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20℃，0℃および一196℃に冷却

した馬胚の生存性

山本　裕介・小栗　紀彦・八戸　芳夫

　　　　　　（北海道大学農学部）

緒 論

　哺乳動物における胚移植の最初の成功は，家兎で達成され（Heape，1890），その後，現在ま

での約90年間に牛，馬，緬羊，山羊の家畜およびラット，マウス，ハムスター，モルモット、

フェレット，ミンク，イヌ，ネコ，サルなど，多くの哺乳動物で胚移植の成功例が報告されて

いる。胚移植の技術を畜産に応用した場合，特定の雌畜の産子を多数生産することが可能とな

り，遺伝的および経済的効果が期待できるほか，需要が急激に増加した特定の品種や絶滅に瀕

している品種の増産，あるいは卵管閉塞，子宮内膜炎等が原因の不妊雌畜からの子畜生産，さ

らに胚を輸送することによって望む家畜の経済的移動が可能となり，防疫効果も期待できる。

　胚移植ぱ過排卵の誘起，胚の採取，胚の保存，donorとrecipientとの排卵同期化，胚の移植

の諸技術から成り立っており，それぞれの技術改善は，移植後の受胎成績の向上に影響する。

特に確実な胚の保存技術が開発されれぽ，雌畜の有効利用を中心に胚移植の実用的意義がさら

に増大し，遺伝子の半永久的保存が可能となり，その効果は計り知れない。

　Whittingham（1971）が凍糸吉保護管としてPVP（polyvinylpyrolidone）を用いて，マウス胚

を一　79℃で30分間保存し，凍結胚よりの最初の産子生産を発表し，続C・てWhittinghamら（1972）

およびWilmut（1972　a）が，　DMSO（dimethylsulfoxide）を凍結保護剤として凍結保存した

マウス胚から極めて高い生存率を得るまでぱ，凍結融解後の家兎胚より発育した胎児に関する

報告が見られるにすぎなかった（Ferdowsら，1958）。一方，0℃～20℃の温度域における哺乳

動物の胚の保存に関する研究は多数報告されており，その最初の報告は，Chang（1947）による

もので，家兎胚を5℃～10℃の同種血清中で80時間～101時間保存し，移植により正常産子を

得ている。その後，マウス（Whittingham　and　Wales，1969）で5℃，ラット（菅原・竹内，

1962）で5℃～10℃，家兎（Chang，1948；Hafez，1965）で10℃，緬羊（Averill　and　Rowson，

1959；Kardymowiczら，1963；Kardyrnowiczら，1964；Kardymowiczら，1966b；Moore

and　Bilton，1973；Renardら，1976）で5℃～10℃，牛（Wilmutら，1975；Trounsonら，1976a

；Trounsonら，1976b；Willadsenら，1978；Kanagawa，1980）で0℃および室温（18～25℃）

で，比較的良好な胚の保存が報告されており，14日間生存した家兎胚の報告例もある（Hafez，

1965）が，一般に，この温度域では長期間の保存は期待できない。
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　Wittinghamら（1972）およびWilmut（1972a）のマウス胚の凍結保存の成功に続いて，そ

の報告と同様の手順が他の動物でも採用され，牛（Wilmut　and　Rowson，1973），家兎（Bank

and　Maurer，1974），ラット（内海・湯原，1974），緬羊（Willadsenら，1974），山羊（Bilton

and　Moor，1976），ハムスター（角田ら，1979）の胚で凍結保存が可能であることが示された。

しかし，馬における凍結保存に関する報告は見当たらず，胚移植前に30℃で短時間保存した胚

から発育した子馬（Oguri　and　Tsutsumi，1974）ならびに受胎例（Allen　and　Rρwson，1975），

および結紮した家兎卵管内に保存し，英国からポーランドまで輸送した胚からの受胎例（AIIen

ら，1976）が報告されているにすぎない。

　本研究では，現在までに成功している哺乳動物胚の凍結保存の方法に準じて，馬胚の凍結保

存を試み，融解した胚をrecipientに移植したが，受胎例を得るには至らなかった。一般に胚の

凍結融解過程で考えられる胚の生存性低下の主要な原因としては，胚の発育程度，最終到達温

度，凍結保護剤の添加および除去，冷却速度および加温速度，氷晶形成などの影響が考えられ

るので，馬胚の凍結保存失敗の原因を段階を追って検討するために，20℃および0℃に冷却した

馬胚をrecipientへ移植して，その生存性を調べるとともに，20℃および0℃における馬韓の保

存も試みた。

材料と方法

　北海道大学農学部附属牧場（静内町）および石川どさんご牧場（洞爺村）で繋養する2．5歳

から23歳までの北海道和種の牝馬を用いて，1979年，1980年の繁殖季節に実験を行なった。

供試馬における排卵の確認は直腸検査によって行ない，donorに予定した牝馬ぱ発情期に排卵が

確認されるまで1Hおきに1回～3回交配した。

胚の採取

　Rowson　and　Dowling（1949）が牛用に開発した3way式の胚採取器を馬用に改造した器具

を用いて，排卵後6日目（144時間～168時間）および8日目（192時間～216時間）に子宮岡

三を行ない，初期胚盤胞または胚盤胞を採取した。すなわち，枠場に保定したdonorに鎮静の

ために体重100kg当り1　mlのプロピオニール・プPマジン剤（CombeleR，　Bayer）を筋注し

た後，胚採取器の先端を膣経由で子宮頸管に挿入し，その先端部に装着してあるゴム風船が子

宮内口を通過する位置まで進め，ゴム風船に空気を封入して膨らませる。ついで35℃に加温し

てある生理的食塩水（含2％ゼラチン）を約1mの落差で，内管を通して子宮内に注入し，子宮

を膨満させた後，注入を中止して直腸内の手で子宮をマッサージしながら洗瀞液を，35℃に保

温した三角フラスコに，内管と爆管の間隙を通して回収する。1回の胚採取には1500mJの洗胆

液を用意し，注入および回収の操作を2回～3回繰り返した。8日目胚は肉眼で認められる大き

さなので洗明和中より容易に回収できるが，6日目胚は肉眼では認められない。そこで6日目胚

の場合は，回収液の入った三角フラスコに分注装置を装着し，室温下で10分間～20分間倒置し
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て胚の沈降を待ち，その後回収液を下部から順に約10　mlずつシャレーに取り出して実体顕微

鏡下で検索した。検出後胚は，その時の回収液と同じ温度の，ペニシリン（1001U／ml）および

ストレプトマイシン（100μ9力価／ml）を含むDulbeccoのPBS（phosphate　buffered　saline

；Grand　Island　Biological　Co．）またはTCM199（tissue　culture　medium　199；千葉血清研

究所）で3回洗瀞した。

胚の冷却および加温

　馬胚の凍結保存は，Whittinghamら（1972）およびWilmut（1972a）が報告したマウス胚で

の方法に準じて行ない，排卵後6日目の胚7個と8日目胚9個を供試した。その手順の概要は，

図1．に示した通りである。6日昌胚と4個の8日目胚の凍結には保護剤としてDMSOを用い，

残り5個の8日目胚ではグリセリンを用いた。35℃のPBSで3回洗瀞した胚を1　mlのPBSが

入っている13×100mmのネジ蓋付パイレックス試験管1本につき1個の割で移し，35℃から

20℃までを分速O．2℃～1．7℃の速度で冷却した。20℃で，1．5MのDMSOを含むPBSを段階

的に添加し（DMSO濃度O．5　M　10分間；1．OM10分間；1．5M30分間），50分かけて凍結保

護剤の平衡を行なった。グリセリンを凍結保護剤とした場合は，グリセリン濃度O．5　M　10分間；

1．OM30分問，合計40分の平衡時間を設けた。凍結保護剤の平衡を終えた胚は最終濃度の凍結

保護剤を含むPBS　O．2m／～0．3mJとともに別の13×100　mmのネジ蓋付パイレックス試験管

に採り，この試験管を低温バスサーキュレーター（NESLAB　Instrumenta，　Inc．）中で，植氷

温度一5℃まで分速0．5℃～1．0℃で冷却した。あらかじめ液体窒素中に浸漬しておいたガラス管

を試験管の外壁に触れて植了し，一5℃に10分間保持した。胚の入っている試験管をメタノール

バス（図2．）中へ移し，一5℃から一70℃までを分速0．17℃～0．22℃の速度で冷却し，一　70℃で

試験管を液体窒素にi　za浸漬した。一196℃で1～30日間保存した後，胚を含んだ試験管を1000

ccビーカーに採った一70℃のメタノール（300　mJ～500　ml）に浸漬すると一時にこのビーカー

を20℃～60℃の水漕に入れて，一70℃から一10℃までを分速1．4℃～10．0℃の速度で加温した。一

　　　　　35　’C

20℃凍結腱剤　　　　　移植
　　添加i　　　　　　　　8C／分　　　8C／分
O’C　O，2一・一1，7CfS｝

一5’C

　　　　　　　植氷

一70’C

一196C

0．17～0．22℃／分

　　f

凍結保護剤
除去　　　　　移植

1．4一・一10．eC／ifJk

図1　冷却，加温手順の概要
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10℃に達した時点で試験管を20℃の恒温槽に移
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　温度
すことによって，分速約8℃で加温し，融解した　　　　　　　　　　　　　　　　記録計

mediumにPBSを段階的に加えて（DMSO：

1．25M，1．00M，0．75M，0．50M，025M　6　10分

間；グリセリン：0．5M　10分間），凍結保護剤の

濃度を希釈し，その除去を行なった。

　凍結前の馬胚の耐冷性を検討するために，PBS

またはTCM199中で8個の8日目胚を20℃まで

冷却し，8分間～550分間の保存を試み，さらに

6個の8日目胚をPBS中で0℃に冷却して，　　液体窒素中にメタノmル（500m£）の入った
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　内li薮00㎜，外径115㎜，深さ125㎜の魔法瓶
0～20．3時間保存した。なお，20℃に冷却した3　　を浮かした。

個の8日目胚は，20℃の水を入れた精液保存器　　　　図2凍結装置の模式図

（富士平K．K．）内に収容して，静内町・洞爺三間220　kmを鉄道により輸送した。

　DMSOが胚の生存性に及ぼす影響を調べるために，6個の8日自胚および2燭の6日目胚で

は，20℃で，凍結融解過程と同様の方法によりDMSOを添加除去した。

処理胚の生存性の判定

　それぞれの処理を終えた胚の生存性は，小粟ら（1975）の頸管経由法により処理胚を移植し，

recipientのその後の受胎の成否によって判定した。　recientを枠場に保定し，鎮静剤を投与した

後，膣を膣鏡で開口し，あらかじめO．2　mlのmediumとともに胚を吸引してあるプラスチック

製のピペット（外径5mm，長さ40　cm）を直接頸管に挿入し，その先端が子宮角中央部にある

ことを直腸側の手で確認してから他端に装着してあるキャップを圧して，mediumとともに胚を

注入した。なお，6日目胚の移植は排卵後4日目～6日目の牝馬，すなわち胚と子宮との同期化

の程度が，一2日～0日である牝馬をrecipientとして行ない，また8日目胚は排卵後5日目～9

日目，すなわち一3日～＋1日のrecipientに移植した。　PBS中の6N目胚は器具の壁面に粘着

し易いので，これを防止するために，56℃で30分間熱処理した馬血清を20％の濃度でPBSに

添加した。

　受胎の確認は，排卵後30日を経過したrecipientの直腸検査によって行なった。

結

胚

メタノール

t体窒素

果

　凍結保護剤にDMSOを用いて液体窒素中で保存した7個の6日目胚の内，2個では融解後

DMSOを除去した時点で透明帯に小さな損傷が認められたが，他の5個では特に形態的な異常

は認められなかった。しかし，大部分の8日目胚でぱDMSO除去後に，処理前と比較して栄養

膜がやや不透明となり，透明帯および栄養膜が数ケ所で陥没を示したほか，透明帯が破損して

栄養膜が飛散した胚も1例見られた。凍結保護剤にグリセリンを用いた5個の8日目胚でも同
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様の変化が見られたが，その程度は僅かであった。

　凍結保存した胚の生存性を検討するために，破損した1個を除く7個の6日目胚および8個

の8日目胚をrecipientへ移植したが，受胎を確認することはできなかった。

　20℃に冷却して保存した8日目胚および，輸送した8日目胚の生存性は，表1．に示してある。

20℃で9分間～79分間保存した8日目胚を移植した5頭のrecipientの内，2頭が受胎した。20℃

に保ち，PBSまたはTCM　199で輸送した8日目胚3個の内，　mediumにPBSを用いた胚1個

が移植により正常な産子に発育した（写真1．）。この胚の保存時間は9時間10分であった。移

植時における胚とrecipientの同期化の程度は受胎した3例とも一2日であった。なお，20℃で

保存した胚では特に形態的変化は認められなかった。

　0℃に冷却して保存した8日目胚の生存性は表2．に示した通りである。7時間44分および20

時間16分保存した胚の移植では，受胎例ぱ得られなかったが，0℃まで冷却し直ちに加温した

4個の胚を移植した4頭のrecipientの内，2頭が受胎した。これら2頭の受胎したrecipientは，

表1．20℃で保存した馬8日目胚の生存性

　　　35℃での冷却速度保存および
Donor　保存・時間　（35℃～20℃）
　　　　（分）　　（℃／分）　　移殖medium

20DCでの
保存時間Recipient
　（分）

膓礪盤（麟 受　胎

大　桜

雪　桜

母　桜

雪　桜

坂　柳

雪　桜

坂　吹

大　桜

60

8

10

9

9

o

o

o

L7
1．O

O．6

0，6

0．6

O．2

0．2

0．2

PBS
PBS
PBS
PBS
PBS

TCM　199

TCM　199
PBS

79

34

11

9

8

390’

320’

550’

坂

海

楽

母

ノレ

朝

竜

葵

吹

桜

桜

鶴

ツ

風

梅

9

6

7

6

6

6

7

6

（＋　1）

（一　2）

（一　1）

（一　2）

（一　2）

（一　2）

（一　1）

（一　2）

十

十

十ホ＊

ee：輸送　　＊＊　出産

凄躍．
　　　　‘，ノ　L

瓢　漏甥

・，；騨

写真1　PBS中で20℃に保存し，静内町から洞爺村まで（220km）

　　　輸送した8日目胚から発育した産子とそのrecipient．
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表2．0℃まで冷却した馬81N卜P迩の生存性

　　　　35℃での　冷却速度
Donor　　保存：時間　　　（35℃～0℃）
　　　　　（分）　　　（℃／分）

0℃での
保存時短　　　Recipient
（時間） 蹴出膿）蝋

大　桜

竜　梅

坂　柳

母　葵

雪　桜

大　黒

0

22

19

11

19

0

O．54

0．se

O．66

0．54

0．51

1．0’

7．7

20．3

0

0

0

0

白　　山

霊　　桜

楽　　桜

　葵
優　　葵

雪　　桜

（o）
（一　3）

（一　3）

（o）
（一　2）

（一　1）

十

十

保存および移殖mediumeik　P　B　Sである。 ＊：20℃からの冷却速度

表3．DMSO添加除去後の馬胚の生存性

Donor 月不の1ヨ齢
冷却速度
（35℃一・20ec）

　（℃／分）

Recipient
Recipientの

排卵後日数
膿） 受　胎

母　　葵

母　　桜

母　　桜

柳　　翠

大　　里

優　　葵

母　　最

大　　桜

6

6

O．58

0，56

0．45

0．2

0．2

0，2

O．2

0．2

葵

　　［ll

大　　極

大　　桜

坂　　柳

海

葵

雪　　桜

4

6

（一　2）

（一　2）

（o）

（o）
（一　2）

（一　2）

（一　2）

（o）

十

移植時，排卵後5日および6日目であり，胚との同期化の程度は，一3日および一2日であった。

20時間16分保存した胚の栄養膜は透明度がやや低下していたが，他の胚では形態的変化は特に

見られなかった。

　DMSOで処理した8日目および6日目胚の生存性ぱ表　3．に示してある。20℃で，最終濃度

1．5MDMSO－PBSで平衡した後，　DMSOを除去した8日越胚からは，生存例が得られなかっ

たが，2個の6日目胚で同じ処理を行なったところ，2個の内，1個で移植後に生存が確認され

た。DMSOを添加すると胚の栄養膜は，0．5Mの時に収縮し始め，　LOMで収縮が最大となり，

最終濃度LsMでは，逆に復元し始めた。　DMSOの希釈過程では，胚の栄養膜の形態は復元し

続け，0．5Mでほぼ添加前の状態に戻った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察

　マウス（Rafferty，1970），ラット（Dickmann，1971），家兎（Chang，！948；Hafez，1971），

緬羊（Kardymowiczら，1966a；Dziuk，1971），豚（Dziuk，1971），牛（Trounsonら，1976a）

においては，1時問程度の室温保存は，胚の生存性にほとんど影響を与えないことが知られてい

る。Oguri　and　Tsutsumi（エ974）は馬胚の移植に際し，6日目胚を2％ゼラチンを含む生理的
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食塩水および馬血清とリンゲル氏液の等量混合液中に30℃で合計55分間～！10分間保っており，

Ailen　and　Rowson（1975）も，30℃でTCM199中に馬胚を18分間～55分間保存した。馬胚

を移植時に，室温に放置した報告は見られないが，我々はPBS中で20℃に9分間および34分

間保った馬8日昌胚を移植し，体外で30℃に保ったOguri　and　Tsutsumi（1974）とほぼ同様

の成績を得た。従って馬胚においても，他の動物と同様に通常の移植に要する時間，室温に保っ

ても，影響を受けないのではないかと考えられる。家畜の胚移植は設備の整っていない場所や

野外で行なう機会が多く，胚を体外で保温する手順省けれぽ，胚移植の操作は簡便化され，胚

移植技術にとって非常に有利である。

　哺乳動物胚を室温で保存して，さらに保存期間を延長する試みは，いくつか行なわれており，

Hafez（1965）は，家兎2細胞胚を生理的食塩水と家兎撤清の等量混合液中に20℃で48時間保

存し，29％の生存率をその後の胚移植で証明した。緬羊の4細胞胚～！2細胞胚の室温での生存

性は比較的悪く，同種血清中で24時間（7個），48時間（！4個），保存された胚からの移植によ

る産子はそれぞれ2頭および1頭であった（Buttle　and　Hancock，1964）。7℃～10℃で24時

間前後保存された山羊4細胞胚～16細胞胚での妊娠率は53．8％である（大槻ら，1960）。また，

豚4細胞胚は，24時間の室温保存で43％が胎児に発育した（Polge，1977）。牛桑実胚において

は，Trounsonら（1976a）が，修正PBS（Whittingham，1971）中に，18℃～21℃で1．5時間

～7．5時間保存したものから87．5％におよぶ家兎卵管内発生率を報告している。また同じく修

正PBS中に20℃で3時間～12時間，24時間，48時間保った牛の後期桑実胚および胚盤胞は培

養iにより，それぞれ77．5％，100％，64％の発生率を示した（Willadsenら，1978）。実際の移

植による妊娠例は，牛桑実胚を20℃～25℃でBMOC－3中で1日保存して4頭中3頭の妊娠を

確認したKanagawa（1980）の報告に見られる。我々は20℃のPBS中に9時間10分保存した

8日目の馬胚をその保存中に静内町から洞爺村まで輸送してrecipientに移植した結果，正常な

産子を得ることに成功した。結紮した家兎卵管内で40時間～49時間保存・輸送して得られた受

胎例は既に報告されている（Allenら，1976）が，低温に保って輸送した胚からの子馬の生産は

世界で初めてである。他の動物におけるように24時間～48時間保存した場合，追酒の生存性は

不明であるが，少なくとも9時間余りの保存ぱ可能であることが証明され，今後の試みに期待

が持たれる。哺乳動物胚が20℃前後で保存できることは，温度管理を行なう特別の処置を施す

必要がない点で短期間の保存では実用的な意義がある。また，凍結保存のように半永久的に保

存できなくても，近距離の胚輸送やdonorとrecipientの同期化の範囲を胚の側から拡大できる

点で充分利用価値のある方法と言える。

　0℃で家兎血清中に78時間～102時間保存した家兎2細胞胚の移植による正常産子率は21％

であり（Chang，1948），修正PBS（Whittlngham，1971）を用いて0℃に3時間，24時間，48時

間保たれたマウス2細胞胚の培養での発生率は，それぞれ54％，17％，4％であった（Whittingham

and　Wales，1969）。しかし緬羊の2～8細胞胚は同種1血清中で0℃～4℃の温度では，24時間の
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保存に全く耐えられない（Averill　and　Rowson，1959）。牛胚盤胞の0℃での保存成績ぱ良好で，

修正PBS（Whittingham，1971）と牛胎児血清の混合液中で48時問保存した胚盤胞は，移植に

より40％の胎児発生率を示した（Trounsonら，1976b）。これに対し，　PBS中に0℃で7．7時間

および20．3時間保存した馬8日目胚は，移植後受胎しなかった。家兎（Chang，1947），緬羊

（Averill　and　Rowson，1959；Kardymowiczら，1963）では，0℃～6℃での胚の保存性の時

間経過による低下が早いことが報告されている。

　胚の凍結保存を成功させるには，mediumが凍結する前，つまり液相の温度域で胚が生存して

いることが不可欠である。0℃まで冷却し短時間保存した後直ちに加温した緬羊桑実胚（Willadsen

ら，1976），牛の後期桑実胚および胚盤胞（Wilmutら，1975；Trounsonら，1976b）の生存性

はほとんど損なわれないことが報告されている。しかし豚胚は低温に対する抵抗性が極めて低

いとされており，8細胞胚から胚盤胞までの胚は，15℃より低い温度に冷却された場合，全く生

存しない（Wi｝lmut，1972b；Polgeら，1974）。馬胚を0℃に冷却した試みは報告されていない

が，馬胚の20℃までの冷却は，その生存性にほとんど影響ないことが判明したので，さらに低

い温度への冷却に馬胚が耐えるか否かを8日目胚を用いて検討した。すなわち，0℃まで冷却し

て直ちに加温した4緬の8日E胚をrecipientへ移植した結果，2頭のrecipientが受胎した。少

数例ではあるが，この成績は8日目胚を頸管経由法で移植した場合の受胎率約50％（小栗ら，

1975）と同等であるので，緬羊および牛胚と同様に0℃までの冷却は馬胚の生存性にほとんど影

響を与えないと考えられる。

　Chang（1948）は家兎2細胞胚を急冷（＞10℃／分）または緩冷（〈0．1℃／分）して，急冷し

た胚の0℃および5℃における保存性の低下を示しており，Hafez（1969）は家兎胚の低温保存

を行なう場合，分速0．01℃の冷却速度を推奨した。しかし，家兎の8～16細胞胚を10℃で保存

した場合，冷却速度は胚の生存性に影響を与えず（Mauer，1962），マウス2細胞胚の5℃にお

ける保存でも，冷却速度4．5℃／分と0．1QC／分との間に生存性の差は見られなかった

（Whittingham　and　Wales，1969）。牛胚では，胚の発育程度により0℃までの冷却速度に対す

る胚の感受性が異なり，4細胞胚から桑実胚までの胚では，分速0．2℃以下の冷却速度が適する

が後期桑実胚より発育の進んだ胚では，分速10℃以上の冷却速度でも高い生存率を示している

（Sreenanら，1970；Wilmutら，1975；Trounsonら，1976a，1976b）。比較的緩慢な冷却速度

（0，2℃／分一1．0℃／分）を用いた馬の8日目胚から，受胎例が得られているので，分速1．0℃以

下の緩慢冷却の影響はほとんどないと考えられる。

　哺乳動物胚の凍結保存には，凍結保護剤としてDMSOが最も一般的に使用されており，マウ

ス（Wilmut，1972a），家兎（Whittingham　and　Adarns，1976），緬羊（Willadsenら，1976；

Willadsen，1977），牛（Wilmut　and　Rowson，1973）では，室温および0℃におけるDMSOの

存在は，胚の生存性を損なわないことが報告されている。しかし，馬胚の凍結保存の試みが不

成功に終っているので，馬においても凍結前のDMSOの存在が胚に影響を与えないことを確認
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しておく必要がある。そこで20℃における馬の6日目および8日目胚のDMSO処理後の生存性

を検討したところ，6日目胚で生存例が得られ，DMSOが馬6日目胚に対して必ずしも致死的

な害を与えないことが証明された。しかし，8日目馬胚からは生存例が得られておらず，この傾

向は，より発育程度が進んだ胚でより高い生存i生が報告されている，DMSO処理後の緬羊胚

（Willadsenら，1976），ならびに通常の胚移植における馬（Allen　and　Rowson，1975），牛

（Newcomb　and　Rowson，1975），緬羊（Moore　and　Shelton，1964）の胚に認められる傾向

とは異なっている。

　Whittingham　and　Anderson（1976）およびWhittingham（1977）は凍糸吉融解したマウス胚

を移植前に培養した場合と培養しない場合とを比較して，培養した胚の産子発生率の方が高い

ことを示し，凍結融解したマウス胚のその後の発生が遅れることを提言した。冷却した髄胚の

移植における胚の発育程度とrecipientの同期化の程度は，6日目胚で一2日～0日，8田目胚で

は一3日～＋1日であったが，受胎は全て，一2日および一3日，すなわち，胚の発育程度がrecipient

の子宮の状態より進んでいる場合に成立しており，マウス（Whittingham　and　Anderson，1976

；Whittingham，1977）における凍結融解した胚の発生は遅延するという傾向と類似した傾向が

馬でも存在することを暗示している。従って冷却した胚を移植する場合，胚の発育程度とrecipient

における子宮内膜の排卵後の経時的変化との関係については，さらに検討してみる必要があろ

う。

　錬結保護剤にDMSOおよびグリセリンを使用した液体窒素による髄胚の凍結保存を試みたが，

移植による生存例を確認することはできなかった。しかし，0℃まで冷却した馬脚の生存が証明

され，また20℃でDMSO処理した胚が生存し，特に6日昌胚の凍結融解後の形態が良好なこと

から馬胚の凍結保存の可能性は充分期待できる。

要 約

　20℃，0℃および一196℃に冷鋼，保存した馬胚の生存性の有無を明らかにし，馬胚の凍結保

存の可能性を検討した。

　凍結保護剤にDMSOまたはグリセリンを用いて，7個の6田自席，9個の8日目胚を一！96℃

に錬結保存したが移植による生存例は確認できなかった。PBS中に20℃で9分～79分保存した

8日目胚の移植5例の内2例が受胎し，PBS中に20℃で保たれ9時間10分経て220　km輸送し

た8日自胚から正常な産子を得ることに成功した。これにより馬取の室温での短期間保存の可

能性が示された。PBS　p・luで0℃に7．7および20．3時間保存した8H昌胚からは生存例を得るこ

とは出来なかったが，0℃に冷却して直ちに加温した8日目胚4個中2個が移植後生存し，0℃

への冷却が馬丁の生存性に必ずしも影響を与えないことが初めて確認された。20℃および0℃に

冷却した胚の受胎例では，移植時の胚とrecipientの同期化の程度が一3日および一2日であり，

低温処理後の馬胚の発生の遅延が暗示された。20℃でDMSOを段階的に添加，除去した6H目
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胚2個の内1個の胚で妊娠が成立し，DMSOが必ずしも血餅に致死的な害を与えないことが判

明した。

　　馬胚の凍結融解過程においてmediumが液相である温度域での生存性およびDMSO処理後の

生存性が証明されたので，今後の馬胚の凍結保存の可能性が期待される。
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Viability　of　Equine　Embryos　Cooled　to

200C，　O℃　and　一1960C

by

Yusuke　YAMAMOTO；　Norihiko　OGURI　and　Yoshio　HACHINOHE

　　　　　　　　　　　（Faculty　of　Agriculture，　Hokl〈aido　University）

Summary

　　　The　survival　of　equine　embryos　after　cooling　and／or　storage　at　200C，　OOC　and　一196℃

was　examined　by　transfer　to　recipient　mares．　Seven　embryos　6　days，　a・nd　nine　embryos　8

days　after　ovulation，　stored　at　一1960C　in　the　presence　of　1．5M　DMSO　or　1．OM　glycerol　as

cryoprotectant，　using　slow　cooling　and　thawing，　did　not　survive．　Three　out　of　eight　Day－8

embryos，　stored　at　200C　in　PBS　for　9　min　to　9．2hr，　developed　to　normal　foals．　One　of　the

three　was　transported　for　220km　before　transfer　to　the　recipient　mare．　Four　Day－8

embryos　were　warmed　immediately　after　cooling　to　e“C，　and　two　of　them　also　developed　to

normal　foals．　One　of　two　Day－6　embryos　treated　with　1．5M　DMSO　at　20SC　survived．　The

results　indicate　the　availability　of　short　term　storage　of　equine　embryos　at　room　tempera－

ture，　the　viability　of　equine　embryos　cooled　to　OOC，　and　that　DMSO　ak　room　temperature　is

not　toxic　to　equine　embryos．　A　synchronizatien　variation　of　一3　or　一2　days　was　necessary

for　successful　transfer，　suggesting　a　delay　of　development　in　cool’ed　embryos．


