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研究成果の概要（和文）：水・耐凍剤チャンネル（AQP）を誘導あるいは閉鎖させて細胞膜透過
性を均一化させることによって、種々の発育段階の卵子/胚を同じ方法で凍結保存できるかどう
かをしらべた。細胞膜透過性が低いマウス卵子では、レチノイン酸存在下で成熟培養すると
AQP9 が誘導されて耐凍剤透過性がやや向上したが、成熟率が低下した。AQP3 は低 pH で閉鎖す
ることが報告されているが、AQP3 が多量に発現しているマウス桑実胚では、低 pH でエチレン
グリコール透過性は返って向上した。したがって、卵子と胚で細胞膜透過性を均一化させるこ
とは難しいと考えられた。そこで、細胞膜透過性の影響が少ないスクロースを高濃度含む新し
いガラス化保存液を考案し、同じ方法で２細胞期から桑実期までのマウス胚を凍結保存するこ
とに成功した。しかも、凍結胚はドライアイス入り簡易輸送箱（-79℃）で輸送することができ
た。本研究により、種々の発生段階のマウス胚に有効な汎用性の高い凍結保存法を開発するこ
とができた。 
 
研究成果の概要（英文）：We tried to develop a vitrification method by which mouse oocytes 
and embryos at various stages can be cryopreserved by a single method. First, we examined 
whether the membrane-permeability of mouse oocytes and embryos can be equalized, because 
the permeability largely affects the condition for vitrification. We tried to induce the 
expression of water/cryoprotectant channels (AQP) in oocytes to increase the low 
membrane-permeability. We also tried in morulae to decrease the permeability of AQP3 which 
is markedly expressed in morulae and blastocysts. The cryoprotectant-permeability of 
oocytes increased slightly by retinoic acid but the maturation rate decreased remarkably. 
It was reported that the permeability of AQP3 decreased markedly at low pH. However, the 
permeability to ethylene glycol of mouse morulae, which expressed AQP3 abundantly, 
increased at low pH. Therefore, we considered that it would be difficult to make the 
membrane-permeability of oocytes/embryos equal. Next, we tried to develop a new 
vitrification solution in which a high concentration of sucrose was included to reduce 
the effect of membrane-permeability of oocytes/embryos on the vitrification condition. 
With this solution, embryos from the 2-cell to morula stages were successfully vitrified 
in the same condition, and vitrified embryos could be transported with dry ice (at -79oC). 
The method would be useful for cryopreservation of mouse embryos at various stages. 
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１．研究開始当初の背景 
 家畜や実験動物およびヒトでは、受精卵
（胚）の凍結保存がすでに実用化されている
が、同じ成熟/発育ステージの卵子・胚を同
じ条件で凍結融解しても、しばしば生存性に
大きなばらつきが生じる。その原因は、個々
の卵子・胚ごとに、細胞の耐凍性に大きな影
響を与える細胞膜透過性が異なるためであ
ると考えられる。もし、水や耐凍剤を透過す
るチャンネルタンパク質の発現を誘導した
り、誘導したチャンネルを開閉したりすれば、
卵子や胚の細胞膜透過性を自由に変えるこ
とが可能となり、同じ凍結保存液を用いて、
卵子・胚を安定して高い生存性を維持したま
ま凍結保存できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、同じ凍結保存液を用いて、卵
子・胚を安定して高い生存性を維持したまま
凍結保存する方法を開発するために、マウス
をモデルとして、(1) 内在性の水・耐凍剤チ
ャンネルを卵子や胚で誘導する方法を開発
する(2)胚に悪影響を与えることなく、チャ
ンネルを開閉させる方法を開発する(3)様々
な発育ステージの卵子・胚に適用できる簡便
な万能凍結保存法を開発することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの卵子と初期分割胚における水・
耐凍剤チャンネルの誘導 
 ICR 系雌マウスにウマ絨毛性性腺刺激ホル
モン（eCG）を投与して 48 時間後に卵巣を取
り出し、卵丘細胞に包まれた卵核胞期卵子を
採取した。培養細胞等で AQP3 を誘導するこ
とが報告されているデキサメサゾンあるい
はレチノイン酸を添加した成熟培養液ある
いはソルビトールを添加して高張にした成
熟培養液で 12 時間培養した。また、ICR 系雌
マウスに eCGとヒト絨毛性性腺刺激ホルモン
を投与して過排卵を誘起した後、同系雄マウ
スと交配して１細胞期胚を採取した。そして、
卵子と同様に AQP3 を誘導することが報告さ
れている条件下で 12時間あるいは 24時間培
養し、それぞれ２細胞期と 4細胞期にまで発
育させた。培養後、卵子と胚を 25℃のスクロ
ース、グリセロール、エチレングリコール、
アセトアミドあるいは DMSO を添加した高張
な PB1 液に浸してその体積変化を算出し、2- 
parameter formalism を用いて、水透過性（ス
クロース添加 PB1 液）と耐凍剤透過性（耐凍
剤添加 PB1 液）をしらべた 1。レチノイン酸
によって細胞膜透過性が向上した卵子の一
部は、透明帯を除去した後にホルマリンで固
定し、蛍光抗体法を用いて AQP3 と AQP9 の発
現量をしらべた 1。 

(2)マウス桑実胚で発現している水・耐凍剤
チャンネルの pH による透過特性の変化 
 ICR 系雌マウスに過排卵を誘起して同系雄
マウスと交配して桑実胚を採取した。25℃の
pH 7.2, 6.0, 5.8, 5.5 あるいは 5.3 の PB1
液に５分間浸してから、同じ pH のスクロー
ス、グリセロール、エチレングリコール、ア
セトアミドあるいは DMSO を添加した PB1 液
に浸してその体積変化を算出し、水透過性と
耐凍剤透過性をしらべた。 
 
(3)マウス胚の新しいガラス化凍結法の開発 
 細胞膜透過性が大きく異なるマウス初期
分割胚と桑実期以降の胚でも、同じ方法でガ
ラス化凍結できるように、従来のガラス化法
と比べて細胞をより濃縮できる、スクロース
濃度を高めた新しいガラス化保存液を考案
した。ICR 系マウスと C57BL/6 マウスから採
取した２細胞期胚、８細胞期胚、桑実胚およ
び胚盤胞を、25℃の EFS20a（20% v/v エチレ
ングリコールを含む FSa 液）で２分間前処理
した後、EFS35c（35% v/v エチレングリコー
ルを含む FSc 液）あるいは EFS40c（40% v/v
エチレングリコールを含む FSc 液）で１分間
処理し、ストローに封入して液体窒素でガラ
ス化凍結した。FSa 液は従来の濃度のスクロ
ース（0.5 M）と 30% w/v Ficoll PM-70 を含
む PB1 液で、FSc 液は３倍濃度のスクロース
（1.5 M）と 30% w/v Ficoll PM-70 を含む PB1
液である。25℃の水中で融解し、融解直後の
胚の形態と、胚の発生能（２細胞期胚、８細
胞期胚および桑実胚は胚盤胞への発育率、胚
盤胞は胞胚腔の再拡大）により生存性を判定
した。また、一部の胚は、液体窒素で凍結後、
-80℃に数日間保持してから融解し、生存性
をしらべた。さらに、C57BL/6 マウスの２細
胞期胚、８細胞期胚および桑実胚を同じ方法
で凍結した後、ドライアイス入り簡易輸送箱
を用いて冷凍宅配便にて高知大学から理化
学研究所バイオリソースセンターに送り、液
体窒素で再冷却後、融解して偽妊娠マウスに
移植して産仔への発生能をしらべた。 
 
４．研究成果 
(1)マウスの卵子と初期分割胚における水・
耐凍剤チャンネルの誘導 
卵子をデキサメサゾン添加培養液で培養

しても水透過性も耐凍剤透過性も向上しな
かった。高濃度のレチノイン酸を添加して培
養した場合と、ソルビトールを添加して高張
にした培養液で培養した場合に、アセトアミ
ド透過性が向上した。しかしながら、高濃度
のレチノインを添加した場合では卵子の成
熟率は低く、ソルビトールを添加した培養液
では成熟しなかった。レチノイン酸添加培養
液で培養した卵子では、AQP9 の発現が向上し



ていた。一方、１細胞期胚は、いずれの条件
下で発生させても水透過性も耐凍剤透過性
も向上しなかった。したがって、マウス卵子
の成熟能と１細胞期胚の発生能に影響を与
えることなく水・耐凍剤チャンネルの発現を
誘導して細胞膜透過性を向上させることは
難しいと考えられた。 
 
(2)マウス桑実胚で発現している水・耐凍剤
チャンネルの pH による透過特性の変化 

酸性のスクロース添加 PB1液に浸した場合
のマウス桑実胚の水透過性は、pH が下がるに
つれて低下した（図１）。これは、AQP3 が低
pH では水をほとんど透過しないとの報告に
一致していた 2。しかしながら、グリセロー
ル透過性は pH 5.5 でも変わらなかった。一
方、エチレングルコール透過性は、低 pH で
返って向上した（図１）。これらの結果から、
AQP3 は低 pH で閉鎖するのではなく、透過物
質に対する特異性が変わると考えられた。し
たがって、マウス桑実胚で大量に発現してい
る AQP3 を凍結保存液の pHを下げることによ
って閉鎖させて、桑実胚の水透過性と耐凍剤
透過性を初期分割胚のように低くすること
は難しいと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3)マウス胚の新しいガラス化凍結法の開発 
 25℃の EFS20a で２分間処理した後に
EFS35c あるいは EFS40c で１分間処理してガ
ラス化凍結した２細胞期胚は、融解後ほとん
どの胚が生存していた（図２）。同じ方法で
凍結した８細胞期胚と桑実胚も、ほとんどの
胚は生存していた（図２）。しかし、胚盤胞
の生存率は有意に低かった。したがって、ス
クロースを高濃度含むガラス化保存液を用
いた２段階法によって、同じ操作で２細胞期

から桑実期までのマウス胚をガラス化凍結
保存できることがわかった。 
 この方法で凍結した胚は、高度に濃縮され
ているため、高度に細胞を脱水・濃縮するオ
リジナルの緩慢法（-70℃まで緩慢冷却して
から液体窒素で凍結）で凍結した胚と同様に
ドライアイス温度（-79℃）で長時間保持す
ることが可能であると予想された。そこで、
この新しいガラス化法で ICR系マウスの２細
胞期胚を液体窒素で凍結した後、-80℃で 10
日間保持した結果、EFS35c と EFS40c のいず
れの保存液を用いても生存率はほとんど低
下しなかった。また、-80℃で 4 日間保持し
た後に液体窒素で再冷却しても生存率は低
下しなかった。同じ方法で凍結した８細胞期
胚と桑実胚も、-80℃で４日間日保持しても
生存率はほとんど低下しなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
そこで、C57BL/6 マウスの２細胞期胚、８細
胞期胚および桑実胚を EFS20a と EFS35c を用
いて液体窒素でガラス化凍結した後、ドライ
アイス入り簡易輸送箱に入れ、冷凍宅配便で
国内輸送した。そして、液体窒素で再冷却し
てから融解し、偽妊娠させた ICR 系雌マウス
に移植した。その結果、いずれのステージの
胚も高率に産仔にまで発育した。 
 
これまで卵子・胚の凍結保存法は、「融解

後の生存性」と「操作の簡便性」の観点から
改良されてきた。最近は、微量のサンプルを
用いて急速に冷却・融解する「超急速ガラス
化法」の研究がさかんに行われている。しか
し、この方法では一度に少量の卵子・胚しか
凍結できない。一方、本研究で開発されたガ
ラス化法では、従来のコンベンショナルなガ
ラス化凍結法と同じ方法で、様々な発育ステ
ージの比較的多くの胚を一度に凍結できる。
しかも、従来のガラス化法とは異なり、凍結
した胚をドライアイスを用いた簡便で安価
な方法で輸送することができる。これは、
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様々な系統が開発されているマウス胚の分
与に極めて有効であり、本ガラス化法は、近
い将来、実験動物胚凍結法のスタンダードに
なりうる。また、ウシ胚等に応用できれば、
凍結家畜胚の流通が容易になり、食肉や牛乳
の生産性の向上等、畜産業への貢献が期待で
きる。 
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