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研究成果の概要（和文）：乾燥時に細胞に対して高い生体成分保護効果のあるトレハロースを細胞内に取り込む
ことができるトレハローストランスポーターを発現するノックイン（KI）マウスをゲノム編集で作製した。KIマ
ウスの卵子及び初期胚を用いて種々の条件下で真空乾燥・常温保存を試みたが、復水後、生存は認められなかっ
た。また、電気的穿孔法による初期胚へのトレハロースの細胞内への取り込みを試みたが、真空乾燥した初期胚
では、保護効果は認められなかった。更に、1-細胞期卵の細胞質にトレハロースを顕微注入した後、2-細胞期胚
に発生させ、これらの胚について種々の条件下で真空乾燥・常温保存を試みたが、復水後、生存胚は得られなか
った。

研究成果の概要（英文）：We generated knock-in (KI) mice expressing a trehalose transporter that can 
take up trehalose, which has a strong biocomponent-protective effect on cells during desiccation, 
into cells by genome editing using CRISPR/Cas9 system. Using oocytes and early embryos from KI mice,
 we tried vacuum drying and room temperature storage under various conditions, but they did not 
survive after rehydration. In addition, we attempted to incorporate trehalose into the cells of 
early embryos by electroporation, but no protective effect was observed in vacuum-dried early 
embryos. Furthermore, after microinjection of trehalose into the cytoplasm of 1-cell stage eggs, 
they were allowed to develop into 2-cell stage embryos. No embryos were obtained.

研究分野： 発生工学、実験動物学、資源保存学

キーワード： マウス　初期胚　真空乾燥　常温保存　トレハロース　CRISPR/Cas9　電気穿孔法　バイオリソース
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵子、初期胚のような生殖機能細胞はいずれも、真空乾燥・常温保存の試みは成されているが、今だ成功してい
ない。精子では成功しているので、その違いがどこにあるのか、核のみならず細胞質及び細胞膜の乾燥に対する
耐性機構が明らかになるので、学術的な意義は大きい。また現在、生殖機能細胞の保存はすべて凍結保存である
が、本研究で真空乾燥・常温保存の有効性を明らかにできれば、遺伝資源の開発・保全に極めて有用な手段とな
り得る。特に、液体窒素中での凍結保存については、液体窒素を補充しなければならず、危険物なので宅配便等
での輸送が制限される。しかし、常温保存であれば郵便などで容易に送ることができる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 遺伝子改変マウスなどの遺伝資源は、医学・生命科学の発展に多大な貢献をしており、これら
のマウスを用いて、多くの疾患の病態解明及び治療方法等が明らかにされている。遺伝子改変マ
ウスは貴重な遺伝資源であり、受精卵や精子のような生殖機能細胞が保存されている。生殖機能
細胞の保存として、常温保存、低温保存及び凍結保存が考えられている。低温保存については、
長期の保存は困難であり、精子の低温保存でも 2週間程度である。また、受精卵の低温保存でも
4日間が最長である。凍結保存は、基本的に半永久的に受精卵・精子を保存することが可能であ
る。我々は、以前より、マウス精子及び受精卵の凍結保存法の開発に取り組んできた(Tada et al., 
J. Reprod. Fert., 89, 511-516, 1990; Tada et al., Theriogenology 40, 333-344, 1993)。しかし、
凍結保存は液体窒素を用いた保存法であるが、液体窒素の補充が定期的に必要であり、保存タン
クを設置するための相応の場所が必要である。また、地震等の災害が起こった場合、迅速に持ち
出すことは困難である。液体窒素を用いない保存法の開発が急務であるが、今のところ、そのよ
うな保存法は見出されていない。 
 1998年にWakayamaらは、マウス精子のフリーズドライ（凍結乾燥）に世界で初めて成功し、
低温下にて保存できることを明らかにした(Wakayama et al, Nat Biotechnol, 16, 639-641, 1998)。こ
の保存方法は、凍結保存法に代わり得る方法として注目されたが、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、及び常温下での長期保存は困難であること等
の問題がある(Kusakabe et al., PNAS, 98, 13501-13506, 2001)。また、Biggersらは、室温下にて窒素
ガスでマウス精子を乾燥させ、-80℃で保存後、顕微授精(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常温保存は、成功していない。我々は以前より、
真空乾燥させたマウス精子で常温保存を試みている。今までのところ、トレハロースに抗酸化作
用のあるエピカテキン及びアスコルビン酸を加えた Tris-EGTA 緩衝液内でマウス精子を真空乾
燥させた後、常温下で 1年以上保存した精子を用いて未受精卵との間で顕微授精(ICSI)すること
により、受精卵が得られ、卵管内移植により正常な産仔が得られることを明らかにした（日本実
験動物学会；2012）。しかし、卵子及び初期胚では、真空乾燥・常温保存は今のところ成功して
いない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、卵子及び初期胚の真空乾燥・常温保存法を確立するために実施する。本研究の目的

を達成するためには、受精卵の核内DNAの損傷のみならず、細胞質内の細胞小器官（ライソゾ
ーム、ミトコンドリア、小胞体等）の変性、アクチンフィラメント及びマイクロチューブリンの
ような細胞骨格構造の変性、細胞膜の破壊等を抑制し得る真空乾燥・常温保存法を見出さなけれ
ばならない。イスラエルの Amir Aravらは、2013年にウシ卵子のフリーズドライを行い、室温保
存した後復水させたところ、受精可能な卵子が認められたとの報告をしている。しかしこれらの
卵子は、本当に受精できるかどうかは、まだわかっていない(Arav A., New Scientist, 2013)。この
ように、核内 DNAが無傷であれば受精することができる精子とは異なり、受精卵の場合は、前
述したように核内 DNAのみならず、細胞質及び細胞膜の正常性が維持されていなければならな
いため、その困難性から、受精卵のフリーズドライに関する研究は、この程度の報告しかないの
が現状である。そして、受精卵の真空乾燥・常温保存の成功例はまったく認められない。本研究
の成果は、遺伝資源などのバイオリソースを収集・保存し、研究者に配布する体制が確立でき、
効率的な遺伝資源の利用、それに伴う研究の発展が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 卵子及び初期胚の真空乾燥に用いるノックインマウスの作製及びトレハロース細胞内移入  
法の決定 

 トレハロースは、乾燥に強い耐性を示すネムリユスリカの幼虫の体内（細胞内）に乾燥時に特
異的に蓄積されており、トレハロースが乾燥時に細胞に対して高い生体成分保護機能を有して
いることがわかっている(Coutino et al., J Biotechnol 7, 23, 1988)。そこで、マウス受精卵でもトレ
ハロースによる乾燥耐性が獲得できるかどうかを確認する。しかし、トレハロースは細胞膜を通
過することができないため、上記のような機能を細胞内で発揮させることができない。糖が細胞
膜を通過する際には、トランスポーターと呼ばれる膜蛋白質が介在することが知られている
（Kikawada et al, PNAS, 104, 11585-11590, 2007）。そこで、トレハローストランスポーター1(Tret1)
を受精卵の細胞膜で発現する遺伝子改変マウス（ノックインマウス）を作製する。即ち、ドナー
ベクター(CAG promoter-PvTret1-IRES2-AcGFP1)をマウス ROSA26 遺伝子座のセーフハーバー領
域に挿入されたノックイン(KI)マウス(ROSA26:CAG-Tret1/GFP-KI)を、CRISPR/Cas9 systemを用
いたゲノム編集により作製する。この KIマウス由来の受精卵は、その細胞膜で Tret1及び GFP
を共発現しており、GFPの発現を指標にして Tret1の発現を確認することが可能であり、Tret1
の発現により、トレハロースを細胞内に取り込むことが期待される。一方、電気的穿孔法（エレ



クトロポレーション）により、マウス受精卵の細胞膜に小孔を開け、トレハロースを取り込むこ
とができるか否かも確認する。トレハロースの細胞内取り込みの確認は、ローダミンデキストラ
ン及びトレハロースを含む保存液に受精卵を移し、エレクトロポレーションにより細胞膜に小
孔が空いた場合、ローダミンデキストランの細胞内への取り込みを指標にして、トレハロースを
細胞内へ取り込こんだ受精卵を選別し、保存液に浸漬後、デシケーター内で真空状態にし、常温
下で乾燥を行い、24時間常温保存した後、復水させた受精卵について、生存性を確認した。 
 
(2) 卵子及び初期胚の真空乾燥及び常温保存の至適条件の決定 
 このプロセスでは、各種の保存液、保存容器、マウス胚の発生ステージにおける真空乾燥・常
温保存後の生存性を確認し、至適条件を決定する。即ち、保存液には、PB1, M2, Tris-EGTA, mCZB-
hepes にトレハロース、抗酸化剤（エピカテキン、アスコルビン酸）あるいは 3-O-Methyl-D-Glucose
を加えたものを使い、KIマウスの卵子、初期胚（2-細胞期、桑実期）を浸漬し、マイクロチュー
ブあるいはクライオチューブ等に移した後、デシケーター内で真空乾燥させる。その後、同所に
て常温下で保存する。1日～1年間常温保存後、滅菌ミリＱ水をマイクロチューブあるいはクラ
イオチューブ内に添加することにより、復水させた後、形態的に正常な胚について、移植により
産仔への発生能を確認した。 
 
(3) 卵子及び初期胚の真空乾燥後、長期常温保存の確認 
 本研究の最終達成目標として、至適な条件のもと、真空乾燥卵子・初期胚の長期常温保存を試
み、復水後の正常性及び発生能を確認した。即ち、長期常温保存は、デシケーター内にて行い、
期間は、1年以上とした。一定期間、常温保存した卵子・初期胚は、復水後、生存性を確認した
後、移植により発生能を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 卵子及び初期胚の真空乾燥に用いるノックインマウスの作製及びトレハロース細胞内移入  
法の決定 

 本研究では、乾燥保護物質としてトレハロースに着目し、トレハロースを細胞内に取り込むこ
とができるノックインマウスをゲノム編集(CRISPR/Cas9 system)にて作製した。トレハロースは、
乾燥に強い耐性を示すネムリユスリカの幼虫の体内（細胞内）に乾燥時に特異的に蓄積されてお
り、トレハロースが乾燥時に細胞に対して高い生体成分保護機能を有していることがわかって
いる。しかし、トレハロースは高分子のため、細胞膜を通過して細胞質内へ取り込むことができ
ない。そこで、トレハローストランスポーター1(Tret1)を初期胚の細胞膜で発現するノックイン
マウスの作製を試みた。ノックインマウス作製には、CRISPR/Cas9によるゲノム編集を適用し、
ドナーベクター(CAG promoter-PvTret1-IRES2-AcGFP1; CTIG)を ROSA26 遺伝子座のセーフハー
バー領域に対する sgRNA及びCas9蛋白質と共にマウス1-細胞期卵の細胞質内に顕微注入した。
顕微注入後、生存している受精卵 268個を 7匹のレシピエントマウス卵管に移植したところ、54
匹(20%)の産仔が得られた。これらの産仔は、離乳後、尻尾より DNA を抽出し、PCRによる解
析を行ったところ、ROSA26遺伝子座のセーフハーバー領域にドナーベクターがノックインされ
たマウスが 5匹(9%)得られた。しかし、シークエンス解析を行ったところ、いずれのマウスも完
全な形で CTIGがノックインされていないことがわかった。そこで、ROSA26遺伝子座のセーフ
ハーバー領域の別のサイトにノックインできるよう sgRNA及び CTIGを再構築した。これらの
再構築した sgRNA及び CTIGを用いてノックインマウス作製を試みたところ、4匹のマウスが、
得られた。これらのマウスの内 2匹は、PCR及びシークエンス解析の結果、ROSA26遺伝子座の
目的の場所に CTIGがノックインされていることを確認した。一方、トレハロースを細胞内に取
り込むための別の手段として電気的穿孔法（エレクトロポレーション; EP）によりマウス初期胚
の細胞膜に小孔を開け、トレハロースを取り込むことを試みるための前段階として、ローダミン
デキストラン(3kDa)を効率良く EPで取り込める条件を決めることができた。通常、マウス初期
胚に EPを実施する場合、Porting pulse及び Transfer pulseの 2段階でパルスをかけることにより、
初期胚の透明帯及び細胞膜に順次穿孔を開けて行くことが知られているが、本実験では、Transfer 
pulse のみで初期胚の細胞内にローダミンデキストランを取り込むことができた。この理由とし
て、初期胚を得るために体外受精を行ったが、その際に用いた体外受精用培養液中に含まれる還
元型グルタチオンにより透明帯の脆弱化が生じたため、Porting pulseをかけることなく、Transfer 
pulseのみでローダミンデキストランを細胞質内に取り込むことができたものと推測された。 
 
(2) 卵子及び初期胚の真空乾燥及び常温保存の至適条件の決定 
 ROSA26-CTIG-KIマウス 2匹について、各々繁殖を行い F2世代のホモ個体を得た後、これら
のホモ個体由来受精卵（1-細胞期卵）における GFP発現の有無を確認した。その結果、微弱では
あるが GFP発現が認められた。これらの受精卵由来の初期胚（1-細胞期卵、2-細胞期胚、8-細胞
期胚、桑実期胚、胚盤胞）を種々の保存液（トレハロース、エピカテキン、アスコルビン酸、3-
O-Methyl-D-Glucoseを種々の濃度で含む PB1, M2, Tris-EGTA, mCZB-hepes）に浸漬し、真空乾燥
及び常温保存（1~14日）を行った。保存後、保存胚を復水処理を施し、生存性を確認した。その
結果、いずれの保存液でもすべての胚で形態的な異常が認められ、生存胚は得られなかった。し
かし、保存期間を短縮して 6時間保存した場合、0.1Mトレハロースを含む Tris-EGTAに浸漬し



た桑実期胚で最も生存性が高く、30%程度が胚盤胞へ発生した。その他の発生ステージの胚では、
同様な条件下では生存胚は得られなかった。これらのことから、6時間の常温保存では真空乾燥
が不完全であり、液状で保存されたため、生存胚が得られたものと思われる。そこで、液状保存
での桑実期胚の生存性及び発生能を確認したところ、常温下では、最長で、2 日間、PB1, M2, 
mCZB-hepes内で保存した場合 100%生存しており、生存胚の内、17~33%が胚盤胞へ発生するこ
とがわかった。また 4℃下での低温保存では、PB1, M2 及び CZB-hepes で保存した桑実期胚で、
2日間の保存で 17~67%生存していたが、M2でのみ胚盤胞への発生が認められた。 
一方、野生型マウス（C57BL/6J）の体外受精由来の初期胚（1-細胞期卵、2-細胞期胚、8-細胞

期胚、桑実期胚、胚盤胞）を、ローダミンデキストランを含む前述した種々の保存液中に浸漬し、
至適条件下でエレクトロポレーションを行った後、真空乾燥及び常温保存（1~14日）を行った。
保存後、保存胚に復水処理を施し、生存性を確認した。その結果、ローダミンデキストランの細
胞内取り込みによる蛍光を発する胚は得られたが、これらの胚について真空乾燥・常温保存を行
ったところ、復水後、回収された胚で生存は認められなかった。 
更に、マウス 1-細胞期卵の細胞質にトレハロース/ローダミンデキストランを顕微注入した後、

1日培養して発生した 2-細胞期胚について種々の条件下で真空乾燥・常温保存を行い、復水後の
胚の生存性を確認したが、どの条件下でも、生存している胚は得られなかった。 
以上の結果から、初期胚の真空乾燥にはトレハロースの保護効果が認められないこと、及び液

状保存では、桑実期胚で比較的耐性があり、室温、低温共に 2日の保存が限界であることがわか
った。 

 
(3) 卵子及び初期胚の真空乾燥後、長期常温保存の確認 
 マウス精子では、真空乾燥した精子を 1 年以上常温保存しても、顕微授精により受精能を有
し、受精卵を卵管移植することにより、正常な産仔が得られている。しかし、本研究において、
卵子及び初期胚では、真空乾燥の段階で死滅することがわかった。従って、真空乾燥卵子及び初
期胚の長期常温保存は、実施することができなかった。 
 今後は、トレハロース以外の真空乾燥に効果がある生体成分保護機能を有する物質の探索が
必要であるが、卵子及び初期胚は精子とは異なり、細胞質を有しているため、乾燥に対する耐性
が欠如していることが推察される。従って、凍結保存のように、卵子及び初期胚を、一旦脱水さ
せた後、トレハロースのような保護物質を含む保存液中で乾燥後にガラス化させることによっ
て、復水後、生存胚が得られる可能がある。 
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