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〈要 約〉

　体細胞核移植法により哺乳動物のさまざまな種においてクローン動物が作出されてきたが，クローン胚の多くは胚の時期に発生を停止するためその作出の効率は種にかかわらず低い．筆者らは，これまでの研究において，マウスのクローン胚における発生の異常の原因として，ドナー細胞にあるヒストンH3のLys9のトリメチル化，および，核の移植ののちのXist遺伝子の過剰な発現を報告した．この研究において，この2つを同時に回避させることにより，マウスにおいてクローン個体の作出の効率をこれまでの最高のレベルにまで改善した．一方で，胎盤の過形成や着床ののちの発生の停止など，クローン胚に特有の異常な表現型はなお認められた．着床前期のクローン胚における遺伝子の発現およびエピゲノムについて包括的に解析することにより，ヒストンH3のLys27のトリメチル化により制御されるインプリント遺伝子がアレルに特異的なインプリントの情報を失っており，父母の両方のアレルから異常に発現することが明らかにされた．これらインプリント遺伝子の多くが胎盤の形成や着床ののちの発生に関与することから，クローン胚に特有の発生の異常の原因であることが強く示唆された．

はじめに

　体細胞核移植法は，卵子に分化した体細胞核を注入することにより全能性をもつ受精卵の状態へと初期化する技術である．この過程においては，ドナー細胞のもつ種々のエピジェネティックな修飾が大規模に初期化されると想定される．体細胞核移植法はドナーとして使用した体細胞と同じゲノムをもつクローン個体が作出されることから，畜産や絶滅危惧種の保存など幅広い応用が期待されてきた1)．しかしながら，体細胞核移植法を実際に応用するうえで，クローン個体の作出の効率が非常に低いことが大きなハードルとなっている．たとえば，マウスの場合，クローン胚のうち正常に胚盤胞期に到達するのは約30％であり，胚を子宮へと移植したのち出生にいたるのはわずか1～2％である．さらに，このようにして出生にいたったクローン個体は，胎盤の過形成などの異常をともなうことが知られている．これらの表現型から，体細胞核移植による初期化においてはのちのクローン胚の発生を阻害するようなエピジェネティックな因子の存在することが強く想定された．

　筆者らの研究グループは，これまでの研究において，マウスにおいてクローン胚の発生を阻害する2つの重要な因子を同定した．ひとつはドナー体細胞に存在する抑制性のヒストン修飾の一種であるヒストンH3のLys9のトリメチル化である2,3)（文献2) は 新着論文レビュー でも掲載）．このヒストン修飾はヒストン脱メチル化酵素をコードするKdm4d遺伝子を強制発現させることにより除くことができ，その結果，クローン個体の作出の効率は8倍ほど上昇する．もうひとつはクローン胚において過剰に発現するXist遺伝子である4)（新着論文レビュー でも掲載）．この異常なXist遺伝子の発現はドナー体細胞として片方のアレルにおいてXist遺伝子をノックアウトした細胞を用いることにより抑制でき，その結果，クローン個体の作出の効率は8～9倍ほど上昇する．この研究においては，これらのクローン胚の発生を阻害する2つの因子を同時に取り除き，クローン個体の作出の効率がどのくらい改善するのか，そして，この系を用いて初期化を阻害するほかの因子を探索した．

1．Xist遺伝子をノックアウトしたドナー細胞とKdm4d遺伝子の過剰発現との組合せによりクローン個体の作出の効率は相加的に上昇する

　ドナーとしてXist遺伝子のノックアウト細胞を用いたクローン胚においてKdm4d遺伝子を強制発現し，クローン胚の発生を阻害する2つの因子を同時に取り除くことにより胚はどのくらい発生するか検証した．卵丘細胞をドナー細胞とした場合，対照である通常のクローン胚における出生率は約1％であったのに対し，Kdm4d遺伝子の強制発現により出生率は約8％にまで上昇した．さらに，Xist遺伝子をノックアウトしたドナー細胞とKdm4d遺伝子の強制発現とを組み合わせると出生率は18％以上にまで相加的に上昇した．同様に，セルトリ細胞をドナー細胞として使用した場合も，対照である通常のクローン胚における出生率は2％以下であったが，Kdm4d遺伝子の強制発現により約9％，さらに，Xist遺伝子をノックアウトしたドナー細胞とKdm4d遺伝子の強制発現を組み合わせると24％近くまで上昇した．この24％というクローン個体の作出の効率はマウスにおいてこれまでで最高のレベルであった．

　しかし，このように高い効率で発生するクローン胚においても，着床ののち半数以上が発生を停止しており，さらに胎盤の過形成といった表現型はまったく改善されていなかったことから，クローン胚の発生を阻害する重要な因子がほかにも存在することが強く示唆された（図1）．

2．胚盤胞期のクローン胚においてはDNAメチル化が大規模に初期化されている

　Xist遺伝子をノックアウトしたドナー細胞とKdm4d遺伝子の強制発現との組合せにより作製したクローン胚の多くは着床の直後から発生の異常を示しはじめたことから，クローン胚の発生を阻害するエピジェネティックな因子は着床の直前の胚盤胞期胚においてすでに存在すると想定された．そこで，組合せにより作製した胚盤胞期のクローン胚においてDNAメチル化をゲノムワイドに解析し，受精胚，ドナー体細胞，精子，卵子の情報と比較した．その結果，受精胚においてはもとの精子および卵子のDNAメチル化の平均が約70％であったのに対し，胚盤胞期においては約19％にまで脱メチル化された．これは，着床前期の卵割の過程においてDNAメチル化が大規模に脱メチル化されるという報告と一致した5,6)．一方で，クローン胚の場合，ドナーである胎仔線維芽細胞においては約78％と高度にDNAメチル化されていたのに対し，胚盤胞期おいては約16％にまで脱メチル化されたことから，着床前期の卵割の過程においてDNAメチル化が大規模に初期化されることが明らかにされた．実際に，RNA-seq法により胚盤胞期のトランスクリプトームを比較した結果，検出された8921個の遺伝子のうち受精胚とクローン胚とで発現量が3倍以上の差を示したものはわずか92個であった．これらの結果から，Xist遺伝子をノックアウトしたドナー細胞とKdm4d遺伝子の強制発現との組合せにより作製されたクローン胚においては，DNAメチル化およびトランスクリプトームが胚盤胞期までに正常なレベルにまで大規模に初期化されることが明らかにされた．

3．DNAメチル化に依存的なインプリント遺伝子はクローン胚においてほとんど正常である

　胎盤の形成の異常はクローン胚に特徴的な表現型である．これまで，胎盤の発生にはインプリント遺伝子が大きく関与することが報告されていたことから7)，クローン胚においてインプリント遺伝子がどのような影響をうけているかを検証した．まず，インプリント遺伝子の多くはインプリント制御領域のアレルに特異的なDNAメチル化により制御されることから，これまで同定されている23個のインプリント制御領域について胚盤胞期胚におけるDNAメチル化のレベルを解析した．その結果，クローン胚ではほとんどのインプリント制御領域においてDNAメチル化のレベルがやや低下していたものの，ほとんどのインプリント制御領域は受精胚の半分以上のレベルでDNAメチル化を維持していた．クローン胚のインプリント制御領域におけるアレルに特異的なDNAメチル化のパターンを解析したところ，アレルの情報の解析が可能な20個のインプリント制御領域のうち，1個の例外を除き，ほとんどが受精胚と同様のアレルの特異性を維持していた．

　既知の126個のインプリント遺伝子の発現パターンについてRNA-seq法のデータを詳細に解析した．その結果，今回の胚盤胞期の受精胚において検出の可能であった45個のインプリント遺伝子のうち，6個だけがクローン胚において有意に発現が上昇していた．受精胚においては，アレルの情報の解析が可能な36個の遺伝子のうち，6個は母方のアレルから発現し，13個が父方のアレルから発現していた．6個の母方由来発現遺伝子（MEG）のすべてがクローン胚においても同様の母方に由来する発現を示した一方，13個の父方由来発現遺伝子（PEG）のうち7個はクローン胚において父方のアレルへのかたよりを失っており，父母の両方のアレルから発現していた．クローン胚において発現の上昇がみられた6個の遺伝子と，両方のアレルからの発現を示した7個の遺伝子には，ヒストンH3のLys27のトリメチル化に依存的なインプリント制御をうける遺伝子8,9) が共通して多く含まれた．

4．クローン胚におけるヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリント制御の破綻

　ヒストンH3のLys27のトリメチル化に依存的なインプリント遺伝子はクローン胚においてどのような発現を示すか解析した．これまでの桑実胚の解析から同定されたヒストンH3のLys27のトリメチル化に依存的なインプリント発現を示す76個の遺伝子のうち，胚盤胞期の受精胚においては26個が検出された．その半数以上にあたる15個はクローン胚において発現量が上昇していた．受精胚においてはアレルの情報の解析が可能な23個の遺伝子のうち17個が父方のアレルから発現しており，母方のアレルに発現がかたよったものはなかった．クローン胚においてはこの17個の遺伝子のすべてが父方のアレルへのかたよりを失っており，父母の両方のアレルから発現していた．これらの結果から，ヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリントのマークがクローン胚においては消失することが強く示唆された．

　これらの遺伝子のインプリント発現のパターンの喪失がヒストンH3のLys27のトリメチル化の消失によるものであるという直接的な証拠を得るため，桑実胚期の受精胚およびクローン胚においてChIP-seq法によりヒストンH3のLys27のトリメチル化のアレルに特異的な集積について解析した．受精胚のデータから，ヒストンH3のLys27のトリメチル化の局在が母方のアレルにかたよる4135個の領域が同定された．クローン胚ではこれらの領域におけるヒストンH3のLys27のトリメチル化の母方のアレルへのかたよりはほぼ完全に失われ，父母のアレルにおいてほぼ同じレベルになっていた．さらに，ヒストンH3のLys27のトリメチル化に依存的なインプリント遺伝子として同定されている76個の遺伝子に注目したところ，これらの遺伝子においてヒストンH3のLys27のトリメチル化のかたよりが完全に失われていた．実際に，ゲノムブラウザにてこれらの領域におけるヒストンH3のLys27のトリメチル化の局在のパターンをみると，受精胚においては母方のアレルに存在する大きなヒストンH3のLys27のトリメチル化のドメインが，クローン胚においては完全に消失していた．これらの結果から，クローン胚においてはヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリント制御が完全に破綻することが示された．

　なぜクローン胚においてはこれらのヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリント制御が破綻するのか解析した．受精胚にみられる母方のアレルに特異的なヒストンH3のLys27のトリメチル化は卵子の発生および成熟の過程において蓄積することが知られていたことから，ドナーとして使用した胎仔線維芽細胞の時点ですでにヒストンH3のLys27のトリメチル化の局在のパターンが卵子と大きく異なるのではないかと考えた．実際に，公開されているこれらの細胞におけるヒストンH3のLys27のトリメチル化のChIP-seq法のデータを解析したところ，卵子においてこれらのインプリント遺伝子に存在するヒストンH3のLys27のトリメチル化の大きなドメインが，胎仔線維芽細胞にはまったく存在しないことが明らかにされた．さらに，ほかのさまざまな細胞種についても，公開されているヒストンH3のLys27のトリメチル化のChIP-seq法のデータを解析したところ，一般的に体細胞ではそのようなヒストンH3のLys27のトリメチル化のドメインは存在せず，卵子に特異的なものであることがわかった．以上の結果から，クローン胚においてヒストンH3のLys27のトリメチル化に依存的なインプリント制御が破綻するのは，もとの体細胞に卵子型のヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリントのマークが存在しないことが原因であると考えられた．

おわりに

　カエルにおける最初のクローンの報告から50年以上，そして，クローンヒツジの報告から20年以上がたつが，卵子における体細胞核の初期化の機構はいまだにほとんど明らかにされていない1)．この研究において，筆者らは，今後のクローンの研究を進めるうえで重要と思われるいくつかの情報を示した．まず，これまで筆者らが同定してきたクローン胚の発生を阻害する主要な因子を回避することにより，マウスを用いた過去のいずれの報告よりも高いクローン個体の作出の効率が記録された．今後は，複雑にからみあう初期化の機構およびその阻害の機構をシンプルに理解するためにも，これらの因子を除去した条件で詳細な解析を進めるべきであろう．一方で，クローン胚に特有の胎盤の形成の異常や着床ののちの発生の停止はいまだに残る謎である．その原因の可能性として，クローン胚においてはヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリント制御が完全に破綻することが見い出された．ヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリント制御をうける数十個の遺伝子のなかには胎盤の形成に関与する遺伝子や着床ののちの発生にかかわる遺伝子が多く存在したことから，おそらく，これらの遺伝子がインプリント発現のパターンの喪失により過剰に発現することがクローン胚の発生の異常の主たる原因なのではないかと考えられた（図2）．じつは，Xist遺伝子もそのようなヒストンH3のLys27のトリメチル化によりインプリント制御をうける遺伝子であり10)，クローン胚においてXist遺伝子が過剰に発現するのはヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリントのマークが存在しないことによると考えられた．マウスを用いた今後の研究としては，これらの遺伝子について個別にノックアウトしたドナー体細胞を用意することにより個々の遺伝子がクローン胚の発生におよぼす影響を検証するとともに，ヒストンH3のLys27のトリメチル化を人為的に導入するようなエピゲノムの編集技術の開発も期待される．もし，クローン胚の発生に関与するすべての遺伝子座にヒストンH3のLys27のトリメチル化を導入する技術が開発されれば，クローン個体の作出の効率は飛躍的に改善する可能性がある．その一方で，ヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリント制御の破綻はほかの種においてもみられるのか，ほかの研究者による検証を待ちたい．
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〈図説明〉

図1　マウスにおけるクローン個体の作出の効率
通常のクローン胚は約1％しか出生にいたらないが，これまでに同定されたクローン胚の発生を阻害する2つの因子を，Xist遺伝子をノックアウトしたドナー細胞およびKdm4d遺伝子の過剰発現により同時に回避するとクローン個体の作出の効率は大幅に向上する．しかし，その効率は受精胚の出生率と比較するとまだ半分以下であり，クローン胚の発生を阻害する重要な因子がほかにも存在することが想定される．

図2　マウスのクローン胚においてはヒストンH3のLys27のトリメチル化によるインプリント制御が破綻する
（a）受精胚．ヒストンH3のLys27のトリメチル化に依存的なインプリント遺伝子は，母方のアレルにヒストンH3のLys27のトリメチル化（赤色の丸）が存在するため，父方のアレルからのみ発現する．
（b）クローン胚．ヒストンH3のLys27のトリメチル化に依存的なインプリント遺伝子はすべてがヒストンH3のLys27のトリメチル化を失うため，父母の両方のアレルから発現する．このため，胎盤の過形成や発生の停止などのクローン胚に特有の異常がひき起こされる．
