
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月 日

学位授与 の要件

学 位 論 文 題 目

論 文 審 査 委 員

すず き たつ ゆ き

鈴 木 達 行

農 学 博 士

農 第344号

昭 和63年3月10日

学 位 規 則 第5条 第2項 該 当

牛 の受精卵移植に関す る開発的研究

(主 査)

教授 正木 淳二 教授 勝野 正則

助教授 菅原 七郎

一153一



論 文 内 容 要 旨

家畜の受精卵移植(胚 移植,ET)は,遺 伝的にすぐれた雌や利用価値 ある雌から多数の受精

卵を回収し,こ れを他の雌の子宮内に移植 して多 くの産子を得ることを事参目.的とする。ζれを

実現するために,ET技 術を構成 する一連の操作について,実 用化へ向けての開発的研究が続け

られている。

牛のETに ついては.Sugieq965)に よる非手術 的移植法の開発が一つの契機 となり,国 の内

外において,よ り有効簡易なET法 の確立をめざした実験が進められてきた。しか しながら実用

化を確実にするためには.技 術面においてもなお多 くの課題が残 されている。

本研究は,牛 の受精卵回収から移植 までの操作を中心 に問題点を追求 し,そ れを解決する#め

に関係器具類の開発を含む方法の改喪を試み,そ れらの効果を検討したものである。

1.受 精 卵 の 回 収

牛受精卵の非手術的回収には,子 宮内挿入カテーテルの性能,灌 流方法,灌 流液中の受精卵検

索法などが重要な意味を有す る。このうち子宮内挿入カテーテルについては,一 般に用いられて

いる2穴 式の ものは,灌 流の際,子 宮粘膜に密着するため卵回収 に支障が あ・つた。また,妊 娠

7日 目の子宮頸管は閉鎖 されて内部に多量の粘液が満たされているため,カ テーテルが目づまり

を起 こしやすい欠点があった。さらに,灌 流液中の受精卵の短時間の回収は,凍 結保存や移植ま

での時間を短縮 させるための重要条件である。以上か ら,本 研究では特に多孔式カテーテル,頸

管粘液除去器,メ ッシュをそなえた卵回収用 シヤー レおよび自動灌流器を試作 して,そ の有効性

をしらべた。

自動灌流器(F量g,1)に ついては,現 行法(Fig.2)に 比べて灌流が1人 で実施でき,衛 生的で

あるほか,灌 流液が外気温の影響をうけないなどの利点が実証された。頸管粘液除去器(F嬉.3)

は,粘 液によるバルーンカテーテルの目づまりや,粘 液内への受精卵の混入を防止する上に有効であっ

た。多孔式カテーテル(Fig,4)は 従来の2穴 式のものに比べて卵回収率を向上させた(TableD。

また,75μ 解大のメ ッシュをそなえたシヤー レ(Fig.5)の 使用により,.卵回収から検索 までの

時閻を1時 間以上短縮 させることができた。

2.受 精 卵 の 培 養

受精卵の体外培養は,受 精卵の生存性や発育の機構をしらべるために重要である。牛受精卵の

場合は,培 養液として璽炭酸系緩衝液に牛血清を添加 して炭酸ガスの存在下で培養することが多

いが,培 養条件にっいてはなお検討の余地が多 く残されている。本研究は,リ ン酸緩衝液(PBS)

および各種の牛血清の効果を中心に,牛 受精卵に対す る体外培養液の有効性を検討した。

受精後7.一8日 目の供卵牛か ら血清を採取 し,56℃30分 の不活化処理後,20%の 害1】合でPBSに

添加 して培養液とした。正常卵が得 られなかった供卵牛の血清で培養 した24徊 の受精卵は発育が

進まなか ったのに対し,正 常卵が80～100%に みられた供卵牛の血清で培養した35個 では30個 が

発育し,こ のうち72時 間まで培養 した15個 では14個(93%)が 脱殻 した胚盤胞にまで発育 した
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(Table2)o

3. .受 精卵 の 凍結 保 存

牛 の凍 結 保 存 卵 に よ る最:初の 受 胎 成 功 例 はWimut&RowsonG973)に よ って 報 告 され,国

内で も杉 江 ら(1979)が 続 いた 。 当 時 の 方 法 はDMSOま た は エチ レ ング リコ ール を 用 いた 緩 慢 凍

結 融 解 法 で あ っ たが,著 者 らはBiton(1982)の 方 法 に準 じて グ リセ ロ ール を 用 い た急速 凍 結 融

解 法 に よ り,こ れ まで6頭 の 受 胎 例 を得 た。 しか し,こ の方 法 で は グ リセ ロ ール の 添 加 お よ び除

去 が5-6段 階 で 行 わ れ る ため 操 作 が 煩 雑 で あ っ た。 そ こで 本 研究 で は,グ リセ ロ ール添 加 お よ

び除 去 を1段 階 で 行 う方 法 につ いて 検 討 し,グ リセ ロール の除 去 は受 精 卵 を封 入 した ス トロ ー内

で 行 え る よ う に工 夫 した。 これ に よ って 凍 結 融 解 後の 受 精 卵 を 外 部 へ 取 り出 す こ とな 弘 農 家 の

庭 先 で 直 接 移 植 す るこ とが 可能 にな った(Fig.6,7,8)。

1段 階 ス トロ ー法 に よ り凍 結 融 解 した受 精 卵 を 直接 移 植 した結 果,18頭 中11頭(61%)が 受 胎

した。 こ の成 績 は ス トロー か ら取 り出 して 移 植 した時 の受 胎 率,25頭 中11頭(44%)に 比 べ て 良

好 で あ り,改 良 効 果 が認 め られ た。

4.受 精 卵 の 移 植

黄体期に受精卵の移植が成功 しにくいのは,こ の時期の子宮が細菌感染を うけやすいためであ

るといわれている。そ こで本硬究では牛の膣前庭,膣 深部および子宮頸管内の細菌叢を検査 し,

検出された細菌のうちCorynebacteriumhofmaniiに よる感染試験 を行った。同時に,膣 内の

細菌が子宮内に混入す るのを防止すうためプラスチ ック製外筒を考案 し,そ の有効性を検討した。

また,頸 管粘液の混入防止を目的とした移植器(Fig.9)を 試作 した。その結果,細 菌汚染防止

のための外筒や新 しく開発した移植器の使用により効果が現れ(Table3),受 胎率が従来の30%

から60%以 上に向上 した。・

5.受 精 卵 の2個 移 植 お よ び 分 割 移 植 に よ る 双 子 生 産

牛受精卵の2個 移植,ま たは1卵 の分割移植は,特 に肉用牛の増殖に有効な方法として期待 さ

れている。本研究では技術的煩雑 さを軽減させる立場から,1段 階ストロー法による凍結融解後

の2個 移植と,融 解後に受精卵を2分 割 し・,同一透明帯内で切断面を反転 したまま移植す ること

により,双 子生産を試みた。

ホルスタイン種を受卵牛として凍結融解 した2卵 を移植 した実験では,27頭 中21頭(78%)が

受胎 し,6対 の双子が得 られた』また,子 牛生産率は133%で あった。凍結融解後の2分 割卵の

移植では13頭中4頭(31%)が 受胎 し,1対 の1卵 性双子が得られた。 なお,双 子の妊娠期間お

よび生時体重はそれぞれ279±L2日 および24.8±1.9如 で,単 子の283±1.9日 および31.1±

1.1々gに比べて妊娠期間は短 く,体 重は軽かった(Table4,5,Fig.10,11)。
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6.受 精 卵 移 植 に 関 連 し た 過 剰 排 卵 処 理

供卵牛に対する過剰排卵処理法 として卵胞刺激ホルモ ン(FSH)お よびプロスタグランディン

F2α(PGF2α)併 用投与の場合の投与量および方法を検討 した。FSHは 総量28飛gを4日 間8回 に

分けて減量投与するか,総 量40πgを4日 間8回 に分けて同量投与 し,PGF2α はFSH投 与3日 目

の朝3伽gを 投与するか,朝,昼,夕 の3回 に分けて投与する方法をとった。投与は筋肉内注射に

ょった。FSH28配gを4日 に分けて減量投与 した場合と4伽gを4日 に分けて同量投与 した場合,移

植可能な卵子数はそれぞれ5.80±2.88お よび2.40±1.20と な り,前者の方が好結果を得た。ま

た,発 情誘起のためのPGF2α を3回 に分けて投与 した場合と1・回にまとめて投与 した場合では発

情出現率が36/36(100%)お よび23/25(85%)と なった。以上から,過 剰排卵処理にはFSH

の減量分割投与とPGF2α の分割 投与の併用がより有効で,FSH量 も40吼gと28皿gでは少ない方が

好結果をうむことが明らかにされた。過剰排卵処理を3回 以上反復 した21頭 では,平 均移植可能

卵数5個 以上,2個 以上5個 未満および2個 未満の ものが,そ れぞれ8/21(38%),5/21(24

%),8/21(38%)を 示 した。初回の過剰排卵処理で移植可能卵の得 られた個体では,2回 目以

降 も良好な成績を示 し,逆 に初回に反応の悪か った個体は,以 後の処理で も好結果 を期待できな

い成績が得 られた。 したがって,初 回または2回 目までの過剰排卵処理成績を参考に,供 卵牛を

選択する必要性が示唆された。

以上,本 研究は,牛 の受精卵移植技術の中核をなす卵回収から移植までの操作を中心に現行法

の問題点を追求 し,こ れを改善するための方法を提起 した。 また,受 精卵の回収および移植にっ

いて器具を試作 し,そ の有効性を実証 した。これらの成果は,牛 の受精卵移植技術の実用化促進

に貢献できるものと考える。
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Fig.9.Animprovednon-surgicalembryotransferinstrument.
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審 査 結.果 の 要 旨

牛の受精卵(胚)移 植の実用化については,技 術面においてなお多 くの課題が残 されている。

本研究は,受 精卵回収から移植までの操作を中心に問題点を追求し,そ れを解決するために器具

類の開発を含む方法の改良を試み,そ の効果を検討 したものである。

受精卵の回収にあた り,頚 管粘液除去器,多 孔式カテーテル,自 動灌流器およびメッシュをそ

なえた卵回収用シャーレを開発 した。 これにより卵回収操作を容易にし,回 収効率を高めること

ができた。

受精卵の聯 こづ呼1ま・供卵物 血清の朋 鹸 畝 正常卵縞 率に得ら鉢 供卵牛の血

清を受精後7～8日 目に採取 して培養液に加えることによ.り,受 精卵の発育を促進させることが

で甑 受精卵の難 保存につゆ グリセロールめ除去鱗 輝 易化膿 即 庭先で徹 る

叢 轡 実用化興 轡 堺結過岡1脚 よ糟 作
受精卵移植にあたっては∫腔内細菌が子宮内に混入しないように移植審をおお うプラスチ ック

製外筒を考案 した。また,移 植器自体についても頚智粘液の混入を防止できるものを試作し,そ

.れらの有効陸を実証 した。受精卵移植に
、よる双子生産に・?Vべ『は2個 移植または1卵 り分割移植

を試紘 特に後都 ついては'受 精卵を切聡 反韓 まま騨 する方法を離 し
.双子生

産技術の簡易化を促進 した。

受精卵移植に関連 した過剰排卵処理では,.卵胞刺激ホルモンおよびプロスタグランジン京2α

の適正な投与条件を見いだ した。

以上,本 研究は牛ゐ受精卵移植按術について現行法の問題点を追求 し,こ れを改善するための

方法を提起した。また,関 連器具を試作し,そ の有効性を実証 した。これらの成果は牛の受精卵

移植の実用化促進に著 しく貢献するものであ 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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