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超音波ガイド・経腟生体卵子吸引技術（OPU）

本技術は、ウシ生体から卵子を吸引採取する技術であるが、肉眼や直腸検査による卵巣触診では不

可能である小卵胞の観察が必要となるため、超音波診断装置を用いて施術を行う。この超音波診断装

置の使用方法の是非により結果が左右されるため、本マニュアルでは手技の基礎を中心に説明する。

＜超音波診断装置を用いた卵巣観察＞

１．直腸用のプローブ（リニアタイプ）を用いた卵巣観察

・卵巣観察におけるイメージ

卵巣を観察する際にプローブを卵巣上に保持するが、そのときに画像上に映し出される

卵巣は、「プローブという刃物で切断した卵巣の断面図」というようにとらえる。プローブ

部分の中心線を「刃」とイメージし、卵巣その他の組織、器官を「切断」する。そのプロ

ーブがリニアタイプでもコンベックスタイプでも考え方は同様である。

図 29．リニアタイププローブのイメージ

プローブの中心線を
刃とイメージする

リニアタイププローブ

？
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卵巣を切断する場合は、端を薄く切断すれば小さい断面図が、中央を切断すれば大きい断面図が

画像に出力される。また、卵巣内の組織である黄体や卵胞についても同様で、端を切断すれば小さ

く、中央ならば大きく出力される。

卵巣は、表層にある卵巣皮質と中心（核）にある卵巣髄質に分けられ、卵胞は皮質に存在する。

したがって、卵巣の中央を切断した場合はその切断面の中央部は卵胞が存在しない。端を薄く切断

した場合は断面図の面積は小さくなるが、卵胞は均等に存在する。

図 30．卵巣切断のイメージ

図 31．各切断面のイメージ

「卵巣を観察する」とは...？

「断面図」が
超音波診断装置の画像となる

切断位置

各切断位置における
断面図（画像）

卵胞 黄体

プローブの中心線

卵巣
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図 31の切断方法の卵巣の位置とプローブの動きの関係は図 32の左図のようになるが、他の切
断方法として図 32の右図ようにコードを軸にしてプローブを回転させる方法もある。状況によ
り使い分けて目的にあった画像を映し出す。

図 32．プローブによる切断方法

プローブを横に移動させる プローブを軸に回転させる

or
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２．経腟プローブ（コンベックスタイプ）を用いた卵巣観察

現在 OPUに用いられている経腟プローブのほとんどがコンベックスタイプである。プロ
ーブのタイプが異なっても、「切断 → 画像出力」の考え方は同様である。ただし、映し出

される画像は、コンベックスの場合は図 33 のように扇形となる。超音波診断装置に映し出
される画像は、プローブの位置により前後左右反転したものが４通り設定できる。術者はい

ずれかを選択し、施術することが出来る。本マニュアルでは図 33 の左図のような超音波診
断画像を基に技術を説明する。

図 33．コンベックスタイププローブとその超音波診断画像

コンベックスタイププローブ

ニードルガイド

ニードル

超音波診断の範囲

ガイドライン
（ニードルの通り道）

本マニュアルにおける
超音波診断画像 上下および左右反転した超音波診断画像



30

・卵巣観察におけるイメージ・卵巣の映り方、映し方

プローブと卵巣の位置関係がＡおよびＢの場合、それぞれの画像は下の図のようになる。経

膣プローブを OPU 等に用いる際は（吸引針を用いる場合）、採卵針が通る目印となる「ガイド

ライン」を超音波画像上に表示する。

楕円形の形状である卵巣をプローブへ保定する際は、卵巣の向きにより大きく分けて３通り

ある。それぞれの場合の超音波画像は図 35 の通りとなる。

図 34．卵巣位置とその超音波画像

図 35．卵巣の向きとその超音波画像

卵巣位置Ａ 卵巣位置Ｂ

超音波画像Ａ 超音波画像Ｂ

上から見たプローブ

横から見たプローブ

超音波画像 超音波画像 超音波画像

上から見たプローブ

横から見たプローブ

上から見たプローブ

横から見たプローブ

卵巣 卵巣 卵巣
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・卵巣の保定方法

前述の卵巣画像を映し出すには、直腸検査における卵巣の触診と同様の操作を行って卵巣を

プローブに保定する必要がある。保定方法には大きく２通りある。

保定方法Ａ

比較的簡易に保定出来る方法。卵巣を握るようにしてプローブに接触させる。卵胞数をカウ

ントする際は、図のように左右に卵巣を動かす。卵子吸引の際は、さらに上下への卵巣移動を

加えて施術する。

図 36．保定方法Ａ

真っ直ぐに卵巣を保定する場合

卵巣を右へ移動する場合卵巣を左へ移動する場合

指または手首を使って
卵巣を移動させる

指または手首を使って
卵巣を移動させる

超音波画像 超音波画像超音波画像
卵巣の中央を切断した断面図となるので、

最も画像が大きくなる
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保定方法Ｂ

保定方法Ａの場合、出力される卵巣画像はほぼ円形となる。これに対して楕円形に出力した

場合は、断面積が大きく、さらに出力される卵胞数も多くなるというメリットがある。卵胞の

位置によっては保定方法Ａのみでは吸引採取が困難な卵胞が存在することがあるため、保定方

法Ｂを併用して施術する必要がある。

卵巣を楕円形に出力する保定方法を保定方法Ｂとする。保定方法Ａが卵巣「握る」イメージ

であったのに対し、保定方法Ｂは卵巣を「摘む」イメージで保定する。

図 37．画像から保定方法への検討

図 38．保定方法Ｂ

超音波画像

卵巣の断面積
および卵胞数

＞

楕円形に出力 円形に出力

超音波画像

保定位置 保定位置

この超音波画像を映し出すには...

直腸検査による触診と同様に卵巣を保定する

上から見た図
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保定方法ＡとＢの比較

保定方法Ａは、握るようにして卵巣をプローブに保定するため卵巣への力点が多く、力が入

りやすく比較的固定しやすい。一方保定方法Ｂは、卵巣を摘むようにしてプローブに保定する

ため、中心へ向かう力点の方向が多く卵巣を動かしやすい。両方法に優劣は無く、目的および

状況によって使い分ける。

直腸プローブ使用時は卵巣を動かさないでプローブを動かして卵巣を映し出したが、経腟プ

ローブの場合はその逆となる。直腸検査の要領で卵巣を保持し、腟壁を介してプローブに接触

させる。卵巣を切断する場合は、卵巣を上下左右に動かす。膣に挿入したプローブは原則とし

て左右に動かさず、挿入および抜去する際の前後の動きのみとなる。

図 39．保定方法ＡとＢの比較

図 40．経膣プローブにおける切断の基本

：力点：力点

掌とプローブを固定して支点にする

保定方法Ａ 保定方法Ｂ

力点の数が多く
力が入りやすいため、
固定しやすい

固定力は弱いが
力点の方向が多く、
卵巣を動かしやすい

卵巣を動かして画像を映し出す

プローブを左右に動かさない

GOOD

NG
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＜卵子吸引＞

１．採卵針の形状および卵胞液の吸引方式

現在一般に用いられている採卵針の形状および卵胞液の吸引方式には大きく分けて４種類あ

る。採卵針の形状では、長さ 500mm前後の針（長針）と長さ 50-100mm前後の針（短針）に
分けられる。卵胞液の吸引方式は、one-way方式と two-way方式に分けることができる。現在
は使用する採卵針、プローブ、ガイドおよび付属する部品が両方式で共通ではなく、またこれら

の機材はいずれも高価なものであることから、購入前にどちらの方式にするかを十分検討する必

要がある。

吸引方式は、採取した卵子に対するダメージおよび吸引採取の操作性（針内部での血液凝固等）

を考慮すると two-way方式の方が one-way方式よりも有効と思われるが、吸引装置および吸引
針が高価である。当センターでは、我々も開発に携わった 5)one-way方式のCOVAニードル（ミ
サワ医科工業）を用いている（写真 8）。この針の特徴としては、針先が鈍角であり卵胞液の吸
引の効率が良いこと、針先までブラスト加工が施してあり針先まで超音波画像に映ることおよび

針へシリコンコートが施され、穿刺性が良いことがあげられる。

ブラスト加工

アロカ社、本多電子社製用針基 日立社製用針基

写真 8. COVA Needle の概要

図 41．ブラスト加工部分の超音波画像イメージ

（写真提供 ミサワ医科工業）

接続チューブ

ニードルカバー

針基COVA Needle

ブラスト加工部分
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２．腟壁への穿刺

プローブは腟内にあるため、卵胞を吸引するた

めにはまず採卵針を腟壁へ穿刺し、腹腔内へ貫通

させる必要がある。そのためにはプローブ、腟壁

および卵巣を密着させて、卵巣の中心に

向けて採卵針を穿刺する。次に採卵針を腹腔内に

残したまま（腟壁を貫通したまま）卵巣から一旦

採卵針を引き抜き、卵巣を移動させる（図 42）。
10 個程度の卵胞の吸引を終了するまでは、こ

のように採卵針を腟壁から引き抜かず、腹腔内に

留めておく。

３．卵胞の移動

針先端は画像上のガイドライン上を通るため、

卵巣を動かしながら、吸引しようとする卵胞をガ

イドライン上に移動させ、吸引針を穿刺し、卵胞

液ごと卵子を吸引採取する。図 43 はプローブ下

部に位置している卵胞をガイドライン上に調整

するものである。卵巣がプローブ上部にあれば、

卵巣を下ろしつつ卵胞位置を調整する。

４．吸引圧

吸引圧は、低すぎると卵子の採取率が低下し、

逆に高すぎると採取した卵子の卵丘細胞が剥が

れ、裸化卵子が増加する。吸引圧は、35～
100mmHg または吸引量として 20～36ml/min
が用いられているが、吸引液の動きは、吸引針お

よび接続したチューブの太さによって異なるの

で、食肉センター由来の卵巣等で事前にその吸引

装置の最適な吸引圧を検査する必要がある 6),7)。

また、吸引装置によっては、上記の吸引圧では全

く卵子の吸引ができないものもあるので、この事

前のチェックは重要であり、90％以上の採取率

を示す吸引圧を設定することが望ましい。家畜改

良センターでは富士平工業社製のFV４を用いて

おり、吸引圧を 100～120mmHg（吸引量として

18～22ml/min）に設定し、OPU を実施している。

図 42．腟壁への穿刺

図 43．画像を見ながらの卵巣の移動

腟壁

採卵針

穿刺

卵巣から採卵針を抜く

卵巣の移動

プローブ

＊採卵針は
腟壁を貫通したまま

卵胞をガイドラインに
合わせるには...

卵巣を引き上げる
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５．連続した卵子吸引

卵巣には複数の卵胞が存在し、その全て

を吸引する。また、施術時間の短縮や供卵

牛へのダメージを軽減するため、一回の腟

壁への穿刺で複数の卵胞を吸引する。その

ため、卵巣の移動と採卵針の穿刺、吸引を

繰り返す。

例として、卵巣内の卵胞Ａを初めに吸引

し、次に卵胞Ｂを吸引する操作を解説する。

ニュートラル１

卵胞Ａをガイドラインに調整する。

穿刺

卵胞Ａ内へ吸引針を穿刺する。先端の

イメージが卵胞内に入っていることを

確認する。

吸引

吸引ポンプは陰圧になっているため、

自動的に卵胞液ごと卵子を吸引採取す

る。その際、吸引によって卵胞が小さく

なっていくのを確認する。

ニュートラル２

一旦吸引針を引く。その際、吸引によ

って卵胞が無くなっていることを確認

する。

卵巣の移動

卵胞Ｂをガイドラインに調整する。

→ ニュートラル１に続く。

図 44．連続した卵子吸引

卵胞Ａ
卵胞Ｂ プローブ

卵胞が無くなっていることを
確認する

ニュートラル１ 吸引針

穿刺

吸引

ニュートラル２

卵巣の移動

卵巣の位置および動き 超音波画像

卵胞が小さくなるのを
確認する
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６．複数の卵胞吸引

さらに複数の卵胞を吸引する際は、どの卵胞から吸引するかが問題となる。

図 45のように小中卵胞と大卵胞が存在している場合、以下（図 46）のように施術する。

① 超音波画像を上下に分けている点線より上（プローブ側）の小中卵胞を吸引する。

② 卵巣の向きを約 180度変える。
③ 残りの小中卵胞を吸引した後、大卵胞を吸引する。

＊ 吸引しようとする卵胞がプローブから離れるほど採卵針が卵胞からずれやすい。したがって、

針を移動させる距離（ニードルガイドから針先までの距離）をなるべく短くする必要がある。

図 45．複数の卵胞吸引

図 46．卵巣の向きを変えながらの卵子吸引

どの卵胞から吸引するか？

黄体

小中卵胞

大卵胞

点線より上（プローブ側）の
小中卵胞から吸引する

卵巣の向きを変える

残りの小中卵胞を吸引した後、
大卵胞を吸引する

直腸検査による触診と同様に
卵巣を操作する

（前後逆にする）

手前の卵胞を吸引したら... 残りの卵胞を吸引する
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このように、同一切断面内にある卵胞を吸引する際は、超音波画面上での左右の動きが重要とな

る。この動きは、実際にはプローブに保定した卵巣の上下の動きであり、画面の動きと手の動きは

90度回転していることを理解して施術する必要がある。

図 47．手の動きと画像の動き

手の動きと画像の動きを
どのように理解するか？

！
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＜生体卵子吸引の実際＞

１．器具機材

超音波診断装置：SSD-1200（ALOKA）
動物用電子コンベックス探触子（プローブ）

：UST-9109P-7.5（ALOKA）
採卵針ガイド：（FHK）

採卵針：COVA Needle（ミサワ医科工業）

吸引器：model FV4（FHK）

恒温器：model FV5（FHK）

採卵瓶：50ml 遠心管

その他、一般的に使われている超音波診断装置

および探触子には、HITACHI 社製および本田電

子社製のものがあり、採卵針および吸引装置には

FHK 社製およびCOOK 社製のものがある。

２．卵子保存液

1%CS 加乳酸加リンゲル液（食肉センター由来

卵巣からの卵子吸引時と同様）を基礎培液として

用いるが、OPU 時の卵子吸引液と採取した卵子

を検索する際の卵子検索液を調製する。二つの保

存液の違いは血液凝固防止のためのヘパリン添

加の有無であり、OPU 時にヘパリンを添加した

卵子吸引液を用いる（45 頁）。

３．生体卵子吸引の手順

１）供試牛を保定し、直腸内の糞を除去後、尾椎硬

膜外麻酔を施す。尾部および外陰部をイソジン

液、オスバン液、アルコール綿花の順で洗浄消

毒する。暴れたり、落ち着きのない牛に対して

は鎮静剤（セラクタール等）を投与する。

２）膣内に採卵針ガイドを装着したプローブを挿入

し、子宮頸管外口部上方の膣壁に誘導する。

３）直腸内に挿入した手で卵巣をプローブの先端付

近に誘導し、超音波診断装置の画面に卵巣を映

し出す（保定方法Ａ）。

写真 9. 超音波診断装置と周辺機器

写真 10．経腟プローブ

写真 11．吸引器と恒温器

写真 12．腟内へのプローブ挿入

写真 13．超音波診断画像
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４） 画像を見ながら、卵巣内に観察される直径 2mm 以上の卵胞数（推定卵胞数）を確認する。卵

巣の端（卵巣像が消えた状態）からもう一方の端まで卵巣をゆっくり移動させ、次々に現れる

卵胞をカウントする。数え間違えないようにスロービデオのようにゆっくりと動かす。

５）採卵瓶に 5ml 程度の卵子吸引液を吸引する。そ

の際、採卵針および接続チューブ内に卵子吸引

液を満たし、且つ液が移動しないようにチュー

ブを閉めて液を固定する（図 48）。固定方法は、

輸液チューブのストッパーの使用、接続チュー

ブを折り曲げる等が挙げられる。

６）採卵針をニードルガイドに挿入し、腟壁を穿刺・

貫通させる。

７）吸引器を作動する。採卵針の先が腟壁を通して

腹腔内にあるときは、常に吸引器を作動させて

採卵針、接続チューブおよび採卵瓶の中を陰圧

に保つ。

８）卵巣を動かして超音波画面のガイドライン上に卵胞を移動させる。

９）採卵針をスライドし、卵胞を穿刺することによって卵胞液を吸引採取する。

10）OPU 助手は画像を見ながら接続チューブ内の吸引液の動きにも注意する。卵胞を穿刺しても卵

胞の大きさが変わらなかったり、接続チューブ内の液が動かないときは、血液凝固等による採

卵針やチューブ内での詰まりが考えられる。その場合は、吸引圧をさらに上げて吸引回収する。

それでも回収出来ない場合は、19G 注射針をつけた注射筒を用いて卵子吸引液を採卵針内に強

制的に灌流する（19G 針は 17G の採卵針の内径より細く、その中にすっぽりと入る）。

図 48．吸引液の吸引と停止

図 49．血液凝固の対処法
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11）10個程度の卵胞の吸引が終わったら、ガイドから採卵針を抜き取り、血液の凝固を防ぐために

卵子吸引液で採卵針および接続チューブ内部を洗浄し、再び同様の手技で卵子の吸引採取を行

う。助手は採卵瓶を軽く攪拌して血液と卵子吸引液を混和する。

12）全ての卵胞（卵子）を吸引し終わったら、再度卵子吸引液で採卵針および接続チューブ内を洗

浄する。

４．採取液の濾過

１）採取後の液は血液が混入して赤く色づいているため、顕微鏡下での卵子の検索が困難である。

そのため、血液の濾過を目的に、採取した液をエムコンフィルターに移す。

２）血液の色が無くなり、透明になるまで卵子検索液（卵子吸引液でも可）を入れて濾過を繰り返

す（図 50）。

３）このとき採卵針あるいは接続チューブ内で凝固

したと思われる血餅（イトミミズ状）があれば、

駒込ピペットで血餅をほぐしながら撹拌し、液

を透明にする。

４）血餅が大きい場合は、ほぐすためのピペッティ

ングが強くなり、フィルター内に存在する卵子

の卵丘細胞を剥離してしまうおそれがある。そ

のような場合は、一旦血餅をビーカーや遠心管

等の容器に移し、その中でピペッティングする

（図 51）。 図 50．採取液の濾過

図 51．フィルター内での血餅のピペッティング
図 52．遠心管内での血餅のピペッティング

卵子検索液

エムコンフィルター

血餅

鉗子等で閉鎖する

ピペッティング

遠心管

血餅
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５）４）でピペッティングした液は、エムコンフィ

ルターに戻す。一回の操作では液が透明になら

ない可能性があるので、数回繰り返す。透明に

なった後の血餅は、卵子検索用の 90mm シャー

レに移す。

６）液が透明になったら、「フィルター内の液を軽

く撹拌 → 90mm シャーレに移す → 再度フィ

ルター内に卵子検索液を入れる」という操作を

2-3 回繰り返す。初めからピペッティングによ

りフィルターの表面に付着している卵子を回収

しようとすると、卵丘細胞が剥離するおそれが

あるため、この操作を行う。

７）駒込ピペットでピペッティングして、フィルター表面に付着した粘液および細胞を剥がし、再

びシャーレに液を移す。この操作をフィルター表面に何も残らなくなるまで繰り返す。

図 53．フィルターへの液の回収

図 54．フィルターの撹拌による卵子の回収

図 55．フィルター内のピペッティングによる卵子の回収

液をフィルターに入れる
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８）採取卵子を実体顕微鏡下で検索する。

＊ ピペッティングは卵子の卵丘細胞の剥離が起こりやすいため、攪拌を主とし、ピペッティングは

弱く行うか、なるべく回数を少なくする。卵丘細胞の剥離は、その後の成熟培養の成績に影響を

及ぼす。

＞

図 56．撹拌とピペッティングの比較

フィルターを軽く撹拌

90mmシャーレに移す
90mmシャーレに移す

ピペッティング
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５．卵子の検索

１）基本的に屠体由来卵巣から吸引採取した卵子の検索と同様である。しかし、OPUの場合は、血
餅が存在することが多いため、以下のような方法を用いる。

２）採取卵子は、血餅中に紛れていることが多いため、検索時はガラス棒（またはパスツールピペ

ットの先を熱して丸く加工した検索棒等）を用いて、血餅をほぐすように検索する。

３）一回、シャーレを検索したら、検索棒で血餅をよくほぐし、かき混ぜて二回目の検索に移る。

屠体由来の検索を経験した者でも卵子の見落としがあるため、三回以上検索した方が良い。

４）血餅が複数ある場合や、シャーレ底面に広範にわたって存在する場合は、血餅のみを別のシャ

ーレ（90mm or 60mmシャーレ）に移し、それぞれを検索する（図 57）。

５）いずれの方法であっても、血餅を撹拌していると検索液が再度赤くなったり、血餅が絡み過ぎ

てほぐれない場合がある。その様な時は、再度エムコンフィルターに血餅を移し、ピペッティ

ングを行う。

６）同様にして検索を繰り返す。

７）OPUを行うドナー牛は、遺伝的能力が高い牛が多いため、一つの卵子でも検索ミスは避けるよ
うにする。

図 57．血餅が存在する場合の卵子検索

35mm シャーレ

90mmシャーレ ＋ 血餅

60mmシャーレ ＋ 血餅

90mmシャーレ

or



45

各種溶液の調製

＜卵子吸引～成熟培養＞

◎生理食塩水（１㍑）：卵巣運搬液

塩化ナトリウム NaCl 9.0 g 
① NaCl（9.0 g）を超純水で撹拌溶解後、１㍑にメスアップする。

② ガラス瓶に移し、キャップを緩く閉め、キャップから瓶の上部をアルミホイルで被う。

③ オートクレーブ（121℃、15 分間）で滅菌する。

◎1%CS加 乳酸加リンゲル液（１㍑）：採取卵子検索用
乳酸加リンゲル液 1000 ml 
CS 10～10.1 ml 
抗生物質 PC-SM（29頁参照） 1000 μl
① 市販の乳酸加リンゲル液 1000ml に、CS を 10～10.1ml 入れ、抗生物質を 1000µl 添加して

転倒混和する。

② 保存する場合は、冷蔵保存する（約 1 週間）。

◎10U/ml ヘパリン加 1%CS-乳酸加リンゲル液（100ml）：OPU卵子吸引液
1%CS加 乳酸加リンゲル液 100 ml 
ノボヘパリン 1 ml 
・上記 1%CS 加 乳酸加リンゲル液にノボヘパリンを 1ml 加える。調製量は、施術頭数により変

更する。
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◎5%CS加 25mM Hepes緩衝 TCM-199（100ml）：成熟培養液
25mM Hepes緩衝 TCM-199 95.0 ml 
CS 5.0 ml
抗生物質 PC-SM 100 μl
① メスシリンダーに上記試薬を入れ、開口部をパラフィルムで被い転倒混和する。

② 0.22μmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1週間）。

図 58．5%CS加 25mM Hepes緩衝 TCM-199の調製

子牛血清

転倒混和

濾過滅菌

TCM-199



47

＜精子処理～媒精＞

1. パーコール液関連の調製

凍結融解後の生存精子を選別する際に 90%パーコール液を用いるが、パーコール液（100%濃
度：Percoll）を希釈するために 10倍濃度の sperm TLを調製する。

◎10 倍濃度 sperm TL（100ml）：Percoll 希釈液

塩化ﾅﾄﾘｳﾑ NaCl 4.675 g
塩化ｶﾘｳﾑ KCl 0.23 g
ﾘﾝ酸二水素ﾅﾄﾘｳﾑ（無水） NaH2PO４ 0.035 g
Hepes  2.38 g
① ビーカーに 50ml程度の超純水を入れ、上記薬品を溶解する。
② pHメーターを用いて pH＝7.3に調製する（NaOHを用いる）。
＊この液は pH が極めて低いため、約半分の溶液量で調製し、NaOH を加えていくことで

pH＝7.3に調製する。

③ メスシリンダーに溶液を移し、100mlにメスアップする。

図 59．10 倍濃度 sperm TL の調製

超純水
pH=7.3に調製

pH電極

NaOH 100mlにメスアップ

超純水

10倍濃度sperm TL
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◎90%パーコール液（50ml）：生存精子選別溶液
a) Percoll  45 ml 

b) 10倍 sperm TL  5 ml 
c) 塩化ｶﾙｼｳﾑ 1M水溶液 CaCl2 98.5 μl

d) 塩化ﾏｸﾞﾈｼｳﾑ（六水塩）0.1M 水溶液 MgCl2・6H2O 197 μl

e) DL-Lactic acid (syrup)  184 μl

f) 重炭酸ﾅﾄﾘｳﾑ NaHCO3 0.1045 g

g) 0.5% ﾌｪﾉｰﾙﾚｯﾄﾞ 10 μl
＊ c) 1M CaCl2：1.1098g／10ml 

1M CaCl2･2H2O：1.4701g／10ml  
d) 0.1M MgCl2・6H2O：0.2985g／10ml 

① a)と b)を混和し、50mlに調製する
② c)～g)の試薬を加え、転倒混和する。
③ 0.22μmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する。

図 60．90%パーコール液の調製

濾過滅菌

転倒混和

10倍濃度
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2. BO 液の調製

予めストック液（BO-A液およびBO-B液）を調製する

◎BO-A 液（500ml）：BO 液調製用ストック液

塩化ﾅﾄﾘｳﾑ NaCl 4.3092 g
塩化ｶﾘｳﾑ KCl 0.1974 g

＊ 塩化ｶﾙｼｳﾑ二水塩 CaCl２･2H２O 0.2171 g
（塩化ｶﾙｼｳﾑ無水塩の場合： CaCl２ 0.1639 g）

ﾘﾝ酸二水素ﾅﾄﾘｳﾑ二水塩 NaH２PO４･2H２O 0.0840 g
（ﾘﾝ酸二水素ﾅﾄﾘｳﾑ無水塩の場合： NaH２PO４ 0.0646 g）

＊ 塩化ﾏｸﾞﾈｼｳﾑ六水塩 MgCl２･6H２O 0.0697 g
0.5% ﾌｪﾉｰﾙﾚｯﾄﾞ 100 μl

① 500mlのメスフラスコに上記試薬を超純水で順次溶解し、メスアップする。
② 0.22μmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1ヶ月間）。

＊ 塩化カルシウム二水塩（CaCl２・2H２O）および塩化マグネシウム六水塩（MgCl２・6H２O）

は水分を吸着し易いため、以下の方法で秤量する。

① 秤量皿で秤量する。

② 超純水を用いて試薬を秤量皿中で溶解し、メスフラスコに入れる。

③ ②を数回繰り返す。

図 61．BO-A 液の調製

図 62．秤量皿での秤量

濾過滅菌

メスアップ

試薬

超純水

秤量皿 メスフラスコ等に移す
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試薬が少量の場合や、水分の吸着が速すぎて秤の数値が数秒ごとに増えてしまう場合は、以

下の要領で秤量する。

① 秤量皿で試薬の 10倍の量を秤量する。
② 少量の超純水を加えて試薬を溶解する。

③ 溶解した液をメスピペット等で量る。

④ 溶解液の 1/10量を調製液（メスフラスコ等）に入れる。
＊ ①の量について、場合によっては 2～5 倍でも構わない。③の秤量法も同様で、メス

シリンダー等でも良い。BO-A 液にこの方法を用いる場合は、10ml 程度の超純水をメ

スピペットで量ることで試薬を秤量出来る。

図 63．10 倍量秤量法

超純水
1/10 量10 倍量の試薬

完全に溶解する

メスフラスコへ

量を確認する
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◎BO-B液（200ml）：BO液調製用ストック液
重炭酸ﾅﾄﾘｳﾑ NaHCO３ 2.5873 g
0.5% ﾌｪﾉｰﾙﾚｯﾄﾞ 40 μl
① 200mlのメスフラスコに上記試薬を超純水で溶解し、メスアップする。
② 溶液の色が淡赤色から淡黄色に変わる中間色になるまで直接CO２ガスを通気する。
③ 0.22μmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1ヶ月間）。

フェノールレッドは水素イオン濃度（pH）指示薬の一つで、pH6.4～8.2の範囲で色調が淡黄色
から淡赤色を示す。水溶液に CO２ガスを吹き込むと、水溶液が酸性に傾くので淡赤色から黄色
に変化する。

＊ ストック液調製の際に CO２ガス通気して pH調整するが、冷蔵保存中に元の色に戻る場合
があるため（容器内の空気で変化する）、後述のBO液調製の際に再びCO２ガス通気する。

図 64．BO-B液へのCO２ガス通気

pHの変化

淡赤色から淡黄色へ変色

BO-B 液

CO2ガス通気 CO2ガス通気
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◎BO液（100ml）：精子洗浄液、精子希釈液および卵子洗浄液の基礎培地
使用する前日または当日に調製する

ピルビン酸ナトリウム 0.01375 g
BO-A液 76 ml（ﾒｽｱｯﾌﾟ）
BO-B液 24 ml（ﾒｽｱｯﾌﾟ）
抗生物質 PC-SM 100 μl
① 100mlのメスシリンダーにピルビン酸ナトリウムを入れる。
② BO-A液でピルビン酸ナトリウムを溶解し、76mlまでメスアップする。
③ BO-B液にCO２を淡黄色になるまで通気する。
④ ②の液にBO-B液を 24ml加える（100mlの目盛りまでメスアップ）。
⑤ 抗生物質を 100μl加える。
⑥ 転倒混和後、以下の精子処理液（精子洗浄液、精子希釈液および卵子洗浄液）を調製する（54
頁、図 65）。
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3. 精子処理液（精子洗浄液，精子希釈液および卵子洗浄液）の調製
BO液（100ml）を元にして、以下の培養液を調製する

◎精子洗浄液（10ml）：パーコール処理後の精子洗浄（遠心分離）用
BO液＋10mM ハイポタウリン＋10u/ml ヘパリン

BO液 10 ml 
ハイポタウリン 0.01091 g
ﾍﾊﾟﾘﾝﾅﾄﾘｳﾑ注射液（ﾉﾎﾞﾍﾊﾟﾘﾝ） 100 μl
① 以上を順次溶解し、転倒混和する。

② 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、使用時まで容器の蓋をゆるめてCO2インキュベ

ーター内でガス平衡を行う。

◎精子希釈液（10ml）：第二希釈時に使用
BO液＋20mg/ml BSA 

BO液 10 ml 
BSA (crystallized and lyophilized) 0.2 g
① BO液をビーカー等に移し、BSAを静置溶解する。
② 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、使用時まで容器の蓋をゆるめてCO2インキュベ

ーター内でガス平衡を行う。

◎卵子洗浄液（50ml）：成熟卵子の洗浄用
BO液＋10mg/ml BSA 

BO液 50 ml 
BSA (crystallized and lyophilized) 0.5 g
① BO液をビーカー等に移し、BSAを静置溶解する。
② 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌する。
③ 媒精用のスポットと成熟卵子の洗浄用のシャーレを作製し、CO2インキュベーター内でガス

平衡を行う。
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図 65．精子処理液調製法
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＜発生培養＞

1. CR1aa の調製：発生培養の基礎培地（CS および LAA を添加して使用）

予めストック液（CR1-A 液およびCR1-B 液）を調製する

◎CR1-A 液（760ml）：CR1aa 調製用ストック液

塩化ﾅﾄﾘｳﾑ NaCl 6.7031 g
塩化ｶﾘｳﾑ KCl 0.2311 g
ﾋﾟﾙﾋﾞﾝ酸ﾅﾄﾘｳﾑ 0.0440 g
重炭酸ﾅﾄﾘｳﾑ NaHCO３ 2.2011 g
0.5%ﾌｪﾉｰﾙﾚｯﾄﾞ 2.0 ml 
① 1㍑のメスシリンダーに上記試薬を超純水で順次溶解し、760mlまでメスアップする。
② 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1ヶ月間）。

◎CR1-B 液（200ml）：CR1aa 調製用ストック液

L(+)-Lactic Acid Hemicalcium Salt 0.5996 g 
① 200mlのメスフラスコに上記試薬を超純水で溶解し、メスアップする。
② 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1ヶ月間）。

図 66．CR1-A 液の調製

図 67．CR1-B 液の調製

760mlにメスアップ

濾過滅菌

濾過滅菌

200mlにメスアップ
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◎CR1aa（100ml）：：発生培養の基礎培地（CSおよび LAAを添加して使用）
a) CR1-A液 76 ml 
b) CR1-B液 20 ml
c) BME Essential Amino Acids (×50) 2 ml
d) MEM Nonessential Amino Acids (×100) 1 ml 
e) L-Glutamic acid 1 ml 
（１ｱﾝﾌﾟﾙ 20mgを超純水 10mlで溶解）

f) BSA (Fatty Acid-free) 0.3 g
g) 抗生物質 PC-SM 100 μl
① ビーカー等に a)～e)をメスピペットで入れ混和する。
② BSA (Fatty Acid-free)を静置溶解する。
③ 抗生物質 PC-SMを入れ、混和する。
④ 血清を添加して使用する場合は、5%CS加CR1aaの調製に従う。
⑤ 血清を添加しない場合は、0.22µm のフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1
週間）。

◎5%CS加CR1aa（105.26ml）：発生培養液
CR1aa 100 ml 
CS 5.26 ml 
① 100mlのCR1aaに、CSを 5.26ml加え転倒混和する。
② 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1週間）。

図 68．CR1aaおよび 5%CS加CR1aaの調製
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2. リノール酸アルブミン（LAA）：体外受精卵の耐凍性を向上

◎50mg/ml LAAストック液（10ml）：5%CS加CR1aaに添加するストック液
LAA（500mg）の瓶にCR1-A液を 10ml加え、完全に溶解する（約 1ヶ月間）。

◎0.25mg/ml LAA＋5%CS加CR1aa（10ml）：耐凍性を向上させた発生培養液
① 5%CS加CR1aa 10mlからマイクロピペットを用いて 50μl取り除く。
② LAAストック液を 50μl加え、転倒混和する。
③ 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1週間）。
＊ 使用する頻度が少ない場合は、LAAを秤量して 0.25mg/mlとなるように直接培養液へ溶解
する。

図 69．LAAストック液の調製

図 70．0.25mg/ml LAA＋5%CS加CR1aaの調製
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＜体外受精卵の凍結・融解＞

1. 修正ダルベッコ PBS の調製

PBS-A 液と PBS-B 液を混和して D-PBS を調製し、ピルビン酸ナトリウムとグルコースを添加す

る。本来の修正 D-PBS は BSA が含まれるが、保存期間を延ばすため本マニュアルでは不含として

いる。

◎PBS-A 液（約 700ml）：D-PBS(-)液
塩化ﾅﾄﾘｳﾑ NaCl 8.0 g
塩化ｶﾘｳﾑ KCl 0.2 g
ﾘﾝ酸一水素ﾅﾄﾘｳﾑ（無水） Na２HPO４ 1.15 g
ﾘﾝ酸二水素ｶﾘｳﾑ（無水） KH２PO４ 0.2 g
・1㍑のメスフラスコに約 700mlの超純水で上記試薬を順次溶解する。
・市販のD-PBS(-)粉末あるいは錠剤を利用すると、簡便に調製できる。
＊ いずれの場合も、マグネティックスターラーを用いて溶解する。

図 71．PBS-A 液の調製

マグネティックスターラー

1㍑メスフラスコ

PBS粉末
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◎PBS-B液：金属塩類希釈液
予め金属塩類ストック液を調製し、修正ダルベッコ PBS調整時にストック液を希釈して PBS-B
液とし、PBS-A液と混和する（D-PBS(+)液）。

1) 金属塩類ストック液（100ml）
塩化ｶﾙｼｳﾑ無水塩 CaCl２ 1.0 g

（塩化ｶﾙｼｳﾑ二水塩の場合 ：CaCl２・2H２O 1.1395 g）

塩化ﾏｸﾞﾈｼｳﾑ（六水塩） MgCl２･6H２O 1.0 g
① 上記試薬を超純水で溶解し、100mlにメスアップする。
② 0.22μmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1ヶ月間）。

2) PBS-B液（約 100ml）
10mlの金属塩類ストック液を約 100mlの超純水で希釈し、PBS-B液とする。

図 72．PBS-B液の調製
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◎修正ダルベッコ PBS：D-PBS＋ﾋﾟﾙﾋﾞﾝ酸ﾅﾄﾘｳﾑ＋ｸﾞﾙｺｰｽ（１㍑）：凍結および移植後の
基礎培液

PBS-A液 約 700 ml 
PBS-B液 約 100 ml 
ブドウ糖 1.0 g
ピルビン酸ナトリウム 0.036 g
① スターラーで撹拌している PBS-A 液中に、PBS-B 液を少量ずつ 4～5回に分けて添加し、

D-PBS(+)液とする。
② 約 800mlのD-PBS(+)液にブドウ糖およびピルビン酸ナトリウムを加え、完全に溶解してか
ら１㍑にメスアップする。

③ 0.22μmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1ヶ月間）。

図 73．修正ダルベッコPBSの調製
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2. 凍結保存液の調製

◎20%FCS加 修正D-PBS（10ml）：体外受精卵の凍結保存に用いる基礎培地
a) 修正D-PBS（m-PBS） 8 ml 
b) FCS 2 ml 
c) BSA (fraction V) 0.04 g
d) 抗生物質 PC-SM 10 μl
① ビーカー等に a)、b)をメスピペットで入れ混和する。
② BSA (fraction V)を静置溶解する。
③ 抗生物質 PC-SMを入れ、混和する。
④ 凍結保存液を調製する場合は、1.5M EG + 0.1M Suc + 20% FCS加m-PBSの調製に従う。
⑤ 凍結保存液を調製しない場合は、0.22µm のフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する

（約 1週間）。

◎1.5M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ + 0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽ + 20% FCS加m-PBS（10ml）：凍結保存液
ｼｭｰｸﾛｰｽ（Suc） 0.3423 g
ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ（EG） 0.83 ml 
20%FCS加m-PBS 10 ml（ﾒｽｱｯﾌﾟ）
① メスシリンダーに Sucを入れる。
② 20% FCS加m-PBSを 5～6ml加え、Sucを完全に溶解する。
③ EGを 0.83ml加える。
④ 20% FCS加m-PBSで 10mlまでメスアップする
⑤ パラフィルムでシールし、転倒混和する。

⑥ 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1週間）。

図 74．20%FCS加 修正D-PBS 
および 1.5M ｴﾁﾚﾝｸﾞﾘｺｰﾙ + 0.1M ｼｭｰｸﾛｰｽ + 20% FCS加m-PBSの調製
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シュークロース
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EG FCS-PBS

10mlに
メスアップ



62

3．融解後の培養液の調製
20%FCS + 0.1mM β-メルカプトエタノール + TCM-199 を調製するが、添加するβ-メルカプト
エタノールは 0.1mMと微量であるため、予め 100倍濃度のストック液を調製する。

◎β-メルカプトエタノールストック液（10ml）
TCM-199 10 ml 
β-メルカプトエタノール（βME） 7 μl
① 10mlのTCM-199を試験管に入れる。
② マイクロピペットを用いて試験管中の TCM-199を 7μl取り除く。
③ βMEを 7μl加える。
④ パラフィルムでシールし、転倒混和する。

⑤ 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1週間）。または、マイクロ
チューブ等に分注し、冷凍保存する。

◎20%FCS + 0.1mM βME + TCM-199（10ml ）：融解後の生存性確認用培養液
TCM-199 7.9 ml 
βME ｽﾄｯｸ溶液 100 μl
FCS 2.0 ml 
抗生物質 PC-SM 10.0 μl
① TCM-199を 7.9ml試験管に入れる。
② マイクロピペットを用いて βMEストック溶液を 100µl加える。
③ FCSを 2.0ml加える。
④ 抗生物質を 10µl加え、パラフィルムでシールし転倒混和する。
⑤ 0.22µmのフィルターを用いて濾過滅菌し、冷蔵保存する（約 1週間）。

図 75．β-メルカプトエタノールストック液の調製

図 76．20%FCS + 0.1mM βME + TCM-199の調製
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＜培養液全般＞

1. 子牛血清（CS）の非働化

◎CS の融解

① 凍結状態のCS容器を 25℃のウォーターバスで完全に融解する。
② 液体の状態になってもCS中の成分が完全に溶解するまで 5～6時間保温する。
＊この時、効率的に溶解するため、CS を撹拌する必要がある。撹拌の方法は以下の通り。尚、

これらの撹拌操作は非働化処理時も同様に行う。

a) 数分おきに手で容器を振って撹拌する。

b) シェーカーを用いる。

c) ウォーターバスとマグネティックスターラーを組み合わせて容器内を撹拌する（図 77）。

図 77．CS の融解 c)法

mag
net

ic
sti

rre
r

マグネティックスターラー

ウォーターバス
25℃

子牛血清

5～6時間かけて融解する

撹拌子

プラスチック製の水槽

プラスチック製水槽の下に、
マグネティックスターラーをセットする



64

◎CS の非働化

融解した状態から非働化を開始する。非働化の条件は 56℃で 30 分間であるが、融解温度の 25℃
から非働化温度の 56℃まで上昇する時間は非働化の処理時間には含まれない。CS の融解方法同

様に様々な方法が考えられるが、本マニュアルでは以下の 2 つの方法を説明する。

ａ）プログラム通りに 56℃へ徐々に温度を上昇させる方法

① 5-6時間保温した状態（25℃）から非働化を開始する。
② ウォーターバスの設定を 56℃にし、徐々に温度を上昇させる。
③ 56℃になった時点で非働化を開始する（30分間）。
④ 終了したら CS容器を取り出し、室温程度まで CSの温度を下げ、ボトルフィルタユニット
等（0.22μm）で濾過滅菌を行う。

⑤ 1回に使用する量により容器（冷凍保存に適する材質のもの：ポリプロピレン製のチューブ、
遠心管）に分注し、冷凍保存する。

図 78．CS の非働化 ａ）法
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ｂ）56℃の温湯へ容器を投入し、温度を上昇させる方法

予め 25℃のCS 容器中の液体が、何分で 56℃になるかダミーを使用して確認する。

① 空のCS容器中に水を入れ、温度計を挿入しパラフィルムで密閉する（ダミー）。
② ダミーを発泡スチロール容器等で 25℃に保温しておく。
③ ウォーターバスの温度を 56℃にする。
④ ダミーをウォーターバスに投入し、タイマーをスタートさせる。

⑤ ダミーの温度計が 56℃になった時間を記録する。
⑥ 数回繰り返し、その平均時間を求め、「温度上昇時間」とする。当センターでは 500mlの容
器を用いて、温度上昇時間を 15分間としている。

温度上昇時間を求めたら、同条件（室温等も）でCS を非働化する。

CS 融解後…（図 79）、
① CS容器を発泡スチロール容器等で 25℃に保温しておく。
② ウォーターバスの温度を 56℃にする。
③ CS容器をウォーターバスに投入し、タイマーをスタートさせる。
④ 温度上昇時間＋非働化時間が経過したら非働化を終了し、CS 容器を取り出して室温程度ま
でCSの温度を下げ、ボトルフィルタユニット等（0.22μm）で濾過滅菌を行う。

⑤ 1回に使用する量により容器（冷凍保存に適する材質のもの：ポリプロピレン製のチューブ、
遠心管）に分注し、冷凍保存する。

＊ 当センターでは、タイマーをスタートさせてから 45 分間（温度上昇時間：15 分間＋非働

化時間：30 分）で終了としている。

図 79．CS の非働化 ｂ）法
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2. 抗生物質：培養液、凍結媒液等に添加する。雑菌の増殖を防ぐ。

◎ペニシリン－ストレプトマイシン（PC-SM）混合液

ﾍﾟﾆｼﾘﾝ（PC）
結晶ﾍﾟﾆｼﾘﾝ G ｶﾘｳﾑ明治 10 万 単位

ｽﾄﾚﾌﾟﾄﾏｲｼﾝ（SM）

硫酸ｽﾄﾚﾌﾟﾄﾏｲｼﾝ明治 １g 力価入 0.1 g
m-PBS 1 ml 
① SM 0.1gを秤量し、PC 10万単位が入っている小瓶に入れる。
② 使用するまでパラフィルムで被い、冷蔵保存しておく。

③ 使用時にm-PBS 1mlで溶解し、よく混和する。
＊ 溶解してから 1 週間冷蔵保存可能

各種溶液への添加量は、PC-SM が 1000 倍希釈されるようにする

例 PC-SM 1μl／溶液 1ml 
PC および SM の最終濃度は、以下のようになる

PC：100 U／ml 
SM：100 μg／ml 

 

図 80．ペニシリン－ストレプトマイシンの調製
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家畜改良センターにおける培養液および試薬一覧

品 名 製造元 カタログ No. 容量

培養液 TCM-199 GIBCO 12340-030 500ml 

 D-PBS GIBCO 14287-080 500ml 

 CS GIBCO 16170-0787 500ml 

 FCS Hyclone SH30088.03 500ml 

試 薬 BME essential amino acids            SIGMA B-6766       100ml 

 MEM non-essential amino acids  GIBCO 11140-050 100ml 

 L-glutamic acid,lyophilized          GIBCO 12419-016 10ml 

 D-PBS(-)（錠剤） TAKARA BIO INC T900 200 錠入

BSA(fatty acid free) SIGMA A7030 10g 

 BSA(fraction ⅴ) SIGMA A9647 50g 

 Hypotaurin SIGMA H1384-1G 1g 

 heparin(novo heparin 1000U/ml) (株)ﾚｵ・ﾌｧｰﾏｼｭｰﾃｨｶ

ﾙ･ﾌﾟﾛﾀﾞｸﾂ
5ml 

 2-mercaptoethanol SIGMA M7522  100ml 

 linoleic acid-albumin                SIGMA L8384  500mg 

 lactic acid(hemicalcium salt) SIGMA L2000  50g 

 phenol red solution(0.5%) SIGMA P0290 100ml 

 Sucrose, Ultra Pure 
RESERCH 

ORGANICS（フナコ

シ株式会社（代））
0928S 500g 

 ピルビン酸ナトリウム 和光純薬 199-03062 25g 

 エチレングリコール 和光純薬 058-00986 500g 

 塩化ナトリウム（NaCl） 和光純薬 191-01665 500g 

 塩化カリウム（KCl） 和光純薬 163-03545 500g 

 塩化カルシウム･二水塩

（CaCl２・2H２O ）
和光純薬 031-00435 500g 

 リン酸二水素ナトリウム･二水塩

（NaH２PO４・2H２O）
和光純薬 192-02815 500g 

 塩化マグネシウム･六水塩

（MgCl２・6H２O）
和光純薬 135-00162 500g 

 重炭酸ナトリウム（NaHCO３） 和光純薬 191-01305 500g 

 流動パラフィン ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 261-14 500ml 
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品 名 製造元 カタログ No. 容量

PercollTM ｱﾏｼｬﾑﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ 17-0891-01 1L 

 DL-LACTIC ACID Sodium Salt SIGMA L7900 100ml 

 HEPES＞99.5% SIGMA H4034-25G 25g 

 水酸化ナトリウム溶液（1mol/L） ｼｸﾞﾏｱﾙﾄﾞﾘｯﾁｼﾞｬﾊﾟﾝ 28-3010-5 500ml 

 水酸化ナトリウム溶液（0.1mol/L） ｼｸﾞﾏｱﾙﾄﾞﾘｯﾁｼﾞｬﾊﾟﾝ 28-3040-5 500ml 

 注射用ペニシリン G カリウム 20 万

単位
明治製菓株式会社 10 バイアル

硫酸ストレプトマイシン明治 １g
（力価）

明治製菓株式会社 10 バイアル
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家畜改良センターにおける器具機材一覧

器 具 規 格 製造元 カタログ No. 

シャーレ 培養用シャーレ 35mm Falcon 3001 

 1008 

 洗浄・媒精用シャーレ 35mm Nunc 153066 

 卵子検索用シャーレ 90×15mm 指定なし

4 well multidish  Nunc 176740 

シリンジ 卵子吸引採取用シリンジ 5ml   

 培養液調整用シリンジ 10ml Aldrich Z11687-4  

 20ml Aldrich Z11688-2  

 50ml Aldrich Z11840-0  

フィルター ろ過滅菌用フィルター 0.22μm Sartorius Minisart, 16534 

 フィルターユニット 0.2 μm ﾅﾙｹﾞﾝ 153-0020(培養液用)

0.2 μm ﾅﾙｹﾞﾝ 162-0020(血清用)

パスツールピペット 150mm ﾋﾙｹﾞﾝﾍﾞﾙｸﾞ 3150101 

遠心管 15ml   

 50ml   

培養フラスコ 培養液保存用 25cm２

250cm２

メスピペット 2ml   

 5ml   

 10ml   

 25ml   

 

OPU 採卵針 COVA Needle  ミサワ医科工業

＊ディスポーザブルタイプの遠心管，培養フラスコおよびメスピペットは、どのブランドもほぼ一定

の品質であるが、培養に使用するシャーレ等はその成績に影響するので記載のブランドを使用する。
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あとがき

OPU-IVF による胚生産はそのスケジュールを十分考慮することによ

り、連続過剰排卵処理によるものよりも効率的に胚を生産できる可能性

があります。また、発生した胚盤胞の移植についても、新鮮胚移植にお

いては体内受精由来胚と同等の受胎率を期待できます。しかし、その

OPU 技術でも手技についてのマニュアルは今までほとんど公表されて

きていませんでした。

本マニュアルでは、超音波画像と卵巣の操作法についてイラストを用

いてわかりやすく説明しました。これらは全て基礎の段階の技術ですが、

本マニュアルがこれから牛体外受精を実施されようとする技術者の

参考となり、今後、ますます技術開発が進むであろうこの技術の発

展に少しでも寄与することができれば幸いです。

マニュアル執筆者 家畜改良センター技術部技術第一課 小林修司
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