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1 は じ め に

牛体外受精卵の体外培養用の合成培地にはTCM199が

広く用いられている。しかし,TCM199は数多くの無機塩

類,ア ミノ酸,ビタミンを含む組成の複雑な培地であり,

しかも体外受精卵の胚盤胞への発生には卵丘細胞などとの

共培養が必要であるために牛胚の初期発生に関与する因子

の検索用基本培地には適していない。一方,牛体外受精卵

の胚盤胞への発生において各種細胞との共培養を必要とし

ない合成培地として報告された CRlaa`〉 は,数種の塩類

とアミノ酸等からなる比較的単純な組成の培地である。そ

こで,これらの培地を用いて発生培養に用いる基本培地の

違いが牛体外成熟・受精卵の胚盤胞への発生に及ぼす影響

を調べた。

2試 験 方 法

n)卵子の体外成熟・受精法
培養はすべて5%炭酸ガス,95%空気,39℃ の炭酸ガス

培養器中で行った。食肉処理場より採取 した卵巣より未成

熟卵胞卵子を吸引採取し,卵丘細胞が緊密に付着した卵子

を選別,洗浄後,成熟培地 (25mMヘ ペス緩衝 TCM199

+10%牛胎仔血清+0 02AU/υ卵胞刺激ホルモン)で 20

時間成熟培養後に媒精に供した。媒精には同一種雄牛の凍

結・融解精液を用い.10rnMカ フェイン加 30液 (Brack

ett and Oliphant's Medium)1)で 2回洗浄後, 2X10'

精子/"の濃度に調製し,さ らに101U/Wヘパリン,20mg
/Ⅲ′牛血清アルブミン (BSA)加 BO液で等倍希釈 した。

この精子浮遊液を100μ ″の ドロップの形に分注 し,30分

間の前培養後に各 ドロップヘ体外成熟卵子を約10個ずつ導

入した。

(2)実験 1:基本培地の違いあるいは共培養細胞の有無

が牛体外成熟・受精卵の胚盤胞への発生に及ぼす影響

媒精 6時間後に卵子を発生培地に移し,ピペッティング

により卵子を裸化し,卵丘細胞との共培養あるいは発生培

地のみの条件下で発生培養を行った。発生培地として5%
過排卵処置牛血清添加25mMヘペス緩衝 TCM199あ るい

|ま mCRlaa(CRlaaか らBSAを除いたもの)を用い,
媒精54時間後に卵割率等を調べた。培地の交換は48時間毎

に行い,媒精後10日間の体外受精卵の胚盤胞への発生状況

を調べた。

(31 実験 2:mCRlaaへの BSAあ るいは血清の添加
が,非共培養系での牛体外受精卵の胚盤胞への発生に及ぼ

す影響

媒精 6時間後に卵子を裸化し,卵丘細胞が存在しない状

態で実験 Iと 同様の発生試験を行った。発生培地には① l

嘔/げ PolyVinyl alcohol(PVA)添 加 mCRlaa

② 3嘔/m′ BSA添加 mcRlaa(CRlaa)③ 5%過排卵

処置牛血清添加 mCRlaaを用いた。

3 試験結果及び考察

基本培地の違いあるいは共培養細胞の有無が,媒精54時

間後における受精卵の初期発生率及び胚盤胞への発生率に

及ぼす影響を調べた結果を表 1に示した。受精卵を卵丘細

胞と共培養した場合,基本培地による発生率の差は認めら

れなかった。しかし,共培養しない場合には受精卵の胚盤

胞への発生率は共培養した場合に比較して有意に低下し,

しかも基本培地による差が認められ,TCM199を用いた場

合にmCRlaaと 比較して有意に低い発生率を示した。

表 1 発生用基本培地の違い及び卵丘細胞の有無が牛体外成熱・受精卵の発生に及ぼす影響

CS―nCRlaa  有
CS―TCM199   無
CS―TCM199

初 期 発 生 率 %(胚 数 )・     胚盤胞への発生率%(胚数
'・

‐

発生培地  卵丘細胞  供ワ,数                      _三亘≡亜亘≡≡亜≡憂亜憂≡三
CS― mRlaa    無      206    72(148)・・   55(114)   32(66)・

b     7(14)°     9(19)'
23 (45)b      24 (47)。

1(2)° 2(3)・

2604)。63(106)  41(68)｀     22

注 ・ :媒精後54時間目に観察           ・・ :媒精後8日間あるいは10日間に胚盤胞まで発生した数

CS― mCRlaa15%過排卵処置牛血清添加mcRlaa  CS― TCM199 5%過排卵処置牛血清添加25mMヘ ペス緩衝TCM199

199  76(152)'b  58(116) 37(73)'b
153      69 (105)・      56 ( 85)     28 (43)・

a―c:異符号間に有意差あり (p<005)
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表 2 発生培地への BSAあ るいは血清の添加が非共培養系での牛体外成熟・受精卵の発生に及ぼす影響

発 生 培 地  供 卵 数 発 生 率 %(胚 数 )・
‐́工 Ⅲ ‐́  い ・́  -  2細 胞期以上  4細胞期以上  8細胞期以上   DAY8ま で  DAY10ま で
PVA― mCRlaa    281       65(184)    38(107)・      19(54)'       0(0)・       0(0)'

73(195) 54 (146)b 28 (74)bBSA― mCRlaa     268 2(6)b 4(12)。

CS―mCRlaa     280      73(203)    55(154)。     30(85)。       9(24)°      11(30)°

注 ・:媒精後54時間目に観察 '・ :媒精後8日間あるいは10日間に胚盤胞まで発生した数

PVA―mCRlaa:lmg/mlPVA添加mcRlaa   BSA― mCRlaa:3mg/mlBSA添カロmcRlaa(CRlaa)
CS― mCRlaa:5%過排卵処置牛血清添加mcRlaa a― c:異符号間に有意差あり (pa 05)

mCRlaaへの BSAあ るいは血清の添加が体外受精卵
の発生の及ぼす影響について調べた結果を表 2に示した。

媒精54時間後における4細胞期以上への発生率は,PVA
添加区が他の 2区に比べて有意に低かった。胚盤胞への発

生率は,血清添加区が他の区と比較して有意に高く,無血

清培地であるPVA添加区では胚盤胞への発生は認められ
なかった。

CRlaaは TCM199に比べるとグルコースやビタミンを

含まず,ア ミノ酸やその他の無機塩類の種類も少ないより

単純な組成の培地である。TCM199に 含まれる5 56mM

のグルコースは牛卵管内のグルコース濃度に比較して非常

に高く,高濃度のグルコースは牛初期胚の発生を 8～ 16細

胞の時期に阻害するとの報告"がある。また,卵丘細胞は

培地中のグルコースを消費してビルビン酸を産生すること

が報告
2)さ れており,卵丘細胞との共培養条件ではTCM

199中 でグルコース濃度が低下することによって,胚発生

が高濃度のグルコースによって阻害されない可能性が考え

られる。さらに,CRlaaへ のビタミン添加は胚盤胞への

発生率をやや低下させるとの報告`)もあることから,TCM
199に含まれるビタミンが牛胚の初期発生を抑制する可能

性が示唆された。

Rosenkransと Firstの は,CRlaa培地を用いて,血

清添加及び細胞との共培養を行うことなく体外受精由来胚

が胚盤胞に発生すると報告している。しかし,今回の結果

では,mCRlaaに BSAあ るいは血清を添加した両区に

おいて初期発生に差は見られなかったものの,BSA添加

区では胚盤胞への発生率は有意に低く,先の報告と一致 し

なかった。また,小西と青柳`)は ,cRlaaに血清を添加

することにより細胞との共培養の有無にかかわらず胚盤胞

への発生率はかわらないと報告しているが,今回の試験に

おいては共培養無しでは胚盤胞への発生率は低下した。小

西と青柳のは媒精14～

“

時間後に卵丘細胞を裸化し,CRlaa

に血清を添加した培地を用いたのに対し,今回の実験では

媒精 6～ 8時間後に卵丘細胞を除去し,CRlaaか らBSA
を除いたmcRlaaに 血清を添加して培養に用いた。従っ

て,卵丘細胞除去時間の違いや BSAの有無が体外受精卵
の胚盤胞への発生率に影響 した可能性も考えられる。また,

BSAを PVAら におきかえた無血清培地では初期発生が

悪く,胚盤胞への発生は認められなかったことから,あ る

種の栄養素や成長因子の欠如が考えられた。

4 ま と め

牛体外成熟・体外受精卵の体外培養において,血清添加 ,

卵丘細胞との共培養条件では基本培地による差は認められ

なかったが,共培養細胞の無い状態では,mCRlaa区 の

方が TCM199区 に比べて,明 らかに胚盤胞への発生率が

高かった。mCRlaaを基本培地として用いた場合におい

ても,血清成分の添加を必要とすること,ま た,血清添加

においても卵丘細胞との共培養なしの条件下では胚盤胞ヘ

の発生率は低下することが明らかとなった。
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