
 

 

 

［成果情報名］胚凍結保存液へのカルノシンの添加による凍結融解後のウシ体外受精由来胚盤

胞の生存性の向上 

［要約］ウシ体外受精胚は低温障害を受けやすいため、その凍結保存には課題がある。凍結

保存液へカルノシンを添加することにより、緩慢凍結、融解後の胚の細胞死数の割合が低

下、活性酸素量が低下、ミトコンドリア機能が高く保持され、その生存性が向上する。 
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［背景・ねらい］ 

胚移植技術の発展により、凍結保存されたウシ体外受精由来胚（以下、ウシ胚）の産子

数が増加している。一方で、ウシ胚は低温障害を受けやすく、その凍結保存には課題があ

る。さらに、生産現場では、実用性の観点から緩慢凍結法で保存された胚への要望が強い。 

近年、ウシ胚の培養環境に抗酸化物質を添加することで、凍結融解後の胚の生存性を改

善する取り組みが多数報告されている。しかし、胚凍結保存液への抗酸化物質を添加する

ことで胚の生存性を改善する取り組みは少ない。そこで、抗酸化物質のカルノシンをウシ

胚の胚凍結保存液へ添加し、凍結融解後の胚の生存性が向上しうるかを調査した。 

 

［成果の内容・特徴］ 

１．体外受精７日目のウシ胚盤胞期胚を材料とし、20％ウシ胎児血清、５％エチレングリ

コール、６％プロピレングリコールならびに 0.1 M スクロースを含む TCM199（以下、

5E6P0.1MS）を用いて 0.25 mL ストローに胚を封入し、緩慢凍結法で保存する。凍結保

存されたストローは、10 秒間空気中で保持後、30℃の微温湯で融解する。融解した胚

は、10％ウシ胎児血清添加 KSOM を用い、個別に培養する。 

２．緩慢凍結、融解後の胚の生存性を調査した。凍結保存液にカルノシンを添加または無

添加されたウシ胚の培養後０、４、24 ならびに 48 時間後の胚の形態的な変化を実体顕

微鏡下で記録、胞胚腔が再拡張した場合を生存とした。50µg/ml カルノシンを含む

5E6P0.1MS で凍結保存されたウシ胚は、無処置の胚と比べ融解４、24 ならびに 48 時間

の生存胚が多い（表１）。 

３．50µg/ml カルノシンを含む 5E6P0.1MS で凍結保存されたウシ胚は、無処置の胚と比べ

て細胞死の指標である TUNEL 陽性核の割合が低い（図１）。これらのウシ胚では、凍結

融解後の胚への障害が低減している可能性が示唆された。 

４．50µg/ml カルノシンを含む 5E6P0.1MS で凍結保存されたウシ胚は、無処置の胚と比べ

て活性酸素量の指標である CM-H2DCFDA の蛍光が弱い（図２）。これらのウシ胚では、

活性酸素量が低減している可能性が示唆された。 

５．50µg/ml カルノシンを含む 5E6P0.1MS で凍結保存されたウシ胚は、無処置の胚と比べ

てミトコンドリア外膜の標的タンパク質である TOMM20 の蛍光が強い（図３）。また、

これらのウシ胚では、ATP 含有量が多い。（図４）。これらのウシ胚では、無処置の胚

と較べて胚内のミトコンドリア含有量が多く、胚の再拡張に必要な ATP の含有量が多い

ことから、胚の再拡張性（生存性）が向上したと考えられた。 

 

［成果の参考情報］ 

１．緩慢凍結法で保存されたウシ胚の融解後の生存性を向上できる。 

２．カルノシン処理された胚の受胎性ならびにその産子の健全性について調査が必要。 



 

 

 

［具体的データ］ 

表１．凍結保存液へのカルノシンの添加により融解後の胚の再拡張性（生存性）が向上 

 

 

 

図１．胚の細胞死数の割合が低下     図２．胚の活性酸素量低下が示唆   

(A)代表画像、(B)細胞死の比較        (A)無処置区（左）処置区（右）の代表画像 

(B)蛍光強度の比較 

                   

  

  

  

   

 

 

 

 

図３．ミトコンドリア含有量が多い      図４．ATP 含有量が多い 

(A)代表画像                          

(B)蛍光強度の比較、(C)細胞数の比較      

     （石井利通） 
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供試胚

数 

再拡張した胚の累積個数 

４時間後 24 時間後 48 時間後 

無処置 67 31/67a 40/67a  40/67a 

カルノシン 5µg/ml 添加 54 23/54a 29/54a 29/54a 

カルノシン 50µg/ml 添加 54 39/54b 45/54b 45/54b 

a-b:P<0.05 

*:P<0.05 

*:P<0.05 *:P<0.05 

*:P<0.05 


