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【目的】 

近年、体外受精胚の研究分野では、OPU により生体から採取された卵子を用いた

OPU-IVF 法の有用性が高まり、体外受精技術の開発が活発に行われている。しかしな

がら、一般にウシ体外受精胚は、体内受精胚に比べて胚の品質や耐凍性が低く、受胎

率が低いことが知られている。そのため、効率的な子牛生産を行うためには、体外受

精胚の培養技術や凍結保存技術を改善し、高受胎率が望める高品質な体外受精胚を生

産する必要がある。 

一方、酵母エキスは、食品、医薬品、農業など

様々な分野で応用されており、人の美容分野では、

酵母エキスに含まれるアミノ酸に表皮細胞に対する

増殖促進効果や皮膚細胞再生効果が認められてお

り、化粧品原料として用いられている。また、細胞

培養系では、哺乳動物細胞の無血清培養液に利用さ

れており、酵母エキスに含まれる特定のペプチドに

細胞増殖促進効果があることが明らかにされている。しかしながら、これらの効果を

持つ酵母エキスが受精卵の培養系に用いられた報告は見当たらない。 

 そこで、本研究は酵母エキスの細胞増殖促進効果に着目して、従来の牛胎児血清

（以下、FBS）添加発生培養液に酵母エキスを添加することにより、胚細胞の増殖が促

進され、胚盤胞発生率が向上するかどうかを明らかにするとともに、耐凍性への影響

について検討した。 

 

【材料及び方法】 

１．卵子採取～発生培養 

食肉処理場由来の卵巣を保温容器に入れて実験室

に持ち帰り、卵丘細胞卵子複合体を回収し、成熟培

養液に 1㎍/ml Estradiol-17 ß、0.02AU/ml 卵胞刺

激ホルモン、0.2ｍM ピルビン酸、5%FBS を添加した

TCM-199 を用いて 38.5OC、5%CO2、95%空気、湿度飽

和気相条件下で 20 時間培養した。 

 

２．媒精 

同一製造ロットの黒毛和種「桜花久」の凍結精液を用いて、機能性ペプチド研究所の



IVF100 で最終精子濃度が 500 万/ml になるように調整し、38.5OC、5%CO2、95%空気、湿

度飽和気相条件下で 6時間培養した。 

 

３．発生培養 

媒精後、パスツールピペットで卵丘細胞を除去し、

形態的に正常な胚を供試した。培養液は FBS 添加

mSOFaa を用い、これに酵母エキス（新鮮酵母エキス；

オリエンタル酵母工業）を 0.01％、0.05％、0.1％及

び 0.2％添加した試験区と酵母エキス無添加の無添

加の対照区を設定し、38.5O℃、5％CO2、5％O2、90%N2、

湿度飽和気相条件下で 8日間培養を行った。 

 

４．胚細胞の計測 

培養 7 日目の拡張胚盤胞を用いて、Propidium Iodide と Hoechst33342 による二重

染色を行い、落射蛍光顕微鏡にて内細胞塊細胞と栄養膜細胞の細胞数を計測した。 

 

５．胚の凍結 

培養 7及び 8日目に国際胚移植学会（IETS）マニ

ュアルの Code1 に準じて、正常な発育段階にあり、

輪郭明瞭、正常ないしほぼ正常な形態を示し、変性

部位が 15%以下の拡張胚盤胞を凍結保存した。凍結

保存液には、10%グリセリン、0.25M スクロース、

20%FBS 含有修正 TCM-199 を使用し、ダイレクト法

により緩慢凍結保存した。 

 

６．凍結胚の生存性試験 

 凍結胚の融解後、20％BS 添加 DPBS で 10 分間平衡し、培養液（0.1mM ß-メルカプト

エタノール、20%CS 添加 TCM-199 で 72～96 時間培養し、胚の生存及び透明体脱出の有

無を確認した。 

 

７．調査項目 

 本研究は、主に 3つの点に絞って調査を行った。 

調査１は媒精後 48ｈ卵割率と 7～8日目の胚盤胞発

生率及び拡張胚盤胞発生率、調査２は７日目の拡張

胚盤胞の胚細胞数、調査３は 7～8日目の拡張胚盤

胞を凍結・融解し、培養 72～96 時間後の生存率及

び脱出胚率を調査した。 

なお、統計処理については、卵割率・胚発生率、

胚生存率、脱出胚率はカイ二乗検定、胚細胞数はｔ検定で実施した。 

 



【結果】 

１．発生培養液への酵母エキス添加濃度別、卵割

率、胚発生率 

 各試験区間で卵割率に有意差は認められなかった

が、胚盤胞発生率は 0.05％区が 0％区と 0.2％区に対

して有意に高値であり(p<0.01)、拡張胚盤胞発生率

も同様に 0.05％区が 0％区(p<0.05)と 0.2％区

(p<0.01)に対して有意に高値であった。 

 

２．発生培養液への酵母エキス添加濃度別、内細胞

塊、栄養膜細胞数 

 酵母エキス 0％区と胚盤胞発生率が最も高かった

0.05％区の内細胞塊細胞、栄養膜細胞を計測した結

果、内細胞塊細胞数は 57.3±3.6，59.0±2.5，栄養

膜細胞数は 67.2±7.2，64.3±1.8，総細胞数は

124.5±9.0，123.3±3.8 という結果となり、いずれ

においても両区ともに有意差は認められなかった。 

 

３．酵母エキス添加濃度別、凍結融解後の胚生存率、

脱出胚率 

 各試験区間で有意差は認められず、酵母エキスの

添加が耐凍性に影響していないことが推察された。 

 

【考察】 

 牛体外受精発生培養液に酵母エキスを 0.05％添加

することにより、胚盤胞発生率が 13.2％、拡張胚盤

胞発生率が 9.1％向上した。7日目拡張胚盤胞の胚細

胞数に変化はなく、また、凍結融解、培養後の胚生存

率、脱出胚率に差は認められなかった。以上の結果よ

り、胚発生率の向上において、発生培養液への酵母エ

キス添加の有用性が示唆された。 

 酵母エキスは体外受精卵培養に使われた例がなく、

血清と同様にどのように作用しているか未知の部分

が多い。今後は、脂肪滴生成の抑制に着目し、耐凍性

の向上を目指す試験として、酵母エキスと L-カルニ

チンとの組合せ試験及び血清添加量の減量と酵母エ

キス増量を組合せた試験など、更なる研究が必要であ

ると考える。また、各調査においてもさらに例数を重

ね検討するとともに、受胎試験も行い、高品質な体外

受精胚生産を可能とする発生培養方法の確立を図りたい。 



 

【出口戦略】 

現在、畜産研究部では施設整備に向けて動いてい

るところである。将来的により高度な機能を備えた

受精卵製造施設と本研究で培ったより高度な技術を

活用して、肉用牛では体内胚採卵が困難な牛の採卵

及び効率的種雄牛造成、乳用牛では効率的に後継牛

を生産し、本県の牛の改良増殖に貢献したいと考え

ている。 
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