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研究成果の概要（和文）：マウスのフリーズドライ精子を作製するときに使用する精子処理液（ETBSという）のpHを弱
アルカリ付近（8.0～8.4）に設定するか、またはETBSに含まれるナトリウムイオンをカリウムイオンに代えてフリーズ
ドライすれば、フリーズドライ精子の染色体（DNA）は、高温短期間暴露（40℃で1週間、50℃で3日間）または室温長
期保存（25℃、1～8か月）に耐えることができるようになった。

研究成果の概要（英文）：Chromosomes (DNAs) of freeze-dried mouse spermatozoa could withstand high 
tempeature storage for short term (3 days to 1 week, 40 or 50°C) or long term (1 to 8 months, 25°C), 
when the spermatozoa were freeze-dried using EGTA/Tris-HCl-bufferred solution (ETBS) adjusted its pH 
values to 8.0 to 8.4, or using sodium-free ETBS containing potassium ions.

研究分野：細胞遺伝学

キーワード： フリーズドライ　精子　高温保存　室温保存　染色体　ＤＮＡ　受精卵　コメットアッセイ
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１．研究開始当初の背景 
世界中で食品・医薬品などの製造分野でフ

リーズドライ製法が普及している。フリーズ
ドライ製法は、その製品が本来もつ品質や活
性を長期間安定に保つことができ、さらに輸
送や運搬の時に、または災害や事故などによ
って低温の保存条件が維持できなくなった
時に、一時的に高温条件に曝されても製品が
劣化しにくいというメリットをもつ。 

一方、哺乳類の配偶子（精子や卵子）の保
存は、液体窒素による凍結保存が主流である。
精子の場合、フリーズドライすると、精子を
非凍結条件で保存（冷蔵または室温保存）で
きると考えられるが、マウスの精子をフリー
ズドライすると、精子の染色体に構造異常が
誘発されやすい傾向があることから、我々は
2001 年にフリーズドライ用の精子処理液
（ETBS：50 mM NaCl+50 mM EGTA+10 mM 

Tris-HCl、pH 8.2～8.4）を報告した 1)。さらに
2008 年には、染色体ダメージを抑える効果が
高い改良型 ETBS（50 mM EGTA+100 mM 

Tris-HCl、pH 7.7～7.9）を報告した 2)。この改
良型 ETBS はオリジナル型から NaCl を除い
たよりシンプルな組成である。なお、ETBS

に高濃度のカルシウムイオンキレート剤
（EGTA）を加えている理由は、精子細胞膜
破壊によってもたらされる精子由来ヌクレ
アーゼの活性化 3) を抑えるためである。 

マウスのフリーズドライ精子から受精卵
を作製するときには、フリーズドライ精子に
水を加える。しかし、水を加えても精子は動
かないため、卵細胞室内精子注入法（ICSI）
により未受精卵に注入する必要がある。受精
卵の第一卵割中期で染色体標本を作製する
と、正常であれば精子由来または卵子由来の
染色体が 20 本ずつ（計 40 本）観察できるが、
フリーズドライ精子を室温（25℃）で保存す
ると、精子由来の前核が形成されなかったり、
またはたとえ染色体が形成されたとしても
切断型の構造異常や他の染色体との間に交
換型の異常が誘発されたりすることがある。
冷蔵（4℃）であれば、少なくとも 1 年間は
染色体ダメージをもつ受精卵の頻度は増加
しないが 2),4)、室温保存（25℃）の場合、わ
ずか 1～2 か月の間で染色体ダメージの頻度
は 50％程度に急増する 5),6)。 
 
２．研究の目的 

本研究の主な目的は、高温暴露（40℃また
は 50℃）に強いフリーズドライ精子の作製方
法を考案し、さらにその方法によって作製さ
れたフリーズドライ精子を室温長期間保存
した場合、精子染色体が劣化しにくくなるか
どうかを調べることである。 

Kaneko ら（2003 年）7)は、マウスの精子
をフリーズドライするときの精子処理液の
最適 pH は 8.0 であることを報告している。
つまり、フリーズドライそのものに起因する
精子の染色体ダメージのレベルは、精子処理
液の pH によって変わることが示されている。

さらに Kawase ら（2005 年）8) によって、保
存温度に依存した胚発生率の低下が報告さ
れ、保存温度をいくつか設定することにより、
短期間で長期保存の影響を予測できること
が示された。本研究においてはこれら 2 つの
先行論文を参考にして、ETBS の pH を 5.0～
8.4 に設定してフリーズドライ精子を作製し、
そのフリーズドライ精子を極端に高い温度
（50℃）に 3 日間だけ置き、フリーズドライ
精子の DNA ダメージを単一細胞ゲル電気泳
動法（コメットアッセイ）により調べた。ま
た、同様の条件で保存した精子から卵細胞質
内精子注入法（ICSI）により受精卵を作製し、
第一卵割中期で染色体ダメージを調べた。コ
メットアッセイと受精卵アッセイの結果か
ら、ダメージが最も少ない pH 条件を決定し、
その条件で作製したフリーズドライ精子を、
今度は室温長期保存（25℃、1 か月間）し、
染色体ダメージのレベルを調べた。 

なお、本研究では ETBS に含まれる金属イ
オンにも着目した。ETBS に含まれる EGTA

は、これまでは水酸化ナトリウム（NaOH）
を加えて溶解させてきたため、ETBS にはナ
トリウムイオン（Na+）が含まれている。本
研究では EGTA を溶解させるアルカリ剤を
NaOH ではなく水酸化カリウム（KOH）を使
用することにより、完全に Na+フリーだがそ
の代わりカリウムイオン（K+）を含む新しい
ETBS（K-ETBS）を調製した。K-ETBS で作
製したフリーズドライ精子に対する高温短
期間保存（50℃、3 日間）と室温長期間保存
（25℃、7 か月間）の影響を、NaOH で調製
した ETBS（以後、Na-ETBS と表記する）を
用いたときの結果と比較した。 

 
３．研究の方法 
（1）フリーズドライ精子 

7 週齢～12 週齢のマウス（B6D2F1、日本チ
ャールスリバー）から精巣上体尾部の切除片
を採取した。それを NaOH と塩酸（HCl）で
pH 5.0～8.4 に調整した Na-ETBS（50 mM 

EGTA+100 mM Tris-HCl）または KOH と塩酸
（HCl）で pH 6.0～8.4 に調整した K-ETBS（50 

mM EGTA+100 mM Tris-HCl）に加えた。精子
を 37℃で 10 分間スイムアップさせ、その精
子懸濁液を 3 日間冷蔵（4℃）することによ
り、精子を ETBS で前処理した。精子懸濁液
（100 l）をガラスアンプルに加え、液体窒
素で凍結させた後、直ちに凍結乾燥機
（Labconco、型式：Freezone 2.5）に装着し、
4 時間真空状態を維持（133×10-3mbar 以上の
陰圧）し、水分を蒸散させたのちに真空状態
を維持したまま熔封した。 

Na-ETBS で作製したフリーズドライ精子
は、冷蔵（4℃、3 日間）、高温条件（50℃、3

日間）、室温条件（25℃、3 日間または 1 か月）
で保存した。K-ETBS で作製したフリーズド
ライ精子については、冷蔵（4℃、3 日間また
は 7 か月）、高温短期間保存（50℃、3 日間）
または室温長期間保存（25℃、7 か月間）を



行った。また、7 か月間の冷蔵（4℃）の途中
で、日本の夏の最高気温付近である 40℃に１
週間または１か月間だけ置いた。 

 

（2）単一細胞ゲル電気泳動法（コメットア 

ッセイ） 

フリーズドライ精子のガラスアンプルを
カットし、100 l の水を加えた。コメットア
ッセイは、Kusakabe と Tateno（2011 年）の方
法 9) に一部修正を加えて実施した。30 l の
精子懸濁液を 70 l の 1%低融点アガロース
/PBS に加え、それを予め 1%アガロース/PBS

でスメアしたスライドガラス上に滴下し、カ
バーガラスをかけた。冷蔵（4℃）して固化
させた後、カバーガラスを除去し、細胞溶解
液 [10 mM DTT、2.5M NaCl、100 mM EDTA、
1% Triton X-100、10 mM Tris-HCl(pH7.4)] に
加えて 2 時間冷蔵（4℃）した後、37℃で 1

時間置いた。300 mM NaOH 溶液で１分間処
理した後、TAE 緩衝液で 10 分間電気泳動
（10mA、12V）した。エタノールに加えて固
定し、風乾した。SYBR Gold で染色して得ら
れた画像を画像解析ソフト（CometAnalyzer、
Youworks Co.）で画像解析し、DNA ダメージ
のレベルを“% of DNA in the comet tail”（% tail 

DNA）として表した。 

 

（3）第一卵割中期における染色体分析 

（受精卵アッセイ） 

加水したフリーズドライ精子を、過排卵誘
起したマウス（7 週齢～12 週齢雌、B6D2F1、
日本チャールスリバー）から採取した未受精
卵に卵細胞質内精子注入法（ICSI）10) により
注入した。ICSI 終了後の卵を修正型 CZB 培
地 11) で培養した。ICSI 終了から 5～6 時間経
過後、0.1 g/ml のコルセミドを含む修正型
CZB 培地に移し、更に 12～16 時間経過後に
漸進固定空気乾燥法 12) により第一卵割中期
で染色体標本を作製した。4％ギムザで染色
した標本を光学顕微鏡で観察し、構造的染色
体異常を検出した。 

 

（4）受精卵の胚発生の観察 

フリーズドライ精子に由来する受精卵の
一部は、ICSI 終了後 4～5 日間培養し、胚盤
胞形成率を調べた。さらに、別の受精卵を 2

～4 細胞期胚まで培養し、偽妊娠マウス
（Crlj:CD-1(ICR)、日本チャールスリバー）の
卵管に移植し、妊娠 18 日目における正常胎
仔の発生率を調べた。 

 
 
４．研究成果 
（1）DNA ダメージ 

図 1 は、Na-ETBS で作製したフリーズド
ライ精子を 50℃で 3 日間保存したときの
DNA ダメージをコメットアッセイで調べた
結果である。フリーズドライ精子を 4℃で 3

日間保存しても、DNA ダメージのレベル（% 

tail DNA）は、酸性域の pH 5.0 と 6.0 におい

てやや高いレベルを示したものの、それら以
外の pH ではほぼ 20％程度となり、低く抑え
られた。一方、50℃で 3 日間保存すると、酸
性域の pH 5.0 と 6.0 においては 80％の DNA

ダメージレベルを示したが、これは検出ソフ
トの測定限界であり、極めて強い DNA ダメ
ージを表している。これらの高いダメージレ
ベルは、Na-ETBS の pH に依存して低下した。 

 

 

 

 

 

図 2 は、K-ETBS で作製したフリーズドラ
イ精子を高温短期間保存（50℃、3 日間）し
たときの DNA ダメージレベルを示し、図 1

の Na-ETBS における一部のデータと比較し
た結果である。Na-ETBS と K-ETBS ともに pH 

7.7～8.4 において、同じ pH では同程度のダ
メージレベルを示した。ただし、酸性域（pH 

6.0）におけるダメージレベルは K-ETBS の方
が小さかったため、同じ pH であれば、どの
精子処理液でも同程度の高温耐性を示すか
どうかを結論づけるためには、他のアルカリ
剤（例えばアンモニア等）についても検討す
る必要があると思われる。 

 

ただし、pH に依存して DNA ダメージのレ
ベルが低下することは両 ETBS に共通してい
ることから、精子をフリーズドライするとき

図 2 Na-ETBS または K-ETBS で作製 

したフリーズドライ精子を用いた 

コメットアッセイ 

図 1  Na-ETBS で作製したフリーズドライ 

精子を用いたコメットアッセイ 



には精子処理液の pH を高めに設定すれば、
できあがったフリーズドライ精子は高温に
対して耐性をもつようになることが判明し
た。 

 

（2）染色体ダメージ 

フリーズドライ精子をマウスの未受精卵
に注入して受精卵の第一卵割中期で染色体
分析した結果を図 3 に示す。Na-ETBS で作製
したフリーズドライ精子を 50℃で 3日間保存
した場合、4℃で 3 日間保存したときよりも
染色体ダメージをもつ受精卵の頻度が各 pH

において高くなったが、酸性域（pH 5.0）で
は酸の影響のため、4℃保存においても 99％
という極めて高いダメージレベルとなった。
4℃と 50℃保存ともにダメージレベルは pH

に依存して低下し、pH 8.0 以上ではほぼ一定
となった。なお、pH 7.7 以下の 4℃保存サン
プルにおいては、コメットアッセイの結果と
は異なり、ダメージレベルが高い結果となっ
た。両アッセイ結果に矛盾が生じた理由は、
コメットアッセイが DNA ダメージのみを検
出するのに対し、染色体ダメージは DNA 以
外のターゲット、すなわち精子細胞膜や精子
核のタンパク質に対するダメージが構造的
染色体異常として現れ、それらを検出してい
る可能性があるためと解釈される。 

 

 

 

 

 

 

一方、K-ETBS で作製したフリーズドライ
精子については pH 7.7 のみのデータを示す。
K-ETBS（pH7.7）で作製したフリーズドライ
精子を 4℃と 50℃で 3 日間保存すると、

Na-ETBS よりも低めの pH（7.7）であっても
染色体ダメージのレベルが 20％未満に抑え
られた。しかも Na-ETBS に比べ、高温保存に
対する影響がきわめて少ないことがわかっ
た。つまり、フリーズドライ溶液として
Na-ETBS を使用するときには、溶液の pH を
8.0 以上に設定すべきであるが、K-ETBS を用
いる場合は少なくとも 7.7 まで下げることが
できることを意味する。フリーズドライ前に
精子を採取するときは、より生理的条件に近
い pH の方がスイムアップ法による回収がし
やすく、さらにフリーズドライ精子が卵を活
性化させる能力もアルカリの影響が少ない
方が維持されやすい（未公表データ）ため、
今後、K-ETBS が高温耐性を発揮できる pH

の下限を調べる必要がある。 

Na-ETBS の pH を 8.2 に設定してフリーズ
ドライ精子を作製した場合、低い pH（7.7）
で作製したときと比べ、高温短期間保存
（50℃、3 日間）に対する影響だけではなく、
室温長期保存に対する影響が軽減される可
能性も示唆された（図 4）。その理由は、pH 7.7

の場合、室温（25℃）で 1 か月間保存しただ
けで、染色体ダメージをもつ受精卵の頻度が
45％に急増するが、pH 8.2 では 20%に抑えら
れていたからである。 

 

 

 

 

 

 

さらに、K-ETBS（pH 7.7）で作製したフ
リーズドライ精子は、同じ pH 付近（pH 7.7

～7.9）の Na-ETBS で作製したフリーズドラ
イ精子よりも室温長期保存（25℃）に対する
影響を受けにくいことが判明した（図 5）。つ
まり、ETBS の pH 以外にも ETBS に含まれ
る一価の金属イオンの種類が、フリーズドラ
イ精子染色体の高温耐性獲得に大きく影響
することが示唆された。 

 

 

図 3 Na-ETBS または K-ETBS で作製した 

フリーズドライ精子による受精卵の 

染色体ダメージ 

 

図 4 Na-ETBS で作製後、室温保存（25℃） 

したフリーズドライ精子による受精卵 

の染色体ダメージ 



 

 

 

 

 

 

 

 

（3）胚発生 

K-ETBS（pH 7.7）で作製したフリーズド
ライ精子については、高温耐性および室温長
期保存の影響を、受精卵の胚盤胞形成率およ
び妊娠 18 日目の正常胎仔への発生を調べる
ことによっても評価した（図 6）。冷蔵（4℃）
で 7 か月間保存した場合の胚盤胞形成率
（82%）と胎仔発生率（52%）は、同じく冷
蔵（4℃）だが途中で日本の夏の最高気温付
近（40℃）に 1 週間だけ曝しても低下しない
ことがわかった。ただし、1 か月曝した場合
は有意（P＜0.05）な低下が認められた。また、
25℃で７か月間保存した場合、受精卵の胚盤
胞形成率は 63%に低下するが、胎仔発生率
（44%）は、冷蔵（4℃）で 7 か月間保存した
ときと比べて有意差はなかった（Fisher’s 

exact probability test、P≧0.05）。つまりこの結
果は、K-ETBS（pH 7.7）で作製したフリーズ
ドライ精子を室温で長期保存（25℃、7 か月）
しても染色体が劣化しにくいという結果（図
5）をサポートしている。 

 

今後は K-ETBS の pH を 8.0 以上に、また
は 7.7 未満に調整し、染色体ダメージのレベ
ルがどうなるかを調べる必要があると思わ
れる。 

また、pH を 8.2～8.4 に調整した Na-ETBS

でフリーズドライ精子を作製し、8 か月間冷
蔵または室温保存した場合、妊娠 18 日目の
正常胎仔への発生率はそれぞれ 55％（移植し
た 2～4 細胞期胚の数：40）および 29％（移
植した 2～4 細胞期胚の数：106）となった。
しかし、同一の保存期間内に行った実験では
ないこともあり、Na-ETBS（pH-8.2-8.4）と
K-ETBS（pH 7.7）のどちらが高温・室温保存
に適した精子処理液であるかを、発生率の結
果のみから結論づけることは現時点では難
しいと思われる。 

 

 

（4）pH と金属イオンの変更によるフリーズ 

ドライ精子の高温耐性獲得について 

Na-ETBS で作製したフリーズドライ精子
は、冷蔵以下の低温保存であれば年単位また
は半永久的に保存することも可能である。し
かし、いったん室温に暴露されると、DNA/

染色体ダメージが時間とともに蓄積する。そ
のダメージを抑制する手段として、本研究開
始時には Na-ETBS の pH に着目した。もちろ
ん、Na-ETBS の pH を高く設定することは、
Na-ETBS 中の水素イオン濃度を低くするこ
とであり、このことは水素イオン濃度と温度
に依存して進行するフェントン反応（DNA に
ダメージを与える活性酸素種のヒドロキシ
ラジカルを生じる）13) を起こりにくくする効
果はあるかもしれない。また、低い pH と高
い温度に依存した DNA の酸分解 14) や、低
pH 依存性ヌクレアーゼの存在 15)（精子では
見つかっていない）など、細胞の周りの低 pH

環境がその細胞の DNA またはタンパク質に
与える影響は様々である。ただし、真空乾燥
状態で保存された精子にどのような種類の
染色体劣化反応が進行するのかは特定でき
ていない。 

本研究期間の後半には、キレート剤
（EGTA）を溶解させるためのアルカリ剤を
NaOH から KOH に変更した。ETBS 中にある
Na＋を K＋に代えるとフリーズドライ精子染
色体の高温耐性が高まる理由については未
だ不明であり、今後の検討課題である。しか
し、Na＋と K＋は、染色体のテロメア DNA

（ TTAGGG ） が 造 る 特 殊 な 構 造
（G-quadruplex）の安定化に関わっているこ
とが知られている 16),17)。もしかすると、高
温・室温保存でフリーズドライ精子染色体が
安定化するためには通常の細胞内環境（K＋

環境）の方が、Na＋環境よりも適しているの
かもしれない。 
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