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要旨 1 

発生工学とは、哺乳類に限らず様々な生物種の生殖細胞や胚に人為的な実験操2 

作を加えた後、発生を進行させ成体を作出する技術開発と、作出した成体を用いて基3 

礎および応用研究を行うことを目的としている。これにより、哺乳動物を中心に発生機4 

構の解明が進むと同時に、生物学、医学、畜産学、実験動物学等への応用が進展し5 

てきている。発生工学研究は、発生学、細胞生物学および分子生物学の各種の技術6 

や知識を基本として行われており、哺乳類胚において特に必要とされる基本的な技術7 

として①初期胚の作出・体外培養技術、②生殖細胞や胚への顕微鏡下での操作（マ8 

イクロマニピュレーション）や遺伝子操作、③操作した胚を、仮親へ移植し個体を作出9 

するために関連する技術の 3 つの技術が挙げられる。その中でも、②の顕微鏡下での10 

操作や遺伝子操作については、マイクロマニピュレーション技術が基本技術となり、顕11 

微授精、核移植、DNA 注入および ES（Embryonic Stem）細胞注入に応用できる。 12 

従来、このマニピュレーション技術は、その操作に職人技が必要となり、習得に時間13 

がかかり、新たな発生工学技術の進展には、簡便な操作方法の開発が必要とされた。14 

1990 年代前半にプライムテック株式会社より開発・発売されたピエゾ駆動式マイクロマ15 

ニピュレータ（PMM）は、セッティング方法を習得すれば、従来から必要とされたその職16 

人技の習得が必要なく、容易に操作ができる。PMM は、ピエゾ（圧電素子；Piezo 17 

electric elements）を伸縮させることによって得られる慣性力を動力としたステップ状の18 

駆動原理に基づき、０．１μm 以下の超微動域の動作が可能となる。そのため、卵子19 

や胚の弾性のある透明帯や伸展性の高い卵細胞膜でも微細ピペットをスムースに挿20 

入可能となり、顕微操作による損傷を最小にすることで、操作者による差もほとんどな21 

い。また、従来からマニピュレーション操作に使用されていたガラスマイクロピペットは、22 

卵子や胚への穿刺性を高めるために、先端を鋭利に研磨しスパイクと呼ばれる棘状に23 

仕上げたものが用いられていたが、この先端の形状が卵子への穿刺性に大きく影響24 

する。さらに、穿刺する際、卵子の変形や卵細胞質の流動等のストレスのため、崩壊お25 
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よび変性する割合が高くなる。一方、PMM を用いた場合、ガラスマイクロピペットの先1 

端は、平らであり特殊な加工が必要ないため、先端形状による穿刺性への影響は、ほ2 

とんどない。また、卵子や胚への穿刺する際の変形や卵細胞質の流動もなく穿孔する3 

ことが可能となり、穿刺後の崩壊や変性を軽減できる。 4 

PMM の使用用途は、上記の基本的なマニピュレーション操作の顕微授精、核移植、5 

ES（Embryonic Stem）細胞注入、バイオプシー、アシストハッチング等に利用され、哺6 

乳動物卵子のみならず魚介類卵子等への応用もされ幅広く使用されている。本稿で7 

は、PMM を用いた発生工学技術について、これまでの報告例をまとめたので紹介す8 

る。 9 

キーワード：ピエゾマイクロマニピュレータ, PMM, ICSI, 顕微注入, 核移植 10 

 11 

顕微授精 (卵細胞質内精子注入法; intracytoplasmic sperm injection ; ICSI) 12 

顕微授精は、卵子に対して人為的に精子を授ける技術である。顕微授精には、機13 

械的に卵子の透明帯に穴を開けて精子が侵入し易くする透明帯開孔法、卵子囲卵腔14 

内に直接精子を注入する囲卵腔内精子注入法および卵細胞質内に精子を直接注入15 

する卵細胞質内精子注入法（以下 ICSI）等の技術があるが、現在では ICSI が、顕微16 

授精と同じ意味として使われることが多くなっている。 17 

様々な生物種で ICSI を用いた研究が行われているが、哺乳動物で初めて報告した18 

のはハムスター卵子にハムスター精子を注入し前核形成を観察した Uehara & 19 

Yanagimachi (1976) [1]である。その後、ウサギ（1988） [2]、ウシ（1990） [3]およびヒト20 

（1992） [4]では産子の作出も報告されている。マウスにおいては、卵子の特性から、21 

ハムスターやヒトと同様の手法では、精子を卵細胞質内に顕微注入した後の生存率が22 

著しく低下し、受精率および胚盤胞形成率も低下するため、長年難しい技術とされて23 

きた。しかし、1995 年に Kimura & Yanagimachi が報告した「mouse intracytoplasmic 24 

sperm injection（ICSI）」では、ピエゾマイクロマニピュレータ（PMM:プライムテック社製）25 
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を用いることで、生存率が大幅に改善され多くのマウス産子が得られた[5]。その理由1 

は、マウス卵子の卵細胞質膜の伸展性が高いため、従来法で用いるピペットの先端の2 

鋭利な形状では卵子への穿刺の際、変形や損傷等の悪影響が生じるのに対し（図3 

1A）、PMM を用いた場合は、取り付けたピペットの先端が平坦な形状のため、その様4 

な悪影響が少ないうえに、安定した穿刺性が得られるためであった（図 1B、図 2） [5]。5 

その後、マウス ICSI は、PMM によるマウス精子の不動化を行うと同時に頭部と尾部を6 

切断し、頭部のみを注入する一般的な手法となった[6]。Kimura & Yanagimachiの報告7 

により、PMM を用いた顕微授精は、国内外の多くの研究者によって、その応用は一気8 

に広がり、ヒト（1998） [7]、ラット（2002） [8]、ウシ（2002） [9]、ハムスター（2002） [10]、9 

ブタ（2003） [11]、メダカ（2009） [12]等で報告されている（表１）。Hirabayashi ら[8]は、10 

ラットで PMM を用いた ICSI 成功例を報告している中で、ピペットの先端外径を従来使11 

用されていた 7-10μm から 2-4μm に最小にすることで生存率および受胎率を改善12 

していた。ピペット外径を最小にすることで、精子注入時の培養液注入量を最小限に13 

したことが生存率および受胎率改善の要因であると報告している。上述のように PMM14 

の穿刺性は、ピペットの先端形状の影響を受け難いため、先端外径を小さくしても卵15 

子への安定した穿刺性が得られたことも成功要因の一つとして考えられる。Yamauchi16 

ら[10]は、ハムスターにおいてPMMを用いた ICSIでの産子作出に成功している。ハム17 

スター卵子は、実験室の電灯等の短波長の光により胚発生等に悪影響が及ぼされる18 

ことが報告されており、体外およびインキュベーターの外での操作を迅速に行うことが19 

必要となる。そこで Yamauchiらは、マニピュレーションを行う実験室の電灯や顕微鏡の20 

光源からの短波長の光を卵子や胚に長時間照射しないことで生存率と受精率を改善21 

した。Nakai ら[11]は、ブタにおいて初めて体外成熟卵子を用いた ICSI の産子作出の22 

成功例を報告している。ブタの体外受精において多精子受精が問題とされており、23 

Nakai らの PMM を用いた ICSI は、その問題を解決する１つの手段となった。 24 

ICSI はヒトでの不妊治療でも、Palermo の報告[4]以来、一気に臨床応用され、同時25 
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に技術革新も進んできている。Yanagida ら[7]は、PMM を用いたヒトの ICSI を従来法と1 

比較し、PMM を用いた手法が卵子生存率および受精率が有意に改善されることを報2 

告している。現在では技術革新も進み、従来法でのヒト ICSI でも高い生存率と受精率3 

が得られるようになっているが、PMM とピペット外径を最小にした極薄肉管ピペットの4 

組み合わせにより、卵子への注入時の負担を軽減させることが可能となり、さらに生存5 

率を高めることができたとの報告もされている[13]。 6 

Kimura & Yanagimachiが報告したこの技術は、上述のような他の動物種への応用以7 

外にも、フリーズドライ精子による ICSI[14]、精子ベクターによる遺伝子組換え動物の8 

作製[15]およびクローンマウスの作出[16]での基盤となった。 9 

 10 

ES 細胞注入 11 

発生工学において、胚への遺伝子操作は重要な技術の１つである。1980 年にマウ12 

スにおいては、直接受精卵の前核に DNA を注入する方法で遺伝子改変個体を作出13 

する技術が開発されたが、特定の遺伝子配列に対する操作が不可能であった。一方、14 

マウスにおいて胚性幹細胞（Embryonic stem 細胞：ES 細胞）が樹立され（1987） [17]、15 

この ES 細胞をマウス胚に移植することでキメラ個体を介して ES 細胞の形質をその子16 

孫に伝達する技術が 1980 年代に確立された[18]。さらに ES 細胞に対してジーンター17 

ゲッティングと呼ばれる染色体の特定の遺伝子配列を自由に変換する遺伝子組み換18 

え操作が行えるようになり、遺伝子組換えマウスの作出が可能となった[19,20]。このキ19 

メラマウスを用いたジーンターゲッティング（ノックアウト）法により、胎児や成体における20 

形態形成、免疫、器官形成、脳神経機能等の分子メカニズムの解析が進み、基礎的21 

な研究が進展している。 22 

Kawaseらは、マウス胚盤胞に組換えES細胞を注入する際に、PMMを用いる手法を23 

報告している（2001） [21] (図 3）。Kawaseらの報告では、通常法とPMMを用いた場合24 

において、キメラ産子率では差はないものの、ES 細胞注入後の生存率において PMM25 
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を用いた方が有意に高くなることが示されていた。また、１時間当たりの操作数も PMM1 

を用いた場合は、通常法の約３倍の数の胚に操作が可能となり、効率良くキメラマウス2 

を作出できるようになっていた。Kawase らは、通常法では胞胚腔が極力大きい拡張胚3 

盤胞を選別して穿刺するのに対して、PMM 法は胞胚腔の大きさに関係なく安定して4 

穿刺できることも利点として挙げている。 5 

 6 

体細胞核移植 7 

1997年に世界で初めての体細胞クローン動物の作出が、Wilmutらによってヒツジで8 

報告されて以来[22]、現在までに、ウシ[23]、マウス[16]、ヤギ[24]、ネコ[25]、ウサギ9 

[26]、ラバ[27]、ウマ[28]、ラット[29]、シカ、イヌ[30]、オオカミ[31]、フェレット[32]、ラク10 

ダ[33]においてクローンの作出成功例が報告されている。また、筆者らのグループは、11 

2000 年にブタの体細胞クローンの作出成功例を世界で初めて論文報告している[34]。12 

体細胞クローン技術の利用としては、畜産分野において優秀な形質を持つ家畜の大13 

量生産や家畜育種改良の効率化が上げられる。また、通常の畜産上の応用以外にも14 

希少（野生）動物の保護、遺伝子組み換え技術を利用した有用物質生産のため動物15 

工場化、移植用臓器の生産等の幅広い応用が期待されている。 16 

体細胞クローンの作出における一般的な核移植方法は、第二減数分裂中期の未17 

受精卵子の染色体を除去し（除核）、その除核卵子細胞質に細胞周期を G1/G0 期に18 

同期化した体細胞核を導入する。その後、発生を開始させるための受精の疑似刺激と19 

しての薬剤や電気刺激による活性化処理を行う。体細胞核移植において核の導入法20 

は、電気融合法と顕微注入法の２つが挙げられる。電気融合法は未受精卵子の除核21 

後、体細胞核を電気刺激により卵細胞質内に融合・導入する方法である。最初の体細22 

胞クローン作出成功例のヒツジやウシにおいて、この電気融合法を用いて核の導入を23 

行い、体細胞クローンの作出に成功している。その後、マウス[35]やブタ[36]において24 

も電気融合法による体細胞クローン作出成功例が報告されている。電気融合を行った25 
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後、再度電気刺激もしくは薬剤処理により活性化を促すが、ウシにおいてはその処理1 

のみでは活性化が困難であるため、タンパク質合成阻害剤を併用している。一方、マ2 

ウスにおいては、卵子の活性化が容易に誘発されるため、電気融合法では融合液の3 

Ca2+濃度等の条件を厳密に設定しない限り、核の導入と同時に活性化を受け易くなる。4 

Wakayama ら[16]により開発された顕微注入法は、Kimura & Yanagimachi が報告した5 

PMM を用いた ICSI を応用した体細胞核を直接、除核卵子の細胞質内に核を導入す6 

る方法である（図 4）。この手法は、体細胞核導入時に卵子の活性化を誘発しない。そ7 

のため、体細胞核が未受精卵子の細胞質内に存在する卵成熟促進因子（Maturation 8 

Promoting Factor; MPF ）の影響を受けることになり、染色体凝縮（ Premature 9 

Chromosome Condensation; PCC）を起こす。この PCCが体細胞クローンマウスの作出10 

効率に関連することも報告されている。ラットに関しては、プロテアーゼ阻害剤である11 

MG132で卵子を処理することでMPF活性の低下を抑制し、PMMを用いた核移植によ12 

り体細胞クローンの作出に成功している[29]。 13 

筆者らは、ブタの体細胞核移植において以下の２つの理由から PMM を用いた顕微14 

注入法を選択した。１つ目の理由としてブタ卵子も、マウス同様に電気刺激により容易15 

に活性化を受けるため、核の導入と活性化を分け、体細胞核が卵子細胞質内の MPF16 

により PCC を生じることが重要と考えた。２つ目の理由としてブタは多胎のため、妊娠17 

率を高めるために多数の胚移植用クローン胚が必要であると考えられた。多数のクロ18 

ーン胚を迅速かつ簡便に作出することが必要と考えられ、PMM を用いた顕微注入法19 

は最適であった。筆者らは、これらの理由から顕微注入法による体細胞クローンブタの20 

作出を試み、国内初のクローンブタ作出に成功した。この結果から、顕微注入法により21 

ブタでも体細胞クローンの作出が可能であることが確認できた。 22 

ウシの核移植では、電気融合法が多く用いられているが、ドナー細胞の直径が小さ23 

い場合において融合率が低下する場合がある。そこで Ushijima ら[37]は、ドナー細胞24 

の直径が小さい場合に、融合率への影響を受けない PMM を用いた顕微注入法がウ25 
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シ体細胞核移植でも使用できるか検討を行った。その結果、ウシの核移植において顕1 

微注入法を用いた場合でも、胚盤胞を作出できることを報告している。さらに、体細胞2 

核を注入する際に、細胞内カルシウム導入剤である inositol 1,4,5 triphosphate (IP3)を3 

同時に注入することで胚盤胞発生率が向上する結果を示している。また、Galli ら[38]4 

は、PMM による顕微注入法と電気融合法によるウシ核移植胚の産子への発生率を比5 

較し、差がないことを報告している。 6 

Wakayama らが開発した PMM を用いた核移植技術は、マウスを中心に一般的に7 

確立された手法[39, 40]となっており、胚発生の基礎研究や遺伝子組換え動物の作出8 

等に幅広く利用されている（表 2）。さらに、Wakayama ら[41]は、核移植胚から ES 細胞9 

を樹立することに成功し、ntES 細胞（Embryonic Stem cell via nuclear transfer）分離技10 

術も確立した。この技術はヒトにおいても応用されており、再生医療への利用が期待さ11 

れている[42]。また、筆者らは、顕微注入法による体細胞クローンブタの作出技術を遺12 

伝子組換えブタの作出に利用した。遺伝子組換えブタは、医療用モデルブタとして、13 

臓器移植モデル[43, 44]、再生医療用モデル[45]およびヒト疾患モデル[46]が作出さ14 

れている。 15 

体細胞クローン技術は、発生工学技術が結集された複合技術である。胚操作、培16 

養および胚移植技術等が必要とされ、どれか一つでも不完全であると個体の作出は17 

困難となる。PMM は、その中の胚操作（核移植）において安定した穿刺性と操作性を18 

与え、技術としては安定したレベルまで達しているものと思われる。しかし、これらの発19 

生工学技術がある程度のレベルまで確立されている動物種においても体細胞クロー20 

ンの作出成功率は、現在においてもきわめて低いという問題点を抱えている。この問21 

題点は、どの動物種においても多少の差はあるものの、同様である。体細胞クローン22 

の作出効率が低い主たる原因としては、体細胞核のリプログラミングがその後の胚発23 

生に大きく影響する可能性が挙げられ、その制御が重要とされている。近年、脱アセ24 

チル化酵素阻害剤（HDACi:Histone deacetylase inhibitor）であるトリコスタチン A 等を25 
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核移植胚の発生初期に添加することで胚発生の改善やクローンの作出効率が向上す1 

るとの報告が数多くなされている[47, 48]。また、核移植初期胚ではX染色体の不活化2 

で重要な働きのある Xist 遺伝子が過剰に発現する問題が報告され、その過剰な発現3 

を Xist 遺伝子ノックアウト[49]もしくは RNA 干渉により Xist 遺伝子の発現を抑制し、体4 

細胞クローンの作出効率を改善したとの報告もある[50]。しかし、現状では大幅な改善5 

までには至っていないことから、リプログラミングの制御には、さらなる手法の改善が必6 

要と考えられる。近年、再生医療の分野では、Yamanaka らにより開発された iPS7 

（induced pluripotent stem）細胞が注目されている[51]。iPS 細胞は、分化多能性に関8 

連する４遺伝子を線維芽細胞に導入し、ES 細胞様に誘導することで作出される。４遺9 

伝子が線維芽細胞をリプログラムすることで多能性幹細胞に誘導しているものと考えら10 

れている。この iPS 細胞研究におけるリプログラミングは、体細胞クローン技術に共通11 

する課題として参考にする必要がある。 12 

 13 

今後の展望と課題 14 

 これまで解説してきたようにピエゾマイクロマニピュレータ（PMM）は、近年の発生工15 

学・生殖工学の著しい伸展に大きく貢献している。特にマウスにおける ICSI および核16 

移植による基礎的な発生機構の解明やヒトの不妊治療での ICSI で多く利用されてい17 

る。PMM を用いた発生工学技術は、安定した穿刺性と操作性から、マウスやブタ等の18 

多胎動物では多数の卵子に対して短時間で簡便な操作が可能となり、ヒトの不妊治療19 

では、１個の卵子に対して優しい操作を行うことが可能となる。一方、従来から行われ20 

ているマニピュレーション技術は、先に述べたように操作者の癖や経験に基づく感覚21 

が重要な職人技が必要とされる。そのため、基礎研究分野では、安定したデータの取22 

得までの時間が必要となる上に、データの精度にも影響が生じる可能性がある。また、23 

不妊治療施設では、近年の晩婚化に伴う高齢出産の影響で治療件数が増大し、マニ24 

ピュレーション操作等についての新人教育を行う余裕のない状況が出てくることが予25 



 

 
10 

 

想される。そのような中で、PMM の安定した操作技術法をさらに発生工学・生殖工学1 

分野で共有することにより、発生生物学の基礎研究分野でのデータの信頼性を向上さ2 

せ、不妊治療分野では新人のマニピュレーション教育に最適な技術となるものと考え3 

られる。筆者らは、PMM による発生工学技術のさらなる進展を目指した研究開発を継4 

続すると同時に本誌日本生殖工学会を含む各関係学会と連携を取り、PMM を用いた5 

発生工学技術についての研修事業などを手掛けて、若手研究者や不妊治療施設の6 

培養士等の育成や技術支援を行い、研究および不妊治療分野のさらなる技術発展に7 

貢献したい。 8 

9 
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表 1. ピエゾマイクロマニピュレータ（PMM）を用いた ICSI の報告例 1 

動 物 種 発 表 者 内 容 発 表 年 
文献 

No. 

マウス 
Kimura &  

Yanagimachi 

世界初の PMM を用いたマウ

ス ICSI 成功例 
1995 5 

ヒト Yanagida et al. ヒトの ICSI 1998 7 

マウス Wakayama et al. 
マウスフリーズドライ精子によ

る ICSI 成功例 
1998 14 

マウス Perry et al. 
マウス精子ベクターによる ICSI

での組換え個体作出成功例 
1999 15 

ラット Hirabayashi et al. ラットの ICSI 2002 8 

ウシ Horiuchi et al. ウシの ICSI 2002 9 

ハムスター Yamauchi et al. ハムスターの ICSI 2002 10 

ブタ Nakai et al. ブタの ICSI 2003 11 

メダカ Otani et al. メダカの ICSI 2009 12 

2 
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表 2. ピエゾマイクロマニピュレータ(PMM)を用いた体細胞核移植の報告例 1 

動物種 発表者 発表年 内容 
文献 

No. 

マウス Wakayama et al. 1998 体細胞クローン作出 16 

ブタ 
Onishi & Iwamoto 

et al. 
2000 体細胞クローン作出 34 

マウス Wakayama et al. 2001 体細胞核移植胚からES細胞樹立 41 

ウシ Ushiｊima et al. 2002 核移植胚作出 37 

ウシ Galli et al 2002 体細胞クローン作出 38 

ラット Zhou et al. 2003 体細胞クローン作出 29 

マウス Kishigami et al. 2006 
体細胞クローン作出 

HDACi 使用 
47 

マウス Rybouchkin et al.  2006 
体細胞クローン作出 

HDACi 使用 
48 

マウス Inoue et al. 2010 
体細胞クローン作出 

Xist KO 細胞 
49 

マウス Matoba et al. 2011 
体細胞クローン作出 

Xist siRNA 使用 
50 

2 
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図 1. 穿刺方法 

A 従来法の鋭利なピペットによる卵細胞質への穿刺状況 

B PMM を用いた先端が平らなピペットによる卵細胞質への穿刺状況 

A 
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図 2. PMM を用いたマウス ICSI 

矢頭：マウス精子頭部 
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図 3. PMM を用いたマウス胚盤胞への ES 細胞注入操作 

A から B の手順で操作を行う。A:マウス胚盤胞の透明帯を穿刺した直後の写真。 

B：マウス胚盤胞の栄養膜外胚葉を穿刺した後、ES 細胞を注入した直後の写真。 
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図 4. PMM を用いたマウス核移植操作（体細胞核注入） 

矢頭 A：保持した除核卵子に注入するマウス体細胞核。 

矢頭 B：次の卵子に注入するためにピペット内に吸引されている
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