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-------------------------------------------------------------------------------- 

【要 約】トウキョウＸ卵巣から卵胞切出し法で採取した卵丘－卵母細胞複合体は，吸引

法で採取したときよりも胚盤胞発生率が高く，発生した胚盤胞のうち約 46％は細胞数が 50

個以上である。 

-------------------------------------------------------------------------------- 

【目 的】 

トウキョウＸ体外生産胚を効率的に作出するため，卵母細胞へのダメージが少なく発生

率が高いとされる卵胞切出し法を導入し，胚盤胞発生率を検証する。あわせて，発生した

胚盤胞の品質（細胞数）を評価し，高品質胚盤胞の作出を目指す。 

【方 法】 

食肉処理場由来のトウキョウＸ卵巣から卵丘－卵母細胞複合体を異なる方法で採取し，

体外発生試験に供した際の胚盤胞発生率を比較した。注射針－注射筒で卵胞から吸引する

方法（吸引法）と，４から６mm の卵胞を切り出し，周囲に付着している結合組織を取り除

いた後，顕微鏡下で卵胞膜を切開する方法（卵胞切出し法）により卵丘－卵母細胞複合体

を採取した。40～41 時間体外成熟した後， 1.7～3.4×105/mL に調整した凍結-融解精液で

６時間媒精し，体外発生培養開始 48 時間後の卵子分割率を調査した。体外発生培養開始７

日目に実体顕微鏡下で観察し，初期胚盤胞以上のものを採取した（図１）。これらを４％パ

ラホルムアルデヒドで固定，蛍光色素（4',6-diamidino-2-phenylindole）で染色した。蛍

光顕微鏡下で細胞数を測定し，20 個以上を胚盤胞として発生率を算出した（図２）。 

【成果の概要】 

１. 採取方法の違いによる胚盤胞発生率を比較した結果，卵胞切出し法は吸引法よりも発

生率が高かった（表１）。また得られた胚盤胞に対する拡張胚盤胞の割合は，吸引法で

は 48.0％であったのに対し，切出し法では 65.2％に向上した。 

２．切出し法で採取した卵丘－卵母細胞複合体を用いて，体外発生試験を 24 回実施した結

果，17 回で胚盤胞の発生が認められた。発生しなかった７回との培養条件を比較したと

ころ，媒精時の精子数に有意差みられ（表２），精子数と発生率に弱い負の相関が認め

られた（r=-0.32）。しかし，体外発生培養開始２日目の卵子分割率および媒精精液の運

動性（活発に運動している精子の割合を％で示す）に差はみられなかった（表２）。 

３．発生した胚盤胞の細胞数を測定した結果，吸引法において平均細胞数は 34.0 個に対し，

切出し法では 50.2 個であり，また最大細胞数は前者が 53 個に対し後者では 116 個であ

った（表３）。切出し法では，得られた全胚盤胞の 45.9％が細胞数 50 個以上であり，

うち 100 個以上のものも少数ながら観察された（表３）。 

４.まとめ：卵丘－卵母細胞複合体の採取法の違いにより，胚盤胞発生率に差が認められた。

今後，媒精時の精子数調整により，さらなる発生率向上を検討する。 

 



   
図１ 初期胚盤胞～拡張胚盤胞（発生７日目）    図 2 蛍光染色した胚盤胞（発生７日目） 

 

 

表１　採取法の違いによる胚盤胞発生率の比較

総合 拡張

吸引法 455 215(47.3) 25(5.5) 12(2.6)

卵胞切出し法 463 283(61.1) 46(9.9) 30(6.5)

χ2-test P<0.01 P<0.05 n.s.

n.s.有意差なし

採取法
供試卵母
細胞数

分割率(%)
(発生2日目）

胚盤胞発生率(%)(発生7日目)

 

 

表２ 体外発生試験における培養条件の比較

胚盤胞
出現の
有無

実験
反復
回数

体外成熟
時間

(ｈ)1

媒精
時間
(ｈ)

媒精時平均
精子濃度

(×105/mL)1

精子運動性

(％)1
分割率(％)

(発生2日目)1

有 17 40.9±0.73 6 2.02±0.16 38.4±13.1 55.0±13.7

無 7 40.7±0.49 6 2.34±0.50 54.3±18.1 41.5±19.0

t -test2 n.s. P<0.05 n.s. n.s.
1平均値±標準偏差，2n.s.有意差なし  

 

  

表３ 得られた胚盤胞の細胞数

採取法
供試

胚盤胞数

平均

細胞数1
最大

細胞数

細胞数
50以上

(％)2

細胞数
100以上

(％)2

吸引法 7 34.0±11.5 53 - -

卵胞切出し法 87 50.2±23.6 116 40(45.9) 4(4.7)

1平均値±標準偏差，2吸引法は供試数が少ないため算出せず  
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