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研究成果の概要（和文）： 

 我々は、ヒト疾患モデルウサギの精子バンク構築のために必須であるウサギ精子凍結保存手
技、および凍結融解精子を用いた人工授精条件等に関する検討を行った。その結果、凍結保存
溶液の改良、凍結条件の見直しを行うことにより凍結融解後の精子運動率を従来の方法より向
上させることができた。また、実際に、我々が確立した方法を用いて、遺伝子改変ウサギ６系
統について凍結精子による保存を実施した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We developed and improved protocols of rabbit semen cryopreservation and artificial 
insemination, these protocols are important to establish a rabbit sperm bank of human 
disease models. We completed cryopreservation of six genetically modified rabbits by 
frozen semen and made public information of these rabbits on the web site. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々はヒトの生活習慣病の疾患モデル動
物としてのウサギの有用性、重要性に着目し、
遺伝子導入(Tg)ウサギの開発技術の整備、な
らびに実際にヒトの生活習慣病をターゲッ
トとした疾患モデルとして Tg ウサギの開発
を進めてきたこれまでに、9 種類の遺伝子を
それぞれ導入した Tgウサギの開発に成功し、
このうち 6 系統の Tg ウサギを利用して得ら
れた研究成果について、共同研究者とともに
論文発表等を行なってきた。これら Tg ウサ
ギをバイオリソースとして保存し、必要とす

る研究者への供給体制を整えるためには、ウ
サギの精子および胚の凍結保存技術と凍結
保存された配偶子から個体を得るための技
術の確立が必要である。しかし、これまでに
ウサギの精子・胚の凍結手技については、い
くつかの方法が報告されてはいるものの、研
究者により手技や成績がまちまちで、標準的
な手法はいまだ確立されていなかった。今後、
マウスではできない実験・研究にウサギの重
要性が高まってくることが期待されること
から、疾患モデルウサギのデータベース整備
や系統保存のための精子・胚バンクの設立が

機関番号：１７２０１ 

研究種目：基盤研究(C) 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22500386 

研究課題名（和文） ヒト疾患モデルウサギの精子バンク構築に向けての関連技術の整備 

 

研究課題名（英文） Technical maintenance to establish a rabbit sperm bank for human 

disease models 

 

研究代表者 

北嶋 修司（KITAJIMA SHUJI） 

佐賀大学・総合分析実験センター・准教授 

   研究者番号：70284643 

 
 



急務であると考えられる。国外では、家畜と
しての品種維持を目的にしたウサギの胚バ
ンクがあるが、疾患モデルウサギを対象とし
た利用可能なウサギの精子もしくは胚バン
クは存在していない。 
 
２．研究の目的 
 マウスは、実験動物として広く用いられて
いる動物種であるが、近年、動脈硬化や糖尿
病の病態がヒトと異なることが指摘されて
いる。そのため、これらの研究分野では、マ
ウス以外の動物種の開発が望まれている。本
研究では、これらの研究分野において有用で
あると期待されているウサギについて、多く
の研究者がバイオリソースとして活用でき
るよう、ヒト疾患モデルウサギの系統保存、
供給のための拠点形成に必要となる基盤技
術の整備を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)新たな精子凍結保存溶液の開発と精子凍
結条件検討： 
 これまでに報告されているウサギ精子凍
結保存液について、凍結融解後の精子運動率
を指標に比較検討する。また、精子の冷却速
度、融解時の温度条件等について詳細な検討
を行い、凍結・融解手順の改良、確立を行な
う。さらに、これまで報告されている凍結保
存液には、ニワトリの卵黄が含まれている。
卵黄は、家畜の精子凍結の際も凍結保存液に
しばしば加えられているが、品質が安定しな
い、微生物汚染の原因になる等の問題点を有
している。そのため、前述の精子凍結条件の
検討と平行して、卵黄を含まず、化学的に構
成成分が明らかな新規の凍結保存液の開発
も検討する。 
 
(2)凍結精子を用いた人工授精の効率的な条
件の検討 ： 
 凍結融解精子を用いた人工授精の効率的
な条件について、凍結融解精子の膣内への注
入数、精子注入と排卵誘発のための（ヒト絨
毛性ゴナドトロピン）hCG 投与時間の調整等
について、妊娠率と産仔数を指標として検討
を行う。 
 
(3)凍結精子の輸送条件の検討 ： 
 近年、マウスでは、凍結配偶子の輸送にド
ライシッパーを使用しない簡便な手段とし
て、ドライアイスを使用した方法が利用され
ている。ウサギ凍結精子においてもドライア
イスによる輸送が可能であれば、有用な手段
となる。そこで、ウサギ凍結精子について、
ドライアイス中の保存性について、ドライア
イス中に保存された場合の融解後精子運動
率の変化を経時的に検討する。 
 

(4)ヒト疾患モデルウサギの精子凍結による
系統保存 ： 
 現在、系統維持中の Tg ウサギから精子を
採取し、本研究課題で確立したウサギ精子凍
結法を用いて凍結精子による系統保存を開
始する。凍結保存を完了した系統については、
データベース化し論文ならびにホームペー
ジに公表する。 
 
４．研究成果 
(1)新たな精子凍結保存溶液の開発と精子凍
結条件検討 ： 
 ウサギの精子凍結保存液については、いく
つかの凍害防止剤を用いた方法が報告され
ている。いずれも凍結融解後に生存精子が得
られること、人工授精後に産仔が得られるこ
とが報告されている。まず、これらの中から
もっとも安定した成績を示す凍結保存液を
確認するとともに、凍結融解後の精子運動率
を指標に精子の冷却速度等について検討を
進めた。その結果、卵黄アセトアミド溶液が
最も安定した結果を示した。次に、卵黄アセ
トアミド溶液を用いて冷却速度の検討を実
施した。冷却速度が遅くなるにしたがい凍結
融解後の精子運動率は高い値を示す傾向が
観察された。-0.8℃/min よりも速い速度で冷
却した場合、融解後の精子運動率は有意に低
下した。また、凍結保存効率の向上として、
ウ サ ギ 精 子 に Cholesterol-loaded 
cyclodextrin (CLC)を添加することで、凍結
融解後の精子運動率が有意に上昇する事を
確認した。さらに、CLC を添加した凍結融解
精子を用いて人工授精後の卵の受精率（人工
授精後 24 時間で評価）を検討したが、非添
加群に比べて高い受精率を示した。 
 卵黄アセトアミド溶液に含まれる卵黄除
去に関する検討で、我々は卵黄の代わりに大
豆由来のレシチンを加えることで、凍結融解
後の精子運動率について同等の成績が得ら
れるという結果を得た。今後、レシチンを添
加した凍結保存溶液を用いて凍結した精子
を用いて人工授精を実施し、妊娠率、産仔数
等について評価する予定である。 
 
(2)凍結精子を用いた人工授精の効率的な条
件の検討 ： 
 人工授精に用いる精子数を増やすことに
より妊娠率、平均産子数ともに向上する傾向
が観察された。人工授精に用いた精子数あた
りの産子数で比較した場合、40×106個の運動
精子を用いたときが最も効率よく産子を得
られることが示唆された。また、人工授精に
おける精子注入とドナーウサギの排卵誘発
時間について、人工授精後 5 時間と 10 時間
で排卵させる群で比較検討を行ったが、両者
で有意な差は認められなかった。 
 



(3)凍結精子の輸送条件の検討 ： 
 凍結後、液体窒素からドライアイス中に移
動し、2 日間保存された後に融解した精子に
おいて人工授精に必要な数の運動精子が得
られることが確認できた。今後、実際にドラ
イアイスを用いた凍結精子の輸送を行い、融
解後の精子から産子が得られるかについて
の検討を行う予定である。 
 
(4)ヒト疾患モデルウサギの精子凍結による
系統保存 ： 
 本研究期間内に我々の施設で維持してい
る６系統すべての Tg ウサギ系統について凍
結精子の保存を実施することができた。これ
らのウサギ系統については、ホームページ上
にて公表を行った。本研究により、ヒト疾患
モデルウサギの精子バンク確立のための基
盤技術の整備と実際に凍結精子による系統
保存の実施を進める事ができたと考えられ
る。 
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