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1．はじめに
　実験動物の扱いやすさは繁殖・系統保存を自在にコン
トロールできるか否かによって決まるといっても異論は
ないかと思う。ゲノム編集法の急速かつ飛躍的な進展の
おかげで、マウスでも種々の遺伝子改変体を比較的容易
に作製できるようになった。ゲノム編集技術が華々しく
マウス研究の世界を塗り替えていく中、それを縁の下で
支えているのは発生工学技術である。マウスの発生工学
技術はこの 10 年で大きく進展しており、一部の技術に
至っては発生工学を専門としない一般の研究者でも実施
可能なほどに簡易化されている。しかしながら、やはり
発生工学というと専門外の研究者には敷居が高く感じら
れているのではないだろうか。本稿では技術的な解説は
最小限とし、一般のマウス研究者にとっての新技術のメ
リットに重きを置いて解説する。

　本稿で紹介する発生工学技術は以下のとおりである。
1）抗インヒビン抗血清の投与により 1 匹のメスから最
高で 100 個の卵子を採取できる“超”過排卵法。この方
法には通常性成熟前のメスを使用する。2）性成熟後の
メスで超過排卵を行うと、得られる卵子数は発情周期に
大きく影響されてしまう。性成熟後のメスで過排卵を行
う場合は、プロゲステロンによる発情周期の同調と抗イ
ンヒビン抗血清の投与を併用する。これにより 1 匹のメ
スから 60 個程度の卵子を採取することができる。3）ま
た、この発情周期同調法を用いることで、小さなメスコ
ロニーから仮親や里親を効率よく準備することができ
る。4）動物の施設間移動の際は、コストが高く逃亡や
死亡のリスクもある生体での輸送に代わって、精巣上体
尾部あるいは胚を冷蔵状態で輸送することができる。と
りわけ精巣上体尾部の冷蔵輸送は、送り手側に発生工学
の技術者がいない場合の生体輸送に代わる動物授受の手
段として大変有用である。5）大切な系統のオスが絶え
そうになったら精巣上体尾部を摘出して精子凍結を行う
のがよい。精巣上体尾部の摘出さえできればそこから精
子を採取して凍結するのは比較的容易であり、発生工
学を専門としない研究者でも実施可能である。いざと
いう時のためにぜひ精子凍結をマスターしておきたい。
6）最後に紹介するのはトリプル CRISPR である。この
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非常に効率の高いゲノム編集方法はインジェクションを
行った個体（F0 個体）で 9 割以上のノックアウトマウ
スを作出できるため、改変体のスクリーニングや繁殖と
いう手間や時間をかけずに F0 個体を用いて実験を行う
ことができる。これらの新技術は、福祉的配慮の観点か
ら供試動物数を大きく削減しつつ、解析に必要な個体を
効率よく得るための手段の一つとして応用されている。
これら新技術の恩恵を享受しない手はない。本稿で紹介
した技術の中に読者の研究に生かせそうなものがあれば
ぜひ試してみてほしい。

2．未成熟メスからの“超”過剰排卵誘起法
　過排卵法は内在性ホルモンと同様の作用を示すホル

モンを適切なタイミングで投与することにより過剰な
排卵を誘発し、多くの卵子を得る方法である。過排卵
処理によって得られた卵子を用いた体外受精（in vitro 
fertilization, IVF）は発生工学技術の根幹をなすもので
あり、胚凍結も遺伝子改変マウス作製も卵子を得ること
から始まる。したがって、過排卵法の改良は発生工学技
術全体の底上げにつながる。1 匹のメスから得られる卵
子数を増やすことができればメスの使用数を削減できる
ので 3R の理念に適っているし、飼育スペースの縮小や
経費節減にもつながる。
　マウスの卵胞成熟は脳下垂体前葉から分泌される卵胞
刺激ホルモン（FSH）の作用により促進され、同じく脳
下垂体前葉から分泌される黄体形成ホルモン（LH）に
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よって排卵が誘起される。これまで一般的に行われて
きた過排卵法では、FSH 様の作用を示す妊馬血清性性
腺刺激ホルモン（PMSG、eCG とも呼ばれる ) の投与に
より多数の卵胞を発育させ、LH 様の作用を示すヒト絨
毛性性腺刺激ホルモン（hCG）の投与により排卵を誘起
して１匹の雌マウスから 30 個程度の成熟卵子を得るこ
とができた。熊本大学動物資源開発研究施設（熊本大
学 CARD）の竹尾と中潟は FSH の分泌が発育卵胞中の
顆粒膜細胞から放出されるインヒビンにより抑制され
ていることに着目し、PMSG と共に抗インヒビン抗血
清を投与することで性成熟前のメス（4 週齢）から最高
で 100 個程度、従来の 3 〜 4 倍の卵子数を得ることが
できる“超”過剰排卵誘起法を開発した［1,2］。本法で使
用する抗インヒビン抗血清と PMSG の混合液は CARD 
HyperOva® という商品名で九動株式会社 （http://www.
kyudo.co.jp/）から入手可能である。
　１匹のメスから多くの卵子が得られることによるメ
リットは数多いが、とりわけトランスジェニックやノッ
クアウトなどの遺伝子組換え系統をホモで維持している
とき、オスメスともホモの個体を使うことでホモの凍結
胚を作製できることが大きな利点である。従来法でもホ
モ凍結胚の作製は原理的に可能であったが、3 〜 4 週齢
のメスをまとまった匹数準備することが必要だったため
実際に行うことは難しかった。それに対して超過排卵法
であれば、3 〜 4 週齢のメスが数匹いれば実施できる。
従来の過排卵法ではメス親にオス親（組換え体）と同じ
遺伝的背景をもつ野生型を用いるため IVF により得ら
れる凍結胚の遺伝子型は野生型またはヘテロとなる。そ
れに対し、オス親だけでなくメス親もホモを用いて凍結
胚を作製すれば、凍結胚はすべてホモとなる。凍結胚が
ヘテロの場合、実験に用いるホモ個体を得るには凍結胚
から個体化したヘテロマウス同士の交配が必要となる
が、ホモで凍結した場合は個体化したマウスをそのまま
実験に用いることができ、時間を大幅に節約することが
できる。また、得られたホモのメス親とオス親からそれ
ぞれ卵子と精子を採取して IVF を行い再びホモの凍結
胚を作製したり、同一週齢のまとまった数のマウスが必
要であれば、ホモ胚を複数の仮親に移植することで同一
週齢のホモ個体の大きなコロニーを作ることもできる。

3．発情周期の同調による成熟メスからの超過排卵誘起
　前述のとおり性成熟前のメスで超過排卵を行うこと
で 1 匹から 100 個の卵子を得ることができるが、この方
法を性成熟後のメスで行った場合、PMSG-hCG 投与の
2 倍（40 個）程度の卵子しか得ることができない。理
研バイオリソースセンター（理研 BRC）の長谷川らは、
性成熟後のメスを用いた超過排卵処理では排卵数は発情
周期に大きく影響されること、そして、発情後期で超
過排卵処理を行うことにより最大の卵子数（59 ± 7 個）
が得られることを明らかにした［3］。したがって、メス
が発情後期のときに超過排卵処理を行うとよいわけだ
が、マウスの発情周期を同調させる方法はなかったため、
発情後期のメスを計画的に必要数準備することは難し

かった。そこで長谷川らはプロゲステロンの投与により
モルモットの発情周期を同調できることに着目し、マウ
スにおいてプロゲステロン投与による同調を試みたとこ
ろ、プロゲステロンを 1 日 1 回、２日間投与することに
より投与開始から 4 日目には 93% のメスが発情後期と
なることを見出した。このプロゲステロンによる発情周
期同調と抗インヒビン抗血清による超過排卵を組み合わ
せることで、性周期に影響されずに安定して 62 ± 5 個
の卵子を得ることができることを報告した［3］。野生型
の採卵であれば 3 〜 4 週齢の野生型メスを購入すること
でいつでも超過排卵処理ができるが、組換えマウスの場
合はそうはいかない。性成熟後のメスからでも安定して
多くの卵子を得ることができるようになったことは想像
以上に大きなメリットである。本法の具体的な投与スケ
ジュールは以下の通りである。抗インヒビン抗血清は 2
日間投与するほうが多く採卵できるため、1 日目と 2 日
目にプロゲステロン投与、3 日目と 4 日目に抗インヒビ
ン抗血清の投与、6 日目に hCG を投与するとその翌朝（7
日目）に卵子を得ることができる。ここでひとつ注意し
て注意しておきたいことがある。性成熟前のメスの超過
排卵では抗インヒビン抗血清と PMSG の混合液（CARD 
HyperOva®）が卵胞成熟促進に効果的だったが、性成
熟後のメスで超過排卵を行うときは PMSG の添加され
ていない抗インヒビン抗血清を用いる。抗インヒビン抗
血清はセントラルリサーチ株式会社（http://www.cr-c.
co.jp/）から購入可能である。

4．発情周期同調による仮親コロニーサイズの縮小
　凍結胚を個体化するには、凍結胚を融解して偽妊娠状
態にある仮親の卵管への移植を行う。偽妊娠の仮親を準
備するには、仮親用に維持している ICR 等のマウス系
統のコロニーから発情前期の状態にある個体を選び、精
管結紮オスと交配させることで腟栓を付けさせ偽妊娠状
態にさせる。1 回の移植に 2 〜 3 匹の偽妊娠メスを用い
る場合、腟栓が付かないことも想定して 5 匹程度の発情
前期メスを交配させるが、確実に発情前期の状態にある
メスを 5 匹用意するには仮親用のメスを多数飼育してお
く必要がある。発情前期の状態にあるメスは外生殖器の
赤みがかった色合いや状態を観察して選ぶが、発情前期
であると確信が持てる個体は意外に少なく、多数のメス
を飼育していないと必要な数を用意するのは難しい。マ
ウスの発情周期は通常 4 〜 5 日でまわるので、移植に必
要とする個体数の 4 〜 5 倍のメスを飼育していればよい
と思うかもしれないが、実際にはその中から必要な数の
発情前期のメスを見つけ出すことは困難である。また、
仮親から帝王切開で産仔を得ることもしばしばであり、
そうなることを想定して仮親に加え里親も用意しておく
必要がある。
　理研 BRC の長谷川らは彼らが開発した発情周期同調
法が仮親の準備にも効果的であることを明らかにした。
彼らは ICR 系統のメスを用い、1 日目、2 日目にプロゲ
ステロンを投与すると 3 日目に 85% のメスは発情後期
になり、4 日目から精管結紮オスとの交配を開始すると
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7 日目に 63% のメスに腟栓が確認できることを報告し
た［4］。この腟栓率はプロゲステロン投与を行っていな
い仮親用のメスコロニーから発情前期のメスを選んで精
管結紮オスと交配させた場合と同程度である。したがっ
て、仮親用の大きなメスコロニーが用意できる施設であ
れば本法を行うことのメリットは感じられないが、大き
なメスコロニーを用意することが困難な小規模施設では
本法を導入することにより胚移植による凍結胚の個体化
が可能となる。また、里親の準備にも本法を用いること
ができる。

5．胚の凍結保存
　胚の凍結保存はマウスの維持に要する経費、人的負担、
および飼育スペースの削減に寄与するのはもちろんのこ
と、感染事故による系統の喪失や交配による遺伝的コン
タミネーションなどのトラブルから系統を回復するため
のリソースとして大変重要である。また、研究機関のあ
いだでマウスの授受を行うとき、生体の輸送に代わる手
段として凍結胚での輸送が一般的になってきている。一
般の研究者が凍結胚を取扱うことは少ないと思うが、輸
送の際には取扱うことがあるかもしれない。そんなとき
に注意していただきたいのは、一般の研究者にとって細
胞の凍結保存は馴染みがあるため、凍結胚を凍結細胞と
同じように扱ってしまうことである。凍結細胞は -80℃
でも保存できるタイプの保存液が市販されているが、凍
結胚はたとえ一時的にでも -80℃で保管することはでき
ず、液体窒素の液相または気相での保管となる。また、
凍結胚を液体窒素タンクから出し入れする際はチューブ
の温度が上昇しないようデュワー瓶等に液体窒素を準備
し、チューブを常に液体窒素で冷却しておくことが重要
である。一時的であってもドライアイスでの保冷は行う
べきではない。他機関から輸送されてきた貴重な凍結胚
の取扱いが適切でなかったために、融解後に生存胚が得
られなかったという泣くに泣けない事態もしばしば起き
ている。
　凍結胚を適切に扱うためには凍結の原理について理解
しておく必要がある。1985 年にガラス化凍結法が開発
されて以降はガラス化による急速凍結法が普及し、現在、
国内のマウス胚凍結法の主流である熊本大学 CARD の
方法も理研 BRC の方法も急速凍結法をベースとしてい
る［5,6］。急速凍結法で凍結された胚は過冷却状態にあり、
細胞内の水はガラス化された状態となっている。した
がって、ガラス転移温度（-130℃付近）より高い温度で
は脱ガラス化してしまうため細胞内に氷晶が形成されて
胚は死んでしまう。ドライアイスや -80℃フリーザーで
保管された凍結胚から生存胚が得られないのはそのため
である。そのため凍結胚は必ず液体窒素タンクで保管す
る。また、凍結胚を輸送する際はドライシッパーと呼ば
れる輸送容器を用いる。ドライシッパーを使用すること
で液体窒素の気相で -150℃以下の超低温中の試料を輸送
できる。輸送中の温度を記録できる温度データロガーが
あるとなおよい。
　一般の研究者が胚凍結を行うのは少しハードルが高

いが、熊本大学 CARD の胚凍結法で使用する試薬は
アーク・リソース株式会社（http://www.ark-resource.
co.jp/）から市販されており、発生工学に不慣れな研究
者でも比較的容易に胚凍結を行うことができる。胚凍結
を行う際は、試し起こし用の 10 〜 20 個の胚入りの凍結
チューブを 1 本用意しておき、1 週間程度液体窒素タン
クで保管した後に融解して、in vitro で胚盤胞まで発生
することを確認しておく。

6．精子の凍結保存
　胚凍結と並んでマウスの系統保存に用いられるのが精
子凍結である。以前は C57BL/6 背景の精子は凍結に弱
く実用的ではなかったが、凍結技術自体の改良に加え、
凍結精子を用いた IVF の改良により実用レベルになっ
た。精子凍結および IVF は熊本大学 CARD の方法が優
れており、必要な試薬は九動株式会社から購入すること
が可能である。
　マウス精子の凍結保存は発生工学施設でなくても実施
可能であり、一般の研究者にもぜひ挑戦していただきた
い。精子凍結をマスターしておけば、大切な系統が絶え
てしまいそうなとき、オスの精巣上体尾部を摘出してそ
こから採精した精子を凍結保存することで系統回復の望
みを残すことができるし、他機関の研究者からマウス系
統分与のリクエストがあったときに凍結精子を輸送する
ことで迅速に対応できる。精巣上体尾部の摘出方法や精
子凍結の手順は後述する熊本大学 CARD のウェブサイ
トで詳しく解説されているのでそちらを参照されたい。

7．精巣上体尾部および胚の冷蔵輸送
　他機関の研究者からマウス系統分与のリクエストが
あったとき、生体での輸送は費用が高額であるうえに、
輸送中のマウスの逃亡や死亡のリスクがある。また微生
物学的統御の観点から生体での搬入が拒否されることも
ある。凍結胚や凍結精子での輸送によりこれらの問題の
大半は解決するが、輸送にはドライシッパーを用いるた
め、その返却を考えると往復分の輸送費がかかってしま
うところが難点である。この問題を解決したのが熊本大
学 CARD の開発した精巣上体尾部の冷蔵輸送法である

［7］。この方法では精巣上体尾部をクール宅急便で輸送す
ることができるので大変割安である。冷蔵輸送された
精巣上体尾部から精子を採取することで最大 72 時間は
IVF が可能である。精子の前培養には FERTIUP®- 精子
前培養培地を使用し、IVF には CARD MEDIUM® 高性
能体外受精用培地を使用することで十分な数の受精卵を
得ることができる。どちらの試薬も九動株式会社から入
手することができる。冷蔵輸送は近距離であれば研究者
自らがアイスボックス中で保冷しながら輸送することも
できるが、長距離であればクール宅急便を利用する。必
要な物品一式は CARD 冷蔵輸送キットとして九動株式
会社から市販されているので簡単に揃えることができ
る。冷蔵輸送のメリットは、一般的なクール宅急便で良
いため輸送費が割安であること、またマウスに輸送スト
レスを与えることがないということに加え、送り手側は
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精巣上体尾部を摘出するだけでよく、発生工学技術を有
していない施設からでも輸送可能であることである。デ
メリットとしては、冷蔵精子の IVF は系統によっては
受精率が低く、十分な数の受精卵が得られない可能性
があることである。こういった問題が懸念されるとき
は 2 細胞期胚の冷蔵輸送を検討する［8］。2 細胞期胚も
CARD 冷蔵輸送キットを使用することでクール宅急便
で冷蔵輸送できる。

8．トリプル CRISPR
　遺伝子改変マウスの作製は発生工学の基盤をなす技
術の一つであるが、近年のゲノム編集技術とりわけ
CRISPR/Cas9 システムの普及により胚性幹細胞（ES 細
胞）での遺伝子組換えを行うことなく遺伝子改変マウス
を作製できるようになった。CRISPR/Cas9 システムは
ガイド RNA （gRNA）と Cas9 ヌクレアーゼの複合体が
gRNA と相同なゲノム配列に結合して DNA を二本鎖切
断し、その切断部位が修復される際に生じる欠失・挿
入により変異を生じさせる［9］。大変便利な方法である
が、従来の CRISPR/Cas9 によるゲノム編集効率は良く
ても 60 〜 80％程度であり改良の余地が残されていた。
理研生命システム研究センターの砂川らは、コンピュー
ターモデルにより一つの標的配列に対する gRNA を高
濃度で作用させるより、一つの遺伝子について異なる複
数の gRNA を作用させるほうがゲノム編集効率の高い
ことを見出した。実際、一つの遺伝子に対して 3 種類の
gRNA を同時に作用させると 90% 以上の効率でノック
アウトマウスを作製できることが分かり、これをトリプ
ル CRISPR 法と命名した［10］。2 種類の gRNA を作用さ
せる従来法の場合、ホモ個体を得るにはインジェクショ
ンを行った胚由来のマウス（F0 世代マウス）を数回交
配させる必要があり、インジェクションから解析まで
半年以上の時間を要していたが、トリプル CRISPR 法
は F0 世代で解析できるので圧倒的に早い。また、この
ノックアウト効率の高さのおかげで２つの遺伝子を同時
にノックアウトする場合でも、計算上では 80% 以上の
効率で作製できると期待される。大変ありがたいことに、
この高効率なトリプル CRISPR 法で使用する gRNA は
マウス全遺伝子に対してデザインされており、その配
列をウェブサイト（http://crispr.riken.jp/）で検索する
ことができる。トリプル CRISPR は技術的には既存の
CRISPR/Cas9 の延長線上にあり目新しさはないが、変
異体解析に要する時間を圧倒的に短縮したことのインパ
クトは大きく、今後のマウス変異体作製のスタンダード
になりうる方法だと思われる。

9．終わりに
　日本のマウス発生工学技術はマウスのバイオリソース
拠点である熊本大学 CARD と理研 BRC が中心となって
精力的に開発が進められてきた。彼らの素晴らしい点は
技術開発を行うだけでなく、それを普及させるための技
術研修を行っているところである。新技術を導入した
いが壁を感じてなかなか手が出せないでいるようなら、

ぜひ技術研修に参加することをお勧めする。すでに発
生工学技術をお持ちの方であれば、熊本大学 CARD の
ウェブサイト“CARD マウス生殖工学技術マニュアル”

（http://card.medic.kumamoto-u.ac.jp/card/japanese/
manual/index.html）を参考にするとよい。非常に分か
りやすいイラストや動画と簡潔な説明のおかげで難なく
新技術をマスターすることができるだろう。この秀逸な
マニュアルに加え、熊本大学 CARD が開発した発生工
学試薬は九動株式会社あるいはアーク・リソース株式会
社から市販されているので、これを利用することで容易
に新技術を導入できる。
　本稿で発生工学技術の最新技術をまとめてみて、技術
の完成度の高さに改めて目を見張る思いであった。動
物実験は 3R の原則に則って実施されなければならない
が、発生工学の新技術は 3R のうちの Refinement（改善）
にあたるし、これによって使用動物数の Reduction（削
減）を実現している。Replacement（代替）を進めるの
は難しいと思っているのは古い世代の悲しい性で、新
しい人たちはコンピューターモデルでトリプル CRISPR
を開発して世界をリードする研究に邁進している。各研
究機関の実験動物施設の技術者はぜひ貪欲に新技術に挑
戦し、その恩恵を利用者に還元してほしい。本稿では７
つの新技術を紹介したが、紙面の制約の関係で紹介でき
なかった新技術がほかにもまだたくさんある。発生工学
技術の発展にたゆまぬ努力を続けているすべての研究者
に敬意を表したい。
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Technological innovation in mouse developmental engineering

Yoshikazu Hirate
Center for Experimental Animals, Tokyo Medical and Dental University

Abstract 
　The mouse is a classical and valuable laboratory animal. Certainly, mice are used 
continuously as a representative mammalian model organism in various fields of 
medical research. In parallel to the history of mice as laboratory animals, developmental 
engineering techniques have progressed significantly and have further supported 
their usefulness. Recently, developmental engineering supported an advancement in 
genome editing techniques. In this review, I describe the recent progress made in the 
developmental engineering of mice. The techniques I have selected are ultra-superovulation, 
synchronization of the estrus cycle, cryopreservation of embryos and spermatozoa, 
transportation of cauda epididymis and 2-cell embryos at a cold temperature （4-8 ℃）, and 
triple CRISPR. These innovative techniques promote the production of genetically modified 
mice, improve the reliability of freezing stocks of mice strains, and increase transportation 
options. These techniques are highly sophisticated, but easier to conduct than ever before. 
Technicians engaged in developmental engineering would benefit from learning these 
modern techniques, as they would give benefit to the researchers in their institution. These 
modern techniques push mouse research to a higher level.

Keywords：ultra-superovulation, synchronization of estrus cycle, cryopreservation, 
transportation at a cold temperature; triple CRISPR




