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１．研究計画の概要 

 本研究の目的はウシ精子の凍結乾燥する
際の最適条件を決定し、長期間冷蔵保存し
た後にでも正常な受精シグナルを発する能
力をもつことを同種および異種顕微授精系
によって証明することである。大きく分け
て、排卵マウス卵子を用いた異種顕微授精
系と体外成熟ウシ卵子を用いた同種顕微授
精系を使い、これらを同時に走らせる。前
者ではカルシウムオシレーション動態追跡
による精子由来卵活性化因子 (SOAF) の活
性を調べ、後者では雄性ゲノムの脱メチル
化動態、精子中心体の微小管形成中心 
(MTOC) 機能解析、ならびに胚盤胞作製と
その質的評価、を行う。またウシ卵細胞質
内精子注入法(ICSI) 系による胚盤胞作製
を本格化させるまでには、ICSI 胚に補填す
る活性化処理の最適化を図っておく必要が
ある。さらに胚盤胞の受卵牛子宮への移植
の実施を想定すると、ICSI 由来ウシ胚の凍
結保存技術の確立も望まれる。 

 

２．研究の進捗状況 

 (1) 0.37 hPa、14 時間と 0.001 hPa、3 時
間の凍結乾燥処理後に 1 年間、+25、+4 また
は−196℃で保存したウシ精子が卵子活性化
誘起活性を保持しているかを確かめるため、
排卵マウス卵子への異種顕微授精を行って
カルシウムオシレーションの発現パターン
を共焦点レーザー顕微鏡下で調べたところ、
反復性の細胞内カルシウムイオン濃度の増
加は凍結乾燥後の保存温度に関わらず 54〜
58％の割合でマウス卵子に起こったが、凍結
乾燥していない精子を注入したときの 79％

よりは低かった。体外成熟ウシ卵子への同種
顕微授精を行って核相の変化を追跡したと
ころ、減数分裂再開ウシ卵子の割合（48〜
57％ vs 70％）や前核形成卵子の割合（27〜
34％ vs 64％）にも同様の傾向、すなわち致
命的ではないものの凍結乾燥区では対照区
よりも受精初期のシグナル伝搬が遅れるあ
るいは务る傾向が認められた。 

 (2) 凍結乾燥ウシ精子の ICSI によって作
製された前核期卵におけるエピジェネティ
クス、とくに雄ゲノムの能動的脱メチル化動
態を調べた。凍結乾燥後 1 年間、+4℃で保存
したウシ精子で顕微授精させた前核期卵の
雄ゲノムにおける脱メチル化レベルを体外
受精卵のそれと比較したところ、雄ゲノムの
能動的脱メチル化現象は体外受精からは 10

時間以内、顕微授精（新鮮対照精子使用）か
らは 6 時間以内に開始しており、雌ゲノムの
メチル化レベルを１とした雄ゲノムの相対
的メチル化レベルは 0.4 から 0.6 程度の値を
示した。尐なくとも凍結乾燥行程が精子に加
わることによって雄ゲノムに能動的脱メチ
ル化が誘起される時期や脱メチル化のレベ
ルに特筆すべき問題は生じなかった。 

 (3) ICSI 由来胚盤胞作製に取り組むに先立
ち、卵子活性化誘起の方法を見直した。ICSI

直後に5 µMイオノマイシンで5分間処理し、
4 時間後に 7%エタノールで 5 分間処理する
ことにより、約 30％の胚盤胞発生率が得られ
るようになった。また、ICSI 由来ウシ胚盤胞
の凍結保存技術を高度化するため、ヒト ES

細胞においてアポトーシス抑制に有効なこ
とが報告されていたROCK 阻害剤、Y-27632

を 10 µM の濃度で蘇生培地に添加すること
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によって、IVF 由来ウシ胚盤胞のガラス化保
存後に 95％もの高生存率を得ることに成功
した。また、外径が 200 µm を超える拡張胚
盤胞期まで培養を継続してからガラス化保
存する方が加温胚の蘇生にとって望ましい
ことも明らかにした。 

  

３．現在までの達成度 

 本研究課題の当初研究目的の達成度につ
いて「おおむね順調に進展している」と評価
している。異種顕微授精系による SOAF 活性
測定、ならびに同種顕微授精系による雄性ゲ
ノム脱メチル化動態については論文発表ま
で完了し、胚盤胞作製を本格化させるための
準備（活性化補填法の見直し、ならびに高蘇
生率が得られる凍結保存技術の導入）も論文
発表も含め滞りなく済んでいる。 

 

４．今後の研究の推進方策 

 同種顕微授精系を利用した凍結乾燥精子
の MTOC 機能解析に向け、論文としてま
とめるに必要なデータ取りはほぼ完了して
いる。あとは凍結乾燥精子の ICSI によっ
て胚盤胞作製を本格化させ、染色体異常の
有無を調べることが最終年度のタスクとな
る。効率的な DNA 傷害検出システムを構
築し、凍結乾燥バッファ組成、予備凍結温
度、細胞懸濁液の小粒子化、真空度/乾燥時
間など、凍結乾燥条件の最適化の可能性も
探っておきたい。なお過年度、Nova Science 

Publishers 出版の「In Vitro Fertilization」
という本にウシの顕微授精について 29 ペー
ジ分を執筆しており  (今秋出版予定 )、J 

Reprod Dev 誌からは凍結乾燥ウシ精子の研
究現状を紹介する総説を依頼されている (近
日中に投稿)。 

 

５. 代表的な研究成果 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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