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「かごしま黒豚」第４系統における遺伝資源の凍結保存に関する研究 

 

川原賢士＊１・後藤介俊＊２・中塩屋正志＊３・郷原幸哉＊４ 

 

要 約 

本県は，バークシャー種の系統豚である「サツマ」，「ニューサツマ」，「サツマ２００１」，「クロ

サツマ２０１５」の 4 系統豚を造成しており，これまでに 3 系統豚の精液および胚を遺伝資源とし

て保存している． 

本研究では，「クロサツマ２０１５」の精液および胚の凍結保存を行った．また，豚凍結精液は

液状精液に比べて人工授精における受胎率等の成績が悪いことから，融解後の精子活力および受胎

率・産子数の向上を目指し，凍結精液の作製方法について検討を行った． 

(1) 精液の一次希釈液への感作温度を，従来法の室温と水温よりも低下させたところ，凍結・融解

時の精子活力を向上させられる可能性が示唆された． 

(2) 本研究で検討した方法で作製した凍結精液を用いて 1 発情あたり 1 回人工授精を行った結果，

従来の方法で作製した凍結精液を用いて 1 発情あたり 2 回人工授精を行った結果と同等の受胎成績

であった． 

 

キーワード：遺伝資源，系統豚，低温法，凍結精液 

 

緒 言 

 本県は，国内で唯一バークシャー種の系統豚を造成・

維持しており，これまでに造成された系統豚は，「サツマ

（以下，B1）」（1983 年完成），「ニューサツマ（以下，B2）」

（1991 年完成），「サツマ２００１（以下，B3）」（2001 年

完成）および「クロサツマ２０１５（以下，B4）」（2015

年完成）の 4 系統があり，これらはそれぞれ 10 年近い歳

月と多額の費用をかけて育種改良され，全国的に知名度

の高い「かごしま黒豚」ブランドの基盤となっている貴

重な財産である． 

鹿児島県農業開発総合センター畜産試験場（以下，畜

試）では，各系統豚の精液および胚を遺伝資源として保

存している．これらの遺伝資源の保存は，未来世代への

遺伝的多様性を確保する意義をもち，さらに，国内で

2018 年から続発している豚熱，国外で発生のある口蹄疫

やアフリカ豚熱等の伝染性疾病により，「かごしま黒豚」

の系統が途絶えることを防ぐ手段としても有効である．

これまで畜試では，4 つの系統豚のうち，B1，B2，B3 の

遺伝資源を保存しており，本研究では，B4 の精液と胚
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の保存を行った． 

一方で，豚凍結精液の問題点として，融解後の精子活

力が液状精液と比較すると低く，受胎成績が悪いことか

ら，生産現場で実用化に至っていないことが挙げられる． 

これまでに，邨上ら６）が凍結精液作製において，精液

の二次希釈液への感作温度を従来法の水温下より低くす

ることで精子生存指数および受胎率を向上させられるこ

とを報告している． 

そこで，本研究では，凍結精液作製のうち，精液の一

次希釈液への感作温度に着目し，融解後の精子活力およ

び受胎成績を向上させることを目指し検討を行ったので

報告する． 

 

試験材料および方法 

1 系統豚の遺伝資源の凍結保存 

(1) 精液の凍結保存 

 供試豚は，畜試と一般社団法人鹿児島県種豚改良協会

（以下，協会）で飼養している B4 種雄豚 5 頭を用いた． 

保存する凍結精液の目標本数は 2,000 本とした． 

精液採取には擬牝台を用い，手圧法で精液濃厚部を分

画採取した．採取した精液について精子活力検査を行い，

活力 80+++以上と判定したものを凍結保存に供した． 

精液に前処理液（以下，モデナ液）（表 1）を 20％加え，

2,000rpm，10 分間遠心分離して上清を除去し，10 億精子

/ml となるようにモデナ液で希釈し 26℃の室温下で 1.5 
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～2 時間放冷した後，15℃の低温インキュベーター内で

20 時間静置した． 

次に，15℃の室温下で 2,000rpm，10 分間遠心分離して

上清を除去し，20 億精子/ml となるように一次希釈液（表

2）を混合し，水温 15℃の水中に容器を半分浸し，5℃の

室温下で 5 時間静置して 5℃まで冷却した． 

次に，二次希釈液（表 3）を少量ずつ加え 10 億精子/ml

となるように調整して 15 分間静置後，0.5ml の精液スト

ローに充填した．精液ストローを液体窒素から 4cm 上部

に保持し 10 分間予冷を行った後，速やかに液体窒素中

に投入し凍結保存した． 

作製した凍結精液の品質確認として，凍結精液ストロ

ー2 本を抽出検査した．精液ストローを液体窒素中から

取り出し 10 秒間空気中に保持した後，38℃のウォータ

ーバス中に 50 秒間浸漬して融解した．次に，モデナ液で

10 倍希釈し 38℃で 30 分間加温した後に精子活力検査を

行った．活力が 50++以上と判定した場合に，残りの凍結

精液ストローを保存に適すると判断した． 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 胚の凍結保存 

 供試豚は，畜試と協会で飼養している B4 雌豚 10 頭を

用いた．保存する凍結胚の目標個数は 100 個とした． 

21 日前後で発情周期を繰り返している個体を選定し，

自然交配後 22～40 日目に PGF2α（クロプロステノール

175μg）を 1 回目投与し，2 回目を 24 時間後に同量投与

した． 

2 回目の PGF2α投与時にウマ絨毛性性腺刺激ホルモン

（以下，eCG）を 1,500IU 投与し，更に 72 時間後にヒト

絨毛性性腺刺激ホルモン（以下，hCG）を 500IU 投与し

て，発情および排卵を誘起した．これらのホルモン製剤

はすべて頸部筋肉内に注射し，hCG 投与後 24 時間後か

ら B4 種雄豚と 2 回交配を行った． 

交配を開始した日（day0）から 6 日後（day6，hCG 投

与後 160 時間後）に採胚を行った． 

分娩後の母豚から採胚する場合は，離乳当日に eCG を

投与して，前述と同じホルモン処置と交配を行い実施し

た． 

採胚は吸入麻酔下で行い，アトロピン硫酸塩

（0.025mg/kg）を頸部筋肉内に投与後，導入麻酔として

チアミラールナトリウム（1.8～2.5mg/kg）を静脈内投与

し，豚用手術台に横臥させた．  

維持麻酔として 3～5％濃度のイソフルランを吸入さ

せ仰臥位に保定し，腹部を洗浄・消毒・剃毛後，正中線

に沿って開腹し子宮体部の分岐部から卵巣までを片側ず

つ体外へ引き出した． 

卵巣の排卵状態を確認後，子宮体部の分岐部から卵巣

側に約 15cm の部位を 5mm 程度切開し，泌尿器用フォー

リーカテーテル（ニプロ製オールシリコーンバルーンカ

テーテル S，外径:18Fr）を挿入してバルーン固定した． 

50ml の灌流液（以下，M2 液）３）を挿入したカテーテ

ルから注入し，子宮から卵管まで灌流させて胚を回収し

た． 

回収した M2 液をシャーレに移し，顕微鏡下で胚のス

テージを確認し，形態的に正常な胚盤胞期および拡張胚

盤胞期の胚を保存に供した．初期胚盤胞期の胚は，PBM

（ブタ後期胚培養用培地）に移し，マルチガスインキュ

ベーター（38.5℃，5％CO2，5％O2，90％N2）内で培養し，

採取から 5 時間以内で胚盤胞期に発生した胚のみを凍結

保存に供した． 

胚の凍結保存は，マイクロボリュームエアクーリング

（MVAC）法２）によりガラス化保存を行った．採取した

胚を 20mMHepes で緩衝した PBM（PBM-Hepes）４）で 10

回洗浄した後，一次平衡液に 5 分間，二次平衡液に 5 分

間浸した．次に，ガラス化液に浸してブタ胚用ガラス化

保存器具のデバイス上に 1 本あたり 10 個程度乗せ，液

体窒素中のストローに速やかに差し込み空冷した後，液

体窒素タンクへ移し凍結保存した．胚へのダメージを最

小限に抑えるため，ガラス化液に浸してから液体窒素中

のストローで空冷するまでを 1 分以内で実施した． 

 

 

クエン酸ナトリウム

炭酸水素ナトリウム

硫酸アミカシン

(単位：g/L)

0.40

トリスアミノメタン

27.50

6.90

1.00

2.35

2.90

5.65

表１　モデナ液の組成

グルコース

ＥＤＴＡ

クエン酸

硫酸アミカシン

ペニシリンＧカリウム 20万単位

表２　一次希釈液の組成 （純水1/L中）

トレハロース 99.401g

400mg

鶏卵卵黄 20％(v/v)

表３　二次希釈液の組成 （単位：ml/L）

グリセリン(ＦＷ=92.09)

一次希釈液

ＯＥＰ

925.2

14.8

60
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2  凍結精液作製時への一次希釈液への感作温度の検討 

凍結精液作製時への一次希釈液への感作温度を，室温

15℃，水温 15℃（以下，従来法）あるいは室温 11℃，水

温 8℃（以下，低温法）で行い，従来法および低温法で作

製した凍結精液の融解後の精子活力について比較検討し

た． 

供試豚は，畜試で飼養している B4 種雄豚 3 頭を用い

た． 

精液採取には擬牝台を用い，手圧法で精液濃厚部を分

画採取した．採取した精液について精子活力検査を行い，

活力 80+++以上と判定したものを凍結保存に供した．作

製した凍結精液について，融解後の精子活力検査を行い，

その数値から精子生存指数を算出した． 

なお，従来法および低温法で作製した凍結精液の精子

生存指数の比（融解後の生存指数/採精時の生存指数）に

ついて，ウィルコクソンの符号付順位和検定（両側）を

実施し，加えて効果量（|r|）を算出した．検定には R（ver. 

4.0.3）を用い，P<0.05 で有意とした．  

 

3 低温法で作製した凍結精液を用いた受胎試験 

 人工授精には，低温法で作製した凍結精液を用いた（図

1）． 

 供試豚は，畜試で飼養している B4 雌豚 6 頭を用いた． 

凍結精液ストロー（総精子数：50 億精子）を液体窒素

タンクから取り出し，10 秒間空気中に保持した後，38℃

のウォーターバス中に 50 秒間浸漬して融解した．次に，

モデナ液 45ml と融解精液 5ml（精液ストロー10 本）を

混合して 38℃で 30分間加温した後，人工授精を行った．

人工授精は，通常使用されるスパイラルカテーテルを用

い，1 発情あたり許容確認 1 日後に 1 回のみ行った．不

受胎（発情回帰）であった雌豚については，次回発情時

に再度同様に人工授精を行った． 

本試験結果について，1 回あたりの注入精子数：50 億

精子，許容確認後 1 日後に 1 回，その半日後に 1 回の計

2 回を 1 セットとした 1 発情あたり 2 回の人工授精を行

うという条件で，過去に畜試で生駒ら５）が実施した受胎

試験結果と比較した． 

なお，受胎率（受胎した実母豚数/種付けした実母豚数）

には Fisher の正確確率法，生存産子数の差について

Burunner-Munzel 検定を実施した．検定には R（ver. 4.0.3）

を用い，P<0.05 で有意とした． 

 

図 1 低温法による凍結精液の作製および人工授精 

 

結果および考察 

1 第４系統豚の遺伝資源の凍結保存 

B4 種雄豚 5 頭から精液採取を 43 回実施し，2,182 本

の凍結精液を保存した（表 4）． 

 

 

B4 雌豚 10 頭から 52 個の胚を回収し，そのうち 23 個

を保存した（表 5）． 

 

 

2 凍結精液作製時の一次希釈液への感作温度の検討 

 凍結精液作製は，B4 種雄豚 3 頭から従来法と低温法で

各 5 回実施した．凍結法ごとの精子生存指数を表 6 に示

した． 

凍結法ごとの精子生存指数に有意差は認められなか

った（P=0.063）．しかし，効果量（|r|= 0.589）は大きく，

表４　精液の採取回数および保存本数

採取回数 保存本数 合計 目標数 達成率

個体 （回） （本） （本） （本） （％）

Ａ 19 666

Ｂ 8 613

Ｃ 10 564

Ｄ 4 212

Ｅ 2 127

2,182 2,000 109

表５　胚の回収および保存個数

回収個数 保存個数 合計 目標数 達成率

（個） （個） （個） （個） （％）

Ａ 6 6

Ｂ 9 7

Ｃ 2 0

Ｄ 0 0

Ｅ 0 0

Ｆ 2 1

Ｇ 2 0

Ｈ 13 0

Ｉ 4 1

Ｊ 14 8

個体

23 100 23
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低温法は，従来法よりも凍結・融解後の精子活力を向上

させられる可能性が高いと考えられた． 

豚精子は低温感受性が高く，低温にさらされると運動

性が損なわれる５）ことが知られており，本研究で凍結前

の一次希釈液への感作温度を低下させたことにより，活

発な時期における精子の運動性および代謝を抑制できた

ことで，凍結・融解後の活力向上がみられた可能性が考

えられる．今後，サンプル数を増やし検証する必要があ

ると考えられる． 

 

 

 

3 低温法で作製した凍結精液を用いた受胎試験 

本研究の低温法で作製した凍結精液を用い，1 発情あ

たり 1 回の人工授精を行った受胎試験の結果を表 7 に示

した．本研究の受胎試験の結果は，雌豚 6 頭に対し延べ

10 回の人工授精を実施して，5 頭受胎，平均生存産子数

7.0 頭となった（表 7）． 

生駒ら１）が従来法で作製した凍結精液を用い，1 発情

あたり 2 回の人工授精を行った受胎試験では，雌豚 5 頭

に対し延べ 10 回の人工授精を実施して，2 頭受胎，平

均生存産子数 5.5 頭であった． 

本研究の受胎試験の結果と生駒ら１）の結果には，受

胎率，生存産子数ともに有意差は認められず

（P=0.242，P=0.740），同等の結果であった． 

低温法で作製した凍結精液を人工授精した本研究で

の受胎率，生存産子数ともに従来法と比べ有意な結果は

得られなかったが，その要因として，授精適期の判定や

種付けの季節など，精液凍結法以外の授精条件やサンプ

ル数の少なさが挙げられた．本研究では，スパイラルカ

テーテルによる子宮体注入での１回授精としたが，多忙

な生産現場においては，2 回授精より術者や豚への負担

や侵襲性が小さいものと考えられる．今後，精液凍結法

以外の各種条件を揃えた上でサンプル数を増やした検討

を行う必要があると考えられる． 

 

 

まとめ 

本研究で凍結保存した第 4 系統豚の精液および胚の遺

伝資源は，「かごしま黒豚」の新たな系統豚を造成する際

や，飼養している系統豚の近交係数の上昇抑制にも活用

できる． 

本研究では，凍結精液作製の新技術の確立には至らな

かったが，技術開発が進み，将来的に生産現場において

凍結精液を用いた人工授精が普及すれば，自然交配や精

液採取に必要な種雄豚の導入や飼育に必要なコストを削

減できると考えられる． 

以上のことを踏まえると，遺伝資源保存の意義は大き

く，それらは効率よく利用できることが必要不可欠であ

ることから，今後も凍結精液や凍結胚の受胎率向上の技

術開発を継続して進めることが極めて重要であると考え

られる． 
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Research on Genetic Resource Conservation and Frozen Semen of "Kurosatsuma 2015" 

 

Kenshi Kawahara，Yukitoshi Goto，Masashi Nakashioya and Yukiya Gohara 

 

Summary 

 

We have created four strains of Berkshire pigs, "Satsuma", "New Satsuma", "Satsuma 2001", and "Kurosatsuma 2015", and has 

produced semen and embryos of three strains of pigs so far. It is preserved as genetic resource. 

In this study, the semen and embryos of "Kurosatsuma 2015" were preserved. In addition, since frozen pork semen has poorer 

results such as conception rate in artificial insemination than liquid semen, we investigated a method for producing frozen 

semen with the aim of improving sperm vitality after thawing, conception rate, and number of offspring.  

(1) Regarding the sensitization temperature of the primary diluent, lowering the room temperature and water temperature 

suggested the possibility of improving sperm vitality during thawing. 

(2) As a result of artificial insemination using the frozen semen prepared by the examined method, the results were equivalent 

to those of the result using the frozen semen prepared by the conventional method.  

 

Keywords: frozen semen，genetic resources，Kagoshima Berkshire，low temperature method，strain pig 

 

 


