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要旨

　　　現在、ネコ科動物は36の野生種が確認さているが、絶滅危惧

種あるいは危急種としてその多くが分類されている。科学技術のみで

は「絶滅危惧種の保護」は決して達成されないであろうが、「保護を

促進する手段」としては、大いに可能性がある。これらに関する研究

では、絶滅危惧種ネコ科動物のモデルとしてイエネコが用いられてい

る。イエネコの補助生殖技術（ART）は野生ネコ科動物の保護に大きな

影響を与える可能性があるため、イエネコのARTは、ここ10年程

で研究され発展してきた。本研究では、野生ネコ科動物の保護に寄与

するため、イエネコの卵巣の短期保存並びに体外受精およびクローン

ネコ作出のためのドナーとなる卵母細胞の発情周期に関する研究を

行った。

　　　研究1では、ネコ卵巣由来卵母細胞の成熟能および発生能に

保存温度および保存期間が与える影響を調査するため、2つの試験を

行った。試験1では、卵巣を4℃、23・25℃、および38℃のグループ

に分け24時間生理食塩水中に保存し、その後卵巣から卵母細胞をグ

ループごとに回収した。次に、形態的に正常な卵母細胞を選び、24

時間成熟培養した。卵母細胞がMIIに達した割合は、室温および38℃

のグループ（それぞれ20．0％と2．4％）に比較して、低温保存（4℃）グ

ルー一プ（53．4％）が有意に高かった。試験2では、生理食塩水に入れた

卵巣を室温でそれぞれ0、6、12、18時間保存し、その後保存時間の

合計が24時間となるよう、それらを4℃（低温保存）で保存した。保

存後、形態的に正常な卵母細胞を成熟培養し、凍結融解精子により受

精後、体外培養した。室温でそれぞれ0、6、12、18時間保存した卵

巣由来卵母細胞が形態的に正常な割合は、それぞれ35．3％、30．0％、
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26．4％および14．7％であり、成熟培養後MIIに達した卵母細胞の割

合は、それぞれ63．2％、36．4％、26．5％および11．9％であった。この

試験結果より、低温保存前の室温保存時間が増加するにつれて、形態

的に正常な卵母細胞数や、成熟培養後MIIに達する卵母細胞は減少

する事がわかった。また、低温保存前に室温で6時間保存した卵巣

由来卵母細胞だけが、体外成熟および体外受精後に胚盤胞期胚に発育

した。これらの結果より、24時間の室温以上（＞23℃）における卵巣保

存が卵母細胞の成熟能を低下させる事が示唆された。さらに、卵母細

胞の品質と発育能は、低温保存前の室温保存時間の長さに影響するこ

とが明らかとなった。

　　　研究2では、体外受精胚およびクローン胚作製に用いる卵母細

胞を供給するドナーネコの発情周期が、卵母細胞の回収時の品質と体

外受精（IVF）および体細胞核移植（SCNT）後の発生能に与える影響を

調査した。卵胞と黄体の有無により、卵巣を発情休止期、卵胞期また

は黄体期に分類した。卵母細胞の回収後に、卵母細胞の細胞質および

卵丘細胞の形態的状態により、卵母細胞を4つのグレードに分類した。

198頭のネコ卵巣より、合計16，558個の卵母細胞を得た。休止期卵

巣からの卵母細胞の総数および高品質（グレード1）の卵母細胞数（それ

ぞれ111．1個と19．0個）は、卵胞期（67．1個と11．4個の卵母細胞）に

比較して有意に高かった。さらに、グレード1の割合において、卵胞

期と黄体期間（14．9％：20．2％、P＜0．05）に有意な差が認められた。　IVF

後の分割率および胚盤胞発生率は、卵巣の発情周期に関係なく卵母細

胞回収時の品質が低下するに従い有意に低下した。さらに、発情周期

間に、IVFおよびSCNT胚の分割率や胚盤胞発生率に有意な差は認

められなかった。これらの結果より、ドナーネコ卵巣の発情周期は、
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IVFおよびSCNT後の体外発育に有意な影響は与えないが、回収時

卵母細胞の品質がIVF胚の発育に影響することが判明した。

　これらのことより、卵巣保存時間および温度が与える卵母細胞の品

質と発育能の影響、並びに、ドナーネコ卵巣の発情周期が卵母細胞の

品質および発育能へ与える影響が明らかとなった。このことはイエネ

コのARTおよび野生ネコ科動物の保護に有用な情報を提供するもの

と考えられた。
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第1章



緒論

　　　ネコ科動物は、約9，000年間にわたり人間と共存してきた。し

かしながら現在、野性ネコ科動物のほとんどの種が絶滅の危機に瀕

している。現在のところ36種のネコ科野生動物が確認さているが、

それらの多くが絶滅危惧種あるいは危急種として20031UCN（国際自

然保護連合）レッドリストに上っている。例えば、最も小型のヤマネ

コの1種であるアフリカワイルドキャット（乃Lた衿8ガyθβ加b1必L盛α究）

は、イエネコ（」砲飴817肥θ薦808如9との交雑に脅かされている。こ

れらの種の絶滅を防ぐ最も望ましい方法は、それらの生息地の保存

であるが、現実的には、難しい目標でもある（29）。一方で、受精卵移

殖（ET）や凍結保存、さらに体外受精を用いるネコ補助生殖技術

（ART）は、この10年間で急速に発展している（9）。これら研究の大

部分では、イエネコが絶滅の危機に瀕したネコ科動物の身近な研究

モデル種として機能している。科学技術のみでは「絶滅危惧種の保

護」は決して達成されないであろうが、バイオテクノロジーによっ

てその保護プログラムが促進できる可能性は大いにある（15）。近年、

イエネコおよび野生ネコ両方のネコ科動物における体外受精技術に

関する研究が発展し、絶滅危機にさらされたネコ科の保護に役立っ

可能性が示されている（39）。例えば、体外受精は少なくともヤマネ

コ種の1／3に成功しており、また、インディアンデザートキャット

（∬b五8餌1肥5加bo塑紘3）胚のイエネコへの移植、およびトラ

（P2η猛θm血卿旬の同種移植によって産子が得られている（39）。

　　　近年、イエネコの体外成熟（IVM）、体外受精（IVF）、体外培

養（IVC）技術の発展により、ネコ卵母細胞を一巨寺的に4℃で保存した
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後に体外成熟できることがわかった（51）。4℃で72時間まで保存され

た卵巣内ネコ卵母細胞が体外成熟能を持ち続けていることが示され

ており、24時間4℃で保存した卵巣由来の卵母細胞をIVM、　IVF、

IVCすることで産子が得られている（14，51）。このことは一時的な4℃

での卵巣保存技術により、絶滅危惧種のネコ科動物が野外で急死した

場合に卵巣を取り摘出することで、卵母細胞を利用できる機会を創出

できることを示唆している。しかし、野外で生活する絶滅危機に瀕す

るネコ科動物の死後、すぐに卵巣を回収し、4℃に保存する事は現実

的には困難である。死後や摘出後に卵巣を保存する時間と温度によっ

て、卵巣から回収した卵母細胞は影響を受けていると思われるが、低

温保存前に様々な期間、4℃より高い温度で保存した卵巣由来卵母細

胞の回収に関する報告はほとんどない。そこで、研究1では、卵母

細胞の成熟能へのネコ卵巣の保存温度の影響を調べ、低温保存前に室

温で様々な時間保存した卵巣由来卵母細胞の成熟能と発育能を検討

した。

　　　過去20年間で、　「冷凍動物園」と呼ばれる「ゲノムリソー

ス銀行」の概念は強くなり、徐々に受け入れられてきた。ゲノムリ

ソース銀行の主な目的は、ARTによって、生物の多様性の減少を防

ぐか、または少なくとも低下させることである（29）。現在、胎子線維

芽細胞や成体の体細胞と除核卵母細胞を融合させる技術によって、

クローン産子が生み出されている（25，28，44，49）。SCNTは遺伝的多

様性を保つための有益な手段であり、それにより種の継続の機会を

得ることができる（41）。絶滅の危機に瀕しており、ヒツジの近縁種で

あるムフロンについては、実際に、草原で発見した2頭のムフロン

の死体から集めた穎粒層細胞を除核したヒツジの卵母細胞に核移植

し、ヒツジに移植にすることで2頭を妊娠させる事に成功している
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（30）。今後もクローン技術は、いくつかの絶滅危惧種を保護するため

に使用されると思われる。しかしながら、体細胞由来のクローン産

子の生産には、さまざまな要因が影響する。例えば、レシピエント

卵母細胞は、ドナー核を再プログラムする独特かっ複雑な細胞であ

り、クローンの成否要因の一つでもある（32）。また、現在までに、季

節（10，46）や、培養条件（20）、卵母細胞の形態的な品質（19，40）などの

要素がネコ卵母細胞の成熟能と体外発育能に影響を及ぼす事が示さ

れている。さらに、ドナーの発情周期がネコ卵母細胞の成熟能およ

び発育能について影響することがわかってきている（10，21，24）。これ

らの要因の中で、成熟能に最も影響を与える要因は、培養した卵母

細胞の質であると示唆されている（26）。しかし、ドナーの発情周期と、

卵母細胞の質および発育能間の関係についての報告は少ない。また、

SCNTに使用されるレシピエント細胞質の由来は、胚盤胞発生率と

胎子生存率に影響する事が明らかとなっている（47）。しかしながら、

レシピエント細胞質として用いた卵母細胞の発情周期がネコSCNT

胚の発生能に影響するかどうかは、不明なままである。そこで、研

究2では、様々な発情周期の卵巣由来の卵母細胞を用い、形態的な

品質についての分布を調べ、IVFと体細胞核移植（SCNT）後の卵母細

胞の発育にドナーネコの発情周期が与える影響を調べた。
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第2章



研究1

異なる温度で保存した卵巣由来ネコ卵母細胞の発育能
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緒言

　　　近年、IVF技術は絶滅の危機にさらされたネコ科動物の保護

に関する補助技術となりうる事が示唆されている（39）。また、イエネ

コは、野生ネコのART開発のための貴重なモデル動物である（9）。イ

エネコでは、摘出卵巣由来卵母細胞の約50％から65％が、成熟培養

によりMII期に成熟し、20％から30％の成熟卵母細胞がIVF後に胚

盤胞に発育する（19，24，46）。さらに、他の種と異なり、ネコ卵母細胞

には、一時的に4℃で保存後に体外成熟ができる（51）。4℃で72時間

まで保存された卵巣内ネコ卵母細胞が体外成熟能を持ち続けている

ことが示されており、24時間4℃で保存した卵巣由来の卵母細胞を

IVM、　IVF、　IVCすることで産子が得られている（14，51）。一時的な

卵巣保存により、絶滅の危機にさらされたネコ科動物が野外で急死し

た場合に卵巣から卵母細胞を救う機会が創出できる。しかしながら、

野外で生存する絶滅危惧種のネコ科動物の死後、直ちに卵巣を回収し、

4℃に保存する事は困難である。死後や摘出後に卵巣が保たれる時間

と温度によって、卵巣から回収した卵母細胞が影響を受けていると思

われるが、低温保存前に様々な期間、4℃より高い温度で保存した卵

巣由来卵母細胞の回収に関する報告はほとんどない。

　　　本研究は、卵母細胞の成熟能へのネコ卵巣の保存温度の影響を

調べ、低温保存前に室温で様々な時間保存した卵巣由来卵母細胞の成

熟能および発生能を検討した。
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材料および方法

卵巣の保存と卵母細胞の培養

　　　以前にKarjaら（24）によって報告された手技に従ってネコ卵

母細胞を成熟させた。すなわち、動物病院で様々な発情周期を示す

成熟メスから卵巣を卵巣子宮摘出術により採取した。摘出後、卵巣

を生理食塩水中に入れ、実験室に持って来るまでの2時間38℃に保

ち、次に24時間、様々な温度で保存した。保存後、卵巣を50μg／mL

ゲンタマイシン（Sigma，　St．　Louis，　MO，　USA）添加調整リン酸緩衝食

塩水（m・PBS；Nihonzenyaku，　Fukushima，　Japan）中で洗い、各卵巣

を37℃のmPBSを入れた90　mmのシャーレ中でメスを用いて細切

し、卵丘・卵母細胞複合体（COCs）を分離した。均一で暗色の卵細胞

質、および2層以上の卵丘細胞が付着した形態的に正常なCOCsを

培養に用いた。24時間、COCsを100μLドロップで成熟培養した。

成熟培養液は、4mg／mLのウシ血清アルブミン（BSA；Sigma）、0．1

1U／mLヒト閉経期尿性性腺刺激ホルモン佃eikoku　Zoki，　Tokyo，

Japan）、101U／mLヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（KawasakiMitaka

KK．，　Tokyo，　Japan）、1μg／mL　17β一エストラジオール（Sigma）およ

び50μ9／mL，ゲンタマイシン添加Earle’s　salt（Invitrogen，　Carlsbad，

CA，　USA）添加TCM　199から成る。使用前に、成熟培養液を2時間、

38℃5％CO2の湿潤気相中で平衡させた。なお、すべての培養を

5％CO2の38℃の湿潤インキュベーター内行った。

卵母細胞の減数分裂の評価

　　　成熟培養後に、減数分裂の評価のためにCOCsを固定、染色

した。卵母細胞を酢酸とエタノール（1：3v／v）により48時間から72
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時間固定し、アセト・オルセイン（45％の酢酸の中に1％のオルセイン

含有）で染色し、位相差顕微鏡で調べた。それぞれの卵母細胞の正確

な成熟ステージは、その染色体構造と核膜における変化により基づ

いて評価した。核崩壊を起こしているか、または形が明らかに不規

則であった卵母細胞は、変性卵と判定した。

体外受精と体外培養

　　　Karj　aら（24）の報告に従って精子を凍結保存した。受精日に、

凍結精子の入ったストローを、5秒間空気中に保ち、30秒間30℃の

温水中に入れ融解させた。融解後、精子の運動性が50％以上のもの

のみをIVFに用いた。凍結一融解精子を137μ9／mLピルビン酸ナト

リウム（Sigma）、および50μ9／mLゲンタマイシン添加ブラケット・

オリファント（BO）液で2回5分間500×gで遠心洗浄した（2）。上清

を除去し、BO液500μLで精液を希釈した。精子の濃度をBO液内

で4×106精子／mLに調整し、次に、精子懸濁液を6mg／mL　BSA、

20μg／mLヘパリン（Novo　Nordisk　AIS，　Osaka，　Japan）添加BO液に

て2×106精子／m五の最終濃度へ希釈した。受精のため、成熟卵母細

胞を100μLの精子ドロップへ3－5個のCOCsを移し、12時間媒精

した。

　　　12時間媒精後、精子ドロップ中で、ピペットを用いて卵母細

胞から卵丘細胞を機械的に除去した。続いて卵母細胞（卵子）を、4

mg／mL　BSAおよび50μ9／mLゲンタマイシン添加Earle’s　salt液

（MK　1）で洗浄した（22）。洗浄後、ミネラルオイルで覆った500　pL

の培養液で（5・20卵子／500pD　3日間卵子を培養した。媒精して3日

目に、2細胞期以上へ分割した胚を5％（v／v）牛胎子血清（FBS）と50

P9／mLゲンタマイシン添加MK　1培地100μL一ドロップ（1・5胚／ド
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ロップ）で培養した。桑実胚、胚盤胞への発育能を評価するため、分

割胚のみをさらに4日間培養した。

総細胞数の評価

　　　培養終了後、分割胚をすべて3．7％（wlv）パラホルムアルデヒ

ド（Wako　PurechemicaI　Co．，　Osaka，　Japan）および1％（v／v）トリト

ンX－100（Sigma）添加リン酸緩衝液（PBS；ギブコ〉中に室温で15分

間固定を行った後、0．3％（w／v）ポリビニルピロリドン（Sigma）添加

PBS中に15分間浸漬させた。次に、スライドグラス上に作った90％

（v／v）グリセロール（Wako　Pure　Chemica1）および1．9μMビスベ

ンザミド（且oechst　33342；Sigma）添加PBSのマイクロドロップ中

へ胚を入れた。続いて、胚の周囲にワセリン／パラフィンを四箇所置

き、その上にカバーグラスを乗せ4℃で一晩静置した。1胚あたりの

細胞数を、365nm波長励起フィルターを付けた蛍光顕微鏡で観察記

録した。

試験方法

　　　試験1では、卵母細胞の成熟能に与える卵巣の保存温度の影

響を試験した。実験室に搬入後、各卵巣（13頭）をメスで3分割した。

分割した卵巣は、等しく3つの処置群へ分け、4℃（低温群）、23・25℃

（室温群）、38℃（高温群）の生理食塩水中で24時間保存した。卵巣を

保存後、COCsを卵巣より回収し、前述のように形態的に正常な

COCsを選択し、24時間成熟培養液中で培養した。成熟培養後、減

数分裂の状態を評価するために、すべての卵母細胞を固定、染色し

た。

　　　試験2では、低温保存（4℃）前に、様々な時間室温保存した卵
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巣由来卵母細胞の成熟能および発育能を調査した。実験室に卵巣を搬

入後、各卵巣対（21頭）をメスで2つに分割した。分割した卵巣を、4

つの処置群へ無作為に振り分けた。振り分けた卵巣を、低温保存前に

室温生理食塩水中で0，6，12，18時間保存した。各時間室温で卵巣を

保存した後、合計保存時間が24時間となる様にさらに4℃の生理食

塩水中に保存した。保存後、卵巣より卵母細胞を回収し、その総数を

記録した。その後の培養には、正常なCOCsのみを用いた。　COCs

を、前述の様に、体外で成熟、凍結融解精液を用いた媒精および培養

を行った。

統計処理

　　　データは平均±標準誤差で表示した。減数分裂の各ステージ

に達した卵母細胞の割合、総卵母細胞数に対する形態的に正常な卵母

細胞の割合、分割胚の割合、桑実胚や胚盤胞のステージに発育した胚

の割合を分散分析（ANOVA）の前にarc　sin変換を行った。変換したデ

ータは、Statviewプログラム（Abacus　Concepts，　lnc．，　USA）を用いた

Fisher’s　protected　least　significant　dif〔brence　test（PLSD　test）を行

った。P値が0．05より小さいものを有意と判定した。
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結果

　　　試験1では、24時間異なった温度で保存した卵巣から回収し

た形態的に正常な卵母細胞を体外成熟した場合、低温保存（4℃）群

（53．4％）の卵母細胞は、室温および高温度群に比べて（20．0％および

2．4％）有意に高い割合で減数分裂を再開しMII期に達した（表1）。

　　　試験2では、低温保存前の室温での保存時間が増えるに従い、

保存卵巣から回収した形態的に正常な卵母細胞の割合は徐々に低下

した（図1）。卵巣を室温で12時間以上保存すると、形態的に正常な

卵母細胞の割合（14．7％－26．4％）は、室温保存していない卵巣由来のも

の（35．3％）より有意に低下した。同様に、低温保存前の室温保存時間

が増加するに従い、MIIに達した形態的に正常な卵母細胞の割合は、

徐々に低下した（表2）。室温保存していない卵巣由来卵母細胞と比較

して、卵巣を6時間以上室温保存すると、IVMπVF後に分割した卵

母細胞の割合は、有意に低下した（表3）。低温保存前に室温で保存す

ると、6時間保存した卵巣由来卵母細胞からのみIVMIIVFIIVC後に

胚盤胞胚が得られた。
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考察

　　　卵母細胞の成熟能を維持する卵巣の保存温度は、動物種によっ

て異なる。例えば、牛では25℃で保存した卵巣由来の卵母細胞は、

37℃で保存した場合よりも高い発育能を有する（56）。馬の卵巣を

25℃と35℃で5－8時間または3・15時間保存しても、卵母細胞の成熟

能には影響しない（5，17，43）。しかしながら、室温保存に比較して低温

保存（4℃）は有害であることが示唆されている（31）。15℃以下で6時

間保存したブタ卵巣の卵母細胞は、MIIには到達しない（33）。これら

の哺乳i類の卵母細胞とは対照的に、72時間4℃で保存しても、ネコ

卵巣由来卵母細胞は成熟能を持ち続けている（51）。以前の研究で、

38℃で2時間保存したネコ卵巣由来卵母細胞と、4℃で24時間保存

したものでは成熟能に有意な差はなかったと報告されている（35）。さ

らに、本研究では、4℃で24時間保存した卵巣由来卵母細胞の成熟

能は、室温や38℃で保存したものよりも有意に高かった。Woodら

は（53）、4℃の生理食塩水中でネコ卵巣を保存すると、穎粒層細胞や

卵母細胞の著しい核濃縮や空胞変性、膜の損傷増加に起因する死後変

化を防ぐと報告している。一方、35℃でブタ卵巣を長時間（12時間）

保存すると、卵母細胞のDNA崩壊の割合が増加し、卵母細胞の成熟

率が低下する事が報告されている（33）。それゆえ、室温以上（＞23℃）

での卵巣保存は、ネコ卵母細胞の成熟能を減少させると示唆される。

　　　本研究により、保存卵巣から回収した卵母細胞のうち、低温保

存前の室温での保存時間が延長するに伴い、形態的に正常な卵母細胞

の割合が低下することがわかった。形態的に正常なCOCsの選択は、

WoodとWildt（19）が用いた基準に従い、暗黒色の卵母細胞質と2層

以上の卵丘細胞の存在を基に行った。さらに、卵母細胞の質や発育能
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に与える室温保存期間の影響を正確に評価するために、同じドナー由

来の卵巣を4つの試験群に分けた（53）。本試験では、発情周期の様々

なステージの卵巣を供試したが、低温保存前に室温で保存することに

よって、形態的に正常なCOCsの回収割合が影響されることがわか

った。加えて、形態的に正常な卵母細胞のMII期への成熟割合は、

低温保存前の室温保存時間の延長に伴い徐々に低下するということ

が本試験によりわかった。ウマ卵巣を5時間以上室温保存すること

により、穎粒層細胞のアポトーシスが増加するとPedersenら（36）が

報告している。低温での卵巣保存は卵母細胞のDNA崩壊開始が遅れ

る一方、高温での保存によって卵胞pHの変化によるDNA崩壊核を

持っブタ卵母細胞の割合が増加する事がわかっている（33）。4℃で保

存したネコ卵巣は、12時間の保存までは穎粒層細胞のアポトーシス

の増加は見られないことがわかっている（19）。代謝や恒温動物に存在

する酵素は、体温で最も効果的に働くので、低温での卵巣保存によっ

て産生副産物の蓄積や、アポトーシスの過程が遅延することが示唆さ

れる（33，37，52）。それゆえ、本研究により、摘出後のネコ卵巣の室温

保存によって、卵胞の卵母細胞のDNA崩壊が促進され、卵母細胞の

成熟能が低下する事が示唆された。

　　　近年、24・27時間4℃で保存した卵巣から採取したネコ卵母細

胞より作成した体外胚から産子が得られている（14）。4℃で72時間保

存したネコ卵母細胞は、体外で核成熟能があるが、それらの卵母細胞

の受精能および発育能は、24時間低温保存後ではより低下すること

がWol免とWildt（51）によって報告されている。穎粒層細胞の時間

依存性のDNA変性は、ネコ卵巣の低温保存時でさえ卵母細胞の発育

能の損失よりも先行して起こることがJewgenowら（19）によって示

されている。本研究では、卵巣を低温保存前に12時間または18時
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間室温で保存すると、卵母細胞のIVF後に分割能は著しく低下した。

対照的に、6時間保存した卵巣由来の卵母細胞は胚盤胞にまで発育し

た。これらの結果から、IVM涯VFIIVC後に胚…盤胞にまで分割、発育

する卵母細胞の発育能は、低温保存前の室温保存時間の影響を受ける

ことが示唆された。

　　　本研究により、高い保存温度によって、24時間保存した卵巣

由来卵母細胞の成熟能が悪影響を受け、低温保存前の室温保存時間は

卵母細胞の質と成熟能に影響する。卵母細胞の発育能を維持するため

には、室温での卵巣の保存時間は6時間以下に限られる。突然死ん

だネコ科絶滅危惧種のメス由来の卵母細胞を活用できるようにする

ためには、死後6時間以内に卵巣を取り出し、4℃に保存するべきで

あることが示唆された。
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第3章



研究2

ネコ卵母細胞の形態的品質並びに体外受精・体細胞核移植後の

　　　　　　発育能に与える発情周期の影響
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緒言

　　　近年、ネコ科動物の体外受精技術の進歩によって、絶滅の危機

にさらされたネコ科動物の保護が可能となってきた（39）。これまでに、

季節（10，11，46）や、培養条件（20）、卵母細胞の形態的な品質

（19，40，53，54）などの要素がイエネコ卵母細胞の成熟能と体外発育能

に影響を及ぼすという事が示されている。また、ドナーの発情周期が

ネコ卵母細胞の成熟能および発育能について影響することがわかっ

ている（10，11，21，23，24）。これらの要因の中で、成熟能に最も影響を

与える要因として、培養した卵母細胞の質であると示唆されている

（26）。しかし、ドナーの発情周期と、卵母細胞の質および発育能との

関係についての報告はほとんどない。

　　　胎子線維芽細胞や成体の体細胞と除核卵母細胞を融合させる

技術によって、クローン産子が生み出されている（25，28，44，49）。クロ

ー ン技術は、絶滅危惧種を保護するために有用な技術の一っである。

しかしながら、体細胞由来のクローン産子作出には、さまざまな要因

に影響される。レシピエント卵母細胞は、ドナー核を再プログラムす

る細胞であり、クローン作出に影響する重要な要因の一つである（32）。

これまでに、体細胞核移植（SCNT）に使用されるレシピエント細胞質

が胚盤胞発生率と胎子生存率に影響している事が示されている（47）。

しかしながら、レシピエント細胞質として用いた卵母細胞の発情周期

がネコSCNT胚の発生能に影響するかどうかは、不明なままである。

　　　本研究は、様々な発情周期の卵巣由来卵母細胞の、形態的な品

質にっいての分布を調べ、IVFとSCNT後の卵母細胞の発育にドナ

ーの発情周期が与える影響を検討するために行った。
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材料および方法

卵母細胞の回収

　　　卵巣は、1月から6月（2003年から2006年）までの期間に地域

の動物病院から提供され、卵母細胞の回収前に24時間、4℃の生理

食塩水で保存した。卵巣の発情周期におけるステージは、1）休止期：

直径2mm以上の卵胞がない卵巣。　2）黄体期：片側または両側に1

つ以上の黄体（CDが存在している卵巣。　3）卵胞期：少なくとも1つ

以上直径2mm以上の卵胞がある卵巣とした。卵母細胞を分離させる

ため、m－PBSを入れた90　mmのシャー一レ内で各卵巣を手術用メス

で細切した。卵母細胞を、TCM199　Earle’s　salt（Invitrogen）に0．4％

（w／v）BSA、0．11U／mLヒト閉経期尿性性腺刺激ホルモン、101U／mL

ヒト絨毛性腺刺激ホルモン、1μg／mL　17B・エストラジオール、50

μ9／mLゲンタマイシンを添加した新鮮な成熟培養液へ回収した。

卵母細胞の分類と成熟培養

　　　休止期（n＝41）、卵胞期（n＝79）および黄体期（n＝78）の卵巣より回

収した卵母細胞を、以下の4グレードに分けた。1）グレード1：暗

褐色で均一な卵細胞質をもち、2層以上の卵丘細胞が緊密に付着した

卵母細胞。2）グレードII：暗褐色で均一な卵細胞質をもち、2層未

満の卵丘細胞が緊密に付着した卵母細胞。3）グレードIII：卵母細胞

細胞質の色素が薄くなっており、細胞質穎粒が均一でなく、放線冠

がまばらであるもの。4）グレードIV：卵母細胞細胞質の色が薄く著

明に不規則な形をしており、崩壊を起こしているか、または変性し

ているもの。4つのグレードに分i類した後、グレード1、IIおよびIII

の一部の卵母細胞を100・仙ドロップの成熟培養液で24時間培養し
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た。すべての培養を38℃，5％CO2の加湿インキュベーターで行った。

体外受精と培養

　　　Karjaら（23，24）の方法により、精子を凍結保存した。受精日

に、凍結精子を入れたストローを、5秒間空気で静置した後に、30

秒間30℃の温湯中で融解させた。融解後に、精子運動性が＞50％であ

るものをIVFに供試した。凍結融解精子を、137μglmLピルビン酸

ナトリウムおよび50μ9／mLがゲンタマイシン添加BO液（2）中で500

×gで5分間遠心することにより、2回洗浄した。精子濃度をBO液

中で4×106sperm／mLに調整した後に、6mg／mL　BSA、20μg／mL

ヘパリン添加BO液を追加し、最終濃度が2×106　sperm／mLとなる

よう精子懸濁液を希釈した。

　　　24時間の成熟培養後に、休止期（n＝12）、卵胞期（n＝35）および

黄体期（n＝14）卵巣由来卵母細胞を（卵母細胞3・5個毎に）精子懸濁液

100FLドロップに移し12時間媒精を行った。12時間媒精した後、

精液ドロップ中で、卵母細胞に付着した卵丘細胞を小口径ピペット

によって機械的に除去した。次に、卵子を0．4％BSA，50戸g／m五ゲン

タマイシン添加調整Earle響s　salt液（MK　1）（22）中で洗浄した。洗浄

後、卵子を3日間ミネラルオイル下で培養液500pL（5・20卵子

／50011L）中で培養iした。媒精後3日目に、2細胞期以上へ分割した胚

を5％（v／v）牛胎子血清（FBS）および50119／mLゲンタマイシン添加

MK・1培地100μLドロップ（1・5胚／ドロップ）で培養した。桑実胚、

胚盤胞への発育能を評価するため、分割胚のみをさらに4日間培養

した。
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体細胞核移植

　　　ドナー細胞の初代培養はFahrudinら（8）の報告に準じネコ子

宮組織より作成した。組織を細切し、15分間、0．25％（w／v）トリプ

シン・EDTA中に入れて分散させ、次に、5％FBS、50μg／mLゲンタ

マイシンを添加した修正ダルベッコイーグル培地（DMEM；

Invitrogen）中で5分間、500×gで遠心処理することにより洗浄した。

次に細胞懸濁液を、5％FBSを添加したDMEMを入れた35　mmの培

養皿に移し、5％CO2を含む38℃の加湿インキュベーターで培養した。

コンフルエントになると、細胞を5分間トリプシン処理し、回収細胞

を5分間、500×gで遠心処理によって洗浄した。次に、5％（v／v）のジ

メチルスルポキシド（DMSO、　Wako　Pure　Chemica1）を含んだPBSで

凍結するか、または新しい35mmのシャーレに移した。ドナー細胞

は、1から3継代したものをドナー核として用いた。移植に用いる前

にトリプシン処理により、ドナー細胞の単細胞浮遊液を準備した。

　　　IVFでは、回収時卵母細胞の品質の低下に伴い、胚の分割率や

胚盤胞発生率が有意に低下した。このことから、休止期（n＝8）、卵胞

期（n＝9）および黄体期（n＝10）の卵巣由来のグレード1の卵母細胞の

みをSCNTに用いた。成熟培養から24時間後、小口径ピペットを用

い、卵母細胞を裸化した。極体を放出した卵母細胞のみをSCNTに使

用した。裸化した卵母細胞を、除核前に20分間、5μg／mLヘキスト

33342（Sigma）と0．3％BSAを添加したPBSで培養した。透明帯に細

いガラス針で部分的に切れ込みを入れ、第1極体付近にスリットを作

った。第1極体とその周囲のMIIの染色体を含むと推定される細胞質

を、針で絞ることによって押し出した。除去した細胞質を数秒間UV

光に暴露し、染色体の除去を確認した。その後、単離した体細胞を

除核卵母細胞の囲卵腔に移した。卵母細胞操作には、5μL／mLサイ
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トカラシンBと0．3％BSAを添加したPBSを用いた。プラチナ電極線

のチャンバー内に、Zimmerman細胞融合液（50）を満たし、　BTXエレ

クトロセルマニュピレーター2001（BTX、米国）を用いて1kv／cmの直

流パルスを50四ec流して細胞融合を行った。電気的融合の成否は、

顕微鏡で検査した。次に、融合胚を、10μ9／mLカルシウムイオノフ

ォアA23187（Sigma）へ5分間暴露し、10μg／mLシクロヘキサミド

（Wako　Pure　Chemical）添加MK・1培地中で5時間培養した。

　　　再構築胚を、0．4％BSA添加MK　1培地で培養した。培養3日目

に、すべての分割胚を新しい5％FBS添加MK・1培養液に移し、胚盤

胞への発育能を調べるためにさらに4日間培養した。

統計処理

　　　供試した卵母細胞の総数に対して、形態的な各グレードの数の

割合は、分散分析（ANOVA）の前にarc　sin変換を行い、変換したデー

タをStatviewプログラム（Abacus　Concepts，　Inc．，　USA）を用いて

Fisher’s　protected　least　significant　dif艶rence　test（PLSD　test）によ

り解析した。また、各発情期の卵巣由来卵母細胞数については、

ANOVA検定を行った。分割率および胚盤胞発生率は、カイニ乗検定

で分析した。P値が0．05より小さいものを有意と判定した。
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結果

卵母細胞の分類

　　　198頭の卵巣から合計16，558個の卵母細胞を得た。休止期、

卵胞期と黄体期卵巣から回収した卵母細胞の合計平均（±標準誤差）

数は、それぞれ111．1±11．8、67．1±6．3および85．9±8．4であった。

卵胞期卵巣由来卵母細胞数と比較し、休止期由来の卵母細胞数は有

意に多かった。同様に、休止期卵巣由来のグレード1の平均卵母細

胞数（19．0±2．7）は、卵胞期由来数（11．4±1．5）より有意に高かった。3

・ つの発情期の間において、グレードII、　IIIおよびIVに分類した卵

母細胞の割合には有意な差は認められなかったが、グレード1の卵

母細胞の割合については、卵胞期および黄体期間に有意な差が認め

られた（14．9％：20．2％）（図2）。

IVF胚の体外発育能

　　　61頭の卵巣からそれぞれ合計404、535および360個の卵母

細胞を採取し、グレード1、IIおよびIIIに分類後、体外成熟、受精、

培養した（表4）。回収時にグレードが低かった卵母細胞は、分割率お

よび胚盤胞発生率が有意に低下した。休止期の卵巣由来でグレードII

の胚盤胞形成率は、卵胞期の卵巣由来のものより有意に高かった。他

のグレードに関して、発情期のステージ間には、分割率および胚盤胞

発生率において有意差はなかった。

SCNT胚の体外発育能

　　　27頭の卵巣からそれぞれ合計364個の除核MII卵母細胞に線

維芽細胞を移植し、206個（56．6％）の再構築胚が融合した。体外培養i

21



後に、合計35個（17．0％）のSCNT胚が胚盤胞期に発育した。表5に

示した様に、発情期のステージ間には、SCNT胚の分割率および胚…盤

胞発生率において有意差はなかった。
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考察

　　　本研究では、グレード1の平均卵母細胞数は、卵胞期卵巣に

比較して、休止期卵巣で有意に多かった。そのうえ、本試験結果よ

り、総回収卵母細胞に対するグレード1の卵母細胞の割合は、ドナ

ーの発情周期の影響を受ける事が明らかになった。これらの結果は、

高品質（グレード1）の卵母細胞数はドナーの発情周期の影響を受け、

卵胞期や排卵直後卵巣に比較して、間期と休止期卵巣からより多く

の卵母細胞を回収できると報告したFreistedtら（10，11）の報告に一一

致している。しかしながら、Spindle　rとWidt（46）は、一年を通して

卵巣から回収した高品質な卵母細胞の割合は、卵巣の発情周期の影

響を受けないと示唆している。この点については、卵母細胞の分類

基準や卵巣の収集期間、収集後の卵巣保存時間の違いによるものと

推察される。

　　　本研究では、回収時の卵母細胞の質がIVF胚の発育に影響iす

ることが示された。また、以前の報告でも、体外成熟能やIVF後の

発育能において、培養に用いたネコ卵母細胞の重要性が示されてい

る（19，26，40，53，54）。本試験結果より、グレード1卵母細胞と比較し

て同様の卵細胞質であるが卵丘細胞の層が薄いグレードII卵母細胞

の分割率と胚盤胞形成率は低い事が判明した。卵母細胞を囲む卵丘

細胞は、培地の中に減数分裂を活性化する物質を分泌し、卵母細胞

の質を高めていることを示唆する報告がある（3，13）。それゆえ、本試

験結果によっても、体外成熟中の卵母細胞を囲む卵丘細胞の存在が

その後のネコ胚発育に重要な要素である事が示された。

　　　本研究では、IVF胚の分割率と発育率に及ぼす卵巣の発情周

期の影響は認められなかった。しかしながら、これまでの報告では
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卵巣の発情周期がIVMとIVF後のネコ卵母細胞の発育能に影響を及

ぼすと示唆されている（10，11，23，24）。Freistedtら（10，11）は、黄体

期と卵胞期由来グレード1の卵母細胞が胚盤胞期まで発育する割合

は、休止期卵巣由来の卵母細胞のそれらより高いと報告している。

しかしながら、本研究結果では、IVF後のグレード1の卵母細胞の

発育能には、卵巣の発情周期は影響しないということが示された。

Freistedtら（10，11）の研究では、体外培養前に、8時間未満室温で保

存するか、もしくは4℃で24時間未満保存していた。低い保存温度

がネコ卵母細胞の減数分裂の成熟能と体外発育能に影響することが

示されていることから（23，24）、ドナー発情周期による影響が緩和し

たものと推察された。従って、本研究結果におけるIVF後の卵母細

胞の発育能の違いは、卵巣の保存温度と保存時間が異なることが一

部起因しているように推察された。

　　　本研究結果より、レシピエント卵母細胞を提供する卵巣の発

情周期は、再構築胚の発育能には影響しないことが示された。これ

までSCNTに使用されるレシピエント細胞質は、胚…盤胞発生に有意

に影響し、ドナーの年齢およびレシピエント卵母細胞の成熟時間が

SCNT胚の発育能に影響する事が示唆されている（32）。対照的に、ネ

コSCNT胚の発育はレシピエント細胞質に供試される卵母細胞によ

って影響されないと、Gomezら（14，38）によって幸艮告されている。彼

らは、成熟培養液へのEGF添加によるネコ卵母糸田胞のIWシステ

ムの改良によって、体外成熟細胞質の質を体内成熟卵母細胞と同等

にできることを示唆した。IVF胚の分割率や胚盤胞発生率は、回収

時の卵母細胞の質の低下に伴い有意に低下することから、本研究で

は、グレード1の卵母細胞のみをSCNTに用いた。しかしながら、

本研究ではEGF等の成長因子を成熟培養液中に添加しなかったが、
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レシピエント卵母細胞を提供する卵巣の発情周期は、再構築胚の発

育能には影響しないことが示された。このことから、卵巣の発情周

期はSCNTネコ胚の発育には影響しないことが示唆された。

　　　これらのことより、回収卵母細胞数、グレード1卵母細胞の

平均数および割合は卵巣の発情周期の影響を受けることが示された。

ドナーの発情周期は、IVFとSCNT後の卵母細胞の体外発育に対し

て明らかな影響iはなく、IVF胚の発育には回収卵母細胞の質が影響

することが判明した。このことは、ネコ卵母細胞の発育能に影響す

る最も重要な要因は、培養に用いた卵母細胞の質であることを示唆

している。
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第4章



総括

　　　多くの種が絶滅するに従って、生物学的多様性の損失が地球

上のすべての生命に悪影響を与えると言われている（45）。すべての種

の絶滅を防ぐ最も望ましい方法は、それらの生息地の保存すること

であるが、現実的には難しい目標でもある（29）。ネコIVFの研究が発

表されて以来（16）イエネコのARTは大きく進展した（39）。最近、体

細胞クローンにより、イエネコ産子が作出されている（44）。また、体

外受精は少なくともヤマネコ種の1／3に成功しており、インディアン

デザートキャット胚のイエネコへの移植、およびトラの同種移植に

よって産子が得られている（39）。

　　　様々な要因の中で、卵巣の輸送、保存時間および特に輸送中

の温度は、卵母細胞の成熟に影響を与える（34，56）と報告されている。

さらに、動物種によって適切な卵巣の保存温度は異なる。例えば、

牛では、25℃で保存した卵巣由来の卵母細胞は、37℃で保存した時

よりも高い発育能を有する（56）。また、馬の卵巣を25℃と35℃で5－8

時間と3・15時間保存しても、卵母細胞の成熟能には影響しない

（5，17，43）が、室温保存に比較して低温保存（4℃）は成熟能を低下させ

る（31）。15℃以下で6時間保存したブタ卵巣の卵母細胞は、MIIに

は到達しない（33，52）。一方、これらの哺乳類の卵母細胞とは対照的

に、72時間4℃で保存しても、ネコ卵巣由来卵母細胞は成熟能を持

ち続けている（51）。以前の研究では、38℃で2時間保存したネコ卵

巣由来卵母細胞と、4℃で24時間保存したものでは成熟能に有意な

差はなかった（8，35）。また、4℃で2時間または24時間卵巣を保存し

ても、卵母細胞の成熟能に差はないが、卵巣の48時間保存では有意

に減少した（7）。研究1では、4℃で24時間保存した卵巣由来卵母細
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胞の成熟能は、室温や38℃で保存したものよりも有意に高かった。

Woodらは（53）、4℃の生理食塩水中でネコ卵巣を保存すると、穎粒

層細胞や卵母細胞の著しい核濃縮や空胞変性、膜の損傷増加によっ

て見られる死後変化を防ぐと報告している。高温状態（35℃）で卵巣を

長時間保存（12時間）すると、ブタ卵母細胞のDNA崩壊の割合が増加

し、卵母細胞の成熟率が低下する事が示されている（33，52）。それゆ

え、室温以上（＞23℃）での卵巣保存は、ネコ卵母細胞の成熟能を低

下させると示唆された。

　　　本研究により、保存卵巣から回収した卵母細胞のうち、低温

保存前の室温保存時間の延長に伴い、形態的に正常な卵母細胞の割

合は低下することが判明した。形態的に正常なCOCsの選択は、

WoodとWiIdtが用いた基準に従い、一様な暗褐色の卵母細胞と2

層以上の卵丘細胞の存在を基に行った（19，53，54）。さらに、卵母細胞

の質や発育能に与える室温保存期間の影響を正確に評価するために、

卵胞発育波が卵胞一卵母細胞の品質に影響を与える報告があること

から、同じドナー由来の卵巣を4つの試験群に分けた（53）。本試験で

は、発情周期の様々なステージの卵巣を供試し、低温保存前に室温

で保存することによって、形態的に正常なCOCsの回収割合に影響1

することがわかった。加えて、形態的に正常な卵母細胞のMIIへの

成熟割合は、低温保存前の室温保存時間の延長に伴い徐々に低下す

ることも判明した。Wo漉とWildtは、イエネコおける胚盤胞発育

が密接に卵成熟に関連し、卵母細胞の成熟は卵巣が保持された温度

の影響を受け、4℃で72時間まで保存した卵巣から得られた卵母細

胞はMII期に達したが、胚盤胞への発育が低下した（51）。ウマ卵巣

を5時間以上室温保存することにより、穎粒層細胞のアポトーシス

が増加するとPedersenら（36）が報告している。また、　Amanと
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Parks（1）は、温度の変動が、ウシ成熟卵母細胞の細胞骨格構造と染

色体構造に直接的に影響すると報告している。低温での卵巣保存は

卵母細胞のDNA崩壊開始が遅れる一方、高温での保存によって、卵

胞pHの変化によりDNA変性核を持つブタ卵母細胞の割合が増加す

る事が報告されている（33）。さらに、4℃で保存したネコ卵巣は、12

時間の保存までは穎粒層細胞のアポトーシスの増加は見られないこ

とも示唆されている（19）。HoltとPicard（18）は、卵巣を輸送する間

に、35・38℃で細胞の自己融解酵素が発生しうると報告している。代

謝や恒温動物に存在する酵素は、体温で最も効果的に働くので、低

温での卵巣保存によって産生副産物の蓄積や、アポトーシスの過程

が遅延することが示唆されている（33，37，52）。それゆえ、本試験結果

により、摘出後4℃以上の高温である室温保存によって、卵胞の卵母

細胞のDNA崩壊が促進され、卵母細胞の成熟能が低下する事が示唆

された。

　　　近年、24・27時間4℃で保存した卵巣から採取したネコ卵母細

胞より作成した体外受精胚から産子が得られている（14）。4℃で72

時間保存したネコ卵母細胞には、体外で成熟能があるが、卵母細胞の

受精能および発育能は、24時間低温保存後では有意に低下すること

がWol艶とWildt（51）によって報告されている。穎粒層細胞の時間

依存性DNA変性は、ネコ卵巣の低温保存下でさえ卵母細胞の発育能

の損失よりも先行することがJewgenowら（19）によって示されてい

る。本研究では、卵巣を低温保存前に12時間または18時間室温で

保存すると、卵母細胞のIVF後に分割能は著しく低下した。対照的

に、6時間保存した卵巣由来の卵母細胞は胚盤胞に発育した。これら

の結果から、IVM几VMVC後に胚盤胞期に分割、発育する卵母細胞

の能力は、低温保存前の室温保存時間の影…響を受けることが示唆され

28



た。　結論として、高い保存温度が、24時間保存した卵巣由来卵母

細胞の成熟能に有害な影響を与え、低温保存前の室温保存時間が卵母

細胞の質と成熟能に影響を与えることがわかった。卵母細胞の発育能

を維持するためには、室温での卵巣の保存時間は6時間以下に限ら

れる。急死したネコ科絶滅危惧種のメス由来の卵母細胞を救出できる

ようにするためには、死後6時間以内に卵巣を取り出し、4℃で保存

するべきであることが結論付けられた。

　　　1997年にWilmutら（49）によるドリー誕生の報告以降、　S　CNT

を用いた絶滅危惧種の保護が議論されている（42）。近年、ラット（57）

や羊、ネズミ、牛、ヤギ、ブタ、ウサギ、ネコ（44）、ラバ（55）および

馬（12）で、除核した卵母細胞に体細胞由来の核を移植する方法でクロ

ーンが作られている。その中でも、野外で死体で発見された野生の

羊種であるムフロンの細胞からクローン産子を得たという報告（30）

は、準絶滅危惧種である動物のクローン産子を得た点と、死んでい

るドナーからドナー核を得た点において大いに注目すべき報告であ

る。さらに、様々な哺乳類由来の体細胞核をウシ、ウサギ、および

ヒツジの細胞質へ移植することにより、再構築胚が発育することが

明らかになってきている（4，6，27，30，48）。再構…築胚を作る上で、イエ

ネコの卵母細胞質は、絶滅危惧ネコ科動物のSCNTのための有用なレ

シピエントである（14）。また、卵母細胞の成熟能に最も影響を与える

要因は、培養した卵母細胞の質であると示唆されている（26）。しかし

ながら、レシピエント細胞質として用いた卵母細胞の発情周期が卵

母細胞の質およびネコSCNT胚の発生能に影響するかどうかは、不明

なままであった。

　　　そこで研究2では、IVFと体細胞核移植後の卵母細胞の発育に

ドナーの発情周期が与える影響を調査した。グレード1の平均卵母細
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胞数は、卵胞期卵巣に比較して、休止期卵巣でより多かった。その

うえ、本試験結果より、総回収卵母細胞数に対するグレード1の卵母

細胞の割合は、ドナーの発情周期の影響を受ける事が明らかになっ

た。これら結果は、高品質（グレード1）卵母細胞数はドナーの発情周

期の影響を受け、卵胞期や排卵直後卵巣に比較して、間期と休止期

卵巣からより多くの卵母細胞を回収できると報告した

Freistedt（10，11）の報告に一致している。しかし、　Spindlerと

Widt（46）は、一年を通して卵巣から回収した高品質な卵母細胞の割

合は、卵巣の発情周期の影響を受けないと提起している。グレード1

の卵母細胞の割合におけるこの食い違いは、卵母細胞の分類基準や

卵巣の回収期間、回収後の卵巣保存時間の違いによるものと推察さ

れた。

　　　さらに、本研究では、回収時の卵母細胞の質がIVF胚の発育

に影響する事が示された。また、以前の報告でも、体外成熟能やIVF

後の発育能において、培養に用いたネコ卵母細胞の重要性が示され

ている（19，26，40，53，54）。本試験結果より、グレード1卵母細胞と比

較して同様の卵細胞質であるが卵丘細胞の層が薄いグレードII卵母

細胞の分割率と胚盤胞形成率は、低いことがわかった。卵母細胞を

囲む卵丘細胞は、成熟培養中に減数分裂を活性化する物質を分泌し、

卵母細胞の質を高めていることが示唆されている（3，13）。それゆえ、

本試験結果によっても、IVM期間の卵母細胞を囲む卵丘細胞の存在

がその後のネコ胚発育に重要な要素であることが示された。

　　　本研究では、IVF胚の分割率と胚盤胞発生率に対する、卵巣

の発情周期の明らかな影響は認められなかった。卵巣の発情周期が

IVMとIVF後のネコ卵母細胞の発育能に影響を及ぼすと示されてい

る（10，11，24）。Freistedtら（10，11）によって、黄体期と卵胞期由来
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グレード1の卵母細胞が胚盤胞期まで発育する頻度は、休止期卵巣

由来の卵母細胞のそれらより高いと報告されている。しかしながら、

本研究結果では、IVF後のグレード1の卵母細胞の発育能には、卵

巣の発情周期は影響しないということが示された。Freistedtら

（10，11）の研究では、体外培養前に、8時間未満室温で保存するか、

もしくは4℃で24時間未満保存していた。低い保存温度がネコ卵母

細胞の減数分裂の成熟能と体外発育能に影響することが示されてい

ることから（23，24）、ドナー発情周期による影響が緩和したものと推

察された。従って、本研究結果におけるIVF後の卵母細胞の発育能

の違いは、卵巣の保存温度と保存時間が異なることが一部起因して

いるように推察された。

　　　本研究結果より、レシピエント卵母細胞を提供する卵巣の発

情周期は、再構築胚の発育能には影響しないことが示された。これ

までSCNTに使用されるレシピエント細胞質は、胚…盤胞発生に有意

に影響し、ドナーの年齢およびレシピエント卵母細胞の成熟時間が

SCNT胚の発育能に影響することが示唆されている（32）。対照的に、

ネコSCNT胚の発育はレシピエント細胞質に供試される卵母細胞に

よって影響されないと、Gomezら（14，38）によって報告されている。

彼らは、成熟培養液へのEGF添加によるネコ卵母細胞のIVMシス

テムの改良によって、体外成熟細胞質の質を体内成熟卵母細胞と同

等にできることを示唆した。IVF胚の分割率や胚盤胞発生率は、回

収時の卵母細胞の質の低下に伴い有意に低下することから、本研究

では、グレード1の卵母細胞のみをSCNTに用いた。しかしながら、

本研究ではEGF等の成長因子を成熟培養液中に添加しなかったが、

レシピエント卵母細胞を提供する卵巣の発情周期は、再構築胚の発

育能には影響しないことが示された。このことから、卵巣の発情周
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期はSCNTネコ胚の発育には影響しないことが示唆された。研究2

の結論として、回収卵母細胞数、グレード1卵母細胞の平均数およ

び割合は卵巣の発情周期の影響を受けることが示された。ドナーの

発情周期は、IVFとSCNT後の卵母細胞の体外発育に対して明らか

な影響はなく、IVF胚の発育には回収卵母細胞の質が影響すること

が判明した。このことは、ネコ卵母細胞の発育能に影響する最も重

要な要因は、培養に用いた卵母細胞の質であることを示唆している。

　　　研究1では、ネコ卵巣由来卵母細胞の成熟能および発生能に

保存温度および保存期間が与える影響を調査することにより、24時

間の4℃以上の高温での卵巣保存が卵母細胞の成熟能を低下させる

事が示唆され、また卵母細胞の品質と発育能は、低温保存前の室温

保存時間の長さに影響することが明らかとなった。研究2では、ド

ナーネコの発情周期が、卵母細胞の回収時の品質とIVFおよび

SCNT後の発生能に与える影響を調査し、ドナーネコ卵巣の発情周

期は、IVFおよびSCNT後の体外発育に有意な影響は与えないが、

回収時卵母細胞の品質がIVF胚の発育に影響することが明らかとな

った。このことはイエネコのARTおよび野生ネコ科動物の保護に有

用な情報を提供するものと考えられた。

　　　最後に、本研究が希少な野生生物の保存プログラムの一助と

なりうることを期待している。
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図表
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（n＝749）　　　　（n＝855）

室温での保存時間（時間）

　18
（n＝896）

図1

室温で様々な期間に保存したネコ卵巣由来の形態的に正常な卵母細胞の割合（平

均±標準誤差）。21頭からの卵巣を、低温保存（4℃）開始前に室温（23・25℃）で、

それぞれ0、6、12、18時間保存した。異符号（a・d）は有意な差を示す（P＜0．05）。

供試した卵母細胞数を（）内に表示。
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図2

各発情期の卵巣由来の様々な品質のネコ卵母細胞の分布（平均±標準誤差）。同じ

グレード内および同じ発情周期の異符号は有意な差を示す（P＜0．05）。
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表生各品質における卵母細胞の体外受精後の発育能に及ぼす発情周期の影響＊

卵母細胞の　卵巣の

グレード　　発情周期

卵母細胞数 胚数（％）

分割胚 胚盤胞

Grade　I

Grade　II

Grade　III

休止期

卵胞期

黄体期

合　計

休止期

卵胞期

黄体期

合　計

休止期

卵胞期

黄体期

合　計

101

202

101

404

151

254

130

535

110

180

70

360

53（52，5）

105（52．0）

51（50．5）

209（51，7）a

63（41，7）

89（35，0）

49（37，7）

201（37．6）b

　5（4．5）

　7（3．9）

　1（1．4）

13（3，6）c

29（28，7）

49（24．3）

26（25．7）

104（25．7）a

26（17．2）A

21（8．3）B

17（13．1）AB

64（12．0）b

　3（2．7）

　1（0．6）

　0（0）

　4（1．1）・

央 24時間4℃で保存した卵巣由来の卵母細胞を体外成熟、体外受精、および体外培養に用い

　た。

同列間（a・c）または各グレード内の発情周期間（A－B）の異符号間に有意差あり（、P＜α05）。
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表5．体細胞核移植（SCNT）後のレシピエント卵母細胞の発生能に与える発情周期の

　　　影響央

卵巣の

発情周期

SCNT数　　融合卵母
　　　　　　糸田月包数（％）喪衷

SCNT胚数（％）密帰

分割 胚盤胞

休止期

卵胞期

黄体期

114

124

126

71（62，3）

69（55．6）

66（52，4）

47（66，2）

47（68，1）

49（742）

13（18、3）

14（20．3）

8（12．1）

＊回収時にグレード1の卵母細胞のみを試験に用いた。

勲SCNTに用いた卵母細胞数に対する割合。

棘＊融合した卵母細胞に対する割合。
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