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一、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GENERAI，　INTRODUCTION

　　　　　Over　the　past　twenty　years，　the　cryopreservation　of

ernbryos　and　oocytes　has　becorne　a　useful　tool　for　interrupt－

ing　and　controlling　reproductive　cyclicity．　Most　research

and　application　has　concentrated　on　three　species：　mouse，

cattle　and　humans．　Mouse　embryos　and　oocytes　are　used　for

basic　and　applied　research　on　cryobiological　rnechanisms．

Applications　include　banks　of　embryos　or　oocytes　to　protect

inbredr　congenicr　and　transgenic　strains　against　loss　by

disease，　genetic　contamination，　or　natural　disaster　（LEIBO，

1989）．　Cryopreservation　is　an　integral　component　of　the

cattle　embryo　transfer　industry．　The　transport　of　germ　plasm

as　embryos　rather　than　live　animals　is　more　economical，

convenient，　poses　less　risk　of　disease　transmission，　and　has

added　advantage　of　allowing　imported　stocks　to　develop　in

recipients　well－adapted　to　local　conditions．　Human　embryos

o「@oocytes　are　frequently　c：ryopreserved　as　an　adゴunct　to　in

yEtl，ULgtro　fertilization　and　other　assisted　techniques　for　treat－

ment　of　infertility．

　　　　　The　procedure　of　cryopreservation　include　initial

exposure　to　and　equilibration　in　the　cryoprotectant，　cooling

to　subzero　temperature，　storage　in　liquid　nitrogen　（LN2）r

thawing，　and　finally　dilution　and　removal　of　the　cryopro－

tectant　with　return　to　a　physiological　environment　that　will

allow　further　development．　The　cells　rnust　maintain　structur－

al　integrity　throughout　the　cryopreservation　procedure．

Major　factors　known　to　affect　survival　include　the　species，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1



developmental　stage，　the　cryoprotectant，　and　the　method　of

cryopreservation　（FRIEDLER　et　al．，　1988）．

　　　　　　Embryos　can　survive　freezing　only　when　suspended　in

molar　concentrations　of　solutions　of　compounds　referred　・ヒo

as　cryoprotectants．　Effective　cryoprotectants　have　low

molecular　weight，　high　solubility，　and　low　toxicity　at　high

concentrations　（SCHNEIDER　＆　MAZUR，　1984；　LE：BO，　1989｝．　Cryo－

protectants　are　classified　into　permeating　〈glycerol，　di－

methyl　sulfoxide，　propylene　glycol，　ethylene　glycol，　other

alcohols）　and　nonpermeating　（polyvinylpyrrolidone，　sucrose，

lactose，　trehalose，　other　sugars）．　Perrneating　cryoprotect－

ants　are　thought　to　give　protection　against　solution　effects

because　of　their　colligative　properties，　and　provide　protec－

tion　against　injury　frorn　ice　crystals．　On　the　other　hand，

nonpermeating　cryoprotectants　are　known　to　cause　dehydration

during　equilibration　or　limit　cellular　sweUing　during

dilution．

　　　　　　The　methods　used　for　embryo　freezing　have　relied　pri－

marily　on　the　calculations　by　MAZUR　（1977）　who　demonstrated

that　inj　ury　to　the　cells　cooled　at　supraoptirnal　rates　was

due　to　intracellular　ice　formation　combined　with　growth　of

the　intracellular　ice　by　recrystallization　during　warming．

Using　the　prediction　that　slow　cooling　to　low　temperature

and　slow　warming　would　enable　embryos　to　survive　freezing

and　thawingr　WHITTエNGHAM　et　al．（1972），　sh。wed　that　m。use

ernbryos　could　survive　cryopreservation　and　develop　to　young．

Amaゴ・r　variati・n・n　this　basic　technique　was　intr・duced　by

2

灘㈱

し
．

騰ぽ
A

魏鑑
　　　　　　　　　　　灘麟繋　灘諜

，．

蜩?・灘鑛．灘1．，、、t，、 翻



W工LLADSEN　（1977），　who　showed　that，　if　embryos　were　cooled　to

relatively　high　subzero　’ヒemperatures　of　－300C　to　－40。C

before　plunging　into　LN2，　they　could　survive　if　thawed

rapidly．　These　techniques　require　accurately　controlled　and

expensive　biological　freezer　to　achieve　the　long　period　of

slow　cooling　（O．1　to　O．50C／min）　and　also　are　time　consum一一

ing．　The　slow　cooling　method　was　followed　by　the　two－step

cooling　method，　whereby　embryos　are　first　prededydrated

before　rapid　cooling　（120C／min　to　一300C），　and　rapid　plunging

into　LND　（WOOD　＆　FARRANT，　1980；　RENARD　et　al．，　1984；　BUI一　　　　　LN2

XUAN－NGUYEN　et　al．，　1984）．

　　　　　A　radical　departure　frorn　the　above　cooling　techniques

has　been　the　development　of　vitrifica’ヒion　（FAHY　et　al．，1984）

which　has　been　used　for　the　cryopreservation　of　embryos

（RALL　＆　FAHY，　1985；　SCHEFFEN　et　al．，　1986；　KASAI　e’ヒ　al．，

1990）　and　oocytes　（NAKAGATA，　1989；　KONO　et　al．，1991；　SHAW　et

a，1．1”r　1991）．　To　achieve　vitrification，　the　cryoprotectant

solution　must　be　increased　to　40g　（wt／vol）　or　higher．　At　the

concentration　required　for　vitrification，　these　solutions

are　toxic　at　room　tempera’ヒure　and　embryos　or　oocytes　can

only　be　exposed　to　them　at　low　temperature　（about　O　OC）．

Vitrification　is　rapid　because　embryos　are　plunged　directly

into　LN2　and　thawed　by　transfer　frorn　LN2　to　ice　water．　This

method　does　not　also　require　a　biological　freezer．　Howeverr

the　toxicity　of　the　cryoprotectants　and　the　need　to　handle

embryos　or　oocy’ヒes　at　low　temperature　during　exposure　and

removal　of　the　cryoprotectants　are　disadvantages　of　vitrifi－

cation．

　　　　　　　　　　　　　　　　3
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　　　　　Attempts　to　simplify　cryopreservation　techniques　with－

out　the　disadvantages　of　vitrification　led　to　the　develop－

ment　of　quick　or　rapid　and　ultrarapid　freezing　methods．

Survival　of　the　embryos　or　oocytes　is　made　possible　because，

before　the　temperature　has　dropped　to　a　level　that　permits

in’ヒracellular　ice　formationr　the　　water　content　of　the

embryo　or　oocyte　is　reduced　to　a　point　at　which　the　subse－

quent　rapid　cooling　results　in　the　formation　of　small　innoc－

uous　intracellular　ice　crystals　（MAZUR，　1990）．　The　embryos

or　oocytes　were　initially　prededydrated　in　a　hypertonic

solution　containing　two　cryoprotectan’ヒs，　one　permeating　and

the　o『ヒher，　nonpermea’ヒing．　Quick　　or　　rapid　　freezing　　is

achieved　by　placing　the　embryos　in　the　vapor　phase　of　LN2　at

temperature　of　一1700C　or　一1800C　（TAKAHASHI　＆　KANAGAWA，　1985，

1990；　WILLIAD”IS　＆　JOHNSON　r　1986；　SZELL　＆　SHELTON　r　1986r1987　）・

Successful　cryopreservation　of　embryos　have　also　been　re－

ported　by　direct　plunging　into　LN2　（ultrarapid　or　snap

freezing）　following　equilibration　in　the　freezing　mediurn

（KRAG　et　al．，　1985　B1ERY　et　al．，1986；　TROUNSON　et

al．r1987，1988）．

　　　　　Successful　cryopreservation　of　mouse　ernbryos　by　the

quick　or　rapid　freezing　．method　was　first　achieved　using

glycerol　in　combination　with　sucrose　（TAKEDA　et　al．，1984；

SZELL　＆　SHELTON，　1986r　1987；　WILL1AMS　＆　JOHNSON　r　1986；　BIERY

S｝：tL　9．IE一＝・，1986），　trehalose　（KRAG　et　al，　1985），　lactose，　raffi－

nose’　91ucose　or　xylose　（TAKAHASH工　＆　KANAGAWA，　1985，　1990）．

Mouse　two一　and　eight－ceil　embryos　have　been　cryopreserved

4
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一，

　ultrarapidly　using　dimet二hyl　sulfoxide　or　propylene　glycol

　with　sucrose　（TROUNSON　皇並　al．，　1987，1988；　SATHANANTHAN　et

　al・’1988）・　Using　a　modified　ultrarapid　freezing　method，

　SURREY　　＆　QUINN　　（1990）　successfully　　cryopreserved　　unferti＿

　lized　mouse　oocy’ヒes　with　dimethyl　sulfoxide　in　combination

with　sucrose．

　　　　　Recently’　ABAS　MAZNI　皇二　al・　（1989，1990）　obtained　high

survi▽al　rates　with　mouse　morulae　after　5　minutes　equilibra＿

tion　in　3　M　ethylene　glycol　with　either　O．25　M　sucrose　or

lact・se　bef・re　plunging　int・LN2　vap・r・Ethylene　glyc・l　was

first　used　as　a　cryoprotectant　by　MIYAMOTO　＆　工SH工BASH工

（1977’1978）f・rfreezing・f　m・use　and　rat　embry・s　using　the

conventi・nal　freezing　meth・d・In　a　similar　study，　high

survi▽al　rates　were　obtained　with　mouse　eight－cell　to　mid＿

blast・cyst　fr・zen　with　1・5　M　ethylene　glyc・l　c・mpared　with

。ther　c・mm・nly　used　cry。pr・tectants　such　as　dimethyl　sulf。x－

ide　and　glycer・1（URANO皇二al．，1986》．　Ethylene　glyc・l　has

als・been　used　in　the　freezing・f　day－6　t・day－8　b。vine

embry・s　with　survival　rate　similar　t・・ther　cry。pr。tectants

（ELSDEN　gt　al・’1982）・M・st　recently，　ethylene　glyc。l　was

successfully　used　in　the　cry・preservati。n・f　sheep　embry・s

with　high　m亘亘g　and亘又g　survival　rates（McGエNNIS　et

al・’1993》・This　cry・pr。tectant　has　als。　been　sh。wn　t。　be

less　t。xic　t。　m・use　m・rulae　at　20・C　than　dimethyl　sulf。xide，

e「ythrit・1’dimethyl　f・rmamide　and　sucr。se（KASAI　et

al・’1981’1990）・Because。f　its　l。w　t・xicity　even　at　high

c。ncentrati・ns’ethylene　glyc。l　has　recently　been　used　as　a

　　ロ
ma■n@　component　of　newly　developed　vitrification　solutions

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5

一麟蟹〆

’

「“

μ
曜
4
．

．
も
’
．　
　
　
　
・
ヤ



一．

（KASAI　et　al・，　1990；　工SHIMORI　一二　al・，　1992；　VALDEZ　et　al．，

1992）．

　　　　　As　rnentioned　abovet　the　use　of　ethylene　glycol　as　a

cryopro’ヒective　agent　in　conventional，　quick　freezing　or

▽itrification　methods　has　been　limited　to　eigh’ピーcell　and

la’ヒe－stage　embryos　（morulae　and　blas’ヒocysts）．　The　only

available　papers　（ABAS　MAZNI　gt　g．IL，一．，　1989，1990）　reported　on

quick　freezing　of　mouse　compacted　morulae　using　ethylene

glycol．

　　　　　This　simple　quick　freezing　method　could　be　used　for

routine　cryopreserva’ヒion　of　mouse　embryos　or　embryos　of

other　species，　if　it　could　be　shown　to　be　effective　over　a

range　of　embryonic　stages．　Moreover，　the　advent　of　new

biotechnoloqies　such　as　．主王≧　y．主tro　produc’ヒion　of　embryos，

cloningr　gene　transfer　and　sex　deterrnination　demands　for　the

cryopreservation　　of　　unfer『ヒilized　　oocytes　　and　　early－stage

embryos・　1’ヒ　is　therefore　impo：rtant　that　quick　freezing

method，　because　of　its　speed，　ease　and　economy　be　success－

fully　apPlied　not　only　・ヒ。　early－stage　embryos　but　also　to

unfertilized　oocytes．

　　　　　In　’ヒhe　quick　or　rapid　freezing　methods　（MIYAMOTO　＆

ISH工BASHI，　1986；　SZELL　＆　SHELTON，　1986ヲ　TAKAHASHI　＆　KANAGA・一

WA，　1990）　the　equilibration　of　’ヒhe　embryos　t：o　a　solution

containing　high　concentration　of　cryoprotectants　seems　to　be

Of　critical　importance　for　embryo　viabUity　and　the　effect

of　equilibration　is　due　to　the　permeation　of　the　cryopro一一

tec『ヒant　into　the　embryonic　cells．　However，　prolonged　equili一
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bration　in　the　freezing　medium　containing　high　concentration

of　cryoprotectants　results　in　low　embryo　survival　due　to

chemical　toxicity　and／or　osmotic　shock　（RALL，　1987）．rt　has

been　reported　that　optimal　methods　for　freezing　and　thawing

differ　among　embryos　a’ヒ　different　developmen・ヒal　stages

（SCHNEIDER　＆　MAURER，　19837　MASSIP　gLt　g．IL，一．，　1984）．　When　quick

freezing　is　applied　to　early－stage　embryos　and　unfertilized

oocytes，　longer　equilibration　in　the　freezing　medium　may　be

necessa「y　to　give　oP’ヒimum　pro’ヒection　because　of　their　larger

surface　area　（LEIBO　et．　al．，　1974），　and　their　permeability

coefficiency　to　the　cryoprotectant　is　much　lower　than　the

more　advanced　stages　such　as　morula　and　biastocyst　（MAZUR　et

al．，　1976）．　The　use　of　inherently　less　toxic　cryoprotectants

such　as　ethylene　glycol　which　permits　prolonged　equilibra－

tion　even　at　high　concentration　could　prevent　inj　ury　due　to

chemical　toxicity　or　excessive　osmotic　stress　during　equili－

bration　or　subsequent　dilution．

　　　　　This　thesis　work　was　conducted　to　exantne　the　effec－

tiveness　of　ethylene　glycol　in　combination　with　sucroser

lactose　or　trehalose　in　the　quick　freezing　of　early－stage

（one－r　two一，　four一，　and　eight－cell）　mouse　ernbryos　and　unfer－

tilized　oocytes．　ln　order　to　deterrnine　the　optirnum　surviv－

al　UtL　y2t．！！gtro　and／or　UtL　yEtLygvo　for　early－stage　mouse　embryos　and

oocytes，　the　effect　of　equilibration　period　was　studied　in　3

M　ethylene　glycol　with　either　O．25　M　sucroser　lactose　or

trehalose　before　plunging　into　LN2　vaPOr　e

7
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PART　1． STUDIES　ON　THE　QUICK　FREEZ1NG　OF　EARLY－STAGE　MOUSE

　　　　　　　EMBRYOS　USING　ETHY工」ENE　GLYCOL
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fi一一，

CHAPTER　I

QUICK　FREEZING　OF　MOUSE　11WO一一，　FOUR一一，　AND　EIGHT－CELL　EMBRYOS

　USING　ETHYLENE　GLYCOL　WI！TtH　SUCROSE　OR　IL，ACTOSE：　EFFECTS　OF

　　　　　　　　　　　DEVELOPMENTAL　STAGE　AND　EQU：LIBRATION

　　　　　　　　　　　　　　　PERZOD　ON　SURVIVAL　IN　VITRO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INTRODUCTrON

　　　　　I’ヒ　has　been　reported　that　mouse　preimplantation　embryos

can　be　successfully　cryopreserved　after　exposure　to　high

concentration　of　cryoprotectants　at　room　temperature　before

plunging　into　LN2　or　LN2　vapor．　Many　of　these　investigations

utilized　glycerol　on　mouse　embryos　with　sucrose　（TAIくEDA　et

al．，

1986；

lactose，

WA，　1985，

also　been

1984；　SZELL　＆　SHELTON，　1986，　1987；　WILLIADvlS

　BIERY　et　al．，　1986），　trehalose　（KRAG　et

　　　　　　　　　　　　　　glucoset　or　xylose

　　　　　　　　　　　　　　　　　●ヒwo－cell　and　eight－cell

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cryopreserved　by

＆　JOHNSON，

al．r1985）t

　　　　　　　　raffinoser　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（TAIくAHASHI　＆　KANAGA　一一

　　　　　　　　　　1990）．　Mouse　two－cell　and　eight－cell　embryos　have

　　　　　　　　　　successfully　　　　　　　　　　　　　　　　　the　ul●ヒrarapid

freezing　method　using　dimethyl　sulfoxide　or　propylene　glycol

with　sucrose　（TROUNSON　et　al．，　1987，　1988；　Sathananthan　et

al．r1988）

survival

ethylene

minutes

method

embryos

be

　　　　　．

　Recently，　ABAS　MAZNT　et

　　　　　rates　with　mouse

　　　　　glycol　with

　　　　before　plunging

　　　could　be　used　for

　　　　or　other　mammalian

effective　over　a

al．

　　　　morula

either　O．25

　　　into　LN2

　　　　routine

　　　　　　specles，

range　of　embryonic

（1989，1990）　obtained　high

after　equilibration　in　3　M

M　sucrose　or　lactose　for　5

vapor．　This　quick　freezing

　cryopreserva’ヒion　of　mouse

　　　if　it　could　be　shown　to

　　　　　　　stages．　However，　no
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similar　studies　have　been　conducted　on　mouse　early

cleavage－stage　ernbryos　using　the　same　freezing　medium．

　　　　　Equilibration　of　the　embryos　in　the　freezing　medium

containing　a　high　concentration　of　cryoprotectant　before

quick　freezing　seems　to　be　of　critical　importance　for　ernbryo

survival　　（MIYAMOTO　＆　工SHIBASHIr　1986ラ　SZELL　＆　SHELTON，

1986；　TA：KAHASH工　＆　KANAGAWA，1990）．　This　study　was　therefore

conducted　to　exantne　the　effect　of　equilibration　period　in　3

M　ethylene　glycol　with　either　O．25　M　sucrose　or　lactose　on

the　viability　of　mouse　two一，　four一，　and　eight－cell　ernbryos

cryopreserved　by　a　quick　freezing　method．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MATER1ALS　AND　METHODS

Animals　and　embryo　recovery

　　　　　Female　ICR　mice，　4　to　6　weeks　of　age　and　20　to　25　g　in

body　weight　were　used　as　embryo　donors．　They　were　maintained

on　a　14一一hour　light　（5：00　to　19：00　hour）：　10－hour　dark　cycle，

and　were　given　pelleted　food　and　water　ad　libiturn．

　　　　　The　female　mice　were　induced　to　superovulate　by　intra－

peritoneal　inゴections　of　5　工U　pregnant　mare　serum　gonadotro－

pin　（PMSG，　Serotrophin，　Teikoku　Zoki，　Tokyo，　Japan）　and　5　1U

human　chorionic　gonadotropin　（hCG，　Gonatrophinr　Teikoku

Zoki）　given　48　hours　apart．　After　hCG　inj　ection，　they　were

paired　singly　with　male　of　the　same　strain　and　inspected　the

following　day　for　the　presence　of　vaginal　plug．　The　female

mlce　were　killed　by　cervical　dislocation　and　two一，　four－r

and　eight－cell　embryos　were　flushed　from　the　oviduct　at　46，

58　and　66　hours　after　hcG　injection　using　Dulbecco’s　phos－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10
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　phate－buffered　saline　（PBSr　Nissui　Pharmaceutical　Co．，Tokyo，

　Japan）　in　which　metal　sal’ヒ　solution　containing　calcium　and

　magnesium　（　Nissui　Pharmaceutical　Co．）　was　added　and　supple一一

　mented　with　10g　heat－treated　calf　serum　（CS，　Gibco　Laborato－

　ries，　Life　Technology　Znc．r　New　York，　USA）．　After　collec－

　tion，　morphologically　normal　embryos　were　washed　three　times

with　PBS　plus　10g　CS，　then　pooled　and　held　at　room　tempera－

ture　in　sterile　plastic　culture　dish　（Nunc，　Nunclon，　Kamst－

rup，　Denmark）　until　used．

Freezing　procedure

　　　　　A　modified　quick　freezing　method　previously　described

by　TAKAHASHI　＆　KANAGAWA　（1985，1990）　was　used　in　this　study．

Briefly，　the　embryos　were　pipetted　into　the　freezing　medium

containing　3　M　ethylene　glycol　and　a　constant　level　of

either　O．25　M　sucrose　or　lactose　in　PBS　plus　10g　CS，　and

equilibrated　for　5，　10，　20　and　40　minutes　at　room　tempera－

ture．　After　having　settled　at　the　bottom　of　the　culture

dishr　twelve　to　fifteen　embryos　were　drawn　into　O．25－ml

French　straw　（r．M．V．　L’　Aigle，　France）　and　the　straw　was

heat－sealed．　The　volume　of　the　freezing　medium　containing

the　embryos　was　135　pt　and　was　separated　by　an　air　bubble　on

each　side，　with　the　remainder　of　the　straw　filled　with　the

freezing　medium　（Fig．　1）．　After　each　equilibration　period

was@attained，　the　embryos　were　frozen　in　LN2　vapor　（approxi－

mately　一　1700C）　by　placing　the　sealed　straw　horizontally　on

a　styrofoam　plate　（140　mm　x　60　mm　x　5　mm）　that　had　a　stain－

less　steel　mesh　on　its　upper　surface　and　floated　in　a　liquid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11
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nitrogen　bath　（Figure　2　and　3）。　Two　minutes　later”ヒhe　straw

was　plunged　into　the　LN2　and　stored　for　1　to　60　days．

Thawing，　dilution　and　culture　procedure

　　　　　Thawing　was　done　in　a　water　bath　at　370C　for　20　sec－

onds．　Thereafterr　the　contents　of　the　straw　were　expelled

into　a　Petri　dish，　and　the　embryos　were　immediately　pipetted

into　PBS　plus　10g　CS　and　O．5　M　solution　of　the　same　sugar

used　in　the　freezing　medium．　After　5　rninutes　at　room　temper－

ature，　the　embryos　were　transferred　into　PBS　plus　10＆　CS　for

5　min　and　then　washed　three　times　in　rnicrodrops　of　Whitten’s

Medium　under　paraffin　oil　before　culture．　The　embryos　were

cultured　by　’ヒhe　microdroplet　method　（Brinster，　1963）　in

Whitten’s　medium　at　370C　in　5rg　CO2　in　air　for　96r　72i　and　48

hours　for　two一，　four－r　and　eigh『ピーcell　embryos，　respectively．

Survival　of　’ヒhe　embryos　was　assessed　by　their　capacity　to

develop　into　expanded　blastocysts　during　culture．

　　　　　Experiments　were　replicated　four　times　and　the　data

were　analyzed　for　statistical　significance　using　the　Chi一一

square　test．

　　　　　The　effect　of　exposure　to　the　freezing　medium　on　the

survival　of　mouse　two一，　four一，　and　eight－cell　embryos　with－

out　freezing　was　also　examined　．　Twelve　to　fifteen　embryos

were　placed　in　3　M　ethylene　giycol　with　either　O．25　M　su－

crose　or　lactose　in　pBS　plus　10g　CS　for　5　r　10，　20　and　40

minu’ヒes　at　room　　temperature．　After　the　required　　exposure

period　was　attained，　the　embryos　were　transferred　into　O．5　M

sucrose　or　lactose　solution　in　PBS　plus　l　Oそ　CS　for　5　minu’ヒes

12
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Fig．　1．　Diagramrnatic　representation　of　a　O．25－ml　French

straw　with　135　μl　freezing　medium　con’ヒaininq　the　embryos　or

oocytes　a）　heat－sealed　end　b）　freezing　medium　c）　air

bubble　d）　embryos　or　oocytes　in　freezing　medium　e）　cotton

plug　f）　PCV　（polyvinylic　alcohol）．

Fig・　2・　A　O．25－ml　French　straw　（arrow）　loaded　with　embryos

or　oocy’ヒes　and　freezing　medium　placed　horizontally　on　a

styrofoam　plate　（a）　floating　in　a　liquid　nitrogen　bath．

13
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Fig．　3．　Diagram　of　the　quick　freezing　method．　A　plastic

straw　loaded　wi’ヒh　embryo＄　or　oocytes　and　freezing　medium　is

placed　horizontally　on　a　styrofoam　plate　floating　in　a

liquid　nitrogen　bath　a）　cover　b）　flask　c）　straw　d）　styro－

foam　plate　e）　wire　mesh．
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to　remove　the　cryoprotectant　from　the　cells．　Thereafter，

they　were　transferred　in　PBS　plus　10g　CS　for　5　minutes，　then

washed　three　tirnes　with　Whitten’s　medium　（Whitten，　1971）．

Finally，　the　embryos　were　cultured　in　microdrops　（100　pt）　of

Whitten’s　medium　at　370C　in　5g　CO2　in　air　for　96，　72，　and　48

hours　for　two一，　four一，　and　eight－cell　embryos，　respectively．

1n　addition，　fresh　two一，　four一，　and　eight－cell　embryos

without　exposure　to　the　freezing　medium　were　cul・ヒured　simi－

larly　to　serve　as　controls．　Survival　of　the　embryos　was

assessed　by　their　capacity　to　develop　into　expanded　blasto－

cysts　during　culture．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS

　　　　　Figures　1　to　3　show　the　volume　changes　and　behavior　of

two一，　four一，　and　eight－cell　rnouse　embryos　to　increasing

equilibration　time　in　3　M　ethylene　glycol　with　either　O．25　M

sucrose　or　lactose．　The　embryos　showed　a　rapid　reduction　in

their　size　followed　by　gradual　expansion．　However，　the

embryos　did　not　regain　their　original　isotonic　volumes　even

after　40　minutes　equilibration　in　the　freezing　mediura．

　　　　　The　effect　of　equilibration　period　on　the　post－thaw

survival　of　early　cleavage一一stage　cryopreserved　by　the　quick

freezing　method　using　ethylene　glycol　with　sucrose　or　lac－

tose　is　shown　in　Tables　1　and　2．　There　was　no　significant

difference　on　the　survival　of　rnouse　two一一，　four－r　and　eight－

cell　stage　embryos　cryopreserved　by　the　quick　freezing

method　using　ethylene　glycol　irrespective　of　the　sugar

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15
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（sucrose　or　lactose）　used．

　　　　　when　two一　and　four－cell　embryos　were　equilibrated　in　3

M　ethylene　glycol　with　either　O．25　M　sucrose　or　lactose　for

5　rninutes，　the　post－thaw　viability　was　significantly　lower

（Pく0．001》　than　when　equilibration　was　prolonged　’ヒ0　10，　20　0r

40　minutes．　No　significant　difference　was　obtained　when

eight－cell　stage　mouse　ernbryos　were　equilibrated　for　5，　10，

20　and　40　minutes　in　the　freezing　medium　before　plunging

into　LN2　vapor．The　highest　survival　rates　were　achieved

at　10　minutes　equiiibration　for　two一，　four一，　and　eight－cell

ernbryos．　However，　slight　but　not　significant　decrease　in　the

viability　ra’ヒe　was　obser▽ed　when　equilibra’ヒion　was　prolonged

’ヒ0　20　and　40　minutes．

　　　　　　　　Table　3　shows　the　effect　of　exposure　to　3　M　ethylene

glycol　with　either　O．25　M　sucrose　or　lactose　on　the　survival

of　mouse　early　cleavage－s’ヒage　embryos　wi’ヒhout　freezinq．　Very

high　percentages　（89．2　to　96．4g）　of　two一，　four一，　and　eight－

cell　ernbryos　exposed　to　the　freezing　medium　for　5　r　10r　20

and　40　minutes　without　freezing　developed　to　expanded

blastocysts　　when　cultured　in　vi・ヒro．　The　survival　rates　were

similar　to　those　of　the　control　embryos．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DISCUSSTON

　　　　　The　volume　changes　of　two一，　four一，　and　eight－cell　mouse

embryos　in　ethylene　glycol　with　sucrose　or　lactose　were

characterized　by　an　initial　rapid　shrinkage　and　subsequent

9「adual　expansion．　These　findings　s・ヒrongly　sugqest　that　the

rapid　shrinkage　of　the　embryonic　cells　（dehydration）　was

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16
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Table　1．　Effect　of　equilibration　period　in　3　M　ethylene

qlyco：L　with　O・25　M　sucrose　on　’ヒhe　post－thaw　sur▽ival　of

mouse　two一，　four一，　and　eight一一cell　embryos　cryopreserved　by　a

quick　freezing　method

Einbryo　stage Equilibration　period　（rninutes）

5 10 20 40

2－cel1

4－cel1

8－cel1

36．4Aa

（55）

33．3Aa

（54）

6s．gB

（58）

73．1b

（52）

7s．4b

（57）

77．7

（54）

70．ob

（50）

71．7b

（53）

73．6

（53）

66．6b

（54）

67．gb

（53）

70．3

（54）

Values　represent　da“ヒa　from　fOur　replicates．

Values　in　parenthesis　represen‘ヒ　the　’ヒotal　number　of　frozen－

thawed　ernbryos．

Values　with　different　superscripts　in　the　same　column　are

significantly　different〈　A：B，　P〈O．OO1）．

Values　with　different　superscripts　in　the　same　line　are

significantly　different　（a，b，　P〈O．OOI）・

20
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Table　2．　Effect　of　equilibration　period　in　3　b4　ethylene

glycol　with　O。25　M　lactose　on　the　pos’ピーthaw　survival　Of

mouse　two一一，　four一，　and　eight－cell　embryos　cryopreserved　by　a

quick　freezing　method

Embryo　stage Equilibra’ヒion　period　（minutes）

5 10 20 40

2－cel1

4－cel1

8－cel1

36．2Aa

（58）

3s．sAa

（53）

6g．oB

（55）

72．ob

（50）

73．2b

（56）

75．0

（56）

71．7b

（53）

6g．sb

（53）

72．2

（54）

6s．4b

（55）

6s．sb

（54）

69．1

（55）

Values　represent　data　from　four　replicates．

Values　in　parenthesis　represent　the　to’ヒal　number　of　frozen－

thawed　embryos．

Values　with　different　superscripts　in　the　same　c。lumn　are

　コsignificantly　different　（A：B，　Pく0．001）．

Values　with　different　superscripts　in　the　same　line　are

significantly　different（a・b，　P・0．OOI）．
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Table　3．　The　effect　of　exposure　in　3　M　ethylene　glycol　wi・ヒh

either　O．25　M　sucrose　or　ユac’ヒose　wi’ヒhout　freezing　on　the

percen・ヒage　Of　mouse　early　cleavage－s’ヒage　embryos　　develOping

to　expanded　blastocysts　during　cul『ヒure　in　vitro

　　　　　ロFreez：Lng

medium

Embryo

stage

Exposure　period　（minutes）

o＊ 5 10 20 40

3　M　ethyiene

glycol　with

O．25　sucrose

3　M　ethylene

glycol　with

O．25　M　lactose

2－cel1

4－cel1

8－ceユ1

2－cel1

4－cel1

8－cel1

96．0

96eO

lOO．0

96．3

96．4

　96．2

96．0

93．1

96．4

92．6

92．3

92．0

92．0

92．3

93．1

92．6

93．1

96．0

92．0

93．1

96．0

92．3

92．0

92．8

89．2

92．8

93．1

92．3

92．6

92．0

＊　Control　（not　exposed　to　the　freezing　medium　nor　frozen）．

Values　represent　da’ヒa　from　two　replicates　（25　・ヒ0　29　embryos

per　treatment　group）．
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　　　　　　　followed　by　gradual　permeation　of　ethylene　glycol　into　the

　　　　　　　cells．　　When　adequate　dehydration　and　permeation　of　’ヒhe

　　　　　　　cryoprotectant　occur，　embryos　can　be　frozen　with　srnall

　　　　　　　amount　of　non－damaging　ice　crystals　（LEIBO，　1977；　WHITTZNG－

　　　　　　　HAM　et　al．，　1979）　while　inadequate　dehydration　may　lead　to

　　　　　　　the　formation　of　lethal　intracellular　ice．

　　　　　　　　　　　our　results　indicate　that　two一，　four一，　and　eight－cell

　　　　　　　mouse　embryos　require　at　least　10　minutes　and　5　minutes

　　　　　　　equilibration　in　3　M　ethylene　glycol　with　either　O．25　M

　　　　　　　sucrose　or　lactose，　respectively　before　plunging　into　LN2

　　　　　　　vapor．　Two一　and　four－cell　mouse　embryos　may　require　longer

　　　　　　　equilibration　time　in　the　freezing　medium　for　adequate

　　　　　　　permeation　of　the　cryoprotectant　because　of　the　bigger　size

　　　　　　　of　their　blastorneres　and　lower　permeability　coefficiency　to

　　　　　　　the　cryoprotectant　as　compared　with　eight－cell　stage　ernbry－

　　　　　　　os　（MAZUR　gt　al．，1976）．　Thus，　it　can　be　assumed　that　the

　　　　　　　significantly　higher　（P〈O．OOI）　survival　rate　of　eight－cell

　　　　　　　ernbryos　than　two一　and　four－cell　embryos　at　5　minutes　equili－

　　　　　　　bration　is　due　to　a　higher　intracellular　concentration　of

　　　　　　　ethylene　glycol．

　　　　　　　　　　　In　a　quick　or　rapid　freezing　method，　a　combination　of

　　　　　　　dehydration　by　non－permeating　agents　such　as　sucrose　or

　　　　　　　lactose，　and　permeation　of　the　embryo　by　the　cryoprotectant，

　　　　　　　enable　the　cells　to　supercool　to　一170　or　一1960C　without　the

　　　　　　　fOrMation　of　lethal　intracellular　ice　（TROUNSON　et　al．，1987；

　　　　　　　MAZURr　1990）．　However，　the　necessity　for　actual　permeation

　　　　　　　With　the　cryoprotectant　has　been　subj　ect　to　some　debate・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　23
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Using　a　bovine　erythrocyte　model’　IYIAZUR　皇1tL　al・（1974）　showed

that　actual　permeation　into　the　cell　by　a　cryoprotectant　is

not　mandatory　for　cryoprotection　when　the　cooling　process　is

slow．　However，　using　two－cell　mouse　embryos，　BERNARD　＆

FULLER　（1984）　reported　a　better　survival　rate　when　suffi－

cient　time　is　allowed　for　glycerol　to　permeate　into　the

cells．　Moreover，　SZELL　＆　SHELTON　（1986）　showed　that　embryos

dehydrated　by　sucrose　and　frozen　rapidly　require　a　high

extracellular　concentration　of　glycerol，　and　that　an　in－

crease　in　the　intracellular　glycerol　concentration　is　bene－

ficial　for　the　survival　of　the　embryos．　Available　evidence

suggests　that　partial　permeation　by　the　cryoprotectant　as　a

result　of　equilibration　rnay　be　a　requisite　for　protection

bu●ヒ　complete　permeation　is　not　necessary　（SZELL　＆　SHELTON，

1986；LEIBO，　1989）．　Our　results　indicate　tha’ヒ　adequate　perme－

ation　of　the　embryos　by　ethylene　glycol　into　the　blastomeres

before　quick　freezing　is　necessary　for　cryopro’ヒection．　This

can　be　attained　with　equilibration　in　the　freezing　medium

for　10　minutes　for　two一　and　four－cell　embryos，　and　5　minutes

for　eight－cell　embryos　to　allow　a　high　concentration　of

ethylene　glycol　to　permeate　into　the　ernbryonic　cells．　Sensi－

tivity　of　the　embryos　to　quick　freezing　was　only　affected　by

the　embryonic　stage　of　development　at　5　minutes　equilibra－

tiOn，　wherein　a　significantly　higher　（P〈O．OOI）　percentage　of

eight－cell　embryos　survived　than　two一　and　four－cell　embryos・

At　10，　20，　and　40　minu・ヒes　equilibration　periods　in　the

freezing　mediurn，　no　significant　difference　on　the　survival

「a『ヒes　of　mouse　early　clea▽age－stage　embryos　was　observed．

24
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The　highest　survival　rates　in　vitro　were　obtained　when　mouse

two一，　four一一，　and　eight一一cell　embryos　were　equilibrated　in　3　M

ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose　（73．1％，　75．406　and　77．7g，

respectively）　or　lac’ヒose　　（72・O竃’　73・2篭　and　75・0宅’　respec－

tively）　for　10　minutes　before　plunging　into　LN2　vapor．　These

are　comparable　results　to　those　obtained　by　conventional

（URANO　et　al．，1986）　ultrarapid　freezing　（SATHANANTHAN　gLt

al．，1988）　and　vitrification　（RALL　gt　g．lk一．，1987；　VALDEZ　gt

al．，1990）　　me’ヒhods．　However，　reduction　in　the　viability　of

the　embryos，　although　not　significant，　was　observed　after　20

and　40　minutes　equilibration．　ln　the　cryopreservation　of

embryos　usinq　quick　freezing　me’ヒhod，　a　high　concentration　of

cryoprotectant　is　required　to　give　optimum　protection．　A

prolonged　equilibration　could　have　resulted　in　a　very　high

intracellular　concentration　of　ethylene　glycol，　making　the

ernbryos　more　susceptible　to　osmotic　shock　caused　by　the

rapid　influx　of　water　when　diluted　out　of　the　cryoprotectant

after　thawing　（LEIBO，1989）．　The　decrease　in　viability　could

not　have　been　due　to　chemical　toxicity　as　this　study　indi－

cated　that　exposure　of　the　embryos　in　3　M　ethylene　giycol

with　either　O．25　M　sucrose　or　lactose　for　up　to　40　minutes

without　freezing，　did　not　detrimentally　affect　their　capaci－

ty　to　develop　in　vitro．

　　　　　Significant　difference　on　the　survival　of　early　cleav－

age－stage　mouse　embryos　cryopreserved　by　the　quick　freezing

Method　using　ethylene　glycol　irrespective　of　the　sugar　used

WaS　not　observed．　This　indicates　that　sucrose　or　lactose　at

25
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o．2s　M　concentration　can　be　used　effectively　in　combination

with　3　M　ethylene　glycol　in　the　quick　freezing　of　mouse

two一，　four一一，　and　eight－cell　embryos．　This　finding　is　in

agreement　wi’ヒh　previous　studies　（　TAKAHASHI　＆　KANAGAWA，

1985；　ABAS　MAZNI　g：t！L　g一，IL，一．　（1990）　on　mouse　compacted　morulae

cryopreserved　by　the　same　quick　freezing　method．

　　　　The　results　of　this　study　indicate　that　at　5　minutes

equilibration　in　3　M　ethylene　glycol　with　either　O．25　M

sucrose　or　lactoser　the　survival　rate　of　early

cleavage－stage　mouse　embryos　is　stage－dependent．　However　r　a

prolonged　equilibration　period　seems　to　reduce　embryonic

viability．

　　　　Moreover，　this　study　shows　that　ethylene　glycol　in

combination　with　either　sucrose　or　lactose　can　be　used

effectively　in　the　quick　freezing　of　mouse　early　cleavage－

stage　embryos．

26

　lll一

騰陸



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SUumRY

　　　　　Mouse　early　cleavage－stage　embryos　were　frozen　by　direct

plunging　into　liquid　nitrogen　vapor　（LN2）　after　equilibra－

tion　in　3　M　ethylene　glycol　with　either　O．25　M　sucrose　or

lactose　for　5，　10，　20　and　40　minutes．　After　thawing，　the

embryos　were　cultured　2．ln　y2t！1gtro　and　the　effect　of　equilibra一

tion　period　on　the　viability　of　the　embryos　was　examined．

When　two－　and　four－ceユ．l　embryos　were　equilibrated　　in　the

freezing　medium　for　5　minutes，　the　post一’ヒhaw　viability　was

low，　but　increased　when　equilibration　was　prolonged　to　10

minutes．　Although　no　significant　difference　was　observed　on

the　post－thaw　viability　of　eight一一cell　embryos　equilibrated

frorn　5　to　40　minutes，　the　highest　survival　rate　for　two一，

four一，　and　eight－cell　mouse　embryos　was　at　10　minutes　equil－

ibration　in　the　freezing　medium　before　plunging　into　LN2

vapor．

　　　　　The　effect　of　exposure　to　3　M　ethylene　glycol　with

either　O．25　M　sucrose　or　lactose　on　the　survival　of　mouse

early　cleavage－stage　embryos　without　freezing　is　also　de－

scribed．
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CHAPTER　I　I

QUICK　FREEZING　OF　ONE－CELL　MOUSE　EMBRYOS　USING　ETHYLENE

　　　　　　　　　　　　　　GLYCOL　WITH　SUCROSE　OR　LACTOSE

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INTRODUCTION

　　　　cryopreservation　of　mouse　embryos　can　be　achieved　by　a

combined　process　of　dehydration　of　the　embryos　with　a　non－

permeating　agent　（sugar）　and　permeation　with　a　cryoprotect－

ant　before　direct　plunging　into　liquid　nitrogen　（LN2）　vapor

（quick　or　rapid　freezing）　or　into　LN2　（ultrarapid　freezing）．

The　above－mentioned　freezing　methods　have　utilized　glycerol

on　eight一一cell　mouse　embryos，　morulae　and　blastocysts　in

combina・ヒion　with　sucrose　（TA：KEDA　et　al．，1984；　BIERY　et

al．，1986；　WILL工AMS　　＆　　JOHNSON，1986；　SZELL　　＆　　SHELTON，1986，

1987）t　trehalose　（KRAG　et　al．v1985），　lactose，　raffinose，

glucose　or　xylose　（TAKAHASHI　＆　KANAGAVUA，　1985，1990）；　with

dimethyl　sulfoxide　（TROUNSON　et　a－1一．，1987，　1988）　or　propylene

glycol　（SATHANANTHAN　e’ヒ　al．，　1988）　and　sucrose．

　　　　　ABAS　MAZNI　et　al．（1990）　reported　the　successful　use　of

3　M　ethylene　glycol　as　a　cryoprotectant　with　either　O．25　M

lac’ヒose　or　sucrose　in　the　quick　freezing　of　mouse　morulae・　A

similar　s『ヒudy　（RAYOS　et　al．，　1992a）　also　yielded　high　sur一一

vival　rates　of　two一一，　four一一，　and　eight－cell　mouse　embryos

USing　the　same　freezing　medium．　with　increasing　interest　in

basic　research　and　techniques　utiiizing　early－stage　ernbryos

（e・g　nuclear　transfer，　gene　injection）　it　is　equally　impor一

’ヒant　that　t二he　quick　freezing　techniques　be　apPlied　success一
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fully　to　one－cell　stage　embryos．

　　　　　To　date，　no　study　has　reported　on　the　quick　or　ultrara－

pid　freezing　of　one－cell　mouse　embryos　using　ethylene　gly一一

col．　Equilibration　of　the　embryos　in　a　freezing　medium　con－

taining　high　concentration　of　cryoprotectant　before　plunging

into　LN2　vapor　（SZELL　＆　SHELTON，　1986；　TAKAHASHI　＆　KANAGAWA，

1990）　and　dilution　of　the　cryoprotectant　after　thawing

（SCHNE工DER　＆　MAZUR，　1984；　LEIBO，　1989）　are　of　critical

importance　for　the　survival　of　the　embryos．　This　st二udy　was

therefore　undertaken　to　exarnine　the　effects　of　equilibration

period　on　embryos　in　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose

or　lactose　on　the　survival　of　one－cell　mouse　embryos　cryo－

preserved　by　a　quick　freezing　method．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　MATERIALS　AND　METHODS

Animals　and　ernbryo　recovery

　　　　Female　Fl　hybrid　（C57BL16J　X　CBA）　4　to　8　weeks　of　age

and　18　to　25　g　in　body　weight　were　used　as　embryo　donors．

Female　ICR　mice，　10　to　12　weeks　of　age　were　used　as　recipi－

ents．　They　were　maintained　in　a　room　with　controlled　light－

ing　14－hour　light　（5：00　to　19：00　hour）：　10－hour　dark　cycle

and　given　commercial　feed　and　water　ad　libitum．　Female　Fl

Mice　were　induced　to　superovulate　with　intraperitoneal

Zn）ections　of　5　IU　pregnant　mare　serum　gonadotropin　（PMSG；

Serotrophin，　Teikoku　zoki，　Tokyo，　Japan）　and　5　IU　hurnan

Chorionic　gonadotropin　（hcG；　Teikoku　Zoki）　given　48　h　apart－

After　hCG　in」ection，　female　mice　were　paired　singly　with　Fl

Males　and　inspected　the　foilowing　day　for　the　presence　of　a
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vaginal　plug．　The　female　mice　were　killed　by　cervical　dislo－

cation　and　intact　cumulus　rnasses　containing　the　one－cell

ernbryos　were　excised　from　oviducts　and　placed　in　sterile

plastic　culture　dish　（Nunc，　Nunclonr　Kamstrup，　Denmark）　with

modified　phosphate－buffered　saline　（PBI；　WHITTINGHAM，　1971）

supplernented　with　10g　heat－treated　calf　serurn　（CS；　Gibco

Laboratories，　Life　Technology　lnc．，　New　York，　USA）　and

containing　hyaluronidase　（150　units／ml；　Sigma　Chemical　Co．，

St．　Louis，　MO）　for　3　to　5　minutes，　20　to　22　hours　after　hCG

inゴection．　When　the　cumulus　cells　were　detached，　the　embryos

were　washed　three　tirnes　in　fresh　PBI　medium　with　10g　CS．

Only　morphologically　normal　embryos　were　used　in　this　study．

One－cell　embryos　could　be　distinguished　from　unfertilized

oocytes　by　the　presence　of　a　second　polar　body　in　the　per－

ivitelline　space　and／or　by　two　pronuclei．

Freezing　procedure

　　　　　A　modified　quick　freez±ng　method　previously　described

by　TAKAHASHI　＆　KANAGAWA　（1985，1990）　was　used　in　this　study．

The　embryos　were　pipetted　into　the　freezing　medium　consist－

ing　of　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose　or　lactose　in

PBI　with　10審　CS　and　equilibra・ヒed　for　5，　10，　20　and　40

minutes・　Ten　to　15　embryos　were　drawn　in・ヒ0　0．25－ml　French

straw　（工・M．V．　LI　Aigle，　France》　which　were　heat　sealed．

After　the　assigned　equilibration　period　was　attained，　the

eMbryos　were　frozen　in　LN2　vapor　（about　一1700C）　by　placing

’ヒhe　sealed　straw　horizontally　on　a　styrofoam　plate　（140　mm　X

60　mm　X　5　mm）　wi・ヒh　a　s・ヒainless　steel　mesh　on　its　upPer　sur。
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　face　and　floating　in　a　liquid　nitrogen　bath．　Two　rninutes

　later，　the　straw　was　plunged　into　LN2　and　stored　for　1　to　60

days．

Thawing，　dilution　and　culture　procedure

　　　　　Thawing　was　done　in　a　water　bath　at　370C　for　20　sec一一

〇nds．　Thereafterr　the　contents　of　the　straw　were　expelled

into　a　Petri　dish，　and　the　embryos　were　immediately　pipetted

into　O．5　or　1．0　M　of　the　same　sugar　used　in　the　freezing

medium　for　dilution　of　the　cryoprotectant．　After　5　minutes，

the　embryos　were　transferred　to　PBI　with　10＆　CS．　Other

embryos　were　directly　diluted　into　PBI　with　10g　CS　without

first　being　placed　into　e．5　or　1．0　M　of　sucrose　or　lactose．

Five　minu’ヒes　later，　the　embryos　were　washed　three　times　in

microdrops　of　Whitten’s　medium　（WHITTEN，　1971）　before　being

cultured　in　100　1　microdrops　of　Whitten　i　s　medium　at　370C　in

sg　CO2　in　air　for　96　to　120　hours．　All　manipulations，　unless

indicated　were　performed　at　room　temperature　（about　200C）．

Survival　in　vitro　was　assessed　by　the　ability　of　the

frozen－thawed　one－cell　embryos　to　develop　into　expanded

blastocysts　during　culture．

　　　　　Experiments　were　replicated　five　to　six　times，　and　the

data　were　analyzed　for　statistical　significance　using　the

Student’s　t－test．

　　　　To　determine　if　prolonged　exposure　to　the　cryoprotect－

ant　affects　viability，　one－cell　mouse　embryos　were　suspended

M　the　freezing　medium　containing　3　M　ethylene　glycol　with

O・25　M　sucrose　or　lactose　without　£reezing．　Ten　to　15　embry－

OS　Were　pipetted　into　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M　su－
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crose　or　lact二〇se　for　5，　10r　20　and　40　minutes　at　room　tem－

perature．　After　the　required　exposure　period　was　attained，

the　embryos　were　transferred　into　O．5　M　sucrose　or　lactose

for　5　minutes．　Thereafterr　they　were　transferred　into　PBI

with　10g　CS　for　another　5　minutesr　then　washed　three　times

with　whitten’s　medium．　Finally，　the　embryos　were　cultured　in

microdrops　of　Whitten’s　medium　at　370C　in　5％　CO2　in　air　for

96　to　120　hours．　rn　addition，　fresh　one－cell　mouse　embryos

were　cultured　similarly　to　serve　as　control．　Survival　of　the

embryos　was　assessed　by　their　capaci’ヒy　to　develop　into

expanded　blastocysts　during　culture．

　　　　Experiments　were　replicated　four　times　and　data　were

analyzed　by　the　Chi－square　test．

Development　in　vivo

　　　　　To　assess　viability　in　vivo，　blastocysts　developing

from　one一一cell　mouse　embryos，　that　were　frozen　after　the

optimum　equilibration　period　（10　minutes）　in　the　freezing

medium　and　diluted　with　O．5　M　sucrose　or　lactose　after

thawing，　were　transferred　into　the　uterine　horns　of　female

ICR　mouse　recipients．　The　recipients　were　anesthetized　with

Sodium　pentobarbital　（Nembutal，　Abbott　Laboratories，　Chica－

gor　lllinois，　USA）　which　was　diluted　ten　times　with　physio－

logical　saline　solution．　The　uterine　transfer　procedure　used

WaS　previously　described　by　HOGAN　et　al．　（1986）　and　modified

by　ABAS　MAZNI　（1990）．

　　　　　Six　to　9　ernbryos　were　transferred　into　each　uterine

hOrn　of　Day　3　pseudopregnant　recipient　（Day　1＝　day　of　find一一
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ing　the　vaginal　plug）　’ヒhat　had　been　mated　with　a　vasecto－

mized　工CR　male．　The　recipients　were　necropsied　on　Day　18　0f

pregnancy，　and　the　numbers　of　live　and　resorbing　fetuses，

as　well　as　implantation　si’ヒes　were　examined．　Cultured　fresh

one－cell　mouse　embryos　developing　to　blastocysts　were　also

transferred　into　each　uterine　horn　of　female　recipients　to

serve　as　the　control．

　　　　　Experiments　were　replicated　four　times　and　data　were

analyzed　for　statistical　significance　using　the　Chi－square

test．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS

　　　　More　than　90g　of　the　embryos　were　recovered　from　the

freezing　straws　after　thawing．　Tables　1　and　2　shows　the　ef－

fects　of　the　equilibration　period　and　dilution　method　on　the

percentage　of　frozen－thawed　one－cell　ernbryos　developing　to

’ヒhe　expanded　blastocyst　stage　during　culture．　Since　the　in

ySt1！11t　2ro　survival　rate　showed　a　similar　pattern　when　O．5　or　1．O

M　of　sucrose　or　lactose　was　　used　for　dilution　of　・ヒhe　cryo－

protectant　for　each　equilibration　periodr　the　data　were

pooled　from　the　’ヒwo　9・roups．　Thereafter’　the　effect　of　equil－

ibration　period　was　examined．　The　highest　survival　rates

we「e　attained　when　’ヒhe　embryos　were　equilibrated　in　3　M

ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose　（67．2g）　or　lactose

（69・7ig）　for　10　minutes　before　plunging　into　LN2　vapor，　and

diluted　with　either　o．s　or　1．o　M　of　sucrose　or　lactose

after　thawing．　shorter　（s　minutes）　or　prolonged　（40　minutes）

eqUilibration　yielded　significantly　lower　survival　rates・
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　　　　　Dilution　by　direct　transfer　of　’ヒhe　frozen－thawed　embry－

os　into　PBI　resulted　in　significantly　lower　survival　than

when　O．5　or　1．0　M　of　sucrose　or　lactose　was　used．

　　　　Table　3　shows　the　effect　of　exposure　to　3　M　ethylene

glycol　with　O．25　M　sucrose　or　lactose　on　the　viability　of

one－cell　mouse　embryos　without　freezing．　High　percentages

（86．1　to　91．2rg）　of　one－cell　mouse　ernbryos　exposed　to　the

freezing　medium　for　5，　10，　20　and　40　minutes　without　freez－

ing　developed　to　expanded　blastocys・ヒs　when　cultured　in　vitro

at　rates　similar　to　the　control．

　　　　The　development　rates　of　one－cell

using　3　M　ethylene　giycol　with　O．25　M

yEtLg］2gt　r　o　gLt　d一　i　n　v　i　vo　r　a　n　d　t　h　e　n　o　n　f　r　o　z　e　n

　　　　　　　　　　mouse

　　　　　　　　　sucrose

　　　　　　　　　　　control　embryos

development　rates　of

　to　blastocysts　during

　those　of　the　control

　Howeverr　when　the

　one－cell　mouse　embryos

　horns　of　the　recipientsr

　fetuses　did　not　sj

O　and　45．8％　vs　51．6g　）．

　　　was　observed　in　the

　　　　　　　　and　nonfrozen

．6g）．

embryos　frozen

　or　lactose　in

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　are

shown　in　Table　4．　！n　vitro　development　rates　of　frozen－

thawed　one－cell　mouse　embryos　to　blastocysts　durinq　culture

was　significantly　lower　than　those　of　the　control　embryos

（68．0　and　66．7g　vs　92．7％）．　However，　when　the　blastocysts

derived　from　frozen－thawed　one－cell　mouse　embrvos　were

transferred　±nto　the　uterine　horns　of　the　recipients，　the

rate　of　development　into　live　fetuses　did　not　significantly

differ　with　the　control　（47．0　and　45．8％　vs　51．6g　）．　More－

OVer，　no　significant　difference　was　observed　in　the　implan－

tation　rates　between　frozen－thawed　and　nonfrozen　control

embryos　（81．6　and　80．Oig　vs　90

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DISCUSSION

　　　　Results　from　this　study　indicate　that　one－cell　mouse
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Table　1．　Effects　of　equilibra’ヒion　period　in　3　M　ethylene

glycol　with　O．25　M　sucroset　and　the　dilution　method　on　the

percentage　of　quickly　frozen　one－cell　mouse　embryos　develop一一

ing　to　expanded　blastocysts　during　culture　（mean±SEM）＊

Dilution

rnethod

Equilibration　period　（minutes）

5 10 20 40

PBI　with

sucrose＊＊

PBI

43．4±1．6Aa

32．o±2．sBa

67．2±1．gAb

31．s±o．sBa

61．3±2．1AbC　ss．g±o．sAc

34．o±1．2Ba　26．6±1．1Cb

　’Each　group　had　five　to　six　replicates　（186　to　200　embryos

per　group）．

＊＊Pooled　from　O．5　and　1．0　M　sucrose　groups．

　　Values　with　different　superscripts　in　’ヒhe　same　line　are

significantly　differen『ヒ　（a：b，　Pく0．05；　b：c，　a：c，　Pく0．01）．

　　Values　with　different　superscripts　in　’ヒhe　same　column　are

significantly　different　（A：B，　P〈O．05；　A：C，　P〈O．OOI）・
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Table　　2．　　Effects　of　equilibration period　in　3　　M　　　　　　　　　　　　　　噛 ethylene

glyc・l　with　O・25　M　lact・se’and　the dilution　method　on the

percentage　of　quickly　frozen　one－cell mouse　embryos develOP一

ing　to　expanded　blastocysts　during culture　（mean±SEM）★

Dilution　　　　　　　　　　Equilibration　period （minutes》

method　　　　　　　　5　　　　　　　　　　10 20　　　　　　　　　40

PBI　with

lactose＊＊　41。8±2．7Aa　　69。7±1．2Ab 65．4±3．1Abc　　60．9±2．1Ac

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ca　　　　　　　　　　　　　　　　　Ba　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33．3±2．5PB1　　　　　　　35．1±2．2

30．7±1．gCa　　　28．6±1．7Cb

＊Each　group　had　five　replicates （122　to　152　embryos per

group）．

＊＊Pooled　from　O．5　and　1．O　M　lactose 9「oups・

Values　with　different　superscripts in　the　same　line are

significantly　different　（a：b，　P〈0．05フ a：cア　b：c，　P〈0．01）．

Values　with　different　superscripts in　the　same　column are

significantly　different　（A：B，　P〈O．013 A：C，　P＜0．001）．
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Table　3．　Effect　of　exposure　in　3　M　ethylene　glycol　wit二h　O・25

M　sucrose　or　lactose　on　the　percentage　of　one－cell　mouse

embryos　developing　to　expanded　blastocysts　during　culture　ELt

vitro

Freezing　medium Exposure　period　（rninutes）

o＊ 5 10 20 40

3　M　ethylene

glycol　wi『ヒh　O．25

M　sucrose

3　M　ethylene

glycol　with　O．25

M　lactose

92．0

（126）

91．2

（110）

89．5

（134）

89．8

（127）

91．2

（154）

90．0

（120）

89．8

（135）

87．2

（109）

89．7

（152）

86．1

（115）

＊　Control：　not　exposed　to　the　freezing　medium　nor　frozen．

Vaiues　in　parenthesis　represent　the　number　of　embryos　used．
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Table　4．　ln　vitro　and　M　v－i’一vQ　development

embryos　quickiy　frozen　using　3　M　ethylene

sucrose　or　iactose

of　one－ceU　mouse

glycol　with　O．25　M

Treatment
of　one一一

cell
embryos

　　No．（g）“

developing　＆
transferred

　　Np．　of　No．（g）“’　No．（g）t
recipients　implantation　live　fetUs

Frozen　一一

thawed

Sucrose

（n＝200）

Lactose

（n＝180）

Nonfrozen
control

（n＝69）

136（6s．o）a

120（66．7）a

64（g2．7）b

10

8

5

111（81．6）

96（80．0）

58（90．6）

65（47．0）

55（45．8）

33（51．6）

＊No．　of　embryos　developing　into　blastocysts　and　transferred

to　the　recipients／No．　of　embryos　cultured　for　96　hours．

＊＊No．　of　live　and　resorbing　fetuses　as　well　as　implantation

sites／No・　of　blastocys・ヒs　transferred．

；No．　of　live　fetuses／No．　of　blastocysts　transferred．

a：b，　p〈o．ool．
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　　1　．　E

embryos　require　a’ヒ　least　10　minutes　of　equilibration　in　3　M

ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose　or　lactose　（freezing

mediurn）　before　plunging　into　LN2　vapor．　Shorter　equilibra－

tion　（5　minutes）　yielded　a　significantly　lower　survival

rate，　which　could　have　been　due　to　insufficient　intracellu－

lar　concen『ヒration　of　ethylene　glycol　before　freezinq．　SZELL

＆　sHELTON　（1986）　suggested　that　the　survival　of　rapidly

frozen　embryos　depends　upon　the　duration　of　equilibration，

and　the　effect　of　equilibration　period　is　due　to　cryopro－

tectant　permeation　into　embryonic　cells，　which　is　necessary

for　protection　before　freezing．　As　shown　in　Fig．　1　r　one－cell

mouse　embryo　initially　shrinks　when　exposed　to　the　freezing

medium　containing　both　a　permeating　and　nonpermeating　cryo－

protectants　followed　by　gradual　expansion．　This　indicates

that　rapid　shrinkage　of　the　ernbryonic　cell　（dehydration）　was

followed　by　gradual　permeation　of　ethylene　glycol　into　the

cell．　Longer　equilibration　period　in　the　freezing　solu－

tion　was　necessary　for　one－cell　mouse　embryos　because　of

their　larger　cellular　size　and　volume　（LEIBO　et　al．，1974）

and　because　their　permeability　coefficiency　to

tectant　is　much　lower　than　those　of　more

Stages　such　as　the　morula　or　blastocyst

However，　reduction　in　the　viability　of　the

Observed　after　20　and　40　minutes　of

Cryopreservation　of　embryos　using　a　quick

high　concentration　of　permeating　cryoprotectant

tO　giVe　optimum　protection　（ABAS　MAZNI　et　al．

　　　　　　　the　cryopro－

aqvanced　embryonic

（MAZUR　et　al．，1976）．

　　　　　　　　　embryos　was

equilibration．　1n　the

　　　freezing　methodr　a

　　　　　　　　　ls　necessary

　　　　　　　　，　3989，1990）．
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prolonged　equilibration　could　have　resulted　in　the　permea－

tion　of　a　very　high　concentration　of　ethylene　glycol　into

the　embryonic　cell，　making　the　embryos　susceptible　to　osmot－

ic　shock　when　the　cryoprotectant　is　diluted　out　after　thaw－

ing．　This　reduction　in　viability　could　not　have　been　due　to

chemical　toxicityr　since　our　previous　study　（RAYOS　et　al．，

1992a）　showed　that　exposure　of　two一，　four一，　and　eight－cell

mouse　erabryos　to　3　M　ethylene　glycoi　with　either　O．25　M

sucrose　or　lactose　for　up　to　40　minutes　did　not　detrimental－

ly　affect　their　capacity　to　develop　into　expanded　blasto－

cysts　when　cultures　Lt　yLitULgtro．　This　f　i　nding　was　c　onfirmed　on

one－cell　mouse

　　　　　In　vitro

mouse　embryos

lower　than　’ヒhe

difference　could

lular　ice　in　the　embryos

method，　which

ment．　Moreover，

concentration　of

to　osmotic　inj　ury　during

　　　　The　use　of

the　dilution　of

difference　on

mouse　embryos．

effective　in

embryos　after

previous　study

　embryos　as　shown　in　Table　3．

　development　of　the　frozen－thawed　one－cell

　to　’ヒhe　blastocyst　stage　was　significantly

　　　control　（68．0　and　66．7＆　vs　92．7g）．　This

　　　have　been　due　to　the　presence　of　intracel－

　　　　　　　　　　　cryopreserved　by　the　quick　freezing

could　have　affected　their　subsequent　develop－

　　　these　embryos　were　perrneated　with　a　high

　　　ethylene　glycol，　and　’ヒhus，　were　susceptible

　　　　　　　　　　　the　dilution　of　the　cryoprotectant．

　　either　O．5　or　1．0　M　sucrose　or　lactose　for

　　the　cryoprotectant　did　not　show　significant

　the　survival　of　the　frozen－thawed　one－cell

　This　indicates　that　either　concen’ヒration　is

the　removal　of　the　cryoprotectant　from　the

　thawing．　This　finding　confirms　that　of　a

　　（SZELL　＆　SHELTON，　1986）　in　which　sucrose

　　　　　　　　　　　　　　　　　　44
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7毫）　and　■n　vユvo

survival　rates　（47．0　and　45．8＆）　of　frozen－thawed　one－cell

rnOuse@embryos　in　this　study　were　higher　than　those　of　embry－

OS@frozen　by　conventional　freezing　（WHITTINGHAM　gt　g．lk・r1972）

Or@Vitrification　（KONO　＆　TSUNODA，　1987）　methodse

　　　　Our　present　study　has　shown　that　ethylene　glycol　with

SUCrOSe@or　lactose　can　be　used　effectively　as　a　cryoprotec－

tiVe　agent　in　the　quick　freezing　of　one－cell　mouse　embryos・

SUCrOSe　and　lactose　at　O．5　or　1．0　M　concentration　are　simi－

！arly　effective　in　the　dilution　of　the　cryoprotectant　after

concentration　of　O・5r　1・O　and　1．5　M　in　the　diluent　had

similar　effect　on　the　rate　of　development　of　mouse　embryos

　frozen　rapidly　using　glycerol－sucrose　solution．　sucrose　or

lactose　（　nonpermeable　solutes），　when　added　to　the　dilution

medium　controls　the　arnount　of　swelling　the　embryo　undergoes

during　the　dilution　process．　They　act　as　osmotic　counter－

force　（SCHNEIDER　＆　MAZUR，　1984）　to　restrict　water　movement

across　the　membranes，　thus　the　embryo　does　not　swell　but

shrinks　progressively　as　the　cryoprotectant　leaves　the　em－

bryo．　Direct　dilution　of　the　frozen－thawed　one－cell　mouse

embryos　into　isotonic　PBI　solution　gave　low　survival　rates．

This　could　be　due　to　osmotic　shock　（SCHNErDER　＆　MAZUR，　1984；

LEエBO’1989）which。ccurs　if　the　cry・pr・tectant　that　per－

meated　into　the　embryonic　cells　can　not　diffuse　out　rapidly

enough　to　prevent　the　sudden　influx　of　water　into　the　cellst

leading　to　excessive　swelling　and　sometimes　disintegration

during　the　dilution　process．

　　　　The　highest　lu　yEtLY！o　（67．2　and　69．7g）　and　i　n　vi
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thawing．　Furthermorer　blastocysts　resulting　from　frozen－

thawed　one－cell　mouse　embryos　were　found　to　be　capable　of

de▽eloping　into　late－stage　fetuses　when　・ヒransferred　to　the

recipients’　with　fe’ヒal　development　and　implantation　rates

similar　to　the　　con’ヒrol．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SUMMARY

　　　　one－celi　mouse　embryos　were　frozen　by　direct　plunging

into　liquid　nitrogen　（LN2）　vapor　after　equilibration　in　3　M

ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose　or　lactose（freezing

mediurn）　for　5　to　40　rninutes．　After　thawing，　the　embryos　were

cultured　in　vitro　and　the　effects　of　the　equilibration

period　and　dilution　method　were　examined．　No

difference　was　observed　on　the　in　vitro　survival

when　O．5　or　1．0　M　of　the　sugar　used

cryoprotectant　for　each　equilibration

survival　rates　（67．2　and　69．7g）　were

embryos　were　equilibrated　in　the　freezing

minutes，　and　the　cryoprotectant　was　diluted

or　1．0　M　of　sucrose　or　lactose　for　5　minutes

Shorter　（5　minutes）　or　prolonged　（40　minutes）

of　the　ernbryos　in　the　freezing　rnedium　before

ed　significantly　lower　（P〈O．Ol）　survival

direct　transfer　of　the　frozen－thawed　embryos

sulted　in　lower　survival　rates　（P〈O．05　or

O．5　or　1．0　M　sucrose　or　lactose　was

development　to　the　blastocyst　stage　of

OS　frozen　after　10　rninutes　equilibration　in　the

Medium　and　diluted　after　thawing　in　O．5　M　sucrose

WaS　significantly　lower　than　the　control　（68．0　and

92・7g）．　However，　transfer　of　the　blastocysts

frOzen－thawed　one－cell　mouse　embryos　into　the

Of　the　recipients　resulted　in　fetal　developrnent

tation　rates　similar　to　the　control・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　47

．灘翻1購・箋灘

　　　　　　　　　　significant

　　　　　　　　　　of　embryos

for　dilution　of　the

period．　The　highest

　　obtained　when　the

　　　　　　medium　for　10

　　　　　with　either　O．5

　　　　　　after　thawing．

　　　　　　　equilibration

　　　　　freezing　yield－

　　rates．　Dilution　by

　　　　　　　　into　PBI　re－

　　P〈O．OOI）　than　when

used．　The　in　vitro

one一一cell　mouse　embry－

　　　　　　　　　　　　　freezing

　　　　　　　　　　　or　lactose

　　　　　　　　　　　　　66．7そ　vs

　　　　　　developing　from
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PART　2．　STUDZES　ON　THE　QUICK　FREEZING　OF　UNFERI！ILIZED　MOUSE

　　　　　　　　　　　　　　OOCYTES　USING　ETHYLENE　GLYCOL
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CHAPTER　I工I

　　　　QUICK　FREEZING　OF　UNFERT11［slZED　MOUSE　OOCYTES　USING

　　　　　　　　ETHYLENE　GLYCOL　WITH　SUCROSE　OR　TREHALOSE

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INTRODUCT1ON

　　　　success　in　the　cryopreservation　of　mouse

development　to　normal　young　after　transfer　to

achieved　by　WHITTZNGHAM　gt　g．IL，一．（1972）．　Since

studies　have　been　carried　out　using　mouse　embryos

mental　rnodels．　To　date，　the　embryos

species　have　been　successfully　cryopreserved

　　　　In　combination　with　other

cryopreservation　of　oocytes　increases

able　for　the　manaqemen’ヒ　of　human

breeding　and　conservation　of　rare

ervation　of　unfertilized　rnouse

been　reported　by　TSUNODA　et　al

（1976），　WH工「rTINGHAM　（1977）

TER　gt　al．　（1987）　and　KO

　　　　　　　　　　　　　　　embryos　with

　　　　　　　　　　　　　　recipients　was

　　　　　　　　　　　　　　　then，　several

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　as　exper■一

　　　　〇f　at　least　15　mammalian

　　　　　　　　　　　　　（LEIBOr　1989）．

reproductive　technologies，

　　　　　　　the　strategies　avail－

　　　　　infertility，　livestock

　　　genetic　stocks．　Cryopres－

oocytes　by　slow　cooling　ha▽e

　．　（1976），　PAR：KEN工NG　et　al．

pared　with　the

ment　rates　of

cryopreservation　of

of　fertilization

a「e　neCeSSary．

　　　　Earlier　studies　on　oocyte　cryopreservation　u・ヒilized　the

sl。w・r　c・n▽enti・nal　c・・ling　Pr・cedures．　M・st　recently，

attempts　t・impr・ve　the　technique　have　been　directed　t。　the

　　

s’mplificati。n。f　the　freezing　pr・cedures．　NAKAGATA（1989》，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　49

　　　　　　　　　　　r　FULLER　＆　BERNARD　（1984）r　GLENrS一

　　　　　　　　　　　＆　THRELFALL　（1988）．　However，　com一一

　success　rate　obtained　with　embryos，　develop－

frozen一●ヒhawed　oocytes　is　still　low．　Thus，　for

　　　　　oocytes　to　be　acceptable，　adequate　rates

　　，　embryo　development　and　viable　pregnancy
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KoNo　g；t　g！L．　（1991）　and　SHAW　g！tL　g．IL，一・　（1991）　reported　high

de▽elopment　rates　of　▽itrified－warmed　mouse　oocy・ヒes　after

fertilization　Lt　yEtL1！EEEt　2ro・　SURREY　＆　QUrNN　（1990）　successfully

cryopreserved　unfertilized　mouse　oocytes　by　a　combined

process　of　dehydration　of　the　oocyte　with　sucrose　and　perme－

ation　with　dimethyl　sulfoxide　before　plunging　into　liquid

nitrogen　（LN2）　（ul’ヒrarapid　freezing）．　In　our　previous　stud＿

ies　（RAYOS　gt　g．IL，一一1一．，　1992　a　r　b）r　one－r　two一一，　four一，　and　eight－

cell　mouse　embryos　were　successfully　cryopreserved　after

determining　the　optimum　equilibration　period　in　3　M　ethylene

glycol　with　O．25　M　sucrose　or　lactose　before　plunging　into

LN2　vapor　（quick　freezing）．　Since　unfertilized　mouse　oocytes

have　been　demonstrated　to　have　low　permeability　to　cryopro－

tectants　（MAZUR　gtL　A．ILu一．，　1976；　JACKOWSKI　gtL　g，IL．．，1980），longer

equilibration　in　the　freezing　medium　containing　high　concen－

tration　of　cryoprotectant　may　be　necessary　for　survival

before　quick　freezing．

　　　　　This　study　was　conducted　to　examine　the　effect　of

equilibration　period　in　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M

SUCrOse　or　trehalose　on　the　post－thaw，　postdUution　surviv－

al，　fertilization，　2，！tL　y2t，1u！gtro　as　well　as　Lt　yLlt！ygvo　development

rateS　of　unfertilized　mouse　oocytes　cryopreserved　by　a　quick

freezing　method．

　　　　Trehalose，　a　non－reducing　disaccharide　of　glucose　which

haS
@been　found　to　maintain　membrane　integrity　during　dehy－

dration　（CRowE　＆　cRowE，　l　gs4），　has　been　used　as　a　nonperme－

ab！e　cryoprotectant　in　combination　with　glycerol　in　rapid
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㌶

　　灘，．一灘＾。

懇．懸灘灘’
籔翼『

L

一

諺
認



（KRAG　皇竺　al・’1985）

freezing　of

with　sucroser

al．，1986）　to

ultrarapidly．

mentioned　in

protectant　for　cryopreservation　of

results　were　given．　This　study

sucrose　as　a　nonpermeable

ing　of　unfertilized　mouse　oocytes．

　　　　　　　and　conventional　（HONADEL　et

early　preimplantation　mouse

　　trehalose　has　also　been

improve　the　viability　of　mouse

　Although　the　use　of　’ヒrehalose

an　abstrac’ヒ　（BERNARD　et　al．，　1990）

　　　　　　　　　unfertilized

　　　　　also　compares

cryoprotectant

al．r1988）

　embryos．

reported　（KIM

　　　　　morula

　　　　　　was

　　　　　　　　as　a

　　　　　　　　oocytes，

　　　　　trehalose

in　the　quick

Compared

　　　　　　gt

　　frozen

recently

　　　cryo－

　　　　　　no

　　　　with

　　freez一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MATERIALS　AND　METHODS

Animals　and　oocyte　recovery

　　　　　Female　Fl　hybrid　mice　（C57BL／6J　X　CBA），　6　to　8　weeks　of

age　and　20　to　25　g　in　weight　were　used　as　oocyte　donors．

Fernale　ICR　strain　mice　10　to　12　weeks　of　age　and　30　to　40　g

ln　weight　were　used　as　recipients．　They　were　maintained　in　a

「oom @with　controlled　lighting　14－hour　light　（5：00　・ヒ0　19：00

hour）　：　10－hour　dark　cycle　and　given　comrnercial　feed　and

water　ad　libitum．　Female　Fl　rnice　were　induced　to　superovu－

late　with　intraperit・neal　inゴecti・ns・f　5・U　pregnant　mare

Serum　gonadotropin　（pMsG；　Serotrophin，　Teikoku　Zokir　Tokyo，

JaPan）　and　5　w　human　chorionic　gonadotropin　（hCG；　Teikoku

ZOki）　given　48　hours　apart．　Fourteen　to　15　hours　after　hCG

in）eCtionr　the　rnice　were　killed　by　cervical　dislocation　and

CUMUIus　cell－enclosed　unfertilized　oocytes　were　reieased

frOM　the　excised　oviducts　into　rnodified　phosphate－buffered

Saline　（PBI；　wH1TTINGHAM，　1971）　supplemented　with　10g　fetal

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　51
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bovine　serum　（FBS；　Life　Technologiesr　lnc．，　Grand　lsland，

New　york，　USA）　and　containing　hyaluronidase　（150　units／rnl；

bovine　testis　t二ype　I－S，　Sigma　Chemical　Co．，St。　Louis，　MO）

for　5　to　10　minu’ヒes．　When　the　cumulus　cells　were　detached，

the　oocytes　were　washed　three　times　in　fresh　PBI　medium　with

log　FBS　and　pooled　in　sterile　plastic　culture　dishes　（Nunc，

Nunclon，　Kamstrupr　Denmark）　until　used．　Only　morphologically

normal　oocytes　were　used　in　‘ヒhis　study．

Freezing　procedure

　　　　　A　modified　quick　freezing　method　previously　described

by　TAKAHASH工　＆　1くANAGAWA　（1985，　1990）　was　used　in　this　study．

Brieflyr　the　oocytes　were　pipetted　into　a　plastic　culture

dish　containing　the　freezing　medium　（　3　M　ethylene　glycol

wit二h　either　O．25　M　sucrose　or　trehalose）in　PBl　with　10k

FBS・　After　the　oocytes　ha▽e　se・ヒtled　at　the　bottom　of　the

culture　dish，　10　to　15　oocytes　together　with　the　freezing

medium　were　drawn　into　a　O．25－ml　French　straw　（Z．M．Ve　L’

Aigle，　France）　which　was　heat－sealed　and　equilibrated　for　5，

10，　20　and　40　minutes．　The　equilibration　period　included　the

tiMe　the　oocytes　spent　in　the　dish　containing　the　freezing

Medium．　After　the　assigned　equilibration　period　was　at－

tainedr　the　oocytes　were　frozen　in　LN2　vapor　（about　一　1700C）

bY　placing　the　sealed　straw　horizontally　on　a　styrofoarn

Plate　（140　x　60　x　s　mm）　with　a　stainless　steel　mesh　on　its

UPPer　surface　and　fioating　in　a　liquid　nitrogen　bath・　Two

MinUtes　later，　the　straw　was　plunged　into　LN2　and　stored　fOr

1　to　120　days．
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Thawing　and　dilution

　　　　Thawing　was　done　in　a　water　bath　at　370C　for　20　sec－

onds．　Thereafter，　the　contents　of　the　straw　were　expelled

into　a　petri　dish　and　the　oocytes　were　immediately　pipetted

into　a　O．5　M　solution　of　the　same　sugar　used　in　the　freezing

medium　for　one－step　dilution　of　the　cryoprotectant　（ethylene

glycol）．　After　5　minutes，　the　oocytes　were　washed　three

times　with　PBI　with　10＊　FBS　and　oocytes　with　normal　morpho－

logical　appearance　（surviving　oocytes）　were　transferred　into

O．4　ml　of　TYH　medium　（TOYODA　．e－t”　al．，　1971）　supplemented　with

4　mg／ml　bovine　serum　albumin　（BSA；　Sigma　Chemical　Co．）　under

paraffin　oil　for　30　minutes　in　an　atmosphere　of　5g　CO2　in

air　at　370C　before　fer’ヒilization　in　vitro．

Fertilization　in　vitro

　　　　工nvitro　fertilization　was　carried　out　according　to　the

method　of　TOYODA　g1tL　g．lk一．（1971）．　All　oocytes　which　appeared

morphologically　normal　after　freezing　and　thawing　as　well　as

the　nonfrozen　control，　underwent　insemination　in　vitro．

Semen　was　collected　from　the　cauda　epididymis，　one　from　each

Of　tWO　Mature　Fl　（C57B1J／6J　x　CBA）　males，　allowed　to　disperse

ln　O・4　ml　TYH　rnedium　under　paraffin　oil　and　incubated　in　an

atMOsphere　of　5g　co2　in　air　at　370C　for　30　minutes．　Thereaf－

terr　the　sperm　concentration　was　determined　by　means　of　a

heMocytometer　and　the　sperm　was　incubated　further　for　anoth－

er　1　to　1．5　hours．　A　suitable　volume　（4　to　10　pl）　of　sperM

WaS　added　to　the　medium　containing　the　oocytes　and　incubated

fOr　6　hours，　providing　a　final　sperm　concentration　of　150
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cells／　pt1．

　　　　　To　assess　the　fertilization　rater　frozen－thawed　as　well

as　the　nonfrozen　control　oocytes　were　removed　6　hours　after

insernination，　mounted　on　a　slider　fixed　with　10ag　neutrai

formalin　overnightr　washed　with　99．5g　ethanol，　stained　with

o．2sg　aceto一一lacrnoidr　then　examined　under　a　phase－contrast

rnicroscope　for　evidence　of　fertilization．　Oocytes　were

considered　as　fertilized　when　’ヒhey　had　an　enlarged　sperm

head（s）　or　male　pronucleus　（ei）　with　corresponding　sperm

tail　（s）．　The　frequency　of　norrnal　fertilization　was　deter－

mined　as　a　ratio　of　oocytes　with　female　and　male　pronuclei

and　a　corresponding　sperm　tail　to　the　total　number　of　oo－

cytes　evaluated．

Development　in　vitro

　　　　　In　a　separate　experiment，　morphologically　normal　froz－

en－thawed　and　control　oocytes　also　underwent　insemination　in

yEtL1！gtro　as　described　above．　The　oocytes　were　then　washed　three

tirnes　with　Whitten’s　medium　（WHITTEN，　1971）　supplemented

with　3　mg／ml　BsA　6　hours　after　insemination　in　vitro　before

being　cultured　in　100　1　microdrops　of　Whitten’s　medium　with

100　M　EDTA　（Kanto　Chemical　Co．，　Tokyo，　Japan）　under　paraf－

fin　oil　at　37　C　in　5g　co2　in　air．　After　19　hours　of　incuba－

tiOn　（24　hours　after　insemination），　the　culture　was　examined

Under　inverted　microscope　and　2－cell　embryos　were　recorded．

Development　to　the　expanded　blastocyst　stage　was　assessed

110　to　120　hours　after　insemination　in　vitro・

　　　　All　manipulations　were　performed　at　roorn　temperature

（20　to　250c）．　survival　of　the　frozen－thawed　oocytes　were
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assessed　at　the　following　levels：　proportion　of　the　oocytes

morphologically　normal　after　thawing’and　dilu’ヒion’　develop－

rnent　to　2－cell　embryos　and　to　expanded　blastocysts．

parthenogenetic　activation

　　　　parthenogenetic　activation　of　oocytes　after　exposure　to

a　cryoprotectant，　coolingr　thawing　and　dilution　has　been

reported　by　TARIくOWSK工　　（1975），　SHAW　＆　TROUNSON　　（1989）　and

KoNO　et　al．　（1991）．　［Vo　determine　if　oocyte　activation　occurs

af・ヒer　quick　freezing，　thawing　and　dilution，　oocytes　frozen

after　equilibration　in　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M

sucrose　or　trehalose　for　5，　10，　20　and　40　rninutes　were

incubated　in　TYH　mediurn　for　6　hours　without　sperm　and　cul一一

tured　in　microdrops　of　Whitten’s　medium　for　4　days．

Development　in　vivo

　　　　To　assess　viability

oocytes　f：rozen　by　the

bration　in　3　M　ethylene

trehalose）　were

pseudopregnant　female

horn）・　The　recipients

cy，　and　the　number　of

as　implantation　sites

fr。m　n・nfr・zen・・cytes

迦were　alS。
　　　コ　　　　　　ロ

「ec■p■ents　・ヒ。　serve　as

Statistical　analysis

　　　　Experiments　were

ユ．n　v■VO，

　　　　　　optimum　treatrnent

　　　　　　　　glycol　with

transferred　into

　　　　　　　1CR　recipients

　　　　　　were　necropsied

　　　　　　　live　and

　　　　　　were　examined．

　　　　　　　　after　insemination

　transferred　into　the　uterine

　　　　　　　control．

　　blas’ヒocysts　derived　from

　　　　　　　　　（20　minutes　equili－

　　　　either　O．25M　sucrose　or

　the　uterine　horns　of　Day　3

Lents　（6　to　9　embryos　per

　　　　　　on　Day　18　of　pregnan－

resorbing　fetuses　，　as　well

　　　　　Blastocysts　developing

　　　　Lnation　and　culture　in

horns　of　the

replicated　four　tirnes　and　data　on

　　　　　　　　　　　コ　　
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survival　after　thawing　and　dilution，　fertilization　in　vitro，

and　d　e　v　e　l　o　pment　Lt　yEtL1i1gt　r　o　a　n　d　Lt　y2t，ygv　o　o　f　t　h　e　f　r　o　z　e　n－thawed

oocytes　were　analyzed　by　the　Chi－square　test．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS

volume　changes　and　behavior　of　oocyte

　　　　　The　volume　changes　and　behavior　of　the　oocyte　during

increasing　equilibration　period　in　the　freezing　medium　are

shown　in　Fig．　1．　After　exposure　in　ethylene　glycol　with　su－

crose　or　trehalose”ヒhe　oocyte　showed　a　rapid　shrinkage　and

subsequen‘ヒ　gradual　expansion・　However，　the　oocy・ヒe　did　not

return　to　its　original　isotonic　volume　even　after　40　minutes

of　equilibration．

Morphological　normality　after　thawing　and　dilution

　　　　More　than　90＆　of　the　frozen　oocytes　were　recovered　frorn

the　freezing　straws　after　thawing　and　most　of　them　showed

normal　morphological　appearance　（Fig．　2）．　No　significant

difference　was　observed　on　the　post－thaw　recovery　regardless

Of　the　equilibration　period．　Post－thaw　and　postdilution

Morphological　normality　of　oocytes　frozen　after　10，　20　or　40

Mnutes　equilibration　in　3　M　ethylene　glycol　with　either

O・25　M　sucrose　or　trehalose　was　significantly　higher

（Pく0・01》than　with　5　minutes　equilibrati。n　as　sh。wn　in

Tables　1　to　4．　significant　difference　on　the　survival

（MOrPhological　normality）　of　frozen　rnouse　oocytes　after

thawing　and　d±lution　was　not　observed　irrespective　of　the

SUgar　（sucrose　or　trehalose）　used　in　combination　with　ethyl－

ene　glycol．
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Fertilization　rate

　　　　　significant　difference　in　the　fertilization　rate　be－

tween　mouse　oocytes　equilibrated　in　3　M　ethylene　glycol　with

either　O．25　M　sucrose　or　trehalose　before　plunging　into　LN2

vapor　was　not　observed　as　shown　in　Tables　1　and　2．　However，

higher　total　fertilization　and　norrnal　fertilization　rates

were　obtained　with　20　and　40　minutes　equilibration　in　the

freezing　medium　than　with　5　or　10　rninutes．　Moreover，　the

fertilization　rates　of　the　oocytes　cryopreserved　after　20

and　40　minutes　equilibration　were　not　significantly　differ－

ent　from　the　control，　while　oocytes　cryopreserved　after　5　or

10　minutes　in　the　freezing　medium　had　fertiliza’ヒion　rates

significantly　lower　（P〈O．Ol）　than　the　control．　Most　of　the

frozen－thawed　oocytes　that　had　undergone　fertilization　were

normally　fertilized，　possessing　fernale　and　male　pronuclei

with　corresponding　sperm　tail　（Fig．　4）　but　their　normal

fertilization　rate　was　significantly　lower　than　the　control

（P〈O．Ol　or　P〈O．OOI）．　Moreover，　the　rate　of　polyspermy　of　the

frozen一●ヒhawed　oocytes　（17．0　・ヒ0　26．5％）　was　significantly

higher　than　the　control　（6．4g；　p〈O．Ol）．　The　highest　overall

normal　fertilization　rate　was　obtained　wi・ヒh　20　minutes

equilibration　in　3　M　ethylene　glycol　with　either　O・25　M

Sucrose　（53．4g）　or　trehalose　（49．5g）・

Development　in　vitro

　　　　Development　rates　to　2一一cell　stage　embryos　of　in　vitro

inSeminated　frozen－thawed　oocytes　that　were　equilibrated　in

the　freezing　medium　for　20　or　40　minutes　were　significantly
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higher　（P〈O．05）　than　with　5　rninutes　equilibration　as　shown

in　Tables　3　and　4　e　Howeverr　developrnent　to　2－cell　embryos　of

oocytes　equilibrated　in　the　freezing　medium　for　10　minutes

before　quick　freezing　was　not　significantly　different　com－

pared　with　5，　20　or　40　minutes　equilibration．　Similarly，

development　to　the　expanded　blastocyst　stage　of　oocytes

equilibrated　for　20　or　40　minutes　in　3　M　ethylene　glycol

with　either　O．25　M　sucrose　（P〈O．Ol）　or　trehalose　（P〈O．05）

before　quick　freezing　was　significantly　higher　than　with　5

minutes　equilibration．　Howeverr　high　proportion　（82　to　85％）

of　2－cell　embryos　obtained　after　insemination　in　vitro　of

frozen－thawed　oocytes　subsequently　developed　to　expanded

blastocysts　regardless　of　the　equilibration　period．　Develop－

ment　rates　of　the　control　oocytes　after　insemination　in

yLlt，12！gtro　to　2－cell　embryos　and　expanded　blastocysts　were　sig－

nificantly　higher　（Pく0．001）　than　the　frozen－thawed　oocytes．

The　highest　overall　development　rates　to　expanded　blasto－

Cysts　were　attained　when　the　oocytes　were　frozen　after

equilibration　for　20　minutes　in　3　M　ethylene　glycol　with

either　O．25　M　sucrose　（45．Og）　or　trehalose　（43．2％）・

Parthenogenetic　activation

　　　　Parthenogenetic　activation　or　cleavage　of　frozen－thawed

oocytes　irrespec・ヒive　of　the　sugar　（0。25　M　sucrose　or　・ヒreha＿

10Se）　used　in　combination　with　3　M　ethylene　glycol，　and　the

eqUilibration　period　was　not　observed　following　4　days　of

Culture　in　whitten’s　medium．

Development　in　vivo

All　the　recipients　（　16　for　frozen－thawed　and　8　for
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Table　1．　Effect of　equilibration period　in　3　M　ethylene glycol

wi’ヒh　O．25　M suc：rose　on　the fertilization　rate　of　mouse oocytes

cryopreserved　by aquick freezing，　method
噛

Equiユ．i－　　　No・　of No．（亀） No．（亀）†　　　No．（亀）‡ Overall
libration　oocytes

　　　　書　　　　　　　　■

唐浮窒磨｡Vユng fert二ilized　　　normally normal
pe：riod　　　　frozen after　thawing fertilized fertili一
（Min） and　dilution zation

and　insemina一
rate（亀）§

ted　in　vitro
一

5　　　　　　142 74（52．1）a 57（77．0）＊＊　　　　　42（56．8）＊＊＊ 29．6a＊＊＊

10　　　　　　125 84（67．2）b 67（79．8）＊＊　　　　　51　（60．7）＊＊＊ 40．8ab・纏

20　　　　　　133
　　　　　　　　　b103（77．4）

87（84．5）　　　　　　　71　（68．9）＊＊
　　　　b＊＊＊53．4

40　　　　　　127

mon一

98（77．2）b 83（84．7）　　　　　　66（67．3）＊＊
　　　　b＊＊＊52．0

frozen
モ盾獅狽窒盾 94 88（93．6）　　　　　　82（87●2） 87．2

Values　wi圃ヒh　different superscripts in　the　same　column are　signif一

icantly　different （a：b，　P〈O．01）．

Values　with asterisks　are significantly　different　from t二he　con一

trol　（★★　P＜0．01ア ★★★P〈0．001）．

†N。．fertiユized／
No．　of　oocytes inseminated　in　vi・ヒro．

一十十No・　normally
fertilized／　No．　of oocytes　inseminated　in vitro．

一§N。．n。rma・・y
fertilized／　No．　of oocytes　frozen．

r　　　　　　」
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Table　2．　Effect　　of　equilibration period　in　3　M　e’ヒhylene glycol

with　O．25　M　trehalose　on　the fertilization　rate　of　mouse oocytes

cryopreserved　by　a　quick freezing　method．

Equili－　　No・　of　　　No・（亀） No．（亀）†　　　No．（亀）‡ Overall
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　曝b窒≠狽奄盾氏@oocytes　surv■v■ng fertilized　　normally nQrmal
peri・d　fr・zen　after　thawing fer●ヒilized fertili一
（Min）　　　　　　　　　　　　and　dilution zation

and　insemina一
rate（亀）§

・ヒed　in　vi’ヒ：ro

一
5　　　　　　　　　123　　　　　　　　　68（55●3）a 53（77。9）＊＊　　　　35（55．9）＊＊＊ 30．ga＊＊＊

10　　114　　76（66．7）ab 59（77．6）＊＊　　　　45（59．2）＊＊＊
　　　　ab＊＊＊39．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b20　　　　　　　　　101　　　　　　　　　72（71　．3）

62（86．1　）　　　　　50（69．4）＊＊
　　　　b＊＊＊49．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b40　　　　　　　　　124　　　　　　　　　88（71　．0）

75（85．1）　　　　　60（68．4）＊＊
　　　　b＊＊＊48．4

Nor1－
?ｒｏｚｅｎ?

ontrol　　　　　　　　　　　　　　　94� 8（93．6）　　　　　82（87．2）� 7．2�

alues　wi’ヒh　different　superscripts� n　the　same　column　a「e� ignif一�

cantly　different　（a：b，　P＜0．01）．�

alues　with　asterisks　are� iqnifican‘ヒly　different　from� he　cor1一�

rol　（★★　Pく0．013　★★★　P〈O．001）．�

N。．fertilized／N。．。f。。cy七es�
nseminated　in　vitro．�

＋No・　normally　ferヒilized／　No．　of�
ocy’ヒes　inseminated　in� itro．�

N。．n。rmally　fertilized／N。．。f�
ocytes　frozen．�

0�

幽‘［　　　　　　　　　，　，「　

蛛e霧
?・灘�

　　　艦｛、蛯P繹．灘il．　し6　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0灘

?灘．藝�
li灘灘灘il懸、灘鑛．羅�

．一、・，、τ．‘無

@・、騒P
：



一

Table　3．　Effect　of　equilibra’ヒion　period　in 3　M　ethylene glycol

wiしh　O．25　M　sucrose　on　the　in　vitro　development of　mouse oocytes
一

cryopreserved　by　a　quick　freezing　me㌻hod

Equili－N・・。f　N。・（亀）　　　　N。．（桔）† N・・（篭）‡
Overal！

bration　　oocytes　　su：rviving　　　　　　　developed developed rate　of
period　　　frozen　　　af『ヒer　thawinq　　　to　2－cell to　expan一 develOP一
（Min）　　　　　　　　　　　and　dilution　　　　embryo ded　blas一 ment　t：O

and　inseminated
奄氏@vitro

tocyst expanded
b撃≠唐狽潤Q

一 cyst（毫）§

5　　　　　　　216　　　　　　　　110（50．9）a　　　　　　　65（59．1　）c 52（47．3）a 24．1a

10　　204　　148（72．5）b　　g5（64．2）cd 77（52．0）ab 37．7b

20　　220　　169（76．8）b　118（69．8》d 99（58．6）ab 45．ob

40　　225　　172（76．4）b　122（70．9）d

mon一

100（58．1）b 44．4b

frozen
モ盾獅狽窒盾戟@　　　　　　　　　　　　　161　　　　　　　　　　　　　　146（90．7）＊＊＊ 141　（87．6）＊＊＊ 87．6＊＊＊

Value・with　different　superscripts　in　the　same column　are signif一
●1cantly　different（a・b，　P・0．01ア。・d，　P・0．05）．

Value・in　the　same　c。lumn　with。ut　asterisks are significantly

different　fr。m　the　c。ntr。1（☆★★P・0．001）．

軸・・deve・・ped　t・2－ce・・embry。s／N。．。f
oocytes　insemina’ヒed 蔭ユn一

vitro．～

‡N・・deve・・ped　t・expanded　b、ast。cysts／N。．

?ｄ　．主⊇：vitro．　　　　　～

of　oocytes
o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

?ｎｓｅｍユｎａｔ二＿

§N。．　　　　devel。ped　t。　expanded　blast。cysts／N。．

of　oocytes frozen．
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Table　4．　Effect of　equilibration period in　3　M ethylene　glycol

with　O．25　M trehalose　on　the
in　vit二ro一

development　of mouse　OO一

cytes　cryopreserved　by　a　quick freezing method

Equili－　No・of
b窒≠狽奄盾氏@　oocytes

No．（亀）　　　　■　　　　　　　，SU「▽■V：Lng N・・（亀）†developed N・・（亀）‡developed Overall
窒≠狽?　of

period　　　frozen after　’ヒhawinq to　2－cell to　expan一 develop一
（Min） and　di：Lution enlbryo ded　blas一 ment　to

and　inseminated tocys’ヒ expanded
in　vitro blasto一
一 cysts（審）§

5　　　　　225 119（52．9）a 70（58．8）c 61（51．3）c 27．1a

10　　　　　224 158（70．5）b 106（67．1）cd 83（52．5）cd 37．1ab

20　　　　　227 153（67．4）b 112（73．2）d 98（64．1）e 43．2b

40　　　　　230

mon＿

152（66．1）b 117（77．0）d 96（63．2）de 41．7b

frozen
モ盾獅狽窒盾 161 146（90●7）＊＊＊ 141　（87．6）＊＊＊ 87．6＊＊＊

Values　with　different superscripts in　the same　column are　signif一
■lcantly　different （a：b，　P〈0．01ア c：d：e， P＜0．05｝．

Values　　in　　the same　column　without asterisk＄ are significant：Ly
different　from the　con’ヒrol　（★★☆ P〈0．001》．

†N。．devel。ped
to　2－cell　embryos／ No．　of oocytes insemina・ヒed　in

亘主二9よ 一

十＋No・　developed

to　expanded　blastocysts／ No・of　oocytes
O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

?ｎｓｅｍ：Lnat＿

ed主塗vitr。．　　　　　～

§N・．deve・。ped
’ヒ。　expanded　blas’ヒocysts／ No of　oocy『ヒes frozen．
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Table　5． In　vivo　de▽elopment二 of　mouse　oocy七es quickly frozen

1

一
using　3 憩　ethylene　glycol with　O．25　M　sucrose or　trehalose．

Group No．　of　　No．（審） No．（亀）　developed No．（審） 0▽erall
00CyteS　SUrViVing t。blastocysts fetus‡ fetal
frozen　　after　thawing and　tiransferred develOP一

and　dilution t。recipients† ment：
rate（亀》§

Frozen－
煤Fhawed

rucrose 202　　　　　134（66．3》 78（58．2）a 41（52．6） 20．3a

Trehalose

mon一

215　　　　　148（68●8） 84（56．8）a 44（52．4） 20．5a

frozen
モ盾獅狽窒盾P 130 112（86．2）b 63（56．3） 48．5b

†N。．。f
blastocysts／No． of　surviving　oocytes inseminated ●■n『

vitro．
F

‡N。．。f
live　fe’ヒuses／　No． of　blastocysts　’ヒransferred．

§N。．。f

@a：b，P〈0．001．

live　fetuses／No． of　oocytes　frozen．

，

↑

63

．軍』

ゴ．≧・

．　

、灘羅灘．彦
三三灘．

@　『　　　　毒・’　　　　‘　’

灘i灘鱗灘灘i旧識澆灘灘灘
@　　　難．灘　　　灘『懸　　　　　　　詳　　　　　　　　　．－　　辱　　．　　　　　　　　　　　　　　魅　　　｝　　　　　←　　　　　　　　　　　　　　　　　　　膣冨 醗灘認灘鰻三三、

　聖　．岸．

?．二五灘二二七難1灘．

，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F　　　「　　‘

c三田 瓢』’

?ゼ．・

層層噛 g」

．
轟
・
．
＝

ぜ

p
　
目

一．

ｲ
．
・
f
’

　
　
　
　
　
ゴ
．
イ
．
．
．
’
．
マ
蚤
ぷ
維
，
㌦
．

．聲



碑岬一黷闊黶@一
pm’bt”’j’ 一一．．一11

耶
　
．

猿
慢

P

．
［

℃
○
州
図
ω
α
信
O
鳥
羽
而
』
ρ
耐
H
州
コ
び
Φ
ひ
償
H
O
邸
Φ
臼
O
¢
引

周
囲
，
－
、
一
，
尋
烈
引
割
．
，

　　

@
毛
痴
ド
．
∵
、
　
　
　
　
山

　
　
一
．
恕
臥
■
∴
膿
ド
．
・
凝
「
乱

，
，
．
：
　
－
　
⊆
写
②
e
礎
｛

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一

　
　
．
　
‘
　
　
　
　
一

：．．
@1一．

ひ
¢
月
下
コ
℃
Φ
の
』
O
O
O

　
　
　
　
　
　
　
⊆
E
O
祠

　
　
　
　
　
　
　
　
●

　
　
　
か
の
　
ア
　
メ

　
，
窪
認
・
》

四
　
　
．
馬
、
、

　
　
　
　
　
　
　
L
、
．

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一

　
r

／il．　．．

！
．
’
．

所

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
（
O
O
寸
　
×
）
　
卍
5
P
周
℃
Φ
角
ひ
q
州
N
Φ
ω
臼
噛
Φ
淵
の
臼
耐

も
Φ
N
耐
H
コ
臼
ε
§
①
ω
づ
。
厳
哨
。
の
且
田
ひ
B
。
且
豊
ひ
昌
．
H
．
ひ
冨

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
⊆
E
ゆ
　
　
　
　
　
仁
噂
E
戸
　
　
　
　
　
ε
∈
．
o

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
…

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
f
、
才

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

　
　
　
　
　
　
　
　
毛
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
…
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
…

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
－
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
≒

64



欝・
　　L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　」　　．

　　　L　　　ロ
一　一　一．一

1，T’・旺

笠
癬
」

ニリ

籍
　．雪
　1．し

　・「1

　≠1’・．

’

f’ ?▲

　za

．』麗濯y

責≒、．

　　　ぜサ　　　ロ

髪：謬
　　ロあ　　ザ

1聡・・

唐V躍　　　・’

1

v，　一一

『
・
肖r●に剛臼

O
，
9
．

懸
轡

㌦
¢
♂．
拶

’

幽
」

　
〆
L
鱈
・
・

か
簿
‘

縦
繋

焼密1㌦6
・乙ξジ‘・づ

、’ ?玉あ’

’一一一一1一’一．丁脚，、燭「

　
　
　
麟

礁．
’・・　’

煤E　r一

　　歴へ　　ヘ

　ル　　

　　“

Fig．　2．　Morphologically　norrnal

by　a　quick　freezing　method　after

三二

J・」，

mouse　oocytes　cryopreserved

叙．
嵐

　
　
野

雛’．

Fig．　3．

after

（x200）．

「
　
’
『
♪

冥

　
L
　
　
　
」

重
‘

　
．
軌
」
　
身

　
　
o
q

■
「

｝

L

　　’

　thawing　（x200）．

　　　　　　－：騨・

・
魏
靱
礎

（轟

1；熱｝娼

「
．ダ

酔

．
γ

．
激

窄
， 謝
γ
．
ン

・藁、

尋
雪
，
」

㌦
　
．
噛
、

．
蹄

躯
ぜ
瑠

〆．

ﾚ
・
■
．
」

，

　　　　　撫藍　と二’霊．，亨．冠ご1r，，’i

SUrviving　（morphologically　normal）　mouse　oocytes

thawing　and　dilUtion，　before　insentnation　in　vitro

65

　　し

1簗葱、

　　　糠　話
1

　　　　　ウ　　　　　　　，

　　　　　　　灘「

’灘魏・・懸階隠1．麓山懸1

憎
〆
．
．
ガ
蕨
卜

ぜ
椀
」
罫
ま
緊
蕗
・
薯
鶉
蕎
蓼
薦
無
狂
銑
匙
釜
歎
撫

　　tt’醐「1欝紅

難．・灘羅難蓑：1



ダ
も

硅

血
▼
p
　
M

一
●
p

　
F

．N
』・ ~亀

．｝．t・ ?
’　
　
蓼

｝1　p

、

Fig・4・Anormally　fertilized　frozen一●ヒhawed　　mouse　oocyte
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female　pronucleus　（FP）　and　male　pronucleus　（IY［P）　with　cor－

responding　sperm　tail　（arrow）．　PB＝　polar　body．　（x　400）．
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nUcleus　（Fp）　and　2　male　pronuclei

sPerm　tails　（arrows）・ PB＝　polar　body．
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showing　the　female　pro一

（lhl？）　with　corresponding

　　　　（x　400）　．
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control　）

derived

　　　　The

quickly

in　Table

after

　became　pregnant　after　transfer　of　blastocysts

from　frozen－thawed　and　control　oocytes．

　in　vivo　developrnent　of　unfertilized　rnouse　oocytes

　　　　　　　frozen　after　20　minutes　equilibration　in　3　M　ethyl－

ene　glycol　with　either　O．25　M　sucrose　or　trehalose　is　shown

　　　　　　　　　　5．　Development　rates　of　frozen－thawed　oocytes

　　　　　insemination　and　culture　in　vitro　to　the　blastocyst

stage　were　significantly　lower　than　the　control　（P〈O．OOI）．

Blastocysts　derived　from　frozen－thawed　and　nonfrozen　con－

trol　oocytes　were　transferred　into　the　uterine　horns　of

pseudopregnant　recipien『ヒs・　The　proportions　of　the　blasto－

cysts　derived　from　frozen－thawed　oocytes　that　deveioped　to

18一一day　live　fetuses　（52．6　and　52．4％）　were　similar　to　the

control　（56．S宅》．　Moreover，　the　implantation　ra’ヒes　between

the　blastocysts　derived　frorn　frozen一一thawed　oocytes　were　not

significantly　different　with　the　control　（79．5　and　82．lk　vs

85．7g）．　The　overall　development　rates　to　fetus　of　blasto－

cysts　derived　from　i．p一　y！tL一12！gtro　fertilization　of　mouse　oocytes

frozen　after　20　minutes　equilibration　in　3　M　ethylene　glycol

with　either　O．25　M　sucrose　or　trehalose　were　20．3　and　20．5gr

respectively．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DISCUSS1ON

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t

　　　　For　the　first　tirne，　unfertilized　mouse　oocytes　were

SUccessfully　frozen　by　a　combined　process　of　dehydration　of

the　oocytes　with　sucrose　or　trehalose　and　permeation　with

ethylene　glycol　before　plunging　into　LN2　vapor・

　　　　Our　study　also　confirmed　previous　repor’ヒs　　that　equili－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　69
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bration　in　the　freezing　medium　containing　high　concentration

of　cryoprotectant　is　of　critical　importance　for　the　survival

of　ernbryos　（DV！IYAtvlOTO　＆　1SHIBASHr，　1986；　SZE1JL　＆　SHELTON，

1986；　TAKAHASH1　＆　KANAGAWA，　1990）　or　oocytes　（SURREY　＆

QUエNNr　1990）fr・zen　at　extremely　rapid　rate　than　those

frozen　by　the　traditional　slow　freezing．　Earlier　studies

（ABAS　MAZNI　et　al．，1990，　RAYOS皇並al・’1992　a’b）indicate

that　optimurn　survival　can　be　obtained　with　5　rninutes　equili－

bration　in　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose　or　lac－

tose　for　mouse　morula’　and　10　minu’ヒes　for　one一，　two一’　four一’

and　eighしcell　m・use　embry・s，　thus，　all・winq　sufficient

time　for　the　cryoprotectant　to　permeate　into　the　embryonic

cells．　Our　present　study　showed　●ヒha’ヒ　equilibration　of　unfer－

tilized　mouse　oocytes　for　20　or　40　minutes　in　the　freezing

medium　before　quick　freezing　results　in　high　post－thaw　and

post－dilution　morphological　normality，　fertilizationr　and

development　to　2－cell　ernbryos　and　expanded　blastocysts．　The

need　for　longer　equilibration　in　the　freezing　medium　as　a

requisite　for　high　survival　of　mouse　oocytes　could　be　ex－

plained　by　the　different　permeabilities　of　fer『ヒilized　and

unfertilized　oocytes　（JACKOWSIく1　皇1tL　al・，　1980）。　The　perme一

ability　of　unfertilized　oocytes　to　the　cryoprotectant　is

low，　but　increases　as　development　proceeds　to　the　blastocyst

　　　　　　af『ヒer　fertilization　　（MAZUR　et　al．，1976；　SCHNEIDER　＆stage

MAZURr　1984）・

for　embryos　（5

Permeation　of

Therefore，　the　length　of　tirne　that　suffices

　・ヒ0　10　minu・ヒes）　may　be　insufficient　for　the

the　cryoprotectant　into　the　cell　of　the　oo一

70

　．1－　II1’
　　一「　　　1－　1

．．　　　　　　lt　I

　　　　コと　　　
　　　1〒「1・、・一

　　　　㍑！・　　1

毒
赴
」
一
葦

，
「
重
至
可
重
－
婁
1
督
竃
著
饗
罵
書
書
－
『
4
　
　
　
や

卜

　
．
「
　
　
㌃
9
－

㍉
∴
葦
．
．

．
斡
婚
，

ら
雅演雛・惑

婁
　
　
－

　
　
」
ワ
遙
「

　
　
　
‘
冒
響
；

’
　
　
　
　
　
　
　
　
「
　
’

　
　
　
－
　
　
　
　
岬

　
　
∴
｝
隠

獺
螺
藁

，
月
う

”
四
丁



’

勧
一
【
蜥

cytes　to　the　extent　tha’ヒ　the　cryoprotecti▽e　aqent　can　exert

its　protective　effect．　Although　most　of　the　frozen　oocytes

were　morphologically　normal　after　’ヒhawing，　more　oocytes

frozen　after　short　（5　minutes）　equilibration　may　have　suf－

fered　membrane　damage　not　evident　under　the　stereomicroscope

level．　Thus，　t二he　number　of　degenera’ヒed　frozen－thawed　oocytes

increased　after　●ヒhe　dilution　of　the　cryoprotectant．

　　　　Trehalose　has　been　reported　to　have　a　better　stabiliz－

ing　effect　on　the　cell　membranes　of　one一　and　two－cell　rabbit

ernbryos　than　sucrose，　resulting　in　better　viability　（SMORAG

et　al．r　1990）．　Moreover，　mouse　morula　equilibrated　in　gly一

glyCerOl－SUCrOSe

however，　no　significant

survival，　fertilizability　and

frozen－thawed　mouse　oocyte＄

This　indicates　that　sucrose　or

ethylene　glycol　is　effective　in

t二ilized　mouse　oocytes．

did　not　demonstrate　the

the　rapid

embryos，　with　viability　　　　　”

Thus，　it　seems　that　the

trehalose　on　the　cell　membranes

stage　dependent　process．

　　　　Unfertilized　mouse

　ロ

mlnutes　equilibration　in　the

cero1－trehalose　solu’ヒion　before　plunging　into　LN2　had　higher

developmen’ヒ　rate　to　expanded　blastocysts　compared　with

　　　　　　　　　　　　　　　　solution　（Klrv！　et　al．，　1986）．　ln　our　study

　　　difference　was　observed　on　the

　　　　　　　　　developmental　capacity　of

　　　　　　regardless　of　the　sugar　used．

　　　　　　　　trehalose　in　combination　with

　　　　　　　　●ヒhe　quick　freezing　of　unfer－

Observations　by　HEYMAN　et　al．　（1986）

　　　　　　　　　　　　　　　beneficial　effect　of　trehalose　in

freezing　of　bovine　non－rnature　oocytes　and　one－cell

　　　　　　　　　　　　　　remaining　at　the　level　of　sucrose．

　　　　　　　　　　　　　　　　possible　stabilizing　effect　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rnay　be　species　and　cell一

oocytes　cryopreserved

　　　freezing　rnedium　had

　　　　　　　71
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rate　of　normal　fertilization　compared　with　5，　10　or　40

minu’ヒes　of　equilibration・　This　finding　was　similar　to　the

proportion　of　surviving　frozen－thawed　oocytes　that　developed

to　2－cell　embryos　24　hours　after　insemination　in　vi・ヒro，　re一

spectively．　However，　subsequent

blastocysts　of　『ヒhe　2－cell　embryos

oocytes　was　similar　regardless　of

This　shows　that　high　proportion

which　undergo　normal　fertilization

2－cell　embryos　and　subsequently

　　　　The　fertilization　and

thawed　oocytes　were　significan●ヒly

control，　indicating　that　some

occurred　during　freezing　because　of

tion　and　thawing　which　could　have

quent　fertilization　and

TINGHAM，　1977）．　Membrane　damage

forces，　including　overexpansion　of

loss　of　surface　area　during

1979）　and　disruption　of　mernbrane　j

Of　water　（tvlULDREW　＆　MCGANN，　1990）．

may　also　be　due　・ヒ。　a　still

zona　pellucida

t：hawing，　which　inhibits　the　en・ヒry

1989r　1990；　WOOD　et　al．r　1992）・

　development　to　expanded

derived　from　frozen－thawed

the　equilibration　period．

of　frozen－thawed　oocytes

　in　vitro　can　develop　into

　　　　　　　　　　　　　　　　　into　expanded　blastocysts．

　　　　　　　　　　　　　development　rates　of　frozen－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lower　than　that　of　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　rnembrane　damage　rnay　have

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　intracellular　ice　forrna－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　interfered　in　the　subse－

　　　　　　　　　　development　of　the　oocytes　（WH1T－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　may　result　frorn　osmotic

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　cell　membranes　after

　　　　　　　　　　　　　dehydration　〈STEPONKUS　＆　WEIST，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　integrity　by　mass　rnovement

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Failure　of　fertilization

　　　　　　　　　　　　　　undefined　modification　to　the

and／or　vitelline　membrane　during　freezing　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　sperrn　（CARROLL　et　al．，

　　　　Xncreased　frequency　of　polyploidy　in　frozen－thawed

OOCYtes　has　been　reported　cornpared　to　the　nonfrozen　contro1

72
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（CARROLL　et　alり　　1989）。　Their　findings　showed　that　it　was

caused　mainly　by　the　retention　of　the　second　polar　body　and

not　by　polyspermy．　This　was　in　contrast　with　KONO　et　al．

（1991）　who　reported　that　increased　incidence　of　polyploidy

was　due　mainly　to　polyspermic　fertilization　in　vitrified一一

warmed　oocytes　compared　with　the　control．　This　finding　was

in　agreement　with　our　present　study　in　which　the　incidence

of　polyspermy，　as　indicated　by　the　presence　of　two　or　more

male　pronuclei　and／or　enlarged　sperrn　head　（s）　was　signifi－

cantly　higher　than　the　control．

　　　　During　norrnal　fertilization，　fusion　of　a　spermatozoon

with　the　vitelline　rnembrane　of　the　oocyte　leads　to　a　corti－

cal　granule　reaction．　Sperm　specific　receptors　on　the　zona

pellucida　are　inactivated　by　the　constituents　of　the　corti－

cal　granules　and　the　molecular　structure　of　・ヒhe　zona　pellu－

cida　is　altered．　The　vitelline　membrane　also　becomes　struc－

turally　changed　by　the　reaction　and　these　rnodifications

block　further　sperm　penetration．　Metabolic　changes　brought

about　by　freezing　and／or　thawing　might　cause　the　failure　of

the　normal　cortical　granule　reaction　and　allow　polyspermic

fertilization　　（GLEN工STER　　et　　al．，1987；　WOOD　　et　　al．，1992）．

MOreover，　physical　damage　to　the　vitelline　membrane　or　the

ZOna　peilucida　during　freezing　and　thawing　may　enable　more

than　one　sperm　to　enter　the　eg9　（WHITT工NGHAM　＆　ADAMS，　1976）．

　　　　There　was　no　indication　that　any　procedure　involved　in

the　freezing　and　thawing　in　our　study　stimulated　parthenoge－

netic　activation．　This　finding　was　in　agreement　with　WHIT－

TINGHAM　（1977）　and　sHAw　et　al．　（1991）　who　used　the　conven－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　73
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tional　and　vitrification　methods，

this　was　in　contrast　with　KONO　et　al

to　22　そ　par’ヒhenogenetic　activation

oocytes　．

　　　　Mve　18－day　normai

of　blastocysts　derived　from

inseminated　and　cultured　in

respectively．　　However，

・　（1991）　who　reported　2

　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　コ

　　■n　v■trified－warmed

fetuses　were　obtained　after　transfer

　　　　frozen－thawed　oocytes　that　were

　　　　VitrO　at　a　ra・ヒe　　’

control．　Moreover，　the　implantation

tocysts　obtained　from　frozen－thawed

were　not　significantly　different．

survival，　fertilizability　in　vitro

in　vitro　and　in　vivo

comparable　or　superior

（TSUNODA　gt　gl．．，　1976；

were　obtained

　　　to　oocytes

　PARKENING　et

　　　　　　　　　　　similar　to　the

　　rates　between　the　blas－

　　oocytes　and　the　control

Acceptable　rates　of　oocyte

　and　embryonic　development

　　in　this　study　which　are

　　frozen　by　conventional

　　al．，　1976，　WH工TT工NGHAM，

1977アFULLER＆BERNARD，1984アGLEMSTER　et　al．，1987ラK。＆

THR肌FALL’1988》・r　ultrarapid（SURREY＆QUINN，1990）freez－

lng　methods・　However，　our　results　were　lower　than　those　of

。。cytes　cry・preserved　by　vitrificati・n（NAKAGATA，1989；KON。

皇！　al．，　1991ラ　SHAW　et　al．，　1991》．

　　　　Ou「study　has　dem・nstrated　that　ethylene　glyc。l　in

c。mbinati。n　with　either　sucr・se・r　trehal。se　can　be　used

effectively　in　the　quick　freezing。f　unfertilized　m。use

。。cytes・Quick　freezinq　technique　represents　an　efficient，
の

’nexpensive　and　viable・pti・n　f・r　the　cry。preservati。n。f

m。use・・cytes　and　sh。uld　als・be　apPlied　successfully　t。

oocytes　of　other　mammals．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SUMMARY

　　　　　Unfertilized（・vulated）m・use。・cytes　were　fr・zen　by

di「ect　plunging　int・liquid　nitr・gen（LN2）▽ap・r　after

・quilibrati。n　in　a　freezing　medium　c・ntaining　3　M　ethylene

glycol　with　O・25　M　sucrose　or　trehalose　for　5，　10，　20　and　40

minutes・　After　’ヒhawinq　and　dilution　of　the　cryoprotectant，

morphologically　normal　oocytes　were　inseminated　in　vitro　and

the　effect　of　equilibration　period　on　the　rates　of　fertili＿

zation　and　de▽elopment　主旦　vi・ヒro　was　examined．　Reqardless　of

the　equilibrati・n　in　the　freezing　medium，　n。　significant

difference　was　obser▽ed　on　the　fertilization　rate　of

frozen－thawed　　oocytes．　However，　higher　　fertilization　　and

normal　fertilization　rates　were　obtained　with　equilibration

in　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose　or　trehalose　for

20and　40　minutes　c・mpared　with　5　and　10　minutes　equilibra－

ti。n・Devel・pment　rates　t・2－cell　embry・s　and　expanded

blast・cysts・f主9　vitr・fertilized　fr・zen－thawed・。cytes

t：hat　were　equilibrated　in　the　freezing　medium　for　20　and　40

　　
mlnutes　　were　siqnificantly　higher　（P〈0．05　0r　Pく0．01）　than

with　5　minutes　equilibrati・n・’IV・assess塾viv・devel・pment，

blast・cysts　derived　fr・m　unfertilized　m。use・。cytes　fr。zen

by　the。ptimum　treatment（20　minutes　equilibrati。n　in　the

freezing　medium）　were　transferred　into　the　uterine　horns　of

Day　3　pseud。pregnant　female　recipients．　Devel・pment　rates。f

fr。zen－thawed・。cytes　t・the　blast。cyst　stage　after　insemi－

nation　主旦　vitro　was　significan・ヒly　lower　than　the　control

（P・0・001）．H・wever，　transfer・f　the　blast。cysts　deri▽ed　fr。m

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　75
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frozen－thawed　oocytes　to　the　uterine　horns　of　the　recipients

resulted　in　fetal　development　and　irnplantation　rates　similar

to　’しhe　control・　The　overall　development　rates　to　fetus　of

blastocysts　derived　　from　　in　vi’ヒro　　fer’ヒilization　　of　mouse

oocytes　frozen　after　20　rninutes

ene　glycol　with　O．25　M　sucrose

22．5gr　respectively．

equilibration　in　3　M　ethyl－

or　trehalose　were　20．3　and
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CHAPTER　IV

　　DEVELOPMENTAL　CAPACITY　OF　MOUSE　OOCYI1ES　CRYOPRESERVED

　　　　　　　BY　A　QUICK　FREEZ1NG　METHOD　BEFORE　AND　AFTER

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MATURATION　rN　VITRO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INTRODUCTION

　　　　The　methods　derived　from　basic　research　on　in

fertilization　and　embryo　transfer　have　been

into　repertoire　of　available　clinical　and

technology．　Although　the　me’ヒhods　are　extremely

treating　human　infer’ヒility　and　for　propagation

animal　stocks　r　they　do　not　take　full　advantage　of

number　of　ovarian　oocytes，　most　of　which　never

able　for　ovulation　and　fertilization　even　when

ry　treatments　are　employed　（EPPIG　gltL　g，IL，“．，　1990）．

vitro

dous　number　of　oocytes　having　the　potential

and　for　increasing　population　is　obtainable，

cytes　could　be　isolated　from　their　natural

Mature　them　in　vitro．　After　maturation　in

　　　　　　incorporated

　　　　　agricultural

　　　　　　　useful　for

　　　　　　of　valuable

　　　　　　　　　the　large

　　　　　become　avail－

　　　　　superovulato－

　　　　　　　　A　tremen－

　　　for　developrnent

　　　　　if　these　oo－

　　　environment　and

vitro，　meiotically

Competent　oocytes　can　be　fertilized，　cultured　and　trans－

ferred　to　recipients　or　frozen　for　long－terrn　storage．　More－

Over，　cryopreservation　of　imrnature　oocytes　provides　a

Unique　opportunity　to　store　large　numbers　of　female　gamete．

IMproved　rnaturation　and　freezing　procedures　may　ultimately

enable　researchers　to　take　advantage　of　the　large　number　of

iMMature　oocytes　contained　in　the　mammalian　ovary　for　in－

Creasing　population　of　valuable　animals　and　endangered　or

77
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　　　　　　　　　rare　spec■es・

　　　　Despite　considerable　research　during　the　past　20　years，

only　modest　progress　has　been　made　in　developing　oocyte

cryopreserva’ヒion　（PARIくS　＆　RUF：FINGr　1992）・　Much　of　the　suc－

cess　has　been　obtained　with　matu：re　mouse　oocytes・　There　have

been　few　reported　attempts　to　freeze　Germinal　Vesicle　（GV）一

stage　oocytes　（WH工TT工NGHAM，　1977；　HEYMAN　皇主　al．，　1986；

PELL工CER　et　al．，

et　a！．，　1990）　because

　　　　　　in　vitro

　　　　　　　to　achieve

　　　　met　limited　success．　Atternpts

maturation　in　vitro　was　first

1988；　SATHANANTHAN

　　　　　from　the　first

（PINCUS　＆　ENZMANN，

　　development　of　」

et

ration

efforts

have

　　report

　　1935）

in　vitro

gLt al．，　1990）　and　in　cattle

　　studies　used　the　slow　or

　　　Previous　studies　have　shown

　　　　　　　　　　rnouse　embryos　（RAYOS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（RAYOS

　　　　　　　to

　reported

（L工M　et

above

dure．

and　one－cell

unfertilized　mouse　oocytes

successfully　frozen　after

respectively　in　a　freezing　mediurn

glycol　with　either　O．25　M

（quick　freezinq）．　In　the　presen’ヒ

Capacity　of　mouse　oocytes

Method　before　and　after　rnaturation

　　　　　　　　　　　　　　　　　　MATERIALS　AND

Animals

　　　　Female　Fl　hybrid　mice

con▽en’ヒional

　　　tha’ヒ　two一，

　　　　　et　al．

　　　　　　　e七　al．，　in

equilibration　for

　　　　　　　　　containing

　　sucroser　lactose

　　　　　　　　study，　the

cryopreserved　by

　　　　　　　　in　vitro

　al．，　1988；　SCHROEDER

　　　　　　of　oocyte　matu－

　　　　　　until　recently，

　　　　　　matured　oocytes

　freeze　oocytes　after

　　in　mouse　（SCHROEDER

al・r　1991r　1992）e　The

　　　　　　freezing　proce－

　　　　　　　　four一，eight－r

　　　　　，　1992　a，b）　and

　　　　　　press）　could　be

　　　　　　10　and　20　minr

　　　　　　　　3　M　ethylene

　　　　　　　　or　trehalose

　　　　　　　　developmental

　　　　　a　quick　freezing

　　　　　was　exarnined．

METHODS

（C57BL／6J　x

　　　　　78

CBA）　4　to　8　weeks　of
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age　and　18　to　25　g　in　weight　were　used　as　oocyte　donors．

Female　ICR　strain　mice，　10　to　12　weeks　of　age　and　30　to　40　g

in　weight　were　used　as　recipients．　They　were　maintained　in　a

room　with　controlled　lighting　14－hour　light　〈5：00　to　19：00－

hour）　：　10－hour　dark　cycle　and　given　pelleted　food　and　water

・dlibitum・Female　Fl　mice　were　inゴected　intraperit・neally

with　5　工U　pregnant　mare　serum　gonadotropin　（PMSG，　Serotro－

phinr　Teikoku　Zoki，　Tokyo，　Japan）・　工mmature　　（GV－stage）

cumulus　cell－enclosed　oocytes　（Fig．　1）　were　obtained　from

excised　ovaries　of　the　female　mice　46　’ヒ0　48　hours　after

administration　of　PMSG　and　released　into　modified

phosphate－bu　ff　ered　saline　　（PB1｝　WHITT工NGHAM，　1971）　supPle－

mented　with　10＆　fetal　bovine　serum　〈FBS，　Life　Technologiesr

工nc．，　Grand　Island，　New　York）．　The　GV－s’ヒage　oocytes　were

collected　in　medium　containing　50　PtM一・　1－isobutyl－3－me’ヒhylxan－

thine　（Aldrich　Chemical　Co．，　Milwaukee，　WI，　USA）　to　rnaintain

meiotic　arrest　during　processing　for　freezing．　Some　of　the

GV－stage　oocytes　collected　were　not　frozen　but　underwent

matUra・ヒiOn　in　VitrO　tO　SerVe　aS　COntrOl．

Freezing　procedure

　　　　A　modified　quick　freezing　rnethod　previously　described

by　TAKAHASHZ　＆　KANAGAWA　（1985，　1990）　was　used　in　this　study．

The　oocytes　were　pipetted　into　a　culture　dish　containing　the

freezing　medium　（　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose）．

Ten　to　15　oocytes　were　drawn　into　a　O．25－ml　French　straw

〈1．M・V．　L’　Aigle，　France）　which　was　heat－sealed　and　equili－

brated　for　20　minutes．　Thereafter，　・ヒhe　oocytes　were　frozen

う　　　　　　　　　　　　　

翻購翻黙黙動顛灘灘難1灘

79

．ぞ・鱒・・ ｵ：『　墨：

．
二う

「

＝
R

　い

?
，
L
．
．
｝
国
司
ジ
浮
ゲ
ー
．
ト
’
凸
∴
　
影

1

卜

－
一
チ
」
噂
l
I
I
■
T
．
」
か
1
層
碧
1
淋
し
翫
郵
■
t
歪
剣
い
2
一
弓
、
蓬
r

争

璽
・

｝
畢
扉
望
ド
r
，
垂
重
恩
帆
墨
引
ゆ
診
董
職
鳴
嘉
．
毒
翼
幽
門

髪
謬



．tt

D。轟融藝贈醐鱒騨醐懇懇騨一r

”

in　liquid　nitrogen　（LN2）　vapor　（about　一1700C）　by　placing　the

sealed　straw　horizontally　on　a　styrofoam　plate　（140　x　60　x　5

mm）　with　a　stainless　steei　mesh　on　its　upper　surface　and

floating　in　a　liquid　nitrogen　bath．　Two　minutes　laterr　the

straw　was　plunged　into　LN2　and　stored　for　1　to　60　days．

Thawingr　dilution　and　maturation　in　vitro

　　　　　Thawing　was　done　in　a　water　bath　at　370C　for　20　sec－

onds．　Thereafter，　the　contents　of　the　straw　were　expelled

into　a　Petri　dish　and　the　oocytes　were　immediately　pipetted

into　O．5　M　sucrose　for　one－step　dilution　of　the　cryoprotect－

ant．　After　5　rninutesr　the　oocytes　were　washed　three　tirnes

with　PBI　with　10g　FBS　and　rnorphologically　normal　（surviving）

oocytes　were　transferred　into　100　pt　Waymouth　medium　（Eppig

et　al．，　1990）　supplemented　with　5g　FBS，　O．23　mM　pyruvic

acid，　7mM　taurine　（Sigma　Chemical　Co．，　St．　Louis，　rv！O，　USA），

O．05　mg　streptomycin　sulfate／ml，　O．075　mg　penicillin　G

potassium　salt／ml　and　1　ng　follicle　stimulating　hormone

（Ovine　pituitary，　Sigma　Chemical　Co．）　under　paraffin　oil

and　incubated　for　15　to　16　hours　at　370C　in　an　atmosphere　of

5＆　CO2　in　air　for　maturation　Lt　y2t　91！gtro．　Thereafterr　the

OOcytes　were　fixed　with　10g　neutral　formalin　overnightr

Washed　with　99．5g　ethanol，stained　with　O．25g　aceto－lacmoid

and　examined　under　phase－contrast　rnicroscope　for　assessment

Of　the　maturation　rate．　The　oocytes　were　considered　mature

when　they　sh・wed　the　metaphase・エ（M・・）P・ate　and　extruded

the　first　polar　body．　Nonfrozen　GV－stage　oocytes　were　also

eUltured　in　microdrops　of　waymouth　medium　for　15　to　16　hours

to　serve　as　control．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80
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　　　　工n　a　separate　experiment，

enclosed　oocytes　were　rnatured

Fifteen　to　16　hours　after

raediurn，　some　oocytes　were　fixedr

phase－contrast　microscope　to

rernainder　were　pipetted　into　PBI

150　units／rnl　of　hyaluronidase

lo　minutes．　When　the　cumulus

cytes　were　washed　three　times　in

in　sterile　plastic　culture　dishes

matured　oocytes　were

rnethod　as　described　previously．

oocytes　were　used　in　this　study．

Fertilization　in　vitro

GV－stage

in　vitro

　　　　incubation　in

　　　　　　　　　stained

　　　　assess　the　maturation

　　　　　　　　with　109．

　　　　　　（Sigma　Chemical

　　　　　　cells　were

　　　　　　　　PBI　with

　　　　　　　　　　until　used．

cryopreserved　by　a　quick

　　cumulus　cell－

　before　freezing．

　　　the　rnaturation

and　examined　under

　　　　　　　　　rate．　The

FBS　and　containing

　　　　　Co．）　for　5　to

detached，　the　oo－

10％　FBS　and　pooled

　　　　　　The　in　vitro

　　　　　　　　　　　　　　　　　　freezing

Only　rnorphologically　normal

　　　　In　vitro　fertilization　was　carried　out　according　to　the

method　of　TOYODA　et　al．　（1971）．　All　surviving　oocytes　after

freez±ng，　thawing　and　dilution　as　well　as　the　nonfrozen

control　underwent　insemination　in　vitro．　Sernen　was　collected

from　the　cauda　epididymis，　one　each　frorn　two　mature　Fl

（C57BL／6J　x　CBA）　males，　allowed　to　disperse　for　30　minutes

in　O．4　ml　TYH　medium　under　paraffin　oil　at　370C　in　an　atmos－

Phere　of　52　co2　in　air　before　fertilization　UtL　sL2t，Yzgtro．　There－

afterr　the　sperrn　concentration　was　determined　by　rneans　of　a

hemocytometer　and　the　sperm　was　further　incubated　for　anoth－

er　1・ヒ01．5　hours。　A　suitable▽olume（4’ヒ010μ1）of　sperm

WaS　added　to　the　rnedium　containing　the　oocytes　and　incubated

for　6　hours，　providing　a　　final　　sperm　　concen’ヒration　of　150

81
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ce、、s／μ・．　T・assess　the　ferti・izati・n　rate　some　of　the

fr。、en－thawed　and　n・nfr。zen　c・ntr・…　cytes　we「e「em。ved

6h。urs　after　inseminati・n，　fixed　and　stained　as　p「eviously

described　then　examined　under　phase－c・ntrast　mic「oscope　f。「

，vidence。f　ferti・izati。n．・・cytes　were　c・nsidered　as　fe「ti一

、i、ed　when　they　had　an　en・arged　sperm　head（s）o「male

pr。nuc・eus（ei）with　c・rresp・nding　sperm　ta’1（s）・The「ate

。f　n。rma・ferti・izati・n　was　determined　as　the　ratio　of

。。cytes　with　a　pair・f　pr・nuc・ei　t・the　t・tal　numbe「of

。。cytes　eva・uated．　The　remaining。。cytes　were　cultu「ed　in

1。。μ・micr・dr・ps・f　Whitten’s　medium（WHエTTENr　1971）sup－

P、ernented　with　3　mg／m・BSA　and　1・・μ皿EDTA（Kanto　Chemical

C。．，T。ky。，　Japan》under　paraffin・il　at　37．C　in　5＆CO2’n

air．　After　19　h。urs・f　incubati・n（24　h。urs　af七e「’nsem■na－

ti。n），　the　cu・ture　was　examined　under　inver七ed　mic「oscope

and　2－ce、、　embry。s　were　rec・rded・Deve・・pment　t・the　expand－

ed　b、ast。cyst　stage　was　assessed　11・t・120　h・u「s　afte「

　inSeminatiOn．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

　Development　■n　v■vo

　　　　、n　an。ther　experiment，　blast・cysts　derived　f「om

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
fr。zen－thawed　and　n。nfr・zen　c・ntr・1・・cytes　afte「■nsemma－

ti。n　and　culture　in▽itr・were　transferred　int。　the　ute「ine

h。rns。f　Day　3　pseud・preqnant　fema・eエCR　recipients（6　to　g

embry。s　per　h。rn》．　The　recipients　were　necr・psied・n　Day　18

・fpregnancyr　and　the　number・f・ive　and　res・rbing　fetuses’

as　well　as　implantati・n　sites　was　examined・
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揺
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statistical　analysis

　　　　Experiments　were

data　on　maturation　Lt

replicated

vitror

in　v　i　t　r　o　a　n　d　！Lt　y！t！yov　o　w　e　r　e

’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS

Morphological　survival　after　freezing　and　thawing

　　　　More　than　90g　of　the　frozen　GV－stage　oocytes　were

recovered　after　thawing．　Morphological　normality　after

thawing　and　dilution　was　68．9g　（Table　1）．　Although　some

immature　oocytes　were　partially　or　completely　denuded　of

cumulus　cells　after　thawing　and　dilution，　most　of　’ヒhem

showed　normal　morphology　（Fig．　2）．

　　　　Similarly，　almost　all　（95g）　of　the　cryopreserved　oo－

cytes　matured　in　vi’ヒro　were　recovered　from　the　freezing

　　　　　　four　times　and　the　pooled

　　fertilization，　and　development

analyzed　by　the　Chi－square　test．

straws　after　thawing．　After　thawing　and　dilution　of　the

cryopro・ヒectan・ヒ’　72．7審　of　the　frozen－thawed　oocytes　showed

normal　morphology．

Oocyte　maturation

　　　　Expansion　of　the　cumulus　cells　of　frozen－thawed　GV－

Stage　oocytes　was　not　observed　15　to　16　hours　after　matura－

tiOn　in　vitro　（Fig．　3）．　Moreover，　less　than　5rg　of　the　oo一

CYtes　fixed，　stained　and　exarnined　to　determine　the　matura－

tion　rate　exhibited　the　M工工　plate　and　extruded　　the　first

POIar　body．　on　the　other　hand，　nonfrozen　GV－stage　oocytes

ShOwed　cumulus　cell　expansion　and　more　than　90g　exhibited

the　MI工　plate　and　extruded　the　first　polar　body　（Figs・　4　and

5）．
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鋼

Fertilization

　　　　Because

at　the　GV－stage

vitro　following

ducted　on

were．

　　　　The　total

frozen－thawed

significantly

2．　Most　of

in　vitro

　　very　limited　numbers　of　ovarian　oocytes　frozen

　　　　　　developed　to　the　Mrl－stage　of　meiosis　Lt

　　　　　　thawing，　no　further　experiments　were　con一一

fertilization，　d　evelopment　Lt　y！tS1Lgt　r　o　a　n　d　Lt　yitLygv　o

　and　normal

in　vitro

　　　　　　　　　　　　　different

　　　　　　　　　　　　the　frozen－thawed

fertilization　were　norrnally

presence　of　female　and

tail　（Fig．　7）．　Although

served，　higher　rate　of　polyspermy

the　frozen－thawed　oocytes

Development　iu　y！t1trgt　r　O

cyst

tion

and　Pく0．01，

3．　Howeverr

frozen－thawed

　，

Development　in

　　　　　fertilization　ra’ヒes　of　’ヒhe

　matured　mouse　oocytes　were　not

from　the　control　as　shown　in　Table

　　　　　　　　oocytes　that　had　undergone

　　　　　fertilized，　as　signified　by　the

　male　pronuclei　wi‘ヒh　　remnant　sperm

　no　significant　difference　was　ob一

　　　　　　　　　　（17．2rg）　was　obtained　from

　　compared　with　the　control　（10．606）．

The　rate　of　development　to　2一一cell　and　expanded　blasto一一

stage　ernbryos　of　frozen－thawed　oocytes　after　insernina－

and　culture　in　vi・ヒro　was　significantly　lower　（P〈0・001

　　　　　　　　　　　respectively）

　　　　　　　　　　　　development

　　　　　　　　　　　　　oocytes　to

n：Lficantly　different　from

　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　VユVO

than　the　control　as　shown　in　Table

of　2－cell　embryos　derived　from

expanded　blastocysts　was　not　sig－

the　control　（67．6　vs　72．1＆〉．

　　　　A　total　of　13　out　of　16　recipients

after　transfer　of　blastocysts　derived　frorn

COntrol　o　o　c　y　t　e　s　rn　a　t　u　r　e　d　Lt　yEtL！ggt　r　o　（Tab　l　e　4）
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Table　　1・　Survival　and　maturation in　vi’ヒro　of　cumulus　　ce11＿

enclosed　GV－stage　oocytes
一

Treatment　　No．　of　　　No．　（亀）

@　　　　　　　　　oocytes　　of　oocytes

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　recovered

No．（亀）survivinq　No．　（竃）

≠?ｔｅｒ　thawing　and　　　matured

р奄撃浮狽奄盾氏噤@　　　　　　　　　　in　vitro

一

Frozen　　　　　　130　　　　　119（91．5）

mon－frozen　　114

82（68．9）　　　　　　　　　　　　　4（4。9）

@　　　　　　　　　　　　　　　109（95．6）

　　1
ｲ購灘＿．

i
－
嚢
》
，

　　　　　　　　　★oocytes　with　normal　morphology．

@　　　　　　　　Values　represent　data　from　four

@　　　　　　　　　甲@　　　　　　　　　　L　　．　．

?灘．．，＿羅灘醗ll灘．灘鰯翻灘…灘難

replicates．
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Table　2・ Fertilization　rate　of　mouse　oocytes　cryopreser▽ed

by　a　quick freezing　me’ヒhod　af’ヒer　maturation　主皇　vitro

Treatment No．　of　　　　　　　　　No．　of　oocyte　fe：rtilized
group oocyte　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P。1yspermic（亀）§　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N。rmal（亀）‡examined　T・tal（亀）†

1

Frozen一

thawed 87　　　　　　　　　73（83●9）　　　　　58（66．7）　　　　　　15（17．2）

Nonfrozen

cont：rol 94　　　　　　　　　84（89．4）　　　　　74（78．7）　　　　　　　10（10．6＞

Values represent　data　from　four　replicates。

†T・tal
no． fertilized／No．　of　oocy●ヒes　inseminated　主皇vitro・

‡N。． normally
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　．
?ｅｒｔｉｌｉｚｅｄ／No．　of　oocytes　inseminated　in　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一

▽itro．

?Ｎ。．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

o。1yspermy／N。・。f。・cytes　inseminated主豆vi七r・・　　　　　　　　　　　！；　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1ジ’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～1

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　セ。
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌻　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ζ

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　恥
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1∴．
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蛎’
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　購’

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　馬
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Table　3・　工n　▽itro　development　of　mouse oocytes　cryopreserved
一

by　a　quick　freezing　method　after　matura’ヒion in▽・itro

Treatment　国。・of　oocyte　　　　　No．（宅）
@　　　　　　　　　examined

developed　to

2－cell
embry・†

Expanded
alast・cyst‡

Frozen一

ｵhawed　　　　　　　lO2　　　　　　　　　　　　　71（69。6）a 48（47．1》c

1

Nonfrozen

，。ntr。1　　197　　　　　165（83．4）b 119（60．4）d

Values　represent　data　from　four　replicates．

Values　wi『ヒh　different　superscripts　in　the Same　COlUmn　are

significan’ヒly　different　（a：b，　P〈0．001ア　c：d， P〈0．01）．

†N。．devel。ped　t。2－cell　embry。s／N。．。f oocytes　inseminated
in　vitro．｝

‡N・．devel。ped　t。　expanded　blast。cysts／N。．
Of　OOCyteS　inSem一

inated　in　vitro．
『
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Table　4・　Lt　i12t；YLstL　develppment　of　blastocysts　derived　from

quickly　frozen　mouse　oocy’ヒes　matured’　insemina●ヒed　and　cul－

tured主皇　▽itro

Treat－
ment

group

No．　of
recipients

used　preg－
　　　　nant

No．　of　embryos
transferred

To’ヒal　to　preg－
　　　　　　nant　reci－

　　　　　　pients

No．　of　implant一　No．　of
ation〈＆）t　fetus（g）：

Frozen一

しhawed　　8

Non－

frozen

control　8

6

7

118

120

89

106

69（77．5）

86（81．1）

45（50．6）

57（53．8）

Values　represent　data　from　four　replicates．
tNo．　of　live　and　resorbing　fetuses　as　well　as’ @implantation　sites／

No．　of　blastocysts　’ヒransferred．

tNo．　of　live　fetuses／　No．　of　blastocysts　transferred．
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in　vitro　（x　200）．
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Fig．　9．　Expanded　blastocysts　derived　from　frozen－thawed

mouse　oocytes　maturedエ旦y』L迦1：LO　to　l20　hours　　af’ヒer

insemination　in　vitro　（x　200）．
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Fig．　10．　A　recipient　at　Day　18　of　pregnancy　after　transfer

of　blastocysts　derived　frorn　frozen－thawed　mouse　oocytes

rnatured　and　inseminated　in　vitro．
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Fig．　11．　I」ate－stage　fetuses　and

at　day　18　of　pregnancy．

implantation sites　（arrows）
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of　87．5g　（7／8）　and　75．0％　（6／8）　were　obtained　for　frozen－

thawed　and　control　recipients，　respectively．　The　rates　of

implantation　and　development　to　normal　fetuses　of　blas’ヒ。－

cysts　derived　from　frozen－thawed　oocytes　（77．5　and　50．090）

did　not　significantly　differ　from　the　control　（81．1　and

53．8g）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DISCUSSION

　　　　　Results　of　the　present　study　showed　that　GV－stage

oocytes　cryopreserved　by　the　quick　freezing　method　have　very

low　r　ate　（〈5g）　o　f　maturation　i　n．　vLILItE！；gro　compared　w　i　th　the

nonfrozen　control　（＞90％）　which　is　in　agreement　with　previous

studies　（WHITT1NGHArvl，　1977；　SATHANANTHAN　gt　g．1！，．一，一．，　1988）．

Although　SCHROEDER　ec　g，IL．　（1990）　reported　high　maturation

rates　　（90　to　95亀）　of　oocytes　’ヒhat　survived　　slow　　freezing’

only　a　few　developed　to　the　2－cell　stage　and　none　of　the

embryos　developed　to　blastocysts．　This　could　be　the　result

of　damaged　cumulus　ce：Lls　being　unable　to　supPor『ヒ　　maturation

fully　and／or　possible　damage　to　the　microtubule　organiza－

tion　（SATHANANTHAN　et　al．，　1988；　PARKS　＆　RUFFrNG，　1992）．

　　　　　However　t　success£ul　cryopreservation　of　mouse　oocytes

after　maturation　in　vitro　using　a　quick　freezing　method　was

ob・ヒained　in　this　study．　The　fertilization　and　development

capacity！n：虹tr・・r主n　viv・between　fr・zen－thawed　and

nonfrozen　in　vitro　matured　control　oocy¶ヒes　were　compared・

Our　findings　showed　that　frozen－thawed　oocytes　matured　主皇

vitro　had　a　lower　rate　of　fertilization　and　higher　rate　of
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polyspermy　than　the　nonfrozen　control　which　are　in　agree－

ment　with　GLENISTER　gY聾⊥（1987）’CARROLL篁皇L
（1989，1990）and・ur　previ・us　study（RAY・S　gLt　a・Iしりin　p「ess）・

Moreover，　development　to　2－cell　embryos　（69．696）　and　subse－

quently　to　expanded　blastocysts　（47．1％）　of　frozen－thawed　Lt

vitro　matured　oocytes　were　significantly　lower　than　the

control　（83．4　and　60．406，　respectively）．　Subsequent　develop一一

rnent　in　vitro　to　expanded　blastocysts　of　2－cell　embryos

derived　frorn　frozen－thawed　oocytes　matured　ELt　y2t．1i！gtro　（67・6％）

was　not　significantly　d±fferent　from　the　control　（72．1＆）　but

1。wer（77．09）than　th・se・f　SCHROEDER皇竺al・（1990）・

　　　　　The　fertilization　and　development　rates　of　frozen－

thawed。。cytes　matured塾vitr・were　l・wer　than　the　con－

trol．　These　could　be　due　to　some　rnembrane　damage　that　oc－

curred　during　freezing　from　intracellular　ice　formation

（WH、TTエNGHAiYl、，1977）・r　t・freeze－thaw－induced　changes　of　the

zona　pellucida　and／or　the　vitelline　membrane　which　inhibit

the　entry　of　sperm　（CARROLL　g；t　g，11．．．　r　1989r　1990；　WOOD　g；t　g，IL：．・，

1992）．エncreased　frequency。f　p・lyspermy・f　fr・zen－thawed

oocytes　matured　UtL　yitLY］zgtro　was　also　observed　in　our　study．

This　finding　agrees　with　those　of　GLENISTER　s｝：t；　g．IL，一．　（1987），

CARROLL　et　al．　（1989）　and　RAYOS　gLt　g，IE．一．　（in　press）　in

frozen－thawed　ovulated　mouse　oocytes．　The　release　of　corti－

cal　granules　during　cryoprotectant　exposure　and　freezing

appear　to　cause　premature　cortical　granule　reaction　leading

to　either　a　block　to　fertilization　or　an　impaired　block　to

polysperrny　（　PARKS　＆　RUFFING，　1992　）．　Moreover，　physical
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damage　to　the　zona　pellucida　or　the　vitelline　mernbrane

during　freezing　and　thawing　rnay　allow　rnore　than　one　sperm　to

penetrate　the　eg9（WHITTエNGHAM＆ADAMS’1976）・

　　　　　Forty一一five　Day－18　normal　fetuses　were　produced　from

blastocysts　that　resulted　frorn　fertilization　and　culture　of

frozen＿thawed　oocytes　matured　主堅　vitro　at　a　ra’ヒe　similar　to

the　control．　Moreover，　the　rates　of　implantation　between

blastocysts　derived　from　frozen－thawed　oocytes　matured　Lt

vitro　and　the　control　did　not　significantly　differ．　Similar

result　was　also　obtained　from　a　previous　study　（RAYOS　g：tL

al．，　in　press）　which　utilized　ovulated　rnouse　oocytes．　The

only　available　report　（SCHROEDER　gt　g．IL一，一．，　1990）　on　frozen－

thawed　mouse　oocytes　matured　and　f　ertilized　Lt　yEtL1iE！！gtro，　y　i　e　ld－

ed　only　41　（26g）　live　young　after　transfer　of　158　2－cell

stage　embryos　to　the　recipients　which　was　1．ower　than　our

study．

　　　　　The　s・ヒudy　presented　here　shows　that　freezing　of　GV－

stage　oocytes　is　difficult　using　the　quick　freezing　method．

However，　oocytes　matured　Lt　yEtLSE！Lgtro　can　be　successfully　cryo一一

preserved　after　equilibration　for　20　minutes　in　3　M　ethylene

glycol　with　O．25　M　sucrose　before　plunging　into　LN2　vapor．

Although　the　frozen－thawed　oocytes　had　lower　fertilization

and　in　vitro　development　rates　compared　with　the　control，

blast。cysts・btained　fr・m　fr・zen－thawed・。cytes　matured主P．

vitro　have　in　vivo　developmental　capacity　similar　to　the

control．　However，　the　developmental　capacity　Lt　yitL121gtro　of

quickly　frozen－thawed　and　nonfrozen　mouse　oocytes　isolated
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at　the　GV－stage　and　matured　in　vitro　is　lower　than　that　of

frozen一一thawed　and　nonfrozen　ovulated　oocytes　（RAYOS　et　al．r

in　press）．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SUI！il！IARY

　　　　　The　survival　and　developmental　capacity　of　rnouse　oo－

cytes　frozen　by　a　quick　freezing　method　before　and　after

maturation　in　vitro　was　examined．　The　survival　（morphologi－

cal　normality）　rates　were　68．9　and　72．7g　after　thawing　and

dilution　for　frozen一’ヒhawed　GV－s’ヒage　oocytes　and　oocytes

matured　in　▽i・ヒro．　The　maturation　of　frozen－thawed　GV－stage

oocytes　was　very　limited，　thus　further　experirnents　on　ferti－

liza・ヒion，　in　vitro　and　in　vivo　development　were　not　conduct－

ed．

　　　　　For　frozen－thawed　oocytes　matured　．i．n一　．vitror　the　propor－

tions　of　fertilized　oocytes　and　2－cell　embryos，　6　and　24

hours　after　insemination　were　83．9g　（73／87）　and　69．6g

（71／102），　respectively．　Development　rate　to　the　expanded

blastocys’ヒ　stager　110　to　120　hours　after　insemination　主旦

vitro　was　47．lg　（48／102）．　Transfer　of　blastocysts　obtained

from　f　rozen－thawed　oocytes　matured　！Lt　y！tLVzgtro　i　nto　the　uterine

horns　of　Day　3　pseudopregnant　recipien’ヒs　resulted　in　fetal

development　and　irnplantation　rates　similar　to　the　control．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GENERAL　CONCLUSIONS

　　　　　Based　on　the　resul’ヒs　of　studies　on　the　quick　freezing

of　one－r　two－r　four一　and　eight－cell　mouse　embryos　and　oo－

cytes　using　ethylene　glycol，　the　following　conclusions　were

made：

1．　Ethylene　glycol　at　3　M　concentra’ヒion　in　combination　with

either　O．25　M　sucrose，　lactose　or　trehalose　can　be　used

effectively　as　a　cryoprotec’ヒive　aqent　in　the　quick　freezing

of　early－stage　mouse　embryos，　ovula’ヒed　oocytes　and　oocytes

matured　in　vitro．　However，　cryopreservation　of　GV－stage

oocytes　using　the　quick　freezing　method　is　difficult．

2．　Equilibration　period　of　early－stage　rnouse　embryos　and

oocytes　in　a　freezing　medium　containing　high　concentration

of　permeating　cryoprotectant　（3　M　ethylene　glycol）　before

quick　freezing　is　of　critical　importance　for　their　subse－

quent　p　o　s　t－thaw　s　u　r　v　i　v　a　l　a　n　d　d　e　v　e　l　o　p　ment　Lt　yEtL1一zgt　r　o　a　n　d／or　Lt

vivo．　High　survival　and　development　rates　were　obtained　with

10　minu’ヒes　equilibration　in　the　freezing　medium　for　one－r

two一，　four一　and　eight－cell　mouse　embryos　and　20　minutes　for

unfertilized　mouse　oocytes　and　oocytes　matured　ILu　v－il　tro一．

3．　Sucrose　and　lactose　at　O．5　or　1．0　M　concentration　are

equally　effective　in　the　dilution　of　cryoprotectant　in　one－

cell　mouse　embryos　crYopreserved　by　the　quick　freezing

method．

4．　Blastocysts　derived　from　quickly　frozen－thawed　inouse

one－cell　embryosr　unfertilized　oocytes　and　oocytes　matured

Lt　y－lt　pt！Lgtro　are　capable　of　implanting　and　developing　into
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late－stage　fetuses　sirnilar　to　those　derived　frorn　nonfrozen

controls　when　transferred　into　the　uterine　horns　of　Day　3

pseudopregnan’ヒ　recipients・

訂

101

、

．
　
，
、

卜

（
纂
、

雛

　
．
該
欄

　
　
蹴

　
　
肌」

鐸
「
鍵

㌔
一
縄

冨

”



灘灘難鍵盤騨

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SUmmRY

　　　　Application　of　the　quick　freezing　technique　is　present－

ed　in　this　thesis　using　ethylene　glycol　（a　perrneating

cryoprotectant）　in　combination　with　sucroser　lactose　or

trehalose　（nonpermeating　cryoprotectants）　to　early一一stage

rnouse　embryos，　unfertilized　oocytes　and　oocytes　matured　Lt

vi’ヒro．

　　　　　Tw。一t　f。ur一，　and　eiqhしcell　m・use　embry・s　we「e　f「ozen

by　direct　plunging　into　liquid　nitrogen　（LN2）　vapor　after　5

to　40　rninutes　equilibration　in　3　M　ethylene　glycol　with　O．25

M　sucrose　or　lactose　（freezing　medium）．　After　thawing　and

dilution　of　the　cryoprotectant，　the　ernbryos　were　cultured　Lt

vitro　and　the　effects　of　equilibration　period　and　stage　of

development　were　examined．　Significant　difference　on　the

survival　of　the　ernbryos　cryopreserved　by　the　quick　freezing

method　was　not　observed　irrespective　of　the　sugar　used．　When

two一　and　four－cell　ernbryos　were　equilibrated　for　5　minutes

in　the　freezing　rnedium，　post－thaw　viability　was　lowr　but

increased　when　equilibration　was　prolonged　to　10　minutes．

Although　no　significant　difference　was　observed　on　the

post－thaw　viability　of　eight－cell　embryos　equilibrated　from

5　to　40　minutes，　the　highest　survival　rate　for　all　early

cleavage－stage　embryos　was　attained　at　10　minutes　equilibra－

tion　before　plunging　irito　LN2　vapor．　Exposure　of　the　embryos

to　the　freezing　medium　up　to　40　minutes　without　freezing　did

not　detrirnentally　affect　their　capacity　to　develop　into　ex－

panded　b・ast・cysts　when　cu・tured主Z些二9●
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　　　　One－cell　mouse　embryos　were　frozen　after　equilibration

for　5　to　40　minutes　in　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M

sucrose　or　lactose．　After　thawing　and　dilution　of　the　cryo－

protectant，　the　effects　of　equilibration　period　and　the

rnethod　of　dilution　were　exarnined．　As　in　the　preceding　chap－

ter，　no　significant　difference　on　the　survival　rate　of

frozen－thawed　one－cell　mouse　regardless　of　the　sugar　used．

significant　difference　was　not　also　observed　on　the　Lt　y2tSEgtro

survival　rate　of　the　embryos　with　the　use　of　O．5　or　1．0　M

sucrose　or　lactose　for　the　dilution．　However，　dilution　by

direct　transfer　into　isotonic　PBI　solution　resulted　in

significantly　lower　survival　rates．　The　highest　survival

rates　in　vitro　（67．2　and　69．7　Z）　were　obtained　when　the

embryos　were　equilibrated　for　10　rninutes　in　the　freezing

medium　before　quick　freezing．　Shorter　（　5　minutes）　or　pro－

longed　（40　minutes）　equilibration　yielded　significantly　low

survi▽al　rates．　T。　assess　survival主9旦又9’blast・cysts

derived　from　one－cell　embryos　frozen　by　the　optimum　treat－

ments　（10　minutes　equilibration　and　dilution　in　O．5　M　su－

crose　or　lactose）　were　transferred　into　the　uterine　horns　of

Day　3　pseudopregnant　recipients．　The　Lt　yitLP！gtro　development

rates　to　the　blastocyst　stage　of　frozen－thawed　one－cell

mouse　embryos　were　significantly　lower　than　the　control

（68．0　and　66．7g　vs　92．7g）．　However，　the　！1t＝y2，yg－vivo　development

P。tentia・。f　b・ast・cysts　deri▽ed　fr・m　fr・zen－thawed・ne－cell

mouse　embryos　was　sirnilar　to　the　contro1　when　transferred　to

　the　recipients．

　　　　　　Unfertilized　（ovulated）　mouse　oocytes　were　cryopre－
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served　by　the　quick　freezing　method　after　equilibration　for

5　to　40　minutes　in　a　freezing　medium　containing　3　M　ethylene

glycol　with　O．25　M　sucrose　or　trehalose．　After　thawing　and

dilution，　surviving　oocytes　were　inseminated　Lt　y2t．1！1gtro　and

the　effect　of　equilibration　period　on　the　rates　of　fertili－

zation　and　development　in　vitro　was　examined．　No　significant

difference　was　observed　　　on　the　fer’ヒilization　of　frozen－

thawed　oocytes　regardless　of　the　equilibration　period　nor

the　sugar　used．　However，　higher　total　fertilization　and

normal　fertilization　rates　were　attained　with　20　and　10

minutes　equilibration　in　the　freezing　medium　than　with　5　or

10　minutes．　Development　rates　to　2－cell　and　expanded　blasto－

cysts　of　frozen－thawed　oocytes　fertilized　主旦　vitror　’ヒhat

were　equilibrated　in　the　freezing　medium　for　20　or　40

minutes　were　significantly　higher　（Pく0．05　0r　P〈0・01）　than

with　5　minutes　equilibration．　To　assess　development　ELt　yL2t，ygvo　r

blastocysts　derived　frorn　unfertilized　oocytes　frozen　by　the

optimurn　equilibration　period　（20　minutes）　in　the　freezing

medium　were　transferred　into　the　uterine　horns　of　Day　3

pseudopregnant　recipients．　Although　the　developrnent　rate　of

frozen－thawed　oocytes　’ヒ。　blas’ヒocysts　after　insemination　主旦

vitro　was　significantly　lower　than　the　nonfrozen　controlr

transfer　of　these　blastocysts　to　the　recipients　resulted　in

fetal　development　and　implantation　rates　similar　to　the

control．

　　　　　rn　the　last　experiment，　the　survival　and　developmental

capacity　of　GV－stage　oocytes　and　oocytes　mat二ured　主〔」　▽itro
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frozen　by　the　quick　freezing　rnethod　after　the　20　minutes

equilibration　in　3　M　ethylene　glycol　with　O．25　M　sucrose

were　also　exarnined．　The　survival　rates　of　frozen　GV－stage

oocytes　and　oocytes　matured　Lt　y！tL91zgtro　were　68．9　and　72．7＆，

respectively　after　thawing　and　dilution．　The　maturation　Lt

vitro　of　frozen－thawed　GV－stage　oocytes　was　very　limited，

thus　no　further　experiments　were　conducted　on　fertiliza’ヒion

and　development　主旦vitro　or　三三｝v■vo・

　　　　　For　oocytes　matured　Lt　ylt！ggtro　r　the　proportions　of　ferti－

lized　oocytes　and　2－cell　ernbryos，　6　and　24　hours　after

insernination　were　83．9Z　（73／87）　and　69．6g　（71／102），　respec－

tively．　Developrnent　rate　to　expanded　blastocysts　110　to　120

hours　a　f　ter　i　n　s　emination　Lt　yELStuzgro　was　47．1％　（48／102）．

Transfer　of　blastocysts　obtained　from　frozen－thawed　and

control　oocytes　rnatured　Lt　y2t．1i！gtro　into　the　uterine　horns　of

Day　3　pseudopregnant　recipients　resulted　in　similar　fetal

developraent　and　implantation　rates．

　　　　　For　・ヒhe　first　time’　mouse　early－stage　embryos’　unferti－

lized　oocytes　and　oocytes　rnatured　Lt　yLlt．1ggtro　were　successfully

frozen　by　a　cornbined　process　of　dehydration　with　sucroser

lactose　or　trehalose　and　permeation　with　ethylene　glycol

before　placing　them　into　LN2　vapor．　The　quick　freezing

technique　adopted　in　this　thesis　work　represents　an　efrt－

　cient，　inexpensive　and　viable　option　for　the　cryopreserva－

tion　of　mouse　early－stage　embryos　r　unfertilized　oocytes　and

oocytes　matured　Lt　sL2t，JYygtro，　and　supplements　the　initial　work

　on　the　quick　freezing　of　rnouse　morula．
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要 約

エチレングリコール（細胞膜透過型凍：害保護物質）と、スクロース・ラクトー

スあるいはトレハロース（非透過型凍害保護物質）を組み合わせて用いた急速凍

適法の、マウス初期胚、未受精卵子および体外成熟卵子に対する適応性について

検討した。

マウスの2、4および8細胞心添を、3Mエチレングリコールと0・25Mのスク

ロ＿スあるいはラクトースを含む凍結媒液に浸漬し、5から40分間平衡した後、

液体窒素直上の低温ガス相中に静置して急速凍結を行った。融解後、凍害保護物

質を希釈除去し、胚を体外培養することで、平衡時間と胚の発育段階が、凍結・

融解後の生存率へ及ぼす影響を調べた。急速凍結によって凍結保存された胚の生

存率は、用いた糖類の間で有意な差異は認められなかった。2および4細胞曲面

を凍結血液中で5分間平衡した場合、凍結・融解後の胚の生存性は低かった。し

かし、平衡時間を10分間に延長することで生存性は増加した。8細胞期胚におい

ては、5かち40分間の平衡時間では、凍結・融解後の生存性に有意な差異は認め

られなかった。全ての発育段階の初期胚において、液体窒素ガスに投入する前の

平衡時間が10分間の場合、最も高い生存率を示した。40分間までの凍結三富への

胚の暴露は、凍：結を行わず体外培養をした場合、拡張胚盤胞への発育に抑制的な

影響を与えなかった。

　マウス1細胞期胚を、3Mエチレングリコv・一h・ルと0．25Mのスク『ロースあるいは

ラクトースを含む凍結媒液中で5から40分間平衡した後、急速凍結を行った。融

解後、凍害保護物質を希釈除去して、体外培養を行い、平衡時間と凍害保護物質

の希釈除去法の影響について調べた。　前章と同様、　凍結・融解後のマウス1細

胞期日の生存率は、糖類により有意な差異はなかった。凍害保護物質の希釈除去

の際に、O．5あるいはIMのスクロースまたはラクトースを用いても、胚の生存性
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に差異は認めちれなかった。しかし・等張PB1液へ胚を直接浸漬する方法では・

生存率は有意に低下した・　急速凍結を行う前に・　胚を凍結媒液中で10分間平衡

した場合、最も高い生存率が得られた。平衡時間を短縮（5分間）あるいは延長

（40分間）した場合、胚の生存率は有意に低下した。体内での生存性を確かめる

ために、最適な条件下（10分間の平衡時間と0・5Mのスクロースまたはラクトース

による凍害保護物質の希釈除去）で凍結した1細胞期胚から作出した胚盤胞を偽

妊娠3日目め雌マウスの子宮角に移植した。凍結・融解した1細胞歯胚の体外培

養における胚盤胞への発育率（68．0および66．7％）は対照区（92．7％）に比べ有

意に低かった。しかし、移植試験の結果、凍結・融解したマウス1細胞出歯から

作出された胚盤胞の体内での発育能は対照区と同程度であった。

　マウス排卵卵子を、3Mエチレングリコールと0．25Mのスクロースあるいはト

レハロースを含む凍結媒液中で5から40分間平衡した後、急速凍結法により凍結

を行った。融解後、凍害保護物：質を希釈除去し、生存している卵子について体外

受精を行い、受精率とその後の体外での発育率に及ぼす平衡時間の影響について

調べた。凍結・融解後の体外受精率は、平衡時間および用いた糖類により、有意

な差異は認められなかった。しかし、平衡時間が20あるいは10分間の場合の総受

精率および正常受精率は、5あるいは10分間平衡を行った場合に比べて高い傾向

を示した。体外受精を行った凍結・融解卵子の2細胞期胚あるいは拡張胚盤胞へ

の発育率は、凍結媒雨中で5分間平衡した場合に比べて、20あるいは40分間平衡

を行った方が有意に高かった（P〈0．05あるいはP〈0．01）。体内での発育を調べる

ために、最適な平衡時間（20分間）を用いて凍結した未受精卵子から作出した胚

盤胞を、偽妊娠3日目の雌マウスの子宮角に移植した。体外受精を行った凍結・

融解卵子の体外培養における胚盤胞への発育率は、凍結を行わなかった対照区に

比べて有意に低かったが、凍結卵子由来の胚盤胞の移植試験では、受胎率および

胎子の発育は、対照区と同程度であった。
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最後に、　3Mエチレングリコールと0・25Mのスクロースを含む凍結媒液中で

20分間平衡した後、急速凍結を行った卵核胞期（GV期）卵子および体外成熟卵

子の生存性と発育能について調べた。凍結・融解後のGV期卵子および体外成熟

卵子の生存率は、それぞれ68・9および72・7％だった・凍結融解後のGV期卵子

の体外成熟能は非常に低く、その後の体外受精や発育に関する検討は行えなかっ

た。

凍結・融’�繧ﾌ体外成熟卵子において、媒精後6あるいは24時間目における受

精胚および2細胞期胚の割合は、それぞれ、83・9あるいは69・6％であった。体外

受精後110から120時間における拡張胚盤胞への発育率は47・1％であった・凍結●

融解を行った体外成熟卵子と対照となる非凍結体外成熟卵子のそれぞれから得ら

れた胚盤胞を、偽妊娠3日目の雌マウスの子宮角に移植した結果、受胎率および

胎子の発育に差異は認められなかった。

　以上の結果より、凍害保護物質どして、エチレングリコールと、スクロース・

ラクトv・一．スあるいはトレハロースを組み合わせて用いることが、マウス初期胚、

未受精卵および体外成熟卵子の急速凍結に適していることが示された。
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