
ウシ精子および初期胚におけるアクアポリン3および7の

発現と耐凍性との関連性に関する研究

2018 

岩手大学大学院 連合農学研究科

生物生産科学専攻（岩手大学配属）

藤井 貴志



目次

頁

圧 土弟 1早緒論. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

第 2章 ウシ精子におけるアクアポリン 3および 7の発現と耐凍性との関係

1. 緒言．．．．．． ． 6 

2. 材料および方法・ ． ， 
3. 結果・ ・17 

4. 考察・ ・30 

5. 要約・ ・37 

第 3章 ウシ初期胚におけるアクアポリン 3および 7の発現と耐凍性との関係

1. 緒言．．．．．． ・40 

2. 材料および方法・ ・43 

3. 結果・ ・53 

4. 考察・ ・72 

5. 要約・ ・80 

第 4章総括・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・81 

謝辞・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・84 

リI用文献・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・85 



第1章

緒論
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牛における人丁授精および胚移植技術は、 効率的かつ計画的な優良種畜の浩成

による 育種改良や高能力な繁殖素牛の増産において必須の技術である。 このよう

な中、 ウシ精子および初期胚の凍 結保存技術は、 人工授精や胚移植における時間

的かつ地理的な制限を排除することができ、 人工授精および胚移植技術を活用す

る 上で極めて 重 要な役割を担っている。 ウシ精子の凍 結保存法については、 1952

年に Polge が 、 グリセリンを耐凍剤とした ウシ精液の凍 結保存法の開発に成功し

ている(Polge 1952)。 ま た、 ウシ初期胚の凍 結保存法については、 1973年に

Wilmutらにより、 緩慢凍 結法による凍 結胚由来の子牛が生産されている(Wilmut

ら 1973)。 その後、 ウシ精子および初期胚の凍 結保存法は、 人工授精および胚移

植技術の実用化と並行して、 凍 結保存液の種類 、 耐凍剤の種類や濃度、 耐凍剤の

平衡時間の検討や 新たな凍 結器具の開発等がなされ 、 様々な改良が加えられてき

た。 現在では、 ウシ精子の凍 結保存法として、 グリセリンを耐凍剤とし た「急速

凍 結法」が 、 ま た ウシ初期胚の凍 結保存法として、 グリセリンやエ チレングリコ

ール(EG)を耐凍剤とした「緩慢凍 結法」および高濃度の EGおよびジメチルス

ルホキシド(DMSO) を用い た「ガラス 化保存法」が 一 般に普及している。 一方

で、 様々な改良が加えられ た現在の凍 結保存法を用いても 、 凍 結融解後の ウシ精

子はその約 30-50%が死滅する。 ま た、 凍 結融解後の ウシ初期胚の移植後の受胎

率は、新鮮胚移植の受胎率と比較して低い ことが知られている（農林水産省2016)。

凍 結融解後の ウシ精子および初期胚の生存性および受胎能力をさらに高めること

ができ れば 、 より効率的かつ計画的な育種改良と優良牛の増産が可能となる。 そ

のためには、 ウシ精子および初期胚の凍 結 傷杏に閤わる低温生物学的特性につい

て、 分子レベルでの理解とそ れらの知見に基づく ウシ精子および初期胚の凍 結保

存法の技術改良が必 要である。

凍 結保存および融解 過程が細胞に与える 主な 傷害としては、 細胞内氷晶形成に
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よる傷害、 耐凍剤の細胞毒性による傷害および 急激 な浸透圧変化による細胞 の 過

度な膨張および 収縮による傷害が挙げられる(Edashige 2016a、Edashige 2016b、

Kasaiら2002、 Pedroら1997)。 こ れらの 傷害を 凹避するためには、 凍 結保存お

よび融解 過程において、 細胞膜 で適切かつ効率的に 水や耐凍剤の 透過が 行われる

ことが 重 要となる。 そのため 、 精子および初期胚における水や耐凍剤の細胞膜 透

過性は、 上記 の 傷害と密接に関わる重 要な低温生物学的特性であり、 凍 結保存の

成否を 左右する極めて璽 要な 要因と 考えられる。 網胞膜 における水や耐凍剤の 透

過は、 主に、 脂質二重膜を 介した非選択 的な単純拡散と脂質二重膜 内に存在する

輸送 タン パク質を 介した 促進拡散により 行われる(Verkmanら1996)。 アク アポ

リン(AQP) は、 1992年に Agreらにより、 水を 選択 的かつ効率的に 透過させる

機能を持つ細胞膜 の内在性の チャネル 分子として発見され 、 網胞膜 における促進

拡散に関与する最も 重 要なタン パク質の 一つとして知られている(Preston ら

1992)。 AQP は、 アス パラギン(N)、 プロリン(P) および アラニン(A) の 3

つの アミノ酸で構成される NPAモチ ー フという 短い疎水 領域を持ち、 その 領域

が 水 の 通り 道と なる 小孔を 形成し、 水 分 子 の 選択 的 透過性を 規定している

(Murataら2000)。 こ れにより、 AQPは、 細胞膜を 介した非選択 的な単純拡散

と比較し、 約 10~100倍の効率で水を 透過させることができる(Agre ら 2002)。

哺乳動物では、 AQP OからAQP12 までの 13種類の AQPが同定されており、 そ

れらは 一次構造や機能の 違いにより 、 水を 選択 的に 透 過さ せる classical AQP 

(AQP O、 AQP l、 AQP2、 AQP4、 AQP5、 AQP6 および AQP S)、 水に加えて耐凍

剤として使 用されるグリセリン 等の 小 分 子 も 透過さ せる aquaglyceroporins

(AQP3、 AQP7、 AQP9および AQP lO)、 そして他 の AQP と 一次構造が大きく

異 なり、 細胞質内に局在する superaquaporins(AQP llおよび AQP12) の 3つ

のグル ー プ に 分類される(Agreら 2002、 Ishibashiら 200 9、 Verkman 2002)。
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AQP は、 様々な動物種において、 精子および初期胚を合め 、 腎臓、 肺、 消化

管、 皮膚、 子宮、 卵巣 、 精巣など生体の種々の組織および細胞に広く発現してお

り( Ishibashiら 1997a、 Ishibashiら1997b、 Hara-Chikumaら 200 5、 Huang

ら 200 6、 Takataら 2004)、 生体内外における組織や細胞 の恒常性を維 持すると

いう 極めて 重 要な生理的役割を担っている。 一方、 近年、 細胞 や組織の凍 結保存

過程におけるAQPの重 要性についても注目が高 まっており(Salesら2013、Yeste

ら2017)、 特に マ ウスやプタの精子、 卵子および初期胚を中心に、 AQP発現と耐

凍性との関連性について研究が進められ ている( B edford-Guaus ら 2016、

Edashigeら 2003、 Jinら 2013、 Morat6ら 2014、 Tanら 2015)。 しかし、 ウシ

精子および初期胚においては、AQPの発現とその機能について知見の集積が十分

でなく 、AQP発現と耐凍性との関係について不明な点が多い 。 ウシ精子および初

期胚における AQP の発現や機能の理解は、 ウシ精子および初期胚の凍 結保存技

術の改善に寄与すると 考えられる。

そ こで本研究では、 水および耐凍剤の両方を 透過させる機能を持つ AQP3およ

び AQP7に着 目し、 ウシ精子および初期胚における AQP発現と耐凍性との関連

性について検討した。 第 2 章では、 ウシ精子におけるAQP3および AQP7の発現

と 、そ れらの凍 結保存 過程を通した局在性および発現鼠の変化を調べるとともに、

ウシ精子におけるAQP3およびAQP7タンパク質量と凍 結融解後の運動性および

細胞膜 ・ 先体膜 性状との関係を解析 した。 第 3章では、 ウシ卵子および初期胚に

おけるAQP3 および AQP7 mRNA およびタンパク質発現動態を解析 し、 AQP3

およびAQP7の人為的な発現抑制あるいは発現 促進実験により、 ウシ初期胚にお

けるAQP3およびAQP7と耐凍性との関連性について検討した。
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第2章

ウシ精子における アク アポリン 3および 7の発現と耐凍性との関係
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1 . 緒言

凍 結保存精液を用い た牛の人工授精技術は、優良な種雄牛ときわめて多数の雌

牛を時間的かつ地理的な制限なく交配させることができ、 牛の育種改良および優

良牛の増産において必須の技術となっている。 ウシ精子の凍 結保存法については、

EGやDMSO等と比較して毒性の少ない グリセリンを耐凍剤とした 急速凍 結法が

一 般に普及しており、 各所に適した手法により ウシ精子の凍 結保存が 行われてい

る。 その 一方で、現在の凍 結保存技術をもってしても 、凍 結融解後の ウシ精子は、

その約 30-50%が死滅する。 ま た、 種雄牛の中には、 採精直後の精液性状に間題

はないものの、 凍 結融解後に生存性や運動性が著しく 低下 する個体 が存在し、 凍

結精液生産効率の低下を招く 要因の 一つとなっている(Curry 2000)。 ウシ精子

の凍 結保存技術のさらなる高度化および効率化のためには、 ウシ精子の耐凍性に

関わる低温生物学的特性について、 分子レベルでの理解とそ れらの知見に基づく

凍 結技術の改良を行う 必 要がある。

精子は、 その凍 結保存 過程において、 凍 結保存液での希釈や冷却および凍 結融

解操作による浸透圧の変化に起因する 過度な 収縮および膨張、 耐凍剤のもつ細胞

毒性および細胞内氷晶形成などの 様々な凍 結 傷害のリス クにさらされる。 水や耐

凍剤の細胞膜 透過性は、 上記の凍 結 傷害と密接に関わる直 要な 低温生物学的特性

である(Edashige 201 6a、 Edashige 201 6b、 Salesら201 3、 Woodsら2004)。

AQPは、 細胞膜 における内在性の チャネル タン パク質であり、 促進拡散により単

純拡散と比較して10~100倍の効率で水を 透過させる機能を有する(Agreら2002、

Preston ら1 992)。 哺乳動物では、 1 3種類の AQPが同定されており、 その中で

も AQP3、 AQP7、 AQP9および AQP lOは 水に加えて、 精子の耐凍剤として広く

利 用されているグリセリン等の 小分子の 透過にも関与する ことから(Agre ら
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2002、 Ishibashi ら 2009)、 精子の凍 結保存 過程に重 要な役割を担う ことが予想

される。 そのため 、 ウシ精子における AQP の発現や機能を理解することは、 ウ

シ精子の凍 結保存技術のさらなる改良に向け た重 要な基礎的知見になる。

哺乳動物精子における AQP、 特に水と耐凍剤の両方の 透過に関与する AQP3

およびAQP7の発現動態 、生理的機能および耐凍性との関係については、マ ウス 、

ヒトおよびブタにおいて最も研究が進んでいる(Chenら2011a、Chenら2011b、

Laforenz aら2016、 Morett iら2012、Priet o-Mart inez ら2016、Priet o-Mart inez 

ら2017b、 Priet o-Mart inez ら2017c、Sait oら2004、 Vicen t e-C arrilloら2016、

Yeungら200 9、 Yeungら2010b)。 マ ウス 精子では、 AQP3は尾部の 主部に局在

し、 AQP3ノッ ク ア ウトマ ウスの精子は、 射出後の子 宮内侵入にともなう 浸 透圧

の低下に適応できずに尾部が湾曲し、 その 結果、 受精率 、 雌マ ウス の妊娠率およ

び 一 腹産子数が低下 する(Chenら2011b)。 ヒト精子では、 AQP7が尾部全体に

局在し、 精子運動性の低い不妊男性の精子は、 正常な運動性および妊卒性を持つ

男性の精子と比較して、 フロ ー サ イトメータ ーで測定した AQP7の蛍光強度が 低

く 、 AQP7 が精子の運動性の維 持に閤連する可能性が報告されている(Sait o ら

2004)。 さらに、 ブタ精子では、 AQP3および AQP7がそ れぞ れ頭部と尾部全体

および頸部に局在し、凍 結融解後の精子 運動性および精子の細胞膜・ 先体膜 性状 、

すなわち耐凍性と関連することが示されている （Priet o-Marti nez ら2017c)。 -

方 、 ウシ精子における AQP に関する研究は 非常に少なく 、 マ ウス 、 ヒトおよび

ブタ精子と比較しその役割に関して不明な点が多い 。

ウシ精子におけるAQP発現と耐凍性との関係については、 こ れ までに 2 報の

研究報告がなされている。 Priet o-Martinez ら(2017a) は、 AQP3および AQP7

が ウシ希釈冷却精子および凍 結融解精子の中片部あるいは 先体 後核帽に発現し、

希釈冷却精子におけるAQP7量が耐凍性と関連する可能性を報告している。 ま た、
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Morat6ら(2018) は、 aquaglyceroporins には 分類されていないもののグリセリ

ン 代謝に関わる可能性が報告されているAQP ll(Madeiraら 2015) が 、 ウシ希

釈冷却精子および凍 結融解精子の頭部および尾部全体に発現し 、 希釈冷却精子に

おける AQP ll量が耐凍性、 体外受精後の受精率および人工授精後の受胎率と関

連する可能性を報告している。 一方、 近年、 ブタ精子では、 凍 結融解操作により

AQP7 の局在が変化する ことが報告されている(Priet o-Martinez ら 2017c、

Vicent e-Carrilloら 2016)。 そのため 、 ウシ精子におけるAQP3および AQP7と

耐凍性との関係を明らかにするためには、 ウシ精子の凍 結保存 過程 （新鮮 射出精

子、 希釈冷却精子および凍 結融解精子） を通した AQP3および AQP7の局在性や

発現星の変化について検討する必 要がある。 しかしながら、 ウシ精子の凍 結保存

過程を通したAQP3およびAQP7の局在性や発現星の変化を詳細に調べた研究報

告はなく 、 さらに、 そ れらの発現と凍 結融解後の精子の運動性や細胞膜 ・ 先体膜

性状との関係についても不明な点が多い 。

本研究では、 まず、 ウシ精子における AQP3および AQP7の発現を確認する

ため 、 ウシ凍 結融解精子におけるAQP3およびAQP7の mRNAおよびタン パク

質発現解析 を行った （実験 1)。 次に、 ウシ精子における AQP3および AQP7 タ

ン パク質の局在性および凍 結保存 過程を通したそ れらの局在性と発現呈の変化に

ついて検討した （実験 2)。 さらに、 ウシ精子における AQP3および AQP7 発現

と耐凍性との関係を明らかにする ことを 目的に、 AQP3およびAQP7タン パク質

量と凍 結融解後の運動性および細胞膜・ 先体膜 性状との関係を解析 し た（実験 3)。
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2. 材料および方法

( 1 ) 供試精液

実験に供試した ウシ精液は、 一 般社団法人ジェネティクス北海道十勝清水種雄

牛センタ ー （十勝清水、 北海道、 日本） において飼養されてい た 13 から 15 ヶ月

齢のホルス タイン種若雄牛 9頭 （牛 No . A-I) より 採取した。 若雄牛を擬牝台に

乗駕させ、 人工腟法により、 1 回の 採精につき 1 ま たは 2 射出精子を採取した。

精液量および精子濃度を測定した後、 一部を新鮮 射出精子として サン プ リングし

た。 その後、 新鮮 射出精液を卵黄クエン酸ソ ー ダ液で等倍希釈し、 正立型顕微鎧

下で、前進運動精子＋＋＋の割 合を算出した（家畜 人工授精講習会テキスト 2015) 。

前進運動精子＋＋＋の割 合が 65-75%の検体 のみ以 後の凍 結保存に供試した。 検査

後の精液は、 約 2 時間かけ 4℃ まで冷却し 、 一部を希釈冷却精子として サン プ リ

ングした。 その後、 グリセリンを含む卵黄クエン酸ソ ー ダ液により 最終液量 まで

希釈し 、 2 時間グリセリン 平衡処理を行った。 グリセリン 平衡処理後の精液は、

0.5 ml のス トロ ーに封入し、 プロ グラム フ リ ー サ ー(Digitcool 5300; IMV 

te chnologies, Fran ce ) を用いて凍 結し た後、 実験に使用する まで液体 窒素中で

保存した。 凍 結保存精子の融解は、ストロ ーを 37℃の温 水 中に 1 分間浸漬するこ

とにより 行った(Nebel 2007) 。

(2) RNA抽出

ウシ凍 結融解精子（約 3 億 5,000 万精子）を、5 mlの 0.02% PVA(Sigma-Aldrich 

Co, St. Louis, MO, USA) を含む DPBS(Nissui Pharmaceutical Co, Tokyo, 

Japan) (0.02% PVA -PBS) を用いて、 600 g、 5 分で 3 回 遠心洗浄 した。 精子 ペ

レッ トに 2 mlの TRiz ol試薬( Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を 添加し、 60℃
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で 30 分間インキュベ ート (10 分毎に 攪拌） した後、 室温で 5 分間 静置 した。 200

µlのクロロホルム(nacalai tesque,  Kyoto, Japan ) を 添加し、 15秒間 攪拌後、

室温で 3 分間 静置 し、 12,000 g、 4℃の 条件下で 15 分間遠心 分離 した。 上部の 水

相を新たな 1. 5ml チュ ーブに移 し、 500 µl の イソ プロ パノ ール (Wako Pure 

Chemical Industry, ltd, Osaka, Japan ) を 添加した後、 室温で 10 分間静置 し、

12,000 g、 4℃の 条件下で 15 分間遠心 分離 した。 上清を 除去後、 RNAの ペレット

を 1 mlの 75% エタノ ール (Wako) を用いて 7, 500 g、 4℃の 条件下で 5 分間遠

心洗浄した。 その後、RNA ペレット を 5 分間真空乾燥させ、100µlの RNase Free 

Water (Sigma) を 添加し、 55℃で 10 分間インキュベ ート した。 得られ た RNA

サン プルは、 RNeasy Mini Kit ( Qiagen, Tokyo, Japan) のクリ ーン アッ プ プロ

ト コルに従い精製 し、 最終液量が 2 5µlになるよう 調製 した。 RNA サン プルは 逆

転写(RT)反応 まで ー 80℃の フリ ー ザ ー内において保存した。

( 3 ) RT-PCR および アガ ロ ースゲ ル電気泳動

ウシ凍 結融解精子 から抽出 した RNA サン プ ル の RT 反応は、 Quanti Teet 

Reverse Transcription Kit ( Qiagen)を用いて 行った。 RNA サン プル 12µlに、

gDNA wipeout bufferを2µl 添加し、42℃で2 分間インキュベ ート した。その後、

RT酵素および RT bufferをそ れぞ れ 1µlおよび 5µl 添加し、 42 ℃で 30 分間 処

理することで cDNAを合成した。 コント ロ ールとして、 RT酵素を 添加しない サ

ン プル (RT-) も作製 した。 RT反応 後、 95℃で 3 分間 処理することで RT酵素

を 失活さ せ 、 PCR 反応 まで 30 ℃ の フリ ー ザ ー内 で保存した。 PCR 反応は、

HotStarTaq Master Mix Kit ( Qiagen) を用いて 行った。 10 µlの 2 X Master Mix、

1 µlの Forward および Reverse Primer (最終濃度 0. 5 µM、 Table 1)、 6 µlの

RNase Free Water および 2µlの cDNA サン プルを 混和 し、 95℃で 15 分間 処理
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することでHotStarTaq DNAポリメラ ー ゼを活性化した。 その後、 9 4℃- 30秒、

59℃ -1分 、72℃-1分の反応を 4 5 サイ クル行うことでcDNAを増幅した。その後、

1% エチジウムブロマイド(Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)を含む

1. 5 %アガロ ース ゲル(Lonza, Tokyo, Japan)により電気泳動を行い、 増幅産物

の 有無およびサイ ズを確認した。

(4) タンパク質 抽出およびウエスタンブロッティング(WB)

ウシ新鮮射出精子 、希釈冷却精子および凍結融解精子 （約 5,000万精子 ）を、

0.0 2% PVA-PBSを用いて、 600 g、 5分で 3回遠心洗浄 した。 ウシ精子 、 腎懺お

よび赤血球からのタンパク質 抽出は、ISOGEN(Nippon Gene, Toyama, Japan) 

を用いてメ ー カ ーの 説明書に 従い実施した。 抽出したタンパク質 は、100µlの 2%

SDS および100 mM DTTを含むサンプルバッファ ー(ATTO Corporation, Tokyo, 

Japan)中で6分間 煮沸し、WB 用の サンプルと した。 ウシ精子にお けるa-tubulin

検出用の サンプルは、 サンプルバッファ ーでさらに 10倍希釈することで作製し

た。 各 サンプル10µlを用いて、 60 mA 、 90分の 条件下で1 2%ポリ アクリルア

ミド ゲルOnvitrogen)により電気泳動を行い、Trans -Blot シス テム(AE- 7 500;

ATTO Corporation)によりPV DF メンブレ ン (Millipore Corporation)に 転写

した。 その後、1% ウシ血清アルブミン(BSA; essentially fatty acid -free, Sigma) 

および 5%正常ヤギ血清(NGS; Wako)を含むDPBS 中において、 室温で 30分

間 ブロッキ ン グ処理を行った。 1 次抗体 反応 は、 anti -human AQP 3 rabbit 

polyclonal IgG (sc- 20811; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA, 

1: 200)、anti-human AQP 7 rabbit polyclonal IgG (orb13253; biorbyt, san Francisco, 

CA, USA, 1 :500)、 anti -a tubulin mouse monoclonal IgG (MABT 20 5; Millipore 

Corporation, 1: 500)または正常ウサギ血清(NRS; Invitrogen, 1: 5000)を含む
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抗体希釈液 (0.0 5%Tween - 20 、0.1%BSA 、1%NGSを含むDPBS)中において、

4℃で一 晩行った。 DPBSを用いて 5分間の洗浄処理を 5回行った後、 2次抗体反

応 を行 っ た 。 2 次 抗 体 反 応 は 、 horseradish peroxidase -conjugated goat 

anti-rabbit ( sc- 200 4; Santa Cruz Biotechnology, 1: 5000 ) ま た は goat

anti-mouse (sc- 200 5; Santa Cruz Biotechnology, 1: 5000) immunoglobulin 

secondary antibodyを含む抗体希釈液 中において、室温で 2時間 行った。その後、

DPBS を用いて 5 分間の洗浄処理を 5 回行い、 HRP発光基質 (Millipore

Corporation)と室温で 2分間反応 させた。反応 後のメンブレ ン は、ChemiDoc C CD 

カ メラ (Bio-rad laboratories, Hercules, CA, USA)で撮影 し、Image Jソフト

により各 バ ンドの面積を数値化し、 各 タンパク質量 と して半定量 した。 AQP 3 お

よびAQP 7 タンパク質量 は、 a·tubulin タンパク質量で補正 した。 各 バ ンドの分

子量 は、分子量マー カ ー(LC 59 2 5;Invitrogen)を用いて作成 した 検量線により

推定 した。

(5)蛍光免疫染色

ウシ新鮮射出精子 、希釈冷却精子お よび凍結融解精子を、 5 ml の 0.0 2%

PVA-PBSを用いて、600 g、 5分で 3回遠心洗浄 した。 精子ペレットに 3mlの 4%

PFA-PBS (Wako)を添加 し、 室温で 30 分間固定処理を行った。 その後、 5 ml 

の 0.0 2%PVA-PBSを用いて、600 g、 5分で 3回遠心洗浄 し、0.0 2%PVA-PBS で

再懸濁 後、 APSコ ー ト スラ イドガ ラス(Matsunami Glass, Osaka, Japan)に塗

抹 し、1 時間風乾 した。 0. 2 5%Triton X -100 (Sigma)および1%BSAを含砂DPBS

中において、 室温で 10分間透過処理を行った。 DPBSを用いて 5分間の洗浄処

理を 3回行った後、 1% BSA および 5% NGSを含砂DPBS 中において、 室温で

30分間プロッキング処理を行った。 1次抗体反応 は、 anti -human AQP 3 rabbit 
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polyclonal lgG (sc-20811; Santa Cruz Biotechnology, 1:50)、 anti-human AQP7 

rabbit polyclonal lgG (orb13253; biorbyt, 1: 100)または NRS(Invitrogen, 

1:5000)を含む抗体希釈液中において、 4℃で 一 晩行った。 DPBS を用いて5分

間の洗浄処理を 5 回行った後、 2次抗体反応を行った。 2次抗体反応は、 goat

anti-rabbit FITC-conjugated antibody (sc-2012; Santa Cruz Biotechnology, 

1:500)を用いて室温で 2時間 行った。 その後、 DPBS を用いて5分間の洗浄処

理を5回行い、 DAPI(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)を含む封入

液で封入し、 蛍光顕微鎧(Nikon ESOO; Nikon, Tokyo, Japan)を用いて観察お

よび写真撮影を行った。

(6)ウシ凍結融解精子の運動性検査

ウシ凍結融解精子の運動性検査は、 精子 運動解析装置(IVOS IL HTC as a 

version 1.7.1, Hamilton Thorne Inc., Beverly, MA, USA)を用いて実施した。 5

µl の凍結融解精子を検直に酒切な濃度 になるようグリセリンを含む卵黄クエン

酸ソ ー ダ液と混和し、 37℃で5分間インキュベ ー トした。 その後、 3µlの混和液

を 37℃ に温めた専用のカウンティングチャンバ ー (Leja, Nieuw Vennep, 

Nether lands)に添加し、 運動精子率(motile: 頭部の長さ以上の距離を動いた精

子、 ％）、 前進運動精子率(progressive: 精子進行方向性 速度平均および直線係数

平均が、 それぞれ50 µm/s および 80%以上の精子、 ％）、 精子進行方向性速度平

均(VAP、 µm/s)、 精子直線地点移動平均(VSL、 µm/s)、 精子曲線地点移動平

均(VCL、 µm/s)、 直線係数平均(STR: VSL/V AP、 %)、 直進性の平均(LIN:

VSL/VCL、 %)、 精子頭部の平均振幅(ALH、 µm)および精子頭部の秒間 振幅

回数(BCF、 Hz)の9つのパラメ ー タ について検査を実施した。 運動性の各パラ

メ ー タは、 カウンティングチャンバ ーの任意の6ヶ所について、 60フレ ー ム／秒

- 1 3 -



の 条件で デジタル画像 として記録し、 その 平均値 を計 測値 とした。 1 検体につき

3 回反復して検直 を実施し（最 低 900 精子を検査）、 その 平均値 を統計 解析 に使用

した。

(7) 蛍光染色 による ウシ凍 結融解精子の細胞膜 ・ 先体膜 性状の解析

ウシ凍 結融解精子における細胞膜・ 先体膜 性状の検査は、Celeghiniら(2007)

の方法を参考に、 Hoe chst 33342 (Sigma)、PI(Sigma)および PNA- FITC(Ve ctor 

Laboratories) を用いて実施した。 200µlの ウシ凍 結融解精子に Hoe chst 33342 

（最終濃度18µM) を 添加し、 遮光下において、 37℃で 10 分間インキュベ ート

した。 その後、 PI(最終濃度 30 µM) および PNA- FITC(最終濃度2 5 µg/ml)

を 添加し、 遮光下において、 37℃で 8 分間インキュベ ートした 。 染色 精子は、 0 .1%

ホルム アル デ ヒド(Wako)で 固定した後、 スラ イドガラス(Matsunami Glass) 

にの せ、カバ ーガラス (Matsunami Glass) で 覆 い 、 即座 に蛍光顕微鏡 を用いて

観察および 写 真撮影 を行った。 Hoe chst 33342に染色されるものを精子とし、 PI

および PNA- FITC に染色される精子をそ れぞ れ細胞膜損傷精子および 先体膜損

傷精子 と判定し、 次の 4群 に 分類した：① 細胞膜 ・ 先体膜 ともに 正常な精子

(PI-PNA-)、 ②先体膜 のみ損傷した精子(PI-PNA+)、 ③ 細胞膜 のみ損傷した

精子(PI+PNA-)、 ④ 細胞膜 ・ 先体膜 ともに損傷した精子 (PI+PNA+)。 染色精

子の計 測 は、Image Jソ フト(National Institutes of Health , B ethesda, MD, USA) 

の細胞カ ウントツ ールを用い 、1検体につき 3 回反復して検査を実施し（最 低 2 51

精子を検査）、 その 平均値 を統計 解析 に使用した。

(8) 実験計画

実験 1 : ウシ精子におけるAQP3およびAQP7mRNAおよびタン パク質発現解析
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ウシ精子における AQP3および AQP7の発現を確認するため 、 雄牛 1頭 （牛

No. A) の凍 結融解精子を用いて、 AQP3と AQP7の mRNAおよびタンパク質発

現をそ れぞ れ RT-PCR および WB により解析 した。 WB によるタンパク質発現解

析 では、 ポジティブコントロ ールとして 腎臓(Rojenら2011)を、 ネガ ティブコ

ントロ ールとして 赤 血 球(Camposら2011) を供試した。

実験 2 : ウシ 新鮮 射出精子、 希釈冷却精子および凍 結融解精子におけるAQP3お

よびAQP7タンパク質の局在性と発現量解析

ウシ精子におけるAQP3およびAQP7タンパク質の局在性および凍 結保存 過程

を通したそ れらの局在性と発現量の変化を明らかにするため 、雄牛 2頭（牛 No. B 

および C)、 各 4ロ ッ ト （計 8検体） の 新鮮 射出精子、 希釈冷却精子および凍 結

融解精子におけるAQP3と AQP7タンパク質の局在性およびタンパク質発現量を

そ れぞ れ蛍光 免 疫染色 および WB により解析 した。 AQP7 の局在性については、

2 つの局在 パタ ーンの精子が 観察され たため （局在 パタ ーン1および 2)、 各検体

について最 低 200 精子を観察し、 局在 パタ ーン1の精子の割 合を算出 した。

実験 3 : ウシ精子におけるAQP3および AQP7タンパク質発現と耐凍性との関係

の解析

ウシ精子におけるAQP3およびAQP7発現と耐凍性との関係を明らかにするた

め 、 雄牛 6頭 （牛 No. D-I)、 各 3ロ ッ ト （計 18検体） の凍 結融解精子における

AQP3およびAQP7タンパク質量と運動性および細胞膜 ・ 先体膜 性状の関係を重

回 帰 分析 により解 祈した。

( 9 ) 統計 解析
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統計 解析 は、 統計 解析ソ フト R(R version 3. 3.2) を用いて 行った。 実験 2に

おける、 雄牛および凍 結保存操作 （希釈冷却および凍 結融解操作） が 、 ウシ精子

におけるAQP7の局在 パタ ーンおよびAQP3と AQP7タン パク質量に 及 ぼす 影 響

については、 2 元 配 置 の 分 散 分析 により解析 を行った。 AQP7 の局在 パタ ーン 1

の割 合については、 その 値を ア ーク サイン変 換し た後に検定を行った。 実験 3に

おける ウシ凍 結融解精子のAQP3およびAQP7タン パク質量と運動性および細胞

膜・ 先体膜 性状の関係については、 重 回 帰 分析 を行った。 VAP、 VSL、 VCL、AL H

および B CF については、 正 規 分 布を仮定し 、 一 般 線 形モデルに 当てはめて解析

を実施した。 mot ile、 progressive、STR、 L IN、 PI - PNA- 、 PI - PNA+、 Pl+PNA

- 、 Pl+PNA+については、 ベ ータ 分 布を仮定し、 一 般化 線 形モデルに 当てはめて

解析 を実施した。 9つの運動性のパラメータおよび 4 つの細胞膜 ・ 先体膜 性状の

パラメータをそ れぞ れ個々の従属変数とし、 AQP3および AQP7タン パク質量を

独 立変数とした。 全ての解析 において、 P 値が 0.0 5 末 満の 場 合、 統計 的に 有 意と

み なした。
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3. 結果

実験 1 : ウシ精子におけるAQP3およびAQP7mRNAおよびタン パク質発現解析

AQP3およびAQP7について、 ウシ凍 結融解精子由来の cDNAを用いて PCR

を行い 、 アガ ロ ースゲ ル 電 気泳動を行った 結果を Fig . 1に示した。 RT酵素を 添

加した サン プルでは、AQP3およびAQP7ともに 目的の サイ ズ(AQP3 : 20 9 bp、

AQP7: 152 bp)にバンドが検 出され た。 RT酵素を 添加しなかった サン プルでは、

AQP3およびAQP7ともにバンドは検 出されず、 ウシ凍 結融解精子にAQP3およ

びAQP7mRNAが存在することが明らかとなった。 次に、 ウシ凍 結融解精子、 腎

臓および 赤 血 球における AQP3および AQP7 抗体を用い た WB の 結果を Fig . 2 

に示した。 AQP3について、 凍 結融解精子では、 約 42 kDa に単一の明 瞭なバン

ドが検 出され た。 一方 、 腎臓では、 約 41-42 kDa および約 52 kDa の 2 つのバン

ドが検 出され た。 AQP7については、 凍 結融解精子において約 53 kDa に明 瞭な

バンドが検出 され た。 腎臓では、 約 40 kDa および約 53 kDaに 2 つの明 瞭なバ

ンドが検出 され た。 赤 血 球では、 AQP3および AQP7ともに明 瞭なバンドは検出

されなかった。 AQP3および AQP7 抗体 の 代わりに、 NRSを使用した 場 合 、 凍 結

融解精子において約 49 kDa、 腎臓において約 40 kDaに 非特 異 的なバンドが検出

され た。

実験 2-1 : ウシ 新鮮 射出精子、 希釈冷却精子および凍 結融解精子における AQP3

およびAQP7タン パク質の局在性解 祈

蛍光 免 疫染色による、 ウシ 新鮮 射出 精子 、 希釈冷却精子および凍 結融解精子に

おけるAQP3および AQP7局在解析 の 結果をそ れぞ れ Fig . 3および Fig . 4に示し

た。 AQP3は、 ウシ 新鮮 射出 精子 、 希釈冷却精子および凍 結融解精子 全てにおい
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て尾部の 主部に局在しており、 凍 結保存操作による局在性の変化や個体 間での局

在性の 差 異 はなかった( Fig. 3)。 一方 、 AQP7については、 頭部および尾部全体

に局在するパタ ーン （局在 パタ ーン 1) と頭部および中片部に局在するパタ ーン

（局在 パタ ーン 2) の 2 つの局在 パタ ーンの精子が存在した( Fig. 4)。 AQP3お

よびAQP7 抗体に 代わりに、 NRSを使用した 場合、蛍光シグ ナル は検 出されなか

った( Fig. 3および Fig. 4)。 AQP7局在 パタ ーン 1の精子の割 合について、 2 元

配 置 の 分 散 分析 を行ったと こ ろ、 雄牛および凍 結保存操作間に交互作用はなく 、

凍 結保存操作によって 影 轡を受けなかったが 、 雄牛 （牛 No. B および C) 間で差

異が 認められ た （交互作用：P = 0.172、 雄牛 P = 0.016、 凍 結保存操作 P = 0.0 92) 

( Fig. 5)。

実験 2-2 : ウシ 新鮮 射出精子、 希釈冷却精子および凍 結融解精子における AQP3

およびAQP7タン パク質の発現量解析

W B によるAQP3および AQP7のバンド パタ ーンは、 新鮮 射出 精子 、 希釈冷却

精子および凍 結融解精子において 差 異 はなかった( Fig. 6)。 ま た、 AQP3および

AQP7 タン パク質量について、 2 元 配 置 の 分 散 分析 を行ったと こ ろ 、 雄牛および

凍 結保存操作間に 交 互作用はなく 、 雄牛 （牛 No. B および C) および凍 結保存操

作によって 影 響を受けなかった(AQP3 : 交互作用 P = 0.772、 雄牛 P = 0. 504、

凍 結保存操作 P = 0. 889、 AQP7 : 交 互作用 P = 0. 895、 雄 牛 P = 0.16 6、 凍 結保存

操作 P = 0.72 6) ( Fig. 6)。

実験 3 : ウシ精子におけるAQP3およびAQP7発現と耐凍性との関係の解析

実験 3に供試した雄牛 6頭 （牛 No.D-1)、 各 3ロ ット （計 18検体） の凍 結融

解精子における運動性、 細胞膜・ 先体膜 性状および AQP3と AQP7タン パク質量
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の 結果をそ れぞ れ Table 2 および Fig. 7に示した。 ま た、 重 回 帰 分析 の 結果を

Table 3 に示した。 重 回 帰 分析 の 結果、 全てのモデルにおいて、 交互作用は認め

られなかった。 AQP3タン パク質量と VA P、 VSL、 VCL および STR の間に 正の

相関関係が 認められ た( Table 3、 VA P : P = 0.02 9、 VSL : P = 0.015、 VCL : P = 

0.019、 STR : P = 0.00 8)。 ま た、 AQP7については、 progressive、 VA P、 VSL、

VCL およびAL Hとの間に 正の 相関関係が 認められ た( Table 3、 progressive : P 

= 0.027、 VA P : P < 0.001、 VSL : P < 0.001、 VCL : P < 0.001、AL H : P < 0.001)。

一方 、 AQP7 タン パク質量と B CF の間には、 負の 相関関係が 認められ た(P = 

0.00 9)。 細胞膜 ・ 先体膜 性状については、 4 つのパラメータ全てにおいて AQP3

およびAQP7タン パク質 鼠との間に 閲連性は 認められなかった( Table 3)。
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Table  1. Primer sequenc e s  for RT-PCR 

Genes Nucleotide sequences (5'-3') 
Annealing Fragment GenBank 

temperature (°C) size (bp) Accession no. 

F-GCACAAGGAGCAGATGTGAA 
AQP3 59 209 NM 001079794 

R-TACAGGCTGAAGGTCCTGCT 

F-CATTGTGACTGGCATCCTTG 
AQP7 59 1 52 NM 001076378 

R-ACCACCAGTCCTTGGTTCTG 

F :  forward, R: reverse  
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( b p ) 

5 0 0  

2 0 0  

1 0 0 

A QP3 A QP 7  

M RT + RT- N C  M RT + RT- N C  

Fig. 1 .  D etectio n  o f  A QP3 and A QP 7  
mRNA i n  fro zen-thawed bull (Bull  A) 
spermato zo a. Expected PCR pro ducts 
for bo vine A QP3 (209bp) and A QP 7  
( l 5 2bp) were o btained fro m sperm 
RNA (RT+). No b and was detected in 
RNA samples o mitted reverse 
transcriptase (RT-). M: mo lecular 
marker. NC: negative co ntro l. 
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A Q P 3  

( k D a )  S K E 

4 9 - r 

3 9 -

A Q P 7  

( k D a )  S K E 

4 9 - 「

3 9 -

N RS ( N C )  

( k D a )  S K E 

:：□□］ 
Fig. 2. Representative pho to graphs o f  Western b lo tting for 
AQP3 and AQP 7 in fro zen-thawed bull (Bull  A) 
spermato zo a, kidney, and erythro c ytes. S: spermato zo a. K: 
kidney. E: erythro c ytes. NRS: no rmal rabbit serum. NC: 
negative co ntro l. 
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F res h  C o o l e d  F roze n —t h awed N RS ( N C )  

｀
 

N u c l e i  
( DAP I ) 

AQ P 3  
( F I T C )  

M e rg e  

，

 

． ，

 

＇

 
Fig. 3. Representative pho to graphs o f  immuno staining fo r AQP3 in fresh,  coo led ,  
and fro zen-thawed bul l  (Bul l  B o r  C) spermato zo a. NRS: no rmal rabbit s erum. 
NC: negative co ntro l. 
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F res h  C o o l e d  
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Fig. 4. Representative pho to graphs o f  immuno staining for AQP7 in fresh,  coo led ,  
and fro zen-thawed bul l  (Bul l  B o r  C) spermato zo a. Pattern 1 :  diffused staining in 
head and entire tail. P attern 2: diffused staining in head and c lear staining in 
mid-p iece. NRS: no rmal rabbit  serum. NC: negative co ntro l. 
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Fig .  5 .  The proportion of  spermatozoa with local ization 
pattern 1 of  AQP7  in fresh,  cooled,  and, frozen-thawed 
steps evaluated by immunocytochemistry analys i s  (A : 
Bull B ,  B :  Bull C ) .  Co lumns and bars indicate mean 
value and the standard deviation (SD) ,  respective ly .  In 
a two -way ANOVA, no interaction was detected 
between bull and cryopreservation step . Proportion of 
spermatozoa with l ocal ization pattern 1 did not differ 
among fresh,  coo led,  and frozen-thawed spermatozoa 
(the mean value + SD in fresh,  coo led, and frozen -
thawed spermatozoa were 8 8 . 7 土 3 . 5 , 7 7 . 2 土 1 4 . 7 ,  
and 7 6 . 1 土 2 1 . 3 , respectively, P = 0 . 092 ) ,  whereas 
differed between Bull B and C (the mean value 土 SD
in Bull B and C were 8 7 . 6 士 3 . 5 and 73 . 8 士 1 9 . 7 ,  
respectively, P = 0 . 0 1 6 ) .  F :  fresh spermatozoa,  C :  
cooled spermatozoa ,  F T :  frozen-thawed spermatozoa .  
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F ig. 6. The relative abundances  o f  (A) AQP3 and (B)  AQP7 in fresh,  coo led ,  
and,  fro zen-thawed bul l  sperm ato zo a  evaluated by im age analys i s  o f  the 
bands detected in Western blo tting. Co lum ns and bars indicate m ean value and 
the SD ,  respectively. In a two -way ANO V  A,  no interactio n  was detected 
between bull and cryo preservatio n  step. No s ignificant d ifference was 
o bserved in relative abundances  o f  AQP3 and AQP7 evaluated by Western 
b lo tting amo ng fresh,  coo led ,  and fro zen-thawed bull sperm ato zo a (AQP3: P 
= 0. 8 8 9 ,  AQP7: P = 0. 726)  o r  b etween Bull  B and C (AQP3: P = 0. 50 4 ,  AQP 7: 
P = 0. 1 6 6). F: fresh sperm ato zo a, C: coo led  sperm ato zo a, FT: fro zen-thawed 
sperm ato zo a. 
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Table 2. Motility and integrity of plasma and acrosomal membranes in frozen—thawed bull spermatozoa. 

Bull Lot 

D 

E
 

F
 

2
7
 

G
 

H 

a
b
c-
a
b
C-
a
b
e-
a
b
C-
a
b
C-
a
b
c

 

motile (%) 
46.5 
47.8 
55.6 
53.3 
5 1 . 5  
53 .8 
59.0 
54.4 
58.9 
38.3 
43.4 
42. 1 
45.0 
56.5 
66.0 
46.0 
28.0 
4 1 . 8  

progress ive (%) VAP (,1m/s) 
35 .3 96. 1 
34. 1 9 1 .9  
42.3 95 .7  
42.2 98.7 
4 1 . 1  10 1 .0  
42.6 102.2 
46.8 103.3 
43 . 8  108. 1 
49.4 1 13 . 1  
23 .3  76.8 
27.8 8 1 . 0  
27.0 79.5 
26.4 75 .9  
36.3 84.2 
42.9  8 1 . 1  
34.6 9 1 .7  
20.8 94.6 
3 1 . 9  96.0 

VSL (µmis) 
86.4 
82.4 
86.5 
9 1 . 0  
92.8  
93 .3 
93 . 1  
97.2 
102.7 
70.2 
73 .8  
7 1 .2  
66.3 
73 .0 
7 1 . 1  
83.6 
86. 1 
85.7 

Motility 
VCL (µm/s) 

1 58.9 
148.8 
153.5 
1 6 1 . 1  
162.4 
163.4 
1 74. l 
1 87. 1 
193 . 1 
120.7 
127.3 
126. 1 
124.7 
135 .3  
129.7 
141 . 3  
146.3 
149.2 

STR (%) 
89.5 
88.3 
89.4 
90.8 
90.6 
90.2 
89.9 
88.8 
90.4 
90.3 
90.2 
88.8 
84.9 
83.8 
86.5 
89.8 
88.3 
88.3 

LIN (¾) 
56.4 
56.4 
58.0 
57.9 
57.9 
58.2 
55.7 
53.6 
54.7 
61 .2 
60.6 
58.9 
53.9 
54. 1 
56. 1 
6 1 .4  
59.8 
59.6 

ALH (,1m) 
6.2 
5.7 
5.9 
6.0 
6.0 
6.0 
6.7 
7.5 
7.6 
4.2 
4.3 
4.6 
5 . 1  
5 .3  
5 .0  
5 .3  
5 .4 
5 .8  

BCF (Hz) 
33 .3 
35.2 
35 .0 
36 .7 
37. 1 
36.8 
35. l 
32.3 
32.8 
37.7 
39. 1 
36. 1 
33 .9 
36.0 
36.4 
33 .8  
33 .3 
33 .3 

Plasma and acrosomal menbrane iI1tegrity 
PT- PNAー (%) PT- PNA+ (%) PT+PNA一(%) PT+PNA+ (%) 

64. 1 0.6 17.7 17.5 
62.4 0.7 19.9 17.0 
62.9 0.4 20. 7 15.9 
71 .3  0 .0  15 .3  13 .4 
65.3 0 .2 2 1 . 6  12.9 
64.6 0.3 18 .9 16 .2 
77.9 0.0 9.8 12.2 
66.3 0.5 15 . 1 18. 1  
67.4 0.5 16.0 16.2 
69.5 0.2 15 . 1 1 5 . 1  
62.6 0 . 2  1 9 . 3  1 7 .  9 
44.4 0.6 28. I 26.9 
70.3 0.2 1 1 .6  17 .8 
68.4 0.5 16.2 14.9 
74.2 0.3 13. 9 1 1 .7 
63 .8  0 .0  20.6 15 .6  
47.3 0.2 26.0 26.5 
53.5 0.2 20.6 25. 7 

motile: percentage of motile spermatozoa. progressive : percentage of progressively motile spermatozoa. V AP : average path velocity. 

VSL: straight-line velocity. VCL: curvilinear velocity. STR: percentage of straightness (VSL/V AP) .  LIN: percentage of linearity (VSL/VCL) . 

ALH: amplitude of lateral head displacement. BCF : beat frequency. 

PI-PNA-: PI unstained and PNA-FITC unstained. PI-PNA+: PI unstained and PNA-FITC stained. 

PI+PNA-: PI stained and PNA-FITC unstained. PI+PNA+: PI stained and PNA- FITC stained. 



(A ) AQ P3 

B u l l  D
 

E
 

F

 

G
 

H
 

Lo t  a b c a b c a b c 
AQ P 3  

(42  k D a ) I 
a- tu b u l i n  
( 5 0  k D a ) [ 

l 
;

o
u/ 

a b c a b c a b c 

( B ) AQ P7 

B u l l  D
 

E
 

F

 

G
 

H
 

Lo t  a b c a b c a b c 

心霊� ) I 
a- tu b u l i n  
( 5 0  k D a ) I 

a b c a b c a b c  

u
 

t
 
゜

5

4

3

2

1

0

 
L

B

 

L
d
O
'v
 JO
 a
::>
u
e

p
u
n

q
e

 a
 >ll
e-
a

r-

F i g .  7 .  The relative abundances  o f  (A) AQP3 and (B)  AQP7 evaluated  by 
image analys i s  o f  the bands detected in Western blotting in frozen-thawed 
bul l  (Bul l s  D to I)  spermatozoa .  
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T able  3 .  Effect of  the re l ative abundances of  AQP3 and AQP7 on moti l ity and 
membranes  integrity p arameters in frozen-thawed bull spermatozo a .  

Independent variables 

Dependent variables AQP3 AQP7 

Estimate SEM P value Estimate SEM P value 

motile 0.039 0. 1 1 9 0.74 1 0.060 0.078 0.436 

progressive 0. 144 0. 1 06 0. 1 77 0. 1 52 0.069 0.027* 

YAP 5.968 2.47 1 0.029* 7. 1 82 1.607 < 0.00 1 * * *  

VSL 6.375 2.330  0.0 1 5 * 6.782 1.5 1 5  < 0.00 1 * * *  

Motility VCL 12.27 1 4.659 0.0 1 9* 1 3.852 3.03 1 < 0.00 1 * * *  

STR 0. 1 40 0.053 0.008* *  0.033 0.034 0.332 

LIN -0.0 14  0.033 0.666 -0.027 0.02 1 0. 1 99 

ALH 0.420 0.2 1 2  0.067 0.636 0. 1 3 8  < 0.00 1 * * *  

BCF 0.375  0.542 0.499 - 1.06 1 0.353  0.009* *  

PI-PNA- 0.083 0. 1 20 0.489 -0.0 1 5  0.078 0.850 

Membrane PI-PNA+ -0.034 0.254 0.893 -0.22 1 0. 1 72 0. 1 99 

integrity PI+PNA- -0.003 0. 1 03 0.979 0.00 1 0.067 0.983 

PI+PNA+ -0. 1 20 0.099 0.226 0.022 0.063 0.730 

Asteri sk indic ate s stati st ic a l ly s ignific ant ( * P < 0. 0 5 ,  * * P < 0 .0 1 ,  and * * * P < 0 .00 1 ). 
moti le : percentage of  moti l e  spermatozo a. p rogres sive : percentage o f  p rogres s ively 
moti le  spermatozo a. VAP : average p ath velocity. VSL : straight - l ine veloc ity. 
VCL : curvil ine a r  veloc ity. STR:  percent a g e  of  stra ightness  (VSL/VAP) . 
LIN : percent age of  l ine a rity (VSL/VCL). 
ALH : ampl itude of  l atera l  head  displ acement . B CF : b e at frequency. 
PI-PNA-: PI  unstained and PNA-FITC unst a ined .  
P l-PNA+ : P l  unstained and PNA-FITC stained. 
PI+PNA-: PI  stained and PNA-FITC unst a ined .  
P l+PNA+ : PI  s t a ined and  PNA-FITC sta ined. 
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4. 考察

実験 1では、 ウシ凍 結融解精子にAQP3およびAQP7 mRNAが存在すること

を明らかにした。 ま た、WB によるタン パク質発現解析 では、AQP3および AQP7

に 対応する明 瞭なバンドがそ れぞ れ約 42 kDa および約 53 kDaに検 出され た。

一方、 本研究で示した AQP3 および AQP7 の WB におけるバンド サイ ズは、

Priet o-Martinez ら(2017a) の ウシ精子における AQP3および AQP7に関する

先 行研究の 結果と 異 なってい た。 Priet o-Martinez ら(2017a) は、 WB における

解析 において、 AQP3および AQP7のバンドがそ れぞ れ 30 kDa と 60 kDa およ

び 2 5 kDaに検 出されると報告している。 本研究と Priet o-Martinez ら(2017a)

との 結果の 相 違の 要因は明らかではないが 、 使用した 抗体の 違いやタン パク質抽

出法の 違いが 原因の 一つと 考えられる。 実 際に、 ブタ精子を用い た研究では、 使

用した 抗体やタン パク質抽出法の 違いが 、W B におけるAQPのバンド パタ ーンに

影 響することが報告されており( P ri eto-Martin ezら2016、P ri eto-Martinez ら2017c、

Vicent e-Carrillo ら 2016)、 この点については、 今後、 プロ ッキング ペ プ チドを

用い た 抗 原 吸 収実験や アミノ酸 配 列 分析 などの検 証実験が必 要と 考えられる。 し

かしながら、 本 研究では、 ポジティブコントロ ール として使用した 腎臓(Rojen

ら2011)において精子と同 ー サイ ズにバンドが検出 され 、 ネガ テ イ プコントロ ー

ルとして使用した 赤 血 球(Camposら2011)ではバンドは検 出されなかった。 さ

らに、 本研究で用い た 抗 ヒト AQP3 抗体 および 抗 ヒト AQP7 抗体 作製 時の 抗 原 ペ

プ チド 配 列の ウシとの 相同 性は、 そ れぞ れ 99%および 100%であった。以 上の こ

とから、 本研究において ウシ凍 結融解精子で検出 され た約 42 kDa および約 53

kDa のバンドはそ れぞ れ ウシ AQP3および AQP7と 考えられる。

実験 2 では、 ウシ精子における AQP3および AQP7 タン パク質の局在性およ
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び凍 結保存 過程を通したそ れらの局在性と発現量の変化について検 討した。 蛍光

免 疫染色による局在解析 において、 AQP3は、 ウシ 新鮮 射出 精子 、 希釈冷却精子

および凍 結融解精子の尾部の 主部に局在し、 希釈冷却および凍 結融解操作により

その局在は変化しなかった。 一方、 AQP7については、 ウシ 新鮮 射出精子、 希釈

冷却精子および凍 結融解精子全てにおいて、 頭部および尾部全体に局在する精子

（局在 パタ ーン 1) と頭部および中片部に局在する精子 （局在 パタ ーン 2) の 2

パタ ーンの精子が存在することが明らかとなった。 加えて、 AQP7についても 、

希釈冷却や凍 結融解操作によって局在 パタ ーンが変化することはな い 、 すなわち

局在 パタ ーン 1 および 2 の精子の割 合が変化することはなかった。 一方、 AQP7

局在 パタ ーン 1および 2 の精子の割 合は、牛 No . B および C間で差 異が 認められ

た。 本研究では、 AQP7の局在 パタ ーン 1および 2 の精子の特性 、 局在 パタ ーン

1および 2 の精子の割 合の個体・ロ ッ ト間差や運動性および耐凍性との関係を解

明する までには 至らなかったが 、 今後の研究 課題として大変 興 味 深い点であり、

こ れらの点に関して 今後より詳細に検 討していく必 要がある。

凍 結融解前のブタ精子では、 AQP7は頸部あるいは尾部に局在するが 、 凍 結融

解 操 作 に よ って頭部に も 局 在 す るよ う に な る こ と が 報 告 さ れ て い る

(Prieto-Martinez ら 2017c、 Vicente-Carrilloら2016)。 本研究においては、 少

なくとも本研究での希釈冷却および凍 結融解操作では、 ウシ精子における AQP3

や AQP7の局 在性が変化することはなく 、AQP3および AQP7は凍 結保存 過程を

通して ウシ精子の 主に尾部に局在することが示され た。 一方、 WB の 結果と同 様

に、本研究で示したAQP3およびAQP7の蛍光 免 疫染色における局在性の 結果は、

Prieto-Martinez ら(2017a) の ウシ精子における AQP3および AQP7に関する

先 行研究の 結果と 異 なってい た。 Prieto-Martinez ら(2017a) は、 AQP3は ウシ

精子の中片部に、 AQP7 は ウシ精子の 先体 後核帽および中片部に局在することを
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示している。 本研究と Prieto-Martinez ら(2017a) との 結果の 相 違の 要因は明

らかではないが 、使用した 抗体 の 違いが大きな 要因の 一つと 推察される。 実 際に、

ブタ精子では、 相同 性の高い 抗体であっても 、 使用する抗体によって AQP7の蛍

光 免 疫 染 色 に よ る局 在 解 析 の 結 果 が 異 な る こ と が 報 告 さ れ て い る

(Vicente-Carrillo ら 2016)。 一方、 ウシやブタ等と比較して 抗体 の 充実してい

るマ ウスや ヒト精子の研究においては、 免 疫組織化学あるいは 金コロ イド 標 識 抗

体を用い た 電子顕微鏡 検査により、 AQP3は尾部の 主部に局在することが明示さ

れており、 さらに AQP3ノッ ク ア ウトマ ウスの精子は、 射出後の子宮内侵入にと

もなう 浸 透圧の低下に適応できずに尾部が湾曲し、 受精能が低下 することが報告

されている(Chenら2011b、 Laforenz aら2016)。 ま た、 AQP7は ヒト精子の尾

部全体に局在し、運動性の維 持に関与する可能性が示されている(Saitoら2004)。

動物種間で精子における AQP の局在性や機能に 違いがあることは十分に 考えら

れるが 、 上記 のマ ウスや ヒト精子で明らかにされている局在部 位および生理的役

割を考 慮すると 、 本 研究の 結果(AQP3および AQP7は ウシ精子の 主に尾部に局

在する） は 合理的であり、 蛍光 免 疫染色により検 出 され た蛍光シ グ ナル は ウシ

AQP3およびAQP7に特 異 的なものであると 考えられる。 しかしながら、 種々の

動物種における先 行研究においてすでに 議 論されているとおり(Vicente-Carrillo

ら2016、Yeungら2010a)、抗体 の特 異 性の間題については、哺乳動物精子の AQP

に関する研究全体 の 課題と 考えられ 、 この 点に関しては ウシにおいても 今後 慎重

に検討していく必 要がある。

実験 3では、 ウシ精子における AQP3および AQP7発現と耐凍性との閤係を

明らかにするため 、 W B により 評 価した AQP3および AQP7タンパク質量と凍 結

融解後の運動性および細胞膜 ・ 先体膜 性状との関係を解析 した。 本 研究では、 試

験を効率的に進めるため 、凍 結融解精子を用いて AQP3および AQP7タンパク質
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量の 評 価を行った。 しかし、 熱シ ョ ッ クタンパク質 90( HSP90) など 複数のタ

ンパク質について、 凍 結融解操作によりタンパク質が 壊 れてし ま い 、 W B による

検 出量が低下 する可能性あることが報告されており(Chenら2014、Yesteら2016、

Zhangら2015)、 AQP3および AQP7タンパク質量の 評 価を、 先 行研究( Morat6

ら 2018、 Prieto-Martinez ら 2017a、 Prieto-Martinez ら 2017c) のように凍 結

融解前の精子を用いて 行った 場 合 、 異なる結果となる可能性がある。 そ こで、 実

験 2では、 ウシ精子の凍 結保存 過程を通した WB によるAQP3および AQP7タン

パク質検 出量の変化について検 討した。 その 結果、 希釈冷却および凍 結融解操作

によって ウシ精子のAQP3およびAQP7タンパク質 鼠は変化しない ことが示され

た。以 上の ことから、 実験 3では、 凍 結融解精子を用いて AQP3および AQP7タ

ンパク質量を評 価できると判 断した。

実験 3では、 計 18検体について AQPタンパク質量の検査を行ったが 、 興 味 深

い ことに、 各検体におけるAQP3および AQP7タンパク質量に大きなばらつきが

認められ た。 精子 形成 過程において、 減数 分 裂開 始以 降は 新たな RNA の 転写は

起 こらず(Millerら200 6)、 ま た、 一 般に成 熟精子では 新たな 翻 訳も起 こらない

と 考えられている。 そのため 、 各検体におけるAQP3および AQP7タンパク質鼠

の 違いは、 精子 形成 過程における減数 分 裂前の 転写および 翻 訳レベルに起因する

と 考えられる。 精巣機能に 影 響を及 ぼす 何らかの雄牛の状態が精子 形成 過程にお

けるAQP3およびAQP7の RNAやタンパク質の 転写および 翻 訳レベルに関与し

ていることが 考えられるが 、 このメカ ニ ズムについては 今後さらなる研究が必 要

である。

本研究の実験 3において、 ウシ凍 結融解精子における AQP3および AQP7 タ

ンパク質量と凍 結融解後の運動性および細胞膜 ・ 先体膜 性状との関係を重 阿 帰 分

析 により解析 したと こ ろ 、 AQP3 および AQP7 タンパク質 量と凍 結融解後の
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progressive、 VAP、 VSL、 VCL、 STR あるいは AL Hとの間に 正の関連性が 認め

られ た。 実験 3で用い た 18検体 は、 目 視での検査ではあるものの、 新鮮 射出 時

における前進運動精子の割 合や 奇 形精子の割 合に大きな 差はなかった。そのため 、

各検体における凍 結融解後の精子の運動性や膜 性状の 結果は、 各検体 の耐凍性と

して 評 価できると 考えられ 、 progressive、 VA P、 VSL、 VCL、 STR あるいは AL H

は、 そ れぞ れ 、 前進運動精子率 、 平均 速度、 直 線速度、 曲 線速度、 直 線性および

頭部 振 幅を表していることから、 AQP3および AQP7タン パク質量が多い凍 結精

液は、 凍 結融解後に活発に運動する精子が多く 、 耐凍性が高いと解釈できる。 最

近 、 Priet o-Martinez ら(2017c) は、 ブタ 新鮮希釈精子において、 AQP3が 先体

および尾部全体に、 AQP7が頸部に局在し、 AQP3および AQP7タン パク質 鼠と

凍 結融解後 30 分 後の運動性 （運動率および前進運動精子率） との間に 正の 相関

関係があることを報告している。 ま た、 Priet o-Martinez ら(2017a) は、 AQP7

が ウシ精子の中片部および 先体 後核帽に局在し 、 凍 結融解後の運動性の高い精子

は、 凍 結融解後の運動性の低い精子と比べ、 AQP7 タン パク質量が多い ことを報

告しており、 本研究の 結果は こう し た 先 行研究の 結果を裏 付けるものである。 一

方、 Priet o-Martinez ら(2017a および 2017c) は、 ブタ精子および ウシ精子に

おいて、 凍 結融解後の運動性と同 様に、 AQP3あるいは AQP7タン パク質量と凍

結融解後の細胞膜 ・ 先体膜 が 正常な精子の割 合との間に 正の関連性があることを

報告している。 しかし、 本研究においては、 AQP3および AQP7タン パク 質量と

細胞膜 ・ 先体膜 が 正常な精子の割 合との間に関連性は認められず、 この点につい

ては、 Priet o-Martinez ら(2017a および 2017c)の 先 行研究の 結果と 矛 盾する。

AQP3およびAQP7タン パク質量と細胞膜 ・ 先体膜 性状との閤係について、 本研

究と 先 行研究の 結果の 相 違の 原因は明らかではないが 、 解析 手法の 違いが 要因の

一つかもし れない 。 本 研究では、 蛍光顕微鏡 を用いて 目 視で細胞膜 ・ 先体膜 性状
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の検査を行ったため 、 検査精子 数が Prieto-Martinez ら(2017a) と比較して少

ない 。 今後、 より多くの精子の検査が 可能な フロ ー サ イト メータ ー等を用い た精

度の高い手法により細胞膜 ・ 先体膜 性状の解析 を行い 、 AQP3および AQP7タン

パク質量と細胞膜 ・ 先体膜 性状との関係について 再検討する必 要があると 考えら

れる。 一方 、 Prieto-Martinez ら(2017a) は、 AQP3が ウシ精子の中片部に発現

することを示しているが 、 AQP3 タン パク質 鼠については、 耐凍性の高い ウシ精

子と耐凍性の低い ウシ精子間で差がない ことを報告している。 しかしながら、 本

研究では、 AQP7のみ ではなく 、 AQP3においてもその発現量が ウシ精子の耐凍

性と 閲 速する可能性が示され た 。 ウシ精子では、 AQP3およびAQP7が凍 結保存

過程を通して 主に尾部に局在することを考 慮すると 、 AQP3および AQP7タン パ

ク質星の多い精子は、 より効率的に水や耐凍剤を 透過することで、 凍 結保存 過程

における浸 透圧の変化に適応し、 特に尾部における凍 結 傷害が 軽 減され 、 その 結

果、 凍 結融解後の運動性が高くなったと 推察される。

本研究では、 上 述のとおり、 AQP3およびAQP7が ウシ精子の耐凍性と関連す

る可能性があると 結 論づけ たが 、 AQP3およびAQP7が耐凍性のみ ではなく 、 生

理的 な 運動性に直 接 関与している可能性も 考 えられる 。 Prieto-Martinez ら

(2017b)および Prieto-Martinez ら(2016)は、ブタ 新鮮希釈精子におけるAQP3

およびAQP7タン パク質量と運動性および膜 性状との間に関連性がない ことを報

告している。 ま た、 AQP3 および AQP7 ノッ ク ア ウト マ ウスの精子の運動性は、

野生型 マ ウスと比較して 差は 無い ことが報告されている(Chenら2011b、Sahara

ら 2007)。 一方、 ヒト 精子では、 運動性および妊 牢性の低い 男性の精子を用い た

実験から、 AQP7 が 精子 の運動性の 維 持に関連する可能性が報告 されている

(Saitoら2004)。 しかし、 ウシ精子におけるAQPと生理的な運動性との閤係に

関する研究報告は こ れ までに 無い 。 今後、 AQP3や AQP7が ウシ精子における生
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理的な運動性と関連するのかを明らかにするためには、 ウシ 新鮮 射出 精子におけ

る運動性と AQPタン パク質量および局在性との関係や、 AQPの特 異 的機能 阻害

が ウシ精子の運動性に 及 ぼす 影 響を調べる必 要がある。

卵子や初期胚における研究では、特定の AQPの発現抑制あるいは 欠損実験や、

発現 促進実験により、 マ ウス およびブタを中心に AQP の生理的および低温生物

学的機能の解明が進められている(B edford-Guausら2016、Edashigeら2003、

Jin ら 2013、 Morat6ら 2014、 Tan ら 2015、 Xiongら 2013)。 先 述したとおり、

一 般的に 射出精子においては、 転写および 翻 訳機 構は 停 止していると 考えられる

ため 、AQPの発現抑制や発現 促進実験による機能解析 は 難しいと 考えられる。 一

方、 近年、 海産 硬 骨 魚類精子において、 抗体を用い た特定の AQP の特 異的機能

阻害実験により、 AQP lや AQP7が運動性の制 御に 重 要な役割を持つ ことが明ら

かにされている(B oj ら 2015)。 ウシ精子においても このよう な 実験 系を構 築す

ることができ れば、 ウシ精子における AQP の生理学的および低温生物学的な役

割をより詳細に解明することができると 考えられ 、 今後の検 討 課題である。

本研究では、 AQP3および AQP7が ウシ精子の 主に尾部に局在し、 特に運動性

に閤わる精子尾部の耐凍性に重 要な役割を持つ可能性が示され た。 ウシ精子にお

ける AQP の生理的および低温生物学的機能をより詳細に解明するためには、 今

後、 特定の AQPの特 異 的機能 阻害実験や、 精子 形成 過程におけるAQP発現制 御

メカ ニ ズムに関する研究を行う 必 要があるものの、 本 研究は、 ウシ精子の AQP

に関する研究を発 展させるものであり、 ウシ精子の凍 結保存技術のさらなる高度

化に向け た重 要な基礎的知見になると 考えられる。
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5. 要約

凍 結保存精液を用い た牛の人工授精技術は、 育種改良や子 畜の生産において必

須の技術である。 一方 、 現在の凍 結保存技術をもってしても 、 凍 結融解後の ウシ

精子は、 その約 30-50%が死滅する。 ウシ精子の凍 結保存技術のさらなる改善の

ためには、 ウシ精子の耐凍性に関与する低温生物学的特性について、 分子レベル

での理解が 求められる。 木研究では、 細胞膜 で水や耐凍剤であるグリセリンを効

率的に 透 過させる機能を持つ AQP3および AQP7について、 ウシ精子における発

現および局在性を明らかにするとともに、 凍 結保存 過程を通したそ れらの局在性

および発現星の変化について検討した。 さらに、 ウシ精子におけるAQP3および

AQP7 タン パク質量と凍 結融解後の運動性および細胞膜 ・ 先体膜 性状との関係を

解析 した。 ウシ凍 結融解精子を用い た WB による解析 では、 AQP3および AQP7

に 対応する明 瞭な単一のバンドがそ れぞ れ約 42 kDa および約 53 kDaに検 出さ

れ た。 蛍光 免 疫染色による解析 では、 AQP3 は、 ウシ 新鮮 射出 精子 、 希釈冷却精

子および凍 結融解精子の尾部の 主部に局在していることが示され た。 一方、AQP7

については、 ウシ 新鮮 射出 精子 、希釈冷却精子および凍 結融解精子 全てにおいて、

頭部および尾部全体に局在する精子と頭部および中片部に局在する精子の 2 パタ

ーンの精子が存在することが明らかとなった。 ま た、 希釈冷却および凍 結融解操

作によって ウシ精子におけるAQP3およびAQP7の局 在およびタン パク 質量は変

化 せず、凍 結保存 過程を通して AQP3および AQP7は 主に尾部に局在することが

示され た。 さらに、 ウシ凍 結融解精子におけるAQP3および AQP7タン パク質鼠

と細胞膜 ・ 先体膜 性状との間に関連性は 認められなかったものの、 AQP3および

AQP7 タン パク質量と凍 結融解後の運動性、 特に運動速度に関するパラメータと

の間に 正の 相関関係が 認められ た。
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本研究の 結果から、 AQP3および AQP7は ウシ精子の 主に尾部に局在し、 特に

運動性に関わる精子尾部の耐凍性に直 要な役割を持つ可能性が示され た。
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第 3章

ウシ初期胚における アク アポリン 3および 7の発現と耐凍性との 閲係
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1 . 緒言

ウシ初期胚の凍 結保存技術は、 胚移植における時間的かつ地理的な制限を排除

することができ、 胚の効率的 利用や計画的な優良種 畜の生産において 欠か せない

技術となっている。 現在では、 グリセリンや EGを耐凍剤とした 緩慢凍 結法およ

び高濃度のEGやDMSOを耐凍剤としたガラス 化保存法が 世 界的に普及している。

国 際胚技術学 会の調査によると 、 2015年には 枇 界中で 520, 535 個の ウシ体内 受

精胚が移植され 、 そのう ち凍 結保存胚の移植 数 は全体 の 半数を超 える 61%

( 317, 386 個） を 占めている(Perry 2016)。 その 一方で、 現在の凍 結保存技術を

もってしても 、 ウシ胚は少なからず凍 結保存に 閲わる傷害を受け 、 その受胎率は

新鮮胚移植と比較して低い （農林水産省2016)。 特に、 経 腟 採卵技術や性 選 別精

液の普及にともない 近年 需 要が増加している体外受精胚(B londin 2016) は、 体

内 受精胚と比較して耐凍性が 低く 、 移植後の受胎率が低下 する ことが 問題となっ

ている(Massip 2001)。 ウシ初期胚の凍 結保存技術のさらなる高度化のためには、

ウシ初期胚の耐凍性に関わる低温生物学的特性について、 分子レベルでの理解と

そ れらの知見に基づく技術改良が 求められる。

初期胚は、 その凍 結保存 過程において、 細胞内氷晶の 形成 、 耐凍剤のもつ細胞

毒性および浸透圧変化による 過度な 収縮および膨張などの 様々な凍 結保存に関わ

る傷害のリス クにさらされる。 水や耐凍剤の細胞膜 透 過性は、 上記の凍 結 傷害と

密接に関わる重 要な低温生物学的特性であり、 初期胚の凍 結保存の成否を 左右す

る極めて重 要な 要因である(Edashige 2016a、Edashige 2016b、Salesら2013、

Woodsら 2004)。 第 1 章でも 述べたように、 AQP は、 細胞膜 における促 淮拡散

に閤与する内在性の チャネル タン パク質であり、 哺乳動物では、 13 種類の AQP

が同定されている(Agreら2002、 Ishibashiら2009、 Prestonら1992)。 特に、
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AQP3、 AQP7、 AQP9および AQP lOは 水に加えて、 耐凍剤として 利用されるグ

リセリンやEGの 透過にも関与することから(Agreら2002、Ishibashiら200 9)、

初期胚の凍 結保存 過程に 重 要な役割を担う ことが 予想される。 ウシ初期胚におけ

る AQP の発現やその機能の理解は、 ウシ初期胚の凍 結保存技術のさらなる改善

に寄与することが 期 待される。

卵子や初期胚におけるAQP、 特に AQP3および AQP7の発現 、 生理的および

低温生物学的機能については、 マ ウスにおいて最も研究が進んでいる。 マ ウスで

は、 成 熟卵子から胚 盤胞 期胚の全てのス テ ージにおいて AQP3 および AQP7

mRNAおよびタン パク質が発現している(B ar croft ら2003、Edashigeら2000、

Offenbergら2000、 Xiongら2013)。 ま た、 マ ウス 2 噌川胞 期胚に AQP3あるいは

AQP7 siRNAを溝入し、 AQP3 ま たは AQP7発現を人為的に抑制すると 、 小細胞

期以 降の発生が 停 止することから、 AQP3および AQP7が マ ウス 胚の初期発生に

何らかの重 要な役割を持つ可能性が示されている( Xiongら 2013)。 一方 、 水や

耐凍剤であるグリセリンおよび EGの細胞膜 透過は、 マ ウス卵子では脂質 二重膜

を 介した単純拡散によって 行われるのに 対し、 桑実期胚では AQP3を 介した 促 淮

拡散によって 行われる ことが報告されている(Edashige ら 200 6、 Edashige ら

2007)。 ま た、 Edashigeら(2003) および Yamajiら(2011) は、 グリセリンを

耐凍剤とした マ ウス卵子のガ ラス 化保存において、AQP3 cRNAを卵子に 導入し、

AQP3発現を人為的に増加 させることで、ガラス 化 保存後の卵子の生存性 、 体外

受精後の発生率および移植後の個体 作出効率が 向 上することを報告している。 さ

らに、 Tanら(2015) は、 RNA 干 渉法により マ ウス卵子のAQP7mRNA発現を

抑制すると 、ガラス 化保存後の卵子の全てが死滅した ことを報告している。 以 上

の ことは、 AQP3および AQP7が マ ウス 初期胚の発生あるいは卵子や初期胚の耐

凍性において重 要な役割を担う ことを示している。

- 41 -



一方、 ウシ卵子および初期胚においても 、 AQP3に関するいくつかの研究報告

が な さ れ て い る( Camargo ら 2011、 Jin ら 2011、 Kuz many ら 2011、

Lopera-Vasquez ら2017)。 Jinら(2011) は、 ウシ 桑実 期胚に AQP3が発現し、

桑実期胚における水、 グリセリンおよび EGの細胞膜 透過は、 AQP3を 介 し た 促

進拡散によって 行われていることを報告しており、 ウシ胚においても AQP3が耐

凍性に 重 要な役割を持つ可能性を示している。 しかし、 ウシ卵子および初期胚の

発生 過程におけるAQP3およびAQP7の mRNAおよびタン パク質発現動態を詳

細に調べた報告はなく 、 ま た、 AQP3および AQP7が ウシ胚の初期発生および耐

凍性に果たす役割については不明な点が多い 。

本研究では、 まず、 AQP3および AQP7について、 ウシ卵子および初期胚にお

ける mRNA およびタン パク質発現動態を解析 し、 次いで体外受精および体内 受

精由来胚 盤胞 期胚におけるAQP3およびAQP7 mRNA量を比較し た （実験 1)。

次に、 AQP3および AQP7が ウシ胚の初期発生および耐凍性に果たす役割を明ら

かにすることを 目的に、 RNA 干 渉法によるAQP3および AQP7の発現抑制が 、

ウシ体外受精胚の初期発生およびガ ラス 化 —加 温 後の生存性に 及 ぼす 影 曹につい

て検討した （実験 2)。 さらに、 AQP3および AQP7の 人為的な発現 促進が 、 ウシ

体外受精胚の凍 結 —融解 ま たはガ ラス 化 —加 温 後の生存性に 及 ぼす 影 響について検

討した （実験 3)。
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2. 材料および方法

( 1 ) ウシ卵 巣の 採取および卵子の 吸 引 採取

実験に供試した ウシ卵 巣は、 北海道 畜産 公社 （ 帯 広 市、 北海道、 H 本） に 搬入

屠 殺され たホル ス タ イン種、 ジャージ一種 ま たは 黒 毛和 種雌牛より 採取し た。 卵

巣を採取した個体 の月 齢は 考 慮 せず、 卵 巣 疾 患が 疑われるものは実験から 除外し

た。 採取した卵 巣は、 抗生物質 [100 IU /ml ペニシリン Gカ リ ウム(Meiji Seika, 

Tokyo, Japan)、 0.1 mg/ml 硫酸 ストレ プ トマ イシン(Meiji Seika) ]を含む 室温

の 0. 9%生理食 塩水中に 浸 漬して実験 室に 持ち帰った。卵 巣 表 面の生理食 塩水およ

び 血液を拭き取り、 注射針およびシリンジを用いて、 直 径 2-Smmの 小卵胞 から

卵胞 液とともに卵 丘細胞 —卵子 複 合体 (COCs) を吸 引 採取した。 その後、 実体顕

微鏡 下において、 3 層以 上の卵 丘細胞 が 透明 帯 周 囲に均 ーに 付着し 、 かつ卵細胞

質が変性していない COCsを 選 抜し 、以 後の実験に供試した。

(2) 体外成 熟 培 義

選 抜後の COCsの成 熟 培 餐には、IVMD-101 培地(Research Institution for the 

Fun ctional Peptides, Yamagata, Japan ) を用い た。 ミ ネラル オ イル (nacalai

tesque) で 覆った 100 µlの IVMD-101 培地のドロ ッ プ に COCsを移 し(1ドロ

ッ プ あ たり 5-10 個）、 39℃ 、 5% CO2、 in air 条件 下の CO2 インキュ ベ ータ ー内

において 20-22 時間の成 熟 培 義を行った。

( 3 ) 体外受精( IV F)

体外受精は、IV F-100 培地(Research Institution for the Fun ctional Peptides) 

を用いて 行った。 黒 毛和 種種雄牛 1頭の凍 結保存精子を 37℃の温 湯に 1 分間浸漬
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す る こ と で 融 解 し 、 5 ml の IVF - 1 0 0 培 地 を 用 い て 、 600 g、 5 分 で 2 回 遠 心 洗 浄

し た 。 そ の 後 、 最 終 精 子 濃 度 が 5 X 1 Q6 精 子 /ml に な る よ う IVF - 1 0 0 培 地 を 添 加 し

て 再 懸 濁 し た 。 ミ ネ ラ ル オ イ ル ( nacalai tesque ) で 覆 っ た 1 0 0 µl の 懸 濁 液 の ド

ロ ッ プ に C O C s を 移 し ( 1 ド ロ ッ プ あ た り 1 0- 1 5 個 ） 、 3 9 ℃ 、 5 % C O 2 、 in air 条

件 下 の C O2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 に お い て 5-6 時 間 の 媒 精 を 行 っ た 。 培 精 終 了 後 、

ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 卵 子 周 囲 の 卵 丘 細 胞 を 完 全 に 除 去 し 、 卵 細 胞 質 が 変 性 し て

い な い 卵 子 の み を そ の 後 の 実 験 に 供試 し た 。

( 4 ) 体 外 発 生 培 養

IVF 処 理 後 の 胚 は 、 0 . 1 % BSA を 含 む 修 正 TALP 培 地 ( Bavister ら 1 9 83 ) [0 . 1  

M NaCl  ( S igma) 、 4 . 0 2 mM KCL ( S igma) 、 0 . 3 8 mM NaH2P04  ( S igma) 、 2 . 0 4

m M  C a C b · 2 H 心 ( Sigma) 、 0 . 49 m M  MgCb · 6H 心 ( Sigma) 、 2 5 m M  NaH C O s  

( S igma) 、 0 . 5 5 m M  Na - Pyruvate ( S igma) 、 1 . 1 1 m M  Glucose  ( S igma) 、 2 . 1 4

mM Na- Lactate ( S igma) 、 2 % ( v/v) BME amino acids ( S igma) 、 1 % ( v/v ) 

MEM non - e s sential  amino acids ( S igma) 、 1 0 0 IU/ml ペ ニ シ リ ン G カ リ ウ ム 、

0 . 1  mg/ml 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン ］ に 移 し 、 39℃ 、 5 % C O 2 、 5 % 0 2 、 90% N2 条

件 下 の マ ル チ ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 に お い て 、 2 日 間 の 発 生 培 養 を 行 っ た 。 そ

の 後 、 3 % ( v/v ) New born calf serum ( NB C S ,  Thermo Fisher Scientific ,  

Waltham,  MA,  USA) を 含 む 修 正 TALP 培 地 ( 2 60 mOsm) に 胚 を 移 し 、 さ ら に

6 日 間 の 発 生 培 養 を 行 っ た 。 な お 、 IVF を 行 っ た H を 培 養 0 日 日 ( D ay 0 ) と し 、

D ay 2 、 D ay 4 、 D ay 5 、 Day 6 、 Day 7 お よ び D ay 8 に お い て 胚 の 発 生 状 態 を 実

体 顕 微 鏡 下 で 観 察 し た 。

( 5 ) ウ シ ｛本 外 受 精 胚 の 高 浸 透 圧 処 理
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ウシ ｛本外受精胚の高浸透圧 処理は、 拡張胚 盤胞 期胚(Day 7) を 3% NB CS お

よびス クロ ース (Wako) を含む 351 mOsmの 修 正TALP 培地で 6 時間培養する

ことで行った。

( 6 ) ウシ体内 受精胚の作出

ウシ体内 受精胚は、 過 剰排卵 処理後、 人工授精を行った 黒 毛和 種 ま たは アンガ

ス種ド ナ ー牛より 採取した。 発 情 周 期の 任 意の 時 期 （発 情期を 除く） に、 腟内 留

置 型 プロ ジェス テロ ン製 剤 (CIDR ; CIDR®1900, Pfiz er Japan In c . ,  Tokyo, 

Japan)をド ナ ー牛の 腟内に 挿入し、 その約 48 時間後に 1 mgのエストロ ジェン

製 剤(EB ; Kyoritsu seiyaku, Co . ,  ltd, Tokyo, Japan ) を筋 肉内 投与した。 EB 投

与後 4 日目から計 20 IU の卵胞 刺激ホルモン( FSH; Antrin ®R-10, Kyoritsu 

Seiyaku) を 1 日 2 回 、 3 S 間にわたり 漸 減 投与法によりド ナ ー牛に 筋 肉内 投与

し た 。 FSH 投与開 始の約 48 時間後に CIDR を抜去するとともに 、 PGF叫

( cloprostenol 0 . 5  mg/cow, Resipron ®-C, ASKAAnimal Health Co . ,  Ltd . ,  Tokyo, 

Japan) を筋 肉内 投与することで黄体 退 行を訪起した。 人工授精は、 ド ナ ー牛の

発 情発見後約 12-24 時間後に 行 い 、 ド ナ ー牛からの胚 回 収は、 授精後 7-8 日 目に

バル ーンカ テ ーテルを用い た子 官 灌 流法により 行った。 採取され た胚は、 国 際胚

技術学 会のマニュ アル(Robertsonら2010)に従って 形態学的 評 価を行い 、 IETS

コ ード 1および 2 の胚 盤胞 期胚のみ を実験に供試した。

(7) short interfering RNA (siRNA) の 設計 および体外受精胚 への siRNAの

注入

ウシ AQP3および AQP7 遺 伝子の配 列を基に、 AQP3および AQP7に 対する

siRNAを設計 (B LOCK-iT™ RNAi Designer ; Thermo Fisher Scientific) およ
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び 作 製 し た ( Table . 4 ) 。 ま た 、 い ず れ の 遣 伝 子 の 発 現 抑 制 効 果 を 持 た な い Control

s iRNA ( AllStar Negative Control s iRNA; Qiagen) を 使 用 し た 。 siRNA の 注 入

に は マ イ ク ロ マ ニ ピ ュ レ ー タ ー ( NARISHIGE , Tokyo ,  Japan ) 、 マ イ ク ロ イ ン ジ

ェ ク タ ー ( FemtoJet ; Eppendolf, Hamburg ,  Germany ) お よ び イ ン ジ ェ ク シ ョ ン

ピ ペ ッ ト ( Femtotip s ; Eppendolf) を 用 い 、 5 0 µM の AQP3 お よ び AQP 7 siRNA 

ま た は 2 0 µM の Control s iRNA 約 1 0 p l を 媒 精 後 に 卵 丘 網 胞 を 除 去 し た 1 — 細 胞

期 胚 の 細 胞 質 内 に 注 入 し た 。

( 8 ) ウ シ 卵 子 お よ び 初 期 胚 か ら の RNA 抽 出

成 熟 卵 子 ( Day 0 ) 、 2 噌川 胞 期 胚 ( D ay 1 ) 、 小 網 胞 期 胚 ( D ay 1 ) 、 8 噌川 胞 期 胚 ( Day

2 ) 、 1 6 - 細 胞 期 胚 ( Day 2 ) 、 後 期 桑 実 期 胚 ( D ay 5 ) 、 初 期 胚盤 胞 期 胚 ( D ay 6 ) 、

胚 盤 胞 期 胚 ( Day 6 . 5 ) お よ び 拡 張 胚 盤 胞 期 胚 ( D ay 7 ) を 0 . 02 % PVA-PBS で 3

回 洗 浄 後 、 1 % ( w/v ) Polyvinylpyrrol idone ( PVP ; Sigma) お よ び 0 . 5 % ( w/v ) 

Protease  ( S igma) を 含 む DPBS に 移 し 、 透 明 帯 を 溶 解 除 去 し た 。 そ の 後 、 透 明

帯 を 除 去 し た 卵 子 お よ び 胚 を 0 . 02 % PVA- PBS で 3 回 洗 浄 し 、 5 µl の 溶 解 液 [0 . 8%

( v/v ) IGEPAL ( MP Biomedical s ,  L C C ,  Santa Ana,  CA,  USA ) 、 5 mM 

Dithiothreitol ( Thermo Fisher Scientific ) 、 1 U /µl RN a sin ( Promega Corp . ,  

Madison ,  WI , USA) 、 RNase free  water (Invitrogen) ] が 入 っ た チ ュ ー ブ に 移 し 、

液 体 窒 素 に よ る 凍 結 、 融 解 お よ び 攪 拌 を 3 回 繰 り 返 す こ と で 細 胞 を 粉砕 し 、 RNA

を 抽 出 し た 。 RNA サ ン プ ル は 逆 転 写 ( RT) 反 応 ま で ー 80℃ の フ リ ー ザ ー 内 で 保

存 し た 。

( 9 )  RT-PCR お よ び ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動

ウ シ 卵 子 お よ び 初 期 胚 か ら 抽 出 し た RNA サ ン プ ル 5 µl に 、 gDNA wipeout 
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bufferを 2 µlおよび RNase Free Waterを 8µl 添加し、 42 ℃で 2 分間インキュ

ベ ートした。 その後の RT反応 、 PCR および アガ ロ ースゲ ル電気泳動は、 第 2 章

に記 述した方法に 準 じて 行った。 使用し た プラ イ マ ー 情報は Table 4に示した。

( 1  0 ) リ アル タ イム PCR

リ アル タ イム PCR は、 CFX96 Touch ™ Real Time System (B ioRad) を用い

て 行い 、 PCR産物の検 出は、 SY ER Green PCR master Mix Kit ( Qiagen ) によ

り 行った。 18µlの反応液 [10µl 2 X Master mix、 1µlの Forward および Reverse

Primer (最終濃度 0 . 5µM、 Table 4)、 6 µlの RNase Free Water]に 各 cDNA サ

ンプル 2µlを 添加し、 95℃で 15 分間 処理することにより HotStarTaqDNAポリ

メラ ー ゼを活性化した。 その後、 94℃-15 秒 、 59℃- 30 秒 、 72 ℃- 30 秒の反応を

45 サ イクル 行う ことで cDNA を増 幅および蛍光度の測 定を行った。 その後、 増

幅した PCR産物の融解 曲 線から得られ た PCR産物の特 異性を確認した。 mRNA

発現量は、 標 準曲 線との比較により定量した。 各遺 伝子の PCR産物を Qiaquick

PCR purification Kit ( Qiagen)を用いて精製 し、 NanoDrop (ND-1000 ; Thermo 

Fisher Scientific) を用いて 各精製 物の濃度を測 定した。 その後、 各精製 物の濃

度が 10 ng/mlになるように TEバッ フ ァ ー Onvitrogen) で希釈した。 各精製 物

を TEバッ フ ァ ーで 10倍ずつ 段 階希釈することで標 準 サンプル (10
―

4 - 10
―

1 4 

ng/ml)を作製 した。 標 準 サンプルは、 毎 回のリ アル タ イム PCR反応 毎に作製 し、

cDNA サンプルと 共に増 幅し た。 SY ER Green の蛍光度の測 定は全ての増 幅 サ イ

クルで行った。 mRNA発現量の定量化は、 CFX Manager ™ sof twareを用いて 行

い 、 各 サンプルにおける mRNA発現量は、 同 一 サンプルにおける Histone H2A 

mRNA発現量で補 正した。
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( 1 1 )蛍光免疫染色

ウシ卵子および初 期 胚を0 .0 2%PVA -PBSで 3回洗浄 し、 ー 20℃のメタ ノ ー ル

に 20分間 浸 漬することで固定処理を行った。 その後、 0 .0 2%PVA -PBSを用いて

5分間の洗浄処理を 3 凹行い、 0 .01%Triton X -100 および 5%NGSを含むDPBS

中において、 室温で 30分間透過処理を行った。 0 .0 2%PVA -PBSを用いて 5分間

の洗浄処理を 3回行い、1%BSA および 5%NGSを含むDPBS 中において、 室温

で 30分間ブロッキング処理を行った。 1次抗体反応 は、anti -human AQP 3 rabbit 

polyclonal IgG (sc- 20811; Santa Cruz Biotechnology, 1: 50)、anti -human AQP 7 

rabbit polyclonal lgG (orb1 3 2 5 3; biorbyt, 1:100)または NRS(Invitrogen, 

1: 5000)を含む抗体希釈液 (0 .1%BSA 、1%NGSを含むDPBS)中において、 4℃

で一 晩行った。 0 .0 2% PVA -PBS を用いて 5分間の洗浄処理を 5 回行った後、 2

次抗体 反 応を行 っ た 。 2 次抗体 反 応 は、 goat anti -rabbit FIT C-conjugated 

antibody (sc- 201 2; Santa Cruz Biotechnology, 1: 500 )を用いて 室温で 2 時間 行っ

た。 その後、 0 .0 2% PVA -PBSを用いて 5分間の洗浄処理を 5回行い、 スラ イド

ガ ラス 上に 作製した VE CTASHIELD Mounting Medium with DAPIの 微 小 滴 内

に 卵子または胚を移し、 カバ ーガ ラスで覆った。 カバ ーガ ラスの 周 囲をマニ キ ュ

アで封 入し、 共 焦 点レ ー ザ ー 顕 微 鏡 [Leica T CS SP 5 -S; Leica Microsystems, 

Tokyo, Japan 、（ 実 験 1) ]または蛍光 顕 微 鏡 （ 実 験 2 および 3)を用いて観 察お

よび写 真 撮影を行った。

( 1 2 ) ウシ体 外 受 精 胚の 緩 慢 凍結およびガ ラス化 保 存

緩 慢 凍結保 存

ウシ体 外 受 精 胚の 緩 慢 凍結保 存は、 Dochi ら (1998)の 方 法に 若 干の 修 正を加

え た 方 法により行った。 IETSコ ード 1の体 外 受 精 由 来 拡 張 胚 盤 胞 期 胚(Day 7) 
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を、 室温の凍 結保存液 [1. 5 M EG (Wako)、 0.1 Mト レ ハロ ース (Wako) および

18% NB CSを含む DPBS]に約 10 分間浸漬して 平衡処理を行った後、 0.2 5 mlの

スト ロ ー( Fujihira Industries, Co. , ltd, Tokyo, Japan ) に封入した(1-5個 ／ス

ト ロ ー）。 凍 結保存は プロ グラム フリ ー ザ ー(ET3; Fujihira Industries) を用い

て 行った。 胚を封入したスト ロ ーを、 ー 7.0℃に 予 備冷却したメタノ ール内に 浸 漬

し、 5 分間 静置 後、植氷することで細胞外の氷晶形成を誘起した。 その後、 ー 0. 3℃

／分の速度で ー 35℃ まで冷却し、 ー 35℃で 5 分間 静置 後、液体 窒素中に 投入した。

凍 結胚の融解は、 風のない 場所でスト ロ ーを液体 窒素中から取り出し、 空気中で

10 秒間保 持した後、 30℃の温 水に 30 秒間浸 漬することで行った。

ガラス 化保存

ウシ体外受精胚のガラス 化保存は、 Inabaら(2011) の方法に若 干の 修 正を加

え た方法により 行った。 IETSコ ード 1の体外受精由来 拡張胚 盤胞 期胚(Day 7) 

を、 室温の 平衡液 [7. 5% EG、 7. 5% DMSO (Wako) および 20% NB CS を合む

TCM199 ( Thermo Fisher Scientific) ]に 3 分間浸漬することで平衡処理を行っ

た。 その後、 室温のガ ラス 化液(15% EG、 15% DMSO、 0. 5 M ス クロ ース およ

び 20% NB CSを含む TCM199) に 1 分間浸漬し、 微量のガラス化液とともにク

ラ イ オト ッ プ ( Kitaz ato B ioPharma, Fujinomiya, Japan ) 上に 乗 せ(1-5個）、

直 接液体 窒素中に 投入することでガラス 化した。 ガ ラス 化保存胚の加 温は、 37℃

の融解液(0.2 M ス クロ ース および 20% NB CSを含む DPBS)に 3 分間浸 漬する

ことで行った。

( 1  3 ) 緩慢凍 結およびガラス 化保存後の ウシ体外受精胚の生存性 評 価

緩慢凍 結 —融解およびガ ラス 化 —加 温 後の ウシ体外受精胚は、 IVD-101 培地
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(Research Institution for the Fun ctional Peptides) に移 し、 39℃ 、 5% CO2、

5% 0 2、 90% N2 条件下のマル チガ ス インキュベ ータ ー内において、 24 時間培養

後、 再拡張率および 透明 帯からの 脱出率を実体顕微鏡 下で評 価した。 ま た、 総細

胞 数および死細胞 率を評 価した。 死細胞 核の染色 は、 L IVE/DEAD Cell Imaging 

Kit ( 488/570) ( Thermo Fisher Scientific)を用いて 行った。 総細胞 核の染色 は、

死細胞 核の染色 後、 5µg/mlの Hoe chst 33342を含むエタノ ール 中に 浸 漬し、 4℃

で一 晩 静置 することで行った。 蛍光顕微鎧を用いて 写 真撮影 を行い 、 Image Jソ

フトの細胞カ ウントツ ールを用いて 総細胞 および死細胞 数を計 測 し、 各胚におけ

る死細胞 率 （死細胞 数 ／総網胞 数 X100) を算出した。

( 1  4 ) 実験計 両

実験 1 : ウシ卵子および初期胚におけるAQP3およびAQP7の mRNAおよびタ

ンパク質発現解析

まず、 ウシ ｛本外成 熟卵子 、体外受精由来の 2-
ー

4-細胞 期胚 、 8--16 —細胞 期胚 、

後期 桑実期胚 、初期胚 盤胞 期胚 、胚 盤胞 期胚および拡張胚 盤胞 期胚におけるAQP3

およびAQP7の mRNA発現を RT-PCR 法により確認した。 次に、 ウシ胚におけ

る胚性 遺 伝子 活性化 時 期である 8細胞 期から拡張胚 盤胞 期胚 への発生にともな

う AQP3およびAQP7の mRNA発現動態をリ アル タ イム RT-PCRにより解析 し

た。 ま た、 ウシ体外成 熟卵子 、 体外受精由来の 2 —細胞 期胚 、 8細胞 期胚 、 後期 桑

実期胚 、 初期胚 盤胞 期胚 、 胚 盤胞 期胚および拡張胚 盤胞 期胚におけるAQP3およ

び AQP7のタンパク質発現動態を蛍光 免 疫染色法により解析 した。 さらに、 ウシ

体内 受精および体外受精由来の胚 盤胞 期胚(Day 7)におけるAQP3およびAQP7

mRNA発現量を比較解 祈した。
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実験2 : RNA 干 渉法によるAQP発現抑制が ウシ胚の初期発生および耐凍性に 及

ぼす 影 響の解析

ウシ胚におけるAQP3およびAQP7発現と初期発生および耐凍性との関係を明

らかにすることを目的に、 RNA 干 渉法によるAQP3および AQP7発現抑制が ウ

シ体外受精胚の初 期発生および耐凍性に 及 ぼす 影 響について検討した 。 なお、

AQP3発現抑制が初期発生に 及 ぼす 影 響として、 Day 2における 2 —細胞 期以 上 へ

の 分割率 、 Day 4、 Day 5、 Day 6、 Day 7およびDay 8におけるそ れぞ れ 8—細胞

期胚 、 桑実 期胚 、 初期胚 盤胞 期胚 、 胚 盤胞 期胚および拡張胚 盤胞 期胚以 上 への発

生率を評 価した。 ま た、 耐凍性に 及 ぼす 影 響として、 Day 7の拡張胚 盤胞 期胚に

おけるガラス 化 —加 温 後 24 時間培養後の生存性を評 価した。

実験 3 : AQPの発現 促進が ウシ胚の耐凍性に 及 ぼす 影 馨の解析

ウシ初期胚におけるAQP3およびAQP7発現と耐凍性との関係の解明を目的に、

高浸透圧 処理( 3% NB CS およびス クロ ースを含む 351 mOsmの 修 正TALP 培地

で 6 時間培養）によるAQP3および AQP7発現 促進が ウシ体外受精胚の耐凍性に

及 ぼす 影 曹について検 討した。 対 照 区は、 3% NB CS を含む 2 60 mOsm の 修 正

TALP 培地で 6 時間培養した。 なお、 AQP3および AQP7発現 促進が耐凍性に 及

ぼす 影 響として、Day 7の拡張胚 盤胞 期胚における 緩慢凍 結 —融解およびガラス 化

—加 温 後 24 時間培養後の生存性を評 価した。

( 1  5 ) 統計 解析

統計 解析 は、 統計 解析ソ フト R ま たは StatViewを用いて 行った。 実験 1にお

ける各発生ス テ ージにおける AQP3 および AQP7 mRNA 発現量については、

Kruskal -Wallisの検定を行い 、その後Scheffe 法を用いて多群 間の検定を行った。
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ま た、 体内 受精および体外受精胚におけるAQP3およびAQP7 mRNA発現量に

ついては、 対応のない t 検定により検定を行った。 実験 2におけるAQP3および

AQP7 mRNA 発現量 、 発生率および 緩慢凍 結 —融解あるいはガラス 化 —加 温 後 24

時間培養後の 再拡張率 、 透明 帯からの 脱出率および死細胞 率については、 一 元配

置 の 分 散 分析 ま たは Kruskal-Wallisの検定を行い 、 その後 Turkey- Kramer 法 ま

たは Scheffe 法を用いて多群 間の検定を行った。 発生率および 緩慢凍 結 —融解ある

いはガ ラス 化 —加 温 後 2 4 時間培養後の 再拡張率 、 透明 帯からの 脱出率および死細

胞 率は、 ア ーク サ イン変 換した値 を統 叶解析 に用い た。 実験 3におけるAQP3お

よびAQP7mRNA発現量 、 緩慢凍 結 —融解あるいはガ ラス 化 —加 温 後 24 時間培養

後の死細胞 率については、 対応のない t 検定により検定を行った。 緩慢凍 結 —融解

あるいはガ ラス 化 —加 温 後 24 時間培養後の死細胞 率は、 ア ーク サ イン変 換した値

を統計 解析 に用い た。 ま た、 緩慢凍 結 —融解およびガラス 化 —加 温 後 24 時間培 義

後の 再拡張率および 透明 帯からの 脱出率は、カ イ ニ 乗検定により検定を行った。

全ての解析 において、 P値 が 0.0 5 未 満の 場 合 、 統計 的に有 意とみ なした。
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3 . 結果

実験 1 : ウシ卵子および初期胚におけるAQP3およびAQP7の mRNAおよびタ

ン パク質発現解析

AQP3およびAQP7mRNAは、 ウシ体外成 熟卵子、体外受精由来の ウシ 2-- 4-

細胞 期胚 、 s - - 16 —細胞 期胚 、 後期 桑実期胚 、 初期胚 盤胞 期胚 、 胚 盤胞 期胚および

拡張胚 盤胞 期胚の全ての発生ス テ ージで検 出され た( Fig . 8)。AQP3およびAQP7

ともに、 その mRNA発現量は、 s - - 16-細胞 期と比較して後期 桑実期および初期

胚 盤胞 期において 有 意(P < 0 .0 5) に増加し、 その後胚 盤胞 期および拡張胚 盤胞

期 への発生にともない初期胚 盤胞 期と比較して 有 意(P < 0 .0 5)に 減少した( Fig .

9)。 AQP3およびAQP7タン パク質は、 成 熟卵子から拡張胚 盤胞 期胚 までの全て

のス テ ージで検 出され た。 AQP3および AQP7タン パク質ともに、 成 熟卵子から

初期胚 盤胞 までは、 細胞 核および細胞質に蛍光シグ ナルが 観察され たが 、 胚 盤胞

期胚および拡張胚 盤胞 期胚では、 細胞 核における蛍光シグ ナルが 減 弱し、 細胞質

に加え細胞膜 上にも明 瞭な蛍光シグ ナルが 観察され た( Fig . 10 および Fig . 11)。

ウシ体外受精由来の胚 盤胞 期胚におけるAQP3 mRNA発現量は、体内 受精由来の

胚 盤胞 期胚と比較して有 意(P < 0 .0 5) に低かった( Fig . 12)。 一方 、 ウシ体外

受精由来の胚 盤胞 期胚におけるAQP7mRNA発現量は、体内 受精由来の胚 盤胞 期

胚と比較して 差はなかった( Fig . 12)。

実験2 : RNA 干 渉法によるAQP発現抑制が ウシ胚の初期発生および耐凍性に 及

ぼす 影 曹の解析

U ninje cted 区(siRNA の注入を行わない 区）、 Control siRNA 区(Control

siRNA を注入する 区）、 AQP3 siRNA 区(AQP3 siRNA を注入する 区） および
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AQP7 siRNA 区(AQP7 siRNAを注入する 区）の ウシ後期 桑実 期胚におけるAQP3

ま たはAQP7mRNA発現解析 の 結果を Fig. 13に示した。AQP3 mRNA発現量は、

U ninje cted 区および Control siRNA 区と比較し、 AQP3 siRNA 区で有 意(P < 

0.001) に低い 値を示した( Fig. 13)。 一方、AQP7mRNA発現量については、 各

試験 区間に 差は認められなかった( Fig. 13)。 ま た、 ウシ後期 桑実 期胚および胚

盤胞 期胚において、 蛍光 免 疫染色 により AQP3タン パク質の発現を解析 したと こ

ろ、 後期 桑実期胚では、 各試験 区間において明 瞭な 差は 認められなかったが 、 胚

盤胞 期胚においては、 U ninje cted 区および Control siRNA 区と比較し、 AQP3

siRNA 区で、 蛍光シグ ナルが 減 弱する像 が 観察され た( Fig. 14)。 以 上より、 本

実験で用い たAQP3 siRNA は、 ウシ初期胚におけるAQP3発現抑制効果を有す

ることが確認され たが 、 AQP7 siRNAについては、 その発現抑制効果を確認でき

なかった。

AQP3発現抑制が 、 ウシ体外受精胚のDay 2における 2細胞 期胚以 上 への 分割

率 、 Day 4、 Day 5、 Day 6、 Day 7およびDay 8におけるそ れぞ れ 8—細胞 期胚 、

桑実 期胚 、 初期胚 盤胞 期胚 、 胚 盤胞 期胚および拡張胚 盤胞 期胚以 上 への発生率に

及 ぼす 影 曹について検討した 結果を Table 5に示した。 Day 2における 2 —細胞 期

胚以 上 への 分割率( 90. 5-90. 8%)、 Day 4 における 8細胞 期胚以 上 への発生率

( 61. 4-6 5. 8%)、 Day 5における桑実 期胚以 上 への発生率( 42.0-43. 9%)、 Day 6 

における初期胚 盤胞 期胚以 上 への発生率(2 6.1-33.1%)、 Day 7 における胚 盤胞

期胚以 上 への発生率(2 4. 4-35. 6%)およびDay 8における胚 盤胞 期胚以 上( 31. 8-

39. 6% ) および拡張胚 盤胞 期胚以 上 への発生率 (24.0-32.7% ) 全てにおいて、

U ninje cted 区、 Control siRNA 区および AQP3 siRNA 区間に 差は認められなか

った。

さらに、 AQP3発現抑制が 、 Day 7の体外受精由来の拡張胚 盤胞 期胚における
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ガラス 化保存後の生存性 （再拡張率 、 透明 帯からの 脱出 率および死細胞 率） に 及

ぼす 影 響について検 討した 結果を Table 6 および Fig. 15に示した。 ガラス 化保

存 —加 温 後 24 時間培養後の 再拡張率および 透明 帯からの 脱出率は、 U ninje cted 区

( 88. 9%および 63.0%) および Control siRNA 区( 86.2%および 6 5. 5%) と比較

して、 AQP3 siRNA 区(79. 3%および 44. 8%) で低い 値を示し たものの、 各試験

区間に 有 意な 差は認められなかった( Table 6)。 ま た、 ガラス 化保存 ー加 温 後 24

時間培養後の死細胞 率についても 、 U ninje cted 区( 5. 8 土 1.0%)、 Control siRNA 

区( 4.7 士 1.0%) および AQP3 siRNA 区( 5. 8 士 0.7%) 間に 差は認められなかっ

た( Fig. 15)。

実験 3 : AQPの発現 促進が ウシ胚の耐凍性に 及 ぼす 影 響の解析

高 浸 透圧 処理( 3% NB CS およびス クロ ースを含む 351 mOsmの 修 正TALP 培

地で 6 時間培養）が 、体外受精由来の ウシ 拡張胚 盤胞 期胚(Day 7)におけるAQP3

およびAQP7の mRNA発現に 及 ぼす 影 響について検 討した 結果を Fig. 16に示し

た。 AQP3およびAQP7ともに、 その mRNA 発現量は、 対 照 区と比較して、 高

浸 透圧 処理 区で有 意(AQP3 : P < 0.01、AQP7 : P < 0.0 5)に高い値 を示した( Fig.

16)。 しかし、 対 照 区および高浸透圧 区における蛍光 免 疫染色の AQP3 および

AQP7の蛍光強度を解析 したと こ ろ、 両 者に 差は認められず、 本研究では、 高 浸

透圧 処理による AQP3 および AQP7 タンパク 質の発現 増加 は確認できなかった

( Fig. 17)。

ま た、 高 浸 透圧 処理が 、 体外受精由来 ウシ 拡張胚 盤胞 期胚(Day 7) の 緩慢凍

結およびガ ラス 化保存後の生存性 （再拡張率 、 透明 帯からの 脱出 率および死細胞

率） に 及 ぼす 影 聾について検 討した 結果を Table 7および Fig. 18に示した。 緩

慢凍 結保存において、 融解後 24 時間培養後の 再拡張率は、 対 照 区( 84. 4%) およ
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び高浸透圧 区( 88. 9%) 間で差は認められなかったものの、 透明 帯からの 脱出 率

は 対 照 区( 35. 6%) と比較し高浸透圧 区( 64. 4%) で有 意(P < 0.01) に高く 、 死

細胞 率は 対 照 区( 9.7 士 1. 5%)と比較し高 浸 透圧 区( 6. 3 士 0. 5%)において 有 意(P

< 0.0 5) に低い 値を示した( Table 7および Fig. 18)。 一方、ガラス 化保存におい

ては、 加 温 後 24 時間培養後の 再拡張率( 86.0-92.0%)、 透明 帯から脱出率( 46.0-

48.0% ) について、 対 照 区および高浸透圧 処理 区間で差は 認 められ なかったが

( Table 7)、 死細胞 率は 対 照 区( 6. 8 土 0. 9%) と比較し高浸透圧 区( 4.7 土 0. 6%)

において有 意(P < 0.0 5) に低い 値を示した( Fig. 18)。
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Tab l e  4 .  Primer s e quenc e s  for RT-P C R  

Genes Nucleotide sequences (5'-3') 
Annealing Fragment GenBank 

temperature (°C) siな (bp) Accession no. 

F-GCACAAGGAGCAGATGTGAA 
AQP3 59 209 NM 00 I 079794 

R-TACAGGCTGAAGGTCCTGCT 

F-CATTGTGACTGGCATCCTTG 
AQP7 59 1 52 NM 001 076378 

R-ACCACCAGTCCTTGGTTCTG 

F-AGGACGACT AGCCA TGGACGTGTG 
Histone H2A 59 209 NM 1 74809.2 

R-CCACCACCAGCAA TTGT AGCCTTG 

S-CCUCA UCCUCGUGA UGUUUTT NIA NIA NIA 
AQP3 siRNA 

AS-AAACAUCACGAGGAUGAGGTT NIA NIA NIA 

S-GGAGUUCAUCAGCACGUAUTT NIA NIA NIA 
AQP7 siRNA 

AS-AUACGUGCUGAUGAACUCCTT N/A NIA N/A 

F :  forward,  R :  rever s e ,  S :  s e n s e  strand, A S : ant i s en s e  strand 
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and embryos were l abe led  with anti AQP 7 antibo dy (orb 1 3 2 5 3 )  and DAPI, 
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ea rly b las tocys t, B C :  b las tocys t, Ex B C :  ex panded b las tocys t, N C :  
ne ga tive con tro l. 
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F ig . 1 4 . Representative photographs of immunostaining of  AQP3 in 

bovine morula (Day 5 ) and blastocyst (Day 7 ) obtained from uninj ected, 

control s iRNA inj ection, and AQP3 s iRNA inj ection. 
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Table  5 .  E ffect o f  AQP3 s iRNA inj ection on in vitro development o f  b ovine embryo s .  

No .  of 
Treatment embryos Day 2 Day 4 

cultured 2-cell ;;; 8-cell ;;; 

Uninjected 278 252 (90.7) 1 83 (65 .8) 

Control siRNA 264 239 (90.5) 162 (6 1 .4) 

AQP3 siRNA 238 216 (90. 8) 1 5 1  (63 . 5) 

No. (%) * of embryos developed to 

Day 5 Day 6 Day 7 

Morula :;; EB ;;;  BC ;;; 

122 (43 .9) 92 (33 . 1)  99 (35 .6) 

1 1 1  (42.0) 78 (29.6) 69 (26. 1)  

104 (43 . 7) 62 (26. 1)  58 (24.4) 

Experiments were rep l icated 9 time s .  
* P ercentages o f  the number o f  embryos  cultured .  
EB : early b lastocyst ,  BC:  b l astocyst ,  ExB C :  exp ande d b l astocyst ,  
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Day 8 

BC ;;; ExBC ;;; 

1 10 (39.6) 9 1  (32. 7) 

84 (3 1 . 8) 66 (25 .0) 

77 (32.4) 57 (24.0) 



Table  6 .  Effect of  AQP3 s iRNA inj ection on in vitro 
development of bovine embryo s  after vitrification -warming . 

No. of 
No. of No. of 

Treatment viable hatch ing or hatched 
embryos 

embryos (%) 山 embryos (%) b) 

Uninjected 27 24 (88 .9) 1 7 (63 . 0) 

Control siRNA 29 25 (86.2) 1 9  (65 . 5) 

AQP3 s iRNA 29 23 (79.3) 1 3  (44. 8) 

Experiments were rep l icated for 5 t ime s .  
a) 

No .  of  re -expanded embryo s  after culture for 24 h po st 
vitrification-warming . 

b ) 
No .  of  hatching and hatched embryo s after culture for 4 8  h 
po st vitrificati on-warming.  
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F ig. 1 5. Detectio n  o f  dead ce l l s  in bo vine embryo s  o btained fro m uninj ected, co ntro l 
s iRNA inj ectio n, and AQP3 s iRNA inj ectio n  after 24  h culture po st vitrificatio n
warming. (A) Representative pho to graphs o f  dead ce l l s  staining in bo vine embryo s  
o btained fro m uninj ected,  co ntro l s iRNA inj ectio n, and AQP3 s iRNA inj ectio n  after 24 
h culture po st vitrificatio n-warming. (B)  Rate o f  dead ce l l s  in bo vine embryo s  
o btained fro m uninj ected (n = 1 2) ,  co ntro l s iRNA inj ectio n  (n = 1 3 ) ,  and AQP3 s iRNA 
inj ectio n  (n = 1 2) after 24 h culture po st vitrificatio n-warming. There is no s ignificant 
difference amo ng uninj ected,  Co ntro l s iRNA, and AQP3 s iRNA. 
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F ig. 1 7. (A) Representative pho to graphs o f  immunostaining o f  AQP3 and A QP 7  in 
bo vine expanded b l asto cyst (D ay 7) cultured in iso to nic  (260 mOsm, Co ntro l) or 
hyperto nic medium (3  5 1  mOsm, H yperto nic)  for 6 h. (B)  Fluorescence intensity o f  
immunostaining o f  AQP3 and AQP7 in bo vine exp anded b l asto cyst (D ay 7 )  
cultured in iso to nic  (260 mOsm, Co ntro l)  or H yperto nic  (3 5 1  mOsm, H yperto nic)  
medium for 6 h (n = 10 ). No signific ant di fferences in fluorescence i ntensity o f  
immunostaining o f  AQP3 and AQP7 were o bserved between Co ntro l and 

H yperto nic  gro ups. 
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Table  7 .  E ffect of  hyp ertoni c treatment on in vitro development of  bovine 

embryos  after freeze -thawing or vitrifi cation-warming.  

Cryopreservation No. of 
No. of No. of 

Treatment viable hatch ing or hatched 
procedure embryos 

embryos (%) 山 embryos (%) b) 

Control 45 3 8 ( 84.4) 1 6 ( 35 . 6) d 

Slow-freezing 
40 ( 88.9)  Hypertonic 45 29 ( 64.4) C 

Control 50 46 ( 92.0)  23 ( 46.0) 
Vitrification 

Hypertonic 50 43 ( 86.0) 24 ( 48.0)  

Experiments were rep l icated for 5 t ime s .  
a) 

N o .  o f  re-expanded embryos  after culture for 24  h p o st vitrifi cati on-warming.  
b ) 

N o .  o f  hatching and hatched embryo s after culture for 4 8  h p o st vitrification -

warmmg.  
C d 
' D i fferent supers cripts indi cate  the s ignificant difference (P < 0 . 0 1 ) .  
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4. 考察

本研究の実験 1では、 ウシ卵子および初期胚の 各ス テ ージにおけるAQP3およ

びAQP7 mRNAおよびタン パク質発現を解析 した。 AQP3およびAQP7 mRNA 

は、 卵子および全てのス テ ージの胚で発現しており、 そ れらの発現量は、 8--16-

細胞 期では低い 値を示したものの、 後期 桑実期および初期胚 盤胞 期 への発生にと

もない増加し、その後胚 盤胞 期および拡張胚 盤胞 期 への発生にともない 減少した。

マ ウス 胚において、 AQP3およびAQP7mRNAは、 成 熟卵子、 2 —細胞 期胚 、 8—細

胞 期胚 、桑実期胚および胚 盤胞 期胚の全てのス テ ージで発現し(B ar croft ら2003、

Edashigeら2000、 Offenbergら2000、 Xiongら2013)、 さらに、 AQP3および

AQP7mRNA発現量は、 卵子から 8 網胞 期 までの胚と比較し、 桑実期および胚 盤

胞 期胚において増加 する可能性が報告されており(Offen bergら 2000)、 ウシ卵

子および初期胚を用い た本研究 結果と類 似していた。 ま た、 AQP3および AQP7

タン パク質についても 、 ウシ卵子および全てのス テ ージの ウシ初期胚で発現が確

認され た。 マ ウス 胚におけるAQP3 ま たは AQP7タン パク質の局在性については

いくつかの 異 なる報告がなされている。 Xiongら(2013)は、 マ ウス 胚において、

AQP3およびAQP7タン パク質は、 卵子から 2 —細胞 期胚 までは細胞質に局在する

が 、 8—細胞 期以 降は 主に細胞膜 上に局在するようになると報告している。 一方 、

B arcroft ら(2003) および Nongら(2013) は、 マ ウス 胚において、 AQP3タン

パク質は、 8細胞 期胚では 主 に細胞質に局在しているが 、 桑実期胚以 降に細胞膜

上に局在するようになることを報告している。 本研究において、 ウシ成 熟卵子 か

ら初期胚 盤胞 期胚 までは、 AQP3および AQP7タン パク質は細胞 核および細胞質

内に局在してい たが 、 胚 盤胞 期および拡張胚 盤胞 期 への発生にともない 、 AQP3

およびAQP7ともに細胞 核における蛍光シグ ナルが 減 弱し、 細胞膜 上にも明 瞭な
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蛍光シグ ナルが 観察されるようになった。 以 上の ことから、 ウシ胚と マ ウス 胚で

は初期発生 過程におけるAQP3およびAQP7タン パク質の局在性が変化する 時 期

が 異なる可能性が示され た。 さらに、 ウシ胚では、 AQP3およびAQP7は、 胚 盤

胞 期以 降に細胞膜 に局在するようになることから、 胚 盤胞 期および拡張胚 盤胞 期

への発生にともなう 胞 胚 腔 形成 、 すなわち胚の外 側から内 側 への液体 成 分の 流入

に AQP3およびAQP7が関与している可能性が示され た。 ウシ卵子および初期胚

におけるAQP3および AQP7について、 初期発生を通して mRNAやタン パク質

発現を詳細に解析 した 報告は こ れ までに 無く 、 本研究により、 ウシ胚の初期発生

過程におけるAQP3および AQP7の発現動態に 閲して 新たな知見が 得られ た。 さ

らに、本 研究において、体外受精由来 ウシ胚 盤胞 期胚におけるAQP3 mRNA発現

鼠は、 体内 受精胚と比較して 有 意に低かった。 Offenbergら(200 5) は、 体外受

精由来マ ウス 胚 盤胞 期胚におけるAQPB、AQP9およびAQPll mRNA発現量は、

体内 受精由来胚 盤胞 期胚と比較して低い ことを報告しており、 発生 環 境の 違いが

AQP発現に 影 響する可能性を示している。 しかし、 Kaz manyら(2011) は、 ウ

シ体内 受精および体外受精由来胚 盤胞 期胚におけるAQP3 mRNA 発現呈に 差は

無い ことを報告しており、 この 結果は本研究 結果と 矛 盾する。 Kaz manyら(2011)

の 先 行研究と本 研究の 結果の 違いの理由は明らかではないが 、 Lopera- Vasquez 

ら(2017) は、 ウシ ｛本外受精卵の発生 培地 へ卵 管液を 添加 すると 、 胚 盤胞 期胚に

おけるAQP3 mRNA発現量が増 加 することを報告しており、本 研究の 結果と 合わ

せて、 ウシ胚においても初期発生 過程における発生 環 境が AQP3発現に 影 響を及

ぼす可能性が示され た。

マ ウス 2 —細胞 期胚に AQP3あるいは AQP7 siRNAを導入し、 AQP3あるいは

AQP7 発現を抑制すると 、 4細胞 期以 降の発生が 阻害される( Xiong ら 2013)。

ま た、 B ellら(2013) は、 AQP3発現制 御に関与する p38MAPK signalingを阻
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害すると 、 マ ウス 胚の AQP3発現が 減少し、 胚 盤胞 期胚の拡張および 透明 帯から

の 脱出 が 阻害されることを報告している。加えて、本研究の実験 1において、AQP3

およびAQP7 mRNA発現量は、 s - - 16-細胞 期から桑実 期および初期胚 盤胞 期に

かけて増加し、 そ れらのタン パク質は胚 盤胞 期以 降に細胞膜 上に局在するように

なることが示され た。 こ れらの ことから、 ウシ胚においても AQP3および AQP7

が初期発生、 特に 桑実期から胚 盤胞 期 への発生に 重 要な役割を持つ ことが 推察さ

れる。 そ こで、 実験 2 では、 まず、 RNA 干 渉法によるAQP3および AQP7発現

抑制が ウシ胚の初期発生に 及 ぼす 影 聾について検 討した。 AQP3 siRNA 区につい

ては、 後期 桑実期胚におけるAQP3 mRNA発現が抑制され 、 胚 盤胞 期胚における

AQP3タン パク質発現が抑制されていることを確認できたものの、 体外受精後の

分割率やその後の発生率について 対 照 区および Control siRNA 区と 差はなく 、

AQP3は ウシ胚の初期発生に必須の因子ではない 可能性が示され た。 た だし、 ウ

シにおいて AQP3 は卵子の 時点で発現していること 、 ま た、 RNA 干 渉法では、

標的 遺 伝子の発現を完全に抑制できない ことを考えると 、 残存した AQP3が 正常

に機能した可能性を排除できない 。 さらに、 本研究の 結果には示さなかったが 、

ウシ卵子および初期胚には、 AQP3以外にも 、 AQPO、 AQP4、 AQP5、 AQP6、

AQPB、 AQP9、 AQPl l mRNA が発現していることを確認しており、 他 の AQP

が AQP3 の機能を補 完した可能性もある。 そのため 、 本 研究の 結果のみ では、

AQP3が ウシ胚の初期 発生に果たす役 割について 結 論づけることはできないと 考

えられる。 ま た、本研究で用い た AQP7 siRNAでは、 ウシ初期胚のAQP7mRNA

発現は抑制されず、 AQP7 発現抑制が ウシ胚の初期発生に 及 ぼす 影 曹を検 討する

ことは出 来なかった。

ウシ 桑実 期胚において、 水や耐凍剤であるグリセリンおよびEGは、 AQP3を

介した 促進拡散によって細胞内外に 輸送される( Jin ら 2011)。 この ことから、
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AQP3は、 ウシ初期胚の凍 結保存 過程において重 要な役割を担う ことが予想され

る。 そ こで、 実験 2 では、 ウシ初期胚におけるAQP3発現と耐凍性との関係の解

明を目的に、 RNA 干 渉法によるAQP3発現抑制が ウシ初期胚のガラス 化 —加 温 後

の生存性に 及 ぼす 影 響について検討した。 ガ ラス 化保存では、 緩慢凍 結保存法と

比較して高濃度の耐凍剤を使用するため 、ガラス 化 —加 温前 後において、 促進拡散

による速やかな細胞内外 への 水および耐凍剤の 流入および 流出が種々の凍 結 傷害

を回避する 上で璽 要となる。 そのため 、 木研究では、 AQP3の発現抑制による耐

凍性 への 影 轡は、 緩慢凍 結保存と比較しガラス 化保存においてより顕著に出ると

想定し、ガ ラス 化 —加 温 後の生存性を評 価した。 しかし、 AQP3発現抑制胚のガ ラ

ス 化 —加 温 後 24 時間培養後の 再 拡張率 、 透明 帯からの 脱出率は、 対 照 区および

Cont rol siRNA 区と比較して低いものの、 有 意な 差は 認められなかった。 この 要

因としては、 上 述し た RNA 干 渉法によるAQP発現抑制が ウシ胚の初期発生に 及

ぼす 影 聾の検討と同 様に、 残存した AQP3が 水や耐凍剤の 流出および 流入に寄与

し た可能性や他 の種類の AQPにより AQP3の機能が 補 完され た可能性がある。

実験 3では、 AQP3および AQP7発現 促 淮が 、 体外受精由来 ウシ拡張胚 盤胞 期

胚(Day 7) における耐凍性に 及 ぼす 影 曹について検討することで、 ウシ胚にお

ける AQP3 および AQP7 と耐凍性との閤係を明らかにすることを試み た。 B ell

ら(200 9) は、 ス クロ ースを 添加した高浸透圧 培地( 350 mOsm) でマ ウス 桑実

期胚を 6 時間ま たは 24 時間培養すると 、 MAPK signaling の活性化を 介 して

AQP3 mRNAおよびタン パク質発現が増加 することを報告している。 ま た、 Tan

ら(2015) は、 マ ウス卵子をEG、 DMSO ま たはス クロ ースを含む高浸透圧 培地

に浸漬することで、 細胞膜 に発現するAQP7タン パク質鼠が増加 することを報告

している。 本研究においても 、 体外受精由来 ウシ拡張胚 盤胞 期胚(Day 7) を、

ス クロ ースを含む 351 mOsmの高浸透圧 培地で 6 時間培養すると 、AQP3および
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AQP7mRNA発現量が有 意に増加した。 さらに、 高浸透圧 処理した ウシ初期胚の

緩慢凍 結 —融解およびガラス 化 —加 温 後 24 時間培養後の死細胞 率は、 対 照 区と比

較して 有 意に低く 、 さらに 緩慢凍 結 —融解においては、 融解後 24 時間培 養後の 透

明 帯からの 脱出率が 対 照 区と比較して 有 意に高かった。 こ れらの 結果から、AQP3

およびAQP7発現量の増加が ウシ初期胚の耐凍性の向 上と関連している可能性が

示 唆され た。 すなわち、 本研究では、 緩慢凍 結およびガ ラス 化保存における耐凍

剤の 一つとして EGを使用したが 、 高 浸 透圧 処理により ウシ初期胚の AQP3およ

び AQP7 発現量が増 加した ことで、 凍 結保存 過程における細胞膜 を 介した 水 や

EG の 透過がより効率的に 行われるようになり、 浸 透圧変化による 過度な膨張お

よび 収縮 、 耐凍剤による細胞 謳性 ま たは 網胞内氷晶形成による凍 結 傷害が 軽 減さ

れ た 結果、 凍 結 —融解 ま たはガラス化 —加 温 後の割 球細胞 の生存性が 向 上した可能

性が 考えられる。 一方 、 実験 2 において、 ウシ体外受精由来胚 盤胞 期胚の AQP3

発現を抑制しても 、 耐凍性 への 影 聾は全く 認められなかったにも関わらず、 実験

3における高浸透圧 処理では、 AQP3 mRNA発現が増加 することで、 耐凍性が 向

上した。 実験 3の高浸透圧 処理では、AQP3 mRNAに加 え 、AQP7mRNAの発現

も高 まっており、 胚の耐凍性には、 複数の AQP の 相 互作用が 重 要な役割を担っ

ている可能性がある。 今後、AQP3およびAQP7の特 異 的 阻害剤の使用等により、

AQP3およびAQP7と ウシ初期胚における耐凍性との関連性についてさらに検 証

する必 要がある。

一方 、 本研究では、高 浸 透圧 処理によるAQP3および AQP7タン パク質の増加

は確認できなかった。 マ ウス卵子は、 高浸透圧ストレスを受けると 、 卵子 細胞質

内に存在するオ ーロラキ ナ ー ゼ Aのリン酸 化 、次いでタン パク質の 翻 訳に関与す

る Cytoplasmic polyadenylation element-binding protein (CPEB ) のリン酸 化

が 促進され 、 そ れにより、AQP7タン パク質が増加 する( Tanら2015)。 さらに、
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高浸透圧ストレスにより増加した AQP7は、膜 タンパク質の細胞膜 への動 員に関

わる F-Actin( Kiersz enbaumら2011) と 結 合し、 速やかに細部膜 での発現が増

加 するモデルが 提 唱されている( Tanら2015)。 ま た、本研究の実験 1において、

ウシ胚におけるAQP3および AQP7タンパク質は、胚 盤胞 期以 降に細胞膜 に明 瞭

に局在することが示され た。 本研究では、 高浸透圧 処理が AQP3および AQP7タ

ンパク質 発現 鼠に 及 ぼす 影 響を調べるため 、 蛍光 免 疫染色 での AQP3 および

AQP7の蛍光強度を解析 したが 、 上記 の ことを踏 まえると 、 蛍光 免 疫染色 による

蛍光強度から算出した AQP タンパク質量に 及 ぼす 影 轡を調べる だけではなく 、

AQPの細胞膜 への動 員 メカ ニ ズムに 閲わる分子群 やその局在性（網胞膜 での発現）

に 及 ぼす 影 響についてより詳細に調べるべきであり、 この点については 今後慎重

に検討する必 要がある。

一方、 実験 3の 結果は、 AQP3および AQP7が ウシ初期胚の耐凍性と関連する

可能性を示すばかりでなく 、 高浸透圧 処理により AQP 発現を人為的に 促進する

ことで、 ウシ体外受精胚の耐凍性を向 上させられる可能性を示すものである。 体

内 受精胚と体外受精胚の耐凍性の 違いの 要因の 一つとして、 脂 肪 滴の多 寡との閤

係がよく研究されている。 ウシやブタの体外受精胚は、 体内 受精胚と比較して脂

肪 滴含量 が 多く 、 脂 肪 滴を 減 少 さ せると 凍 結 融解 後の生 存 性 が 向 上する

( Takahashiら2013)。 一方 、 ウシ体外受精胚と体内 受精胚では、 水や耐凍剤の

細胞膜 透 過性が 異なることが示唆されている( Hochiら 2003)。 実験 1において

示した通り、体外受精由来の胚 盤胞 期胚におけるAQP3mRNA発現量は、体内 受

精由来の胚 盤胞 期胚と比較して有 意に低く 、 ま たAQP7mRNA発現量については

両 者に 差はないものの、 体外受精由来胚 盤胞 期胚は体内 受精由来胚 盤胞 期胚と比

較してその値 が低かった。 高浸透圧 処理により体外受精胚の AQP3および AQP7

発現量が増 加した ことで、 細胞膜 における水や耐凍剤の細胞膜 透 過性が体内 受精
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胚に 近 づき、 凍 結 —融解 ま たはガラス化 —加 温 後の割 球細胞 の生存性が 向 上した可

能性が 考えられる。

マ ウス 、 ブタ、 ヒ ッジま たは ウシ等の 哺乳動物卵子および初期胚は、 適度な 静

水 圧 、 浸 透圧 ま たは酸 化ストレスを与えられることで、 ストレス 耐性を獲 得し、

体外 培養における発生能や凍 結保存における耐凍性が 向 上することが報告されて

いる(B ockら2010、B oglioloら2011、Duら200 8、Pribensz kyら200 5、Pribensz ky

ら200 8、 Pribensz kyら2010、 Trigalら2013)。 このよう な適度なストレス 負 荷

により、 哺乳動物卵子や初期胚の発生能や耐凍性が 向 上するメカ ニ ズムの詳細は

こ れ まで不明であったが 、 近年、 マ イクロ アレ イを用い た 網 謹的 遺 伝子発現解析

により、 遺 伝子の 転写および 翻 訳機構の変化が発生能や耐凍性向 上のメカ ニ ズム

に 閲与する可能性が示されている(B ockら2010、B ockら2016、Jiangら2016)。

実 際に、 Jiangら(2016) は、 高 静水 圧 処理を施した受精後 7 S 日の ウシ体外受

精由来 拡張胚 盤胞 期胚は、 無 処 置 区と比較して、ガラス 化 —加 温 後の 再拡張率が 向

上するとともに、 アポト ーシス 関連 遺 伝子の発現が 減少し、 RNA プロセシングや

細胞 増 殖関連 遺 伝子の発現が増加 することを報告している。高浸透圧 処理により、

ウシ胚のAQP3およびAQP7発現が増加し、 緩慢凍 結 —融解およびガラス 化 —加 温

後の割 球細胞 の生存性が 向 上したという 本研究の 結果は、 上記のよう なストレス

負 荷による耐凍性向上メカ ニ ズムの 一 端を成すのかもし れない 。

本研究では、AQP3および AQP7が ウシ初期胚の耐凍性に 重 要な役割を持つ可

能性が示され た。 ま た、 高 浸 透圧 処理により、 人為的に AQP3および AQP7の発

現を増加 させることで、 ウシ体外受精胚の耐凍性を向 上できる可能性が示唆され

た。 た だし、 ウシ初期胚におけるAQP3および AQP7と耐凍性との関係を直 接 証

明するためには、 ウシ初期胚において AQP3および AQP7がどのよう な種類の耐

凍剤の 促進拡散に関わるのかを明らかにするとともに、 凍 結あるいはガラス 化保
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存に用いる耐凍剤の種類や濃度および 平衡時間等について 複数の条件を設定し、

AQP の多 寡と凍 結 —融解あるいはガラス 化 —加 温 後の生存性との関連性を検 討す

る必 要がある。 ま た、AQP3およびAQP7 遺 伝子 欠損 ウシ胚や AQP3およびAQP7

の特 異的 阻害剤を用い たさらなる検 証実験が必 要と 考えられる。 さらに、 ウシ体

外受精胚の耐凍性 向 上技術として応 用するためには、 高 浸 透圧 処理を施した ウシ

体外受精胚の凍 結保存 —移植後の受胎率や産子の 正常性の調査を行う 必 要がある。
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5. 要約

ウシ初期胚の凍 結保存技術は、 胚移植技術を活用する 上で必須の技術である。

一方、 現在の凍 結保存技術をもってしても 、 ウシ初期胚は少なからず凍 結 傷害を

受け 、 移植後の受胎率は低下 する。 特に 近年 需 要が増加している体外受精胚は、

耐凍性が低く 、 移植後の受胎率が 低い ことが 問題となっている。 ウシ初期胚の凍

結保存技術のさらなる向 上のためには、 ウシ初期胚の耐凍性に関わる低温生物学

的特性について、 分子レベルでの理解が 求められる。 本 研究では、 細胞膜 で水や

耐凍剤であるグリセリンや EG等を効率的に 透過させる機能を持つAQP3および

AQP7について、 ウシ卵子および初期胚における mRNAおよびタン パク質発現動

態を解析 した。 ま た、 AQP3および AQP7の人為的な発現抑制 ま たは発現 促進に

より、 ウシ胚におけるAQP3および AQP7発現と耐凍性との関連性について検討

した。 AQP3およびAQP7mRNAおよびタン パク質は、 ウシ卵子から拡張胚 盤胞

期胚 までの全てのス テ ージで発現しており、AQP3およびAQP7mRNA発現量は、

8--16-細胞 期では低い値 を示したものの、後 期 桑実 期胚および初期胚 盤胞 への発

生にともない増加し、 胚 盤胞 期胚 への発生にともない 減少した。 ま た、 体外受精

由来の胚 盤胞 期胚におけるAQP3 mRNA発現量は、体内 受精胚と比較し有 意に低

かった。 AQP3発現抑制は、 ウシ胚の初期発生およびガ ラス 化保存後の胚の生存

性に 影 響を及 ぼさなかった。 一方 、 ウシ体外受精由来 拡張胚 盤胞 期胚に 対して高

浸 透圧 処理を施す ことで、AQP3およびAQP7mRNA発現量が増加し、 緩慢凍 結

およびガラス 化保存後の割 球細胞 の生存性が 向 上することが明らかとなった。

本研究の 結果から、AQP3および AQP7が ウシ初期胚の耐凍性に重 要な役割を

持つ可能性が示されるとともに、高 浸 透圧 処理により AQP3および AQP7発現を

促進することで、 ウシ ｛本外受精胚の耐凍性を向 上させられる可能性が示され た。
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第4章

総括
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AQP は、 細胞膜 において 水を 選択 的かつ効率的に 透過させる チャネル タン パ

ク質として 1992 年に発見され(Prestonら1992)、 そ れ以 降、 主にノッ ク ア ウト

マ ウスを用い た解析 から、 様々な器官、 組織および細胞における生理的役割が明

らかにされてきた( Takataら 2004)。 一方、 AQP は、 細胞膜を 介した速やかな

水や耐凍剤の 透過が不可 欠な細胞 の凍 結保存 過程においても 重 要な役割を担う と

推測 されるにもかかわらず、 凍 結保存 過程における AQP の機能に関する研究は

十分になされていない(Sales ら 2013)。 特に、 ウシ精子および初期胚における

AQPに関する研究報告は少なく 、 その発現動態や生理的機能 、 ま た凍 結保存 過程

おける役割について 未 だ不明な点が多い 。 木研究では、 水および耐凍剤 （グリセ

リンや EG等） の両方を 透過させる機能を持つ AQP3および AQP7に着目し、 ウ

シ精子および初期胚におけるAQP3およびAQP7発現と耐凍性との関係について

検討した。

第 2 章では、 AQP3および AQP7が 、 凍 結保存 過程を通して ウシ精子の 主に尾

部に局在することを明らかにするとともに、 AQP3および AQP7量が 、 凍 結融解

後の運動性、 特に運動速度と関連することを示した。 最 近、 耐凍性の高い ウシ精

子は、耐凍性の低い精子と比較して、AQP7および AQP llタン パク質鼠が多く 、

AQP7 および AQP ll が ウシ精子の耐凍性の 指 標になる ことが報告されている

(Moratoら2018、 Prieto-Martinez ら2017a)。 本研究の 結果は、 AQP7および

AQP llに加えて AQP3 も ウシ精子の耐凍性と関連するという 新たな知見を提示

する。 さらに本研究は、 AQP3および AQP7が 、 特に ウシ精子の尾部の耐凍性に

重 要な役割を担う 可能性を示すものである。 今後は、特 異 的 阻害剤を用い た AQP3

およびAQP7の チャネル 機能 阻害実験等を行う ことで、 ウシ精子の凍 結保存 過程

におけるAQP3および AQP7の役割がより詳細に解明されることが 期 待される。

第 3章では、 AQP3およびAQP7 mRNAおよびタン パク質が ウシ卵子から拡
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張胚 盤胞 期胚 までの全てのス テ ージで発現していることを明らかにした。 ま た、

体外受精由来の胚 盤胞 期胚におけるAQP3 mRNA量は、体内 受精胚と比較し低い

値であった。 さらに、 高 浸 透圧 培地を用い た AQP3および AQP7の発現 促進実験

により、 AQP3および AQP7が ウシ初期胚の耐凍性と関連する可能性を示すと同

時に、高 浸 透圧 処理により人為的に AQP3および AQP7発現を促進することで ウ

シ体外受精胚の凍 結融解後の生存性を向 上させられる可能性を示した。 ウシ 桑実

期胚では、 細胞膜 におけるグリセリンや EGの 透過は、 AQP3を 介した 促進拡散

により 行われることが報告されている( Jin ら 2011)。 AQP7 が ウシ初期胚にお

ける水や耐凍剤の 透過に果たす役割についてさらなる研究が必 要であるが 、 Jin

ら(2011) の 先 行研究を踏 まえると 、 高 浸 透圧 処理により AQP3 および AQP7

の発現が 上 昇した 結果、 凍 結保存 過程における水や耐凍剤の 輸送 がよりスム ー ズ

に 行われ 、 細胞内氷晶の 形成 、 耐凍剤による毒性、 浸 透圧変化による 過度な膨張

および 収縮といった凍 結 傷害が 軽 減され たと 推察される。 今後、 ゲ ノム 編集技術

や特 異 的 阻害剤を用い たさらなる検 証実験により、 ウシ初期胚におけるAQP3お

よびAQP7発現と耐凍性との関係がより詳細に解明されることが 期 待される。 ま

た、 本研究により、AQPの人為的発現制 御による ウシ体外受精胚の耐凍性 向 上技

術の開発の可能性が示され 、 今後同 技術の開発が進む ことが 期 待される。

本研究により、AQP3および AQP7が ウシ精子および初期胚の耐凍性に重 要な

役 割を持つ 可能性が示され た。 こ れ まで、 ウシ精子 、 卵子および初期胚の凍 結保

存技術の改良は、 主に、 凍 結保存液の種類 、 耐凍剤の種類 、 濃度、 平衡時間およ

び 添加 剤の 利用等の検討を行い 、 その中から最 適な 条件を見つけるといった 経験

的手法により 行われてきた。 今後は、 AQPを指 標にして研究を進めることで、 ウ

シ精子および初期胚の凍 結保存技術をさらに改良できると 考えられ 、 牛の人工授

精および胚移植技術のさらなる発 展に 貢 献することが 期 待される。
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