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はじめに 

医学や農学などの⽣物学分野において、細胞試料の保存は実験の再現性・バイオリソ
ースの保存において重要である。凍結保存は-80℃の冷凍庫や液体窒素が⽤いられる。
⼀般的な保存⽅法として、培養液に 10%となるように DMSO (Dimethyl Sulfoxide)を
添加した保存液を⽤いて、凍結チューブ内で保存する。氷晶形成を抑えて細胞膜を保護
することにより凍結-解凍による細胞死を抑制することができるとされる。DMSO が幹
細胞の分化に影響を与えることも報告されているため、DMSO を⽤いない凍結保存液
も開発されている[1,2]。また、マウスなど動物の初期胚の保存においては、冷蔵庫での
短期間の保存が可能であるが[3]、多くは液体窒素を⽤いたガラス化法凍結法が⽤いら
れている。この初期胚保存⽅法は臨床医療や畜産分野においても広く⽤いられている。
以上のように⽣物学的試料の保存には-80℃の冷凍庫や液体窒素、特に⻑期間にわたる
保存にあたっては液体窒素が不可⽋となっている。 

これらの背景を踏まえた上で本稿では、筆者のこれまでの研究内容について紹介す
る。 
 
1. 多倍体化胚の特性について 

哺乳類の胚発⽣は、半数体の精⼦および卵が受精することにより２倍体受精卵とな
ることが必須である。稀に割球の融合や不分離が起こることにより、染⾊体セットが倍
加した多倍体胚が出現することがあり、その割合は約 0.5%程度である[4]。マウスにお
いて、これら多倍体胚は胚盤胞期まで in vitro で培養することができるが[5]、発現遺伝
⼦の異常などが認められ[6]、着床後には様々な組織の形成異常がみられる[7]。倍数性
変動が哺乳類の初期胚発⽣に与える影響についてより詳細に解析するため、様々な多倍
体胚を作出し、その解析を⾏った。 

マウスは B6D2F1 系統を⽤い、得られた胚は流動パラフィンを重層した M16 培養液
ドロップ中、37℃、5%CO2 のインキュベーター内で培養した。胚の多倍体化誘導は電
気融合法により⾏った。 

マウス胚を⽤いて多段階にわたる多倍体化誘導を⾏ったところ、2 倍体胚から４倍
体、８倍体、１６倍体胚の作出に成功した。これら作出したすべての多倍体胚は、卵割

腔を有する胚盤胞へ発
⽣した。その⼀⽅で、倍
数性の増⼤に従って、
胚全体を構成する細胞
数は減少し、特に１６
倍体胚では２〜３個と
極めて少ない細胞数で
1 つの胚が構成されて
おり、将来胎⼦組織へ
発⽣する内部細胞塊を
⽋いた（図１）。RT-
PCR による遺伝⼦発
現解析でも同様に、１
６ 倍 体 胚 に お け る
Oct3/4 を含む内部細
胞塊マーカー遺伝⼦
mRNA の発現が検出さ
れなかった。 

これまでの研究から、内部細胞塊の形成には、胚盤胞期の前段階である桑実胚期の
胚を構成する細胞の内側/外側の細胞極性、特に Hippo シグナル経路が重要であること
がわかっている[8, 9]。本研究において１６倍体胚に内部細胞塊が形成されなかった原
因についても、桑実胚期１６倍体胚では内側極性の細胞が⽋如したためであることが考
えられた。 
 
2. １６倍体胚における内部細胞塊形成 

単独の１６倍体胚では将来胎⼦組織へ発⽣する内部細胞塊が形成されなかったこと
を受け、レスキュー実験を⾏なった。前述の初期胚発⽣における Hippo シグナルの関
与を踏まえ、１６倍体胚に内/外の極性を付与するために、細胞数の補完を試みた。 

多倍体胚の作出は前述の⽅法に即して⾏った。胚を構成する細胞数の補完は、４個
の１６倍体胚を桑実胚期において互いに接着させて培養し、１個の集合胚とすることに
より⾏なった。 

作出した集合１６倍体胚は胚盤胞期胚へ発⽣し、免疫染⾊および RT-PCR の結果か

図 1 多倍体胚の免疫染⾊像(Hoechst：核、OCT3/4：内部細胞塊) 

１６倍体胚は OCT3/4 陽性の内部細胞塊を⽋く。４倍体、８倍体胚にお

いては内部細胞塊（緑）が形成されている。が Bar: 50µm 

参考⽂献 14)  Imai et al. より 
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ら、mRNA およびタンパクレベル
で内部細胞塊マーカーの発現が観
察された（図２）。１６倍体化に伴
い消失する内部細胞塊は、胚全体の
細胞数を確保することにより回復
できることが明らかとなった。マウ
ス４倍体胚における内部細胞塊数
は 2 倍体胚と⽐較して少ない、ま
たは⽋如するという報告があり
[10, 11]、本研究結果は多倍体胚に
おける内部細胞塊の減少または⽋
如を回復する⽅法となりうる。ま
た、本研究で⽤いた超多倍体胚で
ある１６倍体胚においても正常胚様の形態を⽰す⼀⽅で、胚の多倍体化によりオートフ
ァジーやエピゲノムの異常が起こることから[12, 13]、着床後の発⽣異常の根本原因の
解決にはさらに詳細な解析が必要と考える。 

以上、我々の研究結果から、哺乳類初期胚は多倍体化に対して⾼度に可塑性を有し
ていることが⽰唆され、論⽂として報告した[14]。この研究は、染⾊体異常胚の基礎研
究となりうるほか、特に畜産分野などにおいて多倍体化技術の応⽤により優良形質家畜
の増産などへ応⽤が期待できる。 
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