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マウス体細胞核移植胚における転写因子
Cdx2 ならびに Oct3/4 の発現解析

西　脇　　　恵 1、三　谷　　　匡 2、安　齋　政　幸 2、加　藤　博　己 2、

松　本　和　也 1 , 2、佐　伯　和　弘 1 , 2、　細　井　美　彦 1 , 2、入　谷　　　明 1 , 2

要　　約

体細胞核移植（somatic cell nuclear transfer :  SCNT）技術は、1997 年の Wakayama らによる報告以来、

様々な動物種においてクローン個体の作出を実現してきたが、その作出効率は未だに低率である。マウス

においては、核移植胚のおよそ半分は着床するが、出生まで至るものはきわめて少ない。着床の成立と維

持における胚側の要素として、栄養外胚葉系譜への分化は必須の過程であるが、最近、マウス栄養芽細胞

で転写因子、Caudal-related homeobox 2（Cdx2）が発現し、栄養外胚葉系譜の誘導で重要な役割を果た

していることが報告された。さらに、Cdx2 は、初期胚発生過程で Oct3/4 と互いに制御関係にあることが

示された。そこで本研究では、着床、胎盤形成の基点となる栄養外胚葉で発現する Cdx2 に着目し、Cdx2

とその制御関係にある Oct3/4 について、マウス SCNT 胚と顕微授精（ICSI）胚での発現解析を行った。そ

の結果、SCNT 胚において、Cdx2 は発現しているものの、ICSI 胚に比べ転写量は約半分と低かった。この

ことから、Cdx2 の発現の低下が、その後の栄養外胚葉系譜での遺伝子発現に影響し、着床の成立と維持

に障害をもたらしている可能性が示唆された。

 緒　　言

現在までに、ヒツジを初めとし様々な動物種の体細胞や幹細胞を用いたクローン動物の作出は多くの成

功例が報告されている［1-10］。しかし、動物種、作製方法に係らず、その成功率は 2-10％と非常に低率

であり、この根本的な原因は未だ解明されていない。さらに、体細胞クローン個体では、高率に様々な異

常を伴うことが報告されている［11-14］。しかし、そうした異常を示す個体においても、通常の交配によっ

て産仔を得ることができ、その異常が次世代では認められないことから、クローン個体でみられる異常の

多くは、エピジェネティックな修飾に起因すると考えられている。

実際には、体細胞核移植（SCNT）胚のほとんどは発生初期に停止し、胚盤胞期胚にまで発生した胚でも、

着床前後で急激に脱落し死滅する。この着床の成立と維持の開始においては、胚側の要素として栄養外胚

葉系譜への分化が必須である。胎盤を構成する胚側の主な細胞は栄養膜細胞であり、栄養膜細胞は、胚盤

胞期に形成される栄養外胚葉に由来し、体細胞を構成する内部細胞塊（ICM）を取り囲む細胞として、発

生の最も初期に分化する細胞である。着床後に胚盤胞では、ICM に接する部分の栄養外胚葉が増殖し、胚

体外外胚葉、外胎盤錐・栄養膜巨細胞へと分化する。

これまでに、個体の作出率向上のために、Dimethylsulfoxide（DMSO）の添加［15］や、クローン胚同

士のアグリゲーションキメラ［16］、Trichostatin A（TSA）の添加［17］など様々な方法が試みられてき

たが、着床・胎盤形成に関わる改善は認められない。最近、マウス栄養外胚葉で転写因子、Caudal-related 

homeobox 2（Cdx2）が発現していることが報告された［18］。また、Cdx2 は Oct3/4 と相互作用し、そ

れぞれの転写抑制を行っていることも報告されている［19］。

1. 近畿大学大学院　生物理工学研究科　〒649-6493　和歌山県紀の川市西三谷 930
2. 近畿大学　先端技術総合研究所　〒642-0017　和歌山県海南市南赤坂 14-1



34 Memoirs  of  Institute of Advanced Technology,  Kinki  University   No. 12  （2007）

そこで本研究では、マウス SCNT 胚において、着床の開始と維持のために必須な栄養外胚葉系譜細胞へ

の分化過程に着目し、まずその基点となる栄養外胚葉で発現する Cdx2 とさらに ICM で発現する Oct3/4

の発現解析を行った。

材料および方法

動　　物

核移植に供するレシピエント卵子は、成熟週齢の B6D2F1（C57BL/6N×DBA/2N）の雌マウス（日本

エスエルシー（株））より回収した。ドナー細胞には卵丘細胞を用い、成熟週齢の B6C3F1（C57BL/6×

C3H/He）雌マウス（日本チャ－ルスリバー（株））より回収した。胚移植に供する受胚雌には精管結紮し

た同系統の雄と交配した MCH（ICR）（日本クレア（株））を用いた。

顕微授精（ICSI）には、成熟週齢の B6C3F1（C57BL/6×C3H/He）雌マウス（日本チャールスリバー

（株））より回収した卵子と同系統の雄マウスより回収した精巣上体精子を用いた。

なお、本実験に際して、実験の立案や実験動物に関わる取り扱いについては、近畿大学先端技術総合研

究所動物実験の指針に準じて実施した。

核移植ならびに顕微授精

SCNT 操作は、常法に従い行った［2］。過剰排卵処理を行った B6D2F1 雌マウス卵管膨大部より卵子を

回収し、0.1% ヒアルロニダーゼ中に静置することで卵丘細胞の除去を行った。卵子の除核には、微分干渉

倒立顕微鏡にピエゾインパクトユニットを取り付けた、圧電的に駆動されたマイクロピペットで吸引して

行なった。ドナー細胞には、同じく過剰排卵処理を行った Crj :B6C3F1 雌マウスから卵丘細胞を回収し細

胞注入操作に用いた。ドナー細胞注入後、約 1 時間培養した卵子を倒立顕微鏡下で検鏡し、早期染色体凝

集を起こした核移植卵を、Ca2+ 不含有 mCZB 培地に 10mM Sr+、5μg/ml サイトカラシン B を添加した培

地で 3 時間培養し活性化処理を行い、続いて mCZB 培地に 5μg/ml サイトカラシン B を添加した培地で 3

時間培養を行った。活性化処理後の卵子は、mkSOM 培地中で、37℃、5%CO2 の気相下で胚盤胞期（96

時間）まで培養し、一部の胚は 2 細胞期で偽妊娠 0.5 日の受胚雌へ卵管移植した。

対照区として顕微授精（ICSI）卵を用いた。卵子は、過剰排卵処理を行った B6C3F1 雌マウス卵管膨大

部より回収し、0.1% ヒアルロニダーゼ中に静置することで卵丘細胞の除去を行った。精子は、B6C3F1 雄

マウスから精巣上体精子を回収し、超音波処理によって精子頭部と精子尾部に切断し、精子頭部を精子注

入操作に用いた。精子注入後、卵子は、mkSOM 培地中、37℃、5%CO2 の気相下で胚盤胞期（96 時間）

まで培養した。

胚の免疫染色操作

胚の染色は、8 細胞期胚（54 時間）、初期桑実期胚（60 時間）、後期桑実期胚（72 時間）、胚盤胞期胚（96

時間）で染色をおこなった。胚は 4% パラホルムアルデヒドで固定し、0.1%Triton X-100（SIGMA 

Cat#T-8787）を用い透過処理を行った。一次抗体には、anti-Cdx2 mouse monoclonal IgG, 1 :50（Bio 

Genex,  Anti-CDX-2［CDX2-88］）、anti-Oct3/4 rabbit polyclonal IgG, 1 :50（Santa Cruz Biotechnology）を、

二次抗体には、goat anti-mouse IgG-FITC, 1 :100（Santa Cruz Biotechnology）, donkey anti-rabbit IgG-R, 

1 :100（Santa Cruz Biotechnology）を用いて染色を行った。
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Real-time PCR

胚 10 個 /1 tube としてサンプリングし、total-RNA を抽出し（QuickPrep Micro mRNA Purifcation Kit :  

GE ヘルスケア，27-9255-01）、DNase Ⅰ処理を行った後、逆転写反応（SuperScript Ⅲ Platinum Two-

Step qRT-PCR Kit with SYBR Green :  Invitrogen, 11735-032）を行った。胚 1 個相当を 1 反応として

Real-time PCR（Real-time PCR system 7300 :  ABI）に供した。Cdx2 のプライマーは、Perfect Real Time

サポートシステム（http : //www.takara-bio.co.jp/prt/intro.htm）にて設計した。Cdx2 は Mus musculus 

Caudal-type homeobox 2（Cdx2）, mRNA（TAKARA Primer Set ID :  MA024944）を使用した。Oct3/4 のプ

ライマーは、ABI カスタムメイド（http://www.appliedbiosystems.co.jp/website/jp/home/index.jsp）にて設

計した。統計解析にはスチューデント t 検定を用い行った。 

結　　果

１．SCNT 胚の発生能および産仔への発生能の検討

SCNT 胚の核移植操作後の前核様構造形成と 2 細胞期への第 1 卵割について検討した（表１）。核移植操

作による生存率は 68％（494/717）であり、活性化処理後の再構築胚の前核様構造形成率は 90%

（446/494）、2 細胞期胚への発生率は 92％（411/446）であった。

次に、SCNT 胚の 2 細胞期から胚盤胞期までの発生能について検討した（表２）。2 細胞期胚からの発生

率は時間とともに低下し（4 細胞期胚；77%（202/259）、桑実期胚；53%（139/259））、活性化処理後

96 時間での胚盤胞期胚への発生率は 30％（80/259）であった。

核移植後、2 細胞期胚へと発生した SCNT 胚の一部は、産仔への発生能を検討するために、偽妊娠雌マ

ウスへの卵管移植を行なった（表３）。12 匹の受胚雌に移植後、3 匹（25％）に着床が確認された。13

個（8％）の着床痕が認められ、生存 SCNT 産仔が 2 匹（1.3%）得られた（図 1b）。しかし、1 匹は出生

直後に死亡し、離乳産仔は 1 匹（0.7%）であった。

表１．マウス SCNT 胚の 2 細胞期胚への発生（％）

表２．マウス SCNT 胚の 2 細胞期胚から胚盤胞期胚への発生（％）
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２．SCNT 胚および ICSI 胚における免疫組織学的解析

SCNT胚およびICSI胚におけるCdx2ならびにOct3/4の発現と局在について、免疫組織学的解析を行なっ

た（図２）。Cdx2 の発現については、対照区として用いた ICSI 胚では、8 細胞期胚から部分的に Cdx2 の

発現が確認された（b）。初期桑実胚（f）では、すべての割球で Cdx2 の発現が確認され、後期桑実胚（j）

では、Cdx2 の発現部位が外側の割球に局在しているのが観察された。さらに胚盤胞期胚（n）では、ICM

を取り囲む栄養芽細胞でのみ Cdx2 が発現していた。一方、SCNT 胚では、初期桑実胚（f’）、後期桑実胚（j’）、

胚盤胞期胚（n’）では、ICSI 胚と同様の発現と局在が見られたが、8 細胞期胚（b’）では、Cdx2 の発現が

観察されなかった。

Oct3/4 の発現については、8 細胞期胚（c, c’）、初期桑実期胚（g, g’）、後期桑実期胚（k, k’）において、

ICSI 胚と SCNT 胚で顕著な差は認められなかったが、胚盤胞期胚において、ICSI 胚（o）では、ICM に限

局しているのに対し、SCNT 胚（o’）では、一部の栄養芽細胞で異所的な発現が観察された。

図１．卵丘細胞由来 SCNT 胚における産仔
　　　（a）SCNT クローン胎仔と胎盤
　　　（b）ICSI 胚由来胎仔と胎盤

表３．マウス SCNT 胚の産仔への発生（％）
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図２．SCNT 胚および ICSI 胚における免疫組織学的解析像（×630）
　　　 SCNT 胚および ICSI 胚において、Cdx2 ならびに Oct3/4 の免疫抗体染色を行った。

ICSI 胚（a-p）、SCNT 胚（a’-p’）、8 細胞期胚（a-d , a’-d’）、初期桑実胚（e-h , e’-h’）、
後期桑実胚（i- l , i’- l’）、胚盤胞期胚（m-p , m’-p’）。
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３．Real-time　PCR 法による Cdx2 およびOct3/4 の転写量解析

Cdx2 および Oct3/4 の転写量について real-time PCR 解析を行った結果、免疫組織化学的解析で観察さ

れた結果と同様に、ICSI 胚では 8 細胞期胚において Cdx2 の転写が認められたが、SCNT 胚では Cdx2 の転

写は全く検出されなかった（図３a）。また、胚盤胞期胚では、ICSI 胚と SCNT 胚との間に有意差が認めら

れた（図３a, p<0.05）。一方、Oct3/4 においては、各発生ステージにおいて有意差は認められなかった

（図３b）。

図３．SCNT 胚および ICSI 胚における Cdx2 ならびに Oct3/4 の転写量の real-time PCR 解析
　　　 上段；Cdx2 の転写量、下段；Oct3/4 の転写量。Cdx2 については、胚盤胞期胚において、

有意差が認められた（p＜0.05）。

（ａ）

（ｂ）
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考　　察

SCNT 胚の産仔への発生能の検討を行ったところ、SCNT クローン個体の作成に成功した。SCNT 産仔は

2 匹得られたが、1 匹は出生直後に呼吸を継続することができずに死亡した。出生直後の蘇生不良が原因

で死亡する胎仔は、クローン個体では非常に多く、本研究室においても同様の結果が観察された。

免疫組織学的解析により、SCNT 胚において、転写因子 Cdx2 の発現は、8 細胞期胚では観察されなかっ

たが、その後の発生ステージで発現が観察され、胚盤胞期胚では、ICM を取り囲む栄養芽細胞での発現が

観察された。胚盤胞期胚での Cdx2 の発現は、これまでに報告されているものと一致した［20］。また、

これまで Boiani ら［21］により報告されている Oct3/4 の異所的な発現も観察された。栄養外胚葉の分化

過程において、Cdx2 は最も初期に発現する転写因子であり、その後の栄養外胚葉系譜の細胞分化の基点

となる［22］。SCNT 胚においても、発現開始時期は遅れてはいるものの、初期胚における最初の細胞分化

となる栄養外胚葉系譜への分化は起きていると考えられる。

しかし、SCNT 胚の胚盤胞期での Cdx2 の発現量は、ICSI 胚と比較して有意に低いことが示された。

Cdx2 は、Eomes や BMP4 の転写に関係すると考えられており、したがって SCNT 胚の胚盤胞期胚での

Cdx2 の発現量の低下が、その後の Eomes や BMP4 等の栄養外胚葉系譜の遺伝発現に異常を引き起こして

いる可能性が考えられる。さらに最近、SCNT 胚において、栄養芽細胞の分化過程で発現する Pl1 と

Tpbpa 遺伝子の発現異常が、胎盤における海綿状栄養膜細胞層の形成異常に影響していることが示されて

いることから［23］、Cdx2 の標的分子ならびにその下流分子の発現制御について解析を進める必要がある。

一方、栄養外胚葉系譜の分化誘導は、ICM 側からの因子による制御も受けている。胚盤胞期胚には、分

化した栄養外胚葉にも自己複製能を有する細胞があり、FGF4 添加培地で培養することにより、

Trophoblast stem cell（TS 細胞）が樹立された［24］。FGF4 は ICM 側から分泌され、Oct3/4 と Sox2 の

複合体によって転写制御されており、着床後の Cdx2 の発現維持には、FGF4 レセプターである FGFR2 か

らのシグナルが必要である。このように、着床前後の栄養外胚葉系譜での遺伝子発現は、ICM からのシグ

ナルによっても制御を受けている［25，26］。したがって、着床成立・維持過程での栄養外胚葉系譜の初

期の分化における遺伝子発現異常が、SCNT 胚の発生能の急激な低下をもたらす大きな要因となっている

と考えられる。今後、栄養外胚葉系譜での遺伝子発現カスケードの解析とともに、ICM からのシグナル分

子にも注目し、SCNT 胚の発生異常の分子背景を探ることにより、SCNT 胚の正常発生を誘起する技術の開

発へとつながるものと考えられる。
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Expression of transcription factor Cdx2 and Oct3/4 
in mouse somatic cell nuclear transfer embryos

Megumi Nishiwaki1, Tasuku Mitani2, Masayuki Anzai2, Hiromi Kato2, 

Kazuya Matsumoto1,2, Kazuhiro Saeki1,2, Yoshihiko Hosoi1,2, Akira Iritani1,2

Somatic cell nuclear transfer（SCNT）embryos develop during preimplantation period. Most of these 

embryos, however, die after implantation. A transcription factor Caudal-related homeobox 2（Cdx2）

appears to be involved in the initiation of trophectoderm（TE）differentiation in preimplantation 

embryos. Cdx2 and Oct3/4 are mutually regulated by each other. Both Cdx2 and Oct3/4 are entirely 

expressed at the morula stage and Cdx2 expression becomes restricted to the TE cells as the blastocyst 

forms. Mouse embryos deficient in Cdx2 are able to develop to normal blastocysts but die soon after 

implantation probably because of defects in the TE cell lineage. In this study, we focused on Cdx2 and 

Oct3/4 and examined their expression in mouse SCNT embryos. The embryos derived from nuclear 

transfer of cumulus cells or from intracytoplasmic sperm injection（ICSI）were examined the expression 

of Cdx2 and Oct3/4 by immunohistochemistry and real-time PCR analysis. Immunohistochemical analysis 

demonstrated that Cdx2 expressed entirely in ICSI embryos at the early morula stage, but in contrast, 

partially in SCNT embryos. Cdx2 expression was then restricted in the TE cells both in the ICSI and SCNT 

blastocysts, however the ectopic expression of Oct3/4 was observed in the TE cells of SCNT blastocysts. 

Real-time PCR analysis showed that at the 8-cell stage Cdx2 expressed in ICSI embryos but not in SCNT 

embryos. In addition, the expression level of Cdx2 in SCNT embryos at the blastocyst stage reached only 

to the half of that in ICSI embryos. On the other hand, there was no significant difference in that of Oct3/4 

between ICSI and SCNT embryos. These results indicate that the disarranged and limited expression of 

Cdx2 in SCNT embryos may lead to the ectopic expression of Oct3/4 and the defects in the differentiation 

of TE lineage for placental formation afterwards.
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