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研究成果の概要（和文）：　本研究は、効率的に再プログラム化されるゲノムを持つマウス系統（129系）に存
在する可塑性因子を同定するために実施した。標準的な系統であるC57BL/6（B6）系と129系のリコンビナント近
交系９系統を用いて核移植クローンを実施し、効率と胎盤の表現型の解析により、ゲノム可塑性因子の領域をゲ
ノム上の4カ所に絞り込んだ。さらにコンソミック系統を用いた核移植クローンによって、最も表現型に影響す
る第８染色体上の領域を特定した。そこに存在する遺伝子のB6と129系統間の多型解析、発現パターン、機能に
より有力な１遺伝子Rbl2を同定し、そのBACトランスジェニックマウス作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：The present study was undertaken to identify the factor(s) responsible for 
the genomic plasticity, which is specifically observed in the genome of the 129 strain mice. First, 
we employed the forward genetics approach, using B6 x 129 recombinant inbred (RI) strains. Based on 
the cloning efficiencies and the placental phenotypes observed from 9 RI strains and the polymorphic
 information of the RI strains, we identified four candidate genomic regions for the plasticity 
factor(s). We then cloned several consomic strains and successfully narrowed down the position to 
chromosome 8. According to the B6-129 polymorphism, expression patterns, and functions, we 
identified one epigenetics-related gene. Finally, we successfully generated BAC transgenic mice that
 carried the entire region of the gene from the 129 genome, which we expect to explore the mechanism
 of the genomic plasticity imposed on the 129 mouse genome. 

研究分野：実験動物学

キーワード： ゲノム再プログラム化　ゲノム可塑性　核移植クローン　マウス

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の個体発生の間には、受精や着床な
どゲノム上に大規模なエピジェネティック
変化が生じる現象が知られており、近年その
制御機構が次々に明らかにされてきた。さら
に体細胞クローン産子の誕生および体細胞
由 来 の 人 工 多 能 性 幹 細 胞 （ induced 
pluripotent stem cell, iPS細胞）の樹立によ
り、このエピジェネティックな変化は不可逆
ではなく、蓄積された変化（エピジェネティ
クス記憶）を人為的に巻き戻すことが可能で
あることが証明された。しかしながら、この
逆方向エピジェネティック変化（再プログラ
ム化）は、その不自然さ故にしばしばエラー
あるいは不完全な再プログラム化が生じて
しまう。これまで iPS細胞や核移植クローン
研究の多くは、卵子細胞質側の因子や転写・
誘導因子（山中因子など）、すなわち再プロ
グラム化する側の因子の同定・解明に注がれ
ており、「再プログラム化されるゲノム側の
可塑性因子」はほとんど注目されてこなかっ
た。しかし、研究上のみならず、産業あるい
は医療の現場において、ゲノム再プログラム
化を高効率かつ error-freeに達成することは
究極の目標である。このためには、再プログ
ラム化因子だけでなく、再プログラム化され
る側のゲノムの可塑性に着目する必要があ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、その再プログラム化される側の
ゲノムの条件、すなわちゲノム可塑性に注目
したものである。我々は、多くのマウス体細
胞クローン実験を進めるうちに、一部のマウ
ス系統（系統名：129系）のゲノムは、非常
に正確に再プログラム化され、その体細胞に
由来する胚の品質（網羅的遺伝子発現など）
は受精卵にきわめて近いことを発見した。こ
の 129系マウスは、約 30年前に最初に胚性
幹細胞（ES 細胞）が樹立された系統でもあ
り、また iPS細胞の樹立においても有利な系
統であることが報告されており、ゲノムの可
塑性が推測された。 
 核移植に用いるレシピエント卵子は共通
（F1 交雑系の卵子）であるので、これらの
正確なゲノム再プログラム化のメカニズム
は129系ゲノムそのものの中に隠されている
はずである。すなわち、129ゲノムが自らに
高度な可塑性を付与していることになる（図
１）。 
  しかしながら、その本態が全く不明であ
るため、最初に既存のリコンビナント近交系
あるいは新規コンソミック系統を用いてゲ
ノム上の位置の絞り込みから開始し、領域の
絞り込み後にそこに存在する遺伝子の機能
から可塑性を高める機構を推定する。そして
その遺伝子を BAC トランスジェニックなど
により他のマウス系統ゲノムへ導入して核
移植あるいは iPS細胞樹立により表現型を確
認する。 

 最終目標は、この機能を応用して極めて正
常に近い体細胞クローン動物や人工多能性
幹細胞（iPS 細胞）を作出する技術を実用化
し、将来の産業および医学領域への貢献をす
ることにある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．129 系統ゲノムに存在すると予想される 

ゲノム可塑性因子 
 

３．研究の方法 
  本研究では、形質から遺伝子を探索する
順遺伝学手法(forward genetics)を応用する。
具体的には以下の方法である。 
（１）リコンビナント近交系を用いた解析 
 C57BL/6 (B6)系統と 129 系統間のリコンビ
ナント近交系を用いて核移植等のゲノム再
プログラム化実験を実施し、その再プログラ
ム化パターンをもとに129型の特性を有する
系統を分別する。そしてリコンビナント近交
系間のゲノム上多型パターンから領域を絞
り込み、責任遺伝子が存在する領域を絞り込
む。また、予備的に、これらの系統の核移植
クローン胚の遺伝子発現解析も実施する。さ
らに一部の系統については、血清-LIF 条件下
（初期の ES 細胞樹立条件で、129 系の ES 細
胞が有意に効率的に樹立できる）で ES 細胞
の樹立効率を検定する。 
（２）コンソミック近交系を用いた解析 
 コンソミック近交系とは、限られた染色体
のみが別系統になっているマウス系統であ
る。リコンビナント近交系で絞り込んだ染色
体のうち、どの染色体に責任領域が存在する
のかを絞り込むために、B6背景で 1本（また
は２本）の染色体のみが 129 系となっている
（あるいはその逆のパターン）コンソミック
系統を用いて、（１）と同様に核移植実験を
実施する。 
（３）B6と 129 系の多型情報に基づく責任候
補遺伝子の同定 
 （２）で染色体とその領域が絞られた後、
領域内に存在する B6 と 129 系統の多型情報
を検索し、特に coding 遺伝子のアミノ酸変
異が生じている遺伝子を特定する。 
（４）BAC トランスジェニック作出によるゲ
ノム可塑性獲得の確認 



 （３）で特定された遺伝子の 129 ゲノムに
基づくBACトランスジェニックマウスを作出
し、核移植や ES 細胞樹立により、その表現
型を確認する。 
 
４．研究成果 
（１）リコンビナント近交系を用いた解析  
 研究当初は、申請書において計画したとお
り、リコンビナント近交系 9系統の体細胞を
ドナーとしたクローン胚盤胞期胚（N=5）を
用いてマイクロアレイによる遺伝子発現解
析を行うことで、各系統の型別の分析を試み
た。しかしながら、全てのリコンビナント近
交系発現パターンの位置が、129 と B6 系統の
中間に位置し、明確な統計的分離が困難であ
ったため、本手法における分析結果は以降の
研究には採用しなかった。 
 次に、129 系統の体細胞クローン産仔出生
率が高いことと、胎盤重量が小さいという特
異な表現型を利用して、各リコンビナント近
交系のクローン産仔作出を行い、出生率と胎
盤重量の解析を行った（表 1）。仮親への移植
胚数は何らかのアクシデントによる発生不
良の可能性などを除去するために、各系統
500 個程度を目標とした。その結果、近交系
にも関わらずクローン産仔が得られた6系統
（表１ D, F, P, Q, R, T）と得られなかっ
た 3系統（表１ G, H, N）が確認された。 
 
表１：リコンビナント近交系9系統における体細胞クロ
ーン発生効率一覧 

D, F, P, Q, R, T系統は産仔が得られた一方で、G, 
H, N系統については、500個以上の胚を仮親に移
植したにも関わらず、産仔は全く得られなかった。 

図２：リコンビナント各系統のクローン産仔胎盤重量 
B6 の胎盤重量と有意差が見られる 4 系統（D, F, P, 
R）が確認された。 
 
 さらに、これら 6系統より得られた産仔の  

胎盤重量を確認したところ、出産が確認され
た 6系統のうち、重量の小さいものが 4系統、
大きいものが 2 系統確認された（図２）。す
なわち、129 型として確実に分類され得る４
系統が同定された。 
 そこで、これらの結果の裏付けを行うため、
リコンビナント近交系と129を掛け合わせた
F1 系統についても体細胞クローン産仔の作
製を行った。F1 遺伝子型のクローンはもとも
と過形成胎盤の傾向があるため、胎盤重量は
同一系統内においても分散が大きく統計解
析に適しなかったが、出生率については胎盤
重量の低い D, F, P 系統は G, H, N 系統のそ
れよりも高く、上記の結果を裏付けるデータ
が得られた（図３）。（Q, R, T は未確認） 

図３：129 との F1 系統における胎盤重量（左）と出生
率（右）。胎盤重量は系統内における分散が大きく、
統計解析には適さないが、出生率はD, F, P 系統が
高い傾向があり、129 型としての分類を裏付ける結
果となった。 
 
 以上の結果から、D, F, P, R 系統を 129型、
G, H, N 系統を B6 型とした場合の、リコンビ
ナント近交系のゲノム多型データベースと
一致する領域の絞り込みを行ったところ、全
ゲノム上の４ヶ所の領域（染色体 2,5,8,19）
に限定されることが明らかとなった。染色体
上における各領域は 2-5 Mbp とごく限られた
大きさで、各領域に含まれる遺伝子数は各
40-70個程度であるため、候補遺伝子数は200
個程に絞り込まれた。さらに、胎盤重量の大
きい Q, T 系統を B6 型とした場合、さらに２
ヶ所の領域（染色体 8,19）に絞り込まれた。
従って、129 系統のゲノム高度可塑化因子を
含み得る領域は、全ゲノム中の 4ヶ所で、そ
の内2ヶ所が主要な領域と考えられた（図４）。 

 
 
図 4: 129 系統に
おける４つのゲ
ノム可塑性責任
候補領域。 
 
 
 

 また、３系統のリコンビナント近交系の胚
盤胞をもちいて、血清-LIF による ES 細胞樹
立実験を実施し、核移植の結果を支持する結
果を得た。 
（２）コンソミック近交系を用いた解析 
 そこで、これらの候補染色体が置換された
B6ｘ129 コンソミック系統（樹立途上）を米



国 Case Western Reserve 大学より凍結精巣
の形で入手した。凍結精巣から顕微受精によ
り個体を復元し、交配や体外受精によりコン
ソミック化を行った。染色体 5, 8, 19 につ
いては、F3 から F5 においてコンソミックホ
モ化が完了し、核移植クローン実験を開始し
た。それぞれの系統で、1000 個以上の胚移植
を行った。その結果、8 番染色体のコンソミ
ック系統で、D, F, P リコンビナント系統に
匹敵する出生率 (胚移植あたり 0.67% 
[7/1043]）および最小の胎盤の大きさ（すべ
て 200 mg 以下）を得られ、少なくとも、8
番染色体上の当該領域には、可塑性因子の責
任遺伝子が存在することが示された。 
（３）B6と 129 系の多型情報に基づく責任候
補遺伝子の同定 
 そこで当該領域に存在する遺伝子の多型
をexome解析により検索した。これまでの129
系統の核移植クローンでは、全てのドナー細
胞種で可塑性が観察されていることから、
ubiquitous に発現している遺伝子に絞った。
その結果、当該領域に存在する約 90 個の遺
伝子のうち、15 個でアミノ酸置換を認めたが、
ubiquitous に発現し、なおかつエピジェネ
ティクス関連遺伝子は Rbl2 遺伝子 1 個のみ
であった。本遺伝子は、腫瘍の発生および 
Dnmt の制御に関係しており、129 マウスの表
現型および予想される可塑性因子の機能
（teratomaの遺伝的背景およびDNA低メチル
化傾向[発表論文⑥]）と一致する。本遺伝子
の B6-129 系統間におけるアミノ酸置換は、
５カ所存在した。この置換のうち、４個は遺
伝子の機能ドメイン内に存在しており、その
構造を大きく変えることが予想された。また、
興味深いことに、本遺伝子は、機能ドメイン
内のリン酸化により腫瘍細胞の細胞周期、転
写活性化を調節することが明らかとなって
いる。129 系統では独自のセリン（S）および
スレオニン（T）残基が含まれていることか
ら、cyclin A/Cdk2 と cyclin D/Cdk 4 によ
る新たなリン酸化残基によって、129 系統に
おけるゲノム可塑性を促進させる可能性が
ある。また、3'-UTR の配列を解析したところ、
23 カ所の多型が存在しており、miRNA による
分解に影響を与えている可能性もある。実際
に本遺伝子の胚盤胞における発現を調べる
と、129 系統由来のクローン胚のみならず顕
微授精(ICSI）胚でも、B6 系統由来胚の数倍
の発現が観察された。 
４）BAC トランスジェニック(TG)作出による
ゲノム可塑性獲得の確認 
 以上から、129 系マウスのゲノム可塑性に
関わるきわめて有力な候補遺伝子に行き着
いた。そこで、129 系統のゲノム情報をもと
に、Rbl2 遺伝子の BAC のコンストラクトを作
成し、TG マウスの作成を行った。その結果、
最終的に 31 匹の TG 個体が得られ、うち 14
匹が実際に高発現であることを確認した。こ
れらの TGマウス系統の B6コンジェニック化
がほぼ終了したので、iPS 細胞樹立効率の検

定を開始する。 
 本研究では、近交系を用いた核移植クロー
ン実験（通常は F1 交雑系を用いる）、そして
コンソミック系統の確立という技術的な困
難があったが、核移植クローンの技術の改善
も並行して行うことにより、最終的に合計
13,785 個のクローン胚を胚移植し、安定した
効率で産子を得ることができた。その結果、
129 系統のゲノム可塑性に関わる候補因子と
して、Rbl2 を同定することができた。作出し
た BAC-TG マウスを用いて、そのゲノム可塑
性の基盤メカニズムを解析するとともに、Q
および T リコンビナント系統の情報を元に、
第二の候補（5 番染色体の可能性が高い）も
絞り込みたい。 
 ゲノム可塑性は、ゲノム再プログラム化の
効率を大きく左右する。本研究の成果により、
再プログラム化「される側」の因子が初めて
明らかにされ、人為的再プログラム化を通じ
た個体あるいは細胞作出の新規技術につな
がるものと期待される。 
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