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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ブタのガラス化卵子および受精卵（接合子）のDNA損傷と胚発生の
結果を相関させ、その結果を反映させてガラス化卵子や受精卵からゲノム編集された胚を作製する技術を初めて
確立することである。ガラス化により未成熟卵卵子のDNA二本鎖切断レベルが大幅に増加したが、受精卵では増
加しなかった。ガラス化未熟卵子では胚の発生能が低下するが受精卵では影響を受けず、さらに、ガラス化受精
卵へ電気穿孔によるCRISPRcas9を使いOCT4またはCD46遺伝子あるいはその両方をノックアウトしたところ、ガラ
ス化受精卵の20%以上が胚盤胞に発生しゲノム編集の有効性はすべての実験区で90%以上であった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to correlate the degree of DNA damage and 
repair in vitrified porcine oocytes and fertilized eggs (zygotes) with embryonic developmental 
outcomes and, as feedback to the findings, to establish the technology to produce genome edited 
embryos from vitrified oocytes or zygotes for the first time. Vitrification significantly increased 
the level of DNA double-strand breaks in immature oocytes, but not in zygotes. This was highlighted 
with reduced embryo development in vitrified immature oocytes whereas the developmental competence 
of vitrified zygotes was not affected. Therefore, for the next experiments we used vitrified zygotes
 for the production of genome-edited porcine embryos. Genome editing was applied by knocking out the
 OCT4 or CD46 genes or both using CRISPRcas9 via electroporation. Over 20% of vitrified zygotes 
could develop to blastocyst after genome editing and the efficacy of genome editing was over 90% in 
all groups.

研究分野：動物生産科学

キーワード： ブタ卵子 　ブタ接合体　ガラス化保存　DNA二本鎖切断　ゲノム編集　OCT4　CD46 　胚盤胞発生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、卵子の超低温保存がその後の胚発生に及ぼすDNA損傷と修復のレベルに関する新たな知見を提供し、
今後の家畜やヒトにおける遺伝子バンク技術の向上に貢献するものである。さらに、このプロジェクトで確立さ
れたガラス化技術とゲノム編集技術は、ヒトの生物医学研究に使用されるゲノム編集モデルブタの生産を強化す
る事が可能となる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
ブタ卵子では、ガラス化保存後の生存率と胚発生率が顕著に低下することから、他の動物種より
も困難とされてきた。しかし、本申請の代表研究者はブタ卵子・受精卵 200〜300 個を数回にわ
けて短時間でガラス化保存する技術を世界に先駆けて開発し、産子を得ることに成功した。その
手法で未成熟卵子、成熟卵子、前核期受精卵のガラス化保存を行った。発生能が最も良好に保た
れるのは前核期受精卵で、次いで未成熟卵子であることが明らかとなったが、その理由は不明で
ある。 
本研究では、ガラス化保存後のブタ卵子・受精卵にどの程度の DNA 損傷が起こり、どの様に胚発
生能が回復されるのか、またさらに検討を進め、それらの卵子を利用したゲノム編集が可能か否
かという課題に対応する。これまで、ガラス化保存後の卵子・受精卵からゲノム編集された動物
の誕生はマウスで報告されているのみである。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ガラス化保存後のブタ卵子・受精卵における DNA 損傷と修復の程度を、胚発生
成績と関連づけることと、その知見のフィードバックし、ゲノム編集を行うことが可能なレベル
に到達した卵子を作出する技術へと高めることである。 
卵子における DNA 損傷に対してその修復機能は胚発生に必要であり、その詳細については不明
な点が多い。その機能の解明を通してゲノム編集に最適化された卵子を作出しようとするとこ
ろに発想の独自性がある。保存された卵子でゲノム編集が可能となれば、様々な遺伝子で利用で
きると考えられることから、創造性の高い内容が含まれていると思われる。また、代表研究者が
これまでに開発した、大量の卵子を短時間でガラス化保存することのできる技術を活用する点
で、手法としての独自性がある。 
 
３．研究の方法 

本研究は次のような２つのフェーズから構成される。 

1）ガラス化保存に適した卵子のステージの決定（令和３～４年度） 
ガラス化保存を未成熟卵子、成熟卵子、前核期受精卵で実施し、加温後の胚発生能を調べる中で、
DNA 損傷とその修復機能との関係を明らかにする。 
ブタ卵巣（と畜場由来）から未成熟卵子を採取し、その一部は体外受精によって胚を作出する。
未成熟卵子、成熟卵子、前核期受精卵のガラス化保存を行う。対照区としてガラス化保存を実施
していない卵子に同じ処置を実施する。ブタ胚における胚性ゲノム活性化の時期である 4 細胞
期から 8細胞期で次の内容の比較を行う。 
・DNA 損傷の程度について、リン酸化ヒストン H2AX を指標として数値化。 
・DNA 修復遺伝子 UDG、MSH2、XRCC6、RAD51 の発現を数値化。 
比較検討の際、一部の受精卵の 4細胞期における DNA のインテグリティ（完全性）および胚盤胞
への発生能の情報を加える。胚の品質については細胞数と TUNEL による DNA 断片化の程度を指
標に判定し、4細胞期における DNA 損傷の結果と比較する。 
最終的に、DNA のインテグリティに基づくガラス化保存用の卵子のステージを決定する。 
 
2）ガラス化保存後の卵子を利用したゲノム編集胚の作成（令和４～５年度） 
第一フェーズの最適条件でガラス化保存を行った卵子を加温し、前核期でゲノム編集を行う。対
照はガラス化保存を実施していない卵子とする。 
対象の遺伝子はブタ胚盤胞で発現される OCT4 と CD46 とし、前核期受精卵にエレクトロポレー
ション法で CRISPR-Cas9 を導入する。ゲノム編集の成否は、培養、免疫染色、ゲノムのシークエ
ンスで判定する。 
ゲノム編集でブタ胚の OCT4 をノックアウトした先行事例が存在することから、参考にしつつ進め
る。CD46 については機能に不明な点が多く学術的に興味深いが、豚熱（CSF）ウィルスの受容体
としても働くことから実用的にも意義深い。 
 
４．研究成果 
 
最初の実験では、未成熟段階（卵核胞期）の卵子または前核期受精卵の段階でのガラス化後、正
常な受精卵が得られるが、成熟段階では受精卵が得られないことが明らかになった。したがって、
成熟卵子のガラス化はその後の研究から除外して、未成熟卵子と前核期受精卵の DNA のインテ
グリティに対するガラス化の影響を比較した。ガラス化は、未成熟卵子では DNA 二本鎖切断（DSB）
のレベルを有意に増加させたが、前核卵子では増加されなかった。未成熟卵子を凍結保護剤で処
理しても、DSB レベルへの影響は認められなかった。さらに、ガラス化した未成熟卵子から得ら



れた初期（卵割期）の胚も、非ガラス化対照と比較して割球数の減少に関連する DNA の DSB レベ
ルが増加していた。このような異常は、前核期にガラス化した受精卵から発生する胚では観察さ
れなかった。DNA 修復遺伝子 Rad51 は、ガラス化した未成熟卵子から得られた 4～8 個の細胞胚
で発現上昇が認められたが、ガラス化した受精卵から得られた胚では認められなかった。卵子が
未成熟段階でガラス化され、その後 IVM および IVF に使用された場合、胚盤胞期への胚の体外発
生能力、ガラス化されていない対照区と比較して有意に低下した。しかし、ガラス化した受精卵
の胚盤胞期までの発生能は、対照区と同様であった。卵核胞期または前核期でのガラス化は、胚
盤胞への発生における総総細胞数 およびアポトーシス細胞の割合に影響を及ぼさなかった。結
論として、本結果は、DNA のインテグリティと発生能について、受精卵の段階でのガラス化が、
未成熟または成熟卵子段階でのガラス化よりも有利であることを明らかにした。したがって、本
研究課題において、2年目と 3年目における実験では、ゲノム編集されたブタ胚の生産について
は、ガラス化受精卵を使用することとした。 
 

図１.ブタ未成熟卵のガラス化は DNA 二本鎖切断を引き起こす。この二本鎖切断は受精後の
卵割期胚に伝達され(左下図)、RAD51 DNA 損傷修復遺伝子発現の増加をもたらす(中下図) 。
その結果、胚盤胞期への発生率が低下する(右下図)。 
 
その後、以下に示す研究プロジェクトの次の段階に移行した。エレクトロポレーションを介
した CRISPRcas9 を使用して OCT4 または CD46 遺伝子またはその両方をノックアウトするこ
とにより、体外成熟/受精によって作製し、ガラス化/加温したブタ受精卵にゲノム編集を適
用した。各実験区で、ゲノム編集による胚盤胞への発生を確認した。さらに、ブタ受精卵の
ガラス化保存後、OCT4/CD46 ダブルノックアウトして、胚盤胞を作ることに成功した。この
成果は、低温保存されたブタ受精卵からのゲノム編集胚の作製の初めての成功例である。ガ
ラス化またはゲノム編集単独では、胚盤胞の生産率は低下しなかった。しかし、それらの組
み合わせは胚盤胞への発生を低減させた。それでも、ゲノム編集後に胚盤胞まで発生したガ
ラス化接合体の割合は 20％以上でした。ゲノム編集された胚盤胞はそのサイズが小さく、
また、遺伝子配列の確認により、受精卵のガラス化は、得られた胚盤胞におけるゲノム編集
の効率を低下させないことが明らかとなった。 
本研究は、ガラス化保存ブタ受精卵の効率
的なゲノム編集を目的とした。加温後 2時
間の受精卵に対し、OCT4 または CD46 遺伝
子 CRISPR/Cas9 RNP エレクトロポレーショ
ン（RNP-EP）を行った後、胚盤胞まで発生
させた。胚盤胞ゲノムシーケンス解析の結
果、OCT4（非ガラス化：91.0%、ガラス化：
95.1%）と CD46（非ガラス化：94.5%、ガラ
ス化：93.2%）のいずれも高効率でゲノム編
集が確認され、非ガラス化とガラス化間で
有意差は認められなかった。胚盤胞の免疫
細胞染色では OCT4 および CD46 タンパク質
は検出されず、それぞれの遺伝子がノック
アウトされていることが示された。さらに、
OCT4 および CD46 ノックアウト胚盤胞は対
照区と比べてその体積が小さいことが分か
った。そこで、RNP-EP によるストレス刺激
が胚盤胞発生に及ぼす影響を調べるため、
上述通り加温後の受精卵に RNP-EP を行い、
培養開始後 6日目の胚盤胞の総細胞数を比
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図２.  前核期受精卵をガラス化保存
した結果、胚発生率は高く維持され、ゲ
ノム編集を実施した時の胚発生率は新
鮮胚と同様であった（２つの遺伝子ノッ
クアウトで確認）。 



較した。内在性遺伝子の対照として EGFP-RNP を用いた。その結果、総細胞数は OCT4-RNP-
EP（35.4±3.6)、 CD46-RNP-EP（28.7±4.8）、EGFP-RNP-EP（57.5±4.1）、Non-RNP-EP
（66.4±7.8）であった。すなわち、OCT4-RNP-EP および CD46-RNP-EP 由来胚盤胞の総細胞
数は、EGFP-RNP-EP および Non-RNP-EP と比べて有意に減少したが、EGFP-RNP-EP および Non-
RNP-EP 間において有意差は認められなかった。これらの結果は、RNP-EP によるストレス刺
激は胚盤胞発生に影響を及ぼさないことを示しており、OCT4-RNP-EP、CD46-RNP-EP 由来胚
盤胞の体積と細胞数減少は、それぞれの遺伝子ノックアウトによる表現型を示唆するもの
である。 
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