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(57)【要約】

【課題】卵黄を用いずにイヌ精子凍結保存が可能な手段

、具体的には、凍結保存剤と凍結保存方法を提供する。

【解決手段】糖とスキムミルクとを含有する水溶液Ａお

よび糖とスキムミルクとグリセロールを含有する水溶液

Ｂとからなる、イヌ精子の凍結保存剤。糖とスキムミル

クとを含む水溶液Ａにイヌ精子を分散し、得られた分散

液を０～８℃で保存した後、保存後の分散液を糖とスキ

ムミルクとグリセロールを含む水溶液Ｂと混合し、得ら

れた混合液を液体窒素温度において保存する、イヌ精子

の凍結保存方法。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

糖 と ス キ ム ミ ル ク と を 含 有 す る 水 溶 液 Ａ お よ び 糖 と ス キ ム ミ ル ク と グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す

る 水 溶 液 Ｂ と か ら な る 、 イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

水 溶 液 Ａ は 、 糖 を ０ ． １ ～ １ Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 有 す る

請 求 項 １ に 記 載 の 凍 結 保 存 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

水 溶 液 Ｂ は 、 糖 を ０ ． １ ～ １ Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 有 し 、

グ リ セ ロ ー ル を １ ～ ３ ０ 質 量 ％ 含 有 す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 凍 結 保 存 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

糖 が 、 グ ル コ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 シ ュ ク ロ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス お よ び キ

シ ロ ー ス か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 糖 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記

載 の 凍 結 保 存 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

凍 結 保 存 が 液 体 窒 素 温 度 に お け る 保 存 で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 凍 結 保 存 剤

。

【 請 求 項 ６ 】

イ ヌ 精 子 を 水 溶 液 Ａ と 混 合 し 、 得 ら れ た 分 散 液 を ０ ～ ８ ℃ で 保 存 し た 後 に 、 水 溶 液 Ｂ と 混

合 し 、 得 ら れ た 分 散 液 を 液 体 窒 素 温 度 に す る こ と で 使 用 さ れ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に

記 載 の 凍 結 保 存 剤 。

【 請 求 項 ７ 】

糖 と ス キ ム ミ ル ク と を 含 む 水 溶 液 Ａ に イ ヌ 精 子 を 分 散 し 、 得 ら れ た 分 散 液 を ０ ～ ８ ℃ で 保

存 し た 後 、 保 存 後 の 分 散 液 を 糖 と ス キ ム ミ ル ク と グ リ セ ロ ー ル を 含 む 水 溶 液 Ｂ と 混 合 し 、

得 ら れ た 混 合 液 を 液 体 窒 素 温 度 に お い て 保 存 す る 、 イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

水 溶 液 Ａ は 、 糖 を ０ ． １ ～ １ Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 有 す る

請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

水 溶 液 Ｂ は 、 糖 を ０ ． １ ～ １ Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 有 し 、

グ リ セ ロ ー ル を １ ～ ３ ０ 質 量 ％ 含 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

糖 が 、 グ ル コ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 シ ュ ク ロ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス お よ び キ

シ ロ ー ス か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 糖 で あ る 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か に 記

載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存 剤 お よ び 凍 結 保 存 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存 は 、 外 国 な ど 遠 隔 地 か ら の 精 子 輸 送 や 世 代 を 超 え た 繁 殖 を 実 現 し 、

効 率 的 な 育 種 改 良 を 可 能 と す る 技 術 で あ る 。 凍 結 保 存 で は 、 凍 結 障 害 か ら 精 子 を 保 護 す る

物 質 か ら 構 成 さ れ る 希 釈 液 と 精 液 を 混 和 し 凍 結 保 存 す る が 、 こ れ ま で 、 卵 黄 を 用 い て 多 く

の 成 功 例 が 報 告 さ れ て き た (非 特 許 文 献 1、 2)。 し か し 、 世 界 的 な 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ウ ィ ル

ス の 流 行 に よ り 、 ウ ィ ル ス の 国 内 流 入 を 防 ぐ た め 、 卵 黄 を 用 い て 凍 結 保 存 し た 精 子 を 外 国

か ら 輸 入 す る こ と は 困 難 と な っ て い る 。 そ の た め 、 卵 黄 を 用 い な い 精 子 の 凍 結 保 存 法 の 開

発 が 望 ま れ て い る が 、 組 成 が 明 ら か な 希 釈 液 で は 全 て 卵 黄 が 用 い ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 卵 黄 に 代 わ る 物 質 と し て ス キ ム ミ ル ク が あ る 。 ス キ ム ミ ル ク や 数 種 の 糖 に は 、 卵 黄 と 同
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様 な 保 護 効 果 が あ り 、 マ ウ ス (非 特 許 文 献 3～ 5)や ウ マ (非 特 許 文 献 6)、 イ ル カ 精 子 (非 特 許

文 献 7)の 凍 結 保 存 に お い て 有 効 性 が 報 告 さ れ て い る 。 イ ヌ 精 子 に お い て も 、 卵 黄 と 組 み 合

わ せ た 希 釈 液 を 用 い た 凍 結 保 存 (非 特 許 文 献 8)や ス キ ム ミ ル ク 液 を 用 い た 冷 蔵 保 存 (非 特 許

文 献 9)で は 効 果 が 報 告 さ れ て い る 。

【 非 特 許 文 献 １ 】 Hori T, Odaka S, Oba H, Mizutani T, Kawakami E, Tsutsui T. Effec

ts of liquid nitrogen vapor sensitization conditions on the quality of frozen-th

awed dog spermatozoa. J Vet Med Sci 2006; 68: 1055-1061.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Martins-Bessa A, Rocha A, Mayenco-Aguirre A. Comparing ethylene

glycol with glycerol for cryopreservation of canine semen in egg-yolk TRIS exten

ders. Theriogenology 2006; 66: 2047-2055.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Nakagata N. Cryopreservation of mouse spermatozoa. Mam m Genome 2

000; 11: 572-576.

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Kaneko T, Yamamura A, Ide Y, Ogi M, Yanagita T, Nakagata N. Long

-term cryopreservation of mouse sperm. Theriogenology 2006; 66: 1098-1101.

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Agca Y, Gilmore J, Byers M, Woods EJ, Liu J, Critser JK. Osmotic

 characteristics of mouse spermatozoa in the presence of extenders and sugars. B

iol Reprod 2002; 67: 1493-1501.

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Kareskoski A M, Reilas T, Andersson M, Katila T. Motil i ty and pla

sma membrane integrity of spermatozoa in fractionated stallion ejaculates after

storage. Reprod Domest Anim 2006; 41: 33-38.

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Robeck TR, O'Brien JK. Effect of cryopreservation methods and pr

ecryopreservation storage on bottlenose dolphin (Tursiops truncatus) spermatozoa

. Biol Reprod 2004; 70: 1340-1348.

【 非 特 許 文 献 ８ 】 Rota A, Frishling A, Vannozzi I, Camillo F, Romagnoli S. Effect

of the inclusion of skim med milk in freezing extenders on the viabili ty of canin

e spermatozoa after thawing. J Reprod Fertil Suppl 2001; 57: 377-381.

【 非 特 許 文 献 ９ 】 Pinto CR, Paccamonti DL, Eilts BE. Fertil i ty in bitches artifici

ally inseminated with extended, chilled semen. Theriogenology 1999; 52: 609-616.

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か し な が ら 、 イ ヌ 精 子 凍 結 保 存 に お い て 、 卵 黄 を 用 い な い イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存 法 の 開

発 が 望 ま れ て い る に も 関 わ ら ず 、 卵 黄 を 用 い な い 方 法 は 知 ら れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 卵 黄 を 用 い ず に イ ヌ 精 子 凍 結 保 存 が 可 能 な 手 段 、 具 体 的 に は 、

凍 結 保 存 剤 と 凍 結 保 存 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 者 ら が 、 種 々 検 討 し た 結 果 、 ス キ ム ミ ル ク 、 糖 お よ び グ リ セ ロ ー ル か ら 構 成 さ れ

る シ ン プ ル な 希 釈 液 が 、 上 記 目 的 を 達 成 で き る も の で あ る こ と を 見 い だ し て 、 本 発 明 を 完

成 さ せ た 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 卵 黄 を 用 い な い イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存 が 可 能 に な る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 の イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存 剤 は 、 糖 と ス キ ム ミ ル ク と を 含 有 す る 水 溶 液 Ａ お よ び 糖 と

ス キ ム ミ ル ク と グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す る 水 溶 液 Ｂ と か ら な る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 水 溶 液 Ａ は 、 例 え ば 、 糖 を ０ ． １ ～ １ Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ
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を 含 有 す る も の で あ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 糖 を ０ ． ２ ～ ０ ． ５ Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ

ル ク を １ ０ ～ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 有 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 水 溶 液 Ｂ は 、 例 え ば 、 糖 を ０ ． １ ～ １ Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ

を 含 有 し 、 グ リ セ ロ ー ル を １ ～ ３ ０ 質 量 ％ 含 有 す る も の で あ る こ と が で き る 。 好 ま し く は

糖 を ０ ． ２ ～ ０ ． ５ Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ０ ～ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 有 し 、 グ リ セ ロ

ー ル を ５ ～ ２ ０ 質 量 ％ 含 有 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 糖 は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 シ ュ ク ロ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー

ス お よ び キ シ ロ ー ス か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 糖 で あ る こ と が で き る 。 糖

の 種 類 に よ っ て 、 凍 結 保 存 安 定 性 は 異 な り 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 お よ び

シ ュ ク ロ ー ス か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 糖 で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 凍 結 保 存 剤 が 用 い ら れ る 凍 結 保 存 は 、 液 体 窒 素 温 度 に お け る 保 存 で あ る こ と が

で き る 。 液 体 窒 素 温 度 は 、 約 － １ ９ ６ ℃ で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 の 凍 結 保 存 剤 は 、 イ ヌ 精 子 を 水 溶 液 Ａ と 混 合 し 、 得 ら れ た 分 散 液 を ０ ～ ８ ℃ で 保

存 し た 後 に 、 水 溶 液 Ｂ と 混 合 し 、 得 ら れ た 分 散 液 を 液 体 窒 素 温 度 に す る こ と で 使 用 さ れ る

。 使 用 方 法 に つ い て は 、 凍 結 保 存 方 法 の 説 明 に お い て 詳 述 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存 方 法 は 、 糖 と ス キ ム ミ ル ク と を 含 む 水 溶 液 Ａ に イ ヌ 精 子 を

分 散 し 、 得 ら れ た 分 散 液 を ０ ～ ８ ℃ で 保 存 し た 後 、 保 存 後 の 分 散 液 を 糖 と ス キ ム ミ ル ク と

グ リ セ ロ ー ル を 含 む 水 溶 液 Ｂ と 混 合 し 、 得 ら れ た 混 合 液 を 液 体 窒 素 温 度 に お い て 保 存 す る

こ と を 含 む 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 水 溶 液 Ａ は 、 凍 結 保 存 剤 に お い て 説 明 し た も の と 同 様 で あ り 、 例 え ば 、 糖 を ０ ． １ ～ １

Ｍ 含 有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 有 す る も の で あ る こ と が で き る 。 水

溶 液 Ｂ も 、 凍 結 保 存 剤 に お い て 説 明 し た も の と 同 様 で あ り 、 例 え ば 、 糖 を ０ ． １ ～ １ Ｍ 含

有 し 、 ス キ ム ミ ル ク を １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 有 し 、 グ リ セ ロ ー ル を １ ～ ３ ０ 質 量 ％ 含

有 す る も の で あ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 糖 は 、 凍 結 保 存 剤 に お い て 説 明 し た も の と 同 様 で あ り 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 フ ル ク ト

ー ス 、 シ ュ ク ロ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス お よ び キ シ ロ ー ス か ら 成 る 群 か ら 選 ば

れ る 少 な く と も 1種 の 糖 で あ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 水 溶 液 Ａ と イ ヌ 精 子 と は 、 イ ヌ 精 子 が 、 例 え ば 、 １ ０
6
～ １ ０

9
精 子 ／ ｍ ｌ の 範 囲 と な る

よ う に 混 合 し て 精 子 を 分 散 し 、 得 ら れ た 分 散 液 を ０ ～ ８ ℃ で 保 存 す る 。 こ の 保 存 は 、 例 え

ば 、 冷 蔵 庫 で 行 う こ と が で き る 。 保 存 時 間 は 、 例 え ば 、 １ ～ １ ０ 時 間 と す る こ と が で き る

。 次 い で 、 保 存 後 の 分 散 液 を 水 溶 液 Ｂ と 混 合 す る 。 水 溶 液 Ｂ の 量 は 、 分 散 液 量 に 対 し て ０

． １ ～ ５ 容 量 倍 の 範 囲 と す る こ と が で き 、 好 ま し く は 分 散 液 量 と 等 量 と す る 。 得 ら れ た 混

合 液 は 、 液 体 窒 素 温 度 に お い て 保 存 す る が 、 保 存 の 前 に 、 保 存 用 の 容 器 、 例 え ば 、 ス ト ロ

ー 精 液 管 に 得 ら れ た 混 合 液 を 格 納 し た 後 に 保 存 す る 。 さ ら に 、 液 体 窒 素 温 度 に お け る 保 存

は 、 混 合 液 を 格 納 し た 保 存 用 の 容 器 を 、 １ ～ ６ ０ 分 、 液 体 窒 素 の 液 面 近 く で 、 予 備 冷 却 し

た 後 に 液 体 窒 素 中 に 浸 漬 し て 行 う こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 、 グ リ セ ロ ー ル を 含 有 し な い 水 溶 液 Ａ と グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す る 水 溶 液

Ｂ を 分 け て 使 用 す る 理 由 は 、 液 体 窒 素 温 度 に お い て 保 存 は 、 グ リ セ ロ ー ル を 含 有 し な い 水

溶 液 で 行 う よ り 、 グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す る 水 溶 液 で 行 う 方 が 、 解 凍 後 の 精 子 の 運 動 状 態 が

活 発 で あ り 好 ま し い が 、 グ リ セ ロ ー ル は 、 生 体 に 対 す る 毒 性 が あ る こ と か ら 、 凍 結 前 に 長

時 間 、 精 子 と グ リ セ ロ ー ル と が 接 触 す る こ と は 回 避 す る こ と が 好 ま し い た め で あ る 。

10

20

30

40

50



(5) JP  2009-22214  A   2009.2.5

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ま た 、 本 発 明 に お い て 、 精 子 の 分 散 液 を ０ ～ ８ ℃ で 一 定 時 間 保 存 し た 後 に 液 体 窒 素 温 度

に お け る 保 存 を 行 う 理 由 は 、 一 般 的 に 、 イ ヌ 精 子 は 低 温 感 受 性 が 高 い こ と が 知 ら れ て お り

、 凍 結 温 度 に 曝 す 前 に 前 処 理 と し て 上 記 の 温 度 で 一 定 時 間 の 平 衡 を 行 う こ と が 有 効 だ か ら

で あ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 の 凍 結 保 存 剤 お よ び 凍 結 保 存 方 法 を 用 い て 液 体 窒 素 温 度 に お け る 保 存 を し た 後 の

試 料 は 、 使 用 前 に 、 液 体 窒 素 か ら 取 り 出 し 、 例 え ば 、 室 温 に 放 置 し て 、 融 解 す る こ と が で

き る 。 融 解 し た 後 の 精 子 分 散 液 は 、 例 え ば 、 そ の ま ま 人 工 授 精 等 に 使 用 す る こ と が で き る

。 人 工 授 精 に 使 用 す る 以 外 に 、 融 解 し た 後 の 精 子 分 散 液 は 、 体 外 受 精 、 あ る い は 顕 微 授 精

等 に 使 用 す る こ と も で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ １ 】

＜ 材 料 と 方 法 ＞

（ １ ） 精 液 の 採 取

　 人 為 的 に 陰 茎 を 刺 激 す る こ と で 、 雄 ビ ー グ ル ま た は ラ ブ ラ ド ー ル ・ レ ト リ バ ー か ら 射 出

精 液 を 採 取 し た 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

（ ２ ） 精 子 運 動 性 に 対 す る 糖 の 影 響

　 採 取 し た ビ ー グ ル 射 出 精 液 （ n=3） を 0.3 M フ ル ク ト ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 ラ フ ィ ノ ー ス

、 シ ュ ク ロ ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス ま た は キ シ ロ ー ス 溶 液 で ５ ま た は 10倍 希 釈 し た 後 、 37℃ で

５ ま た は 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 精 液 運 動 解 析 装 置 （ H A MILTO N TH ORNE BIOS

CIENCES、 HT M-CEROS-S） に よ り 運 動 性 （ 表 1） を 測 定 し 、 イ ヌ 精 子 に 適 し た 糖 を 選 別 し た

。

【 ０ ０ ２ ３ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ ４ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

＜ 結 果 ＞

・ 精 子 運 動 性 に 対 す る 糖 の 影 響

　 10倍 希 釈 に 比 べ ５ 倍 希 釈 が 良 好 な 運 動 性 を 示 し た （ 表 ２ ） 。 ま た 、 フ ル ク ト ー ス 、 グ ル

コ ー ス お よ び シ ュ ク ロ ー ス が 他 の 糖 に 比 べ 良 好 な 運 動 性 を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 を 総 合 的

に 判 断 し 、 以 下 の 実 験 で は グ ル コ ー ス を 使 用 し た 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

（ ３ ） 精 液 の 凍 結 ・ 融 解 試 験

（ ｉ ） 希 釈 液 の 作 製

　 一 次 希 釈 液 と し て SG液 ま た は EY液 を 用 い た 。 SG液 の 作 製 手 順 と し て 、 30 mg/mlス キ ム ミ

ル ク （ DIFCO） 、 0.3 M グ ル コ ー ス （ 和 光 純 薬 ） を 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 60℃ に 30分 間 加 熱 し

た 後 、 遠 心 （ 10,000× g、 室 温 、 15分 間 ） し 上 清 を 回 収 し た 。 こ の 操 作 を 再 び 行 い 、 シ リ

ン ジ フ ィ ル タ ー （ A D V A NTEC、 0.45 (m） を 用 い て 濾 過 滅 菌 し た も の を SG液 と し た 。 EY液 の

作 製 手 順 と し て 、 24 mg/ml ト リ ス （ 和 光 純 薬 ） 、 14 mg/ml ク エ ン 酸 一 水 和 物 （ 和 光 純 薬

） 、 0.8 mg/mlグ ル コ ー ス （ 和 光 純 薬 ） 、 0.65 mg/ml ペ ニ シ リ ン Gカ リ ウ ム （ M EIJI） 、 1

mg/ml 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ M EIJI） を 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 60℃ に 30分 間 加 熱 し た 。 次

に 、 新 鮮 な 鶏 卵 か ら 採 取 し た 卵 黄 を 20% [v/v]加 え 、 ４ ℃ で 一 晩 以 上 静 置 し 、 上 清 を EY液

と し た 。 二 次 希 釈 液 は 、 そ れ ぞ れ の 一 次 希 釈 液 に 14％ グ リ セ ロ ー ル を 添 加 し た 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

（ ｉ ｉ ） 精 液 の 凍 結 ・ 融 解

　 採 取 し た ラ ブ ラ ド ー ル ・ レ ト リ バ ー 精 液 を 、 精 子 濃 度 が 2× 10
8
精 子 /mlと な る よ う に 室

温 の 一 次 希 釈 液 で 希 釈 し た 後 、 4℃ 条 件 下 で 静 置 し た 。 ３ 時 間 の 平 衡 後 、 精 子 懸 濁 液 と 等

量 の 二 次 希 釈 液 を 数 回 に 分 け て 混 和 し 、 再 び 静 置 し た 。 15分 後 、 ス ト ロ ー 精 液 管 （ 富 士

平 工 業 、 0.25ml） に 充 填 し 、 発 泡 ス チ ロ ー ル ボ ッ ク ス （ 24.5 × 17.5 × 17.5 cm） 中 に

お い て 液 体 窒 素 液 面 ６ cm上 方 で 15分 間 冷 却 し た 後 、 液 体 窒 素 に 投 入 し た 。 融 解 処 理 と し て

、 液 体 窒 素 中 か ら 取 り 出 し た ス ト ロ ー 精 液 管 を 37℃ の お 湯 に １ 分 間 浸 漬 し 、 ス ト ロ ー 精 液

管 か ら 精 子 懸 濁 液 を 取 り 出 し た 後 、 精 液 運 動 解 析 装 置 に よ り 運 動 性 を 測 定 し た 。 ま た 、 融

解 し た 精 子 懸 濁 液 を 雌 ラ ブ ラ ド ー ル ・ レ ト リ バ ー の 子 宮 内 へ 注 入 し 、 人 工 授 精 し た 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

（ ｉ ｉ ｉ ） 統 計 解 析

　 実 験 区 間 の 比 較 に は 、 Ｔ 検 定 を 行 い 、 有 意 差 水 準 を ５ ％ と し た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

＜ 結 果 ＞

　 ス キ ム ミ ル ク 含 有 希 釈 液 を 用 い た イ ヌ 精 子 の 凍 結 保 存

 各 サ ン プ ル に つ い て 全 精 子 に 対 す る 運 動 精 子 の 割 合 を 見 る と 、 半 数 以 上 で 50％ 以 上 で あ

り 、 EY区 と SG区 の 間 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 １ ） 。 ま た 、 そ の 他 の 運 動 性 を 表

す 項 目 に つ い て も 実 験 区 間 に 差 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ２ ） 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】

　 さ ら に 、 人 工 授 精 し た 結 果 、 ２ 頭 の 雌 ラ ブ ラ ド ー ル ・ レ ト リ バ ー か ら 計 ６ 頭 の 産 子 が 得

ら れ た （ 表 ３ ） 。

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ３ １ 】

（ ４ ） 凍 結 ・ 融 解 後 の 精 子 運 動 性 に 対 す る グ リ セ ロ ー ル の 影 響

　 採 取 し た ラ ブ ラ ド ー ル ・ レ ト リ バ ー 精 液 を 、 精 子 濃 度 が 2× 10
8
精 子 /mlと な る よ う に 室

温 の SG液 で 希 釈 し た 後 、 4℃ 条 件 下 で 静 置 し た 。 ３ 時 間 の 平 衡 後 、 精 子 懸 濁 液 と 等 量 の SG

液 （ グ リ セ ロ ー ル 非 添 加 区 ） ま た は 二 次 希 釈 液 （ グ リ セ ロ ー ル 添 加 区 ） を 数 回 に 分 け て 混

和 し 、 再 び 静 置 し た 。 15分 後 、 ス ト ロ ー 精 液 管 （ 富 士 平 工 業 、 0.25ml） に 充 填 し 、 発 泡

ス チ ロ ー ル ボ ッ ク ス （ 24.5 × 17.5 × 17.5 cm） 中 に お い て 液 体 窒 素 液 面 ６ cm上 方 で 15

分 間 冷 却 し た 後 、 液 体 窒 素 に 投 入 し た 。 融 解 処 理 と し て 、 液 体 窒 素 中 か ら 取 り 出 し た ス ト

ロ ー 精 液 管 を 37℃ の お 湯 に １ 分 間 浸 漬 し 、 ス ト ロ ー 精 液 管 か ら 精 子 懸 濁 液 を 取 り 出 し た 後

、 精 液 運 動 解 析 装 置 に よ り 運 動 性 を 測 定 し た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

＜ 結 果 ＞

　 凍 結 ・ 融 解 後 の 精 子 運 動 性 に 対 す る グ リ セ ロ ー ル の 影 響

　 全 精 子 に 対 す る 運 動 精 子 の 割 合 は 、 グ リ セ ロ ー ル 非 添 加 区 が 29.0％ で あ っ た の に 対 し グ

リ セ ロ ー ル 添 加 区 で は 42.5％ で あ り 、 添 加 区 が 高 か っ た （ 図 ３ ） 。 前 進 運 動 精 子 に つ い て

も 同 様 な 結 果 だ っ た （ 非 添 加 区 ； 10.0％ 、 添 加 区 ； 18.0％ ） 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 は 、 イ ヌ の 飼 育 分 野 に お い て 有 用 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ３ ４ 】

【 図 １ 】 各 サ ン プ ル の 全 精 子 に 対 す る 運 動 精 子 の 割 合 と そ れ ら の 平 均 値 。 ■ EY区 、 □ SG区

、 -▲ -EY区 に 対 す る SG区 の 割 合 （ ％ ） 。

【 図 ２ 】 運 動 性 の 測 定 項 目 と そ れ ぞ れ の 平 均 値 。 ■ EY区 、 □ SG区 、 -▲ -EY区 に 対 す る SG区

の 割 合 （ ％ ） 。

【 図 ３ 】 グ リ セ ロ ー ル 非 添 加 区 お よ び 添 加 区 に お け る 、 全 精 子 に 対 す 運 動 精 子 お よ び 前 進

運 動 精 子 の 割 合 。 ■ 運 動 精 子 お よ び □ 前 進 運 動 精 子 の 割 合 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 30
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