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研究成果の概要（和文）：多くの動物は受精を経ず卵子だけから個体発生する単為発生を生殖戦略の１つとして
採用してきた。一方、哺乳類の単為発生胚は配偶子特異的な遺伝子修飾「ゲノムインプリンティング」により発
生途中で致死となる。近年では、ゲノムインプリンティングを操作することにより、単為発生マウスを得られる
ようになった。しかし、ゲノムの改変が必要なことや、発生段階の異なる卵子を準備して一連の核移植操作を行
なう必要があるなどマウス以外の哺乳類には適用が難しかった。本研究では、我々が最近開発した高効率エピゲ
ノム編集法により、ゲノムを一切改変することなく、遺伝子修飾のみを書き換えることによって卵子から単為発
生マウスの作製を試みた。

研究成果の概要（英文）：Many animals have adopted parthenogenesis, in which an individual develops 
from an ovum alone without fertilization, as one of their reproductive strategies. On the other 
hand, parthenogenetic embryos of mammals are lethal during development. This is because only mammals
 possess "genomic imprinting," a gamete-specific epigenetic modification. In recent years, genetic 
engineering and developmental engineering have enable to manipulate genomic imprinting to obtain 
parthenogenetic (bi-maternal) mice. However, it is difficult to apply this method to mammals other 
than mice because it requires modification of the genome in the regulatory region of the imprinted 
gene expression and a series of nuclear transfer operations by preparing oocytes at different 
developmental stages. In this study, we attempted to generate parthenogenetic mice from 
oocyte-derived ES cells by rewriting only the epigenetic modifications using our recently developed 
highly efficient epigenome editing method.

研究分野： 発生工学

キーワード： 単為発生　エピゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではマウスでの実施にとどまるが、同じ方法はマウス以外の哺乳類にも利用可能と考えられ、今後様々な
分野に利用できる可能性がある。１セットのゲノム由来の単為発生動物はホモ接合体となるため、近交系の存在
しない家畜や実験動物のホモ接合体を一世代で確立できる可能性がある。また、こうして樹立された動物は様々
な原因遺伝子の同定を容易にすることができる。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

(1) 多くの動物種では、受精を経ずに卵子だけから個体発生できる「単為発⽣」が知ら
れている。一方、哺乳類は単為発生を生殖戦略として使用することはできず、⼈為的に
作製した単為発⽣胚は妊娠途中で致死となる（図１）。この原因は、哺乳類では配偶子
特異的遺伝子修飾、ゲノムインプリンティングが、配偶子特異的な遺伝子発現を制御し
ているためだと考えられてきた。このことは、1983 年に Surani らの核移植実験により
強く示唆され、2004年には
河野らのノックアウト実験

による単為発生マウス「か

ぐや」の誕生により実証さ

れた（図１）。しかし、実際
に単為発生個体を作製する

には複雑な遺伝⼦改変と⼀
連の核移植を組み合わせる
必要があり、簡単に単為発
生動物が得られるわけでは

ない。また、これまでの報告

はゲノム自体の改変による

ものであり、根本的な原因

となっているエピゲノムだ
けを改変した単為発⽣個体
の作製はまだ報告されてい
ない。 
(2)哺乳類ではゲノムインプリンティングによる配偶子特異的遺伝子発現があるため、
卵子のみまたは精子のみのゲノムセットからは個体発生できない。これらの片親由来胚

は正常胚とキメラ形成することにより、個体に寄与することができるものの、その寄与

する臓器は限定的であった。申請者は単為発⽣胚を特定の培養液で培養すると卵⼦特異
的なインプリンティング（⺟性インプリント）の⼀部が消失すること、さらに単為発⽣
胚由来 ES 細胞では、⺟性インプリントが⼤幅に消失し、正常な受精卵に近いインプリ
ント状態になっていることを発見した（Horii et al., Stem Cells, 2008）（図２）。また、母
性インプリントを大幅に失った単為発生胚由来細胞は、キメラマウスの組織に非常に寄

与しやすいことを発見した。一方、精⼦特異的なインプリンティング（⽗性インプリン
ト）に関しては、単為発⽣胚由来細胞でも完全に消失したままであり（図２）、このこ
とが単為発生胚由来細胞の発生分化能をまだ限定していると想豫された。父性インプリ

ント遺伝子の数は母性インプリント遺伝子に比べて圧倒的に少なく、７番染色体の Igf2
と H19遺伝子、１２番染色体の Dlk1と Gtl2遺伝子、および９番染色体の Rasgrf1遺伝
子の５つ程度である。よって単為発⽣胚や単為発⽣胚由来 ES 細胞の⽗性インプリント
遺伝⼦の
全てまた
は⼀部を
エピゲノ
ム編集に
より正常
胚と同じ
状態に書
き換える



ことで、個体発⽣できるかもしれないという着想に至った。 
 
２．研究の目的 

(1) 本研究はゲノムを改変することなく、遺伝子修飾（DNA メチル化）のみを書き換
えるエピゲノム編集法を利用して、単為発生哺乳類を簡便に作製することを目的とする。

我々はこれまでに、dCas9 と SunTag システムによる独⾃の⾼効率エピゲノム編集法 
(Morita et al., Nature Biotechnology, 2016)を開発した。この方法により、培養細胞（ES細
胞やガン細胞株）におけるエピゲノム編集や胎児期のマウス脳における in utero 
electroporation によるエピゲノム編集に成功している。また、受精卵でのエピゲノム編
集によりターゲット特異的な DNAメチル化または脱メチル化を誘導することで、エピ
ゲノム疾患モデルマウスの作製に成功している（Horii et al., Genome Biol, 2020）（図３）。
よって、この技術は単為発生胚のインプリンティングの書き換えにも利用可能と考えら

れる。 
(2)本研究ではマウスでの実施にと
どまるが、同じ方法はマウス以外の

哺乳類にも利用可能と考えられ、今

後様々な分野に利用できる可能性が

ある。１セットのゲノム由来の単為

発生動物はホモ接合体となるため、

近交系の存在しない家畜や実験動物
のホモ接合体を⼀世代で確⽴できる
可能性がある。また、こうして樹立さ

れた動物は様々な原因遺伝⼦の同定
を容易にすることができるかもしれ

ない。 
 
３．研究の方法 

(1) これまでの申請者らの研究から、単為発⽣胚よりも単為発⽣胚由来 ES 細胞の⽅が、
⺟性インプリントが消失して正常胚に近い状態であることがわかっている（図２）。そ
こで単為発生胚由来 ES細胞をエピゲノム編集して個体作製を試みる。マウス未受精卵
を塩化ストロンチウムおよびサイトカラシン B 添加培地で活性化させて、２倍体単為
発生胚を作製する。アレル特異的エピゲノム編集のために、C57BL/6N(B6)系統と
DBA2/N系統の２種類のアレルを保有する単為発生胚（雌核発生胚）を作製する。これ
らの単為発生胚より ES細胞を樹立する（parthenogenetic ES細胞, PgES 細胞）。 
(2)単為発生のために書き換えが必要な父性インプリントは、以前の報告から Igf2/H19
単独（Kono et al., 2004）あるいは Dlk1/Gtl2を加えた２箇所のメチル化可変領域（DMR）
（Kawahara et al., 2007）を調節することで効果があることが示されている。Igf2と H19
は H19-DMR により、Dlk1 と Gtl2 は IG-DMR により発現制御されている。初年度は
H19-DMRのみのエピゲノム編集、次年度以降は H19-DMRおよび IG-DMRの両インプ
リントの編集を行った。PgES 細胞にエピゲノム編集⽤複合体（H19-DMR および IG-
DMR の gRNA、dCas9-SunTag、scFv-GFP-Dnmt3a または scFv-GFP-Dnmt3b の発現ベク
ター）をトランスフェクションし、DMR に DNA メチル化を導⼊する。フローサイト
メーター（FACSAriaII）によりエピゲノム編集された細胞（GFP陽性）を選別する。 
(3)ES 細胞と４倍体胚をキメラにすると ES 細胞のみからなる個体を作製できる（テト
ラプロイドレスキュー法）。エピゲノム編集された PgES 細胞を４倍体胚に導入し、キ
メラ胚を偽妊娠マウスの子宮に移植し、個体を作製する。通常単為発⽣胚は妊娠 10 ⽇



⽬を超えて発⽣することはできないため、胎生 10 日目以降の胚を発生ステージごとに
回収する。胚より DNA を抽出し、H19-DMR および IG-DMR の DNA メチル化状態を
COBRA 法およびバイサルファイトシーケンス解析により確認する。DNA メチル化が
導入された胚のみ発生が延長していれば、エピゲノム編集により単為発生胚の発生が延

長されることを証明できる。最終的には、出生までマウスが発生できるか明らかにする。

また、単為発生マウスが成体まで育った場合は、雄マウスと交配させ、繁殖能の有無を

確認する。 
 
４．研究成果 

(1) B6D2F1 マウスの MI 期の未受精卵より PgES 細胞を複数ライン樹⽴した。SNP 解
析により、B6 と DBA のヘテロ接合体である ES 細胞株を選別した。多能性マーカーで
ある Oct4 および Nanog の発現量などから、この中で最も状態の良い pMI③の細胞株
を選び出し、以降の実験に使⽤した。 
(2) 樹 ⽴ し た PgES 細 胞 の
H19-DMR の過剰メチル化を
エピゲノム編集により⾏っ
た。H19-DMR にある４つの
CTCF-binding site（m1, m2, 
m3, m4）について、COBRA
法によりメチル化解析を⾏っ
た（図４）。この領域は卵⼦で
は⾮メチル化状態のため、
PgES 細胞でもメチル化され
ていなかった。⼀⽅、Dnmt3a
や Dnmt3b によりエピゲノム編集を⾏った ES 細胞では最⼤で 40%程度のメチル化が
導⼊されていた。これは正常な受精卵から樹⽴した ES 細胞（normal ESC）と同レベル
のメチル化率であった。本研究では Dnmt3b の⽅が Dnmt3a よりも de novo メチル化
活性が⾼かったため、以降の実験は Dnmt3b を使⽤することとした。 
(3)H19-DMR を過剰メチル化させた PgES 細胞を⽤いてテトラプロイドレスキュー法
により個体作製を試みた。通常単為発⽣胚は妊娠１０⽇⽬までに致死となるが、H19-
DMR にメチル化を導⼊した PgES 細胞は、12.5 ⽇胚まで発⽣していた（図 5）。回収
した胎⼦のメチル化レベルを調べたとこ
ろ、通常０％のところ 60-70%程度まで上
昇していることが分かった。しかし、胎⼦
形成率は移植胚のうちの 3%程度とかなり
低く、H19-DMR と IG-DMR の両領域を
メチル化させた PgES 細胞の樹⽴が必要と
考えられた。 
(4) そこで H19-DMR と IG-DMR の両領域をメチル化させた PgES 細胞の樹⽴を⾏っ
た。トランスフェクションして５⽇⽬の PgES 細胞を回収し、メチル化解析を実施した
ところ、H19-DMR と IG-DMR の両領域がメチル化されていることが判明した（図6）。
H19-DMR と IG-DMR のメチル化率は最⼤でそれぞれ、40%と 36%まで上昇していた。
この PgES 細胞を⽤いてテトラプロイドレスキュー法により個体作製を試みているが、
現時点では個体が得られていない。 



 
(5)PgES 細胞を過剰メチル化させても個体発⽣がそれほど延びなかった原因の１つと
して導⼊した DNA メチル化の不安定性を疑った。そこで PgES 細胞の継代培養を⾏っ
たところ、トランスフェクションして５⽇⽬の PgES 細胞では H19-DMR のメチル化
率は最⼤で 40%程度まで上昇していたが、１０⽇⽬には 20%弱まで減少し、その後も
１ヶ⽉間にわたり徐々に減少していることが判明した（図 7）。おそらく⼦宮内でも同
様にメチル化の急速な減少を⽣じており、それが個体発⽣の妨げとなっていたと考えら
れる。 
(6)本研究は PgES 細胞のエピゲノム編集により発
⽣ステージが延⻑されることを初めて明らかにし
た。しかし、現時点では個体発⽣できる数は限定的
であり、出⽣までは⾄っていない。その原因として
導⼊したメチル化の不安定性が⽰唆された。今後
は、導⼊したメチル化を安定化させるために、DNA
メチル基転移酵素である Dnmt3a や Dnmt3b に加
えて、補因⼦である Dnmt3l やヒストンのヘテロク
ロマチン化に関与する KRAB ジンクフィンガード
メインなどの共導⼊が必要であることが⽰唆され
た。 
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