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1 ．はじめに
　ゲノム編集とはヌクレアーゼを用いて部位特
異的に遺伝子を改変させる技術のことであり，
遺伝子機能の解析，疾患モデルマウスの作製，
遺伝子疾患の治療等，生物学研究における有用
な技術として認知されている。これまで 3種類
のゲノム編集技術（ZFN 1 ），TALEN 2 ），CRISPR/ 
Cas9 3））が報告されているが，利便性，汎用性
の面からCRISPR/Cas9システムが現在主流と
なっている。ゲノム編集技術，特にCRISPR/
Cas9システムの登場は，これまで治療が困難
であった遺伝性疾患に対する新たな遺伝子治療
の可能性を飛躍的に高めた。近年，遺伝子治療
の中でも胎児遺伝子治療が大きな注目を集めて
いる。ゲノム編集を利用した子宮内胎児への遺
伝子治療は，出生後の治療と比べ，効率的な薬
剤送達，免疫寛容機構による外来性物質への拒
否反応の低下，出生直後に発症する恐れのある

遺伝性疾患の発症防止といった点で優位性があ
る。致死性の遺伝性疾患を患う胎児への遺伝子
治療法としても期待され，動物実験での成功例
も報告されている。
　しかしながら，胎児遺伝子治療の実用化に
は，ゲノム編集の効果，母体と胎児への安全性
評価，最適な治療時期や送達経路の確立，倫理
的な課題など，克服すべき課題も多い。本総説
では，胎児遺伝子治療への応用が期待される胎
児期のゲノム編集法開発の現状に焦点を当て，
マウスを用いた最新の研究動向を紹介する。特
に，胎児でのゲノム編集を効率的かつ安全に行
うための遺伝子送達戦略を中心に，その可能性
と限界について概説する。

2 ．ゲノム編集技術
　哺乳類においてゲノム編集を行う場合，主に
4つの方法が報告されている。 1つ目は，生殖
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　要旨：CRISPR/Cas9 システムを代表とするゲノム編集技術により動物や細胞の効率的な遺
伝子改変が可能となり，遺伝子機能の解析や疾患モデルマウスの作製等が実施されている。ゲ
ノム編集を行う場合，現在まで， 1）受精卵等の着床前胚に対しゲノム編集を実施する方法，
2）着床後（妊娠中期等），子宮内投与によりゲノム編集試薬を投与し，続く，エレクトロポ
レーションによって胎仔内の特定細胞にゲノム編集を実施する方法， 3）妊娠中期のマウス尾
静脈に直接ゲノム編集試薬を投与し，胎盤を介して胎仔にゲノム編集を実施する方法， 4）新
生仔や成熟マウスを対象に顔面静脈や尾静脈へゲノム編集試薬を直接投与する方法，等の 4つ
の方法が報告されている。本総説では着床後のマウス胎仔へのゲノム編集法に焦点を当て，最
新の動向を概説する。

　索引用語：　　　ゲノム編集　　／　　胎仔遺伝子操作　　／　　子宮内遺伝子操作　／　
　遺伝子治療
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細胞系列編集（germline genome editing）と呼
ばれる，生殖細胞系列（始原生殖細胞，精子幹
細胞，卵母細胞，受精卵，着床前胚など）に対
しゲノム編集を実施し，遺伝子改変動物
（genetically modified animal）を得る方法であ
る4, 5 ）（図 1 a）。 2つ目は，子宮内遺伝子送達
（in utero gene delivery）と呼ばれる方法で，着
床後の胎仔へ外科的手法によりゲノム編集試薬
を導入する方法である（図 1 b）。この場合， 1
つ目の手法と異なり，ゲノム編集可能な臓器
は，おおよそ心臓，脳，肺などに限定され，ゲ
ノム編集された細胞とそうでない細胞とを併せ
持つ，いわゆる，モザイク個体となることが多
い。 3つ目は，ゲノム編集試薬を尾静脈投与に
より妊娠中期♀個体に直接投与する方法である
（図 1 c）。この方法はTPGD-GEF （transplacental 

gene delivery for acquiring genome-edited 
fetuses）と呼ばれ，母体血流に投与されたゲノム
編集成分が胎盤を介して胎仔に送達され，結果
として，モザイク個体（胎仔）が作出される6, 7 ）。
4 つ目は，ゲノム編集試薬を新生仔の顔面静脈
や成熟マウスの尾静脈を介して投与する方法，
あるいは，実体顕微鏡下でガラスピペットや注

射針を用いて成熟マウスの特定の臓器に局所的
に投与する方法がある8, 9 ）（図 1 d）。この方法は
体細胞ゲノム編集（somatic genome editing），
生体内体細胞遺伝子編集（in vivo somatic cell 
genome editing）等と呼ばれ， 2つ目， 3つ目
の方法と同じくモザイク個体が作出される。一
方，この方法はある程度の制限はあるものの，
特定の臓器で目的遺伝子を編集できるので，臓
器特異的に起こる遺伝的異常を治癒することも
可能である。
　CRISPR/Cas9システムは，DNAの標的部位と
相補的に結合する一本鎖ガイドRNA（sgRNA）
がCas9ヌクレアーゼタンパク質と複合体を形成
し，結果として，Cas9による標的二本鎖DNA
の切断（double-strand break, DSB）が生じる。
このDSBは，NHEJ （non-homologous end joining）
やHDR （homology-directed repair）と呼ばれる
DNA修復機構によって修復される。NHEJは切
断されたDNA末端を直接つなぎ合わせる修復
であり，分裂細胞に加え，非分裂細胞でも生じ
る。修復の際，鋳型DNA（ドナー DNA）を必
要としないが，その過程でエラーが発生しやす
く，切断部位に塩基対の挿入や欠損（インデル; 

図１．哺乳類における様々なゲノム編集方法。(a)生殖細胞系列に対するゲノム編集。
(b)着床後胎仔へのゲノム編集。(c)妊娠中期♀個体への尾静脈注射を介した着
床後胎仔へのゲノム編集。(d)新生仔マウス顔面静脈を介したゲノム編集。
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indels）が生じる。その結果，アミノ酸配列の
フレームシフトやタンパク質合成停止の暗号で
ある終始コドンの出現が誘発され，標的遺伝子
がノックアウト（KO）される。一方，HDRは
ドナー DNA存在下で生じる相同組換えにより
Cas 9 ヌクレアーゼ切断部位を修復する方法
で，切断部位に挿入したいDNA配列（ドナー
DNA）のノックインを可能にする。しかし，HDR
はNHEJよりも発生頻度が低く，分裂細胞での
み生じる点に注意を要する10）。
　CRISPR/Cas9システムは強力なゲノム編集
ツールとして広く利用されている一方，DSBの
誘発による細胞毒性や，HDR効率の低さ，オフ
ターゲット効果といった課題も指摘されている。
近年，これらの課題を克服するため，CRISPR/
Cas9システムを基盤とした新たなゲノム編集
技術，いわゆる，改良型ゲノム編集技術が開発
されている。その代表例が塩基編集（base 
editing, BE）11），プライム編集（prime editing, 
PE）12），HITI（homology-independent targeted 
integration）法13），SATI（seamless achromatic 
tagging via long-range genomic integration）法14）

などがある。塩基編集はシチジンデアミナーゼ
やアデニンデアミナーゼ等の酵素と不活性型 
Cas9タンパク質を融合させることで，DSBを
誘導することなく，特定の塩基対（C:G to T:A, 
A:T to G:C）を標的部位で直接変換する技術で
ある。DSBを介さないため，細胞毒性が低く，
より安全なゲノム編集法として注目されてい
る。特に，分裂期の細胞だけでなく，非分裂細
胞においても効率的な塩基編集が可能であるこ
とから，in vivoゲノム編集や体細胞遺伝子治療
への応用が期待されている。プライム編集は，
Cas9ニッカーゼと逆転写酵素を融合させ，塩
基置換，挿入，欠失など，多様な遺伝子編集を 
DSBに依存せず，可能とする技術である。HITI
法はNHEJ機構を利用したノックイン技術であ
り，CRISPR/Cas9によってゲノムの標的配列
と同一の標的配列を持つように設計されたド
ナー DNAが同時に切断される。その結果，生
じたDNA断片の末端同士が結合することで，
ドナー DNAがゲノムへノックインされる方法
である。SATI法は，HITI法と同様にNHEJ機構
を応用したノックイン技術であり，one-armed 

HDRと呼ばれる特殊なHDR経路を利用し，ウ
イルスベクターを用いることなく，標的遺伝子
座に数kb以上の大規模なDNA断片を効率的に
ノックインする技術である。SATI法は，従来
のHDRに依存したノックインに比べ，非分裂
細胞やin vivo環境下においても高いノックイン
効率を示すことが報告されており，遺伝子治療
や疾患モデル動物作製への貢献が期待されてい
る。これらの改良型ゲノム編集技術は，従来の 
CRISPR/Cas9システムの課題を克服し，遺伝
子治療，特に胎児遺伝子治療の分野において，
新たな可能性を拓くと期待される。

3 ．子宮内遺伝子送達
　子宮内遺伝子送達は，DNAやゲノム編集試
薬を発生中の胎児に直接投与する方法である。
マウスの場合，卵筒期胚（E7.5; プラグ確認日
をE0とする）や体節期胚（E8.5）への遺伝子
送達に関する研究は，ほとんどが単離した胚を
in vitroで処置している。これらの胚は短期間
培養できるため，実体顕微鏡下で胚組織に遺伝
子導入した後の遺伝子産物の挙動をリアルタイ
ムで観察できる。一方，E9.5～E11.5の胚は，
その発生が子宮内で進み，且つ，子宮を体外に
露出させ，外部から内部の胚の状況を観察出来
ないため，例えば，実体顕微鏡下で外部からガ
ラスピペットによる胎仔への試薬注入などの操
作は難しい。他方，E12.5～E15.5での妊娠中期
胚では，母体側の子宮を露出させた場合，子宮
内部の胚（胎仔）の挙動が実体顕微鏡下で視覚
的に観察出来るため，この時期の胚は子宮内遺
伝子治療の基礎研究に盛んに利用されている。
　上述のように，子宮内遺伝子送達方法とし
て，麻酔下，妊娠♀マウスの腹部側の皮膚を切
開後，子宮を露出させ，胎仔の特定部位（皮膚，
心臓，脳，肺など）や周辺の付随組織（胎盤，
羊膜，卵黄嚢など）に呼気制御ガラスキャピラ
リーを用いてDNAやゲノム編集試薬を注入す
る方法が一般的に採用されている。使用する遺
伝子（DNA）はウイルスベクターやプラスミ
ド等の非ウイルスベクターがあり，後者のベク
ターを使用する場合，細胞への試薬の取り込み
を加速させるため，試薬注入後，注入部位に対
し子宮内エレクトロポレーション（EP）を併
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用することが多い。ウイルスベクターの場合，
アデノ随伴ウイルス（adeno-associated virus, 
AAV）が多用されており，高度に濃縮したウイ
ルス液を呼気制御ガラスキャピラリーで数µL
注入する。ゲノム編集試薬の場合，Cas9タン
パク質とsgRNAを同時に発現できるall-in-one型
プラスミドベクターを注入し，直ちに，子宮内
EPを施す方法，あるいは，Cas9タンパク質と
sgRNAとの複合体（ribonucleoprotein, RNP）
を注入し，直ちに，子宮内EPを施す方法など
がある。あるいは，下記にも示すように，AAV
を用いた胎仔への直接的なゲノム編集成分の導
入も報告されている。
　以下，子宮内遺伝子送達による胎仔組織への
ゲノム編集の実際を紹介したい。

1 ）�子宮内ウイルスベクター投与によるゲノム
編集

　アンジェルマン症候群（AS）は発達遅延，て
んかん，発話障害，自閉症などの特徴を持つ遺
伝性疾患で，母性由来UBE3A（ubiquitin protein 
ligase E3A）遺伝子が変異や欠損により不活化
されることが原因の 1つとされる。ASにおけ
る神経細胞では，父性由来UBE3A対立遺伝子
がUBE3A-ATSと呼ばれる非コードRNAでシス
（cis）に抑制されている。Wolterら15）は，UBE3A-

ATSの 3 ’領域にクラスター化された核小体RNA 
Snord115を 標 的 と し たsgRNAとStreptococcus 

pyogenes由来Cas9遺伝子をコードしたAAV9ベ
クターを作製し，これをASモデルマウスの胎
仔期（E15），あるいは，新生仔期の脳内に導
入。その後，17か月間，ASの回復の有無を観
察した。その結果，UBE3A-ATSの抑制に伴う
父性UBE3A対立遺伝子の活性化が起き，ASモ
デルマウスの病態は解剖学的，行動学的に正常
な表現型へと回復した。以上から，AAV投与に
よるゲノム編集は，単一遺伝子変異により引き
起こされるヒト胎児脳の神経発達障害の根本的
治療に有効であることが示唆された。はじめに
で述べたように，BEは，DSBを誘導せずに塩
基対変換を可能とする技術であり，従来の
CRISPR/Cas9システムに比べ安全性が高い。
Rossidisら16）はBE3技術をアデノウイルスベク
ターと子宮内卵黄静脈投与法を組み合わせるこ

とで，遺伝性高チロシン血症Ⅰ型モデルマウスの
治療に成功した。遺伝性高チロシン血症Ⅰ型
（HT1，hereditary tyrosinemia typeⅠ）は代謝性
肝疾患で，チロシン代謝経路に関わるフマリルア
セト酢酸ヒドラーゼ（FAH，humarylacetoacetate 
hydrolase）遺伝子が変異することで，肝臓内
での毒物の蓄積を引き起こし，致死的な肝障害
が起こり，生後 1か月以内で死に至る疾患であ
る。そのため，乳幼児の肝移植適用が 2番目に
多い疾患でもある。Rossidisら16）はBE3による
ゲノム編集を用い，チロシン代謝の上流にある
Hpd（hydroxyphenylpyruvate dioxygenase）遺
伝子内にナンセンス変異を誘導させるため，ア
デノウイルスにBE3とHpd遺伝子を標的とした
sgRNAを搭載し，これをHT 1 モデルマウス
（Fah-/-）17）のE16胎仔に子宮内投与した。その
結果，出産された新生仔はHT1症状を示さず，
個体は正常に成長した。
　一方，Alpatiら18）は，Cas9遺伝子とsgRNAを
搭載したアデノウイルスベクターを妊娠中期マ
ウス胎仔（E16）の羊水内へ投与した。この時
期の胎仔は呼吸をしており，羊水内に投与され
たゲノム編集成分を含むアデノウイルスは呼吸
によって胎仔肺内に取り込まれ，肺上皮細胞の
20％がゲノム編集された。次いで，Alpatiら18）

は，致死性肺疾患を患うモデルマウスSftpcI37T

（ヒトsurfactant protein C遺伝子の73番目のイ
ソロイシンがスレオニンに置換されているマウ
ス）にSftpcI37Tを標的としたsgRNAとCas9遺伝
子を搭載したアデノウイルスを羊水内へ投与し
た。その結果，出生直前の胎仔及び新生仔にお
いて，肺形態の正常化，個体の生存性確保が確
認された。一方，これらのマウスでは，生殖細
胞でのゲノム編集が確認されなかったことか
ら，本手法の安全性が示唆された。これらの研
究は，子宮内ゲノム編集がヒトの単一遺伝子異
常に起因する疾患（monogenic diseases）の治
療に有効であることを示唆している。
2 ）脂質ナノ粒子を用いたゲノム編集
　非ウイルスベクターを用いた遺伝子導入法
は，ウイルスベクターに比べ，免疫原性が低
く，安全性が高いことが知られている。中でも
脂質ナノ粒子（lipid nanoparticle, LNP）を使用
した遺伝子導入法は，旧来のリポソーム系に比
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べ，遺伝子導入効率が高い。特に，poly（lactic-
co-glycolic）acid（PLGA）は生体組織への遺伝
子導入介助剤としての有用性が最近注目されて
いる。一方，PNAs（peptide nucleic acids）は，
DNAと似た挙動を示し，PNA-DNA-PNA複合体
を形成する。細胞内でのDNA複製過程に取り
込まれ，ドナー DNA断片とゲノムDNAとの間
で組換えを起こし，標的遺伝子に不可逆的な組
換えをもたらす。
　Ricciardiら19）は，PNAsと一本鎖DNA（ssDNA）
を含むPLGA生分解性ナノ粒子（PLGA nanoparticle, 
PLGA NP）をヒトβグロブリン遺伝子に変異を
持つ，地中海型貧血として知られるβ-thalassemia
モデルマウス胎仔（E15～E16）の卵黄静脈に導
入した。その結果，PLGA NPが投与された胎
仔肝では部位特異的なゲノム編集が起こり，出
生前でのβ-thalassemiaの発症は抑えられた。
さらに，血中ヘモグロビン量の増加，脾腫の喪
失，網状血球数の減少，生存時間の延長が確認
された。
3 ）子宮内EPによるゲノム編集
　子宮内EPとは，子宮内の胎仔の脳などの特
定部位にプラスミド等のDNAをガラスピペッ
ト等で注入後，ピンセット型電極で注入部位を
含む子宮全体に矩形波による電気刺激を加える
ことで，DNA注入部位近傍に存在する細胞の
細胞膜透過性を一時的に高め，細胞の外側に存
在するDNAを細胞内に効率的に取り込ませる
方法である。2014年，Straubら20）はこの方法を
用い，マウス胎仔脳内の神経細胞において
CRISPR/Cas9を介した標的遺伝子のKOが可能
であることを報告した。この報告では，子宮内
胎仔（E15）脳の左半球へCas9遺伝子とsgRNA
を搭載したプラスミド（all-in-one型vector 
pX330）をガラスピペットで注入し，直ちに子
宮内EPを実施したところ，生後14～20日目の
新生仔脳内の細胞において標的遺伝子のKOが
確認されている。この研究から，子宮内EPと
いう手法が胎仔脳神経回路での特定の神経細胞
機能の解明に有効であることが示された。その
後，ShinmyoとTanaka21）もpX330を用いて，同
様の報告をしている。Uemuraら22）は，標的遺
伝子であるβ-actin遺伝子の開始コドンの直後
にEGFP蛍光遺伝子がノックインされるように

設計したDNA配列をCRISPR/Cas9系プラスミ
ドと共に胎仔脳に注入し，子宮内EPを施した。
その結果，脳神経細胞でEGFP/β-actin融合タ
ンパクの発現が確認された。この方法は神経や
シナプスの機能に影響を与えることなく，様々
なタイプの内在性タンパクの神経細胞での局在
を明らかにする手法として期待される。

4 ．経胎盤遺伝子送達
　経胎盤遺伝子送達（transplacental gene delivery, 
TPGD）は，母体の血流に注入されたプラスミ
ド等の核酸が胎盤を経由し，胎仔側に移送さ
れ，胎仔細胞への遺伝子導入を達成させる技術
である。着床後の胚の血液循環系は，胎盤形成
過程で母親由来の血液循環系から徐々に分離
し，胎盤経由で母方からの栄養に依存するよう
になる。胎盤が完全に形成されると，それは
種々の物質輸送を制御する「母体・胎児間バリ
ア」として働く。しかし，ある特定の条件下，
母体循環中に存在するDNA断片，ウイルス，マ
イクロRNA等の核酸は胎児側へ輸送される23, 24）。
Tuzel-Koxら25）は妊娠ラット静脈に投与された
リポソームが胎盤に蓄積し，その一部は分解さ
れずに胎仔側へ輸送されることを示した。ま
た，Tsukamotoら26）は，リポソーム/プラスミ
ドDNA複合体を妊娠♀マウス尾静脈へ投与す
ると，それが母体・胎仔間バリアを乗り越え，
胎仔側へ輸送され，胎仔細胞は一時的であるが，
遺伝子導入を受け，遺伝子発現を示すことを報
告した。Kikuchiら27）は，Cre遺伝子が導入され
た場合のみ目的遺伝子（LacZ；beta-galactosidase
遺伝子をコード）が発現するloxP配列を有する
トランスジェニック（Tg）妊娠マウス尾静脈
にリポソーム/Cre遺伝子発現プラスミドDNA
複合体を投与した。その結果，胎仔はLacZ遺
伝子を発現し，特に胎仔心臓での発現は顕著に
高かった。これは，妊娠母体に投与された核酸
が主に胎仔心臓に集積することを示唆してい
る。以上の結果から，図 1 -cに示したように，
妊娠マウス尾静脈経由での胎仔への遺伝子送達
も胎仔へのゲノム編集ルートになり得ることが
示された。我々はこのような胎盤経由による胎
仔への遺伝子送達をTPGDと名付けた7）。



諸星和紀ほか　（46） 防医大誌・2025年 6 月　

1 ）経胎盤遺伝子送達によるゲノム編集
　上述のように，TPGDは母体血中に投与され
た核酸（プラスミドDNA等）が，胎盤を経由
して胎仔側に伝達される現象であるが，胎仔側
に到達した核酸は細胞内に一時的に入るにと
どまり，細胞染色体に挿入されることはない。
しかし，ゲノム編集の場合，目的細胞内で
CRISPR/Cas9が一過的に発現されればよく，
その成分が染色体に挿入される必要はない。
我々はTPGDを用いることで，胎仔でのゲノム
編集を誘導できるのではないかと考え，その可
能性を検討した6）。Cas9遺伝子とEGFP cDNA
を標的とするsgRNAを搭載したベクターと遺
伝子導入介助脂質であるFuGENE6の複合体を
作製し，これをEGFP Tg♂マウス（Tg/Tg）と
あらかじめ交配させた野生型妊娠♀マウス
（E12.5相当）の尾静脈へ投与した。TPGD後，
3日目に胎仔（E15.5；Tg/＋）を採取し，緑蛍
光を観察した結果，ゲノム編集を行っていない
胎仔と比較して，25匹中 3匹で蛍光減退が認め
られた。特に，心臓での減退が顕著であった。
しかし，緑蛍光が完全に消光している訳ではな
いため，これら胎仔はゲノム編集された細胞と
そうでない細胞からなる，いわゆる，モザイク
状態と見られた。以上から，まだ低率ながら，
TPGDでもマウス胎仔でゲノム編集が誘導され
ることが世界で初めて示された。我々はこの手
法をTPGD-GEFと名付けた6）。

5 ．�子宮内ゲノム編集とTPGD-GEFの可能性
と限界

　子宮内遺伝子治療は，胎生致死を誘発する潜
在的なリスクはあるが，出生後治療にくらべ，
いくつかの明確な利点を有する。例えば，胎児
が小さいため，少量の核酸投与で，高効率な遺
伝子送達が可能になる。免疫寛容が働くため，
核酸などの外来性物質への拒否反応が低いこ
と，周産期に現れる遺伝性疾患発症を未然に防
ぐこともできる。
　子宮内ゲノム編集法やTPGD-GEFを用いた研
究から，母体の子宮内にいる胎児は，CRISPR/
Cas9等のゲノム編集による標的遺伝子改変を
受けやすい状況にあることが判明した。子宮内
遺伝子送達に関わる多くの研究は，ガラスピ

ペットを用いた胎仔の特定部位への試薬注入
（核酸やウイルス等），それに続くEP，あるい
は，核酸等の静脈への投与といった物理的なア
プローチによるものである。特に，前者の場合，
顕微鏡下で子宮自体を体外に露出させる，胎仔
組織への穿刺等の外科的処置を必要とするた
め，操作難易度は高く，物理的ダメージによる
胎生致死が引き起こされる場合もある。一方，
遺伝子送達後のEP処置も胎生致死を引き起こ
すリスクファクターの 1つであり，EP条件の
厳密な適正化が必要となる。静脈への投与では，
一度に多量の溶液を注入する場合があり，胎仔
肝やその他臓器への物理的損傷を引き起こす可
能性がある。ゲノム編集にAAVやアデノウイル
スのようなウイルスベクターを用いる場合，そ
の安全性が主な懸念点となる。特に，アデノウ
イルスベクターの場合，繰り返しの感染で潜在
的な免疫反応が惹起される可能性がある28）。
　非ウイルスベクターは，上述の物理的アプ
ローチやウイルスによる感染に比べ，いくつか
の利点がある。例えば，PLGAやリポソーム/
DNA複合体などは，比較的侵襲性が低く，安
全であるため，ゲノム編集に基づく胎児遺伝子
治療としては理想的な方法になり得る。しかし，
ゲノム編集効率に直結する遺伝子送達率は，ウ
イルスベクターに比べ若干劣るので，この点は
将来的な課題でもある。非ウイルスベクターは
これまで，リン脂質，ポリマー，無機化合物，
エキソソーム等，様々なタイプがいくつか開発
されてきた29-31）。これらはCRISPR/Cas9系の核
酸の分解を防ぎ，直接核内に入り，in vivoゲノ
ム編集が達成されるため，ゲノム編集成分の理
想的なin vivo送達方法と考えられている32-34）。
Weiら35）は効率的に細胞や組織内にRNPsを導
入できる修飾LNPを報告している。この報告で
は，修飾LNPに複数の標的遺伝子に対応する複
数のsgRNAとCas9タンパク質をRNAsとして内
包させているため，これを静脈注射によりマウ
ス体内に注入すると，肺や肝臓にその複合体が
集積し，肺，肝臓特異的に複数の遺伝子を一度
にKOできる。例えば，複数のがん関連遺伝子
を一度にKOできれば，肺や肝臓等に器官特異
的に癌を誘導することも可能となる（「癌モデ
ル動物」として）。Weiらの研究以外にも，脂
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質36-39），ポリマー 40-46），無機ナノ物質47-51），エキ
ソソーム52-55）を使用したin vivoゲノム編集の成
功は数多く報告されているため，今後，これら
試薬が非ウイルスベクターとして胎児遺伝子治
療に採用されるものと考えられる。特にナノベ
クターは，化学的な修飾やスケールアップが容
易で，コスト効率が良く，大容量のパッケージ
ング能力を持ち，免疫原性が低いため，胎児遺
伝子治療への応用は大いに期待できる。

6 ．おわりに
　着床直後の胚（E6～8）は層の厚い脱落膜に
阻まれるため，それへの遺伝子導入は困難とさ
れてきた。ところが，Sheehy56）らは実体顕微
鏡下，ガラスキャピラリーで脱落膜内の胚に直
接遺伝子を注入する方法で，上記胚への遺伝子
導入に成功した。現段階では，ゲノム編集の成
功例は報告されていないものの，Sheehyらの
方法を用いれば，当該胚へのゲノム編集の可能
性は十分に期待できる。着床後中期（E9～
E15）から後期（E16～E19）での胎仔を標的と
したゲノム編集は，子宮内EP，羊水内投与，
卵黄静脈内注入，TPGD-GEFなどの事例での成
功が報告されている。しかしながら，子宮内ゲ
ノム編集では侵襲的手術やEP装置が必要であ
り，また，ウイルスベクターは免疫原性がしば
しば問題視される。非ウイルスベクターを用い
たTPGD-GEFは，非侵襲的で，免疫原性はない
が，変異のモザイク性と低率なゲノム編集とい
う問題がある。最近では，NPを基盤とする核
酸送達により高いゲノム編集効率が実現化され
ている。従って，TPGD-GEFの系にNPを応用
させれば，理想的な胎児遺伝子治療の一手段と
なる可能性がある。さらに，近年開発された
SATI法は，ウイルスベクターを用いることな
く，大型遺伝子の標的部位へのノックインを可
能とする技術であり，胎児遺伝子治療における
新たな選択肢として期待される。胎児を標的と
した様々な手法の開発は胎児遺伝子治療の臨床
応用には重要であり，今後，その技術の継続的
な進歩が望まれる。
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Recent advances in genome editing for post-implanted mouse fetuses

Kazunori MOROHOSHI 1, Masahiro SATO 2  and Shingo NAKAMURA 1

J. Natl. Def. Med. Coll.（2025）50（2）：41－49

　Abstract: Genome editing technologies, exemplified by the CRISPR/Cas9 system, have 
enabled efficient genetic modifications in cells and animals, facilitating of gene function analyses 
and disease model mice creation. Four main approaches to creating genome-edited animals have 
been reported: 1) genome editing of preimplanted embryos, including fertilized eggs; 2) genome 
editing of post-implanted fetuses (i.e., mid-gestational fetuses) via intrauterine delivery of genome 
editing components, followed by in utero electroporation; 3) genome editing of mid-gestational 
fetuses through transplacental gene delivery by tail vein injection of genome editing components 
into pregnant females; and 4) somatic genome editing by direct administration of genome editing 
reagents through the facial vein of neonates or the tail vein of adult mice. This review presents the 
latest advancements in genome editing techniques that target post-implantation mouse fetuses.

　Key words:　　 genome editing　　／　　fetal gene manipulation　　／　　in utero gene 
manipulation　　／　　gene therapy


