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研究成果の概要（和文）：ブタ胚の非外科的移植では移植後2～3日目の排卵後6日目以降に胚が死滅する頻度が
高いことが判明した。しかし、移植胚と人工授精胚における EGF様成長因子および受容体ファミリーの遺伝子発
現に差は認められず、胚移植における早期妊娠喪失はこれらの遺伝子発現とは関連していないことが示唆され
た。アポトーシスを示す細胞の割合は移植胚では人工授精胚に比べ有意に高く、移植胚ではアポトーシスの出現
頻度が高いことにより胚死滅が起きていることが示唆された。非外科的移植における移植胚数を増やすことで、
受胎成立に必要な生存胚の数が確保され、受胎性が向上するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In porcine non-surgical embryo transfer (ET), the frequency of embryonic 
mortality increased significantly at 2 or 3 day after ET, which is from 6 days after ovulation. 
However, since there are no significant differences in mRNA levels of EGF like growth factor and 
ErbB receptor families between ET embryos and artificially inseminated (AI) embryos, it was 
suggested that early pregnancy loss was not associated with difference in their gene expression 
levels. Proportion of apoptotic cells in ET embryos was significantly higher than that in AI 
embryos. Thus, high incidence of apoptosis may cause embryonic mortality after ET. When 40 
blastocysts were transferred non-surgically into recipients, their pregnancy rate was significantly 
higher compared to when 25 blastocysts were transferred. It may suggest that increased numbers of ET
 embryos maintain the number of alive embryos required for pregnancy establishment in recipients.

研究分野：獣医学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝的能力に優れた雌畜から受精卵（胚）
を取り出し、それらの胚を他の雌畜（代理母）
の子宮を借りて一時に多数の子畜を生産す
ることのできる受精卵（胚）移植（ET）は、
ウシでは子宮頸管を経由して子宮内へカテ
ーテルなどの器具を挿入することにより、非
外科的に採胚および胚移植操作を行う方法
が確立されているが、ブタの子宮は長く蛇行
しており、子宮頸管はらせん構造を持つため、
採胚および胚移植は開腹手術により外科的
に行う必要があった。そのため、養豚農家で
胚移植によって子ブタを生産するシステム
は未だ確立されていない。 
 体外生産胚の非外科的移植おける問題点
は、受胎率の低さと分娩率のさらなる低下で
あり、これらは妊娠鑑定前の胚死滅と妊娠鑑
定を行った後の着床完了前の流産に起因す
ると考えられる。受胎率の向上と流産防止に
よる分娩率および産子数の改善のためには、
胚死滅要因の解明と少数生存胚でも妊娠を
維持させることが可能な技術の開発が重要
である。ブタでは、胚の透明帯からの脱出（孵
化）後の伸長から着床にかけて、上皮成長因
子（EGF）様成長因子や、それらをリガンド
とする ErbB 受容体ファミリーなどの発現が
大きく変化することが知られている。体外発
生培地の改変は、胚の増殖分化能を向上させ
ることが期待できるが、このように作製した
体外生産胚における移植後の生存性や EGF
様成長因子や ErbB 受容体ファミリーなどの
着床関連因子の発現が、人工授精後の胚とど
の程度異なっているのかは不明である。その
ため、胚移植後の胚について、EGF様成長因
子やその受容体の発現動態およびアポトー
シスの出現頻度を解析し、胚の死滅時期およ
び要因を精査することは、胚移植の受胎率改
善に有効であると考えられる。 
 ブタにおいて、本来、胚から分泌され、母
体の胎子認識機構に関与するエストロジェ
ンを外因性に投与すれば、黄体が退行せずに
妊娠黄体のように存続する偽妊娠状態を誘
起できる。非外科的胚移植において、胚移植
後の持続性エストロジェン（EDP）投与は受
胎性の改善、とりわけ流産防止に貢献する可
能性がある。 
 
２．研究の目的 
 ブタにおける非外科的胚移植技術の高度
利用のため、体外生産胚を用いて、移植した
胚の死滅が起こりやすい時期と死滅に関与
する因子の同定を行い、胚死滅率および流産
率の低減による分娩率および産子数の改善
を図り、生産現場で活用可能な胚移植技術を
開発する。すなわち、移植後の胚死滅が高頻
度に起こる時期を特定し、その過程における
EGF 様成長因子やその受容体など着床関連
因子の発現動態やアポトーシスの出現頻度
を解析して、胚死滅要因を明らかにするとと
もに胚移植後の EDP 投与による流産防止効

果について検証し、ブタ胚の非外科的移植に
おける妊娠成立機構の解明を通じた受胎促
進技術を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 成分既知完全合成培地を用いて食肉処理場
由来卵巣から採取したブタ卵子は既報により
体外成熟および体外受精を行った 1）。体外受
精後の胚は卵丘細胞を除去したのち、porcine 
zygote medium (PZM)-5で媒精後 5日目まで培
養し、体外生産胚盤胞を作製した 2）。 
 
(1) 胚の孵化率を向上させることができる血
清代替物（KSR）のブタ後期胚の体外発生培
地（porcine blastocyst medium; PBM）3)への添
加が体外培養中の胚の着床関連因子（FATP4、
L-CPT1、uPA、tPA、EGF、AR、HB-EGF、EGFR、
ErbB2、ErbB3、ErbB4）の遺伝子発現に及ぼ
す影響を検討するため、それぞれの mRNAを
定量的 PCR法により解析した。 
 
(2) ブタ胚の体外発生培地（PBM）への ErbB3
のリガンドであるニューレグリン添加が、体
外受精後 6～7 日目の胚盤胞の生存率、孵化
率および細胞数に及ぼす影響を調べた。 
 
(3) 胚移植後の EDP投与による流産防止効果
を検証するに先立ち、人工授精（AI）を施し
た豚の排卵後 9～12日目のいずれかに 10 mg 
EDPを 1回投与して、分娩成績を調べた。 
 
(4) 体外受精後 5日目の体外生産胚盤胞 25個
は、子宮深部注入カテーテル 4)を用いて排卵
後 4日目のレシピエントの子宮内へ非外科的
に移植した。移植後１、2、および 3日目（排
卵後 5～7 日目）に子宮灌流により胚を回収
した。また、対照として AI を施した同時期
の胚も同様に回収した。胚の回収率を算出す
るとともに、回収した胚は、それぞれの大き
さを測定し、EGF様増殖因子ファミリーおよ
びその受容体の mRNA 発現量の変化を調べ
た。 
 
(5) 体外受精後 5日目の体外生産胚盤胞 25個
は、子宮深部注入カテーテルを用いて排卵後
4 日目のレシピエントの子宮内へ非外科的に
移植し、移植後 1日目に子宮灌流により胚を
回収した。対照として AI を施したブタの排
卵後 5 日目に子宮灌流により胚を回収した。
回収胚の形態は Grade 1～4に分類した。回収
胚はヘキスト、アネキシン Vおよびヨウ化プ
ロピジウムで蛍光染色し、移植胚のアポトー
シスの出現頻度を人工授精胚と比較した。 
 
(6) 体外受精後 5日目の体外生産胚盤胞 25あ
るいは 40 個は、子宮深部注入カテーテルを
用いて排卵後 4日目のレシピエントの子宮内
へ移植し、移植胚数による受胎成績の違いを
比較した。 
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