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1は じ め に

ウシ胚のガラス化保存法は、高濃度の耐凍剤溶液が、

液体窒素中に投入されることでガラス化状態を形成 し、

冷却時の胚の細胞内外における氷晶形成を抑制して物理

的傷害を回避できる。それにより、生体出来胚のみなら

ず、生検胚や体外受精胚などについて融解後の生存性や

受胎性の向上が期待される。本試験では、胚の受胎性の

向上を図るため、電気泳動の際にサンプルをグルに流し

込むために使用されるグルローディングチップ(GL4ip)

を用いることにより、さらに冷却速度を速めた超急速ガ

ラス化保存法について検討したので報告する。

2試 験 方 法

(1)胚 のガラスイヒ保存法
1)

平衡液 い液):1銘EG,1銘WSO+20辮CS+TCH199

ガラス化保存液(B液 ):

20%EG+20%DISO+20%FCS+0.611Su+TCH199

注)EG:エチレングリコール、DMSO:ジ メチルスルホオ

キシド、Su:ス クロース、FCS:牛胎児血清、

TCM199:基本液

全ての操作は37℃に加温したウォームプレー ト上で行
つた。供試胚は当試験場所有の黒毛和種牛に過剰排卵処

理をし、人工授精後 7日 目に回収したA～ Bラ ンク胚を用

いた。胚を腋  (50μ lX3)に 2分間浸漬し、その間に

作成しておいたB液の ドロツプ (7μ l× 2,lμ lXl)に胚

を移し30秒間浸漬した。その時間以内に、あらかしめ先

端を抽面程切断したGL― Tip(図 1)をオー トピペットに

取 り付け、ガラス化液とともに胚を吸引し、チップ先端

部を液体窒素に浸漬してガラス化した。先端部を液体窒

素に漬けたままチップをオー トピペットから外し、 3cコ

程カットして切れ目を入れた0.5nlス トローに差 し込み

(図 2)、 融解まで液体窒素ボンペで保管した。

(2)ガラスイヒ保存胚の融解方法

融解液

C液 :0.3MSu+20富CS+TCl1199

D液 :0.151Su+20喘『 CS+TC14199

E液 :20駆CS+T酬199

全ての操作は37℃に加温したウォームプレー ト上で行

つた。 C、 DおよびE液を4穴プレートに分注して、液

体窒素から取 り出したGL』 ipの先端部をC液に浸漬し、

オートビペット接続部をふさくことで胚をウェルに移leb

させた。 1分間保持後、D液に移し5分間浸漬した後E
液に移した。

(3)胚の培養

融解した胚を培養液 (0.lMβ メルカプトエタノール+2

0溜CS+TCM199)に 移し、38.5℃ ,5辮0:,95%空 気の条件下

で培養した。胚の形態を24,48お よび72時間後に観察し、

ステージの進んだ胚を生存と判定した。試験区は胚をガ

ラスイヒ保存・融解した区 (GL― Tip区 )と 10%グ リセリン

を耐凍剤として緩慢凍結しステップワイズ法で融解した

区 (SW区 )を設けた。

(4)胚 の移植

試験区はGL4ip区 と∬区および新鮮胚移植を行つた新

鮮区の 3区 とした。GL4ip区は、胚の融解後 0～ 2時間

培養してから0.25nlス トローに吸引し、県内農家所有の

黒毛和種またはホルスタイン種に移植した。SW区および

新鮮区については、GL■ ip区 と同一試験年度に、同一移

植師が同一農家に移植した成績を収集 し、比較した。

図1 グルローディングチツプ

図2 グルローディングチップ保管方法
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3 試験結果及び考察

(1)培養試験

培養から24,48お よび72時間後の生存率は、GL―Tip区

ではそれぞれ91.喘,66.畷および58.場で脱出胚盤胞率は

50.幌であつた。W区ではそれぞれ90.研,80.銘および80.

0%で脱出胚盤胞率は70.喘であつた。GL―Tip区とSI区の

間で培養時間毎の生存率と脱出胚盤胞率に有意な差は認

められなかった。

(2)移植試験

GL― Tip区では21頭に移植し、8頭が受胎して受胎率は

38.1%であつた。またSW区では32頭に移植したうち12頭

が受胎して受胎率が37.5%、 新鮮区では10頭に移植した

うち5頭が受胎して受胎率が50.銘であり、試験区間に

有意な差は認められなかつた。このように、GL』 ip区の

受胎率は他の2区と比較して遜色なく、GL4ipによる超

急速ガラスイヒ保存法の実用性が確認された。

表1 胚の融解後の生存性

調験 胚 脱出胚

区  数 Z時 間 48時間 72時間  数(%)
GL―Tip 12 11(91.7)8(66.7)7(58.3)6(50.0)

SW   10  9(90.0)8(80.0)8(80.0)7(70.0)

表2 胚の受胎性

試験区  移植頭数  受胎頭数 受胎率

4ま と め

GL― Tipを用いてウシ胚の超急速ガラスイヒ保存を行い、

融解後の生存性や受胎性について検討した結果、緩慢凍

結した胚や新鮮胚と比較して遜色なく、その実用性が確

認された。
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