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要 約 

 

本県の銘柄和牛である常陸牛のトップブランド化を推進する中で、黒毛和種受精卵の需要が高まっている。一方

で、ウシの体内胚生産能力の個体差は大きく、安定した胚生産を支援する技術開発が喫緊の課題である。本研究で

は、ヒト生殖補助医療領域において、酸化ストレスが卵質の低下に影響する点に着目し、活性酸素代謝物（d-ROMs）

および抗酸化力値（BAP）によるウシの酸化ストレスの評価および抗酸化物質投与による採卵成績の向上を目的と

し、効率的な体内胚生産方法を検討した。 

ウシにおいて日中の血中 d-ROMs 値および BAP 値で特定の動態はなく、採卵プログラム中では計測値のばらつ

きが認められた。一方、採卵成績（回収卵数、胚数および正常卵数）と BAP 値の間には弱い負の相関が見られ、

さらに、採卵プログラム中の CIDR 挿入時および AI 時において、d-ROMs 値と生涯採卵回数および年齢で正の相

関が見られた。これらの結果から、BAP 値は採卵成績と関連する指標として機能しうること、また d-ROMs 値は

採卵成績に間接的に影響することが示唆された。 

抗酸化物質として牛へのセレン給与を行うことで BAP 値の短期的な増加が見られたが、給与期間の長さにかか

わらず、採卵プログラム実施時における給与効果は見られなかった。 
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緒 言 

 

本県の銘柄和牛である常陸牛のトップブランド化を

推進する中で、安定的なウシ体内胚生産技術の確立が

急務となっており、乳用種や交雑種の借り腹を利用し

た効率的な黒毛和種子牛生産および受胎率向上対策と

して、胚移植が行われている。一方で、ウシの体内胚

採取において、採取胚数と正常卵数は個体差が大きい

ため、効率的な体内胚採取方法が求められている。 

活性酸素代謝物（ Diacron-Reactive Oxygen 

Metabolites、d-ROMs）は、生体内の酸化ストレスを簡

易的かつ総合的に評価可能な指標である。酸化ストレ

スは活性酸素の生成と抗酸化力（Biological Antioxidant 

Potential、BAP）に不均衡が生じ、生体内が酸化状態

に傾くことで起こる 1）。ヒト生殖補助医療領域におい

て、酸化ストレスによる卵質の低下等が考えられてい

る 2、3)。また、抗酸化物質の投与により、ヒトにおいて

は正常卵率および妊娠率 3）が、マウスにおいては採卵

数および正常卵数が有意に向上した 4）との報告がある。

そのため、酸化ストレスは不妊治療における指標の一

つとして活用されており、その臨床的有用性は高いと

いえる。しかし、いずれにおいてもウシにおける採卵

成績との関連性は明らかになっていない。 

そこで本研究では、黒毛和種繁殖雌牛を対象に、

d-ROMs 値、BAP 値、個体データや飼養環境等が採卵

成績にどのように影響するかを調査し、採卵成績向上

に関わる要因を明らかにするとともに、セレンをはじ

めとする抗酸化物質を給与した場合における採卵成績

向上への影響を解明することを目的とした。 

 

材料および方法 

 

１ 活性酸素代謝物の動態の解明 

１）供試動物 

当センター繋養の黒毛和種繁殖雌牛を計 14 頭供

した。 
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２）採血 

当センター繋養牛を一日繋ぎ飼い区と日中パドッ

ク放牧区で各３頭供試し、日内において経時的に頸

部採血を実施した。 

次に、当センター繋養牛を８頭供試し、体内胚採

取スケジュール期間において経日的に採血を実施し

た。体内胚生産スケジュールにおける膣内留置型黄

体ホルモン製剤（Controlled Internal Drug Release、

CIDR）（ゾエティス・ジャパン株式会社、東京）挿

入時、過剰排卵処理（Superovulation、SOV）開始時、

CIDR 抜去時、人工授精（Artificial insemination、AI）

時、採卵（Embryo recovery、ER）時での採血の他、

SOV 開始から AI 実施までは、午前・午後の１日２

回採血を実施し、AI から ER までの間は１日毎に採

血を実施した。採取した血液は真空採血管に分注後、

遠心分離（3000rpm、15 分、４℃）し、血漿を得た。

血漿は測定まで-20℃で保存した。 

３）血中 d-ROMs 値および BAP 値の測定と OSI 値の

算出 

 血中d-ROMs値およびBAP値は酸化還元分析装置

REDXLIBLA（株式会社 WISMERLL、東京）により

測定した。測定はキット（同社製）添付の説明書に

準拠した。酸化ストレス（oxidative stress index、以下

OSI）値は、測定された d-ROMs 値/BAP 値×100 で算

出した。 

４）統計解析 

 各採血実施時点における差を検定するため、反復 

経時分散分析を実施した。p 値はボンフェローニ法

により調整し、p < 0.05 で有意差があるとした。統計

解析は EZR により実施した。 

 

２ 活性酸素代謝物および各種要因と採卵成績の関連

性の解明 

 １）供試動物 

 当センター繋養の黒毛和種繁殖雌牛 57 頭を供し、

延べ 239 回分の採卵情報を収集した。 

 ２）採卵プログラム 

 採卵プログラムは飯盛らの方法 5）を参考に設計し

た（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 図１ 当センターにおける採卵プログラム 

３）採血 

  採卵プログラムにおける５時点（CIDR 挿入時、

SOV 開始時、CIDR 抜去時、AI 時、ER 時）で採血

を行った。採取した血液は真空採血管に分注後、遠

心分離（3000rpm、15 分、25℃）し、血漿を得た。

血漿は測定まで-20℃で保存した。 

４）採卵および胚の品質判定  

採取した体内胚の全数を回収卵数とした。採取し

た胚の品質判定は、実体顕微鏡下で観察し、家畜人

工授精テキスト 6)に基づき、A～C ランクおよび変性

卵にランク分けを実施した。A～C ランクと判定し

た胚を正常卵、正常卵と変性卵を含めたものを胚と

定義した。上記定義に基づき、各個数をカウントし

た。 

５）黄体数のカウント 

ER 時における卵巣の状態を超音波診断装置（メデ

ィカルタスクフォース株式会社、大阪）で観察した。

最大径が 10 ㎜以上の円形もしくは楕円形をした実

質部分を黄体と定義し、推定黄体数としてカウント

した。また、回収卵数が確認黄体数を上回った場合

は、回収卵数と同数の黄体が存在すると考え、その

数を推定黄体数としてカウントした。 

 ６）採卵成績に関する検討項目 

  本試験における採卵結果に関する検討項目は推定

黄体数、回収卵数、胚数、正常卵数、変性卵数とし

た。その他、各個体の延べ採卵実施数として生涯採

卵回数と個体の年齢を加え、計７項目とした。 

７）血中 d-ROMs 値および BAP 値の測定 

 １の３）と同様の方法で実施した。 

８）統計解析 

要因の関連性を明らかにするために連続変数の相

関係数の検定（Spearman の順位相関係数）を実施し

た。回収卵数が外れ値として同定された採卵データ

については除外し、p < 0.05 で有意差があるとした。

統計解析は EZR により実施した。 

 

３ 抗酸化物質の投与が活性酸素代謝物に及ぼす影響

の解明 

１）供試動物 

当センター繋養の黒毛和種繁殖雌牛 10 頭 

２）抗酸化物質の投与 

  当センターの慣行飼料に 2.4g/日/頭の飼料添加用

有機セレン（QTI1000SE、日本ニュートリション株

式会社、東京）（セレンとして 2.4 ㎎）を添加し、２

週間給与を行った。給餌は朝夕２回行い、自由飲水

とした。日中はパドック管理、夕方から朝にかけて
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は繋ぎ飼養とした。 

３）採血 

  抗酸化物質投与開始前および１週間ごとに採血を

実施した。採取した血液の処理および保管について

は、２の２）と同様とした。 

４）血中 d-ROMs 値および BAP 値の測定 

 １の３）と同様の方法で実施した。 

５）血中セレン濃度の測定 

 株式会社日本ハウス分析センターへ依頼し、

ICP-MS 法による測定を実施した。 

６）統計解析 

各採血実施時点における差を検定するため、１の

４）と同様に実施した。 

 

４ 抗酸化物質の投与が採卵成績に及ぼす影響の解明 

１）短期給与試験 

  （１）供試動物 

    当センター繋養の黒毛和種繁殖雌牛 12 頭 

 （２）給与方法 

  給与の設計に際し、セレン給与区（Se 区）と

セレン＋ビタミン E 給与区（Se+V.E.区）の２区

を設定し、供試頭数は各区６頭とした。 

  Se 区では、３の２）と同様に添加し、採卵開

始１週間前から採卵実施まで給与を行った。 

  Se+V.E.区では、Se 区での給与内容に加えて、

ビタミン E50％飼料添加材（zhejiang medicine co.、

中国）を４ｇ/日/頭（酢酸トコフェロールとして

２g）を添加し、採卵開始１週間前から採卵実施

まで給与を行った。給餌は朝夕２回行い、自由

飲水とした。日中はパドック管理、夕方から朝

にかけては繋ぎ飼養とした。 

  （３）採卵プログラム 

 ２の２）と同様に行い、FSH の投与量は 18AU  

で固定した。 

  （４）採血 

  給与前に加えて、体内胚生産スケジュールに

おける４時点（CIDR 挿入時、FSH 投与開始時、

AI 時、ER 時）で採血を行った。採取した血液

の処理および保管については、２の２）と同様

とした。 

  （５）採卵および胚の品質判定 

    ２の４）と同様に行った。 

  （６）黄体数のカウント 

  ２の５）と同様に行った。 

  （７）血中 d-ROMs 値および BAP 値の測定 

    １の３）と同様の方法で実施した。 

  （８）採卵成績に関する検討項目 

本試験における採卵結果に関する検討項目は

推定黄体数、回収卵数、正常卵数、変性卵数、

未受精卵数とした。 

  （９）統計解析 

  各試験区における採血実施時点における

d-ROMs 値、BAP 値、酸化ストレス（oxidative 

stress index、OSI：d-ROMs 値/BAP 値×100 で算

出）値の差と各試験区間の差を検定するため、

反復測定分散分析を実施した。p 値はボンフェ

ローニ法により調整し、p < 0.05 で有意差がある

とした。 

また、採卵に対する抗酸化物質投与効果を検

討するために、各個体の直近の同条件下での採

卵実施時における d-ROMs 値、BAP 値、OSI 値

（４地点：CIDR 挿入時、SOV 開始時、AI 時、

ER 時）および採卵成績を収集し、反復測定分散

分析を実施した。p 値はボンフェローニ法によ

り調整し、p < 0.05 で有意差があるとした。統計

解析は EZR により実施した。 

２）長期給与試験 

  （１）供試動物 

    当センター繋養の黒毛和種繁殖雌牛 16 頭 

  （２）給与方法 

給与の設計に際し、60 日給与区、120 日給与

区、180 日給与区および対照区の４区を設定し、

供試頭数は各区４頭、給与スケジュールは図２

のとおりとした。 

対照区を除く３区については、飼料添加用有

機セレンの添加量を３の２）と同様とした。給

餌は朝夕２回行い、自由飲水とした。日中はパ

ドック管理、夕方から朝にかけては繋ぎ飼養と

した。 

 （３）採卵プログラム 

 ４の１）の（３）と同様に行った。 

 （４）採血 

各区採卵実施の 180 日前を起点として、１か

月毎にそれぞれ採血を実施した。また、体内胚

生産スケジュールにおける４時点（CIDR 挿入

時、SOV 開始時、AI 時、ER 時）で採血を行っ

た。採取した血液および保管については、２の

２）と同様とした。 

 （５）採卵および胚の品質判定 

    ２の４）と同様に行った。 

 （６）黄体数のカウント 

 ２の５）と同様に行った。 
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 （７）血中 d-ROMs 値および BAP 値の測定 

 １の３）と同様の方法で実施した。 

 （８）採卵成績に関する検討項目 

 ４の１）の（８）と同様に行った。 

 （９）統計解析 

各試験区における採血実施時点における

d-ROMs 値、BAP 値、OSI 値の差と各試験区間

の差を検定するため、反復測定分散分析を実施

した。p 値はボンフェローニ法により調整し、p 

< 0.05 で有意差があるとした。 

また、採卵に対する抗酸化物質投与効果を検

討するために、各個体の直近の同条件下での採

卵成績を収集し、反復測定分散分析を実施した。

p 値はボンフェローニ法により調整し、p < 0.05

で有意差があるとした。統計解析は EZR により

実施した。 

 

 図２ 長期給与試験スケジュール 

 

本研究は茨城県畜産センター動物実験委員会の承

認を受け、実施した。 

 

結  果 

 

１ 活性酸素代謝物の動態の解明 

 一日繋ぎ飼い区および日中パドック放牧区のいず

れにおいても、血中 d-ROMs 値、BAP 値は日内変動

が少なく、各測定区間で有意な差は見られなかった。

このことから日内で採血時間を選択しなくて良いこ

とが明らかとなった（図３a～f）。SOV 中における血

中 d-ROMs 値、BAP 値、OSI の経日的な変化は見ら

れず、８頭で共通した動態も見られなかったが、個

体によって測定値にばらつきが見られた（図４～

６）。 

 

 

 

図３ d-ROMs 値の一日繋ぎ飼い区の日内動態（a）

および日中パドック放牧区の日内動態（b）、BAP 値

の一日繋ぎ飼い時の日内動態（c）および日中パドッ

ク放牧時の日内動態（d） 

 

 図４ SOV 中の血中 d-ROMs 値の動態 

 

 図５ SOV 中の血中 BAP 値の動態 

 

 図６ SOV 中の血中 OSI 値の動態 
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２ 活性酸素代謝物や各種要因および採卵成績の関連

性の解明 

SOV を FSH 投与量 18AU で行った場合、CIDR 抜

去時を除く時点において、BAP値と回収卵数、胚数、

正常卵数の間で弱い負の相関が見られた（図７）。 

また、CIDR 挿入時および AI 時において、d-ROMs

値と生涯採卵回数、年齢の間で正の相関が見られた

（図８）。 

 BAP 値について、採卵時の中央値（2,822μM/L）

をもとに LOW 区、HIGH 区の２区に分け、ｔ検定を

実施したところ、LOW 区において回収卵数、胚数、

正常卵数が HIGH 区と比較して有意に高かった（図

９）。同じく、d-ROMs 値について採卵時の中央値

（109.5 U.CARR）をもとに LOW 区、HIGH 区の２

区に分け、ｔ検定を実施したところ、BAP 値と同様

に LOW 区において回収卵数、胚数、正常卵数が

HIGH 区と比較して高い傾向であったが、有意差は

見られなかった（図 10）。

 

 

 

図７ SOV を FSH 投与量 18AU で行った際の BAP 値と採卵成績（左から回収卵数、胚数、正常卵）の相関（CIDR

挿入時（A）、SOV 開始時（B）、AI 時（C）、ER 時（D））
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図８ SOV を FSH 投与量 18AU で行った際の d-ROMs 値と生涯採卵回数、年齢の相関（CIDR 挿入時（A）、AI 時

（B）） 

 

 

平均±標準誤差、*p <0.05 

図９ BAP 値に基づき、LOW 区、HIGH 区で比較した

回収卵数、胚数、正常卵数  

 

 

                              平均±標準誤差 

図 10 d-ROMs 値に基づき、LOW 区、HIGH 区で比較

した回収卵数、胚数、正常卵数 

 

３ 抗酸化物質の投与が活性酸素代謝物に及ぼす影響

の解明 

 セレンの継続的な給与を行った結果、血中セレン

濃度は給与１週目、２週目と有意に増加した。BAP

値については、給与１週目は有意に増加したが、２

週目は給与前と同水準であった。d-ROMs 値につい

ては、同様に１週目で増加し、２週目でやや減少し

たが、有意な差は見られなかった。OSI 値は BAP 値

の変動の影響で、２週目で増加したが、全体を通し

て有意な差は見られなかった（表１）。 

上記の結果から、BAP の変動のみ有意な反応が確

認できたが、採卵プログラム実施時における給与効

果や、より長期間の給与による反応の動態を検討す

るため、セレンおよびセレンと相補作用があるとさ

れるビタミン E7）を用いた試験を実施した。 

 

 表１ セレン給与時の血中セレン濃度と酸化

ストレスマーカーの測定値  

 

平均値±標準誤差、異符号間で有意差あり（p<0.05）   

 

４ 抗酸化物質の投与が採卵成績に及ぼす影響の解明 

短期給与試験において、Se 区および Se+V.E.区の

d-ROMs 値、BAP 値は各区で比較して有意な差は見

られなかった。また、各区で給与時と未給与時の

d-ROMs 値、BAP 値を比較したところ、給与時の

d-ROMs 値が CIDR 挿入時を除く時点で高い傾向が

見られた（表２）。 

短期給与試験の採卵成績については、Se 区におい

て、全項目で未給与時より高い傾向であったが、

Se+V.E.区においては、回収卵数と正常卵数が給与時

に低い傾向であった（表３）。 
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長期給与試験において、採卵プログラムを開始す

るまでの１か月毎の採血では、BAP 値について各区

間で差はあるものの、開始時と比較して３～４か月

で減少する動きが見られた（図 11（A））。一方、

d-ROMs 値および OSI 値については、１か月毎の採

血で特異的な動態は見られなかった（図 11（B）、（C））。 

採卵プログラム中における採血では、BAP 値、

d-ROMs 値のいずれも経時的な変化は見られなかっ

た（表４）。 

 セレン給与時と未給与時で採卵成績を比較したと

ころ、給与時において各項目で低い傾向が見られた。

特に 60 日給与区においては、推定黄体数、回収卵数

の有意な減少が確認された（表５）。 

 

 

表２ セレンおよびセレン+ビタミン E の短期給与

が d-ROMs 値および BAP 値に及ぼす影響 

 

平均±標準誤差 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表３ セレンおよびセレン+ビタミン E の短期給与が

採卵成績に及ぼす影響 

測定項目 給与時 未給与時

Se区 推定黄体数14.0±3.7 6.0±2.5

回収卵数 12.5±4.0 2.8±1.3

正常卵数 3.3±1.0 1.7±1.0

変性卵数 1.7±0.6 0.5±0.3

未授精 7.3±4.3 0.7±0.5

Se＋V.E.区 推定黄体数12±3.3 12±3.2

回収卵数 10±3.2 11.8±2.3

正常卵数 4.0±1.5 5.0±1.0

変性卵数 4.2±2.4 3.0±3.3

未授精 1.8±0.6 3.8±3.0
 

平均±標準誤差 

 

 

 

 

 

図 11 長期給与試験における BAP 値（A）、d-ROMs

値(B)、OSI 値（C）の月毎の経時動態 
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表４ セレンの長期給与がd-ROMs値およびBAP値

に及ぼす影響 

測定項目 測定時 給与時 未給与時

60日給与区 d-ROMs CIDR挿入時 127.0±5.7 118.5±4.1

(U.CARR) SOV 134.0±6.8 116.0±1.4

AI 120.5±3.1 115.5±7.7

ER 128.5±5.8 110.5±5.7

BAP CIDR挿入時 3133.0±5.7 2946.5±20.7

(μM/L) SOV 3087.0±165.8 3142.8±233.9

AI 2713.0±107.1 2705.8±136.1

ER 2718.8±47.8 2828.5±57.3

120日給与区 d-ROMs CIDR挿入時 144.0±72.0 103.0±51.5

(U.CARR) SOV 126.3±63.1 101.0±50.5

AI 136.0±10.4 114.8±4.1

ER 141.3±5.1 108.3±6.6

BAP CIDR挿入時 2734.5±1367.3 3260.8±1630.4

(μM/L) SOV 2828.5±1414.3 3145.0±1572.5

AI 2596.0±61.5 2876.0±5.5

ER 2445.3±63.3 2909.8±114.5

180日給与区 d-ROMs CIDR挿入時 117.5±61.5 118.0±59.0

(U.CARR) SOV 123.0±61.5 147.3±85.1

AI 124.8±5.1 142.7±8.3

ER 116.5±2.9 135.5±7.6

BAP CIDR挿入時 2571.3±1285.6 2830.3±1415.1

(μM/L) SOV 2695.5±1347.8 2692.7±1554.8

AI 2608.0±40.5 2716.0±176.8

ER 2904.7±207.8 2900.0±87.0  

平均±標準誤差 

 

表５ セレンの長期給与が採卵成績に及ぼす影響 

項目 給与時 未給与時

60日給与区 推定黄体数 1.3±0.6 b 6.0±2.8 a

回収卵数 1.0±0.4 b 3.8±1.6 a

正常卵数 0.3±0.2 2.8±1.2

変性卵数 0.3±0.2 0.3±0.2

未受精卵数 0.5±0.4 0.8±0.4

120日給与区 推定黄体数 4.3±2.1 8.3±4.1

回収卵数 2.8±1.4 6.0±3.0

正常卵数 0.5±0.4 1.8±0.6

変性卵数 1.3±0.8 3.3±1.7

未受精卵数 1.0±0.8 1.0±0.9

180日給与区 推定黄体数 6.3±3.1 8.0±4.0

回収卵数 4.3±2.1 4.5±2.3

正常卵数 0.5±0.3 3.0±1.3

変性卵数 0.8±0.6 0.8±0.4

未受精卵数 3.0±1.5 0.8±0.2  

平均±標準誤差、異符号間で有意差あり（p<0.05） 

 

考 察 

 

 採血時間による酸化ストレスマーカーの動態につい

て、固有の反応は見られず、血中 d-ROMs 値、BAP 値、

OSI 値のいずれもばらつきが大きい結果が見られた。

しかし、今回の試験２の結果や、ヒトにおいて血清サ

ンプルの d-ROMs テストの結果は大きく変動しないと

の報告もあることから 1）、ウシにおいても各個体の基

準値を同定することで、採卵成績に対する効果的な指

標として活用できる可能性が示唆された。 

試験２の結果より、BAP 値と採卵成績の間に弱い負

の相関が見られたが、d-ROMs 値と採卵成績に相関は

見られなかった。しかし、黒毛和種繁殖雌牛において

採卵回数を重ねるごとに回収卵数や正常卵数が減少す

るとの報告もあることから 8、9)、採卵回数と相関を持つ

d-ROMs 値も採卵成績と関連がある可能性が示唆され

た。 

セレンは生体内において、過酸化物の還元に働く抗

酸化酵素である、グルタチオンペルオキシダーゼ

（GSH-Px）の構成要素である 10）。ウシにおける血中セ

レン濃度の目安は、50 ppb 以上が正常値、30～50ppb

が境界値、30 ppb 未満が欠乏値とされている 11）が、試

験３の供試牛における未給与時のセレン濃度は 23〜33 

ppb であり、欠乏状態又はその境界域にあった。その

後、セレンの給与による栄養状態の改善が、給与開始

１～２週間後における BAP 値の上昇に寄与したもの

と推察された。 

セレンの長期給与試験では、給与時における採卵成

績向上効果は確認できなかった。その要因として、供

試牛の採卵回数の蓄積が強く影響した可能性が考えら

れた。採卵成績に影響する要因として、遺伝的要因や

環境要因 12）、13）が報告されている。また、上述したと

おり、黒毛和種繁殖雌牛において、採卵回数が増加す

ることによる採卵成績の低下が報告されている 8）、9）。 

試験４の結果及びこれらの報告から、今回のセレンの

長期給与試験においては、セレン給与による抗酸化能

の改善効果は認められず、採卵回数の蓄積等、様々な

要因により採卵成績の向上効果が認められなかったも

のと推察された。 

以上のことから、採卵予定牛に対して、d-ROMs 値

および BAP 値を計測することにより、効率的な体内胚

生産に寄与できる可能性が示唆された。 
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