
マウス体外受精における前培養及び受精時の

精子濃度が精子の卵子への侵入に及ぼす影響

町田隆彦・上田修二・青木晋平

　　　　(農学部　畜産研究室)

Effects of Sperm Concentration of Preincubation" and

Insemination on the Sperm Penetration in to Mouse eggs

for Fertilizationin vitro

　　Takahiko Machida, Shuji UedA, Shimpei Ａ Ｏ KI

Ｌａｂｏｒａtｏｒｙ ０/ ＺｏｏｔｅｃＫｉｎｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ. Ｆａｃｕltｙ ｏｆ Ａｇｒicｕltｕｒｅ.

　Abstact :. Fertilization in vitro of mouse spermatozoa was studied by examining the

rate of penetration of eggs by various sperm concentration of preincubation and insemination.

　Sperms recoverd from cauda epididymis of adult males mause of ICR strain were

suspended･in ａ m-KRB solution supplemented with glucose, Na-pyruvate; bovine albumin

and antibiotics and preincubated at 37°Cunder 5％ＣＯ in air for one hour.・ Immature

female mice (21-28 days) of ICR strain were superovulated with PMSG and HCG.

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゝEggs recoverd from ampulla of oviduct at 15-16 hours after injection of HCG were

inseminated.

　０ｎｌy7to34％，6t023％oftｈｅ superovulated eggs from immature mice were penetrated when

the preincvbated sperm concentration was 25 to40×1（βｍｌand inseminated sperm concentration

was ０.1 to 0.9×105^1111and 0.01 t0 0.09χ105^ml. The raite of eggs penetrated was 65 tO:

98％and 88 t0 96 % when the preincubated sperm concentration was 10 t0 20χlO^ml and the

inseminated that was 0.1 to 0.9χ10ｙml and 0.01 to 0.面χ10ｙm1. At the preincubated

sperm concentration of 0.1 t0 0.9×lO^ml when the ･inseminated sperm concentration of

0.1 to 0,9 and 0.01 to 0.09xl0/<°1･ 19 to 741 % and 34 to 94 ％of the eggs from immature

mice were penetrated.

　近年，精子の受精能獲得の機序ド卵子保存の術式などが明らかにされるに至って，哺乳動物の体

外受精の研究が急速に進展し，実験動物?～‰畜?～1％数多く。成功例が報告されている。さらに

1978年叫は，ヒトにおいて試験^゛イビーの第11号の誕生をみて以来?〉現在においては，不妊症治療

の１手段として実用化されるまでに至った。しかし，体外受精の安定した成績を得るための方法は

多岐に亘り。未だ詳細な検討を要する問題も数多く存在する。その１つとして。精子が受精能を獲

得するための前培養時ならびに,･体外受精時の最適精子濃度に関する研究は，比較的少なく，十分

に言及されでいない。　　　　　　　　　　・‥　　　　　　　　。●　　　　　　　　　　　い｡

・そこ七，本実験では,二ウスの体外受精･こおける精子濃度を，前培養時0.1～140ｘjO‰l√授精時

0.01～20×10‰l・広い範囲で設定し，各濃度決験区の精子の卵へ分侵入率;I‘侵人過校などにらい

て経時的に検討した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　材料及び方法

　実験材料としては, ICR系マウスを，人工明暗(12 : 12時間)，室温20℃の条件下で，不断給飼で

飼育したものを供試した。精子の採取は，成熟雄マウスの精巣上体尾部の精子塊を培養シャーレ

(35×lOmm)のパラフィンオイル内の培養液中(修正Krebs-Ringer Bicarbonate Buffer KRB 0.4ml)

に取り込み, Table l に示す前培養各精子濃度にそれぞれ調整し，37°Ｃの炭酸ガス培養器(5％ＣＯ２，

95％aiｒ)に１時開静置して前培養した。なお，前培養時の精子濃度区として，高濃度Ｉ区(25～40

×106/ml)，高濃度ｎ区(10～20×106/ml)，中濃度区(0.1～0.9×10‰I)の３区，授精時の濃度区と

して，高濃度区(10～20×10りml).中濃度区(0.1～０.9×10‰I),‘低濃度区(0.01～0.09×10‰I)

の３区を設けた。(Table 1･)卵子の採取は, 21-28日令の幼若雌マウスに5～8iｕのＰＭＳＧ(セ

Table. 1　Sperm concentration of preincubation and insemination

Sperm concentration of

preincubation (×106/ml）

High sperm concentration!I

　　　　　　　25－40

High sperm concentration旧）

　　　　　　　10－20

Medium spei‘ｍ concentration

　　　　　　0.1- 0.9

Sperm concentration of

insemination (×106/ml）

0.1 ― 0.9

concentration　　0.0･1 － 0.0 9

10 ― 20

0.1 一一 0.9

concentration　　0.01－0.09

O』― 0.9

concentration　　0.01一一0.0 9

No. of

experiment

１

２

３

４

５

６

７

ロトロピン:,帝国臓器）｡を腹腔内に注射し。さらに48～50時間後にHCG5iu (プベローゲン:,三共）

を同様に注射して。過排卵を誘起した。 ＨＣＧ注射後15～16時間目に供試雌マウスの卵管を摘出し，

前記の前培養を終了した培養シャーレ内の精子懸濁液中に卵子を取り込み受精させた。受精後５時

間培養した卵子を経時的に取り出し。培養液で２度洗浄したのち，スライドグラス上に移し，中性

ホルマリンで固定後｡0.25％の酢酸ラクモイドで染色して，ノマルスキー微分干渉装置付顕微鏡で

精子の卵子への侵入状態を観察した。精子侵入卵を，次の４期に分類した。Stage l :精子が透明

帯を通過して囲卵腔に止まっているか，あるいは，卵原形質膜に接している卵子。Stage n:精子
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が卵細胞質内にあり，卵原形質膜と精子の先体後部原形質膜の融合の結果，後頭部の核質の拡散が

始まった卵子。Stage ｍ :核質の拡散が。精子頭部の全域に渡り，精子核が完全に膨潤している卵

子。　StageⅣ:雄性前核の核小体と，精子の尾部が確認できる卵子。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　結果及び考察

1.高濃度I (25～40×10‰I）で前培養した精子による成績(Table 2）

　この高濃度Ｉの前培養精子を, 0.1～0.9×10りml（中濃度）に希釈して,･卵子と受精させた区（高

Ｉ一中区）においては，受精後１時間目に初めて精子侵入卵が観察された（７％）６３時間目に32％

に増加したが。以後，侵入率は増加せず，受精後５時間目においても33％と低率であった。卵子内

Table. 2 Temporal relationship between penetration and transformation　of sperm head

　　　inmouse eggs in vitro

Sperm concentration【×106/ｍ】)　Incubation

Preincubation　Insemination
period (hr)

No. of eggs

　examined

　b.

Total

　印

No. of eggs penetrated

　　　　Stage　搬　　ａ．

ｌ　　　ｎ’　Ⅲ　　　IV

２５ － ４０

0.1 0.9
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8（7）5（63）3（38）

3 5(3 2) 14(4 0)

2 6(3 4) ]( 4)

2 9(3 3) ]( 3)

4(6)

]2(]4)

18(20)

19(2 3)

12(13)

4(100)

4(3 3)

4(2 2)

7(3 7)

10(83)

a. Stage ｌ :　Eggs with intact sperm head in perivitellinespace

　　Stageｎ :　Eggs with partially enlarged sperm head in vitellus

　　StageⅢ:　Eggs with fully enlarged sperm head in vitellus

　　StageIV :　Eggs with male pronucleus　　　　　　　　　　｡'

b. Pen]entage of eggs to the total number of eggs penetrated

０
０
臥
Ｒ

4(14)

5(42)

2(11)

5(2 6)

13(3 7) 6(17)

2(8)22(85)

9(31) 15(5 2)

3(2

3(1

5）

7）

9(50)

7(3 7)

2(17)

に侵入した精子頭部の形態的変化を経時的に観察すると．受精後１時間目にStage ｌと, Stage n

の侵入卵が同時に観察された．また，精子頭部が膨化したStageⅢの卵子は受精後３時間目に観察

された．

　高濃度Ｉでの前培養精子液を. ODl～OD9×106/�（低濃度）に希釈して体外受精した区（高Ｉ

一低区）においても授精後１時間で精子侵入卵が観察されたが（６％），４時間目で23％と著しく

低率であった．侵入した精子頭部の経時的変化も．前区に比べてさらに遅れ. StageⅢの精子は２

～３時間目. Stage IVは３～５時間目に観察された．以上のように，高濃度Ｉ前培養精子を．授精

時に中，低濃度に希釈しても精子侵入率は．それぞれ6～34％.6～23％の低率であり，とく北，

この区においては，培養３時間以降．経時的に精子侵入率が高･まらなかった。 NlWA &･ＣＨふ♂）ら
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は。ラット精子を高濃度で前培養した場合。培養中に高濃度の精子が受精能を獲得して代謝能が旺

盛になり?そのため培養液中の栄養源の枯渇に起因して，精子侵入率が低率となると報告してい

る。また。精子の希釈によって18-21)精子の無機イオン，とくに，Ｋ十の漏出が精子の受精能に悪

影響を与えることが報告されているがy～'5)本実験区においても。高濃度前培養や，受精時高希釈

倍率の条件が，侵入率の低下を斉らしたものであろう。

2.高濃度II(10～20×10‰I)で前培養した精子による成績(Table 3.)

　この前培養精子液の授精時の精子濃度区として10～20×106/ml(高濃度区). 0.1～0.9×10‰I(中濃

度･区), 0.01～0.09×105'ml(低濃度区)の３区を設けた。高濃度受精区(高II一高区)は, 365個の供

試卵のうち僅か２個(0.5％)の精子侵入卵が観察されたに過ぎなかった。中濃度受精区(高Ⅱ一中

区)は，精子侵入卵が授精後１時間に観察され，その侵入率は65％であった。さらに２時間目で91

％と上昇し，５時間目で98％の侵入率が得られた。侵入精子頭部の形態的変化は，受精後１時間で，

Stage l の卵子が57^, Stage IIが34％｡さらにStageⅢまで進行した卵も９％が同時に観察され，

Table. 3 Temporal relationship between sperm penetration and transformation of sperm

　　　headin mouse eggs in vitro

Sperm concentration (×106/II･Incubation

一一

Preincubation　Insemination period(hr)

No. of eggs

　examined

　　b.

Total

　限

No. of eggs penetrated
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88(87)

66(85)

61(98)

25(57)

24(29)

6(7)

8(12)

]( 2)

7](89)･　　13(18)

コ5(93)　4(5)

､68(88)　4(6)

93(96)　8(9)

71(95)　10(14)

15(34)

16(18)

6（7）

2（3）

6（10）

-

8(11)

7（9）

4（6）

2（2）

・（9）

43(52)　ヽ

65(74) 11(13)

19(29) 37(56)

･5（8）49（80）

50(70)

64(85)

53(78)7(10)

15(16) 68(73)

3(4)58(82)

a.Stageｌ :　Eggs with intact sperm　head in perivitellinespace

　　Stageｎ :　Eggs with partially enlarged sperm head in vitellus

　　StageⅢ:　Eggs with fully enlarged sperm head in vitellus

　　StageIV :　Eggs with mole pronucleus　　　　　　　　’

b.Percentoge of eggs to the total number of eggs penetrated

卵細胞質内に侵入した精子頭部の膨化は，短時間で後頭部から頭部全域にわたって進行することが

明らかになった。stageⅢの卵の割合が最高となったのは。受精後３時間目(74％)であった。Stage
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Ⅲの卵子の割合が，精子侵入卵の50％を越えてから, Stage IVの割合が50％に達するのSこ２時間を

要した。すなわち，精子頭部が膨化してから雄性前核が形成されるまで２時間を要する。

　10－20×10hlで前培養した精子を,0.01－0.09×10‰Iの低濃度に希釈して（高ｎ一低区）受精

した区においては，培養後１時間目には全て卵子は卵丘細胞に取り巻かれていたが，供試卵80のう

ち，71個に精子の侵入がみられた。（89％）授精後２時間目で侵入率は90％を越え，全期を通じて本

実験の試験区のうち最も高い精子侵入率が得られた。（88～96％）頭部形態の経時的変化も，授精後

１時間でStage l の卵が18%. Stage ｎ が11^. StageⅢが70％が観察され，との時期に精子侵入

卵のうち80％が卵子の原形質膜を精子が通過していたことになる。 StageⅢの卵子は，授精後２時

間目に全侵入卵のうち85％の最高の割合を占めた。しかし，授精後１時間でStageⅢの卵が70％に

達したにもかかわらず, Stage IVの卵子が初めて観察されたのは，授精後３時間目であり，その割

合も10％に過ぎなかった。その後，１時間以内に50％を越え。４時間目で73％となった。この高ｎ一

低区は，精子膨化のStageⅢまでは早く推移したが, StageⅢの割合が全精子侵入卵の50％を占め

てから（授精後１時間以内) Stage IVの卵子の割合が50％を越えるまで（授精後３～４時間）２時

間以上要し，前核形成は高皿一中区と同時期であった。このことから精子頭部の膨化から前核形成

への過程は一方的に精子側だけからの成熟によるのではなく，卵子側からの働きかけが進行に関与

するように考えられる。

　以上。本試験区の高Ｕ一中区と，高II一低区において。授精後１時間目に65％と89％の精子侵入

卵が認められたことは。精子め受精能獲得のための前培養時の精子濃度としては10－20×10q/�が

適当であり，前培養時間も１時間で十分に精子の受精能を獲得させ得ることが確認された。しかし，

この濃度は授精時の精子濃度としては不適当であった。この要因として授精時の精子から放出され

た高濃度のヒアルロニダーゼや，アクロシンの濃度が培養液中に高まることによって透明帯の精子

受容体が変化して，精子が透明帯に結合し侵入できなくなることが考えられる。また，精漿中にト

リプシン阻害物質が存在することが報告されており?1～旧　高濃度の精子液中にこの物質が多く。

先体内のトリプシン類似酵素を不活化することも推察される。この一連のInhibitorの存在は，卵

子の多精子侵入防止機構の１つといえよう。また，中濃度授精区が低濃度授精区に比べて, Stage

Ⅲまでの侵入時期が梢遅延しだのは，中濃度授精区は受精能獲得精子や，先体反応を起こした精子

が低濃度授精区よりも多く存在することにより，これら精子に対する卵子の反応に差が生じ｡Hartman

& GWATKIN?9が提唱するＢ１結合からＢ２結合のタイムラグが遅延したことに起因することが考え

られる。

　次に，本試験で安定した精子侵入率が得られた高ｎ一中区と，高ｎ一低区について，多精子受精

の発生と，卵子に侵入した精子数を比較した。多精子受精卵の発生は, Table 4に示した通りである。

中濃度受精区（0.1－0.9×10‰）では，多精子受精卵は受精後２時間目に７％，３時間目に13昿

観察されたが，以後増加しなかった。低濃度授精区（0.01－ 0.09×106/ml）においても，受精後２時

間目に15％の発生がみられたが，他の区は10％以内の発生率であった。多精子受精卵を，卵黄内に

侵入した精子数で比較すると，中濃度受精区はDi-spermyが培養後2～5時間目, Try-spermyは

　　　　　　　　　　　　¶　　　　　　　　　　　　　　　　　　１　　　　　　　　　　　ゝ３，５時間目，さらにTetra －spermy は５時間目に観察された。また，低濃度授精区では，殆んど

がDi - spermyで, Try ―spermyが１例認められたに過ぎなかった。一般に哺乳動物の体外受精では

多精子侵入卵の割合が高いことが知られている。とくに，マウスでは精子濃度の上昇とともに
y）ま

た，培養後経時的31）に多精子侵入卵が増加するという報告があるが，本実験の両授精濃度間では，

その傾向は認められなかった。また両授精区の全供試卵に対する多精子受精卵の割合は,各々5.8％

(24/414)と5.5 % (21/382)でありJ　加乱ｏの発生率1％3（》に比べて高率であった。体外受精卵は，

in vivoでの受精卵に比べて，透明帯反応が不十分であるため，囲卵腔内に侵入する精子が多くな
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Table. 4 Monospermic and polyspermic fertilizationof eggs inseminated with preincubated

　（1hr) epididymal sperm (10-20×106/ml）　　　　　　　　　／
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a. Percentage of eggs to the total number of eggs penetrated' ・

b. Percentage of eggs to the total number of eggs undergoing fertilization

Table. 5 Numbers of spermatozoa that penetrated or developed to pronuclei in an egg follow-

　　ing insemination with preincubated(lhr) epididymal sperm (10 － 20 ×1(j/ml)

Sperm concentration

　　　　　of

　　insemination
１ ２ ３ ４ ５

0.1－0.9×lOVml

No. of spermatozoa

in ａ penetrated egg

No. of male pronuclei

(ｏｒswollen sperm

heads)in ａ egg under

going fertilization

No. of spermatozoa

in ａ penetrated egg

0.01－ 0.0 9×10りml　No. of male pronuclei

　　　　　　　　　　　　　（ｏｒswollen sperm

　　　　　　　　　　　　　heads)in ａ egg under

　　　　　　　　　　　　　going fertilization

2L4

1.0

3.4

1.1

3.0

1.1

4.4

1.2

4.0

Ｌ２

2.7

1.0

2.7

1.2

3.6

1.0

3.0

1.4

2.5

1.0

り，ひいては複数の精子が卵･細胞質内に侵入する機会が増加することが考えられる。

　卵子の透明帯を通過した精子数と，卵細胞質内に侵入しか精子数はTable 5に示した通りである。
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透明帯通過精子数は，両濃度受精区とも2-4匹の範囲であり，培養後経時的に増加しなかった。

両区の平均は,3.0と3.3であった。 IwAMATSU & Chang (i 4.0,豊田♂は3.1であったと報告してい

る。卵細胞質内侵入精子数は，両区の平均･は，各々1.1と1.2‘であり。IWAMATS♂の1.0の薮値ど近似

しだ。これらの結果から，マウス卵は，透明帯反応は梢緩慢であるため，囲卵腔内に複数の精子が

侵入するが，卵黄遮断機構は有効に働き, Polyspermyの発生を低率に抑えていることが示唆される。

3.　中濃度（0.1－0.9×10りml）で前培養した精子による成績(Table 6.）

　前培養時と同一の中濃度(0.1-0.9×10‰I）で受精させた区は，受精後１時間目に精子侵入卵が観

察されたが，19％の低率であり，以後，２時間目で58％，5時間には74％に上昇し｡た。卵に侵入し

た精子頭部の経時間変化も，受精後１時間で, Stage n，Ⅲの卵が観察されたが, Stage IVの卵は

４時間目にあらわれ，５時間で50％を越えた。‘また，前培養を終えた中濃度め精子液を0.01－0.09×

106/mlの低濃度に希釈して授精した卵では，授精後１時間で4095の卵に精子の侵入がみられ，５時

間目では90％に達した。

　以上，この区は前記の中濃度前培養区に比べて。培養初期の精子侵入率が低率であった。また，

侵入精子の形態変化は, Stage ｎは１時間目（15％）.StａｇｅⅢは３時間目（4％），Stａｇｅ IV の

精子は４時間目に観察された（11％）。前核形成がみられるStage ＩＶの卵が50％を越えるのは，両

区とも授精後５時間目であり，前項の高ｎ一中，低区に比べて，約１時間遅延した。したがって，

Oユー0.9×106/�の前培養区では，受精能獲得は前培養１時間では不十分であり，培養後漸次達成

されたため，精子侵入Stageの遅れを生じる結果となった。

Table. 6 Temporal relationship between sperm penetration and transform ation of sperm

　　　headin mouse eggs in vitro

Sperm ＣｏｎＣｅｎtｒａtioil(｀106/II)ｌｎｃｕbatiｏｎ

Preincubation　Insemination
period (hr)

No. of eggs

ｅχamined

　ｂ

Total

　限

No. of eggs penetrated

　　　　　Stage　搬　　ａ

IV

0.j - 0.9

0.1－0.9

0.0･1 － 0.0 9
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68

85

92

83

77

14(19)

50(58)

33(57)

53(71)

51(74)

27(40)

29(34)

49(53)

70(84)

69(90)

a. Stage ｌ : Eggs with intact sperm head in perivitelline space

　　Stage Ｕ : Eggs with partially enlarged sperm head in vitellus

　　StageⅢ:Eggs with fully enlarged sperm head in vitellus

　　Stage IV : Eggs with male pronucleus

b. Percentage of eggs to the total number of eggs penetratとｄ

　I

一一

10(71)

36(72)

7(21)

1 5(28)

5(10)

23(85)

22(76)

28(57)

45(64)

5( 7)

　n
-

2(14)

12(24)

14(42)

15(28)

8(16)

4(15)

7(24)

19(39)

6(9)

6(9)

　Ⅲ

一一

2(14)

2ト)

12(36)

13(25)

10(20)

　2( 4)

11(16)

15(22)

10(19)

27(53)

　8(11)

43(62)
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駐　｀研尚之　32巻1983)

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　約●　　　　　　　　　　　　　　　’j

　マウスの体外受精における前培養および授精時の精子濃度が，精子め卵子への侵入過程について

経時的に検討した。　　　　　　　　　　　　　　　　●，　　　●.

　ＩＣＲ系成熟雄マウスの精巣上体から採取した精子を，前培養時0.1～40.×10‰1，授精時0.01～20

×10‰Iの各濃度に調整し，過排卵処理を施した未成熟雌マウスの卵子に体外受精して，受精初期

の過程を経時的に観察した。

（1）前培養25-40×1（j/ml，授精時0.1 - 0.9×10‰，0.01 － 0109×10‰lの精子濃度２区の精子侵入

率は，各々7～34％，6～23％と低率であった。　　　・

　（2）前培養10－20×10‰Iを同一の高濃度で受精すると，供試卵3卵個のうち，僅か２個の卵し

か精子侵入が認められなかったが, 0.1-0.9×10‰Iおよび0.01 -0.09×10‰目こ希釈して,授精すると，

各々65～98％，88～96％の高い精子侵入率が得られた。

　（3）前培養濃度0.1 - 0.9×10‰Iの精子を, 0.1-0.9×10‰あるいは0.01 － 0.09×10‰の濃度に調

整して授精した区の精子侵入率は，19～74％，34～94％であり,いこの両区は精子の卵子への侵入時

期が梢遅延した。　　　　　　　　　　　　　　　　　
｀～　¶　　　　　　　　　　　　　　　｜
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