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研究成果の概要（和文）：マウス卵子のガラス化凍結後の生存性を高めるため、細胞内氷晶形成の起点となりやすいミ
トコンドリアに着目し、その内膜の透過性向上を試みた。内膜に発現するmitochondrial permeability transition po
reの開口剤である酸化フェニルヒ素で卵子を処理すると融解直後の生存性が向上したが、培養１時間後には死滅した。
内膜に発現する水チャンネルの発現誘導を試みたが、融解後の生存性は向上しなかった。細胞やミトコンドリアの脱水
/濃縮促進のため、平衡ガラス化法を用いて近平衡状態で凍結融解すると、培養後の生存性も高かった。従って卵子の
凍結保存には平衡ガラス化法が適していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：To increase the survival of mouse oocytes after vitrification, we first tried to i
ncrease the permeability of their inner mitochondrial membrane. When oocytes were treated with phenylarsin
e oxide to open the mitochondrial permeability transition pore, a non-specific channel present in the inne
r membrane, the survival of vitrified oocytes increased significantly just after warming. However, they we
re dead after 1 h of culture. Then, we tried to increase the expression of water channels, which are expre
ssed in the inner membrane. However, the tolerance to vitrification was not improved, probably because the
 expression was not increased. Next, we cryopreserved oocytes by equilibrium vitrification to promote dehy
dration/concentration of the cell and mitochondria. The survival was high even if they were warmed in the 
air, suggesting that they were vitrified under a near equilibrium state. These results suggest that equili
brium vitrification is suitable for cryopreservation of mouse oocytes.
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物卵子の凍結保存は、これまでに
様々な方法が考案され、成功例が多数報告さ
れているが、未だ安定して高い生存率は得ら
れていない。卵子は凍結融解時に細胞内氷晶
による傷害を受けやすい。この傷害は、細胞
の脱水/濃縮が不十分な場合に起こる。 
凍結融解時に傷害を受けた卵子では、ミト
コンドリアの破裂が観察されることから、内
部で氷晶が形成されていると考えられる。ミ
トコンドリア内膜は、膜電位を維持するため
に透過性が極めて低い。したがって、ミトコ
ンドリアは細胞内で最も水や耐凍剤が出入
りしにくい小器官であり、細胞内氷晶形成の
起点となっていると考えられる。しかし、ミ
トコンドリア内膜は常に水や耐凍剤に対す
る透過性が低いわけではない。２種類のチャ
ンネルが水と耐凍剤の移動を促進する可能
性がある。ひとつは水チャンネル（AQP8と
AQP9）で、もう一つは、特定の条件下で 1.5 
kDa 以下の分子を非選択的に透過する
mitochondrial permeability transition pore
（MPTP）である。このチャンネルの開口は、
細胞にアポトーシスを引き起こすことが知
られている。これらのチャンネルを発現させ
たり開口させることによって、ミトコンドリ
アの脱水/濃縮を促進して内部での氷晶形成
を抑制して、卵子の耐凍性を向上させること
ができると期待される。 
最近、我々は従来のガラス化保存液と比べ
て浸透圧が高い保存液を用いる、平衡ガラス
化法を開発した。本方法では、保存液の高い
浸透圧により細胞の脱水/濃縮が促進され、細
胞を近平衡状態で凍結できる。この方法を卵
子の凍結保存に適用すれば、卵子全体やミト
コンドリアの脱水/濃縮が促進され、高い生存
性を維持したまま凍結保存ができるのでな
いかと考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、マウス卵子を用いて、（１）
卵子のミトコンドリア内膜で形成される
MPTP チャンネルを人為的に開口させる、（２）
ミトコンドリア内膜に内在している水チャ
ンネル（AQP8 と AQP9）の発現を向上させる
等によって、凍結時のミトコンドリアの脱水
/濃縮を促進し、安定して高い生存性が得ら
れる卵子の凍結保存法を開発することを目
的とした。また、（３）保存液の高い浸透圧
によって卵子全体やミトコンドリアの脱水/
濃縮が促進される平衡ガラス化法が、卵子の
凍結保存に有効かどうかを明らかにするこ
とも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）MPTP 開口による卵子の耐凍性向上の 
試み 

まず、卵子の MPTP を開口させるのに適し
た条件をしらべた。マウス卵子にあらかじめ
ミトコンドリア膜電位指示薬であるJC1を取

り込ませてから MPTP の開口剤である 15 M
酸化フェニルヒ素（PAO）を添加した修正 MEM
液（37℃）で卵子を一定時間処理してから修
正 MEM で 20 分間培養して JC1 の蛍光変化と
卵子の形態を観察し、マウス卵子にあまり傷
害を与えないで MPTP が開口（ミトコンドリ
ア膜電位の消失）する条件をしらべた。それ
から、適した条件下で卵子をPAOで前処理し、
25℃のエチレングリコール（EG）をベースと
した通常のガラス化保存液（EFS40）で２分
間処理してから、精子凍結用ストローを用い
てガラス化凍結した。融解は 25℃水中で行い、
0.5 M sucrose 添加 PB1 液に５分間浸して耐
凍剤を除去した。融解後の卵子の形態から生
存性を判定した。 
 
（２）水チャンネルの発現誘導による卵子の
耐凍性向上の試み  
培養細胞で AQP8 の発現を誘導することが
知られている dibutyl cAMP を添加した修正
MEM 液中でマウスの卵巣から採取した未成熟
卵子を 12 時間成熟培養した。そして、EFS40
を用いてガラス化凍結し、融解後の形態から
生存性を判定した。同様に培養細胞等で AQP9
の発現を誘導することが知られている
rosiglitazone、オレイン酸あるいは Wy14643
を添加した修正MEM液で未成熟卵子を成熟培
養し、EFS40 を用いてガラス化凍結し、融解
後の形態から生存性をしらべた。 
 
（３）平衡ガラス化法による卵子の凍結保存
の試み 
平衡ガラス化法の 1つである HOV法でマウ
ス卵子の凍結保存を試みた。すなわち、25℃
の５％v/v EG と５％v/v DMSO を添加した PB1
液で５分間処理した後、42.5％v/v EG を添加
した 40％w/v Ficoll PM-70 と 2.35 M sucrose
を含む PB1 液（25℃）で 0.5 あるいは１分間
処理し、ストローを用いてガラス化凍結した。
融解は 25℃の水中か 25℃の空気中で行い、
融解直後と修正MEM液で１時間培養後の卵子
の形態を観察し、生存性を判定した。 
 
４．研究成果 
（１）MPTP 開口による卵子の耐凍性向上の 
試み 

 卵子を 15 M PAO で 10 分間処理してから
20 分間培養すると、卵子へあまり傷害を与え
ずに MPTP を開口できることがわかった（図
は示さず）。そこでこの条件で卵子を PAO で
前処理してからEFS40を用いてガラス化凍結
した。 
無処理の卵子の融解後の生存率は 10％と
かなり低かった（図１）。一方、PAO で前処理
した卵子の生存率は 43％と有意に高かった。
したがって、MPTP を開口することによって、
ミトコンドリアの脱水/濃縮が促進されて内
部で氷晶が形成されにくくなり、卵子の耐凍
性が向上することが示唆された。 
しかしながら、融解後に卵子を１時間培養



すると、PAO 処理卵子は全て死滅した（図は
示さず）。PAO によるアポトーシスの誘起か、
あるいは他の化学的毒性によるものと考え
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）水チャンネルの発現誘導による卵子の
耐凍性向上の試み 

 AQP8 の発現を誘導する０～200 M dibutyl 
cAMPを添加した修正MEM液で卵子を成熟培養
すると、50 M までは成熟率（約 90％）は低
下しなかったが、100～200 M ではやや低下
（約 75％）した（図は示さず）。これらの卵
子をガラス化凍結すると、無処理卵子の生存
率が約 15％であったのに対し、dibutyl cAMP
の濃度が上がるにつれて生存率はやや向上
し、200 M では約 30％であった（図２）。し
かしながら、ばらつきが大きく、有意な差は
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 AQP9 の発現を誘導する rosiglitazone、オ
レイン酸あるいは Wy14643 を添加した修正
MEM 液で未成熟卵子を成熟培養した場合は、
いずれの濃度でも凍結融解後の生存率は向
上しなかった（図は示さず）。 
成熟中のマウス卵子では、これらの物質に
よって AQP8と AQP9のいずれも発現は誘導さ
れないと考えられた。 
 
（３）平衡ガラス化法による卵子の凍結保存
の試み 

 平衡ガラス化法で凍結した卵子の融解直
後の生存率は、保存液で 0.5 分間処理した場
合が全般的に高く、25℃の水中で融解した場
合はほぼ 100％の卵子が生存し、25℃の空気
中で融解した場合でも約 90％の卵子が生存
していた（図３）。 
融解後１時間培養した卵子の生存率は、保
存液で0.5分間処理して凍結して水中で融解
した場合では約 90％と高く、25℃の空気中で
融解した場合でも約 70％と比較的高かった。
空気中で融解しても生存率が高かったこと
から、卵子の多くは近平衡状態で凍結されて
いたと考えられる。 
 また、25℃水中で融解した場合、90％以上
の卵子が生存していたことから、平衡ガラス
化法で安定して高い生存性を維持したまま
マウス卵子を凍結できることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）考察 
 ミトコンドリア内膜に内在的に発現する
水チャンネルの発現を誘導することによっ
て、ミトコンドリアの脱水/濃縮を促進して
マウス卵子の耐凍性を向上させることには
成功しなかった。しかしながら、MPTP を開口
させてミトコンドリアの脱水/濃縮を促進す
ることによって、卵子の耐凍性を向上させる
ことに成功した。また、本研究の結果は、ミ
トコンドリアが細胞内氷晶形成の起点にな
っている可能性を支持している。今後、卵子
に傷害を与えることなくミトコンドリア内
膜の透過性を向上させることができるよう
になれば、実用性の高い卵子の凍結保存法の
開発につながると考えられる。 
一方、最近我々が開発した平衡ガラス化法
を用いることによって、卵子全体とミトコン
ドリアの脱水/濃縮を促進し、安定して高い
生存性を維持したままマウス卵子を凍結保
存できることがわかった。本研究で用いた平
衡ガラス化法で多くの卵子を近平衡状態で



凍結できたことから、さらに改良を進めれば、
凍結卵子をドライアイス入り簡易輸送箱で
輸送することが可能な凍結保存法が開発で
きると考えられた。 
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