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研究成果の概要（和文）： 

 哺乳動物の雌子宮内に交配後に子が入ると、免疫機構が働き、精子を除去する仕組みが
存在する。本研究では、この機構が多核白血球という免疫細胞によって行われ、それによ
る精子の貪食は、血清の存在下で活発に行われるが、運動精子と死滅精子の両方を同様に
貪食することを明らかにした。さらに、カフェインやへパリン、精漿などの存在下で、牛
および豚多核白血球の同種精子への走化性と貪食能を抑制することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In the female reproductive tracts, immunological system exists to remove sperm from 

the tract rapidly after mating or artificial insemination. In the present study, we could 
make clear that both phagocytotic and chemotactic activities of bovine and porcine 
polymorphonuclear leukocytes (PMNs), which mainly perform in the system, are stimulated 
in the presence of fresh serum and decreased in the presence of caffeine, heparin, and 
seminal plasma. Furthermore, PMNs phagocytize equally both active motile and dead sperm. 
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１．研究開始当初の背景 

家畜種における人工授精技術の開発の歴

史は古い。我が国では、ほぼ 100％の乳用牛

および肉用牛の繁殖に凍結精液による人工

授精技術が適用されている。この技術により、

牛の遺伝能力は飛躍的に向上したが、一方で、
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我が国の初回人工授精による乳牛受胎率が

50％を下回る事態となっている。また、世界

的に需要が伸びている豚では、液状保存精液

を用いた人工授精技術が欧米で広く普及し

ているが、商用利用に堪える凍結精液による

人工授精技術は、種雄豚間の耐凍能の差や産

子数で改善の余地を残す。一方、我が国では、

液状保存精子を用いた人工授精が大規模農

場を中心に補助的な繁殖手段として利用さ

れているに過ぎず、雄豚の飼養が大きな経営

圧迫要因となる小規模養豚経営において、衛

生管理が容易な人工授精技術を普及させる

ことが急務である。 

最近ヨーロッパ諸国で、豚の子宮体部や子

宮角に授精可能な人工授精器が開発され、比

較的少量の豚精液でも高い受胎率が得られる

ようになり、精子利用効率が飛躍的に向上し

た。それにともなって、世界的に豚人工授精

技術の利用率が急速に高まっており、ベルギ

ー・ノルウェー・スペインでは80%を超えてい

る。一方、1980年代以降、人工授精技術の開

発から受精卵移植技術、さらには胚操作技術

へと、受精卵関係の研究に研究費を重点的に

投入した我が国では、精子の液状・凍結保存

を含む人工授精に関する研究が現在極めて手

薄となっている。上述のごとく、技術自体の

顕著な改良は海外での技術革新に依存してい

るのが現状で、豚における人工授精技術の利

用率は2006年度で32.8％に留まっている。現

場の精液検査も、精液の肉眼的検査と精子の

運動性などの顕微鏡的検査だけに頼っている

のが現状である。人工授精が実用化されてい

る牛で実際に人工授精による受胎率が低下し

ていることを考えると、我が国の効率的な家

畜生産のために、人工授精技術における早急

なブレイクスルーが必要である。 

上述のとおり、人工授精技術は、精子の保

存法や評価法、さらには新たな人工授精器の

開発などの方面から改良が加えられてきた。

しかし、牛での受胎率の低下や豚での低い精

子利用効率と普及率の低さの原因を鑑みると、

人工授精によって注入された精子を如何に効

率よく排卵後まで正常な機能を持ったまま生

存させ、卵管膨大部で卵母細胞に侵入させる

かという観点からの改良が必要である。すな

わち、精子の受精能に影響しない形で、雌性

生殖道の精子除去機能を人為制御する手法の

開発が不可欠であると考えられる。 

２．研究の目的 

本研究は、哺乳動物の人工授精前後におけ

る雌性生殖道内での免疫システムによる精子

除去機構とその制御手法を明らかにし、得ら

れた知見を用いて家畜種の人工授精技術の飛

躍的な革新を目指す。特に本プロジェクトで

は、実験動物（ラット）を用いた体内実験系

だけでなく、豚・牛から採取した多核白血球

を利用した体外実験系を用いて、豚および牛

精子への多核白血球の結合・貪能能に影響を

及ぼすとともに、精子の受精能や生存能に影

響を及ぼさない物質の検索を実施する。 

３．研究の方法 

ブタおよびウシの末梢血から採取・分離し

たPMNsを用いて、種々の体外培養条件下で同

一濃度の精子とPMNsを60分間共培養し、どれ

だけのPMNsが精子を貪食したかを形態学的に

調べることでPMNsの貪食能を調べた。 

また、Chemotactic Chamberを用いて、8m

の孔の空いたポリカーボネート製の膜を介し

て下段に精子を上段にPMNsを配置し、90分間

同様に培養し、膜の孔を通り抜けているPMNs

の数を数えることでPMNsの走化性を評価した。 

さらに、子宮内の免疫細胞の種類やその数

の変化を調べるために、種々の発情周期や交

配後の雌ラットの子宮を潅流して、その回収

液中の免疫細胞を細胞学的に観察した。 

４．研究成果 

ラットの研究で、子宮内に存在する免疫細

胞の約９０％が多核白血球であり、発情周期

によって子宮内の多核白血球数が変動し、発



 

 

情前期に最も多く存在することを見出した。

交配によって子宮中の多核白血球数は急増

し、極めて短時間に子宮内精子数の減少とと

もに子宮中の多核白血球数が減少すること

を明らかにした。 

 一方、牛および豚の血液由来多核白血球を

用いて、体外での同種精子貪食能と精子への

走化性について検討を行った結果、牛および

豚多核白血球は血清の存在下でのみ精子へ

の高い走化性と貪食能を発揮することが明

らかになった。また、その貪食能は、活発な

運動精子に対しても死滅した精子に対して

も同様で差がなかったことから、子宮中では

死滅精子のみを貪食しているのではなく、運

動精子も死滅精子も同様に貪食しているこ

とが示唆された。さらに、カフェインまたは

へパリンの添加は、それらの濃度依存的に牛

および豚多核白血球の同種精子への走化性

と貪食能を有意に低下させることを明らか

にした。 

ラットをウシやブタのモデルとして凍結

精液希釈液を用いて人工授精した後の子宮

腔への多核白血球の出現および貪食能を調

べたところ、卵黄を希釈液に添加した場合に

有意な多核白血球の出現刺激が認められ、子

宮内の多核白血球数は有意に増加した。 

 そこで、卵黄がウシおよびブタの多核白血

球の走化性および貪食能に及ぼす影響につ

いて解析したところ、ウシおよびブタの多核

白血球の走化性がともに有意に刺激された

ものの、貪食能に関しては種差が存在するこ

とが明らかになった。 

 また、細胞内 cAMP の上昇および PKC の刺

激がウシ及びブタ多核白血球の走化性及び

貪食能に及ぼす影響について調べるために、

dibutyryl cAMP および PMA を添加してその後

の多核白血球の走化性及び貪食能を体外で

評価した。その結果、dibutyryl cAMP の添加

は、多核白血球の走化性及び貪食能をともに

低下させ、代わりに PMA 添加による PKC の刺

激は、多核白血球の走化性及び貪食能をとも

に促進した。この結果から、多核白血球の走

化性及び貪食能の調節が十分可能であるこ

とが示唆された。 

ブタ精漿がブタおよびウシ多核白血球に

よる同種精子への走化性におよぼす影響に

ついて調べたところ、ブタ精漿を５％以上添

加することでその走化性は有意に低下し、ウ

シで５％以上、ブタで１０％以上のブタ精漿

を添加することで最大の走化性の低下が認

められた。 

 次に、同様にブタ精漿がブタおよびウシ多

核白血球による同種精子の貪食能におよぼ

す影響について調べたところ、走化性と同様、

ブタ精漿を１％以上添加することでその貪

食能は有意に低下し、ウシで５％以上、ブタ

で１０％以上のブタ精漿を添加することで

最大の貪食能の低下が認められた。 

 また、ブタ精子およびウシ精子浮遊液への

卵黄の添加がブタおよびウシ多核白血球に

よる同種精子への走化性におよぼす影響に

ついて調べたところ、有意に走化性を刺激し

たが、同液へのカフェインまたは精漿の添加

は、その走化性の促進を卵黄無添加区と同じ

程度にまで低下させることを明らかにした。 

 一方、ブタ精子およびウシ精子浮遊液への

卵黄の添加がブタおよびウシ多核白血球に

よる同種精子の貪食能におよぼす影響につ

いて調べたところ、ブタ精子浮遊液への卵黄

の添加は、同種多核白血球による貪食能を著

しく刺激するが、ウシ精子浮遊液への卵黄の

添加は同種多核白血球による貪食に全く影

響しなかった。さらに、卵黄を添加したブタ

精子浮遊液へのカフェインまたは精漿の添

加は、刺激された同種多核白血球による貪食

能を卵黄無添加区と同じ程度にまで低下さ



 

 

せることを明らかにした。 

 以上の結果から、ウシと比較してブタでは、

凍結精液に添加される卵黄の存在に対する

多核白血球の貪食能おける感受性が極めて

高いことを明らかにした。この差が、凍結精

液による人工授精後の受胎成績の差に反映

している可能性が示唆される。さらに、ブタ

凍結精液へのカフェインや精漿の添加は、こ

の多核白血球の卵黄に対する感受性を低下

させるのに有用であることを明らかにした。

これらの知見を活用することで、効率的な人

工授精を実施可能な雌性生殖道の免疫制御

技術システムの構築の可能性が明らかにな

った。 
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