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i;壁 :適急速凍結保存法を履いた マ ウス初 期 腔 の生存性をこ関す る検討

Ⅰ. 緒 言

晒乳動物即し'1凍結保存は ~l()71隼 ＼＼'llittitlgllL-ull∴l

がマウスを用い凍結保存に成功 して以来,著 しい進歩を

遂げている.この凍結保存技術の成功をこより各種の晒乳

動物卵で鮎応用が還ねられヲ育種学的な分野における穂

の保存が盲f能となり系統維持などに利周されてきた.

さらにヒトにおいても,近年体外受精 や賑移植法が還

症不経症をこ対する治療法として広 く普及 してきている｡

ヒト受精卵の凍結保存により,妊娠率殿向上と採卵回数

の減少及び多胎妊娠の回避など患者の肉体的負担が軽減

され,凍結保存の蛋密使はより一層増 してきている.1983

年には,Trounsom,MohFら2)がヒト受精卵の凍結融

解涯の移植による妊娠出産例を報告 して以風 紋米諸国

を中心に臨床応用が続けられ,本邦においても且989年

より数施設から相次いで成功例が報告された3)-5)

しかしながらヒト受精卵の凍結融解後の匪生存率は未

だ高いとは言えず,きざ)に凍結融解法など解決すべき問

題 も多い-

-磯 に受精卵の凍結保存法は Whittingham らの原

法親風 緩慢凍結法 (slow fTeeZimg)邑)2)6)が行われて

いたが,近年では凍結法をさらに簡便化する努力が続け

られ 急速凍結法 (Rapidfreezing)ri}-9)が開発され

現在では広 く応用されてきている.

さらに.." TmunSOm ら旦0うにより開発された超急速凍

結法は,従来の凍結法と違い高価な凍結機器を要せず簡

便で しか転換綿て短時間の内に凍結が完 fL比較的良好

な生存性が得 られることを報告 した.

本研究では,マウス初期陸を伺い凍結保護剤を添加後
液体窒素中に直接投入する超急速凍結法の基礎的検討を

行い,従来の急速凍結法星ljと比較検討 Lた.また体外

受精旺移植法により縛られたヒト多精子受精卵を用いて

超急速凍結法のヒト受精卵への影響を検討 したや

ⅠⅠ . 研究材料お よび方法

1. 旺採取法および培養法

1/l 成勲雌 '':.LI-(tH八1Jlミし'XL､こililit､こLi-1二.3週齢1

∴ J'＼1トー･.さ… 一汁両 11:潮 k髄 器＼iLL_ト ⅠLl_;亘',0日こItrりI)iTlこ

持田製薬)をそれぞれ5単位ずつ後8時間間隔で腹腔内投

与 し,HCG 投与後直ちに同系成熟雄マウスと寝然交配

を行った.翌をヨ鰹栓 (copulatryplug)の認められた鮎

のを駐提供マウスとした.HCG投与から20-2竣時間後

に前核期腔を,また亜～44時間後に2細胞期狂をそれぞ

れ卵管潅流陰により回収 し凍結嚢験に供 した.前核期匪

991

素 量 卵管潜流および凍結保護剤作成に履いた
l'IミⅠハ組成

(､いTllいいSitioTlいrl'ho六日hこItL､hLll-I-し-rL､LIlllL､(iiL川IJ)1ミ11

Components mM 蛋/i

NこlCl 且36中87 7.日いり

KC且 2.68 0.20い

CLIClコ.2日10 0.90 0.132

KH2PO遠 1.LIT 0.300

MgC12.6H20 0,LlO 0.O996

NJごHf)OJ ti.いり 且.且50

Na-PyruVate 0,33 0.036

G一ucose 5,56 I.000

T'(:-G 0.OGい

BSA 濃度は以後の HTF培養液でも 3mg/mlと
した

は 0 .1% HyaluF｡midase加 PBⅠ溶液中で卵丘細胞を

除去 L,第2極体を放出 した狂のみを使用 した.なお卵

管潅流および凍結用基藤溶媒として表 丑に示した 3mg/ml

濃度の 鮎vi王1eSemm aibumirl(盛 A;Si郡 a社)を含む

l'Ⅰ汁 ろ｣､Jt-..し､上.

また, ヒト多精子受精卵は当科における体外受精駐移

植プuグラム121により得られた受精卵を患者の同意を

得た後,実験に用いた,

凍結融解直後の狂は,耐凍剤の除去後実体顕微鏡T に

形態正常紅を同意 した.引き続 き,この形態正常陸を 3

m留/m且fSSA を含む HTF甲 33で37℃,5%C扮2,5%

0 2,90% N2 中にて培養 し匪鶴亀-の発育を観察した,

肝の生存性の検討として前援斯肢では融解時に形態学

的に細胞質が収縮 したま濠で戻らないもの,膨化 したも

殿,変色 Lたものなどの変性卵を除いたものを生存雛と

した.2細胞期以上の分割卵では同じく融解時半数以上

の卵割球が正常であれば生存肝と判定 した削 .

なおすべての溶液作用には MillipoTe超 純 水 製造装

置による超純水を用いたヰ

12.超急速凍結法 (UltrilriIPidlllrl,I-I.ing)の検

討

鮭の凍結および融解方法として室温,にて凍結保護剤を

添加後液体窒素車 (-且96管)に直接投入する超急速凍

結法に関 してウ呆初期狂を用いて以下の基礎的検討を行っ

た ,

1) 凍結保護剤の影響

0.Li)51M Su｡rOSL､}3･_:.1･L]n:::_た こL･-iM 濃.度てい 1)ilⅢ､tll
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ylsulfoxidt1(L)八･･1SOl二転よこドPr()pl1.lldiot(1'lミOLIlを

使用 し融解襖の生存率および旺発生率を比較検討した甲

2) 凍結保護剤添加後の陸の平衡時間

結保護剤添加後の狂の平衡時間をそれぞれ2-3分,嶺

-8分,I(1分l十tI_LT13群に分け検討7L-,fLI.

封 DMS0 濃度による影響

I)A-1SL)'7)濃度設定として 1.(1M.1).OM∴i.5M.lr).O

て検討 した.

･い 凍結保護剤t里奈五万沃

融 解 後 し'〕凍 結 鶴 薄利ハ除去を 0.25九,1Sl灯t･()St･.;こ5

分間 浸 透 す る 丹 那 館 香 ･釈 沃 し1-st印 (iiluliいHL.L_0.1'iI'M

Surr･OStナ し上 り :-) /JJ 毎 :汗 封 裾 二 希 釈 寸■ 工 汗 封 暦 香 ･釈 法 しこ3

sttlt)d ilu li川 11 (7) :_用 ∵ こ寸 ヒ較 検 討 し 仁

5) 虻 卜 受 締 卵 へ の 影 響

同 様 に L ト キ 精 [-√受 精 卵 射 ‖ い 検 討 L 1,fI. . 凍 結 保 護 剤

i
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図 1 急 速 凍 結 法

として 0.25九,1SurI10S(_.を加えた 3.5九･′11)九､･tS()を使

jl~it.室温にて畔上･r)平衡時間を2-二iJJIーl二した.肝を

-I::･てヰ.･.A'7-くい~トーに封人後 し1-八日ト守､た;115-

2()晒し明付.液休宰表中に投入.融解は二i7tlLり混水中で

行い r_)～,tS(_)叫余点 上0.1)i-)＼lStltl･ost･､をl臣 ､rfl'､1stilt)

(Iiluti川1法にて行.･,た.

:i. 急速凍結法 (ltapidFrPIl･/.inLr)との比較検

討

急速凍結扶 し図 11は --､･r-,~再J]l抑li斗 室温にて 1.;-'

礼:1I-)Jくし)I-1さ∴に 0.1九･1Sll(-l･(1St,を加,L::HJLIl.Sj八･･TI)Ⅰ(()I-1

をこそれぞれ15分間平衡させた後 0.25miプラスチック

'く卜17--円;･二村入し･!∴ 1'｢()i,rこullTTr(で7el･i.英国 l'lこItl11t-､r

冷 却 し- 7℃ で用手的に根来後15分間保務 した申ひきつ

1.巨 I.Lf)(卜r minで冷却後液体華素中に投 入tノ∴

凍 結 畦LT)融解甘 FH､ハ八･･､プ｣桐,十人卜l~卜寸 宰混及び

二1什lLl徽 混泥中で1両耶附糾､トト;I､急速融解江 口(IOtll･11inl

を･吊 し､.I)fくし~)IllL里余_転･沃 SllL､r(1S(､にて∴iJ判明5分毎

に凍結保護剤を希釈 した,PBⅠで洗浄後同様をこ経の形

態学的正常性及び腔盤胞-の発生率を検討 した.

･I. 統計学的解析は x':検定により行い,有意水

準は{)96j以下を有意差ありと判定した.

111. 結 果

1. 超急速凍結法

蓬)凍結保護剤の影響 (寮 望)

でウ呆前核期匪および2細胞狂ともをこ生存率,旺発盤

て あ ･､た.

2) 凍 結 殊 護劉添加後の経の平衡時間 (寮 3)

室 温 で の 狂 との平衡時間が2-3骨の群(擁%;32/3射
れ しこト 1 - 8 分 の 群 し76.5Oo:L'9こ掛に比べ10分ILLFl.
平 衡 さ せ た 場合 (50%;20/壊0)には生存率が低くなり

表 2 i:那.ti一保護剤ハ 疑三関 Ll)＼･.lSO 上 1〕tミ()lll

embryosもa爵e rryot)rot(ヾtこlnt←十O.器 Mmlぐう No.ofぐmbryOヽfrozen r(､ぐいVL.rL､d survived b王astocysも

一ccLll2ぐPll r)ヽtSO 再jM1 87 85 76(89.4%)率 42(55,2鮎′)*
PROM(3.5M) 36 36 且0(27.7%) O

DMSO(3.5M) 70 69 58緩り.OOo)* 43(74.1%)*

*P〈O.01＼･et･sLlSI-'tく()r-i
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旋盤胞への発生を認めなかった.2- 3分･の群と4- 8

分の群は有意差を認めなかった.

3)DMSO 濃度による影響 (索 郎

L).OM∴i.5M ハ群に比べ 1.0へ1.5.(1M 濃度でL_F上

存率及び匪 盤 胞への発生率が着意をこ低下 したi3.5M と

2,OM DMSO 群間では有意差を認めなかった.

射 凍結保護剤の希釈法 (寮 5)

0∴!.I:)九･lSuLll･os(一に.巨二､卜st(-ド(iilulio日 と.0.i){)M

99:i

Stlrr()St､上り:i段階 に希釈す :JI､二')Sttl)diluti川 1 法 で

は両群間で融解後の盤存率及び防塵胞-の発生率 に有 意

差を認めなかった,

5)ヒト多精子受精卵-の影響 (喪 6)

6コと少数例の検討であるが,凍結観鮮複に5:1 鰻3.3

%)が正常形態を示 し手 2コ (40%)が狂盤胞-発生 し

東二.

豪 語 凍結保護剤添加後の腔の平衡時間 と融解後の駐発生率 (マウス2細胞期旺)

EquilihmtiいntiTnt. L1｢y い い rり teL1 an t(+ th 25 M su c ) NO.OfembryoslrL一八､日 recovered surV主ved blastocysも
2-.3m豆n DMSO (3.5M) 40 36 32は9%)串 24(75%)率
4--8min DMSO (3.5M) 10 38 29(76や5%)** 12(51.7%)*

*p<O.olversus且Om豆rl< **p<0,05versus且Omin<

豪 速 DMSO の濃度による融解襖の旺発生率 (マウス 2細 胞 期 )

DMSO concemtFation(ヰ0申25M suc) ビnlhryいstage ～(1 いfem h｢yいSfrozen recovered nl｢ViV b払StOCySt

1.OM コCぐlt 40 38 i9(50.0%) 6(31.5%)

コ.OM ?CL.lt 33 29 22(75.8%)書 15摘8%)○

3̀5M二 2ceit 70 69 帝 は(一.OOoy' 壇2浮5%)〟

*p<0.01 **p<0.05 m.S;notsi琶nificanも versus1,OM DMSO

寮 5 凍結保護剤の希釈方法 (マ ウス2細胞期)

Ditutiり i,mhryい N O. Ofembryos

method Stage Trい八､日 recove r e d survived b旦astocysも

1-トtL,い 2ce日 40 36 32(89%)｢123(80%)｣ 2頼 75%j｢2且5(65%)i

(1,2:N,S)

豪 6 題急速凍結保存の成績

embryosta搭e C ryoproもectant(+ 0,25 M sue) NO.ofemb叩OSfrO付目 recoVeT,ed sum妻ved blastoeysも

lして一一(mouse) D M SO (3.5 M ) 103 98 朗 (85.7%) 38(45.3%)

2Cぐll(mouse) D MSO (3.5ヱ痛) 108 95 73(76,8%) 51 摘 9,8%)
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図 2 磯急速法および急速法をこよる凍結融解後の形
態学的正常駐の堂回収肱をこ対せる割合

2.急速凍結法との比較

マウス初期陳を使用 し凝急速凍結法の成績と従来の急

速凍結法と比較検討 した.

凍結融解直後の形態正常駐の割合は,マウス前接斯鮭

では緩急適法で殿中7% (艶髄 )緊急違法で轍% (H3/127)

であり,2細胞期鮭ではそれぞれ76.8% 673畑5)穿79.且

% (81/ま02)と両群間で有意差を認めなか--)た く国 営),

形態正常駐を追加培養 し紅塵胞-発生 した割合は前榛

期陸では題意遵法で嶺5.3% をSB/84)芳急速法で59.2%

(67/u3)であり,2纏腹掛 ではそれぞれ69,8% (51,/73),

64.ユ% (52/SD と同 じく両群間で有意差を認めなかっ

上 し図 :i).

Il .' . 考 案

受紳伸')凍結 保 侶 二 閃 一 日 :- 研 鶴 .L WhittinL,hこImE l､萱､

来,数多く殿試 み ら れ て き た .

-艇に凍結保 存 に お い て 敗 の生存性に影響を漁を富博一主

たる因子として①凍結時の紅の発盤段階富を凍結および融

解の方法③凍結保護剤の種類などが考えられている14),

従来より②の凍結融解法に関 しては,太別 して緩慢凍

体窒素廟 こ投入),急速凍結法7卜9)巨 40℃まで紛 - 0.3

℃で冷観 その後液絡墾嚢中に投入),V鹿ifieati｡m法15)16)

(室温より直接液体窒素中をこ投入)の 3種類の方法が行

われてきた. しかしながら,これら3法はそれぞれ有考Ej,

不利な点を有 しており緩慢凍結法は比較的安定 した成鱗

を得ている屯のの凍結融解操作に長時間を牽することが

最大の欠点である.

また Vitrificat豆om法は,操作に要する時間は短縮 さ

lnt1
(̀つJ)

88
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/iO

:)0

0

2pronuclei
stilqe

二子Ct川
t;tI)qt?

図 3 凍結融解後の生存肝を培養 し,紅塵飽-の発

′ト率

れた反面,高濃度の凍結保護剤 拍3モル)を使用するた

めに液体窒素に浸潰する前に低温下で順次高張液車に鮭

を移すという煩雑な操作を行わなければならず必ず しも

良好な凍結法とは言い難い.これらのことから硯私 急

速凍結法がその簡便性と£転校的安定 した成績を待てるこ

とから広 く用いられている.Troumsom ら息0/ほ予体内

受精由来マウス腔を保存液に移 しス トロー--杓に封入 Lた

観 直接液体窒素廟 こ浸液する魔急速凍結法を考案 し狂

の凍結保存に成功 している. しかしながら従来の緒告の

多くは4細胞期以降のものでありすより早期の受精卵に

ついての報告は少ない.奉研究では凝急速凍結法の基礎

的検討として①の肝の発生段階をマウス2細胞期陸を周

いて検討 したヰなぜなど〕凍結融解に尉する感受性は早期

の駐ほど高 くi7), また と卜体外受精において最勘の体

外培養によさ/3肝の劣化をきた Lやすいこと玉8)から初期

肝の凍結保存での検討が実際 呈二藍要と思われる▲また凝

急速凍結法における凍結保護剤の影響に関 して検討を加

奉賀験結果よりチ超急速凍結法においては凍結保護剤

として P三宅0Ⅲ に くらべ 扮MSO の使用により成績が

向 l･.し-/jTA.八Ll＼＼でI-a :.LO i､超急速法;'L右いて Ⅰ'lく()ll,

および DMSO との混合溶液 (1:日 を耐凍剤とし

て検討 しているが同様の成績の低下を報告 している. --一

般に冷却時の凍結障害を抑えるために溶媒に加える凍結

保護剤にはヲ分子量が小 さく細胞内透過性がある私の

(PR0Ⅲ,DMSO,Glyceroiなど)と分子量の大きな

非透過性のもの (Sucrose,Poiyvinylpyrro最oneな

ど)とがある.前著は細胞内に入 り細胞質の塩濃度を高

めることで共晶点を低下させ,細胞膜や細胞内蛋毎を保
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護する作周があると考えられる申また後者は溶媒の濃度

を上昇させることで,その浸透圧差により細胞内自由水

の脱水を促進すると考えられる.超急速凍結法をこおける

PROHの使用は透過性の高い P民OH と非通過型の

sucmse との堰互作済により,短時間でも過度の脱水が

おこり細胞内浸透圧上昇による細胞障害が引き起 こされ

たためと考えられる.さらに PR灘 の健脚 こより,投MSO

使用時に認めなかった凍結ス トロ--殿破損や溶液のガラ

ス化により融解時に多 くの陸の変性が起 こることが本実

験でも観察 された.

室温での紅との至適平衡時間に関 しては専用分損上平

衡させた場合有意に融解後の陸の生存率および匪発生率

が低下 した. このことは DMSO と胚 との平衡時間の

増大により過度の脱水や DMSO 自体の持つ細胞毒性

の増強などの影響が考えられる.DMSO の至適濃度に

関 しては,2M,3.5Mo旦群で成績は良好であり 5M,i

Mol群では成績が低下 した.一方凍結保護剤の希釈法

では, 現在緩慢および急速凍結法では段階約番釈法が行

われているが,本実験では 0 .25M Suemseによる 且

段階希釈法と徐々に段階的をこ希釈 してい く3段階希釈法

の記法で検討 したが両者の方法間に有意差を兄いだせな

かった .

つぎに耐凍剤 を段階的をこ添加する急速凍結法互選)との

よt:瞭検討では,マウス前核斯駐および2細胞期陛ともに

融頗機 の駈生存率および発生率ともに有意差を認めず同

様の高い成績が得 られた.一般をこ凍結障害は,細胞内自

由水の凍結による凍晶化が原弼で起 こる物理的細胞障害

と脱水をこよる浸透圧衝撃や高塩榛濃度による蛋白質の変

級 (溶液効果)によっておこるという二要因仮説を M諾m T

ら20)は提唱 した.すなわち緩慢冷却では脱水が十分に

行われるが,細胞膜や細胞質は高塩分濃度にさらされ し

かも脱水によか扱綿のため浸透圧衝撃を受ける. -方急

速凍結では細胞内自由水の脱水が十分に行われないため

細胞内氷晶形成を生 じ細胞を物理的に傷害すると言われ

ている｡初期狂ほど個々の割球が大 きいため細胞内自由

水の十分な脱東は短時間では困難とされているが,超急

速凍結法 においては急速凍結法 (1.5Mol濃度) より

高濃度の DMSO および Sucroseとの併用により短時

間で細胞内氷晶形成を起こさないほどの脱水が可能であ

る と い う報告があ る 10).

さ吊 こしニト受精卵 し13O,'zOlは --:rt7'く受精卵 し75/吋1

に比べ大 きな細胞であるためより脱水 Lがたい細胞の一

つである.今回少数例ながらkl卜多精子受精卵を用いた

検討では9融解後83%が正常形態を示 し40%が紅塵脇へ

5195

発生 し!∴ (-1(1l･dts上､,--!t も コ.:Il九!lI)九･†S()濃度IL',Llrn]様

の検討を行い8凱5% 抱7君9)の生存陸と71.0% (12/17)

の分割率を得ている,

従って魔急速凍結法は非常に短時間で操作が完了 し

かり簡健な方法であ り,マウス初期陸での検討では従来

行われてきた急速凍結法と閲等の高い腔生存率と狂盤胸

-の発生率が得られたことから看周な方法であることが

町 ､-か十十 ､上. さ吊 二超急速凍結法ハ 1･,卜受精町 ＼＼ハ

応用の可能性を示唆 した. Lか しながら本法によると 卜

染色体への影響については詳細な報告は少な く,臨床応

用に当たっては安全性について今後 さらに検討が必要で

あると考えられる,
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なお,本論文要旨の一部は第43回Eヨ本産科婦人科

学会学術講演会 (平成 3年 3月,嘉都)をこおいて発

表 した.
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