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研究成果の概要（和文）：　従来のゲノム編集マウス作製法では、（1）受精卵の回収、（2）CRISPR関連試薬の
顕微注入、（3）注入卵の偽妊娠マウスへの移植、という熟練した技術と高価な設備を要する３つのステップが
必須であった。今回、受精卵を有する妊娠メス卵管へのCRISPR関連試薬の注入、続く卵管全体へのin vivo電気
穿孔を行うことで、上述した３つのステップ全てを省いてゲノム編集マウスが作製できる新手法「GONAD」の開
発とその応用を進めた。

研究成果の概要（英文）： Animal transgenesis involves three major technical steps; isolation of 
fertilized eggs, microinjection and subsequent transfer of eggs into recipient females, which 
require sophisticated equipment as well as highly skilled personnel to perform the task. 
Genome-editing via Oviductal Nucleic Acids Delivery (GONAD) method developed in this study is a 
novel technique enabling genome editing in mice through intraoviductal instillation of genome 
editing components followed by an in vivo electroporation. Since the GONAD does not require ex vivo 
manipulation of zygotes, it is possible to produce genome-edited mice even by the researchers who do
 not possess special skills for ex vivo handling and micromanipulation of embryos.

研究分野：遺伝子工学、発生工学

キーワード： ゲノム編集　マウス　CRISPR　エレクトロポレーション　in vivo　GONAD
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 トランスジェニック（Tg）マウスやノック
アウト（KO）マウス等の遺伝子改変マウスは、
個体レベルでの医学生物学的解析に幅広く
使用されている。CRISPR 系を含むゲノム編集
法が開発された現在、受精卵へ核酸溶液を直
接注入する「顕微注入法」を介してこれらの
遺伝子改変マウスを作製することが一般的
である。顕微注入法は、１細胞期受精卵の回
収（採卵）、受精卵への核酸溶液の顕微注入、
偽妊娠マウス卵管への移植、の各手順を進め
ることになるが、採卵、顕微注入、移植には
熟練した技術が必要となること、また顕微注
入用の機器は高価であることなどから、誰も
が容易に実施できる環境にある訳ではない。
従って、国内外を問わず研究者の多くは外部
企業か所属研究所内の動物施設に作製を依
頼するが、この場合、多大なコストを要する、
手技に精通した技術者不足、等の問題がある
ことも多い。	
	 我々は、受精卵を有する卵管に核酸を注入
して電気穿孔（エレクトロポレーション）を
実施することにより、採卵、顕微注入、移植
の手順を介さずに、遺伝子改変マウスが作製
可能であるのではと考えた。そのアイデアを
もとに、連携研究者の佐藤らは、卵管内に存
在する２細胞期胚に DNA を導入し、着床前胚
で目的遺伝子を発現させることに成功して
いる（GTOVE 法；Sato	et	al.	Syst	Biol	Reprod	
Med	 2012 ： 	 後 に Genome-editing	 via	
Oviductal	Nucleic	Acids	Delivery	[GONAD]
法と改名）。GONAD 法は顕微注入法と比較して
少ない手順で終了し、且つ技術的にも容易で
あり、要する機器の価格も安い。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、高度な技術と高価な機器を要
せず、多くの研究者が簡便且つ容易に実施で
き、更に動物愛護の点でも優れた新しい遺伝
子改変マウス作製技術（GONAD 法）の開発を
目指す。具体的には、受精卵を有する卵管へ
の核酸溶液（ゲノム編集試薬）の注入と、そ
の後の電気穿孔法の実施によってゲノム編
集マウスを作製する手法の確立を行う（図
１）。また、実際に当該技術を白内障モデル

マウス作製に応用する。	
	
３．研究の方法	
	 本計画では、a)	GONAD 法の確立・最適化と
標準プロトコル作成、b)それを用いた遺伝子
改変マウス作製、c)白内障関連遺伝子モデル
マウス作製と解析、を進める。a,b について
は、申請者が確立してきた手順・方法をベー
スに、連携研究者（佐藤）や学外専門家の意
見を伺いつつ学内協力者と共に進め、c に関
しては分担研究者（和田）と定期的に連絡を
取りつつ共同研究として進める。特に GONAD
法の確立と応用に重点を置く。	
	
４．研究成果	
<研究の主な成果>	
・GONAD 法の確立と応用	
	 まず最初に、妊娠雌マウスの卵管に eGFP	
RNA を注入し、エレクトロポレーション処理
する（GONAD 法）ことにより、卵管内に存在
する２細胞期胚にRNAを導入してゲノム編集
を行うことが可能であることを示した。しか
しながら、この時点では着床前胚の結果のみ
しか得られていなかったため、さらにゲノム
編集着床後胚、およびマウス個体を得ること
を目指した。２細胞期胚である 1.5 日胚の受
精卵（交配しプラグが確認された次の日）を
含む卵管に Cas9 と sgRNA(白内障原因遺伝子
である Foxe3 に対するもの)を RNA として導
入し、エレクトロポレーションを施した。こ
れは0.5日胚の受精卵は卵丘細胞に覆われて
おり、核酸が受精卵に到達するための物理的
障害となるためである。しかしながら遺伝子
破壊マウス個体を得ることが困難であった
ため、次に、卵管内の受精卵の位置が卵管膨
大部近傍に限局されていると思われるが、既
に卵丘細胞との接着が緩んできていると考
えられる 0.7 日胚（交配しプラグが確認され
た当日の午後 4〜6 時）の受精卵に対して
GONAD 法を試すこととした。その結果、31%
（11/36）の個体に変異が導入されているこ
とを確認した。これは、KOマウスを作製する
上では実用的な効率である。さらに 0.7 日胚
で処理することは	(i)	卵管内の受精卵の存
在位置が限局されている（核酸溶液の注入が
容易になる）、(ii)	0.7 日胚はまだ１細胞期
胚であると考えられ、２細胞期胚である 1.5
日胚にGONAD処理を施す場合と比較してゲノ
ム編集のモザイク率が低いことが期待され
る、と言った利点を有すると考えられた。	
	 また、これらの変異は次世代に伝搬するこ
とを確認しており、その子孫から期待される
白内障の症状を呈する個体（白内障モデルマ
ウス）を得ることに成功した。	
	
・Cas9 タンパク質と crRNA/tracrRNA（リボ
ヌクレオチドプロテイン：RNP）を用いるこ
とによる効率改善	
	 研究を進めている中で、mRNA ではなくタン
パク質の Cas9 を用いて、より効率よくゲノ



ム編集を行える報告が出てきたため、Cas9 タ
ンパク質と crRNA/tracrRNA を用いて GONAD
法によるゲノム編集が可能か否か、また、そ
の効率を調べた。Foxe3遺伝子に対するcrRNA
を準備し、crRNA/tracrRNA と Cas9 タンパク
質と混合して GONAD を行った。妊娠中期胚で
解析を行った結果、驚くことにそのほぼ全て
（97%,	35/36）が Foxe3 遺伝子の標的領域近
傍にindel変異を有していることが分かった。
Cas9	mRNA/sgRNA を用いた時は 31%（11/36）
の変異導入効率だったことから、リボ核タン
パク質を用いることがGONAD効率の大幅な効
率改善に繋がることが示唆された（p<0.001）。
Cas9 タンパク質や crRNA、tracrRNA について
は全て購入可能であり、実験者が自前で調製
する必要もないため、実験に要する時間の節
約にも繋がるという利点もある。RNP による
GONAD を improved	GONAD	(i-GONAD)と命名し
た。	
	
・ssODN による Tyr遺伝子レスキュー	
	 上記 Foxe3 の結果から RNP で高効率な
GONAD が可能であることが示唆されたことか
ら、RNP を用いればノックインも可能である
のではないかと考え、それを検証するために、
次にRNPを用いてのチロシナーゼ遺伝子レス
キュー実験を行った。MCH(ICR)マウスのチロ
シナーゼ(Tyr)遺伝子はコード領域の 308 番
目の塩基が Gから Cに変異しており、その結
果アミノ酸がシステインからセリンに変異
してしまうことから、MCH(ICR)マウスは正常
な活性を持つチロシナーゼ酵素を発現しな
い。今回、その変異領域に gRNA 標的配列を
設計し、野生型配列を有する ssODN を導入す
ることによるレスキュー実験をデザインし
た（図２）。	

	 13 個体の妊娠 MCH(ICR)マウスを GONAD 処
理し、妊娠中期胚で解析、あるいは出産させ
た仔マウスでの解析を行った。その結果、計
74 個体の embryos または pups を回収するこ
とができ、そのうちの 36個体（49%）が色素
（胚での解析では目の色、出産させたもので
は毛色）を有していた（図２）。塩基配列を
確認した結果、色素を有する全ての個体で、
変異が野生型に修復されているアリルを有
していることがわかった。これは、ssODN が

挿入されたことを示唆しており、i-GONAD 法
で ssODNの高効率ノックインが可能であるこ
とがわかった。	
	 上述したTyr遺伝子レスキュー実験で得ら
れた個体の多くは、他のアリルとして新たな
indel が入っている場合もあることがわかっ
た。それらを考慮すると、最終的にゲノム編
集された個体（KI	and/or	indel）は 89％
(66/74)であった。	
	 なお、GONAD 法は BTX 社のエレクトロポレ
ーター（BTX	T820）機器のみでなく、BEX 社
の CUY21EditII、および NEPAGENE 社の NEPA21
と言った最新型のエレクトロポレーターで
も同様の効率で動くことを確認できた。	
	
・GONAD 法による large	deletion 個体の作製	
	 CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を用いると、
indel 作製や SNP の挿入だけでなく、大きな
DNA 領域の欠損作製を受精卵で行うことが可
能である。そこで、本研究では、GONAD 法で
も欠失を作製できるか否かを検討した。今回、
B6 マウスのアグーチ遺伝子のイントロン１
に存在するretrotransposon配列を欠損の標
的として選択した。その外側に設計した２箇
所の標的配列に DNA２本鎖切断を入れること
で、retrotransposon 配列を含んだ 16.2kb の
領域が欠失することが期待される。それによ
り、B６の黒の毛色がアグーチ色にレスキュ
ーされることが期待される（図３）。さらに、

欠損させた際の両末端の結合を正確に行う
ことを目的とし、repair 部位に挿入可能な配
列を有する ssODN も同時に用いた。8 匹の妊
娠 B6 マウス（0.7 日胚を有する）の卵管に
Cas9タンパク質、２種類のcrRNA/tracrRNA、
ssODN を同時に注入して GONAD 処理を行った
結果、6 匹の仔マウスを帝王切開にて回収す
ることができた。これらの仔マウスの中には
アグーチの毛色を示すものもあり、
genotyping を行ったところ、欠失を有する個
体が最終的に３個体（50%）いることがわか
った。そのうちの１個体（回収したマウスの
1/6,	17%）は、正確に ssODN が挿入されてい
た。アグーチの毛色を示した他の２個体では
ssODN の挿入は認められなかったものの、お
そらく短い相同領域を介した修復により、同
じ欠失アリルを有していた。また、欠失を生
じなかった個体の中にも、１個体において



5’側の標的領域と 3’側の標的領域にそれ
ぞれ indel が認められたことから、最終的に
ゲノム編集された個体（large	 deletion	
and/or	indel）は67％(4/6)であった（図３）。
これにより、 GONAD 法を用いて large	
deletion 個体を作製できることが示された。	
	
・i-GONAD 法と顕微注入法の効率の比較	
	 i-GONAD 法と従来の顕微注入法のマウス作
製効率の比較・解析を行った。この際に標的
とした遺伝子は MCH(ICR)アルビノマウスの
変異型 Tyr 遺伝子であり、ssODN を用いた遺
伝子レスキュー実験を進めた。最終的に 339
個の受精卵に顕微注入し、242 個の胚を移植
し、62 個の胎児を得た。そのうちの 32 個体
（52%）が色素が回復した個体であり、新た
に生じた indel 変異を含めると、79%（49/62）
がゲノム編集された個体であった。これは
i-GONAD 法の効率 89%（66/74）と比較して有
意な差は見出されなかった。従って、i-GONAD
法は従来の顕微注入法と同様のゲノム編集
効率であると結論付けた。しかしながら、
i-GONAD 法では顕微注入法と異なり偽妊娠マ
ウスやそれを準備するための精管結紮マウ
スを必要としないため、結果として使用する
マウス数の節約に繋がる。具体的には、顕微
注入法で得たゲノム編集個体と同数のゲノ
ム編集個体を i-GONAD 法で得るためには、顕
微注入法で要する個体数の2/3の個体数を使
用すれば十分であり、動物愛護の点からも望
ましい技術であると考えられる。	
	
・モザイク率の解析	
	 GONAD 法を妊娠 0.7 日（後期１細胞期）に
行うことにより、妊娠 1.5 日（２細胞期）に
行うGONAD法よりもモザイク率が減少するこ
とを期待していた。しかしながら、妊娠 0.7
日 で 行 う GONAD 法 に お い て も Cas9	
mRNA/sgRNA を使用する限りでは得られた仔
や胎児の 82%がモザイクであった。一方で、
Cas9タンパク質/crRNA/tracrRNAの組み合わ
せを用いることでモザイク率が 36〜65%に減
少した。これは、mRNA を用いた場合は受精卵
に導入されてからゲノムが編集されるまで
に翻訳と言うステップが必要であるが、タン
パク質で供給することで受精卵への導入と
同時にゲノム編集が行われるためであると
言える。よりモザイク率を下げるためにはよ
り早い時期（妊娠 0.2 日など）にゲノム編集
を行うことが望ましいが、その時期に GONAD
法を行うことは、早朝に処置を行わなければ
ならないこと、その時期は受精卵が卵丘細胞
に強固に囲まれているため溶液を受精卵ま
で到達させることが難しいこと、などから困
難である。従って、モザイク率を減少させる
目的には GEEP 法のように体外受精卵への早
い時期でのエレクトロポレーションが望ま
しいと考えられる。しかしながら、たとえモ
ザイク個体であったとしても、その殆どが次
世代に編集された遺伝子を伝えることがで

きることから、F0個体での解析を必須としな
い多くの研究ではモザイク率は問題となら
ないはずである。	
	
・AsCpf1 での i-GONAD 実験	
	 i-GONAD法がCas9以外の他のゲノム編集酵
素に応用可能かを追求する上で、AsCpf1 酵素
を用いた実験を行った。標的遺伝子座位は
Hprt 座位と Tyr 座位とした。Hprt 座位の実
験では、計 5個体の妊娠マウスに i-GONAD 処
置を施し、40個体の胎児を回収した。遺伝子
解析の結果、そのうち 65%（26/40）が indel
変異を生じていることが分かり、AsCpf1 が
i-GONAD 法に応用可能であることが示された。
Tyr 座位の実験では、Cas9 を用いた時と同様
にアルビノMCH(ICR)系統の変異Tyr遺伝子の
修復を目指した（図４）。計 4 個体の妊娠マ
ウスに i-GONAD 処置を施し 19 個体の胎児を
回収した。表現型解析および遺伝子解析の結
果、そのうち 58%（11/19）において変異アリ
ルが修復され色素を有していた。新たに生じ
た indel 変異も含めると、74%（14/19）が何
らかのゲノム編集が行われていた（図４）。
以上の結果から、i-GONAD 法は AsCpf1 酵素に
も応用可能であり、高効率でゲノム編集を施
せることを示せた。	

	
・MCH(ICR)以外の複数の系統での i-GONAD 法
の応用の可能性について	
	 上述した多くの実験では MCH(ICR)系統を
用いていたため、C57BL/6 純系系統を含めた
他の系統での i-GONAD 法の可能性を調べた。
重井医学研究所の松山先生や浜松医科大学
の高林先生らとの共同研究で、複数系統での
i-GONAD 実験を行った。新たに使用した系統
は、C3H/HeSlc、C57BL/6NCrSlc、DBA/2CrSlc、
B6D2F1/Slc、C57BL/6NCrl、BALB/cAJcl と、
B6D2F1/SlcとC57BL/6NCrSlcのハイブリッド
系統である。標的とした遺伝子座位は Tyr、
Kit、Cdkn1a、Cdkn2a である。最終的な結果
として、C57BL/6NCrSlc を除いた全ての系統
でのゲノム編集に成功した。仔や胎児が得ら
れたものについては、そのゲノム編集効率は
高かったが、特に純系の系統において着床・
妊娠を継続させたマウスを得ることが難し
い場合があった。C57BL/6NCrSlc においてゲ
ノム編集に成功しなかったのは、そもそも仔



が得られなかったためである。これは、
i-GONAD 処置を施さなかった個体でも同様で
あったことから、エレクトロポレーション等
の影響ではないと考えている。以上の結果か
ら、i-GONAD 法は多くのマウス系統で高効率
で動くものの、純系系統のマウスについては、
確実に妊娠マウスが得られる条件を見出す
必要性がある、と結論付けた。	
	
<得られた成果の国内外における位置づけと
インパクト>	
	 GONAD 法は体外に胚を取り出すことなくゲ
ノム編集動物作製が行える唯一の技術であ
り、その発表直後から多くの問い合わせを受
けるなどその注目度の高さが目立つものと
なった。また、共同研究ベースでモデルマウ
ス作製を行うこと、各種法の論文発表、技術
の普及を目指した講習会やワークショップ
の開催、などを精力的に且つ国際的に進める
ことができた（図５）。国内外の学会、研究
機関から複数の講演にも招待され、国際的に
インパクトのある研究成果を上げることが
できたと言える。	

	
<今後の展望>	
	 SNS等で外部研究機関からi-GONAD実験の
再現成功についての報告もなされ、今後も国
内外の様々な研究者が本手法に挑戦するも
のと期待される。既に共同研究者らによって
ラットでの GONAD 法の確立にも成功してい
るが、今後はそれ以外の他生物種での
i-GONAD 法が注目されてくると予想される。
また、マウスにおいても純系系統での安定し
た i-GONAD 法の確立、コンディショナルノッ
クアウト用の flox アリルの作製のようなよ
り高度な遺伝子改変マウス作製への応用、と
言った課題も残されている。さらに、最適化
された i-GONAD 法のプロトコル論文の執筆
も進める予定である。	
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