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研究成果の概要（和文）：次世代に目的の遺伝子を残す技術は有用であり、医療、家畜生産や、絶滅危惧種の維
持の側面からも重要である。目的の子孫を残す方法として、キメラ技術がある。そこで、本研究では直接受精卵
で生殖細胞欠損胚を作出することで、通常キメラと比較し、目的細胞の生殖細胞への寄与率改善を目指した。
Prdm14をターゲットとして4種類のgRNAを使用し受精卵に注入することで、約6割の胚で効率的に欠損出来ること
が示された。実際にキメラ個体を作出したが、通常胚とのキメラと比較し生殖細胞への寄与率に大幅な改善はみ
られなかった。加えて、本研究でアガロースカプセルを用いた胚培養技術を開発し、凍結保存等に有用であるこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：The technology to leave a target gene for the next generation is important 
for medicine, livestock production, and the maintenance of endangered species.　Therefore, in this 
study, we aimed to improve the contribution rate of target cells to germ cells compared with normal 
chimera by production germ cell-deficient embryos directly with fertilized eggs. It was shown that 
by injecting four types of Prdm14-targeted gRNA into fertilized eggs, germ cells can be efficiently 
deleted in about 60% of the embryos. Although chimeric mice were actually produced, the contribution
 to germ cells was not significantly improved as compared with the chimera using normal embryos. In 
addition, in this study, we developed an embryo culture technology using agarose capsules and showed
 that it is useful for cryopreservation.

研究分野： 発生工学

キーワード： 発生率　遺伝資源　発生工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
目的遺伝資源を生産する方法として、キメラ技術がある。受精卵に、別の個体の受精卵やES細胞、iPS細胞など
を注入、あるいは集合培養によりキメラ胚を作出することで、生まれた個体の精子や卵子は注入された受精卵や
iPS細胞の遺伝情報を受け継ぐことが可能である。しかしながら、キメラ個体の場合、生殖細胞まで寄与する割
合はあまり高くない場合が多い。そこで本研究で実施した手法をさらに洗練することでより効率的な遺伝資源の
増産が可能となる。また、本研究で開発したアガロースカプセルを用いることで、産仔率や耐凍性が向上するた
め、少ない資源でも次世代へつなぐ一助となる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 
目的遺伝資源を増産する方法として、クローン技術やキメラ技術があげられる。体細胞クロー

ン技術を用いることで、同一個体の増産が可能であり、極めて有用な技術であるが、クローン成
功率の低さや、実験動物マウスにおいては、クローン作出可能な系統が限られている、さらに、
実験手技が難しく相当な熟練を要するといった問題があり、実用的な応用までは、達していない
のが現状である。もう一つの目的遺伝資源を生産する方法として、キメラ技術がある。受精卵に、
別の個体の受精卵や ES 細胞、iPS 細胞などを注入、あるいは集合培養によりキメラ胚を作出す
ることで、生まれた個体の精子や卵子は注入された受精卵や iPS 細胞の遺伝情報を受け継ぐこ
とが可能である。しかしながら、キメラ個体の場合、生殖細胞まで寄与する割合はあまり高くな
い場合が多い。胎子系列の細胞をすべて目的の細胞由来にするため、胚盤胞補完技術（4N キメ
ラ）があるが、産仔獲得に至る割合は数パーセントと低い。キメラ技術によって、増殖させたい
動物を効率よく生産できる可能性があるが、更なる改良が必要である。 
そこで、生殖細胞を欠損させた胚を作出し、その胚と目的細胞をキメラにすることで目的の細

胞が生殖細胞により寄与できると考えた。マウスでは NANOS3 遺伝子を欠損させると精巣や卵
巣内に精子と卵子がつくられないことも報告されており、2016 年に NANOS3 遺伝子を KO し
た繊維芽細胞由来の体細胞クローン胚と受精卵のキメラ胚を移植し、黒毛和牛にホルスタイン
の卵子をつくらせることに成功している(scientific reports, 2016)。しかしながら、体細胞クロ
ーン胚を用いてキメラ胚を作出させることは非常に手間がかかり、技術も必要である。より簡便
に生殖細胞欠損胚を作出することが可能になれば、効率的に目的の遺伝資源を増産可能となる。 
生殖細胞を欠損した個体を作出すると、個体の維持が不可能であり、その都度ヘテロで欠損し

た個体どうしを掛け合わせ、ホモ欠損個体を得る必要があったが、この手法では、実験動物マウ
ス以外へ応用することを想定した場合、現実的ではない。実際、マウスにおいては、ヘテロ欠損
個体を作出してから、性成熟させ個体を掛け合わせて受精卵を得るまでに約 3 カ月を要する。
ウシを例に応用するとなると、出産までに 280 日、性成熟し繁殖可能になるまでに 14 カ月を要
するので、ヘテロ欠損個体を作出できたとしても、その後数年を要し、なおかつ、大量の受精卵
を得られないので、ほぼ机上の空論となってしまう。そこで、これらの問題を克服するために、
受精卵を用いて直接生殖細胞欠損個体を作出し、その胚とキメラを作出する方法を考えた。近年
ゲノム編集技術が飛躍的に進歩し、CRISPR/Cas9 を用いることで、受精卵で直接遺伝子改変動
物を作出可能となり、広く普及されている。そこで、本研究において十分に KO 効率の高い
guideRNA を選択し、直接受精卵で生殖細胞 KO 胚を高効率で作出することで、通常胚キメラ
と比較し、目的細胞の生殖細胞への寄与率改善を試みる。 
 
２． 研究の目的 
目的の子孫を増産させる方法の一つとして、キメラ技術がある。キメラ技術は複数の手法が確

立されており、受精卵キメラや四倍体胚を用いた、胚盤胞補完法が代表的であり、目的の細胞の
遺伝情報を受け継ぐことが可能であるが、生殖細胞まで寄与する割合はあまり高くないことや、
産仔率が低いといった問題がある。そこで、本研究では直接受精卵で生殖細胞欠損胚を作出する
ことで、通常胚キメラと比較し、目的細胞の生殖細胞への寄与率改善を目指す。また、キメラ作
製に必要な胚操作を施した初期胚の新しい培養技術の開発も行う。キメラの改善に成功できれ
ば、絶滅の危機に瀕している動物の精子や卵子を効率よく別の動物に作らせることや、体細胞ク
ローン技術と併用することで絶滅動物を復活させる技術に応用が期待される。 
 
３．研究の方法 
 
１）受精卵による直接的な生殖細胞欠損個体作出の試み 
初めに、生殖細胞を欠損させるためのターゲットとなる遺伝子を決定する必要があるが、始原生
殖細胞形成初期から発現する Prdm14 および Nanos3 をターゲットとすることにした。初めにタ
ーゲット遺伝子の guide RNA を設計し、体外受精により作出した px330 ベクターを受精卵前核
に注入し、仮親へ移植し産仔を取得する。その後繁殖適齢期に成長した個体より、精巣を摘出し、
精巣切片を作製し形態観察を行う。また、尾より採取したゲノム DNA より目的遺伝子の変異を解
析する。 
２）高効率な欠損胚作出のための guide RNA の検討 
本研究では、可能な限り生殖細胞を欠損させる効率を高めることが後々の結果に大きく関わる
ため、guide RNA の検討が非常に重要な項目である。遺伝子中の重要なドメイン上や転写開始点
に guide RNA を設計し、それぞれの効率を検討し、また、複数の guide RNA を組み合わせ同時に
注入することで、最も効率的に KO可能な条件を検討する。 
３）目的遺伝子を生殖細胞に有する個体の作出 
キメラ個体における目的細胞の寄与を明確に確認するために、蛍光マーカーを有するトランス
ジェニック ES細胞を樹立する。また、ES細胞のライン毎にキメラ寄与率や体細胞クローンの産
仔率が異なるため、複数のラインを樹立し、実験に供する必要がある。ES 細胞は樹立済みで、
ドナー細胞として体細胞クローンを行い、産仔を得ること、受精卵とのキメラ胚を移植し、キメ
ラ産仔が得られることを確認している。この ES 細胞を用いてエレクトロポレーション法により



CAG プロモーターでヒストンが赤くラベルされる、CAG-H2B-mCherry のトランスジェニック ES 細
胞を作出する。これらの ES 細胞を用いて Prdm14 および Nanos3 ノックアウトベクターを前核
注入した胚とのキメラを作出し、E12.5 の胎仔より genital ridge を摘出し、生殖細胞への ES
細胞の寄与率を調査する。 
４) キメラを作出する方法として顕微操作を用いた注入法と、透明帯を除去した凝集法がある
が、透明帯が無いと胚発生が低下することが知られている。そこで、アガロースカプセルを用い
た人工透明帯を開発し、胚発生率、移植後の産仔率、ガラス化保存に及ぼす影響を調査する。 
 
４．研究成果 
 
guide RNA を複数設計し受精

卵前核へ注入後、移植し産仔を
解析すると、図１に示す通り、
ホモで欠損している個体を確
認でき、精巣を 16週齢で摘出す
ると、同齢の野生型と比較し明
らかにサイズが小さくなり、ま
た精巣内および精巣上体尾部
中に精子は無く、生殖細胞が完
全に欠損していることが確認
できた。また、Prdm14 遺伝子の
ヘテロ欠損個体において、野生
型と比較して顕著に精巣のサ
イズが小さくなっており、ヘテ
ロ欠損であっても、キメラにお
ける目的細胞の寄与効率が上
昇することが期待できる。 

Nanos3 欠損個体は Prdm14 欠損個体と比較し、産仔率が低い傾向がみられたため、Prdm14 を使
用するほうが適していると考えた。そこで複数の gRNA を設計しそれぞれ単独および複数を組み
合わせた場合の KO 効率を検討した。その結果、gRNA を一種類づつ注入した場合は、gRNA の種類
によりほぼ効果を示さないものから 30％程度 KO 産仔が得られるものまで、配列依存的であっ
た。上位 4種類を同時に注入することで KO効率が 6割程度に上昇することがわかり、実用的な
効率に達したと判断した。 
次に、樹立した H2B-mCherry ES 細胞を胚盤胞期胚に注入し移植後 genital ridge を摘出し、

観察を行ったところ、本研究で作出した ES細胞が生殖細胞へ寄与可能であることが認められた。
通常受精卵とのキメラ作出において、生殖細胞への寄与個体の割合は、約 32%であった。さらに、
KO 効率の高い、ベクターの組み合わせで前核注入した受精卵とのキメラ作出において、生殖細
胞への寄与個体の割合は、78%となり、通常胚よりも高い寄与率を示した（図２）。しかしながら、
帝王切開あるいは自然分娩にて出生させ、10 週まで成育させた個体では、通常胚と比較して有
意な寄与率の差は見られなかった。理由として、考えられることの一つに、本研究において使用
した ES細胞が比較的全身への寄与率が高かったことが考えられる。 

図２ H2B-mCherry ES 細胞キメラ個体の E12.5 における genital ridge の写真。左：通常胚
とのキメラ。右：Prdm14 欠損胚とのキメラ。 
 
 

図１ 受精卵前核注入法による Prdm14 KO マウスの精巣。上段：シーケンスにより確認後、
16 週齢で摘出した精巣写真。下段：HE 染色した精巣切片およびホモ欠損個体の精巣上体尾部
内の細胞。完全に生殖細胞が欠損している。ヘテロ欠損個体も精巣のサイズは顕著に小さくな
るが精子は存在する 



次に、遺伝資源の有効活用という観点から
派生し、人工透明帯の開発を行った。IVF, 顕
微授精, 凍結保存など、様々な発生工学的手
法が用いられる工程において、透明帯が損傷
した卵子がしばしば現れるが、そのような卵
子は、その後のハンドリングが難しく、また、
直接卵子にダメージが及ぶため発生率も低
下するので、廃棄されている。人工的に透明
帯のような殻を作製することで、操作性が向
上すれば、これまで廃棄されていた卵子も使
用できるのではないかと考えた。 
その結果、アガロースカプセルはマイクロ

マニピュレータによる顕微操作も十分可能
で、ピエゾインパクトドライブによる穿孔も
おこなえることがわかった。アガロースカプ
セル内で培養した胚は正常に発生すること
ができ、アガロースカプセルを取り外す必要
なく移植して産仔を得ることができた。ま
た、アガロースカプセル胚は良好な凍結耐性
を示し、生存率は透明帯欠損胚と比較して非
常に高かった。したがって、アガロースカプ
セルは、遺伝資源の有効活用という観点で卵
母細胞および胚を利用するための貴重なツ
ールであることが示された（Nagatomo H. et 
al., Sci Rep）。 
 
 
 
図３ アガロースカプセル胚の耐凍性 二細胞期胚を凍結融解処理したところ、透明帯が無
い胚と比較してアガロースカプセル胚は飛躍的に生存率が改善する。また、移植する際に、ア
ガロースカプセルを外す必要なく移植可能で、産仔を得ることが出来た。 
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