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マウス卵巣の凍結保存に関する研究
―とくにDAP213保存液の処理時間と各種保存液の効果について―
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マウスにおける発生工学の発展により,様々な人為的な操作を施 した遺伝子改変マウスが多

数作成されている.これらの遺伝改変マウスを省力的なかたちで長期間維持するとともに効率

的に活用することを目的に,雅や精子を凍結保存 しておき,必要に応 じて個体に復元 して供給

する肝 ･配偶子バンクの整備が進められてきた.しかし,遺伝子改変マウスの中には,繁殖能が

著しく低いものや若齢期に何らかの疾患を発症して死亡するために初期腔を得ることが難 しく,

系統の継代が困難なものも多く含まれている.これらの個体から産仔を得る手段として卵巣移

植法が見直され さらに系統保存法として卵巣の凍結保存が注目されている.

マウスの卵巣移植法は,ほぼ確立された技術である.-:E,卵巣の凍結保存法は,いまだ開発

途上であり,専用の保存液は開発されておらず,初期肢の凍結保存液やその方法を一部改変 し

て行われているのが現状である,2003年にMigishimaらは,マウス初期膝で使用 されている

DAP213保存液を用いて卵巣の凍結保存を行い,融解後にレシピエン トに移植して再現性のあ

る成績で凍結卵巣由来の塵仔を得ることに成功した.しかし,DAP213保存液への浸潰処理時間

の検討は今後の課題として残 されていた なお,凍結保存液に含まれる凍害保護剤には細胞毒

性があることが知られており,卵巣の浸潰時間が長すぎると卵細胞等に対する悪影響の危険性

が増加 し,逆に短ければ凍害保護剤の組織内部までの浸透が不十分となり保護効果が得 られな

いことになる.そのため,DAP213保存液への浸潰処理時間の検討は重要であると考えた.そこ

で本研究では,卵巣のDAP213保存液への至連な浸漬処理時間を組織切片標本により解析 した

ところ,DAP213保存液に30分および60分浸潰して凍結した卵巣組織は,未凍結組織と岡等な

Reprintrequeststo:YoshitakaMAEDA
AnimalResotばCeSBranch

Cente王-forBior･esource-basedResearches

BrainResearchⅠnstituteNiigataUniversity

1-757Asahimachトdo貢Chuo-ku,

Niigata951-8585Japan

別刷請求先 :〒951-8585 新潟市中央区旭町通巨757
新潟大学脳研究所生命科学リソ-ス研究センター

バイオリソ-ス研究部門動物資源開発研究分野

前 川 ノlll:僅



692 新潟医学会雑誌 第五24巻 第12号 平成22年 (2010)12月

保存状態にあることがわかった また,これらの条件で凍結 ･融解した卵巣をレシピエントに

移植して得られた塵仔数は,朱凍結卵巣の成績と比較しても有意差はなく,組織標本による評

価と-致した結果を得た.さらに,これまでに報告されている4種類の保存液を用いて凍結 ･

融解し,移植を行った卵巣による平均産仔数を比較したところ,VSEI〕保存液<EFS保存液く

DAP2且3保存液<ESVS保存液<未凍結の順に多くなったが,ESVS保存液とDAP213保存液の

間に有意差はなかった.以上の結果より,マウス卵巣の凍結保存において,DAP213保存酒へ30

分浸漬した条件で良好な成績が得られることが明らかとなった.

キーワード:マウス,卵巣凍結保存,卵巣移植,DAP213保存液,ガラ封 ヒ法

緒 言

近年,マウスにおける発生工学の発展はめざま

しく,とくに遺伝子改変個体の作成には大きな貢

献を果たしている. 一方,作成された遺伝子改変

マウスの系統維持には多大な労力とスペ-ス,経

費等を必要とする.これらの遺伝資源の省力的な

保存と効率的な利用を図るために,初期腔や相子

を凍結保存しておき,必要に応じて個体に復元し

て供給する駐 ･配偶子バンクが構築されてきた.

しかし,初期肝や精子を得るには威熟した個体が

必要となるが,何らかの原因で繁殖が国難なもの

や若齢期に発症して死亡する系統などでは,卵子

や成熟した精子を得ることが困難な場合も多く見

受けられる.これらの解決策の一つとして卵巣移

植法がある.

マウスにおける卵巣移植の歴史は古く予1940年

にRobertsonl)によって報箆がなされている.そ

の後 Stevens2)が内分泌機能の基礎研究にこの技

法を用いるとともに,移植法の改良を行って塵仔

数を増やすことに成功 3)している.我が有毒Jでは,

谷間ら4)が自然交配の不能な筋ジス トロブイ-

マウスの生産効率を上げることを目的に,この卵

巣移植法を応用している.また,米国のジャクソ

ン研究所では,卵巣の凍結保存と組み合わせて,

繁 殖 が難 しい50系統以上のマウスを維持してい

る5).卵巣移植を行う際には,ドナ-とレシピエ

ントの組織適魯性を合わせることと,得られた産

仔が ドナー卵巣由来であるか酉かを判別する必要

がある.組織適合性については,レシピエントに

免疫不全系統であるSCIDマウスを使うことでこ

の間壕は解決されおり,また産仔が ドナ-卵巣由

来であるか否かについては,現在は遺伝子レベル

で判定が可能になったために,以前と比べて卵巣

移植が比較的容易に行なえるようになっている.

卵巣の凍結保存は,1960年に凍害保護剤として

グリセリンを用いて-79℃で保存 し,組織適合

性が --致するマウスに同所移植 して産仔を得た

paTrOtt6)による報告がある.その後,緩慢法によ

り19銅 牢にヒツジ7),1996年にマウス8)の卵巣

凍結が報告された また,2003年にMigishimaら9)

がマウス初期腔で実用化されている簡易ガラス化

法によって凍結保存した卵巣から再現性のある成

績で産仔を得ることに成功した.

受精卵や卵巣などをそのまま凍結すると細胞内

に氷晶が形威されることにより,細胞は物理的に

破壊され死滅してしまう.そのため凍結保存を行

なう際には,氷晶が形成されないように細胞内に

グリセリン,DMSO,e軌yleneglyeolなどの凍害

保護剤を浸透させ,細胞内の自由水を脱水する方

法がとられている10).初期膳や卵巣の凍結 ･融

解法は,緩慢法とガラス化法に大別される.緩慢

凍結法は,肝細胞内に氷晶を形威させないように

緩やかな速度で冷却を行ない,細胞内の自由水を

脱水するものである.凍結操作に長時間を要する

うえ,プログラムブリーザ-などの機器を必要と

するが,初心者でも比較的短期間で安定した高い

成績を得ることができる.これに対してガラス化

法は,膝を高濃度に凍害保護剤を添加した極少量

の保存液に浮遊させて直接液体窒素車に投入する

もので,実験操作を極めて短時間で終了できると

いう利点がある.そのため,現在ではマウス初期
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姓の凍結保存はガラス化法が主流となっている.

しかし,卵巣の凍結保存法はいまだ開発途中の技

術であり,保存液や実験操作法はマウス初期賑閥

のものをそのまま,あるいは一部改変して行われ

ているのが現状である.これら保存液および保存

法の評価法としては,凍結保存卵巣に及ぼす影響

を組織学的に解析 11)-13)する方法と,凍結卵巣

から得た未成熟卵子を体外培養によって成熟さ

せ,さらに体外受精した後に腔培養を行う方法が

多く華菖されている.その理由として,ヒトへの

臨床応用が背景 14)~ 蛸 にあり,体外で発育培養,

成熟培養を行なう方向で進められていることが挙

げられる.Hasegawa17)らはヒト狂で剛 ､られる

ガラス化法がマウス卵巣に応用可能であるかを組

織学的方法で解析 し,平衡化液 (ES液)および

ガラス化保存液 (VS液)で処理することで,漢

結保存卵巣の組織は新鮮組織と遜色のない状態で

保持されていたと報告している.またTokiedaら18)

はEFS保存液 19)とVSED保存液の 2種類のガ

ラ射 ヒ保存液について,組織学的な検討とともに,

体外成熟培養および体外受精を試みている.

卵巣移植と卵巣凍結保存については以上の様な

状況にあるが,Migishimaらが報告 したDAP213

保存 液 20)21)を用いた簡易ガラス化法による保存

法においても,DAP213保存液への浸潰時間の検

討は今後の課題として残されていた.この方法は,

腔の凍結保存に広く用いられていて卵巣凍結への

応用が容易であるなど,その利点は多いことから

至適浸酒処理条件の検討は重要な課題である.そ

こで,本研究の実験 1として,DAP213保存液へ

の浸潰処理時間を変えた凍結卵巣の組織学的な評

価と,各処理を施した卵巣を移植したレシピエン

トの分娩成績を検討 した.さらに実験 2では,

DAP213保存液とこれまで報告されている3種類

のガラス化保存液を用いた凍結方法を比較するた

め,それぞれの方法で凍結した卵栄を移植し産仔

数について検討した.

材料および方法

供試動物

実験 1では,卵巣提供の ドナーとして 16日齢

693

の C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)Cl紅 YOl-

FM1310sbマウス22)(以下,GFPマウ封 のへ ミ

接合体を使用した.このマウスは,オワンクラゲ

由来の遺伝子を導入された トランスジェニック系

統で Green払10r･eSCentprotein(GFP)を全身に

発現する.また,レシピエントには免疫不全系統

で あ る FOXCHASESCID⑧ C.B-17/1cr-

scJ'd/scl'dマウス 絹 本クレア,東京,以下,SCⅠD

マウス)の 6適齢を,交配用のオスマウスには

Jcl:MCH (ICR)は 本クレア,東京)の 10適齢以
上を用いた.

実験 2では,卵巣提供の ドナ-として 16日齢

GFPマウスのホモ接合体を用いた.レシピエント

には GFPマ ウス と同 じ遺伝 的背 景 を持 つ

C57BL/6Jの 6適齢を,交配用のオスマウスとし

てJcl:B6C3Fl(日本クレア,東京)を10適齢以
上で用いた,

飼育環境

マウスは,床敷材としてペパ-クリーン (日本

エスエルシ-,静岡)を入れたプラスチックケー

ジ (外寸 :143×293×148mm日本チャールズ

リバ-,神奈川)に収容し,飼育室内に設置した

クリ-ンラック (日本クレア,東京)内のSPF環

境下で飼育暮管理 した.飼育室は温度 23±2℃,

湿度 40-60%,照明は12時開明,ま2時間時の

サイクルでコントロールした,飼料はCE-2(冒

本クレア,東京),飲水は水道水を給水ピンに入

れ,自由摂取させた.チ-ジ,給水ビンなどの飼

育器材は高圧蒸気滅菌 (121℃20分)して使用

した.

培地および凍結保存液,融解液の調製

実験 1で用いたmodi盈edWhitten培地 23日以

下,mW培地),PBl培地 24)は,いずれも純水

(Waterforembryotransfer,embryotested.Sigma一

朗drich,USA)を用いて自家調整し,アンプル封

入したものを4℃冷蔵庫で保管して使用した.凍

結 保 存 に 用 い た 1M DimethylSulphox丘de

(DMSO)およびDAP213保存液,融解用として

用いた0.25MSucrose液も同様に自家調製した.
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実験 三日ニ用いたmW培地,PBl培地,DAp2且3

保存溝.1M r)MSO溝,0,25MStlLl･ose溝.lM

Suerose液は,実験 1と同様に自家調製 した.ま

た,ES液･VS液･FS液および EFSIO･20･40

滴 ･lo艶 ethyleneglyeol液および vsED保存
液･rrS液は自家調製した.

r)ilP213保存液による卵巣の凍結と融解

凍結法 :DAP213保存液を用いた卵巣凍結は,

Migishimaら9)の簡易ガラス化法を部分的に修

正して行なった.すなわち,瀕堆脱臼法によりマ

ウスを安楽死させた後,卵巣 ･卵管･子宮をまと

めて摘出し,水上で冷却したmW~培地中で卵巣嚢

を切開 して卵巣 を取 り出 した.実験 1では,

35mmプラスチックシャ-レ内に IMDMSO液

の100fliドロップを2個作り,レシピエント1頭

分となる2個の卵巣片を1個目の ドロップに90

秒間浸漬 した後,2個目の ドロ､ソプに移 して 180

秒間淫漬 した,これを5/11の lMDMSO液を入

れたタライオチュ-プに移し,ただちにOoCのテル
ヒー トで冷却 した.卵巣を1MDMSO液に入れ

チルヒー トで冷却を開始するまでを5分以内に行

なった.冷却開始5分後にOoCのDAP213保存液

を95/∠1加え,5,10,30および60分間の浸澄処

理を行なった後,液体窒素中に投入して凍結保存

した.実験2では,実験 1と同様の方法で行なっ

たが,16日齢の卵巣を1mm角になるようメス刃

を用いて1/2またはl/3に切断 した.また,DAP

213保存液への漫酒処理の時間を30分とした.

融解法 :液体窒素タンクから取り出したタライ

オチューブをタンク内の気相中につるしたアルミ

缶に60秒間置き,チューブ内の液体窒素を気化

させた.つぎにチューブの蓋を取り,室温に60秒

間置いた後,0.25MSucrose液 900plを加えて融

解 し,掲押 してから卵巣をシャーレに回収 した.

その後,さらにPBl培地とmW培地でそれぞれ

2回洗浄した.

ES液,VS液による卵巣の凍結と融解

凍結法 二ヒト腔に用いられるガラス化法を用い

てマウス卵巣を凍結保存したHasegawaら17)の

方法 を一部改変 し,平衡化液 (ES液 :FCS

10.01111,StreptotllyCin2.50mg,Pellicillin3.75mg.

Ethy豆eneglyco13.75ml,DMSO3.75mlを TCM

且99滴 32.5mlに混合)とガラス化保存液 (VS

潤 :Sucrose8.56g,FCS10.Oml,Ethyleneglyeo呈

7.50ml,Streptomycin2.5mg,Penicillin3.75mg,

DMSO7.50mlをTCM199液 50mlに混合.以下,

このES液,VS液を併せてESVS保存液と表記),

お よび融解滴 (TS液 :FCSIO.Omh Sucrose

17.155gをTCM199滴40.Omlに漏合)を調製 し

た.頚椎脱臼により安楽死させたGFPマウスか

ら卵巣を摘出し,1mm角を越えないようメス刃

を用いて 1/2または1/3に切断した.1頭分の卵

巣を室温のES液に入れ 15分間平衡化 した後,

35mmシャ-レに入れ4℃に冷却したVS液に移

して30分浸潰 した.この卵巣をポリエステルシ

- ト (7mmX30mm)に載せ,直接液体窒素に
投入して凍結した.さらに液体窒素中で冷却した

タライオチュ-ブに卵巣を載せたポリエステルシ

ー トをすばやく入れ 再度減体窒素中で冷却した

後,液体窒素タンク中で保存した.

融解法 :液体窒素タンクからタライオチュ-ブ

を取 り出し,インキュベータ内で37℃に温めた

TS液に卵巣を載せたポリエステルシー トを入れ

融解した.そのまま10分保持した後,卵巣をシャ

-レに蔓哀別又し,mW培地で洗い,直ちに移植した.

EFS保存液による卵巣の凍結と融解

凍結法 :Tokieぬ らの方 法 18)(以下,EFS保存

液 と表記)に準 じて行った.すなわち,FS液

(FBIBSA(-)14.OmlにF豆eo11706.OO監,Sucrose

3.424g,BSAO.06gを溶解)を調製し,これにeth-

yleneg且yco且を加え,EFSIO液 (FS液にethylene

glyco110%添加),EFS20液 (同 20%),EFS40

演 (同40%)を調製した.摘出した卵巣を室温

のPBl培地で洗浄し,1mm角になるよう1/2ま

たは 1/3に切断 した.この卵巣を室温のEFSIO

液 に 15分,4℃の EFS20滴 に 15分,凍℃の

EFS職液に5分浸潰 した後,少量の EFS朝酒と

ともにタライオチューブに入れ 液体窒素中で凍

結して保存した.
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融解法 :液体窒素タンクからクライオチュ-プ

を取り出し,チュ-ブ内の液体窒素を捨てた.凍

結卵巣の入ったタライオチュ-プに4℃に冷却し

たEFS20滴を1000ili加え,4℃のチルヒ- トで

10分間保持 した.シャーレにあけて卵巣を回収

し,室温のEFSIO液に入れ,10分保持した後,蛋

温のPBl培地に移し,さらに10分置いてからレ
シピエントに移植した.

VSEl)保存液による卵巣の凍結と融解

凍結法 :EFS保存液と同様にTokiedaらの方

法 18日以下,VSED保存液と表記)に従い凍結し

た.摘出した卵巣 を賓温の 10% EG液 (PBl

18.Omlにethyleneglyco12.Omlを添加)に入れ15

分間浸潰 した.つぎに10%EG液とVSED保存
潤 (Ⅰ)Bl:EG滴 :I)MS()-2:1:1)を等

量混和したu2VSED保存液に移し室温で6分間

保持 した.その後VSEI)保存液に3分間浸潰し,

少量のVSED保存液と共にタライオチューブに

移し,液体窒素中で凍結した

融解法 :液体窒素タンクからタライオチュ-プ

を取 り出し,チューブ内の液体窒素を捨てた後,

37℃に温めた0.5MSucrose液 (且MSucrose液と

PBl培地を等量混和)を加えて融解した,そのま

ま炭酸ガスインキュベータ内に10分間保持した

後,シャ-レにあけて凍結卵栄を回収し,PBl培
地で3回洗浄して直ちに移植した.

凍結卵巣の組織学的評価

16日齢卵巣を用い,DAP213保存液浸演時間を

5,10,30および60分として凍粧 し,7日間保存

した.これらの卵巣を融解し,プアン液で固定し

た.その後,定法に従いパラフィン包埋を行い,5

pm厚の連続切片とし,マッソントリクローム染

色を行なった.この組織標本を光学顕微鏡で観察

し,DAP213保存液への浸酒処理時間における卵

巣内の卵母細胞および結合組織におよぽす影響を

調べた.

卵巣移植

卵巣移植手術は実体顕微鏡下で行なった.麻酔
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は,50mg/mlのペントバルビタールナ トリウム溶

液 (ネンブタ-ル,大日本住友製薬,大阪)を

0.85%生理食塩液で10倍希釈 し,体重から投与
量 23)を求めてレシピエントマウスの腹腔内に授

与した.手術可能な麻酔状態に入ったことを確認

し,毛刈りと手術部位を酒精綿で消毒した後,皮

膚および筋層を切開し,卵巣を手術布の上に引き

出した ノエス暫刀で卵巣周囲の脂肪表面を切開

した後,努刀先端を開くように使い脂肪層に穴を

あけ,卵巣嚢を破り卵巣を引き出して約 2/3を切

除した.卵巣嚢内にドナー卵巣を置き,切開した

脂肪部分をピンセットで庄著した後,腹腔内に戻

した,ドナ-卵巣が小さく,切除した卵巣面と密

着が難しいと判断した場合は,ズボンゼル (アズ

テラス製薬,東京)を卵巣に少量載せて移植した.

最後に皮膚を縫合クリップで縫合した.なお,レ

シピエン トマウスは,麻酔か ら覚醒するまで

37℃の恒湿器で保温した

交配と産仔の由来の判定

卵巣を移植したレシピエントは,手術2週間後
にオスマウスと同属させ,交配を開始した.実験

1では,移植卵巣由来の産仔が有色となるように,

交配にはアルビノ系のJcl:MCHオスを用いた.

実験2では,ドナー卵巣にGFPホモマウスを用

い,移植卵巣由来の産仔が蛍光励起用青色光の照

射により緑色を望することを指標に判別した.な

お,案駿I,2ともに妊娠,分娩中もオスとの同属

を続け,追いかけ交配を行なった.

結 果

実験 1

はじめに卵巣の凍結保存における前処理として

のDAP213保存液への浸漬時間が,卵巣内の卵母

細胞および結合組織へ及ぼす影響を組織学的に検

討した.DAP213保存液への浸洩時間を5,10,30

および60分とした16日齢個体における卵巣の凍

結保存後の組織橡を図 1に示 した.未凍結卵巣

(A)では,卵巣周辺部に原始卵胞と一次卵胞が,

中央部には二次卵胞と胞状卵胞が多数存在してい
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^ 兼凍結卵巣皇

[) 30分浸班 E 60分浸江i

図 I DAP213快存液に浸鎖した卵光机耗使
未凍粁卵娘 (A)には卯地内にFLu際は観繁されない 5分 (B),lo介 (C)の浸Ti')では真樹部のJu,ri始卵晩 一
次卵胞が良好な状態で侃存されていたが.FJl部の二次卵胞にFE'lrPj;((矢印)がみられる 30分の浸浦 (D)では

lflILl部で軽度の聞隙や桜の拙協 (矢印)が観察されたが,'変化範軌 ま小さくなっている 60'/)のTlliiL(E)で

は中心部の掛 ､範掛目二30分校淵と同朋腔の変性 (欠F~ll)がみられる他は,兼凍結と遜色ない保存状態であった
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表1各種の時間DAP213保存液へ浸漕処理された凍結保存卵巣由莱
の塵仔成磯

DngFI巣由来産仔**
*

I:･L!/, .;.･!/ ･.:･サバ ､て･. I.汁=･.h ･ゝ:･.lt･il芯' Dn由来 (平均) Rc由来 (平均)

未凍結 7 6
5 9 8
30 9 8

60 11 10

6

1

6

8

38 16 (2.7)22 (3.7)

48 1 (0.1) 47 (5.9)

44 9 ( 1.1) 35 (4.4)

60 27 (2.7)33 (3.3)

+レシヒエント - ドナー

+■● レシピエント卵巣を残しているため. ドナ.-.レシヒエント各卵巣由兼の仔が混ざって生まれる

ることが観察され 卵母細胞および核には異常を

示す変性は認められなかった.5分浸漬卵巣 (B)

では,卵巣周辺部の原始卵胞や一次卵胞には変性

はなかったが,卵巣内部の広範囲の領域に存在す

る二次卵胞や胞状卵胞には透明帯と卵胞上皮細胞

に変性による間隙が観察 された.10分渡波卵巣

(C)では,5分漫漆と同様に間隙が観察されたが,

変性の認められる範囲はやや狭くなり,周辺部の

原始卵胞や-一次卵胞は末凍結卵巣と同程度に保存

されていた.30分浸潰卵巣 (D)では,中央部の
狭い範囲に変性が認められたが,周辺部は未凍結

と同等に保存され,形態的な損傷は観察されなか

った.60分浸潰卵巣 沌)では,中心部の極めて

狭い範囲に卵母細胞の変性が若干認められたが,

卵巣全体としては末凍結卵巣と遜色なく良好な形

態が保存されていた.

つぎに16日齢の卵巣を用い,DAP213保存液へ

の浸漬処理時間を5分,30分および60分として

凍結保存し,融解した卵巣を移植したレシピエン

トの産仔数の比較を行なった,この結果を表 lに

示した.60分浸演群におけるドナー卵巣由来の平

均産仔数は2.7頭で,対照とした莱凍結群と同等

であった.ついで30分浸清野では1.1頭,5分浸

演群では0.1頭となった.ドナー卵巣由来の産仔

数をx二乗検定で比較したところ,未凍結群と5

分浸演群,5分群と30分群,5分群および60分群

で有意差 (P<0.05)があった
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実験2

実験 2では,保存液別の卵巣移植結果について

検討した.泰 2に各凍結卵巣を移植したレシピエ

ントの繁殖成績を,また表3にはレシピェントの
分娩成績を示 した.なお,確実な繁殖能を確保す

ることを目的にレシピエント卵巣を残しているた

め,産仔はGFP遺伝子を持つ ドナ-卵巣由来

(GFP)と,レシピエント卵巣由来 (野生型 :Wt)

の両方が混じって生まれてきた.対照群として,

未凍結卵巣を移植した3頭のレシピエントは,す

べてが ドナ-卵巣由来のGFP産仔を分娩 した.

そのGFP産仔の平均頭数は1-3産次において

4.3-7.3頭となり,野生型であるレシピェント由

来の平均産仔数3.7頭を上回った.DAP213保存

液では,9頭のレシピエントのうち,1産目,2産

目は6頭が,3産目は5頭がGFP産仔を分娩 し

た.3産目までまったくGFP産仔を生まなかった

ものは1頭,毎回生んだのは2頭であった.GFP

平均産仔数は1産目が1.9頭,2産目が0.9頭およ

び3産目は1.7頭であった.EFS保存液では1産

目で10頭や2頭が,2産および3産冒ともに9頭

中4頭のレシピエントがGFP産仔を分娩した.3

産目までにGFP産仔を分娩したレシピエントは

6頭であった.1度田から分娩回数を東ぬるに従

いGFP産仔数は増えてきたが,GFP平均産仔数

は少なく0.2頭-1.3頭の幅であった.ESVS保存

液ではl産目で10豆顔中8頭,2産目では9頭中7

頭および3産目では9頭中5頭のレシピエントが
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蒙望 各種保存液を使用して凍結した卵巣を移植されたレシピエントの繁殖成績

bl卵巣由来産仔

凍結濃 度次 Rc数 分娩Rc数 分娩Rc数 総慶子数 h 由来 (平均1 Rc由来 (平均)

1 3 3 3 26 15 (5.01 11 (3,71

3 3 3 3 33 22 (7.3) 11 (3.7)

1 10 10 8 67 24 (5,01 43 (4.3)

ESVS 2 9 9 7 76 20 (4.3) 56 (6.2)

3 9 9 5 72 21 (7.3) 51 (5.7)

1 9 9 6 64 17 (1.91 47 (5.21

DAP213 2 9 9 6 80 8 (0.9) 72 (8.0)

3 9 9 5 72 15 (1.7Tr 57 (6_3)

1 10 10 2 59 2 (0_2) 57 (5.7)

EFS 2 9 9 4 69 5 (0.6) 64 (Tl)

3 9 9 5 78 12 (1.31 66 (7.3)

1 10 10 4 59 10 (1.0) 49 (4.g)

VSED 2 10 10 3 95 3 (0.3:. 92 (9.21

3 9 9 2 86 3 (03) 86 (9.6)

､ L/シヒエント卵巣を残しているため.トノー_レシヒエント各卵巣由来の仔が混ざって生まれる

GFP産仔を分娩した.3産目までにすべてのレシ

ピェントがGFP産仔を分娩し,毎回GFP産仔を

生んだレシピエントは4頭であった,GFP平均産

仔数は2.2-2.4頭となり,未凍結の対照群より

低いものの,他の保存法より多い値を示 した.

VSED保存液では,10頭車 1産目4頭,2産目3

顔,3度目は9頭中2頭が GFP産仔を分娩 した

が,EFS保存液と同様にGFP平均産仔数は0.3-

1.0頭と低 く推移した.各保存法による分娩レシ

ピェントの延べ数とGFP産仔総数をx二乗検定

で比較 した.束凍結 と各保存液の間,および

ESVS保存液 と EFS保存液 ,ESVS保存液 と

VSED保存液,DAP213保存液とVSED保存液の
間に有意差 (P<0.05)があった.

初産でGFP産仔を生んだレシピエントにおけ

る卵巣移植から分娩までの平均目数を義4に示し

た 莱凍結卵巣を移植した対照群の初産までの平

均日数は43.3日となり,3頭すべてがGFP産仔

を分娩した.DAP213保存液の平均日数は39.7日

で9頭中6頭が分娩,ESVS保存液では,平均目

数は38,9日で10頭や8頭が分娩した.EFS保存

液の平均日数は42.0日で 10頭中2頭,VSED保

存液では平均日数は42.8日で10頭中4頭であっ

た.

考 察

実験 I

DAP213保存液は,簡易ガラス化法による駐凍

結保存液として汎用されているが,凍害保護剤と

して‖いられているr)MSO.Acetallli(leおよび

Propyleneglycolは細胞毒性のあることが知られ

ている.このため初期艦においては,浸潰時間は

5分と短時間であり,またOoCに冷却することで

毒性をできるだけ低く抑えている.Migishimaら

の報告では椎と同様に5分の浸酒時間で行なって
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泰3 凍結卵巣を移植したレシピエン トの分娩成績

肝P/産仔 数*

保存液 産次 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 4:.:9 6:･ノ7 5/■10

Cont 2 4/-10 4,:'9 5/5

3 7,,I;10 7./10 8_･'-10

1 0:r5 1/:7 0.;8 4:'5

ESVS 2 1!,;5 0/5 3,/'B 1/9 1ノノ9 7､′′′ノ12

5/'g T::10

1/3 3/8 3..''8

1/5 4/13 4./13

0.I/5 3/8 3./;8

1 0.;,:5 0!'7

DAP2132 0/9 1./9

3 0了10 3･･′′9

2/18 1/''6 2,/8 0::!7 4.,rJ9 5/11 5./ll

2.,'6 0./9 2,/6 0./9 1/8 1/./ll 1../ll

0.:'7 1./r6 0:/7 2::LIO 0:</4 7′,:13 7./J13

1 0..,7 0:/'4 0:'5 0/3 1了8 0/3 0,/6 0了′7 0/9 0/9

EFS 2 0.;:5 0./5 1::3 1:'10 1/13 1/10 - 0:4 2/'10 2/10

1 3.:4 0.,'11 1,:'2 0/2 0/5 0/-2 2./8 0/7 0/9 0;r'9

VSED 2 1.1'111 0./ll 1::4 0.70 0/'10 0,/10 0::10 0/10 0:/12 0:/'12

3 0′∴̀8 0,/11 2.:72 0..■10 0,;'5 0,I.'10 0_!8 0/8 0/8 0(I/8

+レシヒエント卵巣を残しているf=め. ドナ-.レシヒエント各卵巣由来の仔が混ざって生まれる

衰4 初産でGFP慶子を産んだレシピエン トにおける卵巣移植から

分娩までの平均日数

Rc数 GFEを分娩したRC数 平均日数*

3

10

9

1010

43.3 (34--49)

38.9 (34-50)

39,7 (36-581

2.･･■10 42,0 (34-47)

4:10 42_8 し36-51)

専一顔貌移植後 項4日の槻 期間を含む

いるが,卵巣は体積も大きく複 数 の 細 胞 で 構 成さ

れていることから,この条件が適 し て い るのか検

討するのは重要な課題である.実験 1の組織学的

評価では,浸透度を把握するため 16日齢卵巣を

その まま凍結保存 して解析を行なったところ,

DAP2ま3保存液への浸漬時間が長くなるに従い,

変性の認められる範囲は狭まった.5分と10分の
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浸演では表層の原始卵胞や一次卵胞には変性が認

められないが,内部の卵母細胞には透明帯と卵胞

上皮細胞との間に間隙が確認されることから,耐

凍剤が十分に浸透していないことが窺われた.30

分になると,中心部の細胞には間隙や核の損傷が

認められるが,間隙は狭く軽度になっていた 60

分では30分と同様の変性が認められる範囲は中
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心部に限られ,その他の部分は朱凍結卵巣と遜色

ない状態で保存されていたことから,保存液が内

部まで Ujiに浸透し,細胞内の水分と置換された

と考えられた.

前述の通り,組織学的には良好に保存される浸

透時間が推定できたが,卵巣細胞が正常に機能す

る能力が保持されているかは不明であるため,つ

ぎにレシピエントに卵巣を移植し産仔が得られる

かを検討した.移植卵巣由来の轟仔数については,

5分浸漬群は他の時間と比べ有意に少なく,60分

と30分浸液群の間に有意差がなかった.この結

果は組織学的な評価と一致するものであった.

Hasegawaら25)はESVS保存液での浸透時間

について詳細に検討し,2分では表層部のみが正

常性を保ち,内部は広範囲に障害を受けているが,

lo潜,20分,30分と処理時間が長くなるにつれ

て,内部の障害 範囲が縮小したことを報告してい

る,そして1mm3のマウス卵巣組織に凍害保護剤

が十分に浸潤するには30分必要であり,60分処

理でもほとんど差がないことから,凍害保護剤で

の処理はできるだけ短時間にするべきとし,30分

が最適であると結論している,実験 1でも同様の

したが,ここでは浸透度を観察するため16日齢

卵巣をそのまま浸漬して組織標本としている.那

巣の大きさは長径で 1.5mm程度であったので,

1/2または1/3に切断して1mm以下にし,30分

の浸演を行った.これによって十分な浸透が得ら

れるとともに処理時間を短縮し,凍害保護剤の毒

性を減少させることができると推察された.

実験2

実験 1の結果を踏まえ,実験 2では卵巣を1/2

または1/3に細切して用いることとし,DAP213

保存液での浸漬処理時間は30分とした,卵巣を

移植されたレシピエントの繁殖成績において,莱

凍結の対照群ではドナ-卵巣由来がレシピエント

卵巣由来の産仔数を上回り,またレシピエント全

頭がドナー由来を分娩していた.これは移植が的

確に行なわれ ドナ-卵巣が生者して機能してい

る結果であると推測された ドナー卵巣由来の産

仔数をみると,ESVS保存液とDAP213保存液で

多いのに対して,EFSとVSEDでの数は少なく,

両者間には有意差があった.EFS保存液ではドナ

ー卵巣由来の産仔が得られたレシピエントが1度

次 2頭,2産次および3産次が4頭で,産仔数も

2,5,12頭と分娩を東ぬるに従い増加した.一方,

VSED保存液ではドナ-卵巣由来の仔を産んだレ

シピエントが4,3,2頭と減少し,ドナ-卵巣由

来座仔も10,3,3頭と減少する傾向がみられた.

EFS保存液はethyleneglycoまとFicol呈,stlCrOSe,

VSED保存液はe血yleneglycolとDMSOという

単純な組成である.凍害保護剤の浸透は卵細胞の

発育段階や卵巣内の細胞の種類によって,その速

度が異なることが知られ26)27),卵母細胞,または

原始卵胞などが選択的に保存され,生者したドナ

ー卵巣の発育に時差が生じている可能性が考えら

れた.また各保存液において,初産でGFP産仔が

得られたレシピエントにおける交配から初産まで

の平均日数は41目前後であった.分娩したレシ

ピエントの頭数には差があるがチいずれの保存滴

でも早いものは34-36日であり,オスと同属さ

せた直後に交尾していることが確認できた 初産

までの日数には各実験群ともほぼ同様で,保存液

の影響はないと判断した.

実験終了後にドナー卵巣由来の仔を産まなかっ

た卵巣を観察したところ,すべてのレシピエント

でGFP蛍光を発する組織が観察できた.Tokieda

ら20)は,EFSおよびVSEDを用いて凍結保存し

た実験では8細胞期の桑葉駐以上に発生が進まな

かったが,ホルモン産生能については未凍結卵巣

と凍結融解した卵巣で有意差は認められなかった

としている.本実験の結果では,移植卵巣により

生者はしたが排卵機能などに何らかの問題があっ

た可能性が推察された.今回の実験では移植後の

組織検索は行なっていないが,GFP蛍光を観察で

きていながら,十分な機能を果たしていないドナ

-卵巣の状態については興味深いところであり,

今後の課題としたい.

マウス系統保存への卵巣凍結と卵巣移植法の応

用を考えた場合,移植成績が安定して産仔を得ら

れることが必要である.しかもできるだけ早い産
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次で多数の産仔が得られることが,これらの方法

をより有効なものにするという観点から,産仔成

績の良かったESVS保存液,DAP213保存液が優

位になる.しかしDAP213保存液を用いた凍結法

は,保存液,融解液ともにマウス腔凍結保存で汎

用されるものをそのまま使用できるという利点が

ある,卵巣移植法は長い歴史を有しているが,近

年はいろいろな改良が加えられて著しく汎用性が

増している.例えば,免疫不全であるSC王Dマウ

スをレシピエントに用いることで組織適合性の異

なる系統間での移植を可能にしたことはその-=-つ

といえる.このことは,系統育成中の遺伝的背景

が袴雑かつ明瞭でない遺伝子改変マウスの維持 ･

保存には重要なツ-ルとなり得ることが期待され

る.
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