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略語一覧 

 

AI artificial insemination 

ATP adenosine triphosphate 

BSA bovine serum albumin 

CASA computer aided sperm analysis 

COCs cumulus-oocyte complexes 

DMSO dimethyl sulfoxide 

eCG equine chorionic gonadotropin 

EGCG ()-epigallo-catechin-3-O-gallate 

EGF epidermal growth factor 

FCM flow cytometry 

FITC fluorescence isothiocyanate 

FMD foot and mouth disease 

hCG human chorionic gonadotropin 

Hepes-TLP-PVA Hepes-buffered Tyrode solution with lactate pyruvate and 

polyvinyl alcohol 

ICM inner cell mass 

IVF in vitro fertilization 

IVM in vitro maturation 

LEY lactose egg yolk 

LPS lipopolysaccharide 

MⅡ Metaphase Ⅱ 

mHepes-TLP-PVA modified Hepes-TLP-PVA 

mPZM-3 modified porcine zygote medium 
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mTCM-199 modified TCM-199 

MTG MitoTracker Green 

mTLP modified TLP 

PBS phosphate-buffered saline 

PED porcine epidemic diarrhea 

pFF pig follicular fluid 

PFs 緑茶由来ポリフェノール属(polyphenols) 

PI propidium iodide 

PNA peanut agglutinin 

PuFA polyunsaturated fatty acids 

PVA polyvinyl alcohol 

ROS reactive oxidative species 

SPF specific pathogen free 

TE trophectoderm 

TLP Tyrode solution with lactate and pyruvate 

UFA unsaturated fatty acids 

ZP zonal pellucida  
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和文要旨 

卵巣の卵胞から取り出されたブタ未成熟卵子は、体外において減数分裂を再

開して第 2 減数分裂中期に到達し得る。また、そのようにして得られた成熟卵

子は、体外において新鮮精子および凍結融解精子の侵入を受けることが可能で

ある。しかしながら従来の系では、多精子受精が頻発するため正常な受精であ

る単一精子受精卵を得ることは極めて難しく、このことが体外成熟、体外受精

および体外培養技術を用いたブタ未成熟卵子からの胚盤胞作出を妨げる最も大

きな障害の一つとなっている。そこで本研究では、ブタ体外成熟卵子の効率的

な体外受精系を確立することを目的とした。 

最初の実験では、多精子受精の頻度を下げるために、1 rpm で回転させてい

る 200 μL の PCR チューブ内で体外成熟卵子およびクラウン系ミニブタから採

取した新鮮精子を共培養した。一部の卵子はコントロールとして、静置した同

チューブ内で媒精した。その結果、精子侵入卵の割合は回転培養処理の有無の

影響を受けなかったが、体外受精時にチューブを回転処理すると単一精子受精

卵の割合は増加し、多精子受精卵の割合は低下した。以上の結果から、このよ

うな媒精法は体外におけるブタ正常受精卵の作出に有用であることが示された。 

緑茶から抽出されたポリフェノール属は抗酸化作用を持つことが知られてお

り、その添加は哺乳動物の細胞および臓器の保存に有効であると報告されてい

る。そこで次の実験では、緑茶ポリフェノール属がブタ凍結融解精子の正常性

維持に及ぼす影響について検討した。射出精液を種々の濃度（0、0.01、0.05、

0.1 および 0.2%［w/v］）の緑茶ポリフェノール属を添加した Mulberry III 液で希

釈し、15℃下で一晩保存した後に凍結した。得られた凍結精子を 40℃下で急速

融解した後、性状の評価を行った。その結果、0.01%の緑茶ポリフェノール属

を添加した溶液中で保存した精子は、緑茶ポリフェノール属無添加溶液中で保
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存した精子と比較して、有意に高い生存性および先体正常性を示した。しかし

ながら、ミトコンドリア正常性については、これら二つの区間において差はみ

られなかった。0.01%の緑茶ポリフェノール属を精子保存液に添加することに

より、上記の回転培養処理方法を用いて媒精した卵子においては単一精子受精

が増加し、多精子受精が抑制された結果、体外培養後の胚盤胞形成率が増加し

た。以上の結果から、凍結前に 0.01%の緑茶ポリフェノール属を添加した溶液

中で保存することにより、凍結融解による損傷からブタ精子を保護し得ること

が明らかとなった。また、このような処理は、胚盤胞期まで体外発生し得るブ

タ正常受精卵の作出に有用であることが示された。 

本研究の結果、ブタ体外成熟卵子の新しい体外受精系が確立された。この系

は、体外におけるブタ胚盤胞作出効率の向上に貢献し得ると考えられる。 
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Studies on Establishment of Effective In Vitro Fertilization System of 

In Vitro-Matured Pig Oocytes 

 

ABSTRACT: In pigs, immature oocytes released from ovarian follicles can resume 

meiosis and reach metaphase II stage in culture, and the matured oocytes are 

penetrable in vitro by fresh and frozen-thawed spermatozoa. However, few normal 

fertilized oocytes are obtained under conventional systems because of the high 

incidence of polyspermy. This was one of the most prominent obstacles to producing 

pig blastocysts from immature oocytes by in vitro maturation, fertilization and culture. 

This study was carried out to establish the effective in vitro fertilization system of in 

vitro-matured pig oocytes. 

In the first experiment, in vitro-matured oocytes were co-cultured with fresh 

spermatozoa collected from Clawn miniature pigs in a 200 l PCR tube which was 

rotated at 1 rpm to overcome the high incidence of polyspermy. Some oocytes were 

inseminated in the same tube without rotation as controls. The rate of total penetrated 

oocytes was not affected by the presence or absence of rotation. However, the presence 

of rotation prevented polyspermic penetration and increased monospermic penetration. 

These results indicated that the rotation method for in vitro fertilization is useful for 

producing normal fertilized pig oocytes in vitro. 

Polyphenols (PFs) extracted from green tea, known to possess the powerfully potent 

anti-oxidants, have been reported to be effective in preservation of mammalian cells 

from various species and isolated organs. Therefore, it was tested whether treatment 

with PFs prior to freezing procedure might also be effective for maintaining the 

integrity of frozen-thawed boar spermatozoa in the second experiment. Ejaculates were 

diluted in Mulberry III medium containing various concentrations of PFs (0, 0.01, 0.05, 

0.1, and 0.2% [w/v]) and then stored at 15C overnight. The semen samples were 

processed, using the straw freezing procedure, and then frozen in liquid nitrogen. After 

rapid thawing at 40°C, the spermatozoa were subjected to several assays to evaluate 

semen quality. Spermatozoa stored in the medium containing 0.01% PFs exhibited 

significantly higher degrees of post-thawed viability and acrosomal integrity than those 

stored in the absence of PFs. However, no change in the mitochondrial activity was 

noted between the two groups. Addition of 0.01% PFs to the storage solution of 

spermatozoa prevented polyspermic penetration in oocytes inseminated using the 

rotation method, resulting in an increased blastocyst formation rate after in vitro 

culture. These results indicated that preincubation with 0.01% PFs prior to freezing 

procedure exerts a protective effect on boar spermatozoa by preventing injuries 
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associated with freezing-thawing and this method is useful for producing normal 

fertilized pig oocytes that can develop to the blastocyst stage in vitro. 

In conclusion, a novel in vitro fertilization system for in vitro-matured pig oocytes has 

been established. This system will contribute to increase the efficacy of pig blastocyst 

production in vitro. 
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 家畜生産の歴史は、野生動物を捕獲し、その繁殖特性を理解・利用して人為

的支配下に置くことで家畜化したことに始まる。約 50 年前から現在に至る、家

畜における育種改良技術の進歩とともに、自然交配・人工授精・体外受精(IVF; 

in vitro fertilization)および胚移植と言った発生工学および繁殖生理学などを組

み合わせた家畜改良の研究は目覚ましい発展を見せている。これらの研究は特

にマウスおよびラットなどの実験小動物やウシで進んでおり、多くの遺伝子改

変動物(Gordon et al. 1980)やクローン動物(Wilmut et al. 1997)などが作出されて

いる。ウシに至っては生産現場において既に IVF および胚移植が実用技術とし

て位置づけられている(Thompson 1997)。ブタにおいては Iritani et al. (1978)が体

外で初めて精子受精能獲得の誘起に成功した。その後、雌性生殖道を用いず、

体外で精子受精能を獲得させた射出精液由来精子(Pavlok 1981; Nagai et al. 

1984)、あるいは精巣上体精子による卵子への侵入の可能性が示唆された(Nagai 

et a1. 1984)。また、Cheng et al. (1986)は世界で初めて体内成熟・IVF 由来の胚を

移植して産子を得ることに成功し、続いて Nagai et al. (1988)は凍結融解精子を

用いた IVF にて産子を得ることに成功した。さらに、Mattioli et al. (1989)は体外

成熟(IVM; in vitro maturation)・IVF 由来の 2～4 細胞期胚を移植することにより

産子を得ることに成功している。これらの結果から、ブタ IVF 卵は移植後に正

常な産子にまで発育する能力を持つことが明らかとなった。 

近年、豚インフルエンザ、豚コレラ、豚流行性下痢(PED; porcine epidemic 

diarrhea)および口蹄疫(FMD; foot and mouth disease)などの家畜伝染病が世界的

に流行しており、日本においても PED および FMD が大問題となった。 

IVF および胚移植は、生体の移動および生体同士の接触を伴わないため、こ

れらの疾病の伝播を防ぐことを可能とし、また、特定病原菌を保有しない

SPF(Specific Pathogen Free)豚作製への応用も期待されている。さらには、クロ
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ーンおよび遺伝子導入技術などの新技術を用いた経済豚の生産が検討され始め

ている。よって、IVF は疾病伝播の予防だけでなく、受精卵を大量に作出する

基礎技術として、これらの新技術を下支えする重要な位置を占めることが予想

される。加えて、食肉センターにて廃棄されるブタ卵巣および精巣などの有効

利用、遺伝資源としての卵子および精子の凍結保存など、今後も畜産分野にて

幅広く有効活用することが期待できる。 

IVF は畜産分野だけでなく、卵子および精子の発生および生理学的動態を追

跡し、受精機構を解明するための有効な手段であり、ヒトの生殖医療の学術的

基礎を提供することができる。哺乳動物卵子および精子の受精前後に起こる

様々な現象が究明されつつあるが、詳細に解明されていない部分も多い。すな

わち、安定した IVF 系を確立することで、受精機構の解明を通して、受精およ

び発生機構に関する基礎的知見を得ることができ、生殖介助技術としてだけで

はなく、様々な研究および技術に応用することが期待される。 

一方、ブタ精液の凍結保存に関する研究はドライアイスおよびアルコールに

て凍結(-79℃)されたウシ精子による受胎成功の報告 (Polge & Rowson 1952)後、

間もなく開始された。Hess et al. (1957)が‐95℃のブタ凍結保存精子を用いて産

子を得ることに初めて成功して以来、試行錯誤を繰り返した結果、1970 年以降

著しく進歩し、受胎および産子獲得成功例の報告も多くなった。そして、希釈

液の組成、グリセリン濃度、凍結融解の方法、注入精子数、注入回数、受胎率

および産子数などに関する報告が増加し、技術的進歩がみられた(Pursel & 

Johnson 1975; Crabo & Einarsson 1971; Salamon & Visser 1974; Richter et al. 1975; 

Larsson et al. 1977)。ブタ精液の凍結保存方法としては、ペレット法、ストロー

法およびアルミバック法の 3 つが報告されているが、現在実際に広く研究に用

いられているのはペレット法およびストロー法である。これらの手法が改良さ
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れ、ブタ精液の凍結保存技術は確立できたとされている(丹羽ら 1989)。しかし、

ブタ精子の場合、耐凍能に個体差が大きいこと、受胎率および産子数が自然交

配に比べて劣ること(Almlid & Hofmo 1995; Johnson et al. 2000; Roca et al. 2011)

などの理由により、ウシのように一般農家で利用されるまでには至ってない。

生産現場にてブタ凍結融解精子を実用化するためには正常な精子性状を維持し、

受胎成績を向上することが課題であり、現在においても、多くの研究者により、

凍結容器、希釈液に添加する糖、グリセリン濃度および凍結方法に関する基礎

および実用化研究が行われている。 

 前述より、ブタ IVF 卵が正常な産子にまで発育することが明らかとなり、IVF

および精液の凍結保存が有効活用できる技術であることが示唆された。 

しかし、ブタでは正常な IVF 卵を常時高効率で作出するためには、多くの困難

がある。その中には、前核形成不全(Nagai 1996)、高率で起こる多精子受精およ

び受精卵の低発生率(Funahashi & Day 1997)、さらには、精液サンプル間(雄間)

に大きな受精能の差がある(Wang et a1. 1991)ことなどが含まれる。また、ブタ

凍結保存精液においては、精子膜の流動性が冷却・加温により失われる(Canvin 

& Buhr 1989)、凍結融解過程で精子酵素(GOT; glutamic oxaloacetic transaminase)

漏出が増加する(Bower et a1. 1973)、精子頭部の異常が増加する(Larsson 1978; 

Pursel et a1.1978; Wilmut & Polge 1977a,b)ことなどが報告されており、凍結融解

による精子の損傷が起こりやすいことが知られている。したがって、これらの

問題を克服し、ブタ正常受精卵を高率に作出可能な IVF 系を確立することが求

められる。 

そこで本研究では、これらの問題点のうち、多精子受精および精子の凍結融解

による損傷について検証することにした。 
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ブタの IVF では 2 つ以上の精子が卵細胞質と融合してしまう多精子受精と呼

ばれる異常受精が頻発する現象がある(Nagai 1994; Funahashi & Day 1997)。他種

類の哺乳動物では IVF 時に多精子受精は高率で起こらないため、大きな問題と

はなっていない(Nagai & Moor 1990)。しかし、ブタでは体内で受精した卵子と

比べ、IVM 卵子の IVF では受精率向上を目指すと多精子受精の頻度増加に繋が

り、結果的に正常な受精である単一精子受精率の向上に結びつかないことが重

大な欠点である(Nagai 1996)。 

また、IVM 卵子では、表層顆粒放出様式が体内成熟卵子とは異なっているこ

とが報告されており(Wang et al. 1997)、このことが多精子受精の防御に影響を与

えていると考えられる(Wang et al. 1998)。しかし、ブタでは体内であっても、多

量の精子が受精部位に存在する場合、多精子受精が発生する(Hunter 1973)。し

たがって、ブタにおける多精子受精拒否機構は、必ずしも卵子側のみに依存し

ているのではなく精子側の要因も係わり、子宮頸管から子宮－卵管接合部での

精子の選別、卵管峡部における一時的な精子の待機、排卵に伴う受精に適した

精子の卵管膨大部への移動といった卵管での精子選別機構が考えられる

(Hunter 1996)。同時に、多精子受精拒否機構の１つとして、卵管内の卵管液の

役割も重要であると考えられる。すなわち、体内では卵子の多精子受精拒否機

構と協調して、受精の場である卵管内の環境に反応した精子側の効果とが協調

的に働くことで、効果的に正常な受精である単一精子受精卵を作り出している

事が予想される。したがって、IVF で単一精子受精卵を効率的に作出するため

には、雌生殖器内の環境が参考になると考えられる。さらに、受精の場である

卵管は自身の収縮運動や繊毛運動、消化器官の運動などにより活発に動いてお

り、それらの運動は受精環境に大きな影響を及ぼすとも報告されている

(Croxatto et al. 1975; Rodriguez et al. 1982a) が、これらに関する知見は未だ少な
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く、検討していく必要がある。 

そこで本研究は卵管の運動に着目し、卵管運動の模倣を試みることにした。

現在、ブタにおける IVF の多くは微小滴法を用いて静置状態で媒精操作を行う

のが一般的とされているが、本研究では媒精中に小型回転ミキサーを用いて

IVF 培地を撹拌し、卵子および精子が培地内の一定箇所に留まらないようにで

きないか検討した。 

凍結保存したブタ精子は、上述のように凍結融解時に生存および受精能力に

多大な損傷を受けてしまう。実際のところ、凍結融解の過程で、採精した射出

精液の約 50%しか生き残らないとも報告されている(Johnson et al. 2000; Bailey 

et al. 2008)。これは精子膜の主成分である不飽和脂肪酸(UFA; unsaturated fatty 

acids)が、低温および凍結保存中に発生する酸化ストレスにより脂質過酸化を受

けることが原因といわれており(Fraczek et al. 2001)、精子膜の損傷だけでなく、

呼吸抑制や細胞内酵素の漏出などの多くの好ましくない状況に陥ると報告され

ている(Tavilani et al. 2008)。他の哺乳動物と比較して、ブタ精子は原形質膜のリ

ン脂質内の UFA 濃度が高く(Cerolini et al. 2000)、精漿の抗酸化能力が他の哺乳

動物と比べ相対的に低い(Brezezinska-Slebodzinska et al. 1995)ために、過酸化に

よる損傷を受けやすいと報告されている。この問題を解決するために、精子凍

結保存液にビタミン C および E (Pena et al. 2003; 2004)、グルタチオン(Alvarez & 

Storey 1989; Foote et al. 2002; Funahashi & Sano 2005; Gadea et al. 2004)、L-グルタ

ミン(de Mercado et al. 2009)、L-システィン(Szczesniak-Fabianczyk et al. 2003; 

Kaeoket et al. 2010 )およびローズマリー(Rosmarinus officinalis)(Malo et al. 2010)

などの抗酸化剤を添加する数多くの研究が報告されている。 

そこで、本研究では強力な抗酸化剤として知られている緑茶(Camellia sinens

is)由来ポリフェノール属(Polyphenols; PFs)に注目した。茶における効能の主要
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な役割を担っているのはポリフェノールであり、中でもカテキン類は生理作用

が多く報告されている。緑茶に含まれるカテキンは、主に()-epicatechin、()-e

pigal-locatechin、()-epicatechin-3-O-gallate および()-epigallo-catechin-3-O-gallate

 (EGCG)の 4 種類が大半を占めている。緑茶には乾燥重量で 10～20%のカテキ

ン類が含まれているが、その約半分を EGCG が占めている。EGCG には抗炎症

性(Ho et al. 1992)、抗変異原性(Shiraki et al. 1994)、免疫調節性(Hsu 2005)、

抗菌性(Osterburg et al. 2009)および抗発癌性(Huang et al. 1992; Yang & Wan

g 1993)の効果など、多くの生物学的機能がある。また、近年、EGCG は体内動

態(Hyon et al. 2006; Han et al. 2008)および受容体(Hong et al 2010)など詳細

な研究が行われている。さらに、PFs は哺乳動物の細胞および臓器の保存に有

効であると報告されている(Hyon & Kim 2001; Hyon 2004)。しかし、精液の保

存における PFs の有効性に関する知見は未だ少なく、ブタにおいてはほとんど

みられない。 

以上のような背景から、本研究では、上述したブタ IVF の問題を解決するた

め、以下に挙げる項目について検討を行った。 

 

(1) 回転培養処理下で媒精したブタ体外成熟卵子の体外受精状況およびその後

の体外発生状況(第 2 章) 

 

(2) 凍結前の緑茶由来ポリフェノール属による処理がブタ凍結融解精子の正常

性および体外受精能に及ぼす影響(第 3 章) 
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第 2 章 

回転培養処理下で媒精したブタ体外成熟卵子の 

体外受精状況およびその後の体外発生状況 
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2-1 緒言 

 

第 1 章で述べたように、ブタにおける IVM および IVF 技術の進歩によってブ

タ胚盤胞の作出が可能となった(Abeydeera & Day 1997a; Abeydeera et al. 1998a,b 

2000)。一方で、IVF 中に高率(> 50%)で起こる多精子受精は、胚発生率向上の大

きな障害のままである(Wang et al. 1994, 1998; Abeydeera & Day 1997b)。しかしな

がら、体内で得られた受精卵では、高率の多精子受精は滅多に観察されていな

い(Wang et al. 1998; Hunter 1990)。その理由は排卵された卵子が体内で受精する

間、卵管の微小環境が多精子受精を防ぐためと考えられている(Hunter 1990)。 

現在までに、ブタ IVF における多精子受精を減らすために体内環境を模倣す

るいくつかの試みが報告されているが、満足な結果は得られていない(Li et al. 

2003)。また、過剰な精子数と最適条件ではない IVM および IVF 環境下は多精

子受精を誘発する原因であるといわれている(Hunter 1990; Niwa & Wang 2001; 

Wang et al. 2003)。しかし、IVF に使用する精子濃度を減少させると、確かに多

精子受精率は減少するが、それに伴って、全体の受精率自体が減少する

(Abeydeera & Day 1997a)。したがって、多精子受精の発生を抑制して多くの正

常な受精である単一精子受精卵を得るためには、媒精時の精子数を最適化する

ことが重要であるといわれている(Li et al. 2003)。 

体内受精においては、子宮頸管内に蓄積した運動型精子は受精部位、すなわ

ち卵管膨大部へ向かうために、卵管峡部を通過しなければならない。卵管峡部

は卵子と受精できるだけの活力を持った精子のみが通過することができる部位

である。したがって、卵管峡部は解剖学的に受精部位に到達する精子数を制御

するための精子貯蔵器と考えられている(Hunter 1991)。このように体内受精で

は、受精のために必要とされる精子数が、厳しく管理されている。 
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これとは対照的に、IVF においては高濃度の精子が受精のために使われ、た

とえ卵子に多精子受精拒否機構があるとしても、多精子受精の頻度は増加して

しまう。したがって、卵管の微小環境を模倣することができる IVF は、全体的

な受精率を減少させることなく、多精子受精を防ぐための理想的な手法である

と考えられる。体内において卵管は消化器官のようにダイナミックな蠕動運動

を行っており、受精環境に大きな影響を及ぼすといわれている(Croxatto & Ortiz 

1975; Rodriguez-Martinez et al 1982a,b; Rodriguez-Martinez 1984)。したがって、体

内での受精の場である卵管の運動に着目し、卵管運動を模倣した体外受精環境

を作り出すことを試みた。すなわち、IVF 培地を入れたマイクロチューブに卵

子および精子を導入し、回転ミキサーを用いてマイクロチューブを穏やかに回

転させることで、多精子受精を防ぎ、正常な受精である単一精子受精卵を効率

的に作出することができるのではないかと考えた。 

 そこで本章では、ブタ IVM 卵子の IVF において、回転培養処理下で媒精する

ことが卵子の体外受精および体外発生状況に及ぼす影響について検討した。 
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2-2 材料および方法 

 

2-2-1 卵丘細胞-卵子複合体(Cumulus-oocyte complexes; COCs)の採取 

および IVM 

 

鹿児島食肉センターにて未性成熟肉用雌ブタの卵巣を採取した。ブタは電殺

器を用いて電気ショックを与え失神させた後、解剖刀で動脈を切断することに

より放血死させた。開腹後、直ちに卵巣を採取し、硫酸カナマイシン(100 mg/L; 

meiji seika, Tokyo, Japan)を添加した 0.9% (w/v)生理食塩水の入った 50 mLのコニ

カルチューブ(Thermo Fisher Scientific K.K, Kanagawa, Japan)に入れ、約 33～37℃

に保温しながら、2 時間以内に実験室に持ち帰った。 

持ち帰った卵巣を 37℃の生理食塩水で数回洗浄後、ペーパータオルで卵巣表

面に付着している血液や生理食塩水などを拭き取り、18 ゲージの注射針

(Terumo, Tokyo, Japan)を装着した 5 mL の使い捨てシリンジ(Terumo)で卵胞(φ2

～5 mm)より COCs を卵胞液ごと吸引採取した。吸引した COCs と卵胞液を予め

滅菌してある遠沈管に溜め、静置することにより COCs を沈下させた後、上澄

みの卵胞液を取り除き、Hepes-buffered Tyrode-lactate-pyruvate (TLP) medium 

supplemented with polyvinyl alcohol (PVA) (Hepes-TLP-PVA) (Bavister & 

Yanagimachi 1977; 附表 1)にて希釈および洗浄した後、COCs を含む沈殿物を滅

菌シャーレ(Eiken Chemical, Tochigi, Japan)に移し、実体顕微鏡下にて卵丘細胞層

に覆われ、卵細胞質の均一な COCs のみを選抜した。選抜した COCs は

Hepes-TLP-PVA で 2 回、3 時間以上 38.5℃、5% CO2、95% Air の条件下で気層

平衡したmodified TCM-199 (mTCM-199;Gibco BRL, Grand Island, NY, USA; 附表

2)で 2 回洗浄後、30 mm dish (#1008; Becton Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ, 
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USA)中に作製し、流動パラフィン (Nacalai Tesque, kyoto, Japan)で覆った

mTCM-199 (200 μL)に 40 個を一群として導入し、38.5℃、5% CO2、95% Air の

条件下にて 42 時間の IVM を行った。 

 

2-2-2 ブタ精液の採取、性状検査および液状保存 

 

鹿児島大学農学部附属農場動物飼育棟にて飼養中のクラウン系ミニブタ

(Japan Farm, Kagoshima, Japan)、雄 1 頭より擬牝台を用いた手掌圧迫法(Fig. 2-1)

にて、滅菌ガーゼで膠様物を除去しながら濃厚部射出精液をコニカルチューブ

(Thermo Fisher Scientific K.K)に採取した。採取した精液は約 32～35℃で保温し

ながら研究室へ持ち帰り、色および臭気を確認後、コールドショックを与えな

いように精液と同温にした MulberryⅢ精液希釈保存液 (VMD, Hoge Mauw, 

Belgium)により等倍希釈した。 

等倍希釈後、精液の一部を取り出し、37℃の恒温槽にて 15～20 分インキュベ

ートした後、精子運動性、生存率、生存指数、精子数(sperm/mL)、形態、pH お

よび浸透圧の項目について検査した。ただし、pH および浸透圧については希釈

前の精液を用いた。Yeste et al. (2013)が提唱する品質基準(total sperm motility > 

80%, progressive sperm motility > 60%, morphologically normal spermatozoa > 85%, 

and sperm viability > 85%)に準ずる精液の希釈液のみを気層を作らないように

1.5 mL マイクロチューブに入れ、Sealing Film (BEMIS, Oshkosh, USA)で密封後、

15℃に設定した恒温器にて、実験供試までの 1～2 日間液状保存した。 
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2-2-3 IVF 

 

IVM 後の COCs を Hepes-TLP-PVA で洗浄した後、0.1% (w/v) hyaluronidase 

(Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, MO, USA)添加 Hepes-TLP-PVA 中に導入し、

ピペッティング操作により卵子から卵丘細胞を部分的に除去した。 

一方、保存後の精液を 800 g 下で 5 分間遠心分離後、上澄みを除去し、精子

洗浄液(附表 3)を加えて静かに撹拌した後、遠心分離を行った。再度、上澄みを

除去した後、同操作を繰り返した。洗浄後、沈殿した精子をカフェイン無添加

の modified TLP (mTLP; 附表 4) (Parrish et al. 1988)に再浮遊させ、一部を 3% 

NaCl 水溶液で 200 倍希釈し、トーマ型血球計算盤を用いて正常精子濃度を測定

した後、mTLP にて 2 × 10
6
 sperm/mL に希釈した。 

卵子を予め 38.5℃、5% CO2、95% Air の条件下で気層平衡を行った mTLP で

4 回洗浄後、気層平衡を行った mTLP を 180 μL 入れた 0.2 mL thin-wall PCR tube 

(Watson, Kobe, Japan)中に 50～55 個を一群として導入した。同チューブに希釈

精液 20 μL を静かに加えて媒精した(最終濃度 2 × 10
5
 sperm/mL)後、培地の蒸発

および CO2の損失を防止するために、Sealing Film にて密閉した。 

試験区では、38.5C に設定されたインキュベーター(ICV-300; AS ONE, Osaka, 

Japan)内に設置された小型回転ミキサー(IWAKI, Chiba, Japan; Fig. 2-2)に PCR チ

ューブを装着し、1 rpm で回転させながら 6 時間培養した。対照区では、同様

に媒精を行った PCR チューブを同インキュベーター内に静置し、6 時間培養し

た。なお、小型回転ミキサー設置上の関係から、一般的な IVF と異なり、培養

中のインキュベーター内への CO2ガスの供給は行わなかった。 
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2-2-4 受精および発生状況の観察 

 

媒精 6 時間後に卵子を PCR チューブから取り出し、予め気層平衡したカフェ

イン無添加 mTLP 中でピペッティング操作を行うことにより、透明帯(zona 

pellucida; ZP)に付着した精子および卵丘細胞を除去した。卵子を modified 

porcine zygote medium (Yoshioka et al. 2002, mPZM-3; 附表 5)中で 3 回洗浄後、30 

mm dish (#1008; Becton Dickinson & Co.)上に作製した流動パラフィン(Nacalai 

Tesque)で覆った同培地の小滴(50 μL)に移し、38.5℃・5% CO2・5% O2・90% N2

の条件下で培養した。 

培養 6 時間後に数個の卵子を mPZM-3 から取り出し、Hepes-TLP-PVA で洗浄

後、実体顕微鏡下でホールマウント標本を作製し、カルノア液(エタノール:酢

酸=3:1)を流し込んで固定した。室温下で 48～72 時間の固定後、1% (w/v)酢酸オ

ルセイン液(附表 6)を流し込み染色を行った。染色後、微分干渉･位相差顕微鏡

(Eclipse80i; Nikon, Tokyo, Japan)下で IVF 状況の観察を行った。IVF の判定は以

下のように行った。第 1 極体を放出し、第 2 減数分裂中期(MetaphaseⅡ;MⅡ)に

達した卵子の細胞質内に膨化精子頭部ならびに尾部、または雄性前核が観察さ

れた卵子を精子侵入卵、さらに第 1 および第 2 極体を放出し、雌雄両前核が各

1 個ずつ認められた卵子を単一精子受精卵とし、精子頭部および雄性前核が 2

個以上の複数個観察された卵子を多精子受精卵とした(Fig. 2-3)。 

残りの卵子は発生培養を継続し、媒精 2 日後に 2～8 細胞期に達した卵子の卵

割状況を 7 日目に胚盤胞形成状況を倒立顕微鏡(IX71;Olympus, Tokyo, Japan)下

で観察した。 

得られた胚盤胞を Hepes-TLP-PVA で洗浄後、スライドガラス上に滴下した

0.1 mg/ml Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich Chemicals)添加グリセロール(附表 7)の小
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滴に導入して、カバーガラスで覆い、ガラス端をマニキュア液で密封した。そ

の後、蛍光顕微鏡下で細胞数を計測し、その数が 32 個以上あるものを胚盤胞と

判定した。 

 

 

2-2-5 統計学的分析 

 

精子侵入率、多精子受精率、単一精子受精率、卵割率および胚盤胞形成率に

関しては、各%データをアークサイン角変換後、一元配置分散分析および

Fisher’s LSD test を用いて検定した。胚盤胞細胞数の比較には t-検定を用いた。

なお、P<0.05 の場合に有意差があるとした。 
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2-3 結果 

 

2-3-1 回転培養が体外受精に及ぼす影響 

体外受精の結果を Table 2-1 に示した。対照区(83.1%)および試験区(75.2%)間

で精子侵入率に有意な差は認められなかった。しかしながら、多精子受精率は

対照区(48.3%)と比べ、試験区(21.0%)が有意に低い値を示した(P<0.05)。さらに、

単一精子受精率は対照区(21.2%)と比べ、試験区(44.8%)が有意に高い値を示した

(P<0.05)。 

 

2-3-2 回転培養が体外発生に及ぼす影響 

体外発生の結果を Table 2-2 に示した。対照区(52.7%)および試験区(50.5%)間

で卵割率に有意な差は認められなかった。胚盤胞形成率は対照区(11.0.%)と比

べ、試験区(15.2%)が高くなったが、統計学的な有意差は認められなかった。ま

た、胚盤胞細胞数に関しても、対照区(60.3 ± 5.6)および試験区(54.5 ± 5.4)間で

有意な差は認められなかった。 
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2-4 考察 

 

本章の結果より、ブタ IVM 卵子の IVF において、媒精時における PCR チュ

ーブおよび小型回転ミキサーを用いた回転培養は、多精子受精の頻度を減少さ

せ、一定以上の精子侵入率を保ちながら単一精子受精卵を効率的に得られるシ

ステムあることが示された。 

IVF における多精子受精の精子側の要因として、媒精時における精子濃度の

高さおよび精子の運動性が挙げられる。体内では卵管膨大部に達する精子数は

80～1,000 sperm あるのに対し、IVF では少量の IVF 培地(100 L)に 30～50 個の

卵子および卵子 1個当たり 2,000 spermの精子を導入することが最適であるとい

われている(Gil et al. 2003)。体内では精子は雌生殖器道内を移動中に選抜・制限

され、運動性に優れたもののみが卵管膨大部まで達して卵子と受精することが

できる。しかし、IVF では精子濃度のみを調整する場合が多く、運動性よる精

子の選抜はほとんど行われない。1990 年代より、精子の移動軌跡をコンビュー

タ解析技術(computer Aided Sperm Analysis; CASA)を用いて評価することが可能

となった(Mortimer et a1. 1995)。いくつかの研究では、精子運動特性と受精能と

の関連性および運動特性の一部のパラメータによる受精能予測の可能性が検討

されている(Mortimer et a1. 1995)。しかし、精子の運動特性と受精能とのはっき

りとした関連性を示すのは困難であるとする見解(Oehninger et a1. 2000)がある

ため、前述のように IVF では精子濃度のみを調整する場合が多い。ヒト精子に

おいては、運動特性パラメータに基づいて、受精能を予測することが可能であ

るという報告もある(Liu & Baker 1992)が、ブタ精子における運動特性と受精能

との詳細な関連性は示されていない。また、雄間および同一雄であっても、精

子採取反復間で IVF能に差がみられるという報告もあり(Nagai et al. 1990; Wang 
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et al. 1991; Xu et al. 1996)、安定した結果を得るためには、適切な精子の処理方

法を模索する必要があると考えらる。しかし、本章において確立された回転培

養 IVF 系では、媒精時の精子濃度が高く、運動性による選抜も行っていないに

もかかわらず、チューブを回転させるという非常に単純な手法を用いるだけで、

多精子受精を軽減して単一精子受精率を向上させることに成功した。 

本章の回転培養 IVF 系では、0.2 mL という小さなサイズの PCR チューブを

使用することによって、卵子 1 個あたりの精子数を物理的に制限した。IVF に

使用する精子数を増やすことは、運動型精子が ZP へ接着する可能性を高める

が、同時に多精子受精になる危険性も高めることになる。しかし、回転培養 IVF

系は多精子受精を防ぐことが可能なため、0.2 mL チューブより多くの精子を導

入可能な 0.6 または 1.5 mL チューブを用いることにより、IVF 効率を改善し得

ると考えられる。 

卵子における多精子受精拒否機構の一つに透明帯反応がある。これは最初の

精子が ZP を通過し、卵子細胞膜との膜融合により表層顆粒が開裂することで

始まる。この透明帯反応は表層顆粒の開裂から 10～15 分以内に完成するといわ

れている(Wang et al. 1999; Coy et al. 2002)。おそらく、この透明帯反応の完成ま

でに複数の精子が卵子内に侵入することが、多精子受精の頻度を上げる要因と

なっていると考えられる。本章の回転培養 IVF 系では、チューブを回転させる

ことにより精子と卵子の接触機会が減少すること、あるいは運動型精子の卵子

への侵入が妨害されることなどの理由から、透明帯反応完了までの時間稼ぎが

可能になっていると考えられる。しかし、体内成熟卵子には備わっている多精

子受精拒否機構が、IVM 卵子には備わっておらず、精子が侵入しても透明帯反

応が起こらずに多精子侵入を許容する要因になっているという報告もあり

(Funahashi 2003)、回転培養 IVF 系を用いることにより多精子受精を抑制できた
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理由については、今後検討する必要がある。 

これまでに、卵管細胞(Nagai & Moor 1990)や卵胞細胞(Wang et al. 1992)を精子

と共培養すること、または、卵管液(Kim et al. 1996)や卵胞液(Funahashi & Day 

1993)を IVM もしくは IVF 培地に添加することによりブタ IVF の成功率が改善

されている。これらの実験は、卵管内や卵巣内の組成を模倣するように設計さ

れており、その結果、多精子受精をある程度減少させることに成功している。 

しかしながら、これらの試みでは卵管および卵胞の細胞や組織液を生体から採

取し準備する必要があるので、非常に手間がかかる。さらに、準備手順の違い

や供試する動物の個体差などの影響により、結果に差が生じる恐れがある。ま

た、卵管液などに存在することが知られている adenosine、精子受精能獲得を促

進し、自発的先体反応を抑制することにより正常受精を促進する fertilization 

promoting peptide (FPP; pGlu-Glu-ProNH2.)、2-chloro-N
6
-cyclopentyladenosine  

(CCPA; A1AdR 選択性受容体刺激薬)および N
6
-[2-(3,5-dimethoxyphenyl)-2- 

(2-methylphenyl)-ethyl]-adenosine (DPMA; A2AdR 選択性受容体刺激薬)を IVF 培

地に加えることで、多精子受精の頻度を減らすことができると報告されている

(Funahashi et al. 2000)が、これらもまた、試薬の調整が煩雑であり手間がかかる。

これとは対照的に、本章の回転培養 IVF 系は、特別な細胞、組織液および試薬

を必要としないので非常に単純で便利な点が特徴的である。 

IVF 成功率に及ぼす影響は多精子受精だけではなく次のような影響もあると

考えられる。IVF 時、精子は時間の経過に伴い活力を失い、やがて死滅する。

その死滅した精子から IVF に悪影響を及ぼす代謝物質が生成されていると考え

られる。通常の IVF は静置した培養条件下で行われるので、おそらく、その代

謝物質は ZP 付近に蓄積しているものと考えた。本章で着目した卵管は発情周

期による内分泌のバランスにより運動性が異なり(Rodriguez. 1984; Gimeno et al. 
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1985; Langendijk et al. 2002)、発情三日目の卵管では卵管峡部と膨大部-峡部接合

部は強く頻度の高い相動性収縮を見せ、膨大部は弱いながら運動性を示すこと

が報告されている(Rodriguez et al. 1982)。また、卵管の不規則な収縮がホルモン

や栄養素、卵子(胚)を撹拌して単一精子の受精や初期発生に都合の良い環境を

作る可能性があるとする報告もある(Muglia et al. 2001)。したがって、体内では

ZP 周辺に蓄積する死滅した精子由来の有毒な代謝物質の濃度を下げ、死滅した

精子からの直接的影響が軽減されているものと考えられる。本章の回転培養

IVF 系では、媒精中にチューブを回転させることによって生じる IVF 培地の撹

拌により、死滅した精子由来の有毒な代謝物質を ZP 周辺より拡散することで、

卵子は死滅した精子からの直接的影響が軽減され、体内での受精と同様に受精

のバランスを保っているものと考えられる。 

本章の回転培養 IVF 系は、効果的に多精子受精を防ぎ、正常な受精である単

一精子受精率を向上させたが、IVF 後の卵割率および胚盤胞形成率は回転の有

無による影響を受けなかった。おそらく、以下のような重大な問題点が関係し

ているものと考えられる。ブタ多精子受精卵が体内および体外において卵割し、

胚盤胞へ発達し得ることが報告されている(Han et al. 1999a,b; Funahashi 2003; 

Somfai et al. 2008)。多精子受精卵由来胚盤胞および単一精子受精卵由来胚盤胞

との間で形態的な差はみられないが、Inner cell mass (ICM)と Trophectoderm (TE)

の比率を調べた結果、前者は後者と比較して ICM の比率が小さくなるといわれ

ている(Han et al. 1999a)。さらに、多精子受精による異常倍体(abnormal ploidy)

および多倍体(poly ploidy)受精卵のみならず、異常受精卵が胚盤胞へ発生するこ

とが明らかとなっており、それらは細胞数が少ない、サイズが小さいおよび発

生速度が遅いなどと報告されている(Ulloa et al. 2008)。加えて、3 個以上の前核

を持つ受精卵を選抜して、レシピエントに移植したところ、受精後 40 日で胎子
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の体細胞を調べると全ての胎子は 2 倍体であり、さらに出産した子ブタの血液

サンプルを調べると 2 倍体であったとの興味深い報告がある(Han et al. 1999a)。 

これらの報告から、本章の回転培養 IVF 系にて胚盤胞形成率に有意な差がみら

れなかったのは、対照区において何らかの理由によって、これらの異常受精卵

が数多く胚盤胞に発生したためと考えられる。 

したがって、本章では回転培養 IVF 系を用いて得られた胚盤胞の ICM および

TE の比率を検討しなかったので、今後、この点について検討する必要がある。 

また、前核形成時に異常受精卵を非侵襲的に識別し除外する方法を検討し、回

転培養 IVF 系の有用性をさらに証明する必要があると考える。 
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2-5 図表 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1 The sperm-rich fractions of ejaculates were obtained from Clawn miniature pigs using the 

gloved-hand method. 
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Fig. 2-2 A new IVF system based on rotation of a small tube containing IVF medium, porcine 

spermatozoa, and porcine oocytes. The rotation mixer was placed within an incubator at 38.5C 

and rotated at 1 rpm. 
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Fig. 2-3 Staining of oocytes 12 h after IVF with 1% orcein. (A), An oocyte normally 

fertilized. (B), An oocyte exhibiting polyspermic fertilization. Arrows indicate nuclei. 

Bar = 100 m. 
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Table 2-1 Results of IVF in static (Control) and rotating (Experiment) systems 

 

 

IVF No. of oocytes % (no.) of oocytes     % (no.) of        % (no.) of 

Treatment 
1
       tested         penetrated 

2
       polyspermic      monospermic 

                                                Oocytes 
3             

oocytes 
4
 

 

 

Control 118 83.1 (98)         48.3
a
 (57)         21.2

a
 (25)  

 

Experiment 105 75.2 (79)         21.0
b
 (22)         44.8

b
 (47) 

 

  

 

1 
IVF was performed using a rolling culture method with a PCR tube and rotation mixer 

(Experimental group), as described in Materials and Methods. Simultaneously, a second PCR tube 

containing oocytes/spermatozoa was cultured at 38.5°C (Control group). Experiments were 

repeated 8 times. 

2 
Oocytes having two or more nuclei/swollen heads/sperm tails in their cytoplasm and plasma 

membrane were designated as penetrated oocytes. 

3
 Oocytes with more than one male pronuclei or sperm heads in their cytoplasm and plasma 

membrane were designated as polyspermic oocytes. 

4 
Oocytes with both male and female pronuclei (one each) were designated as monospermic 

oocytes. 

a,b 
Values with different superscripts within the same column are significantly different (P < 0.05). 
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Table 2-2 In vitro development of porcine oocytes after IVF in a static (Control) and rotating 

(Experiment) IVF systems 

 

 

IVF No. of oocytes % (no.) of oocytes     % (no.) of       Mean no. of 

Treatment 
1
      cultured          cleaved 

2
         blastocysts 

3
    cells in blastocysts 

4
 

 

Control 283 52.7 (149)         11.0 (31)         60.3 ± 5.6 

 

Experiment 283 50.5 (143)         15.2 (43)         54.5 ± 5.4 

  

 
1
 Treatment is the same as described in Table 2-1. Experiments were repeated a total of 8 times. 

2 
Oocytes developing to 2-cell stage 48 h after IVF are designated as oocytes cleaved. 

3 
Oocytes developing to blastocyst stage 7 days after IVF are designated as blastocysts. 

4 
Total no. of cells in blastocysts were assessed by staining with Hoechst 33342, as described in 

Materials and Methods. Data are expressed as means ± SEM. 
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第 3 章 

凍結前の緑茶由来ポリフェノール属による処理が 

ブタ凍結融解精子の正常性および体外受精能に及ぼす影響 
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3-1 緒言 

 

精子の凍結保存技術は(1) 精子バンク、(2)一定の品質保証がなされた精液の

商業的供給、および(3)人工授精(artificial insemination; AI)技術を用いた品種改良

計画、これら3つの連携を通して遺伝資源の保存を促進するといわれている

(Holt 1997; Bailey et al. 2008)。しかしながら、凍結融解精子を用いたAIでは、新

鮮な精子を用いた場合より低い受精率および産子数になると報告されている

(Almlid & Hofmo 1995; Johnson et al. 2000)。 

精液を凍結保存すると、精子膜上で起こる物理的および化学的変化が引き起

こす活性酸素種(reactive oxidative species; ROS)による酸化ストレスが生じると

いわれおり(Watson 1995)、凍結および融解処理中に産生される過剰なROSによ

る脂質過酸化が原因で、精子の運動性、生存能力、DNA正常性および受精能力

が低下することが報告されている(Agarwal et al. 2004)。一般的に、細胞内では

発生したROSを除去し、酸化状態から還元状態に戻す種々の抗酸化物質が産生

され、恒常性を維持する機能を持っていることが知られている。したがって、

ROSによる酸化ストレス刺激は、必ずしも障害を誘導するものではなく、細胞

内のレドックスバランスを維持する機構が重要となる。しかし、ブタの精子は

高度不飽和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids; PuFA)の含有量が多く、精漿の抗酸

化能力も不十分なため、コールドショックに弱いといわれている(Roca et al. 

2005)。また、PuFA含有量が多いため、ブタ精子は過剰なROSが原因で脂質過酸

化されやすく、精子形成障害を起こしやすいと報告されている(Baumber et al. 

2000)。 

これらの調査結果から、精液を過剰なROSから効率的に保護し得る抗酸化剤

を含む保存液を使用することにより、保存中における精子の品質低下を克服で

きる可能性が提唱されている。したがって、多数の研究においてブタ精子の凍

結保存培地として、幅広い効果を持つ抗酸化剤(Vitamin C, Vitamin Eおよび

catalaseなど)の有無が調べられた(Grofeld et al. 2008)。 

第1章にて述べたように、強力な抗酸化剤として知られている緑茶(Camellia 
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sinensis)から抽出させるポリフェノール属(Polyphenols; PFs)は、乾燥茶葉から抽

出可能な固形物の30～40%を構成しており、抗炎症性(Ho et al. 1992)、抗変異原

性(Shiraki et al. 1994)および抗発癌性(Huang et al. 1992; Yang & Wang 1993)の効

果など、多くの生物学的機能を持つ。また、PFsは哺乳類の多種多様な細胞およ

び臓器の保存に有用であると報告されている(Hyon & Kim 2001; Hyon 2004)。さ

らに、PFsは室温下での血管、角膜、神経、膵臓ランゲルハンス島、関節軟骨お

よび心筋などの組織保存を促進する(Hyon 2004; Zhang et al. 2004; Ikeguchi et al. 

2005; Han et al. 2005a,b; Hyon et al. 2006)が、興味深いことに、PFsは5C下にお

けるイヌ精子の長期液状保存にも有効であることが報告されている(Wittayarat 

et al. 2013)。 

また、本研究の先行研究において、PFsは長期液状保存したミニブタ射出精液

における先体異常の発生率を減少し得ることが示唆された(鈴木 2001)。 

したがって本章では、PFsが凍結および融解による損傷からブタ精子を保護し

得るという仮説を検証するために、精子を種々の濃度のPFsを添加した精液保存

液で希釈して15C下で一晩前培養した後に凍結し、融解後の生存性、ミトコン

ドリア正常性および先体正常性を比較した。さらに、前章で開発した回転培養

IVF系を用いて、PFs添加保存液中での前培養がブタ凍結融解精子の体外受精能

に及ぼす影響について検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 38 

3-2 材料および方法 

 

3-2-1 緑茶抽出 PFs の調整 

 

緑茶から抽出されたPFsの粉末は、Pharma Foods Internationalから購入した

(PF-TP90, Kyoto, Japan)。 

Hyon & Kim (2001)によると、同粉末は()-epigallo-catechin-3-O-gallate (EGCG) 

(28%), ()-gallocatechin-3-O-gallate (11.6%), ()-epicatechin-3-O-gallate (4.6%), 

()-epigallocatechin (15.0%), (+)-gallocatechin (14.8%), ()-epicatechin (7.0%)およ

び (+)-catechin (9.5%)を含有しており、純度90%以上である。 

このPFs粉末を0.2% (w/v)でMulberry IIIに溶解し、完全に溶けたことを確認し

た後、精子前培養用ストック液とした。ストック液は供試するまで‐20℃で保

存した。融解後、ストック液中のPFs濃度が0, 0.01, 0.05, 0.1, および0.2% (w/v)

となるようにMulberry IIIにて希釈し、実験に供試した。 

 

3-2-2 ブタ精液の採取、前培養および凍結保存 

 

クラウン系ミニブタ(A;3歳およびB;8歳)から、2-2-2と同様の方法を用いて濃

厚部射出精液を遠心チューブ(Ina Optika, Osaka, Japan)に採取した。その後、2-2-2

と同様の方法を用いて性状検査を行い、運動性80%以上、形態異常が15%以下

の精液を以下の実験に供試した。 

精液(精子濃度~2 × 10
8
 sperm/mL)を5種類の濃度 [0, 0.01, 0.05, 0.1, および

0.2%(w/v)]のPFsを添加したMulberry IIIで等倍希釈し、気層を作らないようにマイ

クロチューブに入れ、Sealing Film(BEMIS)にて密封した後、15℃に設定した恒

温器にて、PFsの精子への吸着を促すため一晩保存(前培養)した。なお、精子に

対するPFsの最終濃度はそれぞれ0、0.005、0.025、0.05および0.1% (w/v)PFsとな

るが、これらの区を0%区、0.01%区、0.05%区、0.1%区および0.2%区と表記す
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ることとした。 

Westendorf et al. (1975)および丹羽ら (1989)の既報に若干の修正を加えた方

法を用いて、精液の凍結処理を行った。 

前培養後の精液を遠心分離(800 g・14分・15C)し、上澄み液を除去した後、

予め15℃に冷却した8.8% (w/v) lactose, 20% (v/v) egg yolkおよび100 g/mL 

kanamycin (Meiji Seika, Tokyo, Japan)から成るlactose egg yolk (LEY)を500 μL加え、

静かに混和した。予め15℃に冷却したプログラムフリーザー(ET-1N:Fujihira 

Industry Co., Ltd, Tokyo, Japan)にマイクロチューブを入れ、1.5時間かけて徐々に

5℃まで冷却した後、さらに5℃下で1時間維持した。 

1時間後、予め5℃に冷却した1.5% (v/v) Equex STM
® 

(Nova Chemical Sales Inc., 

Scituate, USA; Buranaamnuay et al. 2009)および6% (v/v) glycerol (Nacalai Tesque)

を添加したLEYを等量(500 μL)加えて静かに混和後、直ちに1 mL使い捨てシリ

ンジ(Nipro, Osaka, Japan)へ充填した。 

シリンジ内の気泡を中心に移動した後、直ちに液体窒素を入れた発泡スチロ

ール容器の液体窒素液面約4cm上に置いた凍結架台にシリンジを載せ、発泡ス

チロールの蓋を閉じて30分間の気化熱凍結を行った。 

30分後、発泡スチロールから取り出したシリンジを直ちに液体窒素タンク

(-196°C)中に入れ、実験に供試するまで保管した。 

 

3-2-3 凍結精子の融解および希釈 

 

液体窒素タンクから取り出したシリンジを40℃の温湯に50秒間浸漬して融解

した後、直ちに予め37℃に加温したMulberry III (5 mL)を入れた15 mLチューブ

(Ina Optika)に精液を押し出し、37℃に設定した恒温槽中で振とう培養した。 

なお、振とう培養時間はフローサイトメトリー(flow cytometry; FCM)分析に用い

る場合は30分間、IVFに用いる場合は15~30分間とした。振とう培養後、遠心分

離(800 g・5分)を行い、上澄みを除去した。 

FCMの場合は、modified Hepes-TLP-PVA (mHepes-TLP-PVA; 附表8)を加えて、
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静かに撹拌した後、1.5 mLマイクロチューブに移し、遠心分離を行った。再度、

上澄みを除去した後、同操作を繰り返した。洗浄後、mHepes-TLP-PVAで1 × 10
7
 

sperm/mLに希釈した。 

IVF の場合は、精子洗浄液(附表 3)を加えて、静かに撹拌した後、1.5 mL マイ

クロチューブに移し、遠心分離を行った。再度、上澄みを除去した後、同操作

を繰り返した。洗浄後、カフェイン無添加の mTLP (附表 4)で 2 × 10
7
 sperm/mL

に希釈した。 

 

3-2-4 精子の蛍光染色 

 

4 種類の蛍光色素試薬を用いて、精子機能の分析を行った。それぞれの蛍光色

素試薬の調製ついては以下のように行った。 

 

・SYBR-14 & Propidium iodide (PI): LIVE/DEAD Sperm Viability Kit:L-7011, 

Molecular Probes, Inc. Eugene, OR, USA 

精子生存能力の評価はSYBR-14とPIを用いた二重染色法によって行った

(Garner & Johnson 1995)。SYBR-14は正常な細胞膜より細胞内に透過し、核を緑

色に蛍光染色する特性を持っているため、精子の生存性分析に用いた。SYBR-14

をDimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, MO, USA)に溶解

して1 mM stock solutionを作製し、小分けして供試するまで-20℃で遮光凍結保

存した。1 mM stock solutionを融解後、DMSOにて50 μMに希釈したものを

working solutionとして分析に供試した。 

PIはSYBR-14と異なり、生細胞の無傷の原形質膜からは取り込まれない特異

的な染色液である。しかし、細胞が損傷を受けた時に透過できるようになり、

核を赤色に蛍光染色する特性を持っている。この特性を利用し死細胞染色液と

して用いた(Garner et al. 1994; Garner & Johnson 1995)。PIを滅菌蒸留水に溶解し
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て2.4 mM stock solutionを作製し、小分けして供試するまで-20℃で遮光凍結保存

した。 

室温・暗所下で精液(2.5 × 10
5 

sperm/25 μL)を0.6 mLチューブに入れ、SYBR-14 

working solution (1 μL)、PI stock solution (1 μL)およびmHepes-TLP-PVA (25 μL)を

添加して、同環境下で20分間静置後、mHepes-TLP-PVA (200 μL)を添加して、1時

間以内にフローサイトメーターを用いて分析した。 

 

・MitoTracker Green (MTG)：Mito Tracker Green FM, Molecular Probes, Eugene,  

OR, USA 

ミトコンドリア正常性の評価は、MTGとPIを用いた二重染色法によって行っ

た。このMTG試薬は、共焦点顕微鏡法およびFCMにおいて一般的に用いられる

ミトコンドリア選択的蛍光標識である(Garner et al. 1997; Scorrano et al. 1999; 

Vizler et al. 2002)。MTGはミトコンドリア代謝活性を持つ細胞のミトコンドリア

内部に取り込まれ、緑色に蛍光発色する特性を持っている。MTGはDMSOに溶

解して1 mM stock solutionを作製し、小分けして供試するまで-20℃で遮光凍結

保存した。1 mM stock solutionを融解後、DMSOにて50 μMに希釈したものを

working solutionとして分析に供試した。室温・暗所下で精液(2.5 × 10
5 

sperm/25 

μL)を0.6 mLチューブに入れ、MTG working solution (1 μL)、PI stock solution (1 μL)

およびmHepes-TLP-PVA (25 μL)を添加して、同環境下で20分間静置後、

mHepes-TLP-PVA (200 μL)を添加して、1時間以内にフローサイトメーターを用

いて分析した。 

 

・Peanut agglutinin-fluorescence isothiocyanate (FITC-PNA): L-7381; Sigma- 

Aldrich 

Chemical 

精子先体正常性の評価は、FITC-PNAとPIを用いた二重染色法によって行っ

た(Cheng et al. 1996)。精子先端部にはPNAで識別できる成分が存在し、原形質

膜および先体外膜が正常な精子はFITC-PNAに染色されない。しかし、原形質膜
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および先体外膜が損傷すると、先体内の物質がFITC-PNAで染色される

(Mortimer et al. 1987)。FITC-PNAをphosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4, 

Sigma-Aldrich Chemical)に溶解して10 μg/mL stock solutionを作製し、小分けして

供試するまで -20℃で遮光凍結保存した。室温・暗所下で精液 (2.5 × 10
5 

sperm/25μL)を0.6 mLチューブに入れ、FITC-PNA stock solution (1 μL)、PI stock 

solution (1 μL)およびmHepes-TLP-PVA (25 μL)を添加して、同環境下で20分間静

置後、mHepes-TLP-PVA (200 μL)を添加して、1時間以内にフローサイトメータ

ーを用いて分析した。 

なお、SYBR-14＋PI、MTG＋PIおよびFITC-PNA＋PIによって染色した精子を

Fig. 3-1に示した。 

 

3-2-5 FCM 分析  

 

FCM分析はCoulter Epics XL cytometer (Beckman Coulter Inc., Miami, FL, USA; 

Fig. 3-2)を用いて、Graham et al. (1990)およびMétézeau et al. (1991)の手法に基づ

いて行った。メーターに搭載されている15 mWアルゴン・イオンレーザーは488 

nmで動作させ、フルオロフォアを励起した。SYBR-14、MTGおよびFITC-PNA

の蛍光を検出するためFL-1センサー(525 nmの帯域フィルター)を、PIの蛍光を

検出するためFL-4センサー(670 nmの帯域フィルター)を用いた。また、1サンプ

ルにつき100,000イベントのデータを収集し、さらに各サンプルにつき3反復の

データを記録した。フローサイトメーターから得られたデータは余計な細胞片

および凝集物等のデータを除外するために、Expo32ADC (Beckman Coulter Inc.)

解析ソフトを用いて再分析を行った。 

得られたデータは、検出された蛍光細胞集団(SYBR-14 vs PI、MTG vs PIおよ

び FITC-PNA vs PI)について四分割された図面に表示された。 
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3-2-6 IVF、発生培養および発生状況の観察 

 

COCs 採取および IVM は 2-2-1 と同様の方法を用いて行った。 

IVF は 2-2-3 と同様の方法を用いて行った。なお、予備試験の結果から、精子

の最終濃度を 1 × 10
6
 sperm/mL に調整した。また、発生培養および発生状況の

観察は 2-2-4 と同様の方法を用いて行った。 

 

3-2-7 実験デザイン 

 

試験1 精液保存液中におけるPFsの濃度が凍結融解後の精子性状に及ぼす 

影響 

 

精液保存液に0、0.01、0.05、0.1および0.2% (w/v)PFsを添加する5区を設けた。

なお、精子に対するPFsの最終濃度はそれぞれ0、0.005、0.025、0.05および0.1% 

(w/v)PFsとなるが、これらの区を0%区、0.01%区、0.05%区、0.1%区および0.2%

区と表記することとした。 

それぞれの精液保存液中で前培養した後に凍結融解した精子の性状を比較する

ため、フローサイトメーターを用いて生存率、ミトコンドリア正常性および先

体正常性について分析を行った。 

 

試験2 精液保存液中のPFsが凍結融解精子の体外受精能に及ぼす影響 

 

試験1の結果から、精液保存液に0および0.01%のPFsを添加する2区を設けた。 

なお、精子に対するPFsの最終濃度はそれぞれ0および0.005% (w/v)PFsとなるが、

これらの区を0%区および0.01%区と表記することとした。 

それぞれの保存液中で前培養した後に凍結融解した精子の体外受精能を比較す

るため、第2章で開発した回転培養IVF系を用いて、IVM卵子に媒精し、精子侵
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入率、多精子受精率および単一精子受精率を調べた。さらに、得られた受精卵

を培養して卵割率、胚盤胞形成率および胚盤胞細胞数を比較した。 

なお、精液は試験開始時にブタBが体調不良にて死亡したため、ブタAの精液の

みを試験に用いた。 

 

3-2-8 統計学的分析 

 

FCMのデータ(生存率、ミトコンドリア正常性および先体正常性)は平均 ± 

SEMで表示した。 

FCMの各%データに関してはアークサイン角変換後に一元配置分散分析を用

いて検定した。精子侵入率、多精子受精率、単一精子受精率、卵割率および胚

盤胞形成率の各%データに関しては、アークサイン角変換後に一元配置分散分

析およびFisher’s LSD testを用いて検定した。胚盤胞細胞数の比較にはt-検定を

用いた。なお、P<0.05の場合に有意差があるとした。 
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3-3 結果 

 

3-3-1 精液保存液中における PFs の濃度が凍結融解後の精子性状に及ぼす影 

   響 

 

PFsの各濃度区間で、融解後の精子運動性に差はみられなかった(未発表デー

タ)。FCM分析結果はFig.3-3に示した。また、生存率、ミトコンドリア正常性お

よび先体正常性の結果をTable. 3-1に示した。 

生存能力は、ブタAおよびBのいずれにおいても、0.01%区(A: 42.1  1.1%; B: 

54.1  1.1%)が対照区(A: 36.5  1.4%; B: 46.6  1.9%)と比較して有意に高い値を

示した(P<0.05)。 

ミトコンドリア正常性は、ブタBにおいて0.01、0.05および0.1%区(54.8  1.9%、

51.6  2.5%、44.5  1.9%)は対照区(49.4  2.3%)と比較して有意な差は認められ

なかった。しかし、0.01%区は対照区と比較して高くなる傾向がみられた。ま

た、0.2%区(37.6  1.5%)は対照区(49.4  2.3%)と比較して有意に低い値を示した

(P<0.05)。同様に、ブタAにおいても0.01、0.05および0.1%区(51.6  0.7%、47.2  

2.1%、44.8  3.1%)は対照区(44.3  3.5%)と比較して有意な差は認められず、

0.01%区は対照区と比較して高くなる傾向がみられ、0.2%区(35.3  3.0%)は対照

区(44.3  3.5%)と比較して有意に低い値を示した(P<0.05)。 

先体正常性は、ブタBにおいて0.01%区(52.2  0.9%)は対照区(44.5  1.9%)と比

較して有意に高い値を示し(P<0.05)、0.1%区(36.9  2.8%)および0.2%区(37.2  

2.5%)は対照区と比較して比べ有意に低い値を示した(P<0.05)。同様に、ブタA

においても0.01%区(39.0  1.3%)は対照区(34.2  0.9%)と比較して有意に高い値

を示し(P<0.05)、0.2%区(26.5  1.8%)は対照区と比較して有意に低い値を示した

(P<0.05)。 
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3-3-2 精液保存液中のPFsが凍結融解精子の体外受精能に及ぼす影響 

 

IVFの結果をTable. 3-2に示し、体外発生の結果をTable. 3-3に示した。 

なお、試験開始時にブタBが体調不良にて死亡したため、ブタAの結果のみを示

した。 

精子侵入率は、0.01%区(61.0%)および0%区(71.1%)間に有意な差は認められな

かった。しかしながら、多精子受精率は、0.01%区(24.0%)が0%区(53.1%)と比較

して有意に低い値を示し(P<0.05)、単一精子受精率は、0.01%区(76.0%)が0%区

(37.5%)と比較して有意に高い値を示した(P<0.05)。受精後の卵割率は、0.01%区

(38.4%)および0%区(38.4%)間に有意な差は認められなかった。しかしながら、

胚盤胞形成率は、0.01%区(20.2%)が0%区(12.1%)と比較して有意に高い値を示し

た(P<0.05)。胚盤胞細胞数は、0.01%区(68.9  11.2)および対照区(54.6  5.6)間に

有意な差は認められなかった。 
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3-4 考察 

 

本章の結果より、精液保存液への0.01% PFsの添加は、ブタ凍結保存精子の正

常性維持に有用であることが示された。 

第1章および緒言にて述べたように、ブタ凍結保存精子は、精子膜の流動性

が冷却および加温により失われる、凍結および融解の過程で精子酵素漏出が増

加する、精子頭部の異常が増加するといわれている。また、精子が運動性を得

るためには、ミトコンドリアのATP生産過程が必要であるが、その過程でROS、

特にスーパーオキシドアニオン(O2 
-
 )を生成される(Storey 2008)。ROSは精液中

の白血球によっても産出され(Aitken et al. 1992)、精子膜の流動性を低下させる

といわれている(Zalata et a1. 1998)。さらに、原形質膜がPuFAを豊富に含んでい

る(Cerolini et al. 2000; Parks & Graham 1992)ため、ブタ精子はROSの過剰発生に

より脂質過酸化されやすい(Halliwell & Gutteridge 1984)。しかし、PFsには抗酸

化作用があり、精子が受けるこのような酸化ストレスを防いだ可能性が考えら

れる。 

PFs 合成物は脂質二分子層、細胞外マトリックスおよび種々の細胞膜レセプタ

ーに簡単に吸収されることが知られている。したがって、精子膜成分に PFs が

吸収されることによって、ROS により引き起こされる脂質膜の過酸化（Hyon 

2004）が抑制された結果、凍結および融解による損傷から精子が保護された可

能性が考えられる。しかしながら、本章の結果より精液保存液への 0.1% (w/v)

以上の PFs 添加は精子に障害を与えることが示唆された。これは、PFs に濃度依存

的な低減があるという報告(Wang et al. 2007)に一致する結果となった。 

近年、70%以上のブタにおいて精液の細菌感染が認められ、その多くはグラム

陰性菌であることが報告された。採精後、精液保存液中に添加された抗生物質

によって菌が死滅することにより、その内毒素である lipopolysaccharide(LPS)が

放出され、その結果、精子の機能が失われる。ブタ精子においては、15 分程度
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の LPS 刺激で細胞膜に変性が誘起され、これが凍結保存を困難にしている 

(Okazaki et al. 2010)。このことから、PFs は抗菌性に加え、LPS の毒性を中和す

る機能を持っている可能性も考えられる。 

0.01% PFsの添加は、精子侵入率に影響を及ぼすことなく、多精子受精率の減

少および単一精子受精率の向上をもたらし、その結果、IVF後の胚盤胞形成率

が改善した。しかしながら、精液保存液へのPFs添加が凍結融解精子のIVFに与

えるメカニズムは、明らかにされていない。おそらく、回転培養IVF系による

多精子受精の減少効果に加え、PFsが融解直後の精子を通常の射出精子のような

状態に維持させる効果を持つことによるものと考えられる。したがって今後、

0.01% PFsの添加が融解後30分以上培養した凍結融解精子の受精能力に及ぼす

影響について検討したいと考えている。 

今後、PFs中のどの成分が効果的であるのかを特定することが必要である。 

前 述 し た よ う に 、 PFs は EGCG 、 ()-gallocatechin-3-O-gallate 、

()-epicatechin-3-O-gallate、()-epigallocatechin、(+)-gallocatechin、()-epicatechin

および(+)-catechinのようないくつかの成分を含んでいるが、中でもEGCGの含

有量が高い。興味深いことに、種々の濃度のEGCGを添加したIVF培地でブタ凍

結融解精子を培養したところ、50 Mの添加により精子侵入率および精子運動

性が向上した(Kaedei et al. 2012)。それゆえに、PFsの代わりにEGCGを精液保存

液に添加した場合にも精子膜の正常性が維持されるのかを調べることは、重要

であると考える。また、0.01%のPFsを添加した精液保存液で前培養した凍結融

解精子に由来するブタ受精卵が、産子にまで発生し得るか検証することも必要

である。予備試験において、凍結保存液(LEY)へのPFs添加を試みたが十分な効

果がみられなかった。おそらく、溶媒によっても効果が異なるものと考えられ

る。 

イヌ精液の低温長期保存にはPFsとビタミンCの組み合わせが有効であると

報告されている(Wittayarat et al. 2012)ことより、ブタにおいても0.01% PFsと他

の抗酸化剤(ビタミンC、ビタミンEおよびグルタチオンなど)を組み合わせるこ
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とにより、凍結融解精子の正常性をさらに向上させることが可能であると考え

られる。しかし、PFsが精液保存期間における酸化ストレスなどを防ぐ特定のメ

カニズムは明白ではなく、抗酸化剤が精子に与える影響は活力、受精能獲得お

よび先体反応など多岐にわたり、非常に複雑である。それらの作用機序の解明

は今後の精子保存技術の改善に役立つものと考えられる。 
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3-5 図表 

 

 
Fig. 3-1 Representative photograph of fluorescent stained sperm 

Live spermatozoa remained unstained by PI, but exhibit SYBR-14-derived green fluorescence, as 

depicted in Fig. 3-1a (arrows).  

Spermatozoa with a normal mitochondoria express green fluorescence in its mid- piece, as depicted 

in Fig. 3-1b (arrow). 

Spermatozoa with an intact acrosome have no fluorescence, and spermatozoa with a damaged 

acrosome exhibit green fluorescence, as depicted in Fig. 3-1c (arrows). 

 

 

 

Fig. 3-2 Representative photograph of Flowcytometer system 
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Fig. 3-3 The results of flow cytometric analysis of sperm after pre-incubation with semen extender 

supplemented with various amounts (0, 0.01, 0.05. 0.1 and 0.2%) of PFs. 

 Data shown are one of the three consecutive trials. Viability of sperm was evaluated by inspecting 

the percentages in the C4 quadrant. 

 Integrity of mitochondrial membrane was evaluated by inspecting the percentages in the C4 

quadrant. 

 Acrosomal integrity was evaluated by inspecting the percentages in the C3 quadrant. 
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Table. 3-1 Effects of preincubation of boar semen with various amounts of green tea-derived PFs 

prior to freezing procedure on post-thaw sperm quality 

 

 

Adult boar Concentration (%)   Viability        Integrity of        Acrosomal 

individuals     of PFs in semen     (%)         mitochondrial       integrity 

  (age)
1
          extender                      membrane (%)

           
(%)

 

 

 

 0 36.5  1.4
a
       44.3  3.5

a
         34.2  0.9

a
 

 0.01 42.1  1.1
b
       51.6  0.7

a
         39.0  1.3

b
 

A 0.05 37.4  0.1
ab

     
  

47.2  2.1
a
         33.3  1.2

a
 

(3 years) 0.1 38.3  2.1
ab

     
  

44.8  3.1
a
         34.9  1.7

ab
 

 0.2 28.7  2.4
c
       35.3  3.0

b
         26.5  1.8

c 

                

 

 0 46.6  1.9
a
       49.4  2.3

ab
        44.5  1.9

a
 

 0.01 54.1  1.1
b 

      54.8  1.9
b
         52.2  0.9

b
 

B 0.05 51.5  1.7
ab

      51.6  2.5
b
         49.6  1.7

ab
 

(8 years) 0.1 39.0  3.2
c 

      44.5  1.9
a
         36.9  2.8

c
 

 0.2 37.5  2.5
c 

      37.6  1.5
c
         37.2  2.5

c
 

 

  
1
After thawing, sperm quality (viability, integrity of mitochondrial membrane and acrosomal 

integrity) was evaluated by flow cytometric analysis. Mean percentage  SEM of each parameter 

for sperm quality is provided for different amounts of PFs dissolved in the semen extender. 

Experiments were repeated 3 times. 
a-c 

Values with different superscripts within the same column are significantly different (P<0.05). 
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Table. 3-2 Effects of preincubation of boar semen with 0 or 0.01% PFs prior to freezing procedure 

on the fertilizing ability of post-thawed sperm 

 

 

Concentration (%)    No. of % (no.) of oocytes    % (no.) of       % (no.) of 

of PFs in semen      oocytes       penetrated
2
       polyspermic     monospermic  

extender
1
          tested                         oocytes

3            
oocytes

4
 

 

 

0              45          71.1 (32)          53.1
a 
(17)        37.5

a
 (12) 

 

0.01            41 61.0 (25)          24.0
b 
(6)         76.0

b
 (19) 

  

1 
IVF was performed using a rolling method with a PCR tube and rotation mixer, as described in 

Materials and Methods. Sperm used are derived from the boar A shown in Table 3-1. 

Experiments were repeated 5 times. 
2 

Oocytes having two or more nuclei/swollen heads/sperm tails in their cytoplasm and plasma 

membrane are designated as “penetrated oocytes”. 
3 

Oocytes with more than two nuclei/swollen heads/sperm tails in their cytoplasm and plasma 

membrane are designated as “polyspermic oocytes”. 
4 

Oocytes with both one male and one female pronucleus were designated as “monospermic 

oocytes”. 
a,b 

Values with different superscripts with in the same column are significantly different (P<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 54 

 

Table. 3-3 Effects of preincubation of boar semen with 0 or 0.01% PFs prior to freezing procedure 

on in vitro development of porcine oocytes fertilized with the post-thawed sperm  

 

 

Concentration (%)     No. of % (no.) of        % (no.) of      Total no. of cells  

of PFs in semen      oocytes      oocytes        blastocysts       in developing  

extender
1
         tested       cleaved

2
        developed

3            
blastocysts

4 
 

 

 

0                 99   38.4 (38)        12.1
a
 (12)        54.65.6 

 

0.01               99     38.4 (38)        20.2
b
 (20)        68.911.2  

  

1 
IVF was performed using a rolling method with a PCR tube and rotation mixer, as described in 

Materials and Methods. Sperm used are derived from Boar A shown in Table 3-1. Experiments 

were repeated 5 times. 

2 
Oocytes developing to 2-cell stage 48 h after IVF are designated as oocytes cleaved. 

3 
Oocytes developing to blastocyst stage 7 days after IVF are designated as blastocysts. 

4 
Total no. of cells in blastocysts were assessed by staining with Hoechst 33342, as described in 

Materials and Methods. Data are expressed as means ± SEM. 

ab
Values with different superscripts are significantly different (P<0.05). 
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本研究は、ブタ IVM 卵子の IVF において頻発する多精子受精を卵管運動の模

倣により軽減し、効率的に単一精子受精卵を得ることおよび、ブタ精液の凍結

融解時に起こる精子の損傷を軽減し、精子正常性を維持することで効率的に受

精卵および胚盤胞を作出することを検討した。この研究を通じて、以下に示す

ような 2 つの新知見を得ることに成功した。 

 

第一に、ブタ IVM 卵子の IVF において、回転培養処理下で媒精することによ

って、精子侵入率を一定以上に保ちながら多精子受精の頻度を減少させ、正常

な受精である単一精子受精卵を効率的に得られることを見出した(第 2 章)。 

第二に、0.01% PFs 添加精液保存液で前培養することによって、ブタ凍結融

解精子の生存能力および先体正常性を維持することが可能となり、その結果、

受精および発生状況を改善し得ることが明かとなった(第 3 章)。 

以下では各章で得られた結果について、さらなる考察を行った。 

まず、一番目の知見に関して考察する。第2章において確立された回転培養

IVF系では、精子濃度が2 × 10
5 

sperm/mLと多く、運動性による選抜も行ってい

ないにもかかわらず、チューブを回転させるという非常に単純な手法を用いる

だけで、多精子受精を軽減して単一精子受精率を向上させることに成功した。

また、特別な細胞、組織液および試薬を必要としないので非常に単純で便利な

点が特徴的である。しかし、以下に挙げるような欠点があり、さらなる検証が

必要である。 

①精子濃度が減少すると従来の IVF 同様、受精率が低下する。 

②雄間および、同一雄での精子採取反復間で体外受精能に差がみられる。 

③ミキサーの回転速度を上げると、遠心力により卵子および精子がチューブ先

端に集まり、多精子受精率の減少につながらない。 
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④媒精中、培地中のガス交換が行えないため、培地の気層を一定に保つ方法が

必要である。 

①および②に関しては、解決策を見出すため、従来の IVF 系と同様にさらな

る検討が必要である。 

③に関しては、予備試験の結果より、卵子が穏やかに培地中を移動するように

回転速度を 1 rpm に設定したが、供試精子の性状を考慮に入れた最適化を検討

する必要がある。 

④に関しては、密閉条件下で卵子および 2 × 10
5 

sperm/mL の精子との 6 時間の

共培養を行ったが、受精卵を得ることができ胚盤胞期まで発生することが確認

された。しかし、精子が多くの酸素を消費することが知られており(池上 1978)、

卵子に及ぼす影響の有無を検討する必要がある。おそらく、胚盤胞形成率に差

がみられなかった一因だと考えられる。 

さらに、多精子受精を抑制した要因を検討するため、ZP 結合精子数を調べる

必要がある。今後、これらの点について検討し、回転培養 IVF 系の有用性をさ

らに証明する必要があると考える。 

次に二番目の知見について考察する。第 3 章において微量 PFs がブタ精子の

凍結保存期間中の性状を維持することに有益であることが示されたが、既存の

知見も少なく、PFs による精子保護のメカニズムは明らかではない。したがっ

て、以下に、追加考察を行った。 

第 2 章の実験区が第 3 章、試験 2 の 0%区に相当する。第 2 章の実験区では、

多精子受精率が 21.0%と有意に低下しているが、0%区では、多精子受精率が

53.1%となっている。また、胚盤胞形成率は 0.01%区(20.2%)が 0%区(12.1%)と比

較して有意に高い値を示し(P<0.05)、第 1 章の記述および第 2 章の結果と矛盾

が生じている。さらに、Table. 3-1 より 0%区は先体に異常を認める精子が多い。
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すなわち、逆に多精子受精率が減少すると考えられ、結果に矛盾が生じている。 

おそらく、多精子受精率および胚盤胞形成率の矛盾は、雄間および同一雄で

あっても、精子採取反復間で IVF 能に差がみられる(Nagai et al. 1990; Wang et al. 

1991; Xu et al. 1996)ことが原因であると考えられる。第 2 章(ブタ B)および第 3

章(ブタA)で用いたブタが異なったために発生した矛盾だと推察される。また、

0%区で多精子受精率が減少しなかった原因は、不明である。したがって、今後、

さらなる詳細な検証が必要である。 

一般的にカテキン類には細胞毒性があることが知られている。すなわち、至

適濃度以上のカテキン類の添加は細胞障害を引き起こす。第3章はHyon & Kim 

(2001)およびHyon (2004)などの報告を参考にPFs処理濃度の設定を行った。しか

し、多くの研究と同様に生理学的メカニズムを検証することなく、PFsの及ぼす

影響を観察するにとどまったため、詳細な考察が困難となった。 

近年、PFsは抗酸化作用とは逆の酸化促進作用を持ち、複雑多岐にわたるメカ

ニズムのため、特定のメカニズムを定めることは非常に困難であると報告され

ており(Kim et al. 2014)、それらの作用機序の解明は今後の精子保存技術の改善

に役立つものと考えられる。 

以上のような問題点を検証することで、本研究で得られた知見は、ブタIVM

卵子の効率的なIVF系の確立に大きく貢献すると考えられる。 
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附表 

 

附表 1. Hepes-TLP-PVA の組成 

Components g/L mM 

PVA 1.000  

Amikacin sulfate 0.100  

0.5% Phenol red solution [1.000 mL]  

Hepes (Na salt) 1.300 5.000        

Hepes (free-acid) 1.920 5.000       

NaCl 6.660 114.000       

KCl 0.240 3.160       

CaCl2・2H2O 0.294 2.000       

MgCl2・6H2O 0.100 0.500       

Na lactate [1.850 mL] 10.000       

NaH2PO4・2H2O 0.057 0.350       

D-Glucose 0.900 5.000       

NaHCO3 0.170 2.000       

Na pyruvate 0.0012 0.010 
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附表 2. mTCM-199 の組成 

Components g/L mM 

TCM-199 9.500  

PVA 1.000  

Amikacin sulfate 0.100  

D-Glucose 0.550 3.053 

NaHCO3 2.100 24.705 

Na pyruvate 0.100 0.910 

L-cystein 0.100 0.570 

eCG 10 IU/mL  

hCG 10 IU/mL  

EGF 0.01 μg/mL  

pFF
*
 10% (v/v)  

 
*
The pFF was prepared by aspirating follicular fluid from antral follicles that were 3 to 

7 mm in diameter from prepubertal gilt ovaries and collecting the supernatant after 

centrifugation (1,900 g, 20 min). The supernatant was then filtered and stored at -20C 

until further use.  
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附表 3. 精子洗浄液の組成 

Components g/L mM 

NaCl 9.080 155.423 

BSA (Fatty acid free) 0.100  

Kanamycin sulfate 0.100  
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附表 4. mTLP の組成 

Components g/L mM 

Amikacin sulfate 0.100  

0.5% Phenol red solution [1.000 mL]  

NaCl 6.660 113.769 

KCl 0.240  3.219 

CaCl2・2H2O 0.334  2.272 

MgCl2・6H2O 1.000  5.000 

Na lactate [1.850 mL] 10.000 

NaH2PO4・2H2O 0.057  0.350 

D-Glucose 0.900  5.000 

NaHCO3 2.100  25.070 

Na pyruvate 0.0012  0.010 

Caffeine 0.389  2.000 

BSA (Fatty acid free ) 3.000  
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附表 5. mPZM-3 の組成 

Components g/L mM 

NaCl 6.322 108.000 

KCl 0.746  10.000 

KH2PO4 0.048   0.350 

MgSO4・7H2O 0.099   0.400 

0.5% Phenol red solution [1.000 mL]  

L-glutamine 0.146   1.000 

Hypotaurine 0.546   5.000 

Na-pyruvate 0.240   2.181 

Ca(lactate)2・5H2O 0.218   2.000 

Basal medium amino acids [20.00 mL]  

Minimum essential medium 

nonessential amino acids 
[10.00 mL]  

Amikacin sulfate 0.050  

NaHCO3 2.106  25.070 

BSA (Fraction V) 3.000  
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附表 6. 固定染色用酢酸オルセイン液の組成 

Components g/L mM 

Orcein 10.0  

Acetic acid [450.0 mL]  

 

 

 

 

附表 7. 胚盤胞蛍光染色固定液の組成 

Components g/L mM 

Hoechst 33342 [100.0 mg/L]  

Glycerol [900.0 mL]  

PBS [100.0 mL]  
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附表 8. 精子洗浄用 mHepes-TLP-PVA 液の組成 

Components g/L mM 

PVA 1.000  

Amikacin sulfate 0.100  

Hepes (Na salt) 1.300 5.000 

Hepes (free-acid) 1.920 5.000 

NaCl 6.660 114.000 

KCl 0.240 3.160 

CaCl₂・2H₂O 0.294 2.000 

MgCl₂・6H₂O 0.100 0.500 

Na lactate [1.850 mL] 10.000 

NaH₂PO₄・2H₂O 0.057 0.350 

D-Glucose 0.900 5.000 

NaHCO₃ 0.170 2.000 

Na pyruvate 1.000 9.088 

 

 

 

 

 

 

 


