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研究成果の概要（和文）：過排卵誘起により得られる卵子の数にはバラつきが見られる。本研究では、これまで
の過排卵誘起に代わる新たな卵巣内の卵母細胞を用いた成熟卵子の獲得法およびそこから得られた胚の保存法の
開発を目的とした。これまでの研究から、過排卵誘起が難しいラット系統においても、卵巣内の卵母細胞は体外
で成熟・受精し、産仔へと発生することが明らかとなった。また、受精卵の耐凍性は、発達段階により異なり、
前核期胚は凍結保存する際の発達時期によって、その後の産仔への発生に影響を及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The number of oocytes obtained by superovulation show a variation. The 
objective of the present study was to development of new methods for acquiring matured oocytes 
alternative to superovulation and cryopreservation of embryos obtained from matured oocytes. In this
 study, it became clear that oocytes in the ovaries mature, fertilize and develop into offspring 
even in rat strains where superovulation is difficult. In addition, it was suggested that the 
tolerance to cryopreservation of the embryos differs depending on the developmental stage, and the 
developmental stage during cryopreservation of the pronuclear stage embryo has an influence on the 
subsequent development to offspring.

研究分野：実験動物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
過排卵誘起に非感受性ラットの原因因子の一つとして、PMSG投与により卵胞は発達するため、卵母細胞の成熟あ
るいは排卵過程に障害があることが示された。本研究で用いる方法は、卵巣内にある多数の卵母細胞を利用する
ため、卵母細胞の成熟や排卵の過程に問題があって過排卵を誘起しにくいすべてのラットに対して有効な手段と
なる可能性がある。また、これまで胚保存が困難であった系統や、希少動物の卵母細胞保存のための技術開発に
も道が開かれる。さらに、多くの成熟した卵母細胞を得られないヒトの新たな治療法や薬の開発に貢献できる可
能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ラットは繁殖能力が高く過排卵を誘起できる実験動物である。しかし、系統差が大きく、産仔

数が少なく、かつ過排卵誘起をしても多くの卵母細胞を得にくい系統もある。本研究では、過

排卵が誘起しにくい系統を解析し、その原因となる因子を同定することにより、卵母細胞が得

にくい疾患モデルラット系統での問題解決を目指す。さらに、過排卵誘起がしにくい疾患モデ

ルラットから多くの受精卵を作出し、作出した受精卵（初期胚）を凍結保存する技術を確立す

ることで、これまで凍結保存が困難であった疾患モデルラット胚の新たな胚保存法を開発でき

ると考え、本研究を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究は、過排卵誘起による卵母細胞採取が困難なラット系統の新たな過排卵誘起法および胚

保存法の開発を目的とした。これによって、これまで多くの卵母細胞の採取が困難であった疾

患モデル系統においても卵母細胞の採取や系統保存が容易にできるようになり、実験動物学に

貢献できる。また、本研究が異なる動物種における新たな過排卵誘起や胚保存法の開発に貢献

できる可能性がある。 

 

３．研究の方法 

過排卵を誘起しにくい近交系ラットを用いて、過排卵誘起の障害となる原因因子を探索する。

また、成熟した卵母細胞の獲得法・受精法について検討し、さらに作出した受精卵（初期胚）

を凍結保存することによって、過排卵を誘起しにくい疾患モデルラットの胚保存法を開発する。

（1）過排卵を誘起しにくい原因因子を探索する。（2）近交系 BNラットより成熟した卵母細胞

を獲得する方法を開発する。（3）成熟した卵母細胞の受精法を開発する。（4）ガラス化保存法

を用いて、体外受精した受精卵および未成熟卵母細胞の凍結保存を試みる。（5）過排卵を誘起

しにくい疾患モデルラットについても、未成熟卵母細胞の体外成熟・受精法を開発する。さら

に、作製された受精卵の凍結保存を試みる。 

 

４．研究成果 

 

（1）PMSG/hCGを腹腔内投与し過排卵誘起後、成熟した卵母細胞（MII）を採取した場合、3 系

統間（Wistarラット、F344 ラット、BN ラット）に有意な差が見られた。しかし、PMSGを投与

し 48時間後に卵巣より採取した卵母細胞-顆粒膜細胞複合体（OGCs）に有意な差は見られなか

った。 
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図 1 過排卵誘起後に採取した MII 数および卵巣より採取した OGCs 数 

 

（2）PMSGを投与し、48 時間後に採取した未成熟な卵母細胞を 4つの培養液（HTF、αMEM、HTF

＋αMEM、TYH＋αMEM）を用いて 16 時間体外成熟すると、成熟する卵母細胞が観察された。そ

の後、ストロンチウムを用いて体外成熟した卵母細胞を活性化すると、αMEM を用いて体外成

熟させた卵母細胞で多くの卵母細胞の活性化が観察された。 

 

（3）さらに、体外成熟した卵母細胞の受精能力を調べるために、体外成熟した卵母細胞と同系

統の凍結保存した精子を受精（顕微授精）したところ、系統による産仔数に差は見られたが、

産仔へと発生した。 

 

図 2 体外成熟した卵母細胞より得られた産仔 

 

（4）Wistarラットを用いて、過排卵誘起後に採取した前核期胚・2 細胞期胚・桑実胚の凍結保

存を試みたところ、胚の発達段階によって凍結－融解後の産仔への発生率に違いが見られた（前

核期胚: 19%、2 細胞期胚: 33%、桑実胚: 52%）。 
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図 3 凍結保存した前核期胚・2 細胞期胚・桑実胚の産仔への発生率 

 

（5）凍結前に前核期胚を培養することで、凍結－融解後の産仔率が上昇する傾向が見られた（0

時間培養: 12%、4時間培養: 25%、7 時間培養: 24%）。 
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図 4 前核期胚の発達時期による耐凍性の違い 
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