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研究成果の概要（和文）：受精後の細胞分裂（卵割）が異常な卵子の特徴の解明と異常卵割由来胚の子牛への発
生能を検討した。異常卵割の発生は胚の生産方法により異なり、第１卵割異常卵子は正常卵割卵子に比べて胚盤
胞期への発生能が低いがその半数は胚盤胞期へ発生することを見出した。個別割球は解析可能な遺伝子数が少な
いことから個別割球のcDNA増幅法を開発し、２細胞期胚を分離した個別割球の遺伝子発現はその発生能と正の関
係にあることを明らかにした。見出した卵割の正常性の４指標のうち、卵割の異常が１種類のみであっても正常
卵割に比較して胚移植後の受胎率が低下し、２種類の異常ではさらに低率であるが受胎し、子牛への発生能を有
することを解明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the characteristics of abnormal cleavage patterns after 
fertilization and the competence of abnormally cleaved embryos to develop to calves. The appearance 
of abnormal cleavage depended on the embryo production method. Embryos with abnormal first cleavage 
had a significantly lower competence to develop to the blastocyst stage than normal embryos; 
however, half of them still reached the blastocyst stage. We developed a method for gene expression 
analysis from cDNA amplified from single blastomeres in 2-cell embryos. The results revealed a 
positive association between gene expression and the developmental potential of the embryo. 
Possessing each one of the four types abnormalities of the first embryonic cleavage was associated 
with a decreased conception rate compared with embryos showing normal cleavage. However, even when 
embryos had two parameters of abnormalities and thus low conception rates, conceived embryos had the
 potential to develop to calves.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
 牛の受胎率はこの 20 年間で毎年１％ずつ
低下しており、生産子牛の販売時期や牛乳生
産時期が遅れるなど畜産農家の経営に深刻
な影響を及ぼしている。特に経産乳牛の不受
胎の約 65%は授精後７日目までに起こること
が報告されていることから、７日目胚を子宮
に移植する胚移植技術により、この損耗を回
避することが可能となる。 
 移植胚の品質は、一般的に受精後７日目に
顕微鏡下で形態学的に評価されるが、形態学
的に高品質と評価された胚盤胞においても、
受精後に細胞分裂が正常に進まないこと（卵
割の異常）に由来する胚が存在する。そこで、
異常卵割から発生した胚盤胞がどの程度子
牛になりうるか、その発生過程や原因につい
ての十分な検討が必要である。農家にとって、
育種改良された優秀牛の胚生産やその子孫
は貴重であり、これら高付加価値の優秀なド
ナー（供胚雌牛）の血統は一度失われると復
活が困難である。子牛へ発育する可能性のあ
る異常卵割から発生した胚が選別できれば、
優秀な後代牛資源を廃棄せずにすみ、胚の有
効活用が可能となる。 
 
２．研究の目的 
 牛の生産効率を阻害している受胎率低下
の原因の一つに、受精後に胚が異常な卵割を
示し、発育を停止するという事象が考えられ
る。しかし、異常卵割を経た胚の発生につい
て、その特徴および産子になりうるかという
解析は十分ではない。異常卵割から発生した
胚の子牛への発育能が明らかになれば、牛の
受胎率低下問題を卵子側から解決する基盤
となる成果として活用できる。 
 本研究は、異常卵割由来胚が子牛になりう
るか解明することを目的とした。 
 具体的には、（１）異常卵割した胚の特徴
とその発生原因の解明、（２）異常卵割パタ
ーンを有する胚から発生した胚盤胞が子牛
になりうるかについて検証した。 
 
３．研究の方法 
(1)異常卵割したウシ胚の特徴とその発生原

因の解明 
① 異常卵割する卵子の卵割速度とそのパタ

ーンの発現頻度の解析 
これまでの実験結果をもとに、受精後約

28 時間までに第一卵割を終了した胚にお
いて、細胞断片や細胞突出部を含む卵割パ
ターンを記録し、異常卵割の発生頻度を解
析する。さらに、異常卵割から発生する胚
盤胞の割合を明らかにする。これらにおい
て、食肉処理場由来卵巣から採取した卵子
と生体から経腟で採取（OPU）した卵子を
比較する。 

② 正常・異常卵割の分類別の胚の発育停止時
期の解析 
胚盤胞期に達する前のどの時期に死滅

するのかという発育停止状況の特徴を明

らかにするため、リアルタイム細胞観察培
養装置により、経時的に卵割の様子を観
察・スクリーニングし、異常卵割した胚の
発育停止時期の特定を試みる。 

③ 各細胞周期における個別胚、各割球の遺伝
子発現による異常卵割発生の原因解明 
子牛へ発育する能力の高い胚の遺伝子

発現が卵割の特徴によって異なるのか、第
１～２細胞周期および胚盤胞期に個別に
胚や割球の一部を採取し、遺伝子発現量を
比較する。個別のサンプルでは解析可能な
遺伝子数が限られる（特に割球１個ではマ
ーカー遺伝子は約５個）ため、マーカー遺
伝子の候補を絞るとともに、cDNA 量の増
幅方法についても検討する。 

 
(2)異常卵割パターンを有する胚から発生し

た胚盤胞が子牛になりうるかの検証 
異常卵割パターンを有する胚盤胞が子牛
になるか、受胚牛に胚移植を実施し、受胎
の成功性と産子への発生能を調査する。 

 
 
４．研究成果 
(1)異常卵割したウシ胚の特徴とその発生原

因の解明 
① 異常卵割する卵子の卵割速度とそのパタ

ーンの発現頻度の解析 
異常卵割したウシ胚の特徴として、胚盤

胞期への発生能は正常卵割した胚に比べ
て低いが、卵割後に半数は胚盤胞期に発生
することを明らかにした。さらに、胚の生
産手法により、異常卵割の発生頻度が異な
ることが明らかとなった。生体の卵巣から
経腟で採取した卵子では異常卵割が胚盤
胞への発生能に影響していないことを見
出した。そこで、当初計画していなかった
が、供卵牛や体外受精に用いた凍結精液の
種雄牛の卵割パターンについて調査し、供
卵牛ごとや種雄牛ごとに卵割パターンに
特徴のあることが新たな知見として見出
された。 

② 正常・異常卵割の分類別の胚の発育停止時
期の解析 
個別に卵子の卵割過程を経時的に観

察・スクリーニングした結果、胚盤胞期に
達する前に発生を停止して変性した胚は、
第３卵割終了後が第３卵割終了前の時期
に比べて死滅率に有意差のあることが判
明した。 

③ 各細胞周期における個別胚、各割球の遺伝
子発現による異常卵割発生の原因解明 
細胞周期における個別胚・割球の遺伝子

解析では、まず個別胚と個別胚から分離し
た個別の割球で解析可能な遺伝子数を決
定する必要があった。個別の胚盤胞期胚で
は全能性、細胞周期や分裂、エネルギー代
謝や輸送、細胞運動等の候補遺伝子の解析
を実施し、卵割の正常性において１種類の
遺伝子発現に違いが認められた。一方、卵



割速度においては遺伝子発現量に有意差
が認められなかった。個別の割球では初期
の実験で６種類の候補遺伝子の解析が可
能であったが、卵割の正常性における影響
は見出せなかった。そこで、個別割球の
cDNA 増幅法を検討し、今までの約３倍と
なる 19 種類の候補遺伝子の解析を可能と
する有効な遺伝子増幅法を開発した。 
この新たな cDNA 増幅法を用いることに

より、食肉処理場由来卵巣から採取したウ
シ卵子の第１卵割終了時の個別胚の各割
球について、正常性の指標ごとにみると、
正常卵割となる卵割終了時間の閾値（体外
受精後 28 時間目）までに卵割が終了した
かどうかでは 12 個、卵割割球の均等性の
有無では 14 個、細胞断片等の存在の有無
では 13 個の全能性、エネルギー代謝、細
胞周期や分裂胎子成長等に関する遺伝子
発現量の違いが見出された。第１卵割にお
ける異常と正常卵割胚の個別割球の間の
遺伝子発現が異なることを明らかとし、第
１卵割終了後の２細胞期胚を分離した個
別割球における胚盤胞期への発生能は卵
割の正常性によって異なり、遺伝子発現は
その発生能と正の関係にあることを明ら
かにした。第２卵割以降の胚の割球におい
ては、十分な遺伝子解析を行える品質では
ない割球が含まれることが示唆されたた
め、現在も遺伝子増幅法の改良を実施中で
ある。 

 
(2)異常卵割パターンを有する胚から発生し

た胚盤胞が子牛になりうるかの検証 
OPU 卵子において、第１および第２卵割

の正常性が胚移植後の受胎率に及ぼす影
響の検討では、第１卵割および第２卵割終
了時に、卵割終了時間や卵割パターンにつ
いて見出した卵割の正常性の４種類の指
標において、異常となる項目のどれか１つ
を有する異常卵割胚とその同じ１項目の
異常がない胚と比較した場合、受胎率に有
意な差は認められなかった。しかし、卵割
の異常が１種類であっても異常な場合は
同指標がすべて正常である場合と比較し、
胚移植後の受胎率が有意に低下すること
が判明した。しかしながら、２種類の異常
な卵割指標を経た胚盤胞期胚においても、
１種類の異常を示した胚の移植に比べて
低率ではあるが受胎し、子牛への発生能を
有することを解明した。 
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