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       要  約 

 

ドライタイプ ET フリーザーを用いた場合の効率的な凍結方法を探るため、エチレング

リコールの濃度、シュークロース添加の有無および冷却速度の違いが融解後の胚の生存

性に与える影響を牛体外受精胚を用いて比較検討した。その結果、1.5M（EG）および

1.5M（EG）、また冷却速度 0.3℃／分および 0.6℃／分では生存性に差はなかったが、シ

ュークロースの添加は孵化率を有意に向上させることが認められた。また、冷却速度

0.6℃／分は、生存率、孵化率に影響を及ぼすことなく、約 35 分処理時間の短縮が図ら

れた。 

 

Ⅰ 緒  言 

  

従来、牛胚の凍結には、アルコールタイプの

凍結機が用いられてきた。しかし最近ペルチェ

素子を用いたドライタイプの凍結機が開発され
9）、その取り扱いの利便性から利用が広がって

いる。そこで、ドライタイプの凍結機を用いた

場合の効率的な凍結方法を探るため、耐凍剤濃

度、糖添加および冷却速度の違いが胚の生存性

に及ぼす影響を比較検討した。 

 

Ⅱ 材料および方法 

１ 供試胚 

 食肉センター由来の牛卵巣より未成熟卵子を

採取し、体外成熟培養、媒精を行い７）その後 7

～８日目の胚盤胞期胚および拡張胚盤胞期胚で

A，A’，B，C，D の 5 段階評価で B ランク以上

のものを用いた。 

 

２ 凍結方法 

凍結は、20％子牛血清（CS）加 PBS を基礎溶

液とし、耐凍剤としてエチレングリコール（EG）

を用いた。EG の濃度の違い（1.5MEG、1.8MEG）、

糖（0.1M シュークロース（Su））添加の有無お

よび冷却速度の違い（0.3℃／分、0.6℃／分）

により 5 区に分け凍結を行った（表 1）。   

胚を凍結溶液に投入し、10～15 分間平衡した

後ストローに封入した。胚を封入したストロー

は、あらかじめ－7℃に設定したドライタイプフ

リーザー（ペルチェ ET フリーザー、富士平工
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業）に入れ 2 分後に植氷して 10 分保持した。そ

の後－30℃まで冷却し、液体窒素中に投入して

凍結保存した。 

３ 融解および培養方法 

 ストローを液体窒素中から取り出し空気中に

10 秒保持後、30℃の温湯中で融解した 1）10）。農

家等で移植する時間を 5 分と仮定し、5 分後に

20％CS 加 TCM199＋0.1Mβメルカプトエタノ

ール培養液へ投入し 5％CO2、95％AIR、38.6℃

の条件下のマルチガスインキュベーター

（MCO-18M、三洋電機）で培養した。培養 24

時間後、48 時間後に倒立顕微鏡で観察し、胚盤

胞期胚から拡張胚盤胞へ発育した胚を生存、生

存した胚が透明帯を脱出したものを孵化してい

ると判定し、その結果を耐凍剤の濃度間、糖添

加の有無および冷却速度の違いで比較を行い、

最も効率的な凍結方法を検討した。 

 

Ⅲ 結  果 

 

耐凍剤の濃度の違いで融解後の生存率・孵化

率に及ぼす影響を比較した結果、24 時間後、48

時間後の生存率・孵化率は、1.8MEG 区が上回

ったが有意な差は認められなかった。しかし、

1.8MEG 区が高い傾向にあったことから、

1.8MEG を糖添加の有無および冷却速度の違い

による比較検討での耐凍剤とした（表 2）。 

糖添加の有無で比較したところ 24 時間後、48

時間後の生存率では差は認められなかった。し

かし、孵化率において糖添加区で 24 時間後

24.2％、48 時間後 60.6％と糖無添加区に比べ有

意に高い結果であった（表 3）。 

また、冷却速度の違いでは 0.3℃／分区と比べ

表4 1.8Mエチレングリコ－ルにおける冷却速度の違
いによる凍結・融解後の培養成績

冷却速度

（℃／分）
n

24H後 48H後

生存数

（％）

孵化数
（％）

生存数

（％）

孵化数
（％）

0.3 36
25

(69.4)

3

(8.3)

25

(69.4)

11

(30.5)

0.6 37
31

(83.8)

6

(16.2)

30

(81.1)

17

(45.9)

表1 試 験 区

区分 基礎溶液 耐凍剤 糖添加の有無 冷却速度

1 20％CS加PBS 1.8MEG 0.1MSu －0.3℃/m

2 20％CS加PBS 1.8MEG 0.1MSu －0.6℃/m

3 20％CS加PBS 1.8MEG －※ －0.3℃/m

4 20％CS加PBS 1.8MEG －※ －0.6℃/m

5 20％CS加PBS 1.5MEG 0.1MSu －0.3℃/m

CS：子牛血清 EG：エチレングリコール Su：シュークロース

※－：添加無

表5 1.8Mエチレングリコールにおける凍結・融解後
の培養成績

区分 n
24H 後 48H後

生存数（％） 孵化数（％） 生存数（％） 孵化数（％）

1 16 11（68.8） 3（18.8） 11（68.8） 9（56.3）ab

2 17 16（94.1） 5（29.4） 16（94.1） 11（64.7）a

3 20 14（70.0） 0（0.0） 14（70.0） 3（15.0）d

4 20 15（75.0） 1（5.0） 14（70.0） 6（30.0）bcd

（異符号間 ：P＜0.05）

表3 1.8Mエチレングリコールにおける0.1Mシューク
ロース添加の有無による凍結・融解後の培養成績

糖添加 n

24H後 48H後

生存数

（％）

孵化数
（％）

生存数

（％）

孵化数
（％）

有 33
27

(81.8)

8a

(24.2)

27

(81.8)

20a

(60.6)

無 40 
29

(72.5)

1b

(2.5)

28

(70.0)

9 b

(22.5)

（異符号間：P＜0.05 ）

表2 エチレングリコール濃度別の凍結・融解後の
培養成績

EG n

24H後 48H後

生存数

（％）

孵化数

（％）

生存数

（％）

孵化数

（％）

1.8M 16
11

(68.8)

3

(18.8)

11

(68.8)

9

(56.3)

1.5M 17
11

(64.7)

3

(17.6)

10

(58.8)

8

(47.1)
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0.6℃/分区のほうが 24 時間後、48 時間後の生存

率・孵化率ともに高い結果であったが有意な差

は認められなかった（表 4）。 

各区別では、生存率・孵化率ともに試験 2 区が

最も高かった（表 5）。 

 

Ⅳ 考  察 

 

ドライタイプフリーザーを用いて効率的な凍

結方法を検討した。その結果、糖を添加するこ

とによって孵化率が有意に向上することが認め

られた。大下ら１）は、糖添加によって孵化率が

向上すると報告しており、本試験も同様の結果

であった。これは糖の細胞膜保護効果が凍結融

解時の障害を緩和したことや、細胞膜非透過性

という特性が脱水を促進させ、胚への凍結融解

時の障害を緩和したためと考えられた 2）3）8）。 

冷却速度 0.3℃／分と 0.6℃／分の違いを比較

したところ 24 時間後、48 時間後の生存率・孵

化率ともに有意な差は認められなかった。

S.Hochi ら４）は、最も生存率が高かった冷却速

度は 0.3℃／分であったと報告している。冷却

速度は、遅いと浸透圧障害、速いと細胞内での

氷晶形成を起こすことが知られており、そのた

め細胞を破壊するといわれている。そのため

0.3℃／分で冷却する緩慢凍結法が最も良いと

されている５）６）。しかしドライタイプフリーザ

ーを用いた結果では、0.6℃／分でも冷却時の細

胞内氷晶形成による障害は少なく生存率、孵化

率には影響を及ぼさないと考えられた。また冷

却速度 0.6℃／分での凍結は、処理時間が約 35

分程度短縮できると考えられた（図 1）。 

 

以上のことから、ドライタイプフリーザーを

用いた場合、1.8M の EG に 0.1M の Su を添加し

た凍結溶液で、従来の倍の速度である 0.6℃／

分で凍結しても、生存率、孵化率の低下を引き

起こすことなく処理時間を短縮することができ

採卵凍結作業の効率化が図れる可能性が示唆さ

れた。 
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図1 冷却速度の違いによる処理時間の違い
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The aim of this study is to examine the influence of ethyleneglycol concentration, sucrose addition and the 

difference of the cooling rate on survival of the bovine embryos after the thawing to decide the effective freeze 

method in the dry type ET freezer. As a result, it is realized that the sucrose addition improved a hatching rate 

significantly. In addition, cooling rate of -0.6℃/m is able to shorten processing time approximately for 35 

minutes without having influences on a survival rate and a hatching rate of bovine embryos. 


