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マウス体外成熟由来2細 胞期胚を用いた冷蔵輸送 ・保存方法の検討
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要旨

遺伝資源 としての生殖細胞の保存および輸送方法の確立のために、従来の超低温下による凍結保存に変

わる技術 として、新たに私たちは初期胚の低温保存および冷蔵輸送方法を開発 した。本研究では、排卵に

至 らない卵巣内に存在する未成熟卵子を用いて得 られた体外受精由来2細 胞期胚の冷蔵輸送方法および産

子への発生能を検討 した。成熟マウス卵巣内よりGV期 卵子を回収 し体外成熟後に発生 したMH期 卵子

(1,72211,920:90%)を 透明帯穿孔処理により体外受精をおこなったところ56%(5521992)の 受精成績であ

り、83%(4571552)が2細 胞期胚へと発生 した。これ らの胚は、近畿大学先端技術総合研究所(和 歌山)か

ら熊本大学 ・CARD(熊 本)冷 蔵輸送 したところ、約48時 間後における冷蔵保存胚は、100%(2401240)

の生存成績であり、それらの一部の胚を移植 した結果、10%(211213)の 産子を得た。以上の結果より、体

外成熟由来2細 胞期胚の冷蔵輸送 ・冷蔵保存が可能であることが示された。

1.緒 論

現在、様々な動物種において生殖工学技術の開発が進展し、特に、実験動物であるマウスでは体外受精

や初期胚の培養技術は確立されており(1)、効率よく個体を作製することが可能になっている②。この体外受

精操作に用いられる卵子は、過剰排卵処理にて得られる第二減数分裂中期の卵子を供 している③。しかし、

排卵される卵子は一部であり、卵巣内に存在するその多くの未成熟な卵子は回収されることなく死滅する

運命にあるとされており④、このような未成熟卵子からの受精卵作出技術の構築が進められている。

一方
、これまで開発されている疾患モデルや遺伝子操作動物の多くには、性成熟前に死亡したり性成熟

に達しても交尾行動が出来ないために繁殖障害となる系統も多く認められる⑤。さらに、マウスにおける

体外成熟卵子からの産子作出の報告は、Eppigら ⑥によって報告されているものの、その殆ど全てが交雑

種系統由来あり(畑、遺伝的に均一な近交系からの受精卵の作出および産子への発生および供給システムの

確立が急務である。

私たちは、このような低い繁殖能を呈する遺伝子操作マウスから卵巣を回収することで得られた未成熟

卵子から、初期胚を作製することに成功し効率的な産子の作出を報告した⑨。また、これまで報告例のな

い近交系マウスからの未成熟卵子の体外成熟操作(1①および産子への発生能を明らかにした(11)。本研究では、

卵巣内に存在する未成熟卵子の有効利用を目的に、遺伝資源保存のためのバイオリソース研究として新た

に開発した冷蔵輸送 ・冷蔵保存操作を、私たちが開発した近交系マウスを用いた体外成熟由来2細 胞期胚

へも適用し、それらの発生能を検討 した。
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2.材 料と方法

2.1供 試動物

供試動物 として、マウスは成熟齢 に達 したC57BL16J(日 本クレア(株))を用いた。また胚移植および里親

マウスにはMCH(ICR)(日 本クレア㈱)を 用いた。 これ らのマウスは、入荷後1週 間以」頻 化をおこない

(明期:7:00～19:00、 暗期:19:00～7:00)供 試 した。また飼育条件 として、室温23±2℃ 、湿度50%の

飼育環境下において、飼料(500N:日 本SLC㈱)お よび飲水を自由摂取 させた。

なお、本実験に際して動物実験の立案および実験動物の飼養 と管理については、近畿大学動物実験規定

に準 じて実施 した。

2.2未 成熟卵子の回収

未成熟卵子の回収は、佐東 らの報告に従って行った(1①。成熟齢に達したC57BL16J雌 マウスを、妊馬血

清陸1生腺刺激ホルモン(あ すか製薬(株))を7.5単 位腹腔内投与 し、投与後46時 間後に卵巣を摘出した。

続いて、0.1%ビ アル ロニダーゼを含んだmCZB-HEPES培 地中において、注射針 を用いて卵巣を細切す

ることで、卵巣から卵丘細胞を含む卵核胞期卵子(GV期 卵子)を 回収 した。続いて回収 したGV期 卵子

は、同馳 中にてピペ ッティングによって卵丘細胞を除去 した後、㎜ とαMEMを1:1に て混合 した

肱M培 地に5%FBSを 添加した修工EThM培 地(以 下、mTaM培 地)に 移 し、1ド ロップ50μL中 に30

～50個 のGV期 卵子を炭酸ガスインキュベーター内(37℃ 、5%CO2inair)で 、16時 間培養をおこない

成熟させた。その後、顕微鏡下で卵子の確認をおこない核膜崩壊が見られたものを、第二減数分裂中期へ

発生 した体外成熟卵子(MII期 卵子)と した。

2.3体 外成熟卵子の透明帯 レーザー穿孔処理操作

MH期 へ成熟 した体外成熟卵子は、レーザー光による透明帯穿孔処理法⑫ に従い、透明帯に僅かな穿孔

処理を施 した。mTaM培 地下にて回収 した体外成熟由来MII期 卵子 をレーザー穿孔装置(XYClone:ニ ッ

コー ・ハンセン㈱)を 取 り付 けた倒立顕微鏡(D(70:オ リンパス(株))のステージ上に移動 させた。続いて卵

細胞質 と囲卵腔 とのスペースが最も広い1ヶ 所に照準を合わせ、 レーザー波長お よび出力はそれぞれ

1,480㎜ 、300mWと し、照射時間は、120μsec.にて赤色 レーザー光を照射 した。 レーザー穿孔処理後の

卵子は、透明帯にそれぞれ直径約6μmの 穿孔(図1.,2.)を 確認 した後、生存卵子は、引き続きm距M

培地中で媒精直前まで炭酸ガスインキュベーター内で静置 した。

図1.レ ー ザ ー 穿 孔 前 のMII期 卵 子

Scalebar=50μm

図2.レ ーザー穿孔後のMH期 卵子

矢印は穿孔箇所(直径約6μm)を 示す。

Scalebar=50μm
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2.4体 外成熟由来卵子の体外受精操作

体外受精は豊田らの方法にほぼ準 じておこなった⑬。同系統の成熟雄マウスの精巣上体尾部より採取 し

た新鮮精子は、2mMハ イポタウリンを添加ω した修正HTF培 地(ア ーク ・リソース(株))に て、

1.5時 間培養 し受精能を獲得 させた。次に透明帯穿孔処理 を施 した体外成熟卵子へ媒精(精 子濃度:8.0×

1021μL)を おこなった。媒精後6時 間で雌雄前核形成の有無を確認した後、KSOM培 地(ア ーク ・リソ

ース(株))で 卵子の洗浄をおこない
、引き続 き炭酸ガスインキュベーター内で18時 間培養 し2細 胞期へ

発生させた。体外受精24時 間後に得 られた工E常な2細 胞期胚を洗浄後、冷蔵輸送 ・保存およびガラス化

保存に供 した。

2.5冷 蔵輸送 ・保存操作およびガラス化保存操作

体外受精後、2細 胞期へ発生 した胚の冷蔵輸送および冷蔵保存操作は、Nishimuraら の方法に準 じてお

こなった⑮。得 られた2細 胞期胚 をM2培 地にて潴 争した後、少量のM2培 地と共に胚をテス トチューブ

へ移 し予め冷却 した梱包箱へ格納 した。冷蔵輸送方法は、梱包箱を保冷状態にてクール宅配便による、近

畿大学先端技術総合研究所(和 歌山)か ら熊本大学 ・CARD(熊 本)へ の冷蔵輸送を実施 した。また、到

着後のこれ らの胚は、胚移植をおこな うまで冷蔵庫内にて約24時 間保存 した。

一方
、簡易ガラス化法による2細 胞期胚の保存操作⑯は、2細 胞期胚 を1MDMSO(inPB1)溶 液に

て平衡状態にした後、凍結チューブに5μLの1MDMSOと 共に胚を移 した。続いて0℃ に設定 した冷却

装置(CHILLHEATIWAKDに て5分 間凍結チューブを冷却 した。次に、予め0℃ に冷却 したガラス化

保存液DAP213(2MDimethylsu丘bxide,1MAcetamaide,3MPropyleneglycolinPB1)を95μL添 加

し、さらに5分 間冷却 した後、液体窒素中(-196℃)に 浸漬することにより超急速的におこなった。

2.6冷 蔵輸送 ・保存操作胚およびガラス化保存胚の胚移植操作

冷蔵輸送 された胚の回収方法は、テス トチューブから全容量のM2培 地と共に2細 胞期胚を回収 し、予

め通気 していたKSOM培 地にて3回 洗浄後、胚の形態学的観察 をおこなった。

一方
、ガラス化保存 した胚については、保管容器か ら凍結チューブを取 り出 し室温下にて20～30秒 静

置 した後、予め37℃ に温めていた0.25MSucrose(inPB1)酒 夜をすばや く、凍結チューブ内に900μ

L注 ぎ、ピペ ッティングにて加温 した。回収された2細 胞期胚をKSOM培 地にて3回 洗浄後、胚の形態

学的観察をおこなった。それぞれの生存胚は、約1時 間炭酸ガスインキュベーター内で回復培養をおこな

った後、偽妊娠第1日 目の レシピエン ト雌(Jcl:MCH(ICR))マ ウスの卵管内へ移植 し(1つ、産子への発生

について検討 した。

3.統 計学的処理

本実験操作において、冷蔵輸送 ・保存胚 とガラス化保存胚 との回収成績、生存成績および移植成績にお

ける統計処理は、それぞれ分散分析値 を求めた後、FisherのPLSDに より解析 した(StatWew-J5.0)。

4.結 果

C57B]ソ6Jマ ウスにPMSG投 与後46時 間で卵巣から未成熟卵子を回収 し、修正 覧M培 地を用いた体

外成熟成績をTable1.に 示す。形態学的に観察 し、卵核胞の崩壊を認 めたそれ らの体外成熟率は90%

(1,72211,920)と 高い体外成熟成績を示 した。
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Table1.C57BI/6J由 来体外成熟卵子を用いた体外成熟成績

GV期 卵子数 MH期 卵子発生数 成熟率(%)

1,920 1,722 90

Table2.に は、体外成熟後に正常に発生 した卵子をレーザー穿孔処理により透明帯穿孔を施 した後、体

外受精に供試 した結果 を示 した。 この体外成熟卵子を用いた同系統雄マ ウス との体外受精率は56%

(5521992)で あ り、その後の2細 胞期胚への発生は83%(4571552)で あった。

Table2.C57BI/6J由 来体外成熟卵子を用いた体外受精および初期胚発生成績

供試卵子数 受精卵子数(%) 多精子卵子数(%) 2細 胞期胚発生数(%)

992 552(56) 13(1) 457(83)

図3に は、これ ら発生 した2細 胞期胚の冷蔵保存およびガラス化保存を適用 したそれぞれの回収成績と

生存成績を示 した。M2培 地で洗浄 した後、同培地を含むテス トチューブに移 した胚を、近畿 大学総合研

究所(和 歌山)か ら、熊本大学 ・CARD(熊 本)ま で約24時 間を要 し冷蔵で輸送 し、冷蔵時間が48時 間

になるまで4℃ で保存 した ところ、輸送後の冷蔵胚は100%(2401240)を 回収す ることができ、100%

(2401240)の 生存率であった。また、これまで多 く輸送形態として使用 されているガラス化保存操作を

用いた、体外成熟由来2細 胞期胚の加温後における回収成績は、99%(1181119)で あり、それ らの胚の

生存成績は86%(1021118)で あった(図3.)。 なお、両者間における胚の回収および生存性には有意差は

認 められなかった(P>0.05)。

■冷蔵輸送 ・保存

ガラス化保存

図3.体 外成熟由来2細 胞期胚を用いた各保存操作における回収および生存成績
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Table3.に は、それぞれの保存条件下における、体外成熟卵子を用いた体外受精由来2細 胞期胚の移植

成績を示 した。回収 した2細 胞期胚をKSOM培 地で洗浄 し回復培養をおこない形態学的に正常 と認めら

れた一部の胚を移植 したところ、冷蔵輸送 ・保存胚では10%(211213)。 一方、ガラス化一加温後の移植成

績は6%(5179)の 産子率であり、両者間にて有意な差は認め られなかった(p>0.05)。

Table3.冷 蔵輸送後のC57BI/6J体 外成熟由来2細 胞期胚の移植成績

試験区 移植胚数 移植匹数 着床匹数
雌雄産子数(%)

♀ ♂

冷蔵輸送 ・保存

ガラス化 加温

213

79

11

4

10

3

21(10)

5(6)

813

2 3

5.考 察

卵巣内未成熟卵子の体外成熟操作は、培地によって大きくその成熟成績およびその後の発生率を左右す

ることが知られているω。また体外成熟培養は、未成熟卵子周囲に存在する卵丘細胞の有無により培養条

件は変化する⑲。M面 ら⑳は、交雑種系統における裸化卵子を用いて良好な体外成熟成績を示すTaM複

合培地を開発し、浸透圧作用により発生阻害に左右されること無く、内在するミトコンドリアや微小管の

分布が改善され、体外での成熟成績および発生能が向上することを報告した。私たちは、TaM複 合培地に

少量のFBSを 添加した修正T宜M培 地を開発した。これは、FBS内 には様々な成長因子やホルモンが含

まれ、卵胞液中に存在するMidkineやLeptinな どの成長因子は細胞質成熟を促進することが示されてい

るe1,22)。また、血清中に含まれるFetujnは 透明帯硬化を和らげる効果があると示されてお り㈱、近交系

に由来する本実験においても細胞質内変性を抑制し高い成熟成績を得られることが確認された。

マウスなど哺乳類では、卵子側のZP3に 含まれる0結 合オリゴ糖が精子と透明帯を接着することが知

られており、接着が起こることで精子頭部の先体反応が誘導されると示唆されている図。先体反応ではア

クロシン、コラゲナーゼなど多くの加水分解酵素が放出される。特にアクロシンは、先体内容物の放出を

促進させることで、先体からのタンパク質の放出が精子の透明帯を通過するために重要であることが示唆

されている㈲。しかしながら、透明帯を除去した卵子では受精をおこなえることから、透明帯は受精を起

こす為に必須な活陸化を起こさせるわけではない㈱。一方、体外成熟卵子は透明帯の硬化によって受精率

が低率になることも示されている⑳。本実験では、体外成熟卵子の体外受精成績はレーザー穿孔処理をお

こない、精子濃度を8.0×1021μLにすることで、安定して50%以 上の成績を得ることができている。これ

らは、培地内の精子濃度を濃くすることで、卵子に接着する精子の数の増加に伴い、培地内で透明帯通過

を行うための先体内容物の増加が透明帯硬化の起こった体外成熟卵子の透明帯通過を容易にしていると考

えられる㈱。

遺伝資源の保存と供給に関してマウスやラットでは、胚 ・配偶子凍結保存技術凶3ωが開発され、飼育ス

ペースや労力などの観点や系統管理侶1)さらに輸送の簡便性からも有用性が高い(32)。しかしながら、ガラス

化保存されたマウス胚は、-140℃ を超えて加温してしまうと胚の生存性が著しく低下するため加温操作
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には一定の習熟が必要とされる(謝。このような問題点を解決するため、近年では初期胚を冷蔵状態で輸送

する技術が普及しつつある㈹。この技術は初期胚を4℃ 下の状態で輸送でき、その後の産子作出が可能で

あることが報告されている図。加えて、胚到着後の融解あるいは加温作業を必要としないため、到着後す

ぐに胚移植することが可能なこと、凍結胚と比較して、輸送コス トが安いことが上げられている(32)。これ

らのことを組み合わせることにより依頼者の日程や要望に応えた、初期胚を冷蔵での輸送にて実施するこ

とは、依頼者が体外受精操作や得られた初期胚の凍結保存技術などの煩雑な作業をおこなう必要がなく、

貴重な胚の死滅や紛失などが軽減され、さらに安定した初期胚の供給が可能になると思われた。

本実験において、ガラス化保存胚と冷蔵輸送 ・保存操作をおこなったいずれの胚でも、生存成績および

産子発生成1に 顕著な差は認められず、保存期間が短期間の場合、冷蔵輸送 ・保存が有用であることを認

め、さらに冷蔵輸送では胚の死滅や紛失が殆ど起こらないことを認めた。近年、体外発育一体外成熟由来2

細胞期胚のガラス化一加温操作後の産子作出報告がされており、2細胞期胚で保存した場合、胚盤胞期の内

部細胞塊数や栄養外胚葉数は変化せずガラス化一加温後も高い産子成績を示している圃。しかしながら、

C57BL16系 統を用いて低温保存処理をおこなわない産子成績と比較すると低率であった(11)。これは、近交

系マウスを用いた場合、卵子核や細胞質成熟が不完全であると報告㈱されているため、体外成熟由来2細

胞期胚はガラス化保存または冷蔵輸送 ・保存下における低温ス トレスを受けやすく、その後の発生成績に

影響した可能性が考えられた。

マウス体外成熟卵子から作成された初期胚を用いた保存操作の殆どは、幼若齢の交雑種マウスが用いら

れている(諭。成熟齢に達した近交系マウスからの体外成熟由来初期胚を用いた冷蔵輸送 ・保存操作におけ

る産子作出の報告は今までになく、今回私たちが初めておこなった。上述のように、爆発的な勢いで作出

されている様々な遺伝子操作マウスや疾患モデルマウスの多くの系統には、成熟齢に達し排卵障害や妊孕

性を失う場合があり、系統維持と保存そして供給が損なわれる。今回示した卵巣内に存在する未成熟卵子

を体外成熟して得られる効率的な2細 胞期胚の作製方法および冷蔵輸送 ・保存あるいはガラス化保存にお

けるその後の個体供給体制が可能であることは、今後の系統維持方法の改善およびバイオリソース化が十

分に期待できると思われる。
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英文抄録

Investigation of transport and preservation at  cool temperature using mice 2-cell 

            stage embryos produced by  in vitro maturation

Manami  Nishimura", Yuko  Nakamuta2,3 , Kiyoko  Fukumoto2'3, Tomoko  Kondo2>3, Yukie  Haruguchi2,3, 
 Yumi  Takeshita2>3, Syuuji Tsuchiyama2, Yuuko Ishikawa4, Yuuta Ishizuka4, Yoshihiko  HosoilA5, 

          Tasuku  Mitani5, Toni Takeo2, Naomi Nakagata2 and Masayuki  Anzai'.

We developed transport and preservation at cool temperature of early embryo for substitution of 

traditional vitrification technique to establish preservation and transport method of Bio Resource as 

for gamete. This study was investigation of transport and preservation at cool temperature and 
development of live youngs using mice 2-cell stage produced by  in vitro matured oocytes. In vitro 

matured oocytes  (90%:1,722/1,920) obtained from C57BL/6J ovary were fertilized  using laser optimal 
system (56%: 552/992). Fertilized eggs were developed to 2-cell stage  (83%457/552). Sampling tubes 

containing 2-cell stage embryos produced by in vitro fertilization were send to the Center for Animal 

Resources and Development (CARD) , Kumamoto University, Kumamoto from the Institute of 
Advanced Technology, Kinki University, Wakayama. At CARD, the embryos were recovered from 

the sampling tubes. The rate of viable 2-cell stage embryos after transport was 100% (240/240). 
Collected 2-cell stage embryos were transferred into the oviducts of pseudopregnant females on the 

day that a vaginal plug was found (Day 1 of pseudopregnancy). Two cell stage embryos transferred to 

oviducts were developed to live youngs (10%:  21/213).
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