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研究成果の概要（和文）：　顕微注入による遺伝子改変個体の作製技術は、高価な機材とそれを扱うための熟練
した技術が必要とされる。近年のゲノム編集技術の発見は、発生工学分野に大きな変革をもたらした。中でも
CRISPR/Cas9 系はゲノム編集マウスの作製方法の簡便化に有用であると期待されている。その様な背景に基づ
き、本研究では、受精卵への顕微注入には拠らない、in situでCRISPR/Cas9 系を導入する動物個体ゲノム操作
法を検討した。その結果、マウス胎仔のゲノム編集が行える簡便な方法を開発した。これは、胎仔の機能操作や
遺伝子組換動物の簡便な作製に役立つ新技術としての期待が持てる。

研究成果の概要（英文）：   The traditional transgenic techniques based on microinjection process, 
require expensive micromanipulator systems and a high level of skill to operate the equipment. In 
recently, sequence specific nucleases have discovered and revolutionized in the field of 
developmental engineering. In particular, the CRISPR/Cas9 system has emerged as a very simple and 
efficient approach to create genome edited mice. Based on such backgrounds, in this study, we 
attempt to develop microinjection-independent animal genome manipulation method that do not need 
isolation and ex vivo handling steps but that can deliver the CRISPR/Cas9 system directly in situ. 
As results, we achieved to elicit CRISPR/Cas9-mediated mutations in a target locus of embryonic 
cells by intravenous introducing a single plasmid conferring expression of both Cas9 and gRNA via 
pregnant mice. This may be a useful tool for manipulating the function of embryonic cells in vivo, 
allowing to create transgenic animal simply.

研究分野：実験動物学

キーワード： 発生工学　ゲノム編集　遺伝子改変マウス　遺伝子導入
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　遺伝子改変動物の作製では、多くの場合、高価な機材とそれを操作する高度な技術等が必要になる。本研究の
目的は、それらを回避できる簡便な新技術を検討することである。その成果は、遺伝子関連の研究を行っている
多くの研究者にとって有用なものとなり、特に獣医学、農学、医学分野において貢献できると期待される。ま
た、使用する動物個体数の削減による動物福祉の向上についても期待が持てる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ゲノム編集技術のうち、特に CRISPR/Cas9 システム（CRISPR 系）は取り扱いが容易で標的と
する塩基配列もデザインし易い。発生工学の分野においても、CRISPR 系のゲノム編集用核酸を
受精卵へ導入してノックアウト（KO）動物を得る方法は、遺伝子改変動物の新たな取得方法と
して注目を浴びつつあった。CRISPR 系の受精卵への導入は顕微注入（マイクロインジェクショ
ン）によって実施され、そのためには、i) 顕微注入で必要な高価な専用装置の導入、ii) 当該
装置を扱うスキルを持った人材の採用、iii) 受精卵の採取、iv) in vitro での胚操作、v) 注
入後の卵子の仮親生殖道への移植術の施行、といった煩雑かつ高度な技術は依然として必要と
されていた。本研究の開始当初は、これらの煩雑な作業を回避するための幾つかの簡便法が提
案され始めた時期であった。 
例えば、in vitro electroporation によって CRISPR 系核酸成分を受精卵へ導入してゲノム
編集マウスを得る方法が報告され、上述の i)と ii)を回避することが可能になった。また、妊
娠マウスの卵管内（2-cell 期胚）に CRISPR 系成分を注入した後に卵管全体へ in vivo 
electroporation を実施することで 2-cell 期胚のゲノム編集が行え、上述の i)から v)の全て
の工程を省いてゲノム編集マウスが得られる GONAD 法も報告された。この GONAD 法は、簡便か
つ経済的なゲノム編集マウスの作製方法として世界の耳目を集めつつあった。体外に受精卵を
取り出さずにゲノム編集個体が作り出せるとする点において、ウシやブタなどの大動物、ある
いは胚の体外培養系が確立されていない生物種への応用も期待できた。 
これらの成果と世間の動向を見たとき、受精卵への顕微注入に拠らない動物個体のゲノム改
変法の開発というテーマは、これからの発生工学のニーズに大いにマッチするであろうと予測
でき、本研究を開始するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
CRISPR 系ゲノム編集技術を用いた動物個体のゲノム改変実験を深化させることを目指し、受
精卵への顕微注入には拠らない、遺伝子改変個体の簡便な作製法に寄与する新技術の模索を行
うことが本研究の目的である。具体的には、我々がこれまでに報告を行ってきた幾つかの簡便
な遺伝子導入手法に対して CRISPR 系ゲノム編集技術を適用させることを検討し、これが遺伝子
改変マウスを作製するための新たな基盤技術になり得るかどうかの検討を行った。 
 
 
３．研究の方法 
（１）GONAD 法の改良研究 
GONAD法はマウスの2-cell期胚にて処理（CRISPR系核酸成分の導入とそれによるゲノム編集）
が行われるために割球間でゲノム編集の程度に差が生じ、割球子孫の細胞でホモ KO、ヘテロ KO、
野生型タイプが混在する、いわゆるモザイク的変異が頻出することが課題であった。これを解
決するためには、1-cell 期胚に対して GONAD 法を実施することが考えられた。しかしながら、
この時期の胚は顆粒膜細胞で覆われているために外部からの核酸の導入が難しかった。そこで、
CRISPR 系成分の卵管内注入とそれに続く卵管全体の in vivo electroporation の実施時期に関
する検討を EGFP の mRNA を使用して実施し、その蛍光を指標として効率等を評価した。 
 
（２）遺伝子導入試薬類等の利用の検討 
顕微注入法を用いずにマウスの卵子（着床前胚）へ CRISPR 系の核酸成分を導入する方法とし
ては、電気刺激を利用する electroporation 法が採用されることが多い。他方、遺伝子導入法
には electroporation 法以外にも様々なものが知られている。例えば、特別な装置を必要とし
ない試薬類等を用いて遺伝子を導入する極めて簡便な方法もある。この方法では、同じ試薬類
等を活用したとしても、その導入対象物となる組織や導入をされる遺伝子によって遺伝子導入
効率が異なることも多く、極端な場合では全く導入されないこともあることが大きな課題であ
った。そこで、核酸類を卵子（着床前胚）の透明帯を通過させて内部へ導入することが可能と
されている試薬類等を用いて、electroporation 法に代わって CRISPR 系の核酸成分を卵子（着
床前胚）へ導入できるかどうか検討した。本実験では EGFP 発現遺伝子等を使用し、その蛍光を
指標に効率を含む導入の可否を評価した。 
 
（３）胎仔マウスにおけるゲノム編集の検討 
リポソーム/DNA 複合体をマウスの母体尾静脈血内へ投与することで胎盤経由にて胎仔へ遺
伝子を導入することができる。TPGD 法と名付けた本方法を活用して CRISPR 系の核酸成分をマ
ウス胎仔へ遺伝子導入できれば、導入細胞ではゲノム編集が生じ、結果としてゲノム編集胎仔
を簡便に得ることが出来る。そこで、EGFP を標的とする CRISPR 系の核酸成分を構築し、これ
をリポソームと複合体化させた後に、妊娠中の雌マウス（EGFP 発現 Tg 雄マウスと交配）へ尾
静脈を介して投じた。この結果得られた胎仔について、EGFP 蛍光の観察とゲノム解析を行い、
ゲノム編集の成否を判定した。 
 
 



４．研究成果 
（１）GONAD 法の改良研究 
ゲノム編集用核酸を導入可能な最も早い時期を検討するために、交配後 0.4 日（Day 0.4）
と 0.7 日（Day 0.7）という異なる二つのタイミングにおいて検討を行った。1.0–1.5 μl の
EGFP mRNA（1 μg/μl）をトリパンブルー溶液と共に輸卵管へ導入し（Fig.1a）、GONAD 法の条
件に沿って in vivo electroporation（BTX T820）を実施した。そしてｍRNA 導入 2 日目（8
細胞期）に、胚を単離して EGFP 蛍光を調べた。一連の作業を Day 0.4 にて行った胚においては、
EGFP 蛍光は確認されなかった。一方、Day 0.7 で作業を実施した胚においては、EGFP 蛍光が観
察された（13/31）（Fig.1b）。この結果は、おそらく以前からの考察通り顆粒膜細胞の影響によ
るものと考えられた。即ち、顆粒膜細胞の層が Day 0.4 では厚い（Fig. 1c, 左）ために in vivo 
electroporation の効果が阻まれ、Day 0.7 ではその層が薄い(Fig. 1c, 右)ために効果があっ
て遺伝子導入が成された胚が現れたものと考えられた。以上の結果より、Day 0.7(～16 h)が
GONAD 法の実施に最適な時期であることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）遺伝子導入試薬類等の利用の検討 
カーボンナノ粒子を活用させた胚への遺伝子導入方法について、文献（Michele M. et al., 
Efficient delivery of DNA into bovine preimplantation embryos by multiwall carbon 
nanotubes. Sci. Rep. 2016, 6:33588 など）を参考にしながら条件の検討を行った。残念なが
ら我々の今回の検討においては、我々が使用している EGFP 発現遺伝子等の胚への導入は困難を
極めた。今後はさらなる検討を継続するとともに、一方では、今回は検討を行えなかった市販
の試薬類等の存在や新たな報告等の存在に注目をして、これらを活用する検討を計画している。 
 
 
（３）胎仔マウスにおけるゲノム編集の検討 
胎仔におけるゲノム編集効果を確認するために、構築したプラスミド DNA（Cas9 タンパク質
及び EGFP を標的とした gRNA を同時に発現するプラスミド DNA）を遺伝子導入試薬 FuGENE6 と
複合体化させた後に、交配後 12.5 日の妊娠マウスに対して経尾静脈的に導入した。そして、
導入 2 日後に胎仔を単離してその EGFP 蛍光を蛍光顕微鏡によって観察したところ、EGFP の蛍
光シグナルが減弱している胎仔を確認した（3/24）。特に、心臓における減弱は顕著であった
（Fig.2a）。これらの胎仔を詳しく調べるために、遺伝子解析を行った。その結果、Cas9 gene
の存在が確認できた（Fig.2b）。さらに、標的配列（EGFP）についての解析を行ったところ、変
異細胞と通常細胞との混在が確認できた（Fig.2c）。以上のことから、TPGD 法と名付けた経胎
盤的遺伝子導入手法によって、マウスのゲノム編集胎仔を簡便に取得出来ることが明らかとな
った。本系は遺伝子改変動物の作製手法としては全くの新しい方法であり、今後は実験条件の
最適化検討などによる系の効率向上にかかる検討を計画している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Fig.1 GONAD法の改良研究 

       Fig.2 TPGD法によるゲノム編集胎仔の作製 
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