
牛体外受精卵の実用的なガラス化凍結法

[要約］牛体外受精卵を8%エチレングリコール＋ 0.25Mシユクロース添加PBSで前

処理後EFS40でガラス化凍結する方法によって、融解後72.2%の高い生存率が得られ、

ガラス化凍結卵を移植することにより産子を得ることができる。
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［背景・ねらい］

受精卵の凍結処理はプログラムフリーザを必要とし長時間を要する。一方、ガラス化凍

結保存は、プログラムフリーザを必要とせず、短時間の凍結が可能であるが、凍結・融解

後の生存率や移植後の受胎率が低いなどの問題点が残されている。

そこで、マウス拡張歴盤胞で高い生存率が得られているガラス化凍結法を牛拡張歴盤胞

用に改良し、また、融解後の受精卵の形態を電子顕微鏡で観察するとともに、移植後の受

胎率を検討することによって、実用的なガラス化凍結保存法を確立する。

［成果の内容・特徴］

①受精卵を前処理液で平衡後ガラス化液に浸漬してガラス化凍結する方法は、従来の８段

階添加法等に比べて平衡処理が２段階と簡便で実用的である。

受精卵をEFS4０（ガラス化液）で凍結するとき、８%エチレングリコールと0.25Ｍシユク

ロースを含むＰＢＳ（リン酸緩衝液）で前処理すると従来の前処理液に比べ、融解後の生存

率が向上する（表1）。

②ガラス化凍結・融解後、生存していると判定した受精卵の電子顕微鏡で見られる微細構

造は、新鮮卵と比較して顕著な相違は認められない（表2）。

③この方法によるガラス化凍結卵を移植し、受胎することが可能である（表3）。

［成果の活用面・留意点］

①ガラス化凍結は、プログラムフリーザが利用できない場合の有効な凍結方法となり、ま

た、通常の凍結が困難な未受精卵などの凍結に応用できる。

②ガラス化液の耐凍剤は高濃度なため、一般の凍結保存のように無希釈での融解・移植は

困難であり、融解後耐凍剤を除去した後、ストローに封入して移植する必要がある。

③ガラス化液は耐凍剤の濃度が高く毒性が強いため、凍結時と融解時の受精卵の取扱い

（温度、時間）に留意する。
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表lEFS40でガラス化凍結するときの前処理液が融解後の生存性に及ぼす影響

（平成４年）

生存卵

生存旺数(%）

変性卵

前処理液'〉 供試卵数 24ｈ 48ｈ

原形質膜

内細胞塊

核、核膜

透明帯

10%EＧ

8%EGS

10(38.5）

13(72.2）

８(30.8）

13(72.2）

2６

１８

常
常
常
常

正
正
正
正

注）①'〉10%EG：１０%ｴﾁﾚﾝｸーﾘｺーﾙ+PBS、８%EGS：８%ｴﾁﾚﾝｸ､､ﾘｺーﾙ+0.25Mｼｭｸﾛーｽ+PBS

②平衡時間前処理液５分、ガラス化液0.5分；平衡温度２５℃

表２新鮮卵及びガラス化凍結卵の微細構造の比較（平成２～４年）

破壊による細胞小器官の流出、遊離

栄養膜細胞との接続部位の変化

変形

正常

ガラス化凍結卵'〉
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３

移植頭数受胎頭数(%）

常
常
常
常

正
正
正
正

注）①t>EFS40で凍結・融解後、２４～36時間培養して、凍結時の発育ステージ以上に

発育したものを生存卵、また変性部が大半を占めるものを変性卵と判定

1(33）

表３EFS40でガラス化凍結した

体外受精卵の移植成績（平成４年）


