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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集技術のブタへの応用条件、ブタ精巣組織における細胞接着分子CADM1発現
について検討し、以下の成果を得た。1）ブタ単為発生胚を用いてゲノム編集のために必要なgRNAの効果を判定
できる。2）単為発生胚と体外受精胚ではゲノム編集効率に差はないが胚の発生率は異なる。3）体外受精胚で
は、体外受精からEPまでの時間を長く、パルス幅を短縮、電圧を低下させる必要がある。4）ブタ精巣からCADM1
を初めて検出した。CADM1は、中間型からB型精祖細胞、前細糸期から厚糸期の精母細胞と伸長精子細胞に発現
し、円形精子細胞やセルトリ細胞には発現しない。ブタ精巣におけるCADM1の動態はマウスのものと類似する。

研究成果の概要（英文）：The conditions for the applying to pigs of the genome editing technique and 
the expression of cell adhesion molecule CADM1 in pig testis tissue were examined, and the following
 results were obtained. 1) The usefulness of gRNA used for genome editing can be determined using 
porcine parthenogenetic embryos. 2) There was no difference in the genome editing efficiency between
 parthenogenetic embryos and in vitro fertilized embryos, but embryonic development rates differed. 
3) For in vitro fertilization, it was necessary to increase the time from in vitro fertilization to 
EP, shorten the pulse width, and lower the voltage.　4) CADM1 was first detected in pig testis. 
CADM1 is expressed in intermediate to B-type spermatogonia, spermatocytes, and elongated spermatids,
 from the pre-filament phase to thick thread phase, but not in round spermatids and Sertoli cells. 
Thus, the kinetics of CADM1 in pig testis was similar to that in mouse.

研究分野：動物生命科学

キーワード： 豚　ゲノム編集　CRISPR/Cas9　CADM1　体外受精　単為発生　精巣　造精機能
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、合成gRNAを用いたCRISPR/Cas9・エレクトロポレーション法によるブタのゲノム編集条件を明らか
にした。この手法を用いれば、高度なテクニックを用いることなく、安価で、効率よくブタのゲノム編集が実施
できる。また、細胞接着分子CADM1の精巣組織内での存在をマウス以外の実験動物において初めて検出し、その
動態はマウスのものと類似していることを明らかにした。ブタは解剖や生理的な特徴がヒトと類似しており、ヒ
トの前臨床モデルとして注目されている。本研究の成果は、造精機能をはじめとしたヒトの疾病に関連する遺伝
子の解析やモデルブタの開発に活用できるものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 

 
（1）哺乳動物の精子形成は、精巣の精細管内において性腺刺激ホルモン、男性ホルモンお
よびサイトカインの作用を受け、造精細胞とセルトリ細胞の相互作用により生じる複雑な
生命現象である。この相互作用に関与する細胞接着分子の一つとして、マウスの造精細胞に
発現する細胞接着分子 cell adhesion molecule 1（CADM1）が、研究分担者らにより同定
された。マウス CADM1 は精祖細胞、精母細胞および後期精子細胞で発現するが、セルト
リ細胞には発現しない。CADM1のノックアウトマウスでは、個体の生存や発育には影響は
なく、精子形成障害が唯一の所見である（若山と井関 2009）。しかし、ヒトを含めた大型
哺乳類の精巣において、CADM1の発現や機能はあまりわかっていない。 
（2）マウスでは胚性幹細胞（ES細胞）が樹立されており、ES細胞を用いた遺伝子ノック
アウトマウスを比較的容易に作製することができ、作製されたノックアウトマウスを用い
た遺伝子機能解析が日常的に行われている。一方、ブタをはじめとする家畜動物では利用し
やすい ES 細胞が樹立されておらず、遺伝子ノックアウト動物の作製は体細胞核移植によ
り行われているが、その作製効率が非常に低いことが問題であった。最近になって開発され
た CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集手法は、マウスの遺伝子ノックアウトやノックイン
の作製効率を飛躍的に高め（Mashiko et al. 2014）、遺伝子ノックアウトが困難であったブ
タでも使用が可能である（Kwon et al. 2015）。 
 
２．研究の目的 
 
マウスの精子形成において、細胞接着分子が不可欠な働きをすることが明らかになった。
しかし、ヒトを含めた大型哺乳動物の精巣における細胞接着分子の発現や精子形成におけ
る機能は分かっていない。 
本研究では、まず、大型哺乳動物としてブタを用いて、ブタ精巣における細胞接着分子

CADM1 の発現を明らかにする。次に、ゲノム編集技術を用いて CADM1 遺伝子のノック
アウトブタを作出するための条件を明らかにする。さらに、研究で得られたゲノム編集技術
により CADM1ノックアウトブタの作出を試み、細胞接着分子 CADM1が精子形成におい
て精子の質と数を制御する不可欠の因子であるのかを明らかにする。 
本研究成果は、マウス以外の大型哺乳動物の精子形成における細胞接着分子の役割を明
らかにするとともに、ノックアウトブタは精子形成解析モデル動物として有用である可能
性があり、大型哺乳動物の精子形成に関する新たな知見も提供することができる。 
 
３．研究の方法 
 
（1）単為発生胚による gRNA の有効性の検証 
 肉豚の卵巣より卵母細胞を採取、成熟培養し、電気刺激により単為発生胚を作出 
(Kawarasaki ら 2009) し、設計した gRNA のゲノム編集に対する有効性について検証した。 
① 単為発生胚の作製 
 肉豚の卵巣から卵母細胞を採取し、POM1stで20時間、POM2ndで28時間培養し、1.5KV/cm、
99μsec の直流刺激を 1回与え、単為発生胚を作製した。 
② crRNA の設計と gRNA/Cas9nuclease 複合体(RNP)の調整 
CADM1 遺伝子（ACCESSION NC_010451 REGION）をターゲットとした。crRNA は CRISPRdirect 
software(Naito ら 2015)を用い、Exon1 の開始コドンの直前および Exon 4 の中にあり、Pig 
(Sus scrofa) genome、 SGSC Sscrofa10.2/susScr3 (Aug、2011) よりオフターゲットの少
ない配列を選抜し設計した。crRNA、tracrRNA および Cas9nuclease から gRNA /Cas9nuclease
複合体（Alt-R® CRISPR-Cas9 System、 Integrated DNA Technologies)を調整した。 
③ エレクトロポレーション 
活性化の 3、6あるいは 9時間後に、エレクトロポレーター（NEPA21、ネッパジーン株式
会社）を用いて、マルチステップ・減衰システムにより、gRNA /Cas9nuclease 複合体を単
為発生胚に導入した。 
④  ゲノム編集効率の確認 
 エレクトロポレーション後の胚は、活性化 6～7日後まで PZM 内で培養し、胚盤胞以上に
発生した胚を微量の DDW とともに採取し、検査時までー30℃で凍結保存した。 
 98℃、10分間の加熱処理により DNA を抽出、Nested PCR 法により PAM 配列付近の DNA を
増幅し、ダイレクトシーケンス法によりシーケンスを解析した。 
 
（2）ゲノム編集胚の移植実験 
体内受精胚に対して単為発生胚で確認した条件でエレクトロポレーション法によりゲノ
ム編集胚を作成し、発情を同期化したレシピエントブタに移植した。 
① 受精ブタ胚の準備 
未成熟ブタに対して、eCG1000IU と hCG750IU を 72 時間間隔で投与し、hCG 投与の 30 時
間後に人工授精し、人工授精の翌日に胚を回収した。 
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② ゲノム編集 
 エレクトロポレーター（ NEPA21、ネッパジーン株式会社）を用いて、マルチステップ・
減衰システムにより、ブタ CADM1 遺伝子 Exon1 および Exon4 に対応する gRNA 
/Cas9nuclease 複合体をブタ胚に導入した。 
③ レシピエントブタへの移植 
 偽妊娠処置を行った未経産ブタに、受精ブタ胚を採取したブタと同じタイミングでホル
モン処置を行い発情を同期化し、ゲノム編集処理したブタ胚を開腹手術(Kawarasaki ら
2009)により片側の卵管に移植した。 
 
（3）体外受精ブタ胚のゲノム編集条件の検討 
  
① 体外受精ブタ胚の準備 
肉豚の卵巣から卵母細胞を採取し、POM1st で 20 時間、POM2nd で 24 時間培養後、体外受
精を行った。 
②  エレクトロポレーション法 
媒精 6～12 時間後に、マルチステップ・減衰システムによるエレクトロポレーション法
によりゲノム編集処置を行い、EP までの時間、poring 時のパルス幅、Transfer 電圧が、そ
の後の胚発生、ゲノム編集効率に及ぼす影響について検討した。 
 
（4）ブタ精巣からの CADM1 の検出 
精巣サンプルをパラフォルムアルデヒド液で固定し、組織切片を作製した。組織切片に抗
マウス CADM1 ウサギポリクローナル抗体(Wakayama et al、 2003)を用いて免疫組織化学的
染色を行い、光学顕微鏡および電子顕微鏡レベルで CADM１蛋白質を検出した。 
 
４．研究成果 
 
ゲノム編集技術のブタへの応用のための条件、お
よびブタ精巣における CADM1 の発現について検討
した結果、以下の成果を得た。 
 
（1）単為発生胚による gRNA 有効性の検証 
体外受精と同じ方法により採取した卵母細
胞を利用し、体外受精よりも安定的に生産でき
る単為発生胚（Kawarasaki et al、 2009）を
用いてｇRNAの有効性検証が可能かどうかを検
討した。 
ｇRNA は、ブタ CADM1 遺伝子の Exon1 および
Exon4 領域に各 1個、その開始コドンあるいは
Exon の開始部付近に設定した。 
単為発生のための電気刺激から、3時間、6時
間、あるいは 9 時間後に、Exon1 および Exon4
のｇRNA/Cas9 Nuclease 複合体を、単為発生胚
に導入した。 
ゲノム編集効率は、Exon1（80.0％；16/20）
において、Exon4（60.0%; 15/25）に比べ高く
なった(P<0.05)。エレクトロポレーションの
実施時間による差はなく、全体のゲノム編集
率は 68.9％（31/45）であった（図 1）。また、
胚の胚盤胞への発生率は、エレクトロポレー
ションの実施時間に影響されなかった
（P>0.05）（図 2） 
以上の結果から、単為発生胚によりｇRNA の
有効性検証が可能であることが明らかとなっ
た。 
 
（2）ゲノム編集胚の移植実験 
単為発生ブタ胚によりゲノム編集効率を確認し
た CADM1ｇRNA を用いて、化学合成の CRISPR/Cas9 システムおよびエレクトロポレー
ション法によりゲノム編集胚を作製し、その移植実験を行った。合計 92個のゲノム
編集胚を 3 頭のレシピエントブタに移植したが、産子は得られなかった。エレクトロポレ
ーション刺激の後に、約半数の胚の細胞質に損傷が認められたことから、エレクトロポレー
ション条件の検討が必要と考えられた。 

 

図 2 単為発生ゲノム編集胚の発生率 
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図 1 単為発生ブタ胚を用いたゲノム
編集効率の確認 
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（3）体外受精ブタ胚におけるゲノム編集条件の検討 
媒精からエレクトロポレーションまでの時間が体外受精ブタ胚の発生率に及ぼす影響を
検討したところ、6時間では胚盤胞へ発生する胚は存在しなかったが、12時間後では 10.3％
が発生し、媒精からエレクトロポレーションまでの時間が発生率に影響を及ぼすことが明
らかとなった（P<0.01）（図 3）。 
Poring パルス幅が体外受精ブタ胚の発生に及ぼす影響について検討したところ、単為発
生胚の発生に悪影響がなかった 1.5MS では胚盤胞への発生は認められなかった。Poring パ
ルス幅は体外受精ブタ胚の発生率に影響（P<0.05）し、0.5MS まで短縮して初めて胚盤胞へ
の発生が認められた (図 4)。 
 

 
本研究の中で明らかとなった体外受精胚に適したエレクトロポレーション条件（媒精後
12 時間、Poring パルス幅 0.5MS、Transfer 電圧 10V）で Exon1 配列のゲノム編集を実施し
たところ、ゲノム編集胚の胚盤胞への発生率はゲノム編集処理を行わなかった胚の発生率
と変わらなかった（図 5）。 
また、その時のゲノム編集効率は 61.5％と高かった(図 6)。一方、変異パターンには、付
加、欠損、置換などがみられ (図 6)、欠損が多かった単為発生胚の変異パターンとはやや
異なっていた。 
 

  

 
体外受精後の時間 

図 3 媒精からエレクトロポレーション
までの時間が体外受精ブタ胚発生に
及ぼす影響（Poring パルス 0.5ms） 

 
Poring 時のパルス幅（ms） 

図 4 Poring パルス幅が体外受精ブタ胚
発生に及ぼす影響（媒精後 12 時間） 

 
図 6 体外受精ブタ胚のゲノム編集効率 

 
図 5 体外受精ブタ胚のゲノム編集
効率 
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（4）ブタ精巣からの CADM1 の検出 
本研究では、ブタ精巣から細胞接着分子 CADM1 を初めて
検出した。CADM1 は、中間型精原細胞から厚糸期の精母細
胞と伸張精子細胞に発現したが、円形精子細胞と成熟精子
には発現しなかった(図 7)。この結果は、マウスの精巣に
おける CADM1 の発現と概ね一致する（若山と井関、 2009）。 
ブタ組織おいて、マウスと同様の状態で CADM1 が検出さ
れたことから、CADM1 はブタにおいてもマウスと同様に精
子形成機能に重要な影響を及ぼしているものと推察され
る。今回明らかにしたブタ体外受精胚を用いた CRISPR / 
Cas9 /エレクトロポレーション法によりノックアウトブ
タを作製し解析することで、その機能を明らかにすること
ができると考える。 
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