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要旨

 近年、畜産業界において飼養規模の拡大にともない、生産性の向上および省力化を

目指した発情・排卵同期化技術が開発されている。一方、黒毛和種牛の繁殖において子

牛の早期母子分離、人工哺育磨翌ﾌ普及により分娩後の発情回帰が短縮された。そのた

め分娩後早期に過剰排卵処置を施し、胚回収を行えば、1年のうちに1回の胚回収を含

む1産(1年1産1回胚回収)が可能となる。さらに、牛胚の凍結保存方磨翌ﾆして、ガラス

化保存磨翌ｪ従来の凍結磨翌ﾆ同様に効果的であるとされ、特にガラス化保存磨翌ﾍ凍結保

存に要する時間と設備費用を削減することが可能である。現在、胚移植時に凍結保護物

質の希釈が必要でないダイレクト移植磨翌ｪ一般的な手磨翌ﾆなっているが、ガラス化保存さ

れた胚のダイレクト移植磨翌ﾍ、いまだ確立されていない。そこで本研究では，牛繁殖経営

の低コスト化および胚移植技術の効率化を目的に、発情同期化プログラムを開発し、1年

1産1回胚回収の可能性を検討したほか、ガラス化保存胚のダイレクト移植磨翌�J発し

た。

 研究1では、安息香酸エストラジオール(EB)とプロジェステロン(P)による発情同期化

プログラムにおいて処置開始時の発情周期が、新しい卵胞波の出現、その後の発情発

現、および排卵に及ぼす影響を検証した。交雑種雌牛5頭を供試し、交差磨翌ﾉより3ヶ月

間隔で4回実施した。前処置として、プログラム開始前に直腸検査で黄体を確認後、プロ

スタグランディンF2、(PGF2、)を筋肉内投与することにより発情を誘起し、供試牛の発情

同期化を行った。同期化された発情とそれに続く排卵が確認された後に、排卵日をDayO

(DayO群)とし、 Day5(Day5群)かDay12(Day12群)、あるいはDay17(Day17群)にEB

2mgと水溶性P200mgを筋肉内投与し(EB/P)、EB/P処置から12日後にEB lmgを

筋肉内投与した。卵巣の超音波診断所見では、各群において、EB/P処置後新規の卵

胞波が出現した。さらに、各群におけるEB/P処置から新規卵胞波発現までの間隔に差
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は認められなかった(3. 2～3. 8日)。また、各群すべての供試牛において新規に出現した

主席卵胞が排卵した。しかしながら、Day17群において、2回目のEB筋肉内投与日の1

～3日前に発情発現がみられた。処置期間中の血中プロジェステロン濃度は、Day 12群、

Day17群の両群が、 Day5群に比較してEB/P処置後、早期に低下した。以上の結果から、

処置開始時の発情周期に関係なく、EB/P処置後に新規の卵胞波が出現することが示さ

れた。しかし、処置後の発情発現は、処置開始時の発情周期の影響を受けることが示唆

された。

 研究2では、黒毛和種牛において、分娩後の胚回収を含む1年1産のプログラムを確

立するために、分娩後早期のホルモンによる発情誘起処置の有効性を検討した。試験群

(5頭)には、分娩後20日目からプロジェステロン放出腔内挿入剤(CIDR)とPGF2、を用い

て発情を誘起し、その後、過剰排卵処置による胚回収を行い、胚回収後の発情時に人

工授精を行った。一方、対照群は分娩後29日目以降に明瞭な自然発情を示した黒毛和

種牛(5頭)について同様に胚回収および人工授精を行った。試験群では分娩後31日目

に分娩後3回目の排卵が観氏翌ｳれ、対照群に比べ平均10日早く発情兆候が出現した。

分娩後31日目の前回妊娠角子宮角直径は、試験群の方が対照群に比べ有意に減少し

た(P〈0。05)。胚回収成績および分娩後の空胎日数において両群間に差は認められなか

った。以上のことから、発情誘起処置により、計画的な分娩後の胚回収と人工授精による

速やかな受胎が可能であることが示唆された。

 研究3では、ガラス化磨翌ﾉより凍結された体外受精(IVF)胚と、体細胞クローン(SCNT)胚

のダイレクト移植を行うため、凍結保護物質としてのグリセロール(GLY)とエチレングリコー

ル(EG)の組成を検討した。 IVFとSCNT由来胚盤胞を40％GLY、30％GLY＋10％EG、

20％GLY＋20％EGのいずれかでストロー内でガラス化保存した。融解後、ストロー・一一・を1分間

垂直に立て、その後、凍結保護物質を希釈するために5分間水平に保持した。融解胚は、

凍結保護物質の洗浄除去後72時間体外培養し、生存性および発育能を検討した。それ
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それのガラス化液において、凍結融解されたIVF胚および体細胞クローン胚の生存率お

よび脱出胚盤胞への発育率は、ガラス化液の組成の違いによる有意な差は認められなか

った。しかしながら、体細胞クローン胚の脱出胚盤胞への発育率は、40％GLY群が

30％GLY＋10％EG群、20％GLY＋20％EG群に比べ高い傾向にあった。 EGを含んだガラス化

液で凍結されたIVF胚とSCNT胚の脱出胚盤胞期への発育率は、新鮮なIVF胚と体細

胞クローン胚を培養した対照胚に比べ、有意に低下した(P〈0. 05)。以上の結果から、凍

結保護物質としてGLYとEGの組成はストロー一内希釈後の胚の生存性に影響を与えない

ことが示された。しかし、今回開発したガラス化胚のダイレクト移植磨翌ﾍ簡便であり、野外

での実用化に有効であると思われた。今回の研究で得られたこれらの結果は、牛繁殖経

営の低コスト化および胚移植技術の効率化の一助になると考えられた。
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緒論

 近年、家畜のバイオテクノロジー技術は大きく進歩し、家畜改良や家畜増殖において

は様々な技術が応用されている。特に，優れた能力の個体から多数の産子を生産し、改

良の促進が図られているが、なかでも人工授精(AI)技術の発達により優れた遺伝的形

質をもつ雄畜からは、数千頭の産子を得ることが可能となり、家畜改良に著しく貢献して

いる。酪農経営においては，遺伝的改良による乳用牛の泌乳能力の向上は目覚しい。

一方、飼養規模の拡大の影響もあり、発情発見率および人工授精による受胎率の低下

が問題となってきた。この対策として、発情・排卵同期化磨翌ｪ開発され、本磨翌ﾉおいては

外因性ホルモンにより発情・排卵をコントロールできることから、発情発見の省力化および

計画的繁殖管理が可能となってきた。

 現在、家畜の胚移植(ET)技術が広く普及しており、ETにより優秀な遺伝的能力を持

った家畜の産子をより効率的に生産でき、受精卵の広域的な流通により国内外から優秀

な家畜の遺伝子を導入することが可能となっている。さらに、乳用種雌牛に黒毛和種牛

由来の胚を移植することにより、酪農経営の生産性を向上させることが可能となった。胚

移植による生産効率を上げるためには、受胎率を向上させることが重要となるが、様々な

要因があり容易ではない。そこで、高い受胎率が期待できる新鮮胚のETを実施するため

に、より正確な発情・排卵の同期化技術が重要となってきた。

 発情・排卵同期化技術では、処置開始時の雌牛の内分泌動態と卵胞波の状態に関わ

らず、発情・排卵とそれに伴う人工授精(AI)後の受胎が求められる。近年、発情同期化

方磨翌ﾉおいて、新規な手磨翌ﾆしてエストラジオールとプロジェステロンを併用した方磨翌ｪ

開発されている［1-3］。外因性エストラジオールは卵巣内の主席卵胞の発育を抑制し、そ

の効果はプロジェステロンと併用することでより効果的である［4］。ホルモン動態において、

エストラジオ・一・一・・ルは血中FSH濃度を低下させ［1］、プロジェステロンと併用することにより相
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乗的なLHパルスの頻度を抑制し［5］、主席卵胞の発育を抑制・退行させる。それに続く

血中エストロジェン濃度の低下にともない卵巣内に新しい卵胞波が出現するが、この新し

い卵胞波は、血中エストロジェン濃度が低下した後に起こる血中FSH濃度の再上昇に依

存している［6］。Boetal. ［4，7］は、エストラジオールとプロジェステロンの併用処置により、

発情周期のステージにかかわらず、エストラジオール投与後に新しい卵胞波が出現する

ことを報告した。しかしながら、エストラジオール投与から新しい卵胞波出現までの間隔お

よび発情発現までの日数に、ばらつきが認められており［8］、Colazo et al. ［9］は発情周期

の後期に同処置を開始した場合、卵胞退行を誘起するのは困難である示唆している。一

方、発情・排卵同期化のために、膣内留置型プロジェステロン製剤を外因性のプロジェス

テロンとして短期プロトコールで使用することも効果的であるが、高価な製剤を大規模農

家において使用する場合、コストが高く経済的ではない。しかしながら、安価な手磨翌ﾅあ

るプロジェステロンとエストラジオールの筋肉内投与のみによる発情同期化に関する報告

は少なく、その効果は不明な点が多い。

 一方、雌牛には繁殖生理的な制約があり、通常の飼養条件下では、1年のうちに1子

以上の産子を得ることは困難である。そこで、黒毛和種牛を含めた肉用種の繁殖経営に

おいて、生産性を最大限に向上させるために、分娩後の空胎期間を可能な限り短くして、

雌牛の生涯の内に1子でも多くの産子を得る目標として、1年1産が推奨されている。哺

乳中の肉用種繁殖牛において、分娩後から初回排卵までの日数は30日から55日と幅

があり、多くの場合、初回排卵時の発情徴:候は不明瞭である［10，11］。しかし、分娩直後

から卵胞波は発現しており、ボディーコンディションの良好な牛では、初回排卵までに平

均3. 2±0. 2個の主席卵胞の成長と退行を繰り返し、その卵胞の成長、退行過程は正常

の発情周期の牛と一致するという報告がある［12，13］。一方、分娩後の子宮修復について

は、分娩後20日目までに急速に子宮が修復し、その後は緩やかに修復が進行して、完

全な子宮修復には40日前後必要とされている［10］。また、子宮修復に要する期間は、
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分娩後最初の成熟卵胞の出現や分娩後初回発情と関連性があり、その期間は分娩後の

受胎率に影響することが指摘されている［14，15］。しかしながら、黒毛和種牛の分娩後に

おける卵胞波や排卵、子宮修復との関連性についての報告は少なく、不明な点が多い。

 現在では、家畜改良のみではなく、畜産農家の生産性向上という観点から、人為的・

外因的なホルモン処理を行うことにより優秀な能力を持った雌畜に多数の卵子を生産さ

せ、これらの卵子から産子を得ることで、多数の産子を得ることが可能となっている。さら

に、分娩後早期に過剰排卵処置を施し、胚回収を行えば、1年のうちに、1回の胚回収を

含む1産(1年1産1回胚回収)が可能となり、その生産性を上げることができる［16］。そ

のためには、計画的な分娩後の発情回帰と早期の子宮修復が必要である。このような雌

畜側からの家畜改良を目的として、家畜の過剰排卵処置や胚移植(ET)技術に関する研

究が進められ、現在では国内で毎年約63，000件のETが行われ、約28，000頭の産子

が得られている。

 一方，ETに用いる胚を得るために様々な方磨翌ｪ行われており、現在も改良が重ねら

れている［17-20］。これまでは雌畜に過排卵処置を施し、その後、人工授精により家畜の

子宮内で受精を行い、受精後7日目の受精卵(胚)を採取する方磨翌ｪ一般的であった。し

かし、近年では雌家畜の生体から卵母細胞を採取する(経膣採卵;OPU)方磨翌竅A食肉

処理場などで卵巣を採取し、研究室内で卵母細胞を回収し、卵母細胞の成熟・受精・発

生までのすべての段階を人為的に行う体外受精(IVF)技術が確立され、より効率的な胚

の生産が可能となっている。近年、国内においてもIVF胚の移植件数が増加しており、全

国では約8，000件の移植が行われるようになった。

 家畜における体外受精技術は、当初は主に食肉として解体される雌牛の卵巣から多く

産子を生産するための技術であると考えられ、これまで体外受精を主とした受精卵を作

出する技術は、優れた遺伝子をもつ家畜を増産するために用いられてきた［21］。しかし、

体外受精胚の凍結保存後の移植による受胎率は、過剰排卵処置により採取された体内
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受精胚よりも一般的に低いことが報告されている［3］。国内の統計をみても、体内受精胚

の移植において新鮮胚で受胎率が約50％、凍結胚でも約45％の受胎率が得られるの

に対し、体外受精胚では新鮮胚での受胎率が約42％、凍結胚では約36％の受胎率と

10％程度の低下が認められ、より効果的かつ簡便な凍結方磨翌ﾌ開発が求められている。

その中でも、ガラス化保存磨翌ﾍ従来の方磨翌ﾉ比べ、凍結保存に要する時間と設備費用を

大幅に削減することが可能である。近年、卵母細胞と胚の凍結保存において、ガラス化

保存磨翌ﾍ従来の凍結磨翌ﾆ比較してより効果的であると報告されている［22-26］。また、野

外における胚移植において、ダイレクト移植は、胚移植時の凍結保護物質の希釈のため

の操作が不要で、より実用的な方磨翌ﾅあり、現在では最も一般的な手磨翌ﾆなってきた［18］。

凍結胚のダイレクト移植は、用いられる凍結保護物質がグリセロールから［27］エチレングリ

コールへ切り替わることで［28，29］、融解後の操作の簡素化がもたらされた経緯がある。

 一方、ウシ胚の凍結保存のために多くのガラス化保存磨翌ｪ開発されているが［30］、こ

れら方磨翌ﾌ大部分は胚移植の前に凍結保護物質の段階的希釈を必要とする。近年開発

されたopen-pulled straw(OPS)磨翌ﾍガラス化保存されたウシ胚のストロー内凍結保護物質

の希釈に成功したと報告している［31，32］。しかし、この方磨翌ﾅは、ガラス化保存胚のダイ

レクト移植のために、技術者がストロー内希釈を行う際、特殊なストロー操作を必要とする。

したがって、野外におけるウシのガラス化保存胚をダイレクト移植するための、より簡便な

別磨翌ｪ必要とされている。

 これまで家畜改良は体型や血統、産肉成績などの簡易な選抜指標を基に、生産物の

品質と量、または飼いやすさなどが求められてきた。しかし、バイオテクノロジー技術の進

歩により、このような選抜過程が改善され、さらに体外受精(IVF)やクローン技術などの受

精卵操作は、遺伝子組み換えや遺伝子検索のための手磨翌ﾆなってきており［33］、今後こ

れらの技術を応用した、さらなる家畜改良の向上が望まれている。そのような中、現在で

は体細胞からの多くのクローン動物の生産が可能になってきており、より大規模での胚の
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ダイレクト移植が可能となる効率的な凍結方磨翌ﾌ開発が求められてきている。これら背景

により、ガラス化保存後のウシの体細胞クローン(SCNT)胚のin vivo、in vitroでの胚発

育の研究が行われているが［32，34］、ガラス化された体細胞クローン胚のダイレクト移植

に関する報告は少なく、不明な点が多い。

 そこで本研究では、ウシにおける、エストラジオールとプロジェステロンの筋肉内投与に

よる発情同期化プログラムの開発を目指し、プログラム開始時の発情周期がホルモン処

置により誘起された新しい卵胞波および発情・排卵に与える影響について検討した。さら

に、黒毛和種牛における1年1産1回胚回収が可能なプログラムを確立するために、分

娩後早期に発情誘起を行い、その後の子宮修復、胚回収成績および胚回収後の受胎

成績に及ぼす影響を検討するとともに、ガラス化保存されたウシ胚のダイレクト移植に応

用可能なストロー内希釈磨翌�沒｢し、ガラス化保存後のIVF胚と体細胞クローン胚の生

存性向上を目的としてエチレン・グリコール(EG)とグリセロv一一・・ル(GLY)の組成を検討した。
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第3章
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研究1

エストラジオールとプロジェステロンを用いた発情同期化プログラムによる

交雑種雌牛における卵胞波、発情排卵動態及び血中プロジェステロン濃度
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緒言

 外因性のエストラジオv・一一・ルとプロジェステロン処置は卵胞波の制御、同期化に有効な

手段である。エストラジオールとプロジェステロンで処置された牛では、主席卵胞の発育

が抑制され、新規卵胞波が出現する［35］。Bo et al. ［7］は、エストラジオールとフ。ロジェ

ステロン処置後、4. 3日で新規卵胞波の出現が起こると報告している。しかしながら、エス

トラジオール投与から新しい卵胞波出現までの間隔および発情発現までの日数に、ばら

つきが認められている［8］。処置開始時の内分泌動態と卵胞波の状態に関わらず、発情

排卵とそれに伴う1回の人工授精(AI)における受胎が発情・排卵同期化には求められる。

プロジェステロン投与を基本とした発情同期化プロトコールでは、膣内記置型プロジェス

テロン製剤(CIDR)が用いられており、さらに相乗的にLHパルスの頻度を抑制することで、

主席卵胞の発育を抑制するために、エストラジオールが併用されている［5］。発情・排卵

同期化のために、膣内留置型プロジェステロン製剤を外因性のプロジェステロンとして短

期プロトコールで使用するのは経済的ではない。しかしながら、三内留置型プロジェステ

ロン製剤を使用することなく、エストラジオールとプロジェステロン製剤の筋肉内投与によ

る発情・排卵同期化に関しての報告は少ない。

 そこで、本研究では、安息香酸エストラジオールとプロジェステロンの筋肉内投与のみ

のプロトコールにおける投与開始時の発情周期のステージが新規卵胞波の出現、黄体

求濫¥および、それに続く発情・排卵に及ぼす影響について検討した。
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1. 交雑種牛における発情同期化と卵胞およびプロジェステロンの動態

1-1. 発情の同期化

 交雑種(黒毛和種種雄牛×ホルスタイン雌牛、5-10歳)5頭を供試牛とし、Crossover

designにより実施した。実験を3ヶ月間隔で行った。すべての供試牛で、卵巣静止、卵巣

嚢腫などの生殖器疾患は認められなかった。前処置として、プログラム開始前に直腸検

査により黄体を確認後、プロスタグランジンF2、(PGF2、;類縁体クロプロステノール、レジ

プロンーC、帝国臓器製薬、東京)500μgの筋肉内投与により発情を誘起し、各々のウシ

の発情周期を調整した。PGF2、投与により誘起された排卵日をDayOとし、発情周期の前

期(Day5)、中期(Day12)もしくは後期(Day17)に、エストラジオール(EB;安息香酸エスト

ラジオーール:安息香酸エストラジオール注・DS、川崎三鷹製薬、東京)2mgとプロジェステ

ロン(P;プロジェステロン水性懸濁注射液、水性オバプロン・20、川崎三鷹製薬、東京)

200mgを筋肉内投与した(E/P)。E/P処置後、12日目にEB l mgを筋肉内投与した。

EBlmg投与前2日目から1日2回、朝夕に発情行動を観氏翌ｵた。

左右卵巣の観氏翌ﾍ、DayOからE/P処置開始までは隔日で、 E/P処置開始から排卵を

確認するまで毎日、超音波診断装置(5. OMHz経直腸用電子リニアプローブ、 Aloka

SDD-500、 Aloka、東京)のリアルタイムBモードを用いて直腸壁を介して行った。卵胞は、

液を満たした卵胞腔のエコーレベルが低く、エコーフリーに黒く抽出され、内腔と壁との

境界が明瞭なものとし、3mm以上のすべての卵胞直径を記録した。エコー像が球形でな

い場合、90度で交わる2つの直径の平均を推定値とした。排卵はエコーによる最大卵胞

の消失の確認と同位置での黄体の出現により判定した［2，36］。卵胞波は主席卵胞と同じ
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卵胞群を起源とし、同時に存在するその他の卵胞の集団とした。主席卵胞はその卵胞波

中のすべての卵胞で最も成長率が高く、最も直径が大きいものとした。主席卵胞の出現

日を卵胞波の開始日とし、その主席卵胞の排卵または退行までを1っの卵胞波とした

［37］o

1-3. 血漿中プロジェステロン濃度の測定

採血はE/P処置開始日からEB lmg投与後2日目までの間、隔日で行った。血液は、

尾静脈より18G採血針を用いてヘパリン処理した真空採血管に採取した。採取した血液

は実験室に持ち帰るまで氷中で保存し、1時間以内に3，000回転で20分間遠心後、分

離した血漿を測定する当日まで一80℃で凍結保存した。血漿中プロジェステロン濃度を、

市販のキット(オブチェック;川崎三鷹製薬、東京)を用いて測定した。測定内、測定間の

係数は、それぞれ5. 4％、10. 6％であり、感度は4. O pg/wellであった。

3. 統計処理

各グループ間の平均値の比較はStat View4. 02(Windows Software;Abacus Concepts)

を用いて、分散分析磨?Fisher'sprotected least significant deference test)で行った。ま

た、各々の結果は、平均値と標準誤差で示した。発情発現率、受胎率の比較は、カイ2

乗検定で比較した。

結果

 発情周期のどの時点から、E/P処置を開始しても、処置開始時の卵巣内における主席

卵胞と黄体の直径は各試験区間で有意な差は認められなかった(P＞0. 05;表1)。2度目

のEB投与時の主席卵胞(排卵卵胞)の直径は、三つの試験区間に有意な差はなかった
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が(P＞0. 05)、黄体の直径(平均±標準誤差)は、Day12、 Day17にE/P処置を開始した

試験区では8. 8±0. 49、9. 2±3. 8mmであったが、 Day5に処置を開始したものでは12. 2

±0. 6mmであり、Day 12、 D ay 17の試験区で有意に減少した(P＜0. 05;表1)。

すべての試験区間で、E/P処置開始から、新しい卵胞波の出現までの平均日数に差は

みられず、Day5、 Day 12、 Day17で、それぞれ3. 6日、3. 8日、3. 2日であった(表1)。すべ

てのウシで発情徴候がみとめられたが、Day17試験区では、5頭すべてで2度目のEB投

与前に発情が発現し、Day5、 Day12に比べて、発情発現が有意に早くなった。それに伴

いDay17試験区では、2頭で2度目のEB投与前に排卵が確認され、2度目のEB投与

後から排卵までの平均日数が0. 4±0. 4日となり、Day5、 Day12での2. 8±0. 2日、2. 0±

0. 45日に比較して、有意に短縮した(P＜0. 05;表1)。

血漿中プロジェステロン濃度は、Day 12、 D ay 17の試験区においてE/P処置後から徐々

に低下し、E/P処置後10日目にはそれぞれ、0. 8、1. Ong/mしまで低下した。一方、 Day5

試験区においては、E/P処置後10日目のプロジェステロン濃度は8. 3ng/mしで、 E/P処

置後14日目に1. O ng/mL以下(0. 92 ng/mL)を示した(図4)。

 本研究では、EB/P処置開始時の発情周期のステージにかかわらず、処置から新規卵

胞波が3. 2-3. 8日後に出現した。この結果は、処理開始時点の卵胞発育のステージに

かかわらずプロジェステロンのインプラント処置と同時に5mgのエストラジオーールー17βを

筋肉内投与した未経産牛において、既存の卵胞が退行し処置後平均4. 3日新規卵胞波

の出現を誘起することができるというBo et al. ［7］の報告を支持する。さらに、2mg EBと

50mgプロジェステロンをあわせて筋肉内投与することにより、平均4. 1日後に新規卵胞波

の出現をもたらしたことも報告されている［38］。同様に、本研究の結果は新規卵胞波を
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引き起こすためのプロジェステロンの筋肉内投与がプロジェステロンインプラントや腔内

留置型プロジェステロン製剤と同様の効果があることを示した。

 新規卵胞波の出現は既存の卵胞波の形態学的あるは求濫¥的な消滅とそれに関連す

るFSHに起因することが指摘されている［39］。エストラジオールとプロジェステロンの投

与は未経産牛において、エストラジオールの血中濃度の上昇を誘起し、その結果FSH分

泌に対し負のフィードバック効果を生み、血漿中FSH濃度を減少させる［5，40］。次に、そ

の抑制されたFSHは、血漿中エストラジオール濃度が低下することによって再び上昇し

はじめる。エストラジオールはLHパルスの振幅を減少させ、プロジェステロンはLHパル

スの頻度を減少さる［5，40］。本研究における、卵巣の超音波診断装置所見は、EB/P処

理が処置開始時の発情ステージに関わらず、新規卵胞波の出現を引き起こすことを示し

た。したがって、エストラジオールとプロジェステロンの投与がエストロゲンに依存するFSH

とエストラジオールとプロジェステロンの相乗作用に依存するLHの減少を引き起こし、そ

の後、血中FSH濃度の再上昇に続いて新規卵胞波が出現するという仮説を支持すること

ができる［3］。

 ウシにおける発情同期化において最も重要なことのひとつは、処置開始時の内分泌動

態、もしくは、卵胞波にかかわらず正確な発情開始時期を把握することにある。さらに、定

時授精プロトコールの効果を比較する場合、発情同期化率が重要となる。本研究におい

て、すべての供試牛が処置開始時の発情周期ステージに関わらず、発情行動を示し排

卵した。しかしながら、EB/Pの筋肉内投与グループによって、プロジェステロン濃度の動

態と、発情・排卵の同期化について違いがみられた。今回、Day 17群において2回目の

EB投与の1-3日前に発情徴候が観氏翌ｳれ、 EB投与から排卵までの時間が短くなって

いることを観氏翌ｵた。PGF2、は処置前の発情同期化に使用したが、すべての供試牛にお

いてEB/P処置が発情とそれに続く排卵後に始まっているため、これが牛群間での発情

の同期化率の差に影響したとは考えられない。そのうえ、今回の結果では、Day5群に比

一17一



べ、Day12群とDay 17群において、2回目のEB投与時点の、黄体の平均径が減少し、

血中プロジェステロン濃度もより早く減少した。血中プロジェステロン濃度が減少し始める

と、発育段階にある主席卵胞がその後まもなく排卵する［41］。発情同期化におけるプロト

コールにおいて、血中プロジェステロン濃度を高めて、早すぎる発情と不完全な黄体退

行を防ぐために通常、酢酸メレンゲストロール、膣内留置型プロジェステロン製剤、プロジ

ェステロンインプラントなどのプロゲスチンを使用する。したがって、発情・排卵同期化が、

発情周期後半の黄体後期に開始された牛において、血中プロジェステロン濃度が早く減

少し、処置開始からの発情が短縮されたのではないかと推氏翌ｳれた。

 本研究において、EB/Pの筋肉内投与は処置開始時の発情周期のステージにかかわ

らず、新規卵胞波の出現を引き起こすことができた。しかし、EB/Pプロトコールの発情同

期化と排卵への効果は最初のEB/Pが投与された時の発情周期の段階に影響を受けた。

EB/Pプロトコールにおいて、発情周期の前期もしくは発情周期の中期(Day5-12)は、発

情/排卵同期化を開始するための最適期間である。これらのことから、発情同期化率を高

めるために、投与するプロジェステロンおよびエストラジオールの濃度、E/PとEBの投与

間隔など、さらなる検討が必要と考えられた。
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研究2

黒毛和種牛における分娩後の発情誘起が子宮修復と胚回収およ

      びその後の受胎成績に及ぼす影響
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緒言

黒毛和種牛を含めた肉用種の繁殖経営において、分娩後の空胎期間を短くして、多く

の産子を得ることが重要であり、現在のところ1年1産が目標とされている。授乳中の肉用

種繁殖牛において、初回排卵までの目数は分娩後30日から55日と幅があり、多くの場

合初回排卵時の発情徴候は不明瞭である［10，11］。しかし、分娩直後から卵胞波は発現

しており、ボディーコンディションの良好な牛では、初回排卵までに平均3. 2±0. 2個の主

席卵胞の成長と退行を繰り返し、その卵胞の成長、退行過程は正常の発情周期の牛と

一致するという報告がある［12，13］。一方、分娩後の子宮修復については、分娩後20日

目までに急速に子宮が修復し、その後は緩やかに修復が進行して、完全な子宮修復に

は40日前後必要とされている［10］。また、子宮修復に要する期間は、分娩後最初の成

熟卵胞の出現や分娩後初回発情日と関連性があり、その期間は分娩後の受胎率に影響

することが指摘されている［14，15］。しかしながら、黒毛和種牛の分娩後における卵胞波

および排卵と子宮修復との関連性についての報告は少なく、不明な点が多い。

 一方、分娩後早期に過剰排卵処置を施し、胚回収を行えば、1年のうちに、1回の胚回

収を含む1産(1年1産1回胚回収)が可能となり、その生産性を上げることができる［16］。

そのためには、計画的な分娩後の発情回帰と早期の子宮修復が必要である。

 そこで、黒毛和種牛における1年1産1回胚回収が可能なプログラムを確立するため

に、分娩後早期に発情誘起を行い、その後の子宮修復、胚回収成績および胚回収後の

受胎成績に及ぼす影響を検討した。
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試験:1:分娩後の排卵と子宮角直径の変動

 株式会社ミック(栃木県那須郡那須町)で飼養されている分娩後3日目に離乳した黒

毛和種雌牛10頭(2～5歳)を供試牛とし、これらを無作為に2群(魚群5頭)に分けた。

両群における新生子牛の体重と産歴に有意差は認められず、またすべての供試牛で胎

盤停滞、悪露停滞、子宮内膜炎、膣炎など産後の生殖器疾患は認められなかった。

 試験群には、分娩後20日目からプロジェステロン放出北内挿入剤(CIDR;プロジェス

テロン1. 99，イージーブリード，家畜改良事業団、東京)を8日間膣内に挿入し、抜去と

同時にプロスタグランジンF2・(PGF2・;類縁体クロプロステノール、エストラメイト，武田シ

ェリング・プラウアニマルヘルス、東京)500μgの三部筋肉内投与を行った。対照群は

無処置とした。

 両群とも分娩後3日目から1日2回、朝夕に発情行動を観氏翌ｵた。発情発見の補助器

具としてHeat Mount Detector(Kamar社)を用いた。さらに、分娩後3日目から毎日定時

に超音波診断装置のリアルタイムBモードを用いて直腸壁を介して前回妊娠側の子宮角

直径を計測し、左右の卵巣の形状を観氏翌ｵた。観氏翌ﾍ分娩後3回目の排卵が確認される

までの期間行った。妊娠診断時の記録と分娩後の直腸検査所見により妊角と非訟角の

判定を行った。妊角の直径の計測は子宮広靱帯の位置で行った［16，42］。卵胞は、エコ

ーレベルが低くエコーフリーに黒く描出され、内腔と壁との境界が明瞭なものとし、直径が

3mm以上のすべての卵胞を計測した。エコー像が正円形でない場合、90度で交わる2

っの直径の平均を推定直径とした。排卵は、エコーによる最大卵胞の消失の確認と同位

置での黄体の出現により判定した［37，43］。卵胞波は主席卵胞と同じ，卵胞群を起源とし、

同時に存在するその他の卵胞の集団とした。主席卵胞はその卵胞波のすべての卵胞の

中で最も発育率が高く、直径が最大のものとした。主席卵胞の出現日を卵胞波の開始日
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とし、その主席卵胞の排卵または退行までを1つの卵胞波とした［44］。

試験2:発情誘起後の胚回収とその後の人工授精による受胎までの日数

試験:1とは別の農場の分娩後7日目に離乳した黒毛和種雌牛10頭(2～9歳)を供試

牛とし、無作為に2群(各群5頭)に分けた。両群における新生子牛の体重、二三に有意

差は認められず、またすべての供試牛で胎盤停滞、悪露停滞、子宮内膜炎、膣炎などの

産後の生殖器疾患は認められなかった。試験群(5頭)では、試験1と同様の方磨翌ﾅ分

娩後20日目から発情誘起処置を行った。また、分娩後29日目から38日目に明瞭な発

情行動を示した5頭を対照群として用いた。

 試験群では発情誘起処置によって発現した発情日を、対照群では分娩後29日から38

日に見られた発情日を起点(Day O)とし、 Day l2からFSH(アントリン，川崎三鷹製薬、東

京)を合計21AU、朝夕合計7回、4日間の等量投与磨翌ﾉよって筋肉内投与した。 Day 14

の夕方とDay 15の朝の2回PGF2。(500μg)を筋肉内投与し、発情発見から12時間後

に凍結精液を用いて人工授精を1回行った。なお、発情発見時に性腺刺激ホルモン放

出ホルモン(フェルチレリンアセテート:スポルネン，川崎三鷹製薬、東京)を50μg筋肉

内投与した。胚回収は常磨翌ﾉ従い、人工授精後7日目に非外科的に行い、胚回収後に

PGF2。(500μg)の筋肉内投与および2％ポピドンヨード(動物用イソジン溶液:明治製菓

株式会社、東京)50mlの子宮内注入を行った。回収された胚は、既報に準じて胚のラン

ク付を行った［45］。なお、胚回収後、発情が発現した牛に対しては人工授精を行い、その

後、発情が回帰した牛には妊娠するまで人工授精を繰り返した。妊娠診断は人工授精後

40日目と60日目に直腸検査により行った。
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統計処理

 各グループ間の平均値の比較はStat View4. 02(Abacus Concepts社)を用いて

Student-t検定で行い、各々の結果は平均値と標準誤差で示した。

結果

分娩後の排卵時期と子宮角直径の変動

 対照群および試験群において、分娩後初回排卵およびその後の排卵までの平均日数

は、それぞれ初回排卵が分娩後11. 2日と10. 2日、2回目の排卵が分娩後23. 6日と20. 0

日、さらに、3回目の排卵は分娩後42. 0日と31. 6日であった。試験群では、全頭におい

てCIDR処置によって分娩後30日目に発情が誘起され、対照群と比べ10日早く3回目

の排卵が認められた(表2)。

 子宮角の直径は、対照群と試験群でそれぞれ、初回排卵時94. 6mmと98. 4 mm、2回

目排卵時67. 8mmと61. 8 mm、3回目排卵時49. 8 mmと49. 8 mmと、両三とも排卵回数

が増えるに従い子宮角の直径が減少したが、各排卵時の子宮角直径において両二間に

差はなかった(表2)。しかし、試験群において3回目の平均排卵日である分娩後31日目

の子宮角直径は52. O mmで、対照群の59. 4 mmに比較して有意に短かった(P〈0. 05)。

 両群とも観氏頼J始の分娩後3日目に卵胞波は発現しており、初回排卵では分娩後第1

波の主席卵胞が排卵し、対照群においては、2回目の排卵も同様に第1波の主席卵胞

が排卵することが観氏翌ｳれた(図6)。さらに、対照群においては、3回目の排卵から3つ

の卵胞波を示し、その3波目の主席卵胞が排卵する発情周期を示すことが明らかとなっ

た。発情徴候は、分娩後初回排卵時に10頭中3頭(試験群2頭、対照群1頭)、2回目

排卵時に10頭中4頭(試験群1頭、対照群3頭)で発現したが、3回目排卵時には試験:

群、対照群ともにすべての供試牛で発情徴候が認められた。
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発情誘起後の胚回収成績とその後の人工授精による受胎までの日数の比較

平均回収胚数、移植可能胚率、および凍結可能胚率において、両三間に有意差は認

められなかった(表3)。さらに、胚回収後初回発情発現までの日数において両二間に有

意差は認められなかったが、受胎に要した人工授精の回数は対照群(1. 3回)が試験群

(2. 2回)に比べ有意に少なかった(P〈0. 05)。また、空胎日数の平均は、対照群70. 0日、

試験群86. 2日であり、両群間に有意差は認められなかったが、対照群の方が少ない傾

向にあった(表3)。

 分娩後の肉用繁殖種牛または黒毛和種雌牛にCIDRを処置することにより、早期に発

情を誘起できることが報告されている［46，47］。本研究においてもCIDR、 PG F2αの併用

により分娩後早期に明瞭な発情を誘起することができ、分娩後3回目の排卵日を10日間

短縮できることが明らかとなった。一方、対照群における前回妊娠の子宮角直径の変動

は既報のものと同様であった［10］。排卵ごとの子宮角直径において試験群と対照群の

間に差は認められなかったが、分娩後31日目における子宮角直径は、対照群の方が有

意に大きいことが明らかとなった。これらのことから、分娩後の子宮角直径の減少は排卵

回数の影響を受けることが示唆された。

 CIDRによる発情誘起後に過剰排卵処置を行った試験群の胚回収成績は、無処置の

対照群と差がなく、さらに、両群とも既報の胚回収成績［48，49］と同等の移植可能三三

および凍結可能胚率であった。しかしながら、胚回収後の試験群の人工授精回数は2. 2

回と、対照群(1. 3回)より多くなり、受胎に要した日数が平均86. 2日で、対照(70. 0日)に

比較して約16日延長した。さらに分娩間隔も、目標とした365日を超える平均371. 2日と

なった。この分娩間隔の延長は、胚回収後の初回発情で全頭が不受胎であったことによ
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るものと考えられた。一方、実験1ではCIDR抜去後2日後に全頭が発情したが、実験2

では2日から6日とバラツキがみられた。また、胚回収後の初回発情も、予想した7日後

よりも遅く、8日から11日後に観氏翌ｳれた。このようにCIDR処置後および胚回収後の発

情発現のバラツキが分娩間隔の延長の原因の1つと思われた。これらのことから、1年1

産1回胚回収が可能なプログラムを確立するためには、胚回収後の人工授精による受胎

率の向上と、発情発現のバラツキを抑えるための正確な発情同期化方磨翌�m立する必

要があると思われた。

 本研究において、分娩後20日目からCIDR処置を行うことにより、分娩後早期に発情

を誘起し、分娩後3回目の排卵日を短縮できることが判明した。さらに、その発情を起点

とした過剰排卵処置によって胚回収を行った結果、無処置の対照群と同等の胚回収成

績を得ることが明らかとなった。胚回収後の初回発情での低受胎率を向上させることによ

り、胚回収を含む計画的な1年1産が可能であることが示唆された。
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研究3

凍結保護物質の組成がガラス化保存した牛体外受精胚と体細胞クローン胚

      のストロー内希釈後の生存性に及ぼす影響
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緒言

 近年、卵母細胞と胚のガラス化保存磨翌ｪ従来の凍結磨翌ﾆ同じくらい効率的であると示

唆されている［22-26］。従来の凍結磨翌ﾆ比べると、ガラス化保存磨翌ﾍ凍結保存に要する時

間と設備費用を削減することが可能である。野外において、胚のダイレクト移植は、胚移

植時の凍結保護物質の希釈のための胚の操作が必要ではないことから、より実用的であ

ると思われる。さらに、ウシの胚移植における凍結保護物質のストロー内希釈ダイレクト移

植は従来の凍結磨翌ﾉ比べ広く一般化してきた［18］。ダイレクト移植は、凍結保護物質をグ

リセロールから［27］エチレングリコールへ切り替えることで［28，29］、融解後の操作性の簡

素化をもたらした。ウシ胚のために多くのガラス化保存磨翌ｪ開発されているが［30］、これら

の方磨翌ﾌ大部分は胚移植の前に凍結保護物質の段階的除去を必要とする。近年開発さ

れたopen-pulled straw(OPS)磨翌ﾍガラス化保存されたウシ胚のストロー内凍結保護物質

の希釈を可能としたが［31，32］、ガラス化保存胚のダイレクト移植のためには、技術者がス

トロv・・一・・内希釈を行う際に、特殊なストロV一一19k作が必要である。したがって、野外におけるウ

シのガラス化保存胚のダイレクト移植のためにはより簡便な方磨翌ﾌ開発が必要である。

 現在、体細胞から多くのクローンの動物の生産が可能になってきており、大規模農場に

おいて移植する際に、凍結クローン胚のダイレクト移植が可能な凍結方磨翌ﾌ開発が求め

られている。ガラス化保存した牛体細胞クローン(SCNT)胚のin vivoやin vitroでの胚発

育の研究が行われているが［32，34］、ガラス化された体細胞クローン胚のダイレクト移植に

関する報告は少ない。

  そこで、本研究では、ガラス化保存されたウシ胚のダイレクト移植に応用可能なストロ

ー内希釈磨翌�沒｢した。さらに、ガラス化保存後のIVF胚と体細胞クローン胚の生存性を

向上させるために、エチレン・グリコール(EG)とグリセロール(GLY)の組成を検討した。
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牛体外受精胚の作出

 牛未成熟卵母細胞の成熟培養、体外受精、発生培養による牛体外受精胚の作出は

Mori et al. ［50］の方磨翌ﾉより実施した。食肉処理場由来の卵巣を、300Cの生理食塩水(0. 

85％［w/v］NaCl)を用いて2時間以内に研究室に搬送した。卵胞内の卵丘細胞付着卵母

細胞を、18G針付5mlシリンジを用いて卵巣表面の卵胞(直径1～7 mm)より吸引採取

した。採取した未成熟卵母細胞は、修正リン酸緩衝液(エンブリオテック;日本全薬工業、

福島)を用いて2回洗浄し、正常な卵母細胞(卵丘細胞が3層以上あり、細胞質の均質な

もの)のみを実験に供した。これらの卵母細胞は5％牛胎子血清と抗生物質(100・g/m1ス

トレプトマイシン＋1001U/mlペニシリン］を添加した成熟培地(TCM199;Gibco社)に移した。

採取された約100～150個の卵母細胞を、成熟培養用シャーレを用いて5％CO2の気相

条件下で21時間、成熟培養を実施した。

 成熟培養後の卵母細胞は、牛凍結精液とBO液を用いて体外受精を実施した［51］。

凍結精液を370Cのウォv一・一一‘ターバスで1分間融解し、精液は牛血清アルブミン(BSA)無添

加、10mMテオフィリン(Sigma社)を添加したBO液中に移した。その後精液は、5分間

500xgの遠心処理によって2回の洗浄を行い、精子数が5×106/mlとなるように、牛血清

アルブミン(BSA;3mg/ml;Sigma)、ヘパリン(10・g/ml;ノボヘパリン1000)および5mMテ

オフィリンを添加したBO液を用いて調整した。成熟した卵母細胞を体外受精用の精子ド

ロップに移し、5時間の体外受精を実施した後、各卵母細胞を、発生培地(5％FBS、抗生

物質、5・g/mlインシュリンを添加したTCM199)に移し、5％CO2、38. 5℃の気相条件下

で発生培養を行った。

 体外受精後48時間目(2日目)に、発生培地の交換を行うとともに、胚を囲む卵丘細胞

をピペッティングにより除去した。このとき、シャーレの底面に付着した卵丘細胞を除去し
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ないよう卵丘細胞を胚から遊離した。胚の発育を受精後24時間毎に、顕微鏡(×200;オ

リンパスIMT-2)下で観氏翌ｵた。形態学的に正常な胚盤胞を体外受精後7～8日に採取し、

同じ直径を持つ胚盤胞を各実験グループに分けた。

体細胞クローン胚の作成

卵子の体外成熟

 卵巣から採取したウシ卵子は5％FBS、0，02AU/mlのFSH(Gibco)、50μg/mlのゲンタ

マイシンを含むTCM199(Gibco)培養液で洗浄後、それぞれミネラルオイルで覆った2ml

の培養液内に移し、38. 50C、5％CO2の気相条件下で22時間培養を行った。

ドナー細胞の準備

 ウシ由来の体細胞は卵母細胞一卵丘細胞複合体をガラスピッペットでピッペッティング

し、得られた卵丘細胞を、0. 25％(w/v)トリプシンEDTAに15分浸した。その後、10％FBS

を含むαMEM(Gibco)培養液内に移し、遠心求翌ﾅ500×gで5分間洗浄を2回行い、得

られた体細胞を、それぞれ5％FBS、0，1％MEM non-essential amino acid solution 100X

(Gibco)、50μg/mlゲンタマイシンを含むαMEM内で38. 5℃、5％CO2の気相条件下で

培養皿が飽和状態になるまで培養した。

除核処理

 成熟培養後、各卵子は径の小さいピッペットを用い裸化した後、第一極体の放出が囲

卵腔に認められたもののみを用いた。裸化した卵子は5μg/ml Hoechst33342(Sigma)、

5％FBSを含むPBS内に5分間染色した。染色した卵子を5回忌/mlサイトカラシンB、5％

FBSを含むPBS(マニピュレーション液)に移した。除核はマイクロマニピュレーターを用い
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て行い、卵子をホールディングピペットで第一極体が見えるように保定し、カッティングニ

ードルを第一極体と細胞質の間に穿刺し、細胞質を傷つけないように透明体を切開させ

た。その後カッティングニードルで卵子を真上から圧迫し、第一極体と周囲の細胞質を透

明体切開部から押し出し、除核した。また、除核が成功したかどうかは、押し出した第一

極体と周囲の細胞質に蛍光を当てて確認した。除核した卵子は0. 4％BSA、5μg/m1イ

ンシュリン、50μg/mlゲンタマイシンを含むmSOF［54］内に保存した。

細胞移植

 培養した体細胞は、FBS不含のαMEMで洗浄後、0. 05％トリプシンEDTAを加え、3

分間保温し剥離させた後、5％FBS、1％MEM non-essential amino acid solution 100X

(Gibco)、50μg/mlゲンタマイシンを含むαMEMでピペッティングした。15ml容量のチ

ューブに移し、1800rpmで5分間遠心分離後、上清液を除き、単離したドナー細胞を得

た。細胞の移植は、保存していた除核済みの卵子と、単離したドナV一・一一細胞をマニピュレー

ション液に移し、マイクロマニピュレーターを用いて行った。ホールディングピペットで除核

の時にできた透明体の切開部位が確認できるように卵子を保定し、ドナー細胞を吸引し

た移植用ピペットを卵子の透明体の切開部位から刺し入れ、囲卵腔内にドナー細胞を挿

入した。細胞移植した卵子は、0. 4％BSA、5μg/mlインシュリン、50μg/mlゲンタマイシ

ンを含むmSOF内に保存した。

活性化処理

 融合液はZimmarman液を用いた。4穴シャーレにそれぞれZimmarman液:mSOF液

が1:3、2:2、1:3、4:0となるように調節し、保存していた移植済み卵子をZimmarman液

濃度が薄い順に平衡させた。Zimmarman液で平衡させたウシ由来卵子はLF101を用い、

シャーレに40μ1ドロップを作り、各ドロップに平衡済み卵子を10個程度ずつ移し、ドナー
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細胞と卵子の細胞質が接触し、且つ一直線に並ぶようにホールド型電極で左右から挟み

電流を1回流して融合させた。電気融合処理後、融合を確認し、0. 4％BSA、5μg/mlイ

ンシュリン、50μg/mlゲンタマイシンを含むmSOFで洗浄した後、10pg/ml cycloheximide、

0. 4％BSA、5μg/mlインシュリン、50μg/mlゲンタマイシンを含むmSOFの100μ1ドロッ

プ内に移し、38. 5℃、5％CO2の気相条件下で5時間活性化処理した。活性化処理した

胚は、体外培養用培地で数回洗浄後、培養した。

体外培養

 ウシ卵子由来の再構築胚は、0. 4％BSA、5μg/mlインシュリン、50μg/mlゲンタマイ

シンを含むmSOFの体外培養用培地で72時間培養した後、5％FBS、5μg/mlインシュ

リン、50μg/mlゲンタマイシンを含むmSOFで4日間培養した。形態学的に正常な胚盤

胞を融合後7～8日に採取し、同じ直径を持つ胚盤胞を各実験グループに分けた。

ガラス化保存

 IVF胚と体細胞クロ・一一一・ン胚は、0. 3％(w/v)BSAと抗生物質を加えたTCM-199で洗浄し

た。なお、牛胚盤胞はEGよりGLYの方がその透過性が低く、GLYの浸透速度がEGより

遅いことが示されており［55］、胚への凍結保護物質の浸透は、暴露時間が増加するのに

従って増加することから、凍結後生存能力に影響を与えることが示されている［24］。したが

って、胚はまず10％(v/v)のGLY(和光純薬工業)を加えたTCM-199液内で2分間、室温

(23-25C)で平衡し、続いて20％GLYを含むTCM-199液内で2分間平衡した。その後ガ

ラス化保存液へ移した。胚は、ガラス化保存後のIVF胚と体細胞クローン胚の生存性にお

けるEGとGLYの組成比の影響を検討するために3つの異なったガラス化液に移した。

ガラス化液はTCM-199に0. 6Mのショ糖と40％GLY、30％GLY＋10％EGまたは20％

GLY＋20％EGのいずれかを加えて作成した。それぞれのガラス化液では、胚を最初に、
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冷却したガラス化溶液ドロップ(30μL)内に移し、次に、平衡のために連続して異なる新

鮮なドロップに二度移した。胚(1ストローあたり2-5胚)を含むガラス化液(約30μL)を、ピ

ペットを使用して0. 25-mしのプラスチック製ストロー(1. M. V. 、 L'Aigle、フランス)に充填した

(図7A)。ストローの端はパウダーで封をし、ガラス化液と胚がストローに充填された後、ガ

ラス化液とショ糖溶液が混合するのを防ぐために、ストローを垂直に保持した。胚とガラス

化液を含むストローをおよそ半分まで急速に液体窒素に浸し、そして、ストU一の破損を

防ぐために残りの部分をゆっくり浸した。胚はガラス化液へ暴露してから2分以内に液体

窒素でガラス化保存された。

凍結保護物質のストロー内希釈と生存性の検討

 液体窒素内で5日間以上の保存した後に、ストローは20℃の温水で融解した。その際

に凍結保護物質とショ糖溶液を混合するために1分間、垂直に保持した後、逆にして保持

混合した。次に、封部分を切断し、ストローを水平に5分間、凍結保護物質を希釈するた

めに保持した(図7B)。希釈後、ストロー内容液を培養皿に出し、胚を直ちに新鮮な培地に

移して二度洗浄した。洗浄後、胚を72時間、卵丘細胞と共培養し、24時間間隔で72時間

観氏翌ｵた。胚の生存率は、48時間培養後の胚胞腔の再形成に基づいて評価した。72時

間培養後の胚盤胞の脱出率も評価した。また、対照として、新鮮なIVF胚と体細胞クロー

ン胚を培養した。

統計処理

 胚の生存率と発生率について分散分析磨翌�pいて検討した。平均値の有意差は、

post-hocおよびFisher's protected least significant difference test(PLSDテスト)によって

比較した。データは平均値±標準誤差として表した。
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結果

 ガラス化保存後、体外培養された体外受精胚の生存率と脱出胚盤胞への発育率は、

ガラス化液の組成において有意差は認められなかった(表4)。同様に、ガラス化保存後、

体外培養された体細胞クローン胚の生存率と脱出胚盤胞への発育率は、ガラス化液の組

成において有意差は認められなかった(表5)。しかしながら、体細胞クローン胚の発育率

は、40％GLYグループで30％GLY＋10％EGと20％GLY＋20％EGグループより高い傾向が

あった。IVF胚の発育率は、30％GLY＋10％EGと20％GLY＋20％EGにおいて、ガラス化保

存しなかったものに比べ有意に低かった(P〈0. 05)。さらに、ガラス化保存後の体細胞クロ

ーン胚の発育率はガラス化保存されなかった新鮮胚と比べ、有意に低かった(P〈0. 05)。

 凍結保護物質としてGLYとEGの組成はストロー内希釈後の胚の生存性に影響を与え

なかった。融解後のストローを垂直に保つことで凍結保護物質の希釈は可能であり、融解

後のストローを1分間垂直に保持することで、ストロー中の凍結保護物質は、その高い比

重により下部のショ糖層と混合した。凍結保護物質は1分以内にガラス化液の組成に関

わらず、ショ糖液と完全混合された。しかしながら、この方磨翌ﾍ、ストロー中のガラス化液が

空気層によってショ糖液と分けられていないため、液体窒素に投入する前にガラス化液と

ショ糖液が混合するのを防ぐ必要があり、そのためにグリセロールなどの粘性のある凍結

保護物質が必要であった。予備試験において、30％以上のEGを含むガラス化液ではガラ

ス化処理以前にショ糖液とガラス化液が混合する傾向がみられた。さらに、20％未満のEG

を含んでいるガラス化液のものと比べて、10％GLY＋30％EGと40％EGでガラス化保存され

たIVF胚の生存率は有意に減少した(それぞれ16/54、30. 3±4. 2％、および10/50、19. 3
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±4. 7％)。これらの結果は、ストロー内希釈磨翌ﾉおいてストローを液体窒素に投入する前の

ガラス化液とショ糖液の混合防ぐために、粘性のある凍結保護物質を必要とすることを示

唆していることから、本研究では、GLYとEGが20％以下の組み合わせで、粘性を維持し、

ガラス化保存後のIVF胚とSCNT胚の生存率を評価した。

 透過性の異なる2つの凍結保護物質をガラス化液に使用することで、それぞれの凍結

保護物質の濃度を低くすることができる。ウシ胚はGLYよりEGに透過性があることが示さ

れているが、EGはGLYより毒性が強い［24，55］。そこで、 EGとGLYを組み合わせること

で、それぞれの凍結保護物質の毒性だけではなく、EGが細胞から急速に拡散することに

よる融解時の浸透圧損害も下げることが期待された。しかしながら、本研究結果は、ガラス

化保存後のIVF胚の生存率と発育率において有意差がみられなかった。これらの結果は、

EGとGLYの組み合わせによるガラス化保存磨翌�_イレクト受精卵移植に応用する場合、

ガラス化液の組成がガラス化保存後の生存率に有意な影響を与えないことを示した。一

方、体細胞クローン胚はその作出段階において、透明帯が顕微操作により一部失われて

いるため、IVF胚より凍結融解による傷害に鋭敏である［34，56，57］。本研究では、 IVF胚

において、ガラス化液の組成による差はみられなかったのに対し、体細胞クローン胚では、

40％GLYでガラス化保存された胚の方が30％GLY＋10％EGか20％GLY＋20％EGを用い

たものに比べ発育率が高くなる傾向がみられた。これらの結果は、凍結融解による傷害の

感受性の高い体細胞クローン胚がガラス化保存後の胚の生存率でEGとGLYの組成によ

る影響を明確化できることを示唆している。本研究では、体細胞クローン胚を40％GLY液

でガラス化保存したときの生存率は、同じガラス化液でIVF胚を保存融解したときの生存

率と同様の結果となった。これは、ダイレクト移植のために凍結保護物質をストロー内で希

釈したとき、体細胞クローン胚が凍結保存後も体外受精胚と同様に生存性を維持できるこ

とを示すものと推氏翌ｳれた。

 以上のことから、GLYを含んでいるガラス化液へのEGの追加はガラス化保存後にスト
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ロー内希釈されたIVF胚と体細胞クローン胚の生存率と発育率に影響を与えなかった。ガ

ラス化保存されたIVF胚と体細胞クローン胚の生存率は新鮮胚に比べて減少した。しかし

ながら、融解後にストローを垂直・水平に保持するだけの方磨翌ｪ非常に簡単であることか

ら、野外におけるガラス化保存胚のダイレクト移植に応用することが可能であることが示唆

された。
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第4章
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総括

 膣内挿入型プロジェステロン製剤で処置した肉用経産牛［8］、乳用未経産牛［4，7］およ

び経産牛［3］において、エストラジオールを投与することにより主席卵胞の発育を抑制し、

その後、新しい卵胞波が出現する。プロジェステロン処置したウシにEBを投与した時、血

漿エストラジオール濃度はその投与量にかかわらず、投与後12-24時間でピークを示し、

96時間で基底値に戻ることが示されている［3，58，59］。この血漿中エストラジオール濃度

の上昇により、血中FSH濃度は減少し、その後血漿中エストラジオール濃度が低下する

ことによって血中FSH濃度は上昇しはじめる［37］。 Martinez et al. ［59］は、 EB投与後、血

中FSH濃度は12時間以内に減少し24時間で基底値を示し、60時間以内に再上昇す

ることを示している。さらに、新しい卵胞波の出現がFSHサージの1日後に認められてい

る［9，58，60］。本研究において、膣内挿入型プロジェステロン製剤を用いることなく、プロ

ジェステロンの筋肉内投与により血漿中プロジェステロン濃度を上昇・維持したが、プログ

ラム開始後、すべての試験区で主席卵胞の発育が抑制され、平均3. 2日から3. 8日の範

囲で新しい卵胞波が出現した。これらのことより、プロジェステロンの筋肉内投与によるプ

ログラムにおいても、EBを併用することにより、卵胞の発育を抑制し、新しい卵胞波が出

現することが示唆された。

 一方、Day17からプログラムを開始したグループにおいて、全頭が2度目のEB投与前

に発情徴候が認められ、発情を同期化することができなかった。黄体後期もしくは発情前

期の未経産牛に腔内挿入型プロジェステロン製剤とEBによる処置した場合、 LHパルス

頻度が黄体期レベルと卵胞期レベルの中間程度であり、主席卵胞は排卵または退行す

ることなく長期に渡って維持されることが報告されている［61，62］。しかしながら本研究に

おいて、Day17から開始したグループの全頭で、主席卵胞の退行が認められ、新しい卵

胞波の出現が観氏翌ｳれた。さらに、Day5およびDay12グループの新しく出現した卵胞波
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の主席卵胞に比較して、Day17グループの主席卵胞は発育速度が速く、プログラム開始

後8日目に、全頭で直径10mm以上の主席卵胞が存在していた。一方、2度目のEB投

与時におけるDay5グループの黄体の平均直径は15. O mmで、他のグループと比較して

有意に大きい値を示した。さらに、EB投与時の血漿中プロジェステロン濃度も7. 3 ng/mし

と高い値を示し、EB投与後、全頭で48時間以内に発情徴候および排卵が観氏翌ｳれた。

Rich et al. ［63］は、血中プロジェステロン濃度の推移から合成ジェスタージェン製剤処置

時のエストラジオール投与効果を検討し、その結果、エストロジェン投与により黄体退行

が促進されることを示した。本研究において、Day17からプログラムを開始したグループに

おいてEB投与前の発情徴候の発現を観氏翌ｵたが、これは新しい卵胞波の出現時期に

求濫¥黄体が存在せず血漿中プロジェステロン濃度の低下によるLHパルス頻度の抑制が

減少し、卵胞発育が促進されたためであると推氏翌ｳれた。一方、新しい卵胞波の出現時

に求濫¥黄体の存在するDay5グループにおいては、2度目のエストラジオール投与により、

黄体退行が促進され、血漿中プロジェステロン濃度の減少とともに、LHパルス頻度が上

昇し発情・排卵が誘起されたものと考えられた。

 Day17からプログラムを開始したグループにおいて2回目のEB投与前に発情徴候が早

く発現することが判明したため、プログラム開始から2回目のEB投与までの間隔を12日か

ら10日に短縮し、また泌乳牛への処置であることを考慮し、プロジェステロン製剤を肝臓

で代謝を受けやすいプロジェステロン水性懸濁注射液から、持続性黄体ホルモン製剤に

変更した追加試験を行った(未提示)。しかしこの改良プログラムでは、乳用経産牛の発

情発現率(12. 9％)は未経産牛の発情発現率(91. 7％)に比較して有意に低かった。経産

牛では、分娩後の負のエネルギーバランスがLHパルス頻度の減少、主席卵胞の成長率

や直径の減少に関連しているという報告があり［64］、また、Sangsritavong et al. ［65］は、高

泌乳により乾物摂取量が増加し、消化管、肝臓の循環血液量が増加することにより、肝

臓でのエストラジオールの代謝クリアランスが上昇し、血中エストラジオール濃度は減少
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する傾向があることを示している。これらのことより、未経産牛に比較して経産牛の発情発

現率が低下したと考えられた。一方、人工授精後の受胎率は、発情徴候がみられた経産

牛で50. 0％、未経産牛で41. 7％の値が得られたが、発情徴候のみられなかったウシの受

により適期に人工授精が行われたと推定されたが、発情徴候の認められない場合には、

定時授精を行なっており、人工授精が適期でなかったために低い受胎率の結果になっ

たと考えられた。しかし、プログラム開始後の卵胞波、血漿中プロジェステロン濃度を測定

していないため、本プログラムにより新卵胞波の出現が同期化されたかどうか不明であり、

今後の検討が必要と考えられた。

以上のことから、交雑種牛においてプロジェステロンとエストラジオールの筋肉内投与に

より、主席卵胞の発育を抑制し、平均3. 2日から3. 8日後に新しい卵胞波の出現を誘起で

きることが示された。しかしながら、発情周期の後期からプログラムを開始した場合、発情

発現が早期に起こり、発情同期化することができないことが判明した。また、乳用経産牛

では、本プログラムによる発情発現率は低く、受胎率もそれにともない低下する傾向であ

った。これらのことから、発情同期化率を高めるために、投与するプロジェステロンおよび

エストラジオールの濃度、E/PとEBの投与間隔等さらなる検討が必要であると考えられ

た。

 分娩後の肉用繁殖…種牛または黒毛和種雌牛にCIDRを処置することにより、早期に発

情を誘起できることが報告されている［46，47］。本研究においてもCIDR、 PG F2αの併用

により分娩後早期に明瞭な発情を誘起することができ、分娩後3回目の排卵日を10日間

短縮できることが明らかとなった。一方、対照群における妊娠側子宮角直径の変動は既

報のものと同様であった［10］。排卵ごとの子宮角直径において試験群と対照群の間に

差は認められなかったが、分娩後31日目における子宮角直径は、対照群の方が有意に

大きいことが明らかとなった。これらのことから、分娩後の子宮角直径の減少は排卵回数
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の影響を受けることが示唆された。

 CIDRによる発情誘起後に過剰排卵処置を行った試験群の胚回収成績は、無処置の

対照群と差がなく、さらに、両群とも既報の胚回収成績［48，49］と同等の移植可能胚率

および凍結可能胚率であった。しかしながら、胚回収後の試験群の人工授精回数は2. 2

回と、対照群(1. 3回)より多くなり、受胎に要した日数が平均86. 2日で、対照(70. 0日)に

比較して約16日延長した。さらに分娩間隔も、目標とした365日を超える平均371. 2日と

なった。この分娩間隔の延長は、胚回収後の初回発情で全頭が不受胎であったことによ

るものと考えられた。一方、実験1ではCIDR抜去後2日後に全頭が発情したが、実験2

では2日から6日とバラツキが見られた。また、胚回収後の初回発情も、予想した7日後

よりも遅く、8日から11日後に観氏翌ｳれた。このようにCIDR処置後および胚回収後の発

情発現のバラツキが分娩間隔の延長の原因の1つと思われた。これらのことから、1年1

産1回胚回収が可能なプログラムを確立するためには、胚回収後の人工授精による受胎

率の向上と、発情発現のバラツキを抑えるための正確な発情同期化方磨翌�m立する必

要があると思われた。

 本研究において、分娩後20日目からCIDR処置を行うことにより、分娩後早期に発情

を誘起し、分娩後3回目の排卵日を短縮できることが判明した。さらに、その発情を起点

とした過剰排卵処置によって胚回収を行った結果、無処置の対照群と同等の胚回収成

績を得ることが明らかとなった。胚回収後の初回発情での低受胎率を向上させることによ

り、胚回収を含む計画的な1年1産が可能であることが示唆された。

 牛胚の凍結保存に用いる凍結保護物質としてGLYとEGの組成はストロー内希釈の後

の胚の生存性に影響を与えなかった。ストローを震動させることなく、融解後に垂直に保

つことで凍結保護物質のストロー内希釈は可能であった。融解後のストローを1分間、垂

直に保持することで、ストロー中の凍結保護物質は、その高い比重により下部のショ糖層

と混合した。凍結保護物質は1分以内にガラス化液の組成に関わらずショ糖液と完全混
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合された。しかしながら、この方磨翌ﾍ、ストローの中のガラス化液が空気層によってショ糖

液と分けられていないため、液体窒素に投入する前にガラス化液とショ糖液が混合するの

を防ぐ必要があり、そのためにグリセロールなどの粘性のある凍結保護物質が必要となる。

予備試験において、30％以上のEGを含むガラス化液ではガラス化処理以前にショ糖液と

ガラス化液が混合する傾向が見られた。さらに、20％以下のEGを含んでいるガラス化液の

ものと比べて、10％GLY＋30％EGと40％EGでガラス化保存されたIVF胚の生存率は有意

に減少した。これらの結果は、ストローを液体窒素に投入する前のガラス化液とショ糖液の

混合防ぐために、粘性のある凍結保護物質を必要とすることを示唆していた。

 透過性の異なる2つの凍結保護物質をガラス化液に使用することで、それぞれの凍結

保護物質の濃度を低くすることができる。ウシ胚がGLYよりEGに透過1生があることが示さ

れているが、EGはGLYより毒性が強い［24，55］。そこで、 EGとGLYを組み合わせること

で、それぞれの凍結保護物質の毒性だけではなく、EGが細胞から急速に拡散することに

よる融解時の浸透圧損害も下げることが示唆された。しかしながら、ガラス化保存後のIVF

胚の生存率と発育率において有意差は見られなかった。これらの結果は、EGとGLYの組

み合わせによるガラス化保存磨翌�_イレクト受精卵移植に応用する場合、ガラス化液の組

成がガラス化保存後の生存率に影響を与えないことを示した。一方、体細胞クローン胚は

その作出段階において、透明帯が顕微操作によって一部失われているためIVF胚より凍

結融解による傷害に鋭敏である［34，56，57］。本研究では、IVF胚において、ガラス化液の

組成による差は見られなかったのに対し、体細胞クロv一一・‘一ン胚では、40％GLYでガラス化保

存、融解されたものの方が30％GLY＋10％EGか20％GLY＋20％EGを用いたものに比べ発

育率が高くなる傾向が見られた。これらの結果は、凍結融解による傷害に対して感度の高

い体細胞クローン胚のガラス化保存後の胚の生存率を評価することでEGとGLYの組成

による影響を明確化できることを示唆した。本研究では、体細胞クローン胚を40％GLY液

でガラス化保存したときの生存率が、同様のガラス化液でIVF胚をガラス化保存したときの
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生存率と同様の結果となった。これは、ダイレクト移植のために凍結保護物質をストロー内

で希釈したとき、体細胞クローン胚が凍結保存後も体外受精胚と同様に生存性を維持で

きることを示すものと推氏翌ｳれた。以上のことから、GLYを含んでいるガラス化液へのEG

の追加はガラス化保存後にストロー内希釈されたIVF胚と体細胞クローン胚の生存率と発

育率に影響を与えなかった。ガラス化保存されたIVF胚と体細胞クロv一・一一・iン胚の生存率は

新鮮胚に比べて減少した。しかしながら、融解後にストローを垂直・水平に保持するだけ

の方磨翌ｪ非常に簡単であることから、野外におけるガラス化保存胚のダイレクト移植に応

用することが可能であることが示唆された。

  本研究により、安息香酸エストラジオール(EB)とプロジェステロン(P)による発情同期化

プログラムにおいて・処置開始時の発情周期に関係なく、EB/P処置後に新規の卵胞波

が出現することが示された。また、処置後の発情発現は、処置開始時の発情周期の影響

を受けることが示唆されたが、低コストでの発情同期化が可能であることが明らかにされた。

さらに、発情誘起処置により、計画的な分娩後の胚回収と人工授精による速やかな受胎

が可能であり、胚回収を含む計画的な1年1産が可能であることが示唆された。また、今

回開発したガラス化胚のダイレクト移植磨翌ﾍ非常に簡便であり、野外での実用化に有効で

あると思われた。以上これら得られた結果は、牛繁殖経営の低コスト化および胚移植技術

の効率化の一助になると考えられた。
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