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研究成果の概要（和文）： 

 サル-ウサギ異種間クローン胚の培養にはサル受精卵で使用される CMRL-1066 液が適してい

ることを示した。また、分裂中期のサル体細胞を用いた核移植では、ウサギ未受精卵への移植後

に体細胞核は分裂中期像を維持した。分裂中期にある体細胞を用いたとき、活性化法としてイオ

ノマイシンとサイクロヘキシミドの複合処理が適していることを明らかにした。さらにプロテアソーム

阻害剤であるMG132を用いることで異種間核移植胚の８細胞期への発生は改善されることを明ら

かにした。卵の採取が難しい動物種において、異種間核移植は基礎的な技術の検討に利用でき

ることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Firstly, it was indicated that CMRL-1066 medium, generally using for macaque monkey embryos, 

were available as the culture medium of monkey-rabbit interspecies somatic cell nuclear transfer 

embryos. In addition, by nuclear transfer using cynomolgus monkey somatic cells arrested at 

metaphase of cell cycle by nocodazole, the metaphase stage was maintained in transferred rabbit 

oocyte. It was clarified that activation by a combination of ionomycin and cycloheximide was suitable 

for nuclear transfer using the somatic cells at metaphase. Development to 8-cell stage of the 

interspecies nuclear transfer embryos was improved by using MG132. In the animals that collection of 

many oocytes are difficult, these results showed that the interspecies nuclear transfer was available for 

examination of the basic techniques. 
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１．研究開始当初の背景 

 体細胞クローン研究は、免疫拒絶のないクロ

ーン ES 細胞を再生医療などへ応用するだけで

なく、クローン個体の作出にも応用できる。クロ

ーン ES 細胞を臨床応用する際に、安全性・効

果を予め調べる必要があり、ヒトと同じ霊長類で

あるサル類でクローンES細胞を樹立する意義は

大きい。一方、クローン個体では、同じゲノムを

持つ個体を作り出せること、培養細胞への遺伝

子操作により、遺伝子操作個体が従来法よりも

確実に作り出せることにある。これは遺伝子操作

された実験動物による医学研究だけでなく生物

学的研究などにも応用できる。このため、クロー

ン技術の基礎検討を重ねる必要がある。しかし、

サル類では通常排卵が 1 個と、ホルモン投与な

どの外部刺激によりクローン胚作成に必要な

「卵」の確保および個体数を確保することはマウ

スなどと異なり難しい。そこで異種ではあるが、

卵の確保が比較的容易、かつ大きさなどサル卵

に似たウサギ卵を利用した体細胞クローン胚作

出（異種間核移植）の基礎を検討し、同種間核

移植胚の発生をより効率化する技術の確立を図

る。ウサギ卵を利用したヒト体細胞由来の ES 細

胞が作出され、同様にサル類でも報告されたこ

とから、本研究のアプローチは基礎検討として

十分有効である。 

 

２．研究の目的 

 本申請は、実験動物としてのサル種だけでなく、

卵子の確保が難しい他の動物種、例えば野生

動物にも応用可能となるクローン作出技術の基

盤技術を開発するものである。本研究を基礎と

したクローン作出技術によってクローン ES 細胞

ならびに個体の作製に結びつき、さらにそれら

は個体保全あるいは遺伝子操作個体作出など

実験動物として生物資源分野や再生医療など

の医学分野などに大きく貢献することが期待で

きる。ウサギ卵へサル体細胞を核移植することで、

同種間クローンによる作出研究の実施が困難な

動物種における体細胞核移植研究の基盤技術

の確立を目指し、低率なクローン胚の発生を改

善することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 クローン胚の体外培養および活性化処理法を

決めるために、ウサギ受精卵および未受精卵を

使用して、次のような検討を行った。サルの核を

ウサギ卵細胞質中に導入するため、核移植によ

って作出された構築卵の培養に使用する培養

液として、ウサギ受精卵およびサル受精卵で用

いられている培養液の 2 種間（RD および

CMRL）でウサギ受精卵を培養して検討した。次

に、体細胞核移植後に活性化処理を施し、発生

を誘導する必要がある。これは、単為発生と同じ

処理であることから、ウサギ未受精卵を採取し、

イオノマイシンとジメチルアミノプリンあるいはサ

イクロヘキシミドの複合処理による二つの活性化

法を検討した。 

 異種核移植胚の発生確認に先立ち、カニクイ

ザル羊膜細胞が分裂中期に同調されているか

否かを確認するために、ノコダゾール処理を４-６

時間行って接着が弱くなった細胞を回収し、そ

の中から直径 30μm程度の細胞をヘキスト染色

して、染色体像を調べた。次に、卵子染色体を

確認しやすくするために、ノコダゾール処理を行

い、染色体部の突出を誘導し、除去した。この除

核卵子にノコダゾール処理後の羊膜細胞を核

移植し、移植直後の染色体像について、ホール

マウント標本を作製して調べた。この卵細胞質に

羊膜細胞を導入し、活性化処理を行った。活性

化処理については、単為発生で検討した処理

法を応用した。さらに、ウサギ卵細胞質中に存在

する M-phase promoting factor （MPF）を安定さ

せた状態での核移植が有効か否かを確認する



 

 

ために、プロテアソーム阻害剤である MG132 を

添加した核移植を実施した。 

 

４．研究成果 

 ウサギ受精卵およびサル受精卵で用いられて

いる培養液の 2 種でウサギ受精卵を培養したと

ころ、両者間に胚盤胞への発生に差は見られな

かったが、その成長速度を考慮するとサル受精

卵用培養液（CMRL-1066）の使用が妥当である

と考えられた。次に、分裂中期での体細胞核移

植での活性化処理として、ウサギ未受精卵を用

いた検討からイオノマイシンとサイクロヘキシミド

の複合処理が適していることが判った。 

 サル体細胞である羊膜細胞はノコダゾール処

理により接着の弱くなって回収された細胞中か

ら分裂中期の細胞を回収できる（図１）ことが判

った。ウサギ卵の核を顕微鏡下で視認すること

は難しい。そこで卵をノコダゾール処理すること

で染色体部分が突出し（図２）、その部位を除去

することが可能であることを確認した。このような

除核したウサギ卵との融合で分裂中期像を維持

できる（図３）ことを示した。これは細胞周期の不

一致による障害を避けるとともにサル体細胞核

の初期化を誘導できる可能性を示唆する。 

 

図１．ノコダゾール処理カニクイザル羊膜細胞 

 A:明視野、B:紫外線（ヘキスト染色） 

 

 

図２．ノコダゾール処理されたウサギ卵 

 ウサギ卵の染色体部分が卵細胞膜より突出し

た状態 

 

 

図３．ウサギ卵中へ導入直後のサル体細胞核 

 A:異種間核移植、B:ウサギ卵（コントロール） 

 

 除核したウサギ卵にドナー細胞を融合し作製

した構築卵に活性化処理（イオノマイシンとサイ

クロヘキシミド）を行ったところ、その多くで正常

な形態と考えられる１前核 1 極体を示した（図４）。

しかしながら、８細胞期への発生は認められなか

った。 

 

図４．活性化後の異種核移植胚 

 体細胞核由来の偽極体を放出し、正常な 1 前

核１極体の形態を示した異種核移植胚 

 

 次に、MPF の安定した状態での核移植を行う

ために、MG132 を含む溶液中で核移植を実施

した。この場合も多くの構築卵で１前核 1 極体を

示した。体外発生は改善され、８細胞期への発

生が認められた。MG132 の添加による発生の改

善は、MPF が安定して存在したことで卵細胞質

が細胞周期の分裂中期の状態で維持されたた

めに、体細胞との細胞周期同期が効果的であっ

たためと推察される。しかし、胚盤胞への発生が
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見られなかったことは、MG132 処理の毒性が影

響されている可能性も考えられ、その処理の濃

度や時間のさらなる検討が必要である。 

 

図５．異種核移植胚の発生 

 A:2細胞期胚、B:4-8細胞期胚 

 

 多数のサル卵を用いた核移植法の検討は難し

いため、本研究のようにウサギ卵を用いた異種

間核移植は、核移植卵の構築方法や核の動態

など基礎的な検討に利用できることを示した。 
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