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牛胚移植技術は，効率的な優良牛の生産，牛群の改良
に広く活用されている．胚移植における受胎率は，胚の
品質や凍結の有無，受胚牛の状態等に影響される［1］
が，低品質胚においては透明帯から脱出（ハッチング）
できないことが低受胎率の要因として考えられる．また
体外受精胚は体内受精胚に比べ受胎率が低く［2, 3］，
凍結融解後のハッチング率が低いと報告されている
［4］．近年，人胚において脱出を補助するアシストハッ
チング技術として，マイクロニードルを用いた透明帯切
開，酸性タイロード液やレーザーを用いた透明帯菲薄処
理が行われ，受胎率の向上が試みられている［5-10］．
また，筆者ら［11］はこれまでに牛低品質胚の新鮮胚
移植において透明帯切開により受胎率が向上することを
報告している．
本研究では，体外受精胚及び体内受精胚において，よ
り簡便に行えるアシストハッチング法として，透明帯に

対するタンパク質分解酵素であるプロナーゼ処理が胚の
発育や脱出補助効果及び受胎率に及ぼす影響を検証し
た．

材 料 及 び 方 法

試験構成： 体外受精胚及び体内受精胚を用い，アシス
トハッチング処理としてプロナーゼ処理及び透明帯切開
処理と無処理の3群の比較により，その効果を検証した．
試験 1： 体外受精胚を用い，プロナーゼ処理を施し，
新鮮胚及びプロナーゼ処理後凍結融解した胚の透明帯の
厚さを調査した．
試験2： 体外受精 Good胚を用い，プロナーゼ処理後，

凍結を行わない新鮮胚と処理後凍結 -融解を行う凍結胚
についてそれぞれ培養試験を行い，プロナーゼ処理の胚
盤胞期への発生率及び脱出に及ぼす影響を比較した．
試験 3： 体内受精胚を用い，新鮮胚と凍結胚の移植試
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要　　　　　約

牛胚において受胎率向上を目的に，タンパク質分解酵素であるプロナーゼを用いたアシストハッチング（AH）処理
の効果を検証した．その結果，体外受精由来桑実胚を用いた培養試験において，プロナーゼ処理は新鮮胚及び凍結胚の
胚盤胞期への発生率に悪影響を与えず，胚がハッチングする割合を有意に向上させることが確認された．さらに体内受
精胚を用いた新鮮胚及び凍結胚の移植試験において，良質胚では効果がみられないが，低品質胚において新鮮胚移植で
は有意に受胎率が向上したものの，凍結胚移植では効果が認められなかった．以上よりプロナーゼによる AH処理は，
採胚施設において特別な器材や技術を必要としない簡易な方法であり，低品質胚の新鮮胚移植における受胎率向上に有
効な方法であることが示唆された．─キーワード：アシストハッチング，牛胚，受胎率，プロナーゼ．

日獣会誌　67，833～838（2014）

1）長崎県農林技術開発センター（〒 859-1404　島原市有明町湯江丁 3600）
2）長崎県　開業（西野動物医院：〒 859-1404　島原市有明町湯江丁 1273）
3）山口大学大学院連合獣医学研究科（〒 753-8515　山口市吉田 1677-1）
4）独食品産業技術総合研究機構動物衛生研究所（〒 305-0856　つくば市観音台 3-1-5）
5）鹿児島大学共同獣医学部（〒 890-0065　鹿児島市郡元 1-21-24）

† 連絡責任者：窪田　力（鹿児島大学共同獣医学部）
〒 890-0065　鹿児島市郡元 1-21-24　　☎・FAX 099-285-8736　E-mail : k7980336@kadai.jp

産業動物臨床・家畜衛生関連部門



834

牛胚透明帯の酵素処理によるアシストハッチング法

日獣会誌　67　833～838（2014）

液に透明帯の変形が確認されるまで胚を浸漬した．透明
帯の変形は，体外受精胚で 20 秒から 1分の間，体内受
精胚で 1分から 3分の間に認められ，その後胚を 20％
子牛血清（Invitrogen, U.S.A.）加 D-PBSまたは 10％
牛胎子血清加 TCM-199 培地により洗浄し，凍結保存
または培養試験に供した．
胚の凍結及び融解方法： 胚の凍結保存は，アシスト
ハッチング処理後ダイレクト法により行った．方法は，
5％エチレングリコール（和光純薬工業㈱，大阪）＋6％
プロピレングリコール（Sigma, U.S.A.）＋0.1Mスク
ロース（Sigma, U.S.A.）添加 20％子牛血清加 D-PBS

液［12］を用い，0.25mlストロー（imv, France）に封
入した．その後プログラムフリーザー（ET-1，富士平
工業㈱，東京）を用いて，－7℃で 2分間保持後植氷し，
8 分間保持，氷晶形成を確認後－30℃まで毎分－0.3℃
のスピードで冷却した後，液体窒素中に保存した．胚の
融解方法は，5秒間空気中に保持した後，30℃の温湯に
より融解した．
アシストハッチング処置後の胚の体外培養： 培養液
は，10％牛胎子血清加 TCM-199 に 100μMβ-メルカ
プトエタノール（Sigma, U.S.A.）を添加して用いた．
処理胚は，38.5℃，5％ CO2，5％ O2，90％ N2，水蒸気
飽和下で 4日間培養して発育を観察した．胚の発育は，
透明帯から完全に脱出した胚をハッチト胚，あるいは脱
出途中の胚をハッチング胚として区分した．
培養試験は，各群 1回につき 7～19 個の処理胚によ
り行い，新鮮胚においては 7回，凍結胚においては 11
回の反復を行った．
胚の移植： 胚移植は，発情 7日目（発情日＝0日）に

受胚牛の黄体側に非外科的に移植した．受胎確認は，発
情後 45～60 日の間に直腸検査により行った．
透明帯の計測： 一部の供試胚を 0.1Mリン酸緩衝液に

より希釈した 2.5％グルタールアルデヒド（和光純薬工
業㈱，大阪）により 45 分間の前固定，0.1Mリン酸緩
衝液により希釈した 2％四酸化オスミウム（ナカライテ
スク㈱，京都）により 45 分間の後固定を行い，2％酢
酸ウランで 30 分間処理，脱水後 Quetol 653（TAAB，
U.K.）で包埋した．80nmの厚さに作成した切片を酢酸
ウラン及びクエン酸鉛により染色した後，切片を電子顕
微鏡（H-7500，㈱日立製作所，東京）で観察し，撮影
した写真を用いて透明帯の厚さを計測した．なお透明帯
の厚さは，それぞれの試験区各 4個の胚について 4カ所
（0，45，90，135 度）を測定した．
統計解析： 統計は，透明帯の厚さについては Student’s 

t- 検定を行い，脱出率については，各項目を逆正弦変
換法による分散分析を行い，区間の検定には Tukey多
重検定で解析した．受胎率については，分散分析を行っ
た．各項目は P＜0.05 で有意差ありとした．

験を行い，受胎率を比較した．
供試胚： 体外受精胚は Kubotaら［12］の方法に従っ

て作出した．つまり，食肉センターにおいて採材した牛
卵巣に存在する 5mm以下の卵胞から卵子を吸引し，
10％牛胎子血清（Invitrogen, U.S.A.）加 TCM-199
（Invitrogen, U.S.A.）液により 5％ CO2，95％空気，
38.5℃の条件下で 21 時間成熟培養を行った．次に 1頭
の黒毛和種種雄牛の凍結融解精液を用いて体外受精を行
い，その後 10％牛胎子血清加 CR1aa液［13］により 5％
CO2，95％空気，38.5℃の条件下で体外培養し，受精後
6日目に桑実胚まで発育した Good胚（正常な発育で変
性細胞がほとんどないもの）［14］を供試した．
体内受精胚は，黒毛和種供胚牛に卵胞刺激ホルモン製
剤（アントリン ®，共立製薬㈱，東京）14 単位または
20 単位の漸減投与及びプロスタグランジン製剤（プロ
ナルゴン F，ファイザー社，ベルギー）による過剰排卵
処理を行い，黒毛和種の凍結融解精液を人工授精，その
7日後にバルーンカテーテルを用いて採胚した．得られ
た収縮桑実胚及び初期胚盤胞を用い，形態学的に
Good，Fair，Poorに区分し（Good胚は変性細胞がほ
とんどないもの，Fair胚は変性細胞が 20％前後のもの，
Poor胚は 30％以上変性細胞があるもの）試験に供した．
アシストハッチング処理： 体外受精胚は，体外受精後
6日目の桑実胚をランダムに 3群に分け，そのうち 2つ
の群はプロナーゼ処理群と透明帯切開処理群としてアシ
ストハッチング処理を行った．その後各群において凍結
しない新鮮胚培養試験とダイレクト法により凍結・融解
後培養する凍結胚培養試験を実施した．体内受精胚は，
人工授精後 7日目の採胚時にアシストハッチング処理を
行い，新鮮胚及び凍結胚移植に用いた．
マイクロニードルを用いたアシストハッチング（ス
リット区）： 処理は，約 25℃のクリーンベンチ内で，透
明帯を切開するマイクロニードル（#3-000-210-G, 

Drummond Scientific Co., U.S.A.）と胚を吸引保定す
るホールディングピペット（G-1, Narishige Co.，東
京）を取り付けたマイクロマニピュレーター（MO-202，
Narishige，東京）を用い，顕微鏡下で胚透明帯の切開を
行った［11］．まず 20％子牛血清（Invitrogen, U.S.A.）
加修正ダルベッコリン酸緩衝液（D-PBS, Invitrogen, 

U.S.A.）のドロップ中において，ホールディングピペッ
トにより胚を保定し，内細胞塊を傷つけないよう透明帯
にカッティングニードルを穿刺した後，カッティング
ニードルとホールディングピペットを擦り合せることに
より透明帯にスリットを作成した．透明帯へのスリット
は胚の円周の 10～15％とした．
プロナーゼを用いたアシストハッチング処理（プロ
ナーゼ区）： 室温（約 25℃）下で D-PBSで 3％に調整
したプロナーゼ（アクチナーゼ E，科研化学㈱，東京）
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ゼ処理区が無処理区に比べ約 1μm薄く，有意な差（P

＜0.05）がみられた（表 1）．
試験 2： 体外受精胚を用いた培養試験では，桑実胚に
おけるアシストハッチング処理区の胚盤胞期への発生率
は，無処理区と比較して，新鮮胚（表 2），凍結胚（表 3）
ともに有意な差はみられなかった．
新鮮胚の培養 4日目までのハッチト胚数の割合は，無
処理区に比べプロナーゼ区（P＜0.01），スリット区（P

＜0.05）とも有意に高く，ハッチング胚数を含めた胚数
も無処理区に比べ有意（P＜0.01）に高かった（表 2）．
また凍結胚においても同様の成績であった（表 3）．
試験 3： 移植試験を野外で実施したため，新鮮胚移植
は野外で実施可能な無処理区とプロナーゼ区の 2区を比
較した結果，プロナーゼ区の受胎率は Good，Fair品質
胚では無処理区との間に差はみられなかったが，Poor

胚では無処理区に比べ有意（P＜0.05）に高くなった（表
4）．
凍結胚移植では無処理区，スリット区，プロナーゼ区
の 3区を比較した結果，プロナーゼ区，スリット区の受

なお，本研究は，動物福祉に配慮して，供試牛に苦
痛を増大させないように体内受精胚の回収，胚移植等を
行った．

成　　　　　績

試験 1： プロナーゼ処理による透明帯厚の変化
新鮮胚，凍結胚ともにプロナーゼ処理後，透明帯の表
層が薄くなっていることが観察された（図 1）．透明帯
の厚さを比較した結果，新鮮胚，凍結胚ともにプロナー

P（－）・F（－） P（＋）・F（－） P（－）・F（＋） P（＋）・F（＋）

図 1　プロナーゼ処理の有無，凍結融解の有無による透明帯の変化
P（＋）：プロナーゼ処理有り，P（－）：プロナーゼ処理無し，F（＋）：凍結融解有り，F（－）：凍結融解無し

表 1　プロナーゼ処理の有無による透明帯の厚さの比較

凍結の有無 プロナーゼ
処理の有無 計測数 透明帯の厚さ 

（μm）

無 
（新鮮胚）

無し 16 4.95±1.75 a）

有り 16 3.66±0.98 b）

有 
（凍結胚）

無し 16 4.74±1.31 a）

有り 16 3.88±0.97 b）

a），b）異符号間に有意差あり（P＜0.05）
（平均±標準偏差）

表 2　体外受精胚におけるアシストハッチング処理の有無
が胚の発育に及ぼす影響（新鮮胚）

試験区 供試
胚数

胚盤胞
発生数 
（％）＊1

ハッチン
グ胚数 
（％）＊2

ハッチト
胚数
（％）＊3

合計
胚数
（％）＊4

無処理区 92 77 
（83.7）

16a） 
（20.8）

15a） 
（19.5）

31a） 
（40.3）

プロナーゼ区 101 84 
（83.2）

21 
（25.0）

37c） 
（44.0）

58c） 
（69.0）

スリット区 97 80 
（82.5）

30b） 
（37.5）

29b） 
（36.3）

59c） 
（73.8）

プロナーゼ区：3％プロナーゼを用いた透明帯菲薄処理
スリット区：マイクロニードルを用いた透明帯切開処理
a），b）：同列異符号間に有意差有り（P＜0.05）
a），c）：同列異符号間に有意差有り（P＜0.01）
＊1：胚盤胞発生数／供試胚数
＊2：ハッチング胚数／胚盤胞発生数
＊3：ハッチト胚数／胚盤胞発生数
＊4：（ハッチング胚数＋ハッチト胚数）／胚盤胞発生数

表 3　体外受精胚におけるアシストハッチング処理の有無
が胚の発育に及ぼす影響（凍結胚）

試験区 供試
胚数

胚盤胞
発生数 
（％）＊1

ハッチン
グ胚数 
（％）＊2

ハッチト
胚数
（％）＊3

合計
胚数
（％）＊4

無処理区 155 57 
（36.8）

8a） 
（14.0）

10a） 
（17.5）

18a） 
（31.6）

プロナーゼ区 141 53 
（37.6）

8 
（15.1）

27c） 
（50.9）

35c） 
（66.0）

スリット区 145 52 
（35.9）

17b）

（32.7）
19b） 

（36.5）
36c） 

（69.2）

プロナーゼ区：3％プロナーゼを用いた透明帯菲薄処理
スリット区：マイクロニードルを用いた透明帯切開処理
a），b）：同列異符号間に有意差有り（P＜0.05）
a），c）：同列異符号間に有意差有り（P＜0.01）
＊1：胚盤胞発生数／供試胚数
＊2：ハッチング胚数／胚盤胞発生数
＊3：ハッチト胚数／胚盤胞発生数
＊4：（ハッチング胚数＋ハッチト胚数）／胚盤胞発生数
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胚盤胞期への発生率に悪影響を与えず，胚のハッチング
割合を有意に向上させることを確認した．さらに体内受
精胚を用いた移植試験の結果，低品質胚において新鮮胚
では有意に受胎率が向上した．筆者ら［11］は，牛体
内受精胚新鮮移植においてマニピュレーターを用いた透
明帯切開が低品質胚の受胎率を向上させることを報告し
ており，今回プロナーゼを用いた透明帯菲薄処理も同様
に低品質胚新鮮移植において受胎率改善の効果が認めら
れた．しかし Good胚，Fair胚においてはその効果は
認められず，また Poor胚においても凍結胚ではその効
果が小さいと思われた．これは，Poor胚は変性細胞が
多く，加えて胚の凍結及び融解処理により受胎性が低下
する影響が大きく，アシストハッチング処理の効果が小
さくなったと思われる．
牛胚移植において低品質胚の有効活用は，貴重な胚に
よる優良牛の増産に必要な技術であり，そのためには凍
結保存技術も含めた受胎率の向上が求められている．今
回の結果は，今後低品質胚の有効活用技術の一助となる
と思われる．
以上，プロナーゼによるアシストハッチング処理は，
畜産現場の採胚施設において特別な器材や技術を必要と
しない簡易な方法であり，受胎率向上に有効な方法であ
る．
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胎率は，Good，Fair，Poorのいずれの品質胚でも無処
理区と有意な差はみられなかった（表 4）．

考　　　　　察

胚移植において胚の品質は受胎率に影響を与え，特に
低品質胚は受胎率が低い［15］．また Abeら［16］は，
品質を形態学的に分類した牛桑実胚の微細構造を比較し
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培養により割球数を増やすことで良質胚と同等の受胎率
が得られると報告している．このように割球数と胚品質
には相関があり，高品質の胚は透明帯からの脱出率も高
くなる．受胎するためには胚が透明帯から脱出すること
が必要であり，低品質胚の受胎率を改善するために，透
明帯からの脱出率を向上させることも大きな要因とな
る．また Iwasakiら［18］は，体外受精胚は内部細胞
塊の接触が弱く，細胞数が少ないと報告し，Numabe
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表 4　体内受精胚におけるアシストハッチング処理の有無が受胎率に及ぼす影響

凍結の 
有無 試験区

胚の品質
計

Good Fair Poor

移植数 受胎数 受胎率 
（％） 移植数 受胎数 受胎率 

（％） 移植数 受胎数 受胎率 
（％） 移植数 受胎数 受胎率 

（％）

無 
（新鮮胚）
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有 
（凍結胚）

無処理区 84 47 56.0 61 28 45.9 31 7 22.6 176 82 46.6
プロナーゼ区 48 26 54.2 38 18 47.4 36 14 38.9 122 58 47.5
スリット区 30 14 46.7 32 15 46.9 19 7 36.8 81 36 44.4

a），b）異符号間に有意差あり（P＜0.05）
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SUMMARY

In bovine embr yos, the ef fect of assisted hatching (AH) processing using pronase, which is a protein-split-
ting enzyme, was verified for the purpose of improving the pregnancy rate.  As a result, in the culture examina-
tion using morulae produced by in vitro fer tilization, it was confirmed that pronase treatment did not have a 
negative influence on blastocyst development, and that it also significantly improved the hatching rate of 
embr yos in examinations of both fresh and frozen-thawed embr yos.  Fur thermore, in the embr yo transfer 
examination using embr yos recovered from superovulated Japanese Black donors, it was suggested that pro-
nase treatment possibly improves the pregnancy rate following the transfer of poor-quality fresh embr yos.  In 
conclusion, AH processing using pronase is a simple method that does not require special equipment or tech-
nology for on-farm application, and it is an ef fective method of improving the pregnancy rate of poor-quality 
fresh embr yos. ─ Key words : assisted hatching, bovine embr yo, pregnancy rate, pronase.
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