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研究成果の概要（和文）：野生動物は、医学および基礎生物学の分野の研究に使用される可能性がある。しか
し、生息域の縮小により遺伝資源の枯渇化が危惧されている。本申請では、老化マウスやアカネズミ由来線維芽
細胞を除核卵母細胞と融合させ遺伝資源の保全に対応したユニバーサル卵子の作出と評価研究を構築した。再構
築された卵子は、低メチル化状態をさらにサポートするために卵細胞質でのドナー細胞の長時間露光とドナー細
胞のVCによる前処理を調査し、卵細胞質での3時間の曝露が、いくつかの発生能力を高める可能性があることを
発見しました。これらの結果は、体細胞核移植技術を介した、エピジェネティックな遺伝資源保全研究へ応用で
きることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Wild animals may be used for research in the fields of medicine and basic 
biology. However, there is concern that genetic resources will be depleted due to the shrinking 
habitat. In this study, we constructed a universal ovum production and evaluation study 
corresponding to the conservation of genetic resources, it  used the aged mouse and Apodemus 
speciosus-derived fibroblasts to fusion enucleated oocytes.  Reconstructed oocytes were investigated
 for long exposure of donor cells in the egg cytoplasm and pretreatment with VC of the donor cells 
to further support the hypomethylated state, and 3 hours of exposure in the egg cytoplasm was the 
embryo. We have discovered that it may increase the developmental potential of some of the. It was 
suggested that these results can be applied to epigenetic genetic resource conservation research 
through somatic cell nuclear transfer technology.

研究分野：動物資源保全学

キーワード： 遺伝資源保全　体細胞核移植　マウス　実験動物　動物園動物　野生動物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、小分子の培地への添加によりマウス核移植胚の発生率を劇的に向上させる方法を開発した。この新
規核移植法を用いて、従来法では初期化が困難であった野生マウス細胞の初期化を誘導する種々の条件検討を行
なった結果、トリコスタチンA（TSA）およびビタミンC（VC）と脱イオンウシ血清アルブミン（d-BSA）で処理し
た胚の免疫細胞化学的染色により、H3K9トリメチル化の減少を示し細胞分裂の再開を誘起することが可能であっ
た。これらの手法は、現存する動物組織からの遺伝的評価が可能であることを示すと共に新たな遺伝資源保存法
を提示すると共に、最終的に、絶滅動物のゲノムを保存・増幅する手法開発が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
現在、世界中で絶滅の危機に瀕している動植物は既に 2万種を超えている。これらの種を 
保護するために本邦においても、生息地における生息数の確保を目的とした「域内保全事業」及
び飼育下繁殖技術を活かして、動物園や水族館等の「域外保全事業」が行なわれている(大沼、
2014)。また、動物を飼育下で継続的に維持するには、遺伝的多様性を確保することが重要であ
る。しかし、飼育施設や環境が限られるために大規模に実施するには難しい。そのため、域外保
全事業の一環として、生殖細胞や培養細胞等の遺伝資源保存が展開されている(村田、2014)。こ
れら遺伝資源の保存は、現存する動物種が生きた状態または生理的寿命を終えて死後まもない
状態に限られる(Cetinkaya et 
al., 2014)。さらに、近年、動
物園や水族館等の展示動物に
おいては個体の高齢化が深刻
化しており、繁殖能の低下に伴
い生殖細胞の回収は難しくな
ることが挙げられ、遺伝的多様
性の保全は急務とされている。
しかし、死亡した動物個体は、
剥製標本や骨格標本として博
物館での展示や大学等の研究
機関に譲渡され研究材料とし
て活用されるのはごく一部で
あり、細胞が生理機能を保持し
た状態で保存することは難し
く、廃棄物となることが現状で
ある(遠藤、2001)。 
 これまで死亡個体に関する個体復元及び遺伝資源の保存に関する研究は、－20℃で 16 年間冷
凍保存されたマウス個体の体細胞核から、体細胞核移植技術によりクローンマウスを作出した
(Wakayama et al., 2008)。また、凍結保護剤を使用せずに－80℃で 10年間冷凍保存された種雄
牛の精巣から培養細胞を樹立しクローン個体を作出した (Hoshino et al.,2009)。 
 申請者も、野生マウス由来組織から線維芽細胞を樹立し体細胞核移植技術により再構築胚の
作出に成功した(安齋ら、2014)。さらに、死亡した動物園動物由来組織を真空乾燥し保存した体
細胞核を体細胞核移植により再構築卵子の作出に成功した(梶本ら、2016)。これらの成果報告は、
個体を構成する体細胞核や体細胞が凍結保護剤を用いずに保存された組織内で生理学的機能を
有していることを示唆している。一方で卵子を得ることが困難であるこれらの動物種において
は、近縁種の卵子を使用する技術が必須となる。しかし、再構築卵子の作出例はほとんどなく、
申請者が、これまでに蓄積したノウハウを積極的に推進することは極めて効率的であり唯一の
手法となる(安齋ら、2017)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、野生動物種由来の遺伝情報を有する次世代クローン技術の開発を最終目標とし
て、ユニバーサルな卵子作出と評価系から、下記の 3項目について重点的に検討することを目的
とした。（1）Trichostatin A (TSA)及び Vitamin C (VC)の培地中への連続添加によってマウス
体細胞核移植胚の発生改善の検討を行なう。さらに、（2）この新規体細胞核移植法を用いた高齢
個体由来培養細胞を用いた体細胞核由来個体作出の検討を行ない、高齢動物園動物への研究資
源の活性化を目標とする。（3）野生マウス由来体細胞を用いた体細胞核移植技術により発生再開
に導くヒストン動態の定量化を検討する。特に生理的寿命を終えた個体から回収される体細胞
核を用いて高度な熟練技術と十分な経験が必要とされる体細胞核移植技術を通じて、クローン
胚の作出と発生メカニズムを検証する。 
これらの新手法を用いて、高齢動物や動物園動物由来来の遺伝情報を有する細胞の増殖を最
終目標とする。また、希少動物や絶滅危惧種の遺伝資源保全研究における体細胞の評価を確立す
ることで、環境破壊により種多様性損失が危惧される折、新手法の理解が深まり、先進的な遺伝
資源保存法の一助が期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究では、各研究目的を踏まえて、5項目について実施した。なお、本実験に関する動物実
験の立案および実験動物の飼養と管理については、近畿大学動物実験規程に準じて実施した。 
 
（1）Trichostatin A (TSA)及び Vitamin C (VC)の培地中への連続添加によってマウス体細胞核
移植胚の発生改善の検討 



①体細胞核移植時に使用する TSA および VCについて、野生マウスへ使用する場合への適用時間
濃度の検討を実施した（研究の方法(3））。 
 
（2）新規体細胞核移植法による高齢個体由来培養細胞を用いた体細胞核由来個体作出の検討 
①若齢および老齢動物の筋組織から樹立した線維芽細胞を用いて細胞評価マーカーの検討を試
みた。マウス線維芽細胞は、11.5 日齢の胎子および 48 ヵ月齢に達した老化マウス皮膚組織から
樹立した。それぞれ樹立した各線維芽細胞は、核型解析による継代への影響を確認した。また
Senescence Detection Kit を用いてβ-ガラクトシダーゼ(SA-β-Gal)の活性を測定することで
老化細胞を組織化学的に検出した。体細胞核移植後発生した再構築卵子は受容雌へ移植後産子
への発生を確認した。 
 
（3）野生マウス由来体細胞を用いた体細胞核移植技術により発生再開に導くヒストン動態の定
量化 
①アカネズミ由来線維芽細胞を用いた核移植において、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤を含
む活性化処理後の再構築卵子がヒストンメチル化への影響を検討した。ドナー細胞の調整には、
富山市ファミリーパークから分与されたアカネズミ(Apodemus speciosus)尾部組織を用いて樹
立した初代培養細胞を供試した。B6D2F1:Slc(Mus musculus)由来卵子を用いて除核操作後、HVJ-
Envelope を用いて細胞融合操作を実施した。融合操作 1 時間後、早期染色体凝集を形成した卵
子は、50nM TSA 含有培地を用いて活性化処理をおこなった。活性化処理後、前核構造の形成を
確認した。続いて前核期卵子は、10µg/mL VC 含有培地にて 7時間培養後、2細胞期への発生を観
察した。さらに、再構築した前核期卵子および 2細胞期胚は、免疫細胞染色操作による H3K9me3
および H3K4me3 の局在解析および蛍光輝度を測定した。 
 
４．研究成果 
本研究において、新たに得られた知見をまとめると以下の通りである。 
 
（1）Trichostatin A (TSA)及び Vitamin C (VC)の培地中への連続添加によってマウス体細胞核
移植胚の発生改善の検討 
ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤処
理は、SCNT 胚のヒストンマークを変更
することで再プログラミングを加速す
る。また、ヒストン修飾剤として機能 VC
は、H3K9 のトリメチル減少させること
が知られており、この低分子化合物の
添加時期の特性と脱イオン化 BSA の共
添加による再構築卵子の発生を検討し
た。その結果、TSA と VC の組み合わせ
が、dBSA とともに、SCNT 胚の発達を劇
的に増強することを確認された。その、
タイムスケジュールを見出すことに成
功した。この方法は、簡単な手順で実用
的なレベルで再構築卵子の作出とクロ
ーンマウスを高効率で作出することを可能にすると考えている。したがって、これらの成果は、
希少動物の遺伝資源を保存し、核の再プログラミングと初期胚発生の分子メカニズムを理解す
るために、体細胞核移植技術をさらに改善する効果がある事も示唆した。 
 
（2）新規体細胞核移植法による高齢個体由来培養細胞を用いた体細胞核由来個体作出の検討 
マウス線維芽細胞を用いた核型解析の結果、60%以上が正常の核型(n=40)を保持していた。ま
た、細胞透過性 SA-β-Gal 基質として、対数増殖能を認めた各線維芽細胞を用いて SA-β-Gal 活
性を測定した結果、マウス線維芽細胞では 48 ヵ月齢マウス由来線維芽細胞において、SA-β-Gal
活性が陽性傾向を示した。次に、これら樹立した線維芽細胞を用いた体細胞核移植を行った。 



 
得られた再構築胚を移植した結果、77％(41/75)の卵子が再構築卵子へと発生し 98％(41/41)
が 2細胞期胚へ発生した。また、一部の胚を受容雌へ移植したところ、正常に個体へ発生するこ
とを確認した。 
 
（3）野生マウス由来体細胞を用いた体細胞核移植技術により発生再開に導くヒストン動態の定
量化 
アカネズミドナー細胞を用いて HVJ-E による細胞融合によって作製された融合卵子は、
93%(93/100)の卵子が早期
染色体凝集を形成した。
Kishigami らの方法にて活
性化処理を行なった結果、
78%(78/93)の卵子が前核構
造の形成を認め、TSA と VC
そして dBSA の添加された
培地内では 92%(44/48)が 2
細胞期胚へ発生した。 
核移植後の前核期卵子お
よび 2 細胞期胚を免疫細胞
染色した結果、H3K9me3の蛍
光輝度は、TSA,VC 未処理区
と比較して、前核期卵子で
は有意に上昇し、2細胞期へ発生した場合では有意に低下することを確認した（図 4.5）。これら
の結果、アカネズミドナー細胞は低メチル化状態にある事が示唆された。さらに、2細胞期胚内
における H3K4me3 の蛍光輝度は、TSA,VC 未処理区と比較して低下することを確認し（図 6.7）、
同様に低メチル化状態を指示する結果が示された。 
マウスにおいて、H3K9me3
の脱メチル化は、哺乳類の
胚発生中のエピジェネティ
ックな変化に影響を与え、
発生停止を回避する(Liu 
et al., 2016)。アカネズミ
ドナー体細胞として作製し
た再構築胚内では、TSAおよ
び VC 処理が、再構築 2細胞
期における H3K9me3 の脱メ
チル化を生じさせた。さら
に、H3K4me3は低メチル化に
あり、遺伝子発現促進型にあることが明らかとなった。 
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