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研究成果の概要（和文）：同一ドナー細胞由来の体細胞クローン牛の組織を用いて、DNAメチル化をターゲット
としたゲノムワイドなエピジェネティクス解析を行った。同一ドナー細胞由来の体細胞クローン牛5頭およびコ
ントロールとして非クローン牛5頭の肝臓からゲノムDNAを抽出し、MeDIP-chip法によるDNAメチル化解析を行っ
た。その結果、クローン牛に比べて非クローン牛の方が個体間のばらつきが大きかった。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide epigenetic analysis focusing on DNA methylation levels were 
conducted using tissues from cloned cattle derived from the same donor cells. Five cloned cattle 
from the same donor cells and five non-cloned cattle were used for the analysis. Genomic DNA was 
extracted from liver and MeDIP (Methylated DNA Immunoprecipitation)-chip method was used for DNA 
methylation analysis. The correlation clustering showed that the difference among individual cattle 
was larger in non-cloned group compared to cloned group. 

研究分野： 繁殖生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
（1）全く同一のゲノムを持つ一卵性双生児
でも、見た目は良く似ているが、指紋や性格
は同一ではない。体細胞クローン動物におい
ても同様で、ドナーとなる個体と全く同一の
ゲノムを持つにもかかわらず、毛皮の模様や
鼻紋、性格などが異なっていることが知られ
ている。その違いは、ゲノムを修飾し遺伝子
発現を制御するエピジェネティクスの状態
が、加齢や栄養などの環境的要因によって変
化するために生じると考えられている。生物
の表現型は遺伝的要因（ゲノム）と環境的要
因（エピゲノム＝ゲノムワイドなエピジェネ
ティクスの状態）の両方に支配されているた
め、遺伝的要因が同一である一卵性双生児や
体細胞クローン動物同士を比較することで、
環境的要因が表現型に与える影響を直接的
に解析することができる。	
（2）一方で、家畜におけるゲノムワイドな
エピジェネティクス研究はまだ緒についた
ばかりであり、ヒトやマウスのようなモデル
動物を使った研究に比べると、大幅に遅滞し
ている。特に、家畜ではマウスのような近交
系モデルが存在しないため、遺伝的な要因と
環境的要因を区別することが困難である。	
	
２．研究の目的	
（1）同一ゲノムを持つ同一ドナー細胞由来
の体細胞クローン牛を材料に、個体間のエピ
ジェネティクスの違いについて、DNA のメチ
ル化を指標として非クローン牛と比較する。	
（2）研究の遅れている家畜のエピジェネテ
ィクス研究の進展に資する新たなデータを
取得する。	
	
３．研究の方法	
（1）同一ドナー細胞由来の体細胞クローン
牛（黒毛和種、メス、月齢 68〜82 ヶ月）お
よび非クローン牛（黒毛和種、メス、月齢52
〜129 ヶ月）から種々臓器（心臓、肺、肝臓、
脾臓、腎臓、小腸、骨格筋）の一部を採取し、
ゲノム DNA を抽出後、MeDIP(Methylated	DNA	
Immunoprecipitation)-chip 法によるゲノム
ワイドな DNA メチル化解析を行った（肝臓の
み）。	
（2）その他の臓器については、バイサルフ
ァイトシーケンス法にてインプリント遺伝
子（H19,	PEG3,	XIST）およびセントロメア
に存在する反復配列 Satellite	I	and	II 領
域について解析を行った。	
（3）（1）でクローン牛・非クローン牛間で
有意な差のあった領域については、パイロシ
ーケンス法によって詳細な解析を行った。	
（4）解析する領域を増やすため、ウシの単
為発生胚由来線維芽細胞を用いて、マイクロ
アレイ法による新規ウシ父性インプリント
遺伝子の同定を行った。	
（5）クローン牛の生殖細胞における DNA メ
チル化状態を解析するため、末梢血（体細
胞）・精子・卵子から DNA を抽出し、インプ

リント遺伝子（H19,	PEG3,	XIST）、多能性関
連遺伝子（ OCT3/4,	 NANOG ）、反復配列
（Satellite	 I	 and	 II,	 alpha-satellite,	
art2）の DNA メチル化レベルをバイサルファ
イトシーケンス法により解析した。	
	
４．研究成果	
（1）MeDIP-chip の結果から、クローン牛に
比べて非クローン牛の方が個体間のばらつ
きが大きいことが分かった。	

	 一方で、バイサルファイトシーケンス法に
て解析した H19,	PEG3,	XIST の 3インプリン
ト遺伝子および Satellite	I	and	II の 2 領
域については、クローン牛間と非クローン牛
間で有意な差を検出することは出来なかっ
た。また、MeDIP-chip 法で有意な差のあった
IGF2R 領域について、パイロシーケンス法に
よるメチル化解析を行ったところ、非クロー
ン牛の方がクローン牛よりも高いメチル化
レベルを示した。これらの結果は、一部の遺
伝子座については、遺伝的要因がエピジェネ
ティクスの変動に関与している可能性を示
唆している。	
（2）各臓器間における DNA メチル化の違い
を検出するため、バイサルファイトシーケン
ス法によるメチル化解析を行った。クローン
牛間および非クローン牛間でのばらつきの
差を検出したところ、脾臓における H19 遺伝
子のみクローン牛間の方が非クローン牛間
よりも有意にばらつきが小さかったものの、
ほとんど全ての臓器において、遺伝子・領域
間で DNA メチル化の個体差（ばらつき）にク
ローン牛・非クローン牛間で差が無かった。
これらの結果は、遺伝的要因がエピジェネテ
ィクスに影響を与えていない（与えていたと
してもごくわずか）であることを示唆してい
る。つまり、エピジェネティックな違いはジ
ェネティックな要因というよりも、発生過
程・成長過程における環境的要因の影響に大
きく支配されていると考えられる。	
（3）本研究では、すでにヒト・マウスで同
定・解析され、ウシにおいても既知であるイ
ンプリント遺伝子にターゲットを絞って解
析したが、インプリント遺伝子には種による

1. はじめに 

4. 結論 

2. 材料と方法 
!  供試牛: 同一ドナー細胞由来の体細胞クローン牛5頭（黒毛和種、メス、月齢68～82ヶ月）、非クローン牛6頭（黒毛和種、
メス、月齢52～129ヶ月） 

!  DNA：肝臓からゲノムDNAを抽出 
!  DNAメチル化解析：バイサルファイトシーケンス法（H19, PEG3, XIST, satellite I/II） 
およびMeDIP（Methylated DNA Immunoprecipited)-chip法（21,416遺伝子の転写開始点 
-2000～+1360bp領域中にプローブを作製したAgilentのカスタムマイクロアレイを用いた）。 
マイクロアレイで有意な相違のあったIGF2Rプロモーター領域についてはパイロシーケンサーを用いた。 

3. 結果 

MeDIP-chip法による同一ゲノムを持つ体細胞クローン牛の 
ゲノムワイドなDNAメチル化解析 

　 体細胞クローン動物は、ドナーと同一のゲノムを持つが、DNAのメチル化をはじめとするエピジェネティックな情報が正しく
リプログラミングされないために、遺伝子発現に乱れが生じ、胎子の発生異常や胎盤の過形成、生後直死の頻発に繋がると考え
られている。エピジェネティクスは環境や栄養などの影響を受けやすいことから、同一ゲノムを持つ複数個体のエピジェネ
ティックな状態を解析すれば、環境から受ける影響を検証することができる。 
　 今回、「氏か育ちか」、つまり環境的要因と遺伝的要因のどちらがどの程度個体の形質に関与するのかを比較するために、
DNAのメチル化を指標としてエピジェネティックな違いを、同一ドナー細胞由来の体細胞クローン牛を用いて比較し、クローン
牛および非クローン牛間でのエピジェネティックな状態の相違についてゲノムワイドな解析を行った。 

!  H19, PEG3, XIST, Satellite I, Satellite II領域のDNAメチル化状態に同一ドナー細胞由来のクローン牛・非クローン牛個体間で
有意なばらつきの差はなかった。 
!  MeDIP-chip法を用いたゲノムワイドな解析では、クローン牛に比べて非クローン牛の方が個体間のばらつきが大きかった。 
!  パイロシーケンスの結果は、マイクロアレイの結果を反映していた。 
!  これらの結果は、一部の遺伝子座については、遺伝的要因がエピジェネティクスの変動に関与している可能性を示唆している。 

ドナー牛 

クローン牛 

遺伝子名 クローン牛 非クローン牛 F-test 
H19 28.9 ± 10.0 26.5 ± 18.4 0.265 
PEG3 35.2 ± 7.1 38.2 ± 13.8 0.230 
XIST 19.1 ± 3.8 22.5 ± 3.3 0.765 

Satellite I 98.8 ± 1.0 94.3 ± 3.3 0.031 
Satellite II 76.0 ± 4.3 72.5 ± 6.5 0.456 

バイサルファイトシーケンス法によるDNAメチル化率（平均値 ± s.d. %） 

クローン 

非クローン 

MeDIP-chip法によるゲノムワイドなDNAメチル化レベルの比較 
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クラスター相関図 

個々の領域のメチル化状態 
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IGF2R遺伝子のDNAメチル化解析 
（左：マイクロアレイの結果　右：パイロシーケンスの結果） 
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違いや組織による違い、さらには発生過程に
おける違いが存在していることが知られて
いる。これまでのウシにおけるインプリント
遺伝子の研究は、ヒト・マウスで同定された
インプリント遺伝子がウシでもインプリン
トされているかを解析するものであった。そ
のため、ウシで新規のインプリント遺伝子は
同定されていない。そこで、家畜における新
規インプリント遺伝子の同定を目指し、ウシ
の単為発生胚由来線維芽細胞を用いたマイ
クロアレイ法による解析を行った。胎生 40
日齢のウシ単為発生胚および正常発生胚（オ
ス）から線維芽細胞を調製し、既知の父性発
現インプリント遺伝子（IGF2,	PEG3,	ZAC1,	
NDN,	DLK1,	SGCE,	PEG10,	IMAPCT,	MAGEL2,	
SNRPN,	PEG1/MEST）および既知の母性発現イ
ンプリント遺伝子（IGF2R,	H19,	GNAS,	UBE3A,	
GRB10,	GTL2,	CDKN1C）の発現を解析したと
ころ、興味深いことに IMPACT,	MAGEL2,	SNRPN,	
PEG1/MEST は父性ゲノムを持たない単為発生
胚由来線維芽細胞においても発現が認めら
れた。一方で、CDKN1C は単為発生胚由来線維
芽細胞でのみ発現が見られなかった。これら
の発現パターンはヒト・マウスで見られたパ
ターンとは異なるため、ウシ独自あるいは組
織独自にインプリントされている可能性が
示唆された。	
ま た 、 イ ン プ リ ン ト 遺 伝 子 DMR	
(Differentially	Methylated	Region)のメチ
ル化を解析したところ、精子でのみメチル化
されるH19遺伝子は単為発生胚由来線維芽細
胞ではほぼ完全に脱メチル化されている一
方、卵子でのみメチル化される PEG3 および
PEG10 はほぼ完全にメチル化されていた。こ
れらの事から、ウシ単為発生胚由来線維芽細
胞は卵子のメチル化パターンを継承してお
り、それに従ってインプリント遺伝子の片親
特異的発現が制御されているものと考えら
れる。興味深いことに、ウシ卵子でも完全に
メチル化されることが分かっているSNRPN遺
伝子は単為発生胚由来線維芽細胞で体細胞
と同程度の 30%程度のメチル化に過ぎず、こ
のことがSNRPN遺伝子の片親特異的発現を破
綻させているものと考えられた。	
（4）体細胞クローン牛の生殖系列において
適切なリプログラミングが起きているかど
うかを明らかにするために、体細胞クローン
牛の末梢白血球（体細胞）・精子あるいは卵
子を採取し、DNA を抽出しバイサルファイト
シーケンス法によるDNAメチル化解析を行っ
た。体細胞クローン雄牛 9頭（うち同一ドナ
ー細胞由来のクローン牛 3頭を含む）および
体細胞クローン牛雌牛 4頭を解析に用いた。	
	 精子でメチル化されるインプリント遺伝
子 H19 はクローン牛・非クローン牛ともに精
子でほぼ完全にメチル化しており、一方、卵
子でメチル化されるインプリント遺伝子
PEG3 はクローン牛・非クローン牛ともに精子
でほぼ完全に脱メチル化されていた。XIST 遺
伝子および OCT3/4 遺伝子のメチル化も同様

であった。NANOG 遺伝子は精子で 20%-30%程
度のメチル化であった。これらのメチル化の
状態に、クローン牛・非クローン牛間で有意
な差は無かった。卵子では細胞数の少なさか
ら、単一遺伝子の解析はできなかったものの、
セントロメアに存在する反復配列である
Satellite	I	and	II および alpha-satellite
領域、さらに染色体全体に存在する反復配列
art2 の DNA メチル化状態を解析した。その結
果、クローン牛・非クローン牛ともに有意な
差は検出できなかった。	
	 体細胞である末梢白血球のメチル化は個
体による違いがかなりあったものの、同一ド
ナー細胞由来の体細胞クローン牛とその他
のクローン牛・非クローン牛間でメチル化レ
ベルに違いは無かった。	
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