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ガラス化保存したウシ初期騒をドナー服として用いた核移植

積回由佳子'・富永敬一郎事・有吉哲志*

饗約

ウシ体外受精置を用いる核移植において， ドナーとなる初期匹を保存できれば，陸時融解して核

移植作業が行えるため，計翻的で効率的な核移植が可能となる.そこで，体外受精4および5日自

の臨を超怠速ガラス化保存した.融解後 4日自践は1日関 5日日経は核移植まで数時間培養し，

いずれも体外受精5日自に棺当する臨縮抱をドナー細胞として核移植を行った.対照として，体外

受精5臼自の新鮮伍をドナー細胞に用い，初期臨のガラス化日齢がその後の核移植腔の発生に及ぼ

す影響を調べた.

1 体外受精4日目および5日目のガラス化融解後の笹盤胞への発生率 (65.0%vs 65.5%)は新

鮮臨 (69.4%)と差がなく，ガラス化を行ったB齢聞にも差は見られなかった.

2 体外受精5B自の新鮮腔，体外受精4回目および5日自臨をガラス化し，融解後5臼毘まで場

養した経をドナー締胞とした核移植において，融合率 (81.1， 76.1%..74.5%)および分割率

(74.0， 74.5%， 67.6%)には悲がなかったが，経盤抱への発生率 (37.8.38.9%. 25.4%)は5

日自にガラス化した肢で有意に (pく0.05)低かった.

3 体外受精4日目伍をガラス化融解後. 1 B間培養して核移植を行い，発生した距盤組3偲を3

頭の受経牛に移植したところ. 1頭の雄子牛が得られた.

Utilization of Blastomeres from in vitro-produced and 
Vitrified Embryos as Donor Cells in Bovine Nuclear Transfer Cloning. 

Yukako HAMADA， Keiichiro TOMINAGA and Tetsushi ARIYOSHI 

Summary 

The present study was undertaken to improve the efficiency of nuclear transfer by utilizing 
in vitro-produced and vitrified bovine embryos. Embryos were vitrified and warmed using the 
open pulled-straw method of Vajta (1998)， with minor modification. We examin8d the eff日cts
of the age of vitrified embryos as donor cells on the development to the blastocyst stage after 

nuclear transfer. 
(1) There were no significant differences in the developmental rate to the blastocyst stage 
between embryos vitrified at Day 4， Day 5 and unvitrified control embryos (65.0%， 65.5% 
and 69.4%， respectively). 
(2) The rates of fusion and cleavage after nuclear transfer as donor cells between embryos 
vitrifed at Day 4， embryos vitrifed at Day 5 and unvitrified control embryos were not 

significantly different. However， the rate of developmental to the blastocyst stage after 
nuclear transfer was significantly lower in the group vitrified at Day 5 than in the group 
vitrified at Day 4 and control (Pく0.05).

(3) Three embryos， which were developed to the blastocyst stage after nucliar transfer using 

embryos vitrified at Day 4， stored in LN 2 for 6 days， warmed and cultured for a day were 
transfered to recipient cows. As a result， we obtained one male calf. 
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緒 ち=

"" 
初期距をドナーとする核移植において，生体から卵子

を採取できる経睦採卵技術と体外受精一体外培養技術の

進歩により，体外受精由来初期限が体内臨由来の初期肢

と同様に用いられるようになったり.

初期肢を保存できれば，核移植に用いるドナー肢が随

時用意できることになり，計磁的な核移植が行えるため，

核移植作業や受臨牛の準僚などが計酪的に行え，効率的

となる.近年，凍結が困難とされていた初期限や，体外

受精臨の保存に趨急速ガラス化法が開発され，高い生存

性が注目されている 9) 通常， ドナー割球として体外受

精由来経では，受精5日毘の32細胞期躍が用いられてい

るが，融解直後の核移棟では凍結による細胞傷害の影響

が考えられるため，培養後核移植へ科用することにより，

再構築肢の発生成績を改善する可能性がある.

そこで，体外受精5日誌の初期症を用いる核移植にお

いて， ドナーとなる初期臨のガラス化時期を核移植前日

である受精48自と核移植当臼である受精5813とで比

較した.

材料及び方法

1 体外受精および体外崎養

超音波画像診断装置(日立社)を用いて成牛の卵巣か

ら採取した卵子または，食肉センター由来卵巣から採取

した卵子を用い， 0.02AU/rnf FSH am胞刺激ホルモン:
アントリン:デンカ製薬)， 1μg/rnfエストラジオ…Jレ

(Sigma社)と 5%ウシ胎子血清(中標津，以下FBSと

呼ぶ)添加TCM199液 (GibcoBRL社)を成熟培地と

して， 20~22時間体外成熟を行った.体外受精法として，

ノfーコールで分離した精子を5mMテオフィリン (Sigma

社)と10μg/rnfへノfリン(ノボヘパリン注:ノボノル

ディス A/S デンマーク社)を加えた BO 液1)で 5~6

時期媒精し，媒精後， 5 % C02， 5 % 02， 90% N 2の

気棺条件下で， CR1aa液7)を用いて体外培養を行った.

受精日を 08として 3日自までは3昭/rnfFattyacid 

free BSA (Sigma社)をC時 aa液に添加し 3日目か

らは.BSAの代わりに 5% FBSを添加し 5日目から

は5% CO2， 95%空気の気相条件に変更して， 100 μM  

βメルカプトエタノーJレ(Sigma社)ならびに20%FBS

添加TCM199液を吊いて培養した.受精後 4ないし 5

日呂の初期肢をガラス化保存した.

2 ガラス化保存方法

ガラス化保存方法としてはVajtaらの方法9)に準じ，

既報の方法3)で行った. 10%エチレングリコール(ナカ

ライ社，以下EGと呼ぶ)十10%DMSO C関東化学社)

を含む20%FBS添加TCM199液にE革委入れて 2分間平

衡し， 0.6Mスクロース十20%EG十20%DMSOを含

む20%FBS添加TCM199液(ガラス化液)へ臨を移し

て 1~2μt の液と共に OPS に吸引し， 30秒後に液体

窒素に浸議した.ガラス化臨の融解方法として， 0.25M 

スクロースを含む33%FBS添加TCM199液を用い， 37 

OCに加撮した液に OPSの先端を浸潰して融解した. 1 

分後に0.13Mスクロース安合む20%FBS添加TCM199

液に肢を移して 5分間保持し，最後に20%FBS添加

TCM199液で5分間保持後，培養液に移し変えた.融

解後，核移植まで~を培養し， ドナー細棺に供した.

3 核移植方法

既報に準じた幻.食肉センター由来の卵巣から採取し

た卵子を20~22時間体外成熟後，卵子に付着している卵

丘細胞をピペッティングにより裸化し，極体を放出した

卵子を選問し，押し出し法にで除核した.除核後の卵子

を5μMイオノマイシン CCalbiochem社)で活性化処

理後，除核の有無を確認し， 10μg/rnfシクロヘキシミ

ド (Sigma社)で6時開処理してレシピエント卵子と

した.成熟培養開始28時間邑からドナー割球の分離と核

移植を行い， 30時間践に融合装寵 (BTX200)を措いて，

交流8.5V/rnm 5μsec，直流70V/捌 50μsecX2回の

電気刺激により割球を融合させた.融合後の再構築旺は，

CR1aaで上述した体外培養方法を用いて， 7 ~8 日間

発生培養を行った.

4 実験構成

実験lでは，体外受精4日目臨および58目粧をガラ

ス化し，膝盤抱への発生率を新鮮臨と比較した.実験2

では，体外受精4臼目腔および5臼目肢をガラス化した.

融解後4日目ガラス化阪は 1日間 5日毘ガラス化腔は

核移植まで数時間培養し，対照として体外受精5日自の

新鮮肢をドナー細胞として核移植を行った.

5 調査頃由

実験 l では 7~8 日目の経盤胞率(臨盤抱数/ガラス

化経数)，実験2では核移植後の融合率(融合肢数/制

球挿入冊数)，分割率(分割膝数/融合臨数)および腔

盤胞率(肢盤胞数/融合経数)を調べた.また，子牛へ

の発生能を見るために，発生症の一部省と受眼牛へ移横し

fこ.

6 統計処理

百分率を角変換後，分散分析を行いダンカンの多重検

定を行った.

結果

実験1 閤1にガラス化した笹の日齢別に臨盤胞への
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発生E与を示した.ガラス化日齢による匹盤胞への発生率

には差がなく，新鮮症とも差は見られなかった.

実験2:新鮮距ならびにガラス化後の初期騒をドナー

に用いた核移植成績を罷2に示した.新鮮経 4日自ガ

ラス化阪と， 5 B目ガラス化臨の融合率および分割率に

有意な差はなかったィ臨盤抱率は5日目ガラス化経をド

ナーとして用いた特に他の2区よりも有意 (Pく0.05)
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体外受精経のガラス化後の肢盤抱への発生率

()内は供試座数

に低かった.

表1に4B自ガラス化躍をl臼間培養してドナー細胞

としたときの核移植伍の移植成績を示した.1999年2月

23日に行った核移植で作出した腔盤抱を3頭に移植した

ところ 1頭が受胎し， 1999年12月6B (妊娠期間295

日)に帝王切開により生時体重32kgの雄子牛が得られた

(罷3). 
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図2 体外受精経由来初期経のガラス化日齢別の
核移植後の発生率

()内は供試Illi数ならびに培養臨数 J.符号隠に有怠差あり (P<O.05)

表l ガラス化初期肢を用いた核移植臨の移植成績

ガラス化 核移植 融合数 融合言存 分割臨数 分割率 路盤胞数経盤胞率移植頭数受胎頭数 受給率

日齢 個数 (%) (%) .. (%) (%) 

4BEl 17 15 88.2 12 80.0 

考察

体外受精4ならびに5日自にガラス化した伍の融解後

の距盤抱への発生率は新鮮肢と差がなく，自齢による差

もみられなかった.Vajtaら9)は体外受精匹を受精 1B 

自から 7日固までの各日齢にガラスイヒを行い 3目白か

らは新鮮経と有意差のない生存性を得ており，本実験で

も需様であった. この結果より超急速ガラス化は初期粧

の保存に有効である.

ガラス化融解後の 5日自陸をドナーとして行った核移

植では，新鮮5日呂怪と 4呂田ガラス化匹の間には融合

率，分害日来および経盤胞への発生率に有意な惹は見られ

なかった. しかし 5日自ガラス化臨では，匹盤胞率が

他の 2藍と比較して低い結果となり， Peuraら6)の報告

と一致した.凍結保存した膝ぞドナーとして核移植に利

用するためには， ドナーとなる割球の核が損傷を受けて

いないことが必要である.ガラス化では，損傷は綿抱小

器宮であるミトコンドリアや細胞骨格系に与える影響が

大きい.さらに， SathananthanらB)の報告によると，

3 20.0 3 1t 33.3 

t1999年12月6日分娩

図3 ガラス化後の核移植での生産子牛

卵子のガラス化において，微小管の消失や紡錘糸の破壊

によって染色体が散逸し，発生異常を引き起こすとされ，

超急速ガラスイとでも核の損犠を受けている可能性がある.

一方， Vajtaら同の臨盤胞のガラス化において，ガラス
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化融解後4時間では細臨内に損傷が見られる割球がある

が， 24時鵠の培養では正常に回復する割球と，変性した

割球が見られると述べている.

本実験では48毘ガラス化肢は融解後核移植まで1日

間培養されたため，損傷を受けた割球が回復するか，反

対に死誠するかのどちらかに決まる時間があり，核移植

時に正常な部球を選別して使用できたと考えられる.

一方，核移植まで短時間しか培養されなかった5日目ガ

ラス化肢では，ガ¥ラス化の損傷から完全に回復しておら

ず，異常な核を持った割球が核移植に用いられ，その後

の発生率が低下したのではないかと思われた.

生産子牛の分娩は，正常であるが生時体璽が32kgと

大きかった.妊娠期間が延長したことが，生時体重の増

加に影響したことも原因として考えられるが，体外培養

や核移植による過大子も問題となっているため幻べ体

外培護系の改善も今後の課題として残されている.

ガラス化保存後の体外受精肢を用いた核移植により，

新鮮腔を用いた核移植成績と差のない発生率が得られ，

分娩慨を得ることができたことから，計画的な核移植に

より，同一遺伝子を持つ多子生産を効率的に行える可能

性が示された.
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