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研究成果の概要（和文）：赤血球系転写因子であるGATA-1プロモーター制御下にリバーステトラサイクリン制御
性トランス活性化因子(rtTA)を発現させるトランスジェニックマウスと、テトラサイクリン応答因子(TRE)制御
下に赤血球系転写因子Lmo2特異的shRNAを発現させるトランスジェニックマウスを作製した。さらに両者を掛け
合わせることによりマウス赤血球特異的にshRNAを発現させる、in vivoノックダウン解析系を確立した。

研究成果の概要（英文）：To establish in vivo model of anemia, we established and crossed 1) GATA-1 
promoter (G1HRD)/reverse tetracycline transactivator (rtTA)-transgenic mice and 2) 
Tetracycline-responsive element (TRE)/Lmo2 shRNA-tranegenic mice. In the established mice 
(Tg-TRE-Lmo2 shRNA::Tg-G1HRD-rtTA), Lmo2 shRNA is expected to be induced specifically in 
erythroblasts by tetracycline administration, leading to the onset of anemia. Our established system
 would be applied to establish wide variety of in vivo anemia models by targeting to erythroid genes
 other than Lmo2. 

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 血液内科学　貧血
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１．研究開始当初の背景 

 細胞分化における遺伝子発現の調節には

細胞系列特異的な転写因子が関与している

と考えられており、このうち赤血球の分化に

おいては、転写因子 GATA-1 が重要な役割を

果たしている。GATA-1 は、ゲノム上の WGATAR

という塩基配列を認識して結合し、各種のグ

ロビンやヘム合成酵素などの赤血球関連遺

伝子の発現を制御している(Bresnick et al. 

JBC 2010)。さらに GATA-1 は、SCL/TAL1、LMO2、

LDB1、ETO2 などの転写因子もしくは共役因子

と複合体を形成していることが明らかとな

っており、これらの因子が GATA-1 による遺

伝子発現制御に影響を及ぼしていることが

予想される(Fujiwara et al. Mol Cell 2009, 

Exp Hematol 2013, Tripic et al. Blood 2009)。

SCL/TAL1、LMO2、LDB1、ETO2 を含む転写因子

群の機能解析については多くの報告がある

が、これまでの解析は in vitroにおける解

析、あるいは in vivoにおいてはトランスジ

ェニックマウス及びノックアウトマウスが

中心である(Kerenyi et al. JEM 2010)。特

に in vivoにおける解析においてはその転写

因子の欠損もしくは強制発現が致死的なも

のである場合が多く、詳細な機能解析が困難

であった。 

 近年、Tet-on システムと shRNA による遺伝

子発現抑制システムを組み合わせたマウス

個体レベルでの解析が試みられている(Dow 

et al. Nat Protoc 2012)。このシステムを

応用し、赤芽球特異的に遺伝子発現を一過性

に抑制するシステムを確立することで（図 2）、

これまでの解析手法の限界を打破し、これら

の転写因子群の成体における機能を明らか

にできる可能性がある。 

 本研究においては、in vivo遺伝子ノック

ダウン解析系のモデルとしてLMO2に着目し、

この解析系を用い、LMO2 の赤血球系疾患の関

わり、及び in vivo赤芽球における LMO2 を

介した遺伝子発現制御機構の一端を明らか

にすることを目的とする。 

２．研究の目的 

 本研究の第一の目的はマウス赤血球特異

的にshRNAを効果的かつ可逆的に発現させる

in vivo解析系を確立することである。特に

今回の検討では、赤血球系転写因子・共役因

子のうち LMO2 をモデルにして、マウス in 

vivo赤芽球における意義を解明する。 

３．研究の方法 

 本マウスの作成には、図 1のように２種類

のトランスジェニックマウス（Tg-EGFP-Lmo2 

shRNA 及び Tg-G1HRD-rtTA）を掛け合わせる

ことにより作製する。 

 具体的には、赤血球系の転写因子である

GATA-1 プロモーター制御下にリバーステト

ラサイクリン制御性トランス活性化因子

(rtTA)を発現させるトランスジェニックマ

ウスと、テトラサイクリン応答因子(TRE)制

御下に Lmo2特異的 shRNA を発現させるトラ

ンスジェニックマウスを作成し、両者を掛け

合わせることにより目的のマウスを作成す

る。本マウスを用いて、末梢血及び骨髄の評

価、赤芽球における遺伝子発現プロファイル、

LMO2 制御下遺伝子群の LMO2 を介した発現制

御機構を解析する。 

４．研究成果 

（１）Tg-G1HRD-rtTAマウスの作成（図１） 

 Tg-G1HRD-rtTA を野生型マウス前核期受精

卵にマイクロインジェクションにて導入後、

陽性マウスをスクリーニングした。陽性マウ

スの骨髄(BM: bone marrow)の解析で、rtTA

が特異的に Ter119 陽性赤芽球に発現してい

る事を確認した。 

 
 
 
 
 

 

 

（図１）rtTA の発現確認 

ウエスタンブロット法により Tg-G1HRD-rtTA



マウス由来の骨髄 Ter119 陽性分画（赤芽球）

と陰性分画における rtTA の発現を確認。 

 

（２）Lmo2 shRNA 配列の選択（図 2） 

 Lmo2特異的 shRNA は、8種類存在するマウ

ス Lmo2 shRNA 発現レンチウイルスベクター

(pGIPZ lentiviral shRNAmir, Open 

Biosystems 社)から、最もノックダウン効率

の良い shRNA 配列を選択する。具体的には、

Lmo2 shRNA ベクターを HEK293T 細胞に導入し、

得られたウイルス上清をそれぞれマウス赤

白血病細胞(MEL)に感染させる。さらに、

Puromycin の培地への添加にて Lmo2 shRNA 導

入細胞を特異的に選択後に、定量 RT-PCR 及

びウエスタンブロット法により LMO2 のノッ

クダウン効率を比較検討した。 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

（図 2）Lmo2 shRNA 配列の選択 

RT-PCR 法（上段）、ウエスタンブロット法（下

段）の検討より、Lmo2 shRNA 2 を選択した。 

 

（３）Tg-EGFP-Lmo2マウスの作製（図 3） 

 Tg-EGFP-Lmo2 を野生型マウス前核期受精

卵にマイクロインジェクションにて導入後、

陽性マウスをスクリーニングした。その結果、

計 14 匹の陽性マウスが得られたため、これ

らのマウスを既に樹立したTg-G1HRD-rtTAマ

ウスと交配し、目的のマウスを樹立中である。 

 

 

 

 

（図 3）Tg-EGFP-Lmo2マウスの作製 

 マウス尾由来のゲノム DNA より陽性マ

ウスをスクリーニングした。 
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