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体細胞核移植技術における融合後の活性化刺激が

核移植肱の発生率に及ぼす影響

横田由佳子機・富永敬一虫~. .柴谷増↑専‘・有吉哲志、・・

饗約

体細胞核移植による移植可能経の作出率を向上させるため，黒毛和種i雄牛の額粒膜細胞を用いて

行った核移植において，融合後に電気による活性化刺激が発生率に及ぼす影響受検討した.成熟培

養18~19時間後に除核した卵子とドナーとなる頼粒膜細胞を30V/150μm ， 25μsecの需気刺激で

融合後，電気による活性化料激を行わない対照区，融合15~30分後に電気による活性化軒激 (20V

/mm， 20μsec)を行う活性化墜を設けた.また活性化刺激の回数を 1田区と 2田区に毘分した.

核移植をO日として， 1 B呂の分割率 7日自の旺盤胞喜界を調査した.また，発生した核移横経盤

胞の子牛への発生能を見るため 6肢を 3頭の黒毛和種牛に 2伍ずつ移植した.

1 体細胞核移績の融合後に電気による活性化刺激を行った活性化区は，対照区よりも分軒家，践

盤胞への発生率は有意に高かった.また，電気による活性化刺激は1詔区と 2田区ではその後の

発生率に差が見られなかった.

2 融合後，活性化刺激を行った核移植により発生した腔盤胞を移植し 3頭が受胎した.しかし，

1頭は妊娠103臼で流産し 1頭は妊娠232日で尿膜水腫のため帝王切開を実施したが，子牛は呼

吸せず死亡した.残りの 1頭は妊娠270臼で双子を娩出したが，死産であった.

Effects of Electro-stimulation of Somatic Nuclear-transfer Oocytes 

after Electro-fusion on The Following Development in Cattle. 

Yukako HAMADA， Keiichiro TOMINAGA， Masuhiro SHIBATANI 

and Tetsushi ARIYOSHI 

Summary 

The present study was undertaken to investigate the effects of fusion between an enucleated oocyte 
and a granulosa cell on the developmental competence in vitro and in vivo in catt1e. In vitro-matured 
oocytes were enucleated after maturatioi1 culture for 18嶋19h. A single granulosa cell was fused 
electrically with an enucleated oocyte by a single pulses of 30V • DC/150μm for 25μsec in Zimmerman 
fusion medium. Nuclear transferred oocytes were subjected to a single DC pulse of 20V / mm for 20μsec， 
15 to 30 miilutes after fusion in order to examine the effect of activation after fusion on the 
development to the blastocyst stage. To determine the effect of the number of pulses for activation on 
the development， nuclear transferred oocytes were activated once at 15 to 30 min (single activation) or 
twice at 15 min-intervals (repeated activation) after fusion by a single DC pulse. After treatments， the 
reconstructed oocytes were immediately cultured in CR1aa medium containing 10μg/ mE cycloheximide 
for 5 h and then cultured in the same medium without cycloheximide. The nuclear transplanted embryos 
were cultured according to the method of Tominaga et aP2). The cleavage rates on day 1 and 
developmental rates to blastocysts on day 7 were estimated. To assess the developmental ability of 
blastocysts to term， 2 embryos per cow were transferred to 3 Japanese black cows. 
(1) Both rates of cleavage and development to the blastocyst stage in the group of repeated activation 
were significantly higher than those in the group of nuclear transferred oocytes without activation. 
There was， however， no significant difference between groups of single and repeated activation. 
(2) All recipient cows became pregnant. One recipient aborted twin fetuses on day 103 of gestation. A 
single fetus was obtained from a hydrallantoic cow by Caesarian section on day 232， and twin stillborn 
calves were delivered by vaginal delivery on day 270 of gestation. Body weight of the single calf on 
day 232 was 20.0kg， and those of the stillborn twin calves were 25.7kg and 17.5kg. 
From the results of the present study， it was cQncluded that activation after fusion stimulates the 
developmental ability of nuclear transterred oocytes to the blastocyst stage. 
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緒

1997年にイギリスで世界初の体細胞クローン動物であ

る羊のド 1)ーが誕生し，成体から採取した縮胞をドナー

として行う核移植により，分化した細胞からの個体生産

が可能になった.すでに分化した体細抱を照いることに

より，優良遺佳子個体の増産や，希少遺伝子偲体の土器産

.再生といった応用が期待できる.

特lこ，我が国ではウシを生産する技術として，従来か

ら行われていた体外受精に伴う腔培養技術や双子生産に

伴う匹操作技能などの基礎技術があり，体細脆核移植技

能も多くの追試6)，7)が行われている.既に200頭を越え

る体細路クローンウシが出生し， 100頭以上が生存して

おり，その繁殖性や食品としての安全性が諮査されてい

る. しかし，生存産子率は平均して約10%にしかすぎず，

核移植技術の改良を検討する必要がある.

核移植技術においては様々な器具，機械を使用するた

め，条件設定などは核移植の実施機関により様々である.

特に， ドナ…体細胞とレシピエント卵子の融合・活性化

において，融合に用いられる電気刺激が活性化を詞時に

引き起こすとされていたが，近年は融合後，再度活性化

刺激を与えると陸態胞の発生率が向上したと報告されて

いる 1)，3)， ll)，ω. そこで本実験では，移植可能臨である核

移植肢盤胞の作出効率を向上させるため， ドナー細胞の

融合後，電気による活性化料激の有無が核移植肢の発生

にどのように影響するかを調査した.また， l'乍出された

核移植由来臨盤胞の子牛への発生能を見るため，移植試

験を行った.

材料及び方法

1 ドナー細胞の採取および培養

経腔的に黒毛和種雌牛の卵巣から回収した頼粒膜綿胞

をグルタミン十10%血清添加DふtIEM(13 7.1<)により

37.5
0

C， 5 % CO2の気相条件下で継代培養を行った.

数代の継代埼養により，増殖した細組を10%DMSO 

(関東化学)+10%MEMにより凍結保存した.凍結細

胞を融解し，継代後コンフルエントになった細臨か，

0.5%血清添加D側MEMによる 4."，7日間の血清飢餓培

養により，細胞周期を間期化した細胞を核移様のドナー

に用いた.核移植前に0.05%EDTA・2Na添加0.125

% Tripsin (Gibco BRL)液を用いて細胞をまIJ離し， 0.5 

%血清加PBS-液にてドナー細胞浮遊液とした.

2 核移植方法

食肉センター由来卵巣から採取した卵子を用い，既

報りに準じて成熟培養を行った. 18~19時間後に卵子に

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{本を放出した卵子を選別後，押し出し法により除核し

た.除核できたものをレシピエント細胞質として用いた.

Ph yto hemagg 1 u tinin♂(ナカライ)50μg/mRを添加し

た20%CS加TCM199 (Gibco BRL) ドロップ中でド

ナー細胞をレシピエント卵子の囲卵腔へ挿入し，卵子の

成熟培養23~24時間後に融合装置 (BTX200)とニード

ル型電極(富士平工業)を用い， 30V/150μm，25μsec， 

1~2 回の躍流ノ"Jレスにより融合させた.融合後，活性

化処理した再構築肢は10μg/mRシクロヘキシミド (Sigma)

を添加した CR1 aa同十BSA(Sigma)にて抵酸素条件

で5時間培養し，その後既報i自の培養法を用いて体外培

養を行った.

3 実験区分

融合処理後，融合臨に電気による活性化刺激を符う試

験区と活性化刺激を行わない対照区を設けた.活性化処

理区にはステンレスチャンパー(富士平工業)を用い，

電気刺激 (20V/脚， 20μsec)を15分間隔で 2回かけ，

その後の発生率を調査した.

また，電気による活性化刺激回数を l毘区と 2田区に

分け，その後の発生率を調査した.

移植試験では，黒毛和種3頭を受距牛とし，核移植由

来7臼目眠盤胞を 2腔ずつ片側子宮角へ移植した.

4 調査頃蹄

核移植後の融合J揮"，(融合数/融合供試数)，分割率

(分割数/融合数〉および7臼自睦撮胞率(経盤胞数/

融合数)を調べた.統計処理は，カイ二乗検定を用いた.

結果

活性化刺激の有無による核移植後の発生率を表1に示

した.電気による活性化刺激を行った活性化区は分割率，

)ff盤胞率において，対照、区よりも有意に高い値であった.

また，活性化刺激の 1自匿と 2回毘では，分割率，発生

率に差は見られなかった(表2). 

活性化刺激を行った後発生した臨盤胞を 2旺ずつ 3頭

の受膝牛に移植した結果を表3に示した. 3頭の受給例

が得られたが，生存産子は得られなかった.

考察

本実験では， ウシの体細胞核移植による移植可能肢の

作出効率を向上させるため，融合と活性化に着居し，融

合後の電気刺激による活性化が核移植肢の発生率に及ぼ

す影響を検討した.

一般に核移植では，除核した未受精卵と核を提供する

細胞そ融合させて，再構築肢を作出する.従って，分化

した体縮胞をドナーとして利用する場合，核移植後に正
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表1.活性化処理の有無による核移植伍の発生率

区分
活性化

実験問数
融合

融合数
融合率

分割数
分割率

経醸胞数
阪盤胞率

刺激 {共試数 (%) (%) (%) 

試験藍 十 4 136 74 54 57 77' 32 43A 

対照区 5 54 30 55 10 33b 5 16B 

問問内の異符号鴎に有意差有り (a，b : Pく0.01 .A， B : Pく0.05)

2.活性化処理関数による核移植経の発生率

活性化
実験回数

融合
融合数

融合率
活性化数 分割数

分部率
経盤胞数

腔盤胞率

刺激 供試数 (%) (%) (%) 

l田区 6 52 33 63 25 48 
201 116 57 

2田区 6 52 32 61 27 50 

表3.核移植粧の移植成績

受腔牛 移植年月日 状況 胎子の日齢 拍子の体長または体重

A H12.12. 5 H13. 3.11 流産 103 8 cm， 8 cm (双子)

B H12. 11. 28 H13. 7.11 帝王切開(尿膜水腫) 232 20kg (単子)

C H12. 11. 24 H13. 8.14 死産

常に発生するためには，分化した体細胞核は未分化の状

態に漠される(初期化)必要がある.そのためには， レ

シピエントである除核未受精卵とドナー細胞の縮脂周期

の司諦が重要であると考えられている 2)

細胞の増殖期には間期1(G 1)以外の細胞周期にあ

る体細胞が多く存在するが，出清飢餓培養を一定期間行

うと，培養細胞の90%以上がGO/G1期になる.一方，

細胞質を提供する成熟未受精卵は第二減数分裂中期 (M

H期)で停止しており，細胞質中にある卵成熟促進国子

(MPF)活性が非常に高くなっている.活性化刺激によ

ってMPFは急速に減少する 2)が，体細胞核移植では活

性化前のMPF活性の高い細胞嚢とドナー細胞を融合さ

せた場合にのみ腔発生が見られる.

従来の体細胞核移植法では，融合時の電気刺激安活性

化の電気刺激と兼ねさせていた11)そこで，融合電圧を

おから50Vに上昇させたり，パルス痛を13から50μsec

に広げたりして検討したが，高い電庄や，長いパルス幅

の条件では締胞霊の崩壊が起こり，発生率の改善には宝

らなかった.

加藤ら 6)は融合の電気刺激の後に，活性化を促進する

自的で，融合卵子に再度電気刺激を行っている.そこで，

本実験では融合肢に改めて電気刺激を行った結果，活性

270 25.8kg， 17.4kg (双子)

化刺激を行った試験区マは，分割率，ならび'に旺艦砲へ

の発生率が有意に向上した. しかし，活性化刺激の1白

区と 2田区では発生率には差がなく 1回の活性化刺激

で充分と患われた.

核移植操作では，融合に用いる機械や電極は実施機関

により様々であり，一概に比較できないが，本実験での

融合時の電気刺激条件では活性化が不十分だったと考え

られる.融合後，再度電気料激を加えることにより，十

分な活性化が引き起こされ，発生率が向上したι層、われ
た一方， Shinら11)の報告によると，直流パルスによ

る融合後，電気による活性化刺激を再度与えた場合，

気刺激が多すぎることによる巽常分割や細胞質の崩壊が

みられる. しかし，本実験での活性化の電圧は融合電圧

に比べて弱いため，そのような異常分割は見られなかっ

fこ.

本法により，作出した伍盤臨の移植により，受給例が

得られ，核移植肢の受給性が証明された. しかし，流産

や胎盤の異常，死産が起こり，正常産子は得られなかっ

た.核の初期化が不十分なため，遺伝子発現の異常が生

じ，胎子の内分泌機能の異常や胎盤機能の異常が起こる

ことが報告されているω.9) しかし，核移栂に用いる細

胞種やロットによっては高い生産率が得られるものもあ
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るため，そのような細臨や，一連の技術の解析が必要で

ある.近年，ウシの体細胞核移植においては， Mll期の

レシピエント卵中にドナー被を長くおいた方が匹盤胞ま

での作出効率がよいと報告されている1)これは，すで

に分化しているドナー細胞を用いて個体を生産するため，

レシピエント卵の縮臨質に存恋する，遺伝子の初期化を

促す因子に核をさらすという点で有利であると考えられ

ているが，産子までの発生についての検討はされていな

い.本実験で作出した核移植肢の移植によっても流産や

早産が発生したため，核移植技術について，さらに検討

する必要がある.また本実験では 2匹移植を実施し，高

い受胎率が得られたものの，生存産子を得られなかった.

これは，受肢牛が黒毛和種であったため，母体への負担

が大きくなったことも一因と考えられる.

一方，体外培養による過大子といった異常もすでに報

されているωが，今回の早産，死産胎子から判断して，

本実験で用いた培養方法ではそのような例は観察されて

いない.

融合後の活性化刺激により，核移植後の移植可能肢で

ある底盤抱の発生率が高まった.正常陸子を得るまでに

らなかったが，今回の結果を踏まえて， f本縮抱クロー

ンウシの早期生践を自指したい.
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