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(57)【要約】
レシピエント雌への移植のために有蹄動物胚を凍結保存
する技術が記載される。インビトロ産生（ＩＶＰ）有蹄
動物胚を得るステップと、前記胚を凍結保存するステッ
プと、レシピエント有蹄動物における着床のために胚を
移植するステップと、を含む、方法であって、前記凍結
保存および前記移植が、少なくとも約１０％の妊娠率が
達成されるように行われる、方法。凍結保存胚であって
、インビトロ産生（ＩＶＰ）有蹄動物胚を得るステップ
と、前記胚を、前記凍結保存胚がレシピエント有蹄動物
に移植される場合、少なくとも約１０％の妊娠率が達成
されるような条件下で凍結保存するステップと、を含む
、方法により産生される、凍結保存胚。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インビトロ産生（ＩＶＰ）有蹄動物胚を得るステップと、
　前記胚を凍結保存するステップと、
　レシピエント有蹄動物における着床のために胚を移植するステップと、を含む、方法で
あって、前記凍結保存および前記移植が、少なくとも約１０％の妊娠率が達成されるよう
に行われる、方法。
【請求項２】
　インビトロ産生胚を得る前記ステップが、
　雌から卵母細胞を回収するステップと、
　卵母細胞をインビトロで成熟させるステップと、
　接合子が産生されるように成熟卵母細胞を精液で受精させるステップと、
　前記接合子を剥離および培養するステップと、を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記精液が性選別されている、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記精液が性選別されていない、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　卵母細胞をインビトロで成熟させる前記ステップが、
　卵母細胞を、温度、気体の存在または量、湿度、ｐＨ、オスモル濃度、およびこれらの
組み合わせからなる群から選択される少なくとも１つの条件について、生理学的に適切な
範囲内でインキュベートすることを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　気体の前記存在または前記量がＯ２およびＣＯ２からなる群から選択される、請求項５
に記載の方法。
【請求項７】
　卵母細胞をインビトロで成熟させる前記ステップが、卵母細胞を３５～４０℃、３～９
％ＣＯ２、および飽和湿度でインキュベートすることを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　接合子を剥離および培養する前記ステップが、前記接合子を３５～４０℃、空気中５％
ＣＯ２、および飽和湿度でインキュベートすることを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項９】
　接合子を剥離および培養する前記ステップが、前記接合子を５％Ｏ２でインキュベート
することをさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　胚を凍結保存する前記ステップが、
　胚を、凍結保護剤を含む溶液中でインキュベートするステップと、
　前記胚を液体窒素中に浸漬させるステップと、を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記胚を凍結保存する前記ステップが、
　胚を、１．０～４Ｍのエチレングリコールからなる凍結溶液中で、５～３０分間にわた
って、約１０℃～約３８℃の範囲内の第１の温度でインキュベートするステップと、
　前記胚を容器に装填するステップであって、気泡が、胚を、等張希釈剤培地中のエチレ
ングリコールを含む解凍溶液から分離する、装填するステップと、
　前記胚を、約－２～約－１０℃の範囲内の温度に、約１分間～約６０分間の範囲内の期
間にわたって曝露するステップと、
前記温度を、約－３０～約－３６℃の範囲内の第２の温度に到達するまで、毎分約－０．
２～約－０．８℃の範囲内の速度で低下させるステップと、
　前記胚を保存のために液体窒素中に浸漬させるステップと、を含む、請求項１に記載の
方法。
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【請求項１２】
　前記エチレングリコールが、約０．２～約１．３モルの範囲内の最終濃度で存在する、
請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　胚がレシピエント雌への直接移植のために凍結保存される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　胚を移植することが、
　胚を、鉱物油下、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が補充された培地中で、約５～約９日
間の範囲内の期間にわたって培養するステップと、
　前記胚をレシピエント有蹄動物に移植するステップと、を含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項１５】
　前記培地が、Ｃ４培地、ＳＯＦ培地、ＳＯＦａａ培地、およびこれらの組み合わせから
なる群から選択される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記胚が、桑実胚、初期胚盤胞、胚盤胞、および拡張胚盤胞からなる群から選択される
発生段階にある、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　前記レシピエント有蹄動物が同期化される、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記レシピエント有蹄動物が自然発情期にある、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記胚が新鮮なもの、ガラス化されたもの、または凍結されたものである、請求項１に
記載の方法。
【請求項２０】
　前記有蹄動物がウシである、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記胚が、ボス・タウラス（Ｂｏｓ　Ｔａｕｒｕｓ）、ボス・インディカス（Ｂｏｓ　
ｉｎｄｉｃｕｓ）、および交雑種ボス・インディカス－タウラス（Ｂｏｓ　ｉｎｄｉｃｕ
ｓ－ｔａｕｒｕｓ）を含むウシの種から選択される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　凍結保存胚であって、
　インビトロ産生（ＩＶＰ）有蹄動物胚を得るステップと、
　前記胚を、前記凍結保存胚がレシピエント有蹄動物に移植される場合、少なくとも約１
０％の妊娠率が達成されるような条件下で凍結保存するステップと、を含む、方法により
産生される、凍結保存胚。
【請求項２３】
　インビトロ産生胚を得ることが、
　雌から卵母細胞を回収するステップと、
　卵母細胞をインビトロで成熟させるステップと、
　成熟卵母細胞を精液で受精させるステップと、
　接合子を剥離および培養するステップと、を含む、請求項２２に記載の胚。
【請求項２４】
　卵母細胞をインビトロで成熟させることが、卵母細胞を、温度、気体の存在または量、
湿度、ｐＨ、オスモル濃度、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される少なく
とも１つの条件について、生理学的に適切な範囲内でインキュベートすることを含む、請
求項２３に記載の胚。
【請求項２５】
　胚を移植することが、
　胚を、鉱物油下、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が補充された培地中で、約５～約９日
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間の範囲内の期間にわたって培養するステップと、
　前記胚をレシピエント有蹄動物に移植するステップと、を含む、請求項２２に記載の胚
。
【請求項２６】
　前記培地が、Ｃ４培地、ＳＯＦ培地、ＳＯＦａａ培地、およびこれらの組み合わせから
なる群から選択される、請求項２５に記載の胚。
【請求項２７】
　前記胚が、桑実胚、初期胚盤胞、胚盤胞、および拡張胚盤胞からなる群から選択される
発生段階にある、請求項２５に記載の胚。
【請求項２８】
　容器を含むデバイスであって、
　容器と、
　前記容器の第１の領域内に位置付けられた凍結保存溶液中の凍結保存胚と、を備えるデ
バイスであって、
　前記第１の領域の横に、各々空気を含有する、第２および第３の領域が配置されており
、
　前記第２および第３の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第４および第５の領域が
配置されており、
　前記第４および第５の領域の横に、各々空気を含有する、第６および第７の領域が配置
されており、
　前記第６および第７の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第８および第９の領域が
配置されている、デバイス。
【請求項２９】
　前記領域のうちの１つ以上がチャンバであり、前記チャンバが、前記チャンバと少なく
とも１つの隣接する他の領域との間に障壁を提供する物理的区画実体により画定される、
請求項２８に記載のデバイス。
【請求項３０】
　複数の請求項２８に記載のデバイス。
【請求項３１】
　複数の有蹄動物胚を凍結保存するステップと、
　前記複数の胚をレシピエント有蹄動物に移植するステップと、を含む方法であって、前
記凍結保存および前記移植が、少なくとも３０％の受胎率が達成されるように行われる、
方法。
【請求項３２】
　前記凍結保存ステップが、容器の第１の領域内に凍結保存溶液中の各胚を位置付け、
　前記第１の領域の横に、各々空気を含有する、第２および第３の領域が配置されており
、
　前記第２および第３の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第４および第５の領域が
配置されており、
　前記第４および第５の領域の横に、　各々空気を含有する、第６および第７の領域が配
置されており、
　前記第６および第７の領域の横に、　各々解凍溶液を含有する、第８および第９の領域
が配置されている、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　胚を凍結する方法であって、
　有蹄動物胚を、１．０～４Ｍのエチレングリコールからなる凍結溶液（ＳＣ）に、１０
分間にわたって３５℃で曝露することと、
　解凍溶液（ＳＤ）の４つのカラムに取り囲まれた凍結溶液中の各胚がそれらの間に空気
のカラムによって交互配置されるように、凍結溶液（ＳＣ）中の前記胚を、ストローのよ
うに外形形成された容器内に位置付けることであって、前記解凍溶液が０．７５Ｍのエチ
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レングリコールを含む、位置付けることと、
　前記容器を、約０℃～約－１０℃の範囲内の温度で安定した温度条件に曝露することと
、
　前記胚の上および下の前記カラムを、前記凍結装置内に設置された２分後に結晶化する
ことと、
　前記胚を、１～６０分間にわたって、約０℃～約－１０℃の範囲内の温度で維持するこ
とと、
　前記温度を、約－３０～約－３６℃の範囲内の第２の温度に到達するまで、毎分約－０
．２～約－０．８℃の範囲内の速度で低下させることと、
　前記凍結胚を液体窒素中に浸漬させることと、を含む、方法。
【請求項３４】
　胚を解凍する方法であって、
　容器の第１の領域内に位置付けられた凍結保存溶液中の凍結保存胚を収容する前記容器
を、室温空気に、前記凍結胚の解凍を開始するのに十分な第１の期間にわたって曝露する
ことであって、
　前記第１の領域の横に、各々空気を含有する、第２および第３の領域が配置されており
、
　前記第２および第３の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第４および第５の領域が
配置されており、
　前記第４および第５の領域の横に、各々空気を含有する、第６および第７の領域が配置
されており、
　前記第６および第７の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第８および第９の領域が
配置されている、曝露することと、
　前記容器を、約１０℃～約３８℃の範囲内の解凍温度を特徴とする解凍環境に、前記凍
結溶液を解凍するのに十分な第２の期間にわたって曝露することと、
　前記容器内で前記解凍溶液、前記凍結溶液、および前記胚を混合することと、を含む、
方法。
【請求項３５】
　前記第１の期間が約１０℃～約３８℃の範囲内である、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記第２の期間が約２０℃～約３８℃の範囲内である、請求項３４または請求項３５に
記載の方法。
【請求項３７】
　前記解凍環境が液体浴であるか、またはそれを含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３８】
　前記解凍温度が約１０℃～約３８℃の範囲内である、請求項３４に記載の方法。
【請求項３９】
　前記混合ステップが、前記容器の穏やかな撹拌により達成される、請求項３４に記載の
方法。
【請求項４０】
　前記胚をレシピエント有蹄動物に移植するステップをさらに含む、請求項３４に記載の
方法。
【請求項４１】
　前記移植が、前記曝露ステップもしくは前記混合ステップと同時に、またはその後に行
われる、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記移植ステップが、前記レシピエント有蹄動物の子宮角を移植することを含む、請求
項４０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　関連出願の相互参照
　本発明は、２０１５年７月１４日に出願された、米国仮特許出願第６２／１９２，５４
４号の優先権を主張し、その開示はその全体において本明細書に参照により組み入れられ
る。
【背景技術】
【０００２】
　インビトロ胚産生は、牧畜の主要な構成要素である。しばしば、移植されるよりも多く
の胚が産生される。ガラス化されたインビトロ産生（ＩＶＰ）胚の胚移植（ＥＴ）におい
て３０％超の受胎率が最近達成されたが、ガラス化後にこれらの胚を回収するプロセスの
複雑さは、引き続きこの技術の商業的な利用に対する障害となっている。ウシ胚凍結保存
のための効率的な新規プロトコルが必要とされている。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００３】
　本発明は、ウシ胚の凍結保存および／または凍結保存ウシ胚での受精の達成のための技
術を提供する。本発明は、凍結保存胚、こうした凍結保存胚群、それらの産生および／ま
たは保存システム、等も提供する。
【０００４】
　とりわけ、本発明は、凍結保存胚の胚移植のための特定の利用可能な技術での、特に凍
結保存胚の回収（例えば、解凍、着床、等）プロセスでの、問題の原因の特定を包含する
。例えば、本開示は、多くの標準的な技術に従った生存可能な凍結保存胚の回収に要する
人員および時間が、それらの商業的な利用可能性に対して懸念を生じさせていることを理
解する。
【０００５】
　さらに、本開示は、典型的には新鮮胚で達成されるものよりかなり低い受胎率を達成す
ると考えられる、凍結保存胚を利用するほとんどの標準的な技術に対して、向上した受胎
率を達成する凍結保存胚の移植技術が必要とされていることも理解する。とりわけ、本開
示は、凍結保存胚について望ましい（例えば、約１０％以上）受胎率を達成する技術を提
供する。
【０００６】
　いくつかの実施形態では、本発明は、例えば、インビトロ産生（ＩＶＰ）有蹄動物胚を
得るステップと、その胚を凍結保存するステップと、レシピエント有蹄動物における着床
のために胚を移植するステップと、を含む、方法であって、凍結保存および移植が、少な
くとも約１０％の妊娠率が達成されるように行われる、方法を提供する。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、１つ以上のインビトロ産生胚を得ることは、例えば、雌から
１つ以上の卵母細胞を回収するステップと、１つ以上の卵母細胞をインビトロで成熟させ
るステップと、１つ以上の接合子が産生されるように、１つ以上の成熟卵母細胞を、精液
または１つ以上の単離精子細胞で受精させるステップと、１つ以上の接合子を剥離および
培養するステップと、を含む。いくつかの実施形態では、利用される精液は性選別されて
いる。いくつかの実施形態では、精液は性選別されていない。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、卵母細胞をインビトロで成熟させることは、例えば、卵母細
胞を、温度、気体の存在または量、湿度、ｐＨ、オスモル濃度、およびこれらの組み合わ
せからなる群から選択される少なくとも１つの条件について、生理学的に適切な範囲内で
インキュベートすることを含む。いくつかの実施形態では、気体の存在または量は、Ｏ２

およびＣＯ２からなる群から選択される。いくつかの実施形態では、卵母細胞をインビト
ロで成熟させるステップは、卵母細胞を３５～４０℃、３～９％ＣＯ２、および飽和湿度
でインキュベートすることを含む。いくつかの実施形態では、接合子を剥離および培養す
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るステップは、接合子を３５～４０℃、空気中５％ＣＯ２、および飽和湿度でインキュベ
ートすることを含む。いくつかの実施形態では、接合子を剥離および培養するステップは
、接合子を５％Ｏ２でインキュベートすることをさらに含む。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、胚を凍結保存することは、例えば、胚を、凍結保護剤を含む
溶液中でインキュベートするステップと、胚を液体窒素中に浸漬させるステップと、を含
む。いくつかの実施形態では、胚を凍結保存するステップは、胚を、１．０～４Ｍのエチ
レングリコールからなる凍結溶液中で、５～３０分間にわたって、約１０℃～約３８℃の
範囲内の第１の温度でインキュベートするステップと、胚を容器に装填するステップであ
って、気泡が、胚を、等張希釈剤培地中のエチレングリコールを含む解凍溶液から分離す
る、装填ステップと、胚を、約－２～約－１０℃の範囲内の温度に、約１分間～約６０分
間の範囲内の期間にわたって曝露するステップと、温度を、約－３０～約－３６℃の範囲
内の第２の温度に到達するまで、毎分約－０．２～約－０．８℃の範囲内の速度で低下さ
せるステップと、胚を保存のために液体窒素中に浸漬させるステップと、を含む。いくつ
かの実施形態では、エチレングリコールは、約０．２～約１．３モルの範囲内の最終濃度
で存在する。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、胚は、レシピエント雌への直接移植のために凍結保存される
。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、胚を移植することは、胚を、鉱物油下、ウシ血清アルブミン
（ＢＳＡ）が補充された培地中で、約５～約９日間の範囲内の期間にわたって培養するス
テップと、胚をレシピエント有蹄動物に移植するステップと、を含む。いくつかの実施形
態では、培地は、Ｃ４培地、ＳＯＦ培地、ＳＯＦａａ培地、およびこれらの組み合わせか
らなる群から選択される。いくつかの実施形態では、培地は、血清、ウシ胎児血清、ウシ
胎仔血清、ウシ血清アルブミン、および／または１つ以上のアミノ酸のうちの１つ以上で
補充される。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、移植される胚は、桑実胚、初期胚盤胞、胚盤胞、および拡張
胚盤胞からなる群から選択される発生段階にある。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、レシピエント有蹄動物は同期化される。いくつかの実施形態
では、レシピエント有蹄動物は自然発情期にある。いくつかの実施形態では、胚は新鮮、
ガラス化、または凍結される。いくつかの実施形態では、有蹄動物はウシである。いくつ
かの実施形態では、胚の種は、ボス・タウラス（Ｂｏｓ　Ｔａｕｒｕｓ）、ボス・インデ
ィカス（Ｂｏｓ　ｉｎｄｉｃｕｓ）、および交雑種ボス・インディカス－タウラス（Ｂｏ
ｓ　ｉｎｄｉｃｕｓ－ｔａｕｒｕｓ）から選択される。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、本発明は、凍結保存胚であって、例えば、インビトロ産生（
ＩＶＰ）有蹄動物胚を得るステップと、胚を、凍結保存胚がレシピエント有蹄動物に移植
される場合、少なくとも約１０％の妊娠率が達成されるような条件下で凍結保存するステ
ップと、を含む、方法により産生された、胚を提供する。いくつかの実施形態では、イン
ビトロ産生胚を得ることは、例えば、雌から卵母細胞を回収するステップと、卵母細胞を
インビトロで成熟させるステップと、成熟卵母細胞を精液で受精させるステップと、接合
子を剥離および培養するステップと、を含む。いくつかの実施形態では、卵母細胞をイン
ビトロで成熟させることは、卵母細胞を、温度、気体の存在または量、湿度、ｐＨ、オス
モル濃度、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される少なくとも１つの条件に
ついて、生理学的に適切な範囲内でインキュベートすることを含む。いくつかの実施形態
では、胚を移植することは、胚を、鉱物油下、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が補充され
た培地中で、約５～約９日の範囲内の期間にわたって培養するステップと、胚をレシピエ
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ント有蹄動物に移植するステップと、を含む。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、本発明に従って使用される培地は、Ｃ４培地、ＳＯＦ培地、
ＳＯＦａａ培地、およびこれらの組み合わせからなる群から選択される培地である、また
はこれを含む。いくつかの実施形態では、培地は、血清、ウシ胎児血清、ウシ胎仔血清、
ウシ血清アルブミン、および／または１つ以上のアミノ酸のうちの１つ以上で補充される
。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、本開示に従って凍結保存および／または移植される胚は、桑
実胚、初期胚盤胞、胚盤胞、および拡張胚盤胞からなる群から選択される発生段階にある
。
【００１７】
　いくつかの実施形態では、本発明は、容器と、容器の第１の領域内に位置付けられた凍
結保存溶液中の凍結保存胚と、を備えるデバイスであって、その第１の領域の横に、各々
空気を含有する、第２および第３の領域が配置されており、その第２および第３の領域の
横に、各々解凍溶液を含有する、第４および第５の領域が配置されており、その第４およ
び第５の領域の横に、各々空気を含有する、第６および第７の領域が配置されており、そ
の第６および第７の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第８および第９の領域が配置
されている、デバイスを提供する。いくつかの実施形態では、領域のうちの１つ以上はチ
ャンバであり、チャンバは、チャンバと少なくとも１つの隣接する他の領域との間に障壁
を提供する物理的区画実体により画定される。いくつかの実施形態では、本発明は、複数
のデバイスを提供する。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、本発明は、複数の有蹄動物胚を凍結保存するステップと、複
数の胚をレシピエント有蹄動物に移植するステップと、を含む方法であって、凍結保存お
よび移植が、少なくとも３０％の受胎率が達成されるように行われる、方法を提供する。
いくつかの実施形態では、凍結保存ステップは、容器の第１の領域内に凍結保存溶液中の
各胚を位置付け、その第１の領域の横に、各々空気を含有する、第２および第３の領域が
配置されており、その第２および第３の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第４およ
び第５の領域が配置されており、その第４および第５の領域の横に、各々空気を含有する
、第６および第７の領域が配置されており、その第６および第７の領域の横に、各々解凍
溶液を含有する、第８および第９の領域が配置されている。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、本発明は、胚を凍結する方法であって、例えば、有蹄動物胚
を、１．０～４Ｍのエチレングリコールからなる凍結溶液（ＳＣ）に、１０分間にわたっ
て３５℃で曝露することと、解凍溶液（ＳＤ）の４つのカラムに取り囲まれた凍結溶液中
の各胚がそれらの間に空気のカラムによって交互配置されるように、凍結溶液（ＳＣ）中
の胚を、ストローのように外形形成された容器内に位置付けることであって、解凍溶液が
０．７５Ｍのエチレングリコールを含む、位置付けることと、容器を、約０℃～約－１０
℃の範囲内の温度で安定した温度条件に曝露することと、胚の上および下のカラムを、凍
結装置内に設置された２分後に結晶化することと、胚を、１～６０分間にわたって、約０
℃～約－１０℃の範囲内の温度で維持することと、温度を、約－３０℃～約－３６℃の範
囲内の第２の温度に到達するまで、毎分約－０．２℃～約－０．８℃の範囲内の速度で低
下させることと、凍結胚を液体窒素中に浸漬させることと、を含む、方法を提供する。い
くつかの実施形態では、凍結胚を含有する容器は、約－３０℃～約－３６℃の範囲内の第
２の温度に到達した後、液体窒素中に浸漬される。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、本発明は、凍結保存胚を解凍する方法であって、容器の第１
の領域内に位置付けられた凍結保存溶液中の凍結保存胚を収容する容器を、室温空気に、
凍結胚の解凍を開始するのに十分な第１の期間にわたって曝露することであって、その第
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１の領域の横に、各々空気を含有する、第２および第３の領域が配置されており、その第
２および第３の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第４および第５の領域が配置され
ており、その第４および第５の領域の横に、各々空気を含有する、第６および第７の領域
が配置されており、その第６および第７の領域の横に、各々解凍溶液を含有する、第８お
よび第９の領域が配置されている、曝露することと、容器を、室温空気に、凍結胚の解凍
を開始するのに十分な第１の期間にわたって曝露することと、容器を、約１０℃～約３８
℃の範囲内の解凍温度を特徴とする解凍環境に、凍結溶液を解凍するのに十分な第２の期
間にわたって曝露することと、容器内で解凍溶液、凍結溶液、および胚を混合することと
、を含む、方法を提供する。いくつかの実施形態では、第１の期間は約１０℃～約３８℃
の範囲内である。いくつかの実施形態では、第２の期間は約２０℃～約３８℃の範囲内で
ある。いくつかの実施形態では、解凍環境は液体浴であるか、またはそれを含む。いくつ
かの実施形態では、解凍温度は約１０℃～約３８℃の範囲内である。いくつかの実施形態
では、混合ステップは、容器の穏やかな撹拌により達成される。いくつかの実施形態では
、解凍方法は、胚をレシピエント有蹄動物に移植するステップをさらに含む。いくつかの
実施形態では、移植は、曝露ステップもしくは混合ステップと同時に、またはその後に行
われる。いくつかの実施形態では、移植ステップは、胚をレシピエント有蹄動物の子宮角
に移植することを含む。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】図１は、胚の直接移植において凍結胚を使用するためのスキームを示す。この図
に示されているように、デバイスに凍結溶液中の胚（例えば、デバイス１つ当たり１つの
胚）が配置されてもよく、溶液の領域は空気の領域により分離される。例えば、図１に示
されているように、凍結溶液２００中の胚１００は、円柱状デバイス４００（例えば、ス
トロー）の第１の領域３００（図１では灰色）内に局限される。その第１の領域のすぐ横
には、空気を含有する２つの領域（第２の領域３０５および第３の領域３１５、図１では
各々点描）があり、その横には、解凍溶液を含有する２つの領域（第４の領域３１０およ
び第５の領域３２０、図１では各々縞状）があり、その横には、同様に空気を含有するさ
らに２つの領域（第６の領域３２５および第７の領域３３５、図１では各々点描）があり
、その横には、同様に解凍溶液を含有するさらに２つの領域（第８の領域３３０、第９の
領域３４０、図１では各々縞状）がある。図１に示されている特定のデバイスは０．２５
ｍＬストローであり、中央カラムに配置される凍結溶液は１．５Ｍのエチレングリコール
であり、解凍溶液は、ＤＰＢＳ中０．７５Ｍのエチレングリコールとなるような、ＤＰＢ
Ｓ中での解凍溶液の１：１希釈物である。
【００２２】
【図２】図２ＡおよびＢ（共に図２を構成する）は、本開示の例示において概説されてい
る、凍結（図２Ａ）および解凍（図２Ｂ）スキームの概略を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　定義
　本発明がより容易に理解されるために、特定の用語を下に定義する。当業者であれば、
特定の用語の定義が、本明細書の別の場所で提供され得る、および／または文脈から明ら
かとなることを理解するだろう。
【００２４】
　約：本明細書において使用されている「約（ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙまたはａｂｏ
ｕｔ」」という用語は、１つ以上の対象の値に適用される場合、所定の基準値と類似した
値を指す。特定の実施形態では、「約」という用語は、特に記述がない限り、または特に
文脈から明白でない限り（こうした数字が可能値の１００％を超える場合を除き）、所定
の基準値とのいずれかの方向の（基準値より大きいまたは小さい）差が、その２５％、２
０％、１９％、１８％、１７％、１６％、１５％、１４％、１３％、１２％、１１％、１
０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％、１％以下に該当する範囲の値
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を指す。
【００２５】
　人工授精（ＡＩ）：本明細書において使用されている「人工授精（ＡＩ）」という用語
は、妊娠を達成するための精液の雌ウシの子宮への人の手による導入を指す。多くの実施
形態では、ＡＩは繁殖において、例えば、もたらされた妊娠によって出産するように（ま
たはそれを意図して）、利用される。いくつかの実施形態では、ＡＩは、回収された精液
で実施される。いくつかの実施形態では、ＡＩは、抽出された精液で実施される。いくつ
かの実施形態では、ＡＩは、処理された精液で実施され、例えば、いくつかの実施形態で
は、精液は一方の性のみの精子を多く含むように、性分別されている。当業者であればそ
れを理解するだろう。特に明らかな指示がない限り、「ＡＩ」という用語は、例えば、移
植のための胚を産生するために精液が雌ウシに導入され得る、胚移植手順を包含しない。
【００２６】
　胚盤胞：本明細書において使用されている「胚盤胞」という用語は、哺乳類の発生初期
において形成される構造を指す。これはその後胚を形成する内部細胞塊（ＩＣＭ）を有す
る。栄養膜は胚盤胞の細胞の外層である。この層は、内部細胞塊（胚幹細胞の供給源）お
よび胞胚腔として知られる流体で満たされた空洞を囲む。栄養膜は胎盤をもたらす。イン
ビトロ受精（ＩＶＦ）のための胚盤胞の使用は、受精卵を、ウシ子宮に着床させる前に、
培養することを含む。
【００２７】
　種：本明細書において使用されている「種」という用語は、共通祖先を有する、および
／または他の種の共有される有蹄動物ではない特定の区別可能な特性を共有する有蹄動物
（例えば、ウシ）の群を指す。当業者であれば、種の標準および／または特徴に精通して
いる。多くの実施形態では、特定の種は、特定の識別された親を（例えば、特定の雄親を
特定の雌親と、または特定の雌親系統を有するものからのいずれか一頭の雌と）互いに交
配させることにより産生および／または維持される。
【００２８】
　相当する：「相当する」という用語は、本明細書において、得られた結果または観察さ
れた現象の比較を可能にするほど互いに十分に類似した条件、状況、個体、または群の２
つ（以上）のセットを表すのに使用されている。いくつかの実施形態では、条件、状況、
個体、または群の相当するセットは、複数の実質的に同じ特質および１つまたは少数の様
々な特質により特徴付けられる。当業者であれば、状況、個体、または群のセットが、十
分な数およびタイプの実質的に同じ特質により特徴付けられる場合、互いに相当すること
を理解し、状況、個体、または群の異なるセットで得られた結果または観察された現象に
おける違いが、それらの様々な特質の多様性により引き起こされる、またはこれを示して
いるという合理的な結論を支持するだろう。当業者であれば、本明細書において使用され
ている相対的な表現（例えば、向上した、活性化した、低減した、阻害した、等）が、典
型的には相当する条件下で行われた比較を指すことを理解するだろう。
【００２９】
　交雑種：本明細書において使用されている「交雑種」という用語は、異なる種または品
種の有蹄動物（例えば、ウシ）である個々の動物の配偶子から産生された有蹄動物（例え
ば、ウシ）を指す。交雑育種は、酪農において、親種と比較してより健康でより生産性の
高いウシを産生するために、しばしば実施される。交雑育種とは、異なる種または株から
の動物の意図的な交配であり、多くの実施形態では、交雑育種は、生産性、繁殖性、およ
び寿命のような特徴についてのヘテローシス（雑種強勢）をうまく利用するように設計さ
れている。いくつかの実施形態では、本開示は、酪農産業では典型的には使用されない人
工授精および／またはインビトロ受精に関する最近の発達を利用し、本明細書において記
載されている乳牛の交雑種系統の産生および／または維持に対する特定の利点を可能にす
る、および／または提供することができるという見識を包含する。本明細書において記載
されているように、特に興味深い交雑種の有蹄動物は、動物の体細胞染色体の５０％が１
つの株または系統に由来し、５０％が異なる株または系統に由来する（すなわち、互いに
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異なる第１および第２の株／系統からのＦ０個体を交雑することにより形成される、ハイ
ブリッドである。当業者であれば、しかしながら、「交雑種」という用語が、いくつかの
実施形態では（文脈から明らかなように）、そのゲノムが、交雑の結果として、１００％
いずれかの単一の種に由来しない、いずれかの個体を指すのに使用され得ることを理解す
るだろう。二倍体細胞：本明細書において使用されている「二倍体細胞」という用語は、
２コピー（２ｎ）の各常染色体の遺伝子座と共に、その常染色体の各々の相同対を有する
細胞を指す。
【００３０】
　発生段階：本明細書において使用されている「発生段階」という用語は、胚の発生段階
を指す。いくつかの実施形態では、発生段階は、桑実胚、初期胚盤胞、胚盤胞、および拡
張胚盤胞を含む。
【００３１】
　直接移植：本明細書において使用されている「直接移植」という用語は、胚をゆっくり
凍結保存する方法を指す。胚は、エチレングリコールまたはグリセロールのような凍結保
護剤を含む凍結溶液中でインキュベートし、胚が凍結され、その後液体窒素中に浸漬され
るまで、徐々に低下する温度に曝露する。いくつかの実施形態では、凍結溶液中の胚は、
凍結温度に曝露されたストロー上に装填する。凍結保存の直接移植法は、緩慢凍結とも称
される。
【００３２】
　胚：本明細書において使用されている「胚」という用語は、雌有蹄動物において直ちに
着床させることができる、または雌有蹄動物においていずれは着床させるために保存され
る受精した卵母細胞（卵）を指す。
【００３３】
　新鮮移植：本明細書において使用されている「新鮮移植」という用語は、凍結保存を回
避して、胚を受精後にレシピエント有蹄動物（例えば、ウシ）において着床させる方法を
指すのに使用されている。いくつかの実施形態では、胚は、レシピエント有蹄動物におい
て着床させる前に数日間インビトロで培養される。
【００３４】
　配偶子：本明細書において使用されている「配偶子」という用語は、一倍体の染色体数
を有する生殖細胞（例えば、精子または卵母細胞）、特に異性の配偶子と融合し、受精卵
を産生することができる成熟精子または卵を指すのに使用されている。配偶子は減数分裂
のプロセスを通して産生される。
【００３５】
　性選別精液：本明細書において使用されている「性選別精液」という用語は、一方の好
ましい性のみの精母細胞を選択するように操作した精液を指す。いくつかの実施形態では
、性選別精液は、性分別精液としても知られている。いくつかの実施形態では、性選別精
液は、一方の好ましい性のみの精母細胞を多く含むように操作した精液を指す「性富化精
液」である。いくつかの実施形態では、性富化精液は、少なくとも約５５％、約６０％、
約６５％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９１％、約９２％、
約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、または約９９％の一方
の好ましい性のみの精母細胞を含む。
【００３６】
　ゲノムプロファイル：本明細書において使用されている「ゲノムプロファイル」という
用語は、ゲノム内に含有される情報全体の代表的なサブセットを指す。典型的には、ゲノ
ムプロファイルは、特定のセットの多型遺伝子座の遺伝子型を含有する。いくつかの実施
形態では、ゲノムプロファイルは、例えば、特定の動物、系統、種、または交雑種群の特
定の特質、特性、またはこれらの特徴のセットと相関し得る。
【００３７】
　遺伝子型：本明細書において使用されている「遺伝子型」という用語は、所定の細胞ま
たは有機体における、所定の遺伝子座、または関連遺伝子座のセットの対立遺伝子の二倍
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体の組み合わせを指す。ホモ接合体は２コピーの同じ対立遺伝子を有し、ヘテロ接合体は
２つの異なる対立遺伝子を有する。２つの対立遺伝子「Ａ」および「ａ」を有する遺伝子
座の最も単純な例では、３つの遺伝子型、Ａ／Ａ、Ａ／ａ、およびａ／ａが形成され得る
。
【００３８】
　遺伝子型決定：本明細書において使用されている「遺伝子型決定」という用語は、１つ
以上の明確に定義された遺伝子座の個体の遺伝子型を区別するための、実験、計算、また
は観察プロトコルを指す。当業者であれば、遺伝子型決定を有用かつ効果的に実施するこ
とができる様々な技術について認識しているだろう。いくつかの実施形態では、遺伝子型
決定は、核酸または核酸配列の直接検出を含む。いくつかの実施形態では、遺伝子型決定
は、例えば、核酸または核酸配列の存在と相関する代理マーカーまたはイベントの検出ま
たは分析を通した、核酸または核酸配列の間接検出を含む。
【００３９】
　一倍体（半数体）細胞：本明細書において使用されている「一倍体細胞」という用語は
、体細胞の半数の染色体の単一のセット（１ｎ）の染色体を有する細胞を指す。
【００４０】
　未経産雌牛：本明細書において使用されている「未経産雌牛」という用語は、まだ一頭
も子ウシを産んだことがない雌ウシを指す。
【００４１】
　ハイブリッド：本明細書において使用されている「ハイブリッド」という用語は、異な
る種または系統の有蹄動物からの雄および雌配偶子の交雑の結果として産生される有蹄動
物（例えば、ウシ）を指す。よって、典型的には、ハイブリッドの常染色体ゲノム（例え
ば、体細胞ゲノム）の５０％は第１の種／系統に由来し、５０％は第２の種／系統に由来
する。特に興味深いものは、本明細書において記載されているように、その体細胞染色体
の５０％が第１の種に由来し、５０％が第２の種に由来するハイブリッドである。
【００４２】
　インビトロ受精（ＩＶＦ）：本明細書において使用されている「インビトロ受精」とい
う用語は、生きた動物の体外で卵を受精させる方法を指す。ＩＶＦとは、体外で精子によ
り卵を受精させるプロセスである（すなわち、インビトロであり、これは直訳すると「ガ
ラスの中で」だが、当該技術分野では、例えば、実験室または他の人工的な環境において
実施されるプロセスを指すと理解されている）。いくつかの実施形態では、ＩＶＦプロセ
スは、雌の排卵プロセスを監視および／もしくは刺激すること、雌の卵巣から卵母細胞（
卵）を取り出すこと、ならびに／または実験室において（例えば、流体培地中で）精子お
よび卵母細胞を互いに接触させ、受精を達成することを含む。いくつかの実施形態では、
ＩＶＦは、成長培地中で受精卵（接合子）を培養すること、ならびに／または雌の子宮に
おいて着床させるか、その後の分析および／もしくは着床のために保存することを含む。
いくつかの実施形態では、ＩＶＦは、受精卵を特定の望ましい属性（例えば、性別）につ
いて選別することを含み得る。
【００４３】
　系統：本明細書において使用されている「系統」という用語は、選択的な繁殖により発
達および維持される共通祖先の親から受け継がれるウシの株を指す。
【００４４】
　交配：本明細書において使用されている「交配」という用語は、典型的には２つの異性
の配偶子から、胚の形成をもたらすプロセスを指す。いくつかの実施形態では、交配は自
然交配を含む。いくつかの実施形態では、交配は人工授精を含む。いくつかの実施形態で
は、交配はＩＶＦを含む。本明細書において記載されている多くの実施形態では、交配は
、ハイブリッド子孫を産生するのに利用されている。多くの実施形態では、交配は、交雑
子孫を産生するのに利用されている。
【００４５】
　桑実胚：本明細書において使用されている「桑実胚」という用語は、胚の発生段階を指
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す。桑実胚、透明帯内に含有される細胞の球（割球と称される）からなる初期段階の胚は
、一連の開裂により単細胞の接合子から産生される。細胞分化およびキャビテーションを
通して、桑実胚は胚盤胞をもたらす。桑実胚において流体で満たされた空洞が開き始める
と、胚発生の胚盤胞段階が開始する。胚盤胞の形成中、桑実胚の細胞は、外部で成長する
胞胚腔および栄養膜細胞の内部で成長する内部細胞塊に分化する。
【００４６】
　自然交配：本明細書において使用されている「自然交配」という用語は、人工授精また
はＩＶＦベースの技術なしに雄と雌とを対合させる伝統的な牧畜を指す。
【００４７】
　容器：本明細書において使用されている「容器」という用語は、１つ以上の凍結保存胚
を含有するためのデバイスを指す。容器は、空気、解凍溶液、または凍結保存溶液中の胚
を保持するための、一連の領域、またはチャンバを含有し得る。いくつかの実施形態では
、容器はストローである、またはこれを含む。
【００４８】
　実質的に：本明細書において使用されている「実質的に」という用語は、対象の特徴ま
たは特性の完全またはほぼ完全な範囲または程度を示す質的条件を指す。生物学分野にお
ける当業者であれば、生物学的および化学的現象が、完了すること、および／もしくは完
全性まで進むこと、または絶対的な結果を達成もしくは回避することは、たとえあるとし
ても、ほとんどないことを理解するだろう。「実質的に」という用語は、したがって、本
明細書において、多くの生物学的および化学的現象における固有の潜在的な不完全性を表
すのに使用されている。
【００４９】
　特性：本明細書において使用されている「特性」という用語は、個体の検出可能な属性
を指す。典型的には、特定の特性の発現は、個体の遺伝子構成により完全または部分的に
影響され得る。いくつかの実施形態では、特性は、特定の個体、系統、種、または交雑種
の特徴であり、例えば、その個体、系統、種、または交雑種を他と区別するのに（個別に
、またはセットの一部として）依存され得る。
【００５０】
　有蹄動物：本明細書において使用されている「有蹄動物」という用語は、ウマ、ウシ、
ブタ、ヤギ、バッファロー、ヒツジ、キリン、ラクダ、シカ、およびカバを含む、多様な
大型哺乳類の群を指す。ほとんどの陸生有蹄動物は、移動する際、通常は蹄になっている
、爪の先を使って全体重を支えている。いくつかの実施形態では、この用語は、大まかに
「蹄を持っていること」または「蹄のある動物」を意味する。
【００５１】
　ガラス化：本明細書において使用されている「ガラス化」という用語は、卵細胞（卵母
細胞）および胚を凍結保存する方法を指す。いくつかの実施形態では、胚は、エチレング
リコールまたはグリセロールのような凍結保護剤を含む平衡化およびガラス化溶液に曝露
され、凍結保存プロセスの一部として液体窒素中に浸漬される。
【００５２】
　接合子：本明細書において使用されている「接合子」という用語は、２つの配偶子細胞
が有性生殖により接合される際に形成される細胞を指す。これは胚の最初期の発生段階で
ある。接合子は、２つの配偶子の合体から合成され、特有の有機体の発生における第１の
段階を表す。接合子は、組み合わされて単一の二倍体細胞を形成する、２つの一倍体細胞
、卵子（雌性配偶子）と、精子細胞（雄性配偶子）との間の受精により産生される。
【００５３】
　特定の実施形態の詳細な説明
　本発明は、部分的に、その受胎率が典型的には新鮮胚で達成されるものよりかなり低い
、ほとんどの標準的な技術に対して、受胎率を向上させながら有蹄動物胚を凍結保存する
ことが可能であるという発見に基づく。
【００５４】
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　いくつかの実施形態では、本発明は、インビトロ産生胚を得るステップと、その胚を凍
結保存するステップと、レシピエント有蹄動物における着床のために胚を移植するステッ
プと、を含む、方法であって、凍結保存および移植が、少なくとも約１０％の妊娠率が達
成されるように行われる、方法を提供する。いくつかの実施形態では、本発明は、開示さ
れている方法により凍結保存された胚を提供する。いくつかの実施形態では、本発明は、
凍結保存胚を凍結、保存、および解凍するための容器を提供する。
【００５５】
　インビトロ産生胚
　インビトロ産生胚（ＩＶＰ）の使用は、過去１０年にわたり大幅に増加している（Ｈａ
ｓｌｅｒ、２０１４）。この増加の多くは主にブラジルで発生した。２０１３年には、３
９３，０００を超えるＩＶＰ胚がレシピエントに移植され、この総数のうち、７８％が南
米で産生された。同年、この総移植数から、わずか８．９％のＩＶＰ胚が凍結され、イン
ビボ胚についてのこの割合は５９％であった（Ｐｅｒｒｙ，２０１３）。
【００５６】
　ＩＶＰ胚は、インビボ胚より凍結保存に対して耐性が低く、胚の培地に添加されるウシ
胎児血清（ＦＢＳ）は、細胞質内脂質胚の大きな蓄積をもたらし得（Ｍｕｃｃｉ　ｅｔ　
ａｌ．、２００６）、これは凍結に対するＩＶＰ胚の感受性の増加の原因の１つである。
【００５７】
　現在、ＩＶＰ胚について最も一般的に用いられている凍結保存技術は、その簡易性、ス
ピード、および低コストのために、ガラス化である（Ｄｏｄｅ　ｅｔ　ａｌ．、２０１３
）。しかしながら、この技術は、高濃度の凍結保護剤を使用し、移植前の胚の回収のため
の訓練された人員および実験室構造を要し（Ｖａｊｔａ　ｅｔ　ａｌ．、１９９８）、当
該技術分野における大規模なその使用を制限している。
【００５８】
　一方、その後の直接移植のための胚の緩慢凍結は、やや大きな作業コストを有するにも
かかわらず、より低濃度の凍結保護剤の使用、よってより低毒性の胚を可能にする（Ｖｏ
ｅｌｋｅｌ　ａｎｄ　Ｈｕ、１９９２）。
【００５９】
　いくつかの実施形態では、本発明は、血清中で培養されたウシ胚を着床させる改良され
た方法を提供する。ウシ胎児血清（ＦＢＳ）中で予めインキュベートされた受精胚を受け
取るウシは、ＦＢＳへの予備曝露なしで胚を受け取ったウシと同様の受胎率を有していた
。いくつかの実施形態では、本発明は、レシピエントのウシが新鮮移植胚と同様の受胎率
を有するように、ウシ胚を凍結保存する方法である。新鮮な状態で受精した胚を受け取っ
たウシは、ガラス化胚および直接移植／緩慢凍結胚と同様の受胎率を有していた。これは
、胚凍結保存の直接移植／緩慢凍結法が、ガラス化法と同じくらい有望であることを明示
する。利便性のために、直接移植／緩慢凍結は、ガラス化法の適切な代替である。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、受精および凍結保存の前に、卵母細胞にはインビトロ成熟が
行われ得る。いくつかの実施形態では、卵母細胞は、酸素（Ｏ２）の存在下でインキュベ
ートされる。いくつかの実施形態では、卵母細胞は、二酸化炭素（ＣＯ２）の存在下でイ
ンキュベートされる。いくつかの実施形態では、卵母細胞は、３～９％ＣＯ２の存在下で
インキュベートされる。いくつかの実施形態では、卵母細胞は、５％ＣＯ２の存在下でイ
ンキュベートされる。いくつかの実施形態では、卵母細胞は、５％Ｏ２の存在下でインキ
ュベートされる。
【００６１】
　従来の畜産
　畜産とは、営利目的での人間による家畜の管理および世話であり、この中では、人間に
とって有益であると考えられる遺伝的な品質および挙動をさらに発達させる。この用語は
、実利、スポーツ、娯楽、または研究のための動物における望ましい特性を促進するよう
に家畜を選択的に繁殖および飼育する業務を指すことができる。
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【００６２】
　畜産は、昔からの慣行と現代の科学的知識とを融合することにより、動物飼育の理論と
実践とを組み合わせ、動物の健康をもたらし、動物の安全かつ効率的な管理および飼育を
もたらすシステムを構築している。畜産業務は、科学者、農業専門家、および他の動物関
係者による新たな技術の習得に応じて変化するか、不要または不適切となったものを廃止
する。畜産業務は、群れの仲間や農場労働者のけがを防止するためのウシの除角から、家
畜を収容し、適切な栄養を供給し、繁殖戦略を立案するための方法までに及ぶ。
【００６３】
　人工授精および胚移植のような技術が開発され、繁殖を促進するのに使用することがで
きる。例えば、こうした技術は雌が自身のもの以外の胚を保有することを可能にするので
、それらを使用し、特に高品質の雌（または雌系統）からの多数の胚を、より低品質の代
理において着床させ、これにより高品質の雌から産生することができる子孫の数を確実に
増やすことができる。この実践は、少数の選ばれた最高品質の親動物により産生され得る
子孫の数を大幅に増加させることができる。しかしながら、本明細書において議論されて
いるように、こうした技術は典型的には乳牛では利用されていない。とりわけ、それらは
しばしば、乳牛での使用を是認するには高価すぎると考えられている。また、それらが群
れ内で特定の遺伝的な特性を増幅する傾向があるという程度まで、それらは群れ内の遺伝
的な多様性を減少させ、他のリスクの中でも特定の疾患の集団発生の深刻度を増大させる
。とりわけ、本発明は、こうした技術が、特に交雑育種戦略と組み合わされる場合、畜産
において従来のアプローチと比較して顕著な利点を提供することができるという見識を包
含する。
【００６４】
　胚形成および受精技術
　人間が動物の交配を、任意で動物の交尾（例えば、自然交配）または動物の接触すらな
しに、制御および／または達成することを可能にする、様々な技術が開発され、改良され
ている。代表的なこうした技術としては、例えば、インビトロ受精、人工授精、配偶子ま
たは胚の凍結保存（凍結）、多排卵の誘発、胚移植、精子または胚の性決定、核移植、ク
ローニング、等が挙げられる。
【００６５】
　反芻動物胚のインビトロ産生は、卵母細胞成熟、卵母細胞受精、およびインビトロ培養
を含む三段階プロセスである。こうした卵母細胞の３０～４０％のみが胚盤胞段階に到達
し、そこでそれらはレシピエントに移植またはその後の使用のために保存することができ
る。卵母細胞の品質は、胚盤胞を形成する未成熟卵母細胞の割合に劇的な影響を及ぼし得
、受精後培養環境は、胚盤胞の品質に大きな影響を与える。いくつかの実施形態では、イ
ンビトロ胚産生と併せた特定の性の精子の使用は、望ましい性の子孫を得る潜在的に効率
的な手段である。性分別精液技術の使用に関する懸念としては、選別精子の明らかに低い
繁殖性、凍結保存後の選別精子の低い生存性、および特定の期間に選別することができた
精子数の低減が挙げられる。胚品質の評価は課題である。形態的評価が、現在、移植前の
胚選別のための最も一般的な方法である。他の非侵襲的な評価方法は、発生能に関連して
いる最初の卵割分裂のタイミングを含む。遺伝子発現の定量的試験は、培養胚の生存性を
評価する追加の有益な手段である。特に受精後期間において、胚が曝露される培養条件が
、潜在的に重要な長期的結果と共に、胚における遺伝子発現のパターンに混乱効果をもた
らし得ることを明示するのに十分な量の証拠が存在する。
【００６６】
　ＩＶＦとは、生殖器からの吸引法によりドナーのウシから卵母細胞を抽出する技術であ
る。選択された卵母細胞は、次に２４時間の期間にわたってインキュベートされ、これは
成熟期間と称される。成熟後、卵は共培養物が作製された１８～２２時間後に受精させる
。胚は、移植できるようになる７日目まで、培地に滞留する。この技術は、従来のインビ
ボ胚回収に対して３つの主な利点を有する。ＩＶＦでは、ウシに過排卵させる必要もなく
、彼らを同期化させる必要もない。ドナーのウシは、動物の生殖健全性を低下させ得るホ
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ルモンに曝露されず、手順のための事前準備なしで処置することができるので、これは大
きな進歩である。胚産生は平均すると採取された卵母細胞の約３０％であるが、この量は
、種、ドナーのウシ、およびまた交配に応じて変動する。ＩＶＦの別の利点は、動物を、
インビボ胚回収のように６０日毎ではなく、２０日毎に吸引することができることである
。ＩＶＦの他の利点は、動物を非常に若齢で採取することができることであり、これは、
特定の望ましい特性を有する動物についての世代間隔を低減するので、繁殖選択に大きな
影響をもたらすだろう。
【００６７】
　人工授精（ＡＩ）は、２００年より長い間、遺伝的に優れた雄から子孫を得るために使
用されている。精液を凍結保存（凍結）および保存する周知の方法によって、ＡＩは、よ
り多くの家畜生産者にとって利用しやすくなっている。精液の凍結保存と同様に、胚凍結
は、遺伝的な品質の高い動物の世界的な商業化を可能にした。雄ウシからの精液は、特に
凍結および長期保存を受け入れられる。多数の乳牛が厳しく管理される酪農乳業において
、ＡＩは、簡単、経済的、かつ好結果である。米国では６０パーセントを超える乳牛がＡ
Ｉにより繁殖されている。しかしながら、繁殖集団が通常は放牧条件で維持される肉牛で
は状況は異なる。米国の牛肉産業において、ＡＩが占めるのは授精の５パーセント未満で
ある。
【００６８】
　ＥＴ技術の発達は、生産者が、遺伝的に優れた雌から多数の子孫を得ることを可能にす
る。受精胚は、外科的または非外科的技術により、優れた遺伝的メリットを有する雌（胚
ドナーとも称される）から回収することができる。遺伝的に優れた胚は次に遺伝的メリッ
トの少ない雌（胚レシピエントとも称される）に移植される。ウシにおいて、効率的な技
術は、受精胚を外科手術なしで回収することができるが、各々の正常な生殖周期中に産生
される胚は１つまたは時に２つのみである。遺伝的に優れた雌から回収することができる
胚の数を増加させるために、胚ドナーは、多排卵、または過排卵を誘発するホルモン処置
を受ける。
【００６９】
　米国における牛肉産業は、肉生産の発育および仕上げ段階のために飼育場に入れる場合
、より体重が多く、より飼料効率が高い（雌または未経産の子牛と比較して）傾向がある
雄の子牛を好む。対照的に、酪農乳業は、いずれは子孫および人間消費用の牛乳を産生す
る未経産の子牛を好む。よって、生産者が彼らの家畜の子孫の性を制御することができる
ように、精子または胚の性を決定する方法が必要とされている。
【００７０】
　１９８０年代中期から、割球（初期、おそらく未分化の卵割段階の胚からの細胞）また
は体細胞（線維芽細胞、皮膚、心臓、神経、または他の体細胞）のいずれかからの核を除
核卵母細胞（核を除去した未受精の雌の卵細胞）に移植する技術が開発されている。この
「核移植」は、それ自身が他の動物（トランスジェニック動物、遺伝的に優れた動物、ま
たは多量のミルクを産生する、もしくは他の望ましい特性を有する動物、等）のほぼ同一
のコピーである動物の多数のコピーを産生する。このプロセスはクローニングとも称され
る。現在まで、体細胞核移植を使用し、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウマ、ラバ、ネコ、
ウサギ、ラット、およびマウスのクローンが作製されている。
【００７１】
　この技術は、クローンを作製する動物からの適切な組織からの体細胞（線維芽細胞）を
培養することを含む。培養された体細胞からの核は、次に同じまたは近縁種の別の個体か
ら得られた除核卵母細胞に顕微注入される。まだ理解されていないプロセスを通して、体
細胞からの核は、胚の正常発生を誘導するのに適した遺伝子発現のパターンにリプログラ
ミングされる。インビトロでのさらなる培養および発生後、胚はレシピエント雌に移植さ
れ、最終的には正常な子孫の出産をもたらす。核移植による動物の繁殖の成功率は、１０
パーセント未満であることが多く、種、レシピエント卵の供給源、ドナー核の細胞型、核
移植前のドナー細胞の処理、核移植に用いられる技術、等を含む、多くの要因に依存する
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。
【００７２】
　本開示は、有蹄動物胚を凍結および解凍するための改良された凍結保存技術の有効性を
明示する。本開示は、こうした技術が畜産業に顕著な利点もたらすことができることを明
示する。
【００７３】
　いくつかの実施形態では、保存胚は、例えば、ハイブリッドの子孫および／または群れ
の産生を可能にするために、他の農場およびビジネスに供給することができる。いくつか
の実施形態では、本発明は、ハイブリッドウシをスクリーニングし、彼らの親のＦ０配偶
子を使用する選択的な繁殖により高性能なハイブリッドウシを再現するビジネス方法を可
能にする。
【００７４】
　凍結保護剤
　本明細書において記載されているように、本発明は、ウシ胚を凍結保存および／または
凍結保存ウシ胚で受精を達成するための技術を提供する。いくつかの実施形態では、本発
明に従って使用される凍結保護剤は、細胞内凍結保護剤である、またはこれを含む。いく
つかの実施形態では、本発明に従って使用される凍結保護剤は、細胞外凍結保護剤である
、またはこれを含む。いくつかの実施形態では、例となる凍結保護剤（例えば、細胞内凍
結保護剤として使用される）は、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、グリセロール、ポ
リエチレングリコール（ＰＥＧ）、およびこれらの組み合わせであり、またはこれを含み
得る。いくつかの実施形態では、例となる凍結保護剤（例えば、細胞外凍結保護剤として
使用される）は、スクロース、トレハロース、デキストロース、およびこれらの組み合わ
せであり、またはこれを含み得る。いくつかの実施形態では、本発明に従って使用される
凍結保護剤は、プロピレングリコールであり、またはこれを含み得る。
【００７５】
　胚の発生段階
　いくつかの実施形態では、胚は、様々な発生段階で凍結保存され得る。いくつかの実施
形態では、胚は、桑実胚、初期胚盤胞、胚盤胞、および拡張胚盤胞からなる群から選択さ
れる発生段階で凍結保存され得る。胚盤胞の形成後、胚は、子宮壁に着床することができ
る。いくつかの実施形態では、初期胚盤胞段階は、空洞が形成され始めたばかりであり、
胚盤胞細胞がまだ判別できないと特徴付けられる。いくつかの実施形態では、拡張胚盤胞
段階は、完全に形成された空洞により特徴付けられる。
【００７６】
　凍結保存のためのデバイス
　本発明は、胚を凍結保存するためのデバイスを提供する。いくつかの実施形態では、デ
バイスは、デバイス内の第１の領域内に位置付けられた凍結保存溶液中の凍結保存胚を含
み、その第１の領域の横に、各々空気からなる、第２および第３の領域が配置されており
、その第２および第３の領域の横に、各々解凍溶液からなる、第４および第５の領域が配
置されており、その第４および第５の領域の横に、各々空気からなる、第６および第７の
領域が配置されており、その第６および第７の領域の横に、各々解凍溶液からなる、第８
および第９の領域が配置されている。いくつかの実施形態では、デバイスの１つ以上の領
域はチャンバである。
【００７７】
　いくつかの実施形態では、本発明は、胚を凍結保存するための複数のデバイスを提供す
る。いくつかの実施形態では、各々の複数のデバイスは、単一の交配からの胚を含有する
。
【００７８】
　いくつかの実施形態では、本発明は、複数の胚を作製するステップと、複数の胚を凍結
保存するステップと、胚を約４０％の受胎率で移植するステップと、を含む、方法を提供
する。いくつかの実施形態では、胚は任意で凍結保存とレシピエントのウシへの移植との
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間の期間にわたって保存される。いくつかの実施形態では、凍結保存とレシピエントのウ
シへの移植との間の期間は、数分間、数時間、数日間、数週間、数か月間、数年間、また
はそれ以上（例えば、その数倍）とすることができる。いくつかの実施形態では、胚は、
約４０年、約３５年、約３０年、約２５年、約２０年、約１５年、約１０年、約９年、約
８年、約７年、約６年、約５年、約４年、約３年、約２年、または約１年未満の期間にわ
たって保存される。いくつかの実施形態では、胚は、約１２、約１１、約１０、約９、約
８、約７、約６、約５、約４、約３、約２、または約１か月未満の期間にわたって保存さ
れる。いくつかの実施形態では、胚は、約６週間、約５週間、約４週間、約３週間、約２
週間、約１週間未満の期間にわたって保存される。いくつかの実施形態では、胚は、約７
日、約６日、約５日、約４日、約３日、約２日、または約１日未満の期間にわたって保存
される。いくつかの実施形態では、胚は、約２４時間、約２０時間、約１６時間、約１２
時間、約８時間、約４時間、約３時間、約２時間、または約１時間未満の期間にわたって
保存される。いくつかの実施形態では、胚は、約６０分、約５０分、約４０分、約３０分
、約２０分、約１０分、約５分、約４分、約３分、約２分、または約１分未満の期間にわ
たって保存される。
【００７９】
　いくつかの実施形態では、胚は、レシピエントのウシに移植される前に、数分間、数日
間、または数年間にわたって保存することができる。いくつかの実施形態では、胚を保存
することができる期間は、数分間、数時間、数日間、数週間、数か月間、数年間、または
それ以上（例えば、その数倍）とすることができる。いくつかの実施形態では、胚は、約
４０年、約３５年、約３０年、約２５年、約２０年、約１５年、約１０年、約９年、約８
年、約７年、約６年、約５年、約４年、約３年、約２年、または約１年未満の期間にわた
って保存される。いくつかの実施形態では、胚は、約１２、約１１、約１０、約９、約８
、約７、約６、約５、約４、約３、約２、約１か月未満の期間にわたって保存される。い
くつかの実施形態では、胚は、約６週間、約５週間、約４週間、約３週間、約２週間、約
１週間未満の期間にわたって保存される。いくつかの実施形態では、胚は、約７日、約６
日、約５日、約４日、約３日、約２日、または約１日未満の期間にわたって保存される。
いくつかの実施形態では、胚は、約２４時間、約２０時間、約１６時間、約１２時間、約
８時間、約４時間、約３時間、約２時間、または約１時間未満の期間にわたって保存され
る。いくつかの実施形態では、胚は、約６０分、約５０分、約４０分、約３０分、約２０
分、約１０分、約５分、約４分、約３分、約２分、または約１分未満の期間にわたって保
存される。
【００８０】
　いくつかの実施形態では、凍結保存するステップは、これをデバイスにおいて行うこと
を含む。胚は、本明細書において開示されている方法に従って、デバイス内で凍結保存す
ることができる。いくつかの実施形態では、凍結保存するステップは、複数の胚を、各々
その独自のデバイスにおいて、デバイスのセットが産生されるように、凍結保存すること
を含む。いくつかの実施形態では、複数のデバイスは第１の期間にわたって維持される。
いくつかの実施形態では、第１の期間後、少なくとも１つの胚がレシピエントのウシに移
植され、任意で残った胚が第２の期間にわたって維持される。いくつかの実施形態では、
その期間は最大４０年とすることができる。いくつかの実施形態では、胚は、レシピエン
トのウシに移植される前に、数分間、数日間、または数年日間にわたって保存することが
できる。いくつかの実施形態では、胚を保存することができる第２の期間は、数分間、数
時間、数日間、数週間、数か月間、数年間、またはそれ以上（例えば、その数倍）とする
ことができる。いくつかの実施形態では、胚は、約４０年、約３５年、約３０年、約２５
年、約２０年、約１５年、約１０年、約９年、約８年、約７年、約６年、約５年、約４年
、約３年、約２年、または約１年未満の期間にわたって保存される。いくつかの実施形態
では、胚は、約１２、約１１、約１０、約９、約８、約７、約６、約５、約４、約３、約
２、約１か月未満の期間にわたって保存される。いくつかの実施形態では、胚は、約６週
間、約５週間、約４週間、約３週間、約２週間、約１週間未満の期間にわたって保存され
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る。いくつかの実施形態では、胚は、約７日、約６日、約５日、約４日、約３日、約２日
、または約１日未満の期間にわたって保存される。いくつかの実施形態では、胚は、約２
４時間、約２０時間、約１６時間、約１２時間、約８時間、約４時間、約３時間、約２時
間、または約１時間未満の期間にわたって保存される。いくつかの実施形態では、胚は、
約６０分、約５０分、約４０分、約３０分、約２０分、約１０分、約５分、約４分、約３
分、約２分、または約１分未満の期間にわたって保存される。
【００８１】
　いくつかの実施形態では、デバイスは、１つ以上の凍結保存胚を含有するための容器を
含む。いくつかの実施形態では、容器は、気泡により隣接される溶液中の胚を含有するた
めの領域またはチャンバを含む。いくつかの実施形態では、容器は、胚を他の胚から分離
するための領域またはチャンバを含む。いくつかの実施形態では、容器はストローを含む
。
【実施例】
【００８２】
　例証
　この研究の目的は、新鮮、ガラス化、または直接移植のために凍結されたＩＶＰウシ胚
ＥＴ後に得られる妊娠率を比較することであった。ジロランド雌ＯＰＵにより回収された
卵母細胞（ｎ＝３１７１）を選択し、２４時間、３８．５℃、空気中５％ＣＯ２、および
飽和湿度でＩＶＭを行った。解凍された性分別精液でＩＶＦを行い、５頭のホルスタイン
牛で実施した。ＩＶＦ後、予定接合子を、７日間、ＩＶＭおよびＩＶＦの温度および湿度
の同じ条件下だが、５％ＣＯ２および５％Ｏ２で、剥離および培養した。ＢＬまたはＢＸ
の段階にあるグレードＩの胚を、新鮮、ガラス化、または直接移植（ＤＴ）のために凍結
移植した。胚は予め同期化されたレシピエントに移植した。得られた受胎率は、新鮮胚に
おいて５１．３５％（１３３／２５９）、ガラス化胚において３４．６２％（８４／２３
４）、直接移植胚において４２．１１％（９６／２２８）であった。ｐ＜０．０５の確率
レベルを有意とみなした。ガラス化および直接移植ＩＶＰ胚から得られた割合は、ＩＶＰ
胚の凍結保存が、新鮮ＩＶＰ胚の移植後に得られたものと同様の結果をもたらすことを示
す。直接移植の利便性を有するＩＶＰ胚の凍結保存の可能性の有用な態様が強調される。
【００８３】
　実施例１：材料および方法
　特に記載がある場合を除き、すべての試薬をＳｉｇｍａ（ミズーリ州セントルイス、米
国）から購入した。実施例１～３において記載されている卵胞吸引手順、インビトロ成熟
、およびインビトロ受精を、実施例４および５に使用した。
【００８４】
　実施例２：卵母細胞の回収およびインビトロ成熟
　ギル－ホルスタイン１／２交雑種からの３６の雌ドナーにおいて超音波誘導による１１
２の卵子吸引（ＯＰＵ）の完了によって研究を行った。吸引セッション後、卵母細胞（ｎ
＝３１７１）を、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ、ニューヨーク州
グランドアイランド）、０．２０ｍＭのピルビン酸ナトリウム、および８３．４ｍｇ／ｍ
Ｌのアミカシン（ＢＩＯＣＨＩＭＩＣＯ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、リオデジャネイロ、ブラ
ジル）が補充されたヘペスで緩衝されたＴＣＭ－１９９培地（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ、ニュ
ーヨーク州グランドアイランド）で洗浄した。卵母細胞を予め選択し、農場の移動式実験
室装置において分類した。卵母細胞の選択後、それらを実験室の、３５０μＬの鉱物油で
覆われた、１０％ＦＢＳ、１ｍｇ／ｍＬのＦＳＨ（Ｆｏｌｌｔｒｏｐｉｎ（商標）、Ｂｉ
ｏｎｉｃｈｅ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｅａｌｔｈ、オンタリオ州ベルビル、カナダ）、５０ｍ
ｇ／ｍＬのｈＣＧ（Ｐｒｏｆａｓｉ（商標）、Ｓｅｒｏｎｏ、ブラジル、サンパウロ）お
よびエラストラジオール（１ｍｇ／ｍＬ）、ピルビン酸ナトリウム０．２０ｍｍ、ならび
に８３．４ｍｇ／ｍＬのアミカシンが補充された４００μＬのＴＣＭ－１９９培地を含有
するＢＤ　Ｆａｌｃｏｎチューブ５ｍＬポリスチレン上に移した。回収された卵母細胞を
、モギミリム／サンパウロに位置する実験室に移し、成熟培地を含む同じ輸送チューブに
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、ＯＰＵ時から数えて２４時間にわたって保持した。
【００８５】
　実施例３：精液の調製およびインビトロ受精（ＩＶＦ）
　ホルスタイン牛（ｎ＝５）雌分別精液でＩＶＦを行った。精液を解凍（３５℃で３０秒
）し、０．２ｍＭのピルピン酸塩および８３．４ｇ／ｍＬのアミカシンが補充され、１０
ｍＭのヘペスで緩衝された、１ｍＬのＴＡＬＰにおいて、遠心分離（６０００ｒｐｍで５
分）により２回洗浄した。精液の濃度を２×１０６個の運動精子（ｓｐｔｚ）／ｍＬに調
節した。授精用量は１０マイクロリットル（１０５ｓｐｔｚ）であり、鉱物油下、５０μ
ＬのＴＡＬＰ－ＦＩＶ（１０ｇ／ｍＬのヘパリン、１８Ｍのペニシラミン、１０Ｍおよび
８Ｍのヒポタウリン、エピネフリンが補充されたＴＡＬＰ）の各滴に添加した。その後、
各滴に２５～３０個の卵母細胞を添加した。２０～２４時間、３８．５℃、５％ＣＯ２、
および空気中最高湿度のインキュベータでインキュベーションを行った。
【００８６】
　実施例４：実験Ｉ－ウシ胎児血清（ＦＢＳ）の存在または非存在下での培養後に移植さ
れた新鮮ＩＶＰ胚
　インビトロ培養（ＩＶＣ）胚
　ジロランド牛ドナー（ｎ＝２５）から、超音波誘導による卵胞吸引により、卵母細胞（
ｎ＝６６５）を回収した。卵母細胞を群に偶然的に振り分けて、これらに同じホルスタイ
ン牛からの性分別精液でのインビトロ受精を行った。
【００８７】
　ＦＢＳありの群－予定接合子（ｎ＝３０３）を、鉱物油下、２．５％ＦＢＳ＋０．５％
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が補充されたＳＯＦ（合成卵管流体）（Ｗｅｌｌｓ　ｅｔ
　ａｌ．、１９９９）の１００μＬ液滴において培養した。ＩＶＣの３日目（Ｄ３）およ
び５日目（Ｄ５）に、液滴の体積の５０％の新しい培地での置換（「フィーディング」）
を行った。同じ培地を「フィーディング」する培地を、初期胚発生において使用した。
【００８８】
　ＦＢＳなしの群－予定接合子（ｎ＝３６２）を、鉱物油下、ＦＢＳを使用せずに改変さ
れ、０．５％ウシ胎児血清（ＢＳＡ）＋１０μＭのＥＤＴＡのみが補充されたＳＯＦの１
００μＬ液滴において培養した。ＩＶＣの３日目（Ｄ３）および５日目（Ｄ５）に、液滴
の体積の５０％の新しい培地での置換（「フィーディング」）を行った。同じ培地を「フ
ィーディング」する培地を、初期胚発生において使用した。
【００８９】
　培養の７日後、ＦＢＳあり（ｎ＝８２）またはなし（ｎ＝８８）群の胚を、予め同期化
されたレシピエントのウシに新鮮移植した。授乳期の最初の３分の１にある雌をレシピエ
ントとして使用した。レシピエントの同期化には、下記のプロトコルを使用した。
【００９０】
　－０日目（Ｄ０）－２ｍｇの安息香酸エストラジオール（Ｓｉｎｃｒｏｄｉｏｌ（登録
商標））＋膣内インプラント埋植（ＣＩＤＲ（登録商標））
【００９１】
　－７日目（Ｄ７）－５ｍＬプロスタグランジンＦ２ａ’（Ｌｕｔａｌｙｓｅ（登録商標
））
【００９２】
　－９日目（Ｄ９）－インプラント除去および１ｍｇのシピオン酸エストラジオール（Ｅ
ＣＰ（登録商標））の適用
【００９３】
　－１８日目（Ｄ１８）－胚移植
【００９４】
　実験１では、ＦＢＳが補充された、またはされていない、２つの異なる培地で培養され
た胚において、受胎率を比較した。表１からわかるように、２つの群の間に差はなかった
。この例は、ＦＢＳ補充培地で成長させた新鮮胚が、ＦＢＳで成長させていない胚と同様
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の生存率および受胎率を有することを明示する。
【表１】

【００９５】
　実施例５：新鮮、ガラス化、または直接移植のために凍結移植したＩＶＰ胚の受胎率の
比較
　胚のインビトロ培養（ＩＶＣ）
　実施例２および３に記載されている手順に従って、予定接合子をインキュベータ（３８
．５℃、５％ＣＯ２、および空気中最高湿度）において、顆粒膜細胞と共培養した（各滴
２５個の卵母細胞の偶然的な群）。新鮮またはガラス化移植のための胚を、鉱物油下、２
．５％ＦＢＳ＋０．５％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が補充されたＳＯＦ（Ｗｅｌｌｓ
　ｅｔ　ａｌ．、１９９９）の１００μＬ液滴において培養した。ＩＶＣの３日目（Ｄ３
）および５日目（Ｄ５）に、液滴の体積の５０％の新しい培地での置換（「フィーディン
グ」）を行った。「フィーディング」する培地は、初期胚発生において使用したものと同
じであった。培養の３日目（Ｄ３）に卵割率を評価した。
【００９６】
　直接移植凍結のための胚を、鉱物油下、ＦＢＳなしで改変され、０．５％ウシ胎児血清
（ＢＳＡ）＋ＥＤＴＡ１０μＭのみが補充されたＳＯＦの１００μＬ液滴において培養し
た。ＩＶＣの３日目（Ｄ３）および５日目（Ｄ５）に、液滴の体積の５０％の新しい培地
での置換（「フィーディング」）を行った。「フィーディング」する培地は、初期胚発生
において使用したものと同じであった。培養の３日目（Ｄ３）に卵割率を評価した。
【００９７】
　培養期間の終わり（Ｄ７）に、グレード１に分類される拡張胚盤胞を、予め同期化され
たレシピエントに、装填および新鮮移植した。すべての産生胚に対するレシピエントが入
手可能ではない場合、余剰胚を、ＳＡＮＣＨＥＳ　ｅｔ　ａｌ．（２０１３）により記載
されているプロトコルに従ってガラス化、またはその後の直接移植のために凍結した。
【００９８】
　胚ガラス化
　この研究では、ＳＡＮＣＨＥＳ　ｅｔ　ａｌ．、２０１３により以前記載されているプ
ロトコルに従ったガラス化法のために、胚を凍結保存した。
【００９９】
　簡潔に、胚（Ｂｘ、ｎ＝２３４）を、平衡化溶液（ＳＥ＝１０％ＥＧ）＋１０％ジメチ
ルスルホキシド（ＤＭＳＯ）において１分、次にガラス化溶液（ＶＳ＝２０％ＥＧ＋２０
％ＤＭＳＯ）において２０秒曝露した。ガラス化溶液への曝露の２０秒中、胚をＣｒｙｏ
ｔｏｐ（登録商標）（北里、静岡、日本）に、Ｃｒｙｏｔｏｐ毎に３～５個収容し、直ち
に液体窒素に入れた。胚ガラス化は、ＫＵＷＡＹＡＭＡ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）によ
り記載されている、Ｃｒｙｏｔｏｐという技術に基づいていた。この方法は、胚を、取り
扱いやすくするために使用されるプラスチックロッドに付着した非常に薄いプラスチック
膜に配置する、最小体積の概念を用いる。使用されるガラス化溶液は、４ウェルプレート
において調製した（ＮＵＮＣ　Ｓ／Ａ、ロスキルド、デンマーク）。ＴＣＭ－ＨＥＰＥＳ
培地（ＴＣＭ－１９９＋２５ｍＭヘペス＋１０％ＦＢＳ）を、ＥＧおよびＤＭＳＯを含有
する溶液の調製の基本とし、これらを使用時にのみ添加した。両群において、平衡溶液（
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ＥＳ）を２０％ＦＢＳで補充し、ガラス化溶液（ＶＳ）を０．５Ｍスクロースに添加した
。まず、胚を維持培地（ＴＣＭ－ＨＥＰＥＳ）に入れ、それらを取り出し（３～５個ずつ
）、ＥＳを含有するウェル１に移した。この溶液中に、胚を１分間滞留させた後、ＶＳを
含有するウェル２にすぐに移し、２０秒間にわたって曝露した。こうして、胚を直ちにピ
ペットで取り、Ｃｒｙｏｔｏｐ先端にあるプラスチック膜上に収容し、試料を液体窒素中
に浸漬させた。
【０１００】
　ガラス化胚の解凍
　ガラス化胚の解凍のために、胚を含有するＣｒｙｏｔｏｐを空気に４秒間にわたって曝
露した後、３５℃の近似温度を有する加温溶液（ＴＣＭ－ヘペス＋スクロース０．３モル
）中に浸漬させた。ガラス化溶液の除去は、維持培地ＴＣＭ－ヘペスに移す前に、それぞ
れ０．３および０．１５Ｍスクロースの勾配において２回の曝露（各５分）で行った（Ｖ
ｉｅｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．、２００２、Ｍｅｚｚａｌｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．、２００４）
。
【０１０１】
　胚の緩慢凍結
　全体として、インビボで得られた胚について以前記載されている緩慢凍結法（Ｖｏｅｌ
ｋｅｌ　ａｎｄ　Ｈｕ、１９９２）により、胚（ｎ＝２２８）を凍結保存した。胚盤胞お
よび拡張胚盤胞を、１．５Ｍのエチレングリコールからなる凍結溶液（ＳＣ－ｓｏｌｕｃ
ａｏ　ｄｅ　ｃｏｎｇｅｌａｃａｏ）に１０分間にわたって曝露した。この期間中、ＳＣ
および胚を含有する皿を３５℃に加熱したプレート上に残した。胚を０．２５ｍｌストロ
ー中に装填し、胚を、空気カラムを挿入して互いを離した４つの解凍溶液（ＳＤ－ｓｏｌ
ｕｃａｏ　ｄｅ　ｄｅｓｃｏｎｇｅｌａｃａｏ）カラムに囲まれた、エチレングリコール
の１．５Ｍ溶液からなる、中央カラム上に配置した（図１）。解凍溶液（ＳＤ）は０．７
５ＭのＥＧからなり、ＥＧ１．５ＭはＤＰＢＳ（Ｎｕｔｒｉｃｅｌｌ、カンピーナス、ブ
ラジル）に１：１の比で希釈した。装填後、胚を、－６℃で予め安定させた凍結装置（Ｔ
Ｋ１０００（登録商標）、ウベラバ、ブラジル）に入れた。装置に入れた２分後、胚カラ
ムのすぐ上および下にあるカラムの結晶化（「シーディング」）を行った。胚を１０分間
－６℃で維持した。
【０１０２】
　凍結曲線は、開始後、－３２℃のレベルに到達するまで０．５℃／分で温度を低下させ
る。凍結曲折の終わりに、胚を液体窒素中に直接浸漬させ、レシピエントに移植されるま
でそこで保存する。概要については図２Ａも参照されたい。
【０１０３】
　解凍および直接移植
　直接移植のための凍結保存胚の移植時、胚を液体窒素容器から取り出し、室温の空気に
１０秒間にわたって曝露した後、３５℃の温水中に３０秒間にわたって浸漬させた。スト
ローをペーパータオルで乾燥させ、内部の５つのカラムが混合されるまで穏やかに撹拌し
た。その目的は、４つの解凍溶液カラムを、ストロー内で既に開始された再水和まで、凍
結溶液カラムと混合することであった。カラムの混合後、胚をレシピエントの子宮角に移
植した。概要については図２Ｂも参照されたい。
【０１０４】
　新鮮胚、ガラス化、または直接移植のためにレシピエントとして用いられる雌は、授乳
期の最初の３分の１にあった。同期化プロトコルは実施例４において使用したものと同じ
であった。
【０１０５】
　統計分析
　３０および６０日での受胎率を、同期化プロトコル変数、レシピエントの年齢、動物カ
テゴリー（授乳期または非授乳期）、およびＩＶＦに使用される雄ウシを固定効果として
考慮しながら、ＩＢＭ　ＳＰＳＳ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓバージョン２２（ＩＢＭ　Ｉｎ
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ｃ．、ニューヨーク州アーモンク）の二項ロジスティック回帰により分析した。確率レベ
ルｐ＜０．０５を有意とみなした。
【０１０６】
　結果
　実施例５では、新鮮、ガラス化、または直接移植のための凍結移植胚の、３０および６
０日での受胎率を比較した（表２）。この例では、凍結保存胚での両群と比較して、新鮮
移植胚の受胎率５１．３５％（１３３／２５９）との間に差があった。しかしながら、直
接移植胚４２．１１％（９６／２２８）と比較して、ガラス化胚３４．６２％（８４／２
３４）についての受胎率には差はなかった（ｐ＜０．０５）。
【表２】

【０１０７】
　考察
　新鮮、ガラス化、または直接移植のための凍結移植ＩＶＰ胚の受胎率の比較について詳
述する。これは、特にインディカス－タウラス牛における移植胚の一貫性のある数ついて
の、初めての研究である。
【０１０８】
　Ｐｅｒｒｙ（２０１４）により提示された２０１３年のデータは、全世界で移植された
ＩＶＰ胚のわずか８．９％が凍結保存されたことを示した。いかなる特定の理論にも縛ら
れることを望まず、我々は、この低い割合は、新鮮胚と比較して、これらの凍結保存胚の
より高い感受性および／またはより低い生存性（例えば、胚再生および／または移植技術
に曝露される場合）によるものであり得、この低い割合は、ほとんどの商業用実験室にと
って、この技術の使用における制限態様である（Ｇｅｏｒｇｅ、２００８）と提言する。
しかしながら、ＩＶＰ胚の産生数の増大を考慮すれば、インビトロ胚の凍結保存のための
適切な戦略を見出すことは極めて重要となっている。
【０１０９】
　世界では、インビトロ産生胚の９０％超が廃棄され（Ｐｅｒｒｙ、２０１４）、これは
、遺伝物質、消耗品、材料、および技量を考慮する場合、より膨大な損失を表している。
さらに、胚のレシピエントへの投与の補給業務は、新鮮胚のみを扱うという要件がある場
合、より重要となっている。すべてのこれらの不利点について、余剰胚の廃棄は、技術の
コストを増加させ、利益および競争力を減少させる。ＰＯＮＴＥＳ（２０１３）によると
、Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｂｒａｚｉｌ　Ｃｏｍｐａｎｙは、十分に構築された凍結保存プロ
トコルがなかったために、２００２年～２００８年までの間に約２５，０００のＩＶＰ胚
を処分した。
【０１１０】
　凍結保存および／または凍結保存胚の使用に関連する課題に加えて、ウシ属動物の異な
る種型に適合させた技術にはかなりの違いがあるように思われる。タウラスおよびインデ
ィカスの動物間には様々な生殖上の違いがあることは知られている。例えば、１つの違い
は、細胞小器官の特徴である。インビボ胚を研究するＶＩＳＩＮＴＩＮ　ｅｔ　ａｌ．（
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２００２）は、ボス・インディカスおよびボス・タウラスの胚間の特定の特徴、特に細胞
質内脂質の量について説明した。ブラジルにおける気候および地理的条件を考慮し、ジロ
ランドのドナーからなるタウラス－インディカス乳牛群からの胚を使用して、この研究の
目的を達成した。この交雑種は、放牧およびより低コストでの乳生産へのその良好な適応
性によって、ブラジルにおける乳生産の８０％を担っている（Ｇｉｒｏｌａｎｄｏ、２０
１５）。
【０１１１】
　ジロランド雌の胚産生における関心は、近年いくつかの刊行物をもたらしている。ＰＯ
ＮＴＥＳ　ｅｔ　ａｌ．（２０１０）は、ホルスタイン、ジル、およびジルのドナーで行
われた卵胞吸引において胚産生を比較した。この研究において、我々は、ギル牛において
ホルスタインより高い胚産生／吸引（それぞれ、３．２対２．２）を観察した。しかしな
がら、胚の産生は、ジロランドにおいて、他の２つの種と比較した場合、平均で２倍も高
かった（５．５胚盤胞）。本開示は、例えば、実現可能性実験および妊娠の達成における
豊富な試料に照らして、ＩＶＰタウラス－インディカス胚におけるこうした優れた性能が
、改良された胚の凍結保存技術の開発を可能にすることを認識している。
【０１１２】
　ＩＶＰ胚は、インビボ胚と比較した場合、凍結耐性が低く（Ａｂｅ　ｅｔ　ａｌ．、２
００２）、この感受性増強の原因は、主にＩＶＰ胚の細胞質において見られる細胞内脂質
の蓄積の大きさに起因していた（Ａｂｅ　ｅｔ　ａｌ、２００２、Ｒｉｚｏｓ　ｅｔ　ａ
ｌ、２００２、Ｓｕｄａｎｏ　ｅｔ　ａｌ、２０１１）。この文脈において、培養に使用
される培地へのサプリメントとしてのウシ胎児血清（ＦＢＳ）が、凍結後の胚生存率の低
さの原因として特定された（Ｄｉｅｚ　ｅｔ　ａｌ．、２００１、Ａｂｅ　ｅｔ　ａｌ、
２００２、Ｌｏｎｅｒｇａｎ　ｅｔ　ａｌ　２００３）。しかしながら、最も高濃度の細
胞質内脂質液滴が凍結保存に対する唯一の有害因子とは考えられず、１つの問題は多因子
的であり、凍結保存するための胚品質の達成における、ＩＶＰのすべての段階での厳しい
品質管理を含む（Ｓｕｄａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．、２０１３）。
【０１１３】
　実施例４では、同じ群のドナーにおいて卵胞吸引を行い、ＦＢＳの非存在または存在下
で胚を培養した。その目的は、新鮮移植胚における両群（ＦＢＳあり、またはなし）の妊
娠率を比較することであった。ＦＣＳ（ウシ胎仔血清）で培養された胚と比較して、ＢＳ
Ａで培養されたＩＶＰ胚において、胎児および胚盤のより大きな伸長がより明らかであっ
たという報告（Ｇｅｏｒｇｅ　ｅｔ　ａｌ．、２００８）がいくつかある。
【０１１４】
　例えば、ほとんどの他の研究は胚の再拡張率および孵化率のみを評価し、産生胚の移植
には至っていないので、これらの研究間の直接比較は貴重であった。また、これらの研究
の各々において、培地の組成および培養条件の間には多くの違いがある。
【０１１５】
　実施例４において記載されている研究では、群間で妊娠における差は観察されず（Ｐ＜
０．０５）、これにより我々は、インビトロ培養のためのＦＢＳの分注が、ＦＢＳを使用
しない場合と一貫した、多数の妊娠をもたらしたと結論付けた。
【０１１６】
　本開示は、ＦＢＳおよび培養条件の考慮とは別に、もう１つの考慮すべき重要な態様と
して凍結保護剤があることを理解している。凍結保存プロトコルは、細胞内氷晶の形成を
防止し、凍結中の細胞に対する毒性および浸透ストレスの最小化を試みるべきである（Ｃ
ａｍｐｏｓ－Ｃｈｉｌｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、２００６）。こうして、グリセロールおよ
びエチレングリコール（ＥＧ）のような凍結保護剤の多くは、胚に対して毒性である（Ｄ
ｏｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．、１９８８）。凍結前および解凍後に、胚がこれらの凍結保護剤
に曝露される時間を減少させることは、毒性効果を低減し、よってより高い解凍後胚生存
率を達成することができる（Ｓｏｍｍｅｒｆｉｅｌｄ　ａｎｄ　Ｎｉｅｍａｎｎ、１９９
９）。
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【０１１７】
　１９９０年代初期に、Ｖｏｅｌｋｅｌ　ａｎｄ　Ｈｕ（１９９２）は、凍結保護剤とし
てのエチレングリコールの使用が、新鮮胚で達成されるものよりわずかに低い受胎率で、
凍結－解凍胚の直接移植の代替となり得ることを説明した（Ｖｏｅｌｋｅｌ　Ｈｕ、１９
９２、Ｌｅｉｂｏ　ａｎｄ　Ｍａｐｌｅｔｏｆｔ、１９９８）。直接移植法は、解凍後の
胚細胞における再水和ステップを可能にし、簡易化することができ、これによってより利
用しやすく、当該技術分野において実施される簡単な技術となっている。それ以来、直接
移植は、過排卵処置を受けたドナーから回収されたインビボ産生胚の凍結について、広く
受け入れられている。
【０１１８】
　しかしながら、ＩＶＰ胚について、ＩＶＰ胚凍結に最も幅広く使用されている方法は、
主に凍結のスピードおよび低コストによって、ガラス化である（Ｍｏｒａｔｏ　ａｎｄ　
Ｍｏｇａｓ、２０１４）。これにより胚移植は、同期化されたレシピエントの入手可能性
に依存しない、さらにより効率的な技術となった。凍結法、ガラス化、または直接移植の
いずれも、受胎率は、新鮮胚で得られるものより低い（Ｌｅｉｂｏ　ａｎｄ　Ｍａｐｌｅ
ｔｏｆｔ、１９９８）。ガラス化の不利点は、資格を持ったエンブリオロジストが胚の再
加熱を行う必要があることであり、これは実験室に必要な最小構造を越えており、この技
術の当該技術分野における大規模な適用をさらに複雑化している（Ｍｏｒａｔｏ　ａｎｄ
　Ｍｏｇａｓ、２０１４）。
【０１１９】
　本研究において、我々は、胚の凍結保護剤として１．５Ｍのエチレングリコールを用い
る、胚の緩慢凍結（直接移植）のプロトコルを使用した。しかしながら、我々のグループ
によって実施された以前の実験では、我々は、胚が中央カラムにおいて１．５Ｍのエチレ
ングリコール中で凍結され、サイドカラムがＤＰＢＳのみからなっていた場合、胚は解凍
後より低い孵化率を有したことを見出した。いかなる特定の理論にも縛られることを望ま
ず、我々は、我々の観察の１つの説明が、胚が、解凍後ＤＰＢＳと直接接触した場合、非
常に迅速に再水和されたことであったと提言する。
【０１２０】
　我々は、胚の両サイドにある４つのカラム中に配置された、０．７５Ｍのメチレングリ
コールからなる解凍溶液の使用について考察することにした。この方法では、胚細胞への
水の流入がよりゆっくりと起こり、完全性を維持することができた。インビボ胚凍結には
、０．３７Ｍのエチレングリコールからなる、「保持培地」と称される溶液からなる、胚
の側方にあるカラムを使用する同様の戦略が提示された（Ｖｏｅｋｅｌ　ａｎｄ　Ｈｕ，
１９９２）。その研究では、実験群の妊娠率は対照群と同じであった（５０％）。約４０
％と比較的低い妊娠率にかかわらず、インビボ胚がそれらの発生のためのストレスサポー
トを低下させ、より高い妊娠率をもたらすことを考察することは重要である。インビトロ
で産生されたインディカス－タウラス胚をパッケージする戦略は、したがって、成功とみ
なすことができる。
【０１２１】
　こうした研究において観察された別の重要な点は、胚盤胞および拡張胚盤胞に分類され
る胚と比較して、それらが小さな桑実胚段階の凍結保存ＩＶＰ胚である場合の最も低い胚
生存率である。緩慢法による凍結保存後の胚生存率の指標として、桑実胚および胚盤胞の
孵化率を評価した著者によって同様の結果が見出された（Ｐｏｌｌａｒｄ　ａｎｄ　Ｌｅ
ｉｂｏ、１９９３）が、胚凍結保存にとってより良い段階については意見の一致をみない
（Ｓａｒａｇｕｓｔｙ　ａｎｄ　Ａｒａｖ，２０１１）。
【０１２２】
　ＩＶＰ新鮮移植胚の３０日での受胎率（５１．４％）は、ガラス化（３４．６％）およ
び直接移植（４０．１９％）により凍結保存されたＩＶＰ胚で得られたものより高かった
（Ｐ＞０．０５）。これらの結果は、ＬＩＭ　ｅｔ　ａｌ．（２００８）により、ＦＢＳ
の非存在下で培養され、緩慢凍結により凍結保存されたＩＶＰ胚の移植で得られたもの（
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．、１９９８）でのガラス化により凍結保存されたＩＶＰ胚より高かった。
【０１２３】
　いかなる特定の理論にも縛られることを望まず、我々は、ＦＢＳなしでの培養と、胚を
ストローデバイス内に位置付けるための装填戦略との組み合わせが、我々のプロトコルが
成功した理由であり得ると提言する。移植後６０日での受胎率も評価し、結果と比較した
場合、新鮮移植胚（４３．２％）においてより高く（Ｐ＞０．０５）、受精後７日目に移
植されたＩＶＰタウラス胚の４２％の受胎率設計を得たＨａｓｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９５）により発表されたものと同様であった。
【０１２４】
　本明細書における発見は、本明細書において実施されているガラス化と比較した、特定
の直接移植（例えば、緩慢凍結）法の優位性を明示する。本発明のいくつかの実施形態で
は、胚バンクを作製する（例えば、直接移植／緩慢凍結技術を使用して）ことが望ましく
、例えば、第１の場所（例えば、産生場所）で維持され得る。いくつかの実施形態では、
こうして維持された胚の移植は、ガラス化技術の使用よりより実用的であり得る。
【０１２５】
　いくつかの実施形態では、本明細書において記載されている技術は性選別精液を使用し
、ＩＶＰは一般的には、酪農において特に有用な、性選別精液の最も効率的な使用を可能
にする方法であると考えられている。
【０１２６】
　いくつかの実施形態では、例えば、本明細書において記載されている特定の研究（例え
ば、３０および６０日での妊娠を比較する場合）において観察される初期胚喪失率を低減
するために、１つ以上の変形または改良が行われ得る。
【０１２７】
　とりわけ、本開示は、ＩＶＰ胚の凍結保存を通した妊娠の達成において、成果および進
歩を提供する。我々は、タウラス－インディカスのインビトロ産生胚が、ガラス化法また
は緩慢凍結／直接移植による凍結保存後に約４０％の妊娠率をもたらすことができると結
論付ける。当業者であれば、本開示を読み、その教示の異なる文脈（例えば、異なる品種
、異なる種、異なる亜種、異なる交雑種、および／または異なるハイブリッド、等）への
適用が、各例において、現行技術で典型的に観察されるもの（例えば、約９％）より著し
く高い、少なくとも約１０％、約１１％、約１２％、約１５％、約２０％、約２５％、約
３０％、約３５％、約４０％、約４５％、または約５０％の妊娠率を達成することが合理
的に予想されると理解するだろう。
【０１２８】
　特に注目に値する点は、本明細書において記載されている技術が、効果的な緩慢凍結／
直接移植戦略を特に改良および／または可能にすることにより（例えば、少なくとも３０
％の妊娠率の達成を可能にすることにより）、胚のインビトロ産生が家畜により広く使用
されるバイオ技術となる重要な一歩を表していることである。
【０１２９】
　同等物
　当業者であれば、本明細書において記載されている本発明の特定の実施形態の多くの同
等物を、認識する、またはごく日常的な実験を用いて確認することができるだろう。本発
明の範囲は、上記の説明に限定されることを意図しておらず、むしろ下記の特許請求の範
囲に記載のとおりである。
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