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研究成果の概要（和文）：ヒストン脱アセチル化酵素の阻害剤を用いてクローン技術の成功率を

改善することに成功し、この技術を用いることで 16 年間凍結保存されていた死体からのクロ

ーンマウスの作出に成功した。一方、従来再クローニングには限界があると言われていたが、

この技術により再クローンを 25 回以上繰り返すことに成功し、1 匹のドナーマウスから 600

匹ものクローンマウスを作ることに成功した。初期化異常は蓄積されないことが初めて示され

た。 

 
研究成果の概要（英文）：We could demonstrate several possibilities. 1. The cloning success 

rate was improved up to 10% by HDACis. 2. Health cloned mice were born from frozen dead 

mouse, which preserved 16 years under -20C. 3. Over six hundreds cloned mice were born 

from one donor mouse by repeating nuclear transfer up to 27 times. 
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１．研究開始当初の背景 

 クローン技術は最初のクローン動物が生
まれてから 10 年が経過していたが、その成
功率は非常に低く、核の初期化については全
くわかっていなかった。さらに、クローン動
物特有の初期化異常が報告され始め、クロー
ン動物の正常性や価値について再検討が必
要となっていた。 

 

２．研究の目的 

 クローン動物(マウス）の成功率を、現時点

での 1-2％から実用化に耐えうる率である
10％以上へあげること、および初期化異常を
減らし正常なクローン個体を作ることを第
一の目標とする。同時に、初期化のメカニズ
ムの解明も試みる。一方応用研究として、死
滅した個体の体細胞からのクローン個体を
作出する技術開発や、優良家畜の無限増殖の
可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

 初期化機構の解明に関しては、１．ドナー
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細胞の種類や状態を変えることで初期化の
程度を調べる。２．様々なヒストン脱アセチ
ル化酵素(HDAC）の阻害剤を用い、もっとも
成功率が高くなる阻害剤を見つけ出す。また
それぞれの阻害剤の標的の違いから、阻害し
なければならない HDAC を見つけ出す。３．
複数の卵子を融合し細胞質を増やすことで
初期化因子の量を増やし、初期化効率への影
響を調べる。４．得られたクローン胚、クロ
ーン ES 細胞およびクローン個体に対して、
エピジェネティック異常や網羅的遺伝子発
現異常を調べる。 
 死滅細胞の核の初期化に関しては、１．凍
結死体の体細胞核移植技術の開発。２．凍結
死体のどの臓器がドナーとして最適かみつ
けだす。３．凍結保存期間の影響。４．直接
核移植では無理な場合、途中に ntES 細胞技
術を挟む 2段階核移植方法の開発を行い、最
終的に長期間凍結保存されていた死体から
のクローン復活を行う。 
 初期化異常の蓄積に関しては、１．ドナー
マウスから作られたクローンマウスの体細
胞から再びクローンマウスを作ることを限
界が来るまで繰り返す。２．得られた再クロ
ーンマウスの出産率、体重、生殖能、寿命な
どを調べコントロールと比較する。３．網羅
的遺伝子発現による異常の有無、および TSA
依存の有無を調べ、これらのことから考察す
る。  
 
４．研究成果 
(1) 未成熟卵子の細胞質内に存在する初期化
能力は成熟卵子より強く、特にヒストンの脱
メチル化能が高いことを明らかにした。そこ
で未成熟卵子の細胞質で体細胞に前処理を
行うことで、クローン動物の成功率を若干だ
が改善することに成功した（Bui et al., 2008）。 

(2) 単為発生胚由来の ES 細胞を用いてイン
プリント遺伝子のエピゲノムの安定性を調
べたところ、核移植操作により少なくとも 2

つの PEG 遺伝子のエピゲノムが変化してし
まうことを明らかにした(Hikichi et al 2008)。 

(3) 初期化因子を増やすことを目的に、2 つ以
上の卵子を融合させた巨大卵子を作成し、ク
ローンマウスの作成率の改善を試みた。しか
し巨大卵子を用いてもクローン個体の出産
率は改善できなかったことから、初期化因子
は量より濃度の方が重要だと思われた
(Wakayama et al., 2008)。 

(4) 一方核移植技術の改善によって従来不可
能だった死滅体細胞からの核移植が可能に
なり、最長 16 年間凍結保存されていたマウ
スの死体からクローン個体作出に成功した
（Wakayama et al., PNAS 2008）。この成果は国
内のみならず多くの国で紹介された。 

(5) 同様に我々は凍結乾燥状態で保存した細
胞の核移植にも成功し、ntES 細胞およびキメ

ラを経ることでドナーの遺伝子を復活させ
ることに成功した（Ono et al., 2008）。 

(6) 以前我々は初期化を促進させるために
TSA（HDACi の一種）処理が効果的だと報告
したが、この方法では近交系マウスのクロー
ンは不可能だった。今回 Scriptaid（別の
HDACi）処理によって主要な近交系マウス全
てからクローン個体の作出に成功した。さら
に Scriptaid 処理によって 2 細胞期の RNA 合
成が活発になること、ヒストン H3K9 のアセ
チル化の割合が未処理クローン胚より受精
卵に近づくことなどが明らかとなった（Van 

Thuan et al., 2009）。 

(7) クローン胚および個体には異常が多発す
ることが知られているが、これまでは胚を固
定、染色して異常を調べなければならず、調
べた胚がはたして個体へ発生できたのか不
明だった。そこで胚を生きたまま観察し、そ
の後個体へ発生させることが可能な特殊顕
微鏡および観察方法を確立した。具体的には
超高感度カメラおよび GFP などの蛍光色素
遺伝子を結合した目的遺伝子の mRNA を胚
に注入することで、チューブリンやヒストン
を観察可能にし、5 万枚以上の蛍光写真を撮
影後に産仔への発育を可能にした (Yamagata 

et al 2009)。 

(8) クローン研究には必須の卵子の初期化能
力を測定するために、核にダメージを与えず
卵子活性化能だけを消失した精子の作出を
試みた。その結果、精子を 10mM の NaOH 処
理を 1 時間行うことで、出産率の低下を起こ
さないで卵子活性化能力を完全に除去した
精子を作り出せることがわかった(Li et al., 

2009)。 

(9) クローン動物特異的なエピゲノム異常を
様々な HDACi によって修正し成功率を高め
る試みを行った。その結果、成功率のさらな
る改善は出来なかったが、クラス IIbのHDAC

を抑えることが重要だということが明らか
となった。また iPS 細胞の作製には効果があ
ると報告された HDACi のバルプロ酸は全く
効果が無く、クローンと iPS 細胞の作成には
異なるリプログラム機構があることが示さ
れた（Ono et al., 2010）。 

(10) TSAでクローン動物の成功率は改善され
るが、そのメカニズムはよくわかっていなか
った。そこで TSA 処理後にどのような変化が
起こっているのか初期胚を観察した結果、
TSA 処理によってクローン胚の染色体の脱
凝縮は未処理胚より進み、ヒストンのアセチ
ル化は促進されていた。そして 2 細胞期にお
いて、未処理区では割球間で不均等な新生
RNA が観察されたが、TSA 処理によって受
精卵と同様に割球同士が同期しながら RNA

の合成を行うようになった (Bui et al., 2010、
雑誌の表紙に選ばれた)。 

(11) 単為発生胚由来の ES 細胞を核移植する



 

 

ことでインプリント遺伝子の改変を試みた。
その結果、核移植操作を繰り返すことで単為
発生胎児の死亡時期は延びたが、核移植によ
る初期化には限界があることが示された。一
方、単為発生由来胚から正常な機能を有する
胎盤を作ることに成功した。この研究によっ
て、これまで単為発生胚は胎盤が形成できな
いため致死だと言われていたが、胎盤より胎
児自身に致死の原因があることが明らかと
なった (Hikichi et al 2010)。 

(12) 我々が以前発見した HDACi による初期
化促進について、クローン胚にどの様な変化
が生じているのか詳しく検討したところ、
rRNA の転写効率が改善され、初期胚遺伝子
活性が正しく行われる確率が高まることが
明らかとなった（Bui 2011）。 

(13) 外見は正常でも出産に至るクローン胚
と流産する異常胚を、蛍光プローブによりあ
らかじめ選別する手法を開発することが出
来れば、移植後の産仔率が上がるだけでなく、
異常な胚と正常な胚を比較することで異常
の原因を突き止めることが可能となる。そこ
で我々は受精直後から桑実期胚までの 72 時
間を生きたままダメージなしで蛍光観察す
る方法を開発し、この方法を用いてクローン
胚の蛍光観察を行った。クローン胚の細胞数、
細胞分裂速度、分裂同調性、染色体異常など
を指標に外見は正常な桑実期胚を分類し移
植したところ、もっとも出産に影響を与えて
いたのは染色体異常であり、イメージングに
よって正常胚だけを選ぶことで産仔率を大
きく改善することに成功した（Mizutani2012）。 

(14) 従来の蛍光観察では水銀ランプを使用
するため、ランプによるダメージが避けられ
ない。そこで通常のハロゲンランプを用いて
蛍光観察を可能にする方法を開発した。通常
の顕微鏡に励起フィルターを接続するため
のアダプターを取り付け、さらにアダプター
に絞りをつけることで、励起フィルターの外
側からハロゲン光が漏れこむようにするこ
とで、1 つの光源から蛍光像と明視野の同時
観察も可能にした、その結果、家畜卵子のよ
うに核が全く見えない卵子でも、ハロゲンラ
ンプで核を見ながら除核出来るようになっ
た。（Yamagata 2012)。  
(15) 核移植の各工程を見直し、ダメージを最
小限に抑える方法を検討した。その結果、現
在おそらくすべての研究者が使用している
サイトカラシン（F-アクチンに結合しアクチ
ンの重合を阻害する。卵子を柔らかくし核の
除去や染色体の損失を防ぐ効果）が、その後
の卵子のアクチン分布を撹乱していること
が判明した。そこでサイトカラシンの代わり
にラトランクリン A（G-アクチンに結合しア
クチンの重合を阻害する）を用いたところ、
アクチンの異常な分布が減少し、成功率が 2

倍近くまで改善された。さらに、核移植の工

程には深夜まで数回にわたる培地交換が必
要で研究者を疲労させていたが、ラトランク
リン A は毒性が低いため培地交換を減らす
ことが出来、実験にかかる負担が大きく軽減
した（Terashita et al.,2012)。 

(16) クローン動物特有のエピジェネティッ
ク異常について調べるため、核移植を何度も
繰り返した再クローンマウスの作製を試み
た。もし異常が核移植ごとに蓄積するもので
あれば、再クローンマウスの出産率は低下し
奇形率は増加するはずだが、核移植を 25 回
繰り返しても出産率は低下せず、生まれた再
クローンマウスの寿命や生殖能力に異常は
見られなかった。網羅的に遺伝子発現を調べ
ても、エピジェネティック異常は初代のクロ
ーンマウスと同程度であったことから、クロ
ーン特有の異常は蓄積しないことが明らか
となった。したがって連続核移植を用いれば
1 匹のドナー個体から無限のクローン個体を
作り出せることになり、優良家畜の無限増殖
など農業を大きく改善する可能性が示され
た（Wakayama et al., 2013)。本成果は世界各
国の新聞や雑誌、テレビで紹介された。    
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