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論 文 内 容 要 旨

哺乳動物の受精機構に関する研究は,体 外受精技術の発展もあって,近 年盛んになってきたが,

一般には卵子の入手 し易い実験動物を中心に進め られている。一方,家 畜では,体 外受精が,受

精能力の判定に役立つだけでな く,配 偶子の利用や交配の組み合わせを自由に行える点で有効な

方法として期待 されている。 しか し,分 娩に至る成功例はまだ少な く,技 術的に多 くの問題を残

している。また,受 精の各過程,す なわち精子の受精能獲得や先体反応における変化,精 子の各

部位の役割湘 子母入と卵子の岬 や臨 化との1縣 瀕 子の1彰化 轍 繊 に対する卿1解 質

の機能などについても,ま だ不明め点が多い。このため,家 畜を対象に受精の機構や意義を解析

するためには,体 外受精技術の確立とともに,関 連 した実験発生学的手法の導入が必要と考えら

れる。

本研究では,そ の一つとしてウシ配偶子を用い,精 子侵入過程を異にする体外受精およびMi-

crofertilization(受 精ざせる目的で,'顕微操作により,精 子を直接卵子内あるいは躍卵腔へ注

入する技術)を 行い,精 子侵入後の卵子と精子の動態を調べ,受 精機構を解析することを試みた。

ま た・ 体 外 受 椿 酬 培 養 系 が 晦 され て ㌧'うマ ウ スを 用 い てMi…f・ ・tili・3ti・nを 行 い・、精 子

注入卵子の発生能を検索 した1

1.ウ シ即胞 卵子の体外受樟.

1)供 試 卵 子 は,比 較 的 数 多 く容 易 に 採 取 で き る屠 場 材 料 の ウ シ卵 巣 か ら吸 引採 取 した卵 胞 卵

子 を 用 いた ため,ま ず 体 外 成 熟 培 養 条 件 に つ いて 検 討 した。 基 礎 培 地 と してHam'sF-12を 用 い,

添 加 す る血 清 ・タ ンパ クの 種 類 や 濃 度,ホ ル モ ン(1718一 エ ス トラ ジオ ール+ヒ ト絨 毛 性 姓 腺 刺

激 ホル 毛 ン)の 有 無 に よ る影 響 を調 べ た結 果,20%FCS(ウ シ胎 児Im清)+ホ ル モ ンの 区 で83.G

%の 高 い成 熟 率 が 得 られ たの で,以 後 の 実 験 系 に用 いた。

2)体 外 成 熟 卵 子 を用 い た体 外 受 精 で は,精 子 の各 前 培 養(preincubation)区 の 聞 に顕 著 な

差 は認 め られず,25%BFF(ウ シ卵 胞 液)を 添 加 す る こ とに よ り60%前 後 ρ)安定 した 良 好 な受 精

率が得 られ,即 割に至る発生率は2～10%で 最高8細 胞期きで発生 した(Table1)。 媒精後20時

間における侵入精子ゐ変化についても各前培養区間に差は見られず,雄 性前核形成の見られた卵

子の割合は,Ham'sF-12ナ25%BFF区 で32.5%,カ フェインを添加 した区で36.8%で あった

が,正 常な精子侵入夘子では約80%が 前核期であった(Tab】e2)。

3)卵 胞から採取直後の未成熟卵子に媒精 した結果,精 子侵入率は成熟卵子に比べて有意に低

く,侵 入精子の37、7%が 膨化 したが,雌 核が未成熟の段階では前核形成が見られなかった

(Table3)0

4)受 精能獲得のための前培養を行わない精子を体外成熟卵子に媒精 した場合,媒 精後5時 間

では侵入精子は見 られず,20時 間後でわずかに19.1%の 侵入率を示 した。

5)以 上,供 試 したウシ卵胞卵子は本実験の条件下で体外成熟 一体外受精系に利屠 し得ること
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が示された・また,未 成熟卵子では精子侵入率が低 く,前 核形成能がないことが示 され,前 培養

を行わない精子の媒精後5時 間に侵入精子が見 られなかったことから,通 常の体外受精系では,

受精能を獲得 していない精子は卵子に侵入できないことが確認 された。

2。 ウ シ 卵 胞 卵 子 のMicroferti・lization

まず,配 偶子の顕微操作法の検討を行ったのち,以 下の実験を行 った。

1)前 培養前後の精子や超音波処理により尾部 と先体を除去 した精子頭部,さ らに凍結乾燥 し

4℃ 下に保存 した精子頭部を体外成熟卵子へ注 入 した(Fig.1)。 その結果,精 子の処理に関係

な く,注 入精子(精 子頭部)は 卵子内でほとんど膨化 し,10.5～26.4%の 前核形成が見られた

(Table4)。 精子にほとんど変化の見 られないもの(lntact)は,尾 部が付着 したまま注入した

区で多 くなる傾向があ った。3%PVPを 含む生理食塩水を卵子に注入した対照区では12前 核

は観察されず,単 為発生的賦活化によると思われる1つ の前核が2矯0(3.3%)の 卵子に見 られ

た』

2)未 成熟卵子内に超音波処理精子頭部を注入 した場合,媒 精後の侵入精子にみ られたものよ

りも高い膨化率(67.6%)を 示 した 〈Table5)。'

3)過 排卵処理を施 したウシの成熟卵胞卵子を屠殺後または内視鏡操作により採取 し,超 音波

処理精子頭部の注入を行い48時間培養 した結果,雌 雄前核の融合および卵割溝の見ちれた卵子も

観察された。,

4)以 上の結果か ら,・精子を直接卵子内に注入 した場合,精 子の状態には関係なく精子核は卵

子内で膨化 し,前 核形成できることを示 した。このことから,精 子の受精能獲得の過程は卵子内

に侵入するために必要な変化であり,そ の後の膨化 ・前核形成には関係 しないことが確認された。

また請 子尾縮 鱗 受轍 醗 生にゆ 〉⑳ らないくと砺 唆さ枇 岬 子1ζ⑳ 下は・矧

受精の場合より前核形成率が低 く,注 入操作では賦活化が起きに くかったことから,精 子侵入が

できても正常な賦活化が起こらないと前核期への発生が見られないことが明らかになった。未成

熟卵子への精子注入は,媒 精時よりも高い膨化率を示 したことから,精 子注入時の傷害による卵

子の活力低下の影響は少ないように思われた。

3.ウ シ に お け る 精 子 の 膨 化 ・前 核 形 成 の 過 程

一TEMに よ る観 察 一

1)体 外受精卵子とMicrofertilization卵 子における精子の膨化 ・前核形成の過程を比較検討

する前に,体 外成熟培養前後の卵子の微細構造をTEM(透 過型電子顕微鏡)に より観察 した。そ

の結果,卵 胞から採取直後の未成熟卵子(Fig.2a)で は,脂 肪滴が卵子全体に分布し,表 層付

近に ミトコンドリア群や ゴル ジ装置と表層穎粒群が観察 された。 しか し,・通常この時期に見 られ

ない囲卵腔や くぼみのあるもの,穎 粒膜細胞の突起の見 られないものがあった。他方,体 外成熟
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卵 子(Fig2b)は,ミ トコ ン ドリ アの 分 散 や 表層 穎 粒 の配 例,小 胞 体 の 増 加 な ど,未 成 熟 卵 子

とは異 な る様 相 を 示 したが,個 々の 卵 子 に は差 異 が 見 られ,ミ トコ ン ドリ ア群(Fig.2c)や 頼

粒膜 細胞 の突 起 の 残 って い る もの,微 絨 毛 の退 行 した 卵子 な どが観 察 され た 。

2)体 外 受 精 卵 子 とMicrofertilization卵 子 に お け る精 子 の膨 化 か ら前 核 期 と未成 熟 卵子 へ 侵

入 した精 子 の変 化 を 観 察 した(Table6,7)。 体 外 受 精 で は媒 精 後10時 間 で精 子 は膨 化 の 段 階

(Fig.3a)を 示 し,媒 精 後20時 間 で は6個 の 卵 子 中,膨 化 精 子 の 見 られ た もの2個,雄 性 前 核

に発達(Fig,3b)し た もの3個 で,雌 核 はす べて 前 核 化 して い た。 媒 精 後30時 間 で は7個 中2

個 の卵 子 で雌 雄 前 核 が 観 察 され たが,退 行 過 程 と思 わ れ る ミ トコ ン ド リアの 電 子 密度 の低 下,核

膜 の異 常 と前 核 内 の腔 な どが 見 られ た(Fig.3c)。

未 成 熟 卵 子 へ媒 精 した場 合,5個 中2個 の卵 子 で膨 化 精 子 が 観 察 され た。 その う ち,1つ は わ

ず か な膨 化 しか 示 さ なか っ たが,他 の1つ は か な り膨 化 が進 行 して お り,膨 化 核 内 に尾 部 が 入 り

込 ん で い た。

Microfertilizatlonで は,精 子 頭 部 注 入後10時 間 に2前 核 の 観察 され た卵 子 が 見 られ,膨 化 段

階 の 精 子 は捕 え られ な か っ た。 体 外 受 精 卵 子 とMicrofertilization卵 子 の 前 核 期 像 は,精 子尾 部

の有 無 以 外 と くに 差 は 見 られ なか った。 す な わ ち,核 膜 の近 辺 に は 小 胞 体,ゴ ル ジ装 置 お よ び ミ

トコ ン ドリァが 多 く見 られ,有 窓 層 板 も観 察 され た。 核 膜 に は核 膜 孔 や 核 膜 の 水 泡 化 が 見 られ,

核小 体 や 核 内 ラメ ラも観 察 され 左(Fig.4)。

3)以 上 の 結 果 か ら,Mcrofertihzation卵 子 は,正 常 に 前核 期 まで 発 達 し得 る もの と考 え ら

れ た。 ウ シ卵 胞 卵 子 は,採 取 段階 で も異 常 の見 られ る もの や,体 外 成 熟 培 養 後 に細 胞 質 の 成 熟 を

伴 って い な い と思 われ る もの が あ り,媒 精 後30時 間 で 多 くが退 行過 程 を た ど る こ とが 明 らか に な

った。1

4.マ ウ ス に お け るMicrofertilization卵 子 の 発 生 試 験

マ1ウスで は体 外 に お け る1細 胞 期 胚 か らの 発生 能 に 系統 差 が あ る こ とが 知 られ て い る ため,'2

-ce】1b】ocktestを 行 い
,発 生 率 の最 も良 い 系 統 の 組 み 合 わ せ(♀:C57BL×C3H,♂:C57BL

また はBALB)を 用 い てMicrofertilization卵 子 の 発 生 試 験 を行 った。 そ の結 果,前 核 形 成率,

卵 割 以 後 の 発 生 率 と もに 低 か っ たが,4細 胞 期 まで の 発 生 が 観 察 され た(Table8,9)。

以 上,本 研 究 で は,ウ シ卵胞 卵 子 を 用 い,体 外 受 精 の 成 績 を対 照 と してMicrofertilizationを

行 う こ とに よ り,受 精 機 構,と くに 精 子 侵 入 前 後 にお け る精 子の 受 精 能 獲 得 や尾 部 の必 要 性 を 明

らか にす る こ とが で きた 。 また,体 外 受 精 とMicrofertmzatlonlこ よ る卵 子 賦 活化 の違 いを 明 ら

か に す る と とも に,体 外成 熟 お よ び受 精 に伴 う卵 子 の微 細 構 造 を 観察 し,細 胞 質 の成 熟 や 正 常 性

に 関 す る知 見 を得 た 。 ま た,マ ウ ス のMicrofertilizgtion卵 子 が4細 胞 期 ま で 発 生 した ことに よ

一り,Microfertilizationの 今 後 の体 外 受 精 系 へ の利 用 の可 能 性 が示 され た 。
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審 査 結 果 の 要 旨

哺乳動物の受精に関する研究は,一 般に卵子の入手 しやすい実験動物を用いて進められている。

本研究はウシの卵胞,'卵 子および人工授精用精子を用い,卵 子内への精子進入過程を異にする体

外受精技術およびmicrofertilization技術(顕 微操作により,精 子を直接卵子内または囲卵腔へ注

入する技術)を 導入して受精機構の一端を明らかに しようとした。

ウシの卵胞卵子の体外受精では基礎培地,添 加物,精 子の前培養条件および卵子成熟度の影響

についてしらべ,体 外成熟,体 外受精系における精子受精能獲得㊧必要性など,精 子 ・卵子の必

要条件を確認 した。

ウシの卵胞卵子のmiOrofertili2ationでは配偶子の顕微操作法を検討 したのち,各 種の処理を

行った牛精子の頭部を未成熟卵子および成熟卵子内に直接注みした。、そゐ結果,精 子の処理条件

・・関係なく・注入され準精子酪 の核は耳β子内で膨化し揃 核形成ま嘩 みう・・とを示したr

また,そ のためには卵子の賦活化が重要であるとする成績を得た。

ウシ精子の卵子内における膨佗 ・前核形成過程を透過型電顕で観察 した結果,体 外受精卵子と

micrbfertilization卵子の問には精子尾部 の』有無 を除いて本質的 な差異 は見 られず,従 って

microfertilization時の前核形成までの変化は正常に準行 していると考えられた。

比較のために行 ったマウスにおけるm1crofertilization卵子の発生試験では,最 高4細 胞期にま

で発生しうることを確認 した。

以上,本 研究はmicrofertil{zationの導入によってウシの受精過程を詳細に観察 し,受 精 および

発生の機構解明に貴重な知見を加え兇。よって農学博士の学位を授与するに値すると判定 した。
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