
経済価値の高い黒毛和種牛の効率的増産のため、
ドナー牛当たりの移植可能胚の増数が生産現場か
ら要望されている。加えて、和牛繁殖農場からは
ドナー牛の胚生産と年１産の同時実現が強く望ま
れている。そこで我々は、これら要望の実現を目
標として、経腟採卵（OPU）による体外胚生産な
らびに過剰排卵処理（SOV）による体内胚生産の
２つの技術の併用（OPU-SOV）の有効性について
検討してきた。OPU-SOV の SOV 開始時期は OPU
後３日目からに設定し１）、分娩後 30 日または 60
日目で適用する場合と SOV 単独処理の場合の３つ
の胚生産手法を比較し、OPU-SOV は分娩後 60 日
目で適用した場合に良質胚（品質コード：１－２）２） 

１）畜産課家畜病性鑑定室
２）西部農林振興センター

の割合が高率となり、分娩後 30 日目よりも安定し
た胚生産成績が得られる可能性を報告した３）。今
回も、同一ドナー牛に対し３産次にわたり異なる
手法を適用し、例数を追加した胚生産成績を比較
した（実験１）。また、SOV 前の OPU の効果を
検証するため、OPU を３日間隔で２回行い、採
取した卵丘細胞 - 卵子複合体（COC）の卵丘細胞

（顆粒層細胞）を用い、発育卵胞で発現の高い４） 

 FSH receptor（FSHr）およびチトクロム P450 
aromatase（P450arom）、直径 8mm 以上の主席卵
胞で発現が認められる５） 3 βステロイド水酸化脱
水素酵素（3 β HSD）の遺伝子発現量を調査した 

（実験２）。
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要約　和牛胚の生産効率向上およびドナー牛の年 1 産が可能な胚生産手法を検討するため、2 つの実験を
行った。実験 1：黒毛和種経産牛 20 頭を用い、経腟採卵（OPU）による体外胚生産と OPU 後 3 日目から
の過剰排卵処理（SOV）による体内胚生産を組み合わせた手法（OPU-SOV）について検討した。分娩後
の適用時期により D30OPU-SOV 区および D60OPU-SOV 区の 2 区を設定し、さらに、分娩後 60 日以内に 
SOV のみを開始する D60SOV 区を加えた 3 区間で胚生産成績を比較した。その結果、体外胚生産成績で
はすべての調査項目において D30OPU-SOV 区および D60OPU-SOV 区の間に差は認められなかった。体内
胚生産成績は、D60SOV 区の黄体数（27.4 ± 3.3）および採取卵数（24.7 ± 3.3）が他の 2 区（D30OPU-SOV
区：17.6 ± 2.0 および 15.4 ± 2.1 、D60OPU-SOV 区：17.6 ± 2.0 および 14.7 ± 1.9）よりも多く（P<0.01）、
移植可能胚数は D30OPU-SOV 区（8.9 ± 2.2）が D60SOV 区（14.7 ± 2.6）よりも少なかった（P<0.05）。
しかし、移植可能胚率には各試験区間の差は認められなかった。また、良質胚数については差がなかった
が、良質胚率は、D60OPU-SOV 区（57.7 ± 6.4）が他の 2 区（D30OPU-SOV 区：37.9 ± 8.0 、D60SOV 区：
35.8 ± 5.8）と比較して高率であった（P<0.05）。体外胚と体内胚を合わせた移植可能胚の総生産数には、
各試験区間の差は認められなかった。実験 2：OPU 後 3 日目の卵巣における卵胞の機能的状態を調べるた
め、黒毛和種経産牛 11 頭を用いて OPU を 3 日間隔（Day0 および Day3）で行い、卵丘細胞 - 卵子複合体

（COC）における FSH receptor（FSHr）、チトクロム P450 aromatase（P450arom）、3 βステロイド水酸
化脱水素酵素（3 β HSD）の各遺伝子発現量を調査した。FSHr は Day3 において Day0 よりも発現量が高
い傾向があり、P450arom および 3 β HSD は Day0 と Day3 で有意な差はなかった。また、形態的評価で
は Day3 が Day0 と比べ変性 COC 率が低かった（P<0.05）。以上のことから、D30OPU-SOV 区では SOV
成績が不良となる可能性はあるが、体外胚を合わせれば他の 2 区と同等数の移植可能胚が得られた。また、
D60OPU-SOV 区と D60SOV 区では胚生産数に差はないが、D60OPU-SOV 区の場合は体内胚の良質胚率が
高く、その理由として SOV 開始時に発育過程の卵胞の割合が高いことが示唆された。
キーワード：牛　黒毛和種　経腟採卵　過剰排卵処理　年 1 産
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材料および方法

実験１

当センター繋養の黒毛和種経産牛 20 頭を供試し、
各供試牛に対して３つの胚生産手法を産次ごとに任
意の順序ですべて適用した。胚生産手法は既報１、３）

に基づき、分娩後30日目および60日目時点（±４日） 
で OPU を 行 い、 そ の ３ 日 後 か ら SOV を 行 う
｢D30OPU-SOV 区 ｣ お よ び ｢D60OPU-SOV 区 ｣、
SOV 開始日を分娩後 60 日以内とする ｢D60SOV
区｣ の３区を設定した（図１）。
OPU による体外胚生産

当センターの常法６）に基づき、OPU で採取した
卵丘細胞 - 卵子複合体（COC）は変性 COC を除い
て成熟培養後、体外受精（IVF）を行い、５%CO2、
５%O2、90%N2 の気相条件下の改変 TCM199 培地

（IVD101；機能性ペプチド研究所）内で７日間体外
培養した。調査項目は、OPU 時卵胞数、採取 COC
の数および品質７）、IVF による胚発生成績とした。
SOV による体内胚生産

SOV はブタ由来卵胞刺激ホルモン（pFSH）製
剤（アントリン R･10；共立製薬）の３日間漸減投
与（総量 20AU）および pFSH 最終投与時のプロ
スタグランジン（PG）F2a 類縁体（クロプロステノー
ル；エストラメイト、シェリング・プラウ　アニ
マルヘルス）0.75mg の投与により行い、PGF2a 投
与 48 時間後に性腺刺激ホルモン放出ホルモン類縁
体（酢酸フェルチレリン；スポルネン注、共立製薬）

100μgを投与後、定時に人工授精し、その７日後
に子宮灌流による胚採取（ER）を行った。ただし、
D30OPU-SOV お よ び D60OPU-SOV で は OPU 直
後から PG 投与までの６日間、腟内留置型プロジェ
ステロン製剤（CIDR；イージーブリード、（一社）
家畜改良事業団）を留置した。胚採取後、すべて
の供試牛を対象として、次産繁殖のための人工授
精（一部は胚移植）を行った。調査項目は、胚採
取時の形成黄体数、採取卵数、移植可能胚（品質コー
ド：１－３）数および良質胚（品質コード：１－２）
数とした２）。
実験２

当センター繋養の黒毛和種経産牛 11 頭を供試
し、発情周期の任意の時期（Day0）およびその
３ 日 後（Day3） に OPU に よ り COC を 採 取 し
た。採取した COC は個体ごとにプールし、FSHr、
P450arom、3 β HSD の 各 遺 伝 子 発 現 量 を real 
time PCR 法により測定した。その他の調査項目は、
採取した COC の品質７）とした。
統計解析

解析ソフト（エクセル統計 2008 for Windows、
社会情報サービス）を用い、試験区分間の各数値
について、実験１では分散分析を行い、多重比較
検定（Bonferroni 法）を適用した。実験２では、
COC の形態的評価にはカイ二乗検定を、遺伝子発
現量には t 検定を行った。

澤香代子・坂本洋一・岡﨑尚之・山本裕美・長谷川清寿：経腟採卵と過剰排卵処理の併用による和牛胚の生産効率化に関する検討（第 3 報）
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結　　　　果

実験１

OPU による体外胚生産成績は表１に示した。平
均 採 取 COC 数 は、D30OPU-SOV 区 が 29.1 個、
D60OPU-SOV 区が 35.1 個であり、このうち IVF
供試 COC 数はそれぞれ 14.9 個、18.4 個であった。
平均移植可能胚数（Day7 胚盤胞数）は D30OPU-
SOV 区 が 3.4 個、D60OPU-SOV 区 が 4.4 個 で あ
り、胚盤胞発生率はそれぞれ 23.9% および 21.5%
であった。体外胚生産に関する調査項目において、
D30OPU-SOV 区と D60OPU-SOV 区との間に有意
な差は無かった。

SOV による体内胚生産成績は表２に示した。平
均形成黄体数および採取卵数は、D60SOV 区が他
の２区よりも明らかに多く（P <0.01）、D30OPU-

SOV 区が 17.6 個および 15.4 個、D60OPU-SOV 区
が 17.6 個 お よ び 14.7 個、D60SOV 区 が 27.4 個 お
よび 24.7 個であった。また、平均移植可能胚数
および良質胚数は D30OPU-SOV 区が 8.9 個およ
び 6.4 個、D60OPU-SOV 区 が 10.9 個 お よ び 8.3
個、D60SOV 区 が 14.7 個 お よ び 10.3 個 で あ り、
D30OPU-SOV 区の移植可能胚数が D60SOV 区と比
較して有意に少なかった（P <0.05）。一方、平均
良質胚率は、D30OPU-SOV 区が 37.9%、D60OPU-
SOV 区 が 57.7%、D60SOV 区 が 35.8% で あ り、
D60OPU-SOV 区が他の２区と比べて有意に高率
であった（P <0.05）。移植可能胚の平均総生産数
は、D30OPU-SOV 区 が 12.3 個、D60OPU-SOV 区
が 15.3 個、D60SOV 区が 14.7 個となり、有意な差
は認められなかった。
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実験２

COC の品質は、Day3 の方が Day0 よりも変性
COCの割合が低かった（図２）。COCにおける各ター
ゲット遺伝子の発現量は、FSHr は Day3 において
Day0 よりも発現量が高い傾向があり、P450arom
は Day3 で Day0 よりもやや低くなった。3 β HSD
は Day0 と Day3 で同等の発現量であった（図３）。

考　　　　察

ドナー牛から効率的に胚を採取し、かつドナー
牛の分娩間隔を短縮させることを目的に、OPU と
その３日後からの SOV による胚生産手法の分娩
後早期での適用について検討してきた。我々はこ
れまでに、黒毛和種経産牛８頭について今回の実
験１と同様の実験を行った成績から、D30OPU-

SOV 区よりも D60OPU-SOV 区の方が安定的な胚
生産成績が得られる可能性を報告している３）。今
回は、さらに例数を加え、ドナー牛を D30OPU-
SOV 区、D60OPU-SOV 区、そして D60SOV 区の
３試験区に産次ごとに１つずつ供試し、胚生産成
績を試験区間で比較した。結果はこれまでの成績
と同様な傾向であり、分娩後 30 日目と 60 日目で
は OPU-IVF 成績に差がみられず、SOV 成績にお
いては試験区間の差がより大きくなった。すなわ
ち、SOV 成績は形成黄体数と採取卵数は D60SOV
区が他の２区よりも有意に多く、さらに移植可能
胚数は D30OPU-SOV 区が D60SOV 区よりも有意
に少なかった。また、良質胚率は D60OPU-SOV
区が他の２区よりも有意に高かった。Merton ら８） 

は SOV 前の OPU について、SOV のターゲット

澤香代子・坂本洋一・岡﨑尚之・山本裕美・長谷川清寿：経腟採卵と過剰排卵処理の併用による和牛胚の生産効率化に関する検討（第 3 報）
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が OPU 後に出現した発育期の卵胞となるために正
常胚率が高くなることが期待される一方で、反応
する卵胞数の減少、つまり採取卵数が減少するこ
とを指摘しており、D60OPU-SOV 区の成績は、既
報３）同様にそれと一致する結果となった。OPU-
SOV の設定は OPU 後３日目から SOV 開始として
いるが、これは OPU 後の卵胞数が OPU 後１日目
よりも３日目以降で有意に増加していたこと、さ
らに、OPU 後に出現した卵胞波の主席卵胞が直径
8mm 以上に達した日が OPU 後平均４日目であっ
たことから設定した１）。OPU 後３日目の卵胞数は
OPU 時と比較して少なかったが、OPU 後３日目
から６日目までの卵胞数はほぼ同数で推移した。
Kawamata ９）によると、SOV 開始時の小卵胞数は
採卵時の黄体数と相関を示し、さらに、SOV 開始
時の直径 8mm 以上の大型卵胞の存在は正常胚数や
正常胚率に負の影響を与える 10、11）と言われている
ことから、OPU 後の SOV 開始を遅くしても採取
卵数の減少は防げず、むしろ正常胚率の向上効果
も減少することが予想された。

OPU による SOV 後の正常胚率の向上効果は、
今回の成績では D60OPU-SOV 区が D60SOV 区と
比較して良質胚率が高かったことに現れていると
考えられた。通常の発情周期においても SOV 開始
を卵胞波の出現に合わせた場合に反応が良好であ
る 12）ことから、OPU 後３日目の卵巣では発育期
の卵胞の割合が高かったと推察された。対照的に、
D60SOV 区は SOV 開始が発情後９から 14 日目で
あり、発情周期における第２卵胞波の出現時期が
２卵胞波の場合は発情後 10 日または 11 日、３卵
胞波の場合は同９日または 10 日 13）であることか
ら、SOV 開始時の卵胞の発育ステージはさまざま
であった可能性が高い。したがって、D60SOV 区
よりも D60OPU-SOV 区の方が SOV 開始時の卵胞
発育ステージの均一性が高かったと推察され、こ
のことが試験区全体の良質胚率の向上につながっ
たと考えられた。

そ こ で、OPU 後 の 卵 巣 の 状 態 を さ ら に 詳
し く 調 べ る た め、OPU を ３ 日 間 隔 で ２ 回 行
い、COC つ ま り 卵 丘 細 胞（ 顆 粒 層 細 胞 ） に お
ける FSHr 等の遺伝子発現を調査した。第１卵
胞 波 に お い て、FSHr の mRNA 発 現 は 直 径 0.5
～ 14mm の 卵 胞 の 顆 粒 層 細 胞 で 認 め ら れ、 卵
胞波出現後４日目にかけて発現が増加し、その
後減少していく傾向がある 14）。また、発育卵胞
と初期閉鎖卵胞では閉鎖過程の進んだ卵胞と比

較して有意に FSHr の mRNA 発現が高い４、14）。 
したがって、有意差はないが、Day3 の方が Day0
よりも発現が高い傾向があったことは、OPU 後３
日目の卵巣に発育卵胞が多かったためであると考
えられた。P450arom は、顆粒層細胞で FSH 作用
の下にアンドロジェンに作用し、エストロジェン
を合成する酵素である。Bao ら４）の報告によると、
顆粒層細胞における P450arom の mRNA の発現は
発育卵胞で高く、閉鎖卵胞ではほとんど発現して
いないが、直径 4mm 未満の卵胞では発育卵胞でも
わずかにしか発現していない。Day3 と Day0 の比
較では、Day3 が Day0 よりもやや発現が低かった。
しかし、個体ごとにみると、Day3 で発現量が増加
した例が 11 頭中８頭であり、Day3 の卵巣で発育
中の直径 4mm 以上の卵胞が多いことを反映してい
ると考えられた。平均値で Day0 が高かった理由と
しては、Day0 は発情周期の任意の時期であるため、
吸引した卵胞はさまざまな発育時期のものが含ま
れており、発現が高い個体がいたことによると推
察された。一方、プレグネノロンをプロジェステ
ロンに代謝する酵素である 3 β HSD については、
Bao ら５）は顆粒層細胞で発現が認められるのは直
径 8mm 以上の発育過程の主席卵胞であり、卵胞サ
イズと相関があることを示している。3 β HSD の
発現量は Day0 と Day3 は同等レベルであり、ばら
つきが大きいのが特徴であった。詳細は不明であ
るが、Day0 と Day3 のどちらにおいても高値の発
現量を示した２頭による影響とみられた。Day3 に
おいても発現が認められた理由としては、OPU 後
３日目では OPU 後に出現した卵胞波における主席
卵胞が直径 8mm 以上に達している場合もあり、今
回も Day3 で６頭に直径 8mm 以上の卵胞が存在し
たためと考えられた。

Day3 における 3 β HSD と FSHr の発現に関連
はみられず、OPU-SOV の設定に関わる主席卵胞
の存在とその他の卵胞の発育への影響については
明らかでなかった。Merton ら８）は、OPU 間隔が
２から３日の場合、５から７日間隔よりも COC の
品質や胚盤胞発生率が高く、主席卵胞の負の影響
を受けないためであると推察している。したがっ
て、Day3 の方が Day0 よりも COC の品質が高かっ
たことからも、OPU 後３日目では直径 8mm 以上
の主席卵胞が存在する場合もあるが、他の卵胞へ
の負の影響はまだ大きくない可能性が考えられた。
また、COC による遺伝子発現量調査には、OPU で
採取した COC は顆粒層細胞の一部であること、吸
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引した卵胞のすべての COC が回収されないこと
の影響も考えられた。D30OPU-SOV 区では OPU-
SOV による SOV 成績の向上は認められなかった。
既報１、３）でも述べたとおり、分娩後の生殖器の回
復が不十分な個体の存在が推察されるが、分娩後
30 日目と 60 日目での OPU 後の遺伝子発現を比較
することで新たな知見が得られる可能性もある。

体外胚と体内胚の移植可能胚の総数は各試験区
間で差はみられなかった。D30OPU-SOV 区は体内
胚のみでは生産数が D60SOV 区よりも少なかった
が、体外胚を合わせることで同等数の移植可能胚
が生産できるということであり、分娩後早期の胚
生産において OPU-SOV の利用は胚の確保に有利
であると考えられた。D60OPU-SOV 区では OPU
による反応数の減少から、体外胚を合わせても
D60SOV 区と比較して生産数は増加しなかった。
しかし、移植可能胚率および良質胚率が高いこと
から、他の２区よりも確実に良質な移植可能胚を
得ることが期待できる。また、D60SOV 区の成績
から、分娩後比較的早期に SOV を開始しても十分
に胚生産が可能であることが明らかとなった。

以上をまとめると、分娩後早期でも体外胚生産
は可能であるが、分娩後 30 日での OPU-SOV の適
用は、個体によっては SOV 成績が不良となる可能
性がある。しかし、体外胚を合わせれば他の２区
と同等数の移植可能胚が得られ、また分娩後 44 日

で胚生産が終了するため、ドナー牛の１年１産も
可能である。分娩後 60 日では、OPU-SOV と SOV
単独処理のどちらの胚生産手法でも良好な成績が
得られるが、OPU-SOV の場合は体内胚の良質胚率
が高く、SOV 開始時に発育過程の小および中卵胞
の割合が高いことによると推察された。また、図
４に示すように、OPU-SOV の１回の適用で、分娩
間隔の延長もなく、同一ドナー牛から２種類の受
精卵による複数の産子と胚生産後のドナー牛自身
の産子を得ることができるのも、OPU-SOV のメ
リットであり、活用方法の一つである。したがって、
これら各手法を適宜選択することで、効率的な胚
および産子の生産が可能になると考える。
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