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令和 4年 10月 13日 

国立大学法人 浜松医科大学 

 

 

早期受精卵期（10 時半および 13 時）において 

生体内ゲノム編集法（i-GONAD 法）に成功 
 

＜研究成果のポイント＞ 

 生体内でのエレクトロポレーションを用いた簡便な遺伝子改変マウス作製法である

i-GONAD 法は、これまで、卵丘細胞が分散する夕方の 16 時以降の後期受精卵期に行う

必要がありました。 

 本研究ではヒアルロニダーゼの添加あるいは 3 分間のゲノム編集液の浸透により、10 時

半または 13 時の早期受精卵期においてもゲノム編集が可能であることを見出しました。 

 この新しい方法は ICR 系統および C57BL/6J 系統においても有用でした。 

 浜松医科大学で確立されたこのマウス作製法は、時間に左右されることなく i-GONAD

法を行うことを可能にしました。 

 

※本研究成果は、国際学術誌「International Journal of Molecular Science」オンライン版に日

本時間 9 月 14 日に公表されました。 

 

＜概要＞ 

 

浜松医科大学光尖端医学教育研究センター医用動物資源支援部の髙林秀次准教授・飯島健

太研究技術職員らの研究グループと国立成育医療研究センターの佐藤正宏研究員は、これま

で実施する時間が夕方 16 時以降という制約があった生体内ゲノム編集法（i-GONAD 法）*1

において、卵管膨大部内での 3 分間のゲノム編集液の浸透操作あるいはヒアルロニダーゼの

添加により実施時間を午前中（10 時半）あるいは昼（13 時）と時間を選ばずに行うことに成

功しました。この成果はスイス MDPI 社の国際学術誌「International Journal of Molecular 

Science」オンライン版に、9 月 14 日に公表されました。 

 

＜研究の背景＞ 

 

共同研究者である佐藤正宏研究員らが開発した i-GONAD 法は、CRISPR-Cas9 ゲノム編集

法とエレクトロポレーション法を組み合わせ、マウス生体内で直接ゲノム編集を行い、遺伝

子改変動物を作製する方法であり、簡便で安価に遺伝子破壊（ノックアウト: KO）や遺伝子

挿入（ノックイン: KI）動物の作製が可能な方法です。現在、マウス、ラットおよびハムス

ターで i-GONAD 法の成功例が報告されています。一方、i-GONAD 法は生体内で直接行うた

め、ヒアルロン酸と卵丘細胞からなる塊に取り囲まれている受精直後の早期受精卵に行うこ

とができず、卵管膨大部中の卵丘細胞が受精卵周辺から分散する夕方の 16 時以降の後期受精

卵期に行う必要がありました。このため、i-GONAD 法を行う時間が限られるという問題があ

りました。ヒアルロニダーゼはヒアルロン酸の加水分解酵素であり、in vitro で卵丘細胞塊を

分散させるために発生工学ではよく使用されている酵素です。そこで本研究では、10 時半と

13時の早期受精卵がいる卵管膨大部にゲノム編集液と同時にヒアルロニダーゼを添加し 3分

間反応させ、卵丘細胞を分散させた後に i-GONAD 法を行いました。また、ヒアルロニダー

ゼを添加しないで 3 分間ゲノム編集液を浸透させてから i-GONAD 法を行いました。 
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＜研究手法・成果＞ 

 

本研究で i-GONAD 法を評価するためにチロシナーゼ（Tyr）遺伝子のノックアウト実験を

行いました。Tyr 遺伝子はメラニン色素の合成に関与しており、この遺伝子が壊された KO 個

体はアルビノ個体となり眼の色素沈着がなくなります。本研究では黒色の C57BL/6J 系統オ

スとアルビノの ICR 系統メスを交配して、F1 では有色の個体となる受精卵に対して、Tyr 遺

伝子を破壊するようなゲノム編集液（RNP）を用いて、i-GONAD 法を行いました（図 1A）。 

i-GONAD 法の条件として、実施する時間を 10 時半、13 時および 16 時に行いました。 

i-GONAD 法の通常操作は交配が確認できたメスに麻酔をかけて、背部より卵巣と卵管膨大

部を露出させ、卵管膨大部に RNP を注入後、すぐに（0 分）卵管膨大部全体にエレクトロポ

レーションを行います。今回はすぐに処置をする 0min 群と 3 分静置する 3min 群、RNP と一

緒にヒアルロニダーゼ（HA）添加して 3 分間静置する 3min+HA 群で比較を行いました。 

10 時半と 13 時に行った 0min 群は予想通り KO 個体の割合が低かったが、HA の添加によ

り KO 個体数は有意に増加しました。さらに、驚いたことに、HA を添加しないでも 3 分静

置すれば、KO 効率が上昇することが分かりました。これは HA が無くても 3 分間の静置す

ることにより RNP が卵管膨大部内に浸透していくためであることが分かりました。また、16

時に行った時には HA の効果はありませんでした。 

さらに、実験で最もよく使われる C57BL/6J 系統同士の交配でも今回の方法が使えるかを

評価するために 13時に HAを添加して 3分間静置した後に i-GONADを行いました（図 1B）。

その結果、生まれた仔の 46%でゲノム編集がなされていることが明らかとなりました。 

 

 

 

図１ 今回の実験操作 
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＜今後の展開＞ 

 

今回の方法の開発により、時間を選ばずに i-GONAD 法を行うことが可能となりました。

また、この方法はマウスのみでなくラットなど他の動物種にも応用可能な方法です。ラット

はマウス比較して発生に時間がかかるため、卵丘細胞の分散時間も遅く、そのためより遅い

時間に実験を行う必要がありましたが、この方法を用いれば、時間を気にする必要がなくな

ります。今回は KO 実験についてのみ検討を行いましたが、今後は、i-GONAD 法による KI

時間の最適化を目指して、i-GONAD 法の改良を行う予定です。 

 

＜用語解説＞ 

 
*1 i-GONAD 法：これまでの技術を必要とした ES 細胞への遺伝子ターゲティング法や、採卵した

受精卵へのマイクロインジェクション法で変異マウス作製が行われていました。今回の方法は受

精卵の存在する卵管膨大部へ直接ゲノム編集薬液を注入し、電気穿孔法にて作製する方法です。

ES 細胞や採卵の必要がない簡便な、安価な、多数のマウスを処分することなく作製できます。 
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