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研究成果の概要（和文）：遺伝子導入クラウン系ミニブタ体細胞クローン胚の体外発生・体内

発生に及ぼす脱アセチル化酵素阻害剤処理(HADCi)および細胞骨格阻害剤処理の影響につい

て検討した。その結果、体細胞クローン胚の胚盤胞への体外発生能の超高度化にはHDACi処理

(トリコスタチンA、スクリパタイドまたはスベロイルビスヒドロキサム酸)および細胞骨格阻害

剤(ラトランキュリンA)処理が有効であり、得られた体細胞クローン胚の胎仔および産仔への

体内発生能が示された 

 
研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to examine the effects of 

postactivation treatment of histone deacetylase inhibitors (HADCi) and an actin 

polymerisation inhibitor,latrunculin A (LatA) on in vitro and in vivo development of 
somatic cell nuclear transfer (SCNT) embryos derived from gene^modified Clawn 

miniature pig cells. After electric activation, SCNT embryos were treated with or 

without LatA, and cultured in vitro. The rate of blastocyst formation was 
significantly higher (p<0.05) in SCNT embryos treated with HADCi and 0.5μM LatA than 

that in control. In addition, fetuses and piglets were obtained from recipient uteri 

after transfer of embryos treated with HDACi and LatA. The results of this study 

showed for the first time that postactivation treatment with HDACi and LatA was 

effective to improve in vitro and in vivo developmental capacity of gene-modified 
cloned miniature pig embryos. 
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１．研究開始当初の背景 

 ( 1 )  体細胞核移植によるクローン動物

作 出 技 術は 、 同 一の 遺 伝 形質 を 持 つ個 体

を 多 数 作出 す る こと が で き、 医 工 学分 野

で 求 め られ て い る遺 伝 子 改変 ミ ニ ブタ を

創成するために大変重要である。我 々 は

ク ラ ウ ン系 ミ ニ ブタ の 体 細胞 ク ロ ーン の

作 出 に 独自 の 手 法を 開 発 した が 、 遺伝 子

改変ミ ニブ タ胚の作 出効率は 低い。  

 ( 2 ) 体 細 胞 ク ロ ー ン 動 物 の 低 い 作 出 効

率 お よ び生 存 ク ロー ン 動 物の 異 常 は体 細

胞 核 の リプ ロ グ ラミ ン グ の不 適 切 性に 起

因 す る こと が 指 摘さ れ る とと も に 、リ プ

ロ グ ラ ミン グ 効 率と ヒ ス トン ア セ チル 化

の関連が示されてきた。  
    

２．研究の目的 

  本 研 究 で は ク ラ ウ ン 系 ミ ニ ブ タ と 体 細

胞 ク ロ ー ン 作 出 技 術 を 基 礎 に 、 発 光 遺 伝

子 な ど を 導 入 し た 遺伝子改変ミ ニ ブ タ の

作 出 効 率 を 超 高 度 化 し 、 新 た な 高 付 加 価

値 ミ ニ ブ タ 系 統 の 創 成 に 繋 げ る 目 的 で 、

遺 伝 子 導 入 し た ミ ニ ブ タ 体 細 胞 を 用 い た

核 移 植 に 由 来 す る ク ロ ー ン 胚 の 体 外 発

生 ・ 体 内 発 生 に 及 ぼ す 脱アセチル化酵素

阻害剤 ( H D A C i ) 処 理 お よ び 活 性 化 に お け

る 新規細 胞 骨 格 阻 害 剤 処 理 の 影 響 に つ い

て 検討した 。  

 

３．研究の方法 

 食肉センター由来の産業ブタ卵巣から

卵丘・卵母複合体を採取し、成熟培地で

4 2 時間培養後、卵丘細胞を完全に剥離

した。そして、第 1 極体を放出した形態

的に正常な体外成熟卵を選抜し、実験に

供した。卵は、吸引除去法により除核後、

囲卵腔にクラウン系ミニブタ体細胞を導

入し、融合液中で微細電極により電気的

に融合処理を行った。融合胚は超音波活

性化または電気活性化処理した。活性化

処 理 後 、 ク ロ ー ン 胚 は 細 胞 骨 格 阻 害 剤

および H D A C i 添加発生培地にて 2 時間

培養した。次いで、クローン胚は H D A C i

のみを添加した発生培地へ移し、さらに

4〜2 6 時間培養した。H D A C i 処理後、ク

ローン胚は H D A C i 無添加発生培地へ移

し、培養を継続した。なお、体外発生状

況は活性化後 2 日で卵割状況を、6 日で

胚盤胞形成状況を対照区と比較した。 

 

  実験１では E n d o -β -ガラクトース C

遺伝子発現ベクターを導入したミニブタ

細胞を用いて作出したクローン胚の体外

発 生 に 及 ぼ す H D A C i : ト リ コ ス タ チ ン

A ( T S A ) の 影 響 を 調 べ た 。 ク ロ ー ン 胚 は

活性化後 2 8 時間、5 0 n M または 1 0 0 n M  

の T S A を添加した発生培地で培養し、そ

の後の体外発生状況を比較した。 

 実験２では活性化後の新規細 胞 骨 格 阻

害 剤 :ラトラ ンキュリン A  ( L a t A )処理

濃度が α 1 , 3 - ガラクトース転移酵素ノッ

クアウト ( G T K O ) 遺伝子導入ミニブタ体

細胞由来のクローン胚の体外発生に及ぼ

す影響を調べた。クローン胚は活性化処

理直後から、 0 . 5 、 1μ M  L a t A 、 1 0 . 4

μ M  サイトカラシン B ( C B ) 、または細

胞骨格阻害剤無添加の 4 区にてそれぞ

れ 2 時間培養した。その後の体外発生

状況を比較した。 

 

 実 験３で は 活性化 後 の 細 胞 骨 格 阻 害

剤 :  L a t A 処理が G T K O 遺伝子導入ミニ

ブ タ 体 細 胞 由 来 の ク ロ ー ン 胚 の 体 内 発

生 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ た 。 ク ロ ー ン 胚

は活性化処理直後から、0 . 5μ M  L a t A

または 1 0 . 4μ M  C B にて、それぞれ 2

時間培養した。その後、5 0 n M  T S A 添加

発生培地にて 2２時間培養後、発情を同

期 化 し た 受 胚 雌 ミ ニ ブ タ の 卵 管 に 外 科

的 移 植 し 、 子 宮 に お け る 胚 の 着 床 状 況

や胎仔の有無を観察した。 

 

 実験４では細胞毒性が低い H A D C i で

あるスクリパタイド  ( S P D ) およびスベ

ロイルビスヒドロキサム酸 ( S B H A ) 処理

濃 度 が ミ ニ ブ タ 体 細 胞 ク ロ ー ン 胚 の 体

外 発 生 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。 ク ロ

ーン胚は活性化後 1 6 時間、種々の濃度

の S P D ( 0 、 5、 5 0、 5 0 0 、 1 0 0 0 n M )  ま

た は S B H A  ( 0 、 5 0 、 2 5 0 、 5 0 0 μ M ) を

添 加 し た 発 生 培 地 で 培 養 し 、 そ の 後 の

体外発生状況を比較した。 

 

 実験５では活性化処理後の S P D 処理

が緑色発光を発する E G F P 遺伝子、赤色

発光を発する t d T o m a t o 遺伝子または

動 脈 硬 化 の 危 険 因 子 と し て 知 ら れ て い

るヒトアポリポプロテイン ( a ) [ h A p o L  

( a ) ] を発現する遺伝子を導入したミニ

ブ タ 体 細 胞 由 来 ク ロ ー ン 胚 の 体 外 発 生

に及ぼす影響を検討した。活性化後、 0

および 5 0 0 n M  S P D を添加した培地でク

ローン胚を 1 6 時間培養し、その後の体

外 発 生 状 況 お よ び 導 入 遺 伝 子 発 現 状 況

を比較した。 

 

  実験６では S B H A 処理が t d T o m a t o

遺伝子または G T K O 遺伝子導入ミニブタ

体 細 胞 由 来 ク ロ ー ン 胚 の 体 外 発 生 お よ

び 導 入 遺 伝 子 発 現 に 及 ぼ す 影 響 を 検 討

した。活性化後、0 および 5 0μ M  S B H A



を添加した培地でクローン胚を 1 6 時間

培 養 し 、 そ の 後 の 体 外 発 生 状 況 お よ び

導入遺伝子発現状況を比較した。 

 

 実験７では S P D 処理が h A p o L  ( a )遺

伝子を導入したミニブタ体細胞由来クロ

ーン胚の体内発生に及ぼす影響を検討し

た。すなわち、実験 5 と同様に h A p o L  

( a )遺伝子を導入したミニブタ細胞を用

いて作製したクローン胚を活性化後、 0

お よ び 5 0 0 n M  S P D を 添 加 し た 培 地 で

1 6 時間培養した。その後、クローン胚

はホルモン処理にて発情周期を同期化し

た受胚雌ブタの卵管内に外科的に移植し、

受胎状況を超音波画像診断装置によって

比較した。 

 

４．研究成果 

 実 験 １ : ク ロ ー ン 胚 の 胚 盤 胞 形 成 率 は

5 0 n M  T S A 添 加 区 ( 2 3 . 8 % ) で 無 添 加 区

( 1 2 . 0 % ) と 比 べ て 有 意 に 増 加 し た

( P < 0 . 0 5 )。一方、胚盤胞における導入遺

伝子発現状況にはT S A添加の有無で差はな

かった。従って、T S A処理が導入遺伝子発

現 状 況 に 影 響 せ ず 、 ミ ニ ブ タ 体 細 胞 ク ロ

ー ン 胚 の 体 外 発 生 能 の 改 善 に 有 効 で あ る

ことが示された。 

 

 実験 ２ :  ク ロ ーン胚 の胚 盤胞 形成 率は

0 . 5 μ M  L a t A 処 理 区 ( 3 2 . 8 % ) で 無 処 理 区

( 1 0 . 8 % ) お よ び 1 0 . 5 μ M  C B 処 理 区

( 1 7 . 5 % ) に 比 べ 有 意 に 高 い 値 を 示 し た

( P < 0 . 0 5 )。一方、胚盤胞における導入遺

伝子発現状況にはT S A添加の有無で差はな

か った 。従 って 、 0 . 5 μ M  L a t A 処 理が導

入 遺 伝 子 発 現 状 況 に 影 響 せ ず 、 遺 伝 子 導

入 ミ ニ ブ タ 体 細 胞 ク ロ ー ン 胚 の 体 外 発 生

能 の 改 善 に 有 効 で あ る こ と が 初 め て 示 さ

れた。 

 

 実験３：2 4 6個のクローン胚を移植した

結果、胚移植 2 1日後の子宮内 2 4ヶ所の着

床 箇 所 ( 9 . 8 % ) が 見 ら れ 、 そ の う ち 5 頭 の

胎仔( 2 . 0 % )が得られた。2 4ヶ所の着床箇

所から得られた組織片や5頭の胎仔にはす

べ て 導 入 遺 伝 子 発 現 が 認 め ら れ た 。 従 っ

て 、 0 . 5 μ M  L a t A 処理 が導 入遺 伝子 発現

状 況 に 影 響 せ ず 、 ミ ニ ブ タ 体 細 胞 ク ロ ー

ン 胚 の 体 内 発 生 能 の 改 善 に 有 効 で あ る こ

とが初めて示された。 

   

 実験４：S P D 処理濃度がクローン胚の

体外発生に及ぼす影響を検討した結果、

胚 盤 胞 形 成 率 は 5 0 0 n M  S P D 処 理 区 

( 2 6 . 2 % ) が 0、 5、 5 0、および 1 0 0 0 n M

区 ( 1 0 . 0 ～ 1 2 . 9 % ) と 比 べ て 有 意 に 高 い

値を示した( P < 0 . 0 5 )。 S B H A 処理濃度が

クローン胚の体外発生に及ぼす影響を検

討 し た 結 果 、 胚 盤 胞 形 成 率 は 5 0 μ M  

S B H A 処理区( 1 8 . 5 % )が 0、 2 5 0、および

5 0 0 μ M 区  ( 6 . 6 ～ 8 . 3 % ) と 比 べ て 有 意

に 高 い 値 を 示 し た ( P < 0 . 0 5 ) 。 従 っ て 、

5 0 0 n M  S P D または 5 0μ M  S B H A 処理が

導ミニブタ体細胞クローン胚の体外発生

能の改善に有効であることが初めて示さ

れた。 

 

 実 験 ５ ： 胚 盤 胞 形 成 率 は す べ て の 遺 伝

子改変ミニブタ体細胞クローン胚でS P D処

理 区  ( 1 6 . 7 ～ 3 8 . 2 % ) が 無 処 理 区 ( 6 . 9 ～

2 1 . 1 % ) と 比 べ て 有 意 に 高 い 値 を 示 し た 

( P < 0 . 0 5 )。胚盤胞における導入遺伝子の

発現状況 ( 1 0 0 % )に S P D処理の有無で差は

な か っ た 。 従 っ て 、 5 0 0 n M  S P D 処 理 が 導

入 遺 伝 子 発 現 状 況 に 影 響 せ ず 、 遺 伝 子 導

入 ミ ニ ブ タ 体 細 胞 ク ロ ー ン 胚 の 体 外 発 生

能 の 改 善 に 有 効 で あ る こ と が 初 め て 示 さ

れた。 

 

 実 験 ６ ： 胚 盤 胞 形 成 率 は す べ て の 遺 伝

子改変ミニブタ体細胞クローン胚で S B H A

処 理 区  ( 2 4 . 9 ～ 3 4 . 8 % ) が 無 処 理 区 ( 7 . 1

～ 8 . 4 % ) と 比 べ て 有 意 に 高 い 値 を 示 し た 

( P < 0 . 0 5 )。胚盤胞における導入遺伝子の

発現状況  ( 1 0 0 % ) に S B H A 処理の有無で差

はなかった。従って、5 0μ M  S B H A処理が

導 入 遺 伝 子 発 現 状 況 に 影 響 せ ず 、 遺 伝 子

導 入 ミ ニ ブ タ 体 細 胞 ク ロ ー ン 胚 の 体 外 発

生 能 の 改 善 に 有 効 で あ る こ と が 初 め て 示

された。 

 

 実験７：胚移植後 2 4～ 3 4日において、

S P D処理区ではクローン胚を移植した受胚

雌ブタ3頭とも受胎していることが確認で

き た ( 1 0 0 % ) 。 一 方 、 S P D 無 処 理 区 で は 胚

移植した受胚雌ブタ 3頭のうち 1頭が受胎

し て い る こ と が 確 認 で き た ( 3 3 . 3 % ) 。 胚

移 植 4 5 ～ 5 3 日 以 降 に お い て は S P D 処 理 区

受胚雌ブタ2頭で受胎していることが確認

できた  ( 6 6 . 6 % ) 。一方、 S P D 無処理区で

は 受 胎 し て い る こ と が 確 認 で き な か っ た 。

ま た 、 S P D 処 理 区  ( 術 後 2 7 日 目 ) お よ び

S P D無処理区 (術後3 5日目 )の受胚雌ブタ

が 流 産 し た 。 得 ら れ た 胎 児 か ら は 導 入 遺

伝子が検出された。 

  

 H D A C iであるT S A ,  S P D ,  S B H Aや新規

細 胞骨格阻 害剤であるL a t A処理により遺

伝子改変クラウン系ミニブタ体細胞クロー

ン胚の発生能の改善に成功し、遺伝子改変

クローン個体作出の可能性およびその作出

効率の改善が示された。本研究で得られた



新知見は、効率的な高付加価値ミニブタ作

出戦略を確立するうえで大きく貢献するこ

とが期待された。 

 

５．主な論文発表等 

  [雑誌論文] (計 7件)  

①  M i y o s h i  K ,  M o r i  H ,  M i z o b e  Y ,  

A k a s a k a  E ,  O z a w a  A ,  Y o s h i d a  

M ,  S a t o  M . ,  V a l p r o i c  a c i d  

e n h a n c e s  i n  v i t r o  

d e v e l o p m e n t  a n d  O c t - 3 / 4  

e x p r e s s i o n  o f  m i n i a t u r e  p i g  

s o m a t i c  c e l l  n u c l e a r  

t r a n s f e r  e m b r y o s .  C e l l  

R e p r o g r a m ,  査 読 有 , V o l . 1 2 ,  

2 0 1 0 ,  p p . 6 7 - 7 4 .  

②  H i m a k i  T ,  M o r i  H ,  M i z o b e  Y ,  

M i y o s h i  K ,  S a t o  M ,  T a k a o  S ,  

Y o s h i d a  M . ,  L a t r u n c u l i n  a  

d r a m a t i c a l l y  i m p r o v e s  t h e  

d e v e l o p m e n t a l  c a p a c i t y  o f  

n u c l e a r  t r a n s f e r  e m b r y o s  

d e r i v e d  f r o m  g e n e - m o d i f i e d  

c l a w n  m i n i a t u r e  p i g  c e l l s . ,  

C e l l  R e p r o g r a m ,  査 読 有 ,  

V o l . 1 2 ,  2 0 1 0 , p p . 1 2 7 - 1 3 1 .  

 ③ H i m a k i  T ,  Y o k o m i n e  T A ,  S a t o  M ,  

   T a k a o  S ,  M i y o s h i  K ,  Y o s h i d a  

    M .  E f f e c t s  o f  t r i c h o s t a t i n  A  

    o n  i n  v i t r o  d e v e l o p m e n t  a n d  

    t r a n s g e n e  f u n c t i o n  i n  s o m a t i c  

    c e l l  n u c l e a r  t r a n s f e r  e m b r y o s  

    d e r i v e d  f r o m  t r a n s g e n i c  C l a w n  

    m i n i a t u r e  p i g  c e l l s .  A n i m  S c i  

    J ,  査読有,  V o l . 8 1 ,  2 0 1 0 ,  

    p p . 5 5 8 - 5 6 3 .  

  ④ H i m a k i  T ,  W a t a n a b e  S ,  C h i  H ,  

  Y o s h i d a  M ,  M i y o s h i  K ,  S a t o  M ,  

  P r o d u c t i o n  o f  g e n e t i c a l l y  

  m o d i f i e d  p o r c i n e  b l a s t o c y s t s  

  b y  s o m a t i c  c e l l  n u c l e a r   

  t r a n s f e r :  p r e l i m i n a r y  r e s u l t s   

  t o w a r d  p r o d u c t i o n  o f  

  x e n o g r a f t - c o m p e t e n t  m i n i a t u r e  

  p i g s .  J  R e p r o d  D e v ,  査読有,  

  V o l . 5 6 ,  2 0 1 0 ,  p p . 6 3 0 - 6 3 8 .  

  ⑤ M i y o s h i  K ,  M o r i  H ,  M i z o b e  Y ,   

    A k a s a k a  E ,  O z a w a  A , Y o s h i d a  M ,  

    S a t o  M .  D e v e l o p m e n t  o f  a  

    n o n i n v a s i v e  m o n i t o r i n g  s y s t e m   

    f o r  e v a l u a t i o n  o f  O c t - 3 / 4  

    p r o m o t e r  s t a t u s  i n  m i n i a t u r e   

    p i g  s o m a t i c  c e l l  n u c l e a r  

    t r a n s f e r  e m b r y o s .  J  R e p r o d  

    D e v ,  査読有, V o l . 5 5 , 2 0 0 9 ,   

    p p . 6 6 1 - 6 6 9 .  

 

⑥日巻武裕,  梅野知子,  三好和睦,  吉田 

 光敏.  プロスタグランジンF 2α類縁物 

  質と性腺刺激ホルモン投与によるクラ 

  ウン系雌ミニブタの発情同期化に関す 

  る研究,  鹿児島県獣医師会会報,  

  査読有, V o l . 2 3 ,  2 0 0 9 ,  p p . 5 - 7 .   

 

[学会発表] (計 7件 )  
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はスベロイルビスヒドロキサム酸処理
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