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第1章　緒論

マウスやラットなどの実験動物は遺伝的背景が明瞭であり，生殖活動様式を含む様々

な特徴も広く調べられているため，新規系統樹立や遺伝子改変動物作製に利用されや

すい。また，実験動物を用いた動物実験で得られた知見はヒトへの応用研究に役立つ

が，得られた結果がそのまま適用できない場合も多い。このため，従来の実験動物と

は異なる特徴をもつ実験動物の新規開発は，研究領域を広げるとともに，新たな生物

学的知見の発掘につながる。

本研究の対象となるハタネズミ（Microtus）属は，脊椎動物門，哺乳網，齧歯目，真

鼠亜目，ネズミ科，キヌゲネズミ亜科，ハタネズミ属に属しており（国際自然保護連

合レッドリスト: the International Union for Conservation of Nature Red List: IUCN，2015）

寒帯から温帯まで世界中に広く分布し，多くの種は農業上の利用価値のない，あるい

は人間の居住による変動を受けていない土地の地中で孔道生活を営んでいる（渡辺，

1962；川村と池田，1935）。また世界各地（北半球のみ）に全64種生息し，本属のう

ち10種（M. bavaricus, M. oaxacensis, M. umbrosus, M. breweri, M. kikuchii, M. quasiater, M. 

cabrerae, M. sachalinesis, M. guatemalensis, M. schelkovnikovi）が，絶滅危惧種として記載

されている（IUCN，2015）。 

特徴として，ハタネズミ属は複胃を有する草食性小型げっ歯類であり（Kudo and 

Oki, 1984），種間で染色体数が異なる（Mazurok et al., 2001）。このことから中・大型

草食動物の消化・代謝調節あるいは種分化・種分布研究モデルとしての有用性が期待

されている（Tougard et al., 2008）。また哺乳類において3%にも満たない一夫一妻性を

示す種も存在することから，ヒト配偶システムの社会的行動（Carter et al., 1995; 

Aragona and Wang, 2004; Ledford, 2008）あるいは脳内機構研究のモデルとして利用され

ている（Pitkow et al., 2001; Ross et al., 2009; McGraw and Young, 2010 ）。さらに，本属

の大臼歯は歯根が形成されないため，再生医学分野における歯の再生モデル（Tummer 

and Thesleff, 2003）としても研究利用されている。近年では，プレーリーハタネズミ
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（Microtus ochrogaster）において人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells: iPS）

細胞樹立（Manoli et al., 2012）あるいはトランスジェニック動物作製（Donaldson et al., 

2009; Keebaugh et al., 2012）など，新たなハタネズミ研究が展開されている。さらに，

伝達性海綿状脳症への感受性の高さからプリオン病研究モデル（Carlson et al., 2015）

としても注目されている。

現時点において，ハタネズミ属における生殖様式に関しては未解明な部分が多く，

生殖細胞の保存や個体再生に関わる生殖補助技術（assisted reproductive technologies: 

ARTs）の開発もほとんど進んでいない。ARTsが応用されている報告に関しては，ホン

ドハタネズミの新鮮精子由来体外受精卵からの産仔作出（Wakayama et al., 1996），楊

子ハタネズミ精子の凍結保存の試み（Liu et al., 2006）およびプレーリーハタネズミ体

内受精胚の体外培養および体外受精の確立（Horie et al., 2015）にとどまっている。一

方，実験動物としての広範囲な利用を想定した場合，供試動物の安定供給が必要不可

欠となる。このことから，ハタネズミ生殖細胞の凍結保存，人工授精，体外受精およ

び胚移植といったARTsの確立が望まれている。また絶滅危惧種の保全研究において

は，外観が美しい，あるいは人間社会や生活の役に立つ動物種が研究対象となりやす

くなる一方で，小型動物種は研究対象になりにくい傾向がある（Small, 2012a, b）。こ

のことから，ハタネズミ属におけるより一層の研究活動は，学術研究領域の新規開拓

および生物学への貢献だけでなく，生物多様性の保全にも役立つと考えられる。

前述の実験動物としての動物供給および種の保存を考慮した場合，ARTsは重要であ

る。ARTs開発は，20世紀初頭に哺乳類受精機構が解析され始めてから現在まで急速に

進んでいる（Yanagimachi, 2012）。ARTsには，過剰排卵，生殖細胞の凍結保存，人工

授精，体外受精，顕微授精および胚移植などが含まれ，現在では家畜および実験動物

においてARTsを利用した産仔作出が可能となっており，これらはキメラおよびクロー

ン動物の作出にも必要とされる基盤技術である。一方，野生動物を対象としたARTsに

関する研究は，1970年代頃から活発に行われるようになり(Watson, 1979)，1980年代に
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入ると積極的に取り組まれるようになった (Seager, 1983: 楠田, 2003) 。このことから，

各種ARTsは，膨大な数にのぼる希少動物種の保存を進めていくうえでも，必要不可欠

な技術であるとともに（毛利と星, 2006），効率良く機能するよう様々な動物種に合わ

せて技術改変していく必要性もある。

　本研究では，ハタネズミ属の中でも長年研究が進められており，繁殖特性について

ある程度解明されているホンドハタネズミに着目した。ホンドハタネズミの繁殖特性

は，交尾排卵動物であり，発情周期は不明瞭のために観察できない。また妊娠期間は

21日を示し，一腹産仔数は1～8匹の範囲で，出産できるが平均4匹である（Kudo and 

Oki, 1982）。さらに，長年の飼育経験から交配時の雌雄間の相性や哺育能力の個体差

なども見受けられるため，ホンドハタネズミの繁殖効率は一般的なマウスと比較した

場合良好でないと考えられる。以上のことから，ホンドハタネズミにおいてARTsを確

立し，安定した繁殖が可能となれば他のハタネズミへの応用が十分に期待できると考

えた。

　そこで，第一にホンドハタネズミ精子の凍結保存法について検討し，この凍結精子

を利用して第2章では人工授精による産仔作出を試みた。第3章では様々な週齢での安

定した卵母細胞供給のためにホンドハタネズミにおける新規過剰排卵法を検討した。

第4章では体外受精および顕微授精胚の体外培養条件を検討し，非外科的胚盤胞移植に

よる産仔作出を試みた。第5章では外科手術時に用いる麻酔薬を検討し，麻酔薬の反復

投与が雌個体に与える影響を検討した。第6章では体外受精による産仔作出，さらに第

7章では顕微授精による産仔作出についてそれぞれ検討し，ホンドハタネズミにおける

効率的な動物供給法および種の保存法の確立を目指した。
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第2章　ホンドハタネズミ精子凍結保存および人工授精

第1節　緒言

ハタネズミ属を含めた多様で貴重な遺伝的資源の損失を防ぐことは重要な課題であ

り，そのための遺伝子資源の保全技術の1つとして精子凍結保存があげられる。精子凍

結保存は，精子を液体窒素中で保管することにより，精子の運動性を保持したまま半

永久的に精子DNAの保存を可能とする技術である。さらに，実際の動物を繁殖させて

飼育維持することに比べ，使用期限に制限されず，維持費・労力・スペースが削減でき

るなど多くの利点が挙げられる（Takahashi and Liu, 2010）。近年の地震や洪水など自

然災害が多く発生し，飼育施設が被害を被ることを考慮しても必要な技術である。精

子凍結保存を用いて実際に種の保存を確立するためには，精子機能の保護が重要とな

る。つまり，成熟卵母細胞と受精させて産仔を得るといった一連の過程を正常に引き

起こすための機能である。配偶子におけるDNA損傷が様々な生殖異常，自然流産や先

天性異常，遺伝病およびガン発生率の増加といった結果を導くことが報告されており

（Hassold et al., 1984; Jacobs et al., 1989; Cattanach et al., 1995），精子DNA完全性の保護

は非常に重要である。しかし体細胞と異なり，精子は自身にDNA修復機構をもたない

ため（Ono and Okada, 1977），凍結保存によって精子DNAに損傷が生じた場合，受精

できない，もしくは受精できても生まれてきた子孫に上述のような悪い影響を及ぼす

かもしれない。過去，ヒト（Aravindan et al.,  1997），ウシ（Ballachey et al., 1987; 

Sailer et al., 1996），ブタ（Evenson et al., 1994），ウマ（Kenney et al., 1995），および

マウス（Evenson et al., 1980）においてクロマチン構造と精子DNA完全性の異常は，環

境要因，特に精子の低温保存によって生じた細胞損傷の結果であることが，アルカリ

コメットアッセイ法や精子クロマチン構造分析法などにより確認されている。このた

め，凍結保存による精子DNAの損傷レベルを検査することも手法確立のために必要で

ある。
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単一ゲル電気泳動法であるアルカリコメットアッセイ法は，DNA一本鎖破断を検出

できる。損傷したDNAは核から流出して，ゲル内を陽極へと移動し，一定方向に流れ

る尾部をもつ“コメット”として現れる。対照的に，DNA損傷をしていないものは“コ

メット”でない無傷核として現れる（Hughes et al., 1996, 1997）。他のDNA損傷分析と

比較して本技術が有利な点は，単一細胞を分析できる能力とそのために細胞集団間の

不均一性を研究できること，DNA修復活動が簡単に分析できること，反応性がよく，

単純で安価であること，また非常にわずかな細胞群の分析にも使用できるので，臨床

材料にも対応できることである（Haines et al., 1998）。

一方，凍結保存法の効果を評価する場合，凍結-融解後に精子の運動性や生存性を調

べることが必須となるが，他に凍結-融解精子の卵活性化能を調べることも有意義であ

る。この手段としては，体外受精および顕微授精法が挙げられる。体外受精法を用い

た検査は“ハムスターテスト”と知られており，ヒト不妊治療，特に男性側要因の検査

において広く利用されてきた（Yanagimachi et al., 1976）。しかしながら，“ハムスター

テスト”に用いられる精子には正常な運動性を有することが必須条件となるため，非運

動性あるいは低運動性ではあるが精子の卵活性化能やDNAに問題がない場合，適切な

検査方法にはならない。これに対して近年，体外受精法に代わる検査法として利用さ

れているのが，顕微授精法である（Dozortsev et al., 1995）。顕微授精法では，運動性

がなくとも人為的に卵細胞質内へ精子を導入できるという利点の他，正常に受精でき

ない様々な異常精子の検査にも応用できる。さらに，Kimura and Yanagimachi（1995）

がピエゾ装置により，マウス顕微授精の効率を大幅に向上させたことで，前述のよう

な精子検査にマウス卵母細胞と顕微授精法を組み合わせて広く利用されるようになっ

た。マウス卵母細胞を用いた顕微授精法が確立される以前，ハムスター卵母細胞を用

いた顕微授精によって精子検査が行われてきた。しかし，ハムスター卵母細胞は注入

刺激自体で活性化するとともに，顕微授精では体外環境にさらされる時間も体外受精

に比べて長く，この結果，光感受性が高いハムスター卵母細胞に悪影響を及ぼし，処

理後の培養において強力な体外発生停止が起こる（Bavister, 1995; Yamauchi et al.,
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2002）。一方，マウス卵母細胞は注入刺激自体での活性化率が低いこと，また培地の

改良により体外発生停止が起こりにくく，第一有糸分裂中期での細胞遺伝学的解析が

詳細にできることがハムスター卵母細胞と異なる（Yamauchi et al., 2002）。これらの

ことから，精子が元来もつ卵活性化能を検査するにあたり，マウス卵母細胞と顕微授

精法を組み合わせた検査方法は有効である。

精子の卵活性化能検査には精子と同種動物の卵母細胞を用いることが望ましいが，

野生・希少動物において研究に適した良質な卵母細胞の採取は困難である。特に絶滅

に瀕した野生動物では卵母細胞を屠体から採取しなければならず，採取できる頻度も

極めて低い。採取できたとしても体外環境にさらされることによる卵母細胞の品質低

下，受精に最適な卵母細胞が得られないなどの問題が生じる。このことから凍結保存

法を用いずに卵母細胞と精子を適時受精させることは非常に困難である。さらに，種

によって耐低温や耐凍性なども大きく異なるため，凍結保存法が十分に吟味されてい

ないと貴重な生殖細胞を採取できたとしても保存できない。この観点から，本研究に

おけるホンドハタネズミ精子の凍結保存検討は，他のハタネズミ属あるいはげっ歯類

に対しても潜在的な応用性をもつかもしれない。一方，マウス卵母細胞は異種精子を

容易に受け入れることから，卵母細胞の採取が困難な動物種においてはマウス卵母細

胞を用いた異種間顕微授精法が利用されている；ニタリクジラ（Watanabe et al., 2007）,

アカゲザル（Li et al., 2007），カニクイザル（Ogonuki et al., 1998），ヒト（Watanabe, 

2003; Dozortsev et al., 1995）。

一般的に哺乳類精子を凍結する場合，凍結容器としてチューブあるいはストローが

用いられる。本研究室では長年マウスおよびハタネズミ精子における凍結保存には

チューブを用いてきた。一方，ヒトあるいはウシなどの精子凍結保存には主にストロー

が用いられている（Di et al., 2012; Hu et al., 2010）。凍結容器にチューブを用いる長所

として，前凍結までの操作が簡便であること，多量の精子懸濁液を保存できることが

あげられる。短所として，十分な保管スペースが必要である，融解時のピペット操作

が多くなることがあげられる（ピペット操作は精子に物理的損傷を与え，運動性およ
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び生存性を低下させる）。別法として，凍結容器にストローを用いた精子凍結保存法

があげられ（Hu et al., 2010），長所として，チューブに比べて保存時に省スペースで済

む，融解時のピペット操作回数を低減できるという点があげられ，短所として，1本の

ストローで凍結保存可能な精液量が限られる，充填作業が複雑であるという点があげ

られる。一方，マウスにおいてチューブあるいはストローを用いた精子凍結保存の場

合，運動性および受精率に有意差はみられなかったという報告がある（Hasegawa et al., 

2012）。これらのことを考慮して目的に合わせて凍結容器を選択すれば，動物の利用

性が向上するかもしれない。

精子凍結保存法の最終的検証のためには産仔を作出する必要がある。凍結-融解精子

を用いた産仔作出方法として，第一に人工授精があげられる。人工授精は，体外受精-

卵管（子宮）内胚移植と比べて人為的操作が少ない産仔作出法であり，卵巣嚢内，卵

管内あるいは子宮内精子移植法，および子宮頸管経由法があげられる。外科的人工授

精として，卵巣被膜内精子移植法（Sato and Kimura, 2001），卵管内精子移植法

（Nakagata, 1992），および子宮内精子移植法（Nakatukasa et al., 2001）があり，非外

科的な子宮頸管経由法に比べて少ない精子数で実施でき，トランスジェニックマウス

およびノックアウトマウスなどの得られる精子数の少ない系統に有効である。一方で

高度な技術（手術）力を必要とする（Sato et al., 2004）。これに対して子宮頸管経由法

は，比較的多くの精子（3 × 106個/50 μl）を必要とするが（竹島と豊田, 1977），開腹

手術を必要としないため，レシピエントへの負担を軽減できる（Stone et al., 2015）。

故に，子宮頸管経由法を用いた人工授精は，凍結精子の個体発生への貢献を調べる有

効な手段の一つである。

本章では，第一にマウス精子の凍結法がホンドハタネズミ精子の凍結保存に適用で

きるか否かを検討した。第二に，凍結保存における凍結容器の違いが精子性状に及ぼ

す影響を調べた。第三に，子宮頸管経由法を用いて，新鮮あるいは凍結-融解精子を子

宮角に移植して産仔作出を試みた。
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第2節　マウス精子の凍結保存法の適用とその最適化

　本節では，マウスの精子凍結保存法がホンドハタネズミ精子の凍結保存にも適用で

きるか否か検討するために，運動性，生存性，奇形率，DNA損傷レベルおよび卵活性

化能について評価した。また，凍結保存における凍結容器の違いが精子性状に及ぼす

影響を運動性，生存性および受精率で評価した。

材料および方法

動物倫理

　すべての動物実験は，“動物実験の適正な実施に向けたガイドライン（2006年：日本

学術会議）”に従って実施された。また本実験計画は，日本獣医生命科学大学動物実験

委員会の承認を受けている（承認番号：平成22年；10-20，平成23年；11-32, 74, 75, 平

成24年；12-22, 48, 75, 平成25年；13-77, 78, 100, 平成26年；26K-10, 13, 14, 26S-21, 平成27

年；27K-6, 29, 30, 31, 27S-42）。

飼育条件

　動物を無窓動物舎内で飼育し，繁殖に影響を与えないように細心の注意を払った。

環境を一定に保つために舎内の温度（20 ± 2℃）および湿度（50 ± 5%）をエアーコン

ディショナーにより調節した。照明には蛍光灯を用い，自動タイマーにより午前7時～

午後9時までの14時間照明（14L: 10D）とした。飼育にはポレオレフィン性透明プラス  

チックケージ（TPX, 日本クレア株式会社，東京，日本）を使用し，縦18.2 cm × 横26 

cm × 深さ12.8 cmおよび縦22.5 cm × 横33.8 cm × 深さ14.0 cmの2種類のケージを収容匹

数に応じて用い，各々のケージ収容匹数を1～2匹あるいは3～5匹とした。

　床敷にはウッドチップ（ソフトチップ，三協ラボサービス株式会社，東京，日本）

を用い，原則週に1回，オートクレーブで滅菌したケージとともに交換した。例外とし
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て，分娩前後の一定期間についてはケージ交換せず，床敷の一部交換にとどめた。ケー

ジを床敷交換時に洗浄し，20%尿石除去剤（サンアライエース，大阪，日本）で尿石除

去後，水洗してオートクレーブで滅菌した。舎内清掃を毎日行った。

　繁殖のために，性成熟に達し，近親でない繁殖用雌および繁殖用雄を1匹ずつ選び，

雄のケージに雌を移動させて交配した。産仔を生後21～23日（出生日を0日とする）で

親から離し，雌雄を分けて飼育した。肛門と外陰部の距離の短いものを雌，長いもの

を雄として雌雄判別した。

　飼料には，動物園用固形飼料ZCペレット（草食動物用；オリエンタル酵母工業会

社，東京，日本）およびヘイキューブ（東京むさし農業協同組合，東京，日本）を常

時給与し，自由摂取とした。飼料組成は次に示す通りである。動物園用固形飼料ZCペ

レットは水分6.75%，粗蛋白質17.4%，粗脂肪2.68%，粗繊維11.03%および灰分7.4%で

あった。ヘイキューブは水分8.08%，粗蛋白質13.7%，粗脂肪1.73%，粗繊維21.81%お

よび灰分9.1%であった。飲水については，給水ビン（TPX, 日本クレア株式会社）を用

いた自由飲水とし，週に2回新鮮なものに交換した。

供試動物

1978年11月に野生種より作出された本学獣医生理化学教室（現獣医生化学教室）の

コロニーより入手した雌雄各3匹（野生色），および1980年5月に農林水産省家畜衛生

試験場研究第一部実験動物研究室のコロニーから雌11匹（白色）および雄4匹（白色）

を入手し，総計21匹を祖先として当研究室において無作為に交配させ，飼育および維

持してきたものの子孫である。

本実験では，9～27週齢の雄ホンドハタネズミ（Microtus montebelli）および対照区

（手法）として12～17週齢の雄B6D2F₁マウス（C57BL/6 × DBA/2; 日本クレア）をそれ

ぞれ5匹を採精に用いた。また，卵活性化能検査に使用するマウスの体内成熟卵母細胞

を7～11週齢の雌B6D2F₁マウスから採取した。
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試薬および培地

精子濃度調整用培地にはHEPES緩衝Chatot-Ziomek-Bavister（H-CZB，表1）液を用

いた。採卵後の卵丘細胞除去には0.1%ウシ精巣由来ヒアルロニダーゼ（H-4272, type 

Ⅳ, SIGMA, MO, USA）を添加したH-CZB液を用い，卵母細胞の培養には5 mg/mlのウ

シ血清アルブミン（A6003-5G, bovine serum albumin; BSA, fatty acid free, SIGMA）を添

加したhuman tubal fluid（HTF，表1）を用いた。なお，本研究で用いたHEPES緩衝液に

は，0.1%ポリビニルアルコール（polyvinyl alcohol; PVA, SIGMA）を添加した。

精子凍結保護剤（Cryoprotectant agent: CPA）

CPA溶液を米国Jackson研究所による方法（Sztein et al., 2000）に修正を加えて準備し

た。4.5 gのスキムミルク（Difco™; Becton, Dickinson and Company, Sparks, USA）を75 

mlの超純水に溶解後，2本の50 ml遠沈管（labcon, CA, USA）に等量分注した。次に，10

℃，15,000 × gで90分間遠心分離し，上清50 mlをパスツールピペット（IWAKI，東京，

日本）で採取した。その後，30 mlの超純水と18 gのD[＋]ラフィノース5水和物（30001-

15, D[＋]-Raffinose; ナカライテスク，京都，日本）を加えて，最終量100 mlに調整し，

ラフィノースが溶解されるまで30～35℃のホットスターラー上で混合した。得られた

溶液を孔径0.22 μmのシリンジフィルター（PES; Millipore Corporation, Billerica, MA, 

USA）でろ過し，8 mlの凍結チューブ（アシスト，東京，日本）に6 mlずつ分注した。

分注後，溶液を－20℃で凍結保存し，使用する際に37℃のウォーターバス（TM-1, 

ASONE，東京，日本）内で融解した。
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H-CZB HTF H-HTF DPBS(－) DPBS(－)- PVA

成分 mM mM mM g/L g/L

NaCl 81.62 101.6 101.6 8 8

KCl 4.83 4.69 4.69 0.2 0.2

Na2HPO4 － － － 1.15 1.15

KH2PO4 1.18 0.37 0.37 0.2 0.2

MgSO4･7H2O 1.18 0.20 0.20 － －

NaHCO3 5.00 25.0 5.0 － －
CaCl2･2H2O 1.70 2.04 2.04 － －
Na2-EDTA･2H2O 0.10 － － － －

L-Glutamine 1.00 － － － －

Na-lactate 28.00 21.4 21.4 － －
　　(60% syrup)

Na-pyruvate 0.27 0.33 0.33 － －

Glucose 5.55 2.78 2.78 － －
Gentamicine 50 μg/ml 50 μg/ml 50 μg/ml － －
Phenol red 0.5 mg/ml 0.5 mg/ml 0.5 mg/ml － －
HEPES-Na 20.00 － － － －

HEPES － － 20.00 － －
BSA － 5 mg/ml － － －
PVA 1 mg/ml (0.1%) － 1 mg/ml (0.1%) － 1 mg/ml (0.1%)

表1　各種培地の組成表



精子の採取

供試動物を頸椎脱臼により安楽死後，摘出した両側の精巣上体尾部を採取して37℃

に加温した2 mlのCPA溶液中に移動し，付着した血液および脂肪を取り除くために洗

浄した。洗浄後，組織を1 mlのCPA溶液中に移し，再び洗浄した。その後，1.1 mlのCPA

溶液を含むペトリディッシュ（NO. 1008; FALCON, NJ, USA）に移し，眼科剪刃を用い

て精巣上体尾部に10ヶ所の切込みを入れた。次にペトリディッシュをCO2インキュベー

タ（100%湿潤，5%［v/v］CO2，95%大気，37℃および飽和湿度の条件下）内に15分間

静置した。静置後，極細ピンセットを用いて精巣上体尾部をペトリディシュから静か

に除去した。

精子の凍結および融解

a）凍結チューブ

　CPA溶液中の精子濃度を均一にするため静かに混合し，200 μlの広径チップ（PT-

003，イナ・オプティカ，大阪，日本）を用いて速やかに5本の凍結チューブ（Cryo-

genic vial, 2.0 ml, NALGENE, NY, USA）に100 μlずつ分注した。次に，凍結チューブを

あらかじめ－120℃の液体窒素蒸気で満たした凍結装置内ラックに10分間静置した（液

体窒素表面からの距離1.5 cm）。その後凍結装置内の液体窒素に直接投入し，ケーン

に装着後－196℃の液体窒素タンク内に移動させて凍結した。未凍結の精子懸濁液200 

μlを新鮮精子対照区として後述の各検査に用いた。上述の精子サンプルを液体窒素タン

ク内で少なくとも1週間保管した。

実験に使用する際，凍結チューブを取り出して30秒間空気中で保持した後，37℃の

温水層に1分間浸して急速融解した。融解後速やかに，HTFを含むマイクロチューブ

（A. 150X; アシスト）に精子懸濁液を移し，インキュベーター内で15分間培養した。

培養後，凍結-融解精子を新鮮精子対照区と同様に各検査に用いた（後述）。また凍結

-融解精子については1個体につき，それぞれ3回実験を繰り返した。
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b）凍結ストロー

　CPA溶液中の精子濃度を均一にするため静かに混合し，加温板（FHP-450S; 東京硝子

機器，東京，日本）上に置いたディッシュ（IWAKI 60 mm/Non-treared dish）に200 μlの

広径チップ（PT-003，イナ・オプティカ）を用いて25 μlの精子懸濁液小滴を1ストロー

につき4個作製した。その小滴をストロー操作用シリンジを用いて0.25 ml凍結ストロー

（PETG sperm straw 0.25 ml, Cryo Bio System, Saint ouen sur-iton, France）中に50 μlのHTF，

30 μlの空気吸引後に，25 μl × 4カラム（合計100 μl）の精子懸濁液および20 μlの空気を

交互に吸引して綿栓にHTFが到達したところで，シーラー（家田貿易株式会社，東

京，日本）で封入した。これを1匹あたり4本作製し，あらかじめ−120℃の液体窒素蒸

気で満たした凍結装置内ラックに10分間静置した（液体窒素表面からの距離4 cm）。

その後，凍結装置内の液体窒素に直接投入し，液体窒素内でゴブレットに移した。ゴ

ブレットに収納後，−196℃の液体窒素タンク内に移動させて凍結した。上述の精子サ

ンプルを液体窒素タンク内で少なくとも1週間保管した。

実験に使用する際，凍結ストローを液体窒素タンクから取り出して5秒間空気中で保

持した後，チューブ精子と同様の方法に従って，融解および前培養した。

マウス卵母細胞の準備

雌マウスに妊馬血清性性腺刺激ホルモン（PMSG; セロトロピン，あすか製薬株式会

社，東京，日本）を5 IU，48時間後にヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（hCG; ゴナドトロ

ピン，あすか製薬株式会社）5 IUをそれぞれ腹腔内投与して過剰排卵を誘起した。hCG

投与13～14時間後に過剰排卵させた雌マウスを頸椎脱臼により安楽死させて卵管を摘

出し，細胞培養用流動パラフィン（軽質；ナカライテスク）内で卵管膨大部を開裂し，

卵母細胞-卵丘細胞複合体を採取した。次に，0.01%ヒアルロニダーゼ添加H-CZB液中

で3分間処理後，ピペッティングにより卵丘細胞を除去した。卵丘細胞を除去した卵母

細胞をHTF中で洗浄後，流動パラフィンで覆ったHTFの小滴内で実験に用いるまでイ
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ンキュベータ内で保持した。準備した卵母細胞をhCG投与20時間までに使用した。

精子注入用ピペットの作製

精子注入用ピペットにはホウケイ酸ガラスキャピラリー管（GC-100T-10, HARVARD 

APPARATUS, KENT, USA）を用い，マイクロピペットプラー（P-97; Suttur Instruments, 

Novato, CA, USA）でガラス管を引き伸ばし，なだらかなテーパーをつけた。プラープ

ログラムにはNo. 16（heat: 800, pull: 50, velocity: 120, time: 200）を用いた。次にマイク

ロフォージ（MF-900; Narishige Instrument,  東京，日本）を用い，精子注入用ピペット

先端をガラスボールに接触させ，heatレベル20以内で静電気によって先端が平らになる

ように切断した。その後heatレベルを上昇させ，約10度の傾斜をつけた。先端の外径が

最大8.5 μmまでのものを本実験に使用した。

精子検査

新鮮精子および凍結-融解精子サンプルを以下の各項目について検査した。1回の実

験において300個の精子を数えた。

a）新鮮精子の形態

0.5 mlマイクロチューブ内で精子浮遊液30 μlと0.25%グルタールアルデヒド（和光純

薬工業株式会社，大阪，日本）含有0.1% PVAを含むリン酸緩衝液（DPBS(－)-PVA, pH 

7.4, 表1）30 μlをピペットで静かに混合した。混合後，精子-固定液混合液を脱脂スライ

ドガラス上に30 μl滴下し，カバーガラスで伸展した後に風乾させた。風乾後，スライ

ドガラスを軽く水洗し，緩衝ギムザ液（表2）中で1.5時間染色した。染色後，再び水洗

して風乾させたのち，標本を微分干渉型正立顕微鏡（BX50, Olympus，東京，日本）下

で観察した（400倍）。正常精子あるいは形態異常のある精子に分類して，異常精子率

を算出した。図1bを正常精子と判断し，b以外のc～fを奇形精子と判断した（図1）。
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成分 ml

ギムザ染色液1 3

蒸留水 35

M/10 Sorensenリン酸緩衝液 2

KH2PO4 33.36 mM

Na2HPO4 33.46 mM

表2　ギムザ染色液の組成

1ギムザ染色液；1.0924.0100，日本メルク
  株式会社，東京，日本．
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図1　ホンドハタネズミ精子の形態
マウス(a)およびハタネズミ(b～f)精子の形態．(a)マウス正常精子，(b)ハ
タネズミ正常精子，(c)頭部異常，(d)頸部異常，(e)中片部-尾部異常，(f)

中片部-尾部異常．各図中の黒線は，10 μm．

a

b

c d

e f



b）精子の総運動性

光学顕微鏡下で総運動性を観察した（400倍）。最も活発に運動しているものを

“+++”，活発な前進運動をしているものを“++”，微弱だが前進運動をしているものを

“+”，前進運動はしていないがその場で動いているものを“±”，全く動いていないもの

を“−”と評価し，“−”以外のものを総運動性として算出した。

c）精子の生存性

0.5 mlマイクロチューブ内で精子浮遊液25 μlとエオシン・ニグロシン液（表3）25 μl

をピペットで静かに混合した。混合後，精子-染色液混合液を脱脂スライドガラス上に

25 μl滴下し，カバーグラスで均一に伸ばして風乾させ，直ちに光学顕微鏡下で観察し

た（400倍）。精子頭部全体あるいは頭部の中でも後帽部が赤く染色されたものを死滅

精子（図2a）とし，後帽部あるいは頭部全体が無色のものを生存精子（図2b）とし

た。

d) 精子DNAの損傷レベル

　Li MWら（2007）の用いたアルカリコメットアッセイ法にいくつかの修正を加えて

精子DNAの損傷レベルを検査した。通常融点アガロース（凝固温度36℃，溶解温度88

℃; ビーエム機器株式会社，東京，日本）と低融点アガロース（凝固温度28℃，溶解温

度65℃; LIFE TECHNOLOGIES™, USA）をそれぞれ0.5%濃度になるようにCa＋＋，Mg＋

＋およびPVA不含DPBS（表1）に加え，煮沸溶解した。0.5%の通常融点アガロース20 μl

を全面フロストスライドガラス（S5110; 松浪硝子工業株式会社，大阪，日本）に滴下

し，カバーガラス（24 × 24 mm）で伸展-風乾した。1 × 107個/mlの精子濃度になるよう

にHEPES緩衝human tubal fluid （H-HTF，表1）で希釈した精子懸濁液12 μlと0.5%の低

融点アガロース108 μlをそれぞれ静かに混合（37℃）し，精子濃度を1 × 106個/mlに調

整した精子-アガロース混合液を準備した。次に0.5%の通常融点アガロースゲルで覆わ
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成分 g/100 ml

NaCl* 0.84

NaH2PO4･2H2O* 0.178

Eosin Y（和光） 1.0

Nigrosine（和光） 1.0

表3　エオシン・ニグロシン染色液の組成

* 混合液をpH 7.4に調整する．
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図2　ホンドハタネズミ凍結-融解精子の生存性およびDNA損傷レベル
（a, b）エオシン・ニグロシン染色，（c, d）アルカリコメットアッセイ．（a）死滅
精子，（b）生存精子，（c）正常精子，（d）損傷精子

c

b
d

a



れたスライドガラスに2ヶ所，精子-アガロース混合液を25 μlずつ滴下し，カバーガラ

スで覆った。スライドガラスを4℃で10分間維持し，アガロースがゲル化したのち，カ

バーガラスをピンセットで丁寧に取り除いた。次に35 μlの0.5%低融点アガロースをそ

れぞれのアガロースゲル上に加え，カバーガラスで覆って同様にゲル化させた。その後

カバーガラスを静かに取り除き，スライドガラスを溶解バッファー（2.5 M NaCl，100 

mM 2Na-EDTA，10 mM Trizma-base，1% sodium N-lauroyl sarcocinate［和光］，pH 10.0，

1% Triton X-100［和光］）中で暗所，4℃で1時間処理した。処理後，溶解バッファー

900 μlにプロティナーゼK（160-14001, 2 mg/ml［和光］）を100 μl溶解した混合液（最

終濃度0.2 mg/ml）を50 μl添加し，暗所，37℃で20時間処理した。次にスライドガラス

を溶解バッファー中で洗浄してプロティナーゼKを取り除き，アルカリ電気泳動バッ

ファー（300 mM NaOH, 10 mM 2Na-EDTA）を満たした水平電気泳動器（FA-8426; 株式

会社マリソル，東京，日本）内で暗所，20分間静置した。その後，15 V，180 mAで20

分間電気泳動した。泳動後スライドガラスを中和バッファー（0.4 M Tris-HCl, pH 7.5）

中に置き，暗所で15分間中和した。次に20 μg/mlのエチジウムブロミド（547-00101; 和

光）を15 μl添加してDNA染色し，カバーガラスで覆った。標本を蛍光正立顕微鏡

（BX50, OLYMPUS）下で観察し（400倍），電気泳動によって陽極側に流れたDNA断

片を持つ精子を“コメット”として損傷精子（図2d）に分類し，そうでないものを正常

精子（図2c）として計測した。

e）精子の卵活性化能の評価

顕微授精に必要な操作およびピエゾマイクロマニュピレーターのセッティングには

Yoshida and Perry（2007）の報告を参考にした。顕微注入には運動性の認められた精子

を使用した。注入に選択した精子を精子浮遊液10% PVP（polyvinyl pyrrolidone K90, MP 

Biomedicals, France）ドロップから分離用ドロップに移動させ，吸引-排出を2～3回繰り

返して精子注入用ピペット内から凍結保護剤を除去した。また同時に，精子頸部にパ
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ルスA（SPEED=1～4, INTENSION=1～4）を負荷して頭部と尾部を分離し，注入用ピ

ペット内に精子頭部のみを吸引した。

ピエゾ装置（EMM-7150UD, プライムテック株式会社，茨城，日本）を備えた位相差

倒立顕微鏡（IX73, OLYMPUS, 東京，日本），10倍の接眼レンズおよび20倍の対物レ

ンズを用いて（合計200倍），卵母細胞および卵母細胞保持用ピペットの内径両方に焦

点が合うように設定した。卵母細胞内の第Ⅱ減数分裂中期の紡錘体が12時あるいは6時

の位置になるように，保持用ピペットで卵母細胞の透明帯および一部細胞質を吸引保

持した。注入用ピペット側に囲卵腔が最大になるように保持する方向を選択した。紡

錘体が顕微鏡下で目視できない場合は，インキュベータ内に戻し，時間をおいて紡錘

体が確認できるようになってから再び使用した。注入用ピペットの先端および卵細胞

膜に焦点を合わせ，注入操作した。まず，注入用ピペット先端を透明帯に接触後，パ

ルスAを負荷し，透明帯を貫通させた。注入用ピペットの透明帯貫通後，注入用ピペッ

ト内の透明帯断片を排出し，精子頭部を注入用ピペット先端に移動させた。その後，

保持用ピペット側に向かって注入用ピペットを前進させ,  卵母細胞直径の約95%の位置

でパルスB (SPEED=1, INTENSION=1～2) を負荷し，卵母細胞膜に極小の穴を開けた。 

マウス卵母細胞では注入操作後，25～37℃で細胞膜の修復が促進されて溶解が生じ

やすいため（Kimura and Yanagimachi, 1995），顕微操作完了後，室温（約23℃）下暗

所に注入した卵母細胞を2分間静置し，卵母細胞膜を緩やかに回復させた。30分以内に

10～15個の卵母細胞の顕微操作および膜修復処理を完了させた。その後，HTF中で3回

洗浄し，インキュベータ内で4.5時間培養した。

培養後，卵母細胞を2.5%グルタールアルデヒド溶液（和光純薬工業株式会社）中で

リンスし，4%パラホルムアルデヒド（電子顕微鏡用；ナカライテスク）含有

DPBS(－)- PVA中で一晩固定した。固定後，4ヶ所にワセリンを滴下したスライドガラ

ス上に卵母細胞をホールマウントしてカバーガラスで覆った。ホールマウント後，標

本を100%アルコールで洗浄し，0.25%アセトラクモイド（ラクモイド：1 g，酢酸：50 
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ml，さらに45%酢酸で2倍希釈［保存液］後に，超純水で5倍希釈して使用）で染色

後，酢酸-グリセロール（グリセリン：酢酸：超純水=1: 1: 3）で余分な染料を除去して

マニュキアで封入した。封入後，微分干渉式正立顕微鏡下で卵母細胞の核相を観察し

た。本研究では，以下の3つの条件を満たした卵母細胞が観察された場合，注入した精

子が卵活性化能を保有していると定義した；1）第Ⅱ減数分裂中期からの脱出が確認さ

れた卵母細胞，2）第2極体の放出が認められた卵母細胞，および3）雌雄前核を形成し

た卵母細胞。

実験計画

実験1）マウス精子の凍結保存法がホンドハタネズミ精子の凍結に及ぼす影響

上述の方法を用いて凍結-融解後の精子性状性および卵活性化を評価した。

実験2）凍結保存における凍結容器の違いが精子性状に及ぼす影響

実験①の結果より，マウス精子の凍結保存法がハタネズミ精子にも応用できること

が明らかになった。そこで，凍結容器としてチューブ（対照区）およびストローを用

いた凍結-融解後の精子性状を評価した。本実験では，32～42週齢雄ホンドハタネズミ

4匹から上述の方法で精子を採取し，凍結-融解および精子検査した。3～34週齢雌ホン

ドハタネズミ4匹から体内成熟卵母細胞を第3章の方法で採取し，第6章の方法を用いて

体外受精（後述）および受精率を検査した。

統計処理

実験1）マウス精子の凍結保存法がホンドハタネズミ精子の凍結に及ぼす影響

得られたすべてのデータについてExcelアドインソフトStatcel 3（オーエムエス出版，

埼玉，日本）を用いて統計処理した。新鮮精子および凍結-融解精子の検査を1個体に

つき，それぞれ１回および3回以上繰り返した。各動物種内の処理間の検定にはχ2検定

を用い，割合（%）を角度変換して処理した。危険率5％未満の場合に差が有意である
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と判定した。

実験2）凍結保存における凍結容器の違いが精子性状に及ぼす影響

　新鮮精子および凍結-融解精子の検査を1個体につき，それぞれ１回および3回以上繰

り返した。精子性状検査の各処理間の検定において割合（%）を角度変換後に一元配

置分散分析し，処理間に有意差が認められた場合，Tukey-Krammer法を用いて多重比較

検定した。体外受精についてはχ2検定を用いた。危険率5％未満の場合に差が有意であ

ると判定した。
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結果

実験1）マウス精子の凍結保存法がホンドハタネズミ精子の凍結に及ぼす影響

a）新鮮精子の形態

ホンドハタネズミの新鮮精子奇形率は，平均3.5%（53/1500）であった（表4）。

b）精子の総運動性

　ホンドハタネズミの新鮮精子（79%）と凍結-融解精子（67%）を比較したところ，

有意差は認められなかったが，凍結-融解精子において運動性が低下する傾向が見られ

た（図3）。

c）精子の生存性

　ホンドハタネズミ精子の生存性について，新鮮精子で87%（1310/1500）であった

が，凍結-融解精子では67%（3612/5400）と有意に生存性が低下した（図4，P<0.05）。

d）精子DNAの損傷レベル

　ホンドハタネズミ精子のDNA損傷レベルについて，新鮮精子は2.0%（30/1500），凍

結-融解精子は2.5%（135/5400）と有意差は認められなかったが，凍結-融解後において

DNA損傷レベルが上昇する傾向がみられた（図5）。

e）精子の卵活性化能の評価

　ホンドハタネズミの新鮮あるいは凍結-融解精子をマウス成熟卵母細胞に注入したと

ころ，新鮮および凍結-融解ともに減数分裂再開率は100%と高い値であった（表5）。

また減数分裂を再開したすべての卵母細胞が，雌雄前核を形成した。精子未注入（対

照）区において減数分裂を再開した卵母細胞の割合は4.5%（7/156）と低率であり，減

数分裂の再開は注入操作ではなく注入された精子によって誘起されたことが示された
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動物種 (n=5) 奇形精子数 奇形率(%)1

ホンドハタネズミ 53/1500 3.5 ± 1.0
マウス (B6D2F1) 39/1943 2.0 ± 0.7

表4　ホンドハタネズミにおける精子奇形率

1平均値 ± 標準誤差．
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（表5）。

実験2）凍結保存における凍結容器の違いが精子性状に及ぼす影響

　ホンドハタネズミ精子の運動性は，新鮮区において81%，ストロー区およびチューブ

区においてそれぞれ71%および74%であり，新鮮区と凍結区（ストロー区およびチュー

ブ区）間において有意差はみられなかった（図6）。ストロー区とチューブ区間にも有

意な差はみられなかった。

　精子生存性については，新鮮区では78%（938/1200）であり，ストロー区およびチュ

ーブ区では67%（1608/2400）および74%（1773/2400）であった。チューブ区において

有意に生存性が低下した（図 7，P<0.05）。

　ホンドハタネズミの凍結-融解精子を用いた体外受精において，正常受精率はスト

ロー区では82.8%，チューブ区では74.1%であり，有意な差はみられなかった（表6）。
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考察

　人間活動による自然破壊や地球温暖化に起因して多くの種が絶滅の危機に瀕してお

り，生物多様性が失われつつある（IUCN）。このような絶滅の危機に瀕している種の

遺伝子資源を保全するにあたり，配偶子（特に哺乳類）の凍結保存技術が有効となる。

1952年にPolge and Rowsonにより，グリセリンの凍害防止効果が発見され，凍結保存さ

れたウシ精液の受胎成績が報告された。これ以降，緩慢凍結法は米国やカナダにおい

て比較的早くから実用化された。その後，ストロー法や錠剤化法が開発されて以来，

世界中で精子の凍結保存が実用化に至った。ウシ以外の動物では，ウマ（Vieira et al., 

2012），ブタ（Gómez-Fernández et al., 2012）およびヒツジ（Quan et al., 2012）などで

精子凍結保存方法が報告されているが，ブタやヒツジにおける凍結-融解精子を用いた

人工授精では，新鮮精液に比べて有意に低い受胎率であるという問題もあり，動物種

ごとに精子凍結保存法を改良する必要があると考えられる。マウスにおける精子凍結

保存方法は1990年代から発表されるようになり，現在まで改良されてきた。近年，フ

リーズドライ精子の3ヶ月の室温保存（Kaneko and Nakagata, 2005）あるいは3年間の冷

蔵保存（Kaneko and Serikawa, 2012）に成功するなど，様々な方法の凍結保存法が報告

されている。現在マウスにおいて広く用いられている方法は，ラフィノースとスキムミ

ルクで構成した凍結保護剤を用いた凍結保存方法である（Takeshima et al., 1991）。

本実験では，従来のマウス凍結保存法がホンドハタネズミ精子にも応用できるか否

かを精子性状検査により評価した。ホンドハタネズミの精子運動性については，凍結-

融解後に低下したが，対照区（マウス精子）も同様に凍結-融解後に低下していること

から，精子運動性は十分に保存されていると考えられる。しかし，人工授精や体外受

精を用いて産仔が作出できない場合，ラットやウシなどの卵黄を含む凍結保護剤を検

討する必要があるかもしれない。ホンドハタネズミ精子の生存性については，凍結-融

解後に有意に低下したが，対照区も同様に有意に低下したことから，生存性にも問題

はないと考えられた。DNA損傷レベルについては，新鮮および凍結-融解間で有意差は
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認められなったが，DNA損傷率が上昇する傾向がみられ，対照区との比較においても

ホンドハタネズミ精子が高い値を示した。しかしながら，本研究でのホンドハタネズ

ミ精子のDNA損傷レベルはわずかな値であり，受精して子孫への遺伝的損傷が伝達さ

れる可能性は低いと考えられる。さらに， ホンドハタネズミ精子の卵活性化能に関し

て，新鮮および凍結-融解後ともに減数分裂再開率は高い割合を示したことから，凍結-

融解後もホンドハタネズミ精子は卵活性化能を十分に維持していることが示された。

　次に，ホンドハタネズミ精子の凍結保存における2種類の凍結容器が，精子運動性，

生存性および受精率に及ぼす影響について検討した。その結果，凍結チューブおよび

ストロー間の運動性および受精率に有意差は認められなかったが，生存性において有

意差が認められた。Hasegawaら（2012）による凍結ストローおよびチューブを用いて

精子を凍結保存した結果において，凍結チューブでの精子運動性は，凍結ストローの

精子運動性に及ばなかった。融解操作においては，凍結ストローおよびチューブ間に

有意差はみられず，精子の運動性および生存性は，融解操作よりも凍結操作が大きく

影響することが報告された。また受精率においては，凍結チューブを用いて凍結した

精子と凍結ストローを用いて凍結した精子における有意差はみられなかった。生存性

には有意差がみられたものの運動性および受精率に有意な差はなかったことから，本

研究結果は前述の報告と一致するとともに，マウスで広く用いられている精子凍結保

存技術がホンドハタネズミにも適用できることを示し，さらに目的に応じて凍結方法

を選択できることを示している。
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第3節　新鮮あるいは凍結-融解精子を用いた人工授精による産仔作出

　

　本節では，精子凍結保存法の最終的な検証を行うために，子宮頸管経由法を用いて

産仔作出を試みた。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。実験1）では，13～14週齢の未経産雌ホンドハタネズ

ミ2匹および12～62週齢の経産雌ホンドハタネズミ12匹をレシピエントとして，9～44

週齢の繁殖能が確認された雄ホンドハタネズミ7匹を採精に用いた。実験2）では，11

～29週齢の雌ホンドハタネズミ24匹をレシピエントおよび16～21週齢の繁殖能が確認

された雄ホンドハタネズミ4匹を採精に用いた。また，実験1）および2）において，不

妊交尾排卵を促すための精管結紮雄を9～92週齢の繁殖能が確認された雄ホンドハタネ

ズミ10匹から作製した。

精子の採取および凍結保存

　第2章第2節と同様の方法で精子採取および凍結保存した。精子融解については，液

体窒素タンクから凍結チューブを取り出し，30秒間空気中で保持した後，37℃の

ウォーターバス内で1分間急速融解した。融解後，すみやかに400 μlのH-HTFを含むマ

イクロチューブに200 μl精子懸濁液を加え，37℃のウォーターバス内で10分間培養し

た。培養後，精子濃度を調整するために遠心分離機（マイクロ冷却遠心機

KUBOTA3740; ローターNo. KUBOTA AF-2724，株式会社久保田製作所, 東京，日本）

を用いて，室温，400 × g，10分間の条件で遠心分離した。遠心分離後，ピペットチッ

プを用いて400 μlの上澄みを静かに除去した。上清除去後，ピペッティングにより精子

を再懸濁させた200 μlの懸濁液から精子濃度を測定した。新鮮あるいは凍結-融解した
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精子懸濁液の精子濃度を血球計算盤により測定し，2 × 106個/20 μlになるようにH-HTF

を添加した。添加-撹拌後，第2章第2節と同様の方法で精子運動性を検査し，後述の人

工授精に用いた。

精管結紮雄の作製

　0.9%生理食塩水で10倍希釈した10%ペントバルビタールナトリウム（ソムノペンチ

ル；共立製薬株式会社，東京，日本）を40 mg/kgの用量で雄ホンドハタネズミの腹腔

内に投与し，麻酔後，腹部皮毛をバリカンにより術囲の約3倍剃った。ホンドハタネズ

ミの頭が上になるように仰向けに寝かせ，0.1%ヒビテン液（5%ヒビテン液を蒸留水で

希釈，大日本住友製薬，大阪，日本）で術野を消毒後，陰茎の上部正中の皮膚を縦に

約1 cm，筋層を約0.5 cm切開後，精巣周囲に付着する脂肪塊を掴みながら精巣および

精管を体外に露出させた。精巣上体尾部の精管2ヶ所を電気メス（South Pointe Surgical 

Supply, Inc., FL, USA）を用いて焼灼し，約0.5～1 cmの精管を取り除いて速やかに精巣

および精管を腹腔内に戻した。対側も同様に処理後，筋層を縫合糸（絹製縫合糸；3

号，株式会社シラカワ，東京，日本）で1針縫合し，クリップ（REFLEX SKIN 

CLOSURE SYSTEM; 9 mm, Cell Point Scientific, Inc., Gaithersburg, MD, USA）で皮膚が開

かないよう固定した。縫合後，0.9%生理食塩水で10倍希釈したブプレノルフィン（レ

ペタン；大塚製薬株式会社，東京，日本）を0.05 mg/kgの用量で筋肉内投与した。その

後，覚醒を確認するまでホンドハタネズミをキムタオルで包み，加温板上のケージ内

で保温した。動物がキムタオルから出てきた場合に覚醒したとみなし，ケージ内にて

通常飼育した。術後，最低10日間経過した精管結紮雄を繁殖能のある雌ホンドハタネ

ズミと交配させ，不妊であることを3回確認した雄を実験に用いた。
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非外科的人工授精：子宮頸管経由法

　人工授精スケジュールを図8に示す。雌ホンドハタネズミにPMSGを30 IU投与し，

PMSG投与46～48時間後にhCGを30 IU投与して過剰排卵を誘起した。hCG投与後，雌

ハタネズミを精管結紮雄と同居させることにより不妊交尾排卵を促した。交尾行動を

確認後，1時間以上同居を継続させた。精子運動性検査終了後および交尾確認4～6時間

後に濃度を2 × 106個/20 μlに調整した精子懸濁液を子宮頸管経由法により直接子宮角内

に移植した。この際，外子宮口を見やすくするために耳鏡（先端直径3 mm × 後端直径

× 7 mm × 長さ14 mm）を用い，肉眼で外子宮口に注入器を挿入して精子（20 μl/子宮角）

を移植した。注入器として，1 mlテルモシリンジ（ツベルクリン用，ガンマ線滅菌済； 

テルモ株式会社，東京，日本）と22 Gのテルモノンベベル注射針（テルモ株式会社）

用いた。偽妊娠20～21日後に新生仔数を記録し（出産0日目），出産2日目に新生仔重

量の計測および雌雄判別を行った。また，出産日前に動物に異変が認められた場合あ

るいは予定日に出産しなかった場合は，帝王切開にて胎仔を摘出した。摘出後，胎仔

数，胎仔および胎盤重量を記録し，帝王切開前日あるいは当日に出産した雌を里親と

した。

実験計画

実験1）新鮮および凍結-融解精子を用いた人工授精による産仔作出

　前述の通りに人工授精した。

実験2）凍結-融解精子を用いた人工授精による産仔数改善

　実験計画（人工授精スケジュールを図9に示す。）

実験区Ⅰ：凍結-融解後のhypotaurine処理が人工授精後の産仔数に及ぼす影響

　精子処理に用いたH-HTFに1 mM hypotaurine（SIGMA）を添加し，第2章第3節と同様

の方法で人工授精した。なお，精子移植時間（交尾確認4～6時間後）は変更していな

い。
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実験区Ⅱ：交尾後の異なるタイミングでの凍結-融解精子移植が産仔数に及ぼす影響

hCG投与および交尾確認後7～9時間で，第2章第3節と同様の方法で人工授精した。

実験区Ⅲ：Hypotaurine処理および異なるタイミングでの凍結-融解精子移植が産仔数

に及ぼす影響 

上述の実験区ⅠおよびⅡの条件を組合わせ，前述と同様の方法で人工授精した。

統計処理

　実験1）では，精子運動性の割合について第2章第2節と同様の手法を用いて統計分析

した。また，新鮮精子，凍結-融解および自然交配区間の産仔体重の比較には一元配置

分散分析し，実験区間に有意差が認められた場合，Tukey-Krammer法を用いて多重範囲

検定した。危険率5%未満で統計学的有意性が認められると判断した。

　実験2）では，Hypotaurine無処理および精子移植時間を変更しなかった区を対照区と

し，妊娠率，出産率，産仔数および生存産仔率の割合（%）について，χ2検定を用いて

対照区と比較した。産仔数および平均産仔数については一元配置分散分析法を用い，

区間に有意差が認められた場合，Tukey-Krammer法を用いて多重範囲検定した。危険率

5%未満で統計学的有意性が認められると判断した。
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結果

実験1）新鮮および凍結-融解精子を用いた人工授精による産仔作出

精子運動性

新鮮区および凍結-融解区間に有意差は認められなかった（図10）。新鮮精子

（n=4）の運動性は平均83%，凍結-融解精子（n=3）の運動性は平均72%であり，新鮮

精子と比較して運動性が低下する傾向を示した。

ホンドハタネズミの凍結-融解精子を用いた人工授精

新鮮および凍結-融解区ともに未経産あるいは経産に関係なく産仔作出は可能であり

（表7），産仔の形態および繁殖能は正常であった（図11：新鮮精子由来産仔）。凍結

-融解区において，妊娠率，産仔数および平均産仔数が新鮮精子よりも低下した。ま

た，自然交配区と比べて，凍結-融解区では妊娠率，産仔数，平均産仔数および生存産

仔率が低下した。出産率はいずれの区においても100%であった。

ホンドハタネズミの人工授精由来産仔の体重および雌雄割合

　産仔体重において，新鮮区（3.1 ± 0.2 g），凍結-融解区（3.9 ± 0.2 g）および自然交

配区（3.6 ± 0.1 g）間で有意な差は認められなかった（表8）。雌雄割合は，新鮮精子

で雌43.3%および雄56.7%，凍結-融解精子で雌50.0%および雄50.0%，自然交配では雌

56.3%および雄43.7%であった。
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図11　新鮮精子を用いた人工授精によるホンドハタネズミの産仔
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移植した 検査 産仔体重 (g)1 性別1

精子の種類 産仔数 平均値 ± 標準誤差 雌 (%) 雄 (%)

新鮮 30 3.1 ± 0.2 13 (43.3) 17 (56.7)
凍結-融解 ’4 3.9 ± 0.2   2 (50.0)   2 (50.0)
自然交配 16 3.6 ± 0.1   9 (56.3)   7 (43.7)

表8　ホンドハタネズミにおける人工授精あるいは自然交配由来産仔の
　　体重および性別

1出産日を0日として2日目に測定．
22012年6月1日～8日までに出産した母個体のうち，3個体のみ調べた．



実験2）凍結-融解精子を用いた人工授精による産仔数改善

各項目において，いずれの実験区間でも有意な差は認められなかった（表9）。精子

移植時間が交尾後4～6時間でのhypotaurine処理および無処理区を比較した場合，

hypotaurine処理区において妊娠率は低下するが，平均産仔数および生存産仔率は上昇

傾向を示し，hypotaurine処理は産仔数を改善する傾向を示した。hypotaurine無処理の場

合，精子移植時間変更（交尾後7～9時間）区を未変更（交尾後4～6時間）区と比較す

ると，妊娠率，産仔数および生存産仔率が上昇傾向を示し，産仔数が改善された。移

植時間変更-hypotaurine処理区を移植時間未変更-hypotaurine無処理区と比較すると，妊

娠率，産仔数および生存産仔率が上昇傾向を示し，産仔数が改善された。移植時間を

変更した場合のhypotaurine処理および未処理を比較すると，両区とも妊娠率，平均産

仔数および生存産仔率は同等であり，hypotaurine処理に関係なく精子移植時間を交尾

後7～9時間に変更することで産仔数が改善されることが示された。また，産仔の形態

および繁殖能は正常であった（図12：凍結-融解精子由来産仔）。

ホンドハタネズミの人工授精由来産仔の体重および雌雄割合

　産仔体重において移植時間未変更-hypotaurine無処理区（3.9 ± 0.2 g）と比較すると，

hypotaurine処理区（2.2 ± 0.1 g）で有意に産仔重量が低下した（表10，P<0.05）。また

雌雄割合は移植時間未変更-hypotaurine処理区で雌33.3%および雄66.7%であり，移植時

間変更-hypotaurine無処理区で雌31.6%および雄68.4%，移植時間変更-hypotaurine処理区

では雌43.8%および雄56.3%であった。
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図12　凍結-融解精子を用いた人工授精によるホンドハタネズミの産仔
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処理

移植 1 mM 検査 産仔重量 (g)1 性別1

時間1 hypotaurine 産仔数 平均値 ± 標準誤差 雌 (%) 雄 (%)

4～6hrs － ‘4 3.9 ± 0.2a 2 (50.0)   2 (50.0)

4～6hrs + ‘6 2.2 ± 0.1b 2 (33.3)   4 (66.7)
7～9hrs － 19 3.2 ± 0.1a,b 6 (31.6) 13 (68.4)
7～9hrs + 16 3.4 ± 0.3a,b 7 (43.8)   9 (56.3)

表10　Hypotaurine処理および異なるタイミングでの凍結-融解精子移植由来産仔の
　　　    体重および性別

1出産日を0日として2日目に測定．
a, b同じ列内における異なる添文字は有意差あり (P<0.05)．



考察

　前節の実験において，ホンドハタネズミ精子の凍結保存法が確立されたと考えられ

るが，最終的な手法確立を目指すためには，凍結-融解精子由来産仔を作出する必要が

ある。産仔作出には多数の方法が挙げられるが，実験目的を考慮すれば人工授精技術

は人為的操作が少なく，もっとも簡便な方法である。

　ホンドハタネズミにおける子宮頸管経由法について，新鮮精子では6例中6例

（100%）が受胎し，産仔数の平均値は7.2匹と高い受胎率および産仔数を示した。この

結果は，自然交配由来産仔数（4.7匹）と比較すると，自然交配を上回る産仔を得られ

た。このことから，ホンドハタネズミにおいて子宮頸管経由法による人工授精が適用

できることが実証された。一方，新鮮精子では生存産仔数の割合が低く，凍結-融解精

子では受胎例数および産仔数が低かったため, それぞれに合わせた改善が必要である。

新鮮区での原因としては，死産あるいは出産直後の食殺が多かったためと考えられ

る。ホンドハタネズミの自然交配における産仔数の範囲は1～8匹（Kudo and Oki, 1982）

であり，本研究においても平均4.7匹であったことから，新鮮区の産仔数が多過ぎたこ

とによりレシピエントの体内で死亡した，あるいは過多胎によるストレスにより出産

後の食殺が生じたと考えられる。この多産の原因としては，確実に排卵を促すための

PMSG処理により卵巣内の卵胞が多く発達し，hCG投与および交尾刺激により，排卵数

が上昇したために胎仔数が増加したと考えられる。今後の改善としては，投与するホ

ルモン量によって排卵卵子数を制御することで，自然交配と同程度の生存産仔数が得

られると推測された。

凍結-融解精子および子宮頸管経由法によって人工授精した場合，8例中3例

（37.5%）が受胎し，平均1.7匹の産仔を得られたが，新鮮区および自然交配と比べて

低下した。この主な原因としては，精子移植後，受精までに運動性の高い精子が生存

できなかったために受精率が低下したかもしれない。ホンドハタネズミの排卵時間は

交尾後12～13時間で起こると報告されている(Wakayama et al., 1994)。本実験での精子
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移植時間を交尾確認4～6時間後に設定していることから，移植後の精子は少なくとも6

時間以上は生存していなければならない。凍結精子での低い産仔数を考えると，排卵

までに十分な運動性が維持されていなかったかもしれない。これらのことから自然交

配と同程度の産仔を得るために，1）精子移植時間を排卵時間に近づける，あるいは

2）移植精子の運動性を向上させることが産仔数改善の手立てになると推測された。

　このことを論証するために，1）精子運動性を向上させる物質を培地に添加する，あ

るいは2）推定排卵時間直前に精子移植することで，凍結-融解精子由来産仔数の改善

を試みた。まず，精子運動性向上を目的に使用したのは，taurine前駆物質である

hypotaurineであった。Taurineは哺乳類においてシステインの主要酸化生成物であり，

硫酸化合物の形で存在するβ-アミノ酸である（中野と荒木，1999）ほか，生体内にお

いては浸透圧維持，カルシウムイオン変動，GABA，Cl－チャネルあるいはアドレナリ

ン性受容体への相互作用を介して膜の安定化などに関与している（Huxtable, 1992）。

Taurine/hypotaurineは卵管液中の遊離アミノ酸の主な構成成分として同定され，in vivo

での受精にも効率的に関与していると考えられており，マウスでは実に卵管液の41%を

占める(毛利と星，2006)。Taurineの生理的役割はhypotaurineによって代替でき，in vitro

での精子に対する効果はtaurineの3倍高いとされる（Leibfried and Bavister, 1981）。精

子に対するhypotaurineの効果は，アドレナリン性の受容体を介しているとされており

（Leibfried and Bavister, 1981, 1982），in vivoおよびin vitroでの運動性や生存性を保持す

る上で最も有効なβ-アミノ酸である（Morton and Bavister, 1974; Bavister et al., 1979; 

Meizel et al., 1980; Leibfried and Bavister, 1981, 1982; Boatman et al., 1990）。さらに精子

運動性への効果として，重炭酸イオンを補助因子としてカルシウムイオンを上昇させ，

その結果ハイパーアクチベーションを誘起していると考えられている（Boatman, 

1990）。

　本実験において，精子移植時間変更前のhypotaurine処理区とhypotaurine無処理区（対

照区）を比較したところ，hypotaurine処理区において妊娠率が低下し，産仔重量も有
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意に低下した。この原因として，本質的に凍結-融解精子の運動性および生存期間が新

鮮精子に比べて低いことに加えて，hypotaurine処理により精子運動性が短時間で急激

に上昇したために，排卵時に十分に運動している精子がほとんど存在していなかった

かもしれない。産仔重量の違いに関して，産仔数が多かったため，レシピエントが上

手く哺育できなかったと考えられた。次に精子移植時間を交尾後7～9時間に修正して

hypotaurine無処理あるいは処理した場合，それぞれの妊娠率および産仔数が上昇し

た。特に，hypotaurine添加の有無に関わらず生存産仔率は82.1%～96.3％と高い値を示

し，自然交配の生存産仔率（100％）に類似していた。この結果は，移植時間を推定排

卵時間直前に設定したことで，排卵時に十分な運動性をもつ精子が多く維持されたこ

とを示唆している。

以上の結果は，1）ホンドハタネズミ精子の凍結保存にマウスでの手法を十分に応用

できること，および2）推定排卵時間直前での人工授精により，産仔数が改善されるこ

とを証明している。
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第3章　ホンドハタネズミにおける新規過剰排卵法の確立

第1節　緒言

　

　一般的な実験動物だけでなく，ハタネズミ属においても多くの高品質卵母細胞の供

給は基礎生殖学研究および応用研究を進める上で重要である。これを達成するための

有効な方法が過剰排卵法である。げっ歯類における性腺刺激ホルモンを利用した過剰

排卵に関する研究は古くからなされており，1940年代まで遡る。1941年にBurdickら

は，成熟未経産，経産あるいは未成熟雌マウスにヒト絨毛性性腺刺激ホルモン

（hCG）を1 IU単一皮下投与することによって，投与18～20時間後に輸卵管内に卵母細

胞を見出すことを報告した。さらに成熟雌マウスを用いて下垂体性，妊馬血清性およ

び妊婦尿性の3種の性腺刺激ホルモンについて，それぞれの排卵誘起能を比較すること

により，これらホルモンの生物学的検定法として利用しうることを明らかにした

（Burdick et al., 1943）。同年，35～40日齢の幼若マウスにあらかじめ妊馬血清性性腺

刺激ホルモン（PMSG）1 IUを投与しておき，その47時間後に1 IUのhCG投与によって

排卵誘起が試みられた（Ladman, 1953）。その後，この方法により排卵した卵母細胞

は受精能を有することが確認された（Runner and Gates, 1954）。ラットについては，

1936年に腟開口以前の幼若ラットにPMSGを単独投与して排卵誘起されることが最初に

報告された（Cole, 1936）。一方，日本ではBurdickら（1941）の方法に従い，成熟マウ

スおよびラットについてもhCGを用い，その投与量および排卵検出の最適時間が検討

された（江藤ら, 1955）。この結果，マウスおよびラット共に投与時間から採卵までの

時間は20時間が適当であり，マウスでは1/2 MU (Mouse Unit; 1 MUは約3 IU; 1.5 IU) 投

与した場合，排卵反応が得られた検査個体は全体の60％，ラットでは，5 MU (15 IU) 

投与で60％あるいは10 MU (30 IU) 投与で100%であった（江藤ら, 1958）。さらに，ラ

ットにおいて21日齢の幼若雌に10～20 IUのPMSGを投与して未熟な卵胞を発達させ，

PMSG投与56時間後にhCGあるいは黄体形成ホルモン（LH）を投与し，排卵が誘起さ
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れることが確認された（Zarrow et al., 1958）。

　笹本と村上（1959）は，Burdickら（1941）および江藤ら（1955）の手法に従い，体

重が7.0～10.0ｇの幼若マウスを用いてZarrowら（1958）の方法を追試した。この結

果，PMSG 10 IU皮下投与後24時間以内にhCGを投与しても排卵は起こらないこと，

PMSG 10 IU皮下投与後48時間から96時間以内にhCGを2あるいは3 IU皮下投与すると排

卵が誘起され，PMSG投与後72時間前後がもっとも排卵しやすい状態であったことが

報告された。さらに，成熟マウスを用いて種々の濃度のhCGを投与後20～24時間で排

卵の有無を調べた結果，成熟マウスでは発情周期の回帰が不規則であり，卵巣の発育

状態もまちまちであることから排卵誘起作用の研究には適当でないと考えられ，体重

が6.0～10.0ｇの幼若マウスについて研究がなされた（笹本, 1970）。この結果，PMSG 

2.5 IU 投与54～56時間後にhCGを投与することが過剰排卵誘起に適していると報告され

た。1979年には，PMSG 5 IUおよびhCG 5 IUを5週齢のマウス（JCL-ICR）に投与し，

最多採卵数42個，採卵数範囲1～33個という報告がある（佐藤と石橋，1979）。このこ

ろまでには，現在一般的に用いられているマウスの過剰排卵誘起法が確立されていた

と推測される。

　このように，マウスおよびラットにおける過剰排卵誘起に関する報告が多く蓄積さ

れてきたにも関わらず，交尾排卵型動物であるハタネズミ属では，その繁殖成績につ

いては報告されているものの（Goto et al., 1977, 1978; Kudo and Oki, 1982），性腺刺激

ホルモン投与による過剰排卵誘起法に関する知見はほとんど報告されていない。

Keebaughら（2012）は，プレーリーハタネズミの過剰排卵誘起について，雌の週齢が

過剰排卵にとって重要であり，若齢雌の使用が有効であることを報告した。例えば，

4～5週齢雌では排卵を誘起できないが，6～11週齢雌（14.0 ± 1.4個）は12～20週齢雌

（4.0 ± 1.6個）と比較して多くの排卵卵子が得られた。過剰排卵法は多数の同期化され

た卵母細胞あるいは胚を獲得できるが，過剰排卵処理の有効性には種差がある。現在，

性腺刺激ホルモン投与に基づく過剰排卵誘起は，マウス（Zarrow and Wilson, 1961），

�55



ラット（Wilson and Zarrow, 1962），ウサギ（Adams, 1953），ヒツジ（Armstrong et al., 

1983），ブタ（Deneke and Day, 1973）およびウシ（Avery et al., 1962）といった種にお

いて広く用いられている。げっ歯類におけるPMSGおよびhCGの組合せはラット（Kito 

et al., 2010; Taketsuru and Kaneko, 2013），シリアンハムスター（Wang et al., 2009），シ

ベリアンハムスター（Lee et al., 2005），シロアシマウス（Lasserre et al., 2000）および

トゲマウス（Pasco et al., 2012）を含む多くの実験動物の過剰排卵を誘起するのに用い

られている。一方で，これらのホルモンはチャイニーズハムスター（Roldan et al., 

1987），オーストラリアマウスおよびアルジェリアマウス（Martín-Coello et al., 2008）

のような種では，過剰排卵を誘起しないことが報告されている。このように，過剰排

卵処理への動物種の感受性は様々であり，種特異性に応じて処理条件を最適化する必

要がある。本章ではすべての週齢において卵母細胞の安定供給を目指す目的で，ホン

ドハタネズミでの新規過剰排卵法を検討した。
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第2節　各種過剰排卵誘起法が採取卵母細胞数に及ぼす影響

　本節では，卵母細胞の安定供給のためにホンドハタネズミに適した過剰排卵誘起法

を検討した。まず，PMSGおよびhCGの組み合わせによる過剰排卵誘起法を検討した。

次に，内因性LH分泌を促進する交尾刺激あるいは性腺刺激ホルモン放出ホルモン

(GnRH)を利用した過剰排卵誘起法を検討した。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。本実験では，19 ～406日齢（2.7～58週齢）の雌ホン

ドハタネズミ86匹から体内成熟卵母細胞を採取した。また不妊交尾排卵を促すため，

9～28週齢の繁殖能が確認された雄ホンドハタネズミ15匹から精管結紮雄を作製した。

精管結紮雄の作製

　第2章第3節と同様の方法で作製した。

培地および試薬

　採卵用培地にはH-CZB液を用いた。採卵後に第2章第2節と同様の培地にて卵丘細胞

を除去した。

ホンドハタネズミ卵母細胞の採取

　雌ホンドハタネズミに種々の濃度のPMSG（後述）を腹腔内投与し，その48時間後に

30 IUのhCG，交尾刺激あるいはGnRHで処理して過剰排卵を誘起した。第2章第2節と

同様の方法あるいは時計皿上で，200 μlのH−CZBで卵管灌流することにより卵母細胞-

卵丘細胞複合体を採取した。その後，第2章第2節と同様の方法で卵母細胞を採取し

た。
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核相の評価

　卵丘細胞を除去した卵母細胞を第2章第2節と同様の方法で固定-染色-封入した。封

入後，微分干渉式正立顕微鏡下で卵母細胞の核相を観察した。本研究では，第一極体

が観察された場合，第Ⅱ減数分裂中期の卵母細胞と定義した。

実験計画

実験1）PMSGおよびhCGの組み合わせによる過剰排卵誘起

　雌ホンドハタネズミを腟開口前（19～29日齢）および腟開口後（30日齢以上）の2つ

のグループに分けた。極端な個体差による結果への影響を避けるため，25～29日齢で

採卵する動物に限り採卵前日夜の体重が20 ± 2 gであるものを用いた。雌ホンドハタネ

ズミにPMSGをそれぞれ0，7.5あるいは30 IUを投与し，その48時間後にWakayamaら

（1996）の濃度を参考にして30 IUのhCGを腹腔内投与して過剰排卵を誘起した。

PMSGを0 IUのグループには，対照区として0.9%生理食塩水を投与した。卵母細胞採取

後，ただちに卵巣および子宮を取り出し，それぞれの臓器に付着する脂肪と血液を

PBS中で取り除いた後，電子天秤を用いて重量を測定した。子宮重量については子宮

頸まで摘出したものを計測した。

実験2）精管結紮雄ホンドハタネズミを用いた交尾刺激による過剰排卵誘起

　ホンドハタネズミは交尾排卵動物であることから，精管結紮雄を用いた交尾刺激が

効果的に排卵を誘起できるか否かを検討した。実験1）において卵巣重量の上昇が観察

されたことより，PMSG投与が卵胞発育を促進することが明らかとなった。そこで，

雌ホンドハタネズミに過剰排卵を誘起する2つの異なる処理を施した；1）30 IUの

PMSG投与48時間後に30 IUのhCGを腹腔内投与し，その後すぐに精管結紮雄と交尾，

2）同量のPMSG投与48時間後に精管結紮雄と交尾させた。交尾あるいは腟栓を確認し

たもののみ実験に使用した。対照区として，30 IUのPMSGおよびhCGを用いて過剰排

卵を誘起させた。
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実験3）性腺刺激ホルモン放出ホルモンアゴニスト（GnRHa）による過剰排卵誘起

　GnRHは10個のアミノ酸からなる単一ポリペプチドであり，内因性の卵胞刺激ホルモ

ン（FSH）および黄体ホルモン（LH）の合成および分泌を促進するホルモンである。

GnRHは種間で類似したポリペプチド構造を示すことから，GnRHが内因性LH放出を促

進し，過剰排卵を誘起できることが予測された。天然のホルモンに比べてその類似体

（または作用体）はレセプターとの親和性が高く，強い生理活性が得られるため（西

澤，2013），GnRH作用体（agonist）を用いた。GnRH agonist（GnRHa：ブセレリン酢

酸塩；40 μg/10 ml；共立製薬株式会社，東京，日本）およびPVP（PVP K-30; molecular 

weight 40,000, 和光純薬工業株式会社）を使用し，10 mlのGnRHa溶液に2 gのPVPを添

加して調整した（20% PVP-GnRHa）。実験では，PMSG投与48時間後に体重測定して

投与量を算出し，20% PVP-GnRHaを頸部皮下に投与した。検討した投与濃度は，15，

30，45および60 μg/kgであった。投与には1 mlのシリンジに23～25ゲージの注射針（テ

ルモ株式会社）を装着したものを用いた。

統計処理

　実験1）において，7.5 IUおよび30 IUのPMSG投与間での排卵数および卵巣/子宮重量

の比較にはスチューデントのt検定により分析した。排卵したホンドハタネズミ数およ

び核相の割合（%）をχ2検定により分析した。実験2）および3）において，排卵数を一

元配置分散分析し，実験区間に有意差が認められた場合，Tukey-Krammer法を用いて多

重範囲検定した。危険率5%未満で統計的有意性が認められると判断した。
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結果

実験1）PMSGおよびhCGの組み合わせによる過剰排卵誘起

　雌ホンドハタネズミに様々な濃度のPMSGおよび30 IUのhCGで処理し，その10～11

時間後に卵母細胞を採取した（図13A）。19～29日齢において，PMSG 30 IU区での排

卵数は7.5 IU区よりも有意に高かった（表11，22.5 ± 2.6個および2.9 ± 0.3個，P<0.05）。

MⅡ率は，7.5 IUおよび30 IU区間で有意な差は認められなかった（図13B）。30～138日

齢において，PMSG濃度依存的に平均卵母細胞数は上昇したが，有意な差はみられなか

った。PMSG 7.5 IU区のMⅡ率は30 IU区よりも有意に高かった（72.4%および47.3%，

P<0.05）。30 IUのPMSGを用いた場合，排卵数は上昇し，腟開口前個体の雌は腟開口

後個体の雌よりも多くの卵母細胞を排卵した。19～29日齢において， PMSG 30 IU区の

卵巣重量は7.5 IU区の卵巣重量よりも有意に高かった（表12，P<0.05）。30～138日齢

においては，濃度間で有意な差はなかった。卵巣重量の上昇はすべての週齢でPMSG濃

度依存的であったが，子宮重量には有意差がみられなかった。

実験2）精管結紮雄ホンドハタネズミを用いた交尾刺激による過剰排卵誘起

　30日齢以上の個体においてより効率的に排卵を誘起するために，PMSG投与48時間

後の雌ホンドハタネズミにhCG-交尾刺激あるいは交尾刺激単独で過剰排卵誘起を試み

た（図13 C）。hCG-交尾刺激区での平均排卵数は，対照区と同等であった（表13，そ

れぞれ6.8 ± 0.8個および6.9 ± 2.3個）。各処理間で有意差はみられなかったが，交尾刺

激単独区において最も高い平均採卵数を示した。hCG-交尾刺激および交尾刺激単独で

のMⅡ率は，対照区よりも有意に高かった（97.6%, 97.4% および 47.3%, P<0.05: 図13 

D）。
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図13　異なる過剰排卵誘起法を用いたホンドハタネズミ
            体内成熟卵母細胞の形態
PMSG投与48時間後にhCG（AおよびB），交尾刺激（C

およびD）および20% PVP-GnRHa （EおよびF）処理し，
その10時間後に卵母細胞を採取した．卵丘細胞を除去し
た新鮮卵母細胞の形態をA, CおよびEに示した．核相をB, 
DおよびFに示した．矢印は第一極体を示し，スケール
バーは20 μmである．

A
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日齢 PMSG濃度1,2,3 供試動物数 卵巣重量 (mg)4,5 子宮重量 (mg)4,5

19～29    0 IU   5 9.7 ± 0.8 30.0 ±   4.9

7.5 IU   7 8.1 ± 1.8a 61.9 ±   9.1
 30 IU   6 22.0 ± 1.9b 62.3 ±   4.5

30～138    0 IU 13 8.9 ± 0.7 57.7 ± 10.1

7.5 IU   7 19.9 ± 2.2 98.9 ± 16.9
 30 IU 11 21.8 ± 3.7 76.5 ± 12.2

表12　ホンドハタネズミの卵巣重量および子宮重量に及ぼすPMSG濃度の影響

1各々のPMSG投与量を100 μlとした．
2hCG濃度を30 IUとし，100 μl投与した．
30 IU区は対照区とし，0.9%生理塩水を100 μl投与した．
4平均値 ± 標準誤差．
519～29日齢において統計分析は7.5 IUおよび30 IU間でのみ行った．
a, b同じ列内における異なる添え文字は有意差あり (P<0.05)．
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実験③：性腺刺激ホルモン放出ホルモンアゴニスト（GnRHa）による過剰排卵誘起

　30 IUのPMSGおよび種々の濃度のGnRHaを雌ホンドハタネズミに投与し，GnRHa投

与後10～11時間で卵母細胞を採取した（図13 E）。結果として，すべての濃度で排卵が

生じた（表14）。平均採卵数について，30 μg/kgのGnRHaを投与した場合に最も多く

（14.5 ± 4.1個），15 μg/kgのGnRHa投与の場合に最も少なかった（5.0 ± 1.4個）。すべ

ての濃度から得られた多くの卵母細胞の形態は正常であった（図13 F）。採卵数に関

わらず，すべての濃度で有意差はみられなかった。また，30 μg/kgのGnRHaを19～29日

齢の個体に投与した場合，PMSG-hCGを投与して得られる卵母細胞数と同程度であっ

た（表15）。
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考察

　

本実験の目的は，生殖補助技術開発に使用できる高品質な卵母細胞の作出である。本

節の結果は，新規過剰排卵法がホンドハタネズミにおいて大いに効果的であったこと

を示している。

　実験1）において，腟開口前後のホンドハタネズミへのPMSG-hCG投与による過剰

排卵誘起条件について検討した。30 IUのPMSG-hCGをホンドハタネズミへ投与した場

合，多くの卵母細胞が採取されたが，PMSG-hCG投与の有効性は雌の日齢により様々

であった。PMSG-hCGを用いた過剰排卵誘起は腟開口前個体で最も有効であった。

19～29日齢雌ホンドハタネズミにおいて平均36.5 ± 3.5個の卵母細胞を排卵したが，30

日齢以上の雌ホンドハタネズミでは平均6.9 ± 2.3個にとどまった。この結果は，若齢マ

ウス卵巣はホルモン感受性が高く，老齢マウスよりも多くの卵母細胞を採取できると

いう報告（Zarrow and Wilson, 1961）と一致したことから，ホンドハタネズミにおいて

も同様の反応が起きたと考えられる。また他の理由として，hCGの作用に種差が生じ

たかもしれない。PMSGおよびhCGを含むFSHおよびLHホルモンはヘテロダイマーであ

り，共通するαサブユニット（CGα）およびホルモン特異的なβサブユニット（FSHβ, 

LHβ, CGβ）を有する（Bousfield and Dias, 2011）。成熟タンパク質であるCGαは動物種

間でcDNAが60%以上の高い相同性を示し（Suzuki et al., 2002），FSHβは高い相同性を

示すが（Ishii and Kubokawa, 1984），LHβは相同性が低く，種差が大きい（Takano et 

al., 2004; Koura et al., 2004; Noguchi et al., 2006）。それゆえ，腟開口後個体にみられた

ホルモン感受性の低さは，LHβの違いが原因であると考えられる。まとめると，

PMSG-hCGによる過剰排卵法は，19～29日齢個体においてのみ有効性を示すことが明

らかとなった。

　実験2）において，30日齢以上の個体から効率的に排卵を誘起するために精管結紮雄

を利用して検討したところ，交尾刺激により排卵を誘起できた。このことから，交尾

刺激が内因性LH分泌を促進したために排卵誘起に至ったのではないかと推測された。
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スンクスでは交尾刺激が内因性LH放出を促して排卵を誘起するので（Inoue et al., 

2011），交尾排卵動物であるホンドハタネズミもスンクスと同様の排卵機構を有する

かもしれない。一方，PMSG-hCG-交尾刺激区での平均卵母細胞数は低下した。この理

由として，hCGが内因性LH分泌を阻害した，あるいは混乱させたことが示唆された。

結果として，PMSGおよび交尾刺激を用いることで腟開口後個体においてより多くの卵

母細胞を排卵させることに成功した。

　近年，GnRHを用いた過剰排卵法が開発されている（Vasudevan and Sztein, 2012; 

Nariai et al., 2005; Kanter et al., 2004）。GnRHはhCGよりも高位なホルモンであり，その

作用について種間差が低いとされるホルモンである（Fernald and White, 1999; Amonss et 

al., 1971; Matsuko et al., 1971）。GnRHが内因性LH放出を誘起することからも，より高

品質な卵母細胞を得られると考えられている。そこで，PMSGおよびGnRHaを組み合わ

せた過剰排卵誘起を試みるとともに，GnRHaの最適濃度についても検討した。この結

果，すべての濃度で排卵を誘起でき，最適濃度は30 μg/kgであることが明らかにされ

た。まず予備実験においてGnRHaを腹腔内あるいは筋肉内投与して採卵を試みたが，

その効果はみられなかった（データ非表示）。そこで，GnRHaを投与後ゆるやかに体

内吸収させるため，高分子化合物であるPVPを使用した。PVPを溶解させたGnRHa希

釈の効果は，ウシ（Chasombat et al., 2013）およびヒツジ（D’Alessandro et al., 2001）に

おいても報告されている。本実験で設定したPVP使用条件に関しては，予備実験におい

て検討が重ねられ（データ非表示），その結果，溶液の扱い易さおよび体内投与後の

PVPの吸収性に優れたK-30で20%濃度という条件に決定された。また頸部には皮膚の

弛みがあり，粘性試薬を投与しやすいこと，および毛細血管が集中していることから

試薬が血中に取り込まれやすいと推測し，頸部皮下投与を決定した。本実験結果は

GnRHaおよび20% PVPの組み合わせも過剰排卵誘起のために有効なホルモン処理であ

り，GnRHa投与がLHサージを誘起し，PMSG-交尾刺激よりも効率的に採卵が可能であ

ることを示した。
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　以上の結果から，いずれの週齢であってもPMSGとhCG，交尾刺激あるいはGnRHa

（+ 20% PVP）を用いることで，ホンドハタネズミにおいて同期化された多くの卵母細

胞を安定して得られることが示された。次のステップとして，これらの卵母細胞の受

精能および発生能を評価する必要性がある。
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第4章　ホンドハタネズミ体内受精胚の体外発生および非外科的胚盤胞移植

第1節　緒言

　マウス着床前胚の培地検討は1950年代後半に始まり，Whitten（1956）はマウス8細

胞期胚を胚盤胞まで発生させることに成功した。1956年に着床に影響を及ぼす因子の

研究が行われ（McLaren and Michie），続いて体外培養させた胚盤胞を子宮内へ移植し

て産仔作出に（McLaren and Biggers, 1958），1967年には凝集キメラの作製およびその

培養にそれぞれ成功した（Mintz）。その後，浸透圧の変化，pH，アミノ酸組成および

エネルギー基質など培地の特徴を調べたBrinster（1965b-e）の体系的な研究が，マウス

着床前胚のための培養の基礎を築いた。Whitten（1965）が開発した培地では第3の分

割までの発生には至らなかったが，乳酸添加が2細胞期以降の発生を促すこと

（Brinster, 1965a），グルコースではなくピルビン酸がマウス胚の初期エネルギー源と

なることおよびこれらが胚生存のために同時期に必須であることが証明された

（Brinster, 1965c, e）。その後，Biggerら（1967）はマウス胚の2細胞期への発生にはピ

ルビン酸が必須であることを示し，グルコースは4細胞期/8細胞期胚の発生に必要であ

ることも明らかにされた（Brinster and Thomson, 1966）。これらの研究がBMOC

（Brinster’s Medium for Ovum Cultue）培地へつながり，最初の基礎培地であるBMOC2

培地が完成した（Brinster, 1968, 1969）。その後，培地研究が進み，動物種に合わせた

培地が開発され，体外発生が行えるようになっている。

　ホンドハタネズミ胚の体外発生もM16培地を用いて研究されており，M16培地を用い

ると，後期2細胞期以降の胚において高い割合で胚盤胞期に発生するが，前核期および

前期2細胞期の胚は胚盤胞期までほとんど発生しなかった（Wakayama et al., 1994）。一

方，M16以外の培地での胚発生検討は行われていない。前章よりすべての週齢の雌ホ

ンドハタネズミから正常な体内成熟卵母細胞を採取できるようになった。これにより，

体外受精や顕微授精への利用および体外での胚作出が期待できる。このためには，前
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核期胚を体外発生させる培地が必要不可欠であり，ホンドハタネズミの体内受精由来

胚を用いて適切な培地を検討する必要があると考えられる。

　体外作出胚から仔作出には，胚移植法が欠かせない。胚移植は，クローン動物や形

質転換動物作製といった発生工学における重要な基盤技術である。一般に小型げっ歯

類における胚移植では外科手術をともない，実験者には高度な専門知識や技術経験が

要求されるほか，レシピエントに対して術者の手技力に依存した負担がかかる（Green 

et al., 2009）。さらに，外科的胚移植においては技術習得のための相当な時間および訓

練が必要であり（Steele et al., 2013），多くの動物および器具をも必要とする（Moler et 

al., 1979）。一方，非外科的胚移植は外科的移植の過程を単純化するとともに，動物実

験における国際原則である3Rを遵守した動物に対して安全な手法であり，ストレスを

大幅に軽減できる移植法である（Steele et al., 2013）。非外科的胚移植では，外科的胚

移植と同等な割合で健康な産仔を得られることも報告されている（Green et al., 2009; 

Cui et al., 2014; Bin Ali et al., 2014）。これらのことから，非外科的胚移植は外科的胚移

植の代替法として改めて注目されつつあり，現在，多種の移植器具も販売され（Green 

et al., 2009; Moreno-moya et al., 2013; Cui et al., 2014），実践的に使用され始めている

（Kaufman et al., 2014）。

　本章では，第一に体外受精あるいは顕微授精由来胚の体外培養条件を検討した。第

二に，Wakayamaら（1994）の報告より，胚盤胞期への発生が低率な前期2細胞期胚を

用いて培養条件を検討した。最後に，体内受精由来胚盤胞を非外科的に子宮内移植し

て産仔作出を試みた。
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第2節　体内受精由来前核期および前期2細胞期胚の発生に適した培地の検討

　本節では体外受精あるいは顕微授精由来ホンドハタネズミ胚を胚盤胞まで発生させ

られる培養条件を検討するために，他のげっ歯類で使用されている培地を用いて前核

期胚および前期2細胞期胚を体外倍養した。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。9～60週齢の雌ホンドハタネズミ53匹から体内受精卵

母細胞を採取した。

培地

　体内受精卵の採取にはH-CZB（表1）を用いた。体外培養に，1 mg/mlのウシ血清ア

ルブミン（SIGMA）を添加した potassium simplex optimized medium with amino acids

（KSOMaa，表16），modified rat 1cell embryo culture medium（mR1ECM，表16），

modified hamster embryo culture medium 1（mHECM-1，表16）およびhamster embryo 

culture mediumの基礎培地（Basic medium;  BM）1～4を使用した（表16）。mHECM-1

は，基本となるHECM-1にBMEおよびMEM（SIGMA）を添加したものである。なお，

本研究で用いたmR1ECM，mHECM-1およびBM-1/2には，0.1% PVAおよびBM-3/4には

0.01% PVAを添加した。
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体内受精卵の準備と採取

　雌ホンドハタネズミに30 IUのPMSGを腹腔内投与し，PMSG投与46～48時間後に繁

殖能のある雄ホンドハタネズミと交尾させた（19:00～20:00）。交尾を確認した個体を

妊娠と判定した。交尾確認から13～20あるいは26～29.5時間後に頸椎脱臼により動物

を安楽死させた後，30 Gの灌流針を用いて卵管内をH-CZB液で灌流し，それぞれ前核

期胚あるいは前期2細胞期胚を採取した。

実験計画

実験1）マウス，ラットおよびハムスターの体外発生培地の適用

　体内受精由来のホンドハタネズミ前核期胚をマウス（KSOMaa），ラット

（mR1ECM）あるいはハムスター（mHECM-1）で使用されている培地中で培養した。

培養のために，採取胚を各培地（100 μl）中で3～4回洗浄し，1胚あたりの液量が5～10 

μlとなるように作製した流動パラフィンで覆った小滴に移し，炭酸ガス培養器内で

100～107時間（桑実期および胚盤胞期）培養した。

実験2）4種の基礎培地による検討

　実験1）の結果より分割率の高かったmHECM-1に着目した。HECMには組成の異な

る4つの基礎培地（BM）が設定されている。本実験では，ホンドハタネズミ前核期胚

の発生に最適培地なものを調べた。実験1）と同様の方法で胚を培養した。

実験3）グルコース添加が胚発生に及ぼす影響

　グルコースは胚発生（特に後半）に必要なエネルギー源であるが，動物種によって

は胚発生そのものを阻害する因子にもなりうる。ハタネズミ胚発生（前半）に及ぼす

グルコースの影響を調べるため，異なる濃度のグルコース（0 mM; BM-1由来， 0.2 

mM; KSOMaa由来および5.55 mM; CZB由来）をBM-1に添加して検討した。実験1）と

同様の方法で胚を培養した。
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実験4）EDTA添加が胚発生に及ぼす影響

　実験3）より，ホンドハタネズミの前核期胚は2細胞期で発生停止することが示され

た。これを解決するために，マウス胚における2 cell blockを解除することが知られてい

る重金属キレート剤，EDTAを種々の濃度（0 mM; BM-1由来， 0.01 mM; KSOMaa由来

および0.1 mM; CZB由来）でBM-1に添加し，2細胞期以降に発生するか否か調べた。実

験1）と同様の方法で胚を培養した。

実験5）グルタミン添加が胚発生に及ぼす影響

　種々の濃度のグルタミン（1.0 mM; BM-1由来， 0.01 mM; KSOMaa由来および1.0

 mM; CZB由来）をBM-1に添加し，ホンドハタネズミの前核期からの胚発生を検討し

た。実験1）と同様の方法で胚を培養した。

実験6）ホンドハタネズミ体内受精由来前期2細胞期胚の発生培地の検討

　HTFおよびmHECM-1を用いて前期2細胞期胚を胚盤胞まで実験1）と同様の方法で胚

を培養した。

統計処理

　各実験の培地間の分割率（%）の比較には一元配置分散分析し，実験区間に有意差

が認められた場合，Tukey-Krammer法を用いて多重範囲検定した。危険率5%未満で統

計的有意性が認められると判断した。
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結果

実験1）マウス，ラットおよびハムスターの体外発生培地の適用

　マウス（KSOMaa），ラット（mR1ECM）およびハムスター（mHECM-1）で使用さ

れている培地を用い，ホンドハタネズミ体内受精由来前核期胚の培養を試みた。いず

れの培地においても2細胞期まで高い割合で分割したが（表17），交尾確認後120時間

まで培養しても，胚盤胞には発生しなかった。mHECM-1において分割率が高い傾向が

みられたため，以降の実験では，基礎培地としてHECMを用いた。

実験2）4種の基礎培地による検討

　組成を変化させた4種類のhamster embryo culture medium（HECM）の基礎培地（BM）

が考案されており，この中からホンドハタネズミ胚の体外発生に適しているものを検

討した。いずれのBMにおいても2細胞期まで高い分割率を示したが（表18），交尾確

認後120時間において胚盤胞期まで発生した胚はなかった。

実験3）グルコース添加が胚発生に及ぼす影響

　様々な濃度のグルコースを添加したところ，すべての区で前核胞期から2細胞期への

高い分割率が観察されたが（表19），交尾確認後120時間において胚盤胞に発生した胚

は認められなかった。

実験4）EDTA添加が胚発生に及ぼす影響

　実験3）で検討したグルコース濃度にさらにEDTAを添加し，ホンドハタネズミ体内

受精由来前核期胚の培養を試みた。すべての区で前核胞期から2細胞期への高い分割率

が観察されたが（表20），交尾確認後120時間において胚盤胞に発生した胚は認められ

なかった。
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実験5）グルタミン添加が胚発生に及ぼす影響

　実験3）および4）で検討した培地にさらにグルタミンを添加し，ホンドハタネズミ

体内受精由来前核期胚の培養を試みた。交尾確認から40時間における分割率につい

て，いずれの区間に差は認められなかったが，実験3）の添加物（グルタミン，グル

コースおよびEDTA）を加えた区において，低率ながら胚盤胞を得られた（表21）。

実験6）ホンドハタネズミ体内受精由来前期2細胞期胚の発生培地の検討

　体内受精由来前期2細胞期胚をHTFあるいはmHECM-1中で培養したところ，

mHECM-1区においてに高い桑実胚および胚盤胞期への発生率を示した（表22）。
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考察

　マウス胚の発生培地として用いられているKSOMaaは，構成成分の最適化戦略，すな

わち，いくつかの培地組成を同時に最適化し，遠縁交配系マウス胚（CF1）の2細胞期

ブロックを解除するSimplex Optimized Medium (SOM; Lawitts and Biggers, 1991, 1992）

をもとに，NaClおよびKCl濃度を改良した培地（KSOM）にアミノ酸を添加した培地

である。研究開始当初，マウス2細胞期胚が，胚盤胞へ発生するための必須な外因性ア

ミノ酸はないと報告されていた（Brinster, 1965e）。しかし，マウス胚にはアミノ酸を

取り込む能力があり（Brinster, 1971），アミノ酸は雌生殖器道に豊富に含まれている

（Miller and Schultz, 1987）。いくつかのマウス系統の体外発生は特定のアミノ酸を添

加することで改良された（Mehta and Kiessling, 1990; Gardner and Lane, 1993, 1996; Ho et 

al., 1995）。KSOM培地へのアミノ酸添加も，胚盤胞あるいは脱出胚盤胞への発生率お

よび細胞数の上昇を導いた（Ho et al., 1995）。さらに，培地改変によって数種のタン

パク質のmRNA合成をin vivoレベルまで上昇させることに成功した（Ho et al., 1995）。

ハムスター培地として用いられているHECM-1はグルコースおよびリン酸を含まないタ

イロード液であり，ハムスター2および4細胞期胚を胚盤胞まで発生させた培地であ

る。それまでハムスター2細胞期胚は体外での発生阻害が生じるため，培養が困難で

あった。しかし，Schni and Bavister (1988) らは発生阻害の原因がグルコースおよびリン

酸であることを見出し，前核期胚から胚盤胞期まで発生する培地が開発されるように

なった（Seshagiri and Bavister, 1989; McKiernan et al., 1991; Barnrtt and Bavister, 1992; 

Bavister and McKiernan, 1993; McKiernan and Bavister, 1994; McKiernan et al., 1995; 

McKiernan and Bavister, 2000）。これらの発見が，体外で胚の発生に阻害が生じていた

他の動物種において，胚盤胞まで発生させる培地の開発につながった。その一例が，

ラット胚発生培地として用いられているmR1ECMである（Miyoshi et al., 1994, 1995）。

ラット初期胚の発生を阻害せず，桑実胚から胚盤胞への発生を促進することが報告さ

れており，mR1ECMはグルコースが添加されている（Miyoshi et al., 1994）。
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　実験1）の結果では，mHECM-1培地において発生率が高かった。この理由として，

ハムスター初期胚と同様にグルコースおよびリン酸の“ Crabtree effect ”（Crabtree, 

1929），つまりミトコンドリア呼吸の抑制により，発生が阻害されたかもしれない

（Schini and bavister, 1988; Seshagiri and Bavister, 1989, 1991）。このことから，ハタネズ

ミ胚の特性はマウスよりもハムスターに近いことが示唆された。ゆえに今後の実験に

はmHECM-1を使用した。

　ハムスター培地は開発されて以降現在まで，BM-1からはHECM-1 (Schni and Bavister, 

1988)，BM-2からはHECM-2 (Seshagiri and Bavister, 1989)，BM-3からはHECM-3, 5～8 

(McKiernan et al., 1991; McKiernan et al., 1995)，BM-4からはHECM-4 (Bavister and 

McKiernan, 1993) がそれぞれ開発され，さらにビタミン添加によりHECM-9 (McKiernan 

and Bavister, 2000) ，低濃度のリン酸添加でHECM-10 （Ludwig et al., 2001）が開発され

ている。またハムスター以外の動物種でも使用されている（ウシ：Rose and Bavister, 

1992；サル：Schramm and Bavister, 1996；ラット： Matumoto and Sugawara, 1998）。各

基礎培地（BM）の組成（構成成分）は同じものの，各試薬の添加量が様々である。実

験1）の結果より，ハムスター培地を用いた場合の発生率が高い傾向にあったことから

も，BMを用いることが適切であると考えた。しかしながら，いずれのBMにおいても

発生率が低くかったことから，他の要因により分割が停止したことが推測された。そ

こで，BM-1にグルコース添加（実験3）），EDTA添加（実験4））およびグルタミン

添加（実験5））して検討したが，いずれの実験においても2細胞期以降への発生率は

低く，各添加物質の効果はみられなかった。しかし，グルタミン添加により，低率で

はあったが胚盤胞期に発生した胚が観察された。これは，必須アミノ酸であるグルタ

ミンは8細胞期までの分割を早め，マウス胚の発生率および生存性を向上させる（Lane 

and Gardner, 1994,  1997），2細胞期での発生停止を解除して胚盤胞期まで発生させる

（Chatot et al., 1989）。高濃度のリン酸存在下においてマウス分割胚はグルコースによ

る阻害を受けなくなる（Lane and Gardner, 1996）などの要因によるものと考えられる。
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　本研究では，既知培地を用いて体外受精および顕微授精で作出した胚の体外培養条

件を検討したが ，多くの胚が2細胞期胚で発生を停止していた。これを解決するため

に，他の動物種で一定の効果が示されている薬剤について調べたが，ホンドハタネズ

ミにおいてはいずれも効果的ではないことが示された。他の原因として，浸透圧がラッ

ト初期胚の発生に影響を及ぼす報告があることから（Miyoshi et al., 1994），本研究で

は調べなかった培地の浸透圧が未知の影響を及ぼしたことも考えられる。今後は，各

試薬の添加後の浸透圧，あるいはウシやブタなどで使用されている培地の検討が，ホ

ンドハタネズミ前核期胚を胚盤胞期まで発生させる手がかりとなるかもしれない。
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第3節　体内受精由来胚盤胞の非外科的子宮内移植による産仔作出

　本節では，キメラあるいはトランスジェニックハタネズミ作製など胚盤胞移植によ

る産仔作出を想定し，ホンドハタネズミ体内受精由来胚盤胞を非外科的に子宮内移植

して産仔作出を試みた。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。6～49週齢の雌ホンドハタネズミ62匹から体内受精卵

母細胞を採取した。

体内受精卵の作出

　第4章第2節と同様の方法で体内受精由来胚を作出した。

体内受精卵の採取

　繁殖能のある雄ホンドハタネズミとの交尾を確認した日を妊娠0日目とした。妊娠

3.5日目に雌動物を頸椎脱臼にて子宮を摘出し，29Gのマイジェクターを用いて子宮内

をH-CZB液で灌流して桑実胚から胚盤胞を採取した。採取した胚をH-CZB液下で3～4

回洗浄し，移植までmHECM-1液中でインキュベーター内で培養した。

精管結紮雄の作製

　第2章第3節と同様の方法で作製した。
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非外科的胚移植（non-surgical embryo transfer; NSET）

　移植スケジュールを図14に示す。17～37週齢の雌ホンドハタネズミを精管結紮した

雄ホンドハタネズミと交尾（19:00～20:00）させ，偽妊娠を誘起した。交尾を5回以上

確認した個体を偽妊娠と判断し，偽妊娠0日目とした。偽妊娠2.5日目のレシピエント

に10%ペントバルビタールナトリウムを30 mg/kgの用量で腹腔内投与して麻酔後，耳鏡

を用いて肉眼で外子宮口に移植器具を挿入した。移植には，プラスチックニードル（ニ

シカスピン，日本歯科薬品株式会社，山口，日本）を1 mlシリンジ（テルモ株式会社）

に装着し，パラフィルムで接合部を覆った。2 μlのH-CZB液と共に充填した桑実胚から

胚盤胞を子宮内に排出した。各子宮内に移植する胚の数を4～6個とし，両子宮角に移

植した受精卵の総数は8～12個であった。偽妊娠21日目を出産予定日とし，出産2日目

（出産日を0日目とする）に産仔重量を調べるとともに雌雄判別した。また偽妊娠14日

後までに体重増加が見られない場合は過麻酔により安楽死させ，子宮内の着床痕を確

認した。偽妊娠21.5日目で出産しなかった場合，頸椎脱臼によって安楽死後，開腹して

胎仔および胎盤を摘出し，各重量の計測，雌雄判定および着床痕を記録した。

外科的胚移植

　10～33週齢の雌ホンドハタネズミを精管結紮した雄ホンドハタネズミと交尾

（19:00～20:00）させ，偽妊娠を誘起した（図14）。交尾を5回以上確認した個体を偽

妊娠と判断し，翌朝を偽妊娠0.5日目とした。偽妊娠2.5日目のレシピエントに三種混合

麻酔薬をホンドハタネズミに適した濃度（後述）で腹腔内投与し，不動化までケージ

に静置した。胚移植には不動化した個体のみを使用した。不動化後，腰椎背部の皮毛

をバリカンにより術囲の約3倍の面積を剃った後，0.1％ヒビテン液を含む脱脂綿で術

野を消毒した。ホンドハタネズミの頭部全面が右側になるように実体顕微鏡下に横向

きに寝かせ，最後肋骨から約1 cm尾側の皮膚を縦に約1 cm，筋層を約0.5 cm切開した。

切開部から卵巣および子宮の一部を取り出し，卵巣周囲に付着する脂肪塊をクレンメ

で掴んで固定した。27 Gの注射針を用いて子宮に沿って走る血管を避けて穴を開け，
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胚と小量のH-CZB液を充填した滅菌キャピラリーを挿入してキャピラリー先端から気

泡が出るまで静かに胚を排出した。各子宮角に4～6個の胚を移植し，両子宮角に移植

した受精卵総数は8～12個であった。また，キャピラリー内の気泡2個が子宮内に放出

されたことを胚排出の確認の目安とした。胚排出後，子宮角を切開部から体内に戻し

て筋層を縫合糸で1針縫合し，皮膚をクリップで固定した。縫合後，塩酸メデトミジン

の拮抗剤であるアチパメゾールを0.23 mg/kgの用量で腹腔内投与した。その後，覚醒確

認までキムタオルに包み，加温板上のケージ内で保温した。動物がキムタオルから出

てきた場合に覚醒したとみなし，ケージ内にて通常飼育した。以後の操作は非外科的

胚移植と同様に行った。

実験計画

　次の通り，実験区を設定した。　

　対照区：ペントバルビタールナトリウムを用いた非外科的胚移植を前述の通りに行っ

て産仔作出を試みた。

　実験区Ⅰ：投与麻酔薬を三種混合麻酔薬（M/M/B: 0.15/2/2.5）に変更し，対照区と同

様にNSETを行った。移植後すぐにアチパメゾールを投与して覚醒を促した。

　実験区Ⅱ：投与麻酔を三種混合麻酔薬（M/M/B: 0.23/3/3.75）に変更し，胚移植後に

5～10分程，頭部が下向き斜めの状態でレシピエントを保定した（手技の変更）。保定

終了後すぐにアチパメゾールを投与して覚醒を促した。

　実験区Ⅲ：三種混合麻酔薬（M/M/B: 0.23/3/3.75）を用い，外科的胚移植を前述の通

りに行って産仔作出を試みた。

統計処理

　第2章第3節と同様に分析した。
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結果

ホンドハタネズミの体内受精由来胚盤胞の子宮内胚移植

　三種混合麻酔薬（M/M/B: 0.15/2/2.5）を用いたNSET区の妊娠率，産仔率および着床

率のすべての項目で0%となり，他の3区と比較して有意に低い値を示した（表23，

P<0.05）。手技を変更したNSET区において，ペントバルビタールナトリウムを用いた

対照区といずれの項目においても同等であった。外科的胚移植区において，妊娠率，

産仔率および着床率は対照区および手技を変更したNSET区と同等であった。流産率に

おいて，外科的胚移植区はNSET区と比較して有意に高い流産率を示した（P<0.05）。

ホンドハタネズミ体内受精由来胚盤胞を用いた移植による産仔数，形態，性別，産仔

重量および胎盤重量

　いずれの項目においても4区間で有意な差は認められなかった（表24）。
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考察

　非外科的胚移植は，レシピエントへの安全性，ストレス軽減および使用動物数削減

に貢献できる移植方法である。本移植用器具も開発が進められており，移植器具に関

する研究報告において，シリコンチューブを用いて6匹のレシピエントマウスにそれぞ

れ胚盤胞20個を移植したところ，5匹が仔を分娩したことが報告されている（妊娠率: 

83%; Green et al., 2009）。またテフロンチューブを用いて片側一子宮角に6～8個の胚盤

胞を7匹のレシピエントにおいて移植したところ，すべてのレシピエントにおいて産仔

を得られている（Cui et al., 2014）。本研究では高中（2015）の報告から，比較的高い

出産率を得られたプラスチックニードルを使用した。この移植器具は，片手で容易に

操作でき，低コストでもある。プラスチックニードルは半透明であることから器具内

での胚の存在を確認しながら操作でき，さらに移植後の器具内の胚残存はみられなかっ

た（未表示のデータ）。

　当初，非外科的胚移植の麻酔薬に関しては不動化にとどめるために，外科手術より

も低濃度の麻酔薬を用いた（ホンドハタネズミにおける麻酔薬の詳細な検討を第5章第

2節に述べる）。ペントバルビタールナトリウムを用いた非外科的胚移植の妊娠率が外

科的移植の次に高かった理由として，移植器具を挿入して頸管が拡張されるため，移

植器具抜去後の頸管の大きさが元に戻るまでの時間が必要であり，ペントバルビター

ルナトリウムでは不動化時間が長く，十分な頸管収縮時間が確保できたことにより，

移植胚の流出が抑制された，および子宮角内の深部にとどまりやすかったことが推測

された。三種混合麻酔（M/M/B: 0.15/2/2.5）を用いた場合，不動化後ペントバルビター

ルナトリウムと同様に移植し，直ちに塩酸メデトミジンの拮抗剤アチパメゾールを腹

腔内投与して覚醒を促した。この場合，レシピエントは移植中あるいは拮抗剤投与後

2～3分ですぐに動き回るあるいは，腟周囲を舐めたりといった行動，および腟からの

液体流出などを確認した（データ未表示）。このことから，移植胚が拡張した子宮頸

管から流出してしまい，産仔作出に至らなかったことが推察される。これを確かめる
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ために，1）不動化時間を外科的移植時間と同じにする，2）移植器具によって拡張さ

れた頸管から移植胚流出が抑制されるよう，頭部を下に身体を傾けて一定時間保定す

るといった修正を加えて実験した。この結果，ペントバルビタールナトリウムと同程

度まで妊娠率，産仔数および着床率が改善された。この理由として，諸々の原因によ

る子宮からの移植胚の流出が大いに抑制されたためと考えられる。また，非外科的胚

移植は外科的胚移植と比較すると，同程度の妊娠率および産仔数を示している。流産

の割合も非外科的胚移植では低く，レシピエントを傷つけない手法のために複数回の

移植も可能となり，一匹あたりから得られる産仔数が上昇する。以上のことから，ホ

ンドハタネズミの非外科的胚移植は外科的移植の十二分な代替法となり，キメラある

いはトランスジェニックハタネズミ作製など胚盤胞移植からの産仔作出に貢献しうる

可能性が示唆された。
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第5章　ホンドハタネズミの外科手術時に用いる麻酔薬の検討

第1節　緒言

　主要成分がペントバルビタールナトリウムであるソムノペンチルは，認定動物医薬

品（要処方箋薬）であり，各種動物実験において広く使用されている。ペントバルビ

タールナトリウムは強い鎮静および睡眠作用を示し，意識喪失をともなう外科麻酔を

獲得できるが，このような状況は致死相当を投与した場合に現れる。ペントバルビター

ルナトリウムは中枢神経系に迅速に作用し，深性麻酔下で血圧低下，呼吸低下および

停止を潜在的に誘起する。この理由により，実験操作中にしばしば動物が死亡する例

もあることから，ペントバルビタールナトリウムの単独使用による外科手術は不適切

であると明言されている（Heavner and Cooper, 2008; Flecknell, 2009）。

　他の麻酔方法として吸引麻酔があげられる。吸引麻酔は長時間の麻酔効果を呈し，

安全性および信頼性のある麻酔法であるが，専用の器具や機器が必須であり，複数の

動物への同時麻酔操作においては，注入麻酔と比べて多くの操作スペースおよび費用

が必要になる。このため，取り扱いおよび低費用に優れるとともに，動物に対して高

い安全性と麻酔効果を示す注入麻酔が求められる。

　Kawaiら（2011）は，マウスにおいてケタミンおよびキシラジンの混合麻酔薬と同等

の効果を有する新しい注入麻酔を報告し，この混合麻酔薬は2種類の鎮静剤であるメデ

トミジンおよびミダゾラムと非麻薬性の鎮痛薬であるブトルファノールから構成され

る。本麻酔薬はICRマウスにおいて約40分間の有効麻酔時間を生み出し（Kawai et al., 

2011），BALB/c および C57BL/6J系マウスにおいても，雌雄同等に有効な麻酔効果を

誘導した（Kirihara et al., 2013）。さらに三種混合麻酔薬は，実験動物への利用だけで

なく（Itamoto et al., 2000, 2002; Kalema-Zikusoka et al., 2003; Kirihara et al., 2015a, 2015b; 

Tsukamoto et al., 2015），野生動物の捕獲にも利用されている（Spelman, 2004; Bertelsen 

and Villadsen, 2009; Wenger et al., 2010; Lapid and Shilo-Benjamini, 2015）。
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　精管結紮雄作製や胚移植といった生殖補助技術開発にあたり，麻酔薬も重要な要因

となりうる。しかしながら，ハタネズミ属において様々に優れた効果をもつ三種混合

麻酔薬を検討した報告はなく，その他麻酔薬を利用した研究報告も少ない（Wakayama 

et al., 1996; Manoli et al., 2012; Horie et al., 2015）。

　本章では，第一に雌雄ホンドハタネズミにおいて，外科あるいは非外科的操作時に

使用する三種混合麻酔薬の安全性と有効性を検討した。第二に，雌ホンドハタネズミ

において非外科的胚移植を反復することを考慮し，麻酔薬の反復投与が個体に及ぼす

影響を検討した。
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第2節　各麻酔薬が雌雄の麻酔スコアに及ぼす影響

　本節では，ペントバルビタールナトリウムおよび異なる濃度の三種混合麻酔薬が，

雌および雄ホンドハタネズミに及ぼす影響を麻酔時間，呼吸数および体重変化により

評価し，ホンドハタネズミに適した麻酔薬およびその濃度を検討した。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。6～69週齢の雌ホンドハタネズミ36匹および8～37週

齢の雄ホンドハタネズミ36匹を，雌雄それぞれにおいて4つのグループに9匹づつにな

るように無作為に選出した。

麻酔薬の調整

　すべての麻酔薬を0.9%生理食塩水により希釈した。ペントバルビタールナトリウム

（ソムノペンチル；共立製薬株式会社，東京，日本）の投与量を40 mg/kgとし，使用

前に1 mlのペントバルビタールナトリウム原液を0.9%生理食塩水で10倍希釈した。

　三種混合麻酔薬については，次に示すいくつかの濃度を設定した；1）0.3 mg/kgの塩

酸メデトミジン（ドルベネ注；共立製薬株式会社），4.0 mg/kgのミダゾラム（ミダゾ

ラム注；サンド株式会社，山形，日本）および5.0 mg/kgの酒石酸ブトルファノール（ベ

トルファール；Meiji Seikaファルマ，東京，日本）を混合し（M/M/B: 0.3/4/5），実践

的には，0.75 mlの塩酸メデトミジン，2 mlのミダゾラムおよび2.5 mlの酒石酸ブトルファ

ノールを全量25 mlとなるように0.9%の生理食塩水で調整した。同様の方法を用いて，

2）M/M/B: 0.15/2/2.5および3）M/M/B: 0.23/3/3.75を調整した（それぞれ0.15および0.23 

mg/kgの塩酸メデトミジン，2.0および3.0 mg/kgのミダゾラムおよび2.5および3.75 mg/kg

の酒石酸ブトルファノール）。
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　アチパメゾール（アチパメ注；共立製薬株式会社）を塩酸メデトミジンの拮抗剤（覚

醒剤）として，0.3，0.15および0.23 mg/kgとなるように0.9%生理食塩水で調整したもの

を使用した。またペントバルビタールナトリウムの鎮痛剤として，ブプレノルフィン（レ

ペタン注；大塚製薬株式会社，東京，日本）を0.02 mg/kgとなるように0.9%生理食塩水

で調整したものを使用した。

麻酔薬の投与および取り扱い

　すべての実験を明期（7:00～21:00）に動物飼育室内において実行した。麻酔薬投与

前に体重測定し，投与量を算出した。算出後，投与する麻酔薬を27Gの注射針を装着

した1 mlのシリンジ内に充填し，保定した動物の腹腔内に2段階穿刺にて投与した。正

向反射の消失まで飼育ケージに戻した。正向反射消失後，加温板上に横たわらせ，麻

酔スコアおよび呼吸数を記録した。記録後直ちに拮抗剤を投与して，ケージに戻して

正向反射の回復を待った。自力で歩き出した場合に正向反射の回復と定義した。

麻酔スコアの測定

　Kawaiら（2011）およびKiriharaら（2013）の方法を一部修正した麻酔スコアを用

い，次に示す5ヶ所での反射により測定した：1）正向反射；ホンドハタネズミを仰向

けの状態にし，起き上がった場合にスコア1，起き上がらなかった場合にスコア0とし

た，2）角膜反射；シリコンキャップを装着したパスツールピペットを用いて眼球から

1 cm離れた場所から空気を吹きかけて刺激し，瞬きをしない場合にスコア1，瞬きした

場合にスコア0とした，3）尻尾反射；ピンセットで尻尾を摘み，体が動かなかった場

合にスコア1，体が動いた場合にスコア0とした，4）前肢反射；ピンセットで前肢を摘

み，前肢を動かさない場合にスコア1，動かした場合にスコア0とした，5）後肢反射；

ピンセットで後肢を摘み，後肢を動かさない場合にスコア1，動かした場合にスコア0

とした。
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　すべての麻酔スコアを5段階（0～5）で評価し，麻酔スコアが3～5の範囲であった場

合に外科麻酔レベルを満たすと定義した。スコア3以上を示す時間を深性麻酔時間とみ

なした。麻酔薬投与時を麻酔スコア0とし，正向反射消失（0分；麻酔スコア測定開

始）から10分毎に麻酔スコアを測定し，最大30分まで記録を継続した。

呼吸回数

　麻酔スコア測定時に呼吸回数を測定した。正向反射消失（0分：呼吸回数測定開始）

から10分毎に20秒ずつ呼吸回数をカウンターを用いて測定し，最終的に測定した回数

を1分間あたりの回数に換算した。

時間の指標

　不動化時間（動物が動かない時間）を正向反射の消失から回復までの時間と定義し

た。導入時間を正向反射消失から外科麻酔開始までの時間と定義した。深性麻酔時間

を外科麻酔時間とした。覚醒時間を外科麻酔時間終了から正向反射回復までの時間と

定義した。

体重測定

　麻酔薬投与日を0日（Day 0）とし，1 (Day 1)，3 (Day 3)，5 (Day 5)，7 (Day 7)および

14 (Day 14) 日目の体重を測定した。

統計処理

　表および図のデータを平均値 ± 標準誤差で示した。全ての割合の分析には χ 2検定を

用い，時間および麻酔スコアについては一元配置分散分析を用いて分析した。実験区

間に有意差が認められた場合，Tukey-Krammer法を用いて多重範囲検定した。体重の差

には繰り返しのある一元配置分散分析を用いた。危険率5%未満で統計的有意性が認め

られると判断した。
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結果

麻酔有効動物数および生死率

　雌ホンドハタネズミにおいて，麻酔有効個体はペントバルビタールナトリウムおよ

びM/M/B: 0.3/4/5で100%，M/M/B: 0.23/3/3.75およびM/M/B: 0.15/2/2.5で77.8%であった

（表25）。一方，ペントバルビタールナトリウムでの死亡率はM/M/Bの3グループと比

較して有意に高かった (P<0.05) 。すべてのM/M/Bグループにおいて，個体の死亡は確

認されなかった。

　雄ホンドハタネズミの麻酔有効個体について，ペントバルビタールナトリウム 

(100%)，M/M/B: 0.3/4/5およびM/M/B: 0.23/3/3.75 (77.8%)，M/M/B: 0.15/2/2.5 (66.7%)の

順で高かった。個体の死亡は雌と同様に，ペントバルビタールナトリウム投与区での

み確認された。

時間

　雌ホンドハタネズミにおいて，すべてのグループでの正向反射消失時間が5分以内で

あったことから（表26），麻酔スコアの記録を麻酔投与5分後に開始した。M/M/B: 

0.15/2/2.5における導入時間が最長となり（P>0.05），ペントバルビタールナトリウム

での麻酔時間は短かったが (24.2 ± 3.0分)，M/M/B: 0.3/4/5 (29.6 ± 0.3分)では長かった

（P>0.05）。M/M/B: 0.3/4/5での覚醒時間はM/M/B: 0.23/3/3.75と類似していたが（それ

ぞれ5.7 ± 2.4および5.8 ± 3.4分），M/M/B: 0.15/2/2.5では短かった（1.8 ± 0.9分，

P>0.05）。さらに，M/M/B: 0.3/4/5での不動化時間が最長となり，ペントバルビタール

ナトリウムでは最短となったが，すべてのグループ間でいずれの時間パラメーターに

おいて有意差は認められなかった。

　雄ホンドハタネズミにおいて，すべてのグループの正向反射消失時間は5分以下で

あった（表26）。ペントバルビタールナトリウムでの麻酔時間は長く（28.8 ± 3.5分），

M/M/B: 0.15/2/2.5では短かった（24.2 ± 2.5分）。M/M/B: 0.15/2/2.5の覚醒時間が最短
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（0.5 ± 0.5分），不動化時間についてはM/M/B: 0.3/4/5が最長となり（34.7 ± 4.6分），

M/M/B: 0.15/2/2.5が最短であった（25.2 ± 2.4分）。一方，すべてのグループ間でいずれ

の時間パラメーターにおいて有意差は認められなかった。

麻酔スコア

　雌の麻酔スコアの結果を図15A，雄の結果を図15Bに示した。雌ホンドハタネズミで

は，M/M/B: 0.3/4/5および0.23/3/3.75の記録時間0，10および20分においてペントバルビ

タールナトリウムと比較して有意に高い麻酔スコアが示された（図15A，P<0.05）。M/

M/B: 0.15/2/2.5は，M/M/B: 0.3/4/5と比較して0，10および20分で有意に低い麻酔スコア

を示した（P<0.05）。記録時間0分において，M/M/B: 0.3/4/5はM/M/B: 0.23/3/3.75より

有意に高い麻酔スコアを示し（P<0.05），10分において，M/M/B: 0.15/2/2.5はペントバ

ルビタールナトリウムより有意に高かった（P<0.05）。記録時間30分においてはすべて

のグループ間でスコアに有意差は認められなかった。

　雄ホンドハタネズミでは，すべての記録時間においてM/M/B: 0.3/4/5はペントバルビ

タールナトリウムと比較して有意に高い麻酔スコアを示した（図15B，P<0.05）。記録

時間0，10および20分でのM/M/B: 0.23/3/3.75はペントバルビタールナトリウムと比較し

て有意に高い麻酔スコアであった（P<0.05）。記録時間10分でのM/M/B: 0.15/2/2.5はペ

ントバルビタールナトリウムと比較して有意に高い麻酔スコアであり（P<0.05），30分

においてM/M/B: 0.15/2/2.5はM/M/B: 0.3/4/5と比較して有意に低い麻酔スコアであった

（P<0.05）。
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呼吸回数

　雌ホンドハタネズミにおいて，ペントバルビタールナトリウムでの呼吸回数は記録

時間0分で高かったが，10分で著しく低下した。しかしながら，すべてのグループ間で

有意差は認められなかった（図16A）。

　雄ホンドハタネズミにおいて，0分でのペントバルビタールナトリウムはM/M/B: 0.3/

4/5およびM/M/B: 0.15/2/2.5と比較して有意に高い呼吸回数を示したが（P<0.05），他の

時間での呼吸回数に有意差は認められなかった（図16B）。

体重変化

　本実験においては生存個体のみを測定した（表27）。雌ホンドハタネズミの体重変

化において，ペントバルビタールナトリウムでは投与当日（Day 0）から緩やかな体重

低下が観察されたが，M/M/B投与区では大きな変化はみられなかった（P>0.05）。ま

た雄ホンドハタネズミにおいても，著しい体重の変化は認められなかった。
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考察

　これまで，ペントバルビタールナトリウムをホンドハタネズミの外科麻酔薬として使

用していたが，投与されたハタネズミが胚移植や精管結紮といった操作中に死亡する

例も少なからずみられた（未表示のデータ）。このため，代替となる麻酔薬検討の必

要性が考えられた。

　近年開発された，塩酸メデトミジン，ミダゾラムおよび酒石酸ブトルファノールで構

成される三種混合麻酔薬は，多くの動物で使用されている（カルフォルニアアシカ/

Spelman, 2004；アカギツネ/Bertelsen and Villadsen, 2009；マウス/Kawai et al., 2011；ラッ

ト/Kirihara et al., 2015；ヌビアアイベックス/Lapid and Shilo-Benjamini, 2015）。さらに

イヌ（Itamoto et al., 2000, 2002），サル（Kalema-Zikusoka et al., 2003; Ochi et al., 2014）

および動物園でのアフリカライオン（Wenger et al., 2010）においても使用されている。

げっ歯類では,三種混合麻酔薬はラット，ICRおよび近交系マウスにおいて十分な麻酔

時間を生じ（Kawai et al., 2011; Kirihara et al., 2013, 2015），アシカ，アカギツネおよび

アイベックスといった野生動物においても安全で信頼できる麻酔薬として報告されてい

る（Spelman, 2004; Bertelsen and Villadsen, 2009; Lapid and Shilo-Benjamini, 2015）。一方，

単一投与麻酔薬であるペントバルビタールナトリウム（ソムノペンチル）は，極度の

有害な心呼吸系反応および乏しい鎮痛作用を誘起することが報告されている

（Tsukamoto et al., 2015）。

　本研究ではホンドハタネズミにおいて，上記三種混合麻酔薬がペントバルビタール

ナトリウムの代替薬となるかを調べるとともに，適切な麻酔濃度を検討した。ホンド

ハタネズミにおいて，35 mg/kgのペントバルビタールナトリウムの投与濃度を用いて外

科的に胚移植した報告があるが（Wakayama et al., 1996）。本研究の予備実験において，

35 mg/kgのペントバルビタールナトリウム投与では正向反射消失を誘起できず，45 mg/

kgでは高い死亡率を示したことから（未表示のデータ），マウスで利用されている濃

度よりも低い40 mg/kgで実験をした。ペントバルビタールナトリウム投与時の麻酔スコ
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アでは，その平均スコアは3に到達しなかった。このことはペントバルビタールナトリ

ウムが深性麻酔を誘起せず，不適切な麻酔薬であったことを示唆している。この結果

は，50 mg/kgのペントバルビタールナトリウムを投与しても，げっ歯類では適切な麻酔

を誘導しないとする過去の報告と一致する（Erhardt et al., 1984; Smith, 1993; Spikes et 

al., 1996）。

　3つの薬品はそれぞれ異なる薬理学的な機能を有する。塩酸メデトミジンは，鎮静鎮

痛作用を呈すアドレナリンα2受容体である（Vähä-Vahe, 1989; Vainio et al., 1989）。ミ

ダゾラムは鎮静作用を有するベンゾジアゼピン系鎮痛剤である（Khanderia and Pandit, 

1987）。酒石酸ブトルファノールは，鎮痛作用を生み出すオピオイドκ受容体作動薬と

して作用する麻酔性を示さないオピオイドμ受容体拮抗薬である（Hosgood, 1990）。ア

チパメゾールはアドレナリンα2受容体に拮抗作用があり，塩酸メデトミジンの効果を

拮抗する（Flecknell, 2009）。ホンドハタネズミへの三種混合麻酔薬投与時，雌雄それ

ぞれの平均麻酔スコアが3を記録し，三種混合麻酔薬は深性麻酔を誘起できることが明

らかとなった。これらの結果から，ホンドハタネズミにおいても三種混合麻酔薬の腹

腔内投与は外科手術時に利用できる適切な麻酔薬であり，生存率も100%であったこと

から，安全で信頼できることが示唆された。しかしながら，M/M/B: 0.3/4/5を投与した

77.8%のホンドハタネズミにおいて，呼吸リズムの乱れおよび無呼吸状態が観察された

(データ未表示)。この濃度で観察された呼吸症状は，高い死亡率を示したペントバルビ

タールナトリウムと類似していた。さらに，この症状は，断続的に週齢に関係なく観

察された。アチパメゾール投与後もこの症状が観察されるが，覚醒するに従ってその

症状は緩和される。しかし，覚醒直後の個体はケージ内を活発に動かず，うずくまっ

ている個体が多く観察された。

　一方，M/M/B: 0.23/3/3.75濃度ではアチパメゾール投与後にこのような症状は観察さ

れなかった。M/M/B: 0.3/4/5および0.23/3/3.75間の覚醒時間に有意差は見られんかった

が(表26)，雄に関しては 1.5 ± 0.4分 （M/M/B: 0.23/3/3.75）から6.0 ± 3.6分 （M/M/B: 0.3/
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4/5）に覚醒時間が延長した。さらに，M/M/B: 0.15/2/2.5のスコアは他の三種混合麻酔

薬区よりも低かった。M/M/B: 0.23/3/3.75を投与した場合，雌雄における麻酔時間は30

分よりも短かったが，胚移植および精管結紮などの外科手術には十分な麻酔時間であ

る。これらのことから，M/M/B: 0.23/3/3.75がホンドハタネズミの外科手術に最適な麻

酔薬濃度であることを決定した。

　マウスでは，性別間で麻酔効果の差はないと報告されているが（Kirihara et al., 

2013），ホンドハタネズミでは異なる傾向がみられ，雄ホンドハタネズミにおける不

動化時間は雌よりも短縮された。この理由として，雄は雌よりも体重が重く，麻酔薬

の投与量が多くなったことが関係しているかもしれない。一方，雌ホンドハタネズミ

において，ペントバルビタールナトリウム投与時の呼吸回数が著しく低下した時間が

存在した。近交系マウス系統間で気管支の反応性が異なることから（Duguet et al., 

2000），ペントバルビタールナトリウムは雌ホンドハタネズミの気管支に過敏に反応

し，高頻度の呼吸数を引き起こしたかもしれない。一方，三種混合麻酔薬において雌

雄間での効果の差はなかった。本研究では外科手術を実施しなかったので，次のステッ

プとして検討された麻酔薬を用いて外科手術を検討する必要がある。

　本研究ではペントバルビタールナトリウムの代替薬として，三種混合麻酔薬が雌雄

ホンドハタネズミにおいてもより安全で効果的な麻酔薬であることを証明した。さら

に，麻酔薬の濃度を，0.23 mg/kgの塩酸メデトミジン，3 mg/kgのミダゾラムおよび3.75 

mg/kgの酒石酸ブトルファノールに調整することで，効果的な外科手術を期待できるこ

とが示唆された。
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第3節　麻酔薬の反復投与が雌の麻酔スコアに及ぼす影響

　本節では雌ホンドハタネズミへの麻酔薬の反復投与（3回）が麻酔時間，呼吸回数お

よび体重変化に及ぼす影響を評価した。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。6～69週齢の雌ホンドハタネズミ24匹を4つのグルー

プに6匹ずつ無作為に選出した。また，それぞれの麻酔薬投与間隔を3～4週間空け，同

一個体において実験を3回反復した。

麻酔薬の調製

　第5章第2節と同様の方法で麻酔薬を調製した。

麻酔薬の投与および取り扱い

　第5章第2節と同様の方法で行った。

麻酔スコアの測定

　第5章第2節と同様の方法で測定した。

呼吸回数

　第5章第2節と同様の方法で測定した。

各種麻酔時間に関連した指標

　第5章第2節と同様に定義した。
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体重測定

　第5章第2節と同様の方法で測定した。

統計処理

　第5章第2節と同様の方法で統計処理した。
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結果

麻酔有効個体数，生死の割合および各種麻酔関連時間

　麻酔有効動物の割合において，ペントバルビタールナトリウム区で投与回数に関わ

らず高い値を示し，三種混合麻酔薬（M/M/B）区ではいずれの濃度においても高率で

あったが，2回目の投与群の値が低下する傾向がみられた（表28）。しかし，投与回数

間で有意な差はなかった（P>0.05）。生存および死亡率において，ペントバルビタール

ナトリウム区では高死亡率を示したが，投与回数による影響はみられなかった

（P>0.05）。M/M/B区において，2回目以降で死亡する個体が若干数認められたものの

生存率は高かった。ペントバルビタールナトリウム区の麻酔時間において，2回目およ

び3回目投与区は1回目投与区に比べて有意に長い時間を示した（P<0.05）。また覚醒

時間において，M/M/B: 0.23/3/3.75区の2回目投与区で有意に短時間で覚醒した

（P<0.05）。不動化時間において，ペントバルビタールナトリウム区の2および3回目

投与区は1回目投与と比較して有意に長い不動化時間を示した（P<0.05）。

麻酔スコア

　ペントバルビタールナトリウム区は，いずれの測定時間においても投与回数間に有

意差はみられず（図17A），麻酔スコアは低くかった。M/M/B: 0.3/4/5区では，投与回

数が増すにつれて麻酔スコア値が低下するが，いずれの測定時間においても投与回数

間で有意差はみられなかった（図17B），M/M/B: 0.23/3/3.75区においては，1回目投与

よりも2回目および3回目の麻酔スコアが高くなったが，有意差はみられなかった（図

17 C）。M/M/B: 0.15/2/2.5区では，記録時間0分において1回目投与と比較して3回目投

与が有意に低いスコアを示し (図17D; P<0.05)，記録時間10，20および30分において，

投与回数間で有意差はみられなかった。

�115



�116

正
向
反
射

投
与

麻
酔
有
効

生
存
率

死
亡
率

消
失
必
要

導
入
時
間

麻
酔
時
間

覚
醒
所
要

不
動
化

麻
酔
薬

回
数

2
動
物
数

(%
)3,

4
(%

)5,
6

(%
)5,

7
時
間

(m
in

)8
(m

in
)8

(m
in

)8
時
間

(m
in

)8
時
間

(m
in

)8

ペ
ン
ト
バ
ル
ビ
タ
ー
ル

1
1回
目

6/
6 

(1
00

.0
)

3/
6 

(  
50

.0
)

3/
6 

(5
0.

0)
2.

3 
± 

0.
3

1.
3 

± 
0.

3
19

.7
 ±

 2
.0

a
-

21
.0

 ±
 2

.1
a

2回
目

3/
3 

(1
00

.0
)

3/
3 

(1
00

.0
)

0/
3 

(  
0.

0)
4.

0 
± 

0.
6

1.
0 

± 
0.

0
39

.3
 ±

 3
.4

b
-

40
.3

 ±
 3

.4
b

3回
目

3/
3 

(1
00

.0
)

2/
3 

( 6
6.

7)
1/

3 
(3

3.
3)

4.
0 

± 
0.

0
1.

0 
± 

0.
0

34
.0

 ±
 1

.0
b

-
35

.0
 ±

 1
.0

b

M
/M

/B
: 0

.3
/4

/5
1回
目

6/
6 

(1
00

.0
)

6/
6 

(1
00

.0
)

0/
6 

(  
0.

0)
1.

8 
± 

0.
4

0.
7 

± 
0.

2
29

.3
 ±

 0
.5

1.
8 

± 
1.

2
31

.8
 ±

 1
.4

2回
目

5/
6 

(  
83

.3
)

5/
5 

(1
00

.0
)

0/
5 

(  
0.

0)
3.

0 
± 

0.
8

1.
0 

± 
0.

3
30

.0
 ±

 0
.0

6.
6 

± 
5.

6
39

.0
 ±

 5
.5

3回
目

5/
5 

(1
00

.0
)

4/
5 

(  
80

.0
)

1/
5 

(2
0.

0)
4.

8 
± 

1.
7

1.
3 

± 
0.

5
24

.3
 ±

 4
.8

3.
5 

± 
0.

5
27

.5
 ±

 6
.0

M
/M

/B
: 0

.2
3/

3/
3.

75
1回
目

5/
6 

(  
83

.3
)

5/
5 

(1
00

.0
)

0/
5 

(  
0.

0)
4.

0 
± 

1.
1

0.
8 

± 
0.

4
25

.6
 ±

 3
.9

4.
7 

± 
4.

7a
,b

29
.8

 ±
 5

.4
2回
目

4/
6 

(  
66

.7
)

3/
4 

(  
75

.0
)

1/
4 

(2
5.

0)
3.

0 
± 

1.
0

1.
3 

± 
0.

3
30

.0
 ±

 0
.0

0.
7 

± 
0.

3a
33

.3
 ±

 0
.9

3回
目

4/
5 

(  
80

.0
)

4/
4 

(1
00

.0
)

0/
0 

(  
0.

0)
2.

5 
± 

0.
3

1.
0 

± 
0.

0
27

.0
 ±

 3
.0

15
.7

 ±
 2

.8
b

40
.5

 ±
 7

.4
M

/M
/B

: 0
.1

5/
2/

2.
5

1回
目

5/
6 

(  
83

.3
)

5/
5 

(1
00

.0
)

0/
5 

(  
0.

0)
3.

6 
± 

0.
4

2.
4 

± 
0.

9
25

.6
 ±

 3
.9

2.
0 

± 
1.

2
29

.6
 ±

 3
.0

2回
目

4/
6 

(  
66

.7
)

4/
4 

(1
00

.0
)

0/
4 

(  
0.

0)
3.

5 
± 

0.
6

1.
0 

± 
0.

0
28

.0
 ±

 2
.0

3.
0 

± 
2.

5
32

.0
 ±

 3
.5

3回
目

5/
6 

(  
83

.3
)

5/
5 

(1
00

.0
)

0/
5 

(  
0.

0)
3.

8 
± 

0.
4

0.
8 

± 
0.

2
28

.8
 ±

 1
.2

0.
5 

± 
0.

3
30

.2
 ±

 1
.4

表
28
　
麻
酔
薬
の
反
複
投
与
が
雌
ホ
ン
ド
ハ
タ
ネ
ズ
ミ
の
麻
酔
有
効
個
体
数
，
生
死
率
お
よ
び
各
種
麻
酔
関
連
時
間
に
及
ぼ
す
影
響

1 ペ
ン
ト
バ
ル
ビ
タ
ー
ル
ナ
ト
リ
ウ
ム
；
ペ
ン
ト
バ
ル
ビ
タ
ー
ル
．

2 麻
酔
薬
投
与
後
，

3週
間
の
間
隔
を
空
け
て
再
び
麻
酔
薬
を
投
与
し
た
．

3 正
向
反
射
を
消
失
し
た
個
体
と
定
義
し
た
．

4 供
試
動
物
数
を
母
数
と
し
て
算
出
し
た
．

5 麻
酔
有
効
個
体
数
を
母
数
と
し
て
算
出
し
た
．

6 正
向
反
射
を
回
復
し
た
個
体
と
定
義
し
た
．

7 心
拍
停
止
を
確
認
し
た
個
体
と
定
義
し
た
．

8 平
均
値

 ±
 標
準
誤
差
で
示
し
た
．

a-
b 同
じ
列
内
に
あ
る
異
な
る
添
え
文
字
は
有
意
差
あ
り
（

P<
0.

05
）
．



�117

ペントバルビタールナトリウム（A），M/M/B: 0.3/4/5 （B），M/M/B: 0.23/3/3.
（C），M/M/B: 0.15/2/2.5（D）をそれぞれ投与した．麻酔スコアは麻酔薬投与
時から測定した．記号の表記は以下に従う；1回目（○），2回目（●），およ
び3回目（△）．棒グラフの表記は平均値 ± 標準誤差で示している．．グレース
ケールは効果的な外科麻酔領域を示す．a：1回目の投与と比較して有意差あり
（P<0.05）．

図17　麻酔薬の反複投与が雌ホンドハタネズミの麻酔スコアに及ぼす影響
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呼吸回数

　ペントバルビタールナトリウム区において，記録時間0から10分の間で1回目および2

回目投与時に著しく低下したが，投与回数間に有意差はみられなかった（図18A）。

M/M/B: 0.3/4/5区（図18B），0.23/3/3.75区（図18C）および0.15/2/2.5区（図18D）にお

いて，いずれの投与回数間も有意差はみられなかった。

体重変化

　ペントバルビタールナトリウム区，M/M/B: 0.3/4/5区，0.23/3/3.75区および0.15/2/2.5

区のいずれにおいても投与回数間および測定期間で有意な差は認められなかった（表

29）。
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ペントバルビタールナトリウム（A），M/M/B: 0.3/4/5 （B），M/M/B: 0.23/3/3.75

（C），M/M/B: 0.15/2/2.5（D）をそれぞれ投与した．麻酔スコアは麻酔薬投与時
から測定した．記号の表記は以下に従う；1回目（○），2回目（●），および3

回目（△）．棒グラフの表記は平均値 ± 標準誤差で示している．

図18　麻酔薬の反複投与が雌ホンドハタネズミの呼吸回数に及ぼす影響
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考察

　本研究では，一個体において複数回の使用を想定し，麻酔薬の反複投与が雌個体に

及ぼす影響を検討した。本研究室での長年の研究結果および本章第2節より，ホンドハ

タネズミにおけるペントバルビタールナトリウム投与濃度は，マウスでの60 mg/kgより

も低い40 mg/kgであるにもかかわらず，死亡割合が高いことが問題となっていた。この

ため，個体生存に大きく影響されず，不動化できるペントバルビタールナトリウム投与

濃度を検討してきた（未表示のデータ）。この結果，30 mg/kgが有効であることが示

され，第2および4章の実験にも使用した。第2章第3節よりホンドハタネズミにおける

非外科的な人工授精，第4章第2節よりペントバルビタールナトリウムを用いたホンド

ハタネズミの非外科的胚移植にそれぞれ成功しており，非外科的手法を最大限に生か

す個体の反復利用の可能性が示唆された。一方，M/M/Bにおいても前節の結果よりす

べての個体の生存が確認されたため，ホンドハタネズミにもマウスと同様に安全で効

果的な麻酔薬であることが示されたことから，M/M/Bについても3回の反復投与実験を

計画した。

　ホンドハタネズミの妊娠期間は21日（3週間）であり，分娩後すぐに妊娠できること

から投与間隔を，投与日から３～4週間の間隔を経て再投与することとした。その結

果、2および３回目以降において，いずれの麻酔薬を投与しても十分な不動化時間を有

することが示され，体重の著しい変化も認められなかった。しかしながら，M/M/B区

においても，若干ではあるが死亡個体が認められたことから，投与前の動物の状態（行

動や体重の低下など）を考慮すべきであったと考えられた。ペントバルビタールナト

リウム区においては死亡匹数が他の区よりも高かったことから，前節と同様に反複投

与にも適さない麻酔薬であることが明らかとなった。M/M/B: 0.3/4/5も前節と同様に拮

抗剤投与で覚醒するが，呼吸リズムの乱れおよび数分間にわたる無呼吸状態が続く個

体が多く観察された（未表示のデータ）。このことから，M/M/B: 0.3/4/5はホンドハタ

ネズミにおける至適濃度にはならないことが推測された。さらに，M/M/B: 0.23/3/3.75
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を投与して非外科的人工授精あるいは非外科的胚移植し，いずれにおいても2回の反復

分娩に成功している（未表示データ）。この結果からも，ホンドハタネズミへ投与す

るM/M/Bは0.23/3/3.75が至適濃度であり，調べた限りではM/M/Bによってレシピエント

に生じる著しい悪影響（例えば，高い死亡率や高度の障害）は認められなかった。

　本研究では，雌ホンドハタネズミにおける非外科的胚移植時のレシピエントの複数

回利用を想定し，麻酔薬の反復投与が個体に与える影響を検討した結果，複数回投与

においても，M/M/B（0.23/3/3.75）は安全で効果的な麻酔薬であることが明らかとなっ

た。また，M/M/Bは非外科操作を行うために十分な麻酔時間を有していた。さらに，

非外科操作の時間や内容によって麻酔薬濃度を選択できることが示唆された。
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第6章　ホンドハタネズミにおける体外受精，体外発生および体外受精由来産仔の作出

第1節　緒言

　Chang（1951）とAustin（1951）が，生理的および機能的な精子変化がなければ卵母

細胞に侵入できないことを発見して以来，体外受精の研究は精子の受精能獲得と表裏

一体になって進められてきた。組成が定義されており，様々な分析に適している合成

培地による受精能獲得の研究は，主にげっ歯類で進められてきた。1963年に

Yanagimachi and Changはハムスターにおいて，精巣上体精子の受精能獲得の誘起およ

びその精子を用いた体外受精に初めて成功した。その後，排卵卵子を用いた体外受精-

胚移植による妊娠あるいは産仔が，マウス，ラットおよびウサギにおいて報告された

（Pavlok, 1967; Toyoda and Chang, 1974; Bedford and Chang, 1962）。

　生殖補助技術の中枢を担う体外受精の利点として，一度に多数の同調した胚が得ら

れ，自然交配が困難な系統においても安定して胚を得られることから，凍結精子由来

産仔を作出するための有効な手段の一つである。一方，体外受精には多くの供試動物，

精子および体内成熟卵母細胞を必要とするほか，作出した受精卵を偽妊娠した雌動物

へ外科的に移植しなければならず，十分な経験と高度な技術も要求される（Sato et al., 

2002）。

　プレーリーハタネズミの体外受精も検討されており，新鮮あるいは凍結-融解精子を

用いた体外受精法の確立に成功している（Horie et al., 2015）。またホンドハタネズミ

の体外受精も検討され，新鮮精子での体外受精法の確立および新鮮精子由来胚からの

正常産仔作出に成功している（Wakayama et al., 1996）。一方，当時はまだホンドハタ

ネズミ精子の凍結保存法は開発されておらず，ホンドハタネズミの凍結-融解精子から

の産仔作出は報告されていない。

　第2章第3節の人工授精において，ホンドハタネズミの凍結-融解精子由来産仔の作出

に成功していることから，体外受精においてもホンドハタネズミの凍結-融解精子を十
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分に利用できると考えられる。本種において信頼ある体外受精法が確立できれば，安

定-効率的な産仔作出だけでなく，ノックイン・アウト動物，キメラ動物，クローン動

物，胚性幹細胞（embryonic stem cell: ES細胞）あるいは人工多能性幹細胞（induced 

pluripotent stem cell: iPS細胞）の作出にも貢献でき，さらなるハタネズミ属における研

究への道が広がる。さらに，他の野生ハタネズミの個体復元にも大いに期待がもてる

　本章ではWakayamaら (1996)の方法を基礎として，凍結-融解精子を用いた体外受精条

件の検討および卵管内移植による産仔作出を試みた。
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第2節　新鮮および凍結-融解精子を用いた体外受精

　

　本節では，凍結-融解精子に適した体外受精条件を検討するために，まず新鮮精子を

用いてhypotaurine添加時期（前培養あるいは媒精時）が体外受精率に及ぼす影響を検

討した。次に，新鮮精子で得られた最適体外受精条件を用いて，凍結-融解精子を用い

た体外受精の受精率を検討した。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。本実験では， 20～23日齢（2.9～3.3週齢）の雌ホン

ドハタネズミ13匹から体内成熟卵母細胞を採取し，15～73週齢雄ホンドハタネズミ8匹

から採精して体外受精した。

培地

　体内成熟卵母細胞の採取には，H-CZB（表1）を用いた。前培養および媒精には，5 

mg/mlのBSA （SIGMA）を添加したHTF（表1）を用いた。BSA無添加HTFにhypotaurine

（SIGMA）を100 mM濃度で溶解してストックを作製した。使用前， 0（対照区）ある

いは1 mMのhypotaurineをHTFに添加し，インキュベータ内で一晩ガス平衡して実験に

用いた。

ホンドハタネズミ体内成熟卵母細胞の準備

　第3章第2節と同様の方法で過剰排卵を誘起した。第2章第2節と同様の方法で卵母細

胞-卵丘細胞複合体を採取し，HTF中で洗浄後，380 μlのHTFが入った4穴ディシュ内で

実験に用いるまでインキュベータ内で保持した。
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精子の採取，凍結，融解および精子処理

　Wakayamaら（1996）の方法に修正を加えた。第2章第2節と同様の方法で精子を採取

および凍結した。新鮮精子区には，凍結に使用しなかった精子懸濁液を用い，血球計

算盤で精子濃度を計測して2 × 107個/mlになるようにHTFで希釈後，インキュベータ内

で2時間前培養した。

体外受精（媒精）

　精子前培養後，静かに撹拌した精子懸濁液20 μlを卵母細胞を含んでいる媒精培地に

添加し，6時間媒精した。媒精時の最終精子濃度が1 × 106個/mlとなるように精子懸濁

液を添加した。

受精検査

　第2章第2節と同様の方法で行った。

実験計画

実験Ⅰ　Hypotaurine添加時期がホンドハタネズミの新鮮精子を用いた体外受精に及ぼす

影響

　以下の3つの組合せについて比較した。

　1）媒精時添加：採精から前培養終了までをhypotaurine無添加とし，媒精培地に1 

mM hypotaurine添加して体外受精した。

　2）前培養時添加：採精から前培養までをhypotaurine添加HTFで処理し，精子濃度を

血球計算盤で計測して2 × 107個/mlになるようにhypotaurine添加HTFで希釈した。この

時，2 × 107個/mlの精子懸濁液を1.5 mlマイクロチューブに1 ml作製した。前培養終了後

に精子懸濁液を等量に分注（500   μlを2本作製）した。Hypotaurine除去のために，室温，

400 × g，10分間の条件で遠心分離した。遠心分離後，ピペットチップを用いて400 μlの
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上澄みを静かに除去した。400 μlのHTFを加えてペレット状に沈殿した精子を静かに再

懸濁させ，同条件でもう一度遠心処理および操作し，媒精培地に精子懸濁液を添加し

て体外受精した（hypotaurineの最終推定濃度：0.01 mM）。

　3）前培養と媒精時に添加：2）のもう一方のhypotaurineを含むマイクロチューブの精

子懸濁液を媒精培地に添加して体外受精した。

実験Ⅱ　凍結-融解精子を用いた体外受精の正常受精率

　実験Ⅰで得られた最適条件を用いて体外受精した。第2章第2節と同様の方法で凍結精

子を融解した。次に，実験Ⅰと同様の方法で精子処理および媒精した。

統計処理

　処理間（卵母細胞数の割合（%））の検定にはχ2検定を用い，危険率5％未満の場合

に差が有意であると判定した。
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結果

実験Ⅰ　Hypotaurine添加時期がホンドハタネズミの新鮮精子を用いた体外受精に及ぼす

影響

　前培養および媒精時にhypotaurineを添加しなかった区（対照区）の正常受精率は，

70.6%（36/51）であった（表30）。一方，媒精時，前培養時あるいは両方にhypotaurine

を添加した区の正常受精率は，それぞれ83.6%（61/73），86.0%（43/50）および85.7%

（48/56）となり，対照区よりも高い正常受精率を示す傾向がみられた。異常受精率

は，それぞれ1.0%（1/51），16.4%（12/73），14.0%（7/50）および14.3%（8/56）とな

り，対照区と比較した場合，各実験での異常受精率は有意に上昇した（P<0.05）。ま

た対照区では，第Ⅱ減数分裂中期（MⅡ）の割合が27.5%（14/51）であったが，他3区に

おいては0%であった。

実験Ⅱ　凍結-融解精子を用いた体外受精の正常受精率

　実験Ⅰの結果より，全培養（前培養および媒精）時にhypotaurineを添加する条件下

で，凍結-融解精子を用いて体外受精した。この結果，正常受精率は97.1%（33/33）と

高い割合を示した（表31）。
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Hypotaurine (1 mM) 検査

前培養 媒精1 卵母細胞数2 正常受精3,4 異常受精3,5 MⅡ (%)3,6

− − 51 36 (70.6)   1 ( 1.9 )a 14 (27.5)

− + 73 61 (83.6) 12 (16.4)b   0 (  0.0)
+ − 50 43 (86.0)   7 (14.0)b   0 (  0.0)
+ + 56 48 (85.7)   8 (14.3)b   0 (  0.0)

1 前培養+および媒精−区の最終推定hypotaurine濃度は，0.01 mM．
2 検査卵母細胞では，媒精6時間後に単為発生，退行，断片化および変性を除いた．
3 検査卵母細胞数を母数として算出した．
4 正常受精には，2極体1雌前核1雄前核および2極体1雌前核1膨化精子頭部を含む．
5 異常受精には，多精子受精および1極体2雌前核1雄前核を含む．
6 MⅡ：第Ⅱ減数分裂中期．
a,b同じ列内における異なる添え文字は有意差あり（P<0.05）．

表30　Hypotaurine添加時期がホンドハタネズミの新鮮精子を用いた体外受精に及ぼす影響
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処理 検査卵子数3 正常受精4,5 MⅡ5,6

対照区2 10   0 (  0.0) 10 (100.0)
凍結-融解 34 33 (97.1)   1 (    2.9)
1 全培養期間（前培養および媒精時）に1 mM hypotaurineを添加．
2 受精前の卵母細胞の核相．
3 検査卵子数は，媒精後に単為発生および断片化を除いた数値．
4 正常受精は，2極体1雌前核1雄前核と判断した．
5 検査卵子数を母数として算出した．
6  MⅡ：第Ⅱ減数分裂中期．

表31　ホンドハタネズミの凍結-融解精子を用いた体外受精における 

             hypotaurineの影響1



考察

　本実験において，前培養あるいは媒精時に新鮮精子をhypotaurine処理することによ

り，高い正常受精率を得た。ブタあるいはハムスターの体外受精ではhypotaurine処理

により，受精率が向上することが知られており（ブタ: Suzuki et al., 2007, ハムスター: 

Barnett and Bavister, 1992），ホンドハタネズミにおいては新鮮精子のhypotaurine処理に

よって精子運動性が向上することが報告されている（Wakayama et al., 1995, 1996）。し

かし，hypotaurineをどの時期に添加すれば最も有効であるかは報告されていない。本実

験では新鮮精子におけるhypotaurineの添加時期（精子前培養時と媒精時）について検

討した。

　Hypotaurine無添加区の正常受精率は70.6%だったのに対し，hypotaurine添加区では

83.6～86.0%と正常受精率が上昇した。この実験結果は，Wakayamaら（1996）の報告

（hypotaurine無添加区: 28.7%, hypotaurine添加区: 40.5%～80.0%）と類似していた。

Hypotaurine添加区で正常受精率が上昇した要因として，人工授精時と同様にhypotaurine

が精子運動性を向上させ，早期に重炭酸イオンを補助因子としてカルシウムイオンを

上昇させた結果，ハイパーアクチベーションを誘起して多くの卵母細胞が正常に受精

したと考えられる。これらのことから，添加時期に関わらず，新鮮精子をhypotaurine処

理することで，高い受精率を得られることが示された。また，凍結-融解精子を用いて

体外受精した場合，hypotaurine処理した新鮮精子と同程度に高い正常受精率を示した

ことから，凍結-融解精子を用いた体外受精においてもhypotaurine処理は有効であるこ

とが示唆された。

　本実験の結果より，新鮮および凍結-融解精子へのhypotaurine処理は，ホンドハタネ

ズミの体外受精時の正常受精率を向上させることが明らかになった。
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第3節　体外受精胚の発生培地の検討および体外受精胚由来産仔の作出　　

　

　前節の結果において，凍結-融解精子由来体外受精卵を効率良く得られた。本節で

は，これらの体外受精卵の体外発生および産仔作出を試みた。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。本実験では，19～22日齢（2.7～3.1週齢）の雌ホンド

ハタネズミ12匹から体内成熟卵母細胞を採取し，9～55週齢の雌ホンドハタネズミ14匹

をレシピエントおよび13～42週齢雄ホンドハタネズミ9匹から精子を採取した。また，

偽妊娠を促すための精管結紮雄を9～92週齢の繁殖能が確認された雄ホンドハタネズミ

10匹から作製した。

精子の採取，凍結，融解および精子処理

　第2章第2節と同様に精子を採取および凍結した。また，第6章第2節と同様の方法で

融解および精子処理した。

ホンドハタネズミ卵母細胞の準備

　第3章第2節と同様の方法で卵母細胞を採取した。

体外受精

　第6章第2節と同様の方法で体外受精した。

受精検査

　媒精6時間後，実体顕微鏡下で第二極体および2個の前核が確認された卵母細胞を受

精卵と判断し，胚移植に用いた。
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体外培養

　体外発生培地にはHEPES-Naを添加しないCZB（表1）に4 mg/mlのBSA (SIGMA)を添

加して使用した。また，MEMおよびBME無添加のKSOM（表16）に1 mg/mlのBSAを

添加し，HTFには5 mg/mlのBSA （SIGMA）を添加したものを用いた。EDTA添加実験

では，BSA無添加HTFを用いて1 M濃度のEDTA（ナカライテスク）ストックを作製し，

使用前に， 0（対照区），0.01あるいは0.1 mM濃度となるようにEDTAストックをHTF

に添加した。さらに，mHECM-1（表16）を用いた。すべての培地をインキュベータ内

で一晩ガス平衡して実験に用いた。第4章第2節と同様の方法で受精卵を培養した。

精管結紮雄の作製

　第2章第3節と同様の方法で精管結紮雄を作製した。

卵管内移植

　Wakayamaら（1996）の方法に修正を加えたスケジュール（図19）に従って胚移植し

た。媒精開始後，1匹の雌ホンドハタネズミと1匹の精管結紮した雄ホンドハタネズミ

を同居させ（12:00～13:00），交尾確認した雌を移植に使用した。同日17:00～20:00に

受胚ハタネズミに0.9%生理食塩水で10倍希釈した10%ペントバルビタールナトリウム

を40 mg/kgの用量で腹腔内投与し，腰椎背部の皮毛をバリカンを用いて術囲の約3倍の

面積を剃った後，0.1％ヒビテン液を含む脱脂綿で術野を消毒した。ハタネズミの頭が

右になるように実体顕微鏡ステージ上に横向きに寝かせ，最後肋骨から約1 cm尾側の

皮膚を縦に約1 cm，筋層を約0.5 cm切開した。切開部から卵巣および卵管を取り出し，

卵管膨大部が見えるようにクレンメで脂肪を掴んで固定した。次に，実体顕微鏡下で

卵管膨大部を確認後，卵管膨大部と切開部位が一直線になるように綿棒あるいはマイ

クロピンセット（マイクロ無鈎ピンセット直型；夏目製作所，東京，日本）で卵管を

伸ばし，卵管采側（2くびれ目）をマイクロバサミ（マイクロ剪刃反型；夏目製作所）

により約1 / 3切開した。切開部から胚と小量のH-CZB液を充填した滅菌キャピラリー
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を挿入して先端が膨大部に到達するまで押し進め，キャピラリー先端から気泡が排出

されるまで静かに胚を排出した。各卵管に9～10個の胚を移植し，両卵管に移植した受

精卵総数は18～20個であった。また，キャピラリー内の気泡2個が卵管膨大部に放出さ

れたことにより，胚排出完了とみなした。胚排出後，卵管を切開部から体内に戻して

筋層を縫合糸で1針縫合し，皮膚をクリップで固定した。縫合後，0.9 %生理食塩水で10

倍希釈したレペタンを0.05 mg/kgの用量で筋注投与した。覚醒確認までキムタオルに包

んで，加温板上のケージ内で保温した。動物がキムタオルから出てきた場合に覚醒し

たとみなし，ケージ内にて通常飼育した。偽妊娠21～21.5日後に産仔数を記録し，出

産2日目（出産日を0日目とする）に産仔重量を調べるとともに雌雄判別した。また，

偽妊娠14日後までに体重増加が見られない場合，過麻酔により安楽死させて子宮内の

着床痕を確認した。

統計処理

　第4章第2節と同様に統計処理した。
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結果

種々の培地を用いたホンドハタネズミ新鮮精子由来体外受精卵の体外発生

　マウスで広く使用されている培地（HTF, CZBおよびKSOM）を用いてホンドハタネ

ズミ体外受精由来胚の培養を試みた（表32）。媒精24時間後，2細胞期胚への分割を生

じた培地はHTF（25.5 %）, CZB（13.6%）およびKSOM（3.2%）であり，HTFで最も高

い値を示した（P>0.05）。媒精96時間後，すべての培地においてほとんどの胚が発生

を停止していた。

異なるEDTA濃度（EDTA-HTF）がホンドハタネズミ体外受精卵の体外発生に及ぼす影

響

　2細胞期胚への分割率が最も高かったHTFを用い，マウス2 cell blockを解除できる重

金属キレート剤EDTAを添加して体外発生を試みた（表33）。EDTAを0, 0.01あるいは

0.1 mMで添加したところ，媒精24時間後のすべての区で高い分割率を示した。一方，

媒精96時間後では，EDTA添加濃度に依存して2細胞期以降に発生する傾向がみられた

が，胚盤胞には発生しなかった。

ホンドハタネズミ体外受精由来胚における発生培地の比較

　第4章第2節において前期2細胞期胚を胚盤胞まで発生させられたmHECM-1を用い，

ハタネズミ体外受精由来胚の培養を試みた（表34）。媒精24時間後に，mHECM-1では

88.5%の胚が2細胞期胚に発生し，媒精96時間後では，桑実胚（3.8%），あるいは胚盤

胞（7.7%）に発生した。
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ホンドハタネズミの新鮮あるいは凍結-融解精子由来胚移植後の出産率，産仔生存率，

流産率および着床率

　凍結-融解精子由来区は，新鮮精子由来胚に比べていずれの値も低下する傾向を示し

た（表35）。この結果より，新鮮あるいは凍結-融解精子を用いた体外受精-卵管内移

植による，産仔作出の可能性が示された。

　

ホンドハタネズミの新鮮あるいは凍結-融解精子由来産仔の出産数，形態および体重

　新鮮および凍結-融解精子由来胚区の出産数は，それぞれ4匹および1匹であり（表

36，図20），産仔は生存しており，形態も正常であった。雌雄割合は新鮮精子由来胚

区で雌雄各2匹，凍結-融解由来胚区で雄1匹であった。産仔体重について，新鮮精子由

来胚区が3.33 ± 0.33 g，凍結-融解由来胚区が3.91 gであった。
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図20　新鮮精子を用いた体外受精胚の移植によるホンドハタネズミ産仔



考察

　

　前節において，新鮮および凍結-融解精子を用いた体外受精由来胚を作出できた。マ

ウスと同様に2細胞期胚での卵管内胚移植のための体外発生を試みた。前培養および媒

精に用いたHTF，マウス胚の発生培地であるCZBおよびKSOMを使用したが，多くの

胚が2細胞期で発生を停止した。この理由として，ホンドハタネズミ胚が培地中のリン

酸およびグルコースの存在により，胚発生が抑制されたという第4章第2節の結果と一

致する。そこで，リン酸およびグルコースを添加していないmHECM-1を用いて胚発生

を試みたが，結果は第4章第2節および他の培地と同様に2細胞期でほとんどの胚が発生

を停止していた。プレーリーハタネズミの体内受精由来胚において，ヒト胚の発生培

地であるGlobal培地あるいは G-1/G-2培地を用いて前核期胚を発生させ，Global培地で

47.5%, G-1/G-2培で81.0%を胚盤胞に発生させることに成功しており（Horie et al., 

2015），いずれの培地も市販されている。今回使用した培地と組成の違いを直接比較

できないが，ハタネズミ胚の発生条件を満たす物質などが含まれているのかもしれな

い。このGlobal培地およびG-1/G-2培地を使用することで，ホンドハタネズミ胚の体外

発生が改善されるかもしれない。

　本実験の結果より，2細胞期以降の発生および胚盤胞での移植を望めないため，産仔

作出のためのWakayamaら（1996）の方法を基礎として前核期胚での移植を考えた。

Wakayamaら（1996）の実験においては，新鮮精子由来胚からの産仔作出に成功してい

るが，凍結-融解精子由来の産仔作出は未だ報告されていない。本実験において，新鮮

精子区では受胎したレシピエントが8例中2例（25.0%）となり，妊娠率はWakayamaら

（1996）の報告（20.7%）と類似していたことから，技術的な手技および手法に問題は

なかったと考えられる。他に，新鮮精子区において着床率が低かった主な要因として，

1）3週齢で採取した未成熟卵母細胞を用いたこと，2）体外発生環境が不十分なこと，

3）施術レシピエントへのストレスなどの要因が重なったためと考えられる。1）の原
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因として，マウスにおいても若齢の未性成熟個体から採取した体内成熟卵を用い，体

外受精および卵管内移植をした場合，受胎率が低くなる傾向がみられるが，その原因

は不明である。同様に，ホンドハタネズミにおいても生じたと推察される。第3章第2

節より，腟開口後の個体においても卵母細胞を採取できたことから，体外受精および

卵管内移植を検討する必要性が示唆された。2）の原因として，M16あるいはmKRBを

用いた場合，ホンドハタネズミの体外受精胚は2細胞期に高率で発生するが，これ以降

は非常に低率である（Wakayama et al., 1995, 1996）。また，体外受精由来胚の体外発生

の結果も同様の結果を示している。このことより，現在は前核期胚を卵管内移植して

いるが，移植後2細胞期に発生した時点で発生が停止したために着床しなかった，ある

いは着床したが流産してしまったかもしれない。また，生殖細胞や胚の体外操作によ

りDNAメチル化や刷り込み遺伝子の発現異常を生じ（Niemitz and Feinberg, 2004; 

Lucifero et al., 2004），胚の発生停止あるいは流産につながったかもしれない。これら

のことから，ホンドハタネズミの体外発生培地は現状不十分であり，今後様々な条件

について詳細に検討する必要がある。この点を解決して，体外受精胚の体外発生が可

能になれば，移植後の産仔作出も大きく期待できる。最後に3）の原因として，長年実

験環境下で飼育されてきたにも関わらず，ホンドハタネズミは実験動物のように温順で

はなく，人に触られることを極端に嫌う。このため，麻酔を含めた手術時のレシピエ

ントへのストレスがマウス以上に負荷された結果，未着床や流産を生じたかもしれな

い。

　総じて，凍結-融解精子由来胚の移植では，新鮮精子由来胚よりも出産率および着床

率は低くなる傾向を示し，着床痕も認められなかった。凍結-融解精子においても新鮮

精子と同様な問題点が関わっていると推測された。また，産仔に関する形態は，新鮮

あるいは凍結-融解精子区は自然交配区と相違なく，繁殖能も正常に有していた。以上

の結果より，新鮮および凍結-融解精子を用いた体外受精由来胚から産仔を作出できた

が，より安定した産仔作出のためには，本種における体外受精法のさらなる改善が必

須である。
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第4節　種々の麻酔薬および胚移植時間が体外受精由来胚の産仔数に及ぼす影響

　前節の結果において凍結-融解精子を用いて産仔を作出できたが，その出産率および

産仔数は低かった。本節では，凍結-融解精子を用いた体外受精による産仔数向上を目

的に，異なる麻酔薬の影響および胚移植時間について検討した。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。本実験では，19～21日齢（2.7～3週齢）の雌ホンド

ハタネズミ11匹から30 IUのPMSG-hCG投与，9～40週齢の雌ホンドハタネズミ24匹から

PMSG-交尾刺激および5～33週齢の雌ホンドハタネズミ33匹からPMSG-20% PVP-GnRHa

投与によりそれぞれ体内成熟卵母細胞を採取した。13～47週齢の雌ホンドハタネズミ

36匹をレシピエントとし，15～57週齢雄ホンドハタネズミ14匹から精子を採取した。

また，偽妊娠を促すための精管結紮雄を9～92週齢の繁殖能が確認された雄ホンドハタ

ネズミ10匹から作製した。

精子凍結保護剤

　第2章第2節と同様に凍結保護剤を作製した。

精子の採取，凍結，融解および精子処理

　第2章第2節と同様に精子を採取および凍結し，第6章第2節と同様の方法で融解およ

び精子処理した。

ホンドハタネズミ卵母細胞の準備

　第3章第2節と同様の方法で卵母細胞を採取した。
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体外受精

　第6章第2節の方法に修正を加えて体外受精した。体外環境にさらされる時間をでき

る限り短縮するために，媒精時間を6時間から3時間に変更した。

受精検査

　媒精3時間後，形態の正常な1細胞（前核）期胚を受精卵と判断し，胚移植に用い

た。

精管結紮雄の作製

　第2章第3節に修正を加えて精管結紮雄を作製した。麻酔薬をペントバルビタールナ

トリウムから三種混合麻酔薬（M/M/B: 0.23/3/3.75）に変更し，術後ブプレノルフィン

を投与せず，塩酸メデトミジンと同じ濃度の拮抗剤（アチパメゾール）を投与した。正

向反射を消失した個体のみを使用した。

卵管内移植

　第6章第3節の方法に修正を加えて移植した移植（図21）。偽妊娠誘起日を採卵前日

の夜（過剰排卵誘起処理日と同日）に1匹の雌ホンドハタネズミと1匹の精管結紮した

雄ホンドハタネズミを同居させ（9:30～20:30），交尾確認した雌を移植に使用した。

移植時に使用する麻酔薬にはペントバルビタールナトリウムあるいは三種混合麻酔薬

を使用した。また，いずれの麻酔薬においても正向反射を消失した個体のみを使用し

た。三種混合麻酔薬はM/M/B: 0.23/3/3.75を0.01 ml/gとなるように腹腔内投与し，手術

後にブプレノルフィンは投与せずにメデトミジンの拮抗剤であるアチパメゾールを0.23 

mg/kg腹腔内投与した。また，移植胚数を各卵管4～6個に設定し，両卵管に移植した受

精卵総数は8～12個とした。
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統計処理

　第2章第3節と同様に統計処理した。
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結果

　ペントバルビタールナトリウム区の死亡率（33.3%）はM/M/B区（0.0%）よりも有意

に高かった（表37: P<0.05）。M/M/B区の妊娠率（66.7%）はソムノペンチル区

（58.3%）よりも高い傾向を示し(P>0.05)，ペントバルビタールナトリウム区の出産率

（21.8%）はM/M/B区（16.8%）より高かったが（P>0.05）。流産率および着床率はペ

ントバルビタールナトリウム区で有意に高い値を示した（P<0.05）。

　生存産仔率，産仔重量，胎盤重量および性別のいずれの項目において，ペントバル

ビタールナトリウム区およびM/M/B区間で有意な差はなかった（表38）。
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考察

　ペントバルビタールナトリウムの死亡率は第5章2節の結果と同程度の割合であるこ

とから，移植時の動物の死亡原因が手技によるものではないことが明らかとなった。

また，三種混合麻酔薬（M/M/B）を投与されたレシピエントはすべて生存していたの

で，外科手術においてもM/M/Bは動物に対して安全な麻酔であると示された。さら

に，ペントバルビタールナトリウムの流産率はM/M/Bよりも有意に高かったことか

ら，ペントバルビタールナトリウムは痛みおよび手術ストレスといった悪影響をレシ

ピエントに生じさせることが推測された。産仔の生死率，産仔および胎盤重量，性別

の間で差はなく，その後の産仔の繁殖能にも異常はみられなかった。これらの結果

は，M/M/Bがペントバルビタールナトリウムの代替麻酔薬となりうることを実証して

いる。

　前節の結果と比較して，ペントバルビタールナトリウム区およびM/M/B区の両区に

おいて妊娠率が上昇した。この理由として，1）偽妊娠交配を排卵誘起処理と同じ日に

した，2）胚移植時間を媒精直後（午前中）に変更した，3）移植胚数を変更したこと

があげられる。1）において，変更前は媒精後に偽妊娠を誘起（12:00～13:00）してい

たが，20% PVP-GnRHa，交尾刺激あるいはhCG処理するのと同時に，偽妊娠誘起

（19:30～20:30）するように変更した。2細胞期胚の卵管内胚移植において、レシピエ

ントの体内環境と胚の発生時間の差は0～0.5日，かつ胚の発生時間がレシピエントよ

りも早く進行していることが条件となる（Whittingham DG, 1968；山内，2005）。胚を

偽妊娠雌の体内環境より早い段階に移植する理由は，着床に適した条件にさらされる

前に，発生の進み具合が子宮条件に合わせるための時間を胚に与えるためである。つ

まり，移植胚がレシピエントの体内環境に合わせて一旦休眠し，体内環境と胚発生ス

テージが合致したときに休眠を解除して発生再開するということである。理論上，変

更前のレシピエントの体内環境と胚の発生時間の差は0.25日であり，変更後は0日であ

る。この点においては問題ないが，十分な偽妊娠交尾を誘起するためには，精管結紮
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雄との同居の時間が変更前では短すぎ，偽妊娠誘起が誘起されにくかったかもしれな

い（変更前の同居時間：5時間，変更後の同居時間：16時間）。

　前述の2）において，午前中の胚移植が着床率が良好である（未表示のデータ）。こ

れは暗期に近づくにつれて卵管上皮細胞の繊毛運動が活発になるが，胚移植によって

その繊毛運動による胚の移動が妨げられることが原因であると推察されている。変更

前は17:00～20:00の暗期前時間帯で移植していたが，変更後は11:00～12:00の間で移植

し，胚が体外環境にさらされる時間をできる限り短縮したことで胚発生が適切に進行

したかもしれない。

　前述3）において，変更前はマウス（ICR）と同数の各卵管に8～10個（合計20個）の

胚を移植していた。マウスとハタネズミでは，乳頭数や平均産仔数など異なる点があ

り，胚移植時に多くの胚を移植すれば多くの産仔数を得られるものでもなく，各動物

種に適した胚数があると考えられる。そこでマウスにおける移植胚数設定を参考に，

ホンドハタネズミに適した胚移植数を考案した。ICRマウスの場合，ICRマウスの平均

産仔数は10匹前後であり，移植にはその2倍の20個の胚を移植している。また，乳頭が

10個存在することおよび哺育が良好な系統であることから，仮に移植した20個の胚の

すべてが産仔に発生したとしても哺育できる（未表示のデータ）。これをホンドハタ

ネズミに適用した場合，平均産仔数は4匹であり，その2倍の8個の胚を移植することに

なる。仮にすべての胚が産仔に発生したとしても乳頭数が8個存在するので産仔哺育は

可能であると考えた。また，媒精3時間後での胚においては第二極体を放出しているも

の，あるいは前核が形成されているものは少なく，未受精卵と区別がつかない。そこ

で，媒精3時間での受精率を調べたところ，その数値は70%であり（未表示のデー

タ），必ず受精卵が8個含まれるようにするには理論上13.6個の胚を移植すればよい。

前述したように，ホンドハタネズミにおいて8匹を超える産仔を育てることは困難であ

ること，および左右の卵管に移植することを考慮し，本実験では最大12個の胚を移植

することに決定した。これら3点について変更した結果，妊娠率，産仔率および着床率

が改善された。
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　本研究の結果から，ホンドハタネズミにおいてM/M/Bは外科手術にも利用でき，ペ

ントバルビタールナトリウムの代替となる麻酔薬であことが実証された。また，移植

時間帯を変更することで，前節において低率であったホンドハタネズミの産仔数を上

昇させた。
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第7章　ホンドハタネズミにおける顕微授精および顕微授精由来産仔の作出

第1節　緒言

顕微授精は，非運動性精子を人為的に卵細胞質内へ導入できる利点のほか，正常に

受精できない様々な異常精子の検査に利用できる。哺乳類における最初の顕微授精は

卵細胞質内精子注入法（ICSI）であり，1976年にUehara and Yanagimachiにより，ゴー

ルデンハムスターにおいて初めての報告がなされたが，産仔作出までには至らなかっ

た。ハムスターでのICSI成功から22年を経て，1988年にウサギ（Hosoi et al.）でICSI由

来産仔作出が成功して以来，1990年にウシ（ Goto et al.），1992年にヒト（Palermo et 

al.）で成功例が報告された。一方，マウスにおけるICSIは，注入後に高頻度で細胞膜

の破綻を起こすことから，他動物種より技術開発が遅れていたが，1995年にKimura and 

Yanagimachiがピエゾ装置をICSIに導入することで，マウスの顕微授精効率を飛躍的に

向上させた。一方，多くの動物種で顕微授精が試みられているが，産仔作出に至って

いる動物種は少ない。げっ歯類において，産仔作出に成功している動物種は，マウス，

ラット，ハムスターおよびウサギのみであり，スナネズミおよびモルモットでは産仔

作出には至っていない。この理由として，哺乳類の卵母細胞，精子および受精卵は，

それぞれ種に固有の生物学的および物理学的性質があるため，顕微授精技術，受精卵

の培養および移植技術も各動物種に応じて開発する必要が生じるためである（毛利と

星，2006）。例えば，ゴールデンハムスターは初期の顕微授精実験に広く用いられた

が，精子注入胚が強力な体外発生停止を起こしてしまうため，顕微授精由来産仔を得

られたのは2002年になってからである（Yamauchi et al., 2002）。

顕微授精技術の他の利用法として，核移植クローニング，凍結およびフリーズドライ

精子の注入（Kaneko et al., 2007; Kaneko and Serikawa, 2012），および初めての核移植由

来胚性幹細胞の樹立を可能にするなど発生工学研究において，多種多様な利便性をも

つ（Yoshida  and Perry, 2007）。これらのことから，広範囲な実験利用が期待されてい

�156



るハタネズミ属においても，顕微授精技術の確立は重要である。さらに，ハタネズミ

属の顕微授精法が確立できれば，体外受精と同様に，効率的な産仔作出はもちろん，

キメラ動物やクローン動物の作出あるいは他のハタネズミ属の個体復元のための基盤

技術となる。

第2章2節より，ホンドハタネズミの新鮮および凍結-融解精子ともに十分な卵活性化

能を有していることが示されており，顕微授精へのこれら精子の利用は十分可能であ

る。一方，ホンドハタネズミの卵母細胞を用いた顕微授精は今までに試みられていな

いため，特性を含めて卵母細胞の顕微授精への応用の可否は不明である。本章では，

ホンドハタネズミにおいて新鮮および凍結-融解精子を用いた顕微授精方法を検討し，

それら受精卵からの産仔作出を試みた。
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第2節　新鮮あるいは凍結-融解精子を用いた顕微授精および顕微授精由来産仔の作出

　本節では，過剰排卵処理より得られたホンドハタネズミの体内成熟卵母細胞に，新

鮮あるいは凍結-融解精子を顕微注入して正常に受精するか否かを調べた。さらに，得

られた顕微授精由来胚からの産仔作出を試みた。

材料および方法

供試動物

　第2章第2節と同様に飼育した。本実験では，2.7～40週齢（19～210日齢）の雌ホン

ドハタネズミ11匹から体内成熟卵母細胞を採取し，10～24週齢の雌ホンドハタネズミ7

匹をレシピエントに用い，16～60週齢雄ホンドハタネズミ5匹から精子を採取した。ま

た，偽妊娠を促すための精管結紮雄を9～92週齢の繁殖能が確認された雄ホンドハタネ

ズミ10匹から作製した。

試薬および培地

　第2章第2節と同様に試薬および培地を調製した。

ホンドハタネズミ体内成熟卵母細胞の準備

第3章第2節と同様の方法で体内成熟卵母細胞を採取した。

精子注入用ピペットの作製

第2章第2節と同様に精子注入用ピペットを作製した。

精子凍結保護剤

　第2章第2節と同様に凍結保護剤を作製した。
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精子の採取，凍結および融解

第2章第2節と同様に行った。

顕微操作

　第2章第2節と同様に顕微操作した。新鮮精子については凍結前に使用したため，各

個体について1回のみの実験とした。凍結-融解精子については，各個体について3回以

上実験を繰り返した。

受精検査

　第2章第2節と同様の方法で行った。また，顕微授精後に，形態の正常な1細胞（前

核）期胚を受精卵と判断し，胚移植に用いた。

精管結紮雄の作製

　第2章第3節と同様の方法で精管結紮雄を作製した。

卵管内移植

　第6章第4節と同様の方法で行った。移植スケジュールを図22に示す。

統計処理

　第2章第2節および第2章第3節と同様に統計処理した。
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結果

ホンドハタネズミの新鮮あるいは凍結-融解精子を用いた顕微授精

　精子をホンドハタネズミの卵母細胞に注入したところ，新鮮精子区（98.5%）あるい

は凍結-融解精子区（96.8%）ともに高率で減数分裂を再開した（表39）。また減数分

裂を再開した卵母細胞の多くが，第二極体を放出して雌雄前核を形成した。精子未注

入（対照）区において減数分裂を再開した卵母細胞の割合は13.8%であり，減数分裂再

開は注入操作ではなく，注入された精子によって誘起されたことが示された。

ホンドハタネズミの新鮮あるいは凍結-融解精子を用いた顕微授精由来胚移植後の妊娠

率，流産率，産仔率および着床率

　新鮮あるいは凍結-融解ホンドハタネズミ精子由来顕微授精胚を移植したところ，妊

娠率は66.7%あるいは85.7%であり，対照区（凍結-融解精子体外受精胚移植：57.1%）

との間に有意差は認められなかった（表40）。凍結-融解精子を用いた顕微授精由来胚

区の産仔率は，体外受精区と比較して有意に高い値を示した（34.7% vs 14.5%，

P<0.05）。新鮮精子を用いた顕微授精由来区の流産率は，体外受精区と比較して有意

に低い値を示した（1.8% vs 14.5%）。凍結-融解精子を用いた顕微授精由来胚区の着床

率は，体外受精区および新鮮精子由来胚区と比較して有意に高い値を示した

（P<0.05）。

ホンドハタネズミの顕微授精由来産仔の体重および雌雄割合

　新鮮あるいは凍結-融解精子を用いた顕微授精由来胚区における，産仔の生存と死亡

率，産仔重量，胎盤重量および雌雄割合について，体外受精由来胚区と比較して，す

べての項目で有意差はみられなかった（表41）。
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考察

　新鮮あるいは凍結-融解精子を用いた顕微授精において，それぞれ91.2％および

89.2％と高い正常受精率を示した。マウスとは異なり，顕微注入した卵母細胞は注入

後に退行せず，前核形成期まで正常に発生したことから，ホンドハタネズミの卵母細

胞（膜）は物理的衝撃に対する耐性が高いことが明らかとなった。このことから，顕

微操作を用いた様々な発生工学に十分利用できることが示唆された。一方，変性およ

び断片化する卵母細胞が8.8～13.8％とやや高い割合を示した。この原因として，ホン

ドハタネズミの第Ⅱ減数分裂中期紡錘体は卵細胞質の約半分の位置を占めているが

（データ未表示），マウスのように紡錘体位置の特定が容易でなく，顕微注入時に精

子注入ピペットによって紡錘体に損傷を与えている可能性が考えられた。卵母細胞の

変性および断片化を低率に抑える方法として，目視で観察できない第Ⅱ減数分裂中期の

紡錘体を蛍光色素などで染色し(Terashima et al., 2011; Yamagata et al., 2012)，可視化して

顕微授精することで紡錘体損傷を抑えられるかもしれない。

次に，顕微授精由来受精卵からの正常産仔作出の可否を検討した。体外受精と同率

あるいはそれ以上の産仔率および着床率を示した。この理由として，1）確実に受精し

た胚を移植できた，2）作出後，胚を体内環境に素早く戻せたことが良い結果に結びつ

いたと考えられる。

顕微授精は1つの卵母細胞に1つの精子を注入する方法であり，理論上は移植する胚

すべてが受精卵であるが，体外受精の場合，移植するすべての胚が正常な受精卵とは

必ずしも言い切れない。第6章第4節の考察で述べたように受精卵が最低8個はレシピエ

ントの卵管内に存在できるように移植胚数を算出しているが，凍結-融解精子により受

精率（顕微授精：89.2% vs 体外受精：74.6%）に差があることも事実である。この理由

から，体外受精由来の産仔率および着床率が低くなった要因の1つだと示唆された。ま

た，体外受精では媒精3時間後に胚を移植する。顕微授精では，顕微授精直後に胚移植

をしている。採卵匹数あるいは採卵数により顕微授精の所要時間は異なるが，本研究
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では2時間以内にすべての顕微注入を終了しており，体外授精と比較して約1時間早く

移植できている。つまり体外環境にさらされる時間がさらに短縮され，体内環境下で

の胚発生が正常に進行した結果, 産仔率および着床率が向上したと考えられる。

本実験において，新鮮および凍結-融解精子を用いた顕微授精により正常受精卵を得

られた。さらに，顕微授精由来胚からの産仔作出に成功した。本実験の結果は，ハタ

ネズミ属におけるキメラ動物やクローン動物の作出あるいは他のハタネズミの個体復

元のためのさらなる基盤技術となりうることを示している。
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第8章　総括

本研究では，ホンドハタネズミにおいて安定した産仔作出法を開発することを目的

に，種々の生殖補助技術を用いて次のことを論証した；1） 精子凍結保存法にはマウス

精子凍結保存法を適用でき，この凍結-融解精子を用いた非外科的人工授精によって自

然交配と同等の産仔数を得られた，2）新規過剰排卵誘起法の開発により全週齢からの

採卵が可能となった，3）前期2細胞期胚を胚盤胞期まで発生させる培地を明らかに

し，胚盤胞の非外科的胚移植に成功した，4）外科的胚移植に最適な麻酔薬および濃度

を検討し，安全で有効な麻酔薬を明らかにした，5）体外受精条件について新たに検討

し，得られた胚から産仔を作出した，6）顕微授精によって得られた胚から産仔を作出

した。

1）ホンドハタネズミの精子凍結保存法について，凍結-融解精子と新鮮精子を比較

すると，運動性（新鮮：72%，凍結-融解：67%）および生存性（新鮮：87%，凍結-融

解：67%）は低下し，DNA損傷レベル（新鮮：2.0%，凍結-融解：2.5%）は上昇した

が，手技の対照区であるマウスにおいても同様の傾向を示したことから，本種の精子

凍結に成功したことが示された。また，凍結-融解後も卵活性化能を十分に保持してい

ることが示された。チューブおよびストローの2種類の凍結保存容器を用いて凍結-融

解後の精子性状を比較したところ，運動性（チューブ：73%，ストロー：74%）と差は

みられず，ストローを用いた凍結において生存性（チューブ：67%，ストロー：74%）

および正常受精率（チューブ：74.1%，ストロー：82.8%）が上昇する傾向がみられ

た。この結果は，マウス精子凍結保存法がホンドハタネズミの精子にも応用できるこ

とを明らかにしている。次に，人工授精よって産仔を得ることにより，ホンドハタネ

ズミ精子の凍結保存法の最終的な検証とした。新鮮精子を用いて人工授精した場合，

自然交配の平均産仔数（4.7匹）と比べても産仔数が高く（6.0～7.4匹），凍結-融解精

子を用いた場合にも産仔を作出できたが（1.5匹），自然交配よりも低い値であった。
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凍結-融解精子由来産仔数を改善するためにhypotaurine添加，あるいは精子移植時間を

変更して人工授精したところ，自然交配の平均産仔数と同程度の産仔数（5.4～7.0頭）

を得られた。

2）ホンドハタネズミの新規過剰排卵法について，腟開口前後で比較すると，腟開口

前個体では30 IUのPMSG-hCGを投与した場合に最も多い採卵数（22.5個）を示したが,

腟開口後個体ではいずれの濃度を投与しても採卵数は少なかった（0 IU：2.5個, 7.5 IU：

4.8個, 30 IU：6.9個）。そこで，腟開口後個体においてより効率的に排卵誘起できる過

剰排卵法を検討した。交尾刺激を利用した過剰排卵法では，PMSG-hCG-交尾刺激区

（6.8個）よりもPMSG-交尾刺激区（13.9個）の方が採卵数が多かった。PMSG-20% 

PVP-GnRHa区においても排卵を誘起できた（5.0～14.5個）。PMSG-交尾刺激区および

PMSG-20% PVP-GnRHa区（GnRHaの濃度30 mg/kg）の両区において, 従来のPMSG-hCG

区の約2倍の採卵数が得られた。さらに，20% PVP-GnRHa区を腟開口前個体に適用し

たところ，PMSG-hCG区と類似した採卵数が得られた（39.0個）。

3）ホンドハタネズミ体内受精卵の体外発生では，体内受精由来の前核期胚を様々な

培地で発生させたが，試したすべての培地においておよそすべての胚が2細胞期で停止

した。次に修正hamster embryo culture medium-1（mHECM-1）を用い，体内受精由来の

前期2細胞期胚を培養したところ，胚盤胞へ発生させることができた。最後に，キメラ

あるいはトランスジェニックハタネズミ作製など胚盤胞移植からの産仔作出を想定し，

体内受精由来胚盤胞を非外科的に子宮内移植して産仔作出を試みた。三種混合麻酔薬

（M/M/B）を用いて非外科的に胚移植したところ，移植後すぐに覚醒を促したM/M/B: 

0.15/2/2.5区では産仔作出に至らなかったが，手技を変更したM/M/B: 0.23/3/3.75区では

平均3.0匹（産仔率：19.6%）の産仔作出に成功し，ペントバルビタールナトリウムを用

いた非外科的胚移植と同程度の産仔数であった（平均2.4匹，産仔率：14.6%）。また

非外科的胚移植は，外科的胚移植と比較して流産率が低く（非外科的胚移植：0～
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1.2%，外科的胚移植：8.2%），外科的手法の代替法となりえることが示された。

4）ホンドハタネズミに適した麻酔薬の検討においては，ペントバルビタールナトリ

ウムでは雌雄ともに死亡率が高く（雌：44.4%，雄33.3%），麻酔スコアは低い（0.4～

1.2）ことが明らかになった。また，三種混合麻酔薬のうち，雌ではM/M/B: 0.3/4/5およ

び0.23/3/3.75，雄ではすべての濃度で有効な外科手術時間および麻酔スコアが得られ

た。しかしながら，M/M/B: 0.3/4/5の麻酔薬を用いた場合に，呼吸リズムの乱れおよび

無呼吸状態が確認されたため，ホンドハタネズミにおける至適濃度はM/M/B: 0.23/3/3.75

であることが示唆された。次に，麻酔薬の反復投与が雌個体に与える影響を検討した

ところ，麻酔薬を反復して3回投与しても，十分な非外科的胚移植の時間を得られたと

ともに，個体に悪い影響を及ぼさないことが明らかとなった。

5）ホンドハタネズミの体外受精では，hypotaurine処理によって添加時期に関係な

く，高い正常受精率（83.6～86.0%）が示され（hypotaurine無処理区：70.6%），凍結-

融解精子区においてもhypotaurine処理は高率な正常受精をもたらした（97.1%）。次

に，体外受精由来胚が正常に発生できる培地を検討したところ，いずれの培地におい

ても2細胞期で発生が停止した。このため,  マウスの2 cell blockを解除する重金属キレー

ト剤を様々な濃度で添加したが，その効果はみられなかった。そこで，媒精日夜にレ

シピエントの卵管内に胚移植し，体外受精卵からの産仔作出を試みた。結果として，

新鮮あるいは凍結-融解精子を用いた両区ともに産仔数は少なかったが産仔を作出でき

た（新鮮：4匹，凍結-融解：1匹）。第5章において，M/M/Bはペントバルビタールナト

リウムと比較すると死亡率が低く，覚醒も早いことが示されたことから，ペントバル

ビタールナトリウムあるいはM/M/Bが産仔作出に及ぼす影響を比較するとともに，胚

移植条件を再検討した。その結果，M/M/Bにおいて妊娠率（M/M/B：66.7%，ペントバ

ルビタールナトリウム：58.3%）が高い傾向を示し，流産率（M/M/B：6.9%，ペントバ

ルビタールナトリウム：14.5%）は有意に低かった。さらに移植条件の変更により産仔
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数（変更前：0.9%，変更後：16.8～21.8%）が上昇した。

6）ホンドハタネズミの顕微授精において，新鮮および凍結-融解精子区で正常受精

卵を得られたことから（新鮮：91.2%，凍結-融解：89.2%），ホンドハタネズミ卵母細

胞膜は顕微注入操作に対して高い耐性を示すことが明らかになった。次に，得られた

顕微授精由来胚からの個体作出を試みたところ，新鮮および凍結-融解精子区で14匹お

よび25匹（産仔率：24.6%，34.7%）の産仔を得ることに成功した。体外受精由来胚区

と比較して産仔率（体外受精由来胚区：14.5%）は高い傾向を示し，流産率（顕微授精

由来胚区：1.8%，8.3%，体外受精由来胚区：14.5%）は低い傾向を示した。

以上の結果から，数々の生殖補助技術を用いたホンドハタネズミの産仔作出におい

て，精子凍結保存法にはマウス精子凍結保存法を適用でき，この凍結-融解精子を用い

た非外科的人工授精により，自然交配に近い産仔数を得られることが明らかになった。

次に，新規過剰排卵誘起法の検討により検査したすべての週齢から採卵が可能となっ

た。さらに，前期2細胞期胚を胚盤胞期まで発生させる培地を明らかにし，胚盤胞の非

外科的胚移植に成功した。一方で，外科的移植時の最適麻酔薬およびその濃度を検討

し，安全で有効な麻酔薬を明らかにした。最後に，体外受精および顕微授精において

も体外作出胚が得られ，産仔を作出できることを示した。

これらの成果は，ホンドハタネズミにとどまらず他のハタネズミ属において，将来

的にこれらの生殖補助技術を用いた効率的な動物供給，その利用および種の保存に大

きく貢献できる可能性を強く示している。
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