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研究成果の概要（和文）：動的な生命現象の動作原理を解析するためには、細胞内シグナル活性を操作することは有効
である。しかしそれを安定的かつ定量的に制御することは困難である。我々はマウスにおいてNotch1遺伝子の遺伝子座
を重複させることを試みた。このノックインマウスラインでは、Notch1遺伝子座の数が0個から4個までのマウスを作製
することが出来、Notchシグナル活性を定量的に変化させることができる。このノックインマウスによって、例えば体
節形成などの動的な生命現象においてNotchシグナル活性強度の変化の影響が解析できる。

研究成果の概要（英文）：Manipulation of intracellular signaling activity in embryos is an effective tool f
or analysis of dynamic phenomena in developing embryo. However, it is very difficult to alter the intracel
lular signaling activity stably and quantitatively. We tried to generate knockin mice in which Notch1 gene
 is duplicated, thereby increasing the number of Notch1 allele. By using this knockin mice, we can generat
e mouse embryos with various number of Notch1 allele from 0 to 4, thus we can stably and quantitatively al
ter the Notch signaling activity in this knockin mouse line. With this Knockin mouse the analyses of Notch
 signal activity in dynamic phenomena in embryo such as somitogenesis are available. 
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１．研究開始当初の背景 
 

 脊椎動物の発生過程において体節は、胚の
最尾部の未分節中胚葉が分節化されること
で形成される。ここでは Notch シグナル依存
的に遺伝子の発現が振動しており、その周期
性を利用して周期的に分節化され、均等な大
きさの体節が形成される。未分節中胚葉では
すべての細胞が Notch およびそのリガンド
である Delta を発現している。我々は最近、
遺伝子発現の振動周期が Notch シグナル強
度に依存して変化することを発見した。具体
的には、マウスの体節分節化周期（＝振動周
期）は約 120 分であるが、Notch 活性が 2 倍
程度に増強されると周期が約 5 分延長する。
未分節中胚葉の細胞一つ一つで遺伝子の転
写の振動がおこっており、細胞間で振動が同
調することで、組織全体で同調した振動が作
り出される。Notch シグナルが同調に必須で
あると考えられているが、メカニズムの詳細
は不明であった。我々は、未分節中胚葉の各
細胞が、Notch 活性を検知し、その情報に基
づいて自身の周期を変化させることで近隣
細胞との同調性を保っているというモデル
を提唱している。 

 体節形成周期が Notch シグナル活性に依
存していることは明らかになったが、さらな
る定量的な解析のためには、マウス胚の個体
レベルで Notch 活性を人為的に操作できる
系が必要であると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 

マウス胚のレベルで Notch シグナル活性
を変化させるために、我々は Notch1 遺伝子
座を重複させたマウスを作製することを着
想し、遺伝子組み換え技術によりそれを実現
しようとした。具体的には Notch1 遺伝子座
において Notch1 遺伝子をタンデムに重複さ
せ、逆のアリルは Notch1 遺伝子が欠失して
いるマウスを作製する。つまり、個体レベル
では Notch1 遺伝子は 2 つ存在するために野
生型マウスと同じ数の Notch1 遺伝子を持っ
ていることになる。この遺伝型のマウス同士
を交配させると、ゲノム中の Notch1 遺伝子
の数が 0 から 4 までのマウスを作製すること
ができる。 

cell-cell communication依存的なNotchシ
グナルは、隣接する細胞の膜表面に存在する
Delta と結合することによって活性化され、
細 胞 内 ド メ イ ン （ Notch intracellular 
domain, NICD）が核に移行して標的遺伝子
の転写を活性化する。細胞膜上の Notch 分子

を増やせば、細胞外の情報が Notch シグナル
に変換される効率が高まると考えられる。す
なわち、Notch 分子の数を調節することで、
シグナルの変換効率（レバレッジ率）を調整
できる。この手法で定量的にパラメーターを
変化させることができれば、数理モデルの検
証が可能になり、生命現象の動作原理の理解
につながると期待される。 
 

 
 
３．研究の方法 
 
マウスゲノムの Notch1 遺伝子を重複させ

る。マウス ES 細胞において、対立遺伝子の
うち、一方の allele のプロモーター領域を含
むNotch1遺伝子の 5'側に loxP配列を挿入す
る。続いて、もう一方の allele の Notch1 遺
伝子の 3'側に loxP 配列を挿入する。得られ
た ES 細胞クローンに Cre リコンビナーゼを
発現させ、loxP 配列が相互に組み換えを起こ
したクローンを選別する。得られたクローン
では一方のalleleでNotch1が欠失しており、
他方の allele で Notch1 がタンデムに重複し
ていることが期待される。そのクローンから
キメラマウスを作製し、F1 世代を相互に掛
け合わせて、遺伝型によってそれぞれNotch1
を 0 コピーから 4 コピー持つマウスを作製す
る。 
 
 
４．研究成果 
  

 Notch1 遺伝子を重複させるために、ノッ
クインベクターを作製した。ES 細胞にノッ
クインベクターをトランスフェクションし、
抗生物質でセレクションして、組み替えが起
こっている細胞をセレクションした。 



  

しかし、正しく組み替えが起こっている細
胞を得ることができなかったので、ベクター
を作り直して再度チャレンジする予定であ
る。 

 
 本研究では、本来の遺伝子座にある遺伝子
を重複させる手法によって上記の問題を解
決することを試みる。つまり、Notch1 の遺
伝子量を変化させ、Notch シグナル活性を定
量的に変化させることが可能になる。類似の
方法との比較—活性型 Notch（NICD）の過剰
発現では恒常的に Notch 活性が高まってい
るが、本手法では cell-cell communication 依
存性、すなわち Delta からの刺激依存的な活
性を示す。外来プロモーターを使ったNotch1
の過剰発現では Notch1 遺伝子の発現が制御
されないが、本手法では、内在性プロモータ
ーを使うために、本来の時空間的な変化を保
ったまま、Notch 活性がエンハンスされるこ
とが期待される。 
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