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１．はじめに

宮城県は 1979 年から黒毛和種種雄牛造成事業を開始
し，「茂重波」号を始祖として種雄牛の造成を継続し行
っている。
一方，肉用牛の飼養頭数は年々減少傾向であるが，
2015 年畜産統計では 80,800 頭であり，全国第 7 位の飼
養頭数となっている。また，乳用牛の飼養頭数は 20,400
頭で全国第 9 位となっている。
これらを背景として宮城県畜産試験場では，1983 年か

ら牛の効率的な改良，優良牛・肉用牛の増産手法として
受精卵移植（以下ETと略す）技術の研究開発に取り組
むとともに農家への普及を推進している。主な利用方法
は，優良な黒毛和種を供胚牛としホルスタイン種を受胚
牛とする方法であり，県有の優良な黒毛和種種雄牛精液
を使い増頭及び改良を推進している。
ETは多くの複合技術であり，現在も常に新しい技術

の研究開発とともにより安定的で効率的かつ簡便な方法
について検討されている。今回は，宮城県畜産試験場に
おける牛ET技術の変遷について紹介する。

２．宮城県における牛ET技術の変遷

ET技術は，過剰排卵処理，凍結保存及び胚移植が主
な技術であり，研究開発テーマである。また，胚の分割・
性判別，体外受精（IVF），クローン技術，経腟採卵（OPU）
や顕微授精（ICSI）技術等も開発の対象であり，それぞ

れの技術について波及的に取り組んでいる。
1983 年から国の補助事業（牛受精卵移植技術利用事
業）に参加し，基礎的な技術開発（過剰排卵処理法，凍
結技術，分割技術，性判別等技術高度化，過剰排卵処理
の効率的・簡易化技術，胚品質向上）を中心に行ってき
た（表 -1）。
宮城県畜産試験場において 1983 年から 2013 年までに

過剰排卵処理し採卵した頭数は延べ 2,442 頭であり，回
収卵数は 21,388 個（平均 8.8 個），正常胚数は 12,161 個（平

 国事業  県研究事業 実証事業(県) 普及事業 移植師講習 

1983~    
         1985

ET 利用事業
実証事業

1985第1回      
 講習会15名

1986~    
          1988

ET 利用事業
凍結

1988 IVF研究事業 1986 ﾎﾙ供卵牛導
         入事業

1989~    
          1991

ET 利用事業
分割型

1991 ｸﾛｰﾝ技術開発 1991 IVF技術利
        用促進

1989 受精卵供
給ｾﾝﾀｰNOSAI

1990第2回     
 講習会15名

1992~    
          1994

ET 利用事業
技術高度型

1994  NOSAI
宮城ET事業  

1995~    
          1997

ET 技術高度
効率的過剰排卵

1996 ｸﾛｰﾝ品質向上 1995 IVF利用促
        進

1995第3回    
 講習会15名

1998~    
          2000

ET 技術高度
効率的過剰排卵

1998 OPU活用
        事業

2000 第4回
 講習会15名

2001~    
          2003

ET 技術高度
効率的過剰排卵

2002 体細胞ｸﾛｰﾝ
        活用

2004~    
          2006

高度高品質
「品質向上」

効率的種雄牛造
成・ﾎﾙ育成OPU

2005第5回     
 講習会15名

2007~    
          2009

高度高品質
「簡易化」

2007～IVF種雄牛
検定

2008 IVF生産事
        業

2010~    
           

ET実用化促進事
業～

2010 IVF地域
循環事業

2013 第6回
 講習会6名

表ｰ1 宮城県における受精卵事業等の変遷 

過剰排卵ϼྸ成ጚ 

卵᪽ૠ 回ӓ卵ૠ ദࠝᏕૠ 変ࣱ・ச精卵ૠ   ദࠝᏕ率 

2,442 ᪽ 21,388 ̾ 12,161 ̾    9,227 ̾    56.9 %

生体ϋ回ӓᏕᆆౡ成ጚ 

ᆆౡ᪽ૠ 受Ꮢ᪽ૠ   受Ꮢ率 

  6,496 ᪽   3,330 ᪽    51.3 %

体ٳ受精ဌஹᏕᆆౡ成ጚ 

ᆆౡ᪽ૠ 受Ꮢ᪽ૠ   受Ꮢ率 

  4,211  ᪽   1,647 ᪽    39.1 %

࠰2013～࠰1983

表ｰ2 過剰排卵ϼྸӏƼᆆౡ成ጚ 

表ｰ 1 宮城県における受精卵事業等の変遷
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均 5.0 個）で，正常胚率 56.9％であった。生体回収胚移
植頭数は 6,496 頭，受胎頭数 3,330 頭で受胎率 51.3％で
あった。体外受精由来胚移植は1987年から2013年まで，
移植頭数 4,211 頭，受胎頭数 1,647 頭で受胎率は 39.1％
と生体回収胚移植と比べ 10％程度低い結果となっている
（表 -2）。
技術開発の具体的な成果として，1984 年には ETによ

り初めての子牛が得られ，1986 年に凍結胚移植による子
牛が生産されている。また，1987 年には分割胚移植によ
る子牛生産，翌年に性判別胚移植（染色体分析）による
ホルスタイン種の雌子牛が誕生している。さらに，1988
年に IVF産子や 1993 年には体細胞クローン産子，1998
年 OPU由来産子及び ICSI 由来産子（凍結由来産子は世
界初）が得られている。

１）研究開発の推移
（１）過剰排卵処理法
高品質な胚をより多く安定的に得る過剰排卵処理法の
確立は，ET 技術の重要な課題である。一般的な牛の過
剰排卵処理は，性周期を 1～ 2回確認し，発情後 9～ 14
日目に処理を開始する。反復処理する場合は概ね 60日
間隔で行う。
過剰排卵処理に用いられる性腺刺激ホルモン製剤は，

妊馬血清性性腺刺激ホルモン（PMSG）と卵胞刺激ホル
モン（FSH）が使用される。当初，PMSG 処理が主に
行われていたが，その後 FSH 処理が優れていると報告
され，一般的にはFSH 処理が用いられている。しかし，
FSH処理は１日２回，３～４日間漸減しながら投与する

方法であり，農家段階での普及性（労力・牛へのストレ
ス等）において改善を必要としていた。PMSG 処理は１
回投与で可能な方法であることから改善法を検討した。
PMSG の投与量（2,000 IU），PG の投与時期（FSH
投与 72 時間後），さらに性腺刺激ホルモン放出ホルモン
（GnRH；200 ～ 400 ㎍）を組み合わせた方法を検討し，
FSH 処理と同等の成績が得られる方法を開発した（表
-3；大久ら，1992）。また，FSH を生理食塩水 50ml に
溶解し，頚部皮下に１回投与する方法が確立され，利用
されている（及川ら，2013）。
一方，留置型黄体ホルモン製剤（CIDRや PRID）は，
腟内に挿入することで体内のプロジェステロン濃度を上
昇させ人為的な黄体期を誘発する。この作用を活用し性
周期に関係なく過剰排卵処理が可能か検討した。その結
果，従来の性周期を確認して行うFSH 漸減投与法と同
等の成績が得られることを明らかにした。また，28日及

ǯȸȫ* ᪽ૠ ר回ӓ卵ૠᲤ* רദࠝᏕૠᲤ* ദࠝᏕ率(%) 

 Ძ ᲫᲲ    8.2±1.4    6.0±1.2     73.1 

 Წ ᲫᲲ    8.7±1.3    5.8±1.3     66.7 

 Ჭ ᲫᲲ  11.0±1.9    8.2±1.7     74.5 

表-4 CIDRǛ用ƍƨ牛の過剰排卵ϼྸ成ጚ 

කᡀǒ   ᲤᲵǯȸȫ35ଐ᧓ᨠư卵Ơǯȸȫ᧓Ƹ63ଐ 
 ᲤᲤᲵר±แᛚࠀ 

            図-1 過剰排卵ϼྸඥ 

                FSH漸減法  

D1 D2 D3 D4 D5 D12 
Ă Ă Ă Ă Ă 

性周期確認
後9～14日
目 

FSH投与朝5AU,  
夕5AU         

FSH投与朝3AU,  
夕3AU         

FSH投与朝2AU,  
夕2AU         

AI 採胚 

PGF2�投与朝/夕 

                PMSG-GnRH法 

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D13 
Ă Ă Ă Ă Ă Ă Ă 

性周期確認
後9～14日
目 

PMSG2,000IU 
PGF2�投与朝
/夕 

GnRH AI 採胚 

                PRID・FSH生食溶解１回投与法 

D0 D4 D5 D6 D7 D8 D15 
Ă Ă Ă Ă Ă Ă Ă 

PRID挿入 FSH投与*         PRID除去 GnRH AI 採胚 

PGF2�投与 

＊；FSH：5,5,3,3,2,2の３日間漸減法（D4～D6まで） 
  もしくはFSH：生食水10ml・50ml溶解FSH20AU・30AU皮下１回投与 

ϼྸඥ ᪽ૠ ר回ӓ卵ૠ* רദࠝᏕૠ*  ദࠝᏕ率 

FSHถ 158    8.7±7.8      5.1±5.8       48.2 

PMSG   61    8.6±7.7      4.6±4.9       45.9 

 ʁǒٻ          ࠀแ͞±ר:*

表-3 FSHถ৲ɨƱPMSG৲ɨにǑる過剰排卵ϼྸ成ጚ 
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び 35日間隔で計画的・連続的に過剰排卵処理が可能な
方法を確立した（表 -4；沼辺ら，1997）。具体的な方法
を図 -1 に示した。
これらの処理法が開発されたことで，利用目的や供胚
牛の状況，管理状況等により処理法を選択することがで
きるようになった。しかし，いずれの方法においても正
常胚が得られない場合が 10 ～ 20％程度認められること
や低採胚牛に対する処理法にはまだ検討が必要である。
（２）凍結保存法
　ETを普及する上で胚の凍結保存法は重要な技術であ
る。従来の凍結保存法では，融解後段階的に希釈し，耐
凍剤を除去し移植に供していた。しかし，この方法は手
技が煩雑で時間がかかるため普及性に問題があった。
　 改 善 する方 法として，耐 凍 剤（1-2Propandiol，
glycerol）を希釈する液（sucrose）を用い，ストロー内
で１段階希釈する方法（ワンステップ法）及び耐凍剤と
sucrose の混合液で胚を凍結し，融解後，耐凍剤を除去
することなく移植する方法（ダイレクト法）を検討した。
その結果，いずれの方法でも 50％前後の受胎率が得れる
ことを明らかにした（表 -5；大久ら，1991）。
　また，glycerol 濃度を従来の 10％から 5％もしくは 6％
に低くし，細胞毒性や細胞内外の浸透圧差を抑える方法
を検討した。その結果，glycerol 単味のダイレクト移植
でもこれまで報告されている受胎率と同等であることを
明らかにした（表 -6；Takada et al 2007）。
　これらの技術開発により，農家段階でのET技術の普
及性を高めることとなった。
（３）受胎率向上対策
　ETによる受胎率の向上は技術普及する上で最も重要
な課題である。ETは発情周期の確認後，発情日を 0日
として 7日目（±1日）に行う。7日目の黄体の大きさや
柔軟性等でETを行うか判断するが，客観的に判断する
方法として血液中のプロジェステロン濃度（P濃度）に

ついて検討した。発情後 7日目の P濃度が 1.8ng/ml 以
上（1.8~4.0ng/ml）必要であることを明らかにした（沼
辺ら，1990）。
　一方，黄体機能強化等を目的にホルモン製剤投与によ
る受胎率の向上について検討した。発情日を day0 とし，
発情後 5日目（day5） あるいは７日目（day 7：移植日）
の受胚牛に hCGを 1,500 単位を筋肉内投与し，day ７
に ETを行った。無処理の受胚牛にETを行う区を対照
区とした。day ７投与区の受胎率は対照区に比べて有意
(P<0.05) に高く，day5 投与区よりも高い傾向にあった。
血液中のP濃度を測定したところ，day14 におけるP濃
度は hCG投与した区が対照区よりも有意（P<0.01）に高
く，hCGの投与により黄体ホルモン分泌が促進され，受
胎率が向上したことが考えられた（表 -7; 高田ら，2005）。
（４）IVF技術
　牛の IVF 技術は，と場から得られる卵巣内卵子に体
外成熟・体外授精を行い，ウサギの卵管に移植し，５日
後に取り出して得られた胚の移植により子牛が生産され
たことで大きく進展した（花田ら，1985）。その後，卵
丘細胞との共培養により，体外での胚生産が可能となり
子牛が生産された。しかし，IVF技術は，体外成熟，体
外授精，体外培養と多岐にわたり，それぞれにおいて技
術開発及び詳細な検討が必要であった。
　体外授精の精子処理にはイオノフォアやヘパリンが
使用されたが，種雄牛個体によるばらつきが認められた
ため，カフェインとヘパリン処理法及びペントキシフェ
リンとヘパリン処理法が報告された。それらについて比
較検討した結果，カフェインとヘパリン処理，ペントキ
シフェリンとヘパリン併用処理は高い受精率と種雄牛個
体による影響が少ない処理法であることを明らかにした
（Numabe et al，2001）。
　また，体外培養法において卵丘細胞との共培養と体
細胞との共培養を必要としない合成培地による非共培養
法が確立されたが，作出された胚の移植による受胎率及
び子牛の生産率，さらに生産子牛の体重が重いことや過
大児について報告があり，それらについて詳細に検討す
る必要があった。結果として共培養と非共培養による受
胎率は生体回収胚移植による受胎率より低いこと及び共

 ᎑凍д   ૾ ඥ  ᆆౡ᪽ૠ 受Ꮢ᪽ૠ 受Ꮢ率 (%) 

  Propandiol   ȀǤȬǯȈ*   ᲬᲬ  ᲫᲪ    ᲮᲲ 

  Propandiol ȯȳǹȆȃȗ**   ᲯᲱ  ᲭᲭ    ᲯᲲ 

    Glycerol   ȀǤȬǯȈ   ᲬᲳ  ᲫᲯ    ᲯᲬ 

    Glycerol  ȯȳǹȆȃȗ   ᲳᲫ  ᲮᲭ    ᲮᲱ 

  ᲤᲴ᎑凍дᲥࠎ෩ᲢsucroseᲣにᏕǛ入ǕႺᆆౡ      ٻʁǒᲢɟᢿો変Უ     
ᲤᲤᲴ᎑凍дにᏕǛ入ǕǹȈȭȸϋのࠎ෩ᲢsucroseᲣưࠎࢸᆆౡ

表ｰ5 凍結ᗡᚐƠƨᏕのȀǤȬǯȈ・ȯȳǹȆȃȗඥにおける受Ꮢ率 

       ᎑凍д  ࠎඥ ᆆౡ᪽ૠ  受Ꮢ᪽ૠ 受Ꮢ率(%) 

 6% ｸᴶᴰｾﾛｰﾙ    ﾀᴶᴊᴲｸᴜ     ᲫᲯ   Ჱ   ᲮᲱ 

10% ǨȁȬȳǰȪǳȸȫ    ﾀᴶᴊᴲｸᴜ   ᲫᲯ   Ჰ   ᲮᲪ 

表-6 ６％ｸᴶᴰｾﾛｰﾙư凍結ƠƨIVFᏕの受Ꮢ率 

高ဋǒ 

ғ分 hCG৲ɨ  ᆆౡ᪽ૠ  受Ꮢ᪽ૠ (%) 

Day5* 1,500 IU  ᲫᲫᲬ   ᲯᲱ (51)a  

Day7 1,500 IU  ᲫᲫᲱ   ᲰᲯ (56)a

ༀғ  -  ᲫᲫᲯݣ   ᲮᲳ    (43)b

 ᲤᲴ発ऴଐ Day0                         高ဋǒ
a, bᲴီᇷӭ᧓ưஊॖࠀƋǓ (p<0.05)

 表-Ჱ 受Ꮥ牛のDay5ᲦDay7ᲢᆆౡଐᲣhCG৲ɨにǑる受Ꮢ率
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ғ分ᲢဌஹᲣ ᆆౡᏕૠ        ᆆౡ᪽ૠ  受Ꮢ᪽ૠᲢᲟᲣ

IVP    Single         233     100 (42.9)c

IVP Twin         328     171 (52.1)b

IVD    Single         942     598 (63.5)a

IVD Twin         410     278 (67.8)a

 AI control         120       86 (71.7)a

表-8  ૼᮗ体ٳ受精ဌஹᏕᲢIVPᲣӏƼ体ϋ回ӓᏕᲢIVDᲣᆆౡ 
   にǑる受Ꮢ率 

a,b,c Ჴီᇷӭ᧓にஊॖࠀƋǓᲢP<0.05Უ                              Numabe et al

培養由来胚移植による受胎率が非共培養よりも高いこと
を明らかにした（表 -8; Numabe et al，2000）。さらに，
IVF 由来の生産子牛の出生時体重は，生体回収胚移植及
びAI による生産子牛の体重より重く，妊娠期間も長い
こと及び共培養は過大児の発生要因ではないことを明ら
かにした（表 -9; Numabe et al，2001）。
　現在，１個の卵巣から 10 個程度の卵子が得られ，IVF
技術により作られる胚盤胞期胚数は 2～ 3個（胚盤胞率
25％程度）となっているが，今後もそれぞれにおいてよ
り効率的かつ良質な胚生産技術について検討されるもの
と考えられる。
OPU による卵子採取は反復性に優れることから，優

良個体からの胚生産を向上させ，育種改良速度の向上
や増産を可能とする技術である。OPUにより多くの良
質な卵子を確保するため，ホルモン製剤による前処理法
について検討した。安息香酸エストラジオール（EB）製
剤をOPU6日前に 1mg投与により胚発生成績を向上させ
ることやFSHをOPUの開始 40時間前から投与すること
により胚盤胞数が多くなることを明らかにした（早坂ら，
2006）。
OPU技術による胚生産は，希望の牛（高能力牛）か

ら継続的に胚を作出できることから，より受胎性の高い
胚生産技術となるよう研究が進められると考えられる。
（５）関連技術
　胚の性判別技術は，当初染色体分析法について検討
した。判別率向上を目的に，細胞分裂阻止剤としてポド

フィロトキシンとビンブラスチンを用い，さらに細胞呼
吸賦活剤であるソルコセリンを添加することで性判別率
が向上することを明らかにした（沼辺ら，1994）。また，
PCR法による胚の性判別法についても検討し野外での応
用を可能とした（沼辺ら，1995）。現在は LAMP法によ
る方法が主体に利用されている。
　ICSI 技術は精子を卵子内に直接注入することで，受精
卵を作出する技術である。牛では遺伝的あるいは経済的
に優れた貴重な精子や性判別精液を活用する場合に利用
される。宮城県畜産試験場では 1998 年に第１子を誕生
させている。牛 ICSI では胚発生率が低く，安定的な技
術ではなかった。改善のため精子注入時のピエゾドライ
ブユニットを活用すること及び ICSI 後の活性化処理とし
てエタノール，イオノマイシンとDMAP処理を行うこと
で，胚発生成績を向上することを明らかにした（Oikawa 
et al，2004）。

３．普及推進

　宮城県畜産試験場は技術開発とともに，県内のメイ
ンセンターとして位置付け，農家での ET普及のため，
NOSAI 宮城の家畜診療センター獣医師や開業獣医師を
対象とした採卵技術者（OPU を含む）の養成を行って
きた。NOSAI 宮城では平成２年から事業として取り組
み，農家での採卵・移植を行っている。また，県内の開
業獣医師グループ及び開業獣医師が採卵・移植に取り組
み，年間 3,000 頭を越える移植を行っている。さらに，
OPU 技術についても開業獣医師グループで取組みを開
始している。
　一方，家畜受精卵移植師（家畜人工授精師対象）の養
成のため，これまで宮城県畜産試験場において講習会を
1985 年から計 6回開催しており 81 名が受講し，農家で
の移植を行っている。

４．ＥＴ技術の応用

　ET生産牛による種雄牛造成，クローン検定及び IVF
産子による現場検定への応用など，利用範囲が広がって
いる。特に IVF技術による子牛生産については，生産組
織を立上げ循環型生産システムを構築し，若い種雄牛の
能力評価の補完データとして活用可能となっている。

５．おわりに

　紹介したETに関わる技術は，それぞれの成果が得ら
れた段階で，現場普及を進めており，今後も農家段階で

      Ⴘ  σؔᏕ   ᩼σؔᏕ  生体ϋ回ӓᏕ 

牛᪽ૠ        107܇             40       121
 Ј生体   
  (kg)

  31.0±6.0a   31.8±5.7a   27.2±2.9b

   ᧓۔ک 
  (ଐ) 

 291.9±4.6a  291.0±6.9a  283.6±4.6b

表-Ჳ 体ٳ受精ဌஹᏕᆆౡᲢσؔӏƼ᩼σؔᲣӏƼ生体ϋ 
    回ӓᏕᆆౡにǑるЈ生体ӏƼ۔ک᧓

          a,b Ჵ ီᇷӭ᧓ưஊॖࠀƋǓᲢP<0.01Უ
    σؔᲵ5%CSьTCM199Ქ卵ɯ細胞
᩼σؔᲵ3mg/mlBSAьCR1aaư3ଐ᧓ᲦƦの5ࢸଐ᧓5%CSьCR1aa 
                                                    Numabe et al
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利用可能な技術開発をメインテーマとし，普及推進を図
るべきと考えている。
　今回は宮城県畜産試験場において技術開発及び検討を
加えて得られた成果をまとめたものであり，関係職員，
関係機関の職員及び協力農家に対し謝意を表します。
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