
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１５０１

若手研究(B)

2013～2011

ウシ凍結卵におけるアポトーシス機構の解明と新規の凍結・培養法の開発

The elucidation of the apoptotic mechanism in cryopreserved bovine oocytes and the e
stablishment of the new method for cryopreservation and in vitro culture

８０４４７０８６研究者番号：

阿部　靖之（Abe, Yasuyuki）

山形大学・理工学研究科・助教

研究期間：

２３７８０２７８

平成 年 月 日現在２６   ６ １７

円     3,100,000 、（間接経費） 円       930,000

研究成果の概要（和文）： ウシ卵子（卵核胞期）における凍結法の改良を目的として，凍結処理の影響を解析した結
果，ミトコンドリアおよび微小管に作用して局在を変化させ，ミトコンドリア機能低下やアポトーシス誘導が起こるこ
とが示唆された．そこで，細胞骨格安定剤の前処理や，卵丘細胞の一部除去により，凍結卵子の成熟・受精・発生を向
上することに成功した．
 また，凍結卵子の受精障害を回避することを目的として，精子の受精能を制御する因子を探索し，直線性の運動，移
動速度，先体の正常性が受精に大きく影響することを見出した．

研究成果の概要（英文）： For the purpose of the improvement of the cryopreservation method in bovine oocyt
es (germinal vesicle stage), we analyzed the effect of the cryopreservation on oocytes. The cryopreservati
on changed mitochondrial and microtublar localization, as a result, mitochondrial functional decline and i
nduction of the apoptosis occurred. Then, we were successful in increasing the rates of maturation, fertil
ization and development in the cryopreserved oocytes by the treatment of the cytoskeleton stabilizer and r
emoval of the cumulus cells. 
 Also, for the purpose of evading a fertilization disorder of the cryopreserved oocytes, we analyzed of th
e factor which controlled fertility of the sperm. We found that linearity and velocity of moving, and acro
somal normality had influence to fertility of the sperm.
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１．研究開始当初の背景 

（１）近年，卵子（未受精卵，胚）の体外培

養，凍結保存などの生殖補助技術は目覚まし

い発展を遂げ，産業動物の生産に大きく貢献

しているばかりでなく，その技術はヒト不妊

治療にも応用され，重要性が増している．ウ

シ卵巣内の未受精卵（GV期卵）は，体外培

養によって成熟（MII期卵）し受精能を獲得

した後，受精・発生（胚盤胞形成）できる

が，発生率は20～40％と低い．凍結卵ではそ

の率がさらに低下（20％以下）するため，対

応策として凍結保存法の改良が進められてい

るが，明確な改善策は見出されていない． 

（２）凍結卵の解析では，凍結障害の主要原

因が細胞質内への氷結晶形成による物理的障

害であることから，光学・電子顕微鏡を用い

て形態的変化が観察されており，シトクロム

c 漏出などの知見が得られている．他に，

DNA 断片化や不飽和脂肪酸の組成変化な

ど，凍結処理の結果として生じる現象につい

て調べられているものの，アポトーシス（細

胞死）が誘導されるメカニズムについては未

解明である． 

（３）卵子成熟過程において，ミトコンドリ

アは核成熟の挙動に同調しながら，ATP 産

生量の変化や移動（核周辺への集積と細胞質

全体への分散）が繰り返し起こり，その移動

に微小管が関わることが示唆されているが，

凍結処理による微小管への影響の詳細は不明

である． 

 

２．研究の目的 

ウシ未受精卵において凍結処理によって引

き起こされる品質低下やアポトーシスが，卵

細胞質内ミトコンドリアと関連性があるとい

う新たな説を提唱し，卵子成熟過程に起こる

ミトコンドリアの挙動（機能的変化，移動）

を調べ，アポトーシス機構を解明する．その

知見を基に，凍結・融解後の卵子におけるア

ポトーシスを抑制するため，新たな凍結保存

法を開発する．また，凍結卵子が持つ受精能

低下という問題を，精子の受精前処理によっ

て解決することを目的として，精子の受精能

を制御する因子を同定する． 

 

３．方法 

（１）体外培養および凍結保存 

 ウシ卵巣より採取した卵丘細胞-卵子複合

体（COCs）を耐凍剤へ段階的に暴露後，液

体窒素へ浸漬し凍結保存した．融解後，体外

成熟・受精・発生し，成熟率および受精率，

胚盤胞への発生率を調べた． 

（２）凍結卵子が持つ特徴の解析 

ミトコンドリアおよびアクチン，紡錘体の

分布・形態は，免疫染色によって観察した．

各卵子は受精卵呼吸測定装置HV-403によって

酸素消費量を測定し，ミトコンドリア機能を

推定した．卵子からTotal RNAを抽出後に，

アポトーシス抑制遺伝子Bcl-2およびアポト

ーシス誘導遺伝子Bax，ミトコンドリア分裂

因子Drp-1，卵子受精関連因子CD9遺伝子の

発現を，逆転写ポリメラーゼ反応（RT-

PCR）によって調べた． 

（３）新規凍結保存法の開発 

 採取したCOCsを細胞骨格安定剤（サイト

カラシンD，タキソール）で処理後，ピペッ

ティングにより裸化し，凍結保存した． 

（４）精子受精能を制御する因子の同定 

 ８種のウシ精子について，受精能を体外受

精，精子運動パラメーター値をComputer 

Assisted Sperm Analysis，運動性に関わる遺伝

子の発現をRT-PCR，精子先体の正常性を免



疫染色によって調べた． 

４．研究成果 

（１）凍結卵子が持つ特徴の解析 

凍結卵子のミトコンドリアは分布形態が変化

し（図１），酸素消費量を指標として機能が低

下していることを明らかにした（図２）．また，

細胞分裂において重要な役割を持つアクチン

フィラメント（細胞骨格）および紡錘体に異

常が生ずることを発見した．さらに，Bcl-2 の

発現は，新鮮卵と凍結卵で同程度であったに

もかかわらず， Bax の発現は凍結卵で高かっ

た．これらのことから，凍結処理の刺激がミ

トコンドリアおよび微小管に作用して局在を

変化させるとともに，アポトーシスが誘導さ

れミトコンドリアの膜透過性亢進および機能

低下が起こったと考えられる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．ウシ成熟卵子における酸素消費量． 

 

（２）新規凍結保存法の開発 

裸化により耐凍剤の浸透性を約２倍に向上

することに成功した．しかし，裸化による物

理的障害がみられたため，サイトカラシン D

処理により，裸化による F-アクチンへの影響

を軽減したが，サイトカラシン Dが過剰に作

用し発生率の低下を招いた．それに対し，裸

化せずにサイトカラシン D処理した場合は発

生率を向上させ，ウシ卵子の凍結保存に有効

であることが示された。 

（３）精子受精能を制御する因子の同定 

 凍結卵の受精能が低い要因を解明するため

に卵子の CD9 遺伝子発現を調べたが，新鮮卵

と変化が見られなかった．そこで，ウシ精子

の性質を個体間で比較し，精子受精能は従来

の指標である運動精子率のほか，精子におけ

る直線性の運動，移動速度（図３），先体の正

常性（図４）と強い相関が見出され，効率的な

ウシ産生に貢献できるのではないかと考えら

れる 

 

図3．各精液における運動パラメーターと雄

性前核形成率の関係． 

 

 

 

 

図４．ウシ精子核および先体の染色像．

（A）位相差像，（B）先体，（C）先体+核 

赤矢印：正常，白矢印：部分的損傷，白矢じ

り：先体消失． 
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