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クライオトップを用いて超急速ガラス化保存した

ウシ性判別胚の直接移植の可能性

※中原 仁・小田頼政・小田 亘

Possibility of direct transfer for bovine biopsied embryos vitrificated with

ultra-rapid cooling and minimum volume technique

Hitoshi NAKAHARA, Yorimasa ODA and Wataru ODA

要 約

クライオトップを用いた超急速ガラス化法で保存したウシ性判別胚を農家の庭先で

直接移植する方法を確立するため、希釈液の基礎媒液及び添加する Sucrose(Suc)濃

度、希釈液での保持時間が融解後のバイオプシー胚の生存性および受胎性に及ぼす影

響を検討するとともに、農家に庭先での直接移植による受胎性も検討した。

希釈液の基礎媒液に TCM199 と PBS を用いて希釈融解後の生存率、受胎率を比較１

。したが差はなく、TCM199 の代わりに PBS が利用できることが明らかになった

添加する Suc 濃度を 0.5M と 0.2M で比較したところ、生存率、受胎率に２ 希釈液に

差がなく、Suc 濃度を 0.2M に下げても問題はなかった。

３ 0.2M Suc を添加した希釈液で保持できる時間を検討した結果、30 分間保持しても生

存性に影響はなかった。

４ クライオトップ法で保存したバイオプシー胚をストロー内希釈後農家に庭先で直接

移植した結果、融解後生存性を確認して移植を行った場合と同等の受胎率が得られ

た。

を含む 20 ％ CS 加 PBS を希釈液に用いて、クライオトップ以上のことから、0.2MSuc

法で保存したバイオプシー胚のストロー内希釈法は農家に庭先で直接移植ができる方

法として有効と思われる。

バイオプシー胚、ガラス化保存、クライオトップ、直接移植キーワード：

緒 言

ウシの 胚をバイオ雌雄産み分け技術として

少量の細胞に含まれる雄特異的ＤＮプシーし、

(Polymerase ChainＡ を 診 断 す る PCR

Reaction）法 や LAMP（Loop-mediated１ ２）,

、Isothermal Amplification）法 が開発され３）

実用化している。

しかし、バイオプシーした胚の凍結保存は、

Intact の体内胚で実用化されている緩慢凍結

法では高位安定的な受胎率が得られない こ4）

とが報告されている。このため、高濃度の耐

凍剤を用いて胚を短時間平衡後、液体窒素中

で冷却するガラス化保存法が検討され、移植

用のストローで保存する VSED 法 や保存容５）

器にゲル・ローディング・チップ(GL Tip 法)-

、クライオトップ を用いる超急速ガラス６ ７））

化保存法が開発されている。筆者ら は、こ８）

れらの方法を用いてバイオプシー胚の保存後

の生存性並びに受胎性を検討した結果、クラ

イオトップ法が有効であることを報告してい

る。

ただ、超急速ガラス化法は高濃度の耐凍剤

が使われているため実験室内での融解が前提

となっており、希釈媒液や Sucrose(Suc)濃度

は希釈融解後の炭酸ガス培養器での修復培養

に適したものが用いられている。また、保存

容器として移植器に装着可能なストローが用

いられおらず、農家の庭先での希釈融解、移

植を実用化する上での課題となっている。

そこで、クライオトップ法を用いて保存し
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たバイオプシー胚について農家の庭先での直

接移植技術の開発を目指し、希釈液の基礎媒

液及び添加する Suc 濃度、希釈液での保持時

間が融解後のバイオプシー胚の生存性および

受胎性に及ぼす影響を検討するとともに、そ

の結果をもとにクライオトップによる農家の

庭先での直接移植を試み、受胎性についても

併せて検討した。

材料及び方法

１ バイオプシー胚の作製

性判別に用いた胚は、当所繋養牛に過剰排

卵処理を行い人工授精後７日に回収した。性

判別用のバイオプシーには、発育ステージが

後期桑実期から拡張胚盤胞期で、品質は国際

胚移植学会(IETS)の数字コードに準じ、コー

ド１から２と判定した胚を用いた 。バイオ９）

プシーは、倒立顕微鏡下でマイクロマニュピ

ュレーターに装着した金属製の刃（BIO-CUT

BLADES、フェザー工業)で行った。バイオプ

シー後の胚を 100 μ M β-Mercaptoethanol、

20%ウシ胎子血清 (FCS)を添加した TCM199

、（medium-199、GIBCO）液の小滴内で 38.5 ℃

5%CO 、95%空気の気相条件下で３～５時間培2

養し、供試胚とした。

２ ガラス化処理方法

ガラス化溶液は、Kuwayama ら の報告に基７）

づき、基礎媒液に 20%ウシ子牛血清(CS)加

TCM199 を用い、15% Ethylene Glycol(EG)、

15% Dimethyl Sulphoxide（DMSO)及び 0.5M Suc

を添加して調整した。

供試胚のガラス化処理は、基礎媒液に

7.5%EG、7.5%DMSO を添加した平衡液に胚を３

分間浸漬後、ガラス化液に移し１分後にクラ

イオトップ（Cryotop-ag、北里バイオファル

マ）のシート先端部に最小液量とともに置き、

液体窒素に直接浸漬した（図１ 。）

図１　クライオトップを用いた超急速ガラス化法

拡大

受精卵とガラス化液

液体窒素

クライオトップ

クライオトップ

３ 希釈方法

１）実験室内希釈法

融解は、38.0 ℃に加温した 500ul の希釈液

ドロップにシート先端部を浸漬後、軽く揺り

動かしシート部分から胚を離脱させ、５分間

浸漬することにより、実験室内一段階希釈法

でガラス化液を除去した（図２ 。なお、希）

釈液には 0.2M または 0.5M の Suc を添加した

20%CS 加 TCM199 および 20%CS 加 PBS(D-PBS ､

SIGMA)を用いた。

融解後の培養は、38.5 ℃、5%CO 、95%空気2

の気相条件下で、希釈液と同様の基礎媒液

（20%CS 加 TCM199 または 20%CS 加 PBS）で、 図２　実験室内希釈法
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30 分～５時間培養し、形態観察（輪郭、変性

部位のサイズ）により生存を判定した。また、

生存胚の一部は、培養液と同様な液に移し、

1 胚ずつストローに吸引封入後、受胚牛に移

植した。

２）ストロー内希釈法

希釈液に 0.2M Suc を添加した 20%CS 加 PBS

を用いた。これを充填した 0.25ml ストローを

38 ℃に加温し、シート部をストロー内の希釈

液層に投入、30 秒間シート部を上下すること

により胚を希釈液層に移行させ、ガラス化液を

除去した（図 3 。）

移植は、ストロー内希釈後実験室内希釈法と

同様にストローから胚をいったん取り出し、培

養を行い、胚の生存を確認した後に移植する方

法（培養後移植）およびシート部投入から 2 分

後にストローから取り出すことなく直接移植器

に装着し、直ちに移植する方法（直接移植）で

行った。

図３　ストロー内希釈法
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５ 試験区の設定

試験 1 希釈液の基礎媒液の検討

クライオトップの融解は、炭酸ガス培養器

での融解後の培養を前提としているため炭酸

ガス培養に適した TCM199 液が用いられてい

るが、農家の庭先融解では空気中での胚の保

持に適している PBS の利用が一般的である。

このため、希釈液の基礎媒液の違いが、胚の

生存性に及ぼす影響を検討するため、組成の

異なる TCM199 と PBS を用い、実験室内希釈

後の生存率および移植後の受胎率について検

討した。なお、希釈液に添加する Suc 濃度は、

ともに 0.5M とした。

試験２ 希釈液に添加する Suc 濃度の検討

実験室内希釈では高濃度耐凍剤を急速に除

去し、移植液で洗浄培養するため高い浸透圧

の 0.5MSuc が用いられているが、農家での庭

先融解を考えた場合、移植終了時点までの間、

高浸透圧の希釈液中に留まることとなり胚の

生存性に影響することが考えられる。このた

め、緩慢凍結で用いられている Suc 濃度に近

い希釈液で胚の生存性に及ぼす影響を検討す

るため、0.2M および 0.5M Suc を添加した希

釈液で融解し、生存率、移植後の受胎率につ

いて検討した。なお、基礎媒液には、20%CS

加 PBS を用い、希釈は実験室内一段階希釈法

を用いた。

試験３ 希釈液中での保存時間の検討

試験２の結果から低濃度 Suc 溶液でも希釈

可能であることがわかったが、直接移植を行

う場合、移植終了時までの最大約 30 分間程

度希釈液中に胚が保持されることになる。そ
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こで、希釈液中での保時時間が胚の生存性に

及ぼす影響を検討するため、５～ 30 分間ス

トロー内の希釈液（0.2M Suc を含む 20 ％ CS

加 PBS）で保持し、生存率について検討した。

なお、希釈はストロー内希釈法を用いた。

試験４ ストロー内希釈による直接移植法の

検討

クライオトップ法による保存胚の農家の

庭先での直接移植法による受胎性を検討す

るため、ストロー内希釈法を用いて希釈融

解した胚を直接移植する方法（直接移植

区）とストロー内希釈後胚を取り出し、生存

を確認した後に移植する方法（培養後移植

区）を設定し、移植後の受胎率について検討

した。

６ 統計処理

統計処理はカイ二乗法を用いて行った。

結果及び考察

試験１ 希釈液の基礎媒液の検討

融解時の希釈液の基礎媒液の違いと生存性

については表１に、受胎性は表２に示した。

胚の生存率は、PBS 区では 96.2%(25/26)、

TCM199 区では 100%(29/29)と両区に差はみら

れ な か っ た 。 ま た 、 受 胎 率 は ､ PBS 区

52.6%(10/19)、TCM199 区 45.8%(11/24)と PBS

区が若干高い傾向にあったが、有意な差はな

かった。

一般に牛胚の培養には炭酸ガス培養器内で pH

クライが安定する TCM199 が用いられている。

オトップによる超急速ガラス化法で保存した

バイオプシー胚も希釈後に修復培養を行うた

め、これまで希釈液の基礎媒液には TCM199 を

用いていた。しかし、農家の庭先での希釈融

解に炭酸ガス培養器を用いないので、空気中

で pH 変動が少ない PBS の利用が有効と思わ

れる。確かに基礎媒液に PBS を用いた場合の

受胎率は、TCM199 よりもやや高い傾向にあっ

表１　希釈液の基礎媒液の違いと生存性

区　分 融解胚数 生存胚数 死滅胚数 生存胚率（％）

ＰＢＳ 26 25 1 96.2

ＴＣＭ１９９ 29 29 0 100.0

たことから、基礎媒液に PBS を用いることは

有効であり、炭酸ガス培養器を必要としない

農家の庭先で移植を普及するうえで活用でき

ると考えられる。

試験２ 希釈液に添加する Suc 濃度の検討

希釈融解時の希釈液に添加する Suc 濃度別

の胚の生存性を表３に、受胎率を表４に示し

た。生存率は、0.2M 区では 100%(27/27)、

0.5M 区では 94.9%(37/39)と両区に差はみられ

なかった。また、受胎率は、0.2M 区では

51.9%（14/27)、0.5M 区では 45.9%(17/37)で

あり、0.2M 区が高い傾向にあったが、有意な

差はなかった。

希釈液に添加する Suc は胚にダメージが少

なく、かつ耐凍剤が効率的に除去できる濃度

が望まれる。実験室内希釈法では短時間（５

分間）に急速に耐凍剤を除去し、その後移植

液で修復培養を行うため高濃度(0.5M Suc)の

希釈液が用いられている。しかし、農家の庭

先でのストロー内希釈法を想定した場合、希

釈後 Suc を含まない移植液に移し替えること

ができないので移植が終了するまでの間（５

分間以上）希釈液中に保持されることとなり、

高濃度 Suc による脱水が進行し、胚への影響

を考慮する必要がある。今回用いた Suc 濃度

は、胚への影響が少ないと考えられ、一般的

に緩慢凍結によるダイレクト移植でも利用さ

れている。これと同程度の 0.2M Suc 濃度で短

時間に希釈融解を行っても生存率や受胎率に

差がないことから、効率的に耐凍剤の除去が

可能であることがわかった。高濃度 Suc 液で

長時間（５分以上）保持された場合の胚への

表２　希釈液の基礎媒液の違いと受胎性

区　分 移植頭数 受胎頭数 受胎率（％）

ＰＢＳ 19 10 52.6

ＴＣＭ１９９ 24 11 45.8

表３　希釈液のＳｕｃ濃度別の生存性

区　分 融解胚数 生存胚数 死滅胚数生存胚率（％）

０．２Ｍ 27 27 0 100.0

０．５Ｍ 39 37 2 94.9
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影響はわからないが、農家の庭先での希釈融

解を行う場合、影響が少ないと考えられる

0.2M Suc の利用が適していると考えられた。

試験３ 希釈液中での保存時間の検討

ストロー内希釈法で希釈融解した場合の希

釈液中での保持時間が生存性に与える影響を

表５に示した。生存率は、５分保持区 90.0%

(36/40)、 15 分 区 91.7%(33/36)、 30 分 区

91.4%(32/35)であり、すべての区で有意な差

はみられなかった。

試験１および試験２の実験室内希釈法と異

なり、液量の少ない(250ul 以下)ストロー内

に、耐凍剤並び Suc とともに移植が終了する

まで胚が浸漬されたままとなるストロー内希

釈法では、希釈方法による胚への影響が考え

られる。一概に比較できないが、試験１およ

び２の生存率に比べ、試験３では生存率が５

～ 10%程度低下しており、ストロー内希釈に

よる影響とも考えられる。しかし、0.2M Suc

を含んだ希釈液で 30 分間ストロー内に胚を

保持しても保持時間による生存性に影響がな

かったことから 30 分以内の移植であれば希

釈液による胚へのダメージはなく、農家の庭

先でのストロー内希釈法に有効であると考え

られた。

試験４ ストロー内希釈による直接移植法

の検討

ストロー内希釈による直接移植と培養後移

植の受胎率を表６に示した。直接移植区の受

胎率は 48.6%(17/35)、 培養後移植区は 50.0%

(10/20)で、両区の間に有意な差は認められな

かった。

表５　希釈液中での保持時間と生存性

区　分 融解胚数 生存胚数 死滅胚数 生存胚率（％）

５分 40 36 4 90.0

１５分 36 33 3 91.7

３０分 35 32 3 91.4

表４　希釈液のＳｕｃ濃度別の受胎性

区　分 移植頭数 受胎頭数 受胎率（％）

０．２Ｍ 27 14 51.9

０．５Ｍ 37 17 45.9

ウシのバイオプシー胚を VSED 法でガラス化

保存し、実験室内融解後の受胎率は 34.8%～

43.8%であると報告 されている。また、同10)－ 12)

法様に木下 は超急速ガラス化法である GL Tip13)
-

やオープン・プルド・ストロー法（OPS 法）

の受胎率が 42.9%、北山ら は GL Tip 法の受10)
-

胎率が 32.0%と報告している。筆者ら も実8)

験室内融解による VSED 法、GL Tip 法、クラ-

イオトップ法の受胎率がそれぞれ 44.0%、

44.4 ％、46.2%であることを報告した。今回

のストロー内希釈による培養後移植の受胎率

は、これまでの超急速ガラス化法による移植

成績と遜色のない結果であり、ストロー内希

釈の有効性が認められた。また、ストロー内

希釈による直接移植においても培養後移植と

同等の受胎率が得られたことから農家の庭先

で直接移植ができる方法として有効と思われ

る。また、本法は、一般的に農家の庭先移植

に利用されている緩慢凍結によるダイレクト

移植法に比べ、融解方法が煩雑であり、融解

に時間がかかるなど普及に向けては、なお改

良が必要である。今後は、希釈時間の短縮、

希釈液の温度維持法の簡略化を検討し、緩慢

凍結によるダイレクト移植に近い方法で移植

できる手技を考案したいと考えている。
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