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研究成果の概要（和文）：魚類卵子の凍結保存は成功していない。我々はゼブラフィッシュのStage IとStage IIIの卵
子に水/耐凍剤チャンネルであるaquaporin 3と不凍タンパク質を発現させた。さらに高浸透圧傷害を回避するため、TR
Pチャンネルの非特異的な阻害剤であるルテニウムレッドで高浸透圧を感知するTRPチャンネルを阻害してからガラス化
凍結した。Stage I卵子は融解直後に全て死滅していた。一方、Stage III卵子では融解直後は一部生存していた。しか
し１時間後には死滅していた。無処理卵子は発育ステージにかかわらず融解直後にすべて死滅していた。魚類卵子の凍
結保存の成功にはさらなる改良が必要である。

研究成果の概要（英文）：Fish oocytes have not been cryopreserved successfully. We tried to vitrify 
immature zebrafish oocytes (Stage I and Stage III) expressed with an antifreeze protein and aquaporin 3, 
a water/cryoprotectant channel, and treated with ruthenium red. Ruthenium red is a nonspecific inhibitor 
of TRP channels and thus expected to inhibit hyperosmolarity-sensitive TRP channels. Without the 
expression and treatment, no oocytes survived just after warming, regardless of the growing stage. With 
the expression and treatment, no Stage I oocytes survived just after warming, but some Stage III oocytes 
survived. After 1 h of culture, however, the Stage III oocytes were not alive. Further studies are needed 
for successful cryopreservation of fish oocytes.

研究分野：繁殖学
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１．研究開始当初の背景 
魚類の卵子/胚の凍結保存は成功していな
い。魚類の卵子/胚の凍結保存が難しい理由は、
体積が哺乳類の卵子/胚より 1,000 倍以上大
きいために、表面積/体積比が小さく、凍結保
存に不可欠な脱水や耐凍剤の浸透が不十分
になるため、細胞内に氷晶が形成して死滅す
るからである。この問題を乗り越えるために
は、(1) 細胞膜の水透過性と耐凍剤透過性を
向上させる、(2) 不凍物質等を細胞内に蓄積
させて細胞内氷晶の成長を抑制することが
有効と考えられる。申請者らは、メダカやゼ
ブラフィッシュの卵子に水/耐凍剤チャンネ
ルを発現させ、卵子の細胞膜透過性を向上さ
せることに成功した。また、不凍タンパク質
のcRNAを注入して発現させることにも成功
した。しかしながら、超急速ガラス化法で凍
結しても、細胞内氷晶形成を完全には抑制す
ることはできず、融解直後に全ての卵子が死
滅した。これは、卵子は高浸透圧に対する感
受性が極めて高く、保存液や耐凍剤除去液中
に少糖類のような細胞非透過性耐凍剤を添
加できないため、凍結/融解過程で細胞を十分
に脱水/濃縮されないからと推測された。した
がって、魚類の卵子/胚の凍結保存に成功する
ためには、上記に加えて(3) 細胞の凍結/融解
過程における浸透圧的傷害の防ぎながら細
胞をより脱水/濃縮することが不可欠である。 

 
２．研究の目的 
(1) 浸透圧を感知する TRP チャンネルの阻
害物質で同チャンネルを阻害することによ
り、ゼブラフィッシュ卵子の浸透圧的傷害が
軽減されるかどうかを明らかにする。 
 
(2) ゼブラフィッシュ卵子に水/耐凍剤チャ
ンネルと不凍タンパク質のcRNAを注入して
水/耐凍剤チャンネルと不凍タンパク質を同
時に発現させ、細胞膜透過性が向上して細胞
質の氷点が低下するかどうかをしらべる。 
 
(3) メタノール、プロピレングリコール、ス
クロースおよびフィコールを含む保存液を
用いて、水/耐凍剤チャンネルと不凍タンパク
質を同時に細胞内に蓄積させたゼブラフィ
ッシュ卵子を、浸透圧感知チャンネルを阻害
した状態でガラス化法により凍結保存する。 
 
３．研究の方法 
 成熟メスゼブラフィッシュの卵巣から直
径0.16～0.2 mmと 0.5 mmの卵胞を分離し、
それぞれ Stage I と Stage III 中期（以下
Stage III）の卵子とした。 
 
(1) ゼブラフィッシュ卵子の高浸透圧によ
る傷害への TRPチャンネルの関与 

TRPチャンネルの非特異的阻害剤である
ルテニウムレッド（０～200 M）を添加し
た 90％LM液で Stage Iと Stage IIIの卵子
を 25℃で 60分間前処理し、25℃の 0.5 Mス

クロースを添加した高張な 90％LM液（pH 
9.0）で 5分間処理した。30分間 25℃の 90％
LM液で培養してから 20 g/ml Propidium 
iodideで 10分間生死染色し、卵子の高浸透
圧傷害に TRPチャンネルが関与しているか
どうかをしらべた。 
 
(2) ゼブラフィッシュ卵子における水/耐凍
剤チャンネルと不凍タンパク質の発現 
水/耐凍剤チャンネルである aquaporin-3 

(ラット由来、以下 AQP3)とウインターフラ
ウンダー由来不凍タンパク質（以下 AFP）の
cRNAをStage IとStage IIIの卵子に注入し
て 12 時間培養した。それから、Stage I と
Stage IIIの 卵子を 25℃の 10％プロピレン
グリコール添加 90％LM液に 20分間浸して
顕微鏡像を撮影し、その断面積の変化から細
胞膜の水透過性とプロピレングリコール透
過性が向上しているかどうかをしらべた。ま
た、Stage III卵子をテフロンホモジナイザー
で粉砕したのちに 10,000xg 上清を回収して
細胞質画分とし、氷点降下型浸透圧計を用い
て細胞質画分の浸透圧が上昇しているかど
うかをしらべた。これらの結果から AQP3と
不凍タンパク質が卵子に十分発現している
かどうかを確認した。 

 
(3) ゼブラフィッシュ卵子のガラス化凍結
保存条件の検討 
ゼブラフィッシュ卵子のガラス化凍結保
存に適した条件をしらべた。まず 25℃の 60
分間 50 M ルテニウムレッド添加 90％LM
液で Stage Iを処理した。そして、５％（v/v）
propylene glycol（以下 PG）+ ５％（v/v）
methanol（以下MeOH）を添加した 90％LM
液（前処理液）で０～120分間処理した。そ
れから、25℃の 90％LM液に 30分間入れて
耐凍剤を除去した。そして生死染色により生
存性を判定し、適した前処理条件をしらべた。 
次に、Stage I卵子を 25℃の 50 Mルテニ
ウムレッド添加 90％LM液で 60分間処理し
た後、25℃の 15％（v/v）PG + 15%（v/v）
MeOHを添加した FS液（0.2 Mスクロース
と 10％（w/v）フィコールを含む 90％LM液）
（ガラス化保存液）で０～20 分間処理した。
それから、25℃の 1/2 希釈ガラス化保存液、
1/4希釈ガラス化保存液、および 90％LM液
に５分間ずつ入れて耐凍剤を除去した。そし
て、30分間 25℃の 90％LM液で培養してか
ら生死染色により生存性を判定し、適したガ
ラス化保存液での処理条件をしらべた。 

Stage III卵子を、まず 50 Mルテニウム
レッド添加 90％LM液で 60分間処理したの
ち、25℃の前処理液で０～240分間処理した。
それから、25℃の 90％LM液に 30分間卵子
を入れて耐凍剤を除去した。そして生死染色
により生存性を判定し、適した前処理条件を
しらべた。 
次に、Stage III卵子を 50 Mルテニウム
レッドで 60 分間処理した後、25℃のガラス



化保存液で０～10 分間処理した。それから、
25℃の 1/2 希釈ガラス化保存液、1/4 希釈ガ
ラス化保存液、および 90％LM液に５分間ず
つ卵子を入れて耐凍剤を除去した。そして 25  
℃で 30 分培養した後に生死染色で生存性を
判定し、適したガラス化保存液での処理条件
をしらべた。 
以上の実験により、Stage Iと Stage IIIの
卵子の適した処理条件をしらべた。 
 
(4) ゼブラフィッシュ卵子のガラス化凍結
保存後の生存性 

0.25 mlのウシ精液凍結用ストローを用い
た通常のガラス化法で凍結した。AQP3/AFP
高発現 Stage I卵子では、まず 25 ℃で 60分
間 50 Mルテニウムレッド添加 90％LM液
で処理してから 25℃の前処理液で 20分間処
理したのち、25℃のガラス化保存液で約 2.5
分間処理し、0.5 mlのストロー内のガラス化
保存液中に導入した。ガラス化保存液での処
理時間は液体窒素で凍結するまで全体で３
分間とした。空気をストロー端まで吸引した
のち、開口部を熱シーラーで密封し、液体窒
素中に直接浸してガラス化凍結した。 
 AQP3/AFP高発現 Stage III卵子では、50 
Mルテニウムレッドを添加した25℃の前処
理液で 60 分間処理したのち、25℃のガラス
化保存液で約 2.5分間処理し、ストロー内の
ガラス化保存液中に導入した。ガラス化保存
液での処理時間は液体窒素で凍結するまで
全体で３分間とした。空気をストロー端まで
吸引したのち、開口部を熱シーラーで密封し、
液体窒素中に直接浸してガラス化凍結した。 
いずれの発育段階の卵子も 25℃の水にス
トローを浸して融解し、1/2 希釈ガラス化保
存液、1/4希釈ガラス化保存液、および 90％
LM 液に５分間ずつ入れて耐凍剤を除去した。
耐凍剤除去直後と 25℃で 60分間培養後の形
態と生死染色により生存性を判定した。 
 
４． 研究成果 

(1) ゼブラフィッシュ卵子の高浸透圧によ
る傷害への TRPチャンネルの関与 

 Stage I卵子を 12.5Mから 200 Mのル
テニウムレッドで 60 分間処理すると、高張
処理による生存性の低下が軽減された。また、
Stage III卵子においても 25 M～200 Mの
ルテニウムレッドで処理すると、高張処理に
よる生存性の低下が有意に軽減された。した
がって、ゼブラフィッシュ卵子の高浸透圧に
よる傷害に浸透圧感受性の TRP チャンネル
が関与していることが示唆された。 
 そこで、凍結保存では 25℃の 50 Mルテ
ニウムレッド添加 90％LM液で 60分間処理
したStage IとStage IIIの卵子を用いること
にした。 
 

(2) ゼブラフィッシュ卵子における水/耐凍
剤チャンネルと不凍タンパク質の発現 

AQP3とAFPの cRNAを注入した Stage I

卵子と Stage III 卵子のいずれも、水注入卵
子と比べて 25℃の 10％プロピレングリコー
ル添加 90％LM 液中での収縮と膨張が速ま
った。AQP3が発現し、水透過性と耐凍剤透
過性が上昇したことが確認された。 
 また、AQP3と AFPの cRNAを注入した
Stage III 卵子の細胞質画分の浸透圧は水注
入卵子の細胞質画分と比べて浸透圧が上昇
し、AFPが発現していると考えられた。 
 そこで、AQP3と AFPの cRNAを注入し
て発現させたStage I卵子とStage III卵子を
凍結保存に用いた。 
 

(3) ゼブラフィッシュ卵子のガラス化凍結
保存条件の検討 

 Stage I卵子を前処理液で処理した場合は、
20 分間処理で生存性がやや低下し、60 分間
以上処理すると生存性が 60％以下と大きく
低下した。ルテニウムレッド処理によって生
存性が向上した。ガラス化保存液で処理した
場合は、３分間処理で低下しはじめ、10分間
処理で大きく低下（約 30％）した。ルテニウ
ムレッド処理により生存性はやや向上した。
したがって、Stage I卵子では 25℃のルテニ
ウムレッド添加 90％LM液で 60分間処理し
た後に、25℃の前処理液で 20 分間、25℃の
ガラス化保存液で３分間処理するのが適し
ていると考えられた。 
 Stage III 卵子を前処理液で処理した場合
は、120分間処理で生存性がやや低下し、240
分間処理すると生存性が約 60％と大きく低
下した。ルテニウムレッド処理によって生存
性が全体的に向上した。ガラス化保存液で処
理した場合は、１分間処理で低下し、７分間
処理で大きく低下（30％以下）した。ルテニ
ウムレッド処理により生存性は明らかに向
上し、３分間処理では 100％生存していた。 
したがって、Stage III卵子では 25℃のル
テニウムレッド添加前処理液で 60 分間前処
理した後に 25℃のガラス化保存液で３分間
処理するのが適していると考えられた。 
 

(4) ゼブラフィッシュ卵子のガラス化凍結
保存後の生存性 

 Stage I卵子では、融解直後と 60分間培養
後の形態から生存性を判定すると、
AQP3/AFP の発現やルテニウムレッド処理
にかかわらず、融解直後に約 50～60％が生
存しており、60 分後も約 30～40％が生存し
ていた。しかしながら、生死染色により生存
性を判定すると、AQP3/AFPの発現やルテニ
ウムレッドの処理にかかわらず、融解直後に
全て死滅していた。 
 Stage III卵子では、融解直後と 60分間培
養後の形態から生存性を判定すると、
AQP3/AFP の発現やルテニウムレッド処理
により融解直後の生存性が約 75％から
100％へと向上した。しかしながら、いずれ
の場合も 60 分後にはほとんどが死滅（０～
５％）していた。一方、生死染色により生存



性を判定すると、AQP3/AFPを発現させた上
でルテニウムレッドで処理した場合のみ、一
部の卵子（約７％）が生存していた。しかし
ながら、60分後には全て死滅していた。 

 
これらの結果から、高浸透圧感受性 TRP
チャンネルを阻害することにより、凍結保存
液の高浸透圧による傷害を低減できること
がわかった。また、細胞膜透過性を向上させ、
不凍タンパク質を発現させ、高浸透圧傷害を
軽減させると、卵子の耐凍性が向上すること
もわかった。しかしながら、ゼブラフィッシ
ュ卵子の凍結保存を成功させるためには、さ
らなる改良が必要である。 
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