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要　約
　畜産分野において、未受精卵のガラス化保存は、遺伝資源の保存や生産効率の向上に貢献することができる。しかし、
ブタ成熟卵母細胞は低温暴露により透明帯や細胞膜、紡錘体等に傷害を受けることが報告されており、それら低温傷害
の一因として低温暴露による酸化ストレスの増大が疑われている。これまでに、我々は、母乳に含まれる鉄結合性糖タ
ンパク質であるラクトフェリン（LF）を体外成熟培地に添加することで、ブタ卵母細胞の酸化ストレスを軽減し、核
成熟率を向上させることに成功している。

本研究では、LF がブタ体外成熟卵母細胞のガラス化保存の成績改善に有効であるか検討する為、LF 添加による低
温傷害の軽減を試みた。

ブタ未成熟卵母細胞を体外成熟培養した後、得られた成熟卵母細胞をガラス化保存した。これを融解後、①実体顕微
鏡下で、細胞膜・透明帯を観察・評価した。また、②染色体および紡錘糸を免疫組織化学により可視化後、それぞれの
形態的正常性を評価した。

実験の結果、① LF 添加区で、非添加区と比較して、細胞膜・透明帯の正常率の有意な向上（p<0.05）が観察された。
一方、②染色体および紡錘糸の正常率は、非添加区と比較して LF 添加による有意な差はいずれも認められなかった。
本研究により、LF がブタ体外成熟卵母細胞のガラス化保存において、細胞膜・透明帯の保護に効果的であることが示
され、将来的なブタの優良遺伝資源の保存や生産効率向上へ貢献が期待された。
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緒　言

生殖細胞や受精卵を超低温下で凍結保存もしくはガ
ラス化保存する技術は、優良形質をもつ家畜資源の有
効活用や希少動物の遺伝子保存に有効である。1949 年
に Polge らによって、グリセリンの凍害保護作用が報告

されて以降、生殖細胞や受精卵の超低温保存技術に関す
る研究が多々報告されてきた。現在、こうした超低温保
存には、主に緩慢凍結法とガラス化保存法が用いられて
いる。緩慢凍結法は、凝固点よりやや高い温度の植氷処
理で潜熱による急激な温度変化を防ぎ、凍害保護物質と
ともに緩慢に（0.3 ～ 2.0℃ / 分）冷却していくことによ
り、致命傷となりうる細胞内氷晶形成を抑制する方法で、
1972 年に Whittingham らが初めて凍結・融解後のマウ
ス胚から産仔の作製に成功させた。一方、ガラス化保存
法は、高濃度の凍害保護物質を用い、直接液体窒素に浸
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漬した際の急激な温度下降により氷晶形成を防ぐことが
できるため、短時間での操作が可能となる方法であり、
1985 年に Rall と Fahy により初めてマウス胚の保存が報
告された。ガラス化保存法は、緩慢凍結法と比較して、
氷晶形成による細胞の損傷を排除できるという大きな利
点がある（Kuwayama, 2007）。

こうした超低温保存技術を用いて細胞の代謝を完全に
停止させて体外で半永久的に保存できれば、胚移植や体
外受精などにおいて適時にこれらを融解して利用するこ
とが可能となり、家畜や実験動物などの系統維持に要す
る労力、費用、場所を大幅に軽減でき、家畜生産や育種
改良の効率化、さらには経済的効果が期待できる。特に、
一個体あたりの数が雄性配偶子に比較して極端に少ない
哺乳類の雌性配偶子において、体外でその機能を保持し
たまま長期保存することが可能であれば、優良遺伝資源
保存の点でも家畜生産に大きな利益をもたらす。また、
未受精卵の長期保存は、保存・融解後に雌雄の組み合わ
せを選択でき、育種改良の多様化が期待できる。

近年の超低温保存技術の発展により、ブタでは、すで
にガラス化保存をした初期胚から子豚を得ることに成功
している（Nagashima ら , 2007）。しかし、未受精卵に関
しては、ガラス化保存後に高い生存率を得ることには成
功しているものの、透明帯や細胞骨格、ミトコンドリア
機能、抗酸化能等の異常が見られ、低温傷害の軽減につ
いて未だ改善の余地が残されている（Somfai ら , 2012）。

ラクトフェリン（Lactoferrin : LF）は、哺乳類の母乳
に高濃度で含まれる鉄結合性の糖タンパク質である。抗
酸化物質の一つとされ、キレート反応により、生体内で
過剰になった遊離の鉄イオンを取り除き、ヒドロキシラ
ジカルの産生を抑制することで抗酸化作用を示すことが
知られている（Gutteridge ら , 1981）。また、ブタ卵母細
胞が脂肪滴として大量に含んでいるトリグリセリドが脂
肪酸とグリセロールに分解される過程において、脂肪分
解酵素リパーゼの働きを阻害するペリリピンタンパクの
遺伝子発現を低下させることで、脂質代謝を促進すると
考えられている（Ono ら , 2013）。我々の研究室では、ラ
クトフェリンをブタ卵母細胞の体外成熟培地に添加する
ことで酸化ストレスを軽減し、核成熟率を向上させるこ
とに成功している（Ishikawa ら , 2014）。

そこで、本研究では、ブタ卵母細胞に焦点を当て、そ
の質の向上について効果が報告されているラクトフェリ
ンが、ガラス化保存に対して有効であるかを検討するこ
とを目的とし、体外成熟培養（in vitro maturation; IVM）
を行ったブタ卵母細胞をガラス化保存し、ラクトフェリ
ンの添加による低温傷害への影響を解析した。その際、
評価の指標として、１．細胞膜・透明帯の正常性、２．

紡錘体の正常性を解析した。

材料および方法

１．ブタ未成熟卵母細胞の採取
仙台市中央卸売市場食肉市場で採取したブタ卵巣を、

38.5℃に保持しながら２時間以内に研究室へ運搬した。18
ゲージ注射針付 10ml シリンジ（テルモ）を用いて、直径
３～６mm の胞状卵胞の内容物を吸引し、卵丘細胞‐卵
母細胞複合体（cumulus-oocyte complexes: COCs）を含
む細胞懸濁液を採取した。同液を、15ml 遠沈管（日本ジェ
ネティクス）に移し、38.5℃で 10 分間静置後、上清（卵
胞液）を除去して得た沈殿物を 0.1%（w/v）ポリビニル
アルコール（PVA、シグマアルドリッチ）を添加したリ
ン酸緩衝生理食塩水（PBS、ナカライテスク）（PBS-PVA）
で３回洗浄し、希釈懸濁液を得た。同液を、94mm ペト
リ皿（グライナー）に移し、38.5℃に維持しながら、実体
顕微鏡（SZX16、オリンパス）下で、卵母細胞の周囲に
複数層の卵丘細胞が付着した COCs を選抜した。

２．未成熟卵母細胞の体外成熟培養
　　（in vitro  maturation：IVM）

未成熟卵母細胞の体外成熟培養は、Yazaki ら（2013）
の方法に一部修正を加えた培養法で行った。

20μM β‐メルカプトエタノール（シグマアルドリッチ）、
0.09mg/ml L‐システイン（シグマアルドリッチ）、0.5%

（w/v）インスリン（Gibco-BRL）、10%（v/v）ブタ卵胞液、
10 IU/ml eCG（セロトロピン、あすか製薬）、10 IU/ml 
hCG（プベローゲン、日本全薬工業）、１mM dibutyryl 
cyclic AMP（dbcAMP、シグマアルドリッチ）を含む
ウシ血清アルブミン（BSA）不含の NCSU-23 成熟培地

（Petters と Wells, 1993）で 22 時間、さらに同培地から
eCG、hCG および dbcAMP を除いた培地で 22 時間培養
した。全ての成熟培地は、流動パラフィン（ナカライテ
スク）で覆い、38.5℃の湿潤したインキュベーター内で
培養した（95% 空気、５%CO2）。培養後の COCs を、0.1%

（w/v）ヒアルロニダーゼ（シグマアルドリッチ）を添加
した PB1 培地（Quinn ら , 1982）に移した後、ボルテッ
クスミキサーを用いて３分間攪拌し、COCs から卵丘細
胞を剥離した裸化卵母細胞を得た。同卵母細胞を、PBS-
PVA で洗浄後、実体顕微鏡（SZX16、オリンパス）下で
極体を放出している第２減数分裂中期の成熟卵母細胞を
選別し、以後の実験に供した。

３．成熟卵母細胞のガラス化保存および融解
ガラス化保存は、Hirose ら（2013）の方法に修正を加
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えたクライオトップ法で行った。
成熟卵母細胞を、15%（v/v）エチレングリコール（EG、

ナカライテスク）および 20%（v/v）ウシ胎子血清（FBS、
ジェミニバイオ）添加 PB1 溶液で、室温にて５分間平衡
後、30%（v/v）EG、20%FBS、0.5mol/l スクロース（和
光純薬）添加 PB1 溶液（ガラス化液）へ移し、少量のガ
ラス化液とともに支持体のクライオトップ（北里バイオ
ファルマ）の先端へと載せ、液体窒素へ投入した。卵母
細胞をガラス化液へと移し液体窒素へ投入するまでの時
間は、１分以内とした。

融解については、液体窒素中で３日以上保存した卵母
細胞を 38.5℃に加温した 20%（v/v）FBS および 1.0mol/
l スクロース添加 PB1 溶液にクライオトップごと１分間
浸した後、20%（v/v）FBS および 0.5mol/l スクロース
添加 PB1 溶液で 38.5℃にて３分間、さらに 20%（v/v）
FBS 添加 PB1 溶液で５分間洗浄した。

４．免疫組織化学による染色体と紡錘糸の観察
　卵母細胞を、0.2%（v/v）TritonX-100（和光純薬）お
よび 4%（w/v）パラフォルムアルデヒド（シグマアルド
リッチ）添加 PBS-PVA で室温にて 90 分間固定した後、
PBS-PVA で 3 回洗浄した。固定した卵母細胞を、１%

（w/v）ウシ血清アルブミン（BSA、シグマアルドリッチ）
添加 PBS-PVA（BSA-PBS-PVA）に 10%（v/v）FBS を
添加したブロッキング液で室温にて 45 分間処理後、ブ
ロッキング溶液で 1/200 倍に希釈した抗 α-Tubulin 抗体

（シグマアルドリッチ）で４℃にて一晩処理した。さら
に、BSA-PBS-PVA で３回洗浄した後、BSA-PBS-PVA
で 1/50 倍に希釈した Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG
抗体（サーモフィッシャーサイエンティフィック）で室
温にて 40 分間処理した。最後に、0.1% TritonX-100 添
加 BSA-PBS-PVA で３回洗浄後、10μg/ml propidium 
iodide（PI、和光純薬）で室温にて 60 分間、核染色を
施した。染色した卵母細胞は、BSA-PBS-PVA で 3 回洗
浄した後、少量の BSA-PBS-PVA とともにスライドガラ

ス上に移し、カバーガラスを被せて封入した。卵母細胞
の染色体および紡錘糸の形態は、共焦点レーザー顕微鏡

（LSM710、Zeiss）を用いて観察した。

５．実験計画
実験１：IVMおよびガラス化保存・融解処理過程におけ
るラクトフェリン添加が融解後の細胞膜・透明帯の形
態的正常性に及ぼす影響

　細胞膜・透明帯の損傷は、正常な受精・発生阻害を誘
発すると考えられている（Carroll ら , 1990）ことから、
ガラス化保存・融解後のブタ体外成熟卵母細胞の細胞膜・
透明帯の形態的正常性に対するラクトフェリン処理の効
果を明らかにすることを目的とし、以下の２つの処理区
を設け実験を行った（図１）。

１．非添加区（対照区）：体外成熟培地、ガラス化前処理、
融解処理で用いるいずれの培地にも、ラクトフェリ
ンを添加しなかった。

２．ラクトフェリン添加区：体外成熟培養、ガラス化前
処理、融解処理で用いる全溶液に、終濃度 1.0μg/ml
となるようにラクトフェリン（和光純薬）を添加した。

ラクトフェリンの添加濃度は、Yazakiら（2013）、Ishikawaら
（2014）報告を参考に設定した。いずれの処理区も、ラク
トフェリン添加の有無以外は同じ方法・手順で体外成熟
培養、ガラス化前処理、液体窒素への浸漬、融解処理を
施した後、実体顕微鏡下で卵母細胞の細胞膜と透明帯の
形態を観察した。

細胞膜および透明帯の表面が滑らかで細胞内容物の細
胞外への漏出が認められない卵母細胞を正常（図２A）、
そして正常卵母細胞と判断されなかった卵母細胞（例え
ば、細胞膜が破損し細胞内容物が囲卵腔に漏出した卵母
細胞（図２B）や、細胞膜と透明帯が破損し細胞内容物
が透明帯外に漏出した卵母細胞（図２C）など）を異常
と判定し、２つの処理区それぞれにおいて形態的正常率
を算出した。
実験２：IVMおよびガラス化保存・融解処理過程におけ

図１　実験１および２の処理区の概要
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るラクトフェリン添加が融解後の紡錘体の正常性に及
ぼす影響
ブタ体外成熟卵母細胞のガラス化保存・融解後には、

紡錘体の傷害が頻繁に観察される（Smith と Silva E 
Silva, 2004 ; Galeati ら , 2011）が、将来的に産仔を得る
ためには、紡錘体の保護が必要である。そこで、本実験
では、ガラス化保存・融解後のブタ体外成熟卵母細胞の
紡錘体保護におけるラクトフェリン処理の効果を解明す
ることを目的とし、実験 1 と同様に、以下の２つの処理
区を設け実験を行った（図１）。

１．非添加区（対照区）：体外成熟培地、ガラス化前処理、
融解処理で用いるいずれの培地にも、ラクトフェリ
ンを添加しなかった。

２．ラクトフェリン添加区：体外成熟培養、ガラス化
前処理、融解処理で用いる全溶液に、終濃度 1.0μ
g/ml となるようにラクトフェリンを添加した。

いずれの処理区も、ラクトフェリンの添加の有無以外
は同じ方法・手順で体外成熟培養、ガラス化前処理、液

体窒素への浸漬、融解処理を施した後、共焦点レーザー
顕微鏡で染色体と紡錘糸の形態をそれぞれ観察した。

核は、染色体が細胞内の１か所に集合し、かつ、染色
体どうしが接着し凝縮が認められない卵母細胞を染色体
正常（図３A,B）、そして染色体正常卵母細胞と判断され
なかった卵母細胞（例えば、染色体が細胞内に散在して
いる卵母細胞（図３C）、密に凝縮している卵母細胞（図
３D）など）を染色体異常と判定し、２つの処理区それ
ぞれの染色体正常率を算出した（図３E）。

紡錘糸は、２つの紡錘体極から染色体に向かって伸び、
染色体をその赤道面に留めて紡錘形をしている卵母細胞
を紡錘糸正常（図３A）、そして、紡錘糸正常卵母細胞と
判断されなかった卵母細胞（例えば、多極紡錘体を形成
している卵母細胞（図３B）、染色体を赤道面に留めてい
ない卵母細胞（図３C）、紡錘糸の数が明らかに少ない卵
母細胞（図３D）など）を紡錘糸異常と判定し、２つの
処理区それぞれの紡錘糸正常率を算出した。

図２　ラクトフェリン添加によるガラス化保存・融解後のブタ成熟卵母細胞の細胞膜・透明帯の形態的正常性への影響
（A）形態的正常卵母細胞の一例。細胞膜および透明帯の表面が滑らかであり、かつ明瞭な囲卵腔が観察できる。（B）異常卵母細胞の
一例。細胞膜が破れ、細胞質が囲卵腔に漏出している。（C）異常卵母細胞の一例。透明帯が破れ、細胞質が透明帯外に漏出している。（A）
から（C）において、黒線は 25μm を示す。（D）各処理区におけるガラス化・融解後の細胞膜・透明帯の形態的正常率。アスタリス
クは有意差（p<0.05）を示す。n は、検討した卵母細胞の総数を示す。
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６．統計解析
全てのデータは、分散分析によって有意差が認められ

たものについて、最小有意差法を用いて平均値の差の検
定を行った。なお、p ＜ 0.05 の場合のみ有意性があると
判断した。

結　果

実験１：IVMおよびガラス化保存・融解処理過程におけ
るラクトフェリン添加が融解後の細胞膜・透明帯の形
態的正常性に及ぼす影響
卵母細胞の細胞膜および透明帯の形態的正常率につい

て、非添加区（平均 ± 標準誤差：49.53 ± 6.99%）と比べて、
ラクトフェリン添加区（74.20 ± 5.34%）では有意な向上
が認められた（図２D）。
実験２：IVMおよびガラス化保存・融解処理過程におけ
るラクトフェリン添加が融解後の紡錘体の正常性に及
ぼす影響
卵母細胞の染色体の形態的正常率について、非添加区

（平均 ± 標準誤差：67.96 ± 4.15%）とラクトフェリン添

加区（63.35 ± 4.30%）間で有意な差は認められなかった
（図３E）。同様に、紡錘糸の形態的正常率も非添加区（33.37 
± 8.41%）とラクトフェリン添加区（23.17 ± 8.28%）の
間に有意な差は認められなかった（図３F）。

考　察

卵母細胞の長期保存は、生物多様性の保護と遺伝資源
の管理に重要な応用技術であり、畜産でのその活用が期
待されていることから、ブタにおけるガラス化保存技術
もさらなる改良が求められている。しかし、一般に、ブ
タ卵母細胞は極端に低温感受性が高いことが知られてお
り、他の家畜と比較して、超低温下での細胞機能の停止
を経て正常に受精・発生する割合が少ないことが報告さ
れている（Kohaya ら , 2011 ; Hirose ら , 2013 ; Chankiti-
sakul ら , 2013）。このため、ガラス化保存後に受精・発
生へとステップを進めることができる有効数を少しでも
多く確保することが重要であり、常温に戻した際の機能
回復を高め、正常な形態や機能を保持した卵母細胞を得
ることが求められている。

図３　ラクトフェリン添加によるガラス化保存・融解後のブタ成熟卵母細胞の染色体および紡錘糸の形態的正常性への影響
（A）形態的正常卵母細胞の一例。樽型の紡錘体が形成されており、染色体がその赤道面に整列している。（B）異常卵母細胞の一例。多極
紡錘体を形成している。（C）異常卵母細胞の一例。紡錘糸が散在しており、紡錘体極の形成が認められない。（D）異常卵母細胞の一例。
染色体が凝縮している。また、紡錘糸の形成が認められない。（A）から（D）において、染色体（PI）は赤色、紡錘糸（α- チューブリン）
は緑色で示す。（E）各処理区におけるガラス化・融解後の染色体の形態的正常率。（F）各処理区におけるガラス化・融解後の紡錘糸の形
態的正常率。n は、検討した卵母細胞の総数を示す。
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細胞膜・透明帯損傷と紡錘体形成異常は、正常な受
精・発生を阻害すると考えられている（Carroll ら , 1990 
; Galeati ら , 2011）。細胞膜は、細胞の形態を保つ役割
のほか、外部環境との境界として、選択的透過性により
細胞内部の恒常性の保持、受容体を介しての細胞外か
らのシグナル受容など、細胞にとって重要な役割を担っ
ている。そのため、細胞膜を正常に維持することは、細
胞の存命に欠かすことが出来ない。また、透明帯は受精
後の多精子侵入を防ぐ役割を担っており、特にブタのよ
うに多精子受精が問題となっている種では、ガラス化保
存を経た後も卵母細胞の透明帯の形態や機能を保持する
ことは重要である（Wassarman, 1990 ; Smith と Silva E 
Silva, 2004）。さらに、正常な受精・発生には、減数分裂
時の正常な染色体分配が必要であり、卵母細胞の紡錘体
の形成異常は異常な染色体分配を引き起こし、第二極体
の正常な放出を妨げるため致命的である（Smith と Silva 
E Silva, 2004）。こうした理由から、ガラス化保存に供し
た卵母細胞を用いて将来的に胚や子の作出を成功させる
ためには、紡錘体を正常に形成する機能を保持または回
復させることが求められる。

そこで、我々は、ブタ体外成熟卵母細胞のガラス化保
存のさらなる成績向上に向けた第一段階として、細胞膜・
透明帯および紡錘体における低温傷害の軽減を目指し、
本研究においてラクトフェリンがこれら低温傷害に与え
る影響について解析した。

本研究では、過去の報告と同様に、ブタ卵母細胞は
液体窒素によるガラス化保存・融解によって細胞表面

（透明帯の破損　Dhali ら , 2000 ; Smith と Silva E Silva, 
2004）・内部（紡錘体形異常　Galeati ら , 2011）ともに
明らかな傷害を受けた。しかし、実験１の結果から、ラ
クトフェリンにはガラス化保存時の透明帯や細胞膜に生
じる傷害を軽減する効果があることが示唆された。

ブタ卵母細胞がガラス化保存により傷害を受ける要因
のひとつとして、酸化ストレスが考えられ、2002 年には
Ahn らが、凍結保存をしたマウス二細胞期胚において細
胞内の H2O2 レベルの上昇とそれによる発生障害の誘導
を報告している。さらに、ブタ成熟卵母細胞においても、
ガラス化保存・融解後には活性酸素種（reactive oxygen 
species; ROS）の活性化レベルが上昇することが報告さ
れている。（Gupta ら , 2010）。ROS の蓄積は、Ca2+ の
増加の一因となることが報告されており（Ermak と Da-
vies, 2002；Takahashi ら , 2003）、ガラス化保存時には、
Ca2+ の増加による透明帯硬化とそれに伴う受精・発生率
の低下が報告されている（Larman ら , 2006）。このこと
から、ガラス化保存時の低温暴露における ROS の増加
が透明帯の硬化の一因となり脆弱化・損傷を引き起こし

たことが推察される。また、ROS は、脂質、特に、細胞
膜のリン脂質を酸化し破壊することから（Slater, 1984）、
ガラス化保存においても細胞膜損傷の一因となったと考
えられる。ブタ卵母細胞や胚は、他の動物種と比較して
も脂肪滴として脂質をかなり多く含んでいる（McEvoy
ら , 2000）ことが知られており、ROS の一種である H2O2

は、脂質を標的として脂質過酸化を引き起こす（Gutter-
idge, 1995 ; Takahashi ら , 2003）。この脂質過酸化は重
篤な酸化ストレスの一つである。つまり、ブタ卵母細胞は、
ROS の標的となる脂質を多く含むことから、酸化ストレ
スの影響を受けやすいことが推察される。

脂肪滴や酸化ストレスとガラス化保存との関連は、こ
れまでにも報告されており、物理的な脂肪滴除去がブタ
胚（Nagashima ら , 1994；Nagashima ら , 2007）や成熟
卵母細胞（Ren ら , 2015）のガラス化保存後の生存率と
発生率を改善するのに効果的であることが明らかとなっ
ている。また、脂質代謝促進作用や抗酸化作用をもつ化
学物質の添加によるガラス化保存の改善も行われており、
2006 年には、Men らが脂質代謝を促進するフォルスコリ
ンの使用により、ブタ胚の低温傷害が改善されたと報告
しているほか、脂質代謝促進作用や抗酸化作用のある L-
カルニチン（Somfai ら , 2011）がウシ体外成熟卵母細胞
のガラス化保存において、その後の発生率を改善するこ
とが報告されている（Chankitisakul ら , 2013）。このこ
とから、脂質代謝促進作用や抗酸化作用を持つ化学物質
の添加は、ガラス化保存における低温傷害の軽減を期待
できる。

本研究で使用したラクトフェリンは、抗酸化作用（Gut-
teridge ら , 1981）、脂質代謝促進作用（Ono ら , 2013）
をもつことが報告されている。つまり、ラクトフェリン
を培地に添加することにより、ガラス化保存時に生じる
酸化ストレスが軽減され、細胞膜・透明帯の低温傷害の
改善に繋がったと推察される。

一方、実験２では、ラクトフェリン添加による紡錘体
の保護効果は得られなかった（図３E,F）。図３B ～ D に
示したような紡錘体形成異常は、ガラス化保存時に頻繁
に起こることが分かっている（Galeatiら, 2011 ; Rojasら, 
2004）。一般に、成熟卵母細胞は、受精時に精子が卵細
胞質内に取り込まれることによって生じる Ca2+ の一過
性の濃度上昇が繰り返されることで、第二減数分裂中期
での停止が解かれる（Miyazaki と Ito, 2006 ; Swann と
Yu, 2008）。しかし、卵母細胞は、ガラス化保存（Larman
ら , 2006）や ROS（Ermak と Davies, 2002；Takahashi
ら , 2003）によって Ca2+ の増加が引き起こされるため、
紡錘体の混乱が生じたのではないかと我々は推察した。
これに対し、抗酸化作用をもつラクトフェリンの効果を
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期待したが、本研究では認められなかった。この課題に
ついて、マウス卵母細胞のガラス化保存では、一度低温
傷害を受けた状態からの再形成・機能回復が起こること
が報告されており（Chen ら , 2003）、ブタの成熟卵母細
胞においても、ガラス化保存・融解後に紡錘体を回復す
るメカニズムや手法について研究をさらに進めていく必
要がある。

本研究で、我々は、ラクトフェリンを用いてガラス化
保存後の低温傷害の軽減を試みた。ラクトフェリンの効
果として得られた透明帯・細胞膜の保護作用は、ガラス
化保存後に受精・発生へとステップを進めることができ
る卵母細胞の有効数の確保に繋がり、ブタ成熟卵母細胞
のガラス化保存における全体的な成績向上に向けた１つ
のステップとして貢献できると考えている。
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Lactoferrin improves cryo-tolerance of in vitro matured porcine oocytes 
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Summary

Vitrification of oocytes is a technique that will help us to preserve genetic resources and produce 

livestock efficiently. However, vitrified porcine oocytes often show serious damage of zona pellucida, 

membrane, a spindle or something by low temperature, and that limit to the production of blastocyst 

stage embryos. One of the possible causes is the accumulation of oxidative stress by exposing low tem-

perature. Previously, we revealed that in vitro maturation (IVM) with Lactoferrin (LF) reduced oxida-

tive stress of porcine oocytes. In this study, we examined whether LF is efficient vitrification of in vitro 

matured (IVM) porcine oocytes at the metaphase II (MII) stage.

We matured, vitrified and re-warmed porcine oocytes in vitro with or without LF. Then, we evaluated 

the morphology of oocytes under stereo microscope, and observed the distribution of chromosome and 

that of meiotic spindle by confocal laser scanning microscope, respectively. 

We found the increased rate of oocytes with normal membrane and zona pellucida by addition of LF 

(p<0.05). On the other hand, we never found the improvements in the dynamics of chromosome and the 

spindle by addition of LF.

In conclusion, our results suggest that LF is effective in the improvement of membrane and zona pel-

lucida damage during vitrification of porcine oocytes. We believe that vitrification with LF is useful for 

preservation of porcine genetic diversity and production of piglets in the future.

Key word: in vitro maturation, lactoferrin, oocyte, pig, vitrification




