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第１章 緒論 

 
わが国における畜産農家の飼養戸数は、高齢化等に起因する事業継続の困難さから減少

が続いている。一方で飼養頭数は近年横ばいで推移しており、一戸当たりの飼養頭数の増

加が進んでいる。 
牛枝肉卸売り価格は景気の低迷等を背景として、平成 19 年度以降和牛去勢牛肉を中心

に価格が低下したが、平成 23 年度以降は上昇に転じ、生産量の減少を背景に黒毛和牛枝

肉単価は平成 28 年度に過去最高水準まで高騰した。平成 29 年度以降は最高水準を下回っ

てはいるものの、依然として高価格で推移している。一方で高い枝肉価格にも関わらず畜

産農家の経営収支は低く、経営状況としては苦しい局面にある。この背景には、繁殖雌牛

の減少に伴う肥育素牛の不足とそれによる素牛価格の高騰がある。 
肥育素牛価格は上昇をつづけており平成 20 年度の 351 千円から平成 28 年度には 851

千円と 8 年間で約 2.4 倍も増加した。繁殖雌牛頭数が上昇に転じた後も依然として高水準

で推移しており、黒毛子牛の生産力向上による素牛価格の適正化はわが国の畜産業におけ

る喫緊の課題である。 
乳用種への黒毛和種受精胚の移植は、産子による酪農家の副収入になるとともに、黒毛

和種子牛の生産を増やす有効な手段として期待されている。牛受精胚の移植はわが国では

杉江らによってはじめて報告され、その移植数は年々増加し、平成 30 年度では年間 4 万

7080 頭、わが国の黒毛子牛の 9.7%を生産するまで普及した技術である（大呂.2019）。畜

産分野において受精胚移植は遺伝的改良や、長期不受胎対策に有効な技術であるが、移植

可能な胚のステージは限られており、受胚牛側の発情同期化が不可欠である。移植適期の

レシピエントが準備できない場合は保存が必要となるため、胚の凍結保存は胚移植技術を

活用するうえで必須の技術である。凍結保存は受精胚の長期保存、長距離輸送を可能にし、

利便性の面では新鮮胚に比べ極めて活用の幅が広く重要な技術である。 
ウシ胚の凍結保存は現場での取り回しが容易であるが、一方で凍結受精胚の受胎率は新

鮮胚に比べて低い(農林水産省 HP)。この原因として凍結保存時の損傷が融解後の胚品質を

低下させ、受胎率の低下を招いていると考えられる。この凍結由来の受精胚品質の低下の

主要因としてミトコンドリア機能の低下があげられる（Do et al.2017、Hayashi et al. 
2019）。ヒト卵子において、ミトコンドリア数は卵子の質を決める大きな要因であり、受

精した卵子と非受精卵子を比較すると受精卵子のミトコンドリア含量が多いことが報告さ

れている（Santos et al.2006）。さらにミトコンドリアの主要な機能の一つに ATP 合成が

あり、卵子では ATP 含量が高い方が発育性に優れているという報告がある（Van et al.1995、
Stojkovic et al. 2001）。 

凍結によるミトコンドリアの障害は電子顕微鏡によって観察されており（Gualtieri et al. 
2009, Dai et al. 2015）、ヒツジ胚を用いた検討では、凍結によりミトコンドリア形状が膨
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化状態にあることが報告されている（Dalcin et al.2013, Moussa et al.2014）。また凍結に
よるミトコンドリアゲノムや核ゲノムの損傷を示唆する報告もある（Hayashi et al.2019）。
ミトコンドリアは細胞における ATP 合成の 80％以上を占めていることから、その損傷は
細胞の生存とエネルギー代謝に重大な支障を来す。一方で融解後、胚を観察すると囲卵腔

の再拡張、透明帯脱出や移植後の受胎等、新鮮胚に比べて低調ではあるが、回復が十分に

認められ、移植により産子が得られることから、凍結によりうけた損傷は、その後の発育

過程で回復すると考えられる。しかしながら、凍結融解後の胚内ミトコンドリアがどのよ

うに増減し、質を変化させ、受精胚の恒常性の維持に関与するのかは明らかにされていな

い。 

ミトコンドリアが障害を受けると、品質管理機構が活性化し、ダメージを受けたミトコ

ンドリアは除去される(Campello et al.2014)。細胞を用いた実験ではミトコンドリアの膜
電位を喪失させると細胞のミトコンドリアは小さく分割し、その後、細胞中ミトコンドリ

ア数の減少が認められる(Lyamzaev et al. 2008)。これらの機序は大変複雑ではあるが、よ
く知られているものでは膜電位が低下すると、PINK1 が外膜に蓄積しここに誘導された
PARKINがユビキチン化を促し、蛋白分解が誘導される経路、損傷を受けたミトコンドリ
アがオートファジーを介して分解されるマイトファジーの経路が示されている（Koyano 
et al.2014, Shiba-Fukushima et al. 2012）。細胞中でのミトコンドリア動態をリアルタイ
ムで観察するには高度な細胞工学が必要であるが、簡易にこれをモニタリングする指標と

して、細胞外 DNAがある。Kansakuらは（2017）細胞のミトコンドリアに障害を与えた
場合、細胞培養した培地中に放出されるミトコンドリアゲノム由来の細胞外 DNA が増減
することから細胞内でのミトコンドリアの動態を追跡できることを示している。これらの

報告から胚内ミトコンドリアの、凍結後の動的変化を従来の方法で観察するのに加えて、

ミトコンドリアに由来する細胞外 DNAで評価することが出来ると考える。 
豚の卵子を用いた研究では、卵子をミトコンドリア膜電位の脱分極剤（CCCP）で処理

すると ATPが減少するが、その後卵子の発育能力が回復し発生能力に影響しない（Itami 
et al. 2015）。このとき卵子内ではミトコンドリアの DNA複製が活性化し、TFAM活性の
上昇が観察され、さらに SIRT1とリン酸化 AMPKの発現量が増える事が報告されている。 

SIRT1はヒストンの脱アセチル酵素であり、多くのタンパク質の制御にかかわっている。
SIRT1 はその主要なターゲットである PGC1αや、その下流の TFAM を介してミトコン
ドリア合成を司る重要な制御因子である（Vendramin et al. 2017）。この SIRT１を活性化
させる物質として代表的なものがレスベラトロールである。レスベラトロールはブドウや

桑、ナッツの皮などに含まれているフラボノイドであり、その処理の手軽さや効果の範囲

から非常に多くの研究がおこなわれている。その効果は細胞の代謝や炎症抑制等幅広く、

特に抗老化の効果が期待されて利用されている。しかしながら、レスベラトロールの作用

メカニズムはすべてが明らかになっているわけではなく、不明な点も多い。SIRT1ノック
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アウトマウスではレスベラトロールの効果が消失することから（Price et al. 2012）、レス
ベラトロールが SIRT1を介して働いている説が有力視されているが、SIRT1の N末端部
分にレスベラトロール結合部位があり、この部分の変異によりレスベラトロールが機能し

なくなることから（Hubbard et al. 2013）、レスベラトロールが直接 SIRT1に働きかけて
いると考えられている。また、cAMP依存的な AMPKの活性化とそれに伴う NAD＋の増
加が間接的に SIRT１の活性化をもたらす事や（Denu et al. 2012）、また AMPKの活性化
には SIRT1 による LKB1 の脱アセチル化が必要であるため、レスベラトロールは様々な
因子を介して SIRT1 の活性化を招くと考えている研究者もおり、その効果の分子的背景
は注意深く考察する必要がある。一方で、レスベラトロールを用いて卵子や胚の品質を改

善する試みは増加してきており、繁殖分野での応用も期待されている。レスベラトロール

をマウスに給餌すると加齢による卵子の質や量的低下が抑制されることが報告されている

（Liu et al. 2013）。また、ブタ卵子をレスベラトロールで処理すると卵子内のミトコンド
リア活性が上昇し、ミトコンドリアの分解と合成が上昇し、胚発育が改善する（Sato et al. 
2014）。この効果はSIRT1阻害剤であるEX527で処理することにより失われることから、
レスベラトロール処理により SIRT1 の活性化が起こり卵子内のミトコンドリア合成と分
解を促進し、結果として卵子の質を改善したと考えられる。Gaviriaら(2019) はウシ初期
胚へのレスベラトロール添加により活性酸素の生産を減少させ、活性ミトコンドリアの増

加を抑制することができると報告している。本研究ではウシ胚を用い、凍結保存が胚に与

える影響やレスベラトロールが受精胚に及ぼす影響の解明を主眼としながら、畜産現場で

の応用を視野に入れ各試験を設定した。１）ウシの初期胚盤胞を緩慢凍結し、凍結保存が

受精胚に及ぼすダメージを調べるとともに融解後にレスベラトロール添加培地で培養する

ことにより、受精胚の生存性に及ぼす影響について調べた。２）さらにウシやヒトにおい

て胚移植の現場では、凍結胚は融解後培養を行わず速やかに移植に用いられている。その

ため、凍結融解後長時間の培養時間を必要とする方法では、畜産現場での応用が難しく、

胚移植の成績改善に貢献することができない。そこで、凍結前にレスベラトロールで処理

を行いあらかじめ SIRT1活性を上昇させた後、凍結保存を行うことで、融解後の受精胚の
品質を改善しうるかを調べた。 
これらの研究によりレスベラトロールを用いて凍結に起因する障害から品質管理機構

を介しミトコンドリアの回復を促し、融解胚の質を改善することで、移植による受胎率が

改善することを示した。  
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第２章 レスベラトロール処理が緩慢凍結したウシ受精胚におけるミトコンドリアと融

解後の胚発生におよぼす影響 
 

第１節 緒言 

 
ウシ受精胚の凍結保存技術は、ウシ胚を畜産現場で広範囲に利用するために極めて重要

な技術である。一方で、この技術には未解決の問題があり、融解された胚の生存性が低下

することが報告されている（Dalcin et al. 2013、 Moussa et al. 2014）。そのため、凍結

胚の生存率は新鮮胚と比べて未だに低いのが現状である（Do et al. 2017）。凍結による受

精胚の品質低下の潜在的要因の一つとしてミトコンドリアの機能障害があげられる。凍結

融解胚は ATP 含量が非凍結胚に比べて低いことが報告されており、凍結によるミトコン

ドリア機能低下が受精胚の品質を低下させている一因と考えられる（Hayashi et al. 2018）。
さらに新鮮胚においても ATP が低いと胚の発達能力が低い報告もある（Brevini et al. 
2005）。凍結によるミトコンドリアの形態的な変化については、電子顕微鏡検査による観

察で、凍結解凍卵母細胞のミトコンドリア膜損傷や(Gualtieri et al. 2009, Dai et al. 2015)、
ミトコンドリアの膨化が報告されていある（Dalcin et al. 2013）。これらの報告から、凍結

保存することで受精胚の生存性に重要なミトコンドリアの量と質の低下が誘起されている

と考えられる。そこで、凍結保存によって誘発された損傷ミトコンドリアの回復は、凍結

融解後の受精胚の生存率を改善するための対策になりうる。ただし、細胞内ミトコンドリ

アの維持には、分解、生合成、融合、分裂等の複数の過程が存在するため、胚内のミトコ

ンドリア動態や質をリアルタイムに観察することは困難である(Sato et al. 2014, Youle et al. 

2012)。Hara ら（2018）はレスベラトロールが凍結融解したウシ８細胞期胚のミトコンドリ

アの合成と分解を介して胚の質を回復させたことを報告している。この報告では、レスベ

ラトロールによって誘発されるミトコンドリアの分解と合成は、胚の使用済み培養液中の

ミトコンドリアゲノムに由来する細胞外 DNA（ミトコンドリア無細胞 DNA； mt-cfDNA）

の増加として反映されることを示した。レスベラトロール（trans-3,5,4'-トリヒドロキシス

チルベン）は、ブドウ、ピーナッツ、ベリーなどの多くの植物種に含まれるファイトアレ

キシンであり、ミトコンドリアの恒常性および他の細胞プロセスの調節に重要な役割を果

たす、クラス III ヒストン脱アセチル化酵素である SIRT1 の活性化因子である（Gomes et 

al. 2013）。本研究では、レスベラトロールが凍結融解ウシ胚盤胞の生存性に及ぼす影響を

調査し、従来のミトコンドリアの指標に加えて、使用済み培地中の mt-cfDNA を検証する

ことにより凍結後のミトコンドリアの動態を調べた。 
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第２節 材料および方法 

 
1）試薬、培地および培養条件 

特に明記しない限り、すべての試薬は、Sigma-Aldrich（米国ミズーリ州セントルイス）

から購入した。 Medium 199（12340-030、Gibco、Grand Island、NY、USA）、5％ウシ

胎児血清（FCS）（15K116、Nichirei Bioscience Inc.、東京、日本）、100IU / ml ペニシリ

ン、および 100 µg / ml ストレプトマイシンを添加し、卵母細胞の成熟に使用した。レス

ベラトロール（富士フイルム和光純薬株式会社、大阪、日本）をエタノール（99.5％）で

2000 倍に希釈して、使用濃度 0.5 µM（ストック溶液の濃度、1 mM）として使用した。レ

スベラトロールの使用濃度については、既報の胚盤胞の研究に基づき選択した（Abe et al. 
2017,  Hayashi et al. 2018）。試験において、対照区では試験区と同量のエタノール

（99.5%）を媒剤として培地に添加した（最終濃度：1/2000）。体外受精培地として、5mM 
カフェイン、5mM テオフェリンおよび 10%BSA を添加して BO 液を用いた（Brackett et 
al. 1975）。体外培養後 6 日間はグルコースを除いた修正 199 培地（Mori et al.2012）に

10%FCS を加えて用いた。6 日目で 10%FCS を添加した M199 に培地交換を行った。気

相条件は CO2：3%、O2：10%、N2：87%で温度は 38℃、湿度は最高湿度で培養した。 
 
2）卵巣および卵子採取 

ウシ卵巣は地域の食肉センターから PBS 中に保管し、25℃で維持して 3 時間以内で研

究室に運び入れた。卵子卵丘細胞複合体（COCs）は 18G の針を装着したシリンジを用い、

3~8 ㎜の卵胞から吸引採集した。 
 
3）体外受精および発生 
 COCs を成熟培地内で 20 時間成熟培養後、BO 培地ドロップ内へ移動させたのち、凍結

融解精液を用い 5 時間媒精した。その後胚盤胞を、10%FCS を添加したグルコースフリー

の修正 199 で培養した。媒精から 2 日後、8~16 細胞期の受精胚を包む卵丘細胞をピペッ

ティングで除去した。さらに 6 日後、グルコースフリーの修正 199 から、10%FCS 添加

199 に培地交換を行った。受精胚は IETS のマニュアル(Robertson et al.1998)に従い分類

し、１～2 グレードのもののみ試験に用いた。 
 
4）受精胚の凍結保存と融解 
 受精胚は 20%NBCS を含む PBS で洗浄後、凍結液（5% ethylene glycol, 6% propylene 

glycol, 0.1 M sucrose and 4 mg/ml BSA in PBS）に移動させた。受精胚は凍結液に移した後、

0.25ml ストロー(IMV technologies, L’Aigle, France)内に封入し、常温（20-25℃）で 15 分平

衡させた。その後、−7℃のエタノールを充填したプログラムフリーザー（Fujihira industry 
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Co. Ltd, Tokyo, Japan）に入れ、液体窒素で冷却したピンセットを用い、植氷を行った後、

凍結プログラムを実行した。凍結プログラムは−7℃で 10 分間維持させた後、−0.3℃/min
の速度で−30℃まで温度を低下させた。凍結されたストローは試験に用いるまで液体窒素
内で保存した。試験時はストローを液体窒素内から取り出し、室温に 10秒間さらした後、
30℃の温湯内にて 20秒間融解した。次に受精胚を 5%FCS含有 199内で 24時間培養し、
胚の生死について形態学的に判断した。 
 
6）ATP含量の測定 

個々の受精胚の ATP含量については、ルシフェリン－ルシフェラーゼ反応によって生成
される発光を基に測定した。試薬は ATP Assay Kit（TOYO B-Net CO., Ltd., Tokyo, Japan)を

用い発光はルミノメーターを用いて、測定した (Spark Control, Tecan Japan Co., Ltd., 

Kanagawa, Japan)。 

 

7）胚盤胞および使用培地からの DNA抽出 

受精胚の DNAについて、6µlの融解溶液(20 mM Tris, 0.4 mg/ml proteinase K, 0.9% Nonidet 

P-40, and 0.9% Tween 20)内で 55℃、30分間培養後、98℃で 5分間培養することで抽出し
た。凍結融解胚は、試験区はエタノールで融解した 0.5µMレスベラトロールを添加し、対
象区では溶媒であるエタノールのみ(0µM レスベラトロール)を添加した 5%FCS 含有 6µl
ドロップの M199 で１日培養した。さらに、新鮮胚をエタノールのみを添加した同様の
5%FCS 含有 6µl ドロップの M199 で培養した。培養後、胚盤胞の生存率を実体顕微鏡で
調べ、生存胚の胚盤胞の使用済み培地を DNA 抽出のために収集した。受精胚の使用済み
培地から DNAを取得するために、6 µlの培地を等量 6 µlの 2×mtDNA抽出バッファー
（40 mM Tris、0.8 mg / mlプロテイナーゼ K、1.8％Nonidet P-40、および 1.8％Tween 
20）と混合し、55°Cで 30分間培養した後、98°Cで 5分間培養した。 
 

8）培地および胚盤胞におけるミトコンドリア DNA（mtDNA）コピー数の定量化 

mtDNAコピー数（Mt数）は、Corbett Rotor Gene 6000リアルタイムロータリーアナ
ライザー（Corbett Research、シドニー、オーストラリア）を使用したリアルタイム PCR
方法で測定した。リアルタイム PCRは、95°Cで 3分間の初期解離反応を行った後、98℃
で 5 秒、59℃で 11 秒を１サイクルとし、40 サイクル繰り返した。プライマーセットは、
Primer-BLAST を 使 用 し て 設 計 し た （ NC_006853.1 、 Forward ： 5'-
GTAACCGCACACGCATTTGT-3 '、Reverse：5'-GGAATGAGGGAGGGAGGAGT-3'、短
い配列：5858〜6014、157 bp）。Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit(Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)を使用してプラスミドベクターにクローニングされた PCR産物を外部標準とし
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て連続希釈し、各アッセイにおける標準曲線を作成した。また使用前に PCR 産物はシー
クエンスによって確認した。 

 

9）MtDNA 完全性の分析 

新鮮胚（非凍結保存胚、n = 5）および凍結融解胚（融解直後、n = 5）を 24µlの DNA
抽出バッファーに移し、上記と同様に胚盤胞から DNAを抽出した。さらにMtDNAの２
つの異なる対象配列を基設計したプライマーセットを用いてリアルタイム PCR を実施し
た (long sequence: 736–7156, 6321 bp; forward primer: 5’-

ATACCAAATAGGGTTAAATTCTAASTAA-3’, reverse primer: 5’-

ATGATGAAAACTATTAGTATAACTGCTG-3’; and short sequence: 5858–6014, 157 bp; プライ
マーは mtDNA 定量に使用したものと同様)。抽出した各 DNA サンプル（6 µl）をリアル
タイム PCRに使用した。また、測定は二回行いその平均 CT値を決定し、相対Mt数の予
測に使用した。新鮮（非凍結）胚の平均Mt数を 1.0とし、式 2fresh-CT / 2frozen-CTを使用し

て、凍結胚の相対Mt数を決定した。長鎖ミトコンドリア配列を標的とする PCRは、95℃
で 10分間の初期解離反応に続いて、95℃で 20秒間、59℃で 30秒、および 72℃で 3分を
40サイクル行った。短鎖ミトコンドリア配列を標的とする PCRのプログラムは、胚のMt
数を測定したものと同様のものを使用した。ミトコンドリアゲノムの完全性分析は合計 80
個の胚盤胞（16回実施）を用いて各実験グループ（新鮮または緩慢凍結および融解胚）で
実施した。 
 
10）免疫染色 

胚盤胞は 4%パラホルムアルデヒド内で１晩固定し、既報の免疫測定を実施した(Sato et 

al., 2014)。一次抗体は、rabbit polyclonal anti-SIRT1 (1:200; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA)または mouse monoclonal anti-double-strand DNA (dsDNA) (1:200; Abcom, Cambridge, 

UK)のいずれかを使用した。二次抗体は anti-rabbit IgG (H+L) (F (ab')2 fragment, Alexa Fluor 

555 Conjugate; 1:1000; Cell Signaling Technology Inc., Beverly, MA) もしくは goat anti-mouse 

IgG Alexa Fluor 488 conjugate (1:500; Cell Signaling Technology Inc. ,Tokyo, Japan)をそれぞれ

使用した。その後胚を DAPI(4′,6-diamidino-2-phenylindole)入り退色防止剤(ProLongTM Gold, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)と共にスライドガラス上で封入した。Leica Application Suite 

Advanced Fluorescence（LAS AF）ソフトウェア（Leica、Wetzlar、Germany）を搭載した、

Leica  DMI 6000B顕微鏡で胚を観察した。SIRT1発現を調べるために、胚盤胞全体の画像

を取り込み、発現レベルを DAPI 染色により決定された胚盤胞の総細胞数で割った。胚盤

胞の dsDNAの画像を取得するために、各胚の最大径領域（赤道面）を 5つの 0.03 µm厚の

スライスで撮影し立体画像を構築した。画像処理は、3D deconvolution software（Leica、

Wetzlar、ドイツ）を使用して処理した。さらに各実験について、一次抗体なしで染色され
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たネガティブコントロール胚の非特異的蛍光強度も調べ、すべての測定値から引いた。蛍

光強度は、蛍光顕微鏡（ライカ）で観察され、ImageJ ソフトウェア（NIH）を使用して定

量化した。 

 

11）統計解析 

本試験で得られたデータについて、2 つのグループ内のデータの比較は、スチューデン

トの t検定を使用した。3つのグループ間のデータは、one-way ANOVAの後に Tukey’s Post 

Hoc Test を使用して分析した。分析の前に、発生率はアークサイン変換した。胚の生存率

はカイ二乗検定を行った。すべての統計処理において P＜0.05を有意差の基準とした。 
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第３節 結果 

 

凍結融解胚のミトコンドリア機能に対する緩慢凍結の影響を評価するために、これらの

胚の ATP 含有量を測定したところ、融解後に有意に低下することが分かった(Fig. 1-A; 2.17 

± 0.16 vs. 0.94 ± 0.07 pM, P < 0.05)。さらに、mtDNA の凍結保存による損傷の頻度は短いミ

トコンドリアシーケンスよりも長いミトコンドリアシーケンスの方が高いという前提で、

リアルタイム PCR により mtDNA 完全性を調査した。短いシーケンスを対象としたリアル

タイム PCR によって明らかになった凍結融解胚に対する新鮮胚の Mt 数の比率は、新鮮胚

と凍結融解胚で差は見られなかった (Fig. 1-B;Fresh; 1±0.07 vs Frozen; 1.15±0.09)。長いミト

コンドリアシーケンスを対象とするリアルタイム PCR によって決定された比率は、凍結融

解胚では有意に低かった(Fig. 1-C; Fresh 1.0 ± 0.15, Frozen; 0.39 ± 0.06, P < 0.05)。さらに、凍

結融解胚の Mt 数の比率（長いシーケンス/短いシーケンス）でも有意に低かった(Fig. 1-D, 

Fresh 1.0 ± 0.27, Frozen; 0.31 ± 0.08, P < 0.05)。次に、胚盤胞の細胞質に存在する二本鎖

DNA(dsDNA)に対する凍結保存の影響を免疫染色により調べた。Fig.2 にみられるように、

非凍結状態(新鮮胚)で観察された胚盤胞(A)と比較して凍結融解した胚盤胞(B)は、胚の内部

に多くの凝集した dsDNA があり、さらに胚表面および透明帯にも付着した dsDNA が観察

された。また凍結融解した胚盤胞を 24 時間培養すると、生存胚の mtDNA コピー数は新鮮

胚よりも凍結融解胚で有意に少なかった(Fig.3)。凍結融解した胚盤胞を、レスベラトロー

ル（0(対照)または 0.5 µM）を添加した培地で 1 日間培養したところ、レスベラトロール処

理は、胚盤胞における SIRT1 の発現レベルを 1.58 倍増加させた（Fig.4）。1 日間培養後の

生存率は対照群よりレスベラトロール処理した胚盤胞の方が大きかったが(Table 1;52.3% 

vs. 68.2%, respectively, P < 0.05)、一方で胚盤胞の総細胞数は処理間で差はみられなかった。

また、レスベラトロール処理は、融解胚の ATP 含有量を有意に減少させた（Fig.5-A；1.31

±0.1 vs. 1.08±0.08、P <0.05）が、融解後の胚盤胞の MtDNA コピー数は、レスベラトロー

ルと対照群で同等であった(Fig.5-B;Mt-DNA copy number 281,008 ± 51,019 vs. 209,600 ± 

29,834, P = 0.23)。 

新鮮胚（非凍結保存）は、レスベラトロールのストック溶媒(エタノール)のみを含む 6 µl

ドロップで個別に培養し、凍結融解胚は、レスベラトロールまたは溶媒のみを含む 6 µl ド

ロップで個別に培養した。1 日間培養後、形態的に胚盤胞の生存率を決定し、生存した胚

盤胞があったドロップ培地（使用済み培地サンプル）をそれぞれ収集し、合計 17 個の使用

済み培地サンプルを使用して、mt-cfDNA 含有量を測定した。新鮮胚の使用済み培地の mt-

cfDNA 含有量は、6µl 培養液あたり 152.6±35.4 であり、凍結融解胚では、6µl 培養液あた

り 325.7±78.9 に増加した(Fig.6)。ただし、この二つのグループ間に有意差は認められなか

った。一方で、レスベラトロールで処理を行った胚の使用済み培地中の mt-cfDNA 量は新
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鮮胚に比べ有意に高くなった（Fig.5;732.7±176.7、P＜0.05）。 
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Figure1.凍結融解胚盤胞の ATP 含量およびミトコンドリア完全性に対する凍結保存の影
響 
 
A) 新鮮および凍結融解胚盤胞（解凍後 30 分）の ATP 含有量（pM）を測定した。 
B-C）短鎖および長鎖ミトコンドリア配列を標的とするリアルタイム PCR により予測され

る相対 Mt 数。新鮮胚を 1.0 とした相対値を示す。 
D）Mt 数の比率（長鎖シーケンスをターゲットとするリアルタイム PCR によって予測さ

れる Mt 数/短鎖シーケンスをターゲットとするリアルタイム PCR によって予測され
る Mt 数） 

N.は検査された胚の数を表し、データは平均±標準誤差として表示した。 
ab；異なる a-b 間は P＜0.05 で有意差あり 

 

 

  

Hayashi et al.(2019)Animal Science Journal 
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Figure 2. 融解直後の胚盤胞 dsDNAにおける凍結保存の影響 
 
A）新鮮胚 
B）凍結融解胚の代表的な写真 
緑色は dsDNAを表し、青色は核を表す。 
 

  

Hayashi et al.(2019)Animal Science Journal 
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Figure3．胚盤胞のミトコンドリア DNAコピー数に対する凍結保存の影響 
 
新鮮または凍結融解した胚盤胞を 24時間培養し、胚のミトコンドリア DNAコピー数を
調べた。 
N.は検査された胚の数を表し、データは平均±標準誤差として表示した。 
ab；異なる a-b間は P＜0.05で有意差あり 
 

 
  Hayashi et al.(2019)Animal Science Journal 
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Figure4. 胚盤胞における SIRT1 発現レベル差と代表的な写真 
A）未処理胚の発現レベルを 1.0 と定義した場合の SIRT1 の相対発現レベル。 
B-C）レスベラトロール処理または未処理条件下で 24 時間培養した凍結融解胚での SIRT1

発現の写真。 
N.は検査された胚の数を表し、データは平均±標準誤差として示した。 
ab；異なる a-b 間は P＜0.05 で有意差あり 
 
  Hayashi et al.(2019)Animal Science Journal 

– 14 –



 

{PAGE   ¥* MERGEFORMAT} 
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Figure5. レスベラトロール処理または無処理で培養した凍結融解胚の ATP 含有量と
MtDNA数。 

 
凍結胚盤胞を融解し、媒体または 0.5 µM レスベラトロールを含む培地で 24 時間培養

し、その後胚の ATP（A）およびミトコンドリア DNAコピー数（B）を測定した。 
N.は検査された胚の数を表し、データは平均±標準誤差として示した。 
ab；異なる a-b間は P＜0.05で有意差あり 
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Figure6. 胚盤胞の使用済み培地中の mt-cfDNA 量に対するレスベラトロールの効果 
 

新鮮胚および凍結融解胚についてレスベラトロール含有培地で 1 日間培養した。胚が形
態学的に生存可能であった培地のミトコンドリア無細胞 DNA（mt-cfDNA）を調べた。 
N.は検査された胚の数を表し、データは平均±標準誤差として示した。 
ab；異なる a-b 間は P＜0.05 で有意差あり 
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第４節 考察 

 

本研究では、胚盤胞の凍結保存により、胚のミトコンドリア機能とゲノムの完全性が低

下することが明らかになった。さらに凍結融解後 24 時間の胚盤胞では新鮮胚に比べてミ

トコンドリア数(Mt 数)の減少が認められた。レスベラトロール処理は Mt 数と ATP 含有量

の減少をひきおこし、その後品質管理機構によるミトコンドリアの除去を活性化させ融解

胚の生存性を向上させた。またこの除去は融解後の生存胚盤胞の使用済み培地内の mt-

cfDNA の増加という形で観察された。 

凍結処理は、融解卵子や胚盤胞の発生能力や ATP 含量が低下することから、胚盤胞に負

の影響をもたらすことは広く知られている(Shi et al. 2007; Zhang et al. 2009; Dai et al. 2015; 
Chen et al. 2016)。Zhao ら（2011）は融解後の ATP 含有量は、ガラス化融解したウシ卵

母細胞では低かったと報告した。本試験でも凍結融解後の胚盤胞は、新鮮胚よりも ATP 含

量が低く、これらの報告と一致した。さらに、凍結融解胚の ATP 含有量は、同じ条件下で

調べた新鮮胚と比較して、24 時間の培養後もまだ低かった（1.31 pM、Figure5-A）。さらに、

凍結融解胚のミトコンドリアコピー数も新鮮胚と比較して低く(Fig. 3)、これらの結果は、

凍結保存が胚盤胞のミトコンドリアの機能を低下させることを示唆している。また電子顕

微鏡による観察では、凍結保存がミトコンドリアの形態に影響を与えることが明らかにな

っている（Dalcin et al. 2013）。本研究では、短い mtDNA シーケンスと長い mtDNA シーケ

ンスをターゲットとする 2 つのプライマーセットを使用したリアルタイム PCR により、凍

結保存によるミトコンドリアの損傷について調べた。この方法は、長いおよび短い mtDNA

シーケンスをターゲットとするリアルタイム PCR を使用して、ヒト神経芽細胞腫細胞の

DNA の完全性を評価した過去の研究（Rothfuss et al. 2010）においても同様の論理で用いて

いる。凍結胚においてミトコンドリアの長い配列をターゲットにしたリアルタイム PCR に

より決定された Mt 数は少なくなり、短い配列では新鮮胚と大きな違いは観察されず、両

者の比は mtDNA 損傷のため PCR が効率よく増えなかった方が凍結胚である事を示唆して

おり、ミトコンドリアのゲノムの障害頻度が凍結胚のほうが高いことを示している。さら

に免疫染色により、細胞質内および凍結融解胚の表面上に凝集した dsDNA が明らかにな

った。このことは小さく断片化された DNA が凍結胚の細胞質に存在することを示してお

り、凍結保存が細胞小器官と DNA の完全性を損なう事を示唆している。損傷したミトコ

ンドリアの分解は細胞内の恒常性を維持するために必要である(Wu et al. 2011, Mc Lelland 

et al. 2014)。それゆえ、融解胚盤胞では、損傷したミトコンドリアは融解後の培養中に除去

されると考えられる。レスベラトロールは、SIRT1 の強力な活性化因子であり、細胞の恒

常性の調節と維持に必要なミトコンドリアの品質を高めることができる(Price et al. 2012, 

Sosulski et al. 2015)。ブタ卵母細胞では、体外成熟培地にレスベラトロールを添加すると、

卵母細胞の発育能力が向上し、SIRT1 の活性化を通じてミトコンドリアの分解と生合成が
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促進される(Sato et al. 2014)。一方で他の報告では、レスベラトロールはガラス化されたブ

タ卵母細胞の発達能力を改善したが、作用メカニズムは不明としている(Santos et al. 2018)。

本研究では、凍結融解後の胚培養液にレスベラトロールを添加すると、SIRT1 の発現レベ

ルが向上し、融解後の胚盤胞生存率が向上した。興味深いことに、凍結融解胚をレスベラ

トロール処理すると、ATP含有量が大幅に減少し、レスベラトロール非処理（対照群）の

胚盤胞と比較して Mt 数が減少したが、胚盤胞の総細胞数は両方の場合で差は認められな

かった。割球数に比較して Mt 数が少ないことは、胚盤胞からのミトコンドリアが除去さ

れた可能性を支持すると考えられる。大型動物における胚のミトコンドリア量を継時的に

観察することは困難であるが、使用済み培地に mt-cfDNA が存在することは、ミトコンド

リア変性の有用なマーカーであると報告されている(Hara et al. 2018)。我々の仮説どおり、

レスベラトロールと共に培養した胚盤胞の使用済み培地で、mt-cfDNA 含有量が高いこと

が分かった。顆粒膜細胞をミトコンドリアの脱共役剤で処理すると、細胞は細胞死を伴わ

ずに培地中により多くの mt-cfDNAを分泌したことが報告されている(Kansaku et al. 2018)。

したがって、胚盤胞中の mtDNAの減少と同時に観察される培地での mt-cfDNAの増加は、

レスベラトロールがミトコンドリアの分解を促進し、培地に mt-DNAを分泌したことを示

唆していると考えられる。ただし、割球からの mtDNA 分泌のメカニズムはまだ不明であ

り、今後の研究で対処する必要がある。 
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第３章 レスベラトロール凍結前処理が融解後のウシ受精胚品質およびミトコンドリア

DNA コピー数に及ぼす影響 
 

第１節 緒言 
 
 前章において、凍結融解後のレスベラトロール処理により受精胚における SIRT１の発

現が促進され、損傷ミトコンドリアの排出と共に融解胚の生存性が向上したことを明らか

にした。しかし、畜産現場やヒトの不妊治療現場では、凍結胚は融解後速やかにレシピエ

ントへ移植することが一般的であり、融解後に長時間培養処理を行うことは難しく、現場

での応用が即可能な技術であるとは言えない。そこで、本試験では現場での応用を視野に

入れ、レスベラトロールで処理し SIRT1 の活性をあらかじめ上昇してから凍結する手順

で、融解後のミトコンドリア機能および胚の品質が改善できるのかを検証した。 
Itami ら(2015)はブタ卵母細胞をミトコンドリア脱共役剤（CCCP）で処理して人為的に

ミトコンドリア機能障害を起こすと、ミトコンドリア DNA コピー数が増え TFAM 発現が

上昇したことからミトコンドリアの新規合成が誘発されたと報告している。さらに、ブタ

卵母細胞を SIRT1 の活性化因子であるレスベラトロールで処理すると、ミトコンドリア

の合成と分解が亢進され、卵子の胚盤胞期胚への発生が改善した(Sato et al. 2014)。さら

にウシを用いた研究では、卵母細胞の発育培地や培養成熟培地へのレベラトロール添加は、

卵母細胞のミトコンドリア機能と体外発育を改善し、成熟培地では卵子のミトコンドリア

数や受精率を改善することが示されている(Sugiyama et al. 2015、Takeo et al. 2014)。こ

れらの報告から、凍結保存前の SIRT1 の亢進処理は、ミトコンドリアの凍結損傷からの胚

の回復を補助し、凍結融解胚の受胎率を改善する可能性があると考えられる。 
これらのことから凍結保存前に胚をレスベラトロールで前処理し、その後凍結融解の胚

の生存率、ミトコンドリア数、および受胎率に対する処理の影響を調べた。 
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第２節 材料および方法 

 
1）試薬、培地および培養条件 

特に記載のない限り、すべての薬物は Sigma Chemical Co.（米国セントルイス）から購

入した。 体外成熟には、5％ウシ胎児血清（FCS、55301105、Moregate Biotech、オース

トラリア）を添加した培地 199（GIBCO、Invitrogen）を使用した。 レスベラトロール

（和光純薬工業株式会社、大阪、日本）はエタノールに融解し、最終濃度が 1000 倍とな

るように希釈した。各実験では、対照区に試験区と同じ量のエタノールを加えた。IVF 培

地として Brackett and Oliphant（BO）(Brackett et al. 1975)培地を使用した。 BO 培地

には、5 mM caffeine、5 mM Theophylline、および 10％Fatty acid-free BSA を添加し、 
受精後 6 日間、胚を 10％FCS、100 IU / ml ペニシリン、および 100 µg / ml ストレプトマ

イシンを含み、グルコースを除いた m-199 培地 (Mori et al. 2012)で培養した。 受精胚は

6 日齢（IVF=0 日）で、培地は 199 に 10％FCS を添加したもの（IVC 培地）に変更した。

培養中のインキュベーター内の 気相条件は、IVM、IVF、IVC において、3％CO2、10％
O2、87％N2、温度は 38℃とした。 
 
2）卵巣および卵子採取 

卵巣は地元の食肉処理場で収集され、抗生物質を含む 25℃のリン酸緩衝生理食塩水内で

保管し、3 時間以内に研究室に運ばれたものを用いた。卵丘卵母細胞複合体（COCs）は、

18G 針をシリンジに装着し、卵胞から吸引し収集した。 
 
3）体外成熟、受精、発生培養 

COCs は IVM 培地で 20 時間成熟し（4well-dish:50 COCs / 500 µl）、その後 COCs を

BO 培地（50 COCs /ドロップ）の 100 µl ドロップで凍結融解した精子と共培養した。媒

精時間は５時間とし、その後 COCs を無グルコース IVC 培地に移した（4well-dish: 50 胚

/ 500 µl）。 媒精から 2 日後、受精胚をピペッティングで周囲の卵丘細胞から剥がし、続い

て顆粒膜細胞シート上で共培養した。 培養 6 日目（IVF = 0 日目）に、培養培地を無グル

コース IVC 培地から 10％FCS および抗生物質を含む TCM-199（GIBCO Invitrogen）に

変更した。 
 
4）過剰排卵処置と受精胚の回収 

過剰排卵処置について Fig.7 に示した。正常な黄体を有する黒毛和種雌牛に 1.55 g のプ

ロゲステロンを含む膣内留置型プロジェステロン製剤（PRID）（PRID DELTA、CEVA 
Salud Animal、バルセロナ、スペイン）を挿入した。 PRID 挿入日を 0 日と定義し、6 日

目から FSH（合計 18 AU、アントリン、東京、共立、東京）を 3 日間漸減投与した。 8 日
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目の朝に、PGF2α（d-クロプロステノール、ダルマジン、共立、東京、日本）を投与し、
その 8 時間後に PRID を除去した。 10 日目、PGF2α投与から 56 時間後に GnRH
（Buserelin、Estmal、Intervet、大阪、日本）を投与し、さらにその 8時間後に人工授精
を実施した。 子宮内の受精胚は、授精後 6.5 日で非外科的な灌流処置によって回収され
た。 受精胚は IETSマニュアル(Robertson et al. 1998 )によって分類され、グレード 1ま
たは 2に分類された胚のみを試験に使用した。 
 
5）ミトコンドリア DNAコピー数の評価 
胚のミトコンドリア DNA数は、Rotor-Gene 6500リアルタイムロータリーアナライザ

ー（Corbett Research、シドニー、オーストラリア）を使用して、一部修正を加えて実施
した(Takeo et al. 2013)。手法として、各胚を 6 µlの溶解バッファー（20 mM Tris、0.4 
mg / mlプロテイナーゼ K、0.9％Nonidet-40、0.9％Tween 20）で 55°Cで 30分間、続
いて 5 分間 95°C を保持した。PCR プライマーは 5'-ATTTACAGCAATATGCGCCC-3 '
および 5'-AAAAGGCGTGGGTACAGATG-3'であり、酵素は SsoAdvancedTM Universal 
SYBR Green mix（Bio-rad、Hercules CA、米国）を用いた。 PCRは、95℃で 3分間の
初期変性を行った後、98℃で 5秒間、59℃で 11秒間を 40サイクル行った。 SYBR Green
蛍光は、各伸長ステップの終わりに測定した。外部標準のコピーを表す 10 倍連続希釈を
使用して、実行ごとに標準曲線を作成した。使用した外部標準は、Zero Blunt TOPO PCR
クローニングキット（Invitrogen、Carlsbad、CA、USA）、ベクターにクローニングされ
た対応する遺伝子の PCR 産物を用いた。ベクターは使用前にシーケンスによって挿入
PCR配列を確認した。 
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Figure 7. 過剰排卵処置と受精胚回収のプログラム 

膣内留置型プロジェステロン製剤（PRID; PRID TEIZO, Ceva Santé Animale, Libourne, 
France)挿入時を Day0 として、Day6～8 日間に FSH (total 18 AU, Antrin, Kyouritsu, Tokyo, 
Japan)を漸減投与した。Day8 の朝に PGF2α(Dalmazin, Kyouritsu, Tokyo, Japan)を 3ml 投与

し、その 8 時間後に PRID を抜去した。さらに Day10 の朝に GnRH を 4ml 投与し、投与

から 8 時間後に人工授精を行った。人工授精から 6.5 日後非外科的に子宮洗浄を行い、受

精胚を回収した。 
  

Hayashi et al.(2018)Theriogenology 
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6）受精胚における凍結保存、融解および生存性 
受精胚は、20％New Born Calf Serum（NBCS、Funacoshi Co. Ltd、Tokyo、Japan）

を含む PBS で洗浄した後、凍結保存液（5％エチレングリコール、6％プロピレングリコ
ール、0.1 Mスクロースおよび 4 mg / PBS中のml BSA）と共に胚を 0.25 mlのストロー
（IVM Technologies、L'Aigle、フランス）に入れ、室温で 15分間維持し、その後、スト
ローを緩慢凍結用のプログラムフリーザー（藤平工業株式会社、東京、日本）のアルコー

ル槽にセットし、液体窒素で冷却したピンセットを用いストローに植氷した。－7℃で 10
分間保持した後、－0.3℃ / minの速度で－30℃に冷却し、10分間平衡化した後、液体窒
素内で保管した。融解について、ストローを空気中に 10秒間保持し、30℃の温水に 20秒
間入れ完全に解凍させた後、胚を IVC培地で洗浄し、インキュベーター内で培養した。解
凍後 24時間および 48時間で胚の生存率および透明帯から脱出した胚の割合を調べた。ま
た胚の生存については、融解後の受精胚の再拡張をもって形態的に判断した。 
 
７）免疫染色 
胚盤胞の免疫染色は、Shiratsukiら（2011）によって以前に報告されたように実施した。

受精胚を 4％パラホルムアルデヒドで一晩固定した後、0.25％Triton X‐100を含む PBS 
(0.2％ポリビニルアルコール（PVA）を用いて室温で 1 時間透過処理した。その後、ブロ
ッキング溶液（5％BSA、0.1％Tween 20、および 5％ヤギ血清含有 PBS; Funakoshi、Tokyo、
Japan）内で 1時間培養した。受精胚を、SIRT1（ウサギポリクローナル、1：200;Santa 
Cruz Biothchnology、Santa Cruz、CA、USA）に対する一次抗体を用い、4℃で一晩処理
した。次に、胚を二次抗体（抗ウサギ IgG（H + L）、F（ab '）2フラグメント、Alexa Fluor 
555コンジュゲート、1：1000、Cell Signaling Technology Inc.、Bevely, MA）と 1時間
培養した。受精胚をスライドガラス上に DAPIを含む退色防止溶液でマウントし、蛍光デ
ジタル顕微鏡（BZ-8000; Keyence、Tokyo、Japan：緑色蛍光、感度 ISO 200、曝露 1/6秒、
および青色蛍光、感度 ISO 200、露出 1/2秒）を用い胚の蛍光画像を撮影した。上記の手
順を使用して、一次抗体を使用せずに陰性の対照区を設けた。ImageJソフトウェア（NIH, 
Bethesda, MD）を使用して測定し、割球数で除し、蛍光強度を求めた。 
 
8）受精胚移植 
凍結保存胚は封入されたストローと共に移植前まで液体窒素内で保管し、移植時に 10

秒間室温でエアーソーイングした後、30℃の温湯につけ融解した。融解胚をストローから
子宮深部注入器である YTガン（株式会社ヤマネテック、長野、日本)に移動させた後、YT
ガンにセットした 1mlシリンジによって黄体を有する側の子宮角内へ注入し移植した。レ
シピエント牛は、発情日から 7日目に直腸検査によって黄体が確認されたホルスタイン雌
牛とした。またレシピエント牛は正常な発情周期を示し、かつリピートブリーダーではな
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いものを用いた。 
 
９）試験設計 
試験１ 
本実験は胚発生のために最適なレスベラトロール濃度を決定するために実施した。受精

後 2日目に分割胚（> 4細胞）をランダムに選択し、分割胚を 0（対照区）、1および 10µM
レスベラトロールを含む IVC培地で 7日間培養し、その後胚盤胞への発生率を調べた。実
験は 10回実施した。 
 
試験２ 
短時間のレスベラトロール処理（6 時間または 24 時間）が胚の発生率に影響を与え、

SIRT1発現レベルを増加させるかを調べた。 授精後 6または 7日目に、培地を 0(対照区)
または 1µM のレスベラトロールを含む IVC 培地に交換し、それぞれ 24 時間および 6 時
間培養した。 処理時間およびレスベラトロール処理の有無(0µM、１µM)で胚盤胞への発
生割合を調査した。また、ランダムに選択された胚盤胞を用いて、免疫染色を行い SIRT1
の発現を調べた。 
 
試験３ 
本実験では、レスベラトロールの凍結前処理が、融解後の受精胚の生存性や品質に及ぼ

す影響について調べた。受精胚は、実験 2で説明した同様の方法でレスベラトロール処理
した。レスベラトロール処理後、胚盤胞を IETS標準に基づいて選択し、凍結保存後融解
し、生存性と透明帯脱出率を調査した。この実験において、IETS 標準を使用して良好な
胚として試験に用いられた胚盤胞の割合は、レスベラトロール処理区と対照区で同程度だ

った（6時間;対照区：85.7％、レスベラトロール：84.2％、24時間;対照区：90.6％ 、レ
スベラトロール：87.7％）。 
 
試験４ 
凍結保存前後の胚におけるミトコンドリア DNA コピー数に対するレスベラトロール処

理の影響を調べた。 受精胚は実験 2 と同様にレスベラトロールで処理を行った。レスベ
ラトロール処理後、胚盤胞をランダムに選択し、凍結保存前および融解後 48 時間の胚盤
胞をミトコンドリア DNAコピー数の測定に用いた。 
 
試験５ 
体外および体内培養で生産された胚盤胞に対するレスベラトロール処理が受胎率に及

ぼす影響について検討した。ドナー牛の体内で生産された受精胚は 24時間培養した場合、
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ほとんどの胚は透明帯から脱出し、凍結保存や胚移植に適さない（IETS 標準）。よって、
体内受精胚は人工授精から 6.5 日後に子宮灌流によって回収し、インキュベーター内で 6
時間 1µM レスベラトロールで処理した。体外受精胚は、媒精後 6 日目から 24 時間 1µM
レスベラトロールで処理した。これらの胚を凍結保存して融解し、黄体を有する卵巣側の

子宮角に移植した。 移植から 40日後、直腸検診により胎児膜の存在に基づいて受胎を確
認した。 
 
10）統計処理 
胚盤胞形成の割合を、分散分析後(ANOVA)後 Tukey検定を用いて比較した。 また生存

率と透明帯脱出率の分析にはカイ二乗検定を使用した。 胚盤胞の SIRT1発現とミトコン
ドリア DNAコピー数をスチューデントの t検定で分析した。 ミトコンドリア DNAのコ
ピー数に関しては、相互保存性がないことを確認するために、凍結保存とレスベラトロー

ル処理との相互作用を、2元配置分散分析(two- way ANOVA)を使用して調べた。 体内胚
および体外胚を用いた移植試験はカイ二乗検定で分析し、体内胚と体外胚を合わせた総受

胎率はマンテル・ヘンツェル法を使用して分析した。有意差は P 値が 0.05 未満のものを
有意差ありとした。  
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第３節 結果 

 
初期分割胚を 0、1、および 10µM レスベラトロールを含む培地で培養した場合、1µM

レスベラトロール処理が最も高い発生率となり、10µM は胚発生に悪影響をおよぼした

(Table2; 0µM: 47.0%, 1 µM: 57.0%, 10 µM: 22.0%, P<0.05).  
短期間のレスベラトロール処理が胚盤胞の発生に影響するかどうかを検討したところ、

24 時間と 6 時間のレスベラトロール処理はいずれも胚発生に影響を与えず、IETS 標準で

決定された胚盤胞の形態はグループ間で類似していた。(Table 3; 24 h; 0µM: 26.5 % vs. 
1µM resveratrol: 27.6 %、 6 h: 0µM: 35.8 % vs. 1µM resveratrol: 38.4 %)。 一方で、短

期間のレスベラトロール処理により、6 時間処理と 24 時間処理の両方で SIRT1 発現レベ

ルが大幅に増加した（Fig.8）。 
凍結融解後、ほとんどの受精胚は形態学的に損傷がみられず、その割合は 2 つのレスベ

ラトロール濃度（1µM と 0µM）の間で同程度だった。 ただし、処理時間（6 および 24 時

間）に関係なく、レスベラトロール前処理を行った受精胚は、融解後 48 時間での透明帯脱

出率が有意に向上した(Table 4; 24 h; 0µM: 48.9 % vs. 1µM resveratrol: 70.5 %, 6h; 0µM: 
51.9 % vs. 1µM resveratrol: 69.6 %, P< 0.05). 
レスベラトロール処理は、凍結前胚盤胞のミトコンドリア DNA コピー数には影響しなか

った（Table 5; 24h; 0µM: 737,954 vs. 1µM resveratrol: 725,700、6h; 0µM: 402,710 vs. 
1µM resveratrol: 423,550）。ただし、融解後 48 時間で、レスベラトロール処理胚（6 およ

び 24 時間）でミトコンドリア DNA コピー数が増加した（Table 5; 24h; 0µM: 264,730 vs. 
1µM resveratrol: 489,840、6h; 0µM: 352,537 vs. 1µM resveratrol: 591,878、P <0.05）。
二元配置分散分析では、レスベラトロール処理と凍結保存の間に相互作用は認められなか

った。 24 時間処理胚では、解凍した胚のミトコンドリア DNA コピー数は新鮮胚のそれ

よりも低かった（Table5; 0µM：新鮮胚 737,954、凍結融解胚 264,730、1µM resveratrol：
新鮮胚 725,700、凍結融解胚 489,840, P <0.05）、6 時間の処理時間ではミトコンドリア

DNA コピー数の有意な減少は観察されなかった。 
レスベラトロール処理を実際の移植に応用したところ、体内生産胚を 1µM レスベラト

ロールで 6 時間処理すると、0µM 処理（60.5％）よりも高い受胎率（76.1％）が得られた。 
媒精後 6 日目にレスベラトロールで 24 時間処理した体外生産胚は、移植試験を行ったと

ころ 55.9％の受胎率となり、これは 0µM 処理（41.8％）よりも高かった。 体外および体

内で生成された胚移植はどちらもそれ単独で有意に達しなかったが、合計すると無処理胚

（50％）に比べてレスベラトロール処理胚（67.5％）は有意に高い受胎率となった（Table 
6; P<0.05）。 
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Figure8．6時間および 24時間レスベラトロール処理を行った胚の SIRT１発現 
A) 免疫染色された SIRT1の発現強度。胚盤胞を、レスベラトロールを含むもしくは含ま
ない培地で６時間および 24時間培養したもの。非レスベラトロール処理を行った胚盤
胞の平均蛍光強度を 1.0とした。 

B~E)それぞれの処理における胚の代表的な写真。B、D）受精胚をレスベラトロールで 6
時間および 24 時間処理したもの。C,E)受精胚を、レスベラトロールを含まない培地で 6
時間及び 24時間処理したもの。 
異なる上付き文字 aと bは、P <0.05で有意差あり。 
  

A 
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第４節 考察 

 
本研究ではレスベラトロールによる胚盤胞の凍結前処理により、凍結融解後の胚の透明

帯脱出率が高くなり、胚盤胞のミトコンドリア数が増加することを示した。さらにレスベ

ラトロール前処理を行うことで胚移植後の受胎率を改善できることを明らかにしたもので

ある。 
高濃度(10µM)のレスベラトロール添加は受精胚の発生にとって有害であり、低濃度

（1µM）胚盤胞への発生率を向上させたことは過去の報告と一致している(Wang et al. 
2014)。よって以降の試験では 1µM 濃度のレスベラトロールを用いて胚を処理した。5 日

間のレスベラトロール処理は胚盤胞の発生を改善させたが、6 時間や 24 時間といった短

時間のレスベラトロール処理では無処理胚と比較しても胚発生に影響を及ぼさなかった。

この結果によりその後任意に選んだ胚には発生率の違いによるバイアスが含まれないと考

えた。従来の報告では、レスベラトロールは卵母細胞と受精胚の SIRT1 発現を増強するた

めに使用されており、処理時間は１～7 日間となっている(Takeo et al. 2014, Salzano et 
al. 2014 )。今回の試験では、驚くべきことにレスベラトロール処理が 6 時間と極めて短時

間であっても SIRT1 の発現レベルを高めることが明らかになった。この結果により体内

受精胚を用いた 6 時間の凍結前処理といった、国内における畜産現場での具体的な利用方

法を提示することができた。 
SIRT1 は卵母細胞および胚において、ミトコンドリア機能および細胞代謝の調節にさま

ざまな働きをする。凍結保存が胚と卵母細胞の生存率を損なうことはよく知られており、 
マウス、ヒト卵母細胞でも凍結保存がミトコンドリア機能障害を誘発し、ATP 含量が低く

なり、ROS が高くなることが報告されている(Manipalviratn et al. 2011, Bang et al. 2016, 
Dai et al. 2015)。また、Dai らは、マウス卵母細胞で凍結保存によりミトコンドリアの形

態変化が起きることを示している(Dai et al. 2015)。これらの報告と同様に、本試験におい

ても融解した胚盤胞のミトコンドリア DNA コピー数は、新鮮胚のものより著しく少ない

ことが確認された。この結果は、凍結保存がミトコンドリアの完全性または細胞代謝に影

響を与え、ミトコンドリア数の減少を引き起こしたことを示唆している。卵母細胞と初期

胚のミトコンドリア数はドナー間で異なることが報告されている(Takeo et al. 2013)。本

研究では実験グループ間で凍結前のミトコンドリア DNA コピー数に大きな差が観察され

た。これらは 2 つの実験が異なる季節に行われたため、卵巣群の違いによって引き起こさ

れた可能性があると推測した。SIRT1 は、PGC-1αの脱アセチル化と TFAM の活性化を

介して、ミトコンドリアの生合成において主要な役割を果たすことが報告されている

(Lagouge et al. 2006, Brenmoehl et al. 2013)。このカスケードを刺激するため、ブタ卵母

細胞をレスベラトロールで処理すると、ミトコンドリアの生合成と分解が促進され、ミト

コンドリア機能が改善されたことが報告されている(Sato et al. 2014)。  
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本研究では凍結保存前の新鮮胚のミトコンドリア DNA コピー数は、レスベラトロール

処理間で同等だった。また 8 細胞期胚からレスベラトロール 0.5µM を含む培地で５日間

処理しても、生産された胚盤胞のミトコンドリア DNA コピー数は非処理胚と差がなかっ

たという報告がある（Abe et al. 2017）。一方で融解後 48 時間では、凍結前にレスベラト

ロール処理を行った区の胚盤胞では、処理時間に関係なく、ミトコンドリア DNA コピー

数が増加した。さらに、レスベラトロールの凍結前処理により、融解した胚盤胞の透明帯

脱出率が向上することを明らかにした。Salzono ら(2014)は、ウシ胚を発生培地でレスベ

ラトロールとともに 6 日間培養すると、結果として生じる胚盤胞は耐凍性が高くなること

を示したが、この効果の理由は明らかにされなかった。 本研究の結果は、レスベラトロー

ルによる凍結前処理が、SIRT1 活性化によるミトコンドリアの新規合成または損傷したミ

トコンドリアの分解を介して、ミトコンドリア数を回復するのに役立つ可能性を示唆して

いる（Fig. 9）。酸化状態がウシ胚の発生に対し大きな影響を与えることが報告されており

(Assis et al. 2015, Guérin et al. 2001)、ウシ胚のグルタチオン（GSH）含有量は凍結保存

後に急激に減少することが報告されている(George et al. 2008)。 レスベラトロールは抗

酸化剤としても機能し、IVM 中にレスベラトロールで処理されたウシおよびブタの卵母細

胞は、GSH の増加と ROS の減少により胚盤胞への発生能力が改善したことが報告されて

いる(Wang et al. 2014 , Kwak et al. 2012)。 ウシ胚を、0.5µM レスベラトロールを含む

培地で 5 日間培養すると、胚盤胞の ROS 含有量がレスベラトロール非含有培地で培養し

た胚盤胞よりも 8 割に減少したという報告がある(Abe et al. 2017)。加えて我々の追加試

験では 6.5 日齢胚をレスベラトロールで 24 時間処理したところ胚盤胞内の ROS は 73%
へ減少した。このことはミトコンドリアの質改善に加えて抗酸化剤としての働きがあった

ことも否定できない。 
今回の我々の試験は、レスベラトロール前処理が受精胚の受胎率に及ぼす影響について

報告した最初の事例となる。移植試験に用いたレシピエント牛の数が十分ではなく、体内

胚および体外胚それぞれで受胎率を比較した場合では有意差は得られなかったが、レスベ

ラトロール前処理を行った受精胚として体内、体外受精胚を合計した場合、未処理の胚よ

りも有意に高い受胎率となった。本試験では移植適期レシピエント牛の十分な確保の難し

さから、各試験グループの新鮮胚での移植は実施していない。マウス胚では、ミトコンド

リア DNA 数が少ないため、着床後の胚の生存率が低下し(Wai et al. 2010)、さらに、ヒト

ではミトコンドリア DNA 数が多い胚の方が妊娠成功率は高くなることが報告されている

(Stigliani et al. 2014)。これらの報告から、凍結前レスベラトロール処理は、凍結融解胚

のミトコンドリア DNA コピー数を増加させ、レスベラトロールで処理胚の高い受胎率の

要因となったと考えられる(Fig.9)。これらの効果は、短時間の培養と安価な化学薬品しか

必要としないため、体内胚および体外胚双方で利用可能な凍結保存胚改善技術として、畜

産現場での活用を推進できるものである。  
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結論として、レスベラトロールによる胚盤胞の凍結前処理は、融解後の胚盤胞内のミト

コンドリア DNA コピー数と透明帯脱出率を増加させ、移植後の受胎率を改善することが
できた。 
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Figure9. 受精胚におけるレスベラトロール凍結前処理効果仮説の概略図 
レスベラトロールによる胚の前処理は、損傷したミトコンドリアの除去と胚内ミトコン

ドリアの新規合成を誘導する SIRT1 の発現を増強し、凍結損傷からの回復に役立ったと
考えられる。 
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要約 

 
 受精胚の凍結保存は、胚の利便性を大きく高め、効率の良い移植を可能にするが、凍結

による受精胚の損傷は、融解後の品質や受胎率の低下を招いている。凍結による損傷は細

胞内 DNA やミトコンドリアへ及んでいることが報告されている。受精胚のエネルギー生

産のうち多くを賄うミトコンドリアの損傷は凍結融解後の受精胚の回復や生存性を低下さ

せる可能性が考えられる。本研究では、1）ウシ胚のミトコンドリア機能、DNA の完全性、

および発達能力に対する緩慢凍結保存の影響を評価し、凍結融解後培地へのレスベラトロ

ール添加が凍結融解胚盤胞の生存性を改善するかどうかを調べた。2）さらに凍結保存前の

レスベラトロール処理が凍結融解後の受精胚に及ぼす影響を調べるとともに、移植後の受

胎率について調査した。1）受精胚に対して凍結保存が及ぼす影響を調べるために、短鎖お

よび長鎖ミトコンドリアシーケンスをターゲットとするリアルタイム PCR によって測定

したミトコンドリア DNA 完全性（mtDNA）や、ATP 含有量を測定したところ、新鮮胚と

比較して、凍結融解後 24 時間培養した受精胚では有意に減少した。加えて二本鎖 DNA に

対する免疫染色により、凍結融解胚の DNA 損傷が明らかになった。凍結融解胚を 0.5µM
レスベラトロールを含む培地で培養すると、胚の SIRT1 発現と生存率は、溶媒処理胚（対

照区）と比較して著しく改善した。 さらに、融解後の培養中培地に含まれた mtDNA 含有

量は、溶媒処理胚よりもレスベラトロール処理胚の方が高かった。これらの結果から融解

後培養液添加へのレスベラトロールが受精胚の生存性向上に働くことが示唆されたが、ウ

シ、ヒト等の受精胚移植は凍結融解後から速やかに移植することが一般的であり、融解後

の長時間培養は現場での利用に即さない。よって現場での利用を考慮し、凍結保存前にレ

スベラトロール処理を行い融解後は速やかに移植することを想定して以下の試験を行った。

2）ウシ受精胚における凍結保存前のレスベラトロール処理による SIRT1 発現増加が、凍

結損傷からの回復を助け、受精胚の品質を改善するという仮説のもとに試験を実施した。

供試胚は受精後 6 日目または 7 日目の体外受精胚を用い、レスベラトロール 1µM ととも

に 6 時間また は 24 時間培養した。レスベラトロール処理（6 時間または 24 時間）は、

胚盤胞発生率や胚盤胞のグレードには影響しなかったが、処理胚では SIRT1 の発現レベ

ルが大幅に増加した。レスベラトロールで前処理した受精胚を凍結融解した後、48 時間培

養後の透明帯脱出率は、レスベラトロール処理した受精胚の方が有意に高かった。さらに、

レスベラトロールの前処理により、処理時間に関係なく、受精胚のミトコンドリア DNA
のコピー数が大幅に増加した。移植試験では 6 日齢の体外受精胚と、6.5 日齢の体内受精

胚を用い、体外受精胚は 24 時間、体内受精胚は 6 時間レスベラトロールで凍結前処理を

行った。レスベラトロール前処理（6 または 24 時間）は、体内および体外生産胚の両方で、

対照区に比べ受胚牛への移植後の受胎率が高かった。結論として、ウシ受精胚の緩慢凍結

は、胚盤胞のミトコンドリアの完全性と機能を低下させる。一方で融解後の培養中にレス
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ベラトロールで処理することで SIRT1発現が向上し、受精胚内ミトコンドリアが低下し、
胚の生存率が向上する。さらにウシ受精胚をレスベラトロールで凍結前処理すると、ミト

コンドリア合成により凍結解凍後の受精胚の品質が改善されることが明らかになった。 
 

 
Summary 

The price of fattening calves has continued to rise due to decline of breeding cows in 

Japan, and this has subsequently led to a decline in the business of livestock farmers. 

Embryo production and transplantation can increase the number of live born calves and 

accelerate the improvement of their genetic ability. However, as the developmental 

stage at which embryos may be successfully transplanted is limited, blastocysts must 

be cryopreserved. Cryopreservation is a useful technology for the widespread use of 

embryo transfer. A remaining unsolved problem regarding embryo cryopreservation is 

the cryoinjury of embryos. Cryoinjury reduces embryo viability, which results in low 

pregnancy rate following embryo transfer compared with that in fresh embryos. The 

main causal factor of the damage derived from cryopreservation is mitochondrial 

dysfunction. Mitochondria are important organelles for cells as well as embryos, and 

the quality and quantity of the mitochondria is a major marker of embryos. It is 

therefore necessary to study mitochondrial damage in cryopreserved embryos in detail 

as a step to improve the quality of thawed embryos. Resveratrol was reported to activate 

the expression of SIRT1 in oocytes and induce degradation and de novo synthesis of 

mitochondria. The present study addressed a hypothesis that upregulation of the 

mitochondrial quality control system before or after cryopreservation could help the 

recuperation of embryos after thawing. 

In the first series of experiments, I found that cryopreservation indeed induced 

mitochondrial dysfunctions, which were determined by low ATP content, low 

mitochondrial genome integrity test, and high amount of double stranded DNA in the 

cytoplasm of the frozen-thawed embryos. I also examined the effect of resveratrol 

treatment of frozen-thawed embryos on the developmental ability of the embryos. 

Culturing frozen-thawed embryos with resveratrol for 1-2 days enhanced the 

expression levels of SIRT1. In addition, resveratrol treatment improved the viability of 

– 39 –



 

{PAGE   ¥* MERGEFORMAT} 

the frozen-thawed embryos compared with those of resveratrol untreated counterparts. 

Interestingly, the spent culture medium of the resveratrol-treated blastocysts contained 

greater amounts of cell-free mitochondrial DNA compared with those of untreated 

blastocysts, indicating that resveratrol treatment affects mitochondrial dynamics in 

frozen-thawed embryos. In the next series of experiments, I examined the effect of 

resveratrol treatment before cryopreservation on embryonic development and 

pregnancy rate following embryo transfer. Culturing embryos in a medium containing 

resveratrol for a short period (6 h) significantly increased the expression levels of SIRT1 

and resveratrol treatment before cryopreservation improved survival rate and 

embryonic development. In addition, resveratrol pretreatment increased mitochondrial 

DNA copy number in the blastocysts after thawing and improved the pregnancy rate 

following embryo transfer. In conclusion, the results obtained in the study suggest that 

resveratrol treatment both before and after cryopreservation improves embryonic 

viability, possibly through the activation of the mitochondrial quality control system in 

embryos. This technology could contribute to improving pregnancy rate in bovine 

embryo transfer.  
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