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研究成果の概要（和文）：我々は、絶滅が危惧されている家畜のクローン技術と凍結乾燥技術を組み合わせた保存・再
生を試みている。本研究では、ウシ線維芽細胞の凍結乾燥後におけるDNA損傷細胞数を計測し、凍結乾燥後の保存温度
が核移植胚の発生に与える影響を検討した。凍結乾燥後1週間のDNA損傷細胞の割合は、－30℃保存では22％、＋20℃で
は100％となり有意な差が認められた（P＜0.05）。培養細胞、－30℃保存および＋20℃保存凍結乾燥細胞を核移植した
ときの卵割率は67、50および0%，胚盤胞発生率は37、28および25%となり、培養細胞と－30℃で保存した凍結乾燥細胞
の間に有意な差は認められなかった（P>0.05）。

研究成果の概要（英文）：Freeze-dried somatic cells have been proposed as a new tool for production of clon
e animals, since it can overcome disadvantages of the current cryopreservation method. Here, we investigat
ed the DNA damage on bovine fibroblast cells after lyophilization, and the influence of storage temperatur
e of FD cells on in vitro development of oocytes after NT. The rate of DNA-damaged cells was 22% in FD cel
ls preserved at -30C, and 100% at +20C. The cleavage rates of NT embryos with fresh cells, FD cells stored
 at -30C, and those stored at +20C were 67%, 50%, and 0%, respectively. The blastocyst formation rates wer
e 37%, 28%, and 0%, respectively. No significant differences were found between FD cells stored at -30C an
d fresh cells with regard to cleavage and development to the blastocyst stage. These results suggest that 
bovine blastocysts are successfully produced from FD cell-NT oocytes.
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１．研究開始当初の背景 
近年、あまりにも食用に特化した生産体系

により、世界中で飼養される家畜品種が限定

され、多様性が急速に失われつつある。生物

資源として家畜を考えると、このままでは、

1) 同じ病気に対して弱い家畜が広まること

になり一気に世界から家畜を失うことが危

惧され、また、2) 今後予想される地球温暖化

に伴う暑熱や疾病に対する耐性を有する家

畜品種を失うことになる。これらの問題の解

決には、家畜の多様性を維持すること、特に

絶滅の危機に瀕している希少家畜品種を保

存する必要がある。希少家畜の保存手段とし

ては一般的に、生殖細胞（卵子・精子）ある

いは受精卵 (胚) の凍結保存が考えられる。

しかしながら、絶滅が危惧される家畜品種の

多くは開発途上国で飼育されており、生殖細

胞や胚の採取自体が難しい。さらに開発途上

国では、凍結保存に不可欠な液体窒素が手に

入らない場合が多いため、凍結保存は実用的

な遺伝資源の保存法ではない。これらの問題

を解決する手段として、開発途上国で希少家

畜品種の体細胞を真空凍結乾燥法（フリーズ

ドライ）などによって常温で長期保存できる

ように加工し、先進国に設置されたバンクに

輸送して保存し、必要に応じて体細胞クロー

ン技術によって再生することが考えられる。

さらに液体窒素を用いない細胞の長期保存

は、遺伝資源の保存コストの削減、保存スペ

ースの縮小、輸送の簡易化を可能にする。し

かしながら、これまでに凍結乾燥した体細胞

を用いた体細胞クローン家畜の作製の成功

例はない。 
 

２．研究の目的                                      
本研究は、我々の開発した凍結乾燥体細胞

を用いたヒツジクローン胚の作製技術を基

にして、絶滅危惧家畜品種の保存および再生

技術を開発することを目的とする。そのため

に家畜として有用性が高く、クローン作出が

比較的容易なウシをモデル家畜として研究

に供試し、凍結乾燥体細胞由来のクローン牛

の作出を目指す。 
 

３．研究の方法 
本研究では希少和牛品種の一つである土

佐褐毛和種牛をモデルとして用いた。 
(1) 体細胞の凍結乾燥処理条件の検討 

ウシ卵胞吸引液由来の顆粒膜細胞をバイ

アル瓶に入れ−30℃で予備凍結した後、2段階

で乾燥した。その後、窒素充填あるいは真空

状態で密封し、+4℃で保存した。凍結乾燥直

後、1 週間および 1 ヶ月後の DNA 損傷度をア

ルカリコメットアッセイ法により評価した。 

また、ウシ耳片由来の線維芽細胞を凍結し、

融解後 10% FCS 添加 DMEM 培地で培養した。

増殖期、コンフルエント直後、1 日目、2 日

目および 5日目における細胞の DNA含量から

細胞周期を解析した。さらに、凍結乾燥後の

DNA 損傷細胞の割合をコメットアッセイ法に

よって評価した。 

(2) 凍結乾燥体細胞の核移植 

凍結乾燥後－30 度に保存した繊維芽細胞を

1 週間および一ヶ月後に復水させ、除核未受

精卵に注入し、活性化処理後、それぞれ

38.5℃、5% CO2、5% O2の気相下で 8日間培養

した。 

(3) 凍結乾燥体細胞由来核移植胚の移植 

フリーズドライ後－30℃で 1週間保存した

繊維芽細胞を用いて核移植を行い、作出した

胚盤胞は受胚雌牛へ移植し、受胎率と妊娠状

況の経過を調査した。 
 

４．研究成果 

(1) 凍結乾燥顆粒膜細胞の DNA 損傷度は、窒

素充填よりも真空状態で保存したものの方

が低く、1 週間から 1 ヶ月間の真空保存では

DNA 損傷は増加しない傾向にあった。また、

増殖期、コンフルエント直後、1 日目、2 日

目および 5 日目のウシ繊維芽細胞において、

G0/G1 期の細胞の割合はそれぞれ、74、93、

96、96 および 96%となり、増殖期とその他の

時期の間に有意な差が認められた (p<0.05)。

凍結乾燥後のDNA損傷細胞の割合はそれぞれ、

8、5、7、17 および 21%となり、増殖期、コ

ンフルエント直後および 1日目と 5日目の間

に有意な差が認められた (p<0.05)。 

(2) 凍結乾燥後－30℃で 1週間および 1ヶ月

間保存した細胞を核移植したときの卵割率

はそれぞれ50% (18/36) および 50% (16/32)、

胚盤胞発生率は 27.8% (10/36) および 15.6% 

(5/32) となり，卵割率および胚盤胞発生率

に有意な差は認められなかった（P>0.05）。 

(3) 4 個の凍結乾燥体細胞由来胚盤胞を受胚

牛 4頭に胚移植したが，受胎は確認できなか

った。 
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