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ウシ体細胞核移植におけるドナ}卵丘細胞のロスコピチン処理

あるいは血清飢餓処理が核移植成績に及ぼす影響

冨永敬一郎*.演出由佳子**・岩木史之*柴谷増博*

要約

ウシ体細胞核移捕に用いるドナー細抱に対するロスコピチン(サイクリン依存性キナーゼ阻害剤)処

理，あるいは血清飢餓処理が再構築脹の発生成績及び受匹牛への移構成績に及ぼす影響を比較した.経

睦採卵で採取Lた卵丘細胞に由来する継代ドナー細胞を 10%ウシ胎仔血清(以下FCSと呼ぶ)加

Dulbecco's minimum essential medium (以下 DMEMと呼ぶ)液に 15，t.(Mロスコピチンを添加して 24時

間培養(ロスコピチン処理思)するか，あるいは O~ 5%FCS 添加m.屈M液で 4~7 日開培養(飢餓処理

区)した.レシピエント卵子として，食肉センター由来ウシ卵子を成熟埼養後， 0.25%ヒアルロニダー

ゼを含む PBS(-) i夜を用いて裸化し，除核した.継代した綿抱をトリプシン剛EDTAで剥離後， ドナー

縮施としてレシピエント細胞紫へ挿入した.30V/0.15臨， 25μsの亜流パjレスにより融合させ，融合卵

子には 20V/mm，20μsの龍気刺激により活性化を行った.10μ g!mlシクロヘキシミドと 2.5μ g!mlサ

イトカラシンDを含む CR1aai夜で l時間処理後，シクロヘキシミドのみを含む CR1aa液で4時間処理し，

発生培養液へ移した.分割率， 8細胞期臨率及び7あるいは 8日自距盤胞率を計測した.免疫蛍光2

染色により内部細胞塊細胞と栄養膜細胞を別々に数え， 7日目脹盤胞の細胞構成を比較した.ロスコピ

チン処理毘の一部の再構築距盤胞を受伍牛に 1個ずつ移植した.

l ドナ」細胞の細胞周期調整法による融合率，分割率， sf盤胞への発生率， 7日目距盤胞の縮抱数及

び細胞構成には差がみられなかった.

2 ロスコピチン処理による細胞閤期調整法により作成した再構築脹盤胞の移植により， 2頭の正常子

ウシが得られた.

3 ロスコピチン処理は血清飢餓と同様にドナー細胞の細胞周期謂整に利用できることが明らかになった.

Synchronization of Donor Cell Cyc1e by Roscovitine Treatment 

in Bovine Nuc1ear Transfer 

Keiichiro TOMINAGA， Yukako HAMADA， Fumihiro IWAKI and Masuhiro SHIBATANI 

Summary 

The aim of this study was to determine the effect of donor cells treated by roscovitin巴 (R)(cyclin dependent 

主inaseinhibitor) on the developmental competence of embryos after nuclear transfer and the caving rate following 

transfl巴rand to compare with those by serum starvation (SS). Donor cells of succession， which were derived from 

cumulus oocphorus collected by ovum pick up were cultured in the medium of Dulbecco's minimum essential 

medium (DMEM) with 0.5% fetal calf serum (FCS) for 4-7 days (SS)， or wit~ 10% FCS containing 15μMRfor 

24 hours. These donor cells were fused with enucleated oocytes and fused reconstructed oocytes were activated， 

followed by incubation in CR1aa medium with 10 μg!ml cyclohexirnide (C) and 2.5μg/ml cytochalasin D for 

1 hour. Embryos were甘加sf，巴汀edto CR1aa medium containig C for 4 hours. They were cultured in the CR1aa 

medium with bovine serum albumin or FCS for 7 days. The first cleavage rate of reconstructed embryos叩 dthe 
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developmental rate to the blastocyst stage and the number of ce11s of Day 7 blastocysts were examined. To assess 

the ability to continu巴dev巴lopmentto full t巴rm，5 nuclear transfl巴rembryos derived from adult granulosa cells 

紅白tedwith R were transferred to 5 recipients. 

(1) There was no significant differ巴nce(P>0.05) in the rates of fusion， first cleavage of reconstructed embryos 

間 dthe developmental rate to the blastocyst stage between R and SS treatments. 

(2) Each of 5 nuclear-transferred embryos was transferred to 5 recipients， and 3 recipients were confirmedωbe 

， pregnant. 

One was aborted at early gestation stage and finally 2 apparently normal female calves w巴redelivered， and 

their birth weights were within the normal range of T司~ima strain of Japanese Black cattle. 

(3) Th巴seresults demonstrated that R treatment is as useful as SS treatment for synchronizing the cell cycle of 

donor c巴l1sin bovine nuclear transfer. 

キーワード:体細胞核移植，ロスコピチン，ウシ旺，クローンウシ

緒 t 

臼

晴乳動物における核移植技術は稀少動物，あるいは高

価値動物を効率的に，しかも大量に生産できる手段を提

供し，遺伝子組換動物の生産にも大きく震献している.

ウシでは核移植した再構築脹の脹盤抱への発生率が高

く，子ウシ生産の成功例も多いが，正常子ウシの生産率

が5%以下と低く，妊雄中の流産，分娩前後や誕生後 1

週間以内の死亡も多い叩)ことから，我が国では未だ実用

面でウシの改良増漉への応用にきさらず，食品としての利

用も自粛されている.

体細胞核移植のドナー綿胞を成熟促進因子

(maturation promoting factor :以下MPFと呼ぶ)活性の

高い分裂中(以下Mと呼ぶ)期の卵子細胞質と向調させ

る必要があるため， ドナー細胞の綿鵠潤期の諦節が成功

の大きな鍵と言われている.一般に，休止(以下Gと呼

ぶ)期の休眠紹抱が用いられ，ヒツジでの成功拙)以来，

マウス 2ペウシ 101 ブタ 191の種々の硝乳動物で体細胞ク

ローン動物が作出されている.

GO/Gl期の休眠縮胞を作成する方法として，低濃度の

ウシ胎仔血清(以下 FCSと呼ぶ)を用いた嵐清飢餓処理

が多く利用されている山問。紙却)が，飢餓培養では，細胞

にアポトーシスが誘起され 1ぺさらに血清の通常濃度を

添加した培養細胞を用いた核移植に比べ，胎仔死Eご率が

高い51ことが指摘されている.核移植による子ウシ生産に

は必ずしも GO期調節は必要でなくべ GO期よりGl/合

成(以下Sと呼ぶ)期締胞の方が，活性化したレシピエ

ント卵細胞質と同調し易い 131 ことも示されている.

血清飢餓処理の他に， iiJJ主的に処理前の状態に回復で

きるロスコピチンペスタウロスポリン31やアブイデイコ

1)ン271等の細胞周期諦節物質が利用されている.特に，サ

イクリン依存性キナーゼ阻害剤であるロスコピチンは細

胞周期を GO/Gl期に同期化でき，MPF活性を抑制するこ

とにより，卵子を卵核胞(以下 GVと呼ぶ)期に停止さ

せ21にあるいはとト総維芽細鞄を効果的に GO/Gl期に停

止させる眠ロスコピチン処理を解除すると， GV期卵

子はMll期に移行しベ GO/Gl期に停止した細胞はS期

に進む 211 最近，穎粒膜縮施の核移植試験において，ロ

スコピチン処理は血清飢餓処理より分娩後の子ウシの生

存率が高いことが報告された叫.

著者ら

することにより正常子ウシを生産したことを幸報託告したが，

本研究でで、はt増議殖期にロスコピチン処理することにより

GOαI/Gl期へ向翻した卵丘縮胞を用いて，体細胞核移摘を

試み，血清飢餓処理による核移植成績と比較した.

材料及び方法

1 縮施周期検査

S期細臨検査法としてブロモ・デオキシ・ウリジン

(以下 BrdUと呼ぶ)ラベリング・デイテクション・キッ

ト (Roche社製)を用いてカバーグラスに張り付けた細

胞を染色した.簡単に方法を説明すると， 10μg/mlBrdU 

添加培養液で 1時間培養後， 0.9%クエン酸液で 15分間

低張処理し， 4
0

Cカjレノア液(酢酸:メタノール =1:3) 

で1分間固定後，気中で乾燥した.次に，スライドグ

ラス上に置いたカバーグラスに l枚に付き 50μiのヌク

レアーゼを添加した抗BrdUを滴下し，パラフィルムで覆

い，保混箱内にスライドグラスを置き， 37"Cで30分間

培養した.PBS (~)液で 3 囲洗浄後， 1枚に付き 50μl

の抗マウス Ig蛍光色素反応、液をスライドグラス上に置

いたカバーグラスに滴下し，パラフィルムで、覆って，ア

ルミホイールで包んだ保湿箱内にスライドグラスを霞き，

37"C， 30分間培養した.さらに， PBS (ー)液で3罰洗
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浄し，スライドグラス上にカバーグラスの細胞面を下に

してマウンテイング・メデイウム (KRP杜製)で封入し，

蛍光顕微鏡(オリンパス社製)を用いて， B励起， 200 

~ 400倍で観察した.

8 ~ 12代継代した卵丘細抱をロスコピチン処理，ある

いは血清飢餓処理 (FCS濃度:0.05%あるいは 0.5%)

後，グロウス・メデイウム (10%FCS， 10%トリプトー

ス・フォスフェート・ブロス， 1% 重曹添加 Dulbecco's

minimum essential medium (白水社製)(以下 DMEMと呼

ぶ)) (以下 OMと呼ぶ)に戻し， 1時間の BrdU処理で

蛍光色素を取り込んだ S期細胞を計iR~ して，経過時間部

にS期細胞比率を算出し，血清飢餓処理解除後の経過時

罰による S期細胞比率の変化を調べた.

2 核移植方法

(1) ドナー細胞の採取及び;妓養

但馬ウシの卵胞から卵丘細抱を経躍的に採取し， OM

I夜を用いて 37"C， 5 % C02の気相条件下で数代に壁り細

施を継代し， 10%ジメチル・スルフォキサイド(以下

DMSOと呼ぶ)(関東化学社製)を含む DMEM液で 2年

間凍結保存しておいた綿胞を融解後，継代してドナー細

目包として用いた.前日から 15μMロスコピチンを添加

した DMEMì夜で処理，あるいは 4~7 日開 0.5%FCS 添

加DMEMi夜を用いた血清飢鋭培養によって，細胞周期を

00/01に同期化したドナー細胞を用いた.

(2) 核移植方法

卵子の採取，成熟培養， I徐核ならびに核移植について

は，既報7) に準じた.食肉センター由来卵巣から採取し

た卵子を用い， 18から 19時間の成熟培養後，極イ本を放

出した卵子を選別して，押し出し法により徐核した.フィ

ト・ヘモ・アグjレチニン(ナカライ社製)を添加した

20%FCS加 TCM199(Oibco BRL社製)液のドロップ中

でドナー締胞をレシピエント卵子の囲卵腔へ挿入し，卵

子成熟培養 23~ 24時開後に細胞融合装置 (BTX200) 

とニードル型龍極(富士平工業社製)を用い，Zinmmerman 

i夜32) 中で 30V/150μm，25μsec， 1留の直流パルスに

より融合させた.融合確認後，ステンレスチャンパー

(富者平工業社製)を用い，再び電気刺激 (20V/rnm， 20 

μsec)を行い， 10μg/mlシクロヘキシミド (Sigma社

製)を添加した 3mg/mlウシ血清アルブミン (Sigma社製)

(以下 BSAと呼ぶ)を含む CR1aa201i夜で 5時間域養し，

その後概報22)の培養法により 7日間体外培養を行った.

(3) 調査項目

核移植後の融合率(融合臨数/細胞挿入個数x100)， 

分割率(分割距数/融合)Jf数x100)， 7日13Hf盤胞率及

び8呂町'lf盤胞率(目玉盤施数/融合目玉数x100) を競べ

た.713E1Hf盤胞については免疫2叢蛍光染色 23)を行

い，細胞数と細抱構成を比較した.統計処理では， 7日

目距盤胞の紹胞数については t検定を行い，百分率を角

変換し，分散分析後，ダンカンの多重検定を行った.

3 移植試験

ロスコピチン処理した細胞から得られた 5個の再構築

713呂距盤胞を 5頭の黒毛利譲受粧牛に l個ずつ新鮮距

移植した.

結 果

ドナー細胞の縮胞爵期について，BrdUを用いた S期細

胞検査法により測定した結果， s期細胞比率はロスコピ

チン処理及び血清飢餓処理により 23%から 1~ 3%まで

減少した.処理解除後， s期細胞比率は 4時期までは増

加しなかったが，ロスコピチン処理では 6時需には 10%，

8時開には 18%まで増加した。…方，血清飢餓処理では

6時間では 5%以下であったが， 10時間には 5~ 12%ま

で， 12時間には 12~ 15%まで増加した.飢餓解除8時

簡のS期細胞比率の推移は 2種類みられ，飢餓処理血清

濃度にかかわらず，増加しない場合がみられた.処理解

除後ロスコピチン処理では6時間には 10%まで増加した

が，血清~JL餓処理では 8 ~ 12時間で 10%となりロスコ

ピチン処理がより早く S期へ移行した(思 1). 

核移植成績では融合率，分割率及び7日13，813回目玉

盤胞発生率において処理による差はみられなかった(表

核移植由来7日目目玉盤胞の細胞数では内部細胞塊細胞

数，栄養膜細抱数，総細胞数ならびに内部細胞塊綿純比

率のいずれにおいても， ドナー細脆の処理による品質の

差はみられなかった(表2).

移植成績ではロスコピチン処理した 5個の粧盤胞を l

距ずつ 6頭の受距キに移植した結果， 3頭 (60%)が受

胎し， 1頭は流産したが， 2頭が分娩誘起によって，妊

娠日齢285日と 28013自に，正常な雌子ウシを分娩した

• (図2).

考察

本研究では既法7) と掲ーのロスコピチン処理した継代

綿胞を用いて核移植を行い，発生じたj距盤胞を移様して

体細胞クローンウシを生産した.血清飢餓及びロスコピ

チン処理により， s期締胞は殆どみられなくなり，ロス

コピチン処理では血清飢餓処理より処理解除後早く S期

へ移行した.Kurosakaら1川ま 0.2%血清を用いて飢餓処
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掴 1 ロスコピチン処理及び血清飢餓処理解除後のS期細抱の割

合(1時限当り)の変化
注:表示時間は BrdU取り込み時憶は時間)を含まない.

6時間日血清飢餓0.5%-1区及び0.05%♂区とロスコ
ピチン処理とに有意差 (p<O.05). 

表 l

f共試卵子数 融合数

題2 クローン産子(上:C-3 下:C-4) 

処理加核移植佐の融合率ならびに発生家

処理方法

ロスコピチン

血清飢餓

(%) 分離数 (%) 7 B自販盤臨数 (%) 8日回目玉盤胞数 (%) 

283 186 (65.6) 139 (79.5) 90 (47.8) 104 (57.5) 

251 183 (78.4) 143 (78.8) 106 (54.5) 113 (61.1) 

表2 処理別核移植7日富佐盤抱の品質

処理方法 供試距数 内部細胞塊細胞数 栄養膜縮胞数 総縮胞数 内部細鞄塊細胞比率(%)

ロスコピチン 63 

78 

23.0 

23.1 

70.1 

70.0 

93.6 

92.8 

20. 7 
22.9 

表3 処理方法別移植成績

移植頭数 受胎頭数 (%) 分娩頭数 (%) 備考

5 3 60.0 2 40.0 C司3，C-4' 

*生時体重及び妊娠期間:C -3 26.3kg 275日， C-4 25.8kg 284日

理を行い，細胞廟期を調節したドナー細胞による核移植

再構築駆では， GO期からは 6~9 時期で S期へ移行する

が，Gl期からは 6時鰐以内に移行することを報告した.

これらのことから本研究のドナ}細胞の細抱崩期を推定

すると，血清飢餓処理では GO期であったが，ロスコピ

チン処理ではGl期であったと思われる.

本研究の核移植成績では融合率，分割率及び7日日

8 B日臨盤施発生率において差がみられなかった.また，

移棟試験には制約があるため，粧接胞の品質を細胞数で

評髄した.7日目距盤胞の細胞数では内部細胞塊細胞数，

栄養膜細胞数，総細胞数ならびに内部線胞塊細胞比率の

いずれにおいても， ドナー細胞処理による品質の差はみ

られなかった.Gibbonsら4) は頼粒膜綿臨を体細抱核移

植のドナー細砲として用い，ロスコピチン処理は血清飢

餓処理より GO/Gl期の比率が高く，目玉盤臨発生率が低く，

細抱数は少ないことを報告し、持者に差がなかった本研

究の結果と異なっている.

Gl期と GO期細胞の形態的な区別は悶難であるが，

Wellsら26) は血清飢餓処理による GO期，あるいは分裂

直後の細飽採取によるGl期細砲を用いた核移植で，妊娠

率は変わらなかったが，出生後の子ウシ死亡率がGl期は

GO期よりが高かったことを報告した.さらに，Wellsら27)

は血清飢餓，蛋白キナーゼ問書剤であるスタウロスポリ

ン及びDNAポリメラーゼ特異的臨書剤であるアフイ

デイコリン処理によってウシ胎仔線維芽綿胞を GO期，早

期Gl期あるいは後期Gl期に分類した.これらの細胞を

使って核移植を行った結果，sfの発育率では後期Gl期が

低く，子ウシ生産率では GO揚が高く，離乳時生存子ウ

シ率では差がみられなかったが，誕生後の生存率はGl期

がGO期に比べ高い傾向がみられた。

一方，血清鼠餓で培饗すると，細目包にアポトーシスが

誘起される川こと，さらに通常濃度の血清を添加して培
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養した細胞を用いた核移植より胎仔の死亡率が高いこと

も報告されている5¥

著者らは血清飢餓処理した卵丘細胞を用いて体細胞ク

ローンウシを生産したことを報告しぺ本研究でも正常子

ウシを既報7) と同率で生産した.しかし， Cibelliら2) は

振り動かし法によるGl期細胞を用いた核移植で子ウシ

を生産したが，コンフルエント状態でGO期になった細胞

からは妊娠 18013以降の生存子ウシが得られなかったこ

とを報告した.さらに; Gibbonsら4) は移槌では受胎率

に護はないが、ロスコピチン処理が血清飢餓処理よりHf

盤胞当たりの子ウシ生産率及び分娩後の子ウシの生存率

が高いこと会報告し、本研究の結果とは異なっている.

細胞数の多少が子ウシの生産に影響を及ぼす可能性は

あるが，核移楠Hfの細胞数のみでは，僧体への発生能は

評価できないという報告 12)があり，体細抱核移植再構築

粧の移植において， ~変移櫛操作が原因と思われる妊娠初

期から後期までの広い範閣での流産や，過大子，生後夜

死が多く発生することも報告されている悶

本研究でも 1頭が妊娠初期に流産したが，妊娠した 2

頭は分娩誘起により正常な雌子ウシを分娩し，子ウシの

鹿弱も認められなかった. KatoらJJ)及びLucasら16) は

生産率の高い*目胞のロットが存在することを報告し，ク

ローンウシの生産率がドナー細胞の由来によって異な

る8.JJ) ニとも京されている.このような理由によヲて，

本研究と Gibbonsら.1)の子ウシ生産で援が生じたと考え

られ，例数は少ないが，本研究で用いたドナー細胞，核

移植方法ならびに培養方法は良好であったと盟、われる.

しかし，クローンウシの生産にはドナー細胞や核移植方

法のみならず，再構築肢の培養方法も大きく影響すると

考えられるため， Hfの細抱数や細胞構成の他に染色体異

常 15) 遺伝子発現や DNAのメチル化パターン 31)等の項

目についても調査する必要がある.

本研究と Gibbonsら4) の結果からロスコピチン処理に

よるクローンウシ生産を考察すると，体細胞核移植のド

ナー細胞としてロスコピチン処理によるGl期細胞を用

いると，血清銑餓処理による GO期細胞を用いた場合と問

にHf盤胞及びそれらの移植による正常子ウシを生産す

ることが可能で、あると患、われる.
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