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研究成果の概要（和文）：ブタ卵を遠心し細胞質小片を融合させることにより、顕微操作技術を要しない生殖工学技術
を確立することを目的とした。小片は褐色ならびに透明のものが含まれるが、褐色小片にはミトコンドリアが多数含ま
れていた。褐色小片から再構築した未受精卵で受精の効率が高かった。また、発生能が低下した卵に小片を融合した場
合は受精・発生能を高めたが、小片のタイプで受精ならびに発生能に差がなかった。受精卵から得られた小片には卵の
活性化を誘起する能力が認められた。これらの手法を基にして生殖工学応用技術の発展が期待される。

研究成果の概要（英文）：The objective of the study is to establish reproductive biotechnologies without mi
cromanipulation but by fusion of ooplasmic fragments obtained after centrifugations of porcine oocytes. Th
e fragments were consisted of brownish and transparent ones; the former one contains a lot of mitochondria
. The oocytes reconstructed from brownish fragments showed better fertilization ability. The oocytes showi
ng low developmental ability were fused with the fragments, their fertilization and developmental abilitie
s were improved, of which abilities were not different between two types of fragments. Furthermore, fusion
 of the fragments prepared from fertilized oocytes with the matured ones showed oocyte activation ability.
 These findings are now expected for further improvements of the technologies.
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物において体細胞クローンや顕微

授精などの発生工学研究が進展している。こ
れらの操作には核の除去や注入などマイク
ロマニュピュレータを用いた顕微操作が必
須である。ところが、顕微操作の習熟には時
間を要し、効率性は個人の技量に左右される。
また、ひとつひとつの卵を操作するため、一
度に大量の処理は不可能である。ここに、発
生工学研究において基礎的知見の集積の遅
れと、個体生産や遺伝子導入などの応用分野
への非効率性が認められ、この顕微操作を回
避する(マイクロマニュピュレータを用いな
い)技術が待望されてきた。顕微操作を用い
ない方法として Peura and Vajta (Cloning 
Stem Cell, 2003)はウシでハンドメイドクロ
ーン作製法を報告した。卵を 2つに切断する
方法で染色体を含まない部分を選び(除核
し)、体細胞と融合させるものである。この
手法は簡便であるが効率化という点ではア
ドバンテージに乏しい。最近、私たちは、ブ
タにおいて従来の顕微操作法に変わる手法
として、遠心・融合による体細胞クローン胚
(以下、再構築クローン胚)を得る方法を開発
した(Fahrudin et al., Cloning Stem Cells 
2007)。遠心処理を 2 回行うことで、卵細胞
質を小片化させる。ついで、卵細胞質の小片
に Hoechst-33342 染色を施し、卵の核を蛍光
顕微鏡下で観察することで、卵の核を有する
細胞質小片と有しない細胞質小片に選別す
る。体細胞と核を有しない任意の数の小片と
電気融合させることで再構築クローン胚が
得られる。この手法には、大量の再構築胚を
一度に省力的に作出できるというメリット
があり、職人芸的な顕微操作技術を必要とし
ない。遠心・融合法は、クローン胚作製のみ
ならず未受精卵や受精卵にも適用可能であ
り、その利用が期待されている。核を含む細
胞質小片と任意の数の核を含まない小片を
組み合わせ融合することにより小片集合卵
を、操作をしていないインタクトな卵に任意
の数の核を含まない小片を融合添加するこ
とにより小片添加卵の作出も可能である。小
片には脂肪滴を含まないことから、家畜卵か
ら脂肪滴を取り除き可視化させた小片集合
卵を作製することも可能である。この技術に
よりこれまでブタ卵では不可能であった受
精・発生現象を直接観察することが可能とな
る。また脂肪を含まないため超低温保存にも
有益であり応用分野への適用が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、基礎的な知見の集積ならびに

基本技術の確立として(1)を、さらに技術の

応用にむけた技術の開発として(2)を目的と
した。 
 
(1) 小片の詳細解析と可視化再構築卵作製
ならびに発生の付与技術の開発 
① 小片のタイプ分けとその評価 
再構築クローン胚に関する論文(Fahrudin 

et al., 2007)では、再構築胚作出と胚発生
能について報告したが、得られる小片の評価
はなされていない。その後の予備実験におい
て2回の遠心後の細胞質小片には細胞質が褐
色のものと無色透明なものが混在すること
がわかった。本研究では、それぞれの小片の
ミトコンドリア等の細胞小器官の分布、エネ
ルギー産生量についての検討を行った。 
 
②未固定・可視化卵の作製と解析 
家畜卵、特にブタ卵やウシ卵には細胞質内

に脂肪滴を大量に含むため、従来の手法では
受精や初期発生の様々な諸現象を生きた状
態でリアルタイムに捉えることは不可能で
あり、発生工学研究の遅れの大きな要因とな
っていた。ところが、この手法を用いると脂
肪滴を偏在化させた細胞質を予め取り除く
ことが出来る。従って、脂肪滴を含まないク
リアーな細胞質を用いて小片集合卵を作製
すれば、家畜卵においても、受精・発生率を
そこなわずに核などを可視化出来る技術が
確立され、この分野において大きなアドバン
テージとなりうる。具体的には、受精時の侵
入精子の形態的変化(クローン胚では導入体
細胞核(クロマチン)の形態的変化）、その後
の前核形成および卵割という一連の受精・発
生現象を、生きた状態で詳細に解析できる。
本研究項目では、小片集合卵を用いて、これ
まで不可能であったブタの受精卵・初期発生
現象を生きたままの状態で観察できること
を確認する。 
 
③発生能付与技術の開発 
これまでに、発生能が劣る卵(成熟培養時

の卵丘細胞が存在しない卵は受精能発生能
が乏しいことが報告されている)に、遠心処
理により得られる細胞質小片を融合する、い
わゆる遠心－融合による卵の再構築法によ
り、受精・発生能の改善が行えることを報告
している(Linh et al., J. Reprod. Dev. 
2011)。本研究では、高い発生能を有する細
胞質小片を作製し、それを融合させることで
高発生能を付与する卵を構築することを目
的とする。具体的には、ミトコンドリア等の
細胞内小器官の分布量に着目しより高い発
生能を有すると想定される小片を選抜する。
これを発生能の劣る卵、たとえば加齢卵や異



種移植卵巣から得られた卵に添加し、発生能
を付与する手法を開発する。本研究では、卵
丘細胞を成熟課程の途中で除去し人為的に
発生能を低減させた卵を用いる。 
 
(2)卵の効率的活性化手法の確立 
精子侵入による卵活性化を受けた細胞質

をレシピエント卵子として使用できる、ある
いはその細胞質から小片を作製しこれを核
移植時に融合することによってレシピエン
ト卵に活性化能を付与することが可能と想
定される。これまでクローン胚の作製は電気
刺激等の活性化刺激付与に頼っていたが効
率的な活性化誘起ならびに胚発生は得られ
ない。これらの処置によりクローン胚でも受
精卵並の発生能へと改善される事が期待さ
れる。本研究では、未受精卵に受精卵由来の
小片を融合し、活性化能を評価する。 
そのほか、超低温保存技術への応用として、

超低温による影響をうける脂肪滴を除くこ
とで胚の保存効率の向上のための研究や、受
精卵から小片を準備し精子を含む小片と含
まない小片を分別し、それらを再構築するこ
とで単精子受精卵を作製する手法すなわち
多精子受精回避技術の開発研究、また、これ
らの研究の最終段階として得られた再構築
胚を雌豚に移植することによって子豚の生
産にチャレンジすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)① 小片の作製と選別 
 ブタ卵巣より未成熟卵を採取し定法通り
成熟培養をおこなった。卵丘細胞を除去後、
第一極体を放出した成熟卵を選別し、通常の
体外操作液中で 13,000×g 9 分の遠心(第一
遠心)処理を行った。透明帯を 0.5％ pronase
処理後に除去後、上から 7.5、30、45％のパ
ーコールの液相(いずれも 5μg/mL の
cytochalasin-B を含む)の最上層(7.5％)に
静置し、引き続き 6,000×g 4 秒の遠心(第二
遠心)処理をおこなった。細胞小片を採取し、
約 60～70μmのサイズの小片と、それよりも
大きいサイズの小片(L 小片)に分別した。小
型の小片はさらにその着色の度合いから褐
色(B)小片ならびに透明(T)小片に分別した。
それぞれのカテゴリーの小片の直径を計測
し、回収率を求めた。本研究では、その細胞
学的特徴を検索することを目的とすること
から、以降は特徴的な B小片ならびに T小片
の特性について検討した。活性型ミトコンド
リアの分布量は、遠心前の卵もしくはそれぞ
れ の 小片の 活 性型ミ ト コンド リ ア を
MitoTracker (MitoTracker Red CMXRos, 
Melecular Probes)により標識しレーザー共
焦点顕微鏡による観察をおこなった。蛍光強
度を NIH ImageJ (ver. 1.40)で解析した。透
過型電子顕微鏡観察には、卵や小片を定法通

り固定、超薄切、電子染色を行い、ミトコン
ドリア等の細胞内小器官の分布を観察した。
ATP 量の測定は、luciferin-luciferase 反応
を利用したキット(FL-ASC, Sigma)を用いて、
Stojkovic et al. (Biol Reprod, 2001)の方
法を用いて行った。 
 
② 再構築未受精卵の作製と体外受精 
B ならびに T 小片を 5μg/mL の Hoechst 

33342 を含む液で処理し、落斜蛍光顕微鏡に
て、それぞれにおいて核(分裂中期染色体)を
含む小片と含まない小片に分別した。次に、
1個の核を含む小片と含まない2個の小片を、
300μg/mLのphytohemagglutininを含む液中
で接着し、1.5 kV/cm 20 μsec の DC パルス
で融合刺激を付与した。1 時間後に融合した
ものを再構築卵(それぞれ B ならびに T 再構
築卵)とし、凍結融解した精巣上体精子で定
法通りに体外受精を行った。10 時間後に観察
し、細胞質内の受精(前核形成)状況を確認し、
あわせて固定・染色後に対比確認した。 
 
③ 低発生能卵への小片添加 
 発生能が劣る卵として、体外成熟培養 24
時間で卵周囲の卵丘細胞を除去してその後
20 時間を卵丘細胞の無い状態で培養した卵
(DO24 卵)を用いた。この卵は成熟するが、雄
性前核形成率(=正常受精の一指標)は低く、
その後の胚発生がきわめて抑制されること
を既に報告している(Maedomari et al., 
Theriogenology 2007)。本研究では、B なら
びにT小片をそれぞれ2個ずつ(DO24+2Bなら
びに DO24+2T)、ならびにそれぞれの小片を 1
個ずつ(DO24+BT)融合させた卵を作製した。
これらの卵に前述の通り体外受精を行い、10
時間後の受精状況、さらに 6日間の培養後に
胚発生の状況を確認した。 
 
(2) 受精卵からの細胞質小片の作製と融合 
 定法に従い体外成熟卵を作製し体外受精
を行った。媒精後 3時間で残存する卵丘細胞
ならびに透明帯に付着する精子を除き、前述
通りに2度の遠心処理を行って細胞質小片を
回収した。さらに核(分裂中期染色体)を含む
小片(SP+)と含まない小片(SP-)に分別した
(この実験では、Bならびに T小片は区別して
いない)。また対照区として受精させていな
い成熟卵から小片(cont)を作出した。別に用
意した成熟卵にこれらの小片2個を電気刺激
にて融合して、cytochalasin-B にて 2時間処
理を行い、媒精開始後 10 時間で固定し、卵
の活性化状況(雌性前核形成)をしらべた。 
 
４．研究成果 
(1) ① ミトコンドリア量の違う小片を作製
した 
小片を B 小片、T 小片ならびに H 小片に分



別できた(図 1)。B小片、T小片ならびに H小
片の平均直径は、それぞれ 61.2、72.1 なら
びに 148.5μmであった。B小片ならびに T小
片の作製効率は、核を含むあるいは含まない
小片の合計として、それぞれ卵 1 個あたり
0.72、0.91 ならびに 0.18 個であった。H 小
片はその大きさならびに形態的な特徴から B
ならびにT小片の両者から構成される小片で
あると判断された。MitoTracker により活性
型ミトコンドリアを標識しレーザー共焦点
顕微鏡による観察、あるいは透過型電子顕微
鏡観察によりミトコンドリア等の細胞内小
器官の分布量を確認したところ、T および B
小片はそれぞれ第1回目の遠処理卵の中層な
らびに下層より由来し、両者の間にはミトコ
ンドリア分布量に差があり(B 小片=蛍光強度
が 2.1＞T小片=0.5)、ミトコンドリを含む細
胞小器官も B小片で密に存在していたが T小
片ではほぼ確認されなかった。いっぽう ATP
含有量は両小片の間に差がないことが明ら
かとなった(それぞれ、0.6 ならびに 0.7 
pM)(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 再構築により未成熟卵が作製でき、未固
定の状態でも受精現象が確認できた 
B ならびに T 小片 2 個を別々に融合し、そ

れぞれ B再構築卵ならびに T再構築卵を作製
することができた。両者とも脂肪滴を含まな
いため、当初の計画通り可視化ブタ卵として
供試が可能であった。これらの卵に体外受精
を行い、未固定状態での前核形成が確認でき
た(図 3)。受精(精子侵入ならびに前核形成)
に及ぼす影響を検討したところ、精子侵入率
ならびに雄性前核形成率は B 再構築卵
(95.8%)にくらべてT再構築卵(66.7%)で有意
に低下した。B 再構築卵ではほとんどすべて
の卵で雄性前核が認められた(94.8%)。いっ
ぽう、T 再構築卵では受精しても前核が形成

されなる率が低く(50.0%)、精子頭部が膨化
したままの状態のものが認められた。このデ
ータは固定前後の観察で一致した。以上の結
果から、再構築法により、ブタ卵から脂肪滴
をあらかじめ取り除きクリアーな細胞質を
用いて小片集合卵を作製して、前核形成まで
の受精・発生現象を生きた状態で詳細に解析
できることが明らかになった。さらに、小片
に含まれる細胞質小器官の分布の違いによ
り、精子侵入ならびに前核形成に影響をおよ
ぼすことが示唆された。 
 
③ 発生能改善には小片の種類関与しない 
融合卵(DO24+2B、DO24+2T ならびに DO24+ 

BT)を作製し、体外受精を行ったところ、い
ずれも正常受精が観察され、体外胚培養によ
り胚盤胞への発生が認められた。また、胚の
品質(胚盤胞細胞数)は融合卵の中では同等
であり、通常の体外生産胚に同様であった。
しかし、融合を行わなかったもの(DO24 卵)
では、融合区に比べ精子侵入率も低く胚発生
は認められなかった(表 1)。再構築実験区の
間で、受精率や発生率に有意な差は認められ
なかった。以上の結果より、小片を発生能の
劣る卵に融合・追加する場合、受精や発生は
小片中のミトコンドリアの存在量に影響さ
れないことが明らかとなった。ATP 量に関し
ては、DO24 に小片を融合することで卵あたり
の量が増えるが、B ならびに T 小片に依存し
なかった(図 3)。一方で、卵細胞質内のミト
コンドリアの活性が卵の受精や胚発生に影
響を及ぼすことが示唆されている。実験結果
より、添加されるミトコンドリアの活性ある
いはその結果としてのATP量の増加というよ
りも、添加される細胞質に存在するする因子
が、もともと低発生能の卵に存在するミトコ
ンドリアの活性に何らかの影響を及ぼし、受
精率や胚発生率の向上するものと考察され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 受精卵の小片は卵の活性化能を有する 
受精卵より小片を回収し、SP+小片と SP-

小片を分別できた。また対照区 cont 小片も
回収できた。これらの小片と成熟卵を電気融
合して10時間体外培養したところ、SP+とSP-
を融合した場合は高い卵活性化率(=雌性前
核形成率、それぞれ 86.6%ならびに 76.2%)が
得られたが、cont を融合した場合は 23.2%と



低かった。受精卵の細胞質には卵を活性化さ
せる因子が含まれることが示唆された。 
なお、再構築により脂肪滴の含まれない再

構築成熟卵や胚を作出する実験に関しては、
予備実験を行ったが、生存卵は得られなかっ
た。また、卵再構築技術をクローン胚作出法
に応用する実験に関しては予備実験を行っ
たものの研究期間内の研究成果の提示は完
結できなかった。今後別な機会を作り研究を
継続させたい。 
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