
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　 乳酸及びピルビン酸を含有

することを特徴とするブタ体外生産胚の体外培養用培養液。
【請求項２】
　

【請求項３】
　

卵管上皮細
胞による条件付けをしたことを特徴とする請求項 記載の体外培養用培養液。
【請求項４】
　請求項 の培養液を用いて、ブタ体外生産胚を受精後０－２日間
培養し、その後グルコース 培養液で培養するこ
とを特徴とするブタ体外生産胚の体外培養方法。
【請求項５】
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グルコースを含まず、 し、乳酸としては乳酸ナトリウムのみ
を含有

培養液が、ＮＣＳＵ３７培地からグルコースを除外したものを基本とし、グルコースの
代わりに０．４０～１．５μＬ／ｍＬ (６０％溶液）の乳酸及び０．００９～０．０３６
ｍｇ／ｍＬのピルビン酸を含むものである請求項１記載のブタ体外生産胚の体外培養用培
養液。

乳酸及びピルビン酸を含有する基本培養液に卵管上皮細胞を分散させた状態で含有させ
て２日間培養後、遠心分離して得た上清に基本培養液を等量加えることにより

１又は２

１～３のいずれかに記載
を含有し、乳酸及びピルビン酸を含まない

グルコースを含有し、乳酸及びピルビン酸を含まない培養液が、グルコースを含有し、
乳酸及びピルビン酸を含まないＮＣＳＵ３７培地である請求項４記載のブタ体外生産胚の



【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、ブタ体外生産胚の体外培養用培養液及び当該培養液を用いたブタ体外生産胚の
培養方法に関し、詳しくはブタ体外生産胚の体外培養において、得られる胚盤胞の品質を
向上させることができ、かつ移植後の胎仔や産仔への発生率も高めることができるブタ体
外生産胚の体外培養用培養液及び当該培養液を用いたブタ体外生産胚の体外培養方法に関
する。
【０００２】
【従来の技術】
近年、哺乳動物において、優良種の育種及び増殖のために体外成熟・体外受精卵（体外生
産胚）が用いられるようになった。また、形質転換動物或いはクローン動物の生産におい
ても、体外生産胚の作製技術が利用されている。
ブタにおいては、体外生産胚の作製は可能であるが［ Theriogenology, 31巻 , 1201-1207 
頁 , 1989年］、得られた胚盤胞の品質は総細胞数で約３５個と、体内由来の同時期の胚盤
胞（細胞数６０～１６５個程度）に比べて極端に少ない。
【０００３】
最近になって、胚盤胞を受胚雌豚に移植して子ブタを生産することに成功しているが［ Th
eriogenology, 53巻 , 361 頁 , 2000年］、その産仔数は１－２頭であり、効率的ではない
。この技術が進展しない理由として、体外生産胚を体外で培養する技術が未熟なためと推
測できる。
本発明者らによる先の報告［ Biology of Reproduction, 60 巻 , 336-340 頁 , 1999年］で
は、体外生産胚を体外で僅か１日乃至２日でも培養すると、移植後の胎仔や産仔への発生
率が悪くなることが確認されている。
【０００４】
ブタの体外生産胚の培養には、ＮＣＳＵ培養液［ Journal of Reproduction and Fertilit
y Supplement, 48巻 , 61-73 頁 , 1993年］が広く利用されている。この培養液にはエネル
ギー源としてグルコースが含まれている。グルコースは優秀なエネルギー源であるが、そ
の代謝産物は過酸化物として培養細胞に悪影響を与える可能性が懸念されている。特に胚
では、遺伝子発現や細胞周期の進行に悪影響を及ぼすことが懸念されている。
これらの状況から、ブタ体外生産胚の体外培養技術の改良が求められている。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
本発明の目的は、ブタ体外生産胚の体外培養において、得られる胚盤胞の品質を高めるこ
とができ、かつ移植後の胎仔や産仔への発生率も高めることができるブタ体外生産胚用の
体外培養液を提供することにある。
また、本発明の目的は、当該培養液を用いてブタ体外生産胚を体外培養することにより、
高品質の胚盤胞まで発生させることが可能となり、しかも移植後に胎仔や産仔まで発生さ
せることが可能となるブタ体外生産胚の体外培養方法を提供することにある。
【０００６】
【課題を解決するための手段】
上記目的を達成すべく、本発明者らは検討を重ね、受精後初期の２日間の培養方法に改良
を加えることとした。
初期の２日間という設定については、上記のように移植後の発生率に及ぼす影響に関する
理由のほか、ブタの場合、この２日間は胚固有の遺伝子が発現するための準備期間であり
、４細胞で発生停止が見られる時期に等しいとされるためである。すなわち、この時期の
培養方法を適切化することで、その後の発生が十分に進展することを期待した。
そこで、従来のＮＣＳＵ培養液におけるグルコースに代わるエネルギー源として、ピルビ
ン酸並びに乳酸を利用することにした。その結果、これらを含有する培養液を用いること
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体外培養方法。



により、ブタ体外生産胚の体外培養において、胚盤胞の品質を向上させる可能性があるこ
とを見出した。
【０００７】
また、受精後の胚は、生体内において初期の２日間、すなわち４細胞期までは卵管内に存
在するため、体外培養では卵管内の環境を模倣した培養方法の開発を試みた。そのために
、本発明者らは卵管上皮に着目した。卵管上皮からは、細胞の増殖に関与する種々の因子
が分泌されるほか、細胞そのものの作用で培養液中のイオンを調節する。したがって、卵
管上皮細胞を培養液に分散させた状態で含有する、いわゆる卵管上皮細胞の条件付け培養
液は、体外において卵管内環境を模倣し、初期発生を支持する可能性が高いものと考えら
れる。
最後に、改良した体外培養液により得られた胚盤胞を受胚雌豚に移植することにより、胚
の発生能及び移植効率が著しく向上していることを確認した。
本発明はこれら知見に基づいて完成されたのである。
【０００８】
　すなわち、請求項１に係る本発明は、 乳酸及びピルビン酸を含有

することを特徴とするブタ体外生産胚の体外
培養用培養液である。
　請求項２に係る本発明は、

　請求項３に係る本発明は、

卵管上皮細胞による条件付けをしたことを特徴とする請求項 記載
の体外培養用培養液である。
　請求項４に係る本発明は、請求項 の培養液を用いて、ブタ体外
生産胚を受精後０－２日間培養し、その後グルコース

培養液で培養することを特徴とするブタ体外生産胚の体外培養方法である。
　請求項５に係る本発明は、

【０００９】
【発明の実施の形態】
以下、請求項１に係る本発明の体外培養用培養液について説明する。
この培養液は、前記ＮＣＳＵ培養液、例えばＮＣＳＵ３７からグルコースを除外したもの
を基本とし、グルコースの代わりに乳酸及びピルビン酸を添加したことを特徴とするもの
である。
ＮＣＳＵ培養液並びにその他のブタ胚用培養液については、前記文献［ Journal of Repro
duction and Fertility Supplement, 48巻 , 61-73 頁 , 1993年］に開示されている。一般
的なブタ胚の培養には、ＮＣＳＵ２３とＮＣＳＵ３７が使用され、特にブタの体外生産胚
の培養には、これらの培養液やＭ－１９９培養液、ＳＯＦ培養液等が用いられる。
なお、ＮＣＳＵ３７で用いられているソルビトールの代わりにスクロースを使用したり、
ＮＣＳＵ２３で用いられているタウリンとハイポタウリンを使用することが可能である。
【００１０】
　乳酸としては、乳酸の
　培養液中における乳酸の含有量は、 ０．４０～１．５μＬ／ｍ
Ｌ程度である。
【００１１】
また、ピルビン酸としては、ピルビン酸の塩、特にナトリウム塩が好ましい。
培養液中におけるピルビン酸の含有量は、０．００９～０．０３６ｍｇ／ｍＬ、より好ま
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グルコースを含まず、
し、乳酸としては乳酸ナトリウムのみを含有

培養液が、ＮＣＳＵ３７培地からグルコースを除外したもの
を基本とし、グルコースの代わりに０．４０～１．５μＬ／ｍＬ (６０％溶液）の乳酸及
び０．００９～０．０３６ｍｇ／ｍＬのピルビン酸を含むものである請求項１記載のブタ
体外生産胚の体外培養用培養液である。

乳酸及びピルビン酸を含有する基本培養液に卵管上皮細胞を
分散させた状態で含有させて２日間培養後、遠心分離して得た上清に基本培養液を等量加
えることにより １又は２

１～３のいずれかに記載
を含有し、乳酸及びピルビン酸を含

まない
グルコースを含有し、乳酸及びピルビン酸を含まない培養液

が、グルコースを含有し、乳酸及びピルビン酸を含まないＮＣＳＵ３７培地である請求項
４記載のブタ体外生産胚の体外培養方法である。

ナトリウム塩を用いる。
６０％溶液で好ましくは



しくは０．０１０～０．０２５ｍｇ／ｍＬ程度である。
【００１２】
　本発明に係る体外培養用培養液においては、請求項 に記載したように、卵管上皮細胞
による条件付けをしたものが好適に使用される。具体的には、卵管上皮細胞を上記培養液
に分散させた状態で含有するもので、卵管上皮細胞による条件付け培養液（ conditioned 
medium) と呼称されるものである。
　卵管上皮からは、細胞の増殖に関与する種々の因子が分泌されるほか、細胞そのものの
作用で培養液中のイオンを調節する。したがって、いわゆる卵管上皮細胞による条件付け
培養液とすることにより、卵管内環境を模倣し、初期発生を支持することができる。
【００１３】
卵管上皮細胞としては、各種の生体組織から採取したものを用いることができる。特に、
培養対象となる胚と同種のブタから得られたものを用いることが好ましい。
卵管上皮細胞による条件付け培養液の調製は、例えば日本繁殖生物学会講演要旨， 68頁，
2000年に記載された方法で行うことができる。すなわち、乳酸及びピルビン酸を含有する
基本培養液に、卵管上皮細胞を１－１０×１０ 6  ／ｍＬ添加し、これを２日間培養した後
、必要に応じて遠心分離を行って得られる上清に、基本培養液を等量程度加えることによ
り得ることができる。なお、基本培養液としてはＮＣＳＵ３７やこの培養液中のグルコー
スをピルビン酸と乳酸に代えたもの等が適当である。
【００１４】
また、担体蛋白質等としては、血清アルブミン、血清などの他、ポリビニルアルコール、
ポリビニルピロリドンなどを、還元物質としては、２－メルカプトエタノール（β－メル
カプトエタノール）、ジチオスレイトール、還元型グルタチオンなどを例示することがで
きる。
さらに、本発明の培養液には、ペニシリン、ストレプトマイシン、ゲンタマイシン、エリ
スロマイシンなどの抗生物質、アンホテシンＢ、ナイスタチンなどの抗真菌剤等を適宜添
加してもよい。
本発明の体外培養用培養液は、必要に応じてタイロード液、クレブス・リンゲル重炭酸塩
液、アール液、ハンクス液、ダルベッコ－リン酸緩衝液又はこれらの修正液などの公知の
平衡塩類溶液や、１９９培養液、ＭＥＭ培養液、ウエイマス培養液、ハム培養液、ブリン
スター（ＢＭＯＣ）培養液、ｍ－タイロード培養液、ＢＷＷ培養液、ウィッテン（ Whitte
n)培養液、ＴＹＨ培養液、ｍ－ＫＲＢ培養液、ＣＺＢ培養液、ＴＬＨ培養液、ＳＯＦ培養
液、ＢＥＣＭ培養液などの公知の培養液類（［ Journal of Reproduction and Fertility 
Supplement, 48巻 , 61-73 頁 , 1993年参照］又はこれらの修正培養液と混合して使用する
こともできる。
【００１５】
前記したように、本発明に用いる体外培養用培養液の基本組成としては、ＮＣＳＵ培養液
からグルコースを除いた培養液が好ましい。ＮＣＳＵ培養液としては、ＮＣＳＵ３７培養
液［ Journal of Reproduction and Fertility Supplement, 48巻 , 61-73 頁 , 1993年］、
ＮＣＳＵ２３培養液［ Petters. R. M., Reed M. L., Theriogenology, 1991; 35, 253 (A
bstract)］等があるが、特にＮＣＳＵ３７培養液が好ましい。
【００１６】
本発明の体外培養用培養液の製品形態は通常液体であるが、必要に応じて適宜固体もしく
は半固体としてもよい。
【００１７】
本発明の体外培養用培養液を用いて培養するブタ体外生産胚とは、ブタの卵巣から採取し
た卵子を、定法に従い体外成熟・体外受精させて得られる胚（受精卵）である。
体外成熟は、通常ＮＣＳＵ培養液［ Journal of Reproduction and Fertility supplement
, 48巻 , 61-73 頁 , 1993年］で行われるが、この培養液に限定されるものではなく、１９
９培養液、ウエィマウス培養液、ＭＥＭ培養液なども使用できる。
体外受精は、定法に準じて行うことができ、例えば適当な方法で凍結融解させた精巣上体
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精子で胚を体外受精させることにより行われる。
【００１８】
本発明の体外培養用培養液は、ブタ体外生産胚の体外培養に好適に用いることができ、当
該体外培養用培養液を用いて、ブタ体外生産胚の体外培養を行う発明が、請求項３に係る
体外培養方法である。
ブタ体外生産胚は、前記したように、ブタの卵巣から採取した卵子を、定法に従い体外成
熟・体外受精させて得られる胚（受精卵）である。
【００１９】
本発明に係る体外培養方法は、ブタ体外生産胚を受精後０－２日間培養し、その後グルコ
ース含有培養液で培養することを特徴とする方法である。
この体外培養は、ブタ体外生産胚を０－２日間、すなわち４細胞期まで行うことが必要で
あり、その後の発生を十分に進展させるためには、この期間の培養を適切に行うことが重
要である。
この期間の培養条件としては、胚の損傷を防ぐ観点から、通常、３７－４０℃（３８．５
℃程度）の温度で、１－２０％酸素・５％二酸化炭素・７５－９４％窒素（例えば、５％
酸素・５％二酸化炭素・９０％窒素）条件下で行うことが好ましい。
【００２０】
次に、グルコース含有培養液での培養について説明すると、培養液としては前記したＮＣ
ＳＵ培養液、例えばＮＣＳＵ３７培養液などが好ましい。グルコース含有培養液での培養
は、受精後２－８日間、通常は２－６日間実施する。その他の培養条件は、前記受精後０
－２日間の培養条件と同じである。
上記のようにして２種類の培養液を組み合わせて培養した後の発生状況に関しては、例え
ば培養終了後にすべての胚又は卵子を固定・染色して胚盤胞発生率や総細胞数などを測定
することにより調べることができる。
請求項３に記載の体外培養方法によれば、総細胞数が多く、しかも優れた品質の胚盤胞を
得ることができる。この胚盤胞を受胚雌豚に移植することによって、その後の胎仔や産仔
への発生率は非常に高いものとなる。
【００２１】
【実施例】
以下、実施例に基づいて本発明をより詳細に説明するが、本発明は実施例に限定されるも
のではない。
実施例１
体外培養液（ＮＣＳＵ３７液）をベースとした培養液を用いて、ブタ体外生産胚を体外培
養し、体外生産胚の発生を比較した。
まず、第１表に示すように、公知のＮＣＳＵ３７液からグルコースを除外し、代わりにピ
ルビン酸ナトリウム及び乳酸ナトリウムを添加した液（以下、 NCSU37-PyrLac という。）
と、グルコースを含む公知のＮＣＳＵ３７液（以下、 NCSU37-Gluという。）とを調製し、
これらを体外培養液として用いた。
【００２２】
【表１】
　　　　　　　　　　　第１表（体外培養液組成）
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【００２３】
ブタ未成熟卵子を公知の体外成熟培養液（１０％卵胞液加 NCSU37液）で培養後、定法に従
い凍結融解後の精巣上体精子で体外受精させた。受精後、６日間体外培養を行った。
培養は、前期２日間（受精後０－２日間）と後期４日間（受精後２－６日間）とに分けて
行い、前期及び後期用の培養液として、第２表に示したように、 NCSU37-PyrLac と NCSU37
-Gluを組み合わせて実験を行った。培養は、前期、後期共に３８．５℃、５％酸素・５％
二酸化炭素、９０％窒素の条件で行った。
培養開始後６日目にすべての胚又は卵子を固定・染色し、発生能を調べた。培養液の組み
合わせ及び胚盤胞発生率並びに胚盤胞の総細胞数を第２表に示す。なお、発生率（％）及
び細胞数（個）は平均±標準誤差で示した。
【００２４】
【表２】
第２表［体外培養液の組み合わせがブタ体外生産胚の発生に及ぼす効果］
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
b  ， c  …異符号間で有意差あり（ｐ＜０．０５）
【００２５】
第２表から、受精後０－２日の培養液として NCSU37-PyrLac を用いた場合は、 NCSU37-Glu
を用いた場合と比較して、胚盤胞発生率が高いことが明らかである。特に、受精後０－２
日を  NCSU37-PyrLacで培養し、受精後２－６日を NCSU37-Gluで培養した場合、他の培養液
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の組合せの場合に比べて胚盤胞発生率が高い傾向を示し、総細胞数も有意に高いことが明
らかである。
このことから、体外培養前期２日間（受精後０－２日間）に用いる培養液として、乳酸及
びピルビン酸を含有する本発明の培養液を用いると、生産胚の総細胞数が多く、しかも品
質の良い胚盤胞が高効率で得られることが分かる。
【００２６】
実施例２
体外培養液として、卵管上皮細胞による条件付け培養液（以下、ＣＭという。）を用いて
、ブタ体外生産胚を体外培養し、胚盤胞の発生を比較した。
ＣＭの調製法は、先の報告［日本繁殖学会講演要旨， 68頁， 2000］に準ずる。すなわち、
基本培養液は NCSU37-PyrLac とし、これに卵管上皮細胞を等量添加して培養を行い、培養
開始後２日目に遠心分離を行って得た上清をＣＭとした。
胚の体外培養時にＣＭに新鮮な NCSU37-PyrLac を等量加え、体外培養液とした（以下、 NC
SU37-PyrLac/CMという。）。
実施例１と同様に、体外成熟並びに体外受精を行い、受精後２日間を NCSU37-PyrLac 又は
NCSU37-PyrLac/CMで体外培養し、続く４日間は NCSU37-Gluで体外培養を行った。
培養開始後６日目ですべての胚又は卵子を固定・染色し、発生能を調べた。培養液の組み
合わせ及び胚盤胞発生率並びに胚盤胞の総細胞数を第３表に示す。
【００２７】
【表３】
第３表［体外培養液の組み合わせがブタ体外生産胚の発生に及ぼす効果］
　
　
　
　
　
　
　
　
　
b  ， c  …異符号間で有意差あり（ｐ＜０．０５）
【００２８】
第３表から、受精後０－２日を NCSU37-PyrLac/CMで、受精後２－６日を NCSU37-Gluで培養
した場合、受精後０－２日を NCSU37-PyrLac で、受精後２－６日を NCSU37-Gluで培養した
場合（すなわち、条件付け培養液を使用しなかった場合）と比較して、胚盤胞発生率は若
干高く、胚盤胞の総細胞数は有意に高いことが分かる。
このことから、体外培養前期２日間（受精後０－２日間）に用いる培養液として、本発明
の卵管上皮細胞による条件付け培養液を使用すると、生産胚の総細胞数が多く、かつ品質
の良い胚盤胞が高効率で得られることが分かる。
【００２９】
実施例３
体外培養液として、前期２日間（受精後０－２日間）は NCSU37-PyrLac/CMを、続く後期の
３又は４日間は NCSU37-Gluを使用した。
受精後５日及び６日目で、実体顕微鏡下で発生が進んでいる胚盤胞（拡張期胚盤胞並びに
拡張胚盤胞）を選抜した。
胚の発生率並びにそれらの総細胞数の測定結果をを第４表に示す（なお、細胞数について
は固定・染色後に調べた。）。発生率（％）並びに細胞数（個）は、平均±標準誤差で示
す。
【００３０】
【表４】
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第４表［体外培養液により培養したブタ体外生産胚の発生ステージ］
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００３１】
第４表から、培養開始後５日目及び６日目において、実体顕微鏡下で選別可能な生存胚盤
胞（拡張期胚盤胞並びに拡張胚盤胞）が選抜できた。細胞数から、それらは十分発生が進
行しているものと思われた。
このことから、本発明の体外培養液でブタ体外生産胚を体外培養して得られる胚盤胞は、
受精後５－６日目で十分に発生を進展させることができることが明らかとなった。
【００３２】
実施例４
実施例３で得られた培養５日目の拡張期胚盤胞を１頭の受胚雌豚に、培養６日目の拡張胚
盤胞を２頭の受胚雌豚に移植したところ、すべて妊娠し、前者から８頭、後者から合計１
１頭の生存産仔が得られた。なお、１頭あたりの胚の移植個数は５０個である。
このことから、本発明の体外培養液で胚盤胞まで体外培養されたブタ体外生産胚を移植す
ると、移植後の発生率の悪化は全く見られず、胎仔や産仔まで発生が進展することが明ら
かである。
【００３３】
【発明の効果】
本発明の体外培養用培養液によれば、ブタ体外生産胚の体外培養において得られる胚盤胞
の品質を高めることができ、かつ移植後の胎仔や産仔への発生率も高めることができる。
また、本発明の体外培養方法によれば、上記の培養液を用いてブタ体外生産胚を体外培養
することにより、高品質の胚盤胞まで発生させることが可能となり、しかも移植後に胎仔
や産仔まで発生させることが可能となる。
従って、本発明により提供される培養系により体外で生産した胚盤胞は、移植により仔ブ
タまで発生させることが可能であることが明らかとなった。
本発明は、形質転換やクローン作出などのブタにおける生殖工学に応用可能な基礎技術で
あると考えられる。
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