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要　　　約
　ウシ体外受精胚から採取したバイオプシー細胞を用いて γ
2（ γ2）遺伝子の検出率から診断に必要な胚バイオプシー量 抽出方法 及び全ゲノム増幅法

法 を検討した さらに 産物を用いて性判別及び （ 遺伝子診断の
複数項目 診断を実施した
１　 抽出方法は加熱処理よりも 処理が優れていた
２　 処理区では胚バイオプシー量、 法による変異型 γ2遺伝子の検出率に差はなかっ
た
３　1 5胚を 処理で 抽出した場合の性判別は 法の種類にかかわらず100％可能であった
４　1 5胚を 処理で 抽出した場合の 遺伝子診断率は 産物に比較して 産物
を用いた方が高い値であった
　以上のことから 処理で胚から を抽出後 全ゲノム を増幅すると バイオプシーサンプ
ル量を1 5胚としても複数項目の 診断が可能であることが明らかとなった
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緒　　言
　近年 ウシ胚による遺伝子診断技術が確立されたこと
から4 5 10 11） 経済形質や不良形質などの遺伝情報が判明
した胚を利用することで 遺伝性疾患を回避した高能力
牛の生産が可能となってきた
　複数項目の遺伝子診断を実施し 胚による選抜を可能
にするためには わずかな量の胚サンプルから大量の

を増幅させることが必要である そのために開発さ
れた全ゲノム増幅法（
法）は稀少な サンプルからゲノム を増幅す
る有効な方法であり その増幅方法から主に2種類に大
別される その一つは によるもので ランダムな配
列のプライマーを用いる
（ ） 法13） や 改 良 型 法3）

法9） な ど が 挙 げ
られる もう一つはバクテリオファージ由来のφ29

ポリメラーゼを利用しゲノムを増幅する
（ ）法2）である

　本試験では改良型 法と 法を用いて
γ2（ γ2）

遺伝子の検出率を比較するとともに 複数遺伝子診断に
必要な胚バイオプシー細胞量 抽出方法について検
討を行った

材料及び方法
１　胚の作出
⑴　卵子の体外成熟
　食肉処理場で採取したウシ卵巣を100 ペニシリ
ン カリウム（ ファルマ株式会社） 100
μ 硫酸ストレプトマイシン ファ
ルマ株式会社 、を添加した滅菌生理食塩水に入れ 約
25℃に保持して 実験室に持ち帰った 卵巣表面の直径
5㎜以下の卵胞から卵丘卵子複合体（ ）を吸引採
取し 1 子ウシ血清 を添加した乳酸加リンゲル液
で を数回洗浄し 2層以上の卵丘細胞に包まれた

のみを成熟培養に供試した 成熟培地は 199
（ ） に5 と1 の100 100μ

を添加したものを用いた これらの を成熟培地で2
回洗浄した後 35 ㎜ウエルディッシュ

）内の滅菌流動パラフィン ナカライテス
ク で覆った600μ の成熟培地へ80～100個ずつ入れ 5

2 95 の気相下とした38 5℃加湿型炭酸ガス培養器
内で約20時間培養した
⑵　体外受精及び体外培養
　家畜改良センター技術マニュアル7）に準じて 体外受
精 体外培養した つまり γ2遺伝子に変異を持つ
本県所有の種雄牛1頭から採取した同一ロットの凍結精
液を37℃の温湯で融解し 最終精子濃度を5×105 に調
整した あらかじめ 液で洗浄した を20個ずつ滅
菌流動パラフィンで覆った100μ の 液中へ入れ 5

2 95 の気相下で約6時間媒精を行った
　媒精後 0 025 ヒアルロニダーゼ（ ）を添加し
た 、 無添加リン酸緩衝液（ ）中で
ボルテックスミキサーを用いて卵丘細胞を除去し 5

25 2及び90 2の気相下で5 添加 1 液7）
中で体外培養を行った 媒精日を0日として5日目から
0 1 β メルカプトエタノール（ ）と20
を添加した 199液中で5 2 95 の気相下で培
養した 7日目または8日目に胚盤胞まで発生したエクセ
レントからグッド等級の胚を供試した
２　胚のバイオプシー
　体外受精により作出した胚盤胞を0 2 スクロース
添加 で洗浄し 90 ㎜シャーレ上の300μ 同液の小
滴中に1個ずつ移した マイクロマニピュレータに取り付
けた金属刀（ 、 ）を用いて
倒立顕微鏡下で1 5～1 2に胚を切断した
３　 の抽出
　バイオプシーした胚サンプルを滅菌蒸留水（ ）で
2回洗浄後、 を抽出した 　
　 法に供する胚サンプルは，熱処理区の場合10
μ の とともに0 2 チューブへ移し，95℃ 5
分間の加熱処理を行った 処理区の場合は5μ の
とともに チューブへ移し さらに5μ の50
を足して総量10μ とした 法に供する胚サ
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ンプルは50 で1回洗浄した後
（ ）付属の 2 μ をあらかじめ

入れた チューブに1 μ の50 とともに移
して総量3μ とした
４　 法
　 法では 改良型 法3）を一部修正
した つまり、10 μ の 抽出液を チューブへ
移し 400 μ 15 ランダムプライマー 1
× 25 2 2 2

（ ）の組成15μ と合わせ、総量25
μ とした 条件については94℃ 2分の後に94℃ 1
分 28℃ 2分 55℃ 4分（28℃ 55℃間は0 1℃ 秒で上
昇） 68℃ 30秒を50サイクル 最後に68℃ 8分とした
　 法では を用い プロトコール手順に
従い調整した すなわち3 μ の 抽出液に3 5 μ の

2を添加し 氷上で10分間インキュベートした後
を3 5 μ 添加し 10 μ 29

μ 　1 μ と合わせ 50 μ とした その
後30℃で16時間インキュベートした後 65℃で3分間保持
し酵素を不活化した
５　 方法
　 γ2遺伝子では相川らの方法1）に準じて γ
2遺伝子増幅を行い，3 アガロースを用いて100 で50
分間の電気泳動を行った．性判別は 牛胚性判
別試薬（栄研化学）を用い プロトコールに従って診断
を行い， （ 遺伝子の診断は

らの方法8）に準じて行い，3 アガロースを用
いて100 で20分間の電気泳動を行った
６　実験の構成
実験1　 γ2遺伝子の検出
　バイオプシー細胞量の大きさにより5区（1 1胚 1 2
胚 1 3胚 1 4胚 1 5胚）（図1）を設定した バイオプシー
細胞量 抽出方法 法毎に γ2遺伝子の検
出率を比較した
1 1　 抽出方法
　熱処理と 処理により胚から を抽出後

法により全ゲノムを増幅し γ2遺伝子を検出
した
1 2　 法による全ゲノム増幅
　 処理により胚から を抽出後 法により
全ゲノムを増幅し γ2遺伝子を検出した
実験2　 法及び 法増幅産物による複数遺
伝子診断
　1 5胚を 処理で 抽出を行った 産物を
用いて 性判別と 遺伝子診断を実施した

図1　バイオプシー細胞量
　１は1 1 2は1 2 3は1 3 4は1 4 5は1 5の細胞量を示す 矢
印：サンプル細胞
７　統計処理
　計数データをχ2検定で解析し 0 05の差を有意とし
た

結　　果
実験1　 γ2遺伝子の検出
　成績を図2と表1に示した
1 1　 抽出方法
　 処理による 抽出で診断率が上昇した ま
た， 処理区において胚バイオプシー量による検出
率の有意差はなかった
1 2　 法による全ゲノムを増幅
　 法は 法と同等の変異型 γ2遺伝子
の検出率が得られた
　また， 法でも胚バイオプシー量による検出率に
有意差はなかった
実験2　 法及び 法産物による複数遺伝子
診断
　 法及び 法産物を利用して 性判別と

遺伝子診断が84 6～100％の確率で可能であった（表
2 3） 性判別では差が出なかったものの 遺伝子診
断率は 産物を利用した場合に高い値であった
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考　　　察
　近年，血液，脂肪，毛根，口内粘液，精液を用いて，
バンドⅢ欠損症，クローディン16欠損症や赤血球凝集
因子11欠損症等の遺伝的疾患，マーカーアシスト選抜
のためのマイクロサテライトマーカー， ， や

γ2等の脂肪構成に関わる経済的遺伝子の診断法
が確立されている．また，移植前胚を用いて、性判定，

多型診断や経済形質が行われており，ウシの育種
において， 診断は重要な技術に位置づけられる．
しかし，胚を用いた 診断では，サンプル量が少な
く、移植までの時間が限られているため、サンプリング
胚の簡易的な 抽出及び迅速な 診断が要求され
る．また、性判定のように反復配列を用いた 診断
であれば，少量のバイオプシーサンプルについて
抽出率が低いが簡易な熱処理法を用いても、診断率及び

正確さを低下させない しかし 反復配列がないその他の
遺伝子診断や複数項目の診断では， を効率よく抽
出し，しかも蛋白の混入しない精製された 十分な
量を確保する必要がある．
　実験1 1では50 処理は熱処理より γ2
遺伝子の診断率が向上することを示した． 抽出方
法として，塩類を除いた水中での熱処理，蛋白融解のた
めの による酵素処理法， や のア
ルカリ処理法があるが，本試験で 抽出方法が後に
続く遺伝子診断に大きな影響をもたらすことが明らかと
なった．
　実験1 2において、改良型 法と 法の比
較で， 遺伝子診断率は 産物を利用した場合に
高い値であったが， γ2遺伝子診断は差がなかっ
た．これは 遺伝子診断において 法は

　　　　　　　　　　　図2　全ゲノム増幅産物を鋳型とした γ2遺伝子診断
　左より順に熱処理 法 処理 法 処理 法による を示す 図上の数字はバ
イオプシー細胞量を示し １は1 1 2は1 2 3は1 3 4は1 4 5は1 5の細胞量を示す 85 の 産物を制限酵素（ Ⅱ）
で切断すると60 と25 に切断される 85 は正常バンドと60 は変異特異的バンドを示す 60 バンドの存在により
ヘテロ変異個体を識別した
　 ＝20 ラダー ＝ヘテロ遺伝子型をもつ種雄牛の血液抽出

表 1　 γ2遺伝子の診断率

増幅方法 抽出方法
バイオプシー細胞量

1 1 1 2 1 3 1 4 1 5

法
熱処理法 4 17 23 5 32 40 80 0 2 3 66 7 6 9 66 7 2 5 40 0 46 74 62 2

区 4 4 100 5 6 83 3 10 10 100 6 6 100 2 2 100 27 28 96 4
法 区 4 4 100 7 7 100 4 5 80 0 2 2 100 4 4 100 21 22 95 5

表内の数字は診断胚／供試胚数（診断成功率）を表す．
＝異符号間に有意差あり（ ＜0 05）

表 2 　性判別の診断率
雄 雌 判定 供試胚数（％） 一致率

法 2 4 6 6 100 100
法 1 5 6 6 100 100

一致率： 法実施前のバイオプシー胚との診断一致率を示す

表 3 　 遺伝子の診断
型 型 判定 供試胚数（％）

法 10 1 11 13 84 6
法 3 9 12 13 92 3
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法より優れているとした報告5）を支持した．
　 法では少量のヒト細胞を用いて， 法，
改良型 法、 法及び 法等の種々
の方法が開発され、ウシ胚由来細胞に 法10），
改良 11）法及び 法5）が応用されている．

法のデメリットとして が均一に増幅され
ないことと，増幅された に1 500 以上のサイズが
確認できていないことが挙げられるが12），対象遺伝子の
サイズが240 までであれば 法として用いること
が可能としている3）． 今回， γ2遺伝子において対
象としている変異特異的部位は170 とサイズが短かっ
たため増幅課程でバイアスが生じにくく 検出感度に差
が生じなかったと思われる しかし， 法をウシ胚の
着床前遺伝子診断に用いる場合，対象遺伝子に左右され
ずに安定した診断が可能な 法が遺伝子増幅方法と
して望ましいと考えられた
　今回、 法に供する胚バイオプシーサンプル量に
ついて検討したが 50 処理で 抽出をした
場合において， 法及びバイオプシー細胞量に関わ
らず高い γ2遺伝子診断率が得られた 特に
法では電気泳動像から サンプル量に関わらず安定した
増幅が行われていることが確認できた これは 法
では 量0 1 から100 の範囲においては同等の

収量が得られ 全ゲノム領域において増幅の偏りを
最小限に抑えた均一な全ゲノム増幅ができる6）ことによ
ると考えられる
　これらのことから 処理で胚から を抽出
後 全ゲノム を増幅すると バイオプシーサンプル
量を1 5胚としても複数項目の 診断が可能であるこ
とが明らかとなった 胚バイオプシー量が小さい程 移植
に供する胚へのダメージが小さいため 今後はサンプリ
ング時のサンプルの散逸等のリスクを考慮しつつ さら
に小さなバイオプシー片の使用を検討したい
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