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１ 背景と目的

現場後代検定は、黒毛和種種雄牛造成の

検定法として現在主流であり、脂肪交雑の

改良などで高い実績を持つが、種雄牛の造

成までに5年以上の歳月と多くの経費が必要

である（図1）。そこで、種雄牛造成の効率

化を目的として、複数の受精卵技術（経膣

採卵、体外受精、割球分離、核移植）を組

み合わせた”一卵性多子生産技術”の応用

可能性について検討した。

一卵性多子生産技術は、具体的には経膣

採卵-体外受精-割球分離により生産したペ

ア胚の片方（もう一方の胚は培養後に移植

し種雄牛候補とする）を桑実胚まで発育さ

せ、これをさらに割球分離してドナー細胞

として核移植に供し、同一の遺伝情報を持

つ胚を複数個得るという方法である（図2）。

余ったドナー細胞あるいは核移植胚を利用

して遺伝子診断が可能であるため、胚移植

前に性別等の遺伝情報（全ての胚で共通）

が判明する。この方法が実現すれば、黒毛和種として登記可能な胚がひとつと、核移植胚

が複数個できるため、種雄牛候補と産肉調査用クローン牛を同時に得ることができる。

一卵性多子生産技術の種雄牛造成への応

用が実現すれば、種雄牛候補と同時に開始

されるクローン検定の結果をもって試験種

付けを実施する種雄牛候補を選抜すること

ができ、後代検定までの選抜強度が上がる

ことによる改良スピードの増加が期待でき

る。また、クローン検定の実績が蓄積され

て信頼度が高まれば、後代検定頭数の削減

あるいは後代検定自体の廃止という方針も

可能であり、前者では検定頭数削減による

コストダウン、後者の場合は頭数削減効果に加えて種雄牛選抜までの期間が3年半まで短
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縮でき、世代間隔短縮による改良スピードの増加という追加効果も期待できる（図3）。

今回、一卵性多子生産の技術検討と生産効率の評価を行ったので概要を報告する。

２ 材料と方法

経膣採卵、体外成熟培養、体外受精、割

球分離および核移植は図に記載の方法によ

り行った（図4）。経膣採卵は黒毛和種経産

牛から卵子を採取し（以下「経膣採卵由来

卵子」）、体外受精に供した。それ以外の体

外受精あるいは核移植（レシピエント）の

ため、と畜牛（黒毛和種、F1、ホルスタイ

ン種の混合）から採取した卵子を用いた（以

下「と畜牛由来卵子」）。

取り組み内容としては、①経膣採卵技術

の向上、②体外受精-割球分離胚の生産技術

の向上、③核移植胚の生産技術の向上、さ

らに全てを組み合わせた④一卵性多子生産

技術の応用可能性の検討を行った。

①経膣採卵について、回収卵子数および

利用可能卵子数の確認した。②体外受精-割

球分離について、と畜牛由来卵子を用いて

無処理胚（割球分離なし）と割球分離胚そ

れぞれで最適な培養液の検討を行い、胚盤

胞（BL）発生率により評価を行った。さらに、と畜牛由来卵子で優れていた培養液を経膣

採卵由来卵子に適用し、BL発生率を確認した。培養液として、「5％子牛血清添加HP-SOF」

（以下「SOF」）、「IVD101」（以下「IVD」）および「5％牛血清添加KSOMaa」（以下「KSOM」）

の3種類を用いた。③核移植について、経膣採卵由来卵子を体外受精後培養し桑実胚に達

した胚を割球分離しドナー細胞とするが、割球分離前にガラス化凍結したもの、新鮮なま

まのものというドナー細胞の処理条件の比較を行った。また、レシピエント卵子はと畜牛

由来卵子を用いたが、と畜当日に卵巣から吸引採取したもの、翌日まで保存後吸引採取し

たものについて比較を行った。さらに、核移植胚の発生培地について、「5％子牛血清添

加CR1aa」（以下「CR1」）および「KSOM」で比較した。これらもBL発生率により評価した。

④技術の組合せによる一卵性多子生産技術（経膣採卵-体外受精-割球分離-核移植）に

ついて、5回の試行を行い、核移植胚のBL発生率および生産胚の移植成績による生産効率

の評価を行った（図5）。

有意差検定はカイ二乗検定により行った。
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３ 結果および考察

【①経膣採卵】1回・頭あたり9.0個の卵子

を回収し、このうち利用可能なものは6.8個

であった（図6）。

【②体外受精-割球分離】と畜牛由来では「K

SOM」が無処理胚（BL発生率82.4％）と割球

分離胚（同26.6%）の両方でBL発生率が他の

2種類の培養液と比べて高い傾向を示し、経

膣採卵由来ではこの培養液により無処理胚、

割球分離胚それぞれ同49.3％、47.9％（ペ

アBL発生率29.7%）を得た。また、割球分離

後の個別のBL発生率において、経膣採卵（O

PU）由来卵子はと畜牛由来卵子よりも有意

に高かった（P<0.01）（図7）。

【③核移植】核移植の条件検討により、「と

畜当日採取」したレシピエント卵子でBL発

生率が高く（P<0.05）、また、「新鮮」ドナ

ーおよび「CR1」培養液の各条件でBL発生率

が高い傾向にあり、この最適条件ではBL発

生率21.9%であった。生産したCランク以上

の核移植胚を5頭の受卵牛に移植したが、受

胎は得られなかった（図8）。

【④一卵性多子生産】経膣採卵-体外受精-

割球分離-核移植（一卵性多子生産技術）に

ついて、5回の試行を行い、BL発生率は10.2

%であった。生産した割球分離胚を2頭の受

卵牛に移植したが、受胎は得られなかった

（図9）。

【まとめ】以上の成績をまとめると、①経

膣採卵により1回・頭あたり体外受精へ利用

可能卵子が6.8個得られ、②体外受精-割球

分離により29.7%のペア胚が得られる。つま

り、1回・頭の経膣採卵により2.0個（6.8個

×0.297）のペア胚が得られることになる。

一方、③核移植条件の検討により、「新鮮」

ドナー、「と畜当日採取」したレシピエン

ト卵子、および「CR1」培養液という最適条

件によりBL発生率21.9%を得たが、④一卵性

多子生産の試行により割球分離胚をドナー
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とした場合のBL発生率は10.2%であった。

【生産効率の評価】経膣採卵-体外受精-割

球分離により1回・頭の経膣採卵により2.0

個のペア胚が得られ、雄の発生を50％とす

ると雄胚が1.0個生産できる。一方、割球分

離胚をドナーとした核移植胚ではBL発生率

が10.2％であり、（今回受胎例が得られな

かったため）受胎率を仮に40％と設定した

場合、1頭のクローン牛を生産するためには

少なくとも25個の核移植胚が必要となる。

枝肉形質の遺伝率は0.3以上であり、後代検定を上回る正確度を担保するクローン検定の

頭数は3頭以上となることから、最低でも75個の核移植胚が必要となる（図10）。これに

対して、ドナーとして供用する桑実胚（体外受精後5日目）は32～64細胞程度と推定され

ること、また細胞融合時など途中工程での損耗あるいは発育停止胚の発生なども考慮する

と、目標とする3頭のクローン検定牛の確保は困難である。このことから、現在の実験条

件では、一卵性多子生産技術の応用可能性は極めて低いと言わざるを得ない。

４ 今後の展望

経膣採卵-体外受精-割球分離までの工程では、実用可能と言える29.7％のペア胚発生率

が得られた。今後はこの技術を利用し、同一遺伝情報を持つ双子生産の実用化について検

討し、和子牛生産頭数の増加を図る予定である。
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