
Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Soolety 　of 　Obstetrlos 　and 　 Gyneoology

1995年 2 月 ポ ス ター S −399

P − 127　　 マ ウ ス 卵細胞の vitrificatiOn 法 に お

け る凍 結 保護剤 の 至 適平衡時間に つ い て

P − 128　　合成代用血清の 体外受精 、 初期胚発育

に 及ぼす影響
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（目的1 胚細胞 を凍結保存す る の に フ ロ グ ラ ム ブ

リーザ
ー

を用 い る方法は 複雑で 時問を要す る ため

に 、近 年 vitrificati 〔｝ n 法が 臨床 に導 入され ようとし

て い る 。 そ こで 細胞舂匪の低 い trehalOSL’、　 Ficol　l

を用 い た vitriflcation 法 の 至適条件 を検討 した 。 （方

法）B6C3F ］ マ ウ ス を過排卵 させ 8細胞期卵 を採

取 し凍結保護剤 に 12 ，5，10，20，40min．と そ れ ぞ

れ 平衡 させ た 後液体窒素に て 急 速凍結 した。融解

は摂氏20 度の 浴槽に 1〔〕秒 つ けた 後段階的 に希釈

し培 養液に移 した 。 培養後 blastocyst形成率 を観

測する と共に 5・br・ mo ・2・deoxyuhdine（BrdU ）を加 え

て 姉妹染色分体交換（SCE＞を言す測 した 。
こ れ らに

よ り決め ら れ た 至 適条件で 凍結 融 解 した卵 としな

い 卵 （対照）に つ い て hexokinase （HK ），malate

dehydrogenase（MDH ）を酵素サ イ ク リ ン グ法にて計

測 した 。 　（成積） bla慙 ）cyst へ の 発育率は対照 で

74．1％ 、平 衡時間1 〜40min 、まで 順 に 45 ，2％，

58．5％ ．62．1％．6〔〕．2％ 61．3 ％．59」 ％で あっ た 。

SCE も順 に 13，4± 0 ，7 （平1勾± 平均標準誤差）

21．6 ± 1，2，17．8±二1．8，11，9 ± 1．0，17 ．8± 1．8，17 ．9

± O．8．20．4 ± 0．7で あ り至適 平衡時問 は 5 分 と考

え られ た 。 平衡 時間 を 5 分に 設定 し凍結融解 した

卵 と対照卵 の HK 活性は 2 ．70 ± O．23pm （》】。 f

NADPH 　fomed ノ
！
embryQ ／hour，2．67 ± O．23pmo ！of

NADPH 　formed／embr ｝
to ／h・ ur で あ り、MDH64 ，0±

3．24pmol 　of 　NAD 　fornied／cmbry 〔）／mm ．．60 ．1土

7，36pmol 　of 　NAD 　fomled／enlbry 〔レ／nti1〕で あ り両 者

に糖代謝能 の 差 を認めなか っ た。　（結 果）

trehalc〕sc、　 Ficollを用 い た vitrificatlon 法で は 至適

平 衡時 間 は 5min ．で あ り、こ れ は卵細 胞の 発育に

与える 影響 を最小 限にす る時 間 で あ る と考 えら れ

た 。

［目的］体外受精 t 初期胚発育に用 い られ る培養

系へ の 蛋白補充物質 として 、最近合成血清の 開発

がな されassisted 　reproductive 　technology（ART）
に 応用されつ つ ある 。 Synthetic　Serum　Substitu

te （SSS）は　alubmin ， α
一

， β一globulin を主成分

と し た合成代用血 清で ある 。 SSS添加 の培養環境が

体外受精 、 初期胚発育に及ぼす影響を検討 した 。

匚方法］B6C3F1雌 マ ウス をPMS（101U）＋hCG（iOIU）に

て過排卵処置後未受精卵を回収 し 、 同系雄精巣上

体精子 と in　 vitro で受精させ た 。 培養系は Human

tubal　 fluid（HTF）medium を用 い て 、対照は　bo

vine 　serum 　albmin （BSA）5mg／唄添加群 （BSA群）と

し 、 SSS　 10％（VIV）添加群 （SSS群）の 2群にお い て 、

受精率 、 胚盤胞へ の 発育率、hCG投与後 72、96、

120時間の 胚の 卵割球数 を指標と して評価 した 。

胚卵割球数の 測定は各培養時間後固定 、 Hoecbst

33342に て染色 し蛍光顕微鏡にて行 っ た 。 ［成績］

受精率はBSA群 179／195（91．7％）、 SSS群 197／214（92．
0％）で あ り良好な受精現象がみ られた 。 受精卵の 胚

盤胞へ の発育率はBSA群170／179（94，9％）、　 SSS群

188／ig7（95．4％）で あり両群問に 有意差はみ られな

か っ た 。 また 、 hCG投与後72，％，120時間後の 胚卵

割球数はBSA群で 11：2± O．7，55．1±0．8，131．8±

2．8， SSS群で 14．5± 0．4，　 Sl．1± 0，9， 132．0± 2．7

（M±SE）とSSS群で胚発育段階の 初期にお い て 卵割

促進効果が み られた（p＜0．05）。 ［結論］体外受精 、

初期胚発育環境に おい て 、 SSSは 受精環境に好影響

を及ぼ し 、 胚発育初期段階の 発育促進効果を示す

こ とが明か とな っ た 。 SSSは他の 血 清等に比 して調

整 も極 めて簡便で あ り、初期胚発育 を促進するこ

とよ り、 ATRへ の応用 も期待で きるこ とが示唆され

た 。
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