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研究成果の概要（和文）：クローン動物を用いて体細胞を提供したドナーへの臓器移植を行うことにより、相違
するミトコンドリアDNAの影響について検討した。本研究において、移植臓器の基となるクローン産子を得るこ
とができなかったが、異種間クローン胚（ネコ体細胞と除核ブタもしくはウシ卵子を融合）の発育におけるトリ
コスタチンAの効果を調べた結果、ウシとの異種間クローン胚作製には効果はあったが、ブタとのクローン胚作
製には効果がなかったことから、ミトコンドリアDNAの相違がクローン胚の発育にも影響を与えることが示唆さ
れた。　

研究成果の概要（英文）：We tried to examine the effect of different mitochondrial DNA (mtDNA) by the
 transplantation of organ to donors that provided somatic cells using cloned animals. However, we 
could not obtain cloned cats for transplantation of organs to somatic cell donor cats.Thus, the 
effect of trichostatin A (TSA) on the development of interspecies cloned embryos (cat somatic cells 
/ porcine or bovine enucleated oocytes) was investigated. TSA treatment had beneficial effects on 
the development of Cat-Cow cloned embryos but not of Cat-Pig cloned embryos. These results indicate 
that the difference in mitochondrial DNA may affect the development of cloned embryos.

研究分野：生殖工学

キーワード： クローン　腎移植　ミトコンドリア
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１．研究開始当初の背景 

現在、ブタ体内でのiPS細胞に由来した異種

臓器再生の可能性が提唱され、不足しているヒ

ト臓器の代替として期待されるようになった。

しかし、ブタ体内で再生された臓器を移植す

る場合、臓器を構築する血管はブタ由来であ

るため、移植後も拒絶反応を抑制する必要が

ある。仮に、免疫反応抗原に関連する遺伝子

をブタからノックアウトしたとしても、血管

構成細胞のミトコンドリアＤＮＡ（mtDNA）は

ブタ由来であり、異種のmtDNAによる拒絶反応 

に関する問題は残る。 

これまでにミトコンドリアは、細胞核とは

異なる独自の DNA を持ち、加齢に伴って突然

変異は発生するが、免疫には関与しないとみ

られていた。しかし、近年ミトコンドリアが

持つ DNA にわずかな突然変異があると、宿主

の自然免疫系により選択的排除が起こるこ

とが報告された。一方、体細胞クローン産子

においては、ドナー細胞由来の mtDNA は消失

し、ほぼレシピエント卵子由来となる。すな

わち、ドナーとクローン産子の mtDNA型が一

致しないこととなる。これまでに、腎臓のよ

うな複雑な構造を持つ臓器を、体細胞クロー

ン動物から体細胞を提供したドナーへ移植

した報告はなく、ドナーと異なる mtDNAの影

響は不明である。 

本研究は、海外に先駆けてクローン動物を

用いて体細胞を提供したドナーへの臓器移

植を行うことにより、相違するミトコンドリ

アDNAの影響について検討することを目的と

した。これら知見は、今後発展すると予想さ

れる iPS 細胞などの幹細胞を用いた再生医療

に貢献すると期待され、さらに、再構築胚作

成時のミトコンドリア構成比を評価するこ

とにより、mtDNA 比の違いが移植臓器の拒絶

反応に及ぼす影響について明らかにされると

期待された。 

 
２．研究の目的 
本研究は、体細胞クローンネコの片側腎臓

を体細胞提供ネコであるドナーに移植し、移
植臓器の細胞中に混在するミトコンドリア
DNA（mtDNA)による影響（拒絶反応）を評価す
ることを目的とした。そのための手技として、
腎移植の手技の確立と、（１）作出した体細
胞クローンネコから体細胞を提供したドナー
へ腎臓を移植して、移植後の拒絶反応につい
ての評価、さらに（２）核移植を行う際にレ
シピエント細胞質へのドナー培養細胞由来ミ
トコンドリアの注入、もしくは異種の細胞質
と融合した再構築胚を作製し、mtDNAの違いに
よる胚発育および腎移植後の拒絶反応につい
て検討することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）体細胞クローンネコからの腎臓移植 

モデル作成のため必要な体細胞を４頭の雌
ドナーから採取し、その体細胞を核に除核卵
子に移植・融合後、２細胞期以上に発育した
胚を含む融合胚を受卵雌の卵管に移植して
（40 個～50 個/頭）、体細胞クローンネコの
作製を試みた。なお、ネコは季節発情を示す
ため、１月～５月に亘り移植を行った。一方、
腎移植手技の確立および腎移植モデルの対照
として、一度遊離した腎臓を再移植する自家
移植ネコを作製し、移植後の腎機能および組
織学的評価を行った（３頭）。 
（２）mtDNA 比の違いによる胚発育の検討：レ
シピエント細胞質とドナー培養細胞由来のミ
トコンドリアが全く異なる異種間での再構築
胚の発育について詳細な検討を行った。特に、
ドナー細胞としてネコ由来繊維芽細胞を用
い、除核ウシ/ブタ卵母細胞と融合後、50nM 
Trichostatin A （TSA）で 24 時間処理を行
い、その後の異種間での体細胞クローン胚の
発育能およびアセチル化状態について検討
した。 
 
４．研究成果 
（１）体細胞クローンネコからの腎臓移植 
：作出した体細胞クローンネコから体細胞を
提供したドナーへ腎臓を移植する前に、手技
的な対照として同じ個体への腎摘出後の再移
植による腎組織への影響を３頭の雌ネコを用
いて調べた。その結果、再移植直後の腎機能
は低下したが、1週間後には摘出再移植腎機能
の回復を確認でき、移植技術を確立した。 
 一方、腎臓移植レシピエントとなるネコか
ら採取した体細胞からクローンネコの作出を
試みた。29 頭の受胚雌ネコに体細胞クローン
胚（40－50個/頭）を移植した結果、１頭の妊
娠ネコを得たが、途中流産したため、ドナー
腎臓を得ることができなかった。今回４頭の
ネコ（耳介）から体細胞を採取したが、いず
れの体細胞からもクローンネコが作成できな
かったことから、クローン胚作製に使用する
体細胞の重要性が示唆された。 
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 図１．ウシ/ネコ異種間クローン胚の２細
胞期における H3k9 と histone H3 の相対
濃度の比較 
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図３．ウシ/ネコ異種間クローン胚の融合
２時間目（2hPF/PI）、６時間目（6hPF/PI）、
前核期(PN)、および２細胞から８細胞にお
ける H3K9 (H3K9ac) (A), H3K18 (H3K18ac) 
(B), H3K23 (H3K23ac) (C) H3k9 の相対濃
度の比較。Control:TSA 処理なし 
 

 

 
 
 
 
（２）mtDNA比の違いによる胚発育の検討：レ 
シピエント細胞質とドナー培養細胞由来のミ
トコンドリアが全く異なる異種間での再構築 
胚の発育について検討した。特に再構築胚の
作製時に細胞周期の同期化が重要であるが、
異種間での再構築胚において化学的処置によ
る同期化は効果のないことが示された。 

次に、ドナー細胞としてネコ由来繊維芽
細胞を用い、除核ウシ/ブタ卵母細胞と融合
後、50nM TSA で 24 時間処理を行い、その後
の異種間での体細胞クローン胚の発育能お
よびアセチル化状態について検討した。その
結果、胚盤胞発生率は、除核ウシ卵母細胞と
の融合胚で TSA 処理区（3.7％）、無処理区
（0％）となり、TSA 処理効果が認められたほ
か、アセチル化を示す H3k9 値は TSA 処理区
が有意に高い値を示した（図１）。一方、除
核ブタ卵母細胞との融合胚は、TSA 処理区
（0.7％）、無処理区（8.0％）となり、アセ
チル化を示す H3K9 値にも差が認められなか
った（図２）。このように、ウシ卵母細胞を
用いた異種間での体細胞クローン胚に観察
される TSA 処理の効果は、ブタにおいて認め
られず、TSA 処理効果はレシピエント卵子の
品種間により異なることが示された。これら
結果から、mtDNA の相違が胚発育に影響すると
推察された。 

さらに、ドナー細胞としてネコ由来繊維芽
細胞を用い、除核ウシ卵母細胞と融合後のア
セチル化について詳細な検討を行った。特に
ヒストン H3 の Lysine９（H3K9）および
Lysine18（H3K18）が遺伝子の転写活性化と
関連していること、Lysine23（H3K23）も遺
伝子発現に関与していることから、融合後２
時間目から分割胚までの異種間クローン胚
における発現値を調査した。その結果、TSA
処理したクローン胚の前核期形成以降にお
いて、体外受精胚と同様に、TSA 処理してい
ない対照クローン胚と比較していずれの
Lysine も高い発現値を示した(図３)。このこ
とから、TSA 処理により異種間クローン胚の

ヒストン発現を体外受精胚と同様の発現に
改変することにより胚発育を向上している
ことが示唆された。 
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