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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はウシの精子や二倍体細胞のDNA損傷を可能な限り抑えた凍結乾燥 (FD) 条件
を決定し、胚盤胞の量産システムを確立することである。以下の結果が得られた。(1) ヘモリジン変異体によるトレハ
ロースの積極的導入はFD後の顆粒膜細胞のDNA損傷を抑制しなかった。(2) FDケーキが潰れる”コラプス”発生にはFD
バッファーのTg’が関係し、トレハロース添加がTg’上昇とコラプス抑制に有効だった。(3) 未受精卵のガラス化・加
温後の蘇生改善には回復培養液へのROCK阻害剤やαトコフェロールの添加が有効だった。(4) FD精子ならびにFD二倍体
細胞に由来する胚盤胞の体外作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to establish blastocyst production system from 
freeze-dried (FD) sperm and diploid cells in the bovine species. Results obtained were: (1) Incorporation 
of trehalose using alpha-hemolysin mutant did not inhibit DNA damage in FD granulosa cells. (2) Incidence 
of FD cake collapse was related with the glass transition temperature of the maximally 
freeze-concentrated phase (Tg'), and trehalose in FD buffer contributed to increase the Tg' and to 
inhibit the cake collapse. (3) ROCK inhibitor or alpha-tocopherol supplemented to recovery culture medium 
could rescue metaphase-II oocytes after vitrification and warming. (4) Morphologically normal blastocysts 
derived from both FD spermatozoa (via intracytoplasmic sperm injection) and FD fibroblasts (via somatic 
cell nuclear transplantation) were successfully produced in vitro.

研究分野：応用動物科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 ほとんどの哺乳類において精子の凍結保
存は可能となっており、この技術は人工授精 
(AI) や体外受精 (IVF) と組み合わせて実用
化されている。一方、精子を凍結乾燥 (FD) し
てから常温あるいは低温で保存できるよう
になると、精子の維持や輸送に関するコスト
を大幅に軽減できる。精子の運動性を損なう
ことなく凍結乾燥することは極めて困難な
ので、現状では復水細胞由来の動物個体を作
製するには卵細胞質内精子注入法 (ICSI) を
適用することになる。ICSI技術の開発当初は
受精現象のメカニズム解析のために利用さ
れたが、現在ではウマやクジラといった
IVF が困難な動物種における胚作製手段とし
てのみならず、ヒトの不妊治療の一手法とし
ても脚光を浴びている。ICSIによる産仔獲得
は 1988 年にウサギで初めて報告され、ピエ
ゾマニピュレーターの登場によって精子頭
部が釣り針状のマウスやラットといった実
験小動物でも産仔獲得が可能になった。一方、
大型産業家畜のウシでも 1990 年に初めて
ICSI由来の仔牛が誕生しているが、卵子活性
化補填処理が施されるようになり、安定して
胚盤胞作出ができるようになったのは 2005
年以降のことである。 
 FD 精子に由来する ICSI 胚の産仔発生は
1998年、マウスで最初に報告された。この種
ではその後に再現性も確認され、対照の産仔
率と比較しても遜色ないレベルにまで
FD-ICSI技術が完成しつつある。FD後 2年間
にわたって冷蔵保存した精子を ICSI して 1
匹の産仔が生まれただけだが  (産仔率は
0.5％)、ウサギでの報告がそれに続いた。そ
の後、ラットで我々が 2日間冷蔵保存した FD
精子に由来する ICSI産仔作出を報告した。1
年間にわたって冷蔵保存した FD 精子からも
生存ラット産仔を得ることに成功したのは、
凍結乾燥機そのものを真空度や乾燥時の棚
温度を多段階に設定可能なプログラマブ
ル・フリーズドライヤーに変えたことが大き
かった。一方、ウシ精子の FD 研究に関する
情報は極めて限られているが、ICSI後の胚盤
胞発生例は得られている。ラット精子に対し
て最適化したプログラマブル・フリーズドラ
イヤー利用の FD 条件をウシ精子に適用した
ところ、コメットアッセイ上は DNA 損傷の
ない精子を回収できているように思われた
が、ICSI 後に胚盤胞に達した割合はわずか 1
〜2％に過ぎなかった。異種あるいは同種顕
微授精系を駆使してその原因を探ったが、FD
精子の[Ca2+]i オシレーション誘起 (SOAF) 
の活性や微小管形成中心 (MTOC) の機能、
さらには前核期卵における雄性ゲノムのエ
ピジェネティクスに特段の問題点は認めら
れなかった。よって、FD 保存において精子
が「生きている」ということの定義を DNA
損傷が修復可能なレベルまで軽微であるこ
とと定め、ゲノム DNA の損傷を可能な限り

抑えた FD条件を決定することを目指し、FD
後のDNA損傷を最小化できた精子を ICSIに
供し、効率的に胚盤胞を作製する。 
 また、クローンヒツジ「ドリー」の誕生に
導いた体細胞核移植 (SCNT) 技術は受精に
よらない動物個体の作出を可能にし、ウシで
も翌年に体細胞クローン個体が誕生してい
る。この SCNT技術の適用により FD保存後
の体細胞から個体への発生能力を備えた胚
盤胞を作製できる可能性があるが、これまで
にそのステージまでの発育例、すなわち胚盤
胞が得られている動物種はマウス、ヒツジ、
そしてブタに限定される。そこで、ウシにお
いて FD に適した細胞の種類とその FD 条件
を決定するとともに、胚性幹 (ES) 細胞様の
細胞株を樹立し、外来 DNAあるいは mRNA
の導入を介して乾燥耐性を付与した二倍体
細胞を構築することを目指す。FD後の DNA
損傷を最小化できた二倍体細胞を SCNTに供
し、効率的に胚盤胞を作製する。 
 
２．研究の目的 
 
 ICSI 技術の発達は、FD という新しい遺伝
資源保存法を適用した精子に由来する胚ま
たは個体の作製に道を開く。我々は、1 年間
冷蔵保存したラットの FD精子を ICSIするこ
とによって、正常な産仔の作出に成功してい
る。マウスでは精子の FD は実用化レベルに
あり、ウサギでも産仔作出例がある。しかし
ウシでは、FD 処理した精子の SOAF 活性や
MTOC機能、さらには前核期卵における雄性
ゲノムのエピジェネティクスに特別な問題
がなかったにも関わらず、FD-ICSI 後の胚盤
胞発生率は数%に過ぎなかった (対照区の 1
割以下)。この割合を改善するため、精子の
DNA損傷を可能な限り抑えたFD条件を決定
したい。また、SCNT の適用により FD 保存
後の体細胞から個体への発生能力を備えた
胚盤胞を作製できる可能性があるが、胚盤胞
が得られている動物種はマウス、ヒツジ、そ
してブタのみである。本研究の目的は、FD
後の DNA 損傷を最小化できた精子ならびに
二倍体細胞を ICSIあるいは SCNTに供し、効
率的な胚盤胞作製システムを確立すること
である。 
 
３．研究の方法 
 
 乾燥行程におけるサンプル表面積、細胞濃
度、バッファー組成、バッファー液量、乾燥
時真空度、乾燥時間、乾燥後の保存条件とい
った各種パラメーターの最適化を図ること
と平行して、トレハロースを細胞内に積極的
に取り込ませる実験を行う。すなわち、精子
について、ヘモリジンを細胞膜に埋め込んで
細胞外のトレハロースを濃度依存的に細胞
内へと移行させることで、乾燥後の細胞内環
境におけるガラス化状態の安定化につなげ
られるかどうか、試みる。FD・復水後の DNA



損傷はアルカリコメットアッセイによって
定量化し、ICSI または SCNTに供して胚盤胞
の作製効率を調べる。 
 
４．研究成果 
 
(1) ウシ精子の凍結乾燥耐性に及ぼすコラ
プスの影響：凍結乾燥を適切な条件下で行う
と、溶液は多孔質のスポンジ様構造 (凍結乾
燥ケーキ) を形成する。溶液の凍結濃縮相は、
ある一定の温度 (最大凍結濃縮相ガラス転移
温度＝Tg’) でガラス状態に変化し、分子運動
が抑制されて非常に安定な状態になる。一方、
この Tg’よりも高い温度で乾燥を行うと溶液
は安定なガラス状態からゴム状態へと変化
し、コラプスと呼ばれる凍結乾燥ケーキの構
造崩壊が観察されるようになる。本実験では、
ウシ精子の凍結乾燥ケーキに生じたコラプ
スが、復水ウシ精子を ICSIした後の発生能に
及ぼす影響について調べた。まず、示差走査
熱量計 (DSC) を用いて測定した凍結乾燥バ
ッファー (10 mM Tris-HCl、50 mM EGTA、0.5 
M トレハロース) の Tg’は−27.7℃だった。こ
の条件を得るに当たり、凍結乾燥バッファー
からの NaCl 除去やトレハロース添加が Tg’
を上昇させるのに有効だった (オリジナル
EGTAバッファーの Tg’は−45.0℃)。凍結融解
ウシ精子を同バッファーに懸濁し、予備凍結
を行ったのちに−30℃、−15℃、または 0℃の
いずれかに制御した凍結乾燥棚上で 6時間乾
燥した。乾燥温度が−30℃の凍結乾燥ケーキ
は完全な形状を保っていた一方、Tg’よりも高
い 0℃や−15℃で乾燥した場合にはコラプス
が生じていた。得られた凍結乾燥ケーキの乾
燥度を調べるために含水率の重量測定およ
びガラス転移温度 (Tg) の DSC 測定を行っ
たところ、0℃で乾燥した場合の含水率は
−30℃の場合と比べて約 5倍だったが、Tg測
定によりいずれも十分な乾燥状態にあった
と確認できた。−20℃で一晩保存した精子を
ICSI に供して卵子活性化処理を施したとこ
ろ、卵割率に差は認められなかったものの、
培養 8 日後の胚盤胞発生率については−30℃
で乾燥した場合の値 (14%：卵割ベース) が
0℃や−15℃で乾燥したときの値 (それぞれ
1%と 4%) よりも有意に高かった。0℃で乾燥
した精子は注入ピペット内壁に付着しやす
く、卵細胞質内への精子の注入操作が困難に
なった。以上、凍結乾燥ケーキのコラプス発
生はウシ精子に対する乾燥ストレスを増加
させ、ICSI後の胚盤胞発生能を低下させるこ
とが明らかになった。 
 
(2) 黄色ブドウ球菌由来ヘモリジンを介し
たトレハロース導入：体内に多量のトレハロ
ースを合成・蓄積することで極限乾燥環境下
に適応しているネムリユスリカ幼虫のよう
な生物が存在する。細胞膜上で 7量体を形成
して膜貫通型の孔を形成する α ヘモリジン 
(アミノ酸293個からなる) を用いれば二糖類

のトレハロースを細胞内に導入することが
可能で、さらに 130〜134 番目のアミノ酸残
基をヒスチジンに置換した変異体 (H5) は亜
鉛イオンの有無によって孔の開閉を制御で
きる。本実験では、黄色ブドウ球菌ゲノム由
来のヘモリジン変異体を作製し、トレハロー
スをウシ顆粒膜細胞内に導入したときの凍
結乾燥耐性について調べた。まず、黄色ブド
ウ球菌ゲノム由来の α ヘモリジン遺伝子を
pET28-c プラスミドに組み込み、インバース
PCRによって H5作製用のベクターを調製し
た。それをコンピテントセルに形質転換して
大量培養し、発現誘導後にカラムクロマトグ
ラフィーにより精製した。ウシ顆粒膜細胞に
おける Calcein-AMの蛍光消失を指標にして、
H5濃度は 25 mg/L、作用時間は 5分、0.5 M ト
レハロース導入時間は 30 分、硫化亜鉛濃度
は 0.05 mMと定めた。トレハロース添加区の
凍結乾燥ケーキにはコラプスは誘起されず、
復水後の細胞の形態も正常に維持されてい
た。しかし、アルカリコメットアッセイで調
べた復水細胞における DNA 損傷は、トレハ
ロースの細胞内導入によって抑制できてい
なかった。結論として、トレハロースを細胞
内に導入しただけではウシ顆粒膜細胞の凍
結乾燥耐性を改善するには至らず、トレハロ
ース合成開始をトリガーとして働くように
なる「DNA損傷の修復機構」がより重要であ
る、ということが示唆された。 
 
(3) SCNT効率化のための未受精卵子のガラ
ス化保存：細胞質内の脂肪顆粒量が多いウシ
やブタではガラス化・加温後の未受精卵を
IVF しても胚盤胞までの発生率はあまり高く
ない。IVF 前の短時間培養が加温卵子の回復
にとって有効なことが経験的に知られてお
り、本実験では、ホスホジエステラーゼ阻害
剤、抗酸化剤の回復培養液への添加がガラス
化・加温したウシ未受精卵の蘇生率を改善す
るのに有効かを調べた。新鮮卵巣から回収し
た未成熟卵子を成熟培養し、卵丘細胞層を完
全剥離した後に第一極体放出が確認できた
成熟未受精卵を集め、15% DMSO、15% エチ
レングリコール、0.5M シュクロースを含む
ガラス化保存液中でクライオトップをデバ
イスとして超低温保存した。ホスホジエステ
ラーゼ阻害剤のカフェイン (20 mM)、水溶性
抗酸化剤の L-アスコルビン酸 (50 µg/ml)、脂
溶性抗酸化剤の α-トコフェロール (10 µM) 
のいずれかを回復培養液に添加し、IVF に先
立って 2時間、加温卵子を培養した。IVFか
ら 8日後の胚盤胞発生率は、無処理区のガラ
ス化・加温卵子における 26%に対し、カフェ
イン区の 28%と L-アスコルビン酸区の 28%
は差がなかったが、α-トコフェロール区では
36%と有意に高い成績が得られた。次に α-ト
コフェロールを 0、10、30、100、300 µMの
濃度で添加したところ、胚盤胞発生率はそれ



ぞれ、19、31、28、27、35%となった。α-ト
コフェロール 300 µM区で得られた拡張胚盤
胞の品質は、構成細胞数と染色体倍数性に基
づいて評価する限り新鮮対照区と同程度だ
った。ガラス化・加温卵子の IVF後に多発し、
微小管ネットワークの形成不全により前核
融合や第一卵割の遅延を引き起こす「精子星
状体形成の数的異常」に及ぼす α-トコフェロ
ールの影響を調べた。媒精 10 時間目でのチ
ューブリン免疫染色の結果、単一の星状体か
らなる正常な前核期卵の割合は無処理区で
48%だったのが、300 µM α-トコフェロール処
理によって新鮮対照 (85%) と同等の 90%に
まで改善されていた。以上、α-トコフェロー
ルを回復培養液へ添加することでガラス
化・加温したウシ未受精卵の蘇生率が改善で
きることが明らかになり、その効果には微小
管ネットワークを正常に張り巡らせる卵細
胞質マトリクスの機能回復が関係している
と示唆された。また、1 日保存した卵巣由来
の成熟卵子を用いた実験において、ROCK阻
害剤の Y-27632 (10 µM) をガラス化・加温後
の卵子の回復培養液へ添加するだけで救済
効果を発揮するという知見も得た。 
 
(4) 凍結乾燥二倍体細胞の核移植：熱処理し
た体細胞や凍害保護物質なしで冷凍保存さ
れていた体細胞からクローン個体が作出さ
れたことから、細胞の生死に関わらず核が正
常でさえあれば、SCNT によって個体作出が
可能なことが証明された。現在、マウス、ヒ
ツジ、ブタにおいて、凍結乾燥した体細胞を
核移植することで胚盤胞が得られているが、
ウシにおける成功例はない。本実験では、凍
結乾燥時の細胞懸濁液量と細胞濃度、さらに
凍結乾燥後の封入方法がウシ顆粒膜細胞の
DNA損傷に与える影響を調べると同時に、同
細胞を核移植に供することでクローン胚盤
胞の作出を目指した。ウシ顆粒膜細胞を 22
時間体外培養し、mEGTA バッファーに懸濁
して−30℃で予備凍結した後、一次乾燥を0.37 
hPaで 14時間、二次乾燥を 0.001 hPaで 3時
間、行った。乾燥行程終了後、バイアル瓶を
窒素充填後あるいは真空状態のまま密封し、
4℃で保存した。復水細胞の DNA損傷度をア
ルカリコメットアッセイによって評価した
ところ、コメット尾部長、尾部 DNA 比率、
及びそれらの積であるモーメント値には、乾
燥サンプルの保存期間に関わらず、細胞懸濁
液量と細胞濃度との異なる組み合わせから
なる各区のあいだで差はなかった。一方、封
入方法の比較においては、保存期間 1週間で
は有意差が認められなかったものの、１ヶ月
保存では真空保存区と比べて窒素充填区に
おいて有意にDNA損傷が検出された。次に、
クローン胚盤胞を作出するため、窒素充填お

よび真空状態で 1ヶ月間保存した凍結乾燥細
胞を復水し、除核未受精卵に顕微注入した。
1時間後に 10 µM イオノフォア A23187の 5
分間処理と 2 mM 6-ジメチルアミノプリンの
5 時間処理による複合活性化誘起処理を行い、
引き続き 7日間の発生培養に供した。窒素充
填区の卵割率は 3%しかなく、胚盤胞への発
生例も得られなかった。しかし真空保存区の
卵割率は窒素充填区より有意に高く (51%)、
さらに 1例 (3%) ながら孵化胚盤胞までの発
生例も得られた。以上、ウシ顆粒膜細胞の凍
結乾燥後の保存には窒素充填よりも真空状
態が適しており、凍結乾燥後に 1ヶ月間冷蔵
保存した顆粒膜細胞の SCNTによりクローン
胚盤胞を作製できた。 
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