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要　約　　ホルスタイン種泌乳牛に多排卵処理（SOV 区）または卵胞発育同調処理（FGT 区）を行った後
に生体内卵子吸引により卵胞内卵子を採取した．卵子はホルスタイン種の性選別精液で体外受精し，性判別
胚の生産効率と子牛生産状況を調査した．採取卵子数は試験区間に有意差は認めなかったが，SOV 区は採取
卵子の 62.1% が体内成熟卵子であり，FGT 区はすべて未成熟卵子であった．媒精後 7～9 日目の胚盤胞期胚
率は試験区間に有意差は認めなかったが，供卵牛 1 頭当たりの胚盤胞期胚数は SOV 区が有意に多かった（P
＜ 0.05）．また，性判別胚の移植後の受胎率，在胎日数および産子の生時体重は試験区間に有意差は認めら
れず，産子の 95.0% が雌であった．このことから，多排卵処理後のホルスタイン種泌乳牛から採取した卵子
と性選別精液を体外受精することで多数の性判別胚を得ることが可能であり，後継牛の計画的生産に利用で
きることが示唆される．
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　酪農経営において畜主が希望する性別の子ウシを得るこ
とは，後継牛の計画的な生産を実現し，経営の安定化と効
率化のために極めて有効な手段になると考えられる．最近，
希望する性別の子ウシを 90% 以上の確率で生産すること
ができる性選別精液が市販されるようになり，後継牛生産
に利用することが期待されている（Tubman ら 2004；
Hayakawa ら 2009；木村 2009）．しかし，性選別精液は
ストロー 1 本当たりに充填された精子数が通常精液に比
べて少ないことなどから，経産牛では人工授精後の受胎率
が低いこと（Andersson ら 2006；DeJarnett ら 2008，
2011；Schenk ら 2009）や，多排卵処理後に採取した
胚の移植可能胚率が低いこと（Hayakawa ら 2009；
Peippo ら 2009；Larson ら 2010）などが指摘されてお
り，技術普及のために改善が望まれている．
　生体内卵子吸引（Ovum Pick-Up, 以下，OPU）－体
外受精技術は，超音波画像診断装置を用いて生体卵巣から

採取した卵子を体外成熟させた後に体外受精して胚を生産
する技術である．これまで，本技術は子宮灌流による体内
受精由来胚の採取の代替え，あるいはこれを補完する胚生
産技術として開発が進められてきた（坂口ら 1995；今井
と田川 2006）．また，卵胞波調節と卵胞刺激を組み合わ
せた卵胞発育同調（follicle growth treatment, 以下，
FGT）処理後に採取した卵子において，体外受精後の初
期発生の改善と胚盤胞期胚への発生率が高まることが報告
されている（今井ら 2014）．
　一方，体内成熟卵子については，体外成熟卵子に比べて
体外受精後の発生能が高いことが知られている（Van de 
Leemput ら 1999；Dieleman ら 2002）が，その利用に
ついての検討は行われていない．Matoba ら（2014）は，乾
乳牛を対象として多排卵（superovuration, 以下，SOV）
処理後に OPU で採取した体内成熟卵子と性選別精液を体
外受精することにより多数の性判別胚が生産できることを
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報告している．しかし，体内成熟卵子と性選別精液を利用
した性判別胚の生産に関する報告や生産した性判別胚の受
胎性に関する報告は少なく，生産現場での普及性や実用性
に関する検討はほとんど行われていない．
　そこで，ホルスタイン種泌乳牛を対象として SOV 処理
あるいは FGT 処理後に OPU で採取した卵子と性選別精
液を体外受精することによる性判別胚の生産効率と生産し
た性判別胚の移植による子ウシ生産状況について調査し
た．

材料および方法

　1．　供試牛
　神奈川県畜産技術センター，新潟県農業総合研究所畜産
研究センターおよび石川県農林総合研究センター畜産試験
場で飼養するホルスタイン種泌乳牛 14 頭（産次 2.1 ± 0.4
産，分娩後日数 200.9 ± 23.1 日）を供試した．それぞれ
の供試牛には，以下に示す SOV 区および FGT 区の処理
を 60 日以上の間隔で反転して実施した．
　なお，本研究におけるすべての動物実験は各機関におけ
る動物実験実施に関する規程に基づき実施した．
　2．　SOV処理
　SOV 区は Matoba ら（2014）の方法に従って処理を
行った．すなわち，発情周期の任意の時期の供試牛に腟内
留置型黄体ホルモン製剤（以下，シダー 1900；ファイザー
製薬，東京）を留置（0 日目）し，5 日目に直径 8 mm 以上
の全卵胞を吸引除去した．6 日目夕方から 10 日目の朝ま
で卵胞刺激ホルモン製剤（以下，FSH, アントリン R10；
共立製薬，東京）を漸減投与（夕朝 8 回，6，6，4，4，3，
3，2，2 AU, 合計 30 AU）し，8 日目夕方にプロスタグ
ランジン F2α製剤（以下，PGF2α, 0.225 mg, ダルマジ
ン；共立製薬，東京）を投与し，9 日目朝に CIDR を抜去
して発情を誘起した．10 日目朝に性腺刺激ホルモン放出
ホルモン製剤（以下，GnRH, 0.2 mg, スポルネン；共立
製薬，東京）を投与し，11 日目午前中（GnRH 投与後
25～26 時間）に直径 5 mm 以上の全卵胞を吸引して卵子
を採取した（図 1）．

　3．　FGT処理
　FGT 区は今井ら（2014）の方法に従って処理を行った．
すなわち，発情周期の任意の時期の供試牛の直径 3 mm
以上の全卵胞を吸引し（0 日目），5 日目に直径 8 mm 以上
の全卵胞の吸引と CIDR 留置を行い，7 日目朝から FSH
を漸減投与（朝夕 8 回，6，6，4，4，3，3，2，2 AU, 合計
30 AU），9 日目朝に PGF2α（0.225 mg）を投与した．
その後，11 日目午前中に CIDR を抜去して直径 5 mm 以
上の全卵胞を吸引して卵子を採取した（図 2）．
　4．　卵胞数
　OPU実施日の卵胞数は超音波画像診断装置（SSD3500；
アロカ，東京）で計数し，卵胞の直径により 5 mm 未満，
5 mm 以上 8 mm 未満，8 mm 以上に分類した．
　5．　卵子採取と成熟培養
　卵子採取は今井と田川（2006）の方法に従って行った．
すなわち，供試牛に 2% 塩酸プロカイン溶液（ロカイン
注 2%；扶桑薬品工業，大阪）で尾椎硬膜外麻酔を施した
後に，腟内に挿入したプローブで確認した直径 5 mm 以
上の卵胞を採卵針（COVA Needle；ミサワ医科工業，東
京）で穿刺した．SOV 区では 130 mmHg, FGT 区では
120 mmHg の吸引圧で 50-mL コニカルチューブに卵胞
液を吸引採取した．吸引溶液は 1% 新生子ウシ血清（new 
born calf serum, 以下，NBS）と 10 IU/mL ヘパリン

図 1　SOV 区のホルモン処理
CIDR：腟内留置型黄体ホルモン製剤
FSH：卵胞刺激ホルモン製剤
PGF2α：プロスタグランジン F2α製剤
GnRH：性腺刺激ホルモン放出ホルモン製剤

図 2　FGT 区のホルモン処理
CIDR：腟内留置型黄体ホルモン製剤
FSH：卵胞刺激ホルモン製剤
PGF2α：プロスタグランジン F2α製剤
GnRH：性腺刺激ホルモン放出ホルモン製剤
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（ヘパリンナトリウム注；味の素製薬，東京）を添加した
乳酸加リンゲル液（ハルゼン-V 注射液；日本全薬，東京）
を用いた．
　SOV 区では，コニカルチューブ 1 本当たり 5 個程度の
卵胞液を採取し，90 mm シャーレに移した沈さを実体顕
微鏡下で検索し，膨化した卵丘細胞から 21G 注射針を用
いて卵子を切り出した．FGT 区では，コニカルチューブに
回収した卵胞液を受精卵回収用フィルター（エムコンフィ
ルター；野沢組，東京）でろ過した後に，90 mm シャー
レに移し実体顕微鏡下で検索して，卵子を採取した．
　採取した卵子は，膨化した卵丘細胞が付着する卵子と極
体を確認した裸化卵子を体内成熟卵子，緊密な卵丘細胞が
付着する卵子および第一極体が確認できない裸化卵子を          
未成熟卵子と判定した．体内成熟卵子は 3 時間，未成熟
卵子は 22 時間，38.5℃，5%CO2，95% 空気，湿度飽和
の条件で成熟培養を行った．成熟培地は 0.02 AU/mL 
FSH および 5%NBS 添加 TCM199（Gibco, Invitrogen, 
Grandland, NY, USA）を用いた．
　6．　体外受精および体外培養
　体外受精は Matoba ら（2014）の方法に従って行った．
すなわち，凍結保存されたホルスタイン種（4 頭）の雌選
別精液（ジェネティクス北海道，北海道）1 本を 37℃の
温水中で融解した．融解後の精液はパーコール液（45%
および 60%）に重層して遠心分離（740×g, 10 分間）し，
次いで沈さ部分を媒精液（IVF-100；機能性ペプチド研究
所，山形）に混合して遠心分離（540×g, 5 分間）した．
その後，精子濃度を 5×106/mL に調整し，媒精用精子ド
ロップを作成した．成熟培養後の卵子は媒精液で洗浄した
後に精子ドロップに導入し，38.5℃，5%CO2，95% 空気，
湿度飽和の条件で，6 時間媒精した．
　媒精後の卵子は，ピペッティングにより裸化し，5% 
NBS および 0.25 mg/mL リノール酸アルブミン添加
CR1aa 中で，38.5℃，5%CO2，5%O2，90%N2，湿度

飽和の条件で，媒精後 9 日目まで培養した．媒精後 48 時
間に卵割状況，7～9 日目に胚盤胞期胚への発生状況を調
査した．胚盤胞期胚の品質は国際胚移植学会の評価基準

（Stringfellow と Givens 2010）に準じて評価した．媒
精後 7 および 8 日目の胚盤胞期胚および脱出途中胚盤胞
期胚を新鮮胚，凍結胚あるいはガラス化胚として移植に用
いた．
　7．　凍結保存・融解
　凍結保存は，浜野（1994）の方法に準じて行った．す
なわち，10% グリセリン，20%NBS 添加 Hepes 緩衝
TCM199 に胚を室温で 10 分間平衡し，10% グリセリン，
0.2 mol/L シュークロースおよび 20% NBS 添加 Hepes
緩衝 TCM199 に移して直ちに 0.25-mL ストローへ充填
した．ストロー内には胚を入れた 10% グリセリン，0.2 
mol/L シュークロースおよび 20% NBS 添加 Hepes 緩
衝 TCM199 を挟んで 0.2 mol/L シュークロース，20% 
NBS 添加 Hepes 緩衝 TCM199 を充填した．胚を封入し
たストローは－6℃に保持したプログラムフリーザーに投
入し，1 分後に植氷した．さらに，同温度で 9 分間保持し
た後に，－25℃まで 0.3℃/分で冷却し，－25℃で 5 分間
保持した後に液体窒素中へ投入した．融解はストローを液
体窒素から取り出し，空気中で 10 秒間保持後，30℃温水
中で氷晶が消えるまで保持して行った．
　8．　ガラス化・加温
　ガラス化は，佐野ら（2010）の方法に準じてクライオ
トップ（cryotop-ag；北里バイオファルマ，富士宮）を
用いて行った．すなわち，7.5% エチレングリコールおよ
び 7.5% DMSO 添加 Hepes 緩衝 TCM199 に胚を室温で
3 分間平衡した．その後，ガラス化液（15% エチレング
リコール，15% DMSO, 0.5 mol/L シュークロース添加
Hepes 緩衝 TCM199）とともに胚をクライオトップ先端
部上に移した．直ちにクライオトップ先端部を液体窒素に
浸漬してガラス化した．ガラス化胚の加温およびガラス化

図 3　採取した卵子の形態
（A）膨化した卵丘細胞の付着する卵子
（B）緊密な卵丘細胞の付着する卵子
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液の希釈は，38.5℃に加温した 0.2 mol/L シュークロー
スおよび 20% NBS 添加 PBS 液中に胚を載せたクライオ
トップ先端部分を浸漬し 5 分間保持して行った．
　9．　移植
　新鮮胚は，20% NBS 添加 PBS とともに 0.25-mL プ
ラスチックストローに充填し移植した．凍結胚は，融解後
にストローから胚を取り出すことなく直ちに移植した．ガ
ラス化胚は加温後に 0.1 mmol/L βメルカプトエタノー
ルおよび 20% NBS 添加 TCM199 で 1～3 時間培養し，
生存胚を 20% NBS 添加 PBS とともに 0.25-mL プラス
チックストローに充填し，受胚牛に移植した．
　受胚牛は，新潟県農業総合研究所，石川県農林総合研究
センター畜産試験場，神奈川県畜産技術センター，および
各県の農家で飼養するホルスタイン種および交雑種の雌ウ
シを用いた．胚は発情確認後 7～8 日目の受胚牛の黄体側
子宮角に子宮頚管経由法により移植した．妊娠鑑定は胚移
植後 35 日以降に直腸検査法で行い，在胎日数と産子の性
別および生時体重を調査した．
　10．　統計処理
　データはすべて平均値±標準誤差で示した．統計処理は，

コンピューターソフト SPSS（SPSS 16.0J ; SPSS Inc., 
東京）を用い，卵子採取成績は分散分析により，胚生産成
績は分散分析後に Tukey HSD で多重検定を行った．な
お，卵子の採取率と胚の発生率はあらかじめ角変換を行っ
た後に検定を行い，受胎率については Pearson のχ二乗
検定または Fisher の直接確率計算法を用いて検定を行っ
た．危険率 5% 未満（P ＜ 0.05）を有意差ありとした．

結　　　　果

　表 1 に卵子採取成績を示す．SOV 区および FGT 区に
おける吸引卵胞数，卵子数，採取率に有意差は認められな
かった．SOV 区は採取卵子のうち 62.1 ± 8.4% が体内
成熟卵子であったが，FGT 区の採取卵子はすべて未成熟
卵子であった．
　表 2 に体外受精後の胚生産成績を示す．SOV 区の成熟
卵子，未成熟卵子および FGT 区の媒精後 48 時間の卵割
胚率に有意差は認められなかったが，5 細胞期以上胚率は
SOV 区の成熟卵子が SOV 区の未成熟卵子および FGT 区
に比べて有意に高かった（P ＜ 0.05）．SOV 区の成熟卵子，
未成熟卵子および FGT 区の媒精後 7～9 日目の胚盤胞期

表 2　胚生産成績

試験区
SOV 区 FGT 区

未成熟卵子合計 成熟卵子 未成熟卵子

頭数 頭 14 14 11 14
培養卵子 個 20.1 ± 3.7 11.6 ± 2.5 10.7 ± 2.6 13.1 ± 2.7
卵割胚率 % 77.4 ± 3.9 70.7 ± 9.1 64.8 ± 8.0 59.4 ± 8.0
5 細胞期以上胚率 % 60.6 ± 5.1ab 63.6 ± 9.0a 33.0 ± 7.4b 34.1 ± 7.9b
胚盤胞期胚　　数 個   6.3 ± 1.4c   4.3 ± 1.1cd   2.5 ± 0.8cd   2.2 ± 0.7d
　　　　　　　率 % 34.0 ± 4.3 34.8 ± 6.0 20.7 ± 6.9 21.8 ± 7.3
Good 以上胚　数 個   5.1 ± 1.2   3.3 ± 1.0   2.4 ± 0.8   1.9 ± 0.6
　　　　　　　率 % 28.5 ± 5.0 28.7 ± 6.6 18.1 ± 7.1 18.7 ± 7.3

ab 間，cd 間に有意差あり（P ＜ 0.05）
平均値 ± 標準誤差

表 1　卵子採取成績

試験区 SOV 区 FGT 区

頭数 14 14
OPU 時の卵胞数 直径 8 mm 以上 27.1 ± 5.4 20.1 ± 4.0

直径 5-8 mm   2.9 ± 0.7   5.1 ± 0.9
直径 5 mm 未満   1.6 ± 1.1   3.3 ± 1.2
合計 31.6 ± 4.8 28.6 ± 3.2
吸引卵胞 30.0 ± 5.2 25.3 ± 3.9

卵子数 合計 21.1 ± 3.9 15.1 ± 2.6
成熟卵子 12.0 ± 2.5   0.0 ± 0.0
未成熟卵子   9.1 ± 2.7 15.1 ± 2.6
成熟卵子率 62.1 ± 8.4   0.0 ± 0.0

採取率（%） 71.7 ± 4.0 66.3 ± 8.0

平均値 ± 標準誤差
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胚率に有意差は認められなかったが，供卵牛 1 頭当たり
の胚盤胞期胚数は SOV 区合計が FGT 区に比べて有意に
多かった（P ＜ 0.05）．
　表 3 に生産した性判別胚の移植成績を示す．新鮮胚，
凍結胚，ガラス化胚および合計の受胎率は SOV 区で
50.0%，36.1%，50.0% および 37.5%，FGT 区で 46.2%，
28.6%，0.0% および 35.7% であった．
　表 4 に性判別胚による子ウシ生産成績を示す．子ウシ
の雌率は SOV 区が 92.9%，FGT 区が 100% であり，在
胎日数（受胚牛の発情日から分娩までの日数）および生時
体重は試験区間に有意差は認められなかった．

考　　　　察

　本研究では，ホルスタイン種泌乳牛において SOV 処理
および FGT 処理後に OPU により採取した卵子と性選別
精液を体外受精し，性判別胚の生産効率と性判別胚の移植
による子ウシ生産状況を調査した．その結果，SOV 区で
採取した体内成熟卵子は FGT 区および SOV 区の未成熟
卵子に比べて 5 細胞期以上胚率が有意に高く（P ＜ 0.05），
SOV 区の合計の胚盤胞期胚数は FGT 区に比べて有意に
増加した（P ＜ 0.05）．また，性判別胚の受胎率，在胎日
数および生時体重に有意差は認められなかった．
　Matoba ら（2014）は，SOV 処理後の乾乳牛を対象に
歩数計を用いた発情開始時間の調査や超音波画像診断によ
る排卵時間の調査の結果をもとに GnRH 投与後 25 時間
に卵胞内卵子を採取したところ，採取時に卵丘細胞が膨化
した卵子の割合は 95.9% であり，GnRH 投与後 30 時間

には膨化卵子の 83.3% が第一極体を放出していることを
確認している．本研究の SOV 区では，Matoba ら（2014）
と同様の処理を泌乳牛に対して行い卵胞内卵子を採取し
た．その結果，Matoba ら（2014）に比べて低率はであっ
たが，泌乳牛においても乾乳牛と同様の処理で体内成熟卵
子が採取できることが確認された．
　体内成熟卵子の体外受精後の発生能は，体外成熟卵子に
比べて高いことが報告されている（Van de Leemput ら
1999；Hendriksen ら 2000；Rizos ら 2002；Humblot
ら 2005）．Hendriksen ら（2000）は，と畜場由来の体
外成熟卵子と比較して，Matoba ら（2014）は OPU で
採取した未成熟卵子と比較して，体内成熟卵子において体
外受精後の発生能が高いことを報告している．本研究では
FGT 区および SOV 区で採取した未成熟卵子と比べて
SOV 区で採取した体内成熟卵子において体外受精後の発
生能が高く，これまでの報告を支持する結果であった．
　SOV 区および FGT 区で生産した性判別胚を新鮮胚，
凍結胚およびガラス化胚として移植した合計の受胎率は
37.5% および 35.7% であり，国内における同時期の体外
受精由来胚の受胎率（農林水産省 2013）や性選別精液を
用いて生産した体外受精由来胚の受胎率（Wilson ら
2005）と同程度であった．
　Matoba ら（2014）は，体内成熟卵子の体外受精後に
発生した胚盤胞期胚は形態観察により高品質胚の割合が高
いことを報告している．しかし，体内成熟卵子由来体外受
精胚の耐凍性や受胎性についての報告は少なく，SOV 区
で生産された性判別胚の耐凍性や受胎性については今後よ
り詳細な検討が必要と考えられる．また，性判別胚の移植
により生産された子ウシの在胎日数と生時体重は試験区間
に有意差は認められなかった．さらに，SOV 区および
FGT 区で生産された子ウシの性比は試験区間に差は認め
られず，両区ともに期待された通りに 90% 以上の確率で
雌子ウシが得られることが確認された．このことは，これ
までの報告（Tubman ら 2004；木村 2009；Hayakawa
ら 2009）と同様であり，性選別精液を用いて生産した性
判別胚を利用したウシの雌雄産み分けが実用可能な技術で
あることを示すものであった．
　OPU は，繁殖障害牛，高齢牛，若齢牛，肥育牛など，通
常は多排卵処理による採胚に適さない供卵牛から胚生産を
可能にする技術として開発されてきた（坂口ら 1995；今

表 3　性判別胚の移植成績

試験区 胚の区分 移植頭数 受胎頭数 受胎率（%）

SOV 区 新鮮胚 6 3 50.0
凍結胚 36 13 36.1
ガラス化胚 4 2 50.0

合計 46 18 37.5

FGT 区 新鮮胚 13 6 46.2
凍結胚 14 4 28.6
ガラス化胚 1 0 0.0

合計 28 10 35.7

表 4　子ウシ生産成績

試験区 産子数
性別

在胎日数 生時体重（kg）
雌 雄 雌率（%）

SOV 区 14 13 1   92.9 278.9 ± 1.4 45.3 ± 1.7
FGT 区 6 6 0 100.0 276.2 ± 1.7 41.8 ± 3.1

合計 20 19 1   95.0 278.1 ± 1.1 44.5 ± 1.5

平均値 ± 標準誤差
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井と田川 2006）．とくに，体内成熟卵子は体外受精後の発
生能が優れることが報告されており（Van de Leemput
ら 1999；Dieleman ら 2002），本研究では性選別精液を
用いた体外受精における発生成績の向上を期待して体内成
熟卵子を採取した．その結果，SOV 区では供卵牛 1 頭あ
たり 6.3 個の性判別胚が得られ，本研究の移植成績（受胎
率 37.5%）および子ウシ生産成績（雌率 92.9％）からの
試算では 1 回の OPU において 2.2 頭の雌子ウシが生産で
きることが推測された．
　多排卵処理後に性選別精液を人工授精した採胚では，1
回の採胚あたり 3.8～6.4 個の正常胚が得られることがこ
れまでに報告されている（Hayakawa ら 2009；Larson
ら 2010；Kaimio ら 2013）．本研究の SOV 区の性判別
胚の生産はこれらの報告と比べて遜色のないものであり，
1 回の OPU で複数の後継牛を生産することが可能な技術
と考えられる．さらに，多排卵処理後の採胚では，1 回の
採胚のために性選別精液の人工授精を複数回行うことが必
要なことが報告されている（Hayakawa ら 2009；高岡
ら 2014）．本研究では，これらの報告に比べて少ない本
数の性選別精液を用いて多数の性判別胚の生産が可能であ
る．このことは，優良種雄牛の性選別精液の効率的な利用
につながるものと考えられる．
　これらのことから，ホルスタイン種泌乳牛に対して SOV
処理後に OPU により採取した卵子と性選別精液を体外受
精して性判別胚を生産する方法は，後継牛の計画的な生産
に利用可能な新しい性判別胚の生産方式であることが示唆
された．
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