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１．牛の受精卵移植技術に関する研究

（１）牛の体外受精卵移植の実用化

ア．連続経腟採卵による優良雌牛胚の安定的生産の検討

Examination of the Production of Embryos by Repeated Transvaginal Ultrasound-Guided Follicular

Oocyte Aspiration in the Japanese Black Cattle

梅木英伸・藤田達男・志賀一穂

要 旨

ovum pick up OPU In vitro fertilization本試験は、超音波ガイドを使った経腟採卵法（ ：以下 ）と体外受精（

以下 を組み合わせた技術を用いて、優良形質を持つ雌牛から胚を安定的に生産することを目的とし： ）IVF

て実施した。本年は、試験１区には （上皮増殖因子；以下 ）を成熟培養液と発Epidermal Growth Factor EGF

(10ng/ml) EGF (10ng/ml) EGF生培養液の両方に添加 、試験２区には を成熟培養液のみに添加 、試験３区には

を発生培養液のみに添加 、試験４区には両方とも を無添加とし、各試験区に９頭づつに区分(10ng/ml) EGF

15 36 OPU IVFした 頭（延べ 頭）の黒毛和種経産牛から により採取した卵母細胞（以下卵子）を供試し、

後の胚の発生状況を比較して、 による効率的な胚生産の方法と、作出した胚の移植による優良雌OPU-IVF

牛の産子生産の検討を行った。

OPU 91 88 113１ 各試験区に用いた卵子の 成績；採取した卵子個数は 試験１区 個 試験２区 個 試験３区． 、 、 、

個、試験４区 個であった。 に用いる卵子グレイドの 割合は、試験１区 、試験２区162 IVF G1+G2 16.5%

、試験３区 、試験４区 であり、試験４区は試験２区、３区と比較して有意（ < ）30.0% 33.6% 15.4% P 0.05

に 割合が低く、また試験１区は試験２区、３区と比較して 割合が低い傾向( )にあG1+G2 G1+G2 P=0.08

った。 割合は、試験１区、４区は２区、３区と比較して有意（ < ）に 割合が高く、G3+G4 P 0.01 G3+G4

異常卵子の 割合は各試験区において同程度であった。G5+G6

IVF 83.7% 86.5% 90.0% 70.7%２．各試験区の 成績；卵割率は、試験１区 、試験２区 、試験３区 、試験４区

であり、試験４区は試験１区、２区と比較して有意（ < ）に卵割率が低かった。胚盤胞発生率は、P 0.05

試験１区 、試験２区 、試験３区 、試験４区 であり、試験４区は試験１区、３57.1% 50.0% 65.7% 39.1%

区と比較して有意（ < ）に胚盤胞発生率が低かった。P 0.05

３． から生産された新鮮胚または凍結胚を移植した結果、農家で実施した移植成績では、新鮮胚OPU-IVF

は ( )、凍結胚は ( )の計 ( )であった。場内で実施した移植成績では、新鮮胚50.0% 4/8 28.6% 2/7 40.0% 6/15

は ( )、凍結胚は ( )の計 ( )であり、双方合わせて新鮮胚は ( )、凍54.5% 6/11 0.0% 0/1 50.0% 6/12 52.6% 10/19

結胚は ( )の計 ( )であった。25.0% 2/8 44.4% 12/27

以上のことから、 により採取した卵子を体外培養を行う際に、 を成熟培養液と発生培養液へのOPU EGF

両方の添加 及び発生培養液のみの添加は、当場の慣行法と比較して高い胚盤胞発生率を示した。ま(10ng/ml)

た から生産した胚を移植した結果、新鮮胚で 以上が受胎し、体内胚と比べて遜色がない受胎OPU-IVF 50%

率を示したことから、優良形質を持つ雌牛の体外胚を年間を通して効率的かつ安定的に生産が行え、県下の

多くの農家へ移植胚を供給できる体外培養系が確立できた。

（キーワード：経腟採卵法、体外受精、 、胚盤胞発生率）Epidermal Growth Factor
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背景及び目的

牛の一般的な 技術は、低コストかつ大量のIVF

胚生産技術としてすでに実用化されているが、食肉

処理場由来の卵巣・卵子を用いることから、生産さ

れた胚の経済的あるいは遺伝的能力の評価及び産子

の登録取得ができなく、これを解決するためには供

卵牛ごとに卵子を採取し、血統の明らかな胚を生産

することが必要である。
1) 2)1987 Callsen 1988 Pieters年に ら また 年には ら

は、超音波診断装置を用い牛生体の卵巣像を観察し

ながら卵子を採取した。その後、欧米を中心として

を応用した 胚生産は、商業的に利用されOPU IVF

OPU-IVFるようになった 一方 国内においても3)4)。 、

の現場普及への努力が成されているが、卵子吸引技

IFV術の難しさ、また食肉処理場由来の卵子による

と比較して胚盤胞発生率が ～ と低い こと20 30% 5)

などから、農家段階への普及へ至らないのが現状で

ある。しかし、 は優良形質を持つ雌牛にOPU-IVF

対し、過剰排卵処理を用いなくても優良雌牛の胚を

年間を通して効率的・安定的に生産できる可能性が

有り、また、過剰排卵処理による採胚成績の低下し

た供胚牛及び子宮環境の悪化などの原因で採胚がで

きなくなった供胚牛に対して胚の生産が可能となる

ことから、当場または県下の農家で飼養されている

優良遺伝子を保有する雌牛を用い胚の生産を行い、

県下の多くの農家で利用することで、現在より効率

的に優良牛の生産が可能であると思われる。このた

めには における卵子採取、胚培養技術をOPU-IVF

向上させることが必要である。

これまで、連続 による卵子の効率的・安定OPU

的な採取と、多数胚培養液（ ：Conditioned medium

） 、 （ ）以下 の活用による 少数胚培養 個未満CdM 10

時における胚盤胞発生率の向上について検討を行

い、採取卵子数および胚盤胞発生率が改善すること

を明らかにした 。しかし、 の発生培養への6)7)8) CdM

活用には、 の作製・培養液の交換に手間を要CdM

することから、簡易な方法で発生率を高める手法の

検討が必要と考えられた。

近年、成熟培養液や発生培養液へ を添加すEGF
9)10)11)12)

ることによって、胚盤胞発生率の向上の検討

がなされているが、その効果の有効性には未だ結論

が得られていない。

そこで本試験は、 によって採取した卵子のOPU

胚盤胞発生率を向上させるために、胚の発育、分化

を促進させる を成熟培養液や発生培養液にEGF

添加 することにより、 後の胚盤胞発10ng/ml IVF9)12)

生率の向上効果を調査し、 による優良雌OPU-IVF

牛の産子生産の検討を行ったので報告する。

試験方法

１．供試牛

１） を実施した供卵牛は、当場で飼養してOPU

いる黒毛和種経産牛の 頭（延べ 頭）を用い15 36

た。

２）胚移植を実施した受胚牛は、当場及び県下の

農家で飼養している黒毛和種経産牛の計 頭 農27 （

家牛 頭、場内牛 頭）を用いた。15 12

発情後７または８日目に直腸検査により副生

Lindner殖器に異常が認められず、また黄体は

と の分類により、 、 あるいWright Excellent Good13)

は と判定した牛を受胚牛とした。Fair

２．試験区分

試験区は１区、２区、３区、４区とし、 をOPU

実施した供卵牛を無作為に各区９頭づつに区分し、

計 頭（延べ 頭）から採取した卵子を試験に供15 36

試し、下記の方法により培養液に を添加し胚EGF

盤胞発生率の改善効果について検討した。

表１で示すように試験１区は、成熟培養液と発生

培養液それぞれに を添加 した。試験EGF (10ng/ml)

２区は、成熟培養液のみに を添加 しEGF (10ng/ml)

た。試験３区は、発生培養液のみに を添加EGF

した。試験４区は当場の慣行法どおりの無(10ng/ml)

添加区とした。

３． 方法OPU

供試牛を保定、糞を排出し、２％塩酸リドカイン

表１　試験区分　

試験区 供試頭数 処理方法
１区 9 成熟・発生培養液それぞれにEGFを添加(10ng/ml)
２区 9 成熟培養液にEGFを添加(10ng/ml)
３区 9 発生培養液にEGFを添加(10ng/ml)
４区 9 無添加（当場慣行法）

合計 36
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（２％キシロカイン、藤沢）で尾椎硬膜外麻酔後、

外陰部を洗浄消毒して腟内にコンベックス型

の超音波プローブ（ 、日立メディ7.5MHz EPU-F531

コ）を挿入。直腸より手を入れ卵巣をプローブ先端

に誘導し、超音波診断装置（ 、日立メデEUB-405B

ィコ）のモニターに卵巣像を映し、プローブに装着

した採卵針（ 、ミサワ医科）を、プローcova needle

ブ先端から腟壁を通して卵巣に刺し、卵巣像を確認

しながら直径 以上の卵胞から卵胞液とともに3mm

卵子を吸引採取した。吸引にはフットスイッチ式吸

FV4 FHK 100mmHg引ポンプ を用い 吸引圧は（ 、 ） 、

とした。採卵針が詰まった場合には 程度600mmHg

まで上げ栓塞物の除去を行った。吸引ポンプと採卵

針の間に卵胞液回収用 遠心管を接続し、これ50ml

を ℃で保温した。凝固血液による栓塞防止のた38

め、吸引前及び吸引中も適宜採卵針を抜いて、灌流

液（４％非働化子牛血清 ＋ ／ ヘパ(GIBCO) 10IU ml

（ ） （ ））リン 添加修正ダルベッコのHoechst PBS GIBCO

で採卵針内、接続チューブ内及び卵胞液回収用遠心

管内を灌流した。採卵針、接続チューブ及び卵胞液

回収用遠心管は供試牛毎に使用した。

４．採取卵子の処理

卵胞回収液は供試牛ごとにフィルター（セルコレ

クター、ニプロ医工）で血液を除去し４％非働化子

牛血清＋ ／ ヘパリン添加修正ダルベッコ10IU ml

の で洗浄後、フィルターのシャーレ部を鏡検PBS

し、全ての卵子を ％非働化子牛血清＋ ％血20 0.4

(SIGMA) PBS清アルブミン 添加修正ダルベッコの

以下 に回収した。卵子は卵丘細胞の付着状( m-PBS)

態等によって以下の６段階 の卵子グレイドに分類5)

した。

１：透明帯の周囲を卵丘細胞が４層以上取り囲G

んでいる

２：透明帯の周囲に卵丘細胞が１～３層（放線G

冠細胞も含む）付着している

３：卵丘細胞が透明帯の周りに部分的（ 以G 1/3

下）に付着している

４：完全に裸化されているG

５：卵丘細胞が膨化しているG

６：卵丘細胞の付着状態に拘わらず卵細胞質がG

変性している

以上の卵子グレイドの分類より、 １～ ４のG G

採取卵子を正常卵子とした。

５．卵子の成熟

0.02AU/mlFSH( )卵子の成熟は アントリン、デンカ

と１ ／ および ピµg mlEstradiol-17β(SIGMA) 0.2mM

ルビン酸 を加えた５％非働化牛胎児血清(SIGMA)

添加 で３回洗浄し、ミネ(GIBCO) TCM-199(GIBCO)

ラルオイルでカバーした同培養液 ドロップに100µl

～ 個の卵子を移し、 インキュベーター15 20 CO ２

（ ℃、５％ 、 、湿潤）で ～ 時38.9 CO in air 20 22２

間培養して卵子の成熟を促した。また、試験１区と

試験２区の培養液には を添加10ng/ml EGF(SIGMA)

し培養を行った。

６．媒精

37 IVF100℃温湯で凍結融解した黒毛和種精液を

（ ） （ 、機能性ペプチド研 で２回遠心洗浄後 2,000rpm

、 ）、 。６ ℃ 精子濃度１ ／ に調整したmin 38 ×10 ml７

ｌの精子浮遊液ドロップを作り、ミネラルオイ50µ

ルでカバーし、 インキュベーター内でガス平CO ２

衡した。一方、成熟を促した卵子を で洗浄IVF100

後、先に準備した精子浮遊液ドロップに入れ最終精

子濃度５ ／ とし、 インキュベーター×10 ml CO６
２

内で６時間媒精した。

７．胚の培養
14)媒精終了後、５％非働化牛胎児血清添加 mSOF

（以下 ）に移し、ピペッティングにより卵丘mSOF

µl細胞の除去を行い、３回洗浄後、１胚当たり５

の のドロップに移し、マルチインキュベーmSOF

（ 、 、 、ターで培養を行った ℃ Ｎ ５％38.9 90% CO２ ２

５％Ｏ 、湿潤 。また、試験１区と試験３区の培２ ）

養液には を添加し培養を行った。10ng/ml EGF

８．胚の凍結保存方法

胚発生した胚は で洗浄した後 ランク 正mPBS A （

常な発育ステージで、輪郭が明瞭、色調も正常、ほ

とんど変性部位無し； 、 ’ランク（正常Excellent A）

な発育ステージで、輪郭が明瞭、ほぼ正常な形態を

示すが、一部突起した細胞あるいは不均整が見られ

る、変性部位が ％以下有り； 、 ランク10 Good B）

（正常な発育ステージで、部突起した細胞あるいは
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不均整がやや目立つが、変性部位が ～ ％以下10 30

有り； ）の３ランクの胚を選別し、このうち胚Fair

盤胞（以下 ）または拡張胚盤胞（ ）を以下BL EXB

のダイレクト法で凍結した。

凍結方法は、 を基調液とした エチレmPBS 1.8M

ングリコール トレハロース液を耐凍剤として+0.1M

用い、胚を エチレングリコール トレハ1.8M +0.1M

ロース加 に浸潰した後、 プラスチックmPBS 0.25ml

ストロー（ 、 社製 、フランス）IVM CASSOU straw

に充填した。ストローの冷却は無水エタノールを入

れたプログラムフリーザー（ ： 社製）を用ET1 FHK

い、－ ℃ 分間保持（－ ℃浸潰 分後に液体7 10 7 1

窒素で冷やしたピンセットではさんで植氷）後、毎

。分－ ℃で－ ℃まで冷却し液体窒素に投じた0.3 30

９．胚の融解方法

10ストローを液体窒素ボンベから出し、空中で

、 。秒間保持後 ℃の温水に 秒間浸漬し融解した30 12

１０．胚の移植方法

胚の移植は、受胚牛を枠場に保定し直腸内の糞を

排出し、仙骨と第１尾椎感の麻酔部位を毛刈りして

後軀を水洗後、アルコール綿花で消毒して３ のml

２％塩酸リドカイン（２％キシロカイン注、藤沢薬

品）で尾椎硬膜外麻酔を行った。尾を保定し外陰部

を水洗、アルコール綿花で消毒した後、消毒した腟

鏡を挿入して腟部を開口し、移植器（カスー式牛移

植器、 社製、フランス）を腟壁に触れなCASSOU

いようにして外子宮口に挿入して腟鏡を除去した。

移植は頸管経由法により非外科的に黄体が確認され

た卵巣と同側の子宮角の基部から中央部の部位に新

鮮胚または凍結胚を１胚移植した。

１１．妊娠診断

妊娠診断は胚移植後 ～ 日前後に、直腸壁か35 60

ら超音波診断装置（日立メディコ社製 ⅡECHOPAL

、 ）； リニア探触子 型EUB405B T 7.5MHz；EUP-033J
を用いた方法または、胎膜スリップ法による直腸検

査にて調査した。

１２．調査項目

１）採取卵子数、卵子グレイド

２）媒精日を０日として２日目に卵割率、７～９

日目に胚盤胞率を調べた。

３）受胎性

１３．統計処理

Fisher's PLSD本試験の成績は 分散分析および の、

Pテストにより有意差の評価を行い、危険率５％（

< ）未満を有意差有りと判定した。0.05

結果及び考察

各試験区９頭、延べ 頭の供胚牛に を施し36 OPU

採取した卵子を用いて試験を実施した。

１．各試験区に割り当てた 卵子の状況OPU

４処理区に割り当てた 卵子のグレードを表OPU

２に示した。

各試験区の により採取した卵子個数は、試OPU

験１区 個（正常卵子数 個、正常卵子割合、91 66

72.5% 88 58 65.9% 113）、 （ 、 ）、試験２区 個 個 試験３区

（ 、 ）、 （ 、 ）個 個 試験４区 個 個78 69.0% 162 113 69.8%

であり、試験４区が最も多く、３区、１区、２区の

順であったが、正常卵子数は４区以外の各試験区は

同程度で、また正常卵子割合は各区 前後であ70%

った。

各試験区の採取した卵子グレイドは、卵子への卵

丘細胞付着状態が多く、体外受精後の胚盤胞発生率

成績が良好 と考えられる 割合は、試験１
5)15) G1+G2

区 、試験２区 、試験３区 、試験16.5% 30.0% 33.6%

４区 であり、試験４区は試験２区、３区と比15.4%

較して有意（ < ）に 割合が低く、またP 0.05 G1+G2

試験１区は試験２区、３区と比較して 割合G1+G2

が低い傾向( )であった。このことに反映してP=0.08

割合は、試験１区、４区は２区、３区と比G3+G4

較して有意（ < ）に 割合が高かった。P 0.01 G3+G4

異常卵子の 割合は各試験区において同程度G5+G6

であった。

以上の 成績より、試験４区は採取卵子数、OPU

正常卵子数ともに他の試験区より多かったが、

の卵子数は 個で、試験２区、３区より少G1+G2 25

ない個数であった。また試験１区は、 の卵G1+G2

子数が 個であり最も少なく、正常卵子数も 個15 66

で多くないことから、体外受精後の胚盤発生率成績

に対して、他の試験区と比べて条件的に良好な卵子

個数、卵子グレイドではないと思われた。
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表２　各試験区に割り当てたOPU卵子の状況
正常卵子正常卵子 G1+G2 G3+G4 G5+G6

試験区分 供試頭数 G1 G2 G3 G4 G5 G6 計 数 割合% 割合%
(個数)

割合%
(個数)

割合%
(個数)

１区 9 9 6 43 8 11 14 91 66 72.5 16.5 56.0A 27.5
(15) (51) (25)

２区 9 9 20 26 3 15 15 88 58 65.9 33.0a 33.0B 34.0
(29) (29) (30)

３区 9 21 17 30 10 13 22 113 78 69.0 33.6a 35.4B 31.0
(38) (40) (35)

４区 9 10 15 70 18 36 13 162 113 69.8 15.4b 54.3A 30.3
(25) (88) (49)

合計 36 49 58 169 39 75 64 454 315 69.4 23.6 45.8 30.6

注）同列異符号間に有意差有り，A-B(P<0.01)、a-b(P<0.05)

採取卵子グレイド

２． 成績IVF

供卵牛に を実施し、採取した卵子を成熟培OPU

、 、 、 、養 媒精 発生培養を行う際に 各試験区毎に成熟

発生培養液に の添加 を行い、胚盤胞EGF (10ng/ml)

発生率の改善効果の検討を行った（表３ 。）

各試験区の卵割率は、試験１区 、試験２区83.7%

、試験３区 、試験４区 であり、86.5% 90.0% 70.7%

、 （ ）試験４区は試験１区 ２区と比較して有意 <P 0.05

に卵割率が低かった。

各試験区の胚盤胞発生率は、試験１区 、試57.1%

験２区 、試験３区 、試験４区 で50.0% 65.7% 39.1%

Pあり 試験４区は試験１区 ３区と比較して有意、 、 （

< ）に胚盤胞発生率が低かった。0.05

以上の 成績より、当場で慣行に実施していIVF

る成熟、発生培養法である試験４区が卵割率、胚盤

胞発生率ともに他の区より低い結果となった。しか

OPU G1+G2し、試験４区は 成績において、卵子の

割合が低かったことが卵割率、胚盤胞発生率の成績

を他の区と比べて低くしたと思われるが、試験４区
)の卵割率と胚盤胞発生率は 通常の 成績、 OPU-IVF 5

OPUと比較して決して低い成績ではない。同様に

成績において、体外受精後の胚盤発生率成績に対し

て、卵子個数、卵子グレイドで条件が最も悪かった

83.7% 57.1%試験１区では、卵割率 、胚盤胞発生率

と良好な成績を示したことから、体外培養の際に

を成熟と発生培養液への添加は、胚盤胞発生EGF

EGF率を改善する効果はあると考えられた。また、

を発生培養の一方のみに添加した試験３区で、胚盤

胞発生率 と非常に良好な成績であったことか65.7%

ら、発生培養液のみの の添加も胚盤胞発生率EGF

を改善する効果があると思われた。

表３　IVF成績

試験区分 成熟培養 発生培養
発生培養
血清添加
有無

供試
卵数

2cell
以上

Mono Deg 胚盤胞
発生数

１区 有 有 有 66 41 8 17 83.7% a 28 57.1% a

２区 有 無 有 58 45 7 6 86.5% a 26 50.0%

３区 無 有 有 78 63 7 8 90.0% 46 65.7% a

４区 無 無 有 113 65 27 21 70.7% b 36 39.1% b

合計 － － － 315 214 49 52 81.4% 136 51.7%

注）同列異符号間に有意差有りa-b(P<0.05)

EGF添加の有無

卵割率
(%)

胚盤胞
発生率
(%)

平成 年度試験成績報告書： ( )16 34 2005
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３．移植成績

供卵牛より採取した卵子から生産された 胚IVF

を、県下の農家及び当場で飼養している黒毛和種経

産牛 頭（農家牛 頭、場内牛 頭）に、１胚27 15 12

を新鮮胚または凍結胚を移植した（表４ 。）

50.0%農家で実施した移植成績は、新鮮胚では

( )、凍結胚では ( )の計 ( )であ4/8 28.6% 2/7 40.0% 6/15

54.5%った 場内で実施した移植成績は 新鮮胚では。 、

( )、凍結胚では ( )の計 ( )であ6/11 0.0% 0/1 50.0% 6/12

った。また、農家・場内実施を併せた移植成績は、

新鮮胚では ( )、凍結胚では ( )52.6% 10/19 25.0% 2/8

の計 ( )であった。44.4% 12/27

以上の移植成績より、新鮮胚を用いた移植では農

家と場内の移植成績ともに、 以上の受胎率を示50%

し、体内胚と比べて受胎率は遜色はなく良好な受胎

率が得られた。しかし、凍結胚の移植では、農家移

、 、植 ( ) 場内移植 ( )で受胎率は低く25.0% 2/7 0.0% 0/1

優良雌牛から生産した 胚を野外で活用すOPU-IVF

るには、凍結胚移植の受胎率を向上させるために

胚の凍結方法の改善が必要と思われた。IVF

表４　移植成績

移植先
移植胚の
処理方法

移植
頭数

受胎
頭数

受胎率
(%)

農家移植 新鮮胚 8 4 50.0
凍結胚 7 2 28.6
計 15 6 40.0

場内移植 新鮮胚 11 6 54.5
凍結胚 1 0 0.0
計 12 6 50.0

新鮮胚 19 10 52.6
合計 凍結胚 8 2 25.0

計 27 12 44.4

以上の結果から、 を体外培養液に添加するEGF

ことにより卵割率、胚盤胞発生率を向上させる効果

並びに、試験で発生した 胚の移植により新鮮IVF

胚移植では体内胚と遜色のない受胎率が得られるこ

とが解った。

ら は、 の成熟培養液への添加は卵子のPark EGF9)

成熟化を促して、その後の胚発育に影響を与えると

報告している。また、 ら は、 の成熟Lonergan EGF12)

培養液及び発生培養液への添加は、卵子の成熟や胚

発生の決定に生理的な役割を行っていると報告して

いる。しかし、本試験では が言う成熟培養よPark

りむしろ、試験３区の成績から発生培養での添加効

果が大きいように思われた。

以上４年間にわたり、 により優良形質OPU-IVF

を持つ雌牛の胚を年間を通して安定的、効率的に生

産することを目的として検討 を重ねてきた。
6)7)8)

これにより、連続 による卵子の安定的な採OPU

取と、 の活用や の培養液への添加によっCdM EGF

て胚盤胞発生率の改善効果を認め、優良形質を持つ

雌牛の胚生産を向上させる手法として有効であると

。 、 、思われた しかし 生産した凍結胚を移植した場合

受胎率が低いことから、受胎率を向上させる為に凍

結方法や培養方法等の検討が更に必要である。
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