
Kobe University Repository : Kernel

PDF issue: 2024-07-28

哺乳類卵母細胞の体外発育に関する研究

(Degree)
博士（農学）

(Date of Degree)
1993-03-31

(Date of Publication)
2012-06-15

(Resource Type)
doctoral thesis

(Report Number)
甲1187

(JaLCDOI)
https://doi.org/10.11501/3092466

(URL)
https://hdl.handle.net/20.500.14094/D1001187

※ 当コンテンツは神戸大学の学術成果です。無断複製・不正使用等を禁じます。著作権法で認められている範囲内で、適切にご利用ください。

平尾, 雄二



博士論文

日甫乳類卵母細胞の体外発育に

関する研究

平成5年1月

神戸大学大学院自然科学研究科

平尾雄ニ



博士論文

日甫乳類卵母細胞の体外発育に

関する研究

平成5年1月

神戸大学大学院自然科学研究科

平尾雄ニ



晴乳類卵母細胞の体外発育に関する研究

第 1章 緒論 1 

第 2章 マウス卵母細胞の体内発育

第 1節 緒言 3 

第 2節 卵母細胞における減数分裂の進行 4 

第 3節 卵母細胞の発育と卵胞の発達 18 

第 4節 小括 23 

第 3章 マウス卵母細胞の体外発育

第 1節 緒言 24 

第 2節 器官培養卵巣における卵母細胞の初期発育 26 

第 3節 発育途上卵母細胞の体外発育 40 

第 4節 小括 52 

第 4章 体外発育マウス卵母細胞の体外成熟および体外受精

第 1節 緒言 53 

第 2節 体外発育卵母細胞の体外成熟 54 

第 3節 体外発育卵母細胞の成熟能力 61 

第 4節 体外発育・成熟卵母細胞の体外受精 68 

第 5節 小括 74 

第 5章 ブタ卵母細胞の体外発育

第 1節 緒言 75 

第 2節 卵胞の採取方法および培養方法 76 

第 3節 卵母細胞の体外発育 89 

第 4節 小括 99 

第 6章 体外発育ブタ卵母細胞の体外成熟および体外受精

第 1節 緒言 100 

第 2節 体外発育卵母細胞の成熟能力 101 

第 3節 体外発育・成熟卵母細胞の体外受精 106 

第 4節 小括 110 

第 7章 総括・謝辞・引用文献 111 



第 l章緒論

晴乳類における卵母細胞の形成は胎子期に始まる。雌胎子の卵巣原基に移入

した始原生殖細胞は，卵原細胞として有糸分裂により増数したのち，減数分裂

を開始して卵母細胞となる。卵母細胞は出生後の卵巣において第 I減数分裂前

期で停止したまま発育し，同時にそれを包む卵胞も発達する。卵胞内で発育を

完了した卵母細胞は，下垂体から放出される性腺刺激ホルモンの刺激によって

減数分裂を再開し，染色体の半分を第 1極体として放出して，第 E減数分裂中

期へと成熟する。ほとんど全ての晴乳類では，この段階で排卵が起こり，卵母

細胞は受精の場である卵管八と排出される。

幼若晴乳類の卵巣内には，数万から数十万個にも上る莫大な数の未発育卵母

細胞が含まれている 1)。しかし，そのほとんどは発育開始以前，または発育途

上で退行する。このように生体内では退行する多数の卵母細胞を体外で発育さ

せるための培養系を確立することは，晴乳類における卵母細胞の形成機構を解

明するうえで重要であり，また，雌家畜の潜在的繁殖能力の利用拡大という実

用的観点からも極めて有意義と考えられる。

1977年に. Eppig2)は，マウス卵巣から分離した発育途上卵母細胞は，穎

粒膜細胞との接触が保たれる状態で培養されれば，最終段階まで発育し，その

後の成熟培養により一部は第 E減数分裂中期八と成熟することを見出した。さ

らに， 1989年に. Epp igとSchroeder3)は，低率ではあるが体外発育マウス卵母

細胞に由来する産子の誕生を報告し，それを契機として，卵母細胞の体外発育

に関する研究がにわかに脚光を浴びることになった。しかし，マウス以外の動

物種におけるこの種の研究としては， Eppigの培養系を用いてラット卵母細

胞の体外発育に成功したDanielら4)の報告をあげうるにすぎない。

本研究では，家畜の発育途上卵母細胞の発育培養系を確立する目的で，まず

発育途上マウス卵母細胞の体外発育に影響する諸要因について検討するととも

に，最終段階まで発育した卵母細胞について成熟能力および受精能力を調ペた。

ついで，マウスで得られた知見をもとに，発育途上ブタ卵母細胞の発育培養を
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試み，得られた体外発育卵母細胞の成熟能力および受精能力について検討した。
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第 2章 マウス卵母細胞の体内発育

第 1節緒言

マウスやラットの卵原細胞は，胎子の卵巣内で減数分裂を開始して卵母細胞

となる 5)。減数分裂開始に関わる機構は未だ不明であるが，その開始から第 I

減数分裂前期のディプロテン期で停止するまでの染色体の形状変化は，多くの

卵母細胞でほぼ同調して起こるとされている 6-1 0 )。ディプロテン期に達し

た卵母細胞は，その周囲を肩平な卵胞細胞(または穎粒膜細胞の前駆細胞)に

よって包まれる。原始卵胞の形成である。出生後，一部の原始卵胞内で卵母細(

胞は発育を開始する。マウス卵母細胞ではその直径が約15川から 80川へと増

大し，同時にその周囲に透明帯が形成される。卵母細胞の発育に伴って，そ

れを包む卵胞も発達する。宮野ら 11}によれば，直径39JLmの卵母細胞において，

連続した透明帯が形成され，その周囲の頼粒膜細胞に形態変化が起こり，それ

に続いて穎粒膜細胞が急速に増数する。

本章の実験は，マウス生体内における卵母細胞の減数分裂の進行過程および

卵母細胞の最終段階までの発育とそれに伴う卵胞の発達過程を明確にする目的

で行われた。
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第 2節 卵母細胞における減数分裂の進行

マウス卵巣内における減数分裂の進行過程を明らかにする目的で，妊娠14日

齢から出生後 8日齢までのマウスから卵巣を採取し，それぞれの日齢における

生殖細胞の数およびそれらの核相の変化を調べた。また，生殖細胞の発育開始

時期および卵胞の形成時期を明らかにする目的で，各自齢における生殖細胞の

直径を測定するとともに，卵巣の組織染色標本を作製して卵巣内の生殖細胞お

よび穎粒膜細胞の形態を観察した。なお，胎子期の卵巣内には卵原細胞と卵母

細胞とが混在していたため，本節ではこれらをまとめて生殖細胞と呼ぶ。

材料および方法

1 )卵巣の採取

ddY系成熟雌マウス(日本エスエルシー株式会社)を同系統の成熟雄マウス

と自然交配させ，得られた雌胎子および雌産子を実験に供した。腔栓の認めら

れた日を妊娠 1日とし，妊娠14日，妊娠16日および妊娠18日の雌マウスを頭部

脱臼法で屠殺後開腹し，子宮を採取した。子宮を切開し， 100/lg/mQの硫酸スト

レプトマイシン(明治製菓)および200IU/叫のペニシリン Gカリウム(明治製菓)

を含む37"CのDulbeccoのカルシウム，マグネシウム欠リン酸緩衝生理食塩水

(P B S )中に胎子を取り出した。実体顕微鏡下で胎子を開腹し，卵巣を中腎の

付着した状態で採取した。また，出生直後(0日齢)， 4日齢および 8日齢

の雄マウスについては，開腹したのち実体顕徴鏡下に卵管および卵巣嚢の付着

した状態で卵巣を採取した。卵巣をあらかじめ37"cに加温しておいたEagle

の最少必須培養液(MEM，日水製薬)中に移し，卵巣嚢を切開し，卵管を除去

して卵巣を得た。

2 )卵巣組織染色標本の作製および生殖細胞数の算出

採取した卵巣を 4"Cの10%中性緩衝ホルマリンに 2日間浸潰して固定し， 50 
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%のエタノールに移して 18時間脱水したのち， 70%， 80%， 90%および100

%のエタノール上昇系列にそれぞれ30分間浸潰して脱水した。これらの卵巣を

メタクリレート系樹脂 JB -4 (Polysciences 1 nc. )に包埋し，ミクロトー

ムを用いて 3fLmの連続切片を作製した。切片を過ヨウ素酸-Schiff法(PA 

S法)で染色したのち， Ehrl ichのヘマトキシリンで後染色した。卵巣当た

りの生殖細胞数の算出にあたっては，同一生殖細胞を複数回加算しないよう，

各卵巣について15川ごとに切片を観察し，核が認められる生殖細胞数を数えて

合計値を求めた。データの統計的有意性は t検定によって判定した。

3 )生殖細胞の核相の観察

胎子および新生子の卵巣から前述と同様の方法で卵巣を採取し， O. 2 %の

濃度でプロナーゼ(アクチナーゼ E ，科研製薬)を含むMEM~こ漫潰し，炭酸ガ

ス培養装置内 (37"C， 5%C02-95%空気)に30分間静置した。酵素処理後

4 mg/叫のウシ血清アルブミン (BS A，和光純薬)および50p.g/叫のピルビン酸

ナトリウム(ナカライテスク)を含むMEMに卵巣を移して数分間ピペッティン

ゲし，卵巣細胞を分散させた。との細胞浮遊液を 90gで 5分間遠心分離した

のち上清を除去し，沈澱に 111&の 1%クエン酸ナトリウム水溶液を加えて細胞

を再浮遊させ，室温に30分間静置して低張処理を施した。処理後， 5 --6滴の

エチルアルコールと氷酢酸の 1: 1混合液(固定液)を滴下し，均一な細胞浮遊

液とした。細胞浮遊液にさらに固定液を加えて101叫とし，ピペッテインゲによ

り細胞を均一に浮遊させた。 170gで 5分間違心分離して上清を除去したのち，

固定液101叫に再浮遊させた。再び170gで 5分間遠心分離し，上清を取り除いた

のち固定液0.311&を加えて均一に撹持した。細胞浮遊液をスライドグラスの

中央に 2， 3滴落とし，ほぽ等量の氷酢酸を加えたのちに乾燥させ，標本をギ

ムザ染色して核相を観察した。まず，体細胞と生殖細胞とを区別した.生殖細

胞については卵原細胞と，プレレプトテン期，レプトテン期，ザイゴテン期，

パキテン期およびディプロテン期にある卵母細胞に分類し，全生殖細胞に対す

るそれぞれの細胞の占める割合を求めた。データの統計的有意性は， χz検

F
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定によって判定した。

4 )生殖細胞の直径の測定

各日齢のマウスから採取した卵巣を MEMで 2回洗浄したのち，上述の酵素

処理法によって卵巣細胞を分散させた。各日齢とも 600個の生殖細胞につい

て，その直径を倒立顕微鏡に接続した測徴接眼レンズ(日本光学工業)を用いて

O.5flffi単位で測定した.

結果

妊娠14日齢では，生殖腺は卵巣，精巣ともに縦長の形態を示したが，卵巣組

織は均質であるのに対し(図 1，a)，精巣には縞状の精巣索が観察され(図 1， b)， 

両者は容易に区別できた。妊娠16日齢では，卵巣が縦長であるのに対し，精巣

は楕球形であった.妊娠18日齢では，卵巣，精巣ともに楕球形であったが

(図 1，c，d)，卵巣は腎臓背面に，精巣は下降して跨脱付近に位置していた。出

生直後 4日齢および 8日齢のマウス卵巣は，卵巣嚢に包まれた状態で腎臓の

背面に位置していた.

妊娠14日齢から出生後8日齢にいたるマウス卵巣内の生殖細胞数の変化を図

2に示す。妊娠14日齢から妊娠16日齢にかけて，生殖細胞数に有意な変化は認

められなかったが，妊娠16日齢から妊娠18日齢にかけて生殖細胞数は有意に減

少した。妊娠18日齢から出生直後までの間，生殖細胞数に有意な変化は認めら

れなかったが，出生直後から 4日齢にかけて生殖細胞数は再び減少した。 4日

齢および 8日齢の間では生殖細胞数に有意な変化は認められなかった。

卵巣における生殖細胞の核相を図 3に，それぞれの生殖細胞の占める割合を

表 1に示す。生殖細胞の核は円形であったのに対し，体細胞の核は肩平あるい

はいびつな形状をしており，生殖細胞と体細胞の核は容易に区別できた(図

3 ， b)。全検査細胞数に対する体細胞の割合は，妊娠14日で最も少なく 53%

であったが，その後日齢が進むとともに増加し，出生後 8日齢では99%となっ

円。



図 1 胎子卵巣および胎子精巣

a 妊娠14日齢マウス卵巣 (0).
b 妊娠14日齢マウス精巣 (t). 
C 妊娠18日齢マウス卵巣 (0).
d 妊娠18日齢マウス精巣(t). 
胎児の生殖腺は中腎 (m)に付着している.
パーは 300~mを示す.
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た。また，妊娠14日齢では，生殖細胞の24%は減数分裂を開始しておらず，卵

原細胞であった o また，卵原細胞から減数分裂前期のレプトテン期の生殖細胞

が92%を占め，ディプロテン期の生殖細胞は認められなかった o 日齢とともに

ディプロテン期の生殖細胞の割合は増加し，その値は妊娠16日齢，妊娠18日齢

および出生直後でそれぞれ17%，60%および98%となった。 4日齢および 8日

齢では生殖細胞の全てがディプロテン期に達していた。

妊娠14日齢から出生後 8日齢のマウス卵巣における生殖細胞の直径分布を図

4に示す。いずれの日齢においても，直径20.0/Lm未満の生殖細胞の割合が80%

以上を占めた。出生後日齢が進むとともに一部の生殖細胞は直径を増大させ，

直径25.0JtmW-上の生殖細胞が 4日齢で 4%， 8日齢で 9%認められた。また，

8日齢の卵巣では直径50.0/Lm以上に発育した生殖細胞も認められた。

妊娠日齢，出生後日齢の経過に伴うマウス卵巣の組織像の変化を図 5，図

6および図 7に示す。胎子期ではいずれの日齢においても生殖細胞は密接し

て存在し，卵胞の形成は認められなかった(図 5• a-dおよび図 6， aとb)。ま

た，中腎より移入したと考えられる体細胞 12】が，生殖細胞の間瞭に認めら

れた(図 5， b)。出生直後の卵巣内には直径20.0/Lm未満の未発達な生殖細胞が

多数存在していたが，透明帯は形成されておらず，周囲の穎粒膜細胞も肩平

であった(図 6， cとd)o 4日齢では，一部の生殖細胞には透明帯が形成され十

ており，その周囲を 1~ 3層の立方化した頼粒膜細胞が取り囲んでいた(図 7， 

aとb)0 8日齢の卵巣には，より発達した卵胞が認められ，一部の卵胞では;

卵胞腔が形成されていた(図 7，cとd)。

考察

卵巣内の生殖細胞数の日齢に伴う変化を調ペる目的で，まず卵巣を酵素処理

して細胞を分散させ，卵巣当たりの全生殖細胞数の測定を試みた。しかし，酵

素処理あるいは遠心分離の過程で培養皿や遠沈管に付着した生殖細胞を完全に

回収できず，安定した結果が得られなかった。そこで，本実験では卵巣の 3/Lm 
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図4 マウス卵巣における生殖細胞の直径分布
a 妊娠14日齢 (n=600).
b 妊娠16日齢 (n=600).
c 妊娠18日齢 (n=600). 
d 出生直後 (n=600).
e 4日齢 (n=600).
f 8日齢 (n=600). 
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c 

図 5 妊娠14日齢および16日齢のマウス卵巣組織
a 妊娠14日齢マウスの卵巣.
b aの拡大像，生殖細胞の聞に体細胞(....)が
入り込んでいる.

C 妊娠16日齢マウスの卵巣.
d Cの拡大像.

a，c パーは100pmを示す.
b ， d :パーは50仰を示す.
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図 6 妊娠18日齢および出生直後のマウス卵巣組織
a 妊娠18日齢マウスの卵巣.
b aの鉱大像.
C 出生直後マウスの卵巣.
d cの拡大像，卵母細胞は扇平な頼粒膜細胞に
取り囲まれている.

a，c パーは100仰を示す.
b， d :パーは50Jlmを示す.
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図 7 4日齢および 8日齢のマウス卵巣組織
a 4日齢マウスの卵巣.
b aの拡大像，発育した卵母細胞は，周囲に透明帯が形成され，
2層ないし 3層の立方状の穎粒膜細胞に取り固まれている.

c 8日齢マウスの卵巣.
d dの拡大像，卵胞腔が形成された卵胞.

a， C パーは100/Lmを示す.
b，d:パーは50刊を示す.
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の連続切片を作製し ，15pmごとに観察することによって生殖細胞数を算出した。

マウス胎子卵巣における生殖細胞の減数分裂の開始および進行に関しては，

いくつかの報告が見られる。 BakkenとMcClanahan6) およびEvansら7)は，妊

娠14日齢卵巣内の生殖細胞のうちそれぞれ41%および19.5%が第 I減数分裂の

レプトテン期に達すると報告している。一方 Borum8)は，妊娠14日齢では

大部分の生殖細胞がレプトテン期あるいはザイゴテン期にあったとしている。

本実験において生殖細胞の核相を観察したところ，妊娠14日齢では46%の生殖

細胞がレプトテン期以降に達していたが，この点ではBakkenとMcClanahan 6)の

報告とよく一致している。 Bo-r u m 8) も指摘しているように，妊娠14日齢では

生殖細胞の核相の変化が著しいために，同一日齢であっても卵巣の採取時期に

よって結果に差異が生じると考えられる。ザイゴテン期およびパキテン期へ

の進行時期に関しては，研究者により若干の相違があるが，いずれにしても出

生時にはほとんど全ての生殖細胞がディプロテン期に達するとしているト10)。

本実験においても，出生時には98%の生殖細胞がディプロテン期に達していた。

減数分裂を開始した雌性生殖細胞，すなわち卵母細胞はもはや増殖しない。

Baker13)は，ヒトにおいて第 I減数分裂前期のパキテン期およびディプロテン

期に多数の生殖細胞が退行すると報告している。パキテン期における退行の原

因としては，相同染色体の対合の失敗が考えられており 14 )またディプロ

テン期では卵胞形成の失敗がその原因と考えられている 15. 16)。本実験におい

ても，生殖細胞教は，その多くがパキテン期を通過する妊娠16日齢から妊娠18

日齢にかけて，また全てがディプロテン期に達し，卵胞形成も開始される出生

直後から 4日齢にかけて有意に減少した。卵巣内における体細胞および生殖細

胞の割合を調パた結果，妊娠14日齢ではほぼ半数にすぎなかった体細胞が 8

日齢では卵巣細胞の99%を占めた。胎子期においては中腎から卵巣内ヘ体細胞

が移入すると考えられているが12¥減数分裂を開始した生殖細胞は減少す

るのに対し，体細胞は活発に有糸分裂を繰り返して増数したためと考えられる。

生殖細胞の直径は，卵原細胞から卵母細胞へ移行する時期，およびレプト

テン期からディプロテン期八移行する時期に増大すると報告されている 17)。
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本実験においても，直径10.0~14.5仰の生殖細胞の割合は妊娠14 日齢から出生

直後にかけて減少し， 15.0~19.5 fL rnの生殖細胞の割合が増加した。しかし，こ

の間ほとんど全ての生殖細胞は直径20川未満であり，出生後 4日齢以降に観察

されるような顕著な発育は認められなかった。

胎子期卵巣内の生殖細胞の周囲には卵胞形成は認められず，出生直後の卵巣

において初めて一層の穎粒膜細胞が観察された。これらの穎粒膜細胞は，生殖

細胞がディプロテン期に達したのちに，卵巣網由来の細胞が分化したものと考

えられるは}。生殖細胞周囲の穎粒膜細胞は生殖細胞が一定の直径に発育し

たのち立方化し，その後増数することが報告されている 11 }。本実験におい

ても，立方状へと変化した穎粒膜細胞は 4日齢および 8日齢の卵巣内で発育途

上にある生殖細胞の周囲にのみ認められた。

可
，
1ょ



第 3節 卵母細胞の発育と卵胞の発達

本節の実験では 6日齢から 22日齢のマウスを用い，卵巣内における卵母細胞

の最終段階までの発育過程ならびに卵胞の発達過程を明らかにしようとした。

材料および方法

6日齢， 10日齢， 14日齢， 18日齢および22日齢の ddY系雌マウスから実

体顕微鏡下に卵巣を採取した。卵巣をEagleのMEMで2回洗浄したのち， 0.2 

%の讃度でプロナーゼを添加したMEMに浸潰し，炭酸ガス培養装置内(37"(;， 

5%C02-95%空気)に30分間静置した。 22日齢のマウス卵巣をプロナーゼ処

理した場合，卵胞液と考えられる粘調な物質によって細胞の分散が阻害された

ため，プロナーゼと 150U/叫のヒアルロニダーゼ(Sigma)を併用して同様に処理

した。酵素処理後. 15%のウシ胎子血清(fetalcalf serum; F C S， M . A . 

Bioproducts)を含むMEMに卵巣を移して数分間ピペッテインゲし，卵巣の細

胞を分散させて卵母細胞を裸化した。卵母細胞の直径は， 40Jtm以上のものにつ

いて，倒立顕徴鏡に装着した測徴接眼レンズにより O.5 Jtm単位で直径を測定

した。また，各日齢の卵巣の組織染色標本を前節と同様の方法で作製し，卵母

細胞の発育および卵胞の発達状況を調ペた。

結果

B日齢から22日齢までのマウスから採取した卵巣を酵素処理した結果，卵巣

組織は個々の細胞にまで分散し，卵母細胞は完全に裸化した状態で得られた

(図 8)。

図 9に日齢に伴う卵母細胞の直径分布の変化を示す。いずれの日齢において

も直径40.0，am以上の卵母細胞が認められたが，日齢が進むとともにより大きな

直径の卵母細胞の占める割合は増加した。 6日齢では，直径40.0，am以上の卵母
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図8 6日齢マウス卵巣から酵素処理によって得られた
裸化卵母細胞(ー怪). 

パーは50川を示す.
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図 9 マウス卵母細胞の直径の日齢に伴う変化
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細胞のうち 50.0JLm未満のものが95%を占めた。しかし. 10日齢では50.0JLm以上

の卵母細胞の占める割合が43%となり. 14日齢では88%と増加した。 18日齢お

よび22日齢では， 70.0pm.J;A上の卵母細胞がそれぞれ12%および31%を占めた。

図10にそれぞれの日齢の卵巣組織を示す。いずれの日齢においても発育途上

の卵母細胞は卵核胞期にあった。一方，卵胞の構造は日齢が進むとともに大き

く変化した。すなわち 6日齢の卵巣では(図10，a)，発育を開始していない卵

母細胞が卵巣白膜下に多数認められ，それらは肩平な 1層の穎粒膜細胞で取り

固まれていた(一次卵胞)。他方，発育途上の卵母細胞は 2層から 3層の立方状

の頼粒膜細胞に取り固まれていた(二次卵胞)。また，一部の卵母細胞の周囲

には透明帯が形成されていた。 10日齢では(図10，b)，発育途上の卵母細胞を

囲む穎粒膜細胞層は 3層ないし 4層ヘと増加しており，卵胞腔を形成した卵胞

(胞状卵胞)も観察された。 14日齢では(図10，c)，胞状卵胞数が増加し， 18日齢

および22日齢では胞状卵胞が卵巣組織の大部分を占めた(図10.d)。

考察

出生後 6日齢から 22日齢までのマウス卵巣内の卵母細胞の直径を調べたとご

ろ， 18日齢において初めて直径70.0，llm以上の卵母細胞が観察された。出生直

後の卵巣では，ほとんど全ての卵母細胞は発育を開始していない乙とを考え

ると，卵母細胞が発育を完了するには18日間程度を要するととになる。乙れま

でマウスの卵母細胞の発育完了には 2"""3週間を要すると報告されており 18)

本実験結果はこれと一致している。

出生後 2週間で卵巣内における卵母細胞の50%が退行する左の報告があ

る 1B) 。一方，この時期に最も多くの卵母細胞が発育を開始することも報告

されている 1B) 。本実験においても，この時期に発育を開始したと考えられ

る卵母細胞の集団，いわゆる“firstwave"が現われ，日齢の経過とともに一

層発育することが直径分布の変化から知られた。また. 18日齢では胞状卵施が

卵巣組識の大部分を占めており，このことから多数の卵母細胞がそろって発育

の最終段階に達するものと考えられる。
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a b 

図10 マウス卵巣の発達
a 6日齢マウスの卵巣.
b 10日齢マウスの卵巣.
c 14日齢マウスの卵巣.
d 18日齢マウスの卵巣.
パーは200川を示す.
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第 4節小括

妊娠14日齢から出生後 8日齢にいたるマウスの卵巣を用い，生殖細胞数の変

化，減数分裂の進行過程，生殖細胞の発育開始時期，および卵胞の形成時期に

ついて検討した。ついで，出生後の卵巣内における卵母細胞の発育および卵胞

の発達を調パた。

1 )卵巣内の生殖細胞数は妊娠16日齢から妊娠18日齢の間，および出生直後か

ら4日齢にかけて有意に滅少した。減数分裂の進行状態を調べたとごろ，妊娠

14日齢において半数以上の生殖細胞がレプトテン期以降へと進んでおり，出生

直後の卵巣内ではほぼ全てがディプロテン期に達していた。いずれの日齢にお

いても，直径20.0{Ls1未満の生殖細胞の割合は80%以上であったが，出生後では

日齢が進むとともに一部の生殖細胞で直径が増大し 4日齢および8日齢では

直径25.0 {Ls1J;A上の生殖細胞がそれぞれ 4%および 8%認められた。卵胞形成は

出生直後のマウス卵巣で初めて観察され，顎粒膜細胞の肩平から立方状への形

態変化は 4日齢および 8日齢の卵巣内で発育途上卵母細胞を含む卵胞において

のみ認められた。

2 )出生後 6日齢から 22日齢までのマウスから採取した卵巣を酵素処理して卵

母細胞を裸化し，直径40.0{Ls1以上の発育途上卵母細胞の直径分布を調パた。 6

日齢では50.0{Ls1以上の卵母細胞はほとんど認められなかったが，日齢が進むと'

ともに卵母細胞の直径は増大し， 18日齢では発育の最終段階である直径70.0{Ls1

以上の卵母細胞が認められた。 6日齢の卵巣では卵母細胞は 2層ないし 3層の

立方状の穎粒膜細胞に取り固まれていたが， 10日齢では穎粒膜細胞が3層ない

し4層へと増加しており，卵胞腔の形成も認められた。 18日齢および22日齢で

は発達した胞状卵胞が卵巣組織の大部分を占めた。
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第 3章 マウス卵母細胞の体外発育

第 1節緒言

卵巣内で第 I減数分裂前期のディプロテン期にある卵母細胞の一部は，卵

胞の発達とともに，減数分裂を停止したまま発育する。卵母細胞の発育を開

始させる因子は知られていないが，卵胞発達の開始については一過性の卵胞刺

激ホルモン (FS H)潰度の増加が関与するとの考えがあるけ}。雌マウスで

は 4日齢から 13日齢にかけて，血清中の FSH濃度が急激に増加するが 20)

この時期に卵巣内の卵胞が発達を開始し，同時に卵母細胞は発育を開始する。

これまで，卵胞の発達に対する性腺刺激ホルモンの作用は，下垂体を切除し

た動物に性腺刺激ホルモンを投与することによって調Jてられてきた。 Raoら21)

は， 24日齢で下垂体を切除した雌ラットに FSHを投与すると頼粒膜細胞の増

数が促進されると述ペ， Hirshfield22)は，下垂体を切除した雌ラットに妊

馬血清性性腺刺激ホルモン (PMSG)を投与すると穎粒膜細胞の分裂速度が早

められると報告している。性腺刺激ホルモンが穎粒膜細胞の増数に関与するこ

とは卵巣を器官培養した実験でも示唆されている 2・23) 。しかし，卵胞の発

達開始あるいは卵母細胞の発育開始に及ぼす性腺刺激ホルモンの作用に関する

報告は見当たらない。

前章の実験において，出生直後のマウス卵巣内には，直径10......20仰の卵母細

胞が多数存在することが知られた。それらの卵母細胞は，第 I減数分裂前期の

ディプロテン期に達し，肩平な穎粒膜細胞で包まれてはいるが，未だ発育を開

始していないと推定された。出生直後の卵巣を器官培養すれば，生体内では影

響を及ぼす種々の要因を排除した条件下で，卵母細胞や卵胞の発達を開始させ

る因子を調ペることができる。本章第 2節では，出生直後のマウスの卵巣を器

官培養し，卵母細胞の発育が体外において開始するか否かを調べるとともに，

培養液中に性腺刺披ホルモンを添加し，その作用について検討した。

発育途上にある直径50間程度の卵母細胞は体外においても発育することが知
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られている 2)。卵母細胞の体外発育には共培養する細胞の有無z¥細胞の種

類 24)卵母細胞と共培養細胞との接触状態 2)などが影響するとされている

ほか， c AM  P類縁体 25)やヒポキサンチン 26)が発育に影響することも報告さ

れている。しかし，卵母細胞の体外発育に十分な条件は未だ見出されていない。

第 2章第 3節に記述したように， 10日齢のマウス卵巣には直径45""""55fLmの卵母

細胞が多数存在していた。本章第 3節においては，これら発育途上にある卵母

細胞を最終段階まで体外で発育させる培養条件について検討した。
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第 2節 器官培養卵巣における卵母細胞の初期発育

本節では，出生直後のマウスから採取した卵巣を器官培養し，体外における

卵母細胞の発育，透明帯の形成，穎粒膜細胞の立方化および増数を調べるとと

もに，培養液中の性腺刺激ホルモンの影響について検討した。一般に，器官培

養には FCSを添加した培養液が用いられるが. F C S中には微量ながら FS

Hが含まれるため27¥本節では，まず FCSを含まない，すなわち化学的

に組成の明らかな培養液中での卵巣の器官培養を試みた。

材料および方法

1 )培養液

50/lg/mJlのピルビン酸ナトリウム(ナカライテスク)を含むMEMを基礎培

養液として用い，必要に応じて FCS. BSAまたはその両者を添加したの

ち，漉過滅菌し，炭酸ガス培養装置内(37"C. 5%C02-95%空気)に静置

して温度および pHを平衡させた。なお. P M S Gの影響につき検討する実

験では， 10%FCSまたは 4mg / mJlのBSAを含む基礎培養液を用い，培養

開始直前に PM S G (セロトロビン，帝国臓器)を最終濃度で 2.10および501U

/叫となるよう添加した。

2 )卵巣の器官培養

出生直後の ddY系雌マウス (0日齢)から実体顕微鏡下に卵管および卵巣嚢

の付着した状態で卵巣を採取した。卵巣をあらかじめ37"Cに加温しておいたM

EM中に移し，卵巣嚢を切開し，卵管を除去して卵巣を得た。卵巣をMEMで

洗浄したのち，宮野ら 28)の方法に準じて器官培養した。すなわち，プラス

チック製の培養皿(35X10mm.Falcon)の中心に卵巣を置き，それぞれの培養液

を卵巣の表面に薄い培養液の層ができる程度(約O.8叫)に加え，炭酸ガス培

養装置内で培養した。また 2日毎に培養液を新鮮なものと交換した。
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3 )卵母細胞の直径測定および組織学的検討

培養 4日および 8日後に卵巣を回収し， M E Mで 2回洗浄したのち 2mg

!m!)，の漉度でプロナーゼを含むMEM中に移し，炭酸ガス培養装置内で30分

間酵素処理した。卵巣を 10%F C Sを含む基礎培養液で 1回洗浄したのち，同

じ組成の培養液 2m!)，中に移し，ピペッティンゲ操作を繰り返して卵巣内の細胞

を分散させ，卵母細胞を完全に裸化した。各群200個ないし400個の卵母細胞

を無作為に抽出し，その直径を，倒立顕微鏡に装着した測徴接眼レンズを用い

て測定した。データの統計的有意性は， Mann-Wh i tney検定によって判定した。

培養 4日および 8日後の卵巣から第 2章第 2節と同様の方法で組織染色標本

を作製し，卵母細胞の発育，透明帯の形成状態，および穎粒膜細胞の形態を調

ペた。各卵巣について壊死組織が認められない切片を 3枚選び，位相差顕微鏡

下(X100.......400)で切片中の全ての卵胞を観察した。透明帯については，形成さ

れていないもの，形成されているが不連続なもの，および連続して卵母細胞の

全周を取り囲んでいるものに分類した。穎粒膜細胞については，その形態が肩

平なもの，立方状で単層のもの，および立方状で重層のものに分類し，全卵胞

に対するそれぞれの占める割合を求めた。データの統計的有意性は， χ2検

定によって判定した。 なお，対照として出生直後 4日齢および 8日齢の

マウスから採取した卵巣を用い，上述の方法で卵母細胞の発育，透明帯の形成

状態および穎粒膜細胞の形態を観察した。

結果

FCS， BSAまたはその両者を含む培養液中で器官培養した卵巣における

卵母細胞の平均直径を表 2に示す。卵母細胞の直径は培養 4日後， 8日後とも

に，全ての実験区で対照区(生体内)と同程度に増大していた。また，図11に示

すように，卵母細胞の直径分布は，培養 4日後および 8日後ともに各区間で明

瞭な差は認められなかった。
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表2 FCSまたはBSA添加の培養液中で器官培養したマウス
卵巣における卵母細胞の発育

卵母細胞の平均直径士標準偏差a (fLm) 

培養日数b
培養液 。 4 8 

対照(生体内) 15.9+2.3 18.0+3.0d 19.1 +6. 4d 

10% F C S 17.1+2.80 21.1 +5.4・

1. 0% F C S 18.6土3.5・ 18.7+4.00 
+3.6mg/m.fI. B S A 

0.1% F C S 17.9+3.2d 20.3+4.4・
+3.96mg/1I& B S A 

4mg/11& B S A 18.9+4.0・ 20.8士4.8・

a n =400. 
b対照区ではマウスの日齢を表す.
。-e同じ列内の異なる肩文字を持つ区間の差は有意.pく0.05.
Mann-Whitney検定.
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図11 FCSまたは BSA添加培養液中で器官培養した
マウス卵巣における卵母細胞の直径分布(n=400).
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器官培養卵巣内の卵母細胞の直径に及ぼす PMSGの影響につき検討した結

果を表 3に示す。培養 4日後の卵母細胞の平均直径は， F C S添加区および

BSA添加区ともに PMSG濃度の上昇に伴って増大した。培養 8日後の直径

については， F C S添加区では PMSG濃度による差は見られなかった。しか

し， B S A添加区では. 10および501U/叫の PMSG濃度で直径の増加が著

しかった。また，卵母細胞の直径は BSA添加区よりも FCS添加区において

やや大であった。卵母細胞の直径分布に及ぼす影響については. F C S添加区

(図12)，BSA添加区(図13)のいずれにおいても， PM  S Gの添加によって

15.0-----24. 5Pffiの卵母細胞の割合が増加する傾向が認められた。

器官培養卵巣の組織染色標本を観察したところ，すべての卵巣において中央

部および培養皿底面に接した部分で種々の程度の壊死が認められた。培養4日

後および 8日後の卵巣では出生直後よりも直径の増大した卵母細胞が認められ

た。

器官培養卵巣内の卵母細胞の透明帯の形成に及ぼす PMSGの影響につき検

討した結果を表4に示す。透明帯を有する卵母細胞の割合は，培養4日後， 8 

日後ともに BSA添加区よりも FCS添加区において高かった。 FCS添加区

内で比較すると，培養 4日後では，連続した透明帯を有する卵母細胞の割合は

PMSG添加により有意に上昇したが，培養 8日後では PMSGの効果は認め

られなかった。また. B S A添加区内では，透明帯を有する卵母細胞の割合は

PMSG添加区 (10および501U/11&)において高く，培養 8日後では連続した

透明帯を有する卵母細胞の割合は全ての PMSG添加区において有意に高かっ

た。

器官培養卵巣内の穎粒膜細胞の形態変化に及ぼす PMSGの影響について検

討した結果を表 5に示す。培養4日後および 8日後ともに，立方化した穎粒膜

細胞を有する卵胞の割合は PMSG添加の有無に関わりなく対照区(生体内)の

値よりも有意に低かった。重層化した穎粒膜細胞を有する卵胞は FCS添加区

で8日間培養した場合にのみ観察されたが. P M S Gによる促進作用は認めら

れなかった。また，穎粒膜細胞の立方化した卵胞の占める割合は BSA添加区
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表3 器官培養マウス卵巣内の卵母細胞の直径に及ぼすPMSGの影響

卵母細胞の平均直径士標準偏差a (/Lm) 

PMSG 培養日数b
培養液 (IU!叫) 。 4 8 

対照(生体内) 15.7士2.4 18.4+3.5" d 19.6+8.0f 

10% F C S 。 18.1土3.9。 20.4+5. 5d" 
2 18.6+3.9def 20.3+5.3de 

10 18.9土2.8・ 19.8士3.7d" 
50 18.7土3.2d e g 20.7+5.7・

4mg!n& B S A 。 18.2+3.9" 19.8+5.2d 

2 18.1士2.8"f 17.1土2.0"
10 18.7+3. 8d ef 19.8+4.2d 

50 20.5+4.8g 20.3+5. 2d e 

a n =200. 
b対照区では日齢を表す.
c-g同じ列内の異なる肩文字を持つ区間の差は有意.Pく0.05.
Mann-Whitney検定.
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図12 F C S添加培養液中で器官培養したマウス卵巣内の
卵母細胞の直径分布に及ぼす PMSGの影響(n=200).
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表4 器官培養マウス卵巣における卵母細胞の透明帯形成に及ぼすPMSGの影響

卵母細胞数(%)
PMSG 検査卵母

培養日数培養液 (1U/11&) 細胞数 無し a 不連続a 連続a

O(対照区)b 637 637(100) O( 0) O( 0) 
4(対照区)b 627 441(70.3) 79(12.6) 107(17.1) 
8 (対照区)b 487 295(61. 3) 45 ( 9.3) 144(29.8) 

4 10% 。 454 378(83.3) d 68 (15.0) 8 ( 1. 8) d 
FCS 2 556 441 (79.3) d 72(12.9) 43( 7.7) cd 

10 489 364(74.4) 84(17.2) 41( 8.4)cd 
50 443 370(83.5) d 53 (12. 0) 20( 4.5)Cd 

4 mg/11& 。 732 660 (90.2) d 53( 7.2)d 19( 2.6) d 
BSA 2 730 655(89.7) d 73 (10. 0) 2(0.3)od 

10 422 339 (80. 3) 0 d 77(18.2)。 6 ( 1. 4) d 
50 536 459 (85. 6) 0 d 47( 8.8)d 30( 5.0)od 

8 10% 。 438 289(66.0) 54(12.3) 95 (21. 7) d 
FCS 2 305 212 (69.5) d 31(10.2) 62 (20.3) d 

10 321 214(66.7) 40 (12. 5) 67 (20.9) d 
50 545 378 (69. 4) d 36 ( 6. 6) 0 131(24.0) d 

4略/11& 。 1076 884(82.2)d 129(12.0) 63 ( 5.9)d 
BSA 2 408 305(74.8)cd 28( 6.9)c 75(18.4) cd 

10 469 345(73.6)cd 51 (10.9) 73(15.6)cd 
50 622 497(79.9)d 36( 5.8)od 89(14.3)od 

a透明帯の形成状態.
b対照区(生体内)では卵巣採取時のマウスの日齢を表す.
。PMSG無添加区の数値との差は有意.pく0.05，χ2検定.
d対照区(生体内)の数値との差は有意.P<0.05，χ2検定.
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表5 器官培養マウス卵巣における穎粒膜細胞の形態変化に及ぼすPMSGの影響

卵胞数(%)
PMSG 検査

培養日数培養液 (IU/叫) 卵胞数 扇平a 立方・単層 a 立方・重層a

o (対照区)b 637 637(100) O( 0) o ( 0) 
4(対照区)b 627 529(84.4) 41(6.5) 57 (9.1) 
8 (対照区)b 484 340 (70.2) 7(1. 4) 137(28.3) 

4 10% 。 454 452 (99.6) d 2(0.4) d O( 0) 
FCS 2 556 545(98.0)od 11(2.0)d O( 0) 

10 489 480 (98. 2) 0 d 9(1. 8) d O( 0) 
50 443 440(99.3)d 3(0.7) d O( 0) 

4 mg/n& 。 732 726(99.2) d 6(0.8)d O( 0) 
BSA 2 730 729 (98.2) d 1(0.1) d o( 0) 

10 422 422(100) O( 0) o( 0) 
50 536 524(97.2)d 12(2.2) d o( 0) 

8 10% 。 438 402(92.8) d 15(3.4) 21(4.8) 
FCS 2 305 275 (90.1) d 27(8.9)cd 3(1.0)od 

10 321 298(92.8)d 22(6.9)od 1(0.3)od 
50 545 527(96.7) od 17(3.1) 1(0.3)od 

4 mg/n& 。 1076 1070 (99.4) d 6(0.6) O( 0) 
BSA 2 408 393(96.3) od 15(3. 7)。 O( 0) 

10 469 458(97.7)Cd 11(2.3)。 O( 0) 
50 622 612(98.4) d 10(1. 6) O( 0) 

a頼粒膜細胞の形態
b対照区(生体内)では卵巣採取時のマウスの日齢を表す.
。PMSG無添加区の数値との差は有意.pく0.05，χZ検定.
d対照区(生体内)の数値との差は有意.Pく0.05，χ2検定.
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図14 器官培養 8日後のマウス卵巣内における卵母細胞および頼粒膜細胞
a BSA添加培養液中で発育した卵母細胞.周囲の頼粒膜細胞は扇
平なままである.

b FCS添加培養液中で発育した卵母細胞.周囲の頼粒膜細胞は立
方状へと変化している.

パーは20/Lmを示す.
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よりも FC S添加区において高い値を示した(図14)。

考察

Eppig2)は， 8日齢の雌マウスの卵巣を器官培養すると，卵母細胞が発育

することを報告している。卵母細胞とその周囲の穎粒膜細胞との聞にはギャッ

プ結合が存在し 29 )それを介して種々の物質交換が行われると考えられて

いる 30. 31)。また，発達途上の卵胞を採取し，体外培養した実験でも，ギャッ

プ結合が維持された場合にのみ卵母細胞の発育することが知られている 2)。本

実験の器官培養卵巣内においても卵母細胞の発育が認められたが，卵母細胞と

穎粒膜細胞と聞のギャップ結合が維持されていたものと考えられる。

F C Sまたは BSAを含む培養液に 2----50 IU/71&の濃度で PMSGを添加

したところ，培養4日後において BSA添加区では501U/叫の PMSG濃度で，

また FCS添加区では 2......50IU/叫の損度において直径20.0川以上の卵母細

胞の割合が増加した。しかし， P M S Gによる卵母細胞の発育促進は培養8日

後では不明瞭となった。 PMSG無添加区では添加区に比べると壊死部分以外

においても卵母細胞数の減少が認められたことから，小さな卵母細胞が退行し

た結果，相対的に大きな卵母細胞の割合が高くなった可能性が考えられる。生

体内においては20.0.am未満の卵母細胞の割合が高いまま維持されることを考え

ると， P M S Gの添加によって培養卵巣内の卵母細胞を取りまく環境が生体

内のそれに近づき，直径20.0川未満の卵母細胞が維持された可能性がある。

Hardyら32)は下垂体を除去したラットでは頼粒膜細胞の膜構造に異常が生じる

ことを認め，そのような卵巣では穎粒膜細胞の突起数が減少するが， F S Hを

投与することによって回復すると報告している。また，体外培養されたブタ穎

粒膜細胞では， F S Hやインシュリンが穎粒膜細胞聞のギャップ結合や小胞体

の形成を促進するとの報告 33) もある。本実験においても PMSG添加によ

りギャップ結合が維持され，卵母細胞の退行が抑制されたと考えられる。

いずれの実験区においても透明帯の形成が認められた。透明帯は卵母細胞

ヴ
，q
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によって形成されることが 近年 標識したアミノ酸や糖の取り込みによっ

て34) また透明帯に対する抗体を用いた間接蛍光抗体法 35)によって示唆され

ている。宮野ら 1 1 )は，生体内および器官培養卵巣内においてマウス卵母細

胞の直径が39川に達すると透明帯が形成されると報告している。本実験で器

官培養した卵巣においても，一定の直径に達した卵母細胞は生体内と同様に

透明帯の形成を開始したと思われる。 PMSGの添加によって透明帯を有す

る卵母細胞の割合は増加したが これは PMSG添加によって卵母細胞の発

育が促進された結果と考えられる。また，透明帯の形成率は BSA添加区よ

りも FCS添加区で高かった。透明帯は 3種類の糖タンパクより構成されてお

り36 )培養卵巣内では，培養液中のアミノ酸や糖の含有量がその形成に影

響すると思われる。 FCS中には，各種アミノ酸や糖が多量に存在することか

ら. F C S添加による透明帯形成率の上昇は，培養液中に含まれる透明帯の前

駆物質濃度の上昇に起因すると考えられる。あるいは FCS中に含まれるイン

シュリン様成長因子と PMSGの相乗効果によってギャップ結合の形成が促進

された結果，穎粒膜細胞から卵母細胞への透明帯前駆物質の移行が促進された

可能性も考えられる。

生体内では，穎粒膜細胞は扇平な形態から立方化したのち，急速に増数す

る 11 )。器官培養した卵巣では，立方化した穎粒膜細胞を有する卵胞の割合

は生体内の値より低く，また穎粒膜細胞の増数は PMSG添加によっても促進

されなかった。下垂体を切除した未成熟雌ラットに FS H21)や PMSG22) 

を投与することによって，あるいは 4日齢のラット 23)あるいは 8日齢のマ

ウス 2)の卵巣をそれらのホルモン存在下に器官培養するごとによって，穎粒膜

細胞の増数が促進されることが報告されている。本実験において用いた出生直

後の卵巣では穎粒膜細胞はすべて立方化する前の段階にあった。そのため，頼

粒膜細胞が立方化したのちの卵胞について調パたこれらの報告 2.21-23)とは異

なる結果が得られたと考えられる。穎粒膜細胞の形態変化には性腺刺激ホルモ

ンが関与しているとの考えもあるが 37 )その変化を誘導する因子は未だ不

明である。本研究では立方化した穎粒膜細胞を有する卵胞の割合はいずれの P
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MSG濃度においても， B S A添加区より FCS添加区において高い値を示し

た。 FCS中に含まれているホルモンや種々の成長因子が穎粒膜細胞の形態変

化に関与しているのかも知れない。

雌マウスでは 4日齢から 13日齢にかけて血清中の FSH濃度が急激に上昇

し， 18日齢まで高濃度のまま維持されたのち，低下することが報告されてい

る 20 )。この FSH濃度の上昇は穎粒膜細胞の FSH受容体の形成を促進す

る乙とが報告されている 38)。本実験では， P M S G添加により卵母細胞の

発達や透明帯の形成が促進されたことから，出生後における性腹刺激ホルモン

濃度の上昇は，卵母細胞の初期の発達に対しでも影響を及ぼすと考えられる。
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第 3節 発育途上卵母細胞の体外発育

前章において， 10日齢のマウス卵巣内には発育途上にある直径45.......55仰の卵

母細胞が多数存在すること，また， 18日齢から 22日齢の聞に卵母細胞は発育の

最終段階である直径70間以上となることが知られた。

本節では， 10日齢のマウス卵巣から採取した穎粒膜細胞に包まれた状態の卵

母細胞を種々の培養条件下で12日間培養し，卵母細胞が体外で最終段階まで発

育するか否かを検討した。

材料および方法

1 )卵母細胞と穎粒膜細胞の複合体の採取

10日齢の ddY系雌マウスから採取した卵巣をMEMで3回洗浄したのち，

2 mg/叫のコラゲナーゼ(和光純薬)および50/lg/叫のピルピン酸ナトリウムを含

むMEMに浸潰して炭酸ガス培養装置内に30分間静置した。酵素処理した卵巣

を4mg/叫の BSAおよび50/lg/叫のピルビン酸ナトリウムを含むMEM(基

礎培養液)で l回洗浄したのち，新鮮な同培養液中に移して約 2分間ピペッ

テインゲし，卵母細胞と穎粒膜細胞の複合体(oocyte-granulosacell complex， 

以下OGCと略記)を得た。

2) 0 G Cの培養

基礎培養液および同液に 2mMのヒポキサンチン(興人)を添加した培養液(ヒ

ポキサンチン培養液)を用い，以下の 3種類の方法により OGCを12日間培

養した。いずれの培養方法においても培養液の半量を 4日ごとに新鮮なものと

交換した。

a .培養液小滴中における培養

培養皿の底面(60X 15mm， Falcon)に培養液を 10JLiずつ分注したのち，上面を
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パラフインオイル(ナカライテスク)で覆い，炭酸ガス培養装置内 (37"C， 5 

%COz-95%空気)に静置してあらかじめ温度および pHを平衡させた。直径

45--55/Lmの卵母細胞を含む OGCを， 3回洗浄したのち，培養液の小滴中に l

個ずつ移し，炭酸ガス培養装置内で培養した。 2日間隔で卵母細胞の直径を測

定するとともに，卵母細胞の状態および生存性を調パた。卵母細胞の細胞質の

希薄化と縮少，細胞膜の崩壊および細胞質の漏出などの退行像が認められた卵

母細胞を退行卵母細胞と判定した。

b .無処理培養皿内における培養

B個の卵巣から得た OGCを含む卵巣細胞を 2.511&の培養液に浮遊させ，

無処理の培養皿(35X 10mm， Falcon)内で培養した。卵母細胞周囲の穎粒膜細胞

は培養皿底面に付着し，伸展したため，培養4日後 8日後および12日後にピ

ペッティングによって OGCを剥離し，卵母細胞を裸化したのち， 40.0fLm以上

の卵母細胞についてその直径を測定した。

c .寒天処理培養皿内における培養

頼粒状の寒天(Difco)を蒸留水に溶解させて 1%の寒天溶液とし， 111&を培養

皿(35X 10mm)の底面に流して室温で凝固させた。寒天中の蒸留水をMEMに置

換したのち 4個の卵巣から得た OGCを含む卵巣細胞を 2.511&の培養液に

浮遊させ，培養皿に移して培養した。培養期間中， 0 G Cは浮遊して相互に付

着し，凝集塊を形成したため，培養 4日後 8日後および12日後にピペッテイ

ングによって分散させ，卵母細胞を裸化したのち ，40.0/Lm以上の卵母細胞につ

いてその直径を測定した。

結果

a. 培養液小滴中における培養

o G C (図15)はヒポキサンチンの有無に関わりなく培養12日後までにほとん
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ど全ての卵母細胞が裸化し，その後退行した(図16)。

培養日数の経過に伴う卵母細胞の裸化率および生存率の推移を図17に示す。

培養 6日後における卵母細胞の裸化率は，基礎培養液およびヒポキサンチン

培養液でそれぞれ56%(43/77)および32%(48/150)，培養 8日後で86%(66/77) 

および60%(90/150)，培養10日後で100%(77/77)および91% (136/150)であり，

ヒポキサンチン添加による有意な低下が認められた。一方，生存率は培養日数

の経過とともに低下したが，培養 8日および10日後ではヒポキサンチン培養液

でやや高くなる傾向が認められた。卵母細胞の発育は，いずれの培養液を用い

た場合にも認められなかった。

b. 無処理培養皿における培養

基礎培養液およびヒポキサンチン培養液のいずれを用いた場合でも. 0 GC  

は培養皿底面に付着して伸展し(図18)，培養 6......8日後には底面から剥離し

た。同時に操化した卵母細胞が出現し，培養 8日および12日後の裸化率は基礎

培養液でそれぞれ52%(652/1247)および59%(365/614)，ヒポキサンチン培

養液で58%(428/737)および66%(459/695)となった。

卵母細胞の直径分布の変化を図19に示す。直径60.0{Lm以上の卵母細胞は培養

開始時にはほとんど認められなかったが，培養日数の経過とともにその割合は

増加し，培養12日後では基礎培養液で34%(90/266)，ヒポキサンチン培養液で

は40%(155/383)となった。また，いずれの培養液中においても，一部の卵

母細胞は直径70.0fLm以上へと発育した。

c .寒天処理培養皿内における培養

OGCはいずれの培養液においても相互に付着して凝集塊を形成した(図20)。

基礎培養液中で12日間培養した卵母細胞の裸化率は 6% (26/416)であり，ヒポ

キサンチン培養液中では 2% (13/609)であった。

卵母細胞の直径分布の変化を図21に示す。培養日数の経過とともに直径の大

きな卵母細胞の割合は増加した。培養12日後には直径60.0{Lm以上の卵母細胞の
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図16 培養液小滴中における OGCの培養
a 培養中に裸化した卵母細胞.
b 培養中に退行した卵母細胞.
パーは50仰を示す.
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図17 培養液小滴中におけるマウス卵母細胞の裸化率および生存率の変化
*基礎培養液での数値との差は有意. P<0.05.χZ検定.
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図18 無処理養皿の底面に付着した培養 6日後のマウス卵母細胞
と穎粒膜細胞の複合体(0G C) 
パーは300川を示す.
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図19 無処理培養皿内で培養したマウス卵母細胞の直径分布
(培養開始時の観察卵母細胞数， n=283) 
図基積培養液
(培養 4日後， n=400; 8日後. n=400; 12日後. n=266) 
図ヒポキサンチン培養液中
(培養 4日後， n=400; 8日後， n=400; 12日後. n=383) 
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図20 寒天処理培養皿内で卵母細胞と穎粒膜細胞の複合体 (0G C)が
形成した凝集塊

パーは300川を示す.
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図21 寒天処理培養皿内で培養したマウス卵母細胞の直径分布
(培養開始時の観察卵母細胞数， n=283) 
図基礎培養液
(培養 4日後.n=81; 8日後. n=118; 12日後， n=219) 
図ヒポキサンチン培養液
(培養 4日後， n=343; 8日後. n=351; 12日後.n=382) 
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割合は基礎培養液中で24%(53/219)，ヒポキサンチン培養液中で25%(97/382) 

となり，いずれの培養液中においても一部の卵母細胞は直径70.0flID.L-.A上となっ

た。また，培養12日後の直径40.0~44. 5flIDの卵母細胞の割合は基礎培養液中で

22% (48/219)，ヒポキサンチン添加培養液中で16%(60/382)であり，それらは

寒天処理していない培養皿内で培養した場合に比ペて高かった。

考察

前章第 3節の実験において 10日齢のマウス卵巣をプロナーゼ処理した結果，

卵巣組織は個々の細胞にまで分散し，卵母細胞は完全に裸化された。本節の

実験では，穎粒膜細胞に包まれた卵母細胞，すなわち OGCを用いるので，プ

ロナーゼ処理は不適であり，他の処理法を採用する必要があった。佐藤と宮

本 39 )は，直径60川以下のマウス卵母細胞を卵胞から分離するにはコラゲナ

ーゼあるいはキモトリプシンによる処理が効果的であると報告している。ま

た， Eppig2)も，発達途上の卵胞を分離する際にはコラゲナーゼ処理が有効

であるとしている。本節の実験に先立ち，コラゲナーゼ処理を試みた結果， 10 

日齢のマウス卵巣から多数の発育途上卵母細胞が頼粒膜細胞に包まれた状態で

得られ，その効果が確認された。

Eppig2)は，穎粒膜細胞と接触してない卵母細胞は体外発育しないと報告

している。これは，卵母細胞と頼粒膜細胞との聞に存在するギャップ結合 29)

を通して，卵母細胞の発育に必要な物質が穎粒膜細胞から卵母細胞へ送り込ま

れており 3O. 31)この結合が解離すると卵母細胞は発育できなくなるためと考

えられている。 OGCを培養皿の底面に付着させた状態で体外培養すると，卵

母細胞が裸化すること 2) また多数の OGCを近接させて培養することにより

卵母細胞の操化が抑制されることも報告されている。本研究においても，培養

液の小滴中で OGCを個々に培養すると，卵母細胞は裸化して退行した。しか

し，多数の OGCを無処理の培養皿内で培養すると， 12日後においても約40%

の卵母細胞が穎粒膜細胞に包まれ，一部は発育を完了したと考えられる直径
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70.0{Lffi以上に達していた。頼粒膜細胞は付着増殖性の細胞であり，適当な支持

体の上で増殖する。付着増殖性の細胞は， confluentの状態，すなわち培養

皿底面が細胞によって埋め尽くされた状態となるまで周囲に向って遊走する。

小滴中で 1個ずつ培養した OGCでは 底面に接着した穎粒膜細胞は外側に

向って遊走し，卵母細胞から離脱する傾向を示した。一方，多数の OGCを培

養した場合，局所的に細胞密度が高くなり，その結果穎粒膜細胞は接触抑制

Ccontact inhibition)を受け，卵母細胞を包む状態が維持されたものと考えら

れる。 OGCを寒天上で培養した場合は，卵母細胞の裸化事はさらに低下した。

これは，頼粒膜細胞の培養皿底面への付着が寒天によって阻止されたため，頼

粒膜細胞は OGCの凝集塊内で増殖し，卵母細胞を包みとむ状態が維持された

ことによると思われる。

ヒポキサンチンは，発育培養中の卵母細胞の裸化を抑制すると報告されてい

るが z自にその作用機序は明らかではない。本実験において，顎粒膜細胞に

包まれた状態で培養された卵母細胞は最終段階まで発育した。少なくともこの

ような培養条件下では，ヒポキサンチンの添加は必要でないと恩われる。

培養皿の寒天処理の有無に関わりなく，培養後の卵母細胞の直径分布は類似

していた。無処理培養皿においても，多くの卵母細胞が培養期間の後半まで穎

粒膜細胞との結合を維持したため，卵母細胞がすでに発育を完了していたとも

考えられる。しかし，寒天処理培養皿では培養期間中に裸化して退行した卵母

細胞がほとんど認められなかったのに対し，無処理培養皿では認められた。ま

た，寒天処理培養皿内で12日間培養した場合，直径40.0.......44.5fLffiの卵母細胞の

割合が高かった。これは，培養開始時に 1，2層の穎粒膜細胞層に固まれてい

た発育初期の卵母細胞が凝集塊を形成するごとによって裸化が阻止され，退行

せず発育したものと思われる。
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第 4節小括

本章では，まず，出生直後のマウス卵巣を器官培養し，体外における卵母細

胞の初期発育を調パるとともに，発育に及ぼす性腺刺激ホルモンの影響を検討

した。ついで， 10日齢マウス卵巣から得た発育途上の卵母細胞を用い，卵母細

胞を最終段階まで体外で発育させるための培養条件について検討した。

1 )出生直後のマウス卵巣を 8日間器官培養したところ，一部の卵母細胞の直

径は当初の約20/Lmから40/Lffiへと増大した。また， PMSG(lO......50IU/叫)は

卵母細胞の発育を促進した。透明帯の形成率は FCS添加区より BSA添加区

において低かったが， PM S G添加によって透明帯の形成は促進された。しか

し， PM S G添加の有無に関わりなく，立方化した頼粒膜細胞を有する卵胞の

割合は生体内に比ペて低く，穎粒膜細胞層は単層のままであった。これらの結、

果から，器官培養卵巣内においても卵母細胞の初期発育および透明帯形成が起

こること， PMS Gは卵母細胞の発育を促進するが，穎粒膜細胞の増数には影

響しないことが判明した。

2) 10日齢のマウス卵巣を酵素処理して発育途上の卵母細胞を含む卵母細胞と

穎粒膜細胞の複合体(0G C)を得た。培養液の小滴中で OGCを個々に培養し

た結果，卵母細胞は裸化し，発育することなく退行した。多数のOGCを無処

理の培養皿中で培養した場合， 0 G Cは培養皿底面に付着して伸展したが，寒

天処理した培養皿では OGCは相互に付着して凝集塊を形成した。卵母細胞の

裸化率は寒天処理した場合に低かったが，寒天処理の有無および培養液へのヒ

ポキサンチン添加の有無に関わりなく，培養12日後には24......40%の卵母細胞は

直径60.0 JL皿以上へと発育し，直径70.0川以上の卵母細胞も認められた o
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第 4章 体外発育マウス卵母細胞の体外成熟および体外受精

第 1節緒言

卵巣内で発育を完了した卵母細胞は 下垂体からのホルモンの刺激を受けて

減数分裂を再開し，卵核胞崩壊したのち第 l極体を放出し，第 E減数分裂中期

で減数分裂を再び停止する 19 )。乙の過程を卵母細胞の成熟と呼ぶ。発育を

完了した卵母細胞を卵胞から培養液中に取り出した場合にも，卵母細胞は自発

的に成熟することが知られている 4O. 41) 0 SorensenとWassarman42)は，幼若マ

ウスの卵巣から卵母細胞を採取し，その成熟能力を調べた実験において，卵母

細胞は発育完了前に減数分裂を再開する能力を獲得するが，第 I減数分裂を完 l

了する能力はやや遅れた発育段階で獲得すると報告している。

第 E減数分裂中期で減数分裂を停止した卵母細胞は，精子侵入の刺激によっ

て 43) あるいは人為的な賦活化によって 44)滅数分裂を再開し，第 2極体を

放出して減数分裂を完了する。マウスでは，発育を完了した卵母細胞を体外

で成熟させ，受精させた卵子から産子が得られている 45 )。体外発育卵母細

胞であっても，体外で減数分裂を再開し，成熟すると報告されているが 2.2自に

その成熟能力や受精能力の詳細については未だ不明な点が多い.

前章の実験において，発育途上のマウス卵母細胞を，適切な培養条件下で体

外培養すると，直径70間以上〈と発育することが明らかとなった。本章の実験

は，体外で発育したマウス卵母細胞の成熟能力および受精能力を明らかにする

目的で行われた。
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第 2節 体外発育卵母細胞の体外成熟

本節では，まず体内発育卵母細胞を用いて成熟培養を行い，卵核胞崩壊およ

び第 1極体の放出について経時的に観察した。ついで，体外発育卵母細胞で成

熟培養を行い，体外発育卵母細胞が体内発育卵母細胞と同様に成熟するか否か

を卵核胞の崩壊および第 1極体の放出を指標として調パた。

材料および方法

1 )体内発育卵母細胞の採取および成熟培養

20日齢のマウスから採取した卵巣をMEMで 1回洗浄したのち， 4 mg/叫

のBS A， 50fLg/n&のピルビン酸ナトリウムおよび 2mMのヒポキサンチンを添

加したMEM(ヒポキサンチン培養液)中に浸潰した。胞状卵胞を柄付き針で破

砕し，卵丘細胞層に包まれた状態の卵母細胞を採取した。卵母細胞を裸化した

のち，卵核胞期にある直径60.0fLm以上の卵母細胞を選ぴ， 4 mg/n&の BSA

および50/Lg/n&のピルビン酸ナトリウムを添加したMEM(基礎培養液)の100/Li

の小滴中で 3回洗浄した。ついで，基礎培養液の小滴中(10/LR)に卵母細胞を

2， 3個ずつ移して24時間培養し，卵核胞崩壊および第 1極体の放出について

培養 3時間後までは l時間間隔で， 3時間以降は 3時間間隔で倒立顕微鏡下

(x 200)に観察した。

2 )未発育卵母細胞の発育培養および成熟培養

10日齢マウスの 6個の卵巣から前章第 3節の方法で OGCを採取し，基礎培

養液またはヒポキサンチン培養液を含む無処理の培養皿内で培養した。培養10

日後に，直径60.0間以上に発育した卵母細胞を選び，穎粒膜細胞の付着した卵

母細胞についてはピペッティンゲによって裸化したのち，また培養液中仁浮遊

する裸化卵母細胞についてはそのまま，上記 2種類の培養液の小滴(100/Li)

中に回収した。
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基礎培養液中で発育した卵母細胞については，その全てを基礎培養液で洗浄

したのち，同培養液の小滴 (10flO中に 2，3個ずつ移して24時間培養した。ヒ

ポキサンチン培養液中で発育した卵母細胞については，半数をヒポキサンチン

培養液で，残りを基礎培養液で 3回洗浄し，それぞれの培養液の小滴(10パ)中

に2，3個ずつ移して24時間培養した。培養開始後，体内発育卵母細胞と同じ

時間間隔で卵核胞の崩壊および第 1極体の放出を観察した。

結果

20日齢のマウス卵巣から採取した裸化卵母細胞の 7% (6/89)は，すでに減数

分裂を再開していたため，それらは以降の観察から除外した。体内発育卵母細

胞における成熟培養後の卵核胞崩壊率および第 1極体放出率の変化を図22に示

す。卵核胞崩壊率は培養 2時間後まで急速に増加し，その後増加率は鈍化し

た。培養24時間後における卵核胞崩壊率は97%(35/36)であった。一方，第

1極体の放出は，培養 9時間後から認められ始めた。第 l極体を放出した卵母

細胞の割合は培養15時間後まで急速に増加したのち，培養24時間後に至るまで

徐々に増加した。培養24時間後における第 1極体の放出率は72%(26/36)で

あった。

10日齢のマウス卵巣から採取した OGCを10日間培養し， 60.0 flmJd..上へと発

育した卵母細胞を観察した。その結果，基礎培養液中で発育した卵母細胞では

18% (24/132)において卵核胞崩壊が認められた。一方，ヒポキサンチン培養液

を用いた場合の卵核胞崩壊率は 7% (25/351)であり，基礎培養液中における値

よりも有意に低かった (P(O.Ol， χ2検定)。なお，卵核胞崩壊の認められた

卵母細胞は，以下の成熟培養実験には用いなかった。

体外発育卵母細胞を用いて成熟培養を行った結果，一部の卵母細胞で卵核胞

崩壊および第 1極体の放出が観察された(図23)。成熟培養開始後の卵核胞崩壊

率および第 1極体放出率の変化は，図24に示す通りである。発育培養時および

成熟培養時のヒポキサンチンの存否に関わりなく，卵核胞崩壊率は 3時間後ま
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図22 体内発育マウス卵母細胞の体外における経時的成熟変化 (n=36)
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図24 体外発育マウス卵母細胞における経時的成熟変化

発育培養→成熟培養
H Y P (ー)→ HY P (ー)， (n=108)，←→卵核胞崩壊，ひーや第 1極体放出
HYP(+)→ H Y P (一)， (n=196) ，・--...ø~ 核胞崩壊，Cトーo第 1 極体放出
H Y P (十)→ HY P (す)， (n=130)，・一一・卵核胞崩壊，D-G第l極体政出

H Y P (ー)，基礎培養液 HY P (十)， 2mMヒポキサンチン培養液
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で急速に増加し，それ以降の増加率は鈍化した。一方，第 1極体の放出は，基

礎培養液で発育培養し，成熟培養した場合には培養 9時間後から，またヒポキ

サンチン培養液で発育培養し，基礎培養液またはヒポキサンチン培養液で成熟

培養した場合は培養12時間後から認められ，いずれの場合も第 l極体放出率は

培養時間の経過とともに増加した。卵核胞崩壊および第 1極体の放出が認めら

れ始めた時期およびそれらの割合が増加した時期は，先述の体内発育卵母細

胞で観察された時期とほぼ一致していた。しかし，卵核胞崩壊率および第 1極

体放出率は体内発育卵母細胞に比べて低かった。培養24時間後の卵核胞崩壊率

は，発育培養時のヒポキサンチン培養液から成熟培養時に基礎培養液に移した

場合に40%(78/196)と最も高く，基礎培養液から基礎培養液に移した群では31

%(33/108)，ヒポキサンチン培養液からヒポキサンチン培養液へ移した群では l

15% (20/130)であった。また，第 1極体の放出率は，それぞれ21% (42/196)， 

11 % (12/108)および 9% (12/130)であった。

考察

SorensenとWassarman 42)は. 15日齢以前の幼若雌マウスの卵巣から採取した

卵母細胞では成熟培養しでも減数分裂は再開されないと報告している。本実験

においては， 10日齢のマウス卵巣から得た OGCを10日間培養し，発育した卵

母細胞を用いて成熟誘起を試みた結果， 31~40% の卵母細胞において卵核胞崩

壊が認められた。乙のことは，卵母細胞が体外での発育中に減数分裂を再開す

る能力を獲得したことを示している。しかし，卵母細胞はその退行過程におい t

ても卵核胞を消失する 4 6) 。そこで，卵核胞崩壊を経時的に観察し，体内発

育卵母細胞のそれと比較するとともに，第 1極体の放出を指標として，卵母細

胞の第 I減数分裂を完了する能力についても検討した。その結果から見ると，

体外発育卵母細胞は体内発育卵母細胞とほぼ同じ時期に卵核胞を崩壊し，さら

に第 1極体を放出すると考えられる。

体外発育卵母細胞では卵核胞崩壊率，第 1極体放出率ともに，体内発育卵母
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細胞の値よりも低かった。卵巣内では卵母細胞は発育完了前に減数分裂を再開

する能力を獲得し，それに遅れて第 I減数分裂を完了する能力を獲得すると考

えられている 4 2 )。体外発育卵母細胞のなかには直径の増大と成熟能力の獲

得が一致しないものもあるのかも知れない。

卵核胞崩壊率および第 1極体放出率は，ヒポキサンチン培養液中で卵母細胞

を発育させた後，基礎培養液中で成熟させた場合に最も高く，発育培養および

成熟培養ともにヒポキサンチン培養液を用いた場合に最も低い値を示した。体

外で発育した卵母細胞においては，減数分裂の再開がヒポキサンチンによって

抑制されたと考えられる。一方，基礎培養液中で発育した卵母細胞の18%は発

育培養中に減数分裂を再開したが， 31%は成熟培養中に減数分裂を再開した。

ごの結果は，卵母細胞の減数分裂の再開が培養液中に添加したヒポキサンチン

以外の因子によっても抑制されるごとを示唆している。生体内では卵丘細胞か

らギャップ結合を介して卵母細胞の減数分裂再開を抑制する因子が卵母細胞に

送り込まれており，両者の結合が絶たれるととによって滅数分裂が再開すると

の考えもある 47 )。本実験では，成熟培養開始前に卵母細胞を裸化したこと

から，ごれが減数分裂再開の引き金となったと考えられる。
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第 3節 体外発育卵母細胞の成熟能力

前節の結果から，体外発育卵母細胞は体内で発育した卵母細胞と同様な時間

経過で減数分裂を再開し，第 1極体を放出するととが明らかとなった。本節で

は，体外発育させた卵母細胞の発育段階と成熟能力との関係を明らかにするこ

とを目的とし，卵母細胞の直径を測定したのち成熟を誘起し，各卵母細胞の成

熟率を調パ，体内発育卵母細胞のそれと比較した。

材料および方法

1 )体内発育卵母細胞の成熟培養

20日齢のマウスから採取した卵巣を MEMで 1回洗浄したのち，ヒポキサン

チン培養液中に浸潰した。胞状卵胞を柄付き針で破砕するごとによって直径65

fLID以上の卵母細胞を得た。また，卵胞腔形成前の卵胞を 0.4%のコラゲナー

ゼで処理したのち，ピペッテインゲにより直径55"""65fLIDの卵母細胞を得た。つ

いで，ピペッテインゲによって裸化し，卵核胞が認められる卵母細胞のみを選

別して成熟培養に用いた。卵母細胞を任意に 2区に分け，宇基礎培養液あるいは

ヒポキサンチン培養液の小滴(100fLi)中で 3回洗浄し，それぞれの培養液の

小滴(10fLO中に卵母細胞を 2， 3個ずつ移して24時間培養した。培養開始直後

に卵母細胞の直径を測定し，培養終了後に卵核胞崩壊および第 1極体の放出を

倒立顕微鏡下(x200)に調パた。

2 )未発育卵母細胞の発育培養および成熟培養

10日齢のマウス卵巣から酵素処理によって得た OGCを寒天処理培養皿内に

おいてヒポキサンチン培養液中で培養した。培養10日後にピペッテインゲによ

りOGCの凝集塊を分散させ，卵母細胞を裸化した。直径55間以上の卵母細胞

を，前項 1)と同様に 2区に分けて洗浄したのち，基礎培養液あるいはヒポキ

サンチン添加培養液中で24時間培養し，同様の観察を行った。
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3 )卵母細胞の固定および観察

成熟培養後に卵母細胞を回収し， 2.5%ゲルタールアルデヒドを含むO.lMリ

ン酸緩衝液 (pH7.4)で固定したのち， 10%の中性ホルマリンで一晩固定し

た。 0.25%の酢酸ラクモイドで卵母細胞を染色し，徴分干渉顕微鏡下(x400) 

に卵母細胞の核の成熟段階を調パるとともに，染色体の状態を観察した。染色

体の分散や前核の形成などの異状が認められたものを退行卵母細胞と判定した。

データの統計的有意性は， χ2検定により判定した。

結果

合計735個の体内発育卵母細胞および1240個の体外発育卵母細胞を成熟培

養に供した。それらの培養開始時の直径，減数分裂再開率および第 E減数分裂

中期への成熟率は表 6に示す通りである。

体内発育卵母細胞を成熟培養した結果， 59. 5間以下の卵母細胞では卵核胞崩

壊はほとんど認められなかった。 60.0Jlffi以上の卵母細胞では卵核胞崩壊が認め

られ，基礎培養液中における卵核胞崩壊率は直径60.0.......64. 5fLffiの卵母細胞で13

%， 65.0.......69. 5Jlffiで90%および70.0PffiW-上で95%と，直径の増大とともに増加

した。また，卵核胞崩壊が認められた卵母細胞のうち第 E減数分裂中期まで成

熟した卵母細胞の割合は直径60.0.......64. 5Pffiの卵母細胞で17%.65.0.......69. 5Pffiで

52%および70.0pffi以上で72%であり，直径の増大とともに成熟率も増加した。

一方，ヒポキサンチン添加培養液中で培養した卵母細胞においても同様の傾向

が認められた。すなわち，卵核胞崩壊率は直径65.0.......69.5pffiの卵母細胞で64%

と基礎培養液中に比ペて低かったが， 60.0.......64. 5Pffiでは 9%， 70.0pffi以上では

90%であり，ヒポキサンチンによる明確な抑制作用は認められなかった。卵核

胞が崩壊した卵母細胞のうち第 E減数分裂中期へと成熟した卵母細胞の割合は，

直径60.0---64. 5Jlffiの卵母細胞で22%，65.0....... 69. 5 pffiで60%および70.0間以上で

79%であった。

体外発育卵母細胞では，合計106個で卵核胞崩壊が認められ，そのうち 41

個(39%)は第 E滅数分裂中期に達していた(図25，a)。基礎培養液およびヒポ
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キサンチン培養液のいずれにおいても直径59.5p m以下の卵母細胞では卵核胞

崩壊は認められなかった (0/261)。基礎培養液中における卵核胞崩壊率は直

径60.0......64. 5pmの卵母細胞で 9%， 65.0---69. 5pmで37%および70.0pm以上で

100%と，直径の増大とともに増加した。また，卵核胞が崩壊した卵母細胞

のうち第 E減数分裂中期まで成熟していた卵母細胞の割合も，直径60.0---64.5

刊で19%，65.0---69. 5pmで37%および70.0pm以上で68%と，直径の増大ととも

に増加した。一方，ヒポキサンチン培養液中における卵核胞崩壊率は基礎培養

液中に比パて有意に低く，直径60.0---64.5Jlmの卵母細胞で 3%， 65.0---69. 5/Lm 

で 5%および70.0pm以上で22%であった。なお，卵核胞崩壊が認められた体外

発育卵母細胞のうち 19%は，前核形成あるいは染色体の分散などの退行像を示

した(図25，b)。

考察

前節の実験では，体外発育卵母細胞が減数分裂を再開し，第 1極体を放出す

ることを認めたが，卵核胞崩壊率および第 1極体放出率は体内発育卵母細胞よ

りも低かった。本節の実験において，体外発育卵母細胞の直径別に成熟率を調

パた結果，体内発育卵母細胞と同様， 70間以上のほとんど全てが減数分裂を再

開した。このことから，体外発育卵母細胞においても直径の増大と成熟能力の

獲得は一致して起こると考えられる。

近年，卵母細胞の減数分裂の再問機序が分子レベルで解明されつつある 48，

49)。マウス卵母細胞の滅数分裂の再開には， M P F (maturation promoting 

factor)と呼ばれる蛋白質の関与することが示唆されている 50.51)0 MPF  

の作用機序は未だ明らかではないが，減数分裂の再開に先立って細胞中にpre-

MPFとして貯えられており，その活性化は酵母の細胞周期に関与する cdc2

キナーゼと相同な蛋白質のチロシン残基の脱リン酸化によると考えられてい

る 52 )。また，減数分裂の再開に関与するとされている他の蛋白質，例えば

サイクリンなども卵母細胞の発育途上で合成されると見られている 53)。し

F
b
 
no 



かし，晴乳類の卵母細胞では，どの発育段階においてそ
れらの蛋白質が合成さ

れるのかは明らかではない。 SorensenとWassarman
12lは，減数分裂を再開する

卵母細胞の平均直径が再開しないものよりも大きいこと
を認め，卵母細胞は特

定の発育段階に達すると減数分裂を再開する能力を獲得
すると推測している。

本実験においても，体内発育，体外発育を問わず，直径60川以上へ
と発育した

卵母細胞においてのみ減数分裂の再開が認められ，その
直径は体内発育卵母細

胞で報告されている値 t 60JLm
42
)ないし65JLm

39
)とほぼ同じであった。 MPFと

の関連は明らかではないが，卵母細胞中の蛋白質のリン
酸化が減数分裂の再開

に関与することも示唆されている 54，55) Bornslaegerら56)は
，直径約60仰の

マウス卵母細胞における減数分裂の再開と蛋白質のリン
酸化との関係について

調パ，減数分裂を再開した卵母細胞では発育を完了した
卵母細胞内で起こると

同様の蛋白質のリン酸化が起こるのに対し，再開しなか
った卵母細胞において

はそのようなリン酸化は認められなかったとしている。
これらのことを考え合

わせると，本実験の体外培養条件下で発育した卵母細胞
においても，体内発育

卵母細胞と同じ発育段階で t MP  Fなどの卵母細胞の成
熟に関与する蛋白質の

合成やリン酸化が起こったと考えられる。

減数分裂を再開した体外発育卵母細胞のうち，第 E減数
分裂中期へと成熟し

た卵母細胞の割合は，体内発育卵母細胞と同様に，直径
の大きな卵母細胞ほど

高かった。減数分裂の再開後，第 E減数分裂中期に成熟す
るためには新たな蛋

白質の合成が必要とされている 57)。本実験の培養条
件下で発育した卵母細

胞は，体内発育卵母細胞と同様の発育段階において成熟
に必要な蛋白質を合成

する能力をも穫得したものと推定される。

Canipariら58)は，線維芽細胞の単層上で体外培養した卵母細
胞は直径の

増大がなくても減数分裂を再開すると報告している。し
かし，本実験では卵母

細胞は直径60JLm以上八と発育しないかぎり，減数分裂
を再開しなかった。ま

た，彼らの研究では，直径の増大がないまま減数分裂を
再開した卵母細胞は，

第 I減数分裂中期で成熟を停止した。本実験結果は，卵母
細胞の発育段階と第

E減数分裂中期まで成熟する能力を獲得する時期とが密接
に関係していること
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を示唆している o

ヒポキサンチンによる成熟抑制は体外発育卵母細胞において顕著であった o

卵母細胞の減数分裂再開を制御する物質として cAMPが知られている 59)。

マウスの卵母細胞では，卵核胞崩壊に先立って cAMP濃度が急激に低下する

との報告があり 60 )また発育を完了した卵母細胞であっても，体外に取り

出して cAMPレベルを人為的に上昇させると，減数分裂を再開しない乙とも

知られている 61-65)。ヒポキサンチンは cAMPの分解酵素であるフォスフオ

ジエステラーゼを阻害して cAMPレベルを上昇させ，卵母細胞の成熟を抑制

するとの考えがある 66)0 Downsら 67 )は，裸化卵母細胞に対するヒポキサン

チンの成熟抑制作用は卵丘細胞が付着している卵母細胞に比ペて弱いことを認

め，ヒポキサンチンの作用は主に卵丘細胞を介して作用すると考察している。

本実験において，体内発育卵母細胞ではヒポキサンチンによる成熟抑制作用は

認められなかったが，体外発育卵母細胞においては強い成熟抑制が認められた。

この理由としては，長期間にわたる培養中に卵母細胞の膜になんらかの異常が

生じ，ヒポキサンチンが過剰に取り込まれたことや，フォスフォジエステラー

ゼ活性の低下によって卵母細胞内の cAMPレベルの低下したことが推測され

る。

一方，卵核胞崩壊が認められた卵母細胞の一部は，極体を放出して雌性前核

を形成した。このような卵母細胞は成熟培養中に第 E減数分裂中期を経たと考

えられる.ほとんど全ての脊椎動物では，第 E減数分裂中期にある卵母細胞は

精子侵入の刺激を受けて初めて活性化する。 MasuiとMarkert68)は，ヒョウ

ガエルの未受精卵の細胞質中に核を第 E減数分裂中期で停止させる作用を持つ

因子(cytostaticfactor， C S F)を見出した。最近，ガン原遺伝子c-mosの産

物がCSFと相同な物質であることがアフリカツメガエルで明らかにされ 69)

マウスの卵母細胞でもc-mos蛋白質が検出されている 70)。とれらのごとから見

ると，体外発育卵母細胞では CSFの合成が不十分であったか， C S Fの活性

化が正常に起ごらず，第 E減数分裂中期で停止することなく前核が形成された

のかもしれない。
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第 4節 体外発育・成熟卵母細胞の体外受精

前節までの実験結果から，体外発育マウス卵母細胞はその発育に伴っ

て減数分裂を再開する能力および第 E減数分裂中期へと成熟する能力を

獲得することが明らかとなった。本節の実験は，体外で発育および成熟

させた卵母細胞が正常に受精するか否かを明らかにする目的で行われた。

材料および方法

1 )卵母細胞の発育培養

10日齢のマウスから前章第 3節と同様の方法で OGCを採取し，寒天

処理した培養皿に移して 10日間培養した。培養液には 10%の FC S. 50 

再g/m.Qのピルビン酸ナトリウムおよび 2mMのヒポキサンチンを含む ME

M を用い，培養液の半量を 4日毎に交換した。

2 )卵母細胞の成熟培養および体外受精

発育培養後，直径50fLm以上へと発育した卵母細胞を 10%F C Sおよび

50/lg/叫のピルビン酸ナトリウムを含む MEM中に回収し，操化した

のち 3回洗浄し，同培養液の小滴(lO/lO中で成熟培養した。培養 20時間

後，倒立顕微鏡下 (X200)に卵母細胞を観察し，卵核胞崩壊が認めら

れた卵母細胞を TYH液 71)中で 3回洗浄し，同培養液の小滴 (400パ)中

に20.......3 0個ずつ移し，豊田ら 7 1 )の方法に準じて体外受精した。すな

わち ddY系成熟雄マウスより精巣上体尾部を採取してパラフインオイ

ル内に移し，精巣上体管の一部を柄付き針で破砕して噴出してきた精子

塊を TYH液の小滴 (400fL 0中に導入した。精子を1.5時間前培養したの

ち，卵母細胞を含む小滴中へ最終精子濃度が 150cells/叫となるように

媒精した。

対照としては， 18日齢のマウスに 3I Uの PMSGを，さらにその 48

時間後に 3IUのヒト繊毛性性腺刺激ホルモン (hC G. プベローゲン，

三共ゾーキ)を腹腔内投与して過排卵を誘起し， h C G投与の 15.......16 
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時間後に卵管膨大部より採取した卵子を用いた。卵丘細胞に覆われた状

態の卵母細胞を TYH液の小滴(400 fL Q )中に導入し，上述の方法で媒

精した。

3 )受精の判定

媒精の 6~ 7時間後に，本章第 3節と同様の方法で卵子を固定，染色

し，受精の有無および卵子の核の状態を微分干渉顕微鏡下に観察した。

精子の尾部をともなった膨化精子頭部あるいは雄性前核が認められた卵

子を受精卵子と判定した。データの統計的有意性は， χz検定によっ

て判定した。

結果

1 0日齢のマウス卵巣から得た OGCは，発育培養中に集合して凝集

塊を形成した。培養 10日後，卵母細胞をヒポキサンチンを含まない培

養液に移して成熟を誘起した結果，直径60.0fLmW-上の卵母細胞の一部に

おいて 1時間後から卵核胞崩壊が認められた。卵核胞崩壊率は，直径

60. O~ 64. 5fLm， 65. O~ 69. 5fLmおよび70.0 fLmW-上の卵母細胞でそれぞれ 10

% (28/267)， 53% (112/212)および86%(115/133)であった。

媒精 6時間後における第 E減数分裂中期への成熟率および受精率を表

7に示す。卵核胞崩壊が認められた体外発育卵母細胞のうち 74%は第 E

減数分裂中期以降へと成熟しており，その 72%は受精していた(図 26，a)。

受精卵子のうち，膨化精子頭部を有する卵子は 13%であり，雄性前核を

形成した卵子は87%であった。一方，対照の排卵卵子では，受精率およ

び雄性前核形成率はそれぞれ91%および99%と高い値を示した。単精子

受精率は体外発育・成熟卵母細胞および排卵卵子でそれぞれ87%および

80%であり，いずれも高い値を示した。

受精卵子の核の状態の詳細を表 8に示す。対照の排卵卵子では， 99% 
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表7 体外発育・成熟卵母細胞および封阿H卵子の体外受精

受精卵子数

第E減数分裂 膨化精子 雄性前核を
卵母細胞の 媒精した中期以降の 頭部を有する 有する 単精子受精
発育・成熟卵母細胞数卵子数(%) 計(%)・ 卵子数(%)b 卵子数(%)b卵子数(%)b

体外

体内

255 

113 

189 (74) 136 (72)0 17 (13)0 119 (87)0 118 (87) 

112 (99) 102 (91)d -:1 ( 1)d 101 (99)d 82 (80) 

a第E減数分裂中期へと成熟した卵母細胞に対する割合.
b受精卵子に対する割合.
。.d同じ列内の異なる肩文字を持つ数値聞の差は有意.pく0.01，χZ検定.

表8 体外発育・成熟卵母細胞および張問H卵子における受精後の核の状態

第E減数分裂 1個の雌性 2個の雌性 雌性前核を
卵母細胞の 検査 中期の 前核を有する 前核を有する 有さない。
発育・成熟 卵子数 卵子数(%) 卵子数(%) 卵子数(%) 卵子数・(%)

体外 136 2 (1) 101 (74)b 28 (21)b 5 (4) 

体内 102 o (0) 101 (99)。 1 ( 1) 0 o (0) 

-凝縮した染色体または分散した核を有する卵子.
b~ c同じ列内の異なる肩文字を持つ数値間の差は有意.P<O.01，χZ検定.
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の卵母細胞で 1個の正常な雌性前核が形成されたが
，体外発育・成熟卵

母細胞では雌性前核の異常が認められた。受精した
体外発育・成熟卵母

細胞のうち 21%は 2個の雌性前核を有し(図 26，b)，また
4%は凝縮した

染色体や分散した核を有していた(図 26，c)o

考察

前節の実験において，体外発育マウス卵母細胞は第
E減数分裂中期へ

と成熟する能力を有することが明らかとなったが，
本節の結果から，体

外での発育および成熟の過程で受精能力をも獲得す
ることが知られる。

化学的に組成の明らかな培養液中で成熟させたマウ
ス卵母細胞では，

透明帯が硬化し，受精率が低下することが報告され
ている 72，73)0 F 

c sを成熟培養液中に添加することによって受精率は向上するとの報

告 74，75)もある。本実験では卵母細胞を FC Sを添加し
た培養液中で発

育，成熟させ，体外受精に供したが，体外発育・成
熟卵母細胞の受精率

は排卵卵子に比パて低く，長期間にわたる培養中に
透明帯の硬化が起こ

った可能性は否定できない。

卵母細胞の細胞質の成熟が不完全な場合には，雄性
前核の形成不全な

どの異常受精が生じる 76)。Da n i e lら 4)は，体外発育
・成熟ラット卵

母細胞を用いて体外受精を行った結果，精子が侵入
した卵子のうち正常

受精卵子の割合は 2回の実験でそれぞれ34.6%と47.1%
であり，その他

は多精子受精卵子や 1個ないし 3個の前核を有する卵子
であったと報告

している。受精時の卵子では透明帯反応と卵黄遮断
の二つの機構によっ

て多精子による侵入が拒絶されるが，いずれの反応
も卵母細胞表面の表

層穎粒から放出される内容物の作用によって誘起さ
れると考えられてい

る 77，78)。表層穎粒は卵母細胞の発育途上に増数す
ることが知られてい

る 7 9 )。本実験の体外発育・成熟マウス卵母細胞
では単精子受精率は

排卵卵子と同様に高かったが，このことから発育培
養中に十分な数の表
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層穎粒が形成され，多精拒否機構は完成していたと考えられる。

一方，体外発育・成熟卵母細胞では，雄性前核および雌性前核の形成

率は排卵卵子よりも低かった。 Thibault76J は，ウサギの体外成熟卵

母細胞を用いて体外受精した結果，侵入精子の頭部の膨化が遅延するだ

けでなく，培養を継続しでも雄性前核の形成率が低かったと報告してい

る。同様の雄性前核の形成不全はブタの体外成熟卵母細胞においても報

告されている 8 O. 8 1 )。その原因については，体内成熟卵子の細胞質内

には雄性前核の形成を促進する因子 Cmalepronucleus growth factor， 

M P G F)が存在するが，体外成熟卵母細胞では MPGFが不足し，雄

性前核形成率が低下すると推測されている 76)0 MPGFの本体およ

びその作用機序は未だ不明であるが，本実験の体外発育・成熟卵母細胞

でも， M P G Fの合成不足が原因で，雄性前核形成率が低下したと考え

られる。

雌性前核の異常としては，第 2極体放出の失敗に起因すると恩われる

2個の雌性前核や，染色体の凝縮などが認められた。 Q'NeillとKaufman

8 2 )は， h C G投与後18.......2 6時間で回収したマウス排卵卵子に活性化

処理を施したところ， h C G投与からの時間が長くなるほど活性化卵子

の第 2極体放出率が低下したと報告している。老化 (aging)した卵子

では第 E減数分裂中期における紡錘体や細胞骨格などの退行的変化が観

察されており，これが第 2極体放出率低下の原因のーっと考えられてい

る 8 3 )。本実験で認められた体外発育・成熟卵母細胞における雌性前

核の異常の一因も，長期培養の結果生じた退行的変化にあると考えられ

る。

最近， EppigとSchroeder3)によって体外発育マウス卵母細胞由来の産

子の誕生が報告された。しかし，移植された 137個の 2'"'-4細胞期怪

から得られた産子は 7頭で，その発生率は極めて低い。本実験の体外発

育・成熟卵母細胞で認められた異常受精が体外発育卵母細胞の発生能力

の低さの一因となっているものと考えられる。
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第 5節小括

本章では，まず， 10日齢のマウス卵巣から得た卵母細胞と頼粒膜細胞

の複合体 (0G C)をヒポキサンチン培養液中で 12日間培養し，発育した

卵母細胞について成熟培養を行い，体外発育卵母細胞が体内発育卵母細

胞と同様に成熟するか否かを卵核胞の崩壊および第 1極体の放出を指標

として調パた o ついで，体外発育卵母細胞の発育段階と成熟能力との関

係を調パ，体内発育卵母細胞と比較した。さらに，体外発育・成熟卵母

細胞の受精能力について体外受精の手法を用いて検討した。

1 ) 20日齢のマウス卵巣から得た卵母細胞を培養液の小滴中で成熟培養

した結果，卵核胞崩壊および第 1極体の放出がそれぞれ培養 1時間後お

よび 9時間後から認められた。また，体外発育卵母細胞においても体内

発育卵母細胞と同様の時間経過で卵核胞崩壊および第 l極体の放出が認

められた。

2 )体外発育卵母細胞を成熟培養した結果，直径60JLm以上の卵母細胞に

おいて卵核胞崩壊が認められた。卵核胞崩壊率および第 E減数分裂中期

への成熟率は卵母細胞の直径の増大とともに増加した。これらのことは，

体内発育卵母細胞においても認められ，卵母細胞は体外においても体内

とほぼ同じ発育段階で成熟能力を獲得することが確認された。しかし，

体外発育卵母細胞では，ヒポキサンチンにより減数分裂の再開が著しく

抑制され，核の異常も体内卵母細胞に比パて高率に認められた。

3 )体外発育卵母細胞を成熟させ，体外受精した結果，第 H減数分裂中

期へと成熟していた卵母細胞の 72%が受精し，そのうち 87%で雄性前核

が認められた。単精子受精率は 87%で，対照の排卵卵子のそれと同等で

あった。しかし，排卵卵子に比べて 2個の雌性前核を有する卵子などの

雌性前核の異常が高率に認められた。
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第 5章 ブタ卵母細胞の体外発育

第 1節緒言

ブタ卵母細胞を体外培養し，その成熟能力や減数分裂の
再開に関与する因子

について調パた報告はすでにかなりの数に昇る 84 )
。しかし，それらのほと

んどは卵巣内で発育を完了した直径約120/Lffiの卵母細胞を研究
対象として取

り上げたものであり，発育途上卵母細胞に関する研究は
極めて少ない。

発育途上のブタ卵母細胞を用いた報告としては， Motlikら85)
の先駆的な

研究がある。彼らは，初期の胞状卵胞内の直径約100/Lffiの卵
母細胞を体外で

48時間培養すると， 41%の卵母細胞は減数分裂を再開するが
，第 I減数分裂中

期に達するまでにその成熟を停止すると報告した。ま
た，原始卵胞内のブタ卵

母細胞や発育途上卵母細胞を体外で数時間培養し，ア
ミノ酸や核酸前駆物質の

取込，タンパク合成などを調べた報告も散見される 86
. 87)。しかし，発育途上

ブタ卵母細胞を体外で発育させたという報告はない。

第 3章第 3節の実験において，マウスの発育途上卵母細胞と
穎粒膜細胞の複

合体(0G C)を寒天処理した培養皿内で培養すると，卵
母細胞は最終段階まで

発育することが明らかとなった。最近，発育途上マウ
ス卵母細胞を体外で長期

間培養する方法としてOGCをコラーゲン膜上で培養する方法 3)や，
コラーゲ

ンゲルに包埋して培養する方法 88)が考案されている
。いずれの方法におい

ても発育途上マウス卵母細胞は最終段階まで発育する
が，卵母細胞と穎粒膜細

胞との聞でギャップ結合が必須の前提条件とされてい
る。発育途上ブタ卵母細

胞においても，培養期間を通じて穎粒膜細胞との結合
を維持しうる条件が与え

られたならば，体外での発育も可能となるかも知れな
い。しかし，ブタ卵母細

胞は，マウス卵母細胞の3.5....... 4倍の体積にまで発育し，
また卵胞腔形成後

も発育しつづける点でマウス卵母細胞とは異なっており
， 5JlJの条件が要求され

ることも考えられる。

本章の実験は，ブタ卵母細胞が体外において最終段階ま
で発育するか否かを

確かにする目的で行われた。
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第 2節 卵胞の採取方法および培養方法

本節では，酵素処理法を用いて発育途上ブタ卵母細胞を含む卵胞腔形成前の

卵胞の分離を試みた。得られた卵胞を oG C (第 3章第 3節)として，あるいは

コラーゲンゲルに包埋して培養し，卵母細胞が体外で発育するか否かを調パた o

また，培養液中への FSH添加の影響についても検討した。

材料および方法

1 )卵巣組織染色標本の作製

屠畜場で得た 6"-'7カ月齢の交雑種未経産ブタの卵巣を材料として用いた。

P B Sで洗浄したのち， 1 I 4に切断して 3%のパラホルムアルデヒド液中

で2日間固定した。ついで， 50%. 75%， 90%および100%のエタノール上

昇系列にそれぞれ24時間浸潰して完全に脱水したのち. J B -4に包埋して

3 fLrnの連続組織切片を作製し，第 2章第 2節と同様の方法で染色した。

2 )卵胞の採取

神戸大学附属農場で育成した65"-'89日齢の一代雑種(F 1)雌ブタ(梅山豚×金

華豚)から，放血屠殺後に採取した卵巣を材料として用いた。一部の実験では，

屠畜場で得た 6"-'7カ月齢の交雑種未経産ブタの卵巣を使用した。採取した卵

巣を PBSおよび25rnMH e p e s (ナカライテスク)緩衝MEMでそれぞれ 2回

洗浄したのち，カミソリで 2"-' 3 rn rnに細切し， O. 4 %の濃度でコラゲナーゼ

を含むMEMに浸潰して，炭酸ガス培養装置内(39'C.5 % C O2-95%空気)に

45分間静置した。酵素処理後，卵巣を培養液中で数分間ピペッテインゲして細

胞を分散させ，卵胞腔形成前の直径0.2"-'O. 3mrnの卵胞を採取した。

3 )卵胞の体外培養

卵胞を PB SおよびMEMで洗浄したのち，培養液の小滴中(10fLOに1個ず
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つ移し，測徴接眼レンズを用いて各卵胞内の卵母細胞の直径を O.5川単位で

測定した。ついで，卵胞を卵母細胞の直径によって60.0~69. 5JLm， 70. 0~79. 5 

mおよび80.O~ 89.5川の 3区に分け，それぞれ 3種の方法で培養した。すなわ

ち. (1)卵胞を無処理の培養皿内で底面に付着させて培養する方法， (2)卵胞

を寒天処理培養皿内で培養する方法，および(3 )卵胞をコラーゲンゲルに包埋

して培養する方法である。培養にはいずれも 24穴の培養皿 (Falcon)を用いた。

( 3 )の培養法では，卵胞を以下の手順でコラーゲンゲルに包埋した。まず， 3 

%のコラーゲン酸性溶液(セルマトリックス-1 ，新田ゼラチン)， NaHC03を含

まない10倍譲度のTC M199(日水製薬)，およびNaHC03(22mg/n&)と Hepes(47.7

mg/n&)を含む0.05NのNaOH溶液の 3種類の溶液を 8: 1 : 1の割合で混合し，コ

ラーゲン溶液を調整した。卵胞を少量の培養液とともに培養皿の中央に置き，

O. 4叫のコラーゲン溶液を加えて振湿したのち， 39 'cの培養装置内に20分間

静置してゲル化させ，さらに培養液 2n&を静かに注いだ。培養液としては 5

%の FC S， O. 1 mg / n&のピルビン酸ナトリウム， 0.9mg/叫の乳酸カルシウム，

O.55mg/n&のグルコース， 2 mMのヒポキサンチンおよび抗生物質を添加した

T C M 199を用いた。また，この培養液に2mIU/n&の FS H (ブタ脳下垂体由来，

Sigma)を添加したものを用いた。培養は， 39'C， 5%C02-95%空気の気

相下で 4日間行った。

4 )卵母細胞の観察

培養終了後，卵胞および卵母細胞の状態を倒立顕微鏡下に観察した。卵母細

胞は，ピペッテインゲによって裸化したのち，培養液の小滴中 (lO/d)に回収

し，観察した。コラーゲンゲルに包埋した卵胞については，裸化の直前に培養

液を 0.1%のコラゲナーゼを含むMEMに置換して 30分間処理し，コラーゲ

ンを消化したのち，顎粒膜細胞に包まれた状態の卵母細胞を新鮮培養液中に移

して 2回洗浄した。細胞質の希薄化と萎縮，細胞膜の崩壊および細胞質の漏出

などの変化が認められた卵母細胞を退行卵母細胞とした。また，トリパンブル

ー(0.1%)を含む PBSで卵母細胞を 1分間処理し，染色された卵母細胞は
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その形態に関わりなく退行卵母細胞と判定した。生存卵母細胞については，そ

の直径を測定した後，酢酸アルコール(1 : 3 )で脱脂固定し 1%アセトオ

ルセインで染色して核の状態を微分干渉顕微鏡下に観察した。

結果

卵巣組織中では，直径60~90JLmの発育途上卵母細胞は多層の穎粒膜細胞に固

まれ(図27)，その周囲には基底膜を隔てて，発達した卵胞膜が観察されたが，

卵胞腔は認められなかった。

F 1雌ブタから採取した卵巣および屠畜場で入手した卵巣を酵素処理した

ところ，種々の発達段階の卵胞が得られた。そのうち卵胞腔形成前の卵胞内に

は多層の頼粒膜細胞に固まれた卵母細胞が観察されたが，卵胞膜は認められな

かった(図28)。一部の卵母細胞は極度に変形しており，それらは以降の実験に

は用いなかった。

F 1雌ブタから得られた卵胞腔形成前卵胞内の卵母細胞の直径分布を図29

に示す。直径65.0---90.0JLmの卵母細胞の割合が高く， 100.0JLm以上の卵母細

胞は認められなかった。得られた卵胞数は卵巣当たり 15---20個であった。

卵胞をコラーゲンゲルに包埋せず，無処理の培養皿内で培養した場合，頼粒

膜細胞は翌日には培養皿底面に付着し，伸展していた。培養 4日後には，卵母

細胞は頼粒膜細胞から遊離して裸化するか，もしくは肩平な形状八と変化して

退行した(図30)。また，複数の卵胞を寒天処理した培養皿内で培養した場合，

卵胞は相互に付着して凝集塊を形成し，卵母細胞はその内部で退行した。一方，

卵胞をコラーゲンゲルに包埋して培養した場合，培養 4日後においても穎粒膜

細胞に包まれた形態的に正常な卵母細胞が認められた(図31)。そのような卵母

細胞の割合は FSH添加区で36%(24/124)，無添加区で15%(17/110)であった。

退行像を示す卵母細胞はいずれもトリパンブルーによって染色されたが，形態

的に正常と認められた卵母細胞は不染であり(図32)，生存卵母細胞と考えられ

た。
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図27 ブタ卵巣内における直径約90，ILmの発育途上卵母細胞

卵母細胞は多数の顎粒膜細胞に取り固まれており，その外周には
発達した卵胞膜(ー争)が観察される.卵胞腔は未だ形成されていない.

パーは100仰を示す.
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図28 コラゲナーゼ処理によってブタ卵巣から得られた卵胞腔形成前の卵胞
卵胞内に発育途上の卵母細胞が観察される.
パーは200仰を示す.
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図30 無処理培養皿内で 4日間培養した卵胞腔形成前のブタ卵胞
穎粒膜細胞は培養皿底面に付着，伸展しており，内部の卵母細胞は

扇平な形へ変化している.

パーは200pmを示す.
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図31 コラーゲンゲル中で 2日間培養した卵胞腔形成前のブタ卵胞
卵胞内には形態的に正常な卵母細胞が認められる.
パーは500仰を示す.
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図32 コラーゲンゲル中で 4日間培養したブタ卵母細胞
矢印の卵母細胞はトリパンブルーに不染であり，生存
していると考えられる.パーは100/lmを示す.
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卵胞を卵母細胞の直径によって 3区に分け 4日間培養した結果を図33に

示す。いずれの区においても生存卵母細胞率は FSH添加により上昇した。 F

SH添加の有無に関わりなく，生存卵母細胞の直径は培養期間中に増大した。

直径の増大は FSH添加区においてとくに顕著で，培養開始時の65.6+2. 6pm， 

73.9+3.1pInおよび84.2士1.8pInから終了時にはそれぞれ77.7士5.0pm，84.5 

+ 6. 3川および94.1+7.4pm八と増加した。生存卵母細胞を固定，染色して観察

したところ，いずれの卵母細胞においても卵核胞が観察され，その内部には 1

個の核小体が認められた(図34)。しかし，減数分裂の再開を示す変化は認めら

れなかった。

考察

ブタ卵母細胞は直径120/LInまで発育するが 85) 得られた卵胞腔形成前卵胞内

の卵母細胞の直径は60......100/LInであり， 100/LIn以上の卵母細胞は認められなかっ

た。ブタ卵母細胞は卵胞に卵胞腔が形成されたのち直径lOO/LIn以上へと発育

することが知られており 85) むしろ当然の結果といえる。また，分離後の

卵胞に卵胞膜は認められなかった。卵巣内で同程度に発達した卵胞では卵胞膜

が観察されたことから見ると，酵素処理によって卵胞膜細胞は結合組織ととも

に卵胞の基底膜から剥脱したものと考えられる。

分離した卵胞を無処理培養皿内で培養したところ，培養期間中に卵母細胞の

多くは裸化し，いずれも退行した。第 3章第 3節に記述したように，マウスの

卵母細胞は寒天処理した培養皿内で良好に発育したが，ブタ卵胞を同様の方法

で培養した場合には，卵母細胞は凝集塊の内部で退行した。卵巣や胎児などの

器官培養では，その内部で酸素や栄養素の欠乏が生じ，壊死の起こることが知

られている 89) 。培養に用いたブタ卵胞内には，マウスのOGCよりもはる

かに多くの穎粒膜細胞が存在し，それらが凝集塊を形成してさらに増殖したた

め，内部の卵母細胞は生存できなかったと考えられる。

最近，マウスの一次卵胞をコラーゲンゲルに包埋して長期間培養する方法が
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o 4 o 4 o 4 
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図33 体外培養によるブタ卵母細胞の直径の変化
( )内の数字は，実験に供した卵胞腔形成前のブタ卵胞数を示す.
[ ]内の数字は，培養後の生存卵母細胞数を示す.

本 FSH無添加区では，培養終了時までに全ての卵母細胞が退行した.
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図34 コラーゲンゲル中で 4日間培養したブタ卵母細胞の核相
卵核胞と，内部には 1個の核小体が認められる.
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考案された 8 8 )この培養法では，頼粒膜細胞は卵胞内で増殖して多数の層

を作り，卵母細胞は最終段階まで発育すると報告されている 2 5 )。ブタ卵胞

の培養にこの方法を適用したところ 培養 4日後においても卵母細胞は頼粒膜

細胞に包まれた状態で維持され，その一部は形態的に正常であり，細胞膜はト

リパンブルーを排除する機能を保持していた。さらに，正常と判定された卵母

細胞では直径の増大が認められた。卵母細胞の発育には穎粒膜細胞との結合が

不可欠であることは第 3章第 3節ですでに述パた。本実験で発育したブタ卵母

細胞では，頼粒膜細胞とのギャップ結合が維持され，両者間で物質の交換があ

ったものと考えられる。

マウスの卵母細胞はホルモンを含まない培養液中においても発育する 2)。し

かし， F S Hを含まない培養液中で培養したブタ卵母細胞の多くは退行し，生

存卵母細胞の直径も FSH添加区と比べて小さかった。このことは，体外にお

いてブタ卵胞が機能し，卵母細胞が発育するためには FSHの存在が重要であ

ることを物語っている。 Arnsterdarnら33)は，ブタ頼粒膜細胞を FSHの存在下

で培養すると，頼粒膜細胞聞のギャップ結合が増数すると報告している。本実

験の結果から， F S Hは卵胞の穎粒膜細胞問および穎粒膜細胞ー卵母細胞聞の

結合の維持においても重要な役割を演じることが示唆される。
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第 3節 卵母細胞の体外発育

前節の実験結果から，発育途上ブタ卵母細胞の体外発育には卵胞をコラーゲ

ンゲルに包埋して培養する方法が最適であることが知られた o また，この方法

で長期間培養すれば，卵母細胞は最終段階まで発育する可能性もあると考えら

れた。そこで，本節の実験では，発育途上ブタ卵母細胞を含む卵胞を12日間ま

たは16日間培養し，卵母細胞が最終段階にまで発育するか否かを調べるととも

に，卵胞の発達について組織学的に検討し，さらに，卵母細胞と卵丘細胞の結

合状態を電子顕微鏡下で観察した。

材料および方法

1 )卵胞の分離および培養

屠畜場で得た未経産ブタの卵巣を材料として用いた。卵巣を前節と同様の方

法で洗浄および細切したのち， 0.1 %のコラゲナーゼを含むMEMで 1時間

処理し，注射針およびピンセットを用いて卵胞を組織片から分離した。直径

0.2，...... O. 3mmの卵胞を採取し，培養液で 3回洗浄したのち，培養液の小滴(10μ)

中に l個ずつ移して，直径70.0~89. 5{lmの卵母細胞を含む卵胞を選別し，さら

に卵母細胞の直径によって卵胞を70.0.......79. 5{lmおよび80.0.......89.5{lmの2区に区

分した。

培養液には，50{lg/mfl.のピルビン酸ナトリウム，100{lg/mfl.のペニシリン，

50 {lg/mfl.のストレプトマイシン 5%のFC S， 2mIU/mfl.の FSHおよび 1{lg 

/叫のエストラジオールー17s (Sigma)を含むWaymouth's medium (W a y m 0 u t h 

752/1MB， Sigma)を用いた。卵母細胞を含む卵胞を培養皿(35X 10 mm， Falcon) 

に移し，前節と同様の方法でコラーゲンゲルに包埋したのち，炭酸ガス培養装

置内(39"C， 5 % C O2-95%空気)で培養した。直径70.0"""'79. 5/Lmの卵母細

胞については16日間，直径80.0"""'89. 5fLmの卵母細胞については12日間培養し，

4日毎に培養液の半量を新鮮なものと交換した。培養終了後，コラーゲンゲル
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を0.1%のコラゲナーゼ液で消化して卵胞を回収し，採取した卵母細胞をピ

ペッティンゲによって裸化したのち，倒立顕微鏡下に観察した。卵母細胞の著

しい変形，細胞質の萎縮および細胞膜の崩壊が認められた卵母細胞を退行卵母

細胞と判定した。正常と判定した卵母細胞については，直径を測定した。

2 )卵胞の組織染色標本の作製

培養16日後に卵胞を回収し， 10%のホルマリンに浸潰して固定したのち，エ

タノール上昇系列に浸潰して組織を完全に脱水した。卵胞をメタクリレート系

樹脂 K4 M (Lowicryl K4M; Chemische Werke Lowi GMBH & C o. )に包埋した

のち，ウルトラミクロトームを用いて 1，amの連続切片を作製した。切片を 1%

トルイジンブルー液で染色したのち，顕微鏡下に卵母細胞および卵胞を観察し

た。

3 )卵胞の電子顕微鏡標本の作製

16日間培養した卵胞を10%ホルマリンで固定し，脱水したのち，四酸化オス

ミウムで後固定してエポキシ樹脂(ルベアック 812，ナカライテスク)に包

埋し，超薄切片を作製した。切片を酢酸ウランおよびクエン酸鉛で電子染色し

たのち，電子顕微鏡下(1200EX;JEOL)に観察した。また対照として，屠畜場で

採取した卵巣内の卵胞についても同様の方法で標本を作製し，観察した。

結果

卵母細胞は，培養期間中を通じて穎粒膜細胞に包まれた状態で維持された。

培養日数の経過とともに頼粒膜細胞の退行を示す卵胞がやや増加したが，多く

の卵胞は培養終了時まで形態的に正常であった。培養 8日目以降，正常な卵胞

の多くで卵胞腔が認められた(図35)。培養終了後，これらの卵胞を破砕したと

ころ，内部に 1~2 層の顎粒膜細胞に包まれた卵母細胞が認められた(図36) 。

直径70.0~79. 5fLmおよび80.O~ 89. 5fLmの卵母細胞を含む卵胞をそれぞれ16日
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図35 培養16日後のブタ卵胞

培養開始時には認められなかった卵胞腔が形成されてい
る.

パーは200川を示す.
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図36 培養16日後のブタ卵胞から取り出した卵母細胞ー卵丘細胞複合体
パーは100Jlmを示す.
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問および12日間培養した結果を図37に示す。培養終了時に認められた形態的に

正常な卵母細胞の割合は，それぞれ43%(26/60)および32% (27/84)であった。

平均直径は培養開始時における 74.0+3.1jLmおよび83.9+3.3jLmから，それぞれ

95.3+7.1jLmおよび100.5+6. 8jLmへと増大しており，直径115川以上の卵母細胞

がそれぞれ 1個および 2個含まれていた。

図38に培養16日後の卵胞の組織染色標本を示す。培養後の卵胞の形態は卵巣

内で発達途上にある初期胞状卵胞に類似していたが，基底膜の外側には卵胞膜

細胞は認められなかった。卵胞腔の形成とともに卵丘の形成が認められた。ま

た，壁，卵丘ともに穎粒膜細胞の核濃縮はほとんど認められなかった。卵母細

胞外周の透明帯は卵巣内の卵母細胞の透明帯よりも薄かったが，卵母細胞内に

は卵核胞および 1個の核小体が観察された。また，卵胞腔の内部はトルイジン

ブルーによって薄く染色された。

培養16日後の卵母細胞および卵巣内で発育した卵母細胞表層の微細構造を図

39に示す。卵丘細胞から卵母細胞へ伸びた突起の先端と卵母細胞の細胞膜との

聞に結合が認められた。また，培養後の卵母細胞においても核膜が明瞭に観察

された(図40)。

考察

前節の実験において，発育途上ブタ卵母細胞の体外発育の可能性が示唆され

た。本節の実験結果は，前節とほぼ同様の培養条件下でも培養期間を延長すれ

ば，発育途上卵母細胞が最終段階まで発育する乙とを示している。

FSHの効果は顕著で，それを含む培養液中では培養16日後においても， 30 

~40% の卵母細胞で生存が確認され，平均直径にして約 20川の増加が認められ

た。 McNattyら90)はFSHを含まない培養液中で培養したヒト顎粒膜細胞では

核謹縮が認められたと報告している。 FSHを含まない培養液中でブタ卵母細

胞が退行した原因も頼粒膜細胞の退行によると考えられる。

卵巣内では卵母細胞の発育とともに卵胞も発達し，卵胞腔の形成後は顎粒膜

-93-



卵 120
母

(27J 

T (2 6) 
直

径 100

(Jlm) 

90 

80 

70 

o 4 8 12 16 

培養日数

す一示+ゼ数胞同日f
H
円
M
Yf々ブ

す

化

の

示

変
前
を

の
成
数

径

形

胞

直

腔

細

の
胞
母

胞

卵

卵

細

た

存

母
し
生

卵

供

の

タ

に

後

ブ

験

養

る
実
培

よ
'
，

に
は
は

養

字

字

培

数

数

外

の

の

体

内

内

n
t

，ak
「
E
L

向。図

-94ー



園田園・・・・

図38 培養16日後のブタ卵胞
穎粒膜細胞の著しい増殖と卵胞腔の形成，それにともなう卵丘の

形成が認められる.穎粒膜細胞層の外周には基底膜が認められる

が，その外側に卵胞膜は存在しない.
パーは150仰を示す.
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図39 生体内および培養16日後のブタ卵母細胞表層の微細構
造

卵丘細胞から透明帯(ZP)を貫通して卵母細胞へ伸びている突
起の

先端と卵母細胞(00)の細胞膜との聞に結合が認められる(ー-..
).

a 体内発育卵母細胞.

b 体外発育卵母細胞.

パーは400nmを示す.
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図40 培養16日後のブタ卵母細胞の核膜の微細構造
パーは500nmを示す.
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細胞の増数と卵胞液の蓄積によって卵胞の直径は急速に増大する 9110 卵胞

腔形成の機序に関しては不明な点が多いが，その形成には少なくとも FSHの

存在が必要とされている。ハムスター 92)およびマウス 93)の卵胞腔形成前の卵

胞を FSHを含む培養液中で培養すると卵胞腔が形成される。また，ラットの

卵胞腔形成前の卵胞を FSHを添加した培養液中で培養皿底面に付着させて培

養すると，卵母細胞周囲の穎粒膜細胞の外側に卵胞壁を形成するように穎粒膜

細胞が増殖し，その内側に卵胞腔様の構造が形成される 94)0 FSHはブタ

卵胞の発達においても重要であり，それを添加した培養液中でのみ卵胞腔が形

成された。エストロジェンが卵胞発達を二次的に促進することも示唆されてい

る 94. 95)。生体内では卵胞膜細胞においてアンドロジェンが生産され，芳香化

されてエストロジェンが生産される 9 6 )。前節の実験結果から，酵素処理で

分離した卵胞には卵胞膜細胞が存在しないことが知られており，穎粒膜細胞へ

のアンドロジェンの供給はないと考えられたので 本実験ではエストロジェン

を添加した培養液で卵胞を培養した。この外因性のエストロジェンが卵胞の発

達を促進した可能性も十分に考えられる。

卵胞腔内の卵胞液には，血紫由来の成分とともに穎粒膜細胞の分泌物が含ま

れている 91 )。コンドロイチン硫酸などのゲリコサミノグリカンが豊富に含

まれ 91)ブタでは卵母細胞の減数分裂再開を抑制する因子 97)や，顎粒膜細胞

の黄体化を抑制する因子も含まれている 98 )。培養した卵胞の卵胞腔はトル

イジンブルーにより薄く染色されたが，生体内で発達した卵胞腔と同様に穎粒

膜細胞由来の蛋白質あるいはグリコサミノゲリカンが蓄積していたものと考え

られる。

卵母細胞の発育にはギャップ結合を介する穎粒膜細胞との結合が不可欠であ

る。培養後の卵母細胞の表層を電子顕微鏡下で観察したところ，透明帯を貫通

する卵丘細胞の突起が卵母細胞表面に達し，卵母細胞の細胞膜と結合している

乙とが確認された。このととは，卵母細胞と穎粒膜細胞との結合が培養期間を

通して維持されたことを実証するものといえる。
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第 4節小括

ブタ卵巣から発育途上卵母細胞を含む卵胞を分離し 4日間培養して，卵母

細胞の生存性および発育状況を調べた。ついで，卵胞を 12日間または16日間培

養し，発育途上卵母細胞が最終段階まで発育するか否かを検討し，さらに培養

後の卵胞の発達および卵母細胞と卵丘細胞との結合状態についても検討した。

1 )ブタの卵巣をコラゲナーゼで処理したところ，種々の発達段階にある卵胞

が得られた。卵胞腔形成前卵胞内には直径60"-'1 00仰の卵母細胞が認められた。

卵胞腔形成前の卵胞をコラーゲンゲルに包埋して 4日間培養したところ，卵母

細胞は培養後も穎粒膜細胞に固まれており，形態的にも正常であった。生存卵

母細胞の割合は FSH添加区で33%，無添加区は15%であり，これらの卵母細

胞では直径も増大していた。

2 )直径70.0"-'89. 51'ffiの卵母細胞を含む卵胞腔形成前の卵胞をコラーゲンゲ

ルに包埋し， F S Hおよびエストロジェンを含む培養液中で12日間または16

日間培養した。培養後， 30"-'40%の卵母細胞で生存が確認され，一部は直径

115. 0川以上八と発育していた。卵胞には卵胞腔が形成され，卵丘細胞から

卵母細胞へ伸びた突起の先端と卵母細胞との聞に結合が認められた。
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第 6章 体外発育ブタ卵母細胞の体外成熟および体外受精

第 1節緒言

体内で発育を完了したブタの卵母細胞を体外に取り出して培養すると自発的

に減数分裂が再開され，核は第 E減数分裂中期へと成熟する 84}。Hotl ikら85)

は，発育途上の卵母細胞の成熟能力を調べ，直径約100川の卵母細胞は減数

分裂を再開するが，第 I減数分裂中期にいたるまでにその成熟を停止するのに

対し，直径約115，ILffi以上に発育した卵母細胞は第 E減数分裂中期まで成熟す

ると報告している。ブタ卵母細胞では，卵核胞崩壊および第 2極体の放出には

蛋白質の合成 99.100)やりン酸化 49)が必要なことから，卵母細胞が発育途上で

成熟能力を獲得する際には，それらの変化に必要な蛋白質あるいはmRNAの

合成や蓄積が起こると考えられている 49)。

一方，体外で第 E減数分裂中期八と成熟したブタ卵母細胞では，精子が侵入

しても雄性前核の形成率が低いことが知られている 80.81)。その原因について

は未だ不明な点が多く，体外では核が成熟しでも細胞質の成熟が伴わないため

と考えられている 76)。

前章の実験結果から，発育途上ブタ卵母細胞は体外においても最終段階まで

発育することが明らかとなった。しかし，ブタ卵母細胞の体外発育に関する研

究報告は未だ皆無であり，体外発育ブタ卵母細胞の成熟能力および受精能力に

ついては全く知られていない。本章では，まず体外発育ブタ卵母細胞の直径と

成熟能力との関係を調ペ，体内発育卵母細胞と比較した。ついで，体外発育・

成熟卵母細胞に媒精し，その受精能力について検討した。
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第 2節 体外発育卵母細胞の成熟能力

本節では，体外発育ブタ卵母細胞の成熟能力を明らかにする目的で，卵母細

胞の直径と成熟培養後の核の成熟段階との関係を調べ，体内発育卵母細胞のそ

れと比較した。

材料および方法

1 )体内発育卵母細胞の採取および成熟培養

屠畜場で得たブタ卵巣内の直径 3mm以下の卵胞から，卵丘細胞に包まれた直

径70--120川の卵母細胞を採取した。ついで，直径90/Im以上の卵母細胞につ

いては卵胞腔の認められる卵胞を柄付き針で破砕することによって採取し，直

径90pm未満の卵母細胞については前章第 4節と同様の方法で卵胞腔形成前の卵

胞からピペッティングによって採取した。成熟培養には，修正Krebs-Ringer

bicarbonate(mK R B)液 10 1 )を用いた。卵母細胞と卵丘細胞の複合体を培

養液の小滴(100pO中で 3回洗浄した後， 10パの小滴中に 1個ずつ移して炭

酸ガス培養装置内(39"C， 5%C02-95%空気)で48時間培養した。成熟培

養開始直後に卵母細胞の直径を 0.5pm単位で測定した。

2 )卵母細胞の発育培養および成熟培養

屠畜場で得たブタ卵巣から，直径70.0.......89.5仰の卵母細胞を含む卵胞を前章

第 4節と同様の方法で分離し，発育培養した。培養16日後にピンセットを用い

て卵胞を破砕し，卵母細胞と卵丘細胞の複合体を回収した。そのうち形態的に

正常な卵母細胞を上述の方法で48時間成熟培養した。

3 )卵母細胞の固定および観察

成熟培養後に卵母細胞を回収し，裸化したのち，前章第 2節と同様の方法で

固定，染色し，徴分干渉顕微鏡下(X400)で卵母細胞の核の成熟段階を判定

した。染色体の分散が認められる卵母細胞は，退行卵母細胞と判定した。デー
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タの統計的有意性は， χ2検定によって判定した。

結果

体内発育卵母細胞および体外発育卵母細胞の直径と成熟培養後における核の

成熟段階との関係について検討した結果を表 9に示す。

体内発育卵母細胞では，卵核胞崩壊は直径90.0川以上の卵母細胞で認めら

れ，その割合は直径90.0~99. 5PID， 100.0""'-'109. 5PIDおよび110.0pID.f..J-上の卵

母細胞でそれぞれ 6%， 53%および77%であった。第 E減数分裂中期への成熟

は直径100.0~109. 5PIDおよび110.0pID以上の卵母細胞において認められ，そ

の割合はそれぞれ 4%および41%であった。

一方，体外発育卵母細胞については，合計486個の卵胞腔形成前の卵胞を

用いたが. 151個(31%)の卵母細胞は発育培養後においても形態的に正常で

あった。成熟培養開始直後に卵母細胞の直径を測定したところ，直径70.0""'-'

89.5pIDの卵母細胞は35個(23%)， 90. O~ 99. 5PIDは51個(34%)，100.0""'-'109.5pID 

は50個(33%)， 110.0pID以上は15個(10%)であった。卵核胞崩壊は直径90.0

pID以上の卵母細胞で認められ，その割合は直径90.0""'-'99.5pID，100. 0~109. 5PID 

および110.0pIDJ;A上の卵母細胞でそれぞれ6%. 30%および60%であった。直径

90. 0.......99. 5PIDの卵母細胞では，卵核胞崩壊後も染色体は移動期の後期(late 

diakinesis)に留まっており，紡錘体の形成は認められなかった。直径100.0....... 

109.5pIDの卵母細胞では16%が第 I減数分裂中期であったが，第 E減数分裂

中期八の成熟は認められなかった。一方，直径110.0間以上へと発育した卵

母細胞では， 40%は第 E減数分裂中期へと成熟した(図41)。

考察

本実験の結果から，ブタ卵母細胞は体外培養条件下においても，その発育に

伴って減数分裂を再開する能力および第 E減数分裂中期ヘと成熟する能力を獲

得すると考えられる。 Motlikら85)は，卵胞腔形成前後の卵胞から直径約100四
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図41 体外発育・成熟ブタ卵母細胞
第 1極体および第 E減数分裂中期の像を示す染色体が
観察される.
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のブタ卵母細胞を分離して48時間培養すると，減数分裂の再開が認められると

報告している。本実験においても，卵胞腔を形成した卵胞から採取した直径

9 O. 0 /L m，L.J-上の卵母細胞においてのみ減数分裂の再開が認められた。また，体外

発育卵母細胞においても，直径90.0iLm以上の卵母細胞では減数分裂の再開が認

められたが，直径89.5/Lm以下の卵母細胞では認められなかった。これらのこと

から，ブタ卵母細胞は，体外および体内を問わず，直径90.-..-100/Lmへと発育

する聞に減数分裂を再開する能力を獲得すると考えられる。

マウス卵母細胞の減数分裂の再開には， M P Fと呼ばれる細胞質内の因子

が関与している 50・51 )。減数分裂を再開したマウスの卵母細胞の細胞質をブ

タの卵核胞期の卵母細胞に顕徴注入すると，染色体が凝縮し，卵核胞が崩壊す

る 102)。また，ヒストンH1キナーゼ活性を指標としたMPFの活性は，ブタ

卵母細胞の成熟変化に伴って変動し，減数分裂の中期にその活性が上昇すると

の報告 103)もあり，ブタ卵母細胞の減数分裂の再開においてもMPFが重要な

役割を果たすと考えられている 4 9 )。ブタ卵母細胞を蛋白質合成阻害剤の存

在下に成熟培養すると卵核胞崩壊が阻害されることから，卵核胞崩壊には蛋白

質の合成が不可欠と見られている 99)0 MPFの構成要素あるいはMPFの

活性を誘動する蛋白質がこの段階で合成されると考えられており 49 )本実

験の体外培養条件下で発育したブタ卵母細胞においても，成熟培養中に減数分

裂の再開を制御する蛋白質が合成されたものと推定される。

MotlikらB5)は，直径約100仰のブタ卵母細胞は減数分裂を再開するが，第 E

減数分裂中期までは成熟しないと報告している。本実験においても，体外で発

育させた卵母細胞のうち，直径110.0/Lm以上の卵母細胞の40%は第E減数分

裂中期八と成熟したが，直径109.5fLm以下の卵母細胞では成熟はその途上で

停止した。このごとは，体内で発育した卵母細胞でもほぼ同じであった。減数

分裂が再開されたのち，第 E減数分裂中期まで成熟するには新たな蛋白質の合

成が必要と見られている 10 0 )。体外培養条件下において直径110間以上へと

発育した卵母細胞で，そのような蛋白質の合成が起こるか否かについては，今

後の研究に待たねばならない。
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第 3節 体外発育・成熟卵母細胞の体外受精

前節までの結果から，ブタ卵母細胞は体外で最終段階まで発育し，その発育

とともに第 E減数分裂中期八と成熟する能力を獲得することが知られた。本節

では，体外発育・成熟ブタ卵母細胞を用いて体外受精を行い，受精能力の有無

を検討した。

材料および方法

1 )卵母細胞の発育培養および成熟培養

屠畜場で得た卵巣から，直径70.0~89. 5fLmの卵母細胞を含む卵胞を前章第 4

節と同様の方法で分離し， 16日開発育培養した。培養後，ピンセットを用いて

卵胞を破砕し，卵母細胞と卵丘細胞の複合体を回収した。そのうち形態的に正

常な卵母細胞を本章第 2節と同じ方法で成熟培養した。培養48時間後に卵母細

胞を 10mg/71&の BS A (Sigma)および 2mMのカフェイン (Sigma)を添加した BO

液 10 4 )の小滴(100/Li)中に回収して 3回洗浄したのち， 5 ---10個の卵母細胞

を培養液の小滴(90/LO中に移し，体外受精実験に供した。

2 )精子の処理および体外受精

精子の処理および媒精を， Nagaiら10 5 )の方法に準じて行った。凍結ブタ

精巣上体精子を 3mg/71&の BSAを含む37"Cの TC M199( 871&)に浮遊させた。

精子を 700gで3分間遠心分離して洗浄したのち， 12% F C Sを添加した TCM

199(pH7.8) に再浮遊させ，再び700g で 3 分間遠心分離して精子濃度を 2~

4 X 108cells/叫に調整し， 37"C， 5%COz-95%空気の炭酸ガス培養装置内

で30分間前培養した。ついで，卵母細胞を含む培養液小滴中に最終濃度で 2X

106cells/叫となるように媒精し， 39"C， 5%COz-95%空気の炭酸ガス培養

装置内で培養した。媒精10時間後に，前章第 2節と同様な方法で卵母細胞を固

定，染色し，精子侵入の有無および卵母細胞の核の状態を徴分干渉顕微鏡下に
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観察した。

結果

114個の発育途上卵母細胞を用い，発育培養および成熟培養を行った結果，

40個の卵母細胞は形態的に正常であった。そのうち，直径90.0!Lffi以上の卵母細

胞36個を体外受精実験に供したところ， 3個(8%)の卵母細胞において精子の

侵入が認められた。精子の侵入がないまま第 E減数分裂中期に留まっていた卵

母細胞は 2個であった。他の卵母細胞は卵核胞期あるいは成熟途上であり，こ

れらの卵母細胞においては精子の侵入は認められなかった。

精子侵入を受けた卵母細胞では 1個の雌性前核 1個あるいは 2個の精子頭

部とそれに対応する尾部が観察された(図42)。しかし，雄性前核の形成は認め

られず，精子頭部の膨化も不完全であった。また，第 2極体の放出はいずれの

卵母細胞においても認められなかった。

考察

本実験の結果は，体外発育・成熟ブタ卵母細胞が受精可能であることを示唆

している。精子侵入の認められた卵母細胞では，雌性前核が形成されており，

体外発育・成熟卵母細胞は精子の侵入を受けて賦活化されると考えられる。し

かし，いずれの卵母細胞においても，雄性前核は形成されなかった。体外で成

熟したブタ卵母細胞では，雄性前核の形成率が低いことが知られており 80，引に

その原因として，雄性前核の形成を促進する因子(MP G F)のが不足が考えら

れている 76 )。体外発育・成熟した卵母細胞でも MPGFの合成が不十分で

あったため，雄性前核が形成されなかったのかもしれない。第4章第4節に記

述したように，マウスでは，体外で発育，成熟し，精子の侵入を受けた卵母細

胞の87%において雄性前核が形成された。精子の DNAはプロタミンによって

まとめられているが，卵子に侵入すると，プロタミンはヒストンに置き換えら
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図42 体外発育・成熟ブタ卵母細胞の受精像
雌性前核(FP)と精子頭部(".....)が認められる.
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れ，精子頭部は脱凝縮する I0 6 }。晴乳類の精子中には， s -s結合数の異なる

プロタミン 1およびプロタミン 2が見出されており， s -s結合の少ないプロ

タミン 2を多く含むヒトやマウスの精子をハムスターの成熟卵母細胞内に顕微

注入すると，他の動物種に比べて短時間でその頭部は膨化する 107}。体外で発

育し成熟したブタ卵母細胞では，細胞質の成熟が不十分であったため，精子の

プロタミンの構成の差が顕著に現われ 精子頭部の膨化が起こらなかったこと

も考えられる。

ブタの体外発育・成熟卵母細胞では，精子の侵入後も第 2極体は放出されな

かった。第 4章第 4節に記述したように，マウス体外発育・成熟卵母細胞に

おいても第 2極体の放出に失敗したと思われる例が認められた。老化卵子で

は紡錘体や細胞骨格の退行変化が一因となって第 2極体放出率が低下する 83}。

体外で長時間培養したブタ卵母細胞においても，同様の退行変化が生じ，第 2

極体の放出が正常に行われなかったと考えられる。
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第 4節小括

本章の実験では，体外発育ブタ卵母細胞の発育段階と成熟能力との関係を調

べ，体内発育卵母細胞のそれと比較した。またついで，体外発育・成熟卵母細

胞の受精能力についても検討した。

1 )体外発育卵母細胞を用いて成熟培養を行った結果，直径90.0{lffi以上の卵母

細胞において卵核胞の崩壊が認められ，その割合は培養開始時の卵母細胞の直

径の増大に伴って増加した。また，直径110{lffi以上へと発育した卵母細胞の

40%は第 H減数分裂中期八と成熟した。体内発育卵母細胞においても直径と成

熟率との聞に同様の関係が認められたことから，ブタの卵母細胞は体外におい

ても体内と同じ発育段階で成熟能力を獲得すると結論した。

2 )体外発育ブタ卵母細胞36個を用い，成熟培養後に媒精した結果 3個で精

子の侵入が認められた。精子の侵入を受けた卵母細胞では，第 2極体の放出は

認められず，侵入精子の頭部の膨化も不十分であったが，雌性前核の形成は確

認された。
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第 7章総括

晴乳類の卵母細胞を体外で発育させるための培養系を確立することは，その

形成機構に解明に資するばかりでなく，雌家畜の潜在的繁殖能力の利用拡大と

いう実用的観点からも重要な意義を有すると考えられる。本研究では，家畜の

発育途上卵母細胞の体外発育培養系を確立する目的で，まず，マウス発育途上

卵母細胞の体外発育に影響する諸要因や，最終段階まで発育した卵母細胞の成

熟能力および受精能力について検討した。ついで，マウスで得られた知見をも

とに，ブタ発育途上卵母細胞の発育培養を試み，得られた体外発育卵母細胞の

成熟能力および受精能力について検討した。

1 )マウス卵母細胞の体外発育

マウス卵巣内における卵母細胞の形成および発育について調パた結果，妊娠

16日齢までに全ての卵母細胞が減数分裂を開始し，出生直後ではディプロテン

期に達していた。卵胞形成は出生直後の卵巣で初めて観察された。出生後日齢

の経過とともに卵母細胞の直径は増大し， 18日齢の卵巣では発育の最終段階で

ある直径 70~m以上の卵母細胞が認められた。

出生直後のマウス卵巣を 8日間器官培養したところ，一部の卵母細胞の直径

は当初の約20~mから 40~m まで発育した。また， P M S G (10---501UI叫)は卵

母細胞の発育を促進した。

10日齢のマウス卵巣にコラゲナーゼ処理を施し，発育途上卵母細胞と頼粒膜

細胞との複合体(0G C)を得た。 OGCを無処理あるいは寒天処理した培養皿

中で12日間培養した結果，ヒポキサンチン添加の有無に関わりなく， 24---40% 

の卵母細胞は直径60.0川以上へと発育した。体外発育卵母細胞を用いて成熟培

養を行った結果，体内発育卵母細胞と同様の時間経過で卵核胞崩壊および第 l

極体の放出が認められた。また 卵母細胞の直径と卵核胞崩壊率および第 E減

数分裂中期八の成熟率との関係も体内発育卵母細胞とよく一致したごとから，

マウス卵母細胞は体外においても体内と同様の発育段階で成熟能力を獲得する
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と結論した。

体外発育マウス卵母細胞を成熟させ，体外受精した結果，成熟卵母細胞の

72%が受精し，そのうち87%で雄性前核が認められた。また，単精子受精率は

87%で，排卵卵子のそれと同等の高い値を示した。

2 )ブタ卵母細胞の体外発育

ブタ卵巣から発育途上卵母細胞(60.0---90.0JLm)を含む卵胞を分離し，コラ}

ゲンゲルに包埋して 4日間培養した。卵母細胞は培養期間を通じて頼粒膜細胞

に包まれ，形態的にも正常に維持された。生存卵母細胞では直径の増大が認め

られ，またその割合は FSH添加により高められた。

直径70.0.......89. 5"mの卵母細胞を含む卵胞をコラーゲンゲルに包埋し， F S H 

を含む培養液中で12日ないし16日聞にわたり培養した。その結果. 30....... 40%の

卵母細胞は生存性を維持し，一部は直径115.0{Lm以上八と発育した。卵胞中

には卵胞腔が形成され，卵丘細胞と卵母細胞との聞の結合も確認された。

体外で発育させたブタ卵母細胞について成熟培養を行った結果，直径90.0J1m

以上の卵母細胞において卵核胞崩壊が認められ，その割合は直径の増大ととも

に増加した。さらに，直径110.0"m以上へと発育した卵母細胞では40%が第

E減数分裂中期ヘと成熟した。体内発育卵母細胞においても直径と成熟率との

聞に同様の関係が認められたごとから，ブタの卵母細胞は体外においても体内

と同じ発育段階で成熟能力を獲得すると考えられた。

体外で発育，成熟させたブタ卵母細胞に媒精した結果， 8 % (3/36)の卵母細

胞で精子の侵入が認められた。侵入精子の頭部の膨化は不十分であり，第 2極

体も放出されなかったが，雌性前核形成は認められた。ごのことから，体外発

育卵母細胞の成熟培養系を改善することにより正常受精も可能になると考えら

れた。
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