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ウシ胚移植における受胎率向上のための凍結・融解方法の検討

大下雄三 妻由道明 池本千恵美＊ 米村功
＊西部家畜保健衛生所

要 約

本県では、平成 14 年度から 16 年度までの 3 年間、14 府県の試験関係機関と共同で受胎率向上のためのダイレク

ト移植方法によるウシ胚の凍結・融解方法に関する試験を実施した。

１ 培養成績試験において、耐凍剤として用いられるｼｭｰｸﾛｰｽとﾄﾚﾊﾛｰｽを比較した試験では、本県及び全国成績で

生存率に差は認められなかった。また、基礎溶液についても、牛血清ｱﾙﾌﾞﾐﾝ（BSA）と子牛血清（CS）では差

は認められなった。

糖添加区と糖無添加区を比較した場合、生存率に差は認められなかったが hatch 率では糖を添加したほうが

有意に高い傾向にあった。

２ 3 種類の凍結溶液で移植試験を行った結果、全国成績では糖類（ｼｭｰｸﾛｰｽ）を添加区が有意に受胎率が高かっ

た。

３ 1.8 Ｍｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ+0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽを耐凍剤と定め、基礎溶液に BSA と CS を加えた移植試験では両区に差は認

められなった。

４ エアーソーイング時間の 6 秒区と 10 秒区では受胎率に差は認められなかったことから、従来から推奨されて

いる 6～ 10秒で問題ないことがわかった。

緒 言

胚移植技術の普及定着をおこなう上で、凍結胚による

受胎率の向上は重要な要素である。しかしながら、我が

国で主流のｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙを耐凍剤としたダイレクト法で

は、平成２年度以降 40 ％台１）を推移しているため、受

胎率の向上が急務となっている。

また、農家又は各都道府県においても受胎率に大きな

差があり、凍結・融解方法が耐凍剤の種類や濃度によっ

て様々で、どの手法が優れているか不明な点が多いのが

現状である。

そこで、平成 14 年度は、試験 1 で移植試験に採用す

る耐凍剤および基礎溶液を決定するために、各耐凍剤お

よび基礎溶液で胚を凍結保存し、融解後の生存性を培養

試験により調査した。

試験 2では、試験 1で良好な結果が得られた 2種類の

耐凍剤および基礎溶液の組合せと 1.8 Ｍｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ(20

％ＣＳ）を用いて胚を凍結し、移植試験を行い最も優れ

た耐凍剤・基礎溶液を決定した。

平成 15 年度は、試験 3 として前年度の試験２におい

て受胎率の最も高かった耐凍剤 1.8 Ｍｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1

Ｍｼｭｰｸﾛｰｽをもとに、基礎溶液にＣＳまたはＢＳＡを加

えた場合で、どちらが最適な凍結液であるか比較検討し

た。

平成 16 年度は、試験 4 として、これまでの試験で絞

ってきた最適な耐凍剤および基礎溶液を統一し、融解条

件としてエアーソーイング時間について検討した。

材 料 及 び 方 法

１ 供試胚

生体から７日目に回収した胚で A、A'および B ラン
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クのものを供した。

２ 凍結及び移植方法

ア．凍結前処理

室温（20～ 25℃）で 10～ 15分をめどに耐凍剤

の平衡を行い、ストローに封入した。

イ．凍結

－７℃の冷却槽にストローを入れ２分後に植氷

して 10分間保持し、－ 30℃まで毎分 0.3℃で冷

却した。－ 30 ℃に達した後液体窒素に投入した。

ウ．融解方法

液体窒素からストローを取り出し空気中に６秒

保持後、30℃の微温湯で 20秒間融解した。

エ．移植方法

受胚牛１頭に１個の凍結・融解受精卵を直接移植

する。技術者は各都道府県の平均レベル以上の２，

３名に限定する

３ 各試験

試験１ (平成１４年度）

移植試験に採用する耐凍剤および基礎溶液を決定す

るために、各耐凍剤および基礎溶液で胚を凍結保存し、

融解後の生存性を培養試験により調査した。

１）試験区

1 区：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽ（20 ％ CS

in PBS）

2 区：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1M ﾄﾚﾊﾛｰｽ （20 ％ CS

in PBS

3区：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（0.4％ BSA in PBS）

4区：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（20％ CSin PBS）

BSA：牛血清アルブミン CS：子牛血清

1、2及び 4区は 20％ＣＳ加ＰＢＳを、3区は 0.4

％ＢＳＡ加ＰＢＳを基礎溶液とした。

２）生存性の調査方法

融解後ﾀﾞｲﾚｸﾄ移植を想定した方法で耐凍剤の希釈を

行い、TCM199＋ 20％ FCS＋β ME で培養し、回収

時、培養開始時、24，48 および 72 時間後に形態を観

察した。

培養後の hatch率（hatching以上にまで発育した率）、

生存率を調査した。

３）本県割当試験区と実施頭数

1区（1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽ）：15頭

2区（1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1M ﾄﾚﾊﾛｰｽ ）：15頭

試験２ (平成１４年度）

試験 1で良好な結果が得られた 2種類の耐凍剤およ

び基礎溶液の組合せと 1.8 Ｍｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（20 ％ CSin

PBS）を用いて胚を凍結し、移植試験を行い最も優れ

た耐凍剤・基礎溶液を決定する。

１）試験区

試験１の結果をもとに協議して２種類の耐凍剤を決

定した。

1 区 ：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽ（20 ％

CS in PBS）

3区 ：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（0.4％ BSA in PBS）

対照区：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（20％ CSin PBS）

２）調査項目

移植成績：受胎率

試験３ (平成１５年度）

試験 3として、前年度の試験２において受胎率の最

も高かった耐凍剤 1.8Ｍｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1Ｍｼｭｰｸﾛｰｽを

もとに、基礎溶液にＣＳまたはＢＳＡを加えた場合で、

どちらが最適な凍結液であるか比較検討した。

１）耐凍剤および基礎溶液

１区：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽ（0.4 ％

BSA in PBS）

2区：1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽ（20％

CS in PBS）

２）調査項目

移植成績：受胎率

４ 試験４ (平成１６年度）

これまでの試験で最適な耐凍剤および基礎溶液を統

一し、融解条件としてエアーソーイング時間について

検討した。

１）耐凍剤および基礎溶液

1.8M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽ（0.4％ BSAin

PBS）
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２）融解方法

液体窒素からストローを取り出し空気中に保持する

時間（エアーソーイング時間）によって試験区を設定

した。

6 秒区：エアーソーイング時間 6秒

10秒区：エアーソーイング時間 10秒

エアーソーイング後 30℃の微温湯で 20秒間融解した。

３）調査項目

エアーソーイング時間と受胎率の関係

結果及び考察

試験１

試験１で、耐凍剤及び基礎溶液による融解及び培養後

の生存性について調査した。

耐凍剤として用いられる糖の種類について、本県の 72

時間目の培養成績では hatch 率（hatching 以上にまで発

育した率）及び生存率において 2区（ﾄﾚﾊﾛｰｽ区）が１区

（ｼｭｰｸﾛｰｽ区）を若干上回ったが有意差は認められなか

った。また、全国成績においても差は認められなかった。

このことから、糖の種類による差は殆ど無いと考えられ

た。

基礎溶液については、3 区（牛血清ｱﾙﾌﾞﾐﾝ区）と４区

（子牛血清区）で比較を行った。

本県の割当がないため当県のデータは存在しないが、

全国成績では、生存率では 4区の方が若干高かく、hatch

率では 3区方が若干高い成績であった。このことから、

基礎溶液として牛血清ｱﾙﾌﾞﾐﾝでも子牛血清でも問題ない

と考えられた。

また、糖添加（1区、2区）と糖無添加（3区、4区）

を比較した場合、生存率に差は認められなかったが hatch

率では糖を添加したほうが有意に高い傾向にあった。こ

のことから、糖が細胞膜の保護し凍結融解時の障害を緩

和している２）と考えられた。

試験２

試験１により決定した、上記 3種類の凍結溶液で凍結

保存し移植試験を行った。また、データにはマイナスと

なる要因（氷晶形成時間 20分以上、胚発育ステージＭ、

ランクＣ）を除いた成績を示した。

本県の成績では各区間に有意差は認められなかった

が、全国成績では 1 区 54.2 ％、3 区 44.0 ％、4 区 46.2

％と 1区（ｼｭｰｸﾛｰｽ区）で高く、1区、3区間で有意差(p

>0.05％)が認められた。

移植試験においても、耐凍剤に糖類を添加することに

より胚への凍結融解時のダメージを緩和することが可能

であると考えられ、試験１での糖添加した方が hatch 率

が高い傾向にあったことを裏付ける結果となった。また

最近では、糖を添加することにより胚の発育段階に係ら

ず受胎率が安定する報告３）がされている。

試験３

試験３では、試験２において受胎率の最も高かった耐

凍剤 1.8Ｍｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋ 0.1Ｍｼｭｰｸﾛｰｽを基に、基礎溶液

にＢＳＡまたはＣＳを加えた場合では、どちらが受胎率

が高く最適な凍結液であるか比較検討した。

本県及び全国成績において両区間に有意差は認められ

なかった結果、基礎溶液はＣＳまたはＢＳＡのどちらを

使用しても受胎率に大きな差は認められないが、製品の

安定性を考えた場合、ＢＳＡの方が有効であると考えら

れた。

表２ 移植試験成績
移植頭数 受胎頭数 受胎率（％）

１区
1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋0.1Mｼｭｰｸﾛｰ
ｽ（20％CS in PBS）

12 (212) 4 (115) 33.3 (54.2)

３区
1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（0.4％BSA in
PBS）

10 (191) 5 (84) 50.0 (44.0)

４区 1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（20％CS in PBS 13 (208) 6 (97) 46.2 (46.6)

35 (611) 15 (296) 42.9 (48.4)合計

試験区

表１ 融解・培養成績

hatch率 生存率 hatch率 生存率

１区
1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋0.1Mｼｭｰｸﾛｰ
ｽ（20％CS in PBS）

47.0 60.0 15 62.7 75.5 102

２区
1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋0.1Mﾄﾚﾊﾛｰｽ
（20％CS in PBS）

53.0 67.0 15 65.3 76.5 98

３区
1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（0.4％BSA in
PBS）

－ － － 55.1 70.4 98

４区 1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（20％CS in PBS － － － 51.0 76.0 100

生存率：Ｃランク以上の胚の割合 398
hach率：haching以上の胚の割合

ｎ
培養７２時間目（鳥取県） 培養７２時間目（全国）

試験区 ｎ

表3 移植試験成績
移植頭数 受胎頭数 受胎率（％）

１区
1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋0.1Mｼｭｰｸ
ﾛｰｽ（20％CS in PBS）

10 (268) 3 (137) 30.0 (51.1)

２区
1.8Mｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ＋0.1Mｼｭｰｸ
ﾛｰｽ（0.4％BSA in PBS）

12 (250) 4 (132) 33.3 (52.8)

22 (518) 7 (269) 31.8 (51.9)合計

試験区
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試験４

試験４では、耐凍剤および基礎溶液を統一し、融解条

件としてエアーソーイング時間を 6秒と 10秒に設定し、

どちらが受胎率が高いか比較検討した。

本県の成績では 2 区（10 秒区）で受胎率が高い結果

が得られた。また、全国の成績においても 2区で若干高

い結果となったが、有意差は認められなかった。その結

果、エアーソーイング時間は、従来通り 6 秒から 10 秒

の間であれば受胎率に大きな影響を及ぼすことはないと

考えられた。

今回試験１～３を通じて、耐凍剤に糖類を添加するこ

とで良好な成績が得られることが認められた。また、基

礎溶液は、従来から使用されている子牛血清を品質の安

定した製品である牛血清アルブミンに代替できる４）と考

えられた。エアーソーイング時間については従来どおり

6 ～ 10 秒の間であれば受胎率に殆ど影響しないことが

判明した。

移植試験においては、全国平均で 50 ％の受胎率を超

えることができたのは共同試験の大きな成果であるが、

問題点として同じ凍結溶液で平均レベル以上の技術者が

移植を行ったにもかかわらず、県によって受胎率に大き

なバラツキが認められた。また、本県では農家によって

も受胎する農家と受胎しない農家が認められたことこと

こら、移植技術などに加え環境や牛側の要因もあるので

はないかと考えられた。牛側の要因として、とりわけ飼

料給与と子宮内環境の関係５）によるところが大きいと言

われている。

今後の結果として、牛側の要因と受胎率に関した報告

は非常に少ないことから受胎率を高めるための飼養管理

技術、受胚牛としての目安となる基準の確立が必要だと

考えられた。

表４ 移植試験成績
試験区 移植頭数 受胎頭数 受胎率（％）

１区（６秒） 14 (252) 5 (127) 35.7 (50.4)

２区（１０秒） 16 (260) 11 (138) 68.8 (53.1)

合計 30 (512) 16 (265) 31.8 (51.8)
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