
(57)【要約】
【課題】  移植前の胚の段階での遺伝的選抜を確実に実
施し、最小限の細胞個数で確実に遺伝情報を判定して、
移植作業性を向上させるとともに、初期胚から細胞を損
傷なく最小限数で採取することを可能にし、細胞採取後
の初期胚の移植性を高めて、優良な遺伝形質を持つウシ
などの動物を確実に生産する技術を提供する。
【解決手段】  初期胚における遺伝情報の判定法とこれ
に使用される器具および初期胚から細胞を取り出す方法
を包含しており、移植前初期胚から細胞を取り出し、該
細胞から抽出した核酸をテンプレートとして核酸増幅を
行い、所望の遺伝情報を調べる技術が採用され、必要に
応じて、パイプ材の先端に設けられた鋭利な突き刺し部
と、該突き刺し部からパイプ材の表面に至る傾斜部とを
備えた器具が使用される。



【特許請求の範囲】
【請求項１】  初期胚から１個ないし数個の細胞を無処
理状態で取り出し、核酸をテンプレートとしてアニーリ
ング温度およびサイクル数などの組み合わせにより遺伝
情報の判定を行うことを特徴とする初期胚における遺伝
情報の判定法。
【請求項２】  使用されるゲノムＤＮＡ量が、少なくと
も１細胞の配列の検出感度であることを特徴とする請求
項１記載の初期胚における遺伝情報の判定法。
【請求項３】  ４細胞期ないし64細胞期範囲の初期胚に
適用されることを特徴とする請求項１または２記載の初
期胚における遺伝情報の判定法。
【請求項４】  １個ないし数個の細胞からのDNA抽出法
として、Tween20とProteinaseKとを使うことを特徴とす
る請求項１、２または３記載の初期胚における遺伝情報
の判定法。
【請求項５】  ＤＮＡ増幅が、１回の増幅操作によりな
されることを特徴とする請求項１、２、３または４記載
の初期胚における遺伝情報の判定法。
【請求項６】  初期胚（１０）から少数の細胞（１２）
を取り出すための器具（１）であって、パイプ材（２）
と、該パイプ材の先端に配される鋭利状態の突き刺し部
（３）と、該突き刺し部の後方に連続して配され細胞の
突き刺し部分を広げる傾斜部（４）とを有する初期胚か
ら細胞を取り出す器具。
【請求項７】  傾斜部（４）に、パイプ材（２）の中心
穴（６）と連通状態の開口部（５）が配されることを特
徴とする請求項６記載の初期胚から細胞を取り出す器
具。
【請求項８】  初期胚（１０）の透明帯（１１）に非円
形状の貫通傷を形成する工程と、該貫通傷を徐々に押し
広げる工程と、貫通傷を経由して挿入した器具（１）に
より初期胚における細胞の１個または数個を吸引して透
明帯の外部に抜き取り採取する工程とを有する初期胚か
ら細胞を取り出す方法。
【請求項９】  器具（１）の先端部に配した傾斜状態の
開口部（５）より、細胞（１２）を１個吸着させたもの
を吸引して透明帯（１１）の外部に抜き取り採取するこ
とを特徴とする請求項８記載の初期胚から細胞を取り出
す方法。
【請求項１０】  初期胚（１０）の透明帯（１１）に非
円形状の貫通傷を形成する工程と、該貫通傷を徐々に押
し広げる工程と、初期胚を挟んで貫通傷の近傍に位置さ
せた細胞（１２）を透明帯の外部に押し出す工程とを有
する初期胚から細胞を取り出す方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は初期胚における遺伝
情報の判定法とこれに使用される器具および初期胚から
細胞を取り出す方法に関するもので、特に、ウシの枝肉

重量，脂肪交雑，ロース芯面積等の枝肉形質や乳量・乳
質，抗病性及び遺伝病の有無に関する遺伝形質を判定
し、繁殖に適した胚を子宮に着床させて目的とする遺伝
形質を持つウシを生産する技術等に好適である。
【０００２】
【従来の技術】特開平１０－５７０５８号公報には、ウ
シの遺伝性血液疾患、特にウシのバンド３欠損症の検出
方法及びキットに関する技術が開示されている。この従
来技術においては、ウシ（母ウシ）の赤血球、骨髄細胞
及び腎細胞などから核酸試料を採取し、遺伝子レベルで
バンド３欠損症を診断することが提案されている。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】しかしながら、母ウシ
の選別を行って優良ウシを識別し得たとしても、優良ウ
シ由来の胚全てが優良な遺伝形質を持つとは限らず、ま
た、遺伝的形質の解析には、通常の場合、胚移植から約
９ヶ月後の分娩を待たなければならないこともあって、
優良な遺伝形質を持つウシなどの動物を、確実に生産す
る方法を確立する技術の開発が要望されていた。
【０００４】本発明は、上記の事情に鑑みてなされたも
ので、以下の目的を達成するものである。
（１）移植前の胚の段階で遺伝的選抜を確実に実施する
こと。
（２）最小限の細胞個数で確実に遺伝情報を判定して、
移植作業性を向上させること。
（３）初期胚から細胞を損傷なく最小限数で採取するこ
と。
（４）細胞数１個の場合などであっても、遺伝情報の判
定誤差発生を低減し、信頼性の向上を図ること。
（５）細胞採取後の初期胚の移植性を高めること。
（６）初期胚からの細胞採取時の作業を簡略化するこ
と。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本発明は、上記目的を達
成するために、初期胚における遺伝情報の判定法とこれ
に使用される器具および初期胚から細胞を取り出す方法
を包含するものであり、遺伝情報の判定技術の一部に、
前述した特開平１０－５７０５８号や、その他の判定技
術を適宜踏襲するものであるが、新たに知見を得た以下
の技術を付加して構成されている。
【０００６】《初期胚における遺伝情報の判定法》主と
して、移植前初期胚を対象とし、初期胚から１個ないし
数個の細胞を無処理状態で取り出し、核酸をテンプレー
トとして増幅酵素、アニーリング温度およびサイクル数
などの組み合わせにより遺伝情報の判定を行う技術が適
用される。核酸の概念には、ゲノムＤＮＡ，ミトコンド
リアＤＮＡやＲＮＡなどが含まれる。上記技術にあっ
て、判定を行う対象となる核酸自体を増幅せずに、検出
方法の感度を上げることにより遺伝情報の判定を行う技
術も包含される。上記ＤＮＡ増幅（ポリメラーゼ連鎖反
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応増幅）は、１回の増幅操作により行われる。
移植前初期胚からは、少なくとも１つの細胞が取り出さ
れ、該細胞から抽出したゲノムＤＮＡをテンプレートと
してポリメラーゼ連鎖反応増幅を行うことにより、所望
の遺伝情報を調べる技術や、移植前初期胚がウシから得
られる場合には、所望の遺伝情報が霜降り、高泌乳、抗
病性及び遺伝病の有無に関する遺伝形質の中から選択さ
れる技術も包含している。
使用されるゲノムＤＮＡ量が、少なくとも１細胞の配列
の検出感度である技術も付加される。
移植前初期胚から細胞を取り出す時期にあっては、４細
胞期ないし64細胞期範囲の初期胚に適用可能であるが、
初期胚における遺伝情報の判定目的と、診断した残りの
胚の部分が移植できるための細胞数を考えると８細胞期
ないし32細胞期への適用が望ましく、さらに、移植可能
な最終時期としては、脱出胚盤胞まで適用される。
増幅酵素は、HotStarTaq (QIAGEN)が適用され、アニー
リング温度およびサイクル数は、95℃15分１回の後、94
℃30秒－64℃30秒－72℃30秒の条件を45回、次いで72℃
５分１回とする方法や、98℃5秒－60～68℃１～10秒の
条件を30-50回とする２段階の温度変化による方法（シ
ャトルPCR）などが適用される。供試胚は、雌牛に過剰
排卵処置を行い凍結精液を人工授精して得たもの、核移
植のために培養されたもの、体外受精によって得たも
の、過剰排卵処置を行わずに得たもの、その他これらに
類するものに対して適用される。DNA抽出は、由元ら（1
997）の方法に準じて実施され、0.5％ 界面活性剤（Twe
en20）と0.1 mg/mlのプロテイナーゼ（ProteinaseK）と
を加えて（反応液10μl）37℃、10分間のインキュベー
トを行って抽出する技術が適用される。抽出ＤＮＡにつ
いて、バンド３型判定および性判別それぞれのPCR用反
応液と混合しPCRを行うことが好ましい。バンド３型判
定については、増幅断片を制限酵素Dra IIIで37℃、数
時間消化することにより行われる。バンド３型判定PCR
は、ホットスタートTaqが適用される。ゲノムDNAをテン
プレートとして用いた場合、3 pg以上でバンド３標的配
列が検出可能である。移植前初期胚は、１個ないし数個
の細胞による遺伝子診断終了後、繁殖条件を具備してい
るもの、つまり、異常のない場合や、所望の遺伝子情報
を備えている場合、つまり、ウシの場合であると、霜降
り・高泌乳・抗病性などの優良な遺伝形質とともに、遺
伝病モデル家畜を作出したりする、いわゆる「悪い遺伝
子」を選抜することも含まれ、移植処理される。（子宮
への着床処理がなされる。）
【０００７】《初期胚から細胞を取り出す器具》初期胚
に突き刺して少数細胞を取り出すための器具として、ピ
ペットに類似するパイプ材と、該パイプ材の先端に配さ
れる鋭利状態の突き刺し部と、該突き刺し部の後方に連
続して配され細胞の突き刺し部分を広げる傾斜部とを有
する技術が適用される。パイプ材は、例えば石英ガラス

管とされる。上記傾斜部には、パイプ材の中心穴と連通
状態の開口部が配される。
パイプ材の中心穴の内径は、吸引細胞の大きさに合わせ
て設定されるが、概略30μｍに設定される。突き刺し部
を除く、傾斜部および開口部の縁部やパイプ材の中心穴
には、加熱処理による鈍化処理や研磨加工などにより、
表面の滑面加工や曲面加工を施しておくことが望まし
い。傾斜部におけるパイプ材の長手方向とのなす角度
は、突き刺し部からパイプ材の円筒状表面までを緩やか
に導くものとされ、開口部の近傍においてほぼ４５度前
後に設定される。この器具が適用される初期胚は、４細
胞期ないし胞胚腔形成以前の胚までのものが含まれる
が、８細胞期ないし３２細胞期のものへの適用が望まし
い。
【０００８】《初期胚から少数細胞を取り出す方法》初
期胚の透明帯に非円形状の貫通傷を形成する工程と、該
貫通傷を徐々に押し広げる工程と、貫通傷を経由して挿
入した器具により初期胚における細胞の１個または数個
を吸引して透明帯の外部に抜き取り採取する工程とを有
する技術が採用される。
この際に、器具の先端部に配した傾斜状態の開口部を胚
細胞に密着させ、１個または数個の細胞を吸引して透明
帯の外部に抜き取り採取する技術が採用される
。初期胚の透明帯における貫通傷は、透明帯自体の弾性
などに基づいて閉鎖状態に導かれ、残りの細胞を透明帯
の内部に保持したまま、以下、子宮への着床処理が実施
される。初期胚から、少数細胞を取り出す方法として、
透明帯に非円形状の貫通傷を形成する工程と、該貫通傷
を徐々に押し広げる工程と、初期胚を挟んで圧力を加え
て貫通傷の近傍に位置させた細胞を透明帯の外部に押し
出す工程とを有する初期胚から少数細胞を取り出す技術
も適用される。
【０００９】
【発明の実施の形態】以下、本発明の初期胚における遺
伝情報の判定法とこれに使用される器具および初期胚か
ら細胞を取り出す方法をさらに詳細に説明する。
【００１０】《初期胚における遺伝情報の判定法》本発
明に係る初期胚における遺伝情報の判定法は、移植前初
期胚から少なくとも１つの細胞を取り出し、該細胞から
抽出したゲノムＤＮＡをテンプレートとしてポリメラー
ゼ連鎖反応増幅を行い、所望の遺伝情報を調べる技術が
採用される。
【００１１】この判定法において、対象となる初期胚
は、ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジ、ヤギなどの家畜動物、
マウス、ラット、モルモット、サルなどの実験用の動
物、イヌ、ネコなどの愛玩用動物などの種々の動物から
得ることができるが、一般にはウシの初期胚を対象とす
る。さらに、ウシの初期胚は、過剰排卵処理した雌ウシ
に人工授精を行って得られる胚、卵巣から採取した卵子
と精子とを体外で人工授精して得られる胚や、核移植の
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ために培養されたものなどが対象となる。この場合の精
子は、新鮮あるいは凍結保存してある精子が含まれる。
【００１２】所望の遺伝情報は、対象となる動物によっ
て適宜選択することができる。ウシにおいて本発明を実
施する場合、所望の遺伝情報は、霜降り、高泌乳、抗病
性などの優良ウシに必要とされる遺伝形質、および遺伝
病、例えばバンド３、パラセリン１、第１３遺伝子、Ｃ
ＨＳなどの遺伝子に関連した、いわゆる遺伝子病の有無
に関する遺伝形質からなる群から選択される少なくとも
１つの項目とすることができる。
【００１３】この判定法では、上記ゲノムＤＮＡの使用
量が３ｐｇ～２０ｎｇの範囲であることが好ましい。ま
た、上記移植前初期胚から細胞を取り出す時期は、８細
胞期～３２細胞期であることが望ましい。
【００１４】初期胚から取り出した細胞からゲノムＤＮ
Ａを抽出するための方法として、本発明においては界面
活性剤とプロテイナーゼを用いた方法が好ましい。界面
活性剤は種々の市販のタイプの界面活性剤を使用するこ
とができる。好適な実施態様において、ゲノムＤＮＡを
抽出するために用いられる界面活性剤とプロテイナーゼ
の組み合わせは、例えばＴｗｅｅｎ２０（登録商標）と
プロテイナーゼＫ（Proteinase K：（登録商標））を用
いることが好ましい。さらに好適な実施例においては、
０．２～０．８重量％のＴｗｅｅｎ２０と０．０１～
０．５ｍｇ／ｍｌのプロテイナーゼＫの水溶液を用い
て、５分以上、好ましくは６～２０分間、３７℃でイン
キュベートすることによってゲノムＤＮＡを抽出するこ
とが好ましい。なお、ＤＮＡの抽出法の詳細について
は、由元ら（１９９７）：第３８回  日本哺乳動物卵子
学会大会（平成９年）講演要旨にも記載されている。
【００１５】抽出したゲノムＤＮＡは、ポリメラーゼ連
鎖反応（以下、ＰＣＲと記す）により増幅される（必要
に応じて、ＰＣＲ以外の核酸増幅法も適用される）。Ｐ
ＣＲ条件は、特に限定されないが、１回のＰＣＲ増幅操
作で行うことが望ましい。好ましい実施態様において、
このＰＣＲ増幅は、抽出したゲノムＤＮＡをテンプレー
ト（テンプレート）として増幅酵素、アニーリング温度
及びサイクル数などの組み合わせにより遺伝情報の判定
を行う。
【００１６】アニーリング温度及びサイクル数は、特に
限定されないが、好ましいアニーリング条件及びサイク
ル数を例示すれば、９４℃３０秒－６４℃３０秒－７２
℃３０秒の条件を４５回、次いで７２℃５分１回とする
方法などを採用し得る。好ましい実施態様において、ウ
シの初期胚から得られ、抽出したＤＮＡを用いて、バン
ド３型の判定を行う場合、増幅断片を制限酵素ＤｒａＩ
ＩＩで３７℃、数時間消化する。また、バンド３型判定
ＰＣＲは、ホットスタートＴａｑが適用される。ゲノム
ＤＮＡをテンプレートとして用いた場合、３ｐｇ以上で
バンド３標的配列が検出された。

【００１７】移植前初期胚は、１つ以上の細胞による遺
伝子診断終了後、繁殖条件を具備しているもの、すなわ
ち、遺伝病に関係する遺伝子が検出されなかったもの
（意図的に遺伝病モデルウシなどを作出する場合にあっ
ては、所望の遺伝子が検出されたもの）や、霜降り、高
泌乳、抗病性などの所望の遺伝形質を有することが明ら
かとなったものは、子宮への着床処理がなされる。この
着床処理は、当該分野で周知の手法を用いて実行可能で
ある。
【００１８】《初期胚から細胞を取り出す器具》本発明
は、上述した移植前初期胚から、少なくとも１つの細胞
を取り出すために好適な器具を提供する。図７は、本発
明に係る初期胚から細胞を取り出す器具の第１実施形態
を示している。この器具１は、ピペットに類似するパイ
プ材２の先端に設けられた鋭利な突き刺し部３と、該突
き刺し部３からパイプ材２の円筒状表面まで緩やかに連
続している傾斜部４と、その位置に開けられた開口部５
とを備えており、傾斜部４がほぼ４５度前後に設定され
るとともに、開口部５が、パイプ材２の中心穴６と連通
した状態となっている。
【００１９】パイプ材２は、細いガラス管、好ましくは
石英ガラス管を用いることができ、その他端側には、当
該分野で周知のマイクロマニピュレーター用の微量吸引
／排出が可能な操作器具に接続される。そして、該操作
器具の微量吸引／排出操作によって、パイプ材２の先端
から細胞を中心穴６内に吸引しまたは排出することがで
きるようになっている。
【００２０】パイプ材２の中心穴６の内径は、吸引細胞
の大きさに合わせて設定されるが、概略２０～４０μ
ｍ、好ましくは２５～３５μｍ、さらに好ましくは３０
μｍ前後に設定される。突き刺し部３を除く、傾斜部４
及び開口部５の縁部やパイプ材２の中心穴６には加熱処
理による鈍化処理や研磨加工により表面の滑面加工や局
面加工を施しておくことが望ましい。パイプ材２の長手
方向に対して傾斜部４のなす角度は、突き刺し部３から
パイプ材２の円筒状表面までを緩やかに導くものとさ
れ、開口部４の近傍において好ましくは４０～５０度程
度に設定される。
【００２１】《初期胚から細胞を取り出す方法》本発明
に係る初期胚から細胞を取り出す方法は、上述した器具
を用いて好適に実施し得る。図８は、本発明に係る初期
胚から細胞を取り出す方法の第１実施形態を示してい
る。この方法では、まず、初期胚１０を顕微鏡観察下、
生理食塩水やリン酸緩衝化食塩水、あるいは組織培養用
液体培地などの液中に入れ、先端を平坦化もしくは丸め
た固定用吸引管２０で吸引することにより固定するよう
にしている。
【００２２】図８（ａ）に示すように、固定用吸引管２
０の先端で初期胚１０を吸引して固定しておき、初期胚
１０の透明帯１１で覆われた細胞１２を取り出すもので
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ある
。この初期胚１０は、８細胞期ないし３２細胞期のもの
が適用され、各細胞１２が比較的強固にくっ付いた塊状
（桑実状）になったものを想定している。
【００２３】次いで、図８（ｂ）に示すように、固定用
吸引管２０で吸引固定された初期胚１０に、器具１の先
端（突き刺し部３）を突き刺す。初期胚１０の透明帯１
１は、突き刺し部３が貫通した後、傾斜部４によって徐
々に押し広げられ、突き刺し部３，傾斜部４及び開口部
５などのパイプ材２の先端部が、透明帯１１内部に挿入
される。
【００２４】図８（ｃ）に示すように、器具１の開口部
５を細胞１２の一つに密着させ、器具１に接続された操
作器具の微量吸引操作などによって、細胞１２を開口部
５から中心穴６の中に取り込み吸引する。
【００２５】さらに、図８（ｄ）に示すように、器具１
を初期胚１０から抜き去った後、所望数（少なくとも１
個）の細胞１２を取り出す。器具１が挿入された部分
は、透明帯１１の弾性力により塞がれ、子宮への着床ま
での間、細胞１２を保護した状態を維持する。
【００２６】図９は、本発明に係る初期胚から細胞を取
り出す方法の第２実施形態を示している。固定用吸引管
２０で吸引固定した初期胚１０に器具１の先端を挿入し
て透明帯１１に貫通傷を形成した後、開口部５に吸着さ
せた細胞１２を、貫通傷の近傍まで位置させておくか、
あるいは各細胞１２がばらばらの状態に近くなっている
場合に、器具１を初期胚１０から抜き出し、器具１と固
定用吸引管２０とで初期胚１０を挟んで押圧力を加え、
貫通傷を経由させて少なくとも１つの細胞１２を初期胚
１０から外部に取り出すものである。
【００２７】このように取り出した細胞１２は、上述し
た通り、本発明に係る初期胚における遺伝情報の判定法
に従って、ゲノムＤＮＡを抽出し、その遺伝形質を調べ
る。そして、この初期胚が好ましい遺伝形質を有するこ
とが明らかになったならば、初期胚を動物の子宮に着床
するなどの処理が行われる。
【００２８】
【実施例】〔実施例１：ＤＮＡマーカーによるウシ初期
胚解析のための研究〕
１．目的
近年、畜産を取り巻く情勢はますます厳しくなり、生産
物の更なる高品質化が強く望まれている。そのような状
況の中、北海道ではＤＮＡマーカーによる霜降り遺伝子
の解析や、胚移植技術を活用した黒毛和種種雄牛造成に
取り組んでいる。一方、核移植技術の発達により、同一
胚に由来する数頭のクローン産子生産も現実のものとな
りつつある。しかしながら、優良ウシ由来の胚全てが優
良な遺伝形質を持つわけではなく、さらに、遺伝的形質
の解析には胚移植から約９ヶ月後の分娩を待たなければ
ならないのが現状である。そこで本試験では、移植前の

胚の段階で遺伝的選抜を行う技術の開発を目指す。
【００２９】２．研究方法
２－１）胚細胞を試料としたDNAマーカー検出条件の検
討
(1)雄ウシの皮膚由来培養細胞（１～１０細胞）を材料
として、加熱（沸騰水中に１分間浸漬）、凍結融解（液
体窒素および恒温槽を用いて３回繰り返し）、および酵
素消化（プロテイナーゼＫ（登録商標）およびＴｗｅｅ
ｎ２０（登録商標）を加えて３７℃１０分処理）による
ＤＮＡ抽出を行った。その後、それぞれの方法により抽
出したＤＮＡをテンプレートとして、性判別用プライマ
ーを用いたＰＣＲを行い、目的のＤＮＡが検出できるか
どうかによってＤＮＡ抽出法を比較検討した。
【００３０】(2)雄ウシの培養細胞（５０細胞）を材料
として、酵素消化により抽出したＤＮＡをテンプレート
として、マーカー検出条件（テンプレート量、サイクル
数、エタノール沈殿時のＰＣＲ産物量）について検討し
た。マーカーについては３組を１セットとしたものを３
セット設定した。
【００３１】２－２）ＤＮＡマーカーによるクローン胚
の遺伝的斉一性の検証
体細胞由来クローン胚を用いて、動物遺伝研より提供さ
れた個体識別用ＤＮＡマーカーが検出できる条件につい
て検討し、同一ドナー細胞由来胚の遺伝的斉一性を検証
した。
【００３２】２－３）移植前の胚の段階で遺伝的選抜を
行うための条件の検討
胚の一部をサンプルとして性別と黒毛和種の遺伝病バン
ド３欠損症の遺伝子型の２つの形質を判定するための条
件について検討した。
【００３３】３．結果と考察
３－１）胚細胞を試料としたＤＮＡマーカー検出条件の
検討
(1)ＤＮＡ抽出法については、５細胞以上の場合は、ど
の方法によっても目的のＤＮＡが安定して検出できた。
３細胞以下の場合、加熱や凍結融解では、目的のバンド
が増幅されなかったり、プライマーダイマーなど目的外
のバンドの出現が見られ、不安定であったが、酵素消化
で安定した結果が得られた（図１）。
【００３４】(2)培養細胞５０個から抽出したＤＮＡを
テンプレートとした場合はＰＣＲサイクル数４０回、解
析に用いるＰＣＲ産物量を通常の１．２～２．５倍とす
ることにより、マーカーの検出が可能であった。しかし
ながら、プライマーの配列や標識色素の種類により増幅
効率や蛍光強度に違いが見られ、検出率への影響が大き
いことが伺われた（図２）。
【００３５】３－２）体細胞由来クローン胚を作成し、
体細胞、クローン胚および移植により得られたクローン
産子それぞれについて、遺伝的斉一性を検証した。
【００３６】３－３）Inabaら（1996）（Inaba, M., e
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t. al.(1996):Defective anion transport and marked 
spherocytosis with membrane instability caused by 
hereditary total deficiency of red cell band3 in c
attle due to a nonsense mutation. J. Clin. Invest.
 97, 1804-1817）の方法に準じて少量のＤＮＡをテンプ
レートとした場合におけるバンド３欠損症の遺伝子型判
定についてＰＣＲ条件の検討を行ったところ、細胞１個
程度に相当するゲノムＤＮＡ３ｐｇでのバンド３遺伝子
型判定が可能であった。同条件を胚に適用することによ
り、１つのサンプルから性別とバンド３遺伝子型の両形
質を判定することができた（図３，４）。
【００３７】このことは、移植前の胚の段階で性別に加
えて他の遺伝的形質についても選抜が可能であることを
初めて実証したものである。これにより、脂肪交雑など
の肉質、乳量あるいは抗病性などの優良形質を判別して
効率的な胚移植を行うことが可能と考えられ、育種改良
への貢献が期待できる。また、遺伝病についてはキャリ
アの判定だけでなく、実験的に劣性ホモと判定した胚を
移植して遺伝病発症家畜を作出することも可能であろ
う。黒毛和種では肉質などの偏った選抜により多くの遺
伝病が顕在化し問題となっている。農家にとっては避け
なければならない問題であるが、一方では、肉質に関連
して選抜されてきた形質という面も考慮する必要がある
と思われる。また、遺伝病の中にはヒトを含め哺乳類に
共通して見られるものもある。特に今回標的としたバン
ド３欠損症はこれまでホモ接合型は致死的であり、バン
ド３は生命維持に不可欠の膜蛋白質とされてきたが、ヒ
トも含めバンド３を全く持たずに生存している哺乳動物
の自然界での最初の例として、定説を覆し、代償機構の
解明に役立つ実験家畜としても注目されている。従っ
て、医学領域への貢献も考えると、黒毛和種は霜降りの
ような我々にとって好ましい形質だけでなく、遺伝病も
含めて非常に貴重な日本の財産であるとの認識を持つこ
とが２１世紀の畜産には必要ではないかと思われる。
【００３８】４．結果の要約
移植前の胚の段階で遺伝的選抜を行う技術の開発を目指
し、ＤＮＡ抽出法、ＤＮＡマーカー検出条件などについ
て検討し、実証例として遺伝病の遺伝子型判定に応用し
た。その結果、酵素消化によるＤＮＡ抽出法が優れてお
り、培養細胞５０個から抽出したＤＮＡをテンプレート
とした場合はＰＣＲ条件などを変更することにより、マ
ーカーの検出が可能であった。しかしながら、プライマ
ーの配列や標識色素の種類により増幅効率や蛍光強度に
違いが見られ、検出率への影響が大きいことが窺われ
た。
【００３９】また、実証例として胚の一部をサンプルと
して性別と黒毛和種の遺伝病バンド３欠損症の両形質の
遺伝子型判定を行うための条件について検討したとこ
ろ、細胞１個程度に相当するゲノムＤＮＡ３ｐｇでのバ
ンド３遺伝子型判定が可能であった。同条件を胚に適用

することにより、１つのサンプルから性別とバンド３遺
伝子型の両形質を判定することができた。
【００４０】〔実施例２：性判別した胚をドナーとした
クローンウシの生産〕
（目的）胚由来のクローン胚を生産する際、通常再構築
したクローン胚またはドナー胚の一部を用いて性判別を
している。しかしクローン胚を利用する場合は核移植前
に性別を知ることはできず、性別を特定した胚の生産効
率は低下する。一方ドナー胚を利用する場合は、分離し
た割球の一部を用いればドナー細胞の損耗は最小限に抑
えられるが、性別が判明するまで割球を単離したまま培
養することによる変性の危険が避けられない。こういっ
た現状を踏まえ、本試験では、核移植を実施する前にド
ナー胚の性別を判定するために、ドナー胚から細胞を採
取する方法として、細胞の損耗を少なくできると考えら
れるマイクロピペット（図７～図９に示す器具１などを
参照）を用いた吸引採取法を試みた。
【００４１】（方法）核移植のドナーには、過剰排卵処
理したドナーウシから発情後５．５日目に回収した１６
細胞期胚～小型桑実期胚を用いた。性判別用の細胞は、
先端を斜めに研磨し、穿刺用の顎を付けた内径約３０μ
ｍのマイクロピペットで割球を直接吸引して採取した。
この時破壊された細胞数を推計し、採取した細胞の細胞
数も数えた。また、細胞の結合が強固で吸引操作により
細胞採取できなかった幾つかの胚はマイクロピペットを
刺した透明帯の切れ目から一部を押し出して細胞を採取
した。
【００４２】採取した細胞は洗浄後０．５％Ｔｗｅｅｎ
２０と０．１ｍｇ／ｍｌ プロテイナーゼＫ(proteinase
 K)内で３７℃１０分間酵素処理し、沸騰水中で１０分
間加熱して以後の処理を行った。由元らの文献（由元美
砂、堀内俊孝 マイクロキャピラリーＰＣＲ法によるウ
シ胚の単一割球の性判別、第３８回日本哺乳動物卵子学
会講演要旨（１９９７）：２７）参照。ＰＣＲによる性
判別のプライマーにはＳ４－Ｂを用いた。陰山らの文献
（陰山聡一、森安悟、南橋昭、芦野正城、北野則泰、山
本裕介 雌雄多型を示すゲノムＤＮＡ断片によるウシ胚
の性判別、第９０回日本畜産学会講演要旨（１９９
５）：１１１）参照。細胞採取の終わったドナー胚は、
割球の単離まで１０％ＣＳ加ＴＣＭ１９９で３９℃また
は１０％ＣＳ加ＰＢＳで室温にて約８～９時間培養し
た。以後の核移植操作は、常法（森安悟、澤井健、陰山
聡一、南橋昭、芦野正城、北野則泰、山本裕介 ＢＳＡ
加ＣＲ１ａａへのグルコース添加がウシ核移植胚の発生
率に及ぼす影響、第９０回日本繁殖生物学会講演要旨
（１９９７）：９９を参照）に従って行い、発生したク
ローン胚を６～８日目にレシピアントウシに移植した。
【００４３】（結果と考察）本法により得られた性判別
用の細胞は多くが３個以下であった。また、細胞採取時
に破壊される細胞もほとんどの場合１個以下であった。
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それぞれの区における性判定率は５，６～１０細胞区で
は１００％、３，４細胞区で８５．３％、８０％と若干
の低下が見られるものの、１および２細胞区ではそれぞ
れ９５％、１００％と高く、細胞数の減少による判定率
の低下は見られなかった（図５）。すなわち、吸引法に
より採取した１，２個の細胞があれば十分ドナー胚の性
判別が可能であることが示された。
【００４４】性判別した胚のうちドナー胚として核移植
に用いた２３個の胚の平均細胞数は３９．１個であり、
９回の試験すべてにおいて十分な数の細胞が確保でき
た。これらの細胞から得られたクローン胚の発生率は３
３．５％であった。また発生したクローン胚６３個を移
植した結果、２４頭（３８．１％）が受胎した。その結
果を図６にまとめた。現在までに得られたクローンウシ
の性別はすべて性判別の結果と一致している。また２０
００年５月には胚由来クローンとしては国内最高記録と
なる７頭の正常なクローン産子を得ており、マイクロピ
ペットによる細胞採取が効率的なクローンウシ生産に寄
与することを実証した。
【００４５】
【発明の効果】（１）初期胚から損傷の少ない細胞を採
取して、遺伝情報の判定を行うことにより、移植前の胚
の段階で遺伝的選抜を確実に実施することができる。
（２）細胞から抽出したゲノムＤＮＡをテンプレートと
してポリメラーゼ連鎖反応増幅を行い、所望の遺伝情報
を調べる技術の採用により、最小限の細胞個数で確実に
遺伝情報を判定して、移植作業性を向上させることがで
きる。
（３）ピペット状の器具における突き刺し部と開口部を
有する傾斜部とで、細胞を吸引する技術により、初期胚
から細胞を損傷なく最小限数で採取することができる。
（４）損傷の少ない細胞の採取と複合技術の併用とによ
り、細胞数１個の場合などであっても、遺伝情報の判定
誤差発生を低減し、信頼性の向上を図ることができる。
（５）初期胚に対して、負担を及ぼさない細胞採取によ
り、細胞採取後の初期胚の移植性を高めることができ
る。
（６）効率良く、所望数の細胞採取技術により、細胞採

取時の作業を簡略化することができる。
（７）これら技術により、優良な遺伝形質を持つウシな
どの動物を確実に生産することが可能になる。
【図面の簡単な説明】
【図１】  本発明の実施例の結果を示し、異なる抽出法
により得られたＤＮＡをテンプレートとして行ったＰＣ
Ｒの電気泳動像を示す図である。
【図２】  本発明の実施例の結果を示し、雄ウシの培養
細胞（５０細胞）を材料としたＤＮＡマーカー解析結果
を示す図である。
【図３】  本発明の実施例の結果を示し、２０個の胚の
一部をサンプルとしたバンド３変異領域のＰＣＲ増幅結
果を示す図である。
【図４】  本発明の実施例の結果を示し、ＤｒａＩＩＩ
消化によるバンド３型判定結果を示す図である。
【図５】  本発明の実施例の結果を示し、採取細胞数が
性判定率に及ぼす影響を示す図である。
【図６】  本発明の実施例の結果を示し、性判別胚をド
ナーに用いたクローン胚の発生成績を示す図である。
【図７】  本発明に係る器具の第１実施形態を示し、
（ａ）は一部を破断した正面図、（ｂ）は底面図であ
る。
【図８】  本発明に係る初期胚から細胞を取り出す方法
の第１実施形態を示す工程の概略図である。
【図９】  本発明に係る初期胚から細胞を取り出す方法
の第２実施形態を示す模式図である。
【符号の説明】
１    器具
２    パイプ材
３    突き刺し部
４    傾斜部
５    開口部
６    中心穴
１０  初期胚
１１  透明帯
１２  細胞
２０  固定用吸引管
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【図１】

【図２】
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