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［成果情報名］ＦＶ法による牛卵子ガラス化保存を活用した省力的体外受精胚生産技術

［要約］ＦＶ法を用いて牛成熟卵子を２ステップで前平衡処理後にガラス化保存すること

により、保存後の卵子を一括して体外受精が実施可能となり、省力的に体外受精胚が生産

できる。
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［背景・ねらい］

経腟採卵は牛生体から卵子を採取する方法で、能力の高い雌牛の体外受精胚生産に利用

されているが、一度に採取できる卵子数が少ないため、受精胚を生産するためには卵子採

取の都度体外受精・発生培養を実施しており、手間がかかる作業となっている。

そこで、当場で開発した細胞等のガラス化手法であるＦＶ法（平成 16 年度成果情報）を

活用した牛卵子のガラス化保存技術を確立し、ストック保存した卵子を一括して体外受精

し、省力的に体外受精胚を生産する技術を確立する。

［成果の内容・特徴］

１．少数卵子をＦＶ法によりガラス化保存し、融解後一括して体外受精・発生培養するこ

とにより、省力的に体外受精胚が生産できる（図１）。

２．卵子をガラス化により保存する場合、ガラス化前の平衡操作を１ステップから２ステ

ップにすることにより、融解後の生存率および胚発生率が向上する（表１）。

３．当場で開発したＦＶ法により牛卵子をガラス化保存することにより、市販のクライオ

ループと同等以上に体外受精胚が発生する（表２）。ＦＶ法はクライオループ（10 個程

度）より一度に多く（30 個程度）の卵子を保存できるため、多数卵子の保存にも有効で

ある。

［成果の活用面・留意点］

１．経腟採取卵子から体外受精胚を省力的に生産する技術として活用する。



［具体的データ］

ＦＶ法

少数卵子 従来卵子採取毎に行っていた体外受精・発生培養
成熟後 作業を、まとめて実施することにより省力化
ｶﾞﾗｽ化 融解・集合

〃 体外受精 発生培養(7 日間) 胚発生

〃

図１ ガラス化保存した少数卵子の集合による体外受精胚生産フロー

表１ 卵子のガラス化前平衡ステップ数が胚発生に及ぼす影響 (平成 21～22 年)

前平衡

卵子のガラス化保存 体外受精成績

供試数

A

生存数

B

生存率

B/A

分割数

C

分割率

C/B

胚発生

D

発生率

D/B

胚/卵子

D/A

２ステップ 242 92 38.0% 43 46.7% 14 15.2% 5.8%

１ステップ 214 58 27.1% 32 55.2% 7 12.1% 3.3%

χ２検定 * ns ns ns

新鮮卵子（参考） 53.7% 39.0%

注）1. 採取後 20 時間成熟培養した卵子のガラス化液浸漬前平衡の段階数および平衡液。

１ステップ：3%エチレングリコール（EG）12 分間

２ステップ：3%EG 10 分間＋15%EG 2 分間

2. 生存数：融解→媒精後、形態的に正常な卵子数

3. ガラス化保存に用いた支持体：マウンティッドクライオループ(ループ)

ガラス化液：30%EG、1M スクロース(Su)、10%牛胎子血清（FBS）添加 TCM199

4. χ２検定 ns：有意差なし、*：p<0.05

表２ 支持体がガラス化卵子の胚発生に及ぼす影響 (平成 21～22 年)

支持体

卵子のガラス化保存 体外受精成績

供試数

A

生存数

B

生存率

B/A

分割数

C

分割率

C/B

胚発生

D

発生率

D/B

胚/卵子

D/A

ナイロン糸 174 69 39.7% 34 49.3% 16 23.2% 9.2%

ループ 242 92 38.0% 43 46.7% 14 15.2% 5.8%

χ２検定 ns ns ns ns

注）1. ナイロン糸は FV 法（平成 16 年度成果）。

2. 両区とも前平衡は２ステップ。

3. ガラス化液：30% EG、1M Su、10% FBS 添加 TCM199
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