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Studies on the maturation, fertilization

and development of pig oocytesln vitro

（豚未受精卵の体外における成熟、受精および発育に関する研究）

学位論文内容の要旨

  本研究では、屠場豚卵巣の非閉鎖卵胞（直径3一5mm）より回収した卵子を用
いて、第1減数分裂の初期事象、第2減数分裂および受聿再に伴った細胞質の変化と
いった、体外での豚卵子成熟に関与する要因の影響を検討した。さらに、体内ある
いは体外で受キ青した卵子より得られた、胚発生停止時期前の豚月至の培養について、
発生途中の鶏胚羊水の効果を調ぺた。．
  豚卵子の核成熟が進行する闇、第1減数分裂が終了するまでの染色質形態につい
て、その連続変化の時間的調節を種々の培養時間に卵子を固定する事によって決定
した。単ーの巨大な核で、密な核小体のまわりの明瞭なりング状の凝縮した染色質
（卵核胞）を持った卵子は、培養開始後17.6時間まで観察された。密な核小体と核
股の消失、．それと染色質の徐々の濃縮（GVBD）は培養17.6から26.4時間で頻繁に観
察された。個々の2価染色体形成を完了した卵子は培養開始後26.4から30.9時間に
最も多〈観察された。染色体がj寺徴的伸長を示し、2つの染色体セ｀ソトが分離し始
めた（A-l）卵子と、両極に向けて2つの染色体セ｀ソ卜の分離が完了した（T-l）卵
子はそれぞれ30.9から33．4時間、33.4から34.4時間に観察された。第1極体の存在
により第1減数分裂が完了したことが明らかな卵子は、34.4から48時間に観察され
    ー
た。
  体外で成熟、受精した豚卵子の初期分割に向けた、第2減数分裂の連続的変化と
それに伴った細胞質の変化の時間言罔節を決定した。卵細胞膜上へのギ青子の接着が第
2測数分裂の再開を引き起こし（A―2/Tー2）、それは媒キ青後4一5時間に観察された。
媒櫛後6から9時間に、侵入ギ焉子の頭部が膨化し始め、尾部は脱落し、第2減数分裂
が完了する（第2極休の放出）。精子頭部と蝋性染色体のさらなる膨化が9から12時
Cnに起こり、向かぃ合った、あるいは隣接した前核がそれぞれ12から18時間後と18
から24時間後に観察された。前核融合と最初の体細胞分裂前期および最初の分割は、
24から30時rUfiに認められた。
  修正TCM199で、24，30，36，42および48時間培養した豚卵子を体外受精した。核成熟
した（H―2）卵子の割合は培養時間が長くなるに従って有意に増加し（P<0.05）、そ
の平均値は42から48時間で最高を示し、  24時間では最低であった。種々の時間培養
した後媒精した卵子へのキみ子侵入率はほぼ一定であったが、雄性前核形成率は有意
に異なり（P<O.Ol）、36と42時間のそれぞれ73.1%と86.6%が最も高かった。未成熟
卵子（GVからTー1期）への絹子侵入率は第1減数分裂完了卵子への侵入率と同じであ
ったが、膨化していないか、あるいは部分的に膨化しているキ青子のみが観察された。
Hー1からT一1期に輔子侵入がなされた未成熟卵子では、形態的に異常な紡錘糸の形成
もまた観察された。黄体（CL）または自体（CA）が存在する、あるいは両方とも存
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在しない卵巣から採取した豚卵子を培養後、体外受精したとき、Hー2期に到達した卵
子の割合と、媒精後の聿青子侵入率は、CLまたはCAのあるなしに関わらずほぽ同じで
あった。しかし、CLとCAのいずれも存在しなぃ卵巣から採取された卵子の雄性前核
形成率は、CAが存在する卵巣から採取した卵子よりも高かった（P<O．05）。卵丘細
胞の存在する、あるいは存在しなぃ状態で卵子を培養した時、核成熟率、キ青子侵入
率、雄性前核形成率に有意な差が認められた。卵丘細胞のない卵子の核成熟率は、
単層以上の卵丘細胞を有した卵子よりも有意に低かった（P〈0.01）。さらに、3層
以上の卵丘細胞を有した卵子の雄性前核形成率が最も高い値、78．9Xであった。血清
を添加した培養液で培養した卵子の核成熟率は、血清無添加の培養液で培養した卵
子よりも有意に高かった（P〈0-05）。しかし、タンバク質として牛血清を添加した
時、核成熟率と雄性前核形成率は、その添加濃度が5x、10X、20Xと変わるに従って
変化した。ー方、豚血清をタンパク質として用いたとき、核成熟率と雄性前核形成
率 は 、 そ の 濃 度 が 5X、 10X、 20.Xと 変 化 し て も 同 じ で あ っ た 。
  豚卵胞卵子と、体内あるいは体外受聿青によっ，て得られた発生停止期以前の豚胚の
培養に鶏胚羊．水（CEAm fluid）を用いた。その結果、鶏胚羊水は卵子の滅数分裂の
再開とそれに続く第1減数分裂を弓1き起こす事ができ、鶏胚が温度37℃、相対湿度
40から70Xの空気下に置かれた．ときにそれらの割合が最も高かった。空気中のニ酸化
炭素濃度を5%に上昇させることは、羊水中で培養した卵子の発達に悪影響を及ぽし、
それは、Sx濃度のニ酸化炭素が発生途中の鶏胚にたぃして悪影響を及ぽしたことに
起因すると考えられた。さらに、体内で受精し、鶏胚羊水中で培養された初期胚の
胚盤胞への発生宰は、修正BMOC－2を用いて豚卵管上皮細胞と共培養した初期胚の発
生宰よりも有意に高く、得られた胚盤胞の平均細胞数は60.2であった。体外成熟と
体外受精によって得られた初期胚を、鶏胚羊水中あるいは修正Whitten’sMedium
（mWF1）で培養したとき、胚盤胞への発生率に培養方法による有為な差は認められな
かった。しかし、鶏胚羊水中で培養して得られた胚盤胞の平均細胞数は、mWMでの培
養で得られた胚盤胞のそれよりも有意に高い値であった（39.0土1，7にゥ4して52.0土
3.0）。これらの事から、豚胚の体外培養の方法としての、特、にC02インキュベータ
ー が 利 用 で き な い 状 況 下 で の 、 鶏 胚 羊 水 の 有 効 性 が 示 唆 さ れ た 。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Studies on the maturation, fertilization
and development of pigr oocytesln vitro

（豚未受精卵の体外における成熟、受精および発育に関する研究）

  申請者は、豚卵子の体外成熟過程とそれに関与する要因を調べ、体外成熟お
よび受精卵の培養における発生鶏胚羊水内培養法の有効性について研究を行い

その内容は、以下のように要約された。

  1．卵子の体外成熟過程での卵核胞崩壊と第1滅数分裂から第2減数分裂中

期までの染色質形態および体外受精過程での滅数分裂再開から雌雄両前核の形

成と接合について、経時的な変化を明らかにした。
  2．体外成熟の培養時間は、42から48時間が適当であり、その後の体外受精

における精子侵入率は成熟培養時間に関わりなく―定であるが、雄性前核形成

は培養時間によって影響を受けることを明らかにした。

  3.体外成熟における卵丘細胞の影響について調べ、卵丘細胞のない卵子の

核成熟が低いこと、また、3層以・上の卵丘細胞を有する卵子において雄性前核
形成が高いことを明らかにした。

  イ．発生鶏胚羊水内培養による卵子の体外成熟が可能であり、温度、湿度お
よび気相が影響を及ぼすことを明らかにした。

  5.発生鶏胚羊水内培養を用いることで、従来の培養法と同様に、体内受精

胚および体外成熟・体外受精胚から胚盤胞を作出できることを明らかにした。
  以上のように、申請者は、豚卵子の体外での成熟過程とそれに関与する種々

の要因を明らかにするとともに、体外成熟および受精卵の培養における発生鶏
胚羊水内培養法の有効性を示唆した。これらの知見は、豚卵子の体外成熟およ

び豚初期胚の体外培養技術の進歩に大きく寄与すると考えられる。よって、審
査員ー同は、オカンポ  マル□ン  ブラザ氏が博士（獣医学）の学位を受ける

に十分な資格を有するものと認めた。
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