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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）ガラス化の前に凍結防止剤で生細胞からなる生物学的標本を処置すること；
　（ｂ）生物学的標本を移動用器具に置くこと；
　（ｃ）移動用器具および生物学的標本を直接凍結物質の中に置くこと；からなる生物学
的標本のガラス化方法であって、ここで移動用器具が凍結防止剤含有溶液または培地の薄
膜を形成することにより生物学的標本を保持するためのループまたはパドルであり、生物
学的標本を直接凍結物質に暴露し、それによりガラス化し、さらに生物学的標本を解凍し
た後、生物学的標本が生存しているガラス化方法。
【請求項２】
　（ａ）生細胞からなる生物学的標本を基本培地に置くこと；
　（ｂ）ガラス化の前に凍結防止剤で生物学的標本を処置すること；
　（ｃ）生物学的標本をコンテナ内に配置した凍結物質内に移動させるための移動用器具
を用いることによって、生物学的標本を凍結物質に直接暴露し、ガラス化を行うことであ
って、ここで移動用器具が凍結防止剤含有溶液または培地の薄膜を形成することにより生
物学的標本を保持するためのループまたはパドルであり；
　（ｄ）凍結物質、移動用器具および生物学的標本を含むコンテナに封をすること；
　（ｅ）封をしたコンテナを保存に供すること；
　（ｆ）封をしたコンテナから生物学的標本を除去すること；および
　（ｇ）生物学的標本を解凍溶液中に置くこと；からなる生物学的標本のガラス化方法。
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【請求項３】
　一つまたはそれ以上の発生細胞を直接凍結物質中に置いて、各発生細胞を直接凍結物質
に暴露し、それによりガラス化を行うことを含んでなり、ここで発生細胞が胚、卵母細胞
、精子、胚盤胞および桑実胚よりなる群から選択され、凍結防止剤含有溶液または培地の
薄膜を形成することにより生物学的標本を保持するためのループまたはパドルである移動
用器具が発生細胞を凍結物質中に移動させるために用いられ、ここでさらに、ガラス化発
生細胞を解凍し、培養し、適当な宿主生物に着床させると、ガラス化を行わなかった発生
細胞の受精率に等しい受精率が得られこと、および、ガラス化の前に凍結防止剤で発生細
胞を処置することを特徴とする発生細胞のガラス化方法。
【請求項４】
　一つまたはそれ以上の胚盤胞または卵割段階にある胚を直接凍結物質中に置いて各胚盤
胞または卵割段階にある胚を直接凍結物質に暴露し、それによりガラス化を行うことを含
んでなり、ここで凍結防止剤含有溶液または培地の薄膜を形成することにより生物学的標
本を保持するためのループまたはパドルである移動用器具が胚盤胞または卵割段階にある
胚を凍結物質中に配置するために用いられ、解凍および培養の後少なくとも８０％のガラ
ス化した胚盤胞または卵割段階にある胚が生存していること、および、ガラス化の前に凍
結防止剤で胚盤胞または卵割段階にある胚を処置することを特徴とする哺乳動物の胚盤胞
または卵割段階にある胚のガラス化方法。
【請求項５】
　（ａ）基本培地；
　（ｂ）生細胞からなる生物学的標本を直接凍結物質に暴露する生物学的標本をガラス化
するための指示；
　（ｃ）凍結防止剤含有溶液または培地の薄膜を形成することにより生物学的標本を保持
するためのループまたはパドルである移動用器具；
　（ｄ）バイアル、ここでバイアルはガラス化した生物学的標本を含有する移動用器具を
保存するのに適当に大きさおよび形状である；および
　（ｅ）凍結防止剤；からなる生物学的標本をガラス化するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
連邦依頼の研究・開発下に行われた発明に対する権利に関する説明。
【０００２】
本発明の開発時に行った研究の一部は米国政府助成、具体的には国立小児保健発育研究所
助成ＨＤ２２０２３号を利用した。従って、米国政府は本発明において一定の権利を有す
る。
【０００３】
（技術分野）
本発明は、生体試料を解凍した後にその生体試料が生存状態に維持されるような形での、
生体試料のガラス化方法に関する。
【０００４】
（背景技術）
人工生殖技術を広く応用するには、卵子、胚、精子および他の同様の生体試料を冷凍保存
できることが必須である。しかしながら、細胞が大量であり、しかも卵子および初期胚が
冷却に対して高い感受性を有するために、冷凍保存法はほとんどの動物であまり発達して
いない。
【０００５】
従来では、胚は「低速冷凍法」を用いて冷凍保存される。低濃度の凍結防止剤および通常
は０．１～０．３℃／分の範囲の低く制御された冷却速度によって、冷凍中に細胞を徐々
に脱水することで細胞内凍結を防止する。そのため、そのような手順を用いた卵子、胚お
よび他の発生細胞の冷凍保存によって、移入後に妊娠を確立・維持する能力がいずれも低
下する。卵子は、冷却時に中期紡錘微細管の完全性が破壊されるために凍結乾燥による損
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傷を特に受けやすい。
【０００６】
従来技術による別途の冷凍保存法は、急速に冷却するとガラス状状態となる高濃度の凍結
防止剤を用いたガラス化に基づいたものであった。しかしながら、このガラス化法には、
凍結防止剤が卵子、肺および他のデリケートな発生細胞に対して非常に有毒であるという
欠点を有する。凍結防止剤の毒性は冷却速度を高めることで低下させることができるが、
それは、電子顕微鏡検査グリッド上または薄壁ストロー（オープンプル（open pulled）
ストローと称される）内に保持された卵子を液体窒素内に直接入れることで行っていた。
しかし、これらの方法はいずれも煩雑であり、胚の再生に問題がある。
【０００７】
従って、試料の細胞の冷却速度を高め；ガラス化時およびその後の解凍時における試料の
生存性を維持し；試料に対する物理的ストレスを防止し；さらには冷凍保存および再生時
の操作を容易なものとすることができる生体試料のガラス化方法が望まれている。
【０００８】
（発明の開示）
本発明は、生体試料のガラス化法に関する。本発明の方法によれば、生体試料を直接冷凍
剤に曝露する。冷凍剤への曝露により、生体試料はガラス化する。ガラス化した生体試料
をある期間保存してから、後日解凍する。解凍された生体試料は生存状態に保たれている
。本発明による好ましい生体試料は発生細胞である。
【０００９】
本発明はまた、生体試料のガラス化方法であって、生体試料が直接冷凍剤に曝露されるよ
うな形で移動器具を用いて生体試料を液体窒素などの冷凍剤に入れる段階を含む方法に関
するものでもある。次に、移動器具によって保持しながら、生体試料のガラス化を行うが
、その際の好ましい移動器具はループである。そうして移動器具および生体試料は好まし
くは、冷凍剤内に入れた状態とし、冷凍剤の入った容器に移し入れる。その容器は好まし
くはバイアルである。次に、冷凍剤、ループおよびガラス化生体試料が入った状態でバイ
アルを密閉し、生体試料をさらに使用する必要が生じるまで冷凍保存することができる。
【００１０】
本発明の別の態様は、ガラス化に先だっての凍結防止剤中での生体試料の処理である。
【００１１】
本発明はまた、ガラス化された生体試料を解凍する方法に関する。その解凍方法は、生体
材料が冷凍保存されている冷凍剤から該生体試料を取り出す段階、ならびに該生体試料を
加温された解凍液に入れる段階を有する。解凍液は好適な容器に入っていても良く、好ま
しくは培養シャーレまたはストローに入っている。
【００１２】
本発明のさらに別の態様は、発生細胞のガラス化方法であって、各発生細胞が直接冷凍剤
に曝露されるような形で１以上の発生細胞を直接冷凍剤に入れることで該細胞をガラス化
させ；ガラス化した発生細胞が、解凍、培養および好適な宿主生物への移植を行うと、ガ
ラス化させていない同じ発生細胞と同等の受精率を与えることを特徴とする方法である。
好ましくは発生細胞は、冷凍剤に曝露している際はループ内にある。
【００１３】
本発明はまた、哺乳動物胚盤胞または哺乳動物分裂期胚のガラス化方法であって、各哺乳
動物胚盤胞または哺乳動物分裂期胚が直接冷凍剤に曝露されるような形で１以上の哺乳動
物胚盤胞または哺乳動物分裂期胚を直接冷凍剤に入れることでガラス化を行う段階を有し
、ガラス化した哺乳動物胚盤胞または哺乳動物分裂期胚の少なくとも８０％、より好まし
くは９０％が、解凍および好ましくは好適な基本培地中での培養後に生存していることを
特徴とする方法に関するものでもある。好ましくは哺乳動物胚盤胞または哺乳動物分裂期
胚は、冷凍剤に曝露している際はループ内にある。
【００１４】
本発明はさらに、ウマ胚またはブタ胚のガラス化方法であって、各胚が直接冷凍剤に曝露
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されるような形で１以上の胚を直接冷凍剤に入れることでガラス化を行う段階を有し、ガ
ラス化した胚の少なくとも２５％、より好ましくは５０％が、解凍および好ましくは好適
な基本培地中での培養後に生存していることを特徴とする方法に関するものでもある。好
ましくは胚は、冷凍剤に曝露している際はループ内にある。
【００１５】
本発明はさらに、生体試料ガラス化キットに関するものでもある。該キットは通常、試料
を直接冷凍剤に曝露することを記載した生体試料のガラス化について説明する説明書を有
する。このキットはさらに、移動器具（最も好ましくはループ）、ループと内容物となる
ガラス化試料を保持するのに適した大きさおよび形状のものであるバイアル、基本培地、
移動溶液および凍結防止剤など（これらに限定されるものではない）の１以上の適宜の構
成要素をも含む。
【００１６】
本発明はさらに、本発明の方法によってガラス化された生体試料に関するものでもある。
【００１７】
図１は、本発明による生体試料ガラス化方法を説明する模式図である。
【００１８】
（発明を実施するための最良の形態）
本発明においては、全体を通じて以下の用語を用い、それらの用語は本願に関して以下の
ように定義される。
【００１９】
基本培地：存在する生体試料の成長、操作、移動または保存用に特に製造された固体また
は液体の調製物。
【００２０】
冷凍保存：極低温での生体試料の保存。
【００２１】
発生細胞：発達して独立に存在することが可能な新たな個別の臓器となる能力を有する生
物の増殖体。発生細胞には精子、卵子、胚、桑実胚、胚盤胞および他の初期胚細胞などが
あるが、これらに限定されるものではない。
【００２２】
直接曝露：生体試料の表面のほとんどあるいは生体試料が入っている媒体、溶液または材
料が冷凍剤と直接接触するようになる場合、胚盤胞および胚などの生体試料は冷凍剤に「
直接曝露」される。
【００２３】
冷凍剤：生体材料のガラス化を起こすことができる液体窒素、液体プロパン、液体ヘリウ
ムまたはエタンスラッシュなどの液体ガスなど（これらに限定されるものではない）の材
料。
【００２４】
ループ：一般にはナイロン片または自由端で閉ループに成形された白金またはニッケル鋼
などの金属ワイヤ－を保持するロッド形状のハンドルからなる、小さい生体サンプル操作
用の器具。
【００２５】
移動器具：ガラス化プロセス時に生体試料および／または生体試料を含む媒体、溶液もし
くは材料を囲んだり保持するような形、および／または冷凍剤内での生体試料の操作が容
易となるような形の構造を有する、生体試料を操作して冷凍剤中に入れる器具であり、移
動器具によって生体試料を冷凍剤に直接曝露することができる。移動器具は、ループ、ハ
ンドル付きネットまたはハンドル装置を有するパドルなど（これらに限定されるものでは
ないが）の当業界で公知のそのような器具であることができる。本明細書で定義の「移動
器具」という用語は、電子顕微鏡検査グリッドおよびストロー（密閉ストローおよびオー
プンプルストローの両方を含む）を含まない。
【００２６】
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生存：ある期間にわたって生存および正常発達することができる生体試料。
【００２７】
ガラス化（ガラス化する）：試料中の水分が結晶化を起こさずにガラス様の状態を形成す
るように、生体試料が極低温まで急速に冷却される現象。
【００２８】
本発明は、米国暫定（ｐｒｏｖｉｓｉｏｎａｌ）特許出願６０／１０４２６６号（引用に
よって本明細書にその全内容が含まれるものとする）に基づいた生体試料のガラス化方法
に関する。
【００２９】
本発明の方法によれば、生体試料が冷凍剤に直接曝露されるように、その生体試料を冷凍
剤に直接入れる。冷凍剤に曝露すると、生体試料はガラス化を受ける。ガラス化を受けた
生体試料はある期間保存し、後日解凍することができる。解凍した生体試料は生存状態に
維持されている。
【００３０】
従って本発明は多くの用途を有する。本発明は、畜産、実験室的研究、絶滅危惧種保存、
ならびにヒトの人工生殖に用いることができる。
【００３１】
本発明の生体試料は、生きた細胞であるあらゆる種類の生存生体試料であることができる
が、好ましくは発生細胞であり、より好ましくは哺乳動物発生細胞である。そのような細
胞には、精子、胚、胚盤胞、桑実胚および卵子などがあり得るが、それらに限定されるも
のではない。そのような好ましい細胞は、ヒト；サルなどのヒト以外の霊長類；ラット、
マウスおよびハムスターなどの実験動物；ブタ、ヒツジ、ウシ、ヤギおよびウマまどの農
業家畜；動物学的に重要な動物および／または絶滅危惧動物など（これらに限定されるも
のではないが）の所望の哺乳動物源からのものであることができる。他の生存生物からの
他の発生細胞の使用も本発明の範囲に含まれ、その例としては爬虫類、両生類およびショ
ウジョウバエなどの昆虫などがある。本発明で使用するのに好適な他の細胞には、ヒト幹
細胞などの幹細胞および植物組織細胞の両方が含まれる。後述の実施例は、損傷に対して
極めて感受性であることから、冷凍保存法には優れたモデルとなるハムスター胚などの多
くの異なる細胞種を用いて本発明の使用について説明するものである。実施例ではまた、
当業界において低温損傷に対して極めて感受性であることが知られているウシの卵子およ
び胚を用いた場合の本発明の有効性も示してある。
【００３２】
好ましくは生体試料は、ガラス化前に移動器具に載置する。移動器具は、生体試料を冷凍
剤中に移動させることでき、その際に生体試料を冷凍剤に直接曝露させ、生体試料を非常
に急速に冷却させ、従って生体試料が最終的に細胞壁および他の非常に重要な細胞構成要
素を破壊することになり得る細胞内の氷結晶を形成せずにガラス化するようにする器具で
あることができる。
【００３３】
本発明の方法は、生体試料を冷凍剤に直接曝露するのではなく、密閉ストローもしくはオ
ープンプルストローなどの容器内に封入していた従来の先行技術法とは対照的である。
【００３４】
さらに本発明の方法は、冷凍剤中に入れた際に試料の容易な操作ができなくなるために、
試料の取り扱いが困難になって最終的にガラス化試料の再生率が低くなっていた顕微鏡検
査グリッドなどのオープンプレートに生体試料を載せていた従来の先行技術法とは異なる
ものである。従って本発明によって、ガラス化プロセス時における生体試料の取り扱いが
良好になり、それによって従来の顕微鏡検査グリッドガラス化法で知られている試料再生
率の問題が解決される。
【００３５】
本発明による移動器具は、ガラス化プロセス時に生体試料を取り囲んだり保持することか
ら、そのプロセス中に生体材料が失われない。従って移動器具は、平坦なシートまたは顕
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微鏡検査グリッドの場合のように、器具上に生体試料を載せるわけではないが、生体試料
あるいはその試料を含む媒体、溶液または材料を取り囲む強力な凝着力を介してループの
場合のように試料を所定の位置に実際に保持することができる。本発明の好ましい移動器
具には、ループ、ハンドルが取り付けられた小ネットおよび小スパーテルなどがあるが、
これらに限定されるものではない。スパーテル、ネットまたはループには当業界で公知の
方法で改良を行って、ループ、ネットもしくはスパーテル内への別のポリマー製メッシュ
もしくはワイヤーグリッドの取り付けなど、生体試料の所定位置での保持を行いやすくす
ることができる。好ましい実施態様では、ループはオープンループを有し、ロッド形末端
を介してバイアルのキャップ内部に直接取り付けられており、バイアルはガラス化生体試
料およびループが中で冷凍保存されるようにできる適切な大きさおよび形状を有する。予
想外に驚くべき点として、本発明のガラス化法でのループ使用によって、冷却速度が高ま
り、肉眼観察が容易となり、操作が容易となり、ガラス化試料を解凍・培養する際の生存
の成功率が高くなることが発見された。
【００３６】
好ましい実施態様では、生体試料をガラス化に先だって少量の凍結防止剤で処理する。本
発明の方法によってさらに、生体試料を使用する液相凍結防止剤に曝露する時間を短縮す
ることができることから、生体試料への凍結防止剤の毒性を低下させることができる。エ
チレングリコール、ポリエチレングリコール、ジメチルスルホキシド、グリセリン、プロ
パンジオール、糖類およびメチルペンタンジオールなどの凍結防止剤ならびに当業界で公
知の他のものは、冷凍保存時に大量に用いると、卵子および胚などの感受性細胞に対して
有毒なものとなり得る。本発明の方法により、当業界で従来説明されている冷凍保存法と
比較して、適宜使用される凍結防止剤が生体試料存在下に液相中に存在する時間を短縮す
ることができる。
【００３７】
冷却時間の短縮、液相凍結防止剤曝露時間の短縮ならびに生体試料の信頼できる保持およ
び操作が可能となることで本発明によって、発生細胞などの感受性生体試料の良好な冷凍
保存という当業界における長い間の課題が解決される。さらに実施例に記載しているよう
に本発明では、解凍および適切な基本培地での培養の際に、冷凍保存された胚盤胞もしく
は分裂段階胚が８０％、好ましくは９０％、好ましくは９０％超の生存率を有するように
、胚盤胞または分裂段階胚のガラス化率が良好となることが明らかになっている。さらに
本発明によって発生細胞のガラス化が可能となり、解凍、培養および好適な宿主生物への
移植時に、ガラス化発生細胞によって、同様に移植され冷凍保存されていない発生細胞と
同等の受精率が得られる。これによって、冷凍保存発生細胞を用いることで生じる低い妊
娠率という長い間の懸案が解決されるようになる。
【００３８】
さらに本発明の方法によって、これまでは冷凍保存の努力が奏功していなかった生体試料
の冷凍保存が可能となって、生存保存試料パーセントが有用なものとなる。注目すべき点
として、ブタ胚およびウマ胚を本発明に従ってガラス化することができ、解凍および培養
後に、ガラス化胚の少なくとも２５％、３０％、３５％、４０％または４５％、より好ま
しくは５０％、５５％、６０％、６５％、７０％または７５％が生存するようになる。
【００３９】
本発明によれば、当業界で公知の手段によって１以上の生体試料を採取し、好ましくは基
本培地に移動する。基本培地には、生体試料を低温化合物および／または増粘性化合物か
ら保護し、試料を移動器具（好ましくはループ）内に維持する上で役立つ凍結防止剤など
の１以上の適宜成分を含有させることができる。増粘性化合物は、フィコール、パーコー
ル、ヒアルロン酸、アルブミン、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）およびグリセリンなど
の（これらに限定されるものではない）当業界で公知の化合物であることができる。
【００４０】
本発明によれば好ましくは、生体試料を移動器具上に乗せる。試料は基本培地に入れるこ
とができ、ループもしくはパドルなどの移動器具を用いて、生体試料を基本培地からすく
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い取ることができる。好ましい実施態様では、移動器具はループであり、ループは好まし
くは基本培地に浸漬させてループ上に基本培地材料の薄膜を形成し、生体材料をピペット
を用いてループ内に直接入れる。胚、精子または卵子などの発生細胞を生体試料として用
いる場合、各ループ内に１以上を入れることができる。
【００４１】
次に、生体試料の入った移動器具を直ちに、生体試料が冷凍剤に直接曝露されて生体試料
のガラス化が可能となるように冷凍剤に入れる。好ましくは生体試料のピペットによる移
動器具上への載置と生体試料の冷凍剤中への投入との間の時間は４５秒以内、好ましくは
３０秒以内である。冷凍剤は、液体窒素、エタンスラッシュまたは他の当業界で公知の冷
凍剤であることができる。好ましくは生体試料は、ガラス化後の全ての操作を行っている
間、試料を解凍する時点まで、冷凍剤内に保持しておく。
【００４２】
次に、ガラス化生体試料を保存容器中に移動する。好ましい実施態様では移動器具は、バ
イアルキャップの内部まで取り付けられたループである。バイアルは冷凍剤を充填し、生
体試料のガラス化に使用される冷凍剤と同じ貯蔵槽に入れる。ガラス化後、まだループ内
に入っている生体試料を、冷凍剤から取り出すことなくバイアル中に密閉することができ
る。ガラス化生体試料およびループを冷凍剤内に入れている密閉バイアルは、無限に冷凍
保存することができる。
【００４３】
その後、生体試料を解凍することができ、生存生体試料をさらに発達させることができる
。解凍は、ガラス化生体試料の入ったバイアルを、それを入れた保存槽から取り出し、直
ちに生体試料の入った移動器具をバイアルから取り出し、移動器具および試料を解凍液に
投入することで行う。好ましい実施態様では保存バイアルは、冷凍剤、好ましくはバイア
ルに入っているものと同じ冷凍剤の入った貯蔵槽に入れる。冷凍剤内に入れた状態で、バ
イアルを開け、生体試料の入った移動器具を取り出し、直ちに解凍液に投入する。解凍液
は、特定の生体試料用の基本培地として適切であることが当業界で知られている培地（そ
れに限定されるものではない）などの、試料の生存性を保持しながら生体試料を解凍でき
るだけの溶液または材料であることができる。解凍後、利用される試料にとって一般的な
方法およびプロセスで、生体試料をさらに操作することができる。
【００４４】
図１に従い、本発明の好ましい方法についてさらに説明する。Ｉに示したように、適切な
基本培地に入った生体試料をループに直接入れるかループ中に直接すくい入れる。Ｉに示
したように、ループは磁石のバイアルキャップに取り付けてある。その後直ちに、図示し
たように液体窒素を充填した断熱ボックスであることができる貯蔵槽内に入った冷凍剤中
にループを直接入れる。別法として、冷凍剤を直接バイアルに入れることができ、バイア
ル自体内の冷凍剤に直接曝露することで生体試料をガラス化することができ、それによっ
て別個の貯蔵槽を用いる必要がなくなる。液体窒素下にある間は、ループは保存バイアル
中に入っており、ガラス化生体試料はループ内に留まる。複数のバイアルを貯蔵槽内にあ
るバイアルの大きさの穴に直立状態で入れることができるか、あるいは別法として、個々
のバイアルをピンセットその他の道具を用いて窒素下に維持することも可能であると考え
られる。そうして複数のバイアルを、ＩＩＩに示したような標準的なデュワー瓶などの好
適な容器中で無限に冷凍保存することができる。その後いずれかの時点で、上記で説明し
たガラス化手順の丁度逆の手順でＩＶに示したように、液体窒素などの冷凍剤下に、バイ
アルからループを取り出すことができる。必ずしも必要ではないが、解凍に先だって冷凍
剤の貯蔵槽を用いてバイアルを取り囲むことが簡便であるが、バイアル自体に入っている
冷凍剤は、解凍前の操作中、生体試料を冷凍保存された状態とするだけのものでなければ
ならない。次に、生体試料を解凍液に直接投入する。解凍液は、Ｖに示したようなオープ
ン培養シャーレなど簡便な手段に、あるいは移動銃中への直接負荷用のストローに入れる
ことができる。生体試料は解凍液中で直ちに希釈され、ループから出て浮遊する。次に、
生体試料を当業界で公知の適切な形で培養することができる。
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【００４５】
本発明の方法を用いる精子、卵子および胚などの感受性生体試料のガラス化は、本発明の
方法では生体試料と冷凍剤との間に絶縁層がないという点で、従来の冷凍保存手順に勝る
長所がある。使用される代表的な生体試料あるいは使用される生体試料を含む培地、溶液
その他の材料についての１～５μＬという非常に少ない量とともに、前記要素によって、
冷却時の熱交換が非常に迅速かつ均一となる。冷却速度が大きいことで、発生細胞などの
感受性細胞への冷却損傷が防止される。本発明で得られる極めて高い冷却速度により、使
用される凍結防止剤への曝露時間が短縮され、それによって試料への細胞毒性が低下する
。
【００４６】
本発明の方法の他の主要な利点には、操作中にサンプルを容易に肉眼観察できるようにす
るオープン系；高価な装置や複雑な装置を必要としない多数サンプルの迅速な冷凍；非常
に簡単なラベル表示および保存；ならびに簡単かつ迅速なサンプル昇温および再生などが
ある。ヒト臨床の分野などの密閉系が必要な利用分野については、標準的な冷凍バイアル
を用いることでそれを標準的なプラスチックシート内に密閉することができるか、あるい
は別法として、冷凍バイアルキャップ内の取出穴を密閉して、可能性のあるウィルス交差
伝染を防止することができる。
【００４７】
冷凍保存後の胚の生存性についての最終的な試験は、妊娠を確立および維持して正常な稔
性仔を得る能力である。２つの理由から、それにはハムスターが優れたモデルである。第
１に、何らかの方法を用いた冷凍保存後にハムスター仔繁殖に成功したという文献報告を
本発明の発明者らが見いだせなかったということから明らかなように、in vitro環境に対
する感受性のために、それは非常に感受性の高いモデルとなる。第２に、ハムスターは妊
娠期間がわずか１６日であり、３～４ヶ月後に性的成熟に達する。後述の実施例には、生
存胚の冷凍保存において本発明の方法が成功し、その胚は解凍して正常仔繁殖に用いて、
９０％以上の成功率を得ることができることを示してある。
【００４８】
ウシ胚、特にはウシ卵子は、冷却損傷に対して非常に感受性であることが報告されている
。さらに、その胚における高い脂質含有率が、冷凍保存法に対するウシ胚の高感受性に関
連していた。以下の実施例で示すように、卵子および分裂段階ウシ胚について本発明の方
法を用いるガラス化により、高い孵化成功パーセント率で、その後に培養で発達させて桑
実胚／胚盤胞とすることができた。
【００４９】
本発明はまた、生体試料ガラス化用キットに関するものでもある。そのキットには、試料
を冷凍剤に直接曝露することを記載した、生体試料のガラス化について説明する説明書が
含まれる。キットはさらに、移動器具（最も好ましくはループ）、ループと内容物となる
ガラス化試料を保持するのに適した大きさおよび形状のものであるバイアル、基本培地、
移動溶液および凍結防止剤など（これらに限定されるものではない）の１以上の適宜の構
成要素をも含む。
【００５０】
以下の実施例により、本発明についてさらに詳細に説明するが、本発明はこれらに限定さ
れるものではない。本願に挙げられる引用文献はいずれも、引用によって本明細書に含ま
れるものとする。
【００５１】
実施例１－ウシおよびハムスターの卵子および胚のガラス化方法およびガラス化用材料
Ａ．培地
以下の実施例で使用した培地は、レーンら記載の方法（Lane et al., Mol. Reprod. Dev.
, 50: 443-450 (1998)）に従って調製したハムスター胚培地－１０（ＨＥＣＭ－１０）で
あった。胚の採取および冷凍保存については、２０ｍＭ　ＮａＨＣＯ３を２０ｍＭ　Ｈｅ
ｐｅｓ（ｐＨ７．３５）に代えたＨＥＣＭ－１０のＨｅｐｅｓ緩衝調製培地を用いた。使
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用直前に、培地に凍結防止剤溶液を加えた。ウシ胚培養用の培地は、ガードナーら記載の
（Gardner et al., Hum. Reprod. 13: 3434-3440 (1998)）Ｇ１．２およびＧ２．２とし
た。全ての塩、炭水化物、アミノ酸、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、エチレングリ
コールおよびショ糖は、シグマ社（Sigma Chemical Company, St. Louis, MO）から購入
した。ウシ血清アルブミンは、バイエル・ダイアグノスティクス（Bayer Diagnostics）
から購入した。
【００５２】
Ｂ．ハムスター胚の採取および培養
ハムスター胚は、レーンらによって既報の方法（Lane et al., Mol. Reprod. Dev., 50: 
443-450 (1998)）に従って、過剰排卵雌から採取した。ハムスター胚は前核１－細胞期ま
たは２－細胞期のいずれかで冷凍保存した。ハムスター胚は、レーンらの方法（Lane et 
al., Mol. Reprod. Dev., 50: 443-450 (1998)）に従って、ＨＥＣＭ－１０で培養した。
得られた胚盤胞の細胞数を、トリトン処理後のヨウ化プロピジウム染色によって評価した
。
【００５３】
Ｃ．ウシ胚のin vivto成熟／in vitro受精／in vitro培養（ＩＶＭ／ＩＶＦ／ＩＶＣ）
未成熟ウシ卵子を卵巣から摘出し、クリシャーら記載の方法に従って（Krisher et al., 
Biol. Redprod. 60: 1345-1352 (1999)）成熟させた。成熟卵子は、ガラス化および解凍
するか、あるいは対照として用いる場合はガラス化および解凍を行わず、クリシャーら記
載の方法によって（Krisher et al., Biol. Redprod. 60: 1345-1352 (1999)）in vitro
で受精させた。受精後、推定受精体を単離し、順次の培地Ｇ１．２およびＧ２．２で、各
培地について７２時間培養した。計１４４時間後、桑実胚／胚盤胞ならびに胚盤胞期への
発達を評価した。
【００５４】
Ｄ．ループを用いたガラス化
ガラス化用に用いたループは、エポキシによって冷凍バイアル（Hampton Research, Lagu
na Niguel, CA）の蓋に保持されたステンレス管上に取り付けられたナイロンループ（幅
２０μｍ、直径０．５～０．７ｍｍ）からなるものであった。凍結防止剤を用いた２段階
負荷を用いて卵子および胚をガラス化した。最初に卵子および胚を、１０％ＤＭＳＯおよ
び１０％エチレングリコールを含む凍結防止剤溶液Ｉに１～３分間入れてから、２０％Ｄ
ＭＳＯおよび２０％エチレングリコール、１０ｍｇ／ｍＬフィコール（分子量４００００
０）および０．６５Ｍショ糖を含む溶液ＩＩに約２０秒間移した。次に、溶液ＩＩに予め
浸漬して薄膜を形成しておいたループに細胞を移した。ハムスター胚の場合、１０～１２
個の胚をループに乗せ、ウシ胚の場合３～６個の胚を各ループに乗せた。次に、ナイロン
ループに懸濁させた胚を直接液体窒素に投入した。冷凍バイアルを予め液体窒素に浸して
おくことで、液体窒素の入った冷凍バイアル中に、胚の入ったループを投入し、１回の動
作で液体窒素下で密閉した。
【００５５】
卵子および胚を、ショ糖を用いる２段階希釈によって解凍した。冷凍バイアルを液体窒素
に浸しておきながら、バイアルを開け、細胞の入ったループを液体窒素から取り出し、次
に０．２５Ｍショ糖を含む基本培地のウェルに直接挿入した。卵子／胚は直ちに、ループ
から解凍液中に落下した。２分後に卵子をその溶液から取り出し、０．１２５Ｍショ糖を
含む基本培地にさらに５分間移した。次に、卵子／胚を基本培地で５分間にわたり２回洗
浄し、その後培養に戻した。
【００５６】
Ｅ．オープンプルドストロー法を使用したガラス化（ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ）
比較の目的で、Ｖａｊｔａら，Ｃｒｙｏ－Ｌｅｔｔｅｒｓ　１８：１９１－１９５（１９
９７）によって記載されたオープンプルドストロー（ＯＰＳ）法を使用してハムスターの
胚をガラス化した。上記と同じ濃度のエチレングリコールとＤＭＳＯとから成る凍結保護
剤の２段階充填を使用して、１０－１２個の胚を凍結保護剤に接触させた。胚を第二凍結
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充填し、胚を収容したストローを液体窒素に直接浸漬させた。解凍のためには、加温中の
圧力増加によって胚をストローから押出し、上記のように解凍した。
【００５７】
Ｆ．胚移植
ハムスターの桑実胚／胚盤胞を３日目（ｄａｙ３）（非同期の前日（－１　ｄａｙ））の
偽妊娠レシピエントに移植した。各子宮ホルンに８個の胚を移植した。妊娠１４日目に数
匹の動物を安楽死させ、着床率及び胎児発生率を測定した。残りの雌は妊娠１６日目に出
産した。産まれた仔の数を誕生直後に記録した。
【００５８】
Ｇ．統計学的分析
分布が二項分布である線形－ロジスティック回帰を使用して処理間の発生の差異を評価し
た（Ｇｌｉｍ　４．０，Ｎｕｍｅｒｉｃａｌ　Ａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ　Ｇｒｏｕｐ，Ｏｘ
ｆｏｒｄ，ＵＫ）。実験日も１つの要因であった。ガウスの正規分散及び均等分散が確認
されたので分散分析を使用して細胞数の差異を評価した。処理間の多重比較をＢｏｎｆｅ
ｒｒｏｎｉの多重比較手順によって評価した。
【００５９】
実施例２－ハムスターの胚のガラス化及びその後の発生
本発明のループを使用してハムスターの２細胞胚をガラス化し、凍結保護剤に接触させた
対照胚、または、実施例１に記載のようなＯＰＳ法を使用してガラス化した胚の結果に比
較した。ハムスターの胚を輸卵管から採取し、対照、ループガラス化またはＯＰＳガラス
化に配分した。以下の表１に示すように、ループ内でガラス化した胚は、ＯＰＳを使用し
てガラス化した胚に比較して、桑実胚／胚盤胞期及び胚盤胞期まで発生した胚の数が有意
に増加していた。
【００６０】
表１に示すように、どちらかの方法によってガラス化後に培養したとき、桑実胚／胚盤胞
または胚盤胞期まで発生を継続できた２細胞胚の数は対照胚に比較して有意に減少してい
た。しかしながら表１に示すように、ガラス化した２細胞胚から得られた胚盤胞の細胞数
（分割率の指標）はガラス化しなかった２細胞胚に統計的に均等であった。ラットの２細
胞胚もループを使用したガラス化に成功し、解凍後に対照胚と同様の７５％の分割率で正
常に発生した（ｎ＝１０）。
【００６１】
ガラス化に感受性な胚の能力を更に評価するために、１細胞胚で実験を繰り返した。但し
、１細胞胚では初期希釈度の凍結保護剤に接触させる時間を２分から１分に短縮した。１
細胞胚を凍結保護剤溶液に（ガラス化を伴わずに）２分間接触させると発生が著しく減少
することが予備試験で証明されていた。再度、輸卵管から胚を採取し、対照、ループガラ
ス化またはＯＰＳガラス化に配分した。
【００６２】
表１に示すように、ハムスターの１細胞胚はループによるガラス化後、培養中に分割し桑
実胚／胚盤胞期まで発生を継続することが可能であった。ループを使用してガラス化した
胚では、ＯＰＳを使用してガラス化した胚に比較して、ガラス化後の発生率が有意に増加
していた（表１）。ハムスターの卵母細胞もまた、ループを使用したガラス化に成功し（
ｎ＝２０）、その後に受精し、ほぼ１０％の割合で桑実胚／胚盤胞期まで発生した。この
割合は凍結保存しなかった対照卵母細胞と同等である。
【００６３】
【表１】
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【００６４】
実施例３－ガラス化後のハムスターの１細胞胚及び２細胞胚の生存率
ループ法またはＯＰＳ法を使用してハムスターの胚をガラス化した。加温後、胚を桑実胚
／胚盤胞期まで培養し（ガラス化した胚及び対照胚の双方）、偽妊娠レシピエントに移植
した。以下の表２に示すように、２細胞期に予めガラス化しておいた桑実胚／胚盤胞期の
胚が着床し生存胎児まで発生する生存率を凍結保存しなかった対照胚に比較すると、差異
は存在しなかった。しかしながら表２に示すように、ＯＰＳを使用してガラス化したとき
に着床し生存胎児まで発生できた胚の数は有意に減少していた。ループを使用して２細胞
期にガラス化した桑実胚／胚盤胞を移植した追加の２匹の雌が出産し、５匹の正常仔が誕
生した。これらの仔は形態学的に健常で生殖能力のある成体に発生した。
【００６５】
同様に、ハムスターの１細胞胚の場合、表２に示すように、ループを使用するガラス化は
着床及び胎児発生に影響しなかった。ＯＰＳを使用してガラス化した胚は先行実験で観察
されたように培養中の生存率が低かったので移植しなかった。このばあいにも、ループを
使用して２細胞期にガラス化した桑実胚／胚盤胞を移植した２匹の雌が出産し、合計９匹
の仔が誕生した。誕生後６－９日の間に母ハムスターが仔を１匹食べてしまった。残りの
仔は形態学的に健常で生殖能力のある成体に発生した。
【００６６】
【表２】
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【００６７】
実施例４－ウシ卵母細胞のガラス化、分割期の胚及び胚盤胞
本発明のガラス化方法が種々の細胞特性をもつ胚のガラス化に成功する能力を有するか否
かを判定するために、ウシの卵母細胞及び胚を実施例１の教示に従ってガラス化し、それ
らの生存率及びその後の発生を評価した。結果を表３に示す。卵母細胞及び胚を対照グル
ープまたは本発明の方法を使用するループガラス化グループに配分した。ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ産生した胚盤胞はループを使用するガラス化に成功し、表３に示すように８０％を上回
る膨張胚盤胞がガラス化後に膨張を再開し孵化することが可能であった。対照胚盤胞を培
養すると、４８時間の培養後に１００％の孵化率を示した。更に、完全に孵化した胚盤胞
の７５％がループガラス化を使用したガラス化に成功した。本発明のガラス化方法を使用
してガラス化したウシの８細胞胚をガラス化し加温すると、その後の生存率（桑実胚／胚
盤胞期まで及び胚盤胞期までの発生によって評価）は、表３に示すように、凍結保存しな
かった新しい胚で得られた生存率に均等であった。４細胞期の胚のガラス化は、新しい胚
に比較して生存率を多少減少させたが、表３に示すように、多くが桑実胚／胚盤胞期まで
正常な発生を完了できた。ウシの卵母細胞は低温損傷に極めて感受性であり、凍結保存後
に何らかの成功を示した報告は殆どない。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ成熟したウシＭＩＩ卵母細胞
はループを使用したガラス化に成功した。ガラス化し加温した卵母細胞はその後に受精し
、そのうちの３３％が桑実胚／胚盤胞期まで発生を継続した（ｎ＝４２）。
【００６８】
【表３】
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【００６９】
実施例５－ヒト及びマウスの胚盤胞のガラス化方法及び材料
Ａ．培養培地
胚の培養培地はＧ１．２及びＧ２．２（ＩＶＦ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓｃａｎｄｉｎａｖ
ｉａｎ，Ｇｏｔｈｅｎｂｕｒｇ，Ｓｗｅｄｅｎ）であった。胚の採取培地はＨＥＰＥＳ改
質Ｇ１．２（Ｈ－Ｇ１．２）であり、凍結保存及び解凍用の基本培地はアミノ酸及びビタ
ミンを含まないＨＥＰＥＳ緩衝改質Ｇ２．２（Ｈ－Ｇ２．２）であった。双方の改質培地
は、２０ｍＭのＮａＨＣＯ３を２０ｍＭのＨＥＰＥＳで置換することによって培地を改質
し、ｐＨ７．３５に調整したものである。
【００７０】
Ｂ．マウス
４－６週齢の雌のＦ１（Ｃ５７ＢＬ６ｘＣＢａ）マウスから胚を採取した。雌マウスを５
ｉｕの妊馬血清型ゴナドトロピン（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏ
ｕｉｓ，ＭＯ）で刺激し、４８時間後に５ｉｕのヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ；Ｓ
ｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）で刺激した。ｈＣＧの注入後、雌マウスを同系統
の雄マウスと同居させ、翌朝、膣栓の存在によって交配が生じたことを確認した。ｈＣＧ
の２２時間後に受精卵を採取し、Ｈ－Ｇ１．２中で０．５ｍｇ／ｍｌのヒアルロニダーゼ
と共に１分間未満のインキュベーションを行うことによって周囲の卵丘から剥離した。受
精卵をＨ－Ｇ１．２中で２回洗浄し、培養した。
【００７１】
Ｃ．マウス胚培養物
マウスの受精卵を１０個ずつのグループにしてＧ１．２培地の２０μｌ液滴に入れ、５％
ＣＯ２の空気から成る湿潤雰囲気下、３７℃で培養した。４８時間の培養後、８細胞胚を
Ｇ２．２培地で３回洗浄し、Ｇ２．２培地の２０μｌ液滴中で更に４８時間培養した。９
６時間培養後に胚盤胞の発生を評価した。
【００７２】
Ｄ．ヒト胚培養物
胚盤胞増殖用の培養系をＧａｒｄｎｅｒら，Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．１３：３４３４－４
０（１９９８）に記載の方法で作製した。卵母細胞の回収後、卵丘に包囲された卵母細胞
を胎児臍帯血清（ＦＣＳ）を加えたＨａｍのＦ－１０培地でインキュベートして、精液注
入の準備をした。精液の初期パラメーター次第で、５０－７０－９５不連続勾配法または
ミニ勾配法で精液を調製した（Ｐｕｒｅ　Ｓｐｅｒｍ，Ｎｉｄａｃｏｎ，Ｇｏｔｈｅｎｂ
ｕｒｇ）。得られたペレットをＨａｍのＦ－１０培地で洗浄した。正常な精液注入のため
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に、各卵母細胞に５０－１００，０００精子／ｍＬを添加した。細胞質内注入（ＩＣＳＩ
）を行ったときは、ヒアルロニダーゼ及び吸引ピペットを使用して卵母細胞を剥離した。
成熟卵母細胞の各々を、１５％のＦＣＳを加えたリン酸塩緩衝生理食塩水の６μｌ液滴に
入れた。パートナーの精子をＰＶＰ（ＩＶＦ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓｃａｎｄｉｎａｖｉ
ａｎ）の６μｌ液滴に入れた。全部の液滴をＯｖｏｉｌ（ＩＶＦ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓ
ｃａｎｄｉｎａｖｉａｎ）で被覆した。ＩＣＳＩは、Ｎｉｋｏｎ倒立顕微鏡上でＮａｒｉ
ｓｈｉｇｅマイクロマニピュレーターで行った。次に、注入した卵母細胞を洗浄し、受精
を評価するまでＧ１．２を入れた管に維持した。精子注入またはＩＣＳＩの１５－１８時
間後に受精を評価した。２７ゲージの使い捨て針で解剖して卵丘及びコロナ細胞を切除し
て器官培養皿に維持した。得られた２個の前核胚を十分に洗浄し、次いで２－３個のグル
ープにして１ｍＬのＦａｌｃｏｎ培養管に入れたＧ１．２培地中で５％ＣＯ２の空気中で
培養した。
【００７３】
４８時間の培養後、胚を３回洗浄し、更に７２時間培養した。６日目に、当業界で公知の
従来の方法では凍結保存に十分な品質を有していないと考えられた胚盤胞、即ち、十分に
膨張しないかまたは内部細胞塊の発生が不十分であった胚盤胞を本発明方法によってガラ
ス化した。
【００７４】
Ｅ．ループを使用するガラス化
ガラス化に使用したループは、クリオバイアルの蓋に挿入されたステンレススチール管に
装着されたナイロンループ（２０μｍ幅；０．５－０．７ｍｍ径）から構成されていた。
ループを購入し（Ｈａｍｐｔｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｌａｇｕｎａ　Ｎｉｇｕｅｌ，Ｃ
Ａ）、装着し、次いでバイアル内でエポキシ化した。蓋の金属インサートが存在するので
、所望の場合にはループ操作用の小磁石の付いたハンドルを使用できる。
【００７５】
凍結保護剤の２段階充填を使用して胚盤胞をガラス化した。最初に、胚盤胞を１０％のＤ
ＭＳＯと１０％のエチレングリコールとを含有する凍結保護溶液Ｉに入れて２分間維持し
た。次いで、２０％のＤＭＳＯと２０％のエチレングリコールと１０ｍｇ／ｍｌのフィコ
ール（分子量４００，０００）と０．６５Ｍのショ糖とを含有する溶液ＩＩに移してほぼ
２０秒間維持した。これらの凍結保護剤の濃度及び接触時間は、ループ手順を使用する齧
歯類及び家畜の胚のガラス化に最適であることが予め証明されていた。胚盤胞を凍結保護
溶液Ｉ中に維持している間に、ループを凍結保護溶液ＩＩに浸してループに薄膜を形成す
る。次に胚盤胞を溶液ＩＩからループ上の凍結保護剤の膜に移した。胚盤胞を含んだルー
プを次にクリオバイアルに入れ、クリオバイアルを液体窒素に沈めて液体窒素で満たした
。クリオバイアルを予め液体窒素に沈めておくことによって、液体窒素を含んでいるクリ
オバイアルに胚盤胞を含んだループを入れ、液体窒素下で１動作でシールすることが可能
であった。バイアルを標準ケーンに保存した。
【００７６】
ショ糖による２段階希釈を使用して胚盤胞を解凍した。クリオバイアルを液体窒素に沈め
たままでバイアルを開き、胚盤胞を含んだループを液体窒素から取り出して、０．２５Ｍ
のショ糖を含む基本培地のウェルに直接配置した。胚盤胞は直ちにループから解凍溶液中
に落下した。２分後にこの溶液から胚盤胞を取り出し、０．１２５Ｍのショ糖を含む基本
培地に移して更に３分間維持した。次いで、胚盤胞を基本培地で５分間を要して２回洗浄
し、培養培地に戻した。
【００７７】
ガラス化後、胚盤胞の発達を評価する前に、マウス及びヒトの胚盤胞をＧ２．２培地中で
６時間培養して膨張の再開を評価した。移植前の解凍胚盤胞を評価するために使用される
標準期間が６時間なので、６時間のインキュベーションを選択した。
【００７８】
Ｆ．胚盤胞発達の評価
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マウス及びヒトの胚盤胞の発達をその後の生存率のマーカーとして評価した。胚盤胞の付
着及び発達を評価するために、１０％胎児臍帯血清を加えたＧ２．２培地に胚盤胞を移し
た。５００μｌの液滴中の０．１％のゼラチンを予めコートした４ウェルのプレート（Ｎ
ｕｎｃｌｏｎ，Ｄｅｎｍａｒｋ）中で胚盤胞を５％ＣＯ２の空気中で３７℃で４８時間培
養した。２４時間培養後に胚盤胞の孵化及び付着を評価し、更に２４時間培養後に発達を
評価した。内部細胞塊（ＩＣＭ）及びトロフェクトデルムの発達を、発達の量に基づいて
０－３のスコアで示した。Ｓｐｉｎｄｌｅ　ａｎｄ　Ｐｅｄｅｒｓｏｎ，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｚ
ｏｏｌ．，１８６：３０５－３１８（１９７２）に記載されているように、スコア０は発
達が生じなかったことを示し、３は広範囲の発達を示す。
【００７９】
Ｇ．マウスの胚盤胞生存率の評価
ガラス化後のマウス胚盤胞の生存率を偽妊娠レシピエントに移植することによって評価し
た。加温後、移植の前に、胚盤胞をＧ．２．２培地中で６時間培養した。６時間の期間後
に膨張を再開した胚盤胞をプールし、移植する胚盤胞を無作為に選択した。各子宮ホルン
に６個の胚盤胞を移植した。妊娠１５日目に、着床、胎児の発生及び胎児の体重を評価し
た。対照には凍結保存しなかった胚盤胞を使用した。
【００８０】
Ｈ．統計学的分析
ガラス化後の孵化、付着及び生存率の差異をＹａｔｅｓ補正を伴うχ２（カイ２乗）分析
によって評価した。ＩＣＭ及びトロフェクトデルムの双方の発達データを先ずＫｏｌｍｏ
ｇｏｒｏｖ－Ｓｍｉｒｎｏｖテストで処理してデータが正規であることを決定した。次に
Ｆテストを使用して２つのグループのデータが均等分散を有することを評価した。正規分
散及び均等分散を確定した後で、スチューデントのｔ検定で発達の差異を評価した。
【００８１】
実施例６－マウス胚盤胞のガラス化
合計１６０個のマウスの胚盤胞を本発明のループを使用してガラス化した。ガラス化後、
これらの胚盤胞の１００％が培養中に膨張を再開できた。表４に示すように、培養中に孵
化及び付着し得るガラス化胚盤胞の能力を対照胚に比較すると、差異は存在しなかった。
同様に表４に示すように、培養中のＩＣＭまたはトロフェクトデルムの発達能力に関して
も対照胚盤胞とガラス化胚盤胞との差はなかった。
【００８２】
ガラス化及び解凍後、６０個の胚盤胞を偽妊娠レシピエントに移植し、これらの胚盤胞の
生存率を対照、即ち、凍結保存しなかった同胞の胚盤胞の生存率に比較した。着床し胎児
に発生する能力に関してはガラス化した胚盤胞と対照胚盤胞との差はなかった。得られた
胎児の体重の比較でもガラス化した胚盤胞（０．２４５±０．０２１ｇ）は対照胚盤胞（
０．２５０ｇ±０．０１７ｇ）と同等であった。ガラス化した胚盤胞と対照胚盤胞との双
方から生じた全部の胎児が形態学的に正常であった。更に、（子宮ホルンあたり４個ずつ
の）８個のガラス化した胚盤胞が移植された雌のレシピエントが出産した。形態学的に正
常な３匹の仔が誕生した。
【００８３】
【表４】
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【００８４】
実施例７－ヒト胚盤胞のガラス化
最小から半分までの範囲に膨張した１８個のヒト胚盤胞を本発明方法でループを使用して
ガラス化した。そのうちの１１個の胚盤胞（８３．３％）が培養中に膨張を再開した。培
養中の孵化とＩＣＭ及びトロフェクトデルムの発達とに関しては表５に示すように、ガラ
ス化した胚盤胞と凍結保存しなかった対照胚盤胞とが同様の能力を示した。
【００８５】
【表５】

【００８６】
実施例８－８日目のウシ胚盤胞のガラス化
この実施例では以下の溶液を使用した：
凍結溶液：
溶液１：１０％のエチレングリコールと１０％のＤＭＳＯとを含有する基本培地（実施例
１に教示）；
溶液２：０．６５Ｍのショ糖と２０％のエチレングリコールと２０％のＤＭＳＯと１０ｍ



(17) JP 4318861 B2 2009.8.26

10

20

30

40

50

ｇ／ｍｌのフィコールとを含有する基本培地：
解凍溶液：
溶液１：０．２５Ｍのショ糖を含む基本培地；
溶液２：０．１２５Ｍのショ糖を含む基本培地；
溶液３：基本培地；
溶液４：基本培地。
【００８７】
実施例１に記載の方法でウシ胚盤胞を作製した。ガラス化に先立って全部の胚盤胞をある
程度まで膨張させた。標準装置を使用し、凍結溶液２に浸しておいたループに胚盤胞をピ
ペットで注入した。各ループが１個の胚盤胞を受容した。胚盤胞を含んだループを次に、
凍結溶液１中で２分間処理し、次いで粘性フィコール溶液を含む凍結溶液２で３０秒間処
理し、直ちに液体窒素に直接浸漬させてガラス化した。胚盤胞を液体窒素中で３０－９０
分間凍結保存し、次いで解凍した。
【００８８】
胚盤胞を解凍するために、胚盤胞とガラス化胚盤胞を含んだループとを解凍溶液１－４の
各々に順次５分間ずつ配置した。
【００８９】
本発明方法によってガラス化し解凍した１３個の胚盤胞のうち、９個の胚盤胞が４８時間
培養後に孵化した。
【００９０】
第二セットの４個の胚盤胞を上述のようにガラス化し、解凍し、培養した。４８時間培養
後に４個の胚盤胞全部が孵化に成功した。
【００９１】
第三セットの８日目のウシ胚盤胞を実施例１に記載の方法で作製した。合計１２個の胚盤
胞を使用し、各ループに２個の膨張胚盤胞を配置した。解凍プロセスを以下の計画で行っ
た以外は上記と同じ手順で胚盤胞をガラス化し、解凍し、培養した。解凍プロセス：溶液
１に２分間、溶液２に５分間、溶液３に５分間、及び、溶液４に５分間。４８時間培養後
、１１個の胚盤胞が孵化した。
【００９２】
実施例９－９日目のウシ胚盤胞のガラス化
ウシ胚盤胞を実施例１に記載の方法で作製し、実施例８に記載の方法でガラス化した。次
に実施例８に記載の方法で胚盤胞を解凍し、培養した。４８時間後、８０％の胚盤胞が孵
化した。
【００９３】
実施例１０－７日目のウシ胚盤胞のガラス化
７日目のウシ胚盤胞を実施例１に記載の方法で作製し、実施例１に記載のＧ１．２／Ｇ２
．２を使用して培養した。合計２０個の胚盤胞を実施例８に記載の方法でガラス化し、解
凍し、ループあたり２－３個の胚盤胞にして２時間凍結した。次に実施例８に記載の方法
で胚盤胞を解凍し、培養した。解凍した胚盤胞を４８時間培養した後、２０個のうちの１
５個の胚盤胞が孵化し、２個が膨張を再開した。
【００９４】
７日目の胚盤胞について、ループあたり１－２個の胚盤胞にして上記の手順で第二の実験
を実施した。４８時間の培養後、３３個のうちの２９個のガラス化した胚盤胞が孵化した
。
【００９５】
実施例１１－ウシ卵母細胞のガラス化
この実施例では、本発明方法を使用するウシ卵母細胞のガラス化を、公知のオープンプル
ドストロー（ＯＰＳ）法を使用してガラス化した卵母細胞及び凍結しなかった対照卵母細
胞に比較した。実施例８に記載の溶液を使用し、ガラス化すべき卵母細胞を溶液１で３５
秒間処理し、次いで単独の溶液２または粘性溶液を加えた溶液２で３０秒間処理した。次
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に卵母細胞を、ストローあたり１－３個、またはループあたり１－３個にして、液体窒素
に浸漬させることによって凍結させた。ガラス化した後、全部の卵母細胞を実施例８の溶
液を使用して以下の計画で解凍した：溶液１に１分間；溶液２に５分間；溶液３に５分間
；及び溶液４に５分間。次に、ウシ卵母細胞を成熟培地に戻して２分間維持し、正常に受
精させた。１日後、卵母細胞を実施例１のＧ１．２培地に移した。４日後、分割した胚を
実施例１に記載の新しいＧ１．２培地に移した。対照卵母細胞は３７．５％が分割を生じ
、本発明方法でガラス化した卵母細胞は１９％が分割を生じたが、ＯＰＳ法を使用してガ
ラス化した卵母細胞で分割を生じたのは１４％であった。次に卵母細胞を新しいＧ２．２
培地に移して更に４日間培養した。８日後、出発卵母細胞の表皮を剥離した２４個の対照
のうちの２個だけが桑実胚発生期に到達した。比較として本発明方法でガラス化した１６
個の卵母細胞のうちの３個が桑実胚発生期に到達した。比較としてＯＰＳ法を使用してガ
ラス化した２８個の卵母細胞で桑実胚発生期に到達したものはなく、ＯＰＳ法の最も成功
した唯一の例は１６－３２細胞期まで進行したが、このような卵母細胞は４個しか生存し
なかった。
【００９６】
実施例１２－マウス及びヒトの卵母細胞のガラス化方法及び材料
Ａ．培養培地
胚の培養培地は５ｍｇ／ｍｌのヒト血清アルブミンを加えたＧ１．２及びＧ２．２であっ
た（Ｇａｒｄｎｅｒら，Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．１３：３４３４－４０（１９９８））。
胚の採取及びガラス化用の培地はＨＥＰＥＳ改質Ｇ１．２（Ｈ－Ｇ１．２）であり、凍結
保存及び解凍用の基本培地は、２０ｍＭのＮａＨＣＯ３を２０ｍＭのＨＥＰＥＳで置換す
ることによって培地を改質し、ｐＨ７．３５に調整したＥＤＴＡを含まないＨＥＰＥＳ緩
衝改質Ｇ１．２であった。
【００９７】
Ｂ．マウス
４－５週齢の雌のＦ１（Ｃ５７ＢＬ６ｘＣＢａ）マウスから卵母細胞を採取した。雌マウ
スを５ｉｕの妊馬血清型ゴナドトロピン（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ
．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）で刺激し、５３時間後に５ｉｕのヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣ
Ｇ；Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）で刺激した。ｈＣＧ注入の１４時間後に卵
母細胞を採取し、Ｈ－Ｇ１．２中で０．５ｍｇ／ｍｌのヒアルロニダーゼと共に１分間未
満のインキュベーションを行うことによって周囲の卵丘から剥離した。卵母細胞をＨ－Ｇ
１．２中で２回洗浄し、精液注入するかまたは凍結保存した。
【００９８】
Ｃ．ヒト卵母細胞の採取
Ｇａｒｄｎｅｒら，Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．１３：３４３４－４０（１９９８）に従って
被験者を刺激して多数卵母細胞を産生させた。卵母細胞を卵胞から排出させ、Ｇ１．２培
地に入れて４時間維持した。Ｇ１．２中でヒアルロニダーゼと共にインキュベーションす
ることによって卵母細胞を周囲の卵丘から剥離した。次に未成熟の卵母細胞を胎児臍帯血
清を加えたＧ２．２中で２４時間培養した。次に成熟したＭＩＩ卵母細胞を対照またはル
ープを使用するガラス化に配分した。
【００９９】
Ｄ．マウス及びヒトの卵母細胞のループガラス化
凍結保護剤の２段階充填を使用して卵母細胞をガラス化した。最初に、卵母細胞を１０％
のＤＭＳＯと１０％のエチレングリコールとを含有する凍結保護溶液Ｉに入れて１分間維
持した。次いで、２０％のＤＭＳＯと２０％のエチレングリコールと１０ｍｇ／ｍｌのフ
ィコール（分子量４００，０００）と０．６５Ｍのショ糖とを含有する溶液ＩＩに移して
ほぼ２０秒間維持した。卵母細胞を次に、溶液ＩＩに予め浸して薄膜を形成したループに
移し、液体窒素に直接浸漬させた。クリオバイアルを液体窒素に予め沈めておくことによ
って、液体窒素を含んでいるクリオバイアルに卵母細胞を含んだループを入れ、液体窒素
下で１動作でシールすることが可能であった。バイアルを標準ケーンに保存した。
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【０１００】
ショ糖による２段階希釈を使用して卵母細胞を解凍した。クリオバイアルを液体窒素に沈
めたままでバイアルを開き、細胞を含んだループを液体窒素から取り出して、０．２５Ｍ
のショ糖を含む基本培地のウェルに直接配置した。卵母細胞は直ちにループから解凍溶液
中に落下した。２分後にこの溶液から卵母細胞を取り出し、０．１２５Ｍのショ糖を含む
基本培地に移して更に３分間維持した。次いで、卵母細胞をＨ－Ｇ１．２培地で５分間を
要して２回洗浄し、培養培地に戻した。
【０１０１】
Ｅ．マウス卵母細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精及び胚培養
１２－１６週齢の雄のＦ１（Ｃ５７ＢＬ６ｘＣＢａ）マウスの精巣上体から精子を１ｍｇ
／ｍｌのグルタチオンと５ｍｇ／ｍｌのＨＳＡ（Ｓｃａｎｄｉｎａｖｉａｎ　ＩＶＦ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ，Ｇｏｔｈｅｎｂｕｒｇ，Ｓｗｅｄｅｎ）を加えたＦＧ１培地（Ｇａｒｄ
ｎｅｒ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，１９９７，Ｈｕｍ．Ｒｅｐｒｏｄ．Ｕｐｄａｔｅ　３：３６
７－３８２に記載）に吸引した。精子に受精能を獲得させるために精子注入に先立って精
子を１．５時間処理した。卵母細胞に精子を注入する前に、Ｆｅｒｔｉｌａｓｅ　６７０
ｎｍレーザー照準ビーム及び平行にした１．４８μＭレーザービーム（ＭＴＭ　Ｍｅｄｉ
ｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｍｏｎｔｒｅｕｘ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を使
用して卵母細胞の帯層に小孔（５μＭ）を形成した。卵母細胞をＦＧ１の１００μｌ液滴
に入れ、約１×１０４の精子と共に４時間コインキュベートした。卵母細胞を２回洗浄し
、Ｇ１．２の２０μｌの液滴に入れ、６％ＣＯ２、５％Ｏ２及び８９％Ｎ２中、３７℃で
培養した。翌朝、２細胞胚の存在によって受精を評価した。全部の２細胞を新しいＧ１．
２液滴に移した。４８時間の培養後、胚をＧ２．２で十分に洗浄し、Ｇ２．２培地中で更
に４８時間、胚盤胞期まで培養した。
【０１０２】
Ｆ．ヒト卵母細胞の生存検定
ヒト卵母細胞の生存性を色素排除により評価した。卵母細胞を２５μｇ／ｍｌ　ヨウ化プ
ロピジウムを含有するＨ－ＧＩ．２に１０分間置き、次いでＨ－ＧＩ．２中５分間洗浄し
た。ガラス化法で生存できなかった卵母細胞は核物質染色で陽性であるが、生存卵母細胞
は染色されない。
【０１０３】
Ｇ．統計分析
直線ロジスティック回帰を用いて処置間の発生の差異を評価し、この場合分布は二項式で
あった（グリム４．０、ニューメリカル・アルゴリズム・グループ、オックスフォード、
英国）。実験日は因子として適合させた。分散分析とガウス正規化の両方を用いて細胞数
の差を評価し、分散を確認した。多重比較用のボンフェロニ法により処置間の多重比較を
評価した。
【０１０４】
実施例１３　低温保存後のマウス卵母細胞の培養における発生
表６に示すように、本発明の方法を用いてガラス化した卵母細胞では低速凍結法を用いて
低温保存した卵母細胞と比較して生存率は有意に高かった。同様に、表６に示すように、
本発明の方法を用いてガラス化した卵母細胞では低速凍結法と比較して受精率は有意に高
かった。表６に示すように、本発明の方法を用いてガラス化した卵母細胞では受精率は授
精した対照の新鮮卵母細胞と同等である。表６に示すように、低速凍結法を用いて低温保
存した卵母細胞では受精率は有意に低かった。凍結しなかった対照の胚は全卵母細胞から
７０．０％、または二細胞胚から９５．４％の率で胚盤胞段階まで発生した。表６に示す
ように、ループを用いてガラス化した卵母細胞からの胚盤胞発生率は対照卵母細胞と比較
して差はなかった。対照的に、表６に示すように、低速凍結により低温保存した卵母細胞
では全卵母細胞から、または二細胞胚からの胚盤胞発生率は有意に低下した。
【０１０５】
【表６】
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実施例１４　低温保存後のマウス卵母細胞のその後の生存性
新鮮かまたは低温保存した卵母細胞のいずれかから誘導した胚盤胞（本発明の方法による
ガラス化かまたは低速凍結のいずれかによる）を偽妊娠受体に移し、着床させ、胎児の生
育を評価し、その結果を表７に示す。本発明の方法を用いてガラス化した卵母細胞から誘
導した胚盤胞では着床率は新鮮な卵母細胞と類似したが、胎児の生育はわずかに低下した
。対照的に、低速凍結法を用いて凍結した卵母細胞では対照卵母細胞または本発明の方法
を用いてガラス化した卵母細胞のいずれかと比較して、着床率および胎児生育率が有意に
低下した。さらに、２匹の雌の各々にガラス化した卵母細胞から得られた８個の胚盤胞を
移し同腹子にした。これらの雌から１１匹の仔が生まれ（７匹および４匹）、全て形態学
的に正常で繁殖力のある成熟マウスに生育した。生まれた１１匹の仔のうち、８匹は雌で
３匹は雄であった。
【０１０７】
【表７】

【０１０８】
実施例１５　低温保存後のヒト卵母細胞の生存率
本発明の方法によりガラス化した後、ヒト卵母細胞の生存性を評価した。表８に示すよう
に高い生存率が観察された。
【０１０９】
【表８】
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【０１１０】
実施例１６　マウスの卵割段階の胚のガラス化
実施例１に記載の方法により胚を収集した。収集後すぐにループを用いて一細胚盤胞をガ
ラス化し、一方実施例１に記載の方法により培養して２４時間後に二細胞胚が得られた。
【０１１１】
実施例１２に記載の方法によりループを用いて一細胞胚および二細胞胚をガラス化した。
低温保存しなかった新鮮な胚と比較して、培養においてマウス一細胞または二細胞胚の胚
盤胞段階への生育能力に差異はなかった。得られた結果を表９に示す。
【０１１２】
【表９】

【０１１３】
実施例１７　本発明を用いるマウス精子のガラス化
実施例１２に記載の方法により成熟マウス精子を収集した。
【０１１４】
１０％　ＤＭＳＯおよび１０％　エチレングリコールを含有する凍結防止剤溶液Ｉ１μｌ
滴をペトリ皿の蓋に載せた。精液１μｌを溶液Ｉの滴に加えた。２０秒後、２０％　ＤＭ
ＳＯおよび２０％　エチレングリコール、１０ｍｇ／ｍｌ　フィコール（分子量４０００
００）および０．６５Ｍ　スクロースを含有する溶液ＩＩ　１μｌを加え、全滴を液体窒
素に突っ込んだループに置いた。解凍するためにループを０．２５Ｍ　スクロースを含有
する基本培地２０μｌ中に３０秒間置き、さらに１分間、基本培地２０μｌを滴に加えた
時、最後に基本培地２ｍｌを加えた。この手順の後、運動性より生存精子を決定した。
【０１１５】
以下は、本発明を説明するための実施態様の一覧である。
【０１１６】
（ａ）生物学的標本を移動用器具に置くこと；
（ｂ）移動用器具および生物学的標本を直接凍結物質の中に置くこと；
からなる生物学的標本のガラス化方法であって、ここで生物学的標本を直接凍結物質に暴
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露し、それによりガラス化し、さらに生物学的標本を解凍した後、生物学的標本が生存し
ているガラス化方法。
【０１１７】
生物学的標本を胚、精子、卵母細胞、胚盤胞および桑実胚からなる群から選択する［０１
１６］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１１８】
移動用器具をループ、ネットおよびヘラからなる群から選択する［０１１６］段落に記載
の生物学的標本のガラス化方法。
【０１１９】
（ａ）がさらに：
（ｉ）ガラス化の前に凍結防止剤で生物学的標本を処置すること；
を含んでなる［０１１６］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１２０】
さらに：
（ｃ）ガラス化した生物学的標本を解凍すること；
を含んでなる［０１１６］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１２１】
（ｂ）がさらに：
（ｉ）ガラス化した生物学的標本を凍結物質が含まれている保存用コンテナに移すこと；
および
（ｉｉ）ガラス化した生物学的標本を解凍しようとするときまでガラス化した生物学的標
本を含む保存用コンテナを保存すること；
を含んでなる［０１１６］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１２２】
（ｃ）がさらに：
（ｉ）凍結物質から生物学的標本を除去すること；および
（ｉｉ）生物学的標本を解凍溶液中に置くこと；
を含んでなる［０１２０］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１２３】
解凍溶液が培養皿に含まれることを特徴とする［０１２２］段落に記載の生物学的標本の
ガラス化方法。
【０１２４】
解凍溶液がストロー内に含まれることを特徴とする［０１２２］段落に記載の生物学的標
本のガラス化方法。
【０１２５】
（ａ）がさらに：
（ｉ）基本培地に生物学的標本を置くこと；
を含んでなり、ここで生物学的標本を胚、卵母細胞、精子、胚盤胞および桑実胚からなる
群から選択し、移動用器具をループ、ネットおよびヘラからなる群から選択し、（ｂ）が
さらに：
（ｉ）生物学的標本を含む移動用器具を凍結物質内に置くことであって、ここで凍結物質
をコンテナ内に配置して生物学的標本をガラス化し：および
（ｉｉ）凍結物質、移動用器具および生物学的標本を含むコンテナに封をすること；
を含んでなる［０１１６］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１２６】
基本培地が凍結保護剤および粘性増強化合物からなる群から選択する一つまたはそれ以上
の成分を含んでなる［０１２５］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１２７】
さらに：
（ｃ）ガラス化した生物学的標本を解凍すること；
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を含んでなる［０１２５］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１２８】
（ｃ）がさらに：
（ｉ）凍結物質から生物学的標本を除去すること；および
（ｉｉ）生物学的標本を解凍溶液中に置くこと；
を含んでなる［０１２７］段落に記載の生物学的標本のガラス化方法。
【０１２９】
解凍溶液が培養皿に含まれることを特徴とする［０１２７］段落に記載の生物学的標本の
ガラス化方法。
【０１３０】
解凍溶液がストロー内に含まれることを特徴とする［０１２７］段落に記載の生物学的標
本のガラス化方法。
【０１３１】
［０１１６］段落に記載の方法でガラス化を行った生物学的標本。
【０１３２】
［０１２６］段落に記載の方法でガラス化を行った生物学的標本。
【０１３３】
（ａ）胚、卵母細胞、精子、胚盤胞および桑実胚から選択される生物学的標本を基本培地
に置くこと；
（ｂ）生物学的標本をコンテナ内に配置した凍結物質内に移動させるための移動用器具を
用いて、生物学的標本を凍結物質に直接暴露し、ガラス化を行うこと；
（ｃ）凍結物質、移動用器具および生物学的標本を含むコンテナに封をすること；
（ｄ）封をしたコンテナを保存に供すること；
（ｅ）封をしたコンテナから生物学的標本を除去すること；および
（ｆ）生物学的標本を解凍溶液中に置くこと；
からなる生物学的標本のガラス化方法。
【０１３４】
移動用器具がループであることを特徴とする［０１３３］段落に記載の生物学的標本のガ
ラス化方法。
【０１３５】
（ａ）一つまたはそれ以上の発生細胞を直接凍結物質中に置いて、各発生細胞を直接凍結
物質に暴露し、それによりガラス化を行うことを含んでなり、ガラス化発生細胞を解凍し
、培養し、適当な宿主生物に着床させると、ガラス化を行わなかった発生細胞の受精率に
等しい受精率が得られることを特徴とする
発生細胞のガラス化方法。
【０１３６】
発生細胞を胚、精子、卵母細胞、桑実胚および胚盤胞からなる群から選択することを特徴
とする［０１３５］段落に記載の発生細胞のガラス化方法。
【０１３７】
ループを利用して発生細胞を凍結物質中に運ぶことを特徴とする［０１３６］段落に記載
の発生細胞のガラス化方法。
【０１３８】
（ａ）がさらに：
（ｉ）ガラス化の前に凍結防止剤で生物学的標本を処置すること；
を含んでなる［０１３６］段落に記載の発生細胞のガラス化方法。
【０１３９】
（ａ）一つまたはそれ以上の胚盤胞または卵割段階にある胚を直接凍結物質中に置いて、
各胚盤胞または卵割段階にある胚を直接凍結物質に暴露し、それによりガラス化を行うこ
とを含んでなり、ここで解凍および培養の後少なくとも８０％のガラス化した胚盤胞また
は卵割段階にある胚が生存していることを特徴とする哺乳動物の胚盤胞または卵割段階に
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【０１４０】
解凍および培養の後、少なくとも９０％のガラス化した胚盤胞または卵割段階にある胚が
生存していることを特徴とする［０１３９］段落に記載の哺乳動物の胚盤胞または卵割段
階にある胚のガラス化方法。
【０１４１】
ループを利用して胚盤胞または卵割段階にある胚を凍結物質に運ぶことを特徴とする［０
１３９］段落に記載の哺乳動物の胚盤胞または卵割段階にある胚のガラス化方法。
【０１４２】
（ａ）がさらに：
（ｉ）ガラス化の前に凍結防止剤で胚盤胞または卵割段階にある胚を処置すること；
を含んでなる［０１３９］段落に記載の哺乳動物の胚盤胞または卵割段階にある胚のガラ
ス化方法。
【０１４３】
哺乳動物をヒト、齧歯類およびウシからなる群から選択することを特徴とする［０１３９
］段落に記載の方法。
【０１４４】
（ａ）一つまたはそれ以上の胚を直接凍結物質中に置いて、各胚を直接凍結物質に暴露し
、それによりガラス化を行うことを含んでなり、ここで解凍および培養の後、少なくとも
２５％のガラス化した胚盤胞または卵割段階にある胚が生存していることを特徴とする
ウマの胚またはブタの胚のガラス化方法。
【０１４５】
解凍および培養の後、少なくとも５０％のガラス化した胚が生存していることを特徴とす
る［０１４４］段落に記載のウマの胚またはブタの胚のガラス化方法。
【０１４６】
ループを利用して胚を凍結物質に運ぶことを特徴とする［０１４４］段落に記載のウマの
胚またはブタの胚のガラス化方法。
【０１４７】
（ａ）がさらに：
ガラス化の前に凍結防止剤で胚を処置すること；
を含んでなる［０１４４］段落に記載のウマの胚またはブタの胚のガラス化方法。
【０１４８】
（ａ）基本培地；
（ｂ）生物学的標本を直接凍結物質に暴露する生物学的標本をガラス化するための指示；
（ｃ）ループ；および
（ｄ）バイアル、ここでバイアルはガラス化した生物学的標本を含有するループを保存す
るのに適当な大きさおよび形状である；
からなる生物学的標本をガラス化するためのキット。
【０１４９】
さらに：
（ｅ）凍結保護剤；
を含んでなる［０１４８］段落に記載の生物学的標本をガラス化するためのキット。
【０１５０】
本発明は本明細書に説明のために前記した特定の実施態様に限定されるものではないが、
以下の請求の範囲内にあるそれのかかる修飾形態はすべて包含されることは理解されよう
。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明による生体試料ガラス化方法を説明する模式図である。



(25) JP 4318861 B2 2009.8.26

【図１】



(26) JP 4318861 B2 2009.8.26

10

20

30

フロントページの続き

(74)代理人  100140523
            弁理士　渡邉　千尋
(74)代理人  100119253
            弁理士　金山　賢教
(74)代理人  100103920
            弁理士　大崎　勝真
(74)代理人  100124855
            弁理士　坪倉　道明
(74)代理人  100113332
            弁理士　一入　章夫
(74)代理人  100117053
            弁理士　相馬　貴昌
(72)発明者  フオレスト，カトリーナ・テイー
            アメリカ合衆国、ウイスコンシン・５３７１１、マデイソン、バイラス・アベニユー・１７２０
(72)発明者  レーン，ミシエル・テイー
            アメリカ合衆国、コロラド・８０１２０、リトルトン、ウエスト・カナル・コート・１６６１、ア
            パートメント・３２４

    審査官  森井　隆信

(56)参考文献  Methods Enzymol.，１９９７年，Vol.276，183-203
              Structure，１９９４年１２月１５日，Vol.2, No.12，1135-1140

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C12M   3/00
              A01N   1/02
              C12N   5/00
              BIOSIS/MEDLINE/WPIDS(STN)
              PubMed


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

