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世界初の体細胞クローン動物である羊のドリ
ーが 1996 年に誕生して以来 1）、多くの哺乳動物種にお
いて体細胞クローン個体が作出されている。ウシやブタ
など家畜においては種畜造成時の検定用個体を体細胞ク
ローン技術で作出することにより、従来よりも精度の高
い検定を効率的かつ低コストで行える可能性があり、体
細胞クローンを用いた検定法の確立に複数の研究機関が
取り組んでいる。しかしながら、家畜の体細胞クローン
においては、胚の受胎能力の低下、高頻度での流産の発
生、産子の過大化、生後直死などの異常がみとめられる 2）

-6）。そのため体細胞クローン個体の作出効率は低い状態
に留まっており、体細胞クローン個体の産業利用には上
記したような体細胞クローンにみとめられる様々な問題
を解決する必要がある。体細胞クローンにおけるこれら
異常の発生機序は明らかではないが、ドナー細胞核の初
期化が不完全であるために、胚発生に関与する様々な遺
伝子が正常に発現しないことがその原因の一つとして考
えられる。しかしながらウシでは、胚発生に関与する遺
伝子の特定やその発現動態の解明が十分になされておら
ず、体細胞クローン胚を含めた初期胚の遺伝子発現解析
が極めて重要な課題となっている。

本総説では、これまでに筆者がウシ体細胞クローン胚
の遺伝子発現制御機構に関して取り組んできた研究の中
から、ウシ体細胞クローン胚における胚発生および組織
分化に関与する遺伝子群の発現動態と遺伝子発現制御因
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子の一つである DNA メチル化レベルの変化に関する知
見 7）-10）を概説するとともにウシ体細胞クローン胚の遺
伝子発現制御に関する知見をいくつか紹介したい。
  

1．ウシ体細胞クローン胚の初期発生過程
　 における mRNA 発現動態

前述したように、各種哺乳動物の体細胞クローンにみ
とめられる様々な異常は、体細胞核の初期化不全による
遺伝子発現異常に起因する可能性が早くから指摘されて
いた。そこで、ウシ体細胞クローン作出の成功直後か
ら体細胞クローン胚の遺伝子発現解析が行われてきた
11）-13）。それらの概要は Nimann らの総説 14）-15）に詳しい
が、当初の予測通り、ウシ体細胞クローン胚では胎盤形
成に関与する遺伝子や妊娠認識機構に関与する遺伝子
発現に異常がみられることが明らかとなった。さらに、
Wrenzycki らは、ウシ体細胞クローン胚の遺伝子発現
がクローン胚の活性化法や体外培養環境によって変化す
ることを示している 13）。しかしながら、ウシ体細胞ク
ローン胚の遺伝子発現解析に関にしては、解析サンプル
として複数の胚をまとめて処理したものが多く、個々の
体細胞クローン胚の遺伝子発現を比較解析した報告は少
なかった。体細胞クローン胚は同時期に作出した胚のな
かでも着床や個体発生能力に差があり、遺伝子発現にバ
ラツキが存在する可能性が高い。そのため個々の胚を個
別にサンプリングし、その遺伝子発現を解析する必要が
ある。さらに遺伝子発現の比較対象として体外受精胚を
用いる場合が多いが、体外受精胚は体細胞クローン胚と
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同様にいくつかの遺伝子における発現動態の異常が報告
されており 15）、初期胚の遺伝子発現を比較解析するた
めには、様々な手法で作出された胚を用いることが望ま
しい。そこで我々は、ウシ体細胞クローン胚の遺伝子発
現を個々の胚から抽出した RNA を用いて RT- リアルタ
イム PCR を行い、体細胞核移植（NT-SC）、受精卵核移
植（NT-EM）、体外受精（IVF）、体内受精体内発生（Vivo）
および単為発生（PA）に由来するウシ胚盤胞期（BC）
胚の様々な遺伝子における mRNA 発現量を比較解析し
た 8）。その結果、NT-SC 胚では、胚発生や胎子発育に
重要な役割をもつ IGF 関連遺伝子の発現頻度（表 -1）
および mRNA 発現量に異常が認められた（IGF 結合タ
ンパク質（IGFBP）-2, -3 の例を示す : 図 -1, a, c）。また、

ウシ体細胞クローン胚の mRNA 発現の特徴として個々
の胚における mRNA 発現量のバラツキが顕著であるこ
とが明らかとなった （図 -1, b, d）。

しかしながら、これら発現異常のみとめられた遺伝
子群にはその後の伸長期（EL）までの発育にともない
mRNA の発現頻度（表 -2）や発現量（図 -2）が正常化
する遺伝子（IGFBP-2）と、継続的に発現異常がみとめ
られる遺伝子（IGFBP-3）が混在することが明らかとな
った 9）。Bertolini ら 16）は、ウシ BC 胚では IGF 関連遺
伝子および Glut 関連遺伝子の発現動態が体外培養を行
った IVF 胚と Vivo 胚とでは異なるものの EL 期におい
ては両者に差がみとめられなくなることを報告してお
り、今回の我々が明らかにしたウシ体細胞クローン胚の
EL 期胚における遺伝子発現異常は、BC 期までの体外
培養による影響ではなく NT-SC 胚の遺伝子発現の特徴
を示すものと考えられる。

2．ウシ体細胞クローン胚の組織分化関連
　 遺伝子の発現動態

ウシ NT-SC 胚では BC 期におこる内部細胞塊（ICM）
および栄養膜細胞（TE）への分化異常が報告されて
いるが 17）-18）、その原因は不明である。さらに、ウシ
NT-SC 胚の受胎率低下や高頻度での流産の発生は、
NT-SC 胚の胎盤形成異常が原因の一つと考えられてい
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図-1  ウシ胚盤胞期胚における IGFBP 遺伝子の mRNA

発現量 

表 -1　ウシ胚盤胞期胚における IGF 関連遺伝子
　　　の発現頻度

胚数 増幅産物が確認された胚数 (%)
IGF-Ir IGF-IIr IGFBP-2 IGFBP-3

NT-SC	 12	 12 (100)	 03 (25.0)a	 12 (100)	 06 (50.0)a

NT-EM	 12	 12 (100)	 09 (75.0)b	 12 (100)	 12 (100)b

IVF	 12	 12 (100)	 10 (83.3)b	 12 (100)	 09 (75.0)ab

Vivo	 12	 12 (100)	 11 (91.7)b	 12 (100)	 11 (91.7)ab

PA	 12	 12 (100)	 06 (50.0)ab	 12 (100)	 11 (91.7)ab

P<0.05 at least.

図 -1 ウシ胚盤胞期胚における IGFBP 遺伝子の mRNA 発現量

表 -2  各発生段階における IGF 関連遺伝子の発現頻度
発生
段階

増幅産物が確認された胚数 (%)
IGF-II IGF-Ir IGF-IIr IGFBP-2 IGFBP-3

BC	 NT-SC	 0/14 (0)	 14/14 (100)	 3/14 (21)	 14/14 (100)	 7/14 (50)
BC	 Vivo	 0/14 (0)	 14/14 (100)	 12/14 (86)	 14/14(100)	 13/14 (93)
EL	 NT-SC	 5/7 (71)	 5/7 (71)	 7/7 (100)	 7/7 (100)	 5/7 (71)
EL	 Vivo	 7/7 (100)	 7/7 (100)	 7/7 (100)	 7/7 (100)	 7/7 (100)

るが、ウシなど家畜における胎盤形成、す
なわち胚の組織分化を制御する遺伝子や
その発現動態は明らかではない。そこで
我々は、マウス初期胚で研究が進む ICM
と TE の分化制御に関する分子機構 19）-22）

を参考に、ウシ初期胚の ICM および TE
組 織 に お け る OCT-4、CDX2、TEAD4、
GATA3、NANOG、FGF4 各遺伝子の発
現解析を行った 7）。ウシ初期胚において
は、OCT-4 が ICM および TE 両方に発現
することが知られているが 23）-24）、その他
の遺伝子の ICM および TE における発現
量に関しては詳細な解析が行われていなか
った。今回我々は、ウシ初期胚では OCT-
4, NANOG および FGF4 遺伝子が TE と
比較して ICM において高い発現を示すこ
と、逆に CDX2 においては TE 組織で高
発現であることを明らかにし、さらにウ
シ初期胚でも TEAD4 遺伝子が発現する
ことを初めて見出した 7）。これらの結果
は、マウス胚同様にウシ初期胚においても
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ICM および TE への組織分化制御に、OCT-4、CDX2、
TEAD4、GATA3、NANOG、FGF4 遺伝子が関与する
ことを示唆するものである 7）。さらに、ウシ NT-SC 胚
の BC 期および EL 期におけるこれら組織分化制御遺伝
子の発現動態を解析することにより、ウシ NT-SC 胚の
組織分化制御機能を評価した結果、ウシ NT-SC 胚にお
ける OCT-4、NANOG、FGF4 遺伝子発現量は ICM お
よび TE ともに低いことが明らかとなった 7）。一方 EL
期では、全ての遺伝子発現量において Vivo 胚と NTSC
胚間に有意な差は認められなかった。これらの結果より、

3．ウシ体細胞クローン胚の発生にともなう
　 DNA メチル化レベルの変化

これまで述べてきたような NT-SC 胚の遺伝子発現異
常の発生原因は明らかではないが、NT-SC 胚では遺伝
子発現を制御する DNA メチル化などエピゲノムの特異
性が初期胚の遺伝子発現異常を引き起こしていることが
考えられる。実際に Kang ら 25）-27）は、ウシ NT-SC 胚
における BC 期での satellite I 領域の DNA メチル化異
常を明らかにしており、さらにウシ NT-SC 胚において
はゲノム全体の DNA メチル化レベルの異常も明らかに
なっている 28）。上記したようにウシ初期胚では胚の発
生にともなう遺伝子発現の変化がみとめられることか
ら、それら遺伝子の発現制御を担う DNA メチル化レベ
ルが胚発生にともなってどのように変化するかを明らか
にすることはウシ NT-SC 胚の遺伝子発現制御機構の解
明にとって重要となる。そこで我々は、ウシ初期胚の
各発生段階における satellite I 領域の DNA メチル化レ
ベルについて解析した 10）。その結果（図 -3）、Vivo 胚の
DNA メチル化割合は胚発生にともない有意に増加し、
なかでも EL 期胚の胚盤（ED）は TE よりも高メチル
化状態にあることが明らかとなった。一方、NT-SC 胚
では BC 期における DNA メチル化割合が Vivo 胚と比
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図-2  胚発生にともなう IGFBP 遺伝子の mRNA 発現の
変化 

図 -2  胚発生にともなう IGFBP 遺伝子の mRNA 発現の変化

図 -4  ウシ胚盤胞期胚における Dnmt 遺伝子の mRNA 発現量

図 -3  胚発生にともなう DNA メチル化レベルの変化

ウシ NT-SC 胚においては、最初の
組織分化がおこる桑実期から BC 期
にかけて組織分化制御遺伝子の発現
異常がみとめられ、これら遺伝子の
発現異常が、胎盤形成など NT-SC
胚の組織分化の異常を引き起こして
いる可能性が示唆された 7）。
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図-3  胚発生にともなう DNA メチル化レベルの変化 
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図-4  ウシ胚盤胞期胚におけるDnmt遺伝子のmRNA発
現量 

較して有意に高い値を示すが、その後の
胚発生によって EL 期 TE では脱メチル化
されることが明らかとなった。最終的に、
EL 期 NT-SC 胚の DNA メチル化レベルは
Vivo 胚と比較して差はみとめられなくな
った。

また、DNA メチル化酵素（Dnmt）遺
伝子の発現量を解析した結果、NT-SC 胚
では BC 期における Dnmt-1 発現量が Vivo
胚よりも有意に低い値を示した（図 -4）。
Dnmt-1 は主に維持型メチル化を、Dnmt-



−76− −77−

ウシ体細胞クローン胚の遺伝子発現制御機構

3a および Dnmt-3b はともに de novo 型メチル化に重要
な役割をもつことが知られており、ウシ NT-SC 胚では
EL 期にかけて維持メチル化機能の低下による受動的な
脱メチル化が起こり DNA メチル化状態が正常化する可
能性が示唆された 10）。このことから、ウシ NT-SC 胚に
おける BC 期での遺伝子発現異常は、胚の高い DNA メ
チル化レベルに起因し、その後、胚発生にともなって
DNA が脱メチル化することにより一部の遺伝子発現が
正常化することが示された 10）。

4．今後の展開について

これまで多くの研究者によって体細胞クローン胚のエ
ピジェネティクス異常が報告されており 11）-13）、今回示
した我々の結果とあわせてウシ体細胞クローン胚の様々
な遺伝子の発現動態が Vivo 胚や IVF 胚などと異なるこ
とは明らかである。しかしながら、子宮内に移植された
体細胞クローン胚の全てが死滅するわけではなく、一部
の体細胞クローン胚は着床し、分娩にまで至る。さらに
今回、我々が示したように初期胚の段階で発現異常がみ
とめられた遺伝子においても、胚の発生にともなって正
常な発現パターンを示す遺伝子が存在する。このことは
個々の遺伝子の発現制御が胚発生にともなって変化して
いることを示すものであり、体細胞クローン胚の異常原
因の解明には発現が正常化する遺伝子と発現異常が継続
する遺伝子における発現制御の違いなどを明らかにする
必要がある。

遺伝子発現の制御には様々な機構が存在するが、その
なかでも DNA メチル化とヒストン修飾などがよく知ら
れている。今回、体細胞クローン胚の DNA メチル化に
ついて我々の研究結果の一部を紹介したが、個々の遺伝
子における DNA メチル化パターンや、ヒストン修飾状
態の検討など残された課題も多い。そこで現在、我々は
様々なエピジェネティクス解析手法を用いてそれらの解
析を進めている。また、我々はヒストン脱アセチル化阻
害剤の一種であるトリコスタチン A（TSA）処理によ
るウシ体細胞クローン胚の遺伝子発現の人為的制御を目
指している。TSA 処理による NT-SC 胚の初期発生およ
び体細胞クローン作出効率の向上は、マウスにおいて報
告 29）-30）されているが、他の動物種においても同様の効
果が期待されている。我々の研究においても TSA 処理
によってウシ NT-SC 胚の胚盤胞期までの発生率の向上
が確認されており（未発表）、これらエピジェネティク
ス制御薬剤により将来的にはウシ体細胞クローン産子の
作出効率の改善が可能となるであろう。さらに最近、我々
は、マウス NT-SC 胚においては、X 染色体不活化に関

与する Xist 遺伝子が過剰に発現することを明らかにし、
さらに Xist 遺伝子発現の正常化させると体細胞クロー
ン個体の作出効率が向上することを報告した 31）。我々
は同時に、ウシ NT-SC 胚における Xist 遺伝子の過剰発
現を明らかにしており 31）、ウシにおいても Xist 遺伝子
の発現制御によって体細胞クローン個体の作出効率向上
が期待できる。これらの課題はウシ体細胞クローン胚の
発生異常原因の解明やクローン技術の改善のみならず、
未だ不明な点の多い家畜胚の発生機構の理解にも大きく
貢献できると考えている。

本稿に掲載したすべての図表は、文献 8）-10）から改
訂引用したものである。
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