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１ 緒 言 

 生体由来胚は、採胚直後にその品質を形態学的に観察し、ランク付けを行い、その後の用途を決定している。

そのうち、発育の遅延した胚や変性細胞が多数存在する胚は、一般的な凍結保存技術では、高い生存性を維持す

る事が困難であり、低ランク胚と位置づけられている。 

 本県においては、正常回収胚数に占める低ランク胚（fair 及び poor ランク胚）の割合が、20％前後で推移し

ており、これら低ランク胚は培養後凍結保存し、移植に供することもあるが受胎率が低い傾向にあるため、廃棄

されることが多い。そこで、体内受精卵生産コストの低減を図るために、低ランク胚の有効活用技術の確立が必

須の課題となっている。 

 近年、低ランク胚の受胎率向上を目的とした研究の一つとして、低ランク胚の透明帯を切開することにより、

受胎率が向上したとの報告がある 1）。しかしながら、この報告は、新鮮胚移植による結果であり、透明帯切開後

に凍結保存を行った報告は見当たらない。新鮮胚移植を行うためには、採胚時に同期発情の受胚牛が必要になる

が、野外移植においては同時期に多くの受胚牛を準備することが困難であり、新鮮胚移植は実用性に乏しい。そ

こで、野外移植に適した低ランク胚の有効活用法の開発を目的とし、透明帯切開を施した低ランク胚を 24 時間

培養後に凍結保存を行い、その後の受胎性に及ぼす影響について検討した。 

 
２ 材料および方法 

１）供試胚 

 当場繋養の黒毛和種繁殖牛を用いて過剰胚卵処理後に人工授精を施し、その後7日目に非外科的に回収し

た胚の内、実体顕微鏡下の形態学的観察により、品質が fairおよびpoorランクと判定した胚を用いた。 

2）透明帯切開法 
D-PBS100μl小滴中に浸漬した供試胚は、倒立顕微鏡下においてマイクロマニュピレーターに装着したマ

イクロブレードを用い、変性細胞が多く見られる細胞近くの透明帯の一部を切開した。その際、マイクロブ

レードは、約15度の角度をつけて固定し、刃先端で切開を加えた。 

3）培養方法 

20％ＦＢＳ加ＴＣＭ199 培地に 100μＭβ-Ｍ

Ｅを加えた 100μｌ小滴中に浸漬した供試胚は、

38.5℃、5％ＣＯ2、95％air、湿度飽和気相条件下

で24時間培養を行った。 

4）凍結保存法 

24時間培養後の供試胚は、20％FBS加D-PBS

で 3 回洗浄後、耐凍剤（1.8M エチレングリコー

ル＋0.1M トレハロース）を含む 20％FBS 加

D-PBSに直接浸漬し、10分間平衡後0.25mlスト

ロー内に1胚ずつ封入し、プログラムフリーザー

（ET-1，富士平工業 KK）を用い緩慢凍結保存

に供した。凍結プログラムは、当場の生体由来胚

の凍結方法に準じ、0℃～－7℃までは、毎分1℃の速度で冷却し、－7℃で人為的に植氷操作を行った。植氷

後 15 分間同温度を保持し、その後、毎分 0.3℃の速度で－30℃まで冷却し、10 分間保持した後に液体窒素

中（－196℃）に浸漬した。 

5）移植 
移植直前に、ストローを液体窒素容器から取り出し、10秒間空気中で保持した後、30℃の微温水中に浸漬
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移植 受胎 出生
頭数 頭数 頭数

CM 7 2 28.6 1 50.0
試験区 E-BL 3 2 66.7 2 100.0

計 10 4 40.0 3 75.0
CM 3 2 66.6 2 100.0

対照区 E-BL 2 1 50.0 1 100.0
BL 1 0 0.0 － －
計 6 3 50.0 3 100.0

区分 ステージ
*

※     採胚直後のステージ。試験区では採胚後培養を行っているた
め、凍結時にはExpanded Blastocystまで発育している。

表2　凍結保存後の受胎率および出生率
受胎率
（％）

出生率
（％）

することにより融解し、受胚牛へ直接移植した。また、対照区として Excellent 及び Good ランクに透明帯

切開を施さず、試験区と同様の方法で凍結保存及び移植を行った。なお、移植者は、熟練した移植者２名と

した。 

6）統計処理 
統計処理は、フィッシャー検定を用いた。 

 
３ 結果および考察 

 透明帯切開・24時間培養後の供試胚の生存率は100％（10/10）であった（表１）。一般的な胚に対するバイオ

プシーでは、マイクロブレードの刃とシャーレ面を平行に固定

するが、今回は、意図的にシャーレ面に対し約 15 度の角度を

つけてマイクロブレードを固定することにより、刃の先端で透

明帯の一部だけを切開することを可能とし、されに、変性細胞

が多く見られる部位を切開することで、正常な細胞にダメージ

を与えることなく、胚に対する負担が軽減された結果と考えられた。 

また、凍結保存後の受胎率及び産子生産率は、各々試験区40％（4/10）、75％（3/4）、対照区50％（3/6）、100％

（3/3）であり、試験区と対照区との間に有意な差は認められなかった（表 2）。なお、試験区の受胎確認牛 1 頭

が産子生産に至らなかった理由

は、流死産ではなく、受胚 

牛が事故死したためであること

から、マイクロブレードを用い

た透明帯切開法は、緩慢凍結保

存後の受胎性及び産子への発育

能に影響を及ぼさないものと考

えられた。 
 以上、低ランク胚は、マイク

ロブレードの角度および切開部

位に注意し透明帯に切開を施し

24 時間培養することにより、緩慢凍結保存後の受胎性が向上し、Excellent 及びGood ランク胚と同等の受胎性

となる可能性が示唆されたことから、本法は、野外移植に適した低ランク胚の有効活用法であると考えられた。 
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ステージ 生存率
（％）

CM 7 7 100
E-BL 3 3 100
計 10 10 100

供試胚数 生存胚数

表１ 透明帯切開24時間培養後の生存性


