
家畜繁殖技術は凍結精液による人工授精, 胚

移植, 体外受精および培養などを経て, クロー

ン技術へと発展してきた. クローン技術が期待

されていることとして, 家畜では育種改良およ

び増殖 [１,２], 絶滅が危惧されている希少種

の遺伝的資源の保存 [３－５], 人医学では再

生医療への応用 [６,７], 有用物質生産のため

の遺伝子組換え家畜の生産 [８] などである.

しかし, 一方で, クローン胚由来産子では過大

子, 難産, 死産および虚弱子など多発すること

が指摘されており [９－11], クローン技術の

フィ－ルドでの実用化を目指すためには, 分娩

時においてクローン胚由来産子の生存性を高め

ることが必要不可欠である. そこで本研究は,

それらの問題点を解決するために, 調査研究を

実施した.

１ ホルスタイン種受精卵クローン胚由来産子

の特徴および分娩状況

クローン胚の作製手順は, 以下の通りである.

ドナー胚は, ５％牛胎児血清加TCM199液

(Earle's salt, Gibco, USA) のドロップ中で,

ホールディングピペットとカッティングニード

ルを用いて, ５－６日齢胚の透明帯を切開して

胚を透明帯から取り出し, 口径の細いパスツー

ルピペットを用いてピペッティングにより割球

に単離した. 胚の割球が移植されるレシピエン

ト卵子は, 食肉処理場由来の交雑種 (ホルスタ

イン種雌牛×黒毛和種雄牛) の卵巣から常法

[12] に準じて採取し, 体外成熟培養22－24時
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間後, 顕微操作により10－15％量の細胞質とと

もに核質を除去した. 除核後, Caイオノフォ

アA23187 (５μM, SIGMA) で５分間, シク

ロヘキシミド (10μg/ml, SIGMA) で４－６

時間浸漬して活性化処理を行った. 核移植操作

は, 単離したドナー割球を活性化処理したレシ

ピエント卵子の透明帯内に挿入し, 細胞融合装

置 (ECM200, BTX, USA) を用いて電気的

融合処理 (0.75kv/㎝, 50μ秒, ２回) を行っ

た. 融合液には, 0.1mM硫酸マグネシウム,

0.05mM塩化カルシウムを含む0.3Mシュクロー

ス液を使用した. 細胞融合処理後のクローン胚

の発生培養には, Tervitら [13] の５％牛胎児

血清加卵管合成培養液を修正し, ５％CO２, ５

％O２, 90％空気, 湿度飽和, 38.5℃の気相条件

下で培養した. クローン胚は, 核移植 (＝０日)

後６－７日に形態的に正常な桑実胚－脱出胚盤

胞を20％子牛血清加TCM199液 (Earle's salt,

Gibco, USA) に入れて0.25mlストローに１胚

を封入して移植した.

ホルスタイン種受精卵クローン胚由来産子の

特徴と分娩状況について, AIおよびETによる

産子と比較検討した (表１). クローン胚由来

産子の生時体重は, AIおよびET産子と比較し

て有意に大きく (Ｐ＜0.05), 在胎日数はAI産

子と比較して有意に長かった (Ｐ＜0.05). ま

た, クローン胚由来産子の分娩難易度および難

産率はいずれも対照群に比較して高く (Ｐ＜

0.05), 尾位, 死産, 過大子および球節が攣縮・

屈曲した状態の突球などが多発した (表２).

受精卵クローン胚由来産子の在胎日数が延長

するほど, 生時体重が増加し, 生時体重が増加

すると分娩難易度も高くなる傾向が認められ,

難産で生まれたものと正常分娩で生まれたもの

の生時体重は, それぞれ58.0±7.0㎏と49.3±6.0

㎏であり有意な差が認められた (Ｐ＜0.05).

クローン胚由来産子は過大子の発生率が高く,

そのため難産および死産の発生率が増加し, さ

らに出生後の生存率が低下することが示唆され

た.

産子の生時体重と母牛の骨盤サイズ (腰角幅,

寛幅, 坐骨幅および尻長) と難産率の関係 (表

３) では, 母牛の腰角幅において, NT区の難

産群ではNT区の正常分娩群やAI・ET区の正

常分娩群および難産群と比較し, 有意に (Ｐ＜

0.05) 大きかった. 母牛の寛幅において, AI・

ET区の難産群はNT区およびAI・ET区の正常

分娩群と比較して, 有意に (Ｐ＜0.05) 大きかっ

た. 産子の生時体重がある一定以上を超えると,

骨盤サイズにかかわらず難産に陥るリスクが高
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表１ 受精卵クローン胚由来産子 (NT), 人工授精 (AI) および生体由来胚移植
(ET) によるホルスタイン種産子の出生状況

産子 生時体重(㎏) 在胎日数(日) 分娩難易度 難産率 (％)

NT(ｎ＝30) 51.9±7.4ａ 283.4±5.4ａ 2.2±0.7ａ 30.0ａ

♂ (ｎ＝14) 53.9±5.6 284.9±5.0 2.4±0.6 35.7

♀ (ｎ＝16) 50.1±8.5 282.0±5.6 2.0±0.7 25.0

AI(ｎ＝1571) 45.2±5.5ｂ 280.8±5.8ｂ 1.7±0.7ｂ 12.7ｂ

♂ (ｎ＝859) 46.5±5.5 281.2±5.6 1.8±0.7 15.1

♀ (ｎ＝712) 43.5±5.2 280.3±5.9 1.7±0.7 9.7

ET(ｎ＝81) 45.3±5.6ｂ 282.7±7.5ａ 1.8±0.8ｂ 13.6ｂ

♂ (ｎ＝45) 47.3±5.3 285.0±8.2 1.8±0.8 13.3

♀ (ｎ＝36) 42.7±5.1 279.9±5.4 1.7±0.7 13.9

平均値±標準偏差, 同列異符号間で有意差あり (Ｐ＜0.05).
分娩難易度：１：自然分娩,２：ごく軽い介助,３：大人２－３人の牽引,４：多人数の牽引,

５：帝王切開, 切胎術など外科的処置. 分娩難易度３以上を難産.



くなる傾向が認められており, 難産の発生には,

母牛の骨盤サイズ以上に産子の生時体重がかな

りの影響を及ぼすと考えられた.

受胚牛の周産期疾病の発生率は, 受精卵クロー

ン胚由来産子の受胚牛が66.7％ (20/30) であ

り, ホルスタイン種ET産子の受胚牛の発生率

30.6％ (11/36) より２倍以上有意に (Ｐ＜0.01)

高いことが認められた.

ホルスタイン種受精卵クローン胚 (NT) お

よび生体由来胚移植 (ET) 由来産子を分娩し

た受胚牛の繁殖状況は, 以下の通りであった.

受精卵クローン胚由来産子を分娩した受胚牛20

頭における分娩後の初回AI受胎率 (％) は,

正常分娩群で46.7％ (７/15), 難産群０％ (０/

５), 合計35.0％ (７/20) で, 空胎日数は160.1

±92.8日であった. ET産子の受胚牛29頭にお

ける初回AI受胎率 (％) は, 正常分娩群42.9％

(12/28), 難産群０％ (０/１), 合計41.4％

(12/29), 空胎日数は124.7±68.3日であった.

NT区で初回AI受胎率が低く, 空胎日数が長く

なる傾向が認められたものの, 有意差は認めら

れなかった.

２ ホルスタイン種受精卵クローン胚由来産子に

おける中手幅および中足幅と生時体重の関係

娩出直後のホルスタイン種産子の中手幅もし

くは中足幅の最狭部横径幅 (皮膚－骨－皮膚)

をノギスにより測定し, 生時体重や難産との関

係を調査した.

ホルスタイン種産子 (ｎ＝187) の中手幅と

生時体重の関係は, ｙ＝2.152ｘ１－15.015, ｒ＝

0.780 (Ｐ＜0.05), そのうち, ホルスタイン種

クローン胚由来産子 (ｎ＝30) については, ｙ＝

1.662ｘ１＋0.907, ｒ＝0.740 (Ｐ＜0.05), ホル

スタイン種AIおよびET産子 (ｎ＝157) では,

ｙ＝2.232ｘ１－17.527, ｒ＝0.780 (Ｐ＜0.05)

であった.

ホルスタイン種産子の中足幅と生時体重の関

係では, ｙ＝2.169ｘ２－7.204, ｒ＝0.684 (Ｐ

＜0.05), そのうち, ホルスタイン種クローン

胚由来産子は,ｙ＝1.360ｘ２＋15.878,ｒ＝0.487

(Ｐ＜0.05), ホルスタイン種AIおよびET産子

は, ｙ＝2.268ｘ２－10.087, ｒ＝0.711 (Ｐ＜

0.05) であった.

中手幅もしくは中足幅が大きくなるほど難産
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表２ 受精卵クローン胚由来産子 (NT), AIおよびETによるホルスタイン種産子
の尾位, 死産, 過大子および突球の発生率

尾位率 (％) 死産率 (％) 過大子率 (％) 突球率 (％)

NT(ｎ＝30) 23.3ａ (７/30) 16.7ａｂ(５/30) 10.0ａｂ(３/30) 20.0ａ(６/30)

AI(ｎ＝1571) 5.2ｂ(82/1,571) 3.8ｃ(60/1,571) 0.6ｃ(９/1,571) 1.8ｂ(28/1,571)

ET(ｎ＝81) 4.9ｂ(４/81) 4.9ｂｃ(４/81) 1.2ｂｃ(１/81) 1.2ｂ(１/81)

同列異符号間で有意差あり (Ｐ＜0.05).
過大子：生時体重が60㎏以上.

表３ 受精卵クローン胚由来産子 (NT), 人工授精 (AI) および生体由来胚移植 (ET) 由来産子を娩
出した雌牛の骨盤サイズ (腰角幅, 寛幅, 坐骨幅, 尻長) と分娩状況

産子由来 分娩状況 生時体重(㎏) 腰角幅 (㎝) 寛幅 (㎝) 坐骨幅 (㎝) 尻長 (㎝)

NT
(ｎ＝30)

正常分娩
21 (70.0％) 49.3±6.0ａ 56.5±2.9ａ 51.1±2.0ａ 38.7±3.0 54.7±2.0

難産
９ (30.0％)ａ 58.0±7.0ｂ 59.8±2.7ｂ 53.5±3.6ａｂ 39.5±3.9 55.4±2.6

AI・ET
(ｎ＝110)

正常分娩
97 (88.2％) 44.5±5.1ｃ 57.2±2.9ａ 51.5±2.2ａ 38.6±2.9 54.3±2.1

難産
13 (11.8％)ｂ 47.4±7.6ａｃ 57.9±2.1ａ 53.0±2.3ｂ 39.0±2.8 54.9±2.0

同列異符号間で有意差あり (Ｐ＜0.05)



の発生は増加し, 難産の発生率は, 中手幅が30

㎜未満の場合は6.7％ (７/105) であり, 中手

幅が30㎜以上の場合は32.9％ (27/82), 中足幅

が26㎜未満の場合は9.8％ (11/112) であり,

中手幅が26㎜以上の場合は30.7％ (23/75) で,

それぞれ両群の間に有意な差が認められた (Ｐ

＜0.01). 中手幅もしくは中足幅の測定により

生時体重や難産の推測が可能であることが示さ

れた.

３ 超音波診断装置を用いた妊娠末期における

ホルスタイン種クローン胚由来産子の体重モ

ニタリング

ホルスタイン種クローン胚由来産子は, 過大

子による難産や死産の発生率が高い. そこで,

妊娠末期においてその胎子体重をモニタリング

し, 生時体重を推測することが必要不可欠であ

る. 本試験では, ホルスタイン種クローン胚の

ETにより単子で妊娠しているホルスタイン種

経産牛14頭 (受精卵クローン胚由来胎子妊娠牛

11頭, 体細胞クローン胚由来胎子妊娠牛３頭)

を対象に, 分娩予定日のおよそ１カ月前より１

週間おきに胎子中手幅を超音波診断装置により

測定し, その値から胎子体重を推測した. なお,

体細胞クローン胚の作製手順は, 受精卵クロー

ン胚と同様であり, 供核細胞としては, 11才の

ホルスタイン種経産牛の大腿部筋肉細胞を用いた.

直腸壁を介して探触子を胎子前肢もしくは後

肢にあて, 胎子の中手もしくは中足における最

狭部横径幅 (皮膚－骨－皮膚) を測定した. 背

側と腹側の測定値に差は認められなかったが,

エコー画像としては異なって描出されるため,

それぞれのエコー画像を例示した (図１). 超

音波診断装置は, 大動物用超音波断層装置

EUB－905 ((株) 日立メディコ, 東京) を用

いた. 探触子はEUP-032T (５MHz) を使用し,

Ｂモードにより測定した.

ホルスタイン種経産牛13頭において, 分娩前

１週間内の胎子中手幅および推定胎子体重

(30.2±2.2㎜, 50.0±4.7㎏) は, 産子の中手幅

および生時体重 (30.0±2.1㎜, 51.2±5.5㎏) と

近似していて, 分娩１週間前では超音波診断法

により生時体重を推定できると思われた (表４).

胎子中手幅が30㎜以上で分娩誘起を実施した

Ａ群は, 胎子の中手幅が30㎜以上で分娩誘起を

実施しなかったＢ群と比較して, 在胎日数で

2.2日短いにもかかわらず, 生時体重で1.9㎏大

きかった (表５). Ａ群では, １頭で難産が発

生し４頭は正常分娩であり, 死産の発生はなく,

もし分娩誘起を実施していなければ, さらに在

胎日数が延長して生時体重が増加し, 過大子症

候群で難産になった可能性は高いと考えられた.

Ｂ群では, 胎子中手幅が30㎜以上であったが分

娩誘起を実施せず, ２頭とも正常分娩であり,

死産の発生はなかった. 胎子中手幅が30㎜未満
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図１ 妊娠末期における牛胎子中手のエコー画像



で分娩誘起を実施しなかったＣ群は, Ａ群より

生時体重で9.8㎏小さく, ５頭とも正常分娩で

あった.

これらより, 超音波診断装置により過大子が

予測される場合には, 分娩誘起などの処置をす

ることで, 難産およびそれに起因する死産およ

び生後直死を最小限に防止できることが示され

た.
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表４ 妊娠末期におけるホルスタイン種クローン胎子の中手幅測定による推定胎子体重とその分娩状況

受胚牛 胎子中手幅 (㎜) 産子中手幅 生時体重 在胎日数 分娩難易度 性 産子中足幅 備考
№ (推定胎子体重, ㎏) (㎜) (㎏) (日) (㎜)

分娩前の日数
35－29 28－22 21－15 14－８ ７－１

(受精卵クロ－ン産子)
1 － 30.8 － 27.3＊ 32.9 32 54 290 2 ♂ 28 ＊中足幅

(51.3) (52) (55.8)
2 － ○ ○ 30 31.1 31.5 52 275 2 ♂ 27 分娩誘起

(49.5) (51.9)
3 ○ 28.5 28.8 30 32.1 32 53 280 2 ♂ 27

(46.3) (47) (49.5) (54.1)
4 － 27.3 27.2 26.4 28.1 28 47 282 1 ♀ 25

(43.7) (43.5) (41.8) (45.5)
5 － 24.9 ○ ○ 27 26.5 52 286 2 ♀ 24

(38.6) (43.1)
6 － ○ 28.6 29.2 ○ 31 50 288 2 ♀ 27.5

(46.5) (47.8)
7 － － － 27.8 29.6 29.5 45 277 2 ♀ 27

(44.8) (48.7)
8 ○ ○ 30.2 29.8 31.1 31.5 56 289 2 ♀ 27.5 分娩誘起

(50) (49.1) (51.9)
9 － － × ○ 31.2 30 56 282 1 ♀ 25 分娩誘起

(52.1)
10 － － 25.4 27.2 27 27.5 40 276 2 ♀ 25

(39.6) (43.5) (43.1)
11 × ○ ○ ○ 27.2 27 44 287 1 ♀ 22

(43.5)
(体細胞クロ－ン産子)
12 29.5 × ○ 30.9 31.9 31.5 58 285 2 ♀ 27 分娩誘起

(48.5) (51.5) (53.6)
13 31.3 ○ － 31.2 32.4 32 55 283 3 ♀ 27 分娩誘起

(52.3) (52.1) (54.7)
14 － ○ － × 31.1 30.5 54 265 5 ♀ 25 受胚牛の脱臼

(51.9) 帝王切開手術, 死産

○: 中手幅もしくは中足幅の測定不可であったが胎子の体の一部に触知可能.
×: 中手幅もしくは中足幅の測定不可で, また胎子にも触知不可.
－: 実施せず.

表５ 胎子中手幅および分娩誘起の有無と産子中手幅 (㎜), 生時体重 (㎏), 在胎日数 (日), 分娩難
易度の関係

群(頭数) 胎子中手幅(㎜) 分娩誘起の有無 産子中手幅(㎜) 生時体重(㎏) 在胎日数(日) 分娩難易度
Ａ (ｎ＝５) ≧30㎜ 有 31.3±0.8ａ 55.4±2.2ａ 282.8±5.1 2.0±0.7
Ｂ (ｎ＝２) ≧30㎜ 無 32.0±0.0ａ 53.5±0.7ａｂ 285.0±7.1 2.0±0.0
Ｃ (ｎ＝５) ＜30㎜ 無 27.7±1.2ｂ 45.6±4.4ｂｃ 281.6±5.0 1.6±0.5

平均±標準偏差.
同列異符号間で有意差あり(p<0.05).



本研究の遂行にあたり, ご指導とご校閲を賜

りました帯広畜産大学畜産学部の三宅陽一教授,

小岩井農場技術研究センターの後藤太一前所長

および岩手大学農学部の居在家義昭教授に深甚

なる謝意を表します. また, 研究を進めるにあ

たりご協力いただきました家畜バイテクセンター

の土屋秀樹氏および農場職員に感謝いたします.

最後に, この総説は2007年度に岐阜大学連合大

学院に提出した論文を元に作成いたしました.

ページ数の都合上, かなり簡略化し, 説明不足

のところも多々あるとおもわれます. 詳細につ

いては, 既発表の以下３論文を参考にしていた

だきたいと思います. ① 日獣会誌 2000；53：

387－390, ② J Reprod Dev 2001；47：105－

108, ③ J Vet Med Sci. 2005；67：807-811.
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