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中尾聡宏氏の学位論文審査の要旨

マ イ ク ロ流 路 チ ップセ ル ソー ター を用 い た マ ウ ス精 子 選 別 技 術 の 開発

(Developmentofmousespermsortingsystemusingmicrofluidicschipcellsorter)

体外受精は、生殖医療における不妊治療や家畜および実験動物の繁殖において汎用されている技術である。

これまで、マウスバンクにおける遺伝子改変マウスの作製、保存、供給に有用な生殖工学技術が開発されて

きた。これ らの研究によって、体外受精において受精率を向上させるには、精子前培養培地中で受精能獲得

を誘起 し、受精能獲得を起 こした精子を選別 して卵子へ媒精することが重要であることが明らかとなってい

る。精子選別の手法として、細胞分離に汎用されるセル ソーターの利用が有効であると考えられるが、従来

のセルソーターでは物理的ダメージにより運動能がある精子を回収することが困難であった。近年、低侵襲

性のセルソーターであるマイクロ流路チ ップセルソーターが開発 され、神経細胞や幹細胞等の選別が困難な

細胞においてもそれが可能になっている。そこで本研究では、マイクロ流路チ ップセル ソーター技術を応用

し、受精能獲得精子の選別を可能にする精子選別システムの開発を目的として以下の研究を行った。精子お

よび卵子は、C57BL/6系 統の雄および雌マウスから採取 した。精子選別には、マイクロ流路チップセルソー

ターを用いて、選別 した精子について運動能、受精能および発生能を評価 した。まず、散乱光により精子を

分取 し精子運動性解析装置により運動能(検 討1)を 、体外受精によ り受精能(検 討2)を 、体外培養およ

び胚移植により発生能(検 討3)を 、それぞれ評価 した。つぎに、先体反応を受精能獲得マーカーとし、精

子選別技術の開発を行 った。先体反応精子はPNALectin-FITCに より標識 し、蛍光強度によりAR-low、

AR-middleお よびAR-highの3区 に選別 し、先体反応選別精子の先体反応陽性率を蛍光顕微鏡により観察 し

た(検 討4)。 また、先体反応選別精子の運動率を、運動性解析装置 を用いて評価 した(検 討5)。 さらに、

先体反応選別精子の体外受精における受精能(検討6)を 、また体外培養または胚移植による発生能(検 討7)

を評価 した。

その結果、検討1で は、マイクロ流路チップセル ソーターは、最適条件の設定により運動能 を有 した精子

の回収が可能であった。検討2で は、マイクロ流路チップセル ソーターにより回収 した精子は体外受精によ

る受精能が確認 された。検3で は、回収 した精子よ り作製 された胚は、体外培養により胚盤胞に、胚移植に

よ り産子へと発生 した。検討4で は、岨一highおよびAR-¶iddle区 では80%以 上の精子が先体反応陽性精子

であった。一方、AR-low区 では、先体反応精子は約半数であった。検討5で は、 岨一low、AR-middleお よび

PNA-high精 子において、運動性の違いは認められなか った。検討6で は、AR-low精 子と比較 し、AR-high精

子で高 い受精率を示 した。最後の検討7で は、先体反応選別精子を用いた体外受精により作製された胚は、

体外培養 により胚盤胞に、胚移植により産子へと発生 した。

審査では、体外受精における精子運動の意義、セル ソーターによる選別前後の精子運動能の相違、精子の

散乱光による分画パター ンの解釈、回収精子の受精能評価における精子数、精子への物理的刺激の影響の種

差、先体反応精子の受精能獲得マーカーとしての評価、先体反応精子のPNALectin-FITCに よる標識結果の

解釈、先体反応選別精子へのLectinの 影響、先体反応選別精子の評価の正確性、受精能獲得精子の運動能の

評価、受精能未獲得精子の受精能に及ぼす影響、PNALectin-FITC標 識 去の ヒ トへの応用、Hoechestを 用い

た性選別法のヒ トへの応用 とその倫理性など、多くの質疑がなされたが、申請者からは概ね適切な回答あるいは

考察がなされた。

本研究では、マイクロ流路チッブセル ソーターを用いることで、運動性および受精能を維持 したまま、マ

ウス精子の選別力河 能であることが明 らかとなった。また、先体反応をマーカーとして精子 を選別すること

で、先体反応を起こしている精子において高い受精率が得 られることも示 された。これ らの知見は、受精能

IR得マーカーによる精子の選別技術を用いた体外受精 去の有用性を示す とともに、臨床や様々な動物種にお

ける体外受精の課題を解決する新規技術の開発に応用できる可能性があ り、学位授与に値する研究として評価

された。


