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序文：動物モデルとNAMsのいまを考える
北村　浩

東北大学医学系研究科医用動物学分野　教授

特　集：動物実験代替法の現状と課題 —肝臓を例に—

本特集は ,第73回日本実験動物学会総会（2026年5月27日～ 29日）の最終日に企画された日本動
物実験代替法学会との共催シンポジウムの内容を中心に構成した。2024年9月に鈴木真大会長か
ら板垣宏日本動物実験代替法学会理事長（当時）へ依頼があり，何度かのワーキンググループでの
議論を経て，共催が実現した。シンポジウムの構成は日本動物実験代替法学会からのワーキンググ
ループメンバーであった北村と西川昌輝（東大）が担当した。総会ではシンポジウム以外に日本動
物実験代替法学会のブースも設置し，日本動物実験代替法学会の様々な活動の紹介や，生体模倣シ
ステム（Microphysiological System, MPS）の実物展示などを行った。ブースには様々な分野のアカデ
ミア，企業双方からの参加者が多数訪れた。一方で，本年度の国立大学法人動物実験施設協議会の
教員・事務職員懇談会も「動物実験代替法の現状と課題」がテーマであり，拙見ながら代替法の概
説を述べさせていただいた。このように動物実験代替法は動物実験関係者にとって今まで以上に意
識するテーマになっており，実験動物学の一つの大きなトピックとして扱うべき段階に到達してい
るといえる。
近年，急速に動物実験代替法が注目を集めるようになったドライビングフォースとして，

Translational Researchの分野での欧米の政策転換が挙げられる。米国は1938年以後，長年にわたっ
て新薬の開発には動物実験を義務としてきたが，2022年のFDA Modernization Act 2.0の可決によっ
て，その義務を撤廃した。現在審議中のFDA Modernization Act 3.0では in silicoでの検証に力を入
れる内容となっており，動物実験を使用しない次世代の毒性評価（Next Generation Risk Assessment, 

NGRA）の推進を見据えている。一方，NIHもFDAと足並みをそろえた形で新たな代替法アプロー
チ（New Approach Methodologies, NAMs）の推進を謳っており，2025年には“NIH NAMs Challenge”
というプログラムを立ち上げ，3年で7百万ドルの資金を投ずることを表明した。これに先立つ，
“動物モデルのみでヒト疾患を研究しようとするテーマには資金提供しない”という方針とは対照
的である。英国も段階的な動物実験の削減・廃止を表明しており，EUも化学物質の安全性評価に
おける動物実験終了に向けたロードマップを描いている状況である。
これら政策の推進と連動する形で，NAMsの技術進歩は眼を見張るものがある。特にこの分野で

注目を集めているのは，オルガノイドなどの3次元培養系や，チップ上で組織内の微小な環境を再
現するMPSなどの in vitroの実験系が挙げられる。またAIを駆使し，コンピューター上の“仮想ヒ
ト”で薬効や生理反応を推測する in silicoの系や、生物を使用せず試験管内で被検物質を評価する in 

chemicoの系も発展が著しい。これらNAMsはヒトを対象にデータを取得できることから，動物実験
が常に抱えるヒト -動物間の種差の問題を解消できる（図1）。MPSやAIは初期投資が大きいが，最
終的な研究・開発費の総額を考えると大幅な予算の圧縮が期待でき，Rocheなどの国際的な製薬企
業はNAMsの導入に積極的である。また当然ではあるが、動物を使用しないことから，生命倫理面
でもメリットがある。一方で，すべての動物実験が容易にNAMsに置き換わるかといえば，そう単
純な話にはならない。哺乳類の行動や脳機能の完全な再現，がんの転移，移植免疫や生殖など複雑
な高次反応をNAMsで完全に再現することは現在のテクノロジーでは難しい。また経過の長い疾患
をNAMsで評価することも限界がある。加齢性疾患や生活習慣病など現在、医学で問題とされる疾
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患の多くは経過の長い疾患であることから，少なくとも近い将来に動物実験代替法が動物実験に完
全に置換されるということは考えにくい。
そのような背景を踏まえ，動物モデルとNAMsの特徴を理解し，比較しやすくすることを目的に，

シンポジウムでは同じ生体組織=肝臓を対象とする研究を共通テーマとした。肝臓は薬物代謝，糖・
脂質・タンパク質代謝，炎症応答など多機能な臓器であるが，一方で液性因子や小胞を介して他の
臓器の機能を遠隔制御する内分泌器官でもある。動物モデルならではの制御器官としての肝臓の役
割を先ず取り上げることとした（江口の稿）。さらに種差という動物モデルの弱点を克服すると共
に，NAMsの材料の調製にも役立つヒト化動物モデルの有用性について議論に含めた（立野の稿）。
一方，in vitroの系で常に直面する生体との反応性の違いを解消するためのMPSなどのデバイスの
開発や培地の改良などについて取り上げた（西川の稿）。また究極の代替法といえる in silicoモデル
の構築方法とその成績について，特に進んでいる薬物毒性の側面の例を挙げていただいた（吉成の
稿）。

NAMsが広く市民権を得た時代の中で重要なのは，NAMsと動物モデルのそれぞれの長所・短所
を正しく理解することだと考える。双方だけでなく，うまく併用しながらデータを取得することは，
単に3Rsの推進にもつながるだけでなく，学術的にも効果的・効率的なアプローチと言える。動物
実験代替法の分野でしばしば使用される“context of use（どのような状況・目的・環境時にどのよ
うなアプローチをとるか）”を意識すれば，動物実験・実験動物関係者にも自ずとやるべきことは見
えてくると考える。日本実験動物学会と日本動物実験代替法学会の連携は，本年度11月13日～ 15

日に姫路で開催される日本動物実験代替法学会の第39回大会におけるシンポジウム（加齢と老化：
動物モデルの現状と代替法の次の課題）に継承される。両学会のさらなる有機的な繋がりと，それ
による研究開発の新たな展開を祈念してやまない。

図1　NAMsと動物モデルの長所の比較
緑字で示した項目はNAMsにメリットがある点、赤字で示した項目は動物モデルにメ
リットがある点。ただし技術の革新により状況は変わるので注視し続ける必要がある。
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はじめに
代謝機能障害関連脂肪性肝疾患（MASLD; Metabolic 

Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease）は，過
剰な栄養や肥満を主たる背景として発症・進展する
多臓器連関型の代謝疾患である。肥満状態の脂肪組
織からは，パルミチン酸をはじめとする遊離脂肪酸
（FFA）の放出や，TNF-α・IL-6などの炎症性サイト
カインの増加や，アディポネクチンの低下といった
液性因子のバランス破綻が生じる。これらが肝臓へ
流入することで，インスリン抵抗性や肝細胞のスト
レスが惹起され，MASLDの病態の進展に関わる。
MASLDの中でも肝炎症や肝線維化を伴う代謝機能
障害関連脂肪肝炎（MASH; Metabolic Dysfunction-
Associated Steatohepatitis），さらには肝硬変へと病態
が進展すると，肝不全や門脈高血圧に伴い，肝性脳症，
肝関連サルコペニア，肝腎症候群といった全身の遠
隔臓器障害が惹起される。これらの発症要因として
は，高アンモニア血症や全身性炎症，腸内細菌叢の
変化，高エンドトキシン血症などの代謝や炎症性異
常が報告されているものの，個々の臓器間クロストー

クを介した病態進展の全容は未だ解明されていない。
近年，こうした古典的な液性因子や代謝産物に加

え，新たな臓器間病態情報伝達体として「細胞外小
胞（Extracellular Vesicles: EVs）」が注目を集めている。
実際に，肥満個体の脂肪組織由来の EV（Adi-EVs）
が肝臓における炎症や代謝障害を増幅することや，
障害を受けた肝臓由来の EV（Liver-EVs）が血流を
介して遠隔臓器へと伝播し，脳や骨格筋などの合併
症誘発に関与する可能性を見出している（図 1）。
本稿では，肥満を起点とした Adi-EVsによる慢性

肝疾患の病態進展への関与と，その臨床的モニタリ
ング指標（バイオマーカー）としての可能性につい
て概観する。併せて，これら精緻な臓器間相互作用
を模倣・解析する上での生体モデルの意義と代替モ
デルの限界についても考察する。

脂肪組織由来 EVはマクロファージの活性化に関与する
肥満状態の脂肪組織では，ストレスや細胞死に瀕

した脂肪細胞の周囲にマクロファージが集積し，
「crown-like-structures（CLSs）」と呼ばれる構造を形

脂肪組織および肝臓由来細胞外小胞による多臓器ネットワーク
江口暁子

三重大学大学院医学系研究科　消化器内科学
三重大学医学部附属病院　バイオバンクセンター

特　集：動物実験代替法の現状と課題 —肝臓を例に—

図１　「脂肪－肝臓－脳・骨格筋・腎臓」にわたる複雑な多臓器クロストーク
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成して慢性炎症を引き起こす。しかし，死にゆく脂
肪細胞がどのようにして遠隔のマクロファージを引
き寄せているのか，その分子メカニズムの全容は解
明されていなかった。我々は，飽和脂肪酸（パルミ
チン酸）の負荷によってストレスを受けた肥大化脂
肪細胞（3T3-L1細胞使用）では，Caspase-3および
Rho kinase（ROCK）の活性化がおこり，培養上清中
に Adi-EVが放出されることを見出した［1］。Adi-
EVsは EVマーカーの一つである Annexin Vを発現
しており，FABP4やアディポネクチン，Perilipin A/B
といった脂肪細胞特異的なマーカータンパク質を包
含していた。この Adi-EVsの免疫細胞活性化能を検
討するため，Adi-EVを培養マクロファージやマウス
から分離した初代培養マクロファージに添加したと
ころ，マクロファージの走化性が有意に上昇した。
なお，Adi-EVを除去した培養上清ではマクロファー
ジの走化性上昇は見られなかったことから，Adi-EVs
が免疫細胞の走化性を惹起する可能性が示唆された。
そこで，マウス腹腔内に Adi-EVsを投与した数日後
に腹腔内に集積した細胞の種類について解析したと
ころ，マウス腹腔内には，CD11b陽性の単球や F4/80
陽性のマクロファージが顕著に集積していること，
一方で好中球は集積されないことが実証された。
Adi-EVの網羅的な成分解析を行ったところ，単球 /
マクロファージの活性化・分化を誘導する miR-21a，
miR-125b，miR-155といった特定の microRNA群に
加え，アラキドン酸や 5-Hydroxyeicosatetraenoic acid
（5-HETE），9/13-Hydroxyoctadecadienoic acids（HODE）
などの炎症性脂質成分が検出され，これらが複合的
にマクロファージの集積に関与している可能性を見
出した［2］。

脂肪組織由来 EVは肝炎症を惹起する臓器間病態 
伝達体である
培養細胞から得られた結果が肥満マウスの体内で

も見られるかの検討をおこなった。高脂肪食負荷マ
ウスや遺伝性肥満モデルである ob/obマウスの血中
EV数は，正常対照群と比較して顕著に増加しており，
マウスの体重や精巣周囲脂肪組織の重量や全身のイ
ンスリン抵抗性の度合いと正の相関がみられた［2］。
この際の血中 EVの Perilipin A含有量も増加してお
り，血中 EVの主体は Adi-EVsと言える。この ob/ob
マウスから得られた Adi-EVsが臓器連関に果たす役
割を探求するため，正常な野生型マウスの尾静脈か
ら投与し，全身もしくは肝臓内の炎症について検討
した［1］。その結果，野生型マウスの血中における
炎症性単球の増加とともに，肝組織にも炎症性単球
の浸潤が観察された。この結果は，脂肪組織と肝臓
の病態進展を繋げる因子の 1つとして Adi-EVsが重
要な役割を果たしていることを示唆している。

ヒトの肥満患者における血中 EVの臨床的意義
前述のマウスモデルで得られた知見をもとに，過

体重および肥満患者における検討を実施した［2］。
Body Mass Index（BMI）25 kg/m2を超える肥満群で
は循環血中 EV数が有意に上昇しており，血清イン
スリン値およびインスリン感受性の指標である
HOMA-IRと正相関していた。興味深いことに，これ
らの肥満患者に対して 3ヶ月の食事療法（カロリー
制限食）による減量介入を行うと，HOMA-IRの改善
に同調して，血中EV数が有意に減少しただけでなく，
血中 EV内に含まれる脂肪細胞特異的タンパク質で
ある Perilipin Aの量が劇的に減少した。さらに重要
な知見として，BMIが 25 kg/m2未満の非肥満者であっ
ても，脂質異常症，高血圧，耐糖能異常などの代謝
リスク因子を保有している場合，血中の EV数は，
血中中性脂肪値や ALT値と密接に関連していること
が明らかとなった［3］。これは，EVが単純な体脂肪
量の指標ではなく，代謝ストレスの質的変化を鋭敏
に反映するバイオマーカーとなり得ることを提示し
ている。
この血中 EVの臨床的有用性は，小児・思春期世

代の代謝異常解析においても一貫している［4］。小
児肥満症例における血中 EV数は中性脂肪レベルと
相関するだけでなく，そのプロテオーム解析から，
脂質・糖代謝，炎症・免疫応答，さらには神経発達
や神経伝達物質放出に関連する多様なタンパク質群
が網羅的に含有されていることが分かった。小児期
からの過剰な EV分泌と内容物の変化は，将来的な
成人肥満への移行や，それに伴う多臓器合併症
（MASLDの重症化や心血管イベントなど）の発症リ
スクを早期に捉える予測ツールとしての可能性を秘
めている。

代替動物モデルにおける解析の限界
上述した Adi-EVsのみならず，慢性肝疾患モデル

においては，肝障害に伴い Liver-EVsが放出され，
血液循環を介して脳，骨格筋，腎臓へ集積し，脳炎
症や筋肉量の低下，腎機能障害といった多臓器合併
症を惹起する一因となっていることを示唆するデー
タを得ている。このような「脂肪－肝臓－脳・骨格筋・
腎臓」にわたる複雑な多臓器間クロストーク（図 1）
を再現・検証するにあたり，実験に使用するモデル
を慎重に吟味する必要がある。近年，3Rs（動物実験
の代替・削減・苦痛の軽減）の観点から Organ-on-a-
chip やオルガノイド等の生体模倣システム
（microphysiological system; MPS）が注目されている。
しかし，がんにおける局所微小環境や単方向の臓器
移行の解析とは異なり，本病態は長期間にわたる全
身性ストレスの蓄積と，体液性・神経性を介した複
雑な双方向フィードバックを基盤とする。現行の in 
vitro代替モデルは，長期維持の困難さや網内系等に
よる生体特有の EVsクリアランス機構の欠如といっ
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た原理的限界を抱えている。したがって，このよう
な慢性的かつ全身性の病態における EVsの真の病態
生理学的意義を解明するためには，動物モデルを用
いた統合的解析が極めて重要であるが，将来的に，
このような長期の病態に適用できるMPSの開発も期
待される。

おわりに
EVsは，脂肪組織と肝臓を中心とした代謝ネット

ワークを繋ぐキー分子であり，そのプロファイル解
明はMASLDの病態理解および臨床における非侵襲
バイオマーカー開発に大きく貢献する。血中 EVを
介した遠隔臓器障害の全容解明と治療応用に向けて
は，生体特有の全身性応答や長期的病態を模倣でき
る動物モデルによる統合的解析を基盤としつつ，ヒ
ト臨床検体による実証や，最先端のヒト多臓器チッ
プ等を用いたメカニズムの相補的な検証を組み合わ
せていくアプローチが極めて有効である。今後は，
これらの多角的な手法と臨床データの相互フィード
バックを推し進めることで，患者個々の EVプロファ
イルに基づく病態層別化や，臓器間相互作用を標的
とした革新的な予防・治療戦略の確立が望まれる。
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1．はじめに
われわれは，これまでマウス肝臓の 70％以上がヒ

ト肝細胞で置換されているヒト肝細胞キメラマウス
を開発し，多くの製薬企業やアカデミアで利用され
てきた。一方で，米国国立衛生研究所（NIH）およ
び米国食品医薬品局（FDA）は，医薬品開発におけ
る実験動物の今後の位置づけに関して，薬効や安全
性評価において，「動物実験中心」から「ヒトベース
（New Approach Methodologies, NAMs）中心」への移
行を推進している。また，医薬品開発におけるヒト
化モデル動物の今後の位置づけとしては，ヒト化モ
デル動物はこの移行期において，動物実験とヒト研
究のギャップを補完する役割として重要であると考
えられているが，将来は NAMsへ移行するとされて
いる。そのため，われわれは現時点において，ヒト
化モデル動物は 3Rの一つの動物数の Reductionに貢
献していると確信しつつ，よりヒトに近い健常なヒ
ト肝臓 /ヒト疾患患者肝臓を持つヒト化モデル動物
の作製を目指している。キメラマウスでは，残存す
るマウス肝細胞由来の Cytochrome P450（CYP）活性
が薬物代謝評価に影響を及ぼす可能性がある。この
課題を克服するため，脂質ナノ粒子（LNP）に封入し
たmouse cytochrome P450 oxidoreductase（Por）-siRNA
を投与してマウス CYP活性を抑制し，ヒトの薬物代
謝特性をより高精度に反映する新たなモデルマウス
の開発について紹介する。加えて，ヒト肝疾患モデ
ルの一例として，ornithine transcarbamylase（OTC）
欠損症患者由来ヒト肝細胞を移植して作製したヒト
肝細胞キメラマウスについても紹介する。

2．ヒト肝細胞キメラマウス
マウス肝臓がヒト肝細胞で置換されたキメラマウ

スを作製するためには，免疫不全と肝障害の性質が
必要である。私たちは，免疫不全の性質として重度
複合免疫不全（SCID）マウスを，肝障害の性質とし
て urokinase-type plasminogen activator（uPA）を選択し，
cDNA-uPA（mouse albumin enhancer/promoter-driven 
mouse uPA-cDNA transgenic）/SCIDマウスをホストマ
ウスとして利用している。3週齢のホストマウスの
脾臓からヒト肝細胞を注入すると，肝細胞は脾静脈

から門脈を通じて肝臓に入り，uPAの作用でダメー
ジを受けた類洞内皮細胞をヒト肝細胞が通り抜けて
肝細胞索へ侵入し生着する。さらに，このホストマ
ウスの肝細胞は uPAの作用により増殖が抑制されて
いるため，生着したヒト肝細胞はマウスの成長と共
に増殖し，18週齢ではマウス肝臓の約 70％以上が置
換されたマウスを 7–8割の割合で作製することがで
きる。これらのヒト肝細胞キメラマウスは，ヒトの
薬物動態，肝毒性，抗肝炎ウイルス薬の薬効を評価
する系として，多くの製薬会社やアカデミアで利用
されている［1］。

3．マウス CYP活性抑制キメラマウス
ヒト肝細胞キメラマウスでは，高度なヒト肝細胞

置換が実現されたことにより，タンパク質発現，遺
伝子発現および代謝活性がヒトに類似することから，
薬物動態研究を中心に広く用いられてきた。一方で，
残存するマウス肝細胞を完全に除去することは事実
上困難であり，その代謝活性がヒトでの薬物動態予
測を妨げる場合がある。特に，ヒトよりもマウスで
代謝速度が速い化合物を評価する場合や，マウス特
異的な代謝物が生成される場合には，残存マウス肝
細胞の影響が顕在化してくる。この問題を解決する
ため，これまでにいくつかのアプローチが試みられ
てきた。
われわれはこれまでに，肝臓および小腸でマウス

Cyp3aを発現しない Cyp3aクラスター KOマウスと
uPA/SCIDマウスを交配して Cyp3a KO/uPA/SCIDホ
ストマウスを作製し，これにヒト肝細胞を移植する
ことでヒト肝細胞キメラマウスを樹立した。このキ
メラマウスでは，残存マウス肝細胞由来の Cyp3a活
性を排除することにより，ヒト代謝物の予測性が向
上することが示唆された［2］。また，Ueharaらは，
より広範にマウス CYP活性を制限することを目的と
して，別系統のホストマウスである mouse albumin 
enhancer/promoter-driven herpes simplex virus type 1 
thymidine kinase（TK）transgenic NOG（TK-NOG）マ
ウスと NOG-Portm1 Cyp3a11tm1(Flpo)Jicマウスを交配し，
得られたホストマウスにヒト肝細胞を移植すること
で，肝臓の残存マウス肝細胞において CYP活性に必

ヒト肝細胞キメラマウスの進展とヒト肝疾患モデルへの応用
菅原　豪
立野知世

株式会社フェニックスバイオ

特　集：動物実験代替法の現状と課題 —肝臓を例に—
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須の電子供与酵素である PORを conditional knockout
したヒト化肝臓 TK-NOGマウス（POR cKOヒト化肝
臓マウス）を作製した。このモデルでは，残存マウ
ス肝細胞の CYP活性に起因する薬物代謝への干渉を
最小限に抑えられることが示されている［3］。
これらの先行研究は，残存マウス肝細胞の代謝活

性を制限することによって，ヒト肝細胞キメラマウ
スのヒト薬物代謝予測性を改善できることを示して
いる。一方で，これらは新たな遺伝子改変ホストマ
ウスを作製することの難しさも示している。Cyp3a 
KO/uPA/SCIDキメラマウスでは，開発当初，移植後
のヒト肝細胞への置換率が通常のキメラマウスと比
較して著しく低く，uPA/SCIDマウスへの連続的な戻
し交配に加え，移植するヒト肝細胞数の調整および
最適化が必要であった［2］。また，POR cKOヒト化
肝臓マウスでは，CYPが胚発生に必要なさまざまな
内因性代謝経路に関与しており，全身性 POR欠損が
早期胚致死を示すことから，肝臓特異的な POR欠損
系を構築する必要があった。そのため，高度な遺伝
子改変技術に加え，目的の遺伝子型を有する個体を
得るための複雑な交配が必要となる。
近年のゲノム編集技術の発展により，新規遺伝子

改変マウス系統の作製は以前より容易になりつつあ
る。しかし，ヒト肝細胞移植を成立させるために必
要な肝障害と免疫不全という特殊な背景を有するホ
ストマウスに，新たな遺伝子改変を導入することは
依然として容易ではない。遺伝子改変そのものがヒ
ト肝細胞の生着や増殖に影響を及ぼす可能性がある
ほか，目的とする遺伝子型によっては動物自体の作
製や維持が困難となる可能性もある。したがって，
研究目的ごとに個別の標的遺伝子を改変したホスト
マウスを作製し，それぞれについてヒト肝細胞キメ
ラマウスを樹立・維持することは，必ずしも現実的
な方法とはいえない。
われわれは近年，ヒト肝細胞キメラマウスを作製

した後に LNP-siRNAを投与することで，後天的かつ
種特異的に遺伝子発現を制御する新たな方法を報告
した［4］。この研究の背景には，LNPを用いた
siRNAをはじめとする核酸医薬デリバリー技術の急
速な発展，特に LNPを静脈内投与することで肝細胞
へ siRNAを高効率に送達できることがある。例えば，
2018年に FDAに承認された patisiran（Onpattro）は，
世界初の siRNA医薬品であり，LNPを用いて siRNA
を肝細胞へ送達し，主として肝臓で発現して血中へ
分泌される transthyretin（TTR）を標的とすることで，
遺伝性トランスサイレチン型アミロイドーシスを治
療する製剤である。
そこで本研究ではまず，proof of conceptとして，

マウスおよびヒトの TTR遺伝子にそれぞれ特異的な
LNP-siRNA［siTTR（Mm）/LNPおよび siTTR（Hs）
/LNP］を作製し，種特異的な遺伝子ノックダウンが
可能か検証した。SCIDマウスへの尾静脈投与試験で

は，siTTR（Mm）/LNP投与により血中マウス TTR
濃度が用量依存的に低下し，その効果は Day 1から
認められ，Day 7まで持続した。尚，siTTR（Hs）/
LNP投与では血中マウス TTR濃度の低下は認められ
なかった。Day 7における肝臓中 Ttr mRNA発現量も
血中 TTR濃度とよく対応しており，siTTR（Mm）/
LNP投与群でのみ低下が認められた［4］。
続いて，cDNA-uPA/SCIDマウスをホストとするヒ

ト肝細胞キメラマウスを用いて検討した。siTTR
（Mm）/LNPを尾静脈投与したところ，SCIDマウス
と比較するとノックダウン効果は減弱したものの，
血中マウス TTR濃度は用量依存的に低下し，1.0 mg/
kgではほぼ完全なノックダウンが Day 7まで持続し
た。この間，血中ヒト TTR濃度には影響を認めなかっ
た。一方，siTTR（Hs）/LNP投与では血中ヒト TTR
濃度が低下したが，マウス TTR濃度への影響は認め
られなかった。SCIDマウスと同様に，これらの血中
TTR濃度の変化は肝組織中の各動物種由来 TTRおよ
び Ttr mRNA発現量の変化と一致していた。さらに，
ヒトおよびマウス TTRにそれぞれ特異的な抗体を用
いた免疫組織化学染色により，標的とした動物種の
肝細胞で TTRタンパク質発現が選択的に低下するこ
とが確認された［4］。これらの結果から，ヒト肝細
胞とマウス肝細胞が存在するヒト肝細胞キメラマウ
スにおいても，siRNA配列を適切に設計することで
種特異的な遺伝子ノックダウンが可能であることが
示された。
次に，この種特異的遺伝子制御の薬物代謝研究に

おける有用性を検証するため，残存マウス肝細胞の
Porを選択的にノックダウンし，薬物代謝試験を行っ
た。培養細胞（Hepa1-6および Hep3B）ならびに
BALB/cマウスを用いた予備検討により，マウス Por
を標的とする 16種類の siRNA候補から，ノックダ
ウン効果および種特異性に最も優れた siRNAを選定
し，LNPを製剤化した［siPOR（Mm）/LNP］。SCID
マウスおよびヒト肝細胞キメラマウスに Day 0，3お
よび 7の計 3回静脈内投与し，Day 10に肝臓を採取
して解析したところ，ヒト肝細胞キメラマウスでは
ヒト POR mRNA発現量には有意な変化を認めず，
SCIDマウスおよびヒト肝細胞キメラマウスでマウス
Por mRNAのみが有意に低下した。免疫組織化学染
色において，SCIDマウスでは，PORタンパク質は
中心静脈付近のわずかな発現を残し著しく減少し，
ヒト肝細胞キメラマウスではマウス肝細胞特異的
マーカー陽性領域に一致して PORタンパク質発現の
低下が確認された（図 1）［4］。
このマウス PORノックダウン（Por-KD）ヒト肝

細胞キメラマウス，および同マウスから調製した肝
ミクロソームを用いた薬物代謝試験では，試験化合
物として S-ワルファリンを用いた。S-ワルファリン
の主要代謝物は，ヒトでは 7-hydroxywarfarin，マウ
スでは 4′-hydroxywarfarinであり，ヒト肝細胞キメラ



167

実験動物ニュース　2026　Vol. 75　No. 4

マウスにおいても，残存マウス肝細胞に由来する
4′-hydroxywarfarin産生が報告されている［3］。キメ
ラマウス肝ミクロソームでは 7-hydroxywarfarinが主
要代謝物となり，全体としてヒト型の代謝プロファ
イルを示したものの，4′-hydroxywarfarinの生成割合
は正常ヒト肝ミクロソーム（human liver microsomes: 
HLM）と比較して依然として高く，残存マウス肝細
胞の影響が認められた。一方，Por-KDヒト肝細胞キ
メ ラ マ ウ ス 由 来 肝 ミ ク ロ ソ ー ム で は
4′-hydroxywarfarin生成が抑制され，S-ワルファリン
の代謝プロファイルはより HLMに近づいた。この
肝ミクロソームにおける S-ワルファリン代謝プロ
ファイルの変化は，in vivo薬物動態試験の結果とも
よく一致していた。Por-KDヒト肝細胞キメラマウス
では，対照群と比較して 4′-hydroxywarfarinの生成が
抑制されるとともに，7-hydroxywarfarinのわずかな
増加が認められた［4］。これらの結果は，適切な
siRNAと LNPを用いることで，残存マウス肝細胞に
おける特定遺伝子の発現を種特異的に抑制し，その
代謝活性による干渉を最小限にすることで，よりヒ
トに近い薬物代謝・薬物動態モデルを構築できるこ
とを示している。
従来の遺伝子改変による新規ホストマウス系統の

樹立と比較した場合，本手法の主な利点は，多くの
時間と労力を要するマウス系統の樹立・維持を必要
とせず，ヒト肝細胞キメラマウスの作製過程そのも
のに影響を与えない点にある。また，ノックダウン
する遺伝子の種類，組み合わせ，およびタイミング
を比較的自由に設定できることから，高い汎用性を
有する。遺伝子改変マウスは，一度系統を樹立すれ

ば継続的な薬剤投与を必要としないという利点を有
する一方，siRNA-LNPについても，種特異的かつ十
分なノックダウン効果を示す siRNAの選定が必要で
あるが，一度有効な siRNAが同定されれば，比較的
容易かつ再現性高く適用することができる。siRNA-
LNPによるノックダウンは必ずしも完全ではなく，
その効果が一過性である点は本手法の制約となるが，
この一過性という特徴は，同一の動物に対して目的
に応じて異なる遺伝子を制御できる可能性にもつな
がり，用途によっては利点と捉えることもできる。
また，静脈内投与した LNP-siRNAによるノックダウ
ンが主として肝臓に限定される点も考慮する必要が
ある。しかし，ヒト肝細胞キメラマウスにおいてヒ
ト化されるのは肝細胞であり，本モデルで標的とな
る遺伝子も肝細胞で重要な機能を担うものが中心に
なると考えられることから，多くの薬物代謝研究に
おいては大きな制約とはならない可能性がある。
以上より，siRNA-LNPを用いた種特異的遺伝子制

御は，従来の遺伝子改変ホストマウスとは異なるア
プローチによって残存マウス肝細胞の影響を選択的
に低減し，ヒト肝細胞キメラマウスをさらにヒトに
近い薬物代謝・薬物動態モデルへと改変するための
柔軟な技術基盤となり得る（図 2）。

4．ヒト OTC欠損症キメラマウス
通常，ヒト肝細胞キメラマウスの作製には正常ヒ

ト肝細胞が用いられるが，ヒト疾患モデルとして，
遺伝性疾患患者由来の肝細胞を移植して利用する試
みも行われている。OTC欠損症を含む尿素サイクル
異常症（urea cycle disorders: UCDs）［5, 6］や家族性

図 1　LNP-siRNA投与後の SCIDマウスおよびヒト肝細胞キメラマウス肝における POR発現
SCIDマウスおよびヒト肝細胞キメラマウス（PXB）に生理食塩水または POR遺伝子に特異的な siPOR（Mm）
/LNPを投与し，肝組織を採取した。マウス特異的マーカー ALDH1L1，ならびにヒトおよびマウス POR
に特異的な抗体を用いて免疫染色を行った。マウス肝細胞領域（Mm）を破線で囲んで示す。Scale bar: 
100 µm．（文献［4］Figure 5Dより転載）
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高コレステロール血症［7］などの遺伝性代謝疾患患
者から分離された肝細胞をホストマウスに移植する
ことで，患者由来肝細胞がホストマウス肝に生着・
増殖し，一部のモデルでは疾患表現型を示すことが
報告されている。われわれのグループにおいても，
OTC欠損症患者由来ヒト肝細胞を移植したキメラマ
ウスを作製し，in vivoおよび in vitroにおける疾患表
現型の解析を行っている［8］。

OTC欠損症は，UCDsの中で最も頻度の高い疾患
である。OTC遺伝子は X染色体上に位置するため，
男性患者では一般に重症化しやすく，重症例では出
生直後から高度の高アンモニア血症を呈する。一方，
女性患者は通常ヘテロ接合体であり，X染色体不活
化の偏りなどにより，新生児期に重度の高アンモニ
ア血症を呈する症例から，成人期まで無症候で経過
する症例まで，幅広い臨床像を示す。本研究では，
OTC欠損症患者である 5歳女児および 6か月男児由
来の肝細胞をホストマウスに移植し，その病態を解
析した。
いずれの患者由来肝細胞もホストマウスへの移植

後に生着・増殖が確認されたものの，ヒト肝細胞置
換率は十分には上昇しなかった（女児：68.3±
13.3％，男児：6.5± 1.9％）。そこで移植された動物
にコラゲナーゼ肝灌流を実施しヒト肝細胞を分離し
て，これらを別のホストマウスに移植する継代移植
を実施した。われわれは，初回移植時の生着・増殖
能が低いヒト肝細胞であっても，継代移植によって
高置換率のキメラマウスを作製できる場合があるこ
とを経験している。継代移植を重ねた結果，3継代
目で OTC欠損症患者由来肝細胞によって高度に置換
されたヒト肝細胞キメラマウスの作製に成功した（女
児：91.9± 7.7％，男児：83.0± 3.3％）。3継代目男
児 OTC欠損肝細胞キメラマウスではほとんどの個体

で 8週齢（移植後 5週）までに急激なヒトアルブミ
ン値の上昇と高アンモニア血症を伴い，瀕死状態に
陥るかまたは死亡した。そこで 4継代目では移植細
胞数を 3継代目の半数（0.5× 106個）にすることで，
高い置換率（82.4± 4.6％）を維持し，移植後 15週
以上生存するキメラマウスが作製された［8］。
血中アンモニア濃度は対照のヒト肝細胞キメラマ

ウス（39.2± 3.5 µM）と比較して，3継代目（女児： 
79.7± 4.8 µM，男児：168.8± 46.0 µM）および 4継
代目（男児：68.3± 3.0 µM）の OTC欠損肝細胞キ
メラマウスにおいて有意に上昇していた。また OTC
欠損症では，カルバモイルリン酸がピリミジン合成
経路へ流入することでオロト酸産生が亢進し，尿中
オロト酸排泄が増加することが，一つの臨床的特徴
となる。このオロト酸尿は，アロプリノールの代謝
物によるオロチジン一リン酸脱炭酸酵素の阻害に
よってさらに増強されることが知られている。アロ
プリノール負荷試験を実施したところ，女児 OTC欠
損肝細胞キメラマウスでは，アロプリノール処置後
の尿中オロト酸濃度が対照マウスの 6.3倍まで上昇
した。一方，男児 OTC欠損肝細胞キメラマウスでは，
無処置時から重度のオロト酸尿が認められ（16.3倍），
アロプリノール負荷によってさらに増強された（49.9
倍）［8］。
組織学的解析では，OTCに対する免疫染色により，

女児および男児由来 OTC欠損肝細胞の特徴を反映し
た異なる発現パターンが認められた。女児由来肝細
胞では，X染色体不活化によるモザイクを反映して，
ヒト肝細胞領域内に OTC陽性細胞と陰性細胞が混在
するモザイク状の発現パターンを示した。これに対
し，男児 OTC欠損肝細胞キメラマウスの肝組織では，
ヒト肝細胞領域における OTC発現は完全に消失して
いた（図 3A）。さらに，女児由来肝細胞を移植した

図 2　ヒト肝細胞キメラマウスにおける残存マウス肝細胞の機能抑制



169

実験動物ニュース　2026　Vol. 75　No. 4

キメラマウス肝におけるヒト OTC陽性細胞率を算出
したところ，継代移植を重ねてもその後の世代にお
ける OTC陽性細胞率に大きな変化は認められなかっ
た（図 3B）［8］。この結果から，OTC陽性肝細胞と
OTC陰性肝細胞は，ホストマウス肝内で同程度の増
殖能を有することが示唆された。
これらの OTC欠損ヒト肝細胞キメラマウスから分

離した患者由来ヒト肝細胞は，正常ヒト肝細胞と比
較して低い OTC酵素活性を維持していた（女児：
58.2± 22.4％，男児：8.7± 5.8％）。また，コラーゲ
ンコートプレート上で培養した患者由来肝細胞は，
多角形の細胞形態，明瞭な細胞境界，および毛細胆
管様構造の形成など，正常ヒト肝細胞と同様の形態
学的特徴を示した。培養液中のアンモニアおよび尿
素濃度を測定したところ，男児 OTC欠損肝細胞キメ
ラマウスから分離したヒト肝細胞では，アンモニア
代謝能および尿素合成能がほぼ完全に欠如している
ことが明らかとなった。一方，女児由来 OTC欠損肝
細胞では尿素合成能が残存しており，アンモニアの
蓄積も男児由来肝細胞と比較して軽度であったこと
から，残存 OTC活性の存在が示唆された。さらに，
代表的なアンモニアスカベンジャーであるフェニル
酪酸ナトリウムおよび安息香酸ナトリウムで細胞を
処理したところ，OTC欠損肝細胞の培養液中アンモ
ニア濃度は有意に低下した［8］。
本研究により，移植された OTC欠損症患者由来ヒ

ト肝細胞がホストマウス肝内で生着・増殖可能であ
ることが明らかとなった。一方，高アンモニア血症
やオロト酸尿などの OTC欠損症に特徴的な疾患表現
型は，患者由来肝細胞によって高度に置換されたキ
メラマウスにおいてのみ明瞭に認められた。これは，
ヒト肝細胞置換率が低い状態では，残存する宿主マ
ウス肝細胞が患者由来肝細胞における機能欠損を補
完するためと考えられ，特定の遺伝性代謝疾患の表
現型をキメラマウスで再現するためには，高いヒト
肝細胞置換率が重要であることを示している。移植
に用いる凍結ヒト肝細胞のホストマウス肝臓への生
着・増殖能には，正常ヒト肝細胞であってもドナー
ロット間でばらつきが認められる。入手可能な細胞
数が限られる患者由来ヒト肝細胞を用いる場合，継
代移植によって患者由来肝細胞を in vivoで増殖させ，
高置換率のキメラマウスを作製する方法は極めて有
効な手段であると考えられる。さらに，これらのキ
メラマウスから再分離した患者由来肝細胞は，in 
vitro培養条件下においても OTC欠損症に特徴的な表
現型を維持していた。したがって，本 OTC欠損症ヒ
ト肝細胞キメラマウスモデルは，in vivoにおける
OTC欠損症の病態解析や治療法評価に利用できるだ
けでなく，希少な患者由来肝細胞を継続的に供給す
るための有用なプラットフォームとなり，同一 OTC
欠損症ドナー由来細胞を用いた大規模かつ再現性の
高い in vitro研究を可能にすると期待される。

図 3　 OTC欠損症患者由来肝細胞キメラマウス肝の
組織学的解析

（A）ヒト特異的マーカー hCK8/18（Green）および
OTC（Red）に対する蛍光免疫染色。hCK8/18および
OTCの共陽性細胞（Yellow）は，OTCを発現するヒ
ト肝細胞を示す．Scale bar: 400 µm．
（B）hCK8/18陽性ヒト肝細胞領域に占める OTC陽性
領域の割合を，各継代数におけるキメラマウス肝臓
の OTC陽性ヒト肝細胞率として解析した．統計解析
には Student's t-testを用いた．n.s., not significant; n.d., 
not detectable．（文献［8］を基に著者改変）
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5．おわりに
創薬初期には数万種類の化合物が評価されるが，

最終的に承認薬となるのは 1化合物程度であり，成
功確率はおよそ 0.003～ 0.01％と推定されている［9］。
近年の in vitroヒト細胞モデル，オルガノイド，
Microphysiological System（MPS），in silico解析に代
表される NAMsの発展はめざましく，動物実験への
依存を低減する取り組みが世界的に推奨されている。
しかしながら，全身レベルでの薬物動態，組織間相
互作用，免疫応答などを完全に再現することは容易
ではない。本稿で紹介したヒト化モデル動物は，
NAMsによって得られた知見を個体レベルで検証す
るための橋渡しとして機能しうると考えている。将
来的には，NAMsとヒト化モデル動物を相補的に活
用することで，ヒト予測性の高い非臨床評価系が構
築され，医薬品開発の成功確率の向上と実験動物使
用数の削減の両立が実現されることを期待している。
また，その実現に向けて，われわれは今後もよりヒ
トに近いモデル動物の開発を目指したい。

謝辞：本稿で紹介した「マウス CYP活性抑制キメラ
マウス」に関してはエーザイ株式会社との共同研究，
「ヒト OTC欠損症キメラマウス」に関しては国立成
育医療研究センターとの共同研究で実施された。共
同研究者各位に厚く御礼申し上げる。
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1．創薬開発のパラダイムシフトと動物実験・NAMs
の相補性
医薬品開発は，1つの新薬を世に送り出すまでに

10年から 15年以上の歳月と 10億ドルを超えるとも
いわれる多額の資金を投じる高リスク・高リターン
なプロセスである［1, 2］。しかしながら，非臨床試
験を突破して第 I相臨床試験へと進んだ開発候補化
合物のうち，最終的に製品化に至る割合はわずか
10％程度にとどまり，90％以上が脱落（attrition）し
ているという深刻な現実に直面している［1, 3］。こ
の高い臨床失敗率の主な要因は，ヒトにおける臨床
有効性の欠如（約 40～ 50％）および予期せぬ毒性
の発現（約 30％）である［1, 4］。
このような開発終盤での不承認や中断は，

「translational failure（翻訳の失敗）」として生命科学・
製薬界全体の構造的課題となっている［3, 5］。従来
の非臨床評価は，主に組織培養ポリスチレン（TCPS）
上での 2次元（2D）細胞培養アッセイと，マウスやラッ
ト，イヌ，サル等の実験動物を用いた in vivo試験に
よって支えられてきた［6, 7］。特に動物実験は，薬
物の全身動態や複数臓器にまたがる薬効・毒性を個
体レベルで評価する手段として，医薬品の有効性・
安全性の確保に重要な役割を果たしてきた。一方で，
従来の細胞培養アッセイ系の生理学的再現性には限
界があり，また実験動物とヒトとの間にも，標的受
容体の発現パターンや親和性，薬物代謝酵素のアイ
ソフォーム，シグナル伝達系，さらには免疫応答な
どに無視できない種差が存在する［3, 5］。歴史的にも，
カニクイザルを用いた前臨床試験では予測されな
かった重篤なサイトカインストームをヒトで引き起
こした抗 CD28スーパーアゴニスト抗体 TGN1412の
事例［8, 9］や，サリドマイドの催奇形性，アスピリ
ンの毒性などにみられる顕著な種差は，動物実験か
ら得られる知見をヒトへ外挿する際の課題を示して
いる［2, 10］。さらに近年の創薬においては，低分子
医薬のみならず，抗体医薬，二重特異性抗体，核酸
医薬，遺伝子・細胞治療製品といった新規モダリティ
（New therapeutic modalities）が台頭している［6, 11］。
これらの分子は極めて高いヒト標的特異性を有する
反面，実験動物の相同タンパク質とは交差反応を示

さない，あるいは標的そのものが動物に存在しない
場合もあり，適切な動物種を選択することが困難と
なるケースが生じている。そのため，従来の動物実
験のみではヒトにおける薬効や安全性を十分に評価
することが困難な場合も増えており，ヒトへの外挿
性を補完する新たな評価手法の必要性が高まってい
る［5, 6］。
こうした背景のもと，米国食品医薬品局（FDA）

や欧州医薬品庁（EMA）をはじめとする各国の規制
当局は，安全性・有効性評価の科学的妥当性を向上
させつつ，動物実験の改善・削減・置換（3Rs）を推
進するため，New Approach Methodologies（NAMs：
次世代評価法）の導入を進めている［6, 11］。米国で
は，FDAが 2017年に公表した「Predictive Toxicology 
Roadmap」において，マイクロ生理学的システム（MPS: 
Microphysiological Systems / Organ-on-a-chip）等の先
進的技術の活用を打ち出し，2022年に成立した FDA 
Modernization Act 2.0 では，MPS，in silico モデル，
細胞ベースアッセイ等を非臨床評価に活用するため
の法的枠組みが明確化された［6］。さらに 2025年に
は，抗体医薬等の評価における動物実験要件を段階
的に削減・代替するロードマップが FDAから示され
るなど，NAMsの実装に向けた動きが加速している
［12］。欧州においても，3Rs原則に基づいて NAMs
を規制的意思決定へ統合する取り組みが進められて
いる。さらに，OECDにおける試験ガイドラインの
整備や ISO等による標準化など，NAMsを非臨床評
価体系へ組み込むための国際的な環境整備が進展し
ている［6, 11］。
しかしこのような動向は，直ちに動物実験を

NAMsに置き換えることを意味するものではない。
動物個体を用いた試験は，複数臓器間の相互作用や
免疫・神経・内分泌系を含む全身性の応答，さらに
は薬物の吸収・分布・代謝・排泄を統合的に評価で
きるという重要な特徴を有しており，現時点でこれ
らを単一の in vitroあるいは in silicoモデルによって
完全に再現することは困難である。一方，ヒト細胞
を用いた NAMsは，種差の影響を低減し，ヒト特異
的な薬効・毒性を評価できることに加え，特定の細胞・
組織や物理化学的環境を精密に制御することで，そ

創薬・安全性評価のための in vitro肝臓モデルの構築と応用
西川昌輝
酒井康行

東京大学大学院　工学系研究科化学システム工学専攻
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の作用機序を詳細に解析できるという異なる強みを
有する。したがって今後は，評価すべき現象や開発
段階，Context of Use（CoU）に応じて，in silico，in 
vitro，in vivoの各評価系から得られる情報を相互補
完的に活用することが重要となる。次節からは
NAMsの一つである in vitro臓器モデル，特に薬物代
謝および毒性評価において中心的な役割を担う肝臓
を対象として，我々が進めてきた培養モデルについ
て紹介する。

2．in vitro肝臓モデルにおける酸素供給の重要性
医薬品開発や安全性・薬効評価において，肝臓は

薬物代謝および毒性評価の中心であり，精緻な in 
vitro評価系の構築は最重要課題の一つである。ヒト
や 実 験 動 物 か ら 単 離 さ れ た 肝 細 胞（Primary 
Hepatocytes）は，薬物代謝酵素（CYP450等）やトラ
ンスポーター群を保持するモデルとして多用されて
いる［14］。しかし，肝細胞は生体外へ取り出された
直後から，肝特異的な形態および機能を急速に喪失
する「脱分化」という深刻な問題に直面する。
この機能低下を引き起こす主因として，細胞間相

互作用や液性因子の欠如に加え，酸素供給不足が挙
げられる。肝臓は生体内で極めて高い代謝活性を担
う臓器であり，肝細胞は非常に高い酸素消費速度
（OCR）を示す［14］。しかし，従来の TCPS製プレー
ト等を用いた静置培養系では，細胞への顕著な酸素
供給不足が生じており，これが肝細胞の生理的機能
を歪める大きな原因となっていた。
従来の静置培養系において，酸素は空気界面から

数ミリメートルの厚さを持つ培養液層を拡散によっ
て通過し，底面に接着した細胞へと供給される。こ
の液層を通じた物質移動フラックスは，次の Fickの
法則によって計算できる。

JA ：物質 Aのフラックス［mol m−2 s−1］
D	：拡散係数［m2 s−1］
CA ：物質 Aの濃度［mol m−3］
x	 ：拡散方向の距離［m］

一般的な TCPSプレート（液深 2.5 mm）において，
大気圧酸素分圧（約 20％）下，細胞直上の酸素分圧
が仮に 0％（完全な枯渇状態）になったと仮定した
際の理論上の最大酸素供給フラックスは，Henryの
法則に基づく酸素溶解度を考慮し，およそ 14 
pmol cm−2 s−1と計算される。これに対し，1.0× 105 
cells cm−2のおよそコンフルエントに相当する密度で
播種された肝細胞が必要とする OCRは，接着時には
約 90 pmol cm−2 s−1，接着後でも約 40 pmol cm−2 s−1に
達する。すなわち，培養液層中の拡散のみに依存す
る従来の静置培養系では，酸素供給量は物理的限界
として肝細胞の酸素要求量を大きく下回り，細胞は

低酸素状態に陥る。この供給律速による低酸素環境
は，単に細胞の生存率を低下させるだけでなく，細
胞のエネルギー代謝を劇的に改変する。酸素供給が
制限された肝細胞は，ミトコンドリアでの電子伝達
系による効率的な ATP産生を行えなくなり，解糖系
への依存度が高い代謝状態へとシフトする［14］。
この物理的限界を克服する簡便な解法が，培養底

面からの直接酸素供給である。培養基材として高酸
素透過性材料を底面に配置し，細胞へ酸素を直接拡
散させる。酸素透過性材料の拡散係数，酸素溶解度，
膜厚などを考慮した底部からの最大酸素供給フラッ
クスは，典型的な場合で 410 pmol cm−2 s−1程度に達し，
肝細胞の酸素要求量を十全に満たすことができる。
その結果，細胞直上の酸素分圧を生理的な範囲に保
ちつつ，肝細胞本来の好気呼吸を維持することが可
能となる（図 1）［7, 13–15］。

3．酸素透過性材料を用いた高機能肝細胞培養系
我々はまず，代表的な高酸素透過性材料であるポ

リジメチルシロキサン（PDMS）に着目し，その表
面改質技術と直接酸素供給を組み合わせることで，
高機能肝細胞培養系を開発した。PDMSは優れた酸
素透過性と微細加工性を有する一方で，表面が強い
疎水性を示すため，吸着させた細胞接着タンパク質
（コラーゲン等）が剥離しやすく，肝細胞が長期間接
着できないという欠点があった。これに対し，我々
は PDMS表面を酸素プラズマ処理後，アミノシラン
および光反応性架橋剤を用いて，Type Iコラーゲン
を共有結合的に化学固定化する表面改質技術を確立
した。このコラーゲン結合 PDMSプレート上でラッ
ト肝細胞を培養すると，細胞は脱落することなく自
発的に集合・再組織化し，安定に底面へ接着した半
球 状 の ス フ ェ ロ イ ド（ ヘ ミ ス フ ェ ロ イ ド：
Hemispheroid）を形成した。底面からの直接酸素供給

図 1　典型的な肝細胞培養条件下での酸素の供給・
消費フラックスの比較
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が確保されたヘミスフェロイド内では，中心部の細
胞死が著しく抑制され，14日以上にわたり高生存率
と非常に高いアルブミン分泌能が維持された［7］。
次に，肝臓のミクロな構造に着目した。生体内の

肝組織では，肝細胞（実質細胞）が非実質細胞（内
皮細胞や星細胞等）と三次元的に密接に接触して存
在している。in vitroにおいてこのミクロ構造を模倣
するため，コラーゲン結合 PDMSプレート上でラッ
ト肝細胞とマウス線維芽細胞（NIH/3T3）の二層共培
養系を構築した。従来の TCPS上での共培養では，
細胞密度の増加に伴い酸素不足がより顕著となり，
数日で細胞層の剥離が生じた。これに対し，PDMS
膜を通じた十分な酸素供給下では，肝細胞と線維芽
細胞がそれぞれの層構造を 13日以上にわたって安定
に保持した。この直接的な細胞接触による相互作用
と，両細胞の活発な代謝を支える酸素供給の効果に
より，アルブミン分泌量は TCPS上の共培養と比較
して約 20倍に増加した。また，アンモニア代謝能や
尿素合成能も高レベルで維持された。さらに，共培
養下でラット肝細胞の増殖によるとみられる高密度
化も観察された［13］。

4．酸素分圧と供給フラックスの制御による肝代謝
ゾーネーションの再現
肝小葉内には，門脈から中心静脈に向かって，各

種代謝酵素の発現パターンが変化する肝代謝ゾー
ネーション（Metabolic Zonation）が存在する。肝小
葉内に形成される酸素環境の勾配は，肝代謝ゾーネー
ションを規定する重要な因子の一つと考えられてい
るが，従来の静置培養ではこれらを生理学的な範囲
内で制御することは困難であった。我々は，酸素透
過性 PDMSプレートを用い，インキュベーター内の
酸素分圧を変化させて，肝細胞の OCRを制御し，肝
機能を測定した。その結果，十分な供給フラックス
（High flux）を確保した上でインキュベーター内の酸
素分圧を門脈周辺の酸素環境を模した 10％に設定す
ると，糖新生に関連する酵素（PCK1，G6PC等）が
強く誘導され，糖の補給・産生能を持つ門脈様表現
型が誘導された。一方，酸素分圧を中心静脈周辺の
低酸素環境を模した 5％～ 2.5％へ低下させると，β-
カテニンシグナルの核内移行と，グルタミン合成酵
素（GLUL）や CYP2E1の上昇など中心静脈様の代
謝型への推移がみられた。対照的に，底面からの酸
素供給フラックスを制限した培養系では，分圧に関
わらず虚血性の代謝応答を示すことがわかった。以
上のように，in vitroで生体模倣的に肝代謝ゾーネー
ションを再現するには，適切な酸素分圧と十分な酸
素フラックスの双方が不可欠であることを示した
［15］。

5．化合物吸着の克服：次世代酸素透過性プレート
（InnoCell®）の開発
PDMSは優れた酸素透過性と微細加工性を誇り，

MPS開発のデファクトスタンダードとして用いられ
てきたが，創薬アッセイにおいては極めて深刻な課
題を抱えている。それは，疎水性低分子化合物の収
着である。創薬候補化合物の多くは高い疎水性を有
しており，これらが PDMSの内部へ拡散・吸収され
てしまうと，培地中の有効薬物濃度が減少し，CYP
代謝活性や薬物毒性の評価結果に大きな影響を与え
る。
この課題を解決すべく，我々は三井化学株式会社

との共同研究により，高酸素透過性樹脂材料である
4-ポリメチル -1-ペンテン（PMP）を細胞培養基材
として新たに導入・評価した。PMPは，その高い酸
素透過性により肝細胞の酸素要求量を十分に満たし
た一方，Rhodamine誘導体や各種 CYP標準基質を用
いた化合物暴露試験において，PMPへの化合物収着
量は従来の TCPSと同等であり，PDMSで見られた
培地中濃度の急激な消失（Coumarin，Midazolam，
Bufuralol等で 80％以上が PDMS内へ収着）がほぼ完
全に抑えられることがわかった。さらに，ラット肝
細胞をコラーゲンコート PMPプレート上で培養した
結果，高レベルのアルブミン分泌および薬物代謝酵
素群（Cyp1a1，Cyp1a2，Ugt1a1，Bsep等）の高い遺
伝子発現が 1週間にわたり維持された。CYP450基
質カクテルを用いた代謝活性測定において，PMPプ
レートは基質の非特異吸着を起こすことなく，肝細
胞本来の高い代謝能をある程度定量的に評価できる
ことを示した。この PMP製培養プレートは，現在
「InnoCell®」の名称で製品化されており，創薬・安全
性評価への応用が進められている［14］。

6．MPSへの展開：臓器連関と胆汁排泄の連続モニ
タリング
酸素透過性材料や低収着基材を用いた培養系の開

発・評価を基盤に，微細構造や灌流システムを有し，
複数の臓器モデルの共培養も可能なMPSの開発も進
めてきた。我々は，東海大学木村研究室，三井化学
株式会社，住友ベークライト株式会社と共同で，
PMP製底面と，マイクロチャネル内に磁気駆動の微
小撹拌子を備えたオンチップポンプ型多臓器MPSデ
バイス（BioStellar® Plate）を開発している。生体では，
経口投与された薬物は，小腸で吸収された後，門脈
を経由して肝臓へと達し，代謝・排泄を受ける。さ
らに肝臓から分泌された代謝物を含む胆汁は腸管へ
と排泄され，その主要成分である胆汁酸の多くは腸
管から再吸収される。そこで本システムに，ヒト iPS
細胞由来腸管上皮細胞およびキメラマウス由来ヒト
成熟肝細胞（PXB細胞）を搭載して実験を行った
（図 2）。培養液灌流下で共培養したところ，底面か
らの直接酸素供給，灌流，および共培養の効果により，
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PXB細胞は単独培養を大幅に上回る高いアルブミン
分泌能を示し，各種 CYP活性（CYP1A2, CYP2B6, 
CYP3A4等）やグルクロン酸抱合活性が向上し，ジ
クロフェナクの代謝プロファイルなどがより生体に
近づくことがわかった。さらに，RNA-seq解析や候
補因子の添加・阻害実験の結果から，肝細胞からの
胆汁酸や腸管上皮からのアラキドン酸などを介して
腸肝相互作用が起こり，肝細胞の CYP酵素群の転写・
代謝活性が向上するという一連のフィードバック
ループの一端が明らかとなった。これは，生体の複
雑な現象の一部を適切にモデル化することでその解
析が可能になることを示す一例であると考える
［16, 17］。
肝臓の主要な解毒・排泄経路である胆汁排泄は，

薬物誘発性肝障害（DILI）や胆汁うっ滞（Cholestasis）
の評価に不可欠である。しかし，従来のコラーゲン

サンドイッチ培養法では，形成された毛細胆管が閉
鎖管腔として細胞間に孤立しているため，胆汁が内
部に溜まり込み，評価には EDTA等のキレート剤を
用いたタイトジャンクションの非生理的な開放をと
もなう破壊検査が必要であった。我々は，工学的な
微細加工と生物学的な細胞極性制御を融合し，胆汁
の連続排泄・非破壊回収を可能にするマイクロチャ
ネル集積デバイスを開発した（図 3）。本デバイスは，
酸素透過性底面上に放射状のマイクロチャネル構造
をパターニングし，中央に胆汁回収ポートを備えて
いる。さらに，名古屋市立大学荒川研究室と共同で，
基材表面にタイトジャンクション構成タンパク質で
ある CLDN1をコートすることで，培養底面に開口
型毛細胆管を自発的に誘導させた。これにより，肝
細胞の頂端膜（Apical側）トランスポーター（MRP2
や BSEP等）から直接マイクロチャネル内へと胆汁

図 2　BioStellar® Plateを用いた灌流共培養実験概要

図 3　胆汁の連続排泄・非破壊回収を可能にするマイクロチャネル集積デバイス
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酸および薬物代謝物が連続的に分泌され，中央ポー
トへ非常に高い濃度で集積させることに成功した。
これにより，低クリアランス薬物の長期動態評価や，
胆汁うっ滞性毒性メカニズムの経時的連続解析など
が可能になると考える［18］。

7．まとめと展望
本稿では，創薬・安全性評価のための in vitro肝臓

モデルの高度化に向けて，我々がこれまで進めてき
た酸素供給を基盤とする細胞培養技術およびMPSへ
の展開について紹介した。従来の静置培養系では，
培養液中の拡散律速によって肝細胞への酸素供給が
著しく制限され，細胞本来のエネルギー代謝や肝特
異的機能が十分に発揮されない。我々は，PDMSや
PMPなどの酸素透過性材料を培養底面に用いて細胞
へ直接酸素を供給することで，この物理的制約を解
消し，肝細胞の高い機能を長期間維持できることを
示してきた。さらに，酸素分圧と供給フラックスを
独立して制御することによる肝代謝ゾーネーション
の再現，低収着性と高酸素透過性を両立した
InnoCell®の開発，多臓器MPS（BioStellar® Plate）を
用いた腸肝相互作用の解析，さらには胆汁の連続排
泄・回収を可能とするデバイスへと研究を展開して
きた。これらの成果は，生体内の複雑な環境をその
まま再現するのではなく，細胞機能を規定する重要
な因子を抽出し，定量的に制御して培養系へ実装す
ることが，生理学的に妥当な in vitroモデルを構築す
る上で重要であることを示している［7, 13–18］。
一方で，生体内の細胞を取り巻く微小環境を考え

ると，酸素はその一要素にすぎない。細胞のエネル
ギー代謝は，酸素供給のみならず，糖質，脂質，ア
ミノ酸などの栄養素の種類と濃度によって大きく規
定される。しかし，一般的な細胞培養では，生体内
とは大きく異なる組成の培地が用いられ，特にグル
コースを主要なエネルギー源とする代謝状態に偏っ
ている。そこで現在我々は，酸素透過性プレートに
よって酸素供給律速を解消すると同時に，糖質，脂質，
アミノ酸をより生体に近い組成で供給することで，
酸素と栄養環境の双方から生体内のエネルギー代謝
を再構築する新たな培養系の開発を進めている。キ
メラマウス由来ヒト成熟肝細胞を用いた検討では，
生体肝と同様に脂肪酸をエネルギー源として利用す
ることや，乳酸やアミノ酸から糖新生を行うことが
示唆されている。また，HepG2細胞においても，従
来培養と比較して細胞増殖，グルコース消費および
乳酸産生が抑制される一方，脂肪滴の蓄積や細胞あ
たりのタンパク質量の増加など，大きな代謝・細胞
表現型の変化が観察されている。今後，これらの変
化を詳細に解析することで，従来の培養環境そのも
のが細胞の代謝特性をどの程度規定してきたのかを
明らかにするとともに，より生理的な代謝環境を再

現した創薬・疾患研究プラットフォームへと発展さ
せたい。
今後，こうした in vitroモデルを創薬・安全性評価

に実装していく上では，個々のモデルの特性と適用
限界を明確にし，CoUに応じて適切に活用すること
が重要となる。すべての生体現象を単一の in vitroモ
デルで再現することを目指すのではなく，特定の薬
物応答や毒性メカニズムについて高いヒト予測性を
有するモデルを構築し，in silico解析や動物実験から
得られる情報と統合して評価することが現実的であ
る。このような相互補完的な評価体系は，非臨床試
験の科学的予測性を高めるとともに，不要な動物実
験の削減や実験条件の最適化を通じて 3Rsの推進に
も寄与すると期待される［6, 11, 12］。
最終的には，実験動物研究が長年蓄積してきた比

較生理学，病理学，薬理学の知見を，生体再現性を
評価するための重要なベンチマークとして活用しな
がら，細胞生物学や生物工学に基づく NAMsを発展
させていくことが重要である。生体内で細胞が置か
れている環境を構成する要素を一つずつ理解し，そ
れらを必要な精度で in vitroに再構築することで，従
来の細胞培養では捉えることのできなかったヒトの
生理・病態・薬物応答を解析できるようになると考
えられる。動物実験と NAMsのそれぞれの強みを活
かした相互補完的な評価体系の構築が，より予測性
の高い創薬・安全性評価，さらには新たな治療法の
開発につながることを期待したい。
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1．はじめに
化学物質の安全性評価では，ラットなどを用いた

反復投与毒性（repeated-dose toxicity：RDT）試験や 2
年間の発がん性試験が重要な役割を果たしている。
一方，動物愛護の観点に加え，試験に必要な時間や
費用，さらにヒトへの外挿性の観点からも，従来の
動物試験だけに依存しない評価体系の構築が世界的
に求められている。例えば，欧州（EU）では，化粧
品に関する動物試験が段階的に禁止され，2013年に
は動物実験データに基づく化粧品製品の販売が完全
に禁止された。米国環境保護庁（EPA）でも，2035
年までに哺乳類を用いた試験を廃止する目標が掲げ
られている。さらに医薬品分野では，2023年 1月の
FDA Modernization Act 2.0の施行により，動物試験に
限定されない非臨床評価を利用できる法的枠組みが
整備された。これらの背景から，生体模倣システム
（Microphysiological System: MPS）などを含む in vitro
試験系や人工知能（AI）を活用した in silicoモデル
などによる予測・評価技術の開発が精力的に進めら
れている。これらの技術は，既存の動物実験を利用
した評価系とは異なるものとして，New Approach 
Methodologies（NAMs）と呼ばれている。
私たちの研究室では，特に RDTや発がん性のよう

な機序や表現型が複雑な毒性の動物実験代替法の開
発を最終目標とし，これら毒性の機序に関する研究
に加えて，予測・評価に資する in vitroおよび in 
silico手法に関する研究に取り組んでいる。最近は特
に，既存の動物試験データを基盤として，化学構造
情報や毒性発現機序関連情報を統合した評価系の 1
つである「リードアクロス」と呼ばれる手法に関す
る研究を積極的に進めている。本稿では，それらに
関する最近の研究成果を紹介する。

2．反復投与毒性・発がん性試験結果のデータベース
構築
化学物質の毒性予測・評価を行うには，学習セッ

トとなる信頼できる毒性試験データベースが不可欠
である。そこで私たちは，食品安全委員会が公開し
ている農薬評価書から，ラットの 90日間 RDT試験

および 2年間 RDT・発がん性試験について，毒性所
見と投与量に関する情報を体系的に抽出し，データ
ベースを構築してきた［1］。最終的には，90日間試
験では雄で 355農薬・456試験，雌で 353農薬・453
試験，2年間試験では雄で 369農薬・437試験，雌
368農薬・434試験のデータを収集し，最近その特徴
を解析して報告した［2］。
データベース化にあたっての最大の課題は，毒性

所見の整理であった。同じような変化であっても，
評価書によって表現が異なる場合が多く認められた
ためである。そこで，毒性病理の専門家の協力を得て，
同義あるいは類似した所見を統合する日本語シソー
ラスを構築し，最終的に 3階層のカテゴリー体系を
構築して 1,092エンドポイントに整理した。具体的
には，第 1レベルは臓器・組織などの大分類，第 2
レベルは所見や検査項目の中分類，第 3レベルは細
胞部位や病変の細かな特性を表す小分類で，それぞ
れ 3桁，2桁，1桁のコードを付し，各エンドポイン
トに予備の 1桁のコードを加えた 7桁のコードを付
与した。
構築したデータベースを用いて農薬の RDT試験の

特徴を解析した結果，90日間および 2年間試験のい
ずれにおいても，肝臓，腎臓，甲状腺，脾臓が主要
な非腫瘍性標的臓器であり，2年間発がん性試験の
腫瘍病変については，肝臓，甲状腺，精巣，子宮が
主要な標的臓器であった。
また，農薬の作用機構分類（RACコード）を活用

したグループごとの毒性プロファイルを比較したと
ころ，教科書的によく知られている，有機リン系殺
虫剤によるコリンエステラーゼ活性低下が特徴的に
認められたほか，一部の殺菌剤クラスでは肝臓関連
所見の頻度が高いことが明らかになった。これらの
結果から，毒性データベースの構築とその特徴解析
は，新たな毒性メカニズムの探索の基盤にもなり得
ると考えている。
これらの解析を通じて特に興味深かったのは，毒

性の性差である。例えば，甲状腺腫瘍では，雄で腫瘍
を誘発した農薬は 37種類あり，そのうち 23種類は雄
でのみ陽性であった。一方，雌で陽性となった 18種

農薬毒性試験データベースの構築と機序情報を活用した 
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類のうち 14種類は雄でも陽性であった。また，肝腫
瘍については，雄および雌ではともに 22種類の農薬
が陽性であったが，雌雄ともに腫瘍を誘発した農薬は
9種類にとどまり，13種の農薬が雄特異的に，また異
なる 13種の農薬が雌特異的に腫瘍を誘発した。これ
らの性差の原因は明らかではないが，ラット肝臓にお
ける薬物代謝酵素の発現の性差や，それに伴う代謝物
生成の違いが一つの要因である可能性がある。
そこで最近では，代謝に伴う毒性の変化を検討す

るため，農薬の代謝物・分解物の RDT試験結果を収
集し，上記のデータベースを拡張している。これま
でに得られた親化合物－代謝物のペアの 90日間試験
における毒性所見の違いを解析したところ，多くの
場合では代謝物の毒性は軽減または消失しているも
のの，代謝物のほうが低い無毒性量（NOAEL）を示
す場合，代謝物では親化合物では認められなかった
毒性所見（異なる臓器毒性など）が認められる場合
があることが分かった。現在，化学構造と毒性変化
の関係性について解析を進めている。
これらの解析結果は，毒性試験担当者・評価者の

経験知を体系化・定量化したものであり，有益なリ
ソースになると思われる。さらに，解析で明らかに
なった性差や代謝に伴う毒性変化は，毒性予測を行
う上で重要な課題を示唆していると考えている。例
えば，上述のように毒性試験データベースは予測・
評価モデルを構築する際の学習セット・正解データ
となるが，ある化学物質の特定の毒性所見に性差が
ある場合，どちらのデータを採用すべきか検討する
必要がある。現時点で私たちは雌雄いずれかで陽性
であった場合，その化合物には当該毒性所見を引き
起こすポテンシャルがあると考えて，雌雄のデータ
を統合して利用している。別の観点として，機械学
習モデルでは説明変数として化学構造情報を使う場
合が多いこと，in vitro試験には代謝を考慮しない試
験系が多く用いられていることがある。in vitro試験
系では古くから指摘されている課題であるが，対象
とする毒性が代謝物による場合，親化合物の構造情
報による予測や in vitro評価が難しい可能性を示して
いる。近年，機械学習をはじめとする AI技術の発展
は目覚ましいにもかかわらず，未だ代謝物の構造を
予測することは困難であるが，代謝を含む体内動態
の考慮が，毒性の in silico予測および in vitro評価の
精度向上につながると思われる。

3．リードアクロスの概要とその課題
上述のとおり，RDTや発がん性のような複雑な毒

性を動物実験に依存せずに予測する手法として，リー
ドアクロスに世界的な期待が寄せられている。リー
ドアクロスとは，安全性試験が実施されていない物
質（ターゲット物質）の毒性を，化学構造や物理化
学的性質，または体内動態やタンパク質反応性，遺
伝子発現変動プロファイルなどの生物学的性質が類

似した単独または複数の物質（参照物質またはソー
ス物質）の毒性試験結果から「類推」する手法である。
リードアクロスは，これまでに行われた多くの動物
実験の結果を活用するものであり，概念は比較的単
純であることから，多くのケーススタディ研究が実
施されている。また，欧州化学品庁（ECHA）や欧
州食品安全機関（EFSA），OECDはガイドラインを
整備し，レギュラトリーサイエンスでの実用化が進
められている。しかし，本手法にはいくつかの本質
的な課題がある。一つは，客観性と再現性の問題で
ある。具体的には，「類似」の判断基準が不明確であ
り，専門家の主観的な経験や直感（エキスパート
ジャッジ）に依存するため，評価者ごとに結果が異
なる危険性がある。もう一つは，化学構造と毒性の
関連性の問題である。既存のリードアクロス手法で
は，フィンガープリント等を利用した化学構造類似
性に重きがおかれているが，分子内のわずかな構造
の違い（メチル基の有無，ハロゲンの置換位置の違
いなど）により，標的タンパク質との相互作用が大
きく変化し，薬理作用や毒性が大きく異なることは
しばしば認められる現象である。そのため，構造情
報のみに基づく類似性評価では，リードアクロスに
よる毒性予測は難しく，特に RDTや発がん性の予測
には，構造類似性に加えて，毒性発現機序情報など
に基づいた in vitro試験結果で生物学的類似性を客観
的に証明する，in silico・in vitro統合型のアプローチ
が求められている。
これらの背景から私たちの研究室では，化学構造

（in silico）情報によってソース物質の候補物質を広
く選択し，その後，毒性発現に関連する in vitro試験
の結果を用いて生物学的に妥当な物質だけを絞り込
む「2段階リードアクロス」（図 1）に関して，上述
のラット発がん性試験データベースを活用した研究
を進めている。

4．2段階リードアクロスによる発がん性予測
4-1．細胞傷害関連腫瘍
最初のケーススタディとして，私たちはラットに

おける鼻腔，胃，膀胱・尿路の腫瘍に着目した。
OECDが公開している adverse outcome pathway（AOP）
のデータベースである AOP-Wikiによれば，これら
の腫瘍では，化学物質による持続的な上皮細胞傷害
と，それに続く再生性細胞増殖が重要な役割を果た
すと考えられており［3–5］，比較的単純な細胞傷害
性試験の結果を利用できるのではないかと考えたた
めである。
具体的には，まず上記のラット発がん性試験デー

タベースから，主要な発がん性標的臓器である肝臓，
甲状腺，精巣，卵巣，子宮，乳腺，鼻腔，胃，膀胱・
尿路のいずれかに良性腫瘍または悪性腫瘍を誘発し
た 80物質と腫瘍を誘発しなかった 46物質を，試薬
の購入可能性も考慮して被験物質群として設定した。
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次に，これら農薬の化学構造情報（SMILES）を収集
し，alvaDescソフトウェアによる分子記述子の算出
と，分子記述子に基づく物質間距離（Euclid距離を
採用）による類似性評価を実施した。他方，126物
質について，ヒト肝癌由来の HepG2細胞を利用して
CellTiterアッセイ（細胞内ATPレベル測定），LDHアッ
セイ（培地中逸脱酵素レベル測定）および GSHアッ
セイ（細胞内の還元型グルタチオンレベル測定）を
実施した。試験結果は，実験誤差等を考慮した閾値
に基づき陽性・陰性の 2値とした。
実際に行った解析方法は次の通りである。まず，

ターゲット物質と化学構造が類似する物質（一次ソー
ス物質）を抽出した。この際，生物学的類似性の評
価を行うことから，構造類似性の基準を比較的緩め，
全物質ペアの距離の分布の第一四分位を類似性の閾
値とした。次いで，一次ソース物質の中から，ターゲッ
ト物質と試験結果が一致している物質のみを最終
ソース物質として絞り込み，最終ソース物質の標的
腫瘍の陽性率がデータベース全体の陽性率を上回っ
た場合にターゲット物質についても陽性と判定する
こととした。対象として，一次ソース物質のみでの
予測も行い，ソース物質選択およびリードアクロス
予測における in vitro試験結果の使用の有用性を評価
した。また，本研究では，126物質のうち 1物質をター
ゲット物質，残り 125物質をソース物質候補とする
解析を，126物質それぞれをターゲットとして繰り
返し，得られた全結果から最終的な予測精度を算出
した。なお，解析においては，鼻腔，胃，膀胱・尿
路をまとめた「細胞傷害性腫瘍」も定義して解析対
象とし，腫瘍の陽性率は，それぞれ 4.0％，4.8％，5.6％
および 12.7％であった。

解析の結果，化学構造情報で選択した一次ソース
物質を用いて予測した場合，感度と特異度の平均値
である balanced accuracy（BA）は 0.294～ 0.582であっ
たが，細胞傷害性に関する in vitro試験データを用い
てソース物質を絞り込んだところ，BAは 0.752～
0.821まで向上し，特に特異度の上昇幅が大きかった。
また，単独の試験結果よりも複数の試験結果を統合
してソース物質を絞り込むことでより高い精度が得
られた。以上の結果から，非遺伝毒性発がん性のリー
ドアクロス予測において，機序に基づく試験結果を
利用したソース物質の選択が有用であること，また
細胞傷害性という一つのエンドポイントにおいても
複数の評価指標を組み合わせることが有用であるこ
とを示すことができた［6］。

4-2．甲状腺腫瘍
次に，甲状腺腫瘍の予測に取り組んだ。ラットの

甲状腺腫瘍はさまざまな機序により起こるが，主要
経路の 1つとして，核内受容体の活性化を介した肝
臓での甲状腺ホルモンの代謝酵素誘導・クリアラン
ス亢進と，それに続く血中 T4低下，甲状腺刺激ホル
モン（TSH）上昇，甲状腺ろ胞細胞の増殖を経て，
濾胞細胞腺腫・腺がんに至る経路が AOP 162として
整理されている［7］。私たちの研究室は，核内受容
体を介した薬物代謝酵素誘導の研究に長く従事して
おり，それらの実験系が利用可能であることも，甲
状腺腫瘍に着目した理由の一つである。
薬物代謝酵素誘導には，芳香族炭化水素受容体で

ある AHRや異物応答性の核内受容体である PXR，
CAR，PPARαが重要な役割を果たしている。そこで，
被験物質について，培養細胞を用いたレポーターアッ

図 1　In silico情報および in vitro試験結果を統合した 2段階リードアクロスの概要
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セイによる転写因子活性化作用ならびにラット肝細
胞における Cyp1a1（AHR標的遺伝子），Cyp2b1，
Cyp3a1（ともに CAR/PXR 標的遺伝子）および
Cyp4a1（PPARα標的遺伝子）の mRNAレベルの誘
導作用を評価し，細胞傷害性試験の場合と同様に閾
値を設定して 2値化した。なお，化学構造情報に基
づく類似性評価，一次ソース物質の選択は細胞傷害
関連腫瘍の場合と同様に行った。本データセットに
おける甲状腺腫瘍陽性率は 28％である。
解析の結果，化学構造情報のみを用いたリードア

クロスにおける BAは 0.566であったが，in vitro試
験データを組み合わせることで BAは 0.722まで向上
した。特に，Cyp2b1および Cyp3a1発現誘導と PXR
活性化作用を組み合わせた条件では，特異度の大き
な改善が認められた。以上の結果から，甲状腺腫瘍
の予測においても機序に基づく in vitro実験結果の利
用が有用であることが示された［8］。一方で，予測
精度の向上幅は限定的であった。これは，上述の通り，
ラットでは様々な機序により甲状腺腫瘍が生じるが，
本解析では AOP 162でまとめられている甲状腺ホル
モンの代謝・クリアランス亢進の機序のみを利用し
ていることに起因すると考えている。今後，ヨウ素
取り込みトランスポーター阻害（AOP 110）や甲状
腺ペルオキシダーゼ阻害（AOP 119）などの他の腫
瘍形成機序に関連する in vitro試験の追加が，精度向
上につながるか否かを検討する必要がある。さらに
は，上述のとおり甲状腺腫瘍の形成には大きな性差
が認められることから，代謝や体内動態を考慮した
評価も必要かもしれない。
現在は，甲状腺腫瘍と同様に核内受容体がその発

現に関与し，発がん性試験でも高頻度で認められる
肝腫瘍を対象とした解析を進めている。農薬による
肝腫瘍の形成には核内受容体 CARの関与が大きいこ
とが知られており［9, 10］，実際これをサポートする
結果が得られつつある。

5．おわりに
リードアクロスは，基本的に類似物質からターゲッ

ト物質の毒性を推測する手法である。しかし，化学
構造の類似性だけでは，複雑な毒性の発現機序に関
連するような生物学的特徴を十分に反映できない場
合が多い。今回の研究では，まず化学構造情報によっ
てソース物質の候補を広く抽出し，続いて対象とす
る毒性の発現機序に関連した in vitro試験結果を利用
して候補を絞り込むことで，予測精度を向上させる
ことができた。これは，AOPとして整理されている
毒性発現機序の情報が，リードアクロスを利用した
毒性予測に有用であること，すなわち適切な in vitro
試験を選択することで，生物学的類似性を評価可能
であることを示すものである。もちろん，今回紹介
した研究成果はラット発がん性を対象とした概念実
証を目的としたケーススタディであり，リードアク

ロスにより 2年間のラット発がん性試験を代替する
には，非常に多くの基礎研究とケーススタディが必
要である。以下にリードアクロスを利用した毒性予
測の課題を述べる。
第一の課題は，代謝の考慮である。今回構築した

農薬毒性データベースは，親化合物と代謝物・分解
物の毒性情報を含む形へと拡張を進めているが，代
謝物そのものを対象とした解析はまだ十分ではない。
すでに行っている解析からも，代謝によって毒性が
軽減あるいは消失するだけでなく，親化合物では認
められない毒性所見が代謝物で新たに現れたり，代
謝物の方が低い NOAELを示したりする例がある。
このことは，親化合物の化学構造だけを用いた in 
silico予測や，代謝能を十分にもたない in vitro試験
だけでは，実際の毒性を捉えきれない可能性を示し
ている。今後は，代謝物生成を考慮した in silico予
測に加え，代謝能を備えた in vitroモデルなどを組み
合わせた毒性評価系を構築・利用する必要がある。
第二の課題は，機械学習モデルなどと同様に，リー

ドアクロスの適用領域（applicability domain: AD）を
明確にすることである。リードアクロスは，ターゲッ
ト物質の周辺に適切なソース物質が存在することを
前提としている。今回の研究においても，豊富なソー
ス物質が存在するターゲット物質と限られた物質し
か存在しない，あるいは化学構造的に類似した物質
が存在しないターゲット物質が存在した。この課題
の解決には発がん性試験結果の拡張がもっとも有効
と考えられるが，動物実験の削減が求められている
社会状況を考えるとデータベースの大幅な拡充は現
実的ではない。したがって，化学構造だけでなく，
生物学的特徴の類似性評価における ADの定量的な
定義方法を検討し，リードアクロスにより「予測で
きる物質」だけでなく「予測対象とすべきでない物質」
を適切に判定できる仕組みを構築する必要がある。
第三の課題は，in vitroと in vivoでの生物活性の定

量的関連付けである。細胞傷害性試験やレポーター
アッセイで影響が認められる濃度と，ラット毒性試
験での曝露濃度は必ずしも一致しない可能性がある。
今回の in vitro試験では比較的高濃度で被験物質を曝
露し，細胞影響等を評価したが，RDT・発がん性試
験での組織内濃度が in vitro試験で影響が認められた
濃度まで上昇するか否かは明確ではなく，in vitroで
認められた作用が，ラット個体で認められるとは限
らない。今後は，in vitroで得られた濃度 –反応関係を，
生体内での曝露量・用量と関連付ける QIVIVE
（quantitative in vitro to in vivo extrapolation）などを統
合した（半）定量的な類似性評価が重要になると考
えている。
第四の課題は，複数の異なる機序情報の統合であ

る。甲状腺腫瘍や肝腫瘍など，多くの腫瘍は複数の
発現機序によって生じる。したがって，一つの AOP
や一群の in vitro試験だけですべての発がん性を説明
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できるとは考えにくく，複数の機序関連試験結果を
組み合わせて類似性評価を行う必要がある。機序 A
の類似性評価による予測，次いで機序 Bの類似性評
価による予測などを連続させる決定木などを組み合
わせた解析が有効かもしれない。甲状腺腫瘍や肝腫
瘍をモデルとして解析を進めたいと考えている。
最後の課題は，複数エンドポイントへの対応であ

る。RDT試験や発がん性試験は全身毒性評価であり，
これらの試験の代替法を開発するには，単一の毒性
エンドポイントの評価では不十分であり，複数の毒
性エンドポイント，すなわち毒性プロファイルの評
価が必要である。現在は，各臓器腫瘍を個別に予測し，
それらの結果を横並びにすることで評価物質の毒性
プロファイルを明らかにする方針で研究を進めてい
るが，毒性プロファイルを予測エンドポイントとす
る検討も開始している。両アプローチの有用性と限
界点を明らかにしたいと考えている。

RDT試験や発がん性試験のような複雑な表現型を
有する試験を，単純に単一の試験で置き換えること
は現実的に不可能であると思われる。これまでの動
物実験で得られた知見を，化学構造，生物学的応答，
毒性発現機序，代謝・体内動態といった要素に分解し，
それぞれの要素を評価する既存手法について，不足
している部分は新たな NAMsとして開発し，高度化
が必要な部分は改良していく必要がある。最終的に
は，それらの結果を AIなどを活用して再統合するこ
とで，より科学的・客観的で説明可能な毒性評価体
系が構築できると考えている。これまで培ってきた
毒性学，薬物代謝学，計算化学研究の知見を基盤と
してこれらの接点をさらに追究し，動物実験から得
られた知識を次世代の安全性評価へつなぐ研究を進
めていきたいと考えている。
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序文：特集「先端遺伝子操作技術の生命科学研究への応用」によせて

小沢　学 1

清成　寛 2

1東京大学　医科学研究所　准教授　
2理化学研究所　生命機能科学研究センター　チームディレクター

特　集：先端遺伝子操作技術の生命科学研究への応用

生命科学研究において，遺伝子操作技術は生命現象を理解するための基盤的な研究手法の一つ
である。特にCRISPR/Cas9の登場以来，ゲノム編集技術は急速に普及し，標的遺伝子のノックアウ
トやノックインは，多くの研究者にとって身近な技術となった。一方，近年の技術革新はさらに目
覚ましく，塩基配列をより精密かつ多様に改変する技術や，多数の遺伝子を網羅的に解析するスク
リーニング技術など，新たな手法が次々と開発されている。また，ゲノム編集技術の適用対象も，従
来広く用いられてきた培養細胞やマウスから多様な動物種へと拡大しつつある。さらに，ゲノムそ
のものを改変するだけでなく，生体内において目的とする遺伝子の発現を時間的・空間的に制御す
る技術も発展しており，生命科学研究における「遺伝子を操作する」ための選択肢は大きく広がっ
ている。
このような背景のもと，第73回日本実験動物学会総会において，LASセミナー 2「先端遺伝子操

作技術の生命科学研究への応用」を企画した。本セミナーでは，個々の技術を紹介するだけではな
く，最新の遺伝子操作技術が生命科学研究にどのような新しい可能性をもたらすのかを俯瞰するこ
とを目的とした。そのため，ゲノムをより精密に「改変する」技術，遺伝子機能を網羅的に「探索する」
技術，ゲノム編集を多様な動物種へ「展開する」技術，そして生体内で遺伝子発現を時空間的に「制
御する」技術という，それぞれ異なる視点から研究を進めている4名の先生方にご講演いただいた。
本特集では，その講演内容をもとに，それぞれのテーマについて最新の知見を交えてご執筆いた

だいた。遺伝子操作技術そのものの進化と多様化から，細胞を用いた網羅的な機能探索，多様な動
物種へのゲノム編集技術の展開，さらには動物個体における時空間的な遺伝子発現制御まで，本特
集を通して，現在の遺伝子操作技術の広がりとその可能性を感じていただけるものと考えている。
技術の進歩が著しい今日，重要なのは新しい技術を知ることだけではなく，それぞれの技術の特

徴や限界を理解し，研究目的に応じて適切な手法を選択することである。また，新たな技術の登場
は，これまで技術的な制約から取り組むことができなかった研究課題への道を拓き，新しい研究の
発想そのものにつながるとともに，個々の技術を相補的に組み合わせることにより，一つの手法だ
けでは捉えきれない未知の生命現象に迫ることも期待される。本特集が，これから遺伝子操作技術
を導入しようとする研究者・技術者にとっての一助となるとともに，すでにこれらの技術を活用し
ている方々にとっても，今後の研究戦略を考える上で新たな視点や着想を得る機会となれば幸いで
ある。
最後に，ご多忙の中，本セミナーでご講演いただき，さらに本特集のために総説をご執筆いただ

いた4名の先生方に，改めて心より御礼申し上げたい。
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1．はじめに
日本ゲノム編集学会は，2016年に一般社団法人と

して設立されたが，その前身に当たるゲノム編集コ
ンソーシアム（2012年設立）の時代から，筆者は毎
年の研究会及び大会のほぼ全てにおいて，第一演者
もしくは第二演者として教育講演を提供してきた。
コンソーシアムにせよ学会にせよ，当該コミュニティ
は国内のゲノム編集研究者が一堂に会する専門家集
団であるが，それでもなお年に一度は最新情報をと
りまとめた教育講演を実施しなければ，技術のトレ
ンドを把握することが困難になってしまう。それほ
どまでに国際的競争が激しく，技術の進展が早いの
が，ゲノム編集分野の特徴である。
本稿では，初学者から熟練者まで，多様な知識レ

ベルの読者諸氏がそれぞれに有益な情報を得られる
よう，セミナーでの講演と同様に，基礎的な内容に
は【Basic】のタグをつけ，「初学者はまずここを押
さえればOK」というポイントを明示しつつ解説する。
より発展的な内容を記述するパート（【Advanced】タ
グ）については，ある程度の基礎知識を要する部分
もあるため，初学者は読み飛ばしてもらって構わな
いが，技術のトレンドを感じ取る手助けにはなるは
ずである。他方で，既にゲノム編集技術を活用して
研究を実施している場合など，熟練者の読者諸氏に
おいては，【Advanced】パートの中にこそ，フォロー
しきれていなかった重要な情報や，新たな技術利用・
応用展開等の糸口が見つかるはずである。読者毎の
ニーズに応じて，本稿を活用していただければ幸い
である。

2．ゲノム編集の基本概念とさまざまなバリエーション
2-1．【Basic】ゲノム編集の基本概念
典型的なゲノム編集の原理は，ゲノム DNA上の

狙った領域に部位特異的な DNA二本鎖切断（DNA 
double-strand break; DSB）を誘導し，DSBが修復され
る過程で生じる塩基の欠失や挿入により遺伝子の機
能を破壊したり（遺伝子ノックアウト），ドナーとな
る DNA分子を共導入しておくことでこれを取り込ま
せ，外来の遺伝子を挿入したり任意の変異（塩基の
置換など）を導入したりする（遺伝子ノックイン）
というものである（図 1・左側）。ドナー DNAを伴
わない前者の編集においては，非相同末端結合（Non-
homologous end joining; NHEJ）やマイクロホモロジー
媒介末端結合（Microhomology-mediated end joining; 
MMEJ）とよばれる修復機構が主な役割を担い，ド
ナー DNAを伴う後者の編集においては，相同組換え
（Homologous recombination; HR）などの相同性依存的
修復が利用されるのが一般的である（ただし例外的
手法も存在する）。
ここで強調しておきたいのは，総称してゲノム編

集ツールとよばれる分子ツールが行っているのは，
あくまでも標的 DNA配列をゲノム上で検索して認識
し，結合し，切断するところまでであり，その後配
列が書き換わるという結果に至るには，細胞がもと
もと有する内在の DNA修復機構に依存せざるを得な
いという点である。この事実は，ゲノム編集ツール
がそれ自体では配列の書き換えまでを単独で完了さ
せられないというある種の不完全さを印象付けるか
もしれない。事実，このことが原因で，遺伝子ノッ

多様化するゲノム編集技術の進化と深化
佐久間哲史

京都大学大学院農学研究科　ゲノム編集育種講座

要　約

2026年 5月に沖縄で開催された，第 73回日本実験動物学会総会の LASセミナー 2「先端遺伝子操作
技術の生命科学研究への応用」は，日本ゲノム編集学会・教育実習委員会の協賛での開催とさせていた
だいた。筆者は同学会の理事ならびに同委員会の委員長を務めており，ゲノム編集に関する教育実習活
動を継続的に実施している。冒頭に述べたセミナーでは，本稿のタイトルでもある「多様化するゲノム
編集技術の進化と深化」をテーマに，ゲノム編集の基礎的な解説に加えて，プライム編集法（本文にて
詳述）をはじめとする最新技術について，時間の許す範囲で紹介した。本稿では，同セミナーでの講演
内容をベースとしつつ，講演内では触れることのできなかった技術の紹介も織り交ぜながら，ゲノム編
集の最新技術群を体系的に整理して記述する。セミナーに参加された方にもそうでない方にも，また初
学者にも熟練者にも，新たな学びや気づきを与えられるよう記述を工夫しつつ，ゲノム編集技術の包括
的理解につながる総論的な解説を提供したい。

特　集：先端遺伝子操作技術の生命科学研究への応用
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クインを目的としたゲノム編集を実行しようとして
も，目的外の編集（望まざる変異の導入による遺伝
子ノックアウトなど）が優先的に生じてしまうなど
の問題に悩まされることもある。しかし他方で，も
しゲノム編集ツールが，DNA配列の書き換えに特化
したツールであったならば，（精度や作用の永続性の
有無などの違いはあれど）たとえばモルフォリノア
ンチセンスオリゴや短鎖干渉 RNA（Small interfering 
RNA; siRNA）のように，特定の用途でしか使用でき
ない技術にとどまっていただろう。ゲノム編集ツー
ルが真に革命的だったのは，配列改変に特化したシ
ステムではなく，如何様にも味付けできる「核酸標
的化プラットフォーム」として利用可能である点だ
と筆者は考えている。

2-2．【Basic】ゲノム編集のさまざまなバリエーション
ここから，本稿のタイトルである「多様化するゲ

ノム編集技術の進化と深化」の具体に迫る（図 1・
右側）。ゲノム編集技術の進化や深化の文脈で最もイ
メージしやすいのは，ゲノム編集ツールそのものの
多様化や高性能化であろう。実際に，次項以降で紹
介するように，ゲノム編集の根幹を為すツール自体
の探索・改良は，常に本技術の開発の最上流に位置し，
中心的役割を担い続けている。しかしながら，その
下流にも，技術開発の要素は無数に存在する。まず，
ゲノム編集ツールが DNAを認識するのか RNAを認
識するのかという最初の分岐点がある（RNAを認識
するツールは，多くの場合，「ゲノム編集」の枠組み
から外れるアプリケーションに利用されることとな
るが，本稿では広義のゲノム編集関連技術の一つと
して捉える）。そして，DNAを認識するとしても，

単に結合するだけか，DSBを導入するか，はたまた
片方の鎖だけを切断するニックを誘導するかの 3パ
ターンに分けられる。また，ゲノム編集ツールを単
独で用いるのか，あるいは編集を媒介する何らかの
エフェクターを共作用させるのかという分岐も存在
する。ここまでの内容だけでも十分に複雑で多様な
技術的要素が含まれるが，実際には更にこの下流に，
内在の修復機構の巧みな利用や操作，ノックインド
ナーの改良や最適化，あるいはゲノム編集システム
の発展的な利用法（CRISPRスクリーニングや DNA
バーコーディングなど），といった多くの開発要素が
存在する（第 4項にて詳述する）。

3．さまざまなゲノム編集ツール
3-1． 【Basic】ゲノム編集の万能性を支える革命的ツール
「CRISPR-Cas9」
歴史を紐解けば，ゲノム編集の概念につながる発

見は，メガヌクレアーゼとよばれる自然界に存在す
る DNA切断酵素を用いて為された［1］。その後，カ
スタマイズ可能な DNA結合ドメインと DNA切断ド
メイン（ヌクレアーゼドメイン）を人工的に組み合
わせたキメラ酵素（人工制限酵素型システム；ZFN［2］
や TALEN［3］）が開発され，任意のゲノム配列に対
応するゲノム編集ツールを人為的に作出することが
可能となった（図 2・左側）。これらのツールも十分
に画期的であったが，更に革命的だったのが，細菌
や古細菌が有する獲得免疫機構に由来する Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats（CRISPR）
-Casと名付けられたシステムである。CRISPR-Casの
バリエーションについては後述するとして，ここで
は種々の CRISPR-Casシステムのうち，最も広く用

図 1　ゲノム編集の基本概念とさまざまなバリエーション
ゲノム編集の基本概念を左側に，その進化と深化に関わるさまざまな開発要素を右側に，それぞれ示した。
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いられる CRISPR-Cas9［4］（図 2・右側）にひとま
ず焦点を絞る。
従来の人工制限酵素型システムは，標的とする

DNA配列が変わる度に DNA結合ドメインを人工的
に組み上げる必要があり，この点において技術的な
困難性やスループットの低さを伴っていた。また，
タンパク質が単純に DNAを認識してそのまま結合す
る性質上，CRISPR-Cas9において実行可能な一部の
アプリケーションに適さないという面もあった。他
方で，CRISPR-Cas9は，認識する DNA配列の制約
がわずかにしか存在しない Cas9タンパク質と，目的
とする標的配列に相補的な配列を内包するガイド
RNAの組み合わせによって構成される。ガイド RNA
の配列を任意の配列に変更することは，プラスミド
ベクターへの合成 DNAの挿入やガイド RNAそのも
のの化学合成などによって容易に実行可能であり，
タンパク質ベースのシステムと比べて格段にスケー
ラブルである。また，Cas9タンパク質とガイド RNA
の複合体が標的 DNAを認識する際には，二本鎖
DNAをほどいて R-loopとよばれる構造体を作り，
ガイド RNAと塩基対を形成しない DNA鎖は一本鎖
DNAとして露出することとなる。この特性が有利に
はたらくアプリケーションが一部存在するため，こ
こでハイライトしておく。更に便利なことに，Cas9
は特定のアミノ酸に変異を加えることで，片方の鎖
だけを切断するニッカーゼ型 Cas9（nCas9）や切断
活性を完全に消失した dCas9に機能変換することも
できる。このことも，CRISPR-Cas9の汎用性の高さ
を支える極めて重要な特性である。

3-2．【Advanced】その他のゲノム編集ツール
後段で述べる発展的技術は，その多くが CRISPR-

Cas9に依存したものであるため，標準的な CRISPR-
Cas9以外のゲノム編集ツールの開発動向について，
ここで触れておく。まず，CRISPR-Cas9が登場する

前から使用されている ZFNや TALENについては，
筆者も開発に関わった新規ヌクレアーゼドメインを
伴う ZFNのアプリケーション［5］や，植物におい
て核ゲノム・ミトコンドリアゲノム・葉緑体ゲノム
の全てを標的化できる TALENベースのシステムの
構築［6］など，一部の改良研究が継続的に進行して
いる。CRISPR-Cas9以外のCRISPR-Casシステムでは，
Cas12ファミリー，Cas13ファミリー，および Type I 
CRISPR-Cascadeが主なものとして挙げられるだろ
う。Cas12ファミリーでは，当初 Cpf1と名付けられ
た Cas12aが，Cas9に次ぐ位置づけで広く使用され
ているところであるが，ツールのコンパクトさの観
点では Cas12fも利用価値が高い。また，Cas12ファ
ミリーの文脈で最近報告された画期的な手法が，
Cas12a2を用いたがん細胞特異的な細胞死の誘導で
ある［7, 8］。Cas12a2は，標的の RNAを配列特異的
に認識すると活性化し，二本鎖 DNAを無差別に切断
する活性（コラテラル活性）を有する。この活性を
利用して，がん特異的な変異を伴う RNAを認識させ，
がん細胞だけを選択的に死滅させるわけである。
Cas13ファミリーは，より一般的な RNA標的ツール
として従来から知られているところであるが，Cas13
ファミリーの中にも例外的な活性を有するものが知
られており，たとえば LbuCas13aと名付けられたツー
ルは，一本鎖あるいは二本鎖の DNAを認識して切断
すると共に，コラテラル活性として RNAを分解する
活性を併せもつ（いわば Cas12a2と裏返しの活性を
有する）［9］。更に，Type I CRISPR-Cascadeベース
のシステム群（たとえば CRISPR-Cas3や TiD）は，
高い認識特異性を有しつつ標的ゲノム領域を長鎖に
削り込むことのできるツールとして実用化が進んで
いる。このように，自然界に存在する多様な
CRISPR-Casツールの探索と特徴づけ，そしてユニー
クな応用が現在でも活発に進められている状況にあ
る。

図 2　人工制限酵素型システムと CRISPR-Cas9
人工制限酵素型システム（ZFN，TALEN）と CRISPR-Cas9の概要をまとめた。CRISPR-Cas9の手軽さと効率の高さ，
および汎用性の高さは圧倒的である。



186

実験動物ニュース　2026　Vol. 75　No. 4

4． DSB導入ツール／ニック導入ツール／結合のみの
ツールの使い分け

4-1． 【Basic】DSB導入ツール（Cas9）を用いた 
さまざまな技術

野生型 Cas9をそのまま用いる場合のように，DSB
を伴う処理を実行する場合は，いわゆる狭義のゲノ
ム編集，すなわちゲノム配列の改変を意図したもの
となるのが一般的である（図 3・上段）。その上で，
たとえばより高効率な処理を実現するために，内在
の DNA修復機構をアシストする工夫（修復因子の融
合や過剰発現・リクルート，ドナー核酸の構造の最
適化や化学修飾，低分子化合物による修復機構の操
作など）を凝らすこともある［10］。また大量かつ並
列な処理を伴えば，ゲノム上で直接的に飽和変異導
入を実行することもでき［11］，レンチウイルスベク
ターと組み合わせれば，CRISPRスクリーニングと
よばれる順遺伝学的な機能性スクリーニングも実行
可能である（詳細は遊佐氏の稿を参照されたい）。
DNAバーコーディングを伴えば，個体レベルで細胞
系譜を追跡することもできる。更に，遺伝子発現等
の細胞内イベントを記録する DNAレコーディングの
ような利用例も存在する。誌面の都合上，一つ一つ
の事例について解説を加えることは難しいが，やは
り DSBに依存したゲノム編集が最も広く利用されて
いる方向性であるだけに，DSBを誘導するという操
作自体は同じでも，使い方次第でさまざまな利用価
値を生み出せるのがこのカテゴリーの特徴である。

4-2． 【Basic】ニック導入ツール（nCas9）を用いた
さまざまな技術

このカテゴリーも近年発展のめざましい技術領域
である（図 3・中段）。まず，ニックを導入する操作
自体に依存する編集の例としては，単に DSBを入れ
るよりも高い特異性を担保できるダブルニッキング
［12］や，ニック依存的なゲノム編集法である SNGD
法［13］，NICER法［14］などがある。これらに加え，

デアミナーゼによる脱アミノ化反応を介した塩基編
集法を補助する目的で nCas9を利用する例（Base 
Editor）や，ニックにより一本鎖 DNAを遊離させ，
そこを起点に逆転写反応を介した相補 DNAの合成に
よる自由自在な配列操作を可能にしたプライム編集
法（Prime Editor）［15］などの例もあり，従来の
DSB依存的手法とは一線を画す次世代型のゲノム編
集技術も開発されている。これらの技術は特に重要
性が高いので，第 5項においてより詳細に取り上げ
る。

4-3． 【Advanced】結合のみを行うツール（dCas9）
を用いたさまざまな技術

このカテゴリーは，「その場所で何をさせるか」と
いうアイデア次第で全く異なる出力を生むという点
において，筆者のような技術開発者にとっては最も
面白い開発対象であるが，個々の技術毎に使い方も
目的もバラバラであるために，つかみどころのない
技術カテゴリーでもある（図 3・下段）。まず，単純
に結合する作用を利用して，転写の開始や伸長を物
理的にブロックしたり，転写因子の結合を阻害した
りすることができる。また，dCas9に付与したタグ
を利用して，標的 DNA領域に結合する分子を免疫沈
降により単離することができる。類似した利用法と
して，細胞内で近接依存性標識を実行することも可
能である。そして転写調節因子やエピゲノム修飾因
子を融合・リクルートすれば，転写の ON/OFFを調
節したり，DNAのメチル化・脱メチル化やヒストン
の化学修飾を書き換える，俗にいうエピゲノム編集
を適用することもできる。蛍光タンパク質を局所に
集積させれば特定の染色体領域を可視化することも
でき，薬剤により会合する性質をもつドメインを
dCas9に付与することにより，染色体上の離れた 2
箇所を引き寄せて染色体高次構造を変化させること
もできる。正に“何でもあり”な派生技術が次々と
生み出されているのがこのカテゴリーである。

図 3　CRISPR-Cas9を基盤とするさまざまなアプリケーション
ヌクレアーゼ型 Cas9，ニッカーゼ型 nCas9，不活化型 dCas9の 3つのカテゴリーに分け，各ツールを用いた技術を
リストアップした。
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5．Cas9と Base Editor，Prime Editor，およびその
発展技術

5-1． 【Basic】Cas9と Base Editor，Prime Editorの
基礎と特徴

4-2 項でも触れたように，Base Editor と Prime 
Editorとよばれる nCas9ベースの技術は，通常の
Cas9ベースのゲノム編集とは異なる作用機序に基づ
くが故に，編集可能なパターンや目的外編集の起こ
りやすさ等に大きな違いがあり，これらの技術を適
材適所で使い分けることが，目的とする編集を効率
的かつ精度よく実行するために求められるスキルと
なっている。本稿の主たる読者は技術開発者ではな
く技術利用者であろうことを鑑み，各技術のマニアッ
クな説明は省略しつつ，どういう編集をしたいとき
にどの技術を用いるべきかの判断基準となり得る情
報に絞って記述する。
各技術の概要と利点・欠点について，図 4に簡潔

にまとめた。通常の Cas9では，実行する操作が
DNAの切断のみであるために，その後の修復機構は
運任せとなる要素が大きく，目的外の編集が起こり
やすいことが最大の難点である。一方で，一本鎖
DNAドナーとの組み合わせによる短鎖の置換・挿入・
欠失から，プラスミド DNAドナー等を用いた長鎖の
遺伝子ノックイン，更には複数箇所を同時に切断す
ることによる染色体の長鎖欠失，逆位，転座等の誘
導に至るまで，実行可能なゲノム編集操作の幅が最
も広いのが Cas9の有利な点である。Base Editorは，
デアミナーゼによる脱アミノ化に依存するという原
理上，原則としてピンポイントな塩基置換を主眼と
した技術となる。この点が Base Editorの強い制約で
もあり，大きな利点でもある。すなわち，目的の塩
基置換以外の副産物が生じにくく，編集産物の高い
純度が担保されるわけである。Prime Editorは，Base 
Editorと同じく nCas9ベースの技術であることから，
同様に目的外編集を低減できる特性を有し，かつ逆
転写酵素の鋳型配列を比較的自由に設定できること
から，多様な編集パターンに対応できるのが有利な
点である。一方で，細胞種や標的配列の依存性が強く，

ゲノム上のどの領域で設計しても同じレベルでの改
変が実行できる状況にはないのが現状である。以上
の利点・欠点を把握した上で，各技術を適切に使い
分け，最適な手法でのゲノム編集動物や細胞株等の
作出に役立てていただきたい。

5-2．【Advanced】Prime Editorの最新動向
上記の技術群の中でも，多様な編集パターンに対

応可能な次世代技術である Prime Editorは特に注目度
が高く，2019年に最初の報告が為されて以降，多数
の技術改良が報告されてきた［16］。2025年頃まで
の主な技術改良については，Gaoらによる総説によ
くまとまっているため，そちらを参照されたい［17］。
なお，同総説では Base Editorの改良についてもカバー
されている。最近の主要な Prime Editor関連のトピッ
クとしては，Prime Editorの本家本元である David 
Liu氏らが本年 5月に，Nature Biotechnology誌に相
次いで報告した，PE-PRISM［18］と PE8シリーズ［19］
をまず挙げるべきであろう。PE-PRISMは，Prime 
Editorに用いられるガイド RNAの末端に付与するモ
チーフを最適化した研究である。これによりヌクレ
アーゼによる分解を防ぐことができ，編集効率が上
昇することが示されている。PE8シリーズは，Prime 
Editorに用いられる逆転写酵素を，AIを用いて再設
計することにより，構造安定性を高め，結果的に編
集効率も上昇するというものである。
他にも，従来の Prime Editorでは困難であった長

鎖の挿入を可能にする技術も，近年競って開発され
ている。そのための一つの方法は，Prime Editorと共
にドナー DNAを導入し，Prime Editorによって生じ
る Flap endとドナー DNAの末端をうまく繋げること
で，外来の長鎖 DNAをノックインするというもので
ある。類似したアイデアの報告が複数のグループか
ら（ほぼ）同時多発的に上がっており［20-22］，こ
れら一連のシステムは Prime Assemblyという名称で
認知されているところである（よく似た手法で
QuadPEと名付けられたものも存在する［23］）。また
別のアプローチとして，Prime Editorによって attPや

図 4　従来のゲノム編集法と塩基編集法，プライム編集法の比較
従来のゲノム編集法と塩基編集法，プライム編集法の利点と欠点をまとめた。目的に応じて各手法を使い分ける
ことが肝要である。
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attBのような landing siteを挿入し，インテグラーゼ
の作用によって長鎖のノックインを実行する手法も
考案されており，PASTEや PASSIGEと名付けられ
ている［24, 25］。Prime Editorの文脈からは外れるが，
このようにゲノム編集ツールとインテグラーゼやリ
コンビナーゼ等を併用する手法は，長鎖の挿入にお
けるホットな方法論となっており，ONE-STEP 
tagging，STITCHR，INSTALLなど続々と新手法が報
告されているところである。加えて，自然界のシス
テム自体がもともと標的配列依存的なトランスポ
ザーゼやリコンビナーゼとして機能する CASTやブ
リッジリコンビナーゼといったシステムも，ゲノム
編集における新たなオプションとして脚光を浴びて
いるところである。

6．おわりに
本稿では，ゲノム編集の基礎をおさらいすると共

に，様々な発展システムにつながる技術的背景を解
説しつつ，最新動向について誌面の許す範囲におい
て記述した。現時点で特に注目すべきトピックはあ
る程度カバーしたつもりであるが，それにしても
CRISPR-Casの祖先型システムである IscBや TnpB，
ブリッジリコンビナーゼに類似する機構を有しつつ
ヌクレアーゼとして機能する TIGR-Tas，オリゴマー
を形成しつつ RNA誘導型の DNA認識を行う極めて
ユニークな特性を有する VIPRなどを紹介しきれな
かった他，これからの技術開発においてますます重
要性が高まっていくであろう AI×ゲノム編集の文脈
についても，PE8シリーズのようなごく一部の例に
触れた程度にとどまった。いずれにせよ，本稿のみ
でゲノム編集技術の最新動向の全貌をつまびらかに
することは，土台無理な話である。
冒頭でも述べたように，日本ゲノム編集学会では，

毎年の大会において（少なくとも筆者がその役割を
求められる限りは）最新動向の解説を今後も行うつ
もりである。また，筆者が委員長を拝命している同
学会の教育実習委員会では，大会とは別に技術講習
会を毎年開催しており，そちらでもより詳細な最新
動向の解説を行っている。今後，日本実験動物学会
と日本ゲノム編集学会がより密接に連携し，人的交
流の活性化やセミナー等の共催，教育実習活動の相
互実施等を通じて，両分野の融合的研究がますます
発展していくことを願いつつ，筆を置きたい。
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1．順遺伝学的アプローチ
遺伝子の機能を遺伝学的に解析するとき，それは，

表現型と遺伝型の因果関係を明らかにすることとな
る。発現情報等から解析対象とする遺伝子を絞り込
める場合，その候補遺伝子のノックアウト細胞（生物）
を作製し，表現型を解析することが一般的なアプロー
チである。この遺伝子 → 表現型へと解析を進める手
法は逆遺伝学と呼ばれる。ノックアウトマウスの作
製はまさに逆遺伝学の代表的手法である。一方，ゲ
ノム配列が解読される以前や網羅的遺伝子発現解析
ができなかった時代には，候補遺伝子を絞り込まず，
多量の変異体ライブラリーから着目する表現型を示
す変異体を分離し，責任遺伝子を同定する表現型 →
遺伝子へと解析を進める手法が用いられた。これを
順遺伝学的手法といい，変異体ライブラリーの作製
が容易な酵母や線虫，ハエ，アラビドプシスに適用
されて，様々な遺伝子の発見に大きく寄与した。ノー
ベル賞を見ても，酵母の細胞周期，ハエの体節形成，
線虫の RNAiといった生命現象に関わる遺伝子の同
定は順遺伝学的手法により達成された。また，様々
な情報解析が可能な現代であっても必ずしも候補遺
伝子の絞り込みに成功するとは限らず，どの遺伝子
が関わるかの仮説なしで網羅的に変異体をスクリー
ニングし，着目表現型に関与する遺伝子の探索が有
効な手段であることは変わらない。
順遺伝学的手法による遺伝子探索で最も重要なの

は，‘良質な’変異体ライブラリーの作製である。理
想はライブラリーには全ての標的（往々にしてタン

パク質をコードする全ての遺伝子）の破壊細胞が存
在していることである。二倍体生物を扱う場合には，
両染色体の遺伝子コピーが破壊されている（ホモ欠
損型である）必要がある。以前は変異導入には，主
に点変異を導入する化学変異原や挿入変異を導入す
るトランスポゾンが用いられた。この場合，ゲノム
のどの部分に変異を導入するかは決められないので，
ランダムに変異が導入される前提で saturation 
mutagenesisを目指して，必要な変異体数を計算し，
ライブラリーの作製が行われた。たとえば，出芽酵
母の Ethyl methanesulfonate（EMS，アルキル化剤）
変異では，ある遺伝子を見た場合 1,000変異体あた
り 1つの変異体が得られるので（変異処理条件によ
る），20,000～ 50,000 EMS変異体を扱えば全遺伝子
を網羅できると期待できる。それでも小さな遺伝子
は変異導入しにくいのでいつ saturationするか判断す
るのは現実的には難しい。また，化学変異原は点変
異を導入するので，その原因遺伝子を見つけ出すの
にも一工夫が必要であった（現在では NGS解析が使
える）。
筆者は博士課程研究として，このような順遺伝学

的手法をマウス ES細胞で実現するための手法の開発
に取り組んだ。この時代はまだゲノム編集ツールは
なかったので，変異原は N-ethyl-N-nitrosourea（ENU，
アルキル化剤）を使い，ヘテロ型で導入された網羅
的変異をホモ型に変換する遺伝学的ツールを開発し，
動物細胞において劣性形質に着目した順遺伝学的手
法を確立した［1］。このマウス ES細胞における順遺

CRISPR-KOスクリーニングの開発と応用
遊佐宏介

京都大学医生物学研究所幹細胞遺伝学分野

要　約

2012年に CRISPR-Cas9システムの生化学的反応の実態が明らかとなった。それは，ガイド RNA-Cas9
複合体がガイドRNAの 5’末端の 20塩基の配列と相同なDNAに二本鎖切断を導入することであり，当時，
開発が進んでいたゲノム編集技術に革新的な手法を提供することとなった。CRISPR以前のゲノム編集で
は Zinc finger nucleaseや TALE nucleaseが主流であり，どちらもタンパク質工学が必要で配列特異性と高
い切断活性を持つ nucleaseの作製に困難な部分があった。一方，CRISPR-Cas9システムでは，DNA切断
活性を担うタンパク質部分の Cas9は不変で，配列特異性を担うガイド RNA上の 20塩基を置換するだけ
であった。これにより，さまざまな遺伝子あるいは標的配列に対するガイド RNA発現ベクターの並列的
作製が可能となり，網羅的な遺伝子ノックアウトライブラリーの作製を通した順遺伝学的アプローチの
道が開かれることとなった。ここでは，我々が開発改良してきた CRISPRスクリーニングを概説し，そ
の応用例にも触れる。

特　集：先端遺伝子操作技術の生命科学研究への応用
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伝学手法により，10年以上かけてクローニングされ
てきた GPIアンカー生合成関連遺伝子のほとんどを
一度のスクリーニングで同定することができ，本手
法の有効性を示すことができた。しかし，この時開
発した遺伝学的ツールはマウス ES細胞での使用に限
られ，また強い positive selectionが行える表現型解析
しか適用できないという弱点があった。
多種多様な細胞株に適用でき，positive selectionだ

けでなく negative selectionにも使える手法を開発し
たい。これを実現する遺伝学的ツールを探索してい
る最中に登場したのが CRISPR-Cas9システムであっ
た［2］。

2．CRISPRスクリーニングの開発
CRISPR-Cas9システムの概要はここでは省くとし

て，その強みは ① DNA二本鎖切断の標的部位をガ
イド RNA上の 20塩基で規定できること，そして ② 
Cas9（特に最初に報告された Streptococcus pyogenes
の SpCas9）の DNA切断活性が非常に強く，“標的の
切りぞこない”がほとんどないことの 2点につきる。
順遺伝学的手法への応用の観点からこれらの強みを
考えてみる。強み①は，20塩基で規定されるという
ことは，ランダムな 20塩基の配列がヒトゲノムに偶
然存在する確率はわずか 0.27％であり，20塩基あれ
ば標的をほぼ一意に指定できる（実際には認識の緩
みやゲノム配列の偏りを考慮する必要がある）。加え
て SpCas9では NGG PAMも必要であるから，さらに
高い特異性が期待できる。また，ガイド RNAの発現
ベクターの構築を考えても，20塩基対の DNA断片
のクローニングは非常に効率がいいので，並列的あ
るいはプール式で多量の発現ベクターの構築が可能
である。以上のことは，2万のタンパク質コード遺
伝子に対し，特異的な標的配列をデザインし，それ
ぞれのガイド RNA発現ベクター（最低 2万ベクター）
を構築することが現実的であることを意味する。実
際には一遺伝子あたり 4～ 6個のガイド RNAをデザ
インし，合計約 10万の標的配列をレンチウイルスベ
クターに組み込み，ガイド RNAライブラリーとして
使用するのが一般的である。強み②では，一旦ガイ
ド RNA-Cas9を細胞に導入すれば，標的となる部位
が複数箇所あったとしても，各箇所において，DNA
二本鎖切断後の修復過程でエラー（変異）が入り，
標的部位の配列が変化するまで DNA切断を続けるこ
とを意味し，これは一回の操作で複数の遺伝子コピー
の破壊を可能にする。正常な二倍体細胞だけでなく，
がんのような異数体の細胞であっても，遺伝子の完
全破壊が可能である。全ての遺伝子を標的としたガ
イド RNAをデザインでき，遺伝子破壊の効率もいい
ので，saturation mutagenesisが容易に行える。このよ
うに，CRISPR-Cas9システムを用いたゲノム編集は，
網羅的変異細胞ライブラリー作製に理想的なツール
であった。

もう一つの重要な点は，レンチウイルスを使うこ
とでガイド RNAをゲノムに組み込み，20塩基の標
的配列自体を分子バーコードとして各細胞を標識で
きる点である。次世代シーケンサー（NGS）を使い，
20塩基の配列を解読することで，変異細胞集団中の
各ガイド RNAを持つ細胞の存在率を計算することが
可能となる。コントロール群と実験群を比較しガイ
ド RNAの存在率の変化を調べることで，その細胞が
集団中で増えたのか，減ったのかがわかる。ガイド
RNA発現細胞は標的遺伝子の破壊細胞であるので，
2万遺伝子の各変異細胞の挙動を NGS解析により読
み解くことができる。このように，表現型の読み出
しは，変異細胞集団中で，存在率が変化する変異細
胞（ガイド RNA）の検出であり，旧来の方法のように，
変異細胞の分離はしない。迅速かつ簡便に着目表現
型に関与する遺伝子候補を絞り込むことができるよ
うになった。
これらの CRISPR-Cas9システムの特徴を活かし

て，網羅的遺伝子破壊ツールとするため，CRISPR
スクリーニングのワークフローは以下のようになっ
ている（図 1）。
① Cas9の安定発現細胞株の作製
② ガイド RNAレンチウイルスライブラリの感染
③ 表現型スクリーニング
④ NGS解析
⑤ 統計解析によるヒット遺伝子抽出
表現型スクリーニングは大別すると① fitnessスク

リーニング，②選択圧によるスクリーニング，③セ
ルソーターを使った細胞選別によるスクリーニング
となる（図 2）。

Fitnessスクリーニングとは，がん細胞のように常
に増殖する細胞において，その生存や増殖に影響を
与える遺伝子の探索である［3］。リボソームや RNA
ポリメラーゼ，スプライシングやプロテアソームに
関わる因子は細胞の生存に必須であり，DNAポリメ
ラーゼや細胞周期制御因子は増殖に必須である。こ
のような因子は essential geneであり，遺伝子の欠損
により変異細胞集団中から消えていく。あるがんで
特異的に増殖に関与している場合，例えばオンコジー
ンも増殖必須遺伝子として見出すことができる。
選択圧を用いるスクリーニングも，がん研究にお

いて非常に有用な情報を提供してくれる。ある薬剤
を投与することで細胞増殖を抑えることができる場
合，そのような薬剤存在下でも増殖する変異細胞は
薬剤耐性を，また脱落していく変異細胞は薬剤感受
性の亢進を示していると考えられる［4, 5］。患者層
別化のためのバイオマーカーや，併用することでよ
り高い抗腫瘍効果を得られるような薬剤の標的とし
て応用することが可能である。選択圧としてはウイ
ルスや毒素も使用することができる。これらのレセ
プターはもちろん，ウイルスの複製に関与する因子
の探索が考えられる［6］。
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セルソーターを使ったスクリーニングでは，解析
できる表現型の種類をさらに広げることができる
［7, 8］。ソーターを使う以上，表現型の変化は蛍光シ
グナルの強度変化で読み出すことになる。細胞の分
化状態と相関のあるマーカー遺伝子に GFPをノック
インしたレポーター細胞を使ったり，マーカーや標
的タンパク質の抗体染色を用いたりすることができ
る。これらのシグナルに基づいて，セルソーターで
シグナルの上位と下位を分取し比較する。あるいは，
ソート前のサンプルをコントロールとして使用する
こともできる。

2014年に最初のガイド RNAライブラリーを発表
［9］して以降，そのデータに基づき改良を加えて，
2016年に改良版のガイド RNAライブラリーを発表
［10］した。主な着目点は 2つで，一つ目はガイド
RNAの scaffoldと呼ばれる標的配列以外の部分の配
列の最適化，二つ目は 20塩基の標的配列中の特定位
置の特定塩基の影響の考慮である。これにより
CRISPR-Cas9システムによる遺伝子破壊効率が飛躍
的に向上し，ガイド RNA間の遺伝子破壊効率のばら
つきをかなり抑えることが可能となった。これは
negative selectionによる遺伝子探索を目指している場
合には非常に重要であり，改良版ガイド RNAライブ
ラリーによって，より検出力の高いがん細胞の増殖
必須遺伝子探索が行えるようになった［10］。

3．CRISPRスクリーニングの実際
ここでは，CRISPRスクリーニングにおいて実際

にはどのような細胞培養を行うのかについて触れた
い。先にも述べたようにガイド RNAライブラリーに
は，約 10万（1 x 105）種類のガイド RNAが混合さ
れている。細胞への導入はレンチウイルスによるが，
この時，ガイド RNA ライブラリー中の約 10万種類
のガイド RNA存在比が変わることなく，ガイド
RNAを細胞集団に持ち込む必要がある。これを「コ
ンプレキシティーの維持」という。どうするのかと
いうと，1 ガイド RNAあたりの導入細胞数（カバレッ
ジ）を大きくする。具体的には，100～ 1,000 cells/
gRNAとなるよう，感染細胞を作製する。例えば，
100xで作製する場合には，10万 x 100 = 1,000万（1 
x 107）cellsの感染細胞を作る。
もう一つの考慮点は，各感染細胞を見ると発現す

るガイド RNAは 1つが理想ということである。これ
により，各変異細胞では 1つの遺伝子が破壊されて
いることになる。ウイルス濃度を十分に薄くするこ
とで，細胞がウイルスに感染する際に 2ウイルス粒
子以上で感染する割合が少なくなり，一細胞一遺伝
子破壊が実現できる。実際には，細胞集団のウイル
ス感染率が 30％以下であれば，感染細胞を見ると一
ウイルス粒子での感染が大多数となっている。上記
の必要感染細胞数を考えると，3.3 x 107 cellsの Cas9

図 1　CRISPRスクリーニングワークフロー
大まかに 3つのステップからなり，変異ライブラリの作製，表現型スクリーニング，遺伝子同定にわけられる。図中の表現
型スクリーニングは，スクリーニングタイプ②の選択圧によるスクリーニングを例示している。
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発現細胞を用意し，30％がウイルスに感染するよう
に使用するウイルス量を調整すれば，1 x 107 の感染
細胞を得ることができ，変異細胞ライブラリーが完
成する。
次に，変異感染細胞ライブラリーを継代する場合

を考える。この時も集団中のガイド RNA存在比が変
わらないように継代しなくてはいけない。具体的に
は，1~2 x 108 cells程度まで増殖させ，トリプシンで
細胞を回収後，5 x 107 cells（500x）を新しいディッシュ
に播種する。500 xにしているのは，がん細胞株であ
れば 5 x 107 cellsの培養は実現可能であるからで，ヒ
ト iPS細胞ではコスト面がネックになる可能性が高
く，これより少し低いカバレッジでの培養を検討し
ても良い。
いずれにせよ，スクリーニングでは，ライブラリー

中のガイド RNAの総数に対し，十分に大きな数（100
～ 1,000倍）の細胞数を扱う必要があり，普段の細

胞培養スケールとは異なる大規模なものとなる。低
密度でしか培養できない細胞の場合，膨大な培養面
積が必要となる可能性が高い。スクリーニング全体
を通して必要なディッシュの数や培養液量をあらか
じめ計算し準備する必要がある。

4．終わりに
CRISPR-KOスクリーニングが発表されてから 10

年以上が経とうとしている。この間，本手法を使っ
た様々な表現型解析がなされ，新しい遺伝子機能が
報告されてきた。また創薬の標的となる分子も見出
されている。派生法として，CRISPR-activationや
CRISPR-inactivationによるスクリーニング［11, 12］，
またガイド RNAをタイリングすることであるゲノム
領域を集中的に解析する方法［13］や，base editor［14］
や prime editor［15］を使ったスクリーニング法も報
告された。また，培養ディッシュ上だけでなく，マ

図 2　CRISPRスクリーニングで行われる表現型アッセイ
主に 3つの表現型アッセイにタイプわけできる。統計解析ではコントロール群と実験群を比較して，実験群で有意に存在率
が変化した gRNA，そして遺伝子を検出しようとする。何をコントロール群にするのか，しっかり考えておく。例えば，2. 
選択圧によるスクリーニングでは，選択圧なし（コントロール群） vs あり（実験群）の他に，変異細胞ライブラリをコントロー
ル群として，変異細胞ライブラリ vs 選択圧なし，変異細胞ライブラリ vs 選択圧ありと 2つの統計解析を行い，その統計解
析結果を比較して，選択圧で表現型を示した遺伝子を絞り込むことも可能である。同様に，3. セルソーターを使ったスクリー
ニングでは，プレソートサンプルをコントロール群にすることができる。
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ウス体内での CRISPRスクリーニング［16］も実施
されている。CRISPRスクリーニングの手法そのも
のは十分に完成したものであるので，自身が着目す
る表現型が変異細胞数の増減で表現できるのであれ
ば，CRISPRスクリーニングが適用できる可能性は
十分に高い。ぜひ，検討していただきたい。
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多様化する動物モデル
従来から広く研究に利用されてきた代表的なモデ

ル動物として，線虫，ショウジョウバエ（昆虫），ゼ
ブラフィッシュ（魚類），アフリカツメガエル（両生
類），ニワトリ（鳥類），マウス（哺乳類）などがある。
これらに共通する特徴として，飼育や繁殖が容易で
あること，世代時間が短いこと，遺伝学的手法や解
析技術が整備されていること，さらにゲノム情報や
変異体などの研究資源が豊富に蓄積されていること
が挙げられる。これら以外で研究に用いられる動物
は，準モデル動物と非モデル動物に大別される。非
モデル動物とは，飼育法や繁殖技術，ゲノム情報，
遺伝学的手法などの研究基盤が十分に整備されてい
ない実験動物を指す。一方，準モデル動物という用
語に厳密な定義はないものの，モデル動物と非モデ
ル動物の中間に位置し，一定の研究基盤が整備され
た実験動物を指すことが多い。2000年代後半から次
世代シークエンサーの発展により，非モデル動物の
ゲノム解読が急速に進展した。これにより，多くの
非モデル動物で研究基盤の整備が進み，準モデル動
物化が促進された。近年では Earth BioGenome Project
をはじめとする国際的な取り組みにより，多様な生
物種で高品質な参照ゲノムの整備が進められている
（Blaxter et al., 2025）。また，従来のモデル動物や準モ
デル動物においても，ゲノム情報の高精度化やアノ

テーションの充実が進められている。さらに 2010年
代にゲノム編集技術が登場したことで，従来のモデ
ル動物や準モデル動物に加え，新たにゲノム情報が
整備された非モデル動物においても，標的遺伝子の
改変と機能解析が可能となった。実際に，昆虫（ハ
マダラカ・ミツバチ・フタホシコオロギ）（Gantz et 
al., 2015; Hu et al., 2019; Matsuoka et al., 2025），魚類（メ
ダカ・キンギョ）（Ansai et al., 2014; Lee et al., 2024），
両生類（ネッタイツメガエル・イベリアトゲイモリ）
（Blitz et al., 2013; Elewa et al., 2017），爬虫類（ブラウ
ンアノール・ソメワケササクレヤモリ）（Abe et al., 
2023b; Rasys et al., 2019），哺乳類（ブタ・カニクイサ
ル・マーモセット）（Hai et al., 2014; Kumita et al., 
2019; Niu et al., 2014）など，極めて多様な動物種で
ゲノム編集が報告されている。多様な動物モデルが
必要とされる理由の一つは，組織の再生能力や，非
ヒト霊長類に特有の高次脳機能などの従来のモデル
動物では解析が困難な生命現象を研究するためであ
る。研究目的に応じて適切な動物種を選択する時代
になってきたといえる。

マウスの遺伝子改変技術
マウスは哺乳類の代表的なモデル動物であり，ゲ

ノム編集技術が登場する以前から，遺伝子改変技術
を利用した逆遺伝学的研究手法が確立されていた。

多様化する動物モデルにおけるゲノム編集技術の展開
阿部高也

理化学研究所　生命機能科学研究センター 生体モデル開発チーム

要　約

近年，次世代シークエンサーによるゲノム解読技術の発展とゲノム編集技術の登場により，遺伝学的
解析の対象となる動物種は急速に拡大している。従来は限られたモデル動物が研究の中心であったが，
現在では研究目的に応じて多様な動物種を用いて，それぞれの特徴を活かした研究が可能となっている。
マウスでは受精卵マイクロインジェクションや ES細胞を用いたジーンターゲティング技術が長年にわた
り発展してきた。これらの基盤技術は CRISPR/Cas9によるゲノム編集へと受け継がれ，現在では他の動
物種における遺伝子改変技術開発の重要な基盤となっている。一方で，動物種ごとに生殖特性が異なり
各々に適した生殖工学技術が必要となるため，マウスで確立された手法をそのまま適用できるとは限ら
ない。そのため，それぞれの動物種に応じた技術開発や最適化が求められている。本稿では，まずマウ
スにおける遺伝子改変技術の発展について概説する。続いて，我々が報告したラットおよびゴールデン
ハムスターにおけるノックイン動物作製技術の開発，さらに有袋類のハイイロジネズミオポッサムと爬
虫類のソメワケササクレヤモリのゲノム編集について紹介する。これらの事例を通して，多様化する動
物モデルにおけるゲノム編集技術の現状と課題について概説する。

特　集：先端遺伝子操作技術の生命科学研究への応用
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これらの基盤技術は，他の動物種における遺伝子改
変技術の開発にも広く応用されている。そこで，ま
ずマウスの遺伝子改変技術について紹介する。
マウスの遺伝子改変技術は，1980年に Jon Gordon

らがマイクロインジェクション法を用いて受精卵の
前核に DNA断片を注入し，トランスジェニックマウ
スの作製に成功したことに始まる（Gordon et al., 
1980）。マイクロインジェクション法では，顕微鏡下
でマニピュレーターを用いて先端が極めて細いガラ
スキャピラリーを操作し，DNA溶液を受精卵の前核
へ注入する。注入された DNA断片はゲノム中のラン
ダムな位置に組み込まれる。また，同一部位に 1コ
ピーから数十コピー以上の DNAが連結して挿入され
ることも多く，トランスジーン（導入遺伝子）の発
現量は系統ごとに大きく異なる。この方法によるト
ランスジェニックマウスの作製効率は必ずしも高く
なく，目的に適した系統が得られる割合はマイクロ
インジェクションした受精卵数に対して数％程度で
ある。この方法は挿入部位によっては内在性遺伝子
の機能や発現に影響を与えることがある。実際に，
広く使われている 40系統のトランスジェニックマウ
スを解析したところ，約半数で内在性遺伝子の破壊
が認められ，多くの系統で大規模欠損や重複などの
構造変異を伴っていることが報告されている（Good-
win et al., 2019）。一方，ランダムな DNA挿入による
内在性遺伝子の破壊と，それに伴う予期しない表現
型の解析が，新たな遺伝子機能の発見につながった
例もある（Kuro-o et al., 1997）。
マウス胚性幹細胞（ES細胞）を用いたジーンター

ゲティング技術は，1981年の ES細胞の樹立（Evans 
et al., 1981; Martin, 1981），ES細胞を胚盤胞へ注入し
てキメラマウスを作製し，その遺伝情報を次世代へ
伝達する技術の確立（Bradley et al., 1984），さらに相
同組換えを利用したジーンターゲティング法の開発
によって確立された（Doetschman et al., 1987; Thomas 
et al., 1987）。これにより，標的遺伝子の機能を欠損
させたノックアウト（KO）マウスや，標的遺伝子に
特定の遺伝子配列や変異を導入したノックイン（KI）
マウスの作製が可能となり，生命科学研究に大きな
変革をもたらした。これらの技術開発への貢献によ
り，Martin Evans，Oliver Smithies，Mario Capecchiは，
2007年にノーベル生理学・医学賞を受賞した。

ES細胞を用いたジーンターゲティングでは，未分
化状態を維持した高品質な ES細胞を培養する技術
と，標的遺伝子座に対応する数 kbの相同配列（ホモ
ロジーアーム）を有するターゲティングベクターの
構築技術が必要である。ターゲティングベクターを
ES細胞に導入した後，薬剤選別によって得られた薬
剤耐性コロニーから，PCR解析やサザンブロット解
析により相同組換え ES細胞を同定する。同定した相
同組換え ES細胞を胚盤胞期胚へ注入してキメラマウ
スを作製し，改変した遺伝子が生殖系列を介して次

世代へ伝達されることで，遺伝子改変マウス系統が
樹立される。このように，ES細胞を用いたジーンター
ゲティングには多くの高度な技術が必要である。そ
のため，ゲノム編集技術が登場する以前は，KOマ
ウスや KIマウスを独自に作製できる研究施設は限ら
れていた。
ゲノム編集技術は，2000年代前半に Zinc Finger 

Nuclease（ZFN）の実用化が始まり（Urnov et al., 
2005），2010年前後には Transcription Activator-Like 
Effector Nuclease（TALEN）が登場した（Bogdanove 
et al., 2011; Christian et al., 2010）。ZFNおよび TALEN
は，標的配列ごとに DNA結合タンパク質を設計する
必要があり，ベクター構築が煩雑であった。その後，
guide RNAを変更するだけで標的配列を自在に変更
できる CRISPR/Cas9システムが登場したことで，急
速に CRISPR/Cas9へ移行した。CRISPR/Cas9による
ゲノム編集の基本原理は，2012年に Emmanuelle 
Charpentierと Jennifer Doudnaらによって報告され
（Jinek et al., 2012），このゲノム編集技術の開発への
貢献により，2020年にノーベル化学賞が授与された。
2013年には，Feng Zhangら（Cong et al., 2013）およ
び George Churchら（Mali et al., 2013）によって哺乳
類細胞への応用が報告され，さらに同年には，
Rudolf Jaenischらや Feng Zhangらによって，受精卵
マイクロインジェクションにより，KOマウスおよ
び KIマウスを一世代で作製できることが相次いで報
告された（Wang et al., 2013; Yang et al., 2013）。この
方法は，ES細胞を用いたジーンターゲティングと比
較して著しく簡便で，遺伝子改変マウスの作製期間
も大幅に短縮された。さらに，マウスでは受精卵へ
のマイクロインジェクション技術がすでに確立され
ていたことから，この技術を有する研究施設へ急速
に普及した。マイクロインジェクションは，熟練し
た技術やマニピュレーターなどの高価な装置を必要
とするが（図 1A），近年ではこれらを必要としない
受精卵エレクトロポレーション法が開発され，とり
わけ KOマウスの作製は大幅に簡便化された（Hashi-
moto et al., 2016）。
マウスの受精卵ゲノム編集が広く普及するなか，

KOに比べて KIの作製効率が著しく低いことが大き
な課題となった。そのため，KI効率の向上を目的と
した様々な技術開発が進められてきた（Aida et al., 
2015; Chu et al., 2016; Gu et al., 2018; Miura et al., 2015; 
Yao et al., 2018; Yoshimi et al., 2016）。我々もこの課題
に取り組み，高効率な KIマウス作製法を開発した
（Abe et al., 2020; Abe et al., 2023a）。我々は，これまで
十分に検討されてこなかった CRISPR/Cas9およびド
ナーベクター導入時の受精卵の細胞周期に着目し，
KI効率との関係を解析した。実験には，体外受精
（IVF）によって作製した受精卵（IVF胚）を用いた。
また，IVF胚は前核期に凍結保存し，実験ごとに融
解して使用した。自然交配由来の受精卵は受精時刻



197

実験動物ニュース　2026　Vol. 75　No. 4

図 1　受精卵マイクロインジェクションを用いたゲノム編集と高効率ノックイン
（A）哺乳類での受精卵マイクロインジェクション法の一般的な流れの模式図：交配して受精卵を回収して，受精卵の前核に
Cas9/gRNAなどを注入する。精管結紮した雄と交配して作出した偽妊娠雌に，注入した受精卵を移植して F0個体を得る。
F0個体の遺伝型を解析して遺伝子改変動物を同定する。（B）受精から第一卵割までの雌雄前核の様子を表した模式図（C）
CRISPR/Cas9およびドナーベクターの注入から前核膜崩壊まで十分な時間がある場合の KI成立過程の模式図（C’）注入か
ら前核膜崩壊まで KI成立に十分な時間がない場合の模式図
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にばらつきが生じるため，IVFによって受精のタイ
ミングを揃え，受精卵の細胞周期を均一化すること
を目的とした。実際に，凍結保存した IVF胚の第一
卵割のタイミングをタイムラプス観察で解析したと
ころ，そのばらつきは 30分以内であり，ほぼ同期し
ていた。そこで，凍結 IVF胚を融解した後の培養時
間を 1時間，4時間および 7時間とした胚の前核に
CRISPR/Cas9およびドナーベクターを注入し，KI効
率を比較した。その結果，融解後 1時間および 4時
間で注入した受精卵では高効率に KI胚が得られた
が，7時間後に注入した受精卵では KI胚はほとんど
得られなかった。
受精直後のマウス受精卵では雌雄の前核が形成さ

れ，発生の進行に伴って両前核は接近し，前核膜崩
壊を経て第一卵割が起こる（図 1B）。それぞれの注
入時間における前核膜崩壊までの時間は約 8時間，4
時間，1時間であったことから，注入から前核膜崩
壊までの時間が KI効率を左右する重要な要因である
と考えられた。CRISPR/Cas9およびドナーベクター
が注入された前核内では，Cas9が標的ゲノム領域に
DNA二本鎖切断を誘導し，ドナーベクターを鋳型と
した修復反応によって外来遺伝子がゲノムへ挿入さ
れることで KIが成立する（図 1C）。一方，前核膜崩
壊が起こると，前核内に存在していた Cas9およびド
ナーベクターは細胞質へ拡散すると考えられる
（図 1C’）。これらの結果から，効率的な KIには前核
内にドナーベクターが高濃度に存在することが重要
であると考えられた。また，KI反応には一定の時間
を要し，前核内で Cas9およびドナーベクターが作用
できる時間が少なくとも約 4時間は必要であること
が示唆された。
さらに，片方の前核のみへの注入と比較して，雌

雄両前核に注入することで，雌雄両アレルへの KI効
率を向上させることができた。このことからも，KI
は前核膜崩壊後ではなく，主として注入した前核内
で起きていることが示唆された。また，Cas9 mRNA
や発現プラスミドではなく，Cas9タンパク質を直接
導入することも重要であった。Cas9 mRNAや発現プ
ラスミドを用いた場合には，mRNAの翻訳が起こる
までに時間を要するため，前核内で作用できる時間
が短くなり，結果として KI効率が低下すると考えら
れる。以上の結果から，高効率な KIを達成するため
には，CRISPR/Cas9およびドナーベクターの注入か
ら前核膜崩壊まで KI成立に十分な時間が残されてい
る受精卵を用いることが重要であることが明らかと
なった。我々は，この方法を用いてこれまでに約
100の異なる遺伝子座において KIマウスの樹立に成
功しており，その高い汎用性が実証されている。

齧歯類ラットとハムスターのゲノム編集
齧歯類のゲノム編集では，マウスで開発された技

術を応用できる場合が多い（図 1A）。しかし，動物

種ごとに生殖特性や胚操作技術が異なるため，それ
ぞれの種に応じた最適化が必要となる。我々はラッ
トおよびゴールデンハムスターにおいて，特に KI動
物の作製法を確立したので，その取り組みについて
紹介する。
ラットは，マウスと並んで古くから広く利用され

てきた代表的な実験動物であり，特に，神経科学・
行動学・薬理学などの分野で重要な役割を果たして
きた。一方，遺伝子改変技術についてはマウスに比
べて開発が遅れていた。ラット ES細胞は 2008年に
樹立されているものの（Buehr et al., 2008; Li et al., 
2008），マウス ES細胞ほど遺伝子改変動物の作製に
広く利用されるには至っていない。また，IVFや胚
操作技術についてもマウスほど標準化されていない
（Honda et al., 2019）。ゲノム編集により KOラットの
作製は比較的普及している一方で，KIラットの作製
は依然として容易ではなかった。そこで我々は，マ
ウスで確立した高効率 KI法をラットへ応用すること
を試みた（Abe et al., 2025）。
ラットでは IVF技術は確立されているものの，我々

の実験では，IVF胚を用いてゲノム編集を行った場
合，産仔が得られる割合が非常に低いという問題が
あった。そのため，過排卵誘導処理を施した雌を自
然交配させ，受精卵を回収して使用した。得られた
受精卵について，タイムラプス観察により第一卵割
の開始時期を解析したところ，胚間でマウス IVF胚
ほど同期していないものの，そのばらつきはおおむ
ね 5時間以内に収まることが確認された。第一卵割
および前核膜崩壊の時期を解析し，前核膜崩壊まで
KI成立に十分な時間が残されている時間帯にマイク
ロインジェクションを行うことで，再現性よく KI個
体を得ることができた。これらの結果より，マウス
と同様に前核膜崩壊までの時間を考慮してマイクロ
インジェクションを行うことで，ラットにおいても
効率的に KIが可能であることが明らかとなった。本
方法により，複数の KIラットの樹立に成功している
（Abe et al., 2025; Matsumoto et al., 2024）。
ゴールデンハムスター（Syrian hamster）は，マウ

スやラットとは異なる生理学的特徴を有することか
ら，さまざまな研究分野で利用されてきた。特に，
低温環境へ暴露により冬眠を誘導できることから，
冬眠研究の代表的モデルとして利用されている
（Chayama et al., 2016）。また，インフルエンザウイル
スや新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）などのヒト
呼吸器ウイルスに対して高い感受性を示し，感染後
の病態がヒトと類似することから，感染症研究にお
いても重要なモデル動物として利用されている（Wang 
et al., 2022）。このように，ゴールデンハムスターはマ
ウスでは再現することが難しい生命現象や病態を解
析するための有用な実験動物である。一方，生殖工
学技術やゲノム編集技術はほとんど確立されておら
ず，CRISPR/Cas9を用いた KOハムスターの作製は報
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告されているものの（Miao et al., 2023; Taylor et al., 
2022），KIハムスターの作製は報告されていなかった。
ハムスターにおける胚操作を困難にする要因の一

つとして，初期胚の高い光感受性が挙げられる。ハ
ムスター胚は，マウス胚ではほとんど影響が認めら
れない程度の光照射によって発生停止を起こすこと
が知られている。その詳細な機構は十分には解明さ
れていないものの，蛍光灯などの人工光に含まれる
短波長光が原因と考えられており，600 nm以上の長
波長光に対しては比較的耐性を示すことが報告され
ている（Takenaka et al., 2007）。そのため，採卵やマ
イクロインジェクション，胚移植などの胚操作は，
暗室内で赤色フィルターを介した照明下で実施した。
また，我々の実験条件では，IVFや過排卵処理によっ
て得られた受精卵をマイクロインジェクションに安
定して利用することが困難であった。一方，ゴール
デンハムスターは明確な 4日周期の性周期を示すこ
とから，この特性を利用して，自然交配により受精
卵を回収した（Whittaker, 1999）。KIには前核膜崩壊
までの時間を考慮することが重要であるが，自然交
配由来の受精卵では受精のタイミングを正確に把握
することができない。そこで，雌雄前核の形態や位
置関係を指標として，前核膜崩壊まで KI成立に十分
な時間が残されていると予測される時間帯を考慮し
てマイクロインジェクションを実施した。その結果，
世界で初めて KIハムスター系統の作製に成功した
（Shigeta et al., 2025）。また，この方法により複数の
KIハムスター系統の樹立に成功している。一方，ハ
ムスターではマウスと比較して胚移植後の仮親の妊
娠率や仔の離乳までの生存率が低く，KI効率も改善
の余地がある。今後，これらの問題を改善することで，
ゴールデンハムスターにおける遺伝子改変技術の実
用性を高める必要がある。

有袋類オポッサムのゲノム編集
有袋類は有胎盤類（真獣類）との共通祖先から約 1.6

～ 1.9億年前に分岐したと考えられており，哺乳類

の進化や発生機構を理解するための重要な研究対象
として注目されている（図 2A）（Samollow, 2008）。
実験動物としては，アメリカ大陸に分布するハイイ
ロジネズミオポッサム（以下，オポッサム）や，オー
ストラリアに分布するダナートやワラビーなどが知
られている（Cook et al., 2021; Hickford et al., 2009）。
特にオポッサムは，小型でマウスと同様の環境下で
飼育・繁殖できるため有袋類の代表的な実験動物と
して広く利用されてきた。
オポッサムは育児嚢を持たない有袋類であるが，

他の有袋類と同様に新生仔は非常に未熟な状態で出
生する（図 2B）。出生直後の新生仔は自力で母親の
乳首まで移動し，乳首に吸着したまま発生を続ける
（図 2C）。そのため，乳首まで移動するための前肢と
吸着に必要な顎が発達しているが後躯の発達は未熟
である（Zhu et al., 2023）。このように，真獣類では
胎内で進行する発生過程を出生後に観察できること
は，有袋類を研究する大きな利点である。さらに，
有袋類では授乳期間中に乳成分が変化し，母乳に含
まれる成長因子や免疫関連因子が新生仔の器官形成
や免疫機能の成熟に関与することが示されており，
母子間相互作用を研究するモデルとしても利用され
て い る（Fehrenkamp et al., 2019; Sharp et al., 2017; 
Wang et al., 2012）。また，新生仔は高い組織再生能力
を示すことから，再生生物学の研究モデルとして注
目されている（Saito et al., 2025; Wheaton et al., 2021）。
有袋類は真獣類との比較を通じて，哺乳類における
エピジェネティック制御機構の起源と進化を研究す
る上でも興味深い。真獣類の体細胞では一般に父性
または母性 X染色体のいずれかがランダムに不活化
されるのに対し，有袋類では父性 X染色体が選択的
に不活化される（Mahadevaiah et al., 2020; Renfree et 
al., 2013）。このように，オポッサムは真獣類との比
較から哺乳類の発生・進化を理解するための有用な
動物モデルであるが，遺伝学的解析手法はほとんど
確立されていなかった。そこで我々は，一連の生殖
工学技術を含む受精卵マイクロインジェクション法

図 2　ハイイロジネズミオポッサムと KOオポッサム
（A）単孔類・有胎盤類・有袋類の進化系統樹の概略図（B）オポッサム新生仔（出産当日）の模式図（C）オポッサム新生
仔が母親の乳首に吸い付いている模式図（D）オポッサム受精卵の写真（E）チロシナーゼ遺伝子を標的とした gRNAと
Cas9をマイクロインジェクションして得られた F0個体および母親の写真：白色の個体はアルビノ，白色と灰色が混在する
個体はモザイク，灰色の個体は野生型を示す。
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を開発して，CRISPR/Cas9により世界で初めて KO
オポッサムの作製に成功した（Kiyonari et al., 2021）。
ここでは，その技術開発においてオポッサム特有の
課題となった交尾の確認方法と受精卵マイクロイン
ジェクションについて紹介する。
マウス・ラット・ハムスターなどの齧歯類では，

交尾の成立は膣栓，膣スメアや膣インピーダンス（膣
電気抵抗）などによって容易に確認することができ
る。一方，オポッサムでは，これらの方法で交尾日
を特定することは困難である。マイクロインジェク
ションに最適なステージの受精卵を回収するために
は，交尾の成立時刻を正確に把握する必要があった
ため，飼育ケージ上方から連続的にビデオ撮影を行
い，録画映像から交尾時刻を特定した。交尾時刻を
基に受精卵を回収し，マイクロインジェクションに
よる CRISPR/Cas9の導入を試みた。しかし，オポッ
サムの受精卵は透明帯に加えて厚いムコイド層およ
び硬いシェルコートに覆われており，マウス受精卵
とは大きく異なる構造を有している（図 2D）。特に
この時期は発生が進むにつれてシェルコートが硬く
なり，通常のマイクロインジェクションではキャピ
ラリーを受精卵内へ貫通させることが困難であった
（Kiyonari et al., 2021, Video S1）。そこで，明暗周期を
後退させることで，シェルコートが十分に硬化する
前のより早い発生時期に受精卵を回収した。さらに，
キャピラリーに微細な振動を与えるピエゾ装置（膜

を振動で機械的に破る）を用いてマイクロインジェ
クションを行うことで，オポッサム受精卵への
CRISPR/Cas9の導入が可能となった。これらの技術
的改良により，毛色形成に関与するチロシナーゼ遺
伝子の KOを行い，F0世代においてアルビノ表現型
を示す個体を得ることに成功した（図 2E）。アルビ
ノは両アレルに変異が導入されたことを示している。
さらに変異アレルが次世代へ伝達されることも確認
された。オポッサムでは，偽妊娠雌の作出や受精卵
移植をはじめとする生殖工学技術が十分に整備され
ておらず，遺伝子改変技術の開発には多くの課題が
存在した。しかし，そのような状況においても，マ
ウスで蓄積された生殖工学およびゲノム編集技術は，
オポッサムにおける技術開発の重要な基盤となった。
我々が確立したゲノム編集技術は，今後オポッサム
を用いた遺伝子機能解析や発生研究の発展に貢献す
るとともに，ダナートをはじめとする他の有袋類へ
の応用を通じて，有袋類研究の発展を支える基盤技
術となることが期待される。

爬虫類ヤモリのゲノム編集
爬虫類（トカゲやヤモリ）は，脳・心臓・四肢・

再生能力などの進化過程を理解するための進化発生
生物学（Evo-Devo）モデルとして注目されている
（図 3A）（Koshiba-Takeuchi et al., 2009; Leal et al., 2016; 
Lozito et al., 2017; Noji et al., 2026; Nomura et al., 

図 3　ソメワケササクレヤモリとゲノム編集
（A）進化発生生物学モデルとしての爬虫類の位置付けを示した脊椎動物の進化系統樹の概略図（B）ヤモリ卵母細胞インジェ
クション法と卵巣（挿入図）の模式図（C）ゲノム編集でチロシナーゼ遺伝子が KOされたアルビノと野生型のヤモリの写
真（D）卵母細胞に注入された CRISPR/Cas9により母性染色体および受精後の父性染色体に変異が導入されると考えられる
過程の模式図
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2013）。我々が研究に用いているソメワケササクレヤ
モリは，体長約 15 cmで，性成熟までに 6ヶ月ほど
要する。繁殖に季節性はなく，一年を通して約 10日
ごとに 1，2個の卵を産み，約 60日で孵化する。また，
爬虫類では性決定が孵卵温度に依存する種も多いが，
本種の性決定は温度に依存しない。さらに，高精度
なゲノム情報もすでに整備されていることから，実
験動物として優れた特徴を有している（Hara et al., 
2015; Noro et al., 2009）。
爬虫類におけるゲノム編集には，受精卵へのアク

セスが困難であるという特有の課題がある。卵は硬
い卵殻に覆われており，産卵時にはすでに胚発生が
体節期まで進行している。さらに，多くの種では交
尾後の精子がメスの生殖管内に長期間貯蔵されるた
め，受精時期を正確に把握することが難しい（Kircher 
et al., 2024）。これらの理由から，哺乳類で一般的に
行われている受精卵マイクロインジェクションを爬
虫類へ適用することは容易ではない。この問題を解
決するために，従来とは全く異なるアプローチでア
ノールトカゲのゲノム編集法が報告された（Rasys et 
al., 2019）。この手法は卵母細胞インジェクション法
と呼ばれ，麻酔下で雌個体を開腹し，卵巣を露出し
た後，未成熟な卵母細胞へ CRISPR/Cas9を注入する
ものである。我々はこのトカゲの手法を基盤として，
麻酔法や切開後の処置などを改良し，ソメワケササ
クレヤモリへの応用を試みた（図 3B）（Abe et al., 
2023b）。
ソメワケササクレヤモリ（ヤモリ）には左右一対

の卵巣が存在し，それぞれの卵巣には発育段階の異
なる卵母細胞が含まれている。卵巣内には白色に近
い小さな未成熟卵母細胞から，黄色味を帯びた排卵
間近の大型卵母細胞まで観察される（図 3B挿図）。
我々はこのうち，直径 1～ 2.5 mm程度の約 4個の未
成熟卵母細胞に対して Cas9タンパク質と gRNAを注
入した。注入にはゼブラフィッシュなどの受精卵イ
ンジェクションに用いられるインジェクターを利用
した。我々はトカゲの報告と同様にチロシナーゼ遺
伝子の KOを試みた。その結果，処置した 6匹の母
親ヤモリから 7個の発生胚が得られ，そのうち 3個
体がKOを示すアルビノ個体であった（図 3C）。また，
2個体はモザイクあるいはヘテロ接合体であり，残
る 2個体は野生型であった（Abe et al., 2023b）。興味
深いことに，先行研究のトカゲと同様に，ヤモリに
おいても F0世代で両アレルに変異が導入されたアル
ビノ個体が得られた。この結果は，未受精卵である
卵母細胞に注入された Cas9と gRNAが，受精後にも
活性を保持していた可能性を示唆している（図 3D）。
母親由来染色体は卵母細胞への注入直後から Cas9と
gRNAに曝露されるのに対し，父親由来染色体は受
精後に初めて受精卵の細胞質中に存在する Cas9に
よって切断される。驚いたことは，インジェクショ
ン後 28～ 43日目に産卵された卵からもアルビノ個

体が得られたことである。ソメワケササクレヤモリ
では約 10日間隔で産卵し，受精は産卵のおよそ 10
日前に起こると推定されることから，父親由来染色
体の切断はインジェクション後 18～ 33日目以降に
生じたことになる。これは，Cas9が約 1ヶ月近く活
性を維持したまま卵母細胞に存在していたことを示
唆している。この卵母細胞インジェクション法は，
ヘビにおいてもその有効性が報告されており（Tzika 
et al., 2023），爬虫類全般へ応用可能なゲノム編集技
術として期待される。
ところで，爬虫類と類似した生殖様式をもつ鳥類

のニワトリでは，PGC（始原生殖細胞 : primordial 
germ cell）を利用した遺伝子改変技術（トランスジェ
ニック）がゲノム編集が登場する前から確立されて
おり，ゲノム編集も PGCを介して行うことができる
（Dimitrov et al., 2016; van de Lavoir et al., 2006）。培養
下の PGCでゲノム編集を行い，その後，卵内の胚へ
移植する。移植された PGCは生殖系列へ分化し，ゲ
ノム編集された生殖細胞を有する個体が得られる。
その個体を繁殖させることで，次世代において遺伝
子改変個体を作製することができる。また，ニワト
リにおいても卵母細胞インジェクションを行ってい
る報告がある（Jiang et al., 2025）。これはトランスジェ
ニック個体の作製法であるが，卵母細胞インジェク
ション法が爬虫類だけでなく，鳥類においても利用
できる可能性を示唆している。

多様な動物種における KI技術の課題と展望
これまで述べてきたように，ゲノム編集技術の発

展によってさまざまな動物種で遺伝子改変が可能と
なった。一方，外来 DNAを特定のゲノム領域へ導入
する KIは，単純な遺伝子 KOと比較して技術的難易
度が高い。我々は，マウス・ラット・ハムスターに
おける KI技術の開発を通じて，受精卵の発生過程に
おいて CRISPR/Cas9およびドナーベクターの導入時
期が KI効率を左右する重要な要因であることを明ら
かにしてきた。しかし，受精卵の大きさや構造，発
生速度，生殖様式などは動物種によって大きく異な
るため，マウスで確立された方法をそのまま他の動
物種へ適用できるとは限らない。

CRISPR/Cas9を用いた KIは，Cas9によってゲノ
ム DNAに二本鎖切断（double-strand break: DSB）を
誘導し，その修復過程を利用して外来 DNAを標的部
位へ導入する技術である。KIに利用される代表的な
DNA修復経路として，相同組換え修復（homology-
directed repair: HDR），非相同末端結合（non-homologous 
end joining: NHEJ），およびマイクロホモロジー媒介
末端結合（microhomology-mediated end joining: MMEJ）
が挙げられる。HDRを利用した KIでは，標的領域
の両側に相同配列を有するドナー DNAを鋳型とし
て，相同組換えによって目的の外来 DNAを正確に導
入する（図 4A）。一方，NHEJを利用した KIでは，
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ゲノム DNAとドナー DNAの両方に DSBを誘導し，
切断されたゲノム DNA末端とドナー DNA末端が直
接連結されることで外来 DNA が導入される
（図 4B）。この方法では，ドナー DNAとともにプラ
スミド骨格などの不要なベクター配列が挿入される
場合があり，挿入方向や接合部配列の制御も困難で
ある。これに対して，MMEJを利用した KIでは，ゲ
ノム DNAとドナー DNAの切断端に設計した短い相
同配列（マイクロホモロジーアーム）（5～ 40 bp）
を介して修復を誘導することで，外来 DNAが挿入さ
れる（図 4C）。NHEJを利用した KIと比較して挿入
方向や接合部配列を制御しやすく，比較的精密な配
列導入が可能である（Sakuma et al., 2016）。これらの
DNA修復経路は細胞周期との関連が知られており，
NHEJが細胞周期を通じて機能するのに対し，HDR
やMMEJは主に S期から G2期に利用される。この
ような修復経路の細胞周期依存性は，受精卵を用い
た KIの効率にも影響を与える重要な要因の一つと考
えられる。マウスでは HDR利用した KIが広く用い
られているが，同じ方法がすべての動物種に適して
いるとは限らない。例えば，アフリカツメガエルや
ゼブラフィッシュでは，NHEJやMMEJを利用した
KIが主に用いられている（Hisano et al., 2015; Mochii 
et al., 2024）。これらの動物では，初期胚の細胞周期
が非常に短く，また，前核を標的としたマイクロイ
ンジェクションが困難であることから，CRISPRや
ドナー DNAは受精卵の細胞質に注入される。このよ
うに，利用可能な DNA修復経路だけでなく，受精卵
の構造や発生速度を考慮して KI方法を選択すること
が重要である。また，マウスにおいても細胞質への
注入で KIを成功させた報告がある（Yang et al., 
2013）。 このことは，前核への直接注入が困難な動
物種においても，条件を最適化することで，細胞質
への導入によって KIが成立する可能性を示してい
る。

さらに，マイクロインジェクション以外の KI手法
が開発されている。その一つが，adeno-associated 
virus（AAV）ベクターを利用した方法である。透明
帯を通過して初期胚へ感染が可能な AAVを利用する
ことで，ドナー DNAを受精卵へ導入することができ
る。マウスやラットでは，回収した受精卵を培養下
で AAVに感染させることによる KIが報告されてい
る（Mizuno et al., 2018）。また，アフリカシマネズミ
（Rhabdomys pumilio）では，卵管内に AAVを投与し
て卵管内の初期胚へドナー DNAを導入することによ
り，KIに成功している（Li et al., 2023）。これらの方
法は，マイクロインジェクションや胚移植などの胚
操作技術が十分に確立されていない動物種において，
特に有用なアプローチとなる可能性がある。近年で
は，従来の DNA修復機構を利用した KIに加えて，
CRISPRとトランスポゾンあるいはインテグラーゼ
を組み合わせることにより，外来 DNAをゲノムへ導
入する新たな技術も開発されており（Lampe et al., 
2024; Yarnall et al., 2023），今後これらの技術がさまざ
まな動物種へ応用されることで，準モデル動物にお
ける遺伝子改変技術が発展することが期待される。
ここで紹介したように，マウスで確立されたゲノ

ム編集技術は，他の動物種へ応用するための重要な
基盤となる。しかし，効率的な遺伝子改変を実現す
るためには，単にマウスの方法を移植するのではな
く，それぞれの動物種がもつ生殖様式，受精卵の構造，
発生速度，細胞周期などの特徴を理解し，それに応
じて技術を最適化することが重要である。各動物種
の特性に応じたゲノム編集技術の開発が進み利用可
能な動物モデルがさらに広がることで，従来のモデ
ル動物だけでは明らかにできなかった生命現象を遺
伝学的に解析することが可能になると期待される。

図 4　HDR・NHEJ・MMEJを介した KIの概要
（A）HDR（B）NHEJ（C）MMEJを介した KI方法の模式図：緑色の実線は HDRにおけるホモロジーアームおよびMMEJ
におけるマイクロホモロジーアーム，白抜き矢印は挿入する外来 DNA，青色の実線は不要なベクター部分，オレンジ色お
よび赤色の実線は Cas9タンパク質および gRNAを示す。
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はじめに
医学・生命科学研究において，特定遺伝子の発現

を時空間的に制御する技術は，複雑な生命現象や病
態メカニズムの解明において強力な武器となる。な
かでも，1992年に Hermann BujardとManfred Gossen
によって開発された「Tetシステム（テトラサイクリ
ン誘導性遺伝子発現システム）」は，哺乳類細胞にお
ける人工的な遺伝子発現制御法のデファクトスタン
ダードとして，今日まで広く利用されてきた 1。本シ
ステムは，主に転写活性化因子（トランスアクチベー
ター）と，その結合配列である Tetオペレーター（TetO）
を含む応答性プロモーターの 2つのコンポーネント
から構成されている 2。その作動原理には大きく分け
て 2つのバリエーションが存在する。一つは，テト
ラサイクリン系薬剤（主にその誘導体であるドキシ
サイクリン：Dox）の非存在下においてトランスア
クチベーター（tTA）が TetOへ結合し外来遺伝子を
発現させ，反対に Dox存在下において発現が停止す
る「Tet-OFFシステム」である。もう一つは，変異
導入により見出されたリバース型トランスアクチ
ベーター（rtTA）を用い，逆に Doxが存在するとき
にのみ TetOへ結合して発現を誘導する「Tet-ONシ
ステム」である。これら両システムは，Doxの投与
やその停止によって外来遺伝子の発現を可逆的にコ
ントロールできる点が最大の強みである。特に Tet-
ONシステムにおいては，Dox濃度を調整することで
発現レベルを段階的にチューニングできることも知
られている。さらに近年では，単なる転写制御に留
まらず，CRISPR-Casシステムと組み合わせた時空間

的ゲノム・エピゲノム編集や，恒常活性型・ドミナ
ントネガティブ型分子を用いた細胞内シグナル伝達
への介入など，多岐にわたる応用が進んでいる。こ
のような発展を遂げてきた Tetシステムであるが，
培養細胞レベルにおいて高効率に機能する遺伝子回
路も，マウス生体内という複雑な環境下においては，
必ずしも理想通りに機能するとは限らない。そこで
本稿では，Tet-ONあるいは Tet-OFFシステムをマウ
ス生体内で使用した際の実用的な違いに焦点を当て
る。具体的には，個体レベルにおける「細胞種特異性」
「外来遺伝子の発現レベル」「発現の可逆性」という，
実験の成否を握る主要な 3つの観点から両システム
を直接比較し，生体内実験を成功に導くための最適
なアプローチについて紹介する 3。

生体内 Tet-ON/OFFシステムの臓器特異性
まず，生体内における Tetシステムの外来遺伝子

発現動態を調べるために，Dox依存的に全身で蛍光
タンパク Venusを発現誘導可能な「Tet-ONマウス」
を作製した（図 1a）。同マウス（4週齢）に，2 mg/
mLの Doxを 1週間自由飲水投与し，全身の主要臓
器を観察した。その結果，Dox非投与下では自家蛍
光のみが認められた一方で，Dox投与群では主に腎
臓，肝臓，膵臓，皮膚，および消化管において Venus
の明瞭な蛍光シグナルが観察された（図 1b）。しか
しながら，脳，心臓，骨格筋，肺などの一部の臓器
では，Dox投与下であっても検出可能な Venusの蛍
光は認められなかった。

マウス個体における Tet-ON/OFFシステムを用いた 

時空間遺伝子発現制御の最適化
田口純平

京都大学大学院医学研究科附属動物実験施設

要　約

Tet-ON/OFFシステムは薬剤依存的に外来遺伝子の可逆的な発現制御を可能にする有用なツールであ
り，培養細胞から個体モデルまで幅広く利用されている。しかしながら，生体（in vivo）における多様な
実験系に対応した標準的プロトコール（ゴールドスタンダード）は確立されておらず，実験デザインの
詳細は研究者の経験や裁量に委ねられているのが現状である。本稿では，Tet-ONおよび Tet-OFFシステ
ムを介して蛍光レポータータンパクを発現誘導できる遺伝子改変マウスをそれぞれ作製し，同一条件下
での直接比較を通じてはじめて見えてきた両システムの動作性の違いを紹介する。特に，生体内実験の
成否を分ける「細胞種特異性」「発現レベル」「可逆性」という 3つの観点から，Tetシステムを最大限に
使いこなすための実践的な最適解について考察する。

特　集：先端遺伝子操作技術の生命科学研究への応用
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次に，Tet-ONマウスの rtTAアレルを tTAアレル
に置き換えた「Tet-OFFマウス」を作製し，同様の
条件で実験を実施した（図 2a）。その結果，特筆す
べきことに，Dox非投与下において，Tet-ONシステ
ムでは明確な発現誘導が見られなかった脳，心臓，
肺を含む，検証したすべての臓器で Venusの蛍光シ
グナルが観察された（図 2b）。また，Dox投与下で
はこの Venusシグナルは消失し，Doxが外来遺伝子
発現を厳密に抑制していることが示唆された。

上皮細胞に限定される Tet-ONシステム
続いて，Tet-ONマウスにおいて Venusを発現して

いる細胞種を特定するため，免疫組織化学的解析を
行った。まず，肉眼的に Venus蛍光が認められた臓
器を解析したところ，各臓器において以下の細胞種
で Venus陽性像が確認できた（図 3a）。
・腎臓：近位尿細管，糸球体
・肝臓：肝細胞，胆管細胞
・膵臓：腺胞細胞，導管細胞，膵島細胞
・胃：前胃層状扁平上皮，腺胃腺上皮（筋層では陰性）
・小腸および大腸： 絨毛および隠窩上皮細胞（筋層

では陰性）
・皮膚：表皮，毛包（真皮間葉系細胞では陰性）

・精巣： ライディッヒ細胞，精原細胞（成熟した生
殖細胞では陰性）

一方，肉眼的に蛍光シグナルが観察できなかった
脳，心臓，骨格筋，肺においては，脳の脈絡叢上皮
および肺の気管支上皮細胞を除き，いずれの細胞種
からも Venusの発現は認められなかった（図 3b）。
これらの結果は，成体マウスにおける Tet-ONシステ
ム駆動性の外来遺伝子発現は，その大部分が上皮系
細胞に限定されており，主要な非上皮系細胞種では
十分に機能しないことを示唆している。

広範な臓器・細胞種に適用可能な Tet-OFFシステム
次に，Tet-OFFマウスにおける Venusの発現を組

織学的に解析した。上述の Tet-ONマウスにおいて発
現が確認できた臓器・細胞種のすべてで，Tet-OFF
マウスにおいても Dox非投与下で Venusの発現が誘
導されていた（図 3a）。さらに，Tet-OFFマウスのみ
で新たに Venus陽性像が確認された臓器・細胞種を
以下に示す（図 3b）。
・大脳：神経細胞，グリア細胞
・小脳：分子層，顆粒層，白質，プルキンエ細胞
・心臓：心筋細胞，冠血管平滑筋細胞
・肺： 一部の間葉系細胞，肺胞上皮細胞，気管支上

皮細胞

図 1　Tet-ONマウス諸臓器における外来遺伝子発現
a：Tet-ONマウスのアレル構成および外来遺伝子発現誘導の実験概略
本マウスは腹腔内への Tamoxifen投与により全身で rtTAが発現し，Dox投与下において Venusの発現が誘導される。
Doxは 2 mg/mL，1週間の自由飲水によって投与された。
b：Tet-ONマウス諸臓器における Venusの蛍光
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図 3　Tet-ON/OFFマウス諸臓器における Venus免疫染色
Tet-ONシステムでの外来遺伝子発現には臓器特異性が見られ，主に上皮系細胞に限局する傾向を示した。一方で，
Tet-OFFシステムではより広範な臓器・細胞種における Venus発現が観察された。

図 2　Tet-OFFマウス諸臓器における外来遺伝子発現
a：Tet-OFFマウスのアレル構成および外来遺伝子発現誘導の実験概略
本マウスは腹腔内への Tamoxifen投与により全身で tTAが発現し，Dox非投与下において Venusの発現が誘導される。
Doxは 2 mg/mL，1週間の自由飲水によって投与された。
b：Tet-OFFマウス諸臓器における Venusの蛍光
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・骨格筋：骨格筋細胞
・白色脂肪組織：脂肪細胞
・卵巣： 顆粒層細胞，間質細胞（成熟した生殖細胞

では陰性）
・消化管： 筋層内平滑筋細胞，末梢神経細胞，固有

層間葉系細胞
・皮膚：真皮間葉系細胞
これらの結果は，Tet-OFFマウスの大脳，心臓，

骨格筋における Venusの mRNA発現レベルでも確認
されている。対照的に，Tet-ONマウスでは mRNAの
わずかな発現上昇がみられたものの，有意な差では
なかった。以上の結果から，Tet-OFFシステムは成
体組織の大部分の細胞種において外来遺伝子の発現
を強力に誘導可能であることが明らかになった。

Tet-ONシステムにおけるDox濃度依存的な段階的制御
Dox投与量に応じた外来遺伝子発現レベルの段階

的制御は，in vitroにおける Tetシステムの大きなメ
リットの一つである。そこで，in vivoでの外来遺伝
子発現の調律範囲を調べるため，Tet-ONおよび Tet-
OFFマウスに異なる濃度のDox（Tet-ONマウス：0, 0.2, 
0.4, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL，Tet-OFFマウス：0, 0.2, 4.0 
mg/mL）を自由飲水投与し，投与 7日目における肝
臓での外来遺伝子発現を解析した。
その結果，Tet-ONマウスでは，Dox濃度の増加に

伴って Venusの蛍光強度や mRNA発現レベルが段階
的に上昇していく様子が観察された（図 4a）。一方，
この Tet-ONシステムで見られた段階的な制御とは対
照的に，Tet-OFFシステムでは，低用量（0.2 mg/mL）

および高用量（4.0 mg/mL）のいずれの Dox投与濃度
であっても，Venusの蛍光シグナルや mRNA発現は
ほぼ完全に消失し，外来遺伝子発現は強力に抑制さ
れることが明らかとなった（図 4b）。以上の結果は，
生体内における Dox濃度依存的な外来遺伝子の発現
調節は Tet-ONシステムにおいて有効であり，Tet-
OFFシステムでは困難であることを示唆している。

Tet-OFFシステムにおける可逆的発現制御の限界
次に，Tetシステムにおける外来遺伝子発現の可逆

性について検証を行った。Tet-ONおよび Tet-OFFマ
ウスに Doxを 7日間投与（Day7）し，その後 7日間
Dox投与を停止（Day7+7）した際の肝臓における
Venus発現のダイナミクスを観察した（図 5a）。
まず，Tet-ONマウスでは，Day7までに Venusの

蛍光強度が経時的に上昇した（図 5b）。その後 Dox
投与を停止したところ，Venusシグナルは減少し，
Day7+7時点でほぼ消失した。この結果から，Tet-ON
システムは生体内において Doxの有無に対して迅速
に応答し，外来遺伝子発現の優れた可逆的制御を可
能にすることが示された。
一方，同様の実験を Tet-OFFマウスでも実施した

ところ，Dox投与に伴って Venusシグナルは減少し，
Day7ではほぼ消失した（図 5b）。しかしながら，そ
の後 Dox投与を停止したにもかかわらず，Day7+7
時点では Venusシグナルの再活性化は観察できな
かった。この結果と一致して，Venus mRNAは Dox
投与後 Day 3時点でほぼ検出限界以下となり，その
後 Day7+7まで検出されないままであった。さらに，

図 4　Tetシステムにおける外来遺伝子発現レベルの Dox濃度依存的制御
a：Tet-ONシステムによる段階的な Venus発現誘導
Dox濃度（0, 0.2, 0.4, 1.0, 2.0, 4.0 mg/mL）依存的に Venus陽性細胞数および細胞当たりの Venus発現レベルの増加が認
められた。
b：Tet-OFFシステムによる発現制御の限界
Dox濃度（低用量：0.2 mg/mL，高用量：4.0 mg/mL）にかかわらず，Venus発現が強力に抑制された。
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Dox投与停止期間を延長したところ，停止後 2週間
（Day7+14）でいくつかの臓器において Venus蛍光が
確認され始め，停止後 4週間（Day7+28）でようや
くほぼすべての臓器で Venus発現の再活性化が観察
された（図 5c）。しかしながら，Venusの蛍光シグナ
ルおよび mRNAレベルは，Day7+28時点であっても
完全な回復には至らなかった。これらの結果は，Tet-
OFFマウスでは外来遺伝子の再活性化に一定の期間
を要し，短期間での外来遺伝子の可逆的操作は困難
であることを示唆している。

テトラサイクリン（Tc）を用いた段階的・可逆的 
制御の実現
これまでの実験結果から，Tet-OFFシステムは Tet-

ONシステムに比べ，適用可能な臓器・細胞種の範

囲が広い一方で，発現レベルの段階的制御や迅速な
可逆的制御が困難であることが明らかとなった。そ
こで著者らは，Tet-OFFシステムで認められたこれ
らの欠点を克服すべく，Doxに代わる誘導薬剤とし
てテトラサイクリン（Tc）に着目した。既報において，
Tcは Doxよりもトランスアクチベーターへの結合親
和性が低いことが報告されている 4。このことから，
低濃度の Tcを投与することで Tet-OFFシステムにお
ける外来遺伝子発現を段階的に制御できるのではな
いかと仮説を立て，その可能性を検討した。

Tet-OFFマウスに 0.2 mg/mLの Tcを自由飲水投与
したところ，同濃度の Dox投与下で見られた強力な
抑制とは対照的に，Tc投与マウスでは中程度の
Venusシグナルが観察された。さらに，2.0 mg/mLの
Tc投与は Doxと同様に外来遺伝子の発現を十分に抑

図 5　Tetシステムにおける外来遺伝子発現の可逆性
a：Tet-ON/OFFマウスにおける可逆的発現誘導の実験概略
b：Tet-ON/OFFマウス間における Venus発現の可逆性比較
Tet-ONマウスは Dox投与下で Venus発現強度が亢進し，投与停止に伴う発現の減弱が観察された。一方，Tet-OFFマウスで
は Dox投与下で Venus発現が消失したものの，投与停止 7日後でも Venus発現の再活性化は認められなかった。
c：Tet-OFFマウスにおける投与停止期間延長による Venus発現の部分的な再活性化
Tet-OFFマウスへの Dox投与停止期間を延長したところ，投与停止 28日目にようやく Venus発現の再活性化が観察された。
しかしながらその発現レベルは部分的であった。
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制すること，また投与停止 1週間後（Day7+7）では
外来遺伝子の発現レベルが未処理マウスと同等まで
回復することが明らかとなった（図 6a, b）。加えて，
Tcは Doxと比較して，外来遺伝子発現に依存しない
副作用的な遺伝子発現変動 5の程度が少ないことも
RNA sequence解析の結果から明らかとなっている。
これらの結果から，Tet-OFFシステムを生体内で

使用する際には，Doxに代えて Tcを選択することに
よって，広範な細胞種を対象とした段階的および可
逆的な外来遺伝子発現制御が実現可能であることが
示唆された。

おわりに
近年のゲノム編集技術の進展により，遺伝子改変

マウスの作製は飛躍的に容易になった。しかしなが
ら，動物モデルを用いた実験は，準備の段階から多
大な時間的・経済的コストを要することから，生体
内での遺伝子発現制御系を初めて導入する際には，
最適なシステム設計の選択に頭を悩ませる場合も多
いのではないだろうか。本稿では，Tet-ON/OFFシス
テムの生体内における「細胞種特異性」「発現レベル」
「可逆性」の違いについて解説した。具体的には，

チューニング特性に優れるものの上皮系細胞に偏る
Tet-ONシステムと，広範な組織に適用できるが Dox
投与後の制御に課題を残す Tet-OFFシステムという
両者のトレードオフを示し，後者の弱点を克服する
アプローチとして Tcの有用性を紹介した。
このような生体内での詳細な挙動特性は，実験の

成否を直接左右するにもかかわらず，一般的な学術
論文などでは十分に記載されてない場合が多い。著
者もマウス個体レベルでの研究を主体としており，
遺伝子改変マウスを作製したものの期待通りにワー
クせず，試行錯誤を繰り返した苦い経験が少なくな
い。本稿で紹介した実践的なノウハウが，今後 Tet
システムを用いた個体レベルでの研究を開始される
読者のみなさまの円滑な実験計画立案において，少
しでも参考になれば幸いです。

謝　辞
本稿の研究内容は，著者が過去に所属していた東

京大学医科学研究所先進モデル動物作製コアにて実
施され，山田泰広教授（現・東京大学大学院医学系
研究科）との共同研究として発表された成果を基に
構成したものです 3。本研究の遂行にお力添えをいた

図 6　テトラサイクリン（Tc）を用いた Tet-OFFシステムにおける可逆性限界の克服
a：Tet-OFFマウスにおける Doxあるいは Tcを用いた可逆的発現誘導の実験概略
b：Doxあるいは Tcを投与した Tet-OFFマウスにおける Venus再発現の違い
Doxを投与した場合は投与停止 7日後でも Venus発現の再活性化が観察されなかったのに対し，Tcを投与した
場合は投与停止 7日時点で十分なレベルでの再活性化が確認された。
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だいた共著者の先生方にこの場を借りて厚く御礼申
し上げます。また，第 73回日本実験動物学会総会
LASセミナー 2にて，本内容を発表する機会を与え
てくださった小沢学先生，清成寛先生，佐々木えり
か先生に改めて深く感謝申し上げます。ならびに実
験動物ニュース「特集」というかたちで本内容を広
く会員の皆様に共有できる場をご提供くださった同
誌編集委員長の山田久陽先生にも心より御礼申し上
げます。
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動物実験福祉に関する海外動向調査報告・ 
オーストラリア（メルボルン）

瀬戸山健太郎 1, 4

森松正美 2, 4

越本知大 3, 4

1鹿児島大学先端科学研究推進センター
2北海道大学大学院獣医学研究院

3宮崎大学フロンティア科学総合研究センター
4日本実験動物学会人材育成委員会

1．調査の概要と目的
本海外動向調査は，日本で比較的よく知られている欧米地域以外の動物実験の規制体制，研究施設の管

理・運営，動物実験を取り巻く社会とのコミュニケーションの実態について調査することを目的とした。
そのため，動物実験が国家管理ではなく州単位で管理されているオーストラリア・ビクトリア州（メルボ
ルン）をその一例として理解するために，令和 7年度研究開発施設共用等促進費補助金（ライフサイエン
ス研究の振興（ナショナルバイオリソースプロジェクト））情報センター整備プログラム「外部検証推進の
ための人材の育成と活用」の活動の一環として 2026年 2月 25日から 2月 27日に標記の 3名で実施した
（図 1, 2）。

図 1　メルボルンの街並み

図 2　Queen Victoria Marketにて
右：森松先生，中央：越本先生，左：瀬戸山
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今回の調査では，Understanding Animal Research（UAR）Oceaniaとの意見交換を通じてオーストラリア
全般およびビクトリア州における動物実験の規制や社会とのコミュニケーションの現状を把握するととも
に，Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research（WEHI），Australian Synchrotronおよび Peter MacCallum 

Cancer Centreの研究施設を訪問し，動物実験施設の管理・運営，動物の飼育管理，実験実施体制，教育訓
練および研究支援体制等についても視察した。また，英国で長年に亘って UARの活動に従事した専門家
との間で，動物実験に関する情報公開や透明性確保の取り組みについても意見交換することで，研究機関
と社会との信頼関係の構築に向けた具体的な取り組みについて，新しい情報を収集した。
今回の調査を通じて，オーストラリアにおける動物実験の規制・管理体制や研究施設の運営実態と州ご

との差異，ならびに透明性の確保と社会とのコミュニケーションに関する取り組みについて多くの知見を
得るとともに，今後の我が国における動物実験の適正な管理，外部検証および社会との対話の在り方を検
討する上で有益な情報が獲得できた。

2．活動内容
 2月 25日：UAR Oceaniaとの意見交換およびWEHI視察
初日は，UAR Oceaniaの Chief Executive（最高責任者）である Bella Lear氏（図 3）とランチミーティン

グを通じてオーストラリアにおける動物実験の規制や動向についてヒアリングを行った。同国は連邦制を
採用しており，国家レベルの規範（コード）は存在するものの，実質的な法的拘束力は各州の法律に委ね
られている。訪問したビクトリア州では全ての脊椎動物に加えてタコを含む頭足類も保護対象として定義
されており，ニューサウスウェールズ州ではコンパニオンアニマルを用いた研究が事実上禁止されるなど，
州ごとに対象とする動物種を含めて異なる規制が行われていること，そのため国家として動物実験に関連
する統計を持たないことを確認した。

図 4　WEHI

図 3　初日のランチミーティング
左奥：UAR Chief Executiveの Bella氏

オーストラリアにおいては研究における動物実
験の正当性を担保する中心的役割は，各機関に設
置された動物倫理委員会（Animal Ethics Committee; 

AEC）が担っている。この委員会は，獣医師，研究者，
動物福祉代表，および一般市民代表の 4つのカテ
ゴリーの委員から構成されている。審査において
は Harm-Benefit分析が重視され，承認後に州政府
の監査を受けてからプロトコールごとにライセン
スが発行される仕組みとなっている。また，教育
現場（高校）での実験も州により異なる規制下に
あるようで，ビクトリア州では全校を統括する単
一の倫理委員会が審査を担当するといった情報な
ど，ビクトリア州およびその他の州における動物
実験に関する情報が Bella氏より共有された。
午後はWEHIを訪問し，施設管理の実際を視

察した（図 4）。WEHIはオーストラリアで最も歴
史がある医学生命科学研究所で，メルボルン大学
医学部や主要病院が集積する Parkville Biomedical 

Precinctの中核機関の一つとして，がん，免疫，感
染症学分野における世界トップクラスの研究施設
である。同研究所でのマウスの飼育は，IVCシス
テムによる飼育環境の標準化とともに，独自のオ
ンラインシステムによる動物および実験プロト
コールの一元的な管理が徹底されていた。技術者
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はプロジェクト単位で配置され，ケージカードのバーコードを読み込むことでオンラインシステム上から
該当するケージの動物情報や実験計画書の内容を確認することができる。これにより，計画書に沿った適
切な処置を実施するとともに，実施内容を記録，管理する体制が構築されていた。また，獣医師は予期せ
ぬ症状が発生した場合に介入し，その結果を報告書として蓄積することで，研究改善や再発防止に活用し
ているとのことであった。さらに，過去の感染事例を教訓とした厳格なバイオセーフティ対策が取られて
いた。

 2月 26日：Australian Synchrotron視察
2日目は，メルボルン南東部の Claytonにある国家的研究インフラである Australian Synchrotronを訪問し

た（図 5）。同施設は放射光を活用し，結晶解析からバイオメディカルリサーチ，プレクリニカル実験に至
るまで広範な研究を支えている。
動物実験施設としての側面では，Imaging and Medical Beamline（IMBL）を用いるがんや骨研究などが実

施されており，マウスやラットに加え，ヒツジを対象とした大規模な実験も行われている。ヒツジについ
てはMonash大学の動物プラットフォームより導入されており，施設内には飼育エリア，実験（照射）エリア，
および処置室が完備されていた。また，動物の福祉と適切なケアを確保するため，施設には獣医師，動物
施設管理者，および動物福祉担当者が配置されていた。遺伝子組換え動物の導入実績は極めて限定的との
ことであった。
施設内では，Microbeam radiation therapy（MRT）や Phase contrast imagingなど，放射光を活用した先進

的な研究が実施されていた。MRTを用いた脳腫瘍モデルを用いた研究では，血液脳関門への影響も確認さ
れており，将来的な腫瘍治療への応用が期待されている。Phase contrast imagingでは，乳腺組織の画像化や
大型動物を対象としたイメージング研究が進められており，ヒツジを対象とした画像検査にも取り組んで
いた。さらに，イヌに自然発生した骨肉腫や軟部肉腫を対象とした臨床研究プログラムも実施されている。
この研究では，CTやMRIによって腫瘍の位置を確認した後に放射線治療を行うなど，自然発生腫瘍を対
象とした臨床応用を見据えた研究が進められている。加えて，海外の複数の研究機関が共用施設を利用し，

図 5　 ①：シンクロトロンの模型， 
②・③：シンクロトロンの内部
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ヒトを対象とした脳腫瘍の放射線治療における位置決め精度の検証や，MRTによるがん細胞への影響評価
など，国際的な共同研究も，同じライン（施設，設備）で実施されていた。
これまでのボランティアを対象としたイメージング研究の実績を基に，近い将来，実際の患者を対象と

したイメージングの実施も予定されているとのことであり，放射光を活用した先進的な技術を基礎研究か
ら大型動物研究，さらに臨床応用へと展開する取り組みが進められている点も印象的であった（図 6）。

 2月 27日：Peter MacCallum Cancer Centre視察，UAR Oceaniaとの意見交換
最終日は，Peter MacCallum Cancer Centre の動物研究施設を視察した。同センターはがん研究に特化した

医療研究機関であり，当該施設は約 20,000ケージを有する大規模マウス飼育施設である。IVCシステムを
採用しており，施設内はスタッフの作業性と動物の快適性を考慮し 21℃に設定されていた。施設内には X

線照射装置が設置され，州政府の許認可制度の下，訓練を受けた限定的な担当者のみが操作する体制がと
られている。教育訓練はオンライン研修，導入教育，実技評価を含む包括的なトレーニングを修了した後に，
実施許可を付与する仕組みとなっている。特に，すべての従事者が緊急時に遅滞なく動物を人道的に安楽
死させることができるよう，頸椎脱臼による安楽死技術については技能確認が行われていた。また，技術
者と研究者の間の直接的なコミュニケーションが奨励されており，飼育管理は飼育室ごとに配置された技
術者が担い，研究者と緊密に連携しながら運営されていた。
その後，UAR Oceaniaの Bella氏と，動物実験に関する科学コミュニケーションの在り方についてディス

カッションを行った。インターネット上に溢れる動物実験の不正確なイメージ（フィクションや古い素材）
が公衆の認識を歪めている現状が指摘され，これに対し，UARでは動物実験の透明性に関する合意を通じ
て，研究機関が自らの研究内容をありのままに情報提供することを推奨している。具体的な取り組みとして，
研究施設内の 360度パノラマカメラによるバーチャルツアーの公開や，Charles River社の協賛による写真

図 6　①：3Dプリンターで作成したイヌ頭部模型
脳腫瘍治療のための最適な条件検索を模型を用
いて行っている。
②：放射線照射設備
③：イメージング用照射設備（右）と寝台（左）
癌患者を対象とした臨床試験が近々予定されて
いる。
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コンテストの開催，さらには研究機関による「透明性に関する協定（Openness Agreement）」への署名推進
などが紹介された。
オーストラリアでは，こうした情報公開が社会の信頼構築に寄与している一方，政治的なロビー活動に

よって州の規制が容易に変更され得るリスクも共有された。UAR Oceaniaはアジア圏への活動拡大も視野
に入れており，2026年 4月からは「UAR Oceania Asia Network」を構築し，Webinar等を通じた情報発信を
開始している。わが国においても，単なる情報開示に留まらない「社会との対話」を支える専門的な広報
体制の構築が，研究の継続性を確保する上で不可欠な要素になると再認識した。
展示動物の飼養保管状況について知見を得るため，空き時間を利用してメルボルン動物園を視察した。

哺乳類，鳥類，大型爬虫類の展示では，日本と同様に檻展示は基本的になくなっており，一頭当たりの割
当面積がかなり広く取られていたが，単独飼育の種が多く，群管理の概念についてはやや疑問が残った。
海洋生物展示区域には環境保全啓発や傷病動物保護活動関連のボードやポスターが見られ，かつて使われ
ていたと思われる海獣のショースペースが残っていたのが印象的であった（図 7）。

3．まとめ
今回の調査を通じ，オーストラリアの動物実験規制が州法主導のもと，各研究機関における AECや専

門スタッフによる組織的な管理プログラムによって運用されている実態を確認した。また，WEHIの動物・
実験プロトコール管理システムや Peter MacCallum Cancer Centreにおける教育訓練体制，UAR Oceaniaによ
る動物実験の透明性確保や社会とのコミュニケーションに関する取り組みなど，今後の日本国内の研究環
境を考える上で有用な事例について知見を得ることができた。
調査で得られた知見を踏まえ，わが国においても，研究データや動物実験情報の体系的な管理の在り方，

研究者と社会との対話を通じて理解と信頼を得るためのコミュニケーションの在り方について，継続的な
検討が必要である。特に，動物実験に関する情報を適切に公開し，研究の必要性や動物福祉への配慮を社
会に分かりやすく伝えるための専門的な体制の構築は，今後さらに重要になると考えられる。
なお，オーストラリアは畜産業が盛んな国であることから，家畜を用いた動物実験の実情についても調

査を予定していたが，関係者との調整が整わず，今回の出張期間中には十分な調査を実施することができ
なかった。今後，関係機関との連携や情報交換を通じて，家畜を用いた動物実験の実施状況や管理体制に
ついても継続して調査していきたい。
この調査はナショナルバイオリソースプロジェクト「外部検証推進のための人件の育成と活用」

（JPNBRP202235）の支援を受けて実施した。

図 7　メルボルン動物園
海洋生物展示区域には環境保全啓発や傷病動物保護活動関連のボードやポスターが設置されていた
（写真右）。
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熊本大学生命資源研究・支援センター
動物資源開発研究施設　資源開発分野の紹介

竹尾　透

はじめに
このたび「研究室・施設便り」にて，熊本大学生命

資源研究・支援センター動物資源開発研究施設（Cen-

ter for Animal Resources and Development: CARD）資
源開発分野について紹介させて頂く機会を賜り，心
より感謝申し上げます。当センターでは，遺伝子改変
マウスを用いた生命科学・生物医学研究を推進し，
マウスバンクを通じた研究支援体制の構築，国内外
の研究機関との連携，マウスリソースに関する国際
標準化に取り組んでいます。私たちの研究室（資源
開発分野）では，生殖工学を基盤としてCARDマウ
スバンクとラットバンクを運営し，研究，教育，研究
支援，社会貢献，国際連携を一体的に展開しています
（図1）。本稿では，当センターの概要と資源開発分野
の活動をご紹介いたします。

熊本大学および生命資源研究・支援センターの概要
と資源開発分野の歩み
熊本大学は，1756年に肥後細川藩によって開かれ

た医学教育の場である再春館と薬用植物園の蕃滋園
（ばんじえん），さらに第五高等学校など，長い歴史を
もつ教育・研究機関の伝統を受け継ぐ総合大学です。
現在は，人文社会科学から自然科学，生命科学・医療

研究室・施設便り

に至る幅広い領域で教育・研究を展開しています。
本荘・九品寺地区および大江地区には，医学，薬学，
発生医学，遺伝学，ウイルス学，血液学など生命科学・
医学系の研究拠点が集積しています。生命資源研究・
支援センター（Institute of Resource Development and 

Analysis：IRDA）は，本荘中地区（図2）にある動物資
源開発研究施設（CARD）本館・新館，遺伝子実験施
設，アイソトープ実験施設から構成され，研究資源お
よび関連情報に関する研究・教育を推進しています。

CARDの歴史は，1979年に発足した医学部附属動
物実験施設と，医学部附属遺伝発生医学研究施設（現
在の発生医学研究所）で遺伝子改変マウスの作製を
担っていたトランスジェニック実験室にさかのぼり
ます。1998年に両者を母体として動物資源開発研究
センター（CARD）が設置され，資源開発分野も発足
しました。初代教授として中潟直己教授が着任し，哺
乳類の生殖工学技術の研究開発と，遺伝子改変マウ
スを保存・供給するマウスバンクの整備が進められ
ました。私自身は，熊本大学薬学部，大学院薬学教育
部で学び，2008年に博士（薬学）を取得後，資源開発
分野の研究員として研究者としての歩みを始めまし
た。2010年に助教，2015年に講師，2020年に教授と
なり，現在までマウス・ラットの生殖工学研究とバ

図1　生殖工学を中核とした資源開発分野の活動
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イオリソースの利活用の推進を活動の基盤として，
研究支援，教育・人材育成，社会実装，国際連携に取
り組んでいます。
資源開発分野では，発足当初から「研究」と「研究

支援」を分けることなく活動しています。マウスバン
クには，繁殖や体外受精が困難な系統，凍結後に精子
の受精能が低下する系統，生殖機能障害を呈する疾
患モデルなど，多様な課題が持ち込まれます。研究
支援の現場で生じた問題を生殖生物学の研究課題に
落とし込み，新しい技術を開発して再び現場へ還元
する。その積み重ねが，現在の生殖工学技術「CARD 

Protocol」と「CARDマウスバンクシステム」の基礎に
なっています。

生殖工学を核に，研究・教育・支援を循環させ， 
世界の研究基盤へ
資源開発分野の特徴を一言で表すなら，「生殖工学

を極め，未来の創薬・医療・健康を支える研究室」で
す。生殖工学の基礎研究から得られた知見を，過剰排
卵誘起，体外受精，生殖細胞の保存，胚移植などの技
術へ展開し，CARDマウスバンクや研究支援の現場
で活用します。そこで見いだされた課題を再び研究
へ還元し，より再現性が高く，利用しやすい技術へ発
展させる。この循環を通じて，遺伝子改変マウス・ラッ
トリソースと生殖工学技術を国内外の研究者・技術
者が利用できる研究基盤として提供し，生命科学研
究の進展とイノベーションの加速，その先の創薬・
医療・健康への貢献を目指しています。
この循環で大切にしていることは，技術の性能だ

けではありません。「誰が行っても再現できるか」「世

界の研究現場で継続して利用できるか」「動物実験に
おける3Rsに貢献できるか」という視点から，技術開
発を進めています。体外受精における高い受精率や
効率的な凍結保存法は，研究の効率性や再現性を高
めると同時に，必要な動物数の削減や生体輸送の回
避につながっています。また，動物実験については，
その科学的必要性と妥当性を常に検討し，代替法の
進展も踏まえながら，関係する法令・指針および学
内規程に基づき，3Rsを基本として適正に実施する
ことが重要だと考えています。
また，研究成果を論文で終わらせず，研究支援，教

育，人材育成，技術移転，社会実装へ展開し，そこで
得た経験を次の研究へつなげることも重要な役割で
す。マウスバンクシステムの構築，標準化された生殖
工学技術の普及，管理された情報の共有を組み合わ
せ，必要なモデル動物を迅速かつ確実に利用できる
環境を整えることで，新たな発見や共同研究を生み
出す世界的な研究基盤へ発展させたいと考えていま
す。

CARDマウスバンク
CARDマウスバンクは，遺伝子改変マウスを将来

にわたって利用できる研究資源として保存・管理し，
必要とする研究者へ提供する研究基盤として改善を
進めています。寄託された系統について，胚や精子を
凍結保存するとともに，系統情報，遺伝子情報，遺伝
型判定法，寄託者情報，供給条件などを管理します。
公開可能な系統はCARD R-BASE（図3）で検索でき，
国際的なマウスリソース情報基盤とも連携していま
す。また研究者からの多様なニーズにも対応してお
り，マウス系統のバックアップ保存や個々の研究計
画に応じた繁殖に関する技術支援も提供しています。
マウスバンクの品質管理で大切なことは，試料が

「凍結されている」だけでなく，将来「確実に目的の
個体が復元できる」ことです。寄託されたマウス系統
の凍結胚は，一部の胚を融解後に胚移植を行い，産
子への発生能と遺伝型を確認します。凍結精子につ
いても，体外受精による受精能・発生能を確認しま
す。保存試料は，温度管理と液体窒素の自動供給シ
ステムを備えた大型タンクで安全に保管しています
（図4）。
マウスバンクは，研究の再現性と継続性に加え，

3Rsにも貢献しています。研究プロジェクトを完了し
たマウス系統を胚や精子として凍結保存すれば，生
体での維持繁殖に必要な動物数を削減することがで

図2　 熊本大学生命資源研究・支援センターをはじ
めとする生命科学系の研究施設が集積してい
る本荘中地区
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きます。既存系統を共有することで重複作製を避け，
凍結・冷蔵した胚や精子を輸送することで，生体輸
送に伴う感染，死亡，逸走，長距離輸送のストレスな
どのリスクも低減できます。2016年の熊本地震では，
生殖細胞によるバックアップが研究資源を守る上で
極めて重要であることを実感しました。

CARDマウスバンクの活動は，私たちだけで成り
立つものではありません。遺伝子改変マウス系統の
寄託，リソースの受入れ，施設間での試料授受にご協
力いただいている国内外の大学・研究機関の動物実
験施設の皆様に，日頃から大きな支えをいただいて
います。研究資源を未来へつなぐ目的を共有し，現場
で支えてくださる施設関係者，技術職員，飼育管理ス
タッフの皆様に，この場を借りて心より御礼申し上
げます。

生殖工学の研究
当研究室の生殖工学研究の礎には，長年にわたる

実験動物学と生殖工学の知識・技術の蓄積がありま

す。精子凍結保存では，ラフィノース五水和物とスキ
ムミルクを主成分とするR18S3（中潟法）を基盤に技
術開発を進めてきました。2002年，私は薬学部生と
して，課題であったC57BL/6マウス凍結精子の受精
能低下に関する研究に参画しました。その後，精子凍
結保存液の改良に加え，メチル -β -シクロデキスト
リン（MBCD）を用いた精子前培養液，還元型グルタ
チオン（GSH）を用いた体外受精培地などを組み合わ
せ，凍結精子から安定して受精卵を得る技術を開発
し，マウスバンクでの精子凍結保存を実用的な技術
へ発展させました。
また，インヒビン抗血清とウマ絨毛性性腺刺激ホ

ルモン（eCG）を組み合わせた超過剰排卵誘起法を開
発しました。従来法に比べて一個体から得られる卵
子数を大幅に増やすことで，体外受精，ゲノム編集，
胚凍結などに必要な雌動物数の削減につながります。
排卵障害を示す疾患モデルマウスの繁殖にも応用で
き，生殖機能の理解と研究支援の双方に貢献してい
ます。
未受精卵、前核期受精卵および二細胞期胚の凍結

保存では、簡易ガラス化法を用いています。これらの
技術を精子凍結保存，凍結精子を用いた体外受精，超
過剰排卵誘起法と組み合わせることで，遺伝子改変
マウスの作製、繁殖、保存および輸送における多くの
課題が解決されました。特に前核期受精卵を保存し
て必要な時に融解することで，採卵・受精とマイク
ロインジェクションやエレクトロポレーションによ
る遺伝子導入を時間的に分離し，ゲノム編集を安定
して運用できるようになりました。
輸送技術も重要な研究課題です。精子や二細胞期

胚の冷蔵保存法を開発し，低温下での機能低下を抑
える保存液の研究を進めてきました。二細胞期胚で
はN-アセチルシステイン，精子ではジメチルスル

図4　 遺伝子改変マウスの凍結胚や精子を保管して
いる大型液体窒素タンクシステム

図3　CARDマウスバンクに保管されている系統を検索できる「CARD R-BASE」
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フォキサイドやケルセチンの有効性を見いだしてい
ます。胚や精子の低温輸送は，生体輸送を代替し，微
生物統御上のリスクや動物福祉上の負担，国際輸送
の課題を軽減します。

近年は，受精促進・阻害化合物，精巣上体の代謝環
境，マイクロ流体デバイスを用いた精子選別など，精
子の受精能制御や分子機構の解明，新たな技術との
融合研究にも取り組んでいます。

マウスからラットへ
マウスで培った生殖工学とバイオリソースの取り

組みは，現在ラットへ広がっています。ラットは，生
理学，薬理学，神経科学，行動科学などで長く利用さ
れ，創薬研究や生理機能解析，外科的操作にも重要な
実験動物です。ゲノム編集により遺伝子改変ラット
の利用が広がる一方，生殖工学技術には多くの課題
が残されていました。
現在，私たちは，ラット生殖工学に関する研究開

発を進めています。これまでの成果として，ラット精
子の凍結保存法，凍結精子を用いた体外受精法，ラッ
ト精子の冷蔵保存法を開発してきました。近年は，
ドライアイスを用いた凍結精子の輸送や受精卵の凍
結・加温条件を改良し，ラットリソースを安全に保
存・輸送するための基盤技術を開発しています。こ
れらの技術を活用し，2019年からCARDラットバン
ク（図5）を運営しています。
本研究から得られた経験として，マウスの知見を

そのまま応用するのではなく，動物種ごとの生殖特
性を理解して技術に反映することが重要でした。実
験動物学の発展に貢献するために，マウスからラッ
トへ，さらに多様な動物種へと生殖工学を展開し，持
続可能なバイオリソース基盤の構築を目指していき
ます。

教育と人材育成
生殖工学には，論文やマニュアルだけでは伝えき

れない知識や技術があります。顕微鏡下で0.1mm程
度の卵子や胚を操作する感覚，精子の状態を見極め
る視点，培地環境を維持する工夫，受精率が低下した
際の原因分析など，技術の成否を左右する知恵は，実
際の操作と熟練の経験者との対話を通じて受け継が
れます。そのため，教育と人材育成を研究・研究支援
と同様に重要な活動として位置付けています。
学内では，薬学部生に生殖・発生の基礎，生殖工

学実習，遺伝子改変動物とバイオリソースについて
講義・実習を行っています。医学系・薬学系の大学
院生には，問いの設定から仮説，実験計画，技術習得，
データ解析，考察，学会発表，論文作成まで一連の研
究活動を指導しています。異なる専門背景をもつ学
生が，薬学，医学，実験動物学，生殖生物学，遺伝学
を横断して学び，自らの研究成果が生命科学・生物
医学の課題解決にどうつながるかを考えられること
も大きな教育的価値です。
専門人材の育成では，2000年から熊本大学CARD

生殖工学技術研修会（図6）を国内外で開催していま
す。本研修会では，講義，実演，実習を通じて，体外
受精，精子・胚の凍結・冷蔵保存，胚移植などの知識
と技術に加え，マウスバンクで蓄積した経験やノウ
ハウを共有しています。2026年までに研修会の参加
者は800名を超え，海外でも研修会や技術交流を実施
（中国，フランス，シンガポール，韓国，スペイン，ス
リランカ，台湾，アメリカ）してきました。こうした
活動を通じて，マウスからラットを含む齧歯類へと
研修内容を広げています。

社会貢献
私たちにとって生殖工学の社会実装とは，研究成

果を論文で終わらせず，研究現場で実際に使える技

図5　CARDラットバンクのウェブサイト
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術へ還元することです。開発した技術は，マウスバン
クやラットバンクの標準プロトコルとして活用し，
オンラインマニュアルの公開（図7）や生殖工学研修
会を通じて普及しています。また，特許取得や製品化
にも取り組み，大学で生まれた技術を広く利用でき
る形へ展開しています。

2016年と2026年に経験した熊本地震についても，
当時の経験や有効だった対策および課題を共有する
ことも重要な役割だと考えています。研究施設のス
タッフと飼育動物の安全を確保し，災害時に貴重な
遺伝子改変マウスを守るには，平時から胚や精子と
してバックアップする体制を整える必要があります。
研究資源の保存を防災・危機管理の一部として位置
付けることは，人と動物の安全，大学や研究機関の研
究継続性を高め，長い時間と多くの動物を用いて作
製された貴重な遺伝子改変マウス系統を守ることに
つながります。
学協会活動も，研究成果を社会へ還元し，分野全体

を発展させる重要な場だと考えています。日本実験
動物学会をはじめとする関連学会を通じて，バイオ
リソースの利活用の促進，生殖工学技術の普及，実験

動物の管理と動物福祉の向上，研究の再現性・継続
性の向上，人材育成に取り組んでいます。
教育・人材育成という面では，私自身，日本実験

動物学会には深い思いがあります。初めて参加した
2004年の第51回大会（長崎）は，アジア実験動物学
会連合（AFLAS）第1回大会との合同開催であり，世
界の実験動物学を意識する大きな契機となりました。
その後，本学会でマウス生殖工学に関する研究成果
を発表する機会を重ね，2012年の第59回大会（別府）
では，日本実験動物技術者協会第46回大会との合同
開催の中で奨励賞（図8）をいただきました。その後
も，評議員，各種委員会，理事などの学会活動を通じ
て，多くの研究者・技術者・関係者の皆様から，研究
だけでなく，実験動物学，動物福祉，人材育成，学会
運営について学ぶ機会をいただいてきました。こう
した経験を次の世代にもつなげたいと考え，研究室
のメンバーにも積極的に学会へ参加し，研究発表や
交流，学会活動を通じて成長することを勧めていま
す。日本実験動物学会は，研究成果を発表する場であ
ると同時に，世代や専門分野を越えて学び，人とつな
がり，実験動物学の未来をともに考える場でもあり

図6　熊本大学CARD生殖工学研修会のウェブサイト

図7　マウス生殖工学技術オンラインマニュアル



224

実験動物ニュース　2026　Vol. 75　No. 4

ます。学生・若手研究者や技術者をはじめ，多くの会
員の皆様にも，学術集会への参加にとどまらず，国際
交流やさまざまな学会活動に参加していただければ
幸いです。

国際連携と国際標準化
CARDでは，マウスリソースの共有を支える国際連

携と国際標準化にも取り組んでいます。International 

Mouse Strain Resource（IMSR）との連携（図9），世界

各地でマウスバンク機能を担う大学・研究機関との
交流を通じて，遺伝子改変マウスの作製，保存・供給
に加え，生殖工学，品質管理，人材育成に関する技術
交流を進めています。バイオリソースを国際的に共
有するには，試料だけでなく，マウスの遺伝的背景，
遺伝子改変情報，技術，品質，利用条件まで含めた共
通基盤が必要です。
アジア・太平洋地域では，Asian Mouse Mutagen-

esis Resource Association（AMMRA，図10）が重要な
役割を担っています。AMMRAは，マウス遺伝学，遺
伝子改変動物の開発，バイオリソースの保存・供給，
表現型解析，関連技術の発展を目的に，地域の中核研
究機関が連携するネットワークです。日本からは熊
本大学CARDと理化学研究所バイオリソース研究セ
ンターが創設メンバーとして参画し，研究プロジェ
クト，リソース，技術に関する情報共有に加え，若手
研究者・技術者が国際的なネットワークを築く場に
もなっています。
さらに，動物実験の信頼性と再現性を高める国際

標準化を進めています。2024年には，世界各国の
研究機関，学会，バイオリソース機関・コンソーシ
アムが連携し，Laboratory Animal Genetic Reporting

（LAG-R）ガイドラインをNature Communicationsに発

図9　世界中に保管されているマウス系統を検索できる IMSRポータルサイト

図10　AMMRA：アジアにおけるマウス遺伝学およびマウスリソースに関するコンソーシアム

図8　 2012年第59回日本実験動物学会総会（別府）に
おける表彰式
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表しました。LAG-Rは，遺伝子改変動物を用いる研
究で，系統名，遺伝的背景，改変アレル，作製法，遺
伝型判定法（genotyping），入手元など，再現に必要な
遺伝学的情報を明確にする報告指針です。LAG-Rに
よる情報の標準化，CARD R-BASEや国際リポジト
リによるリソース共有，共通の生殖工学技術を組み
合わせることで，研究成果を再現可能な形で次の研
究者へ引き継ぐことができます。
国際連携では，人のつながりも技術やリソースと

同じくらい重要です。AMMRAをはじめとする人
的ネットワーク，生殖工学研修による技術の共有，
LAG-Rなどによる情報の標準化を組み合わせ，国際
的に信頼される実験動物研究基盤を構築していきた
いと考えています。国際マウス生殖工学研修会は，技
術を共有するとともに，人と人，研究機関と研究機関
をつなぐ機会でもあります。

現在の資源開発分野
現在の資源開発分野は，私のほか，中尾聡宏特任

助教，中川佳子客員助教，土山修治技術専門職員（技
術部門），坂本亘技術専門職員（技術部門）をはじめ，
マウスバンク，飼養保管・衛生・設備管理を担う専
門スタッフ，学部生・大学院生からなる多職種のチー
ムです。研究，マウスバンク，ラットバンク，動物実
験施設の管理，教育，国際交流をそれぞれの専門性を
生かして支えています。また，疾患モデル動物に関す
る共同研究では，生殖障害をもつモデルマウスの解
析や繁殖技術の開発に取り組んでいます。これまで
に当研究室から，学部生：33名，修士課程：24名，博
士課程：9名が卒業し，製薬・バイオ関連企業，大学・
研究機関，臨床（病院，薬局），官公庁，コンサルタン
ト等で活躍しています（図11）。
生殖工学の研究から技術開発，マウス・ラットリ

ソースの保存・供給，教育，社会実装，国際連携まで

を身近に経験できることも，資源開発分野の魅力だ
と考えています。私たちが大切にしているのは，「私
たちの仕事が未来の研究や社会を支える」という考
え方です。生殖工学の技術を磨き，試料を正確に管理
して高い品質を維持すること，保存した胚や精子か
ら確実に系統を復元することは，一つ一つは地道な
作業です。しかし，その積み重ねが将来の科学を支え
る基礎になります。高度な生殖工学技術と信頼性の
高い研究基盤の両方を大切にし，未来を見据えて，研
究基盤を支える仕事に責任と誇りを持って取り組め
る専門人材を育てることが，資源開発分野の文化で
す。

これからの生殖工学とマウス・ラットリソースの 
研究で実現したいこと
私が生殖工学とマウス・ラットリソースを通して

実現したいことは，「未来の創薬・医療・健康を支え
る研究基盤」をつくることです。生殖工学に関しては，
生殖の本質を解明することで，多様な生物への応用
や次世代技術の創出を目指します。マウス・ラット
リソースに関しては，質の高いモデル動物と情報を
次世代へ残し，世界中の研究者が信頼して利用でき
る形で共有できる仕組みを構築したいと考えていま
す。今後は，AIやデジタル技術も活用しながら，リ
ソースの品質管理，情報の標準化・共有，研究データ
との連携を高度化することで，研究の再現性と有効
活用をさらに高めたいと考えています。同時に，次世
代の生命科学研究における動物実験の必要性と在り
方を問い続け，3Rsを基本として動物福祉の向上を
図りながら，生命科学研究の発展とイノベーション
につなげていきたいと考えています。
今日の実験動物学は，長年にわたり発展させてこ

られた先人の先生方，技術者，学協会関係者の皆様の
ご尽力の上に成り立っています。今後も，先人の先生
方から受け継いだものを守るだけではなく，同じ時
代を歩む研究者・技術者，動物実験施設やバイオリ
ソース機関の仲間とともに磨き，発展させ，次の世代
へ渡していくことが私たちの使命だと考えています。
日本やアジアにおいて実験動物学に関わる方が一

堂に集い，分野や立場を越えて未来を語り合う機会と
して，2027年5月24日から28日まで福岡国際会議場
で「アジア実験動物科学会議 in Japan（ACLAS2027）」
が開催されます（図12）。第11回AFLAS大会，第74

回日本実験動物学会総会，第61回日本実験動物技術
者協会全国大会の3団体合同大会で，テーマは「生命図11　令和7年度資源開発分野のメンバー
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を支える科学と技術 ～未来の実験動物科学技術を共
に深化・実践する～」です。研究者，技術者，施設関
係者，獣医師，行政関係者，企業，学生・若手をはじ
め，実験動物科学を支える多様な立場の方々が一堂
に会し，研究と技術，動物福祉，人材育成について学
び，交流する貴重な場になると期待しています。ぜひ
多くの皆様にご参加いただき，日頃の成果や経験を
持ち寄り，新しいつながりと次の研究基盤をともに
つくっていただければ幸いです。

最後に，生殖工学と遺伝子改変動物リソースを通
じて世界の生命科学研究を支え，その成果を未来の
創薬・医療・健康へつなげることが，私たちの目標
です。そのためにも，研究者・技術者だけでなく，企
業，行政，そして社会の多様な立場の皆様との対話と
協働を大切にしながら，科学的信頼性と動物福祉の
双方を重視した研究基盤を育てていきたいと考えて
います。

図12　来年の福岡国際会議場で開催されるアジア実験動物科学会議 in JAPAN
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実技教育の新たな拠点として 
̶ KAC技術研修所の移転と新たな取り組み ̶

株式会社ケー・エー・シー
技術ソリューション部　坂本 雄二

動物実験に携わる人材の教育・訓練において，知
識を学ぶことと，実際に動物を扱う技術を身につけ
ることは必ずしも同じではありません。実験動物の
生物学的特性や動物福祉，関連法規などについて学
ぶ機会は，eラーニングの普及もあり以前に比べて増
えてきました。一方で，保定，投与，採血などの基本
的な手技について，実際に動物を用いて指導を受け，
自らの手技を確認できる場は，決して多くないよう
に思います。
また，研究や試験の現場では，「新たな手技を導入

したいが，どのような方法が適切なのか」「施設内で
手技を標準化したい」「若手研究者や新任者に実技を
含めた教育を行いたい」といった課題が生じること
があります。そのような時，所属する施設だけですべ
てを完結することが難しい場合もあります。こうし
た実技教育や手技に関するさまざまな要望に対応で

維持会員便り

きる場として，株式会社ケー・エー・シー（KAC）では，
東京都荒川区に新たな技術研修所を開設しました。

KACでは2001年（平成13年），滋賀県栗東市に技
術研修所を開設し，約25年にわたり，当社社員をは
じめ社外の方々を対象とした実験動物の管理・飼育
および動物実験手技に関する教育・研修を行ってき
ました。その間，動物福祉への考え方や飼育環境に求
められる水準は大きく変化し，研究現場における教
育・訓練の在り方も変わってきました。また，研修内
容に対する要望も多様化し，従来の研修施設では対
応が難しい場面も生じるようになりました。
そこで，栗東市で培ってきた研修機能を引き継ぎ

ながら，これからの実技教育に求められる機能を改
めて検討し，主たる研修拠点を東京へ移す形で新し
い技術研修所を整備しました。

図1　研修所正面および JR尾久駅からの経路
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れる基本的な環境要件を満たすよう設計し，飼育設
備には個別換気システム（IVC）方式の飼育装置を導
入しています。
さらに本研修所では，マウス室とラット室であえ

て異なるメーカーの IVC飼育装置を採用しています。
飼育装置は外観や基本構造が似ていても，実際の運
用や管理方法にはメーカーごとの特徴があります。
複数のシステムを実際の飼育環境の中で確認できる
ことは，教育目的にとどまらず，新たな飼育設備の導
入や運用方法を検討する際にも活用できるのではな
いかと考えています。
そして，新研修所で特に重視したのが，実際に動

物を用いた実技研修を行うことのできる環境です。
実習室は最大18名を収容可能な規模としており，マ
ウス，ラットを用いた各種手技について，いわゆる
ウェットハンドでの実技研修を行うことができます。
保定，投与，採血などの基本的な手技をはじめ，研修
の目的や受講者の経験に応じて内容を組み立てるこ
とも可能です。
実技研修では，単に「手技ができるようになる」こ

とだけを目的とはしていません。なぜその保定が必
要なのか，どのような操作が動物への負担につなが
るのか，手技がうまくいかなかった場合に何を見直
すべきなのか，といった点も含めて考えることを重
視しています。
動物実験に日常的に携わっている方の多くは，す

でに必要な手技や技術を身につけ，特に不便を感じ

新研修所は東京都荒川区に位置しており，JR尾久
駅から徒歩6分，東京駅からも乗り換えなしでアク
セス可能な立地にあります。首都圏の大学，研究機
関，製薬企業等から利用しやすいことに加え，遠方か
ら来所する場合にも比較的アクセスしやすい環境と
なっています。建物は3階建てで，研修機能の移転に
あわせ，従来台東区にあった東京支社も同時に移転
しました。現在は東京支社としての機能の中に技術
研修所を位置付け，2階の一部を講義室とし，1階に
は動物飼育室と実習室を配置しています。
周辺の尾久・西尾久エリアは，都電荒川線（東京さ

くらトラム）が走る落ち着いた住宅地を中心とした
下町らしい街並みが広がり，荒川遊園や荒川自然公
園といった親しみやすい施設や緑地も点在していま
す。都心に近接しながらも比較的静かな環境にあり，
研修に集中しやすい点も特徴の一つです。
講義室には大型モニターを設置しており，当社が

提供するeラーニングシステム「e-SEAs」の動画教材
や講義用スライドを用いた座学研修を行うことが可
能です。実験動物の生物学的特性，飼育管理の基本，
動物福祉や関連法規の考え方などについてあらかじ
め知識を整理した上で実技に臨むことで，受講者が
実技研修の位置付けを理解した上で実践に移行でき
るような構成としています。

1階にはマウスおよびラット専用の飼育室をそれ
ぞれ設置しました。各飼育室では，温度・湿度，換気
回数，照度，騒音など，実験動物分野において求めら

図2　講義室，動物飼育室（IVCラック2種），実習室
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ることなく実験を実施されていると思います。しか
し，日頃問題なく行えている手技であっても，改めて
その方法を見直してみると，保定の仕方や動物への
触れ方，器具の扱い方など，さらに改善できる部分が
見つかることがあります。長く行っている手技であ
るからこそ，いつの間にか自己流となっている部分
や，もう少し工夫できる部分が残されていることも
あります。
私自身，実技教育に携わる中で「技術の差は苦痛の

差」ということを伝えてきました。同じ手技であって
も，それを行う人の技術によって，動物が受ける苦痛
やストレスには違いが生じます。そして，このことは
動物福祉の問題だけにとどまらないと考えています。
適切な保定や確実な手技によって動物への不必要

な負担を軽減することは，実験条件をより安定させ
ることにもつながります。一方，保定や操作に伴う過
度なストレスや手技のばらつきは，得られる実験デー
タにも影響を及ぼす可能性があります。そう考える
と，「技術の差は苦痛の差」であると同時に，さらに
は「実験データの差」にもなり得ます。
「技術の差は苦痛の差，さらには実験データの差」
――。
すでに身につけている技術であっても，時には立

ち止まって再確認し，ブラッシュアップする。その
ことが，より精度の高い実験データを得ることに寄
与すると同時に，実験動物福祉の実践にもつながっ
ていくのではないでしょうか。新たな手技を習得す
るためだけではなく，今行っている手技・技術を再
チェックする場としても，本研修所を活用していた
だきたいと考えています。
そのため本研修所では，あらかじめ動画教材等を

用いて手技の流れや要点を確認した上で実技に入り，
途中で課題が生じた場合には，無理に生体を用いた
操作を繰り返すのではなく，一度手を止めて教材に
戻り，動作や手順を確認することができます。技術の
習得と動物への負担軽減を両立させることは，実技
教育におけるRefinementを考える上でも重要である
と考えています。
一方，新研修所の役割は，定型的な研修プログラム

を実施することだけではありません。研究機関や大
学，企業等において新たな実験手技を導入する際に
は，その手技が実際の研究環境の中で安定して実施
できるか，担当者間でどのように手技を標準化する
かなど，事前に検討を要することがあります。そのよ
うな場合に，実際に動物を用いながら手技を確認し，

方法を検討する場として活用していただくことも，
新研修所の役割の一つと考えています。
研究者や技術者の皆様は，日々の研究や業務の中

で非常に多忙であり，研修のためにまとまった時間
を確保すること自体が難しい場合も少なくないと思
います。そのため，研修の実施日や時間帯，研修メ
ニューの組み立てについても，あらかじめ決められ
た形に当てはめるのではなく，それぞれの事情や目
的に応じてさまざまな設定，アレンジができるよう
にしています。必要な内容を必要な時間で実施する
ことも含め，まずはご相談いただき，その施設や受講
者にとって無理のない研修の形を一緒に考えていき
たいと思っています。
また，すべての研修を東京の研修所で行う必要が

あるわけではありません。動物実験施設では，施設ご
とに設備，飼育環境，使用している器材，手順等が異
なります。そのため，研修内容によっては，研修所に
来ていただくよりも，講師が実際の施設を訪問し，そ
の施設の環境に合わせて研修を行う方が効果的な場
合もあります。当社では，こうした出張研修について
も，内容を相談しながら対応しています。
近年，動物実験を取り巻く環境では，個々の研究者

や技術者が一定の技術を持っていることに加え，組
織としてどのような教育・訓練を行い，その技術を
どのように維持しているのかという点も重要になっ
ています。しかし，それぞれの大学，研究機関，企業が，
あらゆる実技教育のための設備や指導者を自施設内
に常時用意することは容易ではありません。
さらに，KACがこれまで培ってきた経験やノウハ

ウは，実験動物を用いた研修だけに限られるもので
はありません。動物実験施設を運営していると，施設
の改修や運用方法の変更，飼育器材やエンリッチメ
ントの導入，獣医学的ケアの実践など，日々さまざま
な課題に直面します。さらに，動物実験委員会の運営
や動物実験計画書の内容の検討，第三者認証・検証
に向けた体制整備など，「どのように進めたらよいの
か」「他の施設ではどのようにしているのか」「何かヒ
ントが欲しい」と感じる場面もあるのではないでしょ
うか。KACでは，これらの分野について豊富な経験
を持つ人財を擁しており，さまざまな側面から皆様
のご要望にお応えすることが可能です。
私どもKACでは，こうした動物実験施設の運営に

まつわるさまざまな困り事や悩みに対しても，これ
まで多くの施設に関わる中で蓄積してきた経験とノ
ウハウを活かし，それぞれの施設の状況に応じたサ
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ポートを行っています。必ずしも一つの正解を当て
はめるのではなく，現状を一緒に整理し，その施設に
とってより良い方法を考えていくことも，私どもの
役割の一つであると考えています。
必要な時に実際に動物を用いた研修ができる。新

しい手技について検討できる。現在行っている手技
をもう一度見直すことができる。そして，必要に応じ
て講師が施設へ出向くこともできる。このような実
技教育を支える場が，大学，研究機関，企業等が多く
集まる首都圏にあることには，一定の意味・価値が
あるのではないかと考えています。新しい技術研修
所が，KAC社内の教育施設にとどまらず，動物実験
に携わる皆様の技術をもう一段ブラッシュアップす
る場，また新たな手技を検討する場として活用され，
そのことが実験動物福祉の実践と，より信頼性の高
い実験結果を得ることにつながっていけば幸いです。
そして，研修に限らず，動物実験施設の運営の中で

何か困っていること，悩んでいること，あるいは少し
ヒントが欲しいと感じることがあれば，そうした時
にもKACを思い出していただければと思います。施
設運営に関わるさまざまな部分を私どもがお手伝い
することで，研究者や技術者の皆様が，本来取り組む

べき研究そのものにより集中できる環境づくりのお
役に立つことができれば幸いです。

【KACが提供可能な主なサービス】
 動物実験に関する基礎的講義全般，技術手技の教
育研修（研修所，出張研修）

 実験動物技術者1級・2級資格の取得支援
 実験動物・動物実験に関する座学・実験手技のオ
ンデマンドでの動画配信

 実験動物・動物実験に関する様々なトピックスの
講義・講演（ご要望にお応えします）

 実験動物の獣医学的ケア業務の提供，DJCLAM（日
本実験動物医学専門医協会の専門医，Diplomate of 

Japanese College of Laboratory Animal Medicine）取
得に向けた獣医師の教育研修

 動物実験委員会の運営，第三者認証の取得・維持，
施設建設に関する支援およびコンサルテーション

 動物実験受託・遺伝子組換え動物繁殖・作製受託
 動物飼育管理・実験室管理受託，実験支援受託
 ヒト組織・細胞含めた試薬の提供
 その他，お客様のご要望にお応えします。

図3　研修所メンバー（イメージ）
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「獣医保健看護学」と「実験動物」
日本獣医生命科学大学　獣医学部　獣医保健看護学科 

基礎部門　生体機能学研究分野
藤澤正彦

日本獣医生命科学大学の藤澤と申します。現在，
「愛玩動物看護師」を養成する「獣医保健看護学科」
の教員として，研究および教育に携わっております。
元々，獣医学科の研究室において研究活動を続けて
おりましたが，2008年より「獣医保健看護学」の教
育と研究に取り組んでおります。多くの皆様にとっ
て，「獣医保健看護学」並びに「実験動物学」との関わ
り合いについては，まだ馴染みが薄い部分もあるの
ではないかと思いますので，紙面をお借りして簡単
に紹介させて頂きます（図1）。
「愛玩動物看護師」は，動物の状態を観察し，飼い
主に適切な情報を伝え，獣医師による診療を支援す
る専門職として2019年に国家資格化され，2022年に
初めての資格取得者が誕生しました［1］。当研究室
は，「獣医保健看護学」という学問体系の中で，「獣医
保健系」に分類されています。「獣医保健系」とは，生
命倫理や動物福祉を基盤として，獣医療に関わる動
物の生理・解剖，疾病の原因や病態を理解し，動物の
健康増進，疾病予防，疾病の早期発見および早期処置
に必要な知識と技術を身につけることを目指す領域
です［2］。また，大学院の博士課程前期および後期課
程においては，「基礎獣医保健看護学」や「先端獣医
保健看護学」の領域で研究を行う専門家の養成も目
標としています。動物の健康や疾病を科学的に理解
するためには，基礎研究と臨床応用をつなぐ視点が
重要です［3］。当研究室では，動物機能学，動物繁殖
学，動物薬理学および実験動物学に関する講義・実
習を担当しています。これらの教育を通して基盤研
究の重要性を学ぶことで，学生が卒業後に臨床現場
だけでなく，研究機関，製薬企業，非臨床試験受託機
関，大学など，幅広い分野で活躍できる人材の育成を
目指しています（図2）。
当研究室は，前教授である袴田陽二先生の時代か

ら，「公私立大学実験動物施設協議会」，いわゆる「公
私動協」と関わる機会を頂いて参りました［4］。これ

まで本学において，公私動協の委員会活動や教育・
研修委員会が主催する技術研修会などを開催する機
会に恵まれてきました。その過程において，動物看護
学教育における実験動物関連科目の在り方について，
多くの御指導と御助言を頂きました。実験動物をめ
ぐる社会的な要請や研究環境は変化し続けています
が，動物福祉に配慮しながら適切な実験を実施する

会員便り

図1　研究室風景①（動物処置室）
左から菅井和久助教，袴田陽二前教授，鎌田由依技術
補佐員

図2　令和4年度　公私動協　教育・研修委員会主催
研修会（事前会議の様子，日本獣医生命科学大学）
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という基本姿勢は，時代が変わっても揺らぐことは
ありません。また，当研究室の同窓生の中には，公私
動協の事務局運営に携わり，教育・研修委員会をは
じめとする各種委員会の運営にも貢献している者も
おります（日本医科大学医学部，丸山基世講師）。本
研究室で学んだ卒業生が，大学，研究機関，企業など
さまざまな場所で実験動物学や動物福祉に関わる活
動を続けていることは，私たちにとって大きな励み
となっています（図3）。
本学科には民間資格である「実験動物取扱技術者

資格」（日本実験動物技術者協会主催）の取得を目指
す学生が複数名おり，現在もその流れは続いており
ます。「愛玩動物看護師」カリキュラムの中にも「実
験動物学」は「比較動物学」の1項目として必須科目
に該当し，「ヒトと動物の関係」を問う1学問体系と
して重視されています。実験動物を適切に取り扱う
ために必要な解剖生理，動物福祉，適正飼養，麻酔・
鎮痛，感染管理などの知識は獣医の臨床現場のみな
らず，幅広い分野での応用が期待されます（図4）。
現時点では，日本は欧米に比べて専門性の制度化

は発展途上にあります。将来展望としては，愛玩動
物看護師制度の成熟とともに，実験動物分野を含む
専門資格の導入が検討されることを祈念しており
ます（米国における「Academy of Laboratory Animal 

Veterinary Technicians and Nurses（ALAVTN）」に類似
した資格）［5］。卒業生の活躍を励みとしつつ，今後
の展開を期待しております。

参考文献
1) （一財）動物看護師統一認定機構ホームページ．

https://www.ccrvn.jp/index.html
2) 日本獣医生命科学大学　獣医学部　獣医保健看

護学科ホームページ．https://www.nvlu.ac.jp/vete-
rinary-nursing/about/003.html/

3) 日本獣医生命科学大学大学院獣医生命科学研究
科　獣医保健看護学専攻ホームページ．https://
www.nvlu.ac.jp/graduate/003.html

4) 公私立大学実験動物施設協議会ホームページ．
https://jalap.adthree.com/

5) アメリカ獣医技術者協会（NAVTA）．https://na-
vta.net/

図3　研究室風景③（培養室）

図4　実習風景（シミュレーター動物と筆者）
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あのころ憧れた研究者を目指して
東京大学新領域創成科学研究科メディカル情報生命専攻

東京大学医科学研究所先進動物ゲノム研究分野
飯田龍哉

はじめに
皆様，はじめまして。東京大学医科学研究所先進

動物ゲノム研究分野に所属しております，博士課程3

年の飯田龍哉と申します。このたび，前号（実験動物
ニュース2026, Vol. 75, No. 3）の会員便りを寄稿され
た平野里佳先生よりご紹介いただき，本稿を執筆す
ることとなりました。平野先生は昨年まで私と同じ
研究室に所属しており，共通の趣味であるお笑いラ
イブを一緒に見に行くなど，頼れる先輩として公私
ともにお世話になりました。また，このような貴重な
機会を与えて頂きましたことを，心より感謝申し上
げます。
執筆にあたり，過去の会員便りを拝読したところ，

経験豊富な先生方による興味深い記事の数々に感銘
を受けました。同時に，研究を始めてまだ間もない私
に，果たしてこの場でお伝えできるようなことがあ
るのだろうかと，不安も感じております。しかし，こ
れまでの経験を振り返りながら，実験動物学に携わ
る学生の生活や，研究者を目指す中での思いの一端
をお伝えできればと思います。最後までお付き合い
いただけますと幸いです。
初めに少し趣味について紹介をすると，私は少し

ミーハーな性格で，流行っているものにはつい飛び
ついてしまいます。最近は「ちいかわ」の熱が高まっ
ています。ちいかわは，癒しや共感，感動などさまざ
まな要素が詰まった，とても面白い漫画です。私が好
きなキャラクターは，猫のようなハチワレというキャ
ラクターです（図1）。ハチワレは，数少ない言葉を話
すキャラクターで，理不尽な状況でも優しさを忘れ
ず，いつも前向きです。また，草むしり検定のための
勉強や討伐のための修行など，努力を惜しまない向
上心の強いキャラクターでもあります。私も心が荒
んだときにはハチワレを思い出し，優しく，前向きで
あろうとしています。ちいかわはX（旧Twitter）で誰
でも読むことができますので，ぜひ一度読んでみて

ください。また，この文が公開される頃も劇場版がお
そらく公開中だと思います。こちらも非常に面白い
映画ですので，機会があればぜひ映画館に足を運ん
でみてください。他にも，私はお金の心配をせずに研
究を続けられるように，株の売買も趣味として行っ
ています。もし詳しい先生がいらっしゃいましたら，
学会などでお会いした際に，ぜひコツをご教示いた
だければ嬉しく思います。

研究者になりたいと思ったきっかけ
私は福岡県福岡市で生まれ，大学学部を卒業する

までの22年間を福岡で過ごしました。小学生の頃は
勉強にあまり興味がなく，夏休みの宿題も最終日に
すべて終わらせるようなタイプでした。夏休みの作
文では，何も書くことがなかったため，想像で祖父母
との感動的なエピソードを作り上げて書いたところ，
市の優秀作文集に掲載されてしまいました。せっか
く選ばれたにもかかわらず，本来は健康な祖父母が
病に倒れているような内容だったため，家族には言
えなかったという思い出があります。

会員便り

図1　研究室にあるちいかわグッズ
中央の青い髪がある猫のようなキャラクターがハチワレ。
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研究者を志したのは中学生の頃です。たまたまテ
レビで聞いたCMソングをきっかけに，イギリスの
ロックバンドQueenが好きになりました。Queenは
1970～ 1980年代を中心に活躍したバンドで，「We 

Will Rock You」や「We Are the Champions」など，数々
の有名曲を世に送り出しています。2018年に，ボー
カルのフレディ・マーキュリーを中心とした伝記映
画『ボヘミアン・ラプソディ』が大ヒットしたこと
で，若い世代にも知られているかもしれません。彼ら
の曲を聴き，彼らの生涯について調べていく中で，私
はなぜか，バンドマンに憧れるのではなく，研究者に
憧れるようになりました。そのきっかけとなったの
が，「'39」という曲でした。「'39」は，宇宙へ1年間旅
に出ている間に，地球では何年もの時間が過ぎ，愛す
る人がいなくなってしまうという物語を，アインシュ
タインの特殊相対性理論をモチーフに描いた壮大な
曲です。この曲を作曲したギタリストのブライアン・
メイは，天体物理学を研究し，博士号を取得していま
す［1］。ギタリストとして活躍しながら，天体物理学
の博士号を持っているというギャップが，当時の私
にはとてもかっこよく感じられました。さらに，この
曲をきっかけにアインシュタインや相対性理論につ
いて興味を持ったことで，研究者という存在への尊
敬や憧れが湧いてきました。周りの友人がアイドル
やスポーツ選手，ミュージシャンに憧れるのと同じ
ように，私は純粋に「研究者ってかっこいい」と思い，
研究者になることを志しました（図2）。

研究の世界へ
高校に入ってからは，研究者になるために勉強に

取り組むようになりました。特に物理と化学が好き
で，化学を学べば世の中にあるすべてのものを作り
出せるという，かなり大雑把な考えから，地元の九州
大学工学部物質科学工学科に進学しました。現在は
実験動物学の分野で研究していますが，大学学部時
代まで，生物学をほとんど学んでいませんでした。
大学では応用化学を専攻し，物理・化学を中心と

した授業を学んでいました。一方で，教授の先生方に
よる研究紹介では「バイオ」という言葉がたびたび登
場し，生物学を学ぶことの重要性を感じていました。
そこで，学部4年次には，生物学に近い分野であるタ
ンパク質工学を専門とする研究室に所属しました。
ここで初めて本格的に生物学に触れることになりま
した。自分で作製したプラスミドを大腸菌に入れる
と，大腸菌がその情報を基に，目的のタンパク質を大

量に作ってくれる。そんな一連の現象を実際に自分
の手で経験したことで，生物が持つ機構のすごさや，
その緻密さに強く惹かれました。また，研究では試行
錯誤を重ねるなかで，一つの工夫によって，それまで
全く進まなかった反応が一気に進展する経験をしま
した。さらに，そこから研究の方向性が広がっていく
ことにも大きな楽しさを感じました。研究成果は，私
が卒業した後に論文化［2］され，現在でもその成果
を発展させた研究が複数発表されています。この経
験を通して研究の面白さを学び，研究者になるとい
う道を選んだことは間違いではなかったと確信しま
した。

実験動物から学ぶ現在
話は前後しますが，学部3年次後半の研究室選択に

あたり，自分のやりたい研究について考えるように
なりました。当時は，CRISPR-Cas9を用いたゲノム
編集技術の開発者がノーベル化学賞を受賞したこと
もあり，一般向けにもゲノム編集に関する記事や情
報があふれ，注目を集めていました。「バイオ」に興
味を持っていたミーハーな私は，ゲノム編集に関す
る研究，さらには動物を用いた研究がしたいと思い，

図2　2024年に武道館で開催されたQueenのライブ
2016年には武道館，2024年には東京ドームで開催された
Queenのライブに行きました。図は2024年のものでブライ
アン・メイがギターを演奏しています。2024年のライブに
は2016年よりも多くの観客が集まっており，『ボヘミアン・
ラプソディ』の映画化によるQueen人気の広がりを実感し
ました。
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研究室を探し始めました。そしてたどり着いたのが，
現在所属する東京大学医科学研究所先進動物ゲノム
研究分野でした。研究内容を調べてみると，ゲノム編
集で作製する「ヒト化動物」や「キメラ動物」といっ
た言葉が並んでおり，研究について右も左も分から
なかった当時の私には，どれもかっこよく，とても魅
力的に感じられました。そこで，修士課程からヒト化
動物の開発について研究することになりました。
私が研究しているヒト化動物とは，拒絶反応が起

こりにくい免疫不全動物にヒトの細胞や組織を移植
し，それらが動物の体内に生着・増殖した動物のこと
です。ヒトとマウス，ラットなどの実験動物では，薬
物代謝や血液細胞の反応などに違いがあることが知
られています。ヒト化動物を用いることで，ヒトの代
謝や生体反応を動物の体内で解析することが可能に
なります。我々の研究室では，ゲノム編集技術を用い
て，重症免疫不全ラットを世界に先駆けて開発しまし
た。ラットはマウスより約10倍大きな実験動物であ
るため，手術が容易で，多くのサンプルを得られるな
どのメリットがあります。我々の重症免疫不全ラット
は，ナショナルバイオリソースプロジェクト－ラット
（NBRP-Rat）を通じて広く研究者に提供されており，
マウスを補完する実験動物として，さまざまな異種移
植研究に利用されています。私は現在，この重症免疫
不全ラットの改良に取り組んでおり，よりヒト細胞が
生着しやすいラットの作製を目指しています［3］。
実験動物を用いた研究は，ケージ交換など大変な

仕事も多いですが，うまくいったときには個体レベ
ルで劇的な変化が得られるため，達成感も大きな研
究です。また，実験動物から学ぶことも多くありま
す。動物実験を始めたばかりの頃は，ラットにビビり
ながら触れており，ラットも私の緊張感を感じてか，
なかなか思うように保定させてくれないなど苦労し
ました。しかし，私自身がラットの扱いに慣れていく
につれ，最近ではラットもほとんど抵抗せず，体を触
らせてくれるようになりました。こちらが信頼して
心を開いて接しないと，相手も心を開いてくれない。
ラットとの関わりを通して，そんな人間関係にも通
じる学びを得ることができました。また，注意深く観
察していると，彼らはケージの中で巣を作る場所や
排泄する場所を決め，整理された生活を送っている
ことが分かります。生活リズムが乱れたり，部屋の清
掃を怠ってしまったりする私にとっては，彼らの規
則正しい生活を見習わなければと，いつも励まされ
ながら研究生活を送っています。

おわりに
振り返ってみると，私は特にこれを研究したいと

いう明確なテーマがあったわけではなく，漠然と「研
究者ってかっこいい」という思いから研究者を目指し
ていました。研究テーマも，かっこよく魅力的な名前
に惹かれて選んできたように思います。そんな私が，
今日まで研究者になりたいと思い続けているのは，周
りの研究者の先生方が，中学生の頃に私が思い描い
ていた通りにとてもかっこよく見えているからです。
信念を持ち，自分の研究を信じ，楽しそうに研究に向
き合っている先生方の姿に，私は今も憧れと尊敬を
抱き続けています。これまで私を指導してくださっ
た先生方や，学会などでお会いし，研究についてお話
しくださる先生方には，感謝してもしきれません。
一方で，ただ漠然と研究者を志したため，博士課

程3年となり卒業が近づくにつれ，ここ数年は，自分
が何をしたいのか，何のために生きているのかを自
問自答する日々が続いていました。研究ができてい
るだけで，ある意味では夢が叶っているような状況
だったからこそ，研究者になって何をしたいのかと
いうことを，これまであまり考えてこなかったのか
もしれません。そんな中，本稿を書くことになり，こ
れまでの道のりを改めて振り返ってみました。私は
ただ好奇心の赴くままに，その時々でやりたいと思っ
たことに飛び込んできたのだと思います。そして，少
なくともそのことを後悔してはいないと気づきまし
た。私があのころ憧れていたのは，自分のやりたいこ
とに寝食を忘れてひたすら向き合う研究者の姿でし
た。私もあのころの純粋な気持ちを忘れず，たとえ困
難な道であっても，その時に一番やってみたいと思
うことに真摯に取り組み，いつか誰かに「研究者って
かっこいい」と思ってもらえるような研究者になれ
るよう，これからも邁進していきたいと思います。
ただ，ふと考えてみると，「かっこいい」とは一体

何なのでしょうか。とても曖昧な言葉です。ブライア
ン・メイは，ギタリストだったからかっこよかった
のでしょうか。私にとっての「かっこいい」が何なの
か，まだ分かりません。まずは，一度断念したエレキ
ギターの練習を再開するところから始めてみます。
このような貴重な執筆の機会を与えてくださった

実験動物ニュース編集委員の皆様に，この場をお借
りして心より御礼申し上げます。読者の皆様も，最後
までお付き合いいただき，ありがとうございました。
本学会の総会などでお会いした際には，ぜひ気軽に
お声がけください（図3）。
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おまけ： 来年の総会へ向けておすすめの福岡フード
紹介

来年の第74回実験動物学会総会は福岡で開催され
ます。そこで，私が福岡に帰省した時に必ず行くお店
を紹介したいと思います。興味があればぜひ足を運
んでみてください。

・牧のうどん
福岡といえばラーメンを思い浮かべる方が多いと

思いますが，福岡県民にはラーメンよりもうどんが
好きという人も少なくありません。そんな福岡のう
どんを代表するお店の一つが「牧のうどん」です。牧
のうどんの特徴は，何といっても太くて柔らかい麺
です。ゆっくり食べていると，麺がどんどん出汁を
吸っていき，食べても食べても麺が減りません。出汁
は優しくもしっかりとした味わいで，私はその味を
思い出すだけで福岡に帰りたくなります。おすすめ
は，肉ごぼう天うどん，芋天，かしわご飯です。肉ご
ぼう天うどんは，甘く煮た肉の味が加わることで，出
汁の味わいがさらに引き立ちます。芋天は衣が分厚
く，出汁をしみこませて食べると抜群の相性です。「か
しわ」は鶏肉のことで，かしわご飯はうどんのお供と
して定番の一品です（図4）。
福岡にはほかにも，北九州発祥で最近では関西や

関東にも進出している「資さんうどん」や，うどんだ
けでなく焼き肉など幅広いメニューを展開しローカ
ルCMでもおなじみの「ウエスト」，安さが魅力の「小
麦治」など，チェーン店だけでも多くのうどん店があ
ります。福岡にお越しの際は，ぜひそれぞれの店を
巡ってみてください。

・元祖長浜屋
福岡のラーメンには，博多ラーメン，長浜ラーメ

ン，久留米ラーメンといった種類があります。そんな
中で，私は子供のころから祖父に「元祖長浜屋」に連
れていかれていました。長浜は福岡の魚市場の近く
にあり，早朝から市場で働く人たちに素早くラーメ
ンを提供するため，茹で時間の短い細麺が使われる
ようになったといわれています。現在ではおなじみ
となった「替え玉」も，長浜のラーメン文化の中で生
まれたものとされています。メニューはラーメンと
替え玉，替え肉，ビールなど非常にシンプルで，注文
から提供までがとにかく早いのが特徴です。入店時
に麺の硬さを聞かれるため，慣れている人は店に入

ると同時に麺の硬さを伝えることもあります。元祖
長浜屋のラーメンは，細麺に豚骨スープ，ネギと薄切
りの豚肉を合わせたシンプルな一杯です。豚骨の純
粋なあっさりとした味わいなので，卓上に置かれた
ゴマ，胡椒，紅しょうがなどを加え，自分好みに調整
して食べます。また，替え玉をしたときには，スープ
が薄まるのを防ぐために，卓上のやかんに入ったスー
プを加えます。独特なラーメン文化を体験できるた
め，ぜひ行ってみることをおすすめします（図5）。

図3　第73回実験動物学会総会での一枚
向かって右が筆者，左が真下知士先生。

図4　牧のうどん
肉ごぼう天うどん，かしわご飯セット。やかんの中には出汁
が入っています。
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・その他
むっちゃん万十（博多駅バスターミナルにある，ハ

ムエッグがおいしい），揚子江（大宰府にある肉まん
屋），天麩羅処ひらお（福岡空港の近くにある天ぷら
屋），びっくり亭（南福岡駅近くの鉄板焼肉料理のお
店）など。

文　献
［1］	 May B; A survey of radial velocities in the zodiacal 

dust cloud. Springer Science & Business Media, 
2008.

［2］	 Nishioka R, Iida R, Minamihata K, Sato R, Kimura 
M and Kamiya N; Transglutaminase-mediated proxi-
mity labeling of a specific Lys residue in a native IgG 
antibody. Chem. Commun. 2024; 60 (65): 8545–8548.

［3］	 Iida R, Ishida S, Wang J, Hattori K, Yoshimi K, Ya-
mazaki S and Mashimo T; A novel Kit mutant rat 
enables hematopoietic stem cell engraftment without 
irradiation. Exp. Hematol. 2024;132:104174.

図5　元祖長浜屋
主なメニューはラーメンのみ。紅ショウガが好きなのでた
くさん入れています。
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日本実験動物学会からのお知らせ

2026年度維持会員懇談会の開催について

財務特別委員会委員長 夏目知佳子

日頃より（公社）日本実験動物学会へのご理解とご支援を頂きありがとうございます。維持会
員懇談会は動物実験に関する話題を広く情報共有，周知する目的で開催されています。
近年，生命科学・医学・医療の分野では，研究における「性差」への適切な配慮が改めて重要

視されています。実験動物を用いた研究においても，雌雄による生理学的・行動学的な違いが研
究成果の再現性やヒトへの外挿に影響することが指摘されており，この問題はジェンダード・イ
ノベーションや性別・年齢・人種等が交差する多様な視点も含め，より広い文脈で論じる必要が
あります。
そこで，今回の維持会員懇談会では，実験動物・動物実験をはじめ，医療・生命科学・社会科

学等，多分野の専門家をお招きし，「なぜ性差を考慮するのか」「それによって研究や医療・製品
開発はどう変わるのか」を参加者の皆様とともに多角的に考える機会といたします。
本年度も現地開催 +ライブ配信のハイブリッド形式にて開催いたします。実験動物，動物実験

にかかわる多くの方のご参加をお待ちしております。

記

日 時： 2026年 11月 11日（水）13:00～ 19:10
会 場： 東京大学フードサイエンス棟　中島董一郎記念ホール
 〒 113-8657東京都文京区弥生 1-1-1　https://www.a.u-tokyo.ac.jp/nakashima/
参 加 費： 講演会：無　料　　意見交換会：4,000円
参加申込：  原則，JALASの会員，維持会員及び本企画の後援団体の方を対象

といたします。事前に，JALAS維持会員懇談会のホームページ，
または右のフォームより参加申込みをお願いします。

後 援 日本製薬工業協会，一般社団法人日本安全性試験受託研究機関協議会，
（予定） 公益社団法人日本実験動物協会，NPO法人動物実験関係者連絡協議会，

 日本実験動物協同組合，日本実験動物器材協議会

Ⅰ 講演会（13:00～ 17:05）
　　「研究・開発における『性差』を考える —実験動物から医療・社会まで—」

開会の辞　　小倉淳郎 理事長（日本実験動物学会）

Session 1　性差をめぐる研究と社会の視点
 13:10～ 13:45 平松竜司 先生（東京大学大学院）
 13:45～ 14:20 佐々木成江 先生（横浜国立大学）
 14:20～ 14:55 髙瀨堅吉 先生（中央大学）

（Coffee break）
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アジア実験動物科学会議 in Japan（ACLAS2027）の開催

大 会 長： 中潟直己（熊本大学），中野洋子（日本獣医生命科学大学）
テ ー マ： 生命を支える科学と技術
日 時： 令和9年5月24日（火）～ 28日（金）
会 場： 福岡国際会議場
 〒812-0032 福岡市博多区石城町2-1
※  ACLAS2027はAFLAS主催「第11回AFLAS大会」と JALAS主催「第74回日本実験動物学
会総会」並びに JAEAT主催「第61回日本実験動物技術者協会全国大会」の合同大会です。

※ 開催案内は大会URL（https://cfmeeting.com/aflas-jalas-jaeat2027/jointevent.html）をご覧くだ
さい。

動物実験の外部検証 
令和 9年度の実施に向けた事前説明会・個別相談会

日 時： 令和9年1月29日（金）13:00～ 17:30
会 場： 東京大学食の安全研究センター　中島董一郎記念ホール
  〒113-8657東京都文京区弥生 1-1-1
  https://www.a.u-tokyo.ac.jp/campus/overview.html
参加方法： 対面と同時オンライン配信によるハイブリッド開催
参 加 費： 無　料
参加方法やプログラムは学会HP（https://jalas.jp/index.html）をご覧ください。

Session 2　性差を踏まえた実験動物学研究の基盤と展開
 15:15～ 15:50 三輪佳宏 先生（理化学研究所）
 15:50～ 16:25 大沼健太 先生（ジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会社）

16:25～ 16:40　新規維持会員紹介

16:40～ 17:00　アジア実験動物科学会議 in Japan（ACLAS2027）の概要

閉会の辞　夏目 知佳子（日本実験動物学会　財務特別委員会　委員長）

Ⅱ 意見交換会（17:10～ 19:10）
場　所：カフェアグリ 101（東京大学フードサイエンス棟 2階　中島ホール横）
参加費：4,000円

以上
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Experimental Animals
— 和 文 要 約 —

Vol. 75, No. 4 October 2026

原著

Diacerein alleviates endometrial fibrosis in an intrauterine adhesion model  
via ferroptosis inhibition...........................................................................................383–396

Cong Shi1), Jianhua Sun1) and Jumin Niu2)

1)Department of Gynecology, Shenyang Women’s and Children’s Hospital, 87 Danan Street, 
Shenyang, 110013, Liaoning, China, 2)Department of Gynecology, Shenyang No.4 People’s 
Hospital, No. 20 Huanghe South Street, Shenyang, 110031, Liaoning, China

Intrauterine adhesion (IUA) is a significant contributor to uterine infertility, primarily characterized 
by endometrial fibrosis. Although diacerein exhibits anti-inflammatory and anti-fibrotic properties, 
its therapeutic potential in IUA remains unclear. This study investigated the protective effects of 
diacerein in an IUA rat model induced by mechanical injury. Histological analysis revealed that 
diacerein treatment alleviated endometrial damage, and immunohistochemical staining confirmed the 
restoration of CK19 and CK18 expression, indicating improved epithelial integrity and regeneration. 
Diacerein mitigated endometrial fibrosis by inhibiting epithelial-mesenchymal transition (EMT), as 
evidenced by increased E-cadherin and decreased N-cadherin expression, likely via suppression of 
TGFβ/SMAD2 signaling. Diacerein exerted anti-inflammatory effects in IUA rats. Notably, diacerein 
inhibited ferroptosis by reducing lipid peroxidation, limiting Fe2+ accumulation, and modulating 
ferroptosis-related proteins, including ACSL4, SLC7A11, GPX4, and FTH1. The protective 
effects of diacerein were mirrored by ferroptosis inhibitor Ferrostatin-1 treatment but reversed by 
ferroptosis inducer Erastin, confirming that diacerein alleviates endometrial fibrosis in IUA rats 
through ferroptosis suppression. Mechanistically, diacerein modulated the NRF2/HMGB1 signaling 
pathway, restoring NRF2 and HO1 levels while downregulating HMGB1 expression. Collectively, 
these findings suggest that diacerein effectively attenuates ferroptosis-mediated fibrosis in IUA, 
highlighting ferroptosis inhibition as a promising therapeutic strategy for IUA management.
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ニカルジピンはメデトミジン -ミダゾラム -ブトルファノール（MMB）麻酔後 
低体温を軽減する ...................................................................................................397–404

佐々木建・渡邉正輝・菱田英佑・大森智貴・中川龍弥・井上莉夕・佐々木宣哉
北里大学獣医学部実験動物学研究室
メデトミジン–ミダゾラム–ブトルファノール（MMB）混合麻酔は実験動物に広く用いられ
ているが，周術期および麻酔後低体温を生じやすい。本研究では，血管拡張作用を有するL型
カルシウムチャネル遮断薬ニカルジピン（Ni）の併用が，ラットにおけるMMB麻酔関連低体
温を軽減し得るかを検討した。雄性SDラットにMMBを腹腔内投与し，Niを0，0.25，0.5 mg/
kgで併用した。体温は加温（37°C）条件および非加温条件下で麻酔中から回復期まで測定し，
収縮期血圧（SBP）および心拍数（HR）も評価した。加温条件下では，体温推移に群間差は認め
られなかった。一方，非加温条件下では，Ni併用群で回復期体温が高く維持され，回復期AUC
も0Ni群に比べて有意に高値を示した。Niは麻酔導入時間およびアチパメゾール投与後の回
復時間に有意な影響を及ぼさなかった。これに対し，SBPは用量依存的に低下し，HRは上昇
傾向を示し，とくに0.5 mg/kg群で顕著であった。以上より，ニカルジピンは非加温条件下にお
けるMMB麻酔後低体温を部分的に軽減し，MMB麻酔時の体温管理を補完する補助的手段と
なる可能性が示された。ただし，その効果は積極的加温による保護効果を代替するものではな
く，体温管理の基本として加温は依然として重要である。とくに0.5 mg/kgでは顕著なSBP低
下が認められたことから，今後は適切な用量設定と安全性の検討が必要である。

Keratinocyte-specific STAT3 knockout attenuates imiquimod-induced  
psoriasiform phenotype in mice............................................................................... 405–416

Limin Li1), Cai Zhang2), Lu Chen1), Wenchao Yao1), Xiaoli Hou1), Zhengxiao Li3)  
and Faming Tian1,2)

1)School of Public Health, North China University of Science and Technology, No. 21 Bohai 
Avenue, Caofei dian New Town, Tangshan, 063210, China, 2)North China University of Science and 
Technology Affiliated Hospital, Jianshe South Road, Lubei District, Tangshan, 063000, China, 3)The 
Second Affiliated Hospital of Xi’an Jiaotong University, No. 157 West 5th Road, Xi’an, Shanxi, Xi’an, 
710000, China

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) is critical in psoriasis, but keratinocyte-
derived STAT3 remains unclear. This study investigated the effect of keratinocyte-specific STAT3 
knockout on imiquimod (IMQ)-induced psoriasis-like dermatitis. Keratinocyte-specific STAT3 
knockout (Conditional knockout, cKO) mice and littermate controls (LC) received daily topical 5% 
IMQ to induce psoriasis-like lesions. Lesion severity was assessed by PASI score, histopathology 
by H&E staining, and systemic inflammation by spleen index and serum chemokine C-X-C motif 
ligand (CXCL1), chemokine C-C motif ligand 20 (CCL20), and IL-22 levels (ELISA). Skin 
expression of inflammation, chemokine, and STAT3 pathway related factors was examined by 
immunohistochemistry (IHC), real-time quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR), and 
western blot. In vitro, IL-17A-stimulated HaCaT cells were used with siRNA-mediated STAT3 
knockdown; changes in STAT3 signaling and downstream factors were assessed by qRT-PCR and 
Western blot. In vivo, keratinocyte-specific STAT3 knockout significantly alleviated IMQ-induced skin 
lesions, reduced PASI score, improved barrier function, decreased spleen index, and lowered serum 
CXCL1, CCL20, and IL-22. It also suppressed IL-22, CXCL1, and CCL20 expression in skin and 
inhibited STAT3 activation. In vitro, IL-17A increased STAT3 phosphorylation, which was blocked by 
STAT3 knockdown, along with suppression of IL-22 and CXCL1 upregulation.
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AltEx-BE:多種実験動物に対応したエクソン注釈に基づく塩基編集による 
エクソンスキッピングのためのスプライス部位標的gRNA設計ツール ................429–438

松本生成 1)・久野朗広 2–4)・水野聖哉 4)

1)筑波大学大学院人間総合科学学術院人間総合科学研究群ヒューマンバイオロジー学位プログラ
ム，2)筑波大学高等研究院，3)筑波大学医学医療系解剖学発生学研究室，4)筑波大学医学医療系ト
ランスボーダー医学研究センター（生命科学動物資源センター）
スプライシングは真核生物に高度に保存された転写後制御機構であり，その破綻は多様な疾
患の原因となる。そのため，人為的にエクソンスキッピングを誘導したモデル動物の解析は，
生体における遺伝子機能の理解に重要である。エクソンはその利用様式に基づき，すべての転
写産物に共通して含まれるものと，転写産物間で選択的に利用されるものに分類される。一般
に，前者のスキッピングは遺伝子レベルの機能変化を反映する一方，後者は転写産物間の多様
性に影響する。近年，塩基編集技術によるスプライスサイトへの点変変異導入が可能となり，
エクソンスキッピング実験を支援するguide RNA（gRNA）設計ツールが複数開発されている。
しかし，既存ツールはいずれもエクソンの使用様式やフレーム，コーディング状態などのエク
ソン特性を考慮しておらず，研究目的に応じた標的エクソンの選択が困難であった。そこで本
研究では，これらの特性を考慮し，塩基編集技術を用いたスプライスサイト改変によるエクソ
ンスキッピングのためのgRNA設計ツールAltEx-BEを開発した。AltEx-BEは，標的エクソン
にその利用様式やフレーム情報を注釈し，任意のPAM配列および編集ウィンドウの塩基編集
ツールに対応したgRNA候補を提示する。本ツールは，多様なモデル動物における，塩基編集
を用いたエクソンレベルの遺伝子機能解析を支援し，実験結果の解釈性に寄与する。

レスベラトロールは腹腔内低酸素環境の回復と自己抗体沈着の抑制により 
子宮内膜症を改善する ............................................................................................417–428

ルオ・イー 1)・小林美央 1)・ジャン・ディー 2)・小野洋輔 2)・吉野　修 2)・兼平雅彦1)

1)山梨大学総合分析実験センター資源開発分野，2)山梨大学医学部産婦人科
子宮内膜症は，子宮内膜もしくはその類似組織が子宮外で増殖する疾患である。正所性子宮
内膜が骨盤腔内に逆流・癒着するという「子宮内膜移植説」が広く受け入れられているが，発
症機序については不明な点が多い。本研究では，マウス子宮内膜症モデルを用い，子宮内膜症
の新たな発症機序を解明することを目的とした。我々が誘導した子宮内膜症モデルにおいて，
腹腔滲出細胞（Peritoneal exudate cells; PECs）におけるHIF-1α陽性率が有意に上昇したことか
ら，子宮内膜症では腹腔内に低酸素環境が誘導されると予想した。次に，HIF-1αにより発現が
誘導される遺伝子の発現を解析したところ，自然免疫系に関与するToll-like receptor 4（TLR4）
と IL-1βの遺伝子の発現上昇を認めた。このことから，腹腔内への低酸素環境の誘導ならびに
自然免疫系の活性化が子宮内膜症発症の一因であると予想した。そこで，低酸素環境の改善
効果が報告されているレスベラトロール（RSV）を腹腔内に投与したところ，PECsにおける
HIF-1α発現低下，ならびに子宮内膜症病変の縮小を認めた。しかし，TLR4と IL-1βの遺伝子発
現に変化がなかったことから，自然免疫系以外の関与が予想された。興味深いことに，子宮内
膜症病変には自己抗体の沈着が認められたが，RSV投与により自己抗体の沈着が抑制される
ことを確認した。以上の結果より，腹腔内の低酸素環境ならびに自己抗体の沈着が子宮内膜症
の発症機序の1つであること，そして，RSVが子宮内膜症の症状を軽減できる可能性が示唆さ
れた。
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テンシン2欠損はカルジオトキシン誘導筋損傷後の再生筋線維の成長を 
軽度に促進する ......................................................................................................454–463

宮木麻里菜 1)·小宮佑介 1)·中田后紀 1)·野口賢世 1)·横山壱成 2)·鈴木貴弘 2)·尾嶋孝一 3)· 
有原圭三 1)·佐々木宣哉 4)

1)北里大学獣医学部食品機能安全学研究室，2)九州大学大学院農学研究院畜産化学研究室，3)国立研
究開発法人農業 ·食品産業技術総合研究機構畜産研究部門，4)北里大学獣医学部実験動物学研究室
テンシン2（TNS2）は細胞接着構造に関連するタンパク質であり，インスリン／インスリン
様成長因子1（IGF-1）シグナルを負に制御することが知られているが，骨格筋再生における役
割は明らかでない。本研究では，筋細胞ステージとTNS2の関係を明らかにするため，C2C12
筋芽細胞の分化過程およびカルジオトキシン（CTX）誘導筋損傷モデルにおいて，抗リン酸化
TNS2（Tyr483）抗体で検出されるTNS2関連免疫反応シグナルを解析するとともに，Tns2nph変
異マウスにおける筋再生を評価した。安静条件下において，Tns2nphマウスは野生型（WT）マ
ウスと比較して筋組織像，筋線維径，Aktおよびp70リボソームタンパク質S6キナーゼ（p70S6K）
のリン酸化に明らかな差を認めなかった。C2C12細胞では，抗リン酸化TNS2（Tyr483）反応
シグナルは分化期に比べて増殖期に強く検出された。さらに in vivoにおいても，同シグナルは
CTX誘導筋再生の初期に一過性の増加を示した。筋損傷後，Tns2nphマウスでは，4日目に中
心核を有する筋線維数の増加，7日目に筋線維径の増大，15日目に前脛骨筋重量／体重比の
増加が認められた。さらに，再生筋においてp70S6Kのリン酸化亢進が観察された。以上より，
TNS2関連シグナルは骨格筋再生過程において，特に再生初期における同化シグナルの増強を
介して，状況依存的に筋線維成長を調節する因子として機能する可能性が示された。

Artesunate ameliorates experimental colitis by suppressing intestinal inflammation  
and modulating the gut microbiota..........................................................................439–453

Haiyang Sun1), Rujiao Jiang2), Jingjing Jing2), Xinying Wang3), Ning Wang2),  
Meihua Guo2) and Ce Tang1,4)

1)Institute of Precision Medicine, The First Affiliated Hospital, Sun Yat-sen University, No. 58, Zhong 
Shan Er Lu, Guangzhou, Guangdong Province, 510080, China, 2)Laboratory Animal Center, Dalian 
Medical University, No. 9 West Section Lvshun South Road, Dalian, Liaoning Province, 116044, 
China, 3)College of Basic Medical Science, Dalian Medical University, No. 9 West Section Lvshun 
South Road, Dalian, Liaoning Province, 116044, China, 4)Animal Experiment Center, The First 
Affiliated Hospital, Sun Yat-sen University, No. 74, Zhong Shan Er Lu, Guangzhou, Guangdong 
Province, 510080, China

Artesunate (ART) is a semi-synthetic derivative of artemisinin with well-established antimalarial 
activity. In this study, we demonstrate that ART treatment markedly attenuates disease severity 
in dextran sulfate sodium (DSS)–induced colitis. ART significantly reduces the accumulation of 
inflammatory neutrophils, monocytes, Th17 cells, and IL-17-producing innate lymphoid cells (ILCs) 
and γδT cells in the colon, accompanied by suppression of pro-inflammatory gene expression, 
including Tnf, Il6, and Il1b, and upregulation of anti-inflammatory mediators such as Tgfb and Il10. 
In parallel, ART restores the expression of intestinal tight junction proteins zonula occludens-1 (ZO-
1) and claudin-1, indicating improved epithelial barrier integrity. ART treatment inhibits the IL-17 
production from both Th17 cells and other lymphocytes. ART also reshapes the gut microbiota, which 
contributes to protection against DSS-induced colitis. Notably, mesalazine co-treatment with ART 
augmented its protective efficacy against DSS-induced colitis. Collectively, these findings identify 
ART as a potent modulator of intestinal inflammation and barrier function, highlighting its therapeutic 
potential for mucosal inflammatory diseases.
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テストステロンはアトピー性皮膚炎モデルKFRS4ラットの皮膚炎を改善する ...474–484

林　健太 1)・長坂夏奈 1)・北爪知希 1)・浦崎真央 1)・ホアン・ヒエウ1)・中村紳一朗 2)・ 
庫本高志 1)

1)東京農業大学農学部動物科学科，2)麻布大学獣医学部実験動物学
アトピー性皮膚炎（AD）は，遺伝的素因，環境因子，免疫応答などが複合的に関与する慢性
炎症性皮膚疾患であり，その発症率には性差が認められる。KFRS4ラットはAD様皮膚炎を自
然発症するモデル動物であり，特に雌で重症化がみられることから，性ホルモンの関与が示唆
されている。本研究では，KFRS4ラットにおける性ホルモンの役割を明らかにするため，精巣・
卵巣摘出および外用テストステロン処置の影響を検討した。その結果，雌ラットの卵巣摘出は
皮膚炎の発症や重症度に影響しなかったのに対し，雄ラットの精巣摘出は皮膚炎を著しく悪化
させた。さらに，テストステロン外用は卵巣摘出雌および精巣摘出雄のいずれにおいても皮膚
炎スコアを有意に改善し，塗布部位には病変が認められなかった。組織学的には，テストステ
ロン塗布部位では皮脂腺数の増加と表皮肥厚が見られ，アンドロゲン受容体（AR）陽性細胞が
顕著に増加していた。一方，ADの発症に関与するTh2関連サイトカイン遺伝子（Il4，Il5）と
Th17関連サイトカイン遺伝子（Il17a）の発現量は，テストステロン塗布によって減少した。以
上より，テストステロンは皮膚バリア機能の増強と免疫応答の修飾を介して皮膚炎を抑制する
可能性が示された。本研究は，テストステロンやアンドロゲン経路がAD治療の新たな標的と
なり得ることを示唆する。

A novel non-transecting ligation technique for clinically mimetic cholestatic  
cirrhosis in rats........................................................................................................ 464–473

Xianfeng Wu1,2), Shujuan Gao1,2), Yuwei Zou1,2), Chunyong Yang1,2), Zhiyong Yang1,2), 
Xiaobo Wang3), Yujie Li1,2), Ziyang Zeng4) and Bin Yi1,2)

1)Department of Anesthesiology, The First Affiliated Hospital (Southwest Hospital) of Army Medical 
University, 29 Gaotanyan Main Street, Shapingba District, Chongqing 400038, China, 2)Key 
Laboratory of Perioperative Multi-organ Protection and Intelligent Anesthesia, Chongqing Municipal 
Health Commission, 29 Gaotanyan Main Street,, Shapingba District, Chongqing 400038, China,  
3)Molecular, Cellular and Developmental Biology Department (MCD), Centre de Biologie Intégrative 
(CBI), Centre National de la Recherche Scientifique, Université Paul Sabatier, 118 Route de 
Narbonne, Toulouse 31062, France, 4)Department of Anesthesiology, Chongqing Traditional Chinese 
Medicine Hospital, 6 Panxiqizhi Road, Liangjiang New Area, Chongqing 400021, China

The conventional common bile duct ligation (CBDL) model suffers from high postoperative 
mortality (frequently exceeding 50%), which severely limits longitudinal monitoring of disease 
progression and complications such as hepatopulmonary syndrome (HPS). We developed an 
improved CBDL (MCBDL) to preserve the continuity of bile duct, and compared MCBDL (n=40) 
with traditional CBDL (n=40) and sham operation (n=10) within 42 days. MCBDL captures cirrhosis 
and extrahepatic organ injury while significantly improving survival (72.5% vs. 45%, P=0.003) and 
attenuating systemic inflammation (IL-6: 117 ± 11 vs. 153 ± 26 pg/ml, P=0.047). Scanning electron 
microscopy revealed persistent secretory activity in ligated epithelia of both groups, but only CBDL 
permitted leakage from isolated stumps, creating a pathogenic cycle driving mortality. By preserving 
ductal continuity, MCBDL is associated with significantly reduced mortality while maintaining the 
hallmark features of cholestatic cirrhosis (METAVIR F4) and HPS-related extrahepatic complications, 
providing a stable platform for mechanistic studies.
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マウスの間葉系細胞に発現させたウイルス由来FLIPタンパク質E8は， 
骨形成異常，脂肪萎縮症，および筋萎縮を誘導する ...............................................485–497

酒巻和弘 1)・矢島伸之 2)・岡崎泰昌 3)・鳥海　拓 4)・本田雅規 4)・豊國伸哉 3,5)・新井嘉則 6)

1)京都大学生命科学研究科体制統御学部門，2)京都大学ウイルス学研究所がんウイルス部門， 
3)名古屋大学医学研究科病理病態学講座，4)日本大学歯学部解剖学講座，5)名古屋大学低温プラズ
マ科学研究センター，6)日本大学歯学部歯科放射線学講座
ウマヘルペスウイルス2型（EHV-2）のE8は，ウイルス由来FLIPタンパク質ファミリーに属
する分子であり，培養細胞の系においてデスレセプターが誘導するアポトーシスを阻害するこ
とが知られている。本研究では，E8の発現が個体に及ぼす影響を調べるため，I型コラーゲン
α2鎖（Col1α2）のプロモーター制御下にCreを発現するトランスジェニック（Tg）マウスと交
配することでコンディショナルに且つ組織特異的にE8を発現するモデルマウスを作製した。
樹立したTgマウスについてE8の発現様式を調べると間葉系の細胞でその発現が認められた。
このTgマウスは既に生育段階で骨形成に異常を伴う成長抑制を示した。また成体マウスでは，
骨形成だけでなく脂肪萎縮様や筋萎縮様の症状を呈した。骨・脂肪・筋肉の形成に異常が認
められることから，間葉系幹細胞（MSC）からそれぞれの細胞系譜への分化が不完全である
ことが推測された。この可能性を検証するため，マウスMSC細胞株であるC3H10T1/2にE8を
発現させてマイクロアレイで解析することで変動する遺伝子を調べたところ，MSCから骨芽
細胞・脂肪細胞・筋芽細胞への分化にそれぞれ関与する因子（Nov/CCN3，STEAP4，Ankrd1/
CARPなど）で変動が認められた。以上の結果は，間葉系幹細胞或いは前駆細胞におけるE8の
恒常的な発現が，複数の細胞系譜への分化過程に影響を及ぼすことを強く示唆している。
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アーク・リソース（株） 861-5271 熊本県熊本市西区中原町383-2
（株）アイテクノ 391-0004 長野県茅野市城山10-10
アイパークインスティチュート（株） 251-8555 神奈川県藤沢市村岡東2-26-1
旭化成セラピューティクス（株） 410-2321 静岡県伊豆の国市三福632-1
味の素（株） 210-8681 神奈川県川崎市川崎区鈴木町1-1
アステラス製薬（株） 305-8585 茨城県つくば市御幸が丘21
（株）アドスリー 162-0814 東京都新宿区新小川町5-20 サンライズビルⅡ 3F
（株）アニマルケア 160-0022 東京都新宿区新宿5-18-14 新宿北西ビル7F
（株）アニメック 183-0031 東京都府中市西府町3-17-4
EPトレーディング（株） 162-0822 東京都新宿区下宮比町2-23 つるやビル6階
（株）新日本科学イナリサーチセンター 399-4501 長野県伊那市西箕輪2148-188
インビボサイエンス（株） 210-0821 神奈川県川崎市川崎区殿町3-25-12
エーザイ（株） 300-2635 茨城県つくば市東光台5-1-3
メディフォード（株） 869-0425 熊本県宇土市栗崎町1285
（株）大塚製薬工場 772-8601 徳島県鳴門市撫養町立岩字芥原115
小野薬品工業（株） 618-8585 大阪府三島郡島本町桜井3-1-1
小原医科産業（株） 165-0022 東京都中野区江古田4-28-16
オリエンタル酵母工業（株） 174-8505 東京都板橋区小豆沢3-6-10
花王（株） 321-3497 栃木県芳賀郡市貝町赤羽2606
科研製薬（株） 426-8646 静岡県藤枝市源助301
鹿島建設（株） 107-8348 東京都港区赤坂6-5-11
北山ラベス（株） 396-0025 長野県伊那市荒井3052-1
キッセイ薬品工業（株） 399-8304 長野県安曇野市穂高柏原4365-1
九動（株） 841-0075 佐賀県鳥栖市立石町惣楽883-1
共立製薬（株） 300-1252 茨城県つくば市高見原2-9-22
協和キリン（株）富士リサーチパーク 411-8731 静岡県駿東郡長泉町下土狩1188
クズウ・ベクター・サイエンス（有） 287-0224 千葉県成田市新田128-6
クミアイ化学工業（株） 439-0031 静岡県菊川市加茂3360
（株）クレハ 974-8686 福島県いわき市錦町落合16
ジーリンクス（株） 433-8116 静岡県浜松市中央区西丘町943-1
（株）ケー・エー・シー 110-0005 東京都台東区上野1-4-4 藤井ビル3階
  （株）ケー・エー・シー東京支社
KMバイオロジクス（株） 869-1298 熊本県菊池市旭志川辺1314-1
興和（株） 189-0022 東京都東村山市野口町2-17-43
三協ラボサービス（株） 132-0023 東京都江戸川区西一之江2-13-16
参天製薬（株） 630-0101 奈良県生駒市高山町8916-16
（株）三和化学研究所 511-0406 三重県いなべ市北勢町塩崎363
（株）ジェー・エー・シー 153-0043 東京都目黒区東山1-2-7 第44興和ビル3階
シオノギテクノアドバンスリサーチ（株） 561-0825 大阪府豊中市二葉町3-1-1
（公財）実中研 210-0821 神奈川県川崎市川崎区殿町3-25-12
ジャクソン・ラボラトリー・ジャパン（株） 222-0033 神奈川県横浜市港北区新横浜3-17-6
昭和セラミックス（株） 486-0934 愛知県春日井市長塚町1-1-9
（有）新東洋製作所 334-0073 埼玉県川口市赤井2-13-22

維持会員（五十音順）（91社）
（令和8年10月7日現在）
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（株）新日本科学安全性研究所 891-1394 鹿児島県鹿児島市宮之浦町2438番地
（株）シーエーシー 103-0015 東京都中央区日本橋箱崎町24番1号
住友化学（株） 554-8558 大阪府大阪市此花区春日出中3-1-98
（株）精研 541-0048 大阪府大阪市中央区瓦町3-6-5 銀泉備後町ビル14階
清和産業（株） 132-0033 東京都江戸川区東小松川4-57-7
ゼリア新薬工業（株） 360-0111 埼玉県熊谷市押切字沼上2512-1 中央研究所
千寿製薬（株） 650-0047 兵庫県神戸市中央区港島南町6-4-3
ゾエティス・ジャパン（株） 151-0053 東京都渋谷区代々木3-22-7 新宿文化クイントビル14階
第一三共（株） 134-8630 東京都江戸川区北葛西1-16-13
大正製薬（株） 331-9530 埼玉県さいたま市北区吉野町1-403
ダイダン（株） 210-0821 神奈川県川崎市川崎区殿町3-25-22
  ライフイノベーションセンター R407
武田薬品工業（株） 251-8555 神奈川県藤沢市村岡東2-26-1
中外製薬（株） 244-8602 神奈川県横浜市戸塚区戸塚町216
  中外サイエンスパーク横浜
千代田エクスワンエンジニアリング（株） 221-0022 神奈川県横浜市神奈川区守屋町3-13
（株）ツムラ 300-1192 茨城県稲敷郡阿見町吉原3586
帝人ファーマ（株） 191-8512 東京都日野市旭が丘4-3-2
（一財）動物繁殖研究所 300-0134 茨城県かすみがうら市深谷1103
東洋熱工業（株） 104-8324 東京都中央区京橋2-5-12 東熱ビル
トーアエイヨー（株） 960-0280 福島県福島市飯坂町湯野字田中1
トキワ科学器械（株） 110-0005 東京都台東区上野5-11-1
（株）夏目製作所 113-8551 東京都文京区湯島2-18-6
（株）日東エアテック 334-0073 埼玉県川口市赤井1-34-28
日本エスエルシー（株） 431-1103 静岡県浜松市中央区湖東町3371-8
日本化薬（株） 115-8588 東京都北区志茂3-31-12
日本クレア（株） 153-8533 東京都目黒区東山1-2-7
日本実験動物器材協議会 153-8533 東京都目黒区東山1-2-7 日本クレア（株）内
（公社）日本実験動物協会 101-0051 東京都千代田区神田神保町3-2-5 九段ロイヤルビル502号室
日本実験動物協同組合 101-0032 東京都千代田区岩本町2-8-10 神田永谷マンション602
日本新薬（株） 601-8550 京都府京都市南区吉祥院西ﾉ庄門口町14
（一財）日本生物科学研究所 198-0024 東京都青梅市新町9-2221-1
日本たばこ産業（株）たばこ中央研究所 227-8512 神奈川県横浜市青葉区梅が丘6-2
日本農産工業（株） 220-8146 神奈川県横浜市西区みなとみらい2-2-1ランドマークタワー46F
日本農薬（株）総合研究所 586-0094 大阪府河内長野市小山田町345番地
KHIグループ 日本事務所 370-0074 群馬県高崎市下小鳥町290-1
（株）野村事務所 105-0003 東京都港区西新橋1-2-9 日比谷セントラルビル7階
（株）濱畑 594-1141 大阪府和泉市春木町22-2
ハムリー（株） 306-0101 茨城県古河市尾崎2638-2
（一財）阪大微生物病研究会 565-0871 大阪府吹田市山田丘3-1 大阪大学内
（株）HERO 581-0802 大阪府八尾市北本町2-10-5-307
（株）ボゾリサーチセンター 412-0039 静岡県御殿場市竃1284
三浦工業（株） 108-0074 東京都港区高輪2-15-35 三浦高輪ビル2F
Meiji Seikaファルマ（株） 104-8002 東京都中央区京橋2-4-16 明治京橋ビル
持田製薬（株） 412-8524 静岡県御殿場市神場字上ノ原722
（株）ヤクルト本社 中央研究所 186-8650 東京都国立市泉5-11
八洲冷熱（株） 101-0062 東京都千代田区神田駿河台3-4 龍名館本店ビル4階
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長雨の季節もようやく終わりを迎え，秋晴れの爽やかな日々とともに，朝夕には肌寒さを感じる頃となりました。
今秋，千葉県では印旛沼周辺において堤防決壊や浸水被害が発生したとの報道がありました。被害に遭われた皆様に
心よりお見舞い申し上げるとともに，一日も早い復旧・復興をお祈り申し上げます。一方で，愛知県を中心に開催さ
れたアジア大会では，日本人選手の目覚ましい活躍が見られ，多くの感動を与えてくれました。
さて，本号では，先の総会シンポジウムをもとに2つの特集を掲載いたしました。
1つ目の特集は，「動物実験代替法の現状と課題 —肝臓を例に—」です。北村先生（東北大学）による「序文：動物

モデルとNAMsのいまを考える」，江口先生（三重大学）による「脂肪組織および肝臓由来細胞外小胞による多臓器ネッ
トワーク」，菅原先生・立野先生（株式会社フェニックスバイオ）による「ヒト肝細胞キメラマウスの進展とヒト肝疾
患モデルへの応用」，西川先生・坂井先生（東京大学）による「創薬・安全性評価のための in vitro肝臓モデルの構築と
応用」，吉成先生（静岡県立大学）による「農薬毒性試験データベースの構築と機序情報を活用したリードアクロスに
よる発がん性予測」の計5報をご寄稿いただきました。動物モデルとNAMs（New Approach Methodologies）のそれぞ
れの特徴を理解し，比較しやすくすることを目的として，同じ生体組織である肝臓を共通テーマとした総説が掲載さ
れており，関連分野の現状と課題を俯瞰できる内容となっています。

2つ目の特集は，「先端遺伝子操作技術の生命科学研究への応用」です。小沢先生（東京大学）・清成先生（理化学研
究所）による「序文：特集『先端遺伝子操作技術の生命科学研究への応用』によせて」，佐久間先生（京都大学）による「多
様化するゲノム編集技術の進化と深化」，田口先生（京都大学）による「マウス個体におけるTet-ON/OFFシステムを用
いた時空間遺伝子発現制御の最適化」，阿部先生（理化学研究所）による「多様化する動物モデルにおけるゲノム編集
技術の展開」，遊佐先生（京都大学）による「CRISPR-KOスクリーニングの開発と応用」の計5報をご寄稿いただきま
した。遺伝子操作技術そのものの進化と多様化に加え，細胞を用いた網羅的な機能探索，多様な動物種へのゲノム編
集技術の展開，さらには個体レベルでの時空間的な遺伝子発現制御まで，現在の遺伝子操作技術の広がりと将来性を
実感できる内容となっております。
特集以外では，日本実験動物学会人材育成委員会の皆様より「動物実験福祉に関する海外動向調査報告・オースト

ラリア（メルボルン）」（瀬戸山先生［鹿児島大学］，森松先生［北海道大学］，越本先生［宮崎大学］）をご寄稿いただき
ました。また，研究室・施設便りとして「熊本大学生命資源研究・支援センター 動物資源開発研究施設 資源開発分野
の紹介」（竹尾先生［熊本大学］），維持会員便りとして「実技教育の新たな拠点として － KAC技術研修所の移転と新
たな取り組み －」（坂本先生［株式会社ケー・エー・シー］），さらに会員便りとして藤澤先生（日本獣医生命科学大学），
飯田先生（東京大学）にご寄稿いただきました。
本号は2つの充実した特集をはじめ，多彩な記事を掲載することができました。ご多忙の中，ご執筆いただきまし

た先生方に心より御礼申し上げます。なお，お知らせにも掲載しておりますとおり，11月11日（水）には維持会員懇
談会が東京大学にて開催されます。多くの皆様のご参加をお待ちしております。また，当該シンポジウムの演者の皆
様にもご寄稿をお願いする予定です。引き続き，『実験動物ニュース』へのご支援，ご協力を賜りますようお願い申し
上げます。
—————————————————————————————————————————【広報・情報公開検討委員会】

（公社）日本実験動物学会　会員の入会・退会・変更の申込みについて

会員の入会・変更の申込みは下記の方法で受け付けております。
https://www.jalas.jp/

（公社）日本実験動物学会ホームページより受け付け 
会員情報の変更はホームページの会員ページにログインしてできます。

［入会・退会・変更の申込みについてのお問い合わせ］　Email  office2@jalas.jp

［その他ご不明な点はこちらまで］
 公益社団法人　日本実験動物学会　事務局
 〒113-0033　東京都文京区本郷6-26-12　東京RSビル3F
 TEL  03-3814-8276　FAX  03-3814-3990　Email  office@jalas.jp

ライオン（株） 256-0811 神奈川県小田原市田島100
ラビックス（株） 251-0012 神奈川藤沢市村岡東2-26-1
レッテンマイヤージャパン（株） 101-0052 東京都千代田区神田小川町3-26-8
  ユニゾ神田小川町三丁目ビル3F
（株）レナテック 259-1114 神奈川県伊勢原市高森4-19-15

https://www.jalas.jp/
mailto:office2%40jalas.jp?subject=%E5%85%A5%E4%BC%9A%E3%80%81%E9%80%80%E4%BC%9A%E3%80%81%E5%A4%89%E6%9B%B4%E3%81%AE%E7%94%B3%E3%81%97%E8%BE%BC%E3%81%BF%E3%81%AB%E3%81%A4%E3%81%84%E3%81%A6
mailto:office%40jalas.jp?subject=


広告掲載一覧

日本クレア株式会社 実験動物等企業広告

北山ラベス株式会社 実験動物等企業広告

日本エスエルシー株式会社 飼料 LabDiet

日本エスエルシー株式会社 実験動物

ダイダン株式会社 実験動物飼育ラック　アイラックシステム

わかもと製薬株式会社 感染症診断キット

株式会社　ケー ･エー ･シー 獣医学的ケア業務の受託サービス

株式会社　夏目製作所 Pure Palace

株式会社　アニメック Bio-Huts



http://www.clea-japan.com


http://www.jslc.co.jp
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実中研

https://www.daidan.co.jp/

http://www.daidan.co.jp/
https://www.wakamoto-pharm.co.jp/medical/medical-01/


詳しくはこちら

Pure Palace
I V Cの新しい選択肢

夏目製作所 の

　  新提案
マウスケージ

Hybridケージ

 〒113-8551　東京都文京区湯島 2-18-6
 TEL:03-3813-3251　FAX:03-3815-2002　

 〒561-0811　大阪府豊中市若竹町１-9-1
 TEL:06-6398-7177　FAX:06-6398-7178https:/ /www.nazme.co.jp

◎本　社 ◎大阪 SSC

http://www.kacnet.co.jp/
https://www.nazme.co.jp


セラボヘルスケアサービスは　　　　　　　　　　　　　　のグループ会社です。

再生医療のための環境づくりに信頼と実績を

https://www.cellabhs.co.jp/

気管内にウイルスや薬液を噴霧するときに、
使用するスプレーです。

http://animec-tokyo.sakura.ne.jp

