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研究成果の概要（和文）：マウスおよびウシ卵巣内卵子（GV期卵子）の凍結保存において，凍結時に卵子の品質
を低下させる原因究明と，有効な凍結保存法の開発を行った．その結果，微細構造，特に小胞体へのダメージが
大きい，その後の受精および発生能力に影響を与えることが示された．そこで，その影響を軽減するため，小胞
体ストレス阻害剤を使用して凍結卵子の受精・発生能を向上することに成功した．また，凍結卵子に由来する胚
盤胞において，エピジェネティック関連遺伝子およびタンパク質の発現が新鮮卵子の胚盤胞と比べ変化すること
が明らかとなり，関連する疾病が増加することが懸念され，さらなる調査および技術改良が必要であることが示
された．

研究成果の概要（英文）：In the cryopreservation of mouse and bovine germinal vesicle (GV) stage 
oocytes, we investigated the cause of oocyte quality deterioration and developed an effective 
cryopreservation method. As a result, it was shown that the fine structure, especially the 
endoplasmic reticulum, was greatly damaged, and that it affected subsequent fertilization and 
developmental ability. Therefore, in order to reduce the damages, we succeeded in improving the 
fertilization and developmental potential of frozen oocytes using an endoplasmic reticulum stress 
inhibitor. In addition, in blastocysts derived from cryopreserved oocytes, it was revealed that the 
expression of epigenetic-related genes and proteins changed compared to those from fresh oocytes 
Therefore, there is a concern that related diseases will increase, and it was indicated that further
 investigation and technical improvement are necessary.

研究分野： 動物生殖科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウシ未受精卵の凍結保存は，掛け合わせる雄を凍結・融解後に選択できるため，既存の精子凍結技術と併用し，
優良牛の増産や効率的な育種改良を可能にする．未受精卵の中で，排卵卵子は染色体分散などの凍結障害や，回
復培養による過成熟などが懸念される一方で，卵巣内卵子（GV期卵子）は卵核胞で染色体が保護され，凍結に対
する高い抵抗性を期待でき，卵子凍結の普及が期待できる．また本研究の成果は，凍結卵のみならず幅広く卵子
の受精・発生能の向上が期待でき，優良牛生産の効率化を通した畜産業振興に貢献するばかりでなく，ヒトや他
の動物種への応用，小胞体ストレスに関する基礎研究など，多岐に渡る分野への発展が期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）卵子（未受精卵，胚）の培養技術など生殖補助技術の発展に伴い，優良遺伝子を有する胚
を一度に多数作製することが可能となったが，単胎動物では胚を１個ずつ適切な性周期の仮親
へ移植する．そのため，仮親（特にウシでは確保が困難）の準備が整うまで，卵子を凍結保存す
ることが必要であるが，新鮮卵（凍結していない卵子）に比べ受胎率は低下する．未受精卵は，
胚と比べて凍結保存がさらに困難であり，対応策として凍結法の改良が進められているが，凍結
障害の解析が不十分で明確な改善策は見出されていない．  
（２）ウシ新鮮卵は受精 7～8 日後に胚盤胞（卵割の最終段階）へと発生するが，凍結卵では 1
日程度の発生遅延を生じることが確認されている．受精卵として品質が低いこと，ひいては受胎
率の低下を招くことが推測されるが，その原因は全くわかっていない．  
（３）申請者は，ウシ GV 期卵（卵巣内卵子，未成熟）の凍結保存法を開発し，凍結卵において
も新鮮卵と同程度の体外成熟率を得ることに成功したが，その後の受精率および発生率（胚盤胞）
は新鮮卵に比べ半減していた．高い受精・発生能を有するためには，核成熟のみならず細胞質成
熟が重要であり，凍結卵における細胞質の機能的変化が推測された．また，体外成熟後のウシ MII
期卵（排卵卵子，成熟）は活性型ミトコンドリアの分布形態から３タイプに分類でき，分布形態
によって受精率および発生率に違いがあること，発生率が最も高いタイプの出現頻度が凍結卵
で低いことを見出した．しかし，活性型ミトコンドリアに対する明確な障害や，卵子退行へ至る
メカニズムは未だ不明であり，その知見を技術開発に活用できていない． 
 
２．研究の目的 
本研究は，ウシ GV 期卵を対象として，凍結処理によって引き起こされる障害が，卵細胞質内

の微細構造と関連性があるという新たな説を提唱・解析し，その得られた知見を基に，卵子の品
質を高レベルで維持し得る新たな凍結，培養および凍結卵子の救助法を開発する． 
 
３．研究の方法 
（１）凍結保存の影響解析 
 免疫染色法を用いて，凍結卵子の成熟過程における微細構造の変化を観察した．特に，小胞体
へのダメージ（小胞体ストレス）は，マウス着床前胚にアポトーシスの原因となって，その後の
胚発生に悪影響を及ぼすことが報告されていたため，カスパーゼ 12 の発現をマーカーとして小
胞体ストレスを調べた． 
（２） GV 期卵の凍結・培養法の改良 
 凍結保存の影響として小胞体ストレスが強く疑われたことから，マウスおよびウシ GV 期卵母
細胞の凍結保存液，および，その後の成熟培養液に種々の濃度の小胞体ストレス阻害剤を添加し，
受精・発生に及ぼす効果を調べた． 
（３）エピジェネティック関連遺伝子およびタンパク質の発現解析 
 卵子は，受精時にゲノムの初期化（脱メチル化）を経るが，脱メチル化を受けない配列（刷り
込み遺伝子）が存在し，この配列は成熟を開始する成長期卵子でメチル化が生じる．正常なメチ
ル化パターンを有しなければ発生できないことから，凍結処理は DNA 自身を保存するものの，メ
チル化異常を引き起こしている可能性が考えられる．そこで，新鮮および凍結 GV期卵，凍結 MII
期卵に由来する胚盤胞を作製し，リアルタイム PCR 法により遺伝子発現を解析した．加えて，影
響を及ぼす凍結保存の工程を特定するため，凍結保存液への暴露のみを行い，液体窒素には浸漬
させない GV 期卵に由来する胚盤胞（毒性区）も作製し，凍結 GV期卵由来の胚盤胞と遺伝子およ
びタンパク質発現を比較した． 
 
４．研究成果 
（１）凍結保存の影響解析および GV期卵の凍結・培養法 
小胞体ストレスのマーカーであるカスパーゼ 12 は，凍

結卵では細胞質全体にクラスター状に点在していたが，小
胞体ストレス阻害剤で処理した凍結卵（阻害剤処理卵）で
はその数が減少し，発現量（蛍光強度）も有意に減少した
（図１）．また，凍結卵と比較して，阻害剤処理卵は，成
熟率（50 vs. 64%）および受精率（39 vs. 63%），胚盤胞
発生率（10 vs. 51%）がいずれも有意に高かった．この効
果は新鮮卵でも確認され，小胞体ストレス阻害剤処理によ
ってカスパーゼ 12 発現量は減少，胚盤胞発生率は増加し
た（40 vs. 71％）．以上の結果から，TUDCA 処理は凍結処
理のみならず体外成熟によって誘導されるアポトーシス
を抑制し，卵子の品質を向上できることを示した．ただし，
マウスとウシではその効果にバラつきがあり，処理濃度 
および処理法を慎重に検討する必要がある． 



 
（２）エピジェネティック関連遺伝子およびタンパク質の発現解析 
 マウス卵子を用いて，インプリント遺伝子（3遺伝子）やエピジェネティック修飾に関わる

遺伝子（7遺伝子）の発現に対する凍結保存の影響を調査した結果，インプリント遺伝子では有
意差がみられなかったが，1遺伝子が凍結卵子において新鮮卵子の約 2倍の発現量を示した．エ
ピジェネティック修飾関連遺伝子では，2遺伝子で凍結卵子の発現が有意に減少していた．また
その影響は，M11 期で凍結した場合よりも，GV期で凍結した場合の方が大きかった．そこで，GV
期における凍結処理において影響が大きい工程を特定するため，新鮮区（非凍結）および凍結区
（凍結保護剤に暴露後に液体窒素に浸漬），毒性区（凍結保護剤への暴露のみ）を比較した結果，
特に冷却操作が大きく影響を及ぼすことが示された（図２）．さらに，３つのタンパク質発
現を解析したところ，新鮮区と比較して毒性区では 1.4～2.4 倍，凍結区では 1.7～2.2 倍に
増加していた．これらの結果より，凍結保存は特定のエピジェネティック関連遺伝子および
タンパク質の発現に影響を及ぼすことが明らかとなり，関連する疾病が増加することが懸
念され，さらなる調査および技術改良が必要である． 
 

図２．マウス胚盤胞におけるエピジェネティック関連遺伝子の発現 
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