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牛核移植におけるドナー胚の最適利用ステージの検討 

  

笠井 裕明・刈谷 亮介・後藤 充宏 
  

要   約 

 高能力乳牛の胚 1個から効率的に移植可能なクローン胚を作出することを目的とし，体外受精胚を材

料にドナー胚の最適利用ステージについて検討するとともに，過剰排卵処理牛に対する核移植用の体内

受精胚の回収時期を検討し得られた胚を核移植に供試，クローン胚の発生状況を観察し，発生した一部

の胚を移植，その受胎性について検討を行った。その結果，体外受精胚をドナー胚とした最適利用ステ

ージの検討では媒精後 96 時間日の胚が最も高い移植可能なクローン胚の発生率を示し，同様のステー

ジの胚を過剰排卵処理牛から回収する場合発情後 5日目の採胚が適していることが判った。また，回収

した体内受精胚で核移植を行った結果，5日目の桑実期胚 1個あたり平均 8個のクローン胚の作出が可

能であった。作出したクローン胚を移植した結果，受胎率 37.5％(3/8)で 2組の双子を得た。以上のこと

から，核移植に供試する目的で体内胚の採胚を行うには発情後 5日目の採胚で桑実期胚の回収が可能で

あり，採胚した胚 1個から平均 8個のクローン胚が作出可能であり，移植により産仔を得られることが

判った。 

目   的 

 家畜での核移植は，Willadsenによってヒツジで 8～16細胞期の割球をあらかじめ除核しておいた未受

精卵細胞質にセンダイウイルスや電気融合によって融合させ，産仔を得たのが始まりである 1)。その後，

この分野における研究は急速に進み最近では，牛においてリクローン技術 2,3)との組み合わせによる 1

卵性6仔の誕生が国内でも報告されたが一般には1卵性4仔以上の多仔の生産率は低いのが現状である。

胚の細胞をドナー細胞に用いる場合，体細胞をドナー細胞に用いる場合とは異なり細胞数が限られてい

ることから，1 卵性の複数産仔を得るためには，1 回のクローニングによってより多くの移植可能な胚

を作出する必要があり，ドナー胚の最適利用ステージについて検討する必要があった。効率的に高能力

乳牛の産仔を核移植技術により増産させることを目的とし，体外受精胚を材料にドナー胚の最適利用ス

テージについて検討を行った。また，この成績をもとにして過剰排卵処理後の採胚日と回収胚のステー

ジを検討するとともに得られた体内受精胚の一部を核移植に用い，移植可能な胚盤胞期胚の発生状況を

観察し発生した胚の一部について移植を行いその受胎性について検討した。 
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材料及び方法 

1 ドナー胚のステージ別最適利用ステージの検討 

(1) ドナー胚の作出 

 最適利用ステージの検討には，体外受精胚をドナー胚に用いた。体外受精 4)は食肉センターよ

り持ち帰った卵巣の表面に存在する直径 5mm以下の卵胞から卵子を吸引採取し 10％牛胎児血清

(FCS)添加 TCM199 で 20～22 時間成熟培養後，凍結精液を用い，BO 液で 5×106/ml の濃度に調

節した 100μ1精子ドロップ中に卵子 10個程度加え媒精を行い，その 6時間後にピペティングに

より卵丘細胞を裸化処理し 3mg/mlBSA添加 CRlaa培地 750μ1に 50個の割合で加え，5％CO2－

air，38.5℃で 48 時間培養した。その後，5％FCS－CRlaa 培地に移し 5％CO2－5％O2－90％N2，

38.5℃で培養を行った。融合には媒精後 72，96，120 時間目に胚を取り出し，細胞数をカウント

するとともに核移植のドナー細胞に用い発生率を比較検討した。 

(2) 核移植方法 

 クローン胚の作出は成熟培養後 22 時間日に，0.1％ヒアルロニダーゼ添加 PBS(＋)で裸化処理

した後 2.5μg/mlサイトカラシン D添加 TCM199HEPESのドロップ中で押し出し方 5)ににより除

核した卵子を10μM/mlカルシウムイオノフォア添加PBSと10μg/mlシクロヘキシミドと3mg/ml

牛血清アルブミン(BSA)を添加したCRlaaにより活性化処理し，レシピエント卵子として用いた。

胚の再構築は活性化処理開始後 6時間日に，各ステージに達した胚から細胞を分離し囲卵腔内に

注入されたレシピエント卵子(写真 1)を，ZFMを融合メディウムに用い，白金 1mm間隔の 65V/mm

－50μsec×2回の電気融合条件で融合させた(融合機：BTX社 ECM2001)。 

 
写真 1 

(3) クローン胚の培養 

 融合したクローン胚の培養は，体外受精胚と同様の条件で行い，融合後およそ 144時間日に胚

盤胞期胚以降のステージに達した胚をカウントした。 

(4) 体内受精胚をドナーに用いた核移植 

 過剰排卵処理は既報 6)に基づいて実施した。採胚は発情日を 0 日目とし 4～5.5 日目に実施し，

回収したドナー細胞は 2.5μ9/mlサイトカラシン D添加 TCM199HEPESのドロップ中でマイクロ
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マニュピレーターを用い透明体を切開，胚細胞を取り出し，0.1％Trypsin と 0.05MEDTA を添加

した PBS(－)ドロップ中でピペティングにより分散させ，2.5μg/ml サイトカラシン D 添加

TCM199HEPESのドロップ中で融合時まで室温保存した。胚の再構築及びクローン胚の培養は体

外受精胚をドナー細胞に用いた場合と同様の方法で行った。 

(5) 移  植 

 クローン胚の移植は融合後 144時間目前後に胚盤胞期胚以降に発育した胚をカスー社製移植器

を用い 2胚移植では受胚牛の両側子宮角に 1個ずつ，1胚移植では黄体側子宮角に移植した。 

結   果 

(1) 体外受精胚の細胞数 

 ドナー胚として作出した体外受精胚の細胞数は 72 時間目に 16.9±2.9(桑実期胚：mor)，96 時間目

37.3±8.5(後期桑実期胚：CM)，120時間目は 72.0±16.0個(初期胚盤胞期胚：eBla)，122±14.3個(胚盤

胞期胚：Bla)であった(表 1)。 

表 1 体外受精胚 1個当たりの細胞数 

 

(2) 体外受精胚をドナー細胞とした核移植 

 これらの胚をドナ細胞に利用した結果，72，96，120 時間培養胚における融合率は各 71.0，62.7，

54.1％，胚盤胞期胚発生率は 9.3，38.6，14.9％であり培養 96時間目の胚を用いたときに，高い発生率

が得られた(表 2)。 

(3) 採胚成績 

 ホルスタイン種経産牛を供胚牛とした採胚成績では，発情後 4日目で 3頭から採胚した結果，回収

総胚数 13個中 8細胞期以下 2個，8～16細胞期 11個であっ丸 5日目採胚した 5頭では回収総胚数 42

個中 8細胞期以下 1，8～16細胞期 6，桑実期 29，後期桑実期 1個，5.5日目で採胚した 1頭は回収総

胚数 2，後期桑実期 2個であった(表 3)。 
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表 2 ドナー胚ステージ別のクローン胚発生成績 

 

表 3 ホルスタイン種経産牛の採胚成績及び胚のステージ 

 

(4) 体内受精胚をドナー細胞とした核移植 

 ドナー細胞には採胚した体内受精胚の一部(体内)と体内受精胚をドナー細胞としたクローン胚(NT)

の細胞を用い(表 4)，合計 9個，153細胞を核移植し，融合を確認した 131(85.6％)個を低酸素培養した。

融合後 144時間目前後に胚盤胞期以降へ発生したのは 53(34.6％)個であった。 

(5) クローン胚の移植 

 融合後 144時間目前後に胚盤胞期(写真 2)以降のステージへ発育した 19胚を 1胚移植 7頭，2胚移

植 6頭の計 13頭に移植した結果，1胚移植で 2頭，2胚移植で 1頭が受胎し(表 5)，2組の双子(写真

3)を生産した。 
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写真 2 

 

写真 3 

表 4 体内受精胚及びクローン胚の核移植成績 
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表 5 移植成績及び分娩状況 

 

考   察 

 体外受精胚をドナー胚として用い核移植を行った試験では，媒精後 96 時間目の胚を用いたとき最

も高い胚盤胞期胚の発生率を示し，このときの 1 胚あたりの細胞数は 37.3±8.5 個であり，平均 8 個

の移植可能なクローン胚の作出が可能であった。72時間培養した体外受精胚では融合率は最も高いも

のの胚盤胞期胚発生率は低かった。このことは，72時間目において比較的分割の進んだ胚をドナー胚

として選んだことに原因があるかもしれない。また，120 時間培養した胚は初期胚盤胞期胚になって

いたため他の報告 7)と同様に核移植後の胚盤胞期胚の発生率も低かった。このステージの胚をドナー

胚として用いるためには免疫外科学的手法等による内部細胞塊の分離 8)と，融合条件の改善 9,10)が効

率的なクローン胚の作出に必要であると思われる。 

 これらの結果から，体外受精胚における 96 時間培養胚に相当するステージの体内受精胚を回収す

る目的で，9 頭のホルスタイン種経産牛に過剰排卵処理を行い授精後の採胚時期を検討した結果，4

日目では 8～16細胞期の胚が中心に回収され，5日目以降に目的とする細胞数の胚が回収されること

が判った。6日目の回収では胚盤胞期胚が回収されることや 7,11)，6日目に回収される CMでは胚を構

成する細胞の大きさに違いがあり，細胞の大きさによってその後の胚盤胞期胚の発生率に差が認めら

れるとの報告もあり 12)，過剰排卵処理による胚の回収は細胞の大きさが比較的均等な授精後 5日目が

適当と思われる。 

 回収された生体内胚を用いた核移植では 16 細胞期以前の胚をドナーとしたときは融合率 90.4％

(47/52)，胚盤胞期胚発生率 38.5％(20/52)それ以降のステージの胚を用いた場合は 83.2％(84/101)，32.7％

(33/101)であり融合率及び胚盤胞期胚発生率はステージが進むにつれて若干低下する傾向にあったが，
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1胚あたりの移植可能なクローン胚の作出数は逆に増える傾向にあった。 

 作出されたクローン胚を 14頭のホルスタイン種受胚牛に移植した結果，3頭が妊娠・分娩し，2組

の双子を分娩し，6頭については移植後の経過を観察中である。体外受精胚の培養における CRlaaの

有効性については確認されており 13,14)正常に受胎妊娠することが知られている 15)。同様の培養条件で

クローン胚を移植した結果では受胎率はやや低く，培養方法の変更も含めた改善が必要と思われた。 

 得られた産仔のうち 3頭の生時体重は平均的な値であったが，分娩予定日を経過し帝王切開で取り

出した 1頭は 81kgと，過大仔であった。核移植産仔の生時体重については幾つかの報告 16，17)がある

ものの過大仔の発生機序については不明な点が多い 18)が，今回の 1頭はリクローン産仔であることか

ら体外での長期培養が関係しているのかもしれない。 

 今回の結果により高能力牛の体内受精胚を核移植に用いるには過剰排卵処理牛では発情後 5日目の

採胚が適しており，回収した胚 1個から平均 8個のクローン胚を作出できることが判った。今後は例

数を重ねるとともに，得られた産仔の泌乳能力試験を行いその正常性について検討して行きたい。 
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