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論 文 内 容 要 旨

1.目 的および背景

ウシの受精卵移植は、近年、人工授精に代わる雌のサイ ドか らも品種改良が可能

な育種法 として注 目されてお り、実用化 をめざして活発 に研究が行われている。受

精卵移植の利点 としては、乳牛に優秀な血統の肉牛の受精卵 を移植することで、 よ

り付加価値の高い子牛 を生産で きる点や、従来屠場で廃棄される運命にあった卵胞

卵子 を有効 に利用で きる点な どがあげられる。さらに、核移植、キメラや トランス

ジェニ ック動物の作出など、発生工学的な実験:の基礎技術 として極めて重要である。

しか し、現在の技術では、未成熟卵子が ら体外成熟/体 外受精/体 外発生のプロセス

を経て非外科的に移植可能 な胚盤胞期 まで発生する効率が低 く、受精卵移植技術 を

実 用化す るためには、この効率 を高めて行 く必要がある。

現在、ウシ卵胞卵子の成熟培養 には、成熟を促進するため血清添加培地が一般 に

用い られている。 さらに、受精卵の体外培養系で は、発生隙害の起 こる8-16細

胞期 を越えて胚盤胞期まで発生 を進める目的で、血清添加培地 を用い穎粒膜細胞や

卵管上皮細胞 などの体細胞 と共培養が行われている。 しか し、血清や体細胞が卵子

(胚)の 成熟/発 生にお よぼす影響は複雑でほとん ど解明 されてお らず、これ らの存

在は、成熟/発 生にお よぼず外的要因の影響 を解析する上で妨げになっている。 した

が って、血清 と体細胞 を培養系か ち除外することは、卵子(胚)の 成熟 ・発生機構

を解明するために重要であ り、また、成熟/発 生効率 を高め、実験 ごとの結果のばら

つ きを解決するための基礎的手段 になる と考え られる。

本研究では、成分既知培地 を用いた体細胞を含まない ウシ卵子の体外成熟/体 外発

生系の確立を目的 として種々の検討を行った。体外成熟 については、細胞成長 因子

とゴナ ドトロピンの成分既知培地への添加お よび卵丘細胞の影響 を検討 した。体外

発生 においては、穎粒膜細胞の培養上清 に含 まれ る胚発生促進因子の精製を試みた。

さらに、胚発生に重要な影響を与えると考え られる要因 として、培養系の酸素濃度、

基礎培地中に含まれるグルコース濃度、お よび細胞成長因子の添加の検討を行 った。
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2.成 分既知培地を用いた体外成熟
'

(第2章)

LH、FSHな どのゴナ ドトロピンが哺乳類卵子の成熟を促進す ることは よく知 られ

ているが、近年、これ らの他に表皮成長因子(EGF)、 腫蕩成長因子・α、・β(TGF・

α、昂)な どの細胞成長 因子が成熟 を促進することが報告 されている。そ こで、これ

らの因子 を成熟培地に添加することにより、卵丘細胞付着卵子の成分既知培地によ

る体外成熟系の確立 を試み、 さらに、卵丘細胞が体外成熟 にお よぼす影響 について

検討 した。

(1)細 胞成 長 因子 お よび ゴナ ド トロピ ンの

卵 丘細胞 膨潤 と体外 成熟 にお よぼす 影響

種 々の細胞 成長 因子(EGF、TGF・ α、TGF一 β1、bFGF、}nsulin)と ゴナ ドトロ ピ

ン(LH、FSH)が 卵 丘細 胞付 着卵 子 の卵丘細 胞 膨潤 お よび体外 成熟 にお よぼす影響

を、 成分既 知培 地(M199培 地)を 用 いて検討 した。成熟 培養 は、5%CO2/95%air、

37.5℃ の条 件で22時 間行 った 。卵 丘細胞 膨潤 の程 度 は、形態 的 に3段 階 に分 けて評.

価 し(degreeO<degree1〈degree2)、 成熟 につ いて は媒 精後g分 割 率 を指標 とし

て評 価 した。試験 した 因子 のな かで 、EGF、TGF一 α、LHお よびFSHは 卵 丘細胞 膨潤

を強 く促 進 し、媒精 後 の分割 率 をコ ン トロー ル実験 区の48。8%か らそ れぞ れ70.3%、

73。6%、74.8%お よび84.6%に 増 加 させ た(Table1)。EGFと ゴナ ドトロ ピンの相 乗

的な効 果 は認 め らず、 これ らの作 用機構 の共 通性 が示 唆 された 。一方 、胎 児 ウ シ血

清(FBS)を 添加 した場 合 の分 割率 は65.5%で あ り、 これ らの因子 の添加 に よって、

成分既 知培 地 を用い て血清 添加 培 地 と同等 以上 の効 率で体外 成熟 を誘導 で きる可 能

性 が 示 された 。

(2)核 の成熟 にお よぼす卵丘細胞の影響

成熟促進効果が認め られたEGF、TGF・ α、LHお よびFSHに ついて、それ らの因子
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の効果に卵丘細胞が関与 しているか どうか を調べ るため、卵丘細胞付着卵子 と卵丘

細胞 を除去 した卵子(裸 化卵子)で 、これらの因子の成熟促進効果 を比較 した。裸

化卵子に媒精す る.方法が確立 されていなかったので、metaphaseIIへ の核の成熟 を指

標 として実験 を行った。

卵丘細胞付着卵子では、EGF、TGF一 α、LHお よびFSHは 、metaphaseIIへ の核の成

熟 を促進 し、 コントロール実験 区の44.0%に 対 し、それぞれ66.8%、62.8%、 幽

64.3%、 お よび56.9%の 高い成熟率が得 られた(Table2)。 一方、裸化卵子では、

コン ト.ロール実験 区におけるmetaphaseIIへ の成熟率が14.0%と 卵丘細胞付着卵子の

44.0%と 比較 して著 しく低 く、細胞成長 因子や ゴナ ドトロピンの添加 による有意な

成熟促進効果 は認 められなかった(Table3)。 これ らの結果は、体外成熟 における

卵丘細胞の重要性 を示 してお り、細胞 成長因子や ゴナ ドトロピンの成熟促進効果は

卵丘細胞を介す るもの と考 えらた。単 に細胞成長因子やゴナ ドトロピンを添加 した

培 地で、裸化卵子の成熟培養を行 うというアプローチでは、体外 成熟系からの体細

胞の除外は達成されず、・今後、卵丘細胞 の体外成熟における役割 を解明して行 く必

要がある。

(3)成 分既知培地を用いて成熟培養 した ウシ卵胞卵子の胚盤胞期への発生能

EGF、TGF・ α、LHお よびFSHの 成熟培地への添加は、卵丘細胞付着卵子の体外成

熟 を促進 し、媒精後の分割率を増加 させ ることが明 らかになったが、これらの因子

を添加 した成分既知培地 における体外成熟が正常であるか どうかを評価するために

は、2細 胞期以降への発生能を検討する必要がある。そこで、これらの因子の成熟

培地への添加が胚盤胞期への発生 にお よぼす影響 を検討 した。成熟培養 はM199培

地 を基礎培地 として行い、媒精後の卵子 は5μg/mlのinsulinを 添加 したM199培 地を

用いて・5%CO2/95%air、37.5℃ の条件で穎粒膜細胞 と共培養 した。

結果はTable4に 示 した。EGF、TGF一 α、LH+FSHの 添加 により、分割率は コン ト

ロール実験 区の50.5%に 対 して、それぞれ77.6%、78.8%お よび69.7%に 増加 し、こ

れ に伴って、胚盤胞期への発生率 もコン トロール実験区の9.8%か ら、それぞれ
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騨

17.9%、2L2%お よび15.9%に 増加 した。FBS添 加区における分割率は78.8%、 胚盤

胞形成率は19.2%で あ 妖 細胞成長因子やゴナ ドトロピンの添加区と有意差は認め

られなかった。 この結果は、これ らの細胞成長因子や ゴナ ドトロピンを添加 した成

分既 知培地 を用いて成熟培養 を行 った卵子が、血清添加培地で成熟培養 した卵子 と

同等の発生能 を持つことを示 してお り、成熟培地 にこれらの細胞成長因子 またはゴ

ナ ドトロピンを添加す ることに より、成分既知培地を用いた体外成熟/体 外培養系に

おいて、血清添加培地 に匹敵す る胚盤胞形成率 を得 られることが明 らかになった。

しか し、体外発生 は穎粒膜細胞 との共培養により行ってい るので、 さらに穎粒膜細

胞 を培養系か ら除外す るための検討が必要である。

3.穎 粒膜細胞由来の胚発生促進因子の精製

(第3章)

共培養系において穎粒膜細胞が胚発生を促進する機構として、穎粒膜細胞が産生

する因子が胚発生を促進 していることが示唆されてお り、この胚発生促進因子を精

製 し、発生培地に添加 して体細胞を代替することによって、体細胞に依存 しない体

外培養系を確立できる可能性が考えられる。そこで、穎粒膜細胞由来の胚発生促進

因子の精製 ・同定を試みた。

(1)濃 綿 した穎粒膜細胞培養上清の胚発生促進効果

穎粒膜細胞の培養上清 は、発生促進効果を持つことが知 られている。 この効果は、

加熱処理やプロテアーゼ処理 により失われるので、タンパク性の発生促進因子の存

在が示唆されている。精製の最初の段階 として、5μg/mlinsulinと0.5μg/ml

aprotininを添加 したM199培 地(M1991AP)を 用いて調製 した顎粒膜細胞培養上清

(BGC・CM)を 、限外濾過によ り約25倍 に濃縮 した後、M1991APに 対 して透析 し、

胚発生促進活性 を検討 した。胚発生促進活性は、10%FBSを 添加 したM199培 地で成

熟培養 し、媒精後24～30時 間(1-2細 胞期)で 裸化 した卵子の胚盤胞期への発生

率 により評価 した・体外発生 は・5%CO2/95%air・37.5℃ の条件で行った。
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未 処理 のBGC・CMは 胚発 生促 進効 果 を示 し、胚盤 胞期へ の 発生率 は新 鮮 な

M1991AP培 地(FM)の1.3%か ら17.5%に 増加 したが、濃 縮 したBGC・C藍(cBGC・CM)

をFMで25倍 お よび10倍 に希 釈 した培 地で は、3.0%お よび4.8%で 、cBGC・CMの 胚発

生促 進効 果 は認 め られ なか った(Table5)。

(2)グ ル コース濃 度 とcBGC-CMの 影響

cBGC・CMが 発 生促進 効果 を示 さなか った理 由 として 、BGC-CMの 効 果が 、発 生促

進 因子 だ け にに よる もので は な く、基礎培 地 に含 まれ る発 生 阻害物 質の穎粒 膜 細胞

に よる除去 も一因 とな ってい る こ とが考 え られ る。近年 、 グル コース に よる初 期 発

生 の 限害が 、 ハムス タ ーな どの動 物種 で報告 されてお り、基礎 培 地巾の グ ル コース

が 発生 を阻害 してい る こ とが 考 え られた。そ こで ζ グル コース濃 度 とcBGC・CMの 発

生 にお よぼす 影響 を調 べ た。基礎 培地 は、M199培 地 の組 成 か ら、 グル コース 、パ

ラア ミノ安 息香 酸お よびTween80を 除 き、乳酸 ナ トリウム(4。13mM)、 ビル ビ ン

酸 ナ トリ ウム(027mM)お よびgentamycin(10μ9/mDを 添加 した 培地(GF・199

培 地)に ウシ血清 アル ブ ミン(BSA、5mg/m1)を 加 え た培 地 を基礎 培 地 と し、 グ

ルコー ス濃度(1.1mMお よび5.6mM)とcBGC・CMの 影響 を調べ た。

Table6に 示 した よ うに、 グル コース濃 度 を5.6mM(オ リジナルのM199培 地 の濃

度)か ら1.1mM(平 均 的なBGC・CM中 の濃 度)に 低下 させ るこ とに よ り、胚 盤胞 形

成立 は3.4%か ら8.5%に やや増 加 し、 さ らにcBGC・CMを10%添 加す るこ とに よって

29.8%ま で 著 し・く増加 した。一 方、 グル コース濃 度5.6皿Mの 培 地 にcBGGCMを 添加

して も、胚 盤胞形 成立 は11.1%と や や増 加 した の に とどま り、有意 差 は認 め られ な

か った。 この結 果 は、BGC-CMの 効果が 、穎粒 膜細胞 に よるグ ルコース濃 度 の低 下

と、胚 発生 促 進因子 の産生 の二 つ の要 因 に よる もので あ る ことを示 唆 してい る。 ま

た、cBGC-CMの 効 果 は、BSAの 添 加 に よ り増 強 される こ とが 認め られた(Table

7)。 これ らの検討 の結果 、cBGC・CMは ウシ初期 胚 の発生 を促 進す る こ とが 確 認 さ

れ、BSAを 添 加 した低 グル コース培 地 にお け る裸化 胚の 発生 を指標 として発 生促 進

因子 の精 製 を行 うこ とが可 能 にな った。
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(3)穎 粒 膜細 胞が 産生 す る胚 発生 促進 因子 の精製

亡BGGCMを 出発材料 と して、 ゲ ル浸 透、 イ オ ン交換お よび逆 相 の3段 階のHPLCに

よって胚 発生促 進 因子 の 精製 を行 った 。各段 階で得 られた分画 の胚 発 生促 進活 性 は、

1.1mMの グル コース と5mg/mlのBSAを 添加 したGF・199培 地 にお け る2細 胞 期 裸化

胚の 胚盤胞 期 への発生 率 に よって評 価 した 。

ゲ ル浸 透 ク ロマ トグ ラフ ィー(TSK・G3000SWXL)で は、分子 量 約30000と 約

80000の2箇 所 に活性 の ピー クが認 め られ た(Fi呂1)。 これ らをそ れ ぞ れ

embryogenin-1(EG・1)お よびembryogenin-2(EG・2)と し、 これ らの うち低分 子量

のEG-1に つい て さ らに精 製 を進 め た。EG・1の 分 画 をイオ ン交換 カ ラム(Mono-Q)

に吸着 させ 、NaClの 濃 度 勾配 で溶 出 させ た ところ 、胚発生 促進 活性 は0。1-0.3M

NaCIの 蛋 白 ピー クに一 致 して検 出 された(Fig2A)。 さらに、 この分 画 を逆 相 カラ

ム(VydacC-4)で 分 画す る と、EG・1は33%ア セ トニ トリルで シ ング ル ピー ク と し

て溶 出 され(Fig2B)、sDS・PAGEで 分子量31000の 単 一 バ ン ドとして検 出 された 。

精 製 され たEG-1は 、2.5μg/m璽 の濃 度で最大 の活 性 を示 した(Fig.3)。 さ らに、

EG・1の ア ミノ末端 ア ミノ酸配 列 をエ ドマ ン法 に より分析 した結 果 、29番 目まで の扉

列 は ウシ組 織性 メ タロ プ ロテア ーゼ・1(bTIMP・1)と93%の 相 同性 が 認 め られ た

(Fig.4)。EG-1は 、bTIMP抗 体 と交 叉 じ、cDNA配 列 もbTIMPと 一 致 す る ことが示

されて お り、bTIMP-1と 同定 され た。EG・2に つい て は、 ゲル浸 透 クロマ トグラ

フ ィー以 降の精製 は現 在 の ところ進展 してい ない。

bTIMP-1は 、分子量 約30000の シア ロ糖 蛋 白で、 コラゲ ナーゼ な ど細 胞外 マ トリ ッ

クス(ECM)を 分解す る メ タ白プロテ アーゼ を阻害 す る活 性 を持 って い る。.bTIMP・

1が 発生 を促 進す る機 構 と して は、 この ような活性 に よってECMの 分解/再 構 築 を適

度 に制御 す る ことが考 え られ る。 一方 、最近TIMP・1に は上記 の 活性 の 他 に、直接 的

に細 胞増 殖 を促 進す る活 性 があ る こ とが示唆 されてお り、 この ような細 胞 成長 因子

様 の活性 に よ り細胞 分 裂 が刺激 され た結果 、発生 が促 進 された可 能 性 もある。
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4.成 分既知培地 におけるウシ体外受精卵の体外発生

～酸素濃度、グルコース濃度、細胞成長因子の影響～

(第4章)

前節に述べ た実験結果か ら、cBGC-CMま たはbTIMP・1(EG-1)を 利用することに

より、無血清培地 において、体細胞に依存することなく良好な胚盤胞形成率 を得 る

ことがで きた。 しか し、cBGC・CMやbTIMP-1(EG-1)が 充分に効果を発揮するため

には、BSAの 添加が必要であった(Table7>。 したが って、共培養系 において穎粒

膜細胞のはたす役割は、グルコース濃度の低下 と発生促進因子の供給だけでは説明

で きない。また、BSAは 爽雑蛋白や脂質などの不純物を含み、製造 ロッ トによって

生物活性が異 なる場合があ り、成分既知培地による培養系 を確立す るためには、

BSAを 培地成分か ら除去す る必要がある。

グルコース濃度の低下 と発生促進因子の供給以外の顯粒膜細胞の役割 としては、

胚の酸素毒性か らの保護が考 えられる。ζれまでの実験で体外発生 に用いてきた気

相条件は、5%CO2/95%airで 、酸素濃度は約20%で あるが、卵管や子宮内の酸素濃

度 はこれよ りも低い(5%前 後)こ とが知られてお り、この条件下では生体内に比べ

酸素毒性 による障害が起 こ りやすい状態 になっている。共培養系においては、穎粒

膜細胞は酸素の消費により胚の周囲の酸素濃度を低下 させ、酸素毒性 に よる障害 を

抑 えることにより胚発生 を促進す ると考えられる。BSAは 、胚単独の培養系におい

て酸素毒性 を緩和する働 きをする可能性がある。そこで、成分既知培 地におけるウ

シ体外受精卵の体外発生にお よぼす酸素濃度、グルコース濃度お よび穎粒膜細胞の

影響 を検討 した。さらに、酸素濃度とグルコース濃度を至適化 した条件で、成分既

知培地において成熟培養 した卵子の発生能を検討するとともに、種々の細胞成長因

子の影響 を試験 した。

(1)高 グル コー ス培 地 にお ける酸 素濃 度 と穎粒 膜細胞 の 影響

高 グル コー ス培 地(M199培 地+0.5μ9/mlinsulin、5.6mMグ ル コース)を 用 いて、

酸素 濃 度(5%ま た は20%)と 穎 粒膜細 胞 との共培 養の影響 を検 討 した(Table
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8)。20%02(5%CO2/95%air)の 条件では、穎粒膜細胞が ないと胚盤胞形成率は

2.6%と 非常 に低か ったが、穎粒膜細胞 と共培養 を行うことにより、15.0%ま で著 し

く増加 した。一方.5%儀(5%02/5%CO2/90%N2)の 条件では、穎粒膜細胞がない

場合で も比較的高い胚盤胞形成率が得 られ(10.9%)、 共培養に よって逆 に2.5%に

低下 した。これ らの結果か ら、酸素濃度を低下 させることにより、明 らか に胚発生

が促進 されることが認められた。低酸素条件下で穎粒膜細胞の存在に よって胚盤胞

形成率が減少 したのは、穎粒膜細胞に よる酸素消費 により酸素濃度が必要量以下 に

低下 したため と考えられる。

(2)低 酸 素培 養 にお ける グル コース濃 度 の影響

低酸 素条 件(5%02)に お いて、培 地 中の グル コース濃 度(0-5.6mM)が 体外 発

生 にお よぼす 影響 を5μ9/mlinsuHnを 添 加 したGF-199培 地 を基礎培 地 と して検討 し

た(Table9)。 最 も高 い胚盤胞 形成 率 は、2.2mMの グル コース濃 度 にお い て得 ら

れ た(23.7%)。5.6mMに お け る胚 盤胞 形成 率 は8.6%で 、他 の実験 区(0-4.4mM)

に比較 して有 意 に低 か った。 この実験 か ら、 グ ル コース濃 度 を2.2mMに 調整 した培

地 を用 いて低 酸 素培 養 を行 うこ とに よ り、成分 既 知培地 にお いて体細 胞 に依存す る

ことな く20%以 上 の 高い胚盤 胞形 成率 を得 られ るこ とが示 され た。

(3)低 グルコース培地における酸素濃 度と穎粒膜細胞の影響

低グルコース培地(GF-199培 地+2.2mMグ ルコース+5μ9/mlinsuhn)を 用いて、

酸素濃度(5%ま たは20%)と 穎粒膜細胞の影響 を検討 した(Table10)。 高酸素条

件(20%02)で は、穎粒膜細胞の有無 に関わ らず胚盤胞形成率 は低 く、共培養で

5.0%、 胚単独で3.8%で あった。共培養を行って も胚発生が促進 されなかったのは、

穎粒膜細胞に よりグルコースが消費 されて、欠乏 したため と考 えられる。一方、低

酸素条件(5%02)で は、共培養系で低い胚盤胞形成率(2.1%)で あったのに対 し、

胚単独の場合 には27.9%と 非常に高い胚盤胞形成率が得 られた。これらの結果か ら、

共培養系 と胚単独の培養系では胚発生に適 した培養条件が異なってお り、低酸素、
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低グルコースの条件が胚単独の培養系においては好適であることが明 らかになった。

(4)低 酸素 、 低 グル コ ース培養 におけ るcBGC・CMの 影響

低酸 素 、低 グル コース の条 件で体 外培 養 を行 うこ とに よ り、成分既 知培 地で体 細

胞 に依存す る こ とな く25%以 上 の高い胚盤 胞形 成率 を得 られ るこ とが わか ったが 、

この系 にcBGGCMを 添 加す る ことに より、 さらに高い形 成率 を得 られ る可 能性が 考

え られ た。そ こで 、5%02の 条 件下で ・2.2mMグ ル コース と5μ9/mlinsullnを 添加 し

たGF・199培 地 を用 い てcBGC-CMの 効 果 を検 討 した(Table11)。1.25%か ら10%の

濃 度 を検 討 したが 、す べ ての濃 度 区で コン トロー ル実験 区の胚盤 胞形 成率30.5%と

有 意差 は な く、cBGC-CMの 効 果 は認 め られ なか った 。低 酸 素、低 グ ル コース の条件

でcBGC-CMの 効 果が な くな る理 由は不明 であ るが、 この結 果は、 ウシ胚の初期 発生

に は体細 胞 の産生 す る因 子 は本 質 的に必要 では ない こ とを示唆 して い る。

(5)体 外 発生 にお よぼす抗酸 化剤 の影響

酸素毒 性 を緩 和 す る方 法 と して、酸素濃 度の低 減 の他 に抗 酸化 剤 の 発生培 地への

添 加が 考 え られ 、特殊 な培 養器(低 酸素培 養器)を 必 要 と しない 利点 が あ り、 また、

胚 を培 養器外 で取 り扱 う際 に効果 を発揮 す るこ とが期 待 され る。 そ こで 、抗 酸化 作

用 を持 つ種 々の 物 質が裸 化胚 の発生 にお よぼす 影響 を検討 した 。試験 した物質 は、

L-ascorbicacid,a-tocopherol,superoxidedesumutase(SOD)catalase,bovine

apotransferrin(BAT)dihydroxyethylglycin(DHEG)glycylglycine,2-

mercaptoethanol(2・ME)お よびdithiothreito1(DTT)で あ る。 発生培 地 の グル コー

ス濃 度は2・2mMと し、5%CO2/95%air、38.5℃ の条 件で体 外培養 を行 った。

これ らの うち、低 分 子 チ オー ル化合物 で あ る2・MEとDTTの み に強い胚 発生促 進効

果 が認 め られた(Table12お よびTable13)。2・MEは 、71.3nMと142.6nMの 濃度

にお いて強 い発生 促進 効 果 を示 し、胚盤胞 形成率 は、 コ ン トロール実験 区の7.5%に

対 し、19.4%お よび17.2%で あ った。 しか し、285.2nMで は12.6%と 効 果が あ ま り認

め られな くな り、713.OnMに お いては、逆 に胚 発生 を強 く阻害 し、胚 盤胞 まで 発生
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する胚 は全 くなか った。DTTは 、100nMお いて、胚盤胞形成率をコントロール実

験 区の6,3%に 対 し13.5垢と2倍 以上増加 させた。 しか し、1000nMに おいては、胚

発生 を強 く阻害 し、胚盤胞 まで発生 したものは全 くなかった。2-MEとDTTの 有効濃

度は100nM付 近の狭い範囲であ り、過剰の添加 は著 しく発生 を陥害するため、実用

的な利用は難 しい と考えられる。

(6)成 分既知培地で成熟培養 した卵子の体外発生 にお よぼす細胞成長因子の影響

これまで裸化胚の培養条件に関する実験 は、すべて血清添加培地(M199培 地+

10%FBS)で 成熟培養 した卵子 を用いて行 って きた。 したがって、成分既知培地を

用いて体外 成熱 した卵子が、体細胞 を含 まない培養系において効率 よく胚盤胞期ま

で発生す るか どうかは確認されていなかった。そ こで、成分既知培地(M199培 地+

5μg/mhnsulin+10ng/mlTGF一 α)に おいて成熟培養 を行 った卵子 を媒精後24～30

時間で裸化 し、2.2mMグ ルコース と5μg/mlinsulinを 添加 したGF・199培 地を用いて、

5%02/5%CO2/90%N2、37.5℃ の条件で培養 した。あわせて、近年体外発生 を促進す

ることが報告 されている細胞成長因子(bFGF、insulin、TGF一 α、TGF・ β1、PDGF)

を添加 し、これ らの発生にお よぼす影響 を検討 した。

結果 をTable14に 示 した。 コン トロール実験区における胚盤胞形成率は27.4%で 、

これ まで血清添加培地で成熟培養 した卵子 を用いて得 られた結果 と同等であった。

この結果か ら、TGF・ αの成熟培地への添加 と低酸素/低 グルコース条件の体外培養へ

の適用によって、成分既知培地で成熟 した卵子か ら、成分既知培地を用いて、体細

胞に依存せず に効率 よく胚盤胞 を作出で きることが示 された。

細胞 成長因子に関 しては、試験 したすべ ての因子 に有意 な効果は認め られなかっ

たが、bFGFとTGF一 β1を同時に添加 した実験区で、わずかではあるが胚盤胞形成率

の増加が認め られた(33.6%)。 また、 これらの細胞成長因子の発生培地への添加

が凍結融解後の胚盤胞期胚の生存率を高める傾向が認め られてお り、胚盤胞期胚の

質の点か らさらに検討を進める必要がある。
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Table2,Effectsofgrowthfactorsandgonadotrophins
onnuclearmaturationofbovinecumulus-enclosedoocytes

Treatment No.ofoocytes

exam量ned

No.(%)ofoocytesateachnuclearstage*

GV MI-TI MII

ne

F

O

G

N

E

TGF-a

LH

FSH

175

184

-

1
0

0
0

～
「

5

5

.33(18.ga)

o(O.Oh)

8(15.7a)

　
9(16.1)

10(1η も

認:1:㍉
de_Ii(21

.6)

躍:;:祉,

f.77(44
.0一)

123(66.あ

32(62.88)

;1麟
欝 灘 儲 耀 器 瞬 謡認 階、a5濃1:躍phaseU

Table3.Effectsofgrowthfactorsand

gonadotrophinsonnuclearmaturationofbovinedenudedoocytes

Treatment No.ofoocytes

examined

No.(%)ofoocytesateachnuclearstage*

GV MITI MII

None

EGF

TGF-a

LH

FSH

0

0

層)

f
J

0

1

0

ρ)

ど」

5

　
11111:1

・も)

6(12.(弁)

.巖:ま1)

27(54.0)

26(46.4)

32(64.0)

32(62.7)

28(56.0)

7(14.0)

11(23.9)

12(24.0)

13(25.5)

11(22.0)

難 鷲 譲:監 慧認 課 纈 無留 耳1:meゆh　皿

Table4.Invitrodevelopmentof
bovineoocytesmaturedindefinedmedia

Treatment

No.ofova
addedto

fertilization
drops

No.(%)ofova
addedtofertilizationdrops

cleaved developedto
blastocyst

None

EGF

TGF-a

LH+FSH

LH+FSH+EGF

FBS

194

196

198

195

198

198

98(50.5a)

152(77.6')

156(78.8h)

136(69.71i)

155(78.30"
hl56(78

.8).

19(9・8cも

35(17.9)

42(21.24)
Cd31(15

.9)
d)38(19

.2

38(19.2d)

Percen、 。g,、differsig。ifica。 ・lya・b、 ・P・0.・ ・1・ ・dc・d・ ・P・0.05(X2・ …).
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Table5.EffectofconcentratedBGC-CM

oninvltrodevelopmentofIVM/WFdeゴvedbovineemb琢os

Medium* No.ofova

fertilized

No・(%)of免 誼ilized{waφeveI叩edt。:

2-cell 8-cell Blastocyst

FM

BGC-CM

cBGC-CM

25-folddilutedwithFM

10-folddilutedwithFM

158

iii

桝

㏄

97(61_4

124(72.5) 釜認
ab)53(32

.3)114(69.5

118(71.1ah)62(37.3)

3縞
　

5(3.0)

　
8(4.8)

*FM:freshmedium(M199+5ug/mlinsulin+0
.5Nglmlaprotinin);

BGC-CM:bovinegranulosacell-conditionedmedium;cBGC-CM:BGC-CMconcentrated

熱 膿 膿1鴛巖 藍撚3灘,鍍 ・儲ledagainst田'

Table6.Effectsofreducedglucoseconcentrationandconcentrated
BGC-CMoninvitrodevelopmentofIVM/IVFderivedbovineembryos

GlucosecBGC-CM*No.ofova

(1血厘)(%)㎞i1ized

No.(%)offertilizedovadevelopedto:

2-cell 8-cell Blastocyst
ノ

1.1

i.t

5.6

5.6

0

0

0

0

1

咽
暫
ハ

7

7

0
/
4

4

4

5

5

33(70.2)

34(72.3)

45(76.3)

38(70.4)

20(42.6)

17(36.2)

29(49.2)

54(50.0)

1搬 、
　

2(3.4)

　
6(11.1)

*cBGC-CM:BGC-CMconcentrated25-foldbyultrafiltrationwithaYM-10membrane

§朧 灘 謙 認 温1脚 .③。5(淘.

Table7,EffectsofBSAandcBGC-CM
ondevelopmentofdenudedbovineembryosinlowglucosemedium

BSAcBGC-CIWINo.of

(mglml)(%)ova
fertilized

No.(%)ofovadevelopedto:

2-cell 8-cell Blastocyst

0

0

5

5

O

f)

0

.
～
U

111

113

112

113

90(81.1)

94(83.2)

88(78.6)

92(81.4)

65(58.6)

70(61.9)

64(57.1)

71(62.8)

2(1・鯨

8(7.1

君
14(12.5) .

　
30(26.5)

a,h,cP
ercentagesdiffersignificantlyatP<0.01(XZtest).
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15]O

Embry㎎enin4(His)一Thr-X-Va且 一Pm-Pm-His-P⑩ 一Gln-Thr-Ala-PhO-X-Asn

********.***

BovineTIMP-1Cys-Thf-Cys-Val-Pm-Pm-His-Pro-Gln-Thr-Aia-Pレe-Cys-Asn

152025

Emhryogenin-1Ser-Asp一.Val-Val-Ile-Arg-Ala-Lys-Phe-Val-Gly-Tlv-Ala-X-Val一

*

B・vi鵬TIMP一 童S町 一柳 一V・1-V・ 卜1置P一 糎 一A典 一L拶 ・『he-Vd-Gly一 ㌃ 一A1・一Glu-V・1-

Fig.4.Amino-terminalaminoacidsequenceofEG-1

*Sequenceidentitybetweenamino-terminalaminoacidsequenceofEG-1andbovine

TIMP-1.X:unidentifiedaminoacidstentativelyassumedtobecysteine.()aessthantots]
confidence.

TableR.EffectsofgasphaseandthepresenceorabsenceofBGConthe

developmentofIVM/IVFbovineembryosculturedinhighglucosemedium(5.6mM)

Treatment

Gas With(+)orwithout(一)

BGCcoculture

No.of

ova

侮㎡Iized

No.(%)offertilizedovadevelopedto:

2-cell 8-cell Blastocyst

20%OZ

5拓o・

十

鱒

十

iao

iii

ii8

119

94(78.3)

95(81.2)

90(76.3)

88(73.9)

80(66.7a)

65(55.6ab)

n56(47
.5)

72(面.5a)

　
18(15.0)

翻
　

13(10.9)

a・b・c・dp
。,伽g。 、di衡sl9。 董行can・1y、 ・斥 α ・5(X2重est).
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Table9.Effectofglucoseconcentrationsonthedevelopmentofdenuded
bovineembryosculturedalonewithdefinedmediumunderalowoxygenatmosphere

Glucose

(mM)
No.of

ova

免rdIized

No.(%)offertilizedovadevelopedto:

2-cell 8-ce婁1. Blastocyst

o.o

i.i

2.2

3.3

4.4

5.6

iti

127

iii

122

iii

128

82(73.9)

93(73.2)

100{76.3)

96(78.'n

89(76.1)

91{71.1)

63(56.8)

69(54.3)

86(65.6)

69(56.5)

72(61.5)

72(56.3)

}1麟
　　

31(23.7)

　
21(17.2 .)

　
20(17.1)

b11..(8
.6)

a・b・c戸
。,cen血9。、蜘 、ig,i最㎝,ly。 、剛5.(X孕 肥、、).

Table10.EffectsofgasphaseandthepresenceorabsenceofBGConthe
developmentofdenudedbovineembryoscultumdinlowglucosemedium(2.2mM)

Treatment

Gas

No.of

With(十)orWithout(一)ova

BGCCoculturefertilized

No.(%)offertilizedovadevelopedto:

2-cell 8-cell Blastocvst

zo%02

5%OZ

十

十

i60

156

146

154

123(76.9)

127(81.4)

106(72.6)

119(77.3)

111111:1:も.
bc74(50

。7)

　
96(62.3..)

8(5.0

6(3.8

3(2.1

43(27.9e)

a,b,c,dPe
rcentagesdiffersignificantlyatP'<0.05(X2test).

TableI1.EffectofconcentratedBGC-CMondevelopment
ofdenudedbovineembryosindefinedmediumunderalowoxygenatmosphere

BGC-CM

(%v/v)

No.of

ova

舳1量zed

No.(%)offertilizedovadevelopedto:

2-c611 8-cell Blastocvst

o.0

1.25

2.5

5.0

10.0

zia

216

217

220

218

173(82.4)

161 .(74.5)

179(82.5)

182(82.'n

173(79.4)

120(57.1)

119(55.1)

138(63.6)

139(63.2)

123(56.4)

64(30.5)

57{26.4)

74(34.1)

65(29.5)

63(28.9)
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Table12.Effectof2-mercaptoethanol
ondevelopmentofIVM/[VFderivedbovineembryos

2-Mercaptoethanol

(nM)
No.of

ova

免rt量hzed

No.(%)offertilizedovadevelopedto:

2-cell .8-cel] Blastocyst

0

14

71

143

285

713

226

118

237

232

174

122

181ζ80.1)

86(72.9)

181{76.4)

186(80.2)

134(77.0)

87(71.3)

156(69.0)

72(61.0)

158(66.'n

]51(65.1)

115(66.1)

75(61.5)

1;ll畿
46(1隻 ・島

40(17・2

b、盗
22(12.6)

　
0(0.0)

a・b・c・dp
・職9・ ・di徽sig湘 ㎝dy・ … α・5(趣0..

Table13.Effectofdithiothreitol
ondevelopmentofNM/IVFderivedbovineembryos

Dithiothreitol

(nM)

No.of

ova

偽 面lized

No.(%)offertilizedovadevelopedto:

2-cell 8-cell Blastocyst

O

i

io

ioo

iooo

6

5

5

6

7

0
/

Q
ノ

.Q
/

0
/

0
ノ

81(84.4

75(78.9

86(り0.5

66(68.8

58(59.め

:1麟

誰:象
　

30(30.9)

i.6(6
.3)
i

7(7.4:)

17(7
.4)

1翻

a・b・¢・d・.e・£9・h・¥
㈹ ・甑9・・礁 ・・ig耳i5㎝ 廿y・・P・ α・5(ノ 圃.

Table14.Effectsofvariousgrowthfactorsonthedevelopment
ofbovineIVM/IVFembryosunderimprovedcultureconditions

Treatment

No.of
ova

fertilized

No.(%)offertilizedova
developedto
blastocyst

None

bFGF(10ng/ml)

insulin(5ｵg/ml)

TGF一 α.(10ng/m1)

PDGF(1ng/ml)

bFG戸(10ng1卑1)'

+TGF弔1(1nglm1)

124

115

115

115

iii

116

:1離
　

23(20.0)

23(20.0も

ab32(27
.4
b)39(33

.6)

a・bp
㈹,mg。,di伽rsig。i行 ㎝ ・1y、・P・α05(ノtest).
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論 文 審 査 の 要 旨

本論文は牛卵母細胞の体外成熟,体 外受精,体 外発生のための体外培養について,無 蛋白質成

分既知培養液を用いた培養系を確立することを目的として行ったもので従来の培養系よりも効率

のよい一つの成分既知培養系を開発 し新 しい方法論を確立した。

まず,従 来,発 生阻害は他の体細胞 との共培養によって解除する培養系であるが体細胞を含ま

ない体外成熟/体 外発生系を確立するため,体 細胞を除いた培地に対するゴナ ドトロンピン,細

胞成長因子などの添加培地を検討 し,表 皮成長因子(EGF)腫 湯成長因子 α,β(TGFα,

β),LH,FSHな どを添加 し,成 熟 と発生 させることを可能にした(第2章)。

次いで穎粒膜細胞由来の胚発生促進因子の解析を行いその本体を明 らかに した。すなわち,

穎粒膜細胞の培養上清中に胚発生促進物質が含まれることからその物質の特性や抽出精製を行 っ

た。その結果,加 熱処理プロテアーぜ処理で促進活性が失われる物は,浸 透 ・イオン交換および

逆相の3段 階のHPLCで 精製 し,30,000と80,000の 分子量を持つ もので前者は逆相 カラム

SDS-PAGEで 単一のバンドとして得られアミノ末端アミノ酸配列をエ ドマン法で分析 して29番

目までの配列か牛組織性メタロブテアーゼと93%の 棉同性を認めた(第3章)。 最後に成分既知

培地における牛体外受精卵子の効率的な培養系を得るために酸素濃度,グ ルコース濃度細胞成長

因子などの諸条件を検討 し効率の高い培養法を開発 した。まず,酸 素濃度 とグルコース濃度につ

いて共培養系 と成分既知培地で比較検討し,成 分既知培地では低酸素濃度(5%)で 低グルコー

ス濃度(2.2mM)が 最も効率よいことを明らかにした。

更に,TGF2を 成熟培地へ添加 し,低 酸素/低 グル コース条件を体外培養系へ適用することで

成分既知培地でIVM・IVFを して,成 分既知培地でのIVCを 行 うことにより,こ れまでの共培養

系と比べ有為に高い発生率を得ることに成功した(第4章)』

本研究の成果は牛の体外成熟∫卵子からの産子と改良の手段として実用化を一層推進させるだ

けでな く,卵 子の初期発生過程における発生機構や栄養要求などの基礎研究の方法論として画期

的なものである。

よって博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な資格があるものと判定された。
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