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悪性腫瘍により化学療法、骨髄移植、放射線療法を余儀なくされる思春期女子

の妊孕能の温存が急務の課題となってきている。本研究は有用性の高い生殖細

胞のsourceと して原始卵胞、1次 卵胞に注目し、原始卵胞の凍結保存法の確

立ならびに凍結融解後の原始卵胞をアルギンビーズにてマイクロカプセル化 し

た後、同種間または異種間動物の腹腔内に移植 し、移植卵胞より成熟卵を獲得

し、得られた成熟卵の受精能 ・胚発育能ならびに胎仔産制生能に関し検討する

とともに、原始卵胞の発育評価法としてGDF-9mRNAの 発現の検討から原

始卵胞の発育機構を解明することを目的として検討した。
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研究成果

1.研 究 目的

悪性腫瘍 によ り化 学療法 、骨髄移植、放射線療法 を余儀なくされる思春期女子

の妊孕能の温存が急務の課題 となってきている。本研究はマウスを使用 し、有

用性の高い生殖細胞のsourceと して原始 卵胞、1次 卵 胞 に着 目し、原始卵胞

の凍結保存法の確立な らびに凍結融解後の原始卵胞 をアルギンビーズにてマイ

クロカプセル化 した後、同種間または異種間動物の腹腔内に移植 し、移植卵胞

より成熟卵を獲得する事を第一の目的とする。また、得 られた成熟卵の受精能 ・

胚発育能ならびに胎仔産制生能 に関 し検討するとともに、原始卵胞の発育評価

法としてGDF-9mRNAの 発現の検討か ら原始卵胞 の発育機構の一端を解明

することを第二の目的とする。

2.研 究成績

(1)マ イク ロカプセル化 による凍結原始卵胞の同種および異種間移植

に関する基礎的研究

原始卵胞の凍結保存、その後の卵成熟、受精能、胚発育能 に関する研究は緒 に

ついたばか りであり、原始卵胞の活性化、胚発育に関してもInvitro,Invivo

両面 にお いて未解 明な点 が多 い。原始卵胞の保存 は取得可能な生殖細胞数の膨

大さか らも極めて有用性が高く、マイ クロカプセル化による簡便な異種間移植

が可能になれば、卵巣摘出、また悪性腫瘍による化学療法、放射線療法、骨髄

移植を受ける若年婦人の妊孕能の温存が可能 となる。今回、マウス卵巣を酵素

処理して得 られる原始卵胞の凍結保存法、また凍結融解後のInvivoに お ける

卵胞 の発育能 に関 して、アルギ ンビーズを用いマイクロカプセル化 した卵胞の

同種間、異種間移植実験か ら検討 した。さらに卵胞成熟機構の一端を明らかに

すべ く、凍結融解後の原始卵胞の発育に関しGDF-9のmRNAの 発現 を中心

に検討 した。

研究方法

C57BLxCBAF1マ ウス卵巣 をコ ラゲナーゼ、DNAエ ース で処理 し原始 卵

胞、卵胞腔形成前の1次 卵胞 を採取 した。得 られた卵胞を1.5Mpropandiol,0.2

Msucroseを 耐凍剤 と した5stepdilution法 による緩徐凍結 プログ ラム ミン

グ に よ り凍 結 し 、 凍 結 融 解 後 の 生 存 性 をpropidiumIodideと

carboxyfluoresceindiacetatesuccnimidylesterの2重 染色法 を用 い生存 率
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を検討 した。さらに、凍結原始卵胞を融解後、塩化アルギンマイ クロカプセル

内に封入 し成熟マウス腹腔内に移植 し回収後の発育率を検討 した。同様 に、異

種間移植実験 としてマイクロカプセル化 した原始卵胞をラッ ト腹腔内に移植 し

生存率 ・発育率を検討 した。移植後得 られた発育卵胞を各種成長因子添加培養

液中で培養 し、至適培養条件の検討を行った。卵胞発育能はRT-PCR法 による

GDF-9mRNAの 発現 を指標 と して検 討 した。

研究成績

イ)原 始卵胞 の凍結条件 に関 して は、propandio1,sucroseを 耐凍 剤 と した、5

stepdilution緩 徐 プログ ラムで50%以 上の融解後 の生存 率が得 られた。さ

らに、活性酸素の消去酵素である、SOD(5-50unit)お よび一酸 化窒素(NO)

の消去剤 であるHb(1μg)の 凍結溶液 の添 加 によ り81.5%と 有 意 に高 い生存

率がえ られた。

ロ)塩 化 アル ギ ンビーズ に原始 卵胞 を10-20個 封入後 、マ ウス腹腔 内に移

植 し過排卵処置 した場合の、その後の卵胞の回収率は40%で あった。卵胞径

の増大 、組織 学的 にも穎粒膜細胞の重層化が認められたが、卵胞腔形成まで発

育した卵胞は認め られなかった。

ラッ ト腹腔内への異種間移植実験では、大部分が移植後1週 間以 内に変成 し、

生存が確認 された卵胞は10%以 下であ り、卵胞 の成長 も確 認できなかった。

ハ)Invitro培 養実験 では、原始卵胞 の10日 間の長期培養 の生存性 は82%

と高率 であ り、FSHの 添加 によ り濃度依存的 に卵胞 径の増大、卵胞細胞の重層

化が確認された。 しか し、卵胞腔形成までの発育は認め られなかった。また、

EGFとFSHの 同時添加 ではEGFの 卵胞発育促進作用 は認め られなかった。

二)原 始卵胞卵およびInvitro培 養後卵胞細胞 の重 層化 を認めた1次 卵胞卵子

および2次 卵胞 卵子 のすべて にGDF-9mRNAの 発現 を確 認可能で あったが、

発現量 の定量には至 らなかった。

考察

1.5Mpropandio1,0.2Msucroseを 用 いた緩徐凍 結 プログラミングによ り高

率に原始卵胞の凍結保存 ・融解後の生存性が確認され、原始卵胞の凍結保存が

可能であることを見 いだした。さらに、SODお よびHbの 同時添加 によ り良好

な生存率が え られたことよ り、凍結時の活性酸素、NOな どのフ リー ラヂ カル

による卵細胞膜 の障害が凍結障害の0要 因で あ り、凍結時 の フ リー ラジカルの

消去により融解後の生存率が高 まることが示唆された。また、アルギンビーズ
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マイクロカプセルを用いた同種移植 によ りInvivoで の原始 卵胞 の発育 が確 認

され 、 したがって、マイクロカプセルを用 いた簡易な凍結保存原始卵胞か らの

成熟卵獲得の可能性が示唆された。 しかし、卵胞腔形成以上の発育卵胞 は得 ら

れず、ラットを用いた異種間移植では生存卵胞が ごく少数であった ことか ら、

移植後のgonadotropine投 与法、免疫抑制 法な どの検 討 の必要性が示 された。

Invitro培 養系 によ る原始 卵胞 の発 育 に関 しては、FSHの 促進作用 が認め られ

たが、EGFの 促進作用 は確認 されず、IGF,HB-EGFな ど他 の成長 因子 を含 め

た、至適培養条件に関する詳細な検討が今後必要であると考え られる。さらに、

卵胞卵子のGDF-9mRNAの 発現 は確認 され たが 、GDF-9mRNAの 発現量

と卵胞発育 の関連性 に関 しては不明であ り、これ らoocytefactorの 卵胞成熟

機構 に関す る役割 に関 しより詳細な検討が必要であると考えられた。

(2)フ リー ラジカ ルス カベ ンジ ャー のマ ウス未受精卵凍結保存 に及 ぼす影

響

卵子 ・初期胚の凍結障害に凍結過程で発生す る各種 フリーラジカルが関与 して

いる可能性が示唆されている。 したがって、フリー ラジカルの消去が凍結融解

後の胚発生に及ぼす影響に関し検討を加えた。

研究方法

マウス未受精卵(MetaphaseII)を 最 終濃度1.5MPROH,0.1Msucroseを

耐凍剤 として緩徐凍結、急速融解 法によ り凍結保存 した。凍結時および融解時

に各種濃度のNO発 生剤(SNP)、NOS阻 害剤(L-NAME),NO消 去 剤(Hb)

および活性酸素消去酵 素(SOD)、catalaseを 添加 し融解 後の生存率 、受精 率

に関 し検討 した。

研究成績

NO消 去剤であるHb(1μgandO.1μg/m1)の 添加 によ り対照群 に比 し有意

に高 い生存率、受精率が得 られた(50.3%,48.2%VS49.5%,29.0%)。

また 、同様 に活 性酸素消去酵 素SOD501U添 加 によ り生存率 、受精率 の向

上 を認めた。一方、SNPの 添 加 は濃 度依存 性 に生存 率 を低 下させ,L-NAME

の添加は生存率 、受精率 に影響 を及 ぼさなかった。

考察

凍結 ・融解時の活性酸素の発生が卵細胞膜脂質の過酸化 をもた らし、 これらに

よる卵細胞膜の障害が凍結時の細胞障害の要 因にな りうることが示唆 され、
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SODの 添加が細胞膜障害を抑制すると推測された。また、卵丘細胞および卵

子にNOSが 存在することが明らかにされており、産生されるNOと 活性酸素

により生じるパーオキシナイ トライ トは極めて強い細胞障害作用を有すること

が知られている。NO発 生剤の投与が生存率の低下を招き、逆にNO消 去剤の

添加により生存率が向上する結果より、パ0オ キシナイ トライ トの発生および

これらによる細胞障害が凍結障害に関与することが示唆された。SODお よび

Hbの 添加が細胞障害を抑制する結果は、原始卵胞の至適凍結保存法の確立に

寄与するものと考えられる。

(3)マ ウス初期胚発生 におけ るヘパ リン結合性EGF様 増殖 因子(HB-EGF)

の細胞間 シグナル伝達機構 に関す る検討

近年、HB-EGFが 生殖 生理 に関与 して いる知見が集積されてお り、特に、初期

胚にEGFレ セ プターが存 在す ることよ り、EGFフ ァミリーが胚発育 に影響 を

及ぼす可能性が示唆されている。今回、マウス初期胚発生におけるHB-EGF

の機能 と作用機構 の解析 を行 った。

研究方法

recombinantHB-EGFを 合成材料 上 に固相化 しEGF依 存性細胞株EP170.7

を培養 したjuxtacrine活 性 と、培養液 中にrecHB-EGFを 添加 したparacrine

活性 とをEP170.7細 胞 のDNA合 成促進活性 を指標 に比較検討 した。Vero細

胞 とVero細 胞 に ヒ トHB-EGFcDNAを トランス フェク トして得た膜結合型

HB-EGF高 発現細胞株VeroHを 用 いて、 これ らとEP170.7と の共培養 によ

るjuxtacrine活 性の測定方 法 を作 成 し検 討 した。ICR雌 マ ウス を過排卵処 置 し、

同系雄 と交配させ得 られた2細 胞 期胚 をVero,VeroH細 胞 と共 培養 し、また、

Vero,VeroH細 胞 を固定化 し同様 に共 培養 し胚発育を検討 した。また、EGF

レセプターの リン酸化 抑制剤であ るAG1478の 胚発 育 に及 ぼす影響 に関 し検 討

した。

研究成績

1)HB-EGFを 用 いた場合 、paracrineはjuxtacrineの20倍 の増殖活性 を

示 した。 また、Vero,VeroH細 胞 を固相 化 してEP170.7と 共培養 した場合 、

細胞膜上のHB-EGFの 発現 と一致 した増殖活性 を示 した。

2)2細 胞期胚 の発 育はVero,VeroHと 共培養 した場合ハ ッチ ング率が各々
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25%、50%と 対 照群 の0%と 比較 し高率 で あった。 しか し、細胞を固相化

した場合のハ ッチング率は0%で あった。 また、recHB-EGFの 添加 によ り1

6%が ハ ッチ ングを示 した。

3)VeroH細 胞 との共培養 にAG1478を 添加 した場合 、ハ ッチ ング率 は非添

加群の58%に 対 して14.3%と 抑制 された。

考察

HB-EGF産 生能 を持っVeroce11が マウス胚のhatchingを 促 進 し、 また、

HB-EGF高 発現細胞株VeroHが さ らにhatchingを 促進す る ことよ りHB-

EGFが マウス初期胚 の発育、 とくにhatchingに 対 して促進効果 を示す ことが

明 らか となった。 また、 また細胞株 の固定化 によ りその促 進作 用が消失 し

recHB-EGFの 添 加 が促 進作用 を有す るこ とよ り、その作用機構 はHB-EGF

のparacrine機 構 を介 しものである ことが示 された。さらに、veroH細 胞株 と

の共培養 による促進効果 がEGFレ セ プター リン酸化 阻害剤 によ り抑制 される

ことはHB-EGFが 初期胚発育 においてEGFレ セ プター刺激 因子 としての 中

心的役割を果たしていることを示す結果であると考えられる。

(4)体 外成熟マウス卵顕微 授精 法の染色体正常性に関する検討

未成熟卵を体外培養 し得 られた成熟卵(MetaphaseII)を 体外 受精 し、生 児

を獲得す る方法 は、従来の体外受精では必須である排卵誘発 を必要とせず、極

めて有用性の高い生殖技術であるといえる。 しかし、 ヒトにおいては未だ妊娠

率は極めて低率であり、その安全性 も確立されていない状況にある。また、体

外培養により透明帯のHardningが 生 じ、安 定 した受精 を得 るには、顕微授精

法が必要である。顕微授精法は広 く臨床に応用 されているが、顕微授精によ り

得 られる初期胚の染色体正常性に関しては十分な結果が得 られていない。その

観点か ら、マウス未熟卵(germinalvesiclestage)を 使用 し、体外 成熟 自体

の卵子染色体 に与える影響および、顕微授精後 の第一分割中期の染色体異常発

現率に関し検討 した。

研究方法

B6D2F1マ ウス を使用 し、過排卵処置48時 間後 の卵胞 卵子(germinalvesicle

stage)をHTF培 養 液 中で18時 間体外培養 し得 られ た成熟 卵(Metaphase

II)の 染色体 標本 を作 製 し、排 卵卵子(体 内成熟卵)と 比 較検 討 した。 また、
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体外成熟卵、体内成熟卵細胞質内ににヒ ト精子を注入 し第1卵 割 中期 卵 の染 色

体分析 を行 った。染色体標本はgradualfixationmethodを 用 い、また ヒ ト精

子 はイ ンフォーム ドコンセン トを得て使用 した。

研究成績

イ)排 卵卵子(体 内成熟卵)の93.4%(157/168)がMIIを 示 したのに対 し体

外成熟卵のMII到 達率は52.1%(134/257)で あった。

ロ)排 卵卵子 にICSIを 施行 した場合97.2%(141/145)が 活性化 を示 したの に

対 し、体 内成 熟卵の活性化率は69.9%(188/269)と 低率で あった。 また,活 性化

した卵のその後 の発 育率 は各々79.6%,69.7%と 両 群間 に差 は認 め られ なか っ

た。

ハ)体 外成熟卵子MIIお よび体外 成熟 卵子MIIの 染色体異常率 は各々0.8%,1.8%

と差 は認め られず、 また、ICSI施 行後 の第一卵割 中期の染色体異常率 も体外成

熟/ICSI群17.5%(異 数性異常2.9%,倍 数性異常12.6%,構 造 異常2.0%)、 体

内成熟/ICSI群11.6%(異 数性異常3.6%,倍 数性異常8.0%,構 造異常0%)で

あ り、両群間 に有意差 は認め られ なかった。さ らに、 ヒ ト精子の染色体 も体外

成熟による変化は認められず、体外成熟 自体は染色体異常の誘因にな らないも

のと考えられた。

考察

マウスgerminalvesiclestage卵 の体外成熟 率は約50%と 低値 を示 した こ と

よ り、至適培養条件の検討の必要性が示された。また、体外成熟卵子MIIの 染

色体異常率 は、排卵卵子 と差が認め られず、さらに、ICSI後 の染色体 異常 も増

加 しな いことよ り、体外成熟の染色体 レベルでの安全性が確認された。 しか し、

ICSI後 の倍数性異常が約10%と 高率 に認め られ、すべ てが第2極 体 の放 出不

全に起因する もの と推定されることより、ICSI自 体 の染色体 に及 ぼす影 響 に関

しさ らなる検討が必要であることが示唆された。

以 上 の 成 績 の 詳 細 は 添 付 し た 以 下 の 別 冊 を 参 照 さ れ た い 。

TsuchiyaK,KamiguchiY,SengokuK,IshikawaM.

AcytogeneticstudyofIn-vitromaturedmurineoocytesafter

IntracytiplasmicspermInjection.(資 料1)

(5)ヒ ト卵細胞膜の多精子受精防御機構に関する検討
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受精機構の解明の観点か らも多精子受精防御機構の詳細を明 らかにすることは

重要な課題である。 ヒト卵の多精子受精防御に関 し透明帯が主要な役割を演 じ

ていることは報告されているが、卵細胞膜の多精子受精防御に関しては十分 に

解明されていない。今回、正常受精卵、単為発生卵、顕微受精卵(ICSI)の 比

較検 討か ら、 ヒ ト卵子細胞膜 の多精子受精防御機構の解明を試みた。

研究方法

体 外 受 精 時 に得 られ た1-dayold未 受 精 卵 をcalciumIonophoreと

puromycinで 活性化 した単為発生卵、 また、 同様 に未受精卵にICSIを 施行 し

て得 られた前核 期卵 を用 い透明帯除去後媒精 し、卵細胞膜への精子結合および

融合状態 に関し検討 した。未受精卵の透明帯 を除去後、媒精 し得 られた前核期

卵に再媒精 した群を対照 として比較検討 し、卵細胞膜多精子受精防御成立にお

ける卵細胞膜と精子細胞膜の融合の必要性を解析 した。さらに、単為発生、ICSI

お よび対照前核期卵 をFITC-LCAを 用 い蛍光 染色 し、表 層粒 の放 出動態 と卵

細胞膜多精子受精防御の関連に関 し検討 した。

研究成績

通常の媒精によ り受精 した透明帯除去前核期卵(対 照)で は35卵 中2卵 のみ

に精子侵入が認 め られ 、結合精子数 も0.2±0.1で あ ったの に対 し、ICSIお よ

び単為発生前核期卵 の平均侵入精子数は3.0で 、結 合精子 数 も4.3±0.6,3.8±

0.4と 有意 に増加 した。 また、ICSI卵 、単為発生卵 の平均表層粒数 は各々3.8,

3.3/100μm2で 対照群(3.1)と 同程度 に認 め られ、 しか も未受精卵の約10

分の1で あった。

考察

正常受精 前核期卵では結合精子および融合精子数の著明な減少が認め られ、卵

細胞膜での多精子受精防御の存在を確認 した。一方、卵細胞膜 と精子細胞膜の

融合をバイパス した単為発生、ICSIに よる前核 期卵 では卵細 胞膜 で の精子結

合 ・融合が阻害されず、卵細胞膜での多精子受精防御機構の成立 には卵細胞膜

と精子細胞膜 との融合が不可欠である ことが明 らか となった。また、表層粒 の

放出に伴 う卵細胞膜の変化が多精子受精防御 に関与するとする報告が認め られ

るが本実験では、多精子受精防御が認め られないICSIお よび単 為発 生卵 にお

いて も正常受精 と同様な表層粒の放出が認められ、 ヒ トにおいては表層粒の放

出が直接卵細胞膜多精子受精防御に関与 しないことが示唆された。
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以 上 の 成 績 の 詳 細 は 添 付 した 以 下 の 別 冊 を 参 照 さ れ た い

Requirementofsperm-oocyteplasmamembranefusionforestablishment

oftheplasmamembraneblocktopolyspermyinhumanpronuclear

oocytes.

Mo1.Reprod.Dev.52:183-188,1999.(資 料2)

まとめ

1.有 用性の高 い生殖細胞 のsourceと して原 始卵胞 、1次 卵胞 に着 目 し、原

始卵胞 の凍結保存法の確立な らびに凍結融解後 の原始卵胞 をアルギンビーズに

てマイクロカプセル化 した後、同種間または異種間動物の腹腔内に移植 し、移

植卵胞より成熟卵を獲得する事、ならびに、これ らの方法で得 られた成熟卵の

受精能 ・胚発育能ならびに胎仔産生能 に関 し検討するとともに、原始卵胞の発

育評価法としてGDF-9mRNAの 発現 の検 討か ら原始卵胞 の発育機構の一端

を解明することを目的として基礎的研究を行った。

その結果、propandiol,sucroseを 耐凍剤 と した、5stepdilution緩 徐 プ ロ

グラムで原始卵胞の凍結保存 に成功 した。さらに、活性酸素の消去酵素である、

SOD(5-50unit)お よび一酸化窒素(NO)の 消去剤 であ る 恥(1μg)

の添加 が凍結 融解 後の生存率 の向上 に寄与す ることを明 らかに した。 また、塩

化アルギンビーズを用いたマイクロカプセル による原始卵胞のマウス腹腔内移

植 により、その後の卵胞発育が観察 されたが、卵胞腔形成まで発育 した卵胞 は

得 られなかった。一方、ラット腹腔内への異種間移植実験では、大部分が移植

後1週 間以内に変成し、生存が確認された卵胞は10%以 下であり、卵胞の成

長 も確認できなかった。また、原始卵胞のInvitroで の長期 の培養 に成功 し、

FSHが 卵胞 発育 に促進作用 を有す る こと、一方、EGFに 卵胞 発育促進作 用 も

認めな い結果 をえた。さらに、原始卵胞卵、1次 卵胞卵子 お よび2次 卵胞卵子

のすべ てにGDF-9mRNAの 発現が確認可能 であった。 この結果は、原始卵胞

の凍結保存が高率に可能であることを示唆するものであるが、マイクロカプセ

ルによる卵胞発育法に関 しては、マイクロカプセルの素材、至適卵胞発育刺激

法などさらなる研究の必要性を示すものである。また、原始卵胞の体外培養に

おける成長因子の役割、GDF-9と 卵発 育の相互 作用 に関 して も今後 も基礎的

検討が必要であると考え られる。
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2.卵 子 の凍 結保存 に関す るフ リー ラジカルの作用 に関 し、マウス未受精卵

(MetaphaseII)を 用 い詳細な検討 を行 った。マ ウス未受精卵の凍結保存に関

しても、原始卵胞 と同様に活性酸素消去剤であるSOD,NO消 去 剤で あるHb

が凍結 融解後 の生存 生、その後 の受精 に促進作用を示すことを明 らかにした。

この結果 は、フリーラジカルによる細胞障害、特に卵細胞膜過酸化が凍結融解

過程での卵子の障害に関与することを明 らかにし、フリー ラジカル発生の抑制

が凍結保存の成功率の向上に寄与することを示唆するものである。

3.成 長因子 の卵子 ・胚発育への関与 を明 らかにするため、マウス初期胚(2cell)

を用 いHB-EGFを 中心 に解析 した。HB-EGFは マ ウス胚の発育 に促進作 用 を

有 し、その作用機序はHB-EGFのsolubleformに よるparacrine作 用 によ る

ことを明 らか に した。 さ らに、促進作用はEGFレ セ プター の リン酸化 を介す

ることが示唆され、原始卵胞卵の発育に関してもHB-EGFの 詳細 な解 析 の必

要性 を示す結果 であった。

4.凍 結 融解 卵子は透明帯 の硬化 を もた らし、効率の良い受精 には顕微授精法

が必要であることは良く知 られた事実である。顕微授精法の細胞遺伝学的安全

性の検討から、体外成熟卵子MIIの 染色体 異常率は、排卵卵子 と差 が認め られ

ず、また、ICSI後 の染色体 異常 も増加 しない ことを確認 した。 この結果は体外

成熟卵子、顕微授精の染色体 レベルでの0応 の安全性 を示す もので あるが、ICSI

後 の倍数性異 常が約10%と 高 率 に認 め られ、すべ てが第2極 体 の放 出不全 に

起 因す るもの と推定 されることよ り、ICSI自 体 の染 色体 に及ぼす影響 に関 しさ

らに厳密な検討の必要性が示唆された。

5.体 外受精時 の多精子受精 防止 は正常受精の成立にとって必須の条件である。

ヒト卵細胞膜の多精子受精防御機構の解明を目的として、卵細胞膜と精子細胞

膜の融合に着 目し検討した。卵子 ・精子細胞膜の融合 をバイパス したモデル と

して単為発生卵、ICSI卵 と通常の媒精 卵 との卵細胞膜 の多精子受精の比較検討

から、表層粒の放出を認めるものの、単為発生卵、ICSI卵 では多精子受精 防御

機構 が発 動 しな いことを明 らかにした。この結果は卵細胞膜の多精子受精防御

メカニズムの成立に卵子および精子細胞膜の融合が必要であることを示す とと

もに、これ らをバイパスするICSI卵 の さ らな る詳細 な検 討 は受精現 象の解明

の一端に寄与する可能性を示すものである。

以上に記した研究結果よ り、初期の目的の基礎的部分は達成されたものと思わ

れる。しか し、マイクロカプセルを応用 した同種 ・異種間移植による成熟卵胞 ・
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卵子の取得には至ってお らず、原始卵胞の体外培養、oocytefactorに よる卵

胞発育評価 に関 しては緒 についたばか りである。今後上記の成績を踏 まえ、マ

イクロカプセルの素材、カプセル化の方法、異種間移植の際の免疫抑制法など

に関しさらなる基礎的検討を加えていく必要性がある。
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