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研究成果の概要（和文）：これまで、体細胞クローン動物には多くの発生異常が生じる事が報告されているが、通常の
受精で生まれたその子孫には異常が起きない事が知られている。その原因は、クローン動物のエピジェネティックな異
常が生殖系列を通過する際にリセットされるためであろうと考えられてきた。今回、体細胞クローン牛の精子・卵子を
材料に、そのDNAメチル化状態を非クローン牛と比較したところ、解析した遺伝子・領域について両者で差異は認めら
れなかった。

研究成果の概要（英文）：There are lots of reports showing developmental defects in somatic cell nuclear tr
ansferred animals (cloned animals). However, these abnormalities are not inherited to the next generation 
via normal fertilization process. It is assumed that epigenetic errors occurred in cloned animals were res
et during germ cell development. In this project, we analyzed DNA methylation levels in sperm and oocytes 
derived from cloned cattle and non-cloned control ones. All genes and regions analyzed were not different 
between cloned and non-clones.
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１．研究開始当初の背景 
 世界初の体細胞クローン牛が日本で誕生
してから 10 年以上になる。その間、500 頭
以上のクローン牛が誕生したが、5-10％以下
という低い作出率は未だ解決されていない。
その理由として、ドナー細胞となる体細胞核
において、DNA メチル化などのエピジェネ
ティックな情報が正しく初期化（リプログラ
ミング）されないために、遺伝子発現に乱れ
が生じ、胎子の発生異常や胎盤の過形成、出
生異常や生後直死の頻発に繋がると考えら
れている。一方で、正常に生まれたクローン
動物の繁殖能力に異常はなく、またその産子
（後代）には種々の発生異常が観察されない
ことが知られている。 
 このことは、クローン動物の生殖細胞形成
過程において、いったんエピジェネティック
な異常がリセットされることにより、後代に
は正常な配偶子が伝達されるためであると
考えられる。しかし、これはあくまで後代の
表現型から推察した仮説であり、実験的に実
証されてはいない。そこで、その実証を行い、
分子生物学のレベルで体細胞クローン牛の
生殖細胞形成過程におけるエピジェネティ
ックな変化を解析する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 体細胞クローン動物の低い作出効率は、ド
ナー核の不完全なリプログラミングによっ
てエピジェネティックな異常が生じること
が原因であると考えられている。一方で、通
常の受精によって生まれたクローン動物の
子孫には異常が無く、その理由は生殖系列を
通過することでエピジェネティックな異常
がリセットされるためであると考えられて
いる。 
 そこで本研究では、体細胞クローン牛の体
細胞、生殖細胞（精子・卵子）および受精卵
におけるエピジェネティックな状態を直接
比較・解析し、クローン牛の生殖系列におけ
るリプログラミング機構の正常性を分子レ
ベルで解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)体細胞クローン牛の生殖系列におけるリ
プログラミング機構の検証 
 成牛まで発育した体細胞クローン牛（およ
びコントロールの非クローン牛）より体細胞
（末梢白血球）および精子・卵子、さらにこ
れらの精子・卵子に由来する初期胚（胚盤胞
期胚）を回収し、DNA メチル化レベルをバイ
サルファイト法を用いて解析する。より多数
の領域を解析するために、時間・費用のかか
るシーケンス法ではなく、COBRA (COmbined 
Bisulfite Restriction Analysis) 法および
DNA フラグメント自動解析装置を用いること
で、簡便かつ定量的なメチル化解析を行う。 
 
(2)斃死したクローン牛の体細胞・生殖細胞
における DNA メチル化レベルの解析 

 性成熟以前に斃死した体細胞クローン牛
より体細胞（各臓器）および生殖細胞（精原
細胞、未成熟卵子）を回収し、DNA メチル化
レベルを解析することで、体細胞におけるエ
ピジェネティックな異常が生殖系列におい
てリセットされるかを調べる。精原細胞の回
収方法として、我々が開発したレーザーマイ
クロダイセクション装置を用いて精巣組織
切片から精原細胞のみを回収する方法を用
いる。DNA メチル化の解析方法は①と同様で
ある。 
 
４．研究成果 
(1)体細胞クローン雄牛(9 頭)、および非クロ
ーン雄牛(8 頭)から末梢血および精子 DNA を
回収し、それぞれの遺伝子について DNA メチ
ル 化の状態を解析した。その結果、反復配
列である Satellite I 領域は末梢血でクロー
ン牛・非クローン牛とも 90%程度のメチル化
状態であったものが、精子では 20-30%程度に
脱メチル化されており、Satellite II 領域も
同様に末梢血で 70%程度のメチル化が精子で
は 20%程度になっていることが分かった。一
方、散在性に分布するレトロエレメントであ
る art2 のメチル化は、末梢血でも変化はな
かった。これらの反復配列領域の DNA メチル
化の状態にクローン牛・非クローン牛間での
違いは無かった。父由来インプリント遺伝子
であるH19は末梢血で30-40%のメチル化であ
ったが精子ではクローン牛・非クローン牛と
もにほぼ 100%メチル化されていた。一方、母
由来インプリント遺伝子である PEG3 は末梢
血で 60-70%程度のメチル化であったが精子
ではクローン牛・非クローン牛ともほとんど
メチル化されていないことが分かった。 
 また、メスで X 染色体不活化に関与する
XIST遺伝子のDNAメチル化状態を同様に解析
した。その結果、末梢血ではほぼ 100%メチル
化されていたものが、精子ではほぼ完全に脱
メチル化されている事を見いだした。これは、
オスでは X 染色体が不活化されないように
XIST 遺伝子がメチル化されて発現が抑制さ
れていることを示唆している。また、精子で
ほぼ完全に脱メチル化されているというこ
とは、受精後にすぐ XIST 遺伝子が発現する
ようなリプログラミングを受けていると推
察される。すなわち、X 染色体を持つ精子由
来の受精卵は全てメスになることから、初期
胚におけるX染色体不活化のメカニズムに関
与している可能性が考えられる。ウシの X染
色体不活化のメカニズムについては、マウス
のような詳細な解析はされていないものの、
これまでの研究からは動物種による差が大
きい事が知られているため、今後、ウシの受
精卵を用いることで、哺乳類の X染色体不活
化に共通するメカニズムを探る研究を行う
事ができるかもしれない。 
 体細胞クローン動物は、初期胚、着床後、
発生途中、生後直後など、様々な段階で死亡
する事が分かっている。特に、初期胚では体



外受精胚や体内受精胚に比べると、その発生
効率は明らかに低い。その要因の一つとして、
初期胚の発生に必須な全能性に関与する遺
伝子の発現異常が考えられている。そこで、
全能性遺伝子であるOCT4およびNANOGのDNA
メチル化レベルを体細胞クローン牛・非クロ
ーン牛の末梢血および精子DNAを用いて解析
した。両遺伝子とも、体細胞ではメチル化さ
れて発現が抑制されている事がマウスなど
の実験から知られている。予想通り、両遺伝
子とも末梢血では高度にメチル化されてい
たが、精子では低メチル化状態にあった。こ
れは、XIST 遺伝子同様、受精後すぐに発現す
る必要があるため、精子形成過程で脱メチル
化を受けていると考えられる。このメチル化
の違いに、クローン牛・非クローン牛間で違
いはなかった。 
 同様の解析を体細胞クローン雌牛の卵子
を用いて行った。卵子の場合は、回収できる
サンプル量が精子に比べて極めて少ないた
め(1 頭あたり約 20 卵子を OPU により回収)、
反復配列のメチル化のみを解析した。
Satellite I 領域は雄牛同様末梢血で 90%程
度のメチル化が、卵子では 60-70%に低下して
いた。Satellite II 領域は末梢血で 70-80%
程度のメチル化が卵子では 40%程度に低下し
ていた。卵子でのメチル化状態にクローン
牛・非クローン牛間での違いは無かった。こ
れらの結果から、体細胞クローン牛の精子・
卵子における DNA メチル化状態は、非クロー
ン牛と同様のレベルにあることが明らかと
なった。 
 これらの成果は、これまでマウス等で報告
されていた、通常の受精過程を経て誕生した
クローン動物の子孫にはクローン動物自体
に見られるような発生異常が見られない、と
いう実験結果に対して、分子レベルでの実証
証拠を与えるものであり、将来的に体細胞ク
ローン家畜を畜産物として産業応用する場
合に、非常に重要な知見となる。 
 
(2)すでに入手していた幼若牛の精巣を用い
て、レーザーマイクロダイセクション装置に
よる幼若精原細胞の単離を試みたが、様々な
条件を検討したものの、サンプル自体の問題
か手法の問題か切り分ける事が困難であり、
安定した結果を得る事はできなかった。また、
非クローン牛の精巣は入手できたものの、ク
ローン牛の精巣を入手する事はできなかっ
た。これは、全国的にクローン牛の生産がほ
とんど行われず、本研究課題が実施された 2
年間にわずか1頭しかクローン牛が誕生して
いない、という現実によるものである。 
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