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哺乳動物の胚凍結に関する研究の歴史は新 しく、1971年Whittinghamに より、マウス胚の凍結

保存 の可能性が示唆 され、1972年 にマウス凍結融解胚からの発育仔が報告された。この報告以来、

ウシ ・ウサギ ・ラット・ヒッジでより確実な凍結保存法が、主に獣医畜産界 を中心に進め られてき

た。 しかし、未受精卵 において簡易で再現性の高い凍結法はい まだ開発 されていない。さらに、不

妊症の治療 として体外受精、胚移植がさかんになり、過排卵処置後のヒ ト卵子、胚の保存が問題 と

なりつつある。

本研究において、未受精卵および受精卵の凍結融解法の安全性の確立を目指 し、安全 な凍結融解

法の開発 ならびに凍結 ・融解 において細胞障害に関与する活性酸素代謝 の最上流 に位置するSu-

peroxidedismutaseの 卵巣 における意義ならびに卵 の環境因子 としての作用 に関 し基礎的に検討 し

たので報告する。
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研 究 成 果

1.研 究目的

哺乳動物の胚凍結に関す る研究の歴史は新 しく、1971年Whittinghamに より、マウス胚の凍

結保存の可能性が示唆 され、1972年 にマウス凍結融解胚からの発育仔が報告 された。 この報告以

来、ウシ ・ウサギ ・ラット・ヒツジでより確実な凍結保存法が、主に獣医畜産界 を中心 に進めら

れてきた。 しか し、未受精卵 において簡易で再現性の高い凍結法はいまだ開発 されていない。 さ

らに、不妊症の治療 として体外受精、胚移植がさかんにな り、過排卵処置後のヒ ト卵子、胚の保

存が問題 となりつつある。

本研究 において、簡易で生存牲 の高い未受精卵 の凍結保存法の開発 と、未受精卵および受精卵

の凍結融解法の安全性の確立 を目指すものである。

2.研 究成績

(1)未 受精卵および凍結卵

未受精卵および受精卵の簡易で生存性の高い凍結融解法の研究開発 と安全性の確立 を目指 し

て基礎的検討 を行 った。未受精卵、受精卵の各種凍結法後の発生学的ならびに形態学的な比較

検討をマ ウスを用いて行った。未受精卵においては、凍結融解後の受精率 を、受精卵 において

は、胚発生率 を各種凍結融解法で比較 した。その結果、未受精卵 と受精卵では至適な凍結法、

希釈法、融解法の条件が異 ることが明 らかになった。

(資料1)

(2)卵 の 生 存 性 に 関 与 す る活 性 酸 素 一 抗 酸 化 酵 素 系 の意 義

凍 結 融 解 後 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 シ サ イ ド(H202)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 基 礎 的 に 検 討 す る た め 、 ス ー パ ー オ キ サ イ ド を 分 解 す るSuperoxi-

deDismutase(SOD)に 着 目 した。 す な わ ち 、 過 排 卵 処 置 ラ ッ トにCu,Zn-SODと して 、puri-

fiedrecombinanthumanSOD,Mn-SODと し てPolyethyleneglycolSODの 投 与 を行 っ た と こ ろ 、

排 卵 は有 意 に抑 制 され た。 そ の た め ラ ッ トのCu,Zn-SOD,Mn-SODに 対 す る ポ リ ク ロー ナ ル抗

体 を作 成 し、 卵 巣 に お け る局 在 を各 性 周 期 に お い て検 討 した 。 排 卵 周 辺 期 に お い て 、Cu,Zn-

SODは 穎 粒 膜 細 胞 、特 に卵 子 を 中心 と した卵 丘 細 胞 に局 在 が 認 め られ 、 一 方 、Mn-SODは 外 英

膜 細 胞 に認 め られ た 。 ヒ トMn・SODに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を作 成 し、 ヒ ト卵 巣 組 織 に

お け る局 在 を免 疫 組織 化 学 的 に検 討 した と こ ろ、 悪 性 上 皮 性 卵 巣 腫 瘍 に局 在 を認 め た。

以 上 の成 績 か ら、 排 卵 、 卵 の生 存 性 に は活 性 酸 素 一 抗 酸 化 酵 素 系 が精 緻 に作 用 して お り、 未
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受 精 卵 の 凍 結 保 存 に は 、 こ の 系 を 破 壊 す る こ と の な い 凍 結 融 解 法 の 必 要 性 を 明 らか に し た 。

(参 考 試 料2)

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

◎ 石 川 睦 男 、 他:卵 巣 腫 瘍 に お け る マ ン ガ ン 、 ス ー パ ー オ キ サ イ ドジ ス ム タ ー ゼ(Mn・SOD)

の 意 義 、 日 産 婦 誌 、42、363-364、1990.

(参 考 資 料3)

QOIchikawaM.,YaginumaY.,HayashiH.,ShimizuT.,EndoY.,TaniguchiN.Reactivityofa

monoclonalantibodytomanganesesuperoxidedismutasewithhumanovariancarcinoma.

CancerResearch.50.2538-2542.1990.

(参 考 資 料4)

QOIshikawaM.,SomaA.,ShimizuT.:Placentaltransferofimipenem/cilastatinsodiuminlate

pregnancy.Int.J.Feto-MaternalMedicine.3.151-157.1990.

(参 考 資 料5)

◎ 石 川 睦 男 、 他:卵 巣 癌 と マ ン ガ ン 、 ス ー パ ー オ キ サ イ ド ジ ス ム タ ー ゼ(Mn-SOD):

産 婦 人 科 実 際 、39、2035-2040、1990.

(参 考 資 料6)

ま と め

未受精卵および受精卵の簡易で生存性の高い凍結融解法の研究開発 と安全性 の確立 を目指 して基

礎的検討を行 った。1.未 受精卵、受精卵の各種凍結法後の発生学的ならびに形態学的な比較検討

をマ ウスを用いて行った。未受精卵 においては、凍結融解後の受精率を、受精卵 においては、胚発

生率 を各種凍結融解法で比較 した。その結果、未受精卵 と受精卵では至適な凍結法、希釈法、融解

法の条件が異 ることが明らかになった。2.凍 結融解後の細胞障害 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 性酸素が関与 している。

この活性酸素の卵 に卵巣内卵に対する影響 を基礎的に検討するため、スーパーオキサイ ドを分解す

るSuperoxideDismutase(SOD)に 着 目した。すなわち、過排卵処置ラットにCu,Zn-SODと して、

purifiedrecombinanthumanSOD,Mn-SODと してPolyethyleneglycolSODの 投与 を行ったところ、

排卵は有意 に抑制 された。そのためラットのCu,Zn-SOD,Mn-SODに 対するポリクローナル抗体を

作成 し、卵巣における局在 を各性周期 において検討 した。排卵周辺期において、Cu,Zn-SODは 穎

粒膜細胞、特 に卵子 を中心 とした卵丘細胞に局在が認められ、一方、Mn-SODは 外英膜細胞に認め

られた。 ヒ トMn・SODに 対するモノクローナル抗体 を作成 し、ヒ ト卵巣組織 における局在 を免疫

組織化学的に検討 したところ、悪性上皮性卵巣腫瘍に局在 を認めた。

以上の成績から、排卵、卵の生存性 には活性酸素一抗酸化酵素系が精緻 に作用 してお り、未受精

卵 の凍結保存 には、この系 を破壊することのない凍結融解法の必要性 を明らかにした。

以上に記 した研究成果から、所期の目的の基礎的な部分は達成されたと思われる。今後、 これら

の成績 をふまえ、未受精卵 ならびに受精卵の凍結保存に関する方法の確立 は端諸にあ り、今後 さら

に検討 を加えてゆ く必要がある。

6
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Effects of Cryoprotectants and Sucrose Dilution on the 

      Survival of Unfertilized and Fertilized 

     Mouse Eggs after Freezing and Thawing

Introduction 

   The cryopreservation of fertilized mannalian eggs has been applied to various species since 

Whittingham reported the high survival rate of frozen-thawed fertilized mouse eggs. While a great 

deal of information has been generated regarding factors affecting survival of frozen-thawed mouse 

embryos, relatively little is known about optimal freezing and thawing methods for unfertilized 

mouse eggs. 

   The objectives of this study were to examine the effects of (1) addition of cryoprotectant ((1)-a 

Glycerol of (1)-b DMSO) and (2) sucrose dilution ((2)-a one-step or (2)-b 5-step) on unfertilized and 

fertilized mouse eggs.

Material and method 

Sources of ova 

   Female Slc: ICR mice, aged 6-8 weeks, were maintained on a 14h light: 10h dark cycle Females 

were induced to superovulate with a modification of a protocol previously reported (Whittingham et 

al, 1972) . Hyperstimulation of the ovaries was obtained by intraperitoneal injection of 5.0 to 7.5 I.U. 

of pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) (Serotropin, Teikokuzoki, Japan) followed 48 hours 

later by intraperitoneal injection of 5.0 to 7.5 I.U. of human chorionic gonadotropin (hCG) (HCG 

MOCHIDA, Mochida, Japan) . 

   The unfertilized oocytes were collected by dissecting the ovidacts on Dulbecco's phosphate-buf-

fered saline supplemented with 5% fetal calf serum (PBS + 5% FCS) at room temperature, 14-16h 

after the hCG injection. They were then treated with hyaluronidase (Pharmsia Co.) , 0..lmg/m2 in 
PBS+5% FCS until the cumulus cells were removed and washed twice with fresh PBS + 5% FCS. 

   While, after the hCG injection, the other females were paired with males of a similar strain 

 (approxi. 8-15 weeks) , and inspected the next day for copulation plugs.

Freezing 

   PBS + 5% FCS containing (1)-a 10% glycerol and 0.25M sucrose or (1)-b 1.5M dimethylsulpho-

xide (DMSO) and 0.25M sucrose was added concentration (5-minute interval) at room tempera-

ture. Eggs were pipetted into 0.25 ml plastic insemination straw (Fujihira Inc. Tokyo, Japan) which 

was heat-sealed.



   The eggs were frozen with a computerized, staged freezing apparatus (CRYOEMBRYO-PSP-

HOXAN,  Japan)  . The temperature was reduced from 25°C to -5°C at the rate of 1°C /minute, and 

they were held at -5°C for 5 minutes to allow seeding to take place. After seeding, the samples were 

cooled to -35°C at the rate of 0.3°C/minute and held at -35°C for 5 minutes before being transferred 

into liquid nitrogen. 

Tawing 

   The eggs were thawed in a 37°C water bath. Subsequently, PBS + 5% FCS equlibrated was 

added to dilute these cryoprotectans in 0.5M sucrose at (2)-a one-step or (2)-b 5-step interval. The 

first dilution method was 5-step dilution at 5 minutes in 0.5M sucrose, the other was one-step dilu-

tion in 0.5M sucrose. All eggs recovered after experimental treatments were cultured inspective of 

assesment of egg viability. 

   The frozen-thawed unfertilized eggs were fertilized in vitro by the microdrop method in a mod-

ified Krebs-Ringer bicarbonate medium at 37°C under gas-phase of 5%CO2 in air. Two-cell embryos 

were cleaved for 24 hr. While the frozen-thawed 8-or 16-cell embryos were cultured for 72 hr and 

development to the expanded blastocyst stage, used as the end point for each experiment, was asses-

sed. 

Statistical analysis 

   Comparisons between proportions were perfomed with the chi-square test. 

Results 

   The frozen-thawed oocytes and control freshly collected oocytes (14-16h after hCG) were 

added directly to the sperm suspension after incubation for 5-6h in modified Krebs-Ringer bicarbon-

ate (m-KRB) at 37°C in 5% CO2 in air, the oocytes were recovered and washed in modified Whit-

ten's medium. While the frozen-thawed 8-or 16-embryos and control freshly collected embryos 

 (68-72h after mating) were recovered and washed in modified Whitten's medium at 37°C in 5% 

CO2 in air. 

   The highest survival rate of unfertilized mouse eggs was obtained when the freezing medium 

contained 1.5M DMSO + 0.25M sucrose and 5-step sucrose dilution method was used. The survival 

rate by this method was significantly higher than the other three methods. The highest survival rate 

of frozen-thawed 8-cell embryos was obtained when the freezing medium contained. 10% glycerol + 

0.25M sucrose and one-step sucrose dilution method was used. However, there was no significant 

difference in survival rate of fertilized embryos among the four methods.

^_
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Discussion 

   It is uncertain how survival is achieved by 5-step sucrose dilution method on unfertilized mouse 

eggs. The use of sucrose is relatively impermeable to unfertillized eggs of fertilized embryos and 

causes cellular dehydration as an extracellulal solution. The exposure to DMSO necessary before 

freezing suggests that a combination of partial dehydration by sucrose and DMSO and partial 

penetration of the unfertilized eggs by DMSO enables the cells to slowcool to -196°C without the 

formation of lethal intracellular ice. 

   Cooling and thawing condition should be adapted to the stage of development of the embryos to 

obtain good survival. 

   The results demonstrated that the survival of slow frozed unfertilized oocytes are dependent on 

the dilution method of cryoprotectant. Osmotic, histochemical and cytogenetic studies are in progress 

to investigate this effect further.
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資料2

卵の生存性に関与する活性酵素一抗酸化酵素系の意義

緒 言

活性酸素は酸素を生化学的エネルギーとして利用する生物 にとって避けられない毒性物質であり、

その消去機構 としてSuperoxidedismutase(以 下SODと 略)を はじめ とする抗酸化酵素が広 く生

体内に分布 している。最近、心筋梗塞などの虚血性疾患や悪性腫瘍をはじめ とす る種 々の病態にお

いて活性酸素 とその消去機構の関係が検討 され、炎症 においても活性酸素 とSODの 反応がPGsを

含む多 くのmediatorに 先立 って認め られるとの報告 もあ り、興味深い。一方、排卵 における卵胞

破裂現象がBjersingら 、Espeyら の指摘するように炎症類似反応であれば活性酸素 との関連が推測

される。 しかし排卵前後の卵子および受精卵は酸素毒 によりその発達が著 しく障害 されることは以

前 よりよく知 られている。従 って排卵が活性酸素 と密接 に結びつ くものであれば、その配偶子防御

機構 としてのSODを はじめ とする抗酸化酵素が必要であると考えられる。今回、我々は排卵現象

と活性酸素およびその消去機構 との関連 について、活性酸素の第一段階として最 も多 く生体内で産

出されるSuperoxideradicalと そのScavenger酵 素であるSODを 中心に検討を試みたので報告する。

方 法

1.SODの 排 卵 お よ び卵 成 熟 に お よ ぼ す 影 響 に つ い て検 討 した 。6～8週 令ICRマ ウ ス を 用 い、

PMSG5単 位 、 そ の48時 間 後 にhCG5単 位 腹 腔 内投 与 し過 排 卵 処 置 を 行 な っ た 。hCG投 与 直 後

よ り1時 間毎 にCu、Zn・SODと してPurifiedrecombinanthumanSOD(日 本 化 薬 よ り提 供:以 下

r-hSODと 略)1皿g、2mg、4ma、8mgを0.2m2の 生 理 的 食 塩 水 に て 溶 解 し、 計4回 腹 腔 内投 与

した。hCG投 与15時 間後 、 卵 管 膨 大 部 よ り卵 子 を採 取 、 排 卵 卵 子 数 を測 定 した 。 さ らにr-hSOD

投 与 後 の卵 胞 卵 子 の変 性 率 、 受 精 率 お よ び多 精 子 受 精 率 に つ い て も検 討 した 。 ま たMn・SODと

してPolyethyleneglycolSOD(武 田 薬 品 よ り提 供:以 下PEG・SODと 略)2μg、20μg、200μg、

2000μgをhCG直 後 お よ び3時 間後 の2回 腹 腔 内投 与 し、r-hSOD同 様 、 排 卵 卵 子 数 を測 定 した 。

な お対 照群 は生 理 的食 塩 水0.2m2を 同様 に投 与 し測 定 、 比 較 した 。

2.25～28日 令Wistar系 ラ ッ トに つ い てマ ウス 同 様 の 実 験 系 で排 卵 卵 子 数 の 測 定 を 行 な っ た。 つ

ま りPMSG15単 位 、48時 間後hCG10単 位 投 与 し過 排 卵 処 置 後 、PEG-SODO.lmg、0.2mg、1皿gお

よ び2mgをhCG投 与 直 後 と3時 間 後 腹 腔 内投 与 し、hCG15時 間 後 排 卵 卵 子 数 を測 定 した 。

3.Wistar系 ラ ッ トを用 い 、 過 排 卵 処 置 ラ ッ ト卵 巣 内 にお け る生 理 的SOD活 性 の組 織 化 学 的 局 在

に つ い て 、Beauchampら4)のNBT法 を応 用 し(以 下NBT変 法 と略)検 討 した 。 照 射 に よ り リボ

フ ラ ビ ン よ り産 出 され るSuperoxideradicalに よ っ てNBTが 還 元 さ れ青 色 不 溶 性 の ジ ホ ル マ ザ

ンに 変 化 す る反 応 を利 用 した も の で 、SOD活 性 の局 在 し な い部 位 で は深 青 色 を呈 す る。 コ ン ト



ロールとしてSOD活 性阻害剤 ジェチルジチオカルバン酸 を添加 し、比較検討 した。

4.3同 様 の検 体 を用 い 、SODの 免 疫 組 織 学 的 局 在 に つ い てAvidin-Biotin-peroxidase-complex(ABC)

法 に て 検 討 した。 な お 、 一 次 抗 体 はRabbitlgGanti-RatMnSOD(血 清 、 大 阪 大 学 生 化 学 教 室 、

谷 口博 士 よ り分 与)お よ びRabbitlgGanti-RatCu、ZnSODを 使 用 、 固 定 は4%バ ラホ ル ム ア ル

デ ヒ ドにて15分 間行 な い 、VectastainABCKITを 用 い発 色 時 間 は3～5分 間 で あ っ た 。

成 績

1.過 排 卵 マ ウ ス にSODを 投 与 し、排 卵 が抑 制 され た。r-hSOD投 与 で は 、対 照 群 が52.3±4.2個

に対 し1mg4回 投 与 群59.7±7.6個 、2mg4回 投 与 群49.7±4.3個 、4mg4回 投 与 群29.4±2.7個 、

8mg4回 投 与 群26.9±2.6個 と4mgお よ び8mg4回 投 与 群 で有 意 な排 卵 抑 制 を認 め た 。さ ら に4mg

4回 投 与 群 よ り得 られ た26個 の卵 胞 卵 子 に お い て変 性 卵 は1個(変 性 率3.6%)で 受 精 卵23個(受

精 率82.1%)多 精子 受 精 卵2個(多 精 子 受 精 率7.1%)で あ り、8mg4回 投 与 群 で の卵 胞 卵91個

で は変 性 卵4個(4.4%)、 受 精 卵79個(86.8%)、 多 精 子 受 精 卵8個(8.8%)と 対 照 群 で の 排 卵

卵 子248個 で の 変 性 卵13個(5.2%)、 受 精 卵202個(81.5%)、 多 精 子 受 精 卵18個(7.3%)と 比 較

し、 同 等 の 変 性 率 、 受 精 率 お よ び多 精 子 受 精 率 で あ り、r-hSODに よる卵 成 熟 に対 す る影 響 は な

か っ た 。 ま たMn・SODで あ るPEG・SODで は対 照 群46.6±7.1個 に対 し、2μg2回 投 与 群 で46.4±

3.8個 、20μg2回 投 与 群 で47.4±4.6個 と同等 で あ っ た が 、200μgお よ び2000μg2回 投 与 群 は各 々

30.4土6.2個 お よ び21.1±2.1個 と有 意 に排 卵 が 減 少 した。

2.過 排 卵Wistar系 ラ ッ トに お い てPEG-SODO.1mg、0.2mg、1mg、 お よ び2ma2回 投 与 した 場 合 、

排 卵 数 は 各 々42.6±6.3個 、34.7±7.2個 、34.0±7.2個 お よ び16.9±7.6個 で あ り、 対 照 群 の52.9

±6.3個 と比 較 し て0.2mg、1ma、2ma2回 投 与 群 で 有 意 に 減 少 を 認 め た 。

3.ラ ット卵巣において、NBT変 法 を行ない成熟卵胞の穎粒膜細胞お よび外爽膜細胞 にSOD活 性

が強 く認められた。 また血管 を中心 とした問質部 にも活性が認められたが、発育卵胞、二次卵胞

にはSOD活 性は認め られなかった。また排卵直後の黄体では深青色の濃淡が各々の黄体で異な

ってお り、弱いSOD活 性 を有す る黄体の存在することが推測された。

4.ABC法 による免疫組織学的検討ではMn・SODは 成熟卵胞の外爽膜細胞 と間質部に局在 したが

穎粒膜細胞、発育細胞および黄体 には局在 を認めなかった。一方、Cu、Zn-SODは 成熟卵胞の穎

粒膜細胞、特 に卵子 を中心 とした卵丘細胞 に局在が認められ、 また排卵直後の黄体 および血管内

皮細胞 を中心 とした問質部 にも局在 した。 さらに卵管上皮細胞においてMnお よびCu、Zn-SOD

いずれも存在することが同様の検討で認められた。

一 一
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考 察

invivoの 系で活性酸素の発生 を検討することは、現時点においては容易 なことではない。これ

は生体内における活性酸素の寿命が非常に短いこと、種々の抗酸化酵素やその他の生体有機物質と

の反応によって速やかに消失することなどの理由が挙げられる。従 って、活性酸素の生体内におけ

る動態 についてはその消去機構のGlutathionPeroxidase、Catalaseな どの測定や活性酸素 によって

生成 される過酸化脂質の測定による間接的な解析がすすめられ報告 されている。殊に活性酸素消去

機構の最上流 に位置するSODは 生体内に広 く分布 し比較的安定 してお り、活性酸素 を研究する上

で重要な物質 と考えられる。排卵 と活性酸素および消去機構に対する検討は緒 についたばか りであ

り、未だに大部分 の機序は明 らかにされていない。Lalorayaら は各性周期ラ ット卵巣 を用いスピ

ンー トラッピング法によりSuperoxideradicalを 、さらにピロガロール法 によりSOD活 性 を測定 し、

Superoxideradicalは 排卵直前 を最低 として減少 ついで増加 し、逆にSOD活 性は排卵直前 をピーク

とし増減す ると報告 している。また須戸 らは過排卵 ラット卵巣において過酸化脂 質はhCG投 与9

時間後 に一過性のピークを示 しSOD活 性 は二峰性の ピークをhCG投 与後12時 間、48時 間に有する

増加傾向を認 め、 さらに過排卵 ラットにSOD単 独お よびSODとCatlase併 用投与 し、有意 な排卵

抑制が認め られる と報告 している。今回我々はマウスにおいてr-hCu,Zn-SODお よびPEGMn-

SODの いずれもが排卵抑制作用 を有す ることを示 した。 またマウスにおいてr-hSOD投 与 では、

大量かつ1時 間毎4回 投与法が排卵抑制に必要であり、最 も高い抑制率を示すことが判明 した。こ

れはマウスにおいてr-hSODの 半減期が約3.2分 間と短いことによると考 えられた。PEGSODはr-

hSODよ り半減期 も長 く、強力な作用 を有 しているが排卵抑制作用の発現には2回 投与が必要で

あった。2種 のSODい ずれも排卵抑制作用 を有することより、活性酸素は排卵 に対 し何 らかの促

進的な影響を有 しその影響 を非特異的に消去する酵素作用によって排卵抑制がお こる可能性が示唆

された。また排卵抑制によって得 られた卵胞卵子においてその変性率、受精率お よび多精子受精率

が対照群のそれらの率 と差を認めなかったこと、さらにいずれのSODの も非常に毒性が低 いこと

より大量投与自体 による排卵抑制現象である可能性は低 いと考 えられた。 ラットにおいてはPEG-

SODを 用 い、マウスよりさらに有意な排卵抑制が認 められたがこれが動物種 による差なのかは不

明である。 また前実験 としてhCG投 与前 にもSODを 投与 したが有意な排卵抑制 は認められなかっ

た。さらにSOD投 与方法、投与量などを種々変えてみても完全 な抑制 は認め られなかった。また

PGsお よびその合成阻害剤投与 による排卵抑制実験 と比較 して抑制率が低い。 しか し大柳 らはPGs

を含むmediaterのtriggerと して活性酸素が重要な役割を果たす と述べてお り、今回の実験結果 と

矛盾する。 これは複雑な活性酸素およびその消去機構の一部であるsuperoxideradicalとSODの み

の作用だけでは十分ではなく、その他のscavengersystemが 関与 している可能性 を意味 している

のと同時に活性酸素の排卵時期 における産生が大量かつ速やかなことによると推測される。排卵抑

制の認め られるSODの 投与時期がhCG投 与直後 から4時 間後であ りかつSODの 半減期が非常に

短いことより、排卵現象 において活性酸素およびその消去機構が卵胞破裂の極めて早期に関与 して

いると考えられる。

一方、卵巣組織におけるSODの 分布に関 してはLalorayaら によるNBT法 を応用 した組織化学

的検討が報告 されてお り、成熟卵胞穎粒膜細胞に最 も強い活性が認められると報告 している。今回



我々 も同様の方法 に成熟卵胞穎粒膜細胞および外爽膜細胞 に最 も強いSOD活 性を認めた。 しか し

この方法 においては組織特異性が低 く、必ず しも十分なものとは言えない。そこで、免疫組織学的

検討をラットCu、Zn・SODに 対す る抗体 を用いて検討 したところ、各々のSODの 分布 に差がある

ことを明らかに した。つま りMn-SODは 成熟卵胞外爽膜細胞および間質部に局在 し、Cu、Zn-SOD

は主 に成熟卵胞穎粒膜細胞、特 に卵丘細胞 に分布することが判明 した。一般にCu 、Zn-SODは 細胞

質内に、Mn-SODは ミトコンドリアのマ トリックス区分 に存在するとされてお り生物種および個体

における各組織内分布、濃度により異なるが、その生理的意義は充分 に解明されていない。哺乳類

ではCu、Zn-SODは 細胞質以外に膜間スペース、核、ライソゾームに存在するとされているとされ

てきたがMarklundら は細胞外液中にも分泌型のCu、Zn-SODの 存在を報告 している。配偶子を酸

素毒 より防御す るためには卵胞卵子においてはまず穎粒膜細胞 に分泌型のCu、Zn-SODが 存在する

ことは合 目的 とも言える。 また排卵後、卵管上皮細胞由来のSODに ついての検討ではMnお よび

Cu、Zn-SODい ずれも存在 しており排卵卵子、さらには受精卵 を酸素毒より防御することに役立 っ

ていると推測 される。過排卵処置 におけるラット卵巣ではNBT変 法において、排卵直後の黄体間

にSOD活 性の強弱差が認め られ、さらにABC法 においてもCu、Zn-SODで 同様 の染色性の強弱が

認められた。非妊娠 ラットにおいて排卵後の黄体では速やかにその機能は低下するため妊娠黄体に

おけるSODの 局在 を検討する必要があるが、黄体機能とSODの 関与が推測される。以上 より排卵

周辺 において活性酸素 とSODが 生理 的意義 を有 することが示唆 され、かつMn・SODとCu、Zn.

SODで は異なる意義を持つことが推察された。
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