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メチルアセトアミドを凍結保護剤として用いたニワトリ精液の凍結保存
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ニワトリ精液の凍結保存法の改善を目的とレて，凍結保護斉ljにメチルアセトアミド（MA），ジメチルホルムアミド

(DMF), ジメチルアセトアミド（DMA）およびジメチルスルホキνド （DMSO）を用いてそれぞれ凍結精液を作製し，
1 ;j;Jにつき毎週 1［~の融解精液の注入を 4 週間続けて行い受精窄を比較した（実験 l ）。また， MA と DMSO をぬ結保護斉lj

にそれぞれ用いた凍結融解精液によって毎週2回の人工J受精を 7週間続けて受精ギを比較した（実験 2）。凍結精液は凍結

保護斉ljを含まない l次希釈液で 2f青希釈し， 30分静置した後，凍結保護剤を含む 2次希釈液でさらに 2倍希釈した。この

希釈精液を 0.5mLストローに光朗して，液体窒素液面上4～4.5cmで30分間静置後，液体窒素中に投入し保存した。融併

は5℃／ド中で行い局的半後直ちに卵管腔部に融解精液0.3mL （精子数約3億）Ll:入した。実験 1による平均受桁率は， MA

比 DMF区， DMSO区， DMA区でそれぞれ 60.8%,47.6%, 41.3%, 32.9%であり，凍結｜豆の中では MA区が最も高く

他の凍結保護剤を用いた区とのぷはいずれも合一意であった（P< 0.05）。融解約液注入後からの日数の経過に伴う受精卒の

推移は，新鮮精液を注入した場合と比較して，日数の経過に伴い急激な下降を示した。実験2における平均受精率は， MA

凍結区， DMSO凍結択一でそれぞれ 70.5%,38.8%であり，有意な差がみられた（P<OOOI）。 一方，非凍結区は，凍結保護

剤の添加に関係なく高い受精5容を示した。週ことの受精率は MA凍結lぎにおいて最有が 81.3%，段低が 61.1%，一方で

D'.¥ISO 凍結区において最高が54.0%，最低が27.0%であり，同じ凍結保護剤を用いた場合においても受精ギに大きな変動

がみられた。また，この受精率の変動は，週の経過にfl＇、低下しなかった。以上により， MAはニワトリの凍結精液を作

製する｜燦において優れた凍結保護効果が認められ，連続注入による法影響も少ないことが示唆された。
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凍結精液技術は，育種において非常に侮効な技術であるだけで

なく，他の生殖系列細胞の凍結保存と組み合わせることによって

完全な個体復元が可能となるため，辿伝資源保存のためにも）I：日常

に豆一要な技術である。凍結情液の技術は， ウシでいち早く実用化

されたが，この成功にはグリセリンによる凍結保護効果の発見が

あり，他の家畜においても利用されている。

ニワトリ の凍結精液を作製にあたり，クリセリンは非常に優れ

た凍結保護効果を有しているが， 一万で受精阻害作用も認められ

ており， Lakeet al. (1980〕は人工受精を実施する際にクリセリン

の濃度を 0 . 163~ 1 以下まで低下させる必安ーがあると報告している。

そのため，グリセリンを凍結保護剤に用いた凍結精液は通常，同虫

向車後に再希釈と遠心分離によってグリセリンを除去する必裂があ
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る。しかし，グリセリンの除去をおこなう場合，希釈ショ yクを

防ぐために段階希釈をおこなう必要があるが，この作業が非常に

繁雑であるため，鶏凍結精液技術の実用化を妨げる大きな要閃に

なっている。Buss(1993）や Gillet al目（1996）は，遠心分離の代

わりに透析除ぷを行っているが，この場合は特殊な装置を必安と

する。

一方，融白平後に除去の必要がない凍結保護剤を用いるh法も検

討されている。 Sexton (1980, 1983）均〉ジメチルスルホキ シド

(DMSO）を， Lakeand Ravie (1984）がジメチルアセトアミド

(DMA）を，それぞれ用いた授精試験を報告した。その後， Van

Voorst and Leenstra (1995）は DMSOを， Tselutinet al 

(1995, 1999）はDMAを用いて，それぞれ80%を越える受精率

を報告してじる。しかし， Donoghueand Wishart (2000）は，

凍結柿液での受付率は研究者によ って大きく異なることを指摘し

ており， Alexanderet al. (1993）は，精子の1/ri-ti東性には系統発が

有ることを認めている。若者ら も実用的な観点、から DMSOや

DMAを凍結保護剤としてこれまで検討してきたが， 80%を超え

る受給率を得るには至らなかった。

融解後に除去の必要が無く， DMSOやDl¥1A以上に効果のあ

る凍結保護剤を係るため，凍結保護効果が期待されるメチル基を

有する物質について倹討を進めた結果，メチルアセ卜アミド
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(MA）に高いぬ結保護効果が認められた。そこで，凍結保護剤に

MAを用いた時の凍結保護効果が，これまでにi.r.lI結保護剤として

用いられている凍結｛呆護剤に比べても優れているのか，そして凍

結融解精液を長期間人工授精した時に影響があるのかを検討し

fこ。

材料と方法

1. 供試鶏

凍結精液の作製には，横f:fEプリマスロ yク（BP）の雄鶏 50羽

を供試した。これらの雄鶏は精子の耐凍刊写で特に選抜せず，凍

結精1伎を作製する約2週間前から l～2日おきに採精を行った。

凍結精液は全て混合精液で作製した。凍結融解桁液を注人する雌

鶏は，コマーシャル鶏のイサホワイ 卜を用いた。供試鶏の飼養管

理条件は，ウインドウレス鶏舎のケージ飼育で， 1411寺問点灯下に

おいて CP17.5%, ME 2800calの飼料を給与した。また，供試鳴

の片齢は，12～18ヶ月齢であった。

2. 凍結精液の作製方法

① 精液はマッサージ法によって透明液を出来るだけ入れない

ように試験管に受けた。採取したすrr液を希釈し凍結を開始する直
前までの作業環境温度は， 5°Cとした。 l次希釈は， 5°Cに冷却し

たl次希釈液（HS-1，表 1）を採取した精液に l lの害lj合で混合

し， 30分間静置した。

② 次に， 2次希釈液には HS-Iに最終濃度の 2｛音量となる凍

結保護剤を添加したものを用いた。 2次希釈は，l次希釈した精液

と2次希釈il:主を 1 1の害｜！合で混合した。

③ 2次希釈した精液は， 0.5mlの凍結精液周ストロー （FHK

製）に充填後，ストローパウダー （FI-IK製）で密閉した。

④ 凍結器として発砲スチロール製の容器にストロー架台を入

れ，ストロー架台に乗せるストローの位置と液体窒素の液面との

距離が4～4.5cmとなるように液体窒素を入れた。

⑤希釈精液が充i真されたス トローをストロー架台に横向きに

長べ（図 1），発泡スチロール製の容器に蓋をして 30分間静置後，

表 1. l次希釈液 （I-IS-1）の組成表

成分 濃度

(g/DW 100 mL) 

グルタミン酸ナトリウム・ II20 1. 2 

酢酸カリウム・無水 0.3 

卜レハロース・ 2H20 3.8 

クルコース ・無水 0.2 

BES" 0.5 

Bis tris'1 0 5 

ゲンタマイシン硫限塩 0.001 

pH 

浸透庄（rnOsm/kg)

6.8 

360 

1) ~. N ビス（2ヒドロキシエチル） 2アミ／エタンスルホン

酸（HOCf-lzCH,)2NCH2CH2S01Il 

2）ビス（2ヒドロキシエチノレ）イミノトリス（ヒトロキシメチノレ）

メタン. (HOCH2CH2〕，NC(CH,OH):1 
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ストローを液体窒素中に投入して凍結を完了し，液体窒素が入っ

ている液体窒素保管符器に移し替えて保管した。

3. 融解と注入方法

① 凍結ti'i1夜は液体室ぷに入れたまま鶏舎（注入場所）に運び，

融解作業は鶏舎内で実胞した。

② 凍結梢液の入ったストローを液体室素中からピンセットを

用いて取り出し， 5。Cの冷水を人れた水槽に浸漬することで融解

した。一度に融解する凍結精液のスト ロ一本数は4～5本とした。

凍結融解した精液はストローカ yター（FHK製）でストローの端

を切り議として5℃の試験管に移しかえた。

③ 試験管内に移した凍結融解した精液を務fi'riix注入器

(FHK製）で吸い取り， It併与の牒i楽部へ注入した。なお，注入は

腹部の圧迫による柏液の流出を防ぐため，！tfl鶏の両足をJ広げて

行った。

4. 実験I 凍結保護剤の種類による凍結保護効果

凍結保護剤として MA，ジメチルホルムアミド（DMF),DMA 

および DMSOをそれぞれ用いた凍結区と，両li,li東fi!Jを添加してい

ない HS-1で4倍希釈して凍結せずに授附した対照lぷの計51五を

試験した。凍結保護斉ljを含む 2i久P希釈液には， HS-lに各凍結保護

斉ljを添加したものを用いた（表2）。各区とも雌鶏30)j;Jに対して

注入試験をおこなった。 l;J;Jあたり精子約3億を含む非凍結区あ

るいは凍結区の精液 0.3rnLを週 l回注入し，これを4週間継続

した。注入の 2日後から採卵を開始し， 7日間貯厳した卵を毎週

（計41亘）鮮卵した。野洋卵 10日目に投光検査により，受精の判定

をおこなった。

5. 実験2 人工授精の繰り返しによる受精率への影響

凍結保護剤として MAとDMSOを用いた凍結区と非凍結区な

らびに凍結保護斉｜陪含まない希釈精液を凍結せずに授精した対照

｜辺 L illd本窒素蒸気による凍結
発泡スチロール製の容器にストロー架台（市販のス

テンレス製試験管｝7:て）と， 液体室索を入れる。希
釈精液を允填したストローをストロー架台に横山き

に並べ（液体事長素の液耐とのIt＇伝離4～4.5Clη）， 発泡

スチロ←ル製の存器に蓋をして 30分間静胃後，スト

ローを容器中の液体窒素に投入して凍結を完了する。
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表 2. 2次希釈J夜の車11成表

試験l送
成 分

MA lぷ DMF区 DMAI豆 DMSO IX: 対照区

(rnL) 

HS-lu 85 85 82 91 100 

メチルアセ卜アミド（MA) 15 

ゾメチルホルムアミド（DMF) 15 

ゾメチルアセ 卜アミ ド （DMA) 18 

ゾメチルスルホキシド（DMSO) 9 

l〕I-IS-lの組成は表 lを参照

表 3. 凍結保設剤の種類による凍結保護効果の比較

受精率%（受精卵個数／入卵個数）

試験区 週
平均±SD

2 3 4 

MA l孟 凍結 49.4 66 2 64.0 63 .1 60. Sb ±7. 6 

(84/170) (102/154) (96/150) (99/157) 

DMF[X 凍結 50.3 40.5 48.7 51. 0 47.6' ±'1.8 

(80/159) (62/153) (74/152) (79/155) 

DMA[;><: 凍結 24.8 40.6 33.8 33.l 32.9d ±6.5 

(37/149) (56/138) (47/139) (42/127) 

DMSOI茎 J東結 29.9 40.9 46.0 49. I 41.3'd±8.4 

(52/174〕 (63/154) (74/161) (78/159〕

対照区 ゴドJ東京古 91.3 93.1 93.7 92.8 92. 7' ±1.0 

(146/ 160) (148/159) (148/158) (155/167) 

平均値は各週の値によるアークサイン平均から算山

a d異符号間で有意差あり（P<0.05)

区を試験した。各区とも雌鶏30;J;Jに対して注入試験をおこなっ

た。 l羽あたり精子約3{E(を含む非凍結12:{あるいは凍結区の脳波

0.3 rnLを週2凶の頻度で注入しこれを7週間継続した。注入の

2日後から採卵を開始し， 7日間貯蔵した卵を毎週 CH71旦｜）脈卵
した。駒卵 10日口に投光検杏により，受精の判定をおこなった。

6. 受精率の算出及び統計処理

投光検査により確認された受精卵の個数と鮮卵個数から各区に

おける受精率を算出した。各｜ぎにおける 1週間ごとの受精率を

アークサイン定換し，分散分析およびTukeyのHSD検定によ

り解析した。統計ソフトには， ST AT[STICA (StatSoft, Inc., 

2000）を使用した。

結 果

実験 lにおける平均受精率は， MA区60.8%, DMF区47.6%,

% 
100「 A

- t 園、－ ....ーー喧...－ー会一ー唱ーー『企

80 

量削
除｛

40 

20 

0 
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図 2. 凍結保護剤の種類による日数の経過に伴う受精率

Di¥ISO IX: 41.3'?o, OMA区32.9%であり，凍結lぎの斗lでは MA区 おいても値は急激に低下した（図2）。

が最も高く，｛也の凍結保護衛lを用いた区との差はとれも有意で 実験 2における平均受精率は，MA凍結｜三で70.5%,DMSO凍

あった（P<0.05)（表3）。 DMSO区と DMA区の受精率を比較し 結区では 38.8%であり，有意な業が認められた（Pく0.001）。ー

た場A-.DMSO区がやや高い値を示したが，有意な差は認められ 方，非凍結区は， 凍結保護物質の添加の有無に関係な く高い受精

なかった。注入2ll後以降のU数経過に伴う受精率の推移は，非 主与を示した。週ζとの受梢率は MA凍結｜五において辰高値が81.3

凍結区では高い値で安定していたのに対し， J東結｜ぷではどのlぷに %，最低値が 61.1%であり，ー）；でDMSO凍結区において最高

J29 
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表 4. 週 2回の人工授精の継続が受給率に及ぼす影響

受精率%（受精卵個数／人卵個数）

試験区 週
平均士SD

2 3 4 5 6 7 

MA 凍結 81.3 79.9 68.3 62.4 67.4 70.7 61 1 70. 5b土7.9

(135/166) (139/174) (123/180〕 (116/186) (118/175) ([16/164) (99/162) 

DMSO 凍結 41.3 27.0 32.9 31.4 37.4 54.0 48.7 38.8＇土9.7

(57/138) ( 44/ 163) (49/149) (48/153) (58/155〕 (81/ 150) (77/158) 

MA 非凍結 97.l 98.9 98.3 98.9 97.7 97.7 97.1 98. 0＇工0.8

(168/173) (177 /179) (175/178) (178/180) (171/175) (173/ 177) (168/173) 

DMSO ,/lo凍結 98.2 97.6 96.3 97.0 95.0 99.4 94.4 97 .1 a土l.8 

(162/165〕 (164/168) (154/160〕 (159/164) (151/159) (157/158) (151/160) 

対照区 非凍結 97.9 96.1 99.3 98.6 98.6 99.2 94.3 98. 0＇士1.9 

(140/ l43) (148/ 154) (143/144) (142/144) (137/139) (124/125) (115/122) 

平均値は各週の値によるアークサイン平均から算出

a c巽符号間で有意差あり（P<0.001)

値が 54.0%，最低値が27.0%であり，凍結区ではどちらにおいて Lake (1984）や Taietal.(2001）の報告においても同程度の濃度

も大きなばらつきがみられた（表4）。しかしながら，受精率の低 で誌時責が実施された。凍結保護剤の比較試験を実施する場合は，

下は週の経過（授精回数）に伴って低下しなかった。 凍結保護剤によって適正濃度が異なるため，凍結保護斉lj各極の適

考 察
正添加濃度を予め調査しておくことが重『凄と思われる。

なお，MAが凍結精液作製の凍結保護剤として用いられなかっ

本実験により，ニワトリ精子に対する MAの凍結保護剤とし た理由として， MAを用いた凍結精液では 5。Cで融解した場合，

ての高い効果が認められた。これまで， MAを凍結保護剤に用い すぐに精子の運動が再開しないことも愛国の一つであると考えら

た例として， Suraiand Wishart (1996〕がロシアでの成績を報告 れる。著者らは融解後すくに 30°C保温下で、精子の運動性を観察

している。しかし，凍結融併後の精子生存率は DMFよりも MA したが， MAを凍結保護剤に用いた凍結融解精子は保温開始後た

が劣るとして MAによる受精試験は行われていない。一方， だちに運動を再開せず， 30秒を経過した頃より運動を再開し，約

DMFを凍結保護剤に附いた受精試験は， Chalahet al. (1999）や l分て、運動が停止した。加温しない場合，活発な運動性を示さな

Lukaszewicz (2001）によって報告されている。木砂｜究において いことや，凍結精液が空気との倭触がない場合，十分な運動性を

おこな った凍結精液の受精成績では MAとDMF双}jとも 示さないという特徴があることから，凍結融解精液の観察方法の

DMSOと比較して高い凍結保護効果が認められたが， MAを用 途いによってこれまで MAの凍結保護効果が見落とされていた

いた場合，その効果は特に俊れていた。 可能性もある。さらに， MAが常温において固体であり，希釈液

凍結保護剤の効果には，凍結方法や凍結保護斉ljの濃度によ って を作製する際に予め恒温器で融解する必要があり，常温において

も影響を受けるO 木研究は簡易な急速ストロー凍結法における融 液体である DMFより利用性が低いことも｜耐凍剤としての使用が

解精子の活力と受精率の向上を同的とし，希釈液，希釈力法，融 敬遠されてきた要因の一つであると考えられる。

解方法ならびに注入方法を開発した。そのため，我々の開発した 凍結保護斉｜！としての効果を比較した報告として Tselutinel al. 

急速ストロー凍結法の凍結保護剤として MAが最適である可能 (1999）が凍結融解後の精子の運動性では OMAがDMSOより優

性が示唆された。凍結保護剤！の濃度は係凍結保護剤によってそれ れていると報告した。また，Tajimaet al. (1990）は凍結融解後の

ぞれ適正な濃度が存在するため，予備試験によって最終濃度を決 精子の受精率では DMSOが OMAよりも有意な差は認めらない

定した。 DMSOの場合では，最終濃度を 7.5%にすると凍結融解 ものの，やや優れていると報告している。一方で Taiet al. (2001〕

精液は 1%以下の受精半しか得られなかった。 一方で DMSOの はカ、チョウの凍結精液では OMAの}jがDMSOより優れている

濃度が 7.5%の非凍結区における受精率は，凍結保護剤を含まず と報告した。これらのことから， DMSOとOMAの凍結保護剤と

凍結しなかった対照区の受精率と比較した場合，差は認められな しての効果の比較試験は，研究者や動物種によって異なる可能性

かった。この結果より，高濃度の DMSOを含む場合，凍結過程に が示唆される。 Donoghueand Wishart (2000）は凍結局虫解した

おいて精子に与える損傷が大きい可能性が示唆された。そこで， 精液における受精成績が研究者によって大きなばらつきがみられ

木研究では凍結融解した精液の授精試験の結果を考慮に入れて ることを指摘おり，技術的な問題が大きく影響すると考察してい

DMSOの濃度を 4.5%に設定した。DMSOを用いたニワトリ凍 る。

結精液の報告の多くにおいても 4～4.5%の濃度で実施されてい ニワトリの凍結精液の場合，プログラムフリーザーを問いる｝j

る。同様に，本研究では OMAの最終濃度を 9%に設定したが， 法とドライアイスによるペレ y卜法が主流である。しかしなが
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ら，著者らは実用的な観点から急速スト ロー凍結法を採用した。

急速ス トロー凍結法については， Fujiharaand Ohboshi (1991) 

がDMSOを， Alexanderet al. (1993）がグリセリンを凍結保護

剤として用いた報告をおこなった。急速ストロー凍結法では，ス

トローの太さや液体窒素液面との距離によって凍結速度が変化す

る問題がある。しかし 一方でこの刀法は高価な装置が不＇lきであ

り，個体識日ljも比較的容易であるうえ，ペレ y 卜法のように精液

が直接液体窒素に接することも無いので衛生的でもある。木試験

では笑用性を重視するためにストロー架台としてIIr版の試験管立

てを用いた試験をおこなった。また，凍結保護斉ljの種類によって

凍結融解後の精子の生存性へ悪影響を及ほす物質があることか

ら， l次希釈において桁チへ栄養を与えると共に冷却し凍結保

護剤を含む希釈液で2次希釈をおこなった後，可能な限り早急に

凍結する方法を用いた。希釈液として用いた HS-lは凍結融解後

の精子活力の向ヒを同的に開発したため，今後は更なる改良を図

りたいと考えている。

実験lでの凍結区は，どの区も円数の経過に伴い受精率は急激

な下降を示した。このことは，凍結融解精子の運動持続性は非凍

結精液と比較して非常に弱いことに関係していると思われる。安

定した受精率を得るには， 1週間に数回J受精することが必要であ

り，これによる弊需があれば実用化において問題となり得る。実

験2においては， MA凍結区と DMSO凍結区で明確な受精率の

差が見られたものの，両区とも週の経過に伴った変化ではないこ

とから，人Tt:受精の繰り:ii与しによる受精率の低下である可能性は

低いと推察された。

今｜ロ｜の試験において， MAはニワトリの凍結精液の作製におけ

る凍結保護剤として，精子の凍結保設効果と融解精液の連続注入

の両面から宵効な物質であることが示された。また，非常に簡易

な：2速ストロー凍結法を附いたことから実用レベルに近づいたと

思われる。しかしながら，ニワトリ凍結精液伎術の実用化に向け

ては依然として問題も多く，受精ネの変動が大きいため更なる改

良を検討する必要がある。
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Cryopreservation of Chicken Semen Using N-methylacetamide 

as Cryoprotective Agent 
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A novel method has been developed to freeze chicken semen using N-methylacetamide (MA) as cryoprotec­

tive agent. Pooled semen collected from 50 Barred Plymouth Rock roosters was subjected to primary dilution by 

mixing equal amount of pooled semen with HS-I extender at 5°C. After primary dilution, semen sample was 

maintained at S°C for 30 minutes and secondary dilution was performed by mixing one part diluted semen with one 

part HS-I extender containing either 7.5 % MA, 7.5 % N,N-dimethylformamide(DMF) , 9.0% N ,N-dimethylacet­

amide(DMA) or 4.5 % dimethylsulfoxide(DMSO) at final concentration (Experiment 1). After filling diluted 

semen into 0.5 mL plastic straw, samples were frozen by exposing to liquid nitrogen vapor at 4 to 4.5 cm above 

liquid nitrogen surface for 30 minutes. Straws containing frozen semen were then plunged into liquid nitrogen. 

Semen was thawed by placing plastic straw into water at S°C. After thawing, 0.3 mL of diluted semen, wh ich 

contains approximately 300 X 106 sperm cells, was artificially inseminated intravaginally into 30 hens per treatment. 

Artificial insemination was conducted once a week for four consecutive weeks and weekly fertility was examined 

by candling eggs at 10 days after incubation. The average weekly fertility of frozen-thawed semen in MA group 

was significantly higher than that in DMF, DMA, DMSO (P < 0.05). In experiment 2, semen sample frozen in the 

presence of 7.5 % MA or 4.5% DMSO (final concentration) was prepared to examine the effect of repeated in­

semination on fertility . After thawing, 0.3 mL of diluted semen was inseminated intravaginally twice a week, by 

alternating 3 days and 4 days intervals, for 7 weeks. The average weekly fertility of frozen-thawed semen in MA 

group was significantly higher than that in DMSO group (70.5 % vs. 38.8% ) (P < 0.001) . No adverse effect on 

fertility was observed by inseminating twice a week for 7 weeks. In conclusion, this study showed that high fertility 

of frozen-thawed chicken semen can be obtained by freezing semen using MA as a cryoprotective agent. 

(Japanese Journal of Poultry Science, 47: 127-132, 2010) 
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J 32 




