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研究成果の概要（和文）：体細胞核移植クローン（SCNT）技術は、体細胞から個体を作出できる唯一の生殖工学技術で
あるが、その産仔作出率は移植した胚数に対して5%以下と非常に低い。本研究ではSCNT技術を実用化することを目標と
して、遺伝子改変によらない遺伝子発現制御方法を開発し、SCNTの低い作出効率を改善することを試みた。その結果、
(1) 受精後に活性化される転写因子のmRNAをSCNT胚細胞質に導入すると、発生効率が改善する。(2) X染色体の不活性
化を司るXist遺伝子の発現をRNAノックダウンによって抑制すると産仔作出効率が10倍まで向上する、などの成果が得
られた。

研究成果の概要（英文）：Although somatic cell nuclear transfer (SCNT) is sole reproductive engineering 
technique to allow us to produce individuals from somatic cells, their developmental efficiency is 
usually less than 5%. In this study, we aimed at practical applications of this technique and attempted 
to develop procedures of gene regulations by non-genetic modification to improve low developmental 
efficiency of SCNT. As a results, we obtained following conclusions. (1) mRNA introduction of a 
transcription factor activated in fertilized embryos could improve developmental efficiency of SCNT 
embryos in vitro. (2) RNA knock down of Xist gene that triggered X chromosome inactivation in female 
somatic cells could remarkably ameliorate impaired developmental efficiency into term offsprings of SCNT 
embryos.

研究分野： 発生工学
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１．研究開始当初の背景 
	 体細胞核移植クローン（Somatic Cell 
Nuclear Transfer: SCNT）技術は、体細胞か
ら個体を再生できる唯一の生殖工学技術で
あり、その応用範囲は医療、畜産、基礎生物
学と幅広い。しかしながら、SCNTによる産
仔の作出効率は移植胚に対して通常 5％以下
と非常に低く、その改善が強く求められてい
る。SCNT作出効率の改善には、ヒストン脱
アセチル化酵素阻害剤（HDACi）の利用が効
果的であることがマウスを用いて明らかと
なっているが、その効果は限定的で、動物種
によっても効果に違いがあることが示され
ている (1)。我々は、これまでにマウス SCNT
初期胚を用いた大規模遺伝子発現解析から、
マウス SCNT 胚では X 染色体特異的な遺伝
子発現低下が観察され、これが雌の体細胞で
X染色体不活性化を司るXist遺伝子の異所的
発現により引き起こされることを明らかに
した。さらにこの知見を利用して、遺伝子組
換え技術により片側アレルの Xist 遺伝子を
欠損させたマウスの体細胞を核ドナーとし
て用いると、X染色体関連遺伝子の発現低下
が改善し、SCNT 産仔作出効率が 10 倍程度
向上出来ることを明らかにした (2)。しかし
ながら、遺伝子組換え技術は、家畜などマウ
ス以外の生物種には適用が困難であること、
医療応用を目的とした場合には不向きであ
ることなどから、遺伝子組換えを伴わない
SCNT 技術の改良が不可欠と考えられてい
る。 
 
２．研究の目的 
	 これらの状況を踏まえた上で、遺伝子組換
えを伴わない汎用性の高い SCNT 技術の開
発を行うことを目的として本研究課題を遂
行した。 
 
３．研究の方法 
	 SCNT胚作出は、若山らの方法を改変し用
いた（3, 4）。遺伝子組換えを伴わない遺伝子
操作方法として、初期胚への mRNA の導入
やRNAiの利用による遺伝子発現制御方法を
用いた。またそれらの導入時期や導入量の検
討を行い、目的とする発現変化が最も効果的
に現れる条件の検討を行った。 
	 
４．研究成果	 
（1）HDACi は SCNT 胚の zygotic gene 
activation (ZGA)を正常化する  
	 SCNT 胚の産仔作出効率は通常 5%以下で
あるが、核ドナー細胞を卵子細胞質に導入し
た再構築胚を活性化した後に HDACi処理を
行うことで、産仔作出効率を上昇させること
が可能である（4, 5）。そこで、HDACi処理
により産仔作出効率が上昇する理由を明ら
かにするために、マウス胚において主要な
ZGAが起こる 2細胞期胚を用いて、アジレン
ト社 44k マイクロアレイによる大規模遺伝
子発現解析を行った。材料としては、最も効

果的な HDACiのひとつであるトリコスタチ
ン A（TSA）を処理した SCNT胚を用いた。
未受精卵子（OC）、正常受精卵（IVF）、TSA
処理 SCNT胚（TSA+）、TSA無処理 SCNT
胚（TSA-）、核ドナー卵丘細胞（Cumulus）
を用いて多変量解析を行ったところ、SCNT
胚は TSA 処理の有無に関わらず遺伝子発現
パターンはほぼ同一で、IVF胚とは大きく異
なっていた。（図 1） 

図 1	 各サンプルの Principal Component 
Analysis：SCNT胚（TSA+、TSA-）は IVF
胚とは大きく離れた位置にプロットされて
おり、両者の発現パターンが大きく異なって
いることを示している。TSA処理の有無によ
る影響はほとんど見られない。 
 
加えて TSA+と TSA-間で差次的遺伝子数は
495個と非常に少ない数であり、多変量解析
では両者の明確な差は観察されなかった。次
に IVFと TSA+間、または IVFと TSA-間で
抽出した差次的遺伝子より共通な遺伝子を
除いた遺伝子リストについてGene Ontology 
(GO)解析を行ったところ、TSA+では、
“Regulation of transcription” 、
“transcription”などの GO term が上位に来
ており、転写に関する因子の遺伝子発現が改
善していることが示唆された。そこで、外来
のmRNA注入による SCNT胚発生改善を目
指して、TSA処理により発現が亢進した遺伝
子の内、２細胞期で発現している転写因子で
ある Spi-CのmRNAを SCNT胚に導入する
ことを試みた。注入時期としてレシピエント
卵子と再構築胚活性化後の前核期胚、濃度と
して 0.1〜100 µg/µlの条件で導入したところ、
0.1 µg/µl の濃度で前核期に導入をした際に
着床前 SCNT 胚の発生率が有意に改善され
ることが明らかになった。 
	 次に 2 細胞期で ZGA を受ける遺伝子の機
能解析を行ったところ、正常受精卵である
IVF で は 、 “Expression of RNA” 、
“Transcription”など転写に関わる機能が高
く、逆に SCNT胚では、これらの機能が大幅
に低下している事、TSAを処理することによ
ってこれらの機能が IVF レベルまで大きく
改善すること、Spi-C mRNAの導入によって



不完全ながらこれら一部の機能が改善して
いること、などが明らかとなった（図２）。
本研究より、SCNT 胚に対して TSA 処理を
行うことで、転写に関する遺伝子の発現が正
常胚のレベルまで改善し、その後の胚発生に
必要な遺伝子発現が正常化されていること
が示された。 
 

図 2	 各胚における機能解析：2 細胞期胚で
ZGA を受ける遺伝子の機能を P 値の順に羅
列している。表内の数値は Z-score を示して
いる。IVF胚では転写に関わる機能が高いの
に対し、TSA-ではこれらほとんどの機能が低
下している。Spi-C mRNAの導入では一部の
機能が改善するのみであるが、TSA処理によ
りこれらの機能はほぼ IVF レベルまで改善
していることが分かる。太字は胚の初期発生
に重要であることが予想される機能。 
 
(2)Xist遺伝子ノックダウンにより SCNT
胚の発生効率は改善する  
	 我々は以前の研究により、遺伝子操作によ
り Xist 遺伝子を欠損させた核ドナー細胞を
用いると、産仔作出効率が大幅に改善するこ
とを明らかにした (2)。本研究では、遺伝子
改変によらない産仔作出効率の改善を目指
した。Xist遺伝子発現の抑制には、細胞質へ
の Xist small interfering RNA (siRNA)注入
による RNA ノックダウンを利用した。
siRNAは核DNAに挿入されることはないた
め、遺伝子組換えを引き起こすことはない。
siRNA注入後の SCNT胚における Xist遺伝
子発現量を測定したところ、活性化後 72 時
間までは Xist siRNA注入胚で Xist遺伝子の
有意な発現低下が見られたが、96時間では対
象区と差は見られなかった。さらに、大規模
遺伝子解析で SCNT 胚における X 染色体上
の遺伝子発現パターンを確認したところ、
Xist 遺伝子の発現量に従って、72 時間まで
は Xist siRNA注入胚で X染色体上の遺伝子
発現が改善していたが、96時間では対象区と
の差が見られなかった。従って、siRNAの効

果が持続する時間は 72 時間程度と考えられ
る。 
	 次に、Xist siRNA注入 SCNT胚と対象区
における着床後の発生率を比較したところ、
着床直後の 5.5 日胚、妊娠満期共に 10 倍以
上の効率で発生率/産仔率が改善したことが
明らかとなった。本研究により、SCNT胚発
生改善に対する Xist 遺伝子の発現抑制は 72
時間までが重要であること、遺伝子改変を利
用しない RNA ノックダウンによる発現抑制
を用いて、10倍程度の産仔作出効率の改善が
見られることが明らかとなった。 
	 一方で、本手法は X染色体が細胞内に１本
のみ存在している雄由来の SCNT 胚のみで
有効な手法であり、雌由来の SCNT胚には効
果がないことも明らかにした。 
 
(3)ヒストン H3 リジン 9（K9）メチル化
酵素の発現抑制・脱メチル化酵素の亢進
では、SCNT 胚の発生効率は改善しない  
	 我々はこれまでの研究で、X 染色体上の
XqA7.2-7.3/F3領域にヒストンH3K9ジメチ
ル(me2)修飾が蓄積し、この領域における遺
伝子発現の低下を引き起こしていることを
明らかにした (2)。これらの修飾は、核ドナ
ー細胞のエピゲノム記憶が引き継がれてい
ると考えられる。そこで、H3K9me2の脱メ
チル化を目指して、H3K9メチル化酵素であ
る G9a/Glpの siRNAの細胞質内導入による
発現制御の効果を観察した。 
	 G9a/Glp遺伝子の発現量解析から、siRNA
注入により両遺伝子の発現量が低下してい
る事は明らかとなったが、XqA7.2-7.3/F3 領
域における遺伝子発現は抑制されたままで
改善せず、妊娠満期産仔への発生効率も改善
が見られなかった。 
	 また、ヒストン H3K9 脱メチル化酵素
Jhdm2 mRNAの細胞質導入によるSCNT胚
発生効率への影響も観察したが、着床前、着
床後共に改善が見られなかった。従って、抑
制性ヒストン修飾であるH3K9me2関連因子
の発現量を操作しても該当する領域の遺伝
子発現、あるいは発生効率に影響を与えない
ことが明らかとなった。 
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