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牛体細胞核移植胚の培養液の検討
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要 　約

ウシの体細胞による再構築胚の体外培養による発生率は未だ低い。本研究では、血清飢餓培養したウシ

耳介由来繊維芽細胞を除核したウシ未受精卵に融合して作製した再構築胚を用いて融合後 168 時間体外で

培養し、効果的な培養方法を確立するために行った。実験 I では、修正合成卵管液（mSOF）、アミノ酸を

添加した Charles Rosenkrans 液（CR1aa）および 5% 新生子ウシ血清を添加した CR1aa （CR1aa+NBCS）

で再構築胚を培養した。無血清培養液である CR1aa 液では、胚盤胞期胚は得られなかったが、血清を添

加した CR1aa+NBCS では、培養した再構築胚の 13% が胚盤胞期胚に発生した。一方、mSOF 液では、

無血清培養液であるにもかかわらず 17% の胚盤胞への発生率が得られ、CR1aa+NBCS と同様だった

（p<0.05）。実験 II では、体細胞再構築胚を融合後 120 時間まで mSOF あるいは CR1aa+NBCS で培養し、

その後細胞培養液である 5% NBCS を添加したダルベッコイーグル培養液（DMEM-NBCS）で 168 時間ま

で培養した。その結果、2 区の培養方法でともに 21-25% の再構築胚が胚盤胞期へ発生し、ウシ再構築胚

を培養後半期に DMEM-NBCS で培養すると発生率が向上することが示された。

緒 　論

ウシ体細胞核移植技術の効率化は、家畜改良の促進のみならずクローン技術を利用した遺伝子改変ウシ

作製の効率を改善させるものである［1-4］。体細胞核移植産子の生産効率の向上には移植前の胚の培養法

の改善が重要であると考えられる。しかしながら、胚盤胞期胚までの発生率は一部の報告［5］を除き低

率［6, 7］であることから、再構築胚の培養方法の改善が望まれている。

ウシ胚の培養には、卵管上皮細胞と共培養［8］や低濃度酸素下での培養［9, 10］など種々の培養方法

が利用されているが、体細胞核移植胚の培養方法は十分には検討されていない。本報告では、ウシ体細胞

核移植胚の胚盤胞への発生率を向上させるため、培養液の種類や培養条件を検討することで発生率の高い

体外培養系の開発を試みた。

材料と方法

除核卵子の調整

近隣の屠場で採取したウシ卵巣の直径 2 ～ 8mm の卵胞より卵丘細胞卵子複合体（COCs）を採取した。

COCs を 10 個ずつ、ミネラルオイル下の 50μl の 5% 新生子ウシ血清（new-born calf serum, NBCS, Gibco 

Laboratories, Grand Island, NY, USA）、0.02 AU/ml 卵胞刺激ホルモン（FSH、アントリン、デンカ製薬）

および 1μg/ml エストラジオール 17-β（Sigma, St. Louis, MI, USA）を添加した TCM-199 with Earl’s 

salts （199 （E）, Gibco）に導入し、炭酸ガスインキュベーター（39℃、5% CO2 in air、飽和湿度） 内で 22

～ 24 時間成熟培養を行った。成熟培養後、COCs を 0.1% ヒアルロニダーゼ（Sigma）を含む 5% NBCS 添
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加 TCM-199 with Hank’s salts （199（H）-NBCS）に移し、5 分間 VORTEX ミキサーで撹拌し、卵丘細胞を

除去した。裸化した卵子は、倒立顕微鏡下で第一極体を放出した成熟卵子のみを選別し、極体付近の透明

帯の一部をマイクロマニピュレーターにより切開した。卵子を、5μg/ml サイトカラシン B を含む 199

（H）-NBCS に移し、卵子細胞質の一部を切開部位より押し出すことで除核した。押し出した細胞質は、

20μg/ml Hoechst33342 （Sigma）で染色し、蛍光顕微鏡下で核質の有無を調べることで除核を確認した。

除核卵子は核移植を行うまで、199（H）-NBCS に置いた。

ドナー体細胞の調整

 育成牛の耳介の一部を採取し、細切した。これら組織を 10% ウシ胎子血清（FCS, Gibco）を添加した

Dulbecco’s modified Eagle’s medium （DMEM、日水製薬株式会社,  Tokyo, Japan 、DMEM +10% FCS）で、

39 ℃、5% CO2、飽和湿度下で培養し、コンフルエントな単層の繊維芽細胞を得た。四代以上継代培養し、

コンフルエントな細胞を約一週間、FCS 濃度を 0.5% に減じた DMEM 内で培養（血清飢餓培養）した。培

養後、細胞を 199（H）-NBCS で洗浄した後、0.2mg/ml EDTA （Sigma）および 0.25% トリプシン （Difco, 

Sparks, MD, USA）を含む修正リン酸緩衝液（m-PBS、Gibco）に移し、39℃で 2 分間インキュベートし、

細胞を単離した。これら単離した細胞をドナー体細胞として用いた。

体細胞核移植胚の作製

単離した体細胞をパラフィンオイル下の 2μl の 10% ポリビニールピロリドン（PVP, Nacalai tesque, 

Kyoto, Japan）添加 199（H）に導入した。除核した卵子は、別の 2μl の 199（H）+5%NBCS に導入し、

マイクロマニピュレーターを用いて体細胞を 1 個ずつ除核卵子の囲卵腔内に注入した。これら核移植胚を

細胞融合液細胞融合液 （Zimmerman Cell Fusion Medium, ［7］）に導入し、微小電極（Nepa gene, Chiba, 

Japan）で核移植胚を挟み、細胞融合装置（ECM200、BTX）を用いて、直流 2.7kV/cm、11μsec を 2 回

印加することでレシピエント卵子と細胞導入したドナー細胞とを融合して再構築胚を作製した。

 融合した再構築胚は、Ca2+ イオノマイシンによる活性化処理をした。電気融合で作製した再構築胚を

100μl の 5μM Ca2+ イオノマイシン （Sigma）および 1μg/ml ポリビニルアルコール （PVA, Sigma）を添

加した 修正ダルベッコリン酸緩衝液 （mD-PBS Gibco）内に移し、5 分間静置した。Ca2+ イオノマイシン処

理後、再構築胚を直ちに 10μg/ml シクロヘキシミド （Sigma, USA）を含む修正合成卵管液 （modified 

Synthetic Oviduct Fluid ;  mSOF, ［11］）内に移し、39 ℃、5% CO2、5% O2、90% N2、飽和湿度のインキュ

ベーター内で 6 時間処理し、再構築胚の活性化を行った。活性化処理を行った再構築胚を培養液に移し、

2 回洗浄した。

胚の培養と発生の検査

活性化処理した再構築胚をミネラルオイル下の培養液 50μl のドロップ内に 20 ～ 30 個ずつ移し、

39℃、5% CO2、5% O2、90% N2、飽和湿度のインキュベーター内で体外培養した。培養後、クローン胚

を実体顕微鏡下（x 60）で検査し、卵割率、桑実期および胚盤胞期胚への発育率を調べた。胚盤胞は、

20μg/ml Hoechst33342 で染色し、蛍光顕微鏡下で核数を計測することで細胞数を調べた。

実験デザイン

実験 I

ウシ胚培養で用いられる mSOF および CR1aa［12］の 2 種類の無血清培養液および 5% NBCS を添加し

た CR1aa（NBCS-CR1aa）を用いて再構築胚を細胞融合後 168 時間培養した。
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実験 II

実験 I で、胚盤胞への発生率が 13 ～ 17% と低かったので、さらに発生率を向上させるために、次に胚

培養後半時期において培養液の交換が発生率に及ぼす影響を検討した。桑実胚期である細胞融合後 120 時

間までは mSOF あるいは NBCS-CR1aa で培養しその後 5% NBCS を添加した DMEM で 168 時間まで培養

した。

統計処理

 実験は 3 回反復した。卵割率および胚盤胞への発生率は、χ2 検定により比較した。胚盤胞の細胞数は、

ANOVA および Fisher の PLSD テストにより比較した。

結果および考察

実験 I では、m-SOF、CR1aa+5%NBCS および CR1aa（無血清）でウシ体細胞再構築胚を培養したところ、

その卵割率は、いずれの培養液でも 54 ～ 60% と同様（p>0.05）だったが、胚盤胞への発生率は、それぞ

れ 17%, 13% および 0% で、CR1aa（無血清）では胚盤胞へ発生しなかった （表 -1）。また、胚盤胞期胚の

細胞数では、培養液による差は見られなかった（p>0.05）。Choi et al. ［13］は、ウシ再構築胚の培養に、

mSOF および CR2aa［12］を用いて培養したところ、我々の結果と同様に、mSOF では胚盤胞期胚が得ら

れるものの CR2aa ではほとんど胚盤胞へ発生しないことを報告している。これら培養液の組成には大きな

差異が無く、なぜウシ胚の発育を支持する Charles Rosenkrans 培養液がウシ再構築胚の発生を支持しない

のかは明らかではない。CR1aa+5%NBCS では胚盤胞が得られたことから、CR1aa を用いた場合、ウシ体

細胞再構築胚を胚盤胞へと発生させるためには、血清の添加が必要であると考えられた。m-SOF では、無

血清培養液ではあるが、胚盤胞へ発生し、CR1aa+5%NBCS と同等の発生率が得られた（p>0.05）。しかし

ながら、胚盤胞への発生率は、13 ～ 17% と比較的低率だったので、さらなる発生率の向上を目指し、胚

培養後半時期での培養液の交換が発生率に及ぼす影響を検討した。

実験 I で、再構築胚の胚盤胞への発生を支持した m-SOF および CR1aa+5%NBCS を用いて融合後 120 時

間まで再構築胚を培養し、その後168時間まで5%NBCS添加DMEMで培養した。これは、哺乳動物の胚は、

発生の初期に解糖系がないため、エネルギー生産にはピルビン酸を利用した TCA 回路が利用されるが、受

精後 5 日目以降の桑実胚期以降は、グルコース代謝が開始されるなどのエネルギー代謝が体細胞と同様に

な る た め［14-17］ で あ る。 表 2 に 示 す よ う に、 細 胞 融 合 後 120 時 間 ま で m-SOF あ る い は

CR1aa+5%NBCS で培養したウシ再構築胚は、血清を添加した組織培養液である 5% NBCS+DMEM で 168

表１．m-SOF ,  CR1aa（無血清）および CR1aa+5%NBCS で培養したウシ体細胞再構築胚の
　　　卵割率と胚盤胞期への発生率

培養液
培養した

再構築胚数
卵割した胚数

（%）
胚盤胞期胚数

（%）
胚盤胞の細胞数
（mean±SEM）

m-SOF

CR1aa

CR1aa+5%NBCS

63

42

93

39（60）

23（55）

51（54）

6（17）ａ

0（ 0 ）ｂ

7（13）ａ

66.8±7.3

-

64.0±3.1

3 回反復実験。
a, b、有意差あり (p<0.05)。
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時間まで培養したところ、胚盤胞への発生率は、25 および 21% と向上した。Choi et al. ［13］も培養の後

半（融合後 72 時間以降）に血清を添加すると胚盤胞期への発生率が向上することを報告しており、本研

究でも彼らと同様の結果が得られた。しかしながら、血清には多くの未知の因子が含まれておりロットに

よる差異も無視できない。今後、安定した培養方法を確立するため、無血清培養液での培養系の開発を行っ

ていきたい。
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英 文 要 旨

Optimization of culture medium for bovine embryos 
reconstructed with bovine fibroblasts

Kazuhiro Saeki1,2, Yusuke Fujiwara2, Shunji Taniguchi3, Yoshihiko Hosoi1,2, 

Kazuya Matsumoto1,2, Tasuku Mitani1, Hiromi Kato1, Aya Kasamatsu4, 

Yoriko Indo4, Miyuri Kawasumi4 and Akira Iritani1,2

Developmental rates of bovine embryos reconstructed with somatic cells have been still low. In this 

study, we conducted to establish an effective culture system for supporting in vitro development of bovine 

reconstructed embryos by electrical fusion of bovine enucleated matured oocytes with bovine serum-

starved fibroblasts derived from an ear of a calf. In Experiment I, reconstructed embryos were cultured in 

either modified synthetic oviductal fluid medium （mSOF）, Charles Rosenkrans medium with amino acids 

（CR1aa） or CR1aa containing 5% new-born calf serum （NBCS, CR1aa-NBCS） for 168 hours post fusion 

（hpf）. No blastocysts were obtained when the embryos were cultured in CR1aa. Blastocysts were obtained 

（13%）, when serum was added into CR1aa. The reconstructed embryos developed to the blastocyst stage 

（17%） by culture of the embryos in mSOF that was a serum-free medium. The developmental rates either 

with mSOF and CR1aa-NBCS were the same （p>0.05）. In Experiment II, the reconstructed embryos were 

cultured either with mSOF or CR1aa-NBCS until 120 hpf, then the embryos were cultured in Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium （DMEM） containing 5% NBCS （mSOF-DMEM and CR1aa-NBCS-DMEM ） to 168 

hpf. The rates of blastocyst development were 21 and 25% with mSOF-DMEM and CR1aa-NBCS-DMEM, 

respectively. The results indicated that DMEM containing 5% NBCS used for the later period of in vitro 

culture enhanced the development of bovine reconstructed embryos to the blastocyst stage. 




