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（成果情報名）始原生殖細胞の凍結保存方法の確立

［要約］凍結培地の基礎となる血清として牛胎仔血清（ＦＢＳ）または鶏血清（Ｃ

Ｓ）を用い、耐凍剤としてＤＭＳＯの添加量を5、10、15％に設定し、300μ の凍結ç

培地容量でセラムチューブ内にて-70℃で凍結した。融解後は顕微鏡下でＰＧＣを回

収した。ＦＢＳの方がＣＳよりも生存ＰＧＣ回収率が高い傾向であった。

新たにＦＢＳへのＤＭＳＯ添加量を詳細に検討した結果、10～15％の添加が適当で

あった。
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［背景・ねらい］

効率的な鶏育種改良や鶏を用いた有用物質の生産等を目的としてバイテク技術の応用に

よる始原生殖細胞（ＰＧＣ）を用いる胚操作研究が進められている。近交係数を上げない

で生体で特殊鶏を保持するには多大な費用、労力が必要であるのでＰＧＣを凍結保存して、

効率良く再生できれば、低コストで特殊遺伝子の維持が可能となり、バラエティに富んだ

鶏種の開発が可能となる。凍結、融解後の生存ＰＧＣの回収率が高い凍結保存条件及び凍

結用培地の検討を行った。

［成果の内容・特徴］

１ ＦＢＳを基礎にＤＭＳＯを5％、10％、15％添加した凍結培地とＣＳを基礎にＤＭＳＯ

を5％、10％、15％添加した凍結培地を用いて白色レグホンのＰＧＣを凍結融解した。

２ セラムチューブ中の4℃、300μ の凍結培地にＰＧＣ4～30個を注入し、-70℃のディç

ープフリーザーにて凍結した。

３ 4℃の培養培地5m に凍結サンプルを移して瞬間的に融解し、サンプルと培地をディッç

シュに移し顕微鏡下で生存ＰＧＣをピックアップした。（図１）

４ 凍結融解後の生存ＰＧＣ回収率はＦＢＳ凍結培地が69.3％であり、ＣＳ凍結培地の61.

3％より高かった。ＤＭＳＯ添加量としてはＦＢＳに15％添加区が84.4％であり最も高かっ

た。（表１）

５ ＦＢＳへのＤＭＳＯ添加量を詳細に検討するため、0％、5％、10％、15％、20％添加

してロードアイランドレッドのＰＧＣを凍結融解した結果、10％の添加量が適当であった。

（表２）

［成果の活用面・留意点］

凍結培地の基礎培地としてＦＢＳもＣＳも利用可能である。ただしＣＳよりもＦＢＳの

方が生存ＰＧＣの回収率が高く、ＤＭＳＯの添加量は10～15％程度が適当である。



［具体的データ］

図１ ＰＧＣの形態（矢印が生存ＰＧＣ、矢印頭が死亡ＰＧＣ）

表１ ＦＢＳ及びＣＳ凍結培地による

凍結融解後の生存ＰＧＣ回収率

表２ ＦＢＳ凍結培地へのＤＭＳＯ添加量が

凍結融解後の生存ＰＧＣ回収率に及ぼす影響
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5%DMSO-FBS 61 37 60.7
10%DMSO-FBS 90 58 64.4
15%DMSO-FBS 64 54 84.4
ＦＢＳ計 215 149 69.3

5%DMSO-ＣＳ 60 41 68.3
10%DMSO-ＣＳ 90 45 50.0
15%DMSO-ＣＳ 90 61 67.8
ＣＳ計 240 147 61.3

サンプル
生存ＰＧＣ数

回収率（％）
凍結時 融解後

0%DMSO-FBS 231 88 36.5
5%DMSO-FBS 230 77 33.5
10%DMSO-FBS 253 91 36.0
15%DMSO-FBS 273 70 25.6
20%DMSO-FBS 208 28 13.5

サンプル
生存ＰＧＣ数

回収率（％）
凍結時 融解後


