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凍結媒液層内のウシ胚の位置が融解後の生存率に与える影響

○佐 々木 涼 ・宜保 敬也 ・近藤 伸一 ・白石 一馬 ・武久 正也 ・塚田 このみ

平野 政子 ・庄司 圭佑 ・小 山 久一 ・堂地 修

(酪農学園大学)

農水省生産局調べま)による平成20年 度のウシ胚の移植頭数は、約87,000頭 である。そのうち、約67%は 凍結

胚が移植 されている。今 日のわが国のウシ胚移植 において、胚の凍結保存技術は必要不可欠なもの となっている。

凍結保存胚の受胎率は、体内受精由来胚が42%、 体外受精由来胚が38%で 、過去十数年間横ばいで推移 している。

そのため、わが国のウシ胚移植技術の生産現場への一層の普及を図るためには、凍結保存胚の受胎率向上は重要

課題の一つである。

ウシ胚の凍結保存に関する研究は、1970年 代初期2)に 始 まり、1980年 代に入 るとス トロー内で凍結保護物質

を希釈除去できるワンステ ップ ・ス トロー法3-5)が 開発 され簡易化が進 んだ。 さらに、1980年 代中ごろか ら

1990年 代に入ると凍結精液 と同様に、融解後、凍結保護物質を希釈除去せず凍結融解胚を直接移植で きる方法(ダ

イレク ト法)が 開発 された。今 βでは、凍結胚のほとんどが ダイレク ト法6-9)に より移植 されている。

凍結胚の融解後の生存率に与える要因については、これまで多 くの研究がなされてきている。胚の発育ステー

ジ、凍結保護物質の種類や濃度、冷却速度、液体窒素への投入温度などの影響は、すでに明 らかにされ、ウシ胚

の凍結保存技術 はほぼ確立 していると言える。しか し、まだ詳細に検討されていない凍結条件 も残 されている。

富樫 ら10)は、0.25m1ス トローを用いて胚を凍結する際に、胚を収容する凍結媒液層の長さが凍結融解後の凍

結媒液の浸透圧 に与える影響について検討 している。彼 らは、1.5Mエ チ レングリコール(EG)、1.5MEG+O.1M

シ ョ糖(Suc)、1.mグ リセロール(Gly)お よび1.4MGly+0.1MSucの4種 類の凍結媒液 を用い、液層の長

さを2、3、5お よび7cmの4種 類 として浸透圧 を測定 している。その結果、全ての凍結媒液において液層の長

さが7cmの 場合の浸透圧が有意に高かったことを報告 している。そこで、本研究では凍結媒液 として1 .5MEG

+o.1MSucを 用いて、胚を収容する凍結媒液層の長 さが、融解後の生存率に与える影響について検討 した。

材料および方法

1。体外受精由来胚の作出

1)卵 子の採取

体外受精由来胚は、食肉処理場で採取 した卵巣 より採取 した卵子を用いて作出した。卵巣は実験室に持 ち帰 り

36.0℃に保温 した滅菌生理食塩水 で数回洗浄 したのち、滅菌 した紙タオルで十分 に水分 を除去 した。未成熟卵子

は、18Gの 注射針を装着 した5mLシ リンジに3%子 牛血清(CS;Gibco、8155322)を 添加 した修正 ダルベ ッコ

リン酸緩衝液(D-PBS;Gibco、21300-025)を 約!ml吸 引 して、直径2～6mmの 卵胞か ら未成熟卵子を吸引採

取 した。採取 した卵子は、卵丘細胞が2層 以上付着 し細胞質が均一なものおよび卵丘細胞が!～2層 付着 し細胞

質が均一なもの、または細胞質の一部に変性部位があるものを用いた。

2)体 外 成 熟 培 養

採 取 した 未 成 熟 卵 子 は3%CSを 添 加 したD-PBSで3回 洗 浄 した の ち 、FSK(ア ン トリ ンR・!0、 川 崎 三 鷹)

0.02AU/mLお よび5%CSを 添 加 した ヘ ペ ス 緩TTCM-199(Gibca、12340-030)で2回 洗 浄 した 。 洗 浄 した 未

成 熟 卵 子 は、60mmプ ラス チ ッ ク シ ャ ー レ(Falcon、1007)に100,uLの 成 熟 培 養 液 の ドロ ップ を作 製 し、 流 動

パ ラ フ ィ ン(26!14-75、 ナ カ ラ イ テ ス ク)で 覆 っ た も の に20個 ず つ 入 れ て 、38.5℃ 、5%CO2の 気 相 条 件 下 で
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20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 に30秒 間 浸 漬 して 融

解 した。 融 解 した 精 液 はTakahashiらll)の 方 法 に 準 じて 、 パ ー コ ー ル 密 度 勾 配 法 に よ り洗 浄 した。 パ ー コー ル

溶 液(GEHealthcareBio-SciencesAB、17-0891-01)お よび10倍 濃 度 のBO液 を用 い 、90%パ ー コ ー ル 溶 液 を

調 整 した。 さ ら に、45%パ ー コー ル 溶 液 はIO倍 濃 度 のBO液 と90%の パ ー コ ー ル 溶 液 を 同 量 加 え て 調 整 した 。

精 液 は、15mLの プ ラ ス チ ッ ク遠 沈 管(Corning)に45%パ ー コ ー ル 溶 液 を入 れ た の ち90%パ ー コー ル 溶 液 を

底 に入 れ 、45%パ ー コ ー ル 溶 液 の上 に470μLを 重 層 した。 重 層 した精 液 は 、2000rpmで20分 問 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 法 に は 、BrackettandOliphant12)の 方 法 を一 部 修 正 して 用 い た 。 す な わ ち、 パ ー コ ー

ル で 選 抜 した 精 子 に10mMヒ ポ タ ウ リ ン(Sigma、H-1384)お よ び4U/mLノ ボヘ パ リ ン(持 田 製 薬 、A138)

を 添 加 し た精 子 洗 浄 液 を6mL加 え 、1800rpmで5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 。

洗 浄 した 精 液 は 、 ヒ ポ タ ウ リ ンお よ び ノ ボ ヘ パ リ ン添 加BO液 で10×106mLの 濃 度 に調 節 した の ち、 さ ら に

等 量 の20mg/mLウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン(BSA;Sigma、A-4378)添 加BO液 を加 え て最 終 濃 度 を5×106/mLに

調 整 し、精 子 浮 遊 液 と した。

精 子 浮 遊 液 で60mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャー レに100,uLの ドロ ップ を作 製 し、 流 動 パ ラ フ ィ ンで 覆 っ た もの を

体 外 受 精 培 地 と した。 成 熟 卵 子 はBSA10mg/mLを 添 加 したBO液 で3回 洗 浄 した の ち 、1ド ロ ッ プ あ た り20

個 ず つ 入 れ 、 成 熟 培 地 と同 様 の気 相 条 件 下 で18時 間 媒 精 を行 っ た。

媒 精 の 終 了 した 卵 子 は 、3%CSを 添 加 したD-PBSを2mL入 れ た ガ ラス 遠 沈 管 に移 し、ボ ル テ ック ス ミキサ ー

で2分30秒 間撹 搾 し、 卵 丘 細 胞 を完 全 に 除去 した の ち、 同 液 で2回 洗 浄 後 、 発 生 培 養 液 で3回 洗 浄 した 。 発 生

培 養 液 で60mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レに100,u1の ドロ ッ プ を作 製 し、 流 動 パ ラ フ ィ ンで 覆 っ た もの を 用 い た 。

発 生 培 養 は、1ド ロ ップ あ た り20個 の卵 子 を入 れ 、38.5℃ 、5%CO2、5%02、90%N2の 気 相 条 件 下 で行 っ た 。

実 験 に は 、 媒 精 臼 を0日 と して7日 目、8日 目 の グ レ乙 ド1お よび2の 胚 盤胞 を用 い た 。

2。胚の凍結融解

1)凍 糸吉媒マ夜

凍結媒液は、20%CSを 添加 した修正ダルベッコリン酸緩衝液を基本液 として調製 した。1.5Mエ チレングリコー

ル(EG;和 光純薬)+0.1Mシ ョ糖(Suc;和 光純薬)を 凍結媒液 として用いたio)。

ス トmは 、0.25mLプ ラスチ ックス トロー(IMV)を 用いて、図1に 示すように胚 を収納する液層部分の長

さが7cmの ス トローを作製 した。すなわち、 まず凍結媒液 を1.5cm吸 引 し、次いで ○.5cmの 空気層を作 り、

さらに胚 とともに凍結媒液 を吸引 して7cmの 液層を作 り、0.5cmの 空気層を作 り最後に綿栓 まで凍結媒液を吸

引 し、パ ウダーで封をした。

凍結媒液層内の胚の位置は上端、中間、下端に区分 した。すなわち、上端は凍結媒液をα5cm吸 引 した後に

胚を吸引 し、中間は凍結媒液を3.5cm吸 引 した後 に胚 を吸引 し、下端は凍結媒液を6.5cm吸 引 した後に胚 を吸

引 した。 さらに、ス トローを垂直に立てて、胚が上端、中間、下端に位置するように調整 した。

ス トローは_7℃ に設定 したプログラムフリーザー(フ ジヤ矢野科学、ET-UM)の エ タノール槽 に水平に浸

漬 し、2分 後に予め液体窒素で冷却 したピンセッ トでス トローを水平に した状態のまま綿栓側の液層(図1の 液

層①)に 強制植氷 し、同温度で13分 間保持 した。次いで 一7℃から一30℃ まで毎分0.3℃ で冷却 したのち、液体

窒素に投入 して凍結 した。

融解は、凍結 したス トローを液体窒素内から取 り出 し空気中に7秒 間保持 し、30℃の温湯に20秒 間浸漬 して行っ

た。融解胚 は、0.!Mβ 一メルカプ トエタノール とウシ胎子血清 を20%添 加 したTCM-199を 用いて体外培養 し
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て生存率を調べた。生存胚は、24お よび48時 間目で拡張胚盤胞以上のもの、72時 間目で脱出胚盤胞以上のもの

とした。

3.統 計処理

凍結融解胚の生存率はx2検 定を用いて比較 した。

液層① 液層 液層③
雛 Ψ 空気層 ② 空気層 パウダー

上端 囮 醗睡璽=璽 麗睡囲國 囲璽 璽 羅麗懸璽=璽 躍璽 翻=コ

中間 囮 璽璽 圏==璽璽 鯉璽 羅躍躍璽 翻睡璽=璽 麗璽醗[=コ

下端一 盤璽睡[=コ

Ψ:植 氷位置 ⑤:胚 液 層 ①:1.5cm 液 層 ②:7cm

図1.ス トm内 の構成および胚の位置

結 果

融解後0時 間の生存率は、下端が他の2区 に比べて低かったが有意差はなかった。培養後24、48お よび72時

間の生存率は、下端が上端お よび中間に比べ有意に低かった(p〈0.05)。 また、上端と中間の生存率に差 はなかっ

た。

表1.液 層の長 さ7cm中 で胚の収容する位置が凍結融解後の生存率に及ぼす影響

収容部位 供試胚数 0時 間(%) 24舜寺問(%) 48翼寺間(%) 72時 間(%)

端

聞

端

上

中

下

0

0

9
徽

りO

Q
e

つ
◇

29(96.7)

29(96.7)

26(8!.3)

29(96.7)

28(93.3)a

20(625)b

28(93.3)

28(93.3)a

!9(59.4)b

26(86.7)a

28(93.3}a

19(59.4)b

a.b:異 符号 問 に有意 な差 あ り(pく0.05)

考 察

本研究では、ウシ胚を凍結する際にス トロー内の凍結媒液層中の胚の位置が凍結融解後の生存率に与える影響

について検討 した。本研究では、胚 を収納する凍結媒液層の長さを7cmと して実験を行 った結果、胚の位置が

凍結融解後の生存率に与える可能性が示 された。すなわち、強制植氷位置か ら最 も近い位置を上端、最 も遠い位

置を下端、その間を中間として区分 して胚 を収納 して凍結融解後の生存率を比較 した結果、凍結融解後の体外培

養後の下端の生存率は、上端および中間に比べて有意に低かった。

富樫 ら10)は、ス トロー内の凍結媒液層の長 さが、凍結融解後の凍結媒液の浸透圧 に与える影響ついて検討 し

ている。彼 らは、凍結媒液層の長 さを2、3、5、 および7cmと し、強制植氷位置 より最 も遠い部分(最 遠端部)

の浸透圧 を調べた結果、7cmの 場合が他 より有意に高かったと報告 している。この結果は、胚 を収納する凍結

媒液層の長 さが7crnの 場合は、氷晶の形成にともない凍結媒液が濃縮 され浸透圧が高 くなることを示 している。

このことは、凍結媒液層の胚が強制植氷位置より最遠端部に位置する場合は、凍結融解後の生存率が低下する可
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能性 を示 している。本研究では、その可能性の高いことを裏付ける結果が得 られた。本研究の下端部の凍結融解

後の生存率が低かった理由として、氷晶の形成にともない凍結媒液が次第に濃縮され、胚が高い濃度の凍結媒液

に曝されたため、化学的毒性を受けた可能性が考えられる。

牧野13>は、本研究と同様の実験 を行い、胚を収納す る凍結媒液層の長 さを3.5お よび5cmと した場合、胚の

位置(上 端、中間、下端)の 違いによる生存率の差 はなかったと報告 している。本研究 と牧野13)の結果から、

胚 を収納する凍結媒液層の長さが5cmよ り長 く、胚が下端に位置する場合は、凍結融解後の生存率が低下する

危険性の高いことを示 している。

ウシ胚の凍結に用い られているプログラムフリーザーは、ス トmを 水平か垂直にセ ットするようになってい

る。ス トローを垂直にする場合、胚は凍結媒液層の最下層に落下する可能性が高 く、胚 を収納する凍結媒液層が

長 くなればなるほど、胚が位置する周辺の凍結媒液の浸透圧および濃度は高 くなり、胚の生存性に悪影響 を与 え

る危険性がある。一方、ス トローを水平にセッ トするプログラムフリーザーで もス トローを垂直に立てた状態で

強制植氷 を行う場合が多 く、強制植氷の実施申に胚が凍結媒液層の下端まで落下する可能性がある。もし、胚が

下端に落下 した状態で強制植氷 を実施すれば凍結融解後の生存性が低下する危険性が生 じると考えられる。 しか

し、牧野13)は本研究 と同 じ凍結媒液を用いて、0.25mLの ス トローに凍結媒液 と体外受精由来胚…盤胞 を吸引して、

胚盤胞の落下速度を調べた結果、80～352秒/0.5cmで 、平均186.8秒/0.5cmで あったと報告 している。このこ

とから、10～20本 程度のス トローの強制植氷に要する時問を2～3分 程度 と見積 もっても、胚の落下距離は!.1cm

程度になる。そのため、強制植氷中にス トローを垂直に立てて も凍結融解後の胚の生存性に悪影響を与える危険

性は極めて小 さいと考えられる。

以上のことより、ウシ胚 をO.25mLの ス トローを用いて凍結する場合、胚 を収納す る凍結媒液層 を7cmの 長

さに して、胚が強制植氷位置 より最 も遠い部分にある場合は、凍結融解後の生存率が低下することが示 された。

そのため、本研究のように胚を収納する凍結媒液層の長さを7cmと 長 くした場合は、胚を凍結媒液層の上端 ま

たは中間に位置させるべ きであると考えられる。 また、ウシ胚を凍結する場合は、西井 ら14)が報告 したように、

胚 を収納する凍結媒液層の長さを直径3.5cmの シャーレを利用 して凍結用ス トローを作製すれば、簡易で生存性

に悪影響を与えない凍結処理が可能であると考えられる。
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