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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は機能の異なる複数の細胞からなるウシ卵丘卵子複合体 (C0C) とラッ
ト膵島の保存技術を開発することである。(1) GV期ウシCOCのCryotopデバイス上でのガラス化耐性は、卵丘細胞
層の減量により改善できた。(2) M-II期ウシ卵子はナイロンメッシュ (NM) を新規デバイスとして適用すれば大
量・一括にガラス化保存できた。(3) ラット膵島の蘇生率は凍結法よりもガラス化法の方が高く、さらにNMデバ
イスの適用によって大容量保存も可能になった。(4) ガラス化・加温ラット膵島は1型糖尿病モデルラットの腎
被膜下に移植すれば血糖値の正常化に寄与できると実証した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to establish the cryopreservation protocols 
suitable for tissue complexes composed of multiple cell types, such as bovine cumulus-oocyte 
complexes and rat pancreatic islets. Results obtained were: (1) Downsizing cumulus layers in 
germinal vesicle-stage bovine cumulus-oocyte complexes contributed to the higher revivability of the
 oocytes after Cryotop vitrification. (2) Large amounts of metaphase-II stage bovine oocytes were 
able to survive vitrification on a novel cryodevice, nylon mesh triangle. (3) Cryotop vitrification 
protocol was superior to conventional Bicell freezing regimen in cryopreservation of rat pancreatic 
islets, when their revivability was evaluated by glucose-stimulated insulin secretion ability in 
vitro. The nylon mesh triangle device was also applicable to a large amount of pancreatic islets. 
(4) Type-1 diabetes model rats were rescued from hyperglycemia by syngeneic transplantation of 
post-warm islets beneath the kidney capsule.

研究分野：動物生産科学

キーワード： ガラス化保存　卵丘卵子複合体　膵島　クライオトップ　ナイロンメッシュ　シルクフィブロイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
耐凍性が極めて低いウシ未受精卵子の超低温保存に挑戦し、世界最高水準のガラス化蘇生率を達成するに至った
道のりは、ヒトの不妊治療現場で問題となっている加齢等で低品質になった卵子を保存可能にするためにも有用
な情報となる。卵子とはまったく異なる異種細胞構造体である膵島にガラス化保存研究を展開し、ラットを用い
た糖尿病治療モデルを提唱するに至った。膵島移植というインスリン依存性１型糖尿病の根治療法を普及させる
ために慢性的障害となっているドナー不足の克服に貢献するもので、移植膵島に高頻度で起こる免疫拒絶の回避
に挑戦する足場を築くことができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  
 哺乳類において単一の細胞集団や比較的単純な細胞構造物であったとき、超低温保存した後
に蘇生させて個体再生や移植に利用できる。生殖細胞等のバイオリソース保存や人工授精、受
精卵移植、体外受精 (IVF) のような先進家畜繁殖技術の普及を目的として精力的に開発されて
きた配偶子 (精子・卵子) や胚の超低温保存に関する研究は、不妊治療や移植医療のために細
胞の長期保存を目指す研究者を大いに刺激した。現在では「細胞バンク」や「精子バンク」の
みならず「胚バンク」も多くの哺乳動物種で実用化されており、単一かつ最大の細胞からなる
排卵卵子 (第二成熟分裂中期：M-II期) では実験小動物を中心に「卵子バンク」さえ実現の可
能性を帯びている。研究代表者らは、卵細胞質内に脂質顆粒が多いことが負に作用して耐凍性
が著しく低いウシM-II期卵子において、超急速な冷却速度を演出できる Cryotop®をデバイス
とするガラス化保存法を最適化し、凍結傷害に感受的な小器官を細胞骨格系に定めるなかで、
加温卵子の回復培養液へ ROCK阻害剤や α-トコフェロールを添加することが 30%を超える胚
盤胞発生率の達成につながると見出した。一方、核置換などの先端生殖医療研究の推進やホル
モン剤の投与なしに回収できることから特にヒトで注目されている卵核胞 (GV) 期卵子にお
いては超低温保存後の蘇生率はかなり低く、ウシでは胚盤胞発生率は 20％を超えない。GV期
卵子は透明帯の内側でギャップ結合 (コネキシン 37) を介して卵丘細胞層との連結を保った卵
丘卵子複合体 (COC) の形態をしており、この連結部に傷害を受けると低分子物質の輸送が妨
げられ、GV 期卵子は機能不全に陥る。精子や発育に連れて割球サイズが小さくなる胚のケー
スとは異なり、COCのような複数のサイズ・機能が異なる細胞集合体を効率的に超低温保存す
る方法論は未だに確立されていない。 
 ヒトの移植医療は患者の QOL 向上に資するもので、インシュリン依存性１型糖尿病患者に
対する膵島移植も臨床研究の対象となっている。またドナー不足に鑑みて、ES 細胞/iPS 細胞
を用いた幹細胞工学が貢献する「再生医療」に対する期待も大きい。膵臓欠損マウス (Pdx1-/-) 
にラット iPS細胞を用いた胚盤胞補完術を施すことによってマウス体内でラット膵臓を再生で
き、幹細胞に由来する臓器再生の可能性が示唆された。膵島はインシュリンの内分泌を担う β
細胞のみならず、α細胞 (グルカゴン分泌) と δ細胞 (ソマトスタチン分泌) が混ざり合った構
造を取り、アミラーゼやリパーゼ等の各種消化酵素を含む外分泌腺房細胞からは独立して膵臓
内に数万 (ヒトでは数百万) の単位で存在する。ラット膵島のサイズは 50-µmから 500-µmま
で幅はあるが、ウシの COCと似通った外径約 200-µm程度が圧倒的多数を占める。−80℃での
凍結保存では保存期間が一週間を超えるとグルコース応答性インシュリン分泌 (GSIS) の著
しい低下が起こり、一般的な培養細胞に適用されている−196℃の凍結保存でも GSISの低下が
起こると報告されている。一方、これまでに究められつつあるガラス化保存法の膵島への適用
例はほとんど報告されていない。膵島移植による糖尿病治療における慢性的ドナー不足に対し
ては、超低温保存技術の介入がもっとも有効と思われる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 超低温保存後に個体再生や移植に利用したいのに、周囲の環境との相互作用を保ちながらそ
の機能を調節する、複数種類の細胞集団からなる複雑な構造物の保存技術は未だに確立されて
いない。本研究では、ギャップ結合を介して透明帯の内外で連結があるウシの未成熟な GV期
COC、および血糖値調整のためにインスリン分泌性β細胞のみならずα細胞やδ細胞などと共
存して構成されるラットの膵島を対象とした半永久保存技術の開発に挑戦した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ウシ卵丘卵子複合体の超低温保存と蘇生評価：長野県食肉公社から購入したウシ卵巣から
GV期 COCを回収し、M-II期に成熟させるための体外成熟培養 (IVM) を 22時間、テオフィ
リン処理した凍結融解精子による IVFを 6時間、そして低酸素濃度下での体外発生培養 (IVC) 
を 8日間行った。蘇生指標としては IVC後の胚盤胞発生率を用いた。GV期 COCの卵丘細胞
量はガラスピペットによる連続吸引操作で 3〜4層にまで減じるか、完全に剥離 (裸化) し、市
販の Cryotop ®デバイス上に 10個単位で乗せてガラス化保存した。ガラス化保存液 (VS) には
15% DMSO、15% エチレングリコール (EG)、0.5 M シュクロースが凍害保護物質 (CPA) と
して含まれ、7.5% DMSO、7.5% EGからなる前平衡液で 3分間、前処理してから、VSで 1
分間処理した。この 1分の間にサンプル周りの余剰 VSを取り除き、液体窒素に素早く投入す
ることでガラス化させた。M-II 期卵子を用いる場合、IVM 後に卵丘細胞層を完全に取り除い
てからガラス化し・加温し、CPA除去後、IVF前に 2時間の回復培養時間を置いた。一部の実
験では、この回復培養液に抗酸化剤でサーチュイン遺伝子アクチベーターでもあるレスベラト



ロールを添加しておいた。Cryotop®以外のデバイスとしては、目開き 37-µm のナイロンメッ
シュ (NM) トライアングル (１辺 1 cm) を三角錐展開図様に折り込んだもの（卵子搭載数は
40 個)、および蚕繭から調製した多孔質高吸水性シルクフィブロイン (SF) シート (1.5% SF
水溶液由来) を 5重巻きにしたものを用いた。いずれのデバイスも、高度なピペッティング操
作をすることなく、培地交換や VS液量最小化ができるように考案したものである。 
 
(2) ラット膵ランゲルハンス島の超低温保存と蘇生評価： BN系雄ラットの膵臓からリベラー
ゼ消化とヒストパック不連続密度勾配遠心によって単離した外径 100〜200 µmの膵島を 24時
間培養し、膵島表面のデブリスを取り除いてから実験に供した。Bicell®凍結法では 5% DMSO
を CPAとし、クライオチューブに入れた膵島 50個を Bicell®容器に移して、−80℃のディープ
フリーザーに一晩静置して緩慢凍結した後に液体窒素中で保存した。Cryotop ®ガラス化法にお
ける VS組成、各処理時間、搭載サンプル数はウシ卵子の場合と同じとした。NMトライアン
グルデバイスは目開き 57 µmの市販 NMから加工し、SFスポンジ (4.0% SF水溶液由来) は
厚さ約 1 mmのものを直径 8 mmのディスク状に切り出した (搭載膵島数 100個)。SFスポン
ジディスク上でガラス化する場合、あらかじめ液体窒素上で冷却したアルミ皿上でガラス化す
る固体表面ガラス化法 (SSV) を採用した。In vitroでの膵島蘇生評価は、FDA/PIの二重染色
による形態生存率、ならびに ELISAで定量化した GSISにおける SI値 (グルコース応答性イ
ンスリン分泌能の指標：膵島移植には 3以上が推奨) を、一部の実験では qPCRによって関連
遺伝子発現を数値化した。一方、In vivoでの膵島蘇生評価は、糖尿病モデルラットの血糖値を
正常化できるかどうかによった。移植予定 1週間前、BN雄ラットにストレプトゾトシンを静
脈内投与することで 1型糖尿病モデル (血糖値 >350 mg/dL) を作製し、左腎被膜下に 800個
のガラス化・加温膵島を移植した。移植 70 日目には腎切除して移植膵島の生着と血管新生を
視認するとともに、レシピエントラットの再高血糖化を確認した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) GV期ウシ COCの Cryotop®デバイス上でのガラス化耐性は、あらかじめ卵丘細胞層を 3〜
4層にまで減量しておくことで改善できた (Tashima et al., 2017)。M-II期卵子ですでに最適
化されていたガラス化保存法 (Cryotop®をデバイスに使用、VSには 15% DMSO、15% EG、
0.5 M シュクロースを含有、VS処理時間 1分) を未処理の GV期 COCに対して適用し、加温
後に IVM、IVF、IVCの順で処理しても、蘇生指標である胚盤胞発生率は 10%程度と低かった。
さらに GV期 COCから卵丘細胞層を完全に除去してしまうと、IVM後に核成熟はできても細
胞質成熟が不完全となり、ガラス化保存には適さないサンプルになってしまうことがわかった。
そこで卵丘細胞層を薄くするダウンサイズ処理を GV 期 COC に施してからガラス化・加温、
IVM、IVF、IVCに供したところ、超低温保存卵子由来の蘇生としては世界最高水準の胚盤胞
発生率 (30%超) を達成することができた。 
 
(2) M-II期ウシ裸化卵子は、NMを三角錐展開図様に加工したものを新規デバイスとして用い
ることで大量・一括にガラス化保存することができた。Cryotop®をデバイスに用いる場合、卵
子周囲の VS 液量を 1 分以内に最小化して急冷するには、一度に最大 10 個程度の裸化卵子し
か搭載できない。ピペット操作に時間的制約があるためだが、NMの背面から VSを吸引除去
する方法を採用することで胚盤胞発生率を低下させることなく搭載卵子数上限を 40 個に増や
すことができた (Chinen et al., 2019)。また、多孔性 SFフィルムを主材料とし、自動的に VS
を浸み込ませられるデバイスの開発にも成功した (Nakayama et al., 2020)。さらに、ガラス
化・加温卵子の回復培養液に抗酸化剤のレスベラトロールを添加して 2 時間処理するだけで
IVF・IVC 後の胚盤胞発生率は 42% (世界最高値) にまで改善された。これは新鮮対照の値 
(49%) とも遜色ない成績だった (Chinen et al., 2020)。 
 
(3) ラット膵島の凍結 (ガラス化) 蘇生率はBicell®凍結法よりもCryotop®ガラス化法を採用し
たときの方が高く、さらにNMデバイスの適用によって大容量保存も可能になることを加温膵
島の In vitro機能評価から明らかにした。一般的な培養細胞で汎用されている Bicell®凍結法と
前述の Cryotop®ガラス化法の直接比較を行ったところ、凍結・融解後とガラス化・加温後のラ
ット膵島の生存率はそれぞれ 50%と 57%で、アポトーシス関連遺伝子 (Bax/Bcl2) の発現量も
変わらなかった。新鮮対照膵島の SI値は 6.7だったのに対して凍結区のそれは 1.9、ガラス化
区のそれは 3.9 であり、β細胞機能関連遺伝子 (Pdx1、Glut2) の発現量は凍結区でのみ減少
した (Yamanaka et al., 2016)。また NMデバイスの適用により、一度に搭載可能な膵島数を
50〜100個に増加させることができた (SI値 2.8〜3.8、Yamanaka et al., 2017)。 
 
(4) ガラス化・加温ラット膵島は 1 型糖尿病モデルラットの腎被膜下に移植すれば血糖値の正
常化に寄与できることを実証した。NMトライアングル、ならびに SFスポンジディスクをデ
バイスとして外径 100〜200-µmのラット膵島を 100個単位でガラス化保存した。ストレプト
ゾトシンの静脈内投与によって１型糖尿病を発症させたラット (血糖値 >350 mg/dL) の腎被



膜下に 800 個のガラス化・加温膵島を移植して血糖値の動向を追跡調査したところ、NM 区、
SF 区とも、すべてのレシピエントラットが膵島移植から 2 週間以内に正常血糖値 (<200 
mg/dL) に戻った。移植 70日目に腎摘出するとラットは再び高血糖になったことから、移植し
たガラス化・加温膵島が分泌したインスリンが糖尿病治癒に関係していたと結論づけた (国際
学会発表済み、投稿論文審査中)。 
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