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研究成果の概要（和文）：現在のところ、異種間体細胞核移植による個体作製はほとんど成功しない。そこで本
研究では、卵核胞期卵母細胞に異種の体細胞を移植して成熟させることで異種間核移植成熟卵子を獲得し、それ
を用いて異種間核移植の成功率を向上させることが可能かどうかを検討した。モルモット線維芽細胞をマウスお
よびブタ卵核胞期卵母細胞に移植して体外成熟させ、第一極体を放出させることには成功したが、通常の成熟卵
子でみられるような紡錘体はみられなかった。また、これらを活性化させて単為発生させた場合においても、こ
れらの染色体を通常の成熟卵子に核移植した場合においても、2細胞期以降へ発生することはほとんどなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Successful production on animals by interspecies nuclear transfer (iNT) is 
extremely rare. In this study, we attempted to improve iNT by using germinal vesicle (GV) stage 
oocytes. Guinea pig fibroblasts were transferred into mouse and porcine GV oocytes, and those iNT 
oocytes extruded the first polar body after in vitro maturation. However, those iNT oocytes didn't 
have the normal-shaped spindle, indicating that they were not "true" matured oocytes. The iiNT 
oocytes failed to develop beyond 2-cell stage after parthenogenetic activation, and the chromosomes 
of iNT oocytes didn't show the developmental potential beyond 2-cell stage after transfer into 
normal matured oocytes. In conclusion, our novel iNT method using GV oocytes didn't improve the 
development of iNT embryos.

研究分野：発生工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題の研究期間内において、われわれの試みた新規異種間核移植法が異種間核移植胚の発生能を向上させると
いった結果を得ることはできなかったが、異種間核移植卵母細胞の転写活性がドナー細胞の細胞周期に依存する
こと、および異種間核移植成熟卵子において正常な紡錘体が形成されなかったことは本研究課題において新たに
得られた知見である。今後進むべき方向は異種間核移植卵母細胞に紡錘体を形成させることであると示したこと
には学術的意義があったと考える。発生工学によって絶滅危惧種の増殖や絶滅種の再生が可能になれば社会的な
インパクトは非常に大きく、本研究成果はそこへ至るまでのステップのひとつとして意味をなすものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 体細胞クローン動物は、体細胞核を成熟卵子に移植する体細胞核移植により作製される。こ
の技術は絶滅危惧種の増殖や絶滅種の再生への最もダイレクトな方法であるが、絶滅危惧種や
絶滅種の成熟卵子を獲得することは困難あるいは不可能であるという問題がある。これまでに
偶蹄目で数例、家畜卵子を用いた異種間各移植が報告されているが、これらは近縁種同士の核
移植である。近縁種の卵子が入手不可能な場合、2 通りの解決策が考えられる。ひとつは、人
工多能性幹細胞（iPS 細胞）を樹立して配偶子・受精卵を作製する方法であり、もうひとつは、
可能な限り近い種の卵子を用いて、体細胞と卵子の双方を互いに適するように操作・改変して
核移植を行う方法である。後者の最大の利点は、ゲノムが正常であれば死んだ体細胞の利用が
可能であることである。すなわち、適切に保存された組織がない絶滅種を再生させる唯一の方
法が異種間核移植である。そこで本研究では、卵核胞期（GV期）卵母細胞を用いることにより、
異種間核移植に適した体細胞核およびレシピエント卵子を作製する方法の開発を試みる。 
 
２．研究の目的 
 異種間核移植では、異種の体細胞を受け入れることができるレシピエント卵子、および異種
のレシピエント卵子内で生存可能な体細胞核の双方が不可欠である。そこで本研究では、卵核
胞期卵母細胞を用いることにより、異種間核移植の効率を向上させる方法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 マウスおよびブタの GV期卵母細胞にモルモット線維芽細胞を融合させて核移植卵を作製し、
体外成熟させて転写活性および紡錘体形成を調べた。さらに、成熟した核移植卵の染色体の発
生能を単為発生または MII 期卵子への核移植により調べた。 
 本研究においては、極体放出により倍数性が変化するため、体外成熟時・活性化時のサイト
カラシン D処理によって極体放出を抑制するかどうか、接触阻害によって増殖が低下した細胞
（G1/G0 期、倍数性 2n）またはノコダゾール処理によって M 期に同期化した細胞（M 期、倍数
性 4n）のどちらをドナー細胞として用いるかを組み合わせて、正常な倍数性の維持を試みてい
る。 
 
 (1) GV 期卵母細胞を用いた核移植および体外成熟 
 マウスおよびブタ GV期卵母細胞を除核し、モルモット線維芽細胞と融合させることで核移植
卵を作製した。マウス GV期卵母細胞を用いた核移植卵は mTaM 培地（47.5% αMEM, 47.5% TYH, 
5% FBS）、ブタ GV期卵母細胞を用いた核移植卵は POM 培地（機能性ペプチド研究所）で体外成
熟させた。体外成熟後、第一極体の放出したものを成熟卵と判定した。 
 
(2) 転写活性の検出 
 成熟培養中の 5-ethynyl uridine（EU）の取り込みを Click-iT RNA Imaging Kit（Thermo Fisher 
Scientific）で可視化することにより転写活性を検出した。減数分裂に入ると核膜が消失し、
核内への EUの取り込みが観察できなくなるため、核膜崩壊を阻害するため成熟培地に cAMP を
添加して成熟培養した。 
 
(3) 紡錘体の観察 
核移植卵の紡錘体形成は、抗チューブリン抗体を用いた免疫蛍光染色によって観察した。 
 
(4) 異種間核移植卵の染色体の発生能の評価 
 成熟した異種間核移植卵の発生能を、単為発生および MII 期卵子への核移植によって調べた。 
 マウス GV 期卵母細胞を用いた核移植卵の単為発生については、成熟培養後の核移植卵を塩化
ストロンチウムで単為発生させ、mKSOM で 3.5 日間体外培養した。 
 ブタ GV期卵母細胞を用いた核移植欄の単位発生については、成熟培養後の核移植卵に電気刺
激を加え、シクロヘキシミド存在下で 6時間培養後、PZM-5（機能性ペプチド研究所）で 5日間
培養した。 
 MII 期卵子への核移植については、マウス GV期卵母細胞を用いた核移植卵を成熟培養後、そ
の染色体を除核 MII 期卵子に核移植し、塩化ストロンチウムで活性化した後、mKSOM で 3.5 日
間培養した。 
 
４．研究成果 
(1) GV 期卵母細胞を用いた核移植卵の体外成熟 
モルモット細胞核を移植されたマウス GV期卵母細胞の 62.9%、モルモット細胞核を移植された
ブタ GV期卵母細胞の 73.1%において、成熟培養後に第一極体の放出が観察された。このことか
ら、異種の体細胞核を移植された GV期卵母細胞を体外成熟させることが十分に可能であること
が明らかとなった。 
 
(2) GV 期卵母細胞を用いた核移植卵の転写活性 
これまでに、GV期卵母細胞では転写活性が失われるという報告があったが、本研究においても



ほとんどの GV期卵母細胞において転写活性はみとめられなかった（図 1A。まれに図 1Bのよう
な転写活性をもつ卵がみられた）。GV 期卵母細胞に移植された体細胞核の転写活性を調べたと
ころ、それが細胞周期に依存することが明らかになった。G1/G0 期の細胞を用いた核移植卵で
は転写活性が認められた（図 1C-E）が、M期の細胞を用いた核移植卵では転写活性が認められ
なかった（図 1G-I）。間期の核は核膜によって細胞質と隔離されているために GV 期卵細胞質の
影響を大きく受けずにそのまま転写を続け、核膜の存在しない M期の染色体は GV 期卵母細胞の
環境に直接曝されるため、その後に形成される核における転写が抑制されると推察することが
できる。このことは、核膜が存在しない条件下で、GV期卵細胞質が体細胞核をリプログラムす
ることを示唆している。また、ブタ GV 期卵母細胞を用いた核移植卵においても同様に G1/G0
期の細胞核は転写活性を有していた（図 2）。 
 興味深いことに、G1/G0 期の細胞を用いた核移植卵では、時間経過とともに核の膨化がみら
れたが、M期細胞を用いた核移植卵では、核は形成されるがその後の膨化がみられなかった（図
1G-I）。従来の MII 期卵子を用いる核移植では、移植された細胞核の核膜が崩壊して染色体が凝
集し、その後に核の膨化がみられるのが一般的である。また、本研究で用いた GV期卵母細胞は
M 期ではないため、そこへ移植された細胞核には核膜崩壊および染色体凝縮は起こらないはず
である。核膜崩壊および染色体凝縮を経ない G1/G0 期細胞由来の核が膨化し、もともと核膜を
もたずに染色体凝縮を起こしている M期細胞由来の核が膨化を起こさないという結果は、従来
の知見に基づく予想とは逆であり、GV期卵母細胞のもつ未知の能力の存在を示唆している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1：マウス GV 期卵母細胞を用いた核移植卵の転写活性 
A: GV 期卵卵母細胞。B: GV 期卵母細胞（転写活性あり）。C-F: G1/G0 期細胞核（2n）を用いた
核移植卵（C-E：転写活性あり、F：転写活性なし）。G-I: M 期細胞核（4n）を用いた核移植卵。
核移植卵の下の数字はそれぞれ核移植後に EUを添加した時間帯（体外成熟培養開始を 0h とす
る。それぞれの実験区において 3時間添加し、直後に固定・染色を行なった）。C→D→E（C→D
→F）では時間経過とともに核の膨化がみられる。青：DAPI、赤：EU。 
 

図 2：ブタ GV 期卵母細胞
を用いた核移植卵の転写
活性 
A: DAPI。B: EU。C: Merged。
DAPIとEUのシグナルが重
なっていることから、核に
おいて転写が行われてい
ることがわかる。 
 
 

 
(3) GV 期卵母細胞を用いた核移植卵の紡錘体形成 
マウス GV卵母細胞を用いた核移植卵では、染色体が卵細胞質の広い範囲に散在していることが
多く、半数以上の卵で染色体周囲にチューブリンの集積がみられるものの、紡錘体を形成して
いるものはみとめられなかった（図 3B-C）。この傾向は、サイトカラシン D 存在下で体外成熟
を行なった場合も同様であった（図 3D）。 



一方、ブタ GV卵母細胞を用いた核移植卵では、染色体が散在せず、塊として存在した（図 4A）。
この傾向は、サイトカラシン D存在下で体外成熟を行なった場合も同様であった（図 4B）。 

図 3：マウス GV 期卵母細胞を用いた核移植卵の紡錘体形成 
A: MII 期卵子。B: 成熟した核移植卵。C: 成熟した核移植卵。D: サイトカラシン D 存在下で
成熟した核移植卵。Aでは第二減数分裂中期の紡錘体（矢印）がみられる。Bでは染色体が散在
し、染色体周囲へのチューブリン の集積がみられない。C および D では、チューブリン が染
色体周辺に集積している（*）が、紡錘体形成はみられない。 

 
図 4：ブタ GV 期卵母細胞を用いた核移植
卵の染色体分布 
A: 成熟した核移植卵。B: サイトカラシ
ン D 存在下で成熟した核移植卵。A では
極体が放出されるため、卵細胞質内と極
体内にそれぞれひとつずつ DAPI のシグ
ナルがみられる。B では極体が放出され
ないので、細胞質内にひとつ DAPI のシ
グナルがみられる。 
 

(4) GV 期卵母細胞を用いた核移植卵の発生能 
 マウスおよびブタ GV 期卵母細胞を用いた核移植卵の体外成熟後の発生能を単為発生および
核移植によって調べた。単為発生については、マウスにおいてもブタにおいても卵割したもの
はごく少数であった（図 5：マウスブタ単為発生、ブタ単為発生）。このことから、GV期卵母細
胞を用いた核移植卵自体は発生能を持たないことが明らかとなった。 
 GV 期卵母細胞を用いた核移植卵自体の発生能がなくても、その染色体を正常な MII 期卵子に
核移植することで発生が可能となる可能性が考えられるため、核移植卵の染色体を除核 MII 期
卵子に移植して、その発生を調べた。上記(3)において紡錘体形成に異常が認められたことから、
極体放出によって倍数性異常が生じる可能性が高いと考えられるため、G1/G0 期（2n）のモル
モット線維芽細胞を用いて、体外成熟時および活性化時にサイトカラシン D処理により極体放
出を抑制することで正常な倍数性を維持した。核移植の結果、93.5%の核移植卵において卵割が
みられたが、2細胞期以降へ発生したものはごく少数で、5細胞期以降への発生はみられなかっ
た（図 5：マウス核移植）。以上より、GV期卵母細胞を用いる方法では異種間核移植の発生率を
向上させることはできなかった。 

 
 
 
図 5：GV 期卵母細胞を用いた核移植
卵の体外成熟後の発生能 
マウス単為発生：モルモット細胞を
マウス GV 期卵母細胞へ核移植し、
体外成熟後に単為発生。ブタ単為発
生：モルモット細胞をブタ GV 卵母
細胞へ核移植し、体外成熟後に単為
発生。マウス核移植：モルモット細
胞をマウス GV 期卵母細胞へ核移植
し、体外成熟後にその染色体をマウ
ス除核 MII 期卵子へ核移植。 

 
(5) まとめ 
 本研究では正常な紡錘体形成や高い発生率を達成することができなかった。成果が異種間核
移植技術の向上に直接繋がるとはいいがたく、学会や論文の発表には至らなかった。しかし、
紡錘体形成が大きなハードルであることが明らかになり、細胞周期に依存した転写活性や核の
膨化についての知見が得られたことは重要な進歩である。転写や核の再構築についてのさらな
る研究および正常な紡錘体を形成させる方法の探求が今後必要である。 
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