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要 約 

 

 当センターで開発した「細胞剥離法」により桑実胚から採取した細胞をドナー細胞として核移植胚を生産する方法

を確立した。核移植胚の DNA 型を判定することによる作出体外受精胚の DNA 型の判定成績と，この方法を活用した種

雄牛検定法のクローン検定の効率を調査した。 

細胞を採取，核移植した 27 個の桑実胚のうち，25 個(92.6％)で DNA 型判定用の核移植胚を確保した。その核移植

胚を用いた DNA 型判定により，22 個(81.5％)の DNA 型判定済み胚を生産できた。DNA 型判定済み胚 22 個のうち 17 個

を移植し，9 頭（52.9％）が受胎した。受胎した 9 頭のうち 6 頭が分娩し，産子の血液による DNA 型判定で全頭が胚

診断結果と一致した。種雄牛候補牛生産効率の比較では，1 頭の種雄牛候補牛の生産に必要な処理胚は，2 分割区が

9.2 個，細胞剥離区は 4.4 個だった。また，生産した雄胚の受胎率は，2 分割区が 41.7％，細胞剥離区が 55.6％だっ

た。処理胚の 80％以上が DNA 型判定済み胚として生産でき，受胎率も 50％を超えたことから，今回構築した方法によ

り DNA 型判定済み胚の生産,普及が可能と考えられた。また，種雄牛造成において桑実胚から採取した剥離細胞を用い

た核移植胚生産により，種雄牛候補牛生産の生産効率向上が可能と考えられた。 

 

Ⅰ 緒言 
 

広島県では，ウシ受精胚の着床前遺伝子診断のた

めに必要な細胞採取方法として，体外受精後 5 日目

の桑実胚から 1～2 個の細胞を剥がし取る「細胞剥離

法」を開発している 14）15）。体外受精後 7 日目の胚盤

胞の栄養膜をブレードにより切り取る従来法 11)22)は，

採取細胞数が多いうえ，ブレードにより胚細胞を傷

つけてしまうことから胚の品質が低下するのに対し，

細胞剥離法は胚を傷つけず採取細胞数も少ないこと

から，胚の品質が向上するメリットがある 15）。細胞

剥離法は，泌乳の影響により受精卵生産効率が低い

乳用牛からの雌胚生産に有効であり，酪農家が後継

雌牛を確保するために活用している。 

近年，黒毛和種のゲノム解析が全国的に進められ，

産肉形質や遺伝子疾患の原因となる遺伝子が同定さ

れ，子牛生産への活用が可能になってきている 3) 18) 

20) 24)。Stearoyl-CoA Desaturase(SCD)，Fatty Acid 

Syntase (FASN)および Sterol Regulatory Element 

Binding Protein-1 (SREBP-1)で検出された塩基配列

（DNA 型）は，牛肉のおいしさを判断する指標の一

つである不飽和脂肪酸含有割合と相関することが示

されている 1) 6) 21)。また，クローディン 16（CL16）

欠損症のように，黒毛和種産子で腎機能障害を伴う

発育不良として特徴づけられる疾患の原因遺伝子も

同定されている 3) 10) 17)。 

 

 

このように黒毛和種の生産性に影響を及ぼす遺伝

子の DNA 型が多数同定され，これらを子牛生産に活

用し育種改良速度を向上させることが期待されてい

る。      

これらの遺伝子の DNA 型を胚の段階で診断するた

めには，細胞剥離法により採取した細胞を用いた

DNA 型判定が有効であるが，細胞剥離法で採取可能

な細胞数は 2-3個であることから，診断に必要な DNA

量が確保できないため複数の DNA 型判定が困難であ

る。そこで細胞剥離法により桑実胚から採取した細

胞をドナー細胞として核移植を行い，核移植胚を生

産する方法を開発し，2-3 個の細胞を 100 個/胚に増

やすことを可能とした。今回，我々が開発した方法

を活用して少数の剥離細胞から生産した核移植胚を

用いて DNA 型判定することによる，DNA 型判定済み

胚の生産効率および診断精度を調査したので，その

概要を報告する。 

 また，広島県では，黒毛和種の種雄牛造成の効

率化を目的として，平成 19 年度から受精卵クローン

技術を活用した「クローン検定」を種雄牛造成方法

として導入している。 

 クローン検定は，まず雌牛から経腟採卵

（OPU:Ovum Pick Up）によって得られた卵子と精液

により体外受精を実施する。2 細胞期の胚を 2 つに
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分割し，片方はそのまま 7 日間の培養により胚盤胞

まで発育させ，種雄牛候補用の胚とする。もう片方

は，5 日目の桑実胚まで発育させた後，核移植用の

ドナー細胞として核移植に用い生産した核移植胚か

ら肥育検定用のクローン牛を生産する 2)。これらの

検定用クローン牛を 27 ヶ月齢まで肥育して得られ

た産肉成績から，候補種雄牛の能力を検定するのが

クローン検定である。 

 この「クローン検定」において，従来の 2 細胞

期に 2 分割する方法では，胚が半分になることによ

り発生率の低下や胚の品質の低下が認められること

や，2 分割した 2 つの胚のうち，片方しか桑実胚ま

で発育しない場合が認められるなど，生産効率が高

くない課題があった。そこで，検定用クローン牛生

産に桑実胚からの剥離細胞を用いた核移植胚を使う

方法を取り入れ，従来の 2 細胞期に 2 分割する方法

と生産効率を比較したので，その概要を報告する。 

 

Ⅱ 材料および方法 
 

１ 体外受精卵の作出 

 

体外受精卵および核移植胚の作出における経膣採

卵，発生培養，細胞剥離，核移植方法は全て尾形 13)14)

らの方法に従った。 

供卵牛は，広島県立総合技術研究所畜産技術セン

ターで飼養する黒毛和種経産牛 8 頭を用いた。 

経腟採卵は，超音波画像診断装置（SSD-1200，ア

ロカ，東京）に経腟穿刺用コンベックス探触子

（UHT-9106-7.5，アロカ，東京）を装着し，ディス

ポーザブル採卵針（ミサワ医科工業株式会社，茨城）

と卵子吸引システム（K-MAR-5115，Cook Medical，

Australia）を用いて実施した。還流液には，0.3％

ウシ胎児血清（FCS：Fetal Bovine Serum，Hyclone, 

Utah, U.S.A）および 1.8IU/ml ヘパリン添加乳酸加

リンゲル液（ハルゼン V 注射液：日本全薬工業，東

京）を用いた。卵巣からの卵胞液吸引は卵巣表面か

ら卵胞へ直接穿刺しながら吸引し，吸引圧 100 ㎜ Hg

で吸引した。回収液を 0.3％FCS 添加乳酸加リンゲル

液で洗浄しながらセルコレクター（富士平工業，東

京）でろ過し卵丘細胞卵子複合体（Cummulus-Oocyte 

Complex:COC）を回収した。回収した COC は 10％FCS

添加リン酸緩衝液で 3 回以上洗浄した後，TCM-199

（Medium199:12340-030,Gibco, Gaithersburg, MD, 

U.S.A ）を基礎培地とし 10％FCS，0.12AU/ml 卵胞刺

激ホルモン（アントリン 10, 共立製薬, 東京 ）及

び 50ng/ml 上 皮 成 長 因 子 （ Epidermal Growth 

Factor:E9644, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

U.S.A ）を添加した体外成熟培地に移し，38.5℃，5％

CO2, 95%Air の気相条件下で 22～24 時間成熟培養を

行った。 

体外受精は，堀内ら 7）に従い，凍結精液を用いて

精子濃度を 6～12×106/ml に調整し，媒精を 6 時間

行った。媒精後の体外発生培養は，媒精後 72 時間目

までは mSOF（modified Synthetic Oviduct Fluid 

medium:修正合成卵管液）を基礎培地とし，3 ㎎/ml

牛血清アルブミン（Bovine Serum Albumin：A-4378，

Sigma，St. Louis, MO, U.S.A ），0.25 ㎎/ml リノー

ル酸アルブミン（linoleic acid albumin：L-8384，

Sigma，St. Louis, MO, U.S.A ）を添加した発生培

地で 38.5℃，5％CO2, 5%O2, 90%N2の低酸素条件下で

培養した。72 時間以降は，mSOF を基礎培地とし，10％

FCSと 10μg/mlインスリン（Insulin：I-6634，Sigma，

St. Louis, MO, U.S.A ）を添加した発生培地で，

38.5℃，5％CO2, 95%Air の気相条件下で Vero 細胞

（動物衛生研究所，茨城県）と共培養した。 

 

２ 胚の 2 分割および桑実胚からの細胞剥離 

 

胚の 2 分割は経膣採卵・体外受精後 2 日目の 2 細

胞期胚を，細胞剥離は体外受精後 5 日目の桑実胚を

用いた。胚を 0.25％アクチナーゼ E（Actinase E，

科研製薬，東京）に約 60 秒静置し，透明帯を除去し

た後，20％FCS 添加 M2（M2:M-5910, Sigma，St. Louis, 

MO, U.S.A）液に移し酵素反応を停止した。2 分割ま

たは細胞剥離は，0.125%トリプシン（Trypsin:27250- 

042,GIBCO, Gaithersburg, MD, U.S.A.）添加 PBS(-)

に移し，ガラス製毛細管 （MICRODISPENSER: 3-000- 

210-G, Drummond, Birmingham, U.S.A.）をガスバー

ナーで炙って細くピペット状に加工したものを用い，

数回ピペッティングすることにより実施し，2 細胞

期胚は 2 分割した時点，桑実胚は胚表層の 3～5 個の

細胞が剥離した時点で胚を 20％FCS添加 M2液に移し，

酵素反応を停止させた。2 分割した胚は，片方は 7

日目まで培養を継続し，胚盤胞まで発育させ，残り

の片方は，5 日目の桑実胚まで培養を継続したのち，

0.125％トリプシン液内でのピペッティングにより

バラバラにし，ドナー細胞として核移植に供した。

細胞剥離した桑実胚は発生培地（10％FCS,10μg/ml 

Ins 添加 mSOF 培地）で培養したのち胚盤胞まで発育

させ，剥離した細胞は剥離後 2 時間以内にドナー細

胞として核移植に供した。 

 

  



桑実胚由来細胞をドナー細胞に用いた核移植胚を活用した胚 DNA型判定および種雄牛造成 

（9） 

３ 核移植胚の作出 

 

核移植に用いるレシピエント卵子は，細胞剥離を

行う前日に経膣採卵により採取した。COC を成熟培

養後，0.1％コラゲナーゼ（Collagenase :C-9722 

,Sigma, St. Louis, MO, U.S.A）および 0.1％ヒア

ルロニダーゼ（Hyaluronidase :H-3506 Sigma, St. 

Louis, MO, U.S.A）添加 M2 液中でピペッティングし，

卵丘細胞を除去し，囲卵腔内に第一極体の放出が認

められた成熟卵子のみを除核しレシピエント卵子に

用いた。除核はマイクロマニピュレーター（NT-88-V3, 

NARISHIGE,東京）を用いて透明帯にスリットを形成

し，極体を目印にした細胞質押し出し法により行っ

た 19）。 

 除核卵子はカルシウムイオノフォア（Calcium 

Ionophore A23187:C7522, Sigma, St. Louis, MO, 

U.S.A）10 μM とイノシトール 3 リン酸（InsP3,㈱

同仁化学研究所,熊本）25 μg/ml で 5 分間処理した

後，ピューロマイシン（Puromycin :P-7255, Sigma，

St. Louis, MO, U.S.A）100 μg/ml と BSA3 mg/ml

を添加した CR1aa 培地で 6 時間培養する複合活性化

処理を施した。除核卵子に，ドナー細胞をマイクロ

マニピュレーターにて挿入後，チンマーマン氏液中

にて交流 8.5 V/mm 5 sec，直流 75 V/mm 50 μsec

×2 回の電気パルスを印加することにより細胞融合

を行った。 

体外培養は，電気インパルス印加後 72 時間目まで

は 3 mg/ml BSA 添加 CR1aa 培地にて，5%O2，5%CO2，

90%N2，38.5℃の条件下で，72 時間目以降は 10%FCS

添加 CR1aa 培地にて Vero 細胞との共培養を行った。 

 

４ 核移植胚の DNA 抽出と DNA 型判定 

 

胚からの DNA 抽出は，Hirayama ら 4）5)の報告に基

づくアルカリ処理法で実施した。胚サンプルは，1

㎎ /ml ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン

(Polyvinylpyrrolidone :P-0930, Sigma，St. Louis, 

MO, U.S.A）含有 PBS(-)液（30μl）で 6 回洗浄後，

滅菌水に移し，サンプル細胞を含む 2μl を採取し，

0.05N-NaOH 液 2μl が入ったサンプルチューブに移

して混和後，室温で 15 分放置した。その後 95℃で

15 分加熱し，1M-Tris-HCl(pH8.0)を 1μl 加えて中

和したものを胚 DNA 抽出液とした。 

DNA 型判定に用いた対象遺伝子は，SREBP-1 および

CL-16 とした。SREBP-1,CL-16 とも，PCR 反応の酵素

には増幅効率が高い KOD-FX(KFX, 東洋紡, 大阪)を

用いた。PCR 反応液の組成は，DNA 抽出液 1～4μl，

KOD-FX（1.0U/μl）0.2μl，2×PCR Buffer for 

KOD-FX7.5μl，2ｍM dNTPs 3μl， Primer(10pmol/

μl)0.5μl とし，滅菌水で 15μl に調整した。

SREBP-1 DNA 型 判 定 用 プ ラ イ マ ー は ，

Forward:5`-CCACAACGCCATCGAGAAACGATAC-3` と

Reverse: 5`-GGCCTCCCTGACCACCCAACTTAG-3`を用い

た 6)。CL-16 タイプ 1 欠損 DNA 型判定用プライマー

は ， Forward:5`-ATTGTATTTTTAGGAGTGACTC-3` と

Reverse: 5`-CCCCCCCCCACTCTATAC-3`を,正常アリル

検出用は，Forward:5`-TATGCTGTTGATGTTTATGTAG-3`

と Reverse: 5`-CCCCCCCCCGCCTTTTTC-3`を用いた 3）。 

PCR サイクルは，94℃で 2 分加熱後，SREBP-1 では

98℃10秒，60℃30秒，68℃30秒を 35サイクル，CL-16

タイプ 1 では，98℃10 秒，55℃30 秒，68℃1 分を 40

サイクルとした。PCR 反応液を，3％アガロースゲル

（Agarose S,ニッポンジーン，東京）で電気泳動し，

出現バンドから DNA 型を判定した。 

 

５ 核移植胚を用いた DNA型判定済み胚の生産効率調

査 

 

細胞剥離した桑実期胚の DNA 型判定用核移植胚の生

産率，DNA 型判定率，診断済み胚の受胎率，出生産子

と胚の DNA 型判定結果の一致性を調査した。 

 

６ クローン検定における 2分割法と細胞剥離法の比

較 

 

クローン検定における種雄牛候補牛生産効率を，2

細胞期に分離し片方を核移植に用いる方法（2 分割区）

と桑実期に剥離した細胞を核移植に用いる方法（細胞

剥離区）の両区で比較した。2 分割区では，体外受精

翌日に 2 細胞期胚を 2 分割した後，5 日目まで培養し

両方とも発育した胚のうち，片方を種雄牛候補胚，片

方を核移植用ドナー胚とし核移植に供した。細胞剥離

区では，1 胚から 5 個前後の細胞を剥離し，核移植用

ドナー胚とし核移植に供した。両区とも，核移植 2 日

後に発育が停止している核移植胚から DNA を抽出し性

判別に用い，雄と判定された種雄牛候補胚を移植に供

した。 

 胚の性判別は，市販の性判別キット（Loopamp 牛

胚性判別キット，栄研化学株式会社，東京）を用い，

キットのマニュアルに従って実施した。 
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Ⅲ 成 績 
１ 核移植胚を用いた DNA 型判定 

 

経腟採卵，体外受精し 5 日目に正常に発育した桑

実胚のうち，SREBP-1 の DNA 型判定用に 15 個，

CL-16 の DNA 型判定用に 12 個，計 27 個の桑実胚

を細胞剥離に供した。桑実胚から剥離した各胚の細

胞数は，1～12 個平均 3.78 個/胚であり，このうち

各胚 1～6 個平均 3.26 個/胚を核移植に供し，各胚 0

～4個平均 1.4個の DNA型判定用の核移植胚を作出

した（表 1）。細胞剥離した 27 個の桑実期胚のうち，

25 個(92.6％)で DNA 型判定用の核移植胚を作出で

きた。この核移植胚を用いた DNA 型判定により，

SREBP-1 で 11 個，CL-16 で 11 個，計 22 個(81.5％)

の DNA 型判定済み胚を生産できた（表 2）。DNA

型判定済み胚 22 個のうち 17 個を移植し，9 頭

（52.9％）が受胎した（表 3）。受胎した 9 頭のうち

6 頭が分娩し，産子の血液による DNA 型判定で全

頭が胚における DNA 判定結果と一致した（表 4）。 

 

 

 

 

表1　.　DNA型判定用核移植胚生産状況及び細胞剥離した元の胚の移植状況

胚番号
採取
細胞数

核移植
細胞数

核移植胚
生産数

DNA型
判定可非

受精卵
移植 受胎 分娩

SR-1 3 3 1 ○ ○

SR-2 4 4 1 ○ ○

SR-3 3 3 2 ○ ○ ○ ○

SR-4 6 6 3 ○ ○ ○

SR-5 6 4 4 ○ ○ ○

SR-6 1 1 1 ○

SR-7 3 3 1 ○ ○ ○ ○

SR-8 12 5 1 ○ ○ ○ ○

SR-9 4 3 2 ○ ○

SR-10 4 3 1 ○ ○ ○※

SR-11 4 3 2 ○ ○ ○ ○

SR-12 3 3 0 ND

SR-13 3 3 2 ○ ○

SR-14 3 3 1 ○

SR-15 5 5 0 ND

CL-1 3 3 1 ○ ○ ○ ○

CL-2 3 1 1 ○

CL-3 2 2 1 ○ ○ ○ ○

CL-4 3 3 1 ○

CL-5 3 3 1

CL-6 3 3 1 ○

CL-7 3 3 1 ○ ○

CL-8 3 3 2 ○

CL-9 3 3 3 ○ ○

CL-10 4 4 2 ○

CL-11 4 4 1 ○ ○

CL-12 4 4 1 ○

average 3.78 3.26 1.41

※After Et, recipient cow transported other farm
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２ クローン検定における 2 分割と細胞剥離の比較 

 

種雄牛候補牛生産効率の比較では，2分割区46個，

細胞剥離区22個の胚を種雄牛造成のための操作に供

した。2分割した46組の操作胚中21組が両方の胚が桑

実胚まで発育したため，片方を核移植できた。21組中

18組で核移植胚の一部を用いて性判別を実施し，13組

が雄判定を得た。移植可能な種雄牛候補胚と核移植胚

の両方が正常に発育した胚は11組だった(表5)。 

一方，細胞剥離区では，22個の操作胚のうち16個で

剥離した細胞をドナー細胞として核移植した。操作し

た胚16個で核移植胚の一部を用いた性判別を行い，10

個が雄判定を得た。生産した雄胚のうち，2分割区で

11個，細胞剥離区で9個の胚を移植し，各5頭ずつ受胎

し，受胎率は，2分割区が41.7％，細胞剥離区が55.6％

だった（表6）。1頭の種雄牛候補牛の生産に必要な操

作胚数は，2分割区が9.2個，細胞剥離区は4.4個だっ

た（表7）。 

また，受胎した胚から作出した核移植胚を用いた肥

育検定用のクローン牛生産を，2分割区では受胎5頭中

3頭，細胞剥離区では受胎5頭中2頭で取組んだ結果，

いずれも1頭以上のクローン牛を生産できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表2　.　DNA型判定用核移植胚を用いたDNA型判定成績

細胞採取胚数
DNA型判定
実施胚数

DNA型
判定済胚数 判定率

SREBP 15 13 11 73.3%

CL-16 12 12 11 91.7%

計 27 25 22 81.5%

表3.　DNA型判定済み胚の移植成績

移植可能胚数 移植数 受胎 受胎率

22 17 9 52.9%

表4　.　胚診断と出生子牛の血液からのDNA型検査結果

産仔番号 胚診断結果
出生子牛
血液検査

① SS SS

② LS LS

③ LS LS

④ SS SS

⑤ 正常 正常

⑥ 正常 正常

SREBP

CL-16
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Ⅳ 考 察 
 

近年，黒毛和種の全国的なゲノム解析研究の結果，

遺伝性疾患については，CL-16 タイプ 1 欠損症 3)，ウ

シバンド 3欠損症（band3）9)，第 XⅢ因子欠損症(F13)16)，

チェディアックヒガシ症候群(CHS)24)，などが原因遺伝

子の同定と診断法が確立されている。また，産肉性な

どの経済形質については，SCD，FASN 等の脂肪構成に

関わる経済的遺伝子の診断法が確立されている 1）21）

のにくわえ，父方半きょうだい家系を用いた QTL 解析

で，枝肉重量や脂肪交雑形質に関係する QTL が検出さ

れて 8）おり，優良牛選抜への活用が可能となってきて

いる。 

また，移植前胚を用いて，性判定，DNA 多型診断や

経済形質に関係する遺伝子の判定が行われており，ウ

シの育種において，胚の DNA 診断は重要な技術に位置

づけられる。しかし，胚を用いた DNA 診断では，胚の

細胞を一部採取して診断用 DNA サンプルに用いるが，

元の胚の生存性や高い受胎性を維持するためには，出

来るだけ採取する細胞を少なくすることが必要である

ため，十分な DNA 量が確保できず胚の DNA 診断は困難

な現状がある。 

そのため，少数細胞から全ゲノム増幅方法を用いて

ウシ胚の複数の遺伝子について DNA 診断する研究が進

められているが，少数細胞からの全ゲノム増幅では，

全胚の診断結果との不一致やアレルの消失が認められ

るなどの報告 5)があり課題が残されている。そのため，

全ゲノム増幅方法の場合，十分な DNA 量を確保するた

めに，10～15 細胞が必要であることが示唆されている。 

我々が実施した核移植胚を用いた DNA型判定の試験

では，元の胚から剥離した細胞から核移植胚の作出お

よび核移植胚による DNA 型判定が可能であり，細胞採

取操作を実施した胚のうち，81.5％が DNA 型判定済み

胚として生産できた。さらに，DNA 型判定済み胚の移

植受胎率が 52.9％，誕生牛における移植前の胚判定結

果と生後判定結果と一致していた。 

このことから，剥離採取した細胞をドナー細胞とし

て作出した核移植胚を用いて DNA 型判定する方法は，

元の胚の DNA 型を判定するためには有効であると考え

られた。また，元の胚からの細胞の採取方法に剥離法

を用いることにより，元の胚の損傷が少なく生存性お

よび受胎性が高い胚が生産できたため，この方法によ

る DNA 型判定済み胚の生産，普及が可能と考えられた。 

さらに今回我々は，桑実胚から剥離した細胞を用い

て核移植胚を生産する方法を，種雄牛造成法であるク

ローン検定にも活用し，剥離細胞を用いる細胞剥離区

表5.　種雄牛候補の胚とそのクローン胚の生産成績

操作胚数 生産胚数 核移植胚 性判別胚 移植可雄胚
雄胚とクローン胚の

セット確保数 セット確保率

2分割 46 21
※

21 18
※※

13 11 23.9%

細胞剥離 22 22 16 16 10 10 45.5%
※2分割した胚の両方が正常に発育したものを生産胚数とした。
※※核移植した胚のうち，片方の胚が正常に発育したものを性判別に供した。

表6.　種雄牛候補胚の移植成績

移植可雄胚 移植頭数 受胎頭数 受胎率

2分割 13 12 5 41.7%

細胞剥離 10 9 5 55.6%

表7.　種雄牛候補牛の生産効率の比較

操作胚数 受胎頭数
種雄牛候補牛生産に
必要な操作胚数

２分割 46 5 9.2

細胞剥離 22 5 4.4
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と，従来法の 2 分割区における種雄牛の生産効率を比

較した。 

通常の種雄牛造成は，種雄牛候補牛が成牛になった

後，10 頭以上の子牛を生産しその肥育成績から種雄牛

候補牛の能力を検定するため，7-8 年という多くの年

月と労力が必要である。そこで，胚盤胞を 2 分割し 1

卵生双子を生産し，片方の肥育成績から種雄牛候補牛

の能力を検定する方法が取り組まれている。この方法

は種雄牛候補牛と肥育牛がほぼ同時に生まれてくるこ

とから，検定期間を 3.5 年と短縮できる利点がある。

一方で，分割した胚の受胎率が高くないことから双子

生産は容易ではなく，他県の取り組みでは，173 頭に 1

胚または 2 胚ずつ移植し 12 ペア（13.8％）の生産とい

う報告 23)もあり，生産効率が低い課題がある。 

この課題を解決するために，尾形ら 13）は，2 細胞期

に 2 分割し片方を種雄牛候補牛とし，もう片方を核移

植に用い肥育用クローン牛を生産するシステムを開発

した。このシステムは，先に種雄牛候補の胚を移植し，

受胎確認後に 10 数個の核移植胚を作出・移植するため，

肥育検定用クローン牛の確保効率の大幅な向上を可能

とした。しかし，この方法では肥育用検定牛の生産効

率は改善できたが，2 分割した種雄牛候補胚の受胎率

が低い課題は残されたままであった。 

そこで，細胞剥離法を種雄牛候補とクローン牛候補

生産に活用した結果，移植可能な雄胚の生産効率およ

び雄胚の移植受胎率はいずれも細胞剥離区で高くなり，

1 頭の種雄牛候補牛を生産するのに必要な胚数は，細

胞剥離区（4.4 個）は 2 分割区（9.2 個）の約半数と生

産効率が向上した。 

以上から，桑実期胚から採取した剥離細胞を用いた

核移植胚生産をクローン検定に活用することにより，

種雄牛候補牛と肥育検定用クローン牛生産のペア生産

効率向上が可能と考えられた。 
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