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卵子,配 偶子の凍結保存は体外受精時の余剰卵の有効的活用法 として臨床応用が進められてお り,

また初期胚より分離 された各割球の発育に関 して も基礎的研究が行なわれている。 しかし,単 一割

球の凍結保存に聞 しては未解決な問題であり,割 球 の凍結保存の成功により遺伝子診断を含め さら

なる卵子の有効的活用が可能 となる。

本研究はその基礎的検討 として,実 験動物 としてマウスを使用 し,初 期胚 より分離 した単一割球

の凍結保 存後 の発 育能の検討 を第一 の 目的 とした。 さらに,凍 結 保存単 一割球 の正常 性,

totipotency研 究の第一段階 として単一割球の細胞遺伝学的正常性検討の点から染色体分析 を行 な

うことを第二の 目的 として検討 したので報告す る。
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研 究 成 果

1.研 究 目的

卵 チ,配 偶 子 の 凍 結 保 存 は 体 外 受 精 時 の 余 剰 卵 の 有 効 的 活 用 法 と して 臨 床 応 用 が進 め られ て お り,

ま た,初 期 胚 よ り分 離 され た各 割 球 の 発 育 に 関 して も基 礎 的 研 究 が 行 な わ れ て い る。 しか し,単 一

割 球 の 凍 結 保 存 に関 して は 末 解 決 で あ り割 球 の凍 結 保 存 の成 功 に よ り,さ ら な る卵 子 の 有 効 的 活 用

が 可 能 とな る。 本 研 究 は その 基 礎 的検 討 と して,実 験 動 物 と して マ ウ ス を使 用 し,初 期 胚 よ り分 離

した単 一 割 球 の 凍 結 保 存 後 の 発 育能 の 検 討 を 第一一の 目的 と した 。 さ らに凍 結 保 存 単 一 割 球 の 正 常 性,

totipotency研 究 の 第一 段 階 と して単 一 割 球 の 細 胞 遺 伝 学 的 正 常 性 に 関 す る 観 点 か ら染 色体 分 析 を

行 な うこ とを 第二 の 目的 と した。

2.研 究成 績

(1)割 球 分 離 及 び 単一 割 球 の凍 結 保 存,染 色体 正 常 性 の検 討

初 期 胚 の割 球 分 離 はprenataldiagnosisを 初 め,卵 子 の さ ら な る 活 用,初 期 胚研 究 手 段 と して 優

れ た 手法 とz.る 。 現 在 ま で4細 胞 期,8細 胞 期 よ り分 離 し た胚 の発 育 に 関 して は 種 々 の 成 果 が 報

告 され て い る。 しか し採 取 した 割 球 の 発 育 能 を検 討 した 報 告 は 少 な く,さ ら に凍 結 保 存 に成 功 した

報告 は 認 め られ な い。 今 回 マ ウ スを使 用 しembryobiopsyに 関 す る基 礎 的 検 討 を行 っ た。

研 究 方法

(C57BLxCBA)F1マ ウ ス を使 用 し,PMSG51U,HCG51Uに よ り過 排 卵 処 置 施 行 後 交 配 し4

細 胞 及 び8細 胞 期 胚 を採 取 した 。 割 球 分 離 は 胚 をCa,Mg-freePBS中 で マ イ ク ロマ ニ ュ プ レー タ

ー下 に行 った
。 内 径30μmのholdingpipeteで 胚 を保 持 し内 径 約15,umのbiopsy用 ガ ラ ス管 で透

明 帯 にsliltを 作 製 した 後,も う一 方 よ り ガ ラ ス管 を挿 入 し割 球 をslitよ り押 し出 すextrusion法

を採 用 した 。biopsy以 外 は 同 様 に処 置 した 胚 を対 象 と した。 割 球 分 離 後 の 親 胚 の 胞 胚 へ の 発 育 率,

recipientへ の 移 植8日 後 の着 床率 を検 討 した 。 ま た 分 離 し た単 一 割 球 をWhittenmediumで 培 養

し,そ の 後 の 発 育 能 及 び染 色 体 の 検 討 を行 っ た。 染 色 体 標 本 作 製 はgradualfixationmethod(上

口,美 甘)を 応 用 し,hypotonicsolutionと して0.9%sodiumcitrateを 用 い60秒 処 理 し た。 さ ら

に 耐 凍 剤 と して1.5MDMSO+0.25MSucroseを 用 い5step希 釈 法 に よ り単 一 割 球 の 凍 結 保 存

に 関 し検 討 した。

結 果

1biopsy施 行 時 胚 の 約10%に 細 胞 の 破 壊 を 認 め た が 胞 胚 へ の 発 育 率 は4cellで75%,8cel1

で78,3%に 及 び対 象 の82.4%,83.7%と 差 は認 め られ ず,4cell,8cell問 に も有 意 差 は 認 め られ
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な い。 着 床 率 は4cell25%,8cell35%で8cellで や や 高 値 を示 した が 対 象 の50%と 比 較 す

る とい ず れ も低 値 で あ っ た。(Table1,2)

2割 球 の 発 育 に 関 して は 約60%の 割 球 が 少 な く と も1回 以 上 の分 割 を認 め た 。0.04μgco1-

cemid添 加16時 間 後 の 染 色 体 分 析 で は4cel1はMetaphase27%,interphase40%,変 性32%を し

め し,8cellはMetaphase52%,interphase26%,変 性 及 び染 色 体 分 析 不 能 率 は22%で あ っ た 。

(Table3)

3単 一 割 球 の 凍 結 保 存 は 検 討 した1.5MDMSO,0.25MSucrose,5step希 釈 法 で は 融解 後 す べ

て の 細 胞 が 変 性 を しめ し,従 っ て染 色体 分 析 は不 能 で あ っ た。

考 察

(1)4cell,8cellと も割 球 分 離 後 のinvivo,invitroで の 発 育 能 を 認 め 両 ス テ ー ジの 胚 が

embryobiopsyに 適 当 と考 え ら れ た。(2)4cell,8cellと も分 離 した 単 一 割 球 の そ の 後 の 発 育 能 を

認 め,ま た染 色体 分 析 が 可 能 で あ る こ とか ら種 々 のprenataldiagnosisの 検 体 とな りう る こ とが示

され,さ らに 単 一 割 球 よ り複 数 の 遺 伝 子 解 析 の可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。(3)単 一 割 球 の 凍 結 保 存 に 関 し

て は,今 後artificialzonaの 開 発,耐 凍 剤,凍 結 法 の 改 良,ま た 細 胞 保 護 物 質 の 添 加 な ど の さ らな

る検 討 の心 要 性 を認 め た。
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Table 1 

vitro

Development to Blastocyst stage of Biopsied embryo in

Cleavage Group
pre

No. of 
- embryos

 No. of 

blastocyst (%)

Four

Eight

- cell

- cell

Control 

Biopsied 

Control 

Biopsied

51 

48 

43 

46

42 

36 

36 

36

(32 

(75 

(83 

(78

.4) 

.0) 

.7) 

.3)

Table 2 Implantation Rates of Biopsyied Embryos

Cleavage Group
No. embryos 

transferred

Implantation 

   rate

Four

Eight

- cell

- cell

Control 

Biopsied 

Control 

Biopsied

30 

25 

31 

23

16 

6 

15 

8

(53 

(24 

(48 

(34

.3) 

.0) 

.4) 

.8)

Table 3 Preparation of Biopsies for cytogeretic analysis

Cleavage
No. of 

blastomeres

Metaphase 

 (%)

Interphase 
(%)

Loss 
(%)

Four 

Eight

cell 

cell

22 

23

6 (27. 

12 (52.

3) 

2)

9 

6

(40 

(26

.9) 

.1)

7 (31.8) 

5 (21.7)
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(2)ヒ ト未 受 精 卵 の 細 胞 遺 伝 学 的検 討

体 外 受 精 胚 の 着 床 率 は 未 だ 低 率 で あ り,そ の 主 要 原 因 の 一 つ に卵 子 及 び胚 の 染 色体 異 常 が 挙 げ ら

れ る。 卵 の細 胞 遺 伝 学 的正 常 性 に関 す る基 礎 的 検 討 と して体 外 受 精 時 に得 られ た未 受 精 卵 の 染 色 体

分 析 を行 い,排 卵 誘 発 剤,母 体 年 齢 な どの 環 境 要 因 が 卵 子 染 色 体 異常 と関連 す るか い なか に関 し検

討 した 。

材 料 及 び方 法

65周 期 の 体 外 受 精 施 行 時 に 得 られ た 未受 精 卵126卵 を対 象 と してgradualfixationmethod(上 口,

美 甘)に よ る染 色体 標 本 を作 製 し た。 排 卵 誘 発 法 の 内 訳 はclomiphene/hMG法59卵,GnRHa/

hMG法67卵 で あ る。

結 果

1)126卵 中101卵 がMetaphaseIIを 示 し,そ の 内 の67卵(66 .3%)が 染 色 体 分 析 可 能 で」1{常核

責l!5P卵(76.1%),hyperhaploid4均 日(5.9%),hypohaploid6J卵(9%),diploid6垣i』

(9%)で あ っ た。2)排 卵 誘 発 法 別 で は,CC/hMGで は28卵 中正 常 核 型16(72.7%)aneuploid

4(14.3%),diploid2(7.1%),GnRHa/hMGで は39卵 中正 常 核 型29卵(74 .3%)aneu-

ploid6(15.4%),diploid4(10.3%)を 示 し両 群 間 に 差 は 認 め られ な か っ た 。3)hMG投 与

量 と染 色 体 異 常 発 現 に 関 連 性 は 認 め ら れ な か っ た が,母 体 年 齢 が36歳 以 上 の 群 にaneuploidが

28.6%と 増 加 傾 向 が 認 め られ た 。

考 察

体 外受 精 時 の 未受 精 卵 で は 比 較 的 高率 に 染 色体 異 常 が 観 察 さ れ,特 にdiploidが 高 率 に 認 め られ

た。 こ の 結 果 は,体 外 受 精 に よ りえ られ た 胚 の 正 常 性 に 関 し さ ら な る検 討 の 必 要 性 を示 唆 す る もの

で あ る。 ま た排 卵 誘 発 法 の相 違 に よ る染 色 体 異 常 発 現率 に は差 は 認 め られ な か った が,母 体 年 齢 の

増IJI1がaneuploid発 現 に 関 与 す る可 能 性 が 示 唆 され た。

(参 考 資料1)

(3)卵 の生 存 性 に関 与 す る活 性 酸 素 及 び消 去 系 の 検 討

凍 結 融 解 後 の 細 胞 障 害 に スー バ ー オ キ サ イ ドア ニ オ ン(02つ,ハ イ ドロ キ シバ ー オ キ シ サ イ ド

(H、0,)な どの 活 性 酸 素 が 関 与 して い る。 この 活 性 酸 素 の 卵 巣 内 卵 に対 す る影 響 を検 討 す る た め,

スー パ ー オ キ サ イ ドを分 解 す るSuperoxideDismutase(SOD)に 着 目 し基礎 的 検 討 を行 っ た 。 過

排 卵 処 置 ラ ッ トにCu,Zn-SODと してPurifiedrecombinanthumanSOD,Mn-SODと して

PolyethyleneglycolSODを 投 与 した とこ ろ排 卵 は有 意 に 抑 制 され た。 ラ ッ ト卵 巣 内 のSOD活 性

はNBT法 の 検 討 に よ り穎 粒 膜 細 胞,外 英 膜 細 胞 に 強 い 活 性 を認 め る こ とが 判 明 した。SODの ポ

リ ク ロー ナ ル抗 体 を用 い た局 在 の 検 討 で はCu,Zn-SODは 穎 粒 膜 細 胞 にMn-SODは 外 英 膜 細 胞

に 局 在す る こ とが 明 か と な っ た 。 一 方,ヒ ト卵 巣 組 織 に お け るMn-SODの 局 在 に 関 す る検 討 で

は 穎 粒 膜 細 胞 に 主 な局 在 を しめ し ラ ッ トの 成 績 と相 違 を認 め た。

以 上 の成 績 よ り排 卵 及 び 卵 の生 存 性 に 活性 酸 素 一 抗 酸 化 酵 素 が 深 く関 与 して い る こ とが 明 か とな

り,卵 子,単 一 割 球 の凍 結 保 存 に 際 して は,こ の 系 を破 壊 す る こ との な い凍 結 法 の確 立,及 び卵 膜

保 護 作 用 を有 す る抗 酸 化 酵 素 の 応 用 に よ り凍 結 融 解 後 の 胚 の 生 存 性 を向 上 させ る可 能 性 が 示 唆 さ れ

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

#M.Ishikaw-a,K.Talnate,T.Nakata,K.Sengoku,K.Suzuki,N.Taniguchi

SuperoxideDismutase/CorpusIuteum:ImmunohistochemicallocalizationofCu,Zn-and

Mn-SODARTA,4,251-259,1993(資 料2)

, #玉 手健 一,石 川睦 男,千 石 一 雄,安 部 政 彦,中 田俊 之,清 水 哲 也 ラ ッ ト排 卵 周 辺 期 に お け る

活性 酸 素 及 びSuperoxideDismutaseの 意.義 日産 婦 誌44:1-S,1992

(資 料3)

(4)排 卵 機 構 お よび 卵,精 子 に 対 す る1血レ」・板 活 性 化 因 予の 検 討

4測{活 性 を有 す る リ ン脂 質 の 一 つ で あ る1佃J・板 活 性 化 因 子(PAF)は 近 年 受 精 卵 か ら の分 泌 が

報 告 され 生 殖 機 構 へ の 関 与 が 示 唆 され て い る。 そ こ でPAFの 排 卵 機 構 な ら び に 卵 成 熟 胚 発 育 能

さ らには 精 子 受 精 能 に 対 す る影 響 に 関 す る基 礎 的 検 討 を行 っ た 。 過 排 卵 処 置 マ ウ スへ のPAF受 容

体 拮 抗 剤,CV-3988の 投 与 に よ り排 卵 が 抑 制 され,PAFの 同 時 投 与 に よ る抑 制 の 解 除 が 示 さ れ,

PAFが 排 卵 機 構 に促 進 的 に 関 与 して い る こ と を明 か に し た。 またCV-3988に よ る排 卵 が 抑 制 さ

れ た卵 胞 卵 の 体 外受 精 率 はcontrol群 と差 を認 め ずPAFの 卵 成 熟 機 構 へ の 関 与 は 否 定 的 で あ る。

精 子 に関 して はマ ウ ス及 び ヒ トの検 討 か ら,PAFはinvitroでcapacitation,acrosomereaction

を促 進 し,受 精 率 を向上 させ る こ と を明 か に した 。 さ ら にCV-3988の 添加 に よ り抑 制 され た先 体

反 応 出現 率,受 精 率 の 低 下 がPAFに よ り回 復 す る こ と よ りPAFが 精 子 受 精 能 に 直 接 関 与 し て い

る 可能 性 を示 した。 これ らの 実 験 成績 は 割 球 分 離 した 胚 お よ び単 一一割 球 の 発 育 率 向 上 にPAFが 促

進 的 に 関 与す る可 能 性 を示 唆 す る もの で あ る。

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

#Y.Kikukawa,M.Ishikawa,K.Sengoku,M.Kasamo,T.Shimizu.Theeffectofplatelet

activatingfactoronovulationProstaglandins:42,95-!04,1991

(資料4)

C
■
、

」

'

#K.Sengoku,M.Ishikawa,K.Tamate,T.ShimizuEffectsofplateletactivatingfactoron

mousespermfunctionJ.AssistedReprod.Genetics:9,447-453,1992

(資 料5)

#Effectsofplateletactivatingfactoronhumanspermfunctioninvitro:HumanReproduc-

tion(Submitted)

(資 料6)

↑
ヨ
く

し ま と め

初期胚の割球分離後の発育能,分 離 した単一割球の生存性及び染色体正常性,さ らに単一割球の
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凍結保存の確立を目指 し基礎的研究を行った。

14細 胞,8細 胞期胚における割球分離後の生存性をinvitro,invivoで 明 らかにしたがその

生存率は対象群に比し低率であった。また単一割球の染色体分析が可能であることを明らかにした。

これ らの結果は分離 した割球の遺伝子レベルでの解析を含め,さ らなる卵子の活用 を可能にするも

のである。

2体 外受精胚の着床率が低率である要因として卵子,初 期胚の染色体異常が挙げられている。

ヒト未受精卵の染色体分析の結果よりaneuploid,diploidと いった染色体の数的異常が比較的高率

に認められることを明らかにした。また排卵誘発剤の投与量による染色体異常発現率に差は認めら

れなかったが母体の年齢の増加が卵の染色体異常発現に関与 している可能性を示唆 した。この成績

は受精卵の正常性に関して割球などを利用 し,さ らに厳密な検討を加えていく必要性 を明らかに し

たものである。

3凍 結融解時の細胞障害に関与す る因子として,ス ーパーオキサイ ドアニオン(02-),ハ イ

ドロキシパーオキサイ ド(H202)な どの活性酸素の関与が報告 されている。 この活性酸素の排卵

機構及び卵にたいす る影響 を検討す るため活性酸素の消去酵素 であるSuperoxideDismutase

(SOD)に 着 目し検討 した。その結果Cu,Zn-SOD,Mn-SODの 投与により排卵は有為に抑制 さ

れる成績 を得 た。免疫組織学的検討によりラット卵巣ではCu,Zn-SODは 穎粒膜細胞特に卵丘細

胞に局在が認め られ,Mn-SODは 外英膜細胞に局在を認めた。一方 ヒトではラッ トの成績 と相違

しMn-SODが 穎粒膜細胞に強い局在 を示す結果を得 た。これらの成績は卵子の生存性に,SOD

などの抗酸化酵素が重要 な関連を有 し,こ のような系を破壊することのない凍結法の確立の必要性

を示唆するものである。

4生 理活性 リン脂質である血小板活性化因子(PAF)が 受精卵 より分泌され胚の着床に関与

していることが示唆 されている。このPAFの 排卵機構 胚の生存性及び精子受精能に与える影響

に関 し検討 した。PAF受 容体拮抗剤CV-3988投 与によりマウスで排卵が抑制 されPAF投 与によ

り排 卵 が 回復 す る こ とを認 め た。 また,マ ウス及 び ヒ ト精 子 に対 しPAFがcapacitation,

asrosomereactionを 促進 し受精能を向上 させ ることを明 らかに した。この成績はPAFな どの生

理活性物質の添加により割球分離 した胚の発育,単 一割球の発育能が促進 される可能性を示唆する

ものである。

以上に記 した研究成果から,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,単

一割球の凍結保存に関す る方法の確立は端緒にあるといえ,今 後さらにこれ らの成績を踏まえ検討

を加 えていく必要がある。
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