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研究成果の概要（和文）：ヤクは、地球の高地で生息できる動物で、高地で生活する人々にとってヤクは欠かせ
ない家畜であるが、ヤクと在来牛との交雑種はオスが不妊となる(雄性不妊）。本研究は、ヤクとの交雑種にお
ける精子形成およびヤク精液の凍結保存方法について検討した。雄性不妊は精細胞の細胞増殖能力には起因せ
ず、細胞死能力の低下にあることが示唆され、精巣上体由来精子および射出精子とも凍結融解後の生存性は0.75
%OEP添加により改善されることが判明した。

研究成果の概要（英文）：In Mongolia, Yak (Bos grunniens) live in the alpine area, and their products
 are indispensable resources for local people. Crossbreeding with cattle (Bos taurus) gives dominant
 trait. However, male hybrid shows infertility because of spermatogenetic arrest (male sterility). 
This study investigated spermatogenesis of cattle-yak hybrid and evaluated the effects of detergent 
Orvus ES Paste (OEP) on the post-thaw motility and viability of epididymal and ejaculated yak 
spermatozoa. Our findings indicate that the male sterility results from low ability of cell death 
but not from cell growth in the spermatid. Moreover, the addition of 0.75% OEP was effective for the
 preservation of yak spermatozoa.

研究分野：生殖工学
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１．研究開始当初の背景 
ヤクは、地球の高地（海抜 2000ｍ以上）に

おいて 1年を通じて放牧のみで生息できる極
めて特異な動物である。寒冷で酸素の少ない
厳しい環境下に晒されながら種を保存して
きたウシ科動物で、モンゴル国で飼養されて
いる牛の 25％を占めるに至っている。高地で
生活する人々にとってヤクは食用の蛋白源
として、また現金収入を得る生産物として欠
かせない家畜であるが、ヤクより体格が大き
く、乳量増加が期待できる交雑種（ヤクと在
来牛間）の育種が望まれている。しかし残念
なことに、交雑種の 1～２代目オスはメスと
交尾はできるが子供が生まれない不妊とな
る。これはオスだけにみられ（雄性不妊）、
これまでに３代目以降の病態組織学的検討
に関する報告はない。さらに、モンゴルにお
いて、ヤクおよび交雑種オスからの凍結精液
による人工授精は行われておらず、メス牛群
中にオスを混在させる自然交配で交雑種子
牛を得ていることから、交雑種が示す乳用お
よび役用家畜としての高い資質（雑種強勢）
が効率的に利用できず、モンゴルにおいてヤ
クの改良が進んでいない一因となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、5 歳前後までの交雑種ヤクを

対象に、造精構造の免疫組織学的観察および
内分泌学的検査による機能評価を行い、精子
形成の発現する年齢および交雑世代との関
連性を調査することにより、精巣組織の正常
化が回帰する年齢および世代を明らかにす
る。 
また、モンゴル在来牛は季節繁殖性を示す

ことから、人工授精による産子作出のための
発情同期化法を確立すると同時に、ヤクおよ
び交雑種オスからの精液を用いた凍結保存
法を開発することにより、凍結精子からの産
子作出を目指した。 

 
３．研究の方法 
（１）組織学的観察による精子形成機能の解
明：モンゴルで採取したヤク雄（１６頭）と
ヤクと在来牛の交雑種 F1 雄（６頭）、F2 雄（１
０頭）、F3 雄（３頭)計３５頭 (１～５才)
から精巣及び精巣上体を採取し、ホルマリン
固定後切片を作成し、HE 染色および各種免疫
染色により発生段階による変化を観察し、ヤ
クと交雑種牛との相違について検討した。 
（２）人工授精による次世代の作出：モンゴ
ル在来牛は季節繁殖性を示すことから、人工
授精による産子作出のためには、計画的な発
情誘起が必要である。ヤク、F1、F2 各５頭（３
～１１才）の雌に腟内留置型プロジェステロ
ン製剤（イージーブリード）を用いたオブシ
ンクによる排卵同期化を試みた。また、同期
化過程でのホルモン動態を検討するために
採血し（イージーブリード抜去後の PGF2αお
よび GnRH 投与時の２回）Progesterone 濃度
を測定した。さらに、同期化後に自然交配に

よる妊否性について検討した。 
ヤク精液を用いた効率的な凍結保存方法

を開発する目的で、１０頭のヤク（２.５～
５才）から精巣上体精液および射出精液を回
収した。これら精液を凍結融解後、融解直後
または３時間後の運動性および生存率に及
ぼす凍結液への Orvus Es Paste (OEP)添加効
果について調べた。また、一部のヤク凍結精
液は、発情同期化した４頭の在来牛に人工授
精し、その受胎性を検討した。 

 
４．研究成果 
（１）組織学的考察による精子形成機能の解
明：ヤクと在来牛の交雑種 F１〜F３の精子形
成段階を HE 染色により検討したところ、ヤ
クでは２才以降精子形成が見られたが、交雑
種２才の F1,F2 では精子形成が見られず、F3
の半分の個体で精子形成が見られなかった。
また、F3 では、３才、4才でも精子が見られ
なかったことから、戻し交配による交雑種の
不稔性回復は、ヤクの場合、F3 では不十分で
ある事が考えられた。 
 次に、これらの精巣の精細胞の細胞増殖能
について抗 PCNA 抗体を用いた免疫組織学的
方法により検討したところ、ヤクでは、１才
から２才になる段階で、細胞増殖能が有意に
上昇しており、精原細胞の増殖能力は精子形
成に伴っている様子が見られた。しかし、正
常な精子形成を示す２才のヤクと精子形成
異常を示す２才の交雑種 F1,F2,F3 の間には
細胞増殖能に大きな違いは見られなかった。
さらに、精巣の精細胞の細胞死について
TUNEL 法により検討したところ、交雑種では、
細胞死を示す精細管の割合が 2才のヤクに比
べて減少しており、また精細管一つあたりの
細胞死率が低くなっていた。正常な精子形成
には細胞増殖と細胞死の割合が正常である
事が必要であることから、交雑種における精
子形成異常の原因は精細胞の細胞増殖能力
には起因せず、細胞死能力の低下にあること
が一つの可能性として示唆された。 
 さらに、精子に受精能を付与し精子成熟を
促進する精巣上体に着目し、その形態と細胞
増殖能について HE染色と抗 PCNA 抗体を用い
た免疫組織学的方法により検討した。基底細
胞の全体のサイズはヤクの１才では小さく
２才以降有意に増大し、基底細胞の核の細胞
全体のサイズに占める割合は、1 才から２才
にかけて有意に減少した。一方、正常な精子
形成を示す２才のヤクと精子形成異常を示
す２才の交雑種 F1,F2,F3 の間には基底細胞
サイズに大きな違いは見られなかったが、基
底細胞の核の細胞全体のサイズに占める割
合では、F1 がヤクより大きい傾向を示した。
主細胞全体のサイズ及び基底細胞の核の細
胞全体のサイズに占める割合はヤクで年齢
による変化は見られなかった。しかし、正常
な精子形成を示す２才のヤクより精子形成
異常を示す２才の交雑種 F2 は主細胞のサイ
ズが有意に大きく核のサイズも増大してい

http://liaj.lin.gr.jp/japanese/liajnews/liaj12521.pdf
http://liaj.lin.gr.jp/japanese/liajnews/liaj12521.pdf


 
図１．ヤクと交雑種の精巣上体細胞サイズと機能 
細胞サイズ、細胞質における SRD5A 発現及び核におけ
る AR 発現が異なる。 

た（図１）。これらのことは、交雑種では主
細胞及び基底細胞の形態に変化が見られる
ことを示している。細胞のサイズや細胞核の
細胞における割合は細胞機能と深く関わっ
ていることから、交雑種の精巣上体の機能に
影響を及ぼしていることが考えられた。 
 次に、精巣上体の基底細胞と主細胞の細胞
増殖能を検討したところ、両細胞種ともヤク
の年齢による変化はあまりみられず、基底細
胞では２才のヤクより２才の交雑種の増殖
能が上昇していることが明らかとなった。主
細胞を支持する基底細胞の細胞数の変化は、
交雑種における精巣上体全体の形態及び機

能に影響を及ぼしていることが考えられた。 
そこで、精巣上体の機能を調べるためアン

ドロゲン受容体(AR)と 5α リダクターゼ
(SRD5A)に着目し、ヤクと交雑種の違いにつ
いて免疫組織化学的解析を行った。その結果、
精巣上体の主細胞では、２才の交雑種 F2 は
ヤクと比較して AR 発現が上昇し、5 リダク
ターゼ発現が低下した。このことから、雄性
不稔を示す交雑種の精巣上体では、精子成熟
に必要な男性ホルモンが不足している可能
性が示唆され、交雑種では、精子成熟を支え
る主細胞において、形態の変化とともに、機
能の変化が起きていることが明らかとなっ
た。 

 
（２）人工授精による次世代の作出：ヤク、
F1、F2 雌各々５頭にオブシンクによる排卵同
期化を試み、同期化による自然交配後の妊娠
率を検討した結果、初回の交配により、ヤク、
F1、F2 それぞれ、60％（３/５）、60％（３/

５）、20％（１/５）が妊娠した。1 回目の不
妊牛においても、２回目の自然発情で全てが
妊娠した。一方、Progesterone 濃度は、F1
雌 ２ 頭 に お い て PGF2 α 投 与 後 の
Progesterone 濃度の低下が認められなかっ
たが、その他雌１３頭は PGF2α投与への反応
として Progesterone 濃度が低下した。 
精巣上体精液および射出精液における融

解直後または３時間後の運動性および生存
率に及ぼす Orvus Es Paste (OEP)添加効果に
ついて調べた結果、精巣上体由来精子および
射出精子とも凍結融解後の生存性は最終濃
度 0.75%OEP (添加濃度 1.48％) 添加により
改善されることが示唆された（図２）。また、
４頭の在来牛に最終濃度 0.75%OEP 添加ヤク
凍結精液を人工授精した結果、妊娠が確認さ
れなかった。 
以上結果より、頭数は少ないものの、腟内

留置型プロジェステロン製剤を用いた排卵
同期化がヤク、および交雑種である F1、F2
いずれの雌においても効果的であることが
判明した。さらに、ヤク精液の凍結保存方法
として、0.75%OEP 添加により融解後の精子生
存性が向上することが明らかになった。 
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