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研究成果の概要（和文）：幼若期のブタ卵巣には、雌の最も未発育な生殖細胞である原始卵胞卵が多数存在して
いるが、個体へと発生する能力は有していない。本研究ではこのような未発育な原始卵胞卵を人為的に発育さ
せ、核移植によって初期胚を作製することを試みた。まず、原始卵胞卵のみを含む幼若ブタの卵巣をヌードマウ
スに移植し、原始卵胞卵を人為的に発育させた。マウス体内で発育させたブタ卵は体外受精後に胚へと発生する
能力を持たないため、マウスから回収したブタ卵の核あるいは極体を、別途ブタから採取し予め核を除いた卵
（胚発生能あり）の細胞質に注入し再構築卵を作製した。次いで再構築卵を体外授精した結果、初期胚を得るこ
とに成功した。

研究成果の概要（英文）：The neonatal ovary contains a large pool of primordial oocytes and could be 
a potential genetic resource if these oocytes could be given developmental competence. In this 
study, we established a pig model for production of blastocysts from primordial oocytes. 
 Small pieces of neonatal ovaries were grafted into nude mice to accelerate the growth of primordial
 follicles. Fully-grown oocytes were then recovered from xenografts and matured in vitro (donor 
oocytes). Metaphase II (MII) chromosomes or the first polar bodies (Pbs) from donor oocytes were 
transferred into cytoplasm of enucleated oocytes that had been obtained from neonatal gilts and 
matured in vitro to make reconstructed oocytes. After in vitro fertilization, reconstructed oocytes 
generated from MII chromosomes as wells as those from the first Pbs reached the blastocyst stage. 
The results show that blastocysts can be obtained from porcine primordial oocytes.

研究分野： 家畜繁殖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ブタは重要な産肉資源である。地域固有のブタ品種（在来ブタ）は、現在の優占種であるランドレース等の西洋
品種に比べて発育は劣るが、気候環境の変化に対する抵抗性など独特な形質を持つため、ブタの持続的な品種改
良には必須のパーツである。しかしながら、西洋品種の導入によって、各国で在来ブタは急減しつつある。卵巣
には利用されることのない原始卵胞卵が多数存在しており、もし原始卵胞卵を人為的に発育させて初期胚を作製
できれば、生殖活動期にない幼若期のブタからも、胚移植によって個体の生産が可能となる。本研究の成果によ
って、幼若ブタの卵巣に含まれる原始卵胞卵を人為的に発育させ初期胚にまで到達させる新手法が開発された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 胎子期および幼若期の動物の性腺には、雌の最も未発育な生殖細胞である原始卵胞卵およ
び雄の最も未発育な生殖細胞である前精祖細胞が存在しているが、個体へと発生する能力は有
していない。しかしながら、このような未発育な生殖細胞を人為的に発育させて初期胚（胚盤
胞）を作製することができれば、生殖活動期にない胎子あるいは幼若期の動物からも遺伝情報
を引き出し、さらに胚移植によって個体の生産が可能となる。 
ブタは食料生産上の重要な資源であるとともに、ヒトとの生理•解剖学的な類似性から、ヒト

の疾患モデル動物としての有用性が高い。近年、遺伝子組換え技術と生殖工学技術によって、
種々のヒト疾患の組換えモデルブタが開発されている。しかし、原因となる遺伝子によっては、
初代の組換えモデルブタが成体に到達することなく幼若期で死亡してしまう。そのため、成体
から採取した生殖細胞を用いる従来法では後代を得ることができず、開発したモデルブタを研
究機関に配布できない事態に陥っている。この問題の解決法の一つは、生後早期の卵巣および
精巣に含まれる生殖細胞から後代を生産し、系統を維持することである。 
また、家畜の改良には多様性の維持が基盤となる。成体を飼育し精液等を採取し超低温保存

する現行の多様性保存法は、飼育スペースおよび経費等の制約があるため、多くの個体には適
用できない。幼若期の性腺は、子ブタのうち生産に回さないブタから採取できるため、比較的
容易に収集可能で、多くの個体の遺伝情報を保存できるものと考えられる。しかし、この資源
（性腺）の活用には、新生子性腺から個体を再生させる手法の開発が必須である。 
 
(2) 未成熟なブタの性腺組織をヌードマウスに移植すること（異種間移植）で、原始卵胞卵お
よび精祖細胞を発育させることが可能である。マウス体内で発育させたブタ精子は受精し個体
へと発生する能力を有しているが[1-3]、マウス体内で発育させたブタ卵は受精しても胚盤胞に
は到達できない（胚盤胞発生率 1％以下）[4, 5]。しかし、マウスから回収したブタ卵の透明
帯を除去し、ブタ体内で発育した卵（胚発生能あり）の細胞質の小片を融合させると、胚発生
率が 10％にまで上昇した[6]。これらの知見から、マウス体内で発育したブタ卵の細胞質は胚
発生に必要な因子を欠いている： いわゆる細胞質成熟が不十分である、と推察される。融合
卵の問題点は、融合卵由来の胚は透明帯を欠くため、産子生産を目的として成雌ブタ（仮親）
の卵管に移植する場合、移植操作にともなう物理的な刺激に耐えられないことである。 
 
(3) 卵の発生能を改善するもうひとつの方法は、ヌードマウスから回収したブタ卵の核または
染色体を、ブタ体内で発育した卵に移植し、発生能を持った卵を再構成する（再構築卵）こと
である。卵核胞期（GV 期）あるいは第二減数分裂中期（MII 期）で、胚発生能の低い卵の核ま
たは中期核板を、発生能を持った卵の細胞質に移植することで、胚発生率が回復することがマ
ウス[7]およびウシ[8]等で報告されている。また、卵の第一減数分裂では、核が二つに分裂し
ても、それを囲む細胞質は均等に分割されず、大量の細胞質を持つ細胞（卵）と少量の細胞質
を持つ細胞（第一極体）が形成される。マウスでは、核を除いた卵に第一極体を移植すること
で後代が得られていることから[9]、第一極体は卵と等しいゲノムを有していると考えられる。
したがって、GV期の核およびMII期の中期核板に加えて、第一極体も核移植の候補となり得る。
再構築卵では透明帯が残っているので、仮親の卵管等への移植にともなう物理的刺激に耐えら
れるものと予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでに例のない幼若ブタの原始卵胞卵からの次世代作出を実現するために、
その必須の前段階として、人為的に発育させたブタ卵を用いた体外生産胚の作出系を開発する
ことを目指した。具体的には、まず原始卵胞のみを含む幼若期ブタ卵巣をヌードマウスに移植
し原始卵胞卵を発育させ、その核あるいは第一極体をブタ体内で発育した卵（胚盤胞への発生
能を有する）の細胞質に注入し再構築卵を作製した。次いで、再構築卵に体外受精を行い体外
培養系で胚盤胞まで発生させることを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) ブタ体内発育卵を用いた核移植手法の検討 
核移植の主な手法として、GV 期の核および MII 期の核染色体（中期核板）を移植する二つの手
法がある。幼若ブタの卵を用いる前に、屠場で収集したブタ卵巣から採取した卵を用いてブタ
卵にどちらの手法が適しているか、を検討した。 
卵丘細胞•卵複合体を豚卵巣から採取し、直ちに卵丘細胞を除去し GV期卵とした。一方、卵

丘細胞•卵複合体を体外成熟培養に供し、MII 期にまで成熟させた卵を MII 期卵とした。次いで
GV 期卵の核（GV 期核）あるいは MII 期卵の中期核板と第一極体をピエゾマイクロマニピュレー
タに取り付けたガラスピペットで吸引•除去し[10]、レシピエント卵とした（図 1）。これらの
卵の細胞質に、別の GV期または MII 期の卵（ドナー卵）から採取した GV核または中期核板を
それぞれ顕微注入し[10]、GV 期または MII 期の再構築卵を作製した（図 1）。3時間あたりの再
構築卵の作製数を記録した。二種の再構築卵を 2時間培養し、形態的に正常な再構築卵を生存
卵としてカウントした。それぞれの移植実験は 3回ずつ繰り返し行った。 
 



図 1．屠場卵（ブタ体内発育卵）を用いた GV 期および MII 期の核移植 
 
(2) 異種間移植と核移植を併用した原始卵胞卵からの胚盤胞発生  
前述の(1)の結果から、ブタ卵では GV 期の再構築卵の生存性は、MII 期の再構築卵に比較して
著しく低いことが明らかとなった（４-(1)参照）。そこで、マウスから回収したブタ発育卵には、
中期核板の移植を選択した。加えて、第一極体の移植もあわせて検討した。 
 まず、原始卵胞（直径約 30 μｍ）のみを含む新生子期のブタ卵巣を細切し、卵巣を摘出し
たヌードマウスの腎皮膜下にそれぞれ 10個ずつ移植した。卵巣移植後 120 日前後に、マウスに
卵胞刺激ホルモン（62.5 U）または妊馬血清性性腺刺激ホルモン（4 IU）を投与して移植卵巣
内の胞状卵胞の発育を促した[4-6]。移植卵巣を回収し胞状卵胞を切開しブタ卵（胚発生能なし）
を採取した。直径が 115μｍ以上の卵を含んだ卵丘細胞•卵複合体を体外成熟培養に供し、卵を
MII 期にまで成熟させた。これらの卵をドナー卵として、中期核板および第一極体をピエゾマ
イクロマニピュレータに取り付けたガラスピペットで吸引した（図 2）。一方、屠場で収集した
ブタ卵巣から卵（ブタ体内発育卵： 胚発生能あり）を採取し、体外成熟後に中期核板と第一
極体をガラスピペットで除去し、レシピエント卵とした（図 2）。レシピエント卵からの中期核
板除去の確認については、除去した小片を Hoechst 33342 で DNA を染色した後、紫外光下で観
察し、除去小片が Hoechst 染色陽性の場合（DNA が含まれている場合）を除去成功と判定した。
次いで、中期核板の除去を確認したレシピエント卵の細胞質に、ドナーである中期核板または
第一極体をガラスピペットで注入し、中期核板または第一極体由来の再構築卵を作製した（図
2）。理論上は、1つのドナー卵の中期核板と第一極体から 2つの再構築卵が作製される。 

 
図 2．原始卵胞卵由来の発育卵を用いた中期核板および第一極体の移植 

 
2 時間の培養後、正常な形態を示す再構築卵を生存再構築卵として選び、体外受精を行い 6日

間の体外培養を行い、胚盤胞への発生率および胚の品質（構成細胞数）を調べた。構成細胞数
が 10 個以上で明瞭な胚盤胞腔をもつ胚を胚盤胞とし、細胞数が 2～8個で胚盤胞腔の形成まで
に至っていないものを分割胚と定義した。それぞれの移植実験は 3回ずつ繰り返し行った。 



４．研究成果 
(1) ブタ体内発育卵を用いた核移植手法の検討 
3回の実験の結果、3時間あたりの再構築卵の作製数は、GV期ではMII期の1/3であった（表1）。
作製した GV 期の再構築卵 57 個のうち 31個が正常な形態を示したことから、生存していると判
断した（生存率 54％）。一方、MII 期再構築卵では、172 個のうち 152 個が生存していると判断
された（生存率 88％）。これらの結果から、ブタ卵では、GV期に比べて MII 期の核移植が容易
であり、また作製された再構築卵の生存率も高いことが明らかとなった。このような両期の違
いに関与する要因の一つとして、GV 期核の体積が大きいため、吸引・注入操作の際にレシピエ
ント卵により大きな物理的なダメージが与えられることが推察される。 
 

表 1. GV 期および MII 期の再構築卵の作製 
核移植の時期 繰り返し 再構築卵の作製数 再構築卵の生存数（％）a 

GV 期 1 15 15  
 2 9 9  
 3 33 7  
 計 57 31 (54) 

MII 期 1 51 51 
 2 61 50 
 3 60 51 
 計 172 152 (88) 

    a正常な形態の再構築卵の数／再構築卵の作成数 
 
(2) 異種間移植と核移植を併用した原始卵胞卵からの胚盤胞発生 
 1) ヌードマウスからのブタ発育卵の回収 
3 回の実験を合わせて、ヌードマウスから 388 個の直径 115μｍ 以上のブタ卵が回収され、そ
のうち体外成熟培養後 163 個が MII 期に移行した（成熟率 41%）。これらをドナー卵とした。 
 
2) ブタ体内発育卵（屠場卵）からの中期核板の除去（レシピエント卵の作製） 

屠場で採取した卵から体外成熟培養後に中期核板を除去した。除去小片を Hoechst 33342 で染
色した結果（図 3）、レシピエント卵からの中期核板の除去は 279 個中 215 個で確認された（中
期核板の除去率 76%）。これらの卵をレシピエント卵として使用した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
3) 中期核板の移植による再構築卵の作製と胚発生能 

表 2には、中期核板由来の再構築卵の生存率および胚発生能を示した。作製した再構築卵のう
ち 77％が生存していると判断された。生存しているとみなされた再構築卵に体外受精を行った
結果、分割胚および胚盤胞の発生率はそれぞれ 5%であった。胚盤胞の細胞数は 13～56 個（図 4）
（平均 29個）であった。以上の結果から、中期核板由来の再構築卵は胚盤胞へ発生する能力を
有していることが明らかとなった。 
 
表 2．中期核板由来の再構築卵の発生能 

繰り返し 再構築卵の
作製数 

生存数（％）a 体外受精後の発生状況 
  分割胚（％）b 胚盤胚（％）c 変性卵 
1 31 23  0 1 22 
2 38 26  1 3 22 
3 40 35  3 0 32 
計 109 84 (77) 4 (5) 4 (5) 76 

a正常な形態の再構築卵の数／再構築卵の作成数 
b分割胚の数／体外受精を行った再構築卵の数 
c胚盤胞の数／体外受精を行った再構築卵の数 
 
 

図 3. 除去小片の Hoechst 染色像 
 
左：Hoechst 陽性部分を含む（矢印）小片、
右：Hoechst 陰性の小片 
紫外光落射および可視光で撮影。 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

4) 第一極体の移植による再構築卵の作製と胚発生能 
レシピエント卵に第一極体を移植して作成した再構築卵の生存率は 96％であった（表 3）。体外
受精の結果、分割胚および胚盤胞の発生率はそれぞれ 11％および 8％であった。胚盤胞の細胞
数 13～36 個（図 5）（平均 26 個）であった。このように、第一極体由来の再構築卵は胚盤胞へ
の発生能を有していることが明らかとなった。 
 
表 3．第一極体由来の再構築卵の発生能 

繰り返し 再構築卵の
作製数 

生存数（％）a 体外受精後の発生状況 
  分割胚（％）b 胚盤胚（％）c 変性卵 
1 30 29  3 2 24 
2 37 35  4 4 27 
3 39 38  4 2 32 
計 106 102 (96) 11 (11) 8 (8) 83 

a正常な形態の再構築卵の数／再構築卵の作成数 
b分割胚の数／体外受精を行った再構築卵の数 
c胚盤胞の数／体外受精を行った再構築卵の数 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) まとめ 
ブタのような大型哺乳動物の原始卵胞卵を遺伝資源として利用する上で最大のネックは、原始
卵胞卵に個体発生能を付与する手法が未だに確立されていないことである。大型哺乳動物の卵
の発育には数十日間要するため、卵の体外培養系の成功例はない。一方、原始卵胞卵をヌード
マウスに移植し適切なホルモン処理を加えることによって、原始卵胞卵を発育させ、受精する
能力を付与することは可能である[4, 5]。しかしながら、マウス体内で発育させたブタ卵は、
細胞質の成熟が不十分なため胚盤胞へとは発生できない[6]。本研究では、マウスから回収した
ブタ卵の核あるいは第一極体を、ブタ体内で発育した卵（胚盤胞への発生能を有する）に移植
し再構築卵を作製することで、卵細胞質の交換を行った。体外受精の結果、ブタ体内発育卵の
細胞質と、マウスから回収したブタ卵の中期核板あるいは第一極体から構成された再構築卵は、
いずれも胚盤胞への発生能を有していた。胚盤胞への発生能獲得は個体発生を強く示唆する非
常に重要な知見である。今後は、再構築卵を仮親の卵管へ移植して、再構築卵の産子発生能の
実証が必要となる。 
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