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〔総説〕

ブタ前駆脂肪細胞を核ドナーとする体細胞核移植による
クローン産仔の作出

富井 亮・長嶋比呂志

(2007年9月28日受理)

Production of cloned pigs by nuclear transfer of preadipocyte 

Ryo Tomii， Hiroshi Nagashima 

1. はじめに

核移植とは，ある卵子の核を取り除き，その卵細胞

質に別の細胞の核を移植することを言う(図 1)。

1997年に， 6歳の雌ヒツジから採取した乳腺細胞をド

ナー細胞とする核移植によって，世界初の体細胞核移

植クローンヒツジ，ドリーが誕生した (Wilmutet al. 

1997)。体細胞核移植によるクローン動物の誕生は，

細胞の分化は遺伝子の不可逆的な変化によるものでな

く，可逆的な変化によるものであることの証明となっ

た。この成功をきっかけに，核移植技術を用いた研究

は，匪発生，分化の初期化機構などの重要な生物学的

な知見を得ることが出来る新たな研究手法を提供し

た。例えば， 2004年に河野らが，未成長期卵母細胞

を用いた核移植によって，母性染色体しか含まない単

為生殖匪が発生異常を起こす原因はゲノミックインプ

リンティングにあることを証明した (Konoet al. 

2004)。この研究は，核移植技術を用いて生物学的な

問題にアプローチした好例である。現在では，核移植

技術は学術分野だけでなく，農業や医療分野などでの

利用も期待されている。

2. 種の保存方法としての利用

国際自然保護連合 (theInternational Union for Con-
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servation of Nature and Natural Resources: IUCN)の

レッドリス トにおいて絶誠危倶種に指定されている晴

乳動物は， 1000種類以上に及んでおり (IUCN:http: 

/ /www.iucnredlist.org) ，これらの動物種を維持，保

存することは国際的な課題となっている。このような

希少品種を対象とする場合，生殖細胞を採取すること

自体が困難であるという理由から，従来の生殖工学技

術の応用が難しい。そこで， 一つの細胞から個体を作

出できる体細胞核移植技術が，系統維持や希少品種の

保存に利用されている。体細胞を保存する場合は，性

別，繁殖可能年齢や，動物の生理的状態に関係なく採

取が可能で，技術的にも匪を保存する場合よりも容易

である。実際に，絶滅危倶種のエンデピー牛や，アメ

リカンワイルドキャットのクローンの誕生が報告され

ている (Wells1998; Gomez et al. 2004)。

3. 優良遺伝形質を持つ動物の増産への利用

畜産においては，ヒツジ，ヤギ，ウシといった家畜

動物の体細胞核移植が，優良家畜の増産，育種改良の

効率化に役立つと考えられている。スーパーカウと呼

ばれる極めて高い泌乳能力を持つ雌ウシや，高品質の

牛肉を生産することができる種畜を体細胞核移植によ

って複製 ・増産することで，生産性を高めることがで

きる。

家畜以外の動物としては，盲導犬，介助犬，救助犬

などの特殊能力を持った動物の増産に利用できる可能
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図 1 クローンブタの生産

性がある。財団法人日本盲導犬協会の2001年のデー

タによると，圏内では約850頭の盲導犬が活躍してい

るが，盲導犬との生活を希望している視覚障害者は

4800人にものぼり，盲導犬は大幅に不足している。

盲導犬としての資質は遺伝によるところが大きく，候

補として産まれてきた子犬のうち，実際に盲導犬にな

るのは全体の約3割でしかない。また，盲導犬は幼

犬の時に避妊手術されてしまうため，たとえ優秀であ

っても子孫を残すことが出来ないという問題がある。

盲導犬から細胞を採取し，体細胞核移植行うことで優

秀な遺伝形質を持った子犬を確保出来る可能性がある。

4. 再生医療分野への利用

匪性幹細胞 (Embryonicstem cell: ES細胞)は，

未分化性を維持したまま増殖が可能な初期匪由来の培

養細胞であり，様々な細胞への多分化能を有するた

め，再生医療の分野での利用が期待されている。しか

し，これまで樹立が報告されている ES細胞のほとん

どは受精卵 ・単為発生匪由来であり，それらの細胞

を，治療を目的として患者に移植すると免疫拒絶が起

こる可能性がある。 ES細胞を自分自身の細胞で作る

ことが出来れば，免疫の問題は解決すると考えられる。

2001年に若山らは，核移植技術を用いることでマウ

スの核移植匪性幹細胞 (NuclearTransfer-ES Cell: 

NT-ES細胞)を作製することに成功した (Wakaya-

ma et al. 2001)。これと同様に患者の核を用いてNT-

ES細胞を樹立すれば，患者と同じ免疫学的 (遺伝学

的)パックグラウンドを持つ細胞が取得可能であり，

移植医療において最大の障壁である拒絶反応を回避す

ることが可能になる。

幹細胞を用いた細胞移植治療の実現のためには，細

胞の加工方法(培養，分化処理)および機能の評価，

安全性 ・品質の保証などのさらなる検討が必要である

と考えられる。体細胞核移植を用いて作製したクロー

ン動物は，遺伝的に同一であるためにドナー細胞に対

して免疫拒絶反応を示さない。従って，幹細胞治療の

効果を調べるための対象として非常に優れた評価モデ

ルとなる可能性がある。

5. 遺伝子改変動物の作製への利用

遺伝子改変プタの作出の手段としては，従来，前核

注入法が主に用いられてきた。しかし，前核注入法に

は，染色体上のランダムな位置に遺伝子導入が起こる

こと，導入遺伝子のコピー数を制御できないこと，導

入効率が低いことなどの問題があり (Rulicke& Hub-

scher 2000; Brinster et al. 1985)，そのため遺伝子改

変プタの生産は非常に非効率的であった。これに対 r

し，遺伝子改変を施された細胞をレシピエント卵細胞

質に核移植する方法(図2)には，得られた産仔が確

実に遺伝子改変されているという利点がある。さら

に，この方法を用いることによって，遺伝子ノックア

ウトのような高度な遺伝子修飾も可能となる (Daiet 

al. 2002)。以上のことから体細胞核移植を用いること

によって，遺伝子改変ブタ作出を画期的に効率化する

ことが出来ると期待される。

遺伝子改変動物の農業分野への利用としては，家畜

nu 
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図2 遺伝子改変ブタの生産

の成長促進や産肉性の向上，ウイルスに対する抵抗性

の付与や，家畜の生産物の成分組成を改変するといっ

た品種改良が挙げられる (Purselet al. 1993; Prather 

et al. 2003)。また，医療品原料や抗体などの有用な

生理活性物質を動物体内で大量に生産させる，いわゆ

る動物工場(アニマルバイオリアクタ一) (Velander 

et al. 1992)や，ヒトの疾患モデル動物 (Petterset 

al. 1997)の作製に利用されている。さらに，ヒトへ

の移植用代替臓器ドナーを目的として，異種移植にお

ける超急性拒絶反応の原因となる糖鎖抗原を除去した

遺伝子改変ブタ (Daiet al. 2002)などの作製が行わ

れている。

6. 体細胞核移植における課題

体細胞核移植によるクローンブタの生産効率は5%

以下である。クローンプタの生産効率の低さの理由と

しては，匪移植後の胎仔の早期死滅や死産，産後直死

などが挙げられる (Wilmutet al. 2002)。これらの異

常の原因は，核移植匪の初期発生過程における遺伝子

のリプログラミング不全にあると考えられている (Li

et al. 2003)。また，体細胞核移植は， ドナー細胞の

培養，レシピエント卵の除核，レシピエント細胞質内

への核の導入，再構築匪の活性化と体外培養，匹移植

などから構成される multi-steptechnologyであるた

め，これらすべての工程の最適化がクローン動物の効

率的な生産に不可欠である。今後，クローンプタや遺

伝子改変ブタの利用を一層推進するためには，より生

産効率の高い体細胞核移植のシステムが構築されるこ

とが必要である。

7. ドナー細胞の種類

ドナー細胞の種類は，体細胞核移植によってクロー

ン個体が得られるか否かを決定する重要な要素であ

る。ドナー細胞の種類が，核移植匪の発生能 (Waka-

yama & Yanagimachi 2001; Yin et al. 2002)や， DNA 

のメチル化パターン (Santoset al. 2003)，初期発生

に必要な遺伝子の発現 (Bortvinet al. 2003)に影響

を与えることが報告されている。よって，高い増殖能

を持ち，かつリプログラミングを受け易いという，核

移植のドナー細胞に適した性質を持った細胞を見つけ

ることは重要な課題である。これまで，様々な研究グ

ループが核移植によりクローンブタの作出に成功して

いるが，その際に用いられたドナー細胞は，胎仔繊維

芽細胞とその他数種類の細胞に限られている。

我々は体細胞核移植のドナー細胞として，ブタ前駆脂

肪細胞に着目した。前駆脂肪細胞は，成体の脂肪組織

から採取した成熟脂肪細胞を脱分化させることによっ

て樹立した細胞である (Yagiet al. 2004) (図3)。前

駆脂肪細胞は繊維芽細胞様の形態を有し，継代培養が

容易である。また，生体組織由来の細胞であるが胎仔

繊維芽細胞と同程度の増殖性を有する。我々は，この

前駆脂肪細胞で再構築された核移植匪が，胎仔繊維芽

細胞で再構築した核移植匪と同等の発達能を持つこと

を示した。また，前駆脂肪細胞を核ドナーとする核移
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図3 天井培養法を用いた前駆脂肪細胞の初代培養 (Tomiiet al.， 2005 Cloning and Stem Cells， 7: 279-288. 2005.) 

植によってクローンブタを作製することに成功した

(Tomii et al. 2005)。

8. ドナー細胞の細胞周期同調法

レシピエント細胞質に第二減数分裂中期の卵を使用

する時，核移植匪が正常な2倍性の染色体を維持す

るためには， GO/G1期の細胞を核ドナーとする必要

があるとされている (Capmbellet al. 1996)。細胞周

期を GO/G1期へと同調する方法としては，血清飢餓

の他に，接触阻止，細胞分裂阻害剤を用いる方法が報

告されている (Ploejaevaet al. 2000; Onishi et al. 

2000; Kues et al. 2000)。実際，血清飢餓，接触阻止

で細胞周期を同調した細胞をドナー核とする核移植に

よって，正常なクローンブタ産仔が誕生している。

しかし， ドナー細胞の種類や培養期間などの条件に

よっては，細胞周期同調処理により細胞にアポトーシ

スが誘導されることが指摘されている (Kueset al. 

2000)。アポトーシスが引き起された細胞を核移植に

使用しても再構築匪の正常な発達は望めないであろ

う。また，細胞周期同調処理がクローン匪の発達一特

に妊娠後期ーに悪影響を及ぼすことも報告されている

(Gibbons et al. 2002)。従って， GO/G1期に細胞周期

を高効率に同調させ，かつ，アポトーシス誘導や匪発

生への悪影響などのリスクが低い方法を利用出来れ

ば，核移植の効率を向上できる可能性がある。

前駆脂肪細胞は，体外で分化を誘導することによ

り，成熟脂肪細胞に再分化するだけでなく，骨芽細

胞，軟骨細胞，骨格筋細胞などへと分化することが報

告されている (Yagiet al. 2004; Miyazaki et al. 

2005)。分化過程の細胞は，細胞周期が GO期に入る

ことが知られている。このことは核移植において， ド

ナー細胞の細胞周期を同調するための新しい方法とし

。，“

て，分化誘導が利用可能なことを示す。

我々は，ブタ前駆指肪細胞を核ドナーとする核移植

において，血清飢餓，接触回止，細胞分裂回害剤，分

化誘導による細胞周期同調法を比較した。その結果，

分化誘導法はアポトーシスを引き起こすリスクを伴わ

ず，高効率に細胞を GO/G1期に同期化出来る優れた

細胞周期間調方法であることが示された。さらに，分

化誘導法で細胞周期同調された前駆脂肪細胞を核ド

ナーとする核移植によって，クローンブタ産仔を高効

率に生産することが可能であった。我々が知る限り，

この産仔は分化誘導を細胞周期同調法として利用して

作製された始めてのクローン動物である。

9. 今後の展開

全能性を持つES細胞で再構築された核移植妊は，

体細胞で再構築された核移植匪よりも産仔までの発達

能が高いことが報告されている (Wakayamaet al. 

1999)。しかしその一方で，多分化能を持つ体性幹細

胞を核ドナーとする核移植匪からの産仔の生産効率

は，体細胞を核ドナーとする核移植匪と同等かそれ以

下であることが報告されている(Inoueet al. 2006; 

Kato et al. 2004; Mizutani et al. 2006)。このように，

未分化な細胞が核移植のドナー細胞として有利である ・

かどうかについては不明な点が多い。前駆脂肪細胞

は，任意の時期に分化させることが可能であるため，

体細胞核移植におけるドナー核の分化状態とリプログ

ラミングの関係を解明するためのツールとして利用さ

れることが期待される。今後，体細胞核移植における

ドナー核のリプログラミングに関する研究が進むこと

によって，クローン動物の作製効率が飛躍的に向上す

る事が期待される。
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