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研究成果の概要（和文）：本研究はヒストンバリアント H3.3 を体細胞核移植 (SCNT) 胚で過剰発現させること
で、遺伝子発現に抑制的なヒストンバリアントH3.1またはH3.2 (H3.1/H3.2) の排斥を介して、SCNT 法の成功率
を改善させることを目的としていた。顕著な報告として特に以下 2 点が挙げられる。(1) 胚体外組織細胞を用
いた解析により、H3.1/H3.2 が SCNT 法の障壁となること、更にはそのメカニズムを明らかにした。(2) 実際に
 H3.3 の過剰発現で SCNT 法の成功率が向上することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aims to improve the success rate of somatic cell nuclear transfer
 (SCNT) through the overexpression of histone H3 variant H3.3. Notable achievements include:   1) 
analysis using extra-embryonic tissue cells revealed that H3.1/H3.2 acted as a barrier to the SCNT 
method and its mechanism; 2) the overexpression of H3.3 improved the success rate of the SCNT 
method.

研究分野：生殖工学

キーワード： ヒストンバリアント　体細胞核移植　胚体外系列　H3K9me3　ChIP-seq　高次クロマチン構造　初期発生
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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 H3.3 を用いた新しい SCNT 法の改善方法を提供すると共に、H3.1/H3.2 によって SCNT 法が阻害さ
れるメカニズムを明らかにした。これらの知見は SCNT 法の実用化のみならず、初期胚発生メカニズムの理解や
再生医療に進展に貢献できると期待される。なお、本研究では胎盤系列の細胞からクローンマウスを作出した
が、これは世界で初めての成果である。

※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 

SCNT法は分化した細胞核からクローン個体を作製できる技術であるが、未だ成功率は低い。
最近、クローン胚に保持されたドナー体細胞核のエピゲノム情報を修正することで、出生率が劇
的に改善されることが報告された。しかしながら、未だ大多数のクローン胚は着床後に胎盤発生
異常を伴い胚発生を停止することから、着床後の発生を阻害する未知のエピゲノム異常の存在
が示唆される。最近、遺伝子発現の促進に重要なエピゲノム因子であるヒストン H3 バリアント
H3.3 が胎盤発生に重要であることが報告された。更に申請者の先行研究で、クローン胚の核内
H3.3 の減少と胎盤発生異常との関係性が示唆されており、ヒストンバリアントが SCNT 法の成
否に深く関与している可能性が浮上した。 
 
２．研究の目的 

上記の背景を鑑み、本研究は初期発生期におけるヒストンバリアントの機能を明らかにし、ク
ローン胚における核内ヒストン H3 バリアント量を操作することで SCNT 法の成功率を高める
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 初期発生期におけるヒストンバリアントの機能解析: 胎盤系列と胎児系列の培養幹細胞であ
る栄養膜幹細胞 (TS 細胞) と胚性幹細胞 (ES 細胞) を用いてヒストン H3 バリアントのゲノム
局在解析を行った。次にヒストンバリアントをクロマチンに組み込む因子であるヒストンシャ
ペロンを欠損させることで、細胞の性質に与える影響を解析した。 
(2) H3.3 過剰発現による SCNT 法の改善: H3.3 をコードする mRNA をクローン胚で過剰発現
させ、胚発生への影響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 初期発生期におけるヒストンバリアントの機能解析 

TS 細胞と ES 細胞におけるヒストンバリアント H3.1/H3.2 と H3.3 のゲノム局在を ChIP-seq
解析で調べたところ、胚体外系列の細胞である TS 細胞において H3.1/H3.2 が数 Mb にわたっ
て蓄積している領域が存在していた (図 1)。過去の研究で H3.1/H3.2 は抑制的なヒストン修飾
である H3K9me3 を呼び込む場合があることが報告されており(1)、TS 細胞における H3K9me3
のゲノム局在も解析したところ、H3.1/H3.2 と共に大きなドメイン構造を形成していることが
分かった。この領域を申請者達は TSC-defined highly heterochromatinized domain (THD) と
名付けた。次に THD における H3.1/H3.2 の機能を調べるため、H3.1/H3.2 をクロマチンに組み
込む因子である P150 の発現を TS 細胞で低下させたところ、THD において H3.1/H3.2 だけで
なく H3K9me3 も減少していた。また、P150 の発現量が低下した TS 細胞の遺伝子発現を調べ
たところ、TS 細胞の幹細胞マーカー遺伝子である Cdx2 や Elf5 などの発現も減少し、ES 細胞
の幹細胞マーカー遺伝子である Oct3/4 の発現が上昇していた。これらの結果から H3.1/H3.2 は
THD を制御することで、胚体外組織に特徴的な遺伝子発現を制御していることが明らかになっ
た。 

図 1. ES 細胞と TS 細胞を用いた H3K9me3 と H3.1/H3.2 の ChIP-seq 解析 

更に ATAC-seq 解析や Hi-C 解析によって THD の特性を詳細に解析したところ、THD が形
成されている領域は特に安定的なクロマチン構造となっていることが分かった。興味深いこと
に THD は TS 細胞だけでなく、マウス初期発生期の胎盤系列の細胞やヒト胎盤細胞においても
観察され、胎盤系列の細胞において広く重要な意味を持つことが示唆された。 
 TS 細胞のような胚体外系列の細胞を用いた SCNT 法は特に成功率が低いことが報告されて
いる(3)。またドナー細胞が持つ H3K9me3 がクローン胚の発生を強力に阻害することも報告さ
れており(2)、THD がリプログラミングに対して強い抵抗性を示す可能性が考えられた。そこで
酵素的処理によって THD を破壊したところ、TS 細胞由来クローン胚の発生効率は大きく向上



し、世界で初めて胎盤系列の細胞に由来するクローンマウスを作
出することに成功した (図 2)。 
 
(2) H3.3 過剰発現による SCNT 法の改善 
 上記の通り、H3.1/H3.2 が SCNT 法に対して抵抗性を示すこと
が分かった。核内 H3.1/H3.2 量は H3.3 を過剰発現することで減
少することが報告されているが、過剰な H3.3 量は胚発生を逆に
抑制してしまう。そこで H3.3 過剰発現による SCNT 法への影響
を調べるため、まず最適な発現量を検討する必要があった。クロ
ーン胚へ導入する H3.3 mRNA の濃度を 12.5, 25, 50, 100, 200 
ng/uL という範囲で検討したところ、25 または 50 ng/uL の濃度
が最適であることが分かった。そこで次に、これらの濃度で H3.3 
mRNA を導入したクローン胚の個体への発生能を評価した。核
ドナー細胞として BDF1 系統の卵丘細胞を用いたが、産子率は未処理群が 0.4%であったことに
対し、H3.3 過剰発現群では 25 ng/uL で 1.0%, 50 ng/uL で 1.1%であり、微増であるが改善して
いることが分かった。一方で当初期待されたクローン胎盤の発生異常への影響も解析したが、顕
著な改善は見られなかった。 
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