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研究成果の概要（和文）：振動を与えながら成熟培養した卵子をレシピエント、胎児線維芽細胞をドナーとして使用す
ることにより、マイクロミニピッグ体細胞クローン胚の体外発生が改善された。また、活性化後のバルプロ酸処理は、
マイクロミニピッグ体細胞クローン胚の胚盤胞形成率を増加させた。そのような体細胞クローン胚から産子を得ること
に成功した。さらに、α-1,3-ガラクトシルトランスフェラーゼ遺伝子ノックアウト細胞に由来する胚の体外発生も、
バルプロ酸処理によって改善した。以上の結果から、マイクロミニピッグにおける効率的な体細胞核移植技術が確立さ
れた。また、この技術を応用して遺伝子改変マイクロミニピッグを作出し得る可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The use of oocytes matured with mechanical vibration and fetal fibroblasts as 
recipients and donors, respectively, enhanced the in vitro development of Microminipig somatic cell 
nuclear transfer (SCNT) embryos. In addition, treatment with valproic acid (VPA) after activation 
increased the blastocyst formation rate of Microminipig SCNT embryos. These SCNT embryos had the ability 
to develop into viable piglets. The in vitro development of α-1,3-galactosyltransferase gene knockout 
cell-derived embryos was also enhanced by VPA treatment. Based on these results, an efficient SCNT 
protocol for the production of cloned Microminipigs has been established. In addition, it was suggested 
that this protocol can be used to create genetically modified Microminipigs.

研究分野： 発生工学
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１．研究開始当初の背景 
ミニブタは、解剖学的・生理学的にヒトと

の類似点が多いことから、医薬品の開発や病
気治療法の確立における実験動物として有
用であると考えられている。しかし、これら
の分野で有効活用するためには、ミニブタの
遺伝子を目的に応じて改変する技術が不可
欠となる。現時点で遺伝子改変ミニブタを得
る最も現実的な方法は、遺伝子改変した体細
胞の核を除核未受精卵に移植してクローン
動物を作出することである。 
そこで研究代表者らは、鹿児島大学で開

発・維持されているクラウン系ミニブタにお
いて体細胞核移植技術の確立を試みた。その
結果、定期的な振動を与えながら成熟培養し
た卵子をレシピエントとして用いることに
より、クローン胚の体外発生を改善し得るこ
とを見出した。また、クローン胚における体
細胞核のリプログラミング状態を非侵襲的
に評価する系を開発し、これを用いて、ヒス
トン脱アセチル化酵素阻害剤であるバルプ
ロ酸が体細胞核のリプログラミングを正常
化し得ることを明らかにした。最終的に、こ
れらの知見をもとに、クラウン系ミニブタの
体細胞クローンを作出することに成功した。
さらに、確立された体細胞核移植技術を応用
することにより、ヒト動脈硬化症の疾患モデ
ル動物となり得るヒトアポリポプロテイン
（a）遺伝子導入ミニブタを世界で初めて作
出した。 
これらの成果は、クラウン系ミニブタの遺

伝子を目的に応じて改変し、実験動物として
利用し得ることを示している。しかし、クラ
ウン系ミニブタは、比較的小型のミニブタで
はあるものの成体重は 50～80kg に達する。
そのため、飼育管理に広いスペースや多大な
労力・コストが必要となり、利用できる施設
が限られてしまうという欠点があった。 
 
２．研究の目的 
近年、富士マイクラ社によって、成体重が

10kg 以下の世界最小サイズのミニブタ（商
標：マイクロミニピッグ）が開発された。こ
のサイズであれば、マウスやラット用の飼育
室で飼うことも可能である。連携研究者らは
マイクロミニピッグの実験動物としての可
能性に注目し、鹿児島大学が長年培ってきた
国内屈指の畜産（養豚）技術をもとに、マイ
クロミニピッグに最適な飼育管理法を確立
した。このような背景から、もしマイクロミ
ニピッグにおける体細胞核移植技術を確立
することに成功すれば、遺伝子改変した個体
を作出できるようになることから、実験動物
としてのマイクロミニピッグの利用範囲は
大きく広がると予想される。 
そこで本研究では、これまでにクラウン系

ミニブタを用いて得られた知見を応用する
ことにより、マイクロミニピッグにおける効
率的な体細胞核移植技術の確立を試みた。 
 

３．研究の方法 
 食肉センター由来のブタ卵巣から卵丘卵
子複合体を吸引採取し、40～41 時間成熟培養
した。成熟培養後、ヒアルロニダーゼにより
卵丘細胞を除去し、第１極体が確認できた卵
子のみを選抜した。卵子を除核後、囲卵腔内
にドナー細胞を挿入し、電気刺激による融合
処理を行った。1～1.5 時間後に、レシピエン
ト卵子とドナー細胞の融合状況を確認した。
融合処理 2時間後に、ソルビトール液を満た
したチャンバー内の電極間に融合胚を並べ、
直流パルスを印加することにより活性化処
理を行った。活性化処理後のクローン胚を各
処理区の培地中に移して培養した。いずれの
区においても、最初の 2時間は 2.2μg/ml の
サイトカラシン Bを添加することにより、第
2 極体様構造物の放出を抑制した。培養 2 日
後に卵割状況、7 日後に胚盤胞形成状況を観
察した。 
 
（実験 1）レシピエント卵子の成熟培養中に
おける振動の有無が、マイクロミニピッグ体
細胞クローン胚の体外発生に及ぼす影響に
ついて検討した。一部の卵丘卵子複合体を振
動（X 軸方向に±0.33G、Y 軸方向に±0.11G
の加速度および 20Hz の周波数、60 分毎に 10
秒間）を与えながら成熟培養し、それらを用
いて作出したクローン胚の発生を静置下で
培養した場合と比較した。なお、ドナーとし
てマイクロミニピッグ胎児（個体番号 ①）
に由来する細胞（胎児線維芽細胞 1）を用い、
活性化処理後のクローン胚を修正 porcine 
zygote medium-3（mPZM-3）中に移して培養
した。 
 
（実験 2）バルプロ酸がマイクロミニピッグ
体細胞クローン胚の体外発生に及ぼす影響
について検討した。活性化処理後のクローン
胚を 0 および 8mM のバルプロ酸を添加した
mPZM-3 中で 24 時間培養後、バルプロ酸無添
加の同培地中へ移して培養を継続した。なお、
レシピエントとして振動を与えながら成熟
培養した卵子、ドナーとして胎児線維芽細胞
1を用いた。 
 
（実験 3）ドナー細胞の種類がマイクロミニ
ピッグ体細胞クローン胚の体外発生に及ぼ
す影響について検討した。ドナーとして、マ
イクロミニピッグ成体（個体番号 ①および
②）の腎臓に由来する細胞、マイクロミニピ
ッグ新生児（個体番号 ①、②、③、④およ
び⑤）の耳介に由来する細胞およびマイクロ
ミニピッグ胎児（個体番号 ①、②、③およ
び④）に由来する細胞を用いた。なお、レシ
ピエントとして振動を与えながら成熟培養
した卵子を用いた。また、活性化処理後のク
ローン胚を 8mM のバルプロ酸を添加した
mPZM-3 中で 24 時間培養後、バルプロ酸無添
加の同培地中へ移して培養を継続した。 
 



（実験 4）マイクロミニピッグ体細胞クロー
ン胚の体内発生について検討するために、活
性化処理後のクローン胚を8mMのバルプロ酸
を添加した mPZM-3 で 24 時間培養後、発情を
同期化したマイクロミニピッグ仮親の卵管
に移植した。一部のクローン胚は、サイトカ
ラシン Bによる処理を行った後、バルプロ酸
処理を行わずに移植した。移植後、定期的に
超音波画像診断を行うことにより妊娠状況
を確認し、妊娠の継続が認められた仮親に対
しては移植 113 日後に帝王切開を実施した。
なお、レシピエントとして振動を与えながら
成熟培養した卵子、ドナーとしてマイクロミ
ニピッグ胎児(個体番号 ①、③および④)に
由来する細胞（胎児線維芽細胞 1、3および 4）
を用いた。 
 
（実験 5）異種移植抗原α-Gal エピトープを
合成する酵素であるα-1,3-ガラクトシルト
ランスフェラーゼ（α-GalT）遺伝子をノッ
クアウトしたマイクロミニピッグ体細胞に
由来するクローン胚を作製し、それらの体外
発生に及ぼすバルプロ酸の影響について検
討した。ドナーとして胎児線維芽細胞 4を用
い、CRISPR/Cas9 系の DNA を導入することに
よってノックアウトを行った。これらの遺伝
子改変細胞および振動を与えながら成熟培
養したレシピエント卵子からクローン胚を
作製し、0 および 8mM のバルプロ酸を添加し
た mPZM-3 中で 24 時間培養した。その後、バ
ルプロ酸無添加の同培地中に移して培養を
継続した。得られた胚盤胞の一部を 4%のパラ
ホルムアルデヒドで固定後、α-Gal エピト
ープに特異的に結合する赤色蛍光標識植物
性レクチン（AF594-IB4）で染色することに
より、α-GalT 遺伝子のノックアウト状況を
確認した。 
 
４．研究成果 
（実験 1）振動の有無は、成熟率（73.7～
74.1%）、融合率（67.0～69.0%）、卵割率（62.2
～62.5%）および胚盤胞細胞数（41.3～43.3
個）に影響を及ぼさなかった。しかし、胚盤
胞形成率は静置下で培養した区（9.5%）と比
較して振動を与えながら培養した区（17.0%）
で有意に高くなった（P＜0.05）。以上の結果
から、レシピエント卵子の成熟培養中におけ
る振動は、マイクロミニピッグ体細胞クロー
ン胚の体外発生を改善し得ることが示され
た。 
 
（実験 2）バルプロ酸処理の有無は、卵割率
（69.9～73.0%）および胚盤胞細胞数（41.5
～42.6 個）に影響を及ぼさなかった。しかし、
胚盤胞形成率は無処理区（15.2%）と比較し
て処理区（24.8%）で有意に高くなった（P＜
0.05）。以上の結果から、活性化処理後に 8mM
のバルプロ酸で24時間処理することにより、
マイクロミニピッグ体細胞クローン胚の体
外発生を改善し得ることが示された。 

 
（実験 3）成体腎臓由来細胞および胎児由来
細胞を用いた場合には、融合率（63.6～70.8%
および 72.7～78.7%）、卵割率（68.2～79.1%
および 66.7～85.5%）、胚盤胞形成率（12.8
～19.0%および 19.0～23.1%）および胚盤胞細
胞数（41.1～44.9 個および 38.1～49.8 個）
のいずれにおいてもドナー細胞を採取した
個体による違いは見られなかった。しかし、
新生児耳介由来細胞を用いた場合には、融合
率（61.0～78.6%）および胚盤胞細胞数（36.5
～57.5 個）が個体間で有意に異なった（P＜
0.05 あるいは P＜0.01）。一方、ドナー細胞
の種類間で比較した場合、融合率（67.2～
74.7%）、卵割率（73.5～74.9%）および胚盤
胞細胞数（42.5～44.9 個）には異なる細胞間
で有意な差は見られなかった。しかし、胎児
由来細胞を用いて作出したクローン胚の胚
盤胞形成率（20.3%）は新生児耳介由来細胞
における値（14.2%）と比較して有意に高く
なった（P＜0.05）。以上の結果から、ドナー
細胞の種類および採取した個体の違いはマ
イクロミニピッグ体細胞クローン胚の体外
発生に影響を及ぼし、胎児由来細胞を用いる
ことにより効率的に胚盤胞を作出し得るこ
とが示された。 
 
（実験 4）162 個のクローン胚（胎児線維芽
細胞 1由来：55 個、3由来：56 個および 4由
来：51 個）を作出後、バルプロ酸処理をしな
いで移植した場合には、仮親の妊娠は認めら
れなかった。一方、152 個のクローン胚（胎
児線維芽細胞 1由来：50 個、3由来：55 個お
よび 4由来：47 個）をバルプロ酸処理後に移
植した仮親は妊娠し、帝王切開によって 5頭
の産子が得られた。そのうち 2頭は死産で奇
形が認められたが、3 頭は生存しており形態
的な異常は見られなかった。産子、ドナー細
胞および仮親のゲノム DNA における 12 のマ
イクロサテライトマーカーを解析した結果、
死亡産子 2頭および生存産子 2頭は、胎児線
維芽細胞3とすべてのマーカーにおいて両ア
リルのサイズが一致した。また、生存産子 1
頭は、胎児線維芽細胞 1とすべてのマーカー
において両アリルのサイズが一致した。産子
と仮親の間には、両アリルともサイズが異な
るマーカーが存在した。よって、死亡産子 2
頭および生存産子 2 頭は胎児線維芽細胞 3、
生存産子 1頭は胎児線維芽細胞 1に由来する
クローンであることが示された。以上の結果
から、活性化後にバルプロ酸処理をしたマイ
クロミニピッグ体細胞クローン胚は、産子に
まで発生し得ることが明らかとなった。 
 
（実験 5）バルプロ酸処理の有無は、卵割率
（75.1%）および胚盤胞細胞数（37.8～42.5
個）に影響を及ぼさなかった。しかし、胚盤
胞形成率は無処理区（13.4%）と比較して処
理区（22.5%）で有意に増加した（P＜0.01）。
AF594-IB4 染色陰性胚盤胞（α-GalT 遺伝子



がノックアウトされた胚盤胞）の割合（62.4
～80.2%）は、バルプロ酸処理の影響を受け
なかった。現在、これらの胚盤胞のゲノム DNA
におけるα-GalT 遺伝子の変異状況について
解析を進めている。以上の結果から、α-GalT
遺伝子をノックアウトしたマイクロミニピ
ッグ体細胞に由来するクローン胚の体外発
生も、バルプロ酸処理によって改善し得るこ
とが示された。 
 
 本研究の結果から、マイクロミニピッグに
おける効率的な体細胞核移植技術が確立さ
れた。また、この技術を応用して遺伝子改変
マイクロミニピッグを作出し得る可能性が
示された。 
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