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～EQ法(Easy & Quick method)~
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説明

⚫特に災害や緊急時に多くのマウスの精子を保存したいときに効果的
な方法であり、融解後は体外受精に利用が可能。

⚫液体窒素が不要で、-80℃のフリーザーで保存が可能。

⚫未経験者でもすぐに実行でき、短時間で100匹の雄の精子保存が可能。

説明

利点

⚫20%ラフィノース水溶液を入れたマイクロチューブに精巣上体を入れ
てハサミで切り刻み、-80℃フリーザーに直接保存する簡単な方法。

⚫長期的な保存や高い受精率を期待するならば、従来の方法で保存する
ことが望ましい。



試薬と器具・機材
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ラフィノース                             Becton Dickinson       cat#217410

マイクロチューブ  (1.5 mL)

アルミホイル

鋭利なハサミ（眼科用など）

ピンセット

チューブ収納箱など

50℃で溶解させるための加温装置（ウォーターバスなど）



方法
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１．凍結液とマイクロチューブ、チューブホルダーの準備

Raffinose

50 C

20%(w/v)ラフィノース
水溶液*を調整

50-60Cで溶解

-80Cのディープ
フリーザーで1時

間以上冷却

*チューブの素早い冷却に重要

アルミホイルでチューブホルダーを作る
チューブの破裂
を避けるため、
釘とハンマーで
穴を開ける

50 l の凍結液を
チューブに入れる

断面図

*(例：ラフィノース10g/50 mL)

#1 #1

番号記載



方法

２．精巣上体の摘出と精子の凍結保存

室温で3-4分
間静置

-80 C、冷凍庫内

アルミホイル
のホルダー

1時間＜

LN2

1ヶ月＜

精巣上体尾部を摘出 血液と脂肪を
除去

マイクロチュー
ブに入れる

ハサミで10-15回、
切込みを入れる

-80℃フリーザーの冷却した
ホルダーへチューブを入れる

冷やした箱などに、
チューブを保管する

保存が1ヶ月以上の場合は、
液体窒素の中に保管する

精巣
脂肪

血液

-80 C、冷凍庫内



方法

３. 体外受精の準備

各培養液*のドロップをオイル
で覆い、37 C のCO2インキュ
ベーターで30分以上平衡

受精用ディッシュ

1 ドロップ×300 L 4 ドロップ×80 L

精子前培養用ディッシュ

*培養液や体外受精条件の詳細は、論文を参照。



方法

４. 精子の融解と体外受精への利用

フリーザーから
チューブを取り出す

37 Cで15分間温める

37 Cインキュベーターで
40-50分間培養

約24 lの精子液を前培養
ディッシュへ移す

10秒静置

30-50分間培養

約15 lの精子液を   
受精用ドロップへ移す

COC（卵子-卵丘細胞
複合体）を入れる

(約20-30 卵子/ドロップ)

媒精

-80 C、冷凍庫内

#1 #1

精子前培養用
ディッシュ

受精用ディッシュ



成績

系統 方法 例数
卵子数 平均受精率

(±標準誤差) 受精卵数 使用卵数

C57BL/6N 標準 8 427 469 91.4 (± 1.5)

EQ 7 209 401 49.9 (± 7.0) **

C57BL/6J 標準 10 583 754 77.3 (± 1.4)

EQ 7 118 380 30.8 (± 2.0) **

結果：簡易なEQ法でも30%以上の受精率が得られた。

１．標準法とEQ法で凍結した精子を用いた体外受精率



成績

系統 Ca++ 濃度 例数
卵子数 平均受精率

(±標準誤差) 受精卵数 使用卵数

C57BL/6N 2 mM 7 209 401 49.9 (± 7.0)

5 mM 7 176 307 56.7 (± 4.9) 

C57BL/6J 2 mM 7 118 380 30.8 (± 2.0)

5 mM 7 150 301 50.9 (± 10.5) 

結果：高カルシウム濃度で受精率が改善される傾向が見られた。

２．EQ法の凍結精子を用いた体外受精へのカルシウム濃度の影響



成績

系統

使用雌数 胚数

移植数 妊娠数 (%) 移植数 着床数 (%) 産子数 (%)

C57BL/6N 3 3 (100) 45 39 (87) 26 (58)

C57BL/6J 4 4 (100) 60 49 (82) 33 (55)

３．EQ法で1ヶ月間保存した精子を用いた受精卵の移植成績

結果：両系統共に高い産子発生率が得られた。
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補足

凍結のポイント

⚫チューブを早く冷却することが重要なので、予めアルミホイルで
チューブの形状に合わせた台座を作成し、冷却しておく。

⚫短時間で多くのマウスの精巣上体を保存できる簡易法のため、精子
は凍結の傷害を受け易い。凍結後は液体窒素に早く移した方が長く
保存できる。

⚫通常時はストローを用いた凍結法の方が体外受精に使い易い。

⚫-80℃よりも温度の高いフリーザーは精子保存に使用できません。



作成者
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• 統合発生工学研究開発室

• 質問などの連絡先
持田慶司：keiji.mochida@riken.jp

守田昂太郎：kohtaro.morita@riken.jp
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