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要旨：遺伝子改変技術を用いた疾患モデル動物は生命医科学研究の発展に大きく貢献してきた．従来，胚性幹細
胞（ES細胞）を用いた遺伝子改変マウス作製法は，大変な時間と労力を要するものだった．しかし，2012年に発
表されたCRISPR-Cas9システムによるゲノム編集法は任意のゲノム領域に効率良く変異を導入することを可能
とし，これを受精卵に応用することで遺伝子改変マウス作製に飛躍的な簡便化・迅速化がもたらされた．本総説
では，ゲノム編集による遺伝子改変で疾患モデルを作製するための技術の基礎と応用を，最新の知見を織り交ぜ
て紹介する．
キーワード：ゲノム編集，疾患モデル，マウス，Cre-lox

Abstract: Disease models using genetically modified animals have contributed to the progress of 
research in medical science. The conventional method for producing genetically modified mice using 
embryonic stem (ES) cells is time-consuming. However, genome editing based on the CRISPR-Cas9 
system, which was introduced in 2012, enables the efficient introduction of mutations into given genomic 
regions, and the application of this method to fertilized eggs has dramatically simplified and accelerated 
the production of genetically modified mice. In this review, we introduce the basics and applications of 
genome editing technology used to produce disease models with reference to the latest findings.
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－総説－

特集：ゲノム編集技術の基本〜基礎から臨床に向けて〜

はじめに

人や動物における生理現象や疾患を科学的に理解するた
めには，実験動物モデルを用いた個体レベルでの統合的解
析が欠かすことができないステップとなる．特に生命医科
学の分野では，マウスなど小型齧歯類を用いた遺伝子改変
動物が疾患病態の理解や新規創薬に大きく貢献してきた．
従来，遺伝子改変動物の作製は主に胚性幹細胞（ES細胞）を
用いて行われていた．この方法ではES細胞に培養下でター

ゲティングベクターを導入し，組換えが起きたES細胞を薬
剤により選抜，これをマウス胚盤胞に注入することで組換
えES細胞由来のキメラマウスを得る．このキメラマウスを
さらに交配させ，子を得ることで全身性の遺伝子改変マウ
スが作出される．ES細胞を用いた遺伝子改変動物作製は熟
練した技術と手間，時間を要するものであり，新規ラインの
作製は多くの研究者にとって非常に敷居の高いものだった．
ところがCRISPR-Cas9システムを中心としたゲノム編集技
術の登場により，この状況は一変した 1)．CRISPR-Cas9に
より受精卵での遺伝子改変が可能となったことで，遺伝子
改変マウス作製は飛躍的に容易となり，作製に要する労力
や時間も大幅に削減された．遺伝子改変マウスはもはや「高
嶺の花」ではなく，多くの研究者が自ら作製し使用できる
ツールとなりつつある．本総説では条件付きノックアウト
マウスなど疾患モデル動物の作製を通して，ゲノム編集に
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よるノックイン技術に焦点を当て，その基礎から最新まで
を紹介したい．

ゲノム編集による遺伝子改変マウス作製の基本

ゲノム編集による遺伝子改変マウスの作製は，マウス受
精卵にゲノム編集因子を導入することで行われる（図1）．
CRISPR-Cas9システムの場合，ゲノム編集因子としてCas9
やガイドRNA（gRNA）の発現プラスミドやCas9 mRNAの
形で導入されてきたが，近年ではCas9タンパク質とgRNA
から成るリボヌクレオタンパク質複合体（RNP）の形での導
入が効率面や簡便性の観点から主流になりつつある 2–4)．
最も単純なノックアウトマウス作製では，標的遺伝子の

タンパク質コード領域内に 1種類の gRNAを設計する．
gRNAによって標的領域にリクルートされたCas9はDNA
二本鎖を切断しDSB（Double stranded break）ができる．
DSBが非相同末端結合（Non-homologous end-joining: 
NHEJ）による不完全な修復を受けることで異常な挿入や欠
失（Indel変異）が導入され，ノックアウトが達成される．
Indel変異によるノックアウトは高効率だが，変異パターン
がランダムであり，その後の遺伝子型解析が難しくなる．そ
こで同一染色体上に設計した2種類のgRNAを同時導入し，
一定の遺伝子領域を欠損させてノックアウトを作製すると
遺伝子型解析が簡単になるだけでなく，予期せぬ機能残存
を回避することができる．またゲノム編集因子に加えて，
DSB領域周辺との相同配列を有する鋳型（ドナー）DNAを
同時に導入することにより，HDR（Homology-directed 
repair）を介した点変異や各種タグなどの導入（ノックイン）
も可能である．
ゲノム編集において，目的以外の領域に変異が挿入され

てしまう現象をオフターゲット効果と呼ぶ．オフターゲッ
ト効果を抑制するための工夫として，CRISPOR等のWeb
ツールを使ってより特異性の高いgRNAを設計すること 5)，
正確性の高いCas9変異体を使用することなどが挙げら
れ 6, 7)，これらはマウス作製でも予期せぬ変異挿入を回避す
るために有効である 8)．
一般的に，妊娠マウスから得た受精卵や体外受精卵に対

して in vitroでゲノム編集因子の導入を行うが，その主な方
法としては，微細ガラスキャピラリーで受精卵の核内もし
くは細胞質内に注入するマイクロインジェクション法と，
電気刺激を与えることで細胞内への因子取り込みを一過性
に促進させるエレクトロポレーション法とがある（図1）．マ
イクロインジェクション法は比較的高度な技術を要し，ま
た受精卵一つ一つにゲノム編集因子を注入していく必要が
ある．一方，エレクトロポレーション法はマイクロインジェ
クションと比べると技術的に簡便であり，また一度に大量
の受精卵を処理できる．我々の研究室でゲノム編集マウス
を作製する際は，エレクトロポレーション法でCas9-RNP
を導入する方法を基本的には採用している．エレクトロポ
レーション法の欠点は，プラスミドDNAなど一部の核酸を
受精卵に導入することができないことである．受精卵は糖

タンパクから構成される透明帯に囲まれており，この構造
が高分子の通過を妨げていることが原因の一つであると考
えられる 9, 10)．したがって，ノックインのドナーとしてプラ
スミドDNA等を用いる際には依然としてマイクロインジェ
クションが必要となる．
最近では，交配したメスマウスの卵管内にゲノム編集因

子を注入し，卵管ごとエレクトロポレーションを行うこと
で卵管内の受精卵に対してゲノム編集を行う i-GONAD法が
開発された 11, 12)．i-GONAD法では，これまで技術的な障壁
となっていたマウス初期胚操作を必要としないため，より
多くの研究者がゲノム編集マウス作製に挑戦できるように
なったといえる．

受精卵ゲノム編集によるノックインマウス作製

loxP配列（34 bp）やHisタグ（18 bp～）など短い配列の
挿入から，Creリコンビナーゼ配列（1,032 bp）やEGFPタ
グ（720 bp）のような長鎖配列の挿入まで，ゲノム編集によ
る遺伝子ノックインはドナー DNAを鋳型としたHDRを介
して行われる．しかしゲノム編集によるノックイン効率は
ノックアウトと比べると依然として低く，ノックイン効率
の向上を目指した取り組みが盛んに行われてきた．

ノックインに用いるドナー DNAの種類
ドナー DNAとして，二本鎖DNAもしくは一本鎖DNAを

使用することができる．二本鎖DNAは大腸菌を用いたプラ
スミド増幅やPCRによって簡単に合成・複製することがで
きるが，受精卵に導入するためには前述の通りマイクロイ
ンジェクション法が必要である．最近では，アデノウイルス
随伴ベクターの感染を介して受精卵に二本鎖DNAドナーを
導入可能であることが明らかとなり，マイクロインジェク
ション法を必要としない長鎖ノックインマウス作製法が2
つの研究グループより報告された 13, 14)．
一本鎖DNAをドナーとして用いる場合は，エレクトロポレー

ション法による導入が可能である．少数塩基の置換や，100 
bp程度までの短い配列の挿入を行う場合，合成オリゴ（single-

図1　ゲノム編集による遺伝子改変マウス作成の手順と方法
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stranded oligo DNA nucleotide, ssODN）を鋳型として用い
ることができる．ssODNの末端塩基をphosphorothioateで
修飾することによりノックイン効率を向上させることが可
能であり 15)，これはおそらく修飾によってssODNが細胞内
のヌクレアーゼ分解から回避しているためだと考えられ
る 16)．数100塩基以上の長鎖一本鎖DNA（long ssODN, 
lsODN）の場合，外注合成は高価であり，配列や長さによっ
ては合成が困難だったりエラーが発生したりすることが問
題だった．高品質な lsODNを安定的に調製するためのシス
テムとして，プラスミドからニッカーゼ処理によって一本
鎖DNAを切り出す方法や 17)，リン酸化プライマーで増幅し
たPCR産物をヌクレアーゼで処理することで一本鎖DNAを
調製するphospho-PCR法などが登場し 18)，現在ではノック
インドナーとしてより扱いやすくなっている．しかし，一本
鎖DNAドナーは2,000bp以上のノックインには低効率であ
り，より長鎖のノックインには依然として二本鎖DNAが有
効である 19)．

ドナー DNAの設計とノックイン効率
ゲノム上の狙った領域に正しくノックインを行うために

は，ドナー DNAの両端に標的領域の配列と相同なホモロ
ジーアーム（Homology arm, HA）を適切に設けることが重
要である．二本鎖DNAドナーに設けたHAの長さがノックイ
ン効率に与える影響を調査した研究では，培養細胞では短い
HA（50 bp）よりも長いHA（600 bp以上）を持つドナーで
効率よくノックインができることを示している20)．マウス受
精卵におけるゲノム編集でも同様に，ドナー HA長は20 bp
よりも800 bp設けた方が～2倍ほど効率が良い 21, 22)．二本
鎖DNAドナーを用いる場合，プラスミドDNAを環状のまま
ノックインドナーとして使用することもできるが，細胞内も
しくは細胞外でプラスミドDNAを切断し，HAを持った直
鎖ドナーとすることでノックイン効率が向上する 20, 22, 23)．
一本鎖DNAドナーの場合は30塩基以上にHAを設けるの

が一般的であり，少なくともssODNではより長いHAを持
つドナーでノックイン効率が良い傾向にある 15, 24)．
ゲノム編集によるノックインがノックアウトよりも非効

率である原因は，ゲノム上のDSBのほとんどがNHEJによ
る修復を受けることにある 25)．このことを逆手に取り，環状
DNAドナーの1箇所にgRNAを設計して細胞内で切断する
ことで，一方のノックイン末端はNHEJによる修復，もう一
方の末端では相同組換え（Homologous recombination, HR）
による組換えを誘導し，効率的なノックインを可能にした
Combi-CRISPR法，およびSATI法がそれぞれ日本の研究グ
ループから報告されている 19, 26)．

ゲノム編集の時期とノックイン効率
ノックイン効率の向上には，受精卵にゲノム編集を行う

タイミングも重要である．Cas9による切断で形成したDSB
が，どのような経路で修復を受けるかは細胞周期に大いに
依存する．細胞内でのDSB修復は基本的にはNHEJが優位

ではあるが，細胞周期のS期後期からG2期にかけてHRが
活性化する．理化学研究所の阿部らは，マウス受精卵でHR
によるノックインが効率よい時期を検討した 27)．その結果，
S期の受精卵前核にゲノム編集因子をインジェクションす
る方法が，G2期にインジェクションを行うよりも効率よく
ノックインできることを明らかにした．G2期に入った受精
卵ではまもなく雌雄の前核で融合に伴う核膜崩壊が起きる．
したがって，G2期の前核にゲノム編集因子を注入すると溶
液が核外に漏出してしまうが，S期に注入することで核膜
崩壊までにノックインを完了できることが効率に関係して
いると考えられている．また，2細胞期胚では受精卵と比べ
てHR活性の高まるG2期の期間が長い．2細胞期胚の割球
にゲノム編集因子をマイクロインジェクションすることも
効率よい長鎖ノックインマウス作製に繋がるようだ 28)．

ゲノム編集による条件付きノックアウトマウス作製

疾患モデル動物として，ノックアウトマウスは生命医学
研究に数多くのブレイクスルーをもたらしてきた．しかし
国際マウス表現型コンソーシアムのデータによると，60%
以上（667/1,089遺伝子）のノックアウトマウスは胚性致死
の表現型を示す（https://www.mousephenotype.org）．つま
りほとんどの遺伝子は，ノックアウトマウスを使って成体
での遺伝子機能を解析することが不可能なのである．この
ような全身性遺伝子欠損による胚性致死を回避し，成体組
織における遺伝子機能解析を可能とするのが条件付きノッ
クアウトマウスである．最も使用されているCre-loxシステ
ムによる条件付きノックアウトマウスの樹立には，任意の
組織でCreリコンビナーゼを発現するCreドライバーマウス
と，欠損させる遺伝子領域を2つの lox配列で挟んだ floxマ
ウスを交配させる必要がある．どちらの遺伝子改変マウス
もゲノム編集によるノックインで作製することが可能だが，
特に floxマウスでは同一染色体上に2カ所のノックインを行
う必要があるため，特別な技術やノウハウが必要となる．

2ステップ法によるfloxマウスの作製
loxP配列（34 bp）の挿入には，ノックインドナーとして

ssODNを用いるのが最も簡単である．CRISPR-Cas9ゲノ
ム編集が登場して間もない2013年，YangらはMecp2遺伝
子のエクソン3の5’末および3’末側イントロンに2種類の
gRNAおよびそれに対応したssODNドナーを設計し，マウ
ス受精卵で lox配列を同時的にノックインすることでMecp2 
floxマウスを作製した 29)．しかしこの方法では，同一染色体
上に2カ所のDSBが同時に生じるため遺伝子欠損が頻繁に
発生し，結果としてfloxが得られる効率が低くなることが問
題となった（図2A）30)．これを解決するため，我々は受精卵
に対し一方の lox配列挿入に関するゲノム編集を行い，その
翌日に2細胞期胚でもう一方の lox配列挿入に関するゲノム
編集を実行することで，段階的なゲノム編集による遺伝子
欠損の回避を試みた（図2B）31)．実際，この方法でゲノム編
集を行った処理胚から発生した胚盤胞では，従来法でゲノ
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ム編集を行った胚盤胞と比較して遺伝子欠損の発生を抑え
ることができ，flox作製率が大幅に向上した．また本手法で
は，マイクロインジェクション法だけでなくエレクトロポ
レーション法による導入でも効率よく floxアリルが得られ
た．実際にゲノム編集した胚を仮親に移植して産子を得る
と，従来法と比較して3倍以上の効率で floxマウスが得られ
た（図2C，D）31)．このように，我々は段階的にゲノム編集
を実行する “2ステップ法 ”の開発により floxマウス作製の効
率化に成功した．

2ステップ法の改良：細胞融合の抑制
受精卵へのCas9複合体の導入にエレクトロポレーション

を用いることは，マイクロインジェクション法のように高
度な技術を必要とせず，また一度に大量の受精卵を処理で
きるため極めて合理的である．しかし，2細胞期胚でのエレ
クトロポレーション処理は割球同士の細胞融合を促し4倍

体胚を生む．4倍体胚は正常胚（2倍体）と同様に胚盤胞ま
で発生するが，着床後にエピブラストの発生異常により胚
性致死となる 32)．つまり2ステップ法では，細胞融合の発生
が flox作製効率の歩留まり低下を招くのである．エレクトロ
ポレーションに伴う2細胞期胚の細胞融合を抑制すること
を目指し，我々はゲノム編集条件の検討を行った33)．すると，
2細胞期胚の2つの割球が接着する面積が小さいほど細胞融
合が起こりにくいことがわかった．細胞間の接着を阻害す
る条件に注目して検討を続けたところ，Ca2+フリー培地（カ
ドヘリン結合の抑制）や，アクチン重合阻害剤であるサイト
カラシンB添加培地で胚を前処理することによって，ゲノム
編集効率を維持しつつ，エレクトロポレーションによる細
胞融合の発生を阻止できることが明らかとなった．

長鎖DNAドナーを用いたfloxマウス作製
2つの loxを同時に含むような長鎖DNAドナーを用いた

図2 floxマウス作製技術の比較
従来式の1ステップ法 (A)，および新法である2ステップ法 (2)によるflox作製の手順．1
ステップ法と比較して，2ステップ法ではMecp2（C）およびTet3（D）遺伝子座におけ
るflox作製効率が向上し，遺伝子欠損率は減少した．Horii et al., 201731)より改変．
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相同組換えで floxマウスを作製しようとする試みもあ
る 3, 23, 34)．宮坂らは，Creドライバーマウスの精子を用いた
体外受精卵に対して lsODNドナーを用いて floxアリルの
ノックインを行うことにより，交配を経ずに条件付きノッ
クアウトマウス（すなわち，Cre/+かつflox/flox）を作製する
ことに成功した 34)．長鎖DNAドナーを用いた flox作製の制
限としては，2つの loxをドナー DNAの長さに収まる範囲
（1,000 bp以内）に設置する必要があり，数kbp以上の組換
えが起きるような条件付きノックアウトを設計することが
できない．それぞれの方法には一長一短あるが，lox間距離
が数kbpに渡る floxを設計する必要がある場合は，loxの設
置距離に制限の無い2ステップゲノム編集が有効である．

おわりに

CRISPR-Cas9ゲノム編集の登場により，遺伝子改変マウ
ス作製は飛躍的に簡便化し，デザインもよりフレキシブル
なものになった．その一方で，期待通りにゲノム編集が施さ
れたマウスが得られる割合は依然として高いとはいえず，
ゲノム編集処理胚から生まれてくるマウスのほとんどは遺
伝子改変が起きていなかったりエラーが含まれていたりす
るため，その後の実験には使用することができず処分せざ
るを得ない．オフターゲット効果により予期せぬ変異挿入
が生じた個体も排除しなくてはならない．したがって，ゲノ
ム編集効率や正確性の向上を目指すことは生物倫理の観点
からも重要な課題であるといえる．世界中の研究者が
CRISPR-Cas9システムに注目を集めている中で，今回紹介
したように実験動物におけるゲノム編集の分野では特に日
本の研究グループの活躍が目立つ．このことを大変誇らし
く感じるとともに，今後もさらなる発展が続くことを期待
せずにはいられない．
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