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研究成果の概要（和文）：ブタ精子の凍結乾燥を行うとDNAの断片化が起きる。この断片化はトレハロースにて
軽減できるが、処理の有無で受精・胚発生に影響を及ぼさない。DNAの断片化の修復を引き起こす遺伝子が発現
する可能性がある。そこで、成熟卵への注入後に6種のDNA修復遺伝子発現を確認したが、断片化されたDNAによ
って遺伝子発現が誘導されないことが示唆された。一方、卵の成熟が進むにつれ、いくつかの遺伝子でその発現
が進展した。卵の成熟中にDNA修復遺伝子の発現量が増加することで、顕微授精卵において凍結乾燥精子のDNAの
断片化が修復される可能性が示された。また、顕微授精卵を移植したが妊娠には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Freeze-drying causes DNA fragmentation in boar spermatozoa. Reduction of the
 fragmentation can be possible by the treatment with trehalose, however, this reduction does not 
affect fertilization and embryonic development. When we checked the expression of 6 kinds of DNA 
repair genes after the injection into matured oocyte, no clear evidence was detected. However, the 
expression of some kinds of the genes were expressed as the maturational stages progressed. These 
results suggest that the expression of these repair genes during maturation may contribute for the 
DNA repair of the freeze-dried sperm after the injection to matured oocytes.

研究分野：家畜繁殖学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 家畜や実験動物の遺伝資源の保全には、
生体保存のほか配偶子や初期胚の長期超低
温保存が行われている。特に精子保存は比較
的容易で、液体窒素中で保存される。しかし
ながら、液体窒素のランニングコストが多大
であることから、それを使わない常温～5℃
での低温保存技術の確立が望まれている。そ
の 1 つとして精子の凍結乾燥保存が期待さ
れる。凍結乾燥後は運動性が喪失するため、
人為的な生殖補助技術すなわち精子の顕微
授精（卵細胞質内精子注入、以下 ICSI）を行
わなければならないというデメリットが存
在するが、近年 ICSI の技術も発展してきて
おり、その恩恵を受け実験動物では凍結乾燥
精子の ICSI による産子作製の報告がなされ
てきている。しかしながら、大型家畜では、
ICSI そのものが、マウスやヒトに比べて難
しいということもあり、これまでに成功例が
ない。私たちの研究室ではこれまでに、ブタ
の凍結乾燥精子による産子作製にチャレン
ジしてきており、現在のところ 39 日齢胎子
までの発生を確認している(文献 1)が、その
後の妊娠維持や出産に至っていない。ブタで
は単為発生胚は妊娠 29 日までは発生が進む
がその後発生を停止し流産することから(文
献 2)、私たちの結果は、ブタにおいて凍結乾
燥精子を顕微注入して発生した胚は、単為発
生刺激によって発生をしたものではなく受
精を経て発生をしたものと考えられ、きわめ
て初期ではあるが胎生発育能を有すること
を証明している。 
 
(2) 発生の停止の原因は明らかではないが、
未凍結の精子あるいは通常行われる凍結融
解精子に比べて、凍結乾燥精子では DNA の断
片化が顕著であることが知られている。これ
らの傷害により、通常の初期発生や胎生発育
能に影響を及ぼす可能性が示唆されている。
しかしながら、これらに関して確固たる報告
は見当たらない。 
 
(3) 凍結乾燥精子の DNA 断片化を低減させ
る試みもなされている。DNA 断片化の主な原
因は、もともと精子細胞質に存在するエンド
ヌクレアーゼが活性化されるためで、その活
性化には Ca イオンや Mg イオンが必要であ
る。凍結乾燥用液にこれら二価陽イオンをキ
レートする EGTA や EDTA を加えることでエ
ンドヌクレアーゼの不活性化が期待できる。
実際にマウスにおいてはその効果が報告さ
れている(文献 3)。当研究室でもブタで両キ
レート剤について確認したところ、EGTA に
その効果が認められている(文献 1)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、超低温保存が不必要な遺伝資源
の保全法の可能性として、家畜(ブタ)におけ
る精子の凍結乾燥保存に関する以下の3項目
の研究を行う。 

(1) 凍結乾燥の際に生じる精子DNA断片化の
軽減を目的に、適切な凍結乾燥用の溶液の添
加物を選択しその効率化を図る。 
 
(2) 精子注入卵における断片化 DNA の修復
機構、とくに修復機構に関与する遺伝性発現
について調べる。 
 
(3) 世界初となる家畜の凍結乾燥精子から
の産子作製を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 精子の凍結乾燥 
凍結乾燥液として、10 mM トリス HCl 緩衝液
に 50 mM EGTA を加えたものにトレハロース
を加えた。これまでの成果として、トレハロ
ースのDNA断片抑制効果に関する実験を行っ
た(文献 4)。7.5 ないし 15 mM 添加で有意な
抑制効果が得られている(図 1)。ただし、顕
微授精後の正常受精(前核)率ならびに胚盤
胞発生率に差がなかった。本研究では、トレ
ハロースを 15 mM 加えた凍結乾燥液にて凍結
乾燥精子を DNA 断片化抑制精子、0 mM ものを
対照区精子とした。 

 
ランドレース種雄豚1頭から射出精子を採取
し、精子性状を確認したのち、30℃、900×g
で 10 分遠心処理した。上記の凍結乾燥液に
精子を再懸濁し、最終濃度を 4×108精子/mL
とした。精子懸濁液 1 mL を 15 mL の凍結乾
燥用ガラスバイアルに分注し、アルミ箔でカ
バーし、-80℃にて 4時間以上予備凍結した。
アルミ箔をとり凍結乾燥用ゴムキャップに
交換した(蓋には溝が掘られており、中途状
態で被せることにより空気の流通が可能と
なっている)、凍結乾燥機(FTS systems 
DuraDry μP, SP Scientific, Warminster, PA, 
USA)に装填した。凍結乾燥のプログラムは、
一次乾燥として、0.13 hPa で 19 時間、凍結
乾燥機の庫内温度を-30℃から 30℃まで、
0.75°C/分で加温した。最後の80分間を30℃
で処理した。二次乾燥して、0.13 hPa で 3 時
間処理した。庫内ならびにバイアル内に窒素
ガスを充填して、ゴムキャップを押し下げる
ことで気体の流通を遮断し、バイアルを取り
出し専用のアルミキャップで密閉した。精子



のはいったバイアルは使用時まで暗所に 4℃
で保管した。 
 
(2) 卵の体外成熟 
食肉処理場より卵巣を 35℃で輸送し、10％ウ
シ胎子血清、抗生剤(100 IU/mL ペニシリン G
ならびに 0.1mg/mL ストレプトマイシン)、20 
mM HEPES を加えた 199 培養液中で卵丘細胞-
卵複合体(以下、卵)を採取した。既報(文献
5)に従い、5％酸素下で、0.6 mM システイン、
50 mM β-メルカプトエタノール、1 mM ジブ
チリック cAMP (dbcAMP)、ならびホルモン(10 
IU/mL eCG ならびに 10 IU/mL hCG)ならびに
抗生剤を加えた North Carolina State 
University (NCSU)-37 液で 20-22 時間、引き
続き dbcAMP ならびにホルモンを除いた
NCSU-37 で 24 時間体外成熟培養を行った。卵
丘細胞をヒアルロニダーゼ処理ならびにピ
ペッテイング操作により除去し、実体顕微鏡
下で第一極体を有する卵を成熟卵として実
験に供与した。また、成熟途中の卵について
は、培養開始後の一定時間に卵丘細胞を除去
した卵を使用した。 
 
(3) 顕微授精ならびに精子注入卵の体外培
養 
凍結乾燥精子に等量の水を加え、600×g で 2
分間遠心し、5 mg/mL BSA を含むリン酸緩衝
食塩水で洗浄した。5-10 秒の超音波処理で頭
部と尾部を切断して室温に静置させた。 
既報(文献 4, 6)に従い顕微授精を行った。
精子頭部を、20 mM HEPES と 4％ポリビニル
ピロリドン(分子量= 360,000)を添加した受
精卵培養液(IVC-PyrLac, 文献 5)とともにマ
イクロピペットに吸引した。マイクロマニュ
プレータを用い、199 培養液中にて、ピエゾ
マイクロインジェクタで成熟卵に精子頭部
を注入した。注入後 1時間で、卵子活性化液
(0.05 mM CaCl2、0.1 mM MgSO4、0.1 mg/mL
ウシ血清アルブミンを添加した 0.28 M D-マ
ンニトール液)がはいった活性化用チャンバ
ーに顕微授精卵を移し、1.5 kV/cm の電圧で
20μ 秒の直流パルスを印加した。既報(文献
5)に従い、IVC-PyrLac にて受精卵の培養を行
った。 
 
(4) RNA 抽出・精製、cDNA 合成ならびに量的
RT-PCR (qRT-PCR) 
成熟過程の卵、成熟卵ならびに顕微授精卵を
プールして、RNeasy Micro Kit (QIAGEN, 
Hilden, Germany)にてマニュアル通りに総
RNAを抽出した。Primescript II first strand 
cDNA Synthesis Kit (Takara Bio Inc., Shiga, 
Japan)を用い cDNAを合成した。LightCycler® 
480 SYBR Green I (Roche, Indianapolis, IN, 
USA)を用い qRT-PCR を行った。それぞれの遺
伝子発現量については、チュブリンα1を標
準とした。 
 
(5)DNA 修復遺伝子の定量 

本実験では、ヒトで卵ならびに胚で報告(文
献 7, 8)を基に、6 つの遺伝子についてその
発現量を検出した(図 2)。 

 
(6) 胚移植 
春期発動前の借り腹雌豚に 1,000 IU の eCG
を投与し, 72 時間後に 500 IU の hCG を投与
して発情を同期化させた。この手法により、
40-45 時間に排卵が期待される。この排卵の
時間帯に顕微授精を行い、約 4時間後に麻酔
下で外科的に借り腹雌豚の卵管に顕微授精
卵ならびに単為発生卵を供移植した。なお、
単為発生卵も供移植した。成熟卵に2.2 kV/cm
の電圧で 20μ秒 DC パルスを印可し、約 4 時
間 10 mg/ml サイトカラシン B を処理し極体
放出を抑制し二倍体化した。移植後 40 日以
降において聴音波診断装置で妊娠の有無を
確認した。 
 
４．研究成果 
(1) 凍結乾燥用の溶液の添加物の選択 
正常受精の向上を目的に界面活性剤である
Triton-X (TX)の効果を確認した。基本液(0 
mM もしくは 15 mM のトレハロースを含む)に
TXを0.5％もしくは1％を加えて(対照区とし
て 0％)凍結乾燥精子を作製し顕微授精を行
った。正常受精ならびに異常受精ともにその
割合に差がなかった(表 1)。TX は強制的な精
子細胞膜を除去するもので、注入後に精子ク
ロマチンの脱凝縮が亢進することでエンド
ヌクレアーゼに作用を押さるものと期待さ
れたが、受精におよぼす効果は認められなか
った。以降の実験では、トレハロースのみを
添加することとした。 

 
(2) 断片化 DNA の修復機構、とくに修復機構
に関与する遺伝性発現の解明 
①顕微授精卵におけるDNA修復遺伝子の発現 
15 mM トレハロースを加えて凍結乾燥精子を
作製した。下垂後に顕微授精を行い 3時間後
に回収した。direct reversal of damage に
関与する MGMT 遺伝子、single-strand damage
に関与する UDG, XPC ならびに MSH2 遺伝子、



さららに double-strand breaks に関する
XRCC6 ならびに RDA51 遺伝子の発現に関して
RT-PCR にて検索を行ったが、発現量には差は
認められなかった(図 3)。 
 

 
②卵成熟過程におけるDNA修復遺伝子の発現 
成熟段階以前の卵、すなわち卵胞より採卵直
後の卵核胞期の卵(GV卵, 培養開始後0時間)、
やや減数分裂の進行した卵核胞後期の卵
(GV-L 卵, 20 時間)、卵核胞崩壊後で成熟が
進行段階にある第一減数分裂中期の成熟卵
(M-I 卵, 33 時間)と、第二減数分裂中期の成
熟卵(M-II 卵, 44 時間)で、これらの 6 遺伝
子を調べたところ、UDG の発現が M-I 卵なら
びに M-II 卵で、XPC の発現が M-II 卵でそれ
ぞれ他の成熟段階の卵(GV卵～GV-L卵ならび
に GV 卵～M-I 卵)に比べ有意にアップレギュ
レートしていた。さらに、MSH2 および RAD21
遺伝子においても成熟が進行するにつれて
発現量が増加する傾向が認められた。これら
の結果から、卵の成熟中に DNA 修復遺伝子の
発現量が増加することで、顕微授精された凍
結乾燥精子のDNAの断片化が修復されている
可能性が示された(図 4)。 

 
(3) DNA 断片化抑制精子を顕微授精した受精
精卵の移植実験 
15 mM トレハロース処理の凍結乾燥精子なら
びに対照区の精子を顕微注入し、8-12 時間後
に借り腹雌豚それぞれ、5 ならびに 6 頭ずつ

(計 11 頭)に移植を行った。いずれも妊娠の
継続は認められなかった(表 2)。 
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