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Wistar 系ラット精巣上体尾部精子を用いた冷蔵保存方法の検討

伊　藤　　　慧 1、岸　　　昌　生 2、西　村　愛　美 1、中　川　隆　生 3、

永　井　　　匡 4、栗　田　佳　織 1、入　谷　　　明 5、安　齋　政　幸 5、

要　　約

本研究ではWistar 系ラットの精巣上体尾部由来精子を用いた冷蔵保存について検討した。ラット精巣上

体尾部精子を、各種保存液（R18S3、マルベリーⅢ、それぞれを混合した 1：1稀釈液、2：1稀釈液）中

で 4℃にて冷蔵保存した。加温後のそれらの運動性は、運動性指数および SQA-V よりにて評価した。運動

性指数では 1：1、2：1稀釈液で 14日間運動性を保持した。SQA-V では SMI（精子自動性指数）値を用

いて評価し、1：1、2：1 稀釈液で 7日間自動運動性を確認した。精子頭部における膜損傷の有無を

LIVE/DEAD Sperm Viability Kit を用いて評価し、2：1稀釈液において 7日目の正常膜保持精子率は 40%

であった。受精能の確認では、常法により過剰排卵処置を施した幼若雌ラットの卵子を透明帯除去後、冷

蔵保存精子と共に受精させた。この結果、7日間保存した精子にて 1：1稀釈液では、20%（17/86）、2：

1稀釈液では 30%（36/122）の精子侵入率であった。これらの結果から、Wistar 系ラットの精子冷蔵保

存は、低率ではあるが受精能を保持し、冷蔵保存が可能であることが示された。

緒　　言

精子の保存技術は、Polge によりグリセリンの凍結防止効果が発見されたことで家畜やヒトの精子凍結

保存が次々と成功し、発展してきた 1）。しかし、マウスの精子においてはグリセリンの凍結防止効果があ

まり認められず 2）、その後 3糖類である Raffinose を主成分とした保存液を用いた精子凍結保存の成功例

が発表された 2, 3, 4）。このような精子の保存方法として現在、液体窒素での超低温下の凍結保存が普及され

ているが、ラットでの精子凍結保存技術に関する報告は少なく、ラットの精子は他の種の精子よりも遠心

分離や、浸透圧、pHなどの生理学的、物理的ストレスに過敏であり 5, 6）、凍結保存操作およびその後の体

外受精などによる受精卵作製には技術の習熟に時間を要し、凍結保存操作についてはさらに実用化に向け

た技術改良が必要と考えられる 5）。一方、精子の冷蔵保存または液状保存の研究は、ブタ 7, 8）をはじめ、

ヒツジ 9）、ウシ 10）、ヤギ 11）などの種で行われている。冷蔵保存精液の利用は、家畜種の中で唯一凍結能

が低く、4℃でも傷害を受け易いブタにおいて実用化されている。欧米各国では、人工授精用の精液の保存・

輸送は主として 15℃で実施され、ブタ精液稀釈液は様々な稀釈液が販売されるに至っている。12, 13）。そ

こで本研究ではラット精子を凍結保存と比べて操作が簡易な冷蔵保存で行い、その後の生存性における各

保存溶液の効果を検討した。
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材料および方法

（1）供試動物

本実験に用いた系統としてWistarHannover/Rcc（日本エスエルシー（株））、9～ 10週齢に達した成熟

雄を精子の冷蔵保存に供試した。また、それらの受精能の確認には 3～ 4週齢の同系統ラットを供試した。

なお、実験の立案および動物の飼養については、近畿大学動物実験規定に準じて行った。

（2）冷蔵稀釈液の調整

冷蔵稀釈液の作製には、マウス精子凍結保存に用いられている R18S3（アーク･リソース㈱）およびブ

タ液状精液の低温保存に用いられるマルベリーⅢ（富士農場）を基本液とした。この各保存液それぞれ同

量を混合した稀釈液（以下、1：1稀釈液）、R18S3 とマルベリーⅢを 2：1に混合した稀釈液（以下、2：

1稀釈液）を冷蔵保存操作に用いた。なお、それぞれの稀釈液は、使用直前に保存操作ウェル（Nunc：

176740）内で混合し使用した。また、各稀釈液における浸透圧測定は、㈱日本医化器械製作所に委託し、

浸透圧計（ARKRAY：M-6040）を用いて測定を行ったところ、R18S3 では 507.0mOsm、マルベリーⅢ

では 327.7mOsm、1：1 稀釈液では、407.7mOsm、2：1 稀釈液では、431.7mOsm であった。さらに、

作成した稀釈液の pHはそれぞれ 6.7、7.1、6.9、6.8 であった（表 1）。

表 1 ： 各冷蔵保存稀釈液の浸透圧および pH測定成績

サンプル 浸透圧 （mOsm） pH

R18S3 507.0 6.7 

マルベリーⅢ 327.7 7.1 

1 ： 1 稀釈液 407.7 6.9 

2 ： 1 稀釈液 431.7 6.8 

m-HTF 305.3 7.9 

（3）精子の採取と冷蔵保存操作

WistarHannover/Rcc 雄ラットから摘出した精巣上体尾部を濾紙上で血液や体液を除去した。続いて、

4well ディッシュの各ウェルにそれぞれの稀釈液を１ｍ L入れ、摘出した精巣上体尾部組織を細切するこ

とで、精子を懸濁させた。この各精子懸濁液を凍結チューブ（住友ベークライト㈱：MS-4501G）へ全量

移し、15℃にて 1時間予備冷蔵を行った後、4℃下にて最長 14日間冷蔵保存を行い運動能の評価を検討

した。

（4）精子運動性評価

運動性の評価は、精液性状検査板を用いて運動性指数 14）を評価し、さらに SQA-V 精子特性分析機（㈱ジャ

フコ、以下、SQA）による精子自動性指数（以下、SMI 値）で評価した。いずれの評価に供する冷蔵精子

懸濁液は、凍結チューブ内から 10μL採取し、mHTF 培地 15）へ添加した後、1.5 時間培養した。培養後、

精液性状検査板へ精子を含む培地中から 10μL滴下し、カバーガラスを被せて観察した。一方、SQAでの

SMI 値の評価も同様に培養し、精子を含む培地中から 20μLを専用のチャンバーに吸引し評価した。
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（5）精子細胞膜の完全性の評価

精子細胞膜の完全性の評価は、LIVE/DEAD Sperm Viability Kit5, 16）を用いた。まず遮光チューブ内にて

30倍稀釈 SYBR14 溶液に各保存精子サンプルを 100μL添加した後、37℃にて 10～ 15 分インキュベー

トした。インキュベート後、Propidium Iodate solution を 5μL添加し、再び 10～ 15 分インキュベート

した。その後、精子サンプルを共焦点蛍光顕微鏡（Leica：DMI6000B）にて膜の完全性について評価した。

（6）ラット透明帯除去卵子との体外受精による受精能の検定

体外受精操作は、Toyoda らの方法を若干修正した 17）。即ち、幼若雌ラット腹腔内へ 30 単位の PMSG	

（妊馬血清性性腺刺激ホルモン：三共ライフテック㈱）を腹腔内投与し 48時間後に 30単位の hCG（ヒト

絨毛性性腺刺激ホルモン：あすか製薬㈱）を腹腔内投与することで得られた過剰排卵卵子を 0.1% ヒアル

ロニダーゼ溶液下にて卵丘細胞を除去した。次に酸性タイロード溶液にて透明帯を除去後、前培養を行っ

た精子懸濁液を含むmHTF 培地に導入した。受精後 6時間以降に卵子の洗浄を行い、mR1ECM胚培養培

地 18）に移し、雌雄両前核を確認後、引き続き 37℃、5％炭酸ガスインキュベーター内にて培養した。

結　　果

Wistar ラット精巣上体尾部由来精子に各精子稀釈液を用いて最長 14日間まで冷蔵保存を行い、その後

の精子運動性指数を図 1に示した。いずれの稀釈保存液においても冷蔵 1日目で運動性指数は低下し、マ

ルベリーⅢにおいてそれが顕著にみられた。R18S3 では冷蔵 3日目まで比較的良好な運動性を示し、6日

目まで運動性を保持した。マルベリーⅢでは、低い運動性ではあるが冷蔵8日目まで運動性を保持した。1：

1稀釈液、2：1稀釈液では冷蔵 10日目まで運動性を保持し、それら稀釈液は、僅かではあるが最長 14

日間運動性を保持していた。

図 2には、各種冷蔵保存精子における SQA を用いた自動性指数評価成績を示した。R18S3 およびマル

ベリーⅢでは SMI 値が冷蔵 5日以内において低値を示したが、混合稀釈液においては、それら単一の基本

液より SMI 値が高値を示すことが確認され、僅かではあるが 1：1稀釈液では最長 7日間の運動性を保持

した。

各種冷蔵保存液が保存日数における精子細胞膜への損傷にあたえる影響を図 3に示した。いずれの基本

液あるいは稀釈液共に冷蔵 7日目まで正常な精子細胞膜を有していることが示され、さらに R18S3 とマ

ルベリーⅢを混合した稀釈液を用いることで、より安定的に精子細胞膜の正常性が保持されていることが

確認された。

図 4には、透明帯除去卵子を用いた各種冷蔵保存精子との体外受精による受精能評価成績を示した。精

子運動性指数および精子自動性指数評価において良好な成績を示した R18S3, 1：1 稀釈液および 2：1稀

釈液におけるそれらの受精率は、冷蔵 1日目にて 100%（43/43）、26%（12/46）そして 96%（74/77）

であった。さらに、これらの基本液および稀釈液は冷蔵 7日目まで精子侵入を認めた〔4%（4/110）, 20%

（17/86）, 30%（36/122）〕。
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図 2 ： SQA-V 装置による各種冷蔵精子の精子自動性指数評価

図 1 ： 精液性状検査板による各種冷蔵保存精子の運動性指数評価
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図 3 ： LIVE/DEAD Sperm Viability Kit による精子細胞膜正常性評価

図 4 ： 各種冷蔵精子を用いた保存日数による体外受精評価
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考　　察

哺乳類の精子の運動は、精子基部に存在するミトコンドリアでの好気呼吸と解糖によって ATP を生成

し、それを供給することで鞭毛の運動性を得ている。Fuller S.J. らは、4℃への冷却がマウス精子に与える

影響について検討したところ、4℃下マウス精子は約 30%の運動性の減少がみられた 19）。Yamashiro らは、

ラット精子凍結保存にてmKRB 卵黄稀釈液にピルビン酸、ラクトース、グルコースを含む保存液下での凍

結操作は、ATP 合成能力を通して得られ、それは精子の代謝において影響力を持ち、凍結障害に大きな耐

久性を保持した 20）。さらに、各種糖類を含む精子凍結操作は、ラフィノースを含む保存液で最も良い結果

が得られ、ラフィノースが精子表面に付着し、冷却の間精子へのエネルギー供給と細胞膜の保護を有し

ていた 20）。今回、精子運動性の評価を運動性指数および SMI 値にて検討したところ、いずれも、基本液

（R18S3、マルベリーⅢ）単一では、同様の保存期間で低値を示す傾向が認められたものの、それらを用

いた混合稀釈液においては、運動能を比較的長期間保持する傾向が示された。さらにラット精子運動能解

析ソフト Rat Toxicology を用いて（ニッコー・ハンセン㈱：HTM-TOX IVOS）、同様に各冷蔵精子が保存

日数におよぼす影響を、精子総合運動性および精子前進運動性について評価した結果、混合稀釈液では単

一保存基本液と比較し、いずれの評価においても運動性を長期に保持していた（未発表）。これは、単一

保存基本液に含まれるグルコースあるいはラフィノースが精子細胞の代謝に係るエネルギー源となり、さ

らにラフィノースは精子細胞膜の保護の役割も担うことで運動性の低下を抑制したと考えられた。

Nishizono らは、マウスの精子凍結保存において融解後に受精能に系統差を生じる C57BL/6 系での形態

学的検査を行った結果、凍害作用による頭部に著しい損傷を認めた 21）。ラット凍結精子は物理的ストレス

に敏感であり、Nakatsukasa らは、遠心処理による物理的ストレスを与え、細胞膜の損傷を確認している 5）。

一方、マウス精子において 4℃への冷却は細胞膜およびアクロゾームの著しい損傷は認められなかっ

た 19）。Varisli らも冷蔵におけるアクロゾームの損傷を観察しているが、単純に冷蔵における損傷は観察

されなかった 22）。これらのことから、本実験における冷蔵精子は、その後の長期保存において、保存液単

一では細胞膜損傷の増加を示し、混合稀釈液を用いることにより低減されると思われた。

各種冷蔵保存精子を用いた透明帯除去卵子との体外受精による受精能の検討において、冷蔵 5日目以降

に R18S3 で保存した精子より、混合稀釈液で保存した精子の侵入率が高い割合を示し、受精能を保持し

ていることが示された。マウスにおいて 4℃への冷却は細胞膜での受精獲得様の変化が起こることが報告

されている 19）。本実験では安定的に精子運動性を保持していた 1：1稀釈液および 2：1稀釈液は、精子

細胞膜の正常性においても長期保存の効果が R18S3 と比較して良好であり、この細胞膜正常性がその後

の長期保存において、受精能獲得や卵子細胞膜融合後における核膜崩壊と前核形成を可能にしたと考えら

れる。

ラット精子の凍結保存あるいは冷蔵保存については未だ確立された技術がなく、さらなる改良が必要で

ある。今回、ブタ精液稀釈液とマウス精子凍結保存液を混合することで精子運動性の保持が可能であるこ

とを示した。近年、マウスにおいては、初期胚の凍結保存に代わる方法として冷蔵保存技術による短期保

存および冷蔵輸送を可能にした 23）。また、精子においても冷蔵保存技術が精力的に研究されつつある 24）。

本研究におけるラット精子の冷蔵保存技術の構築は、今後、生殖細胞の短期保存系およびバイオリソース

としての簡易輸送化において有用な技術を提供できることが示唆された。
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英 文 要 旨

Short term storage of Wistar rat epididymal spermatozoa at cold temperature

Kei Ito 1，Masao Kishi 2，Manami Nishimura 1，Takao Nakagawa 3， 

Tadashi Nagai 4，Kaori Kurita 1，Akira Iritani 5，Masayuki Anzai 5

Summary

The present study was performed to examine the storage of Wistar rat epididymal sperm at cold 

temperature. The cauda epididymal spermatozoa from adult males were preserved with various solutions

（R18S3, Mulberry III, 1：1 extender, 2：1 extender）at 4℃.Sperm motility was assessed by a 

hemocytometer of microscopy and SQA-V system. Sperm motility that sperm stored in 1：1 and 2：1 

extenders were maintained for 14 days in estimation of the motility using hemocytometer and in SQA-V 

assessment of SMI value were maintained for 7 days. The integrity of the sperm membrane was 

determined using Live/Dead sperm viability kit. The percentage of membrane-intact spermatozoa that 

stored in 2：1 extender was 40% at day 7. Super ovulated eggs were fertilized in vitro with various sperm 

after eliminated zona pellucida. Result of the percentage of sperm invasion that sperm stored for 7days 

were 20%（17/86）at 1：1 extender and 30%（36/122）at 2：1 extender. In conclusion were indicate 

that Wistar rat epididymal spermatozoa stored at 4℃ maintain fertilization ability, although low rate, and 

can store at cold temperature. 
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