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要　　約

　性判別などの遺伝子診断用にバイオプシーした胚や，過排卵処理で生産される低品質胚など耐凍性が

低いとされるウシ胚について，野外で普及させるために，超急速ガラス化保存胚のストロー内融解後の

直接移植について検討を行った．液体窒素で冷却したアルミ盤上で，Solid Surface Vitrification法で超

急速ガラス化保存した胚と，棒状に凍結した希釈液をストロー内に挿入して封入することにより，直接

移植可能なストロー構成が可能となった（秋田畜試式）．本手法による融解後の胚生存性は，48時間後

でも88.9%以上と高く，直接移植後の受胎率においても，バイオプシー胚で50.0%（11/22），低品質胚で

47.4%（9/19）と良好な結果が得られた．本手法により正常産子が生産され，この内２頭が本県の県有種

雄牛として後代検定を実施中である．秋田畜試式を用いることにより，超急速ガラス化保存法によるウ

シ胚のストロー内融解および直接移植が可能となり，移植後の受胎性も良好で産子を生産できたことか

ら，ウシ胚の移植現場で簡易な手法として利用可能であると考える．

緒　　言

　近年，ウシにおいて，性選別精液を利用して雌

雄の産み分けを行う研究が行われ（Seidel et al, 

1999，Sasaki et al, 2011），乳用種を中心に普及が進

んでいる．出生前に性別を知ることで，乳用種で

は生乳生産のために雌畜を選択し，肉用種では増

体に優れた雄畜や，繁殖用の雌畜を生産するなど，

計画的な産子獲得が可能となる．しかし，現在の

ところ，性選別精液は流通する種雄牛の種類が制

限されているため，胚段階における性判別も有効

な手段であると考えられる．また，近年ではウシ

の遺伝性疾患が検査可能となり，特に黒毛和種に

おいては，新しい遺伝性疾患も報告され，その数

が増加している．このため，致死性が高い項目を

保因している雄牛は，種雄牛として登録が認めら

れないなどの措置がとられている（全国和牛登録

協会，2013）が，繁殖雌牛に関しては項目により未

検査牛も多い状況にある．

　そこで我々は，ウシの胚段階における遺伝子診

断に着目し，ホットスタートPCRを応用した反応

系の改良を検討し，検出感度を10 pg以下に向上

させ，性別を含む複数の遺伝性疾患の検査を可能

にした（伊藤ら，2011）．この成果により，性別や遺

伝性疾患のみならず，有用とされる経済形質など

他の遺伝子情報についても，検査の可能性を見い

だした．

　一方，生産現場ではウシ胚移植の多くが凍結胚

を用いているが，遺伝子診断用にサンプリングし

たバイオプシー胚は，耐凍性が低いため凍結胚と

しての利用が難しい．また，過剰排卵処理による

ウシ体内由来胚の採取においては，低品質な胚が

採取される場合があるが，バイオプシー胚と同様

に耐凍性が低く，廃棄される場合もある．近年で

は，従来の凍結方法である緩慢凍結法（Leibo，1984, 
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Dochi et al, 1998）に加えて，超急速ガラス化保存

法において，バイオプシー胚や低品質胚で，融解

後の高い生存性や受胎率が報告されている．しか

し，超急速ガラス化保存法では，オープンプルド

ストロー法（Vajta et al, 1998）や，ゲルローディ

ングチップ法（Tominaga and Hamada, 2001）ク

ライオトップ法（Kuwayama et al, 2005）など保

存用具を用いる場合が多く，胚移植時に庭先での

融解が困難であることが，普及の妨げとなってい

る．そこで，超急速ガラス化保存したバイオプシ

ー胚や低品質胚について，胚移植用のストロー内

で融解し，直接移植可能な手法について検討し，

融解後の生存性や受胎率および産子生産について

調査した．

材料および方法

　試験に用いた試薬に関して，特に記載がない場

合は，全てSigma－Aldrich（St Louis, MO, USA）の

ものを使用した．

１．供試胚

　（１）低品質胚

　　 　体内由来胚は，卵胞刺激ホルモン製剤

（FSH，アントリンR･10®，共立製薬株式会

社）を３日間減量投与（総量20 AU）し，FSH 

処理開始48時間後にプロスタグランディンF2

α製剤（エストラメイト®,ナガセ医薬品株式

会社）を投与して過排卵処理を施した黒毛和

種雌牛に，人工授精（AI）して作出した．AI後

７日目にエンブリオテック（日本全薬工業株

式会社）を回収液として非外科的に胚を採取

した．採取胚は顕微鏡下（IMT-2，オリンパス

株式会社）で品質評価し，変性部分が約50%以

上のものを低ランク胚として試験に用いた．

　（２）バイオプシー胚

　　 　低品質胚と同手法で採取した体内由来胚を

用い，マイクロマニピュレータにより栄養外

胚葉の側面の透明帯にスリットを入れ，38.5

℃，５%O2，５%CO2，90%N２，飽和湿度条

件下で６～20時間培養を行った．培養液は，

既報（高橋ら，2011）と同じ組成のものを用い

た．

　　 　培養後，透明帯から突出した細胞塊を，マ

イクロマニピュレータに装着したマイクロフ

ェザーブレードを用いて切除した．細胞塊は

0.3% Polyvinylalcohol加PBS（＋）に回収して

遺伝子診断用のサンプルとし，透明体内の胚

について，バイオプシー胚として試験に用い

た．

２．直接融解可能な超急速ガラス化保存

　ガラス化液として，15% Ethylene glycol （EG, 

Wako co. Tokyo, Japan），15% Dimethylsulfoxide 

（DMSO），0.5 mol/L Sucrose（Suc）を添加した修正

199（m199）を用いた．また，ガラス化液をm199で

等量希釈したものを平衡液とした．

　超急速ガラス化保存はSolid Surface Vitrification

法（Dinnyes et al, 2000）の変法で行った．即ち，平

衡液で胚を5分間処理した後，ガラス化液に移し，

30秒以内にマイクロピペットを用いて0.8 μLのガ

ラス化液と共に，液体窒素で冷却したアルミ盤上

に滴下し，瞬時にドロップ状に固化させた．

　胚移植用ストロー内の中程まで移植液（0.4%

BAS加m-199）および希釈液（0.2 mol/L Suc加

PBS）を吸引し，冷却したアルミ盤上で凍結させ，

ガラス化した胚のドロップおよび予め棒状に凍ら

せておいた（図１）希釈液と共にストロー内に入

れ，ポイントシーラー（EX-15, 富士インパルス）を

用いて封入し，液体窒素中に保存した（秋田畜試

式，図２）．

３．胚の融解および移植

　胚の融解は，液体窒素中で保存したストローを

取り出し，空気中で10秒間保持した後，35℃の温
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表題 「未定」 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 超急速ガラス化ダイレクトの冷凍希釈液の作製方法

図２ 超急速ガラス化ダイレクトの封入手順およびストロー構成

図１　超急速ガラス化ダイレクトの冷凍希釈液の作製方法

図２　超急速ガラス化ダイレクトの封入手順およびストロー構成
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４．統計処理 

データの統計処理は，カイ二乗検定で行った． 

 

試験１ 直接融解後の生存性調査 

秋田畜試式で超急速ガラス化保存を行ったバイ

オプシー胚および低品質胚について，空気中 10秒，

35℃温湯中 20秒で融解し，37℃の加温板上で 5分

間保持後に，50 μmol/L Cysteamine＋0.4% BSA 加 

m-199に移し，38.5℃，5% CO2，95%空気，飽和

湿度の条件下で培養した．培養後，3，24，48時

間後の生存率を調査した．なお，胚の生存性は胞

胚腔の再形成により判別した． 

 

試験２ 移植試験 

当場の常法により，発情 7日後の繁殖雌牛に秋

田畜試式で超急速ガラス化保存を行ったバイオプ

シー胚および低品質胚を移植し，受胎率を調査し

た． 

なお，移植は県内の経験豊富な獣医師およびＥ 

Ｔ師 3名で実施し，妊娠鑑定については，移植７ 

週後に直腸検査または超音波により診断を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結 果 

１ 直接融解後の生存性調査 

低品質胚およびバイオプシー胚における融解後

の生存性については，それぞれ，3 時間で 

93.5% 43/46 および 100% 9/9 ，24 時間で

93.5% 43/46 および 100% 9/9 ，48 時間で

91.3% 42/46 および 88.9% 8/9 となり，ストロー

内融解においても高い生存率が得られた． 

 

２ 移植成績および産子作出 

受胎率は低品質胚で 47.4% 9/19 ，バイオプシー

胚で 50% 11/22 となり，それぞれで正常な産子が

生産された（表 2）．なお，バイオプシー胚では，

性および複数の遺伝性疾患を事前判定し，秋田畜

試式で保存・融解後に移植して誕生した雄子牛が，

種雄牛として繋養中である 図 3 ． 

 

考 察 

ウシ胚移植技術は，高能力牛の増産による改良

促進や，高品質素牛の効率的な生産が可能になる

ことから，我が国でも広く利用されている． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

　

低品質

バイオプシー

区分 供試胚数
融解後の生存

3時間後 24時間後 48時間後

区分 移植頭数 受胎頭数 受胎率

低品質

バイオプシー

表２ 超急速ガラス化保存－ダイレクト融解後の直接移植

表１ 超急速ガラス化保存－ダイレクト融解によるウシ低品質およびバイオプシー胚の生存性

超急速ガラス化・ダイレクト移殖による子牛生産

湯に20秒間浸漬して行った．その後，胚移植用の

移植器にセットし，当場の常法により移植した．

４．統計処理

　データの統計処理は，カイ二乗検定で行った．

試験１　直接融解後の生存性調査

　秋田畜試式で超急速ガラス化保存を行ったバイ

オプシー胚および低品質胚について，空気中10秒，

35℃温湯中20秒で融解し，37℃の加温板上で５分

間保持後に，50 μmol/L Cysteamine＋0.4% BSA 加

m-199に移し，38.5℃，５%CO2，95%空気，飽和

湿度の条件下で培養した．培養後，３，24，48時

間後の生存率を調査した．なお，胚の生存性は胞

胚腔の再形成により判別した．

試験２　移植試験

　当場の常法により，発情７日後の繁殖雌牛に秋

田畜試式で超急速ガラス化保存を行ったバイオプ

シー胚および低品質胚を移植し，受胎率を調査し

た．

　なお，移植は県内の経験豊富な獣医師およびET

師３名で実施し，妊娠鑑定については，移植７週

後に直腸検査または超音波により診断を行った．

結　　果

１　直接融解後の生存性調査

　低品質胚およびバイオプシー胚における融解後

の生存性については，それぞれ，３時間で93.5%

（43/46）および100%（9/9），24時間で93.5%（43/46）

および100%（9/9），48時間で91.3%（42/46）および

88.9%（8/9）となり，ストロー内融解においても高

い生存率が得られた．

２　移植成績および産子作出

　受胎率は低品質胚で47.4%（9/19），バイオプシー

胚で50%（11/22）となり，それぞれで正常な産子が

生産された（表２）．なお，バイオプシー胚では，

性および複数の遺伝性疾患を事前判定し，秋田畜

試式で保存・融解後に移植して誕生した雄子牛

が，種雄牛として繋養中である（図３）．

表１　超急速ガラス化保存－ダイレクト融解によるウシ低品質およびバイオプシー胚の生存性

表２　超急速ガラス化保存－ダイレクト融解後の直接移植

４．統計処理 

データの統計処理は，カイ二乗検定で行った． 

 

試験１ 直接融解後の生存性調査 

秋田畜試式で超急速ガラス化保存を行ったバイ

オプシー胚および低品質胚について，空気中 10秒，

35℃温湯中 20秒で融解し，37℃の加温板上で 5分

間保持後に，50 μmol/L Cysteamine＋0.4% BSA 加 

m-199に移し，38.5℃，5% CO2，95%空気，飽和

湿度の条件下で培養した．培養後，3，24，48時

間後の生存率を調査した．なお，胚の生存性は胞

胚腔の再形成により判別した． 

 

試験２ 移植試験 

当場の常法により，発情 7日後の繁殖雌牛に秋

田畜試式で超急速ガラス化保存を行ったバイオプ

シー胚および低品質胚を移植し，受胎率を調査し

た． 

なお，移植は県内の経験豊富な獣医師およびＥ 

Ｔ師 3名で実施し，妊娠鑑定については，移植７ 

週後に直腸検査または超音波により診断を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結 果 

１ 直接融解後の生存性調査 

低品質胚およびバイオプシー胚における融解後

の生存性については，それぞれ，3 時間で 

93.5% 43/46 および 100% 9/9 ，24 時間で

93.5% 43/46 および 100% 9/9 ，48 時間で

91.3% 42/46 および 88.9% 8/9 となり，ストロー

内融解においても高い生存率が得られた． 

 

２ 移植成績および産子作出 

受胎率は低品質胚で 47.4% 9/19 ，バイオプシー

胚で 50% 11/22 となり，それぞれで正常な産子が

生産された（表 2）．なお，バイオプシー胚では，

性および複数の遺伝性疾患を事前判定し，秋田畜

試式で保存・融解後に移植して誕生した雄子牛が，

種雄牛として繋養中である 図 3 ． 

 

考 察 

ウシ胚移植技術は，高能力牛の増産による改良

促進や，高品質素牛の効率的な生産が可能になる

ことから，我が国でも広く利用されている． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

　

低品質

バイオプシー

区分 供試胚数
融解後の生存

3時間後 24時間後 48時間後

区分 移植頭数 受胎頭数 受胎率

低品質

バイオプシー

表２ 超急速ガラス化保存－ダイレクト融解後の直接移植

表１ 超急速ガラス化保存－ダイレクト融解によるウシ低品質およびバイオプシー胚の生存性
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表題 「未定」 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

更に，胚の長期保存方法として，従来の緩慢凍

結法に加え超急速ガラス化保存法について検討が

行われ，融解後の高い生存率が報告されている

Vajta et al, 1998，Tominaga and Hamada, 2001，

Kuwayama et al, 2005 ．しかし，冷却速度を高める

ために器具を利用することから，庭先融解による

直接移植について研究が進められている． 

今回，超急速ガラス化保存法による直接融解可

能な方法について，胚移植用ストロー内の構成を

検討した結果，近年研究が進められている，クラ

イオトップ法の 1段階希釈による胚生存性や移植

成績 佐野ら, 2010，高田ら, 2012，田中ら, 2013）

と同等の良好な成績が得られた．このことにより，

移植用ストロー内のみでの希釈が有効に行われ，

生存性の低下を軽減したことが示唆された．  

小田ら 2004 は，バイオプシーしたウシ胚のガ

ラス化保存における希釈液において，Sucroseの添

加が有効であり，濃度が融解後の生存性に影響を

及ぼすとし，0.3および 0.5 mol/Lでは，より低濃

度条件下において生存性が高いことを示唆してい

る．本法においても，Sucroseを 0.2 mol/Lの濃度

で添加しており，細胞の収縮作用に伴う耐凍剤除

去効果が効果的に働いたものと考えられる． 

以上の結果から，超急速ガラス化保存した，バ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

イオプシー胚および低品質胚において，庭先でス 

トロー内融解後に直接移植し，産子を得られるこ

とが示された．本手法は，胚移植現場において，

従来と同様の手法で利用できるものであり，今後

ウシ生産現場での普及が期待される．一方で，希

釈液やストロー内構成などについては，更なる改

良も必要であると考える． 
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考　　察

　ウシ胚移植技術は，高能力牛の増産による改良

促進や，高品質素牛の効率的な生産が可能になる

ことから，我が国でも広く利用されている．

　更に，胚の長期保存方法として，従来の緩慢凍

結法に加え超急速ガラス化保存法について検討が

行われ，融解後の高い生存率が報告されている

（Vajta et al，1998，Tominaga and Hamada, 

2001，Kuwayama et al, 2005）．しかし，冷却速度を

高めるために器具を利用することから，庭先融解

による直接移植について研究が進められている．

　今回，超急速ガラス化保存法による直接融解可

能な方法について，胚移植用ストロー内の構成を

検討した結果，近年研究が進められている，クラ

イオトップ法の１段階希釈による胚生存性や移植

成績（佐野ら，2010，高田ら，2012，田中ら，2013）

と同等の良好な成績が得られた．このことにより，

移植用ストロー内のみでの希釈が有効に行われ，

生存性の低下を軽減したことが示唆された．

　小田ら（2004）は，バイオプシーしたウシ胚のガ

ラス化保存における希釈液において，Sucroseの添

加が有効であり，濃度が融解後の生存性に影響を

及ぼすとし，0.3および0.5 mol/Lでは，より低濃

度条件下において生存性が高いことを示唆してい

る．本法においても，Sucroseを0.2 mol/Lの濃度

で添加しており，細胞の収縮作用に伴う耐凍剤除

去効果が効果的に働いたものと考えられる．

　以上の結果から，超急速ガラス化保存した，バ

イオプシー胚および低品質胚において，庭先でス

トロー内融解後に直接移植し，産子を得られるこ

とが示された．本手法は，胚移植現場において，

従来と同様の手法で利用できるものであり，今後

ウシ生産現場での普及が期待される．一方で，希

釈液やストロー内構成などについては，更なる改

良も必要であると考える．
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