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１．研究計画の概要
国内唯一の希少豚品種である琉球在来豚

アグーには，近交退化に起因する高度な繁殖
障害を認める。したがって，希少な雄アグー
の遺伝資源を保存し維持すると共に，凍結精
子を用いることでアグーの繁殖効率を改善
すると云った点から，アグー精子の凍結保存
技術の確立は喫緊の課題である。しかしなが
ら，世界的に見てもブタ精子の凍結保存技術
は未だ実用化されていない。そこで，従来ま
でとは異なる視点からアグー精子における
凍結保存の技術改良を図るため，以下の研究
を実施した。
(1) 凍結処理時の酸化ストレスからの保護

作用が凍結融解アグー精子の性状に及
ぼす影響を検討した。

(2) 鶏卵黄から抽出精製した低比重リポタ
ンパク質(LDL)を凍結用希釈液に添加し，
精子細胞膜の流動性を維持することに
よる冷却・凍結処理時の凍結障害からの
保護が凍結融解後のアグー精子の性状
に及ぼす影響を検討した。

(3) 精子凍結処理時の膜電位の低下による
ミトコンドリア外膜からの細胞質内へ
のシトクロム cの放出をBcl-xL変異体で
ある新規細胞死抑制タンパク質 (FNK
protein)で阻害し，凍結障害に起因した
細胞内カスパーゼの活性化ならびにア
ポトーシス様細胞死を抑制したアグー
精子の凍結保存を試みた。

２．研究の進捗状況
(1) 毒性を有することなく安定した抗酸化

能を示す安定型アスコルビン酸誘導体
(AA-2G)を抗酸化剤として使用した。そ
の結果，200 μM AA-2G の細胞外ラジカ

ル消去作用により，凍結処理に伴うアグ
ー精子の脂質過酸化量は減少し，細胞膜
と DNA の障害は共に有意に抑制された。
すなわち，AA-2G の抗酸化作用により
融解後の精子性状が効果的に改善され
ることを明らかにした。

(2) 20%鶏卵黄を含む通常の凍結用希釈液
に比べ，鶏卵黄の代わりに 4-6%の LDL
を添加した修正凍結用希釈液を使用し
た場合，個体間で差があるものの凍結融
解後の精子におけるコレステロール含
有量は有意に増加し，精子の細胞膜正常
性は高いレベルで維持された。また，
LDL 処理区の融解後 1 時間の運動精子
率は対照区に比べて 10-20%の高い値を
示し，同時に LDL 処理精子では細胞内
ATP 量が増加すると共に，DNA や精子
先体への障害も軽減された。以上の結果
から，冷却・凍結時の細胞膜流動性低下
を抑制する LDL 処理が，良好なアグー
凍結精子を作成する上で非常に有用で
あると結論された。

(3) 凍結処理に伴って精子のカスパーゼが
高頻度(40-55%)に活性化されていたが，
FNK protein 処理濃度に依存して活性
化型カスパーゼを有する精子の割合は
著しく減少した。そして，300 nM の
FNK protein 処理区では，無処理区
(39-42%)に比較して正常なミトコンド
リアを有する精子の割合が有意に増加
した(53-59%)。また，FNK protein 処理
区では，DNA 障害が抑制され精子運動
性が有意に向上した。すなわち，アグー
精子の凍結処理時にはカスパーゼ活性
を伴ったアポトーシス様細胞死が誘導
されており，ミトコンドリア依存型カス
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パーゼ活性化機序を効果的に抑制する
FNK protein 処理は融解後の精子性状
を著しく改善することが明らかになっ
た。

３．現在までの達成度
「おおむね順調に進展している」

従来までのブタ精子凍結保存に関する研
究概念とは異なる着眼点から研究を遂行し，
精子凍結時におけるAA-2GとLDL処理によ
る酸化ストレスならびに物理的障害からの
保護の重要性を証明した。さらに，精子凍結
処理時にはミトコンドリア障害に起因した
アポトーシス様細胞死が誘導されているこ
とをブタ精子において初めて明らかにした。

これら研究結果により，凍結融解後のアグ
ー精子の性状は著しく改善され，凍結精子に
よるアグー産子を得ることにも成功した。ま
た，本研究成果はアグーのみならず一般経済
豚精子における凍結保存技術の向上に対し
ても十分に貢献できると思われる。

４．今後の研究の推進方策
ブタ精子において，凍結障害に伴ってカス

パーゼが活性化され，アポトーシス様細胞死
が誘導されると云った非常に新しい成果が
得られた。この点に着目した精子凍結保存に
関する研究報告は見当たらない。そこで，凍
結障害とアポトーシス様細胞死との関連を，
さらに詳細に追究していく予定である。

また，改良した凍結精子を使用した人工授
精によりアグーブランド豚の生産に貢献す
る。
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