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ウシ血清アルブミン非添加培地を用いた L- カルニチン添加
における体外受精および発生能の検討

東　　　佳　澄 1、西　村　愛　美 2、木　我　敬　太 1、中　川　隆　生 3、

永　井　　匡 4、岸　　　昌　生 5、細　井　美　彦 1 ,	2 ,	6、安　齋　政　幸 6

要　　約

本研究では、ICR 系統マウスを用いた体外受精ならびに、初期胚の体外培養について検討した。体外受

精では、常法により過剰排卵処置を施した成熟雌マウスより卵を回収し、前培養を行うことにより、受精

能を獲得させた精子と共に培養し、受精させた。精子前培養培地および受精培地からウシ血清アルブミン

を除き、L- カルニチンを添加した修正HTF 培地を用いた。その結果、L- カルニチン添加濃度 0mMでは

48％（162/337）、1mM で は 12％（35/294）、2mM で は 0％（0/311）、5mM で は 0％（0/292）、

10mMでは 0％（0/270）の受精率が得られた。続いて胚培養を行った結果、L- カルニチン添加濃度

0mMでは 78％（127/162）、1mMでは 57％（20/35）であり、2mM、5mM、10mMでは胚の発生に

は至らなかった。次に、高分子物質の PVAを 0.1％添加した培地でも同様の実験を行い、L- カルニチン添

加濃度 0mMでは 25％（96/390）、0.1mM では 25％（91/362）、0.5mM では 30％（77/256）、1mM

では 34％（117/347）の受精率が得られた。続いて胚培養を行った結果、L- カルニチン添加濃度 0mM

では 80％（76/95）、0.1mMでは 81％（74/91）、0.5mMでは 95％（70/74）、1mMでは 73％（85/117）

が胚盤胞期胚へ発生した。これらの結果から、L- カルニチン高濃度における受精阻害を呈することが明ら

かとなった。また、L- カルニチンに高分子物質である PVA を添加することで、ウシ血清アルブミンの代

替物質になる可能性が示唆された。

緒　　言

現在、マウスの体外受精 1）やその後の体外における胚培養培地 2）は、栄養分、緩衝能、等張性、無菌

状態の 4つの要求を全て満たしたものでなければならない 3）。様々な受精用培地あるいは胚発生用培地に

は、動物の体液や組織液由来の天然培地 3）と、既知の正確な組成に従って物質を溶解させて作る合成培

地 3）がある。合成培地を使用し半永久的に細胞を培養するという最終目的に到達するために、多くの研究

が重ねられてきたが未だ実現されておらず 3）、現在合成培地には、わずかな比率で血清や生体タンパク質

を添加することで体外での細胞の長期培養の欲求を満たしている 3）。しかし、マウスにおいては系統によ

る受精の差が認められ 4,	5）、培地中に含まれるアルブミンや血清の添加による pHの変動や熱産生そして

浸透圧等の安定性が問題点として指摘されている 6,	7）。これらを近年では、代謝促進に関る、アミノ酸の

添加による胚培養液の開発がされつつあり 8）、体外培養における複数のアミノ酸の有効利用が検討されて

いる 9）。生体内で有用な L- カルニチンは、脂肪の代謝に必要不可欠な物質として自然界に多く存在してい

る 10,	11,	12）。脂肪はエネルギー源として重要な役割を果たしており、主としてミトコンドリア内で代謝さ

れる。しかし、長鎖脂肪酸は単独ではミトコンドリアに入ることが出来ず、骨格筋に多く存在し、脂肪の
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β酸化に関与する L- カルニチンと結合して初めてミトコンドリア膜を通過することが出来る 13,	14）。L- カ

ルニチンは、体内でリジンとメチオニンを前駆物質として肝臓と腎臓で生合成されるか、肉食の食事から

供給される。L- カルニチンの生体内での効果として、ラットに L- カルニチン、生理食塩水をそれぞれ腹

腔内注入後の精巣に放射線を照射すると、L- カルニチンを注入したラットでは、生殖細胞のアポトーシス

と形態学的変化の有意な減少が報告されている 15）。また、塩化カドミウムを腹腔内注入した雄ラットに

L- カルニチンを腹腔内注入すると、未処理と比較し精巣上体尾部の精子数、生存数、細胞増殖数の増加が

確認されている 16）。

そこで、本実験ではウシ血清アルブミン（BSA）非添加による単一組成の単純合成培地の作成を目的に、

L- カルニチン添加による体外受精および体外での初期胚発生における効果を検討し、さらに高分子物質ポ

リビニルアルコールおよび L- カルニチン含有受精培地によるその後の体外受精および体外での初期胚発生

の検討を行なった。

材料および方法

1：供試動物

本研究では、成熟週齢の	Jcl:MCH（ICR）（日本クレア（株））および Kwl:ICR（株）紀和実験動物研究所

の雌マウスを供試した。また、同系統である成熟週齢の雄マウスを用いた。なお、実験の立案および実験

動物の飼養および管理に関しては、近畿大学動物実験規定に準じて実施した。

2：前培養培地、受精培地の調整

体外受精を行う際に既知のHTF 培地（以下、HTF）を基本培地 17）して、ウシ血清アルブミン（以下、

BSA）を除くことにより修正HTF 培地（以下、mHTF）を調整した。調整したmHTF 培地は、50mL シリ

ンジ（TERUMO：SS50-ESZ）に 0.22μmフィルター（MILLIPORE：SLV033RS）を装着し濾過滅菌を行っ

た。このmHTF 培地を基に L- カルニチン（ロンザジャパン株式会社：L- カルニチン結晶性粉末）をそれ

ぞれ、0mM/mL、1mM/mL、2mM/mL、5mM/mL、10mM/mL 添加したmHTF（L- カルニチン）を調整

した。次に、この BSA 非添加mHTF 培地にポリビニルアルコール（以下、PVA；SIGMA:P5288-100G）

を 0.1％添加し 18）同様に、フィルター濾過滅菌処理を行った。続いて、調整した各培地は、5mL シリン

ジ（TERUMO：SS05-SZ）に 0.22μmフィルター（MILLIPORE：SLV033RS）を装着し濾過滅菌処理を施

した（表 1）。また、調整された各受精培地、精子前培養培地は、35mmペトリディッシュ（FALCON：

351008）に 200μL滴下し、ミネラルオイル（SIGMA：M8410-1L）で被い、37℃、5%炭酸ガスインキュ

ベーター内にて、3時間以上気相を平衡させたものを用いた。

3：精子懸濁液の調整

精子懸濁液の調整は、豊田らの方法に従った 1）。すなわち、成熟雄マウスより精巣上体尾部を摘出後、

尾部のトリミングを行い余分な血液や、体液を取り除いた。精巣上体尾部より解剖針を用いて精子塊を採

取し、予め通気しておいた前培養培地に導入後、約 1.5 時間、37℃、5％炭酸ガスインキュベーター内に

て培養し、精子を拡散させ、受精能を獲得させた。

4：体外受精操作

体外受精操作は、豊田らの方法に従った 1）。実験に供試する成熟雌マウスに 7.5 単位の PMSG（妊馬血

清性性腺刺激ホルモン：動物用セロトロピン　あすか製薬（株））を腹腔内投与し、48時間後に 7.5 単位の
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hCG（ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン：ゴナトロピン筋注用　あすか製薬（株））を腹腔内に投与した。hCG

投与 14 〜 16 時間後に成熟雌マウスより、卵管を摘出し組織の余分な血液や体液を取り除いた。35mm

ペトリディッシュのミネラルオイルの部分に、摘出した卵管を入れ、卵管膨大部より卵子卵丘細胞複合体

を受精培地内に導入した。次に、受精能を獲得させた精子懸濁液を、精子濃度 200 精子 /μLに調整し媒

精した。媒精後 6時間後、KSOM（アーク・リソース（株））胚培養培地に移し、卵子の選別と洗浄を行い、

雌雄両前核を確認後、引き続き 37℃、5％炭酸ガスインキュベーター内にて培養を行い、初期胚の発生を

観察した。

結　　果

各 L- カルニチン添加濃度における体外受精成績、胚発生成績を表 2に示した。コントロール区では、

62％（244/392）、L- カルニチン添加濃度 0mMでは 48％（163/337）、1mMでは 12％（35/294）の

受精成績であったのに対し、2mMでは 0％（0/311）、5mMでは 0％（0/292）、10mMでは 0％（0/270）

と受精卵の獲得に至らなかった。さらにHTF培地に L- カルニチンを1mM添加した前培養、受精培地では、

69％（131/189）の受精成績が得られ、L- カルニチン添加濃度が 2mM以上になると受精しないことが再

確認された。また、各区より得られた受精卵の胚発生成績は、コントロール区では、91％（221/243）、

L- カルニチン添加濃度 0mMでは 90％（145/162）、1mMでは 74％（26/35）であり、対照区 HTF 培

地に L- カルニチンを 1mM添加した前培養、受精培地では、98％（129/131）が 2細胞期胚へ発生し、

コントロール区より通常のHTF 培地に L- カルニチンを添加した培地が胚発生の良いことが示された。胚

盤胞期胚率はコントロール区では、88％（214/243）、L- カルニチン添加濃度 0mMでは 78％（127/162）、

1mMでは 57％（20/35）であった。さらにHTF 培地に L- カルニチンを 1mM添加した前培養、受精培

地では 92％（121/131）となった。胚盤胞期胚率も 2細胞期胚率と同様にコントロール区より通常の

HTF 培地に L- カルニチンを添加した培地において発生率が良いことが示された。

次に、PVAを 0.1％添加した前培養培地、受精培地での体外受精成績を表 3に示した。L- カルニチン添

表 1．前培養培地、受精培地の組成表
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加濃度 0mMでは 25％（96/390）、0.1mM では 25％（91/362）、0.5mM では 30％（77/256）、1mM

では 34％（117/347）の受精率が得られた。各区より得られた受精卵の胚発生成績は、L- カルニチン添

加濃度 0mMでは 93％（88/95）、0.1mMでは 96％（87/91）、0.5mMでは 96％（74/77）、1mMでは

90％（105/117）の受精卵が 2細胞期胚へ発生し、その後の胚盤胞期胚への発生は、L- カルニチン添加

濃度 0mM では 80％（76/95）、0.1mM では 81％（74/91）、0.5mM では 91％（70/77）、1mM では

73％（85/117）となった。

表 2．各濃度のカルニチンを添加した体外受精および発生成績

表 3．PVA0.1% 添加し各濃度のカルニチンを添加した体外受精および発生成績



47

考　　察

各濃度の L- カルニチンを BSA 非添加培地に添加したときの体外受精の結果より、高濃度での L- カルニ

チン添加は受精を阻害することが示された。採精後から媒精時にかけて経時的に精子の運動性が失われて

いたことが原因と考えられ、このことは培地の浸透圧が高くなると精子の生存性、運動性が低下するとい

う報告もされている 19）。私達も、本実験に使用した L- カルニチン添加培地の浸透圧を測定した結果、

164.0 〜 303.7mOsMの範囲であり、mHTF 培地の浸透圧（295.3mOsM）と比較し L- カルニチン添加に

よる差異が認められた（未発表）。このことより、L- カルニチン濃度が、精子前培養培地の浸透圧の差異

におよぼす精子の運動性低下を誘引し、受精を阻害したと考えられた。また、L- カルニチンを供試動物体

内に注入した in vivoでの様々な研究結果では、L- カルニチンの効果が証明されている 15,	16）。しかし、本

研究は体外操作における	L- カルニチンの BSA の代替物質としての効果を検討したが、BSA、L- カルニチ

ン共に添加していない培地と L- カルニチンを 1mM添加した培地の受精成績を比較すると、L- カルニチン

を添加した場合、受精率が低くなっていることより L- カルニチンのみでは BSA の代替物質にはならない

と示唆された。しかし PVAを 0.1%、L- カルニチン共に添加すると発生率が向上した。さらに今までにも

報告されている、PVAを 1％添加した培地での体外受精においても発生率が維持された。これらは L- カル

ニチンによる抗酸化作用や、アポトーシスからの細胞保護効果 20）によるものと思われ、さらに L- カルニ

チンには、腫瘍壊死因子である TNF-αの誘導抑制作用もあり、初期胚の活性化が維持されると思われる。

この TNF-αは、サイトカインの 1つで単球、マクロファージ、血管内皮細胞、脂肪細胞などから生産され、

TNF-αは TNF 受容体を介してミトコンドリアの透過性転換を促進する。ミトコンドリア内膜の透過性亢

進により、ミトコンドリアの膜間スペースからシトクロム cが放出されアポトーシスを誘導する。その他

の作用においてもミトコンドリア膜の安定化、細胞小器官へのエネルギー供給があり 20）、卵子および胚で

の小器官への伝達系譜の改善を誘起していると考えられた。

L- カルニチンと高分子である PVA を共に添加することで代替物質になる可能性があると示唆された。

これは、L- カルニチンの分子量が 161.2 であるのに対して、BSA の分子量は約 66,00021）で高分子物質と

しての保護効果が不足すると考えられ、高分子物質である PVAの添加が有効に働くと思われる。また今回

提示した代替候補の他、カルシウム濃度を高濃度にすることや、PVA以外の高分子物質であるポリビニル

ピロリドン 22）やヒアルロン酸の添加 23）あるいはそれらの組み合わせ、そして濃度の詳細な検討により、

今後、BSA の代替になる合成培地の開発が進むものと思われる。
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Study	on	fertilization	and	embryo	culture	in	without	albumin	HTF	medium	
from	using	L-Carnitine.

Kasumi	Higashi 1，Manami	Nishimura 2，Keita	Kiga 1，Takao	Nakagawa 3，

Tadashi	Nagai 4，Masao	Kishi 5，Yoshihiko	Hosoi 1 , 2 , 6，Masayuki	Anzai 6

Abstract

The　present	study	examined	in	vitro	fertilization	that	used	the	ICR	mouse	and	the	in vitro	culture	of	the	

early	embryo.	Newly	ovulated	eggs	from	mature	mouse	injected	PMSG	and	hCG	were	inseminated	in	vitro	

with	spermatozoa	recovered	from	the	cauda	epididymidis	of	mature	males.	Preculture	medium	of	sperm	

and	fertilization	medium	added	the	L-carnitine	without	bovine	serum	albmin.	Percentage	of	fertilization	

were	48％（162/337）at	L-carnitine	0mM	and	12％（35/294）	at	L-carnitine	1mM.	Following	 the	

percentage	of	blastocyst	were	78％（127/162）	and	57％（20/35）.	Next,	 the	same	experiment	was	

performed	using	the	medium	that	added	0.	1%	PVA	of	polymeric	mass.	Results	of	the	fertilization	rate	

were	24％（95/390）	at	L-carnitine		0mM	and	25％（91/362）	at	L-carnitine	0.	1mM	and	30％（77/256）	

at	L-carnitine	0.	5mM	and	34％（117/347）	at	L-carnitine	1mM.	Following	the	rate	of	developed	to	

blastocysts	stage	were	73-95%.	When	the	high	density	L-carnitine	from	these	results,	it	was	shown	not	to	

retard	of	fertilization.	Moreover,	L-carnitine	was	indicated	the	possibility	for	a	substitute	of	bovine	serum	

albumin	by	adding	PVA.			

1.	Department	of	Genetic	Engineering,	Kinki	University,	Kinokawa,	Wakayama,	649-6493,	Japan
2.		Graduate	School	of	Biology-Oriented	Science	and	Technology,	Kinki	University,	Kinokawa,	Wakayama	649-6493,	Japan
3.		Kiwa	Laboratory	Animal	Co,	Ltd.,	Wakayama	640-1473,	Japan
4.		Nihon	Medical	&	Chemical	Instruments	Co,	Ltd.,	Komagaya,	Habikino,	Oosaka,	583-0841,	Japan
5. 	Oishi	farm,	Kinki	University,	Aridagawa-cho,	Arida-gun,	Wakayama,	643-0531,	Japan
6.		Institute	of	Advanced	Technology,	Kinki	University,	Kainan,	Wakayama,	642-0017,	Japan




