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論 文 内 容 要 旨

緒言

産業動物において効率的に優良動物を生産する生殖技術では,生 殖細胞(精 子および卵

子)を 凍結保存する技術は重要である。本研究で対象にした卵母細胞は出生後の卵巣内に

原始卵胞として多数存在しているが,雌 個体が生涯で排卵する卵子の数が限られていること

から,卵 巣内に数多く存在している卵母細胞を有効利用することは重要な課題である。卵母

細胞の凍結保存は,凍 結保存した胚の場合には胚移植後得られる産子の性や遺伝形質が

凍結保存前にあらかじめ決まっているのに対し,凍結・融解後に任意に遺伝的組み合わせを

選択することができ,多 目的な応用が可能である。

卵母細胞を凍結保存する場合,第2減 数分裂中期(M皿)の 排卵卵子では,凍 結障害として

染色体の分散や受精後に第2極 体が放出されず倍数性異常を起こす。これに対し,卵巣内

に存在する卵核胞(GV)期 の卵母細胞では通常,紡 錘体・微小管が形成されておらず,染 色

体は核内に封じ込められており核膜により保護されている。これらのことから,M∬ の卵子で

みられる染色体および細胞分裂装置の凍結障害はGV期 卵母細胞では生じない。しかしな

がら,凍結保存後GV期 卵母細胞を利用するためには体外で成熟培養することが必要であり,

この卵成熟に重要な卵丘細胞一卵母細胞間のギャップ結合が凍結により物理的障害を受ける

ことが問題として挙げられる。

凍結保存法の一つとして最近,広 く応用されているガラス化法がある。この方法は液体が

氷晶を形成せずに固化する物理現象を利用したもので,細 胞を液体窒素に直接投入し凍結

する超急速冷却法である。本研究で目的としたウシ未成熟(GV期)卵 母細胞は,と場由来卵

巣より大量に得られることから,短時間で簡易的に処理できる凍結保存法の開発が望まれる。

この点でガラス化法は従来の緩慢凍結方法で必要な冷却装置を必要とせず,また,サ ンプル

を短時間で簡易的に処理できることから,この凍結保存法を応用することが有効であると考

えられる。しかしながら,ガラス化法では用いる凍結保護物質の濃度を高くすることで氷晶形

成を抑えるガラス化現象を誘起するため,凍 結保護物質の毒性や高浸透圧による障害を考

慮する必要がある。特 に,細 胞を凍結保存する場合とは異なり,卵母細胞は最終的に産子ま

で生育する細胞であり,単に凍結後生存すればよいという指標では評価できない。したがっ

て,GV期 卵母細胞の凍結保存の可否は凍結保存後,体 外成熟・受精・胚培養することで生

育可能な胚盤胞期胚を作出することで行わなければならない。

以上の背景下,本 研究はGV期 卵母細胞をガラス化保存し,保存後生育可能な胚を作出で

きる,ウシ未成熟卵母細胞の凍結保存法の確立を目的とした。マウス胚で開発された凍結保

存法を参考に効率的なガラス化法を確立するために,凍 結保護物質への暴露処理,支 持体

としてのナイロンメッシュ,クライオループおよびプルランフィルムの比較,細 胞骨格安定剤の

効果,さ らに用いる凍結保護物質について,細 胞へ浸透しガラス化を誘起する細胞浸透性物

質および細胞外からガラス化を促進する高分子物質の種類について比較した。最終的に,ガ

ラス化保存したウシ未成熟卵母細胞を融解し,体外成熟・受精 ・胚培養し作出した胚盤胞期
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胚を仮親牛に胚移植し,生育能を検証した。さらに,凍 結保存した卵母細胞の質的向上を目

指し 凍結後の卵母細胞の卵核胞期核を新鮮卵母細胞に卵細胞質へ注入する,GV置 換法

の可能性を検索した。

第1章 凍結保護物質への暴露処理の影響

ガラス化法では細胞毒性を示す凍結保護物質を高濃度で使用しなければならないことから,

その影響を軽減するために凍結保護物質への暴露を迅速に行う必要がある。一方,暴 露時

間の短縮はエチレングリコールのような浸透性の凍結保護物質が十分に細胞内に浸透せず,

その結果 細胞外の氷晶形成は抑えられても細胞内の氷晶形成が十分に抑えられない問題

が生じる。また,ガ ラス化保存では保存液が高濃度であることから直接暴露した場合,細 胞

に急激な圧 力がかか り物理的な損傷を与える可能性 が高い。解決策 の一つとして,マ ウス胚

では段階的に凍結 保護物質に暴露することによりガラス化保存 に成功 した。そこで本 章では,

凍結保護物質を1段 階あるいは段 階的に暴露処理 しガラス化保存 した後 の生 存性 に及 ぼす

影響を調べた。

ウシ卵巣を仙台食肉処理場で採取後,約10。Cで 処理場内に保 存しBSE検 査終 了後,研

究室 に持ち帰った。直ちに,卵 巣内の未成熟卵母細胞を吸引採取し,成 熟培 地 中で培養した。

凍結 の支持体としてナイロンメッシュを用い,段 階 的暴露法では,1段 階 目にエチ レング リ:コ

ール濃度10%溶 液 に7分 間暴露し
,2段 階 目にエチレングりコール濃度2096溶 液 に2分 間暴

露し,3段 階 目にエチレングリコール濃度40%溶 液(EFS40)に1分 間暴露 し液体窒 素に投入

しガラス化保存 した。1段 階暴露法では,EFS40に1分 間暴露しガラス化保存 した。ガラス化

保存後,37。Cの0.5Mス クロース添加PB1溶 液,0.25Mス クロース添加PB1溶 液,0.125

Mス クロース添加PB1溶 液に1分 間ずつ浸した後,PB1溶 液へ と移 し卵母細胞 をナイロンメ

ヴシュから取 り外 し,5分 後成熟培地 中で培養 した。22～23時 間培養 後,媒 精 および発 生培

養を行った。

1段 階暴露法では,卵 母細胞 の形態に激 しい損 傷が見られ,融 解後 の成熟 率 は未凍結 の

成熟率 と比べ有意 に低かったのに対 し,段 階 的暴 露法では,成 熟率 は未凍 結 のもの と同程

度であった(Fig.1)(肱blel)。 体外受精率も段 階的暴露法で凍結した卵母細 胞では,1段 階

暴露法のものより高い傾 向を示し,発 生培養 後胚盤胞期胚が得 られ た(Fig,2)(Tab丑e2)。 こ

れ らの結果から,段 階的暴露法により高い体外成 熟率,受 精率および発 生率 が得 られ,ウ シ

未成熟卵母細胞のガラス化保存 において有効であることが示された。

第2章 凍結保存した未成熟卵母細胞の卵細胞質の特徴

1.卵 細胞質の透過型電子顕微鏡観察

第1章 において,凍 結保護物質へ段階的に暴露することで凍結した未成熟卵母細胞から胚

盤胞期胚が得られたが,成 熟率が同程度だったのに対し受精率および胚盤胞期への発生率

はいずれも未凍結のものよりも有意に低かったことから,凍結した未成熟卵母細胞の品質低

一105一



下が考えられた。そこで,前 述の方法でガラス化・融解した未成熟卵母細胞のミトコンドリアを

透過型電子顕微鏡により観察した。その結果,1段 階暴露法で凍結した卵母細胞ではミトコン

ドリァ外膜が凍結障害を受け,破 壊されている像が観察されたのに対して,段 階的暴露法で

凍結した卵母細胞では正常な構造を保ったミトコンドリア像が観察された(Flg.3)。

2.活 性型ミトコンドリアの分布および紡錘体の形成能

凍結保存した未成熟卵母細胞の卵細胞質の特性を調べる目的で,活 性型ミトコンドリアの

分布および紡錘体の形成能を観察した。ガラス化・融解後に成熟培養を行い,第 一極体が確

認された卵母細胞を用いた。活性型ミトコンドリアの分布は0.196ローダミンー123で,紡錘体形

成能はα一チューブリン抗体でそれぞれ蛍光染色後,レーザー顕微鏡で観察し解析した。

活性型ミトコンドリアの分布は,卵 細胞質表面に均一に分布するパターン(均一型),凝 集し

て分布するパターン(凝集型),さらに蛍光強度が弱いパターン(減少型)の3つ の蛍光染色像

に分類された(Fig.4)。未凍結区に比べ凍結区では,均 一型の割合が低く,活性型ミトコンド

リア数が減少を示す割合が高かった(Table3)。 そこで,蛍 光顕微鏡下で活性型ミトコンドリア

を観察し均一型と凝集型をそれぞれ個別に体外受精と発生培養を行った結果,均 一型を示

した卵母細胞で胚発生率が高かった(臓ble4)。 紡錘体形成については,中 期染色体が中央

に位置し紡錘体が両極まで明瞭に観察される像を示した正常の割合が凍結区では未凍結区

に比べ低く,異常な形態のものが多く観察された(Fig.5)(Table5)。 これらの結果から,ガラ

ス化後の未成熟卵母細胞は十分な核成熟能は有するものの卵細胞質成熟能が低く,それが

その後の分割率および胚発生率の低い原因である可能性が示された。

第3章 凍結保存法の改良

1.3種 類の支持体で凍結保存した未成熟卵母細胞の成熟能の比較

ガラス化現象を起こすためには温度の急激な低下を必要とすることから,細胞を含む凍結

保存液量を可能な限り最少量に抑えることが重要である。特に,未 成熟卵母細胞をガラス化

保存する場合,凍 結後の卵成熟を維持するためには卵丘細胞一卵母細胞複合体(COCs)の

状態でガラス化保存する必要があり,卵母細胞のみと比べて容積が大きく凍結保存液の量

が多くなり,ガラス化に必要な急激な温度変化割合が減少する可能性が高い。さらに,ガ ラス

化のために用いられる凍結保護物質のモル濃度が高く細胞毒性を最小限にするためには,

細胞を暴露する時間を短くする必要がある。そこで,ウ シ未成熟卵母細胞のガラス化保存の

ための支持体を検索することを目的に,ナ イロンメッシュ,クライオループおよびプルランフィ

ルムを比較した。

COCsを それぞれ40個/ナ イロンメッシュ,5個/ク ライオループおよび5個/プ ランフィルム

つつ載せ,ガ ラス化保存後第1章 の方法で融解,体 外成熟を行った。その結果,ナ イロンメッ

シュとクライオループ区で成熟率が高かった(Table6)。処理するCOCs数 を増やした場合,ナ

イロンメッシュでは余分な凍結保存液を除去できるのに対して,クライオループでは除去する

ことはできなかった。これらのことから,ウシ未成熟卵母細胞のガラス化保存の支持体として
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ナイロンメッシュが有効 であることが示 された。

2.細 胞 骨格安 定剤 の効果

細 胞骨格安 定化物 質として,微 小 管構造を安 定化させるサイトカラシンBや タキソー ルが利

用されている。これ らの物 質を凍結 保存 液へ添加することにより,ガ ラス化後の未 成熟卵母

細胞 の成熟へ の影響を調べた。

細 胞骨格安定剤 による処理として,サ イトカラシンB7.5μg!m1ま たはタキソール1μMを 添

加 した成熟培地 中で45分 間培養し,細 胞 骨格安定剤を添加した凍結保存液に暴露 しガラス

化保存 した。保 存後,前 章と同様 の方 法で体外成熟培養 ・受精 ・胚培養した。その結果,タ キ

ソール処理区でサイトカラシンB処 理 区に比べ,分 割 率や胚盤胞期への発生率では高い傾

向を示したもの の,い ず れの区でも発 生率は低く,凍 結法の改 良としては十分 な効果 が得ら

れなかった(Table7)。

3.凍 結保存液 の改 良

細胞へ 浸透 する凍 結保護物質 として,エ チレングリコール(EG)を 用いたが,浸 透性 の物質

として他に,ジ メチルスルオキシド σ)MSO)が 広く用いられている。DMSOはEGに 比べ,粘

性 が低く細胞へ の 浸透 性が高い。一 方,細 胞外 から脱水効 果を示す高分子物質 は,ガ ラス

化現象を促進するために凍結保護 物質 として用いられ ている。様 々な高分子物 質があり,性

質や分子量の違 い によりガラス化温度 や融解 温度などに影響を生 じる。そこで,第1章 で用

いたEFS40を 基礎 保存 液としてEGとDMSO,さ らにフィコールー70,デキストランおよびポ リビ

ニルピロリドンの高 分子物質について比較した。

その結果,細 胞 へ浸透する凍結保護 物質のうち,凍 結 後に作出した胚盤胞期胚 はEG区 の

み で得られ,EG+DMSO区 やDMSO区 では得 られなかった。8細 胞期への発生率では,

DMSO区 がEG区 やEG+DMSO区 よりも低く,DMSOの 毒性の影響が示された(Table8)。

これらの結果から,EGがDMSOよ りも有効であることがわかった。3種 類の高分子物 質を比

較 した結果,分 割 率 はすべての凍結 区において未凍 結 区に比べ低く,凍結 区間に有意 差は

見 られなかった。胚盤 胞期への発生 率 はデキスラン区で他 の2つ の区に比べ高い傾 向を示

した(Table9)。

第4章 胚移植試験による生育能の検証

前章までの方法でガラス化保存した未成熟卵母細胞から形態的に良好な胚盤胞期胚が得

られたことから,これらの胚の生育能を調べるために仮親へ胚移植し,産子獲得を行った。

前章までの方法で作出したガラス化保存した未成熟卵母細胞由来の新鮮胚,合 計4個 をそ

のまま,3頭 の仮親へ胚移植した。さらに,作 出した胚を未成熟卵母細胞と同様のガラス化法

で凍結保存した胚を合計5個,3頭 の仮親へ胚移植した。仮親として,ホルスタイン種または

黒毛和種未経産牛を用い,発 情開始 日から7日後に胚移植した。その結果,新 鮮胚を移植し

た仮親のうち,ホ ルスタイン種1頭 が妊娠し,妊娠288日 目に体重32kgの メス黒毛和牛,1頭

を分娩した(Fig.6)(Table10)。 この結果から,ウシ未成熟卵母細胞をガラス化保存後に作出
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した胚が生育可能であることが示された。

第5章 凍結保存した卵母細胞のGV置 換

前章までの結果,未 成熟卵母細胞をガラス化保存後作出した胚盤胞期胚が産子まで生

育することが示された。しかしながら,凍結保存後の体外成熟率は未凍結のものと同等であ

ったが,そ の後の分割率や胚盤胞期への発生率は有意に低かった。その原因として,凍 結・

融解の過程で卵細胞質,特 にミトコンドリァが障害を受け細胞質成熟能が低下していること

が示唆された。さらに,第3章 で行った実験で種々の物質を添加することである程度改良が

得られたものの,既 知の有効な物質を添加する方法では限界があることが示された。そこで

本章では,卵 母細胞の品質を改善する根本的な方法として,マイクロマニピュレーションによ

り凍結融解後の卵母細胞の卵核胞を健常な卵細胞質に注入することで品質の高い再構築

卵を作製する,GV置 換方法を確立することを目的とした。

健常な卵細胞質を提供するレシピエント卵細胞質を準備するために,第2章 と同様の方法

で得られたCOCsか ら機械的に卵丘細胞を除去した後マイクロマニピュレーションを行い,卵

核胞を除去したレシピエント卵を作製した。一方,凍 結した卵母細胞から同様の方法で卵核

胞を含むドナー核を作製 し,レ シピエント卵の囲卵腔に注入した。続 いて,再 構築胚に

100-110V/㎜ 、60隅cの 直流電流を1回 付与し電気融合した。融合後,再 構築卵を第2章 .

と同様の方法で体外成熟した。その結果,第2減 数分裂中期まで成熟した卵母細胞を作出で

きた(距ble11)。

以上,本 研究で得られた成果を総括すると,

1.ウ シ未成熟卵母細胞をガラス化保存するうえで凍結保存液としてEFS40を 用い,段 階的

に暴露処理することで生育可能な胚が作出できる
'2

.ガ ラス化保存後体外で成熟培養することを考慮すると,卵丘細胞一卵母細胞複合体として

多数のものを処理するための支持体としてナイロンメッシュが有効である

3.凍 結保護物質として,エ チレングリコールおよびスクロール由来の高分子物質が有効で

ある

4.マ イクロマニピレーションによりGV置 換を行い,成 熟能を有する再構築卵母細胞を作製

できる

ことを明らかにした。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

産業動物において効率的に優 良動物を生産する生殖技術では,生 殖細胞(精 子および卵子)を 凍結

保存する技術は重要である。特に,雌 個体においては,生 涯で排卵する卵子の数が限られていること

か ら,卵 巣内に数多く存在 している未成熟卵母細胞 を有効利用することは重要な課題である。

凍結保存法の一つ として,ガ ラス化法カミある。これは,細 胞 を液体窒素に直接投入 し凍結す る方法

で,短 時間で簡易的に処理できる。 しか しながら,ガ ラス化法では高濃度の凍結保護物質を用いるた

め,凍 結保護物質の毒性や高浸透圧による障害を考慮す る必要がある。特に,細 胞を凍結保存する場

合 とは異な り,卵 母細胞は最終的に産子まで生育する細胞であり,単 に凍結後生存すればよいとい う

指標では評価できない。したがって,GV期 卵母細胞の凍結保存の可否は凍結保存後,体 外成熟・受精・

胚培養(IVMFC)す ることで生育可能な胚盤胞期胚を作出することで行わなければならない。

そこで本研究はウシ未成熟卵母細胞のガラス化保存法を確立することを目的とし,凍 結保護物質へ

の段階的暴露処理,支 持体の比較,細 胞骨格安定剤の効果,さ らにガラス化保存液の凍結保護物質つ

いて,複 数の細胞浸透性物質および高分子物質の種類を比較 した。最終的に,ガ ラス化保存 したウシ

未成熟卵母細胞 をIVMFCす ることで胚盤胞期胚を作出 し,仮 親牛に胚移植 し,生 育能を検証す るこ

とで確立したガラス化保存技術の正当性を評価 した。概要は次の通 りである。

(1)ウ シ未成熟卵母細胞をガラス化保存するうえで凍結保存液 としてEFS40を 用い,段 階的に暴露

処理することで個体にまで生育可能な胚が作出できる。(2)ガ ラス化保存後体外で成熟培養す ること

を考慮すると,卵 丘細胞一卵母細胞複合体 として多数のものを処理するための支持体 としてナイロン

メッシュが有効である。(3)凍 結保護物質 として,エ チレングリコールおよびスクロース由来の高分

子物質が有効である。(4)マ イクロマニピレーシ ョンによりGV置 換 を行い,成 熟能を有する再構築

卵母細胞を作製できる。

以上のことは応用動物科学において高 く評価 される。よって博士(農 学)の 学位を授与できるもの

と判定 したg
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