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凍結融解後の生存性を高めるウシ体外受精由来胚の発生培養方法の検討

岡崎尚之 前原 智 高仁敏光 白石忠昭

要 約 本試験では、体外発生培養時の培養条件 酸素濃度および培養液 の違いが発生し( )

た体外受精胚の凍結融解後の生存性に及ぼす影響について調査した。

食肉処理場由来の卵巣から採取した卵子を常法に従い、体外成熟および媒精後、 血清加5%

で 時間培養したのち、 および の酸素濃度の違いと および の培養液CR1aa 72 5% 20% TCM199 CR1aa

の違いにより４区に区分した。胚は媒精後 日目まで発生培養を行い、発生率および凍結融解10

後の生存性を調査した。

酸素濃度の で培養した場合の胚盤胞期胚への発生率は ％であり、 ％酸素濃5% CR1aa 39.4 20

度の および の発生率に比べ高率であり 、胚盤胞期胚の栄養膜細胞数も多TCM199 CR1aa (p<0.05)

かった 。(p<0.05)

の ％酸素気相で発生した胚の生存率および脱出胚盤胞率は ％および ％であり、CR1aa 5 61.0 19.5

脱出胚盤胞率において、 ％酸素濃度で培養した胚に比べ高率であった 。20 (p<0.05)

以上の成績から、５％の低酸素濃度条件下で培養液に 液を用いた体外発生培養を行っCR1aa

て発生した胚盤胞期胚は、凍結融解後の脱出胚盤胞率が高まることが明らかとなった。
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ウシ体外受精 由来胚は体内由来の胚に比べ、(IVF)
１４，凍結傷害に対する感受性が高いことが指摘されており

１６，１９） ２６） １３，２
、 胚の凍結に用いる凍結媒液 、凍結方法IVF

IVF２） ５，１４，１８）
、植氷後の冷却温度 ならびに耐凍性の高い

胚の発生培養方法 について検討されている。８，２１）

また 胚は細胞数が少なく 、個々の細胞の比重IVF ６，９）

が軽い ことから体内由来胚に比べ品質が劣ると言わ１５）

れている 。初期胚の培養気相中の酸素濃度は ～６，９，１５） 5

濃度で培養することにより羊胚の発育が改善される10%

ことが古くから報告されており 、牛胚においても発生２４）

率が向上することが報告され 、 酸素濃度培養
１７，２３） 20%

で得られた胚盤胞より品質の良い胚盤胞を作出できる

ことが示唆されている 。２３）

そこで、発生培養気相中の酸素濃度と培養液の違い

が、体外受精由来胚の発生率および発生した胚の凍結

融解後の生存性について調査し、耐凍性の高い体外

受精由来胚の発生培養方法について検討した。

材料および方法

未成熟卵子の体外成熟および体外受精：食肉処理

場由来の卵巣から採取した卵子の体外成熟および体

5%外受精は既報 に準じて行った。採取した卵子は、１）

炭酸ガス 、 ％空気、 ℃条件下で、ミネラルオ(CO ) 95 38.5２

イル で覆った 子ウシ血清 、 添(SQUIBB) 5% (CS GIBCO)

加の 緩衝 μ に卵子25mMHEPES TCM199(GIBCO)500 l

～ 個を入れ、 ～ 時間成熟培養を行った。体外40 50 22 24

受精は、ミネラルオイルで覆われた精子浮遊液ドロップ

μ に成熟卵子を ～ 個の成熟卵子を導入し、100 l 15 20

、 ％空気、 ℃条件下で 時間培養した後、5%CO 95 38.5 6２

0.025% (PBS(­))ヒアルロニダーゼを加えたリン酸緩衝液

で 分間ﾎﾞﾙﾃｯｸｽすることにより卵丘細胞を卵子から除5

5%CO去した。裸化した卵子は、安部らの方法 に準じ、２）

、 ％空気、 ℃の気相条件の で２ 95 38.0 5%CS+CR1aa ２０）

培養した 個 μ 。受精後 時間目に卵割検査を(40 /500 l) 72

行い、正常に卵割した胚を以下の試験に供した。

実験 ：体外受精後の体外発生培養における酸素濃度1

および培養方法がその後の発生率に及ぼす影響を観

4 5%O察するため、以下の 区を設けた。各区の構成は、

、 、 、 ℃ の 気 相 条 件 下 の２ ２ ２5%CO 90%N 38.0

で卵丘細胞と共培養する 区5%CS+TCM199 199­5%O２

および で培養する 区、 、5%CS+CR1aa CR1­5%O 5%CO２ ２

％空気、 ℃の条件下の で卵丘細95 38.0 5%CS+TCM199

胞と共培養する 区および で培199­20%O 5%CS+CR1aa２

養する 区で、受精後 日目まで培養を継続CR1­20%O 10２

し、受精後 日目から 時間間隔で胚盤胞期胚への発6 24

生検査を行った。培養液量は各区とも μ とし、この500 l

培養液に ～ 個の胚を入れ培養した。25 30

各区の ～ 日目に発生した胚盤胞期胚は、二重蛍7 8
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光染色により細胞数を計測した。発生した胚盤胞期胚

は、 、 ％空気、 ℃の条件下の μ の5%CO 95 38.0 10 g/ml２

ヘキスト と μ のヨウ化プロピジウム33342(SIGMA) 10 l/ml

和光 を加えた で 分間ｲﾝｷｭｳｰﾍﾞｰｼｮﾝ( ) 5%CS+CR1aa 30

した後、隅にワセリン・パラフィンを配したスライドグラス4

上に置き、カバーグラスで圧した後、蛍光顕微鏡下で観

察した。

実験 ：実験 において、受精後 ～ 日目に発生した胚2 1 6 8

盤胞および拡張胚盤胞期胚の凍結融解後の生存性を

調査するため、以下の方法で凍結した。

供試胚は、 エチレングリコールと シュークロ1.5M 0.1M

ースを加えた 加修正リン酸緩衝液 を基20%CS (m­PBS)

(LAA) 4.0礎媒液とし、これにウシリノール酸アルブミン を

加えた凍結媒液で凍結した。凍結方法は各凍結mg/ml

媒液中に胚を入れ 分間平衡後、 のストローに10 0.25 ml

充填した。ストローは ℃に冷却したプログラムフリー­7.0

10 ­0.3 /ザーの冷却漕に入れ、植氷後、 分間保持し、 ℃

分で ℃まで冷却した後、液体窒素 に投入した。­30 (LN )２

胚の融解は、 から取り出したストローを、 秒間空LN 10２

気中で保持後、 ℃の温湯中で融解した。ストローから30

取り出した胚は ℃の 中で 分間静置した後、38.0 m­PBS 10

、 空気、 ℃条件下の と μ のβ5%CO 95% 38.0 5%CS 50 M２

メルカプトエタノールを加えた で 時間培養しTCM199 96

た。胚の生存は胞胚腔の再形成により確認し、さらに脱

出胚盤胞への発育についても観察した。細胞数の計測

は、融解、耐凍剤除去後、 分～ 時間培養したのち、30 2

実験 の方法で行った。1

統計処理：胚盤胞期胚への発生率、凍結融解後の胚

の生存率および孵化率についてはχ 検定あるいは２

の直接確率計算法を用いて検定を行い、胚盤胞Fisher

期胚の平均細胞数については検定により行った。t

成 績

実験 ：各区の胚盤胞期胚への発生率 表 は、1 ( 1)

区が ％ 、 区が ％199­5%O 36.3 (105/289) CR1­5%O 39.4２ ２

２ ２(110/279) 199­20%O 30.1 (85/282) CR1­20%O、 区が ％ 、

区が ％ で、 区は 区お31.3 (88/281) CR1­5%O 199­20%O２ ２

よび 区に比べ、高率であった 。CR1­20%O (p<0.05)２

発生した胚盤胞期胚の細胞数を計測した結果 表 、( 2)

栄養膜細胞数平均値±標準誤差 は、 区が( ) CR1­5%O２

± 個であり、 区の ± 個およ88.6 22.9 199­20%O 68.3 16.6２

び 区の ± 個と比べ多かったCR1­20% O 74.4 18.6２

。また、総細胞数においても 区が(p<0.05) CR1­5%O２

± 個であり、 区の ± 個と135.8 35.1 199­20%O 111.5 27.0２

比較して多かった が、内細胞塊細胞数におい(p<0.05)

ては、各区に差は認められなかった。

各区の胚盤胞期胚の出現日別発生状況は表 に示3

すとおりで、８日目までの胚盤胞期胚への発生率は、

区 が 、 区 が199­5%O 86.7%(91/105) CR1­5%O２ ２

、 区 が 、92.7%(102/110) 199­20%O 75.3%(64/85)２
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表１ 培養気相中の酸素濃度および培養液が胚盤胞期胚への発生に及ぼす影響

培 養 方 法 ＊１ ＊２供試卵子数 卵割胚数(%) 胚盤胞期胚数(%)
培養液 O 濃度２

199-co ５ ２８９ ２２３(77.2) １０５(36.3)
ａ

CR1aa ５ ２７９ ２１５(77.1) １１０(39.4)
ｂ

199-co ２０ ２８２ ２１２(75.2) ８５(30.1)
ｂ

CR1aa ２０ ２８１ ２２９(81.5) ８８(31.3)

卵割率：卵割胚数／供試卵子数×１００＊１

発生率：胚盤胞期胚数／供試卵子数×１００＊２

異符号間に有意差あり a,b : p<0.05

表２ 免疫蛍光二重染色による胚盤胞期胚の細胞数計測

＊培 養 方 法 胚盤胞期胚の細胞数
供試胚数

培養液 O 濃度 内細胞塊細胞 栄養膜細胞 総細胞数２

199-co ５ ２３ 43.8± 9.3 81.1±17.3 124.9±26.6ａ

ａ，ｃ ａ
CR1aa ５ １６ 47.2±12.2 88.6±22.9 135.8±35.1

ｂ ｂ
199-co ２０ １８ 43.2±10.5 68.3±16.6 111.5±27.0

CR1aa ２０ １７ 41.1±10.3 74.4±18.6 115.5±28.9ｄ

:平均値±標準誤差＊

異符号間に有意差あり a,b c,d : p<0.05
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区が であった。 あるいはCR1­20%O 86.4%(76/88) CR1aa２

低酸素で培養した区は、胚盤胞期胚への発生が早い

傾向であった。

実験 ：各区の凍結融解後の生存率および脱出胚盤胞2

率は表 に示すとおりで、生存率には差は認められなか4

ったが、脱出胚盤胞率においては、 区がCR1­5%O2

と、 区 の お よ び19.5%(8/41) 199­20%O 5.2%(3/58)２

区 の と比べ高率であったCR1­20%O 4.9%(2/41)２

。(p<0.05)

区および 区について、凍結融CR1­5%O 199­20%O2 ２

解後の平均細胞数を計測した結果 表 、 区( 5) CR1­5%O2

± 個 平均値±標準誤差であり、 区101.2 5.1 ( ) 199­20%O２

の ± 個と比べ多く 、生存細胞数も多い87.9 3.6 (p<0.05)

傾向であった。

考 察

初期胚の培養気相は、一般には を含むIVF 5%CO2

空気、つまり約 の酸素濃度で培養が行われている20%

が、ウサギ、ラットおよびハム

スターなどの卵管や子宮内の

酸素分圧は大気中の約 分4

の と報告されており 、牛の1 ４）

卵管および子宮内酸素分圧

も同程度と考えられる。羊胚

において、初期胚の酸素濃

度を～ 濃度で培養する5 10%

ことにより発育が改善されるこ

とが古くから報告されており 、２４）

牛胚においても の酸素濃5%

度で発生培養することにより
１７，胚盤胞への発生率が向上し

、発生した胚盤胞の細胞数２３）

も増加することが報告されて

いる 。実験 において、２３） 1

で卵丘細胞との共TCM­199

培養した場合、 の低酸素5%

濃度での培養が胚盤胞期胚

への発生率および胚の平均

細胞数とも良好であったこと

から、 の低酸素濃度で培5%

表３ 体外受精後の胚盤胞期胚への発生日別割合

＊培 養 方 法 胚盤胞期胚の発生日

培養液 O 濃度 ６日目 ７日目 ８日目 ９日目 10日目以降２

199-co ５ 6.7 33.3 46.7 11.4 1.9
( 7/105) (35/105) (49/105) (12/105) (2/105)

CR1aa ５ 20.0 38.2 34.5 4.5 2.7
(22/110) (42/110) (38/110) ( 5/110) (3/110)

199-co ２０ 9.4 28.2 37.6 17.6 7.1
( 8/ 85) (24/ 85) (32/ 85) (15/ 85) (6/ 85)

CR1aa ２０ 14.8 39.8 31.8 10.2 3.4
(13/ 88) (35/ 88) (28/ 88) ( 9/ 88) (3/ 88)

：媒精日＝０＊

()内は発生数／総発生数

表４ 凍結融解処理した胚盤胞期胚の生存率と脱出胚盤胞率

培 養 方 法
＊１ ＊２供試胚数 生存胚数(%) 脱出胚盤胞数(%)

培養液 O 濃度２

199-co ５ ４５ ２３(51.1) ５(11.0)
ａCR1aa ５ ４１ ２５(61.0) ８(19.5)
ｂ199-co ２０ ５８ ３４(58.6) ３( 5.2)
ｂ

CR1aa ２０ ４１ ２１(51.2) ２( 4.9)

生存率：生存胚数／供試胚数×１００＊１

脱出胚盤胞率：脱出胚盤胞数／供試胚数×１００＊２

異符号間に有意差あり a,b : p<0.05

表５ 凍結融解処理した胚盤胞期胚の生存細胞数の計測

＊１
培 養 方 法 胚盤胞期胚の細胞数

供試胚数
＊２培養液 O 濃度 生細胞数 総細胞数 生存率(%)２

CR1aa ５ １３ 65.9±5.3 101.2±5.1 64.9±3.4ａ

199-co ２０ １４ 55.6±3.1 87.9±3.6 64.2±3.7ｂ

：平均値±標準誤差
＊１

生存率：生細胞数／総細胞数×１００＊２

異符号間に有意差あり a,b : p<0.05
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養することにより細胞数の多い、品質の高い胚盤胞を作

出できることが可能と思われた。

初期胚発生培養の際、卵丘顆粒膜細胞等の体細胞/

との共培養は、胚発生促進物質を分泌することに加え

て、 中の過剰なグルコースの消費により至適濃TCM199

度に調整すること、また培養液中の酸素を消費すること

によって生体内の酸素分圧に近づけることにより胚発生

を促進すると推察されている 。しかし、共培養を行う場７）

合、細胞の種類 あるいは細胞の活性状態 により胚発
６） ２３）

生効果が異なる。 ら は、共培養条件下ではKobayashi １１）

通常の 酸素培養における胚盤胞発生率が 酸素20% 5%

培養での発生率に比べ高く、非共培養条件下では逆に

の低酸素培養における発生率が、 の酸素培養5% 20%

に比べ高率であったと報告している。 ら も、同様Nagao １７）

な報告をしているが、実験 では らおよび1 Kobayashi

らの報告とは逆に、共培養下での低酸素培養にNagao

おける発生率が高い結果となった。これは培養液量あ

たりの培養胚数の違い、共培養に用いた卵丘細胞の細

胞数および活性状態が最適であったことなどが考えら

れる。

各種体細胞との共培養を必要としない合成培養液で

ある を用いた低酸素培養は、 で卵丘CR1aa TCM199１２）

細胞との共培養を低酸素濃度で行った場合と同程度の

胚盤胞期胚への発生率が得られ、また、胚盤胞期胚へ

の発育速度は の低酸素培養が の場合にCR1aa TCM199

比べ、早い傾向にあった。後藤ら は胚の発育速度と品
６）

質との関係については発育速度の速い胚が割球数が

多く、染色体異常が少ないことを報告している。今回は

染色体検査は行っていないが、 の 酸素培養CR1aa 5%

により発生した胚盤胞の平均細胞数は 酸素培養の20%

で発生した胚に比べ多く、 を用いた低酸TCM199 CR1aa

素培養は、品質の高い胚を作出することができる培養

方法であることが示唆された。

ら は、凍結保存後の体内由来胚の孵化率はLeibo １４）

80% IVF 20% IVF以上であるのに対し、 胚は僅か であり、

胚の凍結傷害に対する感受性が高いこと、 らBetteridge

は、胚の細胞数と移植後の受胎性について細胞数が３）

少ないと胚の生存性の低下がみられることを指摘してい

る。 ら も、凍結融解後の生存細胞数特に内細Iwasaki １０）

胞塊の死滅細胞数の増加が受胎性の低下の一因であ

ると推察している。実験 において、 を用いた低酸2 CR1aa

素条件で発生した胚の脱出胚盤胞率が 酸素濃度20%

の で発生した胚に比べ高率であったのは、TCM199

らおよび らの報告と同様に、凍結融解Betteridge Iwasaki

後の総細胞数が多く、生存細胞数も高い傾向であった

ためと考えられることから、 による低酸素培養はCR1aa

耐凍性の高い 胚を作出する培養方法であると思わIVF

れる。

以上の成績から、体外受精後 時間からの 初期72 IVF

胚の培養は、 の低酸素濃度条件下で を用い5% CR1aa

て体外発生培養を行うことにより、胚盤胞期胚への発生

率を向上させ、さらに凍結融解後の生存性および脱出

胚盤胞率を高めることが明らかとなった。しかし、近年、

牛や羊の 胚移植により生まれた産子は、人工授精IVF

および体内由来胚移植により生まれた産子と比べ生時

体重の増加、難産や早死産が多いという報告 がある。２７）

さらに、このような事例は、羊において血清添加の発生

培養液で生産された 胚に特異的な現象であることIVF

が示唆されている 。このため、今後、 の低酸素濃２５） 5%

度条件下で を用いた発生培養により生産されたCR1aa

胚は移植試験を行い、受胎性および産子の生時体IVF

重、異常産等の分娩状況を調査する必要があると思わ

れる。
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