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研究成果の概要（和文）：日本では、盲導犬をはじめとする補助犬の数が不足している。これ
らの補助犬の繁殖には系統（血統）を重視する必要があるため、今後、地球レベルで優秀な犬
の精子を導入し、系統立てて繁殖を行うことが必要である。そのためには、犬の凍結精液技術
の確立が不可欠である。 
今回の研究では、犬精液銀行の設立を目指した実用可能な凍結精液作成技術の開発、すなわ
ち腟内授精でも受胎が可能な良好な性状が得られる凍結精液および雌犬への侵襲を少なくする
非外科的な人工授精技術の確立を目的として様々な研究を行った。 
その結果、犬の精液希釈液としては、卵黄トリス・フルクトース・クエン酸液が有効であり、
この希釈液で作成した凍結精液においては外科的子宮内人工授精では高い受胎率が得られた。
またこの時、凍結精液を 48 時間までであれば低温保存してからでも高い受胎率が得られる凍結
精液が作成できることが明らかとなった。すなわち、遠方の国内または海外から精液を低温輸
送した後に作成した凍結精液の使用も可能であることが明らかとなった。しかし、小動物用内
視鏡（ファイバースコープ）を使用した経腟による子宮内授精法の技術開発のために、排卵前
後の外子宮口と生殖道内の観察およびカテーテルの挿入が可能であるかどうかについての検討
を行ったが、外子宮口にカテーテルが挿入できたものは、11 頭中 1例だけであったため、経腟
による子宮内人工授精後の凍結精液の受胎性についての検討を行うことができなかった。今後
は、外子宮口の観察可能範囲の拡大を視野に入れ、それを可能にする空気圧やカテーテルの開
発などが必要であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：It is the present situations in Japan that the assistance dog 

including the guide dog is very insufficient. Because the lineage is necessary for 
reproduction of these dogs, it will be necessary to introduce the semen of an excellent 
dog and breed systematically at earth level in future. The establishment of the canine 
frozen semen technique that practical use is possible is indispensable. Therefore, for 
the purpose of establishment of canine frozen semen bank, the development of frozen semen 
technique providing high conception rate by the vaginal insemination and the 
establishment of the nonsurgical artificial insemination technique to reduce the 
aggression on dog were studied. 
As a result, Egg-yolk tris fructose citric acid extender was effective, and a high 

conception rate was provided by the surgical intrauterine insemination of canine frozen 
semen. In addition, it became clear that intrauterine insemination by the semen frozen 
after preservation at low temperature until 48 hours provided the high conception rate. 
It was thought that the semen frozen after transport of semen at low temperature from 
the distant place in Japan or the foreign countries might be useful. However, when we 
observed the vagina and the external os of uterus before and after the ovulation using 
the endoscope (fiberscope) for small animals, the insertion of the catheter was possible, 
but the passage of a catheter was able to insert in only one of 11 bitches. Therefore, 
I could not examine the conception by the transvaginal intrauterine insemination of canine 
frozen semen. It in future, it was thought that the expansion of the observable range 
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of the external os of uterus, the development of an air pressure and the development of 
catheter that enabled it would be necessary. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
全国で盲導犬を必要とされる視覚障害者は
数万人といわれている。しかし、実際に盲導
犬として活躍しているのはわずか 800頭余り
である。これら盲導犬の育成には、財団法人
日本盲導犬協会が中心となって事業を行っ
ており、多くのボランティアに頼っているの
が現状である。盲導犬は、人の安全に深く関
わる仕事をするため、適性が重視される。こ
の適性は血統的な要因が最も重要であるた
め、盲導犬を繁殖させるためには系統的な繁
殖が最も重要となる。しかし、日本にだけで
すべての盲導犬の繁殖を行うのは限界があ
ることが考えられる。スウェーデン、オース
トラリアなどの諸外国では、盲導犬（主にラ
ブラドールレトリバー）を系統的に繁殖・育
成している。盲導犬の先進国であっても、我
が国と同様に多くの方々のボランティアに
よって事業が支えられており、日本に盲導犬
候補の犬をそのまま提供していただける余
裕はない。従って、地球レベルで優秀な犬の
精子を導入し、系統立てて繁殖を行うことが、
この事業を大きく推進させることになると
考える。しかし、2004 年 11 月の狂犬病予防
法の強化によって、検疫制度が見直され、犬
の輸入が困難となっている。すなわち、海外
の優秀な血統の導入には、輸入凍結精液によ
る人工授精が必要不可欠な技術であり、盲導
犬協会としても、これら補助犬の育成には、
凍結精液による人工授精技術の確立が急務
であると考えている。しかし、犬の精子は耐
凍性に弱く、凍結精液による人工授精が実用
段階に至っていない。我々は、犬凍結精液に
関する研究を続け、国内で始めて犬の凍結精
液による子宮内授精で高率に受胎すること
に成功した。しかし、腟内への人工授精によ

る受胎率は低く、実用化にはまだ解決しなけ
ればならない点がいくつか存在する。 
 
２．研究の目的 
 
上記に述べたような背景から、今回の研究
では、自ら維持しているビーグルコロニーを
用いて、臨床的に実用可能な凍結精液作成技
術の更なる開発、すなわち腟内授精でも受胎
が可能な良好な性状が得られる凍結精液お
よび雌犬への侵襲を少なくする非外科的な
人工授精技術の確立を目指すことを目的に
研究を進めていった。これらの研究結果は、
補助犬の繁殖を効率よくすすめていくため
の凍結銀行設立のために世界的に役立つも
のと考えられた。 
 
３．研究の方法 
 
（1）凍結精液希釈液および低温保存の有効
性の検討 

凍結精液希釈液中に含まれる糖類として、
今までの研究においてフルクトースが使用
されてきた。しかし、最近注目を浴びている
トレハロースやラフィノースには、低温に対
するショックを保護する作用があるといわ
れているため、これらの糖類を使用し精液希
釈液を作成し、まず、精液の低温保存を行い
その有用性について評価した。そして、この
結果から凍結精液の希釈液としても有効で
あると考えた。また同時に、精液の輸送に関
する評価も検討できると考えられた。 
方法として、犬精液を 3つの精液希釈液（卵
黄トリス・クエン酸液・フルクトース、グル
コースまたはトレハロース）で希釈し、2、4、
8、12、16、20 および 24℃の温度で 72 時間
まで保存し、精液性状からその有用性につい
て検討した。 
 



（2）非外科的な子宮内授精技術の確立 
犬凍結精液による人工授精は今まで外科的
に行っていたが、犬にかかるストレス（侵襲）
を考慮すると非外科的な経腟の子宮内授精
の開発が不可欠である。しかし、経腟の子宮
内授精は雌犬の特徴的な解剖学的構造から
容易に行うことはできず、熟練した技術や高
価な機器を必要とする。そこで、凍結精液の
技術を臨床応用することを目的として、小動
物用内視鏡（ファイバースコープ）を使用し
た経腟による子宮内授精法の技術開発のた
めの予備的な検討として、排卵前後の外子宮
口と生殖道内の観察およびカテーテルの挿
入が可能であるかどうかについての検討を
行った。 
 
（3）凍結前の低温保存が凍結融解後に与え
る影響の検討 
国内の遠隔地や海外にいる優秀な犬の精液
を凍結保存する場合、犬を輸送することは容
易ではない。また、犬の低温精液は、2 日の
保存でも精子活力を 80％以上に保持できる
ことが知られている。すなわち、精液だけを
低温で輸送し、この精液を凍結保存すること
が可能であれば、どの地域にいる優秀な犬の
精液を有効に保存することが可能となる。し
かし、この点についてはまだ検討がなされて
いないため、低温保存後の精液による凍結融
解後の性状に与える影響について検討を行
う。そしてその後、これら精液を用いた人工
授精後の受胎率について検討した。 
実験は、雄ビーグル犬2頭の犬から精液を採
取し、精液性状に差がないことを確認後、混
合して1サンプルとし、さらにこれを3等分し
て、0〜48時間まで低温（4℃）保存後に凍結
精液を作成し、融解後の精子活力、精子生存
率および精子奇形率について観察した。その
後、この精液における受精能を明らかにする
ため、雌ビーグル犬20頭を使用して外科的な
子宮内授精を実施した。なお、授精精子数4
×107とした。 
 
（4）高齢犬の凍結精液作成における融解後
の精液性状に及ぼす影響 
近年、動物の医療技術が高まり、ペットの

高齢化が進んできている。余命の短い高齢犬
において、凍結精液作成の需要が今後伸びて
くる可能性は大いに考えられる。しかし、高
齢犬は成犬と比較して精液性状が低下し、凍
結融解後の性状にも影響を及ぼすことが示
唆される。そこで、高齢犬精子の凍結融解後
の性状を改善させることを目的に、実験 1と
して高齢犬と成犬の凍結保存前後の精液性
状の比較および加齢に伴う凍結精液の性状
の影響を調べ、実験 2として高齢犬凍結精液
作成におけるグリセリン濃度およびグリセ
リン平衡時間についての検討を行った。 

供試動物は、当研究室で飼育されている 9
歳の高齢犬ビーグル 3 頭と 2〜5 歳の成犬ビ
ーグル 4頭を使用した。 
まず実験 1として、それぞれの犬から精液

を採取した後、既報の方法で凍結精液を作成
し、融解後の精液性状を比較した。 
実験 2として、グリセリンが精子に与える

毒性に着目して、高齢犬と成犬でそれぞれ最
終グリセリン濃度が 2％、4％、7％となるよ
うに、それぞれグリセリン平衡時間を 30分、
60 分、120 分と設定して凍結精液を作成、す
なわち全部で 9 グループの実験群を設定し、
凍結融解後の精液性状からグリセリンの影
響を比較検討した。 
 
４．研究成果 
 
（1）凍結精液希釈液および低温保存の有効
性の検討 
実験の結果、トレハロース群は、フルクト

ースおよびグルコース群に比較して精子活力
はやや低値を示した。保存温度としては、4
～12℃保存群では48時間まで精液性状を良好
に保存することができたが、72時間の保存で
は精子活力の低下および精子奇形率の増加が
みられた。また、2℃および16℃以上の保存群
では24または48時間以上の保存で精子活力の
低下および精子奇形率の増加がみられた。フ
ルクトース群およびグルコース群との間で精
液性状の結果に差はみられなかった。 
以上のことから、犬精子は4～12℃の範囲で

の保存温度が適切で、卵黄トリス・クエン酸
にフルクトースまたはグルコースを添加した
希釈液を用いた場合、低温保存による輸送で
は48時間以内まで可能であることが明らかと
なった。この結果から、犬凍結精液作成にお
いても、我々が今まで使用してきた卵黄トリ
ス・フルクトース・クエン酸液が有用である
ことが示唆された。 
 

（2）非外科的な子宮内授精技術の確立 
実験の結果、各性周期における腟腔内の観
察は行えたが、外子宮口にカテーテルが挿入
できたものは、11 頭中発情前期の 1頭だけで
あった。今後は、外子宮口の観察可能範囲の
拡大を視野に入れ、それを可能にする空気圧
や子宮腟部の弾力性と外子宮口の狭い径に
対するカテーテルの強度の向上、また子宮頸
管の走行に適合したカテーテルなどの開発
が必要であると考えられた。 
 
（3）凍結前の低温保存が凍結融解後に与え
る影響の検討 
実験の結果、凍結融解後の精子活力および
精子生存率は、0時間保存群と48時間保存群の
間に有意差が認められた。精子奇形率は、0
時間保存群に対して、24、48時間保存群でわ
ずかに高値を示した。すなわち、低温保存後
には精子活力は明らかに低下しているが、凍



結融解後の精子活力は24時間保存までは変わ
らず、48時間においても平均25.0±5.5％であ
り十分に子宮内授精に使用可能であると考え
られた。しかし、子宮内授精後の結果は、0
時間低温保存後の凍結精液による受胎率は
80.0％、24時間低温保存後の凍結精液におい
て受胎率は71.4％と高値であったが、48時間
低温保存後の凍結精液において受胎率は
22.2％と低率であった。 
以上のことから、凍結融解後の精子活力や
精子生存率が高いにもかかわらず、48 時間低
温保存した精液の凍結精液による子宮内授
精では、高い受胎率が得られないことが明ら
かとなった。すなわち、精液を低温輸送して
凍結保存するには、精液の低温保存は 24 時
間までが有効であると考えられた。  
 
（4）高齢犬の凍結精液作成における融解後
の精液性状に及ぼす影響 
実験 1の結果、高齢犬と成犬の凍結前の精

液性状には差はみられなかったが、融解後に
は高齢犬で精子活力の有意な低下（P＜0.01）
がみられることが明らかとなった。そこで、
同一個体の 1歳時と 9歳時に同じ方法で凍結
精液を作成し、融解したデータを比較した結
果、凍結前は両者で有意差はみられなかった
が、融解後の精液性状は 9歳時に作成したも
のが 1歳時のものと比較して有意に低値を示
し（P＜0.01）、凍結融解後の精液性状は加齢
に伴って変化することが明らかとなった。両
者のデータを分析すると、グリセリン平衡後
から精液性状が低値を示す傾向が明らかと
なったため、グリセリンが高齢犬の精液に対
して影響を与えていることが示唆された。 
実験 2 の結果、グリセリン濃度に関して、

凍結融解後の精子活力が成犬ではグリセリ
ン 4～7％の濃度でほぼ同様の値を示したの
に対し、高齢犬では 4％に比較して 7％では
低値を示した。グリセリン平衡時間に関して、
成犬では 30～120分までほとんど差がみられ
なかったのに対し、高齢犬では 30～60 分に
対して 120分でやや精子活力が低値を示した。 
以上の成績から、高齢犬は成犬と比較する

とグリセリンの悪影響を受けやすく、高齢犬
の凍結精液を作成する際にはグリセリン濃
度は既報の 7％よりも 4％で良い成績を得ら
れることが明らかとなった。 
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