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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が開発した冷蔵庫（4℃）で長期保存可能なフリーズドライ
精子保存法を用いて希少動物の精子バンク構築のための検討を行った。
動物園等から複数の動物種の精巣組織を提供いただき、精子を回収した。精子は、トリス－EDTA保存液に懸濁
し、フリーズドライした後、冷蔵庫で保存した。本研究に用いた全ての動物種において、フリーズドライ後の精
子は正常な形態を示し、さらに卵子導入後の異常受精は認められなかった。本研究結果から、フリーズドライ精
子保存法は希少動物精子の保存に利用できる可能性が高いことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Freeze-dried sperm can be stored for long term at 4 degree C. The aim of 
this study is establishment of sperm banking for wild animals using freeze-drying technique. In this
 study, sperm that collected from various wild animals were freeze-dried, and their fertility was 
examined. Sperm were freeze-dried using Tris-EDTA solution. Freeze-dried sperm were stored at 4 
degree C. In this study, all sperm were maintained their fertility. These results showed that the 
sperm freeze-drying could be applied for preserving sperm of wild animals. 

研究分野： 実験動物学

キーワード： フリーズドライ　凍結乾燥　配偶子保存
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

希少動物の保全において人工繁殖技術
は有用な手段であるが、動物園では普及し
ていないのが現状である。これまで、人工
繁殖技術に必要な配偶子の保存には液体
窒素を用いた凍結保存法が一般的に用い
られてきた。しかしながら、凍結保存法は
液体窒素の補充や専用保存容器の購入・メ
ンテナンス、輸送のための液体窒素専用容
器の購入が必要であり、多くの費用と労力
を要する。このため、凍結保存による配偶
子保存事業を実施できる施設は限られる。 

近年、実験動物や家畜においてフリーズ
ドライ技術を用いた精子保存（フリーズド
ライ精子保存法）に関する研究が行われて
いる。これまでに、マウス、ラット、ウサ
ギ、ハムスター、ウシ、ブタ、サルといっ
た多くの動物種で研究が行われており、マ
ウス、ラット、ウサギ、ハムスターにおい
ては産子の作出に成功している。フリーズ
ドライした精子は、液体窒素や専用保存容
器を必要とせず、冷蔵庫（4℃）や常温で
の保存が可能であるため、簡易・低コスト
の精子保存が実現できる。 

研究代表者は、マウス・ラットにおける
フリーズドライ精子保存法の開発を先駆
的に行っており、長期間安定的に受精能を
保持できる方法の開発に成功している。ま
た、常温で国際航空輸送したフリーズドラ
イ精子からの産子の作出にも成功してい
る。（Kaneko and Serikawa, PLoS ONE 7, 
e35043, 2012., Kaneko and Serikawa, 
Cryobiology 64, 211-214, 2012.）。このこ
とから、フリーズドライ精子保存法は配偶
子長期保存法として実用可能な段階にあ
るといえる。 

このフリーズドライ精子保存法を希少
動物に応用した場合、精子を冷蔵庫で簡易
に保存することができるため、希少動物を
飼育する動物園などでも個別の保存が可
能となる。また、これまでの凍結保存法で
は、個々の施設での設備整備や液体窒素の
取り扱いが困難なため、保存配偶子を特定
の施設で集中管理する必要があった。しか
しながら、フリーズドライ精子による個別
管理の実現により、災害や事故等による遺
伝資源喪失のリスクやサンプル移動の手
続きに必要な労力を大幅に軽減すること
ができる。 

 
２．研究の目的 

上述のように、フリーズドライ精子保存
法はマウスおよびラットにおいて先駆的
に開発が行われ、多くの動物種で応用研究
がなされている。現在では、冷蔵庫で長期
間安定的に受精能を保持できるだけでな
く、常温による国際航空輸送も可能な方法
として開発に成功しており、実用可能な段

階の技術として成熟している。この方法を
希少動物の精子保存に応用した場合、フリ
ーズドライ精子を冷蔵庫で簡易に保存す
ることができるため、動物園などにおいて
も集中管理をせずに個別の配偶子保存が
可能となる。また、フリーズドライ精子に
よる個別管理の実現により、災害や事故等
による遺伝資源喪失のリスクやサンプル
移動の手続きに必要な労力を大幅に軽減
することができる。このことは、動物園に
おいて極めて大きなメリットとなる。 

そこで本研究では、マウス・ラットで開
発されたフリーズドライ精子保存技術を
用いて希少動物の精子を保存し、種の保存
に向けた新規かつ安全な精子バンクを構
築することを目的として、以下の課題につ
いて遂行した。 

研究期間内に、動物園で飼育している動
物および生息域で捕獲された個体から採
取した精巣組織および射出精子を提供い
ただき京都大学に輸送した。精巣組織から
採取した精子および射出精子をフリーズ
ドライし、冷蔵庫で一定期間保存した。保
存後のフリーズドライ精子の形態学的正
常性および卵子導入後の受精能評価を行
うことで、希少動物精子におけるフリーズ
ドライ後の品質評価を行った。さらに得ら
れた結果から、希少動物におけるフリーズ
ドライ精子保存法の応用の可能性につい
ての評価を行うことにより、希少動物精子
バンクの構築および実現の可能性につい
て検討した。 

 
３．研究の方法 

精巣組織あるいは射出精子は、動物園で
飼育されている動物の中で採取可能な個
体から採取した。また、救護センターおよ
び研究機関で保管されている個体より摘
出した精巣組織を実験に使用した。 

採取した精巣組織および射出精子は、宅
配便（4℃）で京都大学に輸送した。到着
後は直ちに精巣組織から精巣上体尾部を
摘出し、精子を採取した。採取した精子は、
トリス-EDTA 保存液に懸濁した。 

精子懸濁液の一部を用いて精子の形態
学的正常性を顕微鏡下で確認した。その後、
精子懸濁液をフリーズドライ用ガラスア
ンプルに 100 マイクロリットルずつ導入
し、Kaneko らの方法に従ってフリーズド
ライを行った。フリーズドライが完了した
ガラスアンプルは、ガスバーナーを用いて
密閉した。本研究で用いた全てのフリーズ
ドライ精子は、冷蔵庫（4℃）で 1 ヶ月程
度保存した。 

一定期間保存したフリーズドライ精子
は、100 マイクロリットルの純水を用いて
復水した。復水後の精子の一部は、形態学
的な正常性を顕微鏡下で観察した。精子導



入用の卵子は、妊馬血清性性腺刺激ホルモ
ン（PMSG）およびヒト絨毛性性腺刺激ホ
ルモン（hCG）を用いて過剰排卵誘起した
成熟雌マウスの卵管より採取した。採取し
た卵子は、ヒアルロニダーゼを用いて卵丘
細胞を剥離し、実験に用いるまで培養液に
導入しインキュベーターで保存した。復水
後の精子は、マイクロマニピュレーターを
用いた顕微授精法により、マウス未受精卵
子内に導入した。 

精子導入後の卵子は培養液に導入し、イ
ンキュベーター内で 5 時間程度培養した。
培養後、精子を導入したマウス卵子は顕微
鏡下で前核の出現を確認した。精子由来、
卵子由来両方の前核の出現が確認できた
ものをフリーズドライ後の精子の受精能
が保持されていると評価した。 

 
４．研究成果 

本研究では、連携している動物園および
研究機関よりチンパンジー、キリン、ジャ
ガー、ケナガネズミ等の精巣組織および射
出精子を提供いただいた。精巣組織および
射出精子は 4℃の温度域で京都大学まで安
全に輸送された。輸送における組織の劣化
等は確認されなかった。 
提供いただいた個体のすべての精巣組

織から精子を採取することができた。フリ
ーズドライ前の精子の形態学的な正常性
は高く維持されており異常精子の存在は
認められなかった。 
精子は、Kaneko らの方法によりフリー

ズドライ用ガラスアンプル内でフリーズ
ドライされ、冷蔵庫で一定期間保存した後
に試験に用いた。一定期間保存した後に純
水で復水したフリーズドライ精子は、試験
したすべての動物種において形態学的な
正常性が高く維持されていた（図 1）。本研
究において、フリードライ処理を行ったこ
とにより形態学的な損傷を受けた精子は
認められなかった。一部の精子においては、
頭部と尾部の切断が認められたが、これは
操作過程のピペッティングによる物理的
なダメージによるものであると考えられ
た。 
フリーズドライ精子は、純水で復水後に

マウス未受精卵子と受精させた。受精後、
培養液中で一定時間培養した卵子は、正常
な前核を形成しており、精子側、卵子側の
両方の前核を確認することができた（図 2）。
導入した精子により前核の形成に違いが
認められたが、異常受精卵は認められなか
った。 
本研究結果において、試験したすべての

動物種の精子において、フリーズドライ後
も形態学的な正常性が高く維持されてい
ることが明らかとなった。マウス未受精卵
子に導入したフリーズドライ精子は、前核
を形成したことから、4℃での保存後も高
い受精能を保持していると評価すること

ができる。 
本研究結果から、マウス・ラットにおけ

る精子長期保存法に用いられているフリ
ーズドライ精子保存法は、希少動物の精子
においても同様に高い受精能を保持でき
ることが明らかとなった。このフリーズド
ライ精子保存法は、希少動物の配偶子保存
に応用するこのできる技術であると評価
することができ、本研究成果は希少動物精
子バンクの構築に向けた取組みにつなが
る貴重な成果であると判断できる。 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

図 1：フリーズドライ後、復水した 
チンパンジー精子 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
図 2：チンパンジーのフリーズドライ精子を 

導入したマウス卵子 
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