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1 . 緒 言

動物 にお ける発 生 工学 領域の進 歩に多大な
貢献を果たすク ロ ー ンは 「核 遺 伝 子が同一で
ある個 体の 集 ま り 」 と定義され、 乳 腺 細 胞 と
融合さ せた卵母細 胞に 由 来 するク ロー ンヒ ツ
ジ 「 ド リ ー」 の誕生 (Wilmut et al. ， 1 997) がヒ
ト への応用 に対する危慎 か ら マス メ ディアを
中 心に大 き な論 議を 呼 ん だ こ とは記憶に新 し
い。 産 業家 畜 と して もっ と も 重要な位 置づ け
にあ り 、 ヒ ツ ジな どの 繊維 生産 家 畜の代替 知
見を与 える ウ シでも 、 最 近になって卵 丘細 胞
や卵管 上皮 細胞の核 移植に由 来する体 細胞ク
ローンの誕生が報告された(Kato et  al.， 1 998)。
このク ロ ーン作出 (核 移植) 技術は除核処 理 と
活性化 処理を施 した成熟 卵 母 細 胞の調 製を 必
要とし 、 こ のレ シ ピ エン ト 卵 母細 胞と ド ナ ー
細胞とを電 気的に融 合 さ せ た再構 築匪の移 植
によってク ロ ー ン個 体を作出 する。 こ のと き
レシ ピ エン ト 卵 母細 胞の凍結 保 存 が可 能にな
れば、 ド ナ ー細胞の利 用性が向 上 し、 ク ロ ー
ン作出 技術の普 及にいっ そ う 拍 車 がか かる も
のと期 待される。

本研 究ではウ シの核移 植に用いるレ シ ピ エ

ン ト 卵 母細 胞の 凍結 保存 技術を確 立する こ と
を 目 的 に、 形態 正常性に基づいて予備 実験で
決定した卵 母細胞の凍 結融 解条件を用 いて 、
凍結処 理の時期 を最 適化するための核 移植 実
験を行った。

2 . 実 験 方 法

ウ シ 卵丘 卵母細 胞複 合体を22時間成 熟培 養
し、 卵 丘細 胞を 完全に除去した後 に第 1 極 体
の放出 を伴 う 第 2 減 数 分 裂 中 期の卵 母 細胞の
みを選 別した。 と の卵 母細 胞を顕 微外 科 的 に
除核し、 イ オ ノ マイ シン (45秒) と シク ロ ヘキ
シ ミ ド (5時間) の併用 処理によって活性化誘起

した。 常法 (Hoch i et al . ，  1 998) に従って体外受
精によって作出 した桑実 匪の割球を ド ナー 細
胞とし、 レ シ ピ エン ト 卵 母細 胞の 囲 卵 腔に 1

個づっ顕微注入した後に直流パルス (20-V/mm 、
20μsec) を与 えて融 合 さ せた。 融合 (ク ロ ーン)
腔を修 正 合 成卵 管液に移 して低酸 素 濃 度下で
培養し 、 分 割率は 24時間後 、 匪盤 胞への発 生
率と構成細 胞数は 8 日 後 に調 べた。 こ れを 非
凍結対照 (第 I 群) とし、 凍結群では1 . 5M エチ
レング リ コ ールと O. lM シ ュ ーク ロ ースを凍 害
保護 物質 として-350C まで緩冷 して脱水 さ せ
た後に-196 0Cの液体窒素に浸 漬する二段階 凍
結法 (Hoch i et a l . ，  1 996) を、 除核直前 (第 E 群)、
除核直後 (第 E 群)、 除核 5 時間後 (第N群)、 あ
るいは除核 ・ 活性化後 (第 V 群)、 のいずれかの
時期に挿入した。

3 . 結 果

非 凍結 対照の第 I 群では体外成熟 卵の91%
にう ま く 核移 植で き 、 う ち 89% が融 合してク
ロ ー ン佐 とな り 、 こ のク ロ ー ン腔の36% が腔
盤胞期 へ と 発育できた。

凍結融解後の 生存率は除核5時間後あるいは
除核 ・ 活性化後に凍 結融 解した第 N群 お よ び
第 V群の値 (69 "'70%) が除核直後に凍結 した
第 E 群の値 (56%) よ り も 有 意に高 かった。 ま
た凍結 融解 後に核移 植可 能であっ た卵 母細 胞
の割合は第N群の56%が他の凍結群の値 (33 '" 
38%) よ り も 高 く 、 融 合率については第 皿 、 N、
V 群が非 凍 結対 照の第 I 群と同等のレ ベルで
あった (88 "'90%)。

初期分割はすべての 凍結群で観 察され(38 '" 
73%)、 第 E 、 N 、 V 群か ら は発 生速度 と構成
細胞数に関 して対照 群 と 差のない 腔 盤 胞が得
られて き た。 し かしその 発 生 率はク ロ ーン任
当 た り で 2 "'6%、 対 照 群の値 か ら 見ると 5'"
14%に過 ぎなかった。
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Fig. 1 .  Effects of t im ing  of oocyte cryopreservati on on cloning of bovine embryos by n uc lear transfer .  

Groups 

I I  

I I I  

IV  

V 

Cryosurv ival 
(Normal / Frozen) 

62% a ，b 

(256/4 1 4) 
5 6% b 

( 1 20/2 1 3 ) 
70% a 

( 1 92/276) 
69% a 

( 1 5 5 /224) 

Reconstitution  
(NT / M-lI) 

9 1 %  a 
(287/3 1 6) 

3 3 %  c 
( 1 3 8/422) 

3 5 %  c 
( 84/243 ) 

5 6% b 

( 1 65/296) 
3 8% c 

(96/256)  

Fusion Cleavage Development 
(Fused / NT) (2-8  cel ls  / Fused) (BC / Fused) 

89% a 86% a 3 6% a 

(25 5 /287)  (2 1 9/2 5 5 )  (92/2 5 5 )  
7 5 %  b 3 8 %  c 0% c 

( 1 041 1 3 8) (391 1 04) (01 1 04) 
90% a 5 0% c 3 %  b 

(76/84) (3 8/76) (2/76) 
88% a 45% c 2% b 

( 1 461 1 65 )  (65 1 1 46)  (3 1 1 46) 
8 8% a 73% b 6% b 

(84/96) (6 1 184) (5 /84) 

a-c Oifferent superscripts w ith in  col umns denote s ignificant differences at P<0 .05  (x2・test) .
NT:  n uc lear transferred， M - I I :  m etaphase-II ，  BC: blastocysts. 

4 . 考 察

凍結 生 存 率にお け る実 験群聞の差異 よ り 除
核した卵母細胞を加 齢、 ま たは活性化のため
に5時間培養してお く こ とによ っ て除核時の膜
の機械 的損傷に修復の余 地を 与 え た可 能性が
示唆された。 一 方、 凍結 融解 後す ぐに ド ナ ー
細胞の顕微 注入を 行 な わ な ければ な ら ない 第
V 群では こ の時 点で多 く の卵 母細 胞に傷害を
与 え 、 結果 的に核移 植卵の作 出効 率を 低下 さ
せた。 ま た除核前に凍 結融 解した第 E 群の融
合率が他 よ り も 低か っ たのは 除核 時にさ ら さ
れるサ イ ト カ ラ シン B が細胞 骨格の安 定剤 と
しての役割 (Oobr insky， 1 996) を 凍結 融解過程
で果たした結果か もしれない。

凍結 保存した ウ シ 卵母 細胞に核 移植を施し
て も 受 旺牛に移 植可 能 な 腔盤 胞期 への 発 生 率
は 非常に低い と 報告されてお り (Ohkosh i et al . ，  
1 99 7 ;  Booth et al . ，  1 99 8)、 本実験で も 凍結 融 解
の影響は匪 盤胞 への 発生の過 程で も っ と も 顕
著に現れた。 こ の結 果は核移 植卵の作 出効 率
や融合 率 は レ シ ピ エン ト 卵 母細 胞 にお ける原
形質膜の統 合性に依 存している一 方、 ク ロ ー
ン匪 と な っ てか らの発生能 力 、 と く に8細胞分
割期以 降の発 生能 力 は 父 方ゲ ノ ムの活性化 と

関係した細 胞質 因子によ っ て 強 く 影 響 される
こ とを示唆している。

結論 と して、 除核 後の ウ シ 卵母 細胞を凍 結
保存してか ら 核 移植する こ と によ っ て 匪 盤 胞
への発 生例 が得 られる こ と 、 お よ びその凍 結
保存のタイ ミ ングはク ローン匪の作出 効率 に
影響を 及 ぼす要 因の ひ と つで ある こ と が明 ら
かにな っ た。

5 .  引 用 文 献

Booth PJ， Vajta G， Holm P， Jacobsen H， Greve T ，  

Callesen H .  ( 1 998) Theriogenology 49， 3 84.  

Dobrinsky JR.  ( 1 996) Theriogenology 4 5 ，  1 7・26.

Hochi S，  S emple E， Leibo S P .  ( 1 996) Theriogeno10gy 

46，  837・847.

Hochi S，  1to K， Hirabayashi M， Ueda M， Kimura K， 

Hanada A. ( 1 998) Theriogenology 49， 787・796.

Kato Y， Tani T ，  S otomaru Y， Kurokawa K， Kato J， 

Doguchi H， Yasue H， Tsunoda Y. ( 1 998) S cience 

282，  2095-2098.  

Ohkoshi K， Hata M， Kato Y， Tsunoda Y. (1 997) Anim 

Sci Technol (Jpn) 6 8 ，  7・ 1 2.

Wi lmut 1， Schniek巴 AE， McWhir J， Kind AJ， Campbell 

KH S .  ( 1 997) Na町e 3 8 5 ， 8 1 0-8 1 3 .  


