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第一章:緒論

1.プタにおける繁殖技術の歴史と現状

1.1プタにおける液状精液による人工授精

プタの発情周期はおよそ 21日であり，雄を許容する発情持続期間は， 2--3日のものが多く平

均2.4日間続く.このため，排卵期間も長く，数時間かけておよそ 10--20個の卵子・卵丘細胞複

合体が排卵される.排卵時期は発情期間を前期，中期，後期に分類した場合，後期に多いことが

知られている(丹羽ら.1994).このように，プタにおいては，雄を許容する時間が長いため，雌

1回の発情につき自然交配を 3回行うことにより，排卵された卵子を全て受精するようにして，

一腹産子数(一度の出産で誕生する産子紛の増大を図っている.しかし，自然交配では，作業者

は体重が300kg以上の雄を扱う必要から，種付け時に危険が生じること，夏から秋にかけて精子

活力の減退による不受胎が増加し，生産性が低下することなど，問題点が多い.したがって，雄

からあらかじめ精液を採取し，人工的に雌に注入する人工授精法 (artificialinsemination; AI)が

望まれてきた.

プタの人工授精は 1930年頃，ロシアにおいて研究が開始され，その後，アメリカ，イギリス，

オランダ，スワェーデン，ベルギーなど現在の養豚先進国へと進展した.我が国においては， 1938

年に農林水産省畜産試験場が研究に着手し，独自の精液採取用人工陸(畜試式)や精液注入器(畜

試式原型)が開発され，第二次大戦後，これらの国産技術とアメリカなどからの技術導入により

人工授精が行われるようになった.

このプタにおける人工授精は，液状精液を用いたものであり，その手順は以下のようである(正

木.2000). 

①精液採取

雄プタを擬牝台に乗せ，手圧法にて精液を回収する.射出精液は約90%の精子が最初の50--100

ml に含まれ(濃厚部)，それ以降は，精柴とわずかな精子が含有する精柴部である.カウパー腺か

ら分泌されるゼリー状の謬様物(エルゴチオネイン)をガーゼで櫨過し，およそ200ml程度精液

を採取する.

@精液検査

採取後の精液検査では，量，精子濃度，精子活力，色・におい，浸透圧， pH及び精子の奇形率

をチェックする.一般的にプタの精液量は200ml以上，精子濃度は2億匹Iml，精子活力はその

運動方法によって， . (運動しないもの)， +1・(運動が最微弱で振り子運動をするもの)， + (微弱

な運動をするもの)， ++ (活発な前進運動をするもの)， +++ (運動が激烈で最活発な前進運動を

するもの)に分類され， 70+++以上 (70%の精子が運動していて，その運動力が激烈なことを表

す)あること，しばしば包皮内にある尿が混入することがあるため，色は乳白色であり，無臭で

あること，精液の浸透圧がおよそ 300mOsmlkg， pHは6.6--7.4，精子奇形率(原形質滴が中片

部または頚部に付着しているもの，尾部が湾曲しているものなど)が 10%以下であることが人工

授精に用いられる指標となり，これらから大幅にはずれる項目があれば使用あるいは配布されな
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@精液の希釈と保管

glucose， sodium citrate-2H20， NaHC03， EDTA-2Na， potassium chloride， Trisおよび

pe凶.cillinGやamikamycineなどの抗生物質で構成される希釈液但stienneet al.， 2007)と精液

を混合し，希釈後の精子数を 1X1伊 sperm/mlとする.この希釈後の精液を 50mlに分注し， 15"C 

の保管庫内で保存する.精子の運動率および受精能が低下することなく 7日間までは，使用可能

である.

@液状精液の人工授精

雄を飼養するスペースへ雌を搬入し，乗駕を許容することを確認後，カテーテルと呼ばれる注

入器を用いて人工授精を行う.滅菌したカテーテルを尿道に入らないように注意しながら，頚管

に挿入・固定し，保存しておいた希釈精液約50ml(総精子数50億匹)を徐々に，数分かけて注

入する.雌1回の発情あたり 3回の人工授精を行い，十分な産子数が得られる.近年，外筒のカ

テーテルを子宮頚管に挿入し，内筒の細いカテーテルを外筒の中に通して，子宮体あるいは子宮・

卵管接合部に注入する子宮深部用カデーテルが開発された.これを用いた人工授精では，精液が

雌の陰部から外部へ全く流出しないため，注入精子数を 1X 109 sperm/mlに減少させても，産子

が得られると報告された(Vazquezat al.， 2005; Rozeboom et al.， 2004). 

我が国では，国や各都道府県の公的機関，民間の種畜場が雄を飼養し，液状精液を作製し，生

産者へ配布するシステムが確立している.輸送は精液ボトルを発泡スチロールに入れ，温度変化

を最小限に抑えた条件で，輸送する.生産者は液状精液保管用のインキュベーター内で保管し，

雌の発情を確認後人工授精行うことで種付けに対する業務を簡便化している.

1.2液状精液による人工授精の利点と問題点

生産者は液状精液による人工授精を用いると次のような利点が得られる.

① 人工授精に用いられる精子は，その性状，活力など受精能力を事前に確認しているため，そ

の受胎率または産子数など繁殖成績が自然交配と比較して向上する.

② 生産者が飼養する雄プタの頭数を大幅に削減可能となり，その飼養コストや労働力が低減さ

れる.

③ 精液の状態で輸送することは生体の移動と比較して，輸送に伴う業務やコストが軽減される

だけでなく，生体導入による伝染性疾病の感染がない.

④ 細菌性あるいはワイルス性伝染性疾病は自然交配によって伝播し，繁殖障害を招くが，人工

授精では雄の生殖器が雌畜に触れることがないため，精液中に感染していない限り，疾病の

蔓延につながらず衛生的な種付けが行える.

さらには，液状精液による人工授精の確立は，国や各都道府県の公的機関，民間の種畜場など

が行う育種改良にも大きく貢献している.自然交配では， 1回の射精で 1頭の雌にしか受精させ

られないが，人工授精では優良形質を備えた雄個体の精液を最大限に活用できる.すなわち， 1 

射精あたりの受精可能頭数は約40頭へと増大することができるため，優れた雄の遺伝形質を多数

の雌畜に導入でき，改良の速度を上げることが可能となる.また，優秀な種雄豚を造成するため，
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多数の雌に同一個体由来の精液を人工授精し，生産された個体の形質を調査することで，成績の

優秀な種雄を選抜する後代・兄弟検定の効率が向上するという利点もある.我が国における系統

造成豚の造成にも，優良な遺伝形質を有し，血縁・近交係数を高め，その能力を均一化させるた

めにも広く利用されている.液状精液による人工授精は，この各機関が造成した系統造成豚を迅

速に生産者へと普及させることを可能とするため，生産者の母豚の能力向上が図られ，間接的に

も養豚業の生産性に貢献している.このように，プタ液状精液の人工授精の確立により，理論上

では上記のように，養豚業の生産性は自然交配主体の時代と比較して増大させることとなった

(正木， 2000). 

しかし，液状精液は以下の問題点があるため，十分には普及していないのが現状である.その

理由として，

1. 精液の利用期間が7日間以下と短い.

II. 15"Cの温度で一定に保つ必要があり，夏や冬では輸送中に温度が上下し，精子の機能が低下

する.

III.宅配による輸送のため，急な発情に間に合わず，受精適期を逃す.その結果，産子数にばら

つきが生じる.

ことが挙げられることから，我が国における液状精液の人工授精普及率は 40%(養豚基礎調査

全国集計結果， 2008)で停滞しており，未だ自然交配が半数以上で行われている.

1.3 プタ精液の凍結保存の意義~歴史

精子を液体窒素により・196"Cで凍結保存することが可能となれば，精子の利用期間は半永久的

となり，輸送も液体窒素タンクを用いて容易に行うことができる.さらには，液体窒素タンクの

導入のみで，各農場において凍結精子を簡単に保管できるため，受精適期を逃すことなく生産効

率を改善する人工授精を実施することができる.さらに，プタにおける凍結精子を用いた人工授

精は，系統造成豚の血縁・近交係数の急激な上昇を防ぐことが可能となること，あるいは，遺伝

資源をスペースをとらず維持できること，それを半永久的に可能とすること，優秀な雄や貴重な

品種の遺伝子を保存・供給が可能となることなど，生産者のみでなく精液配布機関・研究機関に

おいても重要視されている.

プタ凍結精子の人工授精による受胎は， Hess et al. (1957)により初めてその成功例が得られた

と丹羽ら(1989)は紹介している.彼らは， -95"Cで 1-19日間保存した凍結プタ精子を， 25頭

の母豚に人工授精し，受精後20-60日で屠殺し子宮内の胎子数を測定した.その結果， 7頭の雌

プタが受胎し，平均 9.4頭の胎子を確認した.その後，多くの研究者により受胎率向上を目的と

した研究が行われてきた.丹羽ら(1989)は，ワシ精子の凍結に用いられる卵黄クエン酸緩衝液

を第一希釈液とし，プタ精液を希釈後，第一希釈液に最終濃度7.5-10%のglycerolを添加した第

二希釈液を添加して-79"Cへ凍結させる方法により，融解後の精子運動率を向上させた.凍結前処

理を終えた 0.1-0.2mlの少量の精液をドライアイス上に作製した小孔内に滴下して急速に凍結

する錠剤化凍結法(ペレット法)が開発されて以降，この手法が一般的に用いられるようになっ

た.しかし， Wes加ndorf(1975)は，精液5mlを大型のストロー内に封入し，両端をシーリング
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ボールで封じ，液体窒素の上面4cmの位置に並べ，液体窒素の蒸気にて凍結するストロー法を考

案し，ストロー法がベレット法よりも優れていると主張した.

1.4プタ精液の凍結保存法の現状

丹羽ら(1989)は， r豚凍結精液利用技術マニュアノレjを作成し，日本国内における凍結精液製

造方法を統一化させた.この方法は，現在でも我が国の試験研究において標準的方法として利用

されている.その手法を以下に述べる.

①精液採取

採精は最初の 50---100mlの濃厚部のみ採取し，上述した精液検査を行う.検査項目に合格し，

活力が80+++以上の精液のみを凍結に用いる.

@前処理希釈

採取した精液はModena液の組成に類似した前処理液にて等倍希釈し，室温に静止した後，数

時間かけて 15"Cへ冷却する.

@希釈液除去・第一次希釈

冷却後，遠心分離にて前処理液および精柴の混合液を除去する.凍結希釈液には主に以下の 2

種類が用いられている.NSF (Niwa .Sasak.i freezing extender)はlac臼田を主成分とし(丹羽ら.

1989)， BF.5はglucose，TES， Trisで構成される(Purseland Johnson. 1975).これら凍結希釈

液に20%(vん)卵黄を添加し，遠心分離にて頼粒を除去したものを第一次希釈液といい，これを

精子ベレットに添加した後， 2時間程度かけて 5"Cへと冷却する.

@二次希釈・ストロー充填

第二次希釈液は，第一次希釈液に6%(vん)glycerolと1.5%(vん)界面活性剤である OrvusEs 

Paste (OEP)を添加したもので，これを希釈精液へ最終精子濃度が 1x 109sperm/mlとなるよう

に添加し， 20分以上5"Cで静置した後(glycerol平衡)， 5 mlのストローへ充填する.

@予備凍結・液体窒素保管

ストロー充填後，液体窒素上面から 4cm離れた場所で蒸気により10分間予備凍結し，その後，

液体窒素中で保管する.

@融解・人工授精

融解は，凍結ストローを40"Cの温水中で50秒間浸潰し， 370Cの融解液伽odenaやBTSなど)

へ投入する.この時の精子濃度は50x 10S sperm/50 mlであり，精子運動率が30+++以上である

時のみ液状精液と同様に人工授精する.

1.5プタ凍結精液による人工授精の問題点

上記の方法を用いて行われた大規模人工授精試験では，その受胎率は47%，平均産子数は7頭

と自然交配および液状精液による人工授精の受胎率 80%以上，平均産子数 10頭以上と比較し，

著しく低い値であった (Johnsonet al.， 1981， 200ω.我が国においても， 1982年から「豚凍結精

液利用実用化促進事業jが開始され， 1987年まで6カ年かけて合計5，300頭の雌プタに授精試験

を実施している.その結果においても，受胎率はおよそ50%，平均一腹産子数は8頭程度であっ
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た.このようにその繁殖成績が液状精液より著しく劣るため，凍結精液による人工授精は普及に

至らず，現場段階で全く使用されていない.

2.研究目的

我が国の養豚業では，自然交配が60%(地域によっては70%)を占めているため(養豚基礎調

査全国集計結果， 2008)，種雄豚を各養豚農家で飼養する必要があり，これにかかる費用は増大で

ある.また，体重が 300kg以上の雄プタを扱うことから作業の危険性を伴うこと，育種改良が遅

延することなど欠点が多い.射出精液を保存液で希釈する「液状精液による人工授精Jは自然交

配の欠点を一部克服することを可能とするが，保存期間が 7日間程度と短いこと，夏~秋にかけ

て精子の活力が減退し，受胎率が35%に悪化すること低ozdrowskiand Dubiel， 2004; Murase et 

al.，2007).精液配布機関からの輸送に時間を要するため，急な発情に対応できないことなどから，

その普及率は40%で停滞している.したがって，プタ精子の凍結法を確立し，現行の種付け(自然

交配)から凍結精液による人工授精へと移行されれば，養豚業の生産効率は飛躍的に改善されると

期待されている.

プタ精子の凍結用希釈液に添加される卵黄は， リン脂質やコレステローノレなどを多量に含有し

ている.これらは，精子を常温から-196"Cへと低下させる，温度変化という精子へのストレスを

緩和させる作用があると考えられている.界面活性剤である OEPは，卵黄中に含まれるこれら有

効成分を均一に希釈液へ溶解させるため，凍結希釈液に両者を添加することが一般化された

低ozumplik.1983).また，凍結時の温度変化による精子への悪影響の原因となる細胞内氷晶形成

を抑制するため，水分子を保持することでその結晶の肥大化を防ぐglycerolを凍結希釈液に添加

する (Wilmutand Polge， 1971). しかし，これらの物質を添加した凍結希釈液を用いてプタ精子

を凍結しても，融解後の精子運動率は50%以下と著しく低く，現在においても凍結希釈液の最適

化は成されていないと判断される但uet al.， 2008).融解後の精子運動率の低下は，融解時の急

激な温度変化によっても起因することからも，融解条件の最適化もまた重要な課題である.しか

し，使用される融解液は既存の液状精液の希釈液が一般的に用いられているのが現状であり，そ

の改良に関する報告はほとんどない.さらに，プタ個体間で，凍結時の温度変化に対する感受性

(耐凍能)が大きく異なることも，凍結精液を用いた人工授精による受胎率や産子数低下に影響し

ていると考えられるが侃ocaet al.， 2006)，その原因追及も充分には行われていない.

このような現状から，プタ精子の凍結保存を「凍結条件Jと「融解条件j とに区分して，それ

ぞれ検討し，最適化することが重要であると考えるに至った.そこで，本研究第二章では，プタ

凍結希釈液における至適浸透圧条件とその時の至適glycerol濃度を決定し，凍結による精子への

ダメージを最小限に抑制する新規凍結希釈液の開発を試みた.第三章では，プタ精子の耐凍能を

負に制御する因子を同定し，その原因因子を抑制する精子処理法の開発を行った.第四章，第五

章では，第三章までに得られた，知見を基にして，耐凍能の低い個体を含めた全ての雄個体の精

子を凍結可能とする新規凍結融解処理法の開発を試み，プタ凍結精液による人工授精の繁殖成績

を，液状精液と同様なレベルにまで向上させ，実用可能な技術とすることを目的とした.
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第二章:至適浸透圧と glycerol濃度の検討による

ブタ精子新規凍結希釈液の開発

序論

精子は多くの酵素を含む先体， DNAを収納する頭部，エネルギー供給源であるミトコンドリア

を含有する中片部，運動能を司る尾部で構成される.凍結や融解による急激でかつ大きな温度変

化は，精子のそれぞれの部位を物理的に損傷させ，機能性を低下させる結果，受精能に悪影響を

与えている (Curry，200ω.凍結融解による大きな形態的変化では，頭部と尾部を結ぶ頚部が損傷

を受け，頭部と尾部が帯離する場合もある(正木， 2000).また，精子先体部の詳細な解析法とし

て，先体内に糖タンパク質が存在することから，この糖鎖に結合する蛍光標識lectinを用いた検

査がある.この方法を用いて精子先体部の損傷を検出すると，融解後に部分的な損傷や一部では

全欠損していることが明らかとなった (Chauh姐 etal.， 1994; Aboagla and Terada.， 2003).頭

部においては，凍結・融解により原形質膜の損傷や異常が発生するために，死滅細胞の膜のみ透

過する Propidiumiodide (PI)により核が染色される精子の割合が増加している aarthelemyet 

al.， 1990; Bollwein et al.， 2008). さらに，これらのPI陽性精子では，クロマチンの構造変化や

DNAの断片化が起こっている(Royereet al.， 1996).また，中片部においてはミトコンドリアの

内部構造が破壊され，その機能の低下が起こることも報告されている (Courtenset al.， 1989; 

Carvajal et al.， 2004).精子は膜の単純拡散あるいは，細胞膜に発現するタンパク質である

Aquaporinesにより細胞内外の水分子の透過が行われているが (Cal1iesat al.， 2008)，この細胞

内自由水が急速凍結により氷晶を形成するため，氷晶が細胞質，細胞小器官，細胞膜に対して物

理的ダメージを与え，融解後に上記に示す損傷が生じ，その結果，精子の運動率の低下が起こる

と考えられている (Watsonand Duncan.， 1988; Watson， 2000; Johnson et al.， 2000; Nishizono 

et al.， 2004). 

Lovelock and Polge (1954)は，凍結用希釈液へglycerolを添加することにより，凍結により精

子が被るダメージが低下することをウサギ，家禽，ワシ精子において発見した.glycerolは不凍

液と呼ばれ，細胞外溶液の凍結による氷量を最小限に抑制し，精子の物理的損傷を緩和する(鈴

木ら， 1990).また， glycerolは極性のある小分子であり細胞膜透過性に優れるという特徴も有し

ている仏lbertset al.， 2004).このような特性により，細胞内自由水と置換し，細胞内の氷晶形

成を防止すると共に，細胞内の塩類の濃縮による細胞構成タンパク質の変性を防止する

(Lovel∞k and Polge， 1954). glycerol以外にも凍結保護剤には ethyleneglycolや dimethyl
sulphoxide①MSO)などがあり，それぞれ細胞膜透過性が異なる.透過性はethyleneglycolが

最も高く，次いでDMSQ， glycerolの順である (Gilmoreet al.， 1998).そのため，腔などの大

型の細胞の凍結には e也yleneglycolがよく用いられている官ahningand Garcia， 1992; 

Tominaga， 2004).一方，精子の凍結にはglycerolが融解後の精子生存性に最も有効であるとの
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比較実験から，一般的に用いられている (Gilmoreet al.， 1998; Rοyere et al.， 1996). 

glycerolは精子を凍結によるストレスから保護するが，細胞毒性も合わせ持ち，精子の代謝活

性を阻害するなど，精子の生存性に対して負の影響も及ぼすことが報告されている (Jeyendran

et al.， 1985; Hammerstedt et al.， 1990; McLaughlin et al.， 1992; Guthrie et al.， 2002).さらに，

Gao et al. (1993)は，凍結希釈液へのglycerol添加は溶液中の浸透圧を急上昇匂lycerol濃度3%;

1600 mOsmlkg)させ，凍結直前に精子から水分子を急激に流出させることで，精子頭部の収縮

や尾部の変形が起こることを確認した.また，融解時には浸透圧を等張にするために， glycerol 

の細胞外への流出と水分子の再流入が起き (Gilmoreet al.， 1996， 1998; Gao et al.， 1995; 

Guthrie et al.， 2002)，このglycerolによる水およびglycerol分子の急激な膜通過は，細胞膜に不

可逆的な影響を与えると考えられており，この変化を Osmoticshockと呼んでいる.Osmotic 

shockは融解後の精子運動率や受精率を低下させる (Jeyendranet al.， 1985; McLaughlin et al.， 

1992). 

Gilmore et al. (1998)は，マウス，ヒト，プタ精子のglycerolの細胞毒性を，精子運動率を指

標に測定した.その結果，ヒト，マウス，プタの順で細胞毒性に対する耐性が高いことを示した.

特に，プタは他動物種のそれと比較して， glycerolの細胞毒性に対する耐性が著しく弱いことが

知られている(AImlidand Johnson， 1988; Gilmore et al.， 1998).実際，凍結希釈液に添加する

至適glycerol濃度は，ウシ 10......11% (Wiggin姐 dAlmquist， 1975)，ヒツジ4......6%(Fiser and 

Fairfull， 1984)，ヒト 5%(Pil也ianet al.， 1982)であるが，プタでは4%以上の添加濃度では精子

膜の損傷が激しく，融解した精子を用いた人工授精後の受精率が低下する (Wilmutand Polge.， 

1974). Buhr et al.匂001)は，種々のglycerol濃度でプタ精子を凍結し，融解後の運動率および

先体膜正常率を測定した結果， glycerol濃度が 4......8%において融解後の精子前進運動率は高い値

を示したが，先体膜正常率は，わずか 11%......36%にすぎないと報告した.さらに，先体膜の正常

性と機能性を維持させるにはglycero12%が最も最適な濃度であることを示しした.このように，プ

タにおいては，精子膜機能性を低下させないために， glycerolを高濃度添加することができない.

したがって，低濃度のglycerolでも細胞内の氷結を抑制する精子処理法を開発する必要がある.

Liu et al. (1998)は，凍結希釈液を高浸透圧条件にしてウシ精子を凍結すると，冷却，凍結過

程で，精子の脱水が生じ，結果的に細胞内氷晶形成を抑制することで融解後の精子運動率を向上

させたと報告した.また，凍結希釈液を高浸透圧にすると，精子の膜が保護され，運動率の向上

と生存率が改善するとヒツジ (Fiseret al.， 1981)，プタ (Zenget al.， 2001)でも報告された.こ

れらのことから，凍結前に高浸透圧条件で処理することは， glycerol非依存的に細胞内自由水を

脱水できる有効な手法であると考えられる.

希釈液中あるいは細胞中の水分子の透過性は， glycerolなどの凍結保護剤 (CPAs;

Cryoprotectant agents)存在下では低下することから (Gilmoreet al.， 1995)， glycerolを添加す

る前段階，すなわち， 15"Cでの第一次希釈時に凍結希釈液の高浸透圧条件で精子細胞内の水分子

を流出させ，次に， 5"Cでの第二次希釈時に既存より低濃度のglycerolを添加することで， glycerol 

による Osmoticshockを最小限に緩和できるのではないかと推察した.しかし，プタ精子の凍結
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において，精子の高浸透圧条件下での影響や，その時の至適 glycerol濃度は全く報告されていな

し¥

そこで，本章では，プタ凍結希釈液Niwa-Sasaki企eezingextender (NSF)を基礎希釈液とし，

その第一次希釈液 (NSF-l)の浸透圧を300，400または500mOsmlkgに調整し，第二次希釈液

(NSF-2)のglycerol濃度を 1，2，4，6%(最終glycerol濃度は0.5，1， 2， 3%)とした計 12処理区に

おいて，最適な組み合わせを決定することを目的とした.実験 1では， 3頭の雄プタから精液を

採取し，それぞれの希釈液を用いて凍結し，融解後の精子運動率におけるプタ個体，浸透圧，

glycerol濃度聞に，統計学的に有意差が存在するかを検討した.実験2では，実験 1で得られた

浸透圧の最適な条件である 400mOsmlkgにおける，至適glycerol濃度を融解後精子運動率，精

子膜および先体膜正常率を指標にして決定した.実験3では，実験1および2で得られた最適な

組み合わせとした凍結希釈液で作製した凍結精液と，既存の希釈液浸透圧300mOsmlkg， glycerol 

濃度3%で作製した凍結精液の運動率と精子膜正常率を比較すると共に，さらに，体外受精および

人工授精における受精能についても検討した.
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材料および方法

清子第厳属符jごJfJ/;I.{)者"$ffa，の趨成

精液採取直後に希釈する前処理液(丹羽ら， 1989)は0.33mollL D-glucose (Nakarai， Osaka， 

Japan)， 12.8 mmol/L trisodium ci位atedehydrate (Nakarai)， 14.3 mol/L sodium hydrogen 

carbonate (Nakarai)， 9.9 mollL EDTA-2Na (Nakarai)， 1，000 U/ml penicillin G potassium 

仏1e討iSeika，百kyo，Japan)， 1 mg/ml streptomycin sulfate (Meiji Seika)を添加して作製した.

精子の凍結時に用いたNSF希釈液は，第一次希釈液として用いられるNSF-1と第二次希釈液と

してNSF-2に分けられる(Kikuchiet al.， 1999). NSF-1は， 80% (v/v) 0.31 mollL lactose 

monohydrate (WAKO， Osaka， Japan)， 20% (v/v)卵黄， 1，000 U/ml penicillin G potassium， 1 

mg/ml Streptomycin sulfateを添加し， 1O，000x gにて40分間遠心分離後，上澄みを0.45-μmフ

ィルター(MilliporeS.A.，Molsheim， France)に通し，使用時まで-20"Cにて保管した.卵黄無添

加NSF-1の浸透圧は300mOsmlkgである.高浸透圧希釈液を作製するため， 2倍濃度の卵黄無添

加NSF-1をあらかじめ作製し，滅菌した超純水を徐々に加えて，浸透圧を400または500皿Osmlkg

とした.浸透圧は超過冷却方式による氷点降下法を採用した浸透圧計 (OSMOSTAT，OM-6020， 

ARKRAY， Kyo加，Japan)により測定した.浸透圧調整後の希釈液に卵黄等を上記と同様に添加し，

高浸透圧修正NSF-1を作製した.NSF-2は， 0.15% Orvus Es Paste (OEP)仏1iyazakikagaku， 

Tokyo，Japan)と各濃度のglycerol(Nakarai) 1.0， 2.0， 4.0，あるいは6.0%(最終濃度0.5，1.0， 2.0， 

3.0%)をそれぞれの浸透圧に調整したNSF-1に添加し作製した.

凍結精液の融解液は， 0.15 mol/L D-glucose， 26.7 mol/L trisodium citrate， 11.9 mollL sodium 

hydrogen carbonate， 15.1 mollL citric acid (Nakarai)， 6.3 mol/L EDTA-2Na， 46.6 mol/L Tris 

(Nakarai)， 1，000 U/ml penicillin G potassiumからなる Modenasolutionを使用した

σunahashi and Sano， 2005)_ 

府疫の採~

大分県農林水産研究センターにて繁用しているランドレースの20-28ヶ月齢の雄プタ3頭(プ

タA，B，C)を使用した.これらのプタはパドック付きのストールにて飼養し，実験前に適正なワ

クチンプログラム (5月に豚日本脳炎・パルポウイルス混合生ワクチン，不活化ワクチン接種)と，

疾病検査(オーエスキー， PRRS陰性を確認)を行い，健康状態が良好であることを確認した.精

液の採取は 1週間に 1固とした.手圧法にて精液を採取した.紫外線滅菌した採取用カップにガ

ーゼを二重に重ね，謬様物を除去し，濃厚部のみ (50-100m!)を採取し，実験に用いた.

清子のおす活巌療法

採取した濃厚部は，精子濃度を測定後，前処理液にて2:1(pre-treatment solution:semen)に

希釈し， 2時間かけて 15"Cに冷却した.混合希釈精液は800x gにて5分間遠心分離し，アスピ

レーターにて精柴と前処理液を除去した.沈殿した精子ペレットに 15"CのNSF-1を精子濃度20

x l()8sperm/mlとなるように添加し，その後，精液低温処理装置(Sanyo)を用いて， 1.5時間以
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上かけて 5"Cへ徐々に冷却した.冷却した希釈精液にあらかじめ 50Cに冷却した等量のNSF-2を

加えて最終精子濃度を 10x 10S sperm/mlとした.二次希釈液添加後， glycerol平衡を行う目的で

20分以上静置させた後，ストローマシン QNT・705，Fujihira， Tokyo， Japan)を用いて， 0.5 ml 

プラスチックストロー σujihira)に充填した.封入したストローを液体窒素液面から 4cm離れ

た場所に置き，蒸気中にて 10分間予備凍結を行った後，液体窒素中へ入れて，保管した.

融解時には，取り出したストローを 60
0

Cの水に 8秒間浸して融解し，即座に 37"Cに保温した

Modena solutionと混合した.

清子産豆投手ぎのiIl!/JE

4.5mlのModenasolutionと混合した融解精子(最終濃度 1x 10S sperm/ml)は， 370Cで培養

し， Computer -assisted sperm motility analysis (CASA) systemを搭載した精子運動解析装置

(Version 8.1， Hamilton Thorne Biosciences， Beverly， MA， USA)を用いて精子運動率を測定し

た.37"Cに保温したチャンパーに 5μlの精液を乗せ， 1サンプルに対して 3画面以上を測定し，

その平均値を測定値とした.

持手子原1&ぴ%ItAぎ量子5の8守政

精子膜損傷の検出は， SYBR14・Propidiumiodide (PI)侶permviability kit; Molecular Probes， 

Eugene， Oregon， USA)の二重蛍光染色法にて行った.精子の培養液500μIに0.5μ.1SYBR14 

(Component AをDMSO(WAKO)で10倍希釈)を添加し， 37"Cで5分間暗室にて培養後， 5凶

のPIをさらに加えて 5分間培養した.蛍光標識した精子培養液5凶をスライドガラスに滴下し，

37"Cに保温したワオームプレート(Kitazato・supply，Shizuoka， Japan)に乗せ，蛍光顕微鏡

包CLIPSE50i， D'FL， Nikon， Tokyo， Japan)を用いて素早く観察した.蛍光ブロックはG-2A

但X515・550)を選択した. SYBR14~) に反応する精子は膜正常精子(図 1A)， PI (赤)にて染

色された精子を膜損傷精子(図 1B)として， 1サンプルあたり合計200個以上の精子をカウント

した.

先体膜の損傷は， FITC'labeled peanut agglutinin (PNA) (Sigma， St. Louis， MO， USA)と PI

の二重蛍光染色法にて検出した.Modena sulutionを用いて融解した凍結精子は，さらに，同液

にて 10倍希釈し，スライドガラスに塗抹した.風乾後， 99%メタノール (WAKO)により 10分

間室温条件で固定し， PBS(・)で 100μg/mlに調整したFITC'PNAを30μl精子に滴下して37"C

飽和水蒸気圧条件下で30分間加湿した.その後， PBS(・)で5分間洗浄を3回繰り返し，風乾さ

せた.染色した部位にglycerolにて調整したPI(VectaShield with PI; Vector Laboratories Inc.， 

Burlingame， CA， USA)を一滴滴下し，カバーガラスを被せ，マニキュアで封入した.蛍光プロ

ックはG-2AaX515・550)を選択し，蛍光顕微鏡にて観察した.PI陽性精子を総合精子数とし，

先体膜正常率は先体が FI'I・C'PNAにより完全に染色されている精子(図 1C)数IPI陽性精子×

100として算出した.

iP);者の探'1&， iAJ克1l， @1/Jl 
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食肉処理場で，未経産プタの卵巣を採取し，血液などをキムタオルで拭った後， 100μg/mlの

カナマイシン伽ieiji)を添加し，オートクレープ(1210C，30分)で滅菌した 0.85%(wlv)生理

食塩水 (280C)に入れ， 2時間以内に研究室へ持ち帰った.

卵巣はキムタオルで生理食塩水等を拭った後， 25--28"Cに保った部屋で最終添加濃度 0.05%

(w/v) PVP (Sigma)， 100μg/ml カナマイシンを添加し，オートクレープ(121"C， 30分)で滅菌

したDulbecco・PBS(D-PBS)を入れたシャーレに入れた.破断した剃刀で直径3--8mmの卵胞

を切開し，先を研磨した薬さじで卵胞内容物を回収した.回収した内容物を，網目の一片が212μm

の振るいにかけ，壁頼粒層細胞などを除去し，さらに 125μmの振るいにかけ，単離した壁頼粒

層細胞を除いた.節いに付着じた内容物をD-PBSに回収し，実体顕微鏡下でコンパクトな多層の

卵正細胞を有する卵丘細胞卵子複合体 (COC)を選別した.あらかじめ乾熱滅菌(120"C， 90分)

したシャーレ，剃刀，薬さじ，ピペット，ビーカーを実験に使用した.

$/J.子の戚潟若妻

選別したCOCを成熟培地で3回洗浄後，以下に記した成分の成熟培地300μlを入れたウェル

(Nunc 48 well dish， Nunc)にCOCを入れ，インキュベーター (39"C， 5% C02，水蒸気飽和条

件下)で44時間培養した.

成熟培地には， 0.5問 Imlporcine FSH (pFSH， Si伊 a，F2293)， 1.0 IU/ml human chorionic 

gonadotrophin (hCG; Veterinary-puberogen， Sankyo， Tokyo， Japan) ， 10% (v/v) FCS (Gibco， 

BRL， Grand Island， NY)， 7 mM turine (Sigma)を添加した修正NCSU37(Petter and Reed， 

1991)を用いた.培養開始3時間以上前に成熟培地をワェルに移し，ワェルとウェルの聞を超純

水で満たし，インキュベーターに入れ，ガス平衡により使用開始時の成熟培地の pHを7.4に調

節した.

併が5き持手

体外受精はShimadaet al. (2003)の方法に従って実施した_44時間成熟培養したCOCsは，修

正Tris-bu島redmedium (mTBM) (Abeydeera and Day， 1997)に0.1%(w/v) BSA (A7888， 

Sigma)と5mM  caffeine-sodium benzoate (Sigma)を添加した培地(受精培地)で3回洗浄した.

受精培地50凶の液滴は媒精の3時間以上前に作製し，ミネラルオイルで覆い， 39"C ， 5 %C02条

件のインキュベーター内で平衡化させ，これに洗浄したCOCsを20個l液滴となるように入れた.

COCsの受精培地での培養は媒精の30分前には完了させた.

凍結精子は前述したとおり，温水で融解し， 37"Cに加温した0.1%(w/v) BSA添加mTBM培地

(洗浄培地)と混合した.700 x g， 5分間条件で2回遠心分離にて精子を洗浄後，精子ベレットに5

mM  caffeine-sodium benzoa旬および10%(v/v) FCSを添加したmTBM(前培養培地〉を精子濃度

2X lQ8sperm/mlとなるように添加し， 90分間， 390C ， 5 %C02条件のインキュベーター内で前

培養した.精子の前培養終了後，精子濃度が2Xl伊sperm/mlとなるように受精培地で希釈し，こ

れをCOCsが入った50μlの液滴へ50μI注入し(最終精子濃度lXl伊sperm/ml)，インキュベータ

ー (39"C， 5% C02，水蒸気飽和条件下)で6時間媒精を行った.
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mTBM培地は， 11 mM  glucose， 5 mM  sodium pyruvate (Sigma)， 113.1 mM  NaCI (NakaraU， 

3mMKCI (Nak町 ai)，.7.5 mM  CaCb・2H20(WAKO)， 20 mM  Tris (Sigma)で作製し， 39"C， 

5%C02条件下で18--24時間平衡することでpH7.2......7.3に調整したものを使用した.

6時間後，受精卵を回収し， 3回発生培地で洗浄した後にミネラルオイルで被せた100μlの発生

培地液滴に移し，さらに12時間インキュベーター内で培養した.発生培地はmNCSU37に0.4%

(w/v) BSA (A:8022， Sigma)を添加したものを使用した.

清子資λ尋ぎの郵薬

培養後，回収した卵子をエッベンドルフチューブに移し，ボルテックスで3分間提持して透明体

に付着した精子を除去した.精子を取り除いた卵子をD-PBSで洗浄後，スライドガラス上に少量

のD-PBSと共に20個の卵子を乗せ，ワセリンパラフィンを4つ角につけたカバーガラスをかぶせ

て50%，100%酢酸エタノール(酢酸:エタノール=1:3)を漉紙で吸い取りながら}I慣に流し込み，酢

酸エタノール内で48時間以上固定した.固定後，カルノア液(エタノーノレ:クロロホルム:酢酸

=6:3:1)で卵子の脂質を溶解させた後，アセトラクモイド液(酢酸45%，ラクモイド1%)で染色を

行い，カノレノア液で余分な染色液を除去した.その後，アセトグリコール溶液(グリセリン:酢酸:

超純水=1:1:3)で満たし，マニキュアで封入後，卵子の核相と膨化した精子頭部あるいは膨化はし

ていないが精子頭部が存在するかを確認し，精子の侵入を判定した.

雄Iプ〉タの長吉梓濯認およびλ工芸芝府

発情の同期化は， Kikuchi et al. (1999)に準じて行った.28日間の晴乳期間を終了した雌プタ

は，離乳から24時間後に1，000IU eCG <Veterinary peamex， Sankyo)を投与した.雌プタはeCG

投与72時間後に，同様にhCGを500IU投与した.発情はeCG投与後48時間から9:00および16:00

の1日2回確認した.雌プタを雄に近づけ<nose-tonose)背圧法にて許容すれば発情と判定した.

hCG投与40時間後に， Modena solutionで希釈した液状精液あるいは凍結精液50X1伊

sperm/50 mlを1回，頚管注入法にて人工授精した.

受':!ft事';fo'J:ぴ~$事

雌プタの妊娠は人工授精後25日齢で超音波画像診断装置(Supereye， SSD-500， Aloka， Tokyo， 

Japan)にて判定した.妊娠が確定した雌プタは人工授精30日後に食肉処理場へ出荷し，その卵

巣及び子宮を回収した.雌生殖器を実験室に持ち帰った後，黄体数，着床部位の数，生存胎児数，

死滅胎児数をカウントした.受胎率は，妊娠雌ブタ総数/人工授精頭数，着床率は，着床部位の総

数l黄体数で算出した.

三害訴冴E

I実験 11各海活圧及びe:lvcerol濃度の3X4処理区にて凍結した精子の融解後精子機能性の検討

実験1では， 3頭の雄プタ(A， B， C)から精液を採取し，それぞれの希釈液を用いて凍結し，

融解後の精子運動率に対してプタ，浸透圧， glycerol濃度を主効果として三元配置分散分析を行
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った.さらに，浸透圧と glycerol濃度が運動率に与える影響についても検討した.

I実験2)高浸透圧条件下での最適な[!lvcerol濃度の検討

実験2では，実験1で得られた浸透圧の最適な条件である 400mOsmlkgでの至適glycerol濃

度を融解後精子運動率，精子膜および先体膜正常率を指標に決定した.

I実験31高慢透庄および低濃度[!lvcerolの有効性

実験 3では，新しい組み合わせ条件で作製した凍結精液と，既存の希釈液である浸透圧 300

mOsmlkg， glycerol濃度 3%で作製した凍結精液の融解後の運動率と膜正常率を比較し，体外受

精および人工授精における受精能についても検証した.

弱音子J&J!l

各実験の結果をStatView侶ASInstitute)を用いて統計分析じた.試験をそれぞれ3回以上繰り

返し，統計処理に際してパーセントで示した値を，訂c.sinで変換後，一次元ANOVAを行った.

平均値の比較は， Fisherの最小有意差検定法により判定し， 5%水準で有意差を評価した.実験1

では，プタ，浸透圧， glycerol濃度を主効果として三元配置分散分析を行った.また，実験3の受

胎率についてはχ二乗検定を行った.
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結果

【実験1)プタ個体間，浸透圧処理区間およびglycerol濃度処理区間を主効果とし，融解後精子の

0.5， 3， 6時間培養後の運動率において三元配置分散分析による統計的有意差があるか否かを検討

した.その結果，全ての培養時間でブタ個体聞には有意差は認められなかった (P>0.05)(表1).

一方，浸透圧および'glycerol濃度は0.5，3，6時間後のいずれの培養時間において，融解後の精子運

動率に有意な影響を及ぼした (P<O.oI).

glycerol濃度および浸透圧問において有意な差が認められたため，次に，それぞれの各処理区内

での統計処理を行った.glycerol 0.5%処理区は1%以上の処理区と比較して，全ての培養時間で融

解後精子運動率は有意に低かった (P<0.05)(表2).glycerol 2%は最も高い運動率であったが， 3%

と比較して有意な差は認められなかった.浸透圧は0.5時間の培養区を除いた全ての培養時間で，

400 mOsmlkgが他の浸透圧と比較して有意に高い値であった(P<0.05).このことから，浸透圧

は400皿Osmlkgが最適条件であることが明らかとなった.

【実験2]浸透圧400mOsmlkgの高張条件下における至適glycerol濃度を検討した.融解後の精子

運動率は，全てのプタにおいてglycerol2%または3%が高い傾向を示したが，有意な差は認められ

なかった(図2A).また，先体膜正常率においても各濃度のglycerol添加は影響を及ぼさなかった

(図2C). しか.し，全てのプタにおいて， glycerol 2%または3%で処理した精子の精子膜正常率は，

1%処理区と比較して有意に高い値であった (Pく0.01)(図2B). さらに，プタAとCにおいては，

glycerolを3%添加すると2%でのそれと比較して精子膜の損傷率が高い値を示した.これらの結果

から，浸透圧を400mOsmlkgの高張条件とし， glycerol濃度を2%とした希釈液で精子を凍結する

ことが，融解後の精子機能性を向上させることが示された.

【実験3】実験2で考案した新規凍結希釈液 (400mOsmlkg + glycerol 2%)と既存の希釈液 (300

皿Osmlkg+ glycerol 3%) (Kikuchi et al.， 1999)で作製した凍結融解精子の機能性を比較検討し

た.全てのプタにおいて，精子融解後0.5時間の精子運動率においては有意差はなかったが，培養

3時間後においてプタAおよびCでは，新規凍結区のそれは高い値で維持された(プタA;P<0.01， 

プタC;P<0.05) (図3).培養6時間では，全てのプタにおいて新規凍結希釈液が高値を示した(プ

タA;P<0.01，プタB;P<0.05，プタC;Pく0.05).また，新規凍結希釈液にて作出した精子は，既存

の希釈液と比較して，有意に膜正常性が保持されていた(P<0.0I)(図4A).一方，体外受精におけ

る卵子内への精子侵入率においては，わずかに新規凍結希釈液が高い値を示したが，両処理区の

聞に有意な差は認められなかった(図4B).

次に， A， B， C3頭の精子を，両処理法によりそれぞれ凍結し，体内での受精能を評価するため

人工授精に供試した.eCG.hCG処理した雌プタに定時1回人工授精した結果，既存の希釈液で凍

結した精子を用いた場合では，受胎率が29%と著しく低かったが，新規凍結希釈液で作出した精

子では79%と有意に高い受胎率を示した(P<0.05)(表3).また，既存の希釈液では受胎した雌プ

タの子宮内着床部位数は5.8個であり，それは黄体数(排卵された卵子数)の33.8%と低い割合(着
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床率)であった.しかし，新規凍結希釈液では，着床部位数は10.4個であり着床率は57.5%と有意

に高かった(P<O.05).これは，新規凍結希釈液による人工授精は，体内での受精率が高いことを

示している.

18 



考察

凍結保護剤であるglycerolは，細胞質内の自由水による氷晶形成を減少させ，凍結によるダメー

ジを抑制するが，高濃度のglycerol添加は細胞毒性を持ち，融解後の精子運動率を低下させる

(Jeyaendran et al.， 1985; McLaughlin et al.， 1992; Guthrie et al.， 2002). Almilid and Johnson 

(1988)は，プタ精子はglycerolの細胞毒d性に対する感受性が他動物種と比較して高いことから，

glycerol非依存的あるいはその機能を補助する手法により細胞内の氷晶形成によるダメージを緩

和することが，プタ精子を凍結するために必要であると考察している.

本章において，凍結用希釈液の浸透圧を高張条件にすることで， glycerol添加前に細胞内の水分

子を脱水することが，低濃度glycerol添加条件における融解後の精子に及ぼす影響を検討した.そ

の結果，精子を第一次希釈する際に400mOsmlkg条件で処理することが，融解後精子の運動率を

最も向上させることが明らかとなった.近年， Corcuera et al. (2007)は， lactoseを12%へと増加

させた(浸透圧360mOsmlkg)凍結希釈液でプタ精子を凍結すると，融解後の運動率が向上する

ことを報告している.実験2において， 400 mOsmlkg条件下において， glycerol濃度の融解後の精

子機能性への影響を検討した結果.1%以上へと増加させると，濃度依存的に運動率はわずかでは

あるが増加した.一方，精子膜正常率はglycerol添加濃度を3%から2%へと減少させることにより

有意に改善された.高濃度のglycerolは融解後の精子膜，先体膜およびミトコンドリア膜の損傷に

関与していると報告されている、(Cristeret al.， 1988; Gao et al.， 1995; Ball and Vo， 2001).さら

に.Lovelock (1957)は高濃度のglycerolに暴露された精子は，細胞膜の脂質二重層の不安定化を

起こし，その結果，膜の細胞質側のリン脂質量が減少することを示した.これらの報告と本章の

結果から，凍結希釈液を400皿Osmlkgの高張条件にし，それに伴いglycerol濃度を3%から2%へ

と減少させることは精子膜の保護に重要であると結論づけられた.

この低glycerol濃度，高張条件の新規凍結希釈液は，一般的に使用されている凍結希釈液の300

皿Osmlkg+ 3% glycerolと比較して，精子運動率が融解後0.5時間では差は見られなかったが，そ

の後，高い運動率が長時間にわたって維持された.さらに，これらの精子は正常な精子膜を保持

していた.体外受精による卵子内への精子侵入率は，既存の希釈液により作製された精子と差が

認められなかったが，人工授精による受胎率および着床率は，新規凍結希釈液で作製された精子

により著しく改善された伎胎率;29% vs 79%，着床率;33.8% vs 57.5%).体外受精に用いる精子

は.caffeineにより受精能が誘起されることで，わずか10分間の媒精で十分な卵子内への精子侵

入率が得られる(AIminanaet alリ 2005).本研究の体外受精においても， caffeineを添加して精

子を前培養しており，供試したプタAの融解直後， 0.5時間までの精子運動率は既存の希釈液で作

製した場合においても70%以上と新規凍結希釈液のそれと比較しても差はなく，高い運動率を示

していたことから，体外受精では精子侵入率に有意な差が認められなかったと考えられる.一方，

体内の受精部位である卵管へ精子が到達するには，子宮への注入後数時間を要することが知られ

ている(Suarez，2008.) . Bailey et al. (200ω は，運動率の低下した精子は，受精部位である卵

管内Spermreserver (SR)へ結合できず，卵子への侵入が果たせないと報告した.したがって，

新規凍結希釈液により作製した精子を用いた人工授精による高受胎率は，融解後においても正常
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な精子膜を有した精子の割合が高いため，融解後3時間以降においても高い運動率が維持されてい

る結果であると推察された.

以上の結果から，凍結希釈液を400mOsmlkgの高張条件として第一次希釈を行った後，最終

glycerol濃度を既存の3%から2%へと減少させた第二次希釈液を用いて凍結することは，融解後の

精子運動率および精子膜正常率を向上させること，これにより作出された精子による人工授精は，

高い受胎率および着床率を示すことが明らかとなったことから，プタ精子凍結希釈液の最適条件

の確立に成功した.
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要約

家畜において精子を凍結させ長期間安定的に保存することは，貴重な遺伝資源の保護や生産効

率の改善に大きく寄与する.しかし，精子は凍結融解の過程で，細胞膜，先体膜およびミトコン

ドリア膜の損傷が起こり，融解後の運動率や受精能が低下する.精子細胞内の自由水が凍結時に

氷晶を形成することがこれらのダメージの原因であることから，細胞内外の氷晶形成を抑制する

glycerolの添加は，精子の凍結を可能とする.しかし，プタ精子はglycerolの細胞毒性による感受

性が高く，他の家畜において使用される濃度では凍結できない.したがって，プタ精子を凍結す

るには， glycerolの機能を補助する手法の開発が必要である.凍結希釈液を高浸透圧条件にし，精

子を凍結すると，冷却，凍結過程で精子の脱水および頭部の収縮が生じ，結果的に細胞内氷晶形

成を抑制することで融解後の精子運動率を向上させるが，プタ精子において，凍結希釈液の浸透

圧に対する耐性および，高張条件下における至適glycerol濃度は検討されていない.

そこで本章において，凍結希釈液 (NSF)の浸透圧を300，400， 500 mOsmlkg，最終glycerol濃

度を0.5，1，2，3%として3X4処理区を作成し，プタ精子における浸透圧とglycerol濃度の最適化を

試みた.実験1では，それぞれの希釈液を用いて凍結し，融解後の精子運動率に対してプタ個体間，

浸透圧処理区間， glycerol濃度処理区間を主効果とした三元配置分散分析による統計学的分析を行

った.その結果，融解後精子運動率において，全ての培養時間でプタ個体間には有意な差は認め

られなかったが，浸透圧およびglycerol濃度には有意な差が認めーられた(P<0.01).そこで，各浸

透圧およびglycerol濃度が融解後精子運動率に及ぼす影響を検討した結果， glycerol濃度1，2およ

び3%区は0.5%区と比較して高い運動率を示し，浸透圧では400mOsmlkgが最も高い値であった.

この浸透圧の最適な条件である400mOsmlkgにおける，至適glycerol添加濃度を融解後精子運動

率，精子膜及び先体膜正常率を指標に検討した実験2では， glycerol添加濃度2，あるいは3%区が

融解後の運動率において1%区のそれらと比較して高い傾向を示した.また，精子膜はglycerol2%

の場合が有意に高い正常性を保持していたことから， r浸透圧400mOsmlkg，最終glycerol濃度
2%Jという条件がプタ凍結希釈液において最適であることが示された.実験3においては，この

新しい条件で作製した凍結精液と既存の希釈液である「浸透圧300mOsmlkg，glycerol濃度3%J

条件により作製した凍結精液の融解後の精子運動率と膜正常率を比較し，さらに，体外受精およ

び人工授精試験により体外および体内における受精能についても検討した.両処理区間において，

培養初期(融解後0.5時間)には融解後精子運動率に有意な差は認められなかったが， 3あるいは6

時間後の長期間の培養では，新規凍結希釈液で作製した精子で有意に高い運動率が維持されてい

た.さらに，新規凍結希釈液により作製した精子は，全てのプタで精子膜の損傷率が低かった.

体外受精では両処理区間で有意な差はなかったが，雌プタへの人工授精による受胎率は新規凍結

希釈液にて作出した精子において79%と大きく改善した(既存の凍結希釈液にて作出した凍結精

子を人工授精に用いた場合は29%).また，受胎した雌プタにおける着床率も57.5%と既存法の

33.8%と比較して有意に高かった.

以上の結果から，凍結希釈液を400mOsmlkgの高張条件とし第一次希釈を行った後，最終

glycerol濃度を既存の3%から2%へと低下させた第二次希釈液を用いて凍結を行うことは，融解後
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の精子運動率および精子膜正常率を向上させることが示された.さらに，これにより作製した凍

結融解精子による人工授精は高い受胎率および着床率を示したことから，プタ精子凍結希釈液の

最適条件を確立した.
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表1凍結融解後の精子運動率における各パラメーターの効果 (3元配置分散分析)

パラメーター

ブタ

浸透圧

Glycerol濃度

*.精子融解後の培養時間

帥;自由度

#;有意差なし

d.f.柿 0.5h* 

2 NS# 

2 0.009 

3 0.000 
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P値

3h* 6h* 

NS NS 

0.000 0.000 

0.000 0.000 



表2.ブタ3個体における各浸透圧およびGlycerol濃度 (3x4処理区)の希釈液で凍結
融解した精子の運動率

培養時間(h)

効果の変動
0.5 3 6 

Glycerol濃度(%)

0.5 35.7+1-9.4a 18.9+/・10.5a 6.8+1・5.3a

1 48.5+1・11.0b 34.6+/・12.0b 14.1+1・9.1b

2 60.6+1-11.9C 44.3+1・9.9C 21.7+1・13.2C

3 59.6+1-9.2C 41.7+1・13.3C 16.3+/・11.8b

浸透圧(mOsm/kg)

300 47.2+1-11.9a 28.2+1・10.6a 7.8+/・5.7a

400 54.6+/・11.8b 42.5+1・15.9C 22.3+1・12.OC
500 51.5+1-14.5b 33.9+/・14.8b 14.0+1-10.3b 

数値は平均値:t:S.D

a.b.c;同一欄内(Glycerol濃度，浸透圧および各培養時間)の異文字聞に有意差有り(P<0.05)
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表3.新規凍結希釈液(400mOsm/kg+2%Glycerol)または既存の希釈液

(300mOsm/kg+3% Glycerol)を用いて凍結処理した融解精液による人

工授精の受胎成績

処理区 n 受胎率(%)
(受胎頭数)

黄体数 着床部位数 着床率
(範囲) (範囲) (%) 

液状精液 3 100 (3/3) 13.7 (12・15) 10.7 (10・11) 78.4 

300mOsm/kg 
3% Glycerol 

400mOsm/kg 
2% Glycerol 

21 29 (6/21) 18.2 (13・24)

14 79 (11/14)* 18.0 (14・22)

*.既存の希釈液と新規凍結希釈液との聞で有意差有り (P<0.05)

人工授精はeCG-hCG処理した雌ブタlこ1回のみ行った

人工授精は頚管注入用のカテーテルで行った

25 

5.8(3・10) 33.8 

10.4 (7・15) 57.5* 



A B C 

図1.SYBR14-PIおよびFITC-PNA染色による精子像

A; SYBR14陽性精子(精子膜正常精子)B; PI陽性精子(細
胞膜損傷精子)C; FITC-PNA染色像(先体膜正常精子)
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O 

図2浸透圧400mOsm/kg条件下におけるGlycerol濃度の違いが精子に及ぼす影響

A;精子運動率，B;精子膜正常率，C;先体膜正常率

的異文字問に有意差有り (P<0.05)
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ロ300mOsm/kg，Glycerol 3% ・400mOsm/kg，Glycerol 2% 
120 

100 

80 

60 

40 

20 

(
求
)
時
蔵
酬
明
仲
挺

o 

B C ブタA B C A B C A 

培養時間 (h)

図3新規凍結希釈液(400mOsm/kg+2%Glyceroりまたは既存の希
釈液(300mOsm/kg+3%Glyceroりで凍結した融解後精子の運動率

6 3 0.5 
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ブタAの凍結融解精子
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図4新規凍結希釈液(400mOsm/kg+2%Glycerol)または既存の希釈液

(300mOsm/kg+3% Glycerol)で凍結した融解後精子膜正常率および

体外受精における精子侵入率

A;融解後精子膜正常率.B;精子侵入率

** (P<O.01) 
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第三章:耐凍能を負に制御する因子の同定と，

その作用機序の解明

序論

前章において，浸透圧を400mOsmlkg， glycerol添加濃度を2%(v/v)とした新規凍結希釈液で

プタ精子を凍結すると，融解後の精子運動率は既存の希釈液と比較して有意に向上した.しかし，

新規凍結希釈液を用いた3頭の雄プタにおいて， 1頭では，凍結融解後の精子運動率は33%と他

の2頭と比較して低い値を示した.Wang et al. (1995)も雄プタ個体聞において，凍結融解後の

運動率に個体差が認められることを報告している.さらに，耐凍能の低い雄プタが全体に占める

割合を検討した丹羽ら(1989)は， 303頭の雄プタから精液を回収し，凍結精液を作製し，融解

後の運動率について解析した.その結果，融解後の運動率が 50%を下回った個体が70%以上も存

在することを示した.このように，耐凍能が低い個体の割合が高いために，増体，肉質および繁

殖形質に優れた雄であっても耐凍能の低い可能性は高く，その場合，凍結精液の利用ができない

こととなる.

Thurston et al. (2001)は，射出精子頭部の形状をフーリエ解析を用いて3パターンに分類し，

その割合と凍結融解後の精子運動率，前進精子率，および先体正常率との関係について検討した.

その結果，個体毎に特徴づけられる頭部の形状の特性により耐凍能が異なることを示した.さら

に，彼らは，増幅断片長多型法仏皿plifiedfragment length polymorphism; AFLP)を用いて，

耐凍能に関連する遺伝マーカーを検出した(Thurstρn et al.， 2002).これらの結果から，プタ個

体問における耐凍能の違いは遺伝的要因であると主張した.

一方，同一個体から採取した精液を凍結した時においても，その射出精液間で融解後の精子運

動率は変動する(Rθcaet al.， 2006).また，耐凍能の低い個体においても，その同一個体の精巣

上体精子の耐凍能は，射出精子のそれと比較して高いことも明らかにされている仏asleyand 

Bogart， 1944; Berger and Clegg， 1985; Rath and Niemann， 1997). これらの報告は，精子の耐

凍能を左右する要因は精子形成に関わる遺伝的要因だけではなく，射出時に精子と混ざり精液を

構成する精柴成分にも起因し，かっその原因は後天的であると推察される.

プタ精液中には，多くの細菌が検出されることが知られている.精液中の細菌感染は生殖器道

内由来のものと，包皮内に存在していた細菌による混入，精液採取者の手の汚染などの環境中の

汚染からのものとがある.その細菌数はおよそ 101.........1伊個と報告され(曽根ら， 1990; Koppang 

and Filseth， 1958)，それらには，E.Coh: Pseudomonusspp， BacilJusspp， S.臼rphyJococcusspp， 

KlehsieJJa spp， Proteus叩p，α-ωhactersppなどグラム陰性細菌とグラム腸性細菌が共に含ま
れている(Kharenko，1975). これら細菌数や検出される細菌種は地域によって大きく異なる

(Maes et al.， 2008). Al也ou田 etal.包005)は，北米の養豚施設23農場で飼育されている雄プタ

から精液を回収し，その細菌検査を行った結果， 1種類の細菌が検出された個体が全体の66%，2 
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種類以上が 34%であり，全体の約90%で何らかの細菌が感染していると報告した.プタの液状精

液は 15-20"(;で保存し，凍結精液製造時においても室温で数時間あるいは長くて 24時間以上放

置することから，希釈精液中で細菌により悪影響を受ける可能性が考えられる.

Sone et al.， (1982)は，精液中への細菌の混入が精子の運動率低下，細胞膜の異常や精子頭部

の凝集を引き起こし，その保存性を著しく低下させると報告している.この原因として，細菌の

増殖が精液中あるいは希釈液中の pHや基質濃度の変化を引き起こし，間接的に精子へ悪影響を

及ぼすと考えられている(AIthouseet al.， 2000).したがって，精液の保存液には溶菌作用あるい

は増殖抑制作用を示すpenicillinG， s仕eptomycinおよびamikamycinなどの抗生物質が多く使

用されている(Homonnaiet al.， 1975; Back et al.， 1975; Arriola et al.， 1982). しかし，これら

の抗生物質を精子保存液に単独あるいは併用添加しでも，細菌による負の影響を部分的にしか抑

制できないことも報告されていることから (Kozumplikand Vlcek， 1984; Mazurova and Vinter， 

1991)，細菌が放出する可溶性因子が精子に対して負に作用すると推察した.

そこで本章では， 22個体の雄プタから精液をそれぞれ採取し，細菌検査によりその数と種を同

定した.次に，細菌が精子機能性を負に制御している作用機序を解明し，それを抑制する凍結処

理法を開発することを目的とした.
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第一節:Toll-like receptorを介した精子の初期免疫応答の解析

序論

精液中の細菌感染は，人工授精により雌個体への伝染や子宮内膜炎を誘発し，妊娠率を低下さ

せるだけでなく，細菌感染器官の機能を低下させるため，精子形成不全や精子成熟不全などによ

る雄性繁殖障害の原因にもなる(Prietoet al.， 1996; Ochsendorf， 2008).さらには，精液中の細菌は，

射出精液中においても，精子の運動率低下や頭部間凝集などを誘起し，精子の保存性にも悪影響

を与えることが知られている(Diemeret al.， 2000; Moretti et al.， 2009).このような射出精液中にお

ける精子への負の影響は，細菌増殖による溶液中の pHあるいは基質濃度の変化や細菌から放出

される細胞壁構成成分であるリポポリサッカライドQipopolisaccharide;LPS) ，ポリペプチドお

よびペプチドグリカンなど強い病原性を示す内毒素によるものと推察される.

後者の細菌放出因子の原因説として，細菌感染した精液中には多くの白血球が検出されること

がその根拠のーっとなっている (Sa1ehet a1.， 2002).免疫担当細胞である白血球は， LPSなどの病

原性破片を認識する受容体である toll.likereceptor (TLRs) familyを発現している (Takedaand 

Akira.， 2005).晴乳動物(マウスおよびヒト)においてTLRfamilyは現在までに 11種同定され

ており，細菌やウイルスなどそれぞれ認識する病原体が異なるが， TLR4はグラム陰性細菌の構

成因子である LPSを特異的に認識する(Pol旬raket al.， 1998; Hoshino et al.， 1999). LPSを含

む病原体により活性化された TLRsはアダプタータンパクである myeloiddifferentiation 

primary response gene 88伽YD88)またはTIRdomain-containing adaptor protein C官RAP)を

介してnuclearfactor kappa B (NF-KB)をリン酸化し，リン酸化NF-KBは核内へと移行し，生

理活性物質として知られるサイトカインやケモカインの遺伝子発現を増強させることで，その免

疫細胞の生存性や，免疫機能の制御を行う(Palsson-McDermott and O'Neill， 2004).白血は

TLRsの標的遺伝子であり，分泌される TNF-αは細胞のアポトーシス誘起を引き起こす因子であ

る{Agg紅wa1， 2003).近年， Perdichizzi et al. (2007)は，ヒト射出精液にTNF-αを添加すると，

濃度および時間依存的に精子の運動率が低下し，初期アポトーシスの現象である，

phosphatidylserine (PS)の細胞膜表面への局在が検出されると報告した.この報告は，精液中の

細菌感染による精子運動率低下は，精液中に蓄積した白血球が病原性破片を TLRsを介して認識

し， TNF-αなどのサイトカインを分泌することで起こることを示している.

最近，免疫担当細胞だけでなく，その他の体細胞も TLRsを介した自然免疫能を保持している

ことが報告された (Jianget al.， 2006).生殖細胞においては，ラット精巣，精巣上体，精管にTLRs

が発現していること(Palladinoet al.， 2007)，マワスのセルトリ細胞にTLR2，TLR3， TLR4， 

TLR5が高発現しており，それらは各リガンドによる活性化により，回旬rleukin(IL) -la.， IL-6 

やinterferonαIsなどの炎症性サイトカインを発現させることが明らかとされている (Wuet al.， 

2008)_ さらには， Shi皿adaet al. (2006， 2008)は，マウスの排卵された卵子を取り囲む卵丘細

胞にTLR2とTLR4が発現しており，それらが LPSおよびTLR2のリガンド(Pam3Cys)を認
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識し，サイトカインやケモカインを分泌することも報告している.また，彼らは，免疫機能を調

節する chemokinereceptρr family (CCR and CXCR)がマウス精子に発現し，これらが，卵E細

胞が分泌するケモカインを認識し，卵子卵丘細胞複合体に対する走化性と受精能獲得に関与し，

受精を制御していることを明らかとした(Shimadaet al.， 2008).以上の報告から，精液中の細菌

感染による精子の運動率低下は，白血球が産生するサイトカインによるものだけでなく，精子が

自ら免疫細胞様に自然免疫能を保持し， LPSなどの病原体をTLRsを介して直接的に認識するこ

とによって起こるとも推察される.しかし，晴乳動物精子における TLRsの発現やその機能に関

する研究は全く行われていない.

そこで本節では，プタ精子における TLRsおよびその関連遺伝子の発現とその機能を解明する

ことを目的とした.実験 1では， 22個体の精液を回収し，細菌検査を行い，その細菌数と種を同

定した.また，それぞれの個体における細菌数と精子運動率との相関関係を求めた.実験2では，

実験1で細菌の多くがグラム陰a性菌であったことから，プタ精柴中のLPS濃度をリムルス試験に

て検出した.実験3は，プタ精子における LPS受容体であるTLR4(Tk4)とそのco・recep加rで

ある Cd14およびグラム陽性菌の膜構成成分であるポリペプチドの受容体である TLR2(η1-2)の

発現と局在を RT.PCR， WesternblottingおよびImmunofluorescence法を用いて検出した.最

後に，実験4では，精柴を洗浄除去し，精子培養液にLPSあるし、はTLR2リガンドであるPam3Cys

を添加し，精子の運動率，生存率，先体膜損傷率， cleaved.caspase.3の活性化およびアポトーシ

スを検出し，精子の機能性に果たすTLRの役割の解明を試みた.
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材料および方法

精子の運動率測定，精子生存率(精子膜正常率)測定，精子先体膜正常率測定および統計処理は

第二章と同様に行った.

プヲ

大分県農林水産研究センターで飼養しているランドレース，大ヨークシャーおよびデュロック

の雄プタ(12"-'36ヶ月齢')22頭を用いた.人工授精を行うための雌ブタはランドレース種(12"-'

14ヶ月齢)を使用した.使用する種プタは第二章と同様のワクチンプログラムを実施した.

府子の2菱

第二章と同様に精液を手圧法にて採取し， 800xg， 10分間の条件で遠心分離を行い，精柴を除

去した.沈殿した精子に同一個体の精柴を精子濃度1x 108 sperm!mlとなるように添加し，イン

キュベーター (38.5"C， 5% C02，水蒸気飽和条件下)で6時間まで培養した.TLR2およびTLR4

リガンド添加時における精子機能性変化を検討する実験では，遠心分離後の精子ベレットに0.1%

(w!v)BSAを添加したmTBMを加えてさらに2回，同一条件で遠心分離を行い，精子を洗浄した.

洗浄精子は 1mMcaffein sodium benzoa胞添加mTBMで精子濃度が 1X1伊 sperm!mlとなるよ

うに希釈した後，インキュベーター内 (38.5"C)で培養した.

TLR4リガンドである LPSはEscherichiaColi 0111:B4由来のLPS(Sigma)を， TLR2リガ

ンドであるポリペプチドは，その合成化合物である Pam3Cys.Sr-(LYS)4(Pam3Cys; Calbiochem， 

Los Angeles， CA， USA)をmTBMで溶解し，・20"Cで保存したものを使用した.

持'4ぎやの品IJImlJを査
プタ精液を遠心分離 (800xg，30分間)後，その上清み(精柴)を回収し，直ちに5"Cへ冷却し，

細菌検査に用いた.滅菌した生理食塩水で段階希釈した精柴各100μIを寒天培地上に加え，37"C， 

6.9% C02条件で好気培養を48時間行った(農林水産省消費・安全局， 2008).それぞれのコロニ

ーを回収し，さらに同様の培地を用いて48時間培養した.培地は百四ticasesoy; 5%ヒツジ血液

寒天培地 (WAKO)および Desoxycholate.hydrogensulfide.lactose (DHL)寒天培地 (WAKO)

を用いた.α'ostridiumまたは Camp'〆'obacterはそれぞれ， CW血液寒天培地 (WAKO)または
CCDA寒天培地 (WAKO)を用いて嫌気条件にて培養し，検出した.腸内細菌は細菌同定キット

API20Eを用いて，非腸内細菌はAPI20NEシステムにて同定した.

持ヂ'sf!やLPS凌VJlifl!lJE

血柴および精娘中の LPS含量は，エンドスベシーES.50Mセット (Seikagakubiobusiness， 

Tokyo， Japan)を用いたリムルステストにより検出した但linet al.， 1975).プタ血柴は，鼻保定

し，へパリン加工真空採血管を採血ホルダー (Terumo，Tokyo， Japan)に装着し，外側頚静脈か

ら採血した.回収した血液を800x g，20分間遠心分離し，血柴を回収した.精妓は800x g， 10 
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分間の条件で遠心分離を行った後，精子を完全に除去したものを使用した.回収した血摂および

精柴はLPS測定まで-80"Cで保存した.

①サンプルの前処理

サンプルの前処理は，血液中 LPS測定の前処理法の一つである希釈加熱を参考に実施した

(Yokota et al.， 1989).サンプル50μlをエンドトキシンフリー注射用水450μlに加え， 10倍希釈

し， 90
0

Cにて20分間加熱後，冷却した.5，000 x gで5分間遠心分離を行い，上清を希釈加熱サ

ンプルとしてリムルス測定に供した.

②リムルス測定

専用のマイクロプレートに前処理したサンプルあるいはエンドトキシン標準品として CSE-L

(0.088EU/17.85pg/ml、生化学工業(株))を50μlずつ分注した.さらに，カプトガニの血球抽出

成分 LALOimulus amebocyte lysa旬)と発色合成基質 (Boc-Leu -Gly-Arg-pNA)で構成される

LAL試薬を 50μI添加し， 37"Cで30分間反応させた.反応後，:9R硝酸ナトリワム液，スノレファ

ミン酸アンモニウム液および N・(1-ナフチル)エチレンジアミン二塩酸塩液(トキシカラー

DIA-MPセット侶eikagakukougyou， Tokyo， Japan)をそれぞれ50μlずつ加えた.反応終了後，

マイクロプレートリーダー仏r1ode1680 Bio-Rad)の545nm波長にて遊離LPSを検出した.

Tlr2， ηr4およびCd14のRT-PCR

①RNAの回収

精液中の白血球を除去するため，射出精液をModenasolutionにて2回洗浄し， -80oCで保存し

た.精子のTotalRNA回収については，SV Total RNA Isolation System (Promega， Madison， WI， 

USA)を用いて行った.その概略は以下のとおりである.

PBSで3回洗浄した精子が入ったエッペンドノレフチューブlこ175凶のSVLysisBu宜erを入

れ，軽くポルテックスをかけた.

SV RNA Dilution Bu宜erを350凶入れ， 2， 3回転倒混和した.その後，エッベンドルフチ

ュープを 70"Cに熱したヒートプロック仏LB-101Thermmo alumi bath， Iwaki， Tokyo， 

Japan)で3分間熱し，溶液中のタンパク質を変性させ， 10分間 10，000x gで遠心分離し，

上澄みを回収した.

上澄みを回収したエッベンドルフチューブにエタノールを加え，エッペンドルフチューブ内

のすべてを付属のスピンカラムに移し， 1分間 10，000x gでで遠心分離した.

スピンカラムの下に落ちた液を捨て， 600μ1のwashingsolutionをスピンカラムに入れ，再

び1分間 10，000x gで遠心分離した.

遠心分離後，スピンカラムから落ちた液を捨て，Reaction Buffer (40凶)，MnC12(5凶)，DNase 

1 (5μ1)を混合した反応液50μlを入れ， 15分間室温で反応させた.

15分後， DNase 1 stop solutionを200μlを入れ， 1分間 10，000x gで遠心分離した.

・スピンカラムの下に落ちた液を捨て， washing solution (600μ1)を加え， 1分間 10，000x gで

遠心分離した.
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- スピンカラムの下に落ちた液を捨て，再びwashingsolution (250μ1)を加え， 2分間 10，000

Xgで遠心分離した.

スピンカラムの上部をエッベンドルフチューブ、にセットし， nuclease free water (100凶)を

添加し， 1分間 10，000x gで遠心分離した.

エパポレーターで遠心乾固した.

・遠心乾国後， -80"Cで使用直前まで保存した.

②RT.PCR 

TotalRNAは500ng poly-dTおよび0.25U avian myeloblastosis virus-reverse位anscriptase

を用いて42"C75分間の条件で逆転写し， 95"C 5分間の条件で逆転写酵素の不活'性化を行った.

Tlr2， Tlr4お。tぴCd14に対する PCRプライマーには， 表 1に示したものを用いた.また，

それぞれのプライマーを用いて得られる PCR産物のサイズについても，表1に示した.

PCRの手順は以下のとおりである_94"C 30秒， 62"C 1分， 68"C 1分を35サイクル行い， 68"C 

7分間により PCR産物を安定化させた.PCR産物を， loading buffer (Takara， Tokyo， Japan)と

混合後，エチジウムブロマイドを添加した1.5%(wlv)アガロース (NakaraDゲルで， TBE溶液

中で 100Vの条件で30分間電気泳動した.電気泳動後，トランスイルミネーターで産物を可視化

し，撮影した.

TLR2およびTLR4:!i手法兎NJ警告法

回収した精液をPBSで洗浄し精娘を完全に除去後， PBSで10倍希釈した.PBSで希釈した精

液をスライドガラスに塗抹し，室温で乾燥させた.サンプルを 4%(w/v) paraformaldehyde I PBS 

で， 30分間4"Cで固定した.PBSで2回洗浄後， Vecωr M.O.M immunodetection kit {Vector 

Labotatories Inc.)の MouseIg blocking reagentで， 1時間室温でプロッキングを行った.

M.O.M.TM Pro白血 Concen仕ateで各一次抗体(担ti-TLR2antibody， MAb mTLR2， InvivoGen)， 

anti -TLR4 antibody伽AbmTLR41MD2， InvivoGen San Diego， CA， USA)を1: 500で希釈し

た反応液と， 4"Cで 12時間反応させた_PBSで 3回洗浄後， FITC-conjyugated goat anti-rat 

(mouse) IgG抗体(1:250，Sigma)と 1時間室温で反応させた.染色した部位にDAPIまたはPI

(VectaShield with PIωAPI) ;Vec加rLaboratories Inc)を一滴滴下し，カバーグラスを被せ，マ

ニキュアで封入した.蛍光プロックはG-2A侶X515・550)およびDAPI但X37ω を選択し，蛍光

顕微鏡にて観察した.

FITC conjugated-LPSをノ那吐府子jご.t3It-3LPS活合調週土の痩奈

回収した精液をmTBMで洗浄し，完全に精柴を除去した後， mTBMで1X1伊 sperm/mlとな

るように調整し，培養液へ10問ImlのFITCconjugated LPS (F8666， Sigma)を添却し， 30分

間38.5"Cでインキュベートした.mTBMを用いて800x gで2回精子を洗浄後，蛍光ブロック

G-2Aを設定した蛍光顕微鏡にて観察した.
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TLR2， TLR4，αea開 d-Caspase-3およびグン属党NF-kBの師会sternBlotti増
① SDS-PAGE 

TLR2およびTLR4の陽性対照としてマワス牌臓およびプタ白血球を使用した.プタ白血球は

真空採血管で採血を行い， 800xg， 20分間遠心分離を行い，中間層に存在する白血球層を回収

した.また，精子先体部を損傷させるため，人為的に先体反応を誘起した_ 100 ng/ml 

progesterone添加盟TBM培地で精子を 6時間培養し，その精子を遠心分離にて回収し，サン

プルに供試した.

laemmli sample bufferで調整した精子溶解液20凶を， 10秒間の超音波破砕後， 5分間煮沸

した.煮沸したサンプルを，作製した 10%polyacrylamie gelで展開した_polyacrylamide gel 

の組成は以下の通りである.

Separating gel 

40% Acrylamide 

x 4Tris (Nakarai)/SDS pH8.8 

位120

10% APS (STREM CHRMICAL) 

TEMED(半井化掌薬品)

1.875 ml 

2.5ml 

5.515 ml 

100μl 

10凶

計 lOml 

487.5μl 

pH6.8 1.25 ml 

3.2075 ml 

50凶

ιμl 

計 5ml

泳動バッファーには， 25 mM  Tris， 192 mM  glysine， 0.1% (w/v) SDSを用いた.

Power Pac Basic ffiio-Rad}を用いて， 100V，室温条件下で電気泳動を約1時間行った.
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②転写

転写バッファーには，25 mM  Tris， 192 mM  glysine， 10% (v/v)メタノール (Nakarai)，pH8.3 

を用いた.

polyvinylidene fluoride membrane (PVDF membrane， GE Bio田ience，Newark， NJ， USA) 

の前処理については， PVDF membraneをメタノールで 10秒間洗浄後，超純水で 15分間振揺

させ，転写バッファーに移して使用するまで最低 10分間振揺した.

使用する癒紙は，ゲルの大きさに合わせて切断後，転写バッファーで使用するまで最低10分

間振揺した.

泳動後のgelを転写装置仏也国Trans-Blot， Bio-Rad}の陽極上に漉紙を重ね，その上に前処

理したPVDFmembraneを置いた.その上にgelの転写した側を下に置き，気抱が入らないよ
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うに重ねた.その上から語紙を重ね，この側を陰極側にして 100mA，4"Cで一晩転写させた.

③ PVDF membraneのプロッキング

転写したPVDFmembraneをTBS(TBST; 10mM Tris (pH 7.5)， 150 mM NaCI， 0.05% 

Tween 20)で5分間洗浄した.

洗浄したPVDFmembraneを5%(w/v) BSA (Sigma)添加TBSで3時間プロッキングした.

④一次抗体反応

プロッキングしたPVDFmembraneを2.5%BSA添加TBST(0.1% (v/v) tween-20 (Sigma)添

加 TBS)に anti-TLR4antibody (1:1000， IMGENEX， San Diego， CA， USA)， anti-TLR2 

antibody (1:1000， Cell Signaling Technology Inc.， Danvers， MA， USA)， anti-cleaved ca叩ase3 

仏sp175)(1:2000， Cell Signaling Technology Inc.， Danvers， MA， USA)， あるいは

anti-phospho NF-KB antibody (1:2000， Cell Signaling Technology Inc.， Danvers， MA， USA)を

添加した液で4"C条件下で一晩反応させた.

⑤洗浄

非特異的に結合した抗体を除去する目的で，一次抗体と反応させた PVDFmembraneを

TBSTで2時間振揺させ洗浄した.

⑥二次抗体反応

洗浄した PVDFmembraneを 1:2000に希釈した horseradish-peroxidase-Iabeled 

anti-rabbit IgG (GE Bioscience)を添加した 5%BSA添加TBSTを用いて1.5時間室温で反応

させた.

⑦洗浄

非特異的に結合した抗体を除去するため，二次抗体と反応させたPVDFmembraneをTBST

中にて 1時間室温で振揺させた.

③検出

HRP活性の検出については， ECL detection system (GE Bioscience)を用いて行った.まず，

検出を行う前に冷暗室に保存してある ECLの試薬Aと試薬Bとを等量混合した.

洗浄したPVDFmembrane上に混合したECL試薬を均一に広げて，温室条件で5分間反応

させ， 5分後，反応を停止させるためにPVDFmembraneを櫨紙に挟んで反応液を除去した.

暗室で， X-RayFilm σujiFilm， Tokyo， Japan)をセットしたLightinigPlus (岡本製作所)の

上に反応液を除去したPVDF皿embraneを表がX-RayFilm側になるようにセットし， 1分間

感光させた.

アポ兵一シス清子の撹1iJ(annexin-Vassay) 

培養後の精子を培地と共に 100μlエッベンチューブに採取し， 5，000 x g， 2分間にて遠心分離

後，上清を除去した.検出キットは仏nne羽nV-FITC Apoptosis Detection kit， cat; K101-25， 

Bio Vision， CA， USA)を用いた.精子ペレットにannexin-V binding bufferを100μ1添加し，さ

らに， annexin'子FITCやeen)とpropidiumiodide (red)をそれぞれ1μl添加した.室温で 10

分間反応(暗室)させた後，蛍光顕微鏡(蛍光プロック;G-2A)にて観察した.観察時には，精
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子の生存性が低下しないように， 38"Cにウォームプレート(Kitaza旬)をセットし，スライドガ

ラスをその上に乗せた状態で観察した"annexinV陽性精子率=annexinV陽性精子数/明視野に

て観察される総精子数 (200sper皿/検体:)，にて算出した.

三害訴針E

I実験11プタ精液中の細菌と精子運動率の関係

実験 1では， 22個体の精液を回収し，細菌検査を行い，その細菌数と種を同定した.また，

それぞれの個体において，細菌数と精子運動率との相関関係を求めた.

I実験21プタ精農中LPS濃度の測定

実験2では，実験 1で細菌の多くがグラム陰a性菌であったことから，それが放出するブタ精築

中のLPS濃度をリムルス試験にて検出した.

I実験31プタ精子のTLR2(Tlr2JおよびTLR4(Tlr4> の発現~局在

実験3では， LPSに対する受容体である TLR4(Thゆとそのco"receptorである Cd14および

グラム陽性菌の膜構成成分であるポリペプチドの受容体であるTLR2(Tlri!Jのプタ精子における

発現と局在をRT-PCR， Western BlottingおよびImmunofluorescence法を用いて検出した.

[実験41プタ精子における TLR4およびTLR2の機能

実験4では，精柴を洗浄除去し，精子培養液にLPSあるいはTLR2リガンドである Pa皿3Cys

を添加し，精子の運動率，生存率，先体膜損傷率， cleaved-caspase-3の活性化およびアポトーシ

スについてそれぞれ検討した.
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結果

[実験 1122個体から回収した精液の細菌検査を行った結果，細菌の総数は未検出から最大で

12，000 CFU/mlと個体間で大きなばらつきが認められた(表2).細菌が検出されたプタは 19頭

(グラム陰性菌 13頭，グラム陽性菌 3頭，グラム陰性菌+グラム陽性菌 3頭)であった.検出さ

れた細菌はPseudomonusaeruginosa， E. Coli， Proteus mirab必~s， K1ebsieDa sppのグラム陰

性菌と Aerococcusviridans， S.臼'Ph.〆'ococcus伊idermidis， CeDulomonas sppのグラム陽性菌
であった(表3).特に， Pseudomonus aeruginosaは13頭の雄プタから検出された.

これら細菌数と精子運動率との関係を明らかとするため，採取した精液を抗生物質無添加条件

で0，1，3，6時間の培養を行った.培養0時間ではR2=0.OOOと全く相関関係は見られず，培養 1

時間になると R2=O.034と有意ではないが，負の相関関係が認められるようになった(図 1).培養

3時間において，有意な負の相関関係(R2=0.279，P<0.05)が認められ，細菌が精子運動率を負に

制御していることが示された.

[実験 21実験 2では，プタ精液中に感染する細菌はグラム陰性菌が多くを占めることから，そ

の病原性破片として知られる LPS(エンドトキシン)に焦点をあて，精築中LPS含量を，リムノレ

ステストを用いて検出した.その結果， 0"" 153.3 pg/mlの範囲で検出され，細菌数と同様プタ個

体間でばらつきが認められた(図2).このことから，細菌数の多い個体においてはLPSが直接的

に精子に悪影響を及ぼしている可能性が示唆された.
J、o

[実験 31LPSはマクロファージなどの免疫担当細胞において，細胞膜に発現する TLR4.CD14

複合体により認識されることから，プタ精子における TLR4(Tlr4JおよびCD14(Cdl4Jの発現

を検討した.RT.PCRおよびWesternBlottingによりプタ精子においてもTLR4(Tk4)は遺伝子，

タンパク質レベルで発現していることが明らかとなった(図 3A，B).免疫蛍光染色法の結果から，

精子先体部および中片部に強く局在していた(図 3C). さらに， progesteroneにより人為的に先

体反応を誘起し・，先体部を損傷させた精子では， Western Blottingにおいて， TLR4量の減少が

認められた.精子における LPS結合部位を明らかとするため， FITC標識したLPSと精子を共培

養した結果，精子頭部および中片部に結合していた(図3D).これらのことから， TLR4は精子頭

部，特に先体部と中片部の細胞膜に存在し，そこにLPSが結合することが明らかとなった.

精液中にはグラム陽性菌も存在することから，その病原性因子であるポリペプチドの受容体で

ある TLR2(Tlr2Jも同様に検出した.TLR2(Tk2JはTLR4と同様に遺伝子，タンパク質レベル

で精子に発現しており，精子先体部と中片部に局在していた.

【実験41実験3において，精子にTLR2とTLR4が発現していることが明らかとなったことか

ら，精子がLPSあるいはPam3Cys刺激により，どのように応答するか否かを検討した.LPSあ

るいはPa皿3Cys添加培地で精子を培養した時，精子運動率はLPS濃度および時間依存的に有意

に低下した(図4A).全てのLPS添加濃度において，運動率は培養1時間において有意に低下し
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た(P<0.01).Pam3Cysにおいても，培養 1時間で10または 50μg/mlの添加により，運動率は

有意に低下した (P<O.05図5A).SYBR14'PIの二重蛍光染色による精子死滅率の測定において

も，両リガンドは濃度依存的に死滅精子の割合を有意に増加させた(図 4B，図 5B).先体膜損傷

率はLPS濃度 1または5μg/ml添加において，培養3時間から有意な損傷率の増加が認められた

(図4C).

免疫細胞において， LPSにより活性化されたTLR4はcaspase依存的なアポトーシスを誘起す

ることが知られている.そこで， LPSあるいはPa皿3Cysで刺激した時，アポトーシス陽性精子

の割合を検出した.初期アポトーシスの現象として知られる膜リン脂質phosphatidylserineの細

胞膜外側への移行を， phosphatidylserine に特異的に結合するタンパク質annexin'Yを用いて検

出した.1または5μg/mlLPSを添加した時，培養6時間でAnnexin'Y陽性精子率が有意に増加

した (P<O.01，図 4D). さらに，これらの精子は培養 3時間で LPS無添加区のそれと比較して

cleaved'ca叩ase'3の強いバンドが検出された(図4E).Pam3Cys添加処理した精子においても，

濃度依存的にannexin'Y陽性精子率は増加し，cleaved'caspase'3も培養6時間で認められた(図

5C， D).これらの結果から， LPSあるいはPam3Cysにより精子はca叩ase'3を介したアポトー

シスを誘起することが示された.

LPS添加培地で培養した精子は，TLR4シグナルの下流に存在するタンパク質であるNF.K13を

リン酸化することから(図4F)，精子はTLR4およびTLR2を発現していること，LPSやPam3Cys

による精子運動率の低下はTLRsを介した細胞膜の損傷およびca叩ase'3活性によるアポトーシ

スによるものであることが初めて明らかとなった.
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考察

本章において22個体の雄プタから採取した精液の細菌検査を行った結果，最大12，000CFU/ml 

検出され，検出された細菌の多くがPseudomonasaeruginosaやE.Coliなどのグラム陰性菌で

あった.また，検出された細菌数と細菌種共にプタの品種間で差は認められなかった.これら細

菌数と精子運動率には培養 1時間までは相関関係は認められなかったが，培養3時間で有意な負

の相関関係が認められた.グラム陰性菌やグラム陽性菌は内毒素として知られる LPSやポリペプ

チドを放出することから，本節実験2において，プタ精柴中のグラム陰性菌由来LPS含量をリム

ルステストにて測定した.その結果，最大で 153.3pg/mlが検出された.これは血柴中濃度の 10

倍以上であった.このことから，細菌による精子への負の影響は，これら病原性破片によるもの

であると推察された.

グラム陰性菌のLPSはTLR4，グラム陽性菌のポリペプチドはTLR2により認識されることが

免疫細胞において知られていることから (Tsanand Gao， 2004; Fournier and Philpott.， 2005)， 

精子におけるこれら受容体の発現を検討した.その結果，プタ精子において， TLR4およびTLR2

は精子先体部およびミトコンドリアが集積する中片部に特異的に発現・局在していた.近年， Eley 

et al. (2005)はChlamydiatrachomati汐由来LPS添加培地でヒト精子と培養すると，精子は運

動率を低下し，アポトーシスを起こすと報告した.本節において， LPSおよびPam3Cysは濃度

依存的に精子運動率，生存率および先体膜正常率を低下させ， caspase-3を介したアポトーな不

を誘起した.病原体により活性化したTLRsは，その下流に存在する NF-Jd3をリン酸化すること

が知られている (Takedaand Akira， 2005)_本章においても， LPS添加が精子のNF-Jd3のリン

酸化を誘起させたことから，精子に発現する TLR4は機能性を有しており，細菌感染をLPSによ

るTLR4の刺激として感知し，上述した精子への負の影響が生じることが明確化された.

LPSあるいはPam3Cysにより精子膜や先体膜が培養初期で損傷を受けることも示された.ま

た， caspaseによる初期アポトーシスにおいても，膜の異常 (phosphatidylserineの細胞膜外側

への移行)が誘起されていた.精子膜の正常性は精子の運動率維持に重要であることから

(Nishizono et al.， 2004)， LPS司、LR4またはPam3Cys-TLR2に起因する膜の異常が精子運動率低

下の原因であると考察された.

活性化したTLRsはMYD88と，その下流に存在する caspaseを介してアポトーシスを誘起す

ることがマクロファージにおいて報告されている(Aliprantiset al.， 1999， 2000)_本節において

も， LPSおよびPam3Cysはcaspase-3を活性化させ，アポトーシスを誘起した.また， LPSや

Pam3Cysで活性化されたTLRsは，細胞内のCa2+を増加させることが知られている (Chunand

Prince.， 2006).精子において， TLR4およびTLR2は精子のCa2+ストア(貯蔵部位)が存在する

中片部に強く発現していたことから，刺激を受けたTLRは， Ca2+ストアから大量の Ca2+を細胞

内で放出すると推察される.精子における細胞内の急激なCa2+増加は，精子膜の変化に伴う自発

的な受精能獲得 (capacitation)や先体反応 (acrosomereaction)を誘起し，生存の持続時聞が短

縮される他，アポトーシスを誘起すると報告されている{Mishraet al.， 2006).実際， LPSで精

子を刺激すると capacitationの指標となるタンパク質のチロシン残基がリン酸化された(データ
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未発表， Okazaki et alょしたがって， LPSやPam3Cysによる TLRを介した精子の死滅は，

caspaseによるアポトーシスと， Ca2+放出による精子のネクローシスに起因すると考えられた.

このようにプタ精衆中にLPSが存在し，それが精子に発現する TLRを介して精子の機能性を

著しく低下させることが明らかとなったが，精柴中にはおよそ数十 pg/mlの低濃度で検出された.

それに対して， LPS添加実験において，精子の機能性が低下するには少なくとも 1μg/mlの濃度

が必要であった.Harris et al.， (2001)は，ヒト精援中に可溶性のsCD14(soluble CD14α， s)が

存在すること，また， Malm et al.， (2005)はLBP(Iipopolysaccharide-binding protein)が精娘

中のプロスタソームに存在していることをそれぞれ示した_sCD14およびLBPは共にLPSに強

く結合し，その活性を変化させる.本節で行ったリムルステストではLPS-sCD14およびLPS-LBP

複合体は検出できず，遊離LPSのみを検出している.したがって，プタ精柴中には検出値以上の

LPSが存在しているものと推察される.

以上の結果から，①プタ精液中はグラム陰性菌，グラム陽性菌に感染していること，②プタ精

柴中にはLPSが存在すること，③プタ精子はLPSやグラム陽性菌の病原性破片であるポリペプ

チドを認識する TLR4およびTLR2を発現し，先体部および中片部に局在していること，④LPS，

Pam3CysはTLRを介して精子の膜の異常およびアポトーシスを誘起し，精子の運動率を低下さ

せているという，精子の初期免疫応答が初めて明らかとなった(図 6).
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表1.RT-PCRIこ使用したプライマーとPCR産物のサイズ

Gene Forward Primer Reverse Primer 
Size Annealing 

Cycle 
(bp) temperature 

TIr2 5・-GAGCGAGTGGTGCAAGTACG・2 51-ACCAGCATCGGACCAAGACT-3・ 270 62 35 

η'r4 5・-TTGGTCAGCCTCCAAACCTT・3・ 5・-CCAGAATCCTGAGGGAGTGG・2 241 60 35 
よ恥‘ 

Cd14 51-AGCTCTCTGTCCGCGCAAGT・31 51・TTGCTCCAGCTCAGCGAATG・2 226 62 35 



表2.各ブタにおける精液中細菌数 (CFU/mり

細菌数(CFU/mり 細菌数(CFU/mり

ブタNo. G(・) G(+) 総数 ブタ No. G(・) G(+) 総数

W458 1100 400 1500 
0621 。

L327 11000 11000 W7036 700 3900 4600 

W771 7200 7200 0735 500 500 

4500 5000 
L181 9500 W7418 。
W374 。

0540 1300 1300 

W449 2500 2500 02439 1000 1000 

0699 100 100 L291 7300 7300 

0754 12000 12000 L381 4100 4100 

W1062 10 10 L404 5500 5500 

0708 1100 1100 0589 100 100 

W7251 1100 1100 L66 3200 3200 

G十);グラム陰性菌， G(+);グラム陽性菌

L;ランドレース， W;大ヨークシャー， 0;デュロック
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表3.精液中から同定された細菌種と検出されたブタの個体数

グラム陰性菌 検出されたブタの個体数(n=22)

Pseudomonas aeruginosa 13 

Escherichia coli 3 

Proteus mirabilis 3 

附'ebsiellaspp. 

グラム陽性菌

Aerococcus viridans 4 

Staphylococcus epidermidis 1 

Cellulomonas spp. 

22個体の雄ブタから精液を回収し，それぞれ細菌検査に供試し API20Eまたは
API20NEシステムを用いてその種を同定した.
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第二節:凍結前処理液および凍結希釈液へのLPS限害剤PolymyxinB

添加が融解後精子機能性に及ぼす影響

序論

前節において，精液中にはグラム陰性菌が多く検出され，精柴中にLPSが存在すること，プタ

精子はそれを認識する TLR4(Tlr4)およびCd14を発現し， LPSによりそれらが活性化されると

精子は短時間で運動率・生存性低下，精子膜の異常および caspase-3を介したアポトーシスを誘

起することが明らかとなった.これらの結果から，精液中細菌数が多い個体は，精液採取後，直

ちにTLR4が活性化し，凍結前処理過程で精子機能性が低下しているため，融解後の精子運動率

が低いと考えられる.さらに，精液中の白血球においても LPSを認識し，精子へ負の作用を示す

サイトカイン類を分泌することから{Ferdichizziet al.， 2007; Sikka et al吋 2001)，精液採取直後

に精液中のLPSを阻害することが重要であると考えられる.

しかし，一般的にプタ精液の処理に用いる抗生剤は，精液中から検出される細菌種により，

s-lac旬皿系でグラム陽性菌球菌に抗菌作用を示すpenicillinG， aminoglycoside系でグラム陰性

菌梓菌に抗菌作用を示す s位eptomycinあるいは amikamycinなどの抗生物質が併用されるのが

一般的である但o皿onnaiet al.， 1975; Back et al.， 1975; Arriola et al.， 1982).これらは溶菌作

用あるいは細菌の増殖抑制作用を示す薬剤である.

一方， peptide系抗生物質でグラム陰性菌梓菌に対して抗菌作用を示すpolymyxinB (PMB)は，

細菌膜の崩壊を起こし殺菌的に作用するだけでなく， LPSの生理活性部位である lipidA構造に

直接的に結合し，不活化する(Appelmelket al.， 1994)_ しかし，一般的なプタ精液の処理液には

PMBは使用されておらず.LPSによる精子への負の作用がPMBにより回復するか，さらには，

本抗生物質が精液保存や凍結精液作製に効果があるか否かは全く検討されていない.

そこで，本節では，プタ精子を処理するための至適 PMB濃度を検討する目的で，実験 1は，

LPSに暴露した精子を 50，100および 200μg/mlPMBで処理し，経時的に精子運動率および

cleaved caspase-3，アポトーシス陽性率を検出した.次に，至適濃度のPMBで処理した精子が

受精能を有しているか否かを確認するため，原精液中に至適濃度のPMBを添加し，精柴中のLPS

含量をリムルステストにて測定した.また， PMBとpenicillinGを液状精液に添加し(対照区は

penicillin Gのみを添加)， 10日間 15"Cで保存後，人工授精を実施した.また，人工授精後の受胎

率および産子数を測定した.実験3においては，凍結前処理液へPMBとpenicillinGを添加し(対

照区はpenicillinGのみを添加1)，凍結・融解後の精子運動率を測定し， PMBの効果を検討した.

また，実験2と同様に人工授精による受胎試験を実施した.
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材料および方法

精子の運動率測定，受胎の確認および統計処理は第二章と同様に行った.cleaved caspase.3の

Westβrn Blotting， annexin. V assay，リムルステストによる LPS濃度測定は本章第一節に従っ

て実施した.

プ〉タ

大分県農林水産研究センターにて飼養しているランドレース，大ヨークシャーおよびデュロッ

クの雄プタ(12--36ヶ月齢)20頭を用いた.人工授精を行うための雌ブタはランドレース種(12

--36ヶ月齢)を使用した.用いた種プタのワクチンプログラムは第二章と同様に行った.

清子の拶菱

第二章と同様に精液を手圧法にて採取し， 800x g， 10分間の条件で遠心分離を行い，精柴を除

去した.遠心分離後の精子ペレットに 0.1%(w/v) BSAを添加したmTBMを加えてさらに2回，

同一条件で遠心分離を行い，精子を洗浄した.精子濃度が 1X1伊 sperm/mlとなるように 1mM

caffein sodium benzoate添加mTBMを加えた後，精子をインキュベーター内で培養した.

LPSはEscherichiaCoJi O1U:B4由来の LPS(Sigma)を使用した.Polymyxin B (PMB)は

Sigma侶ioChemika)から購入したものをModenasolutionで希釈後， -20"Cで保存した.

持fdfの近芳次探完戸

採取した精液をModenasolutionへ最終精子濃度が 50X1伊 sperm/50mlとなるように希釈し

た.保存容器には，紫外線滅菌したプタ液状精液用ボトル仏1bottle， Grobal pig farm， Gunma， 

Japan)を使用し，人工授精まで 15"Cのインキュベーター内で保管した.24時間毎に沈殿した精

子を転倒混和し，溶液中の精子密度を均一にし，運動率を測定した.

准フヲの芳停濯認J受ぴλ工授婿

初産プタにおいては，二度発情が確認されたプタのみ(およそ8ヶ月齢)を使用した.経産プタ

においては，離乳後の発情で人工授精を行った.いずれも自然発情中の雌プタに人工授精を行っ

た.雌プタを雄に近づけ (nose.tonose)背圧法にて許容を確認後，そのプタを発情と確定した.

発情発見直後に1回目の人工授精を行い，その後12時間おきに合計3回の人工授精を実施した.

Modena solutionで希釈した液状精液あるいは凍結精液50X1伊 sperm/50mlを頚管注入法によ

る人工授精に供試した.

分足をおよび'--JJilffE子裁の結露

人工授精後およそ 114日で分娩が生じるが，生存産子および白子(妊娠後期の死亡胎子)を一

腹産子数として算出し，黒子(妊娠中期の死亡胎子)およびミイラは除外した.
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持手渡のおすが迎E法

基本的な凍結処理法は第二章に順じて実施したが，本節においては，第二章で開発した新規凍

結希釈液を用い，さらに，凍結前処理液および凍結希釈液 (NSF)へPMBを100μg/ml添加した

ものを使用した.

三害訴'ffii!ff

I実験 11プタ精子における至適PMB添加濃度の検討

実験 1では，本章第一節で精子への負の影響があった LPS1μg/ml濃度存在下における至適

PMB濃度を検討するため， LPS1μg/mlに50，100および200問ImlPMBを添加したmTBMで

精子を培養し，経時的に精子運動率， Westernblottingによる cleavedcaspase-3の検出，および

annexin -V assayによるアポトーシス陽性率を検出した.

【実験21精液へ添加したPMBのLPS不活化効果と繁殖成績に及ぼす影響

実験 1で明らかとなったPMBの至適濃度 (100μg/ml)が，精疑中のLPSを不活化するのに

充分か否かを検討するため，PMB添加処理した精娘中LPS含量をリムルステストにて測定した.

また， PMB処理が液状保存に及ぼす影響を検討するため， 100μ.g/ml PMBとpenicillinGを添

加した液状精液を， 10日固まで 15"Cで保存し，精子運動率を測定した.さらに， 10日間保存し

た液状精液を 15頭の雌プタに人工授精し，その受胎率および一腹産子数を算出した.液状精液に

おいτ，一般的に用いられる抗生物質penicillinGのみを対照区に設定した.
[実験31凍結前処理液および凍結希釈液へのPMB添加が融解後精子運動率および人工授精後の

繁殖成績に及ぼす影響

実験3では，実験1で得られた至適濃度である 100開ImlPMB添加が凍結精液作製において

も有効か否かを検討するため，凍結前処理液および凍結希釈液 (NSF)へPMBを添加した.凍結

処理過程の精子運動率の変化を検討するため，一次希釈時 U5"C)および二次希釈時 (5"C)の精

子運動率を測定すると共に，融解後においても経時的に測定した.また，液状精液と同様，凍結

融解精液を 10頭の雌ブタに人工授精し，その受胎率および一腹産子数を算出した.凍結精液製造

時において，一般的に使用される抗生物質penicillinGのみ添加した区を対照区に設定した.
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結果

【実験1】LPS存在下での至適PMB添加濃度を検討した.LPS濃度 1μg/mlをmTBM培地へ

添加して精子を培養すると第一節と同様に精子の運動率は培養3時間から有意に低下し伊く0.05)，

培養6時間では運動率は32.6%と著しく減少した(図1).LPS阻害剤である PMB50μg/ml添加

区では，わずかな回復を示したが，その差は有意ではなかった.しかし， 100μg/mlPMBを添加

した時，全ての培養時間で運動率の減少は認められず， LPS無添加区と同等の値を示した.200 

μg/mlPMBを添加した区では，培養3および6時間で 100μg/mlPMB添加区に比較して精子運動

率はわずかに減少した.

100または200陪ImlのPMB添加区において， LPS抑制効果が認められたことから，これら

のPMB濃度を用いてLPS添加培地で培養した精子のcleavedcaspase.3のWesternBlottingを

行ったところ， PMB処理した精子において， LPSによる caspase.3の分解による活性化が抑制

された(図2A).また， annexin. V assayによるアポトーシス精子率の測定においても， PMB濃

度100および200μg/ml添加処理両区において， LPSによるアポトーシス誘導を有意に抑制した

(図2B).

以上の結果から， LPSによる精子運動率低下およびアポトーシス誘起は， 100μg/mlのPMB

を添加することで，回復することが示された.

【実験2】実験1で明らかとなったPMBの至適濃度 100μg/mlが，精柴中のLPS活性を完全に

不活化するか否かを検討するため， PMB添加処理した精柴中 LPS含量をリムルステストにて測

定した.リムルステストは LPSの活性を測定していることから，濃度は活性値に比例している

(Fumarola et al.， 1979).各個体の精液中から検出されたLPS濃度にばらつきが認められるもの

の，原精液中からはLPSが検出されたのに対して， PMBを添加した精液中からはLPS活性は全

く検出されなかった(図 3).

次に， PMB処理した精子の液状における長期保存への影響と，長期保存後における人工授精に

よる受精能を評価した.抗生物質無添加で 15"C保存した精子は保管2日目から急激に運動率が低

下し， 6日目には 50%以下の運動率で人工授精には使用できなかった(図 4).液状精液で一般的

に使用される penicillinGを添加した液状精液は，無添加区と比較して，運動率の低下は抑制さ

れたが，保管6日目からは低下傾向を示した.しかし， penicillin G+PMBの複合処理区は6日目

以降も高い運動率を維持し，保管 10日目においても 60%以上の運動率を示した.

15頭の雄プタから回収した精液をpenicillinG単独およびpenicillinGおよびPMBの複合処

理した液状精液を 10日間保存し，人工授精を行った結果，受胎率はpenicillinG処理区では67%

であったのに対して， PMB+penicillin Gの複合処理区においては 93%と有意に高い値を示した

<P<0.05，図的.同一精液において， penicillin G処理した精液では不受胎を示したが， PMBとの

複合処理を行うことにより，受胎した例が4例認められた(表1).また，一腹産子数においても

複合処理した精液の人工授精において高い傾向が見られた.
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これらの結果から，回収した精液を PMB処理することは，精子の機能性を失うことなく，長

期間液状で保存可能となることが示された.

[実験31100μg/mlのPMB添加は，精液中のLPS活性を完全に阻害し， LPS存在下でも精子

機能性を維持できることが明らかとなった.そこで，この処理法を凍結処理過程に応用すること

を試みた.精液を採取後， 100同ImlのPMBを添加した前処理液およびNSF凍結希釈液を用い

て，第二章の方法に従って精子を凍結した.精子運動率は， pnicillin G+PMBの複合処理区は既

存の方法である penicillinG単独区と比較して凍結前，一次希釈時および二次希釈時ではわずか

に高かったが，有意な差は認められなかった(図 6). しかし，凍結・融解後の培養3時間におい

て有意な差が認められ， PMBを複合処理して凍結した融解精子で高い運動率を維持していた

(P<0.05). penicillin G単独処理区においては，融解後6時間ではわずか 12%の精子運動率であ

ったが，複合処理区では38%を示した.

10頭の雄プタ精液を両処理法にて凍結し， 1頭の雄プタあたり 2頭の雌プタに人工授精を実施

した.その結果，既存のpenicillinG単独処理した凍結融解精子での人工授精後の受胎率は50%

と低い値であったのに対し， PMBの複合処理区のそれは， 90%と有意に高い値を示した(P<0.05，

図7).また，雄プタ No.L167，L181，D327およびL381の4頭において， penicillin G単独で処

理して凍結した精子を用いた人工授精では，不受胎であったのに対して， PMBの複合処理した精

子を用いた人工授精では受胎が確認された(表 2). さらに，後者の人工授精では，平均 9.1頭の

一腹産子数であった.

以上の結果から， penicillin Gと100μg/ml濃度のPMBを複合添加した処理液を用いることに

より，精液中に存在する LPSを不活化し，精子の細胞膜が正常に維持され，その結果，凍結・融

解後の精子運動率を向上させ，人工授精後の受胎率向上に有効であることが示された(図8).
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考察

本章第一節において，LPSは精子に発現する TLR4を介してアポトーシスを誘起し，その結果，

精子運動率を著しく減少させることを明らかとした.peptide系抗生物質である PMBは，この

LPSの生理活性部位である lipidA構造に結合し，不活化することが知られている (Jacobsand 

Morrison， 1977; Niemetz and Morrison， 1977).精子処理において，一般的に使用される抗生物

質はpenicillinGやamidoglycoside系であり，精子の機能性に対するPMBの効果は不明である.

そこで，本節において， LPS存在下において， PMBが精子機能a性に及ぼす影響について検討し

た.その結果， 100μg/mlのPMB添加はLPSによる精子のcaspase.3活性およびアポトーシス

誘起を有意に抑制し，長時間の運動率維持を可能とした.

LPSによる精子のアポトーシス誘起は，精液中に蓄積している白血球がLPSを認識して分泌す

るTNF.αによる精子のTNF.α.TNFR1シグナルによるもの(Perdichizziet al.， 2007)と，前節

で明らかとなった精子の直接的なLPS.TLR4シグナルによるもの，との2パターンが考えられる.

さらに，Girard et al. (2003)はLPSのlipidA構造の違いがTLR2も刺激しうることを報告した.

前節において，精子にはTLR2が発現し，その活性も精子機能性を低下させることを明らかとし

た.したがって，精柴中に種々の細菌由来のLPSが存在する場合は， TLR4およびTLR2依存的

に精子のアポトーシスが起こる可能性が示唆される.これらの報告から，射出精子のアポトーシ

ス誘起を抑制するためには，精柴中に存在する LPSを不活化することが重要であると推察される.

実験2において，100μg/mlのPMBは精柴中のLPSを完全に不活化した.さらに，PMB+penicillin 

Gで複合処理した液状精液は，長期間の保存においても精子の運動率は高い値を維持した.一方，

抗生物質無添加あるいは， penicillin G単独で処理して保存した精子においては， PMB処理した

精子と比較して，その運動率は有意に低下していた.penicillin Gなどの細菌増殖抑制あるいは溶

菌作用を示す抗生物質は，細菌を死滅させ，菌体外へと LPSの放出を促進することが知られてい

る(Appelmelket al.， 1994).したがって，抗生物質無添加の希釈液で保存した精子は，細菌の増

殖により間接的にダメージを受け， penicillin G添加希釈液においては，細菌から放出されたLPS

により負の作用を受けることで運動率が低下したものと考察された.本研究で用いた penicillin

G+PMBの複合処理は，高い運動率の長期間維持を可能としたことから，細菌の増殖およびLPS

による精子への負の影響を，いずれも抑制可能とする有効な処理法であると考えられた.実際，

penicillin G単独処理により保存した精子を用いた人工授精では受胎しなかった個体の精子でも

複合処理により長期間保存した時，成功例が得られた.

採取した精子を LPS添加培地で短時間 (30分間)培養し，その後，精子を洗浄し， LPSによ

る影響から解除しても，培養1時間以降の精子運動率はLPS無添加培地で培養した精子と比較し

て有意に低下したという実験結果(データ未発表，Okazaki et al.)は，精子はTLR4を介してLPS

を感受すると直ちに不可逆的な精子膜の異常やアポトーシスが進行することを示している.した

がって，精液採取後から細菌汚染が懸念される精柴と長時間共培養する凍結精液作製過程の精子

は，すでにTLR4が活性化し，アポトーシスの進行やそれに伴う膜の異常が起こっていると考え

られる.そこで，本節実験3において， PMBを前処理液および凍結希釈液へ添加し，精子を凍結
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することを試みた.その結果，冷却から凍結までの精子運動率は， penicillin GとPMBの複合処

理した精子は， penicillin G単独処理した場合と比較して変化は認められなかったが，融解後のそ

れは有意に改善された.さらに，複合処理して凍結した精子による人工授精の受胎成績は，

pnicillin G単独処理した精子による人工授精より優れたものであった.これらの結果から，

penicillin Gなどの細菌増殖抑制作用を示す抗生物質を使用する既存の凍結処理過程では，精子は

TLR4を介して，直ちにLPSを認識し，その結果，膜の異常を呈しているため，凍結融解すると

いう温度変化への感受性が高まることから，融解後の運動率と受精能が低下していると結論づけ

られた.

以上のことから，凍結処理過程において，前処理液および凍結希釈液に 100昭lmlのPMBを

添加する新しい精子処理法は，精柴由来のLPSを完全に不活化し，融解後の精子機能性と人工授

精による繁殖成績を向上させることが明らかとなった.
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表1液状精液へのPMB添加が精子運動性及び繁殖成績に及ぼす影響

精子運動率(%) 受胎 一腹産子数(頭)

10日目

ブタ No. 0日目
P P+PMB P P+PMB P P+PMB 

0699 88 60 65.09 Y Y 13 14 

0735 91 78.2 83.5 Y Y 9 13 

0754 88 61.8 80.5 Y Y 9 11 

02439 84 66.9 66.7 Y Y 3 9 

L291 96 23.13 68.28 N Y 10 

L327 84 65.6 73.2 Y Y 10 7 

L381 96 54.91 70.82 Y Y 9 12 

W1062 97 1.4 31.43 N Y 3 

L167 93 70.5 69.9 Y Y 11 7 

L181 86 50.9 65.5 N Y 11 

W7251 81 82.96 83.43 Y Y 5 11 

038-7 89 41 65 Y Y 9 11 

L181 90 65 70 Y Y 12 8 

W24-10 90 。 5 N N 

W7251・1 85 10 55 N Y 8 

人工授精は雌ブタの発情発見直後，その12および24時間後の3
回行った.精子数50x 1 ()8 sperm/50ml注入した.

P; Penicillin G. P+PMB; Penicillin G+Polymyxin B 

Y;受胎.N;不受胎

L;ランドレース.W;大ヨークシャー.D;デュロック
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表2.PMB処理して凍結した精子を用いた人工授精による繁殖成績

精子運動率(%) 受胎 一腹産手数(頭)

凍結融解後

ブタNo. 採精時 P P+PMB P P+PMB P P+PMB 

0754 93 50 80 N N 

L167 89 41 48 N Y 8 

L947 91 45 60 Y Y 12 14 

L181 88 41 73 N Y 10 

L291 91 59 83 Y Y 3 12 

0327 89 25 78 N Y 5 

0621 93 84 87 Y Y 11 9 

0247 89 59 88 Y Y 9 10 

L381 90 25 55 N Y 5 

W7418 90 43 69 Y Y 7 9 

人工授精は雌ブタの発情発見直後，その12および24時間後の3
回行った.精子数50x 1 ()8 sperm/50ml注入した.

P; Penicillin G. P+PMB; Penicillin G+Polymyxin B 

Y;受胎.N;不受胎

L;ランドレース.W;大ヨークシャー.0;デュロック
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図1.1μg/mILPS存在下におけるLPS不活化剤(PMB)が
精子運動率に及ぼす影響

LPS 1μg/mlに各濃度のPMBを添加したmTBMで精子を
培養し，経時的に精子運動率を測定した.
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15個体の雄ブタから精液を回収し，各個体の精液を用い
て抗生物質無添加(WithoutAb)，Penicillin G単独処理

区(PenicillinG)， Penicillin G+PMBの複合処理区の3処

理区を作製し，精液を液状保存した.

*同一保存回数において抗生物質無添加区および

Penicillin G単独処理区!こ対して有意差有り(P<0.05)
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図5.Penicillin GとPMBを複合添加して保存した液
状精液による人工授精の受胎成績

人工授精は雌ブタの発情発見直後.その12および
24時間後の3回行った.精子数50x 108 sperm/50ml 
注入した.

P; Penicillin G. P+PMB; Penicillin G+Polymyxin B 
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図6.PMB処理が凍結前および融解後の精子運動率に及ぼす影響

Penicillin G 200000 U/mlとPOlymyxinB 100μg/mlを前処理液
および凍結希釈液へ添加して凍結した.Penicillin Gのみを添加

した区 (P)を対照区とした.

P; Penicillin Gを凍結前処理液及び凍結希釈液!こ

200000 U/I添加し，凍結した.
P+PMB; Penicillin G 200000 U/ml， Polymyxin B 100 
附 Iml添加し，同様に凍結した.
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図7.PMB処理して凍結した精子を用いた人工授精による受胎率

人工授精は雌ブタの発情発見直後，その12および24時間後の3
回行った.精子数50x1伊sperm/50ml注入した.

P; Penicillin Gを凍結前処理液及び凍結希釈液に

200000 U/I添加し，凍結した.
P+PMB; Penicillin G 200000 U/ml， POlymyxin B 100 

μg/ml添加し同様に凍結した.
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精液中に存在するグ
ラム陰性菌からLPS
が放出される

“
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告ヲ
精子

精子はLPSおよび白血
球から分泌されるTNF-
αを各受容体により認
識する

白血球

精液中に存在する白血
球がLPSをTLR4を介し
て認識し TNF-aを分
泌する

Penicillin G+PMB添加凍結希釈
液を用いた新規凍結処理法

Penicillin G添加凍結希釈液を用い

た凍結処理法(既存法)
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図8.精子のLPsrこ対する自然免疫能を考慮した新しい精子凍結処理法
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総合考察

細菌感染した精液が雌の子宮内へ入ると，雌生殖器道内のみでなく，怪あるいは胎子への感染

が懸念される(Phi1pott，1993; Rank et al.， 2003).また，排卵から着床が起こる時期までは子宮

内の免疫力は低いことから (Wrraet al.， 2005; Wira and Fahey， 2008)，自然交配時に細菌が感

染した精液が雌の子宮内へ侵入すると，子宮内で細菌が繁殖する可能性が高い.したがって，初

期医が感染リスクに曝されることとなる.このリスクを下げるには，精液中に細菌感染が起こっ

ている場合，受精が起こらないシステムが必要であると考えられる.本章第一節において，精液

中には細菌が多数存在し，これら細菌数と精子運動率には有意な負の相関関係があること，精子

はこれら細菌の病原性破片をTLR4あるいはTLR2を介して認識し，即座に運動率を著しく低下

させることを明らかとした.この結果から，胎子への感染リスクをなくすため，精子は TLRsに

よる自然免疫能を保持し，体内での受精を制御していると考えられた.

本章において， TLRsが活性化した精子は，アポトーシスが誘起されることを明らかとした.

Borini et al. (2006)は，アポトーシス陽性率の高い精子 (>10%)を体外受精により受精させると，

正常な匝発生が阻害されること，これらの伍を移植しても妊娠しないことを報告した.さらに，

Lewis and Aitken (2005)は，このようなアポトーシスを誘起した精子により作出した腔の発生

停止や匪移植後の妊娠率低下は，アポトーシスに起因する父性ゲノムの異常が原因であることを，

DNAが損傷した精子をICSIOn位acy旬plasmicsper皿 injection)する手法を用いて主張してい

る.これらの報告と本章の結果(細菌感染した精液中の精子はアポトーシスを誘起していること)

から，父性ゲノムの具常による匹発生への悪影響が起こると考えられた.父性(精子)ゲノムは，

DNAのメチル化やヒストンのアセチル化により遺伝子発現の制御を受け，匹発生に必要な遺伝子

発現パターンを整えている (Mayeret al.， 2000; Oswald et al.， 2000; Bourc'his et al.， 2001).個

体の発生に必須な父性側のインプリント遺伝子として， insulin 'like growth fac伽 2(与助や

delta'like pro白in1ω~1) があり (Surani and Barton， 1983; Barton et al.， 1984; McGrath 

and Solter， 1984)，これらは，プタ個体の発生においてもインプリント遺伝子として作用し(Liet 

al.， 2008; Park et al.， 2009)，胎盤形成や胎子発育に密接に関与している (Lathamet al.， 1994; 

Constancia et al.， 2002).以上のことから，自然交配や人工授精において，細菌感染した精液が

体内で非常に低い妊娠率を示す原因は以下のように考えられる.①精子はTLRを介して運動率を

低下させることで，受精する確率は低い.②このような環境で受精した場合でも，その父性ゲノ

ムはアポトーシスに起因する DNAの断片化が生じているため，腔の発生が停止する，もしくは

着床できずに個体の発生が阻害される.という二重のシステムにより細菌感染に起因する異常胎

子の出現を防御していると考察された.

このように，体内においては精子のTLR系は，生物学的に重要な役割を果たすと考えられるが

生殖工学では人工的に体外で精子を保存あるいは利用するため，TLR系が精子の機能性を抑制し，

その利用効率を低下させる要因となりうる.すなわち，凍結精液作製過程において，体外で数時

間精子を培養するため，細菌感染した精液においては凍結前に精子が機能'1生を失っていると考え

られ，細菌を死滅させるだけでなく，精子のTLRを活性化させない処理が精子を正常に凍結する
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ために必要であると考えた.本章第二節において， LPS阻害剤であるPMBはLPSによる精子ア

ポトーシスおよび運動率低下を抑制可能とすること， 100同ImlのPMBは精娘中LPSを完全に

不活化すること，液状精液保存，あるいは凍結前処理液および凍結希釈液へ PMBを添加するこ

とで，長期保存後，あるいは融解後の精子運動率を向上できることを示した.プタ凍結精子にお

いて，多くの融解精子はアポトーシスを誘起していることがSilvaand Gadella (2006)により報

告されていることからも，既存の凍結処理過程 (penicillinG単独処理)では， LPSによる

caspase-3依存性のアポトーシスと LPSによる細胞膜の異常が同時に生じているため融解後の運

動率が低下し， PMB処理はこれらを回復させたと考えられた.さらに，精子凍結過程のPMB処

理による精子アポトーシスの抑制は，前述したとおり，父性ゲノムの正常性を保ち，受精後の正

常な伍発生や着床を可能とすると考えられ，第二節で行った人工授精による受胎率および一腹産

子数の改善は，融解後の運動率向上と共にこれらの要因による結果であると考察された.

以上の本章の結果から，精子はTLRを介して病原体に対する自然免疫能を保持していることか

ら，精液中の細菌およびその病原性破片がプタ精子の機能性を制御していることが明らかとなっ

た.この成果から，精子凍結処理過程でLPS活性を阻害するPMBを凍結前処理液および凍結希

釈液へ添加すると，精子の TLR2/4の活性化が抑制され，融解後の精子機能性と受精能が高まる

という新しい精子凍結手法を確立するに至った(図8).
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要約

精液中の細菌感染は雄個体の精子機能性低下を起こし，妊娠率の低下を招く.マクロファージ

などの免疫細胞は，その細胞膜に発現するTLRs(toll-like receptors)を介してLPS

(Iipopolisaccharide)など，細菌の病原性破片を認識することが知られている.近年，免疫細胞だ

けでなく，体細胞においてもTLRsによる免疫能を保持していることが示された.そこで，精子に

おいても細菌が放出するLPSなどの病原性破片を， TLRsを介して直接的に認識していると推察し

た.本章第一節では，精子におけるTLRsの発現および機能を解明するため，実験1では， 22個体

の精液を回収し，細菌検査を行い，その細菌数と種を同定した.また，それぞれの個体において

の細菌数と精子運動率との相関関係を求めた.その結果，精液中の細菌数は， 0"-'12，000 CFU/ml 

の範囲で検出され，その多くはPseudomonasaeruginos8J E. Coliなどグラム陰4性菌であった.こ

の細菌数と精子運動率には，精子培養3時間で有意な負の相関関係が認められた (R2=0.27ω.精

液中の細菌の多くがグラム陰性菌であることから，精柴中のLPS濃度をリムルス試験にて検出し

た.精柴中には血柴の10倍以上の濃度のLPSが検出され，その値はプタ個体間で大きな差が認め

られた.そこで，精子におけるTLRsの発現と機能解析を行うため，実験3として，RT-PCR， Western 

BlottingおよびImmunofluorescence法を用いて， LPS受容体であるTLR4(冗ゆとその

co-receptorであるCd14J およびグラム陽性菌の病原性破片であるポリペプチドの受容体である

TLR2 (Tlr2Jの精子における発現と局在を検出した.実験4では，精子培養液にLPSあるいはTLR2

のリガンドであるPam3Cysを添加し，精子の運動率，生存率，先体膜損傷率， cleaved-caspase-3 

の活性およびアポトーシスについて検討した.TLRsの発現と局在の解析結果から，精子にはTLR4

(Thゆ， Cd14，およびTLR2(冗r2Jが遺伝子またはタンパク質レベルで発現し，これらは，精子

先体部および中片部に強く局在していることが明らかとなった.また， LPSあるいはPam3Cys添

加培地で精子を培養すると，その濃度依存的に運動率，生存率および先体膜正常率が著しく低下

した.これらの精子では， cleaved-ca叩ase-3を介したアポトーシスを誘起していた.LPS添加培

地で培養した精子は， TLR4シグナルの下流に存在するタンパク質であるNF-Jd3をリン酸化する

ことから，これらのLPSによる反応はTLR4を介した特異的な反応であることが示された.

以上の第一節の結果から，精子はLPSにより機能性が失われることが明らかとなったことから，

第二節では， LPS不活化剤である polymyxinB (PMB)の影響について検討した.さらに，それ

が凍結精液作製に応用可能か否かについても検討した.実験 1では， LPS存在下において至適

PMB濃度を検討するため， 50， 100および200μg/mlのPMBを培地へ添加し，精子運動率およ

びca叩ase-3の活性化およびannexin-V assayを用いたアポトーシスの検出を行った.その結果，

100μg/mlのPMBは， LPSによる caspase-3活性化およびアポトーシスを有意に抑制し，長時

間の運動率維持を可能とした.この PMB濃度を用いて液状精液を作製し，その運動率を経時的

に測定した(実験 2).抗生物質無添加およびpenicillinG単独添加した液状精液の精子と比較し

て， PMB+penicillin Gの複合処理した区の運動率は，有意に高い値を維持した.この精液を用い

た人工授精においても， PMBとの複合処理で， penicillin G単独処理と比較して高い受胎率と一

腹産子数が得られた.そこで，実験3として， 100μg/mlのPMBを凍結前処理液および凍結希釈
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液へ添加し，精子凍結処理に有効か否かを検討した.その結果， PMB+penicillin G複合処理は，

凍結融解後の精子運動率を有意に向上させ，人工授精による受胎試験においても，受胎率は90%，

平均一腹産子数は9.1頭と高い繁殖成績を示した.

以上本章の結果をまとめると，

1.精液にはグラム陰性菌および陽性菌がともに存在するが，その多くはグラム陰性菌であるこ

と

2. 精娘中から LPSが検出されること

3. LPS"1唱LR4およびPam3Cys"TLR2系は精子膜の異常およびcaspase"3依存的にアポトーシス

を誘起し，その結果，精子の運動率を著しく低下させること

4. 精液への PMB添加は， LPS活性を限害し，精子の caspase"3依存的なアポトーシスを抑制

し，その結果，精子は高い運動率を保持すること

5. 以上の基礎的な知見から，凍結前処理液および凍結希釈液へPMBを添加することは，融解後

の精子機能性を改善し，これらの凍結融解精子を用いた人工授精において高い繁殖成績が得

られる

という個体の耐凍能を考慮した新しい凍結処理法の開発に成功した.
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第四章:耐凍能の低い個体の精子を凍結可能にする

新規凍結融解処理法の開発

序論

本研究の第三章で，多くのプタ個体において，精柴中にグラム陰性菌が存在し，それが放出す

るLPSが精子の機能性に負の影響を与えていることを明らかとした.この知見から，採精直後に

精子をLPS限害剤である PMB添加液で処理することにより，融解後の精子運動率と人工授精に

おける受胎率向上に成功した.しかし，このLPSを抑制する方法においても融解後の運動率や人

工授精の成績が改善されない個体も存在した.細菌検査した 22頭の内， 3頭の雄プタにおいて

3000CFU/mlのグラム陽性菌が精摂中から検出されたこと，グラム陽性菌はポリペプチドあるい

はペプチドグルカン等の病原性破片を分泌すること，実際， TLR2のリガンドである Pam3Cys

はLPSと同様に精子の膜の異常やアポトーシスを誘起し，運動率を著しく低下させたことから，

PMB処理でも精子の運動率あるいは人工授精後の受胎率が改善されない上記の問題は，グラム陽

性菌の病原性破片であると推察された.しかし，グラム陽性菌の病原性破片を不活化する抗生物

質は現在のところ存在しない.さらには，重度の感染個体では，精液中に蓄積した白血球が分泌

するTNF.αが精子の運動率を低下させることも考えられる.このTNF.α系を抑制する処理には，

中和抗体を用いる必要があり，プタの精液処理では低コストで実施することは困難である.

また， Zeng and Terada (2001)は精柴中コレステロールをme也ylサcyclodexitrin伽s-CD)

によって除去後に精子を凍結すると，融解後の運動率および先体膜正常率が向上することを報告

している.また，精柴と精子処理液との混合は，溶液中の pHを酸性に傾ける，あるいは，精子

間の頭部間凝集を促進させることで精子の機能性を低下させることも知られている仏I也ouseet 

al.， 2000; Bollwein et al.， 2004).さらに， Kawano et al. (2004)は，ミニプタにおいて，採精後

に精柴を直ちに除去し，精柴に長時間暴露されていない精子を凍結すると，体外受精の卵子内精

子侵入率が向上することを示している.このことから，採精直後に精娘を除去することは，精子

を精築中のグラム陽性菌の病原性破片およびその他の精子に対して負に作用する因子の影響から

回避して，凍結することを可能にする有効な手法であると考えられる.

一方， Robertson (2007)は，ラットおよびプタにおいて，雌子宮内への精摂注入は，コントロ

ールとしてPBSを注入した個体と比較して，子宮粘膜細胞におけるサイトカインおよびケモカイ

ン遺伝子の発現量を増加させ，その結果，着床が促進されると主張している.また， O'Lealy et al. 

(2004)も，プタの人工授精時に子宮内へ精柴を注入することが，人工授精後7日目の匹の発達を

正常に保っと報告している.このように，精柴には人工授精後の着床を促進する作用も有すると

考えられる.

既存のプタ凍結精液作製過程においては，冷却時に精子は数時間精援の存在下で凍結されるの

が一般的であるが，以上のような精柴の相反する機能を考慮すると，
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①個体間の耐凍能の差を最小限とするため，採精直後に精柴除去して凍結する

②融解時に精援を精子に曝した後，人工授精を行う

という精柴に着目した2ステップ凍結融解処理法が，凍結精液を用いたプタ.の人工授精において，

より高い成功率をもたらすと推察したが，これまで精柴の相反する作用を考慮した凍結精液の作

製とそれを用いた人工授精法に関する報告はない.

そこで本章では，考案したプロトコールが個体間の耐凍能の差を少なくすることで，凍結精液

を用いた人工授精を実用化技術とすることができるか否かを明らかとするため，実験1では， 20 

頭の雄プタを人工授精後の受胎率を指標に耐凍能の高い個体と低い個体に分類し，それぞれにお

いて採精直後の精娘除去が凍結融解後の精子運動率および体外・体内受精能に及ぼす影響を検討

した.次に，精液の融解液への精柴添加が融解後の精子機能性に及ぼす影響を解析し，さらには，

人工授精による受胎試験を行い，着床率および一腹産子数に及ぼす影響についても検討した.
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材料および方法

精子の運動率測定γ 体外受精，先体膜損傷率，人工授精，受胎の確認と着床率の算出，および

統計処理は第二章と同様に行った.

プタ

大分県農林水産研究センターにて飼養しているランドレース，大ヨークシャーおよびデュロッ

クの雄プタ(12"'36ヶ月齢)20頭を用いた.人工授精を行うための雌プタはランドレース種(12

"'36ヶ月齢)を使用した.ワクチンプログラムは第二章と同様行った.

務子の反対居館才法

基本的な凍結方法は第二章に準じて行ったが，本章においては，本研究第二章と第三章までに

得られた方法を適応した.概要は以下のとおりである.

① 濃厚部精液採取直後に希釈する前処理液に 100μg/mlのPMBを添加した.

② 凍結用第一希釈液mNSF-1は浸透圧400mOsmlkgの高張条件にした.

③ 凍結用第一希釈液mNSF-1に100μg/mlのPMBを添加した.

④ 凍結用第二希釈液mNSF-2の最終glycerol濃度は2%として，精子を凍結した.

融解方法は第二章と同様に行った.

清子の草菱

凍結融解精子の運動率および先体膜損傷率を測定するため，融解した精液0.5mlを4.5mlの

Modena solutionと混合し， 6時間まで培養した.融解後の精子のcapacitation(タンパク質のチ

ロシン残基のリン酸化)の検出は， Modena solutionから capacitationを阻害する EDTA-2Naを

除去し， HClにてpH7.1に調整した融解液で培養した.

精子Capaci.臼tion(jTンノ汐貨のデロシン'D1Jfのグン度化Jのおfij

EDTA-2Naを除去したModenasolutionで培養した精子をエッペンドルフチューブに回収し，

Laemmli sa皿plebufferを精子ベレットに20μl添加した後，超音波処理により精子を溶解した.

サンプルを100"C， 5分間サーモプロックで加熱し， 10% SDS-polyacylamide gelの各レーンそれ

ぞれに20μ1(1 x 1伊 spermnene)アプライした.タンパク質チロシン残基のリン酸化は

anti-phosphotyrosine antibody (P-Tyr-100， 9411， Cell Signaling， 1:5000)を用いて検出した.

Western Blot出 g法の方法は第三章に準じて行った.

持fMのヰき結

精液を回収後， 800xg， 10分間遠心分離を行い，精子を除去した.分離した精柴に200，000UIl

penic出血Gおよび100μg/mlPMBを添加した.精柴は穆様物と細菌を除去するため， 5"Cで2時間

放置し，その後， 8，000 x g， 30分間遠心分離した.得られた上清みは融解液に添加するまで， -20"C 
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で保存した.

精柴田収用の精液は，液状精液による人工授精で受胎率80%以上，産子数10頭以上の繁殖成績

を示す雄プタから回収した.

実段'lfii!fi

I実験 11 耐凍能の分類 {Good または Poor} とそれぞれの融解後運動率~の関係

実験 1では，雄プタ 20頭を耐凍能の高い個体 (G∞dfreezability; GF)と低い個体(Poor

freezability; PF)に分類した.第二章で用いた凍結手法(冷却時に精柴と共培養)を用いて20

頭の雄プタ精液を凍結し，各雄プタ精液を 3頭の雌プタに人工授精した.3頭の雌プタの内 1

頭でも受胎した精液の雄プタを GFとし，全く受胎が認められなかった精液の雄プタを PFと

定義した.個体の耐凍能を分類後， GFおよびPF個体それぞれにおける融解後運動率を比較し

た.

[実験 21採精直後の精摂除去が凍結融解後の精子連動率.体外および体内における受精能に与

主ゑ皇室

実験 1で分類した GFおよびPF個体それぞれについて，採精直後の精柴除去が融解後の精子

の運動率および受精能を改善可能か否かについて検討した.精子濃厚部を採取後 15分以内に遠心

分離 (800x g， 10分間)にて精柴を除去し，自己の精柴と前処理液を添加したものを対照区 (C;

ControI)とし，前処理液のみ添加したものを精柴除去区(rSP;removal seminal plasma)とした.

両処理区における融解精子の運動率を経時的に測定し，また，体外受精を行った.

精柴を除去して凍結した精子の体内における受精能を確認するため， 44頭の雌プタに

PMSG.hCG処理を施し，人工授精を実施した (C;21頭， rSP; 23頭).同様に液状精液による人

工授精による受胎率も確認した.

【実験 31融解液への精紫添加が融解後の精子機能性および人工授精後の着床および妊娠成立に

及ぼす効果

実験3では，融解液へ精娘を0，5，10および20%(vん)添加し，その融解後の精子運動率，先体損

傷率を測定した.また，至適精衆濃度を添加した融解液を用いて融解精子を人工授精し，その後

の着床部位数および受胎率，さらには一腹産子数，生存産子数などの繁殖性を検討した.
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結果

【実験11雄プタ20頭をGFおよびPF個体に分類する目的で，従来法を用いて20頭の雄プタ精液

を凍結し，各雄プタ精液を3頭の雌ブタに人工授精した.3頭の雌プタの内1頭でも受胎した精液の

雄プタをGFとし，全く受胎が認められなかった精液の雄プタをPFと定義した.その結果， GF個

体が13頭， PF個体が7頭に分類された.GFおよびPF個体それぞれから3回精液を採取し，精子を

凍結保存した.それぞれの融解後の精子運動率はGF個体の精子において，全ての培養時間で有意

に高い値を示した(表1，1h; P<O.01， 3h; P<O.Ol， 6h; P<0.05). PF個体の精子では，融解後1時間

でその運動率はわずか31%であった.したがって， GFおよびPF個体の精子間では，融解後の運

動率に有意な差があることが示された.

【実験2】GFおよびPF個体それぞれについて，採精直後の精柴除去が融解後の精子の運動率お

よび体外受精率に及ぼす影響について検討した.GF個体においては，精柴除去法はわずかに融解

後の精子運動率およびそれを用いた体外受精率を増加させたが，いずれも対照区と比較して有意

な差は認められなかった(表2). しかし， PF個体においては，精娘除去することにより，融解後

の精子運動率を有意に改善した (P<O.Ol).さらに，対照区の精子を用いた体外受精率は26%と低

いものであったが，精柴除去法により作製した精子においては75%へと著しく向上した(P<0.01).

e この結果から，採精直後の精柴除去はPF個体において，融解後の精子の運動率を向上させるため

に必須であることが明らかとなった.

しかし， PMSG.hCG処理を施した雌プタ23頭に精柴を除去して凍結した精子を人工授精した結

果， 3頭しか受胎せず，受胎率はわずか9%であった(表3).雌プタに注入したこれらの精子の運動

率はGF個体の融解精子のそれと同程度の高いものであったことから，運動性以外の精子機能性が

精柴除去することによって変化したと推察した.

そこで，精子capacitationの指標であるタンパク質のチロシン残基リン酸化をanti.t戸os血e

antibodyを用いてWesternBlottingにより検出した.さらに， FITC.PNAを用いた免疫蛍光染色

法にて先体の損傷を判別した.リン酸化チロシンのバンドはおよそ40kDa1寸近と15kDaに検出さ

れた(図1A).40 kDaのリン酸化チロシンパンドは処理区間で差が認められず， 15 kDaに検出さ

れたバンドは，精柴除去法にて作出した精子において陰性コントロールの射出精子および対照区

と比較して強く検出された.このことから， 15kDaのバンド (p15)をcapacitationの指標となる

リン酸化チロシンパンドであると判定した.このバンドが精柴除去法で作出した精子においての

み融解直後から検出されたこと，先体損傷率が融解後の培養1時間で有意に増加した(図1B)こと

から，精柴を除去して凍結する手法は，融解精子において，融解過程で自発的にcapacitationと先

体反応 (acrosomereaction)が生じ，先体が損傷しているため，体内での受精能を失っていると

考えられた.

【実験3】精娘除去法にて作出したPF個体の精子を用いた人工授精の低受胎の原因が，融解後

の精子で起こるcapacitationであると考えられたため，これを抑制することを試みた.精柴は精子
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のcapacitationを抑制する役割があることから，融解液へ精柴を0，5， 10および20%(vl吋添加し

てリン酸化チロシンおよび先体の損傷を検出した.15kDaに認められたバンドの濃さは，精柴濃

度依存的に低下し;10% (vん)の精柴を融解液へ添加することで精子融解後の培養3時間において

もほとんど検出されなかった(図払).また，先体反応誘起率においても，精柴を10および20%

(v/v)添加した融解液で全ての培養時間で有意に低下した(図2B，P<O.Ol).精柴を添加した融解

液を用いて凍結精子を培養した結果，精子運動率は精柴の有無に影響されなかった(図2C).

これらの結果から， PF個体の精子を凍結可能にするため採精直後に精柴を除去して凍結するこ

と，融解後の精子capacitationを抑制するため融解液へ精撲を10%(v/v)添加するという新規凍結

融解処理法 (2ステップ凍結融解処理法)を考案した.この考案した手法がPF個体における凍結融

解精子の人工授精後の繁殖性を向上するか否かを検討した.

PMSG.hCG処理を施した雌プタ47頭に，本手法にて凍結融解したPF個体の精子を注入した結

果，受胎率が9%から70%へと向上し，着床部位数が12.3個(精柴無添加融解液にて人工授精した

場合;9.5個)と液状精液のそれと同等の値であった(表4).さらに，自然発情の雌プタ129頭を用

いた大規模な人工授精試験を実施し， 2ステップ凍結融解処理法による人工授精と従来法(精柴と

共培養して精子を凍結し，精柴無添加融解液を用いた人工授精)の比較を行った.本実験では，

自然発情の雌プタを使用したため，液状精液の人工授精と同様人工授精は1発情あたり3回の人工

授精を実施した.従来法では受胎率42%，総産子数8.3頭，生存産子数7.3頭と非常に低い繁殖性

であったが， 2ステップ凍結融解処理法による人工授精では，受胎率81%，総産子数10.4頭，生存

産子数9.7頭と良好な液状精液を用いた場合と遜色ない繁殖性を示した(表5).

以上の本章の結果から，採精直後に精柴を除去して凍結し，精柴含有融解液を用いて凍結精子

を融解し，人工授精することは，個体間の耐凍能の差を最小限にでき，いずれの個体においても

高い繁殖性が期待できる有効な手法であることが立証された.
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考察

Pursel et al. (1972， 1973)は，プタ精子の凍結において，採取した射出精子を凍結前に数時間，

室温で精柴にさらすと，温度障害に対する抵抗性が上昇し， -5"Cに冷却後の精子運動率および先

体膜正常率が高まることを見いだした.精子を15
0

C"""0"Cへと冷却する過程で，精子膜の構造変化

が起こることが知られている(HinkovskaGalcheva et al.， 1989; Buhr et al.， 1994)_精子膜を構

成するリン脂質の崩壊，~離あるいはコレステロール:リン脂質比の変動が冷却により誘起され

(Plummer and Watson 1985; Muller et al.， 1999; Parks and Lynch， 1992)，その結果，融解後の

精子膜の機能性や運動率の低下が起こると考えられている(Parksand Graham 1992; Bailey et 

al.， 200ω. したがって，精柴の役割として，精子膜の流動性を抑制し，細胞膜の安定化を担って

いるとしづ仮説がある (Carliniet al.， 1997; Arienti， et al.， 1998)_これらの報告から，プタ精子

の凍結前処理には精柴と前培養する方法が一般化されている (Barbasand Mascarenhas 2009)_ 

しかし， Eriksson et al. (2001)は，凍結過程で精子を精撲と20時間共培養すると融解後の精子

運動率が低下するという，上記の仮説に反する結果を報告した.本章の実験2において， GF個体

の精子においては，採精直後の精娘除去は，融解後の精子運動率を低下させず，体外受精におけ

る受精能にも影響を及ぼさなかった.さらに， PF個体においては，精柴除去により凍結融解後の

精子運動率が有意に向上し，これらの精子はGF個体のそれと同等の体外受精能を有していた.精

竣成分は個体間で異なること (Borget al.， 1993)，精柴を除去して異なる個体の精柴と置換して

精子を培養すると精子の運動率は変動することから (Caballeroet al.， 2004)， PF個体の精柴が精

子の正常な凍結を阻害していると考察される.第三章における細菌の病原性破片は原因のーっと

考えられるが，グラム陽性菌のそれを不活化する抗生剤はない.これらの報告と本章の結果から，

プタ精子の凍結過程において，精撲は必要なく，採精直後に精援を除去して凍結することは， PF 

個体の精子を安全にかつ正常に凍結するために必須なプロトコールであると結論づけられた.

しかし，精柴除去して凍結したPF個体の精子を人工授精に用いた時，受胎率は9%と著しく低

い結果であった.融解過程における急激な温度変化 (-196→37"C)は精子膜の構造変化や流動性

を充進し，融解後に大多数の精子に自発的なcapacitationを誘起させる侶泊leyet al.， 2000; 

Watson.， 2000)_この自発的なcapacitationは，冷却や凍結刺激によって起こることから，受精能

獲得様現象 (capacitation-likechange; cryo・capacitation)と呼ばれている.自発的capacitation

を誘起した精子は，その後，先体反応と呼ばれる精子膜と先体膜の膜融合により，先体内の内容

物を分泌させる現象を起こし，卵子と結合する以前に，受精に必要な因子を失っていると考えら

れる σlormanand First 1988).本章における精柴を除去して凍結した精子は，融解直後から

cryo・capacitationを誘起しており，さらに，培養初期で先体反応に起因する精子先体の欠損が起

こっていた.これが原因で融解後の運動率は高いが，子宮から卵管へ移行する過程で受精能を失

ってしまうため，人工授精による受胎率が低かったと推察された.

精柴に曝されている精子は， capacitationが抑制されること ωavis姐 dNiwa， 1974; Kanwar 

et al.， 1979)，精柴にはヒト精子の先体反応を臨書する作用もあること(Cross.，1993)から，融解

液へ精柴を添加することが，凍結融解刺激に起因するcapacitationと先体の損傷を抑制できると仮
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説を立てた.

本章において，融解後に起こるチロシン残基のリン酸化および先体反応に起因する先体の欠損

は，融解液に10%(v/v)の精疑を添加することで効果的に抑制することに成功した.これにより，

PF個体の精子を，融解後の運動率を低下させることなく，かっ，受精能を保持した状態で融解可

能となった.考案した2ステップ凍結融解処理法により凍結・融解した精子を用いた人工授精では，

精娘無添加融解液による人工授精と比較して胎子の着床が促進され，受胎率や繁殖性も大きく改

善された.

Larsson et al.， (1976)は融解液に精柴を添加してプタ精子を人工授精すると，精蝶無添m日融解
液にて人工授精した場合と比較して，卵管内での受精率には影響しなかったが，受胎率が向上す

ることを示した.また， O'Leary et al. (2004)は精柴中に存在するtransforminggrowth factor-s 

(TGF.s)が子宮粘膜に作用し，匪の発生に必要なサイトカインおよびケモカインmRNAの発現を

上昇させると報告した.したがって，融解液への精柴添加は凍結融解精子の体内での受精能を保

持させる以外に子宮にも作用し，妊娠成立を促していると考えられる.

2ステップ凍結融解処理法はPF個体の凍結融解に有効であることが示されたが，精竣成分は個

体間のみでなく，同一個体の射出問あるいは季節でも異なる 03011weinet al.， 2004).そのため，

凍結前にGFとPFに分類することができない.したがって， 2ステップ凍結融解処理法をPF個体の

みでなくGF個体にも適応する必要がある.採精直後の精娘除去はGF個体の融解後精子運動率に

悪影響を及ぼさなかったことから， GF個体においても本手法は実施可能である.実際，全ての雄

個体の精液を2ステップ凍結融解処理法により人工授精した結果，受胎率は81%と非常に高い成績

が得られている.

以上の本章の結果から，採精直後に精撲を除去して凍結し， 10% (v/v)精衆含有融解液で精子

を融解することは， PF個体の精子の体内での受精能を高く保持させる有効な手法であることが示

された(図3).
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要約

プタ個体間で精子凍結に対する耐凍能の違いが存在し，このことが凍結精液による人工授精の

実用化を妨げている.プタ精子の凍結過程において，採精後の精子は精柴と数時間共存し，冷却

することにより，精子膜が安定化する結果，融解後の精子の機能性が向上することが知られてい

る.これらの知見から，プタ精子を凍結する際には，精撲の混在下で凍結する手法が一般化され

ている.しかし，精援にはコレステロール，精子凝集因子 (agglutinin)，pH変動因子など精子機

能性やその凍結を負に制御する様々な因子が含まれている.本研究，第三章においても，精液中

の細菌数は個体毎に差異があること，細菌数が多い個体の精柴にはグラム陰性菌から放出される

LPS (エンドトキシン)が含有していること，精子にはLPSを認識するTLR4(旬ll-likereceptor 4) 

のみでなくグラム陽性菌の病原性破片も認識しうる TLR2も発現し，精子のアポトーシスや運動

率低下を誘起することを明らかとした.すなわち，これら精娘中の精子機能性を低下させる因子

群が，凍結前の精子に作用し，プタ個体間の耐凍能を左右していると考えられる.

そこで，耐凍能の低い個体において，精子の融解後運動率を向上させるには，採精後，直ちに

精柴を除去し，精子を凍結することが必要であると推察し，本章では精子凍結過程における精娘

の有無が融解後の精子運動率および体外受精率に及ぼす影響を検討した.実験 1では，精子を精

柴と共培養して凍結する従来法により凍結し，その融解精子を用いた人工授精の受胎率により 20

頭の雄プタをGF(Good企eezability)およびPF，(Poor企eezabili旬)に分類した.GFおよびPF

個体の間で融解後精子運動率に有意な差が認められたことから， PF個体の凍結融解後の精子運動

率を改善する方策の重要性が示された.実験 2において，採精直後の精柴除去は， GF個体の融

解後精子の運動率および体外受精率に影響を及ぼさなかったが， PF個体においては，これらの改

善が見られた(精子運動率;30.9% vs 64.5%，体外受精率;26.0% vs 74.6%). しかし，精娘除去

法にて作製したPF個体の精子を用いて人工授精した結果，受胎率はわずか9%に向上したにすぎ

なかった.

プタ精子を凍結融解すると，その急激な温度変化により受精能獲得様現象 (cryo・capacitation)

が誘起されることが知られている.一般的に，射出精子において，精柴はその自発的な

capacitation，およびその後誘起される先体反応 (acrosomereaction)を抑制し，体内での受精を

制御している.本章における精柴除去法により作出した精子を用いた人工授精の低い受胎率の原

因は，採精直後に精援を除去して凍結したことで，融解時に精子のcryo・capacitationが過剰に誘

起されたためであると推察された.そこで，実験3では，凍結融解過程において精柴と capacitation

の指標となる精子タンパク質のチロシン残基リン酸との関係について探求した.その結果，精娘

除去法により凍結した PF個体の精子は，対照区のそれと比較して融解直後から強いチロシン残

基リン酸化の濃いバンド(15kDa)が検出された.またこれらの精子の先体損傷率は融解直後で

は対照区と有意な差は認められなかったが，培養 1時間で精柴除去法により作製した精子におい

て有意に増加した(P<O.05).これらの結果から，精摂除去法にて作出した凍結精子は，融解後に

高い運動率を示すが，自発的なcapacitationとARに起因する先体の欠損が誘起されることが明

らかとなり，これらが人工授精後の低い受胎の原因であることが示唆された.
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そこで，これら融解時に起こる現象を抑制するため，融解液へ精柴を添加することを試みた.

融解液へ精柴を 10%(v/v)添加し，精子を融解することで，タンパク質のチロシン残基のリン酸

化およびARに起因する先体の欠損が効果的に抑制可能となった.さらに融解液への精柴添加は

融解後の精子運動率に影響せず，高い値を維持した.以上の結果から， PF個体の精子を凍結する

には，採精直後に精柴を除去して凍結し，融解液へ精援を 10%{vl吋添加して融解する r2ステ

ップ凍結融解処理法Jを行う必要があると考えた.

過排卵処理を施した雌プタを用いて，本手法により凍結・融解した精子を用いた人工授精を行

った.2ステップ凍結融解処理法により作出したPF個体の凍結融解精子を用いることで，人工授

精後の脹の着床が促進され，受胎率は70%へと向上した.養豚の生産現場においては，人工授精

を行う雌プタは，自然発情のものを一般的に使用するため，過排卵未処理の雌ブタに本手法で作

出した精子を人工授精した.その結果，従来法で作製した精子を用いた人工授精では，受胎率が

42%，産子数 8.3頭と著しく低かったが， 2ステップ凍結融解処理法で作製したそれは，雌プタ

64頭と大規模な人工授精試験であるにも関わらず，受胎率81%，産子数 10.4頭と液状精液によ

る人工授精のそれとほぼ同等の高い繁殖性を示した.

以上の本章の結果から，採精直後に精援を除去して凍結し， 10% (v/v)精紫含有融解液で精子

を融解することは，プタ個体聞の耐凍能の差異を解消し， PF個体の凍結融解精子を用いた人工授

精でも十分な繁殖成績が得られる画期的な手法であることが実証された.
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表1.Good freezabilityおよびPoorfreezability個体における凍結融解後精子運動率

融解後精子運動率(%)

培養時間 (h)

分類 3 

GF 69.1 +1-2.0** 48.4+/・3.8**

PF 30.9+/・3.1 16.5+/・3.1

各ブタから3回の繰り返し実験を行い，数値は平均値:t:SEMで示す

GF; n=13， PF; n=7 

合 (P<0.05)，** (P<0.01) 

84 

6 

17.9+1-3.4* 
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表2.採精直後の精柴除去が融解後の精子運動率および体外受精率に及ぼす影響

融解後精子運動率(%)

培養時間 (h) 体外受精率
(%) 

処理区 3 6 

PFC 30.9+/.・3.1a 16.5+/.・3.1a 3.0+/.・1.8 26.0+/.・7.9a

PFrSP 64.5+/.・3.4b 47.1+/.・3.5b 9.6+/.・4.1 74.6+/'・6.5b

GFC 69.1+/.・2.0 48.4+/.・3.8 17.9+/'・3.4 73.9+/'・2.6

GFrSP 73.3+/'・5.8 54.5+/'・4.7 24.1+/.・5.5 78.9+1-3.5 

各ブタから3回の繰り返し実験を行い，数値は平均値::!:SEMで示す

GF; Good Freezability (耐凍能の高い個体)， PF; Poor Freezability (耐凍能の低い個体)

C; Control， rSP; Removal Seminal Plasma (精援除去法)

GF; n=13， PF; n=7 

a.b.同一欄肉の異なる文字聞に有意差有り (P<0.01)
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表3.耐凍能の低い個体における精柴除去法の受胎率への影響

処理区

液状精液

PFC 

PFrSP 

人工授精に用いた

雌プタの頭数

15 

21 

23 

人工授精はeCG-hCG処理した雌ブタに1田行った

人工授精は頚管注入用のカテーテルで行った

PF; Poor Freezability (耐凍能の低い個体)

C;従来法.rSP;精柴除去法
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受胎率%
(受胎頭数/人工授精頭数)

80(12/15) 

0(0/21) 

9(2/23) 



表4.精築含有融解液を用いた人工授精の受胎成績

処理区

液状精液

PFrSP 

PF 
2ステップ
凍結融解処理法

人工授精に

用いた雌プ

タの頭数

15 

23 

47 

受胎率
% 

{受胎頭数/人工授精頭数)

80(12/15) 

9(2/23) 

70(33/47)* 

人工授精はeCG-hCG処理した雌ブタ!こ1田のみ行った

人工授精は頚管注入用のカテーテルで行った

着床部位数1

12.3+/・0.6

9.5+/・1.8

12.3+/・0.6*

PF; Poor Freezability (耐凍能の低い個体)

1 1頭あたりの雌ブタの子宮内着床部位数

rSP;精衆除去法

* PFrSPとPF2ステップ凍結融解処理法の両区間で有意差有り(P<0.05)
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表5.2ステップ凍結融解処理法で作製した精子の人工授精におけ
る繁殖成績

処理区
人工授精に用
いた雌プタの
頭数

受胎率

% 総産子数1 生存産子数
{受胎頭数/人工授精頭数)

液状精液 140 81(114/140) 

従来法 65 42(27165) 

2ステップ
凍結融解処理法

64 81 (52/64). 

人工授精は自然発情の雌ブタに3回行った

人工授精は頚管注入用のカテーテルで行った

1死産または白子を含め.ミイラおよび黒子は除いて算出した

10.9+1・3.1

8.3+1・3.3

10.4+1・3.3

.従来法と2ステップ凍結融解処理法の両区間で有意差有り (P<0.05)
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9.7+1-3.3 



A 

I PF (Poor Freezabilify) 

P司 actin
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出
~ 20 
士民

10 

。
F C rSP F C rSP F C rSP 

。 3 

培養時間 (h)

図1.凍結過程の精柴の存在が融解後精子のタンパク質チロシン残
基リン酸化および先体反応に及ぼす影響

A;既存法 (Iane;2， 5， 8， 11)，精紫除去法 (Iane;3， 6， 9， 12)，陰性コ
ントロールとして射出直後の精子(Iane;1，4，7，10) 

F;射出精子(陰性コントロール)，C;従来法，rSP;精紫除去法

帥 (P<O.01)
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O 
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1 3 
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図2融解液への精築添加が凍結融解精子のタンパク質チロシン残
基リン酸化，先体反応および運動率に与える影響

A;精策0%(Iane; 1，5，9). 5%(lane; 2，6，10). 10% (Iane; 3， 7，11). 
20% (Iane; 4， 8， 12) 

PF; Poor Freezability (耐凍能の低い個体)rSP;精紫除去法

* (P<0.05)， ** (P<0.01) 

90 



凍結処理 融解処理

採精 融解 (600C，85) 

精援 前処理液1I cr> 句
" スト口

遠心分離(800xg，10min) 

精柴除去
モデナ液

150C ~ 50C 10%精紫を添加したモデナ液

前処理液 一+ 12 人工授精精子濃度

遠心分離(800xg，10min) 

凍結用希釈液mNSF-1/22の添加

↓ 
凍結保存

図3.2ス子ップ凍結融解処理法の概要

採精後15分以内に精紫除去し、凍結用希釈液mNSF1/2を用
いて凍結する。 10%(v/v)精援を添加した融解液を用いて人

工授精を行う

1 100μg/mIPMB添加前処理液を用いる

2mNSF-1 ; NSF-1希釈液の浸透圧を400m05m/kgIこ調整

し，100μg/mlのPMBを添加したもの.mNSF-2はmNSF-1
!こ1.5%のOEP及び4%のglycerol(最終glycerol濃度2%)
を添加したもの

3液状精液による人工授精で80%以上の受胎率を示す雄

ブタから採取した
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第五章:動物由来物質を含有しない完全合成融解液の開発

序論

現在，我が国の養豚業では，自農場の生産性を改善するため，あるいは，消費者へ安心・安全

な畜産物を供給するため，特定疾病フリー農場 (SPF;Specific pathogen企ee)が急増している

(日本 SPF豚協会規則).SPFとは， トキソプラズマ，豚赤痢，オーエスキー，マイコプラズマ，

萎縮性鼻炎の 5つの細菌性・ワイルス性疾病に感染していないことをいう(日本 SPF豚協会;

ht旬:lIwww.j.spf.com!).さらにはSPFに定められてはいないが，近年感染が拡大し，流産，異常

出産および子豚発育異常などによる経済損失を増加させている豚繁殖・呼吸障害症候群(PRRSV)， 

サーコウイルスE型(PCV2)あるいはパルボ(PPV)などのワイノレス感染も重篤な問題である

(山根ら， 2009; PRRSコントロール事例集， 2007).これらのウイノレスが感染したプタにおいて，

精液中にもワイルスが検出されることから(Kim.et a1.， 2003; Guerin and Pozzi， 2005)， SPF農

家は非感染農場のみからプタ個体や精液を導入するという制約が生じている.

第四章において，融解後に誘起される自発的なcapacitationと先体反応仏却を抑制するため，

融解液へ精援を添加することの有効性を示したが，この開発技術はSPF農家をはじめ，高い衛生

環境を維持している農場において疾病を蔓延させる恐れがある.

また，精柴を融解液へ添加するためには，精柴を得るために多くの雄プタを繁用する必要があ

ること，精柴成分は季節毎，個体毎によって大きく変動すること(Muraseet a1.， 2007)から精衆

含有融解液の性質を安定化させることが困難である.このようなことから，全ての農場で安定的

かつ安全に使用可能にするためには精柴の正の作用を示す因子を同定し，融解液に精柴を添加せ

ずとも，同等の機能を有する完全合成融解液の開発が求められる.

前章において，精柴には凍結融解直後に起こる自発的なcapacitationとARに伴う先体損傷を

抑制する役割があることを明らかとした.capacitationは精子細胞内の Ca2+の急激な増加によっ

て誘起される(Arnoultet al.， 1999; Baldi et al.， 2000).この細胞内 Ca2+の上昇は，細胞外から

のCa2+流入が初期の引き金となると考えられている(Trevinoet a1.， 2004; Wennemuth et a1.， 

2000). この流入した Ca2+は， phospholipase C (PLC)を活性化し， phosphatidylinositol 

4， 5.biphospha旬(PIP~ を加水分解し， inositol 1，4，5-trispho叩hate(IP3)と diacylglycerol

ωAG)を産生し，精子細胞内の Ca2+ストア(貯蔵庫)から Ca2+を放出させ，精子内の Ca2+はさ

らに増加する (Dominoand Garbers， 1988).したがって，精子の凍結融解過程において，精子細

胞膜が損傷し， Ca2+チャンネル非依存的に過剰量の Ca2+が細胞内へ流入し，その結果，

capacitationが誘起されていると推察される.しかし，プタ凍結融解精子の細胞内 Ca2+と

capacitationに関する知見は非常に乏しい.したがって，これらの関係を明らかとし，それを抑

制する方法を考案することが完全合成融解液の開発に必要であると考えた.

そこで，第五章では，融解後の精子capacitationおよびARによる先体損傷を完全に抑制し，

人工授精においても高い繁殖成績を示す完全合成融解液の開発を目的とした.実験 1では， Ca2+ 
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含有培地あるいは Ca2+および精娘含有培地で凍結融解精子を培養し，融解時における

capacitationおよび先体損傷がCa2吋こ起因するものか否かを検討した.また，実験2は.Ca2+1こ

高い親和性を示す 2価イオンキレート剤であるグリコールエーテルジアミン四酢酸

(EGTA;O，O・Bis(2-aminoethyI)ethyleneglycol-~~~Nιtetraacetic acid)が細胞内Ca2+上昇を

抑制するか，さらには.capacitationを抑制しうるかを探求し，融解液へ添加する至適EGTA濃

度について検証した.実験3では，精柴含有融解液と精柴無添加EGTA含有融解液をそれぞれ用

いて人工授精を行い，卵管内受精率および人工授精後30日齢の着床率を比較検討した.
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材料および方法

精子の運動率および先体膜損傷率の測定，体外受精，人工授精および受胎率と着床率の算出お

よび統計処理は第二章と同様に行った.精子のタンパク質チロシン残基リン酸化の検出と培地に

添加する精柴の準備は第四章に準じて行った.

プヲ

大分県農林水産研究センターにて飼養しているランドレース，大ヨークシャーおよびデュロッ

クの雄プタ(12"'36ヶ月齢)10頭を用いた.人工授精を行うための雌プタはランドレース種(12

"'36ヶ月齢)を使用した.種プタのワクチンプログラムは第二章に従って実施した.

清子の拶菱

本章実験1の精子capacitationおよび先体膜損傷に及ぼすCa2+の影響の検討は，凍結精液を精

子濃度1X1伊 sperm/mlとなるようにCaChを含有あるいは不含mTBMで希釈し，精子をイン

キュベーター内で培養した.

Ca2+キレート剤EGTAの精子capacitationおよび機能性に及ぼす影響の検討は，基礎融解液と

してModenasolutionを用いた.Modena solutionに各濃度のEGTA(WAKO)を加え， 1Nの

NaOH(WAKO)でpH7.0"'7.2に調整した.

清子のおす11flliJ!K方法

精子の凍結方法には，第四章までに得られた手法を総括し，以下の方法を用いた.

① 採精直後に精柴を除去した.

② 100μg/mlのPMBを添加した前処理液で精子を処理し， 15"Cに冷却した.

③ 凍結用第一希釈液mNSF.1は浸透圧400mOsmlk.gの高張条件にした.

④ 凍結用第一希釈液mNSF-1に100μg/mlのPMBを添加し，精子を 5"Cまで冷却した.

⑤ 凍結用第二希釈液mNSF.2の最終glycerol濃度を2%にし，精子を凍結した.

凍結精液の融解方法は第二章と同様に行った.

精子細沼'f'yCa2+のお1iJ

凍結精子を最終濃度1X1伊 sperm/mlとなるようにModenasolutionで融解し，細胞内Ca2+検出

の30分前に，DMSOで希釈した細胞内Ca2吋旨示薬であるFluo・3/AM(CALBIOCHEM， 10s Angels， 

CA)を最終濃度5μMとなるように精液へ添加し，さらに.Pluronic F-127 (Invitrogen)を1凶

加えた融解精液を30分間暗室でインキュベート (38"C)した.培養後.800x g， 1分間条件で遠心

分離し， Modena solutionで再懸濁し，精子に付着した過剰なFluo・3/AMを洗浄除去した.精子の

洗浄を2回行った後，以下のとおり蛍光顕微鏡あるいはマイクロプレートリーダーで細胞内Ca2+

を検出した.

蛍光顕微鏡を用いた精子細胞内Ca2+の局在観察
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Modena solutionで再懸濁した精液をスライドガラスに5μl滴下し，その上からガパーカラスを

乗せ， G2-Aフィルターを選択した蛍光顕微鏡で観察した.

・ マイクロプレートリーダーを用いた精子細胞内Ca2+レベルの測定

Modena solutionで再懸濁した精液を， 96穴マイクロプレートの各ワェルに200μ1ずつ分注し，

488nmの蛍光波長に設定したオートリーダー侶ankoJunyaku; MR-580， Ibaraki， Japan)を用

いて精子細胞内Ca2+レベルを測定した.

l/f'lfp守宏持苦手の算出

50X1伊 sperm/50mlの精液を第二章と同様に， PMSG-hCG処理を施した雌プタへ人工授精で

子宮内へ注入後， 7日目で雌プタを食肉公社へ出荷し，生殖器(卵巣・卵管・子宮)を回収した.

子宮内液が漏れ出ないよう卵管子官接合部と子宮頚管を釦子で止めた生殖器を， 30分以内に実験

室に持ち帰った.パノレーンカテーテル σujihira)を卵管子官接合部から挿入し，滅菌したPBSを

子宮内へ注入した.注入したPBSを子宮頚管接合部側から全量回収した.回収したPBSを800xg，

20分間条件で遠心分離し，上澄みを除去後，座数をカウントした.また，同一個体の卵巣の黄体

数もカウントし，卵管内受精率=子宮内座数/黄体数X100で算出した.

持手Sぎやすイf;ウイン・ナモ;/Jインの府静宮殿r;Jf!lf(Membrane cyωk血earray)

プタ血柴と精旋中のサイトカイン・ケモカインの分泌パターンを比較するため，血柴と精援を

回収した.血液の採取および血柴，精柴の回収は第三章第一節に従って行った.サイトカイン・

ケモカインの検出は， Proteome Profiler™ Array Human Cytokine Array Panel A (R&D 
Syste皿s;ARY005， Minneapolis， MN)を使用した.以下にその手順を示す.

1. 2 mlのblockingbuffer (buffer 4)が入った4ウェルに各種抗体がコーテイングされたメンプ

ランを1時間浸した.

2. 0.5 mlのbuffer4に0.5mlの血柴または精柴サンプルを添加した後， 0.5mlのbuffer5を加え，

合計1.5mlのサンプル混合液を調整した.

3. 15μlのantibodydetection cocktailをサンプル混合液へ添加し， 1時間室温で反応させた.

4. メンプランからbuffer4を除去後，サンプル混合液を浸し， 5"Cで12時間反応させた.

5. Wash buffer にて，メンプランを30分間洗浄し， buffer 5で希釈したStreptavidin-HRPを1.5

mlメンプランに滴下し， 30分間室温で放置した.

6. 行程5と同様に洗浄後， ECLを用いて第三章第一節のWesternBlotting法に準じて検出した.

持手提'pコノルチ〆ーノルのおIif(Enzyme Immunoassay: EIAノ

EIAを用いたコルチゾール濃度はYoshida et a1. (2005)に従って測定した.試験管に50μ1の超

純水， 50μ1の精柴，および3mlのジクロロメタンを入れ， 30分間ボノレテックスミキサーで混和し

た.エパポレーターにて乾燥させた後， assay buffer (0.05 Mホウ酸溶液に0.2%(w/v) BSA 

(Sigma)と0.1mg/mlのthimerosal(Sigma)を添加し， 1NNaOHでpH7.8に調整した)にて溶解

した_cortisol (Sigma)のスタンダード溶液は0，0.4， 1.2，3.7， 11.0，33.0， 100， 10000 ng/mlの濃度

95 



となるようにassaybufferを用いて調整した.50μIのスタンダードあるいは精柴サンプルを

anti'rabbit goat antibody aCN Biomedicals Inc)をコーティングした96穴プレートに分注し，

さらに， assay bufferで40，000倍希釈したanti'cortisol'3CMO・BSAIgG (Cosmo Bio， Tokyo， 

Japan)および100，00例吾希釈したHRP'cortisolconjugate (Cosmo Bio)をそれぞれ50μ1ずつ分

注し 2時間室温で反応させた.反応後， PBSで2回洗浄し，発光液 (0.5mg/ml 

0・phenylenediamine，0.2 M ci位icacid， 0.01% H200を1ウェルあたり150μlずつ注入し， 30分

間室温でインキュベートした.50μIの6Nsulfuric acid (H2S04)により，反応を停止させた.マ

イクロプレートリーダー (Tosho，MPR'A4i， Tokyo， Japan)の波長を492nmlこ設定し，吸光度を

測定した.

子'$Cf守S血球裁の'iff!lJEとその窟のs1JE

PMSG.hCG処理を施した雌プタに人工授精を実施した後，雌プタを食肉公社へ出荷し，屠殺直

後の生殖器(卵巣・卵管・子宮)を回収した.子宮内の白血球をPBSで還流した.子宮内液が漏れ

出ないよう卵管子官接合部と子宮頚管を鮒子で止め，卵管側からバルーンカデーテルを挿入し，

片側子宮角へ50mlずつPBSを注入した.十分に子宮内液を撹持した後， PBSを全量回収した.回

収した白血球含有PBSを実験室に持ち帰り，血球計算版 σuj出ira)にて白血球数をカウントした.

また，白血球の種類を同定するため，ギムザ染色を行った.回収した白血球をスライドグラス

に塗沫し，風乾させた後， 99%メタノール (WAKO)で1分間固定後，蒸留水で20倍希釈したギム

ザ染色液 (WAKO)を滴下して20分間放置した.その後，水で洗浄後，風乾させ，倒立顕微鏡

(OL YMPUS， Tokyo， Japan)で観察した.白血球の分類はスタンダード検査血液学(奈良ら，

2003)に従って行った.

子8:福原や$iII1.求訴のiff!lJ.吉とその者の's1JE

PMSG.hCG処理を施した雌ブタに人工授精を実施した後，雌プタを食肉公社へ出荷し，屠殺直

後の生殖器(卵巣・卵管・子宮)を回収した.黄体が形成されていることを確認した子宮のみを供

試サンプルとした.子宮間膜側を切開し，子宮間膜と反対側の着床部位を切り出し， 10%中性緩

衝ホルマリン (WAKO)に浸漬・固定した.常法に従い，固定液の除去，脱水，脱アルコール，

パラフィン浸透，パラフイン包埋後，ミクロトームを使用して約3μmの薄切片を作製した.その

後，脱パラフィン，染色，脱水・封入の手順でHE染色(ヘマトキシリン・エオシン染色)を行っ

た.

子宮(検体)を粘膜内，固有層内，筋層内に分類し，各検体のそれぞれの部位を無作為に写真撮

影した (5視野).それぞれ1視野ごとの好中球，好酸球， リンパ球をLuminaVision (阻TANI

CORPORATION， Tokyo， Japan)を使用してカウント(血管内および子宮腺内は除外した)し， 5 

視野の平均をとり， 1mm2あたりの細胞数を算出した.

実験2では，精柴含有融解液と精柴無添加EGTA融解液を用いて人工授精を行い，卵管内受精率お

よび人工授精後30日齢の着床率を算出した.

96 



$M針E

I実験 1) 精子融解後に起こる caoacitation に及ぼす Ca2+~精摂の影響

溶液中の Ca2+が精子融解後の capacitationに与える影響を検討するため，融解精子を Ca2+

添加あるいは無添加培地で培養し，融解後の精子のタンパク質チロシン残基のリン酸化および

先体の損傷を検出した.また.Ca2+含有培地に精摂を 10%(v/v)添加し，融解後の精子に起こ

るcapacitation.Ca2+と精柴の関係を追求した.

I実験 2)細胞外 Ca2+キレート剤 EGTAが融解後の精子細胞内 Ca2+および精子機能'性に及ぼす

髭饗

Ca2+キレート剤である EGTAと細胞内Ca2+レベルおよび.capacitationへの影響について検

討すると共に，融解後の精子運動率，先体膜損傷率および体外受精能を指標に融解液へ添加す

る至適EGTA濃度について検討した.

I実験3)EGTA含有融解液を用いた人工授精試験

実験3では，実験1で得られた至適濃度のEGTA添加あるいは無添加融解液を用いて凍結精液

を人工授精し，体内における受精能を卵管内受精率および着床率を算出することで比較評価した.

さらに，第四章で開発した.2ステップ凍結融解処理法を利用した人工授精も実施し，その受精

能と比較検討した.
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結果

【実験 1】凍結精液を Ca2+が含有した皿TBM培地で融解すると，培養 1時間でcapacitation

の指標となるタンパク質のチロシン残基のリン酸化バンドが分子量 15kDa付近に強く検出され

たが， Ca2+無添加mTBM培地で融解した凍結精液のそれは弱い傾向であった(図 1A).また，こ

のCa2+1こよって促進されたリン酸化は，培養液へ10%(v/v)の精柴を添加することで完全に抑制

されたことから，融解時の精子に起こる capacitation(cryo・capacitation)はCa2+1こより制御され，

かっ精撲が何らかの作用により Ca2+の流入を抑制している可能性が示された.融解後の精子先体

膜損傷率は， Ca2+添加培地で培養した精子において，全ての培養時間で有意に増加した(P<O.Ol，

図1B).

[実験2】細胞外Ca2+キレート剤EGTAを0，3，6および9mM添加した融解液を作製し，そ

れぞれの融解液で培養した精子のタンパク質のチロシン残基のりン酸化を検出した結果， 6mM  

のEGTAを添加して培養した時，バンドの濃さは著しく低下した(図2).また，これらの融解精

子の細胞内Ca2+レベルは， EGTA無添加融解液で培養した精子のそれと比較して有意に低下して

いた(図 3B).EGTA無添加融解液で培養したコントローノレ精子においては，融解直後から中片

部および頭部に強い細胞内 Ca2+シグナルが検出されることが細胞内 Ca2+指示薬である

三 Fluo.・3/AM..を用いた実験により明らかとなったが， 6mMのEGTAを融解液へ添加して培養した

精子においては，これらのシグナルが培養6時間においてもほとんど検出されなかった(図3A).

融解液へのEGTA添加が，融解後精子の運動率，精子膜損傷率および体外受精能に及ぼす影響

を明らかとするため，各濃度のEGTA添加融解液で精子を培養した.その結果，融解後精子運動

率および先体膜正常率は6mMのEGTAを添加して培養した時，他の処理区と比較して有意に上

昇し(図 4)，体外受精における受精率も有意に高い値を示した但GTA0 mM; 58.6%， EGTA 6 

mM; 72.0%， P<0.05，図 5). これらの結果から，融解後の精子capacitationを抑制し，精子機能

性を高く維持するため，融解液へ添加する至適EGTA濃度は6mMであることが明らかとなった.

【実験3】過排卵処理した雌プタに 1回の人工授精を実施し， 6 mM  EGTA含有融解液を用い

た人工授精の体内における受精能を検討した結果， EGTA無添加融解液を用いた人工授精と比較

して卵管内受精率は有意に上昇し (33%vs 82%)，その値は 10%(vl吋精柴が含有した融解液を用

いた人工授精 (2ステップ凍結融解処理法)のそれと同等の値であった(表1).また，その受胎率

も2ステップ凍結融解処理法を利用した時の値を上回り， 90%と高い受精能を保持していること

が明らかとなったが，胎齢 30日目の胎子の着床率が 51%と2ステップ凍結融解処理法による人

工授精の胎子着床率と比較して有意に低くかった.さらに，着床した胎子においても，退行ある

いは白血球による食食が見られ，多くが死滅していた(図 6). これらの結果から，精柴を注入し

ないEGTA融解液による人工授精では，子宮内の細胞性免疫機能が高まり，その結果，底や胎子

が食食作用を受けると考えられた.すなわち，精柴には細胞性免疫を抑制する作用があり，子宮

内の免疫系を制御していると推察された.
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そこで，精柴中の免疫抑制因子を同定するため，細胞の免疫機能調節因子であるサイトカイン・

ケモカイ-ンおよびステロイドホルモンの一種であるcortisolに着目して検出を試みた.Membrane 

cytokine arrayを用いた網羅的解析の結果，精娘中から免疫機能に関係する因子として，阻F

(macrophage migration inhibitory fac旬r)および血旬rleukin-13QL-13) ， IL-17が検出された

(図7).またcortisolにおいても，精柴中に0.92ng/ml濃度で存在することがEIAにより明らか

となった(表 2).凍結精液の実用化にあたって，サイトカインは高価で不向きなため，本章では

安価なcortisolの免疫抑制作用に着目した.

次に，融解液への cortisol添加(総注入量5μg)が子宮内の免疫能を抑制可能か否かを検討す

る目的で，人工授精後の子宮内腔白血球数を指標に測定した.人工授精後6時間の子宮内白血球

数は，液状精液， cortisol無添加および添加凍結融解精液いずれを注入した処理区間でも有意な差

は認められなかったが，人工授精後 24および48時間後において， cortisol無添加凍結融解精液

を注入したそれは有意に高い値を示し，子宮内へ cortisolを注入することでこれらは液状精液と

同水準まで低下した(図 8A).また，その白血球は，多核白血球 (PMN;polymorphonuclear 

leukocyte)が子宮腔内白血球の9割を占めていた(図8B，C). さらに，子宮粘膜層および固有層

に出現するリンパ球の単位面積あたりの数は，人工授精処理区間で有意な差はなかった.しかし，

凍結精液 (cortisol添加，無添加両区)を人工授精した時の子宮粘膜固有層の好酸球は，液状精液

を人工授精した時のそれと比較して，人工授精後48時間および7日目共に有意に高く，融解液中

有のcortisolの有無はこれらに影響を及ぼさなかった(図9).

融解液への cortisol添加は，子宮腔内の白血球数を減少させ，細胞性免疫能を抑制させること

が明らかとなったことから，自然発情中の雌プタへEGTA+cortisol含有合成融解液を用いて凍結

融解精液の人工授精を行い，その繁殖成績を算出した.その結果，着床率は 83%へと改善され，

受胎率および一腹産子数もそれぞれ91%，8.5頭と精柴を添加した2ステップ凍結融解処理法によ

り凍結融解した精液を人工授精した時のそれと遜色ない結果であった(表 3).また，ステロイド

ホルモンを使用することから，胎子への安全面が懸念されるが，分娩した子豚の 1週齢平均体重

は両処理区間で有意な差はなく，子豚の発育・形態共に異常は認められなかった(図 10).
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考察

精子は凍結刺激のみでなく，融解時の急激な温度上昇においても，その膜の構造変化が起こる

ことが知られている但enryet al.， 1993; De Leeuw et al.， 1990).それらには，細胞膜リン脂質・

コレステロールやタンパク質の損失 (Plummerand Watson， 1985; Muller et al.， 1999; Parks 

and Lynch， 1992; Ollero et al.， 1998)，さらには，通常の体細胞膜の脂質二重層ではほとんど起

こりえない細胞質側のリン脂質が細胞外側へと露出する現象などが報告されている(Penaet al.， 

2003). これらの細胞膜構造の崩壊が，精子細胞膜の損傷として電子顕微鏡で観察されている

(Cour旬nset al.， 1989; Bwanga et al.， 1991).本章において，融解液へのEGTA添加は，精子細

胞内Ca2+上昇，タンパク質のリン酸化および先体膜損傷を抑制したことから，細胞外Ca2+の細胞

内への流入がcryo・capacitationおよびAR誘起に密接に関与していることが示された.上記の報

告と本章における結果から，通常では， Ca2+チャンネルを介してのみ細胞内に流入する細胞外

Ca2+が，凍結融解後の精子においては，精子融解刺激による膜の損傷により，細胞内へ流入し，

cryo・capacitationおよびARを誘起していると考えられた.融解液へのEGTAの添加は，第四章

の融解液への精娘添加による作用を代替し，これらを抑制する有効な手法であることが明らかと

なった.

本章において， EGTA添加融解液で凍結精子を培養すると，融解後の先体膜正常性，高い運動

率が維持された.プタ凍結精子の融解液には， 2価イオンをキレートする EDTAが含まれている

(Ya皿aguchiet al.， 2009). しかし， EDTAはCa2+1こ対する親和性はEGTAと比べて低く，溶液

中の Ca2+を完全にキレートするためには，高濃度添加する必要がある.この高濃度のEDTAは，

Ca2+をキレートすると共に， Zn2+， Mg2+などの他の二価イオンも同時にキレートする.Zn2+， Mg2+ 

は精子の運動能に関与している伽agnuset al.， 1990)ことから， Ca2+への親和'性の高いEGTA

により Ca2+のみをキレートすることが重要であると推察された.

本章における体外受精の結果から，凍結融解精子をEGTA処理すると，その受精能は向上した

ことから， EGTAにより抑制されていたcapacitationは受精時に可逆的に誘起され，正常に受精

できることが明らかとなった.また，人工授精においても，その体内における受精能は高かった.

しかし，匪の着床が阻害され，着床した胎子は免疫細胞による食作用を受けていた.

人工授精後に子宮内に遊走される白血球は，子宮腔内に残留した死滅精子を食食し，子宮環境

を整える役割がある伽at也ijset al.， 200ω.一方， Rozeboom et al. (1998， 2001)は，これらの

白血球が精柴存在下では人工授精後24時間以内に消失することを報告した.また，マウスおよび

ヒト精柴には，種々のサイトカイン・ケモカインや抗炎症性ステロイドホノレモンなどが含まれて

いることが示されている(Politchet al.， 2007; Gopichandran et al.， 2006; T紅白ret al.， 1986). 

したがって，精柴中の免疫抑制因子が，人工授精後の精子が抗原となって起こる細胞性免疫能を

抑制し，匪が子宮へ到達した時にはその免疫力は低下し，白血球による腔への攻撃を抑制してい

ると考えた.したがって， EGTAを添加した合成融解液による人工授精では，受精率は高いが，

着床率が低いと推察された.しかし，プタ精柴中の免疫抑制因子とその機能については明らかと

されていない.本章において，炎症性サイトカインとして， MIFおよびIL-17が検出された.こ
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れらは，異物である子宮内の精子を排除するために免疫細胞を子宮内へ誘引させると考えられた.

一方，精柴中の免疫抑制因子としては， IL-13とcortisolが同定され，人工授精時の精子と cortisol

の同時注入は，子宮腔内に遊走される好中球数を有意に低下させた.また，これらの子宮腔内好

中球の動態は，液状精液を人工授精した時と類似していた.cortisolは prostagrandin{PG)， 

leuko位ieneなどの炎症性物質を阻害する(Durham.，1998)他，細胞質に局在する glucocorticoid

recep加r(GR)に結合し，核内へ移行後， NF-rl3 responsive elementを負に制御することで炎症

性サイトカイン(J1-1βH宮H・5， 11・6など)遺伝子の転写を抑制する.さらには，抗炎症性サイト

カイン遺伝子 (Lip町ortin，Il-1R an臼'gonist， 11(~β を転写させることで，初期自然免疫の際に遊

走される好中球などの白血球遊走を阻害する(DeBosscher and Haegeman， 2009). しかし，本

章において， cortisolの有無に関わらず，凍結精液を人工授精した子宮粘膜固有層においては，液

状精液を人工授精した場合と比較して，好酸球が増加していた.好酸球は， histamine， 

prostagrandin {PG)， leuko位ieneなどを，細胞表面に存在するレセプターで感受し，特殊頼粒を

分泌することで細胞障害性を示すことが知られている(Dumitra号cu，1996; Lane and Lee， 1996; 

Katsanos et al.， 2008)_また，子宮粘膜中には histamineを分泌するマスト細胞も存在する

(Kaeoket et al.， 2003)ことから，好酸球による伍への影響が懸念される.本章で同定されたIL-13

は主にヘノレバーT細胞 (Th2細胞)から分泌され，単球に作用することで，炎症性サイトカインの

分泌を抑制することが報告されている (Terabeet al.， 200心ことから，精娘中のIL-13が子宮粘

膜中の好酸球遊走に関与していると推測される.本章では，ヒト抗体のサイトカインアレイによ

り検出しているため，これらの結果を基にプタ抗体を用いて精柴中 IL-13を含めた免疫抑制サイ

トカインを同定し，それを子宮内へ注入する検討を今後行う必要がある.しかし，自然発情中の

雌プタへの EGTA+cortisol含有合成融解液を用いた凍結精液の人工授精により，着床率は 83%，

受胎率 91%へと高い繁殖性をもたらすことに成功したことから， cortisolが主に子宮環境を着床

可能な状態へと変化させる精柴内因子であることが示された.

ステロイドホルモンである cortisolの注入は，胎子と母体へ副作用を及ぼす懸念があるが，子

宮へ注入するコルチゾール量は，プタの炎症の治療時に投与する量に比較して 1110，000程度であ

り，精柴に含有する量と注入量が同程度であること，かっ， cortisolは代謝分解が早いこと，産子

の一週齢平均体重，その後の発達も正常であることから，本融解液を用いた人工授精は安全面に

おいても影響はないと考えられる.

以上のことから，融解後精子のCa2+1こ起因する cryo・capacitationおよびARを抑制する EGTA

と人工授精後の細胞性免疫を低下させ，庄の着床を促進させる cortisolを添加した完全合成融解

液による凍結精液の人工授精は，高い繁殖成績を示し，産業上においても充分使用に耐えられる

技術であることが示された.
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要約

第四章において，凍結融解後の精子cryo・capacitationおよびARを抑制するため，融解液に精

柴を添加する 2ステップ凍結融解処理法を開発した.これは，液状精液による人工授精と同等の

高い繁殖成績を示すが，精柴中には細菌あるいはウイルスが存在するため，伝染性疾病を招く危

険がある. したがって，全ての農場で使用可能な凍結精液による・人工授精技術とするためには，

精柴を含まない完全合成融解液を開発することが望まれる.融解液へ添加する精柴は，融解後の

精子cryo・capacitationとARを抑制することを第四章において明らかとした.精子capacitation

は， HC03・やCa2+などが細胞内へ流入し，精子細胞内Ca2+が増加することで起こると考えられて

いる.しかし，凍結融解後に起こる capacitation誘起と Ca2+の関係は詳細には明らかとされてい

ない.そこで，本章では，Ca2+が融解後精子の細胞内Ca2+とcapacitationに及ぼす影響を解明し，

それを抑制する完全合成融解液を開発することを目的とした.

培地中への Ca2+添加が cryo・capacitationに及ぼす影響を検討した実験 1では， Ca2+は

cryo・capacitationを促進し，これらの作用は精柴によって完全に抑制された.この結果から，

cryo・capacitationにCa2+が関与している可能性が示唆されたため，実験2では，細胞外Ca2+キ

レート剤である EGTAの効果について検討した.融解液へのEGTA添加は，融解後の精子細胞内

Ca2+濃度上昇を抑制し，タンパク質チロシン残基のリン酸化も検出されなかった.これらの精子

は，長時間の培養においても高い運動率，先体膜正常率を示L，体外および体内の受精能も高く

保持していた.しかし， EGTA合成融解液を用いた人工授精では，胎子の着床が阻害され(着床

率51%)，着床した胎子においても，白血球による食食を受けていた.第四章で，精柴は圧の着床

を促進することが示されたことからも，精柴には免疫抑制因子が存在し，これらが精子により遊

走された白血球による圧の食食を防ぐと仮説を立てた.

精柴中のサイトカイン・ケモカインの網羅的解析およびステロイドホルモンの検出の結果，免

疫抑制因子の候補として IL-13とcortisolが同定された.本章では，強い免疫抑制作用を示し，

かっ安価である cortisolに着目し，子宮内におけるその機能を解析した.融解液への cortisol添

加は，凍結精液を人工授精後 24および 48時間の子宮腔内白血球(多核好中球)数を有意に抑制

し，液状精液を人工授精した時の子宮内白血球数の変化と類似していた.さらに， cortisol含有融

解液で人工授精した時の繁殖成績は，着床率が 83%，受胎率が 91%と実用化レベノレへと改善され

た.

以上の結果から，融解後精子の Ca2+1こ起因する cryo・capacitationを抑制する EGTAと子宮内

の細胞性免疫を低下させ，匪の着床を促進させる cortisolを添加した完全合成融解液の開発に成

功し，人工授精で高い繁殖成績が得られることが明らかとなった.
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表1.EGTA含有融解液にて融解した精子を用いた人工授精における体内の

受精能

処理区
人工授精に用いた 卵管内受精率

雌ブタの頭数 (%) 

Control 23 33+/・8.3

EGTA 10 82+1-8.8* 

SP 12 82+/・6.2*

人工授精はeCG-hCG処理した雌ブタ!こ1回のみ行った

人工授精は頚管注入用のカテーテルで行った

EGTA; 6"mM EGTA， SP; Seminal plasma (精援注入区)

着床率;人工授精後30日齢の子宮内着床部位数/黄体数

受胎率;受胎頭数/供試頭数

着床率 受胎率
(%) (%) 

9 

51+/・12.0* 90* 

78+/・11.4 83* 

*着床率はEGTAとSP処理区間，受胎率はCon加 lと比較して有意差有り(P<0.05)

数値は平均値:tSEM

表2.血祭および精禁中のCortisol濃度

血紫

精援

Coはisol(ng/ml) 

7.11+/・0.89

0.92+1-0.01 

EIAIこより血祭および精築中Coはisol濃度を
測定した

数値は平均値:tSEM
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表3.EGTA+Coはisol完全合成融解液を用いた人工授精の繁殖成績

処理区
人工授精に用いた 着床率1

雌ブタの頭数 (%) 

SP 64 78+/・11.4

EGTA 22 83+1・14.3
+Cortisol 

人工授精は自然発情の雌ブタ!こ3回行った

人工授精は頚管注入用のカテーテルで行った

1人工授精後30日齢の子宮内着床部位数/黄体数

2受胎頭数/供試頭数

受胎率2

(%) 

81 

91 

3死産または自子を含め，ミイラおよび黒子は除いて算出した

数値は平均値::!:SEMで示す
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一腹産子数3 1週齢平均体重
(頭) (kg) 

"‘"，-~; 

10.3+1-3.3 2.7+1・0.5

8.5+/・2.7 3.0+/・0.5
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図1.Ca2+と凍結融解精子のタンパク質チロシン残基のリン

酸化および先体膜損傷との関係

融解精子をCa2+含有あるいは無添加培地で培養し，精子タ

ンパク質チロシン残基のリン酸化(A)および先体膜損傷率
(B)を検出した.

SP; 10% (v/v) seminal plasma (精紫)

付 (P<0.01)
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図2.Ca2+キレート剤EGTAの融解液への添加が凍結融解

精子のタンパク質チロシンリン酸化に及ぼす影響

各濃度のEGTAを添加した融解液で凍結精子を融解し培
養3時間における精子タンパク質チロシン残基のリン酸化を
検出した.
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図3.融解液へ6mMEGTAを添加した時の精子細胞内Ca2+濃度の変化

B;培養1時間のControlの値を1とした相対比で示す

* (P<0.05) 
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図5.EGTA含有融解液で融解した精子の体外受精能

EGTA添加あるいは無添加融解液で凍結精子を融解
し.30分間措養した後.m丁目M培地で前措養を行った
精子を体外受精に供試した.
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精策含有融解液

EGTA含有融解液

(精祭無添加)

Bar=1cm 

図6.EGTA含有融解液(精紫無添加)にて精子を融解
し人工授精して作出された子宮内胎子

A，C;子宮上皮に接着し羊膜に覆われた胎
子.B，D;羊膜および羊水を除いた胎子
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血祭

精築1

精紫2

図7.血祭および精禁中の免疫抑制因子の同定

Membrane cytokine array systemlこより精
築中に存在するサイトカインを同定した

精柴1はメンプランを1分間感光し，精紫2は
精紫1のメンブランを5分間感光させたもの
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図8.人工授精後の子宮腔内白血球数に及ぼすCoパisolの影響

A;子宮内白血球数 LS:液状精液， C;Coばisol無添加を示す

B; N;好中球， L;リンパ球， M;マクロファージ a-b， P<0.01 
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図10.EGTA+Cortisol完全合成融解液を用いた人工授精で、誕生した子豚
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第六章:総合論議

精子を凍結保存し，人工授精により産子を得る試みは， 1952年のPolgeand Rowson (1952)の

研究に始まりをみる.彼らは， ドライアイス・アルコールを用いてワシ射出精子を-790Cに凍結

し，その精子を用いた人工授精により，受胎させることに初めて成功した.しかし， -79'tで保

存した凍結精子は，保存後2・3ヶ月から徐々に融解後の精子運動率が低下し，数年後には受精が

不可能となることが明らかとなった.低温物理学分野での研究においては氷晶の安定限界温度が

-130'tとされているため， -79
0

Cでは物質は不安定であり，凍結保存に適していなかったためで

あると考えられる(毛利ら， 2006)_その後， -196'tの液体窒素で精子を保存する技術が，多く

の研究者らの実験により確立され(Rubinet al.， 1969; Pickett and Berndtson， 1974)，長期保存

の影響を全く受けず，半永久的に保存が可能となった(Iritaniet al.， 1980;西川ら， 1976)_実際

に，20年間凍結保管したウシ精子は充分な受精能力を持つことも報告されている(白山ら，1986)_

これらの報告から，現在では，肉用牛，乳用牛生産において，凍結精液技術は世界的に普及して

おり，我が国においても 1961年に家畜改良増殖法が改正され，ウシの人工授精は液状精液から

凍結精液へと切り替えられ，ほぽ100%が凍結精液による人工授精により種付けが行われている.

プタにおいては，その精子が他動物種と比較して凍結に対する感受性が高く伽azuret al.， 

2008)，精子の凍結そのものが困難であり，また，凍結精液を用いた人工授精後の繁殖成績も著し

く低いことから，全く実用化されていない.プタ精子は凍結時に細胞膜の損傷を受けることで，

融解後の精子機能性が低下する UIamamahet al.， 1990; De Leeuw et al.， 1990; Kumar et al.， 

2003).したがって，プタ精子細胞膜を正常に保持したまま凍結するためには，ワシで開発された

卵黄'glycerol凍結希釈液をさらにプタ用に改良する必要がある.現在までに，精子細胞膜を保護

するため凍結希釈液への界面活性剤 (OEP，Pluo国c.F127)，糖類 Oactose，torehalose)，抗酸化剤

(BHT;α-ωcopherol)などの様々な添加実験が行われてきたが，これらを用いて凍結した精液によ

る人工授精での繁殖成績は未だ低く，プタ用凍結希釈液は不完全なままである<Pettittand Buhr， 

1998; Roca et al.， 2004; Breininger et al.， 2005; Gadea et al.， 2005; Hu et al.， 2009).そこで，

本研究，第二章において，ブタ精子はglycerolによる浸透圧変化に対する耐性が他動物種と比較

して弱いこと (Gilmoreet al.， 1998)，高張条件の凍結希釈液は精子細胞内氷晶形成を抑制する

(Zeng et al.， 2001)という報告から，この二つの要因に着目し，プタ凍結希釈液の最適な浸透圧

およびglycerol濃度条件を検討した.その結果，第一次希釈液を400mOsmlkgの高浸透圧条件に

し，第二次希釈液へのgycerol濃度を2%へと減少させた新規凍結希釈液を開発した.本希釈液を

用いて凍結した精子は，融解後の膜が正常に保たれ，人工授精後の受胎率も改善できることを明

らかとした.このように，凍結保存の基幹となる凍結希釈液の開発に成功した.他にも，凍結融

解後の精子の機能性や受精能を向上させるため，凍結希釈液の改良の他にも，冷却温度や融解温

度の最適化<Medranoet al.， 2002; Hernandez et al.， 2007)や凍結ストローの形状の検討

(Bwanga et al.， 1991; Pelaez et al.， 2006)など，技術的改良に関する研究も国内外で盛んに行わ

れ，一定の成果は得られているが，本研究の第二章の成果を含めて，雄プタの半数があてはまる
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低耐凍能という問題を解決するまでには至っていない.

「耐凍能Jとは，精子の凍結に対する耐性の度合いを表すと一般的に考えられている.しかし，

精液採取直後の精子活力は個体問で差はないが，各個体の自己の精柴で数時間精子を培養した時，

その運動率は個体問で大きく変化する(Caballeroet al.， 2004).つまり，精子は凍結前処理の過程

で(精子を凍結することとは無関係に)すでに精子の機能性が低下し，それが個体聞の融解後の運

動率の差として現れていると示唆される.言い換えると， r耐凍能の低い個体の精子」とは，射出
された精液(精子+精柴)の質が劣悪であるということである.したがって，このような精液を凍

結可能にするためには，現在までに行われてきた凍結に関する技術的改良のみではなく，精子お

よび精柴の相互作用を解明し，その基礎的な知見を基にした新しい処理法の開発が必要と考えら

れる.

本研究，第三章第一節において，プタ精液には細菌が感染しており，その数は雄個体聞におい

て差異が認められること，精子は細胞膜表面にTLR4およびTLR2を発現し，グラム陰性菌とグ

ラム陽性菌の病原性破片である LPSやリポペプチドなどをそれぞれ認識し，精子の膜機能性低下

とアポトーシスを誘起することで運動率が低下することを明らかとした.この成果は， r免疫担当

細胞ではなく，体外へと放出される細胞である精子が病原体に対する自然免疫能を有しているj

という初めての報告である.このような精子と精柴の生理学的な相互作用を考慮し，第三章第二

節および第四章では，精子に悪影響を及ぼす病原性破片など精柴に存在する負の因子を除去する

ため，採精後，直ちに精柴を除去し， LPS不活化剤である polymyxinB (PMB)を添加した前処

理液にて精子を培養し，凍結するという新しい凍結処理法を開発し，耐凍能の低い個体において

も，融解後に高い運動率を有した精子の作出に成功した.本手法により凍結融解した耐凍能の高

い個体の精子においても，高い運動率が維持されていたことから，この新規凍結処理法は全ての

雄個体の精子を凍結可能にする技術であることが示された.しかし，このようにして作出した精

子の融解過程において，精子はcryo・capacitationを誘起し，人工授精における体内の受精能が低

かった.精柴はこのcryo・capacitationを抑制する作用があることを解明し，精衆を融解液へ再度

添加することで，全ての雄個体の凍結精液を用いた人工授精で高い繁殖成績をもたらすことに成

功した (2ステップ凍結融解処理法).

一方，精柴は季節や個体毎により成分が異なり，融解液の品質が均一化しないことや精柴に含

まれるウイルスなどの病原体が混入する恐れがある.そこで，第五章において，精柴を含まない

合成融解液の開発を試みた.その結果，cryo・capacitationを誘起する精子細胞内Ca2+上昇をEGTA

により抑制可能であること，凍結精液による人工授精後に子宮腔内へ遊走される白血球の数は，

cortisolにより減少することから，精柴の代わりに EGTA+cortisolを添加した完全合成融解液を

開発した.これを用いた人工授精は2ステップ凍結融解処理法と同等の繁殖成績を示し，プタ凍

結精液による人工授精を実用化レベルに到達させることに成功した.以上のように， 50年以上の

長期間にEって研究がなされてきたにも関わらず確立されていなかったプタの凍結精液による人

工授精の成功は，精柴の生理学的役割の解析結果から判明した「精柴あるいは cortisolを子宮内

へ注入するJことによる高い着床率により実現したと考えている.

プタの射出精液量は 200""500mlと非常に多く，他の晴乳動物と比較しても類を見ない.この
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ようなプタ固有の雄生殖道の発達は，雌プタに特徴的な長い子宮角の中を精子が効率的に通過す

るためであると考えられてきた.しかし，本研究から，大量の精柴が子宮内へ入ることは， cortisol 

などの免疫機能を制御する因子を子宮内へと充満させ，多胎妊娠を成立させるためにも重要な役

割を果たしているという新たな意義が明らかとなった.

マウスおよびヒトにおいて，精摂中のサイトカインと子宮内膜細胞との関係を検討した

Robertson et al. (2002， 2005， 2007)およびGutscheet al. (2003)は，精柴中のTGF-sとIL-8が

子宮内膜細胞に即座に作用し， granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF)， 

IL-6などの炎症性サイトカインを発現，分泌させ，着床部位に多数のリンパ球を誘引することを

報告した.このように集積した子宮粘膜のリンパ球 (CD45+陽性細胞)は，着床期に細胞障害作用

が低下した子宮内特異的な uterineNK細胞 (uNK)と CD4+ヘルパーT細胞何h2)へと分化し

ていることが示されている (Nishikawaet al.， 1991; Kaeoket et al.， 2003)_特に， CD4+ヘルパ

ーT細胞は産生するサイトカインの種類により Th1とTh2に分類され， Th1は細胞障害性T細

胞を誘導するため， Th1>Th2環境では胎子に対する拒絶反応を示し，流産が生じる (Chaouat，

2007a).さらに， Chaouat (2007b)は， Th2そのものは細胞障害性をもたず，かっ， uNK細胞

の細胞障害性を抑制する働きがあることから，晴乳類の正常妊娠にはTh2優位の状態が望ましい

と考え， Th1庁h2バランスが妊娠成立において重要であると主張している.以上の報告から，正

常な妊娠が成立するためには，着床期の子宮粘膜中のリンパ球は，父"主抗原をもっ半「司種移植片

(semi-allograft)である胎子を侵襲しないため，それらは免疫抑制されていることが必要であると

考えられる.偏心着床(子宮内膜の一部のひだの間に匪盤胞が着床する)の雷歯類，壁内着床(子

宮内膜へ臨盤胞が浸潤し着床する)の霊長類では，伍の着床点が決定されていることから，その

局所で子宮内膜リンパ球の免疫抑制が起こっている(Bloiset al.， 2004， 2007) .また，中心着床

(伸張した腔が子宮角全面に拡張し，接着する)を行うワシにおいても，胎盤は子宮小正でのみ形

成されるため，局所で免疫抑制が起こっていると推察される.しかし，ウシと同様，中心着床を

行いながらも子宮小丘をもたないという特徴を示すプタでは，着床点が定まっておらず子宮腔全

面の子宮内膜に存在するリンパ球が免疫抑制されなければならないと推察される.既存の方法で

凍結精液を人工授精(精娘無添加融解液による人工授精)した時，受胎した雌プタは，妊娠初期か

ら中期において，高確率で伍の消滅あるいは流産することが報告されている(R∞aet al.， 2003; 

Bathgate et al.， 2008)が，本研究第四章，第五章において，精柴あるいはcortisol含有融解液を

用いた人工授精は，胎子の着床率を向上させた.これらの結果から，プタ精柴中の cortisolなど

の免疫抑制因子は，子宮粘膜に作用し，着床期におけるリンパ球の免疫抑制を制御していると示

唆される.したがって，中心着床を行うプタにおいては，子宮内膜全面に精柴が曝される必要性

があることから，雄プタは大量の精柴を子宮内へ射出するという特徴的な繁殖システムを有する

と考察された.

本研究で精柴あるいはcortisolを含んだ融解液にて凍結精液を人工授精する手法では，合計150

ml (50 mlX3回)注入し，この量は子宮内膜が融解液に曝される充分な量であると考えられる.

このように，プタ精撲の生理学的研究を基にして凍結精液の人工授精を改良した例は全くなく，

本研究で開発された 2ステップ凍結融解処理法や完全合成融解液による凍結精液の人工授精法は，
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これを実用化レベルへともたらした画期的かつ有意義なものである.

以上のように，本研究において得られた知見を応用した新規「凍結精液による人工授精法Jが

養豚農家において安定的に実施することが可能となれば，年間を通じて「受胎率90%，産子数10

頭以上jを全ての雄プタ由来精子で恒常的に達成でき，高い経済効果(仮に母豚一頭の年間生産・

出荷頭数が一頭増加すると仮定した場合;936，700頭(全国母豚頭数;農林水産省畜産統計平成

21年2月1日現在)XO.9伎胎率)X1頭(増加頭数)X75kg (枝肉重量以422円(枝肉単価;平成

21年 10月の東京市場，中の高値)=266億 8千万円の畜産粗生産額の向上)と経営の安定化が見

込める.また，本技術が実用化されることで，養豚農家は雄プタを飼育する必要がなく，その飼

養コスト(雄プター頭あたり 5万円以上)や導入コスト(雄一頭あたり 20万円程度)削減も可能

となる.さらに，精援を含有しない完全合成融解液による人工授精は， SPF農家においても，使

用可能とする技術であることから，我が国で飼養されている SPF母豚 (7万 5千頭;

ht旬:I/www.j.spf.comt)の生産'性向上につながり，安心かっ安全なSPF豚肉の生産増加が期待さ

れる.このように本研究成果は，養豚業の発展に大きく貢献する.

近年では，系統造成豚や貴重な品種の長期維持のため，プタにおいても凍結圧の移植に関する

研究が盛んに行われている.しかし，凍結腔の外科的あるいは非外科的移植による受胎率は，極

めて低いものである(Dobrinsky，2001).この成功率を上げるために行われている研究は，専ら移

植伍の質の向上である (Cameronet al.， 2006).先に述べたとおり，圧が子宮内で生存・着床し，

胎子へと発達するためには，それを受け入れる子宮の免疫細胞が妊娠期のそれへと変化している

ことが重要であり，本研究の成果である精柴あるいは cortisol注入による子宮内免疫抑制法は，

レシピエント(移植側)の子宮内環境を考慮した新しい ET法の確立にも応用されると期待され

る.したがって，家畜の生殖工学においても有効であると考えられる.

118 



第七章:総括

養豚業において，その種付け業務は，自然交配が一般的であった.しかし，自然交配を行うた

めには，多数の雄プタを飼育する必要があるだけでなく，種付け時の危険性や夏から秋にかけて

雄プタの精子活力の減退による不受胎が多発し，経営上好ましくない.このような背景から，液

状精液を用いた人工授精に関する研究が行われるようになり，近年では，公的機関や民間の種畜

場から精液検査に合格した液状精液が生産者へ配布され，これによる人工授精法が確立されてい

る.この液状精液による人工授精は，十分な活力を有した精子のみを使用するため，自然交配と

比較して，繁殖成績は改善されたが，急な発情に対応できないこと，保管期間が 7日間程度と短

いこと，さらには，輸送中の精液の温度変化が精子に悪影響を与えることなどの理由から，普及

率は40%で停滞している.凍結精液による人工授精法は，これらの欠点を全て解消し，年間を通

じて安定的な繁殖成績が得られると期待されるが，プタにおけるその受胎率および一腹産子数は

現在においても未だ低く，全く実用化されていないのが現状である.そこで，本研究では， r凍結

方法」および「融解方法Jをそれぞれ最適化し，高い繁殖成績を示す凍結精液による人工授精法

を開発することを目的とした.

至適浸透圧と glycerol濃度の検討によるプタ精子新規凍結希釈液の開発

精子は凍結時に原形質膜および先体膜の損傷が起こり，融解後にその機能性が損なわれる.こ

れらの損傷は，凍結時の細胞内氷晶形成に起因すると考えられていることから，細胞内自由水を

置換する耐凍剤である glycerolが添加される.一方， glycerol は細胞毒性を示し，プタ精子は他

動物種のそれと比較して glycerolの毒性に対する感受性が高い.したがって， glycerolの機能を

補助する凍結希釈液の開発が求められる.そこで，本章では，凍結希釈液の浸透圧 (300，400， 500 

mOsmlkg)と最終glycerol濃度 (0.5，1， 2， 3%)の最適化を図り，新規プタ凍結希釈液の開発を試

みた.その結果，凍結希釈液の浸透圧が 400.mOsmlkgの高張条件の時，融解後精子運動率は有

意に高い値を示し，また， 400 mOsmlkg条件下において，融解後の精子精子膜正常率はglycerol

濃度2%が1および3%と比較して有意に高かった.これらの結果から，浸透圧を400mOsmlkg 

の高張条件にし， glycerol濃度を2%へと低減した新規凍結希釈液を開発した.これを用いて作出

した凍結融解精子は既存の希釈液 (300mOsmlkg，最終 glycerol濃度 3%)のそれと比較して，

高い運動率および原形質膜E常性を示し，さらに，人工授精による受胎率も高い値を示した (29%

vs 79%).以上の結果から，第一次凍結希釈液の浸透圧を400mOsmlkgの高張条件とし，第二次

凍結希釈液へ添加する glycerolを 2%へと低下させた新規凍結希釈液は，プタ凍結精子作製に有

効であることが明らかとなった.

耐凍能を負に制御する因子の同定と，その作用機序の解明

第二章において， 3頭の雄プタ精子を新規凍結希釈液にて凍結した場合においても， 1頭の雄プ

タの融解後精子運動率は低く，個体間で耐凍能に差異が存在した.この個体間の耐凍能の差は，
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凍結精液による人工授精が実用化されない要因となっている.そこで，本章では，耐凍能を左右

する負の因子として，精液中の細菌に焦点をあてた.

rToll-like reωp加rを介した精子の初期免疫応答の解明j

精液にはグラム陰性菌および陽性菌共に検出され，その数は個体間でばらつきが見られた.ま

た，細菌数と精子運動率は培養 3時間で，有意な負の相関関係が認められた.精液細菌の多くは

グラム陰性菌であり，その病原性破片であるLPSが精柴から検出されたことから， LPSなどの病

原性破片が精子に悪影響を及ぼしていると推察された.そこで， LPS受容体のTLR4とグラム陽

性菌の病原性破片を認識する TLR2の精子における発現と機能解析を行った.その結果，精子は

TLR4， Cd14およびTLR2を発現しており，先体部および中片部に局在していた.精子培養液へ

のLPSおよびPam3Cys(TLR2リガンド)の添加は，その濃度依存的に精子運動率・生存率を低

下させ，これらの精子は， caspase-3に依存したアポトーシスを誘起していた.以上のことから，

精子はTLR4とTLR2を介して細菌の病原性破片を認識し，アポトーシスや膜異常を誘起し，そ

の結果，運動率が低下するという精子の初期免疫応答が初めて明らかとなった.

「凍結前処理液および凍結希釈液へのLPS阻害剤Poly:myxinB添加が融解後精子機能性に及ぼ

す影響j

精子凍結処理過程において，精子は採精後，数時間精摂と共存することが一般的であるため，

この間に精子はTLR4を活性化し，精子機能性が失われていると考えられる.そこで，第二節で

ーは， LPS不活化剤PMBの影響について検討した.その結果， 100μg/ml濃度のPMB添加は，

LPSによる運動率低下， caspase-3によるアポトーシスを抑制すること，精衆中LPS活性を完全

に不活化すること， penicillin G (P)と PMBの複合処理は，液状精液の保存性を向上させ，人工

授精による繁殖成績を向上させることが示された.そこで， PMBを凍結前処理液および凍結希釈

液へ添加した結果，複合処理は融解後の精子機能性を有意に向上させ，人工授精においても高い

受胎率および一腹産子数が得られた.以上のことから， P+PMBの複合処理は，耐凍能を左右す

る負の因子であるLPSを凍結前処理の段階で不活化し， TLR4を活性化させず，融解後において

も機能性の高い精子が得られる有効な凍結処理法であることが明らかとなった.

耐凍能の低い個体の精子を凍結可能にする新規凍結融解処理法の開発

精液にはグラム陽性菌も検出されるが，これらの病原性破片を不活化する抗生物質は現在のと

ころ存在しないこと，また，精柴中にはpH変動因子やcholesterolなど精子機能性を負に制御す

る因子が含まれているという報告がある.これらのことから，採精後，直ちに精柴を除去して凍

結する方法が耐凍能の低い個体の精子を凍結可能とする最適な手法であると推察した.採精直後

の精柴除去は，耐凍能の高い個体 (GF)の融解後の精子運動率，体外受精率に影響を及ぼさなか

ったが，耐凍能の低い個体 (PF)においてのそれらは改善された.しかし，精柴除去法により作

製した PF凍結融解精子を用いた人工授精では，受胎率は向上しなかった.精柴除去法により作

出した精子は，融解直後から自発的な受精能獲得 (capaci旬tion)とその後誘起される先体反応

仏R)に起因する先体損傷が促進されていた.精柴はcapacitationおよびARを抑制するという

報告があることから，融解液へ精柴を再度添加する実験を試みた.融解液への精柴添加は，濃度
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依存的にcapacitationおよび先体損傷を抑制し，融解液への 10%(vん)添加はそれらを抑制する

充分量であることが明らかとなった.以上の結果から，採精後，直ちに精疑を除去して凍結し，

10% (v/v)精柴含有融解液にて精子を融解する r2ステップ凍結融解処理法Jを開発し，これを用

いた人工授精で， PF個体においても受胎率70%，全ての雄個体で受胎率81%，一腹産子数10.4

頭という高い繁殖成績を得ることに成功した.

動物由来物質を含有しない完全合成融解液の開発

精撲は，季節によりその正常が変化すること，様々なウイルスが検出されることから，安定的

に安全な技術とするためには，精柴添加融解液と同等の機能を有した完全合成融解液の開発が必

要である.精子の capacitationは，精子細胞内 Ca2+上昇により誘起されることが知られている.

そこで，第五章では Ca2+キレート剤 EGTAが融解後の精子capacitationおよび機能性に及ぼす

影響を検討した.その結果，融解液への6mMEGTA添加は，精子細胞内Ca2+上昇を抑制し，そ

れによる自発的capacitation誘起およびARに起因する先体損傷も抑制した.また，融解後の精

子運動率および体外受精率も EGTA添加により有意に増加した.しかし， EGTA合成融解液によ

る人工授精では，卵管内受精率は82%と高いにもかかわらず，胎子の着床率は51%と精柴添加融

解液による人工授精のそれと比較して有意に低く，さらに，着床胎子においても，白血球による

侵襲を受けていた.この結果から，精柴には免疫抑制因子が存在し，これらが，精子が抗原とな

り遊走された白血球による圧の食食を防ぐと仮説を立てた精柴中のサイトカイン・ケモカイン

の網羅的解析およびステロイドホルモンの検出の結果，免疫抑制因子として IL-13とcortisolが

同定された.融解液へのcortisol添加は，凍結精液を人工授精後 24および48時間の子宮腔内白

血球数を有意に抑制し，正常妊娠モデルとなる「液状精液による人工授精Jの子宮内白血球と類

似した動態を示した.cortisol含有融解液で人工授精した場合の着床率は 83%と向上し，繁殖成

績も受胎率が 91%，一腹産子数 9頭と実用化レベルに達した.以上の結果から，融解後精子の

Ca2+上昇に起因する capacitationを抑制する EGTAと子宮内の細胞性免疫を低下させ，圧の着床

を促進させる cortisolを添加した完全合成融解液の開発に成功し，これによる人工授精で高い繁

殖成旗が得られることが明確となった.

本研究により

1. 採精後，直ちに精撲を除去する

2. 100μg/ml濃度のPMBを添加した前処理液にて精子を希釈する

3. 浸透圧400mOsmlkgの高張条件にし，最終glycerol濃度を2%にした凍結希釈液にて精子を

凍結する

4. 融解液へ 10%(v/v)精柴あるいは， 6mMEGTA+5μg cortisolを含有した融解液にて精子を

融解し，人工授精する

という新規プタ凍結精液による人工授精法の開発に成功した(図1).プタの凍結精液作製に関す

る研究の歴史は長いが，現在までに行われてきた研究は，その技術的改良が主であった.本研究

成果は，精子と精柴の生理学的機能を解明し，その基礎的知見を基にした新しい技術開発であり，

121 



それによりプタ凍結精液による人工授精が初めて実用化レベルに達した.本技術が養豚業に広く

普及されれば，生産性向上や経営の安定化など養豚業の発展に大きく寄与するであろう.また，

本成果の基礎的な知見は，陸移植などの家畜の生殖工学の発展にも貢献することが期待される.

122 



融
解
処
理
(
養
豚
農
家
に
お
け
る
種
付
け
、-〆

150C .. 50C 

凍

程|採精
理

存保凍幻
「
1

↓
 

前処理液1 前処理液1

遠心分離 (800xg，10min) 

精柴除去
遠心分離(800xg，10min) 

凍結用希釈液mNSF-1/22の添加

1 EG:A~~~~isol 内A 抗いは ι 

10% (v/v)精紫含有融解液3 凍結精子を取り出す

3 

60
0
C， 8秒間温水に浸す

[寸
4 5 6 

融解精子混合する 人工授精 分娩

図1新規ブタ凍結精液による人工授精法の概要

採精後15分以内に精柴除去し凍結用希釈液mNSF1/2を用いて凍結する.10%

(v/v)精築あるいはCoパisolを添加した融解液を用いて人工慢精を行う

1 100μ.g/mIPMB+Penicillin G添加前処理液

2mNSF-1 ; NSF-1希釈液の浸透圧を400mOsm/kgrこ調整し， 100μg/mlのPMBを添加

したもの.mNSF-2はmNSF-1に1.5%のOEP及び4%のglycerol(最終glycerol濃度

2%)を添加したもの

3精援は液状精液による人工侵精で80%以上の受胎率を示す雄ブタから採取する.

6mM EGTAと5μ9Coパisolを添加する
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