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研究成果の概要（和文）：魚類の卵子と卵巣のモデルとして、それぞれゼブラフィッシュのstage III中期卵子とstage
 I卵子を用いて、それらに水・耐凍剤チャンネルと不凍タンパク質を人為的に発現させ、プロピレングリコールベース
の保存液を用いてガラス化凍結し、耐凍性が向上するかどうかをしらべた。融解直後は、いずれの卵子の場合も、両方
のタンパク質を発現させた場合のみ生存卵子が観察された。しかしながら、１時間培養すると全てが死滅した。魚類の
卵子や卵巣の凍結保存に成功するには、さらなる改良が必要である。

研究成果の概要（英文）：We tried to vitrify zebrafish oocytes at middle stage III and stage I successfully
 as a model of fish oocytes and ovaries, respectively. Oocytes at both stages were injected with cRNAs of 
water/cryoprotectant channels and anti-freeze proteins for exogenous expression of these proteins, and vit
rified with a propylene glycol-based solution. Only oocytes expressing both proteins survived vitrificatio
n just after warming. However, the oocytes were dead after 1 h of culture. Further improvement is needed t
o succeed in the cryopreservation of fish oocytes and ovaries.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
魚類卵子の凍結保存は未だ成功していな

い。その原因は、哺乳動物の卵子より体積が
1,000 倍以上大きいため、表面積/体積 比が
小さく、細胞の凍結保存に不可欠な水や耐凍
剤の出入りに非常に時間を要するためであ
る。そのため、脱水や耐凍剤の浸透が不十分
なために起こる細胞内氷晶形成によって死
滅すると考えられる。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
透過性を大きく向上させる （２）不凍物質
等を細胞内に蓄積させて細胞内氷晶形成と
成長を抑制する （３）サイズが哺乳動物卵
子に近い、未熟な小さい卵子を用いる、など
が有効と考えられる。研究代表者らは、LH サ
ージ後の成熟途上のメダカ卵子に水・耐凍剤
チャンネルであるアクアポリン３（以下
AQP3）の cRNA を注入して一過性にチャンネ
ルを発現させることにより、成熟能・受精
能・発生能にあまり影響を与えることなく、
細胞膜透過性を大幅に増加させることに成
功した。しかし、凍結・融解時に細胞内氷晶
を完全に防ぐまでには至らなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ゼブラフィッシュを用い、細

胞膜透過性が高く、サイズが成熟卵子と比べ
て小さい未熟卵子（stage III 中期卵子）と
卵巣片のモデルとして極めて未熟で小さい
卵子（stage I 卵子）を用いて、それらに AQP3
と不凍タンパク質（以下 AFP）を蓄積させる
ことによって、初めて魚類卵子の凍結保存に
成功することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）stage III 中期卵子における AQP3 と

AFP の発現による耐凍性向上 
卵巣から単離した Stage III 中期卵子（直

径 0.65～0.69 mm の卵胞）にラット AQP3 cDNA
から合成した AQP3 cRNA とウインターフラウ
ンダー由来 AFP ペプチド cDNA から合成した
AFP cRNA のいずれかあるいは両方を注入し、
25℃の 0.5％BSA 添加 90％v/v L-15 液（pH 
9.0）（以下 LM 液）で 12時間培養した。耐凍
剤には魚類の卵子や胚に対する毒性が低い
プロピレングリコール（以下 PG）とメタノー
ル（以下 MeOH）を用いた。まず、25℃の 10％
v/v PG 添加 LM 液に卵子を 60 分間浸し、その
体積変化から 2-parameter formalism を用い
て PG 透過性をしらべた。また、一部の卵子
は、氷冷下で超音波ホモジナイザーを用いて
ホモジナイズ（１サンプルあたり卵子 10 個）
し、氷点降下型浸透圧計を用いてその 10,000 
x g 上清の浸透圧を測定し、氷点が降下した
かどうかをしらべた。次に、卵子を25℃の 5％
v/v PG、5％v/v MeOH、0.2 M sucrose および
10％w/v Ficoll PM-70 を含む LM 液（前処理
液）で１～２時間処理した後に、25℃の 15％
v/v PG、15％v/v MeOH、0.2 M sucrose およ
び 10％w/v Ficoll PM-70 を含む LM 液（ガラ

ス化保存液）で 10 分間処理し、0.5 ml ウシ
精子凍結用ストローを用いてガラス化凍結
した。25℃の水にストローを浸して融解し、
卵子を 25℃の 0.2 M sucrose 添加 LM液（耐
凍剤除去液）に５分間浸して耐凍剤を除去し
た。そして卵子の形態と 30 g/ml propidium 
iodide 添加 LM 液での染色（PI 染色）により
生存性をしらべた。さらに 25℃の LM液で１
時間培養した後に卵子の形態と PI 染色によ
り生存性をしらべた。 
 

（２）stage I 卵子における AQP3 と AFP の発
現による耐凍性向上 

卵巣から単離した stage I 卵子（直径 0.16
～0.20 mm の卵胞）に AQP3 cRNA と AFP cRNA
のいずれかあるいは両方を注入し、25℃の LM
液で 12 時間培養した。そして、25℃の 10％
v/v PG 添加 LM 液に卵子を 60 分間浸し、その
体積変化から PG 透過性をしらべた。次に、
卵子を 25℃の前処理液で２～５分間処理し
た後に、25℃のガラス化保存液で 1分間処理
し、0.25 ml ウシ精子凍結用ストローを用い
てガラス化凍結した。25℃の水にストローを
浸して融解し、卵子を 25 ℃の耐凍剤除去液
に５分間浸して耐凍剤を除去した。そして融
解直後と 25℃で１時間培養した後に生存性
をしらべた。 
 

（３）stage III 中期卵子の体外培養法の開
発と、AQP3 と AFP の発現量向上による
耐凍性向上 

０～100 nM の Insulin-like growth factor
と 20 IU/mL ヒト絨毛性性腺刺激ホルモンを
添加した 25℃の LM 液でステージⅢ中期卵子
を 12 時間あるいは 24 時間保持した後、0.03 
nM 17,20-dihydroxy-pregnen-3 one（以下
DHP）添加 LM液で３時間培養して成熟を誘起
した。PI 染色して生存性をしらべ、半透明化
した生存卵子を成熟卵子とみなした。 
一部の成熟卵子はピンセットで卵胞膜を

除去し、成熟雄から採取した精子と受精させ
た。26℃で１時間培養し、卵割が観察された
卵子を正常に受精したとみなした。さらに３
日間培養して、孵化したものを正常な発生能
を保持しているとみなした。 
また、一部の卵子は、採取直後に AQP3 cRNA

と AFP cRNA を注入し、最も良い保持条件で
24 時間培養し、上記の stage III 中期卵子と
同じ方法で PG 透過性をしらべた。また、上
記と同じ方法でガラス化凍結し、融解後の生
存性をしらべた。 
 
４．研究成果 
（１）stage III 中期卵子における AQP3 と

AFP の発現による耐凍性向上 
 AQP3 cRNA を注入した卵子では PG透過性は
無処理卵子の値より有意に高かった。また、
AFP cRNAを注入した卵子では無処理卵子より
細胞質画分の浸透圧がやや低下（約 10 
mOsm/kg）し、AFP が発現したと考えられた。 



 無処理卵子をガラス化凍結すると、融解後
に生存した卵子は見られなかった（図１）。
一方、AQP3 と AFP の両方を発現させた卵子で
は、融解直後には一部の卵子が生存していた。 
しかしながら、１時間培養すると全ての卵子
は死滅した（図は示さず）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）stage I 卵子における AQP3 と AFP の発

現による耐凍性向上 
AQP3 cRNA を注入した卵子では PG透過性は

無処理卵子の値より有意に高かった。 
無処理卵子をガラス化凍結すると、融解後

に生存した卵子は見られなかった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
一方、AQP3 と AFP の両方を発現させた卵子で
は、融解直後には一部の卵子が生存していた。
しかしながら、１時間培養すると全ての卵子
は死滅した（図は示さず）。 
 

（３）stage III 中期卵子の体外培養法の開
発と、AQP3 と AFP の発現量向上による
耐凍性向上 

 10 nM IGFを添加して24時間保持した場合、
最も生存率（約 60％）と成熟率（約 60％）
は高かった。また、成熟した卵子の卵割率（約
60％）は、保持せずに直接成熟させた場合（約
60％）と差はなかった。しかしながら、直接
成熟させた場合も 10 nM IGF 存在下で 24 時
間保持した場合も、孵化まで発生した受精卵
はなかった。AQP3 cRNA と AFP cRNA を注入し
て 24 時間保持すると、12 時間保持した場合
より PG 透過性が高く、より多くの AQP3 が発
現したと考えられた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

しかしながら、ガラス化凍結・融解後、１
時間培養すると全ての卵子が死滅した。 
 
（４）結論 
ゼブラフィッシュ未成熟卵子に水・耐凍剤

チャンネルと不凍タンパク質を発現させる
ことによって、卵子の耐凍性はある程度向上
した。また、ゼブラフィッシュ stage III 中
期卵子を24時間保持できる培養法を開発し、
より多くの AQP3 を発現させることに成功し
た。しかしながら、魚類卵子の凍結保存に成
功するには至らなかった。さらなる改良が必
要である。 
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