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　　　　Cryopreserva亡ion　of　mouse 　spermatozoa 　has　been　widely 　applied 　fbr　 maintenance 　 of

genetically　 modified 　 mouse 　 strains ，　 Although　 cryopreservation 　 of　 mouse 　 spermatozoa 　 is

simpler
，
1ess　time −

consuming ，　and 　less　costly 　than 　of　embryos 　f｛）r　preservation 　of 　the　genetic

materials
，
　maintenance 　of　cryopreserved 　spermatozoa 　still 　has　a 　high　running 　cost 　because　of

the 　need 　 fbr　a 　constant 　supply 　of 　liquid　 nitrogen ，　 In　1998 ，
　 it　 has　been　 reported 　that

freeze−dried　mouse 　spermatozoa 　are 　capable 　of 　participating　in　normal 　embryonic 　development

af しer 　injection　into　oocytes
，
　and 　so 　they 　have　attracted 　a 　great　deal　of 　attention 　as 　storable 　gene

resources ，　 However ，　attempts 　of 　freeze‘dry　spermatozoa 　are 　not 　new ．　 Successful　conception

and 　full−term 　developnient　using 　freeze・dried　spermatozoa 　were 　repo 貰 ed 　in七he　cow 　and 　rabbit

prior　 to　1960 ．　 Unfortunately
，
　 these 　preliminary 　results 　 have　not 　 been　confirmed ，

Spermatozoa　become　defective　in　motility 　after 　freeze−drying　and 　are 　unable 　to　fertilize　eggs

both　in　vivo 　and 　in　vitro ．　 Since 丘 eeze
・drying　of 　mammalian 　spermatozoa 　was 　demonstrated

without 　loss　of　genetic　or　reproductive 　potential ，
　 recent 　investigations　of　freeze・dried　sperm

have　fbcused　on 　the　factors　affecting 　freeze−drying 　spermatozoa 　in　an 　e 飾 rt 　to　store 　the　male

gamete　at　a皿 bient　temperature．　 It　is　particularly　essential 　to　assure 　long−term　preservation

f（）rseveral 　decades　or　centuries ，　 Recent 　findings　indicate　that　the　pressure　levels　at　primary

drying　of　freeze−dried　spermatozoa ，　in　addition 　to　the　components 　of　the　suspending 　solution ，

appears 　to　be　an 　important　factor　fbr　long−term 　preservation 　of 　freeze−dried　spermatozoa 　in

mice ，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （Received　Sep．12，2007 ；AcceptedApr ．18，2008 ）

セ ミナ
ー 「低 温 と乾燥 による生物保存技術 へ の 挑戦

〜マ ミーエ ン ジニ ア リン グ」 3．
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　 こ れ ま で ，精子 の 凍結保存技術 は ，ヒ トの 不妊治

療を含めた人工繁殖や遺伝子資源 の 保存 ・輸送 に大

きな貢献を果 た し て き た ．しか し，凍結乾燥 に よ っ

て 精子 を 室 温 や冷蔵庫温度で 長期間保存す る こ と が

可能 となれ ば，維持 コ ス トの削減は大き く，さらに，

封筒 な ど に 凍結乾燥精子 を入れ て 容易 に送付す る こ

とが 可能 となるため ， 遺伝子資源 の 保存 ・輸送 にお

ける凍結乾燥精子 の 実用化 の 期待 は大 きい よ うに思

われ る．ま た，液体窒素は取 り扱 い に注意が 必要 で

あ る （凍傷，酸欠事故） とともに，一
部 の 国，地域

に お い て は ，そ の 入手 が 容易で は ない ．

　凍結乾燥は，凍結状態にある材料か ら氷 を昇華 さ

せ て 水分 を除 去 す るプ ロ セ ス で あるが
，

こ の 技術は ，

細菌，酵母，ウイ ル ス
， お よび他 の 生物 由来生成物

の 保 存 に利 用 され て お り， 精子 の 凍結乾燥にっ い て

も ， 比較的古 い 歴史が ある．精子 の 保存 へ の 凍結乾

燥技 術の 応 用 は ，1949年に Polge らによ っ て 試み ら

れ て お り，彼 らは ，そ の 受精能力 に っ い て は 検定 し

て い な い もの の ，50％ の凍結乾燥精子が復水 （水分

の 再 添加 ）後に 運動性 を回復 した と報告 し て い る 1），

さらに，1950 年代 か ら 1960 年代に か けて ，ヒ ト 2），

ウサギ 3），ウシ 4’10），お よ び野牛 10）の 凍結乾燥精子

に 関す る多くの報告がな され て い る．1957 年に は ，

YUshchenko に よ っ て ウサギ凍結乾燥精子 に よ る最

初の 分娩例が報告され た．彼は ，復水後 に 15・20％

の 運動精子 を観察 し，これ らか ら 12 例の 産仔を得

た 3＞．ウ シ 精子 に お い て は ，Leidl4）
，
Bialy　 and

Smith5），　 Albright ら 9），お よ び Singh　and 　Roylo）

が凍結乾燥精子 の 運 動性 の 回復 を報 告 し て い る，

1959 年 と 1960 年には，Meryman の グル
ープ が凍

結乾燥精子 の 40・50％ が復 水後に運動性 を示 し ， 人

工 受精後 に受胎 に 至 っ た こ とを示 し た 7・8）．さらに，

Larson　 and 　Graham は，凍結乾燥精子 を 25℃ で
一

ヶ 月 間保存後 に ，人 工 授精 に よ っ て 妊娠を確認 し た

こ とを報告 し てい る 11）．しか し なが ら，こ れ らの 報

告 に つ い て は ， そ の 後の 再現性 が 確認 され て お らず

5・13齟15）
， ウシ 精子 におい て は，凍結乾燥によ っ て 残

水量 が 2％ を下回 る と受精能力 を失 うこ と 15），お よ

び精漿 タ ン パ ク の 3 次構造 に変化が認め られ る こ と

が報告 され て い る 16）．さ らに ， 電 子 顕微鏡 に よる観

察 に よ っ て ，凍結乾燥精子 で は 先体や細胞膜 に 大 き

な障害や欠損が生 じて い る こ とが報告されて 以来 17・

18），精 子 は ，凍結乾燥 に よ っ て 運 動性 と と もに in

vivo あ る い は in　vitro にお け る受精能力 を喪失す る

もの と理解 され て い る．

マ ウス 凍結乾燥精子の 細胞質内精子注入に よ

　　　　　　 る産仔獲得の 成功

　 しか しなが ら ，
こ の 問題は，細胞質内精子注入技

術（lntracytoplasmic　sperm 　injection： ICSI）を応用

す る こ とに よ っ て 克服す る こ とが 可能 で あ っ た ．

ICSIは ， 1995 年 に Kimura　and 　Yanagimchi19）が

ピエ ゾ マ イ ク ロ マ ニ ュ プ レ
ー

タを用 い る こ とに よ っ

て ， ICSI後 の 生存率お よび受精卵の 移植後 の 産仔 へ

の 発生率を ， それぞれ ， 80％お よび 30％ にま で 向上

させ ，そ の 汎用 性 を大 きく向上 させ た技術で あるが，

1998 年に Wakayama 　and 　Yanagimachi に よ っ て ，

マ ウス 凍結乾燥精子 を ICSI し た後，受容雌 へ の 移

植に よ っ て移植胚 の 30％ が産仔 に 発生 し た こ とが

報告 され た
17）．凍結乾燥精子 で は ，

しばし ば，頭部

と尾部が離れて い た り，細胞膜 に 障害を認め る こ と

か ら，こ れ ま で の
一

般的な感覚 で は ，死 滅細胞 と考

え る の が普通で あ る が，ICSI を介 して で は あ る もの

の，正 常な産仔 へ の発生 を支持す る能力 を有 し て い

る の で，凍結乾燥精子 は 生存 し て い る と理解 し なけ

れば ならない ．こ の よ うに，生殖工 学的技術 の 進歩

に よ っ て ，精子 の 生 死 の 定義は，か なり曖昧 となっ

て きた，

　上 述 した マ ウス の 成功以来 ， 精子 の 凍結乾燥 は ，

他 の 哺乳動物 で も試み られ る とともに，凍結乾燥 の

至 適条件 に関す る研究 が 進 め られ て い る，マ ウス に

加え，ウサギ 18＞お よび ラ ッ ト 20＞にお い て 凍結乾燥

精子 による産仔 へ の 発生が報告 され て い る とともに ，

ブタにおけ る妊娠例 21） やウシ 22・23） やブタ 24｝の 胚

盤胞 ま で の 発生が観察 され て い る，また ，
ハ ム ス タ

ー
にお い て は，凍結乾燥精子 の ICSI 後 に，前核形

成が報 告 され て い る 25＞．

精子の 凍結乾燥の 受精能や受精 卵子 の 発生

　　　 能 に影響をおよぼす要 因

　凍結乾燥精子 の ICSI 後の受精能お よ び 受精卵子

の発生 能に 関 し て は ，幾つ か の 検討 が な され て い る，

哺乳動物 の 正 常な受精は ，細胞質内カ ル シ ウム の 周

期的な上昇を伴 うが，こ の カ ル シ ウム オ シ レ ー
シ ョ
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ン が受精卵 の 発 生 に とっ て 重 要 で あ る こ とが知 られ

て い る，マ ウス あ るい は ウシ の凍結 乾燥精子 にお い

て も，こ の 充分なカル シ ウム オ シ レ ーシ ョ ン 誘導能

が維持 され て い る こ とが報告 され た 26），精子 に よ る

カル シ ウム オ シ レ ーシ ョ ン の 誘導 は ，精子 と卵子 と

の 間 の 膜融合 の 際に，卵細胞 質内 に拡散する精 子 タ

ン パ ク因子 に よっ て 惹 起 され る こ とか ら，精子 の 凍

結乾燥 ，復水お よび ICSI の
一

連 の 過程にお い て ，

精子 タ ン パ ク因子 の 活性 が維持 され て い る こ とを示

し て い る．また，染色 体解析 に よ っ て ，凍結乾燥精

子 が，染色体 レ ベ ル で の遺伝的な健全性を比較的良

好に 維持 し て い る こ と も示 され て い る 27’31），した が

っ て，凍結乾燥法は，哺乳動物精子 の 保 存に有効な

手段 の ひ とっ である よ うに思われ る．また，凍 結乾

燥時 に おける EDTA や EGTA など の キ レ
ー

ト剤 の

添加 21・2Z　28）や中性 あるい は酸性溶液（pH7 ．4・6．0）よ

りもややア ル カ リ性（pH8 ．0）の 溶液 の 方が 29），染色

体構造 の 維持に有効 に働 く こ とが 報 告され て い る．

新鮮精子 と比 較 し て
， 凍結 乾燥精子 の 正 常な染 色体

像 の 頻度は低 い （100％ vs 　61・83％）が 27・　29・　30・　32）
， 放

射線照射 に対 し て は ， 耐性が高い こ とが報告 され て

い る 30），精巣か ら採取 し た未成熟精子 は，精 巣上

体に貯蔵 され て い る成熟精子 と比 較 し て ，凍結乾燥

に よ っ て 障害を受け やす く，染色体 レ ベ ル で の 遺伝

的な健全性を失 う，し か し，ジ ア ミ ドに よ っ て チ オ

ール を酸化 し て ジ ス ル フ ィ ドにす る こ と に よ っ て ，

抵抗性を獲得す る
33）．一

方，精巣上体精子 をジ ス

ル フ ィ ド還元剤で ある ジチ オ ト レ イ ト
ー

ル で 処 理す

る こ とに よ っ て ，凍結乾燥 に よる 障害に対す る感受

性が亢進する 33）．

環境温度 下 に おける凍結乾燥精子 の 長期保存

　　　　　　　　　の 可 能性

　遺伝子資源 の 保存方法 の ひ とつ と し て
， 凍結乾燥

精子 を利用す るためには，数年程度 の 保存性 の 保 証

で は全 く意味 を成 さず ， 数十年 あ るい は数 百年 にわ

た る長期保存 の 可能性 の 保証 が
， 重要な課題 で ある，

Ward らは ，4℃ で 18 ヶ E 間保存 した凍結乾燥精子

に 由来す る産仔を得た こ と を報告 した が 32）
， よ り長

期間の保存 に よ る受精能力あ るい は発 生支持 能 を検

証する こ とは困難であ っ た．そ こ で ， 筆者 らは ， 医

薬品の 安定性を速度論的 に考察す るの に利 用 され て

い る 「ア レ ニ ウス プ ロ ッ ト」 を用 い た加速試 験 を応

用す る こ とに よ っ て ，凍結乾燥精子 の 長期保 存性 の

予測を実現化 した 34）．加速試験とは，ある温度で 長

期間保存 し た物質 の 化 学反応 速度を短期間で 予測す

る試験系 で ある，こ こ では ，
マ ウス 凍 結乾燥精 子 に

対 し て 30〜50℃ の 温度 を 0〜7 日間負荷 し た後に

ICSI を実施 し，実測 した胚 の 発生率か ら得 られた分

解速度定数 をも とに ， 任意 の 温度の分解速度定数を

算出す る こ とで ，各温度 に お け る凍結 乾燥精子 の 保

存期 間に対す る ICSI 後 の胚 の発生 率を予 測 し た

（Table　1），加速試験 の 結果 ， 現在汎用 され て い る条

件で 凍結乾燥 した精子 を 4℃ で 1年間保存 した場合，

胚盤胞 へ の 発生率は 1％ ， 10 年以上保存す る と胚盤

胞 は得 られ な い との 予測値が得 られ た．一方，
−80℃

で 凍結乾燥精子 を保存 し た場合 に は ，100 年間保存

して も胚盤胞 まで の 発生率 の 低下 は ，ほ と ん どない

もの と予測 された ．さ らに ，実際に 4℃ あ る い は

・80℃ で 3 ヶ 月 間 か ら 2 年 間保 存 した 凍結 乾燥 精子

を用い た 際の 胚 の 発生率は，予測値 とほぼ一致 して

お り 31134．36），ア レ ニ ウス プ ロ ッ トを 用 い た 加 速試験

を凍結乾燥精子 に応用す る こ との 妥 当性が示 され て

い る．ま た，種 々 の 条件 で 保存 し た凍結乾燥精 子 の

DNA の 損傷程度 に つ い て ，コ メ ッ トア ッ セ イ を用

い て調べ た とこ ろ，4℃ に て 3 ヶ 月間お よび 6 ヶ 月

間保存 し た精子 に は，DNA 損傷を示す コ メ ッ トテ

イ ル が観察 された が，・80℃ で保 存 した凍結乾燥 精子

と凍結乾燥 を施 し て い な い 新鮮精子 にお い て は ，
コ

メ ッ トテイ ル を認 めなか っ た（Fig．1）．4℃ に て ，長

期 間保存 し た凍結乾燥精子 か ら胚盤胞 を得る こ とが

困難な原 因 の ひ とつ は，残 存水分に よる保存期間中

の 酸化な どに起因する精子 DNA の損傷 に あ る と考

Thble　1，　Estimated　rates 　of 　development　to　the　blastoc　st　stage （％）b　 extrapolation 　of 　the　Arrhenius　plot
Storagetemp

．（℃）　　Omo 1mo 　　　　　 3mo
Storage　term

6mo 　　　　 lyr　　　　　10　yr 　　　　 100　yr
254
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Fig．　 L 　Comet　assay 　of 　freeze−dried　 mouse

　　　 　 spermatozea ．　Spermatozoa 　were 　stored 　at

　　　 　（a ）4℃，and （b）−80℃ for　6　months 　each ．

　　　　The 　presence　of 　comet 　tails　in　（a ）

　　　 　indicates　that　fragmented 　DNA 　is　present
　　　 　in　these 　spermatozoa ，

え られ る が，そ の 詳細 は 明 らか で は な い ．

凍結乾燥精子の 長期保存に 向けて

　液体窒素を用い た精子 の 凍結保存 の 代替 と し て凍

結乾燥を利用 し，そ の 特性を最大限 に利用する と い

う観点か ら は，比 較的高 い 保 存温 度で 長期 間保存可

能な凍結乾燥条件を見 出すこ とが 必須 で あ り，こ の

こ と が 凍結乾燥精子 の 実用化 の た め の 大きな課題 で

あると思 われ る．比較的高い 温度 （例えば室温）で

長 期間保 存可能な凍結乾燥条件 を見 出す ためには，

添加物を含む凍結乾燥溶液の 組成の 改良や凍結乾燥

時の 真空度の 変更な どがあげ られ る．なか で も凍結

乾燥時の 昇華に よ り大部分の 水分を除去する
一

次乾

燥 期 の 真空度は極 め て 重要な条件の
一

つ で ある と考

えられ るが ，こ の 条件 の 検討 に 関する報告 は なされ

て い な か っ た ．こ れ ま で ，
一

次乾燥期の 真 空度は

0．03〜0．04mbar （1　bar ＝ 100　kPa）が用い られ て い

るが 18，2生 27’34），こ れ を約 10 倍程度緩や か に する こ

とに よっ て，凍結乾燥精子 の 保存性が向上する こ と

が 示 され て い る（Tables　2 ，
3）35）．筆者 らは，一

次乾

燥 期の 真 空度 を 0．04mbar ，　 O．37　mbar お よび 1．03

mbar に設定 して 凍結乾燥 した精子 を ， 30QCで 3 日

間あ る い は 4℃ で 6 ヶ 月 間保存後 ，ICSI によ っ て 受

精 させ た卵子 の 胚盤胞 へ の 発生率 を比較 した と こ ろ ，

凍 結乾燥 直後 の 精子 の 場合は 0．04mbar で は 59 ％，

0．37mbar で は 71％，お よび 1．03　mbar で は 33％

で あ っ た 35）．また ， 30℃ で 3 日間保存後 の 凍結乾燥

精 子 を 用 い た揚 合 の 胚盤 胞 へ の 発 生 率 は ，0．04

mbar で は 20％ ， 0．37　mbar で は 54％，お よび 1．03

mbar で は 19％ で あ っ た 35）．さらに ，4℃ で 6 ヶ 月

間保存後 の発生率に つ い て は ，　O．04　mbar で は 13％，

0．37mbar で は 50％，お よ び 1．03　 mbar で は 36％

と（Table　2），い ずれ の 保存条件 に お い て も，
一

次乾

燥期 の 真空度を 0．37mbar に した 場合の 発 生率が ，

他 の 実験区に比 べ て有意に 高い 成績 で あっ た 35）．発

生 した胚盤胞 の 受容雌 へ の 移植後 の 産仔 へ の 発 生率

に つ い て も，
一

次乾燥期 の 真空度を 0．37mbar と し

た場合が ，統計学的に有意な差異 ではな い もの の ，

他 の 実験区 と比較 し て 高 い 傾向 が 認 め られ た （Table

3）．こ れ らの 成績か ら，4℃ で 6 ヶ 月間保存 した凍結

肥able 　2．　EffeCt　of 　vacuum 　pressure　at 　primary 　drying　on 　the　in　vitro　development　of　embryos 　genera七ed 　by　ICSI　of
　 　　　 丘eeze

・dried　sper 皿 atozoa 　stored 　at 　4℃ for　6　months

Vacuumpressure

（mbar ）

No ．　of 　oocytes 　 No 　 （％）

injected　　　　　　oocytes

　 　 　 　 　 　 su ハ ived

of　No ．（％）of 　oocytes

　 fertilizeda
No ，（％）of 　embryos 　No ．（％ ）of 　embryos

developed　to　2
−
cell 　 developed　　　　　to

stage 　
b
　　　　　　　　　　　 blastocyst　stage 　

b

O．040
，371
．03

522213267 404 （77＞a

156 （73）a

187 （70）a

367 （91）a

145 （93）ab

182 （97）b

346 （94）a

142 （98）a

179 （98）a

48 （13）・

73 （50）b66

（36）・

Different　superscript 　letters　within 　a　column 　indicate　signi丘cantly 　different　values （Pく 0．05）．
aPercentage

　of 　oocytes 　surVived ．　 bPercentage
　of　oocytes 　fertilized，

Table　3．　Effect　of 　vacuum 　pressure　at 　primary 　drying　on 　the　in　vivo 　development　of 　embryos 　generated 　by　ICSI
　　　　us 血9血eeze −dried　s　 ermatozoa

Vacuum 　　　　　 Storage

pressure （mbar ）　 temperature

　　 　　 　　　 （℃）

Sper皿 　　storage

time （months ）

No ．
blastocysts
transferred

of 　 No ．　 （％）　　of　 No ．　 （％＞　　 of

　 implantation　　　live−term
　 　sites　　　　　　　　　　　　fetuses

0．040
，371
．030
，040
．371
．03

TTTRRR444 Non −
stored

Non ・
stored

Non −
stored

666

19413299487366 137 （71）a

93 （70）・

70 （71）・

28 （58）・

39 （53）・

56 （85）b

58 （30）・

48 （36）・

20 （20）・

4 （8）・

15 （21）・

16 （24）b

Values　within 　a　column 　with 　the　same 　superscript 　are 　not 　sign 丗 cantly 　d遜 erent （P ＞ 0．05）．
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Table　4．　Fertilization　and 　development 　of 　oecytes 　by　ICSI　using 　ahr
−transported （Japan ⇔ Belgium ）freeze−dried

　 　 　 　 spermatozoa

Vacuum 　　　No ．　　 of 　No ．（％） of 　No ．（％） of

pressure　　　　oocytes 　　　　　oocytes 　　　　　oocytes

（mbar ）　　　 injected　　　 survived 　　 fertilizedi）〉

No ，（％） of

embryOSdeveloped

to　2−eel12 ）

No ，　of 　2・cell 　No ．　（％ ）　of 　No ．　 of 　 live
transferred　 implantatioll　 term
　 　 　 　 　 　 sites 　　　　　　　　　fetuses

0．040
．371
，03

180198180 125 （69）a 　　　 120 （96）a

145 （73）a 　　　141 （97）a

119 （66）a 　　　114 （96）a115

（96）a

134 （95）a

108 （95）a115134108

7 （6）・

43 （32）b16

（15）・

1 （1）・

22 （16）b5

（5）a

Values　within 　a 　column 　with 　the　same 　superscript 　are 　not 　significantly 　dif蜜erent （P＞ 0．05）
Air　transportation　of 　the　freeze−dried　spermatozoa 　consisted 　of 　roundtrip 　jet　service 　between　Japan　and 　Belgium　as
　　　 check

−in　baggage（12，000　miles ，7days ，　mean 　temperature ：18℃，　range ：0．5−27℃）．
Freeze−dried　spermatozoa 　were 　stored 　at −80℃ until 　use ．
1）Percentage　of　survived 　oocytes ．　2）Percentage　of　fertilized　oocytes ．

乾燥精 子 を用 い た ICSI 後 の マ ウ ス の 生 産 効 率

（ICSI に よ っ て受精 し た卵子 100 個か ら得 られ る

産仔数） を算出 した とこ ろ，0．04mbar で は 1．1，

O．37　mbar で は 10．3，お よ び 1．03 　mbar で は 8．8 と，

0．37mbar の 生産効率が 最も高い 成績で あっ た 35）．

こ れ らの 成績は，
一

次乾燥期 の 真空度が，凍結乾燥

精子 の 保存性 を左 右す る重要 な因子 の ひ とつ で ある

こ とを明確 に示 して い る と考え られ る．

おわ りに

生 した（Table 　4）．こ の 移植後 の 発生率 は ， 十分 に実

用 に耐え得 る成績 で ある こ とか ら，
一

次乾燥を 0．37

mbar と し て凍結乾燥を行 っ た マ ウス 精子を一80℃ に

保存 し て お くこ とに よ っ て ，環境温度下 に お ける数

日間の輸送が現実的となっ た こ とを示 して い る。

　 し か し なが ら，冷蔵庫温度あるい は 室温 などの ，

よ り高温度に おけ る長期間の 保存に耐え得る条件は

見出 され て お ら ず，
一

次 ・二 次乾燥期 の 真空 度や懸

濁液組成 を含 む 凍結乾燥過程 の よ り詳細な条件検討

が 求め られ る と こ ろ で あ る，

　マ ウス にお い て は ， 精子 の 凍結乾燥 の 技術開発 と

並行し て ，遺伝 子 資源 の 簡便 な保存法 ・輸送法 と し

て の 実用性 の 検証も行われ て い る．Wakayama 　and

Yanagimachi は ，3 週 間 の 旅行 に 凍結 乾燥精子 を携

帯 し （こ の 間の環境温度は，5℃ 〜30℃ ），旅行 1 週

間後に ICSI を行い ，得 られた受精卵を移植 し た結

果，移植胚 の 16％ の 産仔を得た こ とを報告 して い る

17）．ま た，筆者 ら は ，
一

次乾燥期 の 真空度を 0．04

mbar ，0．37　mbar あるい は 1．03　mbar の 条件 で 凍

結乾燥 した マ ウス 精子を 4℃ あ る い は
・80℃ で 2〜

2．5 年間保存後，陸路 （1
，
740 マ イ ル ，5 日間，平均

環境温度 ：22℃ ，温度幅 ； 17〜24℃）あるい は空路

（12 ，
000 マ イ ル ，7 日間，平均環境温 度 ： 18℃ ，温

度幅 ：0．5〜27℃）で輸送 を行 い ，ICSI 後の発生支持

能 につ い て検討 して い る（Table　4）36）．一
次乾燥期の

真空度が 0．04mbar の 揚合，4℃ で 2 年間保存され

て 凍結乾燥精子 由来 の 産仔 を得 る こ とは で きなか っ

たが，−80℃ の 保存 にお い て は，2．5 年 を経過 して も

移植胚 の 28％が産仔へ発生す る こ とが 示 され た 36＞．

さらに ， 輸送 に よ っ て 環境温 度に 曝露 され た 凍結乾

燥 精 子 にお い て は ，一
次 乾燥期 の 真空度が 0．37

mbar で あ っ た場合 に ， 移植胚 の 16％が 産仔 へ と発
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