
NKT細胞を用いた核移植法によるクロー
ンマウス作製

１． は じ め に

原核生物においては細胞分裂により自己と同一の個体を

作り出すこと（クローン）は常識であるが真核生物，殊に

高等生物の場合は生殖を介するため，子孫がその親と遺伝

的に同一であることはない．さらに高等生物の場合，受精

卵は発生・分化によってその性質を刻々と変遷させてい

く．子孫を作製しうる細胞は生殖細胞のみであろうか？

個体中で分化の終了した細胞には個体を再生する能力（全

能性）はないのであろうか？ この疑問は長い間，発生生

物学者たちの間で議論されてきた．

歴史的には高等生物細胞の核が分化後も全能性を保持・

発揮しうるか否かの実証実験は１９５２年の Briggsと King

による核移植実験に遡る．彼らはカエル胞胚（blastula）の

核を脱核した卵細胞に移植すると完全なおたまじゃくしが

できることを見いだした．ところがさらに分化段階が進ん

だ状態の体細胞の核を用いるとおたまじゃくしは生まれて

こなかった１）．これらの実験から個体の発生が進み，細胞

が分化するに従い，その核は全能性を発揮できなくなると

考えられるようになった．しかし，１９７５年になって Gur-

donはカエルの水かき由来の上皮細胞の核を用いて核移植

を行い，これを繰り返すことによりついにおたまじゃくし

を誕生させることに成功した２）．これらのおたまじゃくし

は給餌以前に死んでしまったが，分化が終了したと考えら

れる上皮細胞の核がそのプログラムをリセットし，おたま

じゃくしになる能力を有していることを初めて示したもの

であった．

哺乳動物の細胞においては１９８１年 Illmenseeと Hoppeに

よってマウスのブラストシストの内部細胞塊由来細胞の核

移植によるクローンマウス誕生が報告されたがその後だれ

も追試に成功できなかったため，真偽は長らく不明であっ

た３）．１９８６年になってヒツジの初期胚細胞を用いた核移植

によるクローン産生の可能性が示唆された４）．そして１９９６

年，この方法によりクローンヒツジの誕生が報告された５）．

以上の実験では初期胚細胞を用いているのでカエルの例に

なぞらえてクローンが産生されても不思議ではない．それ

では哺乳動物の分化した細胞を使用した場合はどうであろ

うか？ １９９７年，Roslin研究所のWilmutらによってヒツ

ジ乳腺の細胞を用いた核移植により，クローンヒツジ

Dollyが生まれた６）．核ドナーとして用いた乳腺細胞は

Finn-Dorset種由来であり，脱核した未受精卵は Scottish

blackface種由来のものであったので，生まれてきたク

ローンは Finn-Dorset種特異的なゲノムを持つと予想され

たが DNA finger print法などによりクローンの正当性が証

明された．

２． 何が問題なのか？

Dollyの報告後，ウシやマウスの体細胞を用いた核移植

によるクローン誕生が次々と報告された７～１０）．これで発生

生物学の課題，「分化した細胞の核は全能性を保持・発揮

する」は解決したのであろうか？ 分化した組織から採取

した細胞だからこれらは全て分化が終了した細胞である，

と結論づけてよいであろうか？

近年，体性幹細胞とよばれる一群の幹細胞に注目が集

まっている．これらの細胞は血液幹細胞や神経幹細胞など

に代表される細胞で再生医療ならびに細胞治療の面から注

目を集めている．これらの細胞は様々な細胞群へと分化す

る能力を有するので，ある意味では胚性幹細胞に近いと言

えよう．しかしこれらは分離・精製しないかぎり分化の終

了した細胞群と区別できない．カエル，ヒツジの例でも示

したように初期胚細胞などはクローンを産生するのが容易

であり，これら幹細胞も同様な性質を持つとするとクロー

ンを誕生させた細胞がこれら幹細胞であった可能性もあな

がち否定できない．

それではどのようにしたら最終分化細胞が全能性を有す

ることを証明できるのであろうか？ 一つの解答法は末梢

リンパ球の細胞の核を使用することである．これらの細胞

は分化終了後，抗原受容体を発現している．さらにこの受

容体産生の過程で遺伝子再構成が起こり，できあがったリ

ンパ球のゲノム DNAは，T，B細胞抗原受容体遺伝子座

の部分欠損を伴っている．この性質を巧みに利用すること

によりこれらの細胞が全能性を有するか否かクローンがで

きた後で確認できる．すなわち，もしクローンが単一リン

パ球由来であれば，そのゲノム DNAは元の細胞が有して

いた遺伝子再構成済みの配置を持っていると考えられる．

B細胞であれば B細胞抗原受容体を構成する重鎖，軽鎖

であり，T細胞の場合には T細胞抗原受容体（TCR）を形

成しているアルファ鎖とベータ鎖若しくはガンマ鎖とデル

タ鎖の組み合わせである．

実験の結果，これらリンパ球からは胚性幹細胞（ES細

胞）は樹立可能であったが，クローンマウスは得られな
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かった１１）．すなわち，再び，哺乳動物において最終分化し

た細胞の核は本当に全能性を有するのか，という疑問が再

浮上してきたのである．

３． リンパ球，NKT（natural killer T）細胞の核は

全能性を発揮する

我々はこの疑問に答えるため NK細胞の受容体を有する

T細胞である NKT細胞の核を用いて上記の問いに答えよ

うとした．NKT細胞は多種多様なサイトカインを免疫反

応の初期に産生することから自然免疫と適応免疫とを結

ぶ，いわば架け橋であり，免疫系においては免疫制御細胞

として作用していると考えられている１２）．興味深いことに

この細胞の TCRは Vα１４-Jα２８１として一義的に決定され
ている．通常の TCRはランダムな Vαと Jαの組み合わせ
によって成っており，そのレパトアー（repertoire）同定は

これらの組み合わせの数が膨大であるため事実上不可能で

ある．この事実はクローン動物の由来を解析する上で非常

に有利となる．

まず NKT細胞核の核移植における再構築胚の生成・生

存率と他の T細胞のそれらとを比較検討した．NKT細胞

の核を使用した場合には約７０％が桑実胚／ブラストシス

トの段階まで進んだが T細胞の場合にはわずか１２％のみ

がこの段階まで達することができた１３）．またここから ES

細胞樹立を試みたところ核移植した再構築胚から４％とい

う効率で ES細胞が樹立できた１３）．この効率はマウス子宮

内の卵丘細胞，マウスの繊維芽細胞からの ES細胞の樹立

効率に匹敵する．なお，これら NKT細胞由来 ES細胞か

らはキメラマウスが作製可能であることを確認している．

一方，Hochedlingerらの実験によると末梢の B，T細胞か

らの ES細胞樹立効率はせいぜい０．２％程度であった１１）．

以上の結果から NKT細胞核は通常の B，T細胞よりもよ

り高効率で再構築胚を形成する能力がある，と結論できる．

それでは，全能性についてはどうであろうか？ この可

能性を検討するため T細胞・NKT細胞由来再構築胚をマ

ウスの子宮に戻し，クローンマウスが誕生するか調べたと

ころ NKT細胞の核を持ったものは４匹のクローンマウス

を誕生させたが（約１．５％の効率）T細胞の核からはマウ

スが生まれてこなかった．さらに興味深いことに NKT細

胞よりの再構築胚からは受胎産物の形成がしばしば子宮内

で観察されたのに対し，T細胞由来のものではこれも全く

形成されなかった．よって後者の核を用いた再構築胚では

発達・増殖があまり芳しくないといえる．この差異を詳細

に解析すれば全能性を制御する分子機構が明らかにできる

であろう．

４． NKT細胞由来クローンマウス

これらのクローンマウスはいったいどのような表現型を

示すのであろうか？ 成長したクローンは２匹のみであっ

たので，末梢血中の TCRVβレパトアーなどのプロファイ
ルのみを調べた．FACS解析の結果，両クローンとも

TCRVβを発現している細胞はほぼすべて TCRVβ８を発現
しているという，いわゆる対立遺伝子排除が観察された．

また Mac-１，Gr-１，B２２０，NK１．１，TCRγδ，CD３ε などの
発現を検討したがクローンマウスとコントロールとの間に

有為な差異は存在しなかった１３）．

また別の特徴としてこれまでクローン化された多くの動

物ではその成長途上において何らかの異常が発症し，正常

の動物より短命であったのに対して，これらのマウスは大

きな異常を示さず，１年半程生きながらえた．マウスの寿

命を２年と考えればこれらのクローンはその約８割まで正

常に発育・生存したことになる．

先にも述べたようにこれまでに作製されたクローン動物

ではその起源となった細胞はゲノムの物理的変化を有して

いなかったか，あったとしても検出不可能であった．よっ

てそのクローンのドナー細胞の種別については区別可能で

あったが，その細胞が ES細胞，体性幹細胞のように未熟

細胞であったのか，最終分化した細胞であったのか区別す

ることは不可能であった．しかしながら，上記のクローン

マウスは末梢 NKT細胞由来であり，かつ Vα，Jαの組み
合わせが一義的に決定されているのでこれらマウスのゲノ

ム DNAは遺伝子再構成済みの Vα，Jαすなわち，Vα１４-

Jα２８１という配置を有するはずである．
このゲノム上の変化はサザンブロットによって確認する

ことができる．クローンマウス由来のゲノム DNAを適当

な制限酵素で処理した後，Vα１４のエキソン部分とイント
ロン部位を含む配列をサザンブロットのプローブとして使

用することにより，遺伝子再構成前のゲノム配置と再構成

後のそれとを区別できる（図１）．TCRVα１４のプローブを
使用した場合には NKT細胞のドナーとなったマウス（C５７

BL／６×１２９／Sv，図２レーン３）では約１３kbのバンド（C５７

BL／６由来，レーン１を参照）と２．５kb（１２９／Sv由来，レー

ン２を参照）の２本のバンドが存在するが，生まれてきた

クローンマウス１の尾から調整したゲノム DNA（レーン

４）では遺伝子再構成が終了したゲノム由来と思われる８kb

のバンドが出現している．これはこのマウスの胎盤（レー

ン５）でも同じであり同一の細胞から胎盤とマウス個体が
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生成されたと考えられる（図２）．クローンマウス２でも

TCRVα１４のプローブを使用した場合８kbのバンドが見ら

れたが，同時に１２９／Sv由来の２．５kbのバンドが消失して

いた（レーン６，７）．これは両方の対立遺伝子において

TCRVα１４鎖の遺伝子再構成が起こったことを示してい

る．TCRVα１４遺伝子座において遺伝子再構成が終了した
ことは８kbのバンドの出現で明らかであるが，これらの場

合でも約１３kbのバンドはそのまま残っていた（レーン４―

９）．これは C５７BL／６においては TCRVα１４遺伝子座が二
つ存在しており，その一方が偽遺伝子であるがためと解釈

される．

さらにゲノム DNAを鋳型として TCRVα１４，TCRJα２８１
遺伝子を挟み込むようなプライマーを用いて PCR反応を

行うことによって遺伝子再構成終了後のゲノムの配列を決

定することができる．PCRの結果クローン１のマウスで

もクローン２のマウスにおいても産物が生成し，その

DNA配列より，前者は C５７BL／６由来の，後者は１２９／Sv

由来の TCRVα１４を有することが明らかになった．
TCRVβ鎖についても C５７BL／６（レーン１），１２９／Sv（レー

ン２），C５７BL／６×１２９Sv（レーン３）のゲノム DNAと比

較し，クローンマウスの尾・胎盤由来のゲノム DNAにお

いてコントロール（１０．４kb）からのバンドの位置のずれが

サザンブロットにより観察された（レーン４と５）．これ

は TCRVβ遺伝子座においても遺伝子再構成が行われてい
る証拠である．TCRVβ遺伝子座は TCRVα遺伝子座に比
較してその大きさは比較的小さく PCRが使用可能である．

そこでこの方法によりこれらクローンマウスにおける

TCRVβの組み合わせを決定した１３）．その結果，クローン１

では TCRVβ８S２-D１-Jβ２S５が，ク ロ ー ン２に お い て は

TCRVβ８S３-D１-Jβ１S４が使用されていることが判明した．

以上の結果よりこれらクローンマウスは末梢の NKT細胞

由来であることが証明された．

５． 本技術の応用例

Dollyは元々，ヒツジの乳腺中でヒトの血液凝固因子な

どの有用医薬品を産生させ，それを大量にミルク中に分泌

させるいわばバイオレアクターとしてのトランスジェニッ

ク動物を複製するために考案されたものである．トランス

ジェニックマウスを作製しても目的の遺伝子を高効率で発

現させることができるとは限らず，相当数を作製しないと

目的のマウスは得られない．これをヒツジで行うことを考

えれば，その苦難は容易に想像し得る．まずトランスジェ

ニックヒツジがミルクを産生するまでには数年かかる．ま

た目的の遺伝子を高発現するヒツジが得られたとしてもそ

のミルクから目的産物を取得できるのはほんの数年であ

り，その子孫からの目的遺伝子の発現量は往々にして減少

している．そのため，トランスジェニックヒツジを何度も

作製し直さねばならない．この労力と時間を考えれば

図１ C５７BL／６TCR Vα１４遺伝子座とクローンマウスの TCR
Vα１４遺伝子座

Vα１４のエキソンは白い四角形で，また Jα２８１のエキソンは灰
色の四角形で示されている．ゲノム上の EcoRIサイトの位置な
らびにその間の距離が示されている．サザンブロットに用いた
プローブは黒塗りの棒で示されている．

図２ クローンマウスおよび胎盤のゲノム DNAを用いたサザ
ンブロット解析

白抜き矢印は遺伝子再構成の起こったバンドを示している．
黒塗り矢印は遺伝子再構成の起こる以前のバンドを示している
（germ line configuration）．
以下のゲノム DNAを使用して TCRVα１４，TCRVβのプローブ
でサザンブロットを行った．
１；C５７BL ／６，２；１２９／ Sv，３；C５７BL ／６×１２９／ Sv（ド
ナー），４，５；クローン１の尾と胎盤，６，７；クローン２由来
の尾と胎盤，８；別のクローンの胎盤，９；死産クローンの胎盤
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Roslin研究所がなぜ，クローンヒツジを作製したのか，そ

の必然性が理解できよう．実際，ヒトの凝固因子�を発現

するトランスジェニックヒツジのクローン Pollyが同年に

報告されている１４）．NKT細胞から核移植によってクロー

ンマウスができた割合は１．５％（４／２７２）であり，ヒツジ

の乳腺の場合と比較した場合よりも有為に高い（０．３６％，

１／２７６）．従って選択されたトランスジェニックヒツジの

NKT細胞を使用して核移植を行えばより高効率でクロー

ンが得られると考えられる．
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相同組換えのメディエーター

１． は じ め に

相同組換え（HR）は，DNA損傷の修復，崩壊した複製

フォークの回復，減数分裂期における正常な染色体分配な

ど，広範な生理機能に関わっている．HRの中心的な反応

は，リコンビナーゼが触媒する相同な２分子 DNA間の鎖

交換反応であり，バクテリアでは RecAタンパク質が，真

核生物では Rad５１と Dmc１タンパク質が，この反応酵素

として広く保存されている．Rad５１は，体細胞分裂期と減

数分裂期の両方の組換え反応に必須の働きをしているが，

Dmc１は減数期分裂のみに働く．Rad５１と Dmc１はアミノ

酸配列上高い相同性を有し，また，ヒト Rad５１と大腸菌

RecAの場合でも，約３０％の相同性があることから，

DNA鎖交換反応における酵素学上の基本的メカニズムや

機能を発現するタンパク質の立体構造的基盤は，進化を通

じて高度に保存されていると考えられる．しかし，真核生

物のリコンビナーゼの試験管内 DNA鎖交換活性は，RecA

と比べて格段に弱く，多くの補助因子が同定されている．

なかでもメディエーターと呼ばれる補助因子の研究が最近

大きく進展してきた．本レビューでは，この因子の相同組

換え反応における役割について概説した．

図１ 相同組換え反応の初期過程
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