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ウシ体外受精駐の発生能に及ぼすスーパーオキシド

ジスムターゼの影響

福島護之・冨永敬一部・秦谷豊

要約

スーパーオキシドアニオンラジカルを消去するウシ赤血球由来及びヒト由来のスーパーオキシド

ジスムターゼ(以下SODという)を体外成熟後，体外受精したウシ初期臨の体外培養時の培養液中

に添加したところ，以下の結果を得た.

I ウシ赤血球由来SOD，ヒト由来SODともに約300unit/ rnflの濃度で陸の発育を向上させる傾

向があった.特に，ウシ赤血球由来SODでは 8細胞期匹への発生率が無添加涯に対して有意

にCPく0.05)高かった.このことから，ウシ赤血球由来SODは，分割産後から 8縮胞期までの

誌発生の比較的早い時期に効果を示すことが示唆された.

2 酸素濃度受5%，20%と40%の培養条件下でSODを添加したところ，培養72時間後の5細

胞期以上陸発生率では全ての酸素濃度区でSOD添加区が高い傾向を示したが，その後の経盤胞

への発生率は， 40%酸素濃度区での培養において， SOD添加によっても経の発生率は，改善さ

れなかった.また， 5%酸素濃度区では，伍盤胞率は， SOD添加区で有意CPく0.05)に低かった.

Effects of Superoxide Disrnutase on the Developernent Ability of 

Bovine日rnbryosMatured， Fertilized and Developed in Vitro 

Moriyuki FUKUSHIMA， Keiichiro TOMINAGA and Yutaka HATAYA 

Summary 

When superoxide dismutase CSOD)， derived from bovine erythrocyte or human's is added to 
the culture medium at culture of IVM-IVF embryos， we had the following results. 
(1) There was the determination that developmentof embryo elevates with the addition of 
SOD Cabout 300unit/rnfi) derived from both bovine and human's. Especially， when SOD 
derived from bovine erythrocyte was added to a culture medium， the incidence of develop-
ment to 8-cell stage was significantly higher than that of the no伽additiongroup. It was 
suggested that addition to the culture medium of SOD derived frombovine erythrocyte was 
effective in early development of bovine IVM・o・IVFembryos. 
(2) When SOD was added during the culture medium， the developmental rate of embryos 
after 72 hours from IVF was high， but there was no effect of additional culture， under 5-40 
% oxgen concentration. 

キーワード:スーパーオキシドジスムターゼ，ウシ初期旺，体外受精，体外培養，酸紫濃度
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ウシ体外受精・体外培養伍の体外発生時の酸素濃度を

低下させたり，共培養により局所的に酸素濃度を低下さ

せることが，その後の臨盤胞率を改善したと報告されて

いる 2・7.9. 12) 本来5%程度の低酸素濃度下で発育する

臨を空気中のような高酸素濃度(約20%)で培養すると

種々の酸素毒性が発現されることが知られているり. こ

のような酸素毒性を低減するために，活d性酸素種の一つ

であるスーパーオキシドアニオンラジカルを消去するス

ーパーオキシドジスムターゼ(以下SODという)を使用

することによって，マウス 2-cellブロックを解除したり，

経発生率が向上したとする報告がなされている 5.叫1I)

1994年8月318受理

そこで，本研究では，体外受精初期臨の体外発生能に

及ぼすSODの添加効果について検討した.

本試験の実施にあたり，ヒト由来SODを提供いただ

いた萩原健康科学研究所の関係各伎に感謝します.
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硫酸ストレプトマイシン 100μg/m2，明治製菓)とを加

えた.授精72時間自に卵丘細胞層を除去後， さらに48

時間毎に発生培地を置換して， ドロップ内で体外培養を

継続した.
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材料及び方法

既報3)に準じて，体外成熟・体外受精・体外培養を

実施した.

実験百十頭

実験ウシ赤血球函来SODとヒト由来SODの培

養液への添加によるウシ体外受精初期匹の発育に及iます

影響

授精5時間自の体外受精阪を 0--1200unit/m.eウシ

赤血球由来SOD(Sigma)と0--635unit/ m.eヒト出来

SOD(萩原健療科学研究所)を添加した培養液中で培養

した.培養液の交換は， 48時措毎に行い，授精の 72時

間後と 7日後に座の発生を観察した.

実験2:ウシ赤血球由来SODと酸索濃度がウシ体外

受精由来初期経の発育に及ぼす影響

授精5時間自の体外受精臨をO又は 300unit/ m2ウ

シ赤出球由来SODを添加した培養液中で培養した.気

栢については，酸素濃度を5%(5%02，5%C02， 90 

%N2)， 20% (20%02， 5%C02， 75%N2)及び40 、

% (40 % O2， 5 % C02， 55 % N2)の3誌を設定した.

培養液の交換は， 48時寵毎に行い，授精の72時間後と

7日後に臨の発生を観察した.

結果

実験ウシ赤臨球由来SODとヒト由来SODの培

養液への添加によるウシ体外受精初期匹の発曹に及!ます

影響

ウシ赤血球由来SODの培養液への添加結果を表1に，

ヒト由来SODの培養液への添加による結果を表2に示

した.ウシ赤血球由来SODでは， 150--300 unit/ m2で

無添加区に比較して8細抱期への発生率が有意に増加し

た.さらに距盤胞への発生率については， 300 unit/ m.e 

スーパーオキシドジスムターゼ忠 (SOD)添加量がウシ

体外受精臨発生能に及ぼす影響

表1

1 卵母細胞の体外成熟

曙畜場で，屠殺後30分以内に卵巣を採取し， 37
0

Cに

保温した滅菌生理食塩水中に入れて，実験室に持ち帰っ

た.卵巣表面の寵径5mm以下の小卵胞に 18Gの注射針

の付いた5m.e注射器を車IJして卵胞液とともに卵母細胞

を吸引採取した.なお，注射器にはあらかじめ 1m2

の修正したDulbeccoのリン酸緩衝食塩水(以下m♂BS

という)を吸引しておいた.卵母細胞は m♂BSで洗浄

した後，緊笛な卵丘細胞層に包まれたもののみを選別し

て成熟培地に入れた.卵母細胞の基礎成熟培地には，

10%非働化牛胎兜血清，抗生物質(結晶ペニシリンGカ

リウム 100iu/m.e，硫酸ストレプトマイシン 100μg/

m.e， 明治製薬)添加25mmol/R，へペス緩衝TCM融199

(GIBCO)を用いた.これらの卵母細胞を成熟培地で2

語以上洗浄した後，流動パラフィンで被った 100μtの

培養液中へ入れ， 5 % CO 2 2， 95 %空気の気相下の加

混型， 37
0

C及び39
0

Cの炭酸ガス培養器内で24時間成

熟培養を行った.

2 精子処理と授精

当場繋養の 1頭の種雄牛から採取した関ーロットの

0.5m.eのプラスチックストローに保存された凍結精液安

37
0

Cの温湯中に 15秒間設漬して融解し，小誌験管内で，

カフェイン(安患番酸ナトリウムカフェイン中のカフェ

インを50%として計算， Sigma)を2.5mmol/R， ， 

パリン (Sigma)を2.5μg/m2及び牛血清アルブミン

(Fraction V， Sigma)を2.5mg/m.e加えた修正タイロ

ード液(BO液)1)で 2函洗浄した.洗浄後精子濃度を

BO液で5x106/ 叫 に調整し，精子浮遊液を 100μtの

小橋lこして滅菌流動ノfラフィンで被い， 390Cの炭酸ガ

ス培養器内で2--3時期プレインキュベー

ションした.授精の際に，成熟培養の完了

した卵母細胞をBO液で洗浄した後，精子

懸濁ドロップ中に入れた.

J¥ 
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a. b:異符号関に有窓差(P<O.05).
*ウシ赤血球由来SOD

体外受精肢の体外培養

卵は授精の5時間後，発生培地に移して

さらに培養した.発生培地には25mmol/

tへぺス緩癒TCM-199(GIBCO)に，新

生子牛血清(三菱化成樹)を 1%と抗生物

質(結晶ペニシリンGカリウム 100iu/m1!， 

3 
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血球由来SODは，分割直後から 8細胞期

までのウシ体外受精匹発生の比較的早い時

期に効果を示すことが示唆された.浜野，

ら4)は， SODと異なり，還元剤の一つで

あるβーメ lレカプトエタノールを用いて，

2細胞期， 8細組期と 16細胞期を培養し

たところ 2細胞期では添加により発生率

が大きく改善しなかったものの， 8細胞期

及び16細胞期では顕著な添加効果があっ

たと報告している.SODとβーメルカプト

エタノールの簡で作用機序が異なるが，肢

のステージに依存した還元剤利用性の変化

のあることが示唆された.

ウシ赤血球由来SODを用いた実験2に

おいて， 5， 20及び40%酸素濃度下での

SODの添加効果を検討した.各濃度とも

授精72時閉までの 5締胞期以上の腔発生

率は， SOD添加区が高い傾向にあったが，

有意な差ではなかった.また，高酸素濃度

下でのSOD添加による匹発生率の向上が

期待されたが，本実験系では SOD添加に

よる匹発生率の改善は認められなかった.

野中 8)が示すように，活性酸素穏には多くの種類が

存在することが知られている.今回は，スーパーオキシ

ドアニオンラジカルの徐去物質である SODを用いて実

験を行った.しかしながら，生態系では他に幾つかの活

性酸素が存症しているためSODでスーパーオキシドア

ニオンラジカルのみを除去しでも十分な発生促進効果が

得られなかったことが考えられる.

さらに，低酸素濃度下においては， SOD添加による

経盤胞率の低下が観察された.開悶は明らかではないが，

今剖の実験では，卵丘細胞との共培養系を用いたので，

このような共培養系では臨がシャーレ底面に存在する卵

丘細胞と接した形で存在することになる.その結果，局

所的に低酸素濃度の状態を生み出し，匹発生に対する

SODの効果を低減，さらに，培養条件の低下を誘起さ

せたと考えられた.

以上の結果より，ウシ赤由球出来SOD，ヒト由来SOD

ともに約300unit/m1!の濃度で膝の発育を拘上させる

傾向があった.特に，ウシ赤蹴球由来SODでは 8縮

組期経への発生率が無添加IZに対して有意に (pく0.05)

高かった.このことから，ウシ赤血球由来SODは，分

割直後から8線胞期までの臨発生の比較的早い時期に効

果を示すことが明らかとなった.
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スーパーオキシドジスムターゼ‘ (SOD)添加量がウシ

体外受精臨発生能に及ぼす影響

表2

臨盤胞数
(%) 

8細胞期臨数
(%) 

4子細胞
期経数

1-3縮胞

期庇敬

供試

卵数

SOD量試験
unit/mi間数

49 (27.4)" b 

41 (22.5)b 

39 (21.8)b 
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a. b:異符号間に有意去を(P<O.05).
*ヒト由来SOD

君愛素濃度とスーパーオキシドジスムターゼ添加が経発

生に及ぼす影響

表3

腔盤胞数
(%) 

5-cell三五Jffi告t
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供試界数SOD最
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酸素濃度
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a， b， c:奥符号聞に有意羨(P<O.05).

添加区が600unit/m1!以上添加区に比較して有意に高

い発生率を示したが，無添加区に対しては有意な差は認

められなかった. ヒト由来SODについては， 317 unit 

/m1!添加区が高い傾向にあったが，無添加区との簡に

は有意な差は認められなかった.

実験2:ウシ赤血球由来SODと酸素濃度がウシ体外

受精由来初期匹の発曹に及ぼす影響

低酸素濃度下(駿素濃度 5%罷)や高鞍素濃度下(酸

素濃度40%区)における SODの影響について検討した.

表3に示すように各酸素濃度下で5細駒期までの臨発生

率は， SOD添加区が有意差は認められないものの高い

傾向が認められた. しかし，伍盤組期までの発生率では，

高霊堂素濃度下でのSODの積極的な効果は認められなか

った.また，低酸素下における SODの添加は，膝盤胞

までの発脊を抑制した.

考察

ヒト由来及びウシ赤血球由来SODを用いて培養液中

に種々の濃度で添加したところ，両者ともに約300unit 

/m1!添加震で高い領向を示した.特に， ウシ赤血球由

来SODでは 8細施期までの発生率が無添加区に比較

して有意(Pく0.05)に高かった.このことから，ウシ赤



10 兵庸県農業技術センター研究報告〔畜産編〕第31号(1995)

引用文献

(1) Brackett， B. G. and G. Oliphant (1975) : Capaci-

tation of rabbit spermatozoa in vitro Biol Rか

prod 12， 260-274 

(2) 福島護之・富永敬一部・秦谷豊(1988):体外で

成熟，受精した牛卵子の成熟及び発生に及ぼす酸素濃

度の影響第74由家畜繁殖学会講演要旨 68 

(3) 福島護之・富永敬一部・秦谷豊(1989):牛卵母

細胞の体外受精及びその後の限発膏能におよぼす培養

温度の影響:繁殖技術研誌 11， 12輔16

(4) 浜野晴三・桑山正成・高橋昌志・永井卓・岡野彰

・岡村直進(1992):ウシ体外受精臨の体外培養に及

ぼすβ帥メルカプトエタノールの影響と移植試験:第

7回東百本家畜受精卵移植技僻研究大会講演要旨 65 

(5) 松本央・野田洋一・馬間関・辰巳賢一・岸捧二

・森崇英(1989): Superoxide Dismutaseによるマ

ウス 2-cellブロック解除の機構について:晴乳卵研誌

6， 65剛66

(6) 松尾光芳(1987):酸素審性:活性酸素(援歯薬出版

株式会社)241-258 

(7) • N akao H， N akatsuji N (1990) : Effects of co-

culture， medium conponents and gas phase on in 

vitro culture of in vitro matured and in vitro 

fertilized bovine embryos : Theriogenology， 33， 591-

600 

(8) 野中英智子(1987):抗酸化物質と老化予防:研究

ジャーナjレ， 5-12 

(9) Thompson， J. G. E.， A. C. Simpson， P. A. Pugh， 

P. E. Donnelly and H. R. Tervit (1990) : Effect of 

oxygen concentration on in-vitro development of 

preimplantation sheep and cattle embryos : J. Re揃

prod. Fert.， 89， 573-578 

UO) 豊由椅・東貞宏・板壇佳明(1989):体外にお

けるマウス初期限の発生に及ぼすスーパーオキシドジ

スムターゼ及びカタラーゼの効果について:第107呂

田本獣医学会講演要旨 47 

ω馬岡陽・野田洋一・松本央・岸淳ニ・辰巳賢
一・森崇英(1989):低酸素濃度増養系におけるマ

ウス 2-cellフ。ロック解除について:暢乳卵研誌 6， 

67-68 

U2) Voelkel， S. A. a早dY. X. Hu (1992) : Effect of gas 

atmosphere on the development of one-cell bovine 

白血bryosin two culture systems : Theriogenology， 

37， 1117-1131 




