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Abstract 

The objective of the present study was to investigate the effects of supplementation for in-vitro 

maturation (IVM) medium with linoleic acid-albumin (LAA) on the viability of post-cryopreservation 

matured oocytes_ Cumulus oocyte complexes (COCs) were aspirated from bovine ovaries collected at 

a slaughterhouse and were matured in vitro in TCM199 with 1，ug/ml E2' 0.02 mg/ml of FSH， 0.1% 

PV A and 0， 0.15， or 0:3 % of LAA in an atmosphere of 5% CO2 in air at 38.5 C for 20 h. After that， 

in experiment 1， the COCs were inseminated with frozen-thawed semen (5 x 106 sperm/mL). The 

presumptive zygotes were cultured in CR1aa + 5% CS for 9 days at 38.5 C in an atmosphere of 5% 

CO2， 5% O2， 90% N2 in air. There were no differences among any of the groups in the percentages 

of cleaved zygotes at Day 2 and blastocysts at Day 7 to 9. In experiment 2， matured oocytes after 

stripping free from the cumulus cells were frozen in straws with D-PBS containing 20% CS， 1.5 M 

ethylene glycol and 0.1 M sucrose. The frozen-thawed oocytes were inseminated similarly to 

experiment 1. The presumptive zygotes were cultured in CR1aa + 5% CS for 9 days at 38.5 C in an 

atmosphere of 5% CO2， 5% O2， 90% N2 in air. There were no differences in the percentages of 

cleaved zygotes and blastocysts between the LAA-supplemented and non-supplemented IVM media. 

These results suggest that the addition of LAA to the medium for IVM of bovine oocytes has no effect 

on in司vitrofertilized embryos' ability to develop to the blastocyst stage. Furthermore， supplementa-

tion of LAA into IVM medium for bovine oocytes had no effect on fertilizability of frozen-thawed 

matured oocytes or on their ability to develop to the blastcysts. 

要 ヒ。
目

ウシ体外受精における成熟培養液へのリノール酸ア

ルブミン (LAA)添加が卵子の耐凍性に及ぼす影響に

受理 2002年 3月1日

ついて検討した.実験には，食肉処理場由来の卵巣よ

り採取した卵子を用いた.実験 1では， LAA添加成熟

培養液を用いて成熟した卵子を体外受精し， LAAが

腔発育に及ぽす影響を調べた.卵子は， 0， 0.15ある

いは 0.3%の LAAを添加した成熟培養液 (O.l%PVA

添加へペス緩衝 TCM-199)で 20時間培養したのち，

-71-



張山綾子・堂地修・高橋芳幸・家田祥子・小山久一

18時間媒精を行った.実験2では LAA添加成熟培養

液で培養した卵正卵子複合体をボルテックス処理し卵

丘細胞を除去したのち， 1.5Mェチレングリコールお

よびO.lMショ糖を含む凍結媒液で凍結し，融解後に

体外受精を行った.実験 1および2ともに媒精後の卵

子は， 5%子牛血清 (CS)添加 CR1aaを用い 9日間

培養した.卵割率を 2日目に，腔盤胞発生率を 7-9

日目に調べた.なお，対照区には 5%CS添加 TCM-

199で成熟培養した卵正卵子複合体を用いた.成熟培

養 液への LAA添加の有無による差は卵割率

(62.5-67.3%)にも腔盤胞発生率 (32.0-36.5%)に

も見られなかった.また，卵子を凍結・融解後に体外

受精した結果，成熟培養液への LAA添加の有無によ

る凍結・融解後の正常卵率 (57.9-61.3%)，卵割率

(10.1-14.0%)および、腔盤胞発生率 (0-1.9%) に

差はなかった.以上の結果より，今回の実験条件下で

は0.15あるいは 0.3%のLAAを成熟培養液へ添加

しても，凍結・融解後の卵子の発生率および耐凍性は

向上しないと考えられた.

緒 = 

近年，ウシ目玉の超低温保存技術は飛躍的に進歩し，

凍害保護物質の希釈・除去を必要としない直接移植法

(MASSIP et al.， 1984; VOELKEL and Hu， 1992A; 

DOCHI et al.， 1995)やガラス化法 (MASSIPet al.， 

1987) などの簡易な技術が報告きれてきた. しかし，

腔に比べて受精前の卵子および初期腔の耐凍性は低く

(POLLARD and LEIBO， 1994 ;富永と浜田， 2001)，卵

子や初期腔に適した凍結条件や耐凍性向上について検

討する必要がある.

日甫乳動物の卵子の超低温保存に関する研究は，当初

凍結による保存法が研究されてきた. WHITTINGHAM 

(1997) はマウスの凍結・融解未受精卵子を体外受精し

産子の得られたことを報告した.ウシでも未成熟・成

熟卵子の凍結について多くの研究 (OToret al.， 1992， 

1995A; SUZUKI and NISHIKATA， 1992; Xu and 

BETTERIDGE， 1992)がなされ，体外受精後に腔盤胞や

産子が得られている (Fukuet al.， 1992; OTor et al.， 

1992， 1995A， B) .しかし，これまでの研究においてウ

シの体外成熟卵子および未成熟卵子の凍結・融解後の

生存率や発生率は低く，未成熟・成熟卵子の凍結保存

技術の確立には至っていない.一方，ウシ卵子の保存

法としては，最近ではガラス化法が主として用いられ

ている (PAPISet al.， 1999; VAJTA et al.， 1997). 庁、

ラス化法の特徴は，卵子の細胞内外での氷晶形成がな

く (RALL and FAHY， 1985)，細胞内脂肪の影響を受

けにくいため，凍結保存に比べて生存率が高いと考え

られている (DOBRINSKY， 1996; LEIBO and Los-

KUTOFF， 1993) .しかし，'Jゲラス化法に用いる凍害保護

物質の濃度が高いため，卵子または腔に対する化学毒

性 (TAHAand SCHELLANDER， 1992) と高浸透圧によ

る物理障害(浜野と演脇， 2001)の発生が懸念される.

凍結保存では用いる凍害保護物質がか、ラス化に用いる

それよりも低濃度であり，卵子や腔に対する化学毒性

が低く浸透圧障害も軽減されると考えられる.そのた

め，卵子の超低温保存法のーっとして凍結による保存

法についても検討の必要性がある.

ウシ体外受精由来腔の耐凍性は発生培養液の組成に

よって影響を受けることが報告されている (SHAM-

SUDDIN et al.， 1994; VOELKEL et al.， 1992). 

TOMINAGA et al. (2000)および、今井ら (1995) はリ

ノール酸アルフゃミン (LAA)を発生培養液に添加する

と， 16細胞期腔や腔盤胞の凍結・融解後の生存性が向

上することを報告した.本研究では，成熟培養液への

LAA添加が卵子の発生能および、耐凍性を改善する効

果があるかどうかを明らかにするため， LAA添加成

熟培養液で培養した卵子を凍結・融解後に体外受精し，

その後の卵割率および、腔盤胞発生率について検討し

fこ

材料および方法

1 .卵子の採取

食肉処理場より採取したウシ卵巣を O.lmg/ml硫

酸カナマイシン(明治製菓)を添加した滅菌生理食塩

水に入れ， 20-24
0

Cに保温して実験室に持ち帰った.

卵巣は同生理食塩水で、数回洗浄じたのち，滅菌紙で表

面の水分を除去した.未成熟卵子は， 18 Gの注射針を

装着した 5mlシリンジに 3%子ウシ血清(にCSω)を添加

した修正夕

ml入れ，直径 2-5mmの卵胞より吸引採取した.成

熟培養には，卵丘細胞が透明帯の周りに緊密に 3層以

上付着している卵子を用いた.

2 .体外成熟培養

成熟培養液には 0.02mg/ml卵胞刺激ホルモン

(FSH，アントリン，デンカ製薬)， 1μg/mlエストラ

ジオール (E2，E-8875， SIGMA)および、 0.1%ポリビ

ニルアルコール (PVA， P-8136， SIGMA) を添加し

たTCM-199(GIBCO， 12340-303)を用いた.卵丘卵

子複合体は D-PBSで5回， TCM-199で2回洗浄し，

さらに各々の成熟培養液で 1回洗浄した.LAAを0，

0.15あるいは 0.3%添加した成熟培養液を用いて，直

f歪60mmのシャーレ (Falcon，1007) に 100μlのド

ロップを作製し，流動パラフィン(ナカライテクス)

で、覆った. 1ドロップ当り 20-25個の卵子を導入し，

38.5
0

C， 5 %C02， 95%空気の湿度飽和気相条件で20

時間培養した.

3 .体外受精

体外受精には 1頭のホルスタイン種雄牛の凍結精液
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を用いた.融解した精液は TAKAHASHIet al. (1996) 

の方法に準じてパーコール密度勾配法により洗浄し

た.すなわち，凍結精液は 3TCの温水に 30秒間浸漬し

て融解し， 15 ml容量のプラスチック遠沈管に 90%

ノマーコール溶液 2ml， 45%パーコール溶液 2ml，精液

の順で重層し， 700Xgで20分間遠心分離を行ったの

ち，上清を吸引・除去した.ついで， BRACKETT and 

OLIPHANT (1975)の方法に準じて BO液を作製し，遠

心分離後の精子塊に 10mMヒポタウリン(相互薬工)

添加 BO液を 6ml加えて，再ぴ 500Xgで5分間遠心

分離を行い上清を除去した.洗浄精子は， 10mMヒポ

タウリン添加 BO液で 1X 107/mlの濃度に調整した

のちさらに等量の 0.02g/mlウシ血清アルブミン

(BSA， Sigma， A -4378)添加 BO液を加えて最終濃度

を5X 106/mlに調整した.この精子浮遊液を用いて直

径 60mmのシャーレ (Falcon，1007) に 100μlのド

ロップを作製し，流動パラフィン(ナカライテクス)

で覆い媒精培地とした.成熟培養後の卵子および卵丘

卵子複合体は 0.01g/ml BSAを添加した BO液で 3

回洗浄したのち， 100μ1 の媒精培地に 20~25 個ずつ導

入し， 38.5
0

C， 5 %C02， 95%空気の湿度飽和気相条件

で 18時間培養した.

4 .発生培養

発生培養液は 5%CS添加 CR1 aa (ROSENKRANS 

et al.， 1993) を用いた.媒精を終了した卵子および卵

丘卵子複合体は， 5%CS添加 CR1aaの入った 15ml

遠沈管に移し，ボルテックス処理し卵丘卵子複合体の

卵正細胞および、凍結・融解卵子に付着した精子を完全

に除去した.卵丘細胞および、精子を除去した卵子は発

生培養液で 3回洗浄したのち，直径 60mmのシャー

レ (Falcon，1007)に，流動パラフィン(ナカライテ

クス)で、覆った 50μlの発生培養液のドロップを作製

し， 20~25 個ずつ導入して培養した.培養は， 38.5
0

C， 

5 %C02， 5 %02， 90%N2の湿度飽和気相条件で 9日

間(媒精日を O日)行い， 2日目に卵割率， 7 ~ 9日

目にそれぞれ腔盤胞の発生率を調べた.

実験 1

成熟培養液への LAA添加が体外受精後の腔発育に

及ぽす影響について調べた.成熟培養および体外受精

を行った卵子および、卵丘卵子複合体は，ボルテックス

処理で卵丘細胞を除去したのち 9日間培養した.なお，

実験は 7回繰り返して行った.

実験 2

成熟培養液への LAA添力日が卵子の耐凍性に及ぼす

影響について調べた.成熟培養した試験区の卵子は卵

丘細胞を除去したのち，家田ら (2000) の方法に準じ

て凍結した.すなわち， 20%CS添加 D-PBSを基本液

とし， 1.5 Mエチレングリコール (EG) とO.lMショ

糖 (Suc)を加えて凍結媒液を作製した.成熟培養を終

了した卵子は 5%CS添加 D-PBSの入った 15ml遠

沈管に移し，ボルテックス処理で卵丘細胞を完全に除

去した.その後， 5%CS添加 D-PBSで2回洗浄し，

凍結媒液に移したのち， 0.25 mlのプラスチックスト

ロー(ストロー)に吸引し，室温下 (25
0

C) で 15~20

分間平衡した.ついで，ストローは，-7
0

Cに設定した

プログラムフリーザーのメチルアルコール槽に直接移

し約 5分後に植氷を行った.さらに同温度で10分間保

持した後， -30
o

Cまで 0.3
0

C/分の速度で冷却しスト

ローを液体窒素に投入して凍結した.融解は，液体窒

素から凍結卵子の入ったストローを取り出し，空気中

に6秒間保持したのち 30
0

Cの水に移して行った.融解

後の卵子は 5%CS 添加 D-PBS で 2~3 回洗浄し，卵

細胞質が均一で、形態的に正常なもののみを選別して正

常卵子率を調査し，体外受精に供試した.また，本研

究では予備実験(未発表データ)において卵丘を完全

に除去した状態の卵子を用いた体外受精成績が卵丘卵

子複合体の場合と比べて差がなかったことから，対照

区に 5%CS添加 TCM-199で成熟培養した卵丘卵子

複合体を用いた.体外受精を終了した卵子および卵丘

卵子複合体はボルテックスで 60秒間撹持し精子を除

去した後，発生培養液で作製したドロップに導入して

9日間培養した.なお，実験は 2回繰り返して行った.

5 .統計処理

体外受精後の卵割率および腔盤胞発生率の検定は

ど検定およびフィッシャーの直接確率法を用いて

行った.

結果

成熟培養液への LAA添加がウシ体外受精卵の卵割

率および腔盤胞発生率に及ぼす影響について Table1 

に示した. LAA濃度の違いによる卵割率および腔盤

胞発生率に有意な差は認められなかった.

成熟培養液への LAA添加が凍結・融解後のウシ成

熟卵子の体外受精後の発生に及ぼす影響について

Table 2に示した.凍結・融解後の正常卵子率に LAA

濃度の違いによる差は認められなかった.凍結・融解

卵子の体外受精後の卵割率および腔盤胞発生率は，対

照区に比べて有意に低かった (Pく0.01).また， LAA 

濃度の違いによる卵割率および腔盤胞発生率に差はな

かった. LAA濃度Oおよび 0.15%の区では腔盤胞へ

の発育は認められなかったが， 0.3%の区で低率では

あったが腔盤胞 (4/215)が得られた.

考察

本研究では成熟培養液への LAA添加がウシ体外受

精卵の卵割率および腔盤胞発生率に及ぼす影響は認め
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Table 1 Effect of linoleic acid-alubmin (LAA) in the IVM medium on the development 
capacity of bovine oocytes after fertilization and culture in vitro. 

Concentration N o. of oocytes N o. of cleaved oocytes N o. of Blastocysts* 

of LAA (%) (N o. of replicates) (%) (%) 

0.0 291(7) 182(62.5) 93(32.0) 

0.15 275(7) 181(65.8) 96(34.9) 

0.3 260(7) 175(67.3) 95(36.5) 

*Blastocysts were obtained after culture of inseminated oocytes for 7 to 9 days in CR1aa 
medium supplemented with 5% calf serum. 

Table 2 Effect of addition of linoleic acid-alubmin (LAA) to the IVM medium on the freezing ability of 

bovine IVM oocytes 

Freezing Concentration N o. of oocytes N o. of nomal oocytes N o. of cleavage oocytes N o. of Blastocysts* 
of LAA (%) (N o. of replicates) (%) (%) (%) 

+
十
+

0 

0 
0.15 
0.3 

127(2) 
325(2) 
342(2) 
351(2) 

188(57.9) 
207(60.5) 
215(61.3) 

87(68.5)a 
19( 5.8)b 
24( 7.0)b 
30( 8.5)b 

33(26.0)a 
O( O.O)b 

O( O.O)b 

4( 1.1)b 

*Blastocysts were obtained after culture of inseminated oocytes for 7 to 9 days in CR1aa medium supplemented 
with 5% calf serum. 
a，b: Values with different superscripts in each column are significantly different， P<0.05. 
Oocytes frozen in 1.5M ethylene glycol and 0.1M sucrose were diluted in D-PBS supplemented with 20% calf 
serum. 

られず，今井ら (1995)の報告を支持する結果が得ら

れた.

LAAを添加した培養液で成熟培養したのち凍結し

た卵子の体外受精後の卵割率および腔盤胞発生率は新

鮮卵子に比べて低く， LAAの添加効果は認められな

かった.この結果から成熟培養液への LAA添加は，成

熟卵子の耐凍性向上に効果のないことが明らかとなっ

た.

TOMINAGA et al. (2000)は体外受精終了後のウシ

受精卵を LAA添加培地で 4日間培養して得られた

16細胞期腔の凍結・融解後の腔盤胞への発育率は，

LAA無添加培地で培養した腔よりも高いことを報告

している.また， HOCHI et al. (1999) は 0.03~0.1%

のLAAを添加した修正合成卵管液を用いて作出した

ウシ体外受精由来桑実腔の凍結・融解後の生存性が高

いことを報告している.さらに，今井ら (1995) は発

生培養液に LAAを添加すると腔盤胞の耐凍性が向上

することを報告した.ウシ腔の耐凍性向上における

LAA添加効果として，細胞内の不飽和脂肪酸を増加

させるとともに， コレステロール比を低下させること

による細胞膜の流動性増加が挙げられる.細胞膜の流

動性が増すことによって耐凍剤の侵入を促進し，その

結果，耐凍性向上に貢献していると考えられる(保地，

1999) .しかし，本研究で、は成熟培養液への LAA添加

を試みたが，成熟卵子の耐凍性は向上しなかった.ま

た凍結・融解後の正常卵子率に LAA濃度の違いによ

る差は認められなかった.さらに，凍結・融解後の体

外受精には正常卵子のみを用いたが， LAA添加によ

る卵割率および腔盤胞発生率の有意な改善は認められ

なかった.腔の初期発生段階で LAAを添加する実験

として，保地 (1999)はLAA存在下で成熟・体外受精

した前核期卵子の凍結・融解後の卵割率および腔盤胞

発生率は LAA無添加の場合よりも有意に高いことを

報告している.これは， LAA添加により前核期卵子の

耐凍性が向上したことを示している.本研究では，

LAA添加成熟培養液で培養した卵子を凍結・融解し

体外受精しても，卵割率や腔盤胞発生率の向上は認め

られなかったことから，卵子と前核期卵および腔では

LAAの代謝が異なるため成熟培養液に LAAを添加

しても卵子の耐凍性向上効果が得られないと推察され

た

CARROLL et al. (1990)は，凍結・融解後のマウス

卵子の透明帯に穴を開けることにより体外受精におけ

る受精率が改善することを報告している.CARROLL et 

al. (1990)は凍結・融解マウス卵子の受精率低下の原

因として，凍結による透明帯の硬化を挙げている.本

研究でも卵子の凍結・融解により透明帯が硬化し，受

精障害が生じた可能性が考えられる.しかし，本研究

では受精率を調査していないため，今後，凍結・融解

卵子の受精率調査をする必要があると考えられた.

以上の結果より， LAA添加成熟培養液で培養した

ウシ卵子を凍結・融解して体外受精に用いた場合，卵

割率および腔盤胞発生率は低く，成熟培養液に LAA

を添加しても卵子の耐凍性改善の効果はないと考えら

れた.
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