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研究成果の概要（和文）：　排卵誘起処理を併用した多排卵処置後の大及び中卵胞からの卵子回収率の良好なOPU技術
を開発した。本OPU技術によって採取した卵子の体外受精率、卵割率および胚盤胞形成率は、排卵誘起処理を行わない
区にくらべ有意に高くなり、移植可能胚数も多い傾向にあった。このような結果は黒毛和種のみならず褐毛和種におい
ても確かめられた。また、FSHの上流域の卵胞刺激ホルモンであるGnRHを用いてFSH放出を促す卵胞刺激を行うことによ
り、より自然状態に近いホルモン環境をつくることが可能になり、卵胞の発育性向上、卵子の高品質化（受精率改善）
が可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Practical OPU technology in wagyu beef cattle has been established by 
improvement of bovine OPU technology using follicular growth-stimulating factors. The recovery-rate of 
oocytes from medium and large sized follicles has been improved by the stimulation of the factor 
identified in this study. The percent of embryo developed to blastocyst by IVMFC is also improved in this 
study. These improved results were obtained in brown beef Wagyu as well as black beef Wagyu. FGT-OPU 
method developed in this study showed the increase of healthy oocytes and fertilization of oocytes and 
development of fertilized eggs. The original culture methods(hanging drop) was established for analyzing 
the biological safety of the agricultural chemicals in oocyte maturation, and clarified that some of the 
agricultural chemicals showed the harmful activity in spindle formation.

研究分野：家畜繁殖学、畜産学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 牛生体卵巣から卵母細胞を採取する OPU
が考案され、優良雌個体生体牛から繰り返
し卵母細胞を採取することが可能になり、
牛の IVMFC とドッキングし、和牛において
新しい技術開発が構想されていた。当初は、
少数の卵母細胞しか採取できず、それが OPU
技術の高度利用のネックになっていた。さ
らに和牛の優占種である黒毛和種に加えて
地方種である褐毛和種においても OPU の確
立が必要と考えられていた。 
 
(2)卵母細胞発育には卵巣内の局所的な血管
増殖が関係することや局所的な血管増殖に
は卵胞由来血管増殖因子やその活性増強が
関係することが明らかにされていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 黒毛和種和牛に加えて、褐毛和種和牛に
おいても OPU の基盤技術確立を目的とする。 
 
(2) 牛卵胞の局所的な血管増殖に関与する
卵胞由来血管増殖因子やその活性増殖因子
等の同定を行い、多数の発育卵胞を出現さ
せる方法を開発する。 
 
(3) 同定された因子を(1)で開発した OPU 基
盤技術に応用し、和牛の OPU 技術を高度化
する。また既知の卵胞発育促進ホルモンの
最適投与法などを用いて OPU 技術を高度化
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 黒毛和種、褐毛和種の雌成熟個体を用い、
卵胞発育促進因子の最適投与法を検索する
とともに、黒毛和種および褐毛和種和牛に
おける OPU 技術を確立する 
 
(2) マウスにおける先行研究を行い、それを
もとに牛における卵胞由来血管増殖因子と
その活性増強因子を同定する。 
 
(3) 黒毛和種、褐毛和種の雌成熟個体を用い、
卵胞発育促進因子の最適投与法を検索する
とともに、和牛における OPU 技術の高度化
を図る。 
 
(4) 多数の発育卵胞から卵母細胞を採取す
る方法を確立し、さらに採取した卵母細胞
の IVMFC 法を開発する。 
 
(5) IVMFC 培養系を用いて、家畜の生殖細胞
形成に有害と考えられる農薬の安全性評価
を可能とする方法についてマウスで先行研
究を行う。飼料に混入した農薬の生殖細胞
形成への影響がきぐされていることから研
究範囲を広げ緊急に解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 卵胞発育には多くの因子・遺伝子が関与

している。遺伝子発現の網羅的解析を行い、
卵胞発育に係わる候補遺伝子の同定を行い、
それらの作用機序の解析を進めた。そして
強い活性をもち、かつ卵胞の選択的発育に
係わる候補因子を同定した。 
 
(2) 外因性因子投与によるOPUの高度化を図
るため、基盤となる牛 OPU 技術の確立を試
み、実用可能な方法を確立した。すなわち、
排卵誘起処理を併用した多排卵処置後の大
及び中卵胞からの卵子回収率の良好な OPU
技術を開発した。本 OPU 技術によって採取
した卵子の体外受精率、卵割率および胚盤
胞形成率は、排卵誘起処理を行わない区に
くらべ有意に高くなり、移植可能胚数も多
い傾向にあった。以上のように OPU 由来の
体内成熟卵子から、品質の高い胚を効率的
に生産できることを示した。このような結
果は黒毛和種のみならず褐毛和種において
も確かめられた。なお、黒毛和種、褐毛和
種に共通して開発した OPU 技術は次の通り
である。CIDR の挿入および EB（オバホルモ
ン)1mg の投与（Day0）後、Day4 に 10ml の
生理食塩水に溶解したホルモンを頸部皮下
に 1回投与し、Day6 に OPU を実施するとい
うものである。この方法により採取した体
内成熟卵子の体外受精後の卵割率は 81.7％
（対照区では 41.7％）と有意に高かった。
このようなことから本研究で開発した
OPU-IVF の応用により、黒毛和種および褐
毛和種の繁殖における OPU 技術の有効性の
みならず、繁殖性に問題があるリピートブ
リーダーからも胚生産が可能となった。さ
らに本法により作出した体内成熟卵を用い
ることにより効率的に優良胚の作出が可能
であることが明らかにされた。 
 
(3) 黒毛和種においてOPU前に主席卵胞を制
御し、豚下垂体由来 FSH を投与する FGT-OPU
法は、正常卵子数の増加、受精卵発生率の
改善を可能にした。この FSH の上流域の卵
胞刺激ホルモンであるGnRHを用いてFSH放
出を促す卵胞刺激を行うことにより、より
自然状態に近いホルモン環境をつくること
が可能であるが、卵胞の発育性向上（図）、
卵子の高品質化（受精率改善）が可能であ
ることを明らかにした。 
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(4) OPU で採卵した卵母細胞を用いる薬剤の
安全性評価に資する培養法（ハンギングド
ロップ法）を確立した。マウスにおける先
行研究では、ハンギングドロップ法による
マウス卵母細胞-卵丘細胞複合体の単培養
系を利用し、ネオニコチノイド農薬の安全
性/毒性評価を行った。その結果、安全性が
高いとされるネオニコチノイド農薬、アセ
タミプリド、イミダクロピリドについても
毒性誘発作用が確認された。本法は、H25
年度までに行った有用化合物のスクリーニ
ングのみならず、有害化合物のスクリーニ
ングに効果的であることが明らかにされた。
また、卵母細胞への有害性について検討を
行った結果、紡錘体形成異常が高頻度にて
誘発されることを明らかにした。この異常
は、ニコチンによって誘発される異常と高
い類似性を示した。 
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