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研究成果の概要（和文）：絶滅あるいは絶滅危惧種を復活させることができれば、失われた遺伝子の機能解析や産物利
用が可能となる。研究代表者らはそのための基礎研究として、核移植技術を根本から見直し改善するのと同時に、クロ
ーン個体の大量生産の方法や、凍結死体、毛皮、糞や尿に含まれる細胞からクローン個体の作出を目指した。その結果
、最新の技術を用いればクローン動物からクローン動物を作りだすことで無限生産の可能性を示し、また、尿に含まれ
ている細胞からクローンを作りだすことに成功した。

研究成果の概要（英文）：One interesting application of nuclear transfer (NT) techniques is the 
resurrection of extinct species and the rescue of endangered species. However, current success rate for 
producing live animals by cloning is very low. Therefore, we tried to improve nuclear transfer procedure 
one by one, and applied this techniques to generate cloned mice from frozen cadaver or fur, or cells 
collected from excrement or urine. By using most recent nuclear transfer techniques, we could succeeded 
to generate cloned mice from somatic cells of cloned mice, and probably this process can repeat 
unlimitedly because we could not find any accumulation of abnormality in those re-cloned mice. On the 
other hand, we also succeeded to generate cloned mice from urine-derived cells. This suggest that cells 
derived from urine, which can be collected noninvasively, may be used in the rescue of endangered 
mammalian species by using nuclear transfer without causing injury to the animal.

研究分野： 発生工学　生殖生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
すでに絶滅してしまった動物を復活させ

ることは昔から夢物語として語られている
が、もし本当に復活させることに成功すれば、
その遺伝子の機能や産物など太古のサンプ
ルが新鮮な状態で大量に利用可能となり、そ
の動物種についての研究を大きく発展させ
るだろう。また野生動物の家畜化にともなっ
て失われてしまった耐病性や耐寒性、繁殖能
など、農産業にとって重要な遺伝子資源を手
に入れることもできるだろう。しかしこれま
で絶滅動物の未知遺伝子の探索およびその
実際の機能の確認ということを本格的に目
指した研究はない。一方、研究代表者はこれ
までの研究で、永久凍土から発掘される凍結
死体や毛皮などから回収した核であっても、
DNA ダメージが少なければ技術的な改良に
よって個体をクローンとして復活させられ
る可能を示してきた。 

 
２．研究の目的 
これまでに行ってきた予備実験によって、

凍結死体や毛皮の核から個体を復活させる
ためには、さらなるブレイクスルーが多数必
要であることが分かってきた。そこで本研究
では様々な方向から可能性を探ることにし
た。 
（１）体細胞核移植の基本技術をブラッシュ
アップし、出産率を改善する。核移植には
様々な薬品を用いるが、それぞれの薬品の毒
性や最適使用方法を再度確認し、もっとも効
率の良い方法をみつけだす。 
（２）凍結死体、毛皮、はく製、および糞や
尿（絶滅危惧種を想定）から回収した細胞核
からクローン胚盤胞を作出する。これらの実
験では、最も重要なのが核の回収方法である
ことが分かっている。核を染色無しで識別す
る方法や、回収した核の保存方法を確立する。 
（３）クローン ES 細胞を樹立する。核移植
によって得られたクローン胚からクローン
個体の作製は依然として難しく、本研究のよ
うにさらに成功率が低いと予想される実験
の場合は、いきなり個体の作製を目指すので
はなく、より成功率の高いクローン胚からク
ローン ES 細胞の樹立を目指す方が確実であ
る。 
 
３．研究の方法 
（１）基本的な核移植技術の改善。凍結死体
をドナー個体として用いる場合、マウスでは
脳細胞、ラットでは血液細胞（未発表）が適
していることから、動物種によって最適な臓
器が異なることが分かってきた。そこで核移
植に最適な細胞種の探索を行う。また、これ
まで物理的なホモジナイズでのみ核の取り
出しに成功しているが、この方法には量的な
限界があり、化学処理方法（酵素やデタージ
ェント）を見つけ出さなければならない。一
方、クローンマウスの成功率が低い原因とし
て、核移植の各工程で使われる薬品が悪影響

を与えている可能性が考えられることから、
各工程で使われている薬品について代替品
や使用方法の検討を行い、初期化が促進され
るか検討した。 
（２）凍結死体、毛皮あるいは糞や尿から細
胞の回収及び核移植技術の確立。凍結死体の
場合、様々な臓器の細胞で成功率を比較する。
核の取り出しやすさも検討する。毛皮は当研
究室で作ったもので、デシケーター内で数年
間保存していたものを用いる。予備実験から、
毛皮の核は固化しており、核の発見方法と扱
い方法を確立する必要がある。糞から採取す
る細胞は、現時点で全く初期化できないため、
回収後に何らかの前処理が必要である。尿か
らはどんな細胞が回収できるか確かめ、核移
植に利用可能か調べる。全身で GFP を発現す
るマウスを用いることで、糞や尿からは細胞
の回収が容易になると思われる。 
（３）クローン ES 細胞の樹立。凍結死体や
毛皮、糞尿から回収した核で作製したクロー
ン胚から ES 細胞の樹立を試みる。最初にド
ナー核のダメージを調べ、次に臓器、細胞種
間での ES 細胞の樹立成績を比較し、それぞ
れの ES 細胞の正常性を検討する。核のダメ
ージについては、さまざまなドナー核で作っ
た初期胚に対して免疫組織染色（ヒストンや
DNA のエピジェネティックな変化、および
γH2AX などにより DNA の修復を観察）やア
クリジンオレンジ染色（クロマチン構造につ
いて）、あるいはコメットアッセイ（DNA 断
片化）などで検出する。ES 細胞の正常性につ
いてはキメラマウスの作成、体外分化能、お
よび DNA マイクロアレイなどを用いて検討
する。 
 
４．研究成果 
（１）再クローン技術を確立し、２５回繰り
返すことに成功。哺乳動物のクローン作出は、
優良家畜の大規模な生産や絶滅危惧種の保
全を可能にする新しい技術として期待され
ている。しかし、1 度に作り出せるクローン
動物の数は限られているうえ、これらクロー
ン動物が死ぬとその遺伝情報は、せっかく絶
滅動物をよみがえらせたとしても、1 世代で
途切れてしまう。そのため、永続的に貴重な
動物を維持し続けるには、クローン動物の体
細胞から再びクローン動物を作り出す連続
核移植（再クローニング）技術が必要となる。
しかし、従来の再クローニングでは、核移植
を繰り返すごとに出産率は低下し、マウスで
6 世代、ウシやネコで 2 世代までが限界だっ
た。この原因は、クローン技術特有の「初期
化異常」が、核移植を行うたびに蓄積するた
めと考えられていた。 
研究代表者らは１９９８年に初めてクロ

ーンマウスを作出して以来、核移植技術の改
良を行っており、今回、最新の技術で 1 匹の
雌のドナーマウスから連続核移植を行った。
その結果、再クローニングで生まれるクロー
ンマウス（再クローンマウス）の数は 25 世



代で 581 匹に達し、現在は 34 世代目、700
匹以上が誕生している。核移植の出産率は 1
世代目の 7％から上昇傾向を示し、最高で

15%を記録した（図１）。 
生まれたクローンマウスについては繁殖

能力、寿命、細胞年齢の指標となる染色体末
端のテロメアの長さなどを調べ異常がない
ことを確認した。また１世代目と２０世代目
のクローンマウスについて遺伝子の発現を
網羅的に調べた結果、核移植を繰り返しても
初期化異常は蓄積しないことが明らかにな
った。本研究成果は、米国の科学雑誌 Cell 
Stem Cell (IF：23)の表紙に選ばれ、国内外
の新聞やテレビで紹介された（Wakayama et 
al., 2013）。 
 
（２）尿からクローンマウスの作出に成功。
絶滅危惧種や野生動物にクローン技術を応
用する場合、ヒトに慣れていないため、捕ま
えて体を押さえつけるだけでも死んでしま
う危険性がある。そこで動物にストレスを与
えずに簡便に体細胞を回収する方法として、
尿の中に存在する細胞から直接クローンマ
ウスを作出することを試みた。これまでにも
毛や唾液など個体を全く傷つけずに DNAを採
取する方法はいくつか報告されていた。しか
しそれらに含まれる細胞は角質化しており、
親子鑑定のための DNA抽出には使えてもクロ
ーン動物の作出には使えなかった。一方、尿
の中に体細胞が含まれていることは古くか
ら知られており、それらの細胞を無菌状態で
回収できれば実験室で増殖させることも可
能だった。しかし絶滅危惧種など野生動物か
ら尿を無菌的に採取することは難しく、また
げっ歯類など小型動物からはわずかな尿し
か回収できないため、実際に尿が本目的に利
用可能かわかっていなかった。 

研究代表者らは非無菌状態で尿を採取し、
尿中にあった細胞を直接核移植に使用した
ところ、オスでもメスでも、あるいは老齢個
体でも、その尿細胞からクローンマウスを作
出することに成功した（図２）。また得られ
たオスとメスのクローンマウスを交配した
ところ、正常な繁殖能力を有することが確認
された。さらに、クローン胚からクローン ES
細胞の樹立にも成功した。樹立成績は高く、

尿細胞が 15個あれば 1株できる計算となる。 
これらの成果から、本方法は絶滅危惧種な

ど貴重な動物において、体をいっさい傷つけ
ずにクローン個体を作出する重要な手段に
なり得ること、野生動物など尿を無菌状態で
採取することが困難な動物や、小型で回収で
きる尿の量が少ない動物であっても、直接核
移植であればクローン個体やクローン ES 細
胞を作るために十分な細胞数が得られるこ
とが明らかとなった。本研究成果は、イギリ
スの科学雑誌 Scientific Reports に掲載され、
国内外の新聞やテレビおよび Nature Japan,の
お勧めコンテンツでも紹介された（Mizutani 
et al., 2016）。 
 
（３）核移植における基本技術の改善。哺乳
類の核移植実験が始まった１９８０年代初
頭から、卵子の核の除去および活性化時の染
色体損失を防ぐため、細胞骨格であるアクチ
ンの重合を阻害する薬品としてサイトカラ
シン Bが用いられてきた。また、可視光では
認識が難しい核は蛍光顕微鏡で観察されて
きた。しかしこれらは細胞に対して明らかな
毒性があるにもかかわらず、不可欠な処理と
して代替法は検討されてこなかった。そこで
研究代表者らは原点に帰り、核移植の常法と
されている各工程の処理方法について検討
しなおすことにした。 
 細胞骨格阻害剤について研究代表者らは、
サイトカラシン Bと同様にアクチンの重合を
阻害するラトランクリン A（ラット A）の効
果を検討した。最初に薬品処理後のアクチン
の状態を調べたところ、サイトカラシン処理
卵子はアクチンの分布が正常に戻るまで１
時間かかるのに対して、ラット Aは処理終了
後直ちに正常な状態に戻っていた。この結果
は、これまで毒性はないと思われていたサイ
トカラシンにも毒性があり、ラット Aはその
毒性を大きく低下させることを示している。
次に実際にクローン胚の発生率を比較した
ところ、ラット A処理は、従来のサイトカラ
シン処理にくらべ２倍近くまでクローン胚
の出産率を改善できることが明らかとなっ
た。また、従来法ではサイトカラシンの毒性
のため、活性化処理（６時間）と初期化促進
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図１.再クローンマウスの出産率 
図２.尿の細胞由来のクローンマウス 



処理（４時間）の間にサイトカラシンを取り
除く作業が必要だった。しかしラット Aには
細胞毒性が低いことから、初期化および活性
化処理の工程において、途中で洗浄すること
なく１０時間連続で培養しても高い産仔率
が得られることが確認できた（表１）。
（Terashita et al., BOR. 2012） 
 
表１．ラット A 処理によるクローン産仔率 

実験区 処理時間 核移植数 クローン 

CB 6ｈ 290 13（6％） 

CB 10ｈ 104 0 

LatA 10ｈ 157 19（16％） 

CB:サイトカラシン B：LatA：ラット A 
 
 ラット A処理による出産率改善理由につい
て調べたところ、ラット A処理したクローン
胚は、サイトカラシン処理に比べ初期発生時
における染色体分配異常が大きく低下する
ことが分かった。サイトカラシンによるアク
チン重合阻害効果が初期発生にまで影響を
与えていたのだと考えられる。一方、これま
で報告されているクローン胚のエピジェネ
ティック修飾異常は、ラット A処理したクロ
ーン胚でも改善されていないことが確認さ
れた（図３）。 

図３．ラット A処理クローン胚のエピジェネ
ティック修飾異常 
 
一般的にクローン胚の低出産率は初期化

不全によるエピジェネティック異常による
ものだと考えられているが、我々の結果はエ
ピジェネティック修飾だけでなく核移植の
技術面でもまだまだ改善の余地があること
を示していた（Terashita et al., PolsOne 2013）。 
 
（４）蛍光毒性回避方法の開発。 
 蛍光観察における UV ランプの照射は細胞
毒性を引き起こし、クローン胚の発生に影響
を与えている可能性がある。そこで UV ラン
プの照射が胚へどのような影響を引き起こ
すのか検討し、UVランプに代わる新たな方法
を開発した。 
 マウス卵子へ様々な波長を照射した結果、
341nm の波長ではわずか 4 秒で発生できなく
なるが、539nmの波長では 15 分間照射しても
発生可能なことが明らかとなった（Terashita 

et al., JRD 2011）。 
 光毒性は UV ランプを使う以上避けられな
いと考え、研究代表者らは UV ランプを使用
せず蛍光観察する方法を考案した。通常の顕
微鏡では、明視野の観察にはハロゲンランプ
が用いられているが、このランプの光エネル
ギーは UVランプよりかなり低い。そのため、
これまでハロゲンランプで蛍光色素を励起
することが不可能だと考えられていた。今回
研究代表者らは、ハロゲンランプに特注のア
ダプターを接続することで、UVランプを使わ
ず蛍光観察することに成功した（図４）。本
方法を用いると、蛍光色素の退色もなく、長
期間の観察も可能となる。 

また、本アダプターを取り付ければ安い顕
微鏡でも蛍光観察
が可能となること
から、中学や高校
でも蛍光観察が可
能になるだろう
(Yamagata et al., 
PlosOne 2012）。 
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