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要　約
　本研究では，日本短角種における過剰排卵処理に対する低反応性の原因を明らかにすることを目的とした。黒毛和種
経産牛 3頭および日本短角種経産牛 3頭に腟挿入プロジェステロン製剤を 9日間留置し，挿入後 7日目から卵胞刺激ホ
ルモン（FSH）製剤（計 20AU）を 3日間漸減投与することで卵胞発育を刺激した。卵胞発育は黒毛和種と日本短角種の
いずれにおいてもFSH処理 3日目から複数の卵胞が発育する様子が観察されたが，FSH処理 5日目の平均卵胞数は，黒
毛和種（8.8±3.7 個）よりも日本短角種（5.2±2.0 個）の方が少ない傾向にあった（P=0.05）。一方，両品種間で血中FSH
濃度の推移に有意差は認められなかった。また，食肉処理場由来の卵巣から採取した前胞状卵胞（二次卵胞）および卵
丘－卵子複合体で発現するFSH受容体mRNA発現を調査したところ，いずれも黒毛和種と比較すると日本短角種で有
意に発現量が低いことが明らかとなった（P<0.05）。以上の結果から，日本短角種における過剰排卵処理に対する反応性
は黒毛和種と比較して低いことが確認され，その原因として，卵巣内卵胞におけるFSH受容体発現量の低下が関係して
いる可能性が示された。
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緒　言

　日本短角種は東北地方北部原産の肉専用種である。現
在は，岩手県を中心に，青森県，秋田県，北海道などで
飼養されている。粗飼料の利用性に優れていることから，
輸入飼料に依存しない畜産体系を構築するためには適し
た品種であると言える。さらに，肉質は脂の少ない赤身
肉を特徴としており，昨今の健康志向の高まりを背景に，
日本短角種は再評価されている。
　日本短角種の一般的な繁殖方法は，春から秋にかけ
て雌牛群の中に種雄牛を同時に放牧して自然交配させる
「まき牛方式」が行われており，子牛生産の約 7割が 3月
～ 4月に集中している。分娩時期の集約化は，生産者に

とって管理の省力化が可能になる反面，出荷時期が限定
されるという経営上のデメリットも生じさせる。消費者
ニーズに対応するためにも，このような季節生産方式を
見直し，周年出荷体制を構築することが必要であると考
えられる。その方策のひとつとして人工繁殖技術の導入
が考えられている。特に，黒毛和種においても利用され
ている過剰排卵 - 胚移植技術は，近親交配の回避や遺伝
形質の保存などの面から考えて，日本短角種生産におい
ても有効であることが報告されている（中村ら，2010）。
　過剰排卵処理は品質の高い移植可能胚を多数得ること
が目的である（Armstrong，1993）。牛の過剰排卵処理
では，卵胞刺激ホルモン（FSH）を１日 2回，3～ 4日
間連続投与して卵胞発育を刺激する漸減投与法が主流
であるが，肉用牛におけるFSHに対する卵巣の反応性
は品種によって異なることが報告されている（Bruel ら，
1991）。日本短角種においても，他の品種と比較すると過
剰排卵処理に対する卵巣の反応性が乏しいことが指摘さ
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れている（鈴木，1989）。しかし，日本短角種における研
究例は少なく，その原因については未だ不明である。
　そこで本研究では，日本短角種の過剰排卵処理に対す
る低反応性の原因を明らかにすることを目的として，日
本短角種における過剰排卵処理後の卵巣動態，血中FSH
濃度の変化および卵胞内FSH受容体mRNA発現を黒毛
和種と比較調査した。

材料および方法

１．供試牛
　試験には秋田県立大学生物資源科学部附属フィールド
教育研究センター牛舎内で飼養されている黒毛和種経産
牛（3頭）および日本短角種経産牛（3頭）を供試した。
試験開始時の平均月齢および体重は黒毛和種 45.7 ヶ月，
660.0 kg，日本短角種 63.7 ヶ月，711.3 kg であった。なお，
試験は秋田県立大学動物実験規定に基づいて実施した。

２．過剰排卵処理
　本研究で実施した過剰排卵処理のスケジュールは，中
村ら（2010）の方法を参考に実施した（図１）。すなわち，
腟挿入プロジェステロン製剤（PRID，あすか製薬）を腟

内に 9日間留置し，PRID挿入後 7日目からFSH製剤（ア
ントリンR10，共立製薬）を 9：00と 16：00に 3日間漸減
投与した（初日 5 AU/5 AU，2日目 3 AU/3 AU，3日
目 2 AU/2 AU；計 20 AU）。PRID 抜去日の 9：00 にプ
ロスタグランジンF2αアナログ（エストラメイト，インター
ベット）を 3 mL投与した。

３．卵巣動態の観察
　卵巣動態の観察には 5 MHz のリニアプローブを装着
した超音波画像診断装置（HS-101V，富士平工業）を用
いた。FSH処置開始日から１日１回の間隔で，左右卵巣
における卵胞発育を 5日間観察した。観察は動画として
記録し，左右の卵巣の胞状卵胞数（直径 5 mm以上）を
測定した。

４．血中 FSH濃度の測定
　採血は頚静脈からヘパリンナトリウム加真空採血管を
用いて，FSH処理日から 5日間行った。FSH処理開始
日は3時間おきに5回，2日目からは朝夕各１回採血した。
採取後ただちに 4℃，3,000 rpmで 15 分間の遠心分離を
行い，血漿を分離し，FSH濃度測定まで -80℃で凍結保
存した。

横尾正樹　図１	


PRID挿入	


FSH処理	

合計：20AU	


朝：5AU	
3AU	
 2AU	


夕：5AU	
3AU	
 2AU	


PRID抜去	

PG 投与	


Day0	
 Day7	
 Day11	


図１．過剰排卵処理スケジュール
PRID：腟挿入プロジェステロン製剤，PG：プロスタグランジンF2α（エストラメイト），FSH：卵胞刺激ホルモン製剤
（アントリンR10），★印は採血と卵巣動態の観察を行った日を示す。

表１．リアルタイムPCRで使用したプライマーおよびプローブ
遺伝子 プライマー /プローブ

FSH受容体 Forward 　5’-atgactcaggctaggggtca-3’
Reverse  　5’-tcaaatcctttggcatagctg-3’
Probe     　5’-ggcagaag-3’（Universal Probe #29）

GAPDH Forward 　5’-cacagtcaaggcagagaacg-3’
Reverse  　5’-ccacttgatgttggcaggat-3’
Probe  　　5’-catcacca-3’（Universal Probe #9）
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　過剰排卵処理に用いたFSHはブタ下垂体由来である
ため，血中のブタFSH（pFSH）濃度はユーロピウム標
識 pFSHを使用した時間分解蛍光法で測定した（Kaneko
ら，2002；Nogchi ら，2010）。すなわち，120,000 倍希釈
したウサギ抗 pFSH 抗血清（NATIONAL HORMONE 
and PEPTIDE PROGRAM）の固相化プレートに，FSH
スタンダード（0，0.15，0.31，0.62，1.25，2.5 ng/ml）も
しくは血漿サンプルを添加し，34℃で一晩反応させた。
反応後，洗浄した各ウェルに 5,000 倍希釈したユーロピ
ウ ム 標 識 pFSH（NATIONAL HORMONE and PEP-
TIDE PROGRAM）を添加し，34℃で 6 時間反応させ
た。反応後，洗浄した各ウェルに増感試薬を添加して室
温で 5分間反応させ，マイクロプレートリーダー（ARVO 
X4，PerkinElmer）を用いて各ウェルのユーロピウム濃
度を測定した。なお，スタンダードとサンプルはすべて
2ウェルずつ測定し，その平均値を測定値とした。

５．ウシ FSH受容体 mRNA発現の解析
　屠場由来ウシ卵巣（黒毛和種 6個体：平均月齢 27.2 ヶ
月，日本短角種 5個体：平均月齢 29.0 ヶ月）を用いてウ
シFSH受容体 mRNAの発現解析を行った。卵巣から前
胞状卵胞（直径 100μm前後）または，卵巣表面の胞状
卵胞から卵丘 - 卵子複合体を採取し，顆粒層細胞もしく
は卵丘細胞の付着状態が類似したものを回収した。それ
ぞれ 20 個ずつプールして， RNeasy Micro kit（Qiagen）
で全 RNAを抽出し，その直後，QuantiTect Rev. Tran-
scription kit（Qiagen）を用いて cDNAを合成した。

　リアルタイムPCRには，LightCycler（Roche）を使用
した。LightCycler TaqMan Master（Roche）に cDNA，
プライマーおよびプローブ（Universal probe, Roche）を
添加し，95℃，10 分間の熱変性後，95℃：10 秒，60℃：
20 秒，72℃：1秒の反応を 45 サイクル実施した。なお，
FSH 受容体mRNAの発現量は，GAPDH mRNAの発
現量を内部標準として補正し，GAPDH mRNAに対する
相対値として評価した。各遺伝子発現に使用したプライ
マーおよびプローブは表１に示した。

６．データ解析
　異なる 2 群の平均値の解析には Student’ s t-test を
用い，危険率 5%で有意と判定した。すべての解析は，
GraphPad Prism（GraphPad Software，U.S.A.）を用い
て行った。

結　果

１．過剰排卵処理後の卵胞発育
　黒毛和種と日本短角種のいずれにおいてもFSH処理
3日目から複数の胞状卵胞が発育する様子が観察された
（図 2）。FSH処理 5日目における１卵巣あたりの平均胞
状卵胞数は，黒毛和種で 8.8±3.7 個，日本短角種で 5.2±
2.0 個となり，有意差は認められないものの，過剰排卵処
理後に発育する胞状卵胞数は日本短角種の方が少ない傾
向にあった（図 3，P=0.05）。

9
&

�
.

　
　

	

�

!
-

4
.

　
	


	

DV\?	
 DV\2	


FSH処理	


DV\3	
 DV\5	
DV\B	


t	


t	


t	
 t	


t	
 t	


t	
 t	


t	
 t	

t	


t	

t	


t	
t	
t	

t	


t	
t	

t	
t	


t	


t	


t	
t	


t	

t	


t	


t	

t	


横尾正樹　図w	


図２．FSH処理後の卵胞発育
丸枠は卵巣の位置，アスタリスク（＊）は胞状卵胞を示す。
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２．血中 FSH濃度の推移
　過剰排卵処理後の血中FSH濃度の変化を図４に示し
た。FSH初回投与後から 10 時間程度で最高値に達し，
その後減衰していく様子が観察された。黒毛和種と日本
短角種で血中FSH濃度の推移に大きな違いは認められ
なかった。

３．前胞状卵胞および卵丘 - 卵子複合体における FSH
受容体 mRNA発現

　日本短角種卵巣内の前胞状卵胞で発現しているFSH
受容体 mRNAは，黒毛和種における発現量を 1.00 とす
ると，0.19±0.03 であった。また，卵丘 - 卵子複合体で発
現するFSH受容体 mRNAは，黒毛和種における発現量
を 1.00 とすると，0.40±0.09 であった。いずれも黒毛和

図４．血中FSH濃度の推移　　エラーバーは標準偏差を示す。
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図３．卵巣１個あたりの胞状卵胞数　（FSH処理５日目）

種と比較して，日本短角種で有意に低いことが示された
（図 5，P < 0.05）。

考　察

　現在までに過剰排卵 - 胚移植技術は様々な品種の人工
繁殖に用いられているが，日本短角種の生産拡大におい
ても過剰排卵 - 胚移植技術の有効性が示唆されている（中
村ら，2010）。しかし，日本短角種は過剰排卵処理に対す
る反応性が低いことが課題となっている。そこで本研究
では，日本短角種における過剰排卵処理に対する低反応
性の原因を明らかにすることを目的とした。
　はじめに，過剰排卵処理後の日本短角種の卵胞発育を
黒毛和種と比較した。中村ら（2010）は，日本短角種は
黒毛和種よりも体格が大きいことから，日本短角種の過
剰排卵処理では黒毛和種よりもFSHの投与量を多く設
定している。しかし本研究では，黒毛和種のFSH反応
性と比較調査するため，黒毛和種の過剰排卵処理で行わ
れているプロトコール（計 20AUの漸減投与法）を日本
短角種にも採用した。その結果，日本短角種では発育す
る卵胞数が黒毛和種と比較して少ない傾向が観察され，
これまでに報告されているように，日本短角種では過剰
排卵処理に対する反応性が低いことが確認された。
　日本短角種の過剰排卵処理において発育卵胞数が少な
かった要因として，本研究で供試した日本短角種が黒毛
和種と比較して体重差が大きかったため，投与したFSH
量の不足が原因で発育卵胞数に差が生じた可能性が考え
られる。そこで，日本短角種におけるFSH投与後の血中
FSH濃度の推移を調査したところ， FSH初回投与後約10
時間で最高値に達し，その後徐々に減少することが観察
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された。この血中FSH濃度の推移は，黒毛和種における
血中FSH濃度の推移と有意差はなく，これまでに報告さ
れている黒毛和種のFSH漸減投与後の血中FSH濃度や
推移ともほぼ一致していた（Hiraizumi ら，2015）。これ
らの結果から，日本短角種では，過剰排卵処理によって
血中FSH濃度は黒毛和種と同程度まで上昇するにもかか
わらず，卵胞発育の増加に至らなかったことが示された。
　卵巣内の卵胞は，二次卵胞になると顆粒層細胞にFSH
受容体を発現させ，FSH依存型の卵胞発育を示すように
なる。過剰排卵処理では，FSH受容体が発現した卵胞に
外因性のFSHが作用することで卵胞発育が促進される。
一方，顆粒層細胞におけるFSH受容体発現が低い場合
には，エストラジオール合成が不十分になり，卵胞発育
が継続しないことも報告されている（Fauser and Van 
Heusden, 1997）。そこで，日本短角種における過剰排卵
処理において発育卵胞数が少なかった要因として，顆粒
層細胞におけるFSH受容体発現量に関係があると考え，
食肉処理場由来卵巣から採取した前胞状卵胞（二次卵胞）
および卵丘 - 卵子複合体を用いてFSH受容体mRNAの
発現量を調査した。その結果，FSH受容体mRNAの発
現量は，前胞状卵胞と卵丘 - 卵子複合体のいずれにおい
ても，日本短角種は黒毛和種よりも有意に低いことが明
らかとなった。本研究では，解析に使用した前胞状卵胞
における顆粒層細胞数，卵丘 - 卵子複合体における卵丘
細胞数を統一することはできなかったが，顆粒層細胞ま

たは卵丘細胞の付着状態が形態的に類似したものを解析
に使用したことから，細胞数の差異は試験結果に影響が
少なかったと考えられる。また，解析に使用した前胞状
卵胞および卵丘 - 卵子複合体に含まれる細胞の種類や特
性が均一ではなかったという可能性もあるが，少なくと
も卵胞もしくは卵丘 - 卵子複合体単位での解析において
は，日本短角種の FSH受容体mRNAの発現量は黒毛
和種よりも低いことが示された。以上のことから，日本
短角種における過剰排卵処理に対する反応性が低い原因
は，卵胞におけるFSH受容体発現が低いことと関与し
ていることが示唆された。
　本研究では，日本短角種における過剰排卵処理に対す
る低反応性の原因について調査し，卵胞で発現するFSH
受容体の低発現と関係することが示唆された。通常，日
本短角種における過剰排卵処理では，黒毛和種よりも
FSH投与量を二倍程度増加して行われているが，本研究
の結果を受けて，今後はFSHに依存しない過剰排卵処
理について検討する必要も考えられる。最近，卵胞にお
けるFSH受容体発現が低下し，FSH反応性が低下した
マウスに対して，C-type natriuretic peptide を FSH の
代わりに利用することで，卵胞発育を促進できることが
報告された（Sato ら，2012）。この新しい方法が牛の過
剰排卵処理として有効であるかは，今後の研究成果を待
つ必要があるが，FSH反応性の低い日本短角種における
新しい卵胞発育促進法としても期待される。
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図５．ウシFSH 受容体mRNA発現の比較　　スケールバー=100μm
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　また，日本短角種に限らず，高齢牛は若齢牛と比較し
て過剰排卵処理におけるFSH反応性が低いことが報告
されている（小西と鈴木，1994；Malhi ら , 2006）。黒毛
和種の供卵牛では，遺伝的に優れた能力を有する個体
を選抜して使用するため，産次の進んだ高齢牛が使用さ
れることが多い。したがって，日本短角種は黒毛和種の
FSH反応性の低い個体の研究モデルとしても利用できる
可能性がある。今後，日本短角種における過剰排卵処理
の反応性を改善するための研究は，日本短角種の生産拡
大に貢献するだけではなく，将来的には，高齢などの理
由で過剰排卵処理ができない黒毛和種供卵牛における過
剰排卵 - 胚移植技術の向上にも繋がると考えられる。
　本研究ではまだ供試頭数が少ないため，今後例数を増
やしさらに検討を重ねる必要があるが，日本短角種の繁
殖生理特性の一端を明らかにすることができた。日本短
角種は，粗飼料主体の飼養管理が可能であり，輸入飼料
に依存しない畜産体系を構築するには最も適した和牛で
ある。近年，日本短角種の飼養頭数は減少傾向にあるが，
東北地方の貴重な遺伝資源であり，その生産拡大のため
には人工繁殖技術の導入も必要であると考えられる。元
来，自然交配によって増殖されてきた日本短角種の繁殖
生理については不明な点も多い。今後，人工繁殖による
日本短角種の生産拡大を図るためにも，日本短角種の繁
殖生理特性をさらに明らかにしていくことが重要である
と考えられる。
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Abstract

A study on the superovulatory response to FSH in Japanese Shorthorn cows
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     The present study aimed to clarify the cause of the low superovulatory response to Follicle 

stimulating hormone (FSH) in Japanese Shorthorn (JS) cows. The follicular development of JS cows (n 

= 3) and Japanese Black (JB) cows (n = 3) was induced with decreasing doses of porcine FSH (pFSH). 

Six injections of pFSH (total 20 AU) were given twice a day for three days starting on the seventh 

day after insertion of a progesterone-releasing intravaginal device. The number of follicles (≧ 5 mm 

diameter) in the ovary after five days of pFSH stimulation was investigated using an ultrasonic scanner. 
The average number of follicles in JS cows tended to be lower than in JB cows (5.2 ± 2.0 versus 8.8 ± 

3.7; P = 0.05). However, there was no difference between JS and JB cows in the change of peripheral 

concentrations of pFSH. We next examined the expression of the FSH receptor mRNA in preantral 

follicles and cumulus-oocyte complexes from slaughterhouse ovaries using a quantitative real-time 

PCR. The levels of the FSH receptor mRNA in both preantral follicles and cumulus-oocyte complexes 

from the JS ovaries were significantly lower than those of JB cows (P � 0.05). These results indicated 
that the superovulatory response to FSH in JS cows was lower than JB cows and suggested that their 

low superovulatory response in was related to the low expression of FSH receptor genes in the follicles. 

Keywords : FSH, FSH receptor, Japanese Shorthorn cows, superovulation, superovulatory response


