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受精卵移植技術高度化に関する試験
（１）牛の受精卵移植におけるhCG投与が受胎率に与える影響

坂上信忠・秋山清・田中嘉州・橋村慎二・仲澤慶紀・岸井誠男

Effects of human Chorionic Gonadotropin (hCG) Administration on the Pregnancy Rates
in bovine Embryo Transfer Recipient.

Nobutada SAKAGAMI, Kiyoshi AKIYAMA, Yoshikuni TANAKA, Shinji HASHIMURA,
Yoshinori NAKAZAWA and Yoshio KISHII

牛受精卵移植は、家畜の改良速度を速める有効な技術の１つである。受精卵

移植の普及促進のためには、一層の受胎率向上が望まれる。そこで、受胎率を

向上させる方法として、受卵牛への胎盤性性腺刺激ホルモン（hCG）の投与に
ついて検討した。発情日をday0として受精卵移植前々日（day5）にhCG1,500
単位を筋肉内投与した区をDAY5区、移植前日（day6）に投与した区をDAY6
区、移植日に投与した区をDAY7区、発情後14日目に投与した区をDAY14区、
hCGを投与しない無投与区を対照区とした。移植後の受胎率は、DAY5区で60.0
％、DAY6区で54.5％、DAY7区で70.0％、DAY14区で38.1％、対照区で41.9％
であった。また、血中プロジェステロン濃度は、DAY6区で発情後14日目にお
いて対照区に比べて有意に高くなった。このことから、hCGは移植前に投与す
ることで血中プロジェステロン濃度を高め、受胎率を向上させる可能性がある

ことが示唆された。
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畜産業における育種改良を進める手法の１つと

して受精卵移植技術が普及してきている。日本に

おける受精卵移植の実施頭数は、昭和45年度に実
施状況調査が行われて以来、年々増加してきた。

しかし、近年では受精卵の受胎率もここ数年40～
50%程度で停滞しており、移植の実施頭数も全国
的に伸び悩んでいる。これは本県においても同様

であり、堂地１）の示した経営的に必要な受胎率50
～60％及び鈴木２）の示した大幅な普及と定着化が

期待できるとする60～70％の受胎率には達してい
ない。この受胎率の低迷が県内における受精卵移

植が農家段階で普及しない最大の原因と考えら

れ、より一層の受胎率の向上が望まれる。

血中プロジェステロン濃度と受胎に関しては、

乳牛３）や黒毛和種牛４）５）においていくつか報告さ

れており、Nishigai et al.４）５）は凍結受精卵の移植
前日や移植日の血中プロジェステロン濃度が高

く、エストロジェン濃度が低い受卵牛において、

受胎率が高いと報告している。これは、血中プロ

ジェステロン濃度が低い牛は、負のフィードバッ

ク作用が不十分でLHパルスが抑制されず、黄体
と共存する卵胞が発育してエストロジェンが活発

に分泌されていることにより受胎率が低いのでは

ないかと考えられている６）。このようなことから、

人工授精や受精卵移植において、受胎率を向上さ

せるためにプロジェステロン
7）８）、胎盤性性腺刺

激ホルモン（hCG）９）１０）、GnRH類縁物質１１）１２）

１３）１４）を移植前後に投与することが検討されてい

る。なかでもhCGは黄体ランクの低い牛でも黄体
機能を向上させ、受胎の可能性を高めることから

受卵牛頭数の増加が図られ、今後の受精卵移植技

術の普及に貢献する可能性がある。しかし、その

投与時期は移植前々日１５）（発情日をday0として、
day5）、移植前日１６）、移植時１７）、day15１８）と様々
な報告があるが、もっとも効果的な投与時期を明

確に示している報告は少ない。そこで本試験では、

胎盤性性腺刺激ホルモン（以下hCG）の投与時期
と受胎率との関係について検討を行った。
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なお、本試験は農林水産省の国庫補助である受

精卵普及定着化事業（技術高度化）による10県（青
森、秋田、宮城、神奈川、静岡、奈良、宮崎、高

知、山口、大分）の共同試験で実施した当所の3
カ年にわたる成績である。

材料及び方法

１．受卵牛

所内で飼養している黒毛和種経産牛13頭、未経
産牛3頭、ホルスタイン種経産牛15頭、未経産牛2
頭と所外で飼養されているホルスタイン経産牛60
頭、未経産牛2頭の合計93頭を受卵牛とした。産
歴は、0～7産で、平均年齢4.2歳、平均産次は 1.9
産であった。受卵牛は品種、年齢、産歴、分娩後

日数ともに各区にほぼ偏りがないように配置し

た。

受卵牛の発情確認は、所内飼養の牛ではスタン

ディング発情等発情兆候で、所外のものは発情兆

候や排血を示した牛を技術者が直腸検査により排

卵確認して供試した。

２．受精卵の採取方法

移植した受精卵は、全て所内で採取したもので、

その方法としてまず黄体ホルモン製剤(CIDR)挿
入後10日目にFSH製剤（アントリン：川崎三鷹製
薬）により過剰排卵を行い（総量20AUを3日間漸
減投与；5/5,3/3,2/2)、FSH投与開始後48時間目に
PGF2αアナログとしてクロプロステノール（エス

トラメイト｢TSA｣：武田シェリングプラウアニマ
ルヘルス㈱）750μｇを頸部筋肉内に投与した。
その後14日目夕方及び15日目朝に人工授精した
後、21日目に非外科的に採取した後期桑実胚から
拡張胚盤胞の受精卵を移植、凍結に用いた。

３．供試した受精卵

受精卵の品種別では、黒毛和種が89個、ホルス
タイン種が4個であった。新鮮卵及び凍結卵別で
は、新鮮卵10個、凍結卵83個であり、凍結卵は、
ダイレクトトランスファー法で凍結したものが59
個、ガラス化保存法によるものが24個であった。
品質ランクは、家畜人工授精テキスト、家畜受精

卵移植編１９）を参考として判定したＡランクが7
個、Ａ'ランクが13個、Ｂランクが68個、Ｂ'ラン
クが5個であった。発育ステージは、後期桑実胚
が4個、初期胚盤胞が18個、胚盤胞が69個、拡張
胚盤胞が2個であった。
４．移植技術者

移植技術者は7名で、所内の技術者が4名、所外

の技術者が3名であった。
５．試験方法

図１に試験区分を示した。受精卵移植は、発情

日をday0としてday7又はday8に行い、DAY5区で
は、hCG（動物専用プペローゲン1,500単位：三
共エール薬品㈱）を移植前々日(day5)に、DAY6
区では移植前日 (day6)に、 DAY7区は移植日
(day7or day8)に、DAY14区はday14に頸部筋肉内
に投与した。対照区は、 hCGを含む一切のホル
モン製剤を投与しない無投与とした。なお、試験

は３カ年にわたり、平成13、14年度にDAY6区、
DAY14区、対照区、平成15年度にDAY5区、DAY7
区、対照区を行った。

図１ 試験区分

６．調査項目及び方法

発情時及び移植時の調査を「家畜共済における

臨床病理検査要領」２０）を参考に調査し、表１に

示した。経産牛のみ最終分娩日から移植までの日

数を調査し、各受卵牛とも、発情所見、その時の

排卵所見を記録し、移植時の卵巣所見として、黄

体の大きさは、移植日に長径が20mm以上を１
（大）、10mm以上20mm未満を２（中）、10mm未
満を３（小）とし、弾力性についてはＡ（弾力有）、

Ｂ（若干硬）、Ｃ（硬い）の3段階とした。さらに
移植時における共存卵胞の有無、子宮の状態、形

状、収縮弾力、肥厚と、その他所見として、移植

の難易度、移植時の出血の有無等を調査した。

発情日
day0 day5 day7 day21

ｈＣＧ投与

day0 day6 day7 day21

ｈＣＧ投与

day0 day7 day21

ｈＣＧ投与

day0 day7 day14 day21

ｈＣＧ投与

day0 day5 day6 day7 day14 day21
対照区

受精卵移植

受精卵移植

DAY5区

DAY6区

受精卵移植

DAY7区

受精卵移植

DAY14区

受精卵移植
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最終分娩日から移植ま
での日数

経産牛のみ

発情所見 スタンディングの有無、その他所見
排卵所見
移植日 発情から移植までの日数、試験区では投薬日
黄体所見 大きさについて　１（長径20mm以上、大）、２（長径10mm以上20mm未満、中）、

３（10mm未満、小）の３段階
弾力性について　Ａ（弾力有）、Ｂ（若干硬）、Ｃ（硬い）の３段階
その他所見について　突起が明瞭等

共存卵胞 有無、大きさ、位置等
子宮所見 太さについて　移植者の指単位（0.5指単位）

形状について　円・半円・楕円・偏平で記録
収縮性・弾力性について　－、±、＋、＋＋、＋＋＋の５段階
肥厚について　－、±、＋、＋＋、＋＋＋の５段階

移植時所見

表１　　調査項目と基準

排血日、排卵確認日及びその所見

難易度を、難・易で記録
出血を、有・無で記録

７．副黄体の形成状況

平成15年度に行ったDAY5区,DAY7区の所内の
供試牛9頭については、移植後14日目までの間に、
副黄体の形成状況を調査した。

８．妊娠診断

妊娠鑑定は、発情後約60日目に、フィールドで
は胎膜触診法で、当所では超音波診断装置（日立

メディコ社製 ECHOPALⅡ ;EUB-405B,リニア探
触子Ｉ型7.5MHz;EUP-033J)により行った。
９．血液の採取及び処理方法

hCG投与による受卵牛の血中プロジェステロン
(P4)濃度及び血中エストラジオール17β(E2)濃度
の変化を調べるため、経時的に採血を行った。

血液は、頸静脈からヘパリン入り真空採血管に

て採血した。採血した静脈血は、直ちに破砕氷中

のクーラーボックスに保冷し、速やかに0℃、3,000
回転、60分の条件で冷却遠心し、血漿を－40℃で
凍結保存した。凍結保存した血漿は、P4につい
ては二抗体法酵素免疫測定法２１）によりE2濃度に
ついてはRIA法２２）により測定を行った。

１０．統計処理

統計処理は、コンピューターソフトSPSS２３）を
用い、受胎性については、Pearsonのカイ二乗検
定もしくはFisherの直接確率計算法を、また血中
ステロイドホルモン濃度の比較は、一元配置の分

散分析後にTukey法により多重検定を行い、危険
率5％(P<0.05)未満を有意差ありと判定した。

結 果

１．受胎成績と受卵牛の状況

表２、図２に移植後の受胎成績を示した。 そ

れぞれの受胎率は、DAY5区が60.0%、DAY6区が
54.5%、DAY7区が70.0%、DAY14区が38.1%、対
照区が41.9％となっており、各区に有意差はない
が、DAY5区、DAY6区、DAY7区がDAY14区や
対照区と比較して受胎率は高い数値であった。

図２ 試験区分別受胎率

表３に受卵牛移植前の黄体の弾力性及び大きさ

別の受胎状況を示した。特に黄体の弾力性や大き

さによる受胎率の差は見られなかった。

試 験 区 hCG投与

DAY5区 移植前々日 6 / 10 (60.0)
DAY6区 移植前日 12 / 22 (54.5)
DAY7区 移植日 7 / 10 (70.0)
DAY14区 発情日から14日目 8 / 21 (38.1)
対 照 区 無　　　投　　　与 13 / 31 (41.9)

注１：受胎頭数 ／移植頭数（受胎率：％）

受胎状況（％）
注
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表４に平成15年度に行ったDAY5区及びDAY7
区の所内で移植した9頭の投与時における1cm以
上の卵胞の有無と発情後14日までの副黄体の形成
別の受胎状況を示した。9頭中4頭に副黄体の形成
が見られ、1cm以下の卵胞もhCG投与後に排卵し、
副黄体が形成されていたが、副黄体の有無による

受胎率の差は見られなかった。

試 験 区 A B C 1 2 3
DAY5区 3/5 7/15 2/2 5/9 6/12 1/1
DAY6区 2/4 6/15 0/1 3/7 5/11 0/3
DAY7区 0/0 5/9 0/0 3/4 1/3 1/2
DAY14区 1/1 5/8 1/1 1/2 4/6 2/2
対 照 区 4/5 7/21 2/5 5/14 7/15 1/2

注１：受胎頭数／該当頭数
注２：Ａ（弾力有）、Ｂ（やや硬）、Ｃ（硬い）
注３：１（大）、２（中）、３（小）

表３　黄体の弾力性及び大きさ別受胎数

注１

注２ 注３

２．血中P4濃度の測定結果
表５、図３に受卵牛の、血中P4濃度の推移を

示した。DAY6区で、14日目の血中P4濃度が対照
区と比べて有意に上昇した。表６、図４に受卵牛

の、血中E2濃度の推移を示した。各試験区間に
おける有意差は認めれらなかったが、DAY5区で
14日目に対照区と比較して低い傾向が認められた
(p=0.053)。

表４　hCG投与区における1cm以上の卵胞と副黄体の形成別受胎状況

共存1cm以上の卵胞の有無

有 1/2 (50.0) 1/2 (50.0) 2/4 (50.0)
無 2/2 (100.0) 2/3 (66.7) 4/5 (80.0)

全　　体 3/4 (75.0) 3/5 (60.0) 6/9 (66.7)

注１：受胎頭数／移植頭数（受胎率：％）

副黄体形成
有 無

計
注１

図３ hCG投与による血中P4濃度の推移
※は、対照区、DAY14区と比較して有意差あり(p<0.05)

表５　ｈＣＧ投与による血中P4濃度の推移 (H14～15)

試 験 区 例数
DAY5区 3 2.07 ± 1.16 2.82 ± 1.25 4.11 ± 1.8 5.26 ± 2.15 7.45 ± 2.17 7.83 ± 2.21
DAY6区 2 3.30 ± 0.83 6.11 ± 3.64 10.53 ± 0.87 6.79 ± 9.31
DAY7区 2 1.09 ± 0.02 1.68 ± 0.16 2.38 ± 0.95 2.71 ± 0.72 6.42 ± 3.53 6.90 ± 1.49
DAY14区 4 2.93 ± 0.65 4.82 ± 1.48 5.02 ± 1.42 6.32 ± 1.32 1.68 ± 2.78
対 照 区 3～6 1.55 ± 0.27 2.78 ± 1.08 3.37 ± 1.08 3.00 ± 0.65 4.85 ± 0.72 6.34 ± 0.90 3.97 ± 3.03

注1：　平均値±標準偏差（単位：ng/mｌ）
注2：　同列異符号間に有意差有り a-b(p<0.05)
注3：　対照区の例数は、n=3がday5, day8, day15で、n=6がday6, day7, day14, day21である。
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図４ hCG投与による血中E2濃度の推移

表６　ｈＣＧ投与による血中E2濃度の推移(H14～15)

試 験 区 例数
DAY5区 3 3.04 ± 1.28 2.37 ± 2.59 1.89 ± 1.49 1.05 ± 0.24 0.42 ± 0.20 0.77 ± 0.41
DAY6区 5 2.01 ± 0.71 1.18 ± 0.91 0.96 ± 0.17 1.07 ± 0.24 4.54 ± 5.68
DAY7区 2 4.73 ± 3.96 2.47 ± 1.56 1.41 ± 1.79 2.02 ± 1.90 0.60 ± 0.35 0.98 ± 1.23
DAY14区 6 1.19 ± 0.46 1.71 ± 0.77 1.21 ± 0.50 1.51 ± 0.76 4.49 ± 4.39
対 照 区 3～6 3.79 ± 2.41 1.60 ± 0.56 1.33 ± 0.72 0.56 ± 0.29 1.59 ± 0.72 1.29 ± 0.12 5.58 ± 5.23

注1:　平均値±標準偏差（単位：pg/mｌ）
注2:　同列異符号間の危険率は5.3%(a-b：p=0.053)
注3:　対照区の例数は、n=3がday5, day8, day14, day15で、n=6がday6, day7, day21である。

day14 day15 day21day5 day6 day7 day8

注３

0

2

4

6

8

10

0 5 10 15 20 25

DAY5
DAY6
DAY7
DAY14
Cont

D
A
Y
5

P

血
中
E
2
濃
度
(
p
g
/
m
l
)

発情日からの経過日数

考 察

本試験では、hCGを移植前々日(DAY5区)、前
日(DAY6区)、移植日(DAY7区)に投与したところ、
有意の差は認められていないが、それぞれの受胎

率は、60.0%、54.5%、70.0%と対照区(41.9%)より
高い受胎率を得られた。斉藤ら９）は発情後５日目

で59.3%、Nishigai et al.１６）は６日目投与で67.5%
といずれも対照区より高い受胎率であったと報告

しており、本研究はこれらの既報と同様の結果で

あった。梅木ら２４）は、hCGを５日目投与した区
及び移植時に投与した区は、有意に対照区と比較

して受胎率が向上しており（対照区39.8%：n=108
に対して、それぞれ53.5%, 55.4%：n= 99, 112）、
これらのことからも5～7日目のhCG投与は受胎率
向上効果があると示唆された。Price and Webb２５）

は発情日から4～7日目及び14～18日目にhCGを投
与することで黄体の反応がよく効果的であると報

告しているが、本試験では、DAY14区の受胎率
は対照区と同程度の受胎率であった。

14日目の投与については、Macmillan et al.１２）

がGnRH類縁物質を投与することで共存している
卵胞の排卵を促し、10～13%受胎率が向上したと
している。しかし逆に、 Rajamahendran and
Sianangama ２６）は人工授精において、0、7、14日

目にhCGを投与したところ、それぞれの受胎率は
50%、78%、44%で14日目投与の効果は見られず、7
日目投与で副黄体が形成されることで早期胚死滅

の発生を抑えると報告している。14日目の投与効
果としては、その時期に存在する直径8mm以上
の卵胞の排卵を促し、E2濃度を低下させること
で受胎率を向上させると考えられる。本試験では、

DAY14区の投与時に卵胞を確認していないので
推論であるが、投与翌日のE2の低下が見られな
かったことから、14日目にhCGに反応する卵胞が
ない牛が多かったのではないかと考えられた。

もう１つの本試験の目的として、受卵牛頭数の

増加をねらう効果として、黄体所見でランクの低

い牛でもhCG投与効果が認められるか検討した
が、黄体所見別の受胎率では、各試験区間で差は

見られなかった。平泉ら２７）は、移植時に黄体の

小さい牛でもhCGの投与で受胎率が有意に上昇し
たと報告しているが、本試験では同様の結果は得

られなかった。

副黄体の形成による影響については、平成15年
度に試験を行った当所内の9頭でのみ、その形成
状況を調査したが、特に副黄体の有無による受胎

率の差は見られなかった。Price and Webb２５）に
よると、hCGは発情4～7日の卵胞顆粒細胞にある
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LHレセプターに作用し、排卵を誘発して、新た
な黄体（副黄体）を形成するとしている。

Santos-Valadez et al.１８）は、外科的に移植した未
経産牛にhCG5,000単位を投与した区で、副黄体
と血中P4濃度を調べているが、対照区と比較し
て投与区では、血中P4濃度の上昇は認められる
が、投与区内では副黄体があってもなくても血中

P4濃度に差はないと報告している。しかし、
Nishigai et al.１５）は、hCG投与後に、既存黄体が
発育し、副黄体が形成され、その両方の効果で血

中P4濃度が上昇したと報告しており、血中P4濃
度が上昇するのは、副黄体が形成されることによ

ってなのか、既存黄体へのLH様の作用によって
なのかは、明確ではない。本試験では、採血頭数

が少ないため副黄体の有無別に血中P4濃度を調
査できなかった。今後さらに検討が必要と考えら

れる。

hCG投与後の血中P4濃度をみると、DAY5、6、7
区において、14日目の血中P4濃度の値が対照区
と比較して高い数字を示した。Nishigai et al.１５）

も発情後５日目に hCG1,500単位を投与すること
により、黄体機能の増強と血中P4濃度の上昇及
びE2濃度の低下を認め、受胎率向上に対する効
果を報告している。また、田中ら１０）も人工授精

において受胎率向上のために人工授精後５日の卵

巣所見で黄体形成不全の症例に対し、hCG 1,500
～3,000 単位の筋肉内投与を施し、12日目の血中
P4濃度の明らかな上昇と受胎率の改善を認めて
いる。これらのことからもhCGを黄体初期（day5
～7）に投与することで、既存黄体の機能を増強
し、共存している卵胞が排卵して副黄体を形成し、

これが５日程たって機能し始め、双方の効果で血

中P4濃度が上昇し、受胎率が向上したのではな
いかと考えられた。

さらに、血中P4だけでなくE2濃度も受胎に対
する影響はあるとＭann et al.１３）は報告しており、
人工授精後12日目のGnRH投与により、受胎牛に
おいてE2の有意な低下があり、受胎率向上に影
響を与えたとしている。本試験においても、14日
目のE2濃度は、hCGを投与した全ての区において、
対照区より低い数値となっていたが、有意差は認

められず、E2濃度と受胎との関連については不
明であった。Nishigai et al.４）５）もhCG投与翌日か
ら3日目までの血中E2濃度の下降を認めている
が、本試験では、全ての試験区において投与後の

血中E2の下降効果は認められず、これらの報告
とは異なる結果であった。

受精卵の致死率は、発情日から8～16日目の間
で３０％に及ぶと言われ２８）この前にhCGを投与
し、黄体機能を増強させることが受胎率の向上に

つながると考えられる。本試験では、DAY5、6、7
区で血中P4濃度の14日目の上昇が認められ、hCG
を移植0～2日前に投与することで、副黄体の形成、
もしくは既存黄体へのLH様の効果により14日目
のP4濃度の上昇がおこり、受胎と関係したこと
が示唆された。これは、母胎が胚を認識する14日
目前後に血中P4濃度が高く推移することで子宮
環境が整えられたためと考えられる。

以上のことから受卵牛に対する発情後5、6、7
日目のhCGの投与は、発情後14日目の血中P4濃度
を上昇させ、受胎率を向上させる可能性があるこ

とが示唆された。特に移植時における投与でも移

植前々日及び前日と同程度の効果が期待されるこ

とから、普及性が高い手法であると考えられた。

しかし、hCGは分子量が大きいため、抗ホルモン
抗体の産生により、効果が減ずることがあるとさ

れており、同一牛への反復投与には注意が必要と

思われる。
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