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研究成果の概要（和文）：ブタの卵子/胚の温度傷害に、温度センサーチャンネルが関与しているかどうかをしらべた
。成熟卵子と胚では低温を感知するTRPA1とTRPM8のいずれのmRNAも発現していたが、未成熟卵子ではTRPA1のmRNAのみ
が発現していた。また、高温を感受するTRPV1のmRNAは未成熟卵子でのみ発現していた。ブタ卵子を低温処理すると、
各ステージで発現しているTRPチャンネルの作動温度に依存して傷害を受けた。それらのチャンネルの発現を抑制する
と、傷害が大きく軽減された。したがって、ブタ卵子の低温傷害に低温感受性チャンネルが関与していると考えられた
。

研究成果の概要（英文）：We examined whether temperature-sensitive transient receptor potential (TRP) chann
els were involved in the injury of pig oocytes/embryos at low/high temperatures. Pig immature oocytes and 
maturing oocytes expressed mRNA of TRPA1, a cold-sensitive TRP channel, whereas mature oocytes and embryos
 expressed not only mRNA of TRPA1 but also that of TRPM8, another cold-sensitive TRP channel. TRPV1, a hot
-sensitive channel, was expressed only in immature oocytes. The viability of pig oocytes decreased after c
old treatment, depending on the activation temperature of the TRP channels expressed in oocytes at each st
age. When oocytes were suppressed with the expression of the cold-sensitive TRP channels, the viability wa
s improved markedly. These results strongly suggest that cold-sensitive TRP channels are involved in the c
hilling injury of pig oocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
ブタの卵子/胚の凍結保存は難しい。その
理由は、低温感受性が極めて高く、低温で容
易に傷害を受けるからである。しかしながら、
そのメカニズムは明らかではない。ブタの卵
子と胚は、15℃以下の温度に 10 分程度さら
されただけで成熟/発生が停止し、数時間後
に死滅する。リン脂質の相分離による細胞膜
傷害のようなごく短時間で死滅させるもの
や、紡錘体形成異常のような細胞分裂異常に
よる細胞分裂の傷害等の従来から唱えられ
ている低温傷害のメカニズムとは考えにく
い。また、暑熱環境下での母体の体温上昇に
よるウシ胚の傷害も、ごく初期のステージに
限られているので、熱ショックタンパク質の
ような高温で非選択的に発現されるタンパ
ク質が関与しているとは考えにくく、発生段
階によって特異的に発現するタンパク質に
依存していると考えられる。 
温度センサーチャンネル（温度感受性
Transient Receptor Potential Channel、以
下 TRPチャンネル）は皮膚の神経等に存在し、
外界の温度変化を即座に感知して、Ca2+等の
陽イオンを神経細胞内に流入させ、「熱い」
「冷たい」と感じさせる。もしこのようなチ
ャンネルが卵子や胚において発現している
ならば、このチャンネルが温度感受の引き金
となり、細胞内情報伝達を経て低温/高温傷
害等を引き起こすと考えられる。そうならば、
情報伝達の上流部をブロックすることによ
って、傷害を回避できるだろう。近年、ブタ
卵子を 14℃に冷却すると、数秒で細胞内 Ca2+

が上昇することが報告された。この結果は上
述の仮説を支持していると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、（１）ブタの卵子/胚においても
低温/高温を感受する温度感受性 TRP チャン
ネルが発現しているかどうか、（２）このチ
ャンネルの活性化がブタの成熟途上卵子の
低温傷害に関与し、このチャンネルの発現を
抑制することによって低温傷害を軽減でき
るかどうか、（３）このチャンネルの活性化
がブタの成熟卵子の低温傷害に関与し、この
チャンネルの発現を抑制することによって
低温傷害を軽減できるかどうか について明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ブタの卵子と胚における温度感受性
TRP チャンネルの発現 
屠場由来のブタ卵巣から回収した未成熟
卵子、これらを 10％ウシ胎子血清とヒト閉経
性腺刺激ホルモン添加 TCM-199 液で 12 時間
培養して作製した成熟途上卵子、および 48
時間培養して作製した成熟卵子を卵子とし
て用いた。また、成熟卵子を電気刺激法で単
為発生させて作製した桑実胚および胚盤胞
を胚として用いた。これらの卵子/胚の cDNA
をテンプレートとし、17℃以下を感受する

TRPA1、26℃以下の温度を感受する TRPM8、
40℃以上を感受する TRPV1 の cDNA 配列を元
に作製したプライマーを用いて、リアルタイ
ム PCR を行った。そして、各温度感受性 TRP
チャンネルの mRNA の相対的発現量の、卵子
の成熟段階と胚の発育段階による違いをし
らべた。 
 
（２）低温感受性 TRP チャンネルの発現を抑
制したブタ成熟途上卵子の低温感受
性 
成熟途上卵子で mRNA が検出された TRPA1
の double stranded (ds)RNA をブタ未成熟卵
子に注入して 12 時間培養し、TRPA1 の発現を
抑制した成熟途上卵子を作製した。そして、
低温処理（15℃あるいは 24℃で 10 分間）し
た後にさらに 36 時間培養し、成熟率と生存
率が改善するかどうかをしらべた。 
 
（３）低温感受性 TRP チャンネルの発現を抑
制したブタ成熟卵子の低温感受性 

 成熟卵子で mRNA が検出された TRPA1 と
TRPM8 の dsRNA をブタ未成熟卵子に注入して
48 時間培養し、これらのチャンネルの発現を
抑制した成熟卵子を作製した。そして、低温
処理（15℃あるいは 24℃で 10 分間）した後
にさらに 24 時間培養し、生存率が改善する
かどうかをしらべた。 
 
４．研究成果 
（１）ブタの卵子と胚における温度感受性
TRP チャンネルの発現 

 ブタの未成熟卵子、成熟途上卵子、および
成熟卵子のいずれにおいても、TRPA1 の mRNA
が同程度発現していた（図１）。一方、TRPM8
は成熟卵子のみで発現していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ブタ胚では、桑実胚と胚盤胞のいずれにお
いても TRPA1 と TRPM8 の mRNA が成熟卵子と
ほぼ同程度発現し、発生段階による違いはほ
とんどないことがわかった。（図２）。 
高温を感受する TRPV1 の mRNA は、未成熟
卵子では発現していたが、成熟途上卵子や成
熟卵子および胚ではほとんど発現していな
かった（図には示さず）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
したがって、ブタの未成熟卵子と成熟卵子
では 17℃以下を TRPA1 が、成熟卵子では
TRPA1だけでなく、26℃以下を感知するTRPM8
が低温を感受していると考えられた。ブタ胚
においても、TRPA1 と TRPM8 が低温感受に関
与していると考えられた。一方、高温を感受
するTRPV1が未成熟卵子を除いて発現してい
ないことから、基本的にブタの卵子や胚は高
温傷害を受けにくいのではないかと考えら
れた。 
 
（２）低温感受性 TRP チャンネルの発現を抑
制したブタ成熟途上卵子の低温感受性 
発育途上卵子では、24℃で処理しても成熟
率も生存率もほとんど低下しなかったが、
15℃で処理するといずれも大きく低下した
（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これは、未成熟卵子や発育途上卵子では
26℃以下を感受するTRPM8が発現していない
が、17℃以下を感受する TRPA1 が発現してい
るためであると考えられた。TRPA1 の発現を
抑制した成熟途上卵子を 15℃で処理した場
合、成熟率と生存率が大きく改善し、低温処
理しなかった成熟途上卵子と有意な差はな
かった。これらの結果から、成熟途上卵子に
おける低温傷害にはTRPA1が大きく関与して
いることが強く示唆された。 
 
（３）低温感受性 TRP チャンネルの発現を抑
制したブタ成熟卵子の低温感受性 
成熟卵子を 15℃で低温処理して 24 時間培
養すると生存率は大きく低下した（図４）。

これは成熟卵子では成熟途上卵子と同様に
TRPA1 が発現しているためであると考えられ
た。TRPA1 の発現を抑制した成熟卵子を 15℃
で低温処理した場合、生存率は大きく改善し、
低温処理しなかった成熟卵子と有意な差は
見られなかった。この結果は、成熟卵子にお
ける15℃での低温傷害にTRPA1が関与してい
ることを強く示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
成熟卵子は、24℃で低温処理して 24 時間
培養すると、成熟途上卵子とは異なり、生存
率は大きく低下した（図５）。成熟卵子では、
成熟途上卵子とは異なり、26℃以下を感知す
るTRPM8が発現しているためであると考えら
れた。TRPM8 の発現を抑制した成熟卵子を
24℃で低温処理した場合、生存率は大きく改
善し、低温処理しなかった成熟卵子と有意な
差は見られなかった。この結果は、成熟卵子
における24℃での低温傷害にTRPM8が関与し
ていることを強く示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）結論 
ブタの成熟途上卵子および成熟卵子にお
ける低温傷害には低温感受性TRPチャンネル
が大きな役割を果たしていることがわかっ
た。成熟段階にかかわらず、15℃での卵子の
低温傷害には TRPA1 が、成熟卵子における
24℃での低温傷害にはTRPM8が関与している
と考えられた。 
今後は、低温感受性 TRP チャンネルが感受
した温度情報がどのような細胞内情報伝達



を経て傷害をもたらしているかを明らかに
する必要がある。 
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