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割球分離法を用いた体外受精胚からの一卵性双子生産の検討

 原正吾・安樂雄太＊・瀬戸口浩二・鬼塚剛

要 約

候補種雄牛の早期産肉能力推定に活用するため，割球分離法による一卵性双子生産の検討として，

体外受精胚作出における発生培養液の改良に取り組んだ．抗酸化作用等の多様な生理機能を有する

ラクトフェリン（Lf）を発生培養液に 0.5 ％添加することで，と畜場由来の体外受精胚において孵

化率が有意に増加した．また，0.5 ％ Lf 添加発生培養液を用い，と畜場卵子および経腟採卵卵子由

来の分離割球において，胚盤胞発生率が 56.7 ％および 37.2 ％であり，通常の体外受精胚作出培養

と同等な発生成績であった．さらに，作出した割球分離胚を黒毛和種経産牛 30 頭に移植したとこ

ろ 10頭が受胎し，1組の一卵性双子を得た．

キーワード：一卵性双子，割球分離，体外受精胚，ラクトフェリン

緒 言

近年，特定の種雄牛に交配が集中する傾向があり，近

交係数の上昇が懸念されるとともに，遺伝的多様性の確

保が重要な課題となっていることから，本県肉用牛改良

方針に基づく主要系統の種雄牛造成は重要である．

候補種雄牛の産肉能力の推定方法としては，後代検定

法が一般的であるが，検定終了までには生後約 5年もの

長い期間を要するため，能力推定期間を短縮する方法の

１つとして一卵性双子検定の実用化が望まれる．

候補種雄牛と遺伝的に同一な一卵性双子 1頭の産肉成

績は，後代検定牛 7頭分の成績に相当するとされている
6）ことから，生産した一卵性双子の片方の産子を候補種

雄牛として育成し，一方の産子を肥育して産肉能力を検

定することで，候補種雄牛の能力推定を約 30 か月間ほ

ど，短縮することができる．

当所ではマイクロブレードを用いた切断 2分離による

一卵性双子生産を報告しているが
15），切断時の胚細胞の

損傷等によると考えられる受胎性の低下が課題となって

いる．

そこで本研究では，体外受精胚において割球が全能性

を持つ 2 細胞期での割球分離
9），10）による一卵性双子作

出について検討した．

試験 1では，ヒトや牛の初乳中等に含まれる鉄結合性

糖タンパク質であり，抗菌，抗炎症および抗酸化作用等

の多様な生理機能を有する
14），16）ラクトフェリン（Lf）

を，体外受精胚作出における発生培養液に添加すること
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で，胚発生における効果を調査した．

試験 2では，と畜場および経腟採卵（Ovum Pick Up；

OPU）由来卵子から作出した分離割球について Lf 添加

発生培養液での発生成績を調査した．また，OPU 卵子

由来の割球分離胚を黒毛和種経産牛に移植し一卵性双子

の生産を試みた．

試験材料および方法

1 試験 1；体外受精胚作出における発生培養液の改良

(1) 供試卵子

県内のと畜場で採取した黒毛和種の卵巣から既報
5）に

準じ卵丘細胞卵子複合体（COCs）を回収し，38.5 ℃飽

和湿度の 5 ％ CO2 気相条件下で 21 ～ 23 時間成熟培養

した．

(2) 体外受精（IVF）

供試卵子と凍結融解精液（黒毛和種）を，38.5℃飽和

湿度の 5 ％ CO2 気相条件下で 6 時間，媒精液（IVF100

；株式会社機能性ペプチド研究所，山形）を用いて IVF

を行った．IVF 後，卵子周囲の卵丘細胞はピペッティン

グ操作により完全に除去した．

(3) 発生培養

体外発生培養液（5 ％ FBS 添加 CR1aa）150μl を基礎

培養液とし，Lf（ラクトフェリン，牛乳由来；富士フイ

ルム和光純薬株式会社，東京）0.5 ％（W/V）添加区お

よび無添加区の 2区に設定し，推定接合子を無作為に各

区同数として振り分け 38.5 ℃飽和湿度の 5 ％ O2，5 ％

CO2 および 90％ N2 気相下で培養し，IVF開始後 24～ 30

時間で未受精卵を除き，残りは継続して培養液を途中交

換することなく培養した．
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(4) 調査項目

培養 7 日目の胚盤胞発生数および 10 日目までの孵化

胚数について調査した．

(5) データの分析

統計処理は，胚盤胞発生率と孵化率については，χ2 検

定で行った．

2 試験 2；割球分離法を用いた一卵性双子生産

(1) 供試胚

ア と畜場由来胚

試験 1 と同様の方法で，と畜場由来の COCs を IVF

した後，0.5 ％ Lf 添加発生培養液で培養し，IVF 開始後

24 ～ 30 時間で均等に分割した 2 細胞期胚 60 個を割球

分離に供試した．

イ OPU由来胚

卵子の品質向上を目的として，性周期の任意時期に腟

内留置型プロジェステロン（P）製剤（CIDR；サージミ

ワキ株式会社，東京）の挿入と同時にエストロジェン製

剤（E2；エストラジオール，共立製薬株式会社，東京）

を 1ml投与（Day0）した後，Day4から 3日間の FSH 製

剤（アントリン R；共立製薬株式会社，東京）18AU の

漸減投与を実施し，Day6 でプロスタグランジン F2α 製

剤（PG；クロプロステノール C；フジタ製薬株式会社，

東京）2ml を投与，Day7 で CIDR を抜去して OPU に供

試した
3），19）．

所内で飼養されている黒毛和種経産牛延べ 64 頭から

COCs492 個を採取し，IVF 開始後 24 ～ 30 時間で均等

に分割した 2細胞期胚のうち 176個を割球分離に供試し

た．

(2) 割球分離

透明帯を 0.25 ％アクチナーゼ（アクチナーゼ E；科

研製薬株式会社，静岡）で除去後，0.5 ％ Lf 添加発生培

養液にて 10 回洗浄後，同培養液内でパスツールピペッ

トを用い，ピペッティング操作により割球を分離した．

(3) 分離割球の発生培養

分離割球を個別管理用ディッシュ（LinKID®micro；

大日本印刷株式会社，東京）に移し，0.5 ％ Lf 添加発生

培養液を用い，20 個程度のグループで発生培養
11）を培

養液を途中交換なく継続した．

(4) 調査項目

と畜場卵子由来分離割球は，4 細胞期胚，桑実胚およ

び培養 7 日目の胚盤胞発生数を計測した．OPU 卵子由

来分離割球は，培養 7日目の胚盤胞発生数および胚の品

質を評価した．胚の品質評価は，国際胚移植学会マニュ

アルに準じて行い，excellent と good を A ランク，fair

を Bランク，poorを Cランクとした.

(5) 割球分離胚の移植

胚盤胞まで発育した OPU 卵子由来のペア割球分離胚

（A または B ランク：図 1）を 1 本の 0.25ml のプラス

チックストロー（富士平工業株式会社，東京）に封入し，

所内および県内で飼養されている黒毛和種経産牛 30 頭

に発情から 6～ 8日目の黄体が存在する卵巣側の子宮腔

へ新鮮胚移植した（2胚 1頭移植）．

図 1 ペア割球分離胚

左：両方 A ランク胚，右：A（上）と B（下）ランク胚

結 果

1 試験 1；体外受精胚作出における発生培養液の改良

胚盤胞発生率は無添加区，Lf 添加区それぞれ 32.9 ％

（74/225），30.6 ％（66/216）で，うち拡張胚盤胞発生

率ともに有意差は認められなかった．

孵化率は無添加区で 7.6％（17/225），Lf添加区で 20.4

％（44/216）であり，添加区で有意に増加した（表 1）．

表 1 発生培養液への Lf 添加による胚の発生・孵化数（試行回数：8回）

a － b）同列異符号間で有意差あり（P ＜ 0.05）

媒精後10日目

胚盤胞発生数（％） うち拡張胚盤胞発生数（％） 孵化数（％）

無添加 225 74（32.9） 14（6.2） 　17（7.6）a

0.5% 216 66（30.6） 16（7.4） 　44（20.4）b

区分 供試胚数
媒精後7日目
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77 原ら：割球分離法を用いた体外受精胚からの一卵性双子生産の検討

2 試験 2；割球分離による一卵性双子生産の検討

(1) と畜場卵子由来分離割球の発生成績

4 細胞期胚までの発生率は 98.3 ％（118/120）で，桑

実胚発生率は 90.0 ％（108/120），胚盤胞発生率は 56.7

％（68/120）であり，ペアでの胚盤胞発生率は 36.7 ％

（22/60）であった（表 2）．

(2) OPU 卵子由来分離割球の胚盤胞発生率と品質評価

胚盤胞発生率は 37.2 ％（131/352）で，品質別では A

ランク 11.6 ％（41/352），B ランク 20.2 ％（71/352），C

ランク 5.4 ％（19/352）であり，ペアでの胚盤胞発生率

は 29.5％（52/176）であった（表 3）．

(3) 割球分離胚の移植

黒毛和種経産牛 30 頭への移植成績は，10 頭が受胎し

（受胎率 33.3％），1頭が双子を分娩（雌，32.8kg，31.2kg），7

頭が単子を分娩し，2頭が流産した（表 4）．

表 2 と畜場卵子由来分離割球の発生数（試行回数：6回）

表 3 OPU 卵子由来分離割球の胚盤胞発生数および品質別割合（試行回数：42 回）

表 4 OPU-IVF由来割球分離胚の移植成績

4細胞期胚 桑実胚 胚盤胞

120 118（98.3） 108（90.0） 68（56.7） 22（36.7）

割球数
発生数（％）

ペア発生数（％）

総数（％） A B C

352 131（37.2） 41（11.6） 71（20.2） 19（5.4） 52（29.5）

割球数
品質（％）

ペア発生数（％）

双子 単子 流産

30 10（33.3） 1 7 2

移植頭数 受胎頭数（％）
産子

考 察

試験 1；体外受精胚作出における発生培養液の改良

Lf の持つ抗菌，抗ウイルス効果は，Lf の鉄を結合す

る性質と強い関係があるとされ
16），17），18），抗酸化作用に

ついても，Lf が鉄をキレートすることで，ヒドロキシ

ラジカルを消去する働きによると考えられている
13）．胚

発生において活性酸素，特に細胞損傷の原因となるヒド

ロキシラジカルが多量に発生することが報告されており
2），体外培養では生体内と比較してヒドロキシラジカル

が解毒されず蓄積しやすい環境と推測される．

本試験では，前試験として 0.1 ～ 1 ％濃度の Lf を発

生培養液に添加したところ 0.5 ％が最適濃度であった．

その 0.5 ％ Lf の添加発生培養液では，孵化率が有意に

増加し，Lfが孵化率に有益に働くことが示唆されたが，

胚盤胞発生率に改善は認められなかった．今後，既報で

培養液にグルコース 7）添加や個別培養におけるヒト・マ

ウス白血病抑制因子
8）添加が孵化率向上に寄与している

が，Lf が孵化率にどのように関わるのか，品質改善効

果の有無等については更なる詳細な検証が必要と考えら

れた．

試験 2；割球分離法を用いた一卵性双子生産

当所ではこれまで，一卵性双子の生産法として，体内

および体外受精胚の桑実胚～胚盤胞期でのマイクロブレ

ードを用いた切断 2分離を実施してきた12），15）．この方法

は切断時の胚細胞損傷等によると考えられる胚の発育性

や受胎性の低下が課題となっている．そこで本試験では，

体外受精胚において割球が全能性を持つ 2細胞期にピペ

ッティング操作により割球を分離する割球分離法
9），10）

による一卵性双子生産を試みた．

と畜場卵子由来分離割球を 0.5 ％ Lf 添加発生培養液

にて培養することで，試験 1と同等・それ以上の胚盤胞

発生率が得られた．また同液を用いて作出した OPU 卵

子由来割球分離胚の移植成績から，既報の体外受精胚
4）

や体内分割胚 15）の移植試験受胎率と比較して同等な受

胎成績が得られた．

産子としては，一卵性双子が 1組生産されたが，単子
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の分娩が多かった．本試験では 2胚 1頭移植を実施した

が，胚移植による双子妊娠では単子と比較して片胚また

は両胚の早期胚死滅の発生率が高く，また双子産子の生

時体重は標準体重の 80～ 90％とも報告されており
12），

候補種雄牛は良好な発育が求められることから，ペアの

割球分離胚をそれぞれ別の個体に移植する 1胚 1頭移植

の検討が必要と考えられた．

今後は，種雄牛の能力推定期間を短縮する一卵性双子

検定の実用化のため，栄養膜小胞の共移植による受胎率

向上
1）等更なる技術改善による一卵性双子の安定的生産

が求められる．
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Examination of Monozygotic Twins Production Technology Using Blastomere-separated in Vitro
Producton Embryos

Seigo Sakakihara，Yuuta Anraku，Kouji Setoguti and Takeshi Onituka

Summary

We investigated the production technology of monozygotic twins using blastomere-separated embryos in order to take advantage

early ability estimation of the prospective bulls, worked on improving the developmental culture medium in in vitro production

(IVP) embryo．Adding of 0.5% lactoferrin (Lf), an iron-binding glycoprotein, to the developmental culture medium significantly

increased the hatched embryo rate for slaughterhouse-derived IVP embroys．Using the 0.5% Lf-added developmental culture

medium,Blastocyst development rate of slaughterhouse-derived or Ovum Pick-Up derived isolated blastomeres were 56.7% and

37.2%, respectively. By transplanting isolated blastomere embryos into 30 recipients of Japanese Black cows , 10 recipients

were conceived and produced a pair of monozygotic twins.

Keywords :blastomere separation，IVP embryo，lactoferrin，monozygotic twins

 原ら：割球分離法を用いた体外受精胚からの一卵性双子生産の検討


