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研究成果の概要（和文）：マウス精子を室温保存できれば、凍結保存に比べ、保存スペースが少なくて済み、液体窒素
を補充する必要もなく、輸送も容易である。本研究では、マウス精子の室温保存技術を確立するために、トレハロース
及び緑茶ポリフェノールを含む保存液を用いて真空乾燥させたマウス精子を室温保存し、復水後の受精率及び発生率を
確認した。また、一部の保存精子ついて、1年以上の室温保存を行い、産仔の作出も試みた。その結果、トレハロース
の室温保存における有効性が明らかになった。また、１年以上(446日)長期室温保存した精子を用いて顕微授精を行い
、得られた受精卵の卵管移植により、正常な産仔の作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Cryopreservation of spermatozoa requires elaborate protocols of freezing, the 
regulation of transport for frozen spermatozoa and addition of LN2 during storage. In this study, we 
report the fertilizing and developmental abilities of spermatozoa vacuum-dried with the stock solution 
(Tris-EGTA: TE) containing trehalose (Tr) and epicatechin (Asc), and then stored in the desiccator for 1 
week at room temperature. Rehydrated spermatozoa were injected into oocytes using ICSI and embryonic 
development was followed. The percentages of blastocysts that developed from spermatozoa stored with 
Tr/TE, Tr+EC+Asc/TE, EC+Asc/TE and TE was significantly higher than spermatozoa without Tr. Two-cell 
embryos from spermatozoa stored with Tr+EC+Asc/TE for 446 days at room temperature developed to normal 
live offspring. These results indicate that Tr has a significant beneficial effect in preserving the 
developmental potential of mouse spermatozoa desiccated and stored at room temperature for long term.

研究分野： 生物資源保全学、発生工学、実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
ポストゲノム時代が到来し、遺伝子の機能を

明らかにするためのツールとして遺伝子改

変マウス（トランスジェニック/ノックアウト

マウス）の作製が飛躍的に増加している。そ

れに伴って、これらマウスの系統（ライン）

保存として精子の凍結保存が世界的に行わ

れるようになってきた。マウス精子の凍結保

存は、1990 年に Tada らがラフィノースを凍

害保護物質として用いて世界で初めて成功

して以来、中潟らによってラフィノースを用

いた凍結保存法に改良が加えられ、現在では、

“中潟法”として世界的に普及している

（Tada N. et al., J. Reprod. Fert., 89, 

511-516, 1990; Nakagata N. & Takeshima 

T., Exp. Anim., 42, 317-320, 1993）。また、

近年、動物愛護及び感染防御の観点から、個

体ではなく、凍結保存した状態で、遺伝子改

変マウス等の精子を大学等の研究機関の間

で輸送する機会も世界的に増加している。し

かし、従来の凍結保存においては、液体窒素

での長期保存がほとんどで、蒸発するため、

定期的に保存タンクに液体窒素を補充しな

ければならない。また、凍結精子を輸送する

際もドライシッパー等の特殊な輸送容器に

液体窒素を充填して運ばなければならず、輸

送途中に液体窒素の補充もしなければなら

ないため、輸送における労力がかなりかかる。

更に、凍結保存後のマウス精子の生存性及び

体外受精後の受精率に系統差が認められ、特

に、遺伝子改変マウスの一般的な遺伝的背景

であるC57BL/6Jマウスの凍結―融解後の生

存性及び受精率は、極めて低いことが明らか

になっている(Thornton CE. et al., Mamm. 

Genome, 10, 987-992, 1999; Sztein JM. et 

al., Biol. Reprod., 63, 1774-1780, 2000)。一

方、凍結乾燥したマウス精子を用いた ICSI

による産仔作出の成功例は、若山らによって

報 告 さ れ て い る (Wakayama T. & 

Yanagimachi R., Nat. Biotechnol., 16, 

639-641, 1998)。この保存法も凍結保存法に

代わり得る方法として注目されているが、比

較的高価な真空凍結乾燥機が必要であるこ

と、精子 DNA の損傷が顕著であること、及

び今のところ室温下での長期保存は不可能

であること等の問題がある（Kusakabe H. et 

al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98, 

13501-13506, 2001）。また、最近、Biggers

のグループは、室温下にて窒素ガスでマウス

精子を乾燥させ、-80℃で 3 ヶ月間保存後、

ICSI により受精卵を得ることに成功し、移植

により産仔が得られたことを報告している

(Li MW. et al., Reproduction, 133, 919-929, 

2007)。しかし、この方法でも乾燥させた精

子の長期の室温保存は、今だ、成功していな

い。そこで、本研究では、液体窒素等での保

存を必要としない、所謂、室温保存を真空乾

燥させた精子で試みることによって、室温下

での長期保存、あるいは室温下での輸送が可

能になるような方法を確立することを目的

として行う。 
２．研究の目的 
本研究では、トレハロース、ポリフェノー

ル及びアスコルビン酸を含む保存液を用い

て真空乾燥及び室温保存されたマウス精子

に つ い て 、 保 存 後 、 顕 微 授 精

(intracytoplasmic sperm injection; ICSI)を

行い、保存精子の受精能及び発生能を確認す

る。最終的には、精子の凍結保存法及び凍結

乾燥法に代わり得る、まったく新規な精子の

室温保存法（長期室温保存法）を確立するこ

とを目的とする。本法が確立できれば、従来

の凍結及び凍結乾燥による保存とは、まった

く異なり、液体窒素やドライアイス等のエネ

ルギーを必要とせず、室温下で保存や輸送が

可能なので、取り扱いも簡便で安価な次世代

の保存法としてマウス精子等の系統保存な

どに適用できる。 
３．研究の方法 
（１）トレハロース、エピカテキン（EC）及

びアスコルビン酸を含む保存液の開発 



BDF1 マウス（10~16 週齢）より精巣上体尾

部を採取し、500 l の hepes-mCZB 液に精

巣上体尾部精子を懸濁させた後、等量の 2 x 

-ヘモリジン溶液を加え、室温、遮光下で 30

分処理することにより精子細胞膜に小孔を

開ける。その後、遠心分離を行い、その精子

塊にトレハロース(Tr)、エピカテキン(EC)及

びアスコルビン酸(Asc)を含む Tris-EGTA 液

（50mM NaCl and 50mM EGTA in 10mM 

Tris-HCl buffer; pH 8.2）(Kusakabe H. et 

al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98, 

13501-13506, 2001)を 200l 加え、静かにピ

ペッティングし、精子を懸濁させた。EC は、

非常に酸化されやすいので、それを防ぐため

に抗酸化効果のある Asc を EC と等量添加し

た。なお、Tris-EGTA 液に加える Tr、EC 及

びAscの濃度は、各々0.5～1.5M、50～400M

及び 50～400M とした。これらの精子懸濁

液を 50l ずつ 24 穴培養プレート(Falcon)の

well 中に滴下した後、遮光して、室温下にて

2 時間、真空のデシケーター内で真空乾燥さ

せた。乾燥後、真空のデシケーター内で 1 週

間、室温保存した。その後、滅菌ミリ Q 水

500l を well 中に滴下し、乾燥精子を復水さ

せた。これらの真空乾燥精子を用いて BDF1

マウス卵子に ICSI を行うことにより、受精

能及び胚盤胞までの発生能を確認した。なお、

ICSI により得られた受精卵の一部は、2 細胞

期胚に発生した時点で、偽妊娠 0.5 日目のレ

シピエントマウス（ICR, 8~12 週齢）の卵管

に移植した後、胎生 13.5 日目の胎児あるいは

新生児への発生能を確認した。 

（２） 真空乾燥精子の障害に関する解析 

① 電子顕微鏡的解析 

培養プレート内にて、種々の濃度の Tr、EC

及び Asc を含む Tris-EGTA 液で真空乾燥及

び室温保存（1 週間）した精子について電子

顕微鏡を用いた解析を行うことにより、精子

先体主部、先体赤道部、先体後部鞘及び尾部

などの構造的変化を確認した(Wakayama T. 

& Yanagimachi R., Nat. Biotech., 16, 

639-641, 1998)。 

② 免疫形態学的解析 

精子先体及び赤道に局在する MN9 及び

MN13 の抗体を用いた免疫蛍光抗体法によ

る形態解析を行うことにより精子頭部の損

傷の程度を確認した。 

③ 精子 DNA の integrity の確認 

精子 DNA の integrity を確認するために

sperm chromatin structure assay (SCSA)を

行った。SCSA は精子を酸処理して、アクリ

ジンオレンジ染色を行ない、二本鎖 DNA の

塩基対に挿入されたアクリジンオレンジは

緑に、クロマチン構造が壊れ一本鎖の DNA

は赤に染色される特性を利用して精子核の

損傷度を測定する手法である。 

④ SYBR14/PI 染色 

SYBR14/PI 染色は、細胞膜の破壊の程度を

解析する方法で、細胞が生存していて細胞膜

が無傷であれば、SYBR Green により緑色の

蛍光を発し、死滅して細胞膜が破壊されてい

れば、PI で染色されて赤色の蛍光を発する。

この蛍光の違いにより細胞の生死を判定で

きる (Garner DL et al., J. Androl., 15, 

620-629, 1994)。実験１で実施した Tr、EC

及び Asc を含む  Tris-EGTA 液を用いた真

空乾燥精子について SYBR14/PI 染色を行う。

Hepes-buffer に懸濁させた精子に 100nM 

SYBR と 12M PI を加え 37℃で 10 分間培

養した後、蛍光顕微鏡下で観察した。 

⑤ コメットアッセイ 

真空乾燥精子を復水後、精子をスライドグラ

ス上のアガロースに包埋してアルカリ処理

で溶解した後、アルカリ条件下で電気泳動す

る。電気泳動すると断片化した DNA は核外

へ移動する。DNA 損傷を起こした精子の場

合、SYBR Green で蛍光染色すると彗星状

の”Comet Tail”を示す。一方、正常な精子

DNA は、アルカリ処理の影響を受けずに、



核内に留まる。このパターンの違いから、

個々の精子の DNA 損傷を検証する(Kawase 

Y. et al., Biol. Reprod., 72, 568-573, 2005)。 

（３）保存容器の検討 

24 穴培養プレートの他に 1.5ml マイクロチ

ューブ及びスライドグラスについて真空乾

燥精子の保存における有効性について検討

する。 

① 1.5ml マイクロチューブによる保存 

精子を採取し、実験１で明らかになった至適

濃度の Tr、EC 及び Asc を含む Tris-EGTA

液（Tea 液）に懸濁させた精子 50l を 1.5ml

マイクロチューブ（トレフ）に注入し、遮光

した後、真空デシケーター内で 24 時間乾燥

させた。その後、キャップをして、シールし

た後、真空のデシケーター内で１週間～１年

間室温保存した。これらの保存精子について

ICSI 後の受精能及び発生能を確認した。 

② スライドグラスによる保存 

Tea 液に懸濁させた精子 20l をスライドグ

ラス（MATSUNAMI）上のリングマーク（直

径 15mm）に滴下した。遮光して、真空デシ

ケーター内で 2 時間乾燥させた後、乾燥した

部分にカバー（22x22mm; HybriSlip, Grace 

Bio-Labs）をし、封入剤オイキッド液で封入

した。その後、真空のデシケーター内で１週

間～１年間室温保存した後、マイクロチュー

ブと同様に ICSI 後の受精能及び発生能を確

認した。 

（４） マウス系統及び種々の形成過程の精

子における保存耐性の確認 

今までの研究により明らかにされた精子の

室温保存に最適の保存液(Tea 液)及び保存容

器を用い、近交系（C57BL/6J, BALB/c, 

C3H/HeN, DBA/2N, CBA/N, A/J, 129/sv）、

遺伝子改変マウスの精巣上体尾部精子及び

BDF1 マウスの精巣内精子（円形精子細胞）、

精巣上体頭部精子及び子宮内射出精子につ

いて、１週間～１年間の室温保存を行い、そ

の後の受精能及び発生能を確認した。 

４．研究成果 

（１）トレハロース、エピカテキン（EC）及

びアスコルビン酸を含む保存液の開発 

1.0M-Tr., 1.0M-Tr. EC, 1.0M-Tr. Asc.および 

1.0M-Tr. EC/Asc.の 4 種の保存液で、7 日間

室温保存した精子の ICSI後の受精率は、各々

100%, 100%, 91.9%及び 97.6%であり、

1.0M-Tr. Asc.が 1.0M-Tr.に比べて有意に低

い値を示した。一方、 胚盤胞への発生率は、

各々29.2%, 30.6%, 17.6%及び 29.3%であり、

有意な差は認められなかった。更に、1.0M-Tr. 

Asc.及び 1.0M-Tr. EC/Asc.の保存液で、約 1

年室温保存した精子から正常な産仔が得ら

れた。 

（２） 真空乾燥精子の障害に関する解析 

① 電子顕微鏡的解析 

室温保存マウス精子の電子顕微鏡による観

察では、４群間での微細構造に差は認められ

ず、いずれの群においても頭部細胞膜、先体

主部の細胞外膜が欠損していることがわか

った。 

② 免疫形態学的解析 

MN9 及び MN13 抗体を用いた蛍光抗体法に

よる解析でも、４群すべてにおいて、ほとん

どの精子で頭部細胞膜が破壊されているこ

とがわかった。 

③ 精子 DNA の integrity の確認 

SCSA では、いずれの群においても精子の

DNA damage は少なく、ICSI 後の受精能及

び発生能との関連性は認められなかった。 

④ SYBR14/PI 染色 

各群の真空乾燥精子について、SYBR14/PI

染色を行ったところ、各群すべての精子は PI

で染色され、死滅していることがわかった。 

⑤ コメットアッセイ 

各群の真空乾燥精子について、実施したが、

すべての群の精子で”Comet Tail”は認められ

なかった。このことから精子の DNA 損傷は

極めて少ないものと推測された。 

 

（３）保存容器の検討 



マイクロチューブで保存した場合の胚盤胞

への発生率は、1M Tr+EC+Asc/TE 及び 1M 

Tr/TE で、各々29.3%及び 29.2%であった。

一方、スライドグラスで保存した場合の胚盤

胞への発生率は、1M Tr+EC+Asc/TE, 1M 

Tr/TE, EC+Asc/TE及びTEを 50l滴下した

群で、各々14.6％, 6.4%, 0%及び 0%であり、

20l 滴下した群では、各々25.0%, 23.1%, 

1.5%及び 0%が胚盤胞へ発生した。また、1M 

Tr+EC+Asc/TE 保存液にて、マイクロチュー

ブ内で長期室温保存（446 日）した精子から、

正常な産仔が得られた。以上の結果から、1M 

Tr を含む保存液が、マイクロチューブ及びス

ライドグラスで共に真空乾燥・室温保存精子

由来受精卵の胚盤胞までの発生率が比較的

良好であったことから、Tr の精子の室温保存

における有効性が認められた。また、Tr を含

む保存液で 1年以上の室温保存した精子でも、

正常な産仔が得られることが明らかになっ

た。 

（４）マウス系統及び種々の形成過程の精子

における保存耐性の確認 

7 日間室温保存した C57BL/6J、BALB/c、

C3H/HeNおよびDBA/2Nのマウス精子の受

精率は、各々95.8%、100%、91.7%および

90.0%であった。また、2cell への発生率は、

各々95.7%、96.9%、100%および 94.4%であ

り、受精能および2cellへの発生率において、

系統間に有意な差は認められなかった。一方、

胚盤胞への発生率は、各々13.0%、59.4%、

50%および 5.6%であり、BALB/c および

C3H/HeN マウスの室温保存精子の胚盤胞へ

の 発 生率は 比 較的良 好 であっ た が 、

C57BL/6JおよびDBA/2Nマウス精子では低

値を示し、系統差が認められた。 
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