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第1章	 緒論	 

	 

	 平成24年現在，全国で飼育されているウシは，乳用牛1,449,000 頭（20,100 戸），肉用

牛2,723,000 頭（65,200 戸）と報告されている（農林水産省，2014）。広島県では乳用牛

9,740 頭（195 戸），肉用牛 26,600 頭（792 戸）が飼養されている。牛肉の輸入自由化が

実施された平成3年と比較すると全国では乳用牛70％，肉用牛97％となっているのに対

し，広島県では，乳用牛55％，肉用牛70％と飼養頭数の落ち込みが全国平均を上回るス

ピードとなっている（家畜改良センター，2014）。中国山地はかつて鉄の生産地であり，

ウシはその原材料となる「たたら」を作るための重要な労働力であった。その生産・維

持のため遺伝的に優れた温和で力の強いウシが求められ，長い間の育種固定によって目

的にあったウシが数多く飼育されてきた。また，中国山地は役牛の生産地として全国的

にも評価が高く，竹の谷蔓（岡山県阿哲郡で1830年に造成），周助蔓（兵庫県美方郡で

1845年に造成），卜蔵蔓（島根県仁多郡で1855年頃造成），岩倉蔓（広島県比婆郡で1843

年に造成）の日本最古の4大蔓ウシが誕生した古くからの和牛の産地でもある。明治時

代に入ってから小型で晩熟な役用タイプの和牛を大型化するためにショートホーン種，

シンメンタ-ル種，ブラウンスイス種，デボン種，エアシャー種等の外国種が導入された。

現在の畜産技術センターの前身である七塚原種畜牧場（庄原市）には，育種改良に用い

るため，エアシャー種，シンメンタール種，ブラウンスイス種がこの地域にも導入され

た。また神石郡においても明治35年に英国から短角種牡牛「レッドナール」号を輸入し，

育種改良に用いた。このように和牛と外国種の交雑が国の種畜牧場を中心として行われ

たが，大型化によって動きも鈍く，本来の役用には不向きな交雑種が増加し，日本の飼

養形態になじまない結果となってしまった。この反省から，大正時代になると各県ごと

の実情にあわせた和牛の改良の取り組みが行われる様になり，現在の育種改良の原型が
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できあがった。広島県では，「比婆」，「神石」，「双三」，「高田」の4つの育種組合が切磋

琢磨し，これまで優秀な広島牛を輩出してきた。1961年に農業基本法が制定され，また，

日本の高度経済成長によって，農業分野にも機械化が進展すると，それまで農耕や運搬

といった役牛として飼養されていたウシは，トラクターや自動車の台頭によりその必要

性を喪失した。農耕用や堆肥生産のために飼養されていたウシは手放され，トラクター，

自家用自動車，化学肥料がその役割を代替し，ウシの生産頭数や農家戸数が減少してい

った。第二次世界大戦後に都市部の労働力として地方から人々が流出し，また時を同じ

くして高度経済成長で人々の暮らしが豊かになるにつれ食生活も欧米化したことで，肉

や乳加工品等の需要が急速に高まっていったが，中国地方は，役用として発展してきた

これまでのウシの生産構造を簡単に転換させることはできなかった。中国産地の鉄生産

の衰退，第二次世界大戦後の機械化の波，農村から都市部への人口流出，そして牛肉を

巡る国際競争によって，広島県内のウシの生産基盤衰退に歯止めがかかっていない。全

国レベルで見ても中国地方におけるウシの生産頭数の減少は大きく（家畜改良センター，

2014），畜産を基幹産業として位置付け，力を入れてきた南九州や北海道に大きく水をあ

けられた状態となっている。	 

	 1991 年の牛肉輸入自由化やそれに続くガットウルグアイラウンド交渉（平成 12 年度

までに牛肉輸入関税を 38.5％まで段階的に引き下げることで日本政府が合意），さらに

は，現在交渉中の環太平洋経済連携協定では，さらなる関税撤廃を含む自由化要求も十

分考えられ，これまでの国際牛肉競争とそれに続く国内ブランド化競争と合わせて，畜

産業界全体に暗い影を落としている。全国各地では，輸入自由化以降，輸入牛肉に対抗

する手段として，地域牛のブランド化戦略を打ち出しており，広島県でも比婆牛，神石

牛の2大育種圏を統一したブランドとして広島牛を前面に押し出し，消費拡大やブラン

ド化を施策として行っている。しかし，広島牛は，神戸牛などの老舗ブランドに太刀打

ちできておらず，後発ブランドである鹿児島牛，佐賀牛，宮崎牛にも生産量，牛肉の品
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質，価格とも劣勢のままである（日本食肉格付協会, 2014;日本食肉市場卸売協会, 2014）。

これらの事態を打開するため，広島県においても広島牛の育種改良を進め，産地間競争

に勝ち抜くため，様々な方策をとってきた。平成3年からはウシの偏差値とも呼ばれる

アニマルモデルによる育種価を導入し，広島牛の改良進度調査を実施し，広島牛群の改

良に活用している。また，黒毛和種の種雄牛造成も行っており，農家で飼育されている

高い育種価をもつ雌ウシを利用して，種雄牛造成を行い，その精液を全国農業協同組合

連合会広島県本部を通じて，県内農家に有償で販売している。広島県では，精液だけで

なく体内及び体外受精胚の有償供給も行っている。広島県立総合技術研究所畜産技術セ

ンター（庄原市七塚町）では，受精胚移植や分割卵検定，クローン検定といった新技術

を導入し，短期間での種雄牛造成や優秀な雌ウシの増頭を行い，育種改良に積極的に取

組んでいる。 

	 しかしながら，長い歴史の中で，地域に根付き，役用として育種改良されてきたもの

を肉用として転換するためには，生産者の理解と大胆な育種戦略及びそのための時間が

必要であり，現時点では十分な成果が得られているとはいえない。地域ブランド化のた

めの育種改良には，本県独自の新技術の導入とその実践が必要となってくる。広島県の

黒毛和種飼養頭数は 5,000 頭を下回る状態となっており（農林水産省中国四国農政局, 

2014），もはや育種改良を行う基礎すら失われつつある。そこで，ホルスタイン種を用い

た酪農経営に黒毛和種生産を導入することで，黒毛和種の短期間増頭と育種改良を実施

することが重要と考えられる。 

	 本研究は，黒毛和種の増頭及び育種改良（広島牛のブランド化）と酪農経営の安定化

（広島県産生乳の安定的供給）を実現するために，生殖工学的技術を駆使したものであ

り，いくつかのウシ繁殖技術を現実の酪農経営でも利用できるように構築したものであ

る。生殖工学技術の個別的な利用例は全国的にも多く見受けられるが，これらの技術を

体系的に構築し，実用化した例は他県においてはあまり見受けられない特徴的なもので
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ある。後述する経膣採卵や過剰排卵処置（体内受精胚生産）等の技術を組み合わせた例

（長谷川ら,	 2011）はこれまで報告があるものの，酪農経営の中で連続的にしかも1年

1産を実現できる手法は少ないのが現状となっている。 

	 ウシの繁殖技術の進展は，人工授精技術をはじめとして，この一世紀で目覚ましいも

のがあり，卵胞波制御技術，卵母細胞培養技術，体外受精技術，経膣採卵技術，胚操作

技術，遺伝子診断技術や受精胚移植技術など新たな技術が誕生している。以下これらの

技術内容や進展についての概要を紹介する。 

 

【人工授精技術】 

	 1782 年にイタリアのSpallanzani がイヌで人工授精に初めて成功して以来，ロシアの

Ivanov らによって積極的に技術開発が行われた。その後，デンマークの研究者によって

ウシの直腸膣法による人工授精技術も開発され，現在もこの方式が利用されている。1949

年に Polge がグリセロールによる鶏精液の保存に成功し，この方法はウシの精液にも有

効であることが確認され，これが精液の凍結保存の原型となっている。精液の凍結保存

は，地球規模での雄遺伝子の移動や半永久的な保存を可能にしたほか，いつでも利用可

能な雄遺伝子を準備できるという大きなメリットがある（斉藤,	 2003）。ウシにおいては，

一般的に一回の射精で人工授精100回分程度の精液を生産することができ，凍結保存に

よって半永久的にストックすることも可能となった。人工授精技術の普及は，ホルスタ

イン種の泌乳に関する遺伝的能力を短期間で大きく改善することに寄与した(Louis	 et	 

al.,	 1995)ほか，トリコモナスやブルセラといった伝染性疾患の感染予防にも大きく貢

献した。現在では日本の9割以上のウシがこの人工授精技術を利用して後継牛生産を行

っている（日本家畜人工授精師協会,	 2014）。 

	 ウシの繁殖技術に関して，近年問題となっているのが，ホルスタイン種の発情徴候の

微弱化と発情持続時間の短期化であり，人工授精による受胎率も50％を下回るほどにな
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りつつある（日本家畜人工授精師協会,	 2014）。ウシの計画的な人工授精実施は，経営に

直結する大きな問題であり，現在の様なAM-PM及び PM-AM方式は，1948年に Trimberger

らによって開発され，今もこの方法が用いられている。そのため，畜産経営にとって発

情発見は欠かせない日常的な作業となっている。しかしながら，ホルスタイン種では遺

伝的改良による泌乳量の増加が摂取エネルギーに追い付かないために，負のエネルギー

バランスに陥る影響(Lucy	 et	 al.,	 2001)によって，発情持続時間の短縮化や発情微弱化

現象(Butler,	 2003)が発生し，発情発見が以前よりかなり難しくなっている。	 

	 繁殖に用いる薬剤単価が安く，多頭飼育を行っている米国等では，個別管理では無く，

群単位での繁殖管理が行われており，人為的な発情誘起処置と人工授精技術の開発が進

んでおり，それが現在の定時人工授精につながっている。かつては，人為的に発情を誘

起させるための黄体退行物質が無く，直接的な手による黄体除去等も行われていたが，

1970年代にプロスタグランジンF2α（Prostaglandin	 F2α: PG）が登場したことで黄体

の人工的制御は，新たな発情周期の人為的コントロールの展開を見せることとなった。

この黄体退行因子PGと色々な外因性ホルモンを組み合わせることで，種々の発情誘起，

定時人工授精法及び排卵同期化が可能となっている。	 

	 発情確認を必要としない定時人工授精方法として，まず最初に開発されたのが

Select-synch であり，性腺刺激ホルモン放出ホルモン（Gonadotropin	 Releasing	 

Hormone: GnRH）投与後7日目にPGを投与して発情を斉一化させる(Burke	 et	 al.,	 1996)

というものである。さらに発情同期化の精度を向上させるために考えだされたのが，

Ovsynch であり，この方法は，Select-synch	 の30~56時間後にGnRHを投与し，その16

~20時間後に発情確認を行わずに人工授精を実施する(Pursley	 et	 al.,	 1995)。この方

法は，1990年代以降，北米，南米を中心に飛躍的に普及した。その後さらにHeatsynch

と呼ばれる方法も開発された。この方法は，2回目投与のGnRHを安息香酸エストラジオ

ール（Estradiol	 Benzoate: EB）に置き換えるもので，EB投与後24~36時間目に人工授
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精を行う方法である(Burke	 et	 al.,	 2000)。また，Presynch と呼ばれる，PG 投与後 14

日目に再度PG投与し，その後12~14日目にOvsynch を開始して発情同期化精度をさら

に高めようとする方法も存在する。	 

	 これらの方法の根底にあるのは，卵胞波の人為的なコントロールがベースとなってい

る。これらが発展した要因のひとつは，超音波画像診断技術の導入による卵巣内の卵胞

発育動態解析（Curran	 et	 al.,	 1986;	 Kastelic	 et	 al.,	 1988;	 Ginther	 et	 al.,	 1989;	 

Adams	 et	 al.,	 1992）が容易となったことが大きく寄与している。 

	 しかしながら，発情周期を直腸検査等で確認することなく，Ovsynch を開始した時，2

回目のGnRH投与前に発情が起こる確率が19.7％(68/345 頭)，またPG投与前にも4.9％

(17/345 頭)の発情がみられたとの報告（DeJarnette	 et	 al.,	 2001）があるように 1/5

程度は定時人工授精によっては受胎が成立しない可能性がある。排卵同期化の精度を向

上させるため，GnRH投与後に血中プロジェステロン濃度を一定以上維持する膣内留置型

のデバイスを用いて定時人工授精の確実性を高めようとする方法が試みられている。こ

れには 2 つの対処法があり，一つは，Ovsynch 開始前の前処置で Ovsynch と同様の作業

を行うPresynch や Double-Ovsynch である（Souza	 et	 al.,	 2008）。もう一つは，優勢卵

胞を高いプロジェステロン環境下に曝すことで，これによって発情や排卵をコントロー

ルしようとするものである。しかしながら，注射による投与では生体内での血中プロジ

ェステロン濃度維持が一過性のため，膣内留置型黄体ホルモン剤（Controlled	 Internal	 

Drug	 Release	 Device:	 CIDR）あるいは，膣挿入プロゲステロン・安息香酸エストラジオ

ール配合剤（Progesterone	 Releasing	 Interavaginal	 Device: PRID）といった徐放性の

膣内挿入型P4製剤を用いる方法が現在では広く普及している。	 

 

【卵胞波制御技術】	 

	 ウシは通常約 21 日（19~24 日）周期で発情・排卵を繰り返している。その発情周期
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に2~3回の周期性の卵胞刺激ホルモン（Follicle	 Stimulating	 Hormone:	 FSH）の増加

が見られ，その直後に小卵胞の新たな発育（卵胞波）が見られる（Savio	 et	 al.,	 1988;	 

Sirois	 and	 Fortune,	 1988;	 Ginther	 et	 al.,	 1989）。卵胞波の始まりは，多数の小卵胞

の発育によって開始し，FSHの上昇によって4~6	 mm 程度の卵胞が数個出現する(Kaneko	 

et	 al.,	 1993)。FSH 濃度の上昇は 1~2 日間で終息し，その後，発育を開始した小卵胞

のほとんどはその途中で発育を停止するが，その中の1個の卵胞が選択され，発情周期

の4~5日目に優勢卵胞にまで発育する。選択された優勢卵胞は，その過程で，インヒビ

ンA及びエストラジオールの分泌を増加させ，脳下垂体前葉からのFSH分泌を抑制し，

卵胞波の新生を阻害する。しかしながら，その卵胞もやがて黄体から分泌されるプロジ

ェステロンの作用によって閉鎖することとなる。黄体退行期の卵胞波で優勢を獲得した

卵胞は黄体の影響を受けることなく，大型化して排卵まで至ることとなる。GnRHは，か

つてLHRH（Luteinizing	 Hormone	 Releasing	 Hormone）と称されており，10個のアミノ

酸から構成される視床下部ペプチドである。現在では脳下垂体前葉に働きかけLHサージ

放出のほかFSH放出作用も認められており，卵胞嚢腫や卵巣静止等の幅広い繁殖障害治

療に多く用いられている（Dorse	 and	 Thatcher,	 1992）。また，近年では定時人工授精の

ための卵胞波を同期化させる目的でも広く利用されている（Pursley	 et	 al.,	 1997;	 

Yamada	 et	 al.,	 1999）。このGnRHは 10個のアミノ酸から構成される比較的単純な構造

のため，数多くのアナログが合成され，商品化されている。	 

	 超音波画像診断技術の進展に伴い，生きたままのウシから卵巣動態をリアルタイムで

解析することができるようになった（Spicer	 and	 Echternkamp,	 1986;	 Sirois	 and	 Fortune,	 

1988;	 Ginther	 et	 al.,	 1996）ため，外部からのホルモン等の投与後の変化が解明され

つつある。GnRHは，優勢卵胞存在下で，その卵胞を排卵もしくは閉鎖させること（Retter	 

et	 al.,	 1992）が報告されており，これに続く，内因性FSHの上昇(Gibbons	 et	 al.,	 1994)

によって，適切な時期に，新たな卵巣内卵胞の新生や発育が起きれば，経膣採卵に利用
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できる可能性がある。	 

 

【卵母細胞培養技術】 

	 ウシ等の哺乳動物の卵形成には独特なものがある。卵巣内に存在する原始卵胞内には，

単層の顆粒層細胞に包まれた一次卵母細胞があり，細胞核は，第一減数分裂前期で停止

状態で発育を開始する。発育に伴い，扁平な顆粒層細胞は立体となり一次卵胞となる。

卵母細胞は，周囲の顆粒層細胞の増加と重層化により二次卵胞に発育する。さらに顆粒

層細胞が増加し，胞胚腔が形成されると胞状卵胞となる。さらに発育を続けると直径2mm

以上の胞状卵胞となり，卵母細胞の直径も120	 µm となる(Fair	 et	 al.,	 1995)。これら

の卵母細胞のうちのいくつかは，個体の性成熟後にGnRHの作用により，細胞核は第一減

数分裂を再開し，第二減数分裂の中期に達し，成熟卵となり排卵へと至る。ウシの卵巣

内には10~20万個の数多くの卵母細胞が存在するとの報告(Erickson,	 1966)があるが，

その大部分は発育に至らないで退行，閉鎖し，実際に排卵まで至るのは数百だけである。	 

	 卵巣内に存在する多数の卵母細胞を利用できれば，体外受精にとって大きなメリット

となる。卵巣内に存在する卵母細胞を体外で培養する試みが数多く行われてきた。マウ

スにおいては，原始卵胞中の直径20	 µm の卵母細胞を体外培養することで，発育させ体

外受精・培養のより産子を得ることができている(Eppig	 and	 0’Brien,	 1996)。マウス以

外で卵母細胞の体外培養による産子生産の報告は，ウシ(Yamamoto	 et	 al.,	 1999)で 300

個の卵母細胞を培養して，発育したものは100個程度，体外受精によって胚盤胞期まで

6個を発生させている。	 

	 

【体外受精胚生産技術】	 

	 哺乳動物における最初の体外受精成功例は，1959年に報告された（Chang,	 1959）。彼

らの実験にはウサギが用いられた。その後1968年にマウスで（Whittingham, 1968），1978
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年には，ヒト（Steptoe	 and	 Edwards,	 1978）でも成功している。最初のウシ体外受精由

来産子は1982年に報告された（Brackett	 et	 al., 1982）。世界で最初の体外成熟卵（卵

は以下卵子と表記）由来の産子の報告は1985年である（Hanada	 et	 al., 1986）。研究開

発当初に利用されていたウシ体内成熟卵子による体外受精やウサギ卵管を用いたウシ胚

培養による受精胚生産方法は，現在，ほとんどおこなわれておらず，完全体外培養系で

の胚生産が実現している。この体外受精技術は煩雑な作業を必要とする体内受精胚生産

に代わって，繁殖障害牛や成熟前のウシからも受精胚を生産できる適用範囲の広い技術

として利用されており，MOET（Multiple	 Ovulation	 and	 Embryo	 Transfer）プログラム

にも積極的に活用されている。 

	 体外受精胚生産技術には体外成熟，体外受精，体外培養という3つの大きなステップ

が存在する。体外受精においては，受精に用いる精子の受精能獲得誘起が重要であり，

当初はイオノフォア処理（Takahashi	 and	 Hanada, 1984）が行われていたが，1986年に

ヘパリン処理（Parrish	 et	 al., 1986）による効果的な処理が可能となって以来，この

方法が主流となっている。体外培養には当初，卵管上皮細胞（Eystone	 and	 First, 1989）

や体外成熟時に採取される卵丘細胞をフィーダー細胞とした共培養が行われていたが，

発生培養条件を一定に維持することが難しいため，共培養する細胞の保存や播種条件を

コントロールし易い株化細胞であるBuffalo	 Rat	 Liver 細胞（Hasler	 et	 al., 1995）や

Vero	 細胞（Carngie	 et	 al., 1997）の利用も行われている。しかしながら，ウシ胎児血

清の添加や共培養細胞の利用は，ウシ胚を効率的に生産する点では優れているが，発生

に必要な因子等の調査には適していないため，これらを添加しない完全化学合成培地等

の検討も行われている（Yoshioka	 et	 al.,	 1993）。	 

	 

【経膣採卵技術】	 

	 従来法の体外受精技術は，と畜ウシの卵巣を採取して，注射器で卵巣内に存在する卵
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胞を吸引する方法であり，この卵巣は1回しか利用することが出来ないこと，また採取

した個体識別も困難である。個体識別が出来ない場合は，黒毛和種の登録を実施してい

る公益社団法人全国和牛登録協会において黒毛和種としての必要な血統登録ができない

ため，種畜としての利用できない。一方，生きたウシから反復して卵巣内卵子を採取す

る経膣採卵技術は，体外受精技術と組み合わせることで，反復して受精胚を生産するこ

とができる大きなメリットがあり，現在，日本で数多く行われるようになってきた。こ

の方法は，ヒトの経膣採卵技術をウシに転用（Pieterse	 et	 al., 1988）した方法であり，

個体識別が容易で，生きたウシから反復して卵巣内卵子の採取が可能である。この方法

は，1週間に2回のペースで採卵することが可能であり（Garcia	 et	 al.,	 1998;	 Goodhand	 

et	 al., 1999; Hagemann	 et	 al., 1999），体内受精胚生産時のように，FSH等の外的ホル

モンを投与せずに，卵子採取が可能である。またこの方法は，体内受精胚生産が不可能

な未経産（Galli	 et	 al.,	 2001），繁殖障害(Loony	 et 	 al.,	 1994)，妊娠初期（Meintjes	 

et	 al.,	 1995； Rust	 et	 al.,	 1999）などのウシからも卵子を採取することができる。	 

	 経膣採卵は，採卵前のホルモン投与することなく反復して卵巣内卵子を採卵すること

が可能である。また，より多くの卵胞内卵子を採取できれば，その後の体外受精や胚発

生も良好な結果が得られるため，多くの研究者が採卵個数を増加させる目的で，外因性

ホルモン投与や優勢卵胞の除去等の処置を試みている。多数試みられている方法が FSH

投与によるものであり，4~5	 mg FSH の 3日間投与で採取卵子個数が多く，また，卵丘細

胞卵子複合体（Cumulus-Oocyte	 Complexes:	 COCs）の形態学的分類で高い品質グレード

である GradeⅠと GradeⅡの個数が増加したとの報告がなされている（Looney	 et	 al., 

1994）。高濃度FSH投与（40	 mg）で利用可能な卵子が増加すると報告もある(Meintjes	 et	 

al., 1995)。さらに単独投与ではなく，FSHと LHの組み合わせによっても体外発生に効

果が見られたとの報告もある(Blondin	 et	 al., 2002)。肉牛による大掛かりな実験では，

160	 µg/供卵牛の FSH 投与によって卵巣内卵胞数と採取される卵子数が増加するという
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報告(De	 Roover	 et	 al., 2008)がある一方で，週1回の経膣採卵では，モニターで観察

される卵巣内卵胞数の増加は見られなかった(Stubbings	 and	 Walton, 1995)，4日間にわ

たる100	 mg の FSH投与は観察される卵胞数を増やしたが，採取されるCOCsの品質やそ

の後の胚の発生能には差が見られなかったとの報告(Bungartz	 et	 al., 1995)もあり，研

究者やFSH投与の条件によって，その効果に一定性は見られず，現時点ではCOCs数増加

のための有効な手法は見いだされていない。	 

	 

【胚操作技術】	 

	 哺乳動物において世界初の受精胚移植の成功例は，1890年のことであり，ベルジアン

種ウサギにアンゴラ種ウサギの受精胚を移植し，産子が得られている（Adams，1982）。

ウシでは1951年が最初で，人工授精後5日目に供胚牛をと殺し，子宮還流して得られた

8細胞期胚が用いられている（Willett	 et	 al.,	 1951）。1950~60年代に開発された受精

胚の人為的分割技術は，その後，受精胚の効率的利用を目的としても活用されるように

なった。すなわち，優秀な個体から得られた受精胚を人為的に2分割して一卵性双子を

生産できれば育種改良に与える影響は大きいと考えられる。	 

	 ウシの増殖技術として，人工授精技術は雄側からの育種改良を進める技術として発展

し，乳牛の改良等に大きな影響を与えた（Lohuis, 1995）。しかし雌側からの改良につい

ては過剰排卵・人工授精技術を用いた体内受精胚生産が実用化されるまで進展が見られ

なかった。過剰排卵処置を用いた体内受精胚生産技術は，1 回の処置で多くの受精胚を

生産することが可能で，MOET技術（Smith, 1988）に組み込まれて積極的に育種改良に利

用された。現在では，体外受精胚技術の開発により，これを経膣採卵技術と組み合わせ

ることで，数多くの受精胚を容易に確保できるようになりつつある。	 

	 受精胚の分割技術は，優秀な個体を2倍化させる技術として注目された。マイクロマ

ニピュレーターを用いた顕微操作法が開発されたことで，ミクロン単位の微細な操作が
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可能となったことから，眼科用金属刃による機械的な胚盤胞期胚の2分割技術を中心に，

ガラス製器具を用いた受精胚の顕微操作が行われ，マウス（Nagashima	 et	 al., 1984）

やヒツジ（Willadsen, 1979）でも産子が得られている。	 

	 Willadsen らはヒツジの4細胞期胚を1個ずつ，もしくは8細胞期胚の2つの細胞を1

セットにして一卵生複数子の生産に成功している（Willadsen, 1980；	 1981）。ウシでは

1981年に 8細胞期胚を4分割した産子が得られており（Willadsen, 1981），一卵生4つ

子の生産は技術的に可能であることが実証された。しかしながら，Williams	 et	 al.,

（1983）は 72例中 18例（25％），またOzil	 et	 al.,（1982）も 11例中 4例（36.4％）

しか成功せず，その生産効率は高いとは云えず，技術の安定性は決して高くなかった。

Moore	 et	 al.，（1968）はウサギの8細胞期胚の一部を移植して一卵性8つ子の生産を試

みたがその成功率は11％と低く，これ以上の割球分割移植は，胚の細胞数が少なすぎて

技術的にも限界と考えられた。そこで利用されたのが核移植技術である。この技術は元々，

細胞核と細胞質の関係や全能性の限界を調べるために利用されたが，得られる産子数を

増やすためにこの方法を用いたところ，8 細胞期，桑実期，胚盤胞期胚からも正常な産

子が誕生した。その後この核移植技術を応用して，1996年に体細胞からクローン羊ドリ

ーが誕生（Wilmut	 et	 al.,	 1997）するまでになっている。これら胚操作技術は一卵生多

数子を生産するためだけでなく，次に記述する受精胚の遺伝子診断にも用いられるよう

になりつつある（Cenariu	 et	 al.,	 2012）。	 

	 

【遺伝子診断技術】	 

	 これまでウシの遺伝子診断は，血液中から採取したDNAサンプルを用いて行われてい

たが，着床前の受精胚の段階で遺伝的バックグラウンドが判定できれば，目的とした遺

伝子を保有する受精胚のみの利用が可能となる。受精胚から遺伝子診断用のサンプル細

胞を採取する方法には大きく分けて 2 つの方法がある。1 つめは胚盤胞期胚の栄養膜細
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胞の一部を眼科手術用メスで切断するブレード切断法であり，多くの研究者がこの方法

を利用している。もう一つは，割球吸引法と呼ばれる方法で，吸引用のガラス管で桑実

期胚以前の受精胚から割球を吸引する方法で，この方法では受精胚に対するダメージが

少なく，その後の受精胚凍結保存においても良好な成績をおさめている（Thibier	 and	 

Nibart,	 1995）。これらの方法はいずれもマイクロマニピュレーター等の特別な機器を必

要とし，技術的にも熟練が必要である（Herr	 and	 Reed, 1991）。	 

	 受精胚の性判別に関しては，X－Y抗原（Epstein	 et	 al., 1980;	 Anderson	 et	 al., 1987）

による判定，染色体検査及び Polymerase	 Chain	 Reaction	 (PCR)法による判定が検討さ

れてきた。X－Y 抗原を用いた性判別方法では，性判定の信頼性が十分でなく，実用的に

この技術が利用されることはなかった。性染色体検査は，胚の一部を取り出して染色体

検査を行う必要があり，良好な染色体標本を作製することが難しいため，実用化には適

さないと考えられている。PCR法は，胚の一部の細胞を取り出して，DNA中に含まれるオ

ス特異的DNA配列を増幅させてオスのみに存在する遺伝子の有無を判定するものである。

一般的には，マイクロマニピュレーターに眼科手術用のメスを装着して，栄養膜細胞の

一部を切断し，その細胞を遺伝子診断用のサンプルとして利用するものである。最終的

に電気泳動によってオス特異的遺伝子を可視バンドとして検出可能である。これまで，

伊藤ハムやABテクノロジー社などが性判別キットを販売していたが，現在では栄研化学

（株）が開発したLAMP（Loop-mediated	 Isothermal	 Amplification）法によるものが国

内では主流となっている。この方法は，感度が高く，10個程度の細胞があれば，十分な

性判定がおこなえること，判定に要する時間が 1 時間程度と短いこと（Kageyama	 and	 

Hirayama,	 2012），さらに1検体当たり3,000円程度で雌雄判定が可能であり，日本国内

では，多くの研究者が利用している。	 

	 

【受精胚移植技術】	 
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	 受精胚移植（Emberyo	 Transfer: ET）技術は，家畜頭数の増加，家畜改良期間の短縮，

輸送経費の軽減や不妊・繁殖障害の究明等に役立つ（森,	 2001）。ウシにおけるETは，

開発当初は外科的な手術方式で実施されていたが，日本の杉江らが1964年に開腹手術を

伴わない非外科的手法である頸管バイパス法で，また同時期に頚管経由法（Mutter,	 et	 

al.,	 1964）で実現したことで実用的な技術となった。1970 年代に入り，北米ではヨー

ロッパからのウシを利用した品種改良や肉牛輸入ブームが起こった。しかし，悪性伝染

病の侵入を恐れ，輸入に対しては厳しい検疫が実施されたため，ウシETを用いた受精胚

の輸入へと変化し，その後のET関連のビジネス発展へとつながった。	 

	 現在の日本では，ウシのETが頚管経由法によって実施されており，発情後7日目の子

宮に受精胚を移植することで50％程度の受胎率が得られている。ET技術の発展にともな

って，体内受精胚生産技術を利用したウシ受精胚の安定的確保が必要となった。通常，

ウシは21日に 1回の割り合いでしか排卵しないため，自然発情を利用すれば，受精胚も

21 日に 1 個しか得られないこととなる。そこで考え出されたのが過剰排卵処理である。

1940年の Casida	 et	 al.（1940）をはじめとして多くの研究が実施されてきた。過剰排

卵に利用されているホルモンには妊馬血清性性腺刺激ホルモン（Pregnant	 Mare	 Serum	 

Gonadtropin:	 PMSG），卵胞刺激ホルモン（Follicle	 Stimulating	 Hormone:	 FSH）やヒト

閉経ゴナドトロピン（Human	 Menopausal	 Gonadtropin:	 HMG）などが多く用いられている。

PMSGは発情周期の9~14日目に１頭当たり3,000単位を筋肉投与することで過剰排卵が

誘起される（Newcomb,	 1980;	 Lauria	 et	 al.,	 1982）。このPMSGは FSHのように複数回

投与する必要が無いことがメリットであるが，シアル酸を多く含むPMSGを投与すると，

PMSG が体内に長く存在するため，投与後 10~12 日目でも血中から検出され，それによ

って卵巣に対し過度の刺激を加え，残存卵胞や2次的卵胞発育の原因となるデメリット

もある。FSHによる過剰排卵処置は，発情周期の9~13日目に投与する必要がある（Hasler	 

et	 al.,	 1983;	 Donaldson	 and	 Perry,	 1984）。FSH は体内におけるホルモンの半減期が
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短いため，1日朝夕2回，3~4日連続減量投与する方法（Garcia	 et	 al.,	 1982）が一般

的である。投与する FSH の総量は，28~50	 mg の範囲となっており，日本ではこの方法

が最も広く利用されている。ヒト医学領域で排卵誘発剤として利用されているHMGをウ

シに利用し，PMSGや FSH（Critser	 et	 al.,	 1982;	 Alcivar	 et	 al.,	 1983）と遜色ない

効果を見せている（Lauria	 et	 al.,	 1982）。このHMGは，PMSGと比較して発情終了時の

エストラジオールの降下が速やかで，プロジェステロンの上昇がスムーズとなっており，

FSH と同じように複数回投与が必要ではあるものの，その効果としては注目すべきもの

がある。	 

	 過剰排卵・人工授精技術を用いたウシの体内受精胚生産技術の開発は，人工授精が雄

側からの育種改良を促進させるのに有効なことに対して，雌側からの育種改良実践に役

立つものである。しかしながら，この方法は，ウシへのホルモン投与時期の選定，ホル

モン投与作業，人工授精，子宮内灌流による受精胚回収と非常に手間のかかる方法であ

り，もっと簡易に受精胚を得られる方法が望まれていた。そこで考え出されたものが体

外受精胚生産技術である。研究開発当初は，卵子の成熟や発育のため，ウサギ卵管を利

用する等の苦労もあったが，現在では体内受精胚と遜色ない受胎率が得られるまでに技

術が進展している。	 

	 

【本研究の必要性と目的】	 

	 ウシはヒトと同じ単胎動物であり，280~285日の妊娠期間で1頭の子牛しか生産する

ことができない。それゆえ短期間での増頭や育種改良は難しい。広島県においては，生

産農家数，飼養頭数ともに減少した中で遺伝的多様性を維持しながら育種改良を行い，

ブランド化を促進させるためには，新たな技術を導入し，育種改良に必要な期間の短縮

と確実な遺伝的改良を行う必要がある。黒毛和種からの子牛生産だけでは，十分な効果

が得られないため，これまでの黒毛和種からの産子生産に加えて，ホルスタイン種を借
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り腹としたET中心の繁殖システムの構築が欠かせない。そのため，長年の乳価低迷や輸

入飼料の高騰による経営基盤の弱体化を立て直す必要がある。そのために，まず必要な

ことは，ホルスタイン種の安定的雌牛生産である。借り腹となるホルスタイン種の雌牛

をどのような技術を用いて確実に生産できるかが重要なポイントとなる。そのために用

いる技術が，経膣採卵技術と体外胚操作技術を活用した性判別（遺伝子診断）である。

通常，ホルスタイン種から受精胚を得るためには，体内受精胚生産技術を用いることが

多い。しかしながら，この方法は，泌乳中のウシで実施すると採卵のための空胎期間が

長くなることや，泌乳量に影響がでることから，未経産や乾乳中もしくは採卵専用のウ

シから採取されることが多い。一般的なホルスタイン飼養農家は，自分の経営条件に適

合した能力，血統の後継牛を計画的に確保することを目標にしているため，このような

ウシの利用方法は酪農家には受け入れがたく，現実的な手法とは言いがたい。そこで，

人工授精等の繁殖計画を休止している分娩後の生理的空胎期間（分娩後40~80日）を利

用して受精胚生産が可能となれば，酪農家にとっても経営的に負担とならず，その上，

酪農家の望むウシからの受精胚の確保が可能となれば受け入れ易い。そして次に問題に

なることは，どれだけの個数の受精胚を確保することができるかということと，経膣採

卵終了後に問題なく人工授精を行い，後継牛が確保できるかということである。また，

受精胚における雄雌比率は，通常	 1：1であるが，酪農経営において必要とされるのは，

雌牛のみであり，これをどのよう手法を用いて確保するかということである。近年，ウ

シ性判別精液も販売されるようになってきており，これらを上手く利用することで希望

する性別の産子を得ることもできるようになりつつある。この性判別精液を人工授精で

なく，過剰排卵・人工授精による体内受精胚生産や体外受精に利用することで複数の性

判別済み受精胚を生産することも可能と考えられる。しかしながら，現時点では，性判

別精液の精子活力が低いため，多量な性判別精液を一度に子宮内に挿入する必要があり，

まだまだ安定した受胎率が得られないのが現状である。また，農家が希望する個体の性
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判別精液が必ずしも必要量生産できているとは限らず，販売されている個体の精液は，

本数やそのロットが十分に確保できないことも問題であり，実用化まではもう少し時間

が必要と考えられる。	 

	 本研究で，まず最初に着目あるいは着手した検討事項は，GnRH製剤による卵胞波の人

為的制御である。GnRHは視床下部から分泌されるペプチドホルモンで，脳下垂体前葉に

作用して，FSHと LHの合成と分泌を促進し，卵巣や精巣に働きかけを行い，卵巣では卵

胞の発育や排卵，精巣では精子形成を制御を行う。ウシでは排卵障害や子宮内膜症の治

療薬として利用されている。近年，GnRH製剤は，過剰排卵処置や定時人工授精技術にも

用いられており，抗体産生や反復性にも問題が無いと考えられている。本研究では，新

たな経膣採卵の効率化を目指した。つまり第2章では，GnRHの卵胞波新生作用を利用し，

ウシ経膣採卵時に，数多くの卵子を採取することを目的として研究を実施した。本来で

あれば，ホルスタイン種で実験すべきであるが，研究に利用できるウシの確保が難しく，

そのモデルとして黒毛和種を利用することにした。黒毛和種を用いて，これまで研究が

なされている優勢卵胞の人為的除去や卵胞刺激ホルモン（FSH）等の処置とは別の，新た

な簡易法で実施可能なGnRHによる卵胞波の新生の効果について試みた。発情周期の任意

の時期に卵胞波の新生を誘起させるため，2種類ののGnRHアナログ製剤（フェルチレリ

ン及びブセレリン）をウシに投与して，モニター上で観察できる卵巣内卵子数の推移，

COCs採取数やその品質の検討を行った。	 

	 次に，特定の性別のみの産子を生産するために，受精胚での性判別技術について検討

した。ウシ受精胚からマイクロマニュピレーター等の機器を使用せず，簡易な性判別（遺

伝子診断）用細胞のサンプリング技術開発を行った。この細胞剥離法は，実体顕微鏡と

細く伸ばしたガラス管を用い，桑実期胚から遺伝子検査用サンプル細胞を採取するもの

であり，割球吸引法と同様に，細胞への物理的障害を最小限にすることが可能と考えら

れる。本研究の第3章では，ウシ体外受精胚から細胞剥離法及びブレード切断法で性判
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別用サンプル細胞を採取し，採取される細胞数の比較，採取後の受精胚の生存性，修復

培養後の受精胚の総細胞数及び受胎性などの比較を行い，その有効性について検討を行

った。	 

	 第4章では，年間に生産可能な子牛数を増加させるため，生理的空胎期間を利用して

経膣採卵・体外受精胚生産がどの程度可能かを調査するために，分娩後40~80日までの

泌乳最盛期のホルスタイン種に，第2章で有効性が明らかにされたGnRH製剤を経膣採卵

48時間前に投与し，採取した卵子を用いて体外受精胚生産を試みた。GnRH投与によって

経膣採卵・体外受精で胚盤胞期胚の作出を行い，その胚の受胎性に問題がないかどうか

の確認を行った。また，複数回の経膣採卵実施後に，人工授精を実施して，その後の繁

殖性（受胎性）に与える影響についても調査を行った。	 
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第2章	 ウシ経膣採卵における性腺刺激ホルモン放出ホルモンの投与効果について	 

	 

第一節	 緒言	 

	 

	 生きたウシの卵巣から直接卵子を採取できる，経膣採卵法(Pieterse	 et	 al.,	 1988)

は，ウシの新たな繁殖技術として用いられるようになってきている。この方法は，生き

たウシから反復して，卵巣内から卵子を直接採取できる大きなメリットがある。また，

この経膣採卵法は，過剰排卵処置（より多くの体内受精胚生産のためのホルモン処理）

を実施できない，妊娠90日齢程度までの初期妊娠牛（Meintjes	 et	 al.,	 1995;	 Rust	 et	 

al.,	 1999）や繁殖障害牛(Looney	 et	 al.,	 1994)からも卵子採取が可能であり，実用性

も高いと考えられている。さらに，経膣採卵法は，過剰排卵技術と同様に育種改良に必

要な経済的に優良な個体を短期間に増やすことができる技術（Humblot	 et	 al.,	 2010）

として期待されている。	 

	 1 回の採卵作業で多くの受精胚を生産できることは，ウシの育種改良を効率的に進め

る上で欠かせないことである。また，多くの卵子が採取できれば，体外受精胚が多数生

産できるとともに，培養に用いる卵丘細胞卵子複合体（Cumulus-Oocyte	 Complexes:	 COCs）

数が多ければ，その後の胚盤胞期胚までの発生にも良い影響を与えることも報告されて

いる（O’Doherty	 et	 al.,	 1997）。従って，特に採取される卵子数が限定される経膣採卵

においてはその数を増やすことが強く望まれている。これまで，経膣採卵において採取

される卵子数を増加させることを目的に，採卵間隔（Shans	 et	 al.,	 1991; Simon	 	 et	 al.,	 

1993），優勢卵胞の吸引除去（Lindsey	 et	 al.,	 1994;	 Ooe	 et	 al.,	 1997; Boni	 et	 al.,	 

1997）及びFSH投与（Bungartz	 et	 al.,	 1995; Rust	 et	 al.,	 1999; Goodhand	 et	 al.,	 2000;	 

Aller	 et	 al.,	 2010）等の検討が行われているが，まだ，確実な方法は見出されていな
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いのが現状である。従って，経膣採卵を効率的にするためには，簡易かつ反復投与が可

能なホルモン処置で採取可能な卵子数を増加させる必要がある。	 

	 性腺刺激ホルモン放出ホルモン（Gonadotrophin	 Releasing	 Hormone:	 GnRH）は，かつ

てLuteinizing	 Hormone	 Releasing	 Hormone（LHRH）と称されており，10個のアミノ酸

から構成される視床下部ペプチドである。GnRHは，脳下垂体前葉に働きかけ，LH放出の

ほかFSH放出作用もあり，卵胞嚢腫や卵巣静止等の幅広い繁殖障害治療に多く用いられ

ている（Dorse	 and	 Thatcher,	 1992）。このGnRHは，比較的単純な構造のため，数多く

のアナログが合成され，商品化されており，繁殖障害治療薬のほか，近年では，定時人

工授精のため卵胞波を同期化させる目的で広く利用されている（Pursley	 et	 al.,	 1997;	 

Yamada	 et	 al.,	 1999）。	 

	 GnRH は，優勢卵胞存在下で，その卵胞を排卵もしくは閉鎖させると報告（Retter	 et	 al.,	 

1992）されており，これに続く，内因性FSHの上昇(Gibbons	 et	 al.,	 1994)によって，

経膣採卵のタイミングに合わせて適切な時期に，新たな卵巣内卵胞の新生や発育を誘起

することで，モニターで観察できる卵胞数を増加させることが可能であると考えられる。

従って，GnRHは，経膣採卵に利用できる可能性が高いと考えられる。本研究では，まず，

外部からの GnRH 投与によって卵胞波の新生による経膣採卵時の採取卵子個数の推移を

確認し，次に，最も経膣採卵に適した時期を検討した。また，日本で広く利用されてい

る強力な作動薬であるブセレリンと日本で開発されたフェリチレリンを用いて，どちら

がより経膣採卵に適しているかを明らかにするため，モニター上で観察できる卵巣内卵

胞数の推移と経膣採卵されるCOCs数及びその品質について検討した。	 

	 

	 

	 

	 



 21 

	 

第二節	 材料及び方法	 

	 

	 広島県立総合技術研究所畜産技術センター及び県立広島大学で繋養されている黒毛

和種経産牛延べ14頭をホルスタイン種のモデル動物として用い実験を実施した。超音波

画像診断装置（アロカ社SSD-1200,	 Tokyo,	 Japan）に経膣穿刺用コンベックス探触子（ア

ロカ社UHT-9106-7.5,	 Tokyo,	 Japan）を装着し,ダブルルーメンニードル（K-OPSD-1760	 

Cook	 Medical	 Technology,	 Brisbane,	 Australia）及び卵子吸引システム（K-MAR-5115	 

Cook	 Medical	 Technology,	 Brisbane,	 Australia）を用いて経膣採卵を行った。2	 mm 以

上の卵胞から卵胞液とともにCOCsを吸引採取した。吸引圧を115	 mmHg，吸引速度を20	 

ml/min とした。COCs 検索まで採取した卵胞液を 35℃に加温したチューブ加温器で保持

した。	 

	 経膣採卵前にアドサン（Riken	 Pharmaceutical	 Co.,	 Ltd.,	 Tokyo,	 Japan）で尾椎硬

膜外麻酔をかけ，長時間の卵巣操作を容易にした。	 

	 COCs 回収には，0.31％乳酸加リンゲルに 3％ウシ胎児血清(Hyclone	 Fnakoshi	 

K.K.,Tokyo, Japan)及び 10 units/ml のヘパリン(Neotube	 Nipro,	 Osaka, Japan)を添加

した回収液を用いた。COCs 回収後,セルコレクター(Cellcollecter,	 Fujihira	 

Industrial	 K.K.,	 Tokyo,	 Japan)を用い，COCsを含む回収液中の夾雑物や血液を除去し

た。回収された COCs を 10％ウシ胎児血清（Fetal	 Calf	 Serum:	 FCS）を添加した PBS＋

溶液に移し，実体顕微鏡を用いてCOCsを観察した。	 

	 採取したCOCsを，De	 Loos	 et	 al.(1989)の報告を参考にして，卵子周囲の卵丘細胞の

付着状態と卵子細胞質の色調によって形態学的に以下の4つに分類した。GradeⅠは，卵

丘細胞が3層以上緊密に付着しており，細胞質も均一なもの，GradeⅡは，卵丘細胞が緊

密に付着しており，細胞質も均一なもの，GradeⅢは，一部卵丘細胞が付着していない箇
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所があり，一部の細胞質が黒ずんで見えるもの，GradeⅣは卵丘細胞が付着していないも

しくは膨化しているもの（粘性を有しているものを含む）とした。	 

	 卵巣内の卵胞数や卵胞の直径については，ビデオテープで録画したものを再生してモ

ニター上で数や大きさを確認し，記録した。	 

	 

【実験1】	 

	 GnRH 投与後のウシ卵巣内卵胞の発育や発達状態を明らかにするために，黒毛和種をモ

デル動物として，発情周期に関係なく任意の時期にGnRHの投与を行い，投与0（投与直

後）,24,48 及び 72 時間後の卵胞数と卵胞の直径を超音波画像診断装置で計測した。無

処理区については,24 時間ごとに超音波画像診断を 4 日間にわたって実施し，卵胞数と

卵胞の直径を測定した。GnRH投与区では,フェルチレリン（Fertirelin	 acetate	 Boncirc	 

Injection,	 Daiichi	 Seiyakyu	 Co.,	 Ltd.,	 Tokyo,	 Japan;	 商品名	 ボンサーク注）を 1

頭当り 200	 µg を筋肉内投与し,投与 0,24,48 及び 72 時間目に卵胞数と卵胞の大きさの

計測を行った。	 

	 

【実験2】	 

	 GnRH 投与後に経膣採卵を実施した。経膣採卵の反復間隔を1週間とした。	 

	 本研究では,市販されている代表的なGnRH製剤であるフェルチレリン製剤とブセレリ

ン製剤（Buserelin	 Estomal	 Kawasakimitaka	 Co.,	 Ltd.,	 Tokyo,	 Japan;	 商品名	 エスト

マール注）2 種類を用い,投与量については，前者は 1 頭当り 200	 µg を，後者は 1 頭当

り2.5	 ml（10	 µg）とした。なお，両製剤とも筋肉内投与を実施した。投与後48時間目

の経膣採卵成績に対する両製剤の効果について比較した。	 

	 

【統計処理】	 
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	 統計処理には，統計処理ソフトStatveiw	 5.0（ABACUS	 Concepts,	 Inc	 Berkely	 CA,	 USA）

を用いた。実験１の卵胞数とその大きさについては，ANOVAで分析を行った。ANOVAで有

意差が認められた場合には，Post-hoc	 test 検定を実施し，各群間における有意差を

Tukey-Kamer 多重比較検定を行った。実験 2 も同様に卵胞数とその大きさ及び経膣採卵

時の採取個数とグレードについて ANOVA 分析を行い，有意差検定については，

Tukey-Kamer 多重比較検定を用い，有意差を P ＜ 0.05 で示した。	 
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第三節	 結果 

 

	 GnRH 投与後の各時間（0，24，48及び 72時間）における卵巣内の卵胞数と卵胞の直径

の推移を表2-1に示した。GnRH投与 48時間後の2~4	 mm の卵胞において，GnRH投与区

の値（11.0	 ±	 4.8 個）は，無処理区の値（23.7	 ±	 13.7 個）に比較して有意に低かっ

た。一方，4~6	 mm の卵胞における 48 及び 72 時間後においては，無処理区ではそれぞ

れ,4.6	 ±	 3.1 個，5.0	 ±	 3.0 個であり,	 GnRH 投与区のそれらは，16.8	 ±	 5.8 個，10.0	 

±	 4.5 個であり，両時間ともに GnRH 投与区が無処理区に比較して有意に高い値を示し

た。同様にGnRH投与 48時間後の6~8	 mm の卵胞においてGnRH投与区の値（3.8	 ±	 2.8

個）は，無処理区の値（1.2	 ±	 1.1 個）に比較して有意に高かった。モニター上で観察

できる卵巣内卵胞数の平均値もGnRH投与 48時間後	 GnRH 投与区の値（32.6	 ±	 9.7 個）

は，無処理区の値（30.0	 ±	 12.7 個）に比較して有意に高かった。	 

	 GnRH 投与 48及び 72時間後の平均卵胞径においても，無処理区は，それぞれ,	 3.1	 ±	 

1.3	 mm，3.3	 ±	 1.7	 mm であり,	 GnRH 投与区のそれらは，4.3	 ±	 1.4	 mm，3.7	 ±	 1.7	 mm

であり，両時間ともにGnRH投与区が無処理区に比較して有意に高い値を示した。 

	 2 種類の GnRH 製剤投与 48 時間後における卵巣内卵胞直径及び卵胞数を表 2-2 に示し

た。2~4，6~8，及び 8	 mm 以上の卵胞数及び平均卵胞数においては，3 つの区間では，

有意差が認められなかったが，4~6	 mm の卵胞数においては，無処理区の値が4.9	 ±	 2.2

個，フェルチレリン投与区及びブセレリン投与区の値は，それぞれ10.8	 ±	 6.7 個及び

9.9	 ±	 4.6 個であり，フェルチレリン投与区及びブセレリン投与区の値が無処理区の値

と比較して有意に高かった。また，平均卵胞直径においても同様に無処理区で 3.4	 ±	 

1.7	 mm，フェルチレリン投与区及びブセレリン投与区でそれぞれ3.7	 ±	 1.3	 mm，3.8	 ±	 

1.4	 mm であり，フェルチレリン投与区及びブセレリン投与区の値が無処理区の値と比較
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して有意に高かった。 

	 GnRH 製剤投与が経膣採卵成績に与える効果を表 2-3 に示した。平均採取個数のうち

GradeⅠ，GradeⅢ，GradeⅣ及び総採取個数においては，無処理区とフェルチレリン投与

区及びブセレリン投与区の各区間には有意差は認められなかった。しかしCOCsの品質に

おけるGradeⅡでは，フェルチレリン投与区が5.6	 ±	 2.9 個，ブセレリン投与区が2.9	 

±	 2.6 個であり，フェルチレリン投与区がブセレリン投与区に比較して有意に高い値を

示した。	 
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	 表2-1.	 GnRH 投与後の各時間における卵巣内の卵胞数と卵胞直径	 

※平均値	 ±	 S.D.	 

a,	 b同一欄内の同一投与後時間における異符号間に有意差あり(P	 <	 0.05).	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

処理法	 

(供試

頭数)	 

投与

後時

間(h)	 

卵巣内卵胞数※	 平均卵胞

直 径	 

(mm)※	 

卵胞の大きさ(x mm)	 
平均数	 

2≦ x ＜4	 4≦ x ＜6	 6≦ x ＜8	 8≦ x  

無処理	 

(n=9)	 

0	 21.8	 ±	 11.9	 3.0	 ±	 1.9	 0.4	 ±	 0.5a	 1.0	 ±	 0.9	 26.2	 ±	 13.2	 3.1	 ±	 1.8	 

24	 19.1	 ±	 13.8	 5.6	 ±	 2.8	 1.3	 ±	 1.2	 1.0	 ±	 0.7	 27.0	 ±	 11.6	 3.4	 ±	 1.9	 

48	 23.7	 ±	 13.7a	 4.6	 ±	 3.1a	 1.2	 ±	 1.1a	 0.6	 ±	 0.9	 30.0	 ±	 12.7a	 3.1	 ±	 1.3a	 

72	 22.0	 ±	 12.3	 5.0	 ±	 3.0a	 0.9	 ±	 1.3	 0.7	 ±	 0.7	 28.6	 ±	 9.7	 3.3	 ±1	 .7a	 

GnRH 投与	 

(n=9)	 

0	 19.8	 ±	 7.8	 4.0	 ±	 2.7	 1.6	 ±	 1.5b	 1.1	 ±	 2.0	 26.4	 ±	 7.2	 3.4	 ±	 1.8	 

24	 16.9	 ±	 9.2	 7.6	 ±	 3.6	 1.0	 ±	 0.9	 1.2	 ±	 0.8	 26.7	 ±	 9.0	 3.7	 ±	 1.7	 

48	 11.0	 ±	 4.8b	 16.8	 ±	 5.8b	 3.8	 ±	 2.8b	 1.0	 ±	 1.1	 32.6	 ±	 9.7b	 4.3	 ±	 1.4b	 

72	 15.8	 ±	 6.2	 10.0	 ±	 4.5b	 1.9	 ±	 1.5	 0.9	 ±	 1.3	 28.6	 ±	 6.4	 3.7	 ±	 1.7b	 
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表2-2.	 2 種類のGnRH製剤投与48時間後における卵巣内卵胞の大きさ及び卵胞数 

処理	 

(供試頭数)	 

投与後

時間

(h)	 

卵巣内卵胞数※	 

平均卵胞数※	 

平均卵胞直

径(mm)※	 総数	 

卵胞の大きさ(x mm)	 

2≦ x ＜4	 4≦ x ＜6	 6≦ x ＜8	 8≦ x	 

無処理	 (14)	 48	 326	 16.7	 ±	 12.8	 4.9	 ±	 2.2a	 0.9	 ±	 0.8	 0.7	 ±	 0.6	 23.3	 ±	 12.3	 3.4	 ±	 1.7a	 

フェルチレリン投与(14)	 48	 375	 14.2	 ±	 	 9.3	 10.8	 ±	 6.7b	 1.1	 ±	 1.1	 0.6	 ±	 1.0	 26.8	 ±	 11.7	 3.7	 ±	 1.3b	 

ブセレリン投与(14)	 48	 342	 12.6	 ±	 	 9.3	 9.9	 ±	 4.6b	 1.4	 ±	 1.0	 0.6	 ±	 1.0	 24.5	 ±	 12.8	 3.8	 ±	 1.4b	 

※平均値	 ±	 S.D.	 

a,	 b同一欄内の異符号間に有意差あり(P	 <	 0.05).	 

 

表2-3.	 GnRH 製剤投与が経膣採卵成績に与える効果	 

処	 理	 

処理薬剤	 

(供試頭数)	 

平均採取個数※	 

COCs 品質区分	 

総採取個数	 

GradeⅠ	 GradeⅡ	 GradeⅢ	 GradeⅣ	 

無処理(14)	 1.9	 ±	 2.7	 3.4	 ±	 3.2	 	 8.4	 ±	 7.3	 3.5	 ±	 2.7	 17.2	 ±	 14.6	 

フェルチレリン投与(14)	 2.8	 ±	 2.9	 5.6	 ±	 2.9a	 11.9	 ±	 5.8	 3.9	 ±	 3.7	 24.3	 ±	 11.5	 

ブセレリン投与(14)	 3.6	 ±	 2.9	 2.9	 ±	 2.6b	 	 8.9	 ±	 5.3	 5.5	 ±	 3.7	 21.6	 ±	 13.3	 

※平均値	 ±	 S.D.	 

a,	 b同一欄内の異符号間に有意差あり(P	 <	 0.05).	 

	 

	 

	 

	 



 28 

	 

第四節	 考察	 

	 

	 本研究に用いた，フェルチレリン（C55H75N16O16）の分子量は，1213.36，また，ブセレ

リンの分子量は 1299.48 である。これらの分子量は，卵胞刺激ホルモン（Follicle	 

Stimulating	 Hormone:	 FSH），妊馬血清性性腺刺激ホルモン（Pregnant	 Mare	 Serum	 

Gonadtropin: PMSG）やヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（Human	 Chronic	 Gonadotropin: hCG）

と比較すると，小さいため抗体産生の可能性が少ないと報告（Shally	 et	 al.,	 1973）さ

れており，反復投与ができる可能性が高く，短期間に反復して卵巣内卵子を採取する経

膣採卵に適していると考えられる。	 

	 外部からのGnRH投与によって，卵胞波を新生できることが報告されており（Sato	 et	 

al.,	 2005），本研究でも，1回当たり200	 µg/頭の GnRHを投与し，卵胞の大きさに及ぼ

す影響を検討した結果，モニター上で観察できる卵巣内の総卵胞数に有意差は認められ

なかったが，数値的には高くなっていた。また，その卵胞径については，GnRH投与後48

時間目以降，有意に大きな値となっており，GnRH投与によって卵巣内の卵胞が発育して

いることが示された。	 

	 この卵胞発育効果については，フェルチレリン及びブセレリンの両製剤ともに同様な

効果を示しており，GnRH製剤の経膣採卵前投与は，卵胞波の新生や卵胞の発育に効果的

であると考えられた。フェルチレリン投与後，血中LH濃度が2~2.5時間でピークに達

する（Chenault	 et	 al.,	 1990;	 Osawa	 et	 al.,	 1997）こと，黄体形成ホルモン（Luteinizing	 

Hormone:	 LH）と FSH放出により様々なステージの卵胞が排卵にまで至ること（Retter	 et	 

al.,	 1992）から，本研究においても，GnRH 投与により LH や FSH 放出が起きたことで，

GnRH後 24時間以降において卵巣内の卵胞動態が変化したと考えられる。	 

	 優勢卵胞存在下でGnRH投与を行った場合，優勢卵胞の排卵が24~32時間後に起こる
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との報告（Pursley	 et	 al.,	 1995）があり，その時間の前後において新たな卵胞の動員

が開始されると考えられる。GnRHの作用について，内因性FSHが GnRH投与後30分もす

れば上昇する	 (Nakada	 et	 al.,	 2002)，また，内因性 FSH の上昇は，2 時間でピークを

迎えると報告（Chenault	 et	 al.,	 1990）されている。従って，本研究でもGnRH投与後

24時間までは卵巣内の卵胞に大きな変化が見られなかったが，48時間目以降に4~8	 mm

の小型から中型の卵胞が多くなっており，これらの報告の結果と一致している。また，

GnRH 投与 2 日後に 4~6	 mm の中型卵胞が多くなるとの報告（Kohram	 et	 al.,	 1998）や

優勢卵胞の排卵もしくは閉鎖と内因性FSHの上昇（Chenault	 et	 al.,	 1990）による卵胞

波の新生が起こると報告（Wolfenson	 et	 al.,	 1994;	 Tohei	 et	 al.,	 2001）されており，

本研究で得られた結果とほぼ一致している。つまりGnRH投与によって新たな卵胞波が誘

起されたことで，新たな卵胞の動員と卵胞の発育が促進され，GnRH 投与後 48 時間目以

降でモニターで観察できる卵巣内の卵胞数の値が多くなり，卵胞径の増大も見られたと

考えられる。	 

	 本研究において，GnRH投与後24時間目では，投与後0時間目と比較すると，4~5	 mm

の中小卵胞の割合が増加していた。また，GnRH投与後48時間目では，2~3	 mm の小卵胞

より4~5	 mm の中小卵胞割合が高くなった原因については，GnRH投与による内因性FSH

の影響で卵巣内の卵胞の発育に変化が生じたことが推測される。	 

	 GnRH 投与後 72 時間目では，一旦増加した卵巣内のモニター上で観察できる卵胞数が

低下する現象が見られている。この現象に関して，優勢卵胞の排卵もしくは閉鎖は，そ

の卵胞から分泌さるインヒビンによる，他の卵胞の発育抑制を解放するとの報告（Adams	 

et	 al.,	 1992;	 Walton	 et	 al.,	 1993）や抗インヒビン血清を投与した実験において，血

中FSH濃度の上昇から36時間後に小型卵胞が増加し，血中FSH濃度の減少とともにその

数を低下させ大型卵胞が多くなるとの報告（Kaneko	 et	 al.,	 1993）もあることから，本

研究におけるモニター上で観察できる卵胞数の低下は，GnRH 投与後 72 時間目では，卵
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胞波の新生によって動員された小卵胞が発育後，新たな優勢卵胞選択の過程の中で，閉

鎖へと向かった結果であると推察される。	 

	 動物用GnRH製剤として，日本国内で販売されているものは3種類である。天然型（ゴ

ナレリン）とフェルチレリン製剤は同等の作用を有するが，ブセレリンはフェルチレリ

ンと比較すると半減期が長く（Chenault	 et	 al.,	 1990），また，高いFSH放出作用を持

っている。半減期の短いフェルチレリンは一過性のシャープなLHサージを必要とする卵

胞嚢腫や排卵障害の治療に向いている(Kittok	 et	 al.,	 1973)。また卵巣静止の様な持続

性FSH作用が必要なものにはブセレリンが適していると考えられ，それぞれの治療に使

い分けがなされている。また，ブセレリンは10位と 6位の2ヶ所を置換することで作用

が強力になる様に設計されている。LH活性はフェルチレリンの10倍程度,FSH活性も高

くなっている。GnRH 投与後の LH サージ開始時間は,フェルチレリンが 60~90 分に対し

ブセレリンは，150分とやや遅くなるとの報告（Chenault	 et	 al.,	 1990）がある。以上

のように両製剤の特徴や作用及び利用方法も差があることは明らかであるが，本研究に

おける経膣採卵の卵胞発育に関しては，両製剤間での顕著な差は確認することが出来な

かった。しかしながら，両製剤ともにGnRH投与後48時間目の卵巣内卵胞動態は，無処

理区と比較して，モニター上で観察できる平均卵胞径が有意に高い値を示しており，卵

胞波の新生と内因性FSHの作用によって卵胞径が変化したと考えられる。本研究で，フ

ェルチレリン処理区が他の2区に比較して有意差は認められなかったがモニター上で観

察できる卵胞数が最も高くなっていた。GnRH 投与後 48 時間目における 2~3	 mm の小卵

胞数は，無処理区に比較してGnRH投与区では少なくなる一方で，4~5	 mm の中小卵胞数

は高くなっており，GnRH製剤投与の効果そのものは確認できたが，フェルチレリンとブ

セレリン製剤間での大きな差は見られなかった。採取したCOCsの品質でGradeⅡがフェ

ルチレリン投与区で優位に高くなっており，品質に与える影響は，高いFSH放出作用の

あるブセレリンよりも，半減期の短いシャープな効果のあるフェルチレリンの方が効果
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が高いのかもしれない。	 

	 これらの結果から，ブセレリン及びフェルチレリン製剤のどちらを用いても，モニタ

ーで観察できる卵巣内の卵胞数を増加させる効果は有していると考えられる。	 

	 投与0時間において6~8	 mmの中型卵胞が無処置区に比較してGnRH投与区で高くなっ

ていた。この投与時における両区の差については不明であるが，今回実験に用いた頭数

は，9 頭であったことや，個体間のばらつきも大きかったことが関係しているのかもし

れない。これらの個体間のばらつきについては，試験頭数を増やすなどして正確度を上

げる必要があると考えられる。	 

	 以上記述してきたように，今回の結果から,どちらの製剤がより経膣採卵に適している

か判断することは難しいが,どちらのGnRH製剤もモニター上で観察できる平均卵胞径は

大きくなることで吸引作業性は容易になることが確認された。	 
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要約	 

	 

	 本研究では，GnRHの卵胞波新生作用を利用し，ウシ経膣採卵時に，数多くの卵子を採

取することを目的とした。発情周期の任意の時期に卵胞波の新生を誘起させるため，2

種類のGnRH製剤（フェルチレリンとブセレリン）を投与して，卵巣内卵胞数の推移，COCs

採取数及びその品質を検討した。GnRH投与 0時間から24時間間隔で72時間目まで，卵

巣内の卵胞動態を超音波画像診断装置を用いて行った。また，GnRH 投与後 48 時間目に

経膣採卵を実施し，COCs採取数及びその品質を検討した。	 

	 実験1では，GnRH投与 48時間後の2~4	 mm の卵胞においてGnRH投与区の値（11.0	 ±	 

4.8 個）は，無処理区の値（23.7	 ±	 13.7 個）に比較して有意に低かった。一方，4~6	 

mm の卵胞における48及び 72時間後においては，無処理区は，それぞれ4.6	 ±	 3.1 個，

5.0	 ±	 3.0 個であり,	 GnRH 投与区のそれらは，16.8	 ±	 5.8 個，10.0	 ±	 4.5 個であり，

両時間ともに GnRH 投与区が無処理区に比較して，有意に高い値を示した。同様に GnRH

投与 48時間後の6~8	 mm の卵胞におけるGnRH投与区の値（3.8	 ±	 2.8 個）は，無処理

区の値（1.2	 ±	 1.1 個）に比較して有意に高かった。モニター上で観察できる卵胞数の

平均値も GnRH 投与 48 時間後	 の GnRH 投与区の値（32.6	 ±	 9.7 個）は，無処理区の値

（30.0	 ±	 12.7 個）に比較して有意に高かった。	 

	 モニター上で観察できる平均卵胞径においても，GnRH投与 48及び 72時間後において

は，無処理区は，それぞれ	 3.1	 ±	 1.3	 mm，3.3	 ±	 1.7	 mm であり,	 GnRH 投与区のそれ

らは，4.3	 ±	 1.4	 mm，3.7	 ±	 1.7	 mm であり，両時間ともに GnRH 投与区が無処理区に

比較して，有意に高い値を示した。	 

	 2 種類の GnRH 製剤投与効果については，投与後 48 時間目における卵巣内の 2~4，6

~8，及び 8	 mm 以上の卵胞数及び平均卵胞数においては，3 つの区（無処理，フェルチ
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レリン及びブセレリン投与区）には有意差が認められなかった。しかし，4~6	 mm の卵

胞数は，無処理区の値が 4.9	 ±	 2.2 個，フェルチレリン投与区及びブセレリン投与区

の値がそれぞれ 10.8	 ±	 6.7 個及び 9.9	 ±	 4.6 個であり，フェルチレリン投与区及び

ブセレリン投与区の値が無処理区と比較して，有意に高い値であった。また，モニター

上で観察できる平均卵胞直径においても同様に，無処理区で 3.4	 ±	 1.7	 mm，フェルチ

レリン投与区及びブセレリン投与区で，それぞれ 3.7	 ±	 1.3	 mm，3.8	 ±	 1.4	 mm であ

り，フェルチレリン投与区及びブセレリン投与区が無処理区と比較して有意に高い値を

示した。GnRH 製剤投与が経膣採卵成績に与える効果については，平均採取個数のうち

GradeⅠ，GradeⅢ，GradeⅣ及び総採取個数においては無処理区とフェルチレリン投与区

及びブセレリン投与区の各区間に有意な差は見受けられなかったものの，COCs品質にお

ける，GradeⅡでは，フェルチレリン投与区が5.6	 ±	 2.9 個，ブセレリン投与区が2.9	 ±	 

2.6 個であり，フェルチレリン投与区がブセレリン投与区に比較して有意に高い値を示

していた。	 

	 以上の結果より，GnRH 投与後 48 時間後において，モニター上で観察できるウシ卵巣

内卵胞数が最も多くなり，また，超音波画像診断装置のモニターで観察・吸引作業が容

易な4~6	 mm の中小型卵胞が多く認められたことから，このGnRH投与から48時間後に

経膣採卵を実施することが有効であると考えられた。また，ブセレリン及びフェルチレ

リンのいずれも，経膣採卵前に投与することで，体外培養可能なCOCsを効率的に採取す

ることができると考えられた。	 
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第3章	 マニピュレーターを必要としない性判別用細胞の	 

サンプリング方法の開発	 

	 

第一節	 緒言	 

	 

	 畜産業にとって希望とする性別の産子生産は，経済的に重要であり，簡便で迅速かつ

正確な性判別法が確立できれば，ウシの性判別胚の生産が商業ベースで受精胚移植プロ

グラムに組み込まれ，産業を発展をさせることが可能となる（Geshi,	 2012）。多くの研

究者がウシの効率的な育種改良を期待し，2分割胚による一卵生双子生産（Ozil	 et	 al., 

1982），顕微授精（Goto	 et	 al., 1990）及び核移植技術（Willadsen,	 1987）など高度な

受精胚操作を実施している。また，顕微操作技術の進展で，受精胚からの細胞サンプリ

ングによる性判別済み産子もウシでも得られるようになっている（Thibier	 and	 Nibart,	 

1995）。	 

	 出生前の遺伝子検査を目的として，多くの研究者が受精胚からの遺伝子診断用サンプ

ル採取を試み，性判別（Hirayama	 et	 al., 2004a），経済的形質（Hirayama	 et	 al., 2008），

遺伝病検査済みの産子（Hirayama	 et	 al., 2004b）が誕生する段階にまで技術が進歩し

ている。受精胚の遺伝的情報を検査するための細胞サンプリング方法として，いくつか

の顕微操作法が開発されている。胚盤胞期胚からの金属刃による栄養膜細胞の一部を採

取する方法（Thibier	 and	 Nibart,1995; Leoni	 et	 al., 2000），8細胞期胚や初期桑実期

胚の割球を吸引する方法（Vajta	 et	 al., 1997; Shirazi	 et	 al., 2010），拡張胚盤期胚

のスリットからの脱出細胞採取（Leoni	 et	 al., 2000）や囲卵腔に存在する変性細胞を

利用する方法（Lopatarova	 et	 al., 2007）等があるが，以下にこれらの技術について詳

しい説明と問題点を記述する。 
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	 日本で最も多く利用されている方法は，ブレードによる栄養膜細胞切断（ブレード切

断法）であり，マイクロマニピュレーターに眼科手術用金属刃をセットして行われる

（Thibier	 and	 Nibart, 1995; Hirayama	 et	 al., 2004a;	 Lopatarova	 et	 al., 2007; Shirazi	 

et	 al., 2010）。この方法が最も多く利用されている理由は，受精胚を切断する顕微操作

時に，マイクロマニピュレーターに設置する左右両腕を必要としないこと，市販の眼科

用メスをセットするだけで準備が完了することができ，比較的短時間に簡易な作業で遺

伝子診断用のサンプル細胞が採取できることにある（Hasler	 et	 al.,	 2002）。しかし，

この方法には次のようないくつかの問題がある。①ブレードで栄養膜細胞を採取する方

法は，確実な採取が行える一方，受精胚を物理的に切断するため，残りの胚に対するダ

メージが大きい欠点があり，修復培養後の耐凍性，生存性や受胎性が低下する

（Skrzyszyswska	 and	 Smorag, 1987; Schmidt	 et	 al., 1992; Mapletoft	 and	 Hasler, 2005）。

②ブレード自身に細胞片が付着する（Herr	 and	 Reed, 1991）可能性を否定できず，DNA

のコンタミネーションを防止するために，個別の受精胚ごとにブレードを交換する必要

があり，時間と労力を要するため，商業ベースの実用化向けては課題が残る。	 

	 一部の研究機関で行われている，割球吸引法はコンパクションを起こす前の桑実期胚

の利用が可能であり，サンプリング細胞数を数個単位で調節することができるメリット

がある。また，この方法は，細胞自身を破壊しないため，受精胚に対するダメージも最

小限に止めることができ，その後の胚の保存や，受胎性に対する影響も良好なものが多

い。さらには，この方法を改良したヘルニア法（Leoni	 et	 al., 2000）では，透明帯に

スリットを作り，そこから脱出する細胞の一部を採取する。この方法では，数多くのサ

ンプル細胞を採取できるメリットがあるが，サンプル細胞を採取する時期が胚の発育に

左右されるため，計画をたてにくいデメリットが存在する。これらブレード切断，割球

吸引やヘルニアといった方法はいずれもマニピュレーターといった高価な機器・設備を

使用する必要がある。また，マニピュレーターの操作には高度な技術を必要とする（Herr	 
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and	 Reed, 1991）ため，熟練技術者が不可欠である。また，マイクロマニピュレーター

を用いた受精胚の顕微操作には，ガラス管を細く引き延ばすツールの作製や操作におい

て高度な技術が必要であり（Mapletoft	 and	 Hasler, 2005），特別な装置の完備された研

究機関でしか実施できない欠点が存在する。さらには，顕微操作によってサンプル細胞

を採取した受精胚の生存性や受胎性の低下といった問題点が指摘されている（Schmidt,	 

1992; Thibier	 and	 Nibart, 1995; Mapletoft	 and	 Hasler, 2005）。	 

	 そこで，本研究では，受精胚の生存性に悪影響を与えず，受胎性も維持できる新たな

バイオプシー方法の開発を試みた。この方法は，受精胚クローン作出の際に，ドナー割

球の分離技術を応用したもので，割球間の接着性を弱めるトリプシン処理とガラス管に

よるピペッティング処理による物理的な作用を組み合わせたものである。この方法（細

胞剥離法）では，実体顕微鏡下で処理を行うため，これまでの他の細胞操作の様に倒立

顕微鏡とマイクロマニピュレーターを必要としない利点もあり，短時間で簡易にサンプ

ル細胞を採取できる。本研究では，我々が開発した細胞剥離法と最も多く利用されてい

る栄養膜細胞ブレード切断法用いて，受精胚から遺伝子診断用のサンプル細胞採取を行

い，その後に性判別を行い，バイオプシー後の胚の生存性，受胎性について両方法を比

較検討した。	 
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第二節	 材料及び方法	 

 

【体外受精胚生産】	 

	 ウシ体外受精胚生産には，と体卵巣もしくは，広島県総合技術研究所畜産技術センタ

ーで繋養されている黒毛和種あるいはホルスタイン種延べ 60 頭の卵巣から経膣採卵に

よって得られた卵丘細胞卵子複合体（Cumulus-Oocyte	 Complexes:	 COCs）を用いた。と

体卵巣を 37℃に加温した生理的食塩水に 0.1	 mg/ml カナマイシン（硫酸カナマイシン;

明治製菓,	 Tokyo,	 Japan）を添加した溶液に入れ，実験室に輸送した後，21G5/8	 注射針

（テルモ,	 Tokyo,	 Japan）を装着した5mlのディスポシリンジを用い，2~10	 mm の卵胞

から卵胞液と共にCOCsを吸引採取した。採取した卵胞液を38℃に加温した10％ウシ胎

児血清（Hyclone;フナコシ,	 Tokyo,	 Japan）添加，ダルベッコ修正-PBS入りの遠心管に

集めた。	 

	 供卵牛へのGnRH投与については，発情周期に関係なく任意な時期に，経膣採卵48時

間前に皮下注射により実施した。	 

	 経膣採卵を2週間に1回の間隔で実施した。長時間の直腸からの作業を容易にするた

め，経膣採卵前に，アドサン 4	 ml/頭（理研製薬,	 Tokyo,	 Japan）で尾椎硬膜外麻酔処

理を行った。経膣採卵を第2章の記述と同様な方法で実施した。	 

	 COCs の品質の評価については，第2章の記述と同様に実施した。	 

	 体外成熟にはGradeⅠからⅢまでを供試し，20％ウシ胎児血清を添加したM2液（M-5910,	 

Sigma	 Aldrich	 Japan,	 Tokyo,	 Japan）で 3回以上洗浄した。その後TCM-199 培地(GIBCO	 

12340-030,	 Grand	 Island,	 NY,	 USA)に 20％FCS，卵胞刺激ホルモン(FSH) 0.12	 mg/ml	 

（Kyoritu	 Seiyaku	 Co.,	 Ltd.,	 Tokyo,	 Japan）及び上皮成長因子50	 ng/ml（E-1264,	 Sigma	 

Aldrich	 Japan）を添加した体外成熟培地で 38.5℃，5％CO2，95％空気の条件下で成熟
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培養を20~22時間行った。	 

	 成熟培養終了後，堀内らの方法（Horiuchi	 et	 al., 2002）に準じて体外受精を実施し

た。媒精には，凍結精液を用い，精子濃度を 12×10６/ml に調整し，媒精時間を 6 時間

とした。媒精後 72 時間目までは，100	 µl のドロップレット mSOF 培地（Takahashi	 and	 

First,1992）にミネラルオイル（23306-84,	 Nakarai	 Tesque,	 Kyoto,	 Japan）を重層し，

培養を行った。このmSOF培地には，ウシ血清アルブミン3	 mg/ml（A-4378,	 Sigma	 Aldrich	 

Japan）とリノール酸アルブミン0.25	 mg/ml（L-8384,	 Sigma	 Aldrich	 Japan）を添加し，

培養条件を 38.5℃，5％CO2，90％N2とした。また，72 時間目以降の培養には，10％FCS

とリノール酸アルブミン0.25	 mg/ml（Sigma	 L-8384）を添加した培養液を用い，38.5℃，

5％CO2，95％空気の条件下でVero細胞（Carnegie	 et	 al., 1997）との共培養を行った。	 

	 

【受精胚のバイオプシー】	 

	 バイオプシーには，体外受精後7日目の胚盤胞期胚の栄養膜細胞をブレードで切断し

たブレード切断法と細胞剥離法の2つの方法を用い，サンプリングを行った。ブレード

切断法では，位相差倒立顕微鏡（Nikon	 Diaphoto	 300,	 Tokyo,	 Japan）と操作システム（Leitz	 

micromanipulator	 M	 Leitz,	 Germany）と金属ブレード（Micro	 Feather	 BLADE）を装備

したマイクロマニピュレーターを用い，直径 30	 mm のディツシュ（Becton-Dickinson	 

3002）に 50	 µl の 0.1	 M サッカロース（Wako	 Pure	 Chemical	 Industries	 Ltd.,	 Tokyo,	 

Japan）及び20％FCS添加 M2液ドロップを数個つくり，流動パラフィン(Nakarai)でカバ

ーした後，胚盤胞胚の切断を行った。栄養膜細胞を1/3程度切除した胚盤胞期胚を20％

FCS添加 M2液で 6回洗浄後，10％FCS添加 mSOF培地に移し，38.5℃，5％CO2，95％空気

の条件下でフィーダー細胞としてのVero細胞との共培養を2~3時間行った。この修復

培養後，胞胚腔の再形成を確認し，生存性と発育性を評価した。	 

	 細胞剥離法には，体外受精後5日目の桑実期胚を用いた（図3,①）。桑実期胚を0.25％
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アクチナ－ゼ E（Actinase	 E,	 Kaken	 Seiyaku	 Co.,	 Ltd.,	 Tokyo,	 Japan）添加したm-PBS

に 60秒間浸漬し，透明帯を溶解した後（図3,②），直ちに20％FCS添加 M2液に移して，

酵素の作用を停止させた。透明帯を除去した胚を0.125％トリプシン（27250-042,	 GIBCO	 

Grand	 Island,	 NY,	 USA）と 0.02％EDTA4Na（E4DS,	 Sigma	 Aldrich	 Japan）添加ダルベ

ッコ修正-PBSに入れ，細胞剥離操作を行った。この操作には，ガスバーナーで細く伸ば

したピペット（ガラス切断内径:110	 µm）に加工したガラス製毛細管キャピラリー（057910,	 

Drummond,	 Broomal,	 PA,	 USA）を用い，ピペットで数回ピペッティングすることで胚外

層細胞を剥離させた（図3,③）。数個の細胞が剥がれたところで，20％FCS添加 M2液で

酵素の作用を停止させた。細胞を剥離した後，受精胚を10％FCS添加mSOF培地で38.5℃，

5％CO2，95％空気の条件下で Vero 細胞と共培養（48 時間）し，胚盤胞期までの発生能

を確認した（図3,④）。	 

	 

【性判別】	 

	 ブレード切断及び細胞剥離したサンプル用細胞を20％FCS添加M2液で6回洗浄した後，

1	 mg/ml	 Polyvinilalchol（PVA	 M.W.30,000-70,000,	 WAKO,	 Tokyo,	 Japan）添加PBS（-）

で6回洗浄し，最後にオートクレーブで滅菌した蒸留水で洗浄した。Agung	 et	 al.（2006）

の方法に準じて，Loopamp 牛胚性判別試薬キット（EIKEN	 CHEMICAL	 Co.,	 Ltd.,	 Tochigi,	 

Japan ）で性判定を行った。このキットは LAMP（ Loop-mediated	 Isothermal	 

Amplification）法を利用して，ウシの受精胚から性判別を行うもので，細胞核内に存在

する雄特異的核酸配列を認識するプライマーと雌雄共通核酸配列を認識するプライマー

を用いて，核酸の増幅を行った。この核酸の増幅にはLoopamp エンドポイント濁度測定

装置を利用し，63℃で 10分間，81℃でさらに10分間処理を行い，核酸の増幅反応副産

物であるピロリン酸マグネシウムの白濁度を測定することで判定した。 

	 判定作業は，以下の通りである。まずブレード切断法及び細胞剥離法で採取したサン
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プル細胞を滅菌蒸留水中で洗浄した後，バイオプシーサンプル液に移した。6	 µL を前処

理用チューブに移した。その中に，付属の Extraction	 Solution	 6	 µL を添加し，室温

で5分間以上静置した。静置後，撹拌を行った後，遠心機でスピンダウン処理し，あら

かじめ準備した雄反応用マスターミックス溶液20	 µL と雌雄共通反応用マスターミック

ス溶液 20	 µL にサンプル液 5	 µL ずつ添加し，撹拌後，スピンダウンを行い Loopamp エ

ンドポイント濁度測定装置にセットして測定した。全ての作業は，約40分間で終了した。 

	 採取されたサンプル細胞及び修復培養を行った受精胚における細胞数の算出は，

Pursel	 et	 al.（1985）の方法に準じた。具体的には，細胞片をワセリンとパラフィンを

混合したスポット4点をつけたスライドグラス上に置き，そのスポットにカバーグラス

を被せ，一定の圧力で細胞を圧して細胞数カウント用の試料を作製した。細胞数のカウ

ントには，10	 µg/ml	 Hocehst	 33342（Dojindo	 Molecular	 Technologies	 Inc.,	 Kumamoto,	 

Japan）染色液を用い，蛍光顕微鏡下で細胞核が青く染まったものを計測した。	 

	 

【ETと妊娠診断】	 

	 細胞剥離法及びブレード切断法で性判別した胚盤胞期胚を移植し，受胚牛にはホルス

タイン種を用いた。受胚牛の発情周期をオブシンク法で人為的に同期化させ，頚管経由

法にて黄体が存在する子宮角内に受精胚を1個移植した。超音波画像診断装置（本多電

子株式会社	 HS-1500V,	 Aichi,	 Japan）を用い，妊娠30日目（移植後23日目）以降に妊

娠診断を実施し，子宮内腔の存在と胎仔心拍をもって妊娠と判定した。	 

	 

【統計処理】	 

	 統計処理には，統計処理ソフトStatveiw	 5.0（ABACUS	 Concepts,	 Inc.,	 Berkely,	 CA,	 

USA）を用いた。バイオプシーしたサンプル細胞数の分析には Welch’s	 t-test を用い，

胚盤胞期胚まで発育した受精胚の総細胞数については，分散分析で有意差が認められた
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場合，Post-poc test を実施し，各群間の有意差をScheffe’s	 F-test で多重比較検定を

行った。性判定率とバイオプシー後の胚の生存性についてはChi-square	 test で有意差

検定を実施した。受胎率については，Kruskal-Wallis	 test で行った。いずれの方法も，

P	 ＜	 0.05 で有意差ありと判定した。	 
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第三節	 結果 

	 

	 2 つの方法で採取された細胞数についての結果を表 3-1 に示した。ブレード切断法に

よる胚盤胞期胚の栄養膜細胞の採取数は，24.8	 ±	 14.0 個(n=121)であった。一方，細

胞剥離法では2.4	 ±	 2.0 個(n=241)で，細胞剥離法で採取したサンプル細胞数が有意に

少なかった。 

	 受精胚のバイオプシー方法が性判定率に及ぼす影響についての結果を表3-2に示した。

ブレード切断法区では96.3％(183/190)，細胞剥離法区では94.8％(493/520)であり，両

者に有意な差は見られず，同様な判定率を示した。	 

	 また，性判定できた胚におけるオスと雌の性比率を表3-3に示した。ブレード切断区

におけるオス・雌比率は，それぞれ48.1％(88/183)及び 51.9％(95/183)であった。細胞

剥離区におけるそれらは，49.1％(242/493)及び 50.9％(251/493)であり，両者とも性の

偏りは見受けられず，同様の性比率であった。	 

	 バイオプシー後培養を行った胚盤胞期胚の総細胞数を表3-4に示した。バイオプシー

を行っていない無処理区では 177.5	 ±	 29.9 個(n=103)，ブレード切断後，胞胚腔を再

形成した胚の総細胞数は，77.3	 ±	 24.7 個(n=103)，細胞剥離後の胚盤胞期胚では，96.2	 

±	 26.6 個(n=100)でブレード切断区が他の2区より有意に少ない総細胞数であった。 

	 バイオプシー後の胚の発育性結果を表3-5に示した。ブレード切断法では，切断後胞

胚腔を再形成したものは 84.4％(103/122)，細胞剥離法で胞胚腔を形成したものは

91.7％(100/109)であり，両者に有意差は認めらなかった。	 

	 バイオプシー胚の移植後の受胎性を表3-6に示した。バイオプシーを行っていない無

処理区では 68.4％(13/19)，ブレード	 切断区では 56.5％(13/23)，細胞剥離法区では

68.0％(17/25)であり，これらの区間に有意差は認められなかったが，ブレード切断法区
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の値は他の2区より受胎率が低かった。	 

表3-1.	 2 つの方法で採取したサンプル細胞数の比較	 

処理方法	 供試胚数	 
1 胚当り採取細胞数	 

(平均	 ±	 S.D.)	 

ブレード切断法	 121	       24.8	 ±	 14.0	 a	 

細胞剥離法	 241	 	 	 	 	 	 	 	 2.4	 ±	 	 2.0	 b	 

a,b異符号間に有意差あり(P	 <	 0.05)	 

	 

	 

	 

表3-2.	 受精胚のバイオプシー方法が性判定率に及ぼす影響	 

処理方法	 供試胚数	 判定数	 不明数	 性判定率（％）	 

ブレード切断法	 190	 183	 7	 96.3	 

細胞剥離法	 520	 493	 27	 94.8	 

 

	 

	 

	 

表3-3.	 オスと雌胚の比率	 

処理方法	 供試胚数	 オス判定胚	 (％)	 雌判定胚	 (％)	 

ブレード切断法	 183	 88(48.1)	 95(51.9)	 

細胞剥離法	 493	 242(49.1)	 251(50.9)	 
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表3-4.	 バイオプシー後の修復胚の総細胞数	 

処理方法	 供試胚数	 
総細胞数	 

(平均	 ±	 S.D.)	 

無処理	 103	        117.5	 ±	 29.9a	 

ブレード切断法	 103	         77.3	 ±	 24.7b	 

細胞剥離法	 100	         96.2	 ±	 26.6c	 

a,b,c異符号間に有意差あり(P	 <	 0.05)	 

	 

	 

表3-5.	 2 つの方法で処理したバイオプシー後の胚の再発育性	 

処理方法	 供試胚数	 生存胚数*	 生存率	 (％)	 

ブレード切断法	 122	 103	 84.4	 

細胞剥離法	 109	 100	 91.7	 

*修復培養後，胞胚腔を形成したものを生存胚とした。	 

	 

	 

表3-6.	 バイオプシー法が受精胚移植後の受胎性に及ぼす影響	 

処理方法	 供試胚数	 受胎頭数	 受胎率(％)	 

無処理	 19	 13	 68.4	 

ブレード切断法	 23	 13	 56.5	 

細胞剥離法	 25	 17	 68.0	 
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図3.	 細胞剥離法によるサンプル細胞採取	 
①:体外受精 5日目の桑実期胚	 
②:プロナーゼによる透明帯融解	 
③:ガラス管のピペッテイングによるサンプル細胞の剥離	 
④:48時間の修復培養した胚盤胞期胚	 

 

① ② 

③ ④ 
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第四節	 考察	 

	 

	 本研究で開発した細胞剥離法は，核移植技術でドナー細胞の単離（Willadsen, 1987）

操作を応用したもので，この方法を用いることで，マニピュレーター等の高価な設備を

必要とせず，実体顕微鏡のみでサンプル細胞を採取することが可能であった。また，こ

れらの操作には，卵子や受精胚を体外で操作可能なガラスツールの加工ができれば対応

できる非常に簡易なサンプル採取法である。	 

	 ウシ受精胚からのサンプル細胞採取やその採取個数に関して，ブレード切断法では，

Hirayama	 et	 al.（2004a）は 2~12細胞，Herr	 and	 Reed.（1991）は 4~10細胞を採取

している。また，割球吸引法では，1個単位でのサンプル採取が可能であり，Schmidt	 et	 

al.（1992）は 1~5細胞，Shirazi	 et	 al.（2010）は 1~2細胞，Lopatrova	 et	 al.（2010）

は 5~10細胞の採取実績を報告している。本研究の細胞剥離法では，性判別用サンプル

細胞の平均採取個数は，2.4	 ±	 2.0 個であり，これまで報告されている割球吸引法とほ

ぼ同等な採取実績を示している。	 

	 ウシ受精胚から採取するサンプル細胞数は重要であり，その数が多いほど判定率やそ

の精度が高くなるが，逆に多くの細胞をサンプリングすると，残りの胚の生存性や保存

性，受胎性に大きな影響を与える（Schmidt	 et	 al.,	 1992）。割球吸引や細胞剥離法のよ

うに採取する細胞数が極端に少ない場合，遺伝子診断を行うとき，変性した細胞採取や

核の存在しない細胞片を採取する可能性がある（Otsu	 et	 al., 2008）ため，判定不能や

誤判定の危険性が高くなる。特に低ランク胚の変性細胞を利用した遺伝子診断では判定

不能率が高まる危険性が高いとする報告（Lopotarova	 et	 al.,2010）もある。	 

	 サンプル細胞数と遺伝子診断の関係においては，サンプル細胞数が多いほど，正確性

や判定精度が向上する。性判別の精度については，割球吸引法でHirayama	 et	 al.（2004a）
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97.3％，Machaty	 et	 al.（1993）83％，Thibier	 and	 Nibart（1995）72.3％，ブレード

切断法ではThibier	 and	 Nibart（1995）94.7％，Costa	 et	 al.（2002）96％との報告が

あり，やはりブレード切断法が少し高い値を示している。本研究でのブレード切断法で

は96.3％，細胞剥離法では94.8％であり，両方法とも同様な判定率を示しており，細胞

剥離法が判定率に与える悪影響は少ないと考えられる。むしろこれまで報告されたブレ

ード切断法と同じような高い判定率を示しており，本研究で用いた細胞剥離法は，実用

性に優れていると考えられる。	 

	 この細胞剥離法においても割球吸引法と同様に，ガラス製のピペットを必要とするが，

割球吸引作業のためのガラス先端の研磨やミクロン単位の加工などは必要なく，体外で

胚を操作するのに必要な先端の直径約 110	 µm の太さのガラス製ピペットの作製ができ

れば，細胞採取を十分行うことが可能である。より確実に細胞を剥離させるために，桑

実期胚の大きさより少しだけ太いガラス管を用意することで作業はより容易となり，割

球吸引法と同様に，胚の細胞を傷つけることなく，サンプル細胞を数個，簡単に採取す

ることができる。	 

	 体外で顕微操作した受精胚の受胎性を維持するためには，ある一定程度の細胞数が必

要との報告（Thibier	 and	 Nibart, 1995）がある。本研究では，細胞剥離法の平均総細

胞数 96.2	 ±	 26.6 個であり，ブレード切断法（77.3	 ±	 24.7 個）と比較すると有意に

高くなっており，受精胚移植を行ったときの受胎性も68.0％と，過去の報告（Thibier	 and	 

Nibart, 1995;	 Vajta	 et	 al.,	 1997）と同様な結果であった。つまり，移植前の受精胚

の総細胞数が多いと受胎性も高い傾向にあることで一致していた。今回，体内受精胚と

は比較を行っていないが，細胞剥離法の受胎率は68.0％を示しており，他の研究者の報

告（凍結胚で44％，新鮮胚で53％）とも遜色ない受胎率（Schmidt	 et	 al., 1992;	 Thibier	 

and	 Nibart, 1995;	 Lopatarova	 et	 al., 2010）であった。この受胎性の高さは，性判別

（遺伝子診断）を行った受精胚を出生まで導き，確実に産子できる可能性が高くなると
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考えられる。	 

	 本研究では，マイクロマニピュレーターを使用することなく，実体顕微鏡とガラスピ

ペットで細胞剥離する新規な方法を開発し，受精胚からの性判別（遺伝子診断用）サン

プル細胞の採取を行い，受胎までの調査を行った。この方法を用いることで，Almodin	 et	 

al.（2005）と同様にサンプル細胞の確実な採取が可能で，受胎性の確保もできた。この

簡易な方法で採取した細胞から効率的なDNA増幅技術を組み合わせることで，性判別の

みならず，多種多様な遺伝情報既知受精胚を容易に作り出すことができると考えられる。	 
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要約	 

	 

	 本研究の目的は，ウシ受精胚からマイクロマニピュレーター等の機器を利用せず，遺

伝子診断用の簡易な，新たなサンプリング方法の開発にある。本研究では，実体顕微鏡

と細く伸ばしたガラスツールで桑実期胚から遺伝子検査用サンプル細胞を採取する“細

胞剥離法”を検討した。細胞剥離法と従来のブレード切断法でサンプリング後の胚の生

存性及び受胎性を比較し，その有効性について検討を行った。	 

	 細胞剥離法により，平均2.4	 ±	 2.0 個，受精胚からサンプルを採取することができ，

ブレード切断より少数の細胞を確実に採取することができた。	 ウシ体外受精後の桑実期

胚もしくは胚盤胞期胚から細胞のサンプリングを行った結果，修復培養後の総細胞数は

無処置区で 117.5	 ±	 29.9 個，ブレード切断区で 77.3	 ±	 24.7 個及び細胞剥離区 96.2	 

±	 26.6 個であり，既存法のブレード切断は，他の 2 区より有意に総細胞数が少なかっ

た。各処置区の受胎率は，無処置区で68.4％(13/19)，ブレード切断区で56.5％(13/23)，

細胞剥離区68.0％(17/25)	 であり，有意差はなかったが，ブレード切断区は他の2区よ

り低い受胎率であった。	 

	 以上の結果から，本研究で用いた細胞剥離法は，従来法より少ない細胞採取が可能な

こと，受精胚の細胞数に与えるダメージを最小限にすることで，高い受胎性を維持する

ことが可能であると考えられる。また，細胞剥離法は，マイクロマニュピレーター等の

特別な器具，機材を用いず，簡易に受精胚から，性判別（遺伝子診断）等に利用可能な

サンプル細胞を採取することができ，かつ受胎性を担保できると考えられる。	 
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第4章	 経膣採卵を用いたホルスタイン種の効率的な増殖方法の開発	 

	 

第一節	 緒言	 

	 

	 近年，泌乳量の増加と反比例するように乳牛の繁殖性の低下，特に高泌乳牛の人工授

精時の受胎率低下が見受けられるようになっている(Butler,	 2003;	 Lucy	 et	 al.,	 2001)。

このような，繁殖性の低下は分娩間隔の延長や子牛の生産性低下を引き起こし，酪農経

営に大きな影響を与えるとの報告(Kadokawa	 et	 al.,	 1998)があり，畜産農家にとって大

きな問題となっている。 

	 Pieterse	 et	 al.（1988）によってウシに応用された経膣採卵技術は，ホルモン等の

投与を必要としない上，生きたままのウシから卵巣内卵子を反復して採取できる画期的

な方法である。この方法を利用して生理的空胎期間（分娩後40~80日）に体外受精胚を

生産することができれば，酪農経営に悪影響を与えないうえ，効率的な後継牛生産が可

能となる。従来の方法では，過剰排卵処置と人工授精を組み合わせた体内受精胚生産技

術が存在するが，泌乳最盛期のウシでは，卵胞刺激ホルモン（Follicle	 Stimulating	 

Hormone:	 FSH）等の外部からのホルモン投与に対する反応が悪く，体内受精胚の回収成

績も悪いとの報告(Stubbing	 et	 al.,	 1995)がある。現状では，ウシの体内受精胚生産は，

乾乳期や未経産牛で行われており，そのほとんどが採卵専用のウシで対応している。	 

	 ホルスタイン種は生乳生産を目的として飼養されており，そのため通常1年 1産を目

標としている。これを実現するためには，分娩後50~80日程度で人工受精を開始する必

要がある。つまりこの時期までは，次の繁殖計画は休止されている。この時期に経膣採

卵・体外受精胚生産を実施することが可能となれば，分娩期間を延長することなく，し

かも乳生産を行いながら，通常の人工授精による次期後継牛生産と経膣採卵のよる体外
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受精胚生産も同時に実施できるため，酪農経営にとって大きなメリットとなると考えら

れる。しかしながらこの時期は，泌乳生産量が最大に達する時期で，摂取するエネルギ

ー量と乳生産のために必要なエネルギーバランスの維持が難しく，多くの酪農家で負の

エネルギーバランスとなってしまう時期であり，体内受精胚生産に関する報告

(Stubbings	 and	 Walton,	 1995)にもあるように，どの程度の体外受精胚が生産できるか

不確定な要素が多く存在する。実際に外部から投与されたFSHの反応性にバラツキの大

きいことも報告(Stubbings	 and	 Walton,	 1995)されている泌乳最盛期に，効率的な経膣

採卵を実現するため，オブシンクの原理(Pursley	 et	 al.,	 1995)を応用して，性線刺激

ホルモン放出ホルモン（Gonadotropin	 Releasing	 Hormone:	 GnRH）を投与することで，

卵胞波をリセットさせ，モニター上で観察できる卵巣内卵胞数を増加させることができ

れば，効率的な体外受精胚生産が可能となる。つまりこの技術は，ホルスタインからの

安定的体外受精胚生産技術として利用価値が高いと考えられる。この方法で泌乳最盛期

の牛から体外受精胚が生産できれば，泌乳を行いながら酪農家の希望する個体から1年

間に複数頭の後継牛を生産することが可能となる。	 

	 経膣採卵は，生きたウシの卵巣内に直接17ゲージの針を穿刺するため，卵巣周囲の炎

症や卵管采との癒着の可能性があると危惧されている。研究者によっては問題は無いと

の報告(Chastant-Maillard	 et	 al.,	 2003)もあるが，実際に，経膣採卵がその後の人工

授精におよぼす影響についての報告は見られず，経膣採卵後の繁殖成績に及ぼす影響に

ついては，明らかになっていない。	 

	 本研究では，分娩後の40~80日の泌乳最盛期にあるホルスタイン種に経膣採卵を実施

し，採取された卵子を体外受精に供し，その生産効率について検討を行った。また，経

膣採卵終了後，通常の人工授精を行い，その受胎性についても調査を行った。	 
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第二節	 材料および方法	 

 

【経膣採卵による卵丘細胞卵子複合体（COCs）の採取】	 

	 本研究には，広島県立総合技術研究所畜産技術センターで繋養している，ホルスタイ

ン種経産牛延べ35頭を用いた。分娩後40～80日の期間に経膣採卵を1週間間隔で実施

し，経膣採卵の 48 時間前にフェルチレリン製剤 1.0	 ml（商品名:ボンサーク注,第一製

薬株式会社）（GnRH投与区）を頚部筋肉内投与した。供卵牛を無処理区とGnRH投与区に

区分し，1週間ごとに処理を入れかえた。つまり，1週目無処理区のウシを2週目はGnRH

処理し，3 週目は再度無処理，4 週目は再度 GnRH 処理した。経膣採卵については，第 2

章に記述と同様に行った。	 

	 COCs 品質の評価については，第2章の記述と同様に行った。卵巣内に存在する卵胞数

とその卵胞径については，卵巣穿刺前に卵巣断面の撮影を行い，画像をビデオ(Handycom,	 

Hitachi,	 Tokyo,	 Japan)に録画し，画像で確認できる卵胞数と卵胞直径を計測し，記録し

た。	 

	 卵子の細胞質の検査のためのブリリアントクリジルブルー（Brilliant	 Cresyl	 Blue	 :	 

BCB）染色をSugulle	 et	 al.	 (2008)の方法に準じて実施した。実際の操作では，採取し

たCOCsを 52	 µM	 BCB 溶液に浸漬して30分間染色を行った。染色終了後に4	 mg/ml 牛血

清アルブミン（Sigma	 A-7030:	 BSA）添加ダルベッコ修正-PBSで洗浄後，卵子を50倍の

倒立顕微鏡下で観察し，（1）細胞質が青く染まっているBCB陽性グループ，（2）細胞質

が青く染色されていないBCB陰性グループに分類した。	 

	 体外成熟・体外受精・体外発生，性判別及び受精胚移植については，第3章の記述と

同様な方法で実施した。	 
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【経膣採卵後の人工授精】	 

	 分娩後40~80日までの間，数回の経膣採卵を行った後，最終の経膣採卵終了時にプロ

スタグランジンF2α（Veterinary	 Pronalgon	 F	 injection,	 Zoetis	 Japan,	 Tokyo, Japan）

を 5 ml（ジノプロストとして30	 mg）を筋肉内注射を行い，黄体を人為的に退行させた。

その後，発情が観察された時点で，膣内に凍結精液を通常の人工授精と同様に実施した。

１回の発情において夕方と翌朝，もしくは同日の朝と夕方に2回人工授精を実施した。

人工授精区では，経膣採卵を実施せず，分娩後に自然発情が確認された時点で通常の人

工授精を2回行った。また，人工授精後，超音波診断装置を用いて，妊娠鑑定を行い，

受胎が見られないものに，次回自然発情時に再度，人工授精を実施した。人工授精によ

って受胎が確認された時点で，分娩日と最終人工授精の期間（空胎期間）を記録した。

また，受胎するまでに要した人工授精回数も記録した。（発情回数＝人工授精回数）。人

工授精のみの無処理区については，経膣採卵実施した同一個体の分娩直前の人工授精に

おける受胎実績データ（経膣採卵を実施していない前回の記録）を利用した。	 

	 

【統計処理】	 

	 統計処理には，統計処理ソフトStatveiw	 5.0（ABACUS	 Concepts,	 Inc	 Berkely	 CA,	 USA）

を用いた。統計処理には Chi-square	 test もしくは Student’s の t 検定を用い，P値が

0.05以下のものを有意差ありと判定した。	 
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第三節	 結果 

	 

	 経膣採卵48時間前のGnRH投与が採卵成績に及ぼす影響を表4-1に示した。分娩後40

~80日の泌乳中ホルスタイン種のモニター上で観察される平均卵巣内卵胞数は，無処置

区で16.0	 ±	 1.0 個（n=101），GnRH投与区は19.5	 ±	 1.3 個（n=102）であり，GnRH投

与区で有意に高い値を示した。また，経膣採卵による平均採卵個数は，無処置区で11.5	 

±	 1.0 個（n=101），GnRH投与区は15.3	 ±	 1.3 個（n=102）であり，GnRH投与区で有意

に高い値が認められた。	 

	 GnRH 投与が経膣採卵で採取された COCs の品質に及ぼす影響を表 4-2 に示した。経膣

採卵したCOCsのグレードは，無処置区で，GradeⅠ:	 1.7	 ±	 0.2 個，GradeⅡ:	 4.2	 ±	 0.5

個，GradeⅢ:4.2	 ±	 0.4 個及び GradeⅣ:	 1.3	 ±	 0.2 個であり，また GnRH 投与区では

GradeⅠ:	 2.8	 ±	 0.3 個，GradeⅡ:	 5.8	 ±	 0.6 個，GradeⅢ:	 5.1	 ±	 0.5 個及びGrade

Ⅳ:	 1.6	 ±	 0.2 個であり，GnRH 投与区における，GradeⅠ及び GradeⅡの個数が無処置

のそれらより有意に高い値を示した。また経膣で採取された卵子細胞質のBCB染色性を

検査した結果，無処置区では，染色性陽性9.6	 ±	 0.9 個，染色性陰性1.7	 ±	 0.2 個で

あり，GnRH 投与区では，染色性陽性 13.7	 ±	 1.2 個，染色性陰性 1.5±0.1 個であり，

染色性陽性個数においてもGnRH投与区が無処置より有意に高い値を示した。	 

	 GnRH 投与後に経膣採卵された卵子の体外受精成績を表 4-3 に示した。分娩後 40~80

日間の経膣採卵で採取されたCOCsの体外受精成績については，無処置区（n=935）で卵

割率 67.1％，8 細胞期率 31.9％，桑実期胚率 21.2％及び胚盤胞期率 17.9％であり，一

方GnRH投与区（n=1,259）では，卵割率73.2％，8細胞率38.3％，桑実期胚率26.9％及

び胚盤胞期率 24.6％であり，総ての発育ステージにおいて GnRH 投与区が無処置区に比

較して有意に高い値を示していた。	 
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	 泌乳最盛期のウシから生産できる移植可能胚数は，無処置区で1.7	 ±	 0.2 個で，GnRH

投与区では 3.0	 ±	 0.3 個であり，GnRH 投与区が無処置区に比べて有意に高い値を示し

た。	 

	 経膣採卵がその後の人工授精成績に及ぼす影響を表4-4に示した。経膣採卵を実施し

た乳牛が受胎に要した日数（分娩後に受胎に至った最終人工授精までに要した日数）に

ついては，無処置区が 127.8	 ±	 114.6 日（人工授精回数 1.7	 ±	 0.7 回），GnRH 投与区

が96.1 ± 23.5 日（人工授精回数1.4	 ±	 0.8 回）となった。両者に有意差は認められ

なかったが，受胎に要した日数は，経膣採卵実施牛の方が無処理牛（経膣採卵を実施し

なかった牛）より，短い日数を示していた。	 

	 GnRH 投与処理により生産された体外受精胚の受胎性を表4-5に示した。GnRHを投与し

たホルスタインから採取した体外受精由来胚の受胎性は，59.5%（44/77）であり，また

無処置区（GnRH投与処理なしで，通常の経膣採卵・体外受精により生産された胚）では

42.1％（8/19）であり，両者の間には有意差は認められなかったが，GnRH投与区の数値

は，無処理区のそれに比較して，高い値となっていた。	 
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表4-1.	 経膣採卵48時間前のGnRH投与が採卵成績に及ぼす影響	 

処理方法	 供試頭数	 卵胞数 1)	 採取卵子個数	 

無処置	 101	 16.0	 ±	 1.0a	 11.5	 ±	 1.0a	 

GnRH 投与※	 102	 19.5	 ±	 1.3b	 15.3	 ±	 1.3b	 

1)卵巣内に存在する卵胞数をビデオで記録し，モニター上で観察できる卵胞数を計測した。	 

a,b同一欄内の異符号間に有意差あり(P	 <	 0.05)。	 

※GnRH 投与にはフェルチレリン製剤を用いた。	 

	 

表4-2.	 GnRH 投与が経膣採卵で採取されたCOCsの品質に及ぼす影響	 

処理方法	 

COCs の品質区分（個）	 BCB 染色（個）	 

GradeⅠ	 GradeⅡ	 GradeⅢ	 GradeⅣ	 染色陽性	 染色陰性	 

無処置	 1.7	 ±	 0.2
a
	 4.2	 ±	 0.5

a
	 4.2	 ±	 0.4	 1.3	 ±	 0.2	 9.6	 ±	 0.9

a
	 1.7	 ±	 0.2	 

GnRH 投与
※
	 2.8	 ±	 0.3

b
	 5.8	 ±	 0.6	 b	 5.1	 ±	 0.5	 1.6	 ±	 0.2	 13.7	 ±	 1.2

b
	 1.5	 ±	 0.1	 

a,b同一欄内の異符号間に有意差あり(P	 <	 0.05)。	 

※GnRH 投与にはフェルチレリン製剤を用いた。	 
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表4-3.	 GnRH 投与後に経膣採卵されたCOCsの体外受精成績比較	 

処理方法	 供試卵数	 

体外発生胚数	 経膣採卵1回当

りの胚盤胞期

胚生産個数	 

2 細胞期	 

(％)	 

8 細胞期	 

(％)	 

桑実期	 

(％)	 

胚盤胞期胚	 

(％)	 

無処置	 935	 
627	 

(67.1)a	 

298	 	 

(31.9)a	 

198	 	 

(21.2)a	 

167	 	 

(17.9)a	 
1.7	 ±	 0.2a	 

GnRH 投与
※
	 1259	 

921	 

(73.2)b	 

482	 

(38.3)b	 

339	 	 

(26.9)b	 

310	 	 

(24.6)b	 
3.0	 ±	 0.3b	 

a,b同一欄内の異符号間に有意差あり(P	 <	 0.05)。	 

※GnRH 投与にはフェルチレリン製剤を用いた。	 

	 

表4-4.	 経膣採卵がその後の人工授精成績に及ぼす影響	 

処理方法	 
人工授精	 

実施頭数	 
人工授精回数	 

受胎に要した最終人工

授精までの日数	 

無処置（人工授精のみ）	 16	 1.7	 ±	 0.7	 127.8	 ±	 114.6	 

経膣採卵実施	 16	 1.4	 ±	 0.8	 	 96.1	 ±	 	 23.5	 

	 

	 

表4-5.	 GnRH 投与処理により生産された体外受精胚の受胎性	 

処理方法	 移植頭数	 受胎頭数	 受胎率(％)	 

無処置 1) 19	 	 8	 42.1	 

GnRH 投与 2) 77	 44	 59.5	 

1)GnRH 投与処置無しで，通常の経膣採卵・体外受精により生産された胚を用いた。	 
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2)GnRH 投与にはフェルチレリン製剤を用いた。	 

第四節	 考察	 

	 

	 本研究では，分娩後40~80日のホルスタイン種に経膣採卵48時間前に性腺刺激ホル

モン放出ホルモン（GnRH）製剤を投与することで，効率的な体外受精胚生産が可能かど

うかの検証を行った。	 

	 Oropeza	 et	 al.(2004)は，泌乳中のウシから1回の経膣採卵で平均8.9個の COCsの採

取ができたと報告している。本研究においては，泌乳最盛期である分娩後40~80日の期

間で経膣採卵を行ったが，経膣採卵前GnRHを投与していない無処置区においても1回の

経膣採卵当たり体外受精用の COCs を 11.5	 ±	 1.0 個採取することができており，

Oropeza	 et	 al.(2004)の報告と同様に分娩後40~80日の泌乳最盛期であってもCOCsの

採取は十分可能であることが改めて確認された。Kendrick	 et	 al.（1999）の報告では，

分娩後30~100日までのホルスタイン種での経膣採卵では，直線的に採取個数が増加し

ていること，Lopes	 et	 al.（2006）は，分娩後の経過日数に関わらず，採取されたCOCs

数や COCs品質に差は見られなかったものの，胚盤胞までの発生率は分娩後日数と関係が

あったと報告しており，本研究で得られた結果と合わせてみると，生理的空胎期間にお

ける経膣採卵は十分可能であると考えられる。	 

	 Ryan	 et	 al.（1995）は，GnRH は優性卵胞が選択される前に投与しても排卵は誘起さ

れないと指摘しており，優勢卵胞の閉鎖途中や排卵前後の数日間における発情周期のあ

る時期では効果が見られない可能性もあるが，大半の期間はGnRHの投与効果のある時期

であり，卵胞波の確認等の煩雑な作業が必要ないこの方法は大きなメリットがあると考

えられる。本研究では，無処置区のモニター上で観察できる卵巣内卵胞数は16.0	 ±	 1.0

個，採取されたCOCs数は 11.5	 ±	 1.0 個であり，GnRH投与区のそれらは，それぞれ19.5	 

±	 1.3 個及び 15.3	 ±	 1.3 個であった。本研究においては，無作為に GnRH 投与したに
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もかかわらず，無処置区に比較してGnRH投与区が有意に高い値を示した。従って，GnRH

投与処置は，性周期を確認する必要が無く，１回の処置でモニター上で観察可能な卵巣

内卵胞数の増加が見込める簡便な方法であると考えられる。	 

	 GnRHのアナログ製剤であるフェルチレリン投与後の血中LH濃度は2.0~2.5時間でピ

ーク値に達し，5~6 時間で基底値に戻ると報告されている（Osawa	 et	 al.,	 1997）。ま

た，ピーク後の約25時間で直径8.5mm以上の優性卵胞の排卵が起こり，その24時間後

からFSHの上昇とともに，卵胞波の新生が起こるとの報告がある（Roche	 et	 al.,	 1998）。

従って，本研究におけるGnRH投与 48時間後の経膣採卵は，新しい卵胞が発育し始めた

時期に一致すると考えられる。	 

	 GnRH 投与における卵胞発育に関して，Macmillan	 et	 al.（1991）は，GnRH製剤により

卵胞波が新生され，ブセレリン投与で6~9	 mm 卵胞が増加すると報告しており，本研究

と一致する結果を示している。	 

	 通常，経膣採卵された卵胞内卵子は卵丘細胞の付着状況と，卵細胞質の色調によって

区分され，本研究におけるGradeⅠ，ⅡのようなCOCsが高い発生率を示すとされている。

Madison	 et	 al.（1992）も卵子に付着している卵丘細胞の数や培養するCOCs数はその後

の胚発生に大きな影響を与えると報告している。本研究において，GnRH投与区の体外受

精胚の発育性が有意に高かった理由としては，形態学的に品質の高いCOCsを 1頭から数

多く体外成熟・体外受精に利用できたことで，最終的な発育成績の向上につながったの

ではないかと推察する。体外受精を行う場合，O’Doherty	 et	 al.(1997)の報告では，で

きるだけ多くの卵子を採取し複数の COCs を同一培地内で培養することでその後の発生

率も高いと報告されており，本研究においてもGnRH投与区では卵割率，8細胞期率，桑

実胚期率及び胚盤胞期率，総てにおいて有意に高い発生率を示すことが確認された。	 

	 ブリリアントクレシルブルーによるCOCsの染色は，この色素がニコチンアミドアデニ

ンジヌクレオチド酸（Nicotinamido	 Adenine	 dinucleotide	 Phosphate:	 NADPH）によっ
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て還元されることを利用している。このNADPH生産に関与するグルコース-6-リン酸脱水

素酵素（Glucose-6-Phosphate	 Dehydrogenase:	 G6PD）活性が指標となる。未成熟な卵細

胞質内は，この酵素活性が高く，色素が還元され無色化し，成熟した卵細胞質では，こ

の活性が低いため，還元されず青色に染色されたままである。近年，細胞質内の G6PD

活性とその後の胚の発生成績についての検討が行われ G6PD を指標に用いる有効性も報

告されている（Bhojwani	 et	 al.,	 2007;	 Manjunatha	 et	 al.,	 2007）。また，Alm	 et	 al.

（2005）は，BCB陽性 COCsは，陰性のものより多く胚盤胞まで発生することを報告して

おり，本研究において，細胞質内の酵素活性から卵子の品質を評価したところ，無処置

区（9.6	 ±	 0.9 個）に比較して，GnRHを投与した群では，染色性陽性卵子数（13.7	 ±	 

1.2 個）が有意に高い値を示しており，GnRH投与により優勢卵胞が閉鎖もしくは排卵に

至ったことや，新たな卵胞がリクルートされた効果によると推察される。	 

	 本研究における胚盤胞期胚までの体外発生数は，無処置区で 1.7	 ±	 0.2 個，GnRH 投

与区で 3.0	 ±	 0.3 個となり，GnRH 投与により 1.7 倍の胚を効率的に生産できた。泌乳

牛で経膣採卵1回当たり平均1.3個の胚盤胞期胚が得られたとOropeza	 et	 al.（2004）

は報告しており，本研究では，経膣採卵48時間前のGnRHを投与によって，この報告の

2倍以上の胚盤胞期胚を生産できており，GnRH投与は，多くの移植可能胚を生産するた

めに有効な手法の一つであると考えられる。	 

	 経膣採卵は，3~4 日間隔で実施できるとされている。例えば，分娩後 40~80 日目ま

でに経膣採卵を１週間に一度実施すると仮定すると，この期間に経膣採卵は6回実施す

ることができる。つまり，生理的空胎期間での計算上では3.0個/経膣採卵1回×6回=18

個の移植可能胚（雌胚では１/2の 9.0個）が生産できることとなる。生乳生産を行いな

がら，これだけの体外受精胚を生産できれば後継牛確保も容易になると推察される。し

かも，経膣採卵終了後に通常と同じ人工授精も行うため，さらに1頭分の後継牛も確保

できる（雌だと0.5頭分）試算となる。	 
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	 経膣採卵時の GnRH 投与に関して，定時人工授精実施時にも１~2 回程度 GnRH 投与を

行っているが，問題なく人工授精由来産子も得られている。本研究で経膣採卵48時間前

にGnRH投与を行い，生産された体外受精由来の胚盤胞期胚を受胚牛に移植した時の受胎

性は，無処理のものと統計学的に差が見られなかった。受胎性についてもこれまで報告

されている経膣採卵・体外受精由来のものと同等以上の成績であった。これらの結果か

ら，GnRH投与で生産されたものは，通常の体外受精胚と同じような受胎能力を持つと考

えられる。	 

	 経膣採卵終了後の人工授精成績に関しては，本研究の結果では，経膣採卵実施区で平

均1.4	 ±	 0.8 回で受胎しており，無処置の人工授精のみの場合の1.7	 ±	 0.7 回と有意

な差は見受けられず，同様な人工授精成績であった。一方，経膣採卵実施牛の平均最終

人工授精期間は96.1	 ±	 23.5日と人工授精のみ牛126.2	 ±	 110.6日と比較して有意差

は無いものの，日数的には短い期間で人工授精を終了できた。Petyim	 et	 al.（2000）も

複数回の経膣採卵後でも生殖器の機能低下に繋がる様なことは起こらないこと，Klossok	 

et	 al.（1997）も経膣採卵によって受胎性を低下させることはないと報告しており，本

研究の結果と，これまでの報告とを考え合わせると，生理的空胎期間中に経膣採卵を実

施しても，その後の人工授精に悪影響を与えることなはなく，体外受精胚生産と人工授

精による後継牛生産を乳生産を行いながら同時にすすめることができると考えられる。	 
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要約	 

	 

	 1 年間に生産可能な子牛数を増加させるため，生理的空胎期間を利用して経膣採卵し

たCOCsからの体外受精胚生産を検討した。採卵数を増加させるために，性腺刺激ホルモ

ン放出ホルモン（GnRH）を経膣採卵48時間前に投与し，体外受精胚生産を試みた。また，

複数回の経膣採卵実施後に人工授精を行い，受胎性に与える影響についても調査した。	 

	 実験には，広島県立総合技術研究所畜産技術センターで繋用しているホルスタイン種

経産牛を用いた。分娩後40~80日までの生理的空胎期間のウシに，経膣採卵を実施し，

体外受精胚の生産を行った。経膣採卵48時間前にGnRHを投与することで，モニター上

で観察できる卵巣内卵胞数が無処置区で16.0	 ±	 1.0 個であったのに対し，GnRH投与区

で19.5	 ±	 1.3 個と高い数値を示した。採卵成績においても無処置区で11.5	 ±	 1.0 個

であったのに対し，GnRH 投与区で 15.3	 ±	 1.3 個と高い数値を示した。また，GnRH 投

与区の胚発生率と無処置区のそれとを比較すると，全ての発育ステージにおいて，GnRH

投与区が無処置区より有意に高い値を示した。特に胚盤胞期発生率は，GnRH 投与区は，

24.6％であり，無処置区は，17.9％であり，GnRH投与は，胚発生に好影響を与えること

が明らかになった。	 

	 生理的空胎期間に経膣採卵を適用し，体外受精胚生産と人工授精による後継牛生産を

一度に実施することが可能であることが本研究で証明された。つまり，経膣採卵前の

GnRH投与を組み合わせることで，生理的空胎期間に約3個の移植可能胚を生産すること

ができた。	 

	 結論として，分娩後40~80日前後までの経膣採卵とその後に人工授精を実施すると，

1年に1頭以上のホルスタイン後継牛生産の可能性が示唆された。	 

	 



 63 

	 

第5章	 総合考察	 

	 

	 牛肉取り引きのグローバル化，それに伴う産地間競争の激化，輸入飼料価格の高騰，

生乳買取り額の頭打ち，高泌乳牛化による繁殖管理の難易度上昇など畜産経営を巡る環

境は大変厳しさを増している。広島県は，古くから和牛の産地として全国に知られてい

たが，食肉専用としての黒毛和種の育種改良は遅れを見せたため，生産頭数は減少に歯

止めがかかっていない。これに追い討ちを駆けるように，バブル経済崩壊後の長引く消

費低迷による牛肉価格の頭打ち現象，環境対策（ふん尿処理）等の費用増大や円安によ

る輸入飼料の高騰など，これまでの規模拡大や経費節減等の対策のみでは経営は立ち行

かない状況になりつつある。これら経済的な側面と，生産者の高齢化による黒毛和種の

生産減は，肥育素牛の供給能力低下や子牛価格の高騰を招き，肥育経営を圧迫すると云

う悪循環に陥っている。	 

	 広島県における畜産経営の維持には，広島牛のブランド化と一定頭数の確保が必要で

ある。広島県酪農・肉用牛近代化計画では，平成32年度には，広島牛の繁殖雌牛5,060

頭を 8,900頭に，肉専用種6,320頭を 10,000 頭に増頭させる目標を掲げている。その目

標を達成するために，乳牛を活用した受精胚移植の積極的な推進と受胎率向上を目指し

た研究開発や事業を推進している。これらを確実にしかも短期間で実現するためには，

これまでとは違った新たな方法で経営改革を行う必要がある。	 

	 ここで一番期待されることは，この半世紀で目覚ましい発展を遂げてきた生殖工学的

手法を取り入れた新たな経営スタイルを構築すべきであり，その中でも，酪農家のホル

スタイン種を借り腹とした受精胚移植技術を推進するとともに，黒毛和種生産によって，

遺伝的改良を行い，より経済的価値の高い子牛増頭を短期間で実施し，肥育素牛の安定

的確保と畜産農家の収入確保を同時に行う必要がある。	 
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	 しかしながら，受精胚移植を含む生殖工学的技術は個別技術としては，ある程度確立

され，実用化しつつあるが，まだ普及に至っていないのが現状である。実際に畜産経営

を行いながらこれらの技術を取り入れるには，個別技術を改善して現場に適応した手法

にしなければ畜産農家での実用化は難しい。特に，酪農経営では乳生産のための雌牛確

保が繁殖計画の中では最優先される事項であり，現状でも3割程度が乳用牛生産以外に

振り向けられているにすぎず，余剰の乳用牛が存在しない限り，黒毛和種受精胚の移植

による子牛生産は進展しないと考えられる。	 

	 本研究では，酪農経営において受精胚移植によって黒毛和種を生産し，増頭させるこ

とを最終目標として，そのために必要な借り腹となるホルスタイン種の雌牛の計画的か

つ安定的確保を可能なものとするため，①性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）投与

がウシ経膣採卵に与える影響（GnRH投与によるウシの経膣採卵技術の効率化）（第2章），

②マニピュレーターを必要としない性判別用細胞のサンプリング方法の開発（受精胚か

らの性判別技術の構築による効率的な生産）（第3章），③経膣採卵を用いたホルスタイ

ン種の効率的な増殖方法の開発（生理的腔胎期間を利用したウシ受精胚生産技術の構築）

（第4章）を行った。以下に本研究で明らかにしたことを記述する。	 

	 第 2 章では，GnRH の卵胞波新生作用を利用し，ウシ経膣採卵時に数多くの COCs を採

取することを目的として研究を実施した。これまで研究がなされている優勢卵胞の人為

的除去や卵胞刺激ホルモン（FSH）等の処置とは別の，新たな簡易法で実施可能な GnRH

による卵胞波の新生を試みた。発情周期の任意の時期に卵胞波の新生を誘起させるため，

フェルチレリン等の GnRH アナログ製剤を投与して，卵巣内卵胞数の推移，COCs 採取数

や品質の変化が見られるかどうかを検討した。GnRH投与直後から24時間間隔で72時間

目まで，卵巣内の卵胞動態観察を超音波画像診断装置を用いて行った。また，モニター

上で観察できる卵胞数の最も多くなる，GnRH 投与後 48 時間目に経膣採卵を実施し，採

取される COCs の数やその品質についても調査した。2 種類の GnRH 製剤，ブセレリンと
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フェルチレリンを用いて経膣採卵に利用する場合の有効性について比較検討を行った。

その結果，GnRH投与時期については，経膣採卵実施の48時間前がGnRH投与により卵巣

内の卵胞径の大きさが高い値を示すことから，GnRH 投与 48 時間後に経膣採卵を実施す

ることが，最も効果的であること，フェルチレリン及びブセレリン製剤ともに，経膣採

卵48時間前投与により卵巣内の卵胞径が無処置のものより高い値を示すこと，両製剤間

での大きな効果の差は見受けられず，どちらも有効性が高いことを明らかにした。	 

	 第3章では，ウシ受精胚からマイクロマニピュレーター等の機器を使用せず，胚へ生

存性を維持可能な新たな性判別（遺伝子診断）サンプリング方法の開発を行った。この

細胞剥離法は，実体顕微鏡と細く伸ばしたガラスツールで桑実期胚から遺伝子検査用サ

ンプル細胞を採取するものであり，割球吸引法と同様に，細胞への物理的障害を最小限

にすることが可能である。本研究では，細胞剥離法と従来のブレード切断法でサンプリ

ング後の胚の生存性，受胎性などの比較を行い，その有効性について検討を行った。そ

の結果，細胞剥離法では，受精胚からのサンプル細胞採取は2個程度と少ない数で採取

個数を調節することが可能なこと，細胞剥離によって受精胚の生存性は低下は見受けら

れないこと，修復培養48時間後の胚盤胞期胚の総細胞数は，細胞剥離法がブレード切断

法よりも高い数値を示すこと，受胎性についても無処置胚との受精胚移植比較試験で同

等の能力を有することを明らかにした。	 

	 第 4 章では，1 年間に生産可能な子牛数を増加させるため，生理的空胎期間を利用し

て経膣採卵・体外受精胚生産がどの程度可能かどうかを検討するために，分娩後40~80

日までの泌乳最盛期のホルスタイン種に，本研究で有効性が明らかにされたGnRH製剤を

経膣採卵48時間前に投与し，採取した卵子を用いて体外受精胚生産を試みた。また，GnRH

投与によって経膣採卵・体外受精で胚盤胞期胚の作出を行い，その胚の受胎性に問題が

ないかどうかの確認を行った。また，複数回の経膣採卵実施後に，人工授精を実施して，

その後の繁殖性（受胎性）に与える影響についても検討した。その結果，分娩後40~80
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日の生理的腔胎期間での経膣採卵は，GnRH投与を行うことでモニター上で観察できる卵

巣内卵胞数，採取されるCOCs数，その品質も高くなり，体外受精により作出される胚盤

胞期胚数も無処置より1.7倍以上高くなることが確認され，生理的腔胎期間であっても，

GnRH投与によって，受精胚生産が効率的になることが明らかになった。GnRH投与によっ

て作出された胚盤胞期胚の受胎率も無処置で作出した受精胚と同様であり，受胎性には

問題がないことが確認された。また，経膣採卵後の人工授精についても通常の人工授精

のみのウシと同様に受胎に要する日数，受胎性ともに差は見られず，経膣採卵によって，

その後の繁殖性に与える影響は見られないことを明らかにした。	 

	 本研究で得られた結果をもとに，生理的空胎期間に何頭の雌牛が確保できるか試算し

てみると，分娩後40~80日の期間で，経膣採卵を1週間間隔で行った場合，この期間で，

最低でも，6回の経膣採卵が実施可能であり，生産される移植可能胚数は3.0×6＝18個

となる。生産される受精胚の雄雌比率を 50％と仮定すると，雌胚は 18 胚の 1/2 で 9 個

となり，これに本研究の第4章で得られた受胎率68.0％を乗ずると6.1頭の雌牛生産と

なる。つまり，1 回の生理的空胎期間中に 6 頭の受精胚移植由来後継雌牛が確保できる

試算となる。しかも，これに経膣採卵終了後通常の人工授精を行うため，もう１頭の後

継牛候補（雌牛の確率としては1/2で 0.5となる）が確保できる計算となる。1年で6.5

頭以上の後継牛が確保できるとなれば，ホルスタインの生涯出生数2.8頭の 2倍以上の

頭数を１回の生理的空胎期間で確保することが可能と推定される。このようにして確保

した後継牛には，受精胚移植による黒毛和種生産に利用することができると考えられる

（図5参照）。	 

	 また，本研究で行った技術開発を元に，酪農経営に与える効果額について試算したと

ころ，人工授精のみで繁殖計画を実践する従来型の方法と比較すると，技術適応1年目

は産子生産のみであり，技術にかかる受精胚移植の技術料金や，受精胚にかかる経費が

必要となる関係で，人工授精のみの経営で3,090万円の利益に対し，受精胚移植のみの
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経営の 2,600 万円の利益で差額は 490 万円の赤字となってしまうが，3 年目以降は，搾

乳頭数の増加や黒毛和種子牛販売収入によって，人工授精のみの経営の約3,500万円の

利益に対し，受精胚移植のみの5,350万円の利益となり，その差額は，受精胚移植のみ

の経営で約1,800万円の黒字になると試算され，十分経営として成り立つと考えられる。

ホルスタイン種を借り腹とした受精胚移植によって，200頭規模の酪農家では年間44頭

の黒毛和種子牛が生産されると試算され，広島県内で，年間に3,000頭程度の黒毛和種

の取り引きがなされている現状から考えると90戸程度の酪農家があれば，この数字を上

回る子牛生産が計算上では可能となる（2013年の農林水産省畜産統計2月１日調査結果

では，広島県では酪農家戸数は195戸）。	 

	 このようにこれまで十分に利用されていなかった酪農経営に経膣採卵・体外受精技術，

性判別技術及び受精胚移植技術を取り入れることで，酪農家から黒毛和種生産を行う新

たな経営モデルの構築は，本研究の結果から考えれば十分可能である。また，本研究で

開発された経膣採卵前の GnRH 投与，細胞剥離法による受精胚での性判別及び分娩後 40

~80日の経膣採卵の実施等の技術を利用すれば，酪農経営の本業である生乳生産を休む

ことなく，技術導入を図ることができるため，経営に対するデメリットもほとんどない

と考えられる。しかも，経膣採卵が終了した後の人工授精成績も良好であり，通常の酪

農を行いながら後継牛生産と黒毛和種生産を同時に両立することが可能である。	 

	 黒毛和種の育種改良といえば長い年月を必要とするが，広島県では，ウシの育種価算

出事業を平成3年度から実施しており，県内のウシの推定能力を把握しており，本研究

の成果を黒毛和種に適用することで，多くの育種改良資源としての経膣採卵由来体外受

精胚を生産して，これを酪農経営の中に取り入れて，能力の高い黒毛和種を効率的に生

産することが可能となる。つまり短い期間で多くの優秀な能力を持つ個体を増頭するこ

とで改良のスピードアップを図ることができると考えられる。	 

	 以上記述してきた様に，これまで，生物工学的技術を組み合わせて実際の畜産経営に
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導入できる様に技術構築した例はほとんどなく，本研究の成果は酪農経営から黒毛和種

を生産するための技術として十分利用できると考えられ，それによって酪農経営の経営

基盤の安定と，短期間での黒毛和種生産基盤の確保と育種改良の進展の大きな足がかり

になると考えられる。	 

	 本研究で開発した技術や手法を広島県で展開することにより，日本で初めての新たな

畜産経営方式が確立できると考えられる。	 

	 

	 

	 	 	 	 	 図5.	 生殖工学技術による酪農経営体からの黒毛和種増産	 
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総括	 

	 

	 ウシはヒトと同じ単胎動物であり，280~285日の妊娠期間で，１年に1頭の子牛しか

生産しない。それゆえ育種改良や個体数の増産には長い年月が必要となる。広島県のよ

うに生産農家や飼養頭数ともに減少した中で，遺伝的多様性を維持しながら育種改良を

行い，ブランド化を図るためには，受精胚移植技術の積極的な利用による優良な遺伝子

を有したウシの生産と世代間隔の短縮によって，育種改良に必要な期間の短縮と確実な

遺伝的改良を行う必要がある。これまでの黒毛和種からの産子生産に加えて，ホルスタ

イン種を借り腹とした受精胚移植活用による黒毛和種生産技術の構築が欠かせない。そ

のためにまず必要なことは，ホルスタイン種の安定的後継牛生産である。借り腹となる

ホルスタイン種の雌牛を如何に効率的に生産するかが重要なポイントとなる。この効率

的生産を達成するための技術が，経膣採卵技術と体外胚操作技術を活用した性判別（遺

伝子診断胚）である。通常，ホルスタイン種から受精胚を得るためには，体内受精胚生

産技術を用いることが多い。しかしながら，この技術は，泌乳中のウシで実施すると，

後継牛生産のための人工授精を休止する必要があり，そのために空胎期間が延長されて

しまうこと，採卵のために長い期間乾乳を行えば生乳生産量が減少することから，未経

産や乳生産を行わない採卵専用のウシに適用されている。一般的なホルスタイン飼養農

家は，自分の経営条件に適合した能力，血統の後継牛を計画的に確保しているため，体

内受精胚生産技術活用は現実的でない。そこで，本研究では，分娩後の生理的空胎期間

に受精胚生産を実施して，酪農経営に悪影響を与えることなく，酪農家の望むウシから

の受精胚の確保を可能させることを目的とした。	 

	 本研究では，上記したような効率的なホルスタイン種の後継牛生産を達成するために，

第2章では，GnRH投与がウシ経膣採卵に及ぼす影響，第3章では，マニピュレーターを



 70 

必要としない性判別用細胞のサンプリング方法の開発，第4章では，生理学的空胎期間

に経膣採卵を適用したホルスタイン種の効率的増殖方法についての研究を実施した。	 

	 第 2 章のウシ経膣採卵における GnRH 投与効果については，GnRH の卵胞波新生作用を

利用し，ウシ経膣採卵時に，数多くの卵子を採取することを目的とした。発情周期の任

意の時期に卵胞波の新生を誘起させるため，2種類のGnRH製剤（フェルチレリンとブセ

レリン）を投与して，卵巣内卵胞数の推移，COCs採取数及びその品質を検討した。GnRH

投与 0時間から24時間間隔で72時間目まで，卵巣内の卵胞動態を超音波画像診断装置

を用いて行った。また，GnRH投与後48時間目に経膣採卵を実施し，COCs採取数及びそ

の品質を検討した。	 

	 実験1では，GnRH投与 48時間後の2~4	 mm の卵胞においてGnRH投与区の値（11.0	 ±	 

4.8 個）は，無処理区の値（23.7	 ±	 13.7 個）に比較して有意に低かった。一方，4~6	 

mm の卵胞においては，48及び 72時間後の両時間ともにGnRH投与区が無処理区に比較し

て，有意に高い値を示した。同様にGnRH投与 48時間後の6~8	 mm の卵胞においてGnRH

投与区の値（3.8	 ±	 2.8 個）は無処理区の値（1.2	 ±	 1.1 個）に比較して有意に高か

った。モニター上で観察できる卵巣内卵胞数の平均値も GnRH 投与 48 時間後	 GnRH 投与

区の値（32.6	 ±	 9.7 個）は，無処理区の値（30.0	 ±	 12.7 個）に比較して有意に高か

った。	 

	 モニター上で観察できる平均卵胞径においても，GnRH投与 48及び 72時間後において

は，両時間ともにGnRH投与区が無処理区に比較して，有意に高い値を示した。	 

	 2 種類のGnRH製剤投与については，投与後48時間目における卵巣内の2~4，6~8，

及び8	 mm 以上の卵胞数及び平均卵胞数においては，3つの区には有意差が認められなか

った。しかし，4~6	 mm の卵胞数は，フェルチレリン投与区及びブセレリン投与区の値

が無処理区と比較して，有意に高い値であった。また，平均卵胞直径においても同様に，

フェルチレリン投与区及びブセレリン投与区が無処理区と比較して有意に高い値を示し
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た。	 

	 以上の結果より，GnRH 投与後 48 時間後において，モニター上で観察可能なウシ卵巣

内卵胞数が最も高くなり，また，超音波画像診断装置のモニターで観察・吸引作業が容

易な4~6	 mm の中小型卵胞が多く認められたことから，このGnRH投与から48時間後に

経膣採卵を実施することが有効であると考えられた。また，フェルチレリン及びブセレ

リンのいずれも，経膣採卵前に投与することで，体外培養可能なCOCsを効率的に採取す

ることができると考えられた	 

	 第3章のマニピュレーターを必要としない性判別用細胞のサンプリング方法の開発で

は，ウシ受精胚からマイクロマニピュレーター等の機器を利用せず，性判別（遺伝子診

断）のための簡易な，新たなサンプリング方法の開発にある。本研究では，実体顕微鏡

と細く伸ばしたガラスツールで桑実期胚から性判別（遺伝子診断）用サンプル細胞を採

取する“細胞剥離法”を検討した。細胞剥離法と従来のブレード切断法でサンプリング

後の胚の生存性及び受胎性を比較し，その有効性について検討を行った。	 

	 細胞剥離法により，平均2.4	 ±	 2.0 個，受精胚からサンプルを採取することができ，

ブレード切断より少数の細胞を確実に採取することができた。ウシ体外受精後の桑実期

胚もしくは胚盤胞期胚から細胞のサンプリングを行った結果，修復培養後の総細胞数は

無処置区で 117.5	 ±	 29.9 個，ブレード切断区で 77.3	 ±	 24.7 個及び細胞剥離区 96.2	 

±	 26.6 個であり，既存法のブレード切断は，他の 2 区より有意に総細胞数が少なかっ

た。各処置区の受胎率は，無処置区で68.4％(13/19)，ブレード切断区で56.5％(13/23)，

細胞剥離区68.0％(17/25)	 であり，有意差はなかったが，ブレード切断区は他の2区よ

り低い受胎率であった。	 

	 以上の結果から，本研究で用いた細胞剥離法は，従来法より少ない細胞採取が可能な

こと，受精胚の細胞数に与えるダメージを最小限にすることで，高い受胎性を維持する

ことが可能であると考えられる。また，細胞剥離法は，マイクロマニュピレーター等の
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特別な器具，機材を用いず，簡易に受精胚から，性判別（遺伝子診断）等に利用可能な

サンプル細胞を採取することができ，かつ受胎性を担保できると考えられる。	 

	 第 4 章の経膣採卵を用いたホルスタイン種の効率的な増殖方法の開発では，1 年間に

生産可能な子牛数を増加させるため，生理的空胎期間を利用して経膣採卵したCOCsから

の体外受精胚生産を検討した。採卵数を増加させるために，GnRH を経膣採卵 48 時間前

に投与し，体外受精胚生産を試みた。また，複数回の経膣採卵実施後に人工授精を行い，

受胎性に与える影響についても調査した。	 

	 モニター上で観察できる卵巣内卵胞数（経膣採卵実施が可能な卵胞数）はGnRHを投与

することで 16.0	 ±	 1.0 個（n=101）から 19.5	 ±	 1.3 個（n=102）に有意に高くなり，

経膣採卵で採取された卵子数も11.5	 ±	 1.0 個（n=101）から15.3	 ±	 1.3 個（n=102）

に有意に高い値を示し，経膣採卵時のCOCs数増加に効果があることが明らかになった。	 

	 採取されたCOCs品質についても形態学的な評価でも卵丘細胞が多く付着し，卵細胞質

も均質なGradeⅠ~ⅡがGnRH投与により有意に高い値を示しており，BCB染色による細

胞質検査でも，陽性が GnRH 投与で形態学的検査結果と同様に有意に発生能の高い COCs

が多く採取されており，GnRH 投与は，採取される COCs の数だけでなく品質改善にも効

果があることが明らかにされた。	 

	 体外受精成績も全ての発生ステージでGnRH投与区が有意に高い結果を示しており，1

回の経膣採卵で得られる移植可能胚数（胚盤胞期胚）は，GnRH 投与区 3.0	 ±	 0.3 個，

無処理区 1.7	 ±	 0.2 個であり，GnRH 投与によって，無処置区と比較して 1.7 倍の移植

可能胚を得られることが明らかにされた。	 

	 受胎性についても無処置区 42.1％，GnRH 投与 59.5％と両者に有意差はないものの，

GnRH投与区が高い数値となっており，GnRH投与で生産された受精胚も無処置区と同様な

受胎率で受胎しており，正常な受胎性についても確認された。	 

	 分娩後40~80日の間に複数回の経膣採卵を実施した供卵牛に経膣採卵終了後，通常の
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人工授精を行い，受胎性について確認したところ，受胎までの平均人工授精回数はGnRH

投与1.4	 ±	 0.8回，無処置1.7	 ±	 0.7回，受胎までの平均日数はそれぞれ96.1	 ±	 23.5

日，127.8	 ±	 114.6 日と有意差はないものの未処置のものと同様に受胎しており，経膣

採卵そのものがその後の人工授精に悪影響を及ぼさないことが明らかになった。	 

	 以上の結果より，生理的空胎期間の分娩後40~80日目にGnRHを経膣採卵48時間前に

投与することで，1.7 倍の胚盤胞期胚を生産できることが明らかにされた。また，経膣

採卵後を実施した後の，人工授精成績も受精回数，受胎に要する日数についてもいずれ

も良好であり，受精胚生産と人工授精を併用した効率的な後継牛生産の可能性が示され

た。	 
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