
度

文

年

論

61

士

02

修

胚 盤 胞 へ の発 生 能 お よび受 胎 性 の 高 い ウシ体

外 受 精 卵 の選 別 方 法 の確 立 に 関す る研 究

Studyonθ θ'∂ゐ万5五 皿 θ」ntofa」kゴ ηθ孟ゴ05一 加sed

5θ1θo孟 ゴoη5ア5`θ 皿of1!」 ロ 四'孟」ro」fertiZizatゴo」 ロ

θ皿 、δ■アoθwゴ 孟五 五ゴ8hoo皿 」ρθ`θ刀oθ ノbr

developmentinto、 ∂1astoのzstsandeonceptio皿

21531011 高山 茉莉

指導教員 家畜繁殖学 堂地 修 教授

動物生殖工学 今井 敬 教授

酪農学園大学酪農学部酪農学科



口次

緒 論 1

第1章

響

第1節

第2節

第3節

第4節

第5節

ウシ体 外 受 精 卵 の 卵 割 形 態 が受 精 卵 の 発 生 に及 ぼ す 影

緒言

材 料お よび方法

結 果

考 察

要約

4

5

12

23

27

第 皿章

影 響

第1節

第2節

第3節

第4節

第5節

ウ シ性 選 別 精 液 が 体 外 受 精 後 の 卵 割 開 始 時 間 に与 え る

緒言

材 料お よび方法

結果

考察

要約

29

30

35

39

43

第 皿 章 ウ シ 体 外 受 精 卵 の 卵 割 形 態 が 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 に 及

ぼ す 影 響

第1節 緒 言 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ …45



第2節

第3節

第4節

第5節

材 料 お よび 方 法

結果

考察

要約

46

52

58

62

第w章 総 括 ● 齢 ● ■ ■i● ■ 噛i暫 ● 64

謝 辞

引 用 文 献

英 文 要 約

70

71

78



緒 論

哺 乳 動 物 に お け る 受 精 卵 移 植 は 、1890年 にHeape【14】 が 、

初 期 受 精 卵 の 移 植 試 験 で 子 ウ サ ギ の 生 産 に 成 功 し た こ と が 始

ま り で あ る 。 ウ シ 受 精 卵 移 植 の 初 め て の 成 功 は 、1951年 に

Willettら 【33】が 報 告 し て い る 。 ま た 、1970年 代 に は 受 精 卵

の 凍 結 保 存 技 術 や[32,34】 、 ウ シ で は 頸 管 経 由 に よ る 受 精 卵 移

植 技 術 が 開 発 さ れ た こ と に よ り 、 急 速 に 実 用 化 が 進 ん だ 。 世

界 で 行 な わ れ て い る ウ シ の 受 精 卵 移 植 頭 数 は 年 々 増 加 し て い

る 。 ま た 、 近 年 経 膣 採 卵(OPU:OvumPick-Up)技 術 と 体 外

受 精(IVF=■nVitroFertilization)技 術 の 普 及 か ら 、 体 外

受 精 卵 の 移 植 頭 数 の 増 加 が 著 し い 。 世 界 に お け るOPU-IVF

由 来 の 体 外 受 精 卵 の 移 植 頭 数 は 、1997年 に30,569頭 で あ り 、

2013年 に は393,625頭 と な っ て い る 【16-17】 。

体 外 受 精 技 術 は 、 哺 乳 動 物 で は1951年 にChang[7】 が ウ サ

ギ の 生 産 に 初 め て 成 功 し た 。 ヒ トで は 、1978年 に 初 め て 体 外

受 精 卵 に よ る 子 供 が 誕 生 し て お り 【27]、 ウ シ で は1982年 に

Brackettら[4】 に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。 近 年 、 ウ シ の 体 外 受

精 に よ る 子 牛 生 産 は 確 立 さ れ つ つ あ る が 、 過 大 子 、 妊 娠 期 間

の 延 長 、 流 産 の 割 合 が 高 い な ど の 問 題 点 が 指 摘 さ れ て い る

【18】。 ま た 、 体 外 受 精 卵 は 体 内 受 精 卵 に 比 べ て 受 胎 率 が 低 い
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と い う課 題 が あ る 。Sugimuraら 【28]は 、 タ イ ム ラ プ ス シ ネ マ

ト グ ラ フ ィ ー 、 受 精 卵 呼 吸 量 測 定 装 置 お よ び 個 別 管 理 培 養 デ

ィ ッ シ ュ を 用 い 、5つ の 指 標 に よ り 受 精 卵 を 選 別 す る こ と で

新 鮮 卵 移 植 に お い て 受 胎 率 の 高 い 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る

と 報 告 し て い る 。 し か し 、 タ イ ム ラ プ ス シ ネ マ ト グ ラ フ ィ ー

お よ び 受 精 卵 呼 吸 量 測 定 装 置 は 高 額 で あ る た め 畜 産 現 場 へ の

普 及 は 難 し い 。 そ こ で 、 谷 合[31】 は 、 倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理

培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た 簡 易 な 観 察 に よ り受 精 卵 を 選 別 す る

こ と で 、 胚 盤 胞 発 生 能 の 高 い 良 質 な 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ

る と 報 告 し た 。

ヒ ト の 体 外 受 精 で は 受 精 卵 を 選 別 す る 際 に 胚 盤 胞 期 の 品 質

評 価 の み で な く 、 発 生 過 程 の 形 態 観 察 に よ っ て 受 胎 能 力 の 高

い 受 精 卵 の 選 別 が 行 な わ れ て い る 【3,10,24】 。 中 で も 、 第 一

卵 割 の 時 間 が 受 精 卵 の 選 別 の 指 標 と し て 用 い ら れ て お り 、 第

一 卵 割 が 早 い 受 精 卵 が
、 遅 い 受 精 卵 に 比 べ て 胚 盤 胞 発 生 能 力

お よ び 受 胎 能 力 が 高 い と 報 告 さ れ て い る[24】 。 一 方 、 ギ ル ヌ

ス 【11】は 、 卵 割 速 度 の 遅 い 受 精 卵 が 存 在 し 、 そ れ ら の 受 精 卵

は 胚 盤 胞 発 生 能 が 低 い と は 限 ら ず 、 谷 合 【31】の 報 告 に 加 え て

新 た に 観 察 時 間 を 追 加 す る と と も に 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 理 由

に つ い て 検 討 す る 必 要 が あ る と 報 告 し て い る 。

2



Bermejo-Alvarezら 【1】は 、 ウ シ 性 選 別 精 液 を 用 い た 体 外 受 精

に お い て 、 第 一 卵 割 は 通 常 精 液 を 用 い た 場 合 に 比 べ て 著 し く

遅 延 す る と 報 告 し て い る 。こ の こ と か ら 、体 外 受 精 に お い て 、

性 選 別 精 液 を 用 い る こ と が 第 一 卵 割 の 時 間 に 影 響 し て い る 可

能 性 が 考 え ら れ る 。

そ こ で 、 本 研 究 で は 倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ

を 用 い た 簡 易 な 受 精 卵 の 形 態 観 察 の 有 効 性 を 明 ら か に す る た

め 、5つ の 指 標 を 用 い て 受 精 卵 を 選 別 し 、 胚 盤 胞 発 生 率 お よ

び 生 産 胚 率 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し た 。 ま た 、 ウ シ 性 選

別 精 液 が 体 外 受 精 後 の 卵 割 開 始 時 間 に 与 え る 影 響 に つ い て 検

討 し た 。 そ し て 、5つ の 指 標 を 用 い て 選 別 し た 受 精 卵 の 新 鮮

卵 移 植 の 受 胎 率 に つ い て も 検 討 し た 。
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第1章 ウ シ 体 外 受 精 卵 の 卵 割 形 態 が 受 精 卵 の 発 生 に 及 ぼ す

影 響

第1節 緒 言

近 年 、 ウ シ 受 精 卵 移 植 の 実 施 頭 数 は 増 加 し 、 体 外 受 精 卵 の

需 要 が 増 え て い る 。平 成26年 度 農…林 水 産 省 生 産 局 の 調 査 【23】

に よ る と 、わ が 国 の ウ シ 体 外 受 精 卵 の 移 植 頭 数 は 平 成21年 度

が9,048頭 で あ っ た の に 対 し 、 平 成26年 度 に は18,907頭 と

約2倍 に 増 加 し て い る 。 し か し 、 体 外 受 精 卵 は 体 内 受 精 卵 に

比 べ て 新 鮮 卵 お よ び 凍 結 卵 と も に 受 胎 率 が 低 い 。 ま た 、 体 外

受 精 卵 の 移 植 で は 過 大 子 、 妊 娠 期 間 の 延 長 、 流 産 の 割 合 が 高

い な ど の 問 題 点 が 指 摘 さ れ て い る 【18】。

ヒ ト の 体 外 受 精 で は 、 妊 娠 率 の 高 い 受 精 卵 を 選 別 す る 方 法

と し て 初 期 受 精 卵 の 形 態 観 察 が 用 い ら れ て い る 【3,9,24】 。 ウ

シ の 体 外 受 精 に お い て も 、Sugimuraら 【28】が タ イ ム ラ プ ス シ

ネ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 受 精 卵 呼 吸 量 測 定 装 置 お よ び 個 別 管 理 培

養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い 、5つ の 指 標 に よ り 受 精 卵 を 選 別 す る こ

と で 新 鮮 卵 移 植 に お い て 受 胎 率 の 高 い 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で

あ る と 報 告 し て い る 。 こ の こ と か ら 、 体 外 受 精 卵 を 選 別 す る

際 に は 胚 盤 胞 期 の 品 質 評 価 の み で な く 、 発 生 過 程 の 形 態 観 察
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を 行 い 受 精 卵 の 選 別 を す る 必 要 が あ る と 考 え られ る 。 し か し 、

タ イ ム ラ プ ス シ ネ マ トグ ラ フ ィ ー お よ び 受 精 卵 呼 吸 量 測 定 装

置 は 高 額 で あ る た め 畜 産 現 場 へ の 普 及 は 難 し い 。 そ こ で 、 谷

合 【311は 倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た 簡 易

な 受 精 卵 の 観 察 が 、 胚 盤 胞 発 生 能 の 高 い 良 質 な 受 精 卵 の 選 別

方 法 と し て 有 効 で あ る と 報 告 し た 。 ま た 、 ギ ル ヌ ス[11】 は 卵

割 速 度 の 遅 い 受 精 卵 が 存 在 し 、 そ れ ら の 受 精 卵 は 胚 盤 胞 発 生

能 が 低 い と は 限 ら ず 、 谷 合[311の 報 告 に 加 え て 新 た に 観 察 時

間 を 追 加 す る 必 要 が あ る と 報 告 し て い る 。

そ こ で 、 本 研 究 で は 倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ

を 用 い た 簡 易 な 受 精 卵 の 形 態 観 察 の 有 効 性 を 明 ら か に す る た

め 、 再 度 指 標 を 見 直 し 、 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 に 及 ぼ

す 影 響 に つ い て 検 討 し た 。

第2節 材 料 お よ び 方 法

1.供 試 牛

本 章 に お け る 経 膣 採 卵(以 下OPU:Ovum-PickUp)の 供

卵 牛 は 、 ホ ル ス タ イ ン 種 未 経 産 牛5頭(延 べ6頭)お よ び 経

産 牛26頭(延 べ36頭)、 黒 毛 和 種 未 経 産 牛1頭(延 べ1頭)

お よ び 経 産 牛21頭(延 べ41頭)で あ る 。
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2.供 試 卵 子

1)卵 子 の 採 取

供 試 牛 か らOPUに よ り 未 成 熟 卵 子 を 採 取 し た 。OPUは 、

超 音 波 画 像 診 断 装 置(且S-2000ま た はHS-2100V、 本 多 電 子)

に 採 卵 用 プ ロ ー ブ(以 下 プ ロ ー ブ;HCV-4710MV、 本 多 電

子)を 装 着 し て 行 っ た 。 卵 子 吸 引 に 先 だ っ て 、 プ ロ ー ブ を 膣

内 に 挿 入 し て 、 両 側 卵 巣 の 卵 胞 数 お よ び 黄 体 数 を 計 測 し た 。

そ の 後 、プ ロ ー ブ の 採 卵 針 ガ イ ド に 採 卵 針(COVAニ ー ドルA

タ イ プ 、 ミ サ ワ 医 科 工 業)を 挿 入 し 、 卵 胞 液 を 吸 引 し た 。 吸

引 に は バ キ ュ ー一ム ポ ン プ(Model4、 富 十 平 工 業)を 用 い 、 吸

引 圧 は120mHgに 調 節 し た 。 卵 子 の 回 収 液 に は1%の 子 牛 血

清(以 下CS;16170-078、Gibco)お よ び5～10単 位!mOヘ

パ リ ン ナ ト リ ウ ム(ノ ボ ヘ パ リ ン 、 持 田 製 薬)を 添 加 し た 乳

酸 リ ン ゲ ル 液(ハ ル ゼ ン ーV注 射 液 、 日 本 全 薬 工 業)ま た は 修

正 リ ン 酸 緩 衝 液(エ ン ブ リ オ テ ッ ク 、 日 本 全 薬)を 用 い た 。

OPU終 了 後 、 回 収 液 の 入 っ た50m2遠 沈 管 は 、 発 泡 ス チ ロ ー

ル の 容 器 に 入 れ 、 保 温 し た 状 態 で 実 験 室 に 持 ち 帰 っ た 。

2)卵 子 の 検 索
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持 ち 帰 っ た 回 収 液 は エ ム コ ン 受 精 卵 回 収 用 ブ イ ル タ ー(EM

CONTMFilter、04135,ImmunoSystems,Inc.)を 用 い て 、

液 が 透 明 に な る ま で ろ 過 お よ び 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 回 収 液 を

90mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ(1・90・20、BIO・BIK)に 移 し 、

実 体 顕 微 鏡(SMZ645・3、Nicon)を 用 い て 卵 子 の 検 索 を 行 な

っ た 。 回 収 し た 卵 子 は 、10%CSを 添 加 し た 修 正 ダ ル ベ ッ コ リ

ン 酸 緩 衝 液(以 下D-PBS;14190-136、Gibco)を 入 れ た35mm

プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ(627161、Greinerbio-one)に 集 め

た 。

3)卵 子 の 品 質 評 価

卵 子 の 品 質 は 、 卵 丘 細 胞 が2層 以 上 付 着 し て い る も の を

Grade1、 卵 丘 細 胞 が1層 以 上 付 着 し て い る も の をGrade2、

卵 丘 細 胞 の 付 着 が1層 以 下 ま た は1!3以 上 付 着 し て い る も の

をGrade3、 卵 丘 細 胞 が 完 全 に 剥 離 ま た は 付 着 が 少 な い も の を

Grade4、 卵 丘 細 胞 が 膨 化 ま た は ク モ の 巣 状 に 変 性 し て い る も

の を 膨 化 卵 子 、 卵 子 の 直 径 が 小 さ い も の を 小 卵 子 と して 計6

種 類 に 分 類 し た 。 そ の う ち 、Grade1、2、3、4お よ び 膨 化 卵

子 の5種 類 を 培 養 し た 。
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3.卵 子 の 体 外 成 熟 培 養

卵 子 の 体 外 成 熟 培 養 に は 、5%CSお よ び0.02AUIm2FSH

(ア ン ト リ ンR10、 共 立 製 薬)を 添 加 し たHEPES緩 衝

TcM-199(以 下TcM・199;12340-030、Gibco)を 体 外 成 熟

培 養 液 と し て 用 い た 。 回 収 し た 卵 子 は 、10%CSを 添 加 し た

D-PBSを 入 れ た35mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ を3枚 用 意 し 、

順 に 卵 子 を 移 動 し て 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 体 外 成 熟 培 養 液 で2

回 洗 浄 し た 。

洗 浄 し た 卵 子 は 、60mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ(1007、

Falcon)に 作 製 し た100p2の 体 外 成 熟 培 養 液 の ド ロ ッ プ を 流

動 パ ラ フ ィ ン(ナ カ ラ イ テ ス ク)で 覆 っ た も の に20個 ず つ 導

入 し た 。 回 収 卵 子 数 が10個 以 下 で あ っ た 場 合 は 、50p2の 体

外 成 熟 培 養 液 の ド ロ ッ プ に 導 入 し た 。体 外 成 熟 培 養 は38.5℃ 、

5%CO2、95%空 気 、 湿 度 飽 和 の 気 相 条 件 下 で22時 間 行 な っ

た 。

4.体 外 受 精

1)生 存 精 子 の 分 離

体 外 受 精 に は25頭 の ホ ル ス タ イ ン 種 種 雄 牛(こ の う ち9頭 は

性 選 別 精 液)お よ び20頭 の 黒 毛 和 種 種 雄 牛 の 凍 結 精 液 を 用 い
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た 。 凍 結 精 液 は37℃ の 温 湯 中 に30秒 間 浸 漬 し て 融 解 し た 。 融

解 し た 精 液 は 、Takahashiら[30】 の 方 法 に 準 じ て パ ー コ ー ル 密

度 均 衡 法 に よ り 生 存 精 子 を 分 離 し た 。 す な わ ち パ ー コ ー ル 溶

液(17-0891-01、GEHealthcareBio-SciencesAB)お よ び

10倍 濃 度 のBO液[41を 用 い 調 製 し た90%パ ー コ ー一ル 溶 液 と 、1

倍 濃 度 のBO液 と90%パ ー コ ー ル 溶 液 を 同 量 ず つ 混 合 し て 調

製 し た45%パ ー コv-一一ル 溶 液 を 用 い た 。 性 選 別 精 液 は 、90%パ

ー コ ー ル 溶 液 と
、1倍 濃 度 のBO液 と90%パ ー コ ー ル 溶 液 を1:

2の 割 合 で 混 合 し て 調 製 し た60%パ ー コ ー ル 溶 液 を 用 い た 。調

製 し た45%パ ー コ ー ル 溶 液 を15m2プ ラ ス チ ッ ク 遠 沈 管

(Corning)に2m2入 れ た 後 、90%パ ー コ ー ル 溶 液 ま た は60%

パ ー一コ ー ル 溶 液2m2を 底 に 入 れ 、 融 解 し た 精 液 を45%パ ー コ

ー ル 溶 液 の 上 に 重 層 し た
。 重 層 し た 精 液 は 、2000rpmで20分

間 遠 心 分 離 を 行 な っ た 後 、 上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除 去

し 、 生 存 精 子 を 分 離 し た 。

2)精 子 の 受 精 能 誘 起 法

精 子 の 受 精 能 誘 起 法 は 、IVF100(14E2J、 機 能 性 ペ プ チ ド

研 究 所)の 仕 様 書 に 従 っ て 実 施 し た 。 す な わ ち 、 パ ー コ ー ル

で 選 抜 し た 精 子 に6m2のIVFIOOを 加 え 、1800rpmで5分 間 遠 心
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分 離 を 行 い 、 上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除 去 し た 。

3)精 子 濃 度 調 整 お よ び 体 外 受 精

洗 浄 し た 精 液 は 、 精 子 濃 度 が10×1061m2に な る よ う に

IVFI100を 加 え 調 整 し 、 精 子 浮 遊 液 と し た 。

成 熟 卵 子 はIVFIOOで3回 洗 浄 し た 後 、IVF100で35mmプ ラ

ス チ ッ ク シ ャ ー レ に50p2の ド ロ ッ プ を 作 製 し 、 流 動 パ ラ フ ィ

ン で 覆 っ た も の に20個 ず つ 導 入 し た 。 成 熟 卵 子 を 導 入 し た ド

ロ ッ プ に 精 子 浮 遊 液 を50μ0加 え 、 最 終 精 子 濃 度 を5×106/m2

に 調 整 し 、体 外 成 熟 培 養 と 同 様 の 気 相 条 件 下 で6時 間 培 養 を 行

な っ た 。

5.体 外 発 生 培 養

体 外 発 生 培 養 に は 、5%CSを 添 加 し たCRlaa【261を 体 外 発

生 培 養 液 と し て 用 い た 。 接 合 子 は 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 卵

丘 細 胞 を 完 全 に 除 去 し た 後 、体 外 発 生 培 養 液 で3回 洗 浄 し た 。

洗 浄 し た 接 合 子 は 、 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ(大 日 本 印 刷)

を 用 い て 培 養 し た 。 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ は35mmシ ャ ー

レ 内 の 中 央 部(φ7mmの 枠 の 中)に25個 の 微 細 な ウ ェ ル(直

径280pm、 深 さ160pm、 底 面7度 の テ ー パ 形 状)が あ る 。 こ
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の 上 に 体 外 発 生 培 養 液 で125P2の ド ロ ッ プ を 作 製 し 、 流 動 パ

ラ フ ィ ン で 覆 っ た も の に 接 合 子 を25個 導 入 し た 。体 外 発 生 培

養 は38.5℃ 、5%CO2、5%02、90%N2、 湿 度 飽 和 の 気 相 条 件

下 で 行 な っ た 。

媒 精 日 を0日 目 と し て 、7か ら9日 目 に 胚 盤 胞 発 生 率 お よ

び 生 産 胚(移 植 可 能 受 精 卵)率 を 調 べ た 。

6.受 精 卵 の 選 別 指 標

受 精 卵 は5つ の 指 標(図1)を 用 い て 選 別 し た 。 受 精 卵 の

選 別 は 倒 立 顕 微 鏡 を 用 い 、指 標1を 体 外 受 精 開 始 後27時 間 目

に 、指 標2か ら4を 体 外 受 精 開 始 後31時 間 目 に 、指 標5を 体

外 受 精 開 始 後55時 間 目 に 観 察 し て 行 な っ た 。 指 標1で は 、体

外 受 精 開 始 後27時 問 目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 と 、1細 胞 期 ま た

は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 に 分 類 し た 。 指 標2で は 、 体 外 受 精

開 始 後27時 間 目 に お い て 卵 割 率 が50%未 満 で 、31時 間 目 に

50%以 上 と な っ た 培 養 シ ャ ー レ を 対 象 と し 、 体 外 受 精 開 始 後

31時 間 目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 と 、1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以

上 の 受 精 卵 に 分 類 し た 。指 標3で は 、 体 外 受 精 開 始 後31時 間

目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 と 、1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上 の 受

精 卵 に 分 類 し た 。 指 標4で は 、 体 外 受 精 開 始 後31時 問 目 に2
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細 胞 期 の 受 精 卵 を 対 象 と し 、 均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 と 、 不

均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 ま た は フ ラ グ メ ン トを 有 す る2細 胞

期 の 受 精 卵 に 分 類 し た 。 指 標5で は 、体 外 受 精 開 始 後55時 問

目 に8細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 と 、8細 胞 期 未 満 の 受 精 卵 に 分 類

し た 。

6.統 計 分 析

胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 は],c2検 定 を 用 い て 分 析 し た 。

第3節 結 果

1)胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率

指 標1に よ る 選 別 で の 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 を 表1-

1に 示 し た 。 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 は 、 体 外 受 精 開 始

後27時 間 目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 が 、1細 胞 期 と3細 胞 期 以 上

の 受 精 卵 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。 指 標2に よ る 分 類

で の 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 を 表1・2に 示 し た 。 胚 盤 胞

発 生 率 は 、 体 外 受 精 開 始 後31時 間 目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 が 、

1細 胞 期 と3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た

(Pく0.01)。 ま た 、3細 胞 期 以 ヒ の 受 精 卵 が 、1細 胞 期 に 比 べ

て 有 意 に 高 か っ た(P<0.01)。 生 産 胚 率 は 、2細 胞 期 の 受 精 卵
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が 、1細 胞 期(P<0.01)と3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵(P<0.05)

に 比 べ て 有 意 に 高 か っ た 。 さ ら に 、3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 が 、

1細 胞 期 に 比 べ て 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。 指 標3に よ る 分

類 で の 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 を 表1-3に 示 し た 。 胚 盤

胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 は 、2細 胞 期 の 受 精 卵 が 、1細 胞 期 の

と3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。 指

標4に よ る 分 類 で の 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 を 表1・4に

示 し た 。 胚 盤 胞 発 生 率 は 、 体 外 受 精 開 始 後31時 間 目 に 均 等 な

2細 胞 期 の 受 精 卵 が 、 不 均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 ま た は フ ラ

グ メ ン ト を 有 す る 受 精 卵 に 比 べ て 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。

指 標5に よ る 分 類 で の 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 を 表1・

5に 示 し た 。 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 は 、 体 外 受 精 開 始

後55時 間 目 に8細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 が 、8細 胞 期 未 満 の 受 精

卵 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。

2)選 別 指 標 の 組 み 合 わ せ に よ る 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚

率

指 標1を 用 い た 組 み 合 わ せ に よ る 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産

胚 率 を 表1-6に 示 し た 。 胚 盤 胞 発 生 率 は 、 指 標1、3、4、5

(1+3+4+5)の 組 み 合 わ せ が 、 指 標1(p<0.01)、 指 標1+3
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(p<0.01)お よ び 指 標1+3+4(p<0.05)に 比 べ て 有 意 に 高 か

っ た 。 生 産 胚 率 は 、指 標1+3+4+5が 指 標1お よ び 指 標1+3に

比 べ て 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。

指 標2を 用 い た 組 み 合 わ せ に よ る 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産

胚 率 を 表1・7に 示 し た 。指 標2+4+5が 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生

産 胚 率 と も に 最 も 高 か っ た が 、有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
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第4節 考 察

体 外 受 精 卵 に お い て 、 体 外 受 精 開 始 か ら 第 一 卵 割 ま で の 時

間 が 早 い 受 精 卵 は 胚 盤 胞 発 生 能 が 高 い と 報 告 さ れ て い る 【24】。

Sugimuraら 【28】は ウ シ 体 外 受 精 卵 に お い て 第 一 卵 割 が 体 外

受 精 開 始 か ら27時 間 以 内 に 終 了 し た 受 精 卵 が 、27時 間 以 降

に 終 了 し た 受 精 卵 よ り も 胚 盤 胞 発 生 率 が 高 く 、 染 色 体 異 常 を

示 す 細 胞 の 割 合 が 有 意 に 低 か っ た と 示 し て い る 。 ま た 、 谷 合

【31】は 第 一 卵 割 が 体 外 受 精 開 始 か ら27時 間 以 内 に 終rし 、卵

割 形 態 が 均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 の 胚 盤 胞 発 生 率 が 高 か っ た

と 報 告 し て い る 。 本 研 究 で も 同 様 に 、 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生

産 胚 率 は 体 外 受 精 開 始 後27時 間 目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 が 、1

細 胞 期 と3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た

(p<0.01)。 こ の こ と か ら 、本 研 究 で 用 い た 指 標1は 胚 盤 胞 発

生 能 の 高 い 受 精 卵 を 選 別 す る の に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

一 方
、 第 一 卵 割 が 早 い 受 精 卵 が 必 ず し も 品 質 の 良 い 受 精 卵

で は な い と い う 報 告 も あ る 【9]。 ギ ル ヌ ス 【11】は 第 一 卵 割 が 遅

れ る 場 合 も あ り 、 第 一 卵 割 の 新 た な 選 別 指 標 を 体 外 受 精 開 始

後27か ら55時 間 の 間 で 設 け る 必 要 が あ る と 報 告 し て い る 。

こ の こ と か ら 、本 研 究 で は 体 外 受 精 開 始 か ら27時 間 目 に お い

て 卵 割 率 が50%未 満 で 、31時 間 目 に50%以 上 に 上 昇 し た 培
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養 シ ャ ー レ に つ い て は 、31時 間 口 の 卵 割 形 態 で の 受 精 卵 の 選

別 を 行 な っ た 。 胚 盤 胞 発 生 率 は 、体 外 受 精 開 始 か ら31時 間 目

に2細 胞 期 の 受 精 卵 が 、1細 胞 期 と3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 に

比 べ 有 意 に 高 か っ た(pく0.01)。 生 産 胚 率 は 、2細 胞 期 の 受 精

卵 が 、1細 胞 期(p<0.01)と3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵(p<0.05)

に 比 べ て 有 意 に 高 か っ た 。 こ の こ と か ら 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る

受 精 卵 に つ い て は 指 標2に よ る 受 精 卵 の 選 別 が 有 効 で あ る 可

能 性 が 示 さ れ た 。 し か し 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 理 由 に つ い て は

使 用 精 液 、 供 卵 牛 、 培 養 手 法 な ど 様 々 な 要 因 が 考 え ら れ る た

め 、 さ ら に 詳 し く 検 討 す る 必 要 が あ る と 考 え ら れ た 。

Sugimuraら[28】 は 、 体 外 受 精 開 始 か ら25.9±1.9時 間 で 第

一一卵 割 が 終 了 し
、 そ の 後9.1±1.3時 間 で 第 二 卵 割 が 終 了 す る

と 報 告 し て い る 。 谷 合[31】 は 、 卵 割 休 止 期 で の フ ラ グ メ ン ト

の 有 無 を 指 標 と し て 用 い 、 第 一 卵 割 時 の フ ラ グ メ ン トの 有 無

も 考 慮 す る 必 要 が あ る と 報 告 し て い る 。 本 研 究 で は 新 た に 、

体 外 受 精 開 始 か ら31時 間 目 の 卵 割 形 態 に よ っ て 受 精 卵 を 選

別 す る 指 標 を 設 け て2細 胞 期 の 受 精 卵 を 選 別 し た 。 胚 盤 胞 発

生 率 お よ び 生 産 胚 率 は 、2細 胞 期 の 受 精 卵 が 、1細 胞 期 と3

細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(Pく0.01)。 こ の こ

と か ら 、体 外 受 精 開 始 か ら31時 間 目 に 第 二 卵 割 が 終 了 し て お
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らず 、2細 胞 期 の 胚 が 胚 盤 胞 発 生 能 の 高 い 胚 で あ る と 示 さ れ

た 。

フ ラ グ メ ン ト と は 、 細 胞 質 が 卵 割 せ ず に 断 片 化 し た も の で

あ る 。 フ ラ グ メ ン トの 有 無 や そ の 割 合 は 、 受 精 卵 の 品 質 評 価

の 基 準 と し て 用 い ら れ て お り[3]、 フ ラ グ メ ン ト の 割 合 が 高 い

受 精 卵 は 、 フ ラ グ メ ン トが 無 い 受 精 卵 に 比 べ て 胚 盤 胞 発 生 率

が 低 い こ と が 報 告 さ れ て い る 【28,31】 。 本 研 究 で も 、 胚 盤 胞 発

生 率 は 、体 外 受 精 開 始 か ら31時 問 目 に 均 等 な2細 胞 期 の 受 精

卵 が 、 不 均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 ま た は フ ラ グ メ ン トを 有 す

る 受 精 卵 に 比 べ て 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。 こ の こ と か ら 、

体 外 受 精 開 始 か ら31時 間 目 に フ ラ グ メ ン トが 無 く 、 均 等 な2

細 胞 期 の 受 精 卵 を 選 択 す る こ と で 、 胚 盤 胞 発 生 能 の 高 い 受 精

卵 が 選 別 で き る こ と が 示 さ れ た 。

ウ シ 体 外 受 精 卵 は 一 般 に8～16細 胞 期 で 卵 割 休 止 期 に 入 り 、

こ の 時 期 に8細 胞 期 で あ っ た 受 精 卵 は 、8細 胞 期 未 満 で あ っ

た 受 精 卵 に 比 べ て 胚 盤 胞 発 生 率 が 高 い と 報 告 さ れ て い る 【12]。

本 研 究 で も 、 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 は 、 体 外 受 精 開 始

後55時 間 目 に8細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 が 、8細 胞 期 未 満 の 受 精

卵 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。Sugimuraら 【28】は 卵 割

休 止 期 の 細 胞 数 が4～5細 胞 期 の 受 精 卵 は 、染 色 体 異 常 が 認 め
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ら れ る 割 合 が 高 く 、8～16細 胞 期 の 受 精 卵 に 比 べ て 内 細 胞 塊

お よ び 胚 盤 胞 の 総 細 胞 数 が 有 意 に 少 な い と 報 告 し て い る 。 こ

の こ と か ら 、 卵 割 休 止 期 で は 、8細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 が 、8細

胞 期 未 満 の 受 精 卵 に 比 べ て 胚 盤 胞 発 生 能 が 高 い こ と が 示 さ れ

た 。

本 研 究 で 用 い た 指 標 を 組 み 合 わ せ て 受 精 卵 を 選 別 す る と 、

体 外 受 精 開 始 か ら27お よ び31時 間 目 に フ ラ グ メ ン ト の 無 い 、

均 等 な2細 胞 期 で 、55時 間 目 に8細 胞 期 以 上 で あ る 受 精 卵 が

そ の 他 の 受 精 卵 に 比 べ て 有 意 に 高 い 胚 盤 胞 発 生 率 を 示 し た 。

ま た 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 受 精 卵 に つ い て は 、 体 外 受 精 開 始 か

ら31時 問 目 に 第 一 卵 割 の 形 態 を 観 察 し 、選 別 す る こ と で 胚 盤

胞 発 生 能 の 高 い 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

以 上 の 結 果 か ら 、 体 外 受 精 開 始 か ら27、31お よ び55時 間 目

で の 倒 立 顕 微 鏡 を 用 い た 受 精 卵 の 観 察 に よ る 、 胚 盤 胞 発 生 能

の 高 い 良 質 な 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る と い う こ と が 示 さ れ

た 。

26



第5節 要 約

本 研 究 で は 、倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た

簡 易 な ウ シ 体 外 受 精 卵 の 形 態 観 察 の 有 効 性 を 明 ら か に す る た

め 、5つ の 指 標 で 受 精 卵 を 選 別 し 、 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産

胚 率 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し た 。 実 験 に は 、OPU由 来 の

未 成 熟 卵 子 を 用 い 、 発 生 培 養 時 に 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を

用 い た 。 受 精 卵 の 観 察 は 倒 立 顕 微 鏡 を 用 い 、 指 標1を 体 外 受

精 開 始 後27時 間 目 に 、 指 標2か ら4を 体 外 受 精 開 始 後31時

間 目 に 、指 標5を 体 外 受 精 開 始 後55時 間 目 に 観 察 し て 行 な っ

た 。 指 標1:2細 胞 期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上

の 受 精 卵 、 指 標2:卵 割 率 が50%未 満 で31時 間 目 に50%以

上 と な っ た 培 養 シ ャ ー レ を 対 象 と し、2細 胞 期 の 受 精 卵 と1

細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、指 標3:2細 胞 期 の 受 精

卵 と1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、指 標4:2細 胞 期

の 受 精 卵 を 対 象 と し 、 均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 と 不 均 等 な2

細 胞 期 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 有 す る2細 胞 期 の 受 精 卵 、 指 標

5:8細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 と 、8細 胞 期 未 満 の 受 精 卵 に 、 そ れ

ぞ れ 分 類 し た 。 体 外 受 精 開 始 か ら27お よ び31時 間 目 に フ ラ

グ メ ン ト の 無 い 、 均 等 な2細 胞 期 で 、55時 間 目 に8細 胞 期 以

上 で あ る 受 精 卵 が そ の 他 の 受 精 卵 に 比 べ て 有 意 に 高 い 胚 盤 胞

27



発 生 率 を 示 し た 。ま た 、第 一 卵 割 が 遅 れ る 受 精 卵 に つ い て は 、

体 外 受 精 開 始 か ら31時 間 目 に 第 一 卵 割 の 形 態 を 観 察 し 、選 別

す る こ と で 胚 盤 胞 発 生 能 の 高 い 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る こ

と が 示 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 体 外 受 精 開 始 か ら27、31

お よ び55時 間 日 で の 倒 立 顕 微 鏡 を 用 い た 受 精 卵 の 観 察 に よ

る 胚 盤 胞 発 生 能 の 高 い 良 質 な 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る と い

う こ と が 示 さ れ た 。
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第 皿 章 ウ シ 性 選 別 精 液 が 体 外 受 精 後 の 卵 割 開 始 時 間 に 与 え

る影 響

第1節 緒 言

ウ シ 凍 結 精 液 の 性 選 別 技 術 は 、 酪 農 ・畜 産 農 家 に お い て 、

効 率 的 な 子 牛 生 産 に 貢 献 で き る 技 術 で あ る 。 近 年 、 性 選 別 精

液 を 用 い た 人 工 授 精 技 術 で は 、約90%の 精 度 で 選 択 し た 性 の

産 子 が 得 ら れ る よ う に な っ た 【8]。 ま た 、 過 剰 排 卵 誘 起 処 置 に

よ る 受 精 卵 生 産 に お い て も 性 選 別 精 液 を 利 用 す る こ と で 、 希

望 す る 性 の 受 精 卵 を 生 産 す る こ と が 可 能 で あ る[22】 。 し か し 、

性 選 別 精 液 は 生 存 精 子 の 割 合 が 少 な い こ と や 、 精 子 活 力 が 通

常 精 液 に 比 べ て 低 下 し て い る な ど の 問 題 が あ る 【2,22】 。

性 選 別 精 液 を 用 い た 過 剰 排 卵 誘 起 処 置 に よ る 受 精 卵 生 産 で

は 、 ホ ル ス タ イ ン 種 の 経 産 牛 に お い て 移 植 可 能 受 精 卵 の 回 収

率 が 低 く 、 未 経 産 牛 で の 活 用 を 推 奨 し て い る 【131。 一 方 で 、

経 膣 採 卵(OPU:OvumPick-Up)と 体 外 受 精(IVF;■nVitro

Fertilization)を 組 み 合 わ せ たOPU-IVFI技 術 で は 、未 経 産 牛 、

経 産 牛 に 関 係 な く 受 精 卵 生 産 が 可 能 で あ る 。Matobaら 【20】

は 、OPU-IVF技 術 に よ る 性 選 別 精 液 を 用 い た 効 果 的 な 受 精 卵
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生 産 方 法 に つ い て 報 告 し て い る 。

Sugimuraら 【28】は ウ シ 体 外 受 精 卵 に お い て 、第 … 卵 割 が 体

外 受 精 開 始 か ら27時 間 以 内 に 終 了 し た 受 精 卵 は 受 胎 能 力 の

高 い 受 精 卵 で あ る と 報 告 し て い る 。 一 方 で 、 ギ ル ヌ ス(11】 は

卵 割 速 度 の 遅 い 受 精 卵 の 胚 盤 胞 発 生 能 が 低 い と は 限 ら ず 、 第

一 卵 割 が 遅 れ る 原 因 は 様 々 考 え ら れ る と 報 告 し て い る
。 な か

で も 、 使 用 す る 精 液 の 種 雄 牛 の 違 い は 体 外 受 精 成 績 に 大 き く

影 響 し て い る と 報 告 さ れ て い る 【15】。 ま た 、 本 研 究 の 第1章

で は 、 第 一一卵 割 が 遅 れ る 受 精 卵 に つ い て は 、 体 外 受 精 開 始 か

ら31時 間 目 で の 卵 割 検 査 が 、受 精 卵 の 選 別 に 有 効 で あ る こ と

が 示 さ れ た 。 し か し 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 原 因 に つ い て は 明 確

に さ れ て い な い 。 そ こ で 、 本 研 究 で は ウ シ 性 選 別 精 液 が 体 外

受 精 で の 卵 割 開 始 時 間 に 与 え る 影 響 に つ い て 検 討 し た 。

第2節 材 料 お よ び 方 法

1.供 試 卵 子

1)供 試 卵 巣

供 試 卵 巣 に は 、 食 肉 処 理 場 由 来 の ウ シ 卵 巣 を 用 い た 。 ウ シ

卵 巣 は 採 取 後 、 パ ウ チ パ ッ ク に 入 れ 、20℃ の ク ー ル イ ン キ ュ
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ウ ベ ー タ ー に 保 管 し 、BSE検 査 終 了 後 に 、 そ れ を 発 泡 ス チ ロ

ー ル の 箱 に 入 れ 実 験 室 に 持 ち 帰 っ た 。

2)卵 子 の 採 取

卵 巣 は 、 卵 巣 間 膜 お よ び 脂 肪 を 除 去 し た 後 、36.0℃ に 保 温

し た 滅 菌 生 理 食 塩 水 で 数 回 洗 浄 し 、 滅 菌 し た ペ ー パ ー タ オ ル

で 水 分 お よ び 血 液 を 除 去 し た 。 未 成 熟 卵 子 は 、19Gの 注 射 針

を 装 着 し た5m2シ リ ン ジ に3%CSを 添 加 し たD-PBSを 少 量

吸 引 し て シ リ ン ジ 内 を 洗 浄 し た 後 、3%CSを 添 加 し たD-PBS

を 約1m2吸 引 し 、 直 径2～6mmの 卵 胞 か ら 未 成 熟 卵 子 を 採 取

し た 。

3)卵 子 の 検 索

卵 巣 か ら 未 成 熟 卵 子 を 吸 引 後 、50m2遠 沈 管 中 で3分 間 未 成

熟 卵 子 を 沈 殿 さ せ た 後 、 卵 子 を 含 む 沈 殿 物 を 残 し て ア ス ピ レ

ー タ ー で 卵 胞 液 を 吸 引 除 去 し た 。 残 っ た 沈 殿 物 に3%CSを 添

加 し たD・PBSを 加 え 、 転 倒 混 和 し た 後 、 再 び3分 間 未 成 熟 卵

子 を 沈 殿 さ せ 、 残 り の 液 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除 去 し た 。

残 っ た 沈 殿 物 を90mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 出 し た 。 そ の

後 、3%CSを 添 加 し たD-PBSを 加 え て 沈 殿 物 を 希 釈 し て 、 実
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体 顕 微 鏡 を 用 い て 卵 子 の 検 索 を 行 っ た 。回 収 し た 卵 子 は 、10%

CSを 添 加 し たD-PBSを 入 れ た35mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ

に 集 め た 。

4)卵 子 品 質

卵 子 の 品 質 は 、 卵 丘 細 胞 が2層 以 上 付 着 し 細 胞 質 が 均 一 な

も の をGrade1、 卵 丘 細 胞 が1層 以 上 付 着 し 細 胞 質 が 均 一 な も

の をGrade2、 卵 丘 細 胞 が わ ず か し か 付 着 し て お ら ず 、細 胞 質

が 均 一 ま た は 卵 丘 細 胞 が 付 着 し細 胞 質 が 不 均 一 な も の を

Grade3、 卵 丘 細 胞 が 付 着 し て い な い も の ま た は 卵 丘 細 胞 が ほ

と ん ど 付 着 し て い な い も の をGrade4と し た 。 さ ら に 、 膨 化

し た 卵 丘 細 胞 が 付 着 し た も の の 計5種 類 に 選 別 し た 。 体 外 成

熟 培 養 に は 、Grade1お よ び2の 未 成 熟 卵 子 を 用 い た 。

2.卵 子 の 体 外 成 熟 培 養

卵 子 の 体 外 成 熟 培 養 に は 、5%CSお よ びO.02AUlm2FSH

を 添 加 し たTCM-199を 体 外 成 熟 培 養 液 と し て 用 い た 。回 収 し

た 卵 子 は 、10%CSを 添 加 し たD-PBSを 入 れ た35mmプ ラ ス

チ ッ ク シ ャ ー レ を3枚 用 意 し 、順 に 卵 子 を 移 動 し て 洗 浄 し た 。

そ の 後 、 体 外 成 熟 培 養 液 で2回 洗 浄 し た 。
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洗 浄 し た 卵 子 は 、60mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 作 製 し た

100p2の 体 外 成 熟 培 養 液 の ド ロ ッ プ を 、流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆 っ

た も の に20個 ず つ 導 入 し た 。 回 収 卵 子 数 が10個 以 下 で あ っ

た 場 合 は 、50Pt2の 体 外 成 熟 培 養 液 の ド ロ ッ プ に 導 入 し た 。 体

外 成 熟 培 養iは38.5℃ 、5%CO2、95%空 気 、 湿 度 飽 和 の 気 相 条

件 下 で20時 間 行 な っ た 。

3.体 外 受 精

1)生 存 精 子 の 分 離

体 外 受 精 に は 、 ホ ル ス タ イ ン 種 雄 牛2頭 の 性 選 別 精 液(雌 精

液:種 雄 牛A、 種 雄 牛B)と 、1頭 の 通 常 精 液(種 雄 牛C)を 用

い た 。 凍 結 精 液 は37℃ の 温 湯 中 に30秒 間 浸 漬 し て 融 解 し た 。

精 液 の 分 離 に は 、 パ ー コ ー ル 溶 液 お よ び10倍 濃 度 のBO液 【4】

を 用 い 調 製 し た90%パ ー コ ー ル 溶 液 と 、1倍 濃 度 のBO液 を 同

量 ず つ 混 合 し て 調 製 し た45%パ ー コ ー ル 溶 液 を 用 い た 。 調 製

し た45%パ ー コ ー ル 溶 液 を15m2の プ ラ ス チ ッ ク 遠 沈 管 に3m

2入 れ た 後 、融 解 し た 精 液 を45%パ ー コ ー ル 溶 液 の 上 に 重 層 し

た 。 重 層 し た 精 液 は 、2000rpmで20分 間 遠 心 分 離 を 行 な っ た

後 、 上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除 去 し 、 生 存 精 子 を 分 離 し

た 。
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2)精 子 の 受 精 能 誘 起 法

精 子 の 受 精 能 誘 起 法 は 、IVF100の 仕 様 書 に 従 っ て 実 施 し た 。

す な わ ち 、パ ー コ ー ル で 選 抜 し た 精 子 に6meのIVFIOOを 加 え 、

1800rpmで5分 間 遠 心 分 離 を 行 い 、上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸

引 除 去 し た 。

3)精 子 濃 度 調 整 お よ び 体 外 受 精

洗 浄 し た 精 液 は 、 精 子 濃 度 が10×106!mOに な る よ う に

IVFIOOを 加 え 調 整 し 、 精 子 浮 遊 液 と し た 。

成 熟 卵 子 はIVFIOOで3回 洗 浄 し た 後 、IVFIOOで35mmプ ラ

ス チ ッ ク シ ャ ー レ に50μeの ド ロ ッ プ を 作 製 し 、 流 動 パ ラ フ ィ

ン で 覆 っ た も の に20個 ず っ 導 入 し た 。 成 熟 卵 子 を 導 入 し た ド

ロ ッ プ に 精 子 浮 遊 液 をSOp9加 え 、 最 終 精 子 濃 度 を5x1061m2

に 調 整 し 、体 外 成 熟 培 養 と 同 様 の 気 相 条 件 下 で6時 間 培 養 を 行

な っ た 。

4.体 外 発 生 培 養

体 外 発 生 培 養 に は 、5%CSを 添 加 し たCRIaa【26】 を 体 外 発

生 培 養 液 と し て 用 い た 。 接 合 子 は 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 卵
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丘 細 胞 を 完 全 に 除 去 し た 後 、体 外 発 生 培 養 液 で3回 洗 浄 し た 。

洗 浄 し た 接 合 子 は 、 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い て 培 養 し

た 。個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ は35mmシ ャ ー レ 内 の 中 央 部(φ

7mmの 枠 の 中)に25個 の 微 細 な ウ ェ ル(直 径280pm、 深 さ

160pm、 底 面7度 の テ ー パ 形 状)が あ る 。 こ の 上 に 体 外 発 生

培 養 液 で 作 製 し た125p2の ド ロ ッ プ を 、 流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆

っ た も の に 接 合 子 を25個 導 入 し た 。体 外 発 生 培 養 は38.5℃ 、

5%CO2、5%02、90%N2、 湿 度 飽 和 の 気 相 条 件 下 で 行 な っ た 。

媒 精 開 始 後27、31お よ び55時 間 目 の 卵 割 率 を 調 査 し た 。

ま た 、 媒 精 日 を0日 目 と し て 、7か ら9日 目 に 胚 盤 胞 発 生 率

を 調 べ た 。

5.統 計 分 析

卵 割 率 は お よ び 胚 盤 胞 発 生 率 は κ2検 定 を 用 い て 分 析 し た 。

胚 盤 胞 の 発 生 日 齢 は κ2検 定 ま た は フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率

法 を 用 い て 分 析 し た 。

第3節 結 果

表2-1に 各 種 雄 牛 の 卵 割 時 間 、 卵 割 率 を 示 し た 。 種 雄 牛A
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に お け る 卵 割 率 は 体 外 受 精 開 始 後31時 間 目 が 、27時 間 目 に

比 べ 有 意 に 高 か っ た(pく0.01)。 ま た 、 体 外 受 精 開 始 後55時

間 目 が 、27お よ び31時 間 目 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。

種 雄 牛Bに お け る 卵 割 率 は 体 外 受 精 開 始 後31お よ び55時 間

目 が 、27時 問 目 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。 種 雄 牛C

に お け る 卵 割 率 は 体 外 受 精 開 始 後31お よ び55時 問 目 が 、27

時 間 目 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(p<0.01)。 ま た 、 体 外 受 精 開 始

後55時 間 目 が 、31時 間 目 に 比 べ 有 意 に 高 か っ た(pく0.05)。

さ ら に 、 体 外 受 精 開 始 後27時 間 目 の 卵 割 率 は 種 雄 牛Cが 、

種 雄 牛A(p<0.01)と 種 雄 牛B(p<0.05)に 比 べ 有 意 に 高 か

っ た 。

表2-2に 種 雄 牛 の 違 い が 胚 盤 胞 の 発 生 日 齢 に 及 ぼ す 影 響

を 示 し た 。 種 雄 牛Aに お け る7日 日 の 胚 盤 胞 発 生 率 は 種 雄 牛

Bと 種 雄 牛Cに 比 べ 有 意 に 低 か っ た(P<O.Ol)。 ま た 、 種 雄 牛

Aに お け る8日 目 の 胚 盤 胞 発 生 率 は 種 雄 牛Bと 種 雄 牛Cに 比

べ 有 意 に 高 か っ た(p<0 .05)。
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第4節 考 察

本 研 究 で は 、 種 雄 牛A、Bお よ びCの い ず れ も 体 外 受 精 開

始 か ら31時 間 目 の 卵 割 率 が27時 間 目 に 比 べ て 有 意 に 高 く

(p<0.01)、27時 間 目 で は 卵 割 率 が50%未 満 で あ っ た の に 対

し 、31時 間 目 に は50%以 上 に 上 昇 し た 。Bermejo-Alvarez

ら 【11は 、 性 選 別 精 液 を 用 い た 体 外 受 精 に お い て 、 第 一 卵 割 は

通 常 精 液 を 用 い た 場 合 に 比 べ て 著 し く 遅 延 す る と 報 告 し て い

る 。 本 研 究 で は 、 性 選 別 精 液 の み で な く 、 通 常 精 液 に お い て

も 第 一 卵 割 が 遅 延 し た 。 体 外 受 精 後 の 卵 割 率 お よ び 胚 盤 胞 発

生 率 に は 性 選 別 精 液 の 影 響 よ り も 種 雄 牛 の 違 い が 影 饗 し て い

る と 報 告 さ れ て い る[15,191。 こ の こ と か ら 、 卵 割 速 度 に も 種

雄 牛 の 違 い が 影 響 し て い る と 考 え ら れ た 。

し か し 、体 外 受 精 開 始 か ら27時 問 目 の 卵 割 率 は 通 常 精 液 で

あ る 種 雄 牛Cが 、 性 選 別 精 液 で あ る 種 雄 牛A(p<0.01)と 種

雄 牛B(p<0.05)に 比 べ 有 意 に 高 か っ た 。 こ の こ と か ら 、 性

選 別 精 液 が 通 常 精 液 に 比 べ て 顕 著 に 第 一 卵 割 が 遅 れ る と い う

こ と が 確 認 で き た 。 こ れ は 、Bermejo-Alvarezら[1】 の 報 告 と

同 様 の 結 果 で あ っ た 。 彼 ら は 雌 精 液 お よ び 雄 精 液 の 間 で 、 性

別 に 関 す る3つ の 遺 伝 子(GSTM3、DNMT3A、 お よ びPGRMC1)
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の 発 現 量 に 差 が 認 め ら れ 、 こ の3つ の 遺 伝 子 が 第 一 卵 割 開 始

時 間 に 影 響 し て い る 可 能 性 が あ る と 報 告 し て い る 。 ま た 、 通

常 精 液 を 用 い た 体 外 受 精 に お い て も 、 雄 性 受 精 卵 は 、 雌 性 受

精 卵 よ り も 速 く発 生 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 【35】。 本 研 究

で 用 い た 性 選 別 精 液 は 雌 精 液 だ っ た こ と か ら 、 第 一 卵 割 が 通

常 精 液 に 比 べ て 遅 れ た と 考 え ら れ る 。 本 研 究 で 種 雄 牛Aの 胚

盤 胞 発 生 日 齢 が 遅 れ た 理 由 に つ い て も 同 様 の 理 由 で あ る と 考

え ら れ る 。

Palmaら 【25]は 体 外 受 精 に 性 選 別 精 液 を 使 用 し た 場 合 、 通

常 精 液 を 使 用 し た 場 合 と 比 べ て 卵 割 率 お よ び 胚 盤 胞 発 生 率 が

低 下す る と 報 告 し て い る 。 こ の 原 因 と し て 、 性 選 別 精 液 は 選

別 時 に 受 け る 損 傷 に よ り 、 精 子 の 運 動 性 お よ び 生 存 時 間 が 短

い こ と が 挙 げ ら れ る[211。 し か し 、 性 選 別 精 液 の 中 で も 種 雄

牛 に よ っ て は 、 通 常 精 液 と 同 等 の 胚 盤 胞 発 生 率 を 得 た も の も

あ り 、 種 雄 牛 の 個 体 差 も 体 外 受 精 成 績 に 大 き く 影 響 し て い る

と 報 告 し て い る 。 ま た 、Carvalhoら 【6】は 、 性 選 別 精 液 の 精

子 活 力 は 通 常 精 液 と 比 べ て 低 下 し て い る が 、 卵 割 率 お よ び 胚

盤 胞 発 生 率 は 変 わ ら な い と 報 告 し て い る 。本 研 究 で も 同 様 に 、

体 外 受 精 開 始 か ら31時 間 目 お よ び55時 間 目 の 卵 割 率 と 胚 盤

胞 発 生 率 に 種 雄 牛 問 で 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の こ
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と か ら 、 性 選 別 精 液 を 用 い た 体 外 受 精 に お い て は 通 常 精 液 を

用 い た 場 合 と 同 様 に 卵 割 率 や 胚 盤 胞 発 生 率 に 種 雄 牛 の 違 い が

大 き く 影 響 し 、 な か に は 卵 割 率 や 胚 盤 胞 発 生 率 が 低 い 個 体 が

存 在 す る こ と も 考 え ら れ る 。 そ の た め 、 種 雄 牛 ご と の 体 外 受

精 成 績 を あ ら か じ め 把 握 で き る よ う な 試 験 を 実 施 し て い く 必

要 が あ る と 考 え ら れ る 。

ウ シ 体 外 受 精 に お い て 、第 一 卵 割 が 体 外 受 精 開 始 か ら27時

間 以 内 に 終 了 し た 受 精 卵 は 胚 盤 胞 発 生 能 が 高 い と 報 告 さ れ て

い る 【28,31】 。 一 方 で 、 ギ ル ヌ ス 【11】は 卵 割 速 度 の 遅 い 受 精 卵

の 胚 盤 胞 発 生 能 が 低 い と は 限 ら ず 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 原 因 は

様 々 考 え ら れ る と 報 告 し て い る 。 本 研 究 で は 性 選 別 精 液 が 通

常 精 液 に 比 べ て 第 一 卵 割 が 遅 れ る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 第

一 卵 割 が 遅 れ て も そ の 後 の 受 精 卵 発 生 に は 影 響 が な い こ と が

明 ら か に な っ た 。性 選 別 精 液 は 選 別 時 にDNAの 損 傷 を 受 け て

い る 可 能 性 が 高 く 、 運 動 性 が 低 く 生 存 時 間 も 短 い な ど 、 通 常

精 液 と は 異 な る 特 性 を 有 し て い る 【2】。 本 研 究 で は 胚 盤 胞 発 生

速 度 は 種 雄 牛Aが 、 種 雄 牛Bと 種 雄 牛Cに 比 べ て 遅 か っ た 。

こ の こ と は 、 雄 性 受 精 卵 は 雌 性 受 精 卵 よ り も 速 く 発 生 す る こ

と 【351、 精 子 活 力 が 低 下 し て い る こ と[2,6】 、 種 雄 牛 間 の 個 体

差[15,19,25】 な ど が 影 響 し て い る と 推 測 さ れ る 。 こ れ ら の こ
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と か ら 、 卵 割 開 始 が 遅 れ る 受 精 卵 に つ い て は 本 研 究 第1章 で

示 し た よ う に 体 外 受 精 開 始 か ら31時 間 目 に も 卵 割 形 態 の 観

察 を 行 う 必 要 性 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 理 由

に つ い て は 種 雄 牛 間 の 個 体 差 以 外 に も 考 え ら れ る た め 、 今 後

詳 細 に 検 討 す る 必 要 が あ る 。

以 上 の 結 果 よ り、 性 選 別 精 液 を 用 い た 体 外 受 精 で は 通 常 精

液 を 用 い た 場 合 よ り も 顕 著 に 第 一 卵 割 が 遅 れ る こ と が 示 さ れ

た 。 し か し 、 本 研 究 に お い て は 体 外 受 精 開 始 か ら31お よ び

55時 間 目 の 卵 割 率 と 胚 盤 胞 発 生 率 に 種 雄 牛 間 で 差 が 無 か っ た

た め 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 受 精 卵 に お い て も そ の 後 の 受 精 卵 発

生 に 影 響 が な い と 示 さ れ た 。
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第5節 要 約

本 研 究 で は ウ シ 性 選 別 精 液 が 卵 割 開 始 時 間 に 与 え る 影 響 に

つ い て 検 討 し た 。 実 験 に は 食 肉 処 理 場 由 来 の ウ シ 卵 巣 か ら採

取 し た 未 成 熟 卵 子 を 用 い た 。 体 外 受 精 に は 、 ホ ル ス タ イ ン 種

雄 牛2頭 の 性 選 別 精 液(雌 精 液:種 雄 牛A、 種 雄 牛B)と 、1

頭 の 通 常 精 液(種 雄 牛C)を 用 い た 。 体 外 発 生 培 養 に は 個 別

管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た 。卵 割 率 は 体 外 受 精 開 始 か ら27、

31お よ び55時 間 目 に 調 べ た 。ま た 、媒 精 日 を0日 目 と し て 、

7か ら9日 目 に 胚 盤 胞 発 生 率 を 調 べ た 。

種 雄 牛A、Bお よ びCの い ず れ も 体 外 受 精 開 始 か ら31時 間

目 の 卵 割 率 が27時 間 目 に 比 べ て 有 意 に 高 く(p<0.01)、27時

間 目 で は 卵 割 率 が50%未 満 で あ っ た の に 対 し 、31時 間 目 に は

50%以 上 で あ り 、 性 選 別 精 液 の み で な く 、 通 常 精 液 に お い て

も 第 一 卵 割 が 遅 延 し た 。 ま た 、体 外 受 精 開 始 か ら27時 問 目 の

卵 割 率 は 通 常 精 液 で あ る 種 雄 牛Cが 性 選 別 精 液 で あ る 種 雄 牛

A(p<0.01)と 種 雄 牛B(p<0.05)に 比 べ 有 意 に 高 か っ た 。

こ の こ と か ら 、 性 選 別 精 液 が 通 常 精 液 に 比 べ て 顕 著 に 第 一 卵

割 が 遅 れ る と い う こ と が 確 認 で き た 。 し か し 、 体 外 受 精 開 始

か ら31時 間 目 お よ び55時 間 目 の 卵 割 率 と 胚 盤 胞 発 生 率 に 種

雄 牛 間 で 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
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以 上 の こ とか ら、 性 選 別 精 液 を 用 い た 体 外 受 精 で は 通 常 精

液 を用 い た 場 合 よ り も 顕 著 に 第 一 卵 割 が 遅 れ る こ と が 示 さ れ

た 。 しか し、 本 研 究 に お い て は 体 外 受 精 開 始 か ら31お よ び

55時 間 目の 卵 割 率 と胚 盤 胞 発 生 率 に種 雄 牛 間 で 差 が 無 か っ た

た め 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 受 精 卵 に お い て も そ の 後 の 受 精 卵 発

生 に 影 響 が な い と示 され た 。
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第 皿 章 ウ シ 体 外 受 精 卵 の 卵 割 形 態 が 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 に

及 ぼ す 影 響

第1節 緒 言

近 年 、 経 膣 採 卵(OPU:OvumPick・Up)技 術 と 体 外 受 精

(IVF:■nVitroFertilization)技 術 の 普 及 か ら 、 体 外 受 精

卵 の 移 植 頭 数 は 増 加 し て い る 。平 成26年 農 林 水 産 省 生 産 局 の

調 査[23】 に よ る と 、 受 精 卵 移 植 の 受 胎 率 は 体 内 受 精 卵 の 新 鮮

卵 で51%、 凍 結 卵 で46%、 体 外 受 精 卵 の 新 鮮 卵 で41%、 凍

結 卵 で39%で あ り 、 体 外 受 精 卵 は 体 内 受 精 卵 に 比 べ る と 受 胎

率 が 低 い 。

ヒ トの 体 外 受 精 で は 受 精 卵 の 形 態 的 品 質 よ り も 、 発 生 過 程

の 形 態 に よ る 受 精 卵 の 選 別 で 受 胎 能 力 の 高 い 受 精 卵 の 選 別 が

可 能 で あ る と 報 告 さ れ て い る 【36]。 谷 合 【31】は 倒 立 顕 微 鏡 と 個

別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た 簡 易 な 形 態 観 察 で 胚 盤 胞 発 生

能 力 の 高 い 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る と 報 告 し て い る 。 本 研

究 で も 第1章 に お い て 、 体 外 受 精 開 始 か ら27、31お よ び55

時 間 目 で の 形 態 観 察 に よ っ て 胚 盤 胞 発 生 能 の 高 い 良 質 な 受 精

卵 の 選 別 が 可 能 で あ る と い う こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 第 一 卵

割 が 遅 れ る 受 精 卵 に っ い て も 、体 外 受 精 開 始 か ら31時 間 目 で
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の 形 態 観 察 を 選 別 指 標 に 加 え る こ と で 胚 盤 胞 発 生 能 力 の 高 い

受 精 卵 が 選 別 で き る こ と が 示 さ れ た 。

本 章 で は 第1章 で 用 い た5つ の 指 標 を 用 い て 選 別 し た 受 精

卵 の 受 胎 能 力 を 明 ら か に す る た め 、OPU-IVFに よ り 生 産 し た

体 外 受 精 卵 の 新 鮮 卵 移 植 試 験 を 実 施 し た 。

第2節 材 料 お よ び 方 法

1.供 試 牛

本 章 に お け るOPUの 供 卵 牛 は 、 ホ ル ス タ イ ン 種 未 経 産 牛4

頭 、 お よ び 経 産 牛16頭(延 べ18頭)、 黒 毛 和 種 未 経 産 牛1

頭 お よ び 経 産 牛6頭 で あ る 。

2.供 試 卵 子

1)卵 子 の 採 取

未 成 熟 卵 子 は 、 供 試 牛 の 生 体 内 か らOPUに よ り 採 取 し た 。

OPUは 、 超 音 波 画 像 診 断 装 置 に プ ロ ー ブ を 装 着 し 、 膣 内 に 挿

入 後 、 両 卵 巣 の 卵 胞 個 数 お よ び 黄 体 数 を 数 え て 記 録 し た 。 そ

の 後 、 プ ロ ー ブ の 採 卵 針 ガ イ ド に 採 卵 針 を 挿 入 し 、 卵 胞 液 を

吸 引 し た 。 吸 引 に は バ キ ュ ー ム ポ ン プ を 用 い 、 吸 引 圧 は

120mHgに 調 節 し た 。 卵 子 の 回 収 液 に は1%のCSお よ び5～
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10単 位1meヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム を 添 加 し た 乳 酸 リ ン ゲ ル 液

ま た は 修 正 リ ン 酸 緩 衝 液 を 用 い た 。OPU終 了 後 、 回 収 液 の 入

っ た50m2遠 沈 管 は 、発 泡 ス チ ロ ー ル の 容 器 に 入 れ 、保 温 し た

状 態 で 実 験 室 に 持 ち 帰 っ た 。

2)卵 子 の 検 索

持 ち 帰 っ た 回 収 液 は エ ム コ ン 受 精 卵 回 収 用 フ ィ ル タ ー を 用

い て 、 液 が 透 明 に な る ま で ろ 過 お よ び 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 回

収 液 を90mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 移 し 、 実 体 顕 微 鏡 を 用

い て 卵 子 の 検 索 を 行 な っ た 。 回 収 し た 卵 子 は 、10%CSを 添 加

し たD-PBSを 入 れ た35mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 集 め た 。

3)卵 子 の 品 質 評 価

卵 子 の 品 質 は 、 卵 丘 細 胞 が2層 以 上 付 着 し て い る も の を

Grade1、 卵 丘 細 胞 が1層 以 上 付 着 し て い る も の をGrade2、

卵 丘 細 胞 の 付 着 が1層 以 下 ま た は113以 上 付 着 し て い る も の

をGrade3、 卵 丘 細 胞 が 完 全 に 剥 離 ま た は 付 着 が 少 な い も の を

Grade4、 卵 丘 細 胞 が 膨 化 ま た は ク モ の 巣 状 に 変 性 し て い る も

の を 膨 化 卵 子 、 卵 子 の 直 径 が 小 さ い も の を 小 卵 子 と し て 計6

種 類 に 分 類 し た 。 そ の う ち 、Grade1、2、3、4お よ び 膨 化 卵
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子 の5種 類 を 培 養 し た 。

3.卵 子 の 体 外 成 熟 培 養

卵 子 の 体 外 成 熟 培 養 に は 、5%CSお よ び0.02AU/m2FSH

を 添 加 し たTCM-199を 体 外 成 熟 培 養 液 と し て 用 い た 。回 収 し

た 卵 子 は 、10%CSを 添 加 し たD-PBSを 入 れ た35mmプ ラ ス

チ ッ ク シ ャ ー レ を3枚 用 意 し 、順 に 卵 子 を 移 動 し て 洗 浄 し た 。

そ の 後 、 体 外 成 熟 培 養 液 で2回 洗 浄 し た 。

洗 浄 し た 卵 子 は 、60mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に 作 製 し た

100p2の 体 外 成 熟 培 養 液 の ド ロ ッ プ を 、流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆 っ

た も の に20個 ず つ 導 入 し た 。 回 収 卵 子 数 が10個 以 下 で あ っ

た 場 合 は 、SOpeの 体 外 成 熟 培 養 液 の ド ロ ッ プ に 導 入 し た 。 体

外 成 熟 培 養 は38.5℃ 、5%CO2、95%空 気 、 湿 度 飽 和 の 気 相 条

件 下 で22時 間 行 な っ た 。

4.体 外 受 精

1)生 存 精 子 の 分 離

体 外 受 精 に は18頭 の ホ ル ス タ イ ン 種 種 雄 牛(こ の う ち2頭 は

性 選 別 精 液)お よ び5頭 の 黒 毛 和 種 種 雄 牛 の 凍 結 精 液 を 用 い た 。

凍 結 精 液 は37℃ の 温 湯 中 に30秒 間 浸 漬 し て 融 解 し た 。 融 解 し
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た 精 液 は 、Takahashiら 【30】の 方 法 に 準 じ て パ ー コ ー ル 密 度 均

衡 法 に よ り 生 存 精 子 を 分 離 し た 。 す な わ ち パ ー コ ー ル 溶 液 お

よ び10倍 濃 度 のBO液[4】 を 用 い 調 製 し た90%パ ー コ ー ル 溶 液

と 、1倍 濃 度 のBO液 と90%パ ー コ ー ル 溶 液 を 同 量 ず つ 混 合 し

て 調 製 し た45%パ ー コ ー ル 溶 液 用 い た 。 性 選 別 精 液 を 用 い る

際 は 、90%パ ー コ ー ル 溶 液 と 、1倍 濃 度 のBO液 と90%パ ー コ

ー ル 溶 液 を1:2の 割 合 で 混 合 し て 調 製 し た60%パ ー コ ー ル 溶

液 を 用 い た 。 調 製 し た45%パ ー一コ ー ル 溶 液 を15m2プ ラ ス チ ッ

ク 遠 沈 管 に2m2入 れ た の ち 、90%パ ー コ ー ル 溶 液 ま た は60%

パ ー コ ー ル 溶 液2m2を 底 に 入 れ 、 融 解 し た 精 液 を45%パ ー コ

ー ル 溶 液 の 上 に 重 層 し た 。 重 層 し た 精 液 は 、2000rpmで20分

間 遠 心 分 離 を 行 な っ た 後 、 上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸 引 除 去

し 、 生 存 精 子 を 分 離 し た 。

2)精 子 の 受 精 能 誘 起 法

精 子 の 受 精 能 誘 起 法 は 、IVFIOOの 仕 様 書 に 従 っ て 実 施 し た 。

す な わ ち 、パ ー コ ー ル で 選 抜 し た 精 子 に6m2のIVF100を 加 え 、

1800rpmで5分 間 遠 心 分 離 を 行 い 、上 清 を ア ス ピ レ ー タ ー で 吸

引 除 去 し た 。
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3)精 子 濃 度 調 整 お よ び 体 外 受 精

洗 浄 し た 精 液 は 、 精 子 濃 度 が10×1061m2に な る よ う に

IVFIOOを 加 え 調 整 し 、 精 子 浮 遊 液 と し た 。

成 熟 卵 子 はIVF100で3回 洗 浄 し た 後 、IVF100で35mmプ ラ

ス チ ッ ク シ ャ ー レ に50p2の ド ロ ッ プ を 作 製 し 、 流 動 パ ラ フ ィ

ン で 覆 っ た も の に20個 ず つ 導 入 し た 。 成 熟 卵 子 を 導 入 し た ド

ロ ッ プ に 精 子 浮 遊 液 を50p2加 え 、 最 終 精 子 濃 度 を5×1061m2

に 調 整 し 、体 外 成 熟 培 養 と 同 様 の 気 相 条 件 下 で6時 間 培 養 を 行

な っ た 。

5.体 外 発 生 培 養

体 外 発 生 培 養 に は 、5%CSを 添 加 し たCRIaa[26】 を 体 外 発

生 培 養 液 と し て 用 い た 。 接 合 子 は 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 卵

丘 細 胞 を 完 全 に 除 去 し た 後 、体 外 発 生 培 養 液 で3回 洗 浄 し た 。

洗 浄 し た 接 合 子 は 、 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い て 培 養 し

た 。個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ は35mmシ ャ ー一一一一一レ 内 の 中 央 部(φ

7mmの 枠 の 中)に25個 の 微 細 な ウ ェ ル(直 径280pm、 深 さ

160pm、 底 面7度 の テ ー パ 形 状)が あ る 。 こ の 上 に 体 外 発 生

培 養 液 で 作 製 し た125p2の ド ロ ッ プ を 、 流 動 パ ラ フ ィ ン で 覆

っ た も の に 接 合 子 を25個 導 入 し た 。体 外 発 生 培 養iは38.5℃ 、

50



5%CO2、5%02、90%N2、 湿 度 飽 和 の 気 相 条 件 下 で 行 な っ た 。

6.受 精 卵 の 選 別 指 標

受 精 卵 は5っ の 指 標(図1)を 用 い て 選 別 し た 。 受 精 卵 の

選 別 は 、倒 立 顕 微 鏡 を 用 い 、指 標1を 体 外 受 精 開 始 後27時 間

目 に 、 指 標2か ら4を 体 外 受 精 開 始 後31時 間 目 に 、 指 標5

を 体 外 受 精 開 始 後55時 間 目 に 観 察 し て 行 な っ た 。指 標1で は 、

体 外 受 精 開 始 後27時 間 目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 と 、1細 胞 期 ま

た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 に 分 類 し た 。 指 標2で は 、 体 外 受

精 開 始 後27時 間 目 に お い て 卵 割 率 が50%未 満 で 、31時 間 口

に50%以 上 と な っ た 培 養 シ ャ ー レ を 対 象 と し 、 体 外 受 精 開 始

後31時 問 目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 と 、1細 胞 期 ま た は3細 胞 期

以 上 の 受 精 卵 に 分 類 し た 。 指 標3で は 、 体 外 受 精 開 始 後31

時 間 目 に2細 胞 期 の 受 精 卵 と 、1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上

の 受 精 卵 に 分 類 し た 。 指 標4で は 、体 外 受 精 開 始 後31時 問 目

に2細 胞 期 の 受 精 卵 を 対 象 と し 、均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 と 、

不 均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 有 す る2細

胞 期 の 受 精 卵 に 分 類 し た 。 指 標5で は 、 体 外 受 精 開 始 後55

時 問 目 に8細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 と 、8細 胞 期 未 満 の 受 精 卵 に

分 類 し た 。
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7.受 精 卵 移 植

受 精 卵 移 植 は 、 媒 精 日 を0日 目 と し て 、7日 目 に 発 生 し た

体 外 受 精 新 鮮 卵 を 用 い 、 黄 体 側 子 宮 角 に1卵 移 植 し た 。 移 植

頭 数 は ホ ル ス タ イ ン 種57頭 、 黒 毛 和 種25頭 の 計82頭 で あ

っ た 。

8.統 計 分 析

受 胎 率 は 、pc2検 定 ま た は フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 法 を 用 い

て 分 析 し た 。

第3節 結 果

指 標 別 の 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 を 表4-1に 示 し た 。 新 鮮 卵 移

植 の 受 胎 率 は 、 ホ ル ス タ イ ン 種 お よ び 黒 毛 和 種 に お い て 、 指

標1か ら5そ れ ぞ れ に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。

指 標1、3、4、5(1+3+4+5)の 組 み 合 わ せ に よ る 新 鮮 卵 移

植 の 受 胎 率 を 表4・2に 示 し た 。 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 は 、 ホ ル

ス タ イ ン 種 お よ び 黒 毛 和 種 に お い て 、1つ 以 上 の 指 標 が 当 て

は ま ら な か っ た も の が 、指 標1+3+4+5に 比 べ て 低 か っ た が 有

意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
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指 標2+4+5の 組 み 合 わ せ に よ る 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 を 表4

-3に 示 し た 。 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 は 、 ホ ル ス タ イ ン 種 お よ び

黒 毛 和 種 に お い て 、1つ 以 上 の 指 標 が 当 て は ま ら な か っ た も

の が 、 指 標2+4+5に 比 べ て 低 か っ た が 有 意 な 差 は 認 め ら れ な

か っ た 。
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第4節 考 察

近 年 、ウ シ 受 精 卵 生 産 に お い てOPU-IVF技 術 を 用 い た 体 外

受 精 卵 の 生 産 が 普 及 し 、 移 植 頭 数 も 増 加 し て い る 。 しか し 、

体 外 受 精 卵 は 体 内 受 精 卵 と 比 べ る と 受 胎 率 が 低 い こ と が 知 ら

れ て い る 。

平 成26年 農 林 水 産 省 生 産 局 の 調 査 【23】に よ る と 、受 精 卵 移

植 の 受 胎 率 は 、 体 内 受 精 卵 の 新 鮮 卵 で51%、 体 外 受 精 卵 の 新

鮮 卵 で41%で あ る 。 本 研 究 で は 、 第1章 で 用 い た 指 標

1+3+4+5を 組 み 合 わ せ て 受 精 卵 を 選 別 し 、 新 鮮 卵 移 植 を 行 な

い61.9%(13121)の 受 胎 率 を 得 ら れ た 。 ま た 、1つ 以 上 の 指

標 が 当 て は ま ら な い 受 精 卵 を 移 植 す る と 、 受 胎 率 は40.0%

(12130)で あ っ た 。 谷 合 【31】は 倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理 培 養iデ

ィ ッ シ ュ を 用 い た 簡 易 な 受 精 卵 の 観 察 が 胚 盤 胞 発 生 能 の 高 い

良 質 な 受 精 卵 の 選 別 方 法 と し て 有 効 で あ る と 報 告 し て お り 、

本 研 究 に お い て も 同 様 の 結 果 を 得 ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 本

研 究 で 用 い た 指 標 は 体 外 受 精 卵 の 新 鮮 卵 移 植 に お い て 受 胎 能

力 の 高 い 良 質 な 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る こ と が と 示 さ れ た 。

ギ ル ヌ ス 【11】は ウ シ 体 外 受 精 卵 に お い て 第 一 卵 割 が 遅 れ る

=場合 も あ り 、 第 一 卵 割 の 新 た な 選 別 指 標 を 体 外 受 精 開 始 後27

か ら55時 間 の 間 で 設 け る 必 要 が あ る と 報 告 し て い る 。卵 割 開
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始 時 間 の 遅 れ る 原 因 に つ い て は 、 本 研 究 の 第ll章 で 性 選 別 精

液 お よ び 種 雄 牛 の 違 い が 影 響 し て い る こ と が 示 さ れ 、 体 外 受

精 開 始 後31時 間 目 に 第 一 卵 割 の 形 態 観 察 に よ る 受 精 卵 の 選

別 が 有 効 で あ る こ と も 示 さ れ た 。 本 研 究 の 移 植 頭 数 は 十 分 な

頭 数 で は な い が 、 第 一 卵 割 が 遅 れ た 受 精 卵 の 受 胎 率 は 、 指 標

2+4+5を 組 み 合 わ せ た も の で47.4%(9119)で あ り 、 指 標

1+3+4+5の 組 み 合 わ せ で 選 別 し た 受 精 卵 に 比 べ て 低 か っ た 。

ま た 、1つ 以 上 の 指 標 が 当 て は ま ら な い 受 精 卵 を 移 植 す る と

受 胎 率 は41.7%(5/12)で あ り 、 指 標1+3+4+5の 組 み 合 わ せ

で 選 別 し た 受 精 卵 と 比 べ る と 選 別 の 精 度 は 低 下 し た 。 本 研 究

で は 移 植 時 の 受 精 卵 の 形 態 的 品 質 は 示 さ な か っ た が 、 第 一 卵

割 が 遅 れ た 受 精 卵 の 移 植 時 の 形 態 的 品 質 は 、 早 か っ た 受 精 卵

と 差 の な い 品 質 で あ っ た 。 第1章 に お い て 第 一 卵 割 が 遅 れ る

受 精 卵 に つ い て は 指 標2で 選 別 す る こ と で 胚 盤 胞 発 生 率 は 差

の な い こ と が 確 認 さ れ 、 第 皿 章 で も 同 様 の 結 果 が 示 さ れ た 。

こ の こ と か ら 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 受 精 卵 は 早 か っ た 受 精 卵 に

比 べ て 胚 盤 胞 期 以 降 の 発 生 能 力 、 す な わ ち 胎 子 へ の 発 生 能 力

が 劣 る 可 能 性 が 示 唆 さ れ 、 今 後 こ の 理 由 に つ い て 詳 細 な 検 討

が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、OPU-IVFに よ り 生 産 し た

体 外 受 精 卵 を 用 い て 子 牛 を 生 産 す る 場 合 は 第 一 卵 割 の 早 い 受
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精 卵 を 選 択 し て 移 植 に 用 い る べ き で あ る と 考 え ら れ た 。

Sugimuraら 【28]は タ イ ム ラ プ ス シ ネ マ ト グ ラ フ ィ ー 、受 精

卵 呼 吸 量 測 定 装 置 個 お よ び 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い て5

つ の 指 標 を 組 み 合 わ せ 、 選 別 し た 受 精 卵 を 移 植 す る こ と で

78.9%と 高 い 受 胎 率 を 得 ら れ た と 報 告 し て い る 。ま た 、個 別 管

理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い て 生 産 し た ウ シ 体 外 受 精 卵 は 、 マ イ

ク ロ ド ロ ッ プ 法 で 生 産 し た 受 精 卵 よ り も 体 内 受 精 卵 に 近 く 、

受 胎 率 も 向 上 す る こ と が 報 告 さ れ て い る[28-29】 。 本 研 究 で は

タ イ ム ラ プ ス シ ネ マ トグ ラ フ ィ ー お よ び 受 精 卵 呼 吸 量 測 定 装

置 を 用 い ず に 、倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い 、

体 外 受 精 開 始 か ら27、31お よ び55時 間 目 に 卵 割 形 態 の 観 察

を 行 い5つ の 指 標 に よ り 受 精 卵 を 選 別 し た 。 こ の 簡 易 な 受 精

卵 の 選 別 で 、 新 鮮 卵 移 植 に お い て61.9%の 受 胎 率 を 得 る こ と

が で き た 。 さ ら に 、 指 標 に 当 て は ま ら な い 受 精 卵 の 受 胎 率 が

低 い こ と も 確 認 さ れ 、 受 胎 能 力 の 低 い 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で

あ る こ と が 示 さ れ た 。

以 上 の 結 果 か ら 、OPU-IVFに よ り 生 産 し た 受 精 卵 の 選 別 は

形 態 的 品 質 よ り も 、 発 生 過 程 の 形 態 観 察 に よ っ て 選 別 す る こ

と で 受 胎 能 力 の 高 い 受 精 卵 を 選 択 す る こ と が で き る こ と が 示

さ れ た 。 ま た 、 体 外 受 精 開 始 か ら27、31お よ び55時 間 目 に
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お け る 卵 割 形 態 の 観 察 に よ る 簡 易 な 受 精 卵 の 選 別 は 体 外 受 精

卵 の 受 胎 率 向 上 に 繋 が る こ と が 示 され た 。
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第5節 要 約

本 研 究 で は 、 倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用

い た 簡 易 な 受 精 卵 の 形 態 観 察 の 有 効 性 を 明 ら か に す る た め 、5

つ の 指 標 で 受 精 卵 を 選 別 し 、 新 鮮 卵 移 植 で の 受 胎 率 を 検 討 し

た 。実 験 に はOPU由 来 の 未 成 熟 卵 子 を 用 い 、 発 生 培 養 時 に 個

別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ を 用 い た 。 受 精 卵 の 選 別 は 倒 立 顕 微 鏡 を

用 い 、 指 標1を 体 外 受 精 開 始 後27時 問 目 に 、 指 標2か ら4

を 体 外 受 精 開 始 後31時 間 目 に 、 指 標5を 体 外 受 精 開 始 後55

時 間 目 に 行 な っ た 。 指 標1:2細 胞 期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま た

は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、 指 標2:卵 割 率 が50%未 満 で31

時 間 目 に50%以 上 と な っ た 培 養 シ ャv・・一一・レ を 対 象 と し 、2細 胞

期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、指 標3:

2細 胞 期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、

指 標4:2細 胞 期 の 受 精 卵 を 対 象 と し 、均 等 な2細 胞 期 の 受 精

卵 と 不 均 等 な2細 胞 期 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 有 す る2細 胞 期

の 受 精 卵 、 指 標5:8細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 と 、8細 胞 期 未 満 の

受 精 卵 に 、 そ れ ぞ れ 分 類 し た 。 指 標1+3+4+5で 選 別 し た 新 鮮

卵 移 植 の 受 胎 率 は 、61.9%(13121)で あ っ た 。 し か し 、 指 標

2+4+5で 選 別 し た 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 は 、47.4%(9119)で 、

指 標1+3+4+5で 選 別 し た 受 精 卵 に 比 べ 選 別 の 精 度 が 低 下 し た 。
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こ の こ と か ら 、OPU・IVFに よ り 生 産 し た 体 外 受 精 卵 を 用 い て

子 牛 を 生 産 す る 場 合 は 第 一 卵 割 の 早 い 受 精 卵 を 選 択 し て 移 植

に 用 い る べ き で あ る と 考 え られ た 。 さ ら に 、OPU-IVFに よ り

生 産 し た 受 精 卵 の 選 別 は 形 態 的 品 質 よ り も 、 発 生 過 程 の 形 態

観 察 に よ っ て 選 別 す る こ と で 受 胎 能 力 の 高 い 受 精 卵 を 選 択 す

る こ と が で き る と 示 さ れ た 。
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第IV章 総 括

近 年 、ウ シ 受 精 卵 移 植 に お い てOPU-IVF技 術 の 普 及 に よ

り 、 体 外 受 精 卵 の 移 植 頭 数 が 増 加 し て い る 。 し か し 、 体 外 受

精 卵 は 体 内 受 精 卵 に 比 べ る と 受 胎 率 が 低 い こ と が 知 られ て い

る 。 ヒ トの 体 外 受 精 卵 で は 胚 盤 胞 期 の 形 態 的 品 質 評 価 よ り も

発 生 過 程 で の 形 態 観 察 に よ る 選 別 で 、 受 胎 能 力 の 高 い 受 精 卵

の 選 別 が 行 な わ れ て い る 。 ウ シ 体 外 受 精 卵 に お い て も 移 植 に

用 い る 受 精 卵 を 選 別 す る 際 に は 胚 盤 胞 期 の 形 態 的 品 質 評 価 の

み で な く 、 発 生 過 程 の 形 態 観 察 を 行 い 受 精 卵 の 選 別 を す る 必

要 が あ る と 考 え ら れ る 。 そ こ で 、 本 研 究 で は 倒 立 顕 微 鏡 と 個

別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い 、体 外 受 精 開 始 か ら27、31お よ

び55時 問 目 に 卵 割 形 態 の 観 察 を 行 い 、5つ の 指 標 を 用 い て 、

胚 盤 胞 発 生 能 力 お よ び 受 胎 能 力 の 高 い 受 精 卵 の 選 別 の 有 効 性

に つ い て 検 討 し た 。

ウ シ 体 外 受 精 卵 の 卵 割 形 態 が 受 精 卵 の 発 生 に 及 ぼ す 影 響

本 研 究 で は 倒 立 顕 微 鏡 と個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た

簡 易 な 受 精 卵 の 形 態 観 察 の 有 効 性 を 明 ら か に す る た め 、5つ

の 指 標 で 受 精 卵 を 選 別 し、 胚 盤 胞 発 生 率 お よ び 生 産 胚 率 に 及
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ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し た 。実 験 に はOPU由 来 の 未 成 熟 卵 子

を 用 い 、 発 生 培 養 時 に 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た 。 受

精 卵 の 選 別 は 倒 立 顕 微 鏡 を 用 い 、指 標1を 体 外 受 精 開 始 後27

時 間 目 に 、 指 標2か ら4を 体 外 受 精 開 始 後31時 間 目 に 、指 標

5を 体 外 受 精 開 始 後55時 間 目 に 観 察 し て 行 な っ た 。指 標1:2

細 胞 期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、 指

標2:卵 割 率 が50%未 満 で31時 間 目 に50%以 上 と な っ た 培

養 シ ャ ー レ を 対 象 と し 、2細 胞 期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま た は3

細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、指 標3:2細 胞 期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま

た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、指 標4=2細 胞 期 の 受 精 卵 を 対 象

と し 、 均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 と 不 均 等 な2細 胞 期 ま た は フ

ラ グ メ ン ト を 有 す る2細 胞 期 の 受 精 卵 、指 標5:8細 胞 期 以 上

の 受 精 卵 と 、8細 胞 期 未 満 の 受 精 卵 に 、 そ れ ぞ れ 分 類 し た 。

体 外 受 精 開 始 か ら27お よ び31時 間 目 に フ ラ グ メ ン ト の 無 い 、

均 等 な2細 胞 期 で 、55時 問 目 に8細 胞 期 以 上 で あ る 受 精 卵 が

そ の 他 の 受 精 卵 に 比 べ て 有 意 に 高 い 胚 盤 胞 発 生 率 を 示 し た 。

ま た 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 受 精 卵 に つ い て は 、 体 外 受 精 開 始 か

ら31時 間 目 に 第 一 卵 割 の 形 態 を 観 察 し 、選 別 す る こ と で 胚 盤

胞 発 生 能 の 高 い 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

以 上 の 結 果 か ら 、 体 外 受 精 開 始 か ら27、31お よ び55時 間 目
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で の 倒 立 顕 微 鏡 を 用 い た 受 精 卵 の 観 察 に よ る 、 胚 盤 胞 発 生 能

の 高 い 良 質 な 受 精 卵 の 選 別 が 可 能 で あ る と い う こ と が 示 さ れ

た 。

ウ シ性 選 別 精 液 が 体 外 受 精 後 の 卵 割 開 始 時 間 に 与 え る影 響

本 研 究 で は ウ シ 性 選 別 精 液 が 卵 割 開 始 時 間 に 与 え る 影 響 に

つ い て 検 討 し た 。 実 験 に は 食 肉 処 理 場 由 来 の ウ シ 卵 巣 か ら採

取 し た 未 成 熟 卵 子 を 用 い た 。 体 外 受 精 に は ホ ル ス タ イ ン 種 雄

牛2頭 の 性 選 別 精 液(雌 精 液:種 雄 牛A、 種 雄 牛B)と 、1

頭 の 通 常 精 液(種 雄 牛C)を 用 い た 。 体 外 発 生 培 養 に は 個 別

管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た 。卵 割 率 は 体 外 受 精 開 始 か ら27、

31お よ び55時 間 目 に 調 べ た 。ま た 、媒 精 日 を0日 目 と し て 、

7か ら9日 目 に 胚 盤 胞 発 生 率 を 調 べ た 。

種 雄 牛A、Bお よ びCの い ず れ も 体 外 受 精 開 始 か ら31時 問

目 の 卵 割 率 が27時 間 目 に 比 べ て 有 意 に 高 く(p<0.01)、27時

間 目 で は 卵 割 率 が50%未 満 で あ っ た の に 対 し 、31時 間 口 に は

50%以 上 で あ り 、 性 選 別 精 液 の み で な く 、 通 常 精 液 に お い て

も 第 一 卵 割 が 遅 延 し た 。 ま た 、体 外 受 精 開 始 か ら27時 間 目 の

卵 割 率 は 通 常 精 液 で あ る 種 雄 牛Cが 、 性 選 別 精 液 で あ る 種 雄
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牛A(p<0.01)と 種 雄 牛B(p<0.05)に 比 べ 有 意 に 高 か っ た 。

こ の こ と か ら 、 性 選 別 精 液 が 通 常 精 液 に 比 べ て 顕 著 に 第 一 卵

割 が 遅 れ る と い う こ と が 確 認 で き た 。 し か し 、 体 外 受 精 開 始

か ら31時 間 目 お よ び55時 間 口 の 卵 割 率 と 胚 盤 胞 発 生 率 に 種

雄 牛 間 で 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。

以 上 の こ と か ら 、 性 選 別 精 液 を 用 い た 体 外 受 精 で は 、 通 常

精 液 を 用 い た 場 合 よ り も 顕 著 に 第 一 卵 割 が 遅 れ る こ と が 示 さ

れ た 。 し か し 、 本 研 究 に お い て は 、 体 外 受 精 開 始 か ら31お よ

び55時 間 目 の 卵 割 率 と 胚 盤 胞 発 生 率 に 種 雄 牛 間 で 差 が 無 か

っ た た め 、 第 一 卵 割 が 遅 れ る 受 精 卵 に お い て も そ の 後 の 胚 発

生 に 影 響 が な い と 示 さ れ た 。

ウ シ 体 外 受 精 卵 の 卵 割 形 態 が 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 に 及 ぼ す 影

響

本 研 究 で は 倒 立 顕 微 鏡 と個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た

簡 易 な 受 精 卵 の 形 態 観 察 の 有 効 性 を 明 ら か に す る た め 、5つ

の 指 標 で 受 精 卵 を 選 別 し 、新 鮮 卵 移 植 で の 受 胎 率 を 検 討 した 。

実 験 に はOPU由 来 の 未 成 熟 卵 子 を用 い 、発 生 培 養 時 に 個 別 管

理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を 用 い た 。 受 精 卵 の 選 別 は 倒 立 顕 微 鏡 を 用
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い 、指 標1を 体 外 受 精 開 始 後27時 間 目 に 、指 標2か ら4を 体

外 受 精 開 始 後31時 間 目 に 、 指 標5を 体 外 受 精 開 始 後55時 間

目 に 行 な っ た 。 指 標1:2細 胞 期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま た は3

細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、指 標2:卵 割 率 が50%未 満 で31時 間 目

に50%以 上 と な っ た 培 養 シ ャ ー レ を 対 象 と し 、2細 胞 期 の 受

精 卵 と1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、指 標3:2細 胞

期 の 受 精 卵 と1細 胞 期 ま た は3細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 、指 標4:

2細 胞 期 の 受 精 卵 を 対 象 と し 、 均 等 な2細 胞 期 の 受 精 卵 と 不

均 等 な2細 胞 期 ま た は フ ラ グ メ ン ト を 有 す る2細 胞 期 の 受 精

卵 、 指 標5:8細 胞 期 以 上 の 受 精 卵 と 、8細 胞 期 未 満 の 受 精 卵

に 、 そ れ ぞ れ 分 類 し た 。 指 標1+3+4+5で 選 別 し た 新 鮮 卵 移 植

の 受 胎 率 は 、61.9%(13!21)で あ っ た 。 し か し 、 指 標2+4+5

で 選 別 し た 新 鮮 卵 移 植 の 受 胎 率 は 、47.4%(9119)で 、 指 標

1+3+4+5で 選 別 し た 受 精 卵 に 比 べ 選 別 の 精 度 が 低 下 し た 。 こ

の こ と か ら 、OPU-IVFに よ り 生 産 し た 体 外 受 精 卵 を 用 い て 子

牛 を 生 産 す る 場 合 は 第 一 卵 割 の 早 い 受 精 卵 を 選 択 し て 移 植 に

用 い る べ き で あ る と 考 え ら れ た 。 さ ら に 、OPU・IVFに よ り 生

産 し た 受 精 卵 の 選 別 は 形 態 的 品 質 よ り も 、 発 生 過 程 の 形 態 観

察 に よ っ て 選 別 す る こ と で 受 胎 能 力 の 高 い 受 精 卵 を 選 択 す る

こ と が で き る と 示 さ れ た 。
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以 上 の こ と か ら 、 倒 立 顕 微 鏡 と 個 別 管 理 培 養 デ ィ ッ シ ュ を

用 い た5つ の 指 標 は 、 胚 盤 胞 発 生 能 お よ び 受 胎 能 力 の 高 い 受

精 卵 の 選 別 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 本 研 究 に お

い て 性 選 別 精 液 を 用 い た 体 外 受 精 で は 、 通 常 精 液 を 用 い た 場

合 よ り も 顕 著 に 第 一 卵 割 が 遅 れ る こ と が 示 さ れ た 。 し か し 、

第 一 卵 割 の 遅 れ は 、 そ の 後 の 卵 割 率 と 胚 盤 胞 発 生 率 に は 影 響

し な か っ た が 、 受 胎 率 に は 影 響 す る と 推 測 さ れ た 。
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Thjsstudyaimedtodeterminetheefficacyoffivepredicting

factorsforselectingombryoswithastrongabilitytodeveloP

intoblastocysts,Cumulusoocytecomplexes(COCs)were

collectedbyovumpick-up(OPU).ThecollectedCOCswere

culturedfor22h.Capacitatedsperm(atafinal

concentrationof5×106spermatozoa!ml)wereincubated

withtheCOCsfor6h.Thepresumptivezygoteswere

culturedfor9daysinCRlaasupPlementedwith5%CSina
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micro-wellculturedish(DaiNipponPrinting,Tokyo,

Japan).Thekineticsofembryodevelopmentwasobserved

at27,31,a皿d55hpostinsemination(hpi)by

stereomicroscopy.Thenumberofblastocysts(BL)and

producedembryos(PE:transferableembryos)was

measuredat7,8,and9dayspost-IVF.Thefivefactors

usedtoselectembryoswereasfollows:(1)Thezygotes

weredivided3groups(2cell,3cellormoreandnocleavage)

at27hpi;(2)Incasecleavageratewaslessthan50%at27

hpiandmorethan50%at31hpiineachculturedish,

d,ivided3groups(2cell,3cellormoreandnocleavage)at

31hpi;(3)Thezygotesweredivided3groups(2cell,3cell

ormoreandnocleavage)at31hpi;(4)Theembryosatthe

2cellstageat31hpiweredividedinto2groups:2cellwith

normalcleavageand2cellwithabnormalcleavage

(uneq・ualcleavage,2cellswithfragments);(5)The

embryosweredivided2groups(8cellormoreandlessthan

8cell)at55hpi.Theresultsshowedthatembryoswithhigh

developmentcompetencehad2cellswithnormalcleavage

at27and31hpiand8cellsormoreat55hpi.Inaddition,
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observationat31hpiwaseffectiveforselectingembryos

withhighdevelopmentcompetenceinthecaseofembryos

withslowfirstcleavage.

E」ffectO!sex-sortedspθrmOηthe'f皿 加80!」firstCleavage

ゴnbov加 θ ■VFθ 血 加705

Thisstudyexaminedtheeffectofthesex-sortedofsperms

onthetimingofthefirstcleavage.COCswerecollected

frombovineovariesfromalocalslaughterhouse.We

performedIVFusingsex-sortedspermsfrom2Holstein

bulls(femalesperm:bullA,bullB)andnon-sortedsperms

fromanotherHolsteinbull(bullC).Thepresumptive

zygoteswereculturedfor9daysinamicro-wellculture

dish.Thecleavageratewasanalyzedat27,31,and55hpi.

Theblastocystratewasanalyzedat7,8,and9days

post-IVF.ThecleavagerateofembryosfrombullA,B,and

Cat31hpiwassignificantly(P<0.01)higherthanthatat

27hpi.Inaddition,thecleavagerateat27hpiwasless

than50%,butat31hpi,itwasmorethan50%,which
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indicatedadelayinfirstcleavageforembryosfromnot

onlysex-sortedsperms,butalsofromnon-sortedsperms,

Further,thecleavagerateat27hpiofbullCwas

significantlyhigherthanthatofbullA(P<0.01)andbull

B(Pく0.05).Thus,thisstudyconfirmedthatthetimingof

firstcleavageinembryosfromsex-sortedspermswas

significantlylaterthanthatofembryosfromnon-sorted

sperms.However,thecleavageratesat31and55hpiand

theBLratesofbullsA,B,andCwerenotsignificantly

different.Theseresultsdemonstratedthatlatefirst

cleavagedidnotaffectthed,evelopmentoftheblastocyst.

∫皿pactofakinetics-basedselectionsystemonconception

rateoffreshθ 班 加 アotransferfrO血 加yゴ η θOPσ 一■VF

Thisstudyaimedtodeterminetheefficacyoffivefactors

forselectingembryoswithhighconceptionratefromfresh

embryotransfer.BovineCOCswerecollectedbyOPUand

culturedfor22h.Thepresumptivezygoteswerecultured

for9daysinamicro-wellculturedish.Thekineticsof
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embryodevelopmentwasobservedat27,31,and55hpiby

stereomicroscopy.Thefactorsusedtoselecttheembryos

werethesameastheonesusedinthepreviousexperiment.

Theconceptionrateoffreshembryotransferselected

usingfactors1+3+4+5was61.9%(13121),whilethat

selectedusingfactors2+4+5was47.4%(9!19).Thus,

embryoswithearlyfirstcleavageshouldbeselectedwhen

OPU-IVFisused.Theseresultsdemonstratedthe

applicabilityandefficiencyofthefivefactorsforselecting

embryoswithhighcompetenceforconception.

Inconclusion,theseresultsdemonstratedtheapPlicability

andefficiencyofthefivefactorsforselectinghighly

competentembryos,verifiedusingstereomicroscopyanda

micro-wellculturedish.Inaddition,thisstudyconfirmed

thatthetimingoffirstcleavageofsex-sortedspermwas

significantlyslowerthanthatofnon・sortedsperm .

Althoughtheslowfirstcleavagedidnotaffectthecleavage

andBLrates,theconceptionratewasaffected.
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