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凍結保護物質にエチレングリコールを用いたウシ体外受精

由来凍結膝のストロー内希釈@移植法の検討

指島護之・富永敬一郎・秦谷豊

要約

エチレングリコール(以下EGという)を用いて凍結保存したウシ体外受精由来臨盤胞を融解後，

ストロー内希釈後寝接移植を行うために， 1.4 mol/.e EGの臨盤胞内への浸透性並びに凍結融解

後の凍結保護物質希釈方法による生存性の比較を行った.さらに， ストロ}内へ1.4mol/.e EG 

とBMOC-3液を封入し，凍結及び融解後の希釈方法による生存性と受胎性を比較した.

1 EGは，グリセロール(以下 GLという)に比較して臨への捜透性が高かった.

2 GLは設踏希釈法で生存1益率が高かったが， EGでは設階希釈法と直接希釈法の聞に有意な差

は認められ，なかった.

3 凍結融解後に EG存在下で 10分以上放置すると生存牲が78%に低下し，さらに 30分以上放

龍した場合にその生存性が撮端に低下する.

4 ストロー内 EG希釈・直接移植した場合の受胎率は， 35.7 % (10/28)で対照とした GLの2

段階希釈・直接移植後の受給率は 58.6%(17/29)であった.

Effects of Dilution Procedure and Encapsulation Method on Viability of 

Bovine IVM-IVF-IVC Embryos Frozen by忍thyleneG+ycol 

Moriyuki FUKUSHIMA， Keiichiro TOMINAGA and Yutaka HATAYA 

Summary 

The purpose of this study was to improve the dilution procedure and encapsulation method 
for high viabi1ity of bovine IVM-IVF-IVC embryos frozen using ethylene glycol. The results 

were obtained as fol1ows. 
(1) Permeabi1ity to embryo of ethylene glycol (EG) was higher than that of glycerol (GL). 
(2) Stepwise method had a high survival rate in GL as cryoprotectant， but there was no 

difference in EG as cryoprotectant during the stepwise method and the direct elimination 

method. 
(3) After thawing， when the embryo was kept for 10 min. in cryoprotective medium added 

1.4 mol/.e EG， the survival rate fel1 to 78 %. If kept for another 30min， the survival rate 
fel1 greatly. 

(4) The conception rate of the direct transfer method of EG as cryoprotectant was 35.7% and 

the rate of the 2-step method of GL as cryoprotectant was 58.6 %. 
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緒雷

ウシ臨の凍結保護物質にはグリセロール(以下 GLと

いう)が広く用いられている. GLは，締結毒性が低く

保護効果も高いが融解後に段階的又はシュークロース

(以下Suという)等を用いて GLを希釈してやる必要が

あり，現場での簡易な融解には不向きである. Kasai6
) 

1994年8月31日受理

は，エチレングリコール(以下 EGという)は， GLと

同様にマウス臨への毒性が低く，凍結保護物繋として有

効であることを報告している.また，浦野ら"はマウ

ス臨を用いた凍結実験で種々の凍結保護物質のうち召G

が誼接希釈した場合においても高い生存率が得られるこ

とを示した.ウシ伍においても EGを用いた産接希釈・

直接移植によって高い受給率を得たとする報告が成され

るようになった 2.幼
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本研究では， EGを用いて凍結保存したウシ体外受精

由来臨盤胞を融解後，ストロー内希釈後直接移植を行う

ために， 1.4 mol/.e EGの匹盤胞内への浸透性並びに

凍結融解後の凍結保護物質希釈方法による生存性の比較

を行った.さらに，ストロー内へ1.4mol/.e EGと

BMOC-3液を封入し，凍結及び融解後の希釈方法によ

る生存性と受飴性を比較した.

材料及び方法

体外受精由来続盤飽は，福島ら 3) の方法により作出

した.

実験凍結保護物質の浸透性の検討

体外受精由来腔盤胞への凍結保護物質の浸透性を検討

するために，以下の実験を行った.凍結基礎媒被は， 33 

%子牛血清を添加したりンゲル氏液を用いた.また，発

生培地は， 1 %子牛鹿清を添加した 25mmol/.eへペス

緩稽TCM-199(GIBCO社製)を用いた.直径90皿の滅

菌シャーレに1.4mol/.e EG， 1.4 mol/.e GL及び

TCM-199の発生培地の 3種類の媒液をそれぞれ0.5m1i

の小滴とし， 37
0

Cに保温した.計 18儒の体外受精由来

魅盤胞を各区に 7鶴 5儒と 6傭配置し，距盤胞を小諸

中へ 1傭ずつ浸潰して 3，5， 10， 20， 30及び60分後

に飽々の肢盤胞の写真を撮影した.各匪盤胞の写真の直

角に交差する直径を測定し，その平均値が授演前の問じ

粧の平均直径に対する割合を求め時間的変化を機札た.

各処理区間の結果を， Duncan's new multiple range 

test 5) により統計処理した.

実験2:葎結保護物質の希釈方法による旺の生存性

1.4 mol/.e EGとGLで凍結融解した臨を凍結保護

物質を 6段措又は，直接発生堵地へ投入する直接希釈を

行い，培養後の経の生存性を検討した.凍結曲線は，室

温から-5.2 oCまで l
O

C/分で冷却後，植氷を行い，さ

らに 10分障を-5.2 oCで保持した後に嚇350Cまで司 50C

/分で冷却後輪196
0

Cの液体窒素中に麗接投入して凍結

した. 37
0

Cの混湯中にストローを投入し， 15秒で臨を

融解した.

6段階法では，融解肢を EG又は GLを1.15，0.92， 

0.7， 0.46， 0.23及びomol/.e含む凍結基礎媒液に 5分

館ずつ浸潰し，発生培地で洗浄した後，単層培養した卵

丘細胞と供堵養して腔盤胞への回復又は脱出怪盤胞への

発育を観察した.直接希釈区では，融解産後の陸を，微

量の凍結保護物質を含む培養液とともに発生培地へ投入

し，洗浄後に 6段措希釈区と詞様に培養した.

実験3: EG中での凍結・融解肢の放置時間が肢の生存

性に及ぼす影響

EGで直接希釈を行うにあたって，移植(洗浄)まで

の放置時間が，その後の経の生存性に及ぼす影響を検討

した. 1.4mol/.e EGとBrinster'smouse ova culture 

medium町 3(以下BMOC-3という)を 1: 8の割合で封

入し，ストロー内でEG希釈を実施した.ストロー内で

10，.....，30分間放霞 (37
0

Cの温湯中)し，洗浄，培養した

後，匹の生存性を検討した.無希釈区でも同様に

10，.....，30分間ストロー内に放置後，肢を培養液で洗浄，

培養し，生存性を検討した.対照区は実験3の融解臨後

に践を鹿接希釈したものと陪様とした.

実験4: EG希釈後直接移植による受胎性の検討

発情7日目の未経産F1雌牛のうち黄体の形成が確認

されたウシのみにストロー内 EG希釈した践を龍接移植

して受胎性を検討した.なお，対照区として GLを用い

た2段階希釈法4)による直接移植を実施したウシの受

胎率と比較した.

結 果

実験凍結保護物質の浸透性の検討

各区膝援胞の膝容穫の変化を Fig.1とTable1に示し

た.対照区と EG区では，各時間で有意差はなかった.

Table 1 . Changes in the volume of embryos during exposure to glycerol (1.4 mol/ .e ) 

and ethylene glycol (1.4 mol/ .e ) solution 

Cryo- NO.of 
blasto-

protectants cysts 

Control 6 

Glycerol (1.4 mol/ R. ) 5 

Ethylene glycol (1.4 mol/ R. ) 7 

Relative percentages' in volume at each exposure period (min.) 

3 5 10 20 30 60 

100.3"土1.3 100.2"土1.4101.00土 1.5101.0"土1.3101.6"土1.0102.5'土1.5

84.9b土7.8 82.5b土15.5 83.7b土14.4 85.P土13.4 87.2b主11.7 90.3d玄12.4

98.7"土0.6 99.4"土 1.9 100.8"土 3.1 100.70土 3.3 101.5"こ士 3.3 101.7'土 2.9 

The different superscripts are significantly different in the same column : a vs b ; (pく0.01)， c vs d; (Pく0.05).

牢:Mean:tS. D. 
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EG区では浸漬の 3分後に浸讃前の 99:t0.6%に収縮し

たが，その後は浸漬前の大きさに屈復していた.一方，

GLjgでは 3--30分の間83--87%に収縮し， 1%水準

で有意差がみられたが， 60分後には 90%にまで回復し

た.

実験2:凍結保護物質の希釈方法による肢の生存性

生存性では， GL誌では直接希釈の 40%に比較して

6段階希区の88.9%が，また，沼G区では 6段階希釈区

の63.2%に比較して直接希釈藍の 90.0%が高かった

(Table 2). 

実験3: EG$での凍結・融解底の放蓋時間が匪の生存

性に及Iます影響

ストロー内希釈，無希釈区ともにストロー内で 30分

放置した場合に生存性が低下した.有意差はなかったが

ストロー内希釈区の生存性が高かった (Table3). 

実験4: EG希釈後直接移植による受給性の検討

ストロー内 EG希釈後移植を行い，受給性を検討した.

ストロー内 EG希釈・直接移植した場合の受胎率は，

35.7 % (10/28)で対照とした， GL2段階希釈・直接移

植後の受給率は 58.6% (17/29)であった (Table4). 

Table 4 . Different cryoprotectance and ptegnancy rate 

of frozen-thawed bovine blastocysts matu-
red， fertilized and developed in vitro 

Cryoprotectance 

Glycerol 

Ethylene glycol 

前O.(%) of recipients 

Transferred Pregnant 

2 9 

2 8 

1 7 (58.6) 

1 0 (35.7) 

Table 2. Different methods of removing cryoprotectants， glycerol and ethylene glycol， 

and viability of frozen田thawedbovine blastocysts matured， fertilized and 
developed in vitro 

Cryoprotectants elimination 討0.'of No. (%) of embrys 
expen-

(1.4mol/1!， ) method ments Examined Survived* Developed*車

Glycerol Stepwise 3 1 8 1 6 (88.9) 6 (37.5) 

Non-step 3 2 0 8 (40.0) 1 02.5) 

Ethylene Stepwise 3 1 9 1 2 (63.2) 3 (25.0) 

glycol Non-step 3 2 0 1 8 (90.0) 6 (33.3) 

* : Rate of embryos examined. 

* * : Rate of embryos survived. 

Table 3 . Effects of holding time on the viability of frozen愉 thawedbovine blastocysts 
matured， fertilized and developed in vitro 

Holding condition Holding No. of 自O.(%) of embrys 
after time expen-

thawing (min.) ments Examined Survived* Developed** 

Control O 3 2 0 1 8 (90.0)" 6 (33.3) 

1 0 3 1 7 1 0 (58.8)曲 5 (50.0) 

NOIトdilution 2 0 3 2 2 1 3 (59.1)曲 6 (46.2) 

3 0 3 2 2 9 (40.9)b 2 (22.2) 

One-step 1 0 3 2 3 1 8 (78.3)" 7 (38.9) 

dilution 2 0 3 2 2 1 7 (77.3)" 9 (52.9) 

3 0 3 2 8 1 0 (35.7)b 4 (40.0) 

a，b : The different superscripts are significantly different in the same column( Pく0.05).

* : Rate of embryos examined. 

* * : Rate of embryos survived. 
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Fig. 1 . Volume changes of day-7 bovine IVM-IVF-IVC em-
bryo in TCM-199 with 1 % calf serum (A)， 1.4 

mol/ P- GL in Ringer's solution with 33 % calf 
serum (B) and 1.4 mol/ P-EG in Ringer's solution 

with 33 % calf serum (C). Figure on bottom of the 

picture is exposure period (min. 
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考 察

実験 1から， EGは， GLに比較して膝への浸透性の

高いことが明らかとなった. EGの場合も，実際には 3

分以内に紋縮して再度拡張していると考えられるが，今

回のように 3分以上の関隔での計測ではほとんど変化が

認められなかった.この結果から， GLに比較して EG

の細胞浸透性の高いことが知られた.このことは，凍結

保護物質の除去時の速度も開様に速いこと瑚接された.

また， EGを用いた場合には凍結保護物質の平衡のため

に数分で十分であると考えられた.

浦野ら 9} は，マウス 8細胞，桑実臨，初期臨盤胞と

臨盤組において 1価から 5価までのアルコール及びジメ

チルスルホキシド(以下DMSOという)を凍結保護物質

として用い，保護効果と問時に凍結保護物質の除去方法

を検討している.その結果， EG， GLとDMSOは凍結

保護物質として有効であり，特に EGは， リン酸緩衝食

塩水(以下PおSという)への直接投入でも 0.5mol/it 

Suに授漬させてから PBSに投入する 2ステップ法の何

れの方法でも高い生存率が得られたと報告している.ま

た，凍結保護物質の除去法については，羊匪を用いた

TervitとGooldB
}の報告で， DMSOや EGは直接希釈

法でも段階希釈法と罰様の生存率を得たが， GLでは直

接希釈法の結果が低下するとしている.

CoceroらI} は，羊経を用い， 0.25 mol/it Suで凍結保

護物質を除去する実験でEGがGLに比較して高い生存

率を得たと述べている. VoelkelとHUIO}も誼接希釈法

によって体内受精由来肢の高い受給率を報告している.

このように， EGは， GLに比較して細胞内への透過性

が高いため，除去時においても，必ずしも Suなどを必

要とせず多くの種で，藍接希釈法によっても段階希釈法

と比べても，大きく生存性が低下しない.今悶，実験2

で検討したところ，ウシ体外受精由来臨でも関様の傾向

が認められた.すなわち， GLでは段階希釈法で高かっ

たが， EGでは段階希釈法と直接希釈法の聞に有意な差

は認められなかった. しかし， GLの段措希釈区に比較

して低い領向であった.以上より， EGを凍結保護物質

として用いることによって体外受精由来臨盤胞において

も誼接移植の可能性が示唆された.

各種凍結保護物費を用いてマウス経を漫潰した場合の

生存性及び凍結・融解した場合の生存性を検討した

Kasaiら6} の報告では EGは， GLと同程度に毒性が少

なく，同時に伍の凍結保護作用が高いことを報告してい

る.一方，下平ら 7} は，新鮮経又は凍結・融解臨を EG

中で 40'"60分放置後， EGを醸接希釈する試験から

EGは，新鮮臨に対しては毒性は訴さないが，融解後は

凍結保護物質除去までの経過時間が長くなることによっ

て粧の生存性が損なわれる可能性があると述べている.

今回の結果からも EGはGLに比較して細胞内への設透

性も高いものの，凍結融解後に EG存在下で 10分以上

放置すると生存性が80%以下に低下し，さらに 30分以

上放置した場合にその生存性が極端に低下するので，使

用する場合には注意を要することが明らかとなった.以

上の結果は，安定した高い生存率を得るには，融解産後

にストロー内で予め等張の培養液で希釈したほうが良い

と報告している， Voelkelと況がのと同様であり，今回

の結果を支持するものと考えられた.

直接希釈法を用いた移植後の受胎性について，ウシの

生体由来の臨を用いた堂地ら 2}の報告では， 1.8mol/ 

it EGを用いて凍結後直接移植した場合には従来の1.4

mol/it GLを0.25mol/ it Suで挟んだ場合と聾は見

られず69%の高い受胎率であったと報告している.

今回用いたウシ経盤胞は体外受精・体外培養由来であ

るため体内発生臨に比較して凍結抵拭性が異なること 3}

が考えられるが， 35.7%と低い受給率であった.今後，

低調抵抗性が低いと考えられる体外受精由来臨盤胞にお

いても，融解後の等張液への浸潰時の浸透庄ショックを

和らげる条件を検討するなどして，より高い受給率の得

られる簡易な凍結・融解・移植法の検討が必要であると

考えられる.
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