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研究成果の概要（和文）： 
世界初のクローンヒツジ「ドリー」の報告以来、クローン動物の作出効率は動物種によらずわ

ずか数％と低率であった。本研究代表者は、クローン胚をヒストン脱アセチル化酵素阻害剤

（HDACi）、トリコスタチンＡ（trichostatin A, TSA）で処理することでクローンマウスの作

出効率が大幅に改善されることを発見した。本課題ではその作出効率改善の機構解明として発

生における HDAC 酵素やタンパク質アセチル化の重要性を明らかにし、さらにこれまで不可

能であったマウス系統からのクローンマウスの作出に世界で初めて成功した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Somatic-cell nuclear transfer (SCNT) has been extremely inefficient with rates less 
than 5 percentage points since the first clone, “Dolly” the sheep.  The representative 
researcher for this grant found that treatment of cloned embryos with trichostatin A 
(TSA), a histone deacetylase inhibitor (HDACi), dramatically increase the production 
rate of cloned mice more than six-times. Supported by this grant, the importance of 
HDAC in embryonic development and a mechanism underlying improvement of SCNT 
by HDACi treatment were revealed and, further cloning of “unclonable” mouse strains 
were achieved for the first time.. 
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１．研究開始当初の背景 
１９９７年クローンヒツジ「ドリー」の報告
以降、マウス、ブタ、ウシを含む数多くの哺
乳動物において、未受精卵を用いて核移植に
より体細胞から動物を作出するいわゆる体
細胞クローン動物が報告されてきた。このこ
とは哺乳類の未受精卵には種を超えて共通
に分化した細胞核をリプログラミング（初期
化）し、個体発生を行う能力を有しているこ
とを示唆している。これまでこの汎用な体細
胞クローン技術を用いて、良質のクローンウ
シの生産、マウスでは免疫拒絶のない体細胞
由 来 NT-ES 細 胞 (nuclear transfer 
embryonic stem cell) の樹立、ヒトへの臓器
移 植 を 目 的 と し た
α-1,3-Galactosyltransferase抗原遺伝子欠損
ブタの作出、ヒト第９血液凝固因子を生産す
るヒツジの作出などの様々な応用研究がな
されてきた。しかしながら一方でこのクロー
ン技術の実用化上の大きな問題点として、そ
の成功率が低いこと、クローン動物の発生異
常、体細胞の初期化のメカニズムが不明であ
ることなどが挙げられる。特に、クローン動
物作出率の大きな改善についてはこれまで
ほとんど成功していなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、これまでほとんど明らかになって
いない卵子における初期化の分子機構の解
明および次世代クローン技術の開発を最終
目標とし、最近（当時）著者らが発見したヒ
ストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACi）の
一つであるトリコスタチン A（ＴＳＡ）を用
いた新しいクローン技術において、１）発生
および初期化における HDAC の役割を解明
し、２）これまでクローン作出が困難であっ
た系統マウスのクローン作出に応用、さらに
３）マウス以外の他種における HDACi 用い
たクローン技術の確立を目的とする。 
 
３．研究の方法 
各研究目的に合わせて以下のような方法で
研究を行った。 
１）発生および初期化における HDAC の役
割の解明 
HDACiのクローン胚の発生向上リプログラミ
ング促進における作用機構を明らかにする
ため、卵子におけるヒストン脱アセチル化酵
素を解析し、また HDACi処理により誘導され
るヒストンアセチル化などエピジェネティ
クな修飾等の変化を明らかにする。さらにヒ
ストン脱アセチル化酵素 HDACの発生におけ
る働きを明らかにするため、受精胚や単為発
生における HDACi処理の発生に与える影響を
調べる。 
２）クローニング困難なマウス系統への応用 

本技術を用いてこれまで成功していない系
統のマウスクローン作出を試み、さらにクロ
ーン技術に適した新しい HDACiのスクリーニ
ングを行う。 
３）マウスで確立した HDACiを用いたクロー
ン技術の他種への応用 
マウス以外の他種における HDACi の効果を
検証する。 
 
４．研究成果 
１）発生および初期化における HDAC の役
割の解明 
受精胚では TSA処理時間に応じて、胚盤胞へ
の発生率の低下に加えて胎児や胎盤の巨大
化や矮小化を誘導することが明らかとなっ
た。さらに興味深いことに、単為発生胚では
受精胚と異なりクローン胚同様に TSA処理に
よる胚盤胞への発生率の向上に加えて、着床
後の生存率も大きく改善することを発見し
た（Kishigami et al., 2006において一部公
表済み）。このように胚の TSA処理は受精胚、
単為発生胚、クローン胚のそれぞれの発生率
において異なる影響を及ぼすことが示され
た。以上の結果から、HDACの制御は“核の種
類”（体細胞由来核、受精核、単為発生核）
により個体の発生能を決定する因子である
ことが明らかとなった。さらに、胚における
アセチル化タンパク質の網羅的な解析を行
ったところ、核のヒストンタンパク質に加え
て、細胞質中のタンパク質のアセチル化状態
が“核の種類”により異なることを発見した
（岸上ら、 未発表）。またこれらの胚を TSA
処理した場合、ヒストンタンパク質に加えて
チューブリンや細胞質タンパク質など非ヒ
ストンタンパク質のアセチル化状態が大き
く変化することを見出した。以上の結果から、
クローン胚などの TSA処理はヒストンおよび
非ヒストンタンパク質のアセチル化状態を
大きく変えることが示唆された。このように、
胚の TSA処理に関する本研究から、ヒストン
タンパク質を高アセチル化状態にしてリプ
ログラミングを促進するという従来の単純
なモデルではないことが示唆された。現在、
胚の HDACi処理に関する研究は、胚の発生能
とタンパク質（ヒストンおよび非ヒストンタ
ンパク質）のアセチル化という新しい研究段
階に入りつつある。 
２）クローニング困難なマウス系統への応用 
TSA を用いた核移植技術によりこれまで不可
能だった非近交系成体マウスからのクロー
ンマウス作出に世界で初めて成功した
（Kishigami et al., 2007）。さらに TSAと同
じ HDACiの一つである scriptaidを用いるこ
とでこれまで不可能であった C57/BL6などの
近交系からもクローンマウスの作出が可能
になった(Van Thuan et al., 2009)。これら



の結果、本技術により主要なマウス系統から
のクローンマウス作出が可能になった。 
３）マウスで確立した HDACi を用いたクロー
ン技術の他種への応用 
TSA 処理技術をウシへのクローン技術に応用
したところ、最適処理時間がマウスの１０時
間と異なり４８時間が最適であることが明
らかとなった。その結果、胚盤胞の作出効率
が２倍にまで改善された（Iwamoto et al., 
2008 学会発表）。これらの結果から、HDACi
を用いた新しいクローン技術はマウス以外
の種においても有効であることが明らかと
なった。 
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