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4)哺乳動物における卵子と初期胚の正常性に関する形態学的研究

新潟大学農学部家畜生産学講座新村末雄

Morphological Studies on the Normality of

Mammalian Eggs and Embryos

Sueo NIIMURA

Departmcntof/1nlimajScE-ence,Facu恒 ofJgT･iculture.

NiigataUTLiuers五秒

EffeetsofthetreatmentofstlperOvulation,culture,andfreezingandthawingon

mammalian eggs or embryos were electron-microscopicall.V. eytogenetically and

histochemicallyexamined,andthenormalityofthetreatedeggsorembr.voswasdisI

cussed.Thet･esultsobtainedwereasfollows.

1.Thehigherincidenceofpolyspermyinhamstereggssuperovulatedbytheinjec-

tionof90IUI)九･;ISGwasrelat､edtothesmalleramountofeortiealgranulesinthese

eggS･

2.Mouseblastoeystssuperovulatpdbytheinjectionsof5ⅠしてP入;'ISG and5IU

hC(17WPI･enormalintheirmorphology,.

3.Thecellfunctionwashigherinthemouseblastocystsdel･eloped in vitrocom -

pared＼viththat,orblast′ocystsdevelopedinvivo.

4.Bovineeggsmaturedandfertilizedinl･itro.andembryosdevelopedinvitro

weremorphologicallynormal.

5.九L:Iorphologicaldamagesin8-cellmouseembrさ･,OSbroughtforthbyfreezingand

thawingwererepairedthroughthesubsequentculturE ･ .

Keywords:morphologiealnormality.superovulatedegg.CulturedembITO,

frozen-thawedembryo
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は じ め に

近年,畜産の分野において優良家畜の増産を目指して,

卵巣内卵子の体外成熟.体外受精,卵子と旺の低温 .凍

結保存.旺の分離 .切断,胚移植などの技術が開発され,

宅嗣化されている.さらに最近では,これらの桔術以外
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に顕微授精,肝の雌雄判別,卵子あるいは初期肺への外

来遺伝子の導入なども行われている.これらの技術には

過排卵卵子を培養したものが 一般に用いられており,こ

のような卵1-と旺はあらゆる面で正常であることが要求

される.本論文では.これらの技術に朋いられる遇排卵

卵子と培養膝の形態を正常性という観点から説明すると
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ともに,凍結 ･融解肝の形態と物質代謝についても論述

する.

1. 過 排 卵 卵 子

過排卵卵子の正常性に関して検討した報告によると,

過排卵卵子は,1) 多倍数性と異数性の漁色体を持つも

のが多い,2) 受精率と発生率が低い,3) 胎子の死亡

率が高い,射 奇形の出現率が商いなどといわれている.

これらの異常は過排卵誘起に使用する GTH の投与濠

によるところが大きいようである.

著者らIlは.90IU の Ph･･ISG を投与した場合 (午

均排卵致69.0個)のハムスタ-の前核卵子を観察した

よュろ,単精子受精卵子と多精子受精卵子の出現頻度は,

97.4%および2.6%であり,多精子受精卵子の出現頻

度は自然排卵卵子に比べ有意に高いことを確かめた.従っ

て,過排卵卵子が多倍数性の染色体を持つ理由として,

多精子受精によることが考えられる.また,このような

過排卵卵子では表層粒の分布異常のものが9.4%みられ,

自然排卵卵子の2.2%に比べ有意に高いことが確認され

た.

次いで著者ら2)は,マウスに過排卵を誘起するため

に通常周いられている量の PMSG と hCG それぞれ
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5It.丁を48時間間隔で投与して過排卵を誘起し,hCG

注射後豆00時間に豚盤胞を採取して微細構造と染色体数

を調べ,同時齢の自然排卵による駈盤胞のものと比較し

た.

由然排卵による旺盤胞の栄養膜の透明帯側東面闘ま短

い徴繊毛が密生しており,栄養膜細胞同士の境界は判然

としていた (図 1a圭 透過電子顕微鏡で観察すると,

栄養膜の透明常例表面には短い徴繊毛が密生していたが,

肱盤胞腔側の表面は比較的平坦でしばしば細胞ヒダがみ

られた (図 1b).また,栄養膜細胞間には閉鎖常と接

着斑がみられ/+I.内細胞塊細胞の表面は比較的平坦で,

短い細胞ヒダが少数存在する程度であった.さらに,栄

養膜細胞と内細胞塊細胞の細胞膜には,爵欽像と思われ

る細胞膜の陥入が随所にみられた.栄養膜細胞の核は楕

円形で,内細胞塊細胞の核は円形を里しており,両者と

も細胞のほぼ中央に位置していた (図 1b).これらの

核はオイクロマチンが多く,核小体をま個ないし2滴含

んでいた.細胞質小器官については,栄養膜細胞と内細

胞塊細胞の間でタ分布上,構造上の相違はみられなかっ

た.ミトコンドリアは球状,梓状または亜鈴状を呈して

細胞質に一様に分布していた.クリステは板状であった

那,これらに混じって空胞状クリステもみられた.ミト

Fig.1 Scanning (a)andtI･anSmission(b)electronmicrographsof

mouseblastoeystsde†,elopedfromspontaneouslyo＼･ulatedeggs.

TC:TrophoblastCell.IC:inner-cell-nlaSSCell.



3朗 新潟医学会雑誌 第 112巻 第6号 平成10年 6日

Table1 NucleiandLlhromosomesinmouseblastoeysts

Blarstocysts
No.of
blasto野Sもs
examined

No.Oぎ
ー一.uclei
lnとI
biaStOCySt

No.oF
met.aphnstl
p息ates
illa
blasもoeysも

No.and(%)ofbiastocystsshowinぎ

Di- Hypo仲Hyper-Trト Hypo-Tetra-Hypo-Mosa主c
p量oidydト di- ploidytri- ploidytetTa-
ploidypioidy ploidy ploidy

い∴ ;∴ .｣∴ ､､; ､････ ･.- ･ ･ ･..h. 三･ 十 ... . 十 ∴ ∴

superov漂 uitoenT｡ 345 6且･9士17･7盈 3･9±2･5 品 川 苧7日 0㌔日 0㌔日 0チ3) 品 (oチ3日 ｡.i3)

･ ･ : ･ ＼. :: 日 日㍉ 'ミ ... .. .: .. ...

*Mean±S.D.

Valueswithdifferentsupel･SCriptsinthesameColumnaresignificantlydiffer･ent(Pく0･001)I

コンドリア基質の電･J'･密度はrfl等度であった.粗面′冊邑

体は槽状で細胞質に散在しており,ゴルジ装置は未発達

であった.遊離リボ､ノームは多数みられ.多くはポリ･ノ･-

ムを形成していた.その他.多胞体,自家食胞.ラ†､ノ

ソーム様′｣､体およびミエリン像が含まれていた,

過排卵処置によって得られた旺盤胞には,自然排卵旺

盤胞との間に微細構造上の相違を兄いだすことはできな

かった.

また,自然排卵妊盤胞と過排卵旋盤胞における染色体

についての検索結果は 表 lに示した通りである.なお,

染色体数異常の出現確度には両者の旺盤胞で有意な葦は

なかった.

一方.各種ト1齢のマウスに P九･iSG と hCG それぞ

れ 5IU を投与して過排卵を誘起 し,排卵卵子につい

て多精子受精の柳窪と表層粒の量を調べた31.その結

栄,多精子受精の頻度は,60ないし90日齢の動物では1.

2%.180ないし210日齢では1.5%であったが,30t]

齢の動物では有意に高く,14.9%であった.さらに,

表層粒の分布異常を示す卵子の割合は,60[]齢以降の成

熟動物では7.1%であったが.30ll齢では30.4%と有

意に高かった.従って.未成熟動物の過排卵卵子で多精

子受精の頻度が高いのは,表層粒の不備によるものであ

ると考えられる.

2. 培 養 腔

培養旺盤胞についてはこれまでに,合成されるタンパ

ク質の種類,加水分解酵素活性,グルコース代謝.CO･1

産生量,グリコゲン含量などが調べられており,子宮内

旋盤胞のものと比較されている.しかし,培老荘盤胞の

微細構造を観察して,その正常性を検討した報告は少な

い.

著者ら机 は,マウス2細胞姓を培養 して得られた粧

盤胞を用いて微細構造を観察した.

培養旺盤胞の栄養膜の透明帯側表面を走査電子顕微鏡

で観察すると,前項の自然排卵膳盤胞の記載と類似の像

がみられ,子宮内妊盤胞との間に相違は認められなかっ

た.しかし,培養旺盤胞を透過電子顕微鏡で観察すると,

子宮内匪盤胞との間に下記のような相違点がみられた.

すなわち,培養旋盤胞は子宮内旺盤胞に比べ, 1) 栄

養膜細胞と内細胞塊細胞の細胞膜にみられる陥入 (禽欽

倭)は多かったが,その陥入度は浅かった. 2) 核小

体はやや大型で.無形部と柁小体糸が明瞭であった.

31 ミトコンドリアの基質の電子密度はやや低く.空胞

状クリステは少なかった. 4) 多胞体,自家食胞,ラ

イ'ノソーム様小体およびミエリン像は.いずれも多かっ

た.

また両者の旺盤胞で.発生のためのエネルギー源とし

て細胞質に蓄積している封入体を組織化学的に検tLi_=ノた

ところ,グリコゲン鞭粒の含畳に相違はみられなかった

が,脂質小浦の含量は培養駐盤胞で有意に多いことが確

かめられた5).

これら微細構造に関する結果および細胞質封入体の慶

に関する結果は.培養肱盤胞の各種酵素の活性が子宮内

旺盤胞のものよりも高いという著者らの結果6)からも

うかがえる.

-方,培養旺盤胞の染色体数について縛られた成液は

泰 豆に示した通りである.棟数は培養脹盤胞のものが

子宮内旋盤胞のものに比べ有意に少なかったが,中期横

板数,鍵色体数の異常の出現頻度および性比は両者の間

に有意差が認められなかった.これらのことから,培養

妊盤胞は子宮内旺盤胞に比べ若干発育が遅れているが,

細胞分裂は正常に行われており,また培養によって染色
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体数の異常が引き起こされることはないことが明らかと

なった7､.

さらに著者ら8)9)は,体外成熟させたウシ卵巣内卵

子を体外で受精させた後,培養して発生させた肢の微細

構造を観察している.その結果,このような肢では,ミ

トコンドリアの機能とタンパク合成能が低く,細胞間の

接合が嬢いが,これらは培養時間の経過とともに体内で

発生した肢と同程度に回復したことから,体外で成熟,

受精および培養したウシ狂は形態学的に概ね正常である

と考えている.

3. 凍結 ･融解艦

橋乳動物卵子 (駐)の凍結保存技術は,現在では広い

分野で用いられているが,従来の凍結保存に関する研究

では,主として融解後の卵子あるいは狂の生存率や発生

率の向上を目的として,凍結および融解の方法について

検討したものが多い.

著者らは,凍結保存後融解したマウス8細胞狂の形

憩lo)ll),旋盤胞への発生率10),各種酵素の活性12)を

の割球が退行しているもの (ニ群)およびすべての割球

が退行しているもの (Ⅲ群)に分けて,融解時に各出現

頻度を調べたところ書回収した698滴の狂のうちⅠ群の

狂は405個 (58.0%),正群の狂は225個 (32.2%)義

よびⅢ群の肢は68個 (9.7%)であった.次に,各群の

狂を48時間培養して賑盤胞-の発生率を調べた.その結

莱,Ⅰ群の族では63.6%が,Ⅱ群の肢では30.5%がそ

れぞれ妊盤胞に発生したが,Ⅲ群の膳では膳盤胞に発生

したものはみられなかった.培養の結果から,Ⅲ群の豚

を培養しても隻実肝や杯盤胞-は発生しないが.退行割

球を含む[群の旺を培養すると.肝盤胞-発生するもの

があることが明らかとなった.また,Ⅰ群の肱は大部分

賑盤飽-発生するが,発生に要する培養時間は48時間で

あった.無処置の8滴砲艦は24時間の培養で紅塵胞まで

発生することが知られているので∴束結保存旺は8細胞

期から旺盤胞期に発生するまでに約24時間遅れることが

判明した.

また,これらの紅の微細構造を観察したところ,Ⅰ群

およびⅡ群の光学顕微鏡的に正常な像を示す膳の割球で

は.微細構造は未凍結旺とほほ同様であったが.ミトコ

ンドリア基質の電子密度は低く細胞質の電子密度と同程

度であった.しかし.末凍結柾にはみられない亀裂が細

胞質にかなり認められた.また,線維構造物は認められ

ず,結晶構造物も少なかったが,脂質小滴は多数含まれ

325

ていた.Il群およびⅢ群の光学顕微鏡的に退行像を示す

狂の割球では,細胞膜と核膜は不鮮明で,細胞質と核質

は電子密度が著しく低く粗であった.細胞質にはミトコ

ンドリアが多数含まれており,クリステは粒状で少なく,

底質の電子密度は高か-)/+I.ライ､ノ､ノーム様小体とミエ

1)ン像は正常な像を示す割球に比べ多か1)た.その他の

細胞質小器官と封入体は全くみられなかった.融解複銅

時間培養して得られた桑葉狂では,割球の細胞質に亀裂

は全くみられなくなるとともに,線維構造物は少数では

あるが出現し.結晶構造物は増加した.脂質小浦は多数

含まれていた.融解後48時間培養して得られた妊盤胞の

微細構造は,前項で述べた培養旺盤胞のものと相違なかっ

た.

次いで著者らユ2)は,凍結 .融解鮭について各種酵素

の活性を組織化学的に調べたところ,融解直後の8細胞

肝では.I群とfI群の肝の正常割球にシトクロム酸化酵

素の活性がみられたのみであった.また,Ⅰ群の狂を培

養すると,NADH2脱水素酵素の活性は24時間培養し

て得られた桑葉膳に,また乳酸脱水素酵素の活性は逢8時

間培養して得られた旺盤胞に,さらにコハク酸脱水素酵

素の活性は52時間培養して得られた肱盤胞に,それぞれ

初めて出現した.

お わ り に

過排卵卵子の正常性を検討したところ,極端な畳の

GTH を投与して得られた卵子ではサ表層粒の不備によ

る多精子受精が高頻度にみられたが,成熟動物に通常の

慶の GTH を投与する限り,得られた卵子の多精子受

精の頻度,微細構造および染色体数に異常はみられず,

このような卵子を各種の技術に使用しても支障ないこと

が確認された.また培養旺盤胞では,子宮内陸聴胞に比

べft謝活性が高く,細胞質封入体の最も多いが.染色体

数異常の出現頻度に差はみられなかったことから,この

ような培養旋盤胞の機能先進像は駄盤胞が高栄養の培養

液中に僻かれていることに担関するもので.その範囲は

正常域にあるものと考えられる.さらに,凍結保存狂を

融解すると,紅の微細構造はかなり損傷を受けてお印,

物質代謝もほとんど停止した状態であるが.その後の培

養でこれらは正常に回復し得ることを明らかにした.な

お,退行割球を含む分割肝も.融解後の培養によって相

当数が正常に発生し得ることもつきとめた.しかし.こ

のような処置を施した卵子と狂の正常性については形態

ばかりでなくあらゆる角度から厳密に検討を加える必要

があるものと考える.
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司会 ありがとうございました.何かご質問ございま

せんでしょうか.紫綬に法学部の西野教授に来ていただ

きまして盤殖技術 と倫理 ･法律上の問題点についてお諮

いただきます.先生は市民法といいますか,市民と法律

との関わりがご専門ということですが.医学部の倫理委

員もお噺いしていただいて,いろいろなご助言や,指導

をしていただいてお ります.

5) 生殖技術と法律上 の 問 題 点

新潟大学法学部 西野 喜一

LegalProblemsofArtificialInseminat､ionandinVitroFertilizat･ion

KiichiNISInNO

NiigataUTliueT･S申 Facu恒 ofIJOIL,

Therehavebeennostatutesorcaselaw controlingAIH,AID,IVForsurrogate

motherinJapan,thoughwehavealreadymanycasesofAlH,AID,ⅠVD,and,repor

tedly,somesurrogatemothercases.Lagalandethicalstudiesinthesefieldshavebeen
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