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概要 

近年、遺伝子破壊（以下、K.O.）マウスは遺伝子の機能を個体レベルで解析する上で必要不可欠な材料と

なっている。一般的な K.O.マウスの作製は、目的とする遺伝子を破壊した ES 細胞を 8 細胞期胚または胚盤

胞期に導入することにより行われる。しかし、培養の過程で 30～40％程度の胚では発生が止まり、K.O.マウ

ス作製に必要な数の胚が得られないことがある。培地へのグルタミン（以下、Gln）の添加は 1 細胞期胚の胚

盤胞への発生率を上昇させることが報告されている[1-3] 。そこで、胚の発生率向上を目的とし、培地への Gln

の添加が 1 細胞期胚（新鮮胚）および 2 細胞期胚（凍結-融解胚）の発生に及ぼす効果を検討した。 

1 材料および方法 

1.1 供試動物 

体外受精には 12～24 週齢の C57BL/6J Jcl 雄マウスおよび 9 週齢の C57BL/6J Jcl 雌マウスを用いた。 

1.2 供試胚 

体外受精をした 1 細胞期胚（新鮮胚）および 2 細胞期胚（凍結-融解胚）を用いた。 

1.3 胚の採取・体外受精、凍結-融解 

体外受精は豊田らの方法に従った[4]。精子は C57BL/6J Jcl 雄マウスの精巣上体尾部より採取し、HTF 培地

に懸濁、1 時間の前培養を行った。一方、卵子は妊馬血清性性腺刺激ホルモン（PMSG）とヒト絨毛性性腺刺

激ホルモン（hCG）により過排卵処理を施した C57BL/6J Jcl 雌マウスの卵管膨大部より採取、HTF 培地中に

導入した。体外受精は精子前培養後、最終精子濃度が 150 精子/μl となるように精子懸濁液を、卵子を含む

HTF 培地内に導入することにより行った。なお、受精の有無は、媒精後 6～7 時間に倒立顕微鏡下で観察を行

い、2 前核が認められた卵子を受精卵と判定した。 

媒精 24 時間後に得られた 2 細胞期胚の凍結保存は簡易ガラス化法に従った[5]。すなわち、まず 2 細胞期に

発生した胚を室温にて 1M DMSO のドロップ（100μl）へ移し、胚を均等に小分けした（通常、1 ドロップに

40 個）。さらに新しい 1M DMSO のドロップへ移し、5μl の 1M DMSO 溶液と共に胚をチューブへ移し、あら

かじめ 0℃にしておいた冷却装置（CHILL HEAT:CHT-100 IWAKI）に移した。5 分後、0℃に冷やしておいた

凍結保存液 DAP213（2M dimethylsulphoxide,1M acetamide,3M propylene glycol in PB1）を 45μl 添加し、さらに

5 分後、チューブをケーンに装着し、直ちに液体窒素中に浸漬した。凍結胚の融解は、チューブを液体窒素

保管器から取出し、速やかに中の液体窒素を捨て、室温で約 30 秒放置した。次にあらかじめ 37℃に加温し

ておいた 900μl の 0.25 M sucrose 溶液をチューブ内に添加し、完全に保存液が溶けるまで素早くピペッティン

グし、内容液をシャーレに移し、さらに 400～500μl の 0.25 M sucrose 溶液でチューブ内を共洗いし、胚を回

収した。回収した胚は modified Whitten 培地（以下、Gln（-）mW 培地）（100μl）で洗浄し、胚の形態的な観

察を行った。 



1.4 培地 

胚の培養には、Gln（-）mW 培地および Gln（L-Glutamine,non-animal source,SIGMA）添加 mW 培地（以下、

Gln（+）mW 培地）を用いた。Gln 濃度は、予備試験の結果から最終濃度が 1.0mM となるよう調整した。 

1.5 胚の発生速度（実験Ⅰ） 

胚の発生速度は、Gln（-）mW 培地または Gln（+）mW 培地で培養を行った胚の発生ステージを 6 時間毎

に顕微鏡下で観察することにより算出した。 

1.6 胚の発生能（実験Ⅱ） 

Gln が各細胞期胚の発生能に与える影響について検討するため、1 細胞期胚（新鮮胚）および 2 細胞期胚（凍

結-融解胚）を Gln（-）mW 培地へ導入・培養し、2 細胞期～桑実期までの各細胞期となるまで培養を行った。

その後、各細胞期胚を 1.0mM- Gln（+）mW 培地へ導入し直し、胚盤胞期までの各段階への発生率を Gln（-）

mW 培地で培養したものと比較した。 

1.7 統計解析 

得られた測定値は、χ2検定法、Fisher の直接確率検定法あるいは Student’s t-test を用いて、それぞれ有意

水準 5％で検定した。 

2 結果 

2.1 胚の発生速度（実験Ⅰ） 

Gln（+）mW 培地で培養した場合、1 細胞期胚（新鮮胚）および 2 細胞期胚（凍結-融解胚）の 8 細胞期以

降への発生速度は Gln（-）mW 培地の場合より有意に高くなった。4 細胞期までの各ステージへの発生速度

は、Gln（-）mW 培地と比較して有意差はないが高い値を示す傾向が見られた（表.1）。 

 
表.1 1 細胞期胚および 2 細胞期胚の発生速度（hr） 

 Gln 供試胚数 2 細胞期 4 細胞期 8 細胞期 桑実期 胚盤胞期 

新鮮胚 
－ 60 15.2±1.1 39.1±1.4 57.2±3.1 70.4±2.6 93.2±3.6 
＋ 60 15.1±0.7 38.6±1.7 54.3±3.0* 68.8±4.4* 86.3±1.8* 

凍結-融解胚 
－ 76  39.0±1.5 57.1±3.0 70.4±2.5 93.1±3.6 
＋ 76  38.6±1.6 54.2±3.0* 68.7±4.2* 86.3±1.9* 

       *p<0.05 
 

2.2 胚の発生能（実験Ⅱ） 

新鮮胚の 1 細胞期胚および 2 細胞期胚を Gln（+）mW 培地で培養すると、胚盤胞期への発生率は、Gln（-）

mW 培地で培養したものより有意に高くなった。しかし、4 細胞期以降に Gln（+）mW 培地へ導入・培養し

た場合、胚盤胞期へ発生率は、Gln（-）mW 培地と比較して高い傾向を示すものの、有意差は認められなか

った（表.2）。一方、凍結-融解胚では、どの発生段階から Gln（+）mW 培地に移し替えても、桑実期以降に

有意な差が認められた（表.3）。 

 

 

 

 



 
表.2 新鮮胚からの発生率（%） 

 発生ステージ Gln 供試胚数 2 細胞期 4 細胞期 8 細胞期 桑実期 胚盤胞期 

新鮮胚 

1 細胞期 
－ 60 56（93.3） 53（88.3） 53（88.3） 53（88.3） 25 （41.7）
＋ 60 58（96.7） 55（91.7） 55（91.7） 54（90.0） 38*（63.3）

2 細胞期 
－ 56  53（94.6） 53（94.6） 53（94.6） 25 （44.6）
＋ 60  60（100） 60（100） 60（100） 39*（65.0）

4 細胞期 
－ 53   53（100） 53（100） 30 （56.6）
＋ 60   60（100） 60（100） 41 （68.3）

8 細胞期 
－ 53    53（100） 31 （58.4）
＋ 60    60（100） 45 （75.0）

桑実期 
－ 53     33 （62.2）
＋ 48     38 （79.1）

        *p<0.05 
 

表.3 凍結-融解胚からの発生率（%） 
 発生ステージ Gln 供試胚数 2 細胞期 4 細胞期 8 細胞期 桑実期 胚盤胞期 

凍結-融解胚 

2 細胞期 
－ 76  72（94.7） 72（94.7） 66 （86.8） 42 （55.3）
＋ 76  74（97.4） 74（97.4） 74*（97.4） 62*（81.6）

4 細胞期 
－ 72   72（100） 66 （91.7） 42 （58.3）
＋ 69   69（100） 69*（100） 52*（75.3）

8 細胞期 
－ 72    66 （91.7） 42 （58.3）
＋ 70    70*（100） 60*（85.7）

桑実期 
－ 66     42 （63.6）
＋ 68     68*（100）

        *p<0.05 
 

3 まとめ 

アミノ酸は in vitro での細胞培養において細胞内代謝の鍵となる成分であることが報告されており、雌の生

殖管内の分泌液中にも高濃度に存在することが知られている[6]。実際に、in vitro での胚培養において、アミ

ノ酸が胚の発生を向上させることが様々な動物種で報告されている。アミノ酸の一種である Gln は、胚の発

生に特に重要であると言われており、イーグル培地への Gln 添加が 1 細胞期胚の胚盤胞への発生率を上昇さ

せたとの報告もある[7-8]。 

本研究では、我々が技術支援業務の際に使用している mW 培地へ Gln を添加した場合にもマウス胚の発生

速度・発生率が向上することが示され、さらにその効果は凍結-融解胚においても同様であることが示された。

また、Gln 添加のタイミングは、新鮮胚、凍結-融解胚で異なるという興味深い結果が得られた。今後、マウ

ス系統による差異や他種のアミノ酸添加による効果、またその後の産仔率等を検討することで、より効率的

な K.O.マウス作製のほか、稀少系統の維持にもつながることと思われる。 
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