
- 1 -

［成果情報名］ロウソク培養技術を応用した卵子の成熟培養

［要約］と畜場施設内の炭酸ガス培養器のない状況下で、ロウソク培養法により成熟培養

した卵子を用いて体外胚を生産することで、炭酸ガス培養器内で成熟培養した卵子と同等

の胚盤胞発生率を得ることができる。
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［背景・ねらい］

平成 年度の牛海綿状脳症( )発生以降その防疫対策が強化され、 検査結果が13 BSE BSE

出るまでは、と畜場施設外へ卵巣を持ち出すことができなくなった。生存性の高い卵子を

確保するためには、採材直後の卵巣からできるだけ早く卵子を吸引する必要があり、その

ためにはと畜場施設内で卵子成熟培養を行う必要がある。しかし、一般のと畜場施設内に

は炭酸ガス培養器は無く、また、卵巣からの卵子吸引採取や成熟培養等の操作を行うため

のスペ－スを確保することも難しい。そこで、表 １に示すとおり、温度調節機能を備え-

た小型の保温機と気密性を保つことが可能な密封容器を使用し、机１基程のスペ－スで一

連の操作ができる簡易な卵子成熟培養技術について検討する。

なお、ロウソク培養法とは密封容器内でロウソクを燃焼させることで、容器内の酸素濃

度を減少させ、かつ、二酸化炭素濃度が上昇した気相条件を作り出す方法で、微好気性細

菌の培養技術として利用されている（表１ 。）

［成果の内容・特徴］

１．媒精終了後に第一極体を確認できた卵子（以下 「成熟卵子 ）の割合は、表 ２に示、 」 -

すとおり ～ の間で推移し、平均 ( 個)である（表２ 。60.5 88.6% 75.4% 775/1,028 ）

２．媒精 時間後の卵子分割率は ～ ％で推移し、平均 ( 個)であ64 61.2 75.9 66.6% 685/1,028

る。

- 31.6 40.0 34.4% 354/1,028３．胚盤胞への発生率は表 ３に示すとおり ～ ％で推移し、平均 (

個)である（表３ 。）

また、媒精終了後に第一極体を確認できた卵子の体外胚への発生成績では、分割率は

％( 個)、胚盤胞への発生率は ％( 個)である。77.3 599/775 40.6 315/775

４．炭酸ガス培養器を使用した場合と同等の、卵子の成熟率と媒精後の胚盤胞発生率が得

られ、簡易的な卵子成熟培養法として利用できる。

［成果の活用面・留意点］

． 、 、１ 炭酸ガス培養器を用いる必要がないため 約 ℃の温度管理ができる器具があれば38

と畜場施設内の僅かなスペ－スを利用して卵子の成熟培養が可能である。

２．卵巣採材場所が遠方の場合、採材現場で卵子の吸引採取から成熟培養開始までの操作

を行うことで、採取直後の良好な卵子が確保できるとともに、移動時間の有効活用も

可能になる。

３．密封容器内でのロウソクを燃焼させる高さにより、ロウソクの燃焼時間が変化し、容

器内の気相条件が異なるため、ロウソクはできるだけ低い位置で燃焼させることが望ま

しい。
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試験実施回数 培養卵子数 成熟卵子数 成熟率(%)

1 116 96 82.8%

2 137 100 73.0%

3 116 79 68.1%

4 136 115 84.6%

5 167 101 60.5%

6 247 190 76.9%

7 65 55 84.6%

8 44 39 88.6%

合計 1,028 775 75.4%

表－２ ロウソク培養による卵子の成熟成績

表－１ ロウソク培養の概要

卵子成熟培地：１０％子牛血清加Ｍ－１９９

培養方法：

①密封容器の底に紙を敷き、蒸留水で十分湿らせる

②卵子を入れた四穴シャ－レを湿らせた紙の上に置く

③四穴シャ－レの上部でロウソクを燃焼させ、密封容器の蓋を閉める

④密封容器を小型の保温機に入れて成熟培養を開始

（参考）・成熟培養温度は39℃に設定

・密封容器内の酸素濃度は約14.7%、二酸化炭素濃度は約2.2%

試験実施回数 培養卵子数 胚盤胞発生数 発生率(%)

1 116 39 33.6%

2 137 52 38.0%

3 116 42 36.2%

4 136 45 33.1%

5 167 55 32.9%

6 247 78 31.6%

7 65 26 40.0%

8 44 17 38.6%

合計 1,028 354 34.4%

＊胚盤胞発生数：媒精日を０日として７日目に発生した胚盤胞のうち

肉眼的に良好な胚と、これ以外で10日目までに脱出胚盤胞に発生したもの

表－３ ロウソク培養卵子の体外胚発生成績


