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研究成果の概要（和文）： 多様な哺乳動物バイオリソース維持の費用対効果と確実性を高める支援
技術として、高圧法を用いた生殖細胞の万能凍結保存の開発に着手した。電顕試料固定に用いられ
る高圧ガラス化凍結法を基礎に、大型の生殖細胞に応用するために、細胞毒性の低い凍結溶液条件
を決定した。また融解時の脱ガラス化問題を克服するための物理条件測定系と微小チャンバーの改
良を行い、本法の胚凍結保存技術としての可能性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： In order to maintain mammalian bio-resource colony, vitrification is an easy 
and reliable cryopreservation option, but limited types of cell can be frozen without a loss of viability 
because of unphysiological osmolality and chemical toxicity of freezing solution.  On the other hand, 
high pressure freezing machine has been developed for the sample preparation for electron microscopic 
observation, by which a vitreous fixation of biological specimen is achieved.  By using this engineering 
that were developed for microscopic sample preparation, we are devising a new cryopreservation 
technique where cryoprotectant is not required.  Mouse zygote was frozen by using this apparatus with 
various cryoprotectant agents  to optimize freezing solution with minimal toxicity.  Freezing 
substitution was implemented and the samples embedded, sliced and stained under the regular 
procedures and observed by transmission electron microscope (TEM) to evaluate cell eumorphism.   
While many zygotes frozen with zero or lower concentration of cryoprotectant were fractured after high 
pressure freezing probably caused from pressure impact, However, when the concentration of permeable 
cryoprotectant higher than 1.5M, high pressure frozen zygotes maintain intact intracellular 
microstructures without fracturing or large ice crystal formation.  We have firstly demonstrated that 
vitrified larger cell by high pressure method maintains an intact structures without forming ice crystal.  
This suggests that this new technique could be developed as universal cryopreservation protocol with 
very low cryoprotectant agents. 
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１．研究開始当初の背景 
 「生き物」が示す多様で複雑な生命機能を解

析するためには、様々な実験動物が重要な研

究素材となる。ナショナルバイオリソースプロジ

ェクトに代表される生命科学研究の素材整備

事業において、とりわけ哺乳動物はヒトの生命

現象解明のための代替モデルとして特別な意

味を持つ。しかしこれら実験動物は様々な選

抜・淘汰圧力を受けた産物であり、生命現象に

関連した多様性の欠如がリソースとしての欠点

となりうる。その問題点を補完するため、遺伝

的統御がなされていない幅広い野生哺乳動物

種を選択すること、すなわち「多様性の拡大」

は、哺乳動物バイオリソースの今後の方向性と

しての有力な選択肢であると考えられる。そこ

で我々は、マウス・ラットに近縁な野生齧歯類

を中心としたバイオリソースの構築を試みてき

た。この際、実務的な問題として、動物コロニ

ーの維持における費用対効果や集団管理の

確実性を高めることが肝要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 哺乳動物生殖細胞の凍結法は半世紀以上

前に開発され、生物科学分野の基礎技術とな

ってきた。しかし凍結保存が可能な哺乳動物

種は、ヒト、ウシ、マウスなど限定的であり、これ

らの種においても個体差、系統差問題は克服

されていない。多様な哺乳動物リソースの維持

技術として凍結保存を適用するには、種を超

えて再現性の高い新しい凍結技術の開発が

必須である。受精卵の凍結保存にはガラス化

法が多用されるが、それには生理条件から逸

脱した超高濃度耐凍剤の添加が必須とされる。

これは細胞に対して高い傷害性（毒性）を有し

ており、浸透圧ストレスと共に凍結可能な細胞

種が限定される主要な原因となっている。従っ

て高濃度耐凍剤を用いず細胞傷害性の低い

溶液を用いたガラス化凍結が可能となれば、

バイオリソース整備事業に有効な補助技術とし

て広く活用可能であると考えた。 

 我々は 1） 電子顕微鏡の標本作成技術と

して開発された高圧ガラス化法に着目し、これ

を生物試料固定法としてではなく、細胞凍結

保存技術として発展させる事を主な目的とし、 

2） あわせて齧歯類配偶子凍結等にに関連

する基礎的知見を集積することとした。 

３．研究の方法 
 1）高圧凍結に関して、哺乳動物受精卵を、種
を限定せずに安定してガラス化凍結できる系を
開発するための基礎研究として、マウス受精卵
をモデルとした。高圧凍結実験は電子顕微鏡試
料作成用に開発された Bal-Tech HPM 010 High 
Pressure Freezer を用いた。従来、凍結保存法
の開発研究で、その成否を判定するためには凍
結融解を一つのプロセスとして捉え、融解後の
試料の形態的・機能的正常性を指標とした判定
が一般的である。すなわち一旦凍結した卵は、
融解し常温に戻すまでは全くブラックボックス内
にあり、凍結状態を直接評価する事は為されて
こなかった。我々は液体窒素温度下で凍結状態
の受精卵の微細構造を、低温置換法を用いて
固定して観察する技術を開発してきた。本研究
ではこの手法を用いて凍結保存のプロセスを
（ａ）冷却過程（常温→液体窒素温）と（ｂ）融解過
程（液体窒素温→常温）の 2 段階に分けて、そ
れぞれの過程で生じる問題点を個別に評価す
ることとした。この事でと凍結および融解過程で
受精卵が受けるダメージをそれぞれ個別に解決
し、新技術開発にアプローチできると考えた。 
 1-a） 実験は、まず常法により体外受精で作
出した 1 細胞期卵を、凍結溶液とともに既製の
電顕試料用マイクロキャリアー(直径 2mm、厚さ
0.3mm のアルミニウム製のトレー)に充填し、これ
を専用の金属ホルダーに挟み、凍結装置の加
圧室内に固定して高圧凍結を行った。本法を用
いる事で理論的には試料表面から 600μm 程度
までが結晶を生じないガラス化状態の氷が形成
されると考えられており、通常細胞の高圧凍結
には、凍結溶液として生理的条件の培養液を用
い、耐凍剤は一切添加しない。しかし試料の形
状、凍結溶液の量や粘性、混入した空気、与圧
条件といった因子が結晶状態に影響する。実際、
我々が行った予備試験では、細胞直径が 100μ
m 程度ある1 細胞期受精卵の場合、生理的溶液
のみでは安定したガラス化状態が得られない事
が示唆されてきた。従って安定したガラス化を達
成するために必要な耐凍剤の種類や濃度等の
条件を検索しながら凍結試験を行うこととした。 
 1-b） 良好なガラス化状態を維持し受精卵を
高圧凍結できる条件の検索とは別に、ガラス化
した細胞にダメージを与えずに融解する条件を
検討しなければならない。ガラス化状態にある氷
を低速で融解すると、容易に結晶構造に相転移
し（再結晶化現象）体積変化から細胞に損傷を
与える。高濃度溶液の添加は脱ガラス化防止の
有効な手段でもあり、一般的な手法でガラス化
凍結した卵は2000℃/分程度の加温率で融解し
ても脱ガラス化せずに融解画が可能で、細胞の
生存性が維持される。とこれが高圧凍結法は試



料を低温固定する目的で開発されたため、耐凍
剤を添加せず高圧でガラス化した試料を融解し
た場合に起こる現象についての知見は全ない。
しかし耐凍剤濃度と融解速度から、脱ガラス化
による細胞損傷の可能性が高いと予測された。
脱ガラス化は、加温速度・細胞内外の塩濃度・
細胞膜の物質透過性等の物理的パラメータと密
接に関連しており、脱ガラス化を防止する条件
についてはある程度予測することも可能で、その
条件に合うように技術を洗練すべきと考えた。従
って融解条件に関してはある程度の条件予測を
行い、場合によっては耐凍剤の添加、もしくは加
温速度の変更、卵への前処理などを実施しつつ
脱ガラス化を防止する適切な条件を実験的に決
定する必要があると予測された。 
 2） バイオリソース維持法としての有用性を高
めるために野生種を含む齧歯類精子、魚類卵
凍結に関連した基礎研究を並行してして実施し
た。 
 
４．研究成果 
 1）研究はまず高圧凍結過程で生じる物理的
な細胞傷害の評価系の改善から開始した。すな
わち高圧凍結され液体窒素温温度下の大型細
胞（マウス 1 細胞期受精卵）の形態を融解せず
に観察するため、凍結試料の低温置換と電顕標
本の作成条件の最適化に努めた。これにより、
一般の緩慢凍結で用いる程度の比較的低濃度
の透過型耐凍剤（2M 濃度の DMSO）を添加して
高圧凍結した試料および、生理溶液で凍結した
対照試料は、ともに良好な電顕切片の作出が可
能となり、細胞内の微小構造や氷晶の状態を評
価するのための再現性を高める事ができた。し
かし一方で、1.5Ｍ濃度 Sucrose およびＦｉｃｏｌと
Sucrose を含むガラス化溶液である EFS40 を用
いた高圧凍結試料では、低温置換時に耐凍剤
（おそらく糖類）によって樹脂が堅化し、切片作
成に不適な性状に変性することも明らかとなった。
即ち、糖類添加試料における細胞内部構造の
詳細な観察には困難賀ともなうものの、これらの
試料についても脱水収縮の様子や細胞表面の
膜構造の変化と言った部分的評価は可能であ
ると判断できた。 
 1-a） この系を用いて、高圧凍結法による凍結
溶液の低（もしくは無）毒化を目的として、マウス
1 細胞期受精卵を用いた凍結試験を行った。凍
結は耐凍剤の濃度を漸減しながら実施し、必要
最小濃度を実験的に検索した。高圧法を数μm
の通常サイズ細胞に適用した場合、生理的溶液
のみでガラス化の達成が可能であるとされてい
る。しかし直径 100μｍの巨大なマウス 1 細胞期
胚を、生理溶液のみで高い再現性を以てガラス
化することはは不可能で、透過型耐凍剤の添加
が必須で、凍結溶液の完全無毒化は困難であ
ることが明らかとなった。しかしガラス化に必要な
最低濃度は、緩慢凍結で求められる透過型耐
凍剤濃度より低く、1.0Ｍ程度であったことから、

すなわち高圧法を利用することで、細胞に対し
ての毒性の極めて低い、従って細胞選択性の
低い万能凍結溶液を用いて高圧ガラス化が達
成できる事が示され（学会発表 9）、本研究の第
一段階を完了することができた。本件に関して
は現在投稿論文作成中である。 

 図 1 耐凍剤無添加（左）および 1 M DMSO 添
加（右）で高圧凍結した、マウス 1 細胞期胚の核
およびミトコンドリア構造 耐凍剤無添加では樹
状の氷晶構造が観察され、ガラス化が達成され
ていないが、低濃度の耐凍剤添加によって、巨
大細胞の高圧ガラス化凍結が高い再現性を以
て達成される事が示された。 
 
1-ｂ） もう一方の問題点である細胞融解法につ
いては、手技的な問題からのサンプルロストが克
服できず充分なデータ集積には至らなかった。
しかしサンプルホルダの形状改善が進み、単位
温度あたり熱容量を従来の 2.14J（図 2）から 0.40
Ｊにまで縮減したホルダ（図 3）の開発に至った。
これにより理論的に加温速度を 5 倍以上に高め
る事が可能となった事や、超高速温度変化測定
装置を本研究に適用するための極小プローブを
改良したことで、融解時の問題点克服に向けた
今後の展開に向けての整備ができた。 

図 2 高圧凍結に用いた従来型の試料キャリア 
充填する溶液の体積が大きく、キャリア自体の熱
容量も 2.14Ｊに達す事から、加温中の脱ガラス化
が問題となると考えられた。 

図 3 充填溶液の体積を極限まで縮小し、熱容
量の減少を図るため、キャリアの形状を新みゅれ
ーションした（左）。このことと、利用可能な金属
加工技術との兼ね合いから、3 番目のキャリア
（右）を試作し、凍結試験を開始した。 
 
 



 2） バイオリソース維持技術開発に関連して、
齧歯類精子の凍結法に関する基礎データ収集
を目的として、本学で維持する野生バイオリソー
スであるアレチネズミ亜科の精子凍結保存法の
検索を行った。その結果、Tatera indica（インド
オオアレチネズミ）では浸透圧を 450mOsm に調
整したラフィノース濃度 14-18％を含む希釈単
純 PBS 液を用いて良好生存率の凍結精子が得
られ、ハムスターテストによってその受精能力を
始めて実証した（論文 2）。さらに Gerbillus 
perpallidus（ウスイロアレチネズミ）のでも、450 
mOsm に調整したラフィノース濃度 14-18％を含
む希釈単純 PBS 液を用いて良好な生存精子が
得られる事が判明し、これら動物種のコロニーの
バックアップに凍結精子が利用できる事を示し
た。また基礎研究として、マウス凍結精子凍結法
に改良をくわえるため、そこに見られる精子凝集
塊に着目し、凝集のメカニズムと融解後生存率
に及ぼす影響を検討した（学会発表 10）。その
結果、精子凝集の主因が細胞膜表面の特定の
糖鎖ではなく緩やかで一時的な結合であること
（学会発表 8）、遠沈処理によって分離し、融解
後の精子運動率が向上する事（学会発表 2）な
どを示した。さらに融解後の精子性状は、凍結
溶液の糖濃度と浸透圧の影響を受けるが、スキ
ムミルクは不要である事（学会発表 3）、体外受
精 培 地 中 の コ レ ス テ ロ ー ル 受 容 体 と し て
Methyl-ß-cyclodextrin を 1mM 添加し、30-60 分
間前培養する事で受精率が向上し（学会発表
6）、その効果に系統間差があり、B6 系統で特に
良好に機能すること（学会発表 7）等、齧歯類精
子凍結に関する基礎研究を進展させた。 
 さらに、高圧凍結法の応用を目指し、マウスお
よび魚類卵の水透過性に関するパラメータ測定
を行った（論文 1、 学会発表 1,5） 
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