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黒毛和種牛の経臆採卵・体外受精由来経を用いた核移植

横田由佳子* ・富永敬一郎*有吉哲志*

要約

産肉能力に優れた雌牛から多くの粧を生産するために，経臆採卵"体外受精由来目玉をドナ-nfに用い

て核移械を行った.また， ドナーとなる初期目玉を保存することによって核移植作業を計画的，効薬的に

行えることから，経睦採卵ー体外受精出来初期肢をガラス化保存後，融解し， ドナー目玉に用いて核移植

を行った.

1 延16頭の供試牛から76偲の卵丘細胞一卵子複合体を採取し，体外受精後39偲の8細胞期艇が得られ

た.

2 延14偶の経躍採卵嶋体外受精由来粧の核移植により， 34個の目玉盤抱 (nf盤胞率22.5%)を作製するこ

とができた.

3 経櫨採卵国体外受精由来肢の核移模より得られた目玉盤胞を 3頭の受臨牛に移植し， 1頭の子牛が得

られた.

4 経陸採卵m 体外受精出来臨を OpenPulled Strawを用いてガラス化保存後，融解してドナー阪に用いた

核移植により発生した粧盤胞を3頭の受臨牛に移植し， 1頭の受給例が得られた.

Nuc1ear Transfer of Blastomeres from Fresh and Vitrified Donor Embryos Produced by 
OPU-IVF in Japanese Black Cattle. 

Yukako HAMADA， Keiichiro TOMINAGA and Tetsushi ARIYOSHI 

Summary 

To improve th巴巴fficiencyof embryo production from Japanes巴Blackcows with a high quality ofgenetic 

components， in vitro produced embryos have been used as nuclear donors for bovine embryo cloning. In this 

study， a trans vaginal ultrasound guided follicular aspiration technique was used for the collection of bovine 

oocytes. Following in vitro maturatiori and fl巴rtilization，developed to 16-stage embryos were used as donors.. And 

Day 4 embryos w巴revitrifi巴dand warmed using the open pulled straw m巴thodand us巴das donors for nuclear 

transfer. 

(1) Sixteen trials of oocyte collection were attempted on 8 cows， and 76 cumulus-oocyte complexes were 

aspirated. Sixty也twooocytes wer巴inseminat巴din vitro，and 39 (63%) oocyt巴sdeveloped to th巴ふcellstag巴3

days after in vitro fertirization. 

(2) Fourteen fresh donor embryos 4 days after fertilization， and 151 nucl巴a巴r-transfl巴rredembryos w巴reobtained. 

Seven to 8 days later， 34 oocytes (23%) dev巴lopedto the blastocyst stage. 

(3) Two blastocystes derived from nuclearぺransferredoocytes using blastomeres of fresh embryos at the morulae 

stage 5 days after fertilization， were transferred to 3 recipients， and one normal calf was delivered. 

(4) Embryos at the 16-cell stage wer巴su句巴ctedto vitrification using the OPS m巴thod，th巴ywere warmed and 

fused with enucleated oocytes. Transfer of thre巴clonedembryos to 3 r巴cipients.

Pregnancy of one recipient was confirmed. 

1999年8月30日受理
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緒嘗

受精卵(目玉)核移植技術は， 16 -32細胞期の初期臨

(ドナー臨)の割球を分離し，あらかじめ核をのぞいた

別の卵子の綿胞質と融合させることによって開じ遺伝子

を持つ粧を増産する技術であり 一つのドナー肢から照

一遺伝子をもっ 1-10数倍の移植可能距が生産できる.

受精卵核移植では， ドナー匹として一般に体内受精粧

を用いるが，この方法ではウシに過剰排卵処理や人工授

精を行わなければならないうえに， t采卵を持つでも期待

通りの初期目玉が得られないことがある.

超音波誘導経践採卵技術は，成牛の卵巣から未成熟卵

子を採取する技術である.臆壁を介して卵巣に針を刺す

という簡単な採卵方法であり短時間で行えるため，牛体

に対する負担も少ない.また，過剰排卵処置が不要であ

るため，ホルモン剤投与の手間を省くことができる.1 

週間おきに採卵が可能であり，妊娠期のウシや卵管・子

宮に樟筈のある牛からも卵子を採取できるため，卵子を

有効利用することができる.採取した卵丘細臨m 卵子接

合体(以下COCと呼ぶ)は由来雌牛が分かつており，

体外受精を行うことで短期間に複数の種雄牛と受精が可

能であることから，遺伝的に優れた雌由来の伍を増産で

き，新しい子牛の生産方法として注目されている 12)，15) 

しかし経臆採卵で採取できる COC数は個体毎にばらつ

きがあるという報告もある 8)

そこで，超音波誘導経臆採卵技術と核移植技術の両方

を用い，経緯採卵ー体外受精(以下OPU-IVFと呼ぶ)由

来粧をドナー肢として計画的な核移植を行う試験を行っ

た.

一方，一部のドナー粧については，さらに効率よく核

移植を行うため， Open Pulled Straw (DEMTEK社，以下

OPSと呼ぶ)を用いたガラス化保存を試み，ガラス化後

に融解したドナー肢を用いた核移植法についても検討し

た.

材料及び方法

1経躍採卵および体外受精

1998年8月から1999年4月の間に当センター繋養の黒

毛和種経産牛8頭を供試牛として経櫨採卵を行った.超音

波爾像診断装麓(日立社:EUB-405)に6.5MHzコンペックス

探触子(目立杜:EUPぶ331)を接続し，採卵アダプター(B

.立社:EZU-PA6)に2ウェイ方式のダブルルーメンニ一ドル

(COOK社)を吸引針として取り付けた，吸引ポンプの吸引

圧を90-120mmHgとして COCの採取を行った(鴎1).

鴎1.採卵風景と採取した COC

0.02Arm紅Units/ml卵臨刺激ホルモン(アントリン:

デンカ製薬，以下FSHと呼ぶ)十1μg/mlエストラジオー

ル(Sigma社)十5%ウシ新生子牛血清(中標津，以下NBCS

と呼ぶ)添加TCM199液 (GibcoBRL社)を体外成熟培

地とし，採取した COCのうち，卵丘綿胞が付着してい

るものに一個当たり 10μlの液量で20-22時雨体外成熟

を持った.体外受精法として， 5mMテオフイリン(Sigma

社)と10μ l/mlへパ1)ン(ノボヘパリン注:ノボノ jレディ

スA/Sデンマーク社)を加えた BO液3)で6-7時間媒

精し，媒精後， 0.025%とアルロニダーゼ (Sigma社)を

含むリン酸緩衝液(酬) (日水社，以下PBS(-)と呼ぶ)

中でボ jレテックスを用いて卵丘細胞を除去

し， 5%02， 5%C02， 90%N2の気相条件下で， CR1aa j;夜14)

を用いて体外培養を行った.受精白を O日として， 3包

囲までは3mg/ml脂肪酸フリー牛血清アルブミン (Sigma

社，以下両ttyacid free-BSAと呼ぶ)を CR1aaに添加

し， 3B白からは BSAのイ℃わりに 5%NBCSをi53力自し， 5 

B EIからは 5%C02，95%空気の気相条件に変更し

て， 5.56mMグルコース (Sigma社)を添加して卵丘細

胞との共培養を行うか，または 100μmols-メjレカプト

エタノール (Sigma社)+ 20%NBCS 添加TCM199液を
用いて培饗した.受精後4ないし5日目の新鮮脹あるい

はガラス化後融解距を核移植のドナー目玉として用いた0

2ガラス化保存方法

OPU-IVF4日自の初期艇を Vajtaらの方法19)に準じて

ガラスイヒ保存した.10%エチレングリコール(ナカライ

社，以下EGと呼ぶ)+ 10%ジメチルスルフォキシド
(関東化学社，以下DMSOと呼ぶ)を含む20%NBCS添

加TCM199液に臨を入れて 2分間平衡し， 0.6Mシュク

ロース十 20%EG十20%DMSOを含む20%NBCS添加

TCM199 r夜(ガラス化液)へ症を移して 1-2μlの液
と共に OPSに吸引し， 30秒後に液体窒素に浸潰した.
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ガラス化粧の融解方法として， 0.25Mシュクロースを含

む33%NBCS添加TCM199液を用い， 37
0

Cに加温した液

にOPSの先端を浸潰して融解した.1分後に0.13Mスク

ロースを含む20%NBCS添加TCM199液に目玉を移して 5

分間保持し，最後に 20%NBCS添加TCM199液で5分間

保持後，培養液に移し変え，核移植まで培穫した.

3核移植方法

1998年8月から 1999年2月の間に延15由の核移植を

行った.

食肉センター由来の卵巣から採取した COC を 20~ 22 

時間f本外成熟後，ボルテックスまたはピペッテイングを

用いて 0.025%ヒアルロニダーゼを含むダルベッコリン

酸緩衝液 (GibcoBRL社，以下DPBSと呼ぶ)中で卵子

に付着している卵丘縮胞を裸化し，極体を放出した卵子

を選別し， 2.5μg/mlサイトカラシンD (Sigma社)を

含む20%NBCS添加TCM199液中で押し出し法で除核し

た.除核後の卵子を 0.1%ヘキスト 33258(Calbiochem 

社)で染色し，蛍光顕微鏡で核の有無を確認した.

除核した卵子を 10μmol/mlイオノマイシン

( Calbiochem社)を含むDPBSで活性化処理後，10μg/ml

シクロヘキシミド (Sigma社)を含むCR1aa液で6時間

処理し，レシピエント卵子とした.成熟培養開始28時

関自からドナ一部球を分離し， 2.5 μg/mlサイトカラシ

ンDを含む20%NBCS添加TCM199液中でドナー割球を

除核卵子の閤卵腔に挿入した.30時間自に寵気融合装置

(BTX200)を用いて，交流8.5V/mm5μsec，直流

70V/mm 50μsec X 2盟の電気刺激により割球を融合さ

せ，核移植を行った.融合後の再構築肢は， CR1aa液で

上述した体外培饗方法を用いて， 7 ~ 8 B荷発生培穫を

行った.再構築目玉の正常性を調査するため，発生したnf
のうち， 12例について， Iwasakiらの方法7)を一部修正し、

染色体標本を作成した.

結果

lに経櫨採卵と体外受精後の発生成績を示した.8頭

の供試牛から延16留の経践採卵を行い，合計で76偲の

COCを採取した.うち， 62偲 (81.6%)に体外受精を行

い， 39偲 (62.9%)の8細胞期目玉が得られた.これらの

うち 14個を新鮮脹で， 1個を受精後4日自に OPSでガ

ラス化後融解して一日培養し，核移植のドナー目玉として

用いた.

表2に核移楠成綴を示した.延216偲の割球を核移栂

した結果，融合率は 69.9%であり，融合粧の22.5%で

ある 34偶が臨盤胞まで発生した.

表l 経躍採卵一体外受精成績

供試牛
採卵 平均採卵 採取 体外受精

分割膝数
分割率 8細胞嬬 8細胞期

間数 間関(日) 総COC数 個数 (%) 佐数 率(%)

A l 1 l l 100.0 1 100.0 

B l 3 3 3 100.0 2 66.7 

C l 9 4 4 100.0 4 100.0 

D 2 2 2 100.0 2 100.0 

E 5 19.2 44(8.8) J) 29(5.8) 19(3.8) 65.5 16 (3.2) 55.2 

F 2 58.5 8(4.0) 7(3.5) 5 (2.5) 71.4 4(2.0) 57.1 

G 3 16 10(3.3) 9 (3.0) 6(2.0) 66.7 6(2.0) 66.7 

H 2 19 9(4.5) 4(3.5) 4(2.0) 100.0 4(2.0) 100.0 

合計 16 28.1 76(4.8) 62(3.9) 44(2.8) 70.9 39*(2.4) 62.9 

l たりの平均値

*うち 14個を新鮮肢で、 1個を凍結臨で核移植ドナー症に用いた

表2 OPU-IVF由来新鮮肢を用いた核移植成績

ドナー 核移植 激合数 激合率 分割 分割率 8細施期 8細胞期 sf盤胞 sf盤胞
nf数 倒数 (%) nf数 (%) 目玉数 率(%) 数 率(%)

A B B/A C C/B D D/B E E/B 

14 216 151 69.9 73 48.3 71 47.0 34 22.5 
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表4 OPU-IVF新鮮肢を用いた核移様sfの移植成績

ドナー 核移植 融合数 融合率一分割 分割案 粧盤飽 脹盤胞移植頭数受胎頭数受給率

距日齢 個数 (%) 臨数 (%) 数 率(%) (%) 

6日匹、 13 10 76.9 4 40.0 2 20.0 3* 1 t 33.3 

*佐盤胞l偲を切断2分割し、 11圏ずつ2頚に移植した . 
t 1999年8月30日分娩

表5 OPSでガラス化保存した OPU-IVF肢を用いた核移植粧の移植成績

ドナー距 核移植 融合数 融合率 分割 分割率

ガラス化

日齢

4日自

雌xx
雄XY

個数 (%) nf数

17 15 88.2 12 

表3 染色体標本側数

60 (正常) 30 (半数体) 90 (3倍体)

6 

l 

2 1 

2 

3倍{本 (90XXY) 半数体 (30X)

間2.染色体数の異常例

表3に染色体検査標本の検査成績を示した.12個の標

本のうち，染色体数が正常である60本が7個あったが，

半数体の30本が2偲， 3倍体の90本が3伺観察された(図

2) . 

表 4に移植成績を示した.1998年11月178に行った13

個のドナー割球の核移根で作出した臨盤胞2個を一つを

分断して3偲にし、 3頭に移根したところ 1頭が受胎

し，1999年8丹30日(妊娠期間2858)に正常分娩により

生時体重26.1kgの雄子牛が得られた(図3). 

また1999年 2Jj 16日にガラス化保存したドナー粧を用

いて行った核移植粧の移槌成績を表5に示した.17個の

ドナ一部球の核移摘で得られた腔盤胞を3頭に移植した

ところ 1頭が受胎した.

(%) 

80.0 

nf蟻胞 nf盤胞 移植頭数受胎頭数 受給率
数 率(%) (%) 

3 20.0 3 l 33.3 

国3.核移植臨由来子牛

考察

OPUは1988年Pieterseらの報告11)から，改良が加えら

れ2)，体外受精技術や体外培養技術の向上に伴って，新

たな子牛生産技術となっている.しかし， OPUは採取

COC数に個体差8)があり，同一個体からの採卵について

は遇l囲よりも遇2聞の採取が採卵効率がよい 5)という

報告がある.本実験では， 1酉採卵のf国体が多く，倒体

問に有意差は見られなかった.1頭当たりの採卵回数が

少なく，採卵間関も長かったが， OPU-IVFにより l頭か

ら平均2.4備の8細臨期粧を得たことから，雌の卵子を有

効利用でき，雌側からの改良を促進できると思われる.

今後採卵効率を向上させるには，i共試牛を選定し，計画

的な採卵を行う必要がある.

核移植によって作製された粧控砲の染色イ科会査では，

半数体や3倍体が見られたが，染色体本数の異常な阪は

正常目玉と形態的に区別できなかった.このような異常な

膝の移植が，受給率を低下させているばかりでなく，粧

の早期死滅の原因になっていると考えられる.異常な染

色体数の目玉が生じた涼閣として， レシピエント卵子を確

実に除核できていないか，除核の確認が行えていないと

考えられる.倍数体は電気刺激やサイトカラシンのよう
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な薬剤でも誘起きれる 15) Mohamedら10)は，レシピエ

ント卵子の除核時にヒアルロニダーゼを用い，ボルテッ

クスで卵丘細抱を裸化後，核の位置を観察したところ，

第一極体のそばに核があったのは40.7%であったと報告

している.正常な再構築距を作製するためには，レシぜ

エント卵子の裸化方法をボルテックスではなく，ピペッ

テイングを用いる等，報体移動の少ない方法を用い，除

核確認を戯君主にすることが重要である.

本実験では体外受精臨のみをドナー割球に用いたが，

体外受精由来ドナー粧の核移械については，体内受精由

来ドナー駆と差がないという報告も多く 1)，20)，体外受婿

技術や体外培養技術が向上したことを裏付けていると思

われる.核移植後の再構築肢の培養についても高い発生

1率を得るために，安定した良好な体外受精系，体外培養

系を確保する必要がある.

本実験の核移様成績について，目玉盤胞の作出効率は

22.5%となり，今井らの報告6)と比べやや低い債であっ

た.本実験の分割率が融合事に比べて低いことから，レ

シぜエント卵子の活性化や融合の判定方法などが不十分

であるか，または，核移植の技術そのものの熟練度が低

いことが原因の一つであると考えられた.人工授精に比

べ，核移植は子牛の生産効率が低い 17)，18)ことを考えると，

子牛を多数得るためには， sfの作出効率を向上させ，間
-Hfからの距盤胞をできるだけ多く作製する必要がある.

子牛は正常分娩であり，妊娠期間および生時体震は黒

毛和種牛の平均値と変わらず，異常は見られなかった.

体外培養を行うことで，過大子が産まれることが問題と

なっており 4)，9)，今聞の一例のみでは判断できないが，

本実験で用いた体外培養系は子牛に影響を与えないと思

われる.

OPU♂VF由来目玉を OPS1去を用いてガラス化保存後融

解したドナー脹から受胎例を得ることができた.ウシ体

外受精由来初期症の凍結保存は緩めて掴難であったが，

超怠速ガラス化法である OPS法によって，受精後3日日

以降の目玉盤鞄への発生率は新鮮肢と変わらないことが報

告された 19) さらにPeuraら13)は，体外受精新鮮臨と OPS

法を用いた 4B自ガラス化目玉の核移植成績は葉がないと

報告している.核移植ではドナー脹として，高品質のド

ナー割球を用いる必要があり， OPS法による保存法に

よって，新鮮阪と問品質のドナー割球が利用できる.本

実験でもガラス化後のドナー粧を用いた核移械の発生率

は新鮮ドナー粧と同様であったため，計画的でより効率

的な核移棋を実施できると思われる.

OPU司IVF由来新鮮粧を用いた核移植により 14個のド

ナー目玉から34俄の目玉盤胞を作製でき，正常な分娩例も得

られたが，間一遺伝子をもっ粧を増産するためには，さ

らに臨盤胞の作出効率を高める必要がある.
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