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ABSTRACT 

The mammalian embryos became polarized， appeared polarized and non-polarized cells in 

developing to blastocyst stage. Polarized cells were thought to form trophectderm， whereas non-

polarized cells were thought to form inner cell mass in blastocyst. The polarization recognized 

distribution of microvillus on blastomere. It was possible to classify between polarized blastomere 

and non-polarセedblastomere by difference for microvillous distribution. We investigated the 

efficiency of FITC-Concanavalin A staining that to classify polarized or non司polarizedblasたomereof 

bovine embryos and the relationship between polarization of blastomere that classified with FITC-

Concanavalin A staining and developmental potential of reconstituted embryos by nuclear transfer 

with polarized or non-polarized cells. Nuclear donor cells， which 16-32 cell stage， were produced by 

IVM-IVF-IVC of oocytes. Blastomere isolated bovine embryos were stained with FITC-

Concanavalin A. Transfer of no stained donor cell resulted in significantly higher rate of fused than 

use of donor cells stained with FITC-Concanavalin A (64.9 versus 39.0). There were no differences 

that， however， developments rate to 2・cell，8・・cell，molurae and blastocyst stage of reconstituted 

embryos that transferred stained or non-stained blastomere. Those findings were thought that 

FITC-Concanavalin A staining influenced fusion of donor cell and recipient oocyte. Isolated blas-

tomere stained with FITC-Concanavalin A were observed by fluorecent microscope， classified 

polarized cells and non-polarized cells and transferred to recipient oocytes. Transfer of non-

polarized cells resulted in significantly higher rate of development to molurae and blastocyst stage 

than transfer of polarized cells (34.3% versus 9.1%). Those were no difference that， however， fusion 

and development to 2・ and8・cellstage of reconstituted embryos that transferred polarized or 

non-polarized cells. 

Those findings were thought that non-polarized blastomere maintained more development capac-

ity than polarized blastomere. In the case of nuclear transfer with embryo cells， also， it was 

suggested that efficiency production of reconstituted embryos was possible by transfer of non-

polarized blastomere. 

受理 2000年 2月 25日
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要 議句

受精卵は腔盤胞への発生の過程で、極性イじが生じ，極

性化割球は栄養膜細胞層を形成し，非極性化割球は内

細胞塊を形成する.この極性化は，微紋毛の分布の違

いにより確認することができ，極性化割球と非極性化

割球に分類することが可能である.そこで本研究では，

受精卵割球の微F繊毛の分布を観察するために用いる

FITC-Concanavalin A染色法が核移植後の再構築腔

の発生に及ぽす影響ならびに FITC-ConcanavalinA 

染色法で選別した割球の極性化の有無と再構築目玉の発

生との関係を追及した.体外成熟-受精一発生培養に

より作出した 16-32細胞期腔の割球を供試した.個々

に分離した割球は FITC-ConcanavalinA染色を施し

た. FITC-Concanavalin A染色割球および無染色割

球をドナー核とし，レシピエン卜卵子へ移植したとき，

融合率 (39.0%および 64.9%)は無染色割球において

有意に高かったが， 8細胞期および桑実腔および腔盤

胞への発生率においては両者の聞に差は認められな

かった.このことから， FITC-Concanavalin A染色法

は，融合には影響を及ぽすが，それ以後の圧の発生に

は影響を及ぼさないと考えられた.分離割球を FITC

Concanavalin A染色後，蛍光観察を行い，極性化また

は非極性化に分類し，それぞれの割球をレシピエント

卵子へ移植した.非極性化割球をドナー核として核移

植したとき，融合率， 2細胞期および8細胞期への発

生は認められなかったが，桑実腔および、腔盤胞への発

生は極性化割球を核移植したときと比較して有意に高

かった (34.3%および 9.1%).

これらの結果から，非極性化割球は極性化割球より

も高い発生能を持つことが考えられた.また，受精卵

割球をドナー核とする核移植においては，非極性化割

球を用いた再構築腔の効率的生産が可能と考えられ

た.

緒百

受精卵は卵割を繰り返すことにより細胞数を増やし

桑実腔，腔盤胞に達するが，その過程において極性化

が生じる.マウス腔では後期 8細胞期であることが知

られており， 16細胞期において極性化割球と非極性化

割球が存在し (ZrOMEKet al.，1982)，割球表面の微繊

毛の分布の違いによって極性化を判断することができ

ると報告されている (DUCIBELLAet a人1977; HAN-

DYSIDE 1980 ; J OHNSON and ZroMEK 1981 ; J OHNSON 
et al.， 1986).極性化割球は栄養膜細胞層を形成し，非

極性化割球は内細胞塊を形成すると考えられている

(W rLEY 1988). また，この微級毛の分布の変化は，

ウシにおいても同様に発現すると報告されている(川

田ら 1997; KOYAMA et al.， 1994).従って，予め非極

性化割球を確認した受精卵割球による核移植を行うこ

とが，効率よく再構築腔を作出できる方法の 1っと考

えられる.しかし，極性化の有無を確認した後の受精

卵割球によるウシの核移植に関する報告は極めて少な

い (NAVARAet al.，1994). 

そこで本研究では，ウシ核移植において，割球の微

繊毛の分布により極性化を判定するために用いる

FITC -Concanavalin A染色法が核移植後の再構築腔

の発生に及ぽす影響(実験 1)と FITC-Concanavalin 

A染色法で選別した割球の極性化の有無と再構築腔の

発生との関係(実験 2)を追究した.

材料と方法

レシピエント卵子

レシピエント卵子には，食肉処理場由来のウシ卵巣

の小卵胞(直径 2-8mm)から吸引採取した卵胞内卵子

に体外成熟培養を施し，得られた第一極体放出後の成

熟卵母細胞から除核したものを用いた.体外成熟培養

は， 8%ウシ胎子血清(FCS;GIBCO)および 0.02AU

FSH (デンカ製薬)を添加した TCM199(GIBCO)を

用い， 5 %C02， 95%空気，飽和湿度， 38. 5
0

Cの気相条

件下で20-24時間行った.除核は， 0.2%ヒアルロニ

ターゼ (SIGMA)溶液中で卵母細胞を裸化し，サイト

カラシン B(C.B， 5μg/ml; SIGMA)， 8 %FCS添加

TCM199に 15分間浸漬した後，マイクロピペットに

よって行った.除核の確認は 0.001%アクリジンオレ

ンジ(和光純薬)染色によって行った.なお，以下の

培養における気相条件は体外成熟培養と同じである.

レシピエント卵子の活性化処理

活性化処理は，体外成熟培養 24-26時間目に行っ

た.まず， 0.1%ポリビニールアルコール (SIGMA)，

o . 05 mM  CaC12および O.lmMMgS04添加 0.3M

マンニトール(和光純薬)溶液で 15分間平衡後，白金

線電極の聞にレシピエント卵子を置き，細胞融合装置

(BTX， ECM 200) を用いて直流パルス (75V/mm，

50μsec)を2回与えた.活性化後のレシピエント卵子

は直ちに 1%シクロヘキシミド (SIGMA)および8%

FCS添加 TCM199で6時間培養した後， ドナー核を

移植するまで 8%FCS添加 TCM199中で培養しなが

ら保存した.

ドナー核

ドナー核の受精卵割球には，レシピエント卵子と同

様に体外成熟培養を行った成熟卵母細胞に体外受精お

よび、体外発生培養を施して得られた 16-32細胞期腔の

割球を用いた.体外受精はホルスタイン種雄牛の凍結

精液を用い， 2%カフェイン (SIGMA)およびへパリ

ン (2.6U/ml ;小玉)添加 BO液で精子浮遊液(精子

濃度 1.0X 107/ml)を作製し， 6時間の媒精を行った.

体外発生培養は 8%FCS添加 TCM199で行い，体外
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発生培養開始 3日目(媒精日 =0日目)に， 8細胞以

上に発生した腔のみを単層形成させた卵管上皮細胞と

の共培養し，さらに発生培養を行った.

発生培養 4-6日目の腔の透明帯を酸性D-PBS

(pH2.5) とプロナーゼ (SIGMA)溶液で除去した後，

Mg++および Ca++欠 D-PBS (GIBCO) 中でピペッ

ティングにより個々の割球に分離した.分離後の割球

は核移植または FITC-ConcanavalinA染色に供する

まで， 8 %FCS添加 TCM199で培養しながら保存し

た

FITC-Concanavalin A染色法

FITC-Concanavalin A染色法は ZIOMEK et al. 

(1981) の方法に準じて行った.すなわち， 0.01% 

FITC-Concanavalin A (SIGMA)および 0.4%BSA

添加D-PBSに0.02%アジ化ナトリウム (SIGMA)を

添加した染色液に分離した割球を 15分間浸漬して染

色した.染色後，蛍光顕微鏡(励起光 495nm; NIKON) 

で極性化割球および非極性化割球に分類した.蛍光顕

微鏡による観察は， 1回の紫外線照射を 1秒以内とし，

10回以内の照射に留めた.

核移植および融合

核移植は，マイクロマニピュレーター (NARISIGE)

に装着したマイクロピペットに吸引したドナー核をレ

シピエント卵子の囲卵腔におき，レシピエント卵子に

活性化刺激を与えてから 9時間目にマンニトール液に

15分間漬浸したのち，白金線電極の聞にレシピエント

卵子とドナー核の接触面が平行となるように静置し，

活性化刺激と同じ条件の直流ノ勺レスを 2回与えた.融

合後，完全に融合した卵子のみを選ぴ， 8 %FCS添加

TCM199中で卵管上皮細胞との共培養を 10日間継続

した.

本実験を行うにあたって， ドナー核とする 1腔に含

まれる割球数よりもレシピエント卵子数が少ない場合

が多々生じた.その場合は，割球を無作為に移植し，

残った割球は廃棄した.

実験 1 FITC-Concanavalin A染色法が核移植後の

再構築腔の発生に及ぼす影響

Concanavalin Aの細胞毒性を検討するため，

FITC-Concanavalin A染色割球および、無染色割球

をドナー核として用いて核移植を行い，その成績を

比較検討した.

なお，無染色割球は染色操作および紫外線照射は

行二わなかった.

実験 2 ドナー核に極性化割球および非極性化割球を

用いた核移植

FITC-Concanavalin A染色法によって選別した

極性化および非極性化割球をドナー核として核移植

を行い，再構築腔の発生に及ぼす影響を検討した.

統計処理

統計処理は，実験 1および実験 2における 2細胞，

8細胞および桑実腔および腔盤胞への発生の比較を

ど検定にて行った.

結果

Table 1にドナー核を分離した腔の構成割球数を示

した. Table 2に実験 1の結果を示した. FITC-Con-

canavalin A染色割球および無染色割球をドナー核と

したときの融合率は，染色割球において有意に低下す

ることが認められた (39.0%および 64.9%; Pく

0.01). 2細胞期腔， 8細胞期医および桑実腔および腔

盤胞への発生率においては無染色割球と染色割球の間

で差は認められなかった.

実験 2の結果は， Table 3に示した.非極性化割球を

ドナー核として核移植したとき，融合率， 2細胞期お

Table 1 Mean number of blastomere in em-
bryos isolated donor cells 

Donor cell 
treated 

Non stained 

Stained 

No.of No. of 
N o. of embryo 

.._-J - blastomere blastomere 
usea (range) (mean土SEM)

11 

15 

10-42 

19-39 

21.3::!:: 10.6 

26.8土 6.5

Table 2 Development of nuclear transfer embryos with FITC-Concanavalin A stained donor cells. 

Donor No.of fusionN o. (%)2) of 
N o. (%)3) of embryos developed to 

cell type attempted oocyte fused 2-cell 

Non 
151 98a(64.9) 70(71.4) 

stained 

Stained 118 46b(39.0) 39(84.8) 

V olues in parentheses are parcentages 
1): V olues in parentheses are average number of blastomeres in embryos 
2): No. of oocyte fused/No. of attempted fusions 

8-cell 
Molurae and 
Blastocyst 

35(35.7) 33(33.7) 

24(52.2) 14(30.4) 

3): N o. of embryos developed to/N o. of oocyte fuseda vs. b Volues within columus with difference 

superscripts differ， p < 0.01 
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T able 3 Development of nuclear transfer embryos with polarized or non-polarized donor cells 
selected by FITC-Concanavalin A stain method. 

Blastomeres 
NO.of 

No. (%)1) of 
N O. (%)2) of embryos developed to 

type 
attempted 

oocyte fused Molurae and 
fusion 2-cell 8-cell 

Blastocyst 

Polarized 38 11(28.9) 8(72.2) 6(54.5) 1 a(9.1) 

N on-polarized 80 35(43.8) 31(88.6) 18(51.4) 12b(34.3) 

Volues in parentheses are parcentages 
1): N o. of oocyte fused/N o. of attempted fusions 
2): N o. of embryos developed to/N o. of oocyte fused 
a vs. b : Volues within columus with difference superscripts differ， p < 0.05 

よぴ8細胞期への発生に差は認められなかったが，桑

実腔および、腔盤胞への発生は極'性化割球を核移植した

ときと比較して有意に高かった (34.3%および 9.1%，

Pく0.05). 

考 察

本実験で割球の極性化を識別するのに用いた

FITC-Concanavalin A染色法は蛍光反応が明瞭で、，

割球の微繊毛の観察が容易にできる利点がある. しか

し， FITC -Concanavalin Aは細胞毒性を有すること

が知られており(千田ら 1994; GUNTHER et al.， 

1973) ，染色後の割球を核移植に用いると，再構築腔の

発生率に影響を及ぼすことが考えられる.このことに

関して， FITC-Concanavalin A染色の影響を検討し

た本実験(実験 1)の結果は，染色割球で2細胞期へ

の発生率は差がないものの，融合率が低くなることを

示し， FITC-Concanavalin A染色液による影響が示

めされた. FITC -Concanavalin Aがどのようなメカ

ニズムで割球に影響したかは不明で、あるが，実験 1の

核移植過程で染色割球をマイクロピペットに吸引した

とき細胞膜が崩壊してしまつものが多数観察された.

このことは染色割球の細胞膜が変質して脆弱化してい

ることを示唆しており，融合率低下との関連が考えら

れた. KEFFER et al.， (1994)は卵母細胞を Hoech-

st 33342で染色し， 10秒以内の観察ならば卵母細胞に

対する影響はないと報告している.本実験では蛍光顕

微鏡下の紫外線照射は 1回1秒以内とし，合計 10回の

照射を限度として観察を行ったが蛍光観察中もしくは

観察後の染色割球に形態的変化はなんら認められな

かったので，紫外線の影響はなかったものと考えられ

る.

ドナー核に用いた割球の極性化の有無と再構築腔の

Figure 1. Phase-contrast (a， b) and fluor‘esence photomicrographs (c， d) of blas-
tomere of 32・cellstage embryo with FITC-Concanavalin A staining. ( X 

200 ) 

(a， c) Polarized blastomere. (c) The polarized labelling observed with upside 
surface of blastomere. (b， d) Norトpolarizedblastomere. (d) The uniform 
surface labelling. 
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発生能との関係については， NAVARA et al.， (1994) 

が FITC-Concanavalin Aよりも毒性の少ない Suc-

cinyl-Concanavalin Aを用いた染色法で極性化割球

と非極性化割球を選別して核移植を行なったところ，

極性化割球による再構築腔の発生率が有意に低下する

ことを報告している.本実験(実験 2)においても，

非極性化割球による再構築腔の桑実腔および腔盤胞の

発生率では有意の差が得られた.これらのことから受

精卵割球をドナー核とする核移植においては，非極性

化割球を用いることで再構築腔の効率的な生産が可能

と考えられた.また，極性化割球を用いたときも桑実

腔は得られた. ZIOMEK et al.， (1982)は，マウス腔に

おいて極性化割球の再集合腔を子宮内に移植したと

き，正常腔と同様の発生を観察したことを報告してい

る.これは極性化割球の中にも全能性を有するものが

存在していることを示唆するものであり，割球の極性

化と全能性との関係を検討する必要があると考えられ

fこ

ZAKHARTCHENKO et al.， (1995) は，桑実腔割球を

ドナー核として核移植を行ったところ，小さい割球を

ドナー核としたはつが，大きい割球を用いるよりも多

くの腔盤胞が得られたことを報告している.著者らは，

桑実腔 (32-74細胞)において，非極性化割球の直径が

極性化割球よりも小さい傾向にあることを観察してい

る(未発表データ).このことから，非極性化割球をド

ナー核として用いたとき，桑実腔および、医盤胞への発

生率が有意に高かったのは，極性化割球と比較して非

極性化割球に全能性を維持している割球が多かったも

のと推察された.
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