
－PB－ －1－

顕微授精

［東北畜産学会報 74（1）：1～ 8.  2024］

総    説

ウシ顕微授精技術の改善と子牛生産

及川　俊徳＊

宮城県畜産試験場　酪農肉牛部　宮城県大崎市岩出山南沢字樋渡１

キーワード：ウシ，活性化処理，子牛生産，精子処理，卵細胞質内精子注入 

Improvement of bovine intracytoplasmic sperm injection technique 
and production of  calves

Toshinori OIKAWA

Miyagi Prefectural Livestock Experiment Station

1 Aza Hiwatashi, Minamisawa, Iwadeyama, Oosaki, Miyagi, 989-6445, Japan

Keywords：Activation treatments, Bovine, Intracytoplasmic sperm injection, Production of calves, Sperm pretreatments

令和５年12月18日受付，令和６年６月５日受理

＊　連絡者：及川　俊徳（おいかわ　としのり）
（宮城県畜産試験場　酪農肉牛部）
〒 989-6445　宮城県大崎市岩出山南沢字樋渡１
TEL：0229-72-3101
E-mail: oikawa-to316@pref.miyagi.lg.jp

１．はじめに

顕微授精のうち卵細胞質内精子注入法（Intracytoplas-
mic sperm injection，ICSI）は，卵細胞質内に1つの精子
を直接注入する方法である。ヒトではUeharaとYanagi-
machi（1976）によりハムスター卵子にヒト精子を注入
し正常な雄性前核になることを最初に報告したことから
始まる。それ以来，産子を得ることを目的として多くの
研究が行われ，ウサギをはじめウシ，ヒト，マウスなど様々
な種で産子生産が報告された。
ヒトICSIは，生殖補助技術（Assisted reproductive 
technology, ART）として世界中のクリニックで不妊治
療として導入され，男性因子の不妊治療のひとつとして
広く用いられており（Van Steirteghemら，1993；Pal-
ermoら，1997；Nagyら，1998），運動精子を用いること

で高い受精率と妊娠率が得られている。
ウシについてもICSIによる胚および子牛生産方法につ
いて検討されている。ヒトおよびマウスではICSIにより
正常な産子の生産が報告されているが，ウシICSIでの
産子生産の報告は少ない（Gotoら，1990；Hamanoら，
1990）。ウシで最初の産子の報告となるGotoら（1990）
は，死滅精子を用いたICSIにより1990年に子牛を生産し
ており，次いでHamanoら（1990）は，フローサイトメー
ターで分別したY精子のICSIにより10頭の子牛を得たと
報告した。しかし，妊娠率および分娩率は21％と低率で
あったことや，生産胚の中に単為発生胚が混入すること
も報告している。著者らはPIEZOマイクロマニピュレー
ターにより生存精子を注入し，精子注入後4時間目に活
性化処理をすることで高い卵割率と胚盤胞への発生率が
得られることを報告し，2002年に子牛の生産に成功した
（Horiuchiら，2002）。



－2－

２．顕微授精とは

顕微授精法は主として卵子の透明帯をバイパスさせる
方法であり，①透明帯切開法，②囲卵腔内精子注入法，
③ ICSI の 3つの方法に大別される。透明帯切開法は，透
明帯に小孔を開け精子の透明帯通過を容易にさせる。顕
微授精法の中では比較的手技が容易なため，妊娠・分娩
が早かった方法であるが，卵子表面に傷がつく，多精子
受精が起こるなどの欠点がある。囲卵腔内精子注入法は，
透明帯切開法よりも確実に精子を卵細胞表面に送り込む
ことができるが，多精子受精の問題は解決できなかった。
ICSI は，高度な技術を必要とするが，1つの精子を卵細
胞質内に直接注入するため多精子受精の問題はクリアさ
れる。最近では，野生動物や動物園動物の種の保存に顕
微授精を含めた生殖補助技術が適応され始めている。顕
微授精は，現在，ヒト精子に関連する不妊治療の技術と
して認識される場合が多いことから畜産分野でのこの技
術の認識は低い。

３．ウシにおける ICSI の意義

ICSI 技術は最も少ない精子数で受精卵を作出すること
が可能であり，精子の利用効率が最も高い。理論的には
精子の数だけ受精卵を作出することが可能である。家畜
でのこの技術の有効性は，遺伝的あるいは経済的に優れ
た貴重な精子を効率的に活用することが考えられる。ウ
シの繁殖は現在ほとんどが凍結精液で行われており，貴
重な遺伝形質（例えばサシがよく入る肥育牛を生産する
黒毛和種など）を持つ種雄牛が存在するため，凍結精液
の在庫が少ない場合は人工授精や体外受精（IVF）に利
用することが難しく，ICSI を用いることで精子の有効利
用は高まる。また，最近は経腟採卵（OPU）が畜産現場
でも行われるようになり，OPUでは少ない卵子で IVF
を行うため胚発生率が低い個体が課題であり，それらの
改善策としても ICSI 技術の活用が考えられる。さらに，
IVFでの受精率の低い精子が存在した場合，ICSI を応用
することで改善できるかもしれない。

４．ウシ ICSI の改良

ヒトの ICSI では注射針のような先端に鋭いスパイク
を付けた注入用ピペットを用いる。ヒトでの ICSI の成
功のカギは，卵子内に注入ピペットを差し込んだ後に卵
細胞膜を吸引して確実に破ることにある。この方法はウ
シで応用されたが改善は見られなかった。その理由とし

て，ウシ精子頭部の幅はヒト精子頭部の幅の 3倍以上あ
り，ウシでは注入するピペットのサイズが大きくなり，
細胞膜が破れにくいこと，強く吸引し破ると損傷が大き
く，その後の培養で卵細胞質が細胞外へ流失し卵子は死
滅してしまうことなどの課題があった。また，ピペット
のサイズが大きくなると注入するポリビニルピロリドン
（PVP）を含む液量が多くなり卵割率および胚発生率に
大きな影響を与え胚盤胞期胚が得られなくなってしまう。
そこで，上記を改善する方法としてピエゾマイクロマニ
ピュレーターを使用する方法がある。Kaytayoseら（1999）
は，ピエゾマイクロマニピュレーターによる高い受精率
を報告している。また，著者らもピエゾマイクロマニピュ
レーターを使用するとともに，ウシ運動精子を不動化処
理し注入すること，ICSI 後 4時間目に第二極体放出卵子
を選別し 7％エタノールで 5分間処理することによって
卵割率および胚盤胞率が高まることを報告した（Horiuchi
ら，2002）。この方法で生産した胚の移植で今までに 40
頭以上の産子を得ている。このように産子生産の報告が
少ない中で，我々が開発した方法は実用的な方法である
と考えられた。
本総説では，著者らがウシ ICSI による子牛生産を目的

として研究を行い，その中で課題を解決するために試行
錯誤し，いくつか成果が得られた研究について紹介した
い。

５．ウシ ICSI の問題点

（１）低い胚発生率
上述のようにウシ ICSI を改良し安定した胚発生率が
得られるようになったが，依然，体外受精成績よりも低
い成績にとどまっている。精子注入後の前核形成は良
好ではあるが，ヒトの場合と異なり，活性化処理しない
場合の胚発生は低率であることが知られている。その
原因として，体外受精後に低下する卵子成熟促進因子
（maturation promoting factor，MPF）が ICSI 後に低下
しないことが知られている（Fujinami ら，2004）。MPF
を低下させるためにイオノフォア（Gotoら，1990；Chen
ら，1997；），エタノール（Hamano ら，1990；Emuta
ら，2001），電気刺激（Hwang，2000）および 6-dimeth-
ylaminopurine（DMAP）（Rho ら，1998；Chung ら，
2000；Suttner ら，2000；Ock ら，2003）による活性化
処理方法が検討されており，卵割率および胚盤胞期胚へ
の発生率は改善されることが報告されている。ヒトおよ
びマウスでは ICSI 後に活性化処理は必要とせず，それ
により生産された胚を移植し正常な産子が得られている
（Yanagimachi，1998；Teserik とMendoza，2003）。
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ウシ ICSI における卵割率，胚発生率を改善するために，
精子注入後の卵子活性化処理方法について多くの研究が
されているが，活力の高い胚および子牛を生産するため
の優れた活性化処理方法を示した報告（Wei と Fukui，
2002）は少ない。
ICSI 後にイオノマイシンとDMAPのコンビネーショ

ンによる活性化処理で高い胚発生率が得られたが，こ
の活性化処理での子牛生産は報告されていない（Susko-
Parrish ら，1994；Rhoら，1998）。ICSI において胚発生
率と移植による子牛生産性の関連性を確認することは非
常に重要である。ICSI 後の卵子の活性化は，単為発生を
引き起こすこと（Hamano ら，1990；Li ら，1999）や染
色体での倍数性の異常を引き起こすことが報告（Ockら，
2003）されているため，子牛の生産性まで確認すること
が必要と考えられる。
そこで，高い胚発生率が得られると報告にあるイオノ
マイシンとDMAPのコンビネーションが胚発生および子
牛生産に及ぼす影響を検討した結果，ICSI 後にイオノマ
イシン+DMAP処理することにより高い卵割率および胚
発生率が得られることが明らかとなった（表 1；Oikawa
ら，2005）。単為発生試験においても同様の成績であった。

胚移植試験では，エタノール処理区では 17 頭に移植し
10 頭の受胎が得られたが，イオノマイシン+DMAP処理
区では 8頭に移植したが 1頭のみの受胎にとどまり，受
胎率において有意な差が認められた。分娩された子牛は，
エタノール処理区で 9頭（雌 3頭，雄 6頭；平均生時体
重 27.4±2.5kg）が，イオノマイシン+DMAP処理区で 1
頭（雄；生時体重 21kg）がそれぞれ生産された。エタノー
ル処理区による移植個数当たりの子牛生産率（47.4％）は，
イオノマイシン+DMAP処理区（9.2％）よりも有意に高
い成績であった（表 2；Oikawaら，2005）。
以上の結果より，高い胚発生成績が得られたとしても
受胎性はそれに伴わない可能性があることがわかった。
従って，受精卵移植を実際に行って子牛の生産性を確認
することは重要である。
ウシ ICSI では胚発生率を向上させるために活性化処
理が必要であるが，ICSI 後の卵子に活性化処理を行い生
産された胚盤胞期胚の中に単為発生や染色体異常が認め
られるとの指摘がある。今回，ICSI 後に第二極体を確認
した卵子のみを培養していることから，発生した胚の中
に占める単為発生胚は少ないものと考えられた。しかし，
イオノマイシン+DMAP処理による胚盤胞期胚において

及川俊徳、表 1 
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卵割数
（卵割率）

胚盤胞数
（胚盤胞率）

イオノマイシン + 132 76(57.6)b 24(18.2)b

- 46 4(  8.7)d 0(  0.0)c
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表1　顕微授精後の活性化処理法が胚発生成績に及ぼす影響

〔及川俊徳、表 2〕 
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（分娩率）
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分娩頭数
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イオノマイシン

+ DMAP 1胚 5 5 1 1 0 1*

2胚 3 6 0 0 0 0*
総数 8 11 1(12.5)b 1(12.5) 0(0) 1(9.2)b

エタノール 1胚 15 15 8 7 1 7*
2胚 2 4 2 2 0 2*
総数 17 19 10(58.8)a 9(52.9) 1(5.9) 9(47.4)a

表2　顕微授精後の活性化処理方法の違いが受精卵移植成績に及ぼす影響
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＊全ての子牛は単子にて生まれた
DMAP：ジメチルアミンプリン

表 1　顕微授精後の活性化処理法が胚発生成績に及ぼす影響

表 2　顕微授精後の活性化処理方法の違いが受精卵移植成績に及ぼす影響
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40 ～ 50％で染色体の倍数性の異常が報告（Susko-Parrish
ら，1994；Rho ら，1998）されていることから，本試験
において受胎率や子牛生産率が低いことに影響を及ぼし
たものと考えられた。
（２）精子核の脱凝縮
もう1つの問題点としては，ウシ精子ではマウス，ヒ

ト，ハムスターと異なり容易に脱凝縮が起こらないこと
が知られている。通常の受精過程において，卵子内に侵
入した精子は精子核に存在するジスルフィド結合が卵子
内の還元型グルタチオン（GSH）で切断されることから
始まり（Perreault ら，1988；毛利ら，1992；Sutovsky
ら，1997），受精後に精子核タンパクのプロタミン間に
おけるジスルフィド結合が減少し，卵子内のヒストン
によりプロタミンを置換する（脱凝縮）（Zirkin，1989；
Katayose ら，2007）。その後，精子核の核膜が消失し雄
性前核が形成され，雌性前核と融合し受精が始まること
が知られている。しかし，ICSI の場合，卵丘細胞や透明
帯は物理的に通過（バイパス）されるため，通常の精子
に起こる受精様式と異なる。体外受精において人為的に
精子細胞膜透過性，先体反応および精子頭部の脱凝縮を
促進させる物質としてヘパリン（Wei と Fukui，1999；
Keefer ら，1990；Chenら，1997），カフェイン（Iwasaki
と Li，1994；Goto ら，1990；Keefer ら，1990；Chenら，
1997；Wei と Fukui，1999），イオノフォア（Chen ら，
1997；Wei と Fukui，1999）が知られている。これらの
薬剤を用いることで安定した体外受精成績を得ることが
可能となっている。さらに，還元剤であるジチオスレイ
トール（Dithyothreitol，DTT）で精子を処理することで
人為的にジスルフィド結合を脆弱化することができるた
め，雄性前核形成を促進させる（Calvin，1971；Bedford
と Calvin，1974；Tateno と Kamiguchi，1999）ことが
報告されており，精子のDTT処理は ICSI にも応用され
ている（Qianら，1996；Wei と Fukui，1999；Szczygiel
とWard，2002）。
精子が卵丘細胞や透明帯を通過し，卵細胞質内に到達

して受精するためには受精能獲得や先体反応といった重
要なイベントがある。しかし ICSI の場合それらの変化
は起こらずに直接卵子内に運ばれる。通常，受精過程に
おいて卵子内に到達した精子は卵子内のGSHが主体と
なり，精子核内のジスルフィド結合が還元され脱凝縮を
引き起こし，精子核膨化の間に核タンパクはプロタミン
からヒストンへと置換される（毛利ら，1992；Katayose
ら，2007）。同時に，この過程の進行には卵子が活性化さ
れていることが条件とされる。未活性の場合，精子核は
早期染色体凝縮（Premature chromachin condensation，
PCC）により紡錘糸を有する染色体を形成し停止する。

卵子の活性化にはMPFが関与しており，細胞内カルシ
ウムイオンの反復的上昇，いわゆるカルシウムオシレー
ションが精子由来因子により起こるとされている（Ito，
2012）。
還元剤などで精子を前処理し人為的にジスルフィド結
合を脆弱化させることで雄性前核形成の促進が可能であ
る（Calvin，1971；Bedford と Calvin，1974； Tateno と
Kamiguchi，1999）。還元剤としては主にDTTが用い
られ，精子のDTT処理は ICSI にも応用されているが，
精子の処理時間は様々である（Rho ら，1998 ；Wei と
Fukui，1999；Chungら，2000；Galli ら，2003；Yongら，
2005；Watanabe ら，2009；Chankitisakul ら，2013；
Arias ら，2014）。
そこで，ICSI に用いる精子のDTT処理時間について
検討するとともに，ICSI 後の活性化処理条件と胚発生
成績について検討した（Oikawa ら，2016）。図 1には
DTT処理精子のジスルフィド結合切断割合を示した。各
時間の蛍光強度は 0分のものを 1として算出した。DTT
処理におけるモノブロモビメン染色後の精子頭部の蛍光
強度はDTT処理することで無処理区よりも有意に高い
成績であった。また，処理時間は 10 分でも 60 分でも同
様の成績であったことから，DTT処理時間は 10 分間が
最適であると判断した。
精子のDTT処理の影響を調べる目的で，DTT処理精
子の注入（ICSI-DTT）またはDTT処理しない（ICSI-Sp），
そして精子注入後に 7％エタノールにて活性化処理する
または活性化処理しない計4区について試験を実施した。
精子のDTT処理時間は図 1の結果から 10 分間とした。
表 3に ICSI 後の胚発生成績を示した。精子処理方法と
して ICSI-DTTを選択した場合，ICSI 後の活性化処理は
必要ないこと，さらには生産された胚は高品質な胚であ
ることが明らかとなった。
ウシ精子に対するDTT処理の影響について検討した

及川俊徳、図 1 
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図1　ジチオスレイトール処理精子のジスルフィド結合強度
精子のジスルフィド結合の状態をモノブロモビメン染色で蛍光
を検出し 0分の蛍光強度を 1として算出した。
※；P < 0.05
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ところ，10 分間の処理で精子頭部のジスルフィド結合
が切断されることが明らかとなった。ウシ精子核は強
固なジスルフィド結合を形成しているが（Perreault ら，
1988），その理由としてクロマチンを強固に安定させる
ために脱凝縮から精子核を防御している（Sutovsky と
Schatten，1997）ことや，ウシ精子クロマチンにおける
プロタミンは，安定的なクロマチン構造を持つ cystein-
rich type 1 により強固に保護されていることが報告され
ている（Bedford，1988）。一方，DTTは精子クロマチ
ンのジスルフィド結合を特異的に減少させ，クロモソー
ムの脱凝縮の結果，プロタミンのジスルフィド結合減少
により精子核被覆膜を通過して精子核に作用するとされ
ている（Sutovsky と Schatten，1997；Rho ら，1998）。
さらに，DTT処理することにより，精子頭部の脱凝縮お
よび卵子の活性化に関与する因子が放出されるとの報告
もある（Kolbe と Holtz，2000；Galli ら，2003；Probst
と Rath，2003）。今回，DTTを精子処理方法に選択した
場合，その後の活性化処理を実施しなくても良好な成績
が得られたのは，DTT処理により精子原形質膜が破壊
され放出された因子が卵子の活性化を引き起こした可能
性も考えられた。
GSHも精子の還元剤として知られている。DTTで行っ

た試験と同様に，精子を 10 分間 GSHで作用させた後

ICSI した成績では，GSH処理精子を ICSI することでエ
タノールの活性化処理をしなくても高い胚発生率が得ら
れ，胚盤胞の細胞数は多く，良質な胚が生産される結果
となり，DTT処理で示した表 3および表 4と同様の成
績を示した（Oikawaら，2018）。加えて，精子尾部の鞭
毛運動に必須となるエネルギー源であるアデノシン三リ
ン酸（ATP）濃度を測定したところ，GSH処理精子は高
いATP濃度を示した（図 2；Oikawaら，2018）。さらに，
ATP濃度の高さに加えてミトコンドリアの機能も高く

及川俊徳、表 3 
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図 2　グルタチオン（GSH）処理精子のアデノシン三リ
ン酸（ATP）濃度

GSH処理 10分後に精子のATP濃度をルシフェラーゼ発光法
で実施し，ルミノメーターにて測定した。
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（図 3；Oikawaら，2018），その結果，運動性も長く維持
されることが確認された。これは，GSH処理でATP濃
度が高い値であったが，処理しない精子では精子処理過
程（凍結融解を含め）で発生した活性酸素によりミトコ
ンドリアに影響を及ぼし，運動性にも影響が及んだため
と考えられたため，ATP濃度が高くなったのではなく維
持されたものと推測された。GSHは生体由来の抗酸化物
質として知られており，細胞内でアミノ酸から合成され
る。GSHはその濃度の高さと細胞での酸化還元状態の維
持に重要な役割を果たしていることから，最も重要な細
胞性抗酸化物質である。GSHは哺乳動物細胞における主
要な非タンパク質チオール化合物であり，アミノ酸輸送，
DNAおよびタンパク質合成，ジスルフィド結合の還元お
よび酸化的ストレスに対する保護を含み多くの細胞機能
に関与している。
Cheng ら（2009）は，ブタの ICSI で精子の DTT 処
理とGSH 処理で作出した胚の染色体分析をしたとこ
ろ，DTT処理精子で作出された胚の 80％が 1倍体であ
り，GSH処理精子で作出された胚は 66％が 2倍体であっ
たと報告している。DTTは GSHよりも還元作用は強い
ことから，同様の胚発生成績であったことを考えると，
GSHを選択することで正常胚を得られる可能性が高くな
ると考えられた。
Wei と Fukui（2002）は，運動精子の尾部を切断しピ

エゾ -ICSI することで活性化しなくても卵割および胚発
生に有効であり，5頭の健康な子牛を生産したことを報
告している。これは，ウシ精子の卵活性化因子が胚発生
に十分であることを示しており，活性化処理をしないウ
シ ICSI は高い胚発生率と健康な子牛を生産するために
重要であると考えられた。

６．今後の展望

現在，著者らはウシ精子の新たな保存方法として凍結
乾燥（フリーズドライ）を高知大学と共に検討しており，
未発表ではあるが世界初となる子牛の誕生に成功してい
る。この技術は液体窒素の不要なウシ精子の保存法であ
り，確立されれば新たな方向への展開が期待される。し
かし，現在の技術では，凍結乾燥された精子の運動性は
維持されないため，胚および子牛生産のためには顕微授
精技術が不可欠である。

７．おわりに

顕微授精のように卵子の活性化および精子の処理条件
を検討する場合，胚発生率や実験室内でのデータのみで
判断するのではなく，実際に生産された胚を移植し産子
への生産性を確認することで正確な評価が可能となる。
しかし，ウシの ICSI では受精現象について未だ不明なこ
とが多い。ICSI する精子自体の問題や卵子の ICSI 後の
反応に問題を残していることが考えられる。ICSI による
胚発生率を高めることおよび子牛の生産性を改善するた
めには，更なる受精現象の解析が必要である。このよう
にウシ顕微授精技術は，発展途上の技術であり研究する
余地が残っており，今後も研究の積み重ねが不可欠であ
る。ウシの ICSI は，貴重なウシ精子を効率的に利用する
ことで家畜改良または優良種畜の増産が可能となり，生
産性向上あるいはOPUと組み合わせることでウシの生
殖補助医療に寄与できるものと考えられる。
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