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研究成果の概要：ウシ体細胞クローン胚に特異的な発現動態を示す遺伝子の特定と、その制御

因子の DNA メチル化状態が胚発生にともないどのように変化するのかを検討した結果、胚の

分化や胎盤機能に関連する遺伝子においてクローン胚に発現異常がみとめられ、これら異常を

示す遺伝子の発現量は胚発育にともない発現が正常化する遺伝子と、発現異常が継続する遺伝

子が存在することが明らかとなった。また、クローン胚の DNA メチル化割合は、胚盤胞期に

おいて高いものの、その後の胚発生にともなって正常化することが明らかとなった。本研究に

よりウシ体細胞クローン胚の遺伝子発現動態とその制御機構の一端が明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 

多くの動物種において体細胞クローン個

体が作出されているが、いずれの種において

もクローン個体の生産率は極めて低い。特に

ウシにおいてはクローン胚の受胎能力の低

さ、高頻度での流産の発生、胎子の過大化が

クローン個体の生産を制限する要因となっ

ている。体細胞クローンにみられるこれらの

異常は、胚、胎子および胎盤における遺伝子

発現の異常が原因であると考えられている。
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現在までにマウスやウシにおける体細胞ク

ローン胚の遺伝子発現解析に関する報告は

なされているものの、その多くが胚盤胞期ま

での初期胚を用いた解析である。そのため、

体細胞クローン胚の子宮内での発生にとも

なう遺伝子発現の変化や、遺伝子発現が胚の

組織分化や機能におよぼす影響は未だ十分

に理解されていない。また近年、DNA メチル

化やヒストンのアセチル化を介した遺伝子

の発現調節機構(エピジェネティクス機構)が

明らかにされつつあるが、胚の発生にともな

う遺伝子発現の変化と DNA メチル化、ヒス

トン修飾の関係など、体細胞クローン胚の遺

伝子発現制御機構は明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
 

申請者はこれまでに、ウシの体細胞クロー

ン胚では胚盤胞期から伸長期にかけて IGF関

連遺伝子の発現量および DNA メチル化レベ

ルの変化がみとめられ、それらの推移は受精

過程を経た通常の胚と異なることを明らか

にしてきた。本研究ではさらに伸長期胚の胚

盤(胎子組織)と栄養膜細胞(胎盤組織)および

流産の発生が多発する胎齢 90 日までの胎

子・胎盤に着目し、胚の組織分化にともなう

遺伝子発現の変化、特に各組織への分化・機

能維持に重要な役割をもつ遺伝子群の発現

動態を明らかにするとともに、体細胞クロー

ン胚の発生・分化能力、胎子および胎盤組織

の機能評価を行う。また、それら遺伝子発現

解析を行った同一組織における DNA メチル

化およびヒストン修飾の解析およびこれら

エピジェネティクス因子の人為的制御によ

り、ウシ体細胞クローン胚の遺伝子発現調節

機構の解明を目指す。 

 
(1) 体細胞クローン胚の発生および組織分化

にともなう遺伝子発現動態の解明 

ウシ体細胞クローン胚の子宮内伸長、着床、

胎子・胎盤形成など発生における重要な事象

に関与する様々な遺伝子の時期・組織特異的

な発現を解析し、体細胞クローンに特徴的な

遺伝子発現動態を明らかにする。 

 
(2) 体細胞クローン胚の遺伝子発現制御機構

の解明 

遺伝子発現の制御に関与する DNA メチル

化(脱メチル化)に関して、体細胞クローン胚

の発生時期、組織ごとに解析を行い、体細胞

クローン胚の遺伝子発現を制御する因子・機

構を明らかにする。 

 
(3) エピジェネティクスの人為操作による遺

伝子発現の制御 

ヒストンのアセチル化に作用する薬剤の

処理などにより、体細胞クローン胚のエピジ

ェネティクス機構を人為的に操作し、胚発生

や着床など体細胞クローン胚の機能性の向

上を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 体細胞クローン胚の発生および組織分

化にともなう遺伝子発現動態の解明 

ウシ体細胞クローン胚の胚盤胞期および

着床前の伸長期における上記遺伝子群の発

現動態をリアルタイム PCR 法を用いた mRNA

の発現量解析を行い、胚発生、着床および組

織分化において鍵となる遺伝子(OCT-4, IFN-

τ, FGF関連)の発生にともなう発現動態を検

討した。ウシ線維芽細胞をドナー細胞に用い

た体細胞核移植胚を胚盤胞期まで体外培養

し、レシピエント牛に移植した。Day16 日目

に回収した伸長期胚および胚盤胞期胚から

RNA を抽出し、RT-リアルタイム PCR 法により



 

 

遺伝子発現解析を行った。各遺伝子の mRNA

発現量は同一サンプルの GAPDH発現量で補正

した。 

 

(2) 体細胞クローン胚の遺伝子発現制御機構

の解明 

胚盤胞期および伸長期の体細胞クローン

胚から抽出した DNA をバイサルファイト処

理し、Satellite I 領域を PCR により増幅し

た。PCR 産物を制限酵素処理し、電気泳動像

を解析することにより DNA メチル化レベル

(発生過程を通じたゲノム全体のDNAメチル

化レベルの変化)の解析を行った。 

 
(3) エピジェネティクスの人為操作による遺

伝子発現の制御 

ウシ体細胞クローン胚作出時にヒストン

脱アセチル化阻害剤であるトリコスタチン A

を処理し、体細胞クローン胚の発生能力およ

び産子作出能力を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 体細胞クローン胚の発生および組織分

化にともなう遺伝子発現動態の解明 

細胞の未分化性維持に重要な役割を持つ

OCT-4 遺伝子では胚盤胞期胚において体細胞

クローン胚の発現量が体内発生・体内受精胚

と比較して有意に高い値を示したが、その後

の胚発生にともない両区の遺伝子発現に差

はみとめられなくなった。組織分化に関与す

る FGF-2R 遺伝子および FGF-2 遺伝子におい

ては体細胞クローン胚と体内受精・体内発生

胚に差はみとめられなかったものの、FGF-4

遺伝子においては体細胞クローン胚の胚盤

胞期での発現量が有意に低い値を示した。 

 

(2) 体細胞クローン胚の遺伝子発現制御機構

の解明 

体細胞クローン胚の胚盤胞期における

DNA メチル化割合は、ドナー細胞と比較し

て有意に低下しているものの、体内受精・体

内発生胚、体外受精胚、受精卵クローン胚お

よび単為発生胚よりも有意に高い値を示し

た。また、体細胞クローン胚においては胚盤

胞期において有意に高い DNA メチル化レベ

ルを示すもののその後の胚発生（伸長）によ

って胚の栄養膜組織においては DNA の脱メ

チル化が起こることが明らかとなった。一方、

胚の内部細胞塊に由来する胚盤組織のメチ

ル化レベルは変化せず、その結果、胚盤胞期

以降の胚発育にともない DNA のメチル化が

起こった体内受精・体内発生胚とクローン胚

の間には DNA メチル化レベルに有意な差が

みとめられなくなることが明らかとなった。 

 
(3) エピジェネティクスの人為操作による遺

伝子発現の制御 

50nMトリコスタチンA処理により、クロ

ーン胚の胚盤胞形成率(42%)は無処理区(2
2%)のものと比較して有意に高くなること、

またその効果はトリコスタチンA処理濃度

に比例して高くなることが明らかになった。

しかしながら、それらトリコスタチンA処

理を行った体細胞核移植胚の受胎率および

産子形成率は無処理区のものと同等であり、

ウシにおいてはトリコスタチンA処理が体

細胞クローン胚の受胎および産子作出能に

影響をおよぼさないことが明らかとなった。 
 
以上の本研究により、ウシ体細胞クローン

胚の遺伝子発現動態とその制御機構の一端

が明らかとなり、得られた知見は体細胞クロ

ーン技術を利用した個体生産の効率化など

に寄与するものと考える。 
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