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研究成果の概要（和文）：カイコの長期保存にCAS冷却装置を応用可能であるか、受精卵と精巣を用いて検討し
た。受精卵ではCAS冷却による効果を認めたが、実用化に寄与するには至らないと判断された。精巣凍結には効
果を認めなかった。そこで、目的達成への方法を変更し、胚子をガラス化凍結し、その有効性を検討した。その
結果、カイコ胚子はガラス化凍結した後にも生存し、発育を進め、孵化することが判明した。しかし、エサであ
る桑を食するまでには至らなかった。凍結後も生存し、孵化まで発育が進むので、今後条件を検討することで、
目的達成の可能性はあると判断された。生殖層の凍結保存はエリサン、シンジュサンでも有効であることが判明
した。

研究成果の概要（英文）：The effectiveness of CAS freezer was studied from the point of using 
long-term preservation of silkworm. It was examined using fertilized egg and testis. In fertilized 
eggs, the effect of CAS freezer was a bit recognized, but it was judged not to contribute to 
practical application. There was no effect on testis freezing. Therefore, changing the method to 
achieve the purpose, freezing the embryo vitrified, and tested its effect. It was shown that 
silkworm embryos survive even after vitrified freezing, proceeding development and hatching. 
However, they could not eat mulberry leaves. They survived even after freezing, and the growth 
progressed until hatching, so it was judged that there was a possibility of achieving the purpose by
 examining the conditions in the future. 
As second study, we evaluated the availability of the cryopreservation, which developed in the 
silkworm by using frozen ovary, for eri and ailanthus silkworms，and recognized positive results for
 both insect gonads.  
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの生殖医療や再生医療の進歩から、生
殖質(精子・卵)や組織・臓器の凍結保存は全
ての生物に可能な印象を与えている。しかし、
その利用は哺乳類でもヒト等に限られ、昆虫
では凍結障害が大きく成功例は少ない。多数
の系統が存在するカイコでは古くから凍結
保存に関する研究が行われ、精子や卵巣では
最近、一部で可能となってきたが、蘇生率は
低く改善が望まれていた。 
２．研究の目的 
 凍結障害は細胞中の水分子が冷凍過程で
氷結晶となる際に発生する膨張等が原因と
される。本研究ではこれを回避する凍結保存
方法の開発に取組む。凍結水分子を電磁場に
より振動させつつ冷凍させる CAS 冷却理論
が注目されている。そこで、その有効性を検
証しつつ、実用可能な永久保存システムの構
築を目指す。また、本研究で開発した方法が
他の昆虫種へも応用が可能であるか検証し、
昆虫種保全にも貢献することを目的とする。 
３．研究の方法 
 供試したカイコ系統は九州大学遺伝子資
源開発研究センターで保存されている xe28
系統と p20 系統を交配した F1 世代、p24, p55
等である。エリサン、シンジュサンは信州大
学より分譲を受けた。いずれもナショナルバ
イオリソースプロジェクトで維持されてい
るリソースである。使用した CAS 冷却装置は
（株）アビー社製CASフリーザーLAB1である。
CAS冷却は、-30°Cまで 1分間につき、0.5°C
ずつCASフリーザー(株アビー社製LAB1)によ
り 温度を低下させ、その後液体窒素中に保
存し、融解後の生存、成長の有無を確認した。 
ガラス化凍結実験においては、卵殻をメスで
除殻し、グレース昆虫培地で培養することを
基本に、種々のガラス化凍結に必要な試薬を
加えた。多くの試薬の組合せを行ったので、
その詳細は省略する。 
４．研究成果 
 本研究では、CAS 冷却はカイコの卵巣凍結
保存の高度化に優れた効果があると予想し
て研究を計画した。先ず、カイコの受精卵と
精巣に関してCAS冷却を用いて従来法と比較
した。受精卵を用いた実験では、従来法では、
マイナス30°Cを下回る冷却処理を行うと全
て斃死した。一方、CAS 冷却装置を用いた場
合は、−30℃においても、胚子がやや発育す
ることを認めた。しかし、生存個体を得るこ
とは出来なかった。精巣については、従来法
よりも優位な結果は認めなかった。当初の予
想とは異なり、CAS 凍結による凍結保存の高
度化は困難であることが初年度の結果より
判明したので、研究方法を変更し、ガラス化
凍結を用いた凍結保存の高度化へと切り換
えた。対象はショウジョウバエで凍結保存が
報告されている胚子とした。ガラス化凍結で
は、ガラス化に必要となるエチレングリコー
ルを主体とした凍結保護剤を胚子組織内に
浸透させる必要がある。しかし、カイコには

胚子を取り囲む卵殻と呼ばれる固い組織が
ある。これを取り除き、胚を生かしたまま、
孵化させる必要がある。この技術は簡単な操
作で行えるが、どのステージが本研究に適し
ているかは重要なポイントである。そこで、
先ずは無凍結で、カイコの胚子培養に適した
時期の検討を行った。その結果、胚子発育後
半のステージ 24（剛毛発生期）前後が適して
いることが判明した。そこで、それ以降の実
験ではステージ24を中心に行うこととした。
ガラス化凍結法を適用する場合、問題はガラ
ス化状態を作り出す高濃度なエチレングリ
コールが細胞死を引き起こす点である。これ
を軽減する条件設定がカギである。ショウジ
ョウバエ胚子のガラス化凍結方法 (Mazur et 
al.,1992) を参考に条件設定を行った。
0.75M エチレングリコール (EG) 液で 10 分
間なじませた後、2M EG 液で 20 分間,次いで
8.5M EG 液で 8 分間処理し液体窒素で凍結し
たところ、融解後の培養で孵化個体が得られ
た。しかし、孵化幼虫は摂食することなく死
亡した。ガラス化液で処理後、凍結処理を行
なわずに培養した場合でも、孵化幼虫が摂食
することなく死亡した。このことは、ガラス
化液に毒性があることを示す結果である。そ
こで、次に、孵化幼虫が摂食し、生存が可能
となるガラス化液の EG 濃度を明らかにする
ことにした。各設定濃度の EG 液で処理後、
凍結せずに培養を行なったところ、EG 濃度
が 8M 以下では摂食して 2 齢以降まで生存で
きる個体を観察した。摂食した孵化個体の割
合は、処理した EG 濃 度の増加と共に減少し
た。また、5M 以上の EG で処理を行なった場
合は孵化幼虫に勢いが無く、発育の遅れかが
みられることから、ガラス化液に用いる EG 
の濃度を 4M に決定した。ここで、4M EG 液
は液体窒素下でガラス化しないため、次に、
スクロースおよびトレハロースを加えるこ
とで、ガラス化し得る溶液を調整し、 それ
らの溶液で処理した除殻卵からの孵化幼虫
が生存できるかどうかを観察した。その結果、
4M EG を含むいずれの濃度のガラス化液で処
理した場合でも、孵化 幼虫が摂食して 2 齢
以降まで生存できる個体を得た。引続き、同
条件で凍結処理（液体窒素中での凍結）を行
った。胚子は凍結後も生存、成長し、孵化を
行うことを確認した。しかしながら、孵化し
た幼虫は桑を食することなく斃死した。胚子
を用いたガラス化凍結技術の開発は今後と
も続けるべき研究課題であると判断される。 
 本研究では、カイコで開発した生殖巣を用
いた凍結保存をエリサン、シンジュサンで応
用性を試みた。その結果、両種において凍結
保存が可能であることを見出した。 
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