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論 文 内 容 の 要 旨 

 

 【序論】ブタは家畜として優れた繁殖能力や発育能力を有し、食料供給源として人類に大きく貢献

している。また、その臓器のサイズおよび形態はヒトとの類似性が高く、ヒトへの臓器提供動物ある

いは疾患モデル動物としても非常に有用である。人類は優秀な動物を選抜して繁殖させる方法で利用

目的に適した家畜を作り出し、そこへ人工授精・胚移植等の技術を適用して、家畜の改良を効率的に

行ってきた。しかし、この手法は改良に非常に多大な時間を要する。そこで人類が解決しなければな

らない食料増産等の解決法の１つとして、ゲノムレベルでの動物の機能や形質を改良する手法が有望

視されている。そして、遺伝子組換えや遺伝子ノックアウト(KO）動物の作出が試みられ、多くの生

物現象や疾病の解明等、様々な利活用が報告されてきた。このゲノムレベルでの動物の改良は、研究

の初期段階では初期胚を含む未分化な生殖系列の細胞に対する遺伝子断片の顕微注入操作等によって

行われていたが、目的個体作出には操作胚由来の個体からさらに交配を重ねる必要がある。また、マ

ウス・ラット以外の種では生殖系列に分化する胚性幹(ES）細胞株は確立しておらず、家畜では相同

組換えした体細胞を核移植することでゲノムレベルで動物を改良していた。しかし、体細胞の相同組

換え率が低率であるばかりでなく、核移植後の胚の発育能が著しく低いことが問題で、家畜における

遺伝子改変動物作出の報告は少ない。しかし、近年開発されたゲノム編集技術の CRISPR/Cas9 シス

テムを用いることで家畜でもゲノム編集動物作出が従来法より簡便に行える可能性が示唆された。し

かし、この CRISPR/Cas9 システムは、前核期胚へ直接核酸等を導入してゲノム変異を高率に誘起で

きるが、ブタでは生体からの胚採取には手術を要すること、また、体外受精による受精率が低いこと

から、前核期胚を多数準備することは難しい。さらに、CRISPR/Cas9 システムの前核期胚への至適導

入条件が明らかでないことから、効率的にゲノム編集個体を作出することは難しい。  
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 本研究は、ゲノム編集ブタの効率的な作出システムの構築を最終的な目的に研究を行った。第一章

では新規凍害保護物質カルボキシル基導入ポリリジン（COOH-PLL）を利用した前核期胚のガラス化

保存の改良を試みた。第二章では  CRISPR/Cas9 システムの効率化を目的とし、前核期胚への

CRISPR/Cas9 システムの導入条件が体外での発生能および胚盤胞でのゲノム編集率に及ぼす影響を

検討した。第三章ではガラス化保存前核期胚への gRNAおよびCas9注入後の発生能について調べた。 

 

第一章 新規凍害保護物質を用いたブタ前核期胚のガラス化保存法の改良 

【目的】ブタ前核期胚は細胞サイズが大きいことや、細胞質脂肪滴が存在すること等から低温感受性

が高く、超低温保存後の発生能が低下することが知られている。本研究では新規凍害保護物質である

カルボキシル基導入ポリリジン（COOH-PLL）を添加した保存液がブタ前核期胚の体外での発生能に

及ぼす影響を検討した。さらに、本保存液によりガラス化保存した前核期胚が産子への発育能を有す

るかを調べた。 

【方法】食肉処理場由来卵巣より回収した未成熟卵を体外成熟培養し、得られた成熟卵を凍結融解精

子と体外受精し、前核期胚を得た。前核期胚は、30% (v/v) ethylene glycol (EG) および COOH-PLL を

0、1、10、20、30% (w/v)添加した保存液(P0、P1、P10、P20、P30)を用いてガラス化保存し、加温

後に体外発生培養を行い生存率および発生率を調べた。また、最も高い胚盤胞率を示した P20 でガラ

ス化保存したブタ前核期胚を発情同期化したブタへ外科的に胚移植し、産子への発生能を調べた。 

【結果】P0、P1、P10、P20 および P30 でガラス化保存した胚の生存率は、それぞれ 91.8%、86.7%、

85.4%、80.7%および 76.8%で、試験区間に有意な差はなかった(P > 0.05)。P0、P1、P10、P20 およ

び P30 でガラス化保存した胚の 2-4 細胞期胚率はそれぞれ 23.1%、27.5%、37.8%、41.7%、39.7%で

あり、P0 および P1 において対照区(56.7%)と比較して発生率は低下した(P < 0.05)。また、胚盤胞率

はそれぞれ 1.3%、3.8%、12.2%、19.4%および 4.8%であり、P20 は P0 よりも有意に高く(P < 0.05)、

対照区(28.4%)と有意差のない値を示した(P > 0.05)。さらに、P20 でガラス化保存した前核期胚を移

植した 8 頭のレシピエント中 2 頭が妊娠、分娩をし、計 15 頭の産子が得られた。以上の結果より、20% 

(w/v) COOH-PLL 添加保存液によりガラス化保存したブタ前核期胚の胚盤胞への発生能は向上し、産

子への発育能を有することが示された。 

 

第二章 ブタ前核期胚への CRISPR/Cas9 システム導入条件の検討 

【目的】CRISPR/Cas9 システムは、標的配列を認識する gRNA がヌクレアーゼである Cas9 を呼び込

み、標的配列を切断する。前核期胚に導入する際には一般的に gRNA と Cas9 の mRNA やタンパク質

を細胞質注入する必要がある。しかし、ブタでは最適な導入条件は明らかになっていない。本研究で

は、マウスにおいて着床に必須であるとされる Leukemia Inhibitory Factor (LIF)を標的とした gRNA

の作製を行い、作製した gRNA および Cas9 mRNA あるいはタンパク質を前核期胚に注入し、その後

の体外での発生能および胚盤胞のゲノム編集率を調べた。 
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【方法】gRNA は CRISPR direct ツールを使用して設計した。複数作製した gRNA のうち、最も切

断効率が高い gRNA を選別するため、体細胞に gRNA と Cas9 を共発現するプラスミドを導入し、最

も切断効率の高い gRNA を前核期胚の注入に用いた。gRNA および Cas9 発現プラスミドは in vitro

転写を行い、Nuclease free water で希釈した。第一章と同様の方法で作製した前核期胚に、 5 ng/µL 

gRNA＋Cas9 mRNA (R5)、12.5 ng/µL gRNA＋Cas9 mRNA (R12.5)、25 ng/µL gRNA＋Cas9 mRNA 

(R25)あるいは 50 ng/µL gRNA＋Cas9 mRNA (R50)を注入し、生存率および胚盤胞への発生率を調べ

た。対照群として、注入を行わなかった無処理区および gRNA や Cas9 の希釈液を注入した Sham 区

についても同様に生存率と発生率を調べた。さらに、10 ng/µL gRNA＋Cas9 タンパク質 (Pro10)、

25 ng/µL gRNA＋Cas9 タンパク質(Pro25)あるいは 50 ng/µL gRNA＋Cas9 タンパク質(Pro50)を注

入し、同様に生存率および胚盤胞率を調べた。得られた胚盤胞は回収し、PCR 産物のダイレクトシー

クエンスによりゲノム編異率を調べた。 

【結果】gRNA および Cas9 mRNA を注入した前核期胚の生存率は無処理区において 100%、Sham

区において 77.6%、R5 において 61.7%、R12.5 において 64.6%、R25 において 67.6%、R50 において

67.9%であり、Sham 区を含む顕微注入を行ったすべての試験区において生存率は低下した(P < 0。05)。

胚盤胞率は無処理区において 34.2%、Sham 区において 16.5%、R5 において 17.7%、R12.5 において

18.2%、R25 において 17.5%、R50 において 14.4%であり、試験区間に有意な差はみられなかった(P > 

0.05)。gRNA および Cas9 タンパク質を注入した前核期胚の生存率は Pro10 において 72.7%、Pro25

において 75.0%、Pro50 において 64.3%であり、無処理区(100%)および Sham 区(76.0%)と比較して有

意に低い生存率を示した(P < 0.05)。胚盤胞率は、無処理区において 36.7%、Sham 区において 8%、

Pro10 において 9.1%、Pro25 において 14.3%、Pro50 において 12.5%であり、試験区間に差はみられ

なかった(P > 0.05)。gRNA および Cas9 mRNA を注入した前核期胚由来胚盤胞を回収し遺伝子型解析

を行った結果、 R5 において 7.7%、R12.5 において 40.0%、R25 において 50.0%、R50 において 12.5%

であり、R25 は R5 と比較して高いゲノム編異率を示した(P < 0.05)。本研究により、gRNA および Cas9 

mRNA あるいはタンパク質の前核期胚への注入は、胚の生存性を低下させるものの、胚盤胞への発生

能には影響を及ぼさないことを示した。また、本研究の結果より R25 において最も高いゲノム編集率

を示したため、効率よくゲノム編集胚を作出するためには適切な濃度の gRNA および Cas9 mRNA を

注入する必要があると考えられる。  

 

第三章 ガラス化保存ブタ前核期胚への gRNA および Cas9 注入後における発生能の検討 

【目的】ブタ前核期胚は低温感受性が高く、ガラス化保存が難しいことに加え、顕微操作を伴う核酸

の注入は胚への物理的なダメージが大きく、これまでにガラス化保存した前核期胚を用いて遺伝子改

変動物を作出したという報告はされていない。そこで、第一章により確立した 20% (w/v) COOH-PLL

添加液を用いてガラス化保存したブタ前核期胚に gRNA および Cas9 を注入し、その後の発生能を評

価した。  
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【方法】第一章と同様の方法で作出した前核期胚を 20% (w/v) COOH-PLL 添加液を用いてガラス化保

存し、加温後に gRNA および Cas9 mRNA あるいはタンパク質を注入し、体外発生培養後の生存率お

よび発生率を調べた。注入試験区は第二章と同様に設定した。さらに、Pro25 を注入した新鮮および

ガラス化前核期胚を胚移植し、28 日後に子宮を採取し胎子の作出を試みた。 

【結果】gRNA および Cas9 mRNA を注入したガラス化保存前核期胚の生存率は無処理区において

100%、Sham 区において 8.3%、R5 において 31.8%、R12.5 において 31.6%、R25 において 50%であ

り、Sham 区では生存率は低下した(P < 0.05)。胚盤胞率は無処理区において 9.1%、Sham 区において

0%、R5 において 13.6%、R12.5 において 0%、R25 において 9.1%であり、試験区間に有意な差はみ

られなかった(P > 0.05)。gRNA および Cas9 タンパク質を注入したガラス化保存前核期胚の生存率は

無処理区において 59.5%、Sham 区において 32.4%、Pro10 において 27.0%、Pro25 において 34.2%、

Pro50 において 16.2%であり、Pro50 は無処理区と比較して有意に低い生存率を示した(P < 0.01)。胚

盤胞率は無処理区において 2.7%、Sham 区において%、Pro10 において 2.7%、Pro25 において 5.4%、

Pro50 において 5.3%であった。Pro25 を注入した新鮮およびガラス化前核期胚を胚移植した結果、胎

子は確認できず、また着床痕も観察されなかった。以上の結果より、ガラス化保存したブタ前核期胚

に gRNA および Cas9 を注入した結果、胚盤胞に発生することが示された。また、胚移植後に胎子へ

の発育は確認されなかったが、LIF は胚の発生にも関与しているため、ゲノム編集が生じ LIF が欠損

し着床がみられなかった可能性もあり、胚における LIF の役割についてさらなる研究が必要であると

考えられる。 

 

 本研究により、ブタ前核期胚のガラス化保存法の改良に成功し、CRISPR/Cas9 システムの導入条件

が胚の生存性とゲノム編集率に影響を及ぼすことを示した。さらに、CRISPR/Cas9 システムを導入し

たガラス化保存ブタ前核期胚が胚盤胞への発生能を有することをはじめて明らかにした。本研究の成

果は、ゲノム編集ブタ作出の効率化に有用であると考えられる。 

 

 

 

論文審査の結果の要旨 

 

1. 学問的背景 

 ブタは家畜として優れた発育能力や繁殖能力を有し、食料供給源として人類に大きく貢献している。

また、その臓器のサイズおよび形態はヒトとの類似性が高く、ヒトへの臓器提供候補動物あるいは疾

患モデル動物としても非常に重要である。人類は優れた動物機能を評価し、選抜して、繁殖させ、利

用目的に適した家畜を作り出した。さらに人工授精や胚移植などの技術を活用し、効率的な家畜の改

良を行ってきた。しかし、この手法は非常に膨大な時間を要する。また、今後の人類が解決しなけれ
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ばならない持続可能な食料増産などの諸課題の解決法の１つとして、人為的なゲノム操作による家畜

改良の手法が有望視されている。これまでに遺伝子組換えや遺伝子ノックアウト動物の作出が試みら

れ、多くの生物現象や疾病の解明など、様々な利活用が報告されてきた。このゲノム改変による動物

の改良は、研究の初期段階では初期胚を含む未分化な生殖系列の細胞に対する遺伝子断片の顕微注入

などによって行われていたが、目的とする個体作出には操作胚由来の個体（ファウンダー）をさらに

交配して選抜する必要がある。また、マウス・ラット以外の種では生殖系列に分化する胚性幹細胞株

は確立されておらず、家畜では目的の相同組換えを起こした体細胞を核のドナーとして核移植を介し

て目的の個体、すなわちゲノム改変動物を作出してきたが、体細胞の相同組換え率が低率で、さらに

核移植胚の発育能が著しく低いことから、家畜におけるゲノム改変動物作出の効率は低い。しかし、

最近開発されたゲノム編集技術、特に CRISPR/Cas9 システムを用いることで、家畜でもゲノム改変

動物の作出が従来法より簡便に作出しうる可能性が示唆された。この CRISPR/Cas9 システムは、前

核期胚などの初期胚へ直接核酸などを導入してゲノム変異を効率的に誘起しうるが、ブタでは生体か

らの胚採取には外科的手法を要すること、また、体外培養系による受精卵作製率が低いことから、前

核期胚を多数準備することが難しい。さらに、CRISPR/Cas9 システムの前核期胚への至適導入条件な

どが明らかでないことから、効率的にゲノム改変ブタを作出することは難しい。 

 

2．論文の内容  

 本論文は，ブタにおけるゲノム編集によるゲノム改変個体を効率的に作出することを最終目的に、

１）ゲノム編集の導入する標的細胞としての前核期胚を供給するためのブタ前核期胚のガラス化保存

法の改良を試みた（第一章）、２）ゲノム編集処置のための核酸もしくはヌクレアーゼとしてのタン

パク質の導入標的細胞としてのブタ前核期胚への導入諸条件を検討した（第二章）、そして３）ガラ

ス化保存したブタ前核期胚をゲノム編集対象細胞とし、白血病阻止因子（Leukemia Inhibitory Factor: 

LIF）を標的とした guide RNA（gRNA）および Cas9 の mRNA もしくはタンパク質を標的細胞の細

胞質へ顕微注入し、その後の胚の発生能を調べた（第三章）。 

 

第一章 カルボキシル基導入ポリリジンを用いたブタ前核期胚のガラス化保存法の改良 

 ブタ前核期胚は、細胞サイズが大きいことや細胞質脂肪滴が存在することなどから低温感受性が高

く、超低温保存後の発生能が低下することが知られている。本研究では新規凍害保護物質であるカル

ボキシル基導入ポリリジン（COOH-PLL）を添加した保存液がブタ前核期胚の体外での発生能に及ぼ

す影響を検討した。さらに、本保存液によりガラス化保存した前核期胚が産子への発育能を有するか

を調べた。 

【方法】食肉処理場由来場ブタ卵巣より回収した未成熟卵を体外成熟培養し、得られた成熟卵を凍結

融解精子と体外受精し、前核期胚を得た。胚は、30% (v/v) ethylene glycol (EG) および COOH-PLL を

0、1、10、20、30% (w/v)添加した保存液(P0、P1, P10, P20, P30)を用いてガラス化保存し、加温後
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に体外培養を行い生存率および発生率を調べた。また、最も高い胚盤胞率を示した P20 でガラス化保

存した前核期胚を発情同期化したブタへ外科的に胚移植し、産子への発生能を調べた。 

【結果】P0、P1、P10、P20 および P30 でガラス化保存した胚の生存率は、それぞれ 91.8%、86.7%、

85.4%、80.7%および 76.8%で試験区間に有意な差はなかった(P > 0.05)。P0、P1、P10、P20 および

P30 でガラス化保存した胚の 2-4 細胞期胚率はそれぞれ 23.1%、27.5%、37.8%、41.7%、39.7%であ

り、P0 および P1 において対照区（56.7%）より低下した(P < 0.05)。また、胚盤胞率はそれぞれ 1.3%、

3.8%、12.2%、19.4%および 4.8%であり、P20 は P0 よりも有意に高く(P < 0.05)、対照区（28.4%）

と有意差のない値を示した(P > 0.05)。さらに、P20 にてガラス化保存した前核期胚を移植した 8 頭の

レシピエントのうち 2 頭が分娩し、計 15 頭の産子が得られた。以上の結果より、20%(w/v）COOH-PLL

添加保存液によりガラス化保存したブタ前核期胚の胚盤胞への発生能は向上し、産子への発育能を有

することが示された。 

 

第二章 ブタ前核期胚への CRISPR/Cas9 システム導入条件の検討 

 CRISPR/Cas9 システムは、標的配列を認識する gRNA がヌクレアーゼである Cas9 を呼び込み、標

的配列を切断する。前核期胚に導入する際には一般的に gRNA と Cas9 の mRNA やタンパク質を細胞

内へ導入する必要がある。しかし、ブタでは最適な導入条件は明らかになっていない。本章では、マ

ウスにおいて着床に必須であるとされる LIF を標的とした gRNA を作製し、gRNA および Cas9 の 

mRNA あるいはタンパク質を前核期胚細胞質に顕微注入し、その後の体外での発生能および胚盤胞の

ゲノム変異率を調べた。 

【方法】gRNA は CRISPR direct ツールを使用して設計した。複数作製した gRNA のうち、最も切

断効率が高い gRNA を選別するため、体細胞に gRNA と Cas9 を共発現するプラスミドを導入し、最

も切断効率の高い gRNA を前核期胚の注入に用いた。gRNA および Cas9 発現プラスミドは in vitro

転写を行い、nuclease free water で希釈した。第一章と同様の方法で作製した前核期胚に、 5 ng/µL 

gRNA＋Cas9 mRNA (R5)、12.5 ng/µL gRNA＋Cas9 mRNA (R12.5)、25 ng/µL gRNA＋Cas9 mRNA 

(R25)あるいは 50 ng/µL gRNA＋Cas9 mRNA (R50)を顕微注入し、生存率および胚盤胞への発生率を

調べた。対照群として、注入を行わなかった無処理区および gRNA や Cas9 の希釈液を注入した Sham

区についても同様に生存率と発生率を調べた。さらに、10 ng/µL gRNA＋Cas9 タンパク質 (Pro10)、

25 ng/µL gRNA＋Cas9 タンパク質(Pro25)あるいは 50 ng/µL gRNA＋Cas9 タンパク質(Pro50)を注

入し、同様に生存率および胚盤胞率を調べた。得られた胚盤胞は回収し、PCR 産物のダイレクトシー

クエンスによりゲノム変異率を調べた。 

【結果】gRNA および Cas9 mRNA を注入した前核期胚の生存率は無処理区において 100%、Sham

区において 77.6%、R5 において 61.7%、R12.5 において 64.6%、R25 において 67.6%、R50 において

67.9%であり、Sham 区を含む顕微注入を行ったすべての試験区において生存率は低下した(P < 0.05)。

胚盤胞率は無処理区において 34.2%、Sham 区において 16.5%、R5 において 17.7%、R12.5 において
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18.2%、R25 において 17.5%、R50 において 14.4%であり、試験区間に有意な差はみられなかった(P > 

0.05)。gRNA および Cas9 タンパク質を注入した前核期胚の生存率は Pro10 において 72.7%、Pro25

において 75.0%、Pro50 において 64.3%であり、無処理区（100%）および Sham 区（76.0%）と比較

して有意に低い生存率を示した(P < 0.05)。胚盤胞率は、無処理区において 36.7%、Sham 区において

8%、Pro10 において 9.1%、Pro25 において 14.3%、Pro50 において 12.5%であり、試験区間に差は認

められなかった(P > 0.05)。 また、gRNA および Cas9 mRNA を注入した前核期胚由来胚盤胞を回収

し遺伝子型解析を行った結果、R5 において 7.7%、R12.5 において 40.0%、R25 において 50.0%、R50

において 12.5%であり、R25 は R5 と比較して高いゲノム変異率を示した(P < 0.05)。本研究により、

gRNA および Cas9 mRNA あるいはタンパク質の前核期胚への注入は、胚の生存性を低下させるもの

の、胚盤胞への発生能には影響を及ぼさなかった。また本章の結果より、R25 において最も高いゲノ

ム変異率を示したため、効率よくゲノム編集胚を作出するには至適濃度の gRNA および Cas9 mRNA

を顕微注入する必要があると考えられる。  

 

第三章 ガラス化保存ブタ前核期胚への gRNA および Cas9 注入後における発生能の検討 

 ブタ前核期胚は低温感受性が高く、ガラス化保存の損傷に加え、顕微操作を伴う核酸の注入は胚へ

の物理的なダメージがあり、これまでにガラス化保存した前核期胚を用いた遺伝子改変動物の作出例

は報告されていない。そこで、第一章により確立した 20% (w/v) COOH-PLL 添加液を用いてガラス化

保存したブタ前核期胚に LIF を標的とした gRNA および Cas9 を顕微注入し、その後の胚の発生能を

評価した。  

【方法】第一章と同様の方法で作出した前核期胚を 20% (w/v) COOH-PLL 添加液を用いてガラス化保

存し、加温したブタ前核期胚に対して、LIF を標的とした gRNA および Cas9 mRNA あるいはタンパ

ク質を細胞質へ顕微注入した。そして、その胚の体外発生培養後の生存率および発生率を調べた。注

入試験区は第二章と同様に設定した。さらに、Pro25 を注入した新鮮およびガラス化前核期胚を胚移

植し、28 日後に子宮を採取し胎子の作出を試みた。 

【結果】gRNA および Cas9 mRNA を注入したガラス化保存前核期胚の生存率は無処理区において

100%、Sham 区において 8.3%、R5 において 31.8%、R12.5 において 31.6%、R25 において 50%であ

り、Sham 区では生存率は低下した(P < 0.05)。胚盤胞率は無処理区において 9.1%、Sham 区において

0%、R5 において 13.6%、R12.5 において 0%、R25 において 9.1%であり、試験区間に有意な差はな

かった(P < 0.05)。gRNA および Cas9 タンパク質を注入したガラス化保存前核期胚の生存率は無処理

区において 59.5%、Sham 区において 32.4%、Pro10 において 27.0%、Pro25 において 34.2%、Pro50

において 16.2%であり、Pro50 は無処理区と比較して有意に低い生存率を示した(P < 0.01)。胚盤胞率

は無処理区において 2.7%、Sham 区において%、Pro10 において 2.7%、Pro25 において 5.4%、Pro50

において 5.3%であった。Pro25 を注入した新鮮およびガラス化前核期胚を胚移植した結果、胎子は確

認できず、また着床痕も観察されなかった。以上の結果より、ガラス化保存したブタ前核期胚に gRNA
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および Cas9 を注入した結果、胚盤胞に発生することが示された。また、胚移植後に胎子への発育は確

認されなかったが、LIF はブタ胚の発生や着床に関与している可能性があり、ブタ胚における LIF の

役割について、さらなる研究の必要性が示唆された。 

 

3．論文の審査 

1) テーマの立て方 

 家畜としてさらには医学・医療用の動物として非常に重要なブタにおける効率的なゲノム編集ブタ

の作出システムの構築を最終目的に、生殖系列の前核期胚をゲノムターゲットとして、その材料を効

率的に供給する１つの手法として前核期胚の超低温保存法の改善、さらには、前核期胚への

CRISPR/Cas9 の核酸もしくはタンパク質の導入条件をテーマに設定している。これらのテーマは、今

後の人類が解決するべき持続可能な食料生産などの課題などの解決法の１つとして有望視されており、

適切である。 

2) 研究の背景 

 これまでのブタにおけるゲノム編集によるゲノム改変個体の作出は、体細胞核移植を介した研究が

多い。そこで効率的なゲノム改変個体の作出に必要な初期胚への直接導入における様々な至適条件の

検討や材料供給法の１つとしての初期胚超低温保存法の改善が必要なことを、先行研究を十分に理解

したうえで、本論文の展開に役立てている。  

3) 研究の方法 

 本論文での主な材料としてのブタ初期胚の入手は、生体からでは外科的処置が必要なことから、食

肉処理場由来の卵巣から採取した卵母細胞を体外で成熟培養（IVM）・受精（IVF）・培養（IVC）す

ることにより作製した初期胚を用いることで十分な数の材料を研究に用いた。さらに、研究の方法と

して胚の発育能力は、IVC を基本に、胎子や産子への発育能は発情同期化した仮親への胚移植を採用

しており、適切な評価方法である。 

4) 研究の結果 

 本論文の実験結果は、適切に図表にまとめられており、統計学的な検定法も適切に適用されている。

しかし、ゲノム編集の CRISPR/Cas9 システムを導入したブタ胚盤胞の解析数は多いとはいえない。 

5) 考察と結論 

 本研究によって得られた結果から、ブタにおけるゲノム変異個体を効率的に作出するための多くの

諸条件が明らかにされ、適切な結論を導き出している。今後のこの分野への貢献が期待できる。特に

ブタ前核期胚のガラス化保存による超低温保存した胚から産子を作出し、学術論文として公表したこ

とは大いに評価できる。 

6) 参考文献 

 ブタにおけるゲノム編集による効率的なゲノム変異個体作出システムに関連した先行研究が網羅的

に引用されている。また、本論文におけるテーマの学問的背景や考察においても適切な文献が適切に
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引用されている。 

 

4. 審査結果 

 本論文の成果は、ブタ前核期胚ガラス化保存法の改良に成功し、ブタ前核期胚への顕微注入による

CRISPR/Cas9 システムの導入条件が胚の生存性と誘導するゲノム変異率に影響を及ぼすことが明ら

かにしたことである。さらに、ガラス化保存ブタ前核期胚へ CRISPR/Cas9 システムを導入し、その

処置胚が胚盤胞への発生能を有することを示した。これらの成果は、ゲノム編集によるゲノム改変ブ

タ作出の効率化に貢献するものと考えられる。以上のことから、本論文は博士（学術）の授与にふさ

わしい研究業績であると判定した。 

 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


