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養豚業の種付け業務において，液状精液による人工授精が定着しつつあるが，急な発情

に対応できないこと，保管期間が 7 日間程度と短いことなどの理由から，その普及率は

40%で停滞している．凍結精液による人工授精法は，これらの欠点を全て解消し，年間を

通じて安定的な繁殖成績が得られると期待されるが，ブタにおけるその受胎率および一腹

産子数は現在においても未だ低く，全く実用化されていないのが現状である．そこで，本

研究では，「凍結方法」および「融解方法」をそれぞれ最適化し，高い繁殖成績を示す凍

結精液による人工授精法を開発することを目的とした．

精子は凍結時に細胞膜損傷の原因となる細胞内氷晶形成を抑制するため耐凍剤である

Glycerol を添加する．一方，Glycerol は細胞毒性を示し，ブタは他動物種と比較して Glycerol

に対する感受性が高い．したがって，Glycerol の機能を補助する凍結希釈液の開発が求め

られる．そこで，凍結希釈液の浸透圧を 400mOsm/kg の高張条件にし，細胞内氷晶形成

を抑制することで Glycerol 濃度を 3%から 2%へと低減した新規凍結希釈液を開発した．

これにより，融解後の高い運動性が維持され，人工授精による受胎率も 80%へと改善さ

れた．

しかしながら，この開発保存液を用いても凍結できない個体が半数程度存在した．した

がって，ブタの凍結精液による人工授精技術を普及させるためには，個体間の耐凍能の差

異を解決しなければならない．そこで，我々は耐凍能を左右する負の因子として，精液の

細菌に焦点をあてた．精液にはグラム陰性菌が優勢で多く検出され，その内毒素である

Lipopolissacharide (LPS)も細菌数依存的に精液から検出されたことから，LPS などの内毒

素が精子に悪影響を及ぼしていると推察した．マクロファージなどの免疫担当細胞におい

て，LPS 受容体および co-receptor

として知られる Toll-like receptor4

(TLR4)・CD14 が精子に発現して

いること，LPS はその濃度依存

的に精子運動率・生存率を低下さ

せ，Caspase-3 に依存したアポト

ーシスを誘起したことから精子は

TLR4 を介して細菌を認識し，ア

ポトーシスを誘起し，その結果，

運動性が低下するという精子の初

期免疫応答が初めて明らかとなっ

た．したがって，凍結処理過程で
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LPS を中和することが重要であるため，LPS 不活化剤 Polymyxin B (PMB) の影響につい

て検討した．100mg/ml 濃度の PMB 添加は，精漿中 LPS 活性を完全に不活化し，Penicillin

G との複合処理により融解後の精子機能性を有意に向上させた．さらに，人工授精にお

いても高い受胎率・一腹産子数が得られた．

精液にはグラム陽性菌も検出されるが，これらの病原性破片を不活化する抗生物質は現

在のところ存在しないことから，採精後，直ちに精漿を除去して凍結する方法が耐凍能の

低い個体の精子を凍結可能とする最適な手法であると考えられる．実際，この手法は耐凍

能の低い個体の融解後の精子機能性を耐凍能の高い個体と同水準にまで向上させた．

しかし，これらの精子では融解直後から自発的な受精能獲得や先体反応が促進されてい

た．精漿は受精能獲得を抑制するという報告があることから，融解液へ精漿を添加する実

験を試みたところ，融解液への 10% (v/v) 添加はそれらを抑制する充分量であることが明

らかとなった．以上の結果から，採精後，直ちに精漿を除去して凍結し，10% (v/v) 精漿

含有融解液にて精子を融解する「2 ステップ凍結融解処理法」を開発し，これを用いた人

工授精で受胎率 81%，一腹産子数

10.4 頭という高い繁殖成績を得るこ

とに成功した．

精漿には様々なウイルスが検出さ

れるため，融解液へ精漿を添加し，

人工授精する 2 ステップ凍結融解処

理法は，これらのウイルス疾病を蔓

延させる恐れがある．したがって，

全ての農家で使用可能な技術とする

ためには，精漿添加融解液と同等の

機能を有した完全合成融解液の開発

が必要である．融解液への EGTA 添

加は，融解後の精子細胞内 Ca
2+
上昇

を抑制し，それによる自発的な受精

能獲得を抑制し，体外における受精

能を高めた．しかし，EGTA 合成融

解液による人工授精では，卵管内受

精率は 82%と高いにもかかわらず，
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胎子の着床率は 51%と精漿添加融解

液による人工授精のそれと比較して

有意に低く，さらに，着床胎子にお

いても，白血球による侵襲を受けて

いた．この結果から，精漿には免疫

抑制因子が存在し，これらが，精子

が抗原となり遊走された白血球によ

る胚の貪食を防ぐと仮説を立てた．候補因子として Cortisol が同定され，その子宮内への

注入により着床率は 83%へと向上し，繁殖成績も受胎率が 91%，一腹産子数 9 頭と，精

漿含有融解液を使用せずとも実用化レベルに達した．Cortisol はステロイドホルモンの一

種でその副作用が懸念されるかもしれないが，分娩後の子豚の正常性には問題は見られず，

その後の発育にも異常はなかった．

本研究により

1. 採精後，直ちに精漿を除去する

2. 100mg/ml 濃度の PMB を添加した前処理液にて精子を希釈する

3. 浸透圧 400mOsm/kg の高張条件にし，最終 Glycerol 濃度を 2%にした凍結希釈液にて

精子を凍結する

4. 融解液へ 10% (v/v) 精漿あるいは，6mM EGTA+5mg Cortisol を含有した融解液にて精

子を融解し，人工授精する

という精子と精漿の機能を考慮した新規ブタ凍結精液による人工授精法の開発に初めて成

功した．
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本技術の開発により，国内の優秀な雄ブタの遺伝資源保存が活発になり，持続可能な畜

産業が実現可能になる．また，凍結精液による人工授精は液状精液を用いたそれと比較し

て衛生的であり，近年，各農場で蔓延しているウイルス防止対策の一手法となり得る．さ

らには，効率的な肉豚生産にも利用できるため，畜産物の安心安全の根底を支える技術と

なるであろう．
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