
緒　　　　　言

　千葉県内における牛の胚移植では、黒毛和種やホルス
タイン種に過剰排卵処置を施し、7日目に胚を回収した
後、発情が一致したホルスタイン種受胚牛に移植し、新
鮮胚では 50％以上の受胎率を得ている。しかし回収胚と
受胚牛に過不足が生じることが多く、一部の胚は凍結保
存して移植せざるを得ないが、新鮮胚と同程度の受胎率
が求められている。そこで凍結胚の受胎率を、新鮮胚の
受胎率 50～ 60％に近づけるため、受胎に影響を及ぼす
各種要因（移植操作時間・受胚牛の発情後の日数・移植
者の個人差）と受胎率の関係について検討した。

材料及び方法

　調査は、当センター市原乳牛研究所で実施したホルス
タイン種未経産牛 961頭の胚移植成績を用いた。
１．調査期間
　　1997年度～ 2001年度の 5年間とした。
２．移植胚
　　当所繋養の黒毛和種供胚牛に過剰排卵処理後、発情
後７日目に非外科的に子宮還流液を回収し、倒立顕微
鏡下で、変性細胞割合 10％以下をＡ、10～ 30％をＢ、
30～ 50％をＣ、50％以上をＤとする胚のランク付け
を行った。胚の凍結にはＡランク胚を用い、新鮮胚移
植にはＡ及びＢランク胚を用いた。凍結融解法はダイ
レクト・トランスファー法であり、耐凍剤は 1 8Ｍエ
チレングリコール（牛胚移植用凍結保存液：機能性ペ
プチド研究所）を用いた。
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要　　　　　約

　牛の凍結胚移植の受胎率を向上させるため、移植方法（移植操作時間・発情後の日数・移植者の
個人差）の各要因と受胎率の関係について、ホルスタイン種未経産牛 961頭に実施した黒毛和種体
内受精凍結胚移植成績をとりまとめ、同時期に行った新鮮胚移植と比較検討した。得られた結果は
以下のとおりである。
１．移植器を受胚牛膣内に挿入後から移植完了までに要した移植操作時間を 4分間未満、4分間以
上～ 6分間未満、6分間以上の 3区に分類し、それぞれの受胎率を比較した。凍結胚移植におい
ては時間の経過に従い各区で受胎率は低下し、4分間未満区と 6分間以上区間に有意な差が見ら
れたが、新鮮胚移植は各区とも時間の経過による差は見られなかった。

２．胚移植全体における受胚牛の発情後の日数別（6～ 8日目）の移植操作時間出現率に差は見ら
れなかった。また、上記の移植操作時間及び発情後の日数別受胎率を比較すると、凍結胚移植に
おいては日数の経過により低下する傾向がみられ、6分間以上区においては 6日目および 7日目
と 8日目の間に有意な差が見られたが、新鮮胚移植においてはこれらの差は見られなかった。
３．本試験を実施した 12名の移植者について受胎率を比較したところ、凍結胚移植では移植者間
に有意差を認めたが、新鮮胚移植では移植者間に差は見られなかった。

　現千葉県中央家畜保健衛生所
平成 19年８月 31日受付
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３．受胚牛
　　群管理された 14～ 15カ月齢、体重 350ｋｇ前後の
ホルスタイン種牛（当所第 48～ 57期受託牛）を対象
に、自然発情あるいは同期化処置による発情後６～８
日目に黄体検査し、図１に示す千葉県畜産総合研究セ
ンターの分類によるＡ，Ａ 1，Ｂ，Ｂ 1と評価した牛
の中から選定した。これに前述の凍結胚または新鮮胚
を頸管経由法により移植した。

４．調査項目　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　調査項目は、凍結胚移植における移植操作時間、受
胚牛の発情後の日数、移植者の個人差等の各要因と受
胎率の関係を調査し、同時期に行った新鮮胚移植成績
と比較検討した。

　（1）移植操作時間
　　移植操作難易度について、移植器を受胚牛膣内に挿
入してから移植完了までに要した移植操作時間を指標
　とし、4分間未満、4分間以上～ 6分間未満、6　分
間以上の 3区に分類して、それぞれの受胎率　を比較
した。

　（2）受胚牛の発情後の日数
　　今回の調査対象である胚移植は、すべて受胚牛の発
情後 6～ 8日目に実施されたものであるが、各日数に
実施された胚移植の移植操作時間を 4分間未満、4分
間以上～ 6分間未満、6分間以上の３区分に分類して
出現率を比較した。

　　また、移植操作時間及び発情後の日数別受胎率を凍
結胚及び新鮮胚移植について比較した。

　（3）移植者の個人差
　　移植者の影響を見るために、12名の移植者に
ついて、1人で移植作業を完了した事例につい
て受胎率を比較した。
５．統計処理
　　 の補正をしたカイ自乗検定を用いた１）。

結果及び考察

　5年間に実施したホルスタイン種未経産牛 961頭への
胚移植受胎率は、新鮮胚で 54 7％（240 439）であり、
凍結胚で 34 7％（181 522）であった。
１．移植操作時間
　　表１に移植操作時間別受胎率を示した。凍結胚に
おいては時間の経過に従い各区で受胎率は 40 2％、
29 4％および 26 8％と低下し、4分間未満区と 6分間
以上区間に有意な差が見られた。これに対し、新鮮胚
は各区とも 50％以上であり、時間の経過による差は見
られなかった。一般的にダイレクト・トランスファー
法による凍結胚移植では、胚は子宮内に注入されるま
での間は凍結防止剤に曝されており、その化学的毒性
により生存性が損なわれる危険性があると言われてい
る２）。今回の結果は、融解から受胚牛膣内に挿入する
までの約２～３分の経過時間を加えれば、堂地らの融
解から移植完了まで 11分間以上の経過で受胎率が下
がるという報告２）と概ね同様の結果であった。この
ことから、凍結胚の移植は短時間に、できれば挿入後
4分間以内に移植操作を終えることが重要と考えられ
た。
２ 受胚牛の発情後の日数　　　　　　　　　　　　　
　　表２に受胚牛の発情後の日数別移植操作時間出現率
を示した。発情後日数が進むにつれ、黄体の充実によ
る黄体ホルモン値が上昇し、外陰部は緊縮し頸管は細
く締まった状態になる。このため胚移植が困難になり、
移植完了までに時間がかかることが予想されたが、各
発情後日数別の移植操作時間について、4分間未満、4
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図１　受胚牛の黄体分類

表１移植操作時間別受胎率　　
移植操作時間

分
凍結胚移植 新鮮胚移植

移植 受胎 受胎率 移植 受胎 受胎率
頭数 頭数 頭数 頭数

4 286 115 40 2 191 106 55 5
4～ 6 109 32 29 4 75 38 50 7
6 127 34 26 8 173 96 55 5

注）異符号間に有意差（小文字： ＜ 0 05）

表２発情後の日数別移植操作時間出現率

移植操作時間
分

発情後の日数
6 7 8
移植 出現率 移植 出現率 移植 出現率
頭数 頭数 頭数

4 121 55 0 287 48 4 69 46 6
4～ 6 41 18 6 113 19 1 30 20 3
6 ≦ 58 26 4 193 32 5 49 33 1
計 220 100 593 100 148 100



分間以上～ 6分間未満、6分間以上の３区分の出現率
を見たところ、有意な差は見られなかった。

　　また、表 3に移植操作時間及び発情後の日数別受
胎率を示した。同一移植操作時間区の 6、7および
8日目間の凍結胚移植においては、4分間未満区で、
41 7％、41 3％および 34 0％、4分間以上～ 6分間未満
区で 50 0％、26 9％および 18 2％と日数の経過に従い
低下する傾向が明らかとなり、6分間以上区において
は 43 8％、30 8％および 9 1％となり、6日目および 7
日目と 8日目の間に有意な差が見られた。一方新鮮胚
移植においてはこれらの差はみられなかった。一般に
子宮頸管内の粘液や血液中の補体は、胚の発育性に悪
影響を及ぼし受胎率低下の要因の 1つと言われている
３）。今回の凍結胚移植において 6分間以上区で 8日目
の受胎率が顕著に低下した原因としては、8日目の頸
管で細く締まった状態のものは、表 2より移植器の頸
管通過に時間を要する割合が高いことや 10分間以上
要した割合が 8日目に多い傾向にあることから、移植
器先端による頸管への損傷が大きくなり、出血度合が
高いものと推察された。また、凍結胚は新鮮胚と比べ
外部感作の影響を受けやすく、出血による補体や凍結
融解後の凍害防止剤に長時間曝されることにより、胚
の生存性が低下したものと推測された。一般に胚の７
日目採取は、凍結胚・新鮮胚ともに発情後 7日目土 1
日の 6～ 8日目の移植で、受胎率に大きな変動はみら
れないという報告３）から実施されているが、今回の結

果からは、凍結胚には 8日目移植における頸管通過時
間と子宮内環境の影響が、より大きく作用されると推
測されることから、凍結胚移植においては 6～ 7日目
に移植することが望ましいと考えられた。
３ 移植者の個人差
　　表４に移植者別受胎率を示した。新鮮胚では 9名が
50％以上の受胎率を得ており、各移植者間に有意な差
は認められなかった。一方、凍結胚では 50％以上の受
胎率は 1名、40～ 50％が 3名、30～ 40％が 6名およ
び 30％以下は 2名と分散しており、特定の移植者間に
有意差を認めた。この特定の移植者における移植操作
時間出現率を見たところ、受胎率の高い移植者の移植
操作時間は低い移植者よりむしろ長い傾向にあった。
これらを移植者間の熟練度として移植延頭数との関連
を検討したが、一部に移植延頭数との相関傾向が見ら
れたものの、全体としては主要因になりえなかった。
この要因については今後さらに究明する必要がある。
一般的に移植者間の受胎率に差があることは報告３）４）

されており、今回の調査でも同様であり、凍結胚移植
においては受胎率の優れた移植者に特定して実施する
ことにより受胎率が向上することが考えられる。今後
とも、移植技術の熟練度を高めるため移植者の更なる
研鑽が求められる。（表４）

中根ら：ブタの子宮角深部注入（ ）法による人工授精と従来法の比較
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表３移植操作時間及び発情後の日数別受胎率
移植操作時間

分
発情後の日数

日
凍結胚移植 新鮮胚移植

移植 受胎 受胎率 移植 受胎 受胎率
頭数 頭数 頭数 頭数

4
6 72 30 41 7 49 27 55 1
7 167 69 41 3 120 69 57 5
8 47 16 34 0 22 10 45 5

4～ 6
6 20 10 50 0 21 9 42 9
7 67 18 26 9 46 27 58 7
8 22 4 18 2 8 2 25 0

6 ≦
6 16 7 43 8 42 22 52 4
7 78 24 30 8 115 66 57 4
8 33 3 9 1 16 8 50 0

注）異符号間に有意差（小文字： ＜ 0 05）

表４移植者別受胎率　　
移植者 凍結胚移植 新鮮胚移植

移植 受胎 受胎率 移植 受胎 受胎率
頭数 頭数 頭数 頭数

Ａ 31 17 54 8 23 16 69 6
Ｂ 41 20 48 8 20 15 75 0
Ｃ 31 13 41 9 13 5 38 5
Ｄ 34 14 41 2 7 4 57 1
Ｅ 37 14 37 8 36 20 55 6
Ｆ 19 7 36 8 32 20 62 5
Ｇ 74 27 36 5 24 14 58 3
Ｈ 29 10 34 5 38 16 42 1
Ｉ 35 11 31 4 16 9 56 3
Ｊ 49 15 30 6 34 16 47 1
Ｋ 43 9 20 9 39 20 51 3
Ｌ 7 1 14 3 16 8 50 0

注）異符号間に有意差　　　　　　　　　　　　（大文字： ＜ 0 01 小文字： ＜ 0 05）
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