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研究成果の概要（和文）：本研究では、ウシ卵子から拡張胚盤胞期胚までの初期発生過程におけるアクアポリン
（AQP）3およびAQP7mRNAおよびタンパク質発現動態を明らかにした。また、スクロースを添加した高浸透圧培地
でウシ体外受精胚を一定時間培養することで、AQP3およびAQP7mRNA発現量が増加し、緩慢凍結-融解およびガラ
ス化-加温後の生存性が向上することが明らかとなった。以上の結果から、AQP3およびAQP7発現がウシ初期胚の
耐凍性と関連する可能性が示されると同時に、AQPの人為的な発現制御によりウシ体外受精胚の耐凍性を向上さ
せられる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we clarified the expression status of AQP3 and AQP7 
mRNA and protein during bovine preimplantation development. Furthermore, we demonstrated that 
hypertonic treatment induces the up-regulation of AQP3 and AQP7 expression in bovine in vitro 
fertilized (IVF) embryos, and improves the viability of bovine IVF embryos after freeze-thawing and 
vitrification-warming. These findings suggest that AQP3 and AQP7 may be involved in the 
cryotolerance of bovine embryos, and artificial regulation of AQP3 and AQP7 expression may 
contribute the improvement of cryotolerance of bovine IVF embryos.

研究分野： 動物生殖工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 

ウシの体外受精技術は、効率的な産子生産
法として重要な技術である。国際胚技術学会
の調査によると、2015 年には、世界で生産
された全ウシ胚の約 48%に相当する 60 万個
以上の体外受精胚が生産されており、体外受
精胚の需要は年々増加している。その一方で、
ウシ体外受精胚は、体内受精胚と比較して耐
凍性が低く、このことが体外受精胚の利用促
進にとって阻害要因となっている。これまで、
体外受精胚の耐凍性向上について様々な研
究がなされてきたが、体外受精胚の凍結融解
–移植後の受胎率は依然として低い。ウシ体
外受精胚の耐凍性向上のためには、ウシ体外
受精胚の低耐凍性に関わるメカニズムにつ
いて、分子レベルでの理解とそれらの知見に
基づく技術改良が求められる。 

細胞膜における水や耐凍剤の透過性は、細
胞内氷晶の形成、耐凍剤による細胞毒性およ
び浸透圧変化による過度な収縮および膨張
といった主要な細胞の凍結傷害と密接に関
わる低温生物学特性である。体内受精胚と体
外受精胚では、水や耐凍剤の細胞膜透過性が
異なることが示唆されており、細胞膜透過性
の差異が体外受精胚の低耐凍性と関連する
可能性がある。細胞膜における水や耐凍剤の
透過は、主に、脂質二重膜を介した非選択的
な単純拡散と脂質二重膜内に存在する輸送
タンパク質を介した促進拡散により行われ
る。アクアポリン（AQP）は、細胞膜におけ
る促進拡散に関与する内在性のチャネルタ
ンパク質であり、哺乳動物では、13 種類の
AQP が同定されている。中でも、AQP3 や
AQP7 は水に加えて、耐凍剤として利用され
るグリセリン等の効率的な透過にも関与す
ることから、細胞の凍結保存過程に重要な役
割を担っていると考えられ、AQP3 や AQP7
の発現動態の差異が、体内受精胚と体外受精
胚の耐凍性の違いの要因の一つであること
が予想される。 
 

２．研究の目的 
 

本研究では、ウシ胚の初期発生過程におけ
る AQP3 および AQP7 mRNA およびタンパ
ク質発現動態を明らかにするとともに、体内
および体外受精胚における AQP3 および
AQP7 発現を比較した。また、AQP3 および
AQP7 の人為的な発現抑制あるいは発現促進
実験により、AQP3 および AQP7 とウシ胚の
耐凍性との関連性について検討し、AQP3 お

よび AQP7 の人為的発現制御によるウシ体
外受精胚の耐凍性向上を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）ウシ卵子および初期胚における AQP3
および AQP7 の mRNA およびタンパク質発
現解析 

 
ウシ胚の初期発生過程における AQP3 お

AQP7 の mRNA およびタンパク質発現動態
を明らかにするため、ウシ体外成熟卵子、体
外受精由来の 2- – 4-細胞期胚[ Day 1、（体外
受精日 = Day 0）] 、8- – 16-細胞期胚（Day 
2）、後期桑実期胚（Day 5）、初期胚盤胞期
胚（Day 6）、胚盤胞期胚（Day 6.5）および
拡張胚盤胞期胚（Day 7）における AQP3 お
よび AQP7 の mRNA 発現を RT-PCR により
解析した。次に、ウシ胚における胚性遺伝子
活性化時期である 8-細胞期から拡張胚盤胞
期胚への発生にともなうAQP3およびAQP7
の mRNA 発現動態をリアルタイム RT-PCR
により解析した。また、ウシ体外成熟卵子、
体外受精由来の 2-細胞期胚、8-細胞期胚、後
期桑実期胚、初期胚盤胞期胚、胚盤胞期胚お
よび拡張胚盤胞期胚における AQP3 および
AQP7 のタンパク質発現動態を蛍光免疫染色
法により解析した。さらに、ウシ体内受精お
よび体外受精由来の胚盤胞期胚（Day 7）に
おける AQP3 および AQP7 mRNA 発現量を
リアルタイム RT-PCR により比較解析した。 
 
（２）AQP3 および AQP7 の人為的な発現抑
制または発現促進がウシ体外受精胚の耐凍
性に及ぼす影響の解析 
 

ウシ胚における AQP3 および AQP7 発現
と耐凍性との関係を明らかにすることを目
的に、RNA干渉法によるAQP3およびAQP7
の人為的な発現抑制または高浸透圧処理に
よるAQP3およびAQP7の人為的な発現促進
がウシ体外受精由来拡張胚盤胞期胚の耐凍
性に及ぼす影響について検討した。RNA 干
渉法については、AQP3 および AQP7 に対す
る siRNA またはいずれの遺伝子の発現抑制
効果を持たない Control siRNA を体外受精
後の 1-細胞期胚の細胞質内に注入し、Day 5
の後期桑実胚またはDay 7の胚盤胞期におけ
る AQP3 および AQP7 mRNA およびタンパ
ク質発現抑制効果をそれぞれリアルタイム
RT-PCR および蛍光免疫染色により確認し
た。高浸透圧処理については、Day 7 の拡張
胚盤胞期胚を、スクロースを添加した 351 



mOsm の発生培地で 6 時間培養し、AQP3 お
よび AQP7 mRNA およびタンパク質発現促
進効果をそれぞれリアルタイム RT-PCR お
よび蛍光免疫染色により対照区（260 mOsm
の発生培地で 6時間培養）と比較した。なお、
耐凍性に及ぼす影響として、エチレングリコ
ールおよびトレハロースを用いた緩慢凍結
保存およびエチレングリコールおよびジメ
チルスルホキシドを耐凍剤とし、クライオト
ップを用いたガラス化保存後 24 時間培養後
の生存性（再拡張率、透明帯からの脱出率お
よび死細胞率）を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）ウシ卵子および初期胚における AQP3
および AQP7 の mRNA およびタンパク質発
現解析 

 
AQP3 および AQP7 mRNA は、ウシ体外

成熟卵子、体外受精由来のウシ 2- – 4-細胞期
胚、8- – 16-細胞期胚、後期桑実期胚、初期胚
盤胞期胚、胚盤胞期胚および拡張胚盤胞期胚
の全ての発生ステージで検出された。AQP3
およびAQP7ともに、そのmRNA発現量は、
8- – 16-細胞期と比較して後期桑実期および
初期胚盤胞期において有意（P < 0.05）に増
加し、その後胚盤胞期および拡張胚盤胞期へ
の発生にともない初期胚盤胞期と比較して
有意（P < 0.05）に減少した。AQP3 および
AQP7 タンパク質は、成熟卵子から拡張胚盤
胞期胚までの全てのステージで検出された。
AQP3 および AQP7 タンパク質ともに、成熟
卵子から初期胚盤胞までは、細胞核および細
胞質に蛍光シグナルが観察されたが、胚盤胞
期胚および拡張胚盤胞期胚では、細胞核にお
ける蛍光シグナルが減弱し、細胞質に加え細
胞膜上にも明瞭な蛍光シグナルが観察され
た。ウシ体外受精由来の胚盤胞期胚における
AQP3 mRNA 発現量は、体内受精由来の胚盤
胞期胚と比較して有意（P < 0.05）に低かっ
た。一方、AQP7 mRNA 発現量は、体内およ
び体外受精由来の胚盤胞期胚間で差はなか
った。 
 
（２）AQP3 および AQP7 の人為的な発現抑
制または発現促進がウシ体外受精胚の耐凍
性に及ぼす影響の解析 
（２）－① AQP3 および AQP7 の人為的な
発現抑制がウシ体外受精胚の耐凍性に及ぼ
す影響の解析 
 

ウシ後期桑実期胚における AQP3 mRNA

発現量は、Uninjected 区（siRNA の注入を
行わない区）および Control siRNA 区
（Control siRNA を注入する区）と比較し、
AQP3 siRNA 区（AQP3 siRNA を注入する
区）で有意（P < 0.001）に低い値を示した。
一方、AQP7 mRNA 発現量については、各試
験区間に差は認められなかった。また、ウシ
後期桑実期胚および胚盤胞期胚において、蛍
光免疫染色により AQP3 タンパク質の発現
を解析したところ、後期桑実期胚では、各試
験区間において明瞭な差は認められなかっ
たが、胚盤胞期胚においては、Uninjected 区
および Control siRNA 区と比較し、AQP3 
siRNA 区で、蛍光シグナルが減弱する像が観
察された。以上より、本実験で用いた AQP3 
siRNA は、ウシ初期胚における AQP3 発現
抑制効果を有することが確認されたが、
AQP7 siRNA については、その発現抑制効果
を確認できなかった。 
 

AQP3 発現抑制が、ウシ拡張胚盤胞期胚に
おけるガラス化保存後の生存性（再拡張率、
透明帯からの脱出率および死細胞率）に及ぼ
す影響について検討したところ、ガラス化保
存–加温後 24時間培養後の再拡張率および透
明帯からの脱出率の平均値は、Uninjected 区
（ 88.9%および 63.0%）および Control 
siRNA区（86.2%および 65.5%）と比較して、
AQP3 siRNA 区（79.3%および 44.8%）で低
い値を示したものの、各試験区間に有意な差
は認められなかった。また、ガラス化保存–
加温後 24時間培養後の死細胞率についても、
Uninjected 区（5.8 ± 1.0%）、Control siRNA
区（4.7 ± 1.0%）および AQP3 siRNA 区（5.8 
± 0.7%）間に差は認められなかった。 
 
（２）－②AQP3 および AQP7 の人為的な発
現促進がウシ体外受精胚の耐凍性に及ぼす
影響の解析 
 

AQP3 および AQP7 ともに、その mRNA
発現量は、対照区と比較して、高浸透圧処理
区で有意（AQP3 : P < 0.01、AQP7 : P < 0.05）
に高い値を示した。しかし、対照区および高
浸透圧区における蛍光免疫染色の AQP3 お
よび AQP7 の蛍光強度を解析したところ、両
者に差は認められず、本研究手法では、高浸
透圧処理によるAQP3およびAQP7タンパク
質の発現促進効果は確認できなかった。高浸
透圧処理によるAQP3およびAQP7発現促進
が、Day 7 におけるウシ拡張胚盤胞期胚の緩
慢凍結およびガラス化保存後の生存性（再拡



張率、透明帯からの脱出率および死細胞率）
に及ぼす影響について検討した。緩慢凍結保
存において、融解後 24 時間培養後の再拡張
率は、対照区（84.4%）および高浸透圧区
（88.9%）間で差は認められなかったものの、
透明帯からの脱出率は対照区（35.6%）と比
較し高浸透圧区（64.4%）で有意（P < 0.01）
に高く、死細胞率は対照区（9.7 ± 1.5%）と
比較し高浸透圧区（6.3 ± 0.5%）において有
意（P < 0.05）に低い値を示した。一方、ガ
ラス化保存においては、加温後 24 時間培養
後の再拡張率（86.0–92.0%）、透明帯から脱
出率（46.0–48.0%）について、対照区および
高浸透圧処理区間で差は認められなかった
が、死細胞率は対照区（6.8 ± 0.9%）と比較
し高浸透圧区（4.7 ± 0.6%）において有意（P 
< 0.05）に低い値を示した。これらの結果か
ら、AQP3 および AQP7 がウシ初期胚の耐凍
性と関連する可能性が示されると同時に、高
浸透圧処理によりAQP3およびAQP7発現を
人為的に促進することで、ウシ体外受精胚の
耐凍性を向上させられる可能性が示された。 

 
以上、本研究では、ウシ卵子から拡張胚盤

胞期胚までの初期発生過程における AQP3
および AQP7 発現動態に関して新たな基礎
的知見が得られた。また、発生環境がウシ胚
の AQP3 発現に影響する可能性が示された。
さらに、AQP3 および AQP7 がウシ胚の耐凍
性に重要な役割を果たす可能性を示すと同
時に、AQP3 および AQP7 の人為的発現制御
によりウシ体外受精胚の耐凍性を向上させ
られる可能性が示唆された。 
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