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研究成果の概要（和文）：　個体発生率が低いクローン胚および凍結乾燥精子顕微授精胚をライブセルイメージングに
解析したところ、大部分で染色体分配異常がみられ、クローン胚ではドナー核注入後の時間経過により微小前核を形成
し、これが染色体分配異常の原因であることが示唆された。さらにクローンになりやすい細胞を探したところ、海馬Ｃ
Ａ１領域に抑制的ヒストン修飾が低い細胞が存在することを見出した。この細胞を用いてクローンマウス作製を試みた
ところ、１０％と高い効率でクローン作製が可能なことが明らかとなり、世界で初めて成体マウス脳神経細胞からクロ
ーンマウスを作製することに成功した。

研究成果の概要（英文）：　Live-cell imaging analysis revealed that most of mouse cloned embryos and ICSI 
embryos with freeze-dried spermatozoa occurred abnormal chromosome segregation (ACS). We found that 
cloned embryos formed micro pronuclei proceeding with time after donor cell injection and most of such 
embryos occurred ACS in subsequent development. To find cell types with high cloning efficiency, we also 
sought less amount of a repressive histone mark, dimethylated histone H3 lysine 9 (H3K9m2), and 
identified CA1 pyramidal cells in the hippocampus and Purkinje cells in the cerebellum as candidates. 
Using CA1 cells, cloned offspring were obtained at high rates, reaching 10%. This is for the first time 
demonstrated that adult neurons could be cloned by nuclear transfer. Furthermore, our data may imply that 
reduced H3K9me2 and increased histone acetylation would act synergistically to improve development of 
cloned embryos.

研究分野： 発生工学
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１．研究開始当初の背景 
体細胞クローン技術では、配偶子を介さずに、
分化した細胞である体細胞核の情報を大幅
にリセットする事によって、受精過程を模倣
して個体発生を促す。これまでにクローン動
物の成功率改善やクローン胚の発生不全の
原因探索を目的として多くの研究がされて
きた。研究代表者らはヒストン脱アセチル化
酵素阻害剤処理や Xist 遺伝子発現を正常化
することで成功率を 20 パーセントまで上げ
ることに成功しているが(Matoba et.al. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, inpress)、ま
だ 80％以上が発生停止胚ということになる。
つまり大部分のクローン胚が正常発生に必
須な過程で致命的な異常をきたし、結果的に
発生不全に至っていると考えられるが、実際
にクローン胚内でどのような変化・現象が起
こっているのか、特にどのような胚が個体に
発生出来ているのかは、未だ明らかではない。
この状況を打破するためには、個々のクロー
ン胚を対象とした、初期胚発生過程で起きて
いる事象とその後の発生能を直接リンクさ
せた解析が必須である。ところが、従来の普
通光下での形態観察による胚の評価で得ら
れる情報には限界があり、特に前述したよう
な生きた胚内で起こっている分子動態を可
視化することはできない。また免疫染色法や
PCR などによる遺伝子発現解析では、その後
の発生を追うことはできない。雌雄選別に用
いられるような割球バイオプシーと遺伝子
検査の組み合わせは、手技そのものが胚にダ
メージを与えてしまう。そこで、生きた胚内
の分子動態が視覚化でき、胚発生を阻害する
ことなく個々の胚が解析できる手法が重要
となる。このような中、研究代表者らは、新
規ライブセルイメージングシステムを用い、
70 時間、計 6万枚ちかくの蛍光画像を取得し
たマウス受精胚を仮親に移植し、産仔を得る
事に成功し、個体への発生に影響を与えるこ
となく、初期発生過程の 6次元（X、Y、Z軸、
time、multi color、multi sample）イメー
ジングに成功した(Yamagata et al., J 
Reprod. Dev., 2009)。この技術は、これま
で不可能であった、生きた胚内における分子
動態の視覚化を可能とし、胚発生過程で起こ
る現象がいつ、どこで起きているのかといっ
た時間的、空間的な解析を可能とするばかり
か、解析した後の胚を発生させることで、移
植後の個体発生に至る遡及的・予後予測的解
析を可能にしたという点で極めて優れてい
る。研究代表者らは既に、予備実験としてマ
ウスクローン胚をイメージングした後に仮
親に移植することで個体を得ることに成功
しており、本技術はクローン研究においても
有用なツールとなると考えられる。また胚で
は報告がないが、生きた細胞内で分子の構造
変化を正確に検出できる Fluorescence 
Resonance Energy Transfer (FRET)解析も報
告されている。これらの解析手法を用いて、
生きたクローン胚の初期発生過程を解析す

ることで個体発生可能なクローン胚の条件
の一端を知ることが出来、基礎生物学的にも
重要な知見を得ることができる。 
 
２．研究の目的 
体細胞クローン胚の多くは外観上は正常

な胚盤胞まで発生できるにも関わらず、産仔
まで発生できるものは非常に少ない。初期胚
発生過程の細胞遺伝的・分子的解析と個体発
生能の解析を同じ胚で行うことが出来れば、
クローン胚発生停止のより直接的な原因が
解明出来る。そこで本計画では、蛍光プロー
ブを用いて、FRET 法とライブセルイメージン
グにより個々の生きたクローン初期胚内の
分子動態を解析する。さらに解析後の胚を用
いてマイクロアレイ解析および胚移植を行
うことにより、観察された事象と遺伝子発現
パターン、個体発生能との関連性を直接リン
クさせて解析する。一連の実験からクローン
初期胚の個体発生条件を見出すことを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1)染色体動態を指標としたクローン胚の解
析 
体細胞クローンの作出効率の低さから、多

くの胚で致命的なジェネティック異常がお
きている可能性が高い。そこで体細胞クロー
ン胚の初期発生過程における染色体動態の
解析を詳細に行う。 
体細胞クローン胚の染色体動態の解析 

ヒストンH2Bおよびチューブリンをプローブ
として、体細胞クローン胚のイメージングに
よる解析を行う。体外受精胚での解析結果と
比較、各胚の発生速度等の解析を行うことで、
胚発生と染色体動態との関連性を検討する。
さらにイメージングによって得られた画像
データを基に、体細胞クローン胚を選別し、
選別胚をグループごともしくは個別に仮親
へと移植することで、それぞれの指標で分け
たクローン胚の個体発生能を検討する。 
(2) X 染色体不活化を指標としたクローン胚
の解析 
最近、Xist 遺伝子発現を正常化することで

クローンマウス作出効率が 10 倍近く改善さ
れ、X 染色体の不活性化がクローン動物作出
成功の大きな要因であることが示唆されて
いる。そこで、不活性化 X染色体を検出でき
るプローブを用いてクローン胚のイメージ
ング解析を行い、個体発生との関連性を明ら
かとし、X 染色体不活化がクローン胚選別の
指標となり得るか検討する。 
macroH2A-GFP トランスジェニックマ 

ウス体細胞をドナー核として、クローン胚の
X 染色体の不活化状態を視覚化して解析を行
う。 (1)の実験と同様にイメージング画像を
取得し、これを基に発現時期、シグナル数な
どのパラメーターと胚発生との相関を解析
する。 



(3) FRET法によるヒストンアセチル化状態変
化の解析 
最近、クローン胚のヒストンアセチル化状

態を変化させることでクローン成功率が改
善されるという報告が多くされているが、な
ぜ改善されるのか、どの HDAC が関与してい
るのかは明らかになっていない。そこで微細
な分子修飾状態変化を検出できる FRET 法を
用いてクローン胚のヒストン修飾状態を解
析し、クローン成功率につながるメカ二ズム
を解明する。 
(4) 初期発生過程分子動態とntES細胞の性
質との相関性の解析 
ntES細胞の樹立成績は20%以上と非常に高

率であり、個体になれないクローン胚からも
樹立できることを意味している(Wakayama S. 
et al. Biol. Reprod 2005)。また樹立した
ntES 細胞は同じドナー細胞を用いた場合で
も細胞株間で性質が異なる（Mizutani E. et 
al. Genesis 2008）。そこで初期発生過程で
の異常が ntES 細胞の樹立成績や性質にどう
影響しているのかを調べる。 
先の実験結果を基にクローン胚を選別し

個体になる可能性があるクローン胚、なり得
ないクローン胚に分けてそれぞれ ntES 細胞
樹立を試みる。樹立したntES細胞の性質を、
核型検査、マーカー発現検査、分化誘導実験
およびキメラマウス作成により解析する。 
(5) エピジェネティック修飾状態の異なる
ドナー細胞由来クローン胚のイメージング
解析 
クローン個体作出において、細胞種、マウ

ス系統などで成功率が異なっている。ドナー
細胞種によるエピジェネティック修飾状態
の違いが原因と予想されるが明らかではな
い。そこで、エピジェネティック修飾状態の
異なる種々のドナー細胞由来クローン胚の
発生過程を FRET およびライブセルイメージ
ングにより解析し、その解析結果を先の実験
で見出した個体発生の指標に照らし合わせ
て、クローン胚の発生との関連を明らかにす
る。 
 

４．研究成果 
(1)染色体動態を指標としたクローン胚の解
析 
 ヒストンH2Bおよびチューブリンをプロー
ブとして、クローン胚初期発生過程をライブ
セルイメージング解析した結果，約 30％のク
ローン胚が2細胞期に分裂する過程で染色体
分配異常(abnormal chromosome segregation, 
ACS)を起こしていた。ACS は 2 細胞期から 4
細胞期、4 細胞期から 8 細胞期、8 細胞期か
ら 16 細胞期への分裂でも起きており、驚い
たことに実験に供したクローン胚の 80％以
上が 8細胞期までに ACSを起こしていること
が分かった。観察後のクローン胚をグループ
分けして胚移植した結果、発生速度が極端に

遅くない限り発生速度の違いによるクロー
ン成功率に差はなかった。しかし、8 細胞期
までにACSを起こした胚からは一匹も産仔は
得られず、8 細胞期以降に ACS を起こした胚
やACSが見られなかったものからはクローン
個体を得ることに成功した。さらに 1匹のレ
シピエント雌に１個のクローン胚だけを移
植するという単一クローン胚移植を行い3匹
のクローンマウスを得たが、これらのもとに
なった胚はすべて 8細胞期までは ACSを起こ
していなかった。以上より初期胚発生過程で
起きる染色体分配異常がクローン胚の発生
停止の大きな原因となっていることを明ら
かにした。また、正常に近い発生速度を持ち
8 細胞期までに染色体異常を起こしていない
ことが個体発生可能なクローン胚の最低条
件であることが示された。  
 また、クローンマウスが生まれやすいドナ
ー細胞を用いた場合のクローン胚の染色体動
態を解析するため、BDF1×129マウスおよび対
照としてBDF1マウス卵丘細胞をドナーとして
用い、同様にヒストンH2Bおよびチューブリン
をプローブとしてイメージング解析を行った。
この場合においても第一卵割で染色体異常を
起こした胚はBDF1卵丘細胞をドナーとした場
合と同様に約30％と差はなかった。 
(2) X 染色体不活化を指標としたクローン胚
の解析 
X染色体不活化を指標としたクローン胚の

解析としてmacroH2Aを指標としたクローン胚
のX染色体不活化の解析をmacroH2A-GF 
Pトランスジェニックマウス卵丘細胞をドナ
ー核としてイメージング解析を行った。 クロ
ーン胚においても、macroH2Aのシグナルが解
析可能となるのは通常受精卵と同様に4細胞
期後期からであった。シグナルは検出できた
ものの、同一クローン胚内でも各割球でシグ
ナルの数、強度がばらばらであり胚発生の指
標として使用するのは現状では困難であると
考えられた。 
(3) FRET法によるヒストンアセチル化状態変
化の解析 
細胞中のエピジェネティック状態変化をリア
ルタイムで観察することに、Itoらが2011年に
成功している（Ito et al. Chemistry and 
Biology 2011）。この研究で用いられた融合
タンパク質HISTACを用いて初期胚中のヒスト
ン修飾状態変化観察を試みた。まず、初期胚
観察における汎用性を高めるため、HISTAC配
列からmRNAを合成した。合成mRNAを受精卵、
核移植胚に打ち込んだのち、ヒストン脱アセ
チル化酵素阻害剤であるTSA処理をしてヒス
トン修飾状態変化をFRET現象を指標として観
察した。合成mRNAを打ち込んだ胚ではCFPおよ
びVenus両方の蛍光が観察された。しかしなが
らTSA処理をした胚の一部ではFRET現象と思
われる各蛍光タンパクの蛍光強度の振れが観
察されたものの、安定したものではなかった。
mRNAを用いた方法は胚での観察には適してい
ると考えられるものの、今後さらなる工夫が



必要である。 
(4) 初期発生過程分子動態とntES細胞の性
質との相関性の解析 
クローン胚では染色体異常が多発し、これ

が発生停止の大きな要因となっていること
がわかった(1)。そこでクローン胚の大部分
で起きている染色体分配異常(ACS)が起きる
原因を探るため、注入直後のクローン胚のラ
イブセルイメージング解析を行ったところ、
ドナー核注入から時間が経過すると、微小前
核を形成することがわかった。さらに微小前
核を形成したクローン胚の 80％近くがその
後の分割でACSを起こしていることが明らか
となり、微小前核形成がクローン胚の染色体
異常の一因となっていることが示唆された。
これらについては論文発表の準備を進めて
いる。現在、これらイメージング解析後のク
ローン胚からの ntES 細胞の樹立をすすめて
おり、初期発生過程で起きた異常が ntES 細
胞の性質に与える影響についても明らかに
していく予定である。 
(5) エピジェネティック修飾状態の異なる
ドナー細胞由来クローン胚のイメージング
解析 
エピジェネティック修飾状態の異なる細

胞として、H3K9me2 が低く、またこれまでに
クローン作出の報告がない細胞である成体
マウスの海馬CA1領域の細胞および小脳のプ
ルキンエ細胞を見出した。これらの細胞と、
H3K9me2 が高い細胞として海馬歯状回細胞、
大脳皮質の細胞および卵丘細胞、セルトリ細
胞をドナー核としてクローン胚を作出した。 
作出したクローン胚を胚移植実験、ライブ 
セルイメージング解析さらにマイクロアレ
イ解析による遺伝子発現解析に供した。そ
の結果、CA1 領域細胞からは 10%という高率
でクローンマウスが生まれ、世界で初めて
成体マウス脳神経細胞から直接クローンマ
ウスを産ませることに成功した（下図）。 

 
遺伝子発現解析の結果、H3K9me2 の低い細
胞由来のクローン胚ではこれまで用いられ
ていた卵丘細胞やセルトリ細胞に由来する
クローン胚よりも遺伝子発現が改善されて
おり、ドナー細胞の抑制的ヒストン修飾 
(H3K9me2)はクローン胚盤胞の遺伝子発現
と 相 関 が あ る こ と が が 示 唆 さ れ た
(Mizutani et al. Biol. Reprod 2015)。 
 クローン胚と同様に産仔率が著しく低い
凍結乾燥精子の顕微授精胚の発生停止原因
をライブセルイメージングによって解析し
た。その結果、新鮮精子を用いた顕微授精
胚では第一分割における染色体分配異常が
7％であったのに対して、凍結乾燥精子の顕

微授精胚では 80％程度と非常に多いこと、
また発生速度も凍結乾燥精子では遅れてい
ることも明らかとなった。発生速度は人為
的に卵子に活性化刺激を付与することによ
り改善されたが、染色体分配異常の発生率
は改善が見られなかった。現在、サンプル
数を増やして解析を行うとともに、受精後
のメチル化状態変化についても解析を行っ
ている。 
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