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［成果情報名］発生培地へのリファンピン添加による牛体外受精胚の生存率向上

［要約］体外受精後の発生培地にリファンピンを添加することにより、胚のＰ糖タンパク質量が

増加し、凍結融解後の生存率が向上、移植可能胚数を増やすことができる。
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［背景・ねらい］

牛の体外受精は、体内受精に比べ低コストで胚を生産できる技術であるが、胚の耐凍性が低い

ため、耐凍性向上につながる培養技術が重要である。近年、異物排出能力など代謝機能を担う生

体防御関係膜タンパク質（Ｐ糖タンパク質）が豚の生殖細胞に存在し、また、人の体細胞ではリ

ファンピンはＰ糖タンパク質関連遺伝子の発現を促すことが報告されている。牛胚でも体外培養

時にＰ糖タンパク質量を増やす技術を開発することにより、凍結融解後の生存率向上が期待でき

る。

そこで、牛卵子・胚におけるＰ糖タンパク質量の推移を調査するとともに、Ｐ糖タンパク質量

を強化する培養法について検討し、胚発生や凍結融解後の生存性へ及ぼす効果を明らかにする。

［成果の内容・特徴］

１．牛の卵子から胚盤胞期胚までの発生ステージにおいて、Ｐ糖タンパク質の存在を初めて明ら

かにした（図１）。

２．体外受精後の発生培地にリファンピンを10μMの濃度で添加することにより、胚盤胞期胚の

Ｐ糖タンパク質量は有意に増加する（図２）。

３．リファンピンを10μM含有する培地で発生培養した体外受精胚は、凍結融解後の生存率が向

上する（表１）。

［成果の活用面・留意点］

１．体外受精胚を生産・移植する機関において、耐凍性の高い胚を作出する技術として利用でき

る。

２．リファンピンは研究用試薬として販売されており、10μMの濃度で発生培地へ添加するリフ

ァンピンのコストは軽微（約0.01円／胚）である。



［具体的データ］

図１ 牛卵子・胚におけるＰ糖タンパク質量の推移（平成19～20年）
注）1. 未成熟卵子(回収直後)、成熟卵子(体外受精前)、８細胞期胚(受精２日目)、

16細胞期胚(４日目)、胚盤胞期胚(７日目）。
2. データは４反復の平均、a,b,c異符号間で有意差あり（p<0.05、Games Howell法）。

図２ 発生培地へのリファンピン添加による胚盤胞期胚のＰ糖タンパク質量（平成19～21年）
注）1. 受精２日目より発生培地(10%新生子牛血清加199）へリファンピンを添加して体外培養。

2. データは３反復の平均、a,b異符号間で有意差あり（P<0.05、FisherのPLSD法）。

表１ リファンピンを添加して発生培養した胚の凍結融解後生存率（平成19～21年）

区 融解後生存数 / 凍結胚数 (％)

リファンピン10μM 73 / 88 (83)*

対 照 65 / 95 (68)

注）1. 胚の凍結方法：緩慢凍結法、融解48時間後に生存を確認。

2. * ：同一列内で有意差あり（p<0.05、χ２検定）。
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