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研究成果の概要（和文）：低温感受性TRPチャンネルがブタの卵子/胚の低温傷害に関与しているかどうかをしら
べた。ブタの卵子/胚では17℃以下を感知するCa2+チャンネルであるTRPA1のmRNAが発現しており、15℃で低温処
理すると細胞内Ca2+濃度が上昇し、生存性は大きく低下した。TRPA1の特異的阻害剤であるAP-18で前処理する
と、ブタ卵子の低温処理による細胞内Ca2+濃度の上昇と生存性の低下のいずれも強く抑制された。したがって、
ブタの卵子/胚の低温傷害にはTRPA1が関与し、それを阻害することにより低温傷害が回避できることがわかっ
た。本研究の成果はブタの卵子/胚の凍結保存法の開発に役立つと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined whether a low-temperature sensitive transient 
receptor potential (TRP) channel was involved in the chilling injury of pig oocytes/embryos. The 
mRNA of TRPA1, which is sensitive to the temperature at lower than 17oC, was expressed in pig 
oocytes and embryos at various stages. Exposure of oocytes/embryos to 15oC for 15 min markedly 
decreased their viability. Exposure of oocytes to 15oC increased intracellular Ca2+ immediately. The
 pretreatment of oocytes with AP-18, a specific inhibitor for TRPA1, suppressed the increase in 
their intracellular Ca2+ and the decrease in their viability by the exposure to 15oC. These results 
indicate that TRPA1 is involved in the chilling injury of pig oocytes/embryos, and that the injury 
can be circumvented by suppressing TRPA1 activity. Our findings would be useful for developing a 
cryopreservation method for pig oocytes/embryos. 

研究分野：家畜繁殖学

キーワード： 低温傷害　TRPチャンネル　ブタ卵子　ブタ胚　ウシ胚　高温傷害

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ブタの卵子/胚は低温に対する感受性が高
く、凍結保存法は確立していない。その傷害
メカニズムも不明である。卵子/胚では細胞内
の脂肪顆粒が低温傷害に関与していること
が知られている[1]。脂肪顆粒の除去や超急速
ガラス化法の適用がブタの卵子/胚の凍結保
存に一定の成果を上げているが、実用レベル
に達していない。低温傷害を簡便に回避でき
れば、これらの細胞の凍結保存が実用化でき
ると考えられる。また、近年気温上昇により
国内でも暑熱によるウシの繁殖障害が多発
し、畜産経営に悪影響を与えている。暑熱に
よる繁殖障害の原因の一つは、体温上昇によ
る初期胚の高温傷害が考えられる。しかし、
牛舎全体の冷却は経営上困難である。産業レ
ベルで低温/高温による傷害を回避するため
には、新たなアプローチが必要である。 
耐凍性が低いブタの卵子/胚は 15℃以下の
低温に数分間暴露されると数時間以内に死
滅する。細胞分裂に関わる紡錘体の異常によ
る傷害としては速過ぎ、相分離による細胞膜
のバリヤー能低下で死滅するには遅過ぎる。
申請者は、この傷害にはこのような従来考え
られてきたメカニズムとは異なる、未知の生
理的プロセスが関与していると考えた。 
生物は、外界の変化を即座にキャッチする
センサーを発達させてきた。温度感受性
Transient Receptor Potentialチャンネル(以
下 TRP)もそのひとつで、温度を感知して細
胞内に Ca2+等の陽イオンを流入させ、神経細
胞を活性化さる[2]。温度を感受する TRP に
は、それぞれ守備範囲とする温度域がある[3]。  
TRPA1 は 17℃以下で活性化し、TRPM8 は
25～26℃で活性化する。TRPV1は 43℃以上
で作動する。TRPV3、TRPV4、TRPM2、
TRPM4、TRPM5は体温付近で作動する。 

Mattioliらは、ブタ卵子を 15℃で数分間処
理すると細胞内 Ca2+の上昇とアポトーシス
が誘起され、その原因はリアノジン受容体を
介した小胞体からの Ca2+の放出であること
を示唆した[4]。細胞膜上の TRP は小胞体上
のリアノジン受容体と物理的に結合し、Ca2+

シグナルを制御することが知られている。も
し、この温度センサーチャンネルの活性化が
細胞内情報伝達の最も上流に位置するなら
ば、このチャンネルを制御することによって、
ブタにおいては脂肪顆粒の除去や超急速ガ
ラス化法を必要としない、新しい凍結保存法
につながると考えられる。また、ウシ胚に応
用すれば暑熱による繁殖障害を軽減できる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、ブタの卵子/胚の低温傷害とウシ
の高温による繁殖障害に温度感受性 TRP チ

ャンネルが関与しているかどうか、さらに
TRP チャンネルの機能を制御することによ
って、ブタの卵子/胚の低温傷害を軽減できる
かどうかを明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)ブタ/ウシの卵子/胚とウシ子宮内膜にお 
ける温度感受性 TRP チャンネルの発現 
ブタ/ウシの卵子/胚における温度感受性
TRPチャンネルのmRNAの発現の有無をしらべ、
さらにそれらが Ca2+チャンネルとして機能が
検出できるほど豊富に発現しているかどう
かをしらべた。すなわち、ブタとウシの TRP
チャンネルの cDNA 配列を基に作製したプラ
イマーを用いて、ブタ/ウシ卵子、体外受精
で作製したブタ/ウシ胚のcDNAをテンプレー
トとしてリアルタイム PCR を行い、mRNA の発
現をしらべた。次に、ブタ卵子では Ca2+蛍光
指示薬であるfluo-4を注入し、37℃から25℃
または 15℃まで急速に冷却して、細胞内 Ca2+

濃度が上昇するかどうかをしらべた。ウシで
は子宮上皮細胞と間質細胞を採取し、温度感
受性 TRPチャンネルの mRNA の発現をしらべ、
さらにこれらの細胞を Ca2+蛍光指示薬である
fluo-8 とインキュベーションして取り込ま
せ、TRPV1 のアゴニストであるカプサイシン
で処理し、細胞内 Ca2+濃度が上昇するかどう
かをしらべた。 
 
(2)温度感受性TRPチャンネルのブタの卵子/ 
胚の低温感受への関与 
低温感受性の TRPA1 の double stranded 
(ds)RNA をブタ卵核胞期卵子（未成熟卵子）
に注入し、12 時間培養して成熟途上卵子を、
48 時間培養して極体を放出した成熟卵子を
作製した。そして、一部の卵子に fluo-4 を
注入し、37℃から 15℃まで急速に冷却して細
胞内 Ca2+濃度が上昇するかどうかをしらべ、
TRPA1 の発現が抑制されているかどうかを確
認した。それから、残りの卵子を 37℃から
15℃まで急速冷却して 15 分間保持（低温処
理）し、成熟途上卵子では 36 時間培養して
生存率と成熟率をしらべた、成熟卵子では 24
時間培養して生存率をしらべた。また、一部
の実験では TRPA1 の特異的阻害剤である
AP-18 でブタ卵子を前処理してから同様に低
温処理し、培養後の生存率や成熟率をしらべ
た。体外受精由来のブタ胚では、前核期卵に
TRPA1 の dsRNA を注入して培養し、２細胞期
に発生した胚を上記と同様に低温処理し、さ
らに培養して生存率と胚盤胞への発生率を
しらべた。 
 
４．研究成果 
(1)ブタの卵子/胚における低温感受性 TRP 
チャンネルの発現 



ブタ未成熟卵子では、17℃以下を感知する
TRPA1 の mRNA が発現していた。成熟途上卵子
と成熟卵子でも同様に発現していた。27℃以
下を感知するTRPM8は成熟卵子で発現してい
た。胚では、いずれの発生段階でも TRPA1 と
TRPM8 のいずれの mRNA も発現していた。 
ブタの未成熟卵子、成熟途上卵子および成
熟卵子のいずれも 15℃で低温処理を行うと、
低温処理開始約２分後に細胞内 Ca2+濃度が上
昇した。しかし、25℃で低温処理しても明瞭
な細胞内 Ca2+濃度の上昇は見られなかった。 
ブタの卵子を 15℃で低温処理するといず
れの成熟段階でも生存率が低下した。未成熟
卵子と成熟途上卵子ではほとんど成熟しな
かった。また、ブタ２細胞期胚を 15℃で低温
処理すると生存率が大きく低下し、胚盤胞ま
で発育する胚はなかった。 
以上の結果から、ブタの卵子/胚では、い
ずれの発育段階でもTRPA1が十分に発現して
いると考えられた。一方、TRPM8 はいずれの
成熟段階の卵子でもあまり発現していない
と考えられた。 
 
(2)ブタの卵子/胚の低温傷害における 
TRPA1 の直接的に関与 
TRPA1 の dsRNA を注入して作製した成熟途
上卵子を 15℃で低温処理した場合、注入しな
かった卵子と比べて生存率と成熟率のいず
れも有意に向上した。dsRNA を注入して作製
した成熟卵子を低温処理した場合も生存率
が有意に向上した。TRPA1 の dsRNA を注入し
たブタ前核期卵子を発生培養して作製した
２細胞期胚を 15℃で低温処理した場合も、注
入しなかった胚と比べて生存率と胚盤胞へ
の発生率が大きく向上した。したがって、ブ
タの卵子/胚の低温傷害に TRPA1 が直接関与
していることがわかった。 
 
(3)ブタ卵子の低温傷害の回避 
ブタの未成熟卵子、成熟途上卵子および成
熟卵子を TRPA1 の特異的阻害剤である AP-18
で前処理し、15℃で低温処理して培養した。
未成熟卵子と成熟途上卵子のいずれも前処
理しなかった卵子と比べて生存率と成熟率
のいずれも大きく向上した。また成熟卵子の
場合も生存率が有意に向上した。したがって、
ブタ卵子の低温傷害は、TRPA1 の阻害剤で回
避できることがわかった。またブタ胚でも低
温傷害を回避可能だと考えられる。 
 
(4)ウシの卵子/胚と子宮における温度感受 
性 TRP チャンネル 
ウシの成熟卵子と初期胚では、体温付近で
作動する TRP チャンネルの mRNA が検出され
たが、高温を感知する TRPV1 のようなチャン
ネルの mRNA は検出されなかった。また、ウ

シ胚盤胞を 43℃で高温処理しても傷害は見
られなかった。したがって、ウシの高温によ
る繁殖障害にはウシ胚で発現する温度感受
性TRPチャンネルは関与していないと考えら
れた。 
培養ウシ子宮間質細胞に Fluo-8 を取り込
ませてTRPV1を活性化するカプサイシンで処
理すると、細胞内 Ca2+が上昇した。一方、培
養ウシ子宮上皮細胞では上昇しなかった。し
たがって、ウシの体温上昇は子宮内環境の変
化を引き起こす可能性があると考えられた。 
 
(5)まとめ 
ブタの卵子/胚では低温傷害に TRPA1 が直
接関与しており、その傷害は TRPA1 の阻害剤
で回避できることがわかった。この知見は今
後のブタの卵子/胚の凍結保存法の開発に役
立つと考えられる。一方、ウシの高温による
繁殖障害には胚で発現している温度感受性
TRP チャンネルは関与していないと考えられ
た。しかし、ウシの体温上昇が高温感受性 TRP
チャンネルを介した子宮内環境の変化を引
き起こしている可能性があると考えられた。 
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