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Bri I I iantむresyl blueによるウシ未成熟卵子の染色性の遠いが

核移鑓騒の発生に及援す影響

常)11 久三い大播 愛美2 ・田中孝一3 ・源、野朗3

1 農林水産政策課 2 北部家膏保健衛生所 3 畜産総合センター

80vine nuclear transfer 日田bryosdevelopment rate is infl臼enc邑dby select ion of oocytes by 

brilliant cresyl blue staining befor IVM 

Hisazou TSUNEKA¥VA， }!egumi OOHASHI. Takaichi TANA五A，Akira GENNO 

要約

8rilliant Cresyl Blueにより未成熟卵子を成熟培養前に染色し、その染色性により3段階 (BCB染色性÷十、十、一)に選別し

た。さらに、成熟培養後、それらをレシピエント卵子として核移植し、その発生率や総盤胞期の細胞数の調査を行った。

1)成熟率は、 BCB染色性++が最も高く、それぞれ布意差が認めた (BCB染色性十十:86. 5% >十:71. 4% > -: 46. 7%、P<O.OJ)o

2) BCB染色した未成熟卵子を成熟滋養後、レシピエント卵子とし核移植を行ったが、融合察に差は認めなかった。駁盤胞率は、

BCB染色性++と+がーに比ベイ言意に高く (BCB染色性++ : 33. 1%、十:30. 6% > -: 16. 7話、 P<O.01)、生産効率は2倍程度

の差を認めた (BCB染色性++: 19.8、 +: 17.9、 : 9. 3)。

3)阪盤胞期肢の細目包数は、 BC8染色性++が多くなる傾向にある。

以上により、未成熟卵子をBCB染色し選別することで、簡便に優良未成熟卵子が選J.jIJでき、効率的に優良な核移植総の作出が

可能であると考える。

緒
告.0.
a隠

体細胞クローン技術は、遺伝的に同一な儲体を生産できる

布益な技術であり、高能力牛の増産や遺伝資源、の保存、医療

分野への応用など、その実用化が期待されている1-九しかし、

その生産効率は低く、低受胎、流死産や生後磁死などの異常

も多数報告されているiぺ 5)。そこで、当センターでは、より

効率的に体総胞クローン牛を生産するために、さまざまな試

験を行ってきた。ト的(レシピエント卵子については家畜改良

センターのマニュアルに準じて選別を行っている。)Almら10)

は、成熟培養前にBrilliantcresyl blue (BCB)で染色し、

グルコース 6J)ン酸脱水素静素活性を指標に選別された未成

熟卵子は、体外受精後に良好な佐発生率を示すと報告してい

る。そこで、今回、未成熟卵子をBC8により染色し、成熟培養

後にレシヒ。エント卵子として、核移植を行った時の発生成績

などについて検討を行った。

材料および方法

1)染色方法

食肉センタ一白米のウシ卵巣から、吸引採取した未成熟

卵子を、 O.4%ウシ血清アルブミン (BSA)添加m-PBSで3悶

洗った後、 26μ~I BCB i n O. 4紹SA添加m-PBS中で遮光し染色

(38. 50

C、 l待問)を行った。染色後、 O.4%BSA添加m-PBS

で2回洗った後、光学顕微鏡下で観察を行い、卵子の細胞

質が濃く染まった卵子をBCB朴、耀く染まった卵子をBCBt、

染まらなかった卵子をBCBーと判定し選別した(国l. 2.)。

図1.BCB染色後の未成熟卵子の状態

十+ 十

図2.BCB染色後の選別した未成熟卵子
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2)成熟培養

BCB染色で選別した未成熟卵子は、それぞれ 5%子牛血清

(CS) 添加TC則的活養液中で18~19時間成熟埼養 (38.5'C 、

5 %C02、95%Air)を行い、培養後、 0.1%ヒアルロニダー

ゼ inP邸中で裸化後、光学顕微鏡下で第一極体の放出の有

無により成熟確認を行った。

3 )クローン症の作出

クローン妊の作出は、金山ら1)の方法を一部改変し、以下

のとおり行一った。

成熟が確認された卵子は、除核した後、レシピエント卵子

とし、ホルスタイン種白米の皮膚細胞をドナー細胞として

用い核移植を行った。その後、電気融合 (22V/150μ酷、 20

μsec X 2)および活性化処理(10μg/mlシクロヘキシミド

処理、 5~6 時間)を行い、 5 %CS添加CRlaa培地で発生埼

養 (38.50C、 5 %C02、95%Air)を行った。発生培養後、

発生検査を行い、 9n白までに阪盤胞に発生した妊を固定・

染色し細胞数の調査を行った。

4)統計学的分析

成熟率、核移植後の発生成績のイ等主主主査の検定はカイ 2乗

検定で、細胞数のイ主意差の検定はt検定で行った。

幸吉 巣

BGB染色後の未成熟卵子の割合

BCB染色後の未成熟卵子の割合を表1.にボした。

合計3.167個の未成熟卵子のうち、十十と判定されたもの

が38.4%、十と判定されたものが48.9%、ーと判定された

ものが12.6%となった。

表 1. BG伝染色後の未成熟卵子の割合

BCB染色性 卵子数(%)

1. 217 ( 38. ，1) 

1. 550 ( 118. 9) 

4初(12.6) 

3.167 000.0) 

十十

時ト

合計

2 成熟率

BCB染色性により選別した未成熟卵子の成熟培養後の成熟

率を表 2. に示した。

成熟率は、BCB染色性++が86.5%、十が71.4%、ーが46.7%、

BCB染色性が++、+、 の般に高く、それぞれ布意差を認

めた。

表 2.BGB染色性による成熟考芸

BCB染色性 M
M
ο
-
F
h
d

に
d
A
U
υ

u，

d
-
ρ
D
o
u
g
-

-Z
一9
i

3

供

一

仁

成熟数(%)

835 (86. 5) A 

853 (71. 11)詰

iぬ(/16.7)仁

ベト十

+ 

※災符号間に有意発あり (A.B. C : P < O. 01) 

3 核移植成績

BCB染色性ごとの核移植成績を表 3. にオえした。

融合率は、 BCBの染色性に関わらず、有意差は認めなかっ

た。阪盤胞率は、 BCB染色性が++が33.1%、十が30.6%、ー

の16.7%に比べ宿意に高くなり、 BCBに染まった未成熟卵子

を用いた核移様で阪盤胞率が高くなった。

また、生産効彩でもBCB染色性++、十がーに比べ2倍前

後の効率となった。

表 3. BGB染色性による核移植成緩

BCB染色性 供試数 融合数(%) ~{盤胞数(%) 牛深効率

十十 572 3'11 (59.自) 113 (33. 1) A 19.8 

mト 552 32，1 (58. 7) 99 (30.6) A 17.9 

113 2/1 (55.8) 106.7) B 9.3 

※呉~~年 t手間に有意発あり (A. B : P < O. 01) 

4 細胞数

BCB染色性による核移植後に胎盤約まで発生した肢の級Jl包

数を表4. にボした。

BCB染色性十+が66.2倒となり、 BCB の41.0儲と比べ1l"

意に多くなった。

表4. BGB染色性による限額胞の級飽数

BCB染色性 総胞数

十+

+ 

66. 2:t22. tla 

56.9土16.3a b 

'11.0:t 9.6b 

※終符l:;.r.1に有意先あり (a. b : P < O. 05) 

考 察

未成熟卵子を成熟埼養前にBrilliantCresylBlueで染岱し、

その染住性により選別し核移植を行った。

BCB染色性十十の未成熟卵子は、成熟率が86.5%となり、当

センター償行法 (BCB染色を行わず、卵子の色調や形態、卵丘

細胞の付着状態など、家畜改良センターのマニュアルに準じ

て卵子を選別)で行った場合のτf成17年度実績値75.5%に比

べてもかなり高い成熟考宝となった。また、BCB染色位十は71.4% 

なり、ほぼ実績備と間稼度となったことから、BCB十十および+

の未成熟卵子を選別することで、効率的に成熟率の高い未成

熟卵子を得られる。また、この方法は、慣行の方法に比べ、

客観的かつ熟練度を問わず優良な未成熟卵子の選日IJが可能で

ある。

核移植成績でも、妊盤胞率、生産効率は、 BCB染色性十十と十

が良好な成績を示し、日£盤胞期の細胞数も多くなる傾向を認

めた。特にBCB染色性÷十の未成熟卵子を用いた核移犠では、

発生率、生産効率、妊援胞販の細胞数もBCB染色性+と比べて

も良かったことから、 BCB染色性十十の未成熟卵子を成熟培養

後、レシピエント卵子として用いることで、より効率的に優

良な核移植妊の作出が可能であると考えられた。
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また、今回の報告ではデータをボしていないが、体外受精

妊でも同様の傾向を認めている。体外受精阪では、特にBCBの

染色性++が~Ii害IJ率、日壬猿胞率とも優れてた結果となってい

る。

BCB染色により優良な米成熟卵子を選別することは、優良な

レシピエント卵子を用いて、優良な核移様妊を作出するため

に、簡便で布効な手法である。

今後、さらに発生阪を移植した場合の受胎性等の検討も必

要であると考える。
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