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研究成果の概要（和文）：一般に、凍結融解精子の運動性は低く、受精能も低い。凍結保存精子からの効率的個体復元
法の開発を目的に、凍結融解精子に対するオキシトシン（OXT）がラット凍結融解精子の精子運動性に与える影響を調
べた。さらに、精子におけるオキシトシン受容体（OXTR）の存在についても検討した。融解5時間目において、OXTを10
 nM添加した区がControlより高い精子運動率を示した。さらに、ブタ凍結融解精子では、運動性改善効果は認められな
かった。ラット凍結融解精子でOXTR遺伝子が発現しており、OXTレセプターが存在することが確認された。本研究によ
り、OXT感作により凍結精子の運動性改善の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In general, motility of cryopreserved sperm is low, and that its fertility is 
low, too. The aim of this study was to develop a method to efficiently restore offspring from 
cryopreserved sperm, we examined that effect of oxytocin (OXT) on motility of frozen/thawed sperm. In 
addition, we examined existence of oxytocin receptors (OXTR) in sperm. At 5 h culture after thawing, the 
motility of sperm exposed to 10 nM of the Peptide OXT was significantly higher than the control (0 nM). 
In the porcine sperm, there is no effect of OXT on motility of the frozen/thawed sperm. In the present 
study, OXTR were detected in frozen/thawed sperm in the rat, mouse, and pig. The results of the present 
study showed that motility of cryopreserved sperm could be improved by exposure to OXT.

研究分野： 動物生殖工学
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１. 研究開始当初の背景 

 現在、多くの研究分野で実験動物としての

マウス、ラットおよび家畜のブタなどで遺伝

子改変動物が作製されている。これらの遺伝

子改変動物は、精子あるいは胚・受精卵の状

態で液体窒素中に超低温保存され、マウスで

は、凍結融解精子を用いた体外受精により個

体復元が行われている。一方、ラットでは凍

結融解精子を用いた体外受精法が汎用的な

技術となっていないことから、外科的人工授

精による個体復元が行われており、我々が世

界で初めて報告した人工授精プロトコール

がナショナルバイオリソースプロジェクト

(ラット)をはじめ、現在、標準的な方法とし

て世界中で広く利用されている。一方、より

簡便な人工授精法として、家畜で用いられて

いるような非外科的人工授精法の開発がラ

ットにおいても望まれている。しかし、凍結

融解後のラット精子の運動率は 10%程度と低

いことから、現在まで、その成功例は報告さ

れていなかった。 

 我々は、オキシトシン(Oxytocin,OXT)を適

用してラット人工授精法の改良を試みた。

OXT は視床下部で合成され、下垂体後葉から

分泌される9つのアミノ酸から構成されるペ

プチドホルモンであり、主に平滑筋の収縮に

関与することから、分娩時の子宮収縮や乳腺

の筋線維を収縮することで乳汁の分泌を促

すことが知られている。一方、多くの動物に

おいて自然交尾あるいは人工授精後、射出精

子はわずか数分から数十分で子宮あるいは

卵管上部に到達することが報告されており、

この短時間での精子の移動には精子自身の

運動性のみならず、子宮収縮などの雌性生殖

道の運動が関わっていると考えられている。

そこで、OXT を腹腔内投与したレシピエント

雌ラットに凍結融解精子を非外科的に注入

したところ、卵管に到達した精子の数は有意

に増加し、レシピエント雌の妊娠率および産

子率も有意に改善され、結果として、凍結融

解精子を用いたラット非外科的人工授精に

初めて成功した。 

 本研究によりOXTの精子における新たな役

割を明らかにすることができれば、各動物種

における体外受精、人工授精等を含めた生殖

工学技術に応用できるものと考えられる。こ

れらの方法は、凍結融解後の精子に OXT を暴

露するだけという極めて簡便な方法で精子

運動性を改善できる可能性がある。さらに、

すでにバイオリソースとして保存されてい

る凍結精子にも直ちに利用可能となり、家畜

やヒトにおける生殖工学技術の改良にも応

用できると期待される。 

 子宮から受精の場である卵管への精子の

輸送に関して子宮収縮が積極的に関与し、そ

の収縮にOXTが関与している可能性は以前か

ら考えられてきた。近年、東北大学の西森ら

のグループは、OXT および OXT 受容体(OXTR)

のノックアウトマウス(KO)を作製し、生殖機

能に関する解析を行った。その結果、OXT-KO、

OXTR-KO マウスともに乳汁分泌は行えないこ

と、しかし、分娩や産子の数には全く異常が

なかったことから、子宮の収縮による精子の

輸送は少なくとも、通常の分娩においては必

須ではないと報告した。我々の予備検討にお

いても、新鮮精子を用いたラット非外科的人

工授精では OXT 処置を行わなくても、通常と

同様に産子が得られている。また、これまで

OXT による精子輸送に関しては否定的な報告

が多かったが、その原因の一つとしてほとん

どの研究者は、子宮収縮と精子の関係にのみ

着目してきたことが考えられる。 

 本研究においてOXTの精子への直接的な役

割を調べるという点は、極めて斬新であると

考えられる。さらに、精子凍結保存は、体外

受精や人工授精等の多くの生殖工学技術に

おいて重要であり、融解後の精子運動性を改

善することで、生殖工学技術の成功率を著し

く改善できる可能性を含んだ非常にチャレ

ンジ性に富んだユニークな研究であると考



えられる。 

 現在、多くの動物種において体外受精や人

工授精等の生殖工学技術が確立されている。

そのなかでもあらかじめ精子を凍結保存し、

それらの技術に用いることは、雄を飼育する

必要がなく、飼育スペースや飼料代等のコス

トが削減できることから実験動物から家畜

にいたるまで、動物応用の基幹技術となって

いる。本研究により OXT の精子における直接

的な役割が明らかになれば、それまで OXT の

役割として知られていた乳汁分泌や子宮筋

の収縮等とは異なる新規な知見を得られる

可能性があり、生物学的にもその意義は非常

に大きい。また、凍結融解後の精子運動率が

低いことで知られているブタやラット等の

動物、さらには精子数が十分に確保できない

絶滅危惧種等の動物の人工授精や体外受精

の効率改善にも応用できることから、実験動

物をもちいた基礎研究のみならず畜産等の

分野にも貢献できることが期待される。さら

には、ナショナルバイオリソースプロジェク

ト等で既に凍結保存されている精子におい

ても、融解後 OXT を添加することで運動性を

改善できる可能性があることが、本研究で十

分な成果が得られれば直ちに実用化するこ

とが可能であると考えられる。 

 

２. 研究の目的 

 本研究では、各動物種における精子の運動

性におけるOXTの役割を分子レベルで明らか

にし、凍結融解精子の運動性の改善を試み、

それらの知見を生かし、実験動物・家畜にお

ける新たな生殖工学技術の開発に応用する

事を目的とした。 

本研究は、現在まで報告されてこなかった

オキシトシンの精子における役割を明らか

にし、凍結融解精子における運動性の改善を

試みる。さらに運動性が改善された精子を人

工授精などの生殖工学技術の改良に応用す

る。 

 

３. 研究の方法 

本研究は、オキシトシンの精子における新

たなる役割を明らかにすることで、凍結融解

精子における運動性の改善を試みた。 

また、凍結融解精子の運動性に及ぼす役割

を明らかにする目的で、融解後の精子の運動

性が低いことで知られている実験動物であ

るラットの精巣上体精子を凍結保存してモ

デルとして用いた。精子に暴露させる OXT

は生物由来の OXT（Hormone OXT）と合成

ペプチドより生成された合成ペプチド OXT

（Peptide OXT）の 2 種類を比較した。

Hormone OXT 濃度は 1/40000 IU、1/4000 

IU、1/400 IU とし、Peptide OXT は 1 nM、

10  nM 、100 nM とした。さらに、それぞ

れの試験区に OXT を投与しない Control を

加えて 4 試験区とした。融解直後より 1 時間

ごとに 5 時間運動率と前進率を測定した。 

 ブタ射出精子およびマウス精巣上体精子

も凍結保存して、融解後に OXT を種々の濃度

に調整した精子培養液で一定時間培養を行

い、精子運動率等をそれぞれ測定し、それぞ

れの動物種に至適な OXT 濃度を調べた。 

OXTR の検出実験ではラット用ポリクロー

ナル抗体を用い、ラット精子を用いて

RRT-PCR、western blot および免疫蛍光染色

を行った。一方、ブタ射出凍結精子およびマ

ウス凍結精巣上体精子を融解後、OXTR 抗体を

用いて免疫蛍光染色を行い、ブタ、イヌおよ

びマウスの精子における OXTR の局在を調べ

た。 

 上記ラット精子で至適と考えられたOXT濃

度を添加した精子希釈液を開発し、ラットの

凍結融解精子の人工授精を行った。 

 
４. 研究成果 

 ラット凍結融解精子に対する OXT の影響

を調べるために、メディウム R1ECM に様々

な濃度の OXT を添加して、その精子運動性

を調べた。この OXT は生物由来の OXT

（Hormone OXT）と合成ペプチドより生成



された合成ペプチド OXT（Peptide OXT）の

2 種類を比較した。Hormone OXTは 1/40000 

IU、1/4000 IU、1/400 I.U.の試験区、Peptide 

OXT は 1 nM、10 nM 、100 nM とした。さ

らに、それぞれの試験区に OXT を投与しな

い Control を加えて 4 試験区とした。融解直

後より 1 時間ごとに 5 時間運動率と前進率を

測定したところ、Peptide OXT を 10 nM 添

加した区が Control と比べて有意に高い運動

率を示した（P < 0.05）。しかし、他の試験区

間においては有意な差は認められなかった。

本実験の結果より、Peptide OXT を凍結融解

精子に感作させることで、その精子運動性を

改善させる可能性が示唆された。さらにブタ

凍結融解精子についても同様な実験を実施

したが、OXT が精子運動性に対する効果は認

められなかった。 

 また、ラット精子における OXTR に対する

免疫抗体染色を施した。その結果、ラット凍

結融解精子で OXTR 遺伝子が発現しており、

OXTR が精子尾部に存在することが確認さ

れた。同様にマウス精子においても、OXTR

が精子尾部に存在することが確認された。ま

た、ブタおよびイヌの凍結融解精子において

も、OXTR が精子頭部に存在することが確認

された。 

 さらに、ラット凍結融解精子を 10 nM 

Peptide OXT に暴露したサンプルを偽妊娠

誘起させた雌ラットの子宮へ注入すること

によって産子が得られた。 

 本研究では、ラット凍結精子に OXT を暴

露させることにより、その運動性が改善する

可能性が示唆された。また、ラット凍結精子

の尾部には、OXTR が存在することが確認さ

れた。これらの研究成果から、人工授精等の

生殖工学技術が改善する可能性が示唆され

た。 
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