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研究成果の概要（和文）：有袋類であるハイイロジネズミオポッサム（以下、オポッサム）は、従来のモデル動
物にはみられないユニークな特徴を有する。本研究において、オポッサムの生体内における遺伝子機能解析を可
能とする遺伝子改変オポッサムの作出を目的とした生殖工学技術開発を実施した。結果、ホルモン投与による発
情の誘導、受精卵の採取、偽妊娠オポッサムの作製、受精卵移植など、遺伝子改変オポッサム作製に必要な、一
連の生殖工学技術開発に成功すると共に、CRISPR/Cas9システムによるオポッサム受精卵へのマイクロインジェ
クションにより、Tyrosinase 遺伝子をノックアウトした遺伝子改変オポッサムの作出にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Among marsupials, the gray short-tailed opossums (hereinafter called the 
opossum) have very unique characteristics not shared by other mammals. In this study, we aimed to 
develop reproductive technologies and embryo manipulation for generating genetically engineered 
opossums. As a result, we established a series of reproductive technologies such as estrus induction
 by hormone administration, zygote collection, production of pseudopregnant females, and embryo 
transfer. In addition, we successfully demonstrated the generation of gene gene knock-out opossums 
at the Tyrosinase locus by microinjection of pronuclear stage zygotes using CRISPR/Cas9 genome 
editing. 

研究分野： 生殖工学、発生工学

キーワード： ゲノム編集　有袋類　オポッサム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
有袋類は有胎盤類と最も近縁でありながら、有胎盤類にはない独特な特徴を有する。有袋類の中で系統学的に最
も古いとされるハイイロジネズミオポッサムは、有袋類の中で主要な実験動物の1つである。今回の成果は、世
界初となる遺伝子改変有袋類の作出であり、機能的な胎盤をもたない生体内での発生メカニズムや未熟仔の出生
後の器官形成のメカニズム、がんやゲノムインプリンティングに至るまで、様々な有袋類特有の特徴に対して生
体内における遺伝子機能解析による解明を可能とするものであり、他の哺乳類との遺伝子レベルでの比較研究を
大きく加速するものであると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、生物多様性のメカニズムを理解する上で、従来のモデル動物以外の多様な動物種との比較

研究の重要性が高まっている。その中でも有袋類であるハイイロジネズミオポッサム（以下、オ

ポッサム）は、発生学的に未熟のまま出生し、器官形成を含む様々な発生イベントが母体外で起

こるなど、従来のモデル哺乳動物には見られない形態形成機構や環境適応のメカニズムを有す

る。この特徴に着目し、様々な発生段階および器官形成過程における鍵となる遺伝子群の生体内

における遺伝子機能を従来のモデル哺乳動物と比較することで、各発生イベントをコントロー

ルするメカニズムの解明が期待できる。しかしながら、オポッサムにおいては個体レベルでの遺

伝子機能解析に必須な一連の胚操作技術は未だ確立されていない。 

 
 
２．研究の目的 
 
オポッサムは哺乳類の多様性メカニズムを理解する上で、非常に興味深い動物種の１つと言え

るが、発生分野での利用は遺伝子発現解析のみに限定される。本研究課題では、このような他の

哺乳類に類を見ない特徴を活かし、発生、器官形成に関わる様々な遺伝子の機能解析を可能にす

る為、排卵誘導、移植等を含む一連の生殖工学技術開発と共に、ゲノム編集を中心とした遺伝子

改変オポッサムの開発を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）排卵、交尾誘導および採卵 

排卵誘導については、雌雄のケージを入れ替えるスイッチングと呼ばれる方法が一般的に利用

されているが、交配時期は雌雄同居後、4〜7 日と安定していない。従って、マウス同様に、ホル

モン投与による排卵および交尾誘導を検討する。オポッサムはマウスのように膣栓を確認でき

ない為、ビデオ観察による交配時期特定のシステムを導入する。 

 

（２）偽妊娠オポッサムの作製 

偽妊娠オポッサムについては、オポッサムと同じ交尾排卵動物であるスンクスやウサギ、或いは

ワラビーの偽妊娠動物作製方法を参考にし、ホルモン注射による偽妊娠誘導を行う。もしホルモ

ンによる誘導が安定しない場合は、精管結紮オポッサムを使用して、ビデオ観察による交配時期

特定を行う事で偽妊娠オポッサムを作製する。 

 

（３）移植技術の確立 

遺伝子改変オポッサムの作製を想定し、1細胞期、或いは 2細胞期の両時期について移植を実施

する。これまでの予備的実験から、移植については、採取した受精卵と偽妊娠オポッサムの発生

ステージを一致させることが極めて重要である可能性が示唆されている。受精卵採取および偽

妊娠オポッサム共に、ホルモン等で安定して誘導出来ない場合は、それぞれの交配数を増やすこ

とにより、交尾が同日に行われたものについて、採卵、移植を実施する。 

 

（４）遺伝子改変オポッサムの作製 



CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝子破壊マウスを作製する。これは、ES細胞が樹立されていな

い実験動物にとっては極めて有用な技術であり、既に様々な生物に対してその有効性が認めら

れている。標的遺伝子座は Tyrosinase 遺伝子とする。この遺伝子座の両アリルが破壊された個

体はアルビノとなる為、容易に遺伝子破壊を確認でき、その効率および評価に一般的によく用い

られる。申請者らによるマウス受精卵を用いた結果では、90%以上の効率でアルビノ個体（両ア

リル破壊）が得られたが、片アリルのみの破壊も考えられる為、PCR およびシークエンスによる

確認も行う。マイクロインジェクション法による受精卵へのダメージも懸念される為、エレクト

ロポレーション法によるゲノム編集も試みる。 

 
 
４．研究成果 
 

（１）排卵、交尾誘導および採卵 

通常、交尾までには雌雄同居から 1週間ほどを要するが、ホルモンの投与により雌雄同居当日、

或いは翌日に交尾を誘導できた。また、交尾した個体からは問題なく受精卵が得られたことから、

ホルモン投与による排卵も誘導できたことがわかった。交尾確認は、ビデオ観察により行ったが、

得られた受精卵のステージから、正確に交配日時を特定できていることがわかった。これらの結

果から、ホルモン投与により同居から交尾までの時間を大幅に短縮でき、かつ、ある程度交尾時

期の予測が可能となった。 

 

（２）、（３）偽妊娠オポッサムの作製と移植 

当初、採卵時同様、ホルモン投与のみで偽妊娠オポッサムの作製を試みたが偽妊娠状態に至らな

かったため、精管結紮オポッサムとの交尾による作製に切り替えた。受精卵の移植時には、偽妊

娠状態である事を子宮の状態（肥厚）を観察する事で確認した。受精卵を採取した雌と同じ交配

日である偽妊娠オポッサムに受精卵を移植したところ、問題なく産仔を得る事に成功した。また、

同日の偽妊娠オポッサムを準備できなかった際、受精卵を 1 晩培養し、受精卵のステージが 1 日

進んだ状態で偽妊娠オポッサムに移植した結果、こちらも同様に産仔を得ることができた。 

 

（４）遺伝子改変オポッサムの作製 

採取した 1 細胞期胚に対して、Tyrosinase 遺伝子座を標的とした CRISPR/Cas9 システムを用い

たマイクロインジェクション方による遺伝子ノックアウトを試みた。マイクロインジェクショ

ンに用いた 1細胞期胚は、前核が確認できたものには前核へ、できなかったものには細胞質へそ

れぞれインジェクションを行った。偽妊娠オポッサムへの移植後、得られた産仔の中に、アルビ

ノやモザイク個体が確認できた。野生型の毛色をもつ個体も含めて PCR およびシークエンス解

析を実施したところ、得られた産仔 33 匹中、15 匹が Tyrosinase 遺伝子座に何らかの変異をも

つことがわかった。本課題により、世界初となる遺伝子改変有袋類の作製に成功した。 
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