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不凍タンパク質添加保存溶液を用いたマウス精子凍結融解後の精子形態の観察

安斎政幸 IA，山鹿優真 3，掛井友輝央 3，堀光一郎 3，山崎惰杜3，津田栄七松本和也 1却

要旨

本研究では、マウス凍結精子保存溶液に添加される SkimMilkの代替保護物質として期待される不凍タ

ンパク質(AFP)が凍結融解後の精子細胞膜に及ぼす影響を形態学自噸察により評価した。その結果、 AFPIIIが添

加された場合において精子細胞膜の著しい損傷がないことを示した。さらに体外受精により 40%以上の受

精が可能であり正常に発生した。これらの結果から、マウス精子保存液への AFPIII添加が細胞膜の保護に

効果を与える可能性を示した。さらに、その濃度はO.IJ!glmLで調整されることが望ましいと考えられた。
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1 緒論

精子の凍結保存技術の確立は、多くの蔵出直物における遺伝資源の長期保存を可能とし、研究資源としての精子の

利用に大きく貢献している(1えまた、凍結デバイスにおいては、ストロ一方式やクライオチューブ方式そして極少

数凍結カプセ加えなど多様な謝花用いたデバイスの索伝導性の凍結醐輔子に対する効果が示されてしも問。

マウス精子の凍結保存技術は、 1990年以降伺に確立された技術であり、家畜精子の保存技術と比べ比較

的歴史は浅いものの、ゲノム編集技術に代表される遺伝子改変技術の進歩によりこれまで以上に多くのマ

ウス系統が樹立される現在において、飼育スペースの省力化、遺伝的形質の変化の防止、施設問の個体移

動(輸送)を生殖細胞輸送に代替することによる輸送の簡易化といった極めて重要な課題を解決する手段と

なっている。これらの凍結保存法に用いられる凍害保護物質には、 DMSOやGlycerolなどの細胞内透過型

の保護剤や高分子量の糖類SkimMilkなどの細胞内非透過型の保護剤を用いることが一般的である。また、

近年では凍結融解後に得られた運動能を保持した精子の先体膜への脂質流動を人為的に再開させ体外受精

に用いる方法も開発されているべ Nishizonoらは、マウス精子における低温障害は、急速冷却において細

胞膜外に付着する微細な氷晶形成あるいは細胞質内自由水の脱水が十分行われないことによる細胞質内氷

晶形成による物理的破壊が原因となる形態学的損傷および運動能の顕著な低下であることを報告した向。

ワシやワサギそして魚類などの動物種では、凍害保護物質に不凍タンパク質(AFP)を添加した精子凍結保存技術の

開発が進められている刷叱これらの報告では、不凍タンパク質が極低温下において形成される氷晶に結合して結晶

化の成長を抑制することで、醐軍時における熱温度感作による再結晶化が精子形態に損傷を与えることを防ぎ、精

子の生研生が高まることが示唆されている。

私たちも、このAFPを用いたマウス精子の冷蔵保存を行い、 b血雌との併用により最長5日目までは、冷蔵下

において、運動性および精子頭部の細胞膜の完全性の保持に有効であることを確認しているω。一方、 K国凶moto

らは、マウス精子をー70"Cにて冷凍保存する場合において、Ra盛田田へ不凍タンパク質を添加した場合、濃度に比例
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