
緒 言

近年，ウシの体外受精技術は進展し，育種改良の

手段として期待されるとともに，生物学的な研究手

段の一つとして利用されている。育種改良へ有効利

用するためには，安定した良質な胚の生産や耐凍性

の向上が必要である。これまでウシ胚の培養には体

細胞との共培養が必要とされ ，共培養法について

の研究が行われてきた 。しかし，共培養は細胞の

採取・培養に手間がかかり，一定の条件で発生培養

を行うことが出来ない 。そのため近年，共培養を

必要としない培養液が開発されている 。さらに

これらの培養液に，細胞成長因子 や抗酸化剤

などの添加によって体外受精卵の胚盤胞への発育が

向上することが報告されている。

また，ウシの体外受精において，発生培養液への

血清添加がウシ体外受精卵の胚盤胞への発育に有効

であることが数多く報告されている 。血清

には，多種・多量のタンパク，脂質，各種アミノ酸，

糖，ビタミン，無機塩，各種ホルモン様物質や各種

細胞成長因子が含まれている 。血清の主な作用

は，栄養物質の供給であるが ，血清が体外受精卵の

どの発育段階にどのような影響を与えているかは明

らかになっていない。一方，血清添加培地で培養し

た胚は血清無添加培地で培養した胚よりも耐凍性の

劣ることが報告されている 。

そこで，本研究では CR1aa を発生培養液として

用い，子ウシ血清の添加時期がウシ体外受精卵の発

育に与える影響を明らかにするために，発生培養開

始後０時間目と48時間目に子ウシ血清を添加し，そ

の後の胚の発育および凍結・融解後の生存性に及ぼ

す影響について検討した。

材料および方法

１．供試卵子

食肉処理場で採取したウシ卵巣を，26℃に加温し

た0.1mg/ml硫酸カナマイシン添加滅菌生理食塩

水に入れて，実験室に持ち帰った。卵巣は同生理食

塩水で２回洗浄した後，卵巣表面の余分な水分およ

び血液を滅菌紙で拭き取った。次に18Ｇの注射針を

装着した5mlのシリンジにあらかじめ３％子ウシ

血清（CS）添加修正ダルベッコリン酸緩衝液（PBS）

を約1ml吸引し，卵巣の直径3～5mmの卵胞より

未成熟卵子を吸引採取した。採取した卵子は３％CS

加 PBSで５回，成熟培養液で３回洗浄した。体外成

熟培養には，細胞質が均一で卵丘細胞が数層緊密に

付着している未成熟卵子を用いた。

２．成熟培養

卵子の成熟培養液には，0.02mg/ml卵胞刺激ホ

ルモン（FSH；アントリン，デンカ製薬）および５％

CS添加ヘペス緩衝 TCM-199（Gibco，12340-030）

を用いた。未成熟卵子は60mmプラスチック

シャーレ（Falcon，1007）に50μlの成熟培養液のド

ロップを作成して，流動パラフィン（ナカライテク

ス）で覆ったものに20個ずつ導入して培養した。成

熟培養は38.5℃，５％CO，95％空気の条件下で

20～21時間行った。

３．体外受精

体外受精には１頭のホルスタイン種雄牛の凍結精

液を用いた。凍結精液は37℃の温湯中に30秒間浸

漬して融解した。凍結精液は Takahashi et al. の

方法に準じて，パーコール密度勾配法により洗浄し
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た。パーコール溶液（ファルマシア）および10倍濃

度の BO液 を用い90％パーコール溶液，90％パー

コール溶液と１倍濃度の BO液 を同量ずつ混合し

て45％パーコール溶液を作成し，15mlのプラス

チック試験管に90％パーコール溶液2mlおよび

45％パーコール溶液2mlを重層した。融解した精液

は，45％パーコール溶液の上に重層し，2,000rpmで

20分間遠心分離を行い，上清をアスピレーターで吸

引・除去した。精子の受精能獲得誘起には，Brackett
 

and Oliphant の方法を一部修正して用いた。すな

わち，パーコール洗浄した精子に，10mM ヒポタウ

リン（相互薬工）および4U/mlヘパリン（ヘキスト・

マリオン・ルセル）を添加した BO液を6ml加え，

1,800rpmで５分間遠心分離して精子を洗浄した

後，アスピレーターで上清を吸引・除去した。洗浄

した精子はヒポタウリンとヘパリンを添加した BO

液で１×10/mlに精子数を調整した後，20mg/ml

牛血清アルブミン（BSA；Sigma，A-4378）を添加

した BO液で最終濃度を５×10/mlに調整し精子

浮遊液とした。体外受精用培地は，60mmプラス

チックシャーレに精子浮遊液で100μlのドロップ

を作成して流動パラフィンで覆ったものを用いた。

このドロップに10mg/ml BSA添加 BO液で３回

洗浄した成熟卵子を20個ずつ導入し，成熟培養と同

じ条件下で18時間媒精した。

４．発生培養

媒精を終了した卵子は，CR1aa を用いて CS

（５％）を発生培養開始後０（０時間区）または48時

間目（48時間区）に添加して発生培養を行った。な

お，48時間区は卵割率調査後に CSを添加した。媒

精を終了した卵子は血清無添加 CR1aa の入った

ガラス試験管に移し，ボルテックスミキサーで２分

30秒間攪拌して卵丘細胞を除去し，血清無添加

CR1aa で３回洗浄した。発生培養は CR1aa の

50μlのドロップに20～25個の卵子を導入し，

38.5℃，５％O，５％CO，90％N の条件下で行っ

た。

発生培養開始後48時間目に倒立顕微鏡を用いて，

２細胞期，３～４細胞期，５細胞期以上および未受

精卵の個数を調べ，卵割率を調べた。卵割率は，培

養卵子数に対する卵割した卵子の割合とした。卵割

率調査後は，卵割した卵子のみを１ドロップに20個

導入して培養し，媒精日を０日として７～９日目に

胚盤胞発生率を調べた。胚盤胞は倒立顕微鏡下で形

態的品質を観察し，内細胞塊，栄養膜細胞および胞

胚腔が明瞭なものをＡランク，胞胚腔は明瞭である

が内細胞塊および栄養膜細胞の輪郭が不明瞭で変性

細胞が多いものをＢランクとした。

５．胚の凍結および融解

凍結には７～９日目に発生したＡランク拡張胚盤

胞を用いた。胚盤胞の凍結は，家田ら の方法に準じ

て行った。すなわち20％CS添加 PBSに1.5M エ

チレングリコールおよび0.1M ショ糖を添加して

凍結媒液を作成した。胚は５％CS添加 PBSで３

回，凍結媒液で３回洗浄した後，0.25mlプラスチッ

クストローに凍結媒液と共に吸引し，室温で15～20

分間平衡した。胚を吸引したストローは，あらかじ

め－７℃に設定したプログラムフリーザー（ET-

U3，フジヤ矢野科学）のアルコール液槽内に浸漬し

植氷した。その後，同温度で15分間保持した後，－

0.3℃/分の冷却速度で－30℃まで冷却し，液体窒素

に投入して凍結した。凍結胚はプラスチックスト

ローを液体窒素から取り出し，空気中（28.5℃）に

６秒間保持した後，30℃の水に約15秒間浸漬して融

解した。融解胚は，38.5℃に保持した５％CS添加

PBSに移して15分間平衡した 。融解胚は100

μMβ－メルカプトエタノール（Sigma，M-7522）お

よび５％CSを添加した CR1aaを用い，50μlのド

ロップを60mmプラスチックシャーレに作成し，

38.5℃，５％O，５％CO，90％N の条件下で培養

した。胚の生存性は倒立顕微鏡を用い，培養０時間

目では変性細胞がなく色調が明るく形態的に正常な

もの，培養24時間目では胞胚腔に再拡張のみられた

もの，培養48時間目では拡張胚盤胞以上に発育した

もの，72時間目では脱出胚盤胞に発育したものを生

存胚とした。

６．統計処理

実験は繰り返して８回行った。体外受精由来胚の

卵割率，胚盤胞発生率，Ａランク胚盤胞発生率およ

び凍結・融解後の生存率はχ 検定を用いた。

結 果

発生培養開始後48時間目における体外受精由来

胚の卵割率およびを７～９日目における胚盤胞発生

率を表１に示した。卵割率は48時間区が０時間区に

比べて有意に高く（p＜0.05），５細胞期以上の胚の

占める割合も48時間区が有意に高かった（p＜

0.05）。また胚盤胞発生率は，48時間区が０時間区に

比べて有意に高かった（p＜0.05）。

体外受精由来胚の７～９日目におけるＡランク胚

盤胞発生率を表２に示した。両区の胚盤胞発生日ご

284 成 田 真 知・他



と，およびＡランク胚盤胞発生率に差はみられな

かった。

凍結・融解後の胚の生存率を表３に示した。両区

の０，24，48および72時間目の生存率に差はなかっ

た。

考 察

本研究では，発生培養液への血清添加時期が体外

受精由来胚の発育に与える影響について検討した。

卵割率および胚盤胞発生率は発生培養開始後48時

間目に子ウシ血清を添加した場合が，０時間目に添

加した場合に比べて有意に高かった。しかし，森安

ら は，血清を０時間目と72時間後に添加した場

合を比べたとき，卵割率および胚盤胞発生率に有意

な差はなかったと報告している。この結果の違いは，

本実験では５％CS添加 CR1aaを用い，５％酸素条

件で卵丘細胞との共培養をしなかったのに対し，森

安ら は１％血清添加 TCM-199を用い，95％空気

の条件で卵丘細胞との共培養を行ったためと考えら

れる。一方，Wang et al. は，発生培養開始後０時

間目に血清を添加した場合に比べ，72時間目に添加

した場合において胚盤胞発生率が高いと報告してい

る。また，Pinyopummintr and Bavister は，媒

精後18時間目に血清を添加した区よりも47時間目

に添加した区で胚盤胞発生率が高かったと報告して

いる。これらは本研究の結果を支持するもので，さ

らに Pinyopummintr and Bavister は，血清は初

回卵割を抑制する効果と，桑実期の収縮と胞胚腔形

成を促進する効果の二面性を持つと報告している。

これらのことから，発生培養開始後48時間目の血清

添加は胚盤胞発生率の向上に有効であると考えられ

る。

福島ら は，受精後72時間目までの培養液が胚

の細胞構成，特に内細胞塊の形成に関与すると報告

している。森安ら は，発生培養開始後５時間目か

ら72時間目に血清を添加し，それ以降に血清を添加

血清添加時期がウシ体外受精由来胚に与える影響

Table 1  Effect of the timing of calf serum supplementation in culture medium
 

on the development of bovine presumptive zygotes to the blastocyst stage
 

No.of cleaved zygotes (%)
Treatment

No.of zygotes

(replicates)

No.of
 

blastocysts (%)5cell≦ Total
 

0h  458(8) 183(37.7) 310(63.9) 136(28.0)

48h  539 (8) 250(46.4) 378(70.1) 189 (35.1)

Culture medium supplemented with 5%CS after 0h or 48h of culture.

Values within a column with different superscripts differ(b,c:p＜0.05). Embryo development was evaluat-

ed for cleaved and blastocysts rate on days 2 and 7 to 9 after in vitro fertilization.

Table 2  Effect of the timing of calf serum supplementation in culture medium on the
 

development to grade A blastocysts of in vitro-produced bovine embryos.

No.of grade A blastocysts (%)
Treatment

No.of
 

zygotes  7day  8day  9day  Total
 

0h  136  57(42.0) 39 (28.7) 7(5.1) 103(75.7)

48h  189  65(34.4) 54(28.6) 16(8.5) 135(71.4)

Culture medium supplemented with 5%CS after 0h or 48h of culture.

Table 3  Effect of the timing of calf serum supplementation in culture medium
 

on the survival of frozen-thawed in vitro-produced bovine blastocysts.

No.of survived embryos (%)
Treatment

No.of
 

embryos

0h  24h  48h
 

No.of
 

hatching
 

blastocyst≦

at 72h
 

0h  31  21(67.7) 21(67.7) 19 (61.3) 7(22.6)

48h  27  19 (70.4) 21(77.8) 17(63.0) 7(25.9)

Culture medium supplemented with 5%CS after 0h or 48h of culture.

Embryos were grade A embryos which appeared at 7 and 8 day

 

285



せずに培養すると卵割率は高くなるが，胚盤胞発生

率は低くなり，96時間目以降に血清を添加しても胚

盤胞発生率は低いと報告している。これは８細胞期

に達する媒精後72～120時間目前後に胚を無血清の

培養液に暴露すると，胚盤胞への発育が阻害される

ためと考えられる。そして，Barners and Eyestone

は哺乳類の卵子は受精後ある時期まで細胞質中の

mRNAによりタンパク合成を行うが，その後は胚

ゲノムの発現による胚自身のmRNAによるタンパ

ク合成に移行すると報告し，ウシにおいてはその時

期が８細胞期前後であると報告されている 。

Rieger は胚のmRNAが活性化する時期に最初

の顕著なグルコース代謝が起こり始めることを報告

している。また，高濃度のグルコースは初期胚の発

生を阻害し，グルコース代謝は桑実胚以降に高まる

ことがわかっている 。血清にはグルコースが含

まれており，このグルコースが胚の初期の卵割を阻

害し，血清添加時期を遅らせることで後のグルコー

ス代謝が円滑に行われ，胚の発育を向上させると考

えられた。

本研究では，両区のＡランク胚盤胞発生率に差は

なかった。小西と青柳 は，血清を添加した場合と

血清を添加しない場合を比べても，Ａランク胚盤胞

発生率に差はなかったと報告している。本研究でも

同様の結果が得られたことから，血清の添加時期は

Ａランク胚盤胞発生率に影響しないと考えられる。

本研究では，両区の凍結・融解後の生存率に差は

なかった。無血清培地に比べて血清培地で生産した

桑実胚から胚盤胞期の細胞質内に，大型の脂肪顆粒

が顕著に増加するため，凍結・融解後の生存率が低

下する可能性が報告されている 。また，血清培地

で生産した胚の脂肪酸組成も，血清に含まれる脂肪

酸組成に似てくることが明らかとなっている 。し

かし本研究では，血清添加時期が凍結・融解後の生

存性に及ぼす影響は認められなかった。

以上のことより，発生培養開始後48時間目に培養

液へ血清を添加することで，体外受精卵の卵割率お

よび胚盤胞発生率が向上することが示された。今後

は，血清を添加する時期についてさらに詳細に検討

する必要がある。また，Iwasaki and Nakahara

は，胚の生存性の判定は形態的評価のみでは不十分

であり，胚の細胞数測定が生存性の正確な指標とな

ることを報告している。したがって今後，胚盤胞の

品質は，形態的評価のみではなく，細胞数の測定に

よる評価を行う必要があると考えられた。
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要 約

CR1aaへの血清添加時期がウシ体外受精由来胚

の発育および凍結・融解後の生存性に与える影響に

ついて検討した。

本研究には食肉処理場由来ウシ卵巣の直径３～５

mmの卵胞より吸引採取した卵子を用いた。卵子は

５％子ウシ血清（CS）および0.02mg/ml FSHを添

加したヘペス緩衝 TCM-199で20～21時間成熟培

養した。成熟卵子は，最終精子濃度を５×10/mlに

調整した精子浮遊液に導入して18時間媒精を行っ

た。媒精した卵子は CR1aaを基礎培地として，発生

培養開始後０時間目（０時間区）あるいは48時間目

（48時間区）に５％CSを添加して培養した。なお，

48時間区は卵割率調査後に CSを添加した。発生培

養は38.5℃，５％CO，５％O，90％N の条件下で

行い，48時間目に卵割率，７～９日目に胚盤胞発生

率を調べた。胚盤胞は形態的品質により２分類し，

内細胞塊，栄養膜細胞および胞胚腔が明瞭なものを

Ａランクとし，胞胚腔は明瞭であるが内細胞塊およ

び栄養膜細胞の輪郭が不明瞭で，変性細胞が多いも

のをＢランクとした。Ａランク拡張胚盤胞は，20％

CSを添加した修正ダルベッコリン酸緩衝液を基本

として，1.5M エチレングリコールおよび0.1M

ショ糖を添加したものを凍結媒液として用い，プラ

スチックストローに胚を吸引して，－７℃で15分間

保持した後，－0.3℃/分の冷却速度で－30℃まで冷

却し，液体窒素に投入して凍結した。凍結胚は，胚

の入ったストローを６秒間空気中に保持した後，

30℃の水に約15秒間浸漬して融解した。融解した胚

は，100μMβ－メルカプトエタノールおよび５％CS

を添加した CR1aaで72時間培養して生存率を調

べた。

卵割率および胚盤胞発生率は48時間区が０時間

区に比べて有意に高かった（p＜0.05）。しかし，両

区のＡランク胚盤胞の発生率および凍結・融解後の

生存率に差はみられなかった。以上の結果より，発

生培養開始後無血清培地で48時間培養し，その後
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CSを添加することにより，体外受精卵の卵割率お

よび胚盤胞発生率が向上することが示された。
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Summary
 

The objective of the present study was to investigate the effects of the timing of calf serum supplementa-

tion in culture medium on the development and viability of bovine embryos produced in vitro. Cumulus
 

oocyte complexes (COCs)were collected by aspiration of 3-5 mm follicles of ovaries obtained at a local
 

abattoir. COCs were maturated for 20-21h in TCM-199 supplemented with 0.02 mg/mL of FSH with 5%

calf serum (CS)at 38.5℃ under an atmosphere of 5% CO in air. Matured COCs were inseminated with
 

5×10 sperm/mL for 18h. After insemination,the presumptive zygotes were cultured in CR1aa supplement-

ed with 5% CS after 0h or 48h of culture at 38.5℃ under an atmosphere of 5% O ,5% CO ,90% N for 9
 

days (fertilization＝ day 0). After evaluation of cleaved rate,calf serum was supplemented to 48h-group.

Embryo development was evaluated for cleaved and blastocyst rate at 48h and days 7 to 9. Blastocysts
 

were classified into grade A or B according to morphology condition. On days 7 and 8,grade A blastocysts
 

were frozen and thawed in PBS-CS (20%)containing 1.5M ethylene glycol and 0.1M sucrose. They were
 

then cultured for 72h in CR1aa supplemented with 5% CS and 0.1mM β-mercaptoethanol. The development
 

rate of cleavage and blastocyst of 48h-group (70.1% and 35.1%)were significantly higher than that of
 

0h-group (63.9% and 28.0%)(p＜0.05). However,there were no differences in the percentages of grade A
 

blastocysts or in the viability of frozen-thawed embryos between the treatments. These results indicate
 

that use of serum-free medium for 48h of culture, subsequently culture-medium-supplemented calf serum
 

improved both cleaved and the blastocyst rate of bovine embryos produced in vitro.
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