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１．研究目的･内容 

本研究では、平成 25 年に入手に成功した YUKA マンモスに由来する保存状態の非常に良い軟

部組織を用いて、その個体の再生を目指すとともに、マンモスとはどのような動物であったのか

を遺伝子とタンパク質の二面から、深く探究する。 

２．研究経過及び成果 
これまでの研究において、YUKA マンモス組織から体細胞核の回収に成功し、核内の状態を免

疫染色操作により Histone の検出と DAPI 陽性となる核 DNA の検出に成功した。しかし、回収

される多くの体細胞核の形態は、著しい損傷を受けていると考えられている。本年度は、将来に

渡りマンモス組織を用いることで新たに得られる総合的な研究手段として、1.Triple TOF 
LC/MS/MS によるプロテーオーム解析技術の確立。2.体細胞核のリプログラミング能の持続性を

検証。3.mRNA(Histone H2B-mRFP1 mRNA)注入により発生させた体細胞核移植卵子のライブ

セルイメージング技術による体細胞核分裂機構の探索を検討した。まず、マンモスの近縁とされ

ている、アジアゾウおよびケープハイラックス由来筋肉組織を用いて、タンパク質抽出と酵素処

理による部分的な分解を施し、質量分析装置にて得た MS/MS スペクトルをタンパク質データベ

ースと組み合わせることで網羅的な同定を試みた。この結果、アジアゾウでは 692 個、一方、ケ

ープハイラックスでは 800 個以上のタンパク質の同定に成功した。また、BLAST 検索によりい

ずれも 50 種以上の動物種との類似性を認めた。さらに、先行解析で最も多く登録されているアフ

リカゾウと比較した結果、アジアゾウで 50％、ケープハイラックスで 15％のタンパク質が一致

した。次に、核移植による筋肉組織由来体細胞核の卵細胞質内への取り込みが DNA 修復と複製

能に及ぼす影響を検討した結果、長期冷凍保存したマウス筋肉組織から得た体細胞核には、核移

植後の再構築卵子前核内におけるリン酸化 H2A.X の局在を認め、体細胞核に起因する DNA 損傷

は受けないことを示した。しかし、注入した体細胞核の再構築過程において、S 期に新たに合成

される DNA の検出を行った結果、レシピエント細胞質おいて移植した体細胞核は早期に DNA 合

成を開始することを認め、細胞周期制御因子の乱れが胚発生の停止に関与することを確認した。

最後に、ライブセルイメージングによる体細胞核移植卵子の可視化を行った結果、ケープハイラ

ックス由来体細胞核において、染色体および紡錘体をラベルするプローブ(Histone H2B-mRFP1 
mRNA)の卵細胞質注入によって、核移植後の体細胞核の染色体分配機能の可視化に成功した。現

在、これら開発した技術を用いて、YUKA マンモス組織への応用を展開中である。 
iPS 細胞作出の試みとしては、マンモスを主とした希少動物の再生にむけて、ゾウを対象とし

た iPS 細胞の作製を試みた。昨年度までの研究において、ゾウ線維芽細胞に Oct4・Sox2・Klf4・
cMyc を導入し、iPS 細胞の作出を試み、iPS 細胞様のコロニーを獲得することできた。しかしな

がら、リプログラミングが不十分であり、分化能のない細胞であったことから、いまだに完全な

iPS 細胞の獲得に至っていない。その原因には、遺伝子導入効率の悪さとリプログラミング効率

の低さが原因であると考えられる。そこで、本年度では遺伝子導入効率の向上およびリプログラ

ミングを促進する培養環境の開発を試みた。 
 これまで主に遺伝子導入はウイルスを用いた導入を利用していたが、ウイルスの力価や細胞の



状態によって導入効率が変化することから、本年度より plasmid ベースの episomal vector 
plasmid set を利用し、電気穿孔法を用いて iPS 細胞の作出を試みた。また、リプログラミング

を促進する環境として wnt/beta catenin 経路特に beta catenin のパートナー因子であり、HAT
活性をもつ co-factor; CBP を特異的に活性化することで、細胞の初期化が効率良く行われるので

はないかと考え、まずはマウス線維芽細胞を用いて実験を行った。 
マウス線維芽細胞を用いた実験の結果、CBP/beta catenin 経路を活性化することで、リプログ

ラミングのマーカーである ALP 活性陽性の初期コロニーの出現が 2 倍以上になることが示され

た。また、本方法で得られた iPS 細胞は未分化性を保ち、in vitro において三胚葉への分化が認

められたことから、完全に初期化された iPS 細胞であると考えられる。 
今後は、本年度によって得られた beta catenin 経路を活性化させる培養条件を用いて、ゾウ iPS

細胞の作出を試みる。 
 

３．本研究と関連した今後の研究計画 
最終年度として、申請者はこれまでの研究成果を踏まえ、マンモス組織の代替として生理的寿

命を終えた貴重な動物園動物を対象とする組織由来体細胞核の構造的正常性を検証することで、

絶滅動物種であるマンモス組織再生への可能性を探る。さらに、核移植操作による再構築卵子の

作製を検討することで研究資源としての展開を試みる。特に、従来の体細胞核移植操作（ホノル

ル法）において、作製された再構築卵子はその後の発生能が著しく低下することを認めている。

最終年度では、新たな体細胞核移植技術を導入することにより、発生能の改善を検討する。 
iPS 細胞の研究として本年度は、マウス線維芽細胞を用いて iPS 細胞において重要な細胞の初

期化効率の向上が可能であった。最終年度である次年度は、すでに報告されている初期化促進因

子に本年度で得られた知見を組み合わせ、効率的な iPS 細胞作出方法の開発を目指す。特に、こ

れまでの研究成果より、動物種や細胞種が異なることでリプログラミング効率が変化することが

わかっており、汎用的かつ効率的な方法を開発することができればゾウだけでなく、その他の絶

滅危惧動物由来細胞の iPS 細胞の作出が可能となると考えられる。そこで、ゾウだけでなく、ブ

タやウサギなどの動物を用いて多方面から動物や細胞種を問わない iPS 細胞の適切な作出方法の

開発を実施する。さらに、本研究においてこれまでに実施したアフリカサヴァンナゾウから樹立

した初代培養細胞からの iPS 細胞の樹立は困難を極めている。そこで、天王寺動物公園及び広島

市安佐動物公園から提供された、他種の動物園動物から樹立した初代培養細胞について、iPS 細

胞の樹立を開始する。 
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