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１７．経腟採卵及び雌選別精液を用いた体外受精による

乳用後継牛生産の新たな取り組み

１）農林水産研究指導センター畜産研究部 豊後大野家畜保健衛生所

○澤野貴之 安達聡 渡邉竜二 （病鑑)矢崎竜１）

田中伸幸 倉原貴美 (病鑑）藤田達男

【要旨】

経膣採卵( )による卵子採取技術及び雌選別精液を用いた体外受精Ovum Pick-up; OPU
( )により後継牛生産が可能であるが、乳用牛では胚生産効率がIn Vitro Fertilization; IVF
低い。 実施前に安息香酸エストラジオール( )含有 挿入と (卵胞刺激OPU EB PRID FSH
ホルモン)による前処理を行うと、胚盤胞発生率は高値であった。そこで 頭の酪農2
家が飼養する延べ 頭の搾乳牛を用いて と を利用した前処理後の 由来12 EB FSH OPU
の卵子と雌選別精液を用いた による胚生産試験を行い の胚盤胞発生率が得IVF 23.9%

29 7 4られた 生産した凍結卵を酪農家飼養の乳用牛 頭に移植した結果 頭受胎しうち。 、

OPU-IVF頭は正常分娩により雌産仔が得られた 本試験により 雌選別精液を活用した。 、

技術により高能力後継雌牛を生産することが可能であることが示された。

【背景】

近年、乳牛の人工授精受胎率が低下しており、後継牛確保が課題となっている。乳牛

は過剰排卵処理に対する反応にばらつきがあるため、体内胚採取技術にも限界がある。高

泌乳牛から後継牛を自家生産したいという酪農家からの要望は強い。そこで、 らPieterse

が考案 した経膣採卵( )と体外受精( )の技術を利
1) Ovum Pick-up;OPU In Vitro Fertilization; IVF

用した後継牛生産の実証を本試験の目的とした。

とは、超音波画像診断装置を見ながらウシの卵巣から卵子を採取するという新OPU
しい技術である。腟内にプローブを挿入し、直腸から卵巣を保持誘導して超音波画像

に映る卵胞を採卵針で穿刺して卵子を採取する。採取した未成熟卵子の成熟培養後に

を行うと、 ～ 日間の発生培養により胚盤胞が発生し移植に用いることができる。IVF 7 8

乳用牛において での胚生産効率は低いものの、胚生産効率向上のためにOPU-IVF
採取卵子の品質を向上する手法として卵胞波調節と卵胞刺激の 前処理が有OPU OPU

効であると らにより報告 されている。しかし らが前処理として行った大卵Imai Imai2)

胞吸引除去( )や 漸減投与は作業が煩雑であるという課題がある。 らDFA FSH Hiraizumi
は体内受精卵採取前の過剰排卵処理時に 皮下 回投与でも漸減投与と遜色ない成FSH 1
績が得られたことを報告 している。また、 に付属する安息香酸エストラジオー3) PRID
ル( )は卵胞波を誘起する作用がある ことから、大卵胞吸引除去の代替処理としてEB 4)

1 OPU EB利用できる可能性が考えられる そこで 試験 では 前に卵胞波調節として。 、 、

含有 挿入と 皮下 回投与による前処理の胚生産率向上効果について検討しPRID FSH 1
た。そして、試験 では県内酪農家で飼養されている高泌乳牛を用いて、 により2 OPU
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採取した卵子と雌選別精液を用いた による胚生産試験と胚の移植試験を行い、胚IVF
生産成績および受胎・分娩成績を調査した。

なお、本試験の試験 は、神奈川、奈良、高知、山口、宮崎、大分の 県による受1 6
精卵移植共同試験内で実施した当県での成績である。

【試験方法】

経膣採卵1.
試験 では当県畜産研究部飼養のホルスタイン種搾乳牛 頭、試験 では 戸の県1 3 2 2

内酪農家飼養のホルスタイン種搾乳牛延べ 頭を供試した。供試牛は保定し除糞後12
に 塩酸プロカイン（動物用塩プロ；共立製薬）で尾椎硬膜外麻酔を行い外陰部の2%
洗浄消毒を行った。超音波画像診断装置（ ；日立メディコ）に の探EUB405B 6.5MHz

、 （ ）、 （ ）、索子を装着し モニターを確認し大卵胞 直径 以上 中卵胞 直径10mm 5-10mm
（ ） 、 （ ）小卵胞 直径 以下 の数を確認後 ディスポーザブル採卵針 ミサワ医科工業5mm

。 （ ）により卵胞を吸引した 吸引にはフットペダル式吸引システム クックメディカル社

を使用し吸引圧は または とした。卵子回収用 チューブは で保105 115mmHg 50ml 38 CO

温し、 非働化牛胎児血清（ ； ）および ヘパリン（ノボヘパリン1% 10U/mlFCS GIBCO

；持田製薬）を添加した乳酸加リンゲル液（ハルゼン 注射液；日本全薬工業）を灌V
流液に用いた。

成熟培養2.
成熟培養法は、 らによる方法 を用いた。すなわち、 （アSakagami 0.02 AU/ml FSH5 6) )

ントリン ；共立製薬 、 （ 、 ピルビン酸R10 1） ）µg/ml Estradiol-17ß SIGMA 0.2 mM

100 U/ml G G Meiji Seika 100（ ）、 （ ）、SIGMA ペニシリン ペニシリン カリウム； ファルマ

Meiji Seika FCSµg/ml 5%ストレプトマイシン（硫酸ストレプトマイシン； ファルマ 、）

TCM-199 GIBCO µl 20 22添加 （ ）の ドロップを作成し流動パラフィンでカバーし ～100
時間 、 、湿潤の条件下で培養した。38.5 5%CO in airOC 2
媒精3.
試験 では黒毛和種の精液を使用した。 で融解後に （機能性ペプチド1 C IVF10037O

37 µl IVF100研究所）で 回遠心洗浄した（ 、 。精子濃度 の2 2,000rpm C 5 x 10 /ml 100O 6）

のドロップ内に卵子 個を入れ、 時間 ℃、 、湿潤の条件下で媒精15 6 38.5 5%CO in air2
した。試験 では雌選別精液として海外輸入ホルスタイン種精液を使用した。雌選別2
精液を用いた媒精は家畜改良センター作成マニュアル に従って行った。すなわち、7)

の温湯中 秒間凍結融解した雌選別精液を および パーコール密度勾配35 C 45 45% 60%O

IVF100 IVF100 5.0 10 /ml液で分離し で洗浄した後 のドロップ内で最終精子濃度を ×、 、
6

として 時間 ℃、 、湿潤の条件下で媒精した。6 38.5 5%CO in air2
発生培養4.

2%BME発生培養法は、 らによる方法 を用いた。発生培養液として、Nishino 6 8) )

SIGMA 1%MEM GIBCO mg/ml PVA SIGMA ng/ml EGF（ ）、 （ ）、 （ ）、1 Polyvinyl alcohol 100；

50 5（ ）、 （ ）、上皮細胞成長因子； Ⅰ インスリン様成長因子 Ⅰ；SIGMA ng/ml IGF- - SIGMA
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トランスフェリン（機能性ペプチド研究所 、 セレン（機能性ペプチド研µg/ml ng/ml） 5
（機能性ペプチド研究所）を基礎培地とした。 媒精終了後ピペッ究所）を添加した mSOF

ティングにより透明帯周囲の余分な卵丘細胞や精子を取り除き、 のドロップ内でmSOF

38.5 5%CO 5%O in air µl 5℃ 湿潤の条件下で培養した ドロップの液量は 胚あたり、 、 。 、2 2 1 5

胚以下の場合は とした。発生培養開始の 日後に培養液に グルコース（和光純20µl 6 4mM

薬）を添加した。

受精卵の凍結5.
7 8 IETS発生培養 または 日目に胚盤胞から拡張胚盤胞の間のステージの

( 国際受精卵移植学会)マニュアルの （正常なInternational Embryo Transfer Society, Code1
発育段階にあり 輪郭明瞭 正常ないしほぼ正常な形態を示し 変性部位が 以下)、 、 、 15%

10% 0.25M 20%FCSの受精卵を凍結した グリセリン スクロース 和光純薬。 （ ）、 （ ）、SIGMA

含有修正 を凍結液とした。受精卵を グリセリン、 含有修正TCM-199 10% 20%FCS
で 分間平衡した後、凍結液とともに プラスチックストローに充填TCM-199 15 0.25ml

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（ ；チET-U5
ノー社）を用い、 に達したフリーザーにストローをセットし、 秒後に植氷。-6.0 C 60O

植氷後 分間 に保持した後、毎分 のスピードで まで冷却し 分8 -6.0 C -0.33 C -25.0 C 5O O O

保持後に液体窒素内に投入した。

凍結受精卵の移植6.
移植は発情同期化処理を行ったホルスタイン種乳用牛に対し行った。発情周期の任

意の時期に （あすかアニマルヘルス、本体シリコンラバー内にプロジェステロPRID
ン 、カプセル内に 含有）を腟内挿入、その 日後に 抜去しプロ1.55mg EB 10mg 7 PRID
スタグランジン α(ジノプロスト 、プロナルゴン ；ゾエティス）を筋肉内投F2 25mg F
与、その 日後に受精卵移植を行った。9
凍結受精卵は液体窒素ボンベから出し大気中保持 秒後に ～ の温湯 秒10 30 35 C 10O

で融解後に移植器モ 号(ミサワ医科工業)にセットし、受胚牛の黄体側子宮角に移植1
を行った。

試験デザイン7.
試験 （図 ）1 1
卵子品質改善を目的に 前処理方法の検討試験を行った。各試験区の前処理後OPU
に実施した により採取した卵子由来の体外受精卵を生産し、卵子採取成績・受OPU
精卵生産成績を比較する試験とした。試験区設定として、 区では発情周期の任意の1

OPU 4 EB PRID 4 20 AU FSH時期に を行い、その 日後 含有 を腟内挿入、その 日後に

を の生理食塩水に溶解し乳牛の頸部皮下 か所に投与し、その 日後に を10 ml 1 2 OPU
実施した。 区では発情周期の任意の時期に を行い、その 日後直径 以上2 OPU 4 6mm

EB PRID 2 20 AUの卵胞をすべて吸引し カプセルを除去した を腟内挿入、その 日後に

FSH 10 ml 1 2 OPUを の生理食塩水に溶解し乳牛の頸部皮下 か所に投与し その 日後に、
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を実施した。 区では前処置なし3
で を実施した。 によりOPU OPU
採取した卵子数は検卵時に調査し

た。卵子を成熟培養した後に媒精

・発生培養を行い媒精 日後の胚8
盤胞発生率を調査した。

2試験

試験 では 前処理とし2 OPU
EBて、発情周期の任意の時期に

含有 を腟内挿入、その 日PRID 4
後に を皮下投与した。20 AU FSH
その 日後に を実施し、現2 OPU
地で検卵後に上述の成熟培養液とともに卵子をストロー内に封入し、ストロー内の時

間も含め 時間成熟培養を行った。媒精・発生培養を行い媒精 日後の胚盤胞発生22 8
7 8 Code 1 2014率を調査した。また、媒精 ～ 日後に発生した の受精卵を緩慢凍結し、

年 ～ 月に、同一酪農家飼育の乳用牛に移植した。妊娠診断は移植後 日目以降8 9 35
に超音波画像診断装置により判定した。

統計処理8.
分散分析後に の 検定を行い、 < を有意とした。なお、％の値は、アTukey HSD p 0.05
ークサイン変換をした後に検定を行った。

【結果及び考察】

試験 （表 ）1 1
OPU 6前処理として、実施

日前に 含有 腟内挿入EB PRID
＋ 日前に 投与( 区)並2 FSH 1

4 DFA EBびに実施 日前に ＋

不含 腟内挿入＋ 日前にPRID 2
投与( 区)を行う試験区でFSH 2

は、 時の中卵胞数が有意に増加した。 により採取した卵子数は各試験区OPU OPU
間で有意な差が認められなかったが、胚盤胞発生率は有意差はないものの 区で高値1
であった。

前に主席卵胞を除去すると新しい卵胞波が生まれ発育卵胞の多くが正常卵子をOPU
育む 。そして、直径 より大きい卵胞から採取した卵子は、 ～ の卵胞か2) 6mm 2 6mm

1 OPUら採取した卵子と比較して胚発生率が高いとされている 。本試験の 区では、９)

前の 含有 ＋ 処置により卵子の品質が向上したため、胚盤胞発生率が高EB PRID FSH
値であったと考えられる。 の作用機序については、プロジェステロンと協調してEB
働き (黄体形成ホルモン)および 分泌が低下することで主席卵胞は退行し、新LH FSH

1区 EB含有PRID挿入

+FSH投与 　 　　　   ↑
　　　　　FSH

2区 DFA EB不含PRID

+EB不含PRID挿入 　　　　　　↑　↑　　　 ↑
+FSH投与           DFADFA　　　FSH

3区 無処置
6 日前 4 日前 2 日前

          OPU
※ OPU: 経腟採卵

　　EB: 安息香酸エストラジオール

　　PRID: 腟内留置型黄体ホルモン製剤

    FSH: 卵胞刺激ホルモン(20AU/10ml生食皮下投与) DFA: 大卵胞吸引除去

　　供試牛3頭を用いて各試験区に1回ずつ供試

図1  OPU前処置方法検討試験の試験区設定

EB含有PRID

　　　表1  OPU前処理方法検討試験における卵子採取および胚生産成績

大 中 小

1区 3 1.7 18.0 a 6.7 21.0 36.2
2区 3 2.0 14.0 a 9.0 19.3 27.9
3区 3 2.0 1.0 b 18.3 20.0 27.2

※　大卵胞：直径10mm以上　中卵胞：5～10mm　小卵胞：5mm以下
　　 胚盤胞発生率：媒精8日後の胚盤胞数/供試卵子数    a,b : p＜0.05

採取
卵子数

胚盤胞
発生率(%)

OPU時の卵胞数
供試頭数
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たな卵胞波が発生し正常卵子が発育すると考えられている 。10)

ただし、 区で使用した 含有 は平成 年現在販売中止となっており、膣1 EB PRID 27
内留置型黄体ホルモン製剤として が入手できる状況である。わが国の食品安全CIDR
委員会においては、 含有 が食品を通じヒトの健康に与える影響は無視できるEB PRID
ものと考えられるとリスク評価している ものの、 では の牛での使用が禁止さ11) EU EB
れており、わが国においても今後使用制限 販売中止される可能性がある点には留意/
しておく必要がある。

試験 (表 、表 ）2 2 3
酪農家飼育の搾乳牛延べ 頭における に12 OPU

より平均 個の卵子が採取され、胚発生数は13.3
2.7 23.9% Code 1個、胚盤胞発生率は であった。

29 7の凍結受精卵を 頭の乳用牛に移植した結果、

頭受胎した（受胎率 )。この産子はすべて雌24.1%
であった。 頭は正常分娩したが、 頭は過大子4 2
による難産死（妊娠期間は ・ 日 、 頭は268 275 1）

受胚牛（産歴 産）の事故廃用であった。8
近年、雌選別精液が市販化され約 の確率90%

で雌産子が得られることから後継牛生産の効率

性判別 時に行うサンプル採化が可能となる。 PCR

取では胚に損傷を与えるという問題点があるが、

雌選別精液を に用いることによりこの問題点を回避することが可能というメリットもIVF

試験 における 頭あたりの胚発生数は 個であり、 か月に 回ある。また、 2 OPU1 2.7 1 2
を行うとすれば 年間で 個の雌胚を得られる計算となり、体OPU 1 2.7 x 24 x 0.9 =58.32

内胚採取と比較して胚生産効率が高いことがわかる。ただし、胚生産方法に関しては

更なる改善の余地があり、 らは、体内成熟卵子を により採取し雌選別精Matoba OPU
液で を行うことにより胚盤胞発生率 という結果が得られたと報告 していIVF 34.8% 11)

OPU IVF OPUる。 で採取した未成熟卵子を体外成熟後に を行う従来法と比較して、

で体内成熟卵子を採取し を行う手法では効率的に胚生産できるものと考えられ、IVF
今後は体内成熟卵子を用いた胚生産についても検討していきたい。なお、平成 年27
現在、国内産の雌選別精液を体外受精に使用することは知的財産権により制限されて

おり、体外受精に使用可能な雌選別精液は海外輸入精液のみとなっている点には注意

が必要である。

受胎した受胚牛のうち事故廃用となったのは、産歴 産の経産牛（月齢 か月）8 129
であった。このことから、高齢牛への体外受精卵の移植は慎重に行うべきと考えられ

た。また、 頭で過大子難産による死産が認められたが、 らは、過大子発生2 Takahashi
率の高いホルスタイン種クローン胚産子の分娩前体重モニタリングにより過大子と予

測された場合に、分娩誘起処置をすることで死産を防止できたと報告している 。そ13)

こで我々は、今後体外胚移植を行う際には分娩管理や分娩監視を強化し、分娩予定日

 表2  県内酪農家での実証試験
 (OPU前処理＋OPU-IVFによる胚生産成績）

12 13.3 23.9

供試頭数
採取

卵子数
胚盤胞

発生率(%)

　　　表3  県内酪農家での実証試験
　　　（凍結胚の移植および分娩成績）

29 7 24.1 4

※県内２戸の酪農家で実施
　移植時期は平成25年8～9月
　分娩事故のうち、2頭は過大子による難産死
　1頭は受胚牛の起立不能に伴う廃用

移植頭数 受胎頭数 受胎率(%)
正常

分娩頭数
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前の産子体重モニタリングと分娩誘起による分娩事故軽減効果があるか検討する予定

である。

8 9 24.1%本試験で生産された凍結受精卵は夏季 ～ 月 に乳用牛に移植し 受胎率は（ ） 、

であった。全国平均の凍結体外受精卵受胎率の （農林水産省調べ）には及ばなか39%
ったが、前年同時期同農場での人工授精受胎率 より大きく向上し、受精卵移植6.9%
を行った意義は大きいと考えられる。そこで今後は体外受精卵の生産効率を向上させ

ると共に、受精卵移植の受胎成績を向上させることにより、県内における体外受精卵

移植の普及を促進していきたいと考えており、平成 年度から試験課題「酪農生産27
基盤強化に向けた黒毛和種体外受精卵生産技術の確立および乳牛の受胎環境改善方法

の確立」の中で乳牛の繁殖成績向上対策に取り組む。

高泌乳牛からの により生産した胚を低能力牛に移植すれば、効率的な高能OPU-IVF
力後継牛生産が可能であり牛群の能力を改善することができる。 を利用したOPU-IVF
後継牛生産は、生産基盤強化に寄与する点で普及すべき技術であると考えられ、本試

験で用いた手法の活用を図りたい。
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