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研究成果の概要（和文）：実験には、ウシ精子および体細胞を供試した。ウシ精子では、凍結乾燥 (以下、FD) 
前の還元剤、特にGSH処理が胚生産に効果を発揮した。さらに、FD精子に水を加え顕微授精を実施し、胚盤胞期
胚を受精卵移植したところ、雌子牛が誕生した。
また、ウシ体細胞では、核移植によって作出したクローン胚を胚移植したところ、胚移植をした2頭のレシピエ
ント雌牛のうち１頭が双子を受胎していることが確認された。しかしながら、妊娠172日目に胎子を流産し、１
頭の胎子を回収した。遺伝的同一性検査により、供試体細胞とクローン胎子は遺伝的に同一であることが確認さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Bovine sperm and somatic cells were used in the experiments. In the bovine 
sperm, the treatment of GSH before freeze-dry (FD) was effective in embryo production in vitro. In 
addition, FD sperm were subjected to ICSI with the addition of water, and blastocyst-stage embryos 
were transferred to embryos, resulting in the birth of a female calf.
In bovine somatic cells, cloned embryos produced by nuclear transfer were embryo transferred, and it
 was confirmed that one of the two recipient ewes that underwent embryo transfer had conceived 
twins. However, the fetus was aborted on day 172 of gestation, and one embryo was retrieved. Genetic
 identity testing confirmed that the recipient somatic and cloned fetus were genetically identical.

研究分野： 発生工学

キーワード： 凍結乾燥　哺乳動物遺伝資源　精子　体細胞　生殖工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳動物細胞 (生殖細胞および体細胞) は、現在では液体窒素中に”生きたまま“保存する凍結保存が実用的技
術となっている。しかし、凍結細胞の維持にはコストやスペースが恒常的に必要である、輸送が容易ではない、
取り扱いには人体への安全面で問題がある、など様々な欠点がある。さらに、平成23年3月11日に発生した東日
本大震災では、地震による直接の被害だけでなく、電力や液体窒素の供給が途絶えることによって貴重な生物遺
伝資源が多数失われた。海外ではハリケーン等の自然災害でも損失が認められている。近年のサンプルの増加を
背景にして、凍結保存に変わる革新的な哺乳動物細胞の保存技術が求められている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

現実または潜在的な価値を有する生物遺伝資源は、生命科学、農業、医薬品開発、材料等

様々な分野で研究・産業発展のために必要不可欠のものであるが、一度失われると再現不可

能なためにその保管は非常に重要である。生物遺伝資源の中でも哺乳動物細胞 (生殖細胞お

よび体細胞) は、現在では液体窒素中に”生きたまま“保存する凍結保存が実用的技術とな

っている。しかし、凍結細胞の維持には液体窒素を常に供給しなければならずコストやスペ

ースが恒常的に必要である、輸送が容易ではない、取り扱いには人体への安全面で問題があ

る、液体窒素生産にかかる環境負荷など様々な欠点がある。さらに、平成 23 年 3 月 11 日に

発生した東日本大震災では、地震による直接の被害だけでなく、電力や液体窒素の供給が途

絶えることによって貴重な生物遺伝資源が多数失われた。海外ではハリケーン等の自然災

害でも損失が認められている。このような課題に対しては、国内では農研機構遺伝資源セン

ター、理化学研究所、大学連携バイオバックアッププロジェクト (IBBP) 等で、大量保管や

分散保存の体制が整備されているが、近年のサンプルの増加を背景にして、凍結保存に変わ

る革新的な哺乳動物細胞の保存技術が求められている。 

凍結乾燥 (フリーズドライ；以下、FD) 技術は、被乾燥物を凍結させ，次いで高真空下で

その凍結水を昇華させて除く乾燥法であり、食品や医薬品製造の分野で応用される技術で

ある。生物試料では、酵母や真正細菌ではすでに長期保存に利用されているが、哺乳動物の

体細胞では血小板や臍帯血由来単核細胞で FD 後の生存の報告があるものの (Wolkers et al., 
2001; Natan et al., 2009)、その他の細胞種では認められていない。これまでのところ FD 体細

胞の核移植技術による胚盤胞期胚の作出はヒツジで成功したのちに、マウス、ブタおよびウ

シで確認されているが、FD 体細胞由来のクローンはどの動物種でも作出されていない。 
一方、FD 精子の顕微授精による実験動物の産子が生産され  (Wakayama and Yanagimachi, 

1998)、ラットでは 4℃で 5 年間保存した FD 精子を用いての産子に成功している (Kaneko 

and Serikawa, 2012)。しかし家畜では、これまでのところウマが成功しているのみで、その

他の家畜では FD 精子由来の産子は誕生しておらず、胚盤胞が作出されているのみである。

さらに、FD 後の常温保存が困難なため、FD による哺乳動物細胞の保存は実用的技術とは

なっていない。 
 
２．研究の目的 
家畜の品種および遺伝的多様性を維持するためには、一般的に生殖細胞および体細胞を

凍結保存する。しかし、液体窒素保存や超低温冷凍庫保存には、「持続可能性」という面で
様々な問題点が存在する。加えて、南海トラフ地震の発生が予想されるなか、褐毛和種高知
系の遺伝資源を確実に保存する技術が喫緊に求められている。我々は、新たな哺乳動物の遺
伝資源保存技術を開発するために、生殖工学技術と凍結乾燥技術を組み合わせた哺乳動物
体細胞および精子の保存および個体の生産技術の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
FD 精子 
 精子はウシ新鮮射出精液を供試した。パーコール密度勾配遠心法により生存精子を選
別し、凍結乾燥 (11 時間) および乾燥 (42℃、20 時間) 処理した。DNA 損傷精子の割
合は、Halo Sperm Test 法により評価した。FD 精子をウシ卵母細胞に顕微授精し、発生
培養後に胚移植を行った。 
FD 細胞 
細胞は褐毛和種高知系の耳片から樹立した線維芽細胞を供試した。FD 緩衝液に mEGTA

を使用し、FD 後にヨウ化プロピジウム (PI) 染色による生死判別を行った。DNA 損傷度を
アルカリコメットアッセイ法により評価した。さらに、走査電子顕微鏡 (SEM) と透過電子
顕微鏡 (TEM) により FD 前後の細胞の内部および表面を観察した。レシピエント牛に発情
同期化処理を行い、6~8 日間発生培養を行った FDNT 胚盤胞期胚を胚移植した。胚移植から
30、60、90 日目に超音波による妊娠鑑定を行い、その後 2 週間おきにレシピエントの体重



および腹部を計測し、妊娠状況の経過を観察した。 
 
４．研究成果 

実験には、ウシ精子及び体細胞もモデルとして供試した。その結果、ウシ精子では、FDに

用いるバッファーや精子注入後の卵子の活性化処理、フリーズドライ前の精子の還元剤処

理条件について検討したところ、フリーズドライ前の還元剤、特に GSH 処理は胚生産に効果

を発揮した。GSH 処理により精子頭部の細胞膜は保存されることで精子頭部の DNA はフリー

ズドライされても正常の状態を維持することで顕微授精後の胚発生率が向上したものと思

われた。さらに、FD 精子に水を加え顕微授精を実施し、胚盤胞期胚を受精卵移植したとこ

ろ受胎が確認された。受胎後は通常の経過を辿り、2020 年 4月 14 日に雌子牛が誕生し、生

時体重は 30kg で妊娠期間は 285 日だった。 

また、ウシ体細胞では、FD 後の細胞は PI で全て染色され、死細胞であることを確認した。

DNA 損傷度は新鮮細胞が 5.4％、FD 細胞が 9.5％であった。SEM による観察から FD 前に

比べて細胞膜が破壊されているものの、TEM による観察から FD 後も細胞小器官および核

膜が保存できていることが観察された。核移植によって作出したクローン胚を胚移植した

ところ、胚移植をした 2 頭のレシピエント雌牛のうち１頭が双子を受胎していることが確

認された。しかしながら、妊娠 172 日目に胎子を流産し、１頭の胎子を回収した。遺伝的同

一性検査により、供試体細胞とクローン胎子は遺伝的に同一であることが確認された。 
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７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関


