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採卵間隔及び FSH投与が乳牛の経膣採卵に及ぼす影響 

  

福見 善之・笠井 裕明・後藤 充宏 
  

要   約 

 超音波診断装置を用いた牛の経膣採卵法による効率的な卵胞卵子の回収を目的に，3～4日と 7日間隔

で連続経膣採卵の採卵成績について比較し，さらに採取率向上を図るためホルモン処置(FSH：アントリ

ン)を行い，その採取卵数および体外受精後の発生率について検討した。供試牛は，当場繁養のホルスタ

イン種 2頭を用い，採卵は，吸引針ガイドを装着した超音波診断装置(SSD-1200)を用い，17Gの吸引針

で 110mmHgの吸引圧で採取した。試験 1では，3～4日と 7日間隔で 4週連続採卵をし，1周期休み供

試牛を反転して 4週連続採卵を行い，採卵成績等について比較検討した。試験 2では，ホルモン処置に

より卵胞の発育を促し，確実に卵子を採取できるように総量 20AU の FSH を漸減投与し 7 日間隔で 4

週連続採卵をし，試験 1と同様に 1周期休み供試牛を反転して 4週連続採卵を行い，採取成績を比較検

討した。対照区は無処置で 7日間隔の連続採卵を行った。採取した卵子は，卵丘細胞の付着状態により

G1～6に分類し，FSH添加 10％FCS-TCM199で 38.5℃，5％CO2，95％airの条件で 22～24(h)成熟培養後，

BO液(機能性ペプチド研究所：IFP963B)を用いたカフェイン－ヘパリン法で 6時間媒精を行った。発生

培養は，BSA-CRlaaを用い 38.5℃，5％CO2，90％N2，5％O2の条件で培養し，胚盤胞期胚への発生率に

ついて検討を行った。試験 1 では，採卵間隔を 3～4 日また 7 日とした場合の採卵成績について比較し

た結果，卵子吸引率は 3～4日区で 39.6％，7日区で 38.2％，正常卵率は 77.4％，57.9％，胚盤胞期胚へ

の発生率は，9.2％，24.2％であり，3～4区において回収卵子数および卵子の品質が高まるものの 7日区

が胚盤胞期胚への発生率が高くなる傾向であった。試験 2では，FSH処置区と無処置の採卵成績につい

て比較した結果，卵子の回収率は FSH 処置区で 41.5％，無処置区で 33.1％，正常卵率 83.7％，71.8％，

胚盤胞期胚への発生率は，14.6％，53.6％であり，FSH 処理により回収卵子数および卵子の品質が高ま

るが，無処置区のほうが胚盤胞期胚への発生率が高くなる傾向であった。 

目   的 

 現在，牛受精卵移植に利用される胚は，過剰排卵処世後，人工授精を施した後，子宮灌流により回収

する方法が一般的であり，フィールドで普及している。しかし，この方法では個体毎の反応性にばらつ

きがあり，また採取できる時期が限定されるなど受精卵の採取卵数に限界がある。近年，オランダの

Pieterseet al1)により超音波診断装置を用いて経膣的に牛生体の卵巣内小卵胞から未受精卵子を採取し，
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体外受精技術により子牛を誕生させて以来，新たな子牛作出技術として注目されるようになった。当場

においても平成 7年度にこの技術を利用して子牛の生産に成功して以来，この技術の実用化に向け乳牛

を用いてデータの蓄積を行っている。本試験は，超音波診断装置を用いた経膣採卵による効率的な卵胞

卵子の回収を目的に，3～4日間隔(週 2回)と 7日間隔(週 1回)で連続経膣採卵の採取成績について比較

検討し，さらに採取率向上を図るためホルモン処置を行い，その採卵成績および体外受精後の発生率に

ついて比較検討を行い，若干の知見を得たので報告する。 

材料及び方法 

【試験 1】 

(1) 経膣採卵 

 供試牛は，当場繋養の繁殖生理状況の異なるホルスタイン種 2 頭を用い，性周期に関係なく 3～4

日間隔(週 2回)採卵を試験区 I，同様に 7日間隔(週 1回)採卵を試験区 IIとして 4週間連続経膣採卵を

実施し，1周期休み試験区 I・IIの供試牛を反転して同様に 4週経膣採卵を行った(図 1)。 

●試験区 I(供試牛 A) 

 
●試験区 II(供試牛 B) 

 
※4週間終了後，1周期休み供試牛 A・Bを反転 

図 1 採卵方法 

 

 卵子吸引装置は超音波診断装置(SSD-1200:ALOKA)，採卵針ガイドを取り付けた 7.5MHz のコンベ

ックス型探触子(UST-994P-5：ALOKA)，吸引ポンプおよび 17Gの one-Way採卵針(富士平工業)を用い

た。吸引方法は，供試牛を枠場内に保定後，直腸内の糞を除去し，尾椎麻酔を行い外陰部の消毒を行

った後，膣に探触子を挿入し，卵子の吸引前に卵巣の超音波断層像で卵胞の確認を行い，卵巣中の卵

胞数(3～5mm：小卵胞，6～9mm：中卵胞，10mm 以上：大卵胞に分類)を数え，推定卵胞数とし，吸

引圧 110mmHgで採取した(図 2)。還流液には，ハルゼン液(乳酸加リンゲル液)に血清，ヘパリン，抗

生物質を添加したものを用いた。 
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図 2 経膣採卵風景 

 

(2) 採取卵子の処理と成熟培養 

 採取した卵子は，ハルゼン液で濾過洗浄した後，シャーレに個体毎に集卵し顕微鏡下で卵子の形態

的特徴の観察を行い，坂口ら 5)の基準に従って卵丘細胞の付着状態により G1から G6に分類を行い，

G1から G3までの卵子を正常卵子として体外受精に供試した(図 2)。 

 
図 2 採取卵子の形態的分類 

 

 採取卵子の成熟培養は，FSH添加 10％FCS-TCM199で 100μ1ドロップ中 38.5℃，5％CO2，95％air

の条件下で 22～24時間培養した。 

(3) 体外受精，発生培養 

 体外受精には同一種雄牛の凍結精液を用いた。精子の授精能獲得はカフェイン及びフェパリンを添

加した BO 液(機能性ペプチド研：IFP963B)を用い，精子濃度を 500 万／ml に調製を行い，精子浮遊

液 100μ1ドロップを作製し，卵子導入後 38.5℃，5％CO2，95％air，の条件下で 6時間媒精処理を行

った。発生培養は，媒精終了した卵子を添加したCRlaaの培養液から 100μ1ドロップを作製し，38.5℃，

5％CO2，90％N2，5％O2の条件下で培養し，媒精後 48 時間目に分割率を調査し，7～8 日目に胚盤胞
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期胚への発生率について比較検討した。 

 

【試験 2】 

 試験 1と同一の供試牛 2頭を用い，採取率向上を目的にホルモン処置を行い，7日間隔(週 1回)で 4

週間連経膣続採卵を行ったものを試験区 I，対照区として同時期に性周期に関係なく無処置により 7

日間隔で採卵を行ったものを試験区 IIとして試験 1と同様に供試牛を反転して比較検討した。 

 ホルモン処置法は，図 3に示すように，性周期の 5日目に直径 8mm以上の卵胞を優性卵胞(dominannt 

follicle 以下 DF)とみなし，卵胞穿刺により吸引除去した。さらに，PGF2α類縁体製剤(エストラメイ

ト：住友化学)により黄体を退行させ人為的に黄体のコントロールを行い，発情を抑制することを目的

として膣内挿入型プロジェステロン(CIDR)を膣内に挿入留置した。この日を処理日 0日とし，2日目

から合計 20単位の FSH(アントリン：デンカ製薬)を 3日間朝夕 2回漸減投与した。FSH最終投与の翌

日に第 1回目の経膣採卵を実施。さらにその 3日目に優性卵胞を吸引除去し，同様に 3日間ホルモン

処置を行い最終投与日の翌日に 2 回目の採卵を行った。3 回目以降は，2 回目採卵の繰り返しで計 4

回行った。 

 また，その時の卵子吸引装置，回収液，分類，体外受精，培養方法等については試験 1と同様に行

い，分割率および胚盤胞期胚への発生率について比較検討した。 

 

図 3 FSH処置方法 

結   果 

【試験 1】採卵間隔が経膣採卵に及ぼす影響 
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 2頭の供試牛から 3～4日間隔(週 2回)と 7日間隔(週 1回)連続経膣採卵を行った採卵成績を表 1に

示した。 

 採取卵子の総計は，試験区 Iにおいて 84個，試験区 IIにおいて 57個であり，採取率はそれぞれ 38.2％

(84／220)，39.6％(57／144)とあまりかわらなかった。しかし，1回当たりの採取卵数は，試験区 I，II

において 7.1個，5.2個であり，3～4日間隔(週 2回)採卵を行うことで，採取卵数が 7日間隔(週 1回)

採卵より 1週間あたりに採取される卵子が増加する傾向にあった。 

表 1 採卵間隔における採取卵数及び採取率 

 

 

 卵子の品質を卵丘細胞の付着状態等で 6 段階に分類した結果を表 2 に示した。試験区 I，II におけ

る正常卵子数は，84個，57個，正常卵率は，77.4％(65／84)，57.9％(33／57)であり，3～4日間隔(週

2回)採卵において，採取卵子数が多いほど正常卵子数が多く，また正常卵率も高くなる傾向にあった。 

表 2 採取卵子の品質 
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 体外受精の成績を表 3に示した。採取率および正常卵率の高かった試験区 Iにおいて供試胚 65個に

ついて体外授精を行ったところ，分割率 18.5％(12／65)，胚盤胞期胚発生率 9.2％(6／65)であり，試験

区 IIの分割率 39.4％(13／33)および胚盤胞期胚発生率 24.2％(8／33)に比べ，低い発生率であった。 

表 3 採取卵子の胚盤胞期胚発生率 

 

 

【試験 2】FSH投与方法が経膣採卵に及ぼす影響 

 FSH処置と無処置における 2頭の供試牛から週 1回連続経膣採卵を 4週間行った採卵成績を表 4に

示した。採取卵子の総計は，FSH処置区 49個，無処置区 39個であった。採取率については，それぞ

れ 41.5％(49／118)，33.1％(39／118)であった。また，1回あたりの採取卵子数は 6.1個，4.9個であり，

FSH処置により卵胞を発育させることによって回収卵子数が増加する傾向にあった。 

表 4 FSH処置による採取卵数及び採取率 

 
 

 採取卵子の品質を試験 1 と同様に分類し，表 5 に示した。試験区 I，II における正常卵子数は，41

個，28個，正常卵率は，83.7％(41／49)，71.8％(28／39)であり，FSH投与区において採取率および正

常卵率が向上する傾向であった。 

 表 6 に採取卵子の体外受精の成績を示した。FSH 処置区における供試胚 41 個について体外授精を

行ったところ，分割率 36.6％(15／41)胚盤胞期胚発生率 14.6％(6／41)であり，無処置区における分割

率 92.8％(26／28)，胚盤胞期胚発生率 53.6％(15／28)に比べ低い発生率を示し，FSH 投与により採取
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率および正常卵率が向上するものの体外受精後の発生率においては低くなる傾向であった。 

表 5 採取卵子の品質 

 

表 6 採取卵子の Blast発生率 

 

考   察 

【試験 1】 

 近年，超音波診断装置を用いた経膣採卵により牛生体内から卵胞卵子採取および体外受精により，

胚生産の困難な牛からも胚の作出することが可能になり，現在，効率的な卵子採取方法および採取卵

子の体外受精技術の向上について検討されている。試験 1 では，効率的な卵子の採取間隔について，

3～4日間隔(週 2回)，7日間隔(週 1回)で連続経膣採卵を行い採卵成績について検討した。Gibbon et al11)

は，週 2回の割合で採卵を行うことにより，優性卵胞の発育を抑えることができ，小卵胞の発育が促

され採取卵母細胞数が多くなることを報告しており，最近の報告でも週 1回採卵よりも 2回採卵の方
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が多く卵子を回収できることが明らかになっている。今回の試験結果からも週 2回採卵を行うことに

より週 1回採卵よりも，多く卵子を回収することができ，また採取卵子の正常卵率も週 1回採卵で採

取した卵子よりも正常卵率が高かった。Walton et al18)は，3～4日の短期間の吸引間隔での高頻度の吸

引により，卵胞由来のインヒビンの分泌が抑制され，FSHの分泌が増加し，卵胞数が増加することを

報告しており，経膣採卵の反復による卵胞液の吸引により，卵胞が刺激され卵巣が活性化され卵胞数

が増加されたと考えられた。 

 さらに，採取卵子の体外受精後の発生率について検討した。Hanenberg et al14)は，採卵間隔 7日から

3・4日に短縮しても 7日間隔と同等の移植可能な胚盤胞期胚を作出できることを報告しており，これ

らのことから週 2回採卵を行うことにより週 1回採卵より多くの胚盤胞期胚への発生率を期待したが，

週 1回採卵の方が胚盤胞への発生率が高い傾向であった。 

 以上のことから，今回の経膣採卵成績では，採卵間隔を週 2回行うことにより，採取卵数および正

常卵率が高まるものの，胚盤胞への発生率は低くなる傾向であった。 

 

【試験 2】 

 経膣採卵の反復により多数の卵子を回収することが可能になり，過剰排卵処置を必要とせずに長期

間連続して卵子を採取できるようになった。最近，過剰排卵処置の前に卵巣内の優性卵胞(DF)を取り

除くことにより回収胚数が増加する報告 15，16)があり，今回，性周期の 5 日目に超音波モニター上で

直径 8mm以上の卵胞を DFと見なし，吸引除去をして小卵胞数を増やし，採取卵子数を増加させるこ

とを目的に，超音波モニター上で識別しずらい小卵胞を FSH投与により発育させ，採取率向上を図り，

採取卵子の品質および体外受精後の発生率について検討した。 

 Goodhand et al12)は，経膣採卵に先立ち FSH製剤の 3日間の漸減投与が無処置のものより卵巣内卵胞

数および採取卵子数，正常卵子数が多かったという報告のほか，同様に FSH 投与の有効性が妊娠牛
7,13)，老齢牛 17)においても報告されている。試験 2では，FSH処置を行い週 1回間隔で採卵を行うこ

とにより，採取卵数および正常卵率の向上が見られた。Ooe et al10)は，優性卵胞のない場合の方が，

推定卵胞数・採取卵子数が多いことを報告しており，今回の採取率向上の要因として優性卵胞の吸引

除去後の FSH投与による効果が考えられた。しかし，FSH処理により週 1回の吸引で，3，4日間隔(週

2回)吸引ほどの卵子の吸引数は認められなかった。 

 また，FSH処置により卵胞の大きさが増加し吸引卵子数が増えるが，5mm以上の中卵胞が反応し大

きくなるのみで，5mm以下の小卵胞においては，反応は認められなかった。さらに，反応を示した中

卵胞から吸引された大半の卵子における体外受精後の胚盤胞期胚への発生率は，無処置区に比べ有意

に低く，FSH前処置をする場合の体外受精系，特に成熟培養方法について検討する必要があると考え

られた。また，FSH処理は回数を重ねることにより卵胞数が減少し，無処置区のほうが多く採取でき

る報告 6)もあり，今回の原因として FSH投与方法についてさらに検討を行う必要があることも考えら

れた。現在ホルモン処理により，卵子の成熟および卵胞発育との間に不一致が生じ，体外受精成績が

悪くなるという報告があり，FSH処置後の卵胞の大きさ 8)，最終 FSH処置から卵子採取までの期間 9)
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等多くの検討がされている。今回，FSH処置により採取した卵子は卵丘細胞の付着状態による形態的

特徴により分類を行ったのみで，卵子の発育ステージ等についての核相検査を実施していないため，

今後，FSH処置により採取された卵子の核相検査を実施することにより，卵子の発育ステージの確認

を行い，FSH処置により効率的な体外受精卵作出方法について検討を行いたい。 
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