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　G1＞／cerolが．、壊結状態・Z・保彦された精与を

PQrke∫Gq4q）の発剋’コ、　人工ヰ受精4乏揮サ1こと　つ

・λ背しられ13こと‘二，よつ、　家i甕》、坪寿‘こ牛（ハ改良

およひ噌殖，こ大きく重南ズして乏往。

　人エ授精に夕脈z、雌側の生殖細肥を有効
に剥用’勾5耳乏称ラね、受精餉あ柔多植に、よ書人工

々王娠τある。　｛Ωのう（ハ華多植‘こみいz・コ、　Donor

とRecipientの間1二かな・ノ厳密な椥醐の周

期化ψ寸必要謡つ，ひし・ZIコ受繍1而伽ト保

虜殺術の確立桝重蓼な課題くOうてざ托．言
でにn40年イ℃から、　家兎の禾多植実、験のにあに

　　　　　　　　　　　　　　　　　　わののQρ子を保存（　ようという言式みバ砲こ　れZいる。

その後1『70年イでの勧めまで・・a、主としてO°C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　アの　　の蛎人」二のラ昆度τ或にお・・丁る低温イ呆存かご言式みられk

ものの、おパ才之生傷期闇に隈界があ’，、大

さな進展1ユーみられなρ、うr三。



　　　　　　｝

　　　　　　　　　　　　，　　　　　　2

　しかしなバら・1『マ2耳・Whittinghαm，
Lei』。剛azu碧）が＼超低温下1こおいz保碗

照たマウス胚の生虜を報告Lて以、集、ロ用雪し重力

物卵手の壊紀保虜に関なる、研究バ、にわかに

泊発にはじめられ、向ρ手移植のための1司其月イ乙

という当初の目的を越えZ巾広い分野にお・寸

る利用が注目こ蘇1’」じめに。

　卵与の保r写耳乏術バ確立、これることによつ、
ま　　：才恥畠ノ笙　界　　乙u　，ユ　、　　イ慶i良　な遺イ云　二∋L　を　　も　　っ　受　精〔∫｝F｝

を移植で1ること，こよ、て、　家畠の改良が・促進

芝れ、また肉牛にみいZσ、人エ的に双与を
生産ざ¢るこヒにょり、増産バ促進これるZ・

あろう。ま尺、卵与を）索結状熊、㍗輪送訂るこ

とにより．家畠の遠距離．輻送に辱する費用や

手間汐ぐ著Lく軽城’ぎ徽る。

　遺伝単の頷域τ凋．マウスやラ、リトなどの

喫鹸重力与勿で・二才Z一に石窪．立乏れZいる系統を保lr｝

し、不慮の皐故に備えるとともに、系瀧のタ1

浸をとし　て、　交函己による系系た雄，循，過程に為・寸一る

遺イ云的変喫左チェ1リクずるこ一どがξ7角乞となる。
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また、　まれにしか・梗用ざ玖ない系統をイ泉存可’

ることにより、纏．靖経貨およ馳省力面で寄与

協るところρΨ大5い。

　発生生物塚の分野τ噂、移桓喫鹸に1ヨいち

れるイ也、1｛妾精や廉刀其目癸生の桝’究1こ用いられる

画河与・の岨・辱数を確イ呆した，！）、 生．イ巳’i掌旨勺実、験に

お・いZ一度に多量の61ρ手を」屠・辱ヒなる易合な

ヒ・‘こも孝隻立．っと一彦宅らllへる。

　低温生物’攣の分野Z鳳、大型細胞、多細肥

体の侃膏に関する格々手の研兜該料とし㍗耐

壊メカニスhムの角牟明のために用いら｝Kるz・・あ

ろう。

　このように、卵子のイ果存バ果た可役割’」、

産！巣白9にも’三掌問自つ・こも極め一乙犬きいと考えう

れる。　しかしそのため・二ほ、禾多桓才乏秣了コ〈・確立

こ蘇ていること‘ヨ毛ちうんZ・あるが5、耐壊剤、

壊紀一融解処理お・よび移植・二よって卵与に変

喫（ハ生しllねじし・ことコ〉ぜ前堤と1よつ、　5 ら・；‘ひ、

保衛雫半永人的に不変Z・あるCとρ寸望ま（い．

まE卵手1；精手ピ契なり得られる数が少郁’
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ために、葎あZ高い生存率ψ遵まれる。

　♪縣吉保鳶卵手の生唇柱鼠二藤畜ラ夜両橡剤、

）今却速度、裸存温度、保存期間、融解速度、

耐凍剤の除去方法覧数多くの專因にようて

影響を受・丁る城当勧一薦し動物卵みの耐壊

ノト生1コ、　他種の細月包ヒ爵穴こ　く　喫な　って　いるも

のの、動物種間および・卵子の発育後階あ間に

1コ、端喫的差鴇諏いヒ考えられていた．．し

かしこの毒たヒしユ逆に、卵与の耐壊メカニズ

ムI」他種細肥のそれと司じZ・あり、ま尺繭象
星生1ユ、　重力物種お・よ　び発育∫受階に　よ　っ　て　喫な・る

こヒψ寸日月らかヒなるに至ワ、　そIKぞ1Kについ

て最適条件を誤定可ることが・必辱Z・あるヒ考

えられるようになつ1三。

　まだ奉分野の研究q關始ごれにぱパ）Z“、

各種餉」｝の壊結保存技術の確立および耐）彙メ

カこでムの解明まZ・にな、こらにるくの研兜

が’1弘・等と1忍博つれる。

　本6概吼・謂し動伽暦の二襲結保劇乏術を
開項≦可ると，，司ヨ嵜‘二、1釦ρ」手（ハ而可♪東メカニス♪璽ム’こ



　　　　　　　　　　　　　　　　｛
　　　　　　　　　　　　　　　　　　5r

関勾る知1亮Lをもそ昇る目自つzいチ，・こ奪わiれた．。
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第2章　 研兜の歴史．

　」952耳、ヰ壊結精与によう受胎例が孝良告で

細紀貰瞳精卵の凍結保飾殴蛍みられZいる。

向下】与・　を曾一7臼！さ一一1臼60（二　｛⊂イ呆1写し　、　高虫解一‡告養イ灸

6個が・2～6薬田吃其月ま乙・卵劇しにことを報告

しとが、彼々「耳寓㍗に、急速壊結より毛緩慢

灘肋適しzいることお・よぴ61ソceヒ。1除去過

程に傷專を受・することなどを指才商しZいる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ1『iヲ8年にIJ、　下マeヒdows，　Mqore　激DrΩcソψ・ぴ」7q°

Cに保存これ夜家鬼受精卵を、∫he陥ahみLlh
　　　　（1958）‘コ氷晶形成下の一IO°Cによ9鴫間保存

これ尺マわ尺未受精E祠をそれぞれ移桓一まるこ
　　　　　　　　　　　　　　　　ヨぢユとニ1こ　よ　’♪局合　1∈L　をイ号、　1q60昇、　PQrroτt‘3、　一マ9°C

に）縣吉ご玖とマリス卵巣組織を毛この場所へ

自家蒙多桓しi三（（ち新生児を得在ヒ．幸良毛し1三5

．1qG3耳、　Sherm評），」－2。・Cに壊系吉Mにマ・う



ス禾受精卵を移植冨ることにょり産与を得氏
か1・ A　－20°Ch人下τ’イ呆存ざれ尺i卸」iトから嘱、産

手1」イ尋られ奪ρ、つた。　これらの喫馬食蒔い冨1・れ

右比較的緩’慢な速度τ壊紀をお・こなっzいる

右のの、植糎操作が・よ・こなれれなかう丘もあ

と1尋の秩、ざらに急速融解をしににあに生な

率が砥く、再現性に処寸E毛のヒ㌧包われる。

その後1『70耳イ℃初あ謬乙“、デ受らの孝艮告を確吉匙

あるい・コ．孝きノ侵芝ゼニる実．験屯全〈なく∫尋へ・ず＼　0°

　　　　　　　　　　　　　ジリ　のコユヨラ　　エきト　のナヱカリヱの
¢以工の温度域にお・寸る、　家吃、あん羊、　マ
1弓λ惣よFウ望♪卵与の保なに関言る確がお、

　　　　　　　　　　　　　　　　　ラこなわれに・lrマ偉、　Whitt吻hα脚乱P。1ゾ

vihソ1pyrolldlne（PVP）の存石：下z“」7r°C　・こ30

分間保信しf三マ1うス目玉よつ新生．児を得に．と孝艮
　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨヨト　のラ・告しとが・、　その後の追一言式焉灸z・石崔認乏号へ葛＼王軋

圧Z・弓P＞Pの看効柱は疑問視才れZいる。

　しかし、翌1972耳、Whittihgh飢Le1』・＆
　　きの
M（λzur・」、　マ1うス日孟を　Dr幽e†hyl　sulfoxl〔fe

（DMSO）存f壬，下　1こ・・系蜜1中曼♪莞…去ア　し　Z　　－1『6°C　　7ヤ　よ　てバ

ー269°C」；イ采1言　し　、　系妥寸曼扇宏角犀子変多　く　・ハ珂三か￥生／写
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1てみり、禾多桓後新生児を得たヒ報告し、1司
　　　　　ラ圭手Wil納uて！ユ、司様ζの方法z・）栗条吉一島虫解ざ亡r三

マウス胚を培養した結劇高率1こ発生苛るこ

とを認あに。彼．ら《甫いた方法鳳た〔≧ちに再

王見十生乞毛つことψ寸確去匙芝激、噺η子（（〉彙系舌／保存

技術σ急速な進展をみるに至うに。夙後、墓

本的に彼らのら鉱を応用冨うことによ’漢験

動物みよぴ家畜の‘1回与め壊雑保r写の言穴み〃響な

ごれ、かなりの成果をあ1デるに至うた。
　　　　　　　　　　　　　ヨの　1『ワ3昇、Wilmuて　＆Row∫Oh　lユ2M－DMsoの信

在下Z“‘ラシの後莫自印E盤月包を・－1q6°Cまz㌧柴系毒L、

島虫解一t告ノ養後禾多オi亘言　る・こ　と　・二　よ　つ　1雇良σ、新生．

児を得た。わ才ρ・1頭Z・博あっ丘が・、この成

功弓家畠によ・‘する6ρ与の衆紀保侮の司倉と斗生を

示し亀点Z・大きく評価」軟Zし・る。

’詞耳、Bαhk＆Mαure二D‘コ、家に麗難一

畠巴解後移植しZ王幣rま胎児を得、翌1臼74年、

W胤inghαm＆Adα讃、♪縣吉一融解ぼ厳

家兎旺を移値後、8彦負の正掌産子を得と。
　　　　　　　　　　　　　　　　　の　1『「74一耳、　Whiてtihghom　＆　Whitten　IJ・　222



｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　9

日間和樫案中に保辱し尺マリス胚を米’勲・

ら英薗へ空翰し移植後産与を得、実用的な
長夏月イ呆今みよび遠隔地輻送．の司角と・性を添｛た。

　　　　　　　　　　　　　ラで．らにWhiてtingham（i曾74ウIJ、　マわス月壬盤月乞

を用いZ、DMSOの流加および・除玖温渡を仁ヒ較

し、　添刀ロ温度1こかか才つ　ら　篤“、　3「r°Cにびヤ駄丁　る済余

却噛当奪こヒをネし、またLe　i』・，　Ma乙u函
　　　　　　　　　
」αck。wskl（τqワ4）．・コ、マウス2一あ・よぴ8細肥

期旺を，嶺し・Z、最適壊系誕度ヒ最適融解速度

の間に木目関関傑が・あるこヒをイ、｛紀。

　弓1ソト胚にお・いZ岨、　尾’U・佐藤・橋本・
　　　　　　　　ゆ　　　　　　　　　　　　　　　 イわ
木艮岸・与賀（19「73），　尾’fl・友田（円マ4）舌・よび覧

　　　　　　　ぽラ1大｝海　　・　ラ易　原　（扮マ4一）　力曵覧、　　　－r7『lo（ニ　1こ　イ呆　rら一　し　　f三　胚　　を二

移植（z正常胎尼を得、その後げ夜確窒素中
L二壊系吉保r写」鷲へ正ニラ1レト旺を．1手1いz菜斤生一レ∈Lを

　ラヘロタマラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヤ

得瑞一方W猷tihgh鏑（Rマ5）も、灘師》
ト旺を移桓しZ∫頭め正衛月台尼を得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　タヨラ
　1臼マ6昇、W旧αdse〔，　P。1ge，2・w5。h蝕M・・r

に「、　め　ん」羊葎Eの♪東系舌イ采有（（万覧τ力　を幸艮・告一し　1三。

そ皮ら　，コ、　・－1臼6。C‘二保r3．乏　Ψ～τ三，桑実月d三冒ろ・よ　てド用E



1．0

盤月巳を．禾多オ直可ることにより、　8頭の新生児を

得た辱。

　1曾76耳、　ム羊にみいても胚の互表系吉イ呆1写の破

　　　　　　　　　　　ウ功例がBi1て。h＆M。。reにょり報告ざれた。彼’
ら’」・、、1M－Glyceヒ01　r写1壬。下　Zい一1．『6°Clこコ柔系吉保

虜ごれた後期旺盤飽よつ3頭の新生児を得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ
　聡㈹dq，やarkeh吻みChnhヨ（階6）1コ・未
受精卵の灘吉（一ワ9°c）を試み、マ1うスOP与の、

生秀・柏EIJ比車交自勺低率Z・・あうたものの、．ハム又

9一卵与z・1コ融解後の俸クト受精1こより島率に

精．手侵入〃・ぐ見ち｝侭るこヒを窪見着≒（τ三。』ざらに

　　　　　　　　　　　　　　　　ヨの秘rkehl〔6，－kUh。dα＆Chαhgqq76）・9♂ワρ゜

C　に藻篇これたマウス禾受精印を，Whiてtih9一
　　　　ガラ
hαmqrマ7）i」、－1q6°cに壊結されεマり又未

受精6｝のをそれぞれ融解後、体タト受精をみこな

い、」らに鵜植可るじとにポ薩手齢暑た。
　　　　　　　　　　　　一方、　1『マ3耳（バーf列以、央1戎τ力樽ljが’イ暑られな

　　　　　　　　　　　　　　　り汐＼づにウシにおいZう、19761茸〔二1彊貢、τり「rマ
タの

耳に甑主ヒしZGIγcerσ選1引いて〉鵜一融
解さ軟尺月壬よ一り5’豆負の産子が・報告7敵、以後



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　「1
　　　　　　　　　　　　　マo％を怠える高い台壬娠率を得る、こ至っzいる。

　大萄》分の㊥与）東結実験に、」、耐）東斉11ヒしz

脳soあるい・ヨeレcer。1が臨用いられてきた武
　　　　　　　　　　　　　　ヨわ］r77耳・Ml卿・τ・みlsらlbαsh・亙E†hylehe

glyC・1（Eωヵ福い保護女η果を毛つこヒ繍告

　しそ6（後、他のGlyc。1類もある羅度の保護
　　　　　　　　　　　　　　さヒ　効果をもっことを明ら∂・に（島尾1い弁上
　　　　　　ちの　・　友1王】q臼守「～）1ひ．　〈ノ，IV－Dl旧eτhyl　fonmornide　（

DMFハ）の有女力砧Eについても示唆したカΨ、…曉Ll乞．

のヒこう生！写産与1ぴ得られzい奪し・。

　　　　　　　　　　　　　　ラ　近算、Whlτtlhgkam（19ワワ）1耳・壊系右保虜」

．れヒ、．突熟変喫系統Oど5系統のマウス受精

¶卵を移植宕るこヒにより再一び系統が確立ぎ淋

ることを示し、壊鮎こよる系統保彦の可能柱
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロを実証した。　ざらにW隔て亡lh弓hムM（1ρワ7）・9・

放身可系粟二役与下て・・2『ヵ目間薬系吉イ呆信」れたマウ

ス月孟の庄．今虐王を示し、　－1『蔦゜（ニーにお・1丁る卵与（ハ

長頁月保喬の司能権も、一麟良れ．っ・ある．

　以」二に述べ1三報告．1馬一』卵条臼一月包一肉一己一氷晶一が㌧汗多

成乏暗へるこヒを：避・丁る’1乏あ、’毎一分0、1で＞1、－O°C
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禾呈度　（（緩・r曼　な）彙系春法、　む　よ　び急分4～2ケ゜C　牙呈

度《翁…・漫な吊宏解法を用いZよ・こほわれZいる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　こ斗へ‘＝ヌ：1し　z、　近耳、　WFI］1αdseh（1Rマ「r）　お1よ

　　　　　　　　　　し　　 どわ

びP。1θeみWIUadseh（1Rワ8）・ヨ・めん羊目杢お・

よ　び・ヰ月壬を一30～－45°C耳　乙・・系妥慢粟糸吉　し　τ三め　ち

液俸窒素中z㌧亀速〉東系吉し、．ついz・・急速扇虫解（

∋607C／分）「冴うこと1こ」り、1葛い生、♂客三率…をそ｛尋

ることを報釈ε・その後、WhitUhgk餉，
　　　　　　　　　　　　　　　　ケWo。d，　Fムrro、いt，　Lee　8しHo、i5ey・qRマR）・o、　こ（7、

方法をマウズ旺《壊系吉に用いZ［司様の鯵瀦果
をイ弓、　－30～－43°Cか｛う　急｝」兎ン金去P才斗へf三61iη系田月包

肉に弓、氷晶が形成コれたものと系詰命した。

こ｝民IJ、系日碍己肉）東系乙が・1～・こるこヒ‘こ」：ノ）月玉がt

死漁葛るヒ湾宅られZし吃従来の概念を大さ
く変える右のZ・・みる。系妥小曼壊系吉法，」賄渚『ヒ手

間かごかかるにあ、今後弓、　よつ急速な右芝が・

昌高考巻才球へることヒ｝｛Zわれ．る。

　なお＼哺乳動物卵子の壊結保～写に関しZ職
　　　　6曾）　　　r～O♪　　　　　　　　　　　　　「「D　　　？2）
菅原（19マ2，1976），Whltてlhgh卿（1973・1曾74’
　　　　　　　7…r）　　　　　76）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　77）　てヨラ　　　　つりig79－976，1977，階8），　Mαurer（R『6）、　W繭いτ



　　　置　　　　t　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13

　　ワどラ　リ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　おラ　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨむラ

（T976），　－Moσr＆　Biltoa（1r’ママ），　1⊃olge（19f了「r），

　　　　　さり　　　　おとレ　ヨヰウ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨワラ

尾H｛（1『「τ「τ，　1978），　　　　　　　　　　　　Polge激WIIIodseれ（19ワ8），

宮本q9マ紅舳（197§61などによる継魅み

られる。
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第3章　マ1うス受精卵の藻結保蔭

　D南写し重η物卵子の〉東系吉／保信耳乏称うが急、速一に発展

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨの安る引ぎ金ヒ恥崩hi帽hghαmらqq72）の
喫1鹸IJ、・マわス受精卵を’」司いzお・こな斡訊た。

マわ又Z・吼仁し較的簡単に多数の卵与を得る

　　　　　　　　　　　　　ムこヒが’Z・さ、Oρ与の命）索・性．も1窃くいざらに｛動

与仇体外嶋養や移植4乏塚ラが訂z・に確立乏れz

いるだあに、帥与め；蘇直保昏こ閲じZ最毛多
　　　　　ル　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
く（〈石ナf’先1〃Ψr3乏｝侭75f乏重力身勿種Z“あるび

　マわ又受精吻め♪縣吉条件を殺豹可るOとq、

直‡専種々（ハ系続をイ呆庵苛る色あ‘：穫立つ唐力＼

家畠を4じあ他種の・謂し動物画略の》蘇吉めた

め（（基礎自勺柴o亮Li乞イ尋るτしあ」二も有用Z・あると

彦宅られる。このように、卵与の壊桑吉條存の

分野z、マ・う又受精卵め県E詔受劇1翫極あz

夫きし・もめと魁われるが、本実験乙、・6、マウ

ス受精σ1ののより優れに壊維方．ラ去を朗登し、ざ
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ら1＝1コ6P与の而「1壊メカこズム1く関可る知亮Lを

毛そ弓る目自勺乙・、　尋ず・○°C払人上の温度玄或に，おrつ

る保湾・其月間の限界をしらべ、　ついZ・、オ直うkシ是．

度、珍却速度、保俘温度、保信期間、）棄結液、一

融解速度、荊可）彙剤ヒその除去）右法など種々の

辱凶八壊紀一融解ハK正マり又受締ノPめ生
存柱に皮ぽコ影響，二ついで検言訂し在。
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第2節　低温保存バ胚の生今性に及ぽコ影響

　壕継処理をお嘘なう際にG、必鼠的に胚を

劉註～○°cにご5伝而橡剤を撫帆な、悌

1丁なら13いが℃、　ごれらの温震お・よび面可二索斉q琴

丘・下に・おu丁る月玉の生r写ア艮界を日β1らo・に可るこ

とほ・侮gトて・卵3一を二吸う上Z・、ま尺耐壊剤の

奉性を知る上㍗、曙夢Z噛る．まE精手1ζみ，い

葛」、D°cへの急激な）％P’二よ5傷」書，いわ

ゆる寒〉令衝撃がみられる八㊥引こお・いZI」

○°cへの〉含却速度・こついz・コーまとんど湾慮
ざ　淑．　Z　　し・　な　し・。　　オ～　実、験　Zh　IJ　、　　♪栗系吉イ采、♂琴．’美1、験　に：．

先立うz、室温とo℃間の均却有いL加温速

雇、お・」び各種耐壊剤の鳶百、下にλ吋る20お

よび0°Cイ呆鳶・が、　マウス桑実月王の生1写’十生に及

ゆ守影響について検釣した。

工実、験オ究料お，よてバ方ラ去、

　4－～10’ユ墨今の工CR系雌マrラスに5～「r51．　u．の

PMSGおよ　びHCG　を48時戸詞月闘隔z・月夏月皇内注」射L
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て過排卵誘起後、1司系の雄ヒla居さ亡た．翌

卑月月窒栓の魁られた此匡マウスを、HCGラ主卑可イ灸マ5～

7鴇問目i二屠殺し、室温、碇棺を麓縞る
ことにより桑実期の受精㈲を採石又しE．薩流
りし

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

液および昌保信喚・こ・」・DulbeCC♂βph。Spkαてe
　　　　ロ　　　　きわ
』モ予ered　s・llneに、　O、33㎞M－s・dlum　Pyru四τe，

5．96MM－eluc。se－00Lu，／耐Pe6ic出lhe，

5〔鞠／mi∫†repτ。㎞ycinお・よぴ3困9／m1　B・vlne

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨリserum　αlbUFhih（B∫A）を添力口し　たラ夜（PBS）　を’革1

いた。採取これた胚、」、同液z・2画塊埠後、

形態的に正常ヒ庖われるもめを実験に秩した。

　室症ヒ○°C間の）令却速度およひ1カ・温速度が

その後，の月盈の生虜．性に及．唐・石「景多響i皇検岩τr冨る

実験㍗」、あら・・じあo、2m1のPB5左入れた

カ”ラス、参℃験管qOxlOO囮m）　［Pに胚を5r－1；イ固

才つ鵜し左のち、試鹸管を室温のア’しコ引し

中に浸し、　7ルコー一しにドr＞イ7イスの・ト片

をカロえるOと1こ」：3p＼（毎分0、2ヶ、0，ダお，よ

ぴ・2、。Dc）孤るい13試験管え直才勧kフド1ぞに浸

マ才こ　と‘こより（毎命40°C）　0°¢　ま　z覧ン金去Pし11≒。
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ラkりk中に6。分間保っとのち、室温に放置する

か（12°C／分）室温牌’渥可。ヒqう（21．・°

c紛），室温1通ど・ほのち胚を1動又しz培養

をおこなつだ。・ご

　2σみよぴ○°Cに保今」れ氏胚の生信柱をい
らぺる転験て・・3、あら〃・じめ20あるし唄ぴc

に保っだ、つ、2祠のアB5あるい13’ k鰍のDMSO，
正G，G1γcer。1郭るい、⑰MFAを兼、加ほPBSを

含みま鳩剣多1アに直蒋胚を鵜L一司温度に裸唇
し　た。　　一一定B≒・闇（∋（一▽2hr）　後、　F）B∫　　導7　にイ呆弓

亡τ三右の弓1三1ごち‘こ南三をとり訟し、而可♪索斉qを

馨み診《・3、室堤にZO、2，α4お、よび04

納1のPB∫を5分間隔z・・力口えるこヒによつ而ヨ）東

斉・1を二希1釈し1三めち旺を1互1咤又し＿それぞれ｛新魚羊

なマBsz・洗ラ争後、堵養しに。

　培養液に・」、－5、－5Gm咋Gluc。se，0、5mM－S。よ

lu旧pyru》oてe，2なm’Mるσdlu副ocτaτe，100

LU．／耐Pehlcmihe｝・獅9鋪11－S†rep↑。鵬γdハ

お・よひ・4囮6／囲B∫A－一をi添加じた修正Kre』∫－
Ri（ger　Bic。rb。hατとcピR』）三ラぜ1）を甫一㌧簗ぜ矛過一
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斌菌（0、ヨノ《）し　τ三培・養ラ夜桑勺　0、4㎞1を　シャ　＿　し　　（

48傾川φ）にとり、あらかじめ5％CO2を含む空

気z・飾興氏∋7°Cに加ラ易5れた流動ハ・う7

インz・需需へ37bC、鱈％空気，既cO2の炭
1酸が又培・養装置肉に一静置し、温度およひ気相

を平衡乏芯たのち卵子を彦遊《てZ培益した。

2～3日ヂ愛に　丘xpαhded　』10s幽「ocソsτま　zh発喬し

たものを正’常O生1写旺ヒした。

正喫験系吉果

　室温と二　〇°C間のン令去P速度お・よ　ひ・・刀日ゴ易∴邊…」咳、ρ・〈・

○°CにGO・分間保なごれたマウス桑喫旺の生傷

小生に及Lぽ「才累多響をしらべr三実、験系吉果を丁a』1e

1に示した。いずれの〉令却速度および加温速
度によう処王里後も、胚1コ島率（89ハ＿100％）に

E×Pαhded　b1α5τ・Cysτまz・・鮪し、速度によ

る差噂全く兇られ奪かった。
　20°C　に：　Z、　面可）秦魯1を・含　ま　な　し・PBβ、　　」只　る　い

’σネ重／z　（ハ而可）東肩・1を添カロ　L　た　PB」S　I『フZ・・イ呆傷ご　れ

た胚の生、今率をしらべ・，た｛契焉農系吉果をTム』1e　2
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甲に保存ξれた胚4、24蒔間後右、葛い生傷率’
（95隔％）　をイ呆っ　r三　汐ぐ、　　硲」日馬一月占『イ愛．i二’｛」　29％　‘こ、　「72

時間後に‘ユ．の句“ψ・マ％i「Z“低下した。1、5M－EG

あ’ 驍｢’1召　1、5図一G1ン・ceヒ01を・含み下・BSI干‘こ／保r写

．これた胚の生房執」、PB5区に仁ヒベ、　z若千低
し　、イ直．Z・・　あ　　っ　　た　　コグぐ・、　　　’司率葺乏　ケ～　イ頃向　　を一　｛〒ミ　　し　　7三　。　　　こ　　｝K．

　へ　　　　　　　　　　コ

1ニヌ可、し　Z、　1、5噂M－D〔＞ISOを！含　1弍〉下）BΣ～を1司い　た土易合、

丁・bτe「・　Effect。f　th・・at・。f・。。1i・g　and…mi，g　b，伽，e，

・。。・t㎝pera加rg・・d　O°C・・th・deve1・P…t。f・・u・e　emb・y・s．

st・red　at。°C　f。r　60　min．

Cooling　rate　　Warming　rate
（°Clmln） （°C／min）

No．　of　embryos

Cooled Recovered　　　Developed　to

　　　expanded
　　　blastocyst
　　　　（％）★．

0．25

0．5

2．0

40

12

210

12

210

12

210

12

210

25

25

　む

29

30

30

30

32

25

25’

20

18

29

27

29

30

24（96）

25（100｝

19（95）’

17（94）

26（90）

23（85）

26（90）

30（100）

★　Percentage　of　recovered　embryos．
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Table　2．　　　　Survival　of　mouse　embryos　stored　for

with　and　wi　thout　cryoprotective　ag6nts。

varlOUS P。，1Gds、t　20°C　in　PBS

岡edium Duration
　　　of

storage
　　（hr｝

No．　of　embr，yos

Stored　　Recovered Morphologically
　　　　norma1
　　　　　（％）★

　Developed　to　ex－

panded　blastocyst
　　　　　　（％）★

PBS

PBS＋1．5岡一DMSO

PBS＋1．5M－E6

PBS＋1．5M－Gly－
cero1

PBS＋1．5M－DMFA

　6

12

24

48

72

　6

12

24

　6

12

24

48

72

　6

12

24

48

72

　1

　3

　6

12

15

20

20

30

30

15

28

28

］5

20

20

20

20

15

20

20

20

27

25

19

20

20

14

20

20

28

30

15

25

22

15

19

20

19

20

15

19

20

20

26

25

18

20

20

14

20

20

28

28

15

25

2］

15

19

20

19

20

15

19

20

19

26

25

18

20

11

（100）

（100）

（100）

（100）

（93）

（100）

（100）

（95）

（100）

（100）

（100）

（100）

（100）

（100）

｛100）

（100）

（95）

（100）

（100）

（100）

（100）

（55）

14

20

19

　8

　2

14

15

　0

15

18

14

　1

　1

14

17

15

　1

　1

19

　0

　0

　0

（100）

（100）

（

（

（

｛

（

（

95）

29）

7）

93）

60）

0）

（100）

（

（

（

（

（

（

（

（

（

（

（

（

（

95）

70）

5）

5）

93）

89）

75）

5）

4）

76）

0｝

0）

0）

★Percentage　of　recoverad㎝bryos．
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§

蚕

Σ

房

　　　　　　　　Duratlon　of　storage　（hr）

Fig・　1，　　　　Survival　of　mouse　embryos　stored　for　various　periods　at　200C

ln　PBS（O）　and　PBS　contalning　1、5　M－DMSO｛▲），　EG（●），　Glycero1（△｝　or　DMFA

（ロ）．

月壬二の生信・…率5‘」、　12月毛F皆『手受60％，　2∠トB寄間後0％

ヒ、乏、ラ敷一ニィ氏下とτ三。　ざら1二、　i、ぢM－DMFAを含

み？B≦τ・IJ　3且嵜間イ呆r写後の笙了写率，」可z・旨二〇％

乙’あつ、極．あz険い毒性をテ、、在。

　フ　t」Lアス　月壬を．’司イ孝Lのイ呆彦嚢　・rP　」ニラ琴遊て　「ヒ　、　○°

Cに保存しほ実験の結果を％』le　3および・
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Table　3・　　　’Survival　of　mouse　embryos　stored　for

w1㌻h　and　without　cryoprotective　agents．

var10US perlods　at　oOc　in PBS

岡ed杣m Duratlon
　　　of

storage
　　（hr）

卜｛o．　of　㎝bryos

Stored　　Recovered Morphologically
　　　　noma1
　　　　　（銘）★

　Devel　oped　to　ex－

panded　blastocyst
　　　　　　　（鑑）★

PBミ

PBS　＋　1。5岡一D凹SO

PB5　＋　1．5M－EG

PBS＋
cero1

1．5M－GIy一

PBS　＋　1，5M－DMFA、

　6

12

24

48

72

　6

12

24

　6

12

24

48

72

　6

12

24

48

72

　1

　3

　6

12

24

30

25

25

35

25

15

20

26

15

20

33

28

20

15

25

33

30

20

20

20

21

22

22

28

24

25

33

25

14

20．

26

15

20

32

27

19

15

24

31

29

18

20

20

19

22

22

26（93）

24（100）

25（100）

32（97）・

13（52）

14（100）

20（100）

25（96）

15・（100）

20（100）

31（97）

27（100）

18（95）

15（100）

24（100）

30（97）

20（69）

12（－67）

20　（100）「

20（100）

19（10σ）

21（95）・

7（32）

26

17

11

　3

　2

14

11

　0

14

19

　8

　7

　1

15

　9

15

10

　0

15

　4

－0

ヨO

　Q

（

（

（

（

（

93）

71）

44）

9）

8）

（100）

（

（

（

（

（

（

（

55）

o）

93）

95）

25）

26）

5）

（100）

（

（

（

（

（

（

（

（

（

38）

48）

34）

o）

75）

20｝

0）

－0）

0）

★　Percentage　of　recovered　embryos．
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Fig・2に示した．而錬肴リを含言ないPB∫中に

ノ保1写｛Σ｛ぺ7三月玉の生～写率喝、20。Cに保信ごれ尺

場合にヒヒペz急激に低下した．1甜一EG寓
てバ亀@LgMレーGI》／ceroI添ヵロ区　z鯛1；、　24日」i与間イ呆春＿そ灸

の生信率記o°蘇伽こ比べz低し・但z・あつた

が1 A48B嵜間1保’1写後，」みしろ1葛いイ亘z・みった。

髄これ1ニーヌ守し　ご、　1、3M－Dlレ1SO　お」：　ひ・・1，ぢ一1レ1－｛）M1『A

裳
レら　
重

芝

房

　　　　　　　　Durati。n。f　st。rage（hr）

Fig．　2，　　　　Survlval　of　mo1」se　embryos　stored　for　various　periods　at　OoC

in　PBS（O）　and　PBS　contalning　1．5卜1－D卜1SO（▲），　EG（●），　Glycero1（△）　or　DMFA　（口）．
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添刀1コ区　zい1；、　20°（二・保！写　の　仁易合　ヒ　1；iず1司様に二、

そ仏ぞ’れ24一手、・よぴ6B寄間後の生存率は0％

を吊した。

皿　ろ察

　室遍から。°cまz帽弓却速度お・よびo°cか
ら　　1奎ニ　ラ、濫互　・二　戻　　一iし　速！≡i芝　フク爬・　　OOC　　1こ　60　〈〉　間　イ呆　rr事．　し　　1三　　マ

ウス胚の生存柱に及一7・コ影響にっいてしらべ
た糸着累（T’ム』1e　l）　、　　轟云1速ノ斐・こ関イ系．なくに喜7し・生

酵ψ碍られた．陥ttl噛阻薮W。le∫（1969弩）

ほ、　マiう尺　2細肥其月胚を一毎分4、5および’0、i°C

の速渡乙磁゜c尋z・怜却しで保～写なる実験をみ

こなし＼）金却速度帰胚の生琢性に累ラ響し碩・

Oとを幸夏告しZいろ。　また、　マウス8系国月包其肩
アコラ

　　　　　　　　　　　　胚み」ぴマウス未受精卵にお・いでも、O°ごへ

の）名却速度、」生存任に影響しoし・とこれzい

る。　これら（ハじとρ・ら、　マウス（卯｝与Zhlコ、　精

子にみら淋ろようないわゆる寒蕩衝墾は7ノら

れないヒ考えられる。　これ・；タ可しで・Cハタリθ一

　　　　　の　　の（1臼牛「r，　1？4－8）’コ、　ケ～0°C一へ急ン令これた豪鬼｛≧
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細月2其日胚I」、系妥慢）令去P才れ丘白Pみにじヒペz生

存率がご低下することを観芝峯L、、卵与1二おしぐz

も寒治葎穆琴が存1L守ると考えた。．近茸の報告
　　　ヨのロ　ろヰヨゐちロ　　　　　　　　　　　　きなレうロク
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨので・ね、　マ覧1フズのみならマ1・、、家屯7）・よてバヴシ受

精〔廟こおいzもo°cまz・・急）叙た喫験バろく、

一項呈に弓卵子6寒）含葎5響IJ認められZいない
毛・　の　の　、　　dレ～　ん　羊　南三z・’邑」、　　－7°⊂（過）金去P）　ま’Zl・1包、

）ぞゴろことによ！）生．弓．率かごイ堅下した，ヒいう季艮

婁）もみられ、マヴZ未受米蔀毘家老），ム革ろ，

　　　　よぴ亀リシ胚の）棘吉保存の際、○°CまZ・を毎分

1°C程度の系妥・漫ン令去Pをおこなっ廷実1験がみら

れる。　このようく、　室穿」鼠から○°C　ま㍗の速度

についZi耳、　」必て‡“しも一蓼女Lπ』系吉累ρ寸イ昇られ

てお・らず噛、動物種お・よひ・卵｝の墜脅段階ご・と

に検言可召ろ1～当奪が・あううと恩れれる。

　マ　リス用Eのイ呆弓．其自間と　生傷・1柱、（（関係．を　し　ら

べ1三実鳥灸の系吉果、面『’〉索斉4を含ま陰いPBS‘干～に

保r｝芝れrヒ胚の243嵜間そ麦の生、存ぎ率・ひ、　20°Cz“

lJ9∫％、　z“あっ　r三の　1ニ　タ：1し、　0°C　乙幽’‘」44％　z“あ

つに。可なわち、マ・う又桑喫旺の保信qo℃
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にじヒへこZ20°Cの右z押やや適しZいると一包h斗へ

　　　　　　　　　　　をのる・W蹴tih幽紡q969）I」、マウス2細虐
其貝月左ミを　PB5　にラ撃・遊（「て仁　Z　　O，　タ　お・よ　び］0°cに

保醇Lた紀稟、生今．・率・」鴫間ヒ共に低下可る

が、翌渡による差・コないと報告tzし・る。茸
　　　　　　　　　　マの
た・W駐t吻h傭（lr74）I」、0°cz“PB∫中に
マウ又桑実胚擁刀期匪盤月舷保存した場合、
マ2～lzo　」B毛「間後毛・，喜〕し、生．弓率（68～93％）　をぜ〒、

「才としZいるz》・駅　本’実駿乙・4」昇ら〕夙たイ直、ユ、　こ

れ　　よ　　リ　イ塗　L・　イ直（曾％）　Z叩　み　　〆♪　、　　　一一　致　　し　　1コ：　ρ、　っ　　た　。

耐可♪索有qを含　｛む・液z・1月壬　を　長β嵜間保1与　し　た　実濤会一ユ

ねヒんど1な」れZいなeψΨ、而可）彙斉qの卵みに

玄守ヨる三毒寸生を一矢ロる上Z・喚味ゴ果い。本喫㌦験の系吉

果εGある…」αycer・碇添ヵ12ほPB辞Z
イ呆r事．乏　唖へた日iEの生今率、コ、　7）BS　を用いたt易，合

1こ近し・イ直を示　し　、　’云1而：P東斉IIlJ極あ　Z着、が生かい少

ないヒ4任唄II乏畳へるo　Cれらに比べZ、DM∫Ol菖
やや毒’卜生かじラ会く、　DMFA　lこ　至，っ　Z　聖」、　甘つ　i「llか　3

時間保今後、二六部命め胚ヵ“傷薯を受1↑匠こと

か一ら、胚、二とっZ・」極あZ毒牲．が彊いと考え
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られる。

　室温ヒ碗間の）％P一加温速度お・よびPBβ

中あるい’3各種耐〉菓剤今伍下にお4る保母期
間（○°C，　20°（二）　力寺、　　マ．‘⊥フ　ス．桑　，i契胚（（　生1鳶．イ「生　｝こ　及一

’すπ‡影響にっい？検言可した。イ暑られE主な系者

・果IJよ人丁二の通ノ）Z“ある。

L　　　O°こ　1こ60分間保な　て　申へ1三月正・」、　室ラ昆と　○°

　C間の）令却みよぴ加温速度に関係なく、高

　い生存率ぎ示し丘’。

2．　而可♪更膏1を含渉ないPBS甲に、保信乏れた胚．

　《生な率’」、0°Cに比べ・Z20・Cのわ略力、

　つ在0
3．　　20評、る　い　4　0°c　下z・1、　i、5－M（（EG浜る　い，3

　G1》／cero1ぎ添刀ロし1三PBS甲に・イ呆1写芝れた胚

　」コ、　　タ翼、考｝ミ、刀ロの　PBS　　を　1与斗　し・　1三玄易合　1：近し・　生r奪

　！卜生を吊しために対L、PM∫○添刀口区の生な率

　1コ　や　イう　尾し、ラ薯女1こイ昏下　　し　、　DMFAラ柔丸ヵ1コ区　z馬・」9、　　3

　．θ嵩間後（ハ生弓率z漣20（ノO％さZ顎低下した。



2曾

この．Cとか’ら机EG需よ．ぴ（｝1ycerDlのマわ又

月丞’ニタマ可ろ姦イ住’」本羨あZイ医く、D図≦○、」いく

’分奉性をもち、囲FA口強力な毒柱を為っヒ

滝えられに。．



　　　　　　　　　　　　f
　　　　　　　　　　　　　　　　　　’i5。

　第3節’植ラk温度が・胚の生な性に及」ぴ零景多響

　精子の〉吏結の降、陶」植氷、陥、こ舗れzい’

　ないが、㊥子の壊結㍗‘」、「般に大ぎな．過〉今’

却を避σる儲や難繭の氷、壷、下1～2・cの温

度ゴ訪い襯ラkがお・。躰配し・3°魏本実駿

・㍗」、♪索結実験の第一段階としZ、♪縣吉液の
ラk晶i〒多万又’誘起（ネ直ラk）♪髭1度かく・　－20。C　3　z・・壊結ざ

れに胚め工彦’卜生に皮ぽ塀多響につい7Bべ・．

た。

工　喫焉灸赫料お」二び方法

無方法岬煎1ψmら（1弓7231）によるマ

・うス．受精巨病の壊系春法乞多少4疹正しZl・司いた、。

5ん10週今の工CR系雌マわスに過緋帥誘起後
交画己乏ぜ、　3日目の与喜を㍗B∫び涯♪寵コるこ

ヒ　に　よ　り桑実月｛E　を乙司収　し　た　。　　一多B　の月正lJ　苅具弓、

区ヒしzβε・ちに癩．餐に秩し、残・ハ」］○へ20

個言いつ、浜らかじあ0、bh　1の？B∫を入れ尺力・・

う　ス言六∴馬灸管　中　に移　し　Z　　O°こ　うkっk中　、こ♪萎　し　て）令
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却t丘（40°c扮）』而可壊剤ヒして、スらかじあ

O°Cに）令却芝れε」∋、OM－DMSO添加PBS　O、1浦

を0、05㍉笥1題“つ2≧画に分こ↑Z添、カロし、　それ⑤シ矢

5分間の乎後1を1～・こなった（最終濃度｝、ウM－

DM∫○）。

　フ但張の有無が一206Cに）東紀1仏r三胚（（生彦

牲にノ如7コ影響をしらべ・る喫験㍗4、一部の

試料lg－20℃アしコーし中、こ堤入しz急）令し、

他“試料・9一ヰ℃7ルコ引レ中・こ渇して椴分後、

ヲ夜俸窒素Z壌却工れ之緬付針の先端臼蘇吉液

面‘て3、れる（こと1こより植ラκを，誇こない、　㌻分

後に一20°cアルコー，し中に殺〉＼しに。

　植氷温度が・－20°（二に♪豪系吉さ1べた胚の生存イ生

に及ぼコ影響をしらべ・る実験㍗菖、ドうイア

イス片をア’しコー’しに添カロ了るこ，とにより、

1°c／分の速度乙・－4，－9あるいロー1≧°cコz・・

〉今まPしためち桓米したが、－12°C」2・過〉今却

乏れ1三言式料噛」、　わ守・”かの物理白くヲショ、1ノつに，よ

つ自然＼に，米齪日f多成汐殴・誘起～れ」三。植ラkラ呈度に

ケ分尾『イ呆っr三の，ぢ、再．・び・1°C／・分の速度z・・－20°



　　　、　・　　’　一　 ・　　　　　・　　　　　　　　　　　　32

C渉乙㌧舎却した．5た一部の献料、よ一［ユ・C

ドに之氷晶形蔵穫た闘に一耽ア｝レコーレ恥乏
　ノ塚ヒ）　し　　Z　　｛ヨ｝　分　間イ果　？　　た，　の　　ち　　、　　，丙喝　τド・　1。ご　／〈〉　（（　速　度

て㌧20°cさz髄）今去取た．．『

　♪今却一裸存の過程Z・アルコー，し温膨曵宅昇

マるのを％眈るたあに・Fig．3．1こ剥ため

ノ雫

」、〉一　〉

Fig。3・　Diagram　of　apParatus　used

for　cooling　embryos．

Low－temperature
thermometer

Samples

1盟ess

PIastic　beaker
（500m1）

Ethano1

Styrofoam

　　　　　ノ

「　・γ：

　　’、　　　　　　　　　　　’

Dewar　flask

Solld　carbon
dioxlde



33

な低斗昼気不目を拝へ　い　た。　言式料1耳、　　－20。C　l：　30分

間4呆1写し1しのち室温空気中に放置可るこヒに
ょ　っ扇虫解オ　1仁（8、玄一゜C／〈〉：－20～蝸5－°C）、　’i室虚Lに：

てO・2，0・4お・」二び’○、8h（1のPBSを3分・間托翁

て“加えZD庵艇殿階的に希釈し乱のち胚を回
嫉又L　た，。　〔Σ　ら　に新魚羊な　PBSIこ1毛Ei皇禾多し　Z　21亘ユ

現孝しにのち修正KRB嚢z“2～3日間培後し、

Expahded　blRSτocソsてまz騙’発看したものを生

存6’ρ子とした。

工　　　’美乙験系吉果

　まず1、桓男（の有無、かご一20°（二に，竃、）合～れたマ

ウス胚の生鳶性に及ぼ苛影響をしらべ順結果、

Tρ』Ie　4．1こ示．葛よ♪）に、　－4°（⊃z“植ラκご　れた胚．

の生存率（90％）が1、採卵後たBちに嶋倭」畝

たヌ丁黒区（％％）に近，い値Z・協ったのにヌ双て、

種うκをお・こ　なわ可“∫：こ一20°C　ま　z・・、竃、〉令・ご　｝株　r三耳iE

の生傷率（24－％）1コ大．ぎ（イ医下ゴることzぺ認あ

られた。

　つ　き・・‘こ、　桓ラκ♪易度が’、　一毎・分　I°C　の　速．度　Z・・
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・Tab1・4・　Effe6t。f　seedi・g。n　th・deve1。P・ent。f

・・use　m・rula　emb・y・s　after　rap損f・eezi・g　t・－20°C．

Tヒeatment No．　of　embryos

Frozen Recovered Developed　to
　　expanded

　blastocyst
　　　　（諾）

Seeded　at・＿40c

ドithout　seeding

　　　　　　十Contro1

75

55

63

54

80

57（90）

13（24）

77（96）

・★

@Percentage　of　recovered　embryos．

＋　Embryos　were　cultured　without　coohng．

Table　5・　　　　　Effect　of　th守　tβmp已rature　at　which　ice　formation

was　induce¢　on　㌻he　development　of　mouse　morula　embryos　frozen
to．＿200C．　．　　　　　　　　　　　　『

　　Seeding
temperature
　　　（°C）

No．　of　embryos

Frozen Recovered Developed　to
　　expanded

　blastocyst
　　　　（％）

一4

－9

－12

＿12＋

74

81

77

48

70

72

68

48

62

41

20

24

（89）

（57）

（29）

（50）

★　Percentage　of　rεcovered　embryos．

＋・箏：，二器ntls．181舗ll°1、窒ISc瀦elδ三i思Ble：tWlε1／綿ls“
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一20°Cまz”♪東系吉ごれ1三マρフス胚の生有．性‘二及

1鯛影響についz検言胆偏紀稟、」転』leε

に示ずごヒ〈、－4℃にお・いz植ラκをお泣oつ

た場儀融解一培養後の胚の生琴率q89％Z・
あったのに灯し、－9°（二植米区z’覧18ぢ7％，　～ら

に一12°CにぢいZ氷晶形蔵’駅誘起これち場合

の生今率‘」2艦にとどほつ旧ノ鯵かに桓＊温

度の砥下ヒともに生弓率バ低下可る傾向バみ

られ乃。一方、－12°CにZ氷晶形成後た冷ち
にニー4－°C願ア’し　コ　ー’し中に戻　し　τ三（ナ、ぢ　一20°（1　ま　乙’息

力却した場合の月灸の生ノ写率1」ケ0％Z・ムり、

－12°C　植うk－〔三（29％）　1こ比くぐ～二　し、　く分改善才～依

たものの、なお低率にとど茸つた。

皿　考察

　壊秦吉嚢の氷点、噸、添刀ロこれる而可♪索斉IIの濃度

によつ喫なつ、　了、タル4－D〈イ50を含4パPBSの場合

系勺一3、D°Cて“ある。　二奉実，験1こお・い・乞、一一4。eでご・植

氷を　み　ご　な　っ　た場合　1こ仁しぺz、　植ラk，一乞　よ・．気三　な　n

わoかうた瘍合、ムるい18－9－1v司z°Cに一お・ひ
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Z荏1評ぐした場合の方が＼－20°Cに♪豪乗吉乏れた

胚《生な牲の低いoとが・観察ぼれ紀。W届てセ
　　　　　ウのlhgk甜η（扮77）1コ・LタM－DMSOを含む？BSに薄

遊ごせた8細乞期マ1うス胚を種々の巌度τ嘔
づk後一7rb　6°cま　z“♪愛系吉て才る　1実、駿．左　み　こ　孕　し・、　オ亘

氷温度が・－3～－6°ピτ博月壬の生唇率弓低下しo

し’八一マ～－1．○℃τの．植ラkz・I」急激に低下し、

－12°c以下z・1耳全く生峰しないことを聖告し
　　　　　　　　　　タr三。尾川・友田（四74・）および尾川・友旧・薄
　　　ヨ　ゆ共（19マ5）IJ、　マ1うス，　5・りトおよび家兎胚を

一τつ60Ciま　Zい壊系差｝　（．　、　植ラk．　を：評ゴこ　なわ　rよカ、っ　た

場合i」生唇旺の得5れないこ・とを報告しzい
　　　　　　　　　ラるo・さら1こあん羊．月玉にお・し・でも、　」7（一一10°（二

z1’桓ラκ　し　た工易合‘・こじヒへこ　Z、　－1曾（ノー20、｛ジ゜C　z帆＊こ

晶一形成バ誘起2れ1三場合、生、彦率〆大乏く低

下蕊るじとが・穰告1れZむり、一般に、・低最

にお弓る＊．晶形孤’弓、旺の生彦イ生にヒって極

あで有薯Z“あると湾えられるσ内う毎・三中噌ア・
ラ易ノ兼（τgrr（錫㍉」、　スト［コ＿‘こ入れたつ”ノト月玉を

植氷をみこなわずに約「20°c．で氷晶形煎・誘起



3マ

イ委たr三こちにカロ温し、再び㌧令去Pする方彦、を甫い

Z生ら胚を得Zいるブ・・、本実験において、

「2°cにzラκ晶形成後にεち’ンヰ・cにもどし

たのち再てバ）今去PLた‡易合、　いくr念イ嘉〆警碍緩衆口

乏れたものの、‘才ぐれ1三生信率墨ユ得一られなか

った．げこめじとρ・5、ノ低ヲ易一こおけるうk晶形床（・

そめも《ρΨ何らかのイ第害を月壬に与えるのZh　5

ないπ八ヒ．考えられるが・、　一方z㌦」－12。Cにお

嶋桓うκ自体，備害で・・。ビとし・う報イ㌔みら

れる．低易にお’寸る桓米にょる傷喜の機作1こ

　　　　　　　　　　　　りのついZWhittingh餉僧7マ）臥細梱彙礪造
φや変イしを受け、　その後の月彪未バ順調に冨可ユ

ないめZ・qないかε堆剥しZいるが＼詳細に
ついrとIJい言　「ご不θ月Z“ある。　い可“≠へ1二　L　Zも、

卵与の凍系吉においZ・」、精子の壊結の際に生

じるよう奪大さな過均却を避け、｝縣与痩のラκ

点下数度の麸度域z・桓うK齢泣弓う頑z1・あ

うう。
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　本節2鼠マウ又桑喫胚を1棚一DMS。を含

のPBSに弩遊ご℃て一20°cま乙・玲却し、灘吉

液のラκ晶形瓜場度渉暇の生な椥こ及ぽ言影響

につい　z　亡　らべ’、　っ乏’＼ハ桑店果をイ旱7三。

L爬氷処．≡哩を施胴’『に自玉を一20°cへ急馴『

　ることによつ、生！写率IJ落しく低下した。

2・　植米温度が低下！冨るに従っ1ご胚の生存率
　’コ　　イ歪～　下　　　し　　た　。

3．　－12°Cζ・・米晶形、成・7れた旺IJ、ににちに

　一4°cへ戻して〃・ら再ひ咳却召ることにより、

　いく分生傷十生が・改」善才れたが・、なみ半之段．が

　傷害を’受1寸た。

4　以」二の痛果から、－4℃禾呈度の島い温度域

　で’の桓うkが8さ．しいと結論芝れ．る。



　　　　　　　　　　　　　　　　　3臼

第4節壊結速度および保唇温度バ緩慢融解

　　　　これた胚の生存柱に及ぼす影響

　　　　　　　　　　ヨのW績t吻h餉ら（1972）の報告以央哺乳動
物向円与の壊系吉に関宣る殺告1コ数多く見られる

汐Ψ、その耐壊メカニズムに閲召る禰究、」比較
　　　　　　　　　　ウの的少ない。Mqzu　r（1曾70）・コ、細砲の壊条吉速度

と〉轄のメカこπ・ムに関して二辱因仮説（鞠。一

干acてor　hypoてh〈∋sls）　を発表　L　・た」か8、　　，こ　れ．’ユ、

壊結速度が最適より右速く奪ると細月包からの

脱・」κが・不十分1ぴ紀あに細月乞肉⊃彙系吉か“お・こ！）や

すくなつ、細肥の生信率’」激少葛るが、これ

に対しZ最適速度よ’，右遅い速度ご煉結乏れ

た細月a・コ、系旧耳包争ト♪巣系毒の乱ノ）にゴ震1縮2叱しに細

月a肉外の溶液に長い間こらぞれることによる
し・虐ブ　リ）　る　‘‘∫oIutjOh　effects”，こ　よ　っ　z　4島・害l　i三

受つるヒいうものZ“みる。マ吟又受精Eliηの壊

」結にみい1Z・9、　α2へLO°C／分程度の緩十曼な）令

却速度が必須ヒ考えられでし・るが・、Cれ恵、

Mαzurの説によ救1コ・、マウ又胚・0∫dutr。h
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effectsにようよ・♪獄細月a内♪棘吉lqつz
逮り瘍害を受・寸伺いこと臆：味しZいる。

本実験厭二孕因仮説に基づ・ぞ、）縣吉速度の

も〉意義についZ検討し印嵜に難戸樽鋳
間の短縮を言｛起みた．もめZ“ある。

一噛H　実験符料および労法

　　タ～10週令の工CR系雌マウスを帯法に従う

て過排卵誘起後雄と交配させ、Hce注自マ衡∫

～77時間目の棺擁流して桑実期の胚を得
た．灌琉液あばびウ縣吉液に・」FBSを1覇いた。

形態的に正’常と恩1つれる胚を10～20個才つ、

○、lhっi一のPB∫を♪＼・Kr三プ7・ラス言戎、験管（IOxloO匿｝→

か、　あるいIJスクリュー・キマ・レフ゜イ可のフ゜ラZ

干・レつ吉式馬貧管（τ2×90mm）に禾多し、直芋宅米？κ

中に漫冨ここによつ0℃さ乙・玲却した。画墨
度で’、　∋、OM－DM∫0添、力口丁）B∫　0、lM了　を　O、09㎞1　qh

つ2回に分けて加え、　それぞれ5隔分間の平獲う
をおこなった（賃…ε終濃度　1、i∫M－DMSO）．つい乙・
し

試料を一4°⊂アノしコー’し中にラ曼L、3～∫分復
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’二桓ラκしZら分間保った（ブ）ち、　一アノし：〕一一’しtニ

ドライ7イス片を♪悉η口訂ること1＝より）令去下〕し

た。

　）令却速度が胚《生、唇柱に及、，すす影響左しら

べる実、験zhJ、毎分0、2タノ　τ、0，　∫お・」び・τo。

cの速度z・－lo～一マ雪゜c間の種々の温度言z唯

結後、　それ」をナしタ分間イ呆っτ三のち扇宏解（た。

－7タ゜C　：ま　Z亀㌧金去Pし　た言式料の一一音「＞IJ、　適体望素

η“又・4コzu－196°Cま　z・）柴i薬吉　し　た。

　緩慢）令去P後の急、）麓が1胚あ生今，ノkiEに及‘言・冨景多

響にっε検言『「tに実馬灸z・1ユ、毎一分1。cの速度

Z“－20～－60°Ciヨ罰の種々の・温度ま乙”吉式料を）金去P

後、たに’ぢに一鷲℃アノしコー，し中・こ浸墳して

急おしに。

　月莞L7κ誘起時間　を，　t　　ら　　ぺ　た　喫鳥灸　Z“　’」、　乏毒・命　」～一゜

cの速度で一ヶo・cユ乙・壊結後、周温度に一定
B寺間・i呆一う　1E　（わ　rら、　一・τタ。C　ア　ル　コ　ーノし甲に♪蔓∫責

しZ急ベカーし「三。

　／保為一ミ易　度　　ヒ　！保　奪’其！ヨ　間　（ハ　関イ桑　’：ニ　ー）　し、　πこ　　亡　　ら　　（ご

た契験一Z…」、尋分1°Cの速度z－29，一タ0お
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よが一73℃ずz嚇〉今却律、それ乏・れ一2ζ・Cスト

・ノ力一，・一タo°cおよ’び一マ㌻゜c7ノしコール中」：

保軌たド90°c保6区㍗」、アノしコ引レを

ゴよう竜装置を考集し、系勺「2鯖間こ・1とにドラ

イ7イス（300～3570θ）乞補充した。　その系吉果、

7ルコー1しの温痴さケ。土2・cの範囲，幻に保尺

れ尺。

融解・」、才ぺて室老註気甲．に試料を放置冴

るこヒによ’坊こない（鰐c／獄一ワ9～－10°cλ

室激・α2，α4鵠ぴα8mτの？B∫齢分間隔

z’1添加して

DMsoを希釈

した。回収
した月る‘コ、

PB∫z”洗う争

後修正κ尺B

液乙・2～3日

闇堵養し、

E×P4レrd《｝d

Gauze

Styrofoam

Solld　carbon
d「oxide

　　　　　　Samples
　　　　　　Stainless　basket
　　　　　　Ethan。1（－50°C）

　　　　　　Dewar　fl　ask

Fig．4．　　Diagram　of　apParatus　used　for　storage　of

samples　at　－500C　for　prolonged　period．
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bレλsでocソ～t　唇　z・～嚢≦育　し　だも　♂、　を生房．胚と半’1定

　ほ・砲み一7r℃に90日間保鳶芝れ尺胚の

融解後22時間晴養したのち、偽ほ娠4日目の

πC∫系雌マ1うス．の与宣に移桓した・偽仮娠・」

精窃吉紮して不位びることP魂かあHら蝶
1雄と女配芝亡るこヒによつ誘起した。

　丑　実験結果

　種なの）令却速度Z・壊縮わKたマウ又桑曳胚
　の各暁鼠度1こお・ける生鳶十生をTa』）、e　6お、よひ・

Fig、5に♂・Lた．毎分0、2タお・よび11、。°Cの速

度z“だ却～れE胚I」、－75°cまご1壊結後毛極

　あZl喜アい生存率（9マ～98・％）左柔（尺oΨ、一四6。

Cさzい）令却匂ると二生「写率IJ　61（－66％‘こ低下し

　τ三（ドf9．6一α，　b）。　　こ二　れ’二女r「（　て、　奮分㌻゜c　（ハ

痙1咳i一乙い〉令去下7乏　財し　f三旺（ハ　生r㌻率曜ユ、　一一20　　お、よ　／〆・

一∋O°C‘ ｾ乙ll）途まP後それぞ・》・丸97お・よ「び・92％Z・・

　あっにが、一牛0みょぴ一ケ○°C乙旨」若干低下し

・（そ．れ乏“れ6臼お壱「び・72％）、　その4委一60，－75。C
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T・b1・ち　Survi・・1・f叩use　m・ru1・㎝b・y。、　aft，。

va「1°us　t・mperatりres弓t　diff・脚t　c。。11hg・・tes，

freezing　to

Coollng
　　rate
（OC／mln）

　　Frεezing

temp∈rature
　　　　（OC）

No．of　embryos

Frozen Recovered Developed　to
　　expanded『

b］ast。cyst
　　　　（％）★

0．25

1．σ

5．0

10iO

一20

、∵50

－75　や

一τ96

一20

－50

－75

－196

一20

－30

－40

－50

－60

－75

。196

一10

－20

」30

－40

－50

－60

－75

50

50

50

ア4．

64

52

63

54

53

51

42

59

53

73

29

52

58

70

71

55

55

53

49

50

50

68

6T

51

61

52

52

50

41

59

52

69

29

5τ

56

68

70

51

5丁

5Q

47（96）

48（96）

49（98）

45（66）

55（90）

43（84）

59（97）

32（61）

50（96）

44（88）

31（76）

45（76）

24（46｝

24（35）

5（17）

48（94）

48（86）

34（50）

33（47）

16（31）

1（2）

0．CO）、

★．P・・ce・t・g・。f・e…e・ed・r戦yd＄・貫
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じ輪温度ρ砥下訂るに従って減・頻た（それ

ぞ・株46お」び’3ケ％）o　乏らに玲去P速度を毎分

IOOC茸z｝・」：lrrl・るヒ、　生1今率」コ温度の、イ低下ヒ共

Fこ　　Jr　　ら　　‘：二　、急♪敷　13　　イ亘宝　下　　　を　　ミ〒L　　し　　、　　一一60　　才≡ゴ「よ　　てメ・＿叶～：。C

ま乙喚系吉後の生育率’」それぞ・れ4．舘ぴつ％

色、6ヒんと・・コベ、Zの胚が・傷害を受σた。

　これ5比較的急速な壊系五にみられる傷害σ、
月彪火速度が〉令去P速度に立豊いつZ・・官・1、　系田月包内1こ

米晶が形放芝れた結果お・こるのZl噂qし『・かヒ

100

翁

）50
蚕

；

お

　　　　　　　　　　　　　一60
　　　　　　　Tempera七ure（°C）

Fig・　5・　　　S貝rvival　of　mouse　morula　embryos　after　freezing　to　various
temperatures　at　the　rat臼s。f。・25（O）・1・0（4）・5・0（・）and　10（・）°C／・1n・
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椎須4　（　、　十・今月1乏っk　ユ　憂べ．、　ηP　え　z　，急ン令η紺1『負邑な

温庫或をLらぺ．る紀あに、試料を毎命1°cの昌

蓮度2種々の墨度まひ均却後、－7㌻・c了ルコ

ール甲に穫入しZ急、治舜る喫、験をお・こなう7：三。一

系吉粟一・つ一To』1と’「τ‘こま芝斗へ㌧ヒ1いる。・－20才γJrひ・

－3b°c言で・．緩慢）今去両麦一7好cへ急）令乏恢在胚

ケ～生彦率13それ診れ21ら・よぴ3％Z・ムつ、’言

とんどヨベ・乞の胚が傷喜三受・サた、しかし、

」40ρご．．か’ら急、）娑工れ托胚z・hコ38％が・．生虜しz

一　T己ble　7．　　　In　v可tro　survlval　of　frozen－thawed　mduse　morula

embryos　己fter　rapid・cooling　to’－750C　from　various　tempbraゼures．

Tempera七ure
from　which
’　coo1εd　rapldly

　　（OC）

No．of㎝bryos

Frozen ReCovered Devel　oped　to・ex一

やanded　blastoヒyst
　　（諾〕★、

一20

＿30「

－40

550」：

－60

－75＋

54

62

59

50

52

63

51

．60

53

49昌
52

61

1（2）

2（3）

22（38）

42（86）

43（83）．

59（97）

E・b・y・・h、d　been　c。。1，dざt、，at，。f　1°C痴，　b，f。，e，apid

cool　ing．

L★@Percentaゴe　of　recovered’embryos．

＋．Embryos　were　cooled　to　－75（～C　at　loC／min．



4「了

お・つ、　－90　お・よ　ぴ　　一60°C　カ・ら　の‘急、♪令　」て…　よ　って、

芝らに高い生4率（それそ・れ9砧・よぴ8。％）

が4昇られた。

　上記の喫蕨乙1＼一ぢo・cぎで緩慢治却乏れた

旺左」75・c耳z・急珍可ること・こよ’ハ葛い生な

率が得られ尺の、3、一夕○・Cに乳、いz誘Zl・に＋

分尺にフκがコ》ん2“いr三1ちのと稚ラ則5れる。一

方、　コ1乙、1｛二　T6｛』1e　　G　に1〒、し　た　．よ　う　1こ、　奮命ダ゜

Cめ速度z・壊紀乏れ！三旺の生彦率「q、’一ケo°c

にみい7・つ％％z｛・ムうたが・、－7ゲcz・弓劣％

に低下し在。そこ軌吾分ケ゜cの速度乙煉紅
芝れ廷旺左一タO°Cに一定時間保つことに」り、

適切にrに氷がわみ一一75°Cへの急〉令踊耽
うるこどカ“ン弓えら．れ1匙のz’巳、　♪欠．の実、i験をあ’こ

（｝うrと。その多吉果、丁ム』τ（竃δに♂〒rξすよう・こ、

毎分iヲ6Cの速度乙・・－50°Cきzワ・♪舎去P才依巳言式料

をたεち・ニー75°Cア1しコーマ’レ中・ニラ受テ責した場

合、生房率1ユ極めz低率（4－％）z・あ’ノ、ぢ分

間一タO°Clニイ呆ヰ奇後急、ソ箋し乞も《乞・旨つ14．％z・あ

つた（Fl9．6』C，　d）。これに対し’で、30分間同
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T、b1。8．　Effec毛。f　th，　ti。。　h，］d、t．50°C　b，f。，e℃dpid、。。1i，l

to　－750C　on　the　development　of　frozen－thawed　moUse　mo卜ula　embryos

in　vitro’

Time　held　　　・

at　－500C＋

（而n）

No．of　embryos

Frozen　　　　　　　Recovered　　　　　Developed　to　ex－　　．

　　　　　　1panded　blastocyst
　　　　　　　　　（％）★．

0

5

30

60

90

120　．

180

68

　　

127．

169．．

81

69

40

67

66

122

167

72

67

40・

3（4）

9（14）

76｛62）

98（59）

43（60）

49（73）

24（60）

，☆@Percentage　of　recovered　embryos・
・Embrシ。s　had　b色en　c。。1ed　t・－50°C　at　5°C／min．

温度に保特したのち、と、急ン宴処埋をお・こ唇った』

湯合1’月王のレ生．！写率・コ62％まて・上昇し、　そのぞ麦

q雪○°cで’の保循時間を180分間まz’延長し
ても生弓率弓L言げ周じ但（60～73％）τ・あつ1三

（Fig．6－e，　f）。

　条田月巳内9トの濃系名才れた三容メセ1三よる三361utlO町

effedtsが東結乏低た旺に及ぼ訂影響をしら

べる正あに、旺を毎分1°Cの速度z“－2タ，一タ0

お・よてド・一75一σCき乙・ン令i三f〕し　てイ呆傷し、　殺時白勺1～
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li斉虫解し　‘と　生辱寸生を　し　ら　べ薦。　Tα』le　9　に示可

よう　に、　．－2らbC　に．　1，　6，　12　　およ　てド覧24昼寺間6呆

存」れに胚の生房率・ひ、それ営れ98，6し4一

および’0％z“あり、比較的矢彦時間z・・傷薯を受

げることが観察ユれた．－50°Cl二執・zl，

3，　7，　14お・よてド30日間保〔今7　｛へr三月壬へ生．今

率’コ、乏れそれ87，73，タ1，5お・よび0％砂

あ　つ　、　　－2しy°こ　‘ニ　ヒヒ　ベ　Z　長莫目間イ呆奉y1ウぜ『1臼とz“あ

つ1三が、　この温度z㌦JO斜保信P艮界がみられ．

1三。　これにナ寸しZ、　一「τタ゜Cに！保～写τれ「三彫Eの

生傷率Lq、　1時間後98％で・あ、Eめび24時間

後に「riヲ％｛手Z“・低下したものの、　そ（（後鳳3～

90日闇保今しても15とんど低下し弓かっと（
G4～80％）。

　一「r5°Cず90日間保：房乏払1三旺を高史解後22匪寺

間培ン養し、正南なB1鼠5↑oc／～て言ひ発蛮したも

爾うち8個をReci　pi　ehtの1A覆・6乞こ移植

（ヒ結果、妊娠22日目に2匹の正単な塵．手を

分娩しr三。



50

Table　9．　　　SurΨival　of　frozen－thaw巳d　mouse　morula　embryos

after　storage　at　－25，　－50　and　r750C　for　various　perlods．

ム　　Storage

　temperature
　　　　　（°C）

　Duration
・f5t。rage　Fr。zen

No．of　embryos

Recovered 1Developed　to
　　expanded

　blastocyst
　　　　（％）★

一25

一50

一75

　　’1

　　6

　12

　24

’　7

　1

24

　3

　7

h

h

h

h

days

h

h

days

days

14day5

3σ

　1

24

　3

　7

14

30

90

days

h

h

days

days

days

days

days

50

51

58

52

40

55

56

56

48

60

60

53

74

55’

60

65．

45

30

47

51

51

52

32

53

55

55

47

59

58

51

69

51

56

59

41

28

46

31

　2

　0

　0

51

48

40

24

　3

　0

50

52

39

45

42

30

｛98）

｛61）

（4）

（0）

（0）

（96）’

（87）　、

（73）

（51）

（5）

（G）

（98）

（75）

（76）

（臼0）

（71＞

（73）

18＋（64）

★　Percentage　of　recovered　embryos．

＋　Inc11」dlng　early　bτastocysts　developed　after 20　hr　in　culture．
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一　　Fig・6・　　　Phase－contrast　phot㎝icrographs　of　frozen－thawed　mouse　embryos．



wl　th

a．

b．

C．

d．

e．

f，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　”．52　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　Explanatゴon　of　Fig儘　6．

All　th・m・u・e　eggr　we・eβ馳。t・9・・phed　und・・aph・・e－・・nt・ast・i・…c・P・

・xlb・cu1・・舜・d琴10。bj・・tive．　A11・・g・1ficati。・x160・　－

Agr°up°fm°「ula　emb「y°r　justとfte「tり・wi・g・E・b・yq・h・d　been　c・・1・d、

t・－71°C・t・・25°C1而・と・d・t。・ed1・1畑d・1t・・g・h．†h・・ea・e．f1・e

・。・ph・1・gically…m・1． C而。s　a，d。，e　d、m、g，d．，mb．y。．，

Ag．「°up・f・mb・y。・cult・・ed　in　vit・・f・・48　h・after　th・wi・g・E・b・y。・

h・dbee・c・。1・d　t。一ラ50C・t・．25°C／・in　a，d・t。←，01．，1iq、id・it，。gen：

Th・・6・ピ6・i－phρ1・91ca1］y－・1膠b1・・t・cy・ts　and・ne・hrunk・ぬ

．embryo，

F・・remb・y。・j・・t・ft6r　thawi・g，「 d・bry・s　h、d　been　c。。1，d　t。－50°C、t

5°C1・i・and・i㎜・di・t・1y…1・d‘ 煤B－75°C，ap途dly．　All　the　e㎞b，y6、1。。k

i・」・・rd・　　’「　　　　¶　・　　辱
A．9「°up°f㎝b・y。s　c・1t・・ed　f・・争8　h・aft・・th・wi・g・、E・b・y・・h・d　b・ep

cooled　to　－500C　at　50C／r甫n，　heτd　at　＿500C　for　5　mi’n　and　then　coo16d

t・－75。C．、pidly．　All　the　e。b．y。，　a．』、t，et1、．ithi，　th，、。，a　6。11、cid、．

み9・。・p・f・mb・y。・j・・t・fter　th・wi・g．　E・b・y・・h・d　b…．・。61・d㌻・．50°c

・t5°C！・r・，　h，1d、t．5・。C　f。，6・mi，、nd　th。，　c。。1。d　t。．75・C，、pldly．

Th・・e．　are　five　m。・ph。1。gically，。，由、1。。rula㎝b．y。，、直d。，6　d，m，g，d

emb「ﾁ゜1　　　　　　　　－
A．9・・up・f・mb・y・・c・it・・ed　f・・48　h・年fter　th・wi・g・．　Emb・y・・h・d　bee・

…1・dt・二50。C、t5。Cノ。i，，　h，τd、t－50・Cf。．120mlnandthenc6。1，d

t・－75°C・apうdly．下h・・ea・ef。・・e・p・・d・db1・・七。by・t・a・d。h・d・g・・e卜

ated　embryo．
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皿　考室

　）今却速度がマわλ旺の生存柱に及ほ・訂影響

を検言：rし7：三系吉稟（Tσ藍』1e　6）、 毎分0、25　畜よ：てバ

1°Cの速度z・－75bCぴZ・胚ゴを⊇吏結後、生房率

・り全く低下しな〃・った。これに対しZ、畜分

タ゜cの一速度τ・壊結乏れ氏胚の生．傷率q、藻紀

温、度の低下ヒ契に低下し、一毎分10℃の速1度z・

壊紀乏れ庇場含1つ、より急激σ低下．がみられ
　　　　　　　ウリ1三．。　Leibo（19「τ6）’」、　吾分15δcの速度zhマ←7

ス1桑田目巳夏弓受精卵を壊籍〔丘揚合、－3ζへ・－4ら゜

C間て・生r写率バ，乏、、激に低下ズることを荏剋察し

　　　　　　　　　　　タヨウ島乏らにLeib。（1971マ）・」、毎分3～3。『cの

逸度Z・・♪東結乏れたマウス禾受精6回・」、店3（）～

－60°¢　　闇　1こ　才ヤ　い　　z　j看㊨目巳　‘太〕♪吏糸吉　ゆ寸　才～・　こ　つ　　死：斌1寸

るが＼毒分0、5°Cの速一度z・壊系吉芝十曳i三巧易合つ

細砲肉壊結弓おじらτ1・・、細月包（（容積が葉紀断

の糸勺40％尋㍗収縮毬ること左雀巳察しち。、これ

らグ、こニヒP、ら、　本実．馬灸flこお・｛・zj緩チξ…’）金去P（O、2ζ

ヘー
@1°こ／分）乏　畝．τ三昂歪‘」　十今月乞フκ　丁　れ　る　ヵΨ、　　ζ～

10。C　／今　　の　　速プ隻Tzい二豪条壱　才　れ　r三胚　、コ　月彪＊：φ毘不　十
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・分のまま砥温にごら才れるたAに桑已〕肩a肉（水

晶が形成・乏れ、傷碧を受・寸葎ものと椎ラ則乏淑

る・髄ｵかし、急速薬結ユれ在1細飽期の雨祠与
が’ @一∋0～－60°C　 の」…匿L度t参く‘こ　お　い　「と系淘目a「走7♪壷桑吉

にょつ蛎率瓦急激に低下し2）伽こ対し毎

伽oDcの速度乙懐結ユれ尺桑実旺の生房率コ、

二3。°こ1三執・z翫・にタo％・こ低下しzお一1、

－20～一∋○℃の舜度域においzも薬日月a肉壊条吉が

生じるのZ帆1コないかと考えら督へる。

　マ竜うス桑実躯へ揚適力却遠度I」1・c／分ある

い1りそれ玉人下ヒ虜えられるが・、　このイ亘鳳、　ヒ

ト赤血球や塔餐細龍＾最適玲却毬度と比藪し
　　　　　　　　　　ゆロサ　てかOつ・低いうのZ・・ある。こ虐L、」、卵与の容

積に対苛ろ表面積の割合が・ト丁く、畑月a膜の

フkご対可る透過・控が・低く、芝らに1温度の下降

にイ半・うZ水の透」遣L十生τ・Ψ著し〈塙ぐ）レ・ヨるr…・あに、

脱？κに長時間を辱勾るEあτ・双るε考えられ

ている。

　一方、　－7ぢ゜C　ま　Z・’緩イ曼〉令騨去P（0、25～1°C／分）

されだ胚を二1り6°Cまビ冷まP可ることにょり生
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存率姻・低下マることが観寮され荏が、－75。C

以下のよう．砲超低温z“の治却速度の影響およ

びその意義についても今後検討の必」要があろ

うヒ魁、われる。

　毎分1°Cの速度z・胚を種々の混度号と・二東系吉

した後融゜Cへ・ξ玲し礫験（T。』le　7）z噂、

考oみよぴ一60°cか5の急珍後1コ島い生葎率
を得た訳、’－40°ご夙上の墨度域ρ・ら急メ含した

場合、多くの胚〆4瘍薯を受1↑た。　この結禦ほ、

Lelbσ，　Mρzur薮Jack。w∫kiq974警㌦よび宮
　　　　　　ヲヲラオヨ1・　石橋（τg守6）　の　」司様の　’妻馬金あ吉　果．　と　一致　し　、

胚1ヨ　ータ○°C　渉　Z“緩十曼）令去「］乏　れる　こ1と　に　ま　り　、

ム圷の急〉令に而就〉る程度にまZ・脱フ撤れる

ものど推唄ll芝十欠る。

　月ヨ≡を毎今5°（二　（（速度zい一『○°C　耳　Z・ン令去Pそ変、　’

」司ラ孟度iて一一定日弄間保循しr三のち一7～：°Cに急〉令

しτ三｛契、験（Ta」1e　8、）Zl・，」、　O～5’分間保博奇・し　1三

場合の生存率σ極あz低η・った（4～14％）の，て

対し、30今1背｝ム人」＝保特「冴ることiごよつ∫り～73

銘の生な率を得在。この結果1鋲一艶。Cまご・
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毎分ぢ゜cの速痩z・槍却芝れ径匠あ＋分膨K乏

れZ・いなρ・うた月妊汐・ぐ30分間以上・保符」れてい

る間に脱フK乏れ、夙下の，急♪今に而勺え得たこど

を強く示ロ隻しZいる。ぽた、一∋0分間以．上・保持

後に脅ら庶生酵榴一7∋％）・乱毎鉱・C
の速度z…タ。°c言ど・唆却後融解ぼれ良旺の生

傷率が・謀z・に％％（「「α』1e6）て・あ・）、一方、

一ケO°C3乙・緩・慢メ含却後ただ・ζに一ワζ゜CまZ㌦急

♪⑤乏れπ胚の生彦率が86％（Tα』1erz）τ・ある

ことカ・ら考」しZ、　十分彦7いイ直と｝包、壷「れる。

　保～駐蚤度し．保な期間が胚の生傷性’二及1言呵

影響についてし一らぺに喫駿の系吉果（τムble　9）、

－25おごまび’一ケo°C」二お’・寸る保存司看巳其月間1ひ、

それぞれ数時間みよぴ数日間て・あった。－Z5℃
」二　12　B毒午間　μ人　」＝　イ呆存　　乏　　セし　　托」胚　1σ　、　　島虫解後　・千卜多態負9

に正弟ヒ恩わ†くたものも堵養によっZばとん
とい壌≦：育　し　なz）、っ　た　こ　とニ　カ・ら　、　SoIu†loh．　effec†s

lこよって傷害を受・Tr三合の乙考之られる。

Mαurer　5（197む゜1ユ、マリス8細祀期胚左一僻。

Cに保存Lに揚合、3日後の生弓率1詞乙・に



鞠5・7

10％z”あつ、　9肩そ委‘二・」0％1二「まることを幸艮

告tている。　こ1kら、」、　本喫爲灸Z情一ぢ0°ご‘こ保

存　し　τ三　亡易！合　1こそ昇ら　れ　た，イ亘’こ　レヒ　へこ　で　イ氏い　こ　　と　ヵ、

ら、保今温Lノ隻のイ昏下ととも’ニイ呆弓可貧∈一其月月男’かぐ

建長ぞ尋へるものと1包、†つ寸4・る。一方、　－7『1°Cに

保傷乏色紀旺ilJ、90、日後も生傷率な低下セず、

Recゆleハtに移植後生信産与ψ“得られ匠が、
　　　　　　りのMaしlreヒーう（1曾77）1コ、　－88°C「：イ呆傷芝　斗へたマ　、うス

8畑目a其肩月壬・哩3、　20σ　Eiイi灸も　生！写率，」イ氏下一亡q“、

移桓によっZ産子が得られ径こヒを報告（Z
いる．これ、二頬Z、躰備斎石福（階6°l

Iコ、－7『°（二にイ呆～写乏れたマ1う又旺の生房率，0

7日後「1ケ％τ“あるのが’30日後48％に低下する

こヒを観察しZみり、本実験の系吉果ヒ4一致

しOかったが＼－79°Cに≡ち・・寸る・保！写莫目間ヒ生

信任の関係を日月らz）・」：冨る1三あ・二IJ、　」らに

長顛間の保得実験バ必」蓼と1忍われる。

v　摘蓼
　マ吟ス月壬の壊害メカニでムを、細月a肉タ妻系吉



　　　　　　　　き

とSOlutiOh　ef予ectβの二面’ ｩら考察するたあ

に奨験を乱。いぐ麻下’緑Lたよ狐結果．
を得た。

1．　　rあ一分　0、29　お」⊃　び　1°C　の速度　z“場き系者，芝　れ1三

　月五　を　緩・慢融角年芝　¢　た系吉」雲、一控しr写率、」　－r75－。C‘

　まZ“低下しOか．っ尺が、毎分ぢみよび10？C

　の速度z・り東結～れた1易合1コ、検査：・時の遇度

　の　低下に従っZ生彦一率が低下し7三。

2．種々の塩度まτ・緩慢力却G°c／づ〉澄沢乙

　胚左一7タ゜cまz・急）名しεめち緩慢融解した

　系吉一梁、一ζ0°Cム人下《掻虐iから，急〉名しと揚合

　に高い生～写率が得ちれた。こ“ことかぢ、

　－5D°ごにみいて、耳に2Kヵ乗・ほ‘ひ彪5しZいる

　も《ヒ1｛L、わ寧しる。

3．　毎づ分ぢ一゜この速ノ斐z、・一ζrO°cきz・1＞今去「〕ユれた

　胚iiヒた1びちに一75°Cへ，急、ソ令した．のち緩・漫角虫

　解kに場合、生1写率、」4％z・あったが・、同

超度（一ワO°C）に30分間駄上保特したの考急

　≠ヨた傷合の生1今率・」」∫り～73％迂z・＼葛ま．

　た。　これIJ、　一一ζ0°C‘三保盾」れZいる間に
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　ナ分説フκ・芝れたEあヒ思hれる。

4。　－25　お」　び一30°C　におiりる胚の保存可賓と

　期間喧、　それそ“れ数時間告よぴ教日間Z・・あ

　つた4・に対L、－75°cz・・り90日間保存しz
　も生存十生墨コイ亘～下しなz＞、うτ三6π芳く〕［わち、・芝易＿

　度（ハ低下と．莫1二俣1蓉其目間かい延長．し、　－7｛ヲ゜C

で曝秀性P蛎ぱ与卸ることが吉忍あ一ら縫．

　また、’・一鴨゜Cに90日間保傷乏れた胚をReci－

　Ple〔ti三移桓後、正｛彰産子が得られた砲・
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第5節擁瀦漉中の9ンノ＼・フ質成今ヵ覗玉の生

　　　　葎・｝生に及．ぽ可影響．

　　　　　　　　　　　ヨの　階2年耽tt吻ham　5・」、マリス受繍向
の）縣鏑に、Dulbeccbのりン酸緩衝生理食塩

フκにビノしビン艘、ゲルコース、坑生物残お」

びBSAを添加LたchemlcαUγde千｝ned旧¢d｛－

Umを用玉・て再現性．のある壊総方法を報・告’した。

以蕉・轍動輌爵の難保今・＝関苛る大部
合の研兜1ユ、この戸B5マ �pいZおこなわれZ
　　　　　　　　　　　　　　　　　ヰのいる。　これ‘二女寸して内溶・蕩1厘（1曾75）画9、　う

リト受精卵の壊結液に血着を添、加し尺生理食
わ

劇（を用いZおり・涯、Tsun。」α郎ugle
　　ヨ　ラ
（1『7「了）1コ、　各糎血ラ青を一添刀，コ　し　尺♪茱を系吉ラ夜Z・・L』フーウ

ギ旺を）東結しrL結果、爾壊柱ρぺ政善芝れ尺こ

とを報告しZいる帆⊃縣与液中のタン．八・つ質

放今バマ・うス卵与の生信柱Lに及一ぽ燭影響につ

し・て検訂し尺駿告，」少伽・．か契験Z、・厭コ

1うス受精卵の桑籍痩中に種々の濃度の一BSAあ

るい‘つ精与の⊃東系霞に．’i司いられる痢回黄i三兼、力口し



61

Z壊結し、　それらが融解後の胚の生喬・｝生にノ文

ぽコ影響についZ検討した。

工　喫験赦料および・方法

　5～10週令のエc尺系雌マリスを常法に従。

Z過1非餉誘起後雄ヒ交配芝亡、月CG注身可後7ぢ

～マ7晴間自に棺をPB∫（∋㎞9／m1　BSA層�ﾜみ
）z’し3蓬流訂るこヒ1こ，より桑喫其目（ハ受精｛動刀をイ弓・

氏。

　壊結液中のB∫A濃度が・壊結一融解後の胚の

些．侮！性Lに及ぽコ景ラi響に関する喫、験Z・1コ、　あら

ア、c、めガラス試駿管（10×100㎞m）・二〇，0、6，

60お∬ぴ6。幽ヨ／同の濃度のB∫A緯むPBS

α1帰を入れ、10～彦個の胚を薄遊乏亡たの
ちO『（二うk・k・千z・二浸しfし。0お・よぴ0・6m6／〆hll

B∫A　を・含宅＾7）B∫　μPに薄遊芝「亡　る月五」」、　そ　（九有fl

」二　B∫A　を　含　ひ　な　い　PB∫　Z・1ラ望」ラ争　し　た。　0°Cご’、　B～A

を　く≧　コ・な　い　3、OM－DM∫〇三｛養、刀ロPB∫　　D、1Phl・遠　　O、○∋，

α03あ・」ぴO、04一獅1ずつぢ分間隔z亀’3一回に分け

て刀ロ之るこζ‘二よ’，一最系冬・B∫Aう震ノ1隻0、　0、∋，
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ヨ・○お璃ぴ3P噂／隔1を得ξ。

　砺η「湊添ヵ口が・壕1系舌一高虫角尋後の月玉の生鳶・ト生ゴニ及．

13・q影響に関可る実験z・・億、20％（％）卵羨を

熔勲ゼ岬B∫をLケ・。3z・2・分間遠祀眼
」二♪墜三夜を．20％1動ヨ黄：添、刀口’FB∫とし、　7らに・この’

垣登癒こ3、OM‘二。るよう．DMε砿加Rll50・9

z・・ ﾑ○分間遠ジビ（　径1」iニヲ登∫夜を　3、OM－bM∫〇　＋　20％

6～F11隻添、刀口PB～　　ヒ　　し　f三。　　室宰虚Σ・ニ　ヱ　　0、1レ、1　の　20％島の

黄知さ、カロPB　5　　あ　る　し・　」つ、笹、牙…、刀1コPB∫　　を　入　甑．　E　／71・う

ヌ〔疹参こ馬多ミ1二7⊆⊇～2；イ固σへ印已を二禾多　し　、　　0δC　ま　　zu急、〉食

（1三の考、　3、OM－DMSO＋ZO％6，「η彦…豪蓑こ刀口Pβ∫扉ξる

い弓卵重を馨言Oい’3ゆ停DM∫O添加PB5を
O、σ9恥1冨“つ2，」ヨ添刀口認ること1ごよつ、最終厨P

童5農／斐　　0，　　£　　10　　ろ・」：　び唱　20％　を得た。　　○％　区

のみ3Phe／hっl　B∫Aを．う喬、カロ　し　r三。

　試料G、－4・Cの7’しコー’し200～49。m］を入

れたノ琵≧ラ去、tゴン中・＝茉多しZ右亘＊、をみこOう1三の

ζ、魔ラ去．ビンご・ヒンラ夜イオ…窒累ププ・又IF・：二つるしZ

毎分条勺（＞3き゜この速度z・・－80°こ　言Z・・≠…去［後、、ラ夜

体窒素1＃に保βした。　アノレコ「ノし中に痩しπ・．
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低遇々度計に』’）温度を監視し、7ノし〕一し

の量おばぴ魔法ごンヒ液俸窒素液面との距灘

綾えることによつ玲却速度を制デ卸した．試

験管を勤且皇気中に放勧ることqつ融解
芝て（Z㌻゜c／分）、　0、1，　0、2、　0、3，　0、4一　あ・よ　ひh

α4㎞1のPB∫客3分間勝〕z・・添、ヵロ可ることに」

つDM∫Oを希采疋し！三のち月孟1を’匂μ又し、5莞シ季k、

最手委．・二修正一K尺B液て・・‡告養し　r…L。　2～3」ヨ間t告！養

後EXpαhd　b1αs↑pcyst言Z・躯養し紀。略を正

常1ひ生信月三ヒしに。

正　喫、験結果

　）嚢系吉三夜・干71こ添、刀o　し　7三　BSA　ρ“壊系吉一角虫解そ受の

マリス用三の生～写・性：’二及’3・可景「多i響’こついZしら

べ　　r三　寮吉　壕さ　を　　一「α』］e　　　lO　　‘こ　こ〒、　し　た。　　二索柔吉　ラ～1セ　・：P　Iこ

勧れるB∫A濃度刀・・0，03，3、0および≧Omg

／帰のとさの融解一堵養後⑦生弓率、耳、それ

そ“れ60，　70，　78　み・よひ、蛉％Zl・あっ任が・、　こ

れら4つ．（八イ亘の間‘二乗た一計白つ有1急差一ユなわ・った

（冗z検定一）。　　　　　　　　，　　　・　　．
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Table　10．　　　　Effect　of　BSA　in　the　freezing　medium　on

the　suゼviva1’of孤ous6　embryos．　af七er　freeze－thawing．

　　　　　BSA・

concentration
　　　（m9／m1）、

No．　of　embryos

FrOzen Recovered Devel　oped　tg

　　expanded

　blastocyst
　　　　（鑑｝★’

　　0

0．3

3．0

30．0

57

59

46

45

48

54

45

41

29

38

35

24

（60）

（7「O）

（78）

（59）

★　Percentagε　of　recovered　embryos。

丁able　U．　　　Effect　of　egg　yolk　in・the　freezing・medium．qn

the　surviヤal　of　mouse　e由bryos．after　freeze－thawing．

Concentration
of　egg　yolk
　　　（v／v箔〉

No．　of　embryos

Froz6n Recov．ered Developed七〇
　　expanded

　blastocyst
　　　　（諾）★

0★★

　5

10

20

66

68

67

73

62

60

．61

69

41

38

．38

44

（66）．

（63）

｛62）

（64）

　★　Percentage　of　recovered　embryos・

★肉　3mg／m1’・of　BSA　was　added　to、the　mgdlum．
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　♪凌系吉液中に添、フ㌍した卵「農か♂壊系吉一扇虫解芝れ

f三マ・」フス目玉の．生ら肩一・卜生’こ及，ぽ一マ影響につい7し

らべ已糸吉果をTo』1eU　にテ、した。〉索系吉液中

に0，瓦10みよび20％の卵黄を添加した場合
の♪東結一高虫解後の生彦率1ユ、そ承ぞ・れ66，63、

62みよぴ6牛％乙“丞つ、　この‡易合も卵襲添ヵロの

景多響1コ全くみられなかっ7三。

皿　湾器

　不曳鳥灸z・得られ尺桑吉果に．工れ・丁、壊系吉液中

に0～30mθ／同B∫Aあろい・∋○～20％碕頑咳兼、

加しz＞蘇青乏れに胚の生彦率の間，こ有意差・ひ

なz）・、托。　一言Oわち、　マ1うス胚（ハ♪彙結（へ㍗祭に

・。、BSA禰鹸の添加・繭梗柾を高ある効果
rユ石工いと糸吉診命乏斗へろ。♪東糸差i夜1ぞに9＞’ぐ）フ質

を・全く含｛｝笥に旺を壊系吉した孝侵一告つみられほ

いかじ、　本ま！鳥会に函いZB∫Aを全く含急！⊃い区

にお・いZも他区く匹敵可る生信率が・得られた

Cとね注貞に但フる。通常、ρ爾乳動物胚をih

vi，fro　z“取扱う際にoa血靖成βが・添加」れう
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が・ A卵与の壕｝糸青保’信にお・いz，憲、葉系吉液，：Fの

タンノ・・フ質欲分・コ、本質的1｝役劇を稟1三．傍も

の㍗σな“いと考えられう．
　　　　　　　　　　　　　　の　Fls硝rみMρcpher56h（1977）1コ、30％卵黄を
添、カロ　し　と液　Z・・マ　電う　ス、月壬二を二♪柴！系壱　　し　薦　系右果　、　　｛1要、添、

加の場合にヒピペZ若干生6率を高ある効果が

あっ1三ことを額告しzいる（ワ2％vs　6タ％）。本

潔験に用いた卵膨顧、」最高20％z啄つ、タ。％

添加によつ生弓牽ガ改善それる可脅E柾につい

Z鳳石定τでほい幽が、壊縮精与にお一寸ちよう

O女ヵ果‘⊃ないもグぐと濯瀞っれる。

π　摘尋
　本　実馬食て・・I」、　　マ　・う　又　桑　1契　旺グ、♪桑系吉ラ夜［P　I二　、

B∫！へあろい亀」向F〕黄を添ヵ口しZ－1臼6。（二ざ乙“）吏秦吉

亡、それらが生傷性に皮ぽ3影響に？いZし
らべ1三。得られた」結果の概辱．弓以］二｛ナ・通．つZ・

浜る。

1・　凍乗吉液中くα3，3、○去・よび∋Ome／M1の

　濃度のB～Aを添ヵρし乙二蘇差し在月玉の生存率
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一1σ、　それぞれ「「0，ワ8みδが雪9％て・・有意差．’9

　なく、言．在，BSAを全ぐ含コ癒い傷魁，司様

　の生！写率（60％）を得た。

2．　）柔系吉爽甲．に9－－20％の的P彙を添力口して月峯・を．

漸飢蘇吉乳融解後硲生傷払9、．鰍脚
　のもムこ全く差外奄ヵ・うに。一
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第6節　融解速度が緩’慢壊結乏れた胚の生弓

　　　　イ生に及一言・可景多響

結保虜の成功、コ、緩・慢な珍却畜まぴ高虫解速度

　　　　　　　　　　　　　　　　ヤの　　　　　　　　　　　　　　　　　。本節乙・を一用いたOとによるといわ“れZいる

1コ、系覆十曼な鼠史解速度をllど・辱Lと可るラ温度運～くを日月

らかに可る↓ヒを目的としZマうス胚あ藻系吉
喫鳥金をみこoうた。

工　実、験獄料みよぴ方法

　3－10週食のエca系雌でリスを・彰法に従．

て過誹卵誘起後雄ヒ交配乏亡一H⊂G3主身可後75

～マ7晴間自のろ宮を差流しZ桑喫胚を得た。
干多熊、自勺に正一常ヒ’忍＋っ｝匹る月三Eを10～16イ1司可・・つ、

あら春¢あOj㎞1のPB∫を入れたかラス言式鳥良管

へ1移して○°Cへ急、）名Lたのち、而可）索剤としZ

3、OMI－DMSO添刀白PB∫　0、1㎞1を　5分月1罰隔・ご・3　’ヨ’こ

分けZ泰加しE。試料1コー牛℃のア’しコーノしを

．含あ魔法ビ沖に移しZ植うkをおつ。ったの
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ち、魔法ごンご・と液体窒累がス中1：っるしZ

系勺03∋°C／分の速度z・・－80°c　まご・）令乏P後、液

体窒累中に保唇した。

　ダ可羅区の試料1コ室墨空気中に放置1て融解

したがい喫鳥灸区乙旨コー196。Cか・らめ一定温度戯

を魚兎融解乏亡るたあ、一部の訟料、」一覧，

－29ムるい弓一1げc7’しコール中に浸L系勺タ

分間保っ在のち室温空気中に放置しZ茜虫解し、

残’）・ひ○あるい1お06⊂フト中1：直博遇しz軽く

振とうしZ融解しに。融解後，」室堪と・・1、4副

のPBSを夕直］に・分1T　Z兼、カロしZDMSOを爺采尺L

だのち月孟を回収L　、　T）B5　Zl・オE＞皐　し　1と。　／鯵王K尺B

身楚乙犠2～3日間士告・養し、　EXP戯h（」6」．bla～て一〇cソ5て

迂Z’・終喬kr三月蛋を生．1客旺と．Lr…．。

ユ　’契験結果

　Th』le　121こξ〒、し7三」：うに、、　－1臼6°Cにイ呆弓之

れ尺試料を’室温空気中Z・緩！慶魚虫解した場令（

対煎区）の胚の生存率」a67％z・あうた．試料
を一一196°Cか6　　－75’，　－29　あろ　い1コ　ヨ○°c　7ル
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ゴ7ル．に景墳～ヰたの呑緩楊融解τtた場冷
の生、母率弓それぞ㌧れ68，6つお・よび覧69％τ’あっ’

匂タ漁区一ヒ差弓みられ々かうた．こ伽こ対

しz’○お・1よか30°cりk中些こ寝し之，包速融解才亡

た旺の覧生．存率IJそれ’を脈91おエぴハ％か浜り、

06C区・コ続計的有意差’コ伽くっらもの昌の対黒

区　rこ仁ヒ』べ　Z　イ歪～’いイ直一て“冴～っ・た，。　　’

τ・ble』
P2託ffect。f　r・pid脚i・g　t・va・i・・§t・mper・t・・e・

、f℃叩一lg6°C・・th・・urvi・dl。f　f・。zen　mguse㎝b・y…．

ロ　　　　　ヒヨ　　ヒビ

←t° 撃с}3med　F・・zen

　（°C）

No・　of　embrンos

Recovered Developed　to
expanded
’blastocyst　　’

　（％）★

C。，t．。1・・　’5乙

．－ V5　　　　　　52

－25　　　　　　48

－10　　　　　　41

　0　　　　　　56
30　　　　　　45

52

47

45

39

53

38

35（67）

32（68）

31（69）

27（69）

27（51）

4（11）

★　Percehtage　of　r6covered　embryos．

・・E・b・y・swere　warmed　s1。wly　f・・m－196°C．
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皿　考察

　本｛実鳥貧z・＼　マ「うス月壬を一1臼6°Cから一10°cま

で・急速に加温しξのち○°c言τ・系裏慢融解5t

丘r湯合の生存…率・」、－1966Cから○°Cさご・を．緩

イ曼隔虫解芝せκt島合ヒほ‘ず」司（ご仁と信准Eρ愛・得られ

たo　この1こ　ヒ刀、ら、　－1ρ6°C診・ら一10°C　ラ乙’・の

融解速度ゐ、胚の生存柱一に景多響を及1う・芝有い

　　　　　　　　　　　　　　　　ヨのと考えられる。W困てtingk飾ら（η72）弓・・一マ8°

Cに壊1結τれ尺マ、うス日三を氷フk中Z・畠虫解一芝亡

β瘍合小生奪率QO～盈％に低下苛ることを
　　　　　　　　　　　　　ラ幸浸2吉F　し　、　￥≧本　・石福（τ976）」コ、　－1（〒6°C保ri写ユ

れ1三マ1」フス、月王を．タ゜Cフk中Z・・煽虫解τゼニるこヒに

よ’1隼鳶率P⑩％にoるこヒを託あzいる．
本喫馬食Z“、　　マ　1」フ　ス月玉を　○°C　ミr　z㌧竃、速昂里解J　t

紀場合の生な率q、有意差4価・・たも《仇
い　くつ〉イ亘～ρ、っ　廷（タ1％）。　　乏　ら　・こ　30°Cフk　’ヰ・て1・亀虫、

解乏てf三蝪合、生今率弓大7〈低下した（11％
　　　　　　　　　　　　　　　　ヨの）が・こ淘噛ttingk餉ら（階2）の喫馬難
果（○～io％つ　乙一致π才る。　これらの系吉果よつ、

0°C以」二まz・・急速融解召るヒ生虜率弓確喫に
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イ昼下望るが・、　その原一ヨや機・牢蚤につい？・ユ日目ぢ

コ、、二～試zいな、．Le」』。弓（　　　451『74））q、急齢

解し乱湯合に1り浸透1王の急激o変化バ生嫉．

そ《匠あに胚ガ傷宅を受ける可能寸生三示峻L
た　が、　　一一　ら一zい最コきLl亀1茸解速度　・」♪令去「］速度　1こ　よ　・う

作弓不日Rzよある。

π4商辱
　本節乙噂、－1％°cに緩慢〉棘吉コれたマわス

胚を裡々あ温ノ魏ム包速，にη。塩L敵解し、その

後の生今性に及一一ぽτll影響1こついZ検許しに。

得られr三系吉果の概」蓉．’」以下め通りz“あろ。

1．　　－16｝6°Cz）・乙ら　　一一7⊆「，　－25』　≠ゴ　」：　「び一10°C　　耳　乙“

　急豊配解した《考緩慢融解し紀湯合の生弓
　率、コそれぞれ69，ζ9みょび・69％z・、－1％°

　C　P・ら○°C　耳a・緩／ト曼昂虫解才てにた，‡房7合（6マ％）

　とほ1す后1じ値z・・あっち。

2．　－1臼6°c，から0および3D°こっk中に浸し乙扇宏

　解芝でに鴫合．の生弓．率弓、それぞA幻　尉
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一．よか11％∫乞一あ：もニヱ∴極端，O．急、速島王解iJ胚の

生傷に有」馨乙｝みつ篠。



叫

第7節　三段壊結法により急速）案桑吉ユれだ胚

　　　　の生♂写・酸

　　　　　　　　　　　　ヨの　1『72耳・噛．ttih6k伽らφ魂＼吾硲α2～α86

Cの乗妥イ曼なメ塗三Pj垂度フ～・よぴ・毎・分4～2㌻。cの緩

・優な扇虫解速度．を1君いZマ・」フス月歪の超低涯Lイ呆な

に1戎工力しZ以吏、緩！優弓壊系舌一扇iヒ解．．速度・9、

　　　　　てり
られz乏紀。

幽他種系田祀の》東紀・保葎z・弓、二設壕1系吉ラ去に」

る急豊難が広く祉なhれz騨’ぎ9）ρ“一謂L

重刀4勿｛動刀手’こおいz’o試みられマニいないo本石「

’乾にお・いz蔵試料を一2。およぴ一lo。・Cにそ

れぞれ10分間静置才セニたのち薫し伺…窒素，干に，急、

壌なる三段）重系吉宏を試み、DM∫0覆農，融解速

度みよびDM∫o除ま方法が・マ1うス胚の生存性に

及．15・ず景多響についZ検宅可した。

1　喫鳥垂…符料および・方法

　くL～6週ノ箋の工Ck系雌マウスを拳法に従）



「r5

て過4非面F1誘起後、玄任ヒ交湧こ芝て仁、　HCGう主臼可後

系勺rr∫B奇月飼1ヨ　（ハ　与を　を　PBS　・ご1頻室♪灸　し　z　桑喫！胚を

凶1反しに。　↑・B∫Z・・1回ラ先5浄しだ（ハち、干杉負ξ、白勺

く正幣ヒ1恩わ．れるも《を実験に秩しに。

　DM∫○濃皮および1高螺速度ヵΨ急速壊宗寝れ丘

胚の冒 ｶ、傷性に及一コ・寄影響客検釣冨る実馬良て・1ひ、

あらρ・じあo°cラk・k中、こ浸しzおいた、α2

副の）索矯液を含むヵ・うス試験管q。x1。伽の

中に10・～15イ固の・旺を直審弩遊之亡に。）彪系吉液

‘二1コ、　PB∫1二　1、○，『　1、～一．　2、σ　　あ　る　い　咽　2；M－

DM∫0客兼、刀口しにもめを1翁い1三。　主∫～10分手麦、

DMSOゴ屡度に応．・じz一牛～－8°c　のアノLコー’し中

1二診武料　を．ラ曼　L　、　♪令去P　芝　寸へ　f三緬r可壌寸　に　Jr　つ植うκ

L　1≡…．。　系勺タ分字麦、　言氏鳥灸管左一20°C　7　，し⊃　一，し

に易しZ10今間保ぢ（10°C紛λついZl・試験管

を一100°Cの煮佐窒素ガ・ス中に・静置し丘。この

1際、i熱電タ寸震iL度計ひ’温．度を監ネ蒐し、款、験管の

底η・ら嚢体窒累の液面まびの距灘主を調節ヲる

こと邑二よつ一100°こに・保っβθ一20°Cから一マ5°

　　　　　　　ヘ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロよ⊂言乙・の寝却速度、訓7°⊂／台乙・あっ在。試料
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匪ユζ　一100°Cカ・ス甲に10・分間／保う1三（（ち、貞夜体

窒　考ミ、　に1コ　　1こ　∫‡≡と　〉＼　　しト　　z　　　1　～　10　　匠ヨ　　間イ呆　r事，　し　　τ…」　。　　　扇虫解

臥訣料を室温空気中に放置ずるつ・、訴る・い

・」30°cフK中に浸・しz．軽ぐ帳とうコるこひ二よ

1）　お・こ　Oっ　f三。　・こ　め　　と　竜　、　一ワ90C　か　5　－10°（こ

・まこび～島里解速度、コそ斗へ＿ぞ・抵2｛∫7～、よひ36D°Cノ｛今

Z・・「

?ﾂたσ融解工れ朋玉獄｝）東維爽ヒ共に晴

計皿出移Lご喫イ奉顕4放鏡τ：乙・形負ii、的に生存し

ているζ忍われる旺め数をしらべEめち、室
タ墨A　　O、7Zタレ1－sucroseを．イ含ヨひPBS中にラ写遊コ　せ，

た。　　3　分そ灸、　月孟　i皇　0、063M＿sucヒoseを，含記《　1）BS

中に移（、丁らに∋命間保べEのち、∫ucr。～e
を含　書　4‡　い　PB5　Z・12　’亘15楚ノジ季　し　巳。

　D凹s6隙去方ラi敦ρΨ急亘境総一li鶉虫解1誓へた胚の

生今・卜生に及．，すコ影響1＝関コる喫鳥金ひ弓、耐漆

・蒼qと　し　Z　2、OM－Dトノi∫0開を㌧会6ひPB∫甲’二胚｛皇ゴ零．遊芝

辻、」二き己の右法によつ一円6°CさZ・1）彙糸吉後、・ま式

駿管を∋0℃りK中に凌し乞扇宜解芝せた。PM≦Oの

徐去弓ご下言己A）～F）のうち1っの方ラ衷二」つ

んこ　qっ　7三。　A）．　○°C　z”　0、2，　0、2　フ≒・よ．てパ＼．



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　マ7

04m1のPBS　7�P分間隔z・試、験管に添．加可ろ。

B）．　　30°C　乙践　0、2，　0、2　才，・よ　てド　0、∠Lhへ1　の　1PBs　を．　i

　　　　　　　　　　　　ロ分間瞬1乙・・添、ヵo召る。　C）．　’室，温ヒ“、　2、OM－［）MSO

．＋．0，脳一∫ucrσ∫eを含みFB∫、ついz・0、鋼一∫uc、

ヒo～eを含冒 DむPB∫」rFにF径三を2命間可・っラ零遊＿芝1之

る。　D），　’i窒寝zご・、　2、OM－D図∫○†o、25M－1）ムC1をラ｛意

刀ロ（　T…：　PBS、　6いz’置・0、　ZタM－～loC1を添、ヵロしr三PB5

中に旺をZ命間勿1つ秀遊一乏セニる。E）．　1室堪Z・・、

0、｛∫M＿∫ucrDseを！含記＞PBS　中に昌i≡を亘袴づr享遊ざ

亡る。F）．　室温の‘Fβ5甲に月孟を亘堵一秀遊乏せ

る。　」二盆乙（ハPMSO喬釈素ろい1コ斎余去処王望をしZ

Z・分後、　冨べ、z（（月孟量コ、　’室温1）B∫鳳IFに禾多LZ

2回現ラ孝し1三。

　回収芝れ匠旺lo修正κRB液z“丁各養℃r三が・、

眺o除ま過程て略傷害をしらぺるたあに、培
養　1～z日奇問後に　喫幻…｛舜負微鶴L1：　z・1形負量、白勺に　正幣

と．‘1｛皇、壷）れる月玉の数をしらべ、7余去漸とじピー較し

τ三。　系勺48日毛間7各・養そ灸・二　Full　exp（21（de（」　』1αst－

DC＞／～でまZ発喬しr乞も〃・を、正栄O生今卵3・

と判定し1三。　　　　　　　　　　　　　　　　．
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　急速壊系吉一包速融解芝れた胚の生弓性を～

らに石屋．ψ、める1三あに、』｛吝「》の月孟岨DM∫O左C）

法τ・除飢、たεちに、みろい噸z。～24爵間

治養後正津蛉1久～↑。C／Sて喜ご1発剤た価を、

偽位娠3～4日1ヨの工服系雌マウスの子宮に移
右亘し（6～・7イ固／与雇多角）、その書まぬノ笙ユ亡た。

偽’轍長店精管露紮して不位乙仏ろこヒが確

∫ρ唱ら厩雄と交面己乏せるこどrより誘起し

圧。

ユ　実験系吉果

　予備’契鳥負として、　2、OM－DMIsoをく≧之♪PB∫’干’ミ

マゥス胚を弩遊才亡在訟料左ギー7℃z“桓うk後

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘー100°Cラ夜ぐ奉窒．累　ガ・尺　中　に10分間保一）　ち（（　ち液

体皇素中へ殺＼ズる二二竣衆桑吉鉱ま飲ゐ7三。し

ρ、し、　～吏糸吉」れrヒ23イ固の胚を急・速扇去解一し1三看吉

果、4個q7％）バ形態的く正｛勒ムリ．堆養

後わ湾’』P・2個（8％）が隊P・hd　ed』1召s†・cγ∫てま

Z・発育しEにヒどまっと。
　第　1　の　魂契焉灸乙h　Iつ、　言式影→を　　一20，　－100　お・よぴ1
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r，1％・cにi6分間隔’τ満可ことに」り〉蘇叡、

PM∫○濃度みょび漏裏解速度バ月壬の生｛写斗生に及．1さ”

て影響につい之検御しE．維果・コTα』le　13

にぞ、疋た。言十「496．個の胚．を〉東系吉一高虫角奪後、46G

イ固（臼4．％）云’」ヨ収乏れち。藻羅一扇虫解直後みよ一

ぴDMSσ除表後の形態的に正常な〔回与の割合弓、

言ぺZのDMSO濃度に・おいで．、1急速一島虫解『τ眠圧

丁直b1β　13．．　　Effects　of　DMSO　concentratlon　and　thawing　rate　on　survival　of　mouse

moru1訂embryos　frgzen　rapidly．

　　　　DMSO　　．．　　No・of　　　　・　No・ofThawfng．、．

rate　　　　　corlc．　．　embryo5…　　’embryσs　・

　　　　（岡）　　　　fγ・ozen　　　　recoveY’ed（Oc／min）

　No，of　embryos　．　　　　　　・No．of　embryos

・morpholo§ically　normal　　　developed　to

J呈1締讐　　騨1：i藷灘；

25　　　ユ．0

　　1．5
　　2．0
　　2．5．

360　　　11。0

　　　1．5
　　　2，，0

　　　2．5

62　　　　61

62　　　㌧61

62　　　　56

62　　　．－59

62　　　　59

62　　　　58

、62，　　・55

62　　　　57

0（0）

22．（36、

43（77）

41（69）

32（54）．

51（88）

48（87）

52（91）

9（15）

25（45）

2］（36）

21（36）

35（60）

38（69）・

28（49）

2（3）

9（16）

7『 i12）

10（17）

21（36）

29（53）

18（32）

★　Embryos　were　examihed　1－2　h　after　cultivati　on．

・Perce・tage。f「狽??u 獅浮高b?秩@bf・ec・vered　emb・y・s・
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胚の方oヤ緩慢融解ユ武1ミ右《よ・）’も1葛．かうた。

8に、48暗間塔養後Fu11層 ??垂獅?р?п@bl戚。－

CソSで書Z・発畜（た卵3・の害ll合にっいZも、急
速」｛諺解区　力Ψ孝iil…・卜曼昂虫解区　’こ　ヒヒペ　て　1葛　ρ、っ、　f三　（　つぐ之

検’定）。　「畠～も1葛し、1王＿信率．（5∋％）　‘9、　月孟z・受2、Ol）ト

P図∫○と共に壊系吉ぞ軟‘急蓬高聖解ざれ圧㌻島合に得・

5れたバ、ご＾値と急速融解工れたL∫M－D図～。

区（36％）ヒの間’二甕計的有意差I」な。・う乱（

xユ牢食定）。

　第2の喫鳥夷z“・つ、－2、OM－Dμ∫○ゑ用い〒Z月釜を

急速，壊系吉後急亘高虫解乏・也、　6種変負の要倉る方

∫ま乙、lDM～10を下余去　し　Z　　そ〈《後の　生今・性．を．仁ヒ較L

7三。　条養禦弓　Tn』1e　｝4　にζ〒、し圧。　計3皇「マイ固の

耳歪かと・ljヨじ又ユ斗／し、　そ（ハうち3221イ固（『O％）ψぜ1景史解

亘後形負量、的に正｛孝～Z・あっ荏。DMSO下余去後の二形

熊的1二正堂有胚稽恰・つ、DM∫○除乏方渇二」
つ喫　1魯　つ　、　0、2，　　0、4　お・よ　び・0、4Ph1　1＞Bs　　i乞　三｛悉、刀ロ

勾ることによる段階首勺希i釈を30°Cで・お・こ，ほ、

r三τ島合（B三去、：8ζ％）の右o・ゴO°CZ“魯こr～うf三t易

合　（A三玄　：63％）　よ　　つ　 己　ノ自　意、1二亀喜フっ、　っ　　工三。　　さ　τ三
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Table　　14．．　Effects　of　different　procedures　of　removing　DトlSO　on　survival　of・

mouse　morula　embryos　frozεn　and　thawed　rapidly　in　the　presence　of　2．O　M－D凹SO．

Procedures

of　removing
　　　DMSO★

No、of
embryos
frozen

　　No．ofL

embryos
recovered

　　　　No．of．embryos

morpholoqically　norma1

Just　after
thaw「ng
　　　（諾｝＋

After　removal
　　　of　DMSO★★
　　　　　（諾）＋

No．of　embryQS
devel　oped　to

full　expanded
　blastocysts
after　48　h　苛n
　CUIture　（％）＋

A

B

C

・D

E

F

62

62

62

62

62

68

59

60

61

58

55

64

55キ（93）

58キ（97）

57（93）

50（86）

47（85）

55（86）’

37（63）

51｛85）

54（89）

38｛66｝

43｛78｝

33（52）

22

42

50

23

30

20

（37）

（70）

（82）

（40）

（55）

（31）

　★　≦ee　text　for　the　detailed　p“ocedures．

★★@Embryos　were　巨xamlneσ　1－2　hr　after　starting　of　cultivation・

＋　Percentage　of　recovered　embryos．

　キ　Morphological　normali㌻ies　were　examlne（1　after　d「1ution　of　DMSO　and　just

　　　before　washing　of　the　embryos．

胚

ひ’覧

し

0．

2、OM－DMso　＋　O、5’M－－sucrOseラ～養、ヵ1⊃1）BS

0、ワ阿一Sucrose兼

1三τ島一合　（、Cラiと：89％

CヒO∫e

：178　％　）メハ

タ図・－Sucrσseび）

合（D三表ゴ66％

　　　　　　を　　むPB∫

　　　　　　　　　　　　方

P、わ

）よ

ηロPB∫へ1順次手多し

）

り

り

中へ移

の

r＝

よ
つ ア飛、

A
1司様の

z

よ
々

お・」

去

ゑτ1’

0、2；M一トねClを用いた

も・島く．

し

さ5に

z険去
が・5ucroseを含ま

し　任

0、5図一∫し4一

σ　いPB∫11フ

場合（E法
　　　　へ直霧
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孝多　C　～三　‡易合（Fラ去こ㌻2％）よ　っ　も　、葛　、0・っ　r三　（xユ検

定）．48碍間培・養後FuU　eXp・hded』儒†6－

cγ∫てξ［ご孝き育した611η子の害’f合にっいて毛，、全

く1司褄A傾1向PΨみら斗へ在。　C訟によっで除乞
L　r三湯！含‘こ養菱も島し、1ヨE鳶三峯≦（82％）・汐噌イ号ら、八r三

武膨烈70％）との間・こ有意差・3みら眠伽、
つ氏（りし㍉険定．）。

移植実験z・q、エCR胚に加えz5雑種旺（
工駅♀×c3　H／He♂）を急速壊桑吉後急速融解丁辻、

¢去1ご碑’つDM∫○を殊ました．丁α』le　l∫に5一し・

尺ように＼寂ecipleハUお・よぴ21二q、20（・

24日寺間≠議してBln∫τ。cγ～tまz瀦奇ほ6個

丁able　　15．　　In　vivo　development　of　mouse　morula　embryos　frozen－

thawed　rapidly瞥

Recl　pient　　　　　　Treatment N。，。f　embryos　No．。f　live
transferred　　　　young　（％）

1　　　　　　Cultured　for　20－24　h

2　　　　　　Cultured　for　20－24　h

3　　　　　Without　culture

Tota1

13

13

14

40

2（15）

9（69）

4（29）

15（38）



a

Fig，

a．

b．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b

7．

Litt…ft・・Fl　hyb・id　and・i・ICR・ice　b…f・㎝an　ICR　f・ster　m・the「

・h・re・eうved・i・Flhyb・id　and・even　lCR　b1・・t・cy・t・th・t　h・d　deve1・P・d

ln　vit，。　f，。m　m。r、1、㎝b・y・・th・・，d・ft…t…ge　at－196°C．

Litt…f・ne　Fl　hyb・id　and・・e　lCR・1ce　b・m　f・㎝an　lCR　f。ste「m°the「

wh・・eceived・i・Fl　hyb・id　and・even　lCR　b1・・t・cy・t・th・t　had　deve1・P・d

in　vitr。　f．。m　m。rula　emb．y・s　thaw・d　after　st・rage　at－196°C



麟

のE雑種胚お威ぴ7個のエCR旺をそれぞ歌左
右（ハ　弓一宮　角　に孝多植　し　た．系吉果、　女王々浸20／～21　日　日

に2匹（1F1十　1工c2）お遭ぴ9匹（3　F1十6工CR）

の正常薩子を今々勉た（Fl9．7）．　Recrpienて

3に白、融解直後形態的に正常ヒ恩われる工CR

胚を左右の子宮角にそれぞ・れ・了復1才つ移槌し

た結果、位娠21日自に4匹の正’常産子を土産

した。　←1冨・幽か3修ll乙1」コあるが、　々王々展率100％、

産」｝率39％・ぴあった。　15匹の産苓一（ハうち、雄

lJ　3匹，　雌’3了2匹1乙hあろ’1三。

皿　考察

本実験の結果より、マウス桑喫旺甑一zo，

－loOお」ぴ一1％°Cに1。分間隔z瀞置5亡る

ことによって急速♪勲詰乏れた後1：生今しうる

こヒ，ψ＼・明らかヒなった。　しかし、　そめ生．傷・1生

・」、DM∫○濃度，融解速度みょびDM∫o傑去方法

に」つ影響を受けた。

　1景虫角皐一t告養ヂ受、　FuU　　expαhded　b1α・stO　cン！～t

ま　で・考1≦育　 t　τ三匪（ハ宅τ’1合　・コ、　　、竃、速扇虫解．（360°C／今）



　　　‘　．　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　85

さ　れ　に月壬の　方が、、　条妥十曼犀i虫解（25°C／倉）才れた旺

より餉意に1葛ひっ向ごく最鉱W臆lng・
　　　　　　きラh6｛m　ら　（16～79）・コ、　　マ　’う　ス月壬（　8系王｝月包貝月　お・よ　1バ

し1n～†ocγ～て）を緩慢痩紹後、じし敏的島い温度

域（－10～一ケ○。C）から一1％°Cに急ン奮し、急こ速融

勲辻るこヒによ・）生今旺を得ることを翻告

したバ本喫験の結果直本質白9に彼らの報

告ヒー致．噛るものと｝包、われる。

　急速壊結芝斗へたマウス臼「｝弓一1コ、－45°Cイ寸近

Z・

れzお弩）、一般に哺乳動物卵与の壊縮’こおい

て1コ、細月a肉壊結による傷」害を避・アる「三あに

緩慢な謙吉速度が必須条件と湾えられZし蛇．
　　　　　　　　　　　　　　ラし刀・・し、Whlttihgh飾らqrワ臼）歎にヒえあ

る程度の氷晶が繍a肉に形成」れZ臥急速

融解をみこなうことによつ卵与が生存ぐうる
こヒを派峻1た。一従っで、　本喫馬灸においZ、

－1％°cまz・・急速壊系吉芝れたマ1う尺胚ち、細包

肉に来晶を含みものと廻dhれる．急速葉糸哉

れ、細月包内に米晶を・含る・胚堺、急速紅解によ
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つで高い生存率ゑ得る理内についZl8、王鬼圧

のところ不明鳳ろ帆P。1geみWIUσdsen
・q弓溜13、緩慢融脚れ地易合、細餉＊晶

が成長しZ傷薯を与えるのZ唱ないヵ・ヒ和隻
　　　　　　　　　　マ　CZいる．。腕urq970）の二辱犀仮説1コ、急
速一に壊結芝れた細月2－」細月包肉藻系吉にょ・）傷害

を受げ、緩・慢に壊結乏れ尺細吃日、・solU，τ16n

effectSによっZ傷喜綬1寸るヒいうやので
系るψΨ、塚」】老に」る瘍喜を避げうろなら．ば＼

後看による傷喜を避けるたあのみなら葛”、従

来の時間ヒ手間を辱コる藪吉法を簡略化弱
βあにも、急、遜≧奪壊結ラま、zバ・僑＃しいと一息のれ

る。　（刀・しながら、　予備曳、験にお・いZ、　植うκ

そ灸　一20。C　　3こ・青争置芝　1仁　冴“、こ一100°C　ま　乙帆、i乏♪ン令　廼　矧亡

た胚の生今率、」極あZ低いもの乙協うたこと

から、急速壊糸吉芭みこなへ前・こ、ムる程度脱

フk乏躯しZいる1必辱．があると二1包斗っれる。

　従来《緩慢壊継去②・3、DM∫oの最適濃度1ひ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨの1、0～1、タMlz・・あるこヒてべ報告丁れZいるo　し

ρ、@し　、　　本喫験1こ　お　い　Z　Iコ、　2、OM：D卜4SO　　を1翁い
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た∫島合に最毛島い生存率（53％）を得た。この

　　　　　　　　　　　　　ム　　　　　　　らことから、　急速壊結ゴ去z㌦つ、局濃度のPMSOを

1必環タとするここが雁唄’1乏れる。

　一艘に、漆繕工れ丘細砲q、融解後生理的
等張液中に戻芝れることによつでイ易喜を受d

ることρΨ衆ロられzいる。D宙雪L重力＃勿月王に」才ヤいて

もごDMSO除去過程に擾透β泊勺傷害を受するこ
　　　　　　　　ねのヒバ奉唆乏れZいるものの、DMS。豫宏方シ去バ

衆結一融解乏れた月壬の生．信・控‘二及ぽ可影響に

つし・て　し　ら　べ　た幸艮」吾・」，ナ・O　い。Bαnk　＆　Mourer

（19マ謎㌢、コ、壊繕一融解才れた家兎旺を高張o

PBS　z“希釈勾　る　こ　ヒ　に　ま　’）高い生．！写率をイ昇z

いるo第τのi契，験Zい’3、　吊虫解乏寸へ1に印E左、

α129M一ついz・α063M－5ucrOse差添加（た
島多良PBS甲1こ禾多冨こヒによつDMSOぎ予余去し7三。

（かし　奉彦にむし・z・」、融解直後形負ii、的に正

常τ丞っ尺旺の多く（2．1～59％）がP図SO殊去過
程、ニ　イ霧｝專　を　受　1↑　1三　こ　　と　か、　ら　、　　ぞ　　ら　　’二し喜フ多長な下）BS

を用いる必辱ガあるのZ亀の4｝いかと．考え、第

2の喫1、験をおこな一）に。　　　　．　　　　　．
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　6種類の喫なる脳SO除去参法を比較した結
　　　　　　　　　　　　　　　　ヨの果（％』1e　l4）、陥亡てlhgkamら（1『72）の報告

以束是台多〈用いられZいる段階白稀釈法9、
o℃で圃いられに湯合（！Aラ去：生．傷率37％），こ比

へこ1Z　、　　30°C　Z、　lll月．い　ら　斗へ　1三一エ島　合　（Bj…去：　生r重｝亡孝…　「ro

％）6加暗らかに可ぐれでいた．マ、うス胚盤

肥においzも：島動こお何るDMso希寂が崎効
　　　　　　　　　　　　　ラZ協ることが報告芝れZいる。こ脚3、高丑
下　乙勢　・ユ、　条田目包1ナ1　（パ　DM　50　z＞Ψ系臼月包月莫　を　通三h至…Lし　Z　・急

速に系田月包ツト1＝拡散言るの匹；対L、　0°C乙“喝・

DMsrO　の、．i盈．過かと・極あ　で　遅し・　τ三　あ　、　　兼メ㌔　し　r三　フk　〆分

バもr三ら！苛膨足によ、z系日目2．膜ヵ寸瘍喜を受・す

るにあτあろうヒ推剥てれτいる．最近、緩
’優♪去　z・・♪彙系吉…一融解工　、h」た　マ　亀う　z　8系日臼a莫，『月壬の

DM∫○　を　20。　C　Zい、ζ、ラ敷に希采尺　L　Z　も　、　」…受ア皆的に予余

去L隔給に仁ヒペz生跨三払二有竜差P噂いと
いう報ぜ㌦みちれろ．しかし。P“ら、本鎌

Z・、融解芝れ薦胚を直堵PB5にう写遊ユせZDM
∫○を下余去した‡易合、　生♂写率弓大重くラ蔵㌧レ’した

（F三去：　31％）。　　こ　の　1芝祭PBS　中　“乙h　l動刀糸在〕月aかい曜i多張
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誘ることz）く・桂剋察乏れZおつ、　や噌つ急、」激な7κ

分の琉入に」　る　もの　と恩われる。　これに対し

て、　1年1虫角孝乏　斗へ　た．旺を、　2、OM－DMSO　十　 〇、5M－～UC一

ド。seを含も？BSお」ぴ0、タM－∫ucr。seのみを含

みFBS中にμ～萸）欠移（ZD図sOを除去1た場合に

最台高い生弓率が得られに（C」玄：82％）。この

‡易合」」．処王里過程中、月壬鷺；収縮しに7言z噛覧み

つ、洗率のたあに新鮮なPBS中に禾多乏れ㍗」
じ　あ　Z　　も　と　のイ季・積　を　画復　L　た。　従っ　Z　、　DMso

除去過程にお・し泥、畑吃洲凄透圧白9・；膨張可

る《左防ぐことヵΨ＿葛い生唇率を得る紀あに

最も重辱一てよ蓼因z・あううとノ紀、1ヒ）れる。　しかし、

0、；図一sucroseのカ＼わ　つ1こO、25M一卜仏C1　を1≡司いに

場台、　目王」」呼又縮し正まきZ“あったにるかかわ

らず・生／写率1コイ氏zハった（Dう去：4－o『ん）。　こ｝匹13、

イ才ン後凄外弦可ひた為あZI’あろうと恩hれ

る。

v　糖1要
　マ　岨」フ　ス桑’契　月壬　左植斗（後、　－ZO，　　－100　　お・よ　び’
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二196。（二に10分間移iあZl・青争置才亡ることに，よつ魚・

速壊結（丘。DMSO濃度，融解速度およびDMSO

除去み法〆これらの胚の生信性に及1，呵影響

を検討した。得られE結梨の概辱・コ、駄下の
通つ　Z・・あ　る。

1，急速融解（360°c／今）芝れ在胚の生湾率面

　が㌦緩慢犀広解（Zζ。C／分）1れ任ものよつも≠i

　竜，1二，高かつ托。

2。　この・湯合の最ユ直PM∫oゴ覆度1つ、2、　OM　z・」あっ

　た。

3．旺を、2、OM－DM∫。＋05M－sucro∫e左含る

　PBSおよびα鮒一Sucr・∫eを含みPB∫中1二

　順次移しZD邸0を除去しに場合に、最も高

　い生存率（82％）バイ暑られた。

∠卜．　　上言乙《条イ牛・二　よ　つ　、　〉萸鮎，　高虫解み　」　び・

　凶∫○豫去乏れ巳胚左Recipie（t　Iこ移植後・

　］5匡』、（∋8％）の塵．与・汐Ψ得られ1三。

民　以上め．ことρ、ら、急速ラ去によつ壊紀」仏

　たマリス桑史晒」＿葛率に生叡うる一こと

　ρ愛日β｛らかとなった，O
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第8節　・1一橘

　マウ又受精卿の優れた壊結保存ラ去を開継L

，司蒔に、6湾繭橡メ刀二でム・こ関」憩碗

をも得る日的Z1・、糎船辱因民〉今却お」び

．灘叡蝶桑実胚の生存柚二及ぼ礒影響につ

いて裾可ほ．得られ孫課（概吼」・以下
（ハ通り乙・系る。

1．－o・cヒ室温の間の♪舎去Pお・よび・加ラ易速度I」

　生～～十生に睾多響しなか・っ1…。

2．胚を20および0°¢に保存し練課・生弓

　性、」、前者《わ寸噂や優れZし・た・

3．20お・よびO°Cz・、1、脳のE6あるい・。αy－

　ceピ。1を添力。したPBS甲に保弓芝れに賄」

　無添刀。のPB∫ぎ用いε場創二近い生虜性を

　禾し巳のに対しDM∫○添加区の生信率’」や

　や急激1二低下LつM畝添加区z“・つ・極あz
　l亀、ラ敷直二低下　し　た。　このこ　ヒP、ら・EGお」よび’

　劔cerσ1のマリス胚に対鮪毒性・」伽z



　一　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　り2

　力な毒斗生をもつヒ考えられる。
4．．　種／ユの£度Z・植氷後、胚を一20°C　唇ZI・藻

糸荏し在結果、植ラκ丑度の低下ヒ莫に胚の生

傷率が・低下ほ．このことから・－4°c雁度

の島い謡譲域2桓うk筋ことが・嚥U勘

　れる。

5．毎分α2タおよ▼び噌1、。°ごの速度z・）難1廷れ

た艇緩饅融解した線・生存率・」－7ζ゜こ

　巷1z・低下し。かったが、毎分9およ斜。°c
　（〔速度　zい）東系吉　芝　1レt　た　鴫　含　・」、　　場1養　（イ豊　下　巳二

　従っZ生存率が低下しr三。
6．　　示重々　，（盟、度　詳　ご・緩㍉卜曼）冶去P（1°C／分〉　ゴ　淋一1乏

　旺一を一7ζ。c　3　zひ急均しぼ（ち緩慢島虫解し丘

系課、一タ。・c以下パ顕・・ら’鍛彫τ易合

　に島い生房率が・得られに・こ《ことから・

　一ケ○・C言Z・・緩優瑳洞るこヒ1こよ・Z唯・K

　汐曵‘う一す彪3し・Zいる毛（ハヒ彪・われる。

7毎分5°cの速度z・一ζ○°c5乙“〉令却Σれに

　解し乞賜合の生傷率・コわ才か⊥こ似Z協っ
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　たψ・ギ、同温．度に30分間以」二保特したのち急、

　♪令（た傷合の生．1写率」；ぢ9～73％暮ぞ島さつ

　た。　これ、コ、　一ケO。Clこ保祷芝れZいる間に

　＋釧畑Qれにためヒ恩われる・
8，’－25．お・よび・－iヲ○°Cにチ、・1寸る月玉のイ呆喬司省と

　貧月間1耳、・それぞ1才～萎女∫〕舌間1ち・‘てバ数E】間Zひあ

　．つ7三の’に夕可く、　一マ50Cで・1コ90日間・保鳶しZ

　も生蔭性σ低下せ才、墨度の砥下と芙に裸

　鳶期間が延長し、一ワケ。C保存Z・博‘コ・存建l

　ri三イ呆虜十生かり吉忍・汐～　ら　れ，た．。　　コ　E・、　一ワ∫°⊂1こつO日

　間保信　乏　れ　た．旺を　Red　pi　ent　lこ　禾多桓後、　正

　常薩与一が1イ昇られた。

9．’）豪系志液甲に種々の濃度σ・BsAあるい・コ卵

　黄を添加しZ胚を一19と゜Cまこ1・〉蘇吉し繰課、

　これらの黍加IJ生1写寸生に睾多i響し13かうた。

10．・　緩十曼〉ξた糸吉　（0、∋3°C／命）　．才　寸へ．た：昌玉i宝．　＾｝9’6°C

　カ・ら一10。C言乙・急速融解5tたf島合IJ、緩

　・侵岳虫解区ど’司様の高い生信率が得られた〃渋

　o°c夙上さz・1急速融解亭℃ること・こよつ、

　生．存率が低下したゆ
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11．植米後、－20°cアルコー1レ、－ioO°C滴体

▼窒累刀・・zお減び一196・c液イ牢窒累中、こ、1。分

　間隔zl・静置．芝亡るこヒにより、亀、速壊結芝れ

　て…月孟’」、　、宅L・速畠壁ミ解（360°C／r分），　　や　や　 ・葛袈．度

　のP幡○（2、OM）および適切なDMεo除去方法を

　用いることに，よつ馳喜】率1二生鳶しうるこヒの寸

　明う刀・となった。最も高い生房率が・得一られ

　たあ・」、胚乙、2、OMつ図∫O＋03M－∫ucrose

　を含一みρB∫および．0、卯一SUCrDseを・会めFBS

　中に順）気移しZD凹∫0をア余宏｛にゴ易合z・、胚

叡e⊂いeハtに移桓後店匹（39％）確事ヵΨ

得られに。



95

マウスみょぴラ．ノト「未受精卵
の〉東系吉イ呆倦二

　　　　　　　　　　　　　　　　　　コの　了つケ0～19601年代’1二おいて」」、一未受精〔動1ηや丘IFI
ヱヰあ　ラ

月乞卵の藻結保存め言式みバな芝れZい尺かひ、
　　　　　　　　　　　　　　ヨの1972耳酬h｝ttlngk餉らの孝度卸煉・哺乳動

物卵｝の壊結保弓一に関切る研空rJ、主としZ

喫用的価但の島い受精卵を1司いZ為こなわれ

てきに。しかし、近耳、毎クト受精：技術の発達

にイ半い、　マrうズ，　ラhノト，　八ムZつ一おまび

又＋ネス・ミなどにあ・い2、俸外受精実験のに

あめ未受精卵左随踊準備しうるこヒを目的ヒ

しZ、卵管から回収芝れた未・受精卵の壊結保
　　　　　　　　　　　　　ヨぢクのヌわのリセラ
傷・こ関訂る研輕が磨ざ低z迂zいる。

　卵1｝を未受精卵の暖階z・保信甘るこヒによ

り、融解後の受精1こようZ多くの遺伝百勺組み

合わ¢が可能となり、体タト受精など（（喫験符

料を確保訂る詑P“r障るσごめ利、占、バ考え
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られる。　乏らに、・・各種P爾L零し重ヵ午勿白iη与の而可》東楕i・

序を朗らかにし、壊結方法を確立し乙いく」：
Z’騒 A朱受精卵と受精卵の向津性を比較可るこ

とも実用的並がに生理1学的に意義深い．本喫

駿Z・・」、言才最勧に、1系朋包期の帥与・コ容積

亙定量的に∫にあや玄いことから、マウス：未受

精卵を種々の向）柴剤中1二弩透さ¢z耐壊斉・〔σ、

イ曼〉＼速度　を二‡任定し　、　戸）　い　Z“、昌角ρ与　6へ　孝き脅農階

と面耳〉東・陛との関係を且月らかに匂る目自（フZ㌦ラ

》卜未受精印，マ゜ウ尺卵月包卵みょぴ種！7の成

熟、段階にタるう1レト卵砲卵の津紀喫験をおこ

なった。
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卜第2侵6　マ1」7ス未魎受精飢ηへの各種而：「壕ヒ斉りの透

　　　　過性

卵与の♪輪の際に引、o～2、OMの灘醐
壊剤を用いるが＼適切な添ηロおよび燦去をお

こ奄うにあに、耐葉剤の命与へ吋曼入速度を

測定勾ろことは有竜、義乙恩われる。　1細月包期

の印引3環形z・あるたあ漫透圧の変イピにタ祠

る容積変化を足量的に測趣るの‘＝適しZい

る。本実験z、・・」、30あるい弓o°c乙・、種々の

殉藻剤を含み保存液にラ彦遊乏せた一マわz・走受

精6｝Pの容示貢変イ乙亙経日寄自勺」こi環，1定一苛ることによ

り、耐〉索斉ii（（侵入速度を比較した。

工　実鳥灸材料および方法

　　　　　　　　　　　　　ル　6週令をこえτ…」工CR系天茂畏寒雌マ11フ又に．マ、5

‘．u。のP応6およびHC6萱注身可しz過俳卵を誘

起才て仁、　HCαラ主身可寵灸14～16月笥一間目，ニノ髪殺した。

卵管膨大都の卵子彪を流動1ぐラフィン下乙・、
．○、τ％　ヒ7’し1コ　ニ9“－1ご’添、カロPB∫（B∫Aを．1含・さ　な



　　　　　　　　　　　　　　　　　　り9

い）中に．導入L、餉丘細砲をア余ましπ」のぢ、

PB∫　Z、’ラ先5争　し　f三。　イ移負ξ、自勺に正．常，と1忍hれ．る≦回

ろ（Fl臼．11「0）をタ～10伺奪つ、30みうい13

0°Cの1・畢DM∫0，丘6，　G1ゾcer。1承るい・3

・D卜4FA　ii皇添、ηロ　し　τそ：　1⊃B∫　　1干7　1：　ジ享遊　」　1亡　、　桑至＿時自勺亀＝

喫俸顕微鏡下Z・写夏撮影をおこOうと。・30。C

lこお・」丁　る　喫鳥灸，σi∋0°CIこカ1コ温Lしf三室内　Z・・お・こ　な

しこ、　0°C‘こお・・了る実験・・π、イ呆・傷シ亀を．へ層へf三．B寿

計」丑を来水．丸にのせることによ’，）令却亡εが

（Fl6・8）・　一窃シの卵与19長β奇問保弓畝るたA

にガ覧ラス試験管1＝移しZ米りk名二浸し、観察
月寄’三クkフk　上　の、時差†皿　1二孝多　t　rと　o　　写真　に　」　り　臼P

子の透日膵ヒ命系胡包質の直径額，淀じZ写張

奄PBS中のE洞子の直行Lに対甘る比を求あるこ

ヒにより容積変化左計算し紀。　　・

　　　　　　　　　　Medium
　　　　　　　　　　Watchglass
　　　　　　　　　　Petri－dish
　　　　　　　　　　Ice　water
　　　　　　　　　　Stainless　tripod
Fig．8．　DIagram　of　apParatus　used　to　examine　the　morphology　of　ova　at　OoC．
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　乏らに、而可）豪斉liのア余去過程にお1巳↑るス、トし

ス　を　し　ら　べ覧る　た　6へ　臨こ、　1動η子　を　30°C　の而寸♪東斉llを

含ヨひPB∫中に60分間デ蓼遊乏1亡1ミのち、直拷一、

○　ある、いlo　30°C　（ハPBS　『コ　1こ禾多　し　、　画Fフ細目包1毛須　（へ

破壊仇有無を荏見察1た。

正　実験結果

　30°Cz＼裡々の面寸♪柴剤を含《〈FBS　I『Pにヲ写遊

鴛た61酪の謝可的な容積変化をF吟9に示
し　f三。　Glyceroτ　を含む・PB∫　甲　Z‘」、　厨∫刀ろ　1コ　τ三曜

eちにもとの容積の41％奪Z・収縮しためち除
　　ノ　　　　　　　　　　　　　ム凌z　rこ　」容積　を＿’互1イ夏　し　、　60分テ変　’こ6∠ト％，　120分イ麦，1こ

1382％　ま　と・コ互］イ夏　し　1三。　Dハ・1～0　あ　5　1・’」　丘6を　含1ひ

PBS甲Z㌦コ、卵手Gたた」・ちに収縮したが、　5・

今後に・」　ヌ　z旨：も　との　容積を’」ヨ復亡　r三（Flθ．

11－d，e）。これらに苅し歓レM　FAを含むPB5

中Z・・‘O卵与1っ全く収縮せ勾’・、みしろ月彰張勾る

こヒバ観察ユ妖（F’酬レP．

　同様《観．察を0°Cτおこなうた結果をFiG．

101蝋俵．Gレcer・1乏含みFBS中で’・ユ、卵
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子屯5分後にもとの容積の33％ま乙・・収縮L、

2鱗間後さ乙咽じ状熊を保つた（F㍉g・11一干・9）．

しη・し　2口’ヨ以降除々に容積の回復が・み弓れ

（F♂6・τ1－－k）、！8日後に唱93％ま乙“回後した。

DM∫q　あ5．い’J　E（｝を含む　FBS　中z・雄；、　函ρ喜　・9、

10分後1こそれぞ畦へ40お・よてノ4∫％客乙”4又縮し了ミ

が、－20司8ρ分衡こもとの容積を回復した（

砺・．1レb，c）・一方・DMFA左含むPBS甲に弩

遊乏れ丘臼ρ与IJ、30°Cの湯合と．’司ネ叢にやや月彰

張訂ろこどが・観察丁れ丘ゐ

　最後に、卵3を30°Cご・耐）豪創を省志PBS中

に60分間惑遊才亡にのち、而：r壊青IIを含70い
PBS　甲　1こ移し　、　生r写・任を　｛　ら　べ　た。　　条吉果　1急

Tlo、』1e　τ6r二ξF、1ヨζよ　う遭こ、　　oOc　zu昂〒τ）豪魯1ま除・去、

しに湯合・二・つ、D図∫0，　E6あうい・96㌧cer・1を

含みFB∫中に弩遊芝れzいた卵3・朔べlz死
う威し、DMI「A中（（〔，P写のみが生召し任，（10D％）。

＼これ1こブ可　し　ヱ　30°Cl二あ・いて而『「♪棄有幽qを予余去　し　た，

場合・二1コ、61／cer・1鵠びDMFA区1つObcの

湯合と司環て・あ・たが1、D雨○およびEG区τ・
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Fig．　11．　　Appearance　of　unfertilized　mouse　oocytes　suspended　ln　medium

containlng　cryoprotective　agents．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Explanati　on　of　Fig．　11．　　　　　　　　　’　・　　’　　　　　　　　昌

AIl　th〔㍉．oocyltps　were　pho七〇graphed　under　a　di’ssecting　microscope　with　a　X20

0cu1己r．and　x4・objective．

a，

b，

C．

d、

e．

f．

9・

h．

i．

Oocytes

Oocytg『

Oocytes

Oocytes

．0。cyte5

0。cyteゴ

Oocytes

OOcytes

Oocytes

suspended

suspen（led

suspended

suspended

suspended

suspended

suspended

suspehded

sugpended

A11凹magnifl　catlon　X　31．

in　PBS

in　PBS

in　PBS

in　PBS

ln　PBS

inPBS

in　PBS

ln　PBS

in　PBS

before

’contair｝ing

contalnlng

conta｛ning

contalnlng

containing

C。nta稲ng

containing

contaコnlng

treatment－．’

1，5　M－PMSO，　for

1．5M＿DMSO　for’

1．5　M－EG　for　30

1・5　岡一E〔三　for、5「

1．5　M－Glycero1．

1．5　M－Glycero1．

1、5　国一Glycero1

1r5　M－DMFA　for

’5・i・ato°C．

30min　at　oOC，

　　　　　　　　　　　　　　o
　seconds　at　30　　　　　　　　　　　　　　　C．

min　at　30°C．

　　　　　　　　　　　　　　　o
for　60　min　at　o　　　　　　　　　　　　　　　　C．

for　25　hr　at　oOC．

　　　　　　　　　　　　　　　O
for　6　days　at　o　　　　　　　　　　　　　　　　C．

60而nat300C．
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Table　16・　　　　Survival　of　mouse　unfertllized　ova　transferred

t。PBS・t　30°C　and　O°C・fter　st…g・i・PBS・。，t、i，i，g　va，i。、s

cryoprotective　agents　for　60　m「n　at　300C．

Temperature Cryoprotective

　agent
　　　　Tre己ted（1．5M）

N。・。f　embryos

Morphologically
n。rma1（銘）

00C

300C

DMSO

EG

Glycerol

DMFA

DMSO

EG

Glycerol

DMFA

14　　　0（0）
14　　　0（0）
14　　　0（0）
14　　　　14（100）

15　　　9（60）
15　　　　　　　12　（　80）

14　　　0（0）
14　　　　14（100）

ほそれぞれ80お」ぴ60％の生傷率が得ぢれた。

　オヌ｛妻験にお’いで、　1、ζMのDMSO，　E6あるい

」JG1ソcero1を含も・PB∫中に61ρ与をラ写遊オ辻に

系吉稟、間60〈卵子・コ収縮し、その後、時間

の経過ヒともに容積を回復訂ること例観察乏
れ　　1三　。　　　こ　　1ノし　ザコ　、　　　唱喜7　ラ長　1ぴ　而丁　♪東宥rj　i二　　」　　　り　月彪　？1（　　」　　低

た即細肥質内に耐）東剤フず侵入したOとを示し
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て　い　る。　1　かし　、　卵7≧　の　収縮お　よ　び直1そ夏に」蓼

．誘る時間ね、耐痩剤の種類および温度により

著iい差力噛ら既．言躰ち、α1ソcer。17
’」・　DM　50　およ　びEG　‘ヒ仁ヒベ　て　収縮か　ら　回イ夏ま　乙・

の疇間が・極あZ長く、　0°Cこ1・IJ　8」日闇を」喜し

た・言た、Glycer・1を含む30°Cの爽に60今間
ラ写遊乏せに卵『亨を3。・cあ5い・ユO・このPBSに

戻｝とた瘍合、宕べ・Zの卵手が死漁し丘汐Ψ、こ

れ弓、過度の米分ρΨ系日月包質肉に煮L入した巳あ

と恩われる．これらのことか朕ωycer。レコ

細月呂力外への透畳性が磋あZイ氏い物質ご仏ろ

ヒいえる．つ幡oおよびEG鎗む旋、縛遊1れ
た6旧与弓、　30°CZ、・弓タ分玉人肉にもと（（容琴責左

回復した刀曵＼－o°cご’」2蒔間ム人上ま辱1た。

　　　　　　ラLelb・（1977）・」・マ6ス未受精画越1、OM－GIゾ

cerDI　に　♪「琴遊オ　せた系苫果　間毛）！｝　く　収縮し、　22°

Cz’覧19数時聞後に容積を厘1復し1三が・、　0。Cτ・

rJ回デ夏ρ・翫琶いこヒを観1察しZいる。孝麦、つ毒た、

朱受精卵をα『M一ぬqにラ蓼遊才亡た湯合、温

度の低下と痴こ収縮丞度が低臼．ることを認、一
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めたが、本喫馬食（（霧果qこれピー致なる。す

なhち、墨度のイ医．下乙共1二而寸）豪有・llおよ・び・氷合

の透躍し性が減）レ・葛るものヒ思われる。
　　　　　　　　タラ
　Lalbo　らG974）1コ、　マ　1⊥フス　8系臼貝己其月胚え　　0°C

の1、OM－DM∫0を添、ηロしたPBS甲に弩遊をセZ
イ杉驚、の変イピを｛硯痙，しτ三結果、　6分後琶こ・収縮

tつゾ‘す、τ5分後ま乙・収縮した，ままz・」区！）’、

3ケ分後にや》容積を回復し尺ものの、90分後

τ・も奪お・もとの容積を，亘］イ夏しなeことを玄忍あ

た。　こ葺へ◎、　オヌ喫馬吏（（秦吉果と」一致なることρ、

ら、而可）東剤A卵与に対訂る透．畳・1生についでの

国P与の発臼f受階一1こよる差ρΨな「いのと・・1」なし・か

ヒ推ラ麺1芝チ欠る。　また翼0っ1三重力4勿種渚『におりつ

る〔ゆ与の透一遷L・注の差翼についZも、　’司イ羨の傾

向η・婚予擢、乏申」る。

　一方、　DM　rFA，rユ他（ハ3種《ハ而可＞ii乏斉月と全く喫な

つ、　7三とえ、○°Cにお・い7も臼「ヨ与を［4又縮ぞせる

こヒ1コ1言く、　iひしろ雁多チ長才「亡f乞。これ1つDM　FA・

ψ緬ρ条田月包月莫の透過一性を穴ぎく変化才せ：1三司能一

・ト生も考え，ら盛へる・o“、　王望・むIJ二不日月Z帆」スる。　．



108＋

　15M－DMSO，　EGあ5い1⑰MFAを含む3。°cの

PBS甲に60分間保1三1へた倒η与‘」、　窃z・・にイ本積

を厘］乎夏しZいることから、而可二東春1っΨ1究L全に系勾

屹瓠力に侵入ゼεヒ考之ら収一方㊥ce耐
を含み液中の卵3－，9容積が6牛％孝び回復LZ

おつ、G了ソcerdが’いくらヵ・侵入したも《ヒ恩

われる。　これらの画F〕与を面可〉豪斉り左含ま行いτ）B∫

甲に戻・⊥Z耐壊創め1漆去置程のストレスをし
らべ・た喫鳥食条吉果（丁訊』1e］6）・」、　容禾奏壷イ巳を

しちべ・花望鳥棄条吉果と一致コる．右《z・あった。

有aわち、G1ソcer。1　q除去過程＾ストしスパ

最も太迂く、DMFA　z・9全くストレ又が吻ρ・う

た。また、DMSOおよび・EG　Z、・，∂、高温（∋D°C）

で・而：1）更青llをア余去可るこヒが・，1∠・辱と尼・われる。

　マ1うス未受精卵を種！2（（耐）東剤を含むPB～

中に弩遊芝¢、容積変化左経時的に測定言る

ことによ・）耐壊剤の侵入速度を比較し信。得

られ．に主奪結果一コ駄下の通ノ）Z・みる。
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1．　　DMSO，　E6お・よ・ひ・・Gb／cerO1　を含むPBS　甲　に

　ラ享遊　ざ　れ　た，両iη　3－」δ、　間　も　な　く　レ又縮　L　、　　そ　の

　後時間の経過，ヒと診に容積を肉復した。L

　かL、収縮および回復に辱し1三碕間I」3ぴC

　に比べZO°Cの湯合に長く、託G1γcerDl
　Zいiコ、　他（（2種の缶iてP東斉・1よつ長戻｝間を月季し

　た。

2．　DM　FAを含みFB∫中zいIJ断ρ｝‘コ全く収縮で

　才、みしろ膨張しβ。

3．耐壊剤を繍2質中に含んだ臼ρ与をPBSへ
　戻　し　た桑吾果、　DMFA　Z・・1∋　全く　イ島・」i多　を．受　1丁　可・・、

　G1ソcehO、　z・1コ可くぐでψΨ死ラ庭～し、君侵、［）M∫o

　および・ε（ヨZ㌦」30°（二Z・戻：し1三事易合にめみ生

　存厨i刀与z）暫昇ら哲1三。

4㌔，系壱論としzご6㌧cerol　q印細胞質（へ透過．

　　　　　　　　　　　　　　　ム　十生ρ博極あ　Z　イ墜　く　、　P卜4下A　しコ極4｛　Z　I号アく　、　DM∫○

　あ．よび1三GIJそ，（弓7間の透過十生．ぎもっ4勿質τ・・

　あろといえる。
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第3節　 ヲ、リト未受精6臼の♪柴結イ呆r写

　王見1乞　ま　乙塙　ラ、ソ　』ト　未　受孝青角1刀　の　藻秦壱保　傷　（へ　言式み

　　　　　　　ねワラ
・ρ…h為・一例（－7り゜c保今）の報告をみるに

啄ひない。本節z・1っ、マリス桑喫旺・の♪東系吉乞・

用いた緩慢壊結ラ去にょり5・〉ト未受粍㊥を
一1つ6°ご　き　　z・・ン令1麦丁フ．L　、　　6（二180　日　闇保lr琴　f隻島王解　L

体外受精齢・こ郁て生存性を検言肌た・、

1　喫験篇料および方宏　　　　　一

　21～23日令のWl～†Or系動若雌rl・、・トに、10

i，・U．．のPMSGを侵下注1射し、桑つ41薦錯『後に、　IO

Lu．のHCGを腹腔内注身肌z過俳㊥を誘起乏・
・亡た．。　HCGラ主身可後14．、日寄問　目　・二彪栗隻　し、　画P管歴多

大部の帥3彪を流動パラフィン下z“OJ％ヒ
7，し口二9・＿ず黍のロ修正κ尺B適（BSAを含喜O

い）・執：導入し卵丘細氾を陰去1たのちFB≦
Z’Σノ先ラ争1　し　た，。　虜「7与一亀っ20（プ25「イ固コ“つ、　○、1レh1　の

PB∫の入ったガ1つ尺試験管（10x10。肺）に移
し　Z　OOCラkフKI4フ’ニラ受ラ責　し　1三。　5’分後、　あらか
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じめ　OOC　lこ♪令去P乏　れた　3、OM－DMsoラ悉カロ　PBS

O、1蹟1を0、03，　α03，および0、04醐可“っζ分戸爵

隔Z・添加した（最終濃度1汐枠DMSD）。芝らに

∫分後、魔法ごンに入れに一生タ゜cの7ルコー

ル中1こ試料客浸しZから植氷をあ・こない、5

分間青争置しに。アルコーノL甲の試料を庭三去ごド

ンにNれ尺潟液俸窒累力快中くつるすこヒ
‘こ　」　つ　r毎L分約　0、∋3°C　の逓蓬度z・・－80°C　ま　　z“）令去P

し、　ついz“飛俸窒素中に憂環しz！保虜し在。

－196°こ‘こ　6～180日間保1写ゲii灸、　言βぐ料を室温’望気

甲に放置Lて融解芝セ（2タ゜C／今）、1、4浦のPB∫

を信画にく分｛「「て黍ヵロ苛ろことによつDMSOを希

聚尺し　、　月王iiζ1）B∫　甲に禾多し　た」。

　喫体顕微鏡下τ・一形態的に生存しZいると思、

hれる卵与をイ疹正KRB液z・写先浄後、流重ヵノ曽ラ

フィン下z・あらかじめ∫時間前堵養ざれ荏α4

m1の精巣上イ本精子づ写遊液（α4！・｝0、9XIO6精与

／m1）中に禾多しz瑠！香でること二‘こよっイ本9ト受精

をおこOつた。　5；E弓26時間堵養後、邑p与

左スう．イト摯7“うスー’こマわントL、　2、ζ％ゲルワ
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一ノし一o’しデbハイドをメしし花のち中・陛．丁」ルマり

〉蓑に浸ラ責しz唾］迄IL、α29％ラクi三イド乙・

柔色しZ位相差．顕微鏡下Z潅見容Lた。精子が

囲卵月皇ま在ぽ細胞質内に落丘．訂る卵子を精子

侵入卵，帥畑昭質中に精子尾部とともに膨多化
精ろ一彊貢音1シ　あ幽るいIJ　雄寸生前核を見出せ二る　も　の　を　・

受精途」二卵，正常卵P割を示しピも仏を受精

卵乙判定一し荏。

正　実験率吉果

　一「0』1el71こ・示しr三よ溌）置こ、2∠レ○イ固くハラ・ソト

未受精卵左一1『6°Cに秦系吉し　6～引日間保傷後

融解し「三結果、5冒個（z4％）洲形態的に正常z“

あっ在。　こオへらの卵与にイ奉ラトオ受精とおこない

5『月寺間イ多Lに」観碧…　し　た秦吉果　、　　42イ固　（ワ2％）1こ紫青子

侵ぺが吉忍められ、　そのうち28個（6ワ％）が・受精

途聯て嘔うた（F三9－12一α，b）・畑瀕の異

常（FlO．12－¢），散乱した雌性前核（Fl3・12－d）

および細額の脅常な分裂などい貿1単侵入印

の宅li含つ31％（13／42）であった。　10．O弟圏¢卵与．
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［ig．　12．　　　Phase－contrast　photomlcrographs　of　frozen－thawed　rat　tubal　oocytes

lnsemlnated　ln　vltro　with　epididymal　spermatozoa．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　臥Planati°n　pf　Fig・121

　　　　　川the　eg9，　w，，e　ph。t。9．、ph，d、ft，．　b。i，d，t』i，ed．ith¶1acm。1d、nl，，　a

：：：1：；c鐙tm’c「°sc°帥’a羊1°°6u　nd　x4°°b」ect’ve’All　magn†f”

・．A－1・gg　th・卿ftご・・t・rag・i・1iq・id・it・・9・・f・r　6　d・y・，・xp・・ed

　　　　　　to　capacitated　epididymal　spermatozoa　and　examined　5　hr　later．　It　had

　　　　　　、，e，1arg6d，p，，m　head，　fertili、1hg、p，，m　t、i1，th，2，d　p。1、．　b。己y　and

　　　　　　f・噸・・den・ed・h・・m・tl・・Al・w・p・m・t・z・ρpenet・・t・dう・t・th・p・・i－

　　　　　　vitelline’space　are　visibTe．

b．A，。・m・1，g9毛h、w・d’aft，・・t。・ag。　i，11q、id，rt，・qen　f。r　91　d、y，，　exp。，ed

　　　　　　t。c6pacit、t，d、p，，。、t。，。、　and　ex、。i6，d　5　h，1、t，，．　lt　h、d。、1，　p，。nu。1eus

　　　　　　with　a　fertillzing　sperm　tai1，　female　pronucleus　and　the　2nd　polar　body．

・・An　egg　Penetr・t二d・ith・b－・1ity・h・・it…th・w・d・fter・t・・ag・i・

　　　　　　1「quld　nitrogen　for　27　days，・exposed　to　capacltated　spermatozoa　and　exam－

　　　　　　lned　5　hr　latrr・lt　had’male・nd　fem・1e　pr・nuc1・i・and　th・2nd　p・1ar　b・dy・

　　　　　　but　it　is　exhibiting　a　rough－appearing　vitellus．

d．A，的9　Penet．、毛，d　wうth、b，。m、1ity　when　lt．、，　th、w，d・fter・t。rag・i・

　　　　　　1iquid　nitrogen　for　91　days，　exposed　to　capacitated　spermatozoa　and　exam－

　　　　　　ined　5　hr　later響　It　had　erllarged　sperm　head　and　vitelline　appearance　is

　　　　　　norma1，　but　female　pronucle「　ar〔∋　dlspersing。

e．A，。・出・12－ce11，d。gg　thawεd　after「st。・・g・i・1iq・1d・it・。ge・f。・180

　　　　　　d・y・・exp。r・d　t。　capac．it・t・d・p・・m・t。z°a　and　examined　26　h「1ate「・lt

　　　　　　had　nucleus　ln　each　blast°me「e，　a　fe「t’1’zed　spe「m、ta’1　and．the　2nd　p°1a「

　　　　　　body．

fr　　　　An　egg　Pene，trdted　wiメ…h　abnormality　when　it　was．thawed　after　storage　in

　　　　　　1「q・id卿。9・尋f。・180　d・y・・exp・・ed　t・cap・cit・t・d　spermat°z°a旦nd

　　　　　　examined　26　hr　later．　It　is　exhiblting　a　shrunken　vitellus　and　many

　　　　　　spermatozoa　are　penetratlng　lnto　the　perivitellin∈　space・
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を、－1つ6°ご‘こ　τ80　日1老『イ呆～写後高虫解L　た桑吉果、　14

個（14％）が・形驚的に正単z“あった。これらの

卵引こ体外授精し、26時間後に観察し孫課、
93％（13／τ4－）1こ！窄肴一子4受〉＼コ寸認・めらをし1三が＼　2系田

月包賄z“鰺1民卵与（Fie」≧－e）・コわ冴“か3］

％（4／13）1ことといまっ、　62％（8／13）↓菖、　離着女L

た薙性お・よび雌在前複ド細月包質（ハ異常o分裂

みろい蘇田肥質の収縮（Fre・　12一千．）なと嘱騨

侵入卵z・・あつに。

　侵入卵のうち多精与侵入卵の肉訳ピr醐e
I8にξしたが、高率（62～8ζ％）に多精与受精

が観察乏れに。

　本　・美｝鳥づミの、糸吉　果　よ　　つ　、　　－196°C　Iこ　6～180　日　月困保

傷芝れたう・リト未受精印σ、融解後体タト慢精

によつ受）階しうることか婚日月らかとなうr三。壊

系吉一高ま解後形熊、的に正単ほ卵ろσ、宅II合1訓4～

24．％τあうたが1、この但口、幼若う・りトの未

受精卵を一79°こに保ξし輪rkeハlh酵C吻
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　　ゆり
（1977）の’美1鳥農系吉果（i8％）とほ｛ゴー致寸る。彼

ら噌、　がぐ嚢在雌う・ソトカ・54昇ら｝kしR．未受精印刀q

幼若のものに比べて面可）彙性が島いことを報告

しZいる’つΨ、　その…里庄フ1こつい1Z・」日月らかに乏

れZいない。マ6又．未受精卵Z・・3、－3°Cか弓

　　　　　　　　　　　　　　ヘ　　　　　　　　　　　　　　　
コ

ー4ぶ゜Cコz’：を・毎分α∋3．°ご（（速度z・）会却後一7タ゜

C　　コ　Z“をr色　r分　　70C　　の　．兎度　Z・〉今去Pし　τ三　傷合　1零史解

’後（ハ生一虜率1ユ44～72、％Z・あったのに対し、4∫°

Cカ・5－7㌻゜Cま～ζ・・を毎分0、33°Cの垂農こ・♪名まPし

1三τ島合（〈生．r参率層Jl・7～18うζ‘こ低下脅ることψΨ

　　　　　　　ヨの幸艮告芝誓へでいる。　しかし　」ラ1リト未受精白PZ・噸、

－4ケ゜C　　言　　Zl・・．《拝分　0ご33°C　　ζ（　遜≧度　　乙隔♪菓系吉後　一7与゜⊂

言z“を勧1°C P。誇鵡1ニレ刀’1か届脈ehlh9

みChびh9’qrワワ）の類飾吉果と・－8。°c勧

を一毎分0、33°Cの速一度乙、・婁去Pしε本喫験の結果

かΨ1看1呑1・1司じz、・、ゑr》　τ匙こ　とカ、ら、　－4－9（冒一7タo¢

間の微のrひ．）々却垂度め差弓、昂玄解後の正常卵

子A画収に、マわλ⑲与の瘍合1百ど重辱Z・ね

いヒ｝忍わ釈る。

　回収芝、敢尺卵与‘；佐外才受精した1結果、島率



τ18

（72～93％）の卵子に精与侵入バ認められ尺も

のの、26時間後に正単な2細月包期まZ・卵割し

御与・631％と低率z協つた・％rke川n砂
Ch・ng（1r7携、難旅なし・対轍・就べ

て、壊結一融解乏れた卵子の受精率弓有意に

低下言る・ことま報告Lている。　芝らに本’実馬灸

留・」、翼鴬侵入卵’の率が島く、Lかも授精後

5β寺畠『目（∋1％）に比．べ’z26震｝間』ヨ（62％）の方

が高かった。これらのことから、♪東結一扇虫解

後形態的に正常と思1hれる卵子も多くのもの

バ殉らかの質的傷害ぎ受1寸zおり、初期廃生

に影響を及ぼし葎右のと考えられる。Lかし、

正常な2細尼期胚も得られτみ’1、これらの

卵｝を矛多植ヨることにより、う・ソトにおいて

も♪東結芝れ1三禾受精画　由果の産子左得ること

も司貧εZ“あろうと｝i忌われる。　　　　　　・

Ψ　摘」蓼

　本節の実験て・喝、幼若ラ・レトの卵管よ’）得

られた未受精を一196°Cに保傷後、融解（Z体



τ1停

タト受精ゑおこなr・た。得られた結稟13、》・人下

のように要約Lうる。

1．　6～9］日間保彦した卵子を属虫解しに結果、

　24％の卵与かひ形態的に正単z・あり、体外授

　精後5°時間z・72％の卵与に精与侵＼が・認、、め

　られたが、こ（（うち正単な受精建上卵は6マ

　％國ご’あっに。

2．　180日闇壊結保～写丁れE卵子左融解した

結果、了4％が形熊的に正常乙・あり、体外授
・精復二゜ Q6時間老／餐（た結果、93％のβ｝P与に精

　子侵入が誕Aられにバ、正単な分割餉弓そ

　のうぢ∋1％Z“あラた。
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第4節　マ1うス㊥月己卵の）東結イ呆信

帥月包卵練結保唇に関苓ゐ研物；梅あで少

なく、一マウスにみいでる、わ葛’・かにPαrrott
G9603P依一79・Cに壊結保叡た卵巣組艇自

家禾多植（たのち新生尼を得乱と報告とZいる

に吻こ・ない．本実験ひ、」、卵椥乞期（6er廟ρl

ves｝Cle’stαge：G▽期）にあるマウス印濯卵を
一196°C　ま　Z、・）東結　し　、　そ6へ而可♪索・ト生i皇　亡　ら　ぺ　た。

工　実験符料およか方法

　4～6ま畳今の工CR系．雌マ　ウ　又に　ぢ～【r、…ri．u．　の

P図∫（i｝　を．昌夏只皇｝コ勺♪主咳ご1　し　、　約4ぎ日寄間ヲ委』1こ　屠殺　し　「こ

印巣を切つとつ、矛紙上こ・付着した血漁αど

を肩zつ除いたのち、　PB∫（了～2陪1）を．入れプ三時

計皿へ移しと。実体顕微鏡下Z・、鋭い椥職＋

を用いZ発育しε卵月包から白P月包卵を才采り出し

PB∫z“2回洗浄後、形熊、的に正常z・、ψ・っG7
6へ　確言濯、　z・・　5　　る　　　も　　の　　i蓑：　喫　験　‘：．イリミ　　し　　τ三．　。

　実馬灸1お・よぴ2乙・旨σ、一｛弟の6P与1；対、照区．
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ヒLて1三任ジち‘こ士・告・養し、i残つ’」10～ヲ0イ固苛・・つ

0、ZあるいIO　Oj幽1のPB5の入った．が1ラス．試、験．

管に移し氏のち、それぞ玖力即あろい1コ東結

喫駿をむごOうたあに0°C米末甲に憂史E。
0°c）金　ま［処王望区　z、・・9、　言式料i≦　ラk水　中　に　30＿60

分間保っ1三（ハち室ラ置にもど1しZ酌ρ争苞回1収し

τ告ノ凌し　ごモ三〇　壊系吉イf呆r奪＿〔≡≡Lz鯛，コ、　（）b（二ご・、　1斎㍉：「象斉・｛

と　し　Z　　　1、0，　2、○，　3、O，　4－、○卜4　（ハD卜4SO　を添カロ　（　ノ三

FB50、lm1をα94冒【hつラ農度ヵΨ噌ヵロ房るよう1～4

産ヨに分’†Zそれぞ1れ5分間隔Z・添加し、最終
DMSOゴ農／隻と二　（．　z　　O、5』，　　LO，　1、9　　才～・よ　ぴ2．（）M　をそ暮

丘。DM50濃度に応じz－2～－86cのア1しコー

ルrPに漫しZ桓米を訳・こO、圧のち、試料を
庭堵巳ンに入れE7，しコ，ノレ躰＝ラ熱匠謎

液俸窒累ガスマにつる宕こヒによ’）、参分約

03∋°Cの速度Z…80～¶O°CまこII玲即後、飛俸

窒素甲に保唇亡巳。試料を室墨空気甲に放．置

3ることに」つ扇虫角牟（2タ゜C／分）した，の’ち、1、4一帰

のPBSを3分間隔z・・ら1回に分叶？添カロしZ
DMSOを希釈し　丁三。　，亘1収芝　れ1乙向P｛婁一岨　　PB∫乙・2
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回∫先浄後仁告養した。

　無灸3Z・’コ、0、　MのPBSの入った試験管に

印与を移し1≒のち、37あるいはO°CZ＼両可二東
蕎1ヒ　し　Z、　3、OM－DMso　あ　ま　し、庁」　2、　rrタM＿正）MSO　＋

0、2；M－sucro∫eを〆含みPBS　O、了レ、1を3産ヨ1こ4ラ・†

て添加し紀（最終濃度L闘つMSOちなびB℃M
－DMSO十　〇、　i　25M－SUCro5e）。　；東結　一扇虫解一あ」　・び・

耐壊剤の除去・3よ記の方ゴんこ」りおて取・、

回収面η子をφ音養した。

　堵養液1二q、1凱家兎不活化血清左添加し

た修正K尺8豪きを用いた。｛契鳥金1zい’ひ、卵子を

18時間‡音養後に固定薬色しZ成熟、段階をしら
べ　1三。　　実馬庚　2　ヨな　」　てバ・3　z・・1つ、　14∫埼間堵！養　し　Z

　　　ふ体外成熟5辻配のぢ形態的に生存IZI・3と

恩われる卯与を、あらかじ副時間の前堵養

をおこ孕ったマウス精巣よ体精子厚遊液中に

移しZ芝らに5－8時間堵養ずることにより体
外受精後、固定染色し1乙。精与が・囲卵座また

・9条田月a質中に存伍勾る〔｝P与を精与侵入卵，卵

細絶質中・こ精子尾部ヒともに月匪多化精子顕部あ
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る…コ雄陣前核を見嵐tるものを受精途上6｝ρ

とした。

丑．実験結果

　実馬吏τにおいてI」、G▽其月のマウス卵月乞‘、Pを

O°Cに♪含去ρ、　あるい爵而可瑚旨斉1としてLi5MトDMSO

を用いて覗6・こま乙壕籍ほの引8時間培養
　　　ふ（、．成L黙」察階を仁ヒ較し1三。　その系吉果、Tね』τe

l9に示したように、処理後形熊、的に正常Z・あ
つた卵与（パ劃合1り、d。c玲宏　区凸で・喝93銘♂あ

ったのに対し、♪東系i5区Z㌦」32％にイ医下亡た。

Table　19・　　　　In　vitro　maturation　of　mouse　fo111cular　oocytes　after　cool　ing　to

OOC　and　L1960C，

Treatmenむ　　　No，of　　　　No．of　　　No，　of　normal　　No。of

　　　oocytes　　　oocytes　　　oocytes　after　　oocytes
　　　treated　　recovered　　culture　（諾）★　　examined

No．（瓢）★★　of　oocytes　at

　　stage　of
GV　　　剛　　　 M2

Contro1　　　　　　－　　　　　　　283

Cooled　　　　　　　105　　　　　　　98
（0°C）

Frozen　　　　　　　207　　　　　　　186

（－1960C）

270　（95）　　　　　　225　　　　8（　4）　　　　59（26）　　　157（70）

91　（93）　　　　　　82　　　8（10）　　　20（24・）　　　51（62）

60　（32）　　　　　　　60　　　　5（　8）　　　　20（33）　　　　20（33）

★　Percentage　of　recovered　oocytes．

★★ @Percentage　of　oocytes　examlned，
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こ　れ　　ら　辱の　巨lF7δ一　を　イ奉　9ト　声告！養こ1＝　よ　　つ　1戎’嚢祉　⊇一　セー　た　系吉

果・つ゜c区乙楠、対黒区に匹敵qる第1成熟
分架甲其R（卜4Dお・よ．び・第21i茂皇寂分｛裂．中莫目（M2）へ

の移行率（それそ・れ24お・よび62鋤を得たが、

輪区z鳳M2移行率1ひ㍊’二低下し夜（隔．
13－（λ）01　・

　！実i馬食2・z、hJ、　0、∫～aOM－DMso　iiヒ1手1い　て一一1『6。

（二に壊席1に卵月包卵を堵・養後俸ラド受精7亡、

≠可蕪＋
諱Eおよび・○・c＞令却処理区と比較ほ。結

果一‘O　Tθ』1e　20　お・よで・“　2τ　匹こピ〒、（　r三。．秦系吉一一

‘畢広解後看多熊、的に正幣と尼、われる卵子の割合屯、

1）MSO5農度が・0、タ～LOMの湯合（9～14％）に比べZ

LO～2．OM　（（㌻易合（22～25『％）’二　，喜1汐＼一）　≠三。　　1こ

れらの生～写qpろ一をイ奉クト受，精芝・亡た系吉果、精与

侵入率司わずρ・6％GO力6Dにとど耳’，、　o・c

区．（34．％）　お・よ　び’声「，照、区（∠レ6％）1二　仁ヒペ　て　1ρ、庖　！）

低率z・、あった。渉た’、侵♪＼卵（〈うち雄性前イ亥

をもっものの割合愚8、対、望区が184％τあ、葎

のにヌ可し、 00C）金去「フ区z・・，ひ与2％、♪i蓑系壱区乙・1’」

40％（4／ro！（F’ヨ．13．一』）τ’あうだ。
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’「able　　21． Stages　of　eg95　pehetrat6d．

丁reat1鵠ent No，　of　eggs
penetrated

No．α）　of　eggs　wlth

　Sperm　in　peri－　　　Enlarged　　　　　M．ale

vitelline　space　　sperm　head　　pronucleus
Abnormali亀y

Control

C・・1ed（0°C）

Frozen　（－1960C）

84

40

10

3（4）

5（13）

2（20）

7（8）

10（25）

2（20）

71（84）

21（52）

4（40）

3（4）

4｛10）

2（20）

Table　2～．　　　　EffeOt　Qf　D「司SO　and　sucrose　on　survival　and

°fm°us・。・cytg・。・1tμred・ft・・f・eez」・g・

ferti　l　i　zati　on　in　v「tro

Cryoprotective
　　　　agent
　　　（conc．）

Additi’on

tempera－
　　ture
　　（°C）

No．　of　oOCy：tess

Frozen　　Recovered
　　　　　　　　　　and

　　　　　　　　cultured

Consldered

as　normal
　　after
CUltur⇔（諾）★

Penetrated
　　　（諾〉★★

Undergoing
　　normal

fertiliza－
tion（％）★★

DMSO（1．5卜1）

DMSO（1．375　M）＋

Sucrose（0曾125　M）

　0

37

　0

37

176

157

264

136

165

136

234

119

20

46

81

46

（12）

（34）

（35）

（39）

　5

13

23

11

（25）

｛28）

（28）

（24）

1

6

9

3

（5）

（13）

　　、

（11）

（7）

　★　Percentage　of　the　oocytes　recovered．

★★@Peγ℃entage　of　the　oocytes　considered　to　be　normal　after culture．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　罷

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1｛

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　孝

一‘一一． @』’ヒ‘－一　　『　　．．．一一…一』一『｝ざ『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．b

Fig．　13．　　Phase－contrast　photomi　crographs　of　frozen－thawed　mouse　fo111cular

oocytes。　　　x　640．

a．　　　An　oocyte　cultured　for　14　hr　after　thawi　ng．　It　looks　normal　showing

　　　　　　the　19t　polar　body　and　a　chromatin　at　a　stage　of　methaphase　II．

b・　　　An　oocyte　cultured　for　13　hr　after　thawing，　insemlnated　with　capaci－

　　　　　　tated　epididymal　spermatozoa　and　examined　7　hr　after　insem「nation．

　　　　　　It　is　undergoing　fertilization　with　the　male　and　female　pronucle「，

　　　　　　penetratうng　sperm　tail　and　the　2nd　polar　body．
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　実馬灸3ひ・o、而寸）秦剤としてL5M－DMSOある‘

い1コ　1、375MトDMSO　＋　○、125M－sucro∫e　を用い、

これらのラ恭ヵ口温度かΨ一1『6°Cに♪東系吉7れ1三日1弓且巳

卵の耐）剣生お」び体9ト受精1こ及1う・課多響につ

いてし5ぺた。糸吉果ゲコTo』1e　22‘：f表葛よう

1；、吊史解・一老・養後形態百gr二正常ヒ恩hれる卵

与の劇合。、DM∫0の一昂を蕉糖乙・置き換える

か、　あろいIO　3「7°Cτ“1赤↑痩葎1を添ヵロ冨ること‘こ

よっ高きったが＼イ牢9ト受精実鳥灸にお・・サる精子

侵入率、に1コ差一がみぢれなP・った。

皿　考察

　マウ尺卵月包CIPの）吏結保二唇を試みτ三i穣告’3み

られOいが、本実験Z“得られだ結果左マわス
受精印の♪東結結果（第3章〉乙比単交し　z　みる　と、

卵月己卵の耐）東性’」朗らか・こ低いヒいえる。・こ

伽3、印子次成敵～受精過程にみいZ膜の住
質りゃ変．イピ．ずること一も一因ヒ考之られる。壊系吉

処理卵各の俸外受精後の侵入率σ極あて低く
（6～28％）＿壊結一・融解後形態的ら1菖正’孕ヒ’起、
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われる6ρ与も生．王里白9機倉巨にイ可らz・・の変イヒ．を受l

lす丘ものと恩われる。一方ご1、正勇な前核期
ま　Zい矛多そ青　し　1三印刀与一（Fi9・τ3一ヒ〉）も観1峯ユ　れ匠　こ

ヒ　　z♪、　　ら　　、　　　　〆今　　テ委　、　　　壊　系吉　　一　」融　角」奪の　　条　イ牛　　を　　変　　え＿　　る　　　こ二

どによ’）生唇率みよび・侵＼率ぎ高めることも

可倉邑Z・’あろうと恩わ1八る。

DMSOの勅。温度を○・こから37・C　I二変える’ ｱ

ヒに」り、生存率が改善乏れる揚合バみられ
にが、、　こ京1q、　高温下Z・DM∫○が印築ヨ月己内に速

イ）かにイ憂）㌧tたこどに．よる可能．・ト生ηΨ考えらゴへ

る。ま臥融解つ幡○希釈過程の漫透圧的瘍

薯を繧和可る目的z・DM∫。の一部を薫糖に置

き換えた結果、わ才かに島い生俘率が得られ
で三が・有1竜、差・ひなく（つ乙z検定）、’～と）マ♂’Lも届足な

結果ヒ9言え愈い。

π　埆勇

　一1％・⊂に壊結保存芝れた67期のマウ尺卵肥

61Pをイ奉列一τ告養，二」つ成顛、芝亡、体クト受精をお・

こ傭っ在。得られ紀結果一の概勇司つ♂の涯Lつ
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．Z“あるト。

1．壊結一融解後の生信率q9～3鴨Z・、受精
　〔｝「η‘二じしぺ　Z低～ハ　っ　1三。　　ま　た、　DMSO♪農度¢バ・

　了5～2、OMの瘍合に虫彦率が・1葛かつた。　、

Z　）柔結卵与の体外暗・養後（へM2衆多行率IJ　33％

　z亀’、　ヌマ、旦ぞ区（70％）　お・」　び・O°Cソ含去ρ区（62％）

　1こじヒペz低ρ、っゴ三。

3．　　潮柔系吉石lp与のイ牢タト受績そi皇（（精3侵入率1コ　6

　－28鋸乙＼女守黒区（48％）お・よぴ○°と珍却区

　（3外％）に比べZ低かつだ。　また、侵入卵の

　うち肖71核其日3zい孝多許ラ‘τ三〔lp与の」客・1合（40％）・

　もヌ可、照区（84％）に比べz低ρ、うた，。

4－．　DMS（〉を3「r°C　Z”薄ミォロ冨る∂・、あるい1コDM∫o

　の一部・を薫糟・こ“置迂喚えることによつ、わ

　オ・かに蜻率汐略わ紀帆牢着子侵入率・3

　改善乏れo〃・っ径。　　　　　’　　　・



131

第5・節　 ラ、ワト箇P月包6岬の壕当結保膏．

　前節Z・・‘ヨ（｝▽夏目のマウス凶P月巳砂の）索1結喫鳥食

をおごほっ・rヒが、島虫解後の生鳶率屯上箆σ＼1受．

精面Pの　亡島合　’二にヒペz低率　zいゑっ　1三。　本実鳥灸1コ、

ラ。ノトとマウ尺《種間、卿 ｨば㊧1卵子の撚椴
階による両9秦・江を比較可る目的Z・、種々《成
嚢尽段階にあるラ1リト面P月包丘1ρの♪東紀喫鳥夷を．おこ

なった。

工　実、験才才料および方法

　Wi5†ρr系および5pr・8ue－Dαwleγ由束のCD系

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　よの　白　芭　＝ラ・v　ト　を，’現　い　7三。　　21（－26日　令　の　未f義’累k

雌う・リトにIO　I．　U．のPMSG客麦下珪的し、48時

間後に10i．u、の日CGを腹睦肉注耳：rし鳶。G▽其昌

の帥肥卵・gPMSG注射後約48爵間目に、各種
成’裏な∫受階にある画P目乞卵岨、HC（h　5主均：r後3，　6、9

および85日寄間目1二、　それぞ仏発育し尺6P月己

か5採1取し径。餉事1ヨ、室丑のFBSで・Z自洗1

孝後、印丘一細月包を付着ざ・也イ三きさ10～25°個ず



B2

つ、Od詞のFBSを入れ尺試駿管qOx質肺）に’
移し、　ド：うイマイ尺と，7’しコー’し1二よっ毎命

1°c（（速度z・○°ごまτ、メ薯却した。ジ

　DM∫○希一釈ii畠L度が♪G▽其日の自P月包卵の而河♪豪イ生に

及．1ゴ忽畏多響‘二っいZオ！灸吉「「冨る実馬灸Z“は、　○°C

τ”αOZ，0、　D3および0、0タmTの3、OM－DMSOズさ、

加FBSをぢ4）間職Z・咳弐鳥灸管、：添カロしに（1農終5震

度1、タM－DM∫。）。ぢ分後毎分1°cの速度z・・

一牛゜cまz・翁去Pし7桓うκし、ζ’ｪ間保っに。「ヰ゜’

Cから一5ずcま’ごを033°c／分，隔⊆D°Cから一「7ζ゜C

琶z・を1°c／分の速渡z・1＞倉去Pしεのち試料を痩

体窒素中、⇒受漬し、1－6。日間保信しε。款

科を．室蕩置空気『2‘二放置勾るこヒによつ‘i商虫角峰∫

ゼニて25“C／分）、）柴ij結夜ヵ“、融解し13じあるとた1三野

ちに試験管を、氷フK中，室混空気中ある・い’ユ

錦゜C来甲にお・5、各最度z・・1、4耐のPB∫を3分

間隔τ事園に分・↑でカ・えるoと・二よ’」DM∫o左

呑釈しに。

　PMSO添ヵロラ温度かG天7期の卵月包印の而寸療1、｝生‘こ及．

ほコ影響左しらべる実験z・・’コ、卵多を入シ～β
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試馬灸管左ヨ7°C）κ中，室農空気中あうい・30・⊂

氷フk　中　　に　お・コ　、　　各混度　Z覧D卜！1SO’を麟ミ、ヵ口　し　1三。　ニコiiセ

煮…およひ・畠虫解，コ上．壱己と1司℃・方ラ去Z・・おこ砲い、

1i南ヨζ解マ麦，のD卜！1∫○希采尺o毎　1室珪置乙u　お’こ　1：｝　う　　1三。

　卵与のβ文・熟∫灸驚，　お・よぴ♪東結喪→rに添ヵロし

径s（λCrO～e　ψ受而寸）豪十生」・こ及L’言守景多響1こっ　い一～　L

らぺる実．験乙・lo、而可）栗斎llとしZ、3、OM－〔）Mso

あるい1っ2、「r5M［一・［）M∫〇＋O、2ζM－sucroseを！含iレ

PBS　を　　室♪昼　乙栖添ヵP　し　た　の　ち（最系ζラ寝／斐　1、タM－DM～o

およ　「び・　1、379卜4－D卜！1∫O＋O、1Z｛51》1－∫ucrO∫e）、　上吉己ヒ

1司C・方う去Zい姜式峯斗を）菓系吉一扇虫解し1三。　D図SOの希

釈lg室温Z・・お・こOい、一一商3｛（言次羊斗乙・IJ第lf灸

戸皆の希寮疋褻（0、11い1）に　　0、Z5－M－≦し」lc　ro≦〈∋左者ミカロし

た，　PB∫　左　　1手i　い　r三。

　畠ヱ解後回収乏1匹E卵月包6祠巳コPB5　z“2回’洗う争

後、修正κR8液z・堵，養した。？図SG注射後ヰ8晒

間日1こ4采取しf…」卵〕月包魯P弓14H寄間，　HCG注身可後」

3・プ6．5「・お」ぴ9、5一時間目にオ采取し葎函1刀珪包色P屯

それ蓼れ丁L7，タおよび9．9時間瑞・養．しZ蔵護双

分裂を誘起Ttr三のち、形態的に正幣ヒ思わ
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・れる臼ρ子を、　あらρ・じあ5時間の前堵養をお・

こ！ぴっr三ラ・レト精巣一上イ奉精二｝（0、2～O、6x106精

与ん1）浮遊嚢へ移しZ体外受精齢淀なった。

卵与・び、精3・とともに8時間瑠／養しr三のち固

定…楽色しZ荏昆黍した。精｝が囲百F臼空毒葎昌角P

細肥質中に存在勾る卵与を精与侵入卵，6研細

吃頸甲に精子尾窃〉ヒともに膨化精手顕俸ある

い‘」雄性。前核を見出ぜるものを受精途工卵と

した。

ユ　実、験結果

　第1の喫験乙“・3、G▽其月のラΨト卵序己魯Pを二〉東

結一融解後種Qの虚度ガDM∫○を希寂L、それ

らがその後の生存恨お」び体外受精に及ぼ可

影響についてしらべた。短集・1コT6』1e　23に

・示した。壊系吉乏れた卵弓一の生修・率および体クト

受精後の精二｝侵入率、」、融解後DM∫Oを皇温Z覧

希釈した場台砲それ乏・れ46および34％、　3「7°C

Z“希寂しに蝪合屯それ蓼れ舛および’33％z“あ
つ、　　い　・冴・・れ　も　　O°c　　z“　孝i多采足　し　τ三乍霧｝合・（　そ　　れ　そ“　十曳
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29　お・　」　　び　723ζ）　よ　つ　も　1葛　か　っ　　7三。　㌧ま　1三　、　精　弓一タ曼．

入汐呪うれるものの’ A棚奉，前核，秦田月頷な

ど1が・憂幣z・ある卵｝の宅1｝合も、DM∫○，の希釈を

室温　2臥．る　い　1コ　3r「°C　Zい　才」・こ　1｝　っ　7三場合　聖コ　30（ノ38

％で・あっ　r三のにナ可ぐ、　0°C希釈区～乙・・13マ5r鬼（3Z毎

）　と・・あっ7三〇、．

　第2の契鳥灸z“、」、DM～o♪黍刀oヌ易．度φΨ愛案吉一扇虫

解芝れπラ・リト印目a卵（6▽期）の而訂♪豪柾および・

イ脅ト受精に及ぱ冴影響にっいZしらべε．結

果IJ－「o』le　24一に示しε。　DMSOを室温z’1添加

〔尺《ち藁系吉＿融解乏れに卵与1コ事音養後63％

ψΨ生．存しzい尺が㌧DM∫○添、ヵDを37あ3い・gO°

CZ恥Oなっ丘嶋台の生弓率・δそれぞれ妬お・

よぴ叙％に低下し已．俸外受精1：よる精与侵

入率q、0°C，室丑およが37°C添力・区z“・それ

乏uへ！・7，∋6お・よぴ・47％て・・あったが＼最高の受

精途上卵率（62％）みけ最低の異鴬イ曼入卵率

（9％）‘コ室盟添刀ロ区～・得られら。

　第3の喫験z・、」、卵3一のi成勲、段」…管みよη＼

壊結液あるい、つ希釈夜甲に添加（ε馴cr。5e
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Fig．　14．　Phase－contrast　photomicrographs　of　frozen－thawed　rat　follicular

oocytes　collected　O（a），　6．5（b）　and　8．5（c）　hr　after　the　in3ection　of　HCG・

Oocytes　were　cultured　for　14（a），　7．5（b）　and　5・5（c）　hr　after　thawing，　「nsemi－

nated　with　capacitated　spermatozoa　and　examined　8　hr　after　lnsemination．

AI　l　the　oocytes　are　undergoing　fertilization　with　the　male　and　female　pro－

nuclei，　penetrating　sperm　tail　and　the　2nd　polar　body・　　　x　640・
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が＼）染結一島虫解後Aう、リト卵月巳卵の生今性に

及、ぽ可影孝彦にっいZL弓べた。条吉果・」τn』1e

25に希し花。　HCG注．自可から卵月包画ρの採耳又ユτ・

の蒔間が’長〈ね・るに‘従っZ、」融解一ヵ告・養後の

生r｝率，体9ト受精後の精3一侵入率みょぴ受精

途」二館率・コ房ぺZ碧ηロL、対照的に喫南侵〉＼

酋隔率，識少しと．彪壱液玄5い、ひDM∫。希釈

求セ『71＝SlλcrO∫eをラ悉ηロ可ること‘二，よつ、　一擁と

に生傷率撹ぴ侵入率ρ“やや噌力。し、翼牽侵

八卵《率が演少可る硬向力ΨみられEヵヤ・、65時

間区の生彦率σ逆にゃ・低値z・あつた。

π　考察

　凍結乏れたマウス即…盤月己の生薦率1つ、DMso
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨきひ《添カロお工・ぴ下余去を20°こz・禽こなうた瘍合の

労ヵΨ、○・CびおこOった場ざ）よつも高し・値ψΨ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　り醸告芝れZいる．Whττihgk飴（1gr4ねマウ
ス胚盤睨の）蘇吉保存’契験の際の［瑚∫○添加おば

てバ礫乏、ミ昆＿ノ妻∴二ついてよつ言羊細‘二検言寸｛1三桑吉果、

添、ヵ口温ノ隻　1こ．関イ系Lな　く、　37。C　Z・㌧希ii釈　し　「三　場合　に二
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胚の　生．r写率‘」’高　く　、　　一方　、　370C　苅ミ、力ロ　ーOOC　希

釈の湯合に生存率1コ最も低いことを観察しち。
最近ごhコ、あん掌），稟逡2）およびウ㍗）胚の壊系吉

保湾実験τも、島い温度域（2。～37・c）ごのDM∫○

の添加ろ・よぴ希駿ρ略こなわれZいる．奉喫
，験に’手1い1三G▽其自のう・・ノト61P目包〔動力，こ手、・いマモ5、

室蕩註（20～Z8。－C＞あるいq∋rZ・C，二お・いでDM∫○を

希カロおδび除乏し丘1易合に、生．存率，体外受

精後の精｝侵入率ともに高い値が得られた。

房z・に奉章第2節ご明らっ・に」れ乱ように、

1）MSOfJ　∋0°C㍗lgセウス禾受精卵に極めZ急、

速に≦曼入葛　るη〈＼　　○°C　～乙・・18テ曼．〉＼に30～60分月ロ『

左辱可る6　・このこと・ヨ、　ラΨト6P月1包σIPにもム

てσ言ろことが確記、芝れZみ・1（禾発表〒㌧
タ　λ　　孝5　実馬食　ZM、　　室芝島」　み1≦、い　　｛つ　　3マ。C　lこ　お　い　て　DM、

SOを添力Dし1三協合1二島裏解〒ヰ受）隔後の精ろ侵入
のト　　　ム
半か静1各かったの・」、［）卜4∫oが・細昌包1賃肉に十分侵

ぺ可ることにより壊結によるストレスが軽激

丁れ民にめ〆もしれ行い。しかし、PM∫oの侵

入に時間を要する．O°C添加区・＝本、いてもかな
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クの生唇卵参が得られ在ことから、）蘇吉前に

D庵○が袖吃質内に侵入葛ろこと，コ、卵3の生

信に1㎏，「才“Lも必零一1Z・旨90ビと恩hれる。一ら、

室遍あい・」ぎ7°Czつ図sσを漆釈した場合に高

い生存率および精与侵ぺ率が得られr三《・召、

PM∫o〃忌・速や辱かに除去重「れた1三あに、水今の流

入による浸蓬圧的傷宴が緩和舗たにあヒ湾

えられる。

　　　　　よ　孝壷々の成・袋璽段階にあるラ、リト卵昌包〔IPを項…紀

走斜二侮外堵養L、イ脅ト綬精をおこo「側灯
、験乙・・」、成き乱」唆階が・進ヨひにっれz妥精率バ高

　　　　　　　　　　　　ねヨラ〈奄ることが報告乏れている。　このこと弓、

HCG注射後3，6、タおよび8タ時間目に採取し
た．画P昭．6【Pを堵・養前に♪虐糸吉一高虫解処哩した牢喫

験の結果と一致コる。また、島虫解一堵養後の

二E有率もHC（｝注射から採碗まz・の時間の経．過

とヒもに高書ゲRτ沖、　L二れ一コ、　61P与の成熟と．

ξもに向〉菓任も高く秘たこヒを爺しZいる。

HCG　3主靹後3，6、タみよぴ9、5一日青間目に採取

芝れτ三白回月包｛動Plσ、．それそ・・れ（i貰7莫目～COhdehsed
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G7其月（Ce7），　CG7～M1およびM1～第1成熟分

裂総期（Tei。のの顧椴階1こあるヒ猷られ喫

ことから、MI其月斌煮1の∫隻階にある魯P与IJ、　そ

れ以降の最階の卵与に比べz特に耐壊・陛．か・低

が・示o隻可る4うに、G▽亀崩壊後に膜の透過・陛を

1ユじめ種々の・ト生．状1二何らかの変イLが生いたこ

と‘こ」るとも考之られる。

　薫、糖1コ、　それ自ぐ本z・もある種の桑旧月巳にIJ二東

字防、と作，舵も碧）が、嚇L重ヵ伽酵向鋤果、

φ掩い翌㌦知られZいる．本実験τ㌦」、融

解お」びDM∫o希釈過程乙・高張仙P細胞肉に急、

豊にフk分が・流入、コること」二，∫うZお・こるヒ推1

測芝れる浸透．丘一的傷薯を防ぐ目的ひ、細再包質

肉に憂〉＼～㍗迂行いヵ“、細泥ラトの浸透ノ王を．高め

うるζ吻質ヒしZ蒼、増き左便用しτ三。壊履…ヌセある

いrJ希采疋莱1中に薫、糟を添刀ロ勿るこヒ・二日［つ、

全体ヒしZ生今率みよび俸外受精時の精ろ侵
〉＼率が・高3っちρΨ、これ・コ、薫糖が周的じお

り細目包幻外の浸透丘一差、による傷薯を緩矛ロ1也
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た1i…，あz“あろうと．椎湊llぞれる。Bαhk　8・Maurer
　　おラコ
（1り74一）’ぎ・）東結一嗣解ざれ斥家毛胚の希釈液

に高張液を甫いることcようて生傷率が改善

ざれるこヒを認めzいるバ、Whlててlhgkom取
　　　　　りりAdo爾、S（1『「τ6）lo　、　　やや　危、速lo♪東糸壱　」　廿へ　r三　毒…亮二

旺，Z“つ、みしろ低張13希釈液が有効ぴあるこ

とを孝庭告（Zいる。イ氏タ長液の作1嶺機・序につい

Z’」不臼月乙・・あろが・、　い召・1れにしでも、而マ｝東有lt

礫去過禾呈におつる瘍害を緩禾口可ることね♪彙結

保存に成功可るエZ亜辱孕辱因の一っ・こなる

と思われる。

π　栴蓼

　種／ユの放劾、畏幣にあるラ》ト卵耳巳6Pを一円6°

Cきz・壊結し、融解一堵養後体ウト授精をおこ

なった。得られた主な系壱稟IJ、以下σ＼通りZ’・

あろ。

1．G▽期の鋼包⊂温コ、　DMSOを室現L　z・添加した

　場合に生信率および後精1二よる精与侵入率

　　よ　ηぐ1号7かったo
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2L　Gワ’夏月のqP月包田「ηi3、、　室場Lあるい1コ3rr°cでD図

　∫0乏礫彦ぐしたt島合に生唇率みよび授精によ

　る精ろ侵入率が・高っ・っ1ミ6

3．　　HCGラ主身：1後　　3，　6、5rおよ　び＆5　B奇間目．に採

　取した鯛包6Pの御藻性を比車交した綿果．65

時間島嘱の成勲、段催に夙る卵与・笥、3時

藺日緬略、託ヒベて生弓率が高く、諏、

精与侵＼率1挿蒔の放劾澱階ρ寸唯ぴこつれ

　て上昇した。

4．壊結液ある国」D図∫6希釈液中1こ薫糖左庵

　コロ苛ろこど、覧よ’λ、生傷率，精与侵ぺ率共

　にいく・分高く一13る碩向が誕めちれ尺。
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第6額6　・ト手占

　凶P3一の面可凍性13発i有fl乏階に↓、て喫1まるこ

ヒが知られzいる別、未受精面Pの凍条壱保鳶に

関可る報告聖」ヅゐい。本実験Z“IO、禾重々の成

勲襲階にあるマウスおよびラット未受精餉を

壊結（、耐濠・注を比藪し只。得られ乱霧果の

厩辱13以下の通りひムる。

1．　マウス未受精仰を用いで耐）東斉ll（〈細月包内

外への透劇薙比較巴結果G1シcer。1の
　．透過性・JDM∫oおよびIE（31こ比べで非常に低

　く、PM　FA伽透遇，・性IJ極あZ高かっβ。また

　oOCびq30°eに仁しべZ透．過逸度がji豆かうた．。

2．　　面口管力、ら　1互1坪又，τ申L1三　つ、・ノ　トr未・受精向1刀を

　一196°ご　げ　て・㌧〉東系吉手ii甦融解し　た　系吉果、　τ4・（－24・％．

　の卵子が形態的に正常Z・あった。これらの

　6ρ与に体ウトヰ受精し、タ薦間目に観察した場

　合IJ、精与侵入率72％，　こめうち正牽な受
　　　
　精ゴ全」：61PI3　67％　　zuあっ　了ミー1ウ渋　　26時月』罰目に二観L察

てk嶋合1つ、侵ぺ率93％，正常o今割動」
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　そ（〈うぢ31％乙1・あう1i」。

3．　G▽莫月のマウス動印巳面Pを一1『6°C5で〉東条壱後

　融解．丸た系吉果、一形態的に正鞄な卵与の劇合

　鳳9（－39％乙”、　受精旨丁η1こじヒペて低かった。

　・これらの五，ρ子を修外渚養し尺案舌果33％バM2

　ま～㍗移行し尺〃ぐ・、体外手受精後（へ精苓侵入率

　1つ　6～29％　Z・・あっ　τ三。

4・．　617其Rのラ“ノト卵月包GPを司『6°C言ひ♪東条吉し、

融解後佐タト老養一体外授精ほ系課、DM
S。を室混Z・添加し、室丑～37・CZ喉去（た一

　協含に、生唇率鵠ぴ精与侵入率ともに高

　い値が・得られた。

ら．　HCG差身可後　3，6タお・よび8．5時間口に採
　石又　し　た　つIIノ　ト　白Fり月包面P　を，－1（〒6°C　：‡　zナ・♪索系吉　し　Z

　耐章性を比較しに結果、65時間1ヨレ人隣A角P

　子の史傷性が島ヵ・ったこヒから、G7崩壊夙

　降に両π）東性．が島まるものと1忍れれる。　さた、

　体外授精稜の精与侵＼率1ユ、卵子の成勲が

　進みに従って高きう乃。　丁ら1こ、壊結痩あ

　るい噸DMSO希釈ラ夜中1ニズ憲米唐を添Lヵ口冴ること



、48

によわ・1生傷率∫．精与侵〉＼率装ノこいく．今高

く．なるイ喚向が嘘忍められた。
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第5章　ハムスター受精餉の痩結裸存

　マウス，う、リトおよび豪兎倉どの喫験動物

に比べて、ハムλ9一卵3一の壊結保傷に関召
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨのる毅告13極、めZ・∫♪ない。下）αrrott（、臼60）IJ、

マウ尺卵巣齢縣吉保～叡た報告の中ぴ、八ム
又9一卵巣の〉吏系壱ノ保κ写に失敗したことを言己し

　　　　　　　　　　　　　　
ている・丁舗。dαらG9％）およびPρrke廟θみ
Ch・ngq9マ留’コ、ハAス9一去・受，精面Pを壊結一

融解後体タト受精芝逆、高い生傷率および精与
イξ…：♪・＼率至≦三＿得たこと：を三＿報告〔．　たo　受精rl再Fヲ・こ1弓ξ可し

　　　　　　　　　　　　　ラz弓・　W佑t亡～hghρ幽（1r78）が・sソ幽po∫iumの

匹：P　乙・・、　－1（〒6°（二　1こ　3　上ギ間保虜　さ　れた　8乗国月包ゴ莫自胚

を堵養して初期胚盤肥茸Zl・発斉Lεと迷べて

いるが＼言羊系1ヨにっい一Z・ユ孝浸告乏れZいr：「い。

　　　　　　　　　　　　　　　　　1贈見角1ヨ・掴馬・彩江・Chαh9。一＼ムス
9－8煮司月包其月胚（ハ）吏系吉・保弓の言式みを発表し1三

バ、）東結一1亀虫解そ麦の生．喬二率、JI喜〕o＼っ廷もAの、
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ゴ告養イ灸の～麩生率熔極あて低く、ネ多桓喫，験にも

失敗してt・る．ハムス冒 Eー受粕卵，コ、体ウ陪

養や移植そAものが他の実験勤物帥子，二比べ

て難しく、壊矯保今に熊胴るづτにG犯
時間がフ・かるグもLれ伽・。本1契験ハコ、5

勿“ハムス9一受精卵の俸外堵養条件を検吉：「し、

ついZ・壊結実験をお，こなっ1三軌
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’第2節　 ’受精画辺の体タト堵・養

　ハムスター受精㊥の東結保存に関する研究

がぽとんどおこなわれていない大きな理由と

して、他の実験動物種に比べて卵手の体9ト培

勧支術が確立8ていないCヒψ蛎げ5れる。
本節Z・口、薬結保メ写に先立ち、八ムスター8

細月包期胚φ体タト堵養条件を検討しち。

工　実馬灸耕料および方法．

　］○週今をこえL成勲雌ゴ引しデン・ハ4Z夕
一を契焉灸に用いτ三。　月窒垢イ象にょ　’）寸生　周其月を）司

定し排卯前日に雌と同居芝亡て自鼠交配を
おこない、　3日1ヨの夜（18；30！－20：30）r⊂屠采乏

した。　PB5ひ弓一宮を灌♪たすることによつ8タ細

月包其月を回収k、　PBS　ご・ラ先づ争イiiを　5～10イ固肩’1つ禮

々の堵餐鹿（勧α4MDに弩遊芝せて、37°c，
　　　　　　　　　　　　　ら9既空気，凱cOzの炭酸が又堵養装置内で培
ン養Lた。　12（－16時間後ニーに〔9「ウ弓一の一繕育状ゴ兄を実

体顕微鏡下Z・観察Lた。　　・　　一
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工’奨験結果

第1の実駈1コ論i伽卿（lr711触1＼ム

スタ雨略の堵凝に咽いた修正Tγr。de勲τ6），

T61嫁兎不沽化血垢を20％添加し廷もの，　TCM

1『『およびマリス胚の堵養に用いられる修正
κRB液の∠レ裡の歩告養ヲ夜Z・・月iEを‡各ノ養し　、　そのイ菱

の軽育を比較ほ．その結果、Tみe　261二

示qように、T6乙・堵「養さ噂へた旺のみが1低率な

汐Ψら旺盤日aに発育L、他の3種の瑠養液z・q

旺の継育lJみ5れほかった。

　これら4種の堵養シ起．の受透圧，」．　甥ぺで系9

Table　26．　　1n　vitro　development　of　hamster　8－cel　l　embryos

cultured　ln　various　media．

Medium No．of　embryos

Cultured　　　　　　Developing　to

　　　もIastocyst
　　　　（％）

Modified　Tyrode　（T6）

T6＋　20踏　rabbit　serum

丁CM　199

Modif「ed　KRB

27

22

23

22

3（11）

0（O）

0（O）

0（O）
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310レめOSMol　z・・あ　っ　　た　か戸、　　近三F－、　　橋言吉　　。　伊藤　　・

石卿後藤q9偶1菖、八ムZ9一δ紳包期胚

を斥皇々の浸透圧のイ疹正．KRB液τ㌧培！養しに秦吉果

1「70mO∫軌ol程度のイ医張ゴ麺が適していろことを

報告Lた。　そこz・、第2の実罵灸乙・I」、　喫験1

の結果最も成績のよかったT6の梅q量乏調節

マるこ乙によ・ノ浸透圧を変え、これらが胚の

発斉に及ぽ・コ景多i響にっいでしらべ尺。　その結

果、　To』le　27　・こ示「才Jr　2）1：こ、　1・70（ノ220MOgmol

の低張な培餐液を用し液場合に胚の発右率が
ふ
1届か＼った。

Table　27．　　The　effect　of　osmolarity　of　culture　medlum

on　the　development　of　hamster　8－cell　embryos　in　vitro．

0認畠講y No．　of　embryos

cultured developing　to
blastocyst
　（箔）

314．5

270

220

170

150

34

32

33

35

26

1（3）

7（22）

12（36）

12（34）

7（27）
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　奨焉灸　2　τ・・」、　丈吝養嚢　の浸透圧．を「下げ・る　こ　と　響

により島い発育率バ得られたが1、陥C1を減少

こせ・ているため、 IVn＋／K＋ヒしが・変イピ，したこと．カΨ

培！養結果を向上ざせた珂能性も考えられる。

喫5灸3乙い・」卿、T6のシ曼透圧一を31rr、；mo∫レhol　Iニイi菜…

った・まま、陥ClξKCIの量をかえることによ

ノ川nワk＋比を変イ爵匂こ暢の堵．養液Z・胚

を堵！登した。　その1結稟、Tム』1e28にミ〒」蔦ぶう

に、’

勾る28、∠ト1あるい、」耳それ秋下さて’1低下5迄た

嗜養痩中Z㌦」、胚の発育1ひ全く見，られなかっ

た。

　　　　　　　　　Table　28．　　Effect　of　Na　IK　　ratio　of　culture　medium

on　the　develoPπ！ent　of　hamster　8－ce11　巳mbryos　ln　vitro・

　　キ
Na　IK　　ratlo No．　of　∈mbryos

cultured’ developing　to
blastocyst
　（毘）

55。91　（T6）

28．41

14．20

12

21

20

1（8）

O（0）

o（o）
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　角田らq97→ll）眺丁6に1、7M乳酸ηノしシリ

ムを添加し圧飛Z・・ハム又9－．8細目巳期胚を堵

後Lた湯合、無添加区に比べて高い発蛮率左
得1三。　　i詳　1三、　喫、験　1　z・lq　T6　乙・堵ノ蔭　し　r三胚の

みが発査したが＼T6のC♂濃度（1、80mM）、σ、

彦正κRB液（1、71綱）およ1ドTCM19『G36細）

に比べz島かっ1E。そこ’ご・、’熱験4z・弓Ca什

ラ震ノ斐フΨ月王の発’脅に及L弓“コ｛景多響≧についτし　らべ

ε。陥Cl量左調節冨ることにより、浸透圧1篠

317、5mo玉molIこ保っ　た。　一「o』le　29　1二く〒、し　f三よ

　　　　　　けTable　29．　　Effect　of　Ca　　　concentration　of　culture

medium　on　the　development　of　hamster　8－cell　embryos

ln　vitro．

　十十　Caconcentratlon
　（mM）

Noサof　embryos

cultured　　　　　developing　to

　　　blastocyst
　　　　（箔）

57．6

28、8

14．4

7．2

3．6

L8（T6）

25

25

25

25

25

25

1（4）

1（4）

1（4）

4（16）

6（24）

6（24）
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う’こ、　C（λ＋＋ラ震一度をT6のイ音量二1：二L1三τ島・合、（3、6mM）

胚蜘包への発有率、」T6と1司じ（24－％）乙・あ．た

汐Ψ、　τ4・、4爾M夙」二にτ曽刀oす亡ほ丁島／含1コ発自率’」

1ひしろイ塗下し匿。

　最後にユネルギ㌧勲の面から検言可勧・える

たあに、ピ’しご：ン面隻濃度を変イ乙芝亡、　それら

が胚の発脅に皮ぱ可影響についてしらべ年。
なお、嗜・養嚢1コ、婁験1へ4の秦吉果一よつ浸透圧一

220納σ∫mD1，　Gλ廿3、6胎Mの1百疹正T6を、嗣いた。そ

の結果、転』1e　30に見られるよう己二、丁61二含

ゴれZいた濃度（o、2；㎞M）よ・）毛島い濃度の・湯

合’二，よつ彦）い発育率1ρ受得られた。

Table　30．　　　Effect　of　pyruvate　concentration　on

the　devel　opment　of　hamster　8－cell　embryos　i　n　vうtro．

Pyruvate
concentration
　（mM）

No、of　embryos

cultured　　　　　devel　oping　to

　　　blastocyst
　　　　　（箔）

0．00

0．25

0．50

1．00

22

20

26

24

2（9）

5｛25）

10（38）

11（46）
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皿　考察

　喫験1ビ4種の堵・養液を比較し疏結果、T6’．

で堵・蚕乏れた月壬のみが曜盤目包に発脅LE。角
　　　　　　わ
因ら（19マ9）・街PBSにハムズ9一血看左添加

した痩を用いた場合、ハムス．9－8系司絶耳臼謄

1コ全く発脅しないことを報告しZいるが・、本

実験τT6に家兎血看を添加した場合の発生率

ひo％て“あった．血斎」他の1実験動物種の卵

ニチの毒ノ養1二有覚力なこと．が・知コら｝1へZいるが＼八

ムZ9一面1η二子の孝き育1二女寸してrJ、戎ノ・しろ抑昌ヲ1

旨勺に働くようにノ｛忌わ弓へる。

儒吉らq97う11）弧修正脈B緬浸透庇低
下乏てLろこと・によつノ＼ム尺9一受孝看6Pの乍若養

‘こ石茂τカL1三が・、　実、験2z“・ρ、一丁6を．｝翁いZこ畝

をユ巨言式　〔　τ≡」系壱果、　170～220拠os｝船ol区乙’・島・い発：

右率G4～3G％）が得られ樵詰らの契験結果こ

一・vし
1≡ヒo　こr≠へLIJ、　喫，票…考ミ．3Z馳日庫［らz＞、‘こ二r】十へ・r…：

ように、　1V（ス↑／K＋比の変イ乙1二基づ’〈毛〉のと」」老

えられず、浸透圧．そのもの1こよるのz“’ひない

かヒヰ任唄・1乏れる。　・
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　角鵬q97111）は、T6、諒7刷乳戯，し・シリ

ムを添ヵロコることにより、ハムス9－8知ヨ月a

期胚の発生率が碧加ずる。ヒを報告したバ、

本実験乙・Cα什濃度を3、6暦Mに噌ヵo乏でた場冶

の発生率，」対黒区（L8mM）と変わら♂、確認乏

れσρ・った。これに荊しZ、ビルビ〉酸を増

量し、と（に1、。網区Z・最台高い発育率断弓

られ1三が・、　これ以二の濃度にっいでも検言可訂

るへ∠・辱が・あろうとli望、われる。

　八ムス9－8細月a夏q胚（（堵養液の組成が・胚

盤曜への発育、率に皮1調影響についで検討し、

」L人下の」結果を得た。

1．　T6ご・堵，養芝れに旺な11％が発脅したが1、

　一「6　＋　20％　家吃血5青，　TCM｛9『≧　お・」　・びイ疹・正Ki＜B・

　潅乙・1コ胚の発嶺IJみられなかった。

2．　丁6のNhC　lを，演）レ・をセニz浸．透圧一を低下乏ゼニ

　るこどによ・1旺の～倦育率ψ粕葛茸り、　1rro～

　220納osmolの丁易合一に最も高かつた（34～36％）



　　　　　　　　　　　　　　　　　15守

　参・1　これ1ユ．Nρ＋／κ㌔仁ヒの低1：にようもの乙・

　13なP、った0
3．　Cα廿濃度ぎ噌ヵロ芝セるこ　しによ　つ発右率

　の改苓，」みられロかつた。

4．ピ，し巳ン酸濃度が・増力。碕るに従うて発育

　率が改善ユれに。　　　　　　．

1
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第3節　低逓お・よぴ壊秦吉保存

　煮1節乙・ハ4又9一δ緬月包期胚の噛陪養条、

イ雑検討L確果、最高46％の即子を旺盤吃
書Z・登育芝亡ること．o即ご・きに。本倉ゐ乙・IJ、月灸

を種々の耐）東創と莫に。みよぴ一ig6°cζz・力

釘フL、・回収後、最も島い発有率の得られた堵

養適τ噸外堵．勧ることによ’ノ生唇性叡ら

ぺた。

工　実馬戻勅料あよぴ方法

　・自、乞§交面己（「1LたL　歳壼尽雌コ“一　’し　デ’ン　・　ハ　A　ス

9一を3日1ヨの夜q9：30ん20二∋o）に，尾墓乏し、

PBsひ子宮をヨ盤流了ることによつ8系…〕月包其月胚

を回収した。PB∫Z、・荒浄後、形惣i、的に正常と

｝忍われる卵子のうち、一部1ユヌ「r薫区ζしZ培

養し、　ク袈り、」　∫～14個窃・つ、　あらρ・じあ○°C

に〉含去「7ざれrミα2醐の！保7写ラ夜を・含むがラス壱式

験管（τ○×100mL船）1こ孝多した。

　第｝の実験z・つ、○°c3τのだ却みよひ・而寸
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7索創が・昌Lの生．存・ト王1＝皮一ガ葛影1響をしらべる在

撚1二、　イ呆信兼ヒと　し　Z、　丁＞B5才～・よ　び・PBSに　1、i｝M－

PMSO，εG，　e1γcer。1あるい・コDMFAを添加Lた

液を1君い、米フk〔Fに60分間保4寄し1三。

　第2（ハ実鹸z’巳19、　－196°Cl二）栗系吉保（》可ろ1三

あ1二）鄭吉飛ヒしZ」：記午種繭可・豪剤を黍加t

たFB∫和和唯。款料q、一ヰ～一ζ゜⊂71し⊃一

ル中に浸（Z桓氷をみこ砲っ丘のち、ドうイ

アイZhを了’しコー1しに添ηロ可ることによ’ノ、

一ケ0°CさZ唯毎今03≧°C，ぞら1ニー7ζ゜Cまτ電

左毎分1。Cの速度Z・力却丁1t、最後に液体皇

累脳こ殺＼した．．－196°cに旧間保存脈の

ζ、室混空気甲に試験管を放置才¢るこヒに

より畠凪解乏¢／三。

　0°Cに保傷ユれβ旺各よぴ融解5れE曜1コ
鴛1ちに室墨z・・0、Z，04お・よびα4伽1　FBSを

5分間隔乙・刀ロえて耐柴剤ま希采足後，圃収し．芝

らにFBS乙・z回洗琿後、堵養疲1＝ラ写透コゼ丘・

　堵・餐栽の組成・」、下α』1e31’こ柔しEように

前節Z・最も高い発脅率“得られたもめを用し・、
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炭殿ガ・ス培養装

置肉z“系勺16B寿間

瑠養こ後、レ実イ奉顕

微鏡下z”9子の

発二台状態を観察

し在。

五　実験紀果

　種々の保今液
を1手1い　て、　60分

間OOCに埼三τフ芝

れた！＼ム尺9－

8細目巳其膚旺の胚

丁able　31　f　　　　Composition　of　modified

Tyrode　solutlon　used　to　incubate　hamster

8－cell　embryos．

Composltうon Concentration
　（m岡）

NaCl

KCl

NaH2PO4・2H20

CaC12・2H20

岡gC12・6H20

NaHCO3

Glucose

Na－pyruvate

Ma－1actate

BSA

47．80

2．68

0．36

3．60

0．49

25。00

5．56

1。00

25．00

4mglm1

盤庭への発者率を丁α』1e　32に吊｛1三。均乏P

ユれξ胚の発・自率・3、）令却丁れなρ・っ葎苅解・

区（螺；Fl9．吟のにじヒベτやや低㍉而練
」斉雪」を．含　3　ζ｝い　FBS　『F聾：保存　乏　れr三胚て“lJ　32％，

P凹∫o｝εG，G了ンcer。1みょ1 ﾑ踊砥左！含みPB∫を

用いた場合弓、そ献慰れ1馬2ぢ，．荘「み．Jr【メ’

○％3誤うた，漂　　　　　　　　一
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1Table　32，　　　　　Survival　of　hamster　8－cell　ambryos　stored　at

O°Cf』・60・i・r・th・presence・f　va伽s　c，y。P，。t奪、tive　ag，，t、．

Treatment 牌edうum No．　of　embryos

Cooled　．Recovered Developed　to
　　expanded

　blastocyst
　　　　｛％）★

Control

Cooled PBS

PBS　＋　1．5M－DMSO

PBS　＋　1．5岡一EG

PBS＋1呪5M－Glycerol

PBS　＋　1．5M－DMFA

20

20

18

20

15

20

19

20

16

20

11

11

　6

　3

　4

　3

　0

（55）

（32）

（15）

’｛25）

｛15）

（0）

★　Percentage　of　recovered　embryos．

T、b1，33．　S、MV。1。f　h㎝，t，，8．ce11・。b・y…t。・ed・t－196°C　1・th・

Presence　of　vari　o自s　cryopr噛．otective　agents。

　　Cryo－

protective
　　agent
（1．5剛

No奇of　embryos

Frozen　　Recovered With　normal
　cytOPlasrm
　　　　（劣）★

W1七h　noい面al

　　　ZO「1a

　pellucida
　　　　〔影）★・’

Developed　to
　　expanded

　blastocyst
　　　　（諾）★

D凹SO

EG

Glycerol

DMFA

20

21

20

18

17

18

18’

13

17

18

18

13

（100）

（100）

（100）

（100）

16

17

12

13

（94）

（94）

｛67）

（100）

3

1

0

0

（18）

（6）

（0）

｛0）

★　Percentage　of　recovered　embryos・
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a

、　・曳．

　　鞠，’』1
耗・，

‘∫

歴
　b

Fig．15．　　Phase－contrast　photomicrographs　of　hamster　embryos　cultured　i　n　vitro．

Magnification　x　157．

a．　　　Eight－cel　l　embryos　were　cultured　in　modified　Tyrode　solution　for　16　hr．

b．　Elght－cell　emb・y・s　were　fr・・en　t。－196°C　i・the　presence・f　1．5M－DSMO

　　　　　　and　cultured　for　16　hr　after　thawi　ng。　There　are　two　embryos　developed

　　　　　　to　blastocysts．
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　4種の耐壊剤担月いz－1r6・cさ乙・煉結芝れ

た旺の融解後の形態および発有率をTα』le　33

1二柔　し　～三。　DMSO，　E（｝，　（≦｝1yce　r（）T　お・よ　・ひ・1＞MFA客

用いた揚合の形態的に正幣と1忌わ執る卵与の

、害Ii合　蔭、　それ’ぞ棘　94，　94．　6「τ　およ　び100％で’あ

つ1三が㌦傷害区受寸1三卵｝巳り勾ぺz透明帯の

損瘍によるものZ・、卵細砲質1菖ヨペ・Z正鴬Z・
あ　っ　　ノ三。　　こ　オへ、ら　の　6P　3・　き．‡砦！餐　し　た　秦吉果，　D卜4～○

区ひ130°⊂婆却処哩後と同綴の発生率（18脇

戸19－5’一し）ρ鴫られたが’・Eθ区z’し4。6％（τ／i7≧

Glycerσ1およびD凹Eへ区ご’・」0％zいあっア三。

皿　考察

　ハムス9一旺の壊結保傷二関召る試み13極

の乙・夙る．彼ら13、8細吃餌胚を♪縣飼る際
に而可♪牽斎1（へ兼、カロ1ら・よ1鍵済余去を00C乙“おこ・竜、

丘鴫合に、f彰態的に正牽．13離の回収率が高く

奪ることを報告しZeるσ一本実殿τ、な耐東

創をOrCび黍η・しτ一τq6凸CまZ・療紀L一融解



　　　　　　　　　　　　　　　　　　166

後室温一ひ蔭去Lたが・、薬由月且質IJ・形・態的にlJ全

く傷与を受1月・、一齢の旺の透明昂の抽Ψ損

傷苞受1↑た。

　しかし、これらの胚の堵養後の発右率1ユ低

く、ハムス・9一隆・臥P①0°Cへの裟却，②嗣

重剤の添、加，③一1％°cへの東結，と処理劔す

勾亘メに字延、　ヱィ可らρ・のストレ尺をi受1寸るPこヒ

が’日月らρ、乙なっ1三。角田ら1コ・DM∫O、　E（穿お・よ

てメ’G1ソcerDlを’翁い　z－196°c　きてu壊条吉τれ・k月壬・

の吊安解後の発i育率lJ　それぞれ∋％（8／2引7）ノ3％

（2／64）　お・よ　び　2ζ％　（3／12）乙1・あ　っ　1三　と報告　t　Z

いる。本’契験乙回乙、DMsoを用し・氏湯傷二やや

高い但q9％）が得られ庄るのの、他の実験動
よ1「勿種　　｛：　　じヒニ〈じ　　Z，オ蚤』　あ　　て　　イ｛垂～　〔、　偵　　と二　　し・　え　　る　　σ　　　　し　　2）、　し

このことρ、ら！＼ムスクー卵与の耐壊任が略質

的に低いヒ考之るの曜」不一適一当と恩われる。葛

びに．込二べにょうに、廿多熊、的乃傷」浮’3極あz）〉

なく、　」た、禾受精卵においてIJ、〉東結一畠玖

解後島い生1㌻率（83～？4％）および侮外受精後の

精子侵＼率（9ぢ～98％）が得られることが報告～
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　　ヨすラナコむヤラ

れてお・つ、　八ムスづ7一面P」｝（（而曾〉架・ト生，1ユ、　1ひし

ろ極あz高いと二考宅られる。　これ1ニダ：rtz、

可乙・・にが櫛Z・明らρ・にし在ように、八4又9

一勲引り体ク賭養による遜有率自体訳他の実

験重刀4勿裡の向ρ｝に比べτイ医く、玲去P－♪彙桑壱に

よって受・派1hずかのストレス1こよ・溌費が

大3く制限・ユれたことが」唯察乏れる。　芝らに

ハ∠㌧又9一乙」’」、　未受業看〔3Pと．受精両1刀～ひ・ストし

尺にヌマ勾る感受・陛にかなつの差．酬あること1バ

稚療乏れる。

　本喫験乙・・3、ハムス9－8畑肥期胚を種々

の而τ粟青’比共に、○あ多い9－1弓6b⊂ま乙・）令即

tためち俸外堵餐し、胚盤肥へ発育マるか否

かを観察しr三。得・られ配桑吉果の概」撃弓、杖下

の通つZ・・3kる。

1．旺盤昭への発育率、つ、無処理の暫具ξ区が・

　劣％z“あ艮、（・＝ヌ可し、○δc）令却区・33z％，

　㎝sO，　EG，　Glycer・1およびつ図FA乙芙に○°⊂
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　に）今却ユれ尺胚乙・h」それそ・・れ13，2ζ，㌫お・

　よか’覧O％Z’亀ゑう径。

2．　　種々（ハ面：T）東養・1と共1こ一1ζ～6°C　昔　ご・♪索系吉　工　斗へ

　た旺1。、融解後、一部の透日綿か頼イ易を受

　ル丁1三うの（ハ柔田月2質、」冴べ・Z正牽Zひ8，往．。

　これらの胚を堵餐し採課⊃図∫。，EG、

　61ソcer・τお1よびP図研を用いたτ易合あ王存

率、りそれぞ氣18，6，0ち・よぴ。％z・あつた。
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第4節　・ト猛

　本喫鳥灸z｝・弓、　ま苛・＼　ハムス9－8条田肖包其月旺

の体外老養条件を検討し、ついZ・、旺左。・C
鮒　よ　て♪い・－1ζヲ6°C　コ1　乙・・ン金差こτフ　し　た　（（　零　イオ…づzトづ告！養を　お・

こ倉った。得られ丘結果の概1辱1ユ、以．下の遍

りZ“みる。

1．　胚A堵養爽弓、TCぬ9りお」ぴ4疹正KkB液

　に比べZ、修正丁メピ。de液バ訂ぐれZい径。

　ぞらに、憂透圧を170～220㎞6～漁01に低下丁

　℃、ピ，しビ〉酸を1網言Z・増刀・5《圧場念

　に胚盤目包への発育率が噌ヵ・しにが・、N。ソど

　比および℃α什濃度を変イ頁ぜzも改善雄

　弓かうた。
2．　　一一196°（：　に　）豪1黍吉　芝　寸へた月：歪’」、　1賊解イ灸’ユ　夫｛多疹

　分っ・“形態的に正幣z・あつ1三zべ・、堵．管後の胚

　盤昭への発角率1コ、0°Cへの力却，耐壊剤

　の添加，芝らに一1％°cへ《壊条吉乙処理が進

　1しに従，って低下し艮。
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第6章　家畜帥月a帥の低温保有

　ウ　シ　」二　っ　い　1Z　lコ、　　一ず　τ層‘こ♪夷1系吉精液珍Ψ1契1手1イヒ

5れ、改食およが噌殖に犬コ〈貢献しZぎた
が、　一方、　雌イ則の生．ク直系田月包を有女力‘二柔i用可る

才支潔↑と（Z人エぐ王セ辰が・考之られ．る。　人工七E娠

昌、！く、工授精よつも2らに改良速度ぎ速あう

る才乏称庁Z・系つ、　51三多胎」二よる噌産JPΨ司叡…に

弓り、産箋面Z・の刹雨価値・コ極あZ島いと考

宅られる。人工々王々辰の著及．（ハ・たあに1コ、、　受精

卵のイ采ノ写才乏宇宿の開発，P“不司欠の条件とoつて

いz台、♪菓結芝れた受精向ρ左移植qろことに

よつ産5一を得たという舜侵告τ博着文開L乏れろが・、

喫用化のEあにつかrユり高い生傷率が」琴一求ユ

れ、今後に多くの課題をラ裳している。　しη・し

家畠においZ，っ、　実鳥灸重刀物’二仁ヒペZイ号一ら9へる

印子の数が少弓く、このじと・珂支循祈襲の進



1「η

ノ護に大章｛｝ア章宅一‘二なっている。

　本気験乙圃、手、qじあに受精㊥を対象と¢

有㌦日彪傷乙聰比戦的簡単に入手しうろリシおよ

びプg6P巣ψ・ら孝昇うれる卵胞印を用いるここ

と」って、種特異的O東紀条件をゑる程度推
髪ll｝し一そ号るのZいロつ13いつ・と考えZ、画Pヲ月包GPのン令

幽却ちよぴ壊結実殿をおこ僖っr三。
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第2節　ウシ卵」曜．印の低品保傷

　ヴシ〔動P月包6Pの）茱！結保「写を：吉式み「乙喫焉袋IJ‘コと

んどおこなわれていqい。本曳験z・I」、リシ
受精6Pの♪東系吉イ呆1零5致を確立ヨる1三あの手がρこ

りを得るこヒを目的としZ、1うシ砂飽印客0

（一一 P96°cぴひ）姿却しにのぢ｛奉外堵養をおこな

いζ　任：参・性ごをしらべ1三。

1　実駿寝料および方宏

　尾場τ威勲雌牛刀・ら印巣左採．取し、4采卵ま

τ・の2～3且寄間ぎ32～35°Cの生至里食虚フκ『ユに浸

して保存t乱。印巣，コヂ条氏’二乙・・血液写の幻看

物を取り除い丘のちPB5左入れ尺時計皿．へ移

し、．看乃付《針左用いZ臼P月a乞石皮ることによつ画P

月包向P　を芽采取　し　τヒ。　　PB∫　zい　2　回5iた昇』後、　月彰イヒニ　L

τい陰い状態の卵祀系田月包を有可る餉二∋一を喫駿

に因い　1三。

　第1実鹸τ・・。、一部の碗子・」対照区として

にぼち圃二∫音養し、ク蔑ワ・」ぢ～10イ固葛・・つ、あら
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汐、じあ　0，2M1のPB5を入斗べたガ、ラス言式、焉食．管（τOx

IOOm伽）へ禾多し、　O、25～05，1、Oおよび4rO°C／分の

速度τ・orC渉乙・・力却後、60分間うK水中に保っ

たのち卵子を面収しZ修正KkB痩ご・31～3∫時
間老・養し危．9

　第2の’実験ご・・コ、0、偏のPB～を入れたカ・1ラ

ス試、験管に禾多した飽子を毎分40℃の速度z・つ゜

C言乙咳却後、3、OMのDMSO，丘G，　G1γceヒ・1あ

るt・阯コーPM下A　O、1hへ1　ii皇0、O；rhl苛唱’っ21互L＝分r丁乙添

加した。試料を4～一タ℃の7’レコー1し甲に夏

〔Z植米し、アルコールを入れ紀膳亥ビンの

ぴ5ラ夜体窒素7プス中に青争置．5ぜることにより

毎分系勺σ、33°Cの．遍≧ノ隻Z・－IOO°Cさ　乙’覧）令ま「アt　1三　の1

ち褻体窒累に浸しz保信した。試料・2、室．i孟

空．気窄に放置司る、こヒにより扇虫解一Jrこ（Z㌻bC／

分）、　1、4m1のPBSを　タ　」段　｝活厘ニ　ィ分　‘寸　Z　刀ロえ　’乙　DMSO

を希采疋し、回収芝れヒ6回子左7BΣZ亀’洗3争〔正

のち31～ヲ5『條ﾔ，告ノ養し丘。

　第3の喫、験乙、・コ、　実焉灸2と二’司様の方ゴ去1乙・｛コF）

弓ト　を．践　去P　L　で而：τ♪東斎叫　をヵロえ．、　植ラk　し　た　　〔ハ　ち　、
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一アル　コ　ー’しにド　」ラ　イ　噸ア　イ　ス、を添ヵ口可　る　こ　と　に

よつ1°C／分の速度，Z“－10°C　まひ♪東糸吉し、　｝司濫

度に一肪間保う尺のち融解ユ焔31～3嫡間

堵養ほバ、二部稲P与q、採取後29～3・時
F唄f告・養し1三のち一τO°C3Z・の♪柔系蕎処哩をお・こ

σいご扇虫解後ざらに4～り時間培養L紀。

　卵子潟議後スうイドゲうんこマリ〉杖、

酢酸一工9ノーし臼：3）で・3～；日間固足しに

のち酢酸才1し且イン乙・染色L、位相差蹟微鏡
『下之・廠勲今裂像左観察した。

正　舅験結果
　実、験　1　z漕、　　、ユフ　シ　〔§F）月己角P　i童，　0°c　　’こ　60分戸θaイ呆存

し丘のち培養した霧果適丁α卜1e34にテ・Lに。

毎分　0、29へO」9，　1、0　お・よ　び40°この　い　ず覧を曳（ハ速1妻

τ・）劣即芝れた印弓一も、t音養後3「τ～45％（牢均

42％）が・第2放烹庶分製中填目｛「で移そ・〒し在が、こ

れ’コ≠「「、薫区（44・％）こ磨1コ・箸1い値Z“あっ一た・

e▽莫月にと二と・・書う1ミかあるい・コ」艮行tr三匹1ρ与の

喜レ合19、対魚区（1z％）1－o比べでやや高かう丘．
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Table　34．　　　Survival　of　bovine

COOIirlg　rates．

ovarlan ・。gytes　cd・1ed　t。0°C・t var10US

Treatment Cooling
　　rate
（OC／min）

　　No．of

oocytes
examined

　　　No．of

　　oocytes

at　GV　or
degenerated
　　　　（諾｝

髄o．rof　oocytes　’at
　　　　stage　of　（％）

団1 An．1

Te1．1

M2

Cooled

Contro1

0‘25－0置5－

　　　1．d

　　　40

Tota1

62

28

57

147

132

12

　3

18

33

16

（20）

（10）

（31）

（22）

（12）

20（32）

12（43）

14（25）

46（31）

55（42）

2（3）

1（4＞

4（7）

7（5）

3（2）

28（45）

12（43）

21（37）

61（42）

58（44）

Table　35．　　　Survival　of　bovine　ovarian

・・cytes　f・・zen　t・－196°C．

Concentraゼ10n
　　　　　of

cryoprotectant
　　　（L与剛

No．　of　oocytes

Exa而ned Cytolyzed
　　　（銘）

DMSO

EG

GIycerol

DMFA

53

12

T5

13

53

12

15

13

（100｝

（100｝

（1go）

（100）
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（22％）」61のの、　0°c）令去Pに，よるストレズQ、〕、

さいもあヒ恩1hれる。喫験2z・・コ．14種の耐
7集7春5を　‘羊1∫い　Z　（動万　手　を　一196°C　迂　Zl・♪柔系吉　し　1三』、　し

かし†αble　3rに示ヨよう・1こ、融解一堵・養後

フ〈ごZの（IP与・：が・死，癒しZい1三。

　そこ乙・＼実験3z・啄新吉温度を一め・C詳

τ・・引5上’デ、ぞ5に’一昂の卵子‘ゴ採取後2タ～

30．時間培養毎ることにより成勲分裂左誘起さ

て仁たのち粟条吉し、而寸）東・隆をじヒ較し1三b　その系志

Table　36． S・・viva1・f　b。，i・e・vari・n。・cytes　f…en　t・－10°Cl

Treatment　　　　　　　　Cryoprotec－　　　No．of　　　　　　　No．of　　　　　　　No．（鶉）　of　oocytes

　　　　ゼ　　う　セ　　　むむ　　　　ヨ　　 　む　　　ヒヨ　　　　う　ヨセヨヨ　むモ

　　　　　（1°5M）exa而ned　dll・｛llll・d　MI　TI唱M2

C。ntro1（unfrozen）

Frozen　just　after
COIlection　τ）

Frozen　after　25－
30　hr　culture　2）

DMSO

’DMSO

EE6

Glycero1

22　　0｛0）

31　　　31（100）

34　’　　　　32　（　94）

13　、　13（100）

10　　　10｛100）

8（36）　　　　0（　0）　　　14（64）

O（0｝　 0（0）　 0｛0）

1（3）　0（0）　 1（3）

0（0）　 O（0）　 0（0）

0（0）　0（0）　0（0）

1）　Oocytes　were　frozen　just　after　collection　and　cultured　for　3σ、hr　after
thawing．　　　　・

2）0。cytes　we・e　fr・zen，after　25－30　hr　culture　and　re－cult・red　f。r　4　h・・fte・
thawlng．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　．　　　　．　　　　　　一



1『r7

興（↑αble　36）、　採肩又後た1こち‘こ一10°c　さ乙“♪牽

結乏れた卵子’コすべZが’死滅あるい麟退イ『rし

zおり、正幣な成勲分裂像直」観察乏れqかつ

た。また、あらρ・じあ老・養したのち壊結Lた

卵チにおし促鉱DM∫O、　E6お、よび6｝γcerdの

いオ取の向壊斉伍羽い疋場合も、正単O威勲、

分裂像左示し尺0ρ子’」皆、無．に近かった。

　ウシ1受精卵て1・・3、　○°Cさ乙・の〉令却処理によ

る抵坑性が卵子の発査段階によ、て喫なつ、

8緬R包其月～241細飽其月の二効期桑実胚z・・唐）令乏P後

の発育率が極あZ低いのに封し、後期桑実旺

から旺盤耳aへと発育段階が進靹こ従つて力却
後の縮率ρ幅くなることが矢・られて！で憎。

本喫験τ・・ウシ卵月乞卵左o°cま乙・）令却し葎のち

培／養しほ結果．鯉、処理の対薫区乙ほ1耳・客し㌧・

劇合の卵子斥正掌1ひ成無分裂像バみられたこ

とから、生存性の判定姥拳13翼存るものの、

6▽其月qρ月a（動1刀のOOC）金去P処理にヌ寸苛る抵マこ性1コ
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初其月桑，喫1胚に仁ヒベ・て1むしろ高いものヒ痔レわセ曳

る．Tr。縣。めq97翫、受精匂薩o魂眺

に玲去Pし7三場合、メ筆去「フま度が低下言ろに従．っ

て生存率が島まることを認あたが・、‘本実験に

用い鳶帥鯉国PZ・IJ、♪今却速度に‘る影響’ヨみ

ら．れ砲z）・った。

　G▽’其月の‘IPR包卵を一博6あるい1ひ一10°C　Jご・♪東

系飼ちこヒに」り、訂ぺZの卵子汐腸喜を受

ウ、（3▽』其自の6ワ肥面Pの両寸〉東・1生1ユ極あで低いとい

える。　守Zいにう、、ノト1島r刀目a｛魂刀1こおい・こ、（ヨ▽崩壊

後に面ηチの而守⊃東・陛．ψず1馨13ることを日只らかにL

た∂Ψ、G▽其月の画四己卵ぎ‡告養Lて放熟分裂を誘

起さ亡たのちに一1。°Cまご・衆紀Lた霧果、ほ

こんど苛ぺて《卵・チの染色峰・、；凝集し1三→夫こ貢§、

ご・、正幣O分裂イ象をイ呆うた‘，ρ子再わ孝か2例

び訊ったこヒψ・ら、rラシ丘，P肥負pz・IJ、G▽r萌壊

後、第1おまび第2放数分裂中期喜ζ・成執し
r三611η」∋一の而寸）東・ヒLもオ壷あて低いと推室乏れる。

　　　　　　　　ゲラ　尾μ1　・　友1王1（1974）1コ、　　r1フ　シ〔軌刀月包自Fヲを　1、2ζM－

DMso乙共に一80°cま乙つ東維しにのち融解した
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結果、3牛％の卵子帆形態的に正・常z・あった乙

報告しZいる。　本実、験においても、♪東系右イ隻、

形負ξ、白9に正幣ヒ恩わセしる画力与喝数多く回呼又芝

れ尺が＼堵養後、一固定染色しZ観察した結果

や19り、傷喜を受けて謝り、尾μ1らが♪栗桑壱した

面刀R巳面刀も傷薯を受・寸ていたく二とo“稚3貝llユれる。

π　埆辱
　r1フシ画　月包宙Pを．、　　0，　－10　 お・よ　び・一一1停6°C　 3，　z・、

〉安i印しr三の参体タト‡告・養左おこない、　生1写性を

Lらぺた。得られ1三系吉果の霧し辱L。9、レ人下の」匠L

りZ・ある。

i．　｛ヨア｝月己〔郵アを．O°こ‘二60分間）多i去Pし1三のちτ告ジ奮

　した結．果、要即速度にρ・かわらず鴨、舛熊区

　（44％）　と」1呑爵・写〔　い喜1台（（｛動P与・z）・ぐM2言乙帆1誌ぐ

　勲、した。

2．　　－196DCに療i系吉芝　ぜへ丘動刀二｝13、　而可⊇車有M（（種

　類（DMSO，　Ee，α1γcer。しDMFA）に関係竜く

　可ぺてが1死漁くLた。

3．　〔動F｝月包白1カを一10°C9乙讐〉肇系吉したのち瑠ノ養ヒ



　　　　　　　　　　　　　　　　　1δ0

．た結稟、正悌な分裂像13．全く観容乏れOか

　った。うた、採印後29～30爵間培養しにの
　ち一10°ご茸ご〉東系壱し丘諾島合も、正1隼ζ≧分製

　イ象を保う一た｛ヨP．手　12オ亟あ．Z｝）レ・～唐　フ、う　た，（2／ダタ）。

∠牛．　　山人上　の　、二　と　ヵ、ち、　　し1フ　ジ．日P月包面甲‘コ’、　　oOC　る

　τい（ハメ争宏Pに亀0而可え，，うるヵ粛、’而可）東十生、IJオ垂払Z

　イ医いと，｝冠、十「れる．。
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第3領β　フ・電夕卵月包卵の／低窪温保r3．

　フ、夕受精卵，コ、　10°C以、下ま乙・・〉今ま『］ゴるこヒ

　　　　　　　　　　　　　　　れのナロぽラ　　　へ
によ・1死滅することが報告乏れている。一万、

フll夕zいIJ、精弓一の低現Lにヌ寸訂る感受・陛Lの高い

ことが知られZいるが、卵肥帥の低温に対訂
る感受・医をしらべること弓、向P子♪彙系吉条件の

動物種およか発育段酷による騎異・性．を．知る上一

Z・唄多峠梁い。本喫験乞・・」、プ9卵肥卵を種α

の温度まz・）今即したのち体外培養をおこない

生傷性を．しらべた。

工　実験符料およ・び方法

　屠湯τ㌦体重約i・・kgの未藤叡雌フワより

採取」れ一た卵巣「左喫、験に供弐紀。

　喫馬灸1乙・・ユ、オ采qpま乙・・の2！）∋H奇間左32（ノ

35°cの生理食塩水，こ憂LZ保一傷したのち、リ

シ卵肥卵し司様の方老z・・卵祀卵を採取Lに・

一静の卵み1コ対蕉区乙しZ堵養したのち、残
つ邑ユ10～イ5・イ固冴llつ、　0、1〃、1のPBSを：入れた試、験
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管1こ禾多　し　て、　系妥†曼（0、29～1、0°C／今）　あ　る　い　‘」　魚、

速（4－○°C／扮）1こ　0°C　5　Z”♪令去［し　r三。　緩・卜曼〉令去Pす

る苔式料の一存昏に・コ、　PB5．1こ101）20％〔9P｝黄を苅ミ、

加した保存液を用．いに。國0°C）令去「］区ご・コ、60

分間保フ圧のち皇温1こもζ・しZ胚を回収して

培／養〔、訪、壊系壱区ひ、ユ、0°Cz・3ゆM－DMso

を！含　乙ひ　FB5　0、Irh1左支焦カロL、　一；°C　Z・植＊一を　お・こ

な｛・、毎懸勺033°Cの速康Z・－80°C3∂多却

Ll三のち一1曾6°Cの液で奉窒．素甲にイ呆傷しf三。室

温．空二気甲z・融解（2｛ヲ゜（二／分）後、　1、4，幽1のPBSを5

回に分・π添加し紀のち卵チを回収しで培養

しに。

　実、験2．び1σ、卵巣を採取後たeちに、鋸，

2タータある『 ｢’ E」5°cの生埋食塩水中に漫し、

1～3B奇問後に，6｝ア月己1並フをヰ采万叉して堵／養したo

　培養適に，」修正服B痩を嗣い一、31～誹時間

培養後に酢酸一工タノーノレ（1：3）に夕～7巳間

漫漬しZ固定二したのぢ、酢両隻オ’ル1zイン乙・染

色「しz級・勲、分裂像を荏見察Cr三。
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正　実験結果

　契験1z＼つ“9町刀月a61P．を○あるい・」－196°C

5ご㌧・含却し一にの右堵養しに結黒をTρble　37

に柔し丘。無処理の対患区ご鴇、46％バ正幣
ねrM1～卜42　く（　成勲分製像乏三柔　し　fしρΨ、　0°C　処、

理区之・弓、力却速渡および・卵婁添加に〃・かわ

らず大芝13傷，害を受一丁、正‘第存分裂像産示し

1三　も　の　‘ユ極歩～　8乙　ゾ、⇔秒、っ　7三（M1：　1‘％、　M2：0％）。

丁らに、－1％°cまご・壊結ユれた卵子・」可べz

が死滅し7い1≒。　　・　　　　　　．　　　、

　そこ乙”、喫験2τ’q、卵1｝が傷喜ぎ受げる

Table　37． S、Mva1。fp。．dh・・va・i…。・yt・・c・。1・dt・0°Ca・d－196°C．

Treatment 　　　　　ぱ　　　むむむア　　　リむロ　　　　　　リレ　　　　ツむ　ヨ　

（蠕）蹴1…ll：…い1等：｛f｛％）岡2

Controτ

　　　0－Cooled　to　O　C

Frozen　to　＿1960C

一　　　　140

0．25－1．0　　　　　106

0．25－1．O★　　　　　17

40　　　　49

　　　15

　76　（　54）　　　　25（18）　　　8（　6）

　105　（　99）　　　　　1（　1）　　　　0（　0）

．　　　17　（100）　　　　0（　0）　　　O（　0）

　48　（　98）　　　　1（　2）　　　0（　0）

　15　（100）　　　　0（　0）　　　0（　0）

31（22）

0（0）

0ω）

0（0｝

0（O）

魯　10－20％　egg　yolk　was　added　to　the・medium．＿
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臨界温度をしらべるたあ1気卵子を＠巣じ・宅
∋民　2．ケ，　1；　み　よび・タ゜C　にイ呆う　たの　ち　培・養　し　に1結

果（丁a』1e　38）、正掌なM1～M2の分製像を示し

た卵3一の割合I」それぞ玖40，15」2おは鮒1％

乙“あ　つ、　フ”9｛∫｝「唄包〔、F7’ココケ゜C　ま　で’の　）今去Plこ而寸え

られ1きいしニヒZバ・示乏rk㌔竈三。　　　　　　　　．

丁able　38・　　　　Survlval　of　porcine　ovari『n　oocytes　stored　at　various

ternperatures　above　OoC．

　　むヒ　　　　　ぬロむ　　コ　いサげ　　　 　ハ　　　　　　ツ　　ユモ

35

25

15

5

83　　　　　　　50　（60）

115　　　　　　　98　（85）

123　　　　　121　（98）

100　　　　　　　99　（99）

15（18）　　　2（　3）　　　16（19）

9（　8）　　　1（　1）　　　　7（　6）

2（　2）　　　0（　0）　　　　0（　0）

1｛1）　0（0）　　0（O）

　本喫馬灸の秦吉果より、　フ1・夕卵R包宙P弓壊系吉に至

るさ・τい6C〈、　15鴫C払メ、下茸乙“）姿表「7訂るこヒ邑：

よつ、ほとんど召ぺでバ傷害を受・するこしoΨ
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．示峻され廷。保1写疲中に、精子の寒メ芝衝撃を．

防止ゴるにあに’司いられる仰量を添加しZも
女力果IJみられ！苛’駈、　つ“9画　昌包働Pの低温急受・ト王・」

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロマラかηつ強いものと尼・・hれろ。Wl1陶tq噌2＞お
　　　　　　　　　　　　　　　　　　きコよ　てド　POIge，　Wilrγ、しへt　　み　ROし）≦Oh（了⇔「了4）　IJ、　　8系〔司

月∈L’莫月　～月ヨE盤F｝包莫1ヨ　の　フ塵覧9　受精〔和Pを　o°C　　毛「　乙“　ンa去P

（ε系舌果、♪多却髭慶にかかわらず死漁し、　8

細目包莫月旺Z・σ、15δCと1D°Cの間Z・傷薯を受1す

ろことを．報告しZいる。　こぜへにダ寸しZ、団刀月包

月己印刀暫易喜を受1↑る薩界麗度I」やや畠く2ぢ゜c

ヒ15℃の間ヒ1忍1hれるヵ“、256C保存印の生傷

率（1∫％）が3ケ・c区（4。％）に比ぺz低いことから

保房虚度の低下と莫に生傷率が除々’こ低下可

ることが推現ll芝1へ．る。王見丘のヒCろ、低温に

よろ傷薯のメカニヌごムな日月らか・：．芝れ一Zいな

　　　　　　　　　　　　　　おのい帆P。ige＆Wmα己5e〔（旧ワ8）1コ・♪姿却乏依

紀プヲ受精61Pを．電子顕微鏡下ひ観察しに結果、

細月包内鮨肪、ト橘に」た5な変イヒがみられ尺こヒ

か転月難構成しτいる嗜質か凌イ巳言ること
によつ傷」書iE受1する可倉E・性．一を示曙隻しZいる。



　　　　一　　　　’　　　　　　　　　　・　　　i86

フ開9臼ρ子の）栗結保存・」．掻ζあZ困難τあると、匙

わ汽るが、本実験の結果、卵与の耐壕柾・こ種

4寄喫十生．zバあることフΨ訂㍉乏ぜへrヒことから、　今そ灸

ア9受精＠の低温保傷条件¢、検索に、卵寵卵

・3有効な萩料にな’♪ケると思わ釈る。

　奉節Z・・1コ、一プ961P兇6｝P左裡々（i温．度；㍗均

却Lにのち毒，餐し、　その後の生唇・柾を比較し

葎。得られに紹果の概辱臥以下の直’｝Zごあ
る。

1．　　　一プ覧91勾1η昌己6F　左　○°C　J　z・）箋1まP　し　紀　場合、　）令

　却速度および・画P黄添刀ロにかρ・わらず、磨ヒ

　んと・訊くこて《6P与z求・傷喜i皇・受・丁花。

2．－1％°Cさ乙吟乗轄乏れ紀印与・コ、冨べてがし

　死漁しに。

3、印3一を卵巣o・と、芳，劣，汐お」び零℃

　に保存した（（ち堵・餐した髭果、正牽な今裂

　椴（M1～M2）を吊し価P子の割合1ユそれをれ

　4D，傷2および泓ひあつ、本実験の条件



18マ

・『

ｺ・乞1餌」、・ヨ5αC以下の〉台却に而マえられないこ

と二z粛日月らかとなっ廷。

　　　　．．’　．h　’　　　．　、卜　．，1・　　配　　　　　．　“　’
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第4．節　・ト橘

　家畜の受精印18数多く得ること、」困難Z・あ
ろが＼　61ヵ月包1動η、」、　ノ書‡島Z・得られる76P巣よつ多

数4采取苛ることがz・きる。本章z・4、動物裡

ち1エか卵与の考き育段階に」る低温感受・1生みよ

袖船吏在をしらべる目的τ1、ウシ御ぴ7，汐
’廟2命を種々の浸度含Z唆却しにのち彪臥，

成象分裂像を観察し紀。得られ圧結果の綴与

の、　》、人下の通つZ“ある。

1．ウシ卵月包飽産。・c蛇・力却Lたのち堵・養

　し已1結果、M2茸z・級塾、し行6｝P与の零1【倉口∋7

　へ4ぢ％Z・、メ∋去　』歯度に関係看く対照区（4・4－％

　）　　と＿　　15　　‘コ聴　客　　｛　　㌧、　イ直　ご・　あ　　う　　　r三　　〇や、　　　－1『｝G°C　　コL　てひ・

　壊結後q、研索剤の裡類（DM～。、　Eθ．αlyce一

　ヒ。1，囲FA）に関係身く勾べ▽の61P　3が死癒

　した。
2．　　1ユフ　シ〔9F〕月a　61Pを一100c　 さ　こ・・♪索系吉　し　r三　（あ　ち堵

　，養し1三紀果、正単O分裂像・」全く観、察芝れ

　肋・つに。コた、採丘IP後2タ～30時間堵擾し
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　たのちL10°c』3　z・凍霜し在場合も、正常な

　分裂像を裸っ尺卵子・∂樒あz少弓かっに（
　2／ケケ）。

3．つ”g嘲包印を0°Cコ乙・）令却し紀結果、裟
　去P．遜≧度　才～・よ　ぴ（卯ヲ黄添カロ　・二　ρ、か　わ　　ら　てザ、　　ほ　と

　んど傷ぺZの｛コ　3一か1・傷害を受けた。

4．ワ・ダ鯛包畝左卵巣ご1と、39，2ケーケみご

　かタ℃に保存一し葎・のち堵・養した秦吉果、正幣

　つ分裂像を皐しε白ρ与の馴倉ね、・それ壱1匹

　4・o∫．疹，Zみ」ぴ1％・z亀・あつ、　1ワ゜c夙下の婆

　芸Pに而可、えら．れ1了∂・った。
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　ロ膚乳重力物卵3一の〉巣結保奪．‘こ関マる研｛蒐、9、

τ972卑・Whiてtlnghρm　5ヵやマウス胚を用いて

再現・匡ある右法を報告したこ乙にようZ々台ま

つ丘乙言っでも過言z㌦コoい。以来、現在ま

Tの短夏月間に、本分野の閥兜13急速奪進展を

鬼セ、いくつかの動物種においZ♪蘇吉印子に

よる産子が報告乏れ一たが，重η物裡およぴ卵子

の発育霞階に応じに適切な保傷去バ確立ユれ

る言Z㌦こQ、　多くの石テ免をi必夢と言るヒ・あろ

う。本研兜I」、哺乳動物ゆ子の蒙結保傷♪去、を

確立し、丁らに嗣壊メヵ二でム左解明可ろた

あの『：が、かつを得一ること．を貞白9乙して、種々

の成熟暖階にある喫験動物卵与、お」伊家畠

㊥月包印を用し＼種々の条件バ東結一融解芝れ

た卵ろの生傷医に及‘7可影響1⊂っいて検討し

1三もの乙“ある。そ暑られ1モ系吉一果一の大1与を払人下に

て「した。
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　工　　でウ尺受精面Pの壊結保傷．

1．　室塩とo°c闇の力却および・加温速度1コ、

　桑喚～彫ELの生＿傷．十生に暑…多響しr3ρ、っ1i三。

2．　　桑’i契司壬，を　20　およ‘てド’○°C　l；イ呆今　し　匹三系吉裏、

　生彦性巳コ、前老の方がやや優れて・いに。

3．1、脳のE6あるいqG1γcer。1を添卯し廷
　FBS甲、。保房芝佐た桑実旺1翫無黍、方・のPB5

　左用いだ‡易合に近．い生一傷椎をξL在のに対

　し、D齢○添加区の生傷率・」やや急激に低下

　｛、DMFAI添カロ区z㌦」極あz急ク敦に低下しτ…二。

　へ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

　Lのことη・ら、　マウス南…にヌ寸マるE（シ1ら・よ

　ぴGlycer。1の為腔1コ極、あて低く、DM∫。　qい

　〈分毒性i皇もぢ、DM「FAほ強力ζ葬毒十王をもつ

　ヒ考えられる。
4．　　月王の〉更条壱　のア祭　‘二、」、　一一4ρC禾呈度の　1馨フし・ラ霊Σ度

　丁戴、二おいで植．うk操作をお・こ弓うことのぐ，必辱一

　z“あろ。

昼　毎扮0．2；〈一了、。°Cの速農τ・－10～－7ζ゜C毒乙、・

　壊結芝れ丘桑実胚を緩・優融解し氏甕果、生

　毒率1翫7ら゜cさz・・低下しなり・うたバ、毎分
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　5～10°じの速度ご・）蘇吉芝れたτ易合9、温度

　のイ伝下1＝従って生彦率が・低下し1三。

6．　　種々　の　表L度　｛l　z・緩慢ン含『去ρ（1°c／分）芝　れ　た桑

　喫旺を一75・cまで・急力し尺籍果、一タ○・c夙

　下の最度から急〉令しに場合に高い生信率が・

　得られ丘。このこピから、一タ。6こ．て・脱水が1

　ほぼ吃了しているものと思南れる。

7．毎分ダcの速度z・一ケ。・cまz・浦まPされた

　桑契旺猛たちに一7ウ・cへ急〉飢た協合の

　生唇率，」4％で・あらたが、一タO。（二に30分間

　山人」ニイ呆李奇し1三のち1急ン令しr三場合の生．彦一率1コ

　即～73％まτ島尋う1三。これQ、一ケ0。Cに

　保特芝れZいる間に十今説ウκ芝れた圧あヒ

　恩われる。

8・　　－25嚇　お・よ　τ戸・　一ζo。C　に　お・つ　る桑肇…旺のイ呆傷

　司能期間’コ、それをれ数時間硯ぴ数日間
　zいあ　っ　r三の　8ニ　タ寸し　、　－7㌻゜c　τ・1コ　9σ日　間保～写一

　しても生存性13低下¢ず・、σぽ与定（た保

　存性騨認あられた。－7プCに90日間保傷芝

れた胚を、にeCI　Fiehtに移植後、生唇産与が・



　　　　　　　　　　　　　　　　　　τ93

　得られ紀。

9．　♪彙系吉身亀中に禾重々のラ農度のBSAあるい13臼P

　黄を添加しz桑喫旺を一1％°c耳z・陳結した

　結果、これらの添刀Plコ生傷・卜生に影響L弓か

　っ1三。

10．緩慢♪東結（033・c／分）ぞれ疋桑喫旺を一1r6°

　C　刀・ら一10°C　ζ【　乙・，急速融解芝1亡r三τ易合IJ、

　緩慢融解区乙同様の一高い生有率が得られ疋

　が、○°c以上まz㌦急速融解芝亡るcと・こ」

　り、　生．傷率ヵや低下した。

II．値ラk後、－20°Cア’レコール，一了Oo°C液体

　窒二素がス、　および一796。C液体窒素中に、10

　分間隔で・静置」｛る己とによつ急速）索結芝

　れ庇桑喫旺弓、急速融解（360°C／命），やや高

　ヲ震度　のP1）7∫O（2，0M）　お』よ　rび覧ゴ産Lt刀く工　D図∫01商ミ　去　方

　ラ去を用いるこヒ．にょつ高率に生．傷しうろこ

　とηΨ日月らかヒoうに。最も島い生存率が得

　られにの弓、月壬を、2、OM－DM∫〇＋05M－∫ucr－

．。5eを含むPBSおよび0、ζ図一sucro∫eを倉も・

　PBS　守　に川貢二之移　L　ZDMso　iを1徐去し　1三場！合τ’、



　　　　｝
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月～E　を　recipieht　i（　禾多植後15匹（38％）の産与一かこ・

得られた。

　工L　マウスおよびう、リト未受精‘｝Fの療結イ呆存

1．マウス未受櫛IPを用いて、向壊剤の桑函砲

　内外への透遇性翫し較した紀果、GIγcerd

　の透岨性はD蔭○および五αに比べて非甑：
　イ医く　、　DM　FAの透量性巳3極．あ　で　1葛　z）・っ　た。　言

　τ三、　　○°C　Z…　」　30°C　に仁L（等　Z透過速度ρぜ遅P、

　つ降。

2．　面戸管から」」ヨ臨又芝十／Lr三ラ“ノト未受精6｝roを、

　－1％°C茸こ・藻結後融解しに結果、14～2牛γ

　の6｝P苓び形熊的に正幣Z・あっに。これらの

　卵子に俸タ臼受精し、5一日寿闇且に観察〔巳湯

　合’コ、侵入率72％，　そのうぢ正常な受精途

　上画P，」67％z・浦つたが、26時闇目に観察L

　に湯合匹ユ、侵入率93％，　正’彰π｝分害4卵・コそ

　のうち31％乙”あった。・

3．　G▽其月のマウス〔軌刀月包命刀を一1『6°C｛茸z・♪彙系吉後

晶虫解し已維果、」彩態的に正鴬く｝印手の劉合
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　l」9～39％之、受精鰍こ比べて低かつた。

　これらの町η与・をイ奉ウト堵・養した秦吉果．、　33％zべ・

　M2ゴ乙味多行L在が・、体クト受精後の侵入率、」

　6～28π乙’・あった・。

4．　Gτ7其月のラ1v　ト卵月乞卵を一円6°ご君τ・壊紀し、

緬牟循佐9卜瑠養一励ト授精Lに糸吉果囲
s6を室墨z添η。し、室品～37・c’z縢幻た

　湯合」⊂、生！零率および精｝侵〉＼率とも、二高

　い値ヵΨ得られた。

曳　HCG注．射後、　3，6汐および8、タ蒔間日に

　採取したラ、リト卵砲帥を一1臼6°こま乙・壊結し

　た系吉果、6、些「略問目以降の9子の生鳶率P“

　島かっ荏こヒP・らぐe▽崩壊夙隣、而寸壊性が

　島言るものと恩われる。ユた’、体外受精後

　の精手侵入率の、卵与の成妻双が進t．に従）

　Z島まった。　芝ら1く、　♪東系吉液あるい・ユDM～o

　希1采尺液、宇に薫、糖を。苅ミ刀ロ言ろこヒによつ、　生．

　存率，精手侵入率契にいく分島く奪る傾向

　が認あられに。



　∫　．　　冒．　．　　　　　　　　『　　　　　　　η6

　皿八ム尺9一受：精卵の）庚結保存

1．　ハムス9－8条田躯期胚の培養液1ユ、修正

　KRB液．およびTc図19りに比べ　て、　修・正下ymde

　液が・鍔ぐれZ　l・　た。・7　ら　に，　ジ曼透ノ王　を『1▽○

　（ノ2ZOmb∫漁01に低下芝て、　ヒ1’しヒ1’ン酸ラ震度

　を1州茸Z噌方頃てに湯合に画丑盤寵への
　発脅　率ヵぐ噌刀ロ　し　r≡…　D“、　　卜」（λ†／kこ†じヒ　お・よ　’てバ・Cα＋セ

　濃度を変化芝でた湯合’に、」τ曽ヵロ｛oかつた。

2．　　－1『6°C・こ♪菓｝秦舌　芝　甲れf三　8畑月包其月用…‘コ’　扇虫解

　後も夫部づ∂が形熊、的しこ正鴬㍗あ，1三が1レ培

養後の胚盤月包へA発脅率弓、o°cへの）弓却，

　而可〉東膏1［の希、ヵロ，　」らに一196°Cへの）東乗吉と、

　処理かΨ進，《ンに従うて低下Lたo

　π　豪畠嘲包卵の低温保ぢ
1．　rラシ（動1刀月包（動i刀i藍○°C書τ・♪令去Plた．のち堵養

　しに紀」裂、M2ま乙“成蒸嚢し庇邸η」3トの喜q合lo、

　メ参却速度に関係なく、苅望区乙ほぼ馨しい

　但Z・・あっ「三こヒて）・ら，　OOC）参、ま　，二対7才る才塗、

ヰ良十生一121島いも《と1忌われる。　しかぐニー10『C
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　まZ・つ重結・可るこヒによつ大部分バ傷！筈を受
　’7・、　　而マ’〉更・他…．量3　イ歪～・カ、　っ　　た。

2．　　フ”ζ7臼p7月包向　を　0°C　ま　乙鴨♪令去P（　1三桑壱果、　〉令

　去ア速度お・よてド〔動刀黄添カロに〃＼ρ・わら言＼ばと

　んど・なべて1クΨ傷碧一を馳受げ1三。フ・・91コP巣を種

　！～の混度に裸1蔭しξの右卵胞6Pを考履した

兼課．フ1％P月包GIP　I吾…5°c夙下膚即に耐

　へ　そ　ら　れ1コη、つ　た。
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　稿を終わるにあた・ハ終始暖“・k、御指導・

御教示左賜わうた恩師、京都大学敬授入谷明

1博士に深甚の詰射意を：表言る。

　ま鳳本実験の遂行上、常1こ有意義頓ヵ言

ヒ御指導をし液βいた京都大鞠拷文綬丹羽皓
ニー博ゴ：・こラ果く辰き：謝する。

　8に、一部の研究て・博有益雛P指導を賜

わつた米国ウース9『一研免所Chαng博士に深’

く感謝冨ろ。

　加之τ、庫都大学家畠繁殖研輕室の各位、

特に三宅正史助手，小林俊隆暑，早瀬隆昌君，

吉野彦良君の4氏から絶大な協刀ぎいににrい
たこと二に1℃・ρ・らの言射煮、を表一ずる。

　なお・、　本研究，コ、　農林水産省別粋石〒兜の援

βカを手尋てお1こ億われに。　さらに、本石モ｛姥の一

郁I」、日本学術振興会からの援助を得τおこ
奄われ一1三。　C　こ．に診己　し　Z詣寸意を．表．可　る♪欠第Z”

あろ。
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秩Ei・gg
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Results　obt己ined　are　su㎜arう；ed　as　follows。
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Frεeze－preservation　of　mouse　morula　embryos

C。。1・i，gandw、傭9’・・t・・b・t・eenr。・mt・mp・・at・・eandO°Ch・d・。・ig・ifi－

cant　effects　on　the　survlval　of』embryos．．

E・b・y・・p・ese・v・d・t．2°°C・u・v’ved　f°「s1’gh 撃撃凵@1°nge「pe「’°d　than　th°se

pre・e・ved・t　o°C，

E。b，y。、宙ere，t。red・t　20　and　O°C’ P・th・pre・ence・f　va・i。us　c・y。P・。tecti・e

、g，・t・．　Ethyll ??E．91y・61（EG’）・and　glycer。1　h・drittl・・dて・ethyl　sulph。・id・

（・DMSO）h、d、。me　and　N，N」di・6thyl　f・m・而d・（DMFA）h・d　larg・t・xrc　eff・・t　t。

the　embryos．

・When　emb，y。、・ere　f・・zen　t。－20°C，　higher．…vi・・1・…。bt・ined　if…pend－

i，g。，di、m　w、，，e6d6d・t　high　t㎝perat・…uch・・－4°C・

E。b，y。』祷ere　f．。ze，　t。　th，　different　t・mp…tU…rangi・g－1・一一75°C・t

．vari。、、　c。。1i，g・・te5　and由m・d　s1。wly（25°C／而・）漁en　emb・y…ere　f・。…

・1・前yat　th…t6・fn’25・1・・°C坤・蜘va1・at・d’d・。t’declin6　up　t°
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－75°C，0・th・C。・t…y，・h・・㎝b・y・・…ef・。・en・・pidly・t　th…t・・f　5－

100C／min，　the　surviva1　・rate　decreased　as　the　freezing　temperature　decllned．

When臼mbry。・・ere　c。。1・d　rapidly　t・－75°C　f・・m　tempe・atu・es　ra，gi，g　f，。m

－10t・－40°C　aft…1。w　cd。1ing（1°C／・i・），the　surviva1・at，。as　q、it，1。w．

0，the　c。nt．、，y，　when　th，y・，．e　c。。1，d’ 窒≠垂奄р撃凵@t。．75。C　f，。m－50°C。r　b。1。。

自ft，，・，1。W、。。1ihg，・high，・・u・vi・・1　rat・・、，。bt、i，ed，　i，di，，ti．g　th、t

㎝b・y・・h・dbee・d・hydrat・d・1冊・st・・mp1・t・1y・ft…1。…。1i・g　t。－50°C・

When　embryos　which　had　been　cooled　rapidly　to　－500C　at　50C／min　we←e　immedi－

ately　plunged　int。．－75°C　ethan。1，the　survrval　rate　was。nly　4％，　h。wever，

．hen、th副，．e　k，pt、t－50°C　f。，30．i，。，・。・e　b，f。re・・pid・。。1i・g，’th，

，at，　was　lnc，e、sed　t。59－73箔，　i，dr、・七r，g　th・t　d，hydゼ・ti。・f・。m・・mb・y。・was

wel　l　achieved　during　30　min』arピ　ー500C．

Emb・y6s　c。uld　b・prege・ved　f・・afew　h・urs　at－25°c，　a　few　days　at－50°c

and　fOr　at　least　3　months　at　＿750C．

Bovine　5erum　albumin（0－30mg／m1）and・egg　yolk（5－20％）supP1㎝ented　to　the

f．，白，i，g。，d1、m　h、d・・。、ig・ificant・ffect。・the　su・viva1。f・mb・y・・f“。zen

t・－196PC，

When　emb，y。・・hi・h　h・d　been　c・・1・d・1。wly（0．33°C／・i・）were・arm・a’・apidly

from　－1960C　to　－100C，　survival　was　comparable　to　that　obtained　when　they

we戸。　wam1白d　s1・wly（25°C／・ih）t・r。。由t㎝perature．　H。weve・，　when㎝b・y・s

were　thawed　rapidly　to’OoC　or　above，　the　survival　rate　decreased　sうgnifi－

cantly．

E・b・y・・・…f・・zen・apidly　t・－196°C　by　th・e・一・t・p　P・。ced・・r；th・・eed・d

samp1，・N，，，　t・、nsf，，，ed　t。－20°C，th・n・1，－100°C　1うq・id・it・。gen　gas・・d

－196°Cli句u、id　nlt卜・gen　at　10・i・i・t・rvals．　The　hrghe・t　sur・ival　was・bt・in－

，d．h，n，mb，y。、　f，。、6A　i。　th，・P．e、e，ce。f　2．OM－DMSO　w・・e　th・w・d・・pidly

（3600Clmin）　and　DMSO　was　removed．by　suspending　the　thawed　embryos　in　turn
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into．　the　PBS　contalnlng・2．OM－DM50　＋　Q．5M－sucro5e　and　then　PBS　containing

O．5M－sucrose　at　room　t6mperature．　FIfteen　normal　young　were　obtained　after

traηsferrlng　the　frozen－thawed　embryos．　to　3　recipients’

Freeze－preservat1。n。f　unrertilized　m・use・and　rat．・・cytes

P6rmeability　of　seV6ral　cryoprotective　agents　to　and　from　mouse　unfertilized

加b・1…yt…as　ex・而h．・d・Permeabllity。f　glyce・・1　was　q・ite　1°w　andFthat

of　DMFA・was　e）くtr6mely．　hiqh，　and　π1∈dium　permeabi　l　ity　was　observed　in　D凹SO　and

TEG・DMS。，　EG・・nd　glyce・・1　were　m…p・meab1…キ3・°C　than　at・°C・

U，f，，tilized・．at　t、』、i・。。cyt，，．，．，　f．d乏en　t。－196°C、　Aft・・th・・i・g，14－24％

。f　th66・cyt・・w・・e　m・rph・1・qtally…・1紬・・th・脚・1699・・帥e　in－

semi・nated　in　yitro，　72－93男　of　the　oocytes　were　penetrated　5－26　hr　after

in』emゴnation．’At　5　hr　after　in3emi　natl　on，67影　of　the　penetrated　eggs　wer白

undergoinq　normal　fertilizati　on’，　However，　the　proport三ion　of　eggs　cle亘ved

to　the　2，cell　stage　was　only』31％when　examined　26　hr　after　lns㎝ination．

M。、se　f。11rcu1、，。σ、ytes　at・germi・al　ve・i・1・・t・g・w・・e　f・・ze・t。－196°C・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！

After　thawing｝　9－35％werel　morphologically　norma1・　冒herl　the　normal　eggs　were

cultured，　33箔　of　them　were　matured　to　the　second　methaphase，　and　6－28鑑　of

the而atured　oocytes　were．penetrated　by　insemination　「n　vitroe

R、t。va．う，，。。cyt，、　at　g，minal　ve・i・1・・t・g・…ef・・zen　t。－196°C・After

thawing，　they　were　cultured・and　lnseminated　in　vitror　High　proportion　of

the　oocytes　were　normal　and　penetrated　when　addition　and　removal　of　DMSO　was

m・de　at・・。・t㎝P・ra加・e－。・37°C．

R・t・v・rian。。・yt・・爬・。ve・・d　3，6、5　and　8．5　h・・ft・・an　j・ject1。・・f　HCG

were　frozen　to　－1960C．　The　proportion　of　morphological　ly　normql　oocytes

・ft・・th・w1・g・ere　hi．gher　when　th酬・…rec。ve・ed　6・5　and　8・5　h・than　31h「

、ft，．．HC6湘th　th，　incre、，1，g　time。f。。，yt，．・・1i・・ti・n・ft・州CG・，　th・
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prgportions　of　penetra‡ed　oocytes　after　i　nsemin己tion　were　progressively

increas∈ld．

Freeze－preservati　on　of　hamster　8－cell　embryos．

Embryos　were　cultured　for　16　hr　in　various　media．　　Low　proportion　of　embryos

cultured　in　modified　Tyrod∈i　solution　developed　to　blastocysts，　however，　no

development　was　obtained　in　TCM　199　and　modlfied　Krebs－Ringer　Bicarbonate

soluti　on．　Whgn　osmolarity　of　modifうed　Tyrode　solution　was　l　owered　to　170－

220m°sm°1　and　py「uYdte買as　inc「eased　t°1・O　m岡・highe「p「°P°「ti°”s°f

・m』・y。・d虞・1。P・d　t・b1・・t。・y・t・，・・the　c。・t…y，・hangi・g　N・＋／K＋・ati・

　　　　　　十十
　　　　　　　　　concentration　of　rnediu鵬was　not　effective　for　the　development　ofand　Ca

embryos、

When　embry・s壷ere　fr。zen　t・－196°C，　m。st。f　th・㎝bry。s　were　m・・帥・1。gically

norma1　（67－100％），　but　the　development　to　blastocyst　in　culture　were　quite

low　（0－18拓）．　丁he　proportion　of　embryos　developed　to　blastocys七　（1ecreased

、，th，　p…ess。f　freez1・g・dva・ced，・。。1i・g　t。0°C，・dditi。・。f　cry。P・。tec－

tive　age・t　and　f・eezi・g　t・－196°C。

Low－temperature　preservation　of　bovine　and　porc甫n∈　ovarian　oocytes．

When　b。，i，e。v、．ian。。、yt，、・，・e　c。・1・d　t。0°C・・d・th帥c・1t・・ed　i・vil 煤E。，

high　proportion　of　oocytes　matured　to　the　2nd揃ethaphase　i　ndepehdently　of

th。、。。1r，g　rat，、0，　the　c。，t．a・y，・hen　th・y…ef・。ze・t。－10°C。・b・1。・，

almost　all　the　oocytes　wer色　irljured．

Wh，，　p。，dne。，論n・。・yt・・w朧c・・1・d　t・。°C，・1m。・t・11　tね・・。・yt・・

were　injured　independently　of　the　cool　ing　ratε・When　porc「ne　ovarian　oocytes

．，r。　c。11ect，d　f，。。　th，。，、，i，，．hi、h　h、d　bee，、t。・ed・t　35，25，15・・d　5°C，

the　respectlve　p・。P。・ti・・。f。・cyt6s　w藩th・。m・1　ch・。m・。鴇al　m・t・r・t1。・were



2τo

40．，　1．5，　2　and　1毘，

at　belOw　1’5PC．

1ndicati　ng　that　pof℃「・ne・qvarian　oocytes　would　be　inJured1


