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は じ め に

牛の受精卵移植技術は，牛の改良増殖を効率化する

手段として我が国では 1980年代初め頃から試験的に

開始され，現在で、は普及段階に至っている.農水省お

よび北海道の統計(図 1)によるとここ 10年あまりの

間，全国で受精卵移植により産まれる子牛の数は増加

の一途をたどっており，昭和 57年度に 207頭(北海道

150頭)だ、ったのが平成 7年度には 11，322頭(北海道

2，219頭)まで増加した.平成 8・9年も増加し続けて

おり，今後も増加すると予想される.受胎率では北海
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道の場合，新鮮卵移植で 60%に近づき，凍結卵移植で

は50%を越えた.また最近では，体外受精，受精卵の

性判別，クローン牛の作出等の新技術の開発が進んで、

おり，これらの応用が期待されている.新得畜試生物

工学グループは， 1982年より牛受精卵移植技術の試験

を開始し，技術の改良，開発，普及に取り組んで、きた.

ここでは， 15年間におけるこれらの試験研究の概要に

ついて報告する.

1 .牛の受精卵移植技術の改善に関する試験

肉専用種における 1986~1990年の 5年間にわたる
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図 1 受精卵移植による産子数と受胎率の推移

受理 1998年 4月27日
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図 2

FSH投与法別卵回収成績表 2牛品種別卵回収成績表 1
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PGF2α の投与回数別卵回収成績

A:朝発情確認翌朝 1回授精

B:発情開始後約 24時間後に 1回授精
C:夕方発情確認翌朝 1回授精

D:夕方発情確認翌夕 1回授精
E:発情確認後半日間隔で2回授精

※異符号聞に有意差有り (P<0.05) 
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過剰排卵成績を集計した結果，卵回収 1回当たりの回

収卵数は黒毛和種，アンガスおよびへレフォードでそ

れぞれ 10.3個， 9.3個および 9.9個，そのうち移植可

能な正常卵数はそれぞれ 6.0個， 5.8個および 5.2個

であった(表 1).品種別では，黒毛和種の成績が他の

外国種よりもやや高いことが示された.牛による成績

のばらつきは極めて大きく，正常卵数の度数分布を調

べると，図 2のょっに全く回収きれないものから 20個

以上回収されるものまでさまざまであり，全く回収き

れない牛の割合は全体の 1/8~1/4であった.回収され

る卵数を前もって予測することは困難で、あるが，同一

牛を連続して過剰排卵処理に供する場合，初回および

2回目の成績の良好な牛は 3回目以降の成績も良好で、

あることカf明らかになった.

FSH漸減投与法の簡易化について検討した結果，従

来 4日間 8回であった FSHの投与は 3日間 6回に短

縮できることが示された(表 2).また，通常 2回行わ

れている PGF2aの投与(表 3)および人工授精(表 4) 

も1回に簡易化できることが示された.

受精卵の凍結・融解法の検討では，凍結過程におけ

る-5
0

Cから 30
0

Cまでの凍結速度を従来の o.30

C / 

minから o.50

C/minに速めても融解後の生存性に影

響がないことが示された.また，液体窒素から取り出

したストローを直ちに 3TCの温水に浸漬して融解す
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表 5 ストロー融解法別の透明帯損傷率

ストロー融解法

直ちに3TC

温湯で融解

約20秒間空気中保持

後37
0

C温湯で融解

凍結融解透明帯損透明帯損

卵 数傷卵数傷 率

181 91 50.3%a 

148 32 2l. 6%b 

※異符号聞に有意差有り (P<O.Ol)

るよりも，約 20秒間室温空気中に保持した後に浸漬す

る方が，封入しである受精卵の透明帯損傷率は低かっ

た(表 5). 

2 .双子生産技術に関する試験

人為的に双子を生産する方法としては，受精卵を同

時に 2個移植する方法，通常の人工授精のあとに受精

卵を 1個移植する方法，低単位の FSHを投与する方

法があるが，最も多く行われているのが2卵移植であ

る.そこで2卵移植の有効性について検討した.受胎

率は新鮮卵で 62.5%，凍結卵で 5l.6%であり， 1卵移

植と遜色のないことが示された(表 6).受胎牛のうち

53.1%は双胎妊娠であったが，双胎妊娠牛の流産率は

23.3%と単胎妊娠牛に比べ高いことが示され，今後の

問題点として残された.双胎の妊娠期間は 279日と単

胎に比べ約 1週間短く，生時体重は 3l.0kgと単子に

比べ約 9kg小さかった(表 7).また，双子は分娩事故

、率が高いうえに虚弱で、あることが多く，分娩監視の強

化，適切な人工晴育など分娩前後の管理を万全に行わ

表 6 2卵移植成績

卵 移植 受胎率 双胎 双胎

区分 頭数 (%) 妊娠率 流産率

新鮮 52 6l.5 62.5 20.0 

凍結 95 5l.6 46.9 26.1 

合計 147 55.1 53.1 23.3 

なければ確実な双子生産につながらないことが指摘さ

れた.

双子生産の方法として，受精卵を人為的に 2つに切

断分離して移植し，一卵性双子を得る試みも行ったが，

受胎率は 41.9%，双子分娩率も 22.7%と低く，特別な

利用目的以外は実用的で、はないと考えられた.

双胎妊娠の維持や双子分娩に備えるためには双胎妊

娠診断が不可欠で、ある.しかしながら，従来の直腸検

査による妊娠診断では双胎妊娠診断は不j可能でおあっ

た.そこで近年開発された超音波断層診断装置による

双胎妊娠診断(図 3)を試みたところ，妊娠 40~100 日

目でほぼ診断可能で、あることが明らかになった.さら

に妊娠 150日目以降の双胎妊娠診断については，胎子

心電図による診断が可能で、あることを確認した.

図 3 超音波断層診断装置による双子胎子の

画像(妊娠 44日目)

表 7 受精卵移植における妊娠期間と産子の生時体重

受旺牛 産子の 妊娠期間(日) 産子の生時体重 (kg)

品種 品種 単子 双子 単子 双子

アンガス へレフォード 286 279 45.4 32.8 

へレフォード 黒毛和種 286 282 37.3 29.3 

へレフォード アンガス 297 277 35.0 28.2 

ホルスタイン 黒毛和種 286 280 

全 体 286 279 40.4 3l.0 
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やリピートブリーダーなどで、廃用になった牛の体外受

精卵を作成し，移植による子牛の生産例を得ている(表

10). 

廃棄される牛の卵巣内にある未成熟卵子を利用する

体外受精技術は，生体を必要とせず，安価に受精卵を

生産することができる.また，屠殺される雌牛の遺伝

資源を有効に活用することができる.我々は早くから

この技術に取り組み， 1988年 5月に体外受精卵移植に

よる初産子を得た.当初の体外受精卵の発生成績およ

ぴ移植成績を表8および表9に示した.発生率は 6%

と低かったが移植成績は例数が少ないながらも良好で、

あった.

精子の受精能獲得誘起および、先体反応誘起にはカ

フェインを含む BO液にカルシウムイオノフォアまた

はへパリンを添加した受精培地が広く使用きれている

が，カルシウムイオノフォアおよび、へパリンを単独ま

たは組み合わせて試験した結果，へパリンを単独使用

した場合に前核形成率が最も高いことが示された(図

4) .また安定して高率に体外受精卵を生産するため

に，体細胞との共培養によらない発生培養法を検討し

た結果，独自に修正した TALP液に 3%子牛血清を添

加した培地を用い， 39
0

C， 5 % CO2， 5 % O2， 90% N2 

の気相条件で培養することにより ，40%以上の高率で、

腔盤胞の得られることが示された(図 5).この方法に

より， 1頭分の卵巣から平均 3-5個の腔盤胞が得ら

れるようになった.

高能力の牛が事故や病気で死亡した場合，直ちに卵

巣を摘出して体外受精に供すれば，その個体の受精卵

を作成することができる.農家の依頼により，骨折牛

3 .体外受精技術の確立

PCR法による牛受精卵の性判別と新プ

ライマーの開発

体外受精卵の発生成績表 8
4 • 

受精卵の性別を判定するには従来染色体検査法が行

われていたが，標本作製率の低さから普及するには至

らなかった.我々はこれに替わる方法として， 目的と

する DNA断片を大量に増幅できる PCR法に着目

し，受精卵の一部 (10~20 細胞)をサンプルとして雄

に特異的な DNAを増幅・検出することにより，受精卵
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の性判別ができることを確認した. しかしながら，コ

ンタミネーションによる誤判別がわずかながらみら

れ，清浄な環境で作業することの重要性が指摘された.

また，細胞のサンプリング時に受精卵を傷つけること

が受精卵の耐凍性低下を招くことが明らかにされ(表

11) ，今後の問題点として残されている.

性判別用のプライマーには特許権を有するものもあ

り，実用的な利用には制限がある.そこで牛のY染色

体に特異的な DNAを新たに探索・解析し，それを基に

独自の新プライマーを設計することができた.また，

このプライマーを用いれば雄特異的なバンドの他に雌

雄共通のバンドも得られ，サンプリングミスのチェッ

クと雌雄判別が同時に行えるといっ利点のあることが

わかった(図 6). 

5 .クローン牛の作出に関する研究

遺伝的に同一な牛を多数生産することにより，家畜

改良の効率化を図ることができる.初期の受精卵の各

割球は個体に発生する全能性を有し，かつ遺伝的に同

ーである.一つの受精卵の割球から作成される腔のグ

ループはクローン腔と呼ばれ，それらの移植により得

られる産子のグループがクローン牛である.クローン

腔は核供与細胞と未受精卵子の電気的細胞融合によっ

て作成するが，核供与細胞と未受精卵子の細胞周期の

同期化および活性化，電気刺激の条件，発生培養条件

などがその作成率を左右する.これらのうち活性化法

について，従来の電気刺激のみによる活性化法にカル

シウムイオノフォアおよびシクロヘキシミドを併用す

る複合活性化法を導入したところ，腔盤胞への発生率

は2.5%から 34.2%に向上した(表 12). また，低率で、

はあるが凍結融解した核供与怪からも腔盤胞が得られ

fこ

なお今までに作成したクローン腔の最大数は 17個

である.また，一組のクローン腔の移植により， 2頭

のクローン牛を生産し(図 7)，現在 3頭のクローン牛

の受胎が確認されている.

受精卵移植技術は，国や地方公共団体が行う牛の改

良システムに積極的に取り入れられるようになってき

表 11 性判別卵移植成績

卵区分 移植頭数 受胎頭数 受胎率(%)

新鮮

凍結

13 

43 

6 

12 

46.1 

27.9 

図 6 独自プライマーによる性判別(電気泳動像)

M:サイズマーカー B:洗浄バッファー

W:蒸留水

た.北海道でも風土に適した優秀な黒毛和種の種雄牛

の作出や乳牛改良の核となる雌牛群の造成に受精卵移

植が利用されている.今後はこのような牛の改良シス

テムに，性判別とクローン牛作出技術が組み込まれ，

図 7 クローン子牛

(品種;へレフォード×アンガス)

表 12 複合活性化導入によるクローン腔発生成績

活性化法 供試卵数 供試卵子数
融合卵数 分割卵数 腔盤胞数 1卵当り

(%) (%) (%) クローン数

電気刺激のみ 13 324 
262 139 8 

(80.9) (53.1) ( 2.5) 
0.6 

複合活性化 27 676 
565 535 193 

(83.6) (94.7) (34.2) 
7.1 

凍結核供与卵 18 350 
253 217 26 

(72.3) (85.8) (10.3) 
l.4 
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より一層効率的な牛の改良増殖が実現できるよう研究

推進していきたい.

最後に，今回の北海道畜産学会賞を受賞するに当た

り，ご推薦頂きました北海道大学金川弘司教授，研究

の推進とご指導を頂きました新得畜産試験場元場長小

崎正勝氏，田辺安一氏，平山秀介氏，前場長岸美司氏，

現場長清水良彦氏始め試験の実施にご協力頂いた新得

畜産試験場職員各位に深く感謝申し上げます.
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