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本試験では、プルランフィルム上でガラス化保存したブタ胚を非外科的に移植

する方法として、希釈液を満たしたストロー内に投入して希釈する方法（試験 1）
と、ストロー内に希釈液とともに封入してガラス化保存した胚を、加温時にスト

ロー内で一段階希釈する方法（試験 2）を検討した。試験 1 は、過剰排卵処理後、

外科的に回収した胚を水溶性プルランフィルム上で超急速ガラス化保存し、希釈

液（0.3M スクロース、20%牛胎子血清添加 PBS）を 0.5ml ストローに封入後 40℃
に暖めたウォーターバス内に置き、その中に液体窒素から取り出したプルランフ

ィルムを速やかに挿入して行った。試験 2 は、ストロー内に胚と希釈液を封入し

て液体窒素に投入してガラス化保存し、加温はストローを 40℃に暖めたウォータ

ーバス内に投入し、綿栓部を押出棒で押すことでプルランフィルムを希釈液に浸

漬した。試験 1 では、回収率 95.2%（20 個/21 個）、回収胚に対する生存率 70.0%、

透明帯脱出率 40.0%であり、試験 2 では、回収率 76.5%（26 個/34 個）、回収胚に

対する生存率 69.2%、透明帯脱出率 23.1%であった。これらのことから、水溶性

プルランフィルムを用いてガラス化保存したブタ胚をストロー内で希釈して生存

胚が得られることが明らかとなった。 
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ブタ胚の超低温保存は、優良な遺伝資源の確

保と利用に有効な技術である。しかしブタ胚は

低温に対する感受性がきわめて高い（Pollard と

Leibo 1994）ことから、緩慢凍結法で保存した胚

の移植では人工授精と同等の受胎率、産子数を

得ることが困難である（Pollard と Leibo 1994）。
ところが、ここ数年、超急速ガラス化保存法に

より保存した胚を加温後に移植することによっ

て子ブタを生産することが可能となった

（ Kobayashi ら  1998 ， Dobrinsky ら  2000 ，

Berthelotら 2000，Beebら 2002，Misumiら 2003，
三角ら 2006，Cameron ら 2006，Fujino ら 2006）。 

我々も、ブタ胚をプルランフィルム上で超急

速ガラス化保存し、段階希釈を行うことで 79％

の生存率が得られることを報告している

（Sakagami ら 2010）。プルランフィルムはデン

プンを原料とした天然の中性多糖で、水に溶け

るという特長があり、ブタ胚をのせたプルラン

フィルムを加温時に希釈液に浸漬することによ

り、ストロー内で凍結保護物質の希釈が可能と

なり、直接ストローを移植器に取り付けて非外

科的に移植できる可能性がある。 
これまでの報告では、マウス胚（Takagi ら 

2004，高木ら 2006）やウシ胚（坂上ら 2007）
でプルランフィルムを用いた超急速ガラス化保

存が報告されており、プルランフィルムを用い

た超急速ガラス化保存が可能であることが明ら

かとなっている。 
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そこで本試験では、ガラス化保存したブタ胚

を直接非外科的に移植するための希釈方法とし

て、希釈液を満たしたストロー内に超急速ガラ

ス化保存胚を投入して希釈する方法と、ストロ

ー内に胚と希釈液を封入してガラス化保存し、

加温後ストロー内で一段階希釈する方法を検討

した。 
材料及び方法 

試験 1：ストロー内投入希釈法の検討 
供試豚は 3 頭の春機発動前のブタ（ランド

レース種）を用い、胚回収は既法（Sakagami ら 
2010）を修正して行った。すなわち、供胚豚の

耳根部に eCG（Peamex, Sankyo, Tokyo, Japan）
1,500 単位を筋肉内注射した後、72 時間後に hCG
（Puberogen, Sankyo）500 単位を筋肉内注射する

ことによって過剰排卵処置を施した。交配は、

供胚豚に hCG を投与した翌日の午後、翌々日の

午前中に行った。 

 供試胚は hCG 投与翌日を 0 日として 6 日目の

午前中にイソフルラン（4-5%）吸入麻酔下で開

腹手術を施し、子宮角内をブタ卵子・胚回収液

（POE-CM、(株)機能性ペプチド研）で灌流して

回収した。回収した胚は、倒立顕微鏡下（倍率

100 倍）で観察し、発育ステージ等により形態的

評価を行い、胚盤胞期の 21 胚を用いた。胚は超

急速ガラス化保存までブタ胚発生用培地

（PZM-5 、(株)機能性ペプチド研）を用い、

5%CO2、5%O2、38.5℃で約 30 分間保存した。 
プルランフィルム（シルク印刷用、厚さ 20 μm、

(株)林原商事）は幅 5mm、長さ 10mm に細切し、

市販のリップブラシを改良した器具の先端に接

着して用いた（図１）。超急速ガラス化保存は

既報（坂上ら 2007，坂上ら 2010）と同様の方

法で行った。すなわち、4～6 個の胚を 20% 牛胎

子血清（FBS）添加 D-PBS（m-PBS）に 2 分間静

置した後、7.5% エチレングリコール（EG）、

7.5% ジメチルスルホキシド（DMSO）、0.3M ス
クロースを添加した m-PBS（50%EDS30 液）で 4
分間平衡し、その後、超急速ガラス化保存液

（EDS30 液: 15% EG、15% DMSO、0.6M スクロ

ース添加 m-PBS）に移し、30 秒以内にプルラン

フィルム上にのせ液体窒素に浸漬することで超

急速ガラス化保存した。液体窒素中では、プル

ランフィルムをリップブラシの鞘で蓋をして保

存した（図２）。加温および希釈は、希釈液（0.3MS
液: 0.3M スクロース添加 m-PBS）を封入した

0.5ml ストローを 40℃に暖めたウォーターバス

内に縦に置き、その中にリップブラシの先端に

取り付けたプルランフィルムを液体窒素から取

り出し速やかに挿入し 4 分間保持して行った（図

２、３）。 
希釈後の胚はストローから取りだし、4～6 個

を 50μl ドロップのブタ後期胚培養用培地(PBM、

(株)機能性ペプチド研)で 5%CO2、5%O2、38.5℃
で培養した。胚は、24 時間後に胞胚腔が再形成

された胚を生存胚、48 時間後に透明帯から脱出

した胚を脱出胚と判定した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図１ 市販のリップブラシを改良した器具の先端にプルランフィルム（円内）を接着 
 
 
 



 

9 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
図２ プルランフィルムを用いた超急速ガラス化保存法とストロー内投入希釈法 
 
 
                    リップブラシ 
 
 
 
 
 
 

プルランフィルム 
 

ストロー 
 
 
 
    図３ ストロー内投入希釈法の様子 
       希釈液（0.3MS 液）で満たした 0.5ml ストローを 40℃微温湯内に立て(図 3 左)、その

中へプルランフィルム上で超急速ガラス化保存したブタ胚を投入して希釈した。 
 
   

試験 2：ストロー内一段階希釈法の検討 
供試豚として 7 頭の春機発動前のブタ（ラン

ドレース種）を用い、試験 1 と同様の過剰排卵

処理を行い、人工授精後６日目に外科的に採取

した胚盤胞 34 個を用いた。 
ガラス化保存液、平衡液、希釈液は、無血清

培地である 10%ヘペス添加 PZM-5 を基本液とし

て用い、三角ら（2010）の報告を基に㈱機能性

ペプチド研究所に作成を依頼した。一次平衡液

は 1.8M（10%）EG を含む基本液、二次平衡液は

1.8M EG、0.3M トレハロース及び 1%ポリエチレ

ングリコールを含む基本液、ガラス化保存液は、

6M（33.5%）EG、0.6M トレハロース及び 2%ポ

リエチレングリコールを含む基本液、希釈液は

1.8M EG、0.3M トレハロースを含む基本液を用

いた。ガラス化保存に使用した器具は、三角ら

（2010）の開発した Micro Volume Air Cooling
（MVAC）法に用いるステンレス製の器具（図

４）を長さ 15mm ほどに切断し、その先端にプ

ルランフィルムを接着したもの（以下、ガラス

化器具とする）を用いた（図５）。 
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図４ MVAC 法に用いるステンレス製    図５ ストロー内一段階希釈法に用いた器具 
の器具                  MVAC 法のステンレス製器具の先端に 
                     プルランフィルムを接着 
 

 
5～6 個の胚を一次平衡液に 5 分間、二次平衡

液に 5 分間、最後にガラス化保存液に投入後、

プルランフィルム上にガラス化保存液とともに

のせ、希釈液をあらかじめ封入した 0.25ml スト

ロー内に挿入し（図６）、液体窒素に投入して

ガラス化保存した。液体窒素に投入する際には、

ストローの破損を防止するため、スチロールボ

ードを利用してガラス化器具側（プルランフィ

ルム＋胚側）から、液体窒素に投入し、ストロ

ー側（希釈液側）は液体窒素ガス中で冷却した。

（図７）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ ストロー内一段階希釈のためのストローへのガラス化器具の封入法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ ガラス化器具の液体窒素への投入 
   スチロールボードを利用して、ガラス化器具先端の胚の部分まで液体窒素内に入るようした。 

ガラス化器具 
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加温および希釈は、40℃に暖めたウォーター

バス内にガラス化器具側の胚の部分までを投入

し（図８）、徐々にストロー全体をウォーター

バス内へ投入して行った。ストロー内の希釈液

が融解した後に、ウォーターバス内にストロー

を保持したまま、綿栓部を押出棒で押すことで

プルランフィルムを希釈液に導入した（図９～

11）。導入後はウォーターバス内で綿栓部を下

にして立て 4 分間静置した。プルランフィルム

が溶解したことを確認した後、ガラス化器具を

ストローから引き抜いた。 
加温後の胚はストローから取りだし、5～6 個

を 50μlドロップのPBM内に入れ、5%CO2、5%O2、

38.5℃の条件で 48 時間培養し、24 時間後の生存

胚数と 48 時間後の透明帯脱出胚数を計数した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
                    図９ ストロー内一段階希釈法の希釈液への導入 
図８ ストロー内一段階希釈法の        綿栓部を押出棒で押し、プルランフィルムを 
   加温の様子              希釈液に導入する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図 10 ストロー内一段階希釈法の希釈液への導入の様子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          図 11 希釈中のプルランフィルム 
          △は希釈液の液面、▼は希釈中の胚 
 
 

ガラス化器具 

希釈液 

綿栓 

押出棒 

ガラス化器具 
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結果 
試験 1：ストロー内投入希釈法の検討 

表１にストロー内投入希釈法による回収胚

の生存性を示した。供試胚 21 個中 20 個を回

収し（回収率 95.2%）、生存胚は 14 個（回収

胚に対する生存率 70.0%）、透明帯脱出胚数は

8個（回収胚に対する脱出率 40.0%）であった。 

 
試験 2：ストロー内一段階希釈法の検討 

表２にストロー内投入希釈法による回収胚 

の生存性を示した。供試胚 34 個中 26 個を回収

し（回収率 76.5%）、生存胚は 18 個（回収胚に

対する生存率 69.2%）、透明帯脱出胚数は 6 個

（回収胚に対する脱出率 23.1%）であった。 
 
 

 

    表１ ストロー内投入希釈法のよる回収胚の生存性 

供試胚数 回収胚数 回収率 

（％） 

生存及び透明帯脱出胚数 

 生存胚数 

（％） 

透明帯脱出胚数 

（％） 

２１ ２０ ９５．２ 
１４ ８ 

（７０．０） （４０．０） 

    （ ）内は回収胚に対する割合を示す。 

 

 

 

表２ ストロー内一段階希釈法による回収胚の生存性 

供試胚数 回収胚数 回収率 

（％） 

生存及び透明帯脱出胚数 

 生存胚数 

（％） 

透明帯脱出胚数 

（％） 

３４ ２６ ７６．５ 
１８ ６ 

（６９．２） （２３．１） 

    （ ）内は回収胚に対する割合を示す。 

 
 

考察 
試験 1 で行ったストロー内投入希釈法では、

既報（坂上ら 2010）でウシ胚に使用可能である

ことを確認した超急速ガラス化保存液及び希釈

液をそのままブタ胚に応用した。その結果、プ

ルランフィルムを用いて超急速ガラス化保存し

たブタ胚は、ストロー内に投入して一段階で希

釈が可能なことが明らかになった。 
しかし、その生存率は我々が過去に報告した

（Sakagami ら  2010）二段階希釈時の生存率

（79%）と比較して低い値であった。その原因は

明らかではないが、三角ら（2010）は、MVAC
法で保存したブタ胚盤胞を一段階で希釈し

88.5%と高い生存率を報告していることから、使

用したガラス化保存液に問題があると考え、試

験 2 では、三角ら（2010）が MVAC 法で用いた

ガラス化保存液を使用し、予め希釈液を封入し

たストロー内でガラス化保存し、そのままスト

ロー内で一段階希釈する方法を検討した。 
その結果、回収胚数に対する生存率は 69.2%

とクライオトップ法（Ushijima ら 2004）（生存

率 60%）と同等の生存率であったが、MVAC 法

（三角ら 2010）（生存率 88.5%）、オープンプ

ルドストロー（OPS）法（Cuello ら 2004）（生

存率 84.8%）、メタルメッシュガラス化保存

（MMV）法（Fujino ら 2008）（生存率 84.4%）

での報告より低率であり、生存率をより一層高

める工夫や改良が必要であると考えられた。 
坂元ら（2008）は、超急速ガラス化保存した

ウシ胚のストロー内一段階希釈法において凍結

保護物質の濃度を 40%（ 20%グリセリン＋

20%EG）にした区が、30%（10%グリセリン＋

20%EG や 15%EG＋15%DMSO）と比較して有意

に生存性が高いと報告している。本試験では、

ガラス化保存液の毒性を勘案して凍結保護物質

濃度の低い MVAC 法のもの（EG：６M＝33.5%）
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を流用した。このガラス化保存液の組成は三角

ら（2010）がブタ胚をステンレス製の針の上に

のせ、液体窒素にあらかじめ保持したストロー

内に挿入することでガラス化保存する手法に最

適な濃度で構成されているので、ストロー内一

段階希釈法での有効性については再度検討する

必要があると考えられた。 
また、今回検討したストロー内一段階希釈法

では、回収率が 76.5%と非常に低かった。ガラス

化器具をストローに投入する手法では、クライ

オトップを使用した土屋ら（2002 ab）や稲葉ら

（2008）の報告で共に 100%の回収率が報告され

ている。これらは共に、ストロー内でクライオ

トップを振とうする方法を用いている。クライ

オトップ上で超急速ガラス化保存した胚は、希

釈液に投入した時にクライオトップから離れに

くい場合があるが、本試験で使用したプルラン

フィルムは希釈液に溶解することから振とうせ

ずにガラス化器具を引き抜く方法を用いた。試

験 2 で回収できなかった 8 個の胚のうち 4 個は

ガラス化器具のステンレス部分に、1 個は綿栓部

分に付着していたことが確認されたことから、

今後は希釈方法も検討する必要があると考えら

れた。 
本試験では、現場で利用できるようにストロ

ー内で希釈する手法を検討したが、ガラス化保

存の手順や希釈手順が複雑で慣れや速やかな操

作が必要であり、それらの複雑な操作のため温

度降下や加温温度にばらつきが生じ、生存率が

低かったのではないかと考えられた。ガラス化

保存法の直接移植への応用は、省力化と胚の生

存性の両面にメリットを有するが、胚操作にお

けるわずかな条件の違いによって生存性が大き

く影響を受けることが考えられる。生産現場で

の直接移植に対応するためには、現場での条件

に対応可能な安定した手法が必要だと考えられ

た。 
結論として、水溶性プルランフィルムを用い

てブタ胚がガラス化保存できることが明らかと

なり、さらにストロー内投入希釈法により 70.0%
の生存率が得られ、超急速ガラス化ブタ胚をス

トロー内で希釈して非外科的に移植できる可能

性があると考えられた。しかし、ストロー内一

段階希釈法では回収率が 76.5%と低かったこと

から、ガラス化保存及び希釈の手法や、ガラス

化保存液及び希釈液の組成をさらに検討する必

要があると考えられた。 
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