
Title ウシ胚の凍結保存に関する研究 : 凍害防止剤エチレングリコ-ルの利用と直接移植について

Author(s) 堂地, 修; Dochi, Osamu

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(獣医学)

Dissertation Number 乙第5328号

Issue Date 1998-03-25

DOI https://doi.org/10.11501/3137291

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/51520

Type doctoral thesis

File Information 000000322481.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



　』絶凍害防止剤工チレヅグリーゴ←ルの利用と直接移植について一一一
　　　　　　　　　　　　　一　　　　』一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ひ　　　　　｝　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝

｝　一　　　　　一　　一　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　｛　　＿＿　　＿＿＿　　畠　　　　　　　　　　　　一　一・＾＿一　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　＿　　＿＿　　　　＿　　　　　　　　　　＿　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　～『＿H＿　一一一一一　　酔　　　　　　　v　　　　　　　～　　　　　Vt一「　　一　『｝　　　一一し　　　炉　　ず　　、一＿一tv．　　卿r　　　　＿　　＿　　一　一　　　　　一　一　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　一　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝一　　　　　　　一　r　　一　　　　　　＿　　　　　　　　　　＿　　＿T

，　　　　　　　　　　　　p　　一一nt－　　t‘一Pt”　一軌～　　　一　　　　一　　　　づ＝一s一．＿＝＝＝．」＝＝＝蒐　t一　　　　；VL　＿　＿　　＿　＿h　＿　　　　　　　t　　　一　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　尉』

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　げ　　　　　　ハ　　　　　　ほ　　げが　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　へ　か　　　　へヘ　　　リ　　　　　ヘ　デ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　イ　
　ら　　　　　　　　　　　　　　　　バ　　　　　　　　　ナゐ　セ　ヒ　　　　　　す　　ヒリ　へヘ　　へ　　ゆ　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　　　　ヘ　　　　　　　　　ヤ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ざ

一　　　＿＿一＿＿一伊　　　一　一　　一キー　『　『　二『　』　　＿　　　一　　　一　　　　　　＿　一　　一一＿＿、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　一一一一一

　’　　『　　　　　　一一一一L一　　一一“丁　　駈　｝　　｝　　　　　　一炉　　一　　　一一．一物　一・一一　　　　一　　一←　一．一LLin．｝　　＝r＝＝＿＝＝＝＝＿＝＝二　＝　　　『　巾：二＿　一一’　　　　　唱　　　ニ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　一　　　　　　　　　　一t　　　　　㌔　　　　　　　　　t　　　　　　唱　一　　　　　　　　　　　＿　　　
　ら　　　　　　　　ヤサ　　　り　　　　　　　バ　　オ　ロ　ゆ　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ザ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ

皿　　＿　一　　　　；＿＿　　　ご，一ニゴ叫蛸＝　齢＝叫＝荒＝＝＝心＝＝＝＝＝も～＝＝ご響　「＝＿；『｛＝　＝＝二＝二＝＝こ＝二一齢　　　一　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　一一　一＿　　　　　　　　　一一　　　艀→

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ　　　　　　　ヘ　　ザへ　　　へ　　　　　　　　　　　ヨ　　　　　　　ロ　ヘ　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゼ　　　　　　　　　う　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ　　　　　レ　　　

　　　　　　　　れ　　　　　ヘ　　　　　　ム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ　　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　マ　　び　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　リ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

≒「＝≦÷き妻『三≒弄三三き三三三茎ミ葺i≒慧三i＝穿＝ヨニ＿ぼぞし＝こご茸∫一1・∵廷ゴ≒ミ三
　tr　T　＝『を鷺＝＝＝ご．L：一二二｛＿r一一H一　一＝一＝「　ここ“．＿．　：．，：；一一．＝．一一p二一＿＿　一＝「：『ニー一｝　　一一，一　　一、　　ev　→　　　　　　　一一＝一　一＝二＝『’＝一　一．　　一＾一二三ニニご」『ニ
　一一　　　　　　　　　　　一一＿卜r＿　　＿，＿＿一s一．一su＿w　－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t’Pt　　～　鞘一一一㎝噛一r｝〒　　nt　　　』一　　　　v　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「・一　一　一＿一　b　va一　　一　　　’　　一覇　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●一卿　　『　　一　｝　　一　　　　　　　　　　　　　＿　　●＿　　　　　　　＿　　一
　　一　　　　．一＿＿　　一　　皇＿’　一＿一．一wv’一一一一　　　一一M一一““一一　　＾　　　　　　　　一i一一一’一一▼一一H－L”、　　　　　『　　』一　　　噛、～　　　　F’　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　一一
　　＿　＿　　　de　》幅　　　　　　　“一～　　　　一　一一7r一　　　　　　　一　｝　　　　　＿　　　　　　　一　　一　nt　　　一　　ヤ　ぱ肉一　e一一一　　　一帆r　　　　　　　－L一一L”sn　　　　」u　　　　－　　　　UT　　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　v’　　　一　　　　一　　　r」一一　一　一　　一　　　　「【｝剛

　」一　　一’．一．一L一　　　＿二驚　　｝　　｛“『一　　　＝T．＝一rv．．一かw　b．ke　　＿　　一’t＝一＿＿＿＿　　＿＿　　　　　　　＿　　　　＿＿　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’＿　　　　一一　→　　rpu　　　　　　　一　　　一｝　　　　L・」

　一　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　，　　　r　　　4　　　　　　　　　　　　　　　　　r　　　　　～一一　　　『　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　｝　　　　　　　　一　　　　　　　　一　一　　　　　　　一　　　　　一一へ　　　　　　　一　　　　　噌　　　　　　　　　　　　　　　　A　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”　　　　　、　　　　　馬　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一P一．　　　　　暫

　一　一　一一＿＿＿　　＿一一一　　　＿　　　　一　　　　t一　　一．F　　　　　　『『　（　　『pm　蝋、肉一一　ny　▼●　　　一一　pm　　　一　一＝nyL・　rzz　　　　－s｝　一　　　　＿　＿　＿h＿＿　　＿＿一一　　＿會＿　　　＿　　　＿　　＿＿　　　r一ト＿召　　｝一一＿　＿＿　　　　＿　＿　　　＿　　＿＿k一＿一一thL晒

　一　　　　　“　　　＝ご　　一仰『、潮一　　　　　　＿＿，　♂　　＿　　　　　　　　　　　　一　　一　　　　　’　＿　　　　　　　　　　＿＿v＿　一　　　＿＝．＿．＿　　｛一F二　　～＿一　　　　一・一　　　　　’　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　一＿　一　　一　　　　　　一　r　　＝＿＿一葺＝一一
　鰯　　　　　　一　　　　　　　　　＿　　　　一』　　　　　　　　　イ　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一　　一一一　　　　　　　　　　一唱つ一げ一纈一　　一　　　一　一　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　朝　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　暫　｝甲　　　　　　　『　　　一　　一｝　　　　　　　　　　　　　　＿　＿　　　　　　　　マ　　　一　　　　　　　　　　　　　　一

へ　　　　　　　　キ　　　　　　　　　　ぴ　　　　　　　　　へ　　　へい　　　　　　　バ　　りほ　　　　へ　ち　　　　　　　　　　　　　へ　　　　　　へ　ら　　　バ　リ　　　　ワ　　　　　　サワ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　う　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　ニ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ　　　　　　　　　　　ハ　ド　

　一＿　　　こ　　　　　　＿ご　　＿　　　一＾　　　　Ψご　　　一　　　一一　一．・一一　　一こニー　一　一　　＿　一二　一〃　　v　一　　　．＝一＿＿ZPt　＝＿　　一一一一　L二二二一「＿＿＿一一　　　　　『一一　　｝　　　＿一　一　　　＿F→’＋一一in一“一一一　「二ご＝L一　　　　＿一L一一［＝㌦一

　＿　　　　　　一　　　一一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一　＿　　　　　　　吻　　　　　　　　　　一　　　　　　一　　　　　　　　　　．一一　　　v．　　　　　　　”一　　　　　一v　　　　哨　、一一de　　　　一へ　　　　一一一一一一h一一→　、一＿　＿一劇＿　　一一　　　＿＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　＿　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　町
＿　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一＿　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　一ρ，　　　一　　一　一　　　　　　　　　　　　　一　　　⇔L　　一　　　　　一N－F　｝　　　　　｝　　　　，　　　　　　　　押　　一一かm一．　　　　’　　　　　　隔　　～　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一＿

　＿　　」一＿一一一一＿　＿＿一一一　　　＿一一　　　　　　　一　　＿t　＿　　＿＿＿一＿　　＿　　　　　＿　　一　一一　　　一一一　　　一　　　　　Tt『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　耐　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一HL一　¶t　N　いコー＿　漏，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　一　　　　一　　　　　　　　　　　　　一　　　一　　　　　　　　　戸　　　　　＿一
　　h　　　　　　　　　　　　　　　一　一　　“　　　　　　一　＿一一　　〇n・　　　一一一　　一一　　　“一　pm一一一　一一一pt　”　　　　櫨v－　　　　vF一　　　＝一『一　　一一聖L一．＿一N　　　　｝＝y　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　一　　　　＿　　＿　　　　　＿　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　一＋h一一『　　　一n－N・　＿

　　　　　　　　　　　　し　　ら　　　　ぬ　　　　り　　　ゆ　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ザ　　　　リ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　　　　　　　ニと　　　　コ　ヒ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワ　　　　　　で　コ　ノ　　へ　　　　　　　　　　　　れ

　が　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゼ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　イ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ　　　　ヘ　　　サ　　　　　へ　り　　　　　　　　　ヲ　　　　イ　　　　　　　　ソ　　　　　　　　　に　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ　ロ　ロヨ
　　に　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　ギ　　リ　　　　　へ　　　り　　　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　へ　　　　　　　らザソへ　　ヨ
　　　　　　　　　　　ぬ　　ぴ　ヘ　　リド　ぱ　　　　　　　　　　ニ　ニニヘロ　ヘ　　ニへ　　　　マニマニ　レヨ　こニリ　　　コ　　　　　　　　　　　　ニリニゆ　　つ　　　へ　　　ヘ　　リ　で　　　　　　　　　　　こ　　　　ふ　　　　　　　　　　ロりこご　ニ　リ　　　　リニエ

．三三湯華奏i琴湯口峯塊髪三三…蜂≒三冠三≧≒妻≒茎茎ζi三
　　　　”＿　　　　　　　　｝へ二轟　」巳｝♂r，　｝　　＿＿　　＿　　　　　　　　　へ　　　一眺　　一轟一一一一一一rP－－P一一　　、一一一一ny－　　　w『一　　　一　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一一一LL噛　、　rト　　　　　　x一一　＿～，訓N●一一一　　　一

　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一ご＿　　　　～　　執　　　　　　’　　N一“一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一＿一t●＝p＿　　　一　Wi　　　　　　　　　　…　　→一N『　　　　　申　一HH一一一一Lpt＝＝　　＿胸　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　嚇一一噛　　　　　一　　　　一一一一　劇　　一　’

　　　一一　　一　　一“一～v　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　’一　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿一・L　　　　一　　　　　＿　　　一　　　一周　　　　噴．　　A．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　ff　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛　　　　　　　　一　一一　　　一艦4　　　一一皇山一一　　　一！一　　　　　嘱　　　　『

リニ　　　らごエニニニねり　の　ゆこマリコニごニニニニニ　コリ　ぞご　ニニこのこニニ　へこコニニ　リ　がいニニ　　なニ　ニニ　り　　ニ　ご　ヘニ　ニニ　　きニニこ　ご
へ　　　　ヘサ　ト　　ぞコニこ　　ザご　ワ　ロバ　りと　　　あニニ　ヨ　　バまニこニニニニ山口　り　こ　ニニニご　へぼニへこごニ　ココ　　　ヨヨるニスキニ　ニニ

；1曇望，1く染愛三；雲≒ll三三≡警輩ζ｝三1≒多三『書志蒙：≒妻三き華萎言ii≡｝

二一 ｲ射箏．三ξ三ラ㌃二1『∵L｝三1テ三一一1－1一　　こごこ二、一：一．　一　三三三三｝｛三ご」∵一一　こr二∫芝三二三≒ξ；㌃　‘

　＿＿→　　　　　　　　　　翼　　　＿　　　一　　　　　一　　　NL一げ’　一一一“nv　　　　　　　一　　一　一　一　一＝＝＝＝二＿＝＝＝＝一　　　＿＝，一　　悟一一　　　り　　『　　　　♂　　　　　　＿　　；　　　　　　　　一　一　一　　　　　　　し～　＿＿v“～一一一　　　　　＿　一ψ9　ご雫げ曜　’　．．’一一　、　o　　　　蟻『　　　　一v’t

　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　み　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヤ　　　　　　　　　　　　　へ　　　　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　ヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ん　　　　　　ぬめ　　り　　　　　　へ　　　　の　　　り　　　の　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　へ

　一　　　～一　．一　一　　ン　　　一一　　一，，一ニ　一＿　　一＿　P一一＿＿ご＿一＿三「　一＝」＝　　｝｝一二＝＿二　こ一　『　」　‘　　　　＝－謬＝ニー嬬＝＝＝一一　　　　　　　　　　ニニ　　瓢＿『『舞雑；＝　　　　　　＿一野ご．　’
～一L“．一一一． @”一・N一　　　炉一　　“一一．　　＝一＿　　　門二潮7　”一真「＝＝＝＝’「二野　門一一一　　　　　t一～igTrv一　　　「二＝　　　　　　　　　＝＝・一㌣ご＝　＝T一：＝：：一一”＿　　　　．二　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　za一｛一一・■■・N・一一　　　一F庸＿　一一　　＿．　vρ一　一一潔一一

一昌　　　　　　肖　”　＿一“一k‘一．「“““一一C4紳圏幽一■一　　　植　　一一一一　　　　　　　pm一一■邑ウ引引一■翫一’一一一一一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：響
　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ジ　　　　　　　　　　　　　　　　昏　　　　　　　　　　　　　　　　　　　♪　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　海

　　　　　　　　　　　　　　　し　ノタ㌃　　　　　　　　　、　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　→、ザ㌻



　　　　　ウシ胚の凍結保存に関する研究

一凍害防止剤エチレングリコールの利用と直接移植について一

堂　地 修



目　次

緒論　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・… 1

第1章　ウシ凍結胚の直接移植法におけるエチレングリコールの有効性の検討

緒　言

材料および方法

結　果

考　察

要　約

　
　
　
1
　」1一

第2章　エチレングリコールを用いて凍結したウシ胚の直接移植法に関する

　　　　野外試験

緒　言

材料および方法

論　果

考　察

要　約

第3章　エチレングリコールを用いて凍結したウシ胚の一段階希釈法の検討

緒　言

材料および方法

結　果

考　察

要　約

27
27
30
34
36

驕翻炉闇職翻翻翻鰯鰯翻驕翻繍繍翻翻翻翻翻翻編翻翻。”：n．r／’



第4章

第5章

謝　辞

英文要約

参考文献

顕微操作により透明帯と一部の細胞を除去したウシ胚の凍結保存と

直接移植の検討

緒言　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　37

材料および方法　・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　　37

結果　　…　6・・・・・・・・・・・・・・…　40

考察　　・・・・・・・・・・・・・・・…　一一・46

要約　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　48

総括　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　49

．．t・・・… @　e・e・et…　　tt”一’　52

eet－s－tq－ie“e－eese”ieet一　54

一eesee－tietie－i一一一eeeeee　58



緒　論

　ウシの胚移植における最初の成功はWillettθ亡a／．によって1951年に報告され、

1970年代には胚移植技術は実用化へと進展した（金川ら，1988）。今日、胚移植

はウシの育種改良手法として重要な技術となり、胚移植技術を活用した育種プロ

グラム（田中ら，1982；Smith，1988）が実際に応用されている。このような中

で、胚の凍結保存技術は、胚の効率的利用、能力検定用試験牛や種畜の生産に重

要な役割を担っている。国際胚移植学会の調査によれば、1995年には世界中で約

400，000個の胚が移植され、そのうち凍結胚が約48％（192，000個）を占め、多数

の凍結保存胚が世界各国間で輸出入されている（Thibier，1996）。

　ウシ胚の凍結に関する研究は、1973年、Willmut　and　Rowsonが凍結・融解胚か

ら子牛の生産に初めて成功したことに始まる。当初、凍害防止剤を段階的に添加

して凍結し、融解後は段階的に希釈・除去する方法が一般的であった。1982年、

Le　i　boθ亡∂／，およびRenardθ亡a1．によってショ糖を用いてストロー内でグリセ

リンを希釈・除去する方法が報告された。次いで、Leibo（1983，　1984）は、スト

ロー内でグリセリンを希釈する”one－stepTM”法の大規模な野外試験を実施し、

その実用性を明らかにしている。これらの研究成果により、凍結・融解胚からの

凍害防止剤の希釈・除去は飛躍的に簡易化され、国内でもLeiboの報告に準じた

方法の開発が行われた（鈴木ら，1986；高倉ら，1987）。ショ糖を用いてストロー

内でグリセリンを希釈・除去する方法は、国内ではワンステップ・1ストロー法と

呼ばれ、野外での普及が期待された。しかしながら、ストロー内への胚および溶

液の吸引、融解後の凍害防止剤の希釈・除去操作が煩雑で、操作上の人為的ミス

を招きやすいため、段階的に凍害防止剤を希釈・除去する従来の方法に比べて受

胎率の低いことが問題とされてきた（笠井、1990）。そのため、融解後、凍害防

止剤の希釈・除去を必要としない新しい凍結胚の移植技術の開発が必要となった。

　凍害防止剤を希釈・除去せずウシ凍結・融解胚を移植する直接移植法は、

1978年にWilladsenθt∂／．がジメチルスルポキシド（DMSO）を用いて凍結

した胚を融解後にDMSOを希釈・除去せず受胚牛に移植したのが最初の報告で
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ある。しかし、受胎した牛は20頭中1頭だけであった。その後、ベルギーの

Massipのグループ（Massip　and　Van　Der　Zwalmen，1984；Massipθ亡a／．，1987）

は、グリセリンとショ糖の混合語を凍害防止剤として用いてウシ胚を凍結し、融

解後、凍害防止剤を希釈・除去せず受胚牛に直接移植して良好な受胎率（50．0～

51．80／・）を報告した。このMassipらの方法が、実質的に野外で利用可能なウシ凍

結胚の直接移植法に関する最初の報告である。Suzuk　iθ亡a／．（1990）は、プロ

ピレングリコール（PG）を凍害防止剤として、ストロー内にPGとショ糖の2

つの溶液層を作り、ウシ胚を凍結・融解後、受四脚に直接移植する方法で高い受

胎率（60．6％）を報告している。また、母地ら（1991）およびVoelkeI　and　Hu

（1992a，1992b）は、エチレングリコール（EG）を用いて良好な受胎率（69．0

および50．0％）を報告している。これらの直接移植法は、特別な実験施設および

器具を必要とせず、ワンステップ・ストロー法で問題となった人為的な操作ミス

を最小限に防止できることから、野外における実用性の高い方法である。しかし、

これまでの報告では、直接移植法における凍害防止剤の種類および濃度が受胎率

に及ぼす影響や、野外における直接移植法の受胎率に影響を及ぼす要因について

は十分な検討が行われておらず、今後直接移植法を野外に普及する上でこれらの

検討は重要な課題である。

　凍結・融解胚を等張液に直接浸漬して凍害防止剤を一段階希釈できれば、胚の

生存性を確認した上で受胚牛に移植する場合や、多数の凍結胚を各種実験に用い

る場合にも、凍害防止剤の希釈・除去を省力的に行うことが可能である。さらに、

直接移植後の受胎成績を予測することも可能になると考えられる。ウシ胚ではE

GおよびPGを用いて凍結した胚を等張液に直接浸漬して一段階希釈しても生存

性が失われないことが報告（Suzuki　et∂／．，1990；VoeIkel　and　Hu，1992a，

1992b）されている。しかし、等張液を用いた一段階希釈法については十分な希

釈条件の検討が行われておらず、最適な希釈条件を明らかにする必要がある。

　最近、Polymerase　chain　reacti。n（PCR）法によるウシ胚の性判別技術が

開発された（Miller　and　Koopman，1990；Herr　and　Reed．1991；1tagakiθ亡∂／．，

1993）。PCR法により性判別を行うためには、顕微操作によって胚細胞の一部
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を採取しなければならない。胚細胞の採取は、マイクロブレードを用いて透明帯

および胚を切断する切断法とマイクロピペットを用いて胚細胞を吸引する吸引法

の2つの方法（Thibier　and　Nibart，1995）がある。吸引法はマイクロピペット

の作製などが煩雑であるが、切断法は市販の金属マイクロブレードを用いること

ができるため実用的に利用されている（Herr　and　Reed，1991；ltagakiθ亡∂／．，

1993）。しかし、切断胚の凍結・融解後の生存率が低いことが問題となっている

（Schmidtθ亡aL，1992；Thibier　and　Nibart，1995）。したがって、性判別のた

めに顕微操作により透明帯と一部の細胞を除去したウシ胚の凍結保存技術および

直接移植法の確立も必要となってきている。

　本研究では、ウシの育種改良への凍結胚の利用を促進する目的で、ウシ凍結・

融解胚の直接移植法、凍害防止剤の一段階希釈法および性判別のために顕微操作

を加えた胚の凍結保存法について検討した。
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第1章ウシ凍結胚の直接移植法におけるエチレングリコールの

　　　　有効性の検討

緒　言

　凍害防止剤を希釈・除去せず融解胚を受胚牛に移植する直接移植法で重要なこ

とは、子宮内に移植された胚が浸透圧障害により生存性を損なわない凍結条件を

見出すことである。子宮内に移植された凍結・融解胚が受ける浸透圧障害は、凍

害防止剤が胚細胞から流出するより早く水が胚細胞内に流入して胚細胞が過度に

膨張するために起こる。このような浸透圧障害は、細胞膜透過性の低い凍害防止

剤を用いて胚を凍結した場合に起こり易い。そのため、直接移植法に用いる凍害

防止剤は、細胞膜透過性の高い薬剤を用いるか、Massipのグループ（Massip　and

Van　Der　Zwalmen，1984；Massipθ亡ヨ／．，1987）のようにショ糖（SUC）など

の細胞膜非透過物質を浸透圧緩衝剤（Leibo　and　Mazur，1978）として加えた凍

害防止剤を用いる必要がある。そこで、本章ではウシ胚に対する細胞膜透過性が

グリセリン（GLY）より高いエチレングリコール（EG、　Szellθ亡∂／．，1989）

の凍害防止剤としての有効性およびEGの濃度が受胎率に及ぼす影響について検

討した。

材料および方法

実験1

供試胚

　ホルスタイン種未経産牛に卵胞刺激ホルモン（FSH、アントリン、デン力製

薬）または妊馬血清性性腺刺激ホルモン（eCG、セロトロピン、帝国臓器）を

注射して過剰排卵処置を行った。FSHは、合計34mgを1日2回6日間計11回

（5／5，4／4，3／3，2／2，2／2および2mg）に分けて漸減的に筋肉内注射し、　FSH

注射開始後72時間目にプロスタグランディンF2α（PGF2α）類縁体（エスト
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ラメイト、住友製薬）500μ9を筋肉内注射し発情を誘起した。eCGは、

25001Uまたは30001Uを筋肉内注射し、48時間後にPGF2α類縁体500μ9を筋肉

内注射し発情を誘起した。eCGを用いた場合のみ、　Takahashi　and　Kanagawa

（1984）の報告に準じて、PGF2α類縁体注射後門52時間から1．5～2．0時間間隔

で黄体形成ホルモン放出ホルモン類縁体（コンセラール、武田薬品）を合計

400または600μg筋肉内注射した。人工授精は、一頭の黒毛和種牛の凍結精液を

用いて発情が発現した日の午後と翌朝の計2回行った。胚回収は、発情後6～8

日目（発情発現日をO日）にバルーンカテーテルを用い非手術的に行った。回収

した胚は、倒立顕微鏡下で形態観察を行い、既報（Lindner　and　Wright，1983）

に準じて発育ステージおよび品質を調べた。品質が優、良および可と判定された

桑実胚～拡張胚盤胞を実験に用いた。供試胚は、新生子牛血清を200／oの割合で添

加した修正ダルベッコリン酸緩衝液（PBS－NCS、グルコースlg／Q、ピルビ

ン酸ナトリウムO．0369／eおよび0．4％ウシ血清アルブミン含有）で数回洗浄し、

凍結処理まで室温あるいは370Cで保存した。

胚の凍結および融解

　凍結媒液は、PBS－NCSを基本液とし1．8MEG、1．8MEG＋0．25MSU

C（EG十SUC）および対照区として1．　4MGLY十〇．25MSUC（Massipand

Van　Der　Zwalmen，1984）を添加して作成した。胚はPBS－CSから直接それ

ぞれの凍結手慣に移し、直ちに0．25mρのプラスチックストロー（lMV，　L’Aigel，

フランス）に1個ずつ収納し、室温下で13～93分間保持した。胚を収納したスト

ローは、一7。Cに設定したプログラムフリーザーのメチルアルコール槽に直接浸漬

し、2分後に予め液体窒素に漬けて冷やした鉗子でストローの綿二丁の液層を摘

んで植氷したのち、さらに同温度で8分間保持した。次いで一7。Cから一25。Cまた

は一30。Cまで0．3。C／分の速度で冷却したのち液体窒素に投入し凍結した。液体窒

素への投入は、EGとEG十SUCが一25。Cまたは一300C、GLY＋SUCは

一25。Cで行った。凍結した胚は、20。Cあるいは37。Cの水に氷晶が消えるまで漬け

て融解した。
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胚の移植および妊娠診断

　融解胚は、凍害防止剤の希釈・除去を行わず、発1青後6～8日目の受胚牛の黄

体側子宮角に1個ずつ子宮頸管経由法により直接移植した。胚移植は融解後2～

30分以内に行った。受胚牛には交雑種の未経産牛を用いた。

　移植後17～57日目に超音波断層装置を用いて第1回目の妊娠診断を行い、さら

に移植後49～194日目に直腸検査法により2回目の妊娠診断を実施して受胎の有

無を判定した。

実験2

供試胚

　供試胚は、過剰排卵処置を施した黒毛和種または交雑種雌牛から発情後7～8

日目にバルーンカテーテルを用いて非手術的に回収した。FSH合計28mgを1日

2回4日間計8回（5／5、4／4、3／3、2／2mg）に分けて筋肉内注射して過剰排卵誘

起処置を行った。PGF2α類縁体750μgをFSH注射開始後48時間目に筋肉内

注射し発情を誘起した。人工授精は、黒毛和種牛の凍結精液を用いて発情発現日

の午後と翌朝の計2回行った。回収した胚は、実験1に従って品質および発育ス

テージを調べた。実験には、品質が優、良および可と判定された後期桑実胚～胚

盤胞を実験に用いた。これらの胚は、20％子牛血清加修正ダルベッコリン酸緩衝

液（PBS一一CS）で数回洗浄したのち、凍結処理までPBS－CS中で室温

（25－30。C）または36。Cの加温板上で保存した。

胚の凍結および融解

　凍結媒液は、PBS－CSを基本液とし1．5および1．8MEGを添加して作成し

た。胚の凍結は、液体窒素への投入を一30。Cで行った以外は実験1に従った。融

解は、液体窒素から取り出したストローを20～30。Cの水に氷晶が消えるまで浸漬

して行った。
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胚の移植および妊娠診断

　融解胚は、自然発情およびPGF2α（プロナルゴンF、武田薬品）20mgまた

はPGF2α類縁体500あるいは750μ9を投与して発情を同期化したホルスタイン

種未経産牛および交雑種経産牛に実験1と同じ方法で直接移植した。妊娠診断も

実ge　1と同様に行った。

統計処理

　データの分析はx2検定を用いて行った。

結　　果

実験1

　移植後の受胎成績は表1に示した。3種類の凍害防止剤間の受胎率に有意差は

認められなかった。また、凍害防止剤の種類および発育ステージが受胎率に及ぼ

す影響も認められなかった。さらに、EGおよびEG＋SUCを用いて凍結した

胚の受胎率は、液体窒素への投入温度による影響を認めなかった。

　分娩成績は表2に示した。EGおよびEG十SUCを用いて凍結した胚に流産

がそれぞれ1例ずつ移植後210日および31日目に認められた。また、GLY＋S

UCでは3例の流産が、移植後52、53および106日目に認められた。流産した5

頭を除く43頭の受胚牛は健康な子牛を分娩した。GLY＋SUCで凍結した胚を

移植して受胎した2頭の受胚牛は双子を分娩した。

実験2

　1．5および1．8MEGの受胎率はそれぞれ45，0％（9／20）および52．9％（9／17）

で、両者に有意な差は認められなかった。1．5と1．8MEGに各1例ずつ流産が、移

植後63および233日目に認められたが、残りの受胚牛16頭は健康な子牛を分娩し

た。
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表1．　凍害防止剤を希釈・除去せず直接移植したウシ凍結・融解胚の受胎成績

凍害防止剤a

項　　目

EG EG＋SUC GLY＋SUC

液体窒素への投入温度

　　　　　　　一250C 　　　　b71．4（　5／　7） 50．0（　7／14） 60．0（15／25）

一300C 68．2（15／22） 54．5（　6／11）

胚の発育ステージ

　　　　　　　桑実胚 60．0（　9／15） 63．6（　7／11） 41．7（　5／12）

胚盤胞 78．6（11／14） 42．9（　6／14） 76．9（10／13）

受胎率 69．0（20／29） 52．0（13／25） 60．0（15／25）

aEG：1．8Mエチレングリコール，　EG十SUC：1．8Mエチレングリコール

＋0．25Mショ糖，　GLY＋SUC：1．4Mグリセリン＋0．25Mショ糖．
b
受胎率（受胎頭数／移植頭数）．
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表2．凍害防止剤を希釈・除去せずウシ凍結・融解胚を直接移植した

　　　受胚牛の分娩成績

凍害防止剤a

項　目

EG EG＋SUC　GLY＋SUC

受胎頭数 20 13 15

流産頭数 1 1 今
」

子牛頭数 19 12 14　b

aEG＝1．8Mエチレングリコール，　EG＋SUC＝1．8Mエチレングリ

　コール＋0．25Mショ糖，　GLY＋SUC：1．4Mグリセリン＋0．25Mショ

糖
b
2組の双子を含む．
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考　　察

　GLYを凍害防止剤として用い、ウシ胚を凍結・融解後、GLYを希釈・除去

せず等張液に直接浸漬したり受豊富に移植したりする場合の生存率は低いことが

明らかにされている（高橋と高倉，1983；Suzukiθ亡∂／．，1990）。しかし、　G　L

Yに0．2～O．　35MのSUCを加えることにより良好な受胎率が得られている（Massip

and　Van　Der　Zwalmen，1984；Massipθ亡∂／，，1987；鈴木ら，1989）。本実験で

も、GLY＋SUCで凍結した胚を受胚牛に移植して60．oo／・の受胎率が得られ、

SUCの添加がGLYを用いた直接移植法において効果的であることが確認され

た。

　EGの凍害防止剤としての有効性については、マウス、ラット（Miyamoto　and

lshibashi，1977，1978）およびヒツジ胚（Tervit　and　G。old，1984；Coceroθ亡

∂／．，1982）で報告されている。一般に、凍結・融解胚を等張液に直接浸漬した場

合、凍害防止剤が胚細胞外に流出するより早く胚細胞内への水の流入が起るため、

胚細胞は一過性に膨化し生存性が損なわれる。GLYのように細胞膜透過性の低

い凍害防止剤を用いて凍結・融解した胚を等張液に直接浸漬した場合、胚細胞は

過度に膨化して浸透圧障害を受ける。

　EGは、　GLYに比べてウシおよびヒツジ胚の細胞膜透過性が高い（Sze11θ亡

∂／．，　1989；　Songsasen　θ亡∂／．，　1995）　。　Voe　l　kel　and　Hu　（1992a，　1992b）‘ま、　扇1虫角翠

胚をPBSに直接浸漬し凍害防止剤を希釈・除去したのちの体外培養における胚

の生存率は、1．4MGLY、1．5Mジメチルスルフォキシドあるいは1．5Mプロピレン

グリコール（PG）に比べて1．5MEGが高いことを報告している。さらに、彼ら

はEGで凍結した胚を希釈・除去せず受転出に直接移植して高い受胎率の得られ

たことを報告している。本実験においても、良好な受胎率と健康な子牛がEGで

凍結した胚から得られた。本実験の結果は、細胞膜透過性の高いEGを用いてウ

シ胚を凍結すれば、融解胚を等張液や子宮内に直接移しても、EGは容易に胚細

胞から流出するため胚細胞の過度の膨化を防げることを示している。

　凍結時の胚の液体窒素への投入温度（一25。Cと一30。C）が、　EGまたはEG＋S
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UCを用いた場合の受胎率に及ぼす影響はみられなかった。　Massip　eta／．（1987）

は、液体窒素への投入を一250Cで行った場合、GLYを単独で用いた場合よりG

LY＋SUCを用いた場合の受胎率が有意に高いことを報告している。この報告

と本実験の結果から、胚の液体窒素への最適投入温度は凍害防止剤によって異な

ると考えられる。

　Takagiθ亡∂／．（1993）は、　PG、　EGおよびメチルセルソルブを用いて凍結・

融解した体外受精由来胚の体外培養後の卵孚化胚盤胞への発育率は、平衡時間

（10～120分）によって影響を受けなかったと報告している。本実験1のEG＋

SUCにおける成績では、14～30分間の平衡で53．8％、46～93分間の平衡で

66．7％の受胎率が得られた。この結果はTakagiθ亡ヨ／．（1993）の報告を支持し、

平衡時間が受胎率に及ぼす影響は少ないと考えられた。

　EGの濃度が受胎率に及ぼす影響を1．5および1．8Mを用いて凍結した胚を受胚

牛に直接移植して比較した結果、濃度の違いによる受胎率の差は認められなかっ

た。V。elkel　andHu（1992a，1992b）は、1．5M　EGを用いて凍結した胚を受早牛

に直接移植した場合の受胎率は、GLYを用いて凍結した胚を段階的希釈した胚

の受胎率と同等であったと報告している。実験2の結果およびV。elkel　and　Hu

（1992a，1992b）の報告から、1．5～1．8Mが適切なEGの濃度であることが示され

た。

　大谷ら（1989）は、GLY＋SUCを用いて凍結した場合、融解胚を凍結媒液に

長時間曝すと胚の生存性を損なう恐れがあり、融解後5分以内に移植を終える必

要があるとしている。実験1および2では、ほとんどの胚は融解後5～15分以内

に移植され、融解から移植終了までの時間による受胎率の差はみられなかった。

この結果は、融解後15分以内に移植を終えれば胚の生存性が損なわれる危険の少

ないことを示している。

　本実験では、GLY＋SUCで凍結した胚を1個ずつ移植した2頭の受胚牛が

双子を分娩した。著者は、これまで1個の胚を移植したにも拘わらず、双子が生

まれた経験を有している。関沢ら（1989）は、1個の新鮮胚またはGLYで凍

結・融解した胚を移植して5組の双子が生まれ、血液型検査によりすべて一卵性
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双子であることが確認されたと報告している。1個の胚を移植したにも拘わらず

双子が生まれた理由は、胚の操作および凍結・融解過程で偶発的に胚が二分離さ

れたためと推察されるが、明らかな原因は不明である。

　以上の結果から、GLY＋SUC、　EGおよびEG＋SUCを用いて凍結した

胚は、融解後、凍害防止剤を希釈・除去することなく受胚牛に直接移植しても健

康な子牛を生産できることが分かった。また、EGの適切な濃度は1．5～1．8Mで、

EGはSUCを加えなくても単独でウシ胚の凍結および直接移植法の凍害防止剤

として有効であることが明らかになった。
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要　　約

　ウシ凍結胚の直接移植法の凍害防止剤としてのエチレングリコール（EG）の

有効性を検討した。供試胚は、過剰排卵処置によって得られた桑実胚～拡張胚盤

胞である。凍害防止剤の種類が受胎率に及ぼす影響を比較するため、1．8M

EG、1．8MEG＋O．25Mショ糖（SUC）および1．4Mグリセリン（GLY）＋

0，25MSUCを凍害防止剤として用いた。また、EGの濃度が受胎率に及ぼす影

響を調べるため、1，5および1．8MEGを用いた。胚は室温下でそれぞれの凍結媒

液中で13～93分間平衡した。胚を収納したストローは、室温から一7。Cに設定した

プログラムフリーザーのエチルアルコール槽に直接浸漬し、2分後に植氷を行い

8分間保持した。次いで一25。Cまたは一30。CまでO．3。C／分で冷却したのち液体窒

素に投入して凍結した。融解後、胚は凍害防止剤を希釈・除去せず、受胚牛に1

個ずつ直接移植した。凍害防止剤別の受胎率は、1．8MEG、1．8MEG＋0．25MS

UCおよび1・　4MGLY＋0．25MSUCがそれぞれ69．0％（20／29）、52．0％（13／25）

および60．0％（15／25）で、凍害防止剤間に差は認められなかった。また、1．5およ

び1．8MEGの受胎率は45、0％（9／20）および52．9％（9／17）で差はなかった。受

胎した受胚牛（66頭）のうち流産した7頭を除き全て正常な子牛を分娩した。以

上の結果より、EGはSUCを添加せず単独で凍害防止剤として使用しても直接

移植法に有効であることが明らかになった。
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第2章エチレングリコールを用いて凍結したウシ胚の直接移植法に

　　　　関する野外試験

緒　言

　第1章において、エチレングリコール（EG）を用いて凍結したウシ胚は、融

解後、EGを希釈・除去せず下肥牛に直接移植しても高い受胎率が得られること

を明らかにした。EGを用いて凍結したウシ胚の直接移植では、1。5M　EG（Voe1－

kel　and　Hu，1gg2a，1gg2b）および1．　8M　EG（Dochiθ亡∂／．，1995）で良好な受

胎率が報告されている。EGの濃度が受胎率に及ぼす影響について、1。5と1。8M

EGで凍結した胚の直接移植後の受胎率を比較し、濃度の違いによる受胎率の差

がないことも第1章で明らかにした。ウシ凍結胚の直接移植に有効な凍害防止剤

としてプロピレングリコール（PG）も報告（Suzukiθ亡ヨ／，，1990）されてい

る。これまで、ウシ凍結胚の直接移植法における凍害防止剤の有効性についてE

GとPGを比較した大規模な野外試験の報告はみられない。また、従来最も普及

しているグリセリン（GLY）を用いた段階的希釈法あるいはワンステップ・ス

トロー法の受胎率と直接移植法の受胎率について、大規模な野外試験を行い比較

検討した報告もみられない。直接移植法を野外に普及するためには、GLYを凍

害防止剤に用いた従来法の受胎率と同等の受胎率が直接移植法でも得られるかど

うか、野外試験を実施し明らかにする必要がある。また、野外で直接移植法によ

り凍結胚を移植する場合、様々な要因が受胎率に影響すると考えられる。そのた

め、受胎率に影響する要因の解明も、直接移植法を普及する上で重要である。

　そこで、本章ではGLYを用いた従来法の受胎率と直接移植法の受胎率の比較

を目的に、EGとPGを直接移植法の凍害防止剤として用いて野外実用化移植試

験を実施し、直接移植法の実用性について検討を加えるとともに、受胎率に影響

する要因についても分析した。
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材料および方法

供試胚

　実験には過剰排卵処置を施した黒毛和種牛から、発情後7～8日目（発情発現

日を0日）に得られた胚を用いた。卵胞刺激ホルモン（FSH、アントリン、デ

ン力製薬）24～28mgを1日2回、3～4日間にわたり6または8回に分けて漸減

的に筋肉内注射して過剰排卵処置を行った。FSH注射開始後3日目にプロスタ

グランディンF2α（PGF2α）25～30mg（プロナルゴンF、武田製薬）または

PGF2α類縁体（エストラメイト、住友製薬）750μ9を筋肉内注射して発情を

誘起した。人工授精は、PGF2αまたはPGF2α類縁体注射後2日目の午後と

3日目の午前の2回、または2日目の午前に1回、黒毛和種牛の凍結精液を用い

て実施した。供胚牛より回収した胚は、既報（Lindner　and　Wrighit，1983）に

準じて発育ステージおよび品質を調べた。凍結には、品質が優および良と判定さ

れた後期桑実胚～拡張胚盤胞を用いた。供試胚は、20％子牛血清加修正ダルベッ

コリン酸緩衝液（PBS－CS、　Gibc。　Laboratories、アメリカ、　Cat．　No．14287）

を用いて数回洗浄し、凍結処理まで室温下でPBS一一CS中に保存した。

凍結および融解

凍害防止剤には、1．8MEGおよび1．6MPGを用い、対照区には10・／oGLYを

用いた。これらの凍害防止剤は、PBS－CSに溶解し凍結媒液を作成した。

　胚は、PBS－CSから凍結媒液に直接移し、直ちにストローに収納した（図

1）。胚をPBS－CSから凍結媒液に移してから冷却を開始するまでの凍害防

止剤への平衡は、EGでは5～45分間、　PGでは2～29分間行った。平衡後、胚

を収納したストローは、一7。Cに設定したプログラムフリーザーのメチルアルコー

ル槽に移した。ストローを一7。Cに移してから2分後に植氷を行い、さらに同温度

で8分間保持した。一7。Cから一30。Cまで0．3。Cあるいは0，5。C／分で冷却し液体窒

素に投入した。液体窒素から取り出したストローは、空気中で5～10秒間保持し

た後、30。Cの水に氷晶が消えるまで浸漬して融解した。対照区の胚は、常法

！5



（Bouyssou　and　Chupin，1982）に準じて凍結した。すなわち、胚を収納したス

トローは室温（20～25。C）から一5～一5．5。Cまで1。C／分で冷却、または室温から

一50Cのプログラムフリーザーのメチルアルコール槽に直接移した。植食後10分間

保持し、一30～一31。Cまで0．3。C／分で冷却して液体窒素に投入した。

胚の移植および妊娠診断

　EGおよびPGを用いて凍結した胚は、融解後、凍害防止剤の希釈・除去を行

わず直ちに子宮頸管経由法により受野牛の黄体側子宮角に1個ずつ直接移植した。

対照区の胚は、ストローから取り出してGLYを段階的希釈・除去（GLY－1，

60／oGLY十〇．3Mショ糖（SUC）、30／oGLY十〇．3MSUC，O．3MSU

C、または70／o　GLY、　3％GLY、　0．2MSUC）または0．3MSUCを用

いてストロー内で希釈・除去（GLY一■、　鈴木ら、1986）したのち、　EGおよ

びPGと同様に1頭の受勲牛に1個ずつ移植した。受胚牛には、ホルスタイン種

（1，138頭）、黒毛和種（35頭）、褐紀和種（4頭）、日本短角種（25頭）、交

雑種（55頭）およびジャージ種（16頭）を用いた。受胚牛のほとんどは自然発情

であったが、一部はPGF2αまたはPGF2α類縁体を注射して発情の同期化処

置を行い、発情後5～9日目に移植を行った。受胚牛のうち6頭は供卵牛との発

情日差が±2日であったが、残り1，267頭の受牽牛の墨守牛との発情日差は±1

日であった。妊娠診断は、原則として発情後60日目以降に直腸検査法により行っ

た。

データの収集

　本実験の移植は3年間にわたり実施し、下記の項目についてデータを収集した。

1）胚回収日（発情後の日数）

2）胚の形態学的品質および発育ステージ

3）使用した凍害防止剤の種類

4）凍害防止剤への胚の平衡時間および冷却方法

5）移植を実施した地域（5地域）、年次および季節（春：3～5月、夏：6～8
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　月、秋：9～11月、冬＝12～2月）

6）受胚牛の品種、産歴および黄体の形態（大きさ、形状、硬さおよび弾力性を基

　準に4分類、久利生ら、1992）

7）融解から移植終了までに要した時間（EGおよびPGを用いた凍結胚の移植例

　のみ）

8）流産の発生および分娩結果

統計分析

　データは、最小自乗分散分析法（Harvey，1977）を用いて受胎率に影響を及ぼす

要因の検討を行った。移植の結果は、不受胎をO、受胎を100として入力し分析

を行った。なお、予備分析の結果、EGおよびPGにおいて冷却速度が受胎率に

及ぼす影響は認められなかったため（P＞0．15）、冷却速度は本分析から除外した。

　本分析では、胚の発育ステージ、胚の品質、凍害防止剤の種類、平衡時間、移

植地域、移植年次、移植季節、受胚牛の品種、産歴および黄体の形態が受胎率に

及ぼす影響について検討した。2要因間の交互作用も調べた。受胎率に与える影

響が有意（P＞0．15）でない要因は、最終分析では削除した。有意差の判定は

P〈0．05で行った。
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ストローA
　1．5　1．5　1．5　1．5 3．0 3．0　単位　cm

閉封aba　ba　ba

ストローB

　　2．0　3．0

　　胚

2．0 3．0

b a　綿栓

2．0

閉封。　b　　c　b　PG　b　c　　　b　c　綿栓

a：1．8Mエチレングリコールb：空気層　c：O．2Mショ糖
PG：1．6M　フ。ロヒ．レンク“リコール

図1．直接移植法に用いたストロー内の構成
　ストローA：胚およびエチレンゲリコール溶液を収納

　ストローB：胚、フ．ロピレンゲりコール溶液および0．2Mショ糖溶液を収納

18

繹
・
燦

纏gua



結　果

　移植は5つの地域（A，B，　C，　DおよびE）で行い、移植頭数はEGが41・8

頭、PGが400頭、GLY－1が177頭およびGLY一■が278頭の合計1，273頭で

あった。受胎率は、EGが44．7％（187／418）、pGが36．Oo／。（144／400）、GL

Y－1が48．5％（86／177）およびGLY一・一■が46．Oo／。（128／278）で合計42．8％

（545／1，273）であった。

　EGおよびPGを用いた場合の受胎成績に冷却速度（0．3または0．5。C／分）の

影響は認められなかった。また、胚の品質、平衡時間、受胚牛の品種、移植を実

施した年次および季節の影響も認められなかった（P＞0．15）。

　受胎率の分析結果は表3に示した。受胎率は、凍害防止剤（P〈0．05）、移植地域

（P〈0．000D、胚の発育ステージ（P〈0．　OO1）、早牛（P＜0．000Dおよび黄体の

形態（P〈0．OO1）によって有意に影響を受けた。すなわち、　PGの受胎率はEG

およびGLY一一■に比べて有意に低かった（P〈0．05）が、　EG、　GLY－1およ

びGLY一豆の受胎率に差は認められなかった。移植地域BおよびCは全ての凍

害防止剤で高い受胎率が得られたが、D地域では全ての凍害防止剤で最も低い受

胎率であった。胚盤胞および拡張胚盤胞の受胎率は、後期桑実胚および初期胚盤

胞に比べ有意に低かった（P〈0．05）。未経産牛は、経産牛に比べて高い受胎率を

示した（P〈0．05）。形態が可と判定された黄体を有する受胚牛では優、良および

不良と判定された黄体を有する受胚牛に比べて有意に低い受胎率を示した

（p〈o．　os）　．

　EGまたはPGで凍結した胚は、融解後1～45分（平均7分）以内に移植され

ていた。融解後、移植終了までに11分以上を要した場合の受胎率（EG：38．2％，

13／34，PG：24．50／o，12／49）は、10分以内に終えた場合（EG：45．30／・，174／384，

PG：37．60／o，132／351）に比べて低い傾向を示した。

　流産および死産の発生状況は表4に示したように4つの群（PG、　EG、　GL

Y－1およびGLY一∬）の間で差はみられなかった。また、本実験では、奇形

などの異常な子牛の分娩はみられなかった。
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表3．プロピレングリコール、エチレングリコールおよびグリセリンを用いて

　凍結したウシ胚の移植における受胎率（％）の最小自乗平均値および標準誤差

要　因 有意水準 移植頭数

（受胎頭数）

最小自乗　　標準誤差

平均値

全体平均

凍害防止剤e　　　　p＜0．05

　　プロピレングリコール

　　エチレングリコール

　　グリセリンー1

　　グリセリンーE

地　域

　　A

　　B

　　C

　　D

　　E
発育ステージ

　　後期桑実胚

　　初期胚盤胞

　　胚盤胞

　　拡張胚盤胞

産　歴

　　未経産

　　初　産

　　2　産

　　3産以上

黄体の形態

　　優

　　良

　　可

　　不良

P〈O．OOOl

P〈O．OOI

P〈O．OOO　1

P〈O．01

1273（545）

400（144）

418（187）

177（　86）

278（128）

324（137）

228（112）

298（164）

194（　50）

229（　82）

278（13　1）

377（187）

425（160）

193（　67）

791（355）

207（　83）

139（　47）

136（　60）

477（219）

509（222）

176（　50）

111（　54）

33．3

　b27．2
　a34．5
33．5ab

　a37．7

34．sbc

42．sab

46．7a

lO．4d

3　1．6cd

　a40．8
　a38．8
　b28．3
　b25．1

　a46．2
　b33，6
　b23．8
　b29．4

　a36．3
　a36．9
　b22．8
　a369

2．39

3．09

3．　14

4．52

3．80

3．87

405

3．89

4．59

4．00

3．42

3．15

3．08

428

2．41

3．72

4．47

4．60

2．73

2．53

4．15

5．78

a’　D’　c’

ﾙ符号間で有意差あり（P〈0．05）．

eプロピレングリコールおよびエチレングリコールは直接移植，グリセリンー1は

段階的希釈・除去，グリセリンー・llはストロー内希釈．
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表4．プロピレングリコール、エチレングリコールおよびグリセリンを用いて

　　　凍結したウシ胚の移植における分娩成績

凍害　受胎頭数
防止剤a　　（％）

流産頭数
　　　b　（o／o）

転　売

および

死亡頭数

死産頭数　　　正常
　　　　（％）　　　子牛頭数
　　　　　　　　　d　　　　　　　（％）

PG 144 14（　9．7） 1 2（1．6） 127（88．8）

EG 187 18（　9．6） 3 5（3．0） 161（87．5）

GLY－1 86 11（12．8） 1 2（2．7） 72（84．7）

GLY－1 128 17（13．3） 2 3（2．8） 1　06（84．　1）

aPG：プロピレングリコール，　EG：エチレングリコール，　GLY－1：グリセリン

の段階的希釈・除去，GLY－H：グリセリンのストロー内希釈．
b
流産頭数／受胎頭数．

c死産頭数／（受胎頭数一流話頭数一転売および死亡頭数）．
d
正常子牛頭数／（受胎頭数一転売および死亡頭数），
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藤難

欝、

考　察

　EGの受胎率はGLYの受胎率と差がなく、　PGに比べて有意に高かった

（P＜0．05）ことから、EGを用いた直接移植法は野外での実用性の高いこと

が実証された。

　全ての凍害防止剤において移植を実施した地域間に受胎率の差がみられた。

胚移植では、技術者の経験の違いにより受胎率に差のあることがよく知られ

ており、人工授精および直腸検査の経験が豊富な技術者は初心者に比べて受

胎率の高いことが報告されている（Schneiderθ亡ヨ／．，1980；高橋1983）。

また、爆弾牛の栄養状態も受胎率に影響を及ぼすことが指摘されている

（Br。adbentθ亡ヨ／．，1991；田中，1994）。本実験では、地域Dの受胎率が

他の地域に比べて低く、技術者の移植技術および受丁丁の飼養管理の適否が

受胎率に影響していると推察された。したがって、野外での胚移植の受胎率

を向上させるためには、技術者の再教育および農家への飼養管理に関する技

術指導を計画的に行うことが重要と考えられた。

　本実験では、移植胚の発育ステージが受胎率に有意な影響を及ぼした。こ

の結果は、GLYを用いたウシ胚に関する報告（Pettit，1985；Wright，1985；

Humblotθ亡∂／．，1987）と異なる結果であった。　Massipθ亡∂／．（1984）は、マ

ウスの桑実胚および初期胚盤胞は拡張胚盤胞より耐凍性が高く、内細胞塊と

栄養膜細胞の性質の違いおよび胞胚腔内の水分量の違いが耐凍性の差に関係

していると考察している。今後、受胎率を安定化させるため、それぞれの発

育ステージに適した凍結条件について検討する必要があると考えられる。

　胚移植後の受胎率は未経産牛と経産牛の間に差がないとする報告

（Wr　ight，1981；田中，1994）や未経産牛は子宮頸管が小さく移植器の通過が

困難であるため、経産牛が受胚牛として適しているとする報告（Newc。mb　and

R。wson，　1980）がみられる。未経産牛が経産牛に比べて受胚牛として優れてい

る点は、不良な栄養状態の牛が少ないことや繁殖障害の少ないことが上げら

れる（Br。adbentθ亡∂／．，1991）。本実験では、経産牛に比べて未経産牛で

　　　　　　　　　　　　　　　　22

磯魏雛i灘羅鐵灘灘1灘難鐵灘纏難
窺
擾



高い受胎率が得られ、未経産牛が経産牛より受胚牛に適していることが確認

された。本実験で用いた受胚牛のほとんどはホルスタイン種であり、経産牛

で受胎率の低下した理由は、分娩後の不十分な飼養管理および泌乳に伴うス

トレスが関係しているのではないかと推察された。

　本実験では、直腸検査で調べた受胚牛の黄体の形態が受胎率に及ぼす影響

は有意であった。黄体は、大きさ、形状、硬さおよび弾力性により分類した。

黄体の形態が受胎率に影響するかどうかについては多くの議論がある。黄体

の形態と受胎率には関係がみられないとする報告（Remsen　and　Rousse　1，1982；

Looneyθ亡ヨ／．，1984；Dona　l　ds。n，1985）がある。また、直腸検査による黄

体機能の判定は正確性に欠けることも指摘されている（Humb　l　otθ亡∂／．，1987）。

血中プロジェステロン値が、2ng／mQ以下や5ng／mQ以上の受胚牛では受胎率が

低く、2～5ng／mQの受胚牛の受胎率が高いことが報告されている（Remsen　and

Rousce　l，1982）。しかし、黄体の形態と血中プロジエステロン値の間には相関

がない（Stubbings　and　Walt。n，1986）、あるいは外科的移植の際に目で見て

黄体の形態を判定しても受胎率に差がないこと（Haslerθ亡∂1．，1987）が報

告されている。本実験では、形態が優および良と判定された黄体を有する受

胚牛で高い受胎率が得られているが、最も形態不良と判定された黄体を有す

る受胚牛でも可と判定された受胚牛より高い受胎率が得られている。この矛

盾する結果は、直腸検査による黄体の形態判定は客観性に欠け、1回だけの

直腸検査による黄体の形態判定では、受胎性を予測することは困難であるこ

とを示している。したがって、今後は高い受胎性を有する受胚牛の客観的選

択基準の設定が必要である。

　本実験期間中を通じて、融解から移植終了までの時間をPGとEGについ

て調査した。その結果、今回の直接移植法では融解から1～45分、平均7分

間で移植が終了していた。この結果は、段階的希釈法やワンステップ・スト

ロー法に比べて、直接移植法は短時間に移植を終了することができ、野外に

おける実用性が高いことを示している。しかし、移植に11分以上を要した場
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合の受胎率は、10分以内に終了した場合に比べて低くなる傾向を示した。直

接移植法では、融解から移植終了までの時間が受胎節に影響することが指摘

されている（大谷ら、1989；田中、1994）。その理由として、融解胚が凍結媒液

中に長く曝されるため生存率が低下すると考えられる。また、移植に要する

時間は移植技術の良否とも深く関係している。したがって、11分以上を要し

た移植例で受胎率の低くなった理由は、この2つの要因が複合的に影響した

と推察される。

　胚移植後の流産の発生率について、Kingθ亡aL　（1985）は新鮮胚移植後の

流産を調査した結果、妊娠2～7ヶ月の間に約5％の流産が発生したことを

報告している。堂地ら（1989）は、種畜牧場で飼養されていたホルスタイン

種未経産牛を受胚牛とした場合、移植後約7カ月までの流産の発生率は、新

鮮明で4．50／・（8／176）および凍結胚で5．1％（19／373）であり、人工授精の流

産率4．6％（67／1446）と比較して差がなかったことを報告している。関沢ら

（1996）は、GLYで凍結した胚を農家で飼養されている牛に移植した場合

8．1％（15／186）の流産が発生したことを報告している。一般農家に飼養され

ている牛を主として受郵駅に供試した本実験の流産率は、King　eta／，（1985）

および堂地ら（1989）の報告に比べて高かったが、一般農家の牛を対象とし

た関沢ら（1996）の報告と類似した値であった。種畜牧場の受胚牛は常に一

定した飼養管理が行われているのに対して、一般農家では飼養管理状況が農

家間で異なり不適切な飼養管理が行われている受胚子も含まれている可能性

があり、飼養管理失宜による流産の発生も考えられた。しがって、試験研究

機関のように適切な飼養管理が行われている所で胚移植を行う場合に比べて

一般農家で胚移植を行った場合、流産の発生率が高くなると予想される。

　また、凍害防止剤の違いにより流産率に差は認められず、先天性奇形などの

異常な子牛の分娩例もなかった。この結果から、直接移植法は胎子の発育に

悪影響を与えていないと推察された。

　以上の結果から、EGを用いた直接移植法が実用的な方法であることが実

証された。また、移植地域によって受胎率に差異の認められたことから、今
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後は移植技術者の技術および受胚牛の飼養管理技術の向上が重要である。
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要　約

　5つの地域で、エチレングリコール（EG）とプロピレングリコール（P

G）を用いて凍結した胚を直接移植法により移植し、受胎率に影響を及ぼす

要因の分析および直接移植法の野外における実用性について検討した。実験

には、過剰排卵処置を施した黒毛和種牛から発情後7～8日目に回収した後

期桑実胚～拡張胚盤胞を用いた。これらの胚は、1．8MEGまたは1．6MPGを

用いて凍結した。融解胚は、凍害防止剤を希釈・除去することなく直ちに受

胚牛に直接移植した。対照として、1．4Mグリセリン（GLY）で凍結した胚

を段階的（GLY－1）あるいはストロー内でショ糖を用いて希釈・除去

（GLY一■）したのち受胚牛に移植し、直接移植法の受胎成績と比較した。

合計1，273頭の受胚牛に移植を行い、545頭（42．80／・）の受胎牛を得た。凍害

防止剤別の受胎率は、EGが42。6％（373／876）、PGが38．8％（207／533）、

GLY－1が48．6・／・（86／177）およびGLY－llが46．0％（128／278）であっ

た。EGの受胎率はPGに比べ有意に高く（P〈0．05）、GLYと同等の成績

が得られた。また、移植地域（P〈O，OOO1）、胚の発育ステージ（P〈O．　OO1）、

受胚牛の産具（P〈0．000Dおよび受禅牛の黄体の形態（P〈0．　Ol）も受胎率に

影響することが明らかになった。

　以上の結果より、EGは直接移植法の凍害防止剤として有効であり、直接

移植法は野外においても実用性の高いことが実証された。
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第3章エチレングリコールを用いて凍結したウシ胚の一段階希

　　　　釈法の検討

緒　言

　本研究の第1および2章では、エチレングリコール（EG）がウシ胚の凍

結および直接移植法の凍害防止剤として有効であることを明らかにするとと

もに（D。chi　et∂／．，1995）、EGを用いて凍結したウシ胚の直接移植法が実用

性の高い技術であることを野外試験で実証した（Dochiθ亡∂／．，1998）。

　EGを用いて凍結したウシ胚の直接移植後の受胎率を体外培養により予測

するためには、融解胚を等張液に直接浸漬してEGを一段階希釈する必要が

ある。EGを用いて凍結・融解したウシ胚を等張液に直接浸漬してEGを一

段階希釈しても生存性が失われないことが報告されている（V。elkel　and　Hu，

1992a，1992b）。しかし、野外において等張液を用いて凍害防止剤を一段階希釈

する場合、希釈時の温度や希釈に用いる等張液の量などの希釈条件が一定し

ない可能性がある。条件によっては胚の生存性が損なわれることも予想され

る。そこで、本章ではEGを用いて凍結・融解したウシ胚の一段階希釈法に

おける希釈温度、希釈倍率が生存率に及ぼす影響を調べ、最適な一段階希釈

条件を検討するとともに、一段階希釈法によりEGを希釈・除去した胚を体

外培養することにより直接移植後の受胎成績を予測することが可能かどうか

についても検討した。

材料および方法

供試胚

　供試胚は、過剰排卵処置を施した黒毛和種または交雑種雌牛から発情後7

～8日目（発情発現日を0日）にバルーンカテーテルを用いて非手術的に回
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収した。卵胞刺激ホルモン（FSH、アントリン、デンカ製薬）合計28mgを1

日2回4日間計8回（5／5、4／4、3／3、2／2mg）に分けて筋肉内注射して過剰

排卵処置を行った。プロスタグランディンF2α類縁体750μ9（エストラメイ

ト、住友製薬）をFSH注射開始後48時間目に筋肉内注射し発情を誘起した。

人工授精は、黒毛和種牛の凍結精液を用いて発情発現日の午後と翌朝の計2

回行った。回収した胚は、倒立顕微鏡下で品質および発育ステージを既報

（Linder　and　Wright，1983）に準じて判定した。実験には、品質が優、良お

よび可と判定さた後期桑実胚～胚盤胞を用いた。これらの胚は、20％子牛血

清加修正ダルベツコリン酸緩衝液（PBS－CS、　GibcoLaborat。ries、アメリ

カ、Cat．　No．14287）で数回洗浄したのち、凍結処理までPBS－CS中で室温

（25－30。C）または36。Cの加温板上で保存した。

胚の凍結および融解方法

　凍結媒液は、PBS－CSを基本液として1．8MEGを添加して作成した。凍

結方法は第1章に従った。すなわち、胚をPBS一一CSから1．　8MEG溶液に移

し、直ちに0．25mQのプラスチックストロー（IMV，　L’Aigle，　フランス）に収納

して室温下で10～33分間保持した。胚を収納したストローは一7。Cに設定した

プログラムフリーザーのメチルアルコール槽に直接浸漬し、2分後に植氷を

行い、同温度でさらに8分間保持した。その後、一30。Cまで0．3。C／分で冷却

したのち液体窒素に投入して凍結した。融解は、液体窒素から取り出したス

トローを20～30。Cの水に氷晶が消えるまで浸漬して行った。

実ge　1

　凍結・融解した胚をPBS－CSに直接浸漬してEGを一段階希釈する際

の温度が、胚の生存性に及ぼす影響について検討した。融解後、ストローか

ら胚を取り出し、0。1mQの凍結媒液と共に22。Cまたは38．5。CのPBS－CS

（5mのに直接浸漬した。38．5。C区は同温度の培養器内で、22。C区は同温度に
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温度制御された実験室内で10～30分保持した。対照区は22。Cで6％EG、3％E

GおよびPBS－CSで各10分間保持する3段階希釈法を用いた。　EGを希

釈・除去した胚は、PBS－CSおよび10％子牛血清加TCM199（TCM－

CS）で数回洗浄したのち100μρのT　CM・一一　CSを用い、38．5。C、5％CO2お

よび950／o空気の湿度飽和気相で48時間培養して胚の生存性を調べた。生存性

の判定は、凍結前の発育ステージが後期桑実胚の場合は胚盤胞以上、胚盤胞

の場合は拡張胚盤胞以上に発育した胚を生存胚と判定した。

実験2

　EGを一段階希釈する場合のPBS－cS量が凍結・融解胚の生存性に及

ぼす影響について検討した。融解胚は、以下の3法によりEGの希釈・除去

を行った。A区：胚を0．1・mQの凍結溶液と共に5mQのPBS－CSに移し10分

間保持、B区：胚を0．1・mQの凍結媒液と共に0．5mQのPBS－CSに移UO分層

保持、対照区：6％EG、3％EGおよびPBS－CSで各10分間保持する

3段階希釈法を用いた。A区とB区で用いたPBS－CSは予め38．5。Cに加

温し、胚を移したPBS－CSは38．5。Cの培養邸内で保持した。対照区の操

作は室温下（25。C）で行った。凍害防止剤を希釈・除去した胚は実験1と同様

に体外培養を行い、生存性を調べた。

実験3

　胚凍結時の冷却速度がEGを一段階希釈した後の胚の生存性に及ぼす影響

を調べた。胚は、1．8MEGを含む凍結媒液を用いて2種類（0．3および0．5。C／

分）の冷却速度で冷却した。冷却速度以外は他の実験と同じ条件で凍結・融

解を行った。EGの希釈・除去、体外培養および生存性の判定は実験2に

従った。
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統計分析

受胎率および生存率はFisherの直接確率法およびκ2検定を用いて検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　結　果

実験1

　EGの一段階希釈温度別の培養成績は表5に示した。体外培養後の生存率

は、22。C区が38．5。C区および対照区に比べて有意（P〈0．05）に低かった。

実験2

　EGの希釈・除去方法別の培養成績は表6に示した。　A区とB区の生存率

に差はなく、希釈に用いたPBS－CS量の影響は認められなかった。また、

両区の生存率は対照区の生存率と同等であった。

実験3

　2種類の冷却速度で凍結した胚の一段階希釈後の生存率は表7に示した。

冷却速度の違いによって生存率に差は認められなかった。
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表5．　1．8Mエチレングリコールで凍結したウシ胚の一段階希釈における希釈温度

　　　が生存率に及ぼす影響

希釈・除去

　方　法

度温

）CC

胚　の　品　質

優および良 可

合　計

一段階希釈

3段階希釈

22

38．5

22

　　　　ab7／27（25．9）

　　　　c14／21（66．7）

　　　　c17／29（58．6）

5／19（26．3）

8／23（34．8）

5／15（33．3）

　　　　b12／46（26．　1）

　　　　c22／44（50．0）

　　　　c22／44（50．0）

a
　生存胚数／凍結胚数（％）．
bc
　異符号間に有意差有り（P〈0．05）．
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表6．1．8Mエチレングリコー一一一ルで凍結したウシ胚の生存率に及ぼす

　　　希釈・除去方法の影響

胚　の　品　質
実験区a

優および良 可

合　計

A

B

3段階希釈

　　　　b1　1／16（68．8）

1　1／16（68．8）

12／17（70．6）

6／14（42．9）

7／14（50．0）

5／13（38．5）

17／30（56．7）

18／30（60．O）

17／30（56．7）

a凍結・融解胚は0．1醍の凍結媒液と共に38．5。C下でSmρ（A）または

0．Sme（B）の20％子牛血清加ダルベツコリン酸緩衝液に直接投入して希

釈・除去した．希釈・除去した胚は10％子牛血清加TCM199を用いて，

5％CO2，38．5。C，95％空気，湿度飽和気相の条件下で48時間体外培養した．
b
生存胚数／凍結胚数（％）．
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表7．1．8Mエチレングリコールで凍結したウシ胚の一段階希釈後の生存率

　　　に及ぼす冷却速度の影響

冷却速度

（。C／分）

胚　の　品　質

優および良 可

合計

O．3

O．5

　　　　a17／34（50．O）

29／62（46．8）

2／11（18．2）

4／19（21．1）

19／45（42．2）

33／8　1　（40．7）

a
生存胚数／凍結歴数（％）．
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考　察

　1．8MEGを用いて凍結したウシ胚を等張液に直接浸漬し、38．5。CでEGの一

段階希釈を行った場合の生存率は220Cに比べて有意に高く（P〈O．　05）、一段

階希釈時のPBS－CS温度が融解胚の生存率に影響することが明らかに

なった。凍害防止剤の胚細胞への細胞膜透過性は温度依存性が高く、環境温

度を上げれば凍害防止剤の細胞膜透過性は高まる（Leib。，1977）。ジメチル

スルフォキシドを用いて凍結したマウス（Whittingham，1974）およびウサギ

胚（Tsunoda　and　Sugie，1977；Whittingham　and　Adams，1976）にPBSを段階

的に添加して凍害防止剤を希釈・除去する場合、37。Cで行った方が0または

20。Cに比べて生存率の高いことが報告されている。これらの報告は、凍害防

止剤の希釈・除去の温度が胚の生存性に影響していることを明確に証明して

いる。22。CのPBS一一CSに浸漬した胚では、　EGの細胞膜透過性が低く胚

細胞内への急激な水の流入による浸透圧障害が生じたため生存率が低下した

と考えられる。一方、38．5。CのPBS－CSに浸漬した胚では、　EGの細胞

膜透過性が高く、胚細胞内からのEGの流出と胚細胞内への水の流入が均等

に起こり、22。C区で起きた浸透圧障害が起きなかったため生存率が改善され

たと推察される。

　EGがどのようにして受胚牛の子宮内に移植された胚から希釈・除去され

るか詳細は不明であるが、少量の子宮液によって希釈されていると推測され

る。そこで、実験2では一段階希釈時のPBS－CS量（希釈倍率）が生存

率に及ぼす影響について検討した。融解胚は、38．5。C下で0．1meの凍結滑液と

共に0．Sme（6倍希釈）または5me（51倍希釈）のPBS－CSに直接投入し

たが、両者の生存率に差はなく、3段階希釈法と同等の生存率が得られた。

この結果から、一段階希釈時のPBS－CS量は希釈倍率6～51倍の範囲で

あれば胚の生存率に影響しないことが明らかになった。

　Voelkel　and　Hu（1992a，1992b）は、本実験で用いた1．　8Mに近い1．75M　EG
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で凍結した胚を、PBSに移し20～24。Cの室温で5分間保持したのち培養液

に移して高い生存率が得られたことを報告しており、本実験の22。C区の結果

とは異なるものであった。彼らは、PBS中に5分間保持した後、39。Cの培

養液に移している。一方、本実験では22。Cで10～30分間PBS　一一　CS中に融

解胚を保持しており、保持時間の違いが生存率の差に影響していると考えら

れる。また、Voelkel　and　Hu（1992a，1992b）は、植氷後一35。Cまで0．5。C／

分の速度で冷却しているが、実験1では、一30。Cまで0．3。C／分で冷却してお

り、冷却速度の違いも22。Cでの一段階希釈後の生存率の差に影響している可

能性がある。そこで、実験3では、0．3とO．5。C／分の2つの冷却速度を用い、

冷却速度が一段階希釈後の生存率に及ぼす影響を調べたが差はなかった。Hochi

θ亡∂／．（1996）は、1．5MEGを用いて0．3～1．5。C／分の冷却速度で体外受精

由来胚盤胞を凍結・融解したのち一段階希釈した結果、O．　3～0．9。C／分で高

い生存率が得られたことを報告している。本実験で用いた冷却速度は、一段

階希釈後の胚の生存性に大きな影響を及ぼさないことが明らかになり、Hoch　i

et∂／．（1996）の結果とも一致した。

　以上の結果より、1．8M　EGで凍結した胚を等張液に直接浸漬してEGを希

釈・除去する場合、希釈倍率および冷却速度は生存率に影響せず、希釈温度

によって生存率は左右されることが明らかになった。さらに、EGを用いて

凍結した胚は、融解後38．5。Cの等張液（PBS－CS）に直接浸漬してEG

を希釈・除去したのち体外培養を行えば、凍結胚の直接移植後の受胎成績を

予測できることが示唆された。
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要　約

　等張液を用いた一段階希釈がエチレングリコール（EG）で凍結したウ

シ胚の生存率に及ぼす影響を検討した。過剰排卵処置を施した供胚牛から発

情後7および8日目に回収した胚を実験に用いた。胚を収納したストローは

室温から一7。Cに設定したプログラムフリーザーのアルコール液槽に直接浸漬

し、2分後に植氷を行い、引き続き8分間保持した。次いで、一30。Cまで

0．3。C／分で冷却したのち液体窒素に投入した。

　実験1では、融解した胚を20％子牛血清加修正ダルベッコリン酸緩衝液に

直接浸漬してEGを希釈・除去する一段階希釈時の温度（22および38．5。C）

が生存率に及ぼす影響を調べた。その結果、38．5。C（50．O・／。）の生存率は

22。C（26．10／e）に比べて有意に高く（P〈0．05）、3段階希釈法（50，0％）と

同等の生存率を示した。実験2では、凍結した胚を38，5。C下で一段階希釈す

る場合の希釈倍率（6および51倍）を検討した。両区の生存率（56．7および

60．O％）に差はなく3段階希釈法（56．7・／・）と同等であった。実験3では、

冷却速度（0．3および0．5。C／分）が38．5。C下での一段階希釈後の生存率に及

ぼす影響を検討した。しかし、生存率（42．2および40．7％）に差は認められ

なかった。以上の結果より、1，8MEGで凍結した胚を融解後に等張液に浸漬し

て一段階でEGを希釈・除去する場合、希釈時の温度が胚の生存率に影響し、

38．5。Cで希釈・除去すると高い生存率の得られることが明らかになった。さ

らに、一段階希釈法を用いて直接移植後の受胎成績を予測できることが示唆

された。
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第4章顕微操作により透明帯と一部の細胞を除去したウシ胚の

　　　　凍結保存と直接移植の検討

緒　言

　最近、P。lymerase　chain　reaction（PCR）法によるウシ胚の性判別法が開

発（Mi口er　and　K。opman，1990；Herr　and　Reed，1991；ltagakiθ亡∂／．，

1993）され、実用化段階にある。ウシの育種改良に胚の性判別技術を効率的

に活用するためには、性判別胚の凍結保存技術の確立が必要不可欠である。

PCR法による胚の性判別を行う場合、一部の細胞を性判別用の試料として

採取しなければならない。金属マイクロブレードを用いて透明帯と一部の細

胞を除去した切断胚を凍害防止剤としてグリセリンを用いて凍結し、受胚牛

に移植した場合の受胎率の低いことが問題となっている（Thibier　and　Nibart，

1995）。切断胚は、無処置胚に比べて透明帯が除去されることと切断に伴う

胚の損傷の大きいことが、凍結・融解後の受胎率の低い原因と考えられてい

る（Thibier　and　Nibart，1995）。したがって、切断法を用いて透明帯と一

部の細胞を除去したウシ胚の凍結・融解後の生存率を改善するためには、凍

結条件の検討、特に凍害防止剤について検討する必要があると推察される。

そこで、本章では、透明帯と一部の細胞を除去したウシ切断胚の凍結保存に

おけるエチレングリコール（EG）の有効性およびEGを用いて凍結した切

断胚の直接移植の可能性について検討した。

材料および方法

供試胚

　実験には、ホルスタイン種および黒毛和種雌牛に過剰排卵処置を施し、発

情後7～8日目（発情発現日を0日）に回収された胚を用いた。卵胞刺激ホ
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ルモン（FSH、アントリン、デン力製薬）24mgを1日2回3日間計6回（5／5，

4／4，　3／3mg）またはFSH36mgを1日2回4日間計8回（6／6，　5／5，　4／4，

3／3mg）に分けて漸減的に筋肉内注射して過剰排卵処置を行った。　FSH注射

開始後48時二目にプロスタグランディンF2α（PGF2α、プロナルゴンF、

アップジョン）35mgまたはPGF2α類縁体（エストラメト、住友製薬）

500～750μgを筋肉内注射して発情を誘起した。人工授精は、ホルスタイン種

牛および黒毛和種牛の凍結精液を用いて発情の発現した日の午後と翌日の午

前の計2回実施した。胚の採取は、バルーンカテーテルを用いて非手術的に

行った。回収した胚は、修正ダルベッコリン酸緩衝液（PBS、　Gibco

Laborat。r　ies、アメリカ、　Cat．　NO．14287）に20％ウマ血清を加えた溶液（PB

S－HS）で数回洗浄した後、既報（Lindner　and　Wright，1983）に準じて

倒立顕微鏡下で品質および発育ステージを調べた。実験には、品質が優およ

び良と判定された後期桑実胚～拡張胚盤胞を用いた。

実験1

　性判別用試料の採取に用いる切断溶液が切断後の胚の生存性に及ぼす影響

を調べるとともに、切断により採取した性判別用試料の細胞数も検査した。

胚の切断に用いた溶液は、PBS、　PBS＋3mg／meポリビニールピロリドン．

（PVP－40T、　Sigma　Chemical、アメリカ）およびPBS十〇．　2Mショ糖（SUC）

の3種類である。これらの溶液には、胚以外からの標的DNAの混入を防止

するため、ウシ由来の血清やアルブミンなどの蛋白質は加えなかった。

　胚の切断は以下の要領で行った。直径90mmのプラスチックシャーレに200～

300　Pt　eのドロップを数個作り、このドロップに胚を1個ずつ入れた。金属ブ

レード（15。、フェザー）をマイクロマニュプレータに接続して、後期桑実

胚では胚の直径に対して約20・／・、初期胚盤胞～拡張胚盤胞では内細胞塊を避

けて胚の直径に対して栄養島細胞側を約20％切断した。切断胚は、20％子牛

血清（CS）加PBS（PBS－CS）で数回洗浄し、3～6時間100　，u　eの
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100／oCS加Ham’s　F10のドロップ中で個別に体外培養（38．5。C、5％CO2、95％

空気の湿度飽和気相）して生存性を調べた。後期桑実胚では形態を回復し発

育したもの、初期胚盤胞～拡張胚盤胞では胞胚腔が再拡張したものを生存胚

と判定した。

　PBS十SUC中で切断して採取した性判別用試料の細胞数はPurselθ亡∂／．，

（1985）の方法に準じてヘキスト33342染色を実施し細胞数を計測した。すなわ

ち、採取試料はスライドグラス上のヘキスト（10μ9／mの溶液に移し、カバー

グラスを適当に圧して蛍光顕微鏡下で細胞数を計測した。

実験2

　胚の切断はPBS＋SUCを用いて実験1と同様に行い、凍害防止剤とし

て1．8MEGあるいは1．8MEG＋O．　IM　トレハロース（EG＋TRE）を用い

てTREの添加効果を検討した。凍結媒液は、凍害防止剤をPBS－CSに

添加して作成した。一段階で凍結媒液に移した胚は、直ちに0．25meのプラス

チックストロー（IMV，　L’　Aigle，　フランス）に収納し、冷却を開始するまで

10～30分間室温（24～27。C）に保持した。冷却および融解は、植氷温度での

保持時間を15分とした以外は第1章に準じて行った。すなわち、胚を収納し

たストローは室温から一7。Cに設定したプログラムフリーザーのメチルアル

コール槽に直接浸漬し、2分後に植氷を行い、同温度でさらに13分間保持し

た。その後、一30。Cまで毎分0．3。Cで冷却したのち液体窒素に投入して凍結し

た。また、PBS＋SUCを用いて胚細胞を傷つけないように透明帯を切開

し、ピペッティングにより透明帯を除去した胚も1．8MEGを用いて切断胚と同

じ方法で凍結した。液体窒素から取り出したストローは20～30。Cの水に氷晶

が消えるまで浸漬して融解した。

　凍害防止剤の希釈・除去は、第3章で開発した一段階希釈法を用いた。す

なわち、38．5。CのPBS－CSに融解胚を直接浸漬して行った。凍害防止剤

を希釈・除去した胚はPBS一・CSで数回洗浄したのち、実験1と同様に
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48時間体外培養して生存率を調べた。凍結前の発育ステージが後期桑実胚の

場合は胚盤胞に発育した胚を、また凍結前の発育ステージが胚盤胞の場合は

胞胚腔が再拡張し凍結前より発育した胚を、それぞれ生存胚と判定した。

実験3

　切断胚の受胚牛への移植は、EG＋TREで凍結・融解した胚および新鮮

胚を用いて行った。移植実験には、ホルスタイン種牛から採取された胚を用

いた。胚の切断は、PBS＋SUCを用い実験1と同じ要領で行った。新鮮

胚（32個）は、実験1と同じ方法で4～6時間体外培養後、PBS－CSで

洗浄し透明帯に還納せず裸化のまま移植に用いた。凍結・融解胚（5個）は、

直接移植法により移植した。受野牛には、ホルスタイン種未経産牛および経

産牛計37頭を用いた。受胚牛の一部はPGF2α類縁体500～750μgを注射し

て発情の同期化処置を行った。胚移植は、発情後6～8日目に受胚牛の黄体

側子宮角に1個ずつ子宮頸管経由法により行った。妊娠診断は、移植後26～

70日目に超音波断層装置および直腸検査により実施した。

統計分析

　胚の生存率はx2検定およびFisherの直接確率法を、性判別用試料の細胞

数はt検定を、それぞれ用いて比較検討した。

結　果

実験1

　3種類の切断溶液を用いて切断した胚の培養3～6時間後の生存率は表8

に示した。3種類の溶液間に生存率の差はなく、ほとんどの胚が正常な形態

に回復した。切断の操作性は、シャーレ底面への胚の接着・固定の容易なP

BS十SUCが優れていた。

　切断・採取した性判別用試料の細胞数の測定結果は表9に示した。採取細
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蒙　灘 鍮
齢呂

　
聡



胞数は、供試胚の発育ステージによって有意な差異は認められず、平均

12．3個で、4個以上の細胞を採取した割合は94．8％（55／58）であったが、1

～27個のぱらつきがみられた。

実験2

　切断胚および透明体除去胚の凍結・融解後の生存率は表10に示した。EG

を用いて凍結した切断胚の生存率は、EG＋TREを用いて凍結した切断胚

およびEGを用いて凍結した透明帯除去胚の生存率に比べて有意に低い値を

示した（P〈0．OD。一方、1．8MEG十TREで凍結した切断胚とEGで凍結し

た透明体除去胚の生存率に差は認められなかった。

実験3

　新鮮胚および凍結・融解胚の受胎率は、それぞれ59．4％（19／32）および

40％（2／5）であった。受胎確認後、新鮮胚を移植した2頭の受胚牛は事故

死し、1頭は早産（発情後252日、27kg、子牛は正常）したが、残り16頭およ

び凍結胚を移植した2頭の受働牛は全て健康な子牛を分娩した。これら18頭

の平均在胎日数（発情後の日数）は279．3日置、平均生時体重は42．5kg（雄

41．5kg、雌42．6kg）であった。
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表8．ウシ胚の切断操作に用いる溶液が切断胚の生存性に及ぼす影響

培養後の生存胚数（％）

溶液a 供試胚数

。時間 3～6時間

PBS 15 15（100．0） 15（100．O）

PBS十PVP 22 21（　95．5） 21（　95．5）

PBS十SUC　150 150（100．O） 146（　97．3）

aPBS＝蛋白質を含まない修正ダルベッコリン酸緩衝液

PBS十PVP：3mg／mQポリビニールピロリドン添加PBS．

PBS十SUC：0．2Mショ糖添加PBS．
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懸
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表9．　性判別のために切断によって採取されたウシ胚の細胞数

胚の発育

ステージ

供試胚数 　　細胞数　　　　範　囲
（平均値±標準偏差）

後期桑実胚

初期胚盤胞

胚盤胞

月
1
月
ノ

ー
ユ
へ
∠

7

11．4±6．9

14．1±7．3

7．4±2．7

4’x－25

1Au　27

2　一N一　11

合　計 51 12．3±7．3 1Av　27
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表10．凍害防止剤の種類が凍結・融解後のウシ切断胚の生存性に

　　　　及ぼす影響

胚の処置区分 凍害防止剤b 生存胚数（％）c

透明帯除去胚a

切　断　胚

切　断　胚

1．8M　EG

1．8M　EG

1．8M　EG＋TRE

　　　　　dlO／15　（66．　7）

1／16（　6．　3）e

　　　　　d28／47　（59．　6）

　a透明帯除去胚：透明帯を除去した非切断胚．

　b　EG：エチレングリコール，　EG＋TRE：エチレングリコール＋

　　0．IMトレハロース．

　c体外培養：胚は10％子牛血清加Ham’sFIOで5％CO2、38．5。C、95％空気、

　湿度飽和気相で48時間体外培養．
d’e
ﾙ符号間に有意差あり（P〈O。Ol）．
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考　察

　PCR法によるウシ胚の性判別（Miller　and　Koopman，1ggO，　Herr　and　Reed，

1991，ltagakiθ亡aL，1993）で重要なことは、胚以外からのウシ雄特異的

DNAの混入を防止することである。通常、ウシ胚を体外で取り扱う場合、

血清やアルブミンなどを添加した溶液を用いるが、切断して性判別用試料を

採取する際には、ウシ由来の血清やアルブミンを含まない溶液を用いる必要

がある。実験1では、ウシ由来の血清やアルブミンを含まない3種類の溶液

中で胚を切断して生存率を比較した結果、いずれの溶液においても高い生存

率が得られた。PBS十SUCはシャーレの低面に胚が接着し固定できる点

で操作し易く、短時間での切断が可能であった。また、PBS＋SUC中で

は胚がやや収縮するため、他の2つの溶液に比較して切断時の圧迫による細

胞破裂など胚に与える損傷は少なく（Herr　and　Reed，1991）、PBS＋SUC

は切断溶液として適していると考えられた。

　性判別胚を凍結保存して高い生存率を得るためには必要最小限の胚細胞を

採取するのが望ましい（Thibier　and　Nibart，1995）。切断法は、マイクロピペ

トを用いた吸引法に比べて採取される細胞数が多いため、胚への損傷が大き

く凍結・融解後の受胎率の低いことが指摘されている（Thibier　and　Nibart，

1995）。本実験（平均12．3個の細胞を除去した胚）では、1．8MEGにO．IMTR

Eを添加することによって切断胚の融解後の生存率は改善された。TREは

SUCと同様に細胞膜非透過性の物質で、浸透圧緩衝剤（Leib。　and　Mazur，

1978）としての効果がある。また、グリセリンのように細胞膜透過性の低い

凍害防止剤（Sze11θ亡∂／．，1989）でも、　SUCを添加したグリセリンを用いて

凍結したウシ胚は凍害防止剤を希釈・除去せず受胚牛に直接移植できる（D。chi

et　a／．，1995）。EGにTREを添加した凍結媒液に胚を浸漬すると胚はやや収

縮して細胞内浸透圧は高まり、胚細胞内へのEGの透過はEG単独の場合に

比べて抑制されていると考えられる。また、融解胚を等張液に浸漬して凍害

防止剤を希釈・除去する際、TREは胚細胞内への水の急激な流入を抑制し

　　　　　　　　　　　　　　　　　46
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ているとも考えられる。EGにTREを添加したことで切断胚の凍結・融解

後の生存率が向上した理由は、胚細胞へのEGの過度の浸透および希釈時の

急激な復水がTREによって適度に抑制されたためと推察される。したがっ

て、切断操作を加えなかった透明帯除去胚ではEG単独で良好な生存率が得

られたのに対して、切断胚の生存率が低かった原因として、切断胚の細胞膜

透過性が変化したためではないかと推察された。今後、TREの添加効果の

解明についてはさらに研究が必要である。

　切断胚の凍結・融解後の生存率が低い原因の一つとして、切断によって透

明帯が除去されるためであると考えられている（Schmidtθ亡∂／．，1992；Thibier

and　Nibart，1995）。しかし、ウシ桑実胚および胚盤胞の凍結・融解後の生存

性に透明帯の有無は影響しないことが報告されている（Niemannθ亡∂／．，1987）。

本実験では、すべての胚で透明帯を除去したが、EGにTREを添加した凍

結媒液を用いて凍結した胚では高い生存率が得られ、Niemannθ亡∂／．（1987）の

結果とも一致した。この結果から、切断胚の凍結において透明帯の有無が融

解後の生存率に影響を及ぼす可能性のないことが確認された。

　TRE添加1．8MEGで凍結・融解した切断胚を直接移植法により受早牛に移

植し健康な子牛の得られたことから、切断操作は子牛の発育に悪影響を及ぼ

さないことが示唆された。

　以上の結果より、性判別のため透明帯および一部の細胞を切断により除去

したウシ胚を凍結する場合、1，8MEGでは生存率が低く、0．1MTREを添加し

た1．8MEGが効果的であり、直接移植法に応用できることが分かった。
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要　約

　性判別のため顕微操作により透明帯と一部の細胞を除去した胚の凍結保存

法について検討した。過剰排卵処置を施したウシから回収した後期桑実胚～

拡張胚盤胞を実験に用いた。修正ダルベッコリン酸緩衝液（PBS）、PB

S十〇．2Mショ糖（SUC）およびPBS十ポリビニールピロリドン中で、金

属ブレードを用いて透明帯と一部の細胞を切断し、溶液の種類が切断胚の生

存率に及ぼす影響について比較した。その結果、溶液の違いによって生存率

に差は認められなかったが、PBS十〇．2MSUC中での切断操作が容易であっ

た。PBS＋SUCを用いて切断採取した性判別用試料の平均細胞数は

12．3個で、4個以上の細胞を採取した胚は94．8％（55／58）であったが、1～

27個のばらつきがみられた。1．8Mエチレングリコール（EG）を用いて切断胚

を凍結した場合、EGに0．IMトレハロース（TRE）を添加すると融解後の生

存率は向上し、対照（透明帯除去）胚と同等の生存率が得られた。また、E

G＋TREを用いて凍結・融解した切断胚を受堅甲に直接移植して5門中2

頭（40％）が受胎し、未凍結の切断胚の受胎率（59．4％、19／32）と差異のない

ことが示唆された。

　以上の結果より、0．1MTREを添加した1．8MEGは切断胚の直接移植法の凍

害防止剤として有効であることが示された。

48

騨灘灘i灘欝、



第5章　総　括

　近年、ウシ胚の凍結保存技術に関する研究は精力的に行われ、野外におい

ても凍結保存胚の利用が日常的に行われるようになった。このような中で、

凍結胚からの凍害防止剤の希釈・除去技術の簡易化は、野外における凍結保

存胚の普及および広域流通の観点から重要である。特に、凍結・融解胚を凍

害防止剤を希釈・除去せず移植できる直接移植法の早期確立が急務とされて

きた。このような実情を背景に、本研究ではウシ凍結胚の直接移植法の技術

確立および普及を目的として、1）凍害防止剤としての二［チレングリコール

（EG）の有効性、2）EGを用いて凍結したウシ凍結胚の直接移植法の有

効性に関する野外試験、3）EGを用いて凍結したウシ胚の融解後のEG一

段階希釈法、4）性判別のため顕微操作により透明帯と一部の細胞を除去し

た胚の凍結保存法について検討した。

　1）供試胚は、過剰排卵処置によって得られた桑実胚～拡張胚盤胞を用い

た。凍害防止剤は、1．8MEG、1．8MEG＋0．25Mショ糖（SUC）および1．4M

グリセリン（GLY）十〇．25MSUCを用いた。また、　EGの濃度が受胎率に

及ぼす影響を調べるため、1．5および1．8MEGを用いた。胚を収納したストロー

は、室温から一7。Cに設定したプログラムフリーザーのメチルアルコール槽に

直接浸漬し、2分後に植氷を行い、引き続き8分間保持した。次いで一25。C

または一30。CまでO．　3。C／分で冷却したのち液体窒素に投入して凍結した。融

解後、胚は凍害防止剤を希釈・除去せず受胚牛に1個ずつ直接移植した。1．8M

EG、1．8MEG十〇．25MSUCおよび1．4MGLY＋0．25MSUCの受胎率は、

それぞれ69．0％（20／29）、52．0％（13／25）および60．O・／・（15／25）で、凍害防止剤

の違いによる受胎率の差はみられなかった。また、1．5および1．8MEGの受胎率

は45．0％（9／20）および52．9％（9／17）で、両濃度間に受胎率の差は認めら

れなかった。受胎した受胚牛66頭のうち流産した7頭を除き全て正常な子牛

を分娩した。
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　2）過剰排卵処置を施した黒毛和種牛から得られた後期桑実胚～拡張胚盤

胞を用い、野外5地域で凍結と直接移植の試験を行った。胚を収納したスト

ローは、室温から一7。Cに設定したプログラムフリーザーのメチルアルコール

槽に直接浸漬し、2分後に周年を行い引き続き8分間保持した。次いで、

一30。Cまで0．3。CまたはO．5。C／分で冷却したのち液体窒素に投入して凍結した。

凍結胚は、融解したのち凍害防止剤を希釈・除去することなく直接受胡国に

移植した。対照区では、1．4MGLYを用いて凍結した胚を段階的（GLY－1）

あるいはストロー内で0．3MSUCを用いて希釈・除去（GLY－H）したのち町

回牛に移植した。合計1，273頭に対して移植を行い545頭（42．8％）の受胎を

得た。凍害防止剤別の受胎率は、EGが42．696（373／876）、PGが38．8％

（207／533）、GLY－1が48．60／・（86／177）およびGLY一■が46．0％

（128／278）であった。EGの受胎率は、　PGに比べて有意に高く（P＜O．　05）、

GLY－1およびGLY－nと同等であった。流産および死産頭数の割合は

凍害防止剤間に差はなく、奇形等の異常子牛の分娩はみられなかった。また、

移植地域（P〈0．0001）、胚の発育ステージ（P〈0．OO1）、受胚牛の幸町

（P〈0．000Dおよび受胚牛の黄体の形態（P〈0．　Ol）の違いも受胎率に影響を

及ぼすことが明らかになった。

　3）過剰排卵処置牛から得られた後期桑実胚～胚盤胞を1．8MEGとともにス

トローに収納し、室温から一7。Cに設定したプログラムフリーザーのメチルア

ルコール槽に直接浸漬した。2分後に植氷を行い、引き続き8分間保持した

のち一30。Cまで0．3。C／分で冷却して液体窒素に投入した。子牛血清加修正ダ

ルベッコリン酸緩衝液（PBS－CS）に投入してEGを希釈・除去した後

の体外培養における生存率を調べた。EGで凍結した胚の一段階希釈時の温

度（22および38．5。C）が生存率に及ぼす影響を調べた結果、38．5◎C（50．0

％）の生存率は22。C（26．1％）に比べて有意に高く（P〈O．05）、段階的に希

釈した対照区（50．O・／・）と同等の生存率を示した。　EGで凍結した胚を

38．　5。C下で一段階でEGを希釈する場合の希釈倍率（6倍および51倍）によ

る生存率の差はなく段階的希釈法と同等であった。また、冷却速度（0．3およ
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びO．　5。C／分）は38．5。C下で一段階希釈した場合の生存率に影響しなかった。

　4）過剰排卵処置によって得られた後期桑実胚～拡張胚盤胞は、性判別を

行うため顕微操作により透明帯と細胞の一部を除去した。切断溶液としてP

BS、　PBS＋0．2MSuCおよびPBS＋ポリビニールピロリドンを用い、金

属ブレードを使用して胚の一部を切断し、溶液が切断胚の生存率に及ぼす影

響について比較した。その結果、生存率に差は認められなかったが、PBS

＋0．2MSUCは切断操作が容易であった。　PBS＋0．2MSUC中で切断操作を

行った結果、1個あたり平均12．3個（1～27個）の細胞が採取された。1．8M

EGを用いて切断胚を凍結する場合の0．IMトレハロース（TRE）の添加効果を

検討した。融解胚は等張液を用いて一段階希釈した結果、EG＋TREで凍

結した場合、透明帯を除去した無処置胚と同等の高い生存率が得られた。ま

た、EG＋TREで凍結・融解した切断胚を直接移植した結果、5頭中2頭

（40％）が受胎し、未凍結の切断胚の受胎率（59．40／・、19／32）と差異のない

ことが示唆された。

　以上の結果より、EG（1．8M）がウシ凍結胚の直接移植法に有効な凍害防止

剤であることが明らかになり、野外実用化試験によりEGを用いた直接移植

法は実用性の高い技術であることが実証された。1．8MEGで凍結した胚を、融

解後、等張液に直接浸漬してEGを希釈する場合、希釈時の温度が胚の生存

率に影響し、38。5。Cに加温することにより高い生存率の得られることが明ら

かになった。性判別を目的とした胚の切断操作（透明帯と一部の細胞の除

去）は、生存性に悪影響を与えないことが実証された。また、EGに0．IMTR

Eを添加して切断胚を凍結すると胚の生存率が高くなることも分かった。

　本研究によって、EGを用いたウシ胚の凍結および直接移植法の実用性が

立証された。また、EGを用いて凍結した胚は融解後に直接等張液に浸漬す

ることにより希釈・除去を省力的に行え、かつ直接移植後の受胎成績を予測

できることが示唆された。さらに、TREを添加したEGは、性判別を目的

とした顕微操作（切断）を加えた胚の凍害防止剤として有効で、直接移植法

に応用できることが示された。
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　　　　　　　　STUDIES　ON　FREEZING　OF　BOVINE　EMBRYOS

－USE　OF　ETHYLENE　GLYCOL　AS　A　CRYOPROTECTANT　AND　DIRECT

TRANSFER　OF　FROZEN－THAWED　EMBRYOS　TO　RECIPIENT　ANIMALS一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Osamu　DOCHI

Depaitment　of　A　nimal　Production，　Chugoku　National　Agricultural　Experiment　Station

　　　　The　objective　of　this　study　was　to　develop　an　applicable　direct　transfer　method　for

bovine　embiyos　frozen－thawed　with　ethylene　glycol　（EG）．　The　efficacy　of　EG　as　a

cryoprotectant　for　freezing　and　direct　transfer　ofbovine　embiyos，　and　the　practicability

of　the　direct　transfer　method　for　bovine　embryos　frozen－thawed　with　EG　under　on－fann

conditions　were　exarnined．　Also　examined　were　the　effects　of　one－step　dilution

conditions　on　the　viability　of　bovine　embryos　frozen－thawed　with　EG，　and　the　freezing

of　biopsied　bovine　embryos　with　EG．

Effica（ッの「ψアZ8ηε8ケC・1　as　a　cry・pr・tec伽tf・rfree加．u　and〃rect　transflar　qプゐ・V伽

e〃7みり，o∫

　　　　The　use　of　EG　as　a　ciyoprotectant　before　the　direct　transfer　of　frozen－thawed　b　ovine

embryos　was　investigated．　Embiyos　ranging　from　the　morula　to　blastocyst　stages

collected　on　days　6　to　8　（estrus一一Day　O）　in　Dulbecco’s　phosphate－buffered　saline　（PBS）

supplemented　with　200／o　heat－inactivated　newborn　calf　seium　were　placed　into　1．8　M　EG

or　in　1．8　M　EG　＋　O．25　M　sucrose　（EG＋SUC），　and　equilibrated　for　13　to　93　min　at　room

temp　erature　（20－25℃）　or　37℃．　Each　embryo　was　then　loaded　in　a　O．25　ml　straw，　and

placed　directly　in　the　cooling　charnber　of　a　programmable　freezer　precooled　at　一7‘：C．

After　2　min　at　一7UC，　the　samples　were　seeded，　then　held　for　a　further　8　min　at　一7 C，　and

cooled　to　一25　or　一300C　at　O．30C／min　before　being　plunged　into　liquid　nitrogen．　Control

embryos　were　also　frozen　with　1．4　M　glycerol　＋　O．25　M　sucrose　（GLY＋SUC）．　Frozen

embryos　were　thawed　in　a　water　bath　at　37℃　（EG　or　EG＋S　UC）　or　20℃　（GLY＋SUC）．

After　thawing，　the　straws，　each　contaming　an　embiyo　frozen　in　EG，　EG＋SUC　or

GLY＋SUC，　directly　mounted　into　an　embryo　transfer　gun　and　transfen’ed　to　recipients

without　diluting　the　cryoprotectants．　The　pregnancy　rates　were　69．00／o　（20／29），　52．00／o

（13／25），　and　60．00／o　（15／25）　for　EG，　EG＋SUC，　and　the　control　medium　（GLY＋SUC），
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respectively．　A　comparison　was　made　as　the　pregnancy　rate　of　embiy．　os　frozen－thawed

with　1．5　or　1．8M　EG　after　direct　transfer　to　recipients．　No　significant　differences　in

pregnancy　rate　were　observed　between　1．5M　EG　（45．00／o）　and　1．8M　EG　（52．90／o）．　The

pregnant　recipient　animals　delivered　healthy　calves　except　for　7　which　aboited．　These

results　indicated　that　EG　is　a　suitable　cryoprotectant　in　which　to　freeze　embiyos　before

they　are　directly　thawed　and　transferred　to　recipients．

Direct　transfer　ofbovine　embryos　offrozen－thawed　with　etiptene　．ol．vcot　under　on：farm

conditions

　　　　The　progra　m　was　conducted　to　evaluate　the　practicability　of　the　direct　transfer

method　for　bovine　embiyos　frozen－thawed　with　E　G　or　propylene　glycol　（PG）　under　on－

farm　conditions．　Embryos　ranging　from　the　compacted　morula　to　expanded　blastocyst

stages　were　collected　from　superovulated　donors　on　days　7　or　8　after　estrus　and

equilibrated　in　1．8　M　EG　or　1．6　M　PG　in　PBS　supplemented　with　200／o　heat一・inactivated

calf　se㎜（CS）．　Embryos　were　then　loaded　individually血to　O．25　ml　sn’aws，　and　directly

placed血acool血g　chamber　of　a　prog…ble　fi・eezer　precooled　to－7。C．　After　2　min，

the　straws　were　seeded，　maintained　at　一70C　for　8　min　more，　and　then　cooled　to　一30　O　C

either　at　O．3　O　C／tm　or　O．50C／Min　before　being　plunged　into　liquid　nitrogen，　Embiyos　at

血e　same　stages　were　also　frozen　With　1．4　M　GLY　by　a　conventional　method　which　s　eived

as　a　control．　The　frozen　embiyos　were　thawed　by　allowing　the　straws　to　stand　in　air　for

5　to　10　sec　and　then　immersing　them　in　a　300C　water　bath．　Embiyos　frozen－thawed　with

EG　or　PG　were　nonsurgically　transferred　into　the　uterine　horn　without　diluting　the

cryoprotectants．　Embryos　frozen－thawed　with　GLY　were　nonsurgically　transfen“ed　after

removing　the　GLY　either　by　the　stepwise　method　（GLY－1）　or　by　in　silu　diiution　with　O．3

M　sucrose　solution　（GLY－H）．　A　total　of　1，273　（PG，　400；　EG，　418；　GLY－1，　177；　GLY－II，

278）　frozen－thawed　embiyos　were　transferred　into　recipients，　and　yielded　545　pregnancies

（overall：　42．80／o；　PG，　36．00／o；　EG，　44．70／o；　GLY－1，　48．60／o；　GLY－II，　46，00／o），　The　pregnancy

rate　with　EG　vvas　significantly　higher　than　that　with　PG　（P〈O．05），　and　equivalent　to

GLY－1　or　GLY－ll　．　The　pregnancy　rate　was　also　affected　by　the　region　where　the　embiyo

transfer　program　was　canied　out，　the　developmental　stage　of　the　embiyos，　the　parity　of

the　recipients，　and　the　coipus　luteum　quality　of　the　recipients，　The　present　study

demonstrates　that　EG　can　be　effectively　used　as　a　cryoprotectant　for　the　freezing　and
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direct　transfer　of　bovine　embryos，　and　that　the　direct　transfer　method　is　applicable　under

on一一farrn　conditions．

研セαρプ。〃ε一∫ゆ〃1〃tion　proced〃rε∫oπ’舵リ’αわ〃め畷ゐ。励8加脚一’11伽ed・wi〃1

ethylene　．olycol

　　　　Several　expetments　were　conducted　to　examine　the　effect　ofthe　one－step　dilution

on　the　viability　of　bovine　embiyos　frozen－thawed　with　1．8　M　EG．　Embiyos　were

collected　from　superovulated　cows　on　days　7　or　8　after　estrus．　Embiyos　frozen－thawed

with　1．8　M　EG　were　diluted　directly　in　PBS　supplemented　with　200／o　CS　（PBS－CS）　by

one－step　at　22　℃　or　38．5℃　and　by　stepwise．　The　dilution　temperature　significantly

affected　the　embryos　viability　（22　℃，　26．10／o；　38．5VC，　50．00／o；　stepwise，　50．00／o　）

（P〈O．05）．　Embryos　frozen－thawed　with　1．8　M　EG　were　diluted　in　6　fold　or　51　fold　of

PBS－CS　by　one－step　at　38．50C　and　by　stepwise．　No　differences　were　obseived　in　the

embiyos　viability　（6　fold，56．70／o；　51　fold，　60．00／o；　stepwise，　56．70／o）．　Embryos　were

frozen　with　1．8　M　EG　using　two　cooling　rates　（O．3　or　O．5　LC／min）　and　were　diluted　in

PBS－CS　by　one－step　at　38．5　OC．　The　viability　of　frozen－thawed　embiyos　were　not

affected　by　the　cooling　rates　（42．2　and　40．70／o）．　These　results　demonstrate　that　dilution

temperature　is　an　important　factor　when　bovine　embryos　frozen－thawed　with　1，8　M　EG

are　diluted　in　isotonic　solution　by　one－step．

乃’eezing　of　b吻sied・boツ’〃e　e〃zbryos　with　e吻lene　glycol

　　　　The　biopsy　solution　and　freezing　condition　of　biopsied　embiyos　for　sexing　were

examined．　Embryos　ranging　from　the　compacted　morula　to　expanded　blastocyst　stages

were　collected　from　superovulated　cows　on　days　7　or　8　after　estrus，　Embiyos　were

biopsied　using　a　micro－razor　blade　in　one　of　thi’ee　solutions　（PBS，　PBS＋O．2M　SUC，　or

PBS＋3mg／ml　polyvinylpyrr’olidone）．　Although　the　viability　of　biopsied　embryos　was　not

affected　by　the　solutions，　manipulation　in　PBS＋O．2M　SUC　was　easier　than　that　in　other

two　solutions．　The　number　of　biopsied　cells　was　12．3　after　embiyos　were　biopsied　in

PBS＋O．2M　SUC．　The　addition　of　trehalose　（TRE）　to　the　EG　solution　was　also　evaluated．

The　viability　of　biopsied　embryos　frozen一一thawed　in　1．8　M　EG＋O．1　M　TRE　was

significantly　higher　than　that　of　those　frozen－thawed　in　1．8　M　EG　alone　（P〈O．01），　and

equivalent　to　that　of丘ozen－thawed　intact　emblyos　without　zona　pellucida　with　l．8M　EG
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Two　of　five　（40．00／o）　recipients　became　pregnant　after　the　transfer　of　biopsied　embiyos

frozen－thawed　with　1．8　M　EG＋TRE．　This　suggests　that　there　is　no　difference　in　the

pregnancy　rate　of　biopsied　embryos　frozen－thawed　with　1．8　M　EG＋TRE　and　non－frozen

biopsied　embryos　（59．40／o，　19／32）．　These　results　indicate　that　EG＋O．1　M　TRE　can　be

effectively　used　for　the　freezing　and　direct　transfer　of　biopsied　bovine　embiyos．

　　　　ln　conclusion，　EG　can　be　effectively　used　as　a　ciyoprotectant　for　the　freezing　and

direct　transfer　ofbovine　embryos，　and　the　direct　transfer　method　is　applicable　under　on－

fairn　conditions．　Bovine　embiyos　frozen－thawed　with　EG　can　be　directly　diluted　in　an

isotonic　solution　by　one－step．　The　EG　＋O．1　M　TRE　can　be　effectively　used　for　the

freezing　and　direct　transfer　of　biopsied　embryos．
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