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凍結保護剤を添加することなし80
0

Cの冷凍庫で 10年間凍結された

臓器からのクローン技術による種雄牛の復活

星野洋一郎、林登、谷口俊仁へ小林直彦、酒井謙司、大谷健、入谷明 1) 2)、佐伯和弘1) 2 

1 )近畿大学生物理工学部

2) (財)わかやま産業振興財団

凍結保護剤を使用せずに凍結された動物組織の細胞は、体細胞核移植に用いる核ドナーとして不適当であると考

えられていた。我々は、死んだ雄牛から採取された精巣を、凍結保護剤を使用せずに_80
0
Cの冷凍庫で 10年間凍結

した後に、生きた細胞を取り出しクローン動物を作出することに成功したのでここに報告する。我々は凍結精巣の

精索部分の組織片を解凍したところ、生きた細胞が回収できた。これらの細胞は、培養下で活発に増殖し、正常で

あると考えられた。我々はこれらの細胞で作製した 16個の体細胞核移植匹を、 16頭の仮親に移植した。その結果、 5

頭が受給し、 4頭のクローンの子牛が誕生した。我々の成果は、凍結保護剤を使用せずに長期間凍結保存された晴

乳類臓器中の細胞に、完全なゲノムが保持されており、回収した細胞から生きたクローン個体を作出できることを

明らかにした。

キーワード(体細胞クローン、牛、凍結保存組織、動物遺伝資源)

*本稿は PLoSONEに投稿した"Resurrectionof a Bull by Cloning企omOrgans Frozen without Cryoprotectant in a -80 

OC Freezer for a Decade" PLoS ONE vo1.4 issuel e4142の日本語訳に若干の改訂を行い、論文掲載後のクローン個体

の生育状況を追加したものである。

緒言

何種類かの哨乳類において、体細胞核移植技術によ

るクローン動物が作製されている [1・5J。クローン動物

が個体にまで発生するためには、ドナー核のゲノムが

完全であることが必須である。そのため、絶滅危倶種

や貴重な動物の遺伝資源を保存するために、それらの

体細胞を凍結保存することが行われている [6-8J。これ

らの晴乳類細胞は、長期間の保存の間その生存性を保

つために、ふつう、適切な凍結保護剤を用いて凍結保

存されている [9J。しかし、 ドナーとなる個体がすでに

死んでいたり、その種が絶滅している場合、必ずしも

完全な核を持つ細胞が凍結保存されて残っているとは

限らない。死んだ細胞や、凍結保護されていない試料

から動物遺伝資源を救出しようとする試みが行なわれ

ている。マウスでは凍結乾燥した精子を卵子に注入す

ることによって子供が生まれている [10J。あるいは、

凍結保護剤を用いずに冷凍されていたマウスの精巣か

ら精子細胞を取り出し、その核を卵子に注入すること

によって、正常な子供が生まれている[l1J。これらの

結果は、雄の配偶子は凍結されて死んだ状態にあって

も、完全なゲノムを保持していることを示している。

さらに、死んだ体細胞[12Jや、熱変性させた体細胞[13J

からクローン産子が誕生したことから、 ドナー細胞の

生存性は体細胞核移植に必要ではないことが示唆され

ている。最近、Liと Mombae由はマワスにおいて、凍

結保護剤を用いず凍結して死んだ細胞からクローン匹

を作り、核移植脹性幹細胞(ntES細胞)を樹立した [14J。

さらに、凍結乾燥されたヒツジの体細胞を核移植した

クローン匹が、脹盤胞期腔まで発生したことが報告さ

れている [15J。しかし、通常このような凍結細胞は、

氷品形成や浸透圧ストレスによって大きなダメージを

受けている [9J。ごく最近、 Wakayamaらは、凍結保護

剤を用いずに冷凍されたマウスの死体の組織から細胞

核を取り出し、核移植によってクローンマウスが誕生

したことを報告した [16LWakayamaらによると、凍

結マウスの脳組織および尾部血液の細胞の核を用いた

核移植脹がクローン個体まで発生したが、他の凍結組

織を用いた場合の発生能力は非常に低かった [16J。し
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たがって、他の凍結組織の中の核が完全であるかどう

かは明らかになっていない。

種雄牛「安福」号は、和牛肉の主な特徴である脂肪

交雑の品質改良に貢献したことにより、和牛育種の歴

史において名高い重要な種雄牛のひとつであった。安

福は 1993年 9月に 13.5歳で老衰により死亡した。死

後 12時間後に精巣が取り出され、アルミホイノレで包ま

れ、・800Cの冷凍庫で 10年間冷凍保存された。その後、

冷凍精巣は液体窒素の中に移され、さらに 3年間、凍

結保護剤を用いずに凍結された。我々は、この精巣か

ら培養可能な生きた細胞を回収できるかどうかを調べ

た。そして、それらの細胞を除核卵子に核移植するこ

とによって、生きたクローン個体まで発生できるかど

うかを調べた。その結果、凍結臓器の細胞から 4頭の

クローンの子牛を誕生させることに成功した。 1頭は

生後 2日で死亡したがこれらの子牛は健康であり、異

常は見られなかった。我々の知る限り、この研究は死

亡した優良家畜を、凍結保護せずに凍結された臓器か

らクローン技術で再生することに成功した世界初の報

告である。

材料と方法

精巣の凍結

精巣は、去勢後直ちにアルミホイルに包み、凍結保

護剤を用いずに・800Cの冷凍庫で凍結した。精巣は 1

ヶ月から 4ヶ月の問、冷凍庫の中に保管された。安福

の精巣は死後 12時間後に陰嚢から取り出され、アルミ

ホイルで、包まれ、凍結保護剤を用いずに・80oCの冷凍

庫で凍結された。 10年後、安福の精巣は液体窒素中に

移され、さらに 3年間保管された(図1)。

細胞培養

凍結組織からの細胞の初代培養は、前例に従って行

なった[22J。凍結組織は 42
0

Cの生理食塩水に投入する

ことにより、素早く解凍した。解凍された組織を細切

し(5mm角以下)、 0.1%のコラゲナーゼ CInvi甘ogen，

Carlsbad， CA， USA)と0.2%のディスパーゼ(InvI仕ogen)

を含むダルベツコ改変イーグル培地(DMEM)内で、 39

oCで 2時間培養した。 250μmのナイロンメッシュで

消化液を櫨過し、癒液を 250Gで5分間違心沈降した。

そして沈殿を MF-start培地 (Toyobo，Osaka， Japan)で

懸濁し、 38.5oC、5%の C02と空気の気相、高湿度の

培養器で培養した。 5日の培養後、細胞の素早い増殖

を促すため、培地をAmnioMAX™II 完全培地

(Invitrogen) に交換した。培養 10日後、細胞増殖が

形成されてきたら、培地を MF-mediuml8l (Toyobo) に

交換した。

核移植

体細胞と除核卵子の電気融合による体細胞核移植は、

前例に従って行なった[17J。体細胞核移植匹は、 5μM

のイオノマイシンで 5分間培養し、その後 10μglml

のシクロヘキシミドを添加した、KH2P04を含まない

改変合成卵管培地 (mSOFM)で融合から 6時間培養す

ることによって活性化を行った。培養環境は 39
0
C、5%

の C02、5%の 02、90%の N2の気相の高湿度環境で行

った。活性化処理後、体細胞核移植脹を mSOFMに移

し、融合後 168時間培養した。

クローン腔のガラス化保存

いくつかのクローン匹ほ、仮親に移植されるまで、

既報[23Jに少し改変を加えた方法で凍結を行った。体

細胞核移植脹は、 tissueculture medium 199に20%のウ

シ胎児血清を加えた培地何CM199) に、 15%のエチレ

ングリコール、 15%のジメチルスルホキシド、 0.6Mの

スクロースを添加した培地を凍結培地として、凍結装

置にクライオトップ (Kitaz仰 BioPhanna Co Ltd， 

Shizuoka， Japan) を用いて凍結した。クライオトップ

1本につき、 1個の匹をごく少量の凍結培地(1μ1

以下)と共に載せ、クライオトップを液体窒素に投入

することによって凍結した。液体窒素での保管した睦

は、 0.25Mのスクロースを添加し、 37oCに加温した

TCM199にクライオトップを 1分間浸すことによって

解凍した。匹は、解凍後 3回洗浄した後に、仮親に移

植された。

匹移植

クローンの睦盤胞期睦は、融合から 7日目の腔を、

発情開始から 7~8 日目に同期化した仮親に非外科的

に移植した(1頭につき匹1個)。この研究における全

ての動物の処置については、岐阜県畜産研究所実験動

物委員会の許可を得て行われた。

DNAマイクロサテライト解析

親子判定のためのマイクロサテライト解析は、既報

にならって行った [2，24J。解析は家畜改良事業団

(LIAJ) によって 13のマイクロサテライトマーカー
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を用いて行われた。我々は独自にも 18のマイクロサテ

ライトマーカー[25Jを加えて分析し、結果を補強した。

さらに、 LIAJでは 11の補完マーカーによる解析も行

われ、結果が補強された。(データ省略)

結果

凍結保護剤を用いずに 1~ 4ヶ月間凍結したウシ精巣

からの細胞採取。我々は安福の組織で実験する前に、

新鮮なウシ凍結精巣を用いて予備実験を行った。 12~ 

15ヶ月齢の 3頭の雄牛から精巣を採取し、なんら特別

な処置を行わずに-800Cの冷凍庫で 1~ 4ヶ月間凍結

した。我々は凍結精巣を、精巣上体頭部、精巣上体尾

部、精索組織、精巣組織の 4つの異なる組織片に分割

し、解凍した後、それぞれの組織を締切し、コラゲナ

ーゼ、とディスパーゼ、によって消化培養を行い、回収さ

れた沈殿を培養した。この予備実験の前の実験におい

て、我々は凍結精巣から初代培養細胞を得るためにダ

ルベッコ改変イーグル培地(ひ恥佃M) とα最小必須培

地 (αゐ伍M) を用いたが、解凍した組織からは締胞

が増殖しなかった。解凍した組織の中の締胞は、たと

え生きていたとしても増殖能力が極めて低い可能性が

考えられた。そこで我々は、増殖能力の低い細胞から

増殖を得るために開発された初代培養用培地民1F-st制

TM (東洋紡ライフサイエンス)を用いた。その結果、

我々は精巣上体頭部および精索組織から、生きた細胞

を培養することに成功した。一方、精巣上体尾部と精

巣組織からは細胞は得られなかった。これらの細胞の

大部分は活発に分裂し、細胞数が増殖したので、細胞

の状態は正常であると考えた。我々はこれらの締結を

除核卵子と電気融合することにより、核移植睦を作製

して発生能力を検討した。牛の耳組織から採取された

線維芽細胞を対照区のドナー細胞として用いた。体細

胞核移植腔は 168時間培養された[17J。実験は 3密行

われた。凍結精巣由来の細胞を用いて作製された核移

植腔の発生能力を、対照径と比較したところ、経盤施

期腔への発生率 (22.1%と 20.2%)、路盤施期経の細胞

数(130こ主 43と 121土 43)、路盤胞期腔における内部

細胞塊の締結数の割合 (21.1%と 22.6%) において有意

な羨は見られなかった。以上の結果から、凍結保護剤

を用いずに凍結されたウシの臓器から培養可能な体細

胞を回収することができ、それらを核移植に利用でき

ることが示された。

安福の精巣からの締胞の回収

安福の凍結精巣から精巣上体頭部と精索組織を分離

し、それらをいくつかに切り分けて凍結組織片とした

(間1)。これらの組織片を前述のように解凍、締切、

消化し、沈殿を培養した。その結果、 2つの組織片か

ら、 4系統の生きた締胞が得られた。関 2に見られる

ように、線維芽細胞様締胞(締脂株 A と C) と上皮細

組様細胞(細胞株 BとD) が得られた。細胞株 A とB

の細胞は初代培養で体細胞核移植に用い、細胞株 C と

D の 細 胸 は 細 胞 凍 結 溶 液 (Cellbanker; Mitsubishi 

Kagaku品位。n，Tokyo， Japan) を用いて凍結保存し、 5

代目まで継代培養した。 C株の細胞は凍結融解後、細

胞が肥大化し平らになり、増殖能力が低下した。しか

し、 D 株の細砲は凍結融解後も外見は正常であり、増

殖能力も維持していた。 TUNEL法(In situ cell death 

detection kit; Roche， Base1， Switzerland)によって締胞の

アポトーシスを謂べたところ、C株の細胞の多く (71.4%

から 75.0%) はアポトーシスを起こしていることがわ

かった。一方 D株の細胞のアポトーシス率はわずかで

あり(1.3%と 5.4%)、この割合は血清飢餓培養を行っ

た対熊区の細胞のアポトーシス率と変わらなかった

(4.1%)。さらに、 D株の細胞の多くの (55%，38/69) 

細胞の染色体数は正常 (60本)であった。

関1 13年間凍結されていた安福の精巣の一つ。精巣は-80

℃の冷凍庫で 10年間保存され、その後液体君主索中で 3年間

保存された。 (A) 凍結された安福の精巣。(日)精巣上体頭

部の一部(矢印)0 (C) 3つに分割された精索組織。スケー

/レバーは2cmを示す。

安福のクローニング

我々は 3つの細胞株 (A，B， D) の締胞をウシ除核卵

子と霞気融合させて体細胞核移植脹を作製した。その

結果、それぞれの核移植経から経遺産施期限が得られた

q
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(Tablel) 0 A 株の細胞から作製されたクローン脹を仮

親に移植したところ、 3頭の仮親が受胎した。 1頭の

胎児は 6ヶ月後にミイラ化して流産したが、 2頭は最

後まで発生し、雄の子牛が誕生した。最初の子牛は 2007

11月 30日に生まれ、現在も生存している(殴 3A)o2 

番目の子牛は凍結された核移植脹を用い、 2008年 3月 5

aに生まれた(留 3B)。しかし 2 日後に死亡した。 D

株の細胞から作製された 6f屈の経盤胞を 6頭の仮親に

移摘したところ、 2 頭の仮親が受胎し、それぞれ 2008

7 A 22日と 31 日に健康な雄の子牛が誕生した(酪

3C)o DNAマイクロサテライト分析によって、これら

のクローンの子牛およびミイラ化した胎児は、安福の

精巣から得られたドナー細胞に由来するクローンであ

ることが確認された(データ省略)。

図2 安福の凍結精巣から樹立された細胞群の位相差顕微鏡像。 A と B の締約抹は初代

培養で体総胞核移植に用いられた。 C と Dの細胞株は凍結保存され、 5代目まで継代培

養された。 (A)細胞株 A、線維芽細胞様級胞。 (B)細胞株 B、上皮締胞様細胞。 (C)締

胞株 C、線維芽綿綿様絢胞。 (D)絡胞株 D、上皮細胞様細胞。妊娠例は、級胞株 A(A)とD

(D)の級胞をクローニングして作製した SCNT怪から得られた。スケーノレバーは 100μm

を示す。

関3 安福の凍結精-巣からクローニングされた子牛。 (A) 2007年 11月初日に誕生した、安徳精巣由来の雄の子牛。妊娠 287

a闘に仮裁にプロスタグランジン F2aを投与し、分娩を誘起した。仮親は誘起から 2日後に出産した。子牛の生侍体重は 18.5kg

であり、論文を執室長している現時点で健康である。 (B)凍結した体総胞核移緩怪から生まれた雄の子牛。妊娠 286 13の 2008

年 3月 513 Iこ帝王切開によって誕生した。生時体重は 47.5kgであった。この子止やは出生から 2日後に死亡した。 (C) 凍結した

体細胞核移植伍から生まれた 2頭の子牛。 "c95"の立擦の子牛は妊娠 287日の 2008年 7月 2213に生まれ、生時体重は 32kgで

あった。 "c66"の耳擦の子牛は妊娠288闘の 2008年 7月 3113に生まれ、生時体重は 30kgであった。
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考察

本研究において、我々は凍結保護剤を用いずに 10

以上凍結保存されていた靖乳類の鱗器から、活発に増

殖する正常な細賠を取り出すことが可能で、あり、これ

らの細胞を用いて核移植技術によって正常なクローン

偲体を作出できることを示した。我々の知る限り、こ
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れは凍結保護されずに凍結されていた死んだ家畜個体

の組織から、家畜個体をクローン再生した世界初の報

告である。体細胞クローン個体は死んだ細胞[12]や熱

変成した細胞[13]からも誕生していることから、ドナ

ー細胞の生存性は体細胞核移植には必要ないと考えら

れている。したがって、クローン個体が発生するため

に必須であるのは、ドナー細胞のゲノムが完全である

ことである。凍結保護剤を用いて凍結乾燥した精子は、

運動性は失われるが、ゲノムの完全性は保たれている

[10]。最近、凍結乾燥したヒツジの細胞を用いた核移

植脹が、匹盤胞期睦へ発生したことが報告されている

口5]。この知見は、体細胞のゲノムは凍結乾燥した後

でもその完全性が保たれていることを示唆している。

しかし、この報告においては、凍結保護剤(トレハロ

ース)を用いて凍結乾燥した場合にのみ、匹盤胞期へ

の発生が観察された [15]。一般に、凍結保護剤を用い

ずに凍結された臓器や組織の中の細胞は、著しく破壊

されていると考えられていた。 Ogonukiらの報告によ

ると、冷凍されたマウス精巣内のほとんど全ての精子

細胞が、核の周りの細胞質が著しく破壊されているか、

細胞質が失われている状態であった。しかし、いくつ

かの精細胞を卵子に注入したところ、正常な産子が生

まれた。このことは精細胞の核のゲノムが完全で、あっ

たことを示している [11]。最近、凍結保護剤を用いず

に凍結したマウスの体細胞の核からクローン脹を作製

し、 ntES細胞が樹立されたことが報告された。さらに

これらの ntES細胞を 4倍体の腔盤胞期脹に注入するこ

とにより、キメラマウスが誕生した口4]。ごく最近、

Wak:ayamaらは凍結保護剤を用いずに 16年間凍結され

ていたマウスの死体から、細胞核を取り出して ntES細

胞を作り、さらに ntES細胞をドナー細胞としてクロー

ンマウスが誕生したことを報告した [16]。これらの結

果は、凍結保護剤を用いずに凍結されたマウスの体細

胞の核であっても、体細胞核移植によってリプログラ

ミングされ ES細胞になりうることを示した。体細胞

核移植技術と n包S細胞技術を組み合わせて用いること

により、細胞が著しく破壊された凍結組織や臓器から

クローン動物を得る効率が高められると考えられる。

本報告では、これらの報告とは対照的に、死んだ動物

から取り出された後、四80
0

Cの冷凍庫で 10年間冷凍さ

れていた臓器から、活発に増殖する生きた正常な細胞

を採取することに成功した。これらの細胞を用いるこ

とにより、我々は一般的な I段階の核移植法を用いて

クローン睦を作製し、 5頭の受胎例から、 4頭の生きた

クローンの子牛を誕生させることに成功した。我々の

成果は、凍結保護せずに凍結された臓器であっても、

それらの臓器を解凍した後に、少数の細胞は氷品形成

や浸透圧ストレスによる凍結障害に耐えて、あるいは

凍結障害をすり抜けて生存し、それらの細胞の核は完

全であることを明らかにした。我々の発見は、ヒトの

移植用凍結骨細片の中に生きた細胞が発見されたとい

う報告とも一致している[18]。特定の組織の中の細胞

は、たとえ凍結保護剤を用いずに凍結された場合でも、

凍結障害に耐えることができると考えられる。精索組

織は脂肪組織、血管、神経組織、筋肉組織、結合組織

などからなる。本研究では、これらの組織のどれが凍

結後に生きた細胞を保持していたのかは明らかになっ

ていない。生きた細胞を効率的に得られる臓器や組織

が何であるかを特定するためには、さらに研究が必要

である。

優秀な家畜や絶滅危倶動物から得られる配偶子、受

精卵、匹や培養細胞は、「遺伝子銀行」にしばしば凍結

保存される [7，8]。我々の結果は、晴乳類の臓器や組

織を、特別な処理を行うことなく・80oCの冷凍庫で凍

結するだけで、完全な生きた細胞を保存できることを

示唆している。また、死んだ動物や絶滅動物の組織や

臓器が凍結されて残っていれば、生きた細胞を救出で

きる可能性がある。最近、いくつかの絶滅危慎種にお

いて、異種間核移植によるクローン個体の作出が成功

している [12，19， 20]。これらの研究成果を、我々の結

果と組み合わせることにより、絶滅動物を復活で、きる

可能性がある。冷凍庫の中、あるいはシベリアの永久

凍土等の自然環境で凍結されている、動物の臓器や死

体から生きた細胞を採取することができれば、例えば

マンモスのような動物であってもクローン技術により

復活させることができるかもしれない。

体細胞クローンウシの生育

種雄牛「安福」号の体細胞クローンウシは「望安福J

と名付けられ、誕生順に 1号から 4号と呼称している。3

号は当初は健康に生育していたが、感染性腹膜炎によ

って 2009年 1月 7日に 5ヶ月齢で死亡した。 1号と 4

号は 2009年 11月 30日現在も健康に生育している。

「望安福J1号は 17ヶ月齢で精液の採取に成功した。

精液の性状、精子の活力は正常であり、凍結融解後の

精子生存率も通常の種雄牛と変わらなかった。体外受

精によって「望安福J1号の凍結精液の受精能力を、
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ドナーである「安福j号の凍結精液と比較したところ、

体外成熟卵子の受精率、および受精卵の脹盤胞期腔へ

の体外発生率は同等であった。
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Resurrection of a Bull by Cloning企omOrgans Frozen without Cryoprotectant 

in a -80 oC Freezer for a Decade 

y'Oichir'O HOSHINO， n'Ob'Oru HAYASHI， shunji TANIGUCHI'七na'Ohik'OKOBA YASHI， 

kenji SAKAI， tsuy'Oshi OTANI， akira IRITANI'，2， kazullir'O SAEKI'，2* 

1 Department 'Of Genetic Engineering， Kinki University， Kin'Okawa Wakayama， Japan. 

2 Wakayama Industry Prom'Oti'On F'Oundati'On， Wakayama， Japan. 

Abstract 

Frozen anima1 tissues with'Out cry'Oprotectant have been th'Ought to be inappropriate f'Or use as a nuclear d'On'Or f'Or s'Omatic 

cell nuclear岡田fer(SCNT). We rep'Ort the c1'Oning 'Of a bull using cells retrieved企'Omtesticles白紙 hadbeen taken企'Oma 

dead anirna1 and合ozenwith'Out cry'Oprotectant in a -80 oc企eezerf'Or 10 years. We 'Ob匂inedlive cells企'Omde企'Ostedpieces 

'Of the spermatic c'Ords 'Of企'Ozentestic1es. The cells pr'Oliferated active1y in culture and were apparently n'Ormal. We 

transferred 16 SCNT embry'Os企''Omthese cells int'O 16 synchr'Onized recipient anirna1s. We 'Obtained five pregnancies and 

f'Our cl'Oned ca1ves deve1'Oped t'O term. our resu1ts indicate that c'Omp1e旬 gen'Omesets are maintained in manlffialian 'Organs 

even after 1'Ong-term企'Ozen-storagewi也'Outcry'Opr'Otectant， and that live cl'Ones can be pr'Oduced企'Omthe rec'Overed cells. 
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