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研究成果の概要（和文）：体細胞クローンとiPS細胞の誘導研究は、細胞分化制御と可塑性に伴うエピジェネテ
ィック制御を理解する上で非常に重要な技術であるがその根本的な分子機構は未解明である。iPS細胞における
初期化では、特定の転写活性化領域のアミノ酸配列をマスター転写因子Oct4に誘導することにより初期化効率が
飛躍的に向上し、アメリカ平原ハタネズミやニワトリのiPS細胞にも有効であった。体細胞クローンにおける初
期化では、卵細胞質のMAPKの必要性がないことや抑制型クロマチン修飾H3K9の脱メチル化酵素Kdm4dの卵細胞お
よびドナー体細胞内への強制発現により卵で起こる初期化の障壁が下がり発生率が向上した。

研究成果の概要（英文）：Studies of nuclear reprogramming in somatic cell nuclear transfer (SCNT) and
 induced pluripotent stem cells (iPSCs) are good model for understanding for cell differentiation 
and dedifferentiation under epigenetic regulation. Efficiency of iPSCs reprogramming dramatically 
improved by fusion of specific amino acid transactivation domain and useful for vole and chickene. 
Reprogramming based on oocyte by SCNT does not required MAPK activity and improved clone embryo 
development by H3K9 specific demethylase Kdm4d overexpression in oocyte or somatic cell.      

研究分野：発生工学
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１．研究開始当初の背景 
体細胞クローン動物の誕生は、畜産分野の
みならず基礎生物及び医学分野等にも大き
なインパクトを与えてきたが、その成功率は
未だ数％と低い。特に畜産分野において、得
られたクローン牛の半数以上に死産、形態形
成異常、胎盤異常や呼吸器不全など数多くの
異常も報告され、実用化レベルの技術には至
っていない。その原因として、卵細胞内で起
こる核の初期化が不完全であることが推測
されるが、未だ不明な点が多い。近年、エピ
ジェネティック修飾のエラーが原因の一つ
として考えられており、脱アセチル化酵素阻
害剤の使用により高アセチル化を誘導しマ
ウスクローンの初期化効率を高めることが
できる。しかしながら、この効果はマウスで
のみ効果的であるため、依然として体細胞ク
ローンの初期化機構の包括的な解明に至っ
ていない。 
一方、体細胞に4種類の初期化因子（Oct4，
Sox2，Klf4、c-Myc）を強制的に発現させる
ことにより、核の初期化を誘導し人工多能性
幹細胞(iPS 細胞)を作出することが可能とな
った。しかし、体細胞クローンと同様にその
効率が低いため、核の初期化機構の解明を目
的とした研究が数多く行われている。特にエ
ピジェネティクスに着目したアプローチに
おいて、体細胞の高メチル化維持が初期化を
阻む障壁である多くの知見が報告されてい
る。そこで体細胞のメチル化を特異的脱メチ
ル化酵素や薬剤処理を組み合わせることに
より、劇的に初期化を促進することにマウス
やヒトの iPS 細胞で成功している。 
このような背景から、卵細胞質で起こる初
期化機構の解明とエピジェネティック制御
因子によりクロマチンを弛緩させておけば
体細胞が初期化因子により初期化を受けや
すい状態になると考え、クローンの初期化に
及ぼす影響を調べた。さらに、高品質なブタ
iPS 細胞の樹立を試みた。 
 
２．研究の目的 
これまで体細胞核の初期化機構は、体細胞
クローン技術でのみ可能であったがiPS細胞
技術の開発により豊富なサンプルと情報量
により分子生物学及び生化学的な解析が活
発に行われ、徐々に初期化機構の一端が解明
されてきた。しかしながら体細胞クローンと
iPS 細胞の知見を包括的に解析・理解した研
究は今まで行われてこなかった。特に、家畜
を用いたクローン研究とiPS細胞研究はマウ
スやヒトの場合と異なる点が多いため家畜
を用いた初期化機構の理解により、質の高い
クローン技術やiPS細胞技術が実用かつ応用
可能になると考えられる。 
そこで本研究では卵細胞質内で起こる初
期化機構の理解を目指し、初期化に必要な卵
細胞質の状態を家畜卵を用いて詳細に調べ
た。さらに、高メチル化状態のドナー体細胞
を予め核をリモデリングすることで初期化

が促進するかどうか試みた。家畜における
iPS 細胞の樹立においては、樹立におけるさ
まざまな諸条件を調べ、より高品質なブタ
iPS 細胞の樹立を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）ウシ体細胞初期化に及ぼす卵細胞質内
の主要リン酸化酵素 MAPK の必要性を調べる
ため、さまざまな状態の卵細胞質を作製し、
体細胞クローン胚への発生率を指標に評価
した。屠殺場由来卵巣より採取および培養し
た未受精卵は、MPF および MAPK 活性の活性と
不活性状態を誘導するためイオノマイシン
による MPF の不活性化および U0126 による
MAPK の不活性化状態になるように詳細に条
件検討を行った。体細胞核移植は既報に従っ
て行い、クローン胚のクロマチン状態は免疫
染色により、クローン胚の胚盤胞への体外発
生能および質はリアルタイムPCRによる遺伝
子発現解析を行った。 
 
（2）ブタ体細胞初期化に及ぼす脱メチル化
処理の影響を調べるため、効率的なドナー細
胞の脱メチル化処理を検討した。特に転写抑
制型であるヒストン H3 の 9 番目のリジンの
トリメチル化（H3K9me3)に着目し、そのメチ
ル化酵素であるSuv39H1/2の特異的阻害剤で
あるchaetocinを用いてドナー体細胞とクロ
ーン胚の脱メチル化に効果的な濃度検討を
行った。次に H3K9me3 の特異的脱メチル化酵
素である Kdm4d に着目し、予めドナー細胞に
強制発現した区、予めレシピエント卵細胞質
に mRNA を注入して強制発現した区および両
方の処理を施した区を設け、既報に従い行っ
た。核の初期化の評価は、H3K9me3 の特異的
抗体による免疫染色、クローン胚盤胞への体
外発生能および質は SOX2 の免疫染色による
内部細胞塊の細胞数計測を行った。 
 
（3）ブタ iPS 細胞の樹立は、ブタ胎児由来
線維芽細胞を用いた。レンチウイルスベクタ
ーに Oct4，Sox2，Klf4，ｃMyc を 2A ペプチ
ドで連結したものと Lin28, Nanog および
ZsGreen 連結したものを用いて iPS 細胞への
誘導を行った。樹立したブタ iPS 細胞は、RNA
―Seq による遺伝子発現解析、核型解析、タ
ンパク質発現解析、テロメラーゼ活性解析、
SCID マウスへのテロトーマ形成、COBRA 法に
よる X染色体不活化の検出、ブタ胚盤胞への
注入によるキメラ形成による質の評価を行
った。 
 
４．研究成果 
（1）ウシ未受精卵における効率的で選択的
な MPF と MAPK 活性の不活化法を調べた。デ
メコルシン処理によるスピンドルチェック
ポイント機構と MAPK 特異的阻害剤 U0126 を
組み合わせることにより、3時間処理で MAPK
活性だけを既定値まで低下させることがで
きた（図 1-A）。また、イオノマイシンとシク



ロヘキシミドの複合処理およびU0126を用い
ることで、MPF と MAPK 活性をそれぞれの組み
合わせ（TypeI～IV）で不活化させることが
できた（図 1-C）。このようなさまざまな活性
をもつ卵細胞質を用いることで、体細胞初期
化に必要な活性を調べることが可能となっ
た。その結果、MPF および MAPK 活性もクロマ
チンリモデリングおよびクローン胚への発
生能、クローン胚の遺伝子発現に影響しない
ことが明らかとなった。これまで必要だと考
えられていた卵細胞の中心的なリン酸化酵
素である MPF と MAPK 活性が体細胞の初期化
に必要ないことが明らかとなった。 
 

 

 

図 1 ウシ未受精卵のMPFとMAPK活性

制御 
 
（2）H3K9me3の特異的メチル化酵素Suv39H/2
の阻害剤chaetocinがブタ胎児線維芽細胞核
に及ぼす脱メチル化への影響を調べた。1ｎM
で数日間処理した結果、細胞の 10％程度が脱
メチル化を起こしていた。これらの細胞を用
いたクローン 4 細胞期胚は、H3K9me3 のメチ
ル化レベルが有意に低下した、さらに、ヒス
トン脱アセチル化阻害剤VPAと併用すること
で脱メチル化効果はさらに向上した（図 2）。
しかしながら、クローン胚の胚盤胞への発生
率は対照区と比較して向上しなかった。 
 

 

図 2 ブタクローン胚における chaetocin の
影響 左：対照区 右：chaetocin+VPA 区 
 
次に H3K9me3 の選択的脱メチル化酵素
Kdm4d を用いて、同様の検討を行った。胎児
線維芽細胞にCAGプロモーターを持つプラス
ミドベクターで強制発現させると、細胞全体
の 15％程度が脱メチル化状態になった。
Kdm4d 強制発現細胞を用いたクローン胚は、
H3K9me3 レベルが有意に低下した。また、
Kdm4dのmRNAを予めレシピエント未受精卵に
強制発現させてクローン胚を作製すると、同
様にメチル化状態が有意に低下した。ドナー
細胞およびレシピエント卵細胞にkdm4dを強
制発現させて作製したクローン胚は、対照区
と比較して胚盤胞への発生率が有意に向上
し、胚盤胞の SOX2 陽性細胞の割合も高くな
った。これらの結果より、ブタ体細胞クロー
ンへの脱メチル化誘導操作により体細胞核
の初期化が促進したと考えられる。 
 
（3）高品質のブタiPS細胞の樹立を試みた。
これまでの初期化に必要な Oct4，Sox2，Klf4，
ｃMyc に加え、Lin28,Nanog と ZsGreen を導
入した結果、図 3に示すようなブタ iPS 細胞
のコロニーを得ることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 ブタ iPS 細胞コロニー 
 

 

図 4 ブタ iPS 細胞の染色体像 
 
得られたブタiPS細胞のさまざまな分子生
物学的な機能評価を行ったところ、染色体構
成は得られた染色体像のすべてが 38 本であ
り正常であった（図 4）。また、テロメラーゼ
活性、タンパク質発現、遺伝子発現レベルも
ES 細胞と比較して正常範囲であった。さらに、
細胞の性が雌であったためH3K27me3やCOBRA 
法による X染色体の状態を調べた結果、両方
の X染色体が活性状態であった。次に細胞の
機能評価として、テラトーマアッセイとキメ
ラアッセイを行ったが正常範囲内であった
（図 5）。以上の結果から、従来の報告された
ブタ iPS 細胞と比べて極めて高品質であり、
ナイーブ状態に近い細胞であることが明ら



かとなった。 

 

 
図 5 ブタ iPS細胞のキメラ形成能 
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