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要旨：凍結保存は胚移植を行ううえで有用な技術である．凍結はミトコンドリアに障害を与えるが，ミトコンド
リアの質や機能は良好な胚発育には必要不可欠であり，凍結融解後に胚は凍結に由来する障害から回復する．レ
スベラトロールにはミトコンドリアの合成や分解を促す働きがある．本稿ではレスベラトロールが，凍結に由来
する障害からの胚の回復を促すのかという仮説に対する一連の研究を紹介する．
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Abstract: Cryopreservation is a useful tool for embryo transfer, however, it does induce mitochondrial 
damages. Since the proper function and quality of the mitochondria are required for embryonic 
development, frozen-thawed embryos need to recover from the cryopreservation-induced damages 
during subsequent embryo development. Resveratrol induces mitochondrial biogenesis and autophagy 
through activation of SIRT1. This review introduces studies addressing the hypothesis that resveratrol 
may help the recuperation of embryos from mitochondrial damages after vitrification or slow freezing.
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－総説－

特集：日本受精着床学会／日本卵子学会合同シンポジウム 2020

ドリアの障害が挙げられる．ミトコンドリアはエネルギー
生産やカルシウムシグナル，鉄の代謝やアポトーシスなど
細胞にとって重要な細胞内小器官である 2–5）．また高度に動
的であり，融合や分裂，合成と分解を介してその数や質が維
持されている 6）．本稿では凍結融解後に胚が回復するプロセ
スを，ミトコンドリアの合成や除去を外部から刺激するこ
とで助けることができるのかといった仮説に対して行った
一連の研究を紹介する．

凍結が胚のミトコンドリアに及ぼす影響

胚の凍結保存は胚移植を利用するうえで必須の技術であ
る．ウシでは利用のしやすさから緩慢凍結が一般に使われ
ており，長期保存や長距離輸送を可能にし，育種や優秀な個
体の増産に広く用いられている．一方，ヒトでは凍結胚は妊
娠する機会を増やす．そして生存率の高さや融解が施設内
で行われることから，超急速凍結法であるガラス化保存法
が一般的に用いられている．しかしながら，凍結保存は胚の
質を低下させ受胎率を低下させる．ウシでは採取した胚を
同じウシに戻すことはなく，任意に選んだレシピエントに

はじめに

現在，胚移植はヒト，ウシに幅広く使われており，ヒトで
は15人に1人が生殖医療を介して出産され，ウシでは年間
10万件近い胚移植が行われている．胚移植には新鮮胚と凍
結保存した凍結胚が用いられる．ウシでは，採卵時に偶然移
植可能なウシが側にいるか，複数のウシに同期化処理を施
す以外，新鮮胚の移植は行われないため，凍結胚を用いるの
が一般的である．ヒトでは最良のレシピエントの状態を選
択できるため，凍結胚の方が採卵した周期で新鮮胚を移植
するより高い受胎率が期待できるという報告もある 1）．一方
で，凍結保存は胚質を低下させ，この原因の一つにミトコン
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対して移植が行われる．そのため，新鮮胚と凍結胚の移植成
績を比較することができる．農林水産省が平成27年度にま
とめた，我が国におけるウシ胚移植の受胎率では，新鮮胚に
比べて凍結胚は5％受胎率が低い（http://www.maff.go.jp/j/
chikusan/sinko/lin/l_katiku/attach/pdf/index-10.pdf）．このよ
うな凍結保存された胚の受胎能力が新鮮胚に比べて劣って
いる事実は，多くの動物種で広く受け入れられている 7）．し
かし，ヒトでは新鮮胚と凍結胚を移植するときのレシピエ
ントの背景が異なっており，凍結融解胚の場合も評価選別
後，移植するため直接比較することは難しい．そこで，受胎
率に差を認める報告と認めない報告が混在している 8, 9）．ま
た，凍結胚と新鮮胚に由来する児を比べた仕事では，差がな
いとする報告 10)に対し，ガラス化保存胚に由来す児の体重
が大きくなる 11)という報告もある．いずれにせよ凍結に由
来する何らかの影響があることを示唆している．
ミトコンドリアが凍結によって障害を受けることは，電

子顕微鏡による観察によって確認されており，羊の胚を用
いた検討ではミトコンドリアの形状が膨れた状態になって
いる 12)．さらに，Dai ら 13)は凍結保存によりミトコンドリ
アの膜電位の低下や局在変化が起こることも示している．
ウシを使った我々の検討では，胚盤胞期胚を緩慢凍結保存
するとミトコンドリアゲノムの断片化が観察され，ATP含
量が低下し，胚の持つミトコンドリア数が減少する 14)．また，
ウシの8細胞期胚でガラス化保存したウシ胚でも，新鮮胚に
比べて融解後ミトコンドリアゲノムの断片化，胚のATP含
量の減少，胚盤胞期胚への発生率の低下が観察され，その胚
盤胞胚の持つミトコンドリア数も減少する 15)．しかし，凍結
胚から正常な産仔が得られることを考えると，融解後，凍結
に由来するミトコンドリアの損傷は回復されるのであろう
と考えられる．

凍結融解後の胚のミトコンドリアの動態

ミトコンドリアには精巧な品質管理機構が備わっており，
その経路はミトコンドリアの融合と分裂といった動的な変
化に加えて，相反する二つの機構によって調節されている．
不要あるいは損傷を受けたミトコンドリアは，速やかに細
胞内から除去され，同時に新規のミトコンドリア合成を促
すことにより，ミトコンドリア全体の品質が維持され
る 16, 17)．ミトコンドリアの内膜の膜電位はATP合成に重要
であるが，脱共役剤（Carbonyl cyanide m-chlorophenyl 
hydrazine: CCCP）で処理して膜電位を失わせると，ミトコ
ンドリアの管理機構の一端をうかがい知ることができる．
CCCP処理後，細胞のミトコンドリアの外膜にはパーキンと
いうE3ユビキチンリガーゼが誘導され，外膜の蛋白がプロ
テアソームにより分解され，その後マイトファジーによっ
て除去される 18)．ウシの顆粒層細胞を体外で培養し，CCCP
で短時間処理すると，ATPの産生量は低下し，その後の培
養中に回復して細胞の生存率には影響を与えないが，培養
液中に大量のミトコンドリアゲノム由来の細胞外DNA（mt-
cfDNA）が観察できる．この細胞を同時にオートファジーの

阻害剤であるバフィロマイシンで処理するとmt-cfDNA放出
が増え，プロテアソームの阻害剤であるMG132で処理する
と減る．つまり，機能不全を起こしたミトコンドリアはまず
プロテアソームによって分解が始まり，その後マイトファ
ジーによって細胞内で除去されるが，細胞内部での処理能
力を超えたものが培地中に表われると考えられる 19)．若齢
のブタ卵巣から回収した未成熟卵子を10 μMのCCCPで2
時間処理し，その後培養した場合は，卵子のATPが一時的に
減少するが，卵子の発育能力には影響がない 20)．しかし，処
理後44時間の体外成熟中に卵子中では，ミトコンドリア
DNAの合成が活性化し，同時に除去も活性化する．ミトコ
ンドリアの合成の活性化は，TFAM等ミトコンドリア合成
を司る遺伝子の発現上昇からも裏付けられる．また，細胞の
エネルギーのセンサーでもあり同時にミトコンドリアの合
成や分解を制御するSIRT1とリン酸化AMPKの蛋白発現量
が増える．興味深いことに若齢と加齢ウシの卵巣から回収
した未成熟卵子を対象に同様の実験を行うと，若齢ウシの
卵子では，若齢ブタと同様に授精処理後の胚盤胞期胚への
発生率には影響がなく，卵子でのミトコンドリアの合成の
活性化やSIRT1の上昇が観察されるが，加齢ウシの卵子で
は体外受精後の発生率が低下し，ミトコンドリアの合成が
起こらず，SIRT1の活性化が低調になる 21)．このことは加
齢個体ではミトコンドリア障害に対する反応性が低下して
いることを意味している．
そこでSIRT1を人為的に活性化するとどうなるのか．

SIRT1は脱アセチル化酵素であり，多くのタンパク質の活性
を制御しているが，その主要なターゲットの一つにPGC1α
があり，その下流に位置するTFAMはミトコンドリアの合成
の鍵でもある 22)． SIRT1の活性化効果をもたらす多くの物
質の中で古くから知られているものにレスベラトロールが
ある．レスベラトロール（trans-3,4’,5-trihydroxystilbene）は
ピーナッツ，桑やブドウの皮などに含まれるフラボノイド
である．若齢ブタ卵巣から回収した未成熟卵子をレスベラ
トロールで処理すると，卵子の胚盤胞への発生能力が改善
する．このときにミトコンドリアの新規合成や分解が活性
化し，TFAMの発現量も上昇する，この効果はSIRT1の阻害
剤であるEX527抑制剤で失われることから，レスベラト
ロールがSIRT1を活性化し，ミトコンドリアの合成と分解
を促進した結果として卵子の質を改善したと考えられる 23)．
これらの機序をまとめると図1のようになる．では，凍結が
ミトコンドリアに障害を与えるのであれば，融解後にSIRT1
をレスベラトロールによって活性化させると，胚の回復が
早まるのであろうか．

凍結胚のレスベラトロール処理の効果

レスベラトロールを培地に添加し，胚の凍結への耐性を
観察した先行的な報告では，Salzanoら 24)はウシの胚を受
精処理の翌日から7日後までレスベラトロール添加培地で
培養すると，胚盤胞期胚の凍結後の生存性が改善されるこ
とを示している．この論文ではレスベラトロールの効果の
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背景は明らかではない．我々の実験では受精2日目から7日
目までレスベラトロール添加培地で培養すると，胚発生率
が改善されるだけではなく胚のATPの合成量が増え，逆に
胚の脂質含量が減少する．これらの胚でも緩慢凍結後の生
存性が改善するため，脂質減少が凍結に対する対抗性の改
善と考察している 25)．また，マウス成熟卵子のガラス化液と
その後の培養液にレスベラトロールを添加した試みでは，
卵子の活性酸素量を減らす効果があることが報告されてい
る 26)．一方でレスベラトロールが凍結融解後の胚のミトコ
ンドリアにどのように働くのかについては報告が少ない．
ウシの受精後7日目の胚盤胞期胚を緩慢凍結し，融解後レス
ベラトロール添加培地で培養すると胚の生存率が有意に改
善する．さらに，融解後の胚に含まれるミトコンドリア数を
ミトコンドリアのゲノムのコピー数や膜蛋白のTOMM20で
測定すると，レスベラトロール処理により有意に減少し，逆
に培養培地中のmt-cfDNAの増加が観察されたため，レスベ
ラトロール処理により凍結によって損傷を受けたミトコン
ドリアの除去が活性化したのではないかと推測している 14)．
初期胚を用いたガラス化胚の実験でも同様の事象が観察で
きる．受精後2日目の8細胞期のウシ胚をガラス化保存し，
加温後レスベラトロールを添加した培地で培養すると，胚
盤胞期胚への発生率が改善し，胚の活性酸素の含有量が減

り，割球あたりのミトコンドリアゲノムのコピー数や，ミト
コンドリアのタンパク（TOMM20）量が減少する．また，胚
の培地中にmt-cfDNAの放出量が増加することも確認でき
た 15)．レスベラトロールの効果について興味深い報告があ
り，Gaviriaら 27)はガラス化胚の培養液にレスベラトロール
を添加する場合，添加するタイミングで胚のミトコンドリ
アの活性が2極化（低調になったり，逆に活性化したり）す
ることを示している．また，胚移植の現場では，融解後の胚
を長期間の体外培養することはないため，凍結前にレスベ
ラトロール処理した方が現場での応用が容易である．そこ
で，初期胚や胚盤胞期胚を用いてガラス化や緩慢凍結前に
レスベラトロールで短時間前処理してその後を検討してみ
ることにした．受精後1日目の分割胚をレスベラトロールで
24時間前処理するとSIRT1の発現量が増える．この状態で
ガラス化保存すると，加温後にレスベラトロール処理した
胚からの胚盤胞期胚への発生率が有意に改善し，この胚盤
胞期胚は，含有するミトコンドリアゲノムのコピー数量が
有意に増加していることが明らかになった．一方で，培地に
放出されるmt-cfDNA量も同様に有意に増加することや，加
温後1–2日目では処理された胚中の膜蛋白で推測したミト
コンドリア量がいったん減少することから，レスベラトロー
ルの前処理は，加温後にミトコンドリアの分解を促すと同

図1 脱供役剤（CCCP）で処理した後のミトコンドリアの動態
CCCP処理はミトコンドリアの機能不全を招き，引き続くSIRT1の活性化がミト
コンドリアの分解と生合成を誘起する．レスベラトロールによるSIRT1の活性化
も同様の効果が認められる．ミトコンドリアの分解にはプロテアソームやオート
ファジーが関与している．これらの過程を阻害するとミトコンドリアゲノム由来
の細胞外DNAが減少，または増加するため，ミトコンドリアの分解機構と細胞
外DNAの放出には関係性があると考えられるが正確な機序は不明である．また
CCCP処理後のミトコンドリアの分解や生合成の活性化は加齢により低調になる．
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時に新規合成を活性化させていると推測している 28)．また，
授精処理後6日目または7日目の胚盤胞期胚を作成し，6も
しくは24時間レスベラトロールで処理すると両者とも
SIRT1の発現量が上昇し，この胚を緩慢凍結後，融解して培
養すると，胚の生存率や脱出率が有意に改善した．さらに，
融解後の胚の持つミトコンドリアゲノムのコピー数は，レ
スベラトロール処理によって増加する．この胚をレシピエ
ントウシに移植すると，無処理の凍結胚より有意に高い受
胎率が得られた 29)．これらのことから，凍結前後のレスベラ
トロール処理は胚の質を改善し，その効果がミトコンドリ
アの分解と合成の活性化と関係していると考えられる．し
かし，現場での利用を考えると凍結する前にレスベラトロ
－ルで処理する方が現実的である．

残された課題

前述したが，加齢は卵子においてはミトコンドリアの障
害に対する反応性を低下させる．加齢・若齢ドナーウシ卵
巣から回収した卵子で初期胚を作成し，これをガラス化 -加
温処理後培養して胚盤胞期胚まで発生させると，両区で発
生率は変わらないが，胚盤胞が持つミトコンドリア数が加
齢ドナーに比べて若齢ドナーの胚で少なく，培地に含まれ
るmt-cfDNAは多い（投稿準備中）．新鮮胚の状態では，ミト
コンドリア数は若齢ドナーの方が多く，培地中のmt-cfDNA
が少ないことを考えると，障害を受けたときのミトコンド

リアの品質管理が加齢で変化していると考えられる．ウシ
では加齢に伴い卵巣から回収した卵子のミトコンドリア数
が減り，異常受精が増える 30)．この加齢ドナーウシの卵子で
は，体外成熟中にレスベラトロールで処理すると異常受精
が有意に低下する 31)．そこで，加齢ドナー胚を凍結前または
後にレスベラトロールで処理したとき，若齢ドナー胚と同
様にミトコンドリアの管理を介して質が改善されるのかは
今後の課題である．これらの内容を図2に示す．
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