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研究成果の概要（和文）：マウスやラットへの顕微授精(ICSI)は、産子獲得の為の受精卵作製に用いるが、体外
受精に比べ胎子発生率は低い傾向である。要因として物理的障害や化学的な毒性が考えられる為、人工的な細胞
膜融合を介した授精法を研究した。
まず、精子の先体除去法を検討した。次に、オートマニピュレーターを用いて、顕微授精の動作を電動化・自動
化した。また、顕微授精するマウス卵子の凍結保存法を新規開発した。卵子と精子を圧着して電圧印可と、精子
を振動させる自然現象の再現では授精は確認されなかった。しかし、卵子に先体除去精子を圧着したまま1分間
保持させると、卵子の一部に授精と発生が確認された。

研究成果の概要（英文）：Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) in mice and rats is used to produce 
fertilized oocytes for offspring, but the rate of fetal development tends to be lower than that of 
in vitro fertilization. Because physical obstacles and chemical toxicity are thought to be factors, 
we studied a microinsemination method that uses artificial cell membrane fusion.
First, we examined a method for removing the acrosome of sperm. Next, we used an automanipulator to 
motorize and automate the operation of microinsemination. We also developed a new method for 
freezing and preserving mouse oocytes for microinsemination. Fertilization was not observed when the
 method of applying voltage to the oocyte and sperm by pressing them together, or when reproducing 
the natural phenomenon of vibrating the sperm, was used. However, when acrosome-removed sperm was 
held pressed against the oocyte for one minute, fertilization and development were confirmed in some
 of the oocytes.

研究分野：生殖工学、発生工学、実験動物学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マニピュレーターの電動化・自動化は、顕微授精を含む顕微操作全体の、再現性の向上につながる。マウス卵子
の新規凍結保存法は、体外受精・顕微授精に良好な状態の卵子提供がいつでも出来、遺伝子資源の保存や個体の
計画生産および生殖補助医療につながる。
今回の研究では、低率ながら膜融合を介した授精から発生が確認された。この結果は、物理的障害や化学的な毒
性を廃した顕微授精法の第一歩を示す。さらに研究が進み、膜融合授精法が確立すれば実験動物の、個体の計画
生産や遺伝子資源の保存に貢献できる。さらにヒトの不妊治療や、家畜の計画生産、愛玩動物および絶滅危惧種
の繁殖などへ応用が期待できる。

※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 
ラットやマウスに対する顕微授精法として汎用される ICSI は、凍結精子からの個体復元
や、繁殖困難な系統の経代に用いる重要な生殖工学技術である。しかしラットでは、挿入す
るインジェクションピペットの直径が細くないと ICSI 後の卵子の生存率と胎子発生率は低
下する[1]。またマウスでは、遺伝子改変に汎用される C57BL/6 系統を含め近交系の複数系統
の胎子発生率は[2]、体外受精で得られる受精卵よりも低い傾向にある。 
これらの要因として、卵子へのピペットの挿入による物理的障害や、挿入したピペットか
ら精子と共に注入する培地の化学的な毒性が考えられる。しかし ICSI 法では、これらの問題
点への有効な対処法は無い。そのため我々は、透明帯を通過した精子の運動を人工的に再現
した授精、または精子と卵子の細胞膜を高電圧で融合させる授精を考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ラット・マウスの不動精子からの個体復元を効率よく行う為に、新たな
顕微授精法を開発し、胎子発生率を向上させることである。 
不動精子を卵子内に注入せずに授精させる方法は無い。したがって、人工的な精子運動の
再現による授精法や、人工的な膜融合による授精法も無い。そのため両方法の成功は、新規
なものとなる。本方法が確立すれば、実験動物の遺伝子資源の保存に貢献できる。さらに本
方法が確立できると、実験動物への利用だけで無く、ヒトの不妊治療や、家畜や愛玩動物お
よび絶滅危惧種の繁殖への応用が期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
卵子にピペットを挿入しない低侵襲な顕微授精法を構築するため、ピペットに保定した精
子を卵子に接触して振動させメス体内で受精する際の精子の動きを再現する方法と、精子を
卵子に圧着した後に高電圧を印加して人工的な細胞膜の融合をおこなう授精法を研究する。
研究は下記の１)から４)を検討した。 
 
１）アクロソームキャップの除去 
メスの体内では、頭部のアクロソームキャップ（AC）が外れた精子が卵子と膜融合し
て受精が行われる。しかし、精巣上体尾部から採取する精子は AC に覆われているので、
顕微授精前に AC を除去する。AC の化学的な除去法として、Lysolecithin または非イオ
ン系界面活性剤の Triton X-100[3]、アルカリ溶液[4]での処理法を検討する。また超音
波で物理的に除去する方法についても検討する[5]。AC の除去は精子頭部を染色して確
認する。精子頭部に低侵襲で、かつ広範囲の AC が除去可能な最適な方法を選定して顕微
授精に用いる。 

 
２）顕微受精操作の自動化 
本研究での顕微操作は、精子を三次元で複雑に移動させ、さらに振動または電圧を印
加させるため、従来のマイクロマニピュレーターを用いた手法では対応出来ない。その
ため我々が開発した、顕微操作が自動化できる総合自動胚操作システム（IAEMS）を用い
る。そして IAEMS を本研究仕様にする為に、透明帯の穿孔、精子を保定して透明帯穿孔
位置へ移動、および精子を圧着させる動作を自動で行うコンピューターソフトを開発す
る。さらに完成した自動動作設定ソフトは、低侵襲な顕微操作法の検討の際に調整をお
こなう。 

 
３）低侵襲な顕微授精法の検討 
（１）精子の運動の再現による授精 
タイムラプスで精子の運動を撮影し、運動パターンを解析して、ピエゾ駆動で振
動させる際の周波数と振れ幅の動作設定を開発する。精子運動の再現では、アクロ
ソームキャップを除去した精子を、ピペットで保定して卵子に接触させる。次にピ
エゾで精子を振動させて、卵管内で受精する精子の運動を再現し、細胞膜の融合を
促進する。 
 

（２）精子と卵子の細胞膜の融合の促進による授精 
高電圧の印加による細胞膜の融合は、2細胞期胚を用いた４倍体胚の作製などに使
用されている[6]。しかしこの方法は、基本的に同じ面積の細胞膜同士でおこなうた
め、面積が著しく違う卵子と精子には使用困難である。そのためピペットを電極にし
て、精子直径程度の狭い面積に限定した印加を考えた(図 1)。始めに、高電圧を印加
させる為の、金属を接着又は蒸着したピペットを開発する。既に蒸着タイプのピペッ
トは試作を行っている。次に、細胞膜融合をおこなう為の印加の条件検討を行う。 



 
４）受精卵の体外培養と胎子発生 
低侵襲な顕微授精法で受精卵が得られたら、体外培養による体外発生と胚移植による
体内発生を確認する。操作を行った卵子は培養条件の向上のため、5% 02・5% CO2・5% N2
の気相内で培養を行う。また、体外発生に使用する培養培地の選択または開発も行う。
実験材料は、マウスおよびラットの新鮮または凍結保存した精子と卵子を使用する。 

 
 
４．研究成果 
１）アクロソームキャップの除去 
自然現象では AC が外れた後、卵子と膜融合して受精が起こる。人工的に AC を除去す
るが、精子本体の細胞膜に損傷を与えて膜融合が阻害されてはならない。そのため、細
胞膜の損傷と AC 除去の有無が分かる蛍光染色法を導入し、処置した精子を検査できる
様にした。AC 除去の処置は、化学的な Lysolecithin、非イオン系界面活性剤の Triton 
X-100、アルカリ溶液での処理、超音波または液体窒素へ浸漬して物理的に取り除く方法
を検討し、80%以上の精子で AC 除去が確認できた。 

 
２）顕微受精操作の自動化 
自動で DNA インジェクションする機能を応用した[7]。その結果、半自動で精子をピペ
ット内に吸引せずに透明帯を穿孔した後に、ピペット先端に保定して卵細胞膜に圧着す
る方法を構築した。 

 
３）低侵襲な顕微授精法の検討 
電圧印可では Lysolecithin、Triton X-100、アルカリ溶液、超音波および液体窒素浸
漬の 4区を試みたが、高電圧では細胞が崩壊し、低電圧では細胞の形状は保たれたが前
核は確認されなかった。AC を除去しない対照区または AC 除去した 5 区の精子を卵子に
接触させ、ピエゾで精子を振動させたが、授精は確認できなかった。 
しかし電圧印可もピエゾ振動もさせずに、卵子に AC除去した精子を圧着したまま 1分
間保持させると、卵子の一部に授精と発生が確認された。超音波を用いた区では、前核
は確認できなかった。精子を液体窒素に 1回浸漬して AC を物理的に除去する区（以下、
LN2 区）では、供試卵の 11%に前核と細胞分裂が確認でき、2細胞期胚の 2/3 が胚盤胞ま
で発生した。３回浸漬の区も設けたが、前核形成と細胞分裂は 16％で、発生は 8細胞期
迄に停止した。以降の区では液体窒素１回浸漬に他の AC 処理を加えた。Triton X-100
区では、14％の前核と細胞分裂が確認できたが、発生は 2細胞期で停止した。リゾレシ
チン区では、12％の前核期と細胞分裂を確認したが、発生は 2細胞期で停止した。アル
カリ溶液区では、前核確認が 56％だが細胞分裂は 32％で、発生は 4 細胞期迄に停止し
た。 
電圧印可より圧着が受精・発生に有利だったので、よりマイルドな AC 除去を試みた。
体外受精培地に運動精子と透明帯を入れ、透明帯に付着した精子を採取し、卵子の細胞
膜に圧着する区を設けた。供試卵に対し 41％の細胞分裂を確認したが、発生は 8細胞期
迄に停止した。現在、実験結果を元にして圧着後に高い受精率と発生率が得られる方法
を検討している。 

 
４）受精卵の体外培養と胎子発生 
胚の培養技術では、5%CO2・95%Air と 5%02・5%CO2・90%N2の気相を比較したが同様の結
果となった。そのため、簡易な 5%CO2・95% Air の気相で培養をおこなう事とした。体外
に取り出した卵子は時間の経過と共に劣化し、授精後の発生率が低下する。卵子の時間
を止めるため、我々が開発した受精卵保存を応用して[8]、卵子凍結を研究した。その結
果、マウス凍結卵子を体外受精しても顕微受精しても、新鮮卵子と同様の受精率と発生
率を得る方法ができた。そのため、少数の凍結卵子を融解しては ICSI する事とした。現
在、卵子保存の論文を作成している。 
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