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牛性別判定受精卵の凍結融解後の生存性
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性別判定された分割卵の新鮮卵及び凍結卵での生存性、受胎性を向上するために

本試験を行った。分割卵の凍結融解後の生存性はステップワイズ法がワンステップ

法に比べて高かったが、いずれも無処置卵の生存率に比べて低い結果であった。ま

た、分割卵の修復培養時間の延長による凍結融解後の生存性の低下は認められず、

修復培養後の分割卵の形態品質の低下に伴い凍結融解後の生存性が低下する傾向で

あった。移植後の受胎率は新鮮卵移植では無処置卵と同等の成績であったが、凍結

卵移植ではステップワイズ法、ダイレクト法ともに無処置卵に比べて受胎率が低下

した。また、凍結卵では染色体標本の分裂指数の低下が認められ、形態的に生存と

判定された分割卵であっても凍結保存による生存性の低下を示すものと考えられる。
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産子の性別をコントロールし、計画的に雌

雄を産み分けることができれば、家畜の改良

増殖の効率化と経営の安定化に対する効果は

大きいと考えられる。牛の雌雄産み分け技術

は性別判定された受精卵を移植に用いること

により可能となっている1)2)が、実用技術とし

て野外で活用するに当たっては、性別判定の

精度が高く、受精卵の生存性や受胎性を低下

させないことが必要である。一般に移植後の

受胎率は新鮮卵に比べて凍結卵が低く3)、雌雄

産み分けのために細胞を切除された受精卵

（以下、分割卵）では凍結卵の受胎率低下が

懸念される。分割卵は顕微操作により透明帯

を除去され、性別判定に必要な検査用細胞を

切除されているため受精卵を構成する細胞数

の減少と分割操作による物理的な障害を受け

ているものと考えられる。また、凍結融解過

程において細胞が耐凍剤溶液や氷晶に直接曝

されるなどの外的な感作を受けやすい状況に

あると考えられる。そこで、分割卵の空透明

帯への再収納4)や数時間の修復培養後5)による

形態回復などの処置後に移植や凍結保存に用

いられている。本試験では雌雄産み分け技術

の実用化を目的として、分割卵の新鮮卵及び

凍結卵での生存性、移植後の受胎性について

検討を行った。

材料及び方法

(1)供試材料

黒毛和種雌牛を供卵牛として過剰排卵処理

を施し、人工授精後7～8日目に採取した後期

桑実胚から拡張胚盤胞までの移植可能卵を試

験に用いた。

(2)受精卵の顕微操作

受精卵は発育ステージ及び品質ランクを記

録後、プロネース処理、シュークロース処理、

またはサイトカラシン処理6)を行い、性別判定

のための検査用細胞を分割した。分割操作は

倒立顕微鏡下でマイクロマニピュレーターに

接続した金属刃（FEATHER BIO-CUT No.715）

により、受精卵の細胞を10～30％程度を切除

することにより行った。

(3)分割卵の修復培養

分割卵は凍結保存までの間、分割面の修復

培養を3～5時間または16～20時間行った。修

復培養は5%子牛血清（以下、CS）添加TCM19

9（25mM HEPES緩衝、Earl塩、GIBCO）中で3

8.5℃、5%CO２、95%空気の条件で卵丘細胞と

共培養、または5%CS添加TCM199中で38.5℃、
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5%CO２、5%O２、90%N２の条件により行った。

修復培養後の分割卵は形態観察により次の

4群に分類した。Ⅰ型：内部細胞塊と栄養膜

細胞が明瞭な胚盤胞の形態に発育したもの。

Ⅱ型：内部細胞塊及び栄養膜細胞の発育が認

められるが変性細胞等の付着するもの。Ⅲ型

：胞胚腔の形成が認められないもの。Ⅳ型：

変性細胞や胞状化細胞の集合体

(4)分割卵の凍結保存及び融解

ア．ステップワイズ法

10%グリセリン及び20%CS添加修正PBSを凍

結溶液として分割卵を室温で30分間平衡し、

0.25mlストローへ充填した。凍結はストロー

をプログラムフリーザー（共立バイオ、アル

コール液層式）の－7℃冷却槽に投入し、2分

後に植氷、さらに8分間保持した後に、－35

℃まで0.3℃/分で降下させ、液体窒素中へ投

入した。融解はストローを空気中で10秒間保

持後、35℃温水中で氷晶が消えるまで保持し

て行った。分割卵をストローから押し出し、

6%、3%、0%グリセリン及び0.3Mシュークロー

ス添加した修正PBSにそれぞれ5分間浸せきし、

20%CS加修正PBS中で洗浄して耐凍剤を段階的

に希釈除去した。

イ．ワンステップ法

10%グリセリン0.2Mシュークロース及び20

%CS添加修正PBSを凍結溶液として分割卵を室

温で30分間平衡し、0.25mlストローへ充填し

た。冷却は-7℃プログラムフリーザーに直接

投入し、2分後に植氷、さらに8分間保持した

後に、－23℃まで0.5℃/分で降下させ、液体

窒素中へ投入した。融解はストローを空気中

で5秒間保持後、35℃温水中で氷晶が消える

まで保持して行った。分割卵をストローから

押し出し、0.2Mシュークロース及び20%CS添

加修正PBSに3分間浸漬し、20%CS加修正PBS中

で洗浄し耐凍剤を一段階で除去した。

ステップワイズ法、ワンステップ法ともに、

分割卵は5%CS添加TCM199で卵丘細胞との共培

養を行い、融解後１時間及び24時間に形態を

観察し、生存性判定を行った。

対照区は同時期に凍結融解された無処置卵

（後期桑実胚～拡張胚盤胞）のステップワイ

ズ法による生存成績とした。

ウ．ダイレクト法

10%エチレングリコール及び20%CS添加修正

PBSを凍結溶液として、分割卵を室温下で15

分間平衡し、0.25mlストローへ充填した。プ

ログラムフリーザーを用いて、-7℃にストロ

ーを投入し、2分後に植氷、8分間保持後、-

30℃まで0.3℃/分で冷却し、液体窒素中に保

存した。融解は移植現場で行い、ストローを

空気中で10秒間保持後、30℃温水中で氷晶が

消えるまで保持して行った。

一部の分割卵は分割操作後またはステップ

ワイズ法で融解後に4時間培養した後に0.4μ

g/mlビンブラスチン5%CS加TCM199中で16時間

培養し、牛島らの方法(1)に従い染色体標本を

作製した。5%ギムザ液で染色後、生物顕微鏡

下で観察し、総核数と中期核盤数から分裂指

数を算出した。

(6)分割卵の移植

ステップワイズ法では融解後1時間の形態

観察により生存と判定された分割卵を移植現

場まで輸送後に移植に用いた。ダイレクト法

では耐凍剤の除去操作を行わず、ただちに受

卵牛へ移植した。受卵牛はホルスタイン種未

経産牛及び経産牛を用い、発情後7～8日目に

黄体側子宮角へ頸管経由法で移植を行った。

妊娠鑑定は発情を0日として40日から60日目

に直腸検査により行った。

新鮮卵についても修復培養後3～5時間及び

16～20時間に同様の条件で移植を行った。

結 果

分割卵の凍結融解後の生存性を表1に示し

た。対照区である無処置卵の生存率は融解後

1時間で90.0%(18/20)、24時間後では80.0%、

16/20)であった。分割卵の融解後1時間の生

存率はステップワイズ法80.0%(12/15)、ワン

ステップ法72.7%(16/22)であり、24時間後の

生存率はそれぞれ73.3%(11/15)、68.2%(15/

22)であった。分割卵の凍結融解後の生存率

に比べて対照区の無処置卵の方が高い傾向で

あった。

分割卵の修復培養時間が凍結融解後の生存

性に及ぼす影響を表2に示した。融解後1時間

の生存率は修復培養3～5時間では88.9%(16/

18)、16～20時間では93.3%(28/30)であり、

24時間後の生存率ではそれぞれ61.1%(11/1

8)、83.3%(25/30)であり、16～20時間の修復

培養により凍結融解後の生存性が高い傾向と

なった。

分割卵の修復培養後の形態が融解後の生存

性に及ぼす影響を表3に示した。融解後1時間

及び24時間の生存率は形態的な損傷の少ない

Ⅰ型では96.4%(27/28)及び78.6%(22/28)、変

性細胞が付着するⅡ型では84.6%(11/13)及び

76.9%(10/13)、胞胚腔の形成が認められない
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表1 分割卵の凍結融解後の生存性

供試 生存卵数(率)

凍結方法 卵数 １時間後 24時間後

無処置卵 20 18(90.0%) 16(80.0%)

ｽﾃｯﾌﾟﾜｲｽﾞ法 15 12(80.0%) 11(73.3%)

ﾜﾝｽﾃｯﾌﾟ法 22 16(72.7%) 15(68.2%)

表2 修復培養時間が凍結融解後の生存性 表3 修復培養後の形態が凍結融解後の

に及ぼす影響 生存性に及ぼす影響

修復培養 供試 生存卵数(率) 凍結時 供試 生存卵数(率)

時 間 卵数 １時間後 24時間後 の形態 卵数 １時間後 24時間後

3～ 5時間 18 16(88.9%) 11(61.1%) Ⅰ 28 27(96.4%) 22(78.6%)

16～20時間 30 28(93.3%) 25(83.3%) Ⅱ 13 11(84.6%) 10(76.9%)

Ⅲ 7 6(85.7%) 4(57.1%)

Ⅲ型では85.7%(6/7)及び57.1%(4/7)であった。

分割卵の移植後の受胎成績を表4に示した。

新鮮卵移植では32頭中18頭が受胎し、受胎率

は56.3%であった。凍結卵移植ではステップ

ワイズ法では23頭中7頭が受胎し、受胎率は

31.4%、ダイレクト法では10頭中3頭が受胎し、

受胎率は30.0%であった。無処置卵の受胎率

は新鮮卵移植で66.7%、凍結卵移植ではステ

ップワイズ法で47.8%、ダイレクト法で44.8

%であった。分割卵の新鮮卵移植では無処置

卵と同等の受胎率であったが、凍結卵移植の

受胎率は無処置卵に比べて15%前後低い結果

であった。

分割卵の染色体標本から算出した分裂指数

を表5に示した。分裂指数は凍結融解後の無

処置卵では34.2±6.0%、新鮮分割卵では32.

6±10.7%、凍結分割卵では13.0±11.6%であ

り、無処置卵や新鮮分割卵の半分以下であっ

た。

考 察

本試験では分割卵を一定時間の修復培養に

より形態的に回復させた後に新鮮卵移植及び

凍結卵移植に用い、生存性や受胎性について

調査した。

分割卵の凍結後の培養条件での生存性調査

をステップワイズ法及びワンステップ法で行

った。その結果、融解後の生存性はステップ

ワイズ法がワンステップ法に比べて優れてい

たが、いずれの方法も無処置卵に比べて生存

性が低下する傾向であった。しかし、融解後

24時間に生存した分割卵は、胞胚腔が拡張し

内部細胞塊の明瞭な胚盤胞の形態を示すもの

が多く認められた。

分割後の修復培養時間の影響について富永

ら9)は二分割卵の凍結保存において、修復培養

時間の延長は凍結卵移植の受胎率低下を招く

ことを報告している。本試験では分割卵の凍

結保存は採取当日及び翌日の午前中に行うこ

とを想定して修復培養時間を3～5時間及び1

6～20時間に設定して試験を行った。その結

果、修復培養時間の延長による凍結融解後の

生存性は低下しないものと考えられ、吉羽ら
2)の報告と同様の結果である。また、山中ら
8)は分割卵の品質ランクが凍結融解後の生存性

に影響を及ぼすことを示唆し、牛島ら10)は分

割卵の移植試験において高品質卵に比べて低

品質卵で受胎率の低下が著しいことを報告し

ている。本試験においてもこれらの報告と同

様に形態的品質の優れるⅠ型、Ⅱ型に比べて

Ⅲ型で融解後の生存性が劣る傾向であった。

分割卵の移植後の受胎率は、新鮮卵移植で

は無処置卵と同等の成績であり、修復培養に
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表4 分割卵の移植後の受胎成績

受精卵 凍結方法 分割卵 無処置卵

移植頭数 受胎頭数 受胎率 移植頭数 受胎頭数 受胎率

新鮮卵 32 18 56.3% 6 4 66.7%

凍結卵 ｽﾃｯﾌﾟﾜｲｽﾞ法 23 7 30.4% 161 77 47.8%

ﾀﾞｲﾚｸﾄ法 10 3 30.0% 161 71 44.8%

表5 凍結融解後の受精卵の分裂指数

受精卵区分 供試卵数 分裂指数*

無処置凍結卵 5 34.2± 6.0%

分割新鮮卵 6 32.6±10.7%

分割凍結卵 5 13.0±11.6%

* 中期核盤数/総核数

より形態的に回復を示した分割卵では新鮮卵

移植の受胎成績に及ぼす影響は少ないものと

考えられる。一方、凍結卵移植ではステップ

ワイズ法、ダイレクト法のいずれも無処置卵

の受胎率に比べて低い成績となった。既報の

分割卵の移植成績では沼辺ら11)、後藤ら5)、吉

羽ら2)は凍結卵において無処置卵に比べて受胎

率の低いことを種々の凍結方法で報告してい

る。本試験ではステップワイズ法において融

解後に生存性確認を行い移植に用いたにも関

わらず受胎率が低い結果となった。このこと

から、凍結保存された分割卵においては凍結

融解処理の過程や移植後の発育過程において

形態的には判断されない点で何らかの発育性

低下を引き起こしているものと考えられる。

IWASAKIら 12)は二重染色法により、凍結融解

卵では内部細胞塊に死滅細胞が存在すること

を報告している。そこで本試験では分割卵の

分裂指数を調査した。供試卵の日齢は凍結無

処置卵及び新鮮分割卵は受精後7日目、凍結

分割卵は受精後7～8日目の日齢に相当し、発

育段階を考慮すると分裂指数の厳密な比較は

できないが、凍結分割卵では分裂指数の低下

が著しいことが認められた。このことから凍

結融解後に形態的に生存と判定された分割卵

においても、細胞の分裂能力の低下などが引

き起こされている可能性があり、凍結融解後

の生存性や受胎性の低下を招くものと推察さ

れる。

最近、砂川ら13)、井上ら14)は分割卵をガラス

化保存することにより良好な受胎成績が得ら

れることを報告している。今後、凍結手法の

改善の検討により分割卵の凍結保存後の受胎

率が向上する可能性があるものと推察される。

以上のことから、性別判定された分割卵は、

新鮮卵移植では野外で実用化可能な受胎成績

が得られる段階に達していると考えられるが、

技術普及の中心となると予想される凍結卵移

植では受胎率が低く、受胎率の向上を目指し

て分割卵に適した凍結保存方法の開発が今後

必要と考えられる。
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