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研究成果の概要：除核卵子に体細胞核を移植すると、その遺伝子発現が受精卵と同じ状態にリ

プログラミングされ、正常な個体（体細胞クローン動物）に発生する。しかし、その作出効率

は極めて低いことから、ほとんどの体細胞核においてはリプログラミングが不完全であると考

えられる。本研究では、初期発生過程の細胞において特異的に発現する Oct-3/4 遺伝子を指標

として、体細胞核におけるリプログラミングの状態を非侵襲的に判定する系を確立した。この

系を用いることにより、体細胞クローン胚の作出法を最適化し、個体への発生率を改善するこ

とが可能となる。 
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１．研究開始当初の背景 
鹿児島大学で独自に開発・維持されている

クラウン系ミニブタは、ヒトとほぼ同じサイ
ズの臓器を持っている。そこで我々は、この
ミニブタのゲノムを改変し、ヒトへの臓器移
植に適した遺伝子改変動物を作製しようと
している。特に、超急性拒絶反応を引き起こ
す糖転移酵素遺伝子の機能を破壊した遺伝
子ノックアウトミニブタの作出を企図して
いるが、そのためには、効率的な体細胞核移
植技術の確立が不可欠である。我々は、超音

波による新規の卵子活性化法を用いてクラ
ウン系ミニブタの体細胞クローンを作出す
ることに成功したが、その効率（仮親に移植
したクローン胚のうち産子にまで発生した
ものの割合）はわずか 1.4％であった。この
ような低い効率の原因として、核移植後、ド
ナー核が正しくリプログラミングされてい
ないという可能性が考えられる。リプログラ
ミングとは、移植されたドナー核の遺伝子発
現が卵細胞質の影響で一旦リセットされ、本
来の胚発生に沿った遺伝子発現パターンに
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回帰する現象である。一般的に、核移植によ
り得られたクローン動物においては、胎盤お
よび胎仔の重量増加や出生後の高い死亡率
および多臓器不全等の発生異常が多発する
ことが知られており、その原因として、ドナ
ー核の不完全なリプログラミングが指摘さ
れている。実際に、クローン胚を分子生物学
的に解析した結果、特定遺伝子において高頻
度のメチル化が起きていることや、数パーセ
ントの遺伝子群において遺伝子発現パター
ンが対照である体外受精胚のそれと大きく
異なっていることが報告されている。 

核移植の成否を如何に判定するか。最も確
実な方法は、クローン胚を仮親に移植して産
子への発生能力を調べることであるが、妊娠
期間が約４ヶ月のブタにおいては結果が出
るまでに時間がかかりすぎ、とても効率的と
は言えない。上述したように、クローン胚を
各ステージでサンプリングし、遺伝子発現パ
ターンを分子生物学的に解析することによ
って核移植の成否を判定する試みもなされ
てきた。しかし、時間と労力がかかるうえに、
正しくリプログラミングされていると判定
されても胚自体をサンプリングしてしまう
ので、判定後にそれらからクローン動物を得
ることはできなくなる。 
そこで我々は、移植後のドナー核が正しく

リプログラミングされていることを迅速、簡
便かつ非侵襲的に判定できる系を考案した。
その鍵となるのが、Oct-3/4 遺伝子と発光遺
伝子である。Oct-3/4 蛋白は転写因子であり、
マウス胚ではその発現は 2-細胞期から開始
され、初期胚の割球や胚盤胞の内部細胞塊
（inner cell mass: ICM）のような発生初期
の幹細胞および embryonic stem（ES）細胞や
embryonal carcinoma（EC）細胞のような未
分化細胞にのみ観察される。Oct-3/4 は、遺
伝子カスケードにおける下流側の幾つかの
形態形成関連遺伝子群（Sox-2、hCG、Utf-1、
Rex-1、Opn、 FGF-4、Esg-1 等）を支配する
key master regulatory gene と呼ばれており、 
その欠落は胚発生の停止を引き起こす。また、
Oct-3/4 遺伝子のゲノム構造は、種を超えて
高度に保存されており、ブタでも胚盤胞の
ICM における特異的発現が報告されている。
Oct-3/4 は上述のように、下流側の種々の重
要な遺伝子群を支配しているので、クローン
胚での Oct-3/4 の異常な発現は、それに支配
されている下流側遺伝子の機能にも影響を
与え、胚発生異常を誘発する可能性が考えら
れる。実際に、核移植由来の胚盤胞のほとん
どにおいて、Oct-3/4 のレベルが低下してい
るという報告もある。故に、核移植後のクロ
ーン胚におけるOct-3/4発現を調べることは、
リプログラミングの程度を把握する良いア
ッセイ系と捉えられる。 

そこで我々は、Oct-3/4 promoter に非侵襲

的な発光遺伝子である enhanced green 
fluorescent protein（EGFP)を結合させ、こ
れを遺伝子導入した体細胞をドナーとして
核移植に用いれば、クローン胚において
Oct-3/4 promoter が機能していることを
EGFP の蛍光によって確認することができる
ので、核移植後のドナー核におけるリプログ
ラミングの成否を早い段階で判定すること
が可能となるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ミニブタ体細胞核移植の

成否を迅速、簡便、かつ非侵襲的に判定し得
る評価系を開発することである。この目的を
達するために、まず EGFP を結合させた 
Oct-3/4 promoterを遺伝子導入したミニブタ
体細胞の安定株を樹立した。次に、これらの
遺伝子導入体細胞を除核未受精卵に移植し
てクローン胚を作出し、それらにおける EGFP
の発現状況と体外発生能力との関連性を明
らかにした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) クラウン系ミニブタ胎子線維芽細胞

（miniature pig fetal fibroblasts: 
MPFFs ） に pOEIN transgene [mouse 
Oct-3/4 promoter + EGFP cDNA + poly(A) 
sites + HS4 insulator + mouse 
phosphoglycerate kinase promoter + 
neomycin resistant gene + poly(A) 
sites] を遺伝子導入し、G418 選別によ
って安定株を取得した。これらの体細胞
では Oct-3/4 promoter が機能しないの
で、EGFP 由来の緑蛍光の発現はないと
予想される。 

 
(2) 同時に、マウスEC細胞（F9細胞）にpOEIN 

transgene を導入し、系が動くことを確
認した。pOEIN transgene 導入 EC 細胞
では、Oct-3/4 promoter が機能するの
で、その下流側にある EGFP が発現し、
緑蛍光が観察されるはずである。 

 
(3) 上 記 （ 1 ） の 項 で 得 ら れ た pOEIN 

transgene導入MPFFsを産業ブタの除核
未受精卵に移植することにより、クロー
ン胚を作出した。クローン胚を体外培養
し、発生状況および EGFP の発現状況を
観察した。 

 
(4) 最近、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤

であるバルプロ酸が、マウスおよびヒト
体細胞のリプログラミングを促進する
ことが報告された。そこで、上記（3）
の項で得られたクローン胚を種々の濃



 

 

度のバルプロ酸を添加した培地で種々
の時間培養し、発生状況および EGFP の
発現状況を観察した。 

 
(5) 上記の実験において、クローン胚におけ

る EGFP の発現状況と胚盤胞への発生状
況の関連性を明らかにすることにより、
EGFP の発現が正常な発生能力を維持し
ているクローン胚を選出する指標とな
り得る可能性について検討した。 

 
 
４．研究成果 
(1) MPFFs に pOEIN transgene を導入後、

G418 添加培地で培養することにより、
12 の安定株が取得された。それぞれの
株から採取したゲノムDNAをPCRで解析
した結果、すべての株のゲノムに pOEIN 
transgene が導入されていることが確
認された。いずれの株の細胞においても、
EGFP の発現は観察されなかった。これ
らの中から、比較的増殖速度が速い株
（pOEIN-MPFF-#4）を選出し、核移植の
ドナーとして用いた。 

 
(2) pOEIN transgene お よ び pmaxGFP 

transgene（cytomegalovirus promoter + 
GFP cDNA）を F9 細胞および NIH3T3 細胞
（マウス胎子線維芽細胞に由来する分
化細胞）に導入し、EGFP および GFP の
発現状況を観察した。その結果、pmaxGFP 
transgene を導入した場合には、F9 細胞
および NIH3T3 細胞のいずれにおいても
GFP の発現が観察された。対照的に、
pOEIN transgene を導入した場合には、
F9細胞においてのみEGFPの発現が観察
された。これらのことから、pOEIN 
transgene 由来の EGFP 発現は、Oct-3/4
を発現している細胞の識別において有
効な指標になると考えられた。 

 
(3) pOEIN-MPFF-#4 細胞に由来するクロー

ン胚を体外培養した結果、培養 1～5 日
後に得られた 1-細胞期～16-細胞期胚
のいずれにおいても EGFP の発現は観察
されなかった。対照的に、培養 4～6 日
後に得られた桑実期胚のすべてが EGFP
を発現していた。同様に、5～6 日後に
得られた胚盤胞の 88.9％および脱出胚
盤胞の18.2％においてもEGFPの発現が
観察された。しかし、培養 7日後に得ら
れた胚盤胞および脱出胚盤胞において
は、EGFP の発現は観察されなかった。
培養 7 日後に得られた胚盤胞のゲノム
DNA を PCR で解析した結果、pOEIN 
transgene が導入されていることが確
認された。これらのことから、体細胞に

おいて一旦失われた Oct-3/4 の発現が
桑実期～初期胚盤胞期のクローン胚に
おいて再活性化することが示された。し
かし、その発現は後期胚盤胞期～脱出胚
盤胞期において失われたことから、
Oct-3/4 発現の消失がクローン胚にお
ける発生率低下の一因となっているこ
とが示唆された。 

 
(4) 4mM のバルプロ酸で 24～48 時間処理す

ることにより、クローン胚の胚盤胞形成
率が改善された。無処理のクローン胚に
おいては、培養 5日後に得られた桑実期
胚および胚盤胞の 66.7％において EGFP
の発現が観察されたが、培養 7日後の胚
盤胞においてはその発現が失われた。対
照的に、4あるいは 10mM の濃度で 48 時
間および 4mM の濃度で 72 時間処理した
場合には、培養 5日後に得られた桑実期
胚および胚盤胞の 86.7～100％におい
て観察された EGFP の発現が、培養 7 日
後に得られた胚盤胞の 41.0～99.3％に
おいても維持された。これらのことから、
バルプロ酸は、ミニブタ体細胞クローン
胚の体外発生を改善し得ることが明ら
かとなった。また、バルプロ酸は、クロ
ーン胚における Oct-3/4 の発現を維持
したことから、移植後の体細胞核におけ
るリプログラミングを正常化している
可能性が示唆された。 

 
(5) 以上の結果から、ミニブタ体細胞クロー

ン胚におけるリプログラミングの状態
を非侵襲的に判定し得る系が確立され
た。この系は、正常な発生能力を維持し
ているクローン胚の選出や体細胞クロ
ーン胚作出法の最適化に有効である。よ
って、本研究において開発された系は、
体細胞クローン動物作出効率の改善に
寄与すると考えられる。 
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