IAEゲノム編集動物作製サービスbyTARToL　計画書作成の手引
【マウス TAKE法】ver.260713
遺伝子組換え実験計画書
基本情報
実験従事者（教育研修講師） 以下を追加してください。
北村　浩	（電話番号：022-717-8174）
西尾　啓輔	（電話番号：022-717-8175）
宮腰　拓	（電話番号：022-717-8175）
土屋　千歩	（電話番号：022-717-8175）


実験の実施場所と目的について
第二種使用等をする場所 以下を追加してください。
	部局
	承認番号
	実験室名

	医学系研究科
	2022医組換実-003-01
	医学系研究科附属動物実験施設中央飼育実験室

	医学系研究科
	2022医組換実-004-01
	医用動物学分野RI棟3階北飼育実験室




種類 以下の項目を選択してください。
動物使用実験 [ ☑　作成実験 ]


目的 以下の例を参考に追記してください。マウスの系統名は適宜記載してください。
動物実験施設の研究支援サービスを利用してゲノム編集マウス（系統名：依頼者が記載）を作製するため。


実験の概要
概要 実験番号にゲノム編集用の番号を追加し、以下の例を参考に追記してください。マウスの系統名、ゲノム編集試薬の組成、遺伝子型判定の方法など、依頼内容に応じて適宜変更してください。
過排卵処置を施した雌マウス（系統名：依頼者が記載）と雄マウス（系統名：依頼者が記載）で体外受精を行い、 前核期受精卵をガイドRNA（crRNA, tracrRNA）、Cas9mRNAもしくはCas9タンパク質、ドナーDNAの混合液に入れてエレクトロポレーションを行い、偽妊娠マウスに移植する（TAKE法）。出産後、産仔の尾端を採取し遺伝子型判定を行う。


別紙1〜3共通
使用する実験室 前述の、実験の実施場所と目的について 第二種使用等をする場所 と同じ場所を追加してください。その他の箇所は、実験内容に応じて適宜記載してください。


別紙3【ゲノム編集生物等:外来遺伝子の導入を伴わないもの】
ゲノム編集等の方法 以下の項目を選択してください。
☑　CRISPR/Cas9
ゲノム編集に使用した核酸の種類
☑　RNA
☑　DNA　※ドナーDNAを用いたKIの場合に選択してください


実験終了後の処置
哺乳動物 以下の項目を選択してください。
実験に使用した動物の処置方法
☑　麻酔による安楽死
☑　頸椎脱臼による安楽死
対象となる組換え生物 マウス



動物実験計画書
概要
実験実施者（教育研修講師） 以下を追加してください。
北村　浩	（電話番号：022-717-8174）
西尾　啓輔	（電話番号：022-717-8175）
宮腰　拓	（電話番号：022-717-8175）
土屋　千歩	（電話番号：022-717-8175）


実験（教育研修）の実施場所と飼育管理について
実験（教育研修）の実施場所 以下の項目を選択してください。
☑　2018医施-001 東北大学大学院医学系研究科附属動物実験施設（中央飼育実験室）
☑　飼養保管施設と実験室間など、動物を移動する際のルールを遵守します


動物の飼育管理上の注意点など 以下の項目を選択してください。
順化は行いますか？：はい
環境エンリッチメント、飼育方法、飼育密度などの飼育管理に配慮しますか？：はい


安全管理上注意を要する動物実験について（特殊実験区分）
実験区分 以下の項目を選択してください。
特殊実験実施の有無：有
☑　3. 	非医薬品の投与実験（医薬品グレード以下の薬品、試薬など）
☑　7. 	麻薬・向精神薬の使用
麻薬の使用：無、向精神薬の使用：有
☑　8. 	遺伝子組換え実験承認番号（ゲノム編集を含む）
	※当該のゲノム編集を含む計画書番号を記載してください。
　　	☑　申請中の場合は承認後に実験を実施することに同意


動物実験(教育研修)の方法、カテゴリ分類と人道的エンドポイントについて 
実験番号 にゲノム編集用の実験番号を追加し、以下の内容を選択、記載してください。
実験（教育研修）の概要 以下の項目を選択してください。
☑　3. 	試料投与
☑　7. 	麻酔下手術（術後に覚醒）
☑　12. 発生工学・胚操作


実験（教育研修）の方法 以下を記載してください。体外受精用マウスの系統名は適宜記載してください。
(1)ゲノム編集TAKE法
(1-1)過剰排卵雌マウスの作製
4週齢の雌マウス（系統名：依頼者が記載）に対して、体外受精日から3日前に過剰排卵誘起剤（CARD HyperOva）を0.2 ml/匹の量で腹腔内投与し、その48時間後にhCGを7.5 IU/匹の量で腹腔内投与し過剰排卵を起こす。
(1-2)体外受精
成熟雄マウス（系統名：依頼者が記載）を頸椎脱臼により安楽死させ、精巣上体尾部から精子塊を採取し培養する。過剰排卵雌マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、卵管から卵子塊を採取して精子と体外受精させる。
(1-3)エレクトロポレーション
培養液中の受精卵をエレクトロポレーターにて通電させ、ゲノム編集試薬を導入する。
(2)偽妊娠雌マウスの作製
[bookmark: OLE_LINK1]発情前期の雌マウス（ICR）を、MMB三種混合麻酔薬及びイソフルラン全身麻酔下で精管を結紮した雄マウス（ICR）と同居させ、交尾刺激による偽妊娠を誘導する。
(3)受精卵移植
偽妊娠雌マウスを全身麻酔下で背部切開し、卵管に(1-3)の受精卵を移植する。術後の鎮痛処置としてメロキシカムを投与する。移植後19日目の予定出産日でも出産しない場合は、全身麻酔下で頸椎脱臼により安楽死させ、帝王切開により仔を摘出した後に代理母親マウスに哺育させる。


動物の使用数または繁殖数 以下の例を参考に記載してください。体外受精用マウスの情報は適宜記載してください。また匹数についても、依頼内容に応じて適宜変更してください（依頼系統数=群数としてください）。
1 体外受精用雌マウス
動物種：マウス
入手先など、系統名、遺伝子組換え動物、微生物学的保証、動物の特性など：依頼者が記載
匹数：3、群数：1、回数：2、合計：6
算出根拠（例）：体外受精用雌マウスを1回3匹使用し、2回行うため6匹を使用。これをX系統分行う。

2 体外受精用雄マウス
動物種：マウス
入手先など、系統名、遺伝子組換え動物、微生物学的保証、動物の特性など：依頼者が記載
匹数：1、群数：1、回数：2、合計：2
算出根拠（例）：体外受精用雄マウスを1回1匹使用し、2回行うため2匹を使用。これをX系統分行う。

3 偽妊娠雄マウス、精管結紮雄マウス、代理母親マウス
	動物種
	入手先など
	系統名

	マウス
	日本クレア(株)
	ICR



	遺伝子組換え動物
	微生物学的保証
	動物の特性など

	□ 有
	☑ 有
	野生型



匹数：18、群数：1、回数：2、合計：36
算出根拠（例）：1回の移植で精管結紮雄マウスを3匹、代理母親用マウスを3匹使用。偽妊娠雌マウスは1回3匹使用するが、発情前期が4日に1日の周期で訪れるため、同日に3匹を得るには12匹を要する。以上より1回の移植で18匹を使用し、2回行うため36匹を使用する。これをX系統分行う。


想定される苦痛のカテゴリー 以下を選択してください。
C


動物の苦痛軽減・排除の方法 以下を選択、記載してください。
☑ 3. 麻酔薬・鎮痛薬・抗生剤等を使用する
	薬剤名
	投与量
	投与経路

	MMB（塩酸メデトミジン、ミダゾラム、酒石酸ブトルファノール）三種混合麻酔薬
	塩酸メデトミジン0.2 mg/kg、ミダゾラム6 mg/kg、酒石酸ブトルファノール10 mg/kg
	腹腔内投与

	イソフルラン
	導入濃度4〜5%、維持濃度1.5〜2.5%、
維持流量200〜400 ml/min/匹
	吸入投与

	メロキシカム
	0.2 mg/kg
	皮下投与


☑ 4. 術後管理
☑ 保温
☑ 5. 苦痛・ストレス・QOLを伴う場合、下記の人道的エンドポイントを設定する
術後の感染等により、摂餌・摂水困難、苦悶の症状（自傷行動、異常な姿勢、呼吸障害、鳴き声など）、回復の兆しが見られない長期の外見異常（下痢、出血、外陰部の汚れなど）、急激な体重減少（7日間で20%以上）が見られた場合、速やかに頸椎脱臼にて安楽死させる。


実験終了後の処置 以下を選択してください。
☑ 安楽死処置


使用動物について
使用動物 前述の、動物実験（教育研修）の方法、カテゴリ分類と人道的エンドポイントについて 動物の使用数または繁殖数 に記載した内容を適宜記載してください。


当該動物を実験に用いることの正当性 以下の項目を選択してください。
☑ 実験用モデル動物として広く認められている
☑ この動物から得られた膨大な実験データがある
☑ 生理、解剖学的または大きさの面から当該動物が適当である


使用匹数算出根拠の正当性 以下の項目を選択してください。
☑ 目的達成のため最低限必要な生物材料を得るために必要な数であるから


安楽死処置、動物死体の処理について
安楽死処置の方法 以下を選択、記載してください。
☑ 1. 麻酔薬等の使用
	薬剤名
	投与量
	投与経路

	イソフルラン
	過剰量
	吸入投与

	セボフルラン
	過剰量
	吸入投与


☑ 3. 中枢破壊による安楽死
☑ 頸椎脱臼
安楽死の確認について
☑ 死亡の確認を確実に行います（心肺停止の確認や放血処置など、動物種に合わせた死亡の確認を行います）


動物死体の処理方法 以下の項目を選択してください。
☑ 1. 学内で焼却     

