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二分割胚による黒毛和種牛の一卵性双子作出技術の改善

白井彰人*I• 新原慎一*2.池畑義久*2.磯部知弘*3• 川嶋啓介・溝下和則

要約

候補種雄牛の早期産肉能力推定に活用するため，二分割胚による一卵性双子の効率的な作出

技術の検討を行った. (1)過剰排卵処置開始前に，腟内留置型黄体ホルモン製剤とエストロジェ

ン製剤で処置することにより，超音波診断装置を用いて主席卵胞を吸引除去することなく，良

質胚の多数作出が可能であった.(2)分割胚の修復培養液にセリシンを 0.5%添加することで，胚

盤胞発生率が向上した.(3)0.5%セリシン添加修復培養液を用いた新鮮二分割胚移植で 8組の一

卵性双子を作出した.(4)双子産子の生時体重は，二分割胚をそれぞれ別の個体に移植すること

で，同一個体に 2胚移植するよりも，雄産子の体重が有意に増加した (P<0.01). (5)収縮桑実胚

および初期胚盤胞を二分割にすることで，一卵性双子を作出しやすいことが示唆された．

これらのことから，胚移植関連技術を改善することで，効率的な双子生産が可能になること

が示唆された．

キーワード：卵胞ウェーブセリシン修復培養 二分割胚一卵性双子

緒言

近年，畜産分野における産地間プランド競争が激しくなっ

ており，ブランド価値向上のために家畜改良進度の迅速化が

求められている．肉用牛の改良は，種雄牛の果たす名頃ljが大

きく，候補種雄牛の産肉能力を早期に推定することが重要で

ある．

候補種雄牛の産肉能力の推定方法としては，その後代の枝

肉成績から推定する後代検定法が一般的であるが，能力推定

までには，後代取得のための交配，妊娠出生・育成肥育

等の過程を経るため，生後約5年もの長い期間を要する．

この能力推定期間を短縮する一手法として，胚を金属

刃などで二分割にした後に胚移植を行い，人為的に一卵

性双子を作出する方法がある判候補種雄牛と選伝的に

同一な一卵性双子 l頭の産肉成績は，後代検定牛 7頭分

の成績に相当する 9) ことから，作出した一卵性双子の片

方の産子を候補種雄牛として育成し，一方の産子を肥育

して産肉能力検定を実施すること（分割双子検定）で，

候補種雄牛の産肉能力推定を約30カ月間，短縮すること

ができる．

しかしながら，胚の二分割操作は胚細胞を損傷させるた

め，胚の発育性や受胎性および胎子への発生能を損うこ
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とが危惧される．そのため，分割操作に用いる胚は，切

断の損傷に耐えうる良質な胚であるとともに，切断後は，

切断面の損傷を早期に修復し，二分割胚の品質向上並び

に受胎率の改善を図ることが重要である．

そこで，試験 lでは，良質胚を多数作出することを目

的に，過剰排卵誘起処置 (SOV)開始前の卵胞ウェーブ

調節法の検討を行った試験2では，細胞増殖促進作用・

細胞死抑制作用を有する 17)蚕の繭由来のタンパク質セリ

シン（和光純薬工業株式会社，大阪）を二分割胚の修復培養

液へ添加し，その効果を検討した試験3では，新鮮二

分割胚の移植試験を行い，一卵性双子の作出に有効な移

植方法等の検討を試みたので，併せて報告する．

材料および方法

1 試験 1;sov開始前の卵胞ウェーブ調節法の検討
(1) 供試牛

所内で飼養する黒毛和種繁殖雌牛2~14歳の 20頭を用

い，延べ34頭で実施した．

(2) 方法

発情後 1~16 日目の黄体期に腟内留置型プロジェステ

ロン (P)製剤（サージミャワキ株式会社，東京）の挿入

と同時にエストロジェン製剤 (E2;エストラジオール，共

立製薬株式会社，東京） 2mgを投与し，その 4日後から

sovを開始した (E2投与法）．対照として，既報”に基
づき，超音波診断装置による主席卵胞の吸引除去を行い，
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その 1日後または2日後から SOYを開始した（超音波吸

引法）．

sovは，卵胞刺激ホルモン製剤(FSH;共立製薬）18AU 
を朝夕 2 回の漸減投与で 1~3 日目まで 4,4,3,3,2,2AU を頸

部筋肉内注射で行い，同時に 3日目にプロスタグランジ

ンF2a(PG; クロプロステノール，フジタ製薬株式会社，

東京）総量790ugを投与し，同日朝に P製剤を抜去した．

処置開始5日目の夕方に性腺刺激ホルモン放出ホルモン

製剤 (GnRH;酢酸フェルチレリン，共立製薬） lOOugを

投与して，人工授精 (AI)を行った．処置開始6日目朝

に2回目の AIを行い処置開始 12日目に定法で採胚した

（図 I). 回収胚の品質評価は，国際胚移植学会マニュア

ル 8)に準じて行い， excellentとgoodをAランク， fairを

Bランク， poorをCランクとした．統計処理は， EZR(自

治医科大学埼玉メディカルセンター，埼玉） 5)を用い，

卵胞ウェーブ調節法間の回収胚数，正常胚数および凍結

可能胚数の比較については Student'st検定を，正常胚率，

凍結可能胚率および胚の品質割合の比較については， x2

検定で行った．

Day -3 2
 

5
 

6
 

12 

E2投与法
朝
P製剤

E2 
FSH FSH 

3 

FSH, PG 

P製剤抜

去

AI 採胚

夕 FSH FSH FSH, PG GnRH, AI 

Day -lorO 1 2 3 5 6 12 

卵胞吸引
FSH, PG 

朝 FSH FSH P製剤抜 AI 採胚
超音波吸引法 P製剤

去

夕 FSH FSH FSH, PG GnRH, AI 

※朝は 8:30, タは 16:30

図 l 採胚スケジュールの比較

2 試験2;セリシン添加修復培養液の検討

(1) 供試胚

既報 2)に準じて，所内で飼養されている黒毛和種繁殖

雌牛から経腟採卵法で回収した卵子と県内と畜場から得

た黒毛和種の卵巣から定法で回収した卵子に対して，体

外授精を行って得られた体外胚(8細胞期～収縮桑実胚）

271個を用いたまた，所内および県内で飼養されてい

る黒毛和種繁殖雌牛から定法により採胚を行って得られ

た体内胚（桑実胚～収縮桑実胚； A-Bランク） 86個を用

しヽた．

(2) 胚の分割

20%牛胎児血清 (FBS;フナコシ株式会社，東京）添

加Medium199培地（サーモフィッシャーサイエンティフ

ィック株式会社，神奈川） 50ulに供試胚を移し，倒立型

顕微鏡（オリンパス光学工業株式会社，東京）と金属刃

（フェザー安全剃刀株式会社，大阪）を装着したマイク

ロマニヒ°ュレーター（株式会社ナリシゲ，東京）を用い

て，胚の真上から刃を圧切して，均等な二分割になるよ

うに切断した．

(3) 分割胚の培養

二分割胚の修復培養液は， 10%FBS添加 CRlaa培養液

に0.5% (w/v)セリシンを添加した培養液（添加区）と

無添加の培養液（無添加区）を用い，鋭利な刃先でシャ

ーレの底面に作製した円錐形の穴に培養液30ulをドロッ

プして，使用した．二分割した胚は， 1つのドロップに 1

胚ずつを入れ，体外胚は 24~96 時間，体内胚は 24 時間，

38.5℃の5%02,5%C02および90%N2気相下で培養した．

分割した 2胚がいずれも胚盤胞まで発育した場合に胚盤

胞発生とした．統計処理は， EZRを用いて，胚の由来ご

とに Fisherの正確検定を行った．

3 試験3; 新鮮二分割胚の移植試験

(1) 供試胚

試験2と同様の方法で胚を回収し，添加区または無添加

区で修復培養して作出した，体内胚分割胚210個（分割

前の胚として 105個， 8細胞期～胚盤胞； A-Bランク）

を用いた．

(2) 受胚牛

所内および県内で飼養されている黒毛和種，交雑種，

ホルスタイン種の育成牛および経産牛の 133頭を用いた．
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(3) 移植

供試胚77個を分割し，正常発育したペア胚を 1本の 0.

25mlのプラスチックストロー（富士平工業株式会社，東

京）に封入し， 77頭の受胚牛に凍結することなく移植し

た (2胚 l頭移植）．また，供試胚28個は，分割後正常

発育したペア胚をそれぞれ l胚ずつ封入し， 56頭の受胚

牛に凍結することなく移植した (1胚 1頭移植）．移植は

熟練技術者3名が行い，発情から 6,-._,8日目の黄体が存在

する卵巣側の子宮腔へ非外科的に直接移植した．

妊娠鑑定は，発情から 42,-._,60日目に直腸法にて判断し

た．統計処理は， EZRを用いて，移植形態間の一卵性双

子の平均生時体重を Student'st検定で，移植形態間，修

復培養液間および分割時の胚ステージ間の受胎率と双子

作出率をx2検定またはFisherの正確検定で行った．

結果

1 試験 I;SOV鳴始前の卵胞ウェーブ調節法の検討

l頭当たりの回収胚数（正常胚＋変性胚），正常胚数（凍

結可能胚＋低ランク胚），正常胚率，凍結可能胚数，凍結

可能胚率において，有意差は見られないが， E2投与法は，

超音波吸引法より胚数が増加した（表 I). 回収胚の品質

において， E2投与法はAランク胚の割合が高かったが，

有意差は見られなかった（表2).

表 I SOV開始前の卵胞ウェーブ調節法別の採胚成績

区分 頭数 回収胚数 正常胚数（％） 凍結可能胚数（％）

E2投与法

超音波吸引法

表2 回収胚の品質別の割合

区分 Aランク（％）

E2投与法 4.5土1.4(45.0) 

超音波吸引法 2.3土0.8(34.1) 

15 

19 

IO.I土2.3

6.8士1.6

Bランク（％）

0.7土0.3(6.6) 

0.6土0.3(9.3) 

2 試験2;セリシン添加修復培養液の検討

分割した 2胚とも胚盤胞に発生した率（発生率）は，

体外胚のセリシン添加区で50.8%(66/130), 無添加区で

29.1% (41/141)であり，添加区で有意に増加した (P<O.

01). また，体内胚では，添加区で 83.3%(55/66), 無添

加区で 80.0%(16/20)で，有意差は見られなかったが，

添加区で増加した（表3).

表 3 セリシン添加修復培養液による分割胚の胚盤胞発

生成績

胚由来 区分 供試胚数 胚盤胞発生数（％）

添加区 130 66 (50.8) a 
体外胚

無添加区 41 (29.1) b 141 

添加区 66 55 (83.3) 
体内胚

無添加区 16 (80.0) 20 

a-b間で有意差あり (P<0.01)

3 試験3;新鮮二分割胚の移植試験

(I) 移植成績

5.8土1.6(57.6) 5.2土1.5(51.7) 

3.7土1.1 (54.3) 2.9士0.9(43.4) 

平均個数土標準誤差／頭

Cランク（％） 変性卵（％） 未受精卵（％）

0.5土0.2(5.3) 0.5土0.3(4.6) 3.9士2.0(38.4) 

0.7土0.4(10.9) 0.7土0.3(10.1) 2.4土0.7(35.7) 

平均個数土標準誤差／頭

分割胚移植の受胎率は31.5%(42/133)で，移植形態

別では2胚 l頭移植 (36.4% ; 28/77)が l胚 l頭移植 (2

5.0% ; 14/56)に比べて高く，修復培養液別ではセリシン

添加区がそれぞれの移植形態ともに無添加区に比べて高

かったが，有意な差は認められなかった．

一卵性双子は， 2胚 l頭移植で 8組， l胚 l頭移植で2

組が受胎したが， 2胚 l頭移植で受胎した 2組は双子産

子の片方が死産または産後直死し，双子組作出数は2胚

l頭移植で 6組， l胚 l頭移植で 2組の計 8組であった．

分割前の供試胚 1個から一卵性双子を作出した割合

（双子組作出率；双子組作出数／供試胚数）は， 2胚 l頭

移植で7.8%(6/77), I胚 l頭移植で7.1%(2/28)で，

受胎率と同様に，移植方法間および修復培養液間で有意

な差は認められなかったが，添加区のみで一卵性双子を

作出した（表4).

分割時の胚ステージ別による受胎率は，収縮桑実胚が

36.6%と最も高く，次いで初期胚盤胞が 30.8%であった

（表5).

移植形態別の双子産子の平均生時体重は，雄産子にお
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いて， l胚 l頭移植産子が 32.3士0.3kgであり， 2胚 l頭

移植産子の 23.0土1.0kgに比較して有意に大きかった．雌

産子では，有意な差は認められなかった（表6).

表4 二分割胚移植成績

移植形態 修復培養液 供試胚数 移植頭数 受胎頭数（％） 流産 分娩頭数 死産等 双子組作出数（％）

添加区 61 61 23 (37.7) 2 21 2 6 (9.8) 

2胚 l頭 無添加区 16 16 5 (31.2) 4 

゜
0 (0.0) 

小計 77 77 28 (36.4) 3 25 2 6 (7.8) 

添加区 25 50 13 (26.0) 2 11 

゜
2 (8.0) 

l胚 l頭 無添加区 3 6 I (16.7) 

゜
1 

゜
0 (0.0) 

小計 28 56 14 (25.0) 2 12 

゜
2 (7.1) 

合計 105 133 42 (31.5) 5 37 2 8 (7.6) 

修復培養液の添加区；セリシンを 0.5%添加 死産等；死産および産後直死

受胎率；受胎頭数／移植頭数 双子組作出率；双子組作出数／供試胚数（分割前の胚数）

表 5 分割時の胚ステージ別移植成績

胚ステージ 供試胚数 移植頭数

8-32細胞期

収縮桑実胚

初期胚盤胞

胚盤胞

合計

3 

59 

29 

14 

105 

3-71-39-20-33 ー

受胎頭数（％） 双子組作出数（％）

0 (0.0) 0 (0.0) 

26 (36.6) 5 (8.5) 

12 (30.8) 2 (6.9) 

4 (20.0) 1 (7.1) 

42 (31.5) 8 (7.6) 

表 6 一卵性双子の平均生時体重

頭数

雄
移植形態

雌

平均体重土標準誤差 (kg)

雄雌

2胚 l頭

l胚 l頭

8
＿
2
 

4
-
2
 

23.0 土 1.0•

32.3土0.3b

26.2土1.4

25.5土1.4

a-b間に有意差あり (P<0.01)

考察

試験 l;SOV開始前の卵胞ウェーブ調節法の検討

ウシの 1 発情期には， 2~3 個の主席卵胞が順次発育退行す

る卵胞ウェーブが存在し，その中で主席卵胞は他の卵胞の発

育を抑制している 6)ため， SOY開始時に存在する主席卵胞は

採胚成績に悪影響を及ぼすと報告されている 16). また， Nass

erら13)はSOY開始日が卵胞ウェーブの出現日から 1日ずれ

ると採胚成績は低下すると報告している．従って，良好な採

胚成績を得るためには， SOY開始時に主席卵胞が存在せず，

且つ卵胞ウェーブ出現日に SOYを開始することが重要であ

る．

我々は，超音波吸引法で卵胞ウェーブを調節し，処置後

1~2 日後に SOY を開始することで無処置群に比べて採胚

成績が向上することを報告した 3). しかし，超音波吸引

法は，使用する機器が大型で携帯性に乏しく，個々の生

産農場での使用には労力がかかるという欠点がある．

そこで，より簡易な卵胞ウェーブ調節法として， E2投与法

を検討した．その結果， E2投与法は，胚の個数，品質と

もに超音波吸引法よりも良好な成績が得られた．

E2投与方法は， P製剤下のE2投与による負のフィードバ

ック作用でFSH分泌を抑制し，卵胞を閉鎖退行させるこ

とで，新たな卵胞ウェーブを出現させている 6). Boら1)

とMorenoら12)は，卵胞ウェーブの出現は E2投与後約 4

日と報告しており，今回の試験でも SOY開始日を E2投

与後 4日目と設定したところ，良好な成績が得られた．

また，採胚成績は，供胚牛の年齢や総採胚回数などの
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個体の影響を受ける 14)とされているが，本試験に供試し

た牛は，当所のこれまでの採胚で平均的な正常胚数を回

収できることを確認しており，今回の成績は，供試牛個

体間の影響を受けていないと思われる．

以上のことから， E2投与法による卵胞ウェーブ調節は，

特殊な機器を必要とせずに作業の省力化を図るとともに，

良質胚を多数作出することが可能であることが確認され

た．

2 試験2;セリシン添加修復培養液の検討

セリシンは，蚕の繭を構成するタンパク質の一つであり，

抗酸化能力 7)や紫外線傷害保護効果 21)を有しており，

化粧品や生物学的製剤などへの応用が進んでいる．

我々は，セリシンのウシ胚ての応用を検討し，これまでに

セリシンを活用した無血清凍結保存液を開発し4l,0.5% (w 

/v) セリシン添加体外胚培養液で発生率と品質が向上す

ることを確認している 3)4). 

今回の試験において，体内胚分割胚の発生率は，無添

加区で 80.0%, 添加区で 83.3%であり，有意な差は認め

られなかったが，発生率が向上した．

体外胚分割胚の発生率は，無添加区で 29.1%と低く，体

内胚よりも二分割操作による発生能への影響が大きいと推

測されたが，添加区での発生率は， 50.8%と有意に向上した．

寺田ら 18-20)はセリシンを添加した細胞培養液を用いて，

検討した全ての動物細胞で増殖効果を確認し，さらにアポト

ーシス抑制遺伝子の発現を増大させると報告している．また，

我々はセリシンのウシ胚に対する抗酸化能力を確認 4)してお

り，セリシン添加が分割胚の発生率向上に寄与したと考えら

れた．

3 試験3;新鮮二分割胚の移植試験

小西ら 9)は， 2胚 l頭移植の受胎率は 1胚 l頭移植よ

りも高かったと報告しているが，今回の試験でも，この

報告と同様に 2胚 l頭移植の受胎率が高かった．

分割胚は，通常の胚に比べ，胚と図胎間の妊娠認識や

黄体退行阻止により妊娠維持に関与しているインターフ

ェロンての分泌量が少ない可能性が指摘されており 15),

l胚 1頭移植は2胚 l頭移植よりも子宮内でのインター

フェロンてが不足している可能性が高く，受胎率が低く

なっていると考えられた．

一方，本来，単胎動物であるウシにとって，双子妊娠

は過剰な生理的負担になる危険性が高い．双子妊娠牛の

流死産率や分娩事故率，分娩後の廃用率は，単子妊娠牛

よりも有意に高く，双子妊娠の生産効率は低いと報告さ

れており 10)11), 小西ら 9)も2胚 l頭移植で得られた双子

の30%以上が分娩事故で死亡したと報告している．本試

験においても，死産・産後直死は， 2胚 l頭移植の双子

妊娠牛のみで発生した．

また，生時体重について大田ら 14)は，双子産子の生時

体重は標準体重の 80~90%だったと報告しているが，本

試験においても， 2胚 l頭移植の雄産子は，単子として

生まれてくる l胚 l頭移植の雄産子より有意に小さかっ

たことから，種雄牛候補牛と産肉能力検定牛となる発育

良好な双子産子を作出するためには，分割胚の 2胚 l頭

移植よりも l胚 l頭移植が望ましいと思われた．

この試験で得られた一卵性双子は，全てセリシン添加

修復培養液で培養した二分割胚から作出されたことから，

セリシンは二分割胚の胚盤胞発生率を向上させるだけで

なく，二分割胚を良好に発育させて，受胎率を向上させ

ている可能性が示唆されたただし，今回は作出頭数が

少なく，無添加区との有意な差が認められていないこと

から，効果の有無について，さらに例数を増やして詳細

に検討する必要がある．

二分割に供する胚のステージについて大田ら 14)は，収

縮桑実胚分割胚の受胎率が 83.3%と高く，収縮桑実胚～

胚盤胞の分割胚からのみ双子産子を得られたと報告して

おり，本試験でも同様の結果が得られた．

胚の二分割操作は，内部細胞塊と栄養膜細胞を均等に

切断できていない場合は受胎率が低下する 9) ことから，

均等切断が重要である．胚は，胚盤胞以降のステージに

進むと内部細胞塊と栄養膜細胞の区別が明瞭となってく

るが，それゆえに両細胞を均等に二分割することへの難

易度が高くなると予想される．そのため，両細胞の分化

があまり進んでいない段階で二分割する方が均等に切断

しやすく，その後の細胞の正常な発育につながりやすい

と考えられた．

以上のことから，良質胚の多数確保については，卵胞ウェ

ーブ調節法として E2投与法が簡便で効率的である。また，

二分割胚の移植については，分割には収縮桑実胚や初期胚盤：

胞が適しており，分割後の細胞修復培養にはセリシン添加が

有効である．さらに，二分割胚をそれぞれ一胚ずつ移植する

ことにより，産子の体重が大きくなるとともに分娩事故を低

減することができる可能性が示唆された．

今後，種雄牛の産肉能力を早期推定する分割双子検定を効

率的に進めるためにも，二分割胚による一卵性双子の安定的

な生産に向けて，更なる技術の改善等が必要と思われる。

なお，本試験で作出した一卵性双子の雄 2組 4頭の産
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子を候補種雄牛と産肉能力検定牛として，分割双子検定

に供試した．
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Improvement ofMonozygotic Twins Production Technology using Bisected Embryos 

in Japanese Black Cattle 

[ 117] 

Akito Shirai, Shinichi Shinbara, Yoshihisa Ikebata, Tomohiro Isobe, Keisuke Kawashima and Kazunori Mizoshita 

Summary 

We examined the efficient production technology of monozygotic twins using bisected embryos in order to take advantage 

early ability estimation of the prospective bulls. 

(l)It was possible to obtain a large number of produced good-quality embryos that the superstimulation of donors were treated 

with progesterone-releasing device (CIDR) and estrogen without transvaginal ultrasound-guided a dominant follicle ablation. 

(2)The addition of sericin significantly improved (P<0.01) the blastocyst formation rate of in vitro bisected embryos, when in 

vivo or vitro bisected embryos using microblade were cultured individually in the culture medium supplemented with O (w/v) 

or 0.5% sericin. 

(3)It was produced 8 sets of monozygotic twins, after a fresh bisected embryo was only cultured in the medium containing 

0.5% sericin were transferred to recipients. Moreover, all monozygotic twins were derived from a compact morula or an early 

blastcyst except for one set. 

In conclusion, it was suggested that it is possible to improve efficiently monozygotic twins production using the embryo 

transfer technique. 

Keywords : Bisected embryo, Follicular wave, Monozygotic twins, Repairing culture, Sericin 
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