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研究成果の概要（和文）：体細胞核移植（SCNT）経由のクローンブタ作製の効率化を目指し、CRISPR/Cas9法に
てドナーブタ細胞ゲノム内のヒストン遺伝子群のメチル化を促す遺伝子（DNAメチル化転移酵素1, DNMT1）の破
壊を試みた。ドナーブタ細胞にはSCNTの成否を判断するための予めOct-3/4 promoter + EGFP cDNA遺伝子発現ユ
ニットが搭載されている。このゲノム編集細胞をSCNTに付すと、発生率が２倍ほど改善。更に、クローン胚（胚
盤胞）でのEGFP蛍光発現が増大した。以上から、クローンブタ作製の効率化には、ヒストン遺伝子群のメチル化
の阻害が重要であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：For enhancing the production efficiency of cloned piglets derived from 
somatic cell nuclear transfer, disruption of DNA methyltransferase 1 (DNMT1) gene, which is thought 
to be important for DNA methylation, in the donor porcine fibroblasts was attempted using 
CRISPR/Cas9 system. Notably, in the genome of this donor cell an expression unit carrying Oct-3/4 
promoter linked to enhanced green fluorescent protein (EGFP) cDNA has already been inserted. SCNT 
using the donor cells with mutated DNMT1 gene resulted in an increased developmental rate to 
blastocysts about 2-folds as well as increased expression of EGFP. These results indicate an 
importance of inhibiting DNA methylation to improve SCNT.

研究分野：発生工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、医学や農学分野で重要なブタの遺伝子改変を通じ、ヒトの健康・福祉に貢献する遺伝子改変クローン
ブタを効率的に作製することを目指す。そのカギとなるのが、ヒストンのDNAメチル化問題であり、今回、その
是非をゲノム編集法と体細胞核移植（SCNT）実験により解明した（学術的意義）。これにより、クローンブタ作
製は加速。その効果は医学や農林水産業の振興・発展に貢献すると考えられる（社会的意義）。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
生物医学研究に重要な遺伝子改変ブタの作製は、マウスの場合と異なり、遺伝子改変された細胞（主に胎仔性
繊維芽細胞）をドナーとする体細胞核移植（SCNT）経由のクローンブタ作製が今でも主流である。しかし、SCNT 効
率は極端に低い。通常、ドナー細胞の核は SCNT 直後、卵細胞質内の初期化因子により遺伝子発現様式が幼弱期
のものにリセットされる。しかし、ドナー核はこのようなリセットへの対応が不十分なため、多くの SCNT 胚は以降の発生に
異常をきたす。特に、ヒストン H3K4, H3K9 のメチル化を促す DNA メチル化転移酵素 1（DNMT1）遺伝子は、
SCNT 効率を下げる元凶と目されている。そこで、最近開発されたゲノム編集法の一つ CRISPR/Cas9 を用い、SCNT
のドナー細胞である胎仔性繊維芽細胞内の DNMT1遺伝子の破壊を考えた。この遺伝子改変細胞を SCNT に用い
れば、SCNT処置胚の発生が向上し、結果として、SCNT効率が上がるのではと考えた。 
 
２．研究の目的 

SCNT に使用されるドナー細胞である胎仔性繊維芽細胞に対し、強制的に「幼弱化（あるいは初期化）」を誘導
させ、そのような処置を施された細胞をドナーとする SCNT を試み、SCNT効率改善の有無を検討。最終的に効率的な
遺伝子改変クローンブタ作成を目指す。 

 
３．研究の方法 
既に作成済みの遺伝子改変ブタ繊維芽細胞株（未分化細胞マーカーとされるOCT3/4遺伝子の promoterに駆
動される緑蛍光蛋白遺伝子（enhanced green fluorescent protein, EGFP）発現ユニットを搭載；ここでは、「m4
細胞」と呼ぶ）にブタDNMT1遺伝子及びブタ -1,3-galactosyltransferase (-GalT)遺伝子（GGTA1）を標的と
した CRISPR/Cas9系 single guide (sg)RNA を設定し、この２種の sgRNA と Cas9蛋白とを in vitroで混合した
mixture（ribonucleoprotein, RNP）を Lonza社の nucleofector システムに基づく電気穿孔法にて遺伝子導入し
た。遺伝子導入後、３日目にm4細胞を toxin-conjugated IB4 lectin（IB4SAP）に数時間作用させた。その後、細
胞を正常培地で 10~12日間ほど、培養し、生存 colonyの出現を待った。因みに、IB4SAPは遺伝子操作されていない
ブタ細胞表面の-Gal epitope（-GalT により合成）に結合する。その後、IB4SAP に含まれる毒素（toxin）が細
胞内に入り込み、細胞を死に至らしめる。一方、CRISPR/Cas9 により GGTA1 遺伝子が破壊されると、細胞は
alpha-Gal epitope を合成できないので、IB4SAP は細胞表面に結合できず、結果、当該細胞は生存する。即ち、遺
伝子導入がなされ、且つ、内在性の標的遺伝子（特に、GGTA1）が破壊された細胞のみが生存する、ということになる
（我々が独自開発した negative selection系）。この場合、DNMT1遺伝子を標的とした sgRNA も同時に細胞内
に導入される筈で、IB4SAP による選別で生存した細胞は、DNMT1 遺伝子も破壊されている可能性が高い。最終的
に、生じた細胞コロニーをいくつか pick up し、細胞を拡大させ、DNMT1遺伝子の変異の有無を分子生物学的に調べ
た。 
一方、DNMT1遺伝子の変異が確認された細胞株に対し、EGFP由来の蛍光の有無を調べた。細胞内のDNAメ
チル化が阻害されれば、細胞の遺伝子発現様式が幼弱期のものにリセットされ、その結果、OCT3/4 遺伝子が活性化さ
れ、細胞ゲノムに挿入されたOCT3/4 promoter + EGFP cDNA + poly(A) site から成る transgeneから EGFP蛍光
が発現される可能性があるためである。また、DNMT1抗体による細胞免疫染色も試みた。 
次に、このゲノム編集細胞をドナーとする SCNTを行った。ブタ屠場から採取した産業ブタ卵巣より、成熟卵母細胞を
得た。micromanipulator にてドナー細胞を卵子と透明帯の間（peri-vitelline space）におき、電気的ショックを与え
ることで、ドナー細胞と卵子との細胞融合を誘導した。その後、SCNT 処理胚を培地で培養。胚盤胞期まで培養し、胚
盤胞までの発生率及び当該胚における EGFP蛍光発現を観察・記録した。これまでの実験では、無処置の m4細胞を
ドナーとする SCNTを行うと、発生した胚盤胞（クローン胚）では、微弱な EGFP蛍光を発することを確認している。これ
は、クローン胚の中でドナー由来の核がある程度、初期化（リセット）されていることを示す。しかし、その蛍光が弱いこと
から、初期化レベルはまだ低いと目される。一方、ゲノム編集されたm4細胞をドナーとする SCNTから発したクローン胚は、
初期化がフルになされていると目され、OCT3/4 promoter から発現される EGFP の蛍光はもっと強くなると期待される。
蛍光観察後の胚盤胞は、single embryos として採取し、そこから mRNA を単離。RT-seq.による遺伝子の網羅的解
析に回した。 

 
４．研究成果 

m4 細胞への遺伝子導入、続く、IB4SAP 処理後、正常培地で培養。10~12 日目に 30 数個の colony の出現を
みた。そのうち、10個の colony を拾い、拡大。10個のうち 3個に親株（intact）では見られない緑蛍光の発現が微弱
ながら見られた。後のゲノム解析から、これら 3個の株では、DNMT1遺伝子が完全に破壊されていることを確認。更に、
DNMT1抗体による細胞免疫染色でも陰性反応を確認した。これは、DNMT1遺伝子の破壊により、内在性OCT3/4
遺伝子が活性化されたこと、即ち、細胞が初期化されたことを示唆する。実際、他の未分化マーカーである alkaline 



phosphatase（ALP）の発現も亢進していた。但し、細胞形態は親株と同じで、fibroblastic であった。 
次いで、ゲノム編集細胞をドナーとする SCNT を行った。一般的に、ドナー細胞が適切に初期化されておれば、

SCNT 胚の発生も単為発生胚（ブタの場合、少なくとも胚盤胞までは、受精卵と同等の発生率を示す）並みに達する
ことが期待される。m4細胞（親株）をドナーとした SCNT では、胚盤胞への発生率は、~22%であった。一方、ゲノム編
集されたm4細胞をドナーとした SCNT では、胚盤胞への発生率は、~43%であった。即ち、クローン胚の発生率は、2倍
ほど改善されたことになる。また、クローン胚のEGFP蛍光を観察した。その結果、親株をドナーとする SCNTでは、発生し
た胚盤胞全体（内部細胞塊も含む）を通じ、緑蛍光を微弱ながら発したが、ゲノム編集された m4 細胞をドナーとする
SCNT では、胚盤胞全体がやや強い蛍光を発していた。これらの点は、DNMT1遺伝子の破壊の結果、クローン胚での
遺伝子発現状況が幼弱状態のそれにリセットされた可能性を示唆する。 
以上から、①DNMT1阻害により、細胞は高度に初期化され、②SCNT 胚作成における DNMT1遺伝子破壊は
有効という点が確認された。現在、蛍光観察後の胚盤胞を single embryos として採取し、そこから mRNA を単離。
RT-seq.による遺伝子の網羅的解析を行っている。更に、DNMT1遺伝子破壊株が iPS細胞に近いポテンシャルを示す
可能性があるため、これを数個単為発生胚（4-cell stage）の囲卵腔に顕微注入し、それらが内部細胞塊形成に寄
与するかどうか（キメラ形成能の有無）を検討している。 
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