
[島根畜試研報36：20～23 (2003)]

ウシ卵母細胞を液体窒素中で長期間保存できれば､
遺伝資源として活用することができ､ 世代を越えた
交配が可能となる｡ 卵母細胞は低温域に感作される
と体外受精時の精子進入率の低下､ 正常受精の減少､
活性化の誘起などの低温障害が認められ２�３�４�15) 発
生の進んだ胚に比べて凍結保存が極めて困難である
ことが報告５�６�７�18) されている｡ この低温障害が起
こる温度域を､ 毎分２万℃以上の温度下降によって
素早く通過させることができるガラス化保存法が開
発され､ 卵母細胞の保存に有効であると報告16�19�21)
された｡ しかし､ これらの報告においてガラス化し
た卵母細胞の体外受精後の胚盤胞期胚への発生率は､
ガラス化保存しない場合と比べ低率であり､ ガラス
化保存の影響が少なからず存在すると指摘されてい
る｡
培養液に添加されたリノール酸ウシアルブミン
(���) は､ 細胞膜脂肪酸の不飽和度を増加させる
ことで膜に流動性を与え､ 体外受精胚の凍結保存後
の生存率向上に効果が認められると報告９�10�11) され
ている｡ そこで今回､ ���を体外成熟培地に添加し
て成熟培養した体外成熟卵母細胞をガラス化保存し
た場合､ ガラス化融解後の体外受精､ 体外発生に及

ぼす影響について調べた｡��������������������
供試卵母細胞は､ 食肉処理場で摘出された卵巣か
ら吸引採取した｡ 卵巣の摘出から卵胞液の吸引まで
に要した時間は概ね20時間であり､ その間の卵巣保
存は､ 抗生物質を添加して約20℃に保温した�������������中で行った｡ 成熟培養は､ 卵丘細胞
が緊密に付着した卵母細胞を用い､ ５％子牛血清
(��) 加����199 (��������) 中､ 38.5℃､ ５％��２､ 95％空気の気相条件下で20時間行った｡ その
後､ 全ての供試卵母細胞は､ 0 . 1％ (���)�������������(�����) 液中でのピペッティングに
よって､ 周囲の卵丘細胞を除去した｡ そして､ 20％��加20��������緩衝����199 (199�) で洗浄中
に､ 第１極体が確認できない卵母細胞は取り除いた｡
卵母細胞のガラス化処理は､ �����19) らの方法に
準拠して行った｡ すなわち､ ３％ (���) エチレン
グリコール (��；�����) 液中で10ないし15分間浸
漬し､ 30％ (���) ��および１�シュークロース
(��；����) を加えた液 (ガラス化液) 中に導入後､����
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卵母細胞は､ 食肉処理場由来の卵巣から採取し､ ���添加濃度を調製した培地中で20時間成熟培養した｡
成熟培養後､ 卵母細胞は周囲の卵丘細胞を完全に除去し､ 第1極体を有する裸化卵母細胞を選別した｡ 裸化
卵母細胞は､ 成熟培地への���添加濃度あるいはガラス化保存有無によって５区に分け､ それぞれ体外受精
した｡ すなわち､ 成熟培地へ���を0.3�����添加しガラス化保存した区 (Ⅰ区)､ ���濃度を１�����とし
ガラス化保存した区 (Ⅱ区)､ ���濃度が３�����でガラス化保存した区 (Ⅲ区)､ ���を添加せずガラス化
保存した区 (Ⅳ区) および���を添加せずガラス化保存を行わなかった区 (対照区) とした｡ 体外受精およ
び発生培養は既報に従って行い､ 体外受精後10日目までに発生した胚盤胞期胚の発生率を比較した｡
各区の胚盤胞期胚への発生率は､ Ⅰ区19.0％ (40�211)､ Ⅱ区18.8％ (39�208)､ Ⅲ区14.8％ (31�210)､
Ⅳ区18.6％ (37�199)､ 対照区37.2％ (77�207) であり､ Ⅰ､ Ⅱ､ ⅢおよびⅣ区の発生率は､ 対照区のそ
れと比べ有意 (��0.01) に低率であったが､ ガラス化保存したⅠ､ Ⅱ､ ⅢおよびⅣ区においては���添加濃
度による発生率の差は認められなかった｡
このことから､ 体外成熟裸化卵母細胞は､ ガラス化保存することで体外受精後の胚盤胞期胚への発生率が
低率となり､ これは成熟培地への���の添加で改善されないことが明らかとなった｡�����：ウシ ガラス化保存 成熟卵母細胞 リノール酸ウシアルブミン 体外受精
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30秒以内に卵母細胞を含むガラス化液の微小滴を液
体窒素中に直接滴下した｡ 加温融解は､ ガラス化微
小滴を37℃に保温した0.3� ��溶液中に直接投入し
３分間静置後､ さらに基礎溶液中で5分間保持する
ことで行った｡ ただし､ ガラス化処理の基礎溶液は
199�を用いた｡
試験区の設定は､ 成熟培地中に���を0.3�����
添加しガラス化処理した区 (Ⅰ区)､ ���を１�����
添加しガラス化処理した区 (Ⅱ区)､ ���を３�����
添加しガラス化処理した区 (Ⅲ区)､ ���を添加せ
ずガラス化処理した区 (Ⅳ区)､ ならびに���を添
加せずガラス化処理を行わなかった区 (対照区) と
した｡�����������
供試卵母細胞は､ 各区ごとに調製した成熟培地中
で１時間培養後､ 既法１) に従い媒精処理を行うとと
もに､ 体外受精後に形態的に異常 (細胞質の矮小化､
希薄化および偏在化) と判定した卵母細胞を取り除
いた｡ 発生培養は､ 38.5℃､ ５％��２､ 95％空気の
気相条件下の５％��加��1��培地内で行い､ ３日目
時点でウシ卵丘細胞をシートした培地に移し換えた｡
卵割検査は発生培養３日目に､ 発生検査は10日目ま
で継続して行った｡� �
体外受精後に形態学的異常と判定した卵母細胞の
割合は､ Ⅰ区16.9％ (43�254)､ Ⅱ区
19.1％ (49�257)､ Ⅲ区12.9％ (31�241)､
Ⅳ17.8％ (43�242)および対照区5.5％
(12�219) であり､ Ⅰ､ Ⅱ､ ⅢおよびⅣ
区の割合が対照区と比べ有意 (��0.01)
に高率であった (表１)｡
体外受精後３日目における２細胞以
上への卵割率は､ Ⅰ区84.4％ (178�211)､
Ⅱ区76.0％ (158�208)､ Ⅲ区75.2 (158�210)､ Ⅳ区72.4％ (144�199) および
対照区87.9％ (182�207) であり対照区
とⅠ区が､ Ⅱ区､ Ⅲ区およびⅣ区と比
べ有意 (��0.05) に高率であった (表
２)｡
胚盤胞期胚への発生率は､ Ⅰ区19.0
％ (40�211)､ Ⅱ区18.8％ (39�208)､
Ⅲ区14 . 8％ (31�210) ､ Ⅳ区18 . 6％
(37�199) および対照区37.2％ (77�207)
であり対照区の発生率がⅠ､ Ⅱ､ Ⅲお
よびⅣ区の発生率に比べ有意 (��0.01)

に高率であった｡���を添加したⅠ､ Ⅱ､ ⅢおよびⅣ区の胚盤胞期
胚の発生率には差を認めなかった｡� �
本試験において､ ���が膜の固相－液相の転移温
度を低くし､ 低温下での細胞膜の流動性を維持させ
ることで卵母細胞の耐凍性を増加させることを期待
して､ 卵母細胞のガラス化保存に応用したところ､
ガラス化保存した体外成熟裸化卵母細胞は､ 加温融
解・体外受精後に形態学的に異常と判定した割合が
高く､ また､ 胚盤胞期胚への発生率は､ ���添加濃
度による差は認められず14.8％から19.0％であり､
対照区の37.2％と比べ有意に低率だった｡
本試験と同様の方法によってガラス化した卵母細
胞を用いた体外受精において､ �����ら19) は胚盤胞
期胚への発生率は30％ (新鮮対照群の発生率42％)
であったと報告している｡ また､ �������ら16) は､
成熟培養後の卵丘卵母細胞複合体をマイクログリッ
ド上に置き､ 極微量のガラス化液とともに液体窒素
中に投入することでガラス化保存し､ 体外受精後の
胚盤胞期胚への発生率は､ 15％ (新鮮対照群の発生
率36％) であったと報告している｡ さらに､ �����
ら21) は､ 細く引き伸ばしたストローに極微量のガラ
ス化液とともに成熟卵母細胞を入れ､ 両端を封印し
ないで直接液体窒素内に投入することでガラス化保

����

�� L A A ����������������������������������
試験区 体外成熟供

試卵母細胞
第１極体放出卵
母細胞数１)(％)

異常卵母細
胞数２)(％)

Ⅰ 470 254 (54.0) 43 (16.9)b

Ⅱ 488 257 (52.7) 49 (19.1)b

Ⅲ 470 241 (51.3) 31 (12.9)b

Ⅳ 453 242 (53.4) 43 (17.8)b

Control 453 219 (48.3) 12 ( 5.5)a

１) Ⅰ,Ⅱ,ⅢおよびⅣはガラス化保存.
２) ％：異常卵母細胞数/第１極体放出卵母細胞数.
χ２検定法で異符号間に有意差ありa-b：p<0.01�� ������L A A ��������������������������������������

試験区 体外受精供
試卵母細胞数

２細胞以上
卵割数(％)

胚盤胞期
胚数＊(％)

Ⅰ 211 178 (84.4)b 40 (19.0)b

Ⅱ 208 158 (76.0)b 39 (18.8)b

Ⅲ 210 158 (75.2)b 31 (14.8)b

Ⅳ 199 144 (72.4)b 37 (18.6)b

Control 207 182 (87.9)a 77 (37.2)a

＊ 媒精後７から10日目までに発生した胚盤胞期胚数.
χ２検定法で異符号間に有意差ありa-b：p<0.01
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存し､ 体外受精で25％ (新鮮対照群の発生率52％)
の胚盤胞期胚への発生率を得たと報告している｡ こ
れらで報告されている胚盤胞期胚の発生率は､ 本試
験での胚盤胞期胚への発生率とほぼ同様の値であり､
また､ その発生率も新鮮対照区と比べほぼ半分程度
であったことから､ 成熟培地への���添加が体外受
精後の胚盤胞への発生率に影響を及ぼさないことが
明らかとなった｡
ウシ胚の凍結保存において､ ����ら11) は､ 体外受
精後の発生培養で用いる��１��液に���を0.25か
ら1.0 �����添加した場合に､ 得られた胚盤胞期胚
の耐凍性が改善したと報告した｡ また､ ���を添加
し体外発生培養を行うことで体外受精由来胚の他の
発育ステージにおいても耐凍性が改善したことが確
認されている10�20)｡ また､ �����ら９) は､ ���を0.1
％の割合で体外成熟培養液および体外受精培地に添
加し､ 作出した前核期卵を1.5� ��および0.3� ��
を用い凍結保存し､ これを融解後体外培養した場合､
胚盤胞期胚の発生率が向上したとし報告している｡
このように､ 体外受精直後の前核期卵母細胞から移
植可能な胚盤胞期胚までの凍結保存に���が有効で
あるとされているが､ これは､ ���が､ 脂質二重
層のリン脂質における相対的不飽和度を上昇させた
り､ コレステロール代謝に影響してコレステロール：
リン脂質比を低下させることによって細胞膜の流動
性を増加させ冷却行程での脱水の促進に寄与したこ
とによると思われる｡ 植物においても､ 低温処理に
よって細胞膜の脂質構成が変化し､ 細胞膜の脂肪酸
の不飽和度が増加し､ 流動性が増加することが明ら
かになっており､ リノール酸などの不飽和脂肪酸が
低温下での細胞膜の液晶状態を維持することで保護
作用を高めるとされている12�13)｡ 受精直後の前核期
卵母細胞から胚盤胞期胚までの凍結保存で耐凍性が
向上したことは､ ���を添加することでリノール酸
などの不飽和脂肪酸が細胞により多く取り込まれ､
膜の固相－液相の転移温度が低くなり､ 低温下での
細胞膜の流動性を維持しているためと推測される｡
一方､ ウシ卵母細胞中には飽和脂肪酸であるパル
ミチン酸､ ステアリン酸あるいは不飽和度が低いオ
レイン酸含量が多く17)､ 細胞膜の不飽和脂肪酸およ
び飽和脂肪酸の構成比は飽和脂肪酸の比率が高くな
り､ 高い温度域での固相化が誘起され耐凍性が低い
と考えられる｡ ウシ卵母細胞は､ 体外で成熟培養す
ると培養液中から脂肪が取り込まれ､ 脂肪酸組成に
変化が生じる14) ことから､ 本試験において､ 卵母細
胞内に不飽和脂肪酸の取り込みを促し､ 細胞膜の流

動性を維持させることでガラス化保存後の生存性向
上を目的とし､ 体外成熟培養液に���を添加した｡
しかし､ 体外成熟した裸化卵母細胞は､ ガラス化保
存後には体外受精後の胚盤胞期胚への発生率が低率
となり､ ���の添加効果は認められなかった｡
卵母細胞は､ ０℃､ 10分程度の短時間の低温感作
で傷害を受けることが知られており15)､ 卵母細胞が
冷却行程でこの危険な温度域を通過する際に､ ���
の添加が細胞膜の流動性を増加させ脱水の促進に寄
与するのであれば､ ���の添加効果は､ 危険温度域
を瞬時に通過するガラス化保存よりむしろ緩慢に通
過する冷却法において発揮されると考えられる｡
以上のことから､ 体外成熟裸化卵母細胞は､ ガラ
ス化保存することで体外受精後の胚盤胞期胚期胚へ
の発生率が低率となり､ これは成熟培地への���の
添加で改善されないことが明らかとなった｡� � � �
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