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研究成果の概要（和文）：マウス体細胞核移植（SCNT）胚の産仔への発生は、そのエピジェネティックス調節の異常や
X染色体の不活化（XCI）異常などの多くの異常によって著しく抑制されている。本研究では、そのような問題を解決す
る方法として、1) SCNT胚を1 mM バルプロ酸で4細胞期から24時間処理する方法、2) SCNT直後にd-BSAを注入する方法
、そして3) SCNT直後からのトリコスタチンA（TSA）とビタミンCの併用処理する方法を開発し、特にTSAとVCの併用処
理は、非常に簡便かつ高効率にクローン産仔が得られる前例のない方法である。

研究成果の概要（英文）：Production rate of cloned mice still is very low, which is thought to be attribute
d to abnormal epigenetic modifications and X-chromosomal inactivation (XCI) status in somatic cell nuclear
 transfer (SCNT) embryos. Here, we developed novel mouse SCNT technologies as follows; 1) treatment with v
alproi acid for 24 h from the 4-cell stage of SCNT embryos, which improved expression of Oct4 and trimethy
lated histone H3 lysine 27, a marker of the XCI status in SCNT blastocysts, 2) intracytoplasmic injection 
of deionized BSA after SCNT, which promoted expression of acetylated histone H3 lysine 9 and acetylated hi
stone H4 lysine 12 at the pronuclear stage and production of cloned offspring, and 3) treatments with tric
ostatine A for 8 h from the beginning of activation of SCNT oocytes followed by vitamin C for 7 h, which p
romoted the oxidation of 5-methylcytocine to 5-hydroxymethylcytosine in pronuclear DNA of SCNT embryos and
 led to greatly increased production of cloned offspring. 
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１．研究開始当初の背景 
 
体細胞核移植(SCNT)によるクローン動物

の作出は、優良家畜の生産及び育種改良の促
進、希少動物の保全、再生医療など様々な分
野への応用が期待される有用な技術である。
しかし、長年に渡る研究にも関わらずその産
仔への発生率(クローン効率)の低さが克服
されずにいる。近年、ブタの体細胞クローン
効率が、体細胞の多能性獲得を促進するビタ
ミン C(VC)によって促進されることが報告さ
れ、また、マウスの体細胞クローンに関する
研究では、Class IIb に属するヒストンの脱
アセチル化酵素阻害剤(HDACi)であるトリコ
スタチン A（TSA）などにより SCNT 胚で生じ
るエピジェネティックス異常が改善される
ことでクローン効率が上昇することが示さ
れたが、いずれにおいてもその効率は 10%以
下と依然低い値であった。ところが、X染色
体不活化（XCI）異常が、SCNT 胚の大きな欠
陥の一つであることが明らかとなり、その不
活化に関わるノンコーディング RNA である
Xist遺伝子のノックアウト、もしくは RNAi
によるノックダウンによる不活化異常の抑
制によって、クローン効率が最高で 20%（平
均 14%）へと劇的に改善されることが報告さ
れた。しかし、RNAi によるノックダウンは、
雄にしか用いることができないなどの問題
があることから、より簡便な雌雄を問わずに
利用できる体細胞クローンの作出法の開発
が今後必要と考えられている。 
 
２．研究の目的 
  
 本研究では、SCNT 胚の発生を制御するエ
ピジェネティックス調節異常や XCI 異常の
改善および SCNT 胚の作出過程で生じる胚の
損傷の軽減という 2 つの観点から、クローン
マウス作出効率の向上に繋がる新たな方法
の開発を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）B6D2F1 (C57BL/6J X DBA/2)系雌マウ
ス（7-10 週齢）を日本エスエルシーから購入
し、卵母細胞およびドナー体細胞(卵丘細胞)
の調製に使用した。すべての実験は、京都大
学動物実験委員会の定める「京都大学におけ
る動物実験の実施に関する規程」に基づいて
適正な動物実験を行った。 
 
（２）SCNT 胚の作製：過剰排卵処置マウスの
卵管から採取した MII 期卵母細胞を 5 µg/ml 
サイトカラシン B (CB, Sigma-Aldrich)添加
CZB-Hepes 培地で処理した後、ピエゾドライ
ブを装着したマイクロマニュピュレーター 

(Prime Tech, Tokyo)を用いて MII 期紡錘体を
除去し、除核卵を調整した。次いで、同様の
マイクロマニュピレーターを用いて卵丘細
胞核（ドナー体細胞核）を除核卵内に顕微注
入するか、あるいは HVJ-E (GenomeONE-CF, 
Ishihara Sangyo, Osaka) による融合法によっ
て再構築卵(SCNT 卵)を作製した。SCNT 卵を
5 mM 塩化ストロンチウム  (Wako Pure 
Chemical Industries, Osaka) 、 2 mM EGTA 
(Sigma-Aldrich)そして 5 µg/ml CB を添加した
mKSOM 培地(活性化培地)中で 6 時間培養す
ることで単為発生的に活性化し、SCNT 胚を
作製した。 
 
（３）免疫蛍光染色法：前核期あるいは胚盤
胞期の胚を 3.7% パラホルムアルデヒド 
(Sigma-Aldrich)で固定した後、0.5% Triton 
X-100 (Sigma-Aldrich)を含む PBS で細胞膜透
過処理し、 0.02% Tween-20 (Sigma-Aldrich)、
1.5% BSA 、 0.2% ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 
(Sigma-Aldrich) を含むPBS (ブロッキング液)
でブロッキング処理した。次いで、1 次抗体
を含むブロッキング液で胚を 4℃で一晩処理
した。1 次抗体として、抗 OCT3/4 抗体 (1:100; 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg)、抗
CDX2 抗体 (1:100; BioGenex, San Ramon, 
CA) 、 抗トリメチル化ヒストン H3 リジン 27
（H3K27me3）抗体 (1:100; Millipore, Ann 
Arbor, MI)、抗アセチル化ヒストン H3 リジ
ン 9(AcH3K9) 抗 体 (1:100; Upstate 
Biotechnology, Lake. Placid, NY)、抗アセ
チル化ヒストン H4 リジン 12(AcH4K12)抗体
(1:100; Upstate Biotechnology)、抗 5メチ
ル化シトシン（5mC）抗体(Active Motif 
#39649; 1:2000)そして抗 5 ヒドロキシメチ
ル化シトシン（5hmC）抗体(Active Motif 
#39769; 1:2000)を用いた。ブロッキング液
で洗浄後、2 次抗体として Alexa Fluor 488 標
識抗ウサギ IgG (1:500, Molecular Probes, 
Eugene, OR) もしくは Alexa Fluor 594 標識抗
マウス IgG (1:500, Molecular Probes)を含むブ
ロッキング液で処理した。細胞数を計測する
場合には、胚を 10 mg/ml Hoechst 33258 
(Sigma-Aldrich)で処理した。最後に、50% グ
リセロールを含む PBS で胚をマウントした
後、蛍光顕微鏡(FSX100, Olympus, Tokyo)ある
いは共焦点レーザー顕微鏡(Carl Zeiss, Inc., 
Germany)によって観察し、蛍光画像を、同じ
コントラスト、輝度、露光条件下で撮影した。
AcH3K9、AcH4K12、5mC そして 5hmC の蛍
光シグナル強度は既報に従って、 ImageJ 
(Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes 
of Health, Bethesda, Maryland, USA, 
http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2009) を用いて
半定量的に測定した。 
 



（４）胚移植：2 細胞期まで発生した SCNT
胚を、あらかじめ ICR 系精管結紮雄マウスと
の交配で作製した偽妊娠同系雌マウス(交配
後 0.5 日)の卵管に移植した。そして、交配後
19.5 日に帝王切開により子宮を切開し、産仔
および着床痕の有無を観察した。移植胚あた
りの着床痕および産仔の割合を求めること
で、着床率および産仔率を求めた。また、得
られた産仔および胎盤の重さを計測した。 
 
４．研究成果 
 
（１） バルプロ酸（VPA）処理の効果 
 SCNT 胚の胚盤胞期への発生および胚盤胞
期での OCT4 の発現に及ぼす異なる発生時期
からの VPA 処理の影響を検討した。SCNT 胚
を活性化直後(VPA-1C)、活性化開始 24 時間
後(VPA-2C)あるいは 48 時間後(VPA-4C)のそ
れぞれの時期から 24 時間 1 mM VPA で処理
した。胚盤胞期への発生率はいずれの処理区
においても 33%〜37%であり、無処理対照区
（NTC 区、36%）と変わらなかった。胚盤胞
の ICMマーカーであるOCT4の発現を免疫蛍
光染色によって観察し、OCT4 の蛍光シグナ
ル強度の強弱および OCT4 陽性細胞数によっ
て分類した。OCT4 の蛍光シグナル強度が強
く、OCT4 陽性細胞数が 10 以上の胚盤胞の割
合は、NTC 区ではそれぞれ 34.3%，34.7%と
低値であったが、いずれの VPA 処理区でも
OCT4 の蛍光シグナル強度の強い胚盤胞の割
合と OCT4 陽性細胞数が 10 以上の胚盤胞の
割合は NTC 区と比べて高く、VPA-4C 区(そ
れぞれ 82.25 と 76.7%)で最も高い値を示した。
以上の結果から、1 mM の VPA で 4 細胞期か
ら 24 時間 SCNT 胚を処理することによって、
胚盤胞への発生には影響はないが、胚盤胞に
おける OCT4 の発現が促進されることが明ら
かとなった。次に、SCNT 胚盤胞における XCI
の状態が VPA 処理によって改善されるのか
について検討した。XCI の状態が H3K27me3
の核内での局在から評価されることから、本
実験では、VPA-4C 区と NTC 区での SCNT 胚
盤胞におけるH3K27me3の核内での局在を免
疫蛍光染色によって調べた。NTC 区の胚盤胞
では、1 個の胚盤胞あたり平均 12.4%の割球
において 1 つのシグナル focus が観察され、
残りの割球では、シグナルは観察されないか、
もしくは 2 個以上のシグナル focus が観察さ
れた。一方、VPC-4C 区の胚盤胞では、1 つの
シグナル focus が観察される割球の割合が
36.6%と NTC 区と比較して有意に増加した。
卵丘細胞をドナー核とした SCNT 胚盤胞の性
は雌であることから、H3K27me3 のシグナル
focus が 1 個観察される割球が正常な XCI の
状態にあると判定される。従って、4 細胞期
から 24 時間 1 mM VPA で SCNT 胚を処理す

ることによって、SCNT 胚盤胞での XCI 状態
が部分的に改善されることが示唆された。 
 
（２）脱イオン化 BSA 注入の効果 
 ドナー細胞核注入用の培養液として、ポリ
ビニールピロリドン（PVP）含有 CZB-Hepes
培地が一般的に用いられている。しかし、PVP
が細胞内で分解される機構は知られていな
いことから、SCNT 胚に対する細胞毒性が懸
念される。そこで、生体内物質であり PVP と
同様の効果を持つことが期待される BSA、特
にイオン交換樹脂で脱イオン化処理した
BSA（d-BSA）を PVP の代替としてドナー細
胞核注入用の培養液に用いたところ、PVP の
場合(23.5%)と比較し、SCNT 胚の胚盤胞形成
率が有意に増加した(43.1%)。このことから、
PVP の代替として d-BSA を用いることがで
きるばかりでなく、それは SCNT 胚の胚盤胞
への発生を促進することが示された。そこで、
HVJ-Eを用いた細胞融合法によって卵丘細胞
を導入した SCNT 卵を作製し、その細胞質に
一定量(10 pl)の 0%(注入対照区)あるいは 6% 
d-BSA 溶液を顕微注入し、活性化処理後、
SCNT 胚を mKSOM 培地中で 96 時間培養し
た。6%の d-BSA を顕微注入したところ、胚
盤胞形成率は注入対照区（0% d-BSA、32.4%）
に比べて有意に増加した(65.1%)。d-BSA の顕
微注入がクローン産仔の作出効率に及ぼす
影響を明らかにするために、2 細胞期へ発生
した SCNT 胚を、偽妊娠雌マウスの卵管に移
植し、移植後 18 日目の着床痕数および産仔
数を調べた。注入対照区では、130 個の 2 細
胞期胚を移植したところ、1 個の着床痕が認
められたが産仔は得られず、着床率および産
仔率はそれぞれ 0.7%および 0%であった。既
報と同様に、この割合は注入対照区胚を TSA
処理することによって大幅に改善され、138
個の 2 細胞期胚を移植したところ、36 個の着
床痕と 4 匹の生存産仔が得られ、その着床率
および産仔率はそれぞれ26.1%および2.9%で
あった。一方、110 個の d-BSA 注入 SCNT 2
細胞期胚を移植したところ、28 個の着床痕と
3 匹の生存産仔が得られ、その着床率および
産仔率はそれぞれ 25.4%および 2.7%と、TSA
処理区と同程度であった。以上の結果から、
d-BSA の SCNT 卵への顕微注入によって、
TSA 処理と同程度にまで着床率およびクロ
ーン産仔の作出効率が改善されることが示
された。マウス SCNT 胚の前核期(活性化開始
後 10 h)でのAcH3K9および AcH4K12レベル
が TSA 処理によって顕微授精卵と同程度に
まで上昇することが明らかになっている。そ
こで、SCNT 卵の細胞質に 6% d-BSA を顕微
注入することによって、前核期(活性化開始後
10 h)SCNT 胚における AcH3K9 および
AcH4K12 の発現レベルについて免疫蛍光染



色によって検討した。d-BSA 注入によって、
注入対照区と比較して AcH3K9 および
AcH4K12 の蛍光シグナル強度が有意に増加
した。以上の結果から、d-BSA の注入による
SCNT 胚の発生促進効果は、前核期における
ヒストンH3K9およびH4K12のアセチル化の
促進を介したエピジェネティックス調節に
よって発揮されることが示唆された。 
 
（３）ビタミン C（VC）処理の効果 
 最近、VC が TET 酵素による DNA のメチル化
シトシン（5mc）のヒドロキシル化によって
体細胞のリプログラミングを促進すること、
そしてブタ体細胞クローン効率の改善にも
有効であることが報告された。そこで、マウ
ス SCNT 胚の発生に及ぼす VCの効果について
検討した。マウス SCNT 卵を VC（10、25、
50µg/ml）で活性化開始後 24 時間処理した結
果、その胚盤胞形成率はいずれの濃度におい
ても約 70%と、無処理対照区（37%）と比較し
有意に増加した。SCNT 胚盤胞の細胞数を比較
したところ、総細胞数及び ICM 細胞数はいず
れの濃度の VC 処理でも対照区より有意に増
加し、10 µg/ml では TE 細胞数についても有
意に増加した。VC の処理時期について検討し
た結果、活性化開始 0-24 時あるいは 8-15 時
の処理では対照区（36%）と比較し、胚盤胞
形成率が有意に上昇した(69%, 71%)が、0-8
時の処理では 52%と有意差はなかった。活性
化開始 10 時間後の前核期 SCNT 胚における
DNA メチル化状態については、活性化開始
8-15 時の VC 処理または 0-8 時の TSA 処理を
行った場合に、対照区と比べて 5mc が高度に
ヒドロキシメチル化しており、また、VC（8-15
時）と TSA（0-8 時）を併用処理することで
ヒドロキシメチル化がさらに促進された。こ
のことから、VC と TSA は、それぞれ異なるメ
カニズムによって初期胚のDNAのヒドロキシ
メチル化を促進することが初めて示唆され、
DNA の脱メチル化による遺伝子発現の調節を
介して、VC 及び TSA は胚発生を促進している
可能性が示唆された。最後に、SCNT 胚の VC
と TSAの単独または併用処理による産仔率へ
の影響を検討した。産仔は、対照区胚からは
得られなかったのに対し、VC 処理(0-24 時)
胚から 1.8%、TSA 処理胚から 2.5%の割合で得
られた。さらに、VC と TSA を併用することで
18%と、極めて高い割合で産仔が得られるこ
とが明らかとなった。 
 SCNT胚において生じるXCI異常を抑制する
Xist のノックアウト、または RNAi によるノ
ックダウン法によって高いクローン効率が
得られるが、ノックダウン法は雄の SCNT に
のみ適用できることから、実用的に大きな問
題がある。従って、本実験で示された VC と
TSA の併用処理は、これまでの SCNT 法の中で

も最も高いクローン効率が得られる実用的
な手法といえる。 
 以上のことから、本研究成果は SCNT によ
る全能性獲得機構の解明などの基礎研究の
みならず、動物生産などの実用上の両面で極
めて意義深いものである。 
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