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論 文 内 容 要 旨

本研究 は、牛未成熟卵子 を利用 した体外受精で実証された子牛生産(花 田ら、1986)を、

現在行われている非手術的胚移植 と組み合わせた畜産技術 として確立させることを目標に、

精 子の処理から体外受精胚の利用 まで追求 した。すなわち、精子の受精能獲得誘起法 とし

て、牛凍結精子について、イオ ノブオア(A23187)処 理 と前培養処理の際の受精率 を明らか

にし、ヘパ リン処理時のヘパ リン濃度 について検 討し、効果的な方法を追求した。一方、

卵子にっいて卵丘細胞層 との関連 で発生能 を検討するとともに、卵巣の採取法、性周期の

時期別に分けた卵巣卵子の性状について明 らかにした。さらに、体外受精後、牛子宮に非

手術的に移植できる段階 までの胚盤胞 に発生させる方法について検討するとともに、得ら

れた胚盤胞 の正常性 とその利用法 を追求 した。得られた結果は以下のとお りである。

1.牛 精子の受精能獲得処理

4頭 の牛 の射 出凍結 精子 を用 い て、体 外 で受精 能 を獲 得 させ る処理 を行 い、体外成 熟卵

子に媒精 し、受精 率 を調 べ るこ とによ って イオ ノフ ォア(A23187)処 理の有効性 を検 討 した。

すなわ ち、牛血 清 アルブ ミン を除 い た修 正 タイロー ド液(BO液 、Brackeしt&Olipllallt,

197b)に カ ソェ インを101溺d加 え た液 で精fを 洗 浄 し、 イオ ノブオア(A23187)を0.1μ 腫,!

分 間作用 させ 、牛血 清 アル ブ ミン を20mg/ln1に 修 正 したBO液(BSA-BO液)で 等量希釈 して、

媒精 に用 いた。 一 方、前培 養 法で は洗浄 後 に イオ ノフォア(A23187)処 理 をせず に、BSA-BO

液 で等量希 釈 し、5時 間 前培 養 して媒精 に用 いた。4頭 の種雄牛凍結精子 において、 イ

オ ノフ ォア(A23187)処 理 によ って79～96%の 精 子侵入率 が得 られ た。4頭 の うち2頭 は、

前培養 で83～92%の 高 い受精 率 が得 られた が 、2頭 では14～33%と 低 い受精率 であった。

5時 間の 前培 養法 で80%以 上 の高 い受精 率 を得 るた めに は、5～8時 間 、卵子 と精 子 を共

培 養す る こ とが好 ま しい。 イオ ノフォア(A23187)処 理 法 においては多 くの精子 で高い受精

率 が得 られた が 、精 子 の条 件 によ って短 時 間 で卵 子 に侵 入する場 合 と、侵 入に長時間要す

る場 合 があ った(Table1,2,3)。

3頭 の牛凍結 精 子 を、牛 血1清アル ブ ミン を除 いた修 正 タイ ロー ド液(BO液 、Brackett&

Oliphanし,1975)に カ フェ イ ンを10mHo1加 えた液 で洗 浄 し、牛血清アル ブ ミンを20㎎/m1に

修正 したBO液 にヘ パ リン(ノ ボヘ パ リン注)を1.25～5.0μ1/ml加 えた液で等量希釈後 、

15分 後 に媒精 す る こ とに よ って、無添 加 区で は35%と 低 い受精率 の精 子において も78～87
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%の 高い受精率が得られた。

牛体外受精 においてはイオ ノブオア(A23187)処 理、ヘパ リン処理で高い受精率が得られ

るが、前培養法によっても高い受精率が得 られる個体 があることがわかった。高い受精率

を得るためには、処理法 と適 当な媒精時間 を設定することが重要である。

2.牛 未成熟卵子の採取 と体外受精後の発生能

食肉処理場で集めた牛卵巣からの未成熟卵子の採取性 と体外受精後の発生能について、

性周期の時期 との関連で検討 した。76頭 の牛にっいて個体ごとに小卵胞から未成熟卵子 を

吸引採取 した場合、1頭 あた りの平均吸引数39.5個 に対 し、採取できた卵子は53.2%、 さ

らに卵丘細胞層が付着 し、体外受精に供試できた卵子は採取できた卵子の33.2%、1頭 あ

た り7.0個 であった。卵巣表面の小卵胞数は体外受精後の2～4細 胞期胚への発生率には

影響 しなかった。149頭 の牛卵巣にっいて黄体の形状などから性周期 を推定 し、性周期ご 馳

とに卵巣 を区分 して吸引採取 した場合、体外受精 に用いることのできる卵子は1頭 あた り

5.5個 で、新生黄体期 、開花黄体期、退行黄体期 、萎縮黄体期、嚢腫などの性周期の時期

による差は明確ではなかった。どの時期の卵巣から得 られた卵子 も、家兎卵管に移植する

ことによって胚盤胞へ発生 した。

食肉処理場 で集めた牛卵巣からは、性周期 の時期 と関係なく未成熟卵子が採取された。

それを体外受精に用いることにより、胚盤胞へ発生することが明らかになった。

食肉処理場で集めた卵巣の小卵胞か ら未成熟卵子 を吸引採取 し、卵丘細胞層の付着状況

によって区分 し、体外成熟 、体外受精後の発生率を調べた。実験 には厚 くかっ緊密な卵丘

細胞層 に囲まれたA型 卵子 、卵丘細胞層が薄 くかっ剥離部分が多いB"型 卵子、卵丘細胞

層 を欠くC型 卵子 を用いた。A型 卵子、B"型 卵子は成熟率がそれぞれ97.4、89.8%と

高 く、C型 卵子の52.9%よ り高かった。A型 卵子 、B"型 卵子の受精率もそれぞれ86.8、

85.8%と 高く、卵丘細胞層 を欠 くC型 卵子 は53.3%と 低かった。A型 卵子の63.7%は2細

胞期以上に分割 したが、B"型 卵子 は29.5%、C型 卵子は17.7%と 発生率が低かった(Table

4,5,6)a

以上の結果から、体外成熟、体外受精の実験においては、未成熟卵子 を卵丘細胞層の付

着状況によって区分することが重要 と考えられた。

食 肉処理場で処理される卵巣か ら未成熟卵子 を採取するに際 し、と畜直後に食肉処理場
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において吸引採取 し、39℃ で培養 しなが ら輸送 した場合(と 畜後、平均17分)と 、38℃ に

温めた生理食塩水 に卵巣 を入れ、実験室に持ち帰って吸引採取 した場合(と 畜後、 平 均

162分)に っいて、体外成熟後の卵子の受精能やその後の発生能を検討 した。体外成熟に

は吸引採取後の卵子 を22時 間培養 し、体外受精には ユ頭の種雄牛の凍結精子 を12.5x106/

mlの 濃度 に調整 して用いた。媒精60時 間後に卵子の分割状況を検査 し、8細 胞期以上の胚

を家兎卵管内で培養 し、その後の胚盤胞への発生 を調べた。食肉処理場採卵区の体外成熟

卵の体外受精後の2細 胞期以上への分割率は34.6%(465/1342)、 実験室採卵区で30.6

%(302/988)と 食肉処理場採卵区で有意に高かった。8細 胞期への発生は食肉処理場区

で5.ユ%(69/ユ342)、 実験室採卵 区で5.2%(5ユ/988)で あった。家兎卵管に移植 した8

細胞期以上の胚の うち、食肉処理場区では56個 中16(28.6器)個 が胚盤胞へ発生 したのに対

し、実験室採卵区では回収卵42個 中6個(14.3器)で あった(Table7、8)。

以上の結果から、未成熟卵子 を採取 して体外成熟 、体外受精に用いる際には、2細 胞期

への発生率や胚 盤胞への収量からみて、と畜後速やかに吸引採取 して培養を開始すること

が望 ましいことがわかった。

3.体 外受精卵の胚盤胞への発生条件

牛未 成熟卵 子 を、TC阻99に 牛胎子 血清 を1幌 加え た培地 で成熟培養後,受 精 能 を獲得さ

せた精 子 で媒精 し、媒精6時 間後 に発生用培 地 に卵子 を移 して培養 した。体外 受精後 の培

養液 としてHam'sFlOとTCm99を 主体 とす る培地 を用 い て培養 し、分割率 および4細 胞期

胚 への発生 、さ らに家兎卵 管内 で の胚 盤胞 への発生 につ いて比較 した。 次いでTC狙99で 発

生 した4細 胞期 胚 の家 兎卵 管へ の移植 を媒精 後40時 間 と50時 間 に行 い、胚盤胞へ の発生 を

比較 した。

実験1で は体 外 受精後 の培 養液 にっいてHEPES緩 衝TC冠199とHam'sFlOを 主体 とす る培

地 にっ いて比較 した。媒 精40時 間 で 発生率 を検 査 し、この時点で偽妊娠 家兎卵管 に4細 胞

期胚 を移植 して5日 後 に 回収 し、胚 盤胞 へ の発生 を調べ た。TC阻99で は66.2器(307/464)が

2細 胞 期以 上 に分割 し、25.6%(119/464)が4細 胞 期 に発生 し、Ha凱'sFIOの それ ぞれ

43.5%(197/453)お よび17.7%(80/453)よ り有意 に優れて いた。TC狙99お よびHa皿'sF10で

発生 した4細 胞 期胚 は 、家兎卵 管 内で それ ぞれ49.3器(104/211)お よび44.0%(44/100)が 胚

盤胞 に発生 した 。実験2で はTCH199を 主 体 とす る培 地内 で媒精後40時 間培 養 し、発生 した

一ilo一



4細 胞期胚 の半 分 は その時点 で家 兎卵管 に移植 し、残 る半 分はさ らに10時 間培養後家兎卵

管 に移植 した。40時 間 で移植 した場合 は51.9駕(14/27)が 胚盤胞 に発生 したが 、50時 間の場

合は16.7%(4/24)と 有意 に低下 した(Table9、10)。

これ ら媒精 後40時 間移植 で得 られた胚 盤胞 を凍結 融解後 移植 した結 果 、14頭 の受卵牛の

うち6頭 が受胎 し、正 常 な子牛 を7頭 分娩 した。

4.子 牛生産への応用

牛卵巣上の小卵胞 を直径3mm以 下と直径3～6mmに 区分して未成熟卵子 を採取 し、25

m盤olHEPES緩 衝TC阻99を 主体 とする培地で成熟させ、体外で受精能を獲得 した精子を媒精

した。媒精48時 間で発生 した4細 胞期胚 を家兎卵管に移植 し、5日 後に回収 した。直径3

～6mmの 卵胞 からは胚盤胞が得られなかったが、3mm以 下の小卵胞から採取 した92個 中の

うち5個 が胚盤胞 に発生 した。このうち3個 を1頭 の受卵牛に移植 した結果、3卵 性の雌

子牛が出生 した。

体外受精 によって作 出した胚盤胞の利用法 として、予め人工授精 した受卵牛の黄体存在

卵巣の反対側の子宮角に胚 を移植 し、肥育素牛用の双子 を生産することを試みた。

家兎卵管内で発生 した胚盤胞 を8頭 の受卵牛に移植 した結果、6頭 が受胎 し、体外受精

由来の3頭 を含む7頭 の子牛が生産された(Tablel!)。 体外培養によって発生させた胚盤

胞 を5頭 の受卵牛に移植 した結果、3頭 が受胎 し、体外受精由来の2頭 を含む5頭 の子牛

が生産された(Table工2)。

以上の結果から、体外受精 による胚盤胞 を予め授精 しておいた受卵牛に移植することに

よって、肥育用素牛の子牛生産に利用できることが明らかになった。
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Tab!e1

工nvitrofert二11izationrateoffrozenbovine

ionophore(A23187)andpre-incubation.

sperm{二reatedby

Bu!l Spermtreatment

Pre-incubation 工onophore

Penetrationrate

(penetrated/examined)

Poly* PenetrationratePo!y*

(penetrated/examined)
Tochh

Satu

Yama

Oo

83.3

92.3

33.3

14.3

(20/24)
(24/26)
(8/24)
(4/28)

2(10.0)

3(12.5)

0

0

79.2

95.5

90.9

87.5

(19/24)
(21/22)
(20/22)
(14/16)

0

3(14.0

10(50.0)

11(78.6)

*:Polyspermy .

Table2

Effectofsperm-oocyteco-cultureperiodoninvitro

fertilizationrateoffrozenbovinespermtreatedby

pre-incubation.

Fertilizat10nrat二e (penetrated/examined)
Bu!l Tochh Satu

Sperm

concentration

618
.75x10

612
.5x10

618
.75x10

612
.5x10v/ml

Sperm-oocyte

co-culture(hr

4

5

6

8

71

61.5(8/13)
64.0(16/25)
85.7(18/21)
84.6(11/13)
95.2(20J21)

u8.9(13J19)
55.6(15/27)
52.2(12/23)
82.4(28/34)
85.3(29/34)

93.3(14/15)
ao.oci2/is)
94.4(17/18)
84.2(16/19)

23.1(3/13)
85.7(12/14)
60.0(9/15)
89.5(17/19)

100.0(14/14)
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Table4

工nviしromat=urat二ionandfert二i!izaしionof

bovineoocytesclassifiedby.cumulusce!ls.

ClassA ClassB日

Matured(fertilized)

工「nmaしure

Abnormal-degenerated

RaしeQf

Fertilizat二10n

C工assC

(naked)
No.ofoocytes:A

権aしured(unfertilized)二B

:C

mat二uration:(B+C)/A

rat二e:C/(B+C)

39

5

33

0

1
a97

.4
a86

.8

118

15

91

8

4
a89

.8
a85

.8

85

21

24

zi

19b

52.9鬼b

53.3

a,bFi
gureswithinalinehavingdifferentsuperscripts

aresignificantlydifferent(P<0.01).

TableS

ExaminatiOnofinvit二rofertilizationofbo▽ineoocytes

C!aSSlfledbyCUmU工USCe工IS。

ClassA ClassB" ClassC

_魑 墨__
Fertilizedoocytes

Normalfertilization

Polyspermy

De!ayedmalepronucleus

Bothpronuc!eide!ayed

Digny

33
29(87.9Z)a
4(12.10
0
0
0

91
a

65(71.4%)
13(14.30

a
10(11.00
0
3(3.3%)

24b

7(29.20

11(66.,,)・

1(4.2%)
0

a,b
;Figureswithinthesamelinehaving

superscriptsaresignificantlydifferent(P<0,01).
different

Table6

C!eavagecapabiユiヒyOfinvitrOfert二11izedbovineOOcytes

classifiedbycumu!usce!ls.

Eggscleaved/Oocytescult二u.red(%)

C工a$sA

CIassB"

ClassC(naked) 雛ll綴1,c
Figureswithsuperscriptsa ,b(P<0.01)andb,c(P<0.05)
aresignificant!ydifferent.
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Table7

工nvit;rodevelopment二

fertilizedinvitro.

ofbovineoOcyt二esmaturedand

Oocyte

aspiration

Trial No.of

oocytes

No.ofc!eaved

(%ofcleaved)

No.of8-cellstage

(%of8-cellsしage)

Slaughter-1

house 2

3

4

5

Toヒal

359

260

192

271

260

1342

125

99

54

112

75

465

(34.80

(38.1鬼)

(28.10

(41.3)

(28.8箔)

(34.67)a

-ら

ー

!0

8

0

.Q
/

1

2

1

1

く
)

3.9%)

8.1%)

3.1%)

6.6%)

3.8累)

5.17)

Laborat二Qry1

2

3

4

5

To仁al

130

335

226

i2a

177

988

42

1ユ8

65

22

55

302

(32.20
(35.2%)
(28.80
(18.30
(31.10
(30.67}b

4

4

Q
/
4

0

ユ

2

1

戸)

(
(
(
(
(
(

3.1%)

7.2Z)

4.0%)

3.3%)

5.6%)

5.2毘)

斎:Oocyt二eswereexaminedunderdissectingstereoscopeaf仁er60hrs

ofinseminatiorlbyremQvingt二hecumu!uscells・

a-b:Significantdifferencebyっ(3一 しest,Pく0.05.

Table8

Developmentof8-ce!lbovine

inseminat二ionandt二ransferred

embryosobt二ainedafeヒr60hrs

しo亡herabbiヒoviductduring

ハ コ
Qエ ユnvi仁ro

5days。

Oocyしe

aspiration

Tria工 No.ofembryos
'

transferred recovered

Recovery

rat二e

No.of

blast二 〇cysヒ

S!aughter-

house

1

z

3

4

5

Toしa1

14

21

6

18

10

69

7

19

6

16

8
-56

50.0

90.5

100.0

88.9

80.0

8!,2器

3
6
2
1
4

16(28.60

Laborat二 〇ry 1

2

3

4

S

Total

ム
「
4

Q
/
4

0

1

【∠

-

ご」

'4

4

5

1

Q
9
ハ∠

2

4

100.0

100.0

55.6

25.0

80.0

82.4

1
4
0
0
1
6(!4.30
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Table9

Fertilizationandcleavagerateo｣invitromatured

andfertilizedoocytesculturedinTCM199

supplemerltedwit二hlO%fetalcalfserumby40r..hours

post-insemnationinExp.2.

Trial Ferしilization
り

rate7「

40hrspost-insemination

Cleaved 4-cell

1

2

3

4

Total

12/12

8/11(2)今 ξ菅

9/ii(i)

8/11(1)

35/60(58.37)
55/93(59.17)
74/120(61.79)
83/133(62.40

247/406(60.80

10(16.70
10(10.8)
17(14.20
22(16.50
59(14.50

斎:No.ofoocyt二espenetrated/Tot二alno.ofoocyt;es

examined,

碁→9():No .ofoocyしespenetrat二edbymorethanone

spermatoZOa.

Cleaved:Embryosdeve工opedQver2-cellst二age/To仁alno.

ofoocyt二esexamined.

Tab工elO

工rlfluenceoft二het二1meofしransferof4-ce工lembryos(develOped

by40hourspost-insemination),

deve]一 〇pment二t二 〇b!astOcyst.

ヒorabbiしovlducしsont二he

Ti皿eofET Trial

l

z

3

4

To仁al

Recovered/ET Blast二 〇cyst二.

40hrs

post-insemi.

4/5
4/5
8/9

11/11
27/30(90.00

2

2

パ4

6

41 51.97a
50hrs

post-insem.

1

2

3

4

Total

3/5
5/5
6/8

10/11
24/29(82.8)

0
0
1
3
4(16.7%b)

a-b:Significantdifferencebyx-test,P<0.05.

1
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Table11

Transferresultofbovineblast二 〇cystderivedfrom
犀invitro

fertilizationofinvitromaturedoocytesculturedinrabbit

oviducts.

RecipientDaysafterNo.ofbl.FreshStage*
estrustransferredorfrozen(days)

Result**

263

245

261

908

247

275

274

285

8

8

7

8

7

7

7

6

2

2

2

1

3

3

3

2

Fresh

Fresh

Fresh

Fresh

Frozen

Frozen

Frozen

Frozen

8

8

n◎

Q
/
8

8

8

8

A工 一calf

A工 一calf

IVF-F,51kg

IVF-M,32kg

AI-calf

A工 一calf

工▽F一 箇,41kg

*:days,inseminationinvitro=1-day
,

★☆:AI-calf
,ca!ffromart二ificialin$emiηatior1。

IVF-F,M,fema!eormalecalffromtransferofin

vitrofertilizedoocyteandthefigureisthebirthweight.

Allrecipientsweエearヒificiallyinseminatedbeforehand.

b1.:Blastocysts.

Table12

Transferresultofbovineblast二 〇cystderivedfrominvitro

fertilizationofinvitromaturedoocyt二es

RecipientDaysafterNo.ofbl.Culture

estrustransferreddays*

Result**

328

260

269

330

327

8

7

6

8

8

1

2

2

へ∠

【∠

Q
/
R
)
8

7

7

工VF一 凹,27kg&

IVF-M,40kg&

AI-calf

A工_calf

AI-calf

*:days ,inseminationinvitro=1-day.
**:AI-calf

,calffromartificialinsemination.
IVF-M,malecalffromtransferofinvitrofertilized

oocyteandthefigureisthebirthweight.

Allrecipientswereartificiallyinseminatedbeforehand.

b1.:Blastocysts.
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究は牛の未成熟卵子利用による体外受精を実際の子牛生産に結びっけるために行ったもの

で,技 術の確立を主目的とした。 このため,精 子の前処理から体外受精後の胚の処理に至るまで

の操作上の問題点を追及 し,以 下の諸点を明らかに した。

体外における牛精子の受精能獲得処理法 としてイオノフォア(A23187)処 理,前 培養,ヘ パ リ

ン処理の各効果を比較 した。凍結保存 した射出精子で検討した結果,イ オノフォア処理およびヘ

パ リン処理では一様に高受精率が得られたが ,こ れらを加えない前培養法によっても高受精率を

あげることのできる精子提供個体の存在が見いだされた。

食肉処理場で集めた牛卵巣を原材料とし,未 成熟卵子の採取条件 と体外受精後の発生能を しら

べた。その結果 ,体 外受精の可能な卵子は性周期の時期に関係な く採取でぎること,未 成熟卵子

は卵丘細胞層の付着状況によって区分する必要のあること,屠 殺後はできるだけ早 く吸引採取 し

て培養を開始する必要のあることを明らかにした。

採取 した牛成熟卵子を成熟培養後,体 外受精に供 して発生用培地に移し,胚 盤胞への発生条件

を検討 した。その結果,TCM199主 体とす る発生用培地で40時間培養 して得られた胚盤胞につい

ては,凍 結融解後の移植によっても実用可能なレベルの妊娠率が得られ,正 常な子牛が生産 され

得 ることを実証 した。これらの操作を組み合わせることにより,双 子や三つ子の生産 も不可能で

ないことを示した。 また,体 外受精によって作出した胚盤胞を予め人工受精 した受卵牛の黄体存

在卵巣の反対側子宮角に移植することにより,安 価な肥育素牛の生産に利用できることを明らか

にした。

以上,本 論文は,牛 の未成熟卵子を利用 した体外受精技術が子牛生産に活用され得ることを明

示 したものであ り,著 者は農学博士の学位を授与されるに値すると判定 した。
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