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現所属：１) 松江農林振興センター安来地域農業普及部

世界初の体細胞クローン動物“ドリー”の誕生31)

と､ それに続く国内での生体体細胞由来クローンウ
シの誕生14) によって､ 畜産分野では､ それまで研究
開発が進められてきた胚 (受精卵) クローン技術に
加えて､ 優良家畜の大量複製の可能性も現実味を帯
びた｡ しかし､ 現状では､ 特に体細胞クローン技術
について子ウシ生産効率が低いことなどが指摘され
ており13�28)､ 実用化を危惧する向きもある｡ このよ
うな情勢を踏まえ､ 本技術が生産技術として認知さ
れるためには､ 個体発生の過程あるいは産子の正常
性および斉一性などの多角的調査の必要性が指摘さ
れている９)｡ そのためには核移植に用いる素材､ す
なわちドナー細胞およびレシピエント細胞質は､ そ
の由来が既知の材料であることが重要であり､ 可能
な限り継続的に確保できればさらに望ましい｡ また､
ドナー細胞として卵丘細胞が成熟培養後に利用でき
れば体細胞の分離・継代培養が不要であり､ ドナー
細胞およびレシピエント細胞質が同時に確保できれ
ばさらに効率的である｡ このような理由で､ 特定の
生体由来の材料を継続的に回収できる���に着目
した｡

我々は､ すでに摘出卵巣７) および生体卵巣６) から
採取した���を用いた体細胞核移植について検討
を行い､ 成熟培養後の卵丘細胞 (ドナー核) から移
植可能胚の作出が可能であることを示した｡ 今回は､
体細胞核移植胚を受胚雌に移植して､ その受胎性を
確認するとともに､ 個体生産が可能かどうかを検討
した｡ さらに､ 娩出子は､ ���型および表現型に
ついて調査した｡ �������
１) 生体由来���の採取および核移植���は､ 既報８) に基づき､ 経産成雌ウシ (黒毛
和種3頭およびホルスタイン種２頭) を用いて行っ
た｡ 採取した生体由来���は､ 卵丘細胞あるいは
卵子細胞質が変性した���を除いた後､ ５％子牛
血清添加����199 (��������) で19～20時間成熟
培養し､ 0.1％�������������(�����) 加�２液中の
ピペッティングで卵丘細胞と卵子に分離した｡ 卵丘
細胞は直ちに0.5％牛胎子血清添加���(－) 中に
浮遊させ､ ドナー細胞とした｡ 卵子は､ 第１極体お
よびその周辺細胞質を透明体外に押出し､ レシピエ����
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した卵丘細胞�卵子複合体 (�����������������������：���) を用いたウシ体細胞核移植について検討し
た｡ 核移植には､ 成熟培養後の複合体から分離した卵丘細胞および卵子細胞質を用いた｡ 融合処理数は133
個であり､ 融合率は70.7％ (94�133)､ 卵割率は86.2％ (81�94)､ 核移植後７日目での移植可能胚 (後期桑
実期～胚盤胞期) への発生率は42.6％ (40�94) であった｡ また､ 胎齢40日目での受胎率は28.6％ (２�７)､
生存胎子率は15.4％ (３�13) であり､ １頭の受胎雌ウシから双子を娩出した｡ 双子産子から���を採取し
てマイクロサテライト���多型領域を解析した結果､ ドナー細胞由来雌ウシのクローン産子であることを
確認した｡ また､ 双子のミトコンドリア���型は､ ������領域の塩基配列を直接シークエンスした結果､ 双
方の毛根組織サンプルでは異なったアリルが検出され､ 由来レシピエント卵子の���型と一致した｡ 双子
の生時体重は29.6および40.8㎏､ 生時体高は67.0および70.8㎝であったが､ ２から18週齢時までの体重お
よび体高発育値は概ね相似して推移した｡ 以上のことから､ ���で採取した���は､ 卵丘細胞を成熟培養
後にドナー細胞として､ 卵子をレシピエント細胞質としてそれぞれ利用した場合､ 発生した体細胞核移植胚
が個体発生能を有し､ 産子生産が可能であることが明らかとなった｡ さらに､ 表現型のうち生後の発育値に
関してはドナー核の影響が大きく､ 少なくとも２から18週齢時までの発育に関しては､ レシピエント細胞質
の影響は認められないことが推察された｡�����：ウシ 体細胞核移植 卵丘細胞�卵子複合体 経膣採卵 ミトコンドリア���
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ント細胞質とした｡ 核移植卵は､ ���������������������������31) 中で直流パルス (30��150μ�､ 10
μ���×１回) を通電後､ 2.5μ�����������������
(�����) および10μ�����������������(�����) で
１時間､ さらに�������������で４時間の処理を行い､
融合・活性化25) した｡ 融合を確認した核移植卵は､
５％�２､ 5％��２､ 90％�２の気相条件下の改変����199 (����101；����������������������������)２)
で発生培養した｡
２) 受胚雌ウシへの移植
発生培養���７から８ (核移植日：���０) 時点
での実体顕微鏡下の形態検査で移植可能と判定した
胚盤胞は､ ���６～７ (発情日：���０) の機能黄
体を有する交雑種受胚雌ウシ１�21) に､ １または２胚
を新鮮移植した｡ 胎子の生存性は､ 胎齢30および40
日目に超音波画像診断装置 (���������900) を用
い､ 胎子およびその付属物の確認ならびに胎子心拍
の有無によって判定した｡
３) 娩出子の���型および表現型の調査���型は､ 末梢血および皮膚毛根組織から調製
した���を用いて､ 核内���および核外���につ
いて調査した｡ 核内���型はマイクロサテライト��� (������) 多型領域32)､ 核外���型はミトコ
ンドリア��� (�����) の������領域４､ 26) の塩基
配列を直接シークエンスして解析した｡
表現型は､ 外貌検査に加え､ 生時から２週ごとに
発育値 (体重および体高) を測定して､ それらの経
時的推移を比較した｡ 交雑種受胚雌ウシおよび娩出
子の飼養管理は､ 既報５) に基づいて行った｡� �
体細胞核移植における融合処理数は133個であり､

融合率 (融合数�処理数) は70.7％ (94�133)､ 卵
割率 (卵割数�融合数) は86.2％ (81�94)､ ���７
での移植可能胚 (後期桑実期～胚盤胞期) への発生
率 (発生数�融合数) は42.6％ (40�94) であった｡
また､ 黒毛和種���由来胚を受胚雌ウシへ新鮮移
植した結果､ ���40での受胎率 (受胎頭数�受胚雌
頭数) は28.6％ (２�７)､ 生存胎子率 (生存胎子数�移植胚数) は15.4％ (３�13) であり､ １頭の受胎
雌ウシが双子を娩出した (表１および図１)｡
双子の������型は､ ドナー細胞由来雌ウシと同
一であった｡ また､ 双子の�����型は､ 双方の毛
根組織由来の���サンプルでは異なったアリルが
検出され､ 由来レシピエント卵子の���型と一致
した｡ しかし､ 末梢血由来の���サンプルでは�����型の混在が検出され､ 双子は個体識別できな
かった (表２および図２)｡
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双子 (№１および№２：図３) の生時体重差は約
10㎏ (29.6および40.8㎏)､ 体高差は約４㎝ (67.0
および70.8㎝) であった｡ 生時の体重および体高差
は２週齢時にはみられなくなり､ 哺育方法が異なっ
ていたものの､ 以後18週齢までは､ 体重が黒毛和種

牛の発育標準値 (標準値)34) の上限に沿い､ また体
高が標準値の下限に沿って､ 概ね相似して推移した｡
このほか､ 双子の舌色は相違していたが､ 鼻紋は酷
似していた｡ 双子のうち№２は慢性肺炎の悪化で20
週齢時にへい死した｡� �
体細胞核移植によってクローン産子が得られるこ
とは､ 既に様々な動物種で報告されている｡ これら
の知見は､ ヒツジ30)､ マウス29)､ ウシ14)､ ヤギ３) お
よびブタ22) の種々の組織細胞をドナーとした核移植
で､ ドナー核の初期化10) が惹起され､ 個体発生にま
で辿り着くことの証明である｡ ウシの体細胞核移植
におけるドナー細胞としては､ 卵丘細胞､ 卵管上皮
細胞､ 皮膚繊維芽細胞､ 胎子細胞などが利用されて
きており､ それぞれの細胞種での胚生産効率ならび
に産子生産効率15) が徐々に示されてきている｡ ����
ら15) によれば､ 成牛由来の継代卵丘細胞を核移植ド
ナーとしたときの発生率は20％程度であると報告し
ており､ 我々が用いた成熟培養直後つまり“未継代”
の卵丘細胞の発生率 (約40％) は比較的高い成績で
あったと考えられる｡
今回我々は､ 特定個体から採取した細胞および卵
子を核移植の素材として用いるため､ 材料採取法と
して���を選択した｡ ���技術は､ 発情周期の任
意の時期に卵子を採取可能で､ 過排卵処理での反応
不良牛からの卵子採取も可能であることから､ 最近
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では牛においてもルーチン化された技術として位置
づけられている12)｡ この���技術を核移植材料の採
取に利用できれば､ 既知の個体由来のレシピエント
細胞質は継続的に確保される｡ ただし､ 摘出卵巣あ
るいは生体卵巣から採取した���を成熟培養後､
卵子はレシピエント細胞質として､ 周囲の膨潤化卵
丘細胞はドナー細胞として核移植に利用し､ 移植可
能胚を作出できることはすでに報告した６�７) が､ そ
の核移植胚が個体へ発生するかどうかは未確認であっ
た｡ そして我々は､ 特定個体の生体卵巣から���
で採取した���を用いて体細胞核移植を行い､ 作
出胚の受胚牛への移植でその受胎性を確認するとと
もに､ ドナー細胞由来のクローン個体の生産に成功
した｡ このことにより､ �１特定個体を用いた１回の���でドナー細胞およびレシピエント細胞質が同
時に確保でき､ 翌日 (成熟培養後) に核移植が可能
であること､ さらに､ �２���は継続的に実施でき
ることから､ 由来の判明したレシピエント細胞質に
種々のドナー細胞を融合させて､ 個体発生能を有す
る体細胞核移植胚が得られることが明らかとなった｡
一般に､ 核移植手法を用いたクローン産子の生産
は､ ドナー核の複製を前提として行われている｡ 従っ
て､ レシピエント細胞質の影響については､ 調査の
必要性は指摘されているが､ あまり調べられていな
い27)｡ 最近､ 体細胞クローン産子について､ 相似性､
繁殖性などの家畜としての生産性をターゲットとし
た飼養試験が国内の研究機関で行われており､ 注目
されている20�24)｡ さらに昨今､ クローン動物および
由来生産物の食品としての安全性に関する調査が精
力的に行われている16)｡ しかしながら､ このような
様々な調査の対象となる産子は､ 核移植の材料であ
るドナー細胞は特定されているがレシピエント細胞
質の由来はほとんどケースで特定されていないと思
われる｡ この場合､ 仮に､ レシピエント細胞質が表
現型に何らかの影響を及ぼしていると想定した場合､
その追跡調査は不可能である｡
統計的手法によって報告されている卵子細胞質内
の������が表現型に及ぼす影響17､ 23) を､ 核移植等
の直接的手法によって証明することは､ 核移植が生
産技術として実用化されるための第１歩と考えられ
る｡ 今回我々が生産した同腹双子はドナー核が同じ
であるが､ レシピエント細胞質が相違しており､ そ
れは毛根組織由来の���材料を用いた�����型検
査で確認できた｡ ただし､ 末梢血から採取した���
材料には２タイプの�����が混在しており､ 末梢
血の�����型による個体識別は不可能であった｡

父母の異なる２胚移植､ 追い移植等によって生産さ
れた双子ウシでみられる血液キメラは､ 胎子期の血
管吻合によって生じ､ 末梢血サンプルを用いた������型による個体識別では核���の混在として検
出される33)｡ 体細胞核移植胚の２胚移植で生産され
た今回の同腹双子例のように､ 核���が相同でレ
シピエント細胞質の�����型が相違した場合では､
末梢血から調製した���サンプルは�����が混在
する､ いわゆる�����型のヘテロプラズミー27) と
して検出されることが明らかとなった｡ 従って､ 今
回のような同腹双子例の個体識別は､ 毛根組織から
採取した���サンプルを用いれば可能であった｡
クローン双子の表現型について､ 体測値を調べた
結果､ 生時の体重および体高差は２週齢時にはみら
れなくなり､ 哺育方法が異なっていたものの以後は
概ね相似して推移した｡ №２子牛が死亡したため､
20週齢以後の発育比較ができなかったが､ 同腹クロー
ン双子の初期発育はレシピエント細胞質の�����
型が異なっていても相似していた｡ このことから､
表現型のうち生後の発育値に関してはドナー核の影
響が大きく､ 少なくとも２から18週齢時までの発育
に関しては､ レシピエント細胞質の影響は認められ
ないことが推察された｡ その一方で､ 生時にみられ
た体測値の差異が､ 胎子期の発育差で生じた可能性
が高いが､ それがレシピエント細胞質の�����型
の違いであるかどうかについては結論付けることは
できなかった｡ �����が表現型に及ぼす影響は､
マウスで種々報告されている18�19)｡ 表現型の差異に
及ぼす�����の影響は､ 核の遺伝情報に大きなバ
リエーションのあるウシ等の家畜で解析することは
極めて困難なこと10) かも知れない｡ しかしながら､�����が細胞のエネルギー生産に関して重要な役
割を担っていることはよく知られており､ �����
型をタイピングして表現型との関連性を解析するこ
とは､ 今後重要なテーマになると思われる｡
本試験によって､ ���で採取した���は､ 卵丘
細胞を成熟培養後にドナー細胞として､ 卵子をレシ
ピエント細胞質としてそれぞれ利用した場合､ 発生
した体細胞核移植胚が個体発生能を有し､ 産子生産
が可能であることが明らかとなった｡ 今後は､ ���
と核移植技術を組み合わせた方法によるクローン産
子の生産モデルを実証､ 提示して､ 実用化への一助
にしたい｡ � �
本試験の実施にあたり､ 終始ご助言､ ご指導いた����
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育種素材研究室の武田久美子の各氏に感謝の意を表
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