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エレクトロポレーション法を用いたマウス受精卵のゲノム編集技術の確立
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１．はじめに

本学の実験動物教育研究センター (以下、動物セ

ンター) は 2006 年 4 月に設立されて以来、実験動物

学研究の支援機関としての役割を果たすことを目的

に運営されてきた。微生物モニタリング検査や定期

的な施設メンテナンス、実験動物の教育活動など利

用者が快適に利用できる施設となることを目指してい

る。また、前年度はマウス系統の凍結保存サービス 1)

を確立するなど、より一層の研究支援体制の強化に

努めている。動物センターでは、さらなる利用者の研

究の向上を図るため、マウス受精卵におけるゲノム編

集技術の確立を目指し研究を行った。 

ゲノム編集とは、人工ヌクレアーゼを用いて任意のゲ

ノム配列に indel変異や一塩基置換、レポーター遺伝子

のノックインなどを誘導する技術である。人工ヌクレアー

ゼにより標的配列特異的な二本鎖DNA切断を引き起こ

し、それに続くDNA修復機構 (非相同末端結合や相同

組換え等) によってゲノムの改変を行う。ゲノム編集には、

1996年に初めて報告されたゲノム編集技術であるZFN2)、

2010年に報告された TALEN3)、そして 2012年に報告さ

れたCRISPR/Cas9がある 4)。CRISPR/Cas9は、標的配列

を決める guide RNA（gRNA）とCas9 nuclease を発現させ

るだけで標的の DNA配列を切断、破壊ができる。煩雑

なベクター構築が必要であった ZFN や TALEN と比

較して作製が簡便でありコストもかからなくなったことで、

瞬く間に世界中に拡大した。しかしながら、マウス受精

卵へのCRISPR/Cas9 システム導入には熟練した技術と

高価な設備が必要なマイクロインジェクション法を用いて

行う必要があったため処理時間が多くかかり、作業者に

よっては胚生存率が低くなるなど課題もあった。そんな

中、簡便かつ短時間で高効率なゲノム編集マウス作製

法である TAKE法 (Technique for Animal Knockout 

system by Electroporation) を用いたゲノム編集技術が開

発された 5)。TAKE法とは、エレクトロポレーション (電気

穿孔) により細胞に微小な穴を開けることで受精卵内に

核酸を導入し、遺伝子改変動物を作製する方法である。

本手法では、電極バスタブ内に受精卵を 20個〜150個

入れてエレクトロポレーションを行うことで、一度に大量

の受精卵を短時間かつ高効率でゲノム編集を行うことが

可能である。

本稿では、動物センターにおいて 2017 年度に立

ち上げたゲノム編集技術TAKE法について報告す

る。さらに、より計画的な胚操作を行うべくエレ

クトロポレーション後に凍結保存したマウス胚

の遺伝子改変効率についても報告する。

２．材料および方法 

1) 供試動物 

・ B6D2F1 (C57BL/6N×DBA/2) 雌 4週齢 (採卵

用)、C57BL/6N雄 8週齢 (採精用)、ICR雌 8週

齢 (卵管移植用)、ICR雄 8週齢 (精管結紮用)

(日本エスエルシー)

2) 使用試薬 

・ 試薬ホルモン類： 妊馬血清性性腺刺激ホルモン

PMSG、ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン hCG

・ 試薬培地類： TYH (LSI メディエンス)、KSOM

（九動）、流動パラフィン（ナカライテスク）1M

DMSO、DAP213、0.25M Sucrose（九動）

・ 試薬麻酔類： 麻酔薬 (3種混合；ドミトール (日本

全薬工業)、ミダゾラム「サンド」 (サンド)、ベトルフ

ァール (Meiji Seika ファルマ))

・ ゲノム編集試薬類： Alt-R® S.p. Cas9 Nuclease 

3NLS、Alt-R® crRNA (Tyr:

5’-GGGTGGATGACCGTGAGTCC-3’)、Alt-R®
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tracrRNA (Integrated DNA Technologies)、

Opti-Mem (Thermo Fisher Scientific) 

3)  使用器具 

・ 解剖セット：ハサミ (大、小)、ピンセット (中、尖鋭)、

マイクロ剪刀、動脈クレンメ、オートクリップ、縫合

針、縫合糸 (夏目製作所) 

・ 器具類：ガラスキャピラリー、胚凍結用チューブ、

オートピペッター (P-20, 200, 1000)、ディスポフィ

ルター、凍結保存用ケーン 

・ 装置類： ホットプレート、実体顕微鏡、エレクトロポ

レーターNEPA21 (図1)、MS白金プレート電極 

5mm gap (図 2) 

 

 

図 1．エレクトロポレーターNEPA21 

 

 

図2．MS白金プレート電極 5mm gap 

 

2)  作業手順（方法） 

(1) 体外受精 

方法は、マウス生殖工学技術マニュアル (熊

本大学 生命資源研究・支援センター 資源開

発分野) に沿って実施した 6)。 

① 採精:  C57BL/6N雄から精巣上体尾部を摘出

し脂肪組織や血液を除去する。マイクロ剪刀で

精巣上体尾部を切り、出てきた精子塊をピン

セットで採取する。 

 精子塊を TYH 培地のドロップに入れ、精子

を懸濁した後、CO2インキュベーター (37℃、

5％ CO2) で１時間培養する。 

② 採卵: PMSG-hCG による過排卵誘起処理し

た B6D2F1 雌から、hCG 投与後 16 時間後に卵

管膨大部を採取する。卵管膨大部をディッシ

ュ内の流動パラフィン中に沈め卵管膨大部を

ピンセットで切開し、TYH 培地のドロップに

移す。 

③ 媒精: 前培養した精子懸濁液を最終濃度が

500精子/μLになるように未受精卵のドロップ

に添加し、CO2インキュベーターで培養する。 

 2 時間程経ったら、マウスピペットを用い

て、周りの卵丘細胞や精子を取りながら、洗

浄用の KSOM ドロップに移す。胚がきれいに

なるまで、KSOM のドロップを移動させなが

ら洗っていく。 

 2～3 時間程したら、前核が 2 つ見えている

ことを確認する。 

 

(2) TAKE 法によるゲノム編集 

① ゲノム編集試薬の準備 

crRNA と tracrRNA を Duplex Buffer で溶解

する。crRNA (800 ng/μL) と tracrRNA (800 

ng/μL) を 95℃で 5 分加熱する。その後、室

温まで冷却し crRNA:tracrRNA gRNA complex

を作製する。crRNA:tracrRNA gRNA complex 

(400 ng/μL) 30 μL と Cas9 Nuclease (400 

ng/μL) 30 μL を加えて合計 60 μL にする。 

② 電極の準備 

電極バスタブ内に、 混合溶液 47~50 μL を

入れる。 余分な 10 μL は抵抗値調節用とする。 

③ エレクトロポレーション 
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 受精卵を KSOM 培地から取りだし、ディッ

シュに入れた 1xOpti-MEM で一度洗浄する。

次いで、電極バスタブ内の液中に入れる。 

 溶液抵抗値を測定する。500Ω (480~520) 

になるようゲノム編集試薬(または

1xOpti-MEM) を添加して、再度抵抗値を測定

し 500Ω (480 ~ 520) にする。 

 抵抗を調整したら、直ちにスタートボタン

を押しエレクトロポレーションする。エレク

トロポレーション処理後、受精卵を取り出し

KSOM 培地へ入れ、CO2インキュベーター 

(37℃、5％ CO2) で翌日まで培養する。 

 

 (3)  卵管内胚移植 

 エレクトロポレーションの翌日、2 細胞期

へ発生した胚を数え、移植する。 

① 偽妊娠雌マウスの作出: 外陰部が赤く腫脹 

(発情前期) している ICR 雌マウスを選び、

精管結紮処理をした ICR 雄マウスと交配さ

せ、翌日膣栓を確認できたものを移植に用い

る。 

② 胚移植: 麻酔の効いた偽妊娠雌マウスの背

側の片側の皮膚および腹壁を切開し、卵管を

体外に露出させる。卵管膨大部から 1～2 カ

ーブ離れた卵管采側の卵管をマイクロ剪刃

で切開する。切開部から卵管膨大部に向かっ

て、胚を含むキャピラリーを挿入し、卵管膨

大部に気泡が入るまでマウスピースから静

かに息を吹き込む。 

 

(4) 胚の凍結 

エレクトロポレーションの翌日、2 細胞期へ

発生した胚を凍結する。 

① 1M DMSO をフィルターで濾過しディッシ

ュを作製する。 

② キャピラリーにて、凍結する胚を 1M DMSO

ドロップに静かに移す。オートピペッターに

て、1M DMSO とともに胚を凍結用チューブ

の底に入れ氷上に置く。5 分後、オートピペ

ッターを用いて、冷却した DAP213 を管壁に

伝わらせてチューブ内に静かに添加しチュ

ーブの蓋を緩めて閉める。さらに 5 分後、液

体窒素内で冷却しておいたケーンにチュー

ブを装着し、直ちに液体窒素中に浸漬する。 

 

(5) 胚の融解 

① 0.25M スクロース溶液、胚洗浄用ディッシュ 

(KSOM) を予め 37℃に保温する。 

② 胚の入った凍結チューブを液体窒素から取

り出し、直ちにフタを開け、チューブ内の液

体窒素を捨て、室温に 30 秒間静置する。 

③ オートピペッターで 0.25M スクロース溶液

をチューブ内へ添加し、完全に保存液が溶け

るまでピペッティングする。チューブの内容

液をディッシュに移し、さらに 0.25M スクロ

ース溶液でチューブ内を共洗いする。融解後

直ちに内容液より胚を回収し、胚洗浄用ディ

ッシュのドロップに静かに導入し、37℃ 

CO2インキュベーター内で 10分間静置する。

新しい KSOM で 2 回洗浄する。 

④ 37℃ CO2 インキュベーター内で 1 時間培養

後、(3)により卵管内胚移植を行う。 
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３．結果  

エレクトロポレーション後の 2 細胞期胚数(%)、

移植胚数、産仔数(%)、遺伝子改変率(%) を表 1

に示す。メラニン色素合成に関わる Tyr 遺伝子の

ノックアウトにより、28 匹中 26 匹の産仔が F0 マ

ウスでアルビノ (Tyr ノックアウトマウス) とな

った (図 3)。残りの２匹は毛色がモザイクであっ

たが、後代 F1 同士を交配させたところアルビノと

なった産仔が得られた (図 4)。このことから、全

ての F0 マウスの生殖細胞系列においてゲノム編

集が起こったと考えられる。 

表 2 には、エレクトロポレーション後に 2 細胞

期へ発生した胚を液体窒素により凍結保存を施

し、1 ヶ月後に融解し卵管移植に供試した結果を

示した。この凍結胚を用いたマウスの産仔数は

19%であり、遺伝子改変率は 75%であった。本実

験において凍結保存操作を行った胚でも、産仔発

生や遺伝子改変効率に低下は見られたもののゲ

ノム編集は問題なく起こった。胚移植の受容雌で

ある偽妊娠雌マウスの作出には発情前期の雌を

見分ける習熟した技術を要する。今回のようにエ

レクトロポレーション後の胚を凍結保存するこ

とで、作出した偽妊娠雌マウスの必要数のみ融解

した胚を用いた移植ができるので、計画的な胚操

作が可能になると考えられる。 

 

 

表1．TAKE法によるゲノム編集の結果 

 

 
図 3. TAKE 法により作製された Tyr を標的とした

遺伝子改変マウス。 

 

 

図 4. F0 の Tyr モザイクマウスの後代 F1 同士を交

配して得られた産仔。 

 

 

表2．エレクトロポレーション後に凍結した 

胚におけるゲノム編集の結果 

 

４．今後について 

 今回、TAKE 法を用いることで、簡便かつ高効

率でマウスのゲノム編集に成功した。また、エレ

クトロポレーション後に凍結保存した胚におい

てもゲノム編集が起きた産仔が得られた。今後は、

転座や逆位、欠失、重複など高度な染色体改変を

高効率で起こす技術の確立により、幅広い遺伝子

改変動物の作製が可能な技術基盤を構築してい

く。 
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 また、TAKE 法を用いたゲノム編集技術を立ち

上げることができたが、本手法は採卵・移植など

習熟した胚操作技術を要する。そこで、採卵・移

植のステップが不要で生体のままゲノム編集が

可能な GONAD 法 (Genome-editing via Oviductal 

Nucleic Acids Delivery) 7)のセットアップを現在行

なっている。これまで TAKE 法と同様に Tyr を標

的にゲノム編集を行なったところアルビノの表

現型を示す産仔が得られている。しかしながら、

TAKE 法と比較して遺伝子改変率が高くなかった

ため、さらなる効率向上を目指して条件検討をし

ていきたいと考える。 

国内外の大学や研究機関、企業では、ゲノム編

集技術を用いた遺伝子改変動物の作製部門を相

次いで立ち上げている。本学の動物センターにお

いても、ゲノム編集動物の作製支援を行う体制を

整備することで医学・生命科学研究の発展に貢献

していきたい。 
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