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要旨：胚培養士の業務で要となる胚凍結と胚培養に関し，普段行っている工夫や留意点を述べる．ガラス化法を
用いた胚凍結で成績を左右するのは，耐凍剤の種類とデバイスである．耐凍剤は細胞内に透過しやすく毒性の弱
いものである必要があるが，毒性を考慮してDMSOが含まれていないものを選択している．また，液体窒素から
胚へのコンタミネーションを極力抑えた閉鎖系のデバイスを用いることで安全な医療を提供する原則を守って
いる．胚培養に用いる培養液の扱いは，施設に届いたときから始まっているため，瓶を開けてからの取り扱いや
使用前の確認事項を定め，問題発生時には追跡できるようにする．また，患者の胚を2種類の培養液に分け培養
するSplit培養をし，定期的に培養成績の振り返りを行い患者背景もふまえ問題がないか検討している．また，採
卵時から個別で培養を行い，由来する卵胞が把握できるようにしている．体外培養終了から10日経過した妊娠
結果に真の培養結果が反映されていると考え，ラボの品質維持に努めることが必要である．
キーワード：ガラス化法，閉鎖系デバイス，single medium，split培養，品質管理

－総説－

特集：管理胚培養士セッション～日ごろのラボ業務からもう一歩先へ～

胚凍結

1972年にWhittinghamら 1)は，低温生物学の理論に基づ
き考案したマウス初期胚の凍結保存法を報告した．1983年
にTrounsonら 2)によって初めてヒト緩慢凍結胚で妊娠が成
功した．1985年，Rallら 3)がガラス化法を成功させて以来，
実用化に向けた研究が進みガラス化の条件が模索された．
そして1990年，Gordtsらにより初めてヒト胚のガラス化
法により妊娠が得られ 4)，今ではその成績と簡便性，高価な
機械を用いる必要がないことなどから本邦では主流の凍結
法となっている．細胞内の大部分を占める水分が，受精卵と
いう大きな細胞塊を生きたまま凍結する際の大きな障害と
なる（細胞内氷晶）．そのため，いかに細胞内を脱水し，かわ
りに毒性の少ない耐凍剤を細胞内に置換するかが，融解後
の成績を向上させるために重要である．
現在いくつかのメーカーから凍結液が販売されている

が，凍結液に含まれる成分の詳細な組成を開示していると
ころは多くはないであろう．しかし，Dimethyl sulfoxide
（DMSO）は細胞内へ取り込まれやすい一方で細胞への毒性
が高いということ，一方エチレングリコールは細胞への取
り込みはゆっくりであるが細胞毒性は低いこと 5)を知って
いれば，メーカーの担当の方に耐凍剤に何が使われている

はじめに

筆者が生殖補助医療の業務に就いてから5年目の2002年
に第1期の胚培養士認定を受け，当院より6人の胚培養士が
誕生した．資格を取得したことで個々のモチベーションが
高まり，従来までの先輩の技術をまねて習うという姿勢か
ら，もっと理論的にものごとを捉え理解したうえで作業す
る姿勢が必要だと感じるようになった．私たち胚培養士が
行う技術には必ず小さな工夫が必要であり，技術者の「作業
のやりやすさ」の追求から生まれた工夫もあれば，この工夫
なくしては患者さんの求める結果には繋がらないだろうと
思われるようなものもある．
ここでは，胚凍結と胚培養に絞って妊娠に繋がると考え

ている「こだわり」や「工夫」について紹介したいと思う．
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かのポイントは確認できるはずである．むろん，細胞毒性を
最小限に抑えるべくガラス化と融解のプロトコールが厳密
に定められているが，使用する立場の我々がどの部分を重
要視して，凍結・融解液を選定するかが重要である．さらに，
凍結・融解液のロットを記録し，どの患者の胚がどのロッ
トの凍結液を用いて保存されたか追跡できる管理が必要で
ある．
デバイスについて触れる．2000年，Yokotaら 6)は本邦で

最初にヒト胚をガラス化・融解・培養した後患者に胚移植
し出産に成功した．その方法は，現在多くの施設で採用され
ているガラス化法にはない，非常にユニークなものであっ
た．内容量0.25 mlのプラスティックストローの中央部分に
10 μlのガラス化液とともに平衡化が完了した胚が位置する
ようにローディングし，その両端を少量の空気で隔て，融解
液で挟み込むかたちをとり，シールして液体窒素に投入す
るというものである（0.25 mlストロー法，図1）．それから，
Kuwayamaら 7)によって胚の冷却速度を極限まで高めるこ
とに特化した開放系デバイスが考案され，この方法（開放系
超急速ガラス化法）は，融解後に最も高い生存率を誇るため
多くの施設で採用されている．その一方で，閉鎖系の急速冷
却デバイスも開発され始めた．これは，胚を一度も液体窒素
に直接触れさせることなく気相中で急速にガラス化させる
ため，あらかじめ冷却速度をできるだけ高めるべくストロー
を液体窒素に浸け十分に冷却しておき，そのストローのな
かに平衡化した胚を挿入しシールするという方法（閉鎖系
急速ガラス化法，図28））である．ここで紹介した3種のガラ
ス化法で用いるデバイス別の長所・短所は表1の通りであ
る．これらを熟知したうえでどのタイプのデバイスを採用
するか自施設で十分に検討することになるが，液体窒素か
らのウィルス等のコンタミネーションについては現在も議
論が続いている．ウィルスが存在する可能性はあるが，その
証拠を示すことは困難である，という理解が正しいであろ
う 9）．動物を対象とする畜産分野とは異なり，ヒトを対象と
する私たちが携わる「医療」であれば，「安全性」が第一であ
り「有効性」はその次になることは論を俟たない．当院では，
安全性を最優先させた医療という方針を貫いているため，
液体窒素からの何らかのコンタミネーションの危険性がゼ
ロと言い切れない以上，開放系デバイスは胚凍結の選択肢
には挙がっていない 10)．
最近，自然災害や新型ウィルスの脅威などが相次ぎ，しば

しば物流や人の移動が制限されたり滞ったりすることが危
惧される．今後，凍結・融解液が入手できなくなる危険性を
想定し，凍結時に融解液も封入できる0.25 mlストロー法を
選択することも，ラボの工夫として挙げられるだろう．

胚培養

培養液は大きく分けて2種類に分類できる．Sequential 
mediaとSingle mediumである．前者は「the “back to 
nature” approach」という考え方を基に in vivoの環境を模
倣し体外培養のために考案された培養液，後者は「the “let 

the embryo choose” approach」という考え方を基に胚盤
胞期まで交換せずに培養するために考案された培養液であ
る 11)．近年，タイムラプス撮影装置で胚培養を行うことが多
く，その利点を生かすために培地交換をせずに受精から6日
目まで培養できるSingle mediumを採用することが多く
なった．
胚培養に欠かすことのできない成分としてヒト血清アル

ブミン（HSA）が挙げられる．HSAには毒性物質の作用を
中和し浸透圧やpHを調整する作用などの培養に良い影響を
もたらす成分が含まれるが，同時にエンドトキシンやフタ
ル酸エステル等の悪影響を及ぼす成分が含まれる危険性も
ある 11)．当院では，培養液と同様にHSAのロットも管理し
ており，胚培養の成績が思わしくないときは直ちにロット
を変更することにしている．
信頼して使用している培養液であっても，施設内で瓶か

ら分注し，HSAを添加し冷蔵保存し，インキュベーターで
平衡化し，培養前にディッシュにドロップを作成しオイル
カバーをする，といった一連の作業のなかで，ひとつでも
間違いに気づかず行われている行程があれば，それだけで
患者の妊娠成績を大きく損なうことになる．気付かないこ
とはつまり改善することができず，培養成績の不調を培養
液のせいにしてしまい，意味のない培養液の採用の変更を
招いてしまう．培養液が施設に届いてから使用するまで，
行う作業と留意する点を表2に挙げる．開封してからの使
用日数や瓶の蓋を開ける回数については，裏付ける実験
データはないがラボ内で一定のルールを作るのが望まし
い．
当院では，常に2種類の培養液を採用し，2個以上媒精で

きた場合はSplit培養を行っている．そして，週に一度培養
成績の振り返りを行い，患者別の初期胚の発育状況，移植お
よび凍結することができた胚利用率を培養液のロット別に
算出しており（表3），培養成績に偏りがあった場合，胚利用
率が30％に満たないような場合は何らかの原因があると考
え，スタッフの作業の見直し，培養液やHSAのロット変更
などを検討している．また，患者によっては片方の培養液で
培養した胚しか発育しないことがまれにある．それは，Split
培養した卵子が偶発的に偏ってしまったのか，あるいはそ
の患者の特性なのか，あるいは培養液の不調なのか等を分
析し，患者の特性であると判断した場合は，以後その患者の
胚培養はSplit培養をせず片方のみ使うという決断もやむを
得ない．しかし，その決断はハードルが高いため，信頼した
培養液が能力を最大に発揮できるための適切な管理が必要
であり，患者背景等の十分な分析が必要である．当院では，
どの卵胞から採れた卵子なのかまでわかるように記録し個
別培養を行っているが，そうすることにより，培養卵子に偏
りがあったのかを分析することができる．
胚培養を行うには，患者の体内より採卵された卵子が再

び患者の子宮に返るまで体外で存在する6日間，viabilityを
低下させることなく維持させることが重要である．その期
間で卵子～胚には劇的な変化が起こっているが，その変化
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図1 0.25 mlストロー法のプロトコール
平衡化液（1液）に胚を5分，2液に1分，3液に30秒浸ける．ガラス化液と胚の両側に融解時使用する融解液を
ストローに吸引し，ヒートシールで密封し，液体窒素に投入する．融解は，ストロー内の液が完全に融けたら直
ちにストローの片側を保持して振ることによって混和し，ディッシュに出して5分後，培養液に移し回復培養
を行う．

図2 閉鎖系急速ガラス化法のプロトコール
1液に5分，2液に2分，3液に45秒胚を浸け，デバイスの先端の孔に極少量の3液とともに胚を載せる．直ちに
あらかじめ液体窒素で冷却しておいたストローのなかにデバイスを入れ，シールで密封し，液体窒素に投入す
る．融解は，ストローの片側を切り取り，デバイスを取り出し，1液に2分，2液に3分，3液に5分浸けた後，培
養液に移し回復培養を行う．
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表2 培養液が施設内に届いてから胚培養に使うまでの留意点

表1 3種のガラス化法によるデバイスの比較

を最良な環境で見守りながらもこちらからは余計な変化を
決して与えないという，ラボの品質管理が重要である．

おわりに

胚凍結，胚培養について，筆者が行っている工夫あるいは
重要視している点について述べた．胚培養士の業務のなか
でも培養や凍結は，妊娠に直結する要の仕事であり患者か

らの相談も多い．胚移植してから10日後，患者を目の前に
妊娠結果を告げることになる医師に意見を求められたとき
には，培養状況の説明や，問題点があれば適切に提起するこ
とも必要である．それだけに，ラボ内の品質維持がものをい
うのであることを心に留め，業務にあたりたいと思ってい
る．



熊迫ほか 57

移植（2PN2個以上） A培養液（～ 2020/8/31）＋HSA B培養液（～ 2020/5/28）

name date . 1 2 3
day3
割球

グレード
2PN
数

利用
数

1 2 3
day3
割球

グレード
2PN
数

利用
数

妻 
年齢

ART
回数

ET 
回数

妊娠

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 7 6 6.5 

2 0 
8 8.0 

1 1 36 1 0 ○
グレード 2 2 2.0 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 4 6.0 

2 1 
7 7.0 

1 0 44 1 0 
グレード 2 2 2.0 3 3.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 8.0 

1 1 
8 10 9.0 

2 1 39 2 0 ○
グレード 2 2.0 2 3 2.5 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 9 8 6 7.7 

3 1 
5 5.0 

1 0 35 1 0 
グレード 3 2 3 2.7 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 7 7.0 

1 0 
7 7.0 

1 0 41 7 4 
グレード 3 3.0 3 3.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 8 8.0 

2 1 
10 10.0 

1 0 41 7 5 
グレード 3 3 3.0 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 12 16 12 13.3 

5 2 
14 12 9 11.7 

4 1 38 7 6 
グレード 1 1 2 1.3 2 2 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 7 7 6 6.7 

5 0 
7 7 7 7.0 

5 3 30 2 1 ○
グレード 3 3 3 3.0 3 3 3 3.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 10 8 9 9.0 

3 2 
12 12.0 

1 1 31 10 6 
グレード 2 2 3 2.3 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 7 5 6.0 

2 0 
8 4 6.0 

2 1 42 3 0 
グレード 2 3 2.5 2 2 2.0 

average 7.8 2.4 30.8% 
(8/26)

average 8.3 2.4 42.1% 
(8/19)

37.7 4.1 2.2 
S.D. 2.2 0.6 S.D. 2.4 0.5 4.7 3.3 2.7 

移植（2PN2個以上） A培養液（～ 2021/1/31）＋HSA B培養液（～ 2020/7/8）

name date . 1 2 3
day3
割球

グレード
2PN
数

利用
数

1 2 3
day3
割球

グレード
2PN
数

利用
数

妻 
年齢

ART
回数

ET 
回数

妊娠

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 12 10 11.0 

2 2 
6 6.0 

1 0 36 2 1 
グレード 2 2 2.0 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 9 9 9.0 

2 0 
12 10 9 10.3 

3 0 36 2 1 ○
グレード 3 3 3.0 3 3 3 3.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 10 10.0 

1 0 
12 7 9.5 

2 1 42 18 12 
グレード 3 3.0 2 3 2.5 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 7 7 7.0 

2 1 
8 8.0 

1 0 42 1 0 
グレード 2 2 2.0 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 10 10.0 

1 0 
8 8.0 

1 1 42 12 9 
グレード 2 2.0 3 3.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 8.0 

1 1 
13 9 11.0 

2 1 41 8 4 
グレード 2 2.0 2 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 4 4.0 

1 0 
8 7 7 7.3 

4 1 36 1 0 
グレード 2 2.0 1 2 2 1.7 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 5 6.5 

3 1 
8 8.0 

1 0 35 2 1 
グレード 2 3 2.5 3 3.0 3.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 8.0 

1 1 
5 5.0 

1 0 39 1 0 
グレード 2 2.0 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 10 8 8.7 

4 2 
8 10 10 9.3 

4 2 38 1 0 ○
グレード 1 2 2 1.7 1 2 2 1.7 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 8.0 

1 1 
10 9 9.5 

2 2 34 1 0 ○
グレード 3 3.0 3 3 3.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 8.0 

1 1 
6 6.0 

1 0 38 14 11 
グレード 2 2.0 3 3.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 12 12 10.7 

3 2 
8 8 8.0 

2 1 28 1 0 ○
グレード 3 2 2 2.3 2 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 8 8.0 

2 0 
7 8 7.5 

2 1 38 1 0 
グレード 2 2 2.0 3 2 2.5 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 8 8.0 

0 
10 10.0 

1 0 44 3 2 
グレード 2 2.0 2 2.0 

○○ ○○ 2020/○ /○
割球数 4 4.0 

1 0 
8 8.0 

0 46 4 0 
グレード 2 2.0 2 2.0 

average 8.1 2.2 46.2% 
(12/26)

average 7.9 2.3 35.7% 
(10/28)

38.4 4.5 2.6 
S.D. 2.0 0.4 S.D. 2.1 0.5 4.4 5.5 4.2 

表3 ロット別毎週の振り返り表
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