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研究成果の概要（和文）： 希少豚品種である琉球在来豚アグー精子における凍結保存技術の改

良を行った。その結果，凍結処理時の酸化ストレスからの保護と低比重リポタンパク質(LDL)

による精子細胞膜の流動性の維持が凍結融解後の精子性状を有意に改善させた。さらに，新規

細胞死抑制タンパク質(PTD-FNK protein)で処理した精子では，融解後のミトコンドリア正常

性が向上しミトコンドリア依存型カスパーゼ活性が低下した。以上の結果から，良好なアグー

凍結精子を作製する有用な方法が確立できたと結論された。

研究成果の概要（英文）： The technical establishment of boar sperm cryopreservation is
indispensable for effective breeding of the scarce Okinawan native Agu pig. In this study,
the addition of ascorbic acid 2-Ο-α-glucoside (AA-2G) and low-density lipoprotein (LDL) to 
the freezing extender reduced the plasma membrane damage in post-thaw Agu sperm as a
consequence of the protection of sperm against extracellular oxidative stress and cold shock
damage, respectively, during cryopreservation. Moreover, treatment with an artificial
anti-cell death protein (PTD-FNK protein) prevented the mitochondrial dysfunction
leading to the apoptotic-cell death during cryopreservation. Therefore, these results
indicate that the post-thaw qualities of fragile Agu sperm is effectively improved through
the established techniques in this study.
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１．研究開始当初の背景
一般に，ブタ精子は他の家畜精子に比べて

耐凍能が劣り，凍結・融解後の運動性，生存
性，細胞膜正常性，ミトコンドリア正常性，
DNA 正常性，さらには受精能力の著しい低
下が観察される。そして，凍結精子を人工授

精に使用した場合，受胎率や出産率は顕著に
低下し，生産性が減少する結果となる。一方，
国内唯一の希少豚品種である琉球在来豚ア
グーにおいて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我が国のブタ品種
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の多様性を維持するという観点からも，アグ
ー精子の凍結保存技術を確立することが必
要であった。しかし，世界的に見ても未だ実
用化に耐え得るだけのブタ凍結精子は作成
できていなかった。そこで，凍結処理過程で
引き起こされるブタ精子に特有の様々な細
胞障害を抑制すべく，これまでとは違った観
点からの研究を遂行することが，ブタ凍結精
子の作成技術を確立する上で不可欠である
と考えられた。

２．研究の目的
本研究では，以下の 3 点に関する研究を通

して，アグー精子における凍結保存技術の確
立を目指した。
(1) 凍結処理時の酸化ストレスからの保護

作用が凍結融解後のアグー精子の性状
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，アグー精子に適
した LDL 添加凍結用希釈液を作成した。

(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のアミノ
酸配列を改変した新規細胞死抑制タン
パク質(PTD-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追
究した。

３．研究の方法
(1) 凍結処理を行う精子を酸化ストレスか

ら保護するためには，取り扱いが容易で
安定した抗酸化能を有し，しかも，毒性
を有さない抗酸化剤を用いる必要があ
る。その点を考慮し，以前，ブタ卵子の
酸化ストレスからの保護に対して非常
に有効であった安定型アスコルビン酸
誘導体(アスコルビン酸 2-O-α-グルコシ
ド; AA-2G)をブタ精子の抗酸化剤とし
て使用した。射出精液を成熟雄アグーか
ら擬雌台を用い手圧法で採取し，これま
での我々の研究により明らかとなった
アグー精子に適した凍結処理行程に則
って凍結処理を行った。その際，凍結用
希釈液(BF-5)に 0-400 µM の AA-2G を
加えた AA-2G 処理試験区を設け，融解
精子の性状を以下の試験により判定し，
AA-2G の抗酸化作用によるアグー凍結
精子への効果を検証した。

(2) 手圧法で採取したアグー射出精液を凍
結処理する際，従来の 20%鶏卵黄を添加

した希釈液(対照区)の卵黄の代わりに
2-10%の LDL を添加した希釈液(処理
区)を用い，凍結・融解後の精子性状を
判定することで，LDL の至適添加濃度
を明らかにすると共に，LDL よるアグ
ー凍結精子への効果を検討した。なお，
凍結用希釈液に添加する LDL の鶏卵黄
からの抽出は，Moussa et al. (2002,
Theriogenology, 57, 1695-1706)の方法
に準じて行った。

(3) アグー射出精子に凍結処理を行う際，日
本医科大学大学院 医学研究科の太田教
授より提供された PTD-FNK protein を
凍結用希釈液に 0-400 nM の濃度で添加
し，凍結・融解後の精子性状を判定する
ことで，PTD-FNK protein の至適添加
濃度を明らかにすると共に，PTD-FNK
protein によるアグー凍結精子への効果
を検証した。さらに，凍結障害によるミ
トコンドリア依存型カスパーゼ活性化
機序の発現を明らかにし，ミトコンドリ
ア障害を PTD-FNK protein で，細胞膜
障害をヒアルロン酸(HA)でそれぞれ抑
制することで，凍結処理により引き起こ
される細胞内外からの細胞障害に起因
したカスパーゼの活性化を抑制しアポ
トーシス誘導から精子を保護すること
を試みた。

また，凍結・融解後の各精子性状は以下の
試験により判定した。
 精子細胞膜正常： CFDA/PI による蛍

光二重染色を行い，膜に障害を受けた精
子を蛍光顕微鏡下で観察した。

 精子運動パラメータ： 精子運動解析装
置を用い，融解精子の運動パラメータ(運
動精子率と活性型前進運動精子率)を計
測した。

 精子細胞内カスパーゼ活性： 蛍光染色
法で精子細胞内の活性化型カスパーゼ
を検証した。

 精子 DNA 障害： コメットアッセイ法
で細胞障害ならびにアポトーシスに伴
った断片化 DNA を計測した。

 精子先体の正常性： ゼラチンスライド
法で先体由来タンパク質分解酵素活性
を測定し，先体の正常性を評価した。

 精 子 ミ ト コ ン ド リ ア の 正 常 性 ：
MitoTracker による蛍光染色を行い，ミ
トコンドリア障害を受けた精子を蛍光
顕微鏡下で観察した。

 細胞内ATP量の指標とした精子生存性：
ルシフェリン・ルシフェラーゼ反応によ
る細胞内 ATP 量をルミノメータ-で測定
し，精子生存性を評価した。

 精子受精能力： 体外成熟卵との体外受
精で凍結精子の受精能力を評価した。



４．研究成果
(1) アグー精子凍結時における凍結用希

釈液(BF-5)への AA-2G 添加が融解後の
精子性状に及ぼす影響について検討し
た。

実験 1 では，アグー3 頭の射出精子を
0-800 μM の AA-2G を添加した BF-5 で
冷却・凍結し，融解後の精子運動性を観
察したところ，200 μM AA-2G 処理区で
は融解後の精子運動性が他の区に比べ
て有意に向上した(P<0.05)。このことか
ら，BF-5 へ添加する AA-2G の至適添加
濃度は 200 μM AA-2G であることが明
らかとなった。次に，実験 2 では，アグ
ー4 頭の射出精子を 0 もしくは 200 μM
の AA-2G を含む BF-5 で凍結し，融解
後の細胞内アスコルビン酸 (AsA)量と
ATP 量，脂質過酸化，ならびに細胞膜と
DNA の障害性を調べ，さらに体外受精
で精子受精能力を評価した。その結果，
精子細胞内 AsA 量は AA-2G 処理で変化
しなかったが，脂質過酸化は抑制され(図
1)，凍結処理に伴う細胞膜と DNA の障
害は共に有意に減少した(P<0.05)。また，
AA-2G 処理区の精子では，細胞内 ATP
量と体外受精率が無処理区に比べて有
意に増加した(P<0.05)。さらに，200 μM 
AA-2G 処理区の凍結精子を人工授精に
使用した際，新鮮精子と同レベルの出産
率(38%)と平均一腹正常産子数(3.7頭)を
得ることに成功した(表 1)。
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表 1. 凍結精子による AI 後の成績.

AI に用いた精子

新鮮精子(未凍結精子)

AA-2G処理凍結精子

無処理の凍結精子

供試雌頭数 出産率(%) 平均一腹産子数

17

8

7

41.2

37.5

0.0

4.0

3.7

0.0＊ ＊

＊ 5%の危険率で有意差を認める.

以上の結果から，細胞外のラジカルを
消去する AA-2G の作用により，アグー
精子の凍結障害は抑制され，融解後の精
子性状が効果的に改善されることが明
らかとなった。

(2) 細胞膜流動性の劣るブタ精子は凍結
融解処理過程で障害を受けやすく，その
現象は一般豚精子に比べてアグー精子
においてより顕著である。通常の凍結用
希釈液には 20%の鶏卵黄が含まれてお
り，その有効作用因子は LDL であると
されている。そこで本研究では，アグー
精子の凍結時における凍結用希釈液に
含まれる鶏卵黄の LDL への置換が融解
後の精子性状に及ぼす影響について検
討した。

その結果，20%鶏卵黄を含む通常の凍
結用希釈液(対照区)に比べ，鶏卵黄の代
わりに LDL を添加した修正凍結用希釈
液を使用(処理区)した場合，個体間で量
に差は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
増加した(P<0.05)。そして，LDL を含む
凍結用希釈液で処理した処理区精子の
細胞膜正常性は，対照区に比較して有意
に高いレベルで維持された(P<0.05, 図
2)。また，融解後 1 時間の運動精子率に
おいても，処理区では対照区に比べて 10
～20%の高い値を示し，LDL 処理区の精
子においては DNA，ミトコンドリアさ
らには先体への障害も軽減された。これ
らパラメータを指標とした LDL 至適濃
度は個体間で差があるものの 4 または
6%であった。さらに，アグー精子の融
解後の細胞内 ATP 量は，対照区に比べ
て 4-6%の LDL 処理区で著しく多く
(P<0.05)，高い生存性の維持が確認され
た。
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以上の本研究結果から，雄アグーの精
子を凍結する際には，凍結時のコールド
ショックに伴う細胞障害を効果的に抑

図 2. LDL 処理が凍結融解後のアグー精子の細胞膜正常性

に及ぼす影響.

0% LDL 区は，20%卵黄添加(対照区).
a-c 同一個体間で有意差を認める(P<0.05).

図 1. AA-2G 処理が凍結融解後のアグー精子の脂質過酸化

量に及ぼす影響.

* 同一個体間で有意差を認める(P<0.05).
A, B 個体間に有意差を認める(P<0.05).



制する作用を有する LDL 処理が，良好
な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) 近年，ヒト精子において凍結障害がア
ポトーシス様細胞死を誘導し，カスパー
ゼの活性化を起こした精子では融解後
の受精能力が著しく低下するとの報告
がなされた。しかし，アポトーシス誘導
機序に関わる細胞内因子と凍結融解後
の精子性状性との関連を詳細に追究し
た報告はない。そこで本研究では，アグ
ー精子の凍結処理過程におけるアポト
ーシス様細胞死の誘導機序を検証する
と共に，ミトコンドリアに依存したカス
パーゼの活性化を抑制する Bcl-xL から
遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 で 作 製 し た
PTD-FNK protein による処理が融解後
の精子性状に及ぼす影響について検討
した。

その結果，無処理区の凍結精子では，
高頻度(40-55%)にカスパーゼの活性化
が確認された。しかし， PTD-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 (P<0.05, 図 3) ， 300 nM の
PTD-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が有意に増加
(53-59%)すると共に，高い細胞内 ATP
量も観察された(P<0.05)。そして，凍結
時の PTD-FNK protein 処理により，融
解後に DNA 障害性を示す精子の割合は
有意に低下し(P<0.05)，精子運動性は顕
著に改善された。さらに，体外受精試験
の結果，PTD-FNK protein 処理区の精
子侵入率は，無処理区の値から 14-33%
も有意に増加した(P<0.05)。しかしなが
ら，細胞膜障害への FNK protein 処理
の効果は認められなかった。
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次に，凍結処理後のアグー精子では活
性型カスパーゼ-3 および-9 を有する精
子が確認され，アグー精子の凍結・融解
処理過程でミトコンドリア依存型カス
パーゼ機序が活性化されていることが
明らかとなった。そして，300 nM の
PTD-FNK protein で凍結前の精子を処
理した場合，融解後の精子におけるカス
パーゼ -3 と -9 の活性は低下した
(P<0.05)。しかし，PTD-FNK protein
処理による融解後のカスパーゼ-8 活性
の抑制や精子細胞膜正常性への効果は
認められなかった。そこで，細胞膜正常
性等の改善作用が期待される 500 μg/ml 
ヒアルロン酸(HA)を PTD-FNK protein
を含む凍結用希釈液に添加したところ，
HA は融解後の細胞膜障害を抑制したが
(P<0.05)，カスパーゼ-8 活性に対する影
響は見られなかった。一方，PTD-FNK
protein＋HA の処理は凍結・融解後の各
種精子性状を改善し，凍結精子における
受精能力の維持に対して顕著に有効で
あった(P<0.05, 図 4)。
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以上の結果から，精子凍結用希釈液へ
の PTD-FNK protein と HA の添加は，
凍結障害で引き起こされるミトコンド
リア依存型アポトーシス様細胞死と細
胞膜障害の抑制，さらには融解後の精子
受精能力の維持に非常に効果的であり，
良好なアグー凍結精子を作製する点に
おいて有用な方法であると結論された。
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