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研究成果の概要（和文）：本研究ではゲノム編集技術を用いることでブタ胚着床および妊娠メカニズムを明らか
にしようとした．その結果，マウスで子宮から分泌される胚着床に必須な因子であるLIFが，ブタでは胚で発現
していることを明らかにした．またマウスでは，LIF，LIF受容体および転写因子であるStat3が胚着床に必須の
シグナルであることを明らかとした．また，マウス・ブタ胚におけるゲノム編集技術の条件の最適化にも成功し
た．さらにブタ胚にもその技術を応用しすることで，受精卵ではKO卵の作出に成功した．

研究成果の概要（英文）：We clarified that LIF-LIFR-Stat3 signal is indispensable for embryo 
implantation in mouse using gene manipulated mice. We also tried to optimize genome editing protocol
 for mouse and pig embryos and then succeeded in production of genome edited pig embryos.

研究分野：家畜繁殖学

キーワード： ブタ　妊娠

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で，ブタでは胚自身が着床因子であるLIFを発現すること，またLIF受容体も発現していることを明らかに
した．この知見は，例えばブタにおける胚移植時にLIFを投与することなどにより，ブタの効率的生産に寄与で
きる可能性を示した．またゲノム編集技術を用いて効率的にブタ胚の遺伝子改変を行うことができる可能性を示
したことから，今後多くの遺伝子改変ブタを作製することで，基礎生物学および医学分野の研究の発展に寄与で
きると考えられる．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生殖分野における研究は，体外受精や人工授精さらには顕微授精等の技術が開発され，ヒト生殖

補助医療や優良な形質をもつ有用家畜の効率的生産に広く応用されている．上記の方法により

得られた受精卵(胚)を個体へと発生させるためには，卵管あるいは子宮への胚移植が必要となる

が，現在最適な環境・技術を用いた場合でも妊娠率・受胎率は 60%程度であり，より高い妊娠

率・受胎率が望まれている．移植された胚が子宮(母体)と行う最初のコンタクトは「着床」であ

り，何らかの原因で着床が阻害されると着床不全となりその後のプロセスは起こらない．このこ

とから胚の着床メカニズムを十分に理解することが，妊娠率・受胎率の向上に重要となる．エス

トロジェン受容体(ER)および白血病阻止因子 Lif 遺伝子を欠損させたノックアウト(KO)雌マウ

スは着床不全を呈したことから，ER-Lif シグナルは胚着床に必須な因子であると考えられてい

る(図 1)．また不妊女性の着床期の子宮では，通常の女性と比較して Lif の発現が低かったとい

う報告があり，ヒトにおいても着床時における Lif の重要性が考えられている．さらに，家畜

(ブタ・ウシ)でも着床期の子宮で Lif が発現していたという報告はある．しかし，哺乳動物の種

類により胚の着床様式は異なること，またげっ歯類と家畜ではエストロジェンの分泌場所が異

なること等から，哺乳類に共通して ER-Lifが着床に必須な因子であるか不明である．さらには

これまでマウス以外では KO 動物の作製が困難で着床に必須な因子を分子レベルで明らかにす

ることができなかった．  
 
２．研究の目的 
近年ゲノム編集技術が開発され，マウス以外の動物でも個体レベルで遺伝子を KO することが

可能となった．中でも CRISPR/Cas9 システムは， 目的の遺伝子に対する guide RNA(gRNA)

と DNA 切断酵素の Cas9 mRNA の 2 種類を受精卵に注入するだけで，他の方法に比べて安価

で簡便に遺伝子を KO できることから，今後の発展が期待されている技術である．本研究では

CRISPR/Cas9 システムを用いて胚着床関連遺伝子(ER，Lif)に関する KO ブタを作製し，分子

生物学的あるいは解剖学的手法を用いて解析することでブタ胚の着床時における ER-Lif の役

割を明らかにする．また妊娠初期のブタ子宮内において，ER-Lif で誘導されうる各遺伝子の発

現量およびその局在を明らかにすることでブタにおける胚着床メカニズムを分子レベルで初め

て明らかにする． 

 

３．研究の方法 

研究①CRISPR/Cas9 を用いた胚着床関連遺伝子(ER，Lif)ノックアウト(KO)ブタの作製と解析

マウスでは ERおよび Lif KO マウスが作製されており，前者は排卵障害および着床不全によっ

て，後者は着床不全によってそれぞれ不妊になることがすでに明らかにされている．そこでこれ

らの遺伝子を KO したブタの作出を目的として次の実験を行った． 

実験①：ERおよび Lif 発現時期と組織の同定．はじめに通常の胚着床時における ERおよび Lif 

の発現を調べるために，ブタにおいて胚着床が起こると考えられている妊娠 12 日前後の子宮組

織を回収した．回収した組織を用いて免疫組織染色を行うことで ER および LIF の発現部位を

調べた．一方，卵巣より回収した卵を体外成熟培養，体外受精および体外発生培養を行い，卵お

よび胚における ERおよび LIFタンパク質の発現を調べた． 

実験②：ERおよび Lif KO ベクターの構築とブタ体細胞における検証 

ERおよび Lif 遺伝子上で gRNA が認識する PAM配列(5’-NGG-3’)を有する領域を CRISPR 

directを使用して検索し，同ソフトにてオフターゲット効果の発生頻度を調べ，候補となる特異

性の高い gRNA を 3 種類程度設計した．設計した gRNA とその相補鎖をオリゴヌクレオチド



として作製し，アニールさせた後，ベクターに組み込んだ．作製したベクターを，ブタセルトリ

細胞由来である ST 細胞およびブタ鼻甲介由来である PT-K75 細胞の 2 種類のブタ培養細胞

にトランスフェクションし，培養 24 および 48 時間後に回収した．細胞からゲノムを抽出し，

T7E1 assayを行うことで作製した 3 種類のベクター間でのゲノム編集(KO)の効率を比較した．  

実験③：ゲノム編集マウスおよびブタの開発 実験②で最も効率よくゲノム編集が確認された

ベクターを用い，マウスおよびブタ胚でのゲノム編集を行い，ゲノム編集効率を調べた．またそ

れぞれ胚移植を行い，産子作出を試みた． 

 

 
４．研究成果 

実験①：ERおよび Lif 発現時期と組織の同定．マウス子宮では ERおよび LIFの発現が確認で

きたのに対して，ブタではその発現は確認できなかった．一方ブタ胚では，，ER の発現は不明

瞭であったが．LIFおよび LIF受容体の発現が確認された． 

実験②：ERおよび Lif KO ベクターの構築とブタ体細胞における検証．少なくとも 3種類の内

1つにおいてターゲットとしたブタ Lifの欠損が確認された．シークエンス解析によってもター

ゲット部位の欠損が確認できた． 

実験③：ゲノム編集マウスおよびブタの開発 マウスおよびブタそれぞれにおいて ER および

LIF 遺伝子がゲノム編集された胚を作出することに成功した．このうち LIF に関しては，胚移

植を行い候補となるマウスを作出に成功した．一方，ゲノム編集したブタ胚を移植したが産子を

得ることはできなかった． 
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