ大卵胞液を0, 10および20%添加した新卵成熟培養法

の成熟培地で成熟させた卵子に精子濃度1×10　sperm/mlで

媒精した時の精子侵入卵率はいずれの区(0,10および20%区)

もほぼ同じ債を示した(64.8-71.9%)　しかし,卵胞液10%

区(58.1%)および20%区(67.1%)の多精子侵入卵率は, 0%

区(76.8%)に比べて,かなり低い値を示し, 0%区と10%区

の間　には有意差が認め　られた.ま　た,精子濃度1×

10　sperm/mlで媒精した時の卵胞液10%区(65.1%)の精子侵

入卵率は0%区(57.8%)に比べて高い値を示したが,卵胞液

10%区(52.1%)の多精子侵入卵率は, 0%区(76.3%)に比べ

て有意に低い値を示した.これらのことから,新卵成熟培養

法で用いる成熟培地に添加するウシ大卵胞液は卵子の多精子

拒否反応を誘起する能力を上昇させると推察された.

新卵成熟培養法で成熟させたブタ卵子に,雄ブタAおよびB

の精液を用いて種々の精子濃度で媒精し,精子侵入卵率が
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90%以上を示す区の多精子侵入卵率を雄ブタAを用いた場合

と雄ブタBを用いた場合とで比較した.雄ブタAでは,精子侵

入卵率が100%および99.1%を示した精子濃度1×106

sperm/mlおよび5×10　sperm/ml区において,多精子侵入卵

率はそれぞれ100%であった.一方,雄ブタBを用いた場合の

精子侵入卵率が95.6%,100%および100%を示した精子濃度

5×10　sperm/ml,1×10'sperm/mlおよび5×103sperm/ml

区の多精子侵入卵率はそれぞれ80.2, 92.6および78.2%で

あった.これらの結果は雄ブタAの精子より雄ブタBの精子が,

多精子侵入し難い精子であることを示している.すなわち,

雄ブタBの精子が,卵子の多精子拒否反応を起こし易い精子

と考えられた.

新卵成熟培養法で成熟させたブタ卵子に,雄ブタAおよびB

の精液を用いて種々の精子濃度で媒精した.雄ブタAの精液

を用いた場合,精子濃度5×10　sperm/ml区において,最も

高い侠試卵数に対する正常受精卵率を示した(17.6%)　また,

雄ブタBの精液を用いた場合, 5×10^sperm/ml区において,

最も高い供試卵数に対する正常受精卵率を示した(18.8%).

このことから,個体によって,供試卵数に対する正常受精卵

率における高い値の得られる精子濃度が異なることが明らか

にされた.

10汁1液滴で24時間培養した後, IOOm-1液滴でさらに24時間

培養したCOCを用いた体外受精でかなり高い供試卵数に対す

る正常受精卵率(21.4%,24.8および22.5%)の得られること

が明らかとなった.このことから,10ドl液滴で培養したGVBD
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抑制卵子をさらに培養して成熟させる方法は,多数の正常受

精卵子を生産する有効な手法である可能性が示唆された.

以上の本研究結果より,卵子を採取する卵胞の直径が減少

するにつれて　GVIを示す卵子の割合が低下することが明

らかとなった.また,卵丘細胞で合成され,ギャップ結合を

介して卵子に影響を及ぼしている成熟抑制因子は,卵子の

GVBD誘起およびProMIからTIまでの移行を抑制しており,

内側から2層以上の卵丘細胞間ギャップ結合の切断によって

この因子が卵子に移行しなくなり　GVBDが誘起されると考

えられた.さらに,卵丘細胞で生産され,培地中に放出され

るGVBD抑制因子の存在が確認された.この因子は卵丘細胞

に作用することによって卵子のGVBDを抑制していることが

明らかになった.また,このGVBD抑制因子は凍結および加

温処理に対して安定であり,分子量3,000以下の物質と推定

され,卵丘細胞の膨潤をも抑制していることが明確にされた.

そして　10|xl液滴でGVBDを抑制して24時間培養した後,さ

らに24時間成熟培養する新卵成熟培養法は,高い正常受精卵

率を得る有効な手法と考えられた.
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