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現在の子牛生産技術としては，人工授精が主流で

あるが，近年，その受胎率は低下傾向にある（家畜

改良事業団受胎率調査報告）．特に，夏季の高温期

では受胎率の低下が顕著であり，年々深刻さを増し

ている．近年，わが国の年平均気温は地球温暖化に

よる上昇傾向が続いており，特に 1990 年代以降は高

温となる年が頻出している（気象庁：日本の年平均

気温偏差の経年変化）．通年で安定的に子牛を生産

するためにも，夏季の受胎率改善は急務である．

環境温度が繁殖性に及ぼす影響については，雌雄

両側から問題が指摘されている．雌畜側の問題とし

ては，暑熱によるホルモンバランスの乱れによる発

情微弱化や無発情排卵がある．人工授精が主流とな

っているウシでは，発情が発見できなければ人工授

精が実施できないため，結果として繁殖性の低下を

招くことに繋がっている．また，夏季に採取された

卵子の品質は冬季に比べて低く，暑熱ストレスが受

精後の発生遅延や発生率の低下，胚死滅を引き起こ

すことも報告されている（Gendelman. et al., 2010；

Sakatani et al., 2014；Zeron et al., 2001）．

一方，雄畜側の問題としては，暑熱ストレスによ

る種雄牛の造精機能の低下や精子品質の低下が報告

されている（Argov et al., 2007；Meyerhoeffer et al., 

1985）が，人工授精が主流となっている現在におい

ては，このような原因による夏季の受胎率低下に及

ぼす影響は比較的小さいと考えられる．しかし，夏

季の高温期における雌牛では，体温や生殖器内の温

度も上昇することから，人工授精で注入された精子

現在，ウシ人工授精技術の受胎率が低下しており，その原因の一つとして夏季の暑熱ストレスが挙げられている．そこで本研究で

は暑熱環境がウシ凍結融解精子の機能に及ぼす影響を検討することを目的とした．処理開始から 20 時間後，暑熱区（40.5℃，41.5℃）

のウシ精子の生存性は，対照区（38.5℃）と比較して有意に低下し，さらに精子の運動活性の指標となる SMI（Sperm Motion Index）

も有意に低下したことから，暑熱ストレスがウシ精子の生存性，運動性を著しく低下させることが明らかとなった．一方，処理開

始 3 時間後では暑熱区の精子の運動性（曲線速度，頭部振幅）が一時的に上昇することが観察された．そこで，暑熱処理直後のウ

シ精子のミトコンドリア機能（酸素消費量，ミトコンドリア膜電位）を調査したところ，いずれも暑熱区で有意に高いことが明ら

かとなった．さらに，処理開始 6 時間後の精子の受精能を調査したところ，対照区よりも暑熱区の方が早く受精能を獲得すること

が示唆された．以上の結果から，暑熱環境下では，ウシ精子のミトコンドリア活性や受精能が時期尚早に誘起され，卵子と受精す

る時期までに運動性や機能性が著しく低下することが示唆され，暑熱によるこのような現象が夏季の人工授精の受胎率低下を引き

起こす一因となると考えられた．
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は生殖器内で暑熱ストレスに曝露されている可能性

が高い．暑熱ストレスを受けたウシ精子は生存性や

運動性が低下することや膜損傷を引き起こすなど，

数時間の暑熱処理でも悪影響を及ぼすことが報告さ

れている（Gong et al., 2017；Monterroso et al., 1995；

Sakatani et al., 2014）．そこで本研究では，これら先

行研究の暑熱処理時間や温度を参考にし，改めて暑

熱ストレスがウシ凍結融解精子の機能性に与える影

響を調査することを目的とした． 

 

材材料料・・方方法法  

 

精精子子濃濃度度調調整整  

ウシ凍結精液（黒毛和種；茂晴国）を液体窒素タ

ンクから取り出し，38 の温湯に 20 秒間浸漬して融

解した．融解後，媒精液（IVF100；機能性ペプチド

研究所）で２度遠心洗浄し（38 ，600×g，5 分間）

の条件で遠心し，IVF100 で 3×10 精子/mL に精子濃

度を調整した． 

 

暑暑熱熱処処理理  

夏季高温時における腟内温度（鍋西ら，2010）を

参考にして，暑熱区として 40.5 および 41.5 の温

度条件に CO インキュベータを設定した．対照区は，

ウシの通常体温を想定した 38.5 とした．時間条件

は 3 時間，6 時間， 20 時間処理区の計 3 つとした．

濃度を調整した精子を 1.5mL チューブに入れ，CO 

インキュベータ内に静置することで，暑熱処理を行

った． 

 

精精子子運運動動解解析析  

 精子の運動性解析には精子運動解析システム

（Sperm Motility Analysis System；ディテクト社）を

用いた．暑熱処理後の精子（10 µL）を精子検査用チ

ャンバー（ニューロサイエンス社）に移し，精子の

生存率（％）および運動性の評価として，直線速度

（µm/s），曲線速度（µm/s），頭部振動数（Hz），

直進性，頭部振幅（µm）を解析した．試験区ごとに

3 回ずつ測定し，3 回の精子運動率および運動性の平

均値を算出した．また，Nagata ら（2018）の方法を

参考にして，精子の運動様式や活力の指標である

Sperm Motion Index（SMI；直線速度×曲線速度/頭部

振動数）を算出した． 

 

酸酸素素消消費費量量のの測測定定  

  ウシ精子の酸素消費量の測定は MitoXpress Xtra 

酸素消費アッセイキット (Agilent Technologies 社)を

用いた．96 ウェルマイクロプレートの各ウェルに，

濃度調整したウシ精液 90 µL および測定試薬を 10 

µL 添加した後，ミネラルオイルを 2 滴滴下して密封

した．各暑熱条件に設定したマイクロプレートリー

ダー（ARVOx4；パーキンエルマー社）で，30 分間

の吸光度の変化を Dual read TR-F モードで測定し，

得られた吸光度から各サンプルの Lifetime 値（µs）

を算出した．各サンプルの Lifetime 値から精液を添

加せずに測定したブランクの Lifetime 値を差し引い

た値の経時的変化をグラフにプロットし，その傾き

から酸素消費量を算出した． 

 

ミミトトココンンドドリリアア膜膜電電位位解解析析  

ウシ精子のミトコンドリア膜電位は MitoTracker 

Red（Invitrogen 社）で解析した．濃度を調整したウ

シ精液に染色液を 1,000 倍希釈で添加し，各温度条

件下で 30 分間染色を行った．染色後，3.7%ホルマ

リン溶液中で 15 分間固定し，培地で数回遠心洗浄し

た（300g，5 分）．各試験区の精子を 30 個ずつ倒立

蛍光顕微鏡(Ts2-FL；Nikon)で撮影し，精子中片部の

蛍光強度を画像解析ソフト Image J で数値化した． 

 
受受精精能能解解析析  

ウシ精子の受精能解析は，Kuroda ら（2007）の方

法を参考に CTC 解析法により調査した．暑熱処理後

のウシ精子 45 µL に CTC 溶液（750 µM CTC, 5 mM 

cysteine, 130 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7.8）45 µL を

添加し，30 秒間染色した．その後，固定液（12.5% 

paraformaldehyde/0.5 mM Tris-HCl, pH 7.4）を 8 µL 加

え，スライドガラスに 5μL 乗せ，封入剤（0.22 M 

DABCO/グリセロール:PBS（9:1））を 5 µL 加えて

からカバーガラスで封入した．各試験区，200 個前

後の精子を倒立蛍光顕微鏡で観察し，精子頭部の染

色様式から次の 3 パターンに分類した．F パターン

は，頭部全体が均等に蛍光染色されている精子とし
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た（受精能未獲得精子）．B パターンは頭部後方の

蛍光が暗く，先体部が明るく蛍光染色されている精

子とした（受精能獲得精子）．AR パターンは頭部

がほとんど染色されておらず，赤道部に薄い蛍光バ

ンドが観察される精子とした（先体反応精子）． 

 
統統計計解解析析  

精子の生存率はアークサイン変換し，一元配置の

分散分析後，ボンフェローニの多重比較検定を行っ

た．受精能解析における精子の割合の解析はカイ二

乗検定を行った．その他のデータは一元配置の分散

分析後，ボンフェローニの多重比較検定を行った．

全て，危険差 5％で有意と判定した． 

 

結結果果・・考考察察  

 

精精子子運運動動解解析析  

ウシ精子の生存性，運動性に及ぼす暑熱処理の影

響を表表１１に示した．処理開始から 3 時間および 6 時

間が経過した精子の生存性は，暑熱条件下でも高く

推移することが明らかとなった．しかし，処理開始

後 20 時間が経過した精子では，対照区では比較的生

存性が維持されていたものの，暑熱区では有意な低

下が観察された．Gong ら（2017）の報告においても，

暑熱ストレスによるウシ精子の生存率の低下は 3～

6 時間の短時間培養による解析で明らかにされてい

るが，20 時間という長期の暑熱ストレスにおいて，

精子の生存性はより顕著に低下することが本研究に

よって明らかにすることができた．さらに，精子の

運動性においても，処理 20 時間後では，直線速度，

曲線速度，SMI が有意に低下することが明らかとな

ったことから，生存している精子の活性も暑熱スト

レスによって低下することが示唆された．本研究で

設定した 20 時間という処理時間は，人工授精時に注

入された精子が卵管膨大部で卵子と遭遇するまでの

時間を想定している．したがって，暑熱環境下での

人工授精は，卵子と遭遇するまでに生存精子や活力

のある精子が大幅に減少していることが推察され，

そのことが夏季の人工授精率の低下をもたらしてい

る可能性が示唆された． 

一方，処理 3 時間後の精子の運動性について着目

すると，対照区の精子よりも暑熱区の精子の方が曲

線速度や頭部振幅が有意に増加しており，さらに，

有意差は認められないもののSMIも上昇傾向が認め

られた．精子の活性が上昇すると，曲線速度や頭部

振幅が増加すること（Hyakutake et al., 2018），SMI

が高くなること（Nagata et al., 2018）が報告されて

いることから，暑熱ストレスを受けた精子は，長期

的にはその活性を顕著に低下させるものの，ストレ

スを受けた直後は運動性や活力を一時的に上昇させ

ていることが明らかとなった． 

 

ウシ精子の生存性・運動性に及ぼす暑熱の影響
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ミミトトココンンドドリリアア機機能能解解析析  

 精子の運動性は，中片部に存在するミトコンドリ

アで産生されるエネルギーに起因するため，暑熱処

理直後（30 分後）の精子の酸素消費量（図図１１）およ

びミトコンドリア膜電位解析（図図２２）を行った．そ

の結果，いずれの調査項目においても，対照区の精

子と比較して，暑熱区の精子において，有意に高い

ことが明らかとなった．精子は高温処理でミトコン

ドリア膜にダメージが蓄積すると，ミトコンドリア

膜のプロトン勾配の維持のため，より多くの ATP を

産生し，この際に，酸素消費量が増加するため，連

鎖的に精子の活性化が起こることが報告されている

（Garrett et al., 2008）．本研究の精子運動解析

において，暑熱ストレスが処理後一時的に精子の運

動性を上昇させることが観察されたが，暑熱ストレ

スによる精子のミトコンドリア機能の過活動によっ

て引き起こされた可能性が考えられた． 

 

受受精精能能解解析析  

 暑熱処理がウシ精子の受精能に及ぼす影響を調査

するため，CTC 解析法で評価した（図図３３）．なお，

処理 20 時間後は生存精子が少なかったため，本研究

では処理 6 時間での評価を行った．その結果，受精

能を獲得していない精子（F パターン）の割合は，

処理温度が高いほど低下することが認められた．受

精能獲得精子（B パターン）および先体反応精子（AR

パターン）の割合は，対照区と比較して，暑熱区

（41.5 ）で有意に高くなり，暑熱環境下の精子の

方が受精能を早期に獲得することが示唆された．運

動性解析においても，処理後 3 6 時間の早い段階で

は，精子の直線速度の低下や曲線速度の上昇，SMI

の上昇が認められており，これらの運動様式の変化

は，精子のハイパーアクチベーションの運動様式と

似ている（Hyakutake et al., 2018）．その点を踏まえ

て考えると，暑熱ストレスを受けた精子は，時期尚

早に受精能を獲得している可能性が考えられた．  

  

  

ままととめめ  

 

本研究の結果から，暑熱環境下では，ウシ精子の

ミトコンドリア機能や受精能が時期尚早に誘起され

ており，それが原因で，卵子と受精するタイミング

図１ ウシ精子の酸素消費機能に及ぼす暑熱の影響 

図３ ウシ精子の受精能に及ぼす暑熱の影響
Ａ. CTC 染色像（F，B，ARパターン） 

Ｂ. 処理 6時間後の受精能獲得精子の割合 

図２ ウシ精子のミトコンドリア膜電位に及ぼす
暑熱の影響 
Ａ．MitoTracker Red 染色像（写真中の矢印は精子中片部） 

Ｂ．中片部の蛍光強度測定の結果 
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までに精子の運動性や機能性が著しく低下すること

が示唆された．本研究の結果は，夏季の高温期にお

ける人工授精の受胎率低下を理解するための新しい

知見を提供するものである．夏季の人工授精を成功

させるためには，精子が受精に適切なタイミングで

受精能力を発現する必要があるため，本研究の結果

を踏まえれば，暑熱環境下の人工授精では，発情か

ら人工授精までの時間を長くするなどの対策も考え

られる．しかし，夏季の受胎率低下の要因としては，

精子だけの問題ではなく，卵子や受精卵の発生への

影響も大きいことから，今後は，精子のみならず，

卵子や受精卵を暑熱ストレスから保護する対策も検

討していくことで，夏季の人工授精の受胎率の改善

に繋がると考えられる． 
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In Japan, summer heat stress has long been recognized to reduce the reproductive efficiency of cattle managed under artificial insemination. Here, 

we investigated heat stress effect on the function of frozen–thawed bovine sperm using an in vitro model. Notably, the sperm motility and 

viability percentages after incubation at 40.5°C or 41.5°C for 20 h significantly reduced compared with the spermatozoa incubated at 38.5°C

(control). However, the sperm motility (curvilinear velocity and amplitude lateral head displacement) after incubation at 40.5°C or 41.5°C for 3 h

significantly increased compared with the control. Moreover, the mitochondrial activities and capacitation rates of the sperm rapidly incubated at 

40.5°C or 41.5°C were higher than those of the control sperm. Summarily, our results proposed that heat stress induces the premature activation 

of mitochondrial and capacitation of frozen–thawed bovine sperm, and that sperm activity cannot be maintained alive for long periods until 

fertilization. Therefore, our results will provide novel insights into understanding the reduced reproductive efficiency during summer.
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