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研究成果の概要（和文）：本研究は，極低温の環境を利用して，卵細胞などの単一細胞を凍結状

態で穿孔し，インジェクションを可能にする極低温細胞操作システムの開発を開発した． 

実験には魚卵とマウス卵細胞を用いた．各々の細胞を凍結してドリルによる機械加工で穿孔

を試みた．凍結することで，柔らかい卵細胞がかたくなり，ドリルやエンドミルでの加工が可

能になる．各々50 ミクロン，30 ミクロンの穴を開けることに成功した．マウス卵では精子の

インジェクションを試みた．しかしながら，受精は確認できなかった． 

 

研究成果の概要（英文）：The equipment which makes a hole in the egg cell frozen using very 

low temperature environment was developed. And the equipment made injection of the 

sperm possible. 

 The equipment which makes a hole in the egg cell frozen using very low temperature 

environment was developed. And the equipment made injection of the sperm possible. 

Roe and a mouse ovum were used in the experiment. Each cell, it froze and a hole is made 

by Machining by a drill. By freezing, a soft cell become hard and processing by the drill or 

an Endmill is attained. It succeed in making a hole (50μand 30μ) each cell. Sperm 

injection was tried with the mouse egg. However, fetilzation was not able to be checked. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

生命工学や生殖工学における単一細胞の
操作は，機械式手動，油圧駆動，電動モータ
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駆動のマイクロマニピュレータを用いて行
われているが，卵細胞には弾性があり，微細
器具を細胞内へ挿入する際には，細胞は変形
してスムース挿入できない．細胞を壊すこと
なく微細器具を挿入するには熟練を要して
いた．マウス卵への穿刺操作には，筆者が開
発した圧電素子の急速変形を利用したピエ
ゾマニピュレータが使用されるようになっ
て，穿刺効率の向上が図られ，実験効率が向
上してきている．しかし，特に核移植などに
用いる比較的大きなピペットなどの挿入の
際には，細胞の大きな変形を伴っており，細
胞にダメージを与えているのが現状であっ
た．  

 実験に供される細胞は凍結状態で保管さ
れることが多い．凍結保管された細胞を実際
に操作する場合は，凍結されている状態から
→解凍→操作→凍結保管という工程で作業
が行われる．一度常温に戻すので，温度変化
による細胞へのダメージが懸念される．凍結
状態で細胞操作できれば，温度変化，コンタ
ミネーションなどの問題が解決されると考
えられた．そこで，凍結状態での細胞操作技
術を開発することで，壊れやすく運びにくい
柔軟体である卵細胞を，凍らせて固形化した
安定した状態において，機械加工出来るよう
になり，細胞の取り扱いが容易になると考え
た． 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究は，極低温の極限環境を利用して，
卵細胞などの単一細胞を凍結状態で操作（顕
微授精，核移植操作などにおいて，マイクロ
ドリル等を用いて機械加工で細胞への穴開
けを行う）や液体窒素中でのハンドリングな
どを可能にする極低温細胞操作システムの
開発を目的とした．具体的には，凍結した細
胞へ 30μ～50μの微細な穴開け加工を行い，
精子等のインジェクションが可能な装置を
試作することを目的とした． 

 

 

３．研究の方法 

 
本研究は，極低温の極限環境を利用して，

卵細胞などの単一細胞を凍結状態で操作（顕
微授精，核移植操作などにおいて，マイクロ
ドリル等を用いて機械加工で細胞への穴開
けを行う）可能にする極低温細胞操作システ
ムの開発を目的として，下記の項目に分けて
装置などを試作して研究開発を行った． 
（１）凍結細胞への微細な穴開けに関する基
礎研究 
（２）凍結細胞操作装置の開発（実際に細胞
に穴を開ける装置） 

（３）凍結状態における細胞操作法（顕微授
精，核移植操作）の開発 
（４）卵細胞より大きな生体へのマイクロピ
ペット穿刺の試み 
 
（１）．凍結細胞への微細な穴開けに関する
基礎研究 
①．前段階として凍結卵細胞（魚卵）を用い
て，φ100～200μm のドリルを使用して低温
環境下で穴開け実験を行う．使用する魚卵は
鱧の卵で直径約 600μmの未成熟卵を使用す
る． 
②．凍結卵の扱いに慣れたら，次の段階とし
て，φ50～100μm のドリルを用いる．使用す
る魚卵は直径約 450μmのシロギスの卵を用
いる． 
 このように段階的に小さいモノを扱うよ
うにする訳は，凍結細胞の扱いや微細な加工
器具（ドリル，エンドミル）の取り扱い習熟
することが，良い結果をもたらす重要な要因
であると考えるからである．また，鱧やシロ
ギスの卵は鮮魚店等で容易に入手可能であ
る． 
 
（２）．凍結細胞操作装置の開発（凍結試料
の操作が可能なマイクロマニピュレータの
開発） 
 倒立顕微鏡に電動マニピュレータを装備
し，マニピュレータ先端には高速スピンドル
を取り付け，マイクロドリルやマイクロエン
ドミルを用いて凍結細胞への穴開けを可能
にする装置の試作をする．また，この試作機
には，ミクロトームの刃を利用したマイクロ
スライサやマイクロエンドミルを用いて凍
結した卵細胞の周りに存在する包埋剤，凍結
培養液，試料表面の霜などをそぎ落とす装置
を付加する．卵の凍結には－40度の冷媒を試
料設置部へ循環させ，凍結させた．また，低
温時の駆動と省スペースの観点からマイク
ロスライサの駆動はエアシリンダーを用い
たエア駆動方式を採用する．マイクロドリル，
エンドミルの位置決めは分解能は１μを目
標とした．試料観察部，試料穿孔部，試料面
だしスライス部は，同一箇所ではなく，各作
業領域があり，各個所へ試料固定部が移動し
て各作業を行う様にした．試料凍結には試料
冷却ポジションを設定し，試料温度が上昇す
ると冷却ポジションまで移動して，試料を冷
却し温度が下がったら，再び作業領域まで移
動するシステムとした． 
 
（３）．凍結状態における細胞操作法（顕微
授精，核移植操作）の開発 
①．マウスの凍結受精卵の作製 
 マウスの卵細胞，精子を使用して細胞操作
実験を行う． 
②．卵細胞の核，極体等の位置検出，修正方



法 
 核移植操作に関しては核の位置が重要な
ファクターとなる．凍結前に顕微鏡で核の位
置を確認修正後，微細器具（マイクロピペッ
ト等）で固定したままの状態で凍結する手法
を試みる. 
 
（４）．卵細胞より大きな生体へのマイクロ
ピペット穿刺の試み 
 卵細胞より大きな生体へのマイクロピペ
ットの穿刺の試みとして，魚の稚魚（1.5mm
～２mm）への穿刺を試みた．哺乳動物卵細胞
用のピエゾマニピュレータでは稚魚への穿
刺は不可能であるとの知見を得た． 
 
 
４．研究成果 
 
（１）．凍結細胞への微細な穴開けに関する
基礎研究 
①．前段階として凍結卵細胞（魚卵）を供試
試料とし，φ200μm のドリルを使用して低温
環境下で穴開け実験を行った．使用した魚卵
は，鱧の卵で直径約 600μm の未成熟卵を用
いて穴開け加工行った．穴開けに成功した．
大きなドリルなので比較的容易に作業が進
んだ． 
②．数度の①の凍結細胞加工実験後，次の段
階として，直径約 450μm のシロギスの卵を
試料として，φ50μm のドリルを用いて穴開
け加工を行った．穴開けに成功した．ドリル
径が細いのでドリスが折れることがあり，ド
リリングにはスピードの制御が必要であっ
た． 
③．本研究の学術アドバイザーである日本大
学生物資源科学部応用生物科学科動物細胞
学研究室において，マウス卵細胞，マウス精
子を用いて，凍結，解凍の条件探索を行った．
凍結卵（実験時は解凍）と常温精子，常温卵
と凍結精子（実験時は解凍）を用いて顕微授
精操作を行った．実験は日本大学生物資源科
学部応用生物科学科動物細胞学研究室の博
士課程の学生が作業を行った．使用した機材
は，オリンパス倒立顕微鏡，ナリシゲマニピ
ュレータ，プリマピエゾマニピュレータを用
いて行った．各々の組み合わせで受精を確認
出来たが発生は確認できなかった． 
 
（２）．凍結細胞操作装置の製作 
極低温状態における細胞や生体組織に対

して，操作，加工，観察などを行い，冷却機
能，試料スライス機構，精密位置決め機構，
及び今後予定される作業に対応可能な拡張
スペースを有する｢凍結細胞操作装置｣を試
作した． 
 本装置は，倒立顕微鏡に電動マニピュレー
タを装備し，マニピュレータ先端には高速ス

ピンドルを取り付け，マイクロドリルやマイ
クロエンドミルを用いて微細な生体への穴
開けを可能にした．この試作機には，ミクロ
トームの刃を利用したマイクロスライサや
マイクロエンドミルを用いて凍結した卵細
胞の周りに存在する包埋剤，凍結培養液，試
料表面の霜などをそぎ落とす装置を付加し
た．凍結部には－40 度の冷媒を試料設置部へ
循環させて凍結させた．スライス部は，低温
時の駆動と省スペースの観点からマイクロ
スライサの駆動はエアシリンダーを用いた
エア駆動方式を製作した．マイクロドリル，
エンドミルの位置決めは駿河精機株式会社
製の分解能１μの精密ステージを用いた．試
料観察部，試料穿孔部，試料面だしスライス
部は，同一箇所ではなく，各作業領域を設け，
各個所へ試料固定部が移動して各作業を行
う様にした．試料凍結には試料冷却ポジショ
ンを設定し，試料温度が上昇すると冷却ポジ
ションまで移動して，試料を冷却し温度が下
がったら，再び作業領域まで移動するシステ
ムとした．ホームポジションは冷却作業位置
とした． 
 
（３）．凍結状態における細胞操作法（顕微
授精，核移植操作）の開発 

凍結細胞操作装置（凍結試料の操作が可能

なマイクロマニピュレータでスライス画像の

取得も可能な装置）を用いて，下記の実験を

行った． 
①．生体試料を凍結細胞操作装置上で凍結し
た後，試料をスライスしてその断面画像を取
得して，PC上で３D画像を構築した． 
②．マウス卵細胞を凍結細胞操作装置上で凍
結した後，マイクロドリル等を用いて，微細
な穴開け加工を試みた．また，魚卵等にもマ
イクロドリルによる穴開けに成功した．直径
約 80μのマウス卵細胞を凍結状態でドリル
加工して精子をインジェクションして卵子
内に精子の存在を確認できたが発生は確認
できなかった．なお，大震災で実験装置が破
損して修復に時間がかかり当初予定した受
精→発生への確認追実験が行えなかった． 
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